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研究成果の概要： 
難治性疾患の発症には、多くの因子が複雑に関与している。そこで本プロジェクトは疾患発症を

「細胞機能の恒常性の異常」と捉え、恒常性の維持・恒常性回復を目指し、細胞死・細胞再構築・

再生医療・細胞医療といった観点から解析することを目的としている。特に難治性疾患として、神

経疾患、がん、感染症に着目し、病態時の細胞変性を正常細胞のそれと比較することで発症機構解

析を行ってきた。 

 本プロジェクトに参加しているグループを大別すると患者由来の試料などを用いて臨床応用

を目指した臨床応用型研究グループ （林・笹津・平野）と、組織・細胞・動物モデルを用いて疾

患発症機構解析を行う臨床基礎研究グループ (野水・馬場・深見・高橋・豊田・宮川)に分けられ

る。平成２１年度の研究成果概要は以下のようにまとめることができる。 

 

【臨床応用型プロジェクトグループにより】、 

１．患者由来糞便由来 DNA 試料を用いて、胃がん発症に関与する H. pylori の病原遺伝子解析を

行い、高保菌率ではあるが、胃がん発症率の低いタイなどでは、日本とは異なり弱毒性である

ことを初めて明らかにし、H. pylori の胃がん発症への関与に重要な知見を与えた（笹津）。 

２．敗血症のモデルとして腸管由来の内毒素 LPS の結腸粘膜透過機構を末梢血リンパ球・回腸・

肝臓における ABC トランスポーター遺伝子、 PXR 遺伝子発現を中心に解析し感染初期と後期



 

 

で異なり、病態変化に伴う発現変化を明らかにした（林）。 

３．重筋力無力症患者由来末梢血中の制御 T-細胞の機能と病態との相関などを明らかにし、最良

の治療へ向けた個別化医療への基盤的成果をあげた（平野）。 

【臨床基礎研究プロジェクトグループにより】、 

１．神経細胞の異常と脱髄による疾患（馬場）、脳における非シナプス伝達と脳機能障害との相

関（宮川）、がん浸潤におけるリン脂質の役割、リン脂質の体性 幹細胞増殖におよぼす影響

（深見）、肺がん発症における肺体性幹細胞の役割（高橋）、など細胞の恒常性維持機構の破

綻と疾患発症に関する重要な基礎的データを得ることが出来た。 

２．ラミニン分子の活性部位を含む網羅的ペプチド合成をおこない、合成ペプチドをキトサン膜

に固定し、細胞の伸展を含む機能解析を行いペプチドの生物活性部位を明らかにした。この結

果は、病態の解析・再生医療への応用などを考える上で重要な知見を与えた(野水)。 

３．ヒト卵膜組織構成細胞に存在する iPS 様幹細胞の存在を明らかにし、幹細胞の細胞死誘導に

Oct4 遺伝子が重要な役割を果たしていることを明らかにした（豊田）。これら基礎研究グル

ープの幹細胞研究グループ（深見・高橋）、再生医療を目指す野水グループと密接な共同プロ

ジェクトに発展する可能性がある。 

 

このように本プロジェクトにおいては、グループを大きく臨床応用研究、臨床基礎研究に分けて

神経疾患・腫瘍細胞増殖・感染・幹細胞、といった観点から各グループの緊密な連携のもと情報交

換を行い、「ヒト難治性疾患の発症機構解析」を行うことを目指している。プロジェクトメンバー

の活動は活発で、特記すべきことは、トランスポーター関連・幹細胞関連研究において、基礎的お

よび臨床的観点から多くの興味ある結果を得ることができ、これらはグループ間で共有できる多く

の知見を含んでいる。これらの成果は、英文論文２２報・総説１１報、国際学会発表１８、国内学

会発表５２に発表した。 



ヒト卵膜細胞の恒常性維持機能解析  
 
豊田 裕夫（臨床ゲノム生化学教室・教授）  
 
１．当初の研究目標  
  本研究は、ヒトの妊娠維持・出産および微生物感染時における母体・胎児の防御機

構に重要な役割を果たしている、卵膜組織とその組織構成細胞の外来刺激応答機構

を解析することで、生体の恒常性維持における細胞の役割を分子レベルで解析する

ことを目的としている。ヒトの卵膜組織は、形態の異なる平滑絨毛膜組織細胞  
(chorion 細胞 )と羊膜組織細胞  (amnion 細胞 )から構成されており、外来刺激（ウイ

ルス感染応答、酸化的ストレスなど）に対して異なった応答を示すことを明らかに

してきた。例えば、インフルエンザウイルス感染系においては、絨毛膜細胞  (Chorion
細胞 ) は感染後細胞死が誘導されるが、羊膜細胞  (Amnion 細胞 )では、細胞死誘導は起

こらないことを明らかにした。ウイルス感染以外にも、酸化的ストレスを組織にかけ

た場合においても、卵膜組織に誘導される細胞死が、その組織構成細胞により異な

る現象は認められた。すなわち、卵膜組織を in vitro で培養すると、chorion 細胞に

の み ア ポ ト ー シ ス の 急 速 な 進 行 が 認 め ら れ 、 そ の 進 行 に 伴 い

Hemeoxygenase-1(HO-1), Mn-superoxide desmutase (Mn-SOD), Inducible NO 
Synthetase (iNOS), Cyclooxygenase-2 (Cox-2) などの生体内 Redox 状態を調節する

タンパク質の発現増大を認めている。また、卵膜組織構成細胞中に、幹細胞の存在

を確認しその幹細胞は人工的に多能性を獲得した iPS 細胞作成に必須である遺伝

子・タンパク質を発現していることを確認した。  
    これらの結果を踏まえて平成２１年度においては、卵膜組織構成細胞の外的刺激

に対する異なる応答を酸化的ストレス、亜ヒ酸などを含む薬物応答を中心に解析を

行った。またこのような異なる応答に幹細胞がどのように関与しているかについて

も検討を加えた。  
 
２．研究成果の概要  
(1) 卵膜組織細胞の酸化的ストレス応答  

     これまで、卵膜組織構成細胞である、chorion 細胞、amnion 細胞が、酸化的スト

レスに対する応答が異なり、chorion 細胞のみに細胞死誘導が認められることを明ら

かにしてきた。また、特異的抗酸化剤を用いた結果、 iNOS と Cox が細胞死誘導に

重要な役割を示していることを明らかにした。そこで iNOS 遺伝子を chorion 細胞に

導入し、アポトーシスが誘導されるか検討した結果、遺伝子導入された chorion 細胞

にのみ細胞死が誘導されたことから、chorion 細胞では、 iNOS 発現系が細胞死誘導

に重 要 な 役割 を 果 たし て い るこ と を明 らか に し た。 ま た 、こ の 細 胞死 誘 導が

p38MAPK の活性化を介して起こることも明らかにした。  
 これらの結果は ROS 産生系が chorion 細胞に細胞死を誘導する可能性を示唆して

いる。しかしながら、何故、amnion 細胞では細胞死誘導が起こらないかについては

不明な点が多い。そこで、酸化的ストレスによる細胞死誘導が、生体内における ROS



産生系と消去系のバランスによって起こると考え、 glutathione peroxidase や

catalase の阻害剤存在下における細胞死誘導について検討を行った。その結果、こ

れらの酵素活性を阻害すると chorion 細胞に細胞死誘導が認められるが、amnion 細

胞には認められないことを明らかにした。また、これらの酵素活性を阻害すると、

hemeoxygenase-1(HO-1)遺伝子発現が amnion 細胞にのみ認められた。これらの結

果から、卵膜組織構成細胞の酸化的ストレス応答の相違は、両細胞における、スト

レス応答に対する寛容性の差である可能性が示唆された。  
(2) 卵膜細胞の外的刺激応答  

亜ヒ酸が急性骨髄性白血病  (APL) 治療薬として注目をあびているが、その毒性に

よる副作用などを含めて、作用機所序に不明な点も多い。そこで外的刺激である酸

化的ストレスなどに対して（１）で述べたようなユニークな特性を有する、卵膜細

胞を用いて、ヒト由来正常細胞に対する亜ヒ酸の影響について検討を行った。  
  その結果 chorion cells には細胞死が誘導されたのに対し amnion cells は抵抗性を

示した。そこで、ICP-MS を用いて検討を行ったところ、chorion cells は amnion cells
に比べて細胞内ヒ素量が高かった。さらに、経時的な亜ヒ酸の取り込みならびに排

出について検討を行った。亜ヒ酸の取り込み速度は chorion cells が amnion cells に

比べて速く、一方で、亜ヒ酸の排出速度は amnion cells が chorion cells に比べて速

かった。この亜ヒ酸の取り込み・排出速度の違いにより生じる細胞内ヒ素量の差  
(chorion cells > amnion cells) が、亜ヒ酸感受性の違い (chorion cells > amnion 
cells)に寄与している可能性が示された。  

  これらの結果は、卵膜組織構成細胞の外的刺激に対する応答の相違機構を解析するこ

とで、細胞の恒常性維持機構解析を行うことが可能であることを示唆する興味ある結果

といえる。  
(3) 卵膜細胞中の幹細胞の同定  

     卵膜組織の amnion 細胞  (A-cell)はほぼすべての細胞に分化する能力を有するエ

ピブラストから発生することから、幹細胞の存在が指摘され始めているが、 chorion
細胞 (C-cell)に関する研究は少ない。そこで 2 種類の組織構成細胞における幹細胞関

連遺伝子発現をタンパク質発現も含めて解析を行った。  
  両細胞に幹細胞関連遺伝子（Nanog, Oct-4, Sox-2, Rex-1, Klf4）発現を認めたが、

C-cell において Rex-1 の発現は非常に僅かであることが明らかとなった。A-cell に
おける Rex-1 の発現は 21 日目以降有意な減少が認められた。このことから、A-cell
の方が C-cell に比べて未分化である可能性が示唆された。  

  そこで、外的刺激として、酸化的ストレスをかけた時に両細胞の応答の相違を検

討した。酸化的ストレス (SNP)を加えた時の遺伝子発現において、C-cell のみ KLF4 遺

伝子発現が SNP 濃度依存的に減少、癌抑制遺伝子の P53 の発現量は増加した。また Sox2
の場合は両細胞共に変化は見られなかったが、Oct4 の場合両細胞に形状の変化と他の幹

細胞関連遺伝子の発現減少を確認した。  
  重要なことは、Oct4 遺伝子発現を抑制した場合、SNP 刺激による細胞死誘導に抵抗

性を示す A-cell において、細胞死誘導が認められた。したがって、A-cell, C-cell の酸化

的ストレスによる細胞死誘導の相違に Oct4 遺伝子発現が重要な役割を果たしていると



思われる。  
(4) 病態時における細胞増殖抑制機構の解析  
  卵膜細胞という正常細胞でありながら、外的刺激に異なった応答を示す細胞から構成

されている、というユニークな性状を有している。すでに述べたように、この系で得ら

れた応答機構に関する情報は、病態発症機構解析におおいに役に立つと思われ、以下の

がん細胞を用いて解析を試みた。  
  ① 小細胞がん由来細胞増殖におよぼす抗酸化剤の影響   

   酸化的ストレス応答機構について、卵膜組織構成細胞を用いて解析し、多くの知見

が得られた。近年、酸化作用および抗酸化作用を持つ細胞膜透過性銅イオンキレー

ターとして知られている pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC) が抗腫瘍活性を有

することが明らかとなったことから、難治性の小細胞肺がん細胞を用いて、その

増殖抑制効果について検討を行った。  
   PDTC による細胞増殖抑制作用は用いた２種のがん細胞で認められたが、

NCI-H196 細胞においてより顕著な抑制効果が認められた。また、この抑制は

PDTC による細胞内 ROS 量の増加、活性酸素消去系関連遺伝子発現の減少による

ことを明らかにした。また、増殖抑制は、NCI-H196 細胞では、細胞増殖に関与し

ていると思われる c-myc 遺伝子発現の低下を伴う S 期への細胞集積が認められた。

このような細胞周期の変化は抗酸化剤 NAC により阻害されたことから、増加した

ROS が細胞周期に影響を与えている可能性が示唆された。   
   NCI-H196 細胞では、銅イオン排泄に関与する ATP7A 遺伝子発現レベルの減少

が認められたことなどが明らかとなった。また、PDTC 共存下で、小細胞肺癌治療

で多く用いられている、CDDP(シスプラチン )の細胞増殖抑制効果が増強されるこ

とも明らかにした。   
   以上の結果は、ストレス応答の指標である、ROS 産生、金属イオンの細胞内取

り込み・排泄、細胞周期への影響ががん細胞増殖に関与していることを示唆し、

これまで得られた卵膜組織構成細胞の酸化的ストレス応答機構と比較し、興味あ

る結果を得ることが出来た。  
  ② APL 患者由来脳髄液試料中の亜ヒ酸濃度  
   亜ヒ酸を投与された APL 患者中の血漿、脳髄液中  (CSF) の亜ヒ酸濃度を解析した

ところ、メチル化体が CSF 中に認められたことから、APL 患者に認められる中枢神

経障害軽減に寄与することが示唆された。今後は卵膜細胞を用いた系で得られた、亜

ヒ酸の取り込み、排泄機構に関与する遺伝子発現を患者由来組織・細胞を用いて行う。  
 

３．研究評価及び今後の研究計画  
  ヒト卵膜組織という異なる二種類の細胞からなるユニークなヒト由来組織を用い

る本プロジェクトは、出産における卵膜組織の役割という生理学的観点からの重要

性のみならず、体外刺激応答 -微生物感染・薬物投与 -を分子レベルで解析できる系と

して有用と思われる。我々はすでに、卵膜組織培養系・組織構成細胞の単離法など

を確立し、その系を用いて、インフルエンザ感染に対する両細胞の応答をアポトー

シス誘導の観点から解析し、 chorion 細胞のみに感染後アポトーシス誘導を認め、



amnion 細胞には認められないことを初めて明らかにしてきた。また、ウイルス感染

により chorion 細胞より単球分化誘導因子活性を有する分子が分泌されることを明

らかにしたことは、母体・胎児の微生物感染防御を考える上で重要な知見と思われ

る。また CMV 感染により、ウイルス由来 mIL-10 遺伝子発現が上昇し、細胞由来の

免疫制御に関与するサイトカイン (IL-10 および  IL-6)の遺伝子発現を抑制している

可能性を示唆する結果は重要な知見と思われる。  
  また、卵膜組織構成細胞が、外来刺激に対して異なった応答をする機構解析をウ

イルス感染系以外にも、酸化的ストレス系、さらには白血病治療薬として注目を浴

びている、亜ヒ酸を用いて行った。iNOS 遺伝子が chorion 細胞における細胞死誘導

に重要な役割を果たし、HO-1 遺伝子発現などによる、ストレス回避機構が amnion
細胞で働くことで amnion 細胞は、酸化的ストレスに対する寛容性が chorion 細胞に

比して高いこと、を明らかにした。  
 卵膜組織中における幹細胞の性質を構成細胞ごとに明らかにし、さらに、卵膜組

織中に iPS 様細胞の存在が確認出来たことは、今後の再生医療への応用も含めて興

味ある知見である。  
以上の結果から、今後は、卵膜細胞、および種々のがん細胞を用いて、外的刺激

を与えた時の応答について解析を行い、細胞の恒常性維持機構の基盤的概念につい

て検討を加える。特に興味あることは、外的刺激を与えた時に 2 種の卵膜組織構成

細胞は異なった応答を示し、そこに幹細胞の Cot4 遺伝子が重要な役割を果たしてい

ることを明らかにしたことである。そこで、今後は外的刺激を与えた時の幹細胞の

挙動を中心に、それぞれ幹細胞遺伝子発現抑制下、詳細な解析を行う。また、酸化

的ストレス以外に、亜ヒ酸による細胞応答について、卵膜細胞で得られた応答機構

とがん化した細胞での相違を中心に解析を行う。  
これらの結果は、卵膜組織・細胞における細胞死誘導機構に関する詳細な知見を

与えるのみならず、卵膜組織の体外刺激応答機構に関する知見を基に、生体の恒常

性維持の異常による種々の疾患の発症機構解明に寄与できるものと思われる。  
 
４．研究成果の発表  
原著論文  
(1) Yuan B, Ohyama K, Takeichi M, Toyoda H.  Direct contribution of inducible 

nitric oxide synthase expression to apoptosis induction in primary smooth 
chorion trophoblast cells of human fetal membrane tissues. Int J Biochem Cell 
Biol 41: 1062-9 (2009) 

(2) Kiguchi T, Yoshino Y, Yuan B, Yoshizawa S, Kitahara T, Akahane D, Gotoh M, 
Kaise T, Toyoda H, Ohyashiki K.  Speciation of arsenic trioxide penetrates into 
cerebro spinal fluid in patients with acute promyelocytic leukemia. Leukiemia 
Res 34: 403-405 (2010) 

総説・著書  
(1) Uchide N, Toyoda H (2009) Virulence of influenza virus on human fetal 

membrane tissues. In Infectious Pregnancy Complications, Nova Science 



Publishers Inc., New York, pp111-138 
国内学会発表  
(1) 吉野雄大、袁博、武市信、貝瀬利一、豊田裕夫  

 ヒト卵膜由来正常細胞に対する亜ヒ酸の影響  
 第 15 回ヒ素シンポジウム , 2009 年 11 月、大阪  

(2) 吉野雄大、袁博、武市信、大山邦男、貝瀬利一、豊田裕夫  

Effects of arsenic on normal cells from human fetal membranes 

第 32 回日本分子生物学会年会 , 2009 年 12 月、横浜  

(3)  野崎忠輔、吉野雄大、袁博、坂上正行、太田力、蒲生忍、武内信、大山邦男、貝瀬利

一、豊田裕夫  

Response to oxidative stress in stem cells prepared from human fetal membrane 

第 32 回日本分子生物学会年会、2009 年 12 月、横浜  

(4)  坂上正行、新屋敷康、宮本麻美子、太田力、豊田裕夫、蒲生忍  

 Gene expression patterns of pluripotentstem cells originated from human amnion 

 第 32 回日本分子生物学会年会、2009 年 12 月、横浜  

(5) 田畑真一、袁博、豊田裕夫  

 Potent antiproliferative activity of pyrroridine dithiocarbamate (PDTC) against small lung 

cancer cells 

 第 32 回日本分子生物学会年会、2009 年 12 月、横浜  

 



生体膜透過機構に基づく新規感染症対策法の開発 
 
林 正弘（薬物動態制御学教室・教授）  
 
1. 当初の研究目標  

  薬物療法を考える場合、Pharmacokinetics(PK)-Pharmacodynamics(PD)理論は必要不可

欠な理論である。PK はもちろん、その後の組織移行性をも含めると薬物トランスポータ

ーの関与が薬効・副作用に大きく関わってくるということは近年の認識である。経口投

与後の薬物吸収部位である腸管や、代謝を担う肝臓などに発現している ATP-binding 

cassette (ABC)トランスポーターは、生体内異物や薬物の解毒・排泄に関与し、これま

でにヒトにおいては P-glycoprotein/MDR1（P-gp/MDR1）・MRP・BCRP・BSEP などが検討さ

れている。これらは生体内の解毒排泄能の一端を担うと共に、薬物の組織細胞内移行を

も阻害するため薬剤耐性獲得の原因ともなり得る。また、ABC トランスポーターは発現

の程度における個人差に加え、病態時においても発現・機能が変動することが知られて

いる。病態時におけるトランスポーターの発現変動は薬物の吸収動態･薬効・副作用の程

度に影響を及ぼすと予想される。したがって、患者個々のトランスポーターの発現・機

能を把握することは、薬物治療を成功させる上で重要な情報となり得る。そこで本研究

では、薬物治療を行う上で、最小限の副作用で最大限の薬理効果を発揮させるための腸

管吸収性と体内動態の非侵襲的予測法の確立を念頭におく。 

  移植などの外科的手術が必要とされる場合には、免疫抑制剤の使用により感染症が惹

起されることが危惧されている。その原因物質の一つと考えられているバクテリア由来

の Lipopolysaccharide (LPS)は多臓器不全を介した敗血症から死へのカスケードインパ

クターである。この LPS の膜透過機構に基づいた体内動態制御による LPS の解毒排泄シ

ステムを開発することが、本研究の最大の目的である。 

  薬物および異物の体内動態の解明は、薬効および副作用の発現予測に重要な役割を果

たしていることが認識されつつある。特にトランスポーターの発現および機能変動によ

って薬効および副作用の発現部位である組織移行性が変動するのであれば、病態時のト

ランスポーターの発現および機能変動を把握することは薬物治療効果を最大限に発揮し、

副作用の回避を可能とする。各臓器におけるトランスポーター発現の知見を得るために

は、現時点では直接体内から臓器を取り出す侵襲的手術が必要なため、トランスポータ

ーの発現変動から疾患の治療・予防を臨床応用することは非実用的である。 

  本研究では、非侵襲的な方法による薬の体内動態、薬効・副作用の予測システムの開

発を目指している。特に末梢血リンパ球に着目し、排泄型トランスポーターの遺伝子発

現レベルとその調節機構を網羅的に解明し、遺伝子レベルから体内動態、薬効・副作用

の予測評価を目指している。排泄型トランスポーターの網羅的遺伝子発現レベルの解析

は、最小限の副作用で最大限の薬理効果を発揮できるシステム構築に繋がる。このよう

な非侵襲的な方法は臨床現場において患者個人の薬物体内動態を予測する際に大変有用

である。 

 
 



 

2. 研究成果の概要  
  本年度は、感染症段階別病態モデルラットを用い、LPS 投与による末梢血リンパ球、

回腸および肝臓における ABC transporter、PXR に与える影響さらに、LPS により誘導

される生体内因子の変動を検討した。  
  第１に、感染症病態が与える末梢血リンパ球中 ABC transporter および PXR 遺伝子

発現変動、Rho123 体内動態の変動、さらに各種 cytokine への影響を感染症段階別に検

討した。末梢血リンパ球中 ABC transporter および PXR 遺伝子発現量は感染症初期に

上昇し、感染症進行段階に応じて発現上昇が抑制されることが示された。また、感染症

初期段階では P-gp 基質の排泄が遅延し、副作用の危険性が高まることが示された。さ

らに、感染症進行段階では静脈内投与された P-gp 基質の排泄能に、正常時との差が見

られないことから、感染症段階に応じて薬物の投与量を考慮する必要があると考えられ

る。これら LPS 投与による ABC transporter 遺伝子発現量および機能変動に種々の

cytokine が関与している可能性が示された。  
  第 2 に、感染症病態時における回腸 ABC transporter および PXR 遺伝子発現量、ABC 
ransporter タンパク発現量、P-gp 機能、さらに、各種 cytokine への影響を感染症段階

別に検討した。回腸 ABC transporter および PXR 遺伝子発現量は、感染症初期に低下

し、感染症進行段階に応じて発現低下が抑制されることが示された。また、回腸 ABC 
transporter タンパク発現量は P-gp において遺伝子発現量と同様の変動を示したが、

mrp2 および bcrp では有意な変化は見られなかった。さらに、感染症初期段階では P-gp
基質の回腸への排泄能が遅延し、感染症進行段階により亢進したことから、副作用の危

険性が高まる可能性および薬物の回腸からの吸収低下による bioavailability が低下する

可能性が示された。これら LPS 投与による回腸 ABC transporter 発現量および機能変

動に種々の cytokine が関与している可能性が推察された。  
  第 3 に、肝臓に焦点を当て検討した。肝臓中 ABC transporter および PXR 遺伝子発

現量は感染症初期に低下し、感染症進行段階に応じて発現低下が抑制されることが示さ

れた。また、肝臓中 ABC transporter タンパク発現量は LPS 投与による有意な変動を

示さなかった。さらに、感染症初期段階では P-gp 基質の胆汁への排泄能が遅延したこ

とから、副作用の危険性が高まる可能性が示された。これら LPS 投与による肝臓 ABC 
transporter 発現量および機能変動に種々の cytokine が関与している可能性が推察され

た。また、回腸と肝臓では cytokine の発生に差異が見られるため、臓器間での炎症の度

合いによる薬物の体内動態の差を考慮する必要性が示唆された。  
  以上、感染症段階に応じたラット末梢血リンパ球、回腸および肝臓 ABC transporter、
PXR 遺伝子発現量、回腸および肝臓 ABC transporter タンパク発現量、P-gp 機能の変

動を明らかにした。  
  本年度の結果をもとに、次年度においては感染症段階に応じた末梢血リンパ球中 PXR 
遺伝子発現変動と回腸および肝臓における ABC transporter の発現、機能を予測する手

段として末梢血リンパ球を用いることの可能性を検討することとする。  
 
3. 研究評価及び今後の研究計画  

 ヒト末梢血単核球(PBMCs)に LPS を曝露すると MDR1 遺伝子の発現低下が起こる



 

という報告がなされている。しかし、この結果は本研究で得られた結果とは矛盾してい

る。これは、ヒト末梢血単核球に LPS を曝露した検討において、LPS 曝露時間が最長

でも 3 時間と短いことが原因であると考えられる。本研究においては、LPS 投与 8 時間

後にラットから採血を実施しており、LPS 刺激に伴う cytokine 産生が既に誘発された

状態であり、血中には高濃度の IL-2 が存在すると考えられる。よって、採取された末梢

血リンパ球は IL-2 の曝露を受け、YB-1 の活性化に伴い mdr1a および mrp2 、bcrp 遺

伝子の発現上昇が起こったと考えられる。しかし、本研究ではこれまでに IL-2 遺伝子の

発現変動を検討していないことから、LPS 投与による IL-2 遺伝子の変動を明らかにし、

ABC transporter の発現および機能の制御機構を検討する必要がある。  
  また、ABC transporter の発現誘導に関与する PXR 遺伝子発現量も、LPS 単回投与

により上昇が見られた。LPS 投与における腸管および肝臓 PXR 遺伝子発現低下は、炎

症応答により産生された IL-6 により、PXR 遺伝子の転写が抑制されるために起こると

報告されている。しかし、末梢血リンパ球における詳細な報告はなく、本研究における

LPS 単回投与時の末梢血リンパ球中 PXR 遺伝子発現誘導に関与する明確な因子は未だ

不明である。これまでにステロイド剤の Dexamethasone により、ヒトおよびラット肝

臓における PXR mRNA 発現量が上昇したという報告がなされており、PXR 遺伝子誘導

にステロイドホルモン受容体である glucocorticoid receptor の影響が示唆されているこ

とから、ステロイドホルモンを始めとした様々な生体内因子が発現誘導に関与している

可能性が高いと考えられる。  
  LPS 3 回連続投与により、種々の cytokine 発現量はいずれも高値を示し、末梢血リン

パ球で見られた LPS 単回投与での上昇と異なる結果が得られた。LPS 投与により血中

および腸管組織中 TNFα濃度が上昇することは広く知られている。また大腸菌腹腔内投

与感染後、血中 TNFα濃度は 90 分で最大となり、他の 3 時間程度で CTRL レベルまで

低下することも示されている。TNFαはエンドトキシンあるいはバクテリア暴露後に最

初に誘導される cytokine であり、他の cytokine 産生の引き金となると考えられている。

また、LPS による炎症時には IL-1β、IL-6、IL-8、TNFαおよび IFNγなどの炎症性 cytokine
の分泌が誘導され、発熱・血圧低下などの症状が引き起こされることも報告されている。

炎症性 cytokine は、LPS 投与後短時間で発現が上昇し、発現が低下した後にも発熱な

どの症状が続くこと、LPS 投与による iNOS の誘導は、回腸で顕著であるという報告を

考え合わせると、回腸における組織障害に iNOS が深く関わっていると考えられる。  
  iNOS は細菌性エンドトキシンや炎症性 cytokine の刺激によって発現が誘導され、カ

ルシウム非依存的に大量の NO を産生すること、LPS 投与による様々な障害の要因とし

て、NO が着目されていることから、小腸・肝臓・腎臓における薬物 transporter の機

能や発現が NO によって制御されていることも十分に考えられる。一方、LPS による

PXR 発現や ABC transporter 発現低下は、Proinflammatory cytokine 阻害では PXR 発

現や ABC transporter 発現低下に抑制がかかり、iNOS 阻害は抑制されないという iNOS
関与に否定的な報告もあることから、 iNOS、proinflammatory cytokine (IL-1β)、PXR
の 3 者は密接に関わっていると考えられる。この 3 者の相関に関する詳細な検討が将来、

感染症などの障害による体内動態の変動予測につながると考えられる。  
 



 

  LPS 投与により肝臓中 cytokine 発現量はいずれも末梢血リンパ球および回腸で見ら

れた傾向と異なり、LPS 5 回連続投与においても高値を示すものが認められた。肝臓は

リンパ組織である脾臓により生成された cytokine や感作リンパ球が血流を介して次に

流入する臓器であるため、LPS 投与時の障害が最も大きな臓器である。このため回腸に

比べて肝臓では、IL-1βなどの炎症性 cytokine が LPS 単回投与時から高発現したと考え

られる。また、肝臓へ流入する全血流量の約 3/4 は、胃や腸から門脈を介して流入する

ことから、LPS 投与によって発生した障害因子（種々の活性酸素や cytokine など）が、

門脈を経て肝臓へ流入し、直接的な障害あるは間接的に何らかのシグナル応答を介して

障害を誘発する可能性は十分に考えられる。これまでに、LPS 投与により肝臓の NF-κB
や AP-1 といった転写因子の活性化を介した Kupffer 細胞の活性化により、腫瘍壊死因子

(TNF-α)やインターロイキン(IL)-1βなどの炎症性 cytokine の放出、 iNOS の活性化を介し

て産生された NO などの活性酸素種の放出を介して、肝細胞障害が引き起こされるとい

う報告がある。さらに、NO によって肝臓の mdr-1a、Bsep、mrp2､mrp3、Oatp1, 2 な

どの種々の transporter や、PXR、RXR、FXR、CAR などの核内レセプターが遺伝子レ

ベルで発現量が低下することが報告されていることから、 iNOS は肝臓において

transporter の機能および発現量を変動させる重要因子であることが考えられ、回腸に

比べて肝臓の iNOS が顕著に上昇したと推察できる。さらに、血中の炎症性 cytokine
濃度によって肝臓の P-gp や mrp2 の発現量が減少することも報告されており、今年度

得られた我々の知見と一致している。  
 肝臓に発現する transporter は P-gp および bcrp に比較して mrp2 が高発現している

ということは昨年度既に見出されている。また、bile canalicular membrane に発現が

認められている ABC transporter は上記以外に胆汁酸排泄 transporter である Bsep 
(bile salt export protein = spgp : sister of P-gp) が報告されている。さらに、肝取り込

みに関与している有機アニオン transporter (Oatp)や有機カチオン transporter (Oct)な
どが血管側に面した sinusoid membrane に発現していることから、次年度は LPS 投与

による肝臓の機能変動を P-gp に加え、mrp2 を始め種々の transporter の機能変動につ

いて検討し、LPS 投与による網羅的な解析が必要であると考える。  
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難治性疾患と微生物の関連性  
 

笹津 備規（病原微生物学教室・教授）  

 

1. 当初の研究目標  

  人の胃に生息するHelicobacter pylori はらせん状のグラム陰性菌で、消化性潰瘍や慢

性胃炎の原因となる病原細菌である。また、H. pyloriは胃がんの発生と密接な関連があ

ることが明らかとなり、1994年にWHOはH. pyloriをグループⅠ発がん因子に分類してい

る。H. pylori感染者は全て組織学的胃炎を伴うが、そのうち消化性潰瘍や胃MALTリンパ

腫あるいは胃癌を発症する感染者はごくわずかである。 H. pyloriと胃がん発症のメカニ

ズムは不明であるが、H. pyloriは菌株により病原性が異なる可能性が指摘されている。

タイやベトナムでは、H. pylori感染率が日本より高いにも関わらず、胃がんによる死亡

率は日本に比べて著しく低い。これは、Asian paradox (Asian enigma)といわれている。こ

のことより、H. pylori は地域により病原性の異なる菌株が分布していると考えられるH. 

pyloriの代表的な病原因子であるCagA（Cytotoxin associated gene A）はCag Pathogenetic 

Islandの中にコードされている約130kDaのタンパク質である。CagAはⅣ型分泌装置によ

り宿主細胞内に注入され、リン酸化を受けた後、様々なカスケードを介し炎症性サイト

カインの発現誘導、異常な細胞増殖やHummingbird様といわれる特徴的な形態学的変化

をもたらす。これらの作用の結果、CagA保有株はCagA非保有株に比べて胃がん発症の

母体となる萎縮性胃炎をより強く引き起こし、胃癌発症の危険率を高めることが明らか

となっている。CagAはC末端側にEPIYA配列を含む繰り返し配列をもち、この領域のチ

ロシンがリン酸化されることにより宿主細胞内で生物活性を発現する。繰り返し配列は

EPIYA周辺配列の違いによりEPIYA-A、-B、-C、-Dに分類され、欧米の株の多くは主に

EPIYA-A、-Bを持つCagAもしくはEPIYA-A、-B、-Cを持つCagA（欧米型CagA）を保有

するのに対し、日本

などの東アジア地域

の株の多くは

EPIYA-A、-B、-Dを

もつCagA（東アジア

型CagA）を保有する

(Fig. 1)。近年、東ア

ジア型CagAは欧米

型CagAに比べ生物

活性が強く、胃がん

発症に深く関与して

いる可能性が報告さ

れている。  

一方、H. pylori の培養は難しく、上部消化器内視鏡検査による胃生検材料からのみ培

養が可能である。内視鏡検査は侵襲的であり、患者に苦痛を伴う。そのため、小児や内

視鏡検査が出来ない患者からの胃生検採取ならびに H. pylori の培養は困難である。そこ

Fig .1. Com parison  o f W estern  Cag A w ith  East Asian  Cag A

EPIYA-A, EPIYAKVNKKK(A/T/V/S)GQ; EPIYA-B, EPIY(A/T)(Q/K) VAKKVNAKI; EPIYA-C, 

EPIYATIDDLG; EPIYA-D, EPIYATIDFDEANQAG.
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で、我々は糞便から PCR 等の DNA 診断に使用できる高純度かつ高収率 DNA 抽出を開

発した。さらに、H. pylori のクラリスロマイシン（CAM）耐性は、リボソームの 50S サ

ブユニットの 23S rRNA の変異であることが知られているため、内視鏡を行わずに H. 

pylori の 23S rRNA 遺伝子を検出し、クラリスロマイシン耐性に関与する遺伝子変異を検

出する方法を開発してきた。この方法は内視鏡の困難な小児においても H. pylori の遺伝

学的情報が得られる有用な方法であると考えられる。そこで本研究では、我々の糞便か

らの DNA 精製を用いて H. pylori を検出し、H. pylori の病原因子 CagA を検出・タイピ

ングする方法の開発を行った。この CagA タイピング法を用いタイ小児における H. pylori 

の CagA の分布を調査し、Asian Paradox の解明を試みた。  

 

2. 研究成果の概要  

 検体は、2006 年 8 月にタイのチェンマイ大学  Dr. Boonyaritichaikij によって集められ

たチエンマイ在住の小児 284 名 (男児 113 名、女児 110 名、性別不明 61 名、平均年齢：6.6

±2.2 歳、年齢不明 60 名)の凍結保存した糞便を用いた。本研究はタイ・チェンマイ大学

の倫理委員会の承認を得て行った。糞便からの H. pylori DNA の抽出・精製は我々が開

発した物理的破壊法により細胞を破壊後、シリカカラムにて DNA を精製した。得られ

た DNA から Nested-PCR を用いた H. pylori 特異的な 23S rRNA の検出から H. pylori 感染

を判定した。CagA をコードする遺伝子 cagA についても、独自のプライマーを設計し、

Nested-PCR で検出を行った。H. pylori のクラリスロマイシン（CAM）耐性は、23S rRNA

の変異領域の DNA シーケンス解析から判定した。DNA データベース上の既知の H. pylori

の cagA シーケンスから cagA 共通領域を検索し、cagA の A-B 領域を増幅する cagA 検出

プライマーを設計した。さらに、cagA の繰り返し配列 EPIYA による CagA タイピングは、

Western CagA と East Asian CagA に特徴的な領域を増幅するプライマーを設計し、それぞ

れに特異的な PCR を行うことで CagA タイピング PCR 法を開発した。Nested-PCR で増

幅した DNA 断片はシーケンスから確認した。  

  先ず、H. pylori の感染調査

では、284 名のうち 120 名  

(42.3%) の小児において H. 

pylori が検出された。感染率

を年令別に比較した結果、

幼児期から高率で H. pylori

感染が認められたものの、

年齢による感染率に有意な

差は認められなかった。ま

た、男女間での感染率にも

差は認められなかった。糞

便の H. pylori 抗原による確

認試験においても同等の結

果であった。したがって、

日本の小児 H. pylori 感染率

Wild type 85 (70.8)

Mutant

A2142G 1 (0.8)

A2143G 29 (24.2)

Mixed type

A2142G＆wild 0 (0.0)

A2143G＆wild 5 (4.2)

Wild type: No mutation was detected in 23S rRNA gene

Mutant: The mutation (A2142G and/or A2143G) was detected in 23SrRNA gene

Mixed type: The mutation (A2142G and/or A2143G) and wild type were

detected in 23S rRNA gene

H. pylori  23S rRNA

Table 1.  Prevalence of H. pylori  with the mutation in
23S rRNA gene from 120 children in Chiang Mai, Thailand

No. of subjects (%)



 

は 10%前後であることから、タイ小児の感染率は明らかに高いものであった。  

  次に、糞便から H. pylori が検出された 120 名(男児 47 名、女児 43 名、性別不明 30 名、平

均年齢：6.63+2.23 歳 )について CAM 耐性 H. pylori の検出を行った（Table 1）。H. pylori の

CAM 耐性に関与する部位を DNA シーケンスにより解析した。23S rRNA の 2142 位または

2143 位に A から G への変異のあるもの  (Mutant) を CAM 耐性株、変異のないもの  (Wild 

type) を CAM 感受性株とした。さらに、CAM 耐性株と CAM 感受性株の混合感染を Mixed type

とした。その結果、Wild type は 85 例  (70.8%)、Mutant は 30 例  (25.0%) 、Mixed type は 5

例  (4.2%)でありタイの小児における CAM 耐性率は 29.2%であった。この値は、日本の小児

における CAM 耐性率と同程度に高いことから、タイの小児においても CAM 耐性 H. pylori

感染は深刻な状況にあると考えられた。  

  さらに、H. pylori 陽性の小児 120 名における cagA 遺伝子の検出を行った（Fig. 2）。その

H. pylori 感染小児 120 名のうち 59 名  (49.1%) の糞便サンプルにおいて cagA 遺伝子が検

出された。年齢および性別による CagA 保有率に有意な差は認められなかった。H. pylori 

CagA 陽性であった 59 名の小児の糞便サンプルにおいて、CagA のタイピングを行った

結果、4 名  (6.8%)において EPIYA-D を保有する東アジア型 CagA、20 名  (33.9%)におい

て EPIYA-C を保有する欧米型 CagA が検出された。残りの 35 名は CagA タイピング PCR

により EPIYA-C 及び EPIYA-D が検出されなかった。そこでこれらの検体から無作為に

抽出した 14 例につい

て、シーケンスにより

EPIYA 周辺領域のアミ

ノ酸配列を解析した結

果、いずれも EPIYA-C

および EPIYA-D を保

有していないことが確

認された。この結果は、

こ れ ら の 35 名  

(59.3%)は EPIYA-C を

保 有 し な い 欧 米 型

CagA であることを示

唆している。したがっ

て、タイの H. pylori に

感染している小児のうち、CagA をもった H. pylori を持っている小児は約半分であるが、

それらのほとんどは欧米諸国で分離される弱毒性の Western CagA であることが明らか

となった。   

   

3. 研究評価及び今後の研究計画  

本研究では小児においても糞便を用いて簡便に H. pylori を検出し、病原因子の一つで

ある CagA をタイピングする方法を開発した。本法を用いた H. pylori 感染と CAM 耐性

H. pylori の研究によりタイ小児における H. pylori 感染率および CAM 耐性率を明らかにした。

欧州における H. pylori 感染診断基準では、H. pylori の CAM 耐性率が 15~20%の地域におい



 

ては、予め CAM 感受性試験を行うべきであると提言されている。タイ小児における CAM

耐性率は 20%を超えていることから、CAM 感受性試験を行わない場合には CAM の使用は

避けるべきであることが示唆された。今後は薬剤耐性率を踏まえた新たなレジメの確立が必

要となることが示唆された。  

さらに、糞便から cagA 遺伝

子の検出およびタイピングを

する方法を確立した。CagA タ

イピングの結果、タイ小児に

感染している H. pylori の

CagA 保有率は約 50%であり、

その多くは弱毒性と考えられ

ている欧米型 CagA であるこ

とを明らかとした。日本の成

人における H. pylori の CagA

保有率は 90%以上であり、こ

れらの多くは強毒性の東アジ

ア型の CagA であることが明

らかとなっている（Fig. 3）。したがって、タイ小児における H. pylori の CagA は日本と

大きく異なる分布をしていることが明らかとなった。以上より、タイにおいて H. pylori

感染率が高いにも関わらず、胃がんによる死亡率が低い原因として、CagA 陽性 H. pylori

が少なく、さらに高病原性を示す東アジア型 CagA を保有する H. pylori が非常に少ない

ことが関与している可能性が考えられた。したがって、H. pylori の CagA タイプは胃癌の

発症リスクを予想する重要な因子となると考えられる。小児における H. pylori 感染診断基

準及び除菌ガイドラインが未だ確立されていないことから、本研究で確立した糞便から H. 

pylori の病原性や薬剤感受性を調査した結果は、小児における H. pylori 除菌治療における有

用な知見となると考えられる。  

  最近、グラム陽性レンサ球菌 Streptococcus bovis による感染性心内膜炎の患者では大腸が

んを発症している頻度が高いことが報告されている。そこで、上部消化器だけでなく、大腸

がんなどの下部消化器疾患と微生物の関連性についても含めて研究する計画である。  
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難治性疾患における薬物耐性発現機序とそれを標的とした薬物療法の

基盤構築 

 

平野 俊彦（臨床薬理学教室・教授） 

 

1.  当初の研究目標 

  難治性疾患の治療においては、薬物療法の奏功性が患者の予後に大きく係わる。薬物

療法に抵抗性を示す症例では、死の転帰をたどる場合も少なくない。本研究は、重症筋

無力症や悪性腫瘍などの難治性疾患患者の薬物耐性発現機序を解明し、それに係わる細

胞や分子を標的とした新たな治療法を開発するための基盤を構築することを意義・目的

とする。 

  本研究ではまず、重症筋無力症（MG）患者における末梢血リンパ球の免疫抑制薬感

受性や薬物の治療効果と、制御性T細胞の機能や割合との関係を調べる。また、MGの病

態に深く関連する抗アセチルコリン受容体（AChR）抗体の産生にはB細胞が係わってい

るため、B細胞機能の異常についても合わせて検討する。具体的には、MG患者より得た

末梢血単核細胞（PBMC）の in vitro増殖に対する各種免疫抑制薬の効果や、薬物感受性

と薬物の治療効果との関連を調べる。特に、制御性T細胞、Th1細胞、およびTh2細胞の

機能や割合が、免疫抑制薬のリンパ球抑制効果あるいは薬物の治療効果に及ぼす影響を

検討する。制御性T細胞、Th1細胞、およびTh2細胞の割合は、フローサイトメトリー法

により各々測定する。患者の臨床経過は、血清中のAChR抗体価や患者の症状を点数化

したMGスコア等により評価する。なお本研究は、東京医科大学の倫理委員会により承

認され、神経内科の医師指導のもとに行われた。  
  一方、抗癌薬耐性を克服するための耐性機序や新しい治療薬に関する研究では、抗癌

薬耐性を獲得しているヒト白血病細胞株や有効な抗癌薬が無いヒトメラノーマの細胞株

細胞を用い、これらの細胞に対するフラボノイドあるいは脂溶性ビタミンの効果を検討

する。  

  我々はかねてより、各種フラボノイドがヒト癌細胞株の in vitro 増殖を強く抑制し、

しかもこれらのフラボノイドは正常ヒト PBMC のマイトゲン応答性増殖に対しては抑

制効果が少ないことを報告してきた。そこで、癌細胞増殖抑制効果が比較的強い、かん

きつ類由来のフラボノイドであるタンゲレチンとノビレチンが、抗癌薬耐性を獲得して

いるヒト白血病細胞株の増殖に及ぼす効果を検討する。 

  次にビタミンは、古来より健康維持や老化防止、あるいは癌の予防に有効であるとし

て一般的に摂取されている。現在ビタミンとして知られているものは 20 種類に及び、

その溶解性から水溶性ビタミンと脂溶性ビタミンに大別される。現在までに、主にビタ

ミン E (VE)、  ビタミン B (VB)、ビタミン A (VA)、およびビタミン D (VD)において、

antioxidants として発癌予防作用のあることが報告されている。また近年では、これら

に加えて、ビタミン K (VK) にも抗腫瘍効果があることが報告されており、癌細胞の分

化誘導、アポトーシス誘導、あるいは細胞毒性のある抗癌剤との併用により、抗癌剤の

毒性を緩和しつつ抗腫瘍効果を増強させるなどの目的で VK の臨床応用が試みられてい

る。このように、脂溶性ビタミンは全種において抗腫瘍効果を有することが示唆されて



 

いる。以上のような背景を踏まえ、本研究では、脂溶性ビタミンであるトレチノイン

（ATRA）、VD3、VE、VK1、VK3、および VK5 がヒトメラノーマ細胞の増殖に及ぼす効

果を比較検討し、また臨床的にも有効と思われる薬物については、その作用機序につい

てさらに検討を行うこととした。  

 

2. 研究成果の概要  

（1） 重症筋無力症患者における T 細胞あるいは B 細胞異常と免疫抑制薬物療法による治

療効果との関連  
  MG は、全身の筋脱力感を主訴とする自己免疫疾患である。MG では主に、神経筋接

合部の構成タンパクを標的とする AChR 抗体により、神経筋伝達の障害がおこる。胸腺

は、T 細胞の分化や自己反応性 T 細胞の除去に関わり、免疫応答を確立するのに重要な

臓器であるが、胸腺中には AChR 様構造を有する筋様細胞が存在することも明らかとさ

れている。MG 症例の多くは、過形成や胸腺腫などの胸腺異常を合併しており、胸腺摘

出が行われるが、症状が安定するまで免疫抑制薬物療法を継続する必要がある。MG に

対する薬物療法としては、一般にコリンエステラーゼ阻害薬や副腎皮質ステロイド（GC）

薬が用いられている。しかし GC の薬効には個人差があり、治療効果が不十分な患者や、

再燃を繰り返し離脱が困難な患者も存在する。胸腺摘出後においても、GC 療法に対し

て抵抗性を示す患者や、副作用により GC を使用できない患者に対しては、タクロリム

スやシクロスポリンなどのカルシニューリン阻害薬が用いられる。 

  CD4+ CD25+ 制御性 T 細胞（Treg 細胞）は自己反応性 T 細胞の活性化を制御するため、

その異常が自己免疫疾患の発症に関与すると考えられている。Treg 細胞はマスター遺伝

子である Foxp3 を発現しており、胸腺において分化・成熟し、あるいはナイーブ CD4+ T

細胞から分化する。一方、IFN-γ を産生する Th1 細胞と IL-4 を産生する Th2 細胞はお

互いに恒常性を保っているが、この Th1/Th2 バランスの破綻が自己免疫疾患につながる

可能性が指摘されている。新たなサブセットである IL-17 を産生する Th17 細胞は、炎

症性自己免疫疾患の発症と関与しているが、MG 患者において Th17 細胞の報告はまだ

ない。Th17 細胞は、マスター遺伝子 RORγt を発現している。免疫抑制薬は Th 細胞の

サイトカイン産生に影響を与えるため、末梢 T 細胞サブセットの分化あるいはバランス

に影響を与えると考えられる。本研究では、MG 患者における自己反応性 T 細胞の活性

化に関与すると思われる CD4+ T 細胞の分化およびその機能異常を明らかとすることを

目的とし、更に免疫抑制薬物療法の影響や治療効果との関連についても合わせて検討を

行った。  

   一方、MG において T 細胞依存性の B 細胞の活性化により、自己抗体の産生が誘導さ

れることが報告されている。近年、B 細胞を標的とした自己免疫疾患の治療が注目され

ており、MG 治療においても B 細胞抗原である CD20 分子を標的としたモノクローナル

抗体であるリツキシマブの有効性が報告されている。T 細胞-B 細胞間のシグナル伝達は

主に T 細胞受容体を介して行われるが、CD40L-CD40、B7h-inducible costimulator 

(ICOS)、あるいは B cell activating factor belonging to the tumor necrosis family 

(BAFF)-BAFF receptor (BAFF-R) などの共刺激分子群は、双方への補助シグナルを伝

達する。これらの相互作用は B 細胞におけるアポトーシスの阻害や増殖の増強、免疫グ



 

ロブリンのクラススイッチを増強に関与する。そこで本研究では、さらに MG 患者の

PBMC 中の B 細胞に発現する共刺激分子と MG の病態との関連を検討するとともに、

MG における免疫抑制薬物療法が共刺激分子発現に及ぼす影響を検討した。  

 

①  MG 患者における T 細胞異常と免疫抑制薬物療法による治療効果との関連 

  MG 患者末梢 CD4+ T 細胞中では、Th1 細胞が優位であり、MG の重症度が高いほど

Th1 優位になる傾向があることが示唆された。一方、MG 患者における CD4+ CD25+ Treg

細胞の割合および PBMC における Foxp3 mRNA 発現量は健常者と比較して有意に低か

った。 シクロスポリンを治療に用いている患者群では 12 ヶ月経過後に Th2 細胞の割合

が上昇し、Th1/Th2 バランスが減少した。一方、プレドニゾロンを治療に用いている患

者群では 12 ヶ月経過後に Th2 細胞および Th17 細胞の割合が上昇した。しかしながら  

CD4+ CD25+ Treg 細胞の割合と免疫抑制薬物療法との関連はなかった。治療効果の指標

として、12 ヶ月間治療後の血漿中抗 AChR 抗体価の変化率、重症度の評価である QMG

スコアの変化率およびプレドニゾロン投与患者におけるプレドニゾロンの 1 日投与量変

化率を用い、末梢 CD4+ CD25+ Treg 細胞と治療効果との関連について検討を行った。

QMG スコアあるいはプレドニゾロンの 1 日投与量変化率と末梢 CD4+ CD25+ Treg 細胞

の割合の変化率との間に負の相関を認めた。   

 

②  MG 患者における B 細胞異常と免疫抑制薬物療法による治療効果との関連 

 CD19+B 細胞中の CD40 発現細胞率は胸腺摘出術の有無に関わらず、MG 患者群で有

意に高かったが、CD40 発現細胞率と MG の病態との関連は確認されなかった。胸腺摘

出を行った MG 患者群では、CD19+B 細胞中の BAFF-R 発現細胞率が胸腺摘出を行って

いない MG 患者群と比較して有意に低値を示した。末梢 CD4+ T 細胞中の CD40L およ

び ICOS 発現細胞率は MG 患者群および健常者群間で有意差は認められなかった。しか

しながら、プレドニゾロンにカルシニューリン阻害薬を併用して治療を行っている患者

群では、免疫抑制薬を治療に用いていない患者群と比較して、PMA およびイオノマイ

シン刺激下における CD4+ T 細胞中の CD40L および ICOS 発現細胞の割合が有意に低値

を示した。また、健常者 PBMC においても、PMA およびイオノマイシン刺激による

CD4+T 細胞中の CD40L および ICOS 発現細胞の誘導が、 in vitro でシクロスポリンま

たはタクロリムスで処理することによって抑制された。   

 

（２) P-糖タンパク質を高発現するヒト T リンパ芽球性白血病細胞に対するポリメトキシ

フラボノイドの効果 

 P-糖タンパク質を高発現し各種抗癌薬に対して耐性を示すヒト T リンパ芽球性白血

病細胞株 MOLT-4/DNR 細胞と、その親株の MOLT-4 細胞に対する、ポリメトキシフラ

ボノイドのタンゲレチンおよびノビレチン（Fig. 1）の効果を検討した。 



 

  

  種々の濃度のタンゲレチンまたはノビレチン存在下に細胞を培養後、細胞に取り込ま

れる [3H]チミジンの放射能量により、細胞増殖に及ぼすこれらポリメトキシフラボノイ

ドの抑制効果を判定した。その結果、タンゲレチンとノビレチンがいずれの細胞に対し

ても 15μM 以下の濃度で、細胞増殖を 50％抑制することが分かった。またこれらポリメ

トキシフラボノイドは、細胞増殖を抑制する濃度において MOLT-4/DNR 細胞の P-糖タ

ンパク質機能を抑制することを明らかとした。さらにこれらポリメトキシフラボノイド

は、MOLT-4/DNR 細胞とその親株の MOLT-4 細胞のいずれに対しても、アポトーシス

を誘導することを示した。  

 

（３）ヒトメラノーマ細胞の in vitro 増殖に及ぼす脂溶性ビタミンの効果 

  ヒトメラノーマ細胞株 A375 細胞の in vitro 増殖に及ぼす各種脂溶性ビタミン単独の

効果、および各種脂溶性ビタミンに抗癌薬のダカルバジンを併用した時の効果を検討し

た。また、ヒトメラノーマ細胞株 A375 細胞に対する各種脂溶性ビタミン単独、および

各種脂溶性ビタミンにダカルバジンを併用した際のアポトーシス誘導作用について検討

を行った。その結果、以下のような知見を得た。  
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Fig. 1 タンゲレチンとノビレチンの化学構造 



 

① VD3、VK3 および VK5 が、 in vitro におけるメラノーマ細胞株 A375 細胞の増殖を

抑制することを示した。  

② VK3 は、ダカルバジンとの併用により A375 細胞の増殖をより強く抑制した。  

③  ATRA、VE および VK1 には、  A375 細胞に対する増殖抑制効果がなかった。  

④ VK3 と VK5 は、A375 細胞にアポトーシスを誘導した。  

⑤ VD3、ダカルバジン、および脂溶性ビタミンとダカルバジンとの併用は、A375 細

胞におけるアポトーシス細胞の有意な増加をもたらさなかった。  

 

3. 研究評価及び今後の研究計画  

  本研究では先ず、MG 患者 PBMC の T 細胞あるいは B 細胞異常と薬物の治療効果と

の関連を検討した結果、以下のような知見を得た。  

  すなわち、MG 患者の末梢 T 細胞における Th1 細胞および CD4+ CD25+ Treg 細胞の

異常を明らかとした。免疫抑制薬による治療は、Th1 細胞への分化を抑制し得るものと

考えられる。しかしながら、CD4+ CD25+ Treg 細胞の数あるいは機能を回復することが、

MG の治療において有用と考えられた。  

  また、MG 患者において胸腺摘出術が、CD40 および BAFF を介する B 細胞の活性化

を抑制する可能性が示唆された。また、プレドニゾロンとカルシニューリン阻害薬の併

用による免疫抑制薬物療法は、CD40L や ICOS を介する T-B 細胞の相互作用を抑制す

ることにより治療効果を示す可能性を提示した。  

  今後は、これらの情報を MG 治療の個別化に応用するための基盤構築を目指す。すな

わち、MG 患者 PBMC の T 細胞あるいは B 細胞異常の簡便な検出法の開発と、それに

基づく具体的な治療指針の確立が今後の研究課題である。  

  一方、P-糖タンパクを高発現する抗癌薬耐性ヒト T リンパ芽球性白血病 MOLT-4/DNR 細  

胞に対するポリメトキシフラボノイドの効果を検討した結果、タンゲレチンとノビレチンが

MOLT-4/DNR 細胞の増殖を抑制し、さらにこれらのポリメトキシフラボノイドが MOLT-4/ 

DNR 細胞の P-糖タンパク質機能を抑制し、また細胞にアポトーシスを誘導することを示し

た。以上の結果から、P-糖タンパクを高発現する抗癌薬耐性の白血病に対し、タンゲレチン

やノビレチンなどのポリメトキシフラボノイドは、P-糖タンパク質機能を抑制しかつ細胞に

アポトーシスを誘導することにより、抗白血病作用を示す可能性を提示した。 

  今後は、正常細胞の増殖に対するポリメトキシフラボノイドの影響や、より強い抗白血病

細胞効果を示すフラボノイド類やその他の天然化合物あるいは医薬品を探索することが課

題である。 

  最後に、脂溶性ビタミンがヒトメラノーマ細胞に及ぼす効果の検討から、VD3、VK3

および VK5 が A375 細胞に対して増殖抑制作用を示し、更に VK3 と VK5 が A375 細胞に

アポトーシスを誘導することを明らかとした。今後、メラノーマ治療におけるこれら脂

溶性ビタミンの臨床応用を目指すためには、VK3 や VK5 のさらに詳細な抗メラノーマ細

胞効果の機序を明らかにする必要がある。また、ヒトメラノーマ細胞を移植したマウス

における脂溶性ビタミンの抗腫瘍効果について、今後検討する必要がある。  
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基底膜構成分子の組織特異的な作用機序の解明と医薬分野への応用 

 
野水 基義（病態生化学教室・教授）  
 
1. 当初の研究目標  

個体の発生や再生などに深く関与している基底膜の主役的構成タンパクであるラミニ

ンは、15 種類のアイソフォームが組織特異的あるいは発生時の各段階で特異的に発現し

様々な役目を果たしているため、各々のアイソフォームには組織特異的に機能する部位

の存在が示唆されている。本研究の最大の特色は、まず、この巨大で多機能なラミニン

を組換えタンパクと網羅的ペプチドスクリーニングによって個々のレセプターに対応す

る機能ペプチドに分解し（分子解剖）、その機能ペプチドの生物活性を詳細に解析し、ラ

ミニンの細胞特異的な機能部位の解明を行うという、システマティックなストラテジー

に乗っ取っている点である。さらに応用として、機能ペプチドを人工の支持体に順次加

えていくことにより、「ある機能」を発現するのに十分な構造的情報を得ること（機能要

素の再構築）にある。具体的には、（１）多機能なラミニンをペプチドにまでダウンサイ

ジング可能な機能単位を網羅的に解析する。（２）その機能単位に対して、レセプター結

合および細胞へのシグナル入力との対応付けを行う。次に、（３）これらを用いた医薬分

野への応用と、（４）人工のマトリックス（キトサン膜など）にこれら機能単位を付与し、

組織工学や再生医学などの分野に応用するものである。本研究ではすべてのラミニンサ

ブユニットの 40％にあたる今までに手付かずの部分の細胞接着部位の同定と詳細な生

物活性の解析を分子解剖→機能解明→再構築→応用の流れに従って研究を行い、組織工

学への応用をはかる。 

本年度は、ラミニンの網羅的ペプチドスクリーニングによって同定してきた活性ペプ

チドのキトサン膜に固定化することによる機能性膜の作成と活性ペプチドのゲル化によ

る機能性ゲルの作成を行う。ラミニンアイソフォームの発現が組織特異的であることを

考慮し、アッセイに用いる細胞として、神経、表皮、血管内皮、線維芽細胞、上皮など

由来の異なった株細胞を用い、細胞の運動能、細胞の伸展能、神経突起伸長能などの観

点からペプチドの高次の生物活性を評価する。我々はすでに、活性のあったペプチドを

キトサン膜に固定化することによりペプチドの細胞に対する作用を増強させうることを

見出すとともに、神経突起伸長の促進作用を有するペプチド-キトサン膜の作成にも成功

している。本研究で作成するペプチド-キトサン膜やペプチドゲルは神経再生や創傷治癒

といった医用材料としての発展性を念頭においたもので新素材を用いた組織特異的医薬

品創製に関する基盤研究ある。 

 
2. 研究成果の概要  

 ラミニンの活性ペプチドは様々な活性を有することから医薬分野への応用が期待で

きるが、ペプチドはそのままでは分解されやすく、組織に長くとどめることは困難であ

る。すなわち、これらのペプチドを医薬分野へ応用するためにはペプチドの活性を効率

良く細胞に作用させることが重要になってくる。そこでこれまで、これらの活性ペプチ

ドをキトサン膜に固定化したペプチド-キトサン膜を作成し、組織工学や再生医療への



応用を検討してきた。キトサンは生分解性であり、人工皮膚などの形ですでに臨床応用

されている素材で、ペプチド-キトサン膜は人工基底膜として将来的に、創傷治癒や神

経再生を目的とした再生医学や組織工学の分野での応用が期待できる。一方で、最近の

研究から細胞接着には足場の物理的特性が重要であることがわかってきた。そこで、受

容体の異なるラミニンの活性ペプチドを厚さを変えたキトサン膜（1.5-1500ng/mm2）に

化学的に固定化し、細胞への接着活性を調べたところ、活性ペプチドによって細胞接着

伸展に違いがみられた。例えば、膜貫通型プロテオグリカンであるシンデカンを受容体

とする AG73 (RKRLQVQLSIRT)を固定化したキトサン膜上では細胞はキトサン膜の厚みに

関係なく接着し、インテグリンαVβ３を受容体とする A99 (AGTFALRGDNPQG)を固定化し

たキトサン膜上では 3 及び 30 ng/mm2 のとき細胞は強く接着伸展した。PC12 細胞を用い

て神経突起伸長の促進活性を検討したところ、A99 を固定化したキトサン膜上において

神経系細胞の神経突起伸長は 30-1500 ng/mm2 促進されるが、AG73 ではキトサンの厚み

に左右されず促進されることがわかった。また、AG73 と A99 を組み合わせてキトサン膜

上に結合させたところ、キトサン膜の厚さに関係なく細胞接着、細胞伸展、神経突起伸

長が促進されることがわかった。さらに細胞内シグナル分子 FAK のリン酸化も AG73 と

A99 を組み合わせることで促進することがわかった。AG73 はシンデカン、A99 はインテ

グリンをレセプターとして細胞に対し作用することから、今回の研究の結果から細胞表

面レセプターの種類により足場の物理的特性が異なること、キトサン膜上で AG73 と A99

を組み合わせるさせることにより異なるレセプター同士の相互作用で生物活性が促進

できることがわかった。以上の実験から、ラミニン-111 由来の細胞接着活性をもつペプ

チドをキトサン膜に固定化することにより、巨大分子ラミニンで起こっているような異

なるレセプター同士の相互作用を模倣した、再生医学や組織工学に応用可能な機能性膜

の調製が可能であることが示された。これらの研究結果は、(1)Hozumi ら、Biomaterials. 

31, 3237-43 (2010)などに報告した。 

 これまでラミニン-111 の 673 種類のペプチドでのスクリーニングから同定した 60 種

類の活性ペプチドの中で５種類がアミロイド様線維構造をとり、細胞接着や神経突起伸

長を促進することを見出し、葛西ら Biochemistry 誌に報告した。本研究では、これま

で同定してきたラミニン-111 由来のアミロイドペプチド（A119: LSNIDYILIKAS, AG97: 

SAKVDAIGLEIV, B133: DISTKYFQMSLE, and B160: VILQQSAADIAR）にインテグリンαvβ3

結合ペプチド RGD を含有させたマルチファンクショナルなペプチドをデザインして、そ

の生物活性を測定した。その結果、RGD を結合させた４種類のペプチドはいずれもアミ

ロイド様線維を形成し、細胞接着伸展活性を有することがわかった。また、いずれのペ

プチドへの細胞接着活性も抗インテグリンαv 抗体で阻害されることから、RGD 配列の

インテグリンαvβ3 活性が維持できていることが確かめられた。B133 はインテグリン

α２β１と結合することがわかっているが、RGD-B133 はインテグリンα２β１とインテ

グリンαvβ3 の両方と結合することが示され、マルチファンクショナルな線維形成ペプ

チドが作成できることが確認できた。さらに、RGD 含有アミロイド様線維形成ペプチド

の神経再生医療への応用を期待し、PC12 細胞を用いた神経突起伸長活性を測定した結果、

４種類のペプチドすべてが神経突起伸長を促進した。近年、アルツハイマー病の脳にラ

ミニンが発現していることや、基底膜にアミロイド線維が形成されることなどが報告さ



れている。基底膜タンパクであるラミニン由来のペプチドがアミロイド様線維を形成す

るという本研究の結果から、アミロイド線維の形成メカニズムや細胞への作用の解析が

可能となり、アミロイドを形成する病気へのラミニンや基底膜の関与の手がかりとなる

ことが期待される。また、活性ペプチドを不溶化することでペプチドマトリックスとし

は新規医用材料の開発に直結するもので、組織工学や再生医療分野への応用が期待され

る。これらの結果は、(2)Ohga ら、Biomaterials, 30, 6731-6738 (2010) に報告した。 

 
3. 研究評価及び今後の研究計画  

基底膜の主役的存在であるラミニン由来の活性ペプチドの同定と、それらが高次構造

を作ることにより、器官発生、神経再生、創傷治癒などの高次生命現象に及ぼす役割を

解明し、細胞特異的に働くペプチドゲルを医薬分野などに応用するための基盤づくりを

目的に研究を行った。本年度はラミニン由来のペプチドでのスクリーニングから同定し

た受容体の異なるペプチドを組み合わせて、タンパク質の機能を合成ペプチドを用いる

ことで模倣した。近年、細胞表面レセプターの中でも中心的な役割をしているインテグ

リンは単体でなく、他のレセプターと相互作用することにより、その活性を促進させて

いることが報告されている。本研究の結果は、キトサンに結合させたペプチド-キトサン

膜上でインテグリン結合ペプチドとシンデカン結合ペプチドの両方を混合させることで

細胞接着伸展活性だけでなく、細胞内シグナルも増強されることを証明した。また、活

性ペプチドをキトサン膜に結合させたペプチドマトリックスを用いた研究成果は新規医

用材料の開発に直結するもので、組織工学や再生医療分野への応用が期待される。 

本研究ではすべてのラミニンサブユニットの細胞接着部位の同定と詳細な生物活性の

解析を分子解剖→機能解明→再構築→応用の流れに従って研究を行い、組織工学への応

用を検討してきた。平成 22 年度の主な研究計画として細胞接着ペプチドの細胞膜上レセ

プターの同定をあげている。平成 22 年度は特にラミニン-111 由来の細胞特異的な活性

ペプチドの細胞膜上レセプターの解析をペプチドを高分子担体に結合させた方法で行う。 

さらに、平成 21 年度大きな進捗のあったペプチド-キトサン膜をさらに発展させ、多

機能性のペプチド-キトサンおよびペプチド-アルギン酸膜・ゲルの作成を行う。平成 21

年度は、レセプターの異なる複数種類のペプチドをキトサン膜に結合したが、平成 22

年度は異なる複数種類のペプチドをキトサンおよびアルギン酸膜・ゲルに結合し、細胞

に対し複数のレセプターと同時に作用することのできるペプチド-キトサンおよびペプ

チド-アルギン酸膜・ゲルを作成し、多機能性材料の開発をはかる。さらに、キトサンと

アルギン酸はその物性が異なっていることから、レセプターによって最適な足場が異な

ってくることが予想され、レセプターと足場の化学的物性の最適化についての検討を行

う。アルギン酸はキトサンに比べ比較的粘性の高い物性を有していることからペプチド-

アルギン酸ゲルとしての利用が可能であり、利用形態に応じたペプチド-高分子担体の応

用化が期待できる。本研究は、基底膜と同等の機能を有するペプチド-キトサン膜の創製

をめざしたもので、再生医療や組織工学に応用可能な理想的な医用材料の開発に直結す

るものである。 
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脱髄性疾患の治療を目的とした脱髄および脱髄再生メカニズムの解明 
 
馬場 広子（機能形態学教室・教授）  
 
1．   当初の研究目的  

 神経系はニューロン（神経細胞）とそれを取り巻くグリア細胞から構成され、行動、

思考、記憶、感情など、意識下や無意識下で行う様々な機能に関与している。ニュー

ロンは、発生した活動電位を軸索やシナプスにより他のニューロンへ連絡し、回路を

形成することで様々な情報処理を行っている。一方、グリア細胞は、これらニューロ

ン同士の情報伝達をサポートしたり、調節したり、あるいはミエリン（髄鞘）を形成

したりしている。多くのニューロンの軸索はミエリンと呼ばれる脂質二重膜が何層に

も取り巻いた構造により覆われている。ミエリンは、高速な情報処理により様々な高

次機能を行うために進化の過程で獲得した特殊構造である。絶縁体としてランビエ絞

輪部において跳躍伝導を起こさせ、神経伝導速度を速める働きをしている。さらに、

近年は絶縁体としてのみだけでなく絞輪部へのチャネルの局在化や軸索輸送などにお

いてもミエリンが重要な働きをしていることが明らかになってきている。髄鞘を形成

するグリア細胞は中枢と末梢で異なり、中枢ではオリゴデンドロサイトであり、末梢

ではシュワン細胞である。  
 神経系の病気には、原因不明で治療法が確立しておらず、症状が長期間にわたり、

重度の後遺症などが残ったりする難治性のものがある。精神性の難治性神経疾患とし

て代表的な認知症の約半数はニューロンの変性に起因するアルツハイマー病で占めら

れている。認知症の残りの半数は脳梗塞などによる脳血管性認知症である。脳血管性

認知症には白質変性（Binswanger 型白質脳症など）を伴うものが多く見られる。また、

多発性硬化症など白質（髄鞘）変性を伴う別のタイプの難治性神経疾患も存在してお

り、脱髄や髄鞘形成不全などにより発症する。さらに近年、精神性疾患の統合失調症

においてオリゴデンドロサイト遺伝子に発現異常が存在することや脳の核磁気共鳴画

像解析により前脳の白質異常が報告され、精神性疾患と白質変性との関連が注目され

ている。以上のような多くの難治性神経疾患に白質変性が関与するにもかかわらず、

今のところ白質変性の発症メカニズムの十分な解明には至っていない。このような白

質変性を伴う難治性神経疾患の治療には、脱髄メカニズムの解明とともに、ミエリン

（髄鞘）維持・形成メカニズムの解明が不可欠である。  
 本研究では、中枢脱髄疾患モデルラットの解析やミエリンの形成・維持に関与する

と考えられるタンパク質などの機能解析を行う。そして、これらの解析により、脱髄

発症メカニズムの解明や脱髄性疾患治療法の開発を目指す。  
 
2．   研究成果の概要  

 上記の観点から、本年度はミエリン形成時や脱髄時の白質内で活性化するミクログ

リア特異的に発現する PLD4 に的を絞り解析を行った。その成果の概要は以下のよう

になる。  
 



(1) ミエリン形成時白質内や脱髄病巣部で活性化するミクログリアにおける PLD4 の

発現  
 ホスホリパーゼ D (PLD) は、ホスファチジルコリンを加水分解し、コリンとホスフ

ァチジン酸  (PA) を生じる酵素である。PLD ファミリーには数種のサブタイプが存在

し、PLD1 と PLD2 は、生成した PA により、細胞骨格の再構築、エキソサイトーシ

ス、食・飲作用、癌化、細胞接着や走化性などに関与し、神経系や免疫系などで重要

な働きを担うと考えられている。一方、膜貫通ドメインを持つタイプとして  PLD3、
PLD4、PLD5 などがジーンバンクに登録されているが、それらの機能は未だ全く分か

っていない。最近、理研・脳センターの古市氏らにより、生後７日にマウス脳梁や小

脳白質内の細胞特異的に発現する分子として PLD4 が見いだされた。PLD4 は、PLD1
や PLD2 などと異なり、ホスファチジルコリンを加水分解する酵素活性を持たない新

しいタイプの PLD であることが明らかとされている。昨年度の研究では各種細胞マー

カーに対する抗体による免疫染色と、PLD4 mRNA に対する in situ hybridization 
(ISH)との二重染色を行い、PLD4 を発現している細胞が、ミエリン形成期の白質内で

活性化するミクログリア（アメボイドミクログリア）であることを明らかにした。ま

た、その発現は生後７日をピークにしている可能性が示唆された。そこでこれらの結

果に基づき、まず小脳白質におけるミエリン形成過程と一致するのかどうかをミエリ

ン形成の指標となるミエリン塩基性タンパク質  (MBP)に対する抗体を用いて免疫染

色を行い、PLD4 の ISH 像やミクログリアのマーカーである Iba1 に対する免疫染色

像と詳細に比較した。生後 0 日、3 日、5 日、7 日、10 日の小脳パラフィン切片を用

いた解析の結果、MBP 陽性像が見られ始める生後３日の小脳基部に、PLD4 を発現す

る Iba1 陽性のアメボイドミクログリアが認められた。また、生後 5 日、7 日と MBP
陽性像が小脳の各葉内部に進みミエリン形成が進行するに従い、活性化ミクログリア

も移動するともに数が増加した。そしてミエリン形成がさらに進んだ生後 10 日には

PLD4 発現細胞は減少していた。以上の結果から、PLD4 を発現するアメボイドミクロ

グリアは、明らかにミエリン形成過程とともに移動・増殖し、正常な白質形成に関与

していることが示唆された。  
 一方、ミクログリアは、骨髄単球由来の細胞で、脳の恒常性維持に重要な役割を果

たしていると考えられている。静止状態にあるラミファイドミクログリアは成熟した

正常脳内にほぼ均等に散在し、前述のような発達過程の白質内以外に脳の損傷時や

様々な病態時に活性化し、アメボイドミクログリアに変化することが知られている。

そこで病態時に活性するアメボイドミクログリアにおいても PLD4 が発現しているの

かどうかを確かめるために、脱髄モデルマウス（PLPtg/-マウス）を用いて PLD4 の発

現を調べた。脱髄病巣部の活性化ミクログリアにおいても PLD4 の発現が認められた。

このマウスは、一旦は正常なミエリンを形成するが、その後ミエリンが壊れて、脱髄

を起こすマウスである。脱髄が顕著になる 4.5 ヶ月齢のマウス小脳を用いた免疫組織

染色では異常な MBP 陽性像を示す病巣部において、Iba1 の強発現が認められ、また、

PLD4 抗体による陽性像もその部分に多く認められた。したがって、脱髄病巣部で活

性化すアメボイドミクログリアにおいても PLD4 が発現していることが確認された。  
 



(2) ミクログリア系培養細胞を用いた PLD4 の機能解析  
 活性化したミクログリアにおける PLD４の機能を明らかにするためには、培養細

胞系が有用である。そこで正常な C57BL/6j マウス脳由来の株化ミクログリアである

MG6 を用い解析を行った。昨年度の実験では、リポポリサッカライド(LPS)刺激によ

り活性化する MG6 で Iba1 発現の上昇とともに PLD4 発現が上昇した。また、蛍光

標識したバイオパーティクルの貪食により生じる食胞に PLD4 が集積することから、

貪食に関与している可能性が示唆された。そこで本年度は、貪食作用を中心に、PLD4
の細胞内局在や、RNA 干渉法を用いた PLD4 発現抑制により貪食に影響があるかど

うかを調べた。抗 PLD4 抗体を用いた免疫染色では、小胞体や細胞内小胞の他に核

内にも存在することが明らかとなった。また早期エンドソームと後期エンドソームの

マーカーとの免疫多重染色により、早期エンドソームに多く存在していることが明ら

かとなった。次に PLD4 特異的な siRNA を用い、PLD4 の発現を抑制したところ、

バイオパーティクルを多く貪食した MG6 細胞数が減少していることが FACS による

分析で明らかとなった。  
 

3．   研究評価及び今後の研究計画  
 今回、PLD4 はミエリン形成期の白質内だけでなく、脱髄時の病巣部に存在するア

メボイドミクログリアに発現していることが確かめられた。また、ミクログリア系培

養細胞を用いた RNA 干渉法による PLD4 発現抑制実験により、PLD4 が貪食に関与し

ていることが明らかとなった。ミクログリアは、中枢神経系において、損傷時や様々

な病態時、さらにミエリン形成期の白質内で活性化することが知られている。サイト

カインなど種々の液性因子を放出し、同時にアメボイドミクログリアとしてファゴサ

イトーシスを行い、損傷修復環境やミエリン形成環境を整えていると考えられている。

白質変性を伴う難治性疾患の治療法の開発には、発症や変性の過程の理解とともに、

ミエリン形成メカニズムの詳細を明らかにすることがミエリン再生過程への応用や脱

髄の予防へとつながると考えられる。したがって、これらの過程に関与すると考えら

れているアメボイドミクログリアの中心的な働きである貪食能にどのように PLD4 が

関与しているのかを細胞内外の情報伝達網も含めて明らかにすることは非常に重要で

ある。他の貪食細胞における解析から、ファゴサイトーシスには PLD1 や PLD2 も働

いていると考えられているので、ミクログリア系株化培養細胞や初代培養ミクログリ

ア細胞への強制発現系などを用い、PLD1 や PLD2 の働きも考慮しながら、PLD4 の

関与するミクログリアの活性化メカニズムやファゴサイトーシスのコントロールメカ

ニズムを明らかにする必要がある。また、現在、スクリーニングまで終わっている組

換え ES 細胞を用いて、引き続き PLD4-コンディショナル KO マウスの作製を行い、

このマウスの表現型などを解析することが生体内における PLD4 の機能を明らかにす

るために重要である。  
 一方、神経系の難治性疾患には末梢神経の脱髄を伴うものも少なくない。また、脱

髄損傷部には、貪食能を持ちミクログリアと起源が同じだと考えられているマクロフ

ァージの集積が認められている。そこで末梢神経系の脱髄部に集積するマクロファー

ジにも PLD4 が発現しているのかどうかを調べるために、末梢神経脱髄モデルマウス



の坐骨神経病巣部における PLD4 の発現を解析する必要がある。  
 今後進められるこれらの研究は、脱髄性疾患の発症メカニズムの解明や再生治療法

並びに予防法の開発へとつながると考えられる。  
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イノシトールリン脂質代謝による組織幹細胞の増殖、分化スイッチング

制御 

 

深見 希代子（生命科学部ゲノム情報学研究室・教授） 

 

１．当初の研究目標 

 表皮と毛包、及び神経などの上皮系細胞、特に幹細胞の増殖・分化制御機構における

イノシトールリン脂質代謝の役割を明らかにすることを目的とした。    

 上皮系細胞の特徴は分化に伴い極性を持つことである。ホスホリパーゼ C(PLC)の基質

であるホスファチジルイノシトール 4,5 二リン酸(PIP2)や PI3 キナーゼから産生するホ

スファチジルイノシトール 4,5 三リン酸（PIP3）は、アクチン調節タンパク質等の活性

制御等を介して極性を形成すると考えられる。そこで第一に、上皮組織幹細胞の分化（極

性の形成）において、PIP2 から PLC に向かうシグナルと PI3 キナーゼに向かうシグナル

のスイッチング、即ち PIP3/PIP2 バランスが分化と増殖の分岐点になると考え、これら

の脂質の重要性を検証することにした。 

   このリン脂質代謝の要の酵素である PLC の１つ PLCδ1 は極性のある上皮細胞に発現が

非常に多いこと、PLCδ1 遺伝子欠損(KO)マウスは皮膚上皮系幹細胞の分化異常により皮

膚腫瘍を形成することを報告しているので、イノシトールリン脂質代謝がどの様なメカ

ニズムで皮膚上皮系幹細胞の増殖と分化制御に関わっているのかを明らかにすることを

目的とした。特に、組織幹細胞の増殖、分化制御のメカニズム解明により、癌などの疾

病治療の他、再生医療発展の基盤作りを目指すことにした。 

 

２．研究成果の概要 

（１）上皮系がん細胞の浸潤突起形成にはリン脂質代謝が関与している 

   第一に、上皮系がん細胞である乳癌細胞での浸潤突起形成において、リン脂質の重要

性を検討した。PIP2 が浸潤突起部位に非常に多く存在していることが判明したので、抗

PIP2 抗体を細胞に導入した所、浸潤突起の形成が抑制されたことから、PIP2 が突起形成

に必須であることが判明した。こうした結果は浸潤突起形成における PIP2 の重要性を強

く示している。またこうした浸潤突起形成には PIP2 を含む脂質 Raft の形成が必須であ

ることを明らかにした。 

   次に PIP2 を基質として PI3 キナーゼによって産生される PIP3 が浸潤機構に関与する

ことが示唆されているので、PI3 キナーゼ、PIP3 の浸潤突起形成における重要性を検討

した。まず PI3 キナーゼ阻害剤である Wortmannin や LY294002 で MDA-MB-231 細胞を処

理した所、浸潤突起形成が抑制されることが明らかになった。また PIP3 の局在とその浸

潤突起形成における役割を検討するため、PIP3 特異的プローブである Akt・PH ドメイン

を発現した所、浸潤突起を含む細胞膜が染色された。また Akt・PH ドメインの過剰発現

により、浸潤突起形成が阻害された。これらの結果は、浸潤突起形成に PIP3 が不可欠で

あることを示している。 

 更に大腸癌細胞を用いて E-カドヘリンの発現における PIP2 の役割を検討した。大腸

癌において悪性度と E-カドヘリン或いは vitaminD receptor（VDR）の発現レベルは互い



 

に逆相関することが報告されている。大腸癌細胞 SW480は VDRを発現しており、vitaminD3

誘導体で処理すると E-カドヘリンの発現が誘導されて上皮様に分化することから、

SW480/VDR シグナル応答系のシステムは大腸癌治療に関する良いモデル系となる。E-カ

ドヘリンの発現に PIP2 が何らかの役割を担っていると考え、種々の PIP2 合成酵素アイ

ソザイムの siRNA を行い、E-カドヘリン発現への影響を検討した。その結果、PIPKIIβ

の RNAi により、E-カドヘリンの発現が顕著に抑制された。このことは PIPKIIβを介した

PIP2 合成が大腸癌細胞での E-カドヘリンの発現制御に重要な役割を持つことを示して

いる。以上のことは、癌細胞の機能に PIP2、PIP3 が不可欠であること、更に PIP2/PIP3

のバランスが浸潤突起形成や細胞接着・細胞極性形成に重要であることを示している。 

（２）毛形成における PLCδ1 の役割 

   PLCδ1KO マウスでは無毛となるなど、その表現型はヌードマウスに非常に似ている。

これまでにヌードマウスと PLCδ1KO マウスの類似性を、皮膚切片の光顕像、電顕像観察

により比較し明らかにしてきた。またヌードマウスの皮膚において顕著な PLCδ1 発現量

の減少が確認され、Foxn1→PLCδ1→mHa3 というシグナルの流れが存在することが示した。 

 そこで次に、「ヌードマウスの体毛減少は PLCδ1 欠損が原因である」ことの個体レベルで

の検証を行なうために、ヌードマウスの原因遺伝子である Foxn1 プロモーター制御下で

PLCδ1cDNA を発現するトランスジェニックマウスを作製し、ヌードマウスと交配させる

ことによりヌードマウスに Foxn1 プロモーター制御下の PLCδ1 を強制発現させたマウス

を作製した。ヌードマウスの体毛減少が PLCδ1 の発現低下のみで説明できるのであれば、

ヌードマウスに PLCδ1 を発現させることにより、体毛が正常に形成されるようになるこ

とが期待される。現在までの解析では、毛形成は回復していないが、毛包は形成され、

ヘアケラチンも部分的に回復することが判明した。このことから、Foxn1 の下流には

PLCδ1 以外の分子を介したシグナル経路が存在し、ヘアケラチンの発現に関与すること

が示唆された。 

   Foxn1 の下流で毛の形成に関わる分子として Notch が報告されている。そこで PLCδ1KO

マウスの毛包での Notch の発現を in situ hybridization で調べた所、顕著な減少が観察さ

れた。皮膚全体を用いた qRT-PCR では PLCδ1KO マウスで減少がみられないことから、Notch

の減少は毛包特異的な減少である事が判明した。このことは、毛包形成において、Foxn1

の下流で PLCδ1 および Notch が働いていることを示唆するものでる。 

 

３．研究評価及び今後の研究計画 1200 

（１）上皮系がん細胞の浸潤突起形成・細胞内極性創成におけるリン脂質の役割解明 

 上皮系由来の乳癌細胞の転移能に相関する浸潤突起形成に PIP2 が必要であることを

示した。現在浸潤突起形成における PI３キナーゼの重要性、特に PI3 キナーゼの中でど

のアイソザイムが重要な役割を果たしているかを解析しており、浸潤突起形成における

PIP2/PIP3 のバランスの全容解明に向けて今後更に検討していきたい。またこうした事

実は癌細胞の浸潤転移において、イノシトールリン脂質が分子標的薬となり得ることを

示しており、応用性も期待できる。アッセイ系を立ち上げ、化合物ライブラリーを用い

たスクリーニングも検討していく予定である。 

 



 

（２）毛形成における PLCδ1 の役割 

 PLCδ1KO マウスとヌードマウスとの類似性を検討した結果、ヌードマウス原因遺伝子

である Foxn1 からのシグナルを PLCδ1 が受け、ヘアケラチンである mHa3 にシグナルを

出していること示した。「ヌードマウスの体毛減少は PLCδ1 欠損が原因である」ことの個

体レベルでの検証を行なうために、ヌードマウスの原因遺伝子である Foxn1 プロモータ

ー制御下で PLCδ1cDNA を発現するトランスジェニックマウスを作製し、ヌードマウスと

交配させることによりヌードマウスに Foxn1 プロモーター制御下の PLCδ1 を強制発現さ

せたマウスを作製した。この結果、トランスジェニックマウスでは毛形成が部分的に回

復することが判明した。このことは、Foxn1 の下流には PLCδ1 以外の分子を介したシグ

ナル経路が存在し、ヘアケラチンの発現に関与することを示唆している。そこで Foxn1

の下流で毛形成に関与する Notch に着目し、PLCδ1KO マウス毛包での Notch の発現を検

討した所、Notch の発現が顕著に抑制している事が判明した。このことは Foxn1→Notch

→PLCδ1 のシグナルが毛包形成に極めて重要であることを示している。Notch は皮膚幹細

胞の分化制御において、必須な役割を担う分子であり、PLCδ1 が皮膚幹細胞の分化制御

機構に重要であることを示唆するものである。今後他の組織幹細胞での分化制御にも

PLCδ1 がどのように関与しているのかを明らかにしていくことが重要であると考えられ

る。 
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肺気道障害が誘導する肺神経内分泌細胞への分化促進機構解明 

 
高橋 勇二（環境ストレス生理学研究室・教授）  
 
1. 当初の研究目標  
  肺神経内分泌細胞は胎児中期に気道上皮に現れ、神経ペプチドなどを分泌し、気道の

分枝や上皮細胞の増殖に重要な役割を果たしている。また、上皮細胞の修復時に肺神経

内分泌細胞数が増加し、さらに、突発性間質性肺炎の患者において肺神経内分泌細胞の

増加が報告されている。従って、肺神経内分泌細胞への分化機構の解明は正常な肺発達

や肺疾患の病因の理解に重要であると考えられる。しかし、これまで肺神経内分泌細胞

の分化過程を解析する適切な細胞培養系の開発が遅れ、その分化過程の解析は充分には

進められていない。  
  神経内分泌細胞の増殖と分化は環境汚染物質（タバコの煙、オゾン、ニトロサミン等

）の曝露との関連も報告されている。低酸素性肺高血圧症とも関連して、低酸素刺激に

応答して、血管収縮作用をもつセロトニンを血中に放出し、肺胞毛細血管循環の調節と

血管平滑筋の肥厚との関連が指摘されている。タバコに含まれるニコチンおよびそのニ

トロソ誘導体に対しても鋭敏に反応することが知られている。さらに、肺の傷害修復の

際にClara細胞への分化と関連することや、喫煙が原因の一つである肺小細胞癌(SCLC : 
small cell lung cancer)の起源細胞であることが示唆されている。  

  神経内分泌細胞は、末梢肺気道上皮細胞の障害修復時に、細胞増殖と分化を制御する

役割が示唆されている。ナフタレンをマウスに曝露すると、末梢気道が傷害を受けて、

やがて、神経内分泌細胞塊の過形成がおこり、引き続き、上皮の再生が起こる。この時、

クララ細胞がナフタレン曝露により障害を受け神経内分泌細胞の増加に引き続き

CCSP(Clara cell secretary protein)を発現する細胞が増加する事から神経内分泌細胞は

前駆細胞からクララ細胞への分化を促進する作用を有する細胞であると考えられている。

また、神経内分泌細胞は肺組織幹細胞の微小環境の維持に重要な役割を果たしているこ

とも示唆されている。  
  このように、肺神経内分泌細胞は肺の発達および疾病の発症と深く関連することが考

えられ、その、増殖と分化機構に興味が持たれているが、その分化過程の詳細な解析は

進められていない。本研究課題の遂行によって、コラーゲンゲル上での細胞培養、その

後の低酸素培養という培養環境が肺神経内分泌細胞への分化を促す機構を明らかにし、

肺発達の機構の解明と突発性間質性肺炎、そして、肺小細胞癌の発症機構の理解と治療

法の開発に有用な基礎知識が集積される。本年度は、Ash1の肺神経内分細胞への分化に

おける役割を検討する目的で、Ash1強制発現系、また、Notchの役割を検討する目的で

γセクレタレース阻害剤を用いて、さらに研究を進めた。  
 
2. 研究成果の概要  

 胎児期の肺における NEC への分化には bHLH ドメインをもつ転写調節因子 Ash1 の

発現が必須であることが知られている。Ash1 遺伝子のノックアウト動物は肺に神経内



 

分泌細胞がほとんど、見いだされない。そして、出生後に死亡することが知られている。

しかし、Ash1 の発現によって、肺組織幹細胞、あるいは、神経内分泌前駆細胞から肺

神経細胞への分化が誘導されるかは明らかではない。そこで、本年度は、Ash1 の強制

発現系を作製することを試みた。  
  Ash1 の発現・機能を抑制する Hes1 が Notch シグナル経路の活性化によって誘導さ

れることが中枢神経系の発達過程の研究から報告されている。一方、形態形成過程に関

与する Shh が Hes1 の発現を促進すること、肺にナフタレンを曝露して上皮細胞に傷害

を与えると Shh の発現が増加した後に神経内分泌細胞への分化誘導がみられるという

報告がなされた。Shh は、Ptc レセプターに結合することで Ptc を介する Smo の抑制を

解除し、シグナル伝達経路を活性化される。すると Gli および Ptc の転写を活性化する。 

さらに、Gli は Shh シグナル下流の標的遺伝子の発現制御に関わると考えられている。  
 中枢神経系の研究から Hes1 は Notch1 により制御されていることが示されている。し

かし、このような調節系が肺の発達過程で機能していることの証明はなされていない。

また、視神経の分化過程で Hes1 の制御は Notch1 ではなく Shh によってなされている

という報告が近年なされた。このようなことから、肺の神経内分泌細胞への分化過程へ

の Shh の関与を In vitro の系を用いて明らかにすることは大変興味深い。そこで、Shh
系を阻害する薬剤を用いてその影響を検討することとした。  

  本研究では、低酸素条件下において NEC 様細胞に分化することが報告されている分

化多能性肺幹細胞を用い、神経内分泌細胞の鑑別染色であるグリメリウス法、および肺

神経内分泌細胞特有の分泌タンパク質である Chromogranin A とカルシトニン遺伝子関

連ペプチド（CGRP）の検出、そして CGRP mRNA 発現量を指標として NEC への分化

状態を解析した。さらに、Notch シグナル経路に関連した Notch1、Hes1、Ash1、およ

び、Shh シグナル系に関連した Shh、Smo、Ptc1、Gli1 の発現解析を行うことにより、

NEC への分化過程に関連した遺伝子調節のカスケード機構の推定を昨年度に引き続き

解析した。  
  In vitro における肺神経内分泌細胞分化を次のように誘導した。肺上皮幹細胞と考え

られているハムスター由来の M3E3/C3 細胞をコラーゲンゲルを形成させた Dish 上に低

密度でを播種し 5 日間培養した (G5)。その後、分化誘導培地に変更し、通常酸素（N2 65%、

O2 20%、CO2 15%）で 2日間（N2） 、4日間（N4）、あるいは低酸素（N2  85%、CO2 15%）で2日間

（H2） 、4日間 （H4) 培養した。NEC への分化程度はおもにグリメリウス染色法と抗 CGRP
抗体を用いた蛍光抗体法により判定した。  

(1) Ash1 強制発現の影響  
 肺神経内分泌細胞への細胞分化に Ash1 が必須であることは Ash1 欠損マウスの解析

から明らかにされている。Ash1 欠損マウスは神経内分泌細胞が肺組織にほとんど存在

せず、また、我々が用いている細胞培養系においても Ash1mRNA のノックダウンによ

って神経内分泌細胞への分化が抑制される傾向を示した。しかし、NeuroD や Math3 が

神経内分泌細胞への分化に重要な働きを果たしているとする結果も報告されている。

我々が用いている In vitro 細胞分化系は因子間の相互作用を解析する優れた実験系であ

り、Ash1 の発現が神経内分泌細胞分化の十分条件であるか否かを検討することが可能

である。そこで、ハムスターあるいはヒトの Ash1 タンパク質を強制発現する系を作成



 

することを試みた。  
  今回、CMV プロモーターの下流に Ash1 全長のカクボキシル末端に 3XFlag の融合タ

ンパク質を発現するベクターを構築した。このタンパク質発現プラスミッドを HeLa 細

胞、M3/C3E3 ハムスター胎仔肺由来細胞にリポソーム法を用いてプラスミッド遺伝子

を導入した。一過性の発現では、遺伝子導入後、1 日、2 日、3 日後に細胞を固定し観察

した。また、安定発現細胞株を分離し、検討を加えた。すなわち、強制発現２日後に、

ネオマイシンを培養液に添加しネオマイシン体制株を分離した。その後、Ash1 安定発

現細胞をコラーゲンゲル上に培養し、神経内分泌細胞への分化を試みた。  
 Ash1 一過性の発現細胞において、Ash1 は主に核に発現した。HeLa 細胞、あるいは、

M3/E3C3 細胞への強制発現によって、細胞の形態に変化はなく、Ash1 発現のみによっ

て神経様細胞への分化は観察されなかった。また、コラーゲンゲル上への培養を行った

が、細胞形態の変化は観察されなかった。  
(2) Ash1 欠失変異体の強制発現の影響  

  Ash1 タンパク質は２３６このアミノ酸からなり、１４個の連続したグルタミン配列

（Poly-Q 配列）がアミノ酸５０番目から存在する。また、Poly-Q 配列は遺伝的な多型

を示し、この配列の長さと疾患の関連性も指摘されている。また、Pro18Thr 変異のヘ

テロ型は遺伝的低換気症の原因となり、Ash1 タンパク質の 111-115 番目までのアミノ

酸の欠失変異も遺伝的低換気症をもたらす。さらに、アミノ酸 34 番目から始まるポリ

アラニン配列のアラニン 13 個のうち 8 個を欠失した変異は遺伝的低換気症と結腸肥大

症（Haddad Syndrome）の原因となることが知られている。そこで、完全長、また、

Polyalanine および Polyglutamine を欠失した変異 Ash1 タンパク質をハムスター胎仔

由来の M3E3/C3 細胞、ヒトグリオーマ細胞（T98G）、褐色細胞腫細胞(PC12)、および、

ヒト肝がん細胞（HepG2）に強制発現させることを試みた。野生型の Ash1 はいずれの

細胞を用いたときにも、主に核に存在した。また、PolyAQ 欠失タンパクは、M3/E３C3
細胞、T98T 細胞、PC12 細胞では、主に細胞質に存在した。しかし、HepG2 細胞では

核に存在した。これらの結果は、PolyAQ 配列が、細胞内分布に重要な働きを果たして

いる可能性を示唆した。  
 (3) Notch 阻害剤添加の影響  
  Notch は細胞膜に存在する受容体で、隣接する細胞に発現している膜結合性のリガン

ド、例えば、Jagged などによって活性化される。その後、Notch の細胞質内ドメインが

γセクレターゼによって切断されて、切断ペプチド断片が標的遺伝子の転写を活性化す

る。神経内意分泌細胞ではその標的遺伝子が Hes1 であると推定されている。Hes1 は

Ash1 の転写抑制因子として機能する。今回、Notch 阻害剤の DATP を M3/E3C3 細胞

の分化培養系に添加してその影響を検討した。その結果、神経内分泌細胞への分化を促

進する傾向を認めた。  
  
3. 研究評価及び今後の研究計画  
  今回の実験から、Ash1 の強制発現のみによって神経内分泌細胞への分化が起きない

ことが示され、Ash1 は神経内分泌細胞分化の必要条件ではあるが、十分条件ではない

ことが示された。神経細胞への分化因子としてこれまで、Ash1 に加えて、NeuroD が知



 

られていた。近年、マウス胚性線維芽細胞を神経幹細胞へ分化転換を誘導する因子とし

て Ash1、Brn2、および、Myt1l が同定されて。転写因子として機能するこれら 3 遺伝

子の導入により、誘導性神経幹細胞が得られ、神経再生への応用が期待されている。し

かし、これら 3 因子の誘導によって分化する神経細胞は中枢神経細胞の特徴を有してお

り、肺神経内分泌細胞のような末梢感覚神経と性質を有していない。今後、本培養シス

テムを応用することによって、serotonin 合成を行う末梢感覚・自律神経系細胞への分

化誘導因子が同定されるものと期待される。  
  これまで、主に哺乳動物の中枢神経細胞の分化系を用いた研究から、神経細胞分化に

おける Ash1 発現の重要性と Hes1 による制御が論じられてきた。ラット胎児（妊娠 16
日目）の脳から中枢神経系幹細胞を分離し、PDGF（血小板由来増殖因子）の添加によ

って神経細胞への分化を誘導した。その過程で、PDGF 添加前には、Hes1 は Ash1 プロ

モーター上で転写抑制複合体を形成し、さらに、Hes1 は ClassC 型の Ebox 配列に結合

して転写を抑制していることが示された。この過程で、TLE 転写抑制共役因子と相互作

用し、その複合体には PARP1（poly(ADP-ribose) polymerase1）が含まれる。さらにこ

の抑制複合体はヒストン脱アセチル化酵素複合体と相互作用して Ash1 の転写を抑制し

ている。PDGF の添加によって細胞内の Ca++濃度が上昇し、この上昇が、CaMKIIδ
（Ca-dependent protein kinase II δ）の活性化をもたらす。活性化した CaMKIIδは

PARP1、TLE1 をリン酸化し、PARP1 のリン酸化によって一連のタンパク質の ADP リ

ボシル化が起き ,ヒストン脱アセチルか酵素複合体および TLE1 転写抑制共役因子は

Hes1 複合体から解離する。これら抑制複合体に代わって、ヒストンアセチル化複合体

が Hes1 複合体と相互作用し Ash1 の転写が開始され、神経細胞への分化誘導が起こる

ことが報告されている。  
  Ash1 の転写を活性化する配列として、神経芽腫（Neuroblastoma）を用いた研究か

ら Ash1 転写開始上流４Kbp 付近に Gata 結合サイトや CREB 結合サイト、さらに、E-box
配列が関与するエンハンサー配列の存在が指摘されている。これらの配列には

CREB/ATF 因子、N-Myc 因子、そして、CBP などの共役因子の結合が関わる。そのほ

か、これらエンハンサー領域には、AP-1, Oct-1、BMP、NKX-2 などの転写調節因子の

結合配列の存在が明らかになっている。さらに、成熟ラットの脳で神経細胞の増殖が観

察されている海馬の歯状回（dentate gyrus）および脳室下帯（subventricular zone）
は Ash１を発現しており成熟動物の中枢神経細胞の分化においても胎児期と同様に

Ash1 タンパク質が重要な働きを行っていると考えられている。この細胞分化には

apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1)タンパク質、および、all-trans retinoic 
acid (ATRA) の刺激が引き金となり Myocyte enhancer factor 2C (MEF2C) の活性化が

重要であることが成熟ラット脳の海馬から分離した神経前駆細胞から神経細胞への分化

過程で重要な役割を果たしていることが報告されている。本因子が結合可能な DNA 配

列がヒト Ash1 プロモーター上の転写開始点から１ｋｂｐ上流までの領域に 2 カ所存在

することが知られている。  
  このように Ash１発現制御系として複数エンハンサーの存在が知られており、胎児肺

気道上皮細胞から神経内分泌細胞への細胞分化過程において Ash1 発現の制御系を明ら

かにすることは重要である。これらの解明は、これまで治療法がほとんど知られていな



 

かった難治性疾患の治療の糸口の提供につながるものと期待される。  
  Ash1 の変異が低換気症などの疾病と関連することが知られている。 Ash1 の

Polyalanine 配列は ,鳥類からほ乳動物への進化の過程で獲得された配列であることが明

らかにされている。しかし、その役割については不明な点が多い。Polyalanine の繰り

返しが伸長すると、タンパク質の溶解性が低下し神経細胞の機能を阻害することが報告

されている。今回の実験結果は、Polyalanine および Polyglutamine 配列は、細胞内局

在を制御する配列であることが示唆しており、今後詳細な解析が期待される。  
 
4. 研究成果の発表  
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(1)  Yoshimi T, Hashimoto F, Takahashi S, Takahashi Y. 
 Suppression of embryonic lung branching morphogenesis by antisense 
 oligonucleotides against HOM/C homeobox factors. 
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シナプス伝達を介さないニューロン相互作用の脳機能障害における意義

の解明 
 
宮川 博義 （脳神経機能学研究室 教授） 
 
１．当初の研究目標 
 脳機能の主役は主神経細胞と呼ばれるグルタミン酸作動性神経細胞であり、主細胞およ

び介在神経細胞の間のシナプス伝達の異常が脳機能の異常の原因となると通常は考えられ

ている．しかし、神経回路網にはシナプス伝達を介さない相互作用メカニズムが存在し、

むしろ、この相互作用の以上が様々な脳疾患の原因である可能性が考えられる． 
   シナプス伝達を介さない相互作用として、第一に主神経細胞および介在神経細胞の生成

する細胞外電場を介する相互作用、第二にグリア細胞が神経伝達物質に応答して情報伝達

物質を放出するあるいは細胞外環境を調節する作用が重要であると考えられる．本研究は、

これらのシナプス伝達を介さない相互作用が主細胞のシナプス応答にどのような影響を及

ぼすかを解析し、脳機能障害の根本的原因の解明とその対処法に対する基礎的知見を得よ

うとするものである． 
 以上の目的のために、本研究では哺乳動物の神経系としてラットの海馬スライス標本内

神経回路、嗅球スライス標本内神経回路、ラット味蕾スライス標本、モデル動物としてシ

ョウジョウバエの運動関連神経回路を実験対象として電気生理学的解析、光学的解析、遺

伝子操作技術、行動解析等を実施する．平成２１年度の当初の研究計画は以下のようであ

った． 
（１）平成18年度には、海馬アストロサイトがシナプスから放出される伝達物質に応答し

て示す電位、電流およびCa応答を、電気生理学的手法および高速Caイメージング

法を用いて検討し、海馬錐体細胞において新規なプラトー状電位の発生を確認した

．平成19年度には、この電位がシナプス外ＮＭＤＡ受容体の活性化に起因するもの

であることを明らかにした．平成20年度は、このプラトー電位の発生に伴う細胞内

Ca濃度変化を高速Caイメージング法を用いて検討し、尖頭樹状突起では、電位依

存性Ｃａチャネルをブロックした条件の元においても細胞内Ca濃度が上昇し、その

Ca上昇はNMDA受容体のグリシン結合部位の選択的阻害薬によって消失すること

を見出した．平成21年度は主に基底樹状突起における細胞内Ca濃度を検討する． 
（２）細胞外電位を介する非シナプス的相互作用の存在を検討するため、高速Ｃａイメー

ジング及び電位イメージングによって海馬ニューロンの集団的活動を解析する．  
（３）非シナプス的相互作用によって神経細胞の活動が調節されるメカニズムを、処理さ

れる情報の内容が明確であるモデル神経系において検討するために、化学受容に関

与する感覚受容器および神経系において、化学物質刺激に対する各種細胞のCa応答

を検討する。本年度はラット味蕾の味覚の特性を解析する．  
（４）ショウジョウバエ神経系において、出力の決定にどのような様式のニューロン間相

互作用が関与しているかを検討する目的で、神経発火パターンの解析と神経筋接合

部における逆行性情報伝達の解析を行う。 
 



２．研究成果の概要 
  上記の観点から平成 21 年度には海馬スライス標本内ＣＡ１野錐体細胞および嗅球内神

経細胞の応答の解析、さらにショウジョウバエの運動関連神経回路の解析について検討し

た．その成果の概要は以下のようである． 
（１） 昨年度の研究では海馬スライス標本内ＣＡ１野錐体細胞に発生するＮＭＤＡ受容体の

活性化によって発生するプラトー電位に伴う細胞内 Ca 濃度変動を、Ｃａイメージン

グ法を用いて検討した．その結果、尖頭樹状突起では電位依存性Ｃａチャネルをブロ

ックした条件の元においても細胞内 Ca 濃度が上昇し、その Ca 上昇は NMDA 受容体

のグリシン結合部位の選択的阻害薬によって消失することを見出した．本年度は 基

底受容突起において検討するとともに、尖頭樹状突起における応答との比較検討を行

った．その結果、基底樹状突起においても尖頭樹状突起と同様にプラトー電位に伴っ

て顕著な細胞内 Ca 濃度が見られることを確認した．しかしながら、この Ca 濃度上昇

は電位依存性Ｃａチャネルをブロックした条件では消失した．尖頭樹状突起において

も、さらに詳細な検討を行った結果、プラトー電位に伴う Ca 濃度上昇は、尖頭樹状

突起においても電位依存性Ｃａチャネルをブロックした条件では消失することを確認

した．細胞外液の Mg イオンを除去した条件でも結果は同じであった．以上のことか

ら得られる結論は、プラトー電位には顕著な細胞内 Ca 濃度上昇が伴うが、その経路

は電位依存性Ｃａチャネルからの Ca 流入に依存するものであるということである． 
（２） 以前より、シナプスを介さないニューロン間相互作用の機序として、細胞外電位を

介した相互作用の可能性を検討してきた．本プロジェクトにおいてニューロン間相

互作用の研究に高速イメージング法を用いることを計画し、昨年度は電位イメージ

ング法を用いてシナプス電位の伝播に対する細胞外電位勾配の影響を検討した．本

年度は、それに加え、高速Caイメージングを用いて多数の海馬ニューロンの活動を

検出し、細胞外電場に対する応答を検討する計画を開始した．その第一段階として、

多数の神経細胞にＣａ色素を負荷する方法の開発及び予備的な電場応答の解析を行

った．その結果、Bolus loading法によって、ラット海馬スライス標本内の多数の

錐体細胞から、同時かつ個別にCa変動を記録する事が可能となった．直流電場に対

する応答を検討したところ、細胞体において、5mV/mm程度の電場に対して自発Ca
変動頻度に変化がみられることを確認し、さらにより強い電場に対してCaレベルの

増減が見られることを見出した（伊藤智久、修士学位論文「海馬スライス標本にお

いてＣＡ１局所回路網内細胞集団の活動を個別に解析するための実験系の構築」．）

Caイメージングのデータを統計的に処理してノイズを除去し、Ca濃度に変換するた

めのアルゴリズムを並行して開発した（角田）． 
        電位イメージングによって以前に得ていた実験結果の理論的解釈のために、一端

にリークを持つ単純ケーブルの電場応答についてケーブル方程式を解き、交流電場に

対する応答を理論的に予想した（毛内）．分岐を持つケーブルについての計算論的解

析を進めている（青山） 
（３）化学感覚に関係する神経細胞・味細胞の非シナプス的細胞間相互作用についての 研

究では、1）酸味の味細胞集団による受容機構について、TRPチャネルファミリーの

一つをコードするPKD1l3の機能について解析を行った。PKD1l3ノックアウトマウス



の鼓索神経活動の神経記録を行い、その成果をChemical Senses誌に刊行した("Taste 
Function in Mice with a Targeted Mutation of the PLD1l3 gene" T. M. Nelson et al., 
2010)。2)マウス舌スライス標本を用いた、Ca蛍光指示薬の味細胞への導入法の改良

を行った。（菊地琴美卒業論文『ホールセルパッチクランプ法によるマウス舌スライ

ス標本中の味細胞の味覚応答記録法の確立』）3)マウス大脳の味覚皮質細胞集団から

のCa応答記録法を確立した。（渡邊晋太郎卒業論文『Ca2+イメージング法を用いた味

覚刺激に対するInsular Cortexの反応の測定』） 
（４） ショウジョウバエの神経シナプスにおけるシナプス形成の非シナプス的制御機構の

 検討に関し、ショウジョウバエ幼虫が運動する際にみられる、体節間に伝わる神経

 発火のパターン について解析した。その結果、左右の同体節では、同期した発火 パ
ターンが、前後の体節では、一定の時間差を持って、発火パターが伝わることが明ら

かになった。この、後者の、前後の体節への発火パターンの伝播が正常に行われるた

めには、感覚神経細胞の、樹状突起の形態が正常であることが重要であることも明ら

かにした。 
 
３．研究評価および今後の研究計画 

  NMDA受容体のアンタゴニストが統合失調症の陽性症状および陰性症状に良く似た症

状を誘起すること等から、統合失調症のメカニズムとして近年ＮＭＤＡ受容体が注目され

ている. 通常はシナプス後膜に存在するNMDA受容体の活性化を想定して発症メカニズ

ムを検討するが、NMDA受容体は他のグルタミン酸受容体に比べてアフィティが高く、シ

ナプス外に存在する受容体の関与を検討すべきである．我々の見出したＮＭＤＡ受容体依

存性プラトー電位はシナプス外受容体の漏洩グルタミン酸による活性化によって生じるも

のであり、統合失調症の発生機序解明のための重要な鍵となる可能性が考えられる． 
  本研究によってプラトー電位に伴って顕著なCa濃度上昇がみられること、さらにCa濃度

上昇の経路が電位依存性Caチャネルであることを示すことができた．次の段階として、シ

ナプス外に存在するNMDA受容体の機能が局所神経回路網のシナプス応答の決定にどの

ように関与し、ひいてはその不全が統合失調症などの精神障害にどのように関与するのか

を検討する計画である．その為の予備的研究として海馬神経回路網の多数のニューロンの

活動を同時的に観察する手法を開発してきたが、ようやく実用段階に達した．細胞外電場

刺激によって樹状突起先端部に分布するNMDA受容体を活性化することが可能であるの

で、Ca濃度変化を指標として、「細胞外電位を介する非シナプス的相互作用」と「漏洩グ

ルタミン酸を介する非シナプス的相互作用」の存在と、機能的意義を検討する計画である． 
   味細胞集団およびショウジョウバエについては、予備的段階の研究を進めているが、い

ずれも、「生体にとっての意味が明確な入力」に対して神経回路網の振る舞いが決定される

過程を解明することを目指したものである．こうした研究と哺乳類の脳神経系における動

作原理の研究とを並行して進めることによって、神経系一般に共通する動作原理を見出す

ことが可能になると考えている． 
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