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緒言

　エボラウイルスは，フィロウイルス科に属するRNA
ウイルスで，ヒトを含む霊長類に重篤な新興感染症
であるエボラ出血熱を引き起こす．その致死率は時に
90％を超え，最も危険なウイルスである 1)．1976年に
スーダンとザイールで大流行して以来，中央・西アフ
リカで散発的に流行を繰り返しているが，米国におい
ても1989年にサル検疫施設で発生し大問題となった．
致死量が極めて少量で，血液や体液を介してヒトか
らヒトへ感染するため極めて脅威であり，Biosafety 
level 4 (BSL4) の封じ込めが必要である．自然宿主はコ
ウモリの可能性が示唆されている 2)が，まだ特定され
ていない．我が国ではまだ発症例はないが，ペットの
サルの輸入や旅行者の増加に伴い，日本に侵入する危
険性は高まっており，一類感染症に指定されている．
また，米国政府は，エボラウイルスをバイオテロに利
用しうるカテゴリー Aの生物兵器と位置づけている．
しかしながら，効果的な予防・治療法は存在しない．
以上の状況から，地球規模で，エボラウイルスに対
するワクチンの開発は急務である．
　エボラ出血熱の患者では，激しいリンパ球のアポ
トーシスがみられ，免疫機構がうまく働かない．しか
し，生き延びたわずかの感染者では，ウイルス特異的
細胞傷害性 T細胞（CTL）やウイルスに対する抗体が
存在する 3)．従って，エボラウイルス感染においても，
一般的なウイルス感染症と同様に，体液性免疫及び細
胞性免疫が有効にウイルスを排除すると考えられる．
事実，マウスにウイルス中和抗体 4)やウイルス特異的
CTL5)を導入することによって，エボラウイルスへの

抵抗性が示された．一方，サルを用いた実験では，細
胞性免疫は有効にウイルスを排除した 6-8)が，中和抗
体はウイルスをコントロールできなかった 9)．従って，
CTLを中心とした細胞性免疫がエボラウイルスの排除
に重要である可能性が高く，CTL誘導型ワクチンの
開発が必要であると思われる．しかし，エボラ出血熱
における細胞性免疫の研究はほとんど行われておら
ず，そのCTLエピトープはわずか3つしかわかってい
ない10)．
　エボラウイルスを扱うにはBSL4の封じ込めが必要
であり，それが研究上の大きな障害である．我々は，
組換えウイルスとMHCクラスIトランスジェニック
マウスを用いることで，BSL3やBSL4実験施設が必要
とされる危険なウイルスに対しても，BSL2実験室で
CTLのエピトープを同定できる方法を開発した．さら
に，エピトープに相当する短いペプチドをリポソー
ム表面に結合させてマウスに免疫することで，極め
て強力にペプチド特異的CTLを誘導できることを示
した 11)．我々は，これらの方法を使って，BSL3の封
じ込めが必要な，重症急性呼吸器症候群（SARS）コロ
ナウイルス 12,13) ， 及びH5N1亜型高病原性鳥インフル
エンザウイルス 14) のHLA-A2 拘束性CTLエピトープ
を多数同定した．そして，同定したエピトープを結合
したペプチド結合リポソームを作製し，HLA-A2トラン
スジェニックマウスに免疫して，ウイルス特異的CTL
の誘導を詳細に検討した 12-14)．現在，我々は，これら
のデータを基にして，新型インフルエンザに対する新
しいワクチンの開発・実用化をめざした研究を続け
ている（特許2件出願中）．
　本研究では，同様の方法を用いて，エボラウイルス
に対するCTLエピトープを多数同定し，そのエピトー
プを利用してペプチド結合リポソームを作製・解析し
て，エボラ出血熱に対するワクチン開発のための基礎
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データを得ることを目的とした．

材料と方法

1）HLA-A 2 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）15)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）コンピューターによるCTLエピトープの予測
　　エボラウイルス（ザイール型）を構成する7つの
タンパク質（NP, VP35, VP40, GP, VP30, VP24, L）の
アミノ酸配列において，HLA-A2結合ペプチドモ
チーフに従い，2種類のコンピュータープログラム，
「BIMAS」と「SYFPEITHI」で，9個のアミノ酸から
なる94種類のCTLエピトープを予測した．これらの
エピトープに相当するペプチドは，オペロン社によ
り人工合成された．

3）HLA-A 2 分子への結合アフィニティの測定
　　それぞれのペプチドのHLA-A2分子に対する結
合アフィニティを，HLA-A2遺伝子を導入・発現さ
せたTAP欠損細胞株，RMA-S-HHDを使ったpeptide 
binding assayで測定した．RMA-S-HHD細胞にさま
ざまな濃度のペプチドを加え，どの程度安定した
HLA-A2分子が検出できるかを，抗HLA-A2モノク
ローナル抗体で染色しフローサイトメトリーで測定
して，結合アフィニティを測定した．

4）合成ペプチドによるIFN- γ＋CD 8＋ T 細胞の誘導
　　ナイーブなHHDマウスの脾細胞を調整し，予測
したエピトープに相当する合成ペプチドでパルス
した．その細胞を，別のHHDマウスの尾静脈に細胞
移入して免疫した．免疫 7日後に，脾細胞を調整し，
各々の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-γ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．

5）ペプチド結合リポソームによるCTLの誘導
　　IFN-γ＋CD8＋ T細胞を誘導したペプチドを，リ
ポソーム表面に結合させてペプチド結合リポソー
ムを作製し，CpGと混ぜてHHDマウスの皮下に免
疫した．そして，免疫 7日後に，以下の方法により，
インフルエンザウイルス特異的CTLが誘導できる
かどうかを検討した．

　a) 細胞内サイトカイン陽性 CTLの測定
　　免疫 7日後に，マウス脾細胞を各々のペプチドで
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-γ 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．

　b) in vivo CTL assay
　　ナイーブなマウスの脾臓から，ペプチドでパルス
した脾細胞とパルスしていない脾細胞を調整して，
それぞれを異なる濃度のCFSEで染色した．その2つ
の細胞群を同数混ぜて，ペプチド結合リポソームで
免疫したマウスに尾静脈から細胞移入し，ペプチド
でパルスした脾細胞が特異的にどのくらい溶解さ
れるか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エピトープの予測
　　エボラウイルス（ザイール株）を構成する7つの
タンパク質（NP, VP35, VP40, GP, VP30, VP24, L）の
アミノ酸配列から，HLA-A2拘束性エピトープの可
能性が高い，9個のアミノ酸からなるペプチド配列
を，2種類のエピトープ予測プログラム（BIMAS & 
SYFPEITHI）を用いて予測した．NPから13種類，
VP35から10種類，VP40から4種類，GPから10種類，
VP30から3種類，VP24から9種類，Lから45種類（計
94種類）予測し，その合成ペプチドを作製した．

2）HLA-A 2 分子への結合アフィニティの測定
　　予測したペプチドのHLA-A2分子への結合アフィ
ニティを，RMA-S-HHD細胞を使って測定したとこ
ろ，ほとんどのペプチドで高い結合アフィニティ
を示し，予測が良好であることがわかった．その中
でも，極めて結合アフィニティが高い（BL50＜100 
μM）ペプチドが25種類存在した．

3）予測したエピトープによるIFN-γ＋CD 8＋T細胞の誘導
　　ナイーブなHHDマウスから脾細胞を取り出して，

94種類の予測エピトープに相当するペプチドでパ
ルスし，別のHHDマウスの静脈に移入して免疫した．
免疫したマウスの脾細胞を調整して，各々のペプチ
ドでin vitroで抗原刺激し，フローサイトメトリーで
細胞内 IFN-γ＋CD8＋T細胞の誘導を測定した．その
結果，94種類のうち24種類のペプチド（NP, 3種類；
VP35, 1種類；VP40, 0種類；GP, 4種類；VP30, 3種
類；VP24, 1種類；L , 12種類）が，ペプチド特異的
にIFN-γ＋CD8＋T細胞を誘導した．これらの細胞は，
ペプチド特異的に活性化されたCTLと相同である考
えられるため，これらのペプチドは，エボラウイル
ス由来のCTLエピトープであると推定される．

4）ペプチド結合リポソームによるIFN-γ＋ CD 8 ＋ T 細
胞の誘導
　　24種類のエボラウイルス由来ペプチドが，特異
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的にCTLを活性化したため，これらのペプチドを
リポソームに結合させて，24種類のペプチド結合
リポソームを作製した．そして，それらをCpGと共
に，HHDマウスの皮下（footpad）に免疫した．その
後，ペプチド特異的に誘導されるIFN-γ＋CD8＋ T細
胞の数を測定した．その結果，14種類のペプチド結
合リポソーム（Lip-NP-6, -NP-7, -VP40-2, -GP-3, -GP-4, 
-GP-7, -GP-10, -VP30-2, -L-10, -L-12, -L-19, -L-22, -L-29, 
-L-39)で，有意にペプチド特異的 IFN-γ＋CD8＋ T細
胞が誘導された（Fig. 1）．特に，NP-6, VP30-2, L-10, 
L-12, L-19, L-29を結合させたリポソームは強い誘導
能を示した（Fig. 1）．

5）ペプチド結合リポソームによるCTL killing 活性の誘導
　　次に，IFN-γ＋CD8＋ T細胞を強く誘導した6種類

のペプチド結合リポソーム（Lip-NP-6, -VP30-2, -L-10, 
-L-12, -L-19 , -L-29）について，マウス in vivoにおける
CTL killing活性を調べた．その結果，やはり，6つ
のペプチド結合リポソームで極めて良好にペプチ
ド特異的なkilling活性がみられた（Fig. 2）．また，
IFN-γ＋CD8＋T細胞を特に強く誘導した3つのペ
プチド結合リポソーム （Lip-L-12, -L-19, -L-29） は，
killing活性の誘導も強いことが示された（Fig. 2）．

考察

　エボラウイルスを構成するタンパク質から，24種
類のCTLエピトープが同定された．これらのエピトー
プとリポソームの結合物は，効率よくペプチド特異
的にIFN-γ＋CD8＋T細胞を誘導し強いkilling活性を示

Fig. 1. Intracellular IFN-γstaining of CD8＋ T cells specific for peptides derived from Ebola virus in mice immunized with 
surface-linked liposomal peptides. HHD mice were immunized once with either Lip-NP-6, -NP-7, -VP40-2, -GP-3, -GP-4, -GP-7, 
-GP-10, -VP30-2, -L-10, -L-12, -L-19, -L-22, -L-29, or -L-39 together with CpG.. After one week, spleen cells were prepared and 
stimulated with (＋) or without (−) a relevant peptide for 5 h. Cells were then stained for their surface expression of CD8 (x 
axis) and their intracellular expression of IFN-γ(y axis). The numbers shown indicate the percentages of intracellular IFN-γ＋

cells within CD8＋T cells. 
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した．特に3つのペプチド結合リポソーム，Lip-L-12, 
-L-19 , -L-29は，極めて強い活性を示した．従って，こ
れらは，エボラウイルスに対して，効果の高いワク
チンになりうる可能性が示唆された．エボラウイルス
には，病原性の異なる4種（ザイール，スーダン，アイ
ボリーコーストおよびレストン）が存在する．本研究
では，もっとも致死率の高いザイールエボラウイルス
のアミノ酸配列をもとに，CTLエピトープを同定した
が，L-29は，4種類のエボラウイルスに共通のエピトー
プであった．従って，Lip-L-29は，どのエボラウイルス
に対しても，防御効果を示すことが予想される．本研
究では，実際にエボラウイルスを使ったウイルス実験
を行わなかった．しかし，現在，北海道大学・人獣共
通感染症リサーチセンターとの共同研究を開始してお
り，その共同研究の一環として，今後，カナダのBSL4
施設でエボラウイルスを扱ったウイルスチャレンジ実
験を行い，ペプチド結合リポソームのワクチン効果を
検討する予定である．
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緒言

　加齢黄斑変性（AMD）は欧米の失明原因の第一位を
占めており，本邦でも急激に増加し現在失明原因の第
四位に位置し，今後もさらに増加するとされている疾
患である．AMDは生活習慣病で高齢者に発症するた
め，本邦における生活習慣の欧米化や高齢化社会の形
成に伴い増加する．現在マスメディアでも多く取り上
げられるようになり，社会問題になりつつある疾患で
ある．AMDでは脈絡膜新生血管を介して黄斑部網膜
が破壊されることで，黄斑部機能は著しく低下し，非
可逆性の視力低下に至る．糖尿病網膜症とならび，眼
内血管新生を介する病理変化で失明に陥る疾患で，眼
内血管新生病と総称されるが，その重篤性や罹患患者
の多さから，眼内血管新生を征することは眼底疾患
を征することと評されている．実際，眼内血管新生は
1990年代より世界中の眼科・視覚領域の研究者の中心
的トピックスとなっており，また，これら多くの研究
者の研鑽により光線力学療法（PDT）や抗VEGF療法な
どの新しい治療法が開発され，現在多くの患者に福音
を与えつつある．
　現在 PDTや抗 VEGF抗体を使った抗血管新生療法
は現実のものとなっており，その有効性も臨床的に証
明されている．一方，AMDでは，眼内新生血管が生
じている時には既に網膜に対する非可逆性の障害が生
じてしまっていることが多い．従って，究極の治療法
は，これらの病態の原因遺伝子を突き止め，将来的に
発症のリスクを予測すると伴に，発症リスクの高い患
者に対し，原因遺伝子をコントロールする治療法と言
える．AMDの疾患感受性遺伝子については，様々な
候補遺伝子との関連が検討されてきたが，最近特に米

国のCaucasianを対照とした研究において大きな進展
が見られた．具体的には，DNAアレイによる網羅的遺
伝子多型の解析により，補体活性化第二経路の制御因
子の1つである1番染色体上の補体H因子（CFH）のア
ミノ酸置換を行うSNP（Y402H）とCaucasianでのAMD
の発症との強い関連が示された．これに加え，最近セ
リンプロテアーゼ遺伝子の1つ（HTRA1）がAMDの二
番目の原因遺伝子として報告された．一方，日本人の
AMDのphenotypeはCaucasianのそれと異なることが
指摘されており，特にCFH Y402Hに関しては，欧米の
報告と全く異なる結果が本邦の複数のグループから報
告されている．このため，日本人特有の疾患感受性遺
伝子を検索することは極めて有用な情報をもたらすこ
とが期待される．
　疾患感受性遺伝子についての研究のもう一つの大
きな課題として，各種の治療法との関連を検討するこ
と，つまり個別化医療（personalized medicineもしく
は individualized medicine）が挙げられる．個別化医療
は，各医療分野で注目され，現在最も活発な研究がな
されているトピックスのうちのひとつである．個別化
医療とは，患者個人の持つ分子・遺伝情報をもとに，
治療効果を最大化しかつ副作用を最小化する治療計画
を立案・実行することと定義されている．メディアで
も，オーダーメイド医療，もしくはテーラーメイド医
療という名称で数多く取り上げられている．ちなみに
オーダーメイドは「和製英語である」こと，テーラーメ
イドは「特権階級意識を感じさせる」との理由から嫌
われて，最近はpersonalized または individualizedが使
われることが多い．個別化医療の代表的な適応として
癌の化学療法があるが，近年眼科領域でもこれに関連
する研究データが出てきている．
　以上のような経緯・背景のもと，本研究においては，
日本人 AMDにおけるPhenotypeとGenotypeの特徴を
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明らかにするとともに，PDT，抗VEGF抗体の抗血管新
生療法に関する個別化医療を確立するため，AMDにおい
て，治療効果と各遺伝子のSNPとの関連を検討した．

方法

　本研究は，埼玉医科大学倫理委員会の承認の下，文
書によるインフォームドコンセントが得られた埼玉
医科大学病院眼科受診者を対象とした．Case 408名，
Control 142名より末梢血を採取しゲノムDNAを精
製して解析に用いた．AMDの病態としては，滲出型
AMD，ポリープ状脈絡膜血管症 (PCV)，萎縮型 AMD
の3 型に分類した．コントロール群としたAMD非罹
患者は，AMDの他，他の網膜・脈絡膜疾患を有さ
ない，罹患群とマッチする年齢層の人を対象とした．
個人を特定する情報は埼玉医科大学病院眼科におい
て管理し，RI部門においてはサンプルと個人情報を
切り離して解析を行った．SNP解析は，塩基の違い
により発色する蛍光色素が異なるようにデザインさ
れたプローブによるPCR 解析，TaqMan SNPジェノ
タイピングアッセイ（Applied Biosystems社）を用いて
行った．調査した遺伝子およびSNPは，complement 
factor H（CFH） 遺伝子の四つの SNP（rs800292, 
rs1061170, rs1410996, rs2274700），high-temperature 
requirement factor A1 (HTRA1) 遺伝子のrs11200638，
vascular endothelial growth factor遺伝子の三つのSNP 

（rs699947, rs1570360, rs2010963），およびpigment 
epithelium-derived factor （PEDF） 遺伝子の四つのSNP 
（rs12150053, rs12948385, rs9913583, rs1136287） と
した．

結果

　408 名のAMD 患者のうち，373 名 （91.4％）が滲出
型 AMD であり，残りの 35 名（8.6％）が萎縮型 AMD
であった．滲出型 AMDのうち，219名は典型的な滲
出型 AMD（58.7％），154名（8％）がPCVであった．す
べての AMD，典型的な滲出型 AMD ，PCV，萎縮
型 AMD は，コントロールに比べ有意高齢であった
（p＜0. 001)．また，男性の有病率は，すべての AMD，
典型的な滲出型 AMD ，PCV，萎縮型 AMDの順で，
76.7，73.1，79.2，88.6％で，それぞれコントロールよ
りも大幅に高かった （p＜0. 0001）．
　調査したSNPのうち，発症と有意な関連のあったも
のは，CFHのrs800292, rs1410996, rs2274700，HTRA1 
rs112000638であった．これらの4つのSNPを組み合わ
せた場合，最も低い発症リスクを持つSNPの組み合わ
せと，最も高い発症リスクを持つSNPの組み合わせ
とを比べると約 70倍相当のリスク差があった（図 1）．
また，PDTに対する治療効果に関しては，HTRA1 
rs112000638が最も高い予測効果をもたらすgenetic 
biomarkerであることが明らかとなった(図 2)．

図 1. Joint effects among CFH-rs800292, -rs1061170, -rs1410996 and HTRA1 genotypes for the risk of AMD development.
from Mori K, Horie-Inoue K, Gehlbach PL, Takita H, Kabasawa S,  Kawasaki I, Ohkubo T, Kurihara S, Iizuka H, Miyashita Y, 
Katayama S, Awata T, Yoneya S, Inoue S. Phenotype and genotype characteristics of age-related macular degeneration in a Japanese 
population. Ophthalmology 2010;117:928-38.
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考按

　結果で示したこれらの遺伝子情報がどのように臨
床にかかわってくるかが，当然一番問題となるとこ
ろである．これら遺伝子解析の臨床的な目的は二つあ
り，ひとつは病態の理解ひいては治療法の開発であ
り，もうひとつは個々の症例におけるリスク管理であ
ろう．まず，病態の理解だが，例えばAMDにおいて
CFH Y402HのCアレルの数が多いほどAMDに罹患し
やすいことは上述したが，この場合，402番目のアミ
ノ酸がヒスチジンに置き換わることで，CFH蛋白と
しての機能が劣化する．CFHは補体系の代替経路の抑
制機能を担っており，CFHの機能が劣化することは，
代替経路を介して補体系が容易に活性化する環境が成
立していると考えられる．この他の事実として，C2, 
C3, CFBなどの他の補体系分子の遺伝子多型がAMD
発症と関連していることが報告されており，遺伝子多
型の研究により，補体系を介した炎症がAMD発症に
重要な役割を果たしていることはほぼ間違いのない事
実として認識されるようになった．また，日本人を代
表とするアジア人種では，HTRA1/ARMS2が特に重
要であるが，その機能解析ではまだ議論があり，今後
の研究に注目したい．加えて，狭義 AMDとPCVのサ
ブタイプ解析においては，エラスチン遺伝子における
ハプロタイプ解析でPCVと狭義 AMDの間に差がある

と報告されている．このことはエラスチンがAMDと
PCVの病態を形成する上で，一役担っている可能性を
示唆するものである．
　もうひとつの目的である個々の症例におけるリスク
管理だが，一般に，1）予防，2）診断利用，3）治療効果
の予測，4）治療における副作用の予測，の4つとされ
ている．予防に関しては，集団検診や希望者における
遺伝子検査で各疾患になりやすい人を見つけ，疾患に
なりにくいような生活習慣を指導したり，早期発見に
努めるよう定期受診を勧めたりすることができる．今
回の自験例 550名における遺伝子解析では，いくつか
の遺伝子多型を組み合わせると，リスクの高い人はそ
うでない人に比べて，70倍のオーダーでAMDに罹患
しやすくなるという結果が出ている．このようなハイ
リスク群は当然予防的指導が必要と考えられる．特に
日本人 AMDの場合，ドルーゼンのような前駆病変を
必ずしも伴うとは限らないので，現在までの検査法で
は発症リスクを読むのには限界がある．従って，予防
医学的にもぜひとも遺伝子検査法の確立が待たれる．
　診断利用としては，病気の確定診断やその性格を
調べるのに利用されている．AMDを代表とする眼
科疾患の場合，他の内科的疾患に比べ，診断は比較
的容易でかつ正確にできるため，遺伝子検査の補助
はあまり必要ないが，重症度の予測には遺伝子解
析が有用である．日本人AMD（PCVを含む）では，
HTRA1-rs11200638のリスクアレルを多く持つ人ほど
病変サイズが巨大化しやすく，また，特にPCVでは
ARMS2 A69Sのリスクアレルを多く持つ人ほど大量出
血による硝子体出血を来しやすいと報告されている．
　治療効果の予測に関しては，欧米を中心にいくつ
かのデータが報告されている．米国と英国の住民に
おける光線力学療法（PDT）治療効果との関連はCFH 
Y402HとARMS2 A69Sで示されたが，フィンランド
の住民からの報告では関連がないと報告されている．
また，抗 VEGF療法に関してもCFH Y402HとARMS2 
A69Sの関連が米国から報告されている．残念ながら，
現時点ではこのように報告によって意見が分かれてお
り，統一された見解はないが，少なくとも今回のデー
タは日本人における初めてのものであり，AMDの病
型や治療予後は人種間，特にCaucasianとAsianでは異
なることが指摘されていることからも，独自の重要性
を持つものと解釈される．このように，本邦独自の個
別化医療に関する指標を確立することが近々の重要な
課題であろう．

おわりに

　現在，例えば流行性角結膜炎の診断に抗原抗体反応
を応用したクロマトグラフィを実際の臨床現場で使
用するように，またぶどう膜炎の診療でHLAのタイ
ピングをするように，AMD診療で遺伝子検査を行う

図 2. Mean logMAR vision change from baseline by patients 
with the HTRA1 genotype (open circle: AA, gray circle: GA, 
solid circle: GG) over the follow-up period. Improvement in 
BCVA among the HTRA1 genotypes was significantly different 
12 months after PDT (* wild-type homozygous (GG) vs 
heterozygous (GA): p＝2.97x10-2, wild-type homozygous (GG) 
vs risk allele homozygous (AA): p＝7.00x10-4, Bonferroni 
multiple comparison correction). Bar, SE. 
From Tsuchihashi T, Mori K, Horie-Inoue K, et al. Ophthalmology 
2010 (in press). 



24 森　圭介，他 眼内血管新生病の遺伝子解析と抗血管新生治療に対する個別化医療の確立

ようになる日もそう遠くはないと研究代表者は期待し
ている．しかしながら，日本人を含むアジア人のAMD
は，遺伝子型・表現型ともに欧米人のそれとはかなり
異なるため，欧米主導型のデータを鵜呑みにするこ
とはできない．そのため，日本人眼科医による日本人
AMD患者のための遺伝型・表現型の関連データを出
し続けること，しかもできるだけ多くの症例で，きち
んとしたものを，可能なら多施設でまとめることが必
須であり，またわれわれ日本人眼科医の責務であると
研究代表者は考える．
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筋組織内でおこる異所性骨化メカニズムの解明とその治療法・予防法の開発

緒言

　骨は運動・支持器官としての機能の他，カルシウム
の貯蔵組織として胎生期から種々のサイトカインやホ
ルモンにより時間的・空間的に厳密に制御され，一生
涯にわたり恒常性が保たれる．一方，通常の骨格形成
とは別に，本来は骨組織が形成されない部位に病的な
骨形成が起こる現象として，臨床的に筋組織内での異
所性骨化が広く知られている．異所性骨化の誘発因子
として，過度のリハビリテーションや打撲，脊髄損傷，
頭部外傷などが知られ，人工透析や人工股関節置換術
後にも異所性骨化が起こる．また，遺伝性の難病とし
て，筋組織内で異所性骨化が起こる進行性骨化性線維
異形成症（Fibrodysplasia Ossificans Progressiva; FOP）
が知られている 1)．異所性骨化の進行は関節の可動域
制限を伴うため，著しい患者のQuality of Life（QOL）
の低下を引き起こす．このため，異所性骨化の分子メ
カニズムを解明し，それに基づく新しい治療法や予防
法を確立することが求められている．
　骨誘導因子（Bone Morphogenetic Protein; BMP）は
骨基質中に含まれるサイトカインで，筋組織内に移植
すると異所性骨化を誘導することから，異所性骨化の
発症に深く関わることが示唆される．BMPは，培養
細胞を用いた実験系でも骨芽細胞への分化誘導能を示
す．我々は，筋サテライト細胞由来の筋芽細胞（C2C12
細胞）が，BMPシグナルによって筋細胞から骨芽細胞
へと分化することを発見した 2)．また，我々は世界で
初めて血清から活性型BMPを単離することに成功し，
BMPが全身性の骨形成因子である可能性を示した 3)．
このようにBMPやその活性調節因子は，全身性の生
理的骨形成や病的骨形成に重要な役割を担うと予想さ

れているが，その標的細胞などを含めた異所性骨化の
発症機序は未だ明らかでない．
　Wntは350〜 380個のアミノ酸からなる分泌性糖
タンパクで23〜 24個のCys残基が分子内の共通した
位置に保存されている 4,5)．細胞外に分泌されたWntは
細胞表面上に存在する7回膜貫通型受容体であり10種
類報告されている frizzled（Frz）と1回膜貫通型の共役
受容体である low-density lipoprotein receptor-related 
protein（LRP）5/6に結合する．Wntシグナル伝達経路
にはβ-catenin/T-cell factor（TCF）を介して Wnt標的遺
伝子の発現を制御する Wnt/β-catenin経路（Canonical
経路），細胞骨格系の制御に関与する細胞内平面極
性（planarcellpolarity:PCP）経路が知られている．Wnt
リガンドのうち少なくとも Wnt1, Wnt2, Wnt3, Wnt3a, 
Wnt8およびWnt8bがWnt/β-catenin経路を活性化する
ことが知られている．この経路の活性は細胞質に存
在するβ-cateninの量によって決定される .通常 ,細胞
質内のβ-cateninの量は Axin, adenomatous polyposis 
coli（APC）, glycogen shynthase kinase-3β （GSK-3β）, 
casein kinase 1α（CK1α）の4つを含む複合体によっ
て制御されるプロテアソーム依存性のタンパク質分解
によって低いレベルに抑えられている．Frz/LRP 複合
体にWntが結合することにより惹起されるシグナルに
より，その下流に存在するdishevelled （Dvl）はリン酸
化され，協働するAxinを介してGSK-3βの活性を阻害
する．β-cateninはGSK-3βよってリン酸化されるとユ
ビキチン化され，26Sプロテアソームにて分解される．
従ってGSK-3βの活性阻害は細胞質内のβ-cateninの
集積につながる．リン酸化を免れたβ-cateninは核内
へと移行し ,転写因子 TCFと複合体を形成し，CREB 
binding protein（CBP）などの他の転写因子とも相互作
用して標的とする遺伝子の転写を制御する 4)．Wntシ
グナルは骨芽細胞の分化にも深く関わっており ,体内
の骨量調節に重要なシグナル伝達経路である 5)．培養
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細胞を用いた種々の実験から，Wntが骨芽細胞を成
熟した骨芽細胞へと分化を促すことが示されており，
また未分化間葉細胞から骨芽細胞への分化にWntが
必要とされる可能性が示されている．近年Wntシグナ
ル伝達経路の異常と骨の疾患について明らかにされ
つつある．まずFzの共役受容体であるLRP5の遺伝子
異常が骨密度の異常な低下や上昇に結びついている
ことが報告され 6,7)，またこの共役受容体の変異が若
年性に骨粗鬆症を発症し，骨量の減少に起因する骨折
や骨の変形を特徴とする骨粗鬆症 -偽神経膠腫症候群
（osteoporosis-pseudoglioma syndorome:OPPG）の原因
となることが報告されている6)．
　近年，BMPシグナルとWntシグナルの相互作用の
存在が示唆されているが，詳細については未だ不明な
点が多い．そこで本研究では，異所性骨化の発症メカ
ニズムの一端を解明するため，骨芽細胞分化における
BMPとWntの相互作用の解明を試みた．

材料・方法

　実験にはマウス筋芽細胞由来C2C12細胞を用いた．
15％FBSお よ びPenicillin-Streptomycinを 添 加 し た
DMEM培 地 を 用 い，37 ℃，5％CO2下 で 培 養 を
行った．各リガンド処理を行ったC2C12細胞の骨芽
細胞分化は骨芽細胞の特異的分化マーカーとして
知られるalkali phoshatase（ALP）の酵素活性および
Osteonectin，I型コラーゲンおよびOsteocalcin遺伝
子の発現を指標に判定した．測定は各リガンド処理
後 3日目に行った．各シグナル系の活性化はIdWT4F-
luc （BMP）およびSuperTOPflash（Wnt）を用いた
Luciferase assayにより検討を行った．Luc活性の測定
は各リガンド処理後1日目に行った．

結果および考察

Canonical WntリガンドとBMPは骨芽細胞分化を相乗
的に誘導する
　C2C12細胞を各WntリガンドとBMP-4で処理し，

ALP活性を測定したところCanonical Wntリガンドで
あるWnt1およびWnt3aがBMPと相乗的に骨芽細胞分
化を誘導した（図1，A）．一方，non-canonical Wntリガン
ドであるWnt5aおよびWnt11ではこのような効果は認
められなかった．また，Wnt3aは濃度依存的にALP活
性を上昇させることが明らかとなった（図 1，B）．さ
らに，BMP-6もBMP-4同様にWnt3aと骨芽細胞分化を
相乗的に誘導することが観察された（図 1，C）．これ
らの結果からCanonical WntがBMPと相乗的に骨芽細
胞分化を誘導することが示唆された．
WntとBMPは骨芽細胞分化の初期分化を誘導する
　WntとBMPによる骨芽細胞分化誘導を詳細に検討
するため，骨芽細胞分化マーカー遺伝子の発現を検
討したところ，BMP単独処理群と比較しWnt＋BMP
処理で骨芽細胞分化の初期マーカーであるI型コラー
ゲンおよびOsteonectin遺伝子の発現が有意に上昇し
ていることが観察された（図 2）．しかしながら，後期
分化マーカーであるOsteocalcin遺伝子の発現に変化
は認められなかった．以上の結果からWntとBMPは骨
芽細胞分化の初期分化を誘導することが示された．
WntとBMPによる骨芽細胞分化誘導はβ -catenin 系を
介さない
　両リガンドによる骨芽細胞分化誘導メカニズムを明
らかにするため，WntがBMPシグナルを活性化する
か否かをLuciferase assayにより検討した．その結果，
WntはBMPのreporterであるIdWT4Fを活性化しな
かった（図 3，A）．さらに，WntはBMPの細胞内シグ
ナル伝達分子であるSmad1/5/8のリン酸化にも影響
を与えなかった（図 3，B）．同様にBMPがWntシグナ
ルを活性化するか検討を行ったところ，BMPによる
Wntシグナルの活性化は観察されなかった（図 3，C）．
この現象を詳細に検討するため，Wntシグナルの細胞
内シグナル伝達分子であるβ-cateninおよび恒常的活
性型β-cateninをBMP-4と共にC2C12細胞で過剰発現
させたところ，Wnt＋BMPで見られるようなALPの相
乗的な活性化は観察されなかった（図 4）．一方，Wnt

図1. WntとBMPによる骨芽細胞分化誘導．
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およびBMPと共にGSK3βを過剰発現させたところ，
ALPの相乗的な活性化は有意に抑制された．
　本研究により，BMPとWntは骨芽細胞分化の初期
段階を相乗的に誘導することが明らかとなった．さら
に，この相乗的分化誘導はGSK3βには依存するが，
β-cateninには依存しない系を介することが示唆さ
れた．今後さらにWntとBMPの相乗効果メカニズムを
解析することで，異所性骨化発症メカニズムの解明に
貢献できるものと期待される．
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緒言

　Polycomb遺伝子群（PcG）はクロマチン構造を変化
させ，遺伝子の発現を抑制する遺伝子の一群であり，
PcGに属する複数の蛋白質によって複合体，Polycomb 
repressor complex（PRC）を形成して機能を発揮する．
Enhancer of zeste homolog（EZH2）はPRC2の構成分
子であり，ヒストンH3のLysine 9と27に対するメチ
ル化を促進し，さまざまな遺伝子発現を抑制すること
がわかっている 1)．EZH2に関する研究は発生学，幹
細胞および癌増殖経路に関する分野において盛んであ
り，EZH2は幹細胞のpluripotencyにおいて重要である
ことがわかっているが，最近 EZH2の過剰発現が前立
腺癌等の転移に関与している可能性があることが報告
された 2)．しかしながらこれまでに肺癌を対象とした
EZH2に関する解析の報告はなく，肺癌の臨床病理学
的特徴や生物学的特性，分子病態とEZH2の関係は不
明である．
　これまでに我々は20種類の肺癌（一部は悪性中皮
腫）細胞株におけるEZH2 mRNAの発現をrealtime PCR
を用いて解析し，50％以上の細胞株で正常ヒト肺組
織に比して発現が2倍以上亢進していることを確認
した（Fig 1）．さらにEZH2 mRNAの発現亢進がみら
れている細胞株に対して抗 EZH2抗体を用いたウエ
スタンブロットを行ったところ，EZH2蛋白の著しい
発現が認められていた．多くの肺癌細胞株において，
EZH2がmRNA，蛋白レベルともに発現亢進している
ことが確認されたことから，EZH2が肺癌の病態に対
して影響を及ぼしている可能性が示唆された．これら
肺癌細胞株での実験結果をもとに，臨床検体を用いて
のEZH2発現に関する研究を計画し，すでに埼玉医科
大学倫理委員会にて審査を受けて承認済みである．そ
こで患者同意を得て非小細胞肺癌切除検体に対して免
疫組織化学を用いたEZH2発現解析を行い，EZH2発
現と臨床病理学的特徴との関係を調査してEZH2が非
小細胞肺癌における予後をはじめとした臨床的なマー

カーになりうるかについて検討をおこなった．

方法

　EZH2 mRNA発現解析；20種類の肺癌（一部は悪
性胸膜中皮腫）細胞株か total RNAを抽出し，realtime 
PCRを用いてEZH2 mRNA発現レベルを解析した．
コントロールとして正常ヒト肺組織 total RNAを用い，
細胞株／正常ヒト肺組織の発現比にて細胞株における
EZH2 mRNA発現レベルの評価を行った．
　免疫組織化学；84例のI期非小細胞肺癌症例
（Table 1）の外科切除標本から薄切切片を作製した後，
抗ヒトマウスEZH2モノクローナル抗体を一次抗体と
して用いた免疫染色を行った（Fig 2）．過去の報告をも
とにEZH2蛋白発現レベルを半定量的に解析して，発
現レベル別に3群（非発現群 29例；0％，低発現群 33
例；＜50％，高発現群 22例；＞50％）に分類し，各群
における生存期間，年齢，性別，組織型，組織分化度，
病期，腫瘍径を比較した3)（Table 2）．

結果

　EZH2 mRNA発現解析；20種類の細胞株中 11種類
の細胞株において有意な発現亢進（発現比 2.0以上）が
見られた（2.0-6.9）．一方 4種類の細胞株では相対的に
発現低下が見られた（0.3-0.7）．これらから肺癌細胞株
におけるEZH2 mRNA発現亢進は比較的高頻度で認め
られるということが新たに判明した（Fig 1）．
　免疫組織化学；免疫組織化学によるEZH2発現解
析と臨床病理学的特徴との比較から生存期間と病期
がEZH2発現と有意な相関を示し，3群比較において
EZH2非発現群で有意に生存期間延長が見られた．さ
らにEZH2低発現群と高発現群をあわせたEZH2発現
群とEZH2非発現群との2群比較においても，EZH2非
発現群は有意に生存期間延長を認めた（Fig 3）．一方生
存期間に関与する因子の解析では，EZH2発現と病期
のみが生存期間と有意な相関を示した（Table 3）．
　Cox比例ハザードモデルを用いた多変量解析で
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Fig2. 免疫組織化学を用いた非小細胞肺癌におけるEZH2発現．免疫組織化学を用いて非小細胞肺癌切除標本におけるEZH2
蛋白発現を解析し，3群（発現細胞数が視野内において10％未満の場合 EZH2非発現群，10-50％未満の場合 EZH2低発現群，
50％以上の場合EZH2高発現群）に分類した．

Table1. 解析症例の臨床病理学的特徴 Table2. EZH2発現と臨床病理学的特徴との関係

Fig1. 肺癌細胞株におけるEZH2 mRNA発現．肺癌細胞株とヒト肺におけるEZH2 mRNA発現をEZH2発現値／GAPDH発現値
にて測定し，肺癌細胞株とヒト肺との比により過剰発現の有無を解析した．
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は，EZH2発現と病期が生存期間と有意な相関を示
し，特にEZH2は5.46と最高値を示した（Table  4）．さ
らにPeasonの相関係数では，病期，性別，組織型は
各々相関を示したが，EZH2発現は他の因子との相関
が見られず，単独で危険因子となることが判明した
（Table 5）．

考察

　肺癌は様々な治療法の開発にも関わらず年間死亡者
数が世界で130万人以上，日本でも6万人以上と全癌
種中最多である．そのために新たな治療法や早期に診
断，最適な治療を可能にするマーカー等の新たな診断
法の開発が最も望まれている癌であるが，いまだ途上
段階であり十分とはいえない．本研究では根治的外科

治療を行ったI期非小細胞肺癌症例において，EZH2
発現が予後予測因子となることが示唆された．I期非
小細胞肺癌術後に予後を規定するのは主に再発の有
無と考えられ，今後 EZH2発現がみられた症例では積
極的な術後化学療法を行うことにより，再発予防，生
存期間延長に結びつく可能性がある．現在のエビデン
ス，ガイドラインではI期非小細胞肺癌に対する術後
化学療法は，IB期肺腺癌に対する経口化学療法剤（テ
ガフール・ウラシル）のみで，IA期に対しては術後化
学療法の有効性は証明されていない4)．今後EZH2発現
の有無による術後化学療法施行に関する臨床試験を行
うことにより，EZH2発現による肺癌個別化医療の確
立が可能か否か検証可能と考えられる．

要約

　EZH2はI期非小細胞肺癌の有効な予後予測因子と
なる可能性が示唆された．今後臨床応用に向けて研究
を進めることで，肺癌に対する個別化医療の進展に寄
与することが期待される．
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緒言

　21世紀に入り，人口の高齢化，肥満や糖尿病の増加
に伴い，心疾患や脳血管障害に加え，終末臓器である
慢性腎臓病の患者数が急増してきている．幸いなこと
に慢性腎臓病が進行し末期腎不全となっても，腎機
能を代替する透析療法があり生命は保たれるが，多
額の医療費が必要となる．日本透析医学会の統計によ
れば，わが国の透析患者数は25万人を超え，年間の
医療費は1兆 5000万円に及び，社会的な問題となっ
ている．また，慢性腎臓病の患者が動脈硬化症に基づ
く心血管病を合併しやすいことも周知の事実である．
しかし，上記の金額は血液浄化に必要な費用だけで
あって，透析患者や保存期の慢性腎臓病患者が心筋梗
塞や脳血管障害等を併発した際の医療費は含まれてい
ない．欧米を中心とした先進国でも人口の高齢化や
肥満の増加は進んでいる．最近，WHOが危機感を憶
えたためか，慢性腎臓病は心血管病のリスクであり，
タンパク尿でさえも心筋梗塞の既往を同程度の心血管
死に対するリスクであるという勧告を示したのは記憶
に新しい．また，WHOは肥満や糖尿病の急増を受け
て，以前より問題とされてきた低栄養に伴う疾患より
も過栄養に基づく疾患を重要視するようにパラダイム
シフトを行った．特に日本人を含めたアジア人は欧米
人と比べて，平均して糸球体濾過率が低く慢性腎臓病
に罹患しやすい傾向がある．どのような治療が腎障害
の進行をより効果的に遅延させ，腎疾患患者の心血管
病の発症を予防するかを明らかにすることは倫理的の
みならず医療経済的にも重要な問題である．
　腎臓は水，電解質代謝だけでなくホルモンを分泌
し生体の恒常性に寄与している．腎臓由来のホルモン
としては，レニンやエリスロポイエチンに加え，ク
ロトが考えられている．クロトは最近同定された腎の
遠位尿細管と脳の脈絡叢，副甲状腺に発現している

蛋白である．クロトは特に尿細管に強く発現してお
り，Transient receptor potential V5を活性化しカル
シウム代謝に関与するとともに，Fibroblast growth 
factor-23 (FGF23)受容体の形成を促しリン代謝にも
関与している．クロトは細胞を一回貫通する130 kdの
蛋白であるが，細胞内ドメインは10アミノ酸と短く，
また細胞外ドメインは弱いベータ・グルコシダーゼ活
性を持っており，また，膜直上付近で切断され分泌さ
れる．最近はこの分泌されたクロトはホルモンとして
作用し，superoxide dismutaseやカタラーゼといった
活性酸素を分解する酵素を誘導することが示唆され
ている．また，クロトは内皮細胞の延命し，一酸化窒素
等の産生を亢進させる．予想されるように腎臓でのク
ロトの発現は慢性腎疾患患者で低下している．また，
クロトを過剰発現した動物では腎障害の進行が遅延
することが判明している．動脈硬化の治療として脂質
異常を正常化することは勿論であるが，一酸化窒素系
の活性化等により酸化ストレスを軽減することも慢性
腎臓病に頻繁に認められる大血管障害を抑制するため
には肝要であろう．クロトの遺伝子を挿入突然変異に
より破壊したマウスは，動脈硬化や骨粗鬆症などの老
化徴候を示す．クロト機能の温存は腎障害の治療のみ
ならず，老化の予防につながるものと思われる．

方法

　クロトの精製と結合実験：ヒト─αクロト1の
cDNA（OriGene Technologies）をCHO細胞（TET-ON 
CHO-K1 Cell Line）でTrans IT-CHO Transfection 
Reagentを用いて過剰発現させる．培養上清中に出て
きた分泌型のクロト蛋白をQ-Sepharose FF，ConA-
Sepharose 4B，DEAE-Sepharose FFを順次使用して単
離抽出した．この蛋白を用いてクロトの組織結合実験
を行った．
　クロトの発現の調節因子：クロト発現の生理的な調
節因子を解明するため，腎機能正常な動物（ウイスター
ラット，雄，8週令）を用いて，FGF23（10 micro-g/Kg），
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図 2. Long-term effects of vitamin D (VD) on renal klotho 
expression in uni-nephrectomized stroke-prone spontaneously 
hypertensive rats. * indicates significant difference from the 
control. 

ビタミンＤ（1 micro-g/Kg），parathyroid hormone（PTH, 
10 micro-g/Kg）を投与して3時間後に過剰の麻酔薬を
使用して屠殺し，腎臓でのクロト発現への影響を観察
した．本来，培養細胞を使用した実験を考慮したが，
クロトをstableに発現している細胞株がなく in vivoの
研究を行った．クロトの蛋白レベルをウエスタンブ
ロットでモノクロナル抗体を用いて検出し，βアク
チンで補正した値を用いた．
　病態モデルでのクロト：片腎臓を摘出した脳卒中易
発症性自然高血圧ラットに高塩食を負荷する高血圧性
腎硬化症のモデルを用いて，一群にはビタミンDを投
与し（30 ng/Kg，浸透圧ポンプを使用），他群をコン
トロールとして溶媒のみを12週間投与し，2群間で腎
でのクロト，血管内皮機能（アセチルコリンによる降
圧の程度），腎機能，腎組織等を検討した．

結果

　1 Lの培養上清液から約 1 μgのクロトの抽出が可能
であった．合成したクロトの腎組織への結合反応は良
好で，特に内皮細胞に結合することが判明した．
　腎機能正常のウイスターラットを用いた検討では
PTH（約3倍），FGF23（約10倍）とビタミンD（約4倍）
の投与は腎臓でのクロト発現を3時間で増加させた
（図 1）．また，PTHは同時点で測定したFGF23（312±
23 vs 170±15 pg/ml, p ＜ 0.05）を増加させたが，ビタ
ミンDは変化を与えなかった（210±20 pg/ml）．よっ
て，PTHによるクロトの亢進作用はFGF23に依存する

と思われるが，ビタミンDはFGF23とは独立にクロト
発現に正の影響を与えると考えられた．なお，これら
のシグナル伝達経路については現在も解析中である．
　病態モデルである自然高血圧発症ラットを用いた検
討では，ビタミンＤ投与群に比べてコントロール群で
クロト発現は障害されていた（図 2）．コントロール群
に比べてビタミンD群では蛋白尿やクレアチニンクリ
アランスには変化なかったが，ビタミンD群で腎繊維
化は抑制され，8-epi-prostaglandin F2αの排泄も半減
した．アセチルコリンに対する反応もビタミンD群で
改善が認められた（表1）．

考案

　分泌型クロト蛋白は合成可能であったが，当初考え
ていたよりも分離が困難であることが判明し，RIAに
用いるには収量が不十分であった．クロトは非常に凝
集しやすく，このために困難があると考えられ，今後
臨床応用を考慮した際にPEG化等の改善を要する点
と考えられた．大量にクロトを合成し，測定や慢性実
験に使用する予定であったが，今回は量的にも困難で
あり，組織染色にのみ使用した．
　FGF23は遠位尿細管に存在する膜型クロトと共に
FGF受容体に結合して，シグナル伝達を行い，近位尿
細管のリン再吸収を阻害してリン利尿を起こすとさ
れている．今回の検討でも，FGF23投与によりリン排
泄の増加を認めた．しかし，FGF23自体のクロト発現
に対する影響は未だ検討されていない．また，遠位尿
細管から近位尿細管へのシグナル伝達物質について
は不明である．黒尾らは分泌型クロトの投与がリン利
尿をきたすことを示した．このことから，FGF23と結
合したクロトが，細胞膜上で分離され近位尿細管への
シグナルとして働く可能性が考えられている．今回の

図 1 .  Ef fects of fibloblast growth factor-23 (FGF23), 
parathyroid hormone (PTH) and vitamin D (VD) on renal 
klotho expression. * indicates significant difference from the 
control.
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検討でFGF23が膜型クロト発現を増加させる点は，近
位尿細管へのシグナル伝達に必要なクロトを供給する
という観点から考えると上記の仮説を支持するものと
思われる．しかし，合成したクロト蛋白が近位尿細管
に結合する所見は得られておらず，今後さらに検討を
重ねる必要がある．
　今回の検討での新しい発見はビタミンDがクロト
を温存する効果があることであろう．正常腎機能の動
物では活性型ビタミンD投与 3時間後には膜型クロト
発現が増加していた．ビタミンDは慢性腎臓病患者で
その活性化に障害があることが知られている．そのた
め，慢性腎臓病では活性型ビタミンDの低下が早期か
ら認められ，その補充が生命予後を改善する可能性が
示唆されている．クロトを過剰発現させると生命予後
を改善し，腎障害も遅延させることが知られている．
ビタミンDは骨だけでなく細胞増殖の調整など多岐に
わたる生理活性を有している．今回の検討からは，ビ
タミンDがクロト発現を介して慢性腎臓病患者の予後
改善に寄与している可能性が示唆された．
　分泌型のクロトは，superoxide dismutaseを活性化
したり，幹細胞を温存するなどのクロトの抗加齢効果
に関与していると考えられている．今回の検討でも，
酸化ストレスの指標である8-epi-prostaglandin F2αの
産生がクロトを温存することで低下した．慢性腎臓
病患者では高リン血症が一つの予後規定因子とされ
ている．腎障害により低下したクロト発現が高リン血
症を来たし，同時に酸化ストレスを亢進させ動脈硬化

の進展を寛容していることが考えられる．大阪大学の
グループは培養血管内皮細胞を用いてクロトがeNOS
の発現を増すことを示した．今回の検討で，我々は
クロトが内皮細胞に結合することを示した．また，
eNOSについては解析中であるが，アセチルコリンに
投与による降圧反応がクロトを温存した群で増加し
ていた．これらの所見から，分泌型クロトが内皮細胞
に働き，一酸化窒素の産生を亢進させ，アセチルコ
リンによる内皮依存性血管拡張に伴う降圧を増強した
ものと考えられた．
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表1. Comparison between groups

				      Control	　　Vitamin D

Body Weight (g)			     365±15　　360±16

Systolic blood pressure (mmHg)	   224±7　　   218±8

Creatinine clearance (ml/min)	   1.6±0.2　     1.7±0.2

Albuminuria (mg/gCr)		    148±20　　122±15

8-epi-prostaglandin F2α excretion   15±2　　　 8±1 ＊

(ng/day)

Response to Ach

(Changes in mean blood pressure (%))

Ach 0.3 micro-g			     -8±3　　      -11±4

Ach 1 micro-g			     -15±6　　   -38±11＊

Ach 3 micro-g			     -43±14　     -50±13

＊ indicates significant difference between groups. 
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＊埼玉医科大学　医学部　解剖学

がん治療法確立へむけたがん幹細胞と胚性幹細胞に共通する腫瘍性維持の分子機構解明

緒言

　発がんの分子機構としてこれまで，遺伝子の変異
あるいは染色体の再編成といった塩基配列の変異に基
づく遺伝情報の異常が主たる要因と考えられてきた．
しかし現在，塩基配列の変異に基づかぬ，即ちエピ
ジェネティックな理由により，本来発現すべきでは
ない遺伝子の発現上昇が見られたり，逆に発現すべき
ものの発現が減少したりすることが，発がんの要因
になり得るのではないかという可能性が考えられ始
めている 1)．この点を支持する最も代表的な例として，
胎児胚盤胞の内部細胞塊から株化した胚性幹細胞（ES
細胞）を挙げることが出来る．この細胞株は塩基配列
には全く変異が認められない．即ちこの細胞株より例
えばマウスであれば正常な個体を生じる事が出来るに
もかかわらず，この細胞株をSCIDマウスの皮下に移
植した場合テラトーマが生じることより，この細胞そ
のものは腫瘍性を持っていることが知られている 2)．
この腫瘍性には，転写因子Oct-4（Oct-3, Oct-3/4とも呼
ばれる）の強い関与が示唆されている 3)．Oct-4は本来，
多能性を持つ内部細胞塊あるいはそれに由来するES
細胞や胚性外胚葉の細胞に発現は限局しており 4-6)，こ
れら細胞の多能性維持に必須な遺伝子であることが知
られている．即ちOct-4を欠失させたこれら細胞では，
自己複製能を失い幹細胞として機能しえなくなり，結
果分化することが既に示されている 7,8)．しかし近年，
このOct-4が，ある種の体細胞がんで発現しているこ
と 9,10)，不死化した細胞にOct-4を強制発現させること
で，トランスフォーメションが認められたこと 11)，ト
ランスジェニックマウスを用いた系で異所的にOct-4を
発現させることで，皮膚の異形成が認められたこと 3)

等より，Oct-4と腫瘍性の強い相関が示されることと
なった．

　一方腫瘍を考える上で，近年 cancer stem cell（がん
幹細胞）の存在が注目されつつある 12)．即ち腫瘍組織
の中には，ごく少数のがん幹細胞が存在しており，こ
の細胞が自律的に自己複製し増殖するとともに，非対
称分裂の過程で分裂能の低下した細胞を生じ，結果こ
れら2 種類の細胞集団から腫瘍組織が形成されること
が，腫瘍形成の機構と考えられるようになった．従っ
てこのがん幹細胞を同定し，これを取り除くことがが
ん治療の上で極めて重要であると考えられている．が
ん幹細胞は，その名の通り「幹細胞」であり，他の正常
な「幹細胞」との類似性，即ち自己複製能があり，従っ
てこの自己複製能を規定している分子機構には共通な
部分が有るのではないかと考えられている．事実これ
まで，Bmi113), β-catenine14)といった遺伝子が自己複
製能を規定する上での重要な候補として知られている
が，しかしいずれの場合もがん幹細胞では，これら
遺伝子に変異が生じ，タンパク質が恒常的に活性化
する，あるいは機能低下することでがん幹細胞として
の性質を獲得することが示されている．このことは上
で述べたOct-4の場合とは大きく異なっている．即ち
Oct-4の場合，野生型タンパク質の異所的な発現がが
ん化の要因であり，即ちOct-4の機能そのものには異
常が認められていない．このようにOct-4による腫瘍
性維持と言う観点から見ると，がん幹細胞とES 細胞
の極めて高い類似性を見いだすことも可能であると考
えられる．事実，ES 細胞によるテラトーマ形成では，
ES 細胞自身はOct-4に依存しながら自己複製し，その
一方で非対称分裂に伴い分化した細胞を生じさせるこ
とにより腫瘍形成がなされており，まさにES 細胞そ
のものが，Oct-4に依存しながら，がん幹細胞として
機能しているとも考えられる．一方，Oct-4の発現が認
められる体細胞がんでは，その発現が組織幹細胞に由
来した細胞に限局していることが知られている．以上
のことより，Oct-4によるES 細胞とある種のがん幹細

研究代表者　西本　正純（埼玉医科大学　ゲノム医学研究センター）
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胞での自己複製と腫瘍性維持における重要性は示さ
れたと考えられるが，それでは，これら二つの現象は
そもそも分離できるか，即ちOct-4の下流遺伝子の内

（1）自己複製に関与（2）腫瘍形成に関与の2つのグルー
プに分離出来るか否かはこれまで明らかとされていな
かった．さらに，転写因子であるOct-4が，いかなる遺
伝子の発現を制御することで自己複製能あるいは腫
瘍形成能をES 細胞に付与しているのかが不明である．
そこで私は，Oct-4の変異体を野生型 Oct-4の変わりに
ES 細胞に導入することで，自己複製能と腫瘍形成能
にいかなる影響を及ぼすかを検討することとした．そ
の結果ある種のOct-4 変異体を導入した場合，腫瘍形
成能と自己複製能を分離することに成功し，またその
腫瘍形成能の付与には，Oct-4の下流遺伝子として私
が同定した 15) 転写補助因子 UTF1が 16) 重要な寄与をし
ている可能性を見出したので，ここに報告する．

材料と方法

ES 細胞（ZHBTc 4 株）の培養
　Tet-off 系によりOct-4の発現が制御可能なZHBTc4
株の培養は丹羽らの方法による 8)．なおこの細胞株は
Oct-4の遺伝子座にZeocinおよびBlasticidin 耐性遺伝
子が挿入してあり，通常の培養では，これら薬剤を含
む培地にて培養している．
レスキュー実験
　丹羽らにより開発された方法による 17)．簡単に述
べると，Oct-4の変異体（Oct-4とOct-6のキメラタン
パク質）をコードするcDNAにIRESの配列をはさみ
puromycin 耐性遺伝子を繋ぎ，これら遺伝子をCAGプ
ロモーターのコントロール下におくようにプラスミ
ドを設計する．変異体の構造は図 2 参照．なお黒部分
がOct-6に由来し，白部分がOct-4に由来している．こ
のOct-4 変異体を発現させるプラスミドをZHBTc4 株
に電気穿孔方により導入するとともに，tetracyclinを
添加し内在性のOct-4の遺伝子発現を消失させる．そ
の後 puromycin 存在下で培養し，未分化性を維持した
細胞のコロニーの産生状況により，Oct-4 変異体のレ
スキュー効果を評価する（図 1）．なお一部キメラタン
パク質によりレスキューされた細胞は，継代培養し，
RNAの解析に用いる．また下記のUTF1の過剰発現の
実験に用いる．
UTF 1 の過剰発現
　CAGプロモーター下にUTF1のcDNAならびにIRES
をはさむようにHistidinol 耐性遺伝子を置いたプラス
ミドを作製する．またコントロールプラスミドとして
上記プラスミドからUTF1のcDNAを除いたプラスミ
ドを作製する．Oct-4の変異体によりレスキューされた
細胞に，上記2種類のどちらかを導入し，Histidinol耐
性コロニーを得た後，継代培養する．
テラトーマ形成実験

　ヌードマウス（BALB/cA-nu/nu 株）を2週間，10 ug/ml
の tetracyclinを含む水にて飲料水として与え全処理
した後，Oct-4 変異体によりレスキューされた細胞
に，コントロールプラスミドあるいはUTF1 過剰発
現プラスミドを導入した細胞を接種し，10 ug/ml
の tetracyclinを 含 む 水 に て 飲 料 水 と し て 与 え な が
ら，一ヶ月生育させテラトーマ形成について観察
す る．な お コ ン ト ロ ー ル と し てZHBTc4 株 を 接 種
し，tetracyclin 未処理で飼育しテラトーマ形成を観察
する．
RNase protection assay
　方法は既報による 15)．プローブの設計はcDNAの翻
訳開始コドンATGのAを＋1として；UTF1, ＋226 to
＋544; FGF4,＋2588 to 2784; Sox2, ＋480 to 905; Rex1, 
＋75 to 351;β-actin, ＋903 to 1023を検出するように設
計した． 

結果と考察

レスキュー可能なOct- 4 とOct- 6 キメラタンパク質
　Oct-4はPOUドメインを持つ転写因子のファミリー
に属している．これらファミリーに属し，かつES 細胞
で発現することが知られているものとして，Oct-1と
Oct-6の2つが知られている．しかし，これら2つの転
写因子いずれにおいても，Oct-4の機能を代償するこ
とは不可能であることは丹羽らの報告によりすでに知
られている 17)．しかしなぜ同じPOUドメインに属する
転写因子にもかかわらず，Oct-4のみがES 細胞の自己
複製能および腫瘍性を維持することが可能なのか，す
なわちそのOct-4のどのタンパク質領域が，ES 細胞の
性質維持に必須であるのかを同定することにより，そ
の過程で自己複製能と腫瘍性の分離が可能になるので
はないかと考え，Oct-4とレスキューできないOct-6と
のキメラタンパク質を tetracyclin 処理したZHBTc4に

図 1. レスキュー実験の概要．ZHBTc4 株にTetracyclin 処理
を開始し内在性 Oct-4の発現を消失させると同時に，キメラ
タンパク質発現プラスミドを導入し，puromycinによる薬剤
選択の後，コロニーの形成をもってレスキューされたと判
定する．
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導入することで，レスキュー実験を行うこととした．
その結果図 2に示すようなキメラにおいてレスキュー
可能であることが確認された．すなわち，POUドメ
インのうち，linker portionと呼ばれる部分と，POU-
specificドメインの中の22 番目のスレオニンの両方が
必須であることが明らかとなった．
レスキューされた細胞でのOct- 4 の下流遺伝子 UTF 1
の発現レベル
　なおこのレスキュー実験では自己複製能が可能で
あるか否かを判定することしかできないので，レス
キューされた細胞におけるOct-4の下流遺伝子として
報告された遺伝子についてその発現を確認した．その
結果 FGF4, Sox2, Rex1といった遺伝子ではその発現レ
ベルで，いずれのキメラタンパク質でレスキューさ
れた細胞において変化は見られなかった．しかし同じ
Oct-4の下流遺伝子として同定されたUTF1では，ある
種のキメラタンパク質（Mt K22T）によりレスキュー
された細胞において，顕著な発現の低下が認められた

（図2）．
UTF 1 の発現量に依存したES 細胞の腫瘍性の違い
　以上の結果より，ある種のOct-4とOct-6のキメラで
レスキューされた細胞では，同じOct-4の下流遺伝子
として知られているもののなかで，少なくともUTF1
において発現の減少が認められた．しかしUTF1 以外
の未知なるOct-4の下流遺伝子も同様に発現が低下し

ている可能性も考えられるため，ここでUTF1のみに
焦点を合わせることを目的として，Mt K22Tのキメ
ラでレスキューされた細胞に再度 UTF1を強制発現さ
せることとした．なおここでコントロールプラスミド
を導入した細胞も用意し，UTF1の発現量およびUTF1
の下流に位置する遺伝子のみが異なる2 種類の細胞
株を樹立することとした．このことはもしこれら2 種
類の細胞間で細胞の性質に差が生じたならば，それ
はUTF1の発現量の差に起因すると考えられることに
よる．そこでこれら2 種類の細胞株について，特に腫
瘍性について検討を加えるために，teratoma assayを
行った．その結果，図 3に示すように，UTF1の発現が
減少しているコントロールプラスミドを導入した細胞
では，ほとんど腫瘍の形成が認められなかったのに対
し，UTF1を再度強制発現させた細胞では，正常なES
細胞と同程度の腫瘍形成を認めた．

結論

　ES 細胞は，多能性を持つことならびに無限の増殖
能を持つことから，今後再生医療において有効な材料
になることが期待されている．しかしES 細胞には腫
瘍形成能という性質があり，再生医療実現化の上でひ
とつの大きな障害となっている．すなわち，もし移植
に必要な組織に分化させた細胞の中に，分化しきれず
に腫瘍性を維持したままの細胞が混入していたなら
ば，移植後の腫瘍形成が生ずることが予測されるか
らである．したがってES 細胞の腫瘍性維持の分子機

図 2. 様々なキメラタンパク質によりレ
スキューされた細胞でのOct-4の下流遺伝
子の発現．キメラタンパク質によりレス
キューされた細胞において，Oct-4により
発現が制御されていることが知られている
遺伝子について，RNase protection assay
により発現レベルを確認した．

図 3. UTF1の発現レベルの差による teratoma 形成能について．Mt 
K22Tキメラタンパク質に，コントロールプラスミドあるいはUF1
強制発現プラスミドを導入した細胞を，tetracyclinを飲料水として
飲ませたヌードマウスに接種し，その腫瘍形成能の差について調
べた．なおZHBTc4 株をES 細胞のteratoma 形成能のポジティブコン
トロールとした．
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構解明は，ES 細胞を利用した再生医療実現化には欠
かせぬテーマだと考えられる．そのような中私は今回
の研究において，ES 細胞の持つ自己複製能と腫瘍性
という2つの固有の性質を分離することに成功した．
さらにその腫瘍性維持にはUTF1 遺伝子が重要な寄与
をしていることを示すようなデータを得た．このこ
とは今後のES 細胞を利用した再生医療の実現への一
歩になると期待している．今後はUTF1ノックアウト
ES 細胞を樹立することで，ES 細胞の腫瘍形成能と
UTF1の関連について直接的な証拠が得られればと考
えている．
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学内グラント  終了時報告書

1)埼玉医科大学　保健医療学部　看護学科
2)埼玉医科大学　保健医療学部　医用生体工学科

1．緒言

　メタボリックシンドロームは，インスリン抵抗
性，動脈硬化惹起性リポ蛋白異常，血圧高値を個人
に合併する心血管病易発症状態であり，世界的にも
心血管病の予防対策として重要視されている．メタ
ボリックシンドロームの診断基準については，World 
Health Organization（WHO）やNational Cholesterol 
Education Program（NCEP）の基準とは別に，日本に
おいても2005年に発表されている（日本内科学会雑
誌 ;94(4):188-203）．メタボリックシンドロームの病態
の中でも主要な項目として内臓脂肪蓄積が挙げられて
おり，内臓脂肪蓄積の指標としてWHO基準ではBMI
やウエスト／ヒップ比，NCEP基準ではウエスト周
囲径が用いられている．日本では，可能な限りCTス
キャンなどにより腹腔内脂肪量測定を行うことが望ま
しいとしながらも，できるだけ簡便でかつ病態を反映
し保健指導に用いることができるウエスト周囲径（腹
囲）が採用された．腹囲はメタボリックシンドローム
の診断基準の必須項目として位置づけられ，2008年
度より開始となった特定健診においても，巻尺を使
用した腹囲の計測が主要な検査項目として実施され
ている．　　
　しかし，日本のメタボリックシンドローム診断基準
では，腹囲の測定について「立位・軽呼気時・臍レベ
ルで測定する」とされており，さらに「脂肪蓄積が著明
で臍が下方に偏位している場合は肋骨下縁と前上腸骨
棘の中点の高さで測定する」ともつけ加えられている．
つまり，腹部の形状によっては臍高腹囲が内臓脂肪蓄
積を反映しない可能性が考えられ，測定部位の選択は
測定者の判断に任せられているといえる．また，巻尺

で計測するという方法は，一見簡便なようであるが，
測定者間差がみられたり，故意に腹部をへこませるこ
とが可能であるという問題点が指摘されている（臨床
病理 2007;55(12):1097-102）．さらに，測定を受ける被
験者としても，腹囲測定に対して抵抗を感じやすいこ
とや，腹部の露出が不可欠であり羞恥心を伴うことも
指摘されている．このような測定者，被験者双方の問
題点を解消するために，腹部の露出や測定者との接触
が少なく，正確な腹囲を簡便に計測できる方法を確立
することは，メタボリックシンドローム対策を進める
上で重要な課題であると考えられる．
　研究分担者らはこれまで，MEMSミラーを用いた
「3D-MEMSスキャナ（Proc.SPIE 2007;67620B:1-6）」の
開発や，光セクショニング法を応用した「下肢の形状
計測装置（埼玉医科大学看護学科紀要 2007;1(1):61-4）」
の製作を行ってきた．今回は，メタボリックシンド
ローム診断に必要な腹囲測定法の標準化を目指し，従
来の巻尺による接触方式ではなく，接触による対象者
の不快感や羞恥心に配慮した非接触方式の，短時間で
より正確な光3D腹囲計測装置の開発を目標とした．

2．メタボリックシンドローム診断のための腹部評価法
　 ～周囲長，断面積および容積の導出～

　光三次元測定技術を用いれば，被験者の腹部の周
囲長，断面積および容積を容易に測定することがで
きる．その測定手法には光セクショニング法や格子パ
ターン投影法などが提案されているが，これらの方法
を用いた測定装置は，極めて高価で家庭に1台設置で
きるとはとても言えないのが現状である．このような
現状をブレークスルーするために，我々のグループは
安価で非侵襲にかつだれでも簡易に測定できる手法の
開発に主眼をおいて研究開発を行ってきた．今回の研
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図2. 被写体（トルソ像）．

究によって，特許出願の可能性が生じたことにより，
本報告書では詳しい測定原理の掲載を控えさせていた
だいている．測定法の原理は学内グラント終了後報告
で詳しく掲載する予定である．
　我々が提案する手法を使用すれば，図 1における腹
部中央の点Oからの長さをr (θ )とすると，任意の角
度θにおける腹部表面の座標 xとyは，

と表すことができ，図 1のように表示できる．このと
き，点Oは測定装置の座標系の中心点としている．腹
部の周囲長Lと腹部の断面積Sは，

と表すことができる．さらに，図1のz軸方向にも断面
積を微小幅dzで積分すると，腹部の体積Vは，

と表すことができる．

3 . 基礎実験，実験結果とその考察

　基礎実験を行うために，図 2に示したダミー人形
（トルソ女子（小） 55cm，世界堂）の腹部を測定した．
特許出願を検討しているため，基礎実験光学系の掲

載は控えさせていただいている．式（1）および（2）を
用いて計算すると，図 3の座標を取得できる．この図
から腹部の形状が容易に推定できる．式（3）および（4）
より腹囲の長さとその断面積は，L＝49.8 cmおよび
S＝199.7 cm2と計算された．
　一方で，巻尺を用いてダミー人形の腹部の周囲長を
測定した．5名の測定者が5回測定したときの平均値
はL＝48.9±0.4 cmであった．基礎実験の光学系では，
誤差が積分されたことから，巻尺測定との差が出たと
考えられるが，本計測法の有効性は確認できた．

4．実応用に向けた腹部測定，実験結果とその考察

　上記の基礎実験を踏まえて，実応用に向けた光学系
を作製した．作製した光学系は，特許出願の関係から
こちらも終了時報告書では示すことを控えさせていた
だいている．本測定法によって推定された腹部の断面
形状を図 4（灰色の実線）に示す．測定対象は3章と同
様のダミー人形を用いた．式（3）および（4）より腹部
の周囲長L＝48.9 cm，断面積S＝195.8 cm2となった．
　3章で測定した断面図（黒色の実線）と照らし合わせ
てみると実応用に向けた光学系で測定した腹部の方
が一回り小さくなった．これは，実応用の光学系で実
施した結果に誤差が生じたのではなくて，むしろ基礎
実験の光学系の方が，誤差量が大きくなってしまった
ことを示している．測定過程で誤差量が積分されてし
まったことが主な原因と考えられる．このことは，腹
囲長を巻尺で測定した結果からも理解できる．一方
で，形状に関して言えば，サンプリングの問題から基
礎実験光学系で得られた黒色の実線の結果のほうが実

図1.  解析されたデータ．
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際の形状をより反映していると考えられる．

5．結言

　今回，メタボリックシンドローム診断に必要な腹
部の新しい評価法となるように光三次元計測技術を
用いた腹部の周囲長，断面積および体積の測定法を提
案し，ダミー人形を用いて腹部の周囲長と断面積の測
定を行った．基礎実験および実応用に向けた光学系を
それぞれ構築した．現状は，未だ測定装置の自動化に
までは至っておらず，光学定盤で実験している段階で
ある．自動化と装置化が達成されれば，本研究で提案
された測定装置は，臨床応用にも十分対応できると期
待している．
　今後は，誤差要因を突き止めて，誤差を抑えられる

ように装置化を進めていく．さらに腹部の周囲長，断
面積だけでなく，体積情報も同時に取得できる装置に
した上で，人体のデータも測定していく予定である．

謝辞

　実験光学系の作製およびデータ収集に際しご尽
力いただきました，医用生体工学科オプトメカトロニ
クス実験室の坂本祐希さん（4年生）に深く感謝申し上
げます．

研究成果リスト

　現時点での論文，学会発表はないが，測定原理を特
許出願する予定である．

図3. ダミー人形の腹部の断面形状． 図4. ダミー人形の腹部断面形状の比較．
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緒言

　悪性腫瘍は自己から発生するにもかかわらず，その
異常に起因する種々の抗原を発現するため本来は免
疫機構によって拒絶されると考えられている．しかし
臨床症状を発症する悪性腫瘍は，自己の免疫による拒
絶機構を“すり抜けて” 増殖し続ける．また近年，外科
手術，抗癌化学療法，放射線療法を組み合わせた集学
的治療の効果により，神経芽腫を中心とした小児固形
腫瘍領域で患者の生存期間が延長したが，いまだに
治療中に腫瘍増殖が加速して治療の効果を上回り最
終的に死亡に至る症例は後を絶たない．悪性腫瘍にお
ける免疫機構と腫瘍増殖の関係の詳細な解明は，悪性
腫瘍に対する有効な根治法の開発に不可欠である．小
児外科領域で頻度の高い固形腫瘍である進行神経芽
腫においても，新たな治療の試みとして腫瘍細胞に対
する宿主の免疫反応を誘導する免疫療法の確立が試み
られている．中でも腫瘍抗原を用いて自己の樹状細胞

（Dendritic cell: DC）の抗原提示を誘導するいわゆる腫
瘍ワクチン療法は，臨床試験や動物を用いた実験でも
報告されているが 1-3)，広く臨床に普及するまでの効果
は得られていない．
　腫瘍免疫における基礎的研究を中心に，悪性腫瘍
に 対 す る 免 疫 応 答 に はDCやMacrophageな ど 自 然
免疫系の貪食細胞が深く関与していることが明らか
にされるようになってきた．ある抗原に対して，免
疫反応が抑制され拒絶されない状態を免疫寛容と呼
ぶ．近年悪性腫瘍の増殖に関しても近年悪性腫瘍に対
する免疫応答回避の機構のひとつとして悪性腫瘍組
織に対する免疫寛容を誘導する機構の存在が提唱さ
れている．DCは腫瘍抗原を取り込んで抗原提示する
ことで腫瘍細胞に対する細胞障害性 T 細胞（Cytotoxic 
T Lymphocyte: CTL）を誘導するが，一方で免疫寛容
を誘導するDCも存在する 4)．さらに腫瘍組織に浸潤

したMacrophageである腫瘍関連 Macrophage（TAM: 
Tumor Associated Macrophage）が悪性腫瘍の増殖に
関与することが明らかになってきた 5)．悪性腫瘍は一
部細胞死をきたし排除処理されながら宿主の腫瘍排
除機構を逸脱して増殖を繰り返すことから，DC,TAM
などの貪食細胞による死細胞処理と腫瘍に対する免
疫反応誘導との関連が推定される．また食細胞が抗原
細胞を貪食した結果起こる免疫事象は，貪食細胞に
貪食される抗原を持つ細胞の状態（たとえば死細胞が
apoptosisによるものか，necrosisによるものか）が大
きく関与している可能性がある 6)．G Kroemerらは各
種抗癌化学療法剤を用いて細胞死を誘導した腫瘍細胞
を用いてマウスにワクチンを行うと，抗癌剤の種類に
より抗腫瘍免疫反応が誘導される場合と反応が誘導
できない場合があることを示した 7)．抗癌剤の作用機
序により誘導される細胞死に差異があり，結果として
引き起こされる免疫反応に差異が生じることが示唆
された 7)．現在主流となっている集学的治療で使用さ
れる抗悪性腫瘍薬の中には腫瘍免疫反応上有利なもの
と不利なものがある可能性を強く示唆している．
　小児進行神経芽腫において各種治療により細胞死が
誘導された際に貪食細胞に腫瘍細胞が貪食され処理さ
れた結果起こる免疫反応は図 1のような可能性（仮説）
が考えられる．特に治療に使用される抗悪性腫瘍薬が
引き起こす腫瘍細胞の細胞死が免疫反応を誘導する
のか，免疫寛容を誘導するのかを検討することは，よ
りqualityの高い新しい集学的治療のプロトコールを作
成することに大きく貢献できる．さらに抗癌剤，放射
線治療などの腫瘍細胞死を誘導する治療においてその
死細胞処理の結果起こる免疫反応のメカニズムを解析
することで新しい抗癌免疫療法の開発に役立つと考え
られる．
　本研究ではマウス神経芽腫モデルを確立した．In 
vitroでの神経芽腫細胞死誘導法を確立し，in vivo, in 
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図1. 腫瘍死細胞の貪食を介した免疫反応（仮説）．

vitro 両面から神経芽腫モデルでの免疫応答を解明
することを目指した．

材料と方法

・マウス神経芽腫細胞株
　　マ ウ ス 由 来 神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 株 Neuro-2a
（ATCCTM/ 住商ファーマインターナショナル）を，
10％FBS （ATCCTM）, 1％ Penicillin-Streptomycin 

（GIBCOTM）を添加したMinimum Essential Medium 
Eagle（ATCCTM）中で37.0℃・5％ CO2 下で培養した．
培養 dishに接着したNeuro-2a 細胞はPBSで洗浄した
のちTrypsin（0.25％）-EDTA（1 mmol）（和光純薬）
を添加し5 分後に10％FCSを含む培地で反応を停止
し，細胞懸濁液とした．

・実験動物
　　8〜12週齢雌A/J mouse （日本SLC）を埼玉医科大

学総合医療センター研究部動物実験施設において固
形飼料および水を自由に摂取できる状況下で飼育管
理を行い実験に使用した．

・薬剤
	 　Doxiorubicin hydrochloride（Sigma-Aldrich）は

蒸留水で溶解して10 mg/ml 溶液として凍結保存
した．Bafilomycin A1（和光純薬）はDMSO（Sigma）
で100 μmol/lとし て 保 存 し た．Cisplatin（ シ ス プ
ラチン注）[マルコ]R（ヤクルト）は遮光下に4℃保
存．Vincristine（オンコビン注射用 R）は滅菌蒸留水
で1 mg/mlに溶解し保存した．各薬剤とも凍結保存
または4℃で保存の上，適宜 Neuro-2a 培養用培地を
用いて適切な濃度に希釈し培養系培地に添加した．

・Cell surviving detection
	 　Neuro-2a培養系において，各種濃度のDoxiorubicin，

Bafilomycin A1，Cisplatin，Vincristineを添加し，1

〜3 日間 37.0℃・5％ CO2 下で培養した際のNeuro-2a
細胞の生存率を細胞毒性測定用試薬 Cell Counting 
Kit- 8 (Dojindo)を 用 い て 測 定 し た．2X105/ml の
Neuro-2a 細胞懸濁液を90 μl/wellずつ96well plateに
播種し，37.0℃・5％ CO2 下で24 時間培養後，各種
薬剤を目的の最終濃度の10 倍になるように細胞培
地で希釈し10 μl/wellずつ添加した．Doxiorubicin
は 24 時間，Bafilomycin A1 は 48 時間，Cisplatin，
Vincristineは72 時 間 同 条 件 で 培 養 し た 後，Cell 
Counting Kit-8溶液を10 μl/wellずつ添加，37.0℃・5％ 
CO2 下で約 1 時間の呈色反応を行い，450 nmの吸光
度を測定した．各種薬剤を加えなかったwellでの細
胞生存率を100％として，各濃度での細胞生存率を
測定した．

・FACSによるApoptosis 解析
　　24 時間 37.0 ℃・5 ％ CO2 下で培養したNeuro-2a

細 胞 培 養 系 にDoxiorubicin （final conc.:5 μM），
Bafilomycin A1 （final conc.:0.1 μM），Cisplatin （final 
conc.:50 μg/ml），Vincristine（final conc.:0.1 μg/ml)，
を 添 加 し た．さ ら に37.0 ℃・5％CO2 下 で 培 養

（Doxiorubicin （24 hr），Bafilomycin A1 （24 hr），
Cisplatin （72 hr），Vincristine（72 hr））した後，全細
胞を回収した．BioVision Annexin V-FITC Apoptosis 
Detection Kitを用いてAnnexinV，およびPIで染色
したのちFACSを用いてAnnexinV 染色陽性細胞の有
無を評価し，各種薬剤でNeuro-2aにApoptosisが誘
導されていることを確認した．

・神経芽腫死細胞を用いたワクチン効果
　　上記実験と同様に24 時間 37.0℃・5％ CO2 下で培

養しにDoxiorubicin (final conc.:5 μM)を添加し，さ
らに24 時間培養を継続してApoptosisを誘導した
Neuro-2a 細 胞 を1X106 cells/100 μlのPBS 懸 濁 液 と
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し，全身麻酔下のマウスの両下肢 foot padに接種
した．対照群は細胞を含まないPBS 溶液 100 μlをマ
ウスの両下肢 foot padに接種した．1回目の接種から
7 日目に同様にApoptosis 誘導した細胞を接種した．
さらに7 日後に薬剤処理を行っていないNeuro-2a 細
胞を1X106 cellsマウス背部皮下に接種し（図 2）マウ
スの生存期間を対照群と比較した．

結果

　マウス神経芽腫細胞 Neuro-2aは，各種抗悪性腫瘍
薬により，濃度依存性に細胞死が誘導された（図 3）．

Doxorubicinで24 時間，Bafilomycinで48 時間，CDDP
およびVincristineでは72 時間の細胞培養下での薬剤作
用により腫瘍細胞死が誘導された．この結果をもとに
培養細胞に投与するそれぞれの薬剤濃度および培養時
間を決定した．
　各種薬剤を培養系に添加し培養を継続し，Annexin 
V 染色を行ってFACSを用いて解析すると，Neuro-2a
細胞の細胞死誘導過程でAnnexin V 陽性 PI 陽性細胞の
出現が確認され，本法によるNeuro-2a 細胞の細胞死に
おいてApoptosisが誘導されていることが確認された

（図4）．

図3. 各種薬剤添加後のNeuro-2a培養細胞生存率．

図2. Immunization実験プロトコール．
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　Doxiorubicinを 用 い てEx. vivoでApoptosis を 誘 導
したNeuro-2a 細胞を用いてマウスに免疫した後，マウ
ス背部に1X106 cellsの薬剤処理していないNeuro-2a 細
胞を接種すると，表 1に示したように，対照群として
PBSを投与したマウス群と比較してマウスの生存期間
が延長する傾向が認められた．

考察および研究成果

　小児進行神経芽腫は高度な集学的治療の発達により
生存期間延長が得られるようになったものの，現在も
長期にわたる治療の後に再発・進展を繰り返し結果的
に幼い命を奪われるケースは今も後を絶たない．加え
て集学的治療の発達の結果として問題となる治療後後
遺症や二次発がんの問題など，解決に向けて努力すべ
き問題は山積している．患児の免疫反応を惹起して抗
がん効果を得る免疫治療はより安全で患児の負担を軽
減し得る新しい治療法として期待されるが，即臨床に
応用するに値する確実な効果に関しては，まだまだ十
分とは言えない．現状を考慮すると，がんに対する免
疫療法の開発は，従来の集学的治療にとって代わる新
しい治療法としての開発を目指すことはもちろんのこ

と，従来の集学的治療との相乗効果を期待して，より
安全で高い効果が得られる併用治療としての位置づけ
のもと研究開発を進めることも重要と考え，本研究を
立案した．
　マウス実験系を用いて，神経芽腫に対する免疫反応
を評価し，抗がん免疫療法を開発するための実験系を
確立した．さらに担がん宿主にではなく，培養がん細
胞にEx. vivoで薬剤を投与することでApoptosisを誘導
することに成功した．さらにこの確立した実験系のも
と，免疫反応を惹起する細胞死を誘導する可能性が示
されているDoxorubicinを用いてApoptosisを誘導した
細胞を用いたワクチン療法が何らかの免疫系の機序
を介して，担がんマウスの生命予後を改善する可能
性が示された．さらに今後はマウスの生存期間延長を
もたらす免疫機序をDendritic cellとMacrophageとい
う自然免疫の中核を担う2 種の細胞に注目して解明し
ていく．また，担がんマウスの生存延長のみならず，
in vivoで形成した腫瘤の縮小・消失が得られるあたら
しい治療法としてのApoptosis 細胞投与法の開発を目
指して行く予定である．
　2009 年 7 月本学着任直後に本グラントに応募し，採
用して頂いたことにより早期に本学での研究を開始
することが可能となった．単年度研究としての採用と
なったため，今回はスタートアップとしての現時点ま
での研究成果報告ではあり，現時点で論文，学会発表，
特許出願等の研究成果はないが，今後も研究を継続し
さらに発展させていく予定である．幼くして重大な疾
患に罹患してしまった患児達のために少しでも貢献で
きる様，そして臨床治療に貢献できる様，さらなる研
究の継続を目指していきたい．

謝辞
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ました総合医療センター研究部の皆様に感謝いたしま
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表1. Dox.処理した細胞を用いた免疫効果（マウス生存期間）

		  Group			   N　　　Survival (days)	 　　Mean±S.D. (days)	

　Immunized with Doxorubicin Treated Cells	 4　　15　　33　　34　　35	 29.3±9.54

	 　　Control (PBS)		  4　　19　　21　　23　　40	 25.8±9.64
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動物の麻酔管理において御協力頂いた動物実験施設 
小山直基様，龍前真也様に深く感謝申し上げます．
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【緒言】

　NF-kBは炎症，細胞増殖，アポトーシスなど生命の
さまざまな機能を担う転写因子であり，その異常は悪
性腫瘍，とりわけリンパ球系細胞においてその腫瘍化
をひきおこす．NF-kB 阻害剤はリンパ球系腫瘍の分
子標的治療薬として注目されている 1)．ホジキンリン
パ腫はB 細胞由来の悪性腫瘍であり 2)，ホジキンリン
パ腫において知られている遺伝子異常のほとんどは
NF-κBの異常活性化に帰結される 3-5)（図 1）．これらの
細胞内シグナルは他のリンパ球系悪性腫瘍とも共通し
ており何がホジキンリンパ腫を特徴付けるもっとも重
要な異常なのかは未だ解明されていない．またNF-kB
は約 300 種の分子発現を調節しており，このなかには
細胞の増殖をひきおこすシグナルとアポトーシスを誘
導するシグナルという相反した機能も有する 6)．この
多面的な機能がいかに調節されているかも明らかと
なっていない．NF-kBの活性は，おもにその抑制因子
であるIkBにより調節されている 7)．IkBはIKKにより
リン酸化され，リン酸化されたIkBはユビキチン─プ
ロテアソーム系で分解される．この結果，NF-kBは核
へ移行しDNAと結合可能となる．IkBはまた，NF-kB
により転写調節されている．すなわちIkBはNF-kBの
ネガティブフィードバック経路として働く 8)．このた
めNF-kB-IkB 複合体は図 2のように細胞質─核内移動
を繰り返す”oscillation”（振動）という現象がみられる
ことが明らかになってきた 9)．近年，この現象はシス
テム生物学的研究によるシミュレーションを含めて詳
細に検討され，oscillationのパターンの違いにより転
写される遺伝子群に違いがあることが示されてきた．
本研究ではホジキンリンパ腫におけるNF-kBシグナ
ル伝達機構の重要性について検討するため，シグナル

経路構成分子の発現と活性化について検討し，さら
にNF-kBのoscillationについて検討することを目的と
した．

【材料と方法】

①ホジキンリンパ腫培養細胞株におけるNF-kBシグナ
ル伝達経路構成分子の発現

平成 21 年度　学内グラント報告書

ホジキンリンパ腫における転写因子

NF-κB 分子の細胞質─核内振動の役割

研究代表者　豊住　康夫（埼玉医科大学　総合医療センター　病理部）

研究分担者　田丸　淳一 1)，東　守洋 1)，木崎　昌弘 2)

図 1. ホジキンリンパ腫とNF-κBシグナリング．種々のシグ
ナルがNF-κB活性化に帰結する．
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　　ホジキンリンパ腫培養細胞株4種（HDLM-2, L540, 
KM-H2, L428 細胞）と対照として4種の非ホジキン
リンパ腫細胞株を用いWestern Blotで検討した．
用いた抗体はIkBα，p65, phospho-p65, c-Rel, p105, 
hMAML-1, hMAML-2, hMAML-3．それぞれ培養細胞
をLaemli’s bufferでタンパク抽出後，30 ugをアプラ
イしSDS-PAGE，PVDF膜に転写後行った．

②ホジキンリンパ腫培養細胞株におけるNF-kBの細胞
内局在の検討1

　　c-Relに対する抗体を用い，各種培養細胞株のセル
ブロックを作成し，免疫染色で検討した．

③ホジキンリンパ腫培養細胞株におけるNF-kBの細胞	
内局在の検討2

　　ホジキンリンパ腫培養細胞株からのタンパクを核
画分，細胞質画分にわけWestern blotで検討した．

④ホジキンリンパ腫培養細胞株におけるNF-kB 活性の
検討

　　NF-kB binding siteの合成オリゴDNAをprobeと
し，electromobility shift assay（EMSA）でNF-kBの活
性状態を検討した．

【結果】

① ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 培 養 細 胞 株 4 種 の う ち
HDLM-2, KM-H2, L428に はIkB α の 発 現 が 見 ら れ
なかった．その他のNF-kBシグナル経路構成分子

（p65, phospho-p65, c-Rel, p105, hMAML-1, hMAML-2, 
hMAML-3）はいずれも発現が見られた．

②ホジキンリンパ腫培養細胞株におけるNF-kBの細胞
内局在の検討1

　　c-Relに対する抗体を用い，各種培養細胞株のセル

ブロックを作成し，免疫染色で検討した（図 2）．い
ずれの細胞株でもWestern blotと同様，c-Relの発現
がみられたが，細胞内局在としては細胞質内，核細
胞質内，核内の3 種のパターンが見出された．また
細胞株間によりその局在パターンに差がみられた．
現在定量的な解析を試みている．

③ホジキンリンパ腫培養細胞株におけるNF-kBの細胞
内局在の検討2

　　ホジキンリンパ腫培養細胞株からのタンパクを
核画分，細胞質画分にわけWestern blotで検討した．
対象となるHeLa 細胞ではTNF-α刺激で経時的に
NF-kB 核移行がみられたが，ホジキンリンパ腫細胞
株KM-H2では恒常的に核に存在していた（図3）．

④ホジキンリンパ腫培養細胞株におけるNF-kB 活性の
検討

　　対象となるHeLa 細胞ではTNF-α刺激で経時的
にNF-kB 活性化がみられたが，ホジキンリンパ腫
細胞株 KM-H2では恒常的に活性化していた．また
KM-H2ではc-Rel抗体でsupershiftがみられ，DNA結
合 NF-kB 複合体にはc-Relが存在することが見出さ
れた（図4）．

【考察】

　ホジキンリンパ腫細胞株でNF-kBシグナル伝達経路
の発現，細胞内局在，活性化を検出可能となり，今後
のホジキンリンパ腫におけるNF-kBシグナル経路の役
割について解析しうる準備ができたことは意義深い成
果と考えられる．本研究は単年度研究として許可を受
けたため，現時点での研究成果をもって終了時報告と
するが，現在ホジキンリンパ腫におけるNF-kB 活性化

図2. 各種リンパ腫培養細胞株におけるc-Relの発現．セルブロック作成後，免疫染色を行った．
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機構について，その調節分子の関わりと細胞質 - 核内
oscillationを研究中であるため，これらの成果を含め
て改めて終了後報告で説明したい．現時点での論文，
学会発表，特許出願などはない．
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緒言

　悪性リンパ腫は本邦において増加の一途をたどる
悪性腫瘍のひとつである．われわれは以前より，悪性
リンパ腫の診断ならびに研究・治療を行ってきた．
　一方，ヒトCold shock proteinファミリーはdbpA, 
YB-1, dbpCの3つが知られており，その中央に大腸菌
で保存されているCold shock domainとよばれる機能
ドメインを有するのが特徴である（図 1）．ヒトにおい
てYB-1がMDR 遺伝子の転写制御を行うことから，癌
の薬剤耐性の観点から主に解析が進んでいる．しかし
ながらdbpAの機能はほとんどわかっていないのが実
情である．そこでdbpAの機能を探る上でも，悪性リン
パ腫の発生機序および病態の理解において，きわめて
有用であると考えられる．

材料と方法

症　例：正常リンパ組織はヒト扁桃を用い，悪性リン
パ腫症例は埼玉医科大学総合医療センター病理部に提
出された検体を用いた．本解析に際し，当院倫理委員

会に承認されている（埼玉医科大学総合医療センター
倫理委員会No.246）．
免疫組織染色：dbpAに対する免疫染色を行い，10％
以上の腫瘍細胞に陽性であった症例を陽性とした．
培 養 細 胞： ヒ ト 悪 性 リ ン パ 腫 由 来 培 養 株 細 胞 株

（HDLM-2, L428, L540, KM-H2, SU-DHL-1, Karpass 
299, Raji, HT, Jurkat）は10 ％ 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（なお培養細胞に関する実験は東京大学大学
院新領域創成科学研究科渡邉俊樹教授との共同研究で
ある）．また遺伝子導入に際しては，BTX 社 ECM600
を用いて行った．
抗体：ヒトdbpAに対する抗体は，ヒトdbpAのC 末端
14アミノ酸（TENPAPPTQQSSAE）をウサギに免疫し
樹立した．
ベクター：pIRES-AcGFP（Clontech 社）をBamHIで切
断し，平滑末端化したのち，pcDNA3.1-dbpA（順天堂
大学医学部病理・腫瘍学 樋野興夫教授より供与）の
dbpAのコート領域を挿入し，発現ベクターとした．配
列はシークエンサーにて確認した．

結果

　ヒトdbpAに対する抗体を用い，正常リンパ組織で
の組織発現を検討した．その結果，活性化リンパ球の
指標とされるCD30の発現パターンとdbpAの発現パ
ターンが類似していることを見出した（図 2）．次に当
院の悪性リンパ腫症例，約 500 例を用いてdbpAの発現
解析を行い，WHO 分類（第 3 版）に則った亜型別の発
現頻度を検討した．その結果，CD30 陽性の悪性リン
パ腫であるHodgkinリンパ腫ならびに未分化大細胞
リンパ腫において高い頻度で発現していることを見
出した．Hodgkinリンパ腫：44/69（64％），未分化大
細胞リンパ腫：5/12（42％）であった．一方，もっとも

平成 21 年度　学内グラント報告書

Cold shock protein ファミリー dbpA の悪性リンパ腫の

病態発生における役割

研究代表者　東　守洋（埼玉医科大学　総合医療センター　病理部）

研究分担者　田丸　淳一 1)，得平　道英 2)，川野　竜太郎 3)

図1. Cold shock domainファミリーの遺伝子の構造図．
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多いリンパ腫の疾患単位であるびまん性大細胞型 B 細
胞性リンパ腫 DLBCLでは36/225（16％)で，CD30 陽
性のリンパ腫に比べて低率であった．
　DLBCLにおいてdbpAの発現と予後との検索から，
その発現が予後不良因子となることを新たに見出
した．現時点でdbpAの発現におけるDLBCLの亜型別

（GCB：（Germinal center B-cell）型やnon-GCB型など），
EBV 感染やBCL6, p53, BCL2などとのマーカーの相関
は見出されていない．
　dbpAの発現を種々の悪性リンパ腫細胞株でスク
リーニングした結果，多くのリンパ腫細胞に発現が
みられるが，HDLM-2, L428 細胞株においてdbpAの
発現がみられないことを見出した（図 3）．次にこれら
の細胞に安定的にdbpAを発現する細胞株を樹立した

（図4）．

考察
　本研究では主に，ヒトリンパ系組織，悪性リンパ腫
症例ならびにヒトリンパ腫細胞株を用いてdbpAの機

能解析を行った．その結果，dbpAがCD30 陽性の種々
のリンパ腫において高率に発現することを見出し，
CD30を介したシグナル伝達経路へのdbpAの関与が示
唆された．こうしたことからHodgkinリンパ腫を中心
としたCD30 陽性におけるdbpAの関わりを介してリン
パ腫発生機構に重要な役割を有していることを見いだ
せたことは意義深い．今後はさらに遺伝子発現の網羅
的解析を通じて，dbpAの発現に伴う遺伝子発現のプ
ロファイリングを行う．
　一方でDLBCLは悪性リンパ腫の中で最も多い亜型
であり，その病因ならびに病態においてヘテロな疾患
群である．われわれは，DLBCLにおいてdbpAの発現
がその予後との相関することを見出した．DLBCLに
おけるdbpAの発現の意義を今後は疾患モデルの作製
などを通じて行う予定である．
　本研究の推進はリンパ腫，とりわけHodgkinリンパ
腫を含めたCD30 陽性のリンパ系腫瘍の病態の解明な
らびに分子標的を用いた治療戦略の新しい道を切り開
くものと期待される．

図 2. ヒト扁桃組織におけるdbpAとCD30の免疫染色の結果．濾胞内および濾胞間領域，一部濾胞内に散在性に陽性細胞が観
察され，両者の分布の類似が認められた．またdbpAは血管の一部にも陽性像を認めた．

図 3. 悪性リンパ腫細胞株におけるdbpAのタンパク発現の
結果．HDLM-2ならびにL428ではdbpAの発現が認められな
かった．

図 4.dbpA発現安定細胞株の図．① DNAなし，② pIRES-
AcGFP，③pIRES-AcGFP-dbpA．
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緒言

　T 細胞やB 細胞の表面には，抗原分子を認識して
細胞内にシグナルを伝えるT 細胞レセプター（T cell 
receptor: TCR）が存在する 1)．シグナルは，細胞膜から
細胞質を経て核へと伝達され，増殖，分化，アポトー
シスなど実に様々な細胞応答を誘導し，その結果様々
に細胞の運命が決定される 2-5)．この違いはシグナルの
強度，持続時間，補助シグナルの有無により決定さ
れると考えられている6-10)．
　例えば，胸腺では，未熟なT 細胞がTCRと自己ペプ
チドの親和性の違いにより，分化成熟していく4,6-9)．骨
髄から胸腺に遊走してきた未熟 T 細胞は，最初はCD4, 
CD8いずれも発現していないDN（ダブルネガティ
ブ）細胞であるが，その後 CD4, CD8どちらも発現し
ているDP（ダブルポジティブ）細胞へと分化し，正の
選択，負の選択の対象になる．これらの選択はTCRと，
胸腺上皮上に提示された自己 major histocompatibility 
complex（MHC）及び自己ペプチド断片の複合体との
親和性を指標に行われる．つまり，TCRが親和性の
強いリガンド（MHC ＋自己ペプチド）と出会った場
合は負の選択によりアポトーシスを引き起こし細胞
は死滅する．また，親和性が弱い場合は正の選択によ
りデフォルト死を回避して生き残る 2)．このような選
択機構を通り抜けて生き残った細胞のみCD4, CD8SP

（シングルポジティブ）細胞へと分化し，末梢へ遊走
する事ができるようになる．したがって，TCRからの
シグナルをpositive もしくは，negativeに制御している
しくみを明らかにする事は，T 細胞の運命を理解する
上で非常に重要である．
　近年，レセプターからのシグナル伝達は，非常に複
雑なネットワ－クを形成し，調節されていることが
明らかになってきた．そこには，シグナルを受け取る
レセプターと，シグナルを伝えるリン酸化酵素，司令
塔の役割を担う膜型アダプター分子の3つが中心とな

り，核内の遺伝子発現を制御する転写因子を動かし
ていると考えられている．レセプターからのシグナル
においてアダプター分子は，様々なシグナル伝達分子
群と結合し，シグナル伝達の顕著な効率化，及び経路
の分岐等に重要な役割を果たす分子である 10)．そこで
我々は，シグナルネットワークを形成するメンバーの
一 つ で あ るSHP-2 interacting transmembrane adaptor 
protein （SIT）が胸腺細胞に強く発現されていること
に着目して研究を進めた．SITは膜型のアダプター分
子であり，シグナルの負の制御への関与が推測され
ているが，機能はまだほとんどわかっていない 11-14)．
SITは短い（22アミノ酸残基）細胞外部と長い細胞質
部を持ち，ホモダイマーを形成するタンパク分子で15），
C-terminal src kinase （Csk）, growth factor receptor 
binding protein 2 （Grb2）, SH2-containing protein 
tyrosine phosphatase 2 （SHP2）等 を 結 合 し，nuclear 
factor of activated T cells  （NF-AT）活性を抑制するこ
とが明らかにされている．SHP2 結合部位に変異を入
れても，抑制機能は損なわれないのでどのような機構
で抑制作用が発現するかは明らかでないが，SITノッ
クアウトマウスにおいてT 細胞の正の選択が弱まり，
負の選択へシフトすることからTCRを介したシグナル
を何らかの形で抑制していることが報告されている．
一方で，TCRからのシグナル伝達を正に制御するこ
とが知られているLAT （linker of activation in T cells） 
は，SIT 同様膜型アダプター分子の一つで構造的にも
SITとよく似ている．TCRの抗原刺激で活性化された
ZAP-70によりリン酸化されるとphospholipase C-γ1 

（PLC-γ1）, grb2-related adaptor downstream of src  
（Gads）, Grb2 等と会合し，MAPK 経路，Ca2+ 動員のシ
グナル伝達に必須であることが示されており，解析が
進んでいる分子である 16-21)．そこで，LATはSITの鏡面
分子としての役割を持ち，LATは正，SITは負にTCR
シグナル伝達を制御しているのではないかと仮説を立
て，SITがTCRを介したシグナル伝達における役割を
LAT機能と比較しながら解析を行った． 
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材料と方法

1） 動物
　　C57BL/6（B6）マウスは日本CLEAより購入した．
2） 抗体
　　FITC 標 識 抗 TCRβ 抗 体（H57-597），FITC 標 識

抗 CD25 抗 体（7D4），PE 標 識 抗 B220 抗 体，PE 標
識 抗 CD44 抗 体 (IM-7)，PE-Cy5 標 識 streptavidin， 
PE-Cy7 標識 streptavidinは BD Biosciencesより購入
した．FITC 標識抗 CD8 抗体，FITC 標識抗 B220 抗
体はBioLegendより購入した．PE 標識抗 CD4 抗体，
PE 標識抗 TCRβ抗体（H57-597）はBeckman Coulter 

（Miami, FL, USA）より購入した．FITC 標識抗 CD4
抗体はeBioscienceより購入した．Biotin 標識 BSIT-1
～ 5，同標識抗 CD4 抗体（MT4），同標識抗 CD8 抗
体，Alexa Flour 647 標識 BSIT-1は我々の研究室で調
整した．

　　HRP 標識抗マウスIgG 抗体，抗 CD3 抗体（2C11），
抗リン酸化チロシン抗体（4G10）は同研究室で調整
した．

3） フローサイトメーター
　　胸腺細胞，脾臓細胞をそれぞれ 1〜10×105 個の

細胞に抗体を加えて氷中で30 分反応させ，氷冷
した staining buffer（0.5％ BSA, 0.02％ sodium azide 
含有 HBSS） で二回洗浄した．染色の際，抗体と 
Fcγ receptorとの非特異的結合を防ぐために，ラッ
ト抗マウスFcγ receptor（2.4G2） を加えた．染色
し た 細 胞 は，FACSCaliburま たFACSaria（Becton 
Dickinson）を用いて解析を行った． 

4） リン酸化の検出
　　24 穴 培 養 プ レ ー ト に10 μg//ml 抗 CD3 抗 体
（2C11）を一晩，4℃でコートさせ，5×106 個/well
に調製した細胞を加えた．1200 rpmで3 分遠心し，
細胞を抗体に密着させた．その後 37℃で5 分間反応
させ，5×TNE bufferを加え，反応を止めると同時
に細胞を溶解した．その後，遠心分離にて可溶性の
上清を分取し，免疫沈降用の抗体を加え，protein 
Gビーズを用いて免疫沈降させた．SDS-PAGEと
Western blottingは定法によって行った． 

結果

1） 脾細胞におけるSIT 発現
　　BSIT-1を用いてB6マウス脾細胞におけるSIT発現

をフローサイトメーターにて解析した．成獣 B6マウス
より脾臓を摘出しT細胞（TCRβ＋），B細胞（B220＋）
についてSIT 発現を解析した所，T 細胞では高発現
していることがわかった（図 1）．B 細胞においても
認められたがかすかだった．

2）T 細胞の各分化段階におけるSIT 発現
　　末 梢 のT 細 胞 でSITが 発 現 し て い る こ と が わ

かったため，次にT 細胞の各分化段階におけるSIT
の発現を調べた．T 細胞が分化・成熟する場所とし
て知られている胸腺より細胞を摘出し，CD4，CD8
に対する抗体でDN 細胞，DP 細胞，CD4SP 細胞，
CD8SP 細胞に染め分け，各分画におけるSITの発現
をフローサイトメーターで解析した（図 2）．その結
果全ての分画でSITの発現は見られたが，DN 細胞
では低く，DP 細胞で最大となり，SP 細胞になると
低下するということがわかった．特にSP 細胞では
CD4SP 細胞でのSIT 発現はSD8SPのSIT 発現より高
かった．

　　さらに，TCR 遺伝子の再構成のシグナルはDN
細胞の時期に入るのでDN 細胞について，CD25と
CD44に対する抗体でDN1 ～ 4に染め分け詳しく解
析した 2)（図 3）．その結果，DN1ではほとんど発現
は見られないが，DN2になると，かすかに発現し始
めた．TCRβ鎖の遺伝子再構成が行われ，T 細胞分
化のチェックポイントとなるβ選択のシグナルが
入るDN3で高くなり，TCRα鎖の遺伝子再構成が行
われるDN4でさらに高くなった．さらに，DN4の次
のステージであるDP 細胞と比較すると，T 細胞の
クローン選択に非常に重要な正の選択，負の選択の
シグナルが入るDPでSIT 発現は最大となるというこ
とが明らかになった．

3）胸腺におけるT 細胞の最終分化に伴うSIT 発現
　　T 細胞分化において，DP 細胞の時期に正の選択

により自己ペプチドとMHCの複合体と弱く反応
するクローンが選ばれCD4もしくはCD8SP 細胞へ
分化する細胞の運命が決定されると，髄質へと遊走

図1. 
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し髄質の抗原提示細胞により異所的に発現し，提示
された自己ペプチドと強く反応するクローンを除く
負の選択が行われる．この2つのチェックポイント
を通過するとCD4/8どちらか一方の発現が抑えられ
残りの一方を発現するSP 細胞へと分化する．そこ
で，正の選択により運命決定がなされた後のT 細胞
の最終分化にともなうSITの発現量の変化をフロー
サイトメーターにて解析した（図 4）．B6マウスから
胸腺を摘出し，CD4とCD8に対する抗体で染め分け，
正の選択が終了したばかりの細胞から，最終分化を
終えた細胞まで細かくゲートをかけ，SITの発現の
推移を解析した．図4より，CD4への分化が決定した
細胞について，正の選択を終えたばかりのまだCD8
を高く発現している細胞でSITの発現は高く，その
後最終分化を受けCD8の発現がほとんどなくなると
SITの発現は低くなることがわかった．CD8への分

化が決定した細胞についても同様に，正の選択を受
けた直後ではSIT発現は高く，CD4の発現が低下する
とSIT 発現も低下することがわかった．このことか
ら，SIT 発現はT 細胞の最終分化にともなって低下
することがわかった．

4）TCR 刺激に伴うSITリン酸化
　　SIT 発現がTCR 刺激に伴って増加したため，TCR

刺激に伴うSITのリン酸化をWestern blottingにて
確認した．B6マウスより胸腺を摘出し抗 CD3 抗体

（2C11）で刺激後，BSIT-2でSIT 分子を免疫沈降し
SDS-PAGEで展開しWestern blottingにて抗リン酸
化チロシン抗体（4G10）を用いてSITのリン酸化を検
出したところ，同様に処理したLATはリン酸化され
ている一方で，SITは刺激前から強くリン酸化された
状態で存在し刺激に応じた新たなリン酸化は検出さ
れなかった（図5）．

図2. 

図3. 
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考察

　T細胞は抗原提示分子であるmajor hitstocompatibility 
complex（MHC）分子上に提示された抗原をCD4や
CD8のような補助レセプターと共にTCRを介して認識
する．TCRを介したシグナル伝達はそのシグナルの伝
わり方により，増殖，分化，アポトーシス，サイトカ
イン産生等，全く異なった細胞の運命が決定される．
近年，SIT 同様，膜型のアダプター分子であるLATが
TCRを介したシグナル伝達において中心的な役割を担
う分子として注目されている．LATはT 細胞の分化に
必要不可欠であることが示されており，TCRがMHC
上に提示された自己ペプチドを認識する際にZAP-70
によりリン酸化され，SLP-76やPLC-γ, Gads, Grb2な
ど様々なシグナル伝達分子を結合することでシグナル
伝達の効率化に寄与している19-20)．
　SITはTCRを介したシグナル伝達を負に制御する
という点で，LATと異なっている．腫瘍細胞を用いた

実験でSITを過剰発現させるとNF-ATの活性が低下
することや，SITノックアウトマウスにおいて正の選
択から負の選択にシフトする傾向が見られることから
TCRを介したシグナル伝達を負に制御すること考えら
れるが，詳しい制御のメカニズムは明らかになってい
ない11, 13)．
　そこで，本研究ではリンパ球におけるSITの発現
を解析した結果，SITは主にT 細胞に発現しているこ
とがわかった．T 細胞の分化段階におけるSITの発現
を解析した所，TCRβ鎖の遺伝子再構成が行われβ
選択のシグナルが入るDN3，TCRα鎖の再構成が行
われるDN4と分化が進むにつれて高くなり，T 細胞
のクローン選択に重要な正，負の選択のシグナルが
入るDP細胞でSITの発現は最大になった．TCR（CD3）
に刺激を入れてもSITのリン酸化に差異が見られな
かったことから，SITは構成的にリン酸化を受けた状
態で存在し，β選択や正，負のシグナルが入った時に
他のシグナル伝達分子を会合することでシグナル伝
達を行う場所を作出したり，TRIM（TCR-interecting 
molecule）と協調することでシグナルの強さや長さを
調節しているのではないかと考えている22, 23）．SITがT
細胞分化のどの段階で機能しているのかを解決するた
めには，ある段階で分化が止まっているような遺伝子
改変マウス（RAG2（−/−）マウスやTCRα鎖（−/−）
マウス）や正もしくは負の選択のみ起こるようなTCR
トランスジェニックマウスを用いてSITの発現やリン
酸化，会合する分子について解析をしていく必要が
あると考えられる．
　本研究より，SITがT 細胞のクローン選択の時期に
相関して発現していることが明らかになった．細胞の

図4. 図5. 
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外から刺激を加えてもSITのリン酸化に優位な差は見
られなったことから，構成的にリン酸化を受けること
で，遺伝子再構成に関係するシグナルや抗原レセプ
ターのシグナルを制御することに関わっているのでは
ないかと考えている．詳しい制御のメカニズムは解明
しきれなかったが，複雑なシグナルネットワークの一
つを構成する分子としてのSITについて知見を増やす
ことができた．残された疑問を明らかにするため，今
後の解析が期待される．
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