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1 . はじめに

　アルツハイマー病（AD）は，脳の老化を背景に発症
し記憶障害を中心とした臨床症状を呈する神経変性
疾患である．罹患脳においては，老人斑や神経原線維
変性などの特徴的な病理所見が部位選択的に認めら
れる．ADの病態生理の全体像は依然不明であるが，
アミロイドβ蛋白（Aβ）の産生と脳内異常蓄積が疾患
成立の中心にあると理解されている．近年，ADの病
態を進展させる重要な因子として，脳内で異常蓄積さ
れたAβに対する炎症反応，特にグリア細胞（ミクログ
リア/アストロサイト）の機能・動態に関する研究に
注目が集まっている．我々は，これまで脳虚血に起因
する梗塞巣周辺でのアストロサイトの活性化とサイト
カインネットワークの異常亢進が，遷延性の脳梗塞体
積増大と神経症状の増悪に関与することを明らかにし
てきた．また，AD病態の重要な危険因子としても知
られるアポリポ蛋白EのE4アイソフォームを保有する
ことにより，脳虚血においても梗塞巣と神経症状の増
悪をきたすことを，遺伝子改変動物を用いて明らかに
してきた．さらに，そのE4アイソフォーム特異的な神
経細胞の脆弱性に，アストロサイトの活性化の異常亢
進が関与していることを明らかにしてきた．即ち，ア
ストロサイトの活性化がADと脳梗塞の病態進展の共
通機序として，脳損傷の増悪に関与する可能性を世界
に先駆け提示してきた．老年性痴呆は，高齢化が急速
に進行している我が国においては極めて重要な社会問
題であるが，その主要原因であるADと脳血管性痴呆

との間に共通して存在すると想定される病因，即ち，
アストロサイトの活性化の役割をさらに追究すること
により，そのいずれに対しても有効な新規治療薬の開
発が可能になると期待される．本研究は，ADと脳梗
塞の両者におけるアストロサイトの活性化の役割を，
神経病理学的および生化学的見地から探究し，既に部
分的に薬効が確認されている新規薬剤の臨床応用を目
指すtranslational researchの展開を目的として行った．
　以下に記載する2 -4の結果の概要は，ADの病態モデ
ル動物として広く認知されているアミロイド前駆体蛋
白トランスジェニックマウス（APPSWE, line 2576）に
対して，arundic acid (ONO-2506; 10 mg/10 mL/kg)，
塩酸ドネペジル(1 mg/10 mL/kg)，vehicle(0.1 vol％ 
Tween 80水溶液 10 mL/kg)のいずれかを24時間毎
に12ヶ月齢から18ヶ月齢まで6ヶ月間にわたり経口
投与し，1ヶ月間の休薬の後にその効果をWild-type
マウスを含めて比較したものである．Arundic acid 
(ONO-2506)はアストロサイト特異的蛋白（S100B）の
産生を抑制し，アストロサイトの活性化を制御するこ
とが知られている新規薬剤である．本研究では，対照
薬としてADの病態改善薬として本邦においても臨床
応用されている塩酸ドネペジルを用いた．

2 .  ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 蛋 白 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マウス（APPSWE）の学習障害に対する arundic acid 
(ONO -2 5 0 6 )の効果
　投与開始後の各月 1回の頻度で6ヶ月間にわたり施
行した水迷路試験における逃避潜時の結果をFig. 1に
示す．APPSWE（2576）Vehicle群は，Wild群と比較し
てpre day 1そして投与開始 1カ月後から休薬開始 1カ
月後までの各セッションにおいて，逃避潜時が有意
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に延長した（加齢と共に発現し進行するADモデルマ
ウス特有の空間認知障害を示した）．APPSWE（2576）
ONO-2506群では，投与開始 1から6カ月後の各セッ
ションにおいて，逃避潜時がAPPSWE（2576）Vehicle
群と比較して有意に短縮した（ONO-2506の投与によ
り空間認知障害が軽減された）．興味深いことに，休
薬開始 1カ月後のセッションにおいてもその効果が維
持されていた．一方，APPSWE（2576）塩酸ドネペジル
群では，投与開始 3そして4カ月後の各セッションに
おいてのみ，逃避潜時がAPPSWE（2576）Vehicle群と
比較して有意に短縮したものの，投与開始 5そして6
カ月後，さらに休薬後の各セッションでは，逃避潜時
に有意な変化は認められなかった（薬理効果が投与開
始5ヶ月後から失われた）．

3. ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 蛋 白 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マウス（APPSWE）の Aβ斑形成に対する arundic acid 
(ONO - 2 5 0 6 )の効果
　各薬剤投与によるAβ斑占有率の結果をFig. 2に
示した．Wild群では，Aβ斑は認められなかった．
Aβ斑占有率はcingulate cortex，entorhinal cortex，
hippocampusの 3領域全てにおいて，Wild群に比
べAPPSWE（2576）Vehicle群で有意に増加した．
APPSWE（2576）ONO-2506群そしてAPPSWE（2576）
塩酸ドネペジル群では，いずれの領域においてもAβ
斑占有率がAPPSWE（2576）Vehicle群に比べ有意に減
少した．その効果は，APPSWE（2576）ONO-2506群の
方が優っていた．
　次に，観察された全てのAβ斑を①長径25 μm未満，
②25 μm以上 50 μm未満，③50 μm以上の3グループ
に分類し，Aβ斑占有率の低下がどのタイプのAβ斑
に有効に作用したことによるものかを検討した．そ
の結果，APPSWE（2576）ONO-2506群では，いずれ
の領域においても3分類された全てのタイプのAβ
斑の数が有意に減少した．特に，50 μm以上のAβ
斑の数を有効に減少させる効果を示した．このこと
は，ONO-2506がAβ斑のmaturationを抑制する効果
があることを示している．興味深いことに，APPSWE
（2576）塩酸ドネペジル群でも，entorhinal cortexの長
径 25 μm未満に分類されるAβ斑の数を除いて，他の
項目で有意に減少した．

4 . アミロイド前駆体蛋白トランスジェニックマウス
（APPSWE）のAβ斑周囲グリーシスに対するarundic 

acid (ONO- 2 5 0 6 )の効果
　各薬剤投与によるGFAPおよびS100占有率の結
果をFig. 3, 4に示した．GFAPおよびS100占有率は，
cingulate cortex，entorhinal cortex，hippocampus
の 3領域全てにおいて，W i l d群に比べ A P P S W E
（2576）Vehicle群で有意に増加した．APPSWE（2576）

ONO-2506群およびAPPSWE（2576）塩酸ドネペジル群
では，いずれの領域においてもAPPSWE（2576）Vehicle
群に比べ有意に減少した．
　各薬剤投与によるIba -1占有率は，cingulate cortex，
entorhinal cortex，hippocampusの3領域全てにおいて，
Wild群に比べAPPSWE (2576) Vehicle群で有意に増加
した．APPSWE (2576) ONO-2506群およびAPPSWE
（2576）塩酸ドネペジル群では，いずれの領域において
もAPPSWE（2576）Vehicle群に比べ有意に減少した．
その効果は，APPSWE（2576）ONO-2506群の方が優っ
ていた．

Fig. 1. Effects of ONO-2506 on the escape latency. Data are 
expressed as the mean ± standard errors, and the number of 
animals used is indicated within parenthesis. Differences with 
p < 0.05 (#), p < 0.01 (##), and p < 0.001 (###) were significant 
when compared with the wild group (Wilcoxon rank sum test). 
Differences with p < 0.05 (＊), p < 0.01 (＊＊), and p < 0.001 (＊＊＊) 
were compared with the APPSWE (2576) vehicle group 
(Wilcoxon rank sum test).

Fig. 2. Effects of ONO-2506 on the burden of β-amyloid 
immunoreactivity. Data are expressed as the mean ± standard 
errors, and the number of animals used is indicated within 
parenthesis.  Differences with p < 0.001 (###) were significant 
when compared with the wild group, while differences with 
p < 0.01 (＊＊) and p < 0.001 (＊＊＊) were compared with the 
APPSWE(2576) vehicle group (Wilcoxon rank sum test).
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おわりに

　これまで，AD罹患者に対するアセチルコリンエス
テラーゼ阻害剤（塩酸ドネペジル）あるいは非ステロ
イド系抗炎症剤（イブプロフェン）の有効性が報告さ
れ，その一部は既に臨床応用されている．さらに，世
界の研究グループが，新たなメカニズムからADに対
する治療法を模索している．しかし，従来の研究はAD
病態のみを対象としていることから，ADと脳血管性
痴呆に共通する病態形成機序が存在するという観点が
欠落していた．本研究の成果は，ADと脳血管性痴呆
等の老人性痴呆のみならず，頭部外傷，てんかん，ダ
ウン症，退行性脳病変を含む痴呆全体を対象とする画
期的な治療法への展開が期待される．
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Fig. 3. Effects of ONO-2506 on the burden of GFAP immuno-
reactivity. Data are expressed as the mean ± standard 
errors, and the number of animals used is indicated within 
parenthesis.  Differences with p < 0.001 (###) were significant 
when compared with the wild group, while differences with 
p < 0.01 (＊＊) and p < 0.001 (＊＊＊) were compared with the 
APPSWE (2576) vehicle group (Wilcoxon rank sum test).

Fig. 4. Effects of ONO-2506 on the burden of S100 immuno-
reactivity. Data are expressed as the mean ± standard 
errors, and the number of animals used is indicated within 
parenthesis.  Differences with p < 0.001 (###) were significant 
when compared with the wild group, while differences with 
p < 0.001 (＊＊＊) were compared with the APPSWE(2576) 
vehicle group (Wilcoxon rank sum test).
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骨髄細胞移植による難治性創傷に対する血管新生療法の開発

　高齢化や生活習慣病の蔓延によって糖尿病，血行障
害，寝たきりなどに起因する慢性創傷・難治性潰瘍が
急増しており医療界全体のトピックとなっている．こ
のような状況における形成外科の役割は欠損を速やか
に再建・閉鎖することである．通常の保存加療では治
癒が困難であるうえに創床の状態が悪く植皮による閉
鎖に適さないことも多い．形成・再建外科の観点から
は動脈皮弁形成，筋皮弁移植，マイクロサージェリー
による遊離複合組織移植などの血行を有した組織移植
の適応といえるが，これらは麻酔や外科手技による侵
襲が大きく，全身状態やレシピエント血行の悪条件な
どから施行できないことも少なくない．また皮弁壊死
など移植組織にトラブルが生じた場合はドナーの犠牲
も相まって手術前よりも劣悪な状況に陥るリスクが
ある．
　創傷の局所治療では治癒を阻害している要因を除去
して創床環境を整備するwound bed preparationといわ
れるマネージメントが基本となる．しかし最近は末梢
動脈閉塞性疾患（peripheral arterial disease; PAD），慢
性静脈不全（chronic venous insufficiency; CVI），糖尿
病性足病変などそもそも治癒に必要な組織血流が不全
なゆえに難治となる創傷が急増している．これらの症
例では通常の創傷局所へのマネージメントのみで治癒
を得ることは困難である．
　動脈性の血行不全においては経皮経管血管形成術
(percutaneous transluminal angioplasty: PTA)やバイパ
ス手術など血行再建術の適応があれば最優先となる．
CVIに関しても表在静脈の抜去（ストリッピング），不
全交通枝の結紮，硬化療法など血管に対する治療が先
決である．
　しかし特に糖尿病合併のPADでは病変部位が末梢
の細い血管であったり，石灰化が高度で血行再建術の
適応とならない場合も多い．血行再建術を行っても創
傷治癒に十分な血行が得られるとは限らない．また深
部静脈血栓によるCVIでは血管への根治的治療が困難

な例もある．このような状況において創傷治療の領域
では低侵襲で創治癒を促進する手段として再生医療の
利用が求められている．
　再生医療とは生体材料（バイオマテリアル）・成長因
子・細胞などを積極的に利用して，体の損傷した部分

（組織・臓器）を修復・再生する治療である．
　生体材料としては新生血管細胞や線維芽細胞が増殖
進展する足場（scaffold）となる素材が望まれる．この
目的に適する承認済み材料がコラーゲンマトリックス
である．人工真皮という呼称が一般的である．成長因
子製剤ではヒト型組換え塩基性線維芽細胞増殖因子
(bFGF) 製剤が皮膚潰瘍に対して認可を得ている．こ
れらに加え細胞を用いた難治性創傷治療の実用化が本
研究の課題である．
　治療に用いる細胞として最も注目されているのは骨
髄細胞である．骨髄には造血幹細胞をはじめとする血
球系細胞のみでなく，間質中には脂肪，骨，軟骨など
の中胚葉系組織に分化する間葉系幹細胞やそれらの前
駆細胞がある．また1997 年 Asaharaらは，成人末梢血
中のCD34 陽性細胞の分画から内皮へ分化しうる一群
の細胞が得られることを証明し，成人（成熟動物）にお
ける出生後の血管新生においては，既存の内皮細胞の
みでなく，流血中の血管内皮前駆細胞の取り込みとい
う血管発生型の血管形成も関与することを示唆した．
これら細胞は骨髄に由来し，低酸素などの刺激・需要
に応じて末梢血中に動員（mobilization）され，血管新
生部位に取り込まれることが示唆されている．これら
の理由で骨髄が再生医療を遂行するための有力な細胞
源とされている．
　われわれは自己細胞とscaffoldを組み合わせた新鮮
非分離自家骨髄浸透コラーゲンマトリックスによる創
床再生療法を開発・実用化した．
　方法は患者の腸骨から骨髄液を10 -30 ml 穿刺吸
引し，新鮮非分離骨髄をコラーゲンマトリックス
( 人工真皮 )に浸透させる（bone marrow-impregnated 
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collagen matrix）．デブリドマンした創面に骨髄細胞
浸透コラーゲンマトリックスを移植する．血管化組織

（vascularized tissue）誘導後の創収縮・上皮化または
二期的植皮術により創を閉鎖する．
　先進医療における認可，保険収載なども視野に入
れ，とくに安全性を考慮して細胞分離や培養を行わな
い自己骨髄全血と，承認済みで広く臨床で使われてい
るコラーゲンマトリックス( 人工真皮 )を用いること
とした．骨髄細胞の成長因子産生能，分化能などの多
能性およびコラーゲンマトリックスのscaffoldとして
の機能が創傷治癒過程の血管新生を強力に促進し，速
やかに血行豊富な肉芽組織を誘導して難治性潰瘍を治
癒に導くことが期待される．
　骨髄から細胞分離を行わないため，移植される間葉
系幹細胞・血管内皮前駆細胞の数が少なく治療効果が
十分に得られないという懸念もあるが，非分離骨髄の
移植により著明な創傷治癒血管新生の促進効果が認め
られることはin vivo 微小循環の可視化モデルを用いた
実験で確認済みである．さらに骨髄細胞は皮膚の創傷
治癒における血管新生のみならずマトリックスの形成
にも関与することが実験的に示されている．
　以下に本研究に関連する実績を記す．

＜実績リスト＞

著書・総説

・	 Ichioka S. Techniques in visualization and evaluation 
of the in vivo microcirculation. In: Leondes 
CP, editor. Biomechanical systems technology: 
Cardiovascular systems (Vol.2), World Scientific 
Publishing Co Pte Ltd, Singapore, In press.

・	 市岡滋．自家骨髄移植による創傷治療．PEPER （印
刷中）

・	 市岡滋．難治性潰瘍の再建・再生治療．関節外科 
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はじめに

　 ペ ル オ キ シ ゾ ー ム 増 殖 因 子 活 性 化 受 容 体 ，
peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)はス
テロイド／甲状腺ホルモン受容体スーパーファミリー
のひとつで，ペルオキシゾームが増殖する際の主要
な転写因子として作用し，さまざまな遺伝子を調節
する．加えて，PPARは，最近注目されているメタボ
リックシンドロームとの関連性に興味がもたれている
核内受容体でもある．特に，齧歯動物，ヒト，両生類
において，3 種類のPPAR，PPARα，PPARβまたは
PPARδ，PPARγが確認されている．PPARαは，肝
臓内で最も大量に発現され，ミトコンドリアとペルオ
キシソームのβ酸化と関係している．PPARβ/δは
広く発現されるが，その機能的役割の解明は今後の
課題となっている．PPARαの活性化は，脂肪酸のβ
酸化を介して細胞中の脂肪酸含有量を減少させるが，
PPARγの活性化は脂肪組織に選択的に発現される転
写因子であり，脂肪細胞の分化と関係しているものと
思われる．
　PPARは，デキサメタゾン等のステロイドホルモン
によっても調節されていると言われ，ステロイドの日
内変動の影響を受けることはよく知られている．さら
に，最近の成績によれば，光刺激とは関係なく，摂食
周期が末梢時計を調節する可能性があることも示唆さ
れている．相互に作用する正と負の転写・翻訳フィー
ドバックループが，ショウジョウバエと哺乳動物の
両方における概日発振を形成していることも報告さ
れている．マウスにおける最も特徴的なフィードバッ
クループには，3つのPeriod 遺伝子 (mPER1-3)と2つ
のcryptochrome 遺伝子 (mCRY1, 2)が含まれていて，
現在では，mPERとmCRYの転写は，交互にコンセン
サス配列であるEボックス配列と結合するCLOCK/

BMAL1のヘテロ二量体を蓄積することによって形成
されると考えられている．
　最近，Peter McNamaraらは，レチノイド受容体で
あるレチノールX受容体 (RXR)とRARが時計遺伝子で
あるMOP4およびCLOCKと相互作用することを報告
した．RXRはPPARと結合し，ペルオキシソーム増殖
因子応答配列 (PPRE)と結合するヘテロ二量体を形成
する転写因子である．そこで，我々は，PPREを有する，
acyl-CoAオキシダーゼのプロモーター遺伝子，細胞
内レチノール結合蛋白質 II(CRBPII)のプロモーター
遺伝子，3 -ヒドロキシ - 3 -メチルグルタリル - 補酵素Ａ
(HMG-CoA)シンターゼのプロモーター遺伝子などが，
CLOCK/BMAL1によって，それらの転写活性がどの
ように調節されるかどうか，さらには，逆に，PPAR/
RXRによる，Period 遺伝子のプロモーター領域に存在
するEボックス配列への作用を，それぞれ検討した．

材料と方法

DNA 配列決定
　自動シーケンサー (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer; 
Perkin Elmer, Foster City, CA)を使用し，PCR 産物の
直接配列決定を行った．全 DNA 配列は，両 DNA 鎖を
読み取って確認した．
ウエスタンブロッティング
　蛋白発現量はウエスタンブロッティングにて評価
した．特異的免疫活性は，Amersham ECLキットで
測定し，その後に，処理済みサンプルを10％ポリア
クリルアミドゲル電気泳動 (PAGE)にアプライし，セ
ミドライブロッティングによってニトロセルロース
膜 (Millipore)にトランスファーした．ヒト時計遺伝
子 (PER1， PER2， CYR1， CRY2)の蛋白質に対する抗
体は，Santa Cruzから入手し，ニトロセルロース膜
は，TBS-Tween/5％ドライミルクで一晩処理し，ヒト
PER1, PER2, CRY1, CRY2 抗体に対するヤギ抗蛋白質
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で1 時間にわたってインキュベートした．ニトロセル
ロース膜は，洗浄後，ペルオキシダーゼとconjugated 
した家兎抗ヤギモノクロナール抗体でインキュベート
し評価した．
全 長 ヒ ト P P A R α， P P A R γ1 ， R X R α， C L O C K ，
BMAL 1 のサブクローニング
　全長ヒト PPARα(Genebank L-02932)，PPARγ1 
(Genebank L-40904)，RXRα(Genebank X-52773) 
cDNAの特異的 DNAフラグメントは，骨格筋（#9514，
宝 酒 造 株式 会 社）または肝臓（#9505，宝 酒 造株 式 会
社）から pCI-neo哺乳類動物発現ベクター (pCI-neo) 
(Promega, WI, USA)に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し， 自 動
シーケンサーで配列決定を行った．PPARαについて
は，1407 bp Sal I/Not IフラグメントをpCI-neoのSal 
I/Not I 部位にサブクローニングし，ベクターをpCI-
PPARαと命名した．PPARγ1もベクターのSal I/Not 
I 部位にサブクローニングしベクターをpCI-PPARγ1
と 命 名 し た．RXRα も ベ ク タ ー のXho I/Not I 部 位
にサブクローニングしベクターをpCI-RXRαと命名
した．CLOCKとBMAL1については，フラグメント
をpcDNA3(Invitrogen)のSal I/Not I 部位にサブクロー
ニングし，ベクターをpc-CLOCKおよびpc-BMAL1と
それぞれ命名した．
コアクチベーターのクローニング
　PPARのコアクチベーターである cAMP response 
element binding protein(CREB) binding protein(CBP/
p300)およびsteroid receptor coactivator-1(SRC-1)に加
えて，SRC-2，SRC-3，peroxisome proliferator-activated 
receptor γcoactivator-1(PGC-1)α，PGC-1βのcDNA全
長の特異的 DNA 断片は，肝臓 (CLONTECH)のｃDNA
ライブラリーから，pCI-哺乳類発現ベクター (Promega, 
米国ウィスコンシン州 )をサブクローンし作成した．
上記で得られた遺伝子断片は，Sal I/Not I 断片として
生成し，pCI-neoのSal I/Not Iサイトにサブクローン
し， そ れ ぞ れpCI-CBP，pCI-SRC-1，pCI-SRC-2，pCI-
SRC-3，pCI-PGC-1α，pCI-PGC-1βとした．
PPARs/RXRα活性とCLCK/BMAL 1 のレポーターアッ
セイ
　プロトコールに従い，TfxTM-50 試薬 (Promega)を
用いてレポーターアッセイのための一時的なトランス
フェクションを行った．トランスフェクション効率が
高い，ヒト腎臓 293T 細胞 (293T cells)，CV-1サル腎臓
細胞 (CV-1 cells)，NIH3T3細胞，COS-1細胞を使用した．
　我々は，まず，PPREとEボックスの間にクロス
トークが存在するかどうかを検討するため，PPARs/
RXRα ま た はCLOCK/BMAL1に よ る 標 的 遺 伝 子 の
PPREの転写活性を最初に測定した．次に，我々は，
acyl-CoAオキシダーゼのプロモーター遺伝子，CRBPII
のプロモーター遺伝子，HMG-CoAシンターゼのプロ
モーターを使用した．これらの遺伝子はルシフェラー

ゼ遺伝子の上流のpGL3-Basic(pGL3-Basic) (Promega)
のKpn I/Nco I 部位に連結させ，それぞれpAOX-Luc，
pCRBPII-Luc，pHMG-Lucと命名した．さらに，我々は，
CRBPIIのプロモーター遺伝子を使用し，Renillaルシ
フェラーゼ遺伝子の上流のphRG-B (Promega)のKpn 
I/Nco I部位にも挿入しpCRBPII-R-Lucと命名した．
　 さ ら に， 我 々 は，PPARs/RXRα ま た はCLOCK/
BMAL1によるEボックスのための転写活性化を測
定するため，ルシフェラーゼ遺伝子の上流のpGL3-
Basic(pGL3-Basic) (Promega)のKpn I/Nco I 部 位 に，
これらの遺伝子をクローニングし，pPER-Lucと命名
した．次にマウスPER1のプロモーター領域を使用し，
それらの転写活性を検討した．なお，マウスPER1のた
めのプロモーター領域（約 2,000 個の塩基対）には，3
つのEボックス配列 (5’-CACGTG-3’) が存在する．以
上で得られたそれぞれのコンストラクトpPPRE-Luc，
pCRBPII-Luc，pHMG-Lucま た はpPER-LucとpRL-TK
は，pCI-PPARα，pCI-PPARγ1，pCI-RXRα，pcDNA-
CLOCKまたはpcDNA-BMAL1の存在下あるいは非存
在下において，細胞に同時トランスフェクトさせ，24
ウェルプレートで培養させ実験に使用した．トラン
スフェクトしたDNAの合計量 (0.6 μg)は，キャリア
DNA（pCI-neoまたはpcDNA3）で標準化し，24時間後，
PPARsリガンド／アクチベーターで細胞に刺激を加
え，この状態を24 時間継続した．最後に，pAOX-Luc，
pCRBPII-Luc，pHMG-LucまたはpPER-Lucに対するル
シフェラーゼ活性をRenillaルシフェラーゼ活性に対し
て標準化した．
一時トランスフェクション／同時トランスフェク
ション
　pCI-PPARα(3 μg)， pCI-PPARγ1(3 μg)，pCI-RXRα 
(3 μg)，pcDNA(3 μg)またはpcDNA-BMAL1(3 μg)の一
時トランスフェクションは，TfxTM-50 試薬 (Promega)
をプロトコールに従って使用し，100 mmディッシュ
中の細胞 (1×106)に対して実施した．24 時間後，試験
薬で細胞を刺激し，この状態を24 時間継続した．その
後，ウエスタンブロッティングでも分析した．
CRBPII-Lucプラスミドの欠失（図 1）
　CRBPIIのプロモーターは，4つの反復配列を有し
て い る(5’-AG(G/T)TCA-3’) (5’-gtgtcccactctgctgtcacAG
GTCAcAGGTCAcAGGTCAcAGTTCAttttcctgtctctgtc-3’, 
−670 〜＋63)ので，CRBPII-Lucプラスミド (−670 〜＋
63) に，PCR法または Exo/Mung Bean Deletionキッ
ト(Stratagene)を使用して，CRBPII-Lucの欠失させた
プラスミドは，図 1のように作成した．del-0-CRBPII-
Lucプラスミドは，反復配列 (5’-AG(G/T)TCA-3’)が 含
まれていないコンストラクトで，del-1-CRBPII-Lucプ
ラ ス ミ ド は1つ の 反 復 配 列 (5’-AG(G/T)TCA-3’)が含
まれ，del-2-CRBPII-Lucプラスミド は2つ の 反 復 配 列
(5’-AG(G/T)TCA-3’)が含まれ，さらに，del-3-CRBPII-
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Lucプラスミドは3つの反復配列 (5’-AG(G/T)TCA-3’)
が含まれている．また，del-4-CRBPII-Lucプラスミド
は4つの反復配列 (5’-AG (G/T)TCA-3’)が含まれている
コンストラクトである．

統計解析

　3 回の実験に加え，単独実験を4 回実施した．パラ
メーターデータは，平均±SDで表示し，群間差は
ScheffeのF検定で評価した．

結果と考察

　293T 細胞におけるレポーター遺伝子アッセイに
より，fenofibric acid（図 2A）およびトログリタゾン

（図 2B）がacyl-CoAオキシダーゼの転写活性を用量依
存性に増加させ，50 ng のCLOCK/BMAL1遺伝子の同
時トランスフェクションによって，その活性が有意に
減少した（図2A，2B）．
　また，acyl-CoAオキシダーゼのPPREを介する転
写 活 性 が， 活 性 炭 未 処 理 培 地 に お い て，CLOCK/
BMAL1遺伝子導入によって減少し，50 ng のCLOCK/
BMAL1 遺伝子量で最低値となった（図 3A -C）．さら
に，CLOCK/BMAL1 遺伝子のトランスフェクトする
遺伝子量をさらに増大させると，CLOCK/BMAL1 遺
伝子によるacyl-CoAオキシダーゼのPPREを介する
転写活性が再び増大し，80 ngのCLOCK/BMAL1で
ピーク値に達した（図 3A-C）．そしてその転写活性
は，PPARα/RXRα遺伝子（図 3B），PPARαリガン
ド／アクチベーターである fenofibric acid（図 3C）を加
えることにより増大した．なお，使用した培地を活性
炭 (Charcoal/Dextran Treated FBS, HyCLone)で 処 理
することで，培地から内因性 PPARs/RXRαリガンド
／アクチベーターを完全に除去することが可能となる
が，培地から内因性 PPARs/RXRαリガンド／アクチ
ベーターを完全に除去した場合，その転写活性の最高
値と最低値となるCLOCK/BMAL1 遺伝子量がそれぞ

図 1 . CRBPPII-Lucプラスミドの欠失．

図 2 . ヒト腎臓 293T 細胞におけるCLOCK/BMAL1 遺伝子に
よるacyl-CoAオキシダーゼのPPARα/RXRαを介する転写
活性の抑制 (A)とPPARγ1/RXRαを介する転写活性の抑制
(B)．pAOX-Lucのルシフェラーゼ活性はpRL-TKのルシフェ
ラーゼ活性に対して標準化した．3 回の実験に加え，4 回
の単独実験を実施した．全てのデータは，平均±SDで表示
した．CLOCK/BMAL1 遺伝子によって処理されていない細
胞と比較し，0.05未満を有意とした(*p＜0.05)．
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れ，30 ng（最高値），80〜 90 ng（最低値）と変化した
（図 3D-F）．さらに，これらの変動は，CBP，SRC-1，
SRC-2，SRC-3，PGC-1α，PGC-1βなどの様々なコア
クチベターの種類により，大きく変化することも明ら
かになった（データ未発表）．
　 以 上 の 我 々 の 成 績 か ら，PPARα/RXRα 遺 伝 子
あるいはPPARαリガンド／アクチベーターの両方
または一方が，CLOCK/BMAL1遺伝子によるPPREの
転写活性に作用していることを示している．さらに，
それらの変動が，再び減少するという，新たな制御
機構の存在の可能性が示唆された．また，結果に示し
ていないが，各量のCLOCK/BMAL1 遺伝子でトラン
スフェクトした293T 細胞でのヒト時計遺伝子 (PER1， 
PER2， CYR1， CRY2)の蛋白発現分析を行ったところ，
実際，それらの蛋白発現変動が明らかに認められ，
CLOCK/BMAL1 遺伝子によるPPREの転写活性への
作用の機序に，これらの時計遺伝子の蛋白発現変動が
それぞれ関与している可能性が考えられた．
　次に，CLOCK/BMAL1遺伝子のmPERの転写に対

する作用が，PPARα/RXRαによって，変動するかど
うかを検討するため，239T細胞，COS-1細胞，NIH33
細胞において，PER 遺伝子の転写に対するCLOCK/
BMAL1 遺伝子の作用を評価した．mPER1 遺伝子の
転写活性は，CLOCK/BMAL1 遺伝子によって，添加
したCLOCK/BMAL1 遺伝子量に依存して活性化され

（図 4），PPARα/RXRαを添加すると，mPERの転写
活性が有意に低下する結果が得られた（図4）．
　結論として，本研究の結果から，CLOCK/BMAL1
遺伝子とPPAR群/RXRαによる，PPREとEボックス
との間にクロストークが存在するという，新たな調
節機序の存在が示唆された．また，それらのCLOCK/
BMAL1 遺伝子によるPPREの転写活性は，PPAR群
/RXRα遺伝子およびそれらのリガンド／アクチベー
ターの両方または一方によって調節されている可能性
も示された（図 5）．今後，メタボリックシンドローム
と時計遺伝子がどのように関り，最近，我々が注目し
ている腸管粘膜での脂質代謝にも，時計遺伝子がどの
ように関与するか，さらに検討を加える予定である．

図 3 . ヒト腎臓 293T 細胞における用量依存性 CLOCK/BMAL1 遺伝子 (0 〜 220 ng)によるacyl -CoAオキシダーゼ
(AOX)のPPARα/RXRαを介する転写活性の変動．活性炭未処理培地 (A 〜 C)と活性炭処理培地 (D 〜 F)における
結果．pAOX-Lucのルシフェラーゼ活性は，pRL-TKのルシフェラーゼ活性に対して標準化した．測定は3回実施し，
4回の単独実験を実施し，全てのデータは，平均±SDで表示した．
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報告書

1) 埼玉医科大学　分子生物学，2) 横浜市立大学　医・臓器再生
3)埼玉医科大学　病理学

1．はじめに

　高等生物の器官形成は細胞外シグナルを介して幹
細胞 /前駆細胞 (progenitor)から特定系列への細胞
分化を規定する決定的な転写因子による遺伝子発現
調節をうけて成熟細胞へと系統的に分化する．膵発
生において膵内分泌前駆細胞内に一過性に発現する
neurogenin (ngn) 3は， 膵内分泌細胞分化を決定づ
けるmaster転写制御因子として機能したのち速やか
に消失する．しかしながら， ngn3発現制御の詳細な分
子機構は不明な点が多く， ngn3のmissexpressionが
膵形成不全を引き起こすため正常な膵発生に必須と
なるngn3の機能とその詳細な役割についての理解は
膵β細胞を用いた糖尿病治療の再生医学的アプロー
チを実施する上で重要である．

2．研究成果

　再生医療による糖尿病治療を行うには膵β細胞の
分化を試験管内でコントロールし， 効率良く増やす手
法を確立すること， ならびに膵内分泌細胞の分化の分
子機構を理解する必要がある．我々はこれらの問題に
対して発生工学的アプローチにより， ngn3遺伝子の
制御下にEGFPを発現するトランスジェニックマウス
(ngn3-GFP)を作製しprogenitorの単離を試みた．さら
にprogenitorから特定の細胞系列への細胞分化の経時
的変化をリアルタイムで観察するため， 膵β細胞を分
化モデルとしてラットインスリンプロモータ制御下に
DsRed2を発現するTgマウス(ins-DsR)を作製し， ngn3-
GFPマウスとの交配により2重蛍光標識 Tgマウスを
作出した．解析の結果， GFP陽性細胞が胎仔および新
生仔の内胚葉系に由来する胃・腸管・膵の一部に観
察され， ngn3発現と一致することを確認した．ngn3-

GFP/Ins-DsR2重蛍光標識トランスジェニックマウス
(DTg)の胎仔膵よりGFP陽性 progenitorを細胞分離装
置 (FACS)により選択的かつ効率的に分離し試験管内
共培養を行ったところ， progenitorからGFP陽性細胞
の減少に伴いDsRed2陽性細胞の増加を認めた．培養 8
日目で全生存細胞の約 3分の1の細胞がDsRed2陽性で
あり， それらの細胞はインスリン陽性であった．また
GFP陽性 progenitorはインスリン陽性細胞のみならず
グルカゴン，ソマトスタチン陽性細胞への多分化能
を有することから多分化能を有していることが示さ
れた．興味深いことにこれらのβ細胞分化は細胞増殖
を伴わないこと， さらにβ細胞への分化にはGFP陰性
分画の細胞に由来する液性因子のβ細胞分化誘導因
子の存在が明らかとなった．スクリーニングの結果， 
我々はβ細胞分化を促進する因子を同定した．
　次に膵内分泌 progenitorに対するβ細胞分化誘導
因子の作用を調べるため， ngn3遺伝子の制御下に緑
色蛍光タンパク質 (GFP)と不死化遺伝子 SV40ラージ
T抗原 (SVT)を発現するトランスジェニックマウス作
製し， SVTで不死化したGFP/ngn3陽性膵新生腫瘍よ
り未分化な球状 Tec-3p細胞株を樹立した．Tec-3p細
胞株をレチノイン酸刺激により付着細胞に形態的に
変化した細胞株 Tec-3を用いてレポーター遺伝子解析
を行った結果， β細胞分化誘導因子がngn3遺伝子の
発現を抑制することを見出した．ngn3遺伝子発現の
抑制機構について解析を行った結果， Notchシグナル
のメディエーター Hes1， 転写抑制に関わる共役因子
Grg， ヒストン脱アセチル化酵素Hdacが相互に結合
し， これら形成された複合体がngn3遺伝子の転写抑
制に寄与していることを見出した．さらに膵内分泌前
駆細胞をEGFPで標識したngn3-EGFP胎仔マウスに
Notchシグナル阻害剤DBZを投与した結果， 野生型に
比較してE17.5胎仔膵内のGFP陽性細胞の有意な増加
を認めた．従って以上の結果より， Notchシグナルを
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介したngn3のネガティブフィードバック機構による
クロマチン再構成が膵内分泌前駆細胞数をコントロー
ルして正常な内分泌細胞分化に寄与していると考えら
れる．

3．おわりに

　糖尿病は発症すると治療が困難であり，網膜症・腎
症・神経障害などの合併症を引き起こす重篤な慢性的
生活習慣病である．国内の糖尿病患者数は予備群を含
めると1,000万人以上に達し，糖尿病に関連する医療
費は1兆 1,155億円 (平成 12年度推計 )と今後も糖尿病
人口とその医療費が増加すると予測されている．しか
しながら，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，同時に糖
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．このため近年，新たな糖尿病の先端治療的ア
プローチとしてインスリンを分泌する膵β細胞を人為
的に試験内で増幅させて利用しようとする再生医療
による糖尿病治療の改善に大きな期待がよせられて
おり，今後糖尿病モデルマウスを用いて本研究で同定
したβ細胞分化誘導因子の糖尿病治療効果の検討なら
びにngn3による膵内分泌細胞分化の分子機構解明に
よる糖尿病治療に有効な分子標的の探索により再生医
学の臨床応用に有効な新たな糖尿病治療法の進展に役
立つことが期待される．
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報告書

造血幹細胞・前駆細胞から輸血用血液製剤を製造する培養システムの開発

1．はじめに

　献血時のスクリーニング検査が高感度化され，ウイ
ルス感染症が輸血を介して伝播するリスクは極めて
低くなってきた．しかし再興感染症や新興感染症，特
に寄生虫や原虫疾患が今後輸血を介した感染症とし
て注目されてくるであろう．また同種ドナー由来の血
液製剤が輸血されることにより，同種抗原感作やアレ
ルギー反応が生じる現象を回避することは未だ困難で
ある．
　そこで人工血液代替物開発が検討されているが，
現状のような期限切れヒト赤血球から抽出したヘモ
グロビンをリポソームに内包する製剤では，ヘモグ
ロビンのメト化が回避できず酸素運搬能を長く維持
することは困難であり，かつ網内系による貪食が進
み血管内寿命が短時間である課題をさらに改善する
にも限界があろう．（Artif Cells Blood Substit Immobil 
Biotechnol 2006;34:1-10. Life Sci 2001;70:291-300. Artif 
Cells Blood Substit Immobil Biotechnol 2001;29:427-37. 
Life Sci 2001;69:2007-15. Ar tif Cells Blood Substit 
Immobil Biotechnol 2001;29:275-83. Artif Cells Blood 
Substit Immobil Biotechnol 2001;29:191-201.）そのため
現在開発中の人工血液代替物は同種血輸血が実施可能
になるまでのつなぎの輸液（酸素運搬体）として利用
できることにとどまると推定される．欧米ではヘモグ
ロビン分子を種々化学的に改変し酸素運搬体として開
発した製剤が臨床試験されてきたが，いまだ治療薬と
して認可されたものはなく，種々の副作用も報告され
ている．別の製剤として有機化合物パーフルオロカー
ボンが高濃度に酸素を運搬できる化学物質として開発
されたが，これも臨床試験段階で種々の合併症が発生
し，開発が中断している．
　そこで造血幹細胞および前駆細胞を培養系で増幅
し，生体の骨髄内で産生されると同じ品質を持つ血球
を生産して利用できないだろうかと考えた．培養の出
発材料になる細胞として，全国規模の臍帯血バンクが
細胞数不足のために採用しない，つまり廃棄すること

になるヒト臍帯血が応用でき，ドナーの善意に報いる
こともできると考えた．スクリーニング検査を確実に
実施すれば輸血感染症伝播のリスクをゼロにすること
も可能である．出発材料の血液型を調べておけばABO
血液型およびABO 型以外でもメジャーな血液型を適
合させた複数の製剤をあらかじめ造ることが可能であ
ろう．また人工膜のリポソームではなく，生体膜を持
つ血球が製造されるため，血管内寿命が長くできる可
能性がある．
　一方培養系であるため，無血清培地，増殖因子，器
具など材料費がかさみ，コスト的には高価な製剤に
なるであろう．ただし将来的に新規技術が開発されコ
スト的に解決される可能性もある．またこうした挑戦
をする過程で，造血幹細胞，造血前駆細胞あるいは臍
帯血やサイトカインに関する科学的新知見を見出す
チャンスがあると期待できる．

2．造血幹細胞および造血前駆細胞の増幅

　造血幹細胞を体外で増幅するために種々のサイ
トカインの組み合わせが研究されてきた．ただしサ
イトカインのみでは期間および増幅率には限界が
あり，常時造血幹細胞を維持し増殖させることは難
しい．造血幹細胞を長期間維持するため，ヒト骨髄
由来のストロマ細胞を共存させた培養系を考案した

（Cytotherapy 2002;4:109-18. Transfusion 2002;42:921-7. 
Exp Hematol 2001;29:174 -82. Bone Marrow Transplant 
2000;26:837-44.）．免疫不全モデルマウスNOD/SCID
をレシピエントとし，増幅したヒトCD34 陽性細胞を
移植することでヒト造血をマウス内でキメラ形成さ
せることができた．このシステムを用いてヒト幹細胞
自身が体外で約 5 倍程度増幅できていることを確認で
きた．ストロマ細胞を用いて培養する系を将来臨床応
用することを念頭に，牛胎児血清を用いずヒト血清
に置き換えることもでき，またサイトカインとして
ｂ FGFを添加することで無血清培養が可能であるこ
とも示した．またヒト骨髄ストロマ細胞は一定の回数
しか分裂できず利用回数が有限であるが，この細胞に
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テロマラーゼ遺伝子を導入し不死化することが可能
となり，造血支持能を保持したままの不死化ストロマ
細胞が樹立できた（Blood 2003;101:532-40.）．臍帯血由
来のCD34 陽性細胞はテロメラーゼ遺伝子導入ストロ
マ細胞上で7 週間以上も増幅を維持できた．総細胞数，
CD34 陽性細胞数としては約 100 万倍，コロニー前駆
細胞数としては1000倍程度に増幅が可能であった．

3．造血幹細胞・前駆細胞から赤芽球および成熟赤血
球の培養
　不死化ストロマ細胞上でサイトカイン（SCF，TPO，
Flk-2リガンド）存在下に2 週間造血幹細胞および前駆
細胞を増幅し，次の2 週間はストロマフリーでサイト
カイン（SCF，IL-3，EPO）存在下で培養し，赤芽球段
階まで細胞を分化できた．次にマクロファージが共存
することで赤芽球にアポトーシスが誘導され，かつ脱
核した核をマクロファージが貪食して処理することが
報告されているため，マクロファージを培養系で確保

することに着手した．赤芽球と同様に純化したCD34
陽性細胞とストロマ細胞を2 週間共培養し一定数の造
血幹細胞／前駆細胞を増幅させ，ついでマクロファー
ジへの分化を誘導するサイトカイン存在下で培養して
マクロファージを得た．次に培養赤芽球と培養マクロ
ファージを一緒にサイトカイン無しの条件で培養する
ことで，ほぼ完全な赤血球を製造することができた．
　In vitroで増殖できた赤血球の機能を判定するため，
免疫不全マウスNOD ／ SCIDに培養細胞を輸血し，ヒ
ト赤血球マーカーでマウス末梢血内を循環するヒト細
胞を検出した．その結果，正常ヒト末梢血由来赤血球
および赤血球保存液 MAPに浮遊させた保存血液とほ
ぼ同じパターンで免疫不全マウス末梢血中を循環する
ことが判明した．経時的変化から推定すると血管内半
減期は72～96時間であった．
(Stem Cells, submitted)

4．培養顆粒球生成

　造血幹細胞移植では往々にして移植初期から重症
感染症を併発し，移植ドナーの造血幹細胞が生着し造
血回復が認められる以前に死の転帰をたどる症例が
存在する．一部の診療機関では，家族・親族あるいは
同僚からドナーを募り，院内採血にて顆粒球を大量に
採取し，これを患者に輸注することで一時的に顆粒
球がゼロである危険な時期をしのぎ，ドナー由来の
造血が回復するまでの期間を乗り越えることが実施
されている．ただしドナーには顆粒球採血の効率を高
めるため，顆粒球コロニー刺激因子とデキサメサゾン
を投与すること，大量（5～10 L）の循環血液を体外循
環させ顆粒球分画を採取すること，体外循環を可能に
するため抗凝固剤を持続点滴し一過性の低カルシウム
血症を惹起する可能性があること，など慎重に実施さ
れることが望まれる．
　またドナーは患者の容態に合わせて病院に来て採取
に応じてもらう必要があり，ドナーには無理を強いる
場合がある．
　そこで培養系でヒト顆粒球を生成することができ
れば，組織適合抗原が既知で，いつでも利用できる
治療細胞を確保できることになる．ドナーへの負担も
ない．生成した顆粒球を長期保存する（凍結，冷蔵液
状など）ことが可能となれば，治療材料としていつで
も有効に応用できることになる．（ただし従来成績で
は顆粒球は凍結に脆弱な細胞であり，新規技術開発が
必要とされる．）
　臍帯血 CD34 陽性細胞をストロマフリーの条件で
IL-3，SCFとG-CSFの組み合わせで14 日間培養する
と，骨髄球～桿状核白血球～分葉核白血球が増殖して
くる．その増幅率は約 1000 倍である．顆粒球であるこ
とは塗沫標本のギムザ染色，アルカリフォスファター
ゼ染色，エラスターゼ染色などで確認できた．また蛍

(a)

(b)

(c)

図1．
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光標識したビーズを貪食させ，これをフローサイト
メトリー法で確認することで細胞の貪食能を確認で
きた．また顆粒球刺激剤ｆ MLP 存在下に顆粒球を処
理すると活性酸素を産生する能力がある．
　生成した顆粒球が実際に生体内で循環できるか確認
する目的で，免疫不全モデルマウスSCIDに培養顆粒
球および新鮮ヒト末梢血から純化した顆粒球の2 群を
経尾静脈ルートで輸注して，一定時間ごとにマウス末
梢血を少量採血し，中に含まれているヒトCD45 陽性
ヒト由来白血球を追跡した．培養顆粒球の輸注量が少
量であったため，輸注直後のピークは低かったものの
半減期は両者とも約 1 時間であることが分かった．レ
シピエントを変更し，ヒト細胞の最適な投与対象動物
を選択して更に今回の実験を再確認する必要があるも
のの，血管内半減期には新鮮ヒト顆粒球とは遜色ない
成績がえられた．

（in preparation）

5．代替ストロマの開発

　体外で培養した細胞を臨床に応用するためには，製
造された細胞の品質を保証する必要がある．ヒトスト
ロマ細胞を利用する系では，ストロマ細胞にテロメ
ラーゼ遺伝子が導入されており，この細胞が最終製造
物に混入しては困る．増殖しないようにするにはヒト
への投与前に十分量の放射線照射を行うことで一応は
大丈夫であるが，ストロマ細胞の組織適合抗原は使用
する際にレシピエントに暴露される．そこでストロマ
細胞が混入しないよう，ストロマ細胞を固定化する，
あるいは人工物でストロマ細胞機能を代替えさせる系
を考えた．

　不死化ストロマ細胞をパラフォルムアルデヒドで固
定する．この上に臍帯血 CD34 陽性細胞を共培養する．
増幅過程をフローサイトメトリー解析，コロニー解析
で検討する．生きたストロマ細胞に比して増殖支持活
性は減少するものの，サイトカイン単独群に比べてス
トロマ細胞の機能を保持していた．
　またストロマ細胞機能をストロマ細胞が産生するサ
イトカインおよび発現する接着因子で代替えさせるシ
ステムを構築する．モデルとしてEPOをプラスティッ
ク面へ固定しEPO 依存性細胞株を継代維持できるか
否か検討する．EPOは光反応性ゼラチンに含有させ
プラスティック面に塗布し，紫外線照射にてプラス
ティック面に固定化できた．EPO 依存性細胞株は塗
布したEPO 量の約 100 分の1レベルではあるがEPO 反
応性を示した．（Biomaterials. 2004;25(12):2293 -8.）

おわりに

　臍帯血バンクが全国的に整備され，保存臍帯血細胞
数基準が高く設定されたため，妊婦の善意でドネー
ションされた臍帯血の一部が廃棄される事態を起こ
している．大変残念な現象であるが，造血幹細胞移植
を受ける患者にとっては，細胞数の多い臍帯血は貴重
であり，治療が安全に行えるためには必要な措置で
ある．そこで廃棄予定となった臍帯血を他の目的に応
用することは重要である．
　現状では試験管内で実施可能な段階と臨床的に利
用できることの間には大きなギャップがある．しかし
近い将来にはこのギャップを埋める新しい技術開発が
当然生まれるチャンスがある．そのため，現時点では
試験内でどこまで生体内を流れている血球に近いもの
が製造できるかを極めておくことは重要であろう．
　赤血球，血小板，顆粒球のうち今回は2つの血球に
ついて挑戦した．血小板についても血小板代替物の開
発は進められているが，血小板機能の極く一部，つま
り血管内皮細胞傷害部位への粘着機能だけでも代替で
きそうな製剤が目指されている．できるだけフルの機
能を持った製剤を造りたいため，あえて造血幹細胞か
ら生体膜を持ち機能を十分保持した培養血球を造るこ
とを更に目指したい．
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