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緒　言

　多発性骨髄腫は，高齢者に多いB 細胞性リンパ系腫
瘍の一つであり，現状では治癒の期待出来ない難治性
の予後不良の造血器腫瘍である．高齢化社会を迎え，
今後ますます患者数は増加することが予測され，治癒
を目指した治療法の確立が望まれている．多発性骨髄
腫の標準的治療は化学療法であるが，現状では一時
的に病勢の沈静化がもたらされるものの，治癒に至る
患者は稀である．進行は緩徐であるが10 年以上の長
期生存は極めて稀で，多くの患者は寛解と再発・再燃
を繰り返しながら，最終的には治療抵抗性となって
死亡する．加えて，貧血，腎障害，骨病変などの合併
症を高頻度に併発するため，高齢の患者では生活の
質（QOL）が著しく損なわれる事も大きな問題である．
近年，自家及び同種造血幹細胞移植による治療が施行
されてはいるものの，対象患者が高齢であることや，
適切なドナーが存在しないことなどにより，実際には
造血幹細胞移植の適応にならないことが多く，更に
同種造血幹細胞移植は，現状ではまだ実験的治療の
域を出ていない．最近，多発性骨髄腫の分子病態に基
づいて，血管新生阻害作用を有するとされるサリドマ
イド，プロテアソーム阻害作用を有するとされるボル
テゾミブ，更にはサリドマイド誘導体であるレナリ
ドマイドなど新規薬剤による治療法が導入され，治
療成績は向上しているが，治療効果は一過性であり，
これらの新しい治療薬を用いても，未だに生存率を
延長し，治癒を望むことは困難である．したがって，
高齢化社会の到来ともあわせて，多発性骨髄腫の患者
が増加している現在，高齢者にも適応可能な，生体へ
の侵襲が少なく，抗がん剤治療，移植治療に変わる全
く新しい概念の治療法の開発が切望されている．
　われわれは東京大学分子生物学研究所有機化学

研 究 部 門 橋 本 祐 一 博 士 の 協 力 の も と， こ れ ま で
にサリドマイドの薬理作用から多くの薬物標的を
仮想して構造展開することにより，当該の薬物標
的に対する特異的な医薬リード化合物を多数創製
できる可能性を検証し，新規微小管重合阻害薬 2 -

（2,6 -Diisopropylphenyl）-5 -hydroxy-1H- isoindole -1,3 -
dione（5HPP-33）が多発性骨髄腫の新規治療薬となり
うることを明らかにした（Iguchi T, et al. Int J Mol Med 
2008;21:163 -8/ Noguchi T, et al. Bioorg Med Chem Lett 
2005;15:321 -5）．
　 こ の よ う な 背 景 の 中 で， 京 都 大 学 大 学 院 農 学
研究科 村上明博士より供与された生理活性物質
1’-Acetoxychavicol acetate（ACA）は，東南アジアに自
生するショウガ科植物 Languas galangaに由来する成
分であり，われわれはこれまでACAが急性骨髄性白血
病に対し，ミトコンドリア経路及びFas 経路を介して
アポトーシスを誘導すること（Ito K , et al. Clin Cancer 
Res 2004;10:2120 -30），多発性骨髄腫に対し in vitroお
よび in vivoでNF-κBの核内移動を抑制することでア
ポトーシスを誘導すること（Ito K , et al. Cancer Res 
2005;65:4417 -24），及びTRAIL（TNF-related apoptosis -
inducing ligand）の 活 性 化 を 介 し て ア ポ ト ー シ ス
を 誘 導 す る こ と（Ito K , et al. Biochem Biophys Res 
Commun 2005;338:1702 -10）などを明らかにしてきた．
　これらの研究結果に基づき，橋本祐一博士の協力の
もと，われわれはACAをリード化合物として構造展
開することで得られた，種々の化合物の構造と生物
学的活性の相関を検証し，造血器腫瘍の新規治療薬
として用いることを検討している．すでに，急性白血
病に対しては，我々はACAを展開して得られた化合
物の数種が増殖抑制効果を示すことを明らかにした

（Misawa T, et al. Chem Pharm Bull 2008;56:1490 -5）．本
研究は，これまでに得られた豊富な科学的研究成果を
基に，ACAを骨格に構造展開し得られた化合物を用い，
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多発性骨髄腫の分子病態に即した新規治療薬を開発し，
実際の臨床応用を目指した基礎検討を目的とする．

材料と方法

�．候補化合物の作製，調整
　ACAをリード化合物として構造展開し得られた
種々の化合物は，東京大学分子生物学研究所有機化
学研究部門 橋本祐一博士より，すでに同研究室で報
告された候補物質（Misawa T, et al. Chem Pharm Bull 
2008;56:1490 -5）より，白血病細胞HL -60においてより低
濃度での抗腫瘍効果が認められたTM-233を選択した．
�．骨髄腫細胞の調整
　U266, RPMI8226, OPM2, MM-1Sなどの骨髄腫細胞
株はATCCから入手し，10％ FCS 添加 RPMI1640 培地
にて培養した．更に，ボルテゾミブ耐性骨髄腫細胞株
であるKMS-11/BTZ, OPM-2/BTZを名古屋市立大学
大学院医学研究科腫瘍・免疫内科学分野及び協和発酵
キリン株式会社との共同研究により入手し（Ri M, et 
al. Leukemia 2010;24:1506 -12），同様の条件下で培養
を行った．
3．候補化合物のin vitro における効果，体内動態の解析
　ACAを構造展開して得られた化合物の骨髄腫細胞
に対する効果を検討した．MTSアッセイ，細胞周期
解析に加え，Annexin-V 法，Cytotoxicity Detection 
KitPLUS（LDH）などを用いて，アポトーシス誘導に
ついて詳細に検討した．さらに，アポトーシス誘導
機構を分子生物学的に解析し，骨髄腫細胞に対する増
殖抑制におけるシグナル伝達機構，特に候補化合物の
NF-κBやIL -6（JAK/STAT）など骨髄腫の増殖制御に
関係する種々のシグナルに対する作用を ELISA 法や
Western blot法を用いて検討した．
　また，ボルテゾミブ耐性骨髄腫細胞株に対する解析
も同様に行い，特に耐性株に特異的なシグナル伝達機
構について解析を行い，耐性克服のメカニズムについ

ての検討を行った．

結　果

�．各種骨髄腫細胞に対する抗腫瘍効果の検討
　U266, RPMI8226, OPM2, MM-1S細胞における
TM-233の抗腫瘍効果を図 1に示す．各細胞にてACA
と比較して，TM-233はより低濃度でより細胞増殖
抑制を認めた．続いて，増殖抑制がアポトーシスで
あるか否かについて検討し，Cytotoxicity Detection 
KitPLUS（LDH），Giemsa 染色による形態，Western 
blot法において，アポトーシスの像が認められた．
�．抗腫瘍メカニズムの解析
　多発性骨髄腫の増殖・分化において重要なメカニ
ズムとされるJAK/STAT 経路が，TM-233による抗
腫瘍メカニズムに関連しているか否かを解析した．
図 2の通り，Western blot 法による解析にて，JAK2 及
びSTAT3の蛋白発現低下を認めた．興味深いことに
JAK2/STAT3 下流の分子のうち，mcl -1の発現が低下
したものの，同様の分子であるbcl - 2 及びbcl -xLは発
現の変化が認められなかった．免疫沈降法などによる
更なる解析が必要であるものの，JAK2/STAT3に加え
下流のmcl -1の関与が考えられた．
　また，NF-κBの関連についてELISA 法を用いて
解析し，TM-233はACAと比較しても，少なくとも同
等なレベルでNF-κBの活性を抑制した．
3．Bortezomib 耐性細胞株への効果
　名 古 屋 市 立 大 学 腫 瘍 免 疫 内 科 飯 田 真 介 先 生，
李政樹先生らが樹立したbortezomib 耐性骨髄腫細
胞 株 KMS-11/BTZ 及 びOPM2/BTZを ご 供 与 頂 き，
TM-233の耐性株への効果を検討した．
　図 3の通り，耐性株ではTM-233に対する抗腫瘍効
果が得られただけでなく，Bortezomibとの併用で，
相加効果が得られ，bortezomib 耐性を回避出来る可
能性が示唆された．

図 1. 
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考　察

　TM-233は多発性骨髄腫細胞株に対し，比較的低濃
度で抗腫瘍効果を得ることの出来る有効な薬剤と考
えられ，その抗腫瘍分子メカニズムについても，精査
の余地はあるものの，JAK2/STAT3/mcl -1 経路の阻害
並びにNF-κB 活性阻害が関連していることが示唆さ
れた．また，bortezomib耐性機構の克服も期待される．
　今後，多発性骨髄腫患者検体を用いて，TM-233の
抗腫瘍効果並びに抗腫瘍メカニズムの検討を行い，
検討する必要があると考えられた（埼玉医科大学倫理

委員会 申請番号627）．更に，多発性骨髄腫のin vivoモ
デルは構築が困難な系であるが，TM-233の抗腫瘍効
果を検討していきたい．

研究成果リスト
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関節リウマチとエピジェネティクス

緒　言

　関節リウマチは，全身の関節に慢性炎症を来す
難治性の自己免疫疾患である．関節内の滑膜組織が
増生し，進行性に軟骨と骨が破壊される．関節リウマ
チの多発家系の存在，関節リウマチ患者のHLA - DR4
陽 性 率 が 高 い 事， 一 塩 基 多 型 と の 関 連（PADI4，
PTPN22，CCR6 遺伝子）が指摘されており，遺伝的
要因の関与は明らかである．一方，それだけでは関節
リウマチの発症は説明できず，環境的要因（ウイルス
感染症，喫煙）などの非遺伝的要因が関与している
と推測されている．また，関節リウマチの発症機序
を考えると，リウマチ因子や抗 CCP 抗体などの自己
抗体，活性化マクロファージやCD4 陽性 T 細胞の滑
膜への浸潤，炎症関節における炎症性サイトカイン
産生などの免疫異常が存在しており，これにより関
節破壊や滑膜増殖につながっている．このような自己
免疫反応と同時に，自然免疫反応（Toll - like receptor
を介する反応など）も関与して，関節局所にて炎症が
誘導されている．関節リウマチの滑膜線維芽細胞はマ
クロファージやリンパ球により刺激（TNFα，IL - 1β
などの炎症性サイトカイン）されて活性化している．
活性化した滑膜線維芽細胞は，炎症性サイトカイン・
ケモカイン産生，基質分解酵素分泌により関節破壊
を起こす一方，増殖能亢進，アポトーシス感受性低下
などの癌細胞と似た形質も持つ．しかしながら，滑膜
線維芽細胞の活性化がどのように起こり，維持され
ているのかは不明である．
　エピジェネティクスの機構がクロマチンの構造お
よび遺伝子転写と関連している事から，我々はエピ
ジェネティクス制御の異常が関節リウマチの滑膜炎
の病態に関わっているのではないかと考えた．エピ
ジェネティクスとは，遺伝子配列の変化を伴わずに
遺伝子発現を制御する機構を意味し，主な機序とし
てDNAメチル化，ヒストン修飾，クロマチンリモデ
リング，非コードRNA（micro RNAなど）が挙げら
れる．エピジェネティクス制御の異常が癌細胞におい

て多数報告されており，腎慢性線維化，統合失調症，
神経変性疾患，糖尿病などの様々な後天的疾患に
おいても同様な異常が報告されている．上記に述べた
ように，関節リウマチの滑膜線維芽細胞は活性化して
おり，（1）炎症性サイトカイン・ケモカイン産生（IL - 6，
IL - 8），（2）骨・軟骨破壊（matrix metalloproteinase：
MMP，cathepsin）（3）細胞増殖（cyclin D1，TGFβ1，
VEGF），などの特異的遺伝子発現が報告されている．
我々は，これらの遺伝子発現の原因の一つに，エピ
ジェネティクス制御の異常があるのではないかと
考えた．
　本研究では，関節リウマチの滑膜炎にエピジェ
ネティクス制御の異常が関連しているかを明らか
にするために，基質分解酵素であるMMP 遺伝子に
焦点を当ててヒストン修飾の役割を検討した．ヒス
トン修飾にはヒストンアセチル化やメチル化など
多数の修飾があり，正もしくは負に遺伝子転写を
制御する修飾がそれぞれ知られている．関節リウマ
チの滑膜線維芽細胞とその陰性対照である変形性
関節症の滑膜線維芽細胞において，MMP 遺伝子の
発現とヒストン修飾を調べた．MMP1，3，9，13
遺伝子発現は，関節リウマチの滑膜線維芽細胞に
おいて変形性関節症に比べて有意に高値であった．
関節リウマチの滑膜線維芽細胞において，MMP 遺
伝子のプロモーター領域のヒストン修飾は，遺伝
子発現の亢進を説明できる変化を示していた．さ
らに，関節リウマチの滑膜線維芽細胞において，
MMP1，3，13 遺伝子発現は IL - 6 反応性であった．
以上の結果から，ヒストン修飾は関節リウマチの滑
膜線維芽細胞におけるMMP 遺伝子発現と相関して
おり，関節リウマチの滑膜線維芽細胞の活性化に重
要な役割を果たしている事が示唆された．本研究の
結果を基に，関節リウマチの新しい検査・診断法及
びエピジェネティクスを制御する新しい治療の開発
につながる事が期待される．
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材料と方法

【抗体と試薬】
　抗 H3K4me3 抗体（07 -473），抗 H3K27me3 抗体

（17 -622）はMillipore 社より購入した．ヒトリコンビ
ナントIL -6，ヒトリコンビナント可溶性 IL -6Rα（sIL -
6Rα）はPeproTech社より購入した．

【滑膜線維芽細胞の調製および刺激培養】
　埼玉医科大学倫理委員会の承認下に，関節リウマチ
および陰性対照である変形性関節症の患者から，書
面によりインフォームド・コンセントを得た後，当院
整形外科における人工関節置換術時に滑膜組織を採
取した．滑膜組織を細切後，1.5 mg/ml collagenase
と0.04％hyaluronidaseを 添 加 し たDMEM 溶 液 に
懸濁して，37℃にて2 時間震盪した．ナイロンメッ
シ ュ を 通 過 さ せ た 後，10 ％ FBSと1 ％ Penicillin/
Streptomycinを添加したDMEM 溶液中にて，37℃，
5％ CO2 下において培養した．0.25％ Trypsin - EDTA
溶液を用いて，培養細胞の継代を行った．4 - 8 回継代
した細胞を，滑膜線維芽細胞として実験に用いた．
　100 ng/μlヒトリコンビナント IL -6，100 ng/μlヒト
リコンビナントsIL -6Rαの存在下あるいは非存在下
にて滑膜線維芽細胞を4，24 時間刺激培養した後，細
胞を回収して実験に用いた．

【逆転写反応と定量的 PCR】
　培養細胞をTRIzol（Invitrogen 社）に懸濁した後，
付 属 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い，mRNAを 分 離 し た．
SuperScript III（Invitrogen 社）と Oligo(dT)12 -18 
primer（Invitrogen 社）を用いて逆転写反応を行い，
cDNAを作成した．各遺伝子特異的なプライマーを
用 い て， リ ア ル タ イ ムPCR（Applied Biosystems 社
のStepOnePlusシステム）を行い，β -actinを internal 
controlとして各遺伝子発現を数値化して比較検討を
行った．

【クロマチン免疫沈降（ChIP）法と定量的 PCR】
　培養細胞を0.2％ Triton X -100にて溶解し，0.2 U 

micrococcal nuclease（Sigma 社）処理をする事により
モノヌクレオソームとゲノムDNAの複合体の状態に
した．各ヒストン修飾特異的抗体を用いて免疫沈降反
応を行った後，回収された複合体を洗浄し，1 mg/ml 
proteinase Kおよび0.3％SDSにて処理を行い，複合体
からDNAを分離した．フェノール・クロロホルムに
てDNAを抽出し，エタノール沈殿によりDNAを精製
した．各遺伝子特異的なプライマーを用いて，リアル
タイムPCRを行い，免疫沈降していないDNA（input）
に対する免疫沈降にて回収されたDNAの割合を計算
して比較検討を行った．

【統計】
　Mann -WhitneyのU- testにてP 値＜ 0.05を有意差あ
りと判断した．

結　果

　我々は，関節リウマチの滑膜線維芽細胞の活性化に
エピジェネティクス制御の異常が関与しているので
はないかと仮定し，本研究で検証を行った．MMP1，
3，9，13は，関節リウマチの病態に関与している事
が報告されており，これらのMMP 遺伝子を対象に，
エピジェネティクス制御としてヒストン修飾の程度
を調べる事とした．関節リウマチ及びその陰性対照
としての変形性関節症の患者から滑膜線維芽細胞を
分離し，MMP1，3，9，13の4つの遺伝子に関して
遺伝子発現を比較した（図 1）．予想された通り，こ
れらの4つのMMP 遺伝子は，関節リウマチの滑膜線
維芽細胞において高発現していた．次に，各 MMP 遺
伝子のプロモーター領域におけるヒストンメチル化

（H3K4me3，H3K27me3）をChIP 法及びリアルタイム
PCR 法にて比較検討した．H3K4me3は緩んだクロマ
チン構造部に見られるヒストン修飾であり，遺伝子転
写を正に制御するヒストン活性化マーカーと考えられ
ている．一方，H3K27me3は凝縮したクロマチン構造
部に存在し，遺伝子転写を負に制御するヒストン抑制
性マーカーと考えられている．関節リウマチの滑膜線

図 1. 関節リウマチ滑膜線維芽細胞におけるMMP遺伝子発現．
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維芽細胞では，MMP1，3，9，13 遺伝子のプロモー
ター領域において，H3K4me3は有意に高値を示した

（図 2）．H3K27me3はMMP1，9 遺伝子において有意
に低値であったが，MMP3，13 遺伝子においては低
値である傾向はあるものの有意差は認められなかった

（図 3）．これらの結果から，関節リウマチの滑膜線維
芽細胞において，MMP1，3，9，13遺伝子のプロモー
ター領域のクロマチン構造は緩んだ状態であると考え
られた．そのために遺伝子転写が亢進していると考え
られたが，さらに関節リウマチにおいて炎症性サイト
カインなどの刺激に対する反応性が亢進しているので
はないかと予想された．IL -6は関節リウマチの病態に
関与する炎症性サイトカインの一つであり，ヒト化抗
sIL -6Rモノクローナル抗体は関節リウマチの治療に
も用いられている．IL -6 受容体はgp130 分子と膜結合
型 IL -6Rαから構成されるが，IL -6Rαは可溶性蛋白
としても存在しており，gp130 分子にIL -6とsIL -6Rα
の両者が結合する事によりIL -6 刺激が入る経路も存
在する．そこで，IL -6のみ，あるいはIL -6とsIL -6Rα
にて刺激を行ったところ，関節リウマチ滑膜線維芽細
胞において，MMP1，3，13 遺伝子の発現が亢進した
が，変形性関節症滑膜線維芽細胞においては変化が見
られなかった（図 4）．一方，MMP9 遺伝子の発現は，
これらの刺激に対して関節リウマチ滑膜線維芽細胞

において反応が見られず，MMP1，3，13 遺伝子とは
IL -6への反応性が異なると考えられた．以上の結果よ
り，MMP 遺伝子発現制御にはヒストン修飾が重要な
役割を果たしていると考えられた．

考　察

　本研究の結果から，関節リウマチ滑膜線維芽細胞
の活性化にエピジェネティクス制御の異常が関連し
ていることが示された．関節リウマチの滑膜線維芽細
胞において，MMP1，3，9，13 遺伝子発現の亢進が
ヒストン修飾の変化と相関しており，MMP 遺伝子の
プロモーター領域のクロマチン構造が関節リウマチの
滑膜炎の病態において重要な役割を果たしていると
考えられた．さらに，MMP1，3，13 遺伝子において，
緩んだクロマチン構造のために炎症性サイトカイン
IL -6 刺激に対する反応性が亢進している事が示唆さ
れた．クロマチン構造の変化により関節リウマチの滑
膜線維芽細胞の活性化が起こっていると考えると，こ
れを基に新しい検査・診断，治療の開発につながる事
が期待される．
　MMP 遺 伝 子 は 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン のTNF-α，
IL -1 -βにて活性化される事が知られているが，IL -6
にて活性化されるという報告はこれまでにない．皮
膚の線維芽細胞にてIL -6 刺激にてMMPの活性化が起

図 2. 関節リウマチ滑膜線維芽細胞におけるH3K4me3．

図 3. 関節リウマチ滑膜線維芽細胞におけるH3K27me3．
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こるという事は報告されている．関節リウマチにおい
てIL -6は治療の標的分子の一つであり，関節炎の病態
に強く関わっていると考えられているが，その機序の
一つとしてMMP 分子の活性化があるという事を本研
究では示す事が出来た．
　興味深い事に，MMP1，3，9，13 遺伝子のプロ
モーター領域のクロマチン構造はすべて緩んだ構
造であるにもかかわらず，IL - 6に対する反応性が異
なる事が判明した．MMP1，3，13 遺伝子は IL - 6 反
応性であるにもかかわらず，MMP9 遺伝子では IL - 6
に反応性が認められなかった．遺伝子転写の制御に
関わる機構として，クロマチン構造以外に転写因子
の結合がある事から，おそらくMMP9 遺伝子では転

写因子の結合に関して，他のMMP 遺伝子と差がある
のではないかと推測している．IL - 6 刺激シグナルの
下流において，転写因子のSTAT3が働く事が知られ
ている．今後，各 MMP 遺伝子のプロモーター領域に
おけるSTAT3の結合に関して検討を進めたいと考え
ている．
　近年，様々な疾患の病因としてエピジェネティク
スの異常が判明し，精力的に研究されている．関節リ
ウマチにおいてもまた同様であり，DNAメチル化，
microRNAの関与が報告された．我々はヒストン修飾
の異常という観点から関節リウマチの病態を解明し
ていきたいと考えている．本研究の成果では，その足
がかりとなる結果が得られた．

図 4. 関節リウマチ滑膜線維芽細胞におけるIL-6，刺激後のMMP遺伝子発現変化．
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緒　言

　遺伝子疾患の治療法として，体内で的確・高効率で
標的細胞に遺伝子を運搬できることから，遺伝子治療
用組換えウイルスベクターが開発されているが，染
色体上の組み込みによって遺伝子が傷害されること
やウイルスタンパク質の抗原性や毒性などの危険性
から実用化には至っていない．また，遺伝子や薬剤を
運搬する目的で，リポソームなどの人工ベクターの
開発も行われているが，ベクター構造が極めて不安
定，また，標的細胞特異的な運搬が困難であること
など，こちらも多くの課題が残っている．筆者らは，
ウイルスの利点である，標的細胞を認識･侵入し，細胞
内に目的物を的確に運び込む機能を利用するため，
simian virus 40（SV40）ウイルス外殻タンパク質のみを
医療材料として応用する研究を行ってきた．
　ポリオーマウイルス科のSV40 粒子は，主要外殻
タンパク質 VP1のみで構成され，5つのVP1で構築
されるVP1 五量体と呼ばれる構造体ユニットが72 個
集合化することで直径 45 nmの球状粒子を形成する．
一種類の外殻タンパク質から成る球状粒子として最
も大きな構造で，VP1 五量体の自己集合化能により球
状粒子を，宿主因子を必要とすることなく構築する
ことができる．また，SV40は1960 年代のポリオワク
チンの中に混入しており，当時ワクチンを接種された
1,000 万人以上のヒトで細胞毒性の報告は無く，従っ
てSV40 VP1はヒトに対して細胞毒性を有していない
と考えられる．
　SV40 VP1を医療材料として工学的に利用するため
には，ウイルス粒子を精製するシステム，それを粒子
構成単位であるVP1 五量体に解離し，再び，ウイルス

粒子として試験管内で再構成する技術，DNAやタン
パク質，薬剤，造影剤などを安定的に内包する技術，
内包物を的確に体内の標的細胞に送り届ける技術の
開発が必要である．これらの技術を構築するため，昆
虫細胞内でVP1を発現させることでウイルス様粒子

（VLP）を核内で多量に形成させた．さらに，粒子構
成単位である，VP1 五量体を得るために，感染細胞
を溶解してVLPを精製後，VLPの解離物をゲルろ過
法で高度にVP1 五量体を精製する系を確立した 1, 2)．
そして，試験管内で粒子を再構成する技術を確立
するために，VP1 五量体の自己集合化によりウイル
ス様粒子やチューブ状構造体を形成する条件を決定
してきた 3)．我々は粒子形成を誘導する因子を探索し，
SV40の非主要構造タンパク質 VP2/3あるいはdsDNA
が粒子形成を誘導することを発見した4 - 6)．さらに，内
包物を標的細胞に届けるため，外来タンパク質を粒子
内部に内包する技術を確立するとともに 7)，粒子表面
を修飾することで特定の細胞を標的として目的物質
を運び込む技術も構築した8, 9)．
　本研究では，医療材料として応用開発研究をして
きたSV40 粒子に関する技術を，インフルエンザウイ
ルス特異的細胞傷害性 T 細胞（Cytotoxic T lymphocyte: 
CTL）の誘導を増強するプラットフォームの開発に
応用することを目的とした．CTLはウイルスが感染
した細胞や，がん細胞など，正常な機能を果たさな
くなった細胞を探し出して破壊する機能を有する．作
用機序としては，例えば，インフルエンザウイルス
のmatrix protein 1（M1）HLA-A2 CTLエピトープに対
して攻撃するCTLは，表面のT 細胞受容体（TCR）が，
ウイルスに感染した体内の細胞でHLA-A2を介して結
合しているM1のCTLエピトープを認識し，その細胞
を破壊する．目的のCTLエピトープに対してCTLを誘
導するために，様々なアジュバントが開発されている
が，CTLを誘導する効率の悪さや副作用などの多くの

平成 22−23 年度　学内グラント終了時報告書

インフルエンザウイルス特異的 CTL の誘導を増強する

プラットフォームの開発

研究代表者　川野　雅章 （医学部　免疫学）

研究分担者　松井　政則 1)，禾　泰壽 2)，半田　宏 3)
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問題を抱えている．インフルエンザウイルスCTLエピ
トープを運搬するプラットフォームとしてSV40 VLP
を用いることで，ウイルス粒子自体に存在するアジュ
バント効果によって，CTLエピトープに対して強力に
CTLを誘導することが期待される．

材料と方法

1．HLA-A2 トランスジェニックマウス
　マウスMHCクラスIとβ2 -マイクログロブリン 

（β2 -m）をノックアウトしたマウスに，ヒトMHC
ク ラ スIの 一 つ で あ るHLA-A＊ 0201（HLA-A2）と
ヒトβ2 -m 遺伝子を導入したトランスジェニックマウ
ス（HHDマウス）10)を使用した．HHDマウスは，仏・
パスツール研究所・Lemonnier博士より供与された．
2．M1 CTLエピトープを挿入したSV4 0 VP1 の作製
　A 型インフルエンザウイルスのM1タンパク質に対
す るHLA-A2のCTLエ ピ ト ー プ（GILGFVFTL）を 野
生型 SV40 VP1 遺伝子を用いてVP1のDEループ領域

（M1-DE-VP1）お よ びHIル ー プ 領 域（M1-HI -VP1）
にオーバーハングPCR 法によって挿入し，バキュロ
ウイルス発現用プラスミドベクター，pFastBac1に
組込んだ．
3．M1-DE-VP1 およびM1-HI-VP1 タンパク質発現バ
キュロウイルスの作製
　組込んだプラスミドベクターを大腸菌のDH10Bac
に形質転換し，転換したDH10Bacから組換えバキュ
ロウイルスゲノムを精製した．リポフェクチン試薬
を用いて精製したバキュロウイルスゲノムをカイコ
のSf - 9 細胞に導入し，3 日後に組換えバキュロウイル
スを含む培養上精を回収した．このバキュロウイルス
を再びSf - 9 細胞に感染させ，3 日後に培養上精を回収
することで，十分にウイルスタイターの上昇した組換
えバキュロウイルスを調製した．
4．M1-DE-VP1 およびM1-HI-VP1 タンパク質の調製
　作製した組換えバキュロウイルスをSf - 9 細胞に
感染させ，3 日後に細胞を回収した．回収した細胞
に ソ ニ ケ ー シ ョ ン 溶 液（20 mM Tris-HCl（pH 7.9），
1％ sodium deoxycholate）を加え，ソニケーション
し て 細 胞 を 破 壊 し た． 遠 心 機 で15,000 回 転，
5 分，4℃で遠心し，上精を除いた後，再懸濁溶液

（20 mM Tris -HCl（pH7.9）, 50％ OptiPrep）を加えて再
びソニケーションを行い，ペレットを懸濁した．この
懸濁溶液をM1-DE-VP1 溶液，および，M1-HI -VP1
溶液とした．
5．M1-DE-VP1 およびM1-HI-VP1 タンパク質による
CTLの誘導
　インフルエンザウイルス特異的 CTLが誘導できる
かどうかを検討するために，M1-DE-VP1 溶液，お
よ び，M1-HI -VP1 溶 液 をHHDマ ウ ス の 足 蹠 に 免
疫した．そして，免疫 7 日後，細胞内サイトカイン

陽 性 CTLの 測 定 を す る た め に， マ ウ ス 脾 細 胞 を
GILGFVFTLペプチドで抗原刺激した．その後，細胞
表面をFITC- 抗 CD8 抗体，細胞内部をPE- 抗 IFN-γγ
抗体で染め，それぞれのエピトープに特異的に反応
するIFN-γ＋CD8＋ T細胞数を，フローサイトメトリー
で測定した．

（倫理面への配慮）
　マウスは，埼玉医大・実験動物管理運営規定に基づ
き飼育され，苦痛の軽減，安楽死等に配慮した指針に
従って実験を行った．

結　果

1．CTLエ ピ ト ー プ を 挿 入 し たM1-DE -VP1 お よ び
M1-HI-VP1 タンパク質の調製
　オーバーハングPCR 法で作製したM1-DE-VP1 及
びM1-HI -VP1を組込んだプラスミドから，組換えバ
キュロウイルスを作製し，Sf - 9 細胞に感染させた．
感染 3 日後にSf - 9 細胞を回収，PBS（−）で洗浄した
後，細胞をVP1 超音波処理溶液で再懸濁し，超音波
破砕した後，遠心して上清とペレットに分画し，上
清を除いた．残ったペレットに50％Opti -Prep 溶液

（20 mM Tris -HCl（pH7.9），50％Opti -Prep）を加えて，
超音波処理することで再懸濁し，ペレット溶液と
した．調製したペレット溶液をSDS-PAGEで泳動後，
CBB 染色によって染色することで精製度を確認した．
確認した結果，M1-DE-VP1およびM1-HI -VP1 由来
の主要な50 kDaのタンパク質バンドが検出された．
さらに下方には45, 40 kDaのタンパク質バンドが検出
された．これらはVP1の分解産物である可能性が考え
られた．この3バンド以外のタンパク質バンドはほと
んど検出されなかったことから，M1-DE-VP1および
M1-HI -VP1タンパク質はこの方法で精製可能である
ことが示唆された．
2．CTLエピトープ挿入 VP 1 によるIFN -γ＋CD 8 ＋ T 細
胞の誘導
　M1-DE-VP1およびM1-HI -VP1タンパク質を，8 週
齢のHLA-A2トランスジェニックマウスに足蹠経路
で免疫した．免疫 1 週後，マウスから脾臓を摘出し，
リンパ球を調製した．脾臓から回収したリンパ球中
に，M1のCTLエ ピ ト ー プ 配 列（GILGFVFTL）に 反
応して誘導されるCTLが存在することを調べるた
めに，ICS（Intra - cellular cytokine staining）解析を
行った．脾臓リンパ球をM1のCTLエピトープペプチ
ド（GILGFVFTL）と共に培養した後，FITC- 抗 CD8 抗
体，およびPE-抗 IFN-γ抗体で染色し，FACScan（BD）
でドットプロット解析を行った．図に，ICSの2 次元解
析の結果を示した．
　図に示すように，M1のCTLエピトープペプチドの
インキュベートによりCD8 陽性・細胞内 IFN-γ陽性
細胞が誘導された．このことから，M1-DE-VP1およ
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びM1-HI -VP1タンパク質は，アジュバントがなくて
も，CTLを誘導できることが示唆された．

考　察

　M1-DE-VP1およびM1-HI -VP1タンパク質の免疫
によって，アジュバントを加えることなく，一回の
免疫によってM1のHLA-A2 CTLエピトープに対する
CTLが誘導された．これは，SV40 VP1タンパク質が
CTLワクチンのプラットフォームとして応用可能で
あることを示唆している．
　ウイルス構造タンパク質を用いたワクチンの開発
は，B 型肝炎ウイルスのコアタンパク質を組換え体
ワクチン製剤として昆虫細胞から調製したことから
始まり，このような組換え体ワクチンとしてはB 型
肝炎ウイルスの他に，ヒトパピローマウイルスのL1
タンパク質が知られている．これらのワクチンは，
ウイルス粒子の活性を失活させる中和抗体の産生を
誘導するだけでなく，ウイルス粒子タンパク質に対
するCTLも誘導することから，様々な抗原エピトープ

に対する中和抗体やCTLエピトープに対するCTLを誘
導するプラットフォームとしてこれらのウイルス粒
子タンパク質を用いる開発が行われてきた．これまで
に様々なウイルス粒子，例えば，大腸菌ファージや，
酵母ウイルス，植物ウイルス，動物ウイルスなどの，
あらゆるウイルス粒子タンパク質を免疫増強プラット
フォームに用いようとする研究が行われている．ウイ
ルスに対する中和抗体が反応するエピトープや，CTL
エピトープをこれらのプラットフォームに挿入または
内包させることで，アジュバントを用いることなく
中和抗体やCTLを誘導されることが示唆されている．
しかしながら，これらのプラットフォームがエピトー
プに対する免疫反応を誘導する詳細な分子メカニズ
ムは未だに十分には明らかになっておらず，ウイルス
タンパク質プラットフォームを用いた免疫誘導剤の研
究開発は発展途上にある．
　 今 回 我 々 は，SV40 VP1タ ン パ ク 質 のDEお よ び
HIループ領域にA 型インフルエンザウイルスM1 の
HLA-A2 CTLエピトープを挿入したキメラタンパク質

図 .	 HLA-A2トランスジェニックマウスのICS 解析．M1-DE-VP1（上段）およびM1-HI -VP1
タンパク質（下段）をマウス足蹠部に免疫し，免疫 1 週間後に脾臓を摘出，リンパ球を調
製した．調製したリンパ球をM1 CTLペプチド非存在下（左），存在下（右）で5時間培養し，
FITC-抗CD8抗体，及び，PE- 抗 IFN-γ抗体で染色し，FACSで解析した．パネル右上の％
はリンパ球全体に占めるCD8陽性・IFN-γ陽性細胞の割合を示している．
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を作製し，これを免疫することで目的のCTLエピトー
プに対するCTLを誘導できることを確認した．この実
験においては，マウス1 匹当たり50 μgのキメラタンパ
ク質を免疫しており，キメラタンパク質中に含まれる
M1 CTLエピトープとしては，およそ500 ngとなる．
不完全フロインドアジュバントを用いてM1に対する
CTLを誘導する場合，50 μgのM1 CTLペプチドを2 回
の免疫をすることで1％弱のCTLが誘導されるので，
不完全フロインドアジュバントを用いたM1ペプチ
ドによるCTL 誘導と同等かそれ以上のCTL 誘導をペ
プチド量にして100 分の1の量で行えるという計算に
なるので，M1-DE-VP1およびM1-HI -VP1タンパク
質の免疫は極めて効率良くCTLを誘導していることに
なる．今後は，このような効率の良いCTL 誘導が行わ
れる分子機構を明らかにして行く予定である．今日，
病原性ウイルスや，がん抗原のCTLペプチドでCTLを
誘導することが難しい理由は，ペプチドの体内での滞
留性が悪い，ペプチドが速やかに体内で分解してしま
う，ペプチドの抗原性を増大するためのアジュバント
に強い副作用があるなどの理由によって，効果的に
CTLペプチドを使用することができないことにある．
我々の研究開発しているウイルスタンパク質プラット
フォームは，挿入したペプチドを安定化し，体内滞留
性を上昇させる効果が期待でき，またプラットフォー
ム自体に抗原性があるのでアジュバントを使わずに効
率良くCTLを誘導できることから，病原性ウイルスや
がん抗原 CTLペプチドワクチンの効果を増強し，治療
効果を増大させることが期待される．
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緒　言

　Hepatitis C virusはフラビウイルス科に属するRNA
ウイルスであり，世界中に約 1.5 億人，日本では約 200
万人の感染者が存在するといわれる．そして，多くの
感染者は，年齢とともに肝硬変，肝癌の経過をたどり
死亡する 1)．主な治療方法としてはPEG- IFNとリバ
ビリン併用療法があるが，治癒率はわずか50％以下
である．また，高価である上に副作用が強いことも
知られている 2)．従って，臨床においてHCVの予防・
治療ワクチンの開発は急務である3)．
　MHCクラスⅠ拘束性 CD8 ＋ Tリンパ球（CTLs）は，
様 々 な ウ イ ル ス 感 染 の 免 疫 制 御 に 重 要 な 役 割 を
果 た し て い る．HCV 感 染 の 場 合， 急 性 感 染 し た
チンパンジー 4)とヒト 5, 6)において自然治癒する場合
は，強いHCV 特異的 CTL 反応が存在することが知ら
れている．従って，HCV 特異的 CTLsは，HCVを根絶
するために重要だと考えられる．
　不飽和脂肪酸からなるリポソームの表面に結合した
抗原は，抗原提示細胞（APCs）によってCTLsにcross 
presentationさ れ る こ と が 以 前 報 告 さ れ た 7)．私 は
リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（LCMV）由来のドミ
ナントエピトープをリポソーム表面に結合し免疫を
行ったところ，免疫マウスで非常に効果的な抗ウイ
ルス反応を示すことを報告した 8)．すなわち，わずか
280 ngのリポソームペプチドとCpG 5 μgの1 回免疫
で，変異株であるLCMV cl 13の感染を完璧に防御
することに成功した．さらにCD4 ＋ T cellのヘルプが
なくても，長期のメモリー CTLsが誘導できること
を示した．このCTLベースのリポソームワクチンは
SARSコロナウイルス 9)のために開発され，マウスを
heterosubtypicインフルエンザウイルスから防御する
のにも十分効果的だった10)．
　 以 上 の こ と か ら， 本 研 究 で は，HCVに 対 す る
HLA-A2 拘束性エピトープペプチドを用いたワクチン

開発 11)に引き続き，HLA-A24拘束性のCTLエピトープ
を同定し，またその中でリポソーム結合に適したエピ
トープをみつけることにより，有効なHCVワクチンの
開発につなげることを試みた．

方法と材料

1．HLA-A 24トランスジェニックマウス（A 24 Tgマウス）
　マウスMHCクラスⅠとβ2ミクログロブリンをノッ
クアウトしたマウスに，ヒトMHCクラスⅠの一つで
あるHLA-A ＊ 2402（HLA-A24）とヒトβ2ミクログロブ
リン遺伝子とCD8 分子をもつトランスジェニックマ
ウスを使用した．A24Tgマウスは仏・パスツール研究
所・Lemonnier博士より供与された．
2．免疫方法
　ペプチドプールリポソームの場合，リポソーム50 μl
とCpG 5 μl をマウスの footpad に免疫し，1 週間後
ブーストした．単独結合リポソームの場合，リポソーム
20 μlとCpG 5 μlを同様にfootpadに免疫をし，1 週間後
ブーストをした．
3．IFN- γ ELISPOT assay
　M o u s e  I F N -γ e n z y m e - l i n k e d  i m m u n o s p o t

（ELISPOT）set（BD Pharmingen, San Diego, CA）を
用い，ナイーブマウスの脾細胞に対応したペプチドを
パルスし40 GyのX 線を照射したものを，免疫マウス
の脾細胞と混ぜ2日間培養し測定した．
4．5 1Cr Release assay
　ナイーブマウスの脾細胞に対応したペプチドをパ
ルスし40 GyのX 線を照射したものを，免疫マウスの
脾細胞と混ぜ7 日間培養する．標的細胞に対応した
ペプチドをパルスし 51Crを取り込ませ，96well plate
にエフェクター細胞とE:T/100 :1の割合で入れ4 時間
培養し，その上清をγカウンターにて測定した．
5．Vaccinia virus 感染実験
　免疫マウスに2 × 106 pfuの組み換えVaccinia virusを
腹腔注射し5 日後に卵巣を摘出し，凍結融解と超音波

平成 22−23 年度　学内グラント終了時報告書
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処理し段階希釈したウイルス液をBSC-1 細胞に感染
させた．その2 日後にクリスタルバイオレットにて細
胞を染色しウイルス価を算出した．
6．エピトープ予測
　Hepatitis C virus 1a 株の遺伝子配列に基づき，HCV
を構成するタンパク質のNS3，NS4 領域のアミノ
酸 配 列 に お い てHLA-A2，HLA-A24 結 合 モ チ ー フ
に従い2 種類のコンピュータプログラム「BIMAS」

「SYFPEITHI」で9 個のアミノ酸から成る94 種類のエ
ピトープを予測した．HCV 1b 株と比較して2つ以上
アミノ酸が異なるエピトープは除外した．そのエピ
トープに相当するペプチドはオペロン社により合成
された．

結　果

1．エピトープの予測
　Hepatitis C virus 1a 株の遺伝子配列に基づき，HCV
を構成するタンパク質のNS3，NS4 領域のアミノ
酸 配 列 に お い てHLA-A2，HLA-A24 結 合 モ チ ー フ
に従い2 種類のコンピュータプログラム「BIMAS」

「SYFPEITHI」で9 個のアミノ酸から成る94 種類のエ
ピトープを予測した．HCV 1b 株と比較して2つ以上
アミノ酸が異なるエピトープは除外した．HLA-A2 
HCV NS4から24 種類，HLA-A24 HCV NS3から45 種
類，NS4から25 種類を予測しペプチドを合成し，溶解
性により7 -10 個のペプチドプールにしリポソームに
結合した（Table 1）．
2．プールペプチドリポソームのスクリーニング
a) IFN-γ ELISPOT assay： ナ イ ー ブ マ ウ ス の 脾 細

胞に対応したペプチドをパルスし40 GyのX 線を
照射したものを，プールペプチドリポソーム免疫
マウスの脾細胞と混ぜ2 日間培養し測定したところ，
グループ1，2，6，7でIFN-γ産生細胞が認めら
れた．中でもグループ1の4 番目（1A#4），グループ
2の1番目（2B#1）のエピトープにおいて高いIFN-γ
産生が認められた（グループ1，2，6，7の結果を
Fig. 1に示す）．

b) Vaccinia virusチャレンジ実験：プールペプチド結
合リポソーム免疫マウスに2 × 106 pfuの組み換え
Vaccinia virusを腹腔注射でチャレンジし5 日後に
卵巣を摘出しウイルス量を測定した．その結果グ
ループ1，3，5，6においてウイルスの感染が防御
された（Fig. 2）．

3．単独ペプチド結合リポソーム
　これまでのスクリーニングで結果の良好だった

（1A#4）と（2B#1）のペプチドを合成し，単独でリポ
ソーム表面に結合し免疫を行った．51Cr Release assay
では（1A#4）は活性は見られなかったが（2B#1）で強い
CTL 活 性 が 認 め ら れ た（Fig. 3）．IFN-γ ELISPOT 
assayでは2つのエピトープ共に良好な反応を示した

（Fig. 4）．Vaccinia virusチャレンジ実験では（2B#1）が
感染を防御した（Fig. 5）．

考　察

　HCV 1a を構成するタンパク質から2 種類のリポ
ソーム結合に適したエピトープが同定された．（2B#1）
は既に同定・報告されているエピトープだが新規に同
定した（1A#4）同様にリポソーム表面に結合させると，

Table 1. 合成したHCV由来ペプチド

計 94 種のペプチドを溶解性によりA：DWで溶解，B：＜ 1N NaOH 10 μlで溶解，
C：＞1N NaOH 10 μlで溶解，不溶の4つに分け，溶解性の高い順から9つのグルー
プに分けプールした．
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効率良くIFN-γを産生した．また（2B#1）において
は強いCTL 活性を示したが（1A#4）では確認されな
か っ た．Vaccinia virusチ ャ レ ン ジ 実 験 で は（2B#1）
のみが強いウイルス感染防御効果を示した．また
Vaccinia virusチャレンジ実験でグループ3，4，6，7
においても良好なウイルス防御が見られたため，これ
らのグループにもリポソーム結合に適した抗ウイルス
効果を発揮するエピトープがあると考えられるため更
に検討を繰り返している．
　以上より現在の時点では（2B#1）がHCVに対して効
果の高いワクチンになり得ることが示唆されている．

　な お 日 本 人 のHLAの 型 は 約 30 ％ がHLA -A2， 約
50％がHLA-A24である．従って日本人の約 80％は
HLA-A2，A24のいずれかを所有している．我々の研
究室ではHLA-A2の有効なエピトープを既に同定し
ている（#3 YMNTPGLPV）．そのエピトープと今回の
HLA-A24のエピトープ合わせれば日本人の約 80％に
有効なワクチンになると考えられる．予防ワクチンと
してはまだ不十分であるがもし慢性肝炎の治療に使え
れば，十分に実用性を備えていると考えられる．この
期待のもと現在，組み換えアデノウイルスを用い治療
実験を行っている．

Fig. 1. Screening of pool Liposome 1 -7. Each HLA-A24 Tg mouse received (f.p.) 50 μl of pooled liposome containing 5 μg of 
CpG. Spleen cells were prepared seven days after the last immunization for ELISPOT assays.

Fig. 2. Challenge experiments. The immunized and naïve mice were challenged at one week after the last immunization with 
2 × 106 PFU of VV-NS3 or NS4 (i.p.) and the virus titers in the ovaries were quantitated by plaque assays on BS -C -1 
cells at day 5 postchallenge.  A dotted line represents the lower limit of detection (2×102 PFU/gram [spleen]).
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Fig. 3. 51Cr Release assay. Each HLA -A24 Tg mouse received (f.p.) 20 μl of Lip -1A#4 or Lip -2B#1 diluted in 30 μl of PBS 
containing 5 μg of CpG. Spleen cells were prepared seven days after the last immunization for 51Cr release assays. E/T 
ratio was 100 :1 (gray bars) and 30 :1 (hatched bars). Data of two independent experiments are shown as two bars. 

Fig. 4. ELISPOT (IFN-γ) assay. Each HLA-A24 Tg mouse received (f.p.) 20 μl of Lip -1A#4 or Lip -2B#1 diluted in 30 μl of PBS 
containing 5 μg of CpG. Spleen cells were prepared seven days after the last immunization for ELISPOT assay.

Fig. 5. Challenge experiment. The immunized and naïve mice were challenged at one week after the last immunization with 
2 × 106 PFU of VV-NS3 or NS4 (i.p.) and the virus titers in the ovaries were quantitated by plaque assays on BS -C -1 
cells at day 5 postchallenge. Mean values of virus titers of at least three mice/group are shown. A dotted line represents 
the lower limit of detection (2×102 PFU/gram [spleen]).
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1．はじめに

　生体を対象とした非侵襲的計測では，各種の物理
エネルギーの中で光は適応性が高い．一方で生体を生
きたままの状態（in vivo）で光計測しようとすると，生
体固有の困難な問題が存在する．
　第一に散乱現象である．散乱透過，散乱反射した
光は，伝播履歴情報と位置情報はほとんど保持され
ないため，定量化と画像化は著しく困難である．
　第二は生体内在物質による妨害の問題である．生
体内の特定分子を識別するには分光計測（蛍光，振動
吸収）が有力であるが，生体内在物質には紫外～可視
吸収をもつ蛍光物質が多種存在しアーティファクト
の原因となる．このため目的物質固有の信号の弁別が
困難である．
　さらに第三は波長のミスマッチの問題である．生
体分子はC-C，C-H，C-O 等のband 吸収で特定可能
であるが，これら振動吸収の波長帯は赤外域である．
生体は約 70％が水であり，水の吸収は赤外域では大
きく生体深部の振動分光計測を妨げる．一方で生体
は0.7 μm ～ 1.2 μmの波長域は透過性が良く生体の光
学的窓とも呼ばれている．このように生体を生きた
ままの状態で光計測する際，計測対象物の光特性と
プローブ波長のミスマッチが生体内部の情報取得を困
難にしている．これらが生体光計測の隘路となっている．

2．研究の目的

　本研究は上記生体光計測の隘路打破を目的とする．
　目的物質からの信号を種々雑多な妨害信号から弁
別するには，目的物質固有の信号が得られる赤外振
動分光法が有力であるが，これでは生体内部情報を
取得できない．生体内部の情報取得には生体透過性に
優れた近赤外光をプローブとしたい．この生体の分
光情報の取得における生体の光特性とプローブ波長
の不整合の解決には，プローブ光として近赤外光を

使い赤外振動モードの情報を近赤外光で捉えられる
CARS（Coherent Anti -Stokes Raman Scattering）が有
望と考えている．これまでのOCT 研究から生体組織
2 ～ 3 mm 程度の深部画像計測が可能なことが実証で
きている 1, 2)．このことは，生体組織深度 3 mm 程度か
らの散乱反射光にはコヒーレンシーが残存しているこ
との傍証でもある．このことから，散乱を伴う生体組
織を対象として，励起光・プローブ光に近赤外波長を
用いたCARSが適応可能との着想に至った．
　一方医療ニーズをみると，血糖計測の非侵襲連続モ
ニタリングが周術期の血糖管理，糖尿病患者管理から
強く望まれている．しかし非侵襲血糖計測はこの30 年
来世界中で試みられているが，未だ実用に至ってい
ない 3)．ニーズとシーズの間に大きなギャップがある
のが非侵襲血糖計測分野である．
　上記生体光計測の隘路を打破する全体構想の中で，
本研究グラント期間では，非侵襲血糖計測を出口とし
て，CARS 技術の可能性検証を進めるための基本実験
系を構築する．

3．研究の方法

( 1 ) 近赤外光励起ラマン分光分析装置の開発
　近赤外光励起によるグルコース水溶液からのストー
クスラマン信号およびアンチストークスラマン信号を
検出するための励起光学系および回転楕円体集光器か
ら構成されるラマン励起測定部を設計・試作した．
　設計・試作したラマン励起測定部の概要を図 1に
示す．また回転楕円体集光鏡を図2に示す．
　回転楕円体集光器の第 1 焦点にグルコース水溶液
を満たした石英球セルを配置し，石英球セル中心に
Q-SW Nd:YAGレーザー光を集光レンズによる集束
する．集束点から発生するラマン散乱光は回転楕円
体集光器の第 2 焦点に集められる．第 2 焦点に集光
されたラマン散乱光は第 2 焦点を焦点にしたアクロマ
ティックコンデンサレンズペアで集束され，ビーム径
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縮小レンズへ導光され，細径平行ビームに変換され，
シリンドリカルレンズにより，後段の分光器へ導光
される．
　分光器はダブルモノクロメーターを用い，分光器
出射スリット部に光ファイバー導光部を設け，光
ファイバーを介して光検出器へラマン散乱光を導光
する．光検出器からの出力はロックインアンプへ入力
される．またQ-SWモニター信号（TTL）をロックイン
アンプの参照信号とした．ロックインアンプおよび分
光器のモーターはPCで制御した．
　試作したラマン励起測定部および分光解析部を
用いて，グルコース水溶液からのラマン散乱光を
分光解析した．またグルコース水溶液の濃度変化に対
する，グルコース分子のC-O 伸縮振動モードに対応
したスペクトル成分の変化を評価した．
( 2 )CARS 実験システムの開発
　既設のn 秒 Q-SW Nd:YAGレーザーとそのTHGを
励起光としたOPO（Optical Parametric Oscillator）を
用いたCARS 実験系を構築した．図 3にその実験概要
図を示す．
　Q-SW Nd:YAG/THGレーザーから基本波 1064 nm
光 を 取 り 出 しCARS 励 起 の ポ ン プ 光 と し た．ま た
Nd:YAG/THG 励起のOPOからアイドラー光として
1210 nm 光を取り出しストークス光とした．ポンプ光
は光遅延器を通してダイクロイックミラー上でストー
クス光と重畳される．ポンプ光とストークス光は光遅
延器の調整によりタイミングを合わせる．タイミング
の揃ったポンプ光とストークス光はCARS 励起・検出
系へプリズムミラーにより導入され，ダイクロイッ

クミラーと近赤外用対物レンズ（× 20）により，グル
コース粉末試料に照射される．位相整合条件を満たす
方向に放射されるアンチストークス光はグルコース
粉末試料により散乱され，再び対物レンズにより集光
されダイクロイックミラーを透過し，ポンプ光および
ストークス光などの迷光をカットしアンチストークス
光を透過するバンドパスフィルターを介して光検出器

図 1. ラマン励起測定部の概要．

図 2. 試作した回転楕円反射鏡（1/2）
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により検出される．なおCARS 励起・検出系内の切り
替えミラーおよびCCDによりポンプ光とストークス
光と試料とのフォカス調整がモニターを通して確認で
きる構成となっている．
　このCARS 実験システムにおいて，ポンプ光パルス
のエネルギーを変化させた時のCARS 信号強度を測定
した．

4．研究成果

( 1 ) 近赤外光励起グルコース水溶液ラマン散乱分光
　試作・開発したラマン励起測定部および分光解析
部を用いて，グルコース水溶液からのラマン散乱光を
分光解析した．励起はQ-SW Nd:YAGレーザーの基本

波 1064 nm 光を用い，石英球セル中の1 molグルコー
ス水溶液に励起レーザー集光レンズ f ＝ 75 mmで集
光した．レーザーエネルギーは50 mJ/P，繰り返しは
10 ppsとした．またロックインアンプの時定数は1 sec
とした．その結果を図4に示す．
　波長 920 nm ～ 1100 nmのアンチストークス側の
結果を示している．図中に矢印し示したスペクトル
は1064 nmは励起レーザー，1009 nm（493 cm−1）～
1016 nm（444 cm−1）を含むスペクトル帯はグルコース
の骨格振動モードに対応したスペクトルである．また
940 nm（1200 cm −1）～ 950 nm（1100 cm −1）帯はC - O
伸縮振動モードに対応したスペクトルである．
　雑音スペクトルはあるものの，グルコースの指紋

図 3. CARS実験システム概要図．

図 4. 1064 nm 励起による1 molグルコース水溶液からのアンチストークスラマン光の分光
スペクトル．励起光エネルギー：50 mJ/P × 10PPS，時定数：1 sec．
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スペクトルである，骨格振動モードならびにC-O 伸縮
振動モードに対応したスペクトルが確認できる．
　次 に ラ マ ン 励 起 測 定 部 の ノ ッ チ フ ィ ル タ ー を
950 nm 中心波長，FWHM10 ± 2 nm のバンドパス
フィルターに替え，バンドパスフィルター直後の光
検出器を配置し，グルコース水溶液の濃度を変化

（50 ～ 1800 mg/dl）させて，950 nm 帯のアンチス
トークスラマン光の強度を測定した．結果を図 5 に
示す．
　グルコース濃度変化に対しアンチストークス光強度
が直線性を保持していることが確認できる．

( 2 )CARS 信号測定
　図 3に示したCARS 実験系により，グルコース粉
末を試料として，励起レーザーエネルギーに対する
CARS信号の特性を評価した．図6にその結果を示す．
　励起レーザーエネルギーの変化（10 ～ 50 mJ/P）に
対しコヒーレントアンチストークス光強度が2 乗特性
を示していることが確認できる．
　 コ ヒ ー レ ン ト ア ン チ ス ト ー ク ス 光 強 度 は 励 起
レーザーパルス光とストークスパルス光のタイミン
グに非常に鋭敏であるのは当然であるが，S/Nがパル
スタイミングに対しても信号強度以上に鋭敏である

図 6. 励起レーザーエネルギーに対するコヒーレントアンチストークス光強度特性．ポンプ
光（1064 nm）エネルギー：10～50 mJ/P×10 PPS，ストークス光（1210 nm）エネルギー：
10 mJ/P×10 PPS，時定数：1 sec．

図 5. グルコース濃度変化に対する950 nm帯アンチストーク光の強度特性．
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ことが確認できた．この現象はCARS 信号のS/Nが非
共鳴過程に律速されることを考えると，新たなCARS
信号の高 S/N 計測の可能性を示唆するものとして
興味深い．
( 3 )まとめ
① 既設設備（レーザ，OPO，分光器）を活用し，ラマン

分光の基本的計測・解析系 を開発・整備した．
② これによりグルコース水溶液のアンチストークス

ラマンを分光計測した．
③ グルコース水溶液の濃度変化に対し，C-O 伸縮振

動モードに対応した950 nm 帯アンチストークス光
強度が比例することを確認した．

④ グルコース粉末試料からのコヒーレントアンチス
トークス光を計測し，コヒーレントアンチストー
クス信号が励起光強度に対し2 乗特性を示すこと
を確認した．
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緒　言

　咀嚼筋腱・腱膜過形成症は，側頭筋の腱や咬筋
の腱膜などが過形成するために，筋の伸展を妨げて
開口制限を呈する疾患である．以前は，難治性の顎
関節症あるいは筋突起過長症などと誤診され，適切
な治療が行われないことも少なくなかった．2008 年
の日本顎関節学会学術大会シンポジウムでは全国か
ら集計された143 症例のデータをもとに，名称・診
断・治療・病理所見などについて討論され，咬筋前
縁部の張り出しの触知とMRIによる診断の有用性
と，腱・腱膜切除術で高い治療結果を得られること
が確認された．また，我々は術後の開口訓練を適切
に行えば長期的にも良好であることを報告した 1)．
2011 年のアジア顎関節学会では特別講演にも取り上
げられるなど，近年注目を集めている疾患である．
しかしながら本疾患の特徴である腱および腱膜の過
形成の病態および成因は明らかになっていない．必
ず両側性に発症することや学童期より発症する症例
もあることから，何らかの遺伝的要因があり，そこ
に環境要因が相乗して発症するのではないかと考え
ている．発症要因を検討するためにも，まず腱・腱
膜過形成の病態を明らかにする必要がある．そこで
我々は，本疾患の腱組織に発現するタンパク質の同
定を行い，正常な腱組織との比較により，本疾患の
腱組織の特徴を見出すことを目的として本研究を
行った．

材料と方法

　 本 疾 患 患 者 3 名（ 疾 患 群 ）と 開 口 制 限 の な い
顎 変 形 症 患 者 3 名（ 対 照 群 ）の 側 頭 筋 腱 を 採 取
した（本学倫理委員会承認番号 595）．採取組織を
SKミル（トッケン社）で凍結破砕し，抽出バッファー

（7 M urea, 2 M thiourea, 30 mM Tris, 3％ CHAPS, 1％

Triton X -100)に て 溶 解 後，Slide -A -Lyzer Dialysis 
Cassettes kit, 3.5 K MWCO, 0.5 - 3 ml（PIERCE）に て
脱塩を行った．凍結・乾燥後に再溶解し，PIERCE 
660 nm Protein Assey（PIERCE）にて蛋白定量を行い
1 mg 蛋白量に調整した．等電点電気泳動はImmobiline 
Dry Strip pH3 -11 18 cm（GE Healthcare）を 用 い て
Ettan IPGphor II（GE Healthcare）にて以下のプログラ
ムで試行した．100 V，2時間（step -and -hold）；500 V，
1 時間（gradient）；1000 V，1 時間（gradient）；8000 V，
1 時 間（gradient）；8000 V，40 時 間（step -and -hold）．
そ の 後，SDS 電 気 泳 動 をExcelGel SDS XL 12 - 14 ％
245 × 180 cm（GE Healthcare）を 用 い てMultiphor 
II 2 - D（GE Healthcare）に て 以 下 の プ ロ グ ラ ム で
試行した．1000 V，20 mA，40 W，45 分間；1000 V，
40 mA，40 W，5 分間；1000 V，40 mA，40 W，160
分間．CBB G - 250にて染色を行ったものをGS - 800 
Calibrated Densitometer（BIO - RAD）にてスキャナし，
PDQuest （2 - D Anaiysis Software Version 7.3）にて
画像解析を行い両者間の蛋白スポットの差異解析を
行った．スポットに有意な濃度差を認める蛋白群に
関 し てMALDI/TOF MAS（AXIMA-GFR， 島 津 製 作
所）によるPeptide Mass Fingerprinting（PMF）分析
を行った．

結　果

　96のスポットに対して解析を行った結果，29を同
定し（図 1），発現量に違いがみられた蛋白質は4つで
あった（表 1）．コントロール群と比較して疾患群で増
加したものはChainB, Crystal Sstracture of Fibrinogen 
fragment D（図 2），β-crytsallin A4（図 3）であり，減少
したものはmyosin light chain4（図4），collagenα2（Ⅵ）

（図5）であった．

考　察

　Fibrinogen は肝臓で生成される分子量 340 kDaの糖
蛋白質であり，2つのDドメイン（85 ～ 100 kDa）とそ
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の間にある1つのEドメインで構成される 2, 3)．トロン
ビンによりフィブリンへと変換され，出血などの損傷
に対して修復細胞の浸潤，血管新生・細胞増殖・再
上皮化・創傷収縮などの治癒メカニズムを促進する．
しかし，このメカニズムに不均衡が生ずると過度の
瘢痕形成や臓器の線維化を引き起こす 4)．フィブリノ
ゲンの蓄積は，腎臓，膵臓，皮膚，筋肉など，いくつ

かの臓器での線維化を促進する因子とされ 4, 5)，腱組
織においても腱障害での蓄積が報告されている 6, 7)．
今回の結果におけるフィブリノゲンの増加は，本疾患
の腱組織に何らかの損傷が存在し，その治癒が正常に
行われず，線維化亢進・瘢痕形成が起きている可能
性を示唆していると考えられた．myosin light chain4
はmyosin Ⅱの調節軽鎖であり，そのリン酸化を介し

図 1.

表 1.
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てmyosin Ⅱは活性される 8)．腱細胞（線維芽細胞）に
おけるmyosin Ⅱは腱のコラーゲン線維の配列や安定，
腱の機械的性質（引張強度，剛性）の生成に必要で
あり，in vitroでmyosin Ⅱを不活化させた腱細胞は腱
組織を収縮させなかった 9)．今回の実験でmyosin light 
chain4が減少したことはmyosin Ⅱの不活化を意味し，
腱のコラーゲン線維の異常ならびに収縮機能や機械的

性質の低下が起きていることが考えられた．
　collagen Ⅵは非線維性コラーゲンであり，α1（VI），
α2（VI），α3（VI）の3つの鎖からなる3 量体である．
細胞外基質の異なる成分同士や細胞との結合に関与
し，組織特異的な構造や機能を生成し，collagen Ⅵの
欠損はコラーゲン線維の異常や機械的性質の低下を
引き起こす 10)．このことから，collagenα2（Ⅵ）の減少

図 2.

図 3.
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により腱の構造と機能に異常を生じていることが考
えられた．ββ- crytsallin 群は主に水晶体で発現し，酸
化や加齢などのストレスのより凝集・不溶化し白内
障の原因となる．β- crytsallin A4は網膜色素上皮の光
照射の際に増加し，酸化ストレスに対して保護的に働
くという報告はあるが 11)，腱組織での発現や働きに関
しては明らかになっていない．しかし，β-crytsallin 
B2の腎間質の線維化との関係を示唆する報告がある

など 12)，クリスタリンは水晶体のみでなく，他の多く
の臓器において重要な役割を果たしていると考えられ
ており13, 14)，今後の本疾患との関連の検討が望まれる．
　以上のことから，本疾患における腱組織には，腱の
損傷とその治癒異常，腱細胞の機能低下，コラーゲン
線維の変化による変性，機械的性質の低下が起きて
おり，正常な腱の機能を果たせない状態にあることが
考えられた．

図 4.

図 5.
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緒　言

　脂質ラフトはコレステロールに富んだドメインを
なし，細胞膜上のタンパク質の不均一性および機能
的集合に寄与している．特定のタンパク質は脂質ラフ
トへ輸送され，そこに係留される．脂質ラフトに集積
したタンパク質はシグナル伝達など細胞の重要な機能
に関わる 1)．さらに膜の陥入や出芽を介して膜の代謝
にも寄与している 2)．また脂質ラフトはウイルスタン
パクの集積に利用され，その後ウイルス粒子は脂質ラ
フトを介して細胞から出芽する3)．
　脂質ラフトを介した膜の出入り，そしてその流動性
にはクラスリンなどのタンパク成分だけでなく，膜
成分の組成の変化も寄与していると考えられている．
ホスホリパーゼA2はリン脂質をリゾリン脂質に酸化
することで膜の構造を変化させる（図 1）．それが，ウ
イルスが利用するラフトのfissionに利用されている可
能性がある．実際に人工膜においてホスホリパーゼA2

は脂質ラフトの出芽を促進する4)．
　我々は小腸における細胞外酵素の食後ダイナミクス
について検討したとき，ミセルを形成する成分の1つ
であるリゾリン脂質によってラフトに係留されている
アルカリホスファターゼが消失することを認めた 5)

（図 2）．次いで腸上皮培養モデルを用いて，この消失
には脂質ラフトが必要であり，また内因性のホスホリ
パーゼA2を活性化することで，その遊離を促進できる
ことを確かめた6)．
　このようにホスホリパーゼA2の活性は脂質ラフト
のfissionに関係していることから，その阻害はヒトに
感染するウイルスの生活環の1つである細胞からの出
芽が抑制されるかもしれない．これらの解明はウイル
ス感染メカニズムにおける更なる分子生物学的理解

と，新たな治療戦略を提示しうる可能性がある．そこ
で本研究では，in vitroおよびin vivoにおいてホスホリ
パーゼA2 活性を修飾した場合のウイルス感染・増殖
効率の検討を試みた．

材料と方法

インフルエンザウイルス
　A/Aichi H3N2 インフルエンザウイルス（北海道大学
獣医学部微生物学 喜田宏先生より）は孵化鶏卵培養法に
よって増殖させ，以下のウイルス感染実験に供試した．
 In vitro ウイルス感染阻止アッセイ
　MDCKに イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を0.1 M.O.I 

（multiplicity of infection）で1時間感染させ，細胞を洗浄
後 3 日間 2 μg/mlのアセチル化トリプシンを含む培養液
で培養した．培養液を回収し，ウイルス力価を測定した．
カルシウム非依存ホスホリパーゼA2β欠損マウス
　カルシウム非依存ホスホリパーゼA2ββ欠損マウス

（iPLA2
–/–）は大阪大学大学院医学系研究科遺伝医学

講座遺伝子学 辻本賀英先生より供与いただいた 7)．
埼 玉 医 大 動 物 施 設 内 で iPLA2β

+/− 同 士 に よ る メ ー
ティングで iPLA2β

−/−，iPLA2β
+/+の個体を得た．遺伝

子型は，ゲノムDNAをテンプレートとして，特異的プ
ライマーを用いたPCRにより確認した．
 In vivo ウイルス感染実験
　ケタミン麻酔下で，カルシウム非依存ホスホリパー
ゼA2 欠損マウスもしくはその野生株に，1 匹あたり
1 × 104の50％培養細胞感染濃度（TCID50）のウイルス
を鼻腔より感染させた8)．感染より5 日後に肺組織を採
取し，1 ml のPBSでホモジナイズして，その遠心上清
をウイルス力価試験に供試した．
インフルエンザウイルス力価試験
　 肺 ホ モ ジ ネ ー ト お よ び 培 養 上 清 のTCID50は
Matsuiらの方法 9)に従い実施した．すなわち，肺ホモ
ジネートの10 倍希釈列をU 底の96 -wellプレート内に
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調製し，そこに2.5 × 104 cells/well の細胞を播種した．
一日後にアセチル化トリプシンを含む培養液に交換
し，さらに4 日間培養した．0.5％ニワトリ赤血球溶液
を各 well に50 μl ずつ加え，凝集パターンを観察した．
ウイルス力価はTCID50により求めた．
脂質ラフト染色
　マウスより得た脾細胞の脂質ラフトVybrant® Alexa 
Fluor® 488 Lipid Raft Labeling Kit（Invitrogen）を用い
て染色し，共焦点顕微鏡にて観察した．

結　果

iPLA 2 活性阻害はMCDK 細胞においてインフルエンザ
増殖を抑制する
　iPLA2 特 異 的 阻 害 剤 bromoenol lactone（BEL）
およびcPLA2/iPLA2 阻害剤 MAFP（methyl arachidonyl 
fluorophosphonate）は，脂質ラフト形成阻害剤である
methyl -β- cyclodextrin（MβCD）と同程度に培養上清
中のウイルス力価を減少させた（図 3）．iPLA2は細胞
膜リン脂質の再構成や分泌経路に重要な役割を果た
していることが知られている 10)．iPLA2 特異的阻害剤
BEL 単独でもウイルス増殖を抑制できたことは，本酵
素が生体において脂質ラフト構造を利用した膜の代謝
とダイナミクスを制御していることが考えられた．
iPLA 2 β欠損マウスにおけるウイルス感染
　MDCK 細胞を用いた実験系において，iPLA2が脂質
ラフトのダイナミクスを介してウイルス感染の経路に
関与していることが示唆された．iPLA2にはiPLA2βと
iPLA2γのアイソザイムがあるが，生体では iPLA2βが
その活性の多くを占め，脳組織ではホスホリパーゼA2

活性全体のおよそ半分を占める．そこでこの iPLA2β
を欠損したマウスで感染したインフルエンザの増殖を
検討した．予備検討の段階ではwild - type，欠損マウス
において肺ホモジネート中のウイルス力価に大きな差
は認められなかった（図 4）．さらに個体数を増やして
検討する必要がある．

図 1. リゾリン脂質の増加による膜構造変化のモデル図．
A：通常のリン脂質による二重膜構造．B：リゾリン
脂質増加による膜構造の変化．B 右上にリン脂質（左）
とリゾリン脂質（右）の空間支配を示す．

図 2. 脂質負荷後に起こる脂質ラフト係留タンパク質アルカ
リホスファターゼ（ALP）の消失．食前（A）および食後

（B）の絨毛 ALP 活性染色像．食後に矢印で示した活性
陽性の部分の多くがBで消失していた．

図 3. 薬剤による in vitroウイルス増殖防御．BEL，iPLA2 特
異的阻害剤；MAFP，iPLA2，cPLA2 阻害剤．MβCD，
脂 質 ラ フ ト 形 成 阻 害 剤．BEL, bromoenol lactone; 
MAFP, methyl arachidonyl fluorophosphonate; MβCD, 
methyl -β- cyclodextrin.
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iPLA 2 β欠損マウスの脾細胞および腎臓初代培養細胞
の脂質ラフト染色
　インフルエンザ感染実験では iPLA2β欠損によっ
て感染防御能への変化はあまり認められなかった．
ウイルス感染防御は多様な因子が関係するシステムで

あり，iPLA2β欠損の影響が現れにくかった可能性
がある．ではiPLA2β欠損によって脂質ラフトの量的・
質的変化はなかったのだろうか．iPLA2β欠損の脂質
ラフトへの影響を観察すべく，脾細胞を調製し，脂
質ラフトを染色した．その結果，iPLA2β欠損マウス
では脂質ラフトの染色が強く，脂質ラフトが多く存
在することが示唆された（図 5）．また腎臓由来の繊
維が細胞様初代培養細胞を同様に染色したところ，
野生株由来細胞に比較し，iPLA2βを欠損した細胞
では大きな脂質ラフトの形成が多く見られる傾向が
あった．これらの結果についてはまだ予備検討の段階
にあり，今後その有意性を確認する必要がある．

考　察

　脂質ラフトはダイナミックに変化しながら，シグナ
ル伝達，膜の不均一性，構造維持などに寄与している．
そのダイナミクスを制御する因子はこれまで知られ
ていない．我々は小腸上皮細胞に発現する脂質ラフト
集積タンパク質であるアルカリホスファターゼを観
察する中で，その遊離とリゾリン脂質との関連を見い
だした．アルカリホスファターゼを指標とした細胞レ
ベルでの検討では，その遊離はホスホリパーゼ活性上
昇により増加し，脂質ラフト形成阻害剤により抑制さ
れることを認めた．

図 5. 脾臓リンパ球および腎臓由来線維芽細胞の脂質ラフト染色．

図 4. iPLA2 欠損マウスにおけるウイルス感染防御能．イン
フルエンザ感染マウスより得た肺ホモジネートのウイ
ルス力価により感染防御能を評価した．n2/ 群，各個
体の結果を白・黒のバーで示す．
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　インフルエンザウイルスは細胞から出芽する際に脂
質ラフトを利用する．その過程にホスホリパーゼ活性
が関与しているかどうかを，細胞およびマウスにて検
討した．その結果，ホスホリパーゼ活性，特に iPLA2

の阻害によって細胞におけるウイルス増殖が減少し
ていた．しかしながら主要な iPLA2アイソザイムで
ある iPLA2β欠損マウスではウイルス増殖抑制効果は
認められなかった．これは発生過程において iPLA2β
欠損が iPLA2のアイソザイムである iPLA2γなどに
よって補償された可能性もある．iPLA2β欠損マウ
スを昨年 4 月にようやく導入できたが，繁殖が悪く
iPLA2β欠損マウスを多数得ることが難しいため，ま
だ実験数が少ない．今後メーティングの規模をスケー
ルアップし，試験数を増やして検討していく必要が
ある．
　幸いなことに今年四月より生化学に赴任された
小谷典弘先生は細胞膜上分子間相互作用生化学的可
視化法 11)を開発された脂質ラフト研究の第一人者で
ある．早速共同研究を開始し，iPLA2β欠損マウスの脾
細胞の脂質ラフトを染色したところ，Wild typeに比較
し，iPLA2β欠損マウスの細胞の方がより強く染色され，
脂質ラフトに富んでいることが示唆された．また腎臓
由来の繊維が細胞様初代培養細胞では iPLA2β欠損
により大きな脂質ラフトが形成される傾向を認めた．
今後，iPLA2β欠損による脂質ラフトの質的・量的変
化についてさらに検討を進めていく予定である．
　iPLA2βはパーキンソン病の早期発症関連遺伝子で
あり 12)，この欠損マウスは神経軸索ジストロフィー様
の表現型を示す．欠損マウスは末梢・中枢を問わず神
経細胞が加齢とともに退行し運動を含めた広範な機
能低下を示す．しかしながらその神経細胞退行のメカ
ニズムについてはよく分かっていない．我々はさらに
iPLA2β欠損マウスを用いてその退行と脂質ラフトと
の関連について研究を進めたい．
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緒　言

　体外受精・胚移植周期においては排卵誘発・胚培養
技術を含めた様々な部分で工夫がなされそれに伴い妊
娠率も上昇してきたが，ここ数年間の妊娠率にはほぼ
変化がなく，また形態良好胚を移植しても妊娠に至ら
ない症例が散見される．この原因の大きな一つは着床
期周辺の子宮内膜機能のメカニズムに関し未だ不明
な点が多く，その部分に関する工夫がほとんどなされ
ていないためである．そのため着床期周辺の子宮内膜
機能のメカニズム一端を明らかとし，その知見より適
切な治療法を開発することは不妊症治療における着床
率改善，しいては妊娠率上昇のためには重要なポイン
トである．
　ヒト絨毛性性腺刺激ホルモン（hCG）は受精後 7 日
目以降の胞胚から分泌されており，一般に知られ
ている黄体賦活作用による妊娠維持機構以外にも，子
宮内膜組織にはLH/CG 受容体が発現していることか
ら，着床期周辺の子宮内膜細胞に対するhCGの直接
的な作用，さらに胚と子宮内膜の相互作用も想定され
ている．しかし，hCGの子宮内膜に対する直接作用に
関しては未だ不明な点も多い．
　子宮内膜の脱落膜化は受精卵の着床，絨毛細胞の侵
入，胎盤の形成に重要な過程であり，これまでに我々
はこの過程においてフォークヘッド転写因子の一つで
あるFOXO1が重要な役割を果たしていることを明ら
かとした．脱落膜化障害は着床障害，しいては不妊お
よび産科異常の原因となる可能性が考えられている．
本研究では子宮内膜間質細胞（HESCs）培養系を用い
hCGが及ぼす脱落膜化さらには各種転写因子の発現
に対する影響，またその分子メカニズムに関して検討
を行い，hCGのHESCsの脱落膜化過程に及ぼす有用
性の有無とその分子メカニズムを in vitroのレベルで
検討し，その臨床応用の可能性を探ることを目的と
した．

材料と方法

1．ヒト子宮内膜間質細胞の分離・培養
　手術で得られた標本から子宮内膜を採取し，間
質細胞（HESCs）を分離・培養に用いた．既報の方
法に従い，酵素処理後，子宮内膜組織を腺細胞と間
質細胞に分離し，間質細胞をチャコール処理した
10％ FBS（DCC-FBS），グルタミン，抗生物質を含
ん だDMEM/F12を 用 い，37 ℃，95 ％ air，5 ％ CO2
の条件下にて培養した．Confluentに達したHESCs
は0.5 mM 8 -bromo -cAMP（8-bro-cAMP） と10 -6M 
medroxyprogesterone acetate（MPA）の両者にて脱落
膜化刺激を行い，同時に0.01 〜 1 IU/mlの遺伝子組み
換えrecombinant hCG（rhCG）または尿由来 urinary 
hCG（uhCG）を添加し培養した，4 日間培養を行い，
タンパク質を抽出した．なお培養液は2％ DCC-FBS，
グルタミン，抗生物質を含んだDMEM/F12を用いた．
2．タンパクの精製とWestern blot 解析
　分離・培養したHESCsよりNP-40 lysis buffer（1％
nonidet P -40, 100 mM NaCl, 20 mM Tris -HCl pH 7.4, 
10 mM NaF, 1 mM sodium or thovanadate, 30 mM 
Naβ-glycerophosphate, and protease inhibitors）を
用いてタンパク質を抽出した．抽出したタンパク
30 μgを10 ％SDS-PAGEゲ ル に て 泳 動 後，PVDF-
membraneへブロッティングした．一次抗体として
抗 FOXO1 抗 体（Cell Signaling 社 ）， 抗 Cu, Zn -SOD1
抗体（Santa Cruz 社），抗Mn-SOD抗体（Santa Cruz 社），
抗 LH/CG 受容体抗体（Santa Cruz 社），抗α -Tubulin
抗体（Santa Cruz 社）を用い，ECL Detection System

（Amersham 社）により，それぞれのタンパク質を検出
した．
3．アポトーシス細胞の検出
　脱落膜化刺激を行ったHESCsに0.01 〜 1 IU/mlの
hCGを同時に添加した群と添加しない群を作製し
4 日間培養した．酸化ストレスとして100 mMの過
酸化水素を添加し，さらに4 時間培養しCell Death 
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Detection ELISA plus kit（Roche Diagnostics社）を用い
てアポトーシス細胞を検出した．
4．蛍光免疫組織化学
　ガラス・カバースリップ上でHESCs 培養し，前
述した方法で脱落膜化刺激を3 日間行い，同時に
0.1 IU/mLのhCGを添加した群と，添加していない
群を作製した．100 mM の過酸化水素を添加しさら
に 4 時間培養し，その後 4％パラホルムアルデヒド
にて 2 時間固定した．抗 Bax 抗体（Santa Cruz 社），
抗 Bcl - 2 抗体（Dako 社）にて蛍光免疫組織化学法を
用いその発現を検討した．

結　果

1．HESCsにおけるLH/CG 受容体の発現
　HESCsにおけるLH/CG 受容体の発現は脱落膜化
刺激を行うことにより，その発現は抑制されたが，
rhCGを添加することにより回復してきた．
2．HESCsの形態に及ぼすhCGの影響
　HESCsは形態学的には8 -bro - cAMPとMPAによる
刺激を行うと脱落膜化細胞に特有な大型の敷石状の形
態を示していた．しかし脱落膜化刺激を行ったHESCs
にrhCGを添加しても大きな形態学的な変化は示さな
かった．
3．HESCs 酸化ストレス抵抗性へのhCGの影響
　以前我々が報告したのと同様に，脱落膜化刺激を行
うことにより過酸化水素（酸化ストレス）にて誘導さ
れるアポトーシス細胞は有意に減少した．さらに脱落
膜化したHESCsにrhCGを添加することにより濃度依
存性にアポトーシス細胞は減少した．これまでに我々
が脱落膜化刺激により誘導され，脱落膜化機構に重要
な役割を果たしていると報告してきた転写因子のひ
とつであるFOXO1は，8 -bro - cAMPとMPAによる刺
激によりその発現は誘導され，hCGを添加すること
により，さらに濃度依存性にその発現は誘導された．
またFOXO1の標的遺伝子で活性酸素消去酵素である
Mn-SODも同様にrhCGを添加することにより濃度依
存性にその発現が増強された．しかし他の活性酸素消
去酵素のCu, Zn -SODおよびcatalaseの発現には変化
はなかった．
　 一 方，pro -apoptotic 因 子 で あ るBaxはrhCGを 添
加することによりその発現は抑制されたが，anti -
apoptotic 因子であるbcl - 2の発現はrhCGを添加するこ
とにより増強していた．
4．製剤の由来によるhCGの影響の相違
　現在 hCGは製剤の由来が異なる遺伝子組み換え技
術により作成されたrhCGと尿由来 uhCGの2 種類の
製剤があるが，製剤による作用の差についても検討
した．上述したように過酸化水素によって誘導される
アポトーシス細胞はrhCGの添加により減少したが，
uhCGを添加すると逆に増加した．

考　察

　脱落膜化 HESCsはrhCG 添加により（1）FOXO1を介
したMn-SODの発現誘導（2）Baxの発現抑制，bcl-2の
発現誘導，の2つのメカニズムを介して，酸化ストレ
ス抵抗性が強化されることが明らかとなった．rhCG
は子宮内膜に作用し，転写因子の発現を介して妊娠維
持作用を果たし，その適切な使用が着床率を向上さ
せる可能性が示唆された．
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緒　言

　神経の活動依存的変化（可塑性）は，脳の神経
回路形成と記憶学習の基本メカニズムと考えられ
ている．発達期の脳の神経回路形成は，遺伝的因子
と経験的因子の相互作用によって進行する．とりわ
け臨界期には，経験依存的に神経回路を再構成し，
それ以後の脳機能を規定することになる．
　大脳皮質のニューロンは，興奮性と抑制性の 2 種
類に大別されるが，抑制性ニューロンは，全体の約
20％を占める．興奮性細胞は伝達物質としてグルタ
ミン酸を放出し，シナプス後細胞に脱分極を起こす
が，抑制性細胞は，γアミノ酪酸（GABA）放出して，
シナプス後細胞に過分極を起こし，興奮性ニュー
ロンの情報伝達を調節している．
　発達期の視覚皮質では，GABA 細胞が可塑性の発
現に重要な働きをしていることが示唆されているこ
とから 1)，GABA 細胞と可塑性発現との関連には多
大の注目をうけているが，過分極が可塑性を発現さ
せるメカニズムの詳細についてはほとんどわかっ
ていない 2)．
　一方，脳の特定部位では興奮性シナプスの活動
に伴い，抑制性ニューロン回路に振動（オシレー
シ ョ ン， リ ズ ム 活 動 ）を 誘 発 す る こ と が 知 ら れ
ている．例えば，Non - REM 睡眠開始時に脳波で記
録される除波・紡錘波は，視床 - 皮質回路のオシレー
ションにより発生すると示唆され，記憶形成や癲癇
発作に関与していると考えられている．
　本研究では，抑制性回路が脳機能にどのように関
与しているのか，特に，抑制性回路の異常により起
こる神経ネットワークオシレーションなどの脳の
リズム活動，及び可塑性発現のメカニズムを検討
する．

材料と方法

　抑制性回路が「神経可塑性」にどのように寄与し
ているか明らかにするため，外的刺激に最も感受性
をもつ「臨界期」と呼ばれる時期のマウス大脳皮質
を実験材料とした．実験は，生後 7 日から25 日目の
C57BL/6マウスより作製した視床（後内側腹側核）―
第 1 次体性感覚野皮質間連絡線維を保持した急性切片
標本（thalamocortical slice）を用いて行った．刺激電極
を入力線維（視床または皮質 2/3 層）に置き，皮質第
2/3 層の興奮性細胞（顆粒細胞，錐体細胞）からパッチ
クランプ法を用いて，刺激により誘発されるホール
セル電流を記録した．記録は電流固定下で行い，まず
細胞内通電による発火特性を調べ，興奮性細胞である
ことを確認した．実験後，記録細胞を形態学的に解析
する目的で，電極内にはニューロビオチンを封入した．

結果および考察

抑制性回路の発達によるスパイクタイミング依存性可
塑性の変化
　 視 床 か ら の 興 奮 性 入 力 は， 皮 質 第 4 層 細 胞 に
シ ナ プ ス 結 合 し， さ ら に4 層 細 胞 は2/3 層 細 胞 へ
シナプス結合する．体性感覚皮質の臨界期可塑性に
は，4 層 - 2/3 層間シナプスが重要な役割を果たすと考
えられている．また，このシナプスは，可塑性の方向
と程度がシナプス前細胞（4 層細胞）とシナプス後細胞

（2/3 層細胞）の正確な発火タイミングに依存する，ス
パイクタイミング依存性可塑性（STDP: spike timing-
dependent plasticity）が重要と考えられている．以前，
我々は，視床からダイレクトに入力を受ける4 層パル
ブアルブミン陽性 FS（Fast spiking cell）抑制性細胞の
発現は，生後 2 週以降に始まることを示した 3)．また，
このFS細胞は，4層 - 2/3層フィードフォワード抑制回
路を形成し，4層細胞と2/3層錐体細胞の発火タイミン
グを極めて精密に制御していることを示した 4)．すな
わち，生後2週以降にはじめて，4層→2/3層順のスパ
イク発火が起こることになる．そこで今回，スパイク
発火順序形成前後（生後 2 週前後）でスパイクタイミン
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グ依存性可塑性の性質が変化する可能性を検討し，抑
制性回路の発達と可塑性発現の関連を探索した．そ
の結果，これまでの報告と一致して，生後 3 週以降で
は，プレ－ポスト順の発火タイミングでは，長期増強

（Long-Term Potentiation; LTP），ポスト－プレ順の発
火タイミングでは，長期抑圧（Long -Term depression; 
LTD）が誘発されることが確認出来た 5)．ところが，生
後 2 週目にはポスト－プレタイミングによる長期抑圧
が欠落し，その代わりに，LTPが誘発することを見出
した．すなわち，生後 2 週目ではプレ－ポスト順でも
ポスト－プレ順でもいずれもシナプス強度が強化さ
れ，生後 3 週以降とは異なるスパイクタイミング依存
性可塑性を示すことが明らかとなった．
スパイクタイミング依存性可塑性の性質変化メカニズム
　大麻の有効成分であるカンナビノイドは，近年，脳
内に広範に分布する逆行性の神経伝達物質として注
目を受けた．一方，大脳皮質体性感覚野においては，
4 層 - 2/3 層間のスパイクタイミング依存性可塑性のう
ち，ポスト－プレタイミング刺激による長期抑圧は，
カンナビノイド依存性であることが知られていた．上
述のように，生後 2 週令の動物では4 層 - 2/3 層間には
異なるスパイクタイミング依存性可塑性が発現され，
長期抑圧が見られないことを明らかにしたが，長期抑
圧の欠落は，4 層 - 2/3 層シナプスにおいて，カンナビ
ノイド受容体 CB1が発現していないことによるもの
であることを電気生理実験，および組織免疫実験によ
り示した．
臨界期開始にはLTDが必要である
　ラットやマウスなどのげっ歯類では，体性感覚，な
かでも頬ヒゲの感覚が非常に良く発達し，大脳皮質
体性感覚野第 4 層には，同一の髭からの入力を受ける
神経細胞が集まったバレル構造が存在する．臨界期
において，頬ヒゲからの入力を遮断することにより
体性感覚野第 4 層から2/3 層への興奮性シナプス伝達
が減弱する．これは，入力遮断による神経活動の低下
により長期抑圧が誘導されているということが示さ
れており 6)，臨界期可塑性の発現には，ヒゲ除去によ
り誘発される長期抑圧が必要であることが明らかと
なっている．一方我々は，上述のように生後 2 週目に
は長期抑圧が欠落していることを見出した．このこと
は，長期抑圧メカニズムの獲得が臨界期可塑性の開始
を導くことを強く示唆している．そこで我々は，長期
抑圧が欠落した生後 2 週令のマウスにおいて，ヒゲを
切除により4 層 - 2/3 層シナプス伝達が減弱するかを調
べた．その結果，生後 2 週令以前に施行したヒゲ切除
では，4 層 - 2/3 層の興奮性シナプス伝達が減弱しない
ことを見出した．このことは，活動依存的長期抑圧の
獲得が臨界期開始には必要であることを示している．

　臨界期発現のメカニズムを明らかにすることは，社

会的影響力も甚大であると考える．直接的には，早期
教育や生涯教育のあり方等に議論を起こすことも考
えられる．また，臨界期発現を制御する方法を見出せ
れば，さらに影響力は大きい．具体的には，薬物によ
り可塑性発現を制御することが可能となれば，例えば
リハビリテーション時の効果的投薬や訓練法の開発，
また認知症の改善薬の開発等も視野に入ることが期待
される．
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緒　言

　東洋古来の伝統医療である鍼治療は，単に局所の
反応だけでなく，主に高位中枢を介して自律神経や
免疫・内分泌機能などの反応が関与し，数多くの疾
患や症状の改善に寄与しているという理念のもとに，
我々は，鍼治療が各種生体機能や主に疼痛性疾患に
及ぼす影響を研究してきた．これまで，一次性頭痛
である緊張型頭痛の発症機序や鍼治療の作用機序に
ついて，plethysmographyや EMG，thermography，
open loop video pupillographyを用いて検討した結果，
頭痛の発症機序は，頭部の筋群よりも後頸部や肩
甲上部・肩甲間部の筋群の過緊張が重要な役割を
果たし，鍼の作用機序はこうした筋群の過緊張を緩
和し，循環動態を正常化することにより頭痛の改善
に寄与していることがわかった．また，こうした鎮痛
機序は単に局所の反応（軸索反射）のみならず高位中
枢（Edinger -Westphal 核・中脳中心灰白質）に影響を
及ぼし，自律神経系が重要な役割を果たしていること
を明らかにした．さらに，緊張型頭痛患者と健康成人
の鍼刺激による生体反応を比較した結果，患者と健康
成人に及ぼす影響は異なり，鍼刺激はホメオスター
ティックな反応であることも示唆された．そこで本研
究の目的は，片頭痛の病態と片頭痛の発作予防に対
する鍼治療の作用機序について，非侵襲的で反復検査
が可能であるASLMRIを用い，脳血流量の変化を鍼治
療前後で比較することである．

対象と方法

　対象は，関係学会のHPなどにより募集した．片頭痛
患者の含有基準は，年齢が18 歳以上 65 歳未満，国際
頭痛分類第Ⅱ版の片頭痛の診断分類を満たすことで
ある．除外基準は，脳血管障害等の既往歴，緊張型頭痛，
群発頭痛を有するものである．また，健康成人の含有
基準は，年齢が18歳以上65歳未満，除外基準は，脳血
管障害等の既往歴，国際頭痛分類第Ⅱ版の一次性頭痛
を有するものである．
　方法は，被験者に30 分間以上の安静を保持した後，
鍼刺激前，鍼刺激中 5 分・10 分，鍼刺激終了直後，終
了後 15 分・30 分において3TのMRI 装置を用い，全脳
平均血流に対する相対的な血流分布を分析し，鍼治療
前後の脳血流量を比較した．鍼刺激部位は，頸肩部で
は板状筋上の完骨穴，僧帽筋上部線維上の肩井穴およ
び頭部では側頭筋上の頷厭穴，顔面部では咬筋・翼突
筋上の頬車穴へ長さ50 mm，直径 0.2 mmの非磁性鍼

（銀鍼：青木実意社製）を使用した．
　統計学的手法は，鍼治療前後の比較については
ANOVA 法を用い，各群間に差が認められた場合には，
post -hocテストにTukey -Kramer法を用い検討した． 
　A S L M R I は， M R I 装置3 T の S i e m e n s 社製
MAGNETOM Verioを用い，pulsed ASLにより，全脳
で 11 スライスの脳血流測定を行い，1 回で 4 分間の
平均脳血流を測定した．得られた脳血流画像は脳実
質外の信号を取り除いた後，スライス間の補間によ
り 28 スライスの画像とした．また，安静時の画像に
その後の画像の位置あわせを行った後に，線形変
換 と 非 線 形 変 換 を Statistical Parametric Mapping

（SPM）に よ り 行 い， 灰 白 質 の 標 準 脳 画 像 に 変 形
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研究代表者　山口　智 （大学病院　東洋医学診療科）
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した．さらに画像平滑化を行った後に，SPMで安
静時画像とその後の画像について統計学的検定を
行った．
　本研究は片頭痛患者については埼玉医科大学病院
IRB（Institutional Review Board）と同総合医療センター
IRBを，健康成人については埼玉医科大学倫理委員会
の承認を受け，対象者全員から informed consentを得
て施行した．

結　果

　対象は，片頭痛患者 10 例（男性 3 例 女性 7 例 平均年
齢39.2±11.2歳（mean±S.D.））と健康成人10例（男性
6例 女性4例 平均年齢32.3±9.2歳）であった．
　鍼刺激前の片頭痛患者の脳血流量は，健康成人と比
較した結果，後頭葉と右側頭葉で高く，左側頭葉と頭
頂葉楔前部で低下していた（図1）．
　片頭痛患者と健康成人は共に，視床や視床下部お
よび弁蓋部や帯状回，島の血流が，鍼刺激中 5 分・10
分後は増加した．また，片頭痛患者では刺激終了直後
および15 分・30 分後に同部位の血流の増加が持続し
ていた．さらに，片頭痛患者は健康成人と比較した結
果，鍼刺激中・刺激終了後で視床や視床下部および弁
蓋部や帯状回，島の血流増加反応が顕著であり，頭頂
葉楔前部が特異的に増加した（図2, 3）．

考察および結語

　片頭痛患者と健康成人では鍼刺激による反応性が異
なることが示された．近年，片頭痛の病態の一つに中
枢における脳の機能異常が関与していることが報告さ
れており，今回の成績から鍼治療は，こうした高位中
枢の反応性を正常化することにより，発作予防に寄与
している可能性が考えられた．

研究成果
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図 2. 鍼刺激前後における健康成人の脳血流量比較．

図 3. 鍼刺激前後における片頭痛患者の脳血流量比較．

図 1. 鍼刺激前の片頭痛患者と健康成人の脳血流量の比較．
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緒　言

　卵巣がんはもっとも死亡率の高い婦人科がんで
あり，プラチナ製剤，タキサン製剤の誕生により生
存率の改善はある程度確認できたものの，多くの場
合 2 年以内に再発しやがては化学療法耐性となり予
後不良である．そのため新しい治療法の開発や，臨床
上有用なマーカーの発見，さらには新規治療標的の
同定は急務である．これまで卵巣がんについて行わ
れてきた研究の多くはprotein - coding genesについて
焦点が絞られていた．一方 protein - coding genes 以外
のnon -coding genes から転写される，いわゆるnon -
coding RNAsにも生物学的な機能を持った一群が存在
することが明らかになってきている．しかし，これら
のnon -coding RNAsに対する研究はいまだ始まった
ばかりである．non -coding RNAsの中でもマイクロ
RNA（miRNA）と呼ばれる～ 22 塩基からなるsmall 
RNAはprotein - coding gene の発現制御をおこない，
細胞増殖やアポトーシスに深く関わっていると考え
られている．これまでの研究では特にmiRNAは悪性
転化や発生，幹細胞のホメオタシスなどにおいて大
きな役割を果たしていることがわかってきている．
約 600ものmiRNAがすでに同定されており，理論的
にはヒトゲノム上には約 1000ものmiRNAが存在する
と考えられている．miRNAはまず核内で60から70 塩
基のprecursor miRNAs（pre -miRNAs）へとプロセッ
シングされ，その後細胞質へと移動する．ここでpre -
miRNAsはさらにプロセッシングを受け，22 塩基から
なる成熟二本鎖 miRNAとなる．そしてRNA- induced 
silencing complex（RISC）と呼ばれる機能性複合体を
形成し，ターゲットとなる遺伝子のmRNAの3’ 末端非
翻訳領域（3’UTR）に結合し，その遺伝子の発現制御に
関与する．miRNAマイクロアレイ によるがんと正常
組織の比較において，多くのがん種においてmiRNA
の異常発現が認められることがわかってきた．また

miRNAの発現パターンを比較解析することによって，
同じがん種であっても生物学的あるいは臨床的な違い
を判別することが可能であることがわかってきた．こ
れらのことからmiRNAはがん抑制遺伝子あるいはが
ん原遺伝子としても機能する可能性があることが推測
されている．事実，let - 7はRASを，mir -15 とmir -16
はBCL2の 発 現 を 抑 制 す る こ と が 明 ら か に な り，
mir -17 -92 clusterは肺がんおよび lymphomaでがん遺
伝子としての役割が示唆されている．以上のことより
腫瘍発生におけるmiRNAの役割を理解することは今
後の新しいマーカーの発見，予防，治療の開発の大き
な手がかりとなる可能性がある．
　 私 た ち が 以 前 行 っ たmiRNAマ イ ク ロ ア レ イ を
用いた網羅的解析によると広範なmiRNAが卵巣がん
において発現低下しており，そのうちの約 40％はゲ
ノミックコピー数の低下，あるいはエピジェネティッ
クサイレンスによるものと考えられた．これまでの研
究でがん抑制遺伝子と強く示唆されているmiRNAは
Let -7である．Let -7 family は肺がんにて発現低下が認
められ，予後とも相関する．私たちのmiRNAマイクロ
アレイの解析によりLet -7 familyのひとつであるLet -7i
の発現低下は卵巣がんのプラチナ耐性に深く関わって
おり，予後とも相関することを発見した．このように
ある種のmiRNAは卵巣がんの予後や治療法に対する
マーカーや治療標的となる可能性が明らかになって
きた．
　私たちはいくつかのmiRNAが卵巣がん患者の予後
や悪性度と強く相関していることをすでに報告した．
mir -182は30％の卵巣がんにおいてDNAコピー数の
増加が認められ，mature mir -182もDNAコピー数に
相関して強発現していることから，卵巣がんにおいて
潜在的ながん遺伝子としての役割を果たしている可
能性が高い．またmir -146は卵巣がんの予後と強く相
関することがわかっている．またmir -376やmir -432
はがん抑制遺伝子としての役割を持つ可能性がある．

平成 21−23 年度　学内グラント終了時報告書

卵巣がんにおける micro RNA の新規マーカー

および分子標的としての有用性の検討

研究代表者　長谷川　幸清 （国際医療センター　婦人科腫瘍科）
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こ れ ら の こ と か らmir -182，mir -146，mir -376や
mir -432の卵巣がんにおける役割を明らかにすること
は，今後これらのmiRNAがリスクファクターや予後
因子としてのマーカー，あるいは卵巣がん治療のため
のターゲットとして利用するために非常に重要である
と考えられる．
　miRNAが卵巣がんにおいて新規マーカーや治療標
的として利用できるかを検討するために，卵巣がんに
おいて特定の機能を持つと期待されているmir -182，
mir -146，mir -376やmir -432などの生物学的な機能
を明らかにし，さらにそのmiRNAが発現を制御し
ているターゲットとなる遺伝子を同定する．このこと
によって卵巣がんの進展や悪性化などのメカニズム
にmiRNAが重要な役割を果たしていることが明らか
になる．つまり卵巣がんにおいてmiRNAを新規マー
カーあるいは治療標的として利用することが理論的に
も裏付けることができる．

方　法

1．卵巣がん細胞株におけるmiRNA, mRNAの発現解析
　SKOV3，OVCAR3をはじめとする卵巣がん細胞株
よりNucleoSpin miRNA（マッハライナーゲル）を用い
てsmall RNAを含む分画で抽出し，アジレントバイ
オアナライザーにてRNAの integrityを確認した．次
にUniversal cDNA Synthesis Kit（Exiqon），あるいは
ReverTra Ace qPCR RT kit（TOYOBO）を用いてcDNA
を合成し，SYBR Green master mix，Universal RT

（Exiqon）あるいはABsolute QPCR ROX Mix（Thermo 
Scientific）を使用して，定量的 PCRを行いそれぞれの
miRNA，mRNAの発現定量を行った．内部標準として
U6snRNAおよびGAPDHを使用した．
2．細胞株への遺伝子導入
　遺伝子導入については，pcDNA3.1 -Zeoを改変した
pcDNA3.1spを利用した．このベクターのBamHI -SpeI
部 位 にGFPを 挿 入 し，pcDNA3.1GFPspを 作 成 し た

（Fig. 1）．pcDNA3.1GFPspのSpeI -NotI 部 位 に 目 的
のpri -miRNAを挿入したものを遺伝子導入に利用
した．卵巣がん細胞株 SKOV3，A2780などを細胞数
5 × 103でまき，12 時間後に0.2 μgのpcDNA3.1GFP-
mir182を導入し，その4 時間後に培地交換を行った．
遺伝子導入試薬としてはHilyMax（DOJINDO）を使

用した．またmiRNAmimic，miRNAinhibitor（Applied 
Biosystems）も利用した．細胞培養プレートに終濃
度 10 nMあるいは50 nMになるようにmiRNAmimic，
miRNAinhibitorを添加したところに卵巣がん細胞株
SKOV3，A2780，TAYA，RMG1 を細胞数1 × 103 で
まいて遺伝子導入を行った．遺伝子導入試薬として
はLipofectamine RNAiMAX Reagent（Invitrogen）を
使用した．
3．細胞表面抗原の測定
　細胞表面の抗原の発現については，BioLegend
あるいはeBioscienceの抗体を使用して，Facscalibur

（BD bioscience）を用いて測定した.
4．細胞増殖試験
　遺 伝 子 導 入 を 行 っ て か ら96 時 間 後 にCellTiter 
96 AQueous One Solution CellProliferationAssay

（Promega）を用いて検討した．
5．標的遺伝子探索
　miRNAの標的遺伝子予想にはTargetScan（http://
www.targetscan.org/），PicTar（http://pictar.mdc -
berlin.de/）を利用した．

結　果

1．mir -1 8 2 のもつ細胞増殖能の検討
　mir -182の発現は卵巣がんの予後不良と相関するこ
と，また卵巣がん患者の30％にDNAコピー数の増加
が認められることから，細胞増殖に深く関わる機能
をもつと考えた．まず，mir -182が低発現のSKOV3，
OVCAR3を 用 い て，pcDNA3.1GFP-mir182を そ れ ぞ
れの細胞にトランスフェクションし，一過性の過剰
発現系において，MTS 法により，細胞増殖能を検
討した．しかし対照にくらべて明らかな差を認めな
かった．
　 続 い て 安 定 発 現 系 に お い て 確 認 す る こ と が 必
要と考え，トランスフェクション後にZeocin 耐性
遺伝子をマーカーとしてセレクションを行った．
SKOV3 -GFP -miR182，SKOV3 -GFPについて細胞
増殖能について検討を行ったが，明らかな差を認め
な か っ た．mature miRNAを 直 接 導 入 す る た め に，
mir -182 mimicをSKOV3にトランスフェクションを
したところ対照群に比較して細胞増殖能が亢進し
ていることがわかった．また逆にmir -182 inhibitor 
を用いると細胞増殖能が低下することがわかった

（Fig. 2）．以上のことからmir -182は細胞増殖能を亢進
させるような癌原遺伝子候補となると考えられた．
2．mir - 1 8 2 とT 細胞浸潤
　CD3，CD8T 細胞の浸潤は卵巣癌の予後良好な因子
として報告されている（Zhang et al NEJM 2003）．以
前行った卵巣がんのmiRNAマイクロアレイと発現ア
レイを再解析し，Mir -182の発現とCD8の関連性を調
べたところ，逆相関を認めた（p ＜ 0.001）．定量的 PCRFig. 1. miRNA expressing construct.
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法によって，mir -182，CD8の発現をそれぞれ検討した
ところ，mir -182 高発現卵巣癌組織においてCD8の
発現が少ないことがわかった（Fig. 3）．このことから
mir -182が何らかの機序によりCD8 陽性 Tリンパ球の
卵巣がん組織への浸潤をブロックし，これが予後に影
響している可能性が考えられた．
3．mir -1 4 6 bの発現と卵巣癌予後
　mir -146bの発現も卵巣がんの予後不良と関連し
ていることが以前行ったmiRNAマイクロアレイよ
り明らかになっている．様々な種類の細胞における
mir -146bの発現を検討したところ，mir -182は卵巣癌
腫瘍細胞で過剰発現が認められるが，mir -146bはが
ん細胞ではなく，マクロファージに高発現している
ことがわかった．マクロファージの浸潤は卵巣癌の
予後不良因子としても知られ，卵巣癌組織における
mir -146はマクロファージの浸潤を反映している可能
性が考えられた．
4．mir - 3 7 6 a 及びmir - 4 3 2 と細胞増殖能
　mir -376aおよびmir -432の発現低下は卵巣がん予後
増悪と関連することが報告されている．卵巣がん細胞
株におけるその発現を検討したが，ほとんどの卵巣が
ん細胞株においてmir -376aおよびmir -432の発現は
抑制されていた．一方で，DNAメチル化阻害剤やヒス
トン脱アセチル化酵素阻害剤によってその発現が亢進
することからエピジェネティックなサイレンスを受け
ており，卵巣がんにおけるがん抑制遺伝子候補とも考
えられた．pcDNA3.1-GFPspを用いてmir -376aおよ
びmir -432を安定的に過剰発現するSKOV3を作成，そ
れぞれの増殖能をMTS 法により検討したがmir -376a
およびmir -432による明らかな細胞増殖抑制効果は認
めなかった（Fig. 4）．
5．mir - 3 7 6 a 及びmir - 4 3 2 と標的遺伝子
　mir -376a 及 びmir -432の 標 的 候 補 遺 伝 子 を

TargetScan 及びPicTarを用いて選び出し，それらの
Gene Ontology 解析を行った．その結果，免疫反応に

関わる分子がmir -376，mir -432と関わりが強いこと
がわかった．そこで標的遺伝子候補から免疫にかか
わる遺伝子に注目するとMICB，HLA class II 分子が
その両方の標的遺伝子候補であることがわかった．
それぞれフローサイトメーターによりMICBの発現
について確認するとSKOV3 細胞においてmir -432を
過剰発現した場合にMICBの発現低下が確認できた

（Fig. 5）．このことからMICBはmir -432の標的遺伝子
となる可能性が示唆された．また卵巣がん細胞株では
HLA class IIを発現する細胞は確認できなかった．

考　察

　mir -182，mir -146b，mir -432の卵巣がんにおける
役割の一部が明らかになり，その生物学的機能と臨床
における特徴との関連づける一つの要因となることが
明らかになった．このような機能を持つマイクロRNA
は卵巣がんの新規バイオマーカーあるいは治療標的と
しても有用であると考えられた．
　今回の結果から卵巣癌において新しい機能性分子
群である，マイクロRNAが臨床マーカーとして利用
できる可能性が示された．今後は進行期卵巣がんに

Fig. 2. mir - 182 promotes ovarian cancer cells growth.

Fig. 3. High mir - 182 expression in low CD8 infiltrated 
tumors.
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対するより良い治療法の開発，治療有効な患者の選
別のため，dose -dense Paclitaxel/Carboplatin 腹腔内
投与併用療法という新たな投与法によるTC 療法の
臨床研究（DOFMET Protocol #4/UMIN000001713）の
卵巣癌組織を用いて網羅的マイクロRNA 解析を行い，

その有用性と安全性に関する予測因子を明らかにする
予定である．さらに新規分子標的候補を網羅的マイク
ロRNA 解析，網羅的遺伝子発現解析ならびに分子腫
瘍学・バイオインフォマティクスの手法を用いて同定
を試みる予定である．

Fig. 4. No growth inhibitory effect for mir - 376a and mir - 432.

Fig. 5. mir - 432 overexpression downregulates MICA/B expression in ovarian cancer cells.
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小児の駆出率の保たれた心不全の病態解明と発症予測への展望

緒　言

　成人領域の駆出率の保たれた心不全（HFpEF）は，
駆出率の低下した心不全（SHF）と同様の臨床症状
を呈する心不全症候群である．HFpEFは，成人心
不全の約半数を占め，高齢・女性・高血圧などの
危険因子が明らかにされ，予後はSHFと大きく変わ
らず悪いことが示されている．数多くの研究が成人の
HFpEFの病態の特徴を，さまざまな角度から明らか
にしてきた．一方で小児期においては，HFpEFの病態
が存在するのかさえ明らかではなかったが，我々は，
小児においても成人のHFpEFと同様の病態，すなわち，
心室の拡大を伴わず，駆出率が保たれているにも関わ
らず，拡張能の低下を有し，水分管理に難渋して容易
に肺うっ血に至る患者が乳幼児の先天性心疾患手術後
の一部に存在することに注目し，検討を加え，報告し
てきた．本研究では，小児におけるHFpEFの病態を明
らかにするとともに，どのような疾患にHFpEFが発
症しやすいか，その予測について検討を加えることを
目的とした．

方　法

　2000 年以降埼玉医科大学小児心臓科を受診した
18 歳以下の患者を調査対象とした．駆出率の保たれた
心不全：HFpEFは，欧州でのコンセンサス（成人）
に準じて，心不全症状を有し，左室駆出率が50％
以上で，拡張障害のあるものとした．肺疾患，肺血
流増多によるもの，III 度以上の房室弁逆流，手術後
2 ヶ月以内の症例は除外した．コントロールとして，
年齢をほぼマッチさせた，同時期に心臓カテーテル
検査を受け，心不全を認めない症例群（小短絡の心室
中隔欠損および動脈管開存，冠動脈病変を認めない
川崎病）とした．HFpEFの神経液性因子特性がSHFと
異なるのではないかという仮説を検討するために，駆
出率が50％以下のSHF群も抽出した．

　身長，体重，経皮的酸素飽和度，人工換気，水分制
限の有無・程度，心不全重症度，包括的心臓超音波
検査，手術後評価のため心臓カテーテル検査が適応と
なった症例では心室圧，大動脈圧等の測定，およびア
ルドステロン・B 型ナトリウム利尿ペプチド（BNP）
の測定を行って群間の比較を行い，小児のHFpEFの
demographic，血行動態，神経液性因子の特徴の検討
を行った．
　包括的心臓超音波検査では，心房・心室容積，心室
壁厚，ドップラー，組織ドップラーの計測と血圧測
定を同時に行う．左室容積より前負荷を，収縮末期壁
応力・血圧より後負荷を，駆出率・心拍補正平均円
周短縮速度と収縮末期壁応力の関係より収縮能を評
価した．また，拡張能評価として，拡張早期僧帽弁輪
速度より弛緩を，拡張早期僧帽弁流入速度／僧帽弁輪
速度／一回拍出量より心室の硬さ（Stiffness）を評価
した．
　神経液性因子として血漿アルドステロン・BNP
濃度の測定を，末梢静脈または下大静脈よりの検体を
採取し，前述の評価項目とともに測定を行った．

結　果

　29 例のHFpEFが抽出され，全例が先天性心疾患の
手術後であった（図 1）．拡張型心筋症を中心とする
SHF 群と比較し，年齢が有意に小さかった．疾患患
者構成は成人例と異なり，一歳前後までの幼少児に
後発し，体重・身長ともに小さく，成長発達障害を
来していた．一部の症例で水分制限が必要であった．
HFpEFは，コントロールと比して収縮期血圧が有意に
高かった（93.6 ± 17.6 vs 84.5 ± 8.0 mmHg）が，SHFで
は有意な相違は観察されなかった．
　HFpEFを来たす疾患は，（1）左室圧負荷疾患（大動
脈縮窄・離断），（2）左室に容量負荷のかかりにくく，
手術前に左室が小さい疾患（ファロー四徴，総肺静脈
還流異常），（3）その他として手術中および手術前の低
酸素・虚血イベントの既往，大動脈手術後症例に大別
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された（図1）．
　心臓超音波検査では，SHF 群はコントロールに
比し，左室拡張末期径が増大し，駆出率が低下し
ていたが，HFpEF 群ではコントロール群と同等で
あった．心室壁の相対的な厚さを示すRelative wall 
stiffnessは，HFpEF 群で有意に上昇していた．僧房弁
流入波形は，拡張早期 E 波に有意差はみられなかった
が，拡張後期A波はHFpEF群で有意に高く，心房収縮
に依存した心室流入が示唆された．
　心臓カテーテル検査における心室最小血圧，拡張末
期血圧は，コントロールに比して両心不全群で上昇し
ていたが，HFpEF 群ではSHF 群と比し，軽度の上昇
であった．心室弛緩特性の異常も，HFpEF 群では有意で
はあるが軽度の異常に留まった．
　HFpEF，SHFの両心不全群で，投薬内容や水分
制限に有意差を認めなかったが，アルドステロンは
HFpEFで，BNPはSHF群で有意に高く，レニン・アン
ギオテンシン・アルドステロン（RAA）系とナトリウ
ム利尿ペプチド系のバランスが両心不全群で異なっ
ていた（図2）．

考　案

　本研究は，小児期にHFpEFが存在することを示し，
その臨床的特徴，血行動態・神経液性因子特性を

明らかにした．すなわち，①一歳前後と年齢の小さい
児を中心としていること，②特定の疾患の手術後に
多くみられること，③心室の大きさはコントロール
とほぼ同等であるが，求心性肥大を来し，拡張障害を
有すること，④血圧が高いこと，⑤ RAA 系とナトリウ
ム利尿ペプチド系のアンバランスを認めることなど
である．
　これらの特徴のうち③④は成人のHFpEFと共通する
特徴であり，①②は小児期特有の観察事項である．
　小児 HFpEFにおけるアルドステロン高値は，心室・
血管硬化の結果であると考えられる一方，心筋の繊維
化・肥大を促進させて病態を進展させる一因である
可能性がある．ナトリウム利尿ペプチドはアルドステ
ロン分泌に抑制的に働き，心筋の繊維化・肥大を抑
制するが，小児 HFpEFではSHFに比してBNPは高く
なく，抗アルドステロン薬やナトリウム利尿ペプチド
製剤投与は病態の改善に有効な可能性がある．これら
の薬剤を含む治療内容が病態・経過に与える影響は今
後重要なテーマである．また成人においても⑤の特徴
がみられるか，治療に伴っていかに変化するかは今後
の検討に値すると考えられる．
　一方で小児 HFpEFの多くを構成する疾患群である，
大動脈縮窄・離断，ファロー四徴，総肺静脈還流異
常においても，多くの症例ではHFpEFを発症してい

図 1. 

図 2. 



48 増 谷 　聡 ，他

ない．このような疾患のなかで，どのような症例が
HFpEFに至るのかの予測因子につき，現在検討中で
ある．具体的には，①大動脈縮窄・離断は左室後負荷
増大群であり，後負荷増大にさらされていた時間とし
て手術時年齢や手術後残存圧較差が，その結果として
心室壁の肥厚，心房容積の増大，手術後の上肢血圧・
残存圧較差の存在などが予測因子になるか，②手術
前に左室が小さい疾患（ファロー四徴，総肺静脈還流
異常）では，手術前の経皮的酸素飽和度，心室容積な
どが予測因子になるか，などの検討である．そのほ
かに手術における人工心肺時間，大動脈遮断時間や，
手術前・手術中の低酸素性虚血の影響も検討に加える
必要がある．
　予測因子が明らかになれば，発症予防にむけた薬
物療法，水分管理，手術前・手術中管理，手術時期・
手術戦略における工夫により，一部の症例で発症
の 回 避 につながるかもしれない．小児期 HFpEFの
病態理解により，小児期心不全の管理・アルゴリ
ズムが大きくupdateされる可能性が期待されると
ともに，成人のHFpEFに還元できる知見がある可能
性も大きく，今後の検討を加えていきたい．
　また，小児 HFpEFの病態と予後との関連も未解
明のテーマであり，本研究終了後も対象患者の追跡
を継続し，病態と長期予後との関連の検討も行っ
ていきたい．
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緒　言

　我が国には現在約 740 万人以上が糖尿に罹患し
ていると推測されており，その中の90％以上を2 型糖
尿病が占めている．2 型糖尿病では，インスリン分泌
障害と同時にインスリン抵抗性が認められる．インス
リン抵抗性とは，インスリンがインスリン感受性臓器
である筋肉，脂肪組織において，糖をうまく取り込め
ない状態であり，その病態の解明には，それらの組織
において，インスリン作用（インスリンのインスリン
レセプター結合）後の糖取り込みのメカニズムを明ら
かにする必要がある．その中でも必須な機構は，イン
スリンによる糖輸送担体 GLUT4の細胞膜への動員で
ある．今日までこの分野において，世界中で数々の研
究がなされてきたにもかかわらず，いまだに解明はさ
れていない．　特にインスリン受容体，phosphatidyl 
inositol（PI）3キナーゼ，Akt2と続く細胞内情報伝達
の次のステップから最終段階のGLUT4の細胞膜動員
のステップの間については全くのブラックボックスの
状況である．
　研究代表者らは，インスリンによる糖輸送機構
の イ ン ス リ ン レ セ プ タ ー 基 質 及 び 下 流 のPI3 - キ
ナ ー ゼ ア イ ソ フ ォ ー ム を 同 定 し て（J Biol Chem 
1996;271(10):5317 -20., 1997;272(12):7873 -82），それぞ
れの役割を明らかにした．現在インスリンによる糖輸
送機構にPI3 - キナーゼとAkt2が必須であると考えら
れている．いくつかの候補分子もあり，研究代表者ら
も含めて，国内外でAkt2の下流タンパクの同定が長
年行われてきたが未解決の状態のままである．同様に
一般的な小胞輸送関連タンパクを候補にGLUT4 小胞
に関与しているかの研究も精力的に行われてきたが，
未だにGLUT4 小胞移動とインスリンシグナルを結び
つける必須のタンパクは見つかっていない．以前よ
り，インスリン存在，非存在下において，ラットの脂
肪細胞，培養脂肪細胞からGLUT4 小胞構成タンパク
は遊離され解析はされてはきたが，未だにインスリン
シグナルに必須のタンパクは見つかっていない．研究

者代表者もGLUT4 小胞に存在し，インスリンにより
細胞膜に移動するほぼ100％ GLUT4と同様な動態を
示す膜タンパクIRAPをえさに結合タンパクp115の同
定，解析を行った（Mol Biol Cell. 2005;16(6):2882 -90）．
p115は，インスリン依存性のGLUT4 小胞の細胞内貯
蔵部位につなぎ止めておくために必須なタンパクで
あることがわかった．しかしながらインスリン依存性
膜動員関連した蛋白ではなかった．インスリン刺激後
に細胞内 GLUT4 小胞は，細胞内貯蔵部位から細胞膜
に移動する．現在まで一部明らかとなった小胞関連蛋
白だけでは，インスリンの特異性を完全に説明するこ
とはできず，新たな細胞内局在関連蛋白（つなぎ止め
蛋白など），細胞膜結合，融合に関連した蛋白の存在
が示唆される．小胞のリサイクリングなどでGLUT4
小胞すべてが単離されても，バックグランドが影響し
て，インスリン感受性 GLUT4 小胞における必須タン
パクの同定には限界があるものと思われた．そこで本
研究では，遺伝子改変培養脂肪細胞（アデノウイルス
を使ったdominant negative Akt or constitutive Akt 過
剰発現細胞株）でGLUT4, IRAP（GLUT4の小胞に存在
し同様の動態を示すタンパク）の細胞内ドメインとの
結合する新規タンパク質の同定，解析を行うことで，
GLUT4膜動員に必須のタンパクが同定され，そのタン
パクをターゲットとした糖尿病治療薬の開発につな
がると推測される．

材料と方法

材料
プラスミド
IRAP(1-109)- His8 -CBD: pTYB4 IRAP(1-109)- His8 -CBD
　pTYB4 vector の Chitin binding domain（Intein）
の 外 側 にHis 配 列 を8 回 繰 り 返 し た tagを 付 け て，
IRAP(1-109)をligationさせたVectorを作製
pTYB4 vector（New England Biolab）
細胞：3T3 -L1脂肪細胞

平成 23 年度　学内グラント終了時報告書

GLUT4 小胞輸送に必須な蛋白同定による糖尿病治療薬の開発

研究代表者　保坂　利男 （大学病院　内分泌内科・糖尿病内科）



50 保 坂 　利 男

方法
培養，継代
　培養前駆脂肪線維芽細胞 3T3 -L1 fibroblastを15 cm 
dishでMedium（DMEM 25 mM Glucose ＋ 10 ％ CS，
500 units Penicillin/Streptomycin）を使用し，37℃，5％
CO2で培養した．Fibroblastの状態で100％ Confluent
か ら2 日 後 に 分 化 導 入 Medium（DMEM 25 mM 
Glucose ＋ 10％ FBS with 10 μg/ml Insulin, 0.5 mM 
IBMX, 100 μM Dexamethazone, 0.1％ Troglitazone）に
交換する事で，分化導入を行った（Day0）．分化導入
Mediumを48 ～ 72 時間作用させた．その後は，2 日
おきにMedium 交換（Medium: DMEM 25 mMGlucose
＋ 10％ FBS）を行った．実験に用いる際は，Day8 ～
Day10の脂肪細胞を用いた．
IRAP（1 - 1 0 9）-His 8 -Ni Columnを用いてのL 1 細胞
株からの結合蛋白の同定
　IRAP(1 -109)-His8 - intein - ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た
BL21(DE3)から，IPTGを使い融合蛋白を発現，抽
出，その後 2 回にわたるビーズの精製法を用いて，
IRAP(1 -109) -His8 -Ni Columnを作製した．このカラム
を用いて，まずは，正常 3T3 -L1 脂肪細胞株の細胞分
画［cytosol，LDM（low density microsome）］とのアフィ
ニティクロマトグラフィを行った．その後結合した
タンパクを抽出，濃縮し，SDS-PAGEで分離，CBB
染色で検出されたバンドを切り出しMS解析（MALDI -
TOF）で結合蛋白の同定をおこなった．

結　果

IRAP（1 - 1 0 9）に結合したタンパクのMS 解析の結果
　図1に示したようなサイトゾル，LDMのSDS-PAGE
のバンドを切り出して解析することでタンパクを同
定した（代表的な蛋白を表 1, 2に示す）．今回の数回の
実験ではインスリン刺激によって明らかに変化を認
めるIRAP 結合タンパクはSDS-PAGEでは見つけるこ
とはできなかった．表 1, 2で示したタンパクの中には，
GLUT4のトランスロケーションへの関与が報告され
ているタンパクも同定されている．一方でGLUT4 小
胞に直接結合するとの報告はされていない蛋白も見つ
かっており現在特異的な結合に関して免疫沈降法など
を使って確認中である．さらにcytosol 及びLDMのど
ちらにおいても細胞骨格関連タンパクは認められた
が，LDMでは，G蛋白やモーター蛋白等も同定された

（表2）．

考　察

　今回のアプローチでGLUT4 小胞の細胞内輸送に関
与している細胞骨格蛋白（gelsolin, vimentin, vinculin）
やインスリン応答性 GLUT4トランスロケーションに
関与している微小管のモーター蛋白に関連したKIF5B
なども同定されている．さらにGLUT4を豊富に含む

エンドソーム分画でアクチンと結合し存在することで
IRS -PI3Kシグナル伝達を保つ機能を果たしていると考
えられている膜結合蛋白のspectrinも見つかっている．
　今回の研究代表者らのアプローチでは，非特異的な
結合を最小限に減らしたIRAP -N 末端のアフィニティ
カラムを作製し，これを用いる事で結合候補タンパ

図 1. インスリン刺激後 IRAP1-109に結合した蛋白．イン
スリン刺激後 3 T 3 - L1 脂肪細胞から抽出したcytosol, 
LDMを IRAP1-109ビーズに結合させ，SDS - PAGEで
分離後クマジーブルー染色を行った．

表 1.サイトゾルで同定した代表的なIRAP(1-109)結合蛋白
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クの同定に成功した．今後，この方法を発展させて，
緒言にものべた遺伝子組み換え法によりインスリンシ
グナルを改変させたインスリン感受性細胞から効率よ
くIRAP，GLUT4 小胞に結合するインスリン関連タン

パクの同定などの実験を継続して進める予定である．
一方で，今回のアプローチから新規のGLUT4 小胞に
結合する脂肪酸結合蛋白も同定しており，現在機能解
析およびノックアウトマウスの作製を開始している

（詳細非表示）．また，現在同定した機能不明のタン
パクや今後見つかるであろう IRAP，GLUT4 小胞結合
タンパクの中には，今後の糖尿病治療薬開発につな
がる可能性を秘めているものもあると考えられ更なる
解析を進めている．

研究成果リスト
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新規消化管ホルモンIBCAPを標的にした膵β細胞再生の分子基盤の解明

緒　言

　日本人のライフスタイルの欧米化により，糖尿病，
高脂血症，高血圧や肥満といった生活習慣病患者数が
増加の一途をたどっていることから，そのメカニズム
の解明，より有効な治療法の確立が世界的にも急務と
なっている．
　インスリンは血糖を低下させる唯一のホルモンで，
膵β細胞でのみ分泌される．1 型糖尿病では自己免疫
的プロセスによってβ細胞が絶対的に減少する．2 型
糖尿病においてもβ細胞が相対的に減少し，十分な
インスリンが分泌されず血糖値が上昇する．膵β細胞
の増殖，維持，再生の制御を理解することで膵β細胞
の減少を食い止め，再生することが可能になれば，糖
尿病治療へ応用することで，根治を目指すことが可能
となる．現在のところ，根治療法として，膵島移植が
行われているが，生着率が低いことや，絶対的ドナー
数の不足が問題となっており，膵β細胞再生やES/ 
iPS 細胞から膵β細胞への分化誘導方法について世界
中で試みられているが 1, 2)，インスリン産生量不足や
グルコース応答性に乏しいなど限界がある．
　近年，消化管は栄養の消化をするとともに消化管
ホルモンを分泌する内分泌器官としても注目を受け
ている．消化管ホルモンであるGLP-1，GIPはイン
スリン分泌の誘導や肥満との関連も示唆されている
こと 3, 4)からも消化管ホルモンの詳細な検討は，エネ
ルギー代謝や摂食行動など，生活習慣病においてその
成因の新しいメカニズムの解明および治療法の開発に
つながる．中でもGLP-1アナログやGLP-1 分解酵素で
あるDPP- IVの阻害薬は最近新しい糖尿病治療薬とし
て臨床で使われ始めており，今後の糖尿病の治療を大
きく変える可能性が注目されている．
　われわれは，以前より消化管に注目し，新規消

化管特異的分泌タンパクおよび膜タンパクの単離，
同定を，ひいては新規消化管ホルモンの探索を目的と
して，消化管特異的な分泌タンパクおよび膜タンパ
クをマウス腸管より作成したcDNAライブラリーより
Oligo -cap SST（Signal Sequence Trap）法でスクリー
ニングし 5, 6)，同定された因子の解析を行ってきた．
スクリーニングの結果，新規消化管特異的分泌タン
パ ク 遺 伝 子 IBCAP （Intestinal Beta - cell Augmenting 
Promoter）を同定した．
　本研究では，われわれが発見した新規消化管ホル
モンIBCAPについて，このIBCAPによる膵β細胞増殖
に関わる分子メカニズムを明らかにし，膵臓・膵β細
胞再生医療への臨床応用へ向けた基礎的な分子基盤の
解明を目的に行った．

材料・方法

　IBCAP-トランスジェニック（Tg）マウスおよび
IBCAP-ノックアウト（KO）マウスは，ホルマリン灌
流固定後，膵臓をパラフィン包埋し切片を作製しアル
デヒドフクシン染色を行った．膵β細胞の増殖能の検
討には，マウス膵β細胞株 MIN6 細胞を用いた．また，
解析に用いた分子生物学的・細胞生物学的手法は定法
に従い行った．
　動物実験については，埼玉医科大学動物実験規定に
おいて決められた倫理基準に従って行った．

結　果

　この新規消化管ホルモンIBCAPは，機能の一部とし
て，マウス単離ラ氏島におけるインスリン分泌刺激を
誘導する可能性が考えられる結果を得ている．また，
アデノウイルスによるIBCAPを強制発現させたマウス
では膵臓ラ氏島に作用し，ラ氏島の増殖や保護作用な
ど形態学変化を起こし，糖尿病改善作用を持つことが
考えられた．本研究計画では，これまでに機能未知な
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新規消化管ホルモンIBCAPを標的として，将来的には
臨床応用を目指し，膵β細胞の増殖・再生の分子基盤
の解明を目的に，今回は膵β細胞の増殖について焦点
をあてて検討を行った．
　まず始めにIBCAP の Gain of Function/ Loss of 
Functionによる膵β細胞増殖作用をIBCAP-Tg/ KO
マウスの膵臓切片のアルデヒドフクシン染色を観察
した．その結果，IBCAPの機能として膵ラ氏島の増
殖と深く関与する可能性を示唆していた（data not 
shown）．
　次に，in vitro の系でもIBCAPにより膵β細胞の増
殖を示すかどうかについて膵β細胞の培養細胞株で
あるMIN6 細胞を用いて検討を行った結果において
も，in vivoと同じく，IBCAPには増殖刺激作用を持つ
と言う事を強く示唆する結果を得た（data not shown）．

考　察

　IBCAPはインスリン分泌促進作用を示すなどイン
クレチン様作用を持つことが考えられることから，
IBCAPは糖尿病治療の標的となり得る可能性を秘め
ている．本研究では，IBCAPの膵β細胞増殖につい
て検討を行った．その結果，この IBCAPは機能の一部
として，膵臓β細胞増殖促進作用を持つことが考えら
れた．しかし，膵β細胞への分化に対する効果・作用
については今回未検討である．IBCAPは既存の膵β細
胞への分化誘導法の時間短縮・効率化や膵島移植に対
する保護・生着率向上など様々な場面で重要な因子に
なり得る可能性が考えられるために，これからの解析
が待たれる．
　また，IBCAPの活性化は切断された後，IBCAPペプ
チドとなって活性体となることが予想されるために，
その1 次構造の決定や活性体ペプチドに対する受容体
の同定が今後重要になってくると考えられる．IBCAP
は他の消化管ホルモンとは有意な相同性を持たない
ことも特徴であり，そのためIBCAPの生理的意義や糖
尿病との関連性が解明されると，糖尿病の根治につな
がる可能性が考えられる．
　今回の検討の結果を併せて考えると，IBCAPはイン
スリン分泌促進作用とともに，膵β細胞増殖作用への
関与が考えられることから，糖尿病治療あるいは膵
再生医療の標的となりうる可能性が考えられ，今後の
詳細な解析が必要だが創薬・臨床への応用が期待さ
れる．
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生体吸収性素材を併用した自己組織化素材と自己組織幹細胞を用いた頭蓋骨再生法の開発

1．緒　言

　従来頭蓋形成術では，自家骨の他には自己組織化し
ない人工骨が使われることが多かった．人工骨は往々
にして隣接組織間の血流や相互作用を遮断し，周辺組
織の脆弱化や歪み，易感染性を昂じる原因となる．結
果として，外傷では破損や感染を，成長・老化に伴っ
ては脱落・変形や皮膚表面への露出などを生じた．
これらの問題を未然に防ぎ，成長過程の小児でも頭蓋
骨や皮膚など周辺組織の成長に即したRemodelingを
受ける頭蓋形成術の開発が望まれている．

2．目　的

　自家骨の使用が期待できない症例などで，人工骨が
移植後に自己組織化され，Remodelingにより本来の
組織構造と機能構造を再構築し，生来の頭蓋骨と融合
し，結果として継ぎ目を残さない頭蓋骨再生の技術を
開発する．最終的に，隣接組織間での相互作用や頭蓋
骨の骨組織としての機能も再建する，生来の自家骨組
織として置換される生体再生基盤を提供する．

3．対象と方法

【素材戦略】
　自家組織化を期待する素材，それをサポートし手術
操作を安定的に導く素材を，それぞれの短所を補完
するように複合的に併用する．
1)自己組織化素材：多孔体Hydroxyapatite（HA）顆粒
　自家骨としてremodelingされる適切な素材で，自己
組織化を効率よく誘導するために，培養下での細胞の
生着を電子顕微鏡で観察し，素材と生体の相互作用を
観察した．
2)生体吸収性素材：PLLA-PGA，PEG
　構造を保持し，機能的形態を維持する．しかし，時
間とともに自らは自己組織化せずにやがて緩徐に水解
吸収される．

【移植戦略】
3)移植アニマルモデル：
　HA 素材をマウスに移植し，素材の経過を観察した．
また，移植素材を電子顕微鏡で観察した．
4)治療対象
　先天性頭蓋骨欠損の女児に，HA 多孔体顆粒の移植
を行った．
5)手術戦術
　手術では，それまでの実験データも考慮し，自己組
織化後の形態が異なる人工物同士が隣接することや切
開線（縫合線）が人口構造物上を横切ることが無いよ
うにデザインした．また，二期的な手術戦術にも考慮
した．
　HA 多 孔 体・PEG・PLLA-PGA co -polymer plateを
用いた．これら手術材料は臨床使用が認可されて既に
上市されている素材である．
　術式として若年女児であることを考慮し，閉創後
目立ちにくいように設定した．また，術後は，定期的
にCTで頭蓋骨形成状況を経過観察した．

4．結　果

1)自己組織化素材/hydroxyapatite（HA）の細胞実験：
　骨芽細胞への分化能を持った間葉系幹細胞の継続的
なHA顆粒内部への細胞浸潤が観られた．
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2)生体吸収性素材：PLLA-PGA，PEG
　3 ヶ月程度の形状の維持と周辺部からの水解反応を
確認した．既に上市されている素材のため，手術材料
として適切であると思われた．
3)移植アニマルモデル
　移植片には良好な自家骨化反応が観られ，一部緻
密骨への形状変化も確認された．「生体の正常な構造
物との連続性」が自家組織化反応のKey Signalの一つ
となる可能性が示唆された．また，適切な生体内環
境においては，自己組織化素材がその場に相応しい 
Remodelingを受けることが示された．
4)手術
　移植人工構造物などの生着や安定性は全く問題な
く，感染などの周術期が合併症も全くなかった．
　移植人工構造物の形態が崩れることは無く，海綿状
骨様の強度から緻密骨への形状変化とともに強度が増
し，経皮的に触診できた．
　CT scan による定期的な観察では，生体吸収性素材
が吸収されるにつれ，経時的に滑らかな骨表面に変化
するとともに正常骨との接合線が不明瞭になって融合
していく様子が観察された．

5．考　察

　組織の再生過程よりも，生体内での自己組織化反応
の過程は不明な点が非常に多く，素材の選択・使用方
法・移植手術手技などの点で，最適化にはまだ甚だ不
充分である．自家骨など自己組織由来の素材であって
も，少なくとも移植直後は，それはまだ単なる異物に
過ぎないため，自己組織化するためには適切な移植環
境を構築することが必要である．それによって構造と
機能を再建する再生反応を期待できる．一方で，炎症
性反応などによる，自己組織化すべき移植素材の吸収
や異物化を惹起させないための工夫も必要である．つ
まり，皮膚･骨膜･骨･移植素材（自己組織化素材）の各
層に連続した手術侵襲部位が互いに交錯しない工夫
が，自己組織化素材の移植手術ではきわめて重要で
ある．組織の各層間に連続した手術侵襲は各組織間に
跨がった炎症性反応を惹起し，結合組織性瘢痕化に

よって，血流誘致を阻害し組織の構造や機能の再生を
阻害する要因となる．
　今後，より良い生物学的再生反応を引き出す移植技
術の開発が望まれる．

6．結　語

　本症例は，若年女児の先天性頭蓋骨欠損に対し，複
数の素材を補完的に用いて，自己組織化反応により頭
蓋形成を行った症例である．手術に併せて，基礎研究
を行い，前例の無い画期的な方法として新たな頭蓋骨
再生法を開発した．この技術は，他科への応用も充分
可能である．
　治療に際し，
　1．自己組織化素材の適切な選択と使用方法，
　2．吸収性素材による支持・補強と構造維持，
　3．「生体の正常な構造物との連続性」が自家組織化
　　 反応のKey Signalとなる，
などの点が重要である．

7．研究成果リスト

論文
1) 宮内浩，藤巻高光，西川亮，松谷雅生．Seamless 

cranioplasty（継ぎ目のない頭蓋形成）への試み．第
5回日本整容脳神経外科研究会記録集．In printing.

学会発表
1) 宮内浩，藤巻高光，西川亮，松谷雅生．構造と機能

の自己修復能を持つ頭蓋骨の再生，第 70 回学術総
会日本脳神経外科学会，2011年10月12日，東京

2) 宮内浩，藤巻高光，西川亮，松谷雅生．Seamless 
cranioplasty（継ぎ目のない頭蓋形成）への試み，第
5 回日本整容脳神経外科研究会，2012 年 3 月 31 日，
東京

文　献

1) B a r t h  A .  U b e r e  H i s t l o g i s h e  B e f u n d  n a c h 
K n o c h e n i m p l a n t a t i o n .  A r c h  K l i n  C h i r 
1893;46:409 -17.
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次世代シーケンサーによる高速な既知の疾患遺伝子スクリーニング系の開発

緒　言

　近年出現した高出力シーケンサーによる高速なゲ
ノム解析に基づいた診断支援の可能性がよく議論さ
れている．本研究ではミトコンドリア呼吸鎖異常症
をモデル疾患としてプロトタイプの開発を行った．
対象とした理由は，従来法では確定診断に労力と
時間を要する，また小児において重篤な表現型を
呈し，100 以上の多岐に渡る原因遺伝子を背景にも
つからである．今回は高出力シーケンサーを用いた
実験系が，100 以上ある原因遺伝子を短時間・広範
囲・高精度でスクリーニングできる能力があるかを
評価することを目的とした．我々はカスタムキャプ
チャー用オリゴライブラリーのプロトタイプ設計に
続き，実際の実験を行い，検証を行った．結果とし
て，ミトコンドリア病で見られるヘテロプラスミー
に対して実用可能であることを明らかにできた．
また現在盛んに用いられているエキソーム法を含め
て，キャプチャー型の欠点である領域に対しては，
単純にバイトオリゴを増量させるだけで全てのケー
スには対応できないことが明らかになった．また
用いた中の2 検体においては疾患の原因となりうる
候補変異を見出した．

材料と方法

ミトコンドリア病由来 DNAの収集・準備
　本学の小児科の協力を得て既に完了しており，今回
の申請では10 検体を解析に用いた．実験自体の検証
を行うため，事前に作成したポジティブコントロール
DNAも別途用いた．
ミトコンドリア病原因遺伝子を抽出するためのカスタ
ムキャプチャーの設計
　ミトコンドリアDNA 全周およびターゲットとした
特定遺伝子のエキソン部位とのみハイブリダイゼー
ションする合成オリゴを設計し，ゲノムDNAから

シークエンスしたい領域だけを抽出できるカスタム
キャプチャーとした．
シーケンス解析
　患者検体由来ゲノムDNAを10 検体ほどシークエン
スデータとして産生し，変異検出の解析を行った．
またヘテロプラスミー検出感度の簡易テストとして，
PCRにより増幅した断片を任意の比率（1：99，5：95，
10：90，20：80など）で混ぜ合わせることで，シーク
エンスにより混合比率がどの程度まで検出できるのか
を観察した．解析はゲノム医学研究センターに設置し
てあるクラスタマシンに次世代シーケンサーのデータ
解析環境を整備して行った．

結　果

　今回プロトタイプとして設計したオリゴライブラ
リーによるシークエンス結果の中から，ヒトゲノム
中のPOLG2 遺伝子座位での結果を示す（図 1）．対象と
したエキソン領域だけを効率良く選択的にシークエン
スしていることが観察できた．またミトコンドリアゲ
ノム全域も対象としており，それらのシークエンス
結果を示す（図 2）．ほぼ全域においてシークエンスを
することに成功し，最大で各サンプルにおける多型の
存在も観察できた．
　次に市販エキソーム製品の捉えない領域について
もバイトオリゴを設計した場合，シークエンスを得た
ケースの確認ができた（図3）．
　最後にPCR産物を任意の比率で混合した擬似サンプ
ルの解析から，感度良く混合比率が再現されているこ
とが確認できた（図4）．
　1：99の混合サンプルではミトコンドリアゲノム
1676 番目の塩基を520,706 回シークエンスしており，
G 塩基が515,158 回コール（99％）された．1％のみ混合
した A 塩基のコールは5,238 回（1％）であった．シーク
エンスエラーに起因するその他の塩基はそれぞれC 塩
基が17回，T塩基が293回であった．

平成 23 年度　学内グラント終了時報告書

次世代シーケンサーによる高速な既知の

疾患遺伝子スクリーニング系の開発

研究代表者　神田　将和 （ゲノム医学研究センター）
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　5：95の混合サンプルではミトコンドリアゲノム
1676 番目の塩基を562,227 回シークエンスしており，
G塩基が534,384回コール（95％）された．5％のみ混合
したA 塩基のコールは27,497 回（5％）であった．シー
クエンスエラーに起因するその他の塩基はそれぞれC
塩基が49回，T塩基が295回であった．

考　察

　今回の実験は遺伝子 100 個のエキソン領域 90％
程度をカバーし，そこにある変異を網羅的に検出
できる系を目指した．精密な解析はまだ十分に行え
ていないが，シークエンスデータを観察する限りは
一部のエキソン以外，キャプチャー及びシークエン

スに成功していた．うまくいかない一部の領域だが，
この原因についてはGCリッチな配列によるPCR 増幅
の効率低下が予想された．ミトコンドリアゲノムの
シークエンスデータについては，マッピングする際
にrCRSと呼ばれるミトコンドリアゲノム配列を用い
ている．この配列と日本人が保有するミトコンドリア
ゲノムとは差異があるため，マッピングバイアスを
生んでいると思われる領域が認められた．そのよう
な条件下ではあるが，全域をシークエンスすること
に成功し，また図 4で示した高い精度でヘテロプラス
ミーを検出できる知見を得た．また今回の実験は性能
評価を主としているため，検体のセレクションにバ
イアスがあるが，既知の原因遺伝子 2つに変異候補を

図 1.	カスタムキャプチャーによる特定のゲノム領域のシークエンス．得られたシークエンスデータをマッピングし，可
視化した．遺伝子のエキソン構造に沿って設計したバイト（最下段）により，対象エキソンのDNAのみが選択的に
シークエンスされていることが分かる（図上部のシークエンスリード）．

図 2.	カスタムキャプチャーによるミトコンドリアゲノム全域のシークエンス．得られたシークエンスデータをマッピン
グし，可視化した．各サンプルのシークエンスデプス（何回その位置の塩基がシークエンスされたかを表す数値）の
中で，色が異なる部分（矢印）ではリファレンスミトコンドリアゲノム配列	 rCRS	とシークエンスが異なることを示
しており，各検体での差異が見てとれる．



58 神 田 　将 和

得たため，これらについては検討を進めていく．
　本研究はまだ十分なデータが揃っていないが，今
後の追加実験・解析をすることで現行手法の限界と，
今後でてくる新技術を加えたアプローチによるゲノ
ム情報による診断支援を行える可能性を引き続き考
えていきたい．

研究成果リスト（論文，学会発表，特許出願等）

* 本研究における研究成果の学会や出版物への発表は
まだなされていない．
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　本研究を行うにあたり，カスタムキャプチャー用
オリゴライブラリの設計において本学ゲノム医学研
究センター・トランスレーショナルリサーチ部門・
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図 4. PCR 産物を任意の比率で混合したサンプルを用いた検出感度の測定．横軸はミトコンドリアDNA 配列上の位置，
縦軸の数字はPCR 産物の混合比率を示している．実際の混合比率とシークエンスで検出される混合比率は一致し
ていた．

図 3. 対象エキソンへのバイト設計によるシークエンス範囲の向上．現在流通しているエキソームキャプチャーでは対象
とされていないエキソンであっても，キャプチャー用オリゴを追加することでキャプチャーできた．
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＊国際医療センター　消化器外科

1．研究の背景
　現在，肝胆膵領域の手術においては，胆管― 胆管，
胆管― 腸，膵管― 腸吻合部にチューブ状のステント

（TS）を挿入する場合がある．このステントの役割
としては，吻合部の形状を保持する（吻合部の狭窄，
変形を予防），吻合部にかかる圧を除く（吻合部の
縫合不全予防），等が考慮されているが，どのよう
な太さ，硬さ，形状，長さのステントが適当か，等
不明な点が多い．さらに，ステント挿入後，何をエン
ドポイントとしてステントを抜去するか，その留置期
間も不明確である．我々は，現行のTSにおいては，
胆管吻合部に「良好な胆管再生過程」が誘導できない
場合があり，術後，胆管―腸吻合部狭窄，等の胆管合
併症が生じると考えて，自己拡張型の生体吸収性胆道
ステント（BAS）を開発している．

2．研究の目的
　我々の開発しているBASと従来のTSとで狭窄部治
療後の組織再生の相違を比較し，ステントの役割を検
討した．

3．研究の方法
　雑種ブタを全身麻酔下開腹，肝外胆管を同定し，
フアーター乳頭部より約 1 cm 肝側胆管を糸にて結紮．
1 週後，再開腹し，胆管結紮糸を解放した．十二指腸
を切開し，狭窄した胆管部分に，フアーター乳頭を
確認しながら，ポリグリコール酸製ステント（拡張時
直径 5 mm）（BAS）を挿入した．シリコン性 TSも同様
に挿入した．ステント挿入 3か月後，狭窄部を組織学
的に検討した．

4．研究成果
結果

　3か月後 BASは狭窄部には存在せず，また狭窄部は
他の部位の肝外胆管と差異は認められなかった．組織
学的には，狭窄部は良好な上皮再生がおこり，血液生
化学的にもすべてのブタで胆道系酵素の上昇は認めら
れなかった．TSは狭窄部に存在し，組織学的に胆管
狭窄部には上皮再生は認められなかった．（結語と考
察）胆管狭窄部に「良好な胆管再生」を誘導するために
はTSと比較しBASが優位であり，また吻合部狭窄予
防のためのステントは2 週間程度の挿入が必要十分で
あると考えられた．
臨床研究
　上記の結果を受けて，病院 IRB，大学倫理委員会の
承認を得て，胆管― 空腸吻合のある5 症例において，
このステントの安全性を確認する臨床研究を施行
した．このステントの安全性を検討する臨床研究に
おいては，安全にステントを術中の胆道再建に利用可
能であることが示された．現在，有効性を検討する試
験を検討中である．

5．主な発表論文等
　（研究代表者，研究分担者及び連携研究者には下線）
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1)大学病院　歯科・口腔外科
2)大学病院　形成外科・美容外科

緒　言

　ビスフォスフォネート関連顎骨壊死（bisphosphonate -
related osteonecrosis of the jaw：BRONJ）はビスフォ
スフォネート（bisphosphonate：BP）の投与時に顎
骨に関連する観血的処置を受けることで発症すると
考えられている．その病態については，破骨細胞を
ターゲットとした骨吸収抑制・骨細胞の減少・口腔
細菌感染・血管新生抑制・上皮細胞増殖抑制など多
くの要因が複合的に絡み合って引き起こされる 1)．
BPに は 経 口 剤 と 注 射 剤 が あ る が， 前 者 は 骨 粗 鬆
症に対して，後者は悪性腫瘍による高カルシウム
血症・多発性骨髄腫による骨病変および固形癌骨
転移による骨病変・乳癌の溶骨性骨転移に対して
適応がある．経口剤の投与期間が3 年未満である場
合は，休薬することで観血的処置を行うことが可能
であるが，注射剤の場合は悪性腫瘍骨転移に伴う，
病的骨折・放射線治療・手術療法・高カルシウム血症
などの骨転移に随伴して発生する事象である骨関連
事象（skeletal - related event：SRE）を悪化させる可能
性があるため原則として休薬は推奨されない 2)．現在
BRONJに対する治療法として，消毒薬による定期的
洗浄，抗生剤の長期投与，顎骨の外科的切除があるが，
洗浄や抗生剤投与の効果は期待できない．一方で，外
科的切除は根治的治療法であるが，侵襲が大きく咀
嚼機能が著しく損なわれる．注射 BP 製剤は，SRE 発
生の抑制効果があり，疼痛軽減・全身状態 QOLの維
持効果・進行再発癌骨転移の発生遅延効果・体動能
力の保持をもたらす．そこで我々は，BRONJ 病態モ
デルにおけるBRONJに対する侵襲の少ない治療法の
開発についての基礎研究を立案した．本研究では，マ
ウスにBPを静脈内投与して抜歯を行い，BRONJを発

症させた病態モデル動物を作製し，マウスの皮下よ
り採取した脂肪組織から脂肪組織由来間葉系幹細胞

（AD-MSC）を分離して，BRONJ 病態モデルマウスに
投与することでBRONJが治癒するかどうかを組織学
的に検討した．

材料と方法

　BALB/cマウスを日本 SLC 社より購入した．Zometa
はノバ ル ティス 社より分 与 され たものを 用いた．
BALB/cマウス（テストおよびコントロール各々 4 匹）に
Zometa（125 μg/kg）を3日おきに，3週間静脈内投与し，
Day 10にて上顎切歯を麻酔下にて抜歯した（BRONJ-
mice）．別のBALB/cマウスの腹部より白色脂肪を採取
して間質細胞成分を遠心分離して除去し，ディッシュ
で培養して増殖させ，1 × 106 個に調整した脂肪細胞由
来間葉系幹細胞（AD-MSC）をPBSで希釈したものを用
意した．テスト群としてBRONJ -miceにおいて抜歯直
後にAD-MSCを尾静脈内より注射してAD-MSCを移
植したB4AD（＋） mice（4 匹）を，コントロール群とし
てBRONJ -miceにおいて抜歯直後にPBSを尾静脈内よ
り注射したマウスB4AD（−） mice（4 匹）を作製した．
抜歯後 14 日目で過剰麻酔（ソムノペンチル100 mg/kg, 
i.p.）による安楽死後，1 塊として取り出した上顎骨
サンプルと，脊椎骨（L4）サンプルの非脱灰標本を作
製した．上顎骨サンプルの組織学的評価については，
HE 染色とTrichrome 染色を行い壊死骨・新生骨・結
合組織を染め分け，顕微鏡下で5 箇所以上の部位の撮
影を行い，画像を取り込んでNIH image Jにて全面積
に対する壊死骨の面積を計測した．また，脊椎骨は骨
形態計測を行い，骨量（bone volume/tissue volume）に
ついてテストとコントロールとの比較を行った．

結　果

　上顎骨サンプルについては，B4AD（−） miceと比較
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して，B4AD（＋） miceにおいて壊死骨面積が有意に
減少した（図 1）．脊椎骨については，B4AD（−） mice
と比較して，B4AD（＋） miceにおいて骨量が増加した

（図2，図3）．

考　察

　今回，われわれは脂肪細胞由来間葉系幹細胞が，
注射 BP 製剤投与マウスの骨組織に対して骨量増加に
作用することを見出した．Kikuiriらは，骨髄細胞由来
間葉系幹細胞がBRONJの治癒を促進することを報告

したが 3)，脂肪細胞においても同様に治癒を促進する
可能性があることを示唆している．AD-MSCは骨髄
からの採取に比較して簡便，かつ大量の幹細胞が採取
可能で，患者への負担が少なく最近注目されている細
胞治療であり，腫瘍や炎症性疾患に対する応用が期待
されている 4, 5)．今回の研究結果から，細胞移植にて創
部の治癒を期待できる可能性が示唆された．今後は，
より臨床に近いモデルマウスとして，乳癌骨転移モデ
ルマウスにBP 製剤を投与して，同様に骨形態計測や
免疫学的解析を行い発展的な研究を行う予定である．
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研究成果リスト

なし図 3. 脊椎骨のvon Kossa染色．

図 1. 上顎骨における壊死骨面積．
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図 2. 脊椎骨における骨量．
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学内グラント  報告書

1)大学病院　内分泌内科・糖尿病内科
2) 医学部　分子生物学
3) ソーク研究所

緒　言

　現代はストレス社会といわれ，日常生活における慢
性的なストレスの亢進が虚血性心疾患・肥満・糖尿病
などさまざまな生活習慣病を悪化させるリスクファ
クターであることがよく知られている．例えば，急性
ストレスは血中の血糖値を上昇させることがよく知
られているが，これは視床下部から分泌される神経
ペプチドCorticotropin releasing factor（CRF/CRH）が ,
視床下部 - 下垂体 - 副腎（HPA axis）を介してグルココ
ルチコイド（GCs）を分泌させてストレス応答を制御
している．しかしながら，従来ストレス応答と糖尿病
との相関は指摘されていたが，血糖調節を行うインス
リンを分泌する膵臓β細胞とストレス応答との詳細な
分子機序については明らかでない．近年，CRFファミ
リーおよびGPCRクラスBに属するCRF 受容体が選択
的に膵島に発現することが著者らのグループにより報
告され，CRFファミリーに属する神経ペプチドによる
膵β細胞の機能を調節することが明らかとなった．
実際，著者らはCRFファミリーが膵臓β細胞を標的
として高血糖時のインスリン分泌を上昇させること，
β細胞の増殖を促進させることなどCRFファミリー
の新たな機能を見出してきた．
　一方，今日のインスリン依存性糖尿病の治療法
は，インスリン療法や経皮経肝門脈穿刺による膵島
移植が有効であるが，度重なる注射による患者負担
が大きいことやドナーの確保が難しいため，全ての
糖尿病患者に満足のいく治療を提供できないのが現
状である．このため，次世代の糖尿病治療として脚
光を浴びている胚性幹（ES）細胞や iPS 細胞を用いた
膵β細胞の再生医療による先端的アプローチ法が期

待されている．しかしながら，ES 細胞･ iPS 細胞共に
多能性幹細胞から膵β細胞までの分化の道のりが長く
多段階かつ複雑であるため，内・外胚葉前駆細胞が混
在する培養系から糖尿病の治療に有効となる品質の
高いβ細胞数の確保が困難であることを理由にイン
スリン依存性糖尿病の再生医療の実用化への発展の
機会を失っており途上の段階といえる．従って，膵内
分泌前駆細胞・β細胞の終末分化と膵島形成を適切
にコントロールして臨床現場に安定的な膵β細胞の
供給を可能にする手法の開発が必須である．内分泌前
駆細胞において一過性に発現するマスター転写因子
Neurogenin（Ngn）3は膵β細胞の分化のみならず糖尿
病モデルのβ細胞の再生過程に必須であることが知ら
れている（図 1）．これまでにβ細胞分化に重要な転写
因 子 Pdx1，NeuroD，Nkx2.2，Nkx6.1，Rfx6.2，Sox9
とNgn3などのβ細胞系統マーカーが同定されている
が，各々の機能とβ細胞の終末分化については不明な
点が多く残されている．近年，これらの遺伝子を生体
内にウイルスベクターを用いて膵外分泌細胞や肝臓
などの膵臓以外の組織において膵β細胞の分化転換・
複製・再生を誘導することが報告されており , 重要な
点はいずれのβ細胞が生じる過程においてNgn3が不
可欠という事実である．本研究では，膵β細胞の機能
促進・細胞死・分化誘導に対する神経ペプチドの有効
性について検討したので報告する．

材料と方法

培養細胞：MIN6 細胞株は10％ FBS（Sigma 社）と1％
Penicillin -Streptomycin（ナカライテスク（株））を添加
したDMEM（Sigma 社）培地中にて，37℃，5％，CO2

条件の下，培養した．
マウス膵島：12 〜 16 週齢のC57BL6/Nマウス門脈よ
りcollagenase type P（Roche 社）溶液を注入した膵臓
を摘出し，37℃にて10 分間振湯後，Ficoll 溶液にて密
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度勾配遠心により膵島を単離した．膵島細胞の培養
は，10％FBS，，1％Penicillin -Streptomycinを添加した
RPMI（Invitorgen社）培地中にて培養した．
実験動物マウス：埼玉医科大学中央実験施設実験動
物部門 BS 室にて実験動物管理運営規定に基づき飼
育され，苦痛軽減・安楽死に配慮した指針に従い実験
を実施した．共同研究で使用した遺伝子改変マウスに
ついては米国ソーク研究所実験動物施設（SARF）の実
験動物管理運営規定に基づき飼育管理され, 苦痛軽減と
安楽死に配慮した指針に基づき採材等の実験を行った．

結　果

　CRF 受容体 CRFRR1が膵臓β細胞に発現し，グル
コース濃度依存的にMAPキナーゼ経路の活性化を介
してマウス膵島からインスリン分泌を上昇させる働
きがあること（図 2 A），β細胞の増殖を誘導すること
を見出した（図 2 G, H）．CRFファミリーには，視床
下部から分泌されHPAaxisの制御に重要な因子が含
まれる．膵島および膵β細胞株 MIN6 細胞を用いて
CRF，膵β細胞に高発現するCRFファミリーの刺激
によって，受容体 CRFR1とCRFR2を介してcAMP 濃
度の上昇と転写因子 CREBの活性化が誘導された．さ
らに，CRFファミリー受容体 CRFR2alphaはβ細胞株
MIN6に発現すること，ストレスホルモンであるグル
ココルチコイド（GCs）でβ細胞株のMIN6 細胞株を
処理すると，CRFR2alphaの発現が上昇するのに対し
CRFR1の発現が顕著に低下することを見出した．さ
らに ，CRFR1とCRFR2の活性化は炎症性サイトカイン
TNF-αによるβ細胞のアポトーシス，Caspase - 3の
断片化，Baxの発現を抑制することが明らかとなった

図 2.

図 1.
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（図 2 B, C, E）．CRFR2を生体マウスで活性化した遺
伝子改変マウスにおいて膵島の肥大およびBrdU 取
込み率の上昇が認められた（図 2 I）．興味深いこと
にCRFファミリーは膵内分泌前駆細胞内に発現する
転写因子 Ngn3 遺伝子の発現を調節することを見出
した．

考　察

　現在の食餌療法・抗糖尿病薬やインスリン投与等
では合併症の併発の遅延効果を主体とした治療法で
あるため根本治療を目指した治療としては不十分で
ある．また膵臓・膵島を用いたβ細胞の移植治療では
必要な細胞数の確保が困難であることに加え組織適
合性による拒絶反応など深刻な問題があり，iPS 細胞
やES 細胞を用いた再生医療実用化には至っておらず，
糖尿病の発症機序はもとより膵臓β細胞の発生・分化
の詳細な分子機構については多くの不明な点が残され
ている．近年 ，GPCRクラスB 受容体 GLP-1 受容体のア
ゴニストであるExedin -4やGLP-1を分解するプロテ
アーゼを標的とするDPP-4 阻害剤がインスリン分泌
を促進し，グルカゴン分泌を抑制することから臨床的
な実用化が行われている．しかし，服用患者の約 40％
に嘔吐などの副作用が認められるなど，これら対処療
法に置き換わるような画期的な再生医学プロトコー
ルの開発が必要とされている．コルチコトロピン放出
因子（CRF）は，視床下部より分泌され，HPA（視床下部 -
下垂体 - 副腎 ) 経路を介して，ストレス応答を制御し
ているため，受容体欠損マウスでは鬱病耐性になるこ
とから神経科学的に重要なホルモンである．これまで
の著者らのグループおよび本研究の成果により，CRF
ファミリーが膵臓β細胞の機能を促進すること，増殖
を誘導すること，アポトーシスを抑制することより，
体系的にβ細胞の品質と機能を管理し恒常性を維持
する重要な役割を担う可能性が示唆された．また，ス
トレス状況下におけるCRFファミリーが選択的に受
容体を介したシグナル伝達機構により，一方のホル
モンが不足または過剰になった場合に備え，互いに協
調し合いインスリン分泌を調節し血糖値を厳密にコン
トロールしている可能性が考えられる．今後，糖尿病
モデルマウスの解析による実用性の証明により，神経
ペプチドCRFファミリーによる糖尿病の再生医療へ
の応用が期待される．

研究成果リスト
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学内グラント  報告書

1) ゲノム医学研究センター
2)国際医療センター　乳腺腫瘍科

次世代シーケンサーを活用した乳がんの新規診断・治療法の開発

緒　言

　乳がんの発生・増殖にはエストロゲンシグナルが
密接に関与している 1)．乳がんの多くはエストロゲン
受容体（ER）を発現しており，エストロゲン依存性
の増殖を示す．ERはリガンド依存性の転写因子で，
エストロゲンの結合により活性化され，ゲノム中の
エストロゲン応答配列（ERE）に結合し，その近傍
の標的遺伝子の転写を直接調節することで，エストロ
ゲン作用を媒介している．ERのEREを介した転写調
節には様々なcoregulatorやcofactorが関わっており，
クロマチンレベルでのダイナミックな制御メカニズム
が考えられている 2)．中でも近年，フォークヘッド
転写因子（FOX）ファミリーがステロイド受容体との
相互作用を介してホルモン依存性がんに深く関与し
ていることが明らかとなりつつある．特に，FOXA1
は乳がんにおけるERのパイオニア因子と考えられて
おり 3, 4)，クロマチンのリモデリングを介してエスト
ロゲン標的遺伝子の転写調節に関わることが注目され
ており，ER 機能とホルモン応答の重要な決定因子と
考えられている 5)．近年では，クロマチン免疫沈降法

（ChIP assay）とDNA chip 法を組み合わせたChIP -on -
chip 解析や，ChIP assayと次世代シーケンサーを組み
合わせたChIP -seq 解析など，網羅的な解析手法の目
覚ましい発展を基盤として，FOXA1に加えGATA-4や
AP-2γ，TLE1などの他の転写因子の関与が報告され，
ER 転写の複雑な調節メカニズムがゲノムワイドに明
らかにされつつある6, 7)．臨床においては，ERに対する
拮抗阻害薬である抗エストロゲン製剤タモキシフェン

（TAM）が乳がんの内分泌療法として用いられており，
エストロゲン依存性乳がんの治療に奏功している．
しかしながら，TAMの長期投与により耐性を獲得する
がんが生じることが大きな問題となっており，有効
な治療法が未だ確立されていない．このような乳がん

のエストロゲン依存性から非依存性を獲得する過程
におけるスイッチングのメカニズムとして，エストロ
ゲンにより正に制御される遺伝子がその制御から逸脱
することにより，エストロゲン非存在下でも発現し，
エストロゲン非依存性を付与している可能性が考え
られる．したがって，乳がんにおけるエストロゲンシ
グナルのさらなる解明を基盤とした，新たな診断・治
療法確立のための新規分子標的の探索が急務とされ
ている．
　 我 々 は， 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー を 用 い た 解 析 に
よ り 着 目 し たFOX 転 写 因 子 フ ァ ミ リ ー に 属 す る
FOXP1がアンドロゲン受容体（AR）との相互作用を
介してARの転写抑制に関わることを報告した 8)が，
FOXP1はER 陽性乳がん細胞におけるエストロゲン
応答遺伝子でもあり，ERのEREを介した転写活性
を増強し，エストロゲン依存性の増殖を促進する
ことを明らかにした．さらに，乳がん臨床検体に
おいて，FOXP1の発現がERやFOXA1の発現と正に相
関し，リンパ節転移などの悪性度とは負の相関を示し，
乳がんの予後良好に関わる因子であることを報告した

（Shigekawa et al., 2011）．
　本研究では，乳がんにおける新規診断・治療法の開
発を目的として，FOXP1ならびにFOXA1に着目し，
術後タモキシフェン治療を受けた乳がん患者における
臨床的意義を検討した．

材料と方法

　乳がん臨床検体を用いた解析は，国際医療セン
ター乳腺腫瘍科との共同研究として行った．埼玉医科
大学国際医療センター乳腺腫瘍科に加え，四国がん
センター，国立がんセンターならびに東京都立駒込
病院にて集積された乳がん組織切片を対象とした．
パラフィン包埋した乳がん組織を薄切後，定法に
従って脱パラフィン処理と親水化処理を行った後，
121℃で15 分間の抗原賦活化処理を行った 9)．その後，
抗 FOXP1 抗体，抗 FOXA1 抗体を用い，ポリマー試薬
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法（Envision, Dako 社）と3,3’-diaminobenzidine（DAB）
substrate kit（Vector 社）により免疫染色を行った．
病理評価は2 名の病理医によりAllred score 法を用い
て行った．FOXP1，FOXA1の免疫反応性と各種臨床
パラメーターならびに再発・予後との相関について，
カイ2乗検定，Kaplan -Meier法，Log - rank検定，ロジ
スティック回帰分析を用いて解析した．

結果

　 乳 が ん の タ モ キ シ フ ェ ン 療 法 に お け るFOXP1
ならびにFOXA1の臨床的意義を明らかにするため，
術後タモキシフェン療法を施行され，予後情報なら
びに治療経過の判明している乳がん組織パラフィン
切片を対象に，FOXA1ならびにFOXP1の免疫組織
学的解析を行い，タモキシフェン治療効果との関連
について検討した．生存曲線解析ならびに多変量解析
から，FOXA1ならびにFOXP1の免疫染色性は，いず
れもRelapse - free 群で有意に多く観察され，Relapse -
free survival，Overall survivalのいずれの予後との間
にも有意な相関を示すことが明らかとなった．さらに
興味深いことに，FOXA1とFOXP1の共陽性の場合は
それぞれ単独の場合に比べ，より強い有意差をもって
予後良好性を示した．これらの結果から，FOXA1と
FOXP1の両方の免疫染色性が，再発乳がんのタモキ
シフェン治療効果規定因子として有用であることが示
唆された．

考　察

　乳がん臨床検体を用いた発現プロファイル解析か
ら，FOXA1はERα陽性で比較的予後良好かつ分化度
の高い luminal typeの乳がんマーカーとして認識され
ている 10 -14)．本研究における免疫組織学的検討におい
ても，ERαならびにPgR 発現との有意な正の相関が
観察された．また，FOXA1とFOXP1はそれぞれ単独
でも乳がんのタモキシフェン治療乳がん患者の予後
良好との間に正の相関関係を有することが明らかと
なった．さらに興味深いことに，これら二つの因子を組
み合わせることで，タモキシフェン治療効果を予測し
うる有用な診断マーカーとなりうることが示唆された．
　本研究から，ER 転写機構におけるFOXP1とFOXA1
の機能的関連が示唆された．これらの研究をさらに発
展させることで，乳がんのタモキシフェン耐性獲得
メカニズムの解明，ひいては治療抵抗性乳がんの診
断・治療法開発につながることが期待される．
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＊中央研究施設　形態部門

緒　言

　ペルオキシソームは細胞内小器官の一つで超長鎖脂
肪酸の代謝，フィタン酸等分岐鎖脂肪酸の代謝，リン
脂質の一種であるプラスマローゲン合成などを担う．
ペルオキシソームやペルオキシソームタンパク質が
欠損するペルオキシソーム病では発達障害，精神発達
遅滞，運動能力，視力，聴力の低下などが見られる．
また，予後不良で重篤な事が多く生体内でのペルオ
キシソームの機能が重要であると思われた．しかし，
ペルオキシソームの障害がなぜ神経症状を呈するかに
ついての明確な答えはまだ見つかっていない．このよ
うな中，2007 年に新たに同定されたTysnd1は，ペル
オキシソームでの脂質代謝を担う酵素を切断するペル
オキシソームプロセッシングプロテアーゼである事が
明らかとなった．これまでの研究で，Tysnd1による
ペルオキシソームの脂質代謝酵素の切断は，ペルオキ
シソームの脂質代謝機能の安定に重要である事を明ら
かにした（論文投稿中）．しかし，まだ，Tysnd1と脳の
機能についての解析はなされていない．
　そこで本研究では，Tysnd1 欠損マウスを用い，ペ
ルオキシソーム局在プロテアーゼであるTysnd1の脳
での役割を解明する為の基礎となる解析を行った．

材料と方法

　Tysnd1 欠 損 マ ウ ス はCre -LoxPシ ス テ ム に よ り
Tysnd1のエキソン2 -4を欠失させた，全身でTysnd1が
欠損しているものを解析に使用した．ホモのTysnd1
欠損マウスはヘテロマウス同士の交配により得た．動
物実験は埼玉医科大学動物実験委員会の承認を得た．
また，動物福祉の観点から出来るだけ動物に苦痛を与
えない実験方法を選択し，埼玉医科大学実験動物指針
に従い行った．
　マウスの脳の観察は，パラフィン切片をつくり，ヘ
マトキシリン・エオシン染色またはトルイジンブルー

染色にて行った．

結　果

　Tysnd1 欠損マウスの脳のパラフィン切片を作り小
脳，海馬，大脳皮質を光学顕微鏡観察したところ，長
期飼育をしたTysnd1 欠損マウスにおいて特徴的な所
見が見られた（data not shown）．しかし，個体差の可
能性もあるためさらに個体数を増やして解析をする必
要があり継続中である．
　また，神経症状との関連を調べるための行動解析
では，9 週令の野生型とTysnd1 欠損マウスを各 20 匹，
合計 40 匹用意した．マウスの行動解析では，各実験
群をn＝ 20の系で網羅的スクリーニングを行うのが
一般的である．このため，実験に必要充分なマウスを
得るための親のヘテロのマウスを雌雄あわせて80 匹
用意する必要があったことから時間がかかり，解析は
現在進行中である．

考　察

　Tysnd1 欠損マウスは出生時には野生型マウスとの
見かけ上の差は無いが，長期飼育によって脳神経系に
違いが認められる可能性がある．ペルオキシソームの
脂質代謝機能の低下による疾患，特に，中年期以降に
症状の現れるヒト神経変性疾患との関連性や，その発
症のメカニズムの解析にTysnd1 欠損マウスが有用で
あると思われる．引き続き行動解析等を詳細に進める
事で，これらの点について明らかにできると考える．

研究成果リスト
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＊総合医療センター　病理部

緒　言

　エストロゲンは乳癌のみならず卵巣癌，前立腺癌，
直腸癌などにおいて癌化や増殖に関与することが知ら
れている．皮膚においてエストロゲンは，創傷治癒や
加齢に伴う変化に関与することが知られているが，皮
膚癌に対する関与がいかなるものかは興味深い．
　真皮に存在する線維芽細胞はアロマターゼという
エストロゲン産生酵素を発現することが知られて
おり，創傷治癒の過程のみならず，癌の浸潤の背景に
局所のエストロゲン供給源となる能性が考えられる．
また，過度の日光照射は皮膚扁平上皮癌発症を導く要
因のひとつであるが，病理学的に年余にわたる日光照
射の影響は真皮の弾性線維の変性（solar elastosis）とい
う現象に現れる．これは，真皮の線維芽細胞の変化を
介してエストロゲン環境の変化を引き起こしている可
能性が想起される．
　こ れ ま で に， 皮 膚 扁 平 上 皮 癌 お よ び 上 皮 内 癌

（Bowen 病および日光角化症）の臨床検体に対する免
疫染色により，エストロゲン受容体（ERα, ERβ），
アンドロゲン受容体，アロマターゼの発現の違いを，
正常皮膚（剖検症例から採取）との比較により行って
きた（図 1）．その結果，エストゲン受容体の発現は，
ERαの発現が浸潤癌である皮膚扁平上皮癌において，
上皮内癌より有意に高いことがわかった．また，真皮
におけるアロマターゼの発現は，浸潤癌と日光角化
症で同程度に認められるのに対して，Bowen 病（solar 
elastosisが見られない症例）では認められなかった

（以上は東北大学倫理委員会承認 2008 -503に基づいて
行い，2010年USCAP（Washinton DC）にて発表）．
　以上より，皮膚扁平上皮癌の浸潤にエストロゲンが
関与する可能性があると考え，培養細胞による実験を
試みた．

材料と方法

培養細胞：ヒト皮膚扁平上皮癌由来培養株細胞株
（HSC-1, HSRRBよ り 購 入 ）と ヒ ト 乳 癌 由 来 培 養
株 細 胞 株（MCF-7）は20 ％ FBS（GIBCO 社 ）と1 ％
Penicillin -Streptomycin（GIBCO 社）を添加したRPMI
培地（GIBCO 社）中にて，37℃，5％ CO2 下において
培養した．
RT-PCR：上記培養細胞よりmRNAを抽出しRT-PCRに
よりエストロゲン受容体（ERα, ERβ），アンドロゲン
受容体（AR），アロマターゼに対するmRNAの半定量
的に測定した．Primerは表 1の通りで2step PCR（95℃
3 秒 60℃ 30 秒）を40 cycle 施行した．Inner controlは
GAPDHを用いた．

結　果

　今回対象としたmRNAの発現が報告されている
MCF7をpositive controlと考えてHSC-1におけるmRNA
の発現の有無を検討した．HSC-1における各 mRNA
の 量 は 図 2に 示 す ご と く，ERα がCYP19A -1, ERβ
に比して多く見られた．しかしながら，ERαの量は
MCF-7と比較すると約 1/100の量であった．なお，AR
は非常に少なかった．

考　察

　エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 はERα とERβ の isoform
があり，癌が発症する臓器により異なる発現頻度を
呈する．乳癌で治療方法を検討する目的などで検索さ
れるのはERαであるが，肺癌や直腸癌で高頻度に見
られるエストロゲン受容体はERβである．また，癌の
増殖や増殖抑制は，ERαとERβの発現のバランスに
よるということも提唱されている．過去に行った皮膚
癌に対する免疫染色で，ERβは正常，上皮内癌，扁平
上皮癌のいずれにおいても陽性所見が得られた．扁平上
皮癌では，ほとんど認められないものから高率に発現
するものまでばらつきがあり，今回用いた培養細胞で
ほとんど認められないとしても不思議はない．
　また，正常，上皮内癌，扁平上皮癌の間で ERβ発
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図 1. 皮膚上皮内癌および扁平上皮癌における免疫染色．Bowen 病ではERα陰性
（a）に対して，扁平上皮癌ではERα陽性（b）．扁平上皮癌に対するaromatase
の染色では（c：弱拡大），真皮にaromatase 陽性細胞が見られる（d：cの青
丸部分の強拡大）．

図 2. ヒト皮膚扁平上皮癌の培養細胞株におけるRT - PCRの結果．

表 1. 
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現頻度に有意な差異は認められておらず，緒言にも
述べたごとく皮膚扁平上皮癌の進展におけるエスト
ロゲンの影響はERαを介して起こる可能性が高い．
本 研 究 で は，HSC - 1にERα のmRNAが 認 め ら れ，
以後のエストロゲン作用を見る実験に使用できる可
能性が確認された．現在，受容体タンパクの発現に
ついて確認中であり，今後エストロゲン滴下による
浸潤能，増殖能の変化についての実験を行う予定で
ある．
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緒　言

　尿路上皮癌（UC）は，欧米では最も頻度の高い悪
性腫瘍の1つであり，日本でも今後，増加する腫瘍
の1つと考えられている 1, 2)．また，UCは組織学的異
型度によって，臨床的予後の良い低異型度症例群と，
強い浸潤性や転移を示し腫瘍死に至る高異型度症例
群に分類され，それぞれ治療法が大きく異なる 1, 3 - 5)．
よって，各症例の細胞異型に代表される異型度の判
定は，病理診断のみならず治療戦略上も重要である．
すなわち，病理学的異型度を客観的に評価し，浸潤や
転移能の高い予後不良の症例を早期に検出することが
望まれる．
　UCの異型度は，構造異型と細胞異型の観点から
判断されるが，特に細胞異型の評価が重要な因子で
ある．しかしながら，細胞異型の発生機序は不明な点
が多い．我々は，細胞異型の分子病理学的背景を明ら
かにすべく，multicolor FISH法による染色体解析から
染色体の増加が直接，細胞異型の形成に関与している
ことを明らかにしてきた 6)．この研究の過程において，
正常基底細胞に類似する小型癌細胞に注目した．
　一方，正常尿路上皮は，基底細胞，中間細胞およ
び表層細胞の3 種類の細胞で構成されているが，基底
細胞はCytokeratin（CK）5, CK17や67LR，中間および
表層細胞はCK18やCK20などが発現している 7)．さら
に，UCでは，CK5およびCK20の発現異常が知られ
ている 8, 9)．このような基底細胞の性格をもった細胞が
UC 組織に存在すると報告されており，癌幹細胞との
関連が示唆されている10 -12)．
　本研究では異型度の異なる低異型度症例および
高異型度症例を対象にCK5を基底細胞，CK20を表層
細胞，Ki - 67を増殖能の指標として，多重蛍光免疫組
織染色を行い，同一細胞の核面積を計測し，細胞核形
態，CK 発現異常および細胞増殖能の関係を多面的に
解析し癌幹細胞的細胞の存在について検討した．

材料と方法

　対象は，TUR-BTおよび手術材料で採取された低
異型度 UC5 例および高異型度 UC7 例で，ホルマリン
固定パラフィン包埋材料から6 μm 切片を作製し，
三重蛍光免疫染色を行った．
　一次抗体の標識にはZenon Alexa Fluor キットを
用 い た．一 次 抗 体 はCK5（clone XM26, Novocastra, 
Mouse mAb, IgG1），CK20（clone Ks.20.8, DAKO, 
Mouse mAb, IgG2a），Ki -67（clone MIB1, DAKO, 
Mouse mAb, IgG1）を 用 い た．CK5はZenon Alexa 
Fluor 555（Invitrogen），CK20 は Zenon Alexa Fluor 
488（Invitrogen），Ki -67 は Zenon Alexa Fluor 647

（Invitrogen）で標識した．
脱 パ ラ フ ィ ン 後，Target Retrieval solution pH9 

（DAKO），95℃，40 分で抗原の賦活化を行い，直接
法で4℃一晩反応させた．PBSで5 分 3 回洗浄後，5％
ホルムアルデヒドで15 分再固定した．再度，PBSで
5分3回洗浄後，DAPI -Ⅱ（Abott）で核染色した．
　染色標本は蛍光顕微鏡（Zeiss）で観察後，各症例の
代表的な染色パターンの部位をCCDカメラ（Zeiss）に
て対物 40 倍で撮影し，疑似カラーで重ね併せて染色
画像とした．平均 142 個の腫瘍細胞のCKとKi -67 発現
パターンおよび核面積を計測した．核面積の計測は，
画像解析ソフトIsis（Zeiss）を用いた．

結　果

1．CK 発現と異型度の解析（Table 1）
　各症例の解析結果をTable 1に示す．低異型度症例で
は5 例中 3 例がCK5（＋）/CK20（＋）細胞を主体とし，
高異型度症例では7 例中 6 例はCK5（−）/CK20（＋）細
胞を主体とした．
　低異型度 UCより得られた748 細胞はCK5（＋）/
CK2（＋）細胞が61％，ついでCK5（−）/CK20（＋）細胞
が36％であった．一方，高異型度 UCより得られた951
細胞はCK5（＋）/CK20（＋）細胞が27％でCK5（−）
/CK20（＋）細胞が70％であった．CK 発現パターンに
よるカイ2 乗検定 P ＜ 0.01で，低異型度 UC 細胞と高異
型度UC細胞において，有意差がみられた．

平成 23 年度　学内グラント終了時報告書

小型尿路上皮癌細胞が持つ癌幹細胞的性格について

研究代表者　周東　真代 （保健医療学部　健康医療科学科）



埼玉医科大学雑誌　第 39 巻　第 1 号　平成 24 年 8 月 75小型尿路上皮癌細胞が持つ癌幹細胞的性格について

2．Ki- 6 7 とCK 発現の解析（Table 1 , Fig. 1）
　Table 1の各症例の解析結果ではKi -67によるMIB-1 
indexが10％を越えた症例は低異型度症例 1 例，高
異 型 度 症 例 5 例 で あ っ た．ま た，Ki -67（ ＋ ）細 胞

（ 低 異 型 度 UC：59 細 胞， 高 異 型 度 UC：180 細 胞 ）
のCK 発現パターンを解析したところ，いずれも
CK5（−）/CK20（＋）細胞が高頻度で低異型度 UC
細胞は59％，高異型度細胞は69％であった（Fig. 1）．
しかし，CK 発現パターンによる4群についてマンホ
イットニのU 検定をしたが，有意差はなかった．

3．CKと核面積の解析
　CK発現パターンによる4群の核面積をSteel -Dwas test 
で比較するとCK5（＋）/CK20（＋）とCK5（−）/CK20（＋）
の間にP＜0.01で有意差がみられた．

考　察

1．CK 発現と異型度の解析
　正常ではアンブレラ細胞のみに陽性であるCK20は，

悪性化することにより全層が陽性に転化することが知
られている 8, 9)．また，CK20の発現はFGFR-3 変異よ
りも先であるとの報告もある 13)．今回の結果からは異
型度にかかわらず，低異型度 UC 細胞と高異型度 UC
細胞でCK20の発現はほとんどの細胞で陽性であった．
　一方，CK5の発現は低異型度 UC 細胞で多いのに対
し，高異型度 UC 細胞では陰性化していた．高度に腫
瘍化した基底細胞の性質として67LRとCK17さらには
CEACAM6の同時欠乏がみられたというHe Xらの報
告に類似していた10)．
　CK 発現パターンは低異型度症例ではCK5（＋）/CK20

（＋）細胞が主体で，高異型度症例ではCK5（−）/CK20（＋）
細胞が主体で異なった．よって，異型度とCK 発現パ
ターンとの間には関連があると考えられた．

2．Ki- 6 7 とCK 発現の解析
　Ki -67（＋）細胞は異型度に関わらずCK5（−）/CK20（＋）
細胞が最も高頻度で，ついでCK5（＋）/CK20（＋）
細胞であった．このことより，MIB1 陽性率が高い

Boxes with grey backgrounds indicate most CK expression pattern.
Boxes with black backgrounds indicate more than 10％ MIB -1 positive cells.

Table 1. CK expression pattern and MIB -1 index (％) 

Fig. 1. CK expression pattern of Ki -67 positive cells. a) Low grade UC 59 cells, b) 
High grade UC 180 cells, Ki -67(＋)cells were mainly CK5(−)/CK20(＋) cells.
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CK5（−）/CK20（＋）細胞が増加することが高悪性度
と関わっている可能性があると考えられた．

3．CKと核面積の解析
　我々は以前の研究結果 6)から高異型度の小型癌細胞
の存在に注目してきた．それと同時に癌幹細胞的細胞
の性質としてCK5（＋）/CK20（−）/CD44（＋）細胞を
挙げている研究 14)からCK5（＋）/CK20（−）細胞を癌
幹細胞との関連を示唆して注目していた．今回の解析
結果でもCK5（＋）/CK20（−）細胞は少数であったが
小型細胞として見られた．
　細胞増殖能を示すKi -67（＋）細胞を組み合わせた
解析ではCK5（−）/CK20（＋）細胞が最も多く見ら
れた．CK5（−）/CK20（＋）細胞は小型から大型のも
のまで様々な大きさで出現していた．このことより
CK5（−）/CK20（＋）細胞にも癌幹細胞との関連から
注目する必要があると考えられた．

　総合するとUCでは正常では表層細胞のみに陽性
を示すCK20が全層陽性化し，基底側で発現していた
CK5は陰性化した．異型度に関係なく，細胞周期に
入っているKi -67（＋）細胞のほとんどはCK20を発現
していた．これらのことから，UC 細胞の核の形態異
常を形成する背景には，細胞増殖能異常に関係した
サイトケラチン発現異常が存在すると考えられた．今
後も小型癌細胞の形質について面積を併せた解析を
進め，癌幹細胞的性格を検討していきたい．
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