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免疫遺伝学分野

Division ofImmunogene姐cs

教授:福井宣規

Professor・:Yoshinori Fukui， M.D.， Ph.D 

免疫系は「自己」と「非自己」を識別し，非自己成分 C微生物，変異タンパク質)をす

みやかに生体より排除し，その恒常性を維持するために構築されたシステムである.免疫

系が真に生体にとって有益な監視システムとして機能するには，免疫系独自に進化した細

胞高次機能の存在が不可欠である.例えば，外来異物やアポトーシス細胞の貧食，リンパ

球やマクロファージの遊走，抗原認識といった細胞高次機能は免疫監視機構の根幹をなす

ものであり，それらはいずれも細胞骨格の再構築により巧妙に制御されている.私達はこ

れまでに免疫系特異的に発現する ωMファミリー分子としてDOCK2を同定し，この分子が

リンパ球や好中球の遊走やffl'性化において極めて重要な役割を演じることを明らかにした.

本分野では， DOCK2及びその関連分子を中心に，各種受容体刺激から細胞骨格再構築に至

るシグナル伝達を解明し，免疫系の発生，分化，構築や機能発現における各シグナル伝達

系の意義を明らかにすると共に，その理解に立脚して，自己免疫疾患，移植片拒絶など現

代医学が抱える難1創生疾患の新しい治療法，予防法を開発することを目標とし，研究を進

めている.

今年度から，田尻裕匡，山村和彦が大学院博士課程学生として，春若航一路が大

学院修士課程学生として，生命科学科4年生の樫井哲哉が卒業研究のため，新たに研究

室に参加した.

A.ωMファミリ一分子を介したシグナル伝達機構の解明とその機能解析

突然変異体を用いた遺伝学的解析より，白enorhabditiselegans (線虫)において生殖巣

の形成に重要な遠端細胞 (distaltip cell)の移動に関与するいくつかの分子が同定され

ている.CED--5もその1つであり，ヒトにおける DOCK180およびf)rosophi1amelanogaster 

(ショワジョウパエ)における MyoblastCi ty (MBC) と相同性を示すことより，これらの

分子は現在その頭文字をとってCDMファミリー分子とよばれている.これら分子はいずれ

もRacの上流で機能することで細胞骨格の再構築に関与すると考えられており，細胞運動

以外にも CED-5はアポトーシス細胞の貧食，回Cは筋芽細胞の融合といった種々の細胞機

能制御に関与することが知られている.私達は，マワス胸腺 cDNAライブラリーよりこの

CDMファミリーに属する新しい遺伝子として庇7CK2を単離し，ノックアワトマウスを作製

することで，この分子が Rac活性化を介してリンパ球の遊走および免疫シナプス形成を制
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御することを明らかにすると同時に (Nature412:826-831， 2001; Immunity 19:119-129， 

2003; Immunity 21: 429-441， 2004)，その欠損によりアロ移植心臓の長期生着が可能にな

ることを実証し (J.Exp. Med. 22:1121-1130， 2005)，その低分子阻害剤としてCpyppを

開発した (Che~ Biol. 19:488-497， 2012). また， DOCK2が好中球の遊走や活性酸素産生

において重要な役割を演じること実証すると共に (J.Cell Biol. 174:647-652， 2006; 

Science 324:384-387， 2009)，アレルギー反応や形質細胞様樹状細胞による I型インター

ブエロン産生の制御分子として機能することを明らかにした (Nature11皿lunol.

8:1067-1075， 2007; J. Exp. Med. 207:721ー730，2010).晴乳類において，全部で 10種類

のDOCKファミリ一分子が発現しているおり，これらはその構造や低分子量Gタンパク質に

対する特異性から 4群に分類される.以上の知見をふまえ，今年度は以下のような研究を行

った.

8. NK細胞における関係2の機能とその制御機構

NK細胞はワイルス感染細胞や腫蕩細胞の排除において重要な役割を演じる一方、骨髄移植

片の拒絶に働くことが知られている。活性型のNK受容体が標的細胞上のリガンドを認識す

ると、その接触面に受容体が集積し、アクチン重合が惹起され、ここに向かって溶解4性頼

粒 (lyticgranule)が移動する。これまでNK細胞の細胞障害活性にRacが重要であり、

Yav1、Yav2、Yav3が受容体の種類に応じて Racの活性化を担うというモデ、ルが信じられて

きたが、 YavはSH3ドメインや SH2ドメインを有しており、これらを介してアダプター分

子として機能することから、 Vavが本当にRacGEFとしてNK細胞の細胞障害活性を制御し

ているか疑問であった。そこで、 NK細胞における班>CK2の役割について詳細に解析した。

その結果、政>CK2を欠損したNK細胞では、活性型受容体の種類と無関係に、腫揚細胞やMHC

クラス I分子の発現を欠く骨髄細胞に対する細胞障害活性が、著しく低下することを見い

だした。標的細胞との conjugateformationは、 DOCK2欠損NK細胞と野生型NK細胞間で

遜色なかったが、DOCK2欠損NK細胞では受容体刺激に伴う Rac滑性化がほぼ完全に消失し、

その結果、接触面におけるアクチンの重合や受容体および溶解性頼粒の集積がひどく障害

されていた。この lyticsynapseの形成障害は、アデノウイルスベクターを用いて野生型

DOCK2を発現させることで回復したが、 RacGEF活性を欠く mα2変異体では、回復させる

ことができなかった。以上より、DOCK2こそがNK細胞の活性型受容体の下流で機能する Rac

GEFであり、lyticsynapse形成を介して細胞障害活性を制御していることを明らかにした.

b. DO侃2シグナル伝達機構の解明

DOCK2シグナル伝達の全貌を明らかにする目的でyeasttwo hybrid，プロテオミクスを用
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いたスクリーニングを行い，新たに DOCK2会合分子を同定すると共に， DOCK2自身が刺激

に伴いリン酸化修飾を受けることを見いだし，その部位を特定した.さらに，会合分子と

の相互作用部位やリン酸化害阿立に変異をいれたノックインマウスを作成した.

c. DOQ(lの機能とシグナル伝達機構

受容体型チロシンキナーゼの活性化は， peripheral ruffleとdorsalruffleという 2つ

の異なったタイプのラップノレ膜を形成する.うち，細胞の背側にむけて形成される dorsal

ruffleは細胞外マトリクスへの浸潤に重要であることが示唆されているが，その形成を制

御するメカニズムの詳細は依然として不明である.DOCKlとDOCK5は，マウス胎児線維芽

(胞F)細胞において発現する Rac活性化分子である.私達はDOCKl/I削 5欠損MEFを用い

て， PDGF刺激によるRacの活性化及びperipheralruffle形成がDOCKlとDOCK5により協

調的に制御されているのに対し，政>CKl単独欠損により dorsalruffle形成が障害される

ことを見出した.阪肌1はDOCK5と異なり.C末のpolybasicamino acid clusterを介し

てphosphatidicacid (PA)と結合し.dorsal ruffle膜へ局在したまた.PA産生を触

媒する酵素である phospholipaseD (p印)の活性化を遺伝学的及び薬理学的にブロックし

たところ， dorsal ruffleの形成は顕著に抑制された.以上より， PDGF受容体の下流でPLD

が活性化し， PAの産生を介して DOCKlの局在をコントロールすることで， dorsal ruffle 

形成を選択的に制御していることが明らかとなった.

d. DOQ(lとがん細胞の浸潤・転移

「がん」が「がん」たる所以は，その浸潤能や転移能にあると言っても過言ではない.転

移の有無が，がんの予後を規定する重要な因子のひとつとなっていることを考慮すると，

がん細胞の浸潤，接着，遊走を制御するメカニズムの理解は， r次世代のがん治療」を考え

る上で極めて重要である.前述したように、 DOCKlはdorsalruffle形成に重要な役割を

演じており，その発現はグリオプラストーマを初め，多くのがんにおいて，悪性度と相関

することが指摘されている.私達はカナダのグループと協力して，臨床検体やマウスモデ

ルを用いて.DOCKlが田R2陽性の乳がんの予後を規定する重要な分子であることを明らか

にすると共に， CPYPPがDOCロのみならず医肌1にも作用し，乳がん細胞の浸潤を抑制す

る明らかにした.以上より， DOCKlは新規抗がん剤開発の分子標的になると期待され，現

在，薬効や選択性，溶解性に優れた次世代DOCK阻害剤の開発を進めている.

8. DOCK8の機能とシグナル伝達機構

DOCK8は DOCK-Cファミりーに属する分子であり，その変異は，ヒトにおいて
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複合型免疫不全症を惹起することが知られている.私達は， DOCK8 を欠損し

た樹状細胞では， リンパ節実質への集積が障害されており，その結果 T細胞

を活性化できないことを見出した. DOCK8欠損樹状細胞は，二次元環境下で

は正常に動くことできるが，三次元環境下での繊維状ネットワーク間隙の遊

走や， subcapsular sinus floorの通過がひどく障害されていた.この DOCK8

の機能は Cdc42の活性化を担う DHR-2 ドメインに依存していた. DOCK8欠損

樹状細胞においても， Cdc42 の活性化自身は障害されていなかったが，活性

化した Cdc42が先導端の膜に局在せず，結果として，アメーパ様の極性形成

と運動性が顕著に障害されていた.この知見をさらに発展させるべく，樹状

細胞以外の白血球における DOCK8の機能を解析すると共に，その細胞内局在

の制御機構や会合分子の同定を進めている.
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脳機能制御学分野

Division of Neurofunctional Genomics 

教授:中別府雄作

Professor : Yusaku Nakabeppu， D.V.M.， D. Sc. 

生物にとって，その遺伝情報を担うゲノム DNAを細胞から細胞へ，親から子へとE確に

伝え維持することは最も基本的な生物学的機能であるが，ゲノム DNAやその前駆体であ

るヌクレオチドは，酸素呼吸の過程で必然的に発生する活性酸素や生体防御のために生

体が能動的に産生する活性酸素によって酸化される危険に常に曝されている.活性酸素

に曝された DNAやヌクレオチドは様々な酸化的化学修飾を受けるが，このような酸化損

傷は修復，除去されないと突然変異を引き起こすことで細胞のがん化の原因となり，あ

るいは細胞死を引き起こすことでパーキンソン病やアルツハイマー病などの神経変性

疾患の原因となる.

本分野では，活性酸素による非増殖性細胞の障害として「脳・神経細胞死」に，また

増殖性細胞の障害として「突然変異と発がん」と「神経新生の異常」に注目して「活性

酸素によるゲノム障害とその防御機構」の解明を目指している.神経細胞はその個体の

生涯を通して生存し機能する必要があるが，分裂能を欠くため加齢に伴う活性酸素等に

よる障害により変性脱落する運命にある.そのため成体においても神経幹細胞からの新

たな神経細胞の供給など神経団路網を保持する機構が幾重にも用意されていると考え

られる.成体脳における神経新生は脳虚血や神経興奮毒性などに伴い脳障害が引き起こ

された際に著しく充進する.本分野では，これまでに脳における酸化ストレス応答遺伝

子として前初期遺伝子群の Jun，Fosファミリー遺伝子とその下流で発現が制御される

遺伝子群を同定しており， r成体脳における脳・神経細胞の運命決定機構」の制御機構

の解明を進めている.

平成 25年度の人事異動は次の通りであった.4月には， Erika Katherine Castillo 

Carrionが博士課程へ，加藤木敦央が修士課程へ進学し，生命科学科4年生の高橋香妃

と森岡紀子が当分野で卒業研究を開始した.平成 26年 3月に大学院生の小早川優子が

博士課程を修了し，米嶋康臣が単位修得の上退学した.

A. アルツハイマー病脳における糖尿病関連遺伝子の発現異常

現在，世界中で 2，000万人以上の人々が認知症に苦しんでおり.この数は高齢者人口の

急速な増加により， 2040年までに 8，000万人を超えると予想されている.わが国でも
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高齢者人口の急速な増加とともに認知症患者が増加しており，厚生労働省の推計によれ

ばその数は現在 500万人を越える可能性があるといわれている.予防，早期治療を含め

た総合的な対策を講じてこの老年期認知症の増加に歯止めをかけることは，わが国の医

療行政における焦眉の課題である.最近の研究から，インスリン抵抗性や糖尿病がアル

ツハイマー病を含む認知症発症や進行の危険因子となることが報告され，糖尿病患者の

増加が原因で認知症高齢者が増加している可能性が示唆されている.しかし，なぜ糖尿

病がアノレツハイマー病の危険因子となるのか，その分子メカニズムはよく理解されてい

ない.

我々は，アルツハイマー病をはじめとする認知症患者の脳における遺伝子発現プロフ

ァイルの変化を明らかにすることで，認知症発症の危険因子とその分子メカニズムを遺

伝子レベルで解明できるのではないかと考え，九州大学で 50年間にわたって継続され

ている久山町研究に献体された方の死後脳を用いて遺伝子発現プロファイルを詳細に

解析し，さらにその結果をアルツハイマー病のモデルマウスの脳における遺伝子発現プ

ロファイルと比較した.

2008年から 2012年までに久山町研究に献体された方の死後脳 93例について RNAを

抽出し，マイクロアレイ解析を行った結果，前頭葉(非認知症 18例，アルツハイマー

病 15例)，側頭葉(非認知症 19例，アルツハイマー病 10例)，海馬(非認知症 10例，

アルツハイマー病 7例)について全遺伝子の発現プロファイルを得ることができた.性

別，脳血管性認知症，アルツハイマー病の三要因について分散分析を行ったと ころ，ア

ルツハイマー病による発現プロファイルの変化が最も大きく，さらに海馬>側頭葉>前

頭葉の順に顕著な変化を認めた.アノレツハイマー病患者の脳における発現プロファイノレ

を14ヶ月齢のアノレツハイマー病のモデルマウス (3xTg-AD-Hマウス[変異型マウスPsenl

遺伝子，変異型ヒト APP/}JAPTトランスジーンのホモ接合体])の海馬における発現プ

ロファイルと比較したところ，精神疾患やアルツハイマー病に関連する既知の遺伝子群

の発現変化に加えて，両者共にインスリン不応答性を示す遺伝子発現プロファイルが明

らかになった.

アルツハイマー病患者の海馬ではインスリンレセプターと協調的に作用してインス

リン・シグナリング，さらに糖代謝の制御を司る肝細胞増殖因子の受容体METとプロイ

ンスリンの切断，インスリン産生に必須な PCSKlの発現低下がもっとも顕著であった.

正常脳サンプノレの免疫染色による解析から METとPCSK1が大脳皮質や海馬の神経細胞に

高発現している事が明らかになったが，アルツハイマー病患者脳では神経細胞における

METとPCSK1の発現が著明に低下していた.興味深い事に，アルツハイマー病患者脳で
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は反応性アストロサイトにおいて METの高発現が認められた.また， PCSKlとともにプ

ロインスリンの切断に不可欠な PCSK2についても凶NAレベルとタンパク質レベルでの

発現の低下が観察された.

アノレツハイマー病患者脳において顕著な発現低下を認めたインスリン産生に不可欠

なPCSKlは， 3xTg-AD-Hマウスの海馬でも顕著に発現低下していた.我々は， PCSKlを

発現している海馬神経細胞でインスリンが発現していることを確認している.

3xTg-AD-Hマウスでは，導入した変異型遺伝子によりアミロイド H産生と神経原線維

変化が著しく充進し，数ヶ月齢から認知機能の低下を示す.しかしながら，アルツハイ

マー病息脳におけるインスりン・シグナリング系の遺伝子発現の低下は，インスリン抵

抗性や糖尿病の履歴とは無関係であった.すなわち，アルツハイマー病に特徴的な病理

変化がインスリンの産生低下を引き起こし，その結果インスリン・シグナリングの下流

の遺伝子発現の低下をもたらしたと結論される.

アミロイド 8に曝された細胞ではミトコンドリア等からの活性酸素の産生が充進し，

NF寸占など炎症性応答に関わる遺伝子が活性化される事が知られている.興味深い事に，

インスリン産生の主要な組織である勝臓ランゲルハンス島の B細胞ではNF-KBの活性

化により PCSKlの発現が抑制されることが報告されており，アノレツハイマー病患者の脳

においても同様のメカニズムでPCSKlの発現が抑制されている可能性が高い.ミトコン

ドリア関連遺伝子の発現を詳細に検討したところ，アルツハイマー病患者の脳では正常

コントロールと比べてほとんどの遺伝子の発現が低下していることが明らかになった.

アルツハイマー病愚者の脳ではミトコンドりア機能が低下し，活性酸素の生成が充進し

ているようである.

インスリン・シグナリング系は神経細胞の生存やその機能維持に不可欠で，インスリ

ン・シグナリング系が破綻したアルツハイマー病息者の脳は代謝障害や炎症反応に起因

する様々なストレスに対して著しく脆弱であると考えられる.このような状況下で末梢

のインスリン抵抗性または糖尿病を発症すると，さらに代謝障害や炎症反応に起因する

様々なストレスが増悪し，アルツハイマー病の病態の進行が促進されると考えられる.

このように，アルツハイマー病の病理変化そのものがインスリン・シグナリング系の遺

伝子発現の低下をもたらすために，末梢のインスリン抵抗性または糖尿病がアノレツハイ

マー病の発症や進行を増悪すると結論される.

これらの知見は，アノレツハイマー病発症の病理学に新たな分子機構を提案するもので

あり，アルツハイマー病の予防および治療のための新たな戦略を開発するのに役立つ新

規の分子標的を提供するものと位置づけられる.
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以上の研究は，九州大学久山町研究の一環として医学研究院環境医学分野ならびに神

経病理学分野との共同研究として推進している.

B. ヒトミトコンドリア転写因子 hTFAMの発現はアルツハイマー病モデルマウ

スの認知機能低下を改善する

アルツハイマー病の病態において，ミトコンドリア機能障害が重要な役割を持つことが

示唆されている.アミロイドHはミトコンドリアのABAD蛋白質に結合し，ミトコンドリ

アの機能不全と活性酸素の生成を充進することが報告されているが，ミトコンドリアか

ら漏出した活性酸素はさらに近傍のミトコンドリアに作用してミトコンドリア機能不全

を増幅し，軸索の輸送障害や神経細胞死の誘導を介して認知症の病態を増悪すると考え

られる.アルツハイマー病愚者の剖検脳の解析から，神経細胞脱落の顕著な部位では生

残している神経細胞のミトコンドリアと核のDNAに主要な酸化塩基である8ーオキソグア

ニン(8-oxoG)が高度に蓄積していることが報告されている.今回我々は，ミトコンドリ

アDNAに結合してDNAを安定に維持するヒトミトコンドリア転写因子(hTFAM)の高発現が

3xTg-ADマウスの病態に及ぼす影響を解析した 3xTg-ADホモ接合体 (3xTg-AD-H)とhTFAM

トランスジェニックホモ接合体 (hTFAM-Tg-H)を交配し，得られたへミ接合体マウス

(3xTg-AD-h!TFAM-Tg-h)と3xTg-ADへミ接合体マウス (3xTg-AD-h)を比較解析した.hTFAM

の発現により .13ヶ月齢の3xTg-AD-hマウスの大脳皮質と海馬におけるアミロイド8蓄積

が著明に抑制されていた.さらに8-oxoGの蓄積も顕著に抑制されていた.モーリス水迷

路試験の解析により.hTFAMの発現が3xTg-AD-hマウスの空間記憶および学習能力の低下

を著明に改善することを見いだした.次に，変異型PSENl(P117L，ノ遺伝子を導入したヒ

トiPS細胞由来のコリン作動性神経細胞を用いて，ミトコンドリア機能を解析した.変異

型PSENl(P117L)遺伝子を導入した神経細胞では，細胞外に分秘されるアミロイド8量が

野生型PSENl遺伝子を導入した神経細胞よりも有意に増加しており，アルツハイマー病モ

デル細胞として有用と考えられた.ミトコンドリア膜電位感受性色素JC-1を用いた解析

により，野生型PSENI遺伝子を導入した神経細胞と比較し，変異型PSENl(P117L)遺伝子を

導入した神経細胞では明らかなミトコンドリア膜電位の異常を認めた.さらに，リコン

ピナントhTFAMタンパク質の細胞外投与により，変異型PSENl(P117L)遺伝子を導入した神

経細胞のミトコンドリア機能不全の改善が示唆された.

以上の結果から，ミトコンドリア DNAを安定に維持する hTFAMタンパク質の高発現が

ミトコンドリア機能の改善を介してアルツハイマー病における認知症の進行を抑制す

ることが示唆された.
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以上の研究は，医学研究院臨床医学分野との共同研究として推進している.

c. Fosb遺伝子によるミクログリアの機能制御

転写因子AP-l(Activator Protein-l)の構成タンパク質，FOS familyの一つである FOSB

は，]1別 familyと協調的に働き転写を制御している.FOSBタンパク質をコードしてい

るFosb遺伝子は alternativesplicingによって Fosb凶 NAと LlFosbmRNAの 2つの

mature凶NAをコードし， Fosb mRNAから全長型FOSB，Ll Fosb誠 NAから FosBのC末端

領域が欠けたd..FOSBタンパク質が翻訳される.Fosb遺伝子産物は海馬や線条体を含む

脳内の複数の部位で発現しており， Fosb遺伝子を完全に欠損する Fosb寸lUllマウスは

うっ様行動や自然発生てんかんを起こすため， Fosb遺伝子は脳機能に重要な役割を持

っていると考えられる.これまで神経細胞における Fosb遺伝子の機能に注目した研究

が主流であったことから，我々は脳内の免疫担当細胞であるミクログリアに注目し，

Fosb遺伝子産物により発現が制御される遺伝子をマイクロアレイにより探索した.そ

の結果， 6つの遺伝子の発現が有意に変化していることを見出した.このうち，補体C5a

の受容体をコードする C5ar1とC5ar2遺伝子の発現レベルに特に顕著な変化が見られた

ことから，この 2つの遺伝子に注目して解析を行った.野生型ミクログリアと比較する

と， C5ar 1， C5ar2 mRNAレベルはいずれも Fosb寸lUllミクログリアで顕著に減少してお

り，分解型C5aへの細胞遊走性も低下していた.また， Fosb可 ullマウスはカイニン酸

誘発てんかんに抵抗性を示し，カイニン酸投与24時間後のマウスで見られる C5ar1mRNA

の発現量の増加が，Fosb寸mllマウスでは顕著に低下していることがわかった.さらに，

カイニン酸投与 24時間後に見られるミクログリアの活性化が， Fosb-nul1マウスでは

有意に減弱していることを，形態学的変化，活性化ミクログリアのマーカーである CD68

の発現， 116， TnfmRNAの発現等で確認した.以上のことから， Fosb遺伝子産物はミク

ログリアでの C5arl，C5ar2遺伝子発現を制御することによりミクログリアの活性化に

寄与している事が明らかになった.

D. 中枢神経系におけるs-ガラクトシド結合レクチン.ガレクチンー1の発現神

経細胞の同定

我々は，転写因子をコードする Fosb遺伝子の研究を進める過程でガレクチンー 1の発現

がFosbの下流で制御されることを見出し， Fosbによる細胞増殖やアポトーシス誘導に

ガレクチンーlが関わることを明らかにしてきた.げっ歯類の脳においては，ガレクチ

ンー1は海馬歯状回の神経前駆細胞とアストロサイトに発現し，ストレス下に誘導され
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る海馬歯状回における神経新生を促進的に制御する.我々は中枢神経系におけるガレク

チンー1発現細胞を同定するために，多重蛍光免疫染色によってマウス海馬におけるガ

レクチンー1発現細胞の特徴を詳細に検討した.その結呆，ガレクチンー1発現細胞は，

93弘が NeuN陽性の神経細胞であった.ガレクチンー1発現神経細胞は，主に海馬多形細

胞層と錐体細胞層，海馬門，そして海馬台に分布していた.また，ガレクチンー1発現

細胞の 88拡がs-tubulin III陽性で神経突起の発達が顕著であった.ガレクチンー1を

発現する神経細胞のほとんどはソマトスタチン(somatostatin)陽性 (77覧)，グルタミ

ン酸脱炭酸酵素 (GAD67)陽性 (7附)の介在神経であることがわかった.他の介在神経

マーカーであるパルプアルプミン(parvalbumin) (341覧)とニューロベプタイド Y

(neuropeptide Y) (31略)も 3分の l程度に発現が認められた.一方，カルレティエ

ン (calretinin) とカルピンディン (calbindin) の発現は 3~5%とわずかであった.

以上の結果は，ガレクチンー1が介在神経のサプグループのマーカーとして有用な可能

性を示唆している.

E. SOOfS狐トランスジェニック ALSモデルマウスにおけるガレクチンー1の発現

筋萎縮性側索硬化症 (ALS)患者の剖検例において，脊髄運動神経の腫大部にニュー

ロフィラメントの凝集体とともにガレクチンー1の過剰な蓄積が報告されている.ガレ

クチンー1は還元的な環境下ではホモダイマーとして細胞増殖，細胞接着，腫蕩転移， T 

細胞のアポトーシス誘導に関わるが，酸化的な環境下ではシステイン残基の酸化により

モノマーの酸化型ガレクチンー1に変換される.酸化型ガレクチンー 1は神経の軸索再生

を促進する活性を有し， ALSモデルマウスへの長期投与によりその生存率を改善するこ

とが報告されているが，内在性のガレクチンー 1がALSの発症にどのように関わるのか

これまで全く報告がない.

今回我々 は， ALSの発症におけるガレクチンーlの関与を明らかにする目的で，SOO.f93A 

トランスジヱニックマウスにおけるガレクチンーlの発現と局在を解析し，以下の事実

を見出した.S00t93A トランスジェニックマウスでは，運動機能失調の発症前から脊髄

運動神経軸索の腫大部にニューロフィラメントとともにガレクチンーlが過剰に蓄積し

た=ユーロスブエロイド (axonalspheroid)が確認された.この知見は， ALS患者の

脊髄運動神経のニューロスブエロイドに認められるガレクチンーlの過剰蓄積が，

soot93Aトランスジェニック ALSモデルマウスで再現される ALSに普遍的な病理変化で

あることを世界で初めて明らかにしたものである.運動神経変性の進行期には軸索周囲

に増生したアストロサイトにガレクチンー1の高発現を認めた.現在，soofJ側トランス
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ジェニックマウスにおけるガレクチンーl欠損の影響の解析を進めている.

F. 8ーオキソグアニンはマウスの生殖系列自然突然変異の原因である

我々はこれまで，ヌクレオチドの修飾体やゲノム DNA中に蓄積した修飾塩基に注目し，

そのゲノム DNAへの蓄積を防御する酵素系の研究を進めてきた.その過程で，活性分子

種は DNA中の塩基よりも遊離のヌクレオチドの塩基に作用しやすく，さまざまな修飾ヌ

クレオチドを生体内で生成することを明らかにした.大腸菌からヒトに至るまでほとん

どの生物は，ヌクレオチドプール中で生成された修飾ヌクレオシド三リン酸を積極的に

分解・排除するヌクレオチドプール浄化酵素系を備えて，ゲノム DNAやRNAへの異常塩

基の蓄積を防いでいる.一方で，このような修飾ヌクレオチドが DNAポリメラーゼの作

用でゲノム DNAに取り込まれたり， DNA中の塩基が活性分子種で直接修飾されてゲノム

DNA中に生じた修飾塩基は，多様なDNA損傷修復酵素系の働きで除去され常に低いレベ

ルに保たれている.

ヒトやほ乳動物では， MutT Homolog-l (MTHl)タンパク質が主要なヌクレオチドの酸

化体である 8-oxo-dGTPを8-oxo-dGMPとピロリン酸に分解し， DNA複製の基質として利

用されないようにしている.DNA中に存在する 8-oxoGはOGGl(8-oxoG DNA glycosylase) 

によって切り出され，塩基除去修復によってグアニンに置換される.一方， 8-oxoGに

対合したアデニンは岨JTYH(MutY Homolog， adenine DNA glycosylase)によって切り出

され，塩基除去修復によりシトシンに置換されると，次に∞Glによって 8-oxoGが除去

修復され，グアニン:シトシン対合が維持される.

8-oxoGで誘導される突然変異を回避する防御システムを欠損する Mthl/0gg1/Mutyh

triple knockout (TOY-TKO)マウスの体細胞と生殖細胞には， 8-oxoGが野生型マウス

の1.5-2. 5倍程度まで蓄積する.TOY-TKOマウスの病理解析では複数種類の腫揚が確認

され，体細胞突然変異頻度の上昇が確認された.腫療はリンパ腫に加え皮膚や乳腺，涙

腺等 C57BL/6Jではまれなものが発生していた.また遺伝性の水頭症など，先天性異常

の発生が頻繁に観察された.水頭症はメンデノレ遺伝で優性遺伝ノミターンを示した.

TOY-TKOマワスにおいて腫療に加えて遺伝性の水頭症が観察されたことは， 8-oxoGの

蓄積に起因する突然変異が体細胞のみならず生殖系列でも発生し，世代を越えて伝達さ

れることを示している.我々は 40.9Mbのマウス転写領域をカバーするエクソーム解析

を行い， TOY-TKOマウスの 1世代当たりの生殖系列の突然変異発生率が野生型マウスと

比較して約 18倍 (2.0X 10-7 mutation/base/generation)に上昇していることを見出

した.同定された変異の 9鍬は8-オキソグアニンに起因する G-Tトランスパージョン突
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然変異で，その約 60怖は遺伝子の機能に影響を与えるものであった.

以上は実験室内で遺伝子改変マウスを用いて行った実験から明らかになった結果だ

が，同じほ乳類である人類においてもまた，日常生活において DNAの酸化が自然にかっ

恒常的に起きていることが明らかにされている.ヌクレオチドプールやDNA中に生じた

酸化損傷が排除・修復されないと体細胞では腫蕩発生の原因となり，また生殖系列では

遺伝的変異の原因となることが示唆される.一方で，我々の体の中では酸化された DNA

を修復する機構が正常に働くことでこのような突然変異の発生を抑制し，これらの異常

から体を守っていることを示している.以上の結果は， DNAの酸化が生殖細胞突然変異

を通して一人一人が違った特徴を持つことの遺伝的要因，すなわち遺伝的多様性の原因

になるとともに，がんだけでなく様々な遺伝子病の原因にもなることを意味している.

今回我々が作製した遺伝子改変マワス系統と全エクソンの DNA配列解析によって，ほ

乳類ではこれまで実験的に検出することが困難だった「新たに発生した遺伝的変異」を

効率的に検出し，その特徴を解析することが可能になった.本研究は，ヒトの遺伝子病

が新たに発生する原因を説明し，また個人間で特定の病気のかかりやすさに差があるな

どの個体差を生む原因の理解に貢献する.また一人一人が違った特徴を持つことの遺伝

的要因，すなわち遺伝的多様性の発生機構，さらには生物の進化に酸素がどのように関

わってきたのかという普遍的な疑問を遺伝子の変化の観点から解明するための糸口に

なると期待している.

G. ITPA欠損細胞ではdlTPがDNA合成時に取り込まれ，ミスマッチ修復に依存

して細胞増殖抑制が誘導される

イノシン三リン酸 (ITP)およびデオキシイノシン三リン酸 (dITP)は，それぞれ ATP

とdATPのアデニン塩基の炭素6位に位置するアミノ基が酸化的に脱アミ ノ化されたも

のである.ほ乳動物には ITPや dITPを一りン酸型へと分解して排除する Inosine

triphosphate pyrophosphatase (ITPA)やNucleosidediphosphate 1 inked moiety X-type 

motif16 (NUDT16)といったヌクレオチドプール浄化酵素が備わっている.我々は， ITPA

や 即DT16の欠損あるいは発現低下は，核ゲノム DNAの一本鎖切断を伴って細胞増殖の

抑制を誘導することを明らかにしてきた.

今回，ITPAやNUDT16を欠損した細胞で認められる細胞増殖抑制の分子機構を解明す

ることを目的として研究を行った.まず DNA一本鎖切断が生じていることから dITPが

DNA複製時に取り込まれることが原因になると考え， DNA中のデオキシイノシン (dI)

を認識して DNA鎖 を 切 断 す ることが報告されていた 2つの修復酵素，
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N-Methylpurine-DNAglycosylaseとEndonucleaseVが関与している可能性を検討した.

しかし，これらの酵素のノックダウンでは ITPAやNUDT16欠損細胞の増殖抑制は解除さ

れず，その関与は否定された.次に， DNA中に取り込まれた dIがミスマッチ修復(剛R)

により認識されて DNA鎖が切断される可能性を検討した.剛Rに必須なタンパク質MLH1

をノックダウンもしくは完全欠失させたところ， NUDT16ノックダウンヒト子宮頚癌由

来日eLaMR細胞， ITPAノックダウンヒト大腸癌由来 H414細胞， ITPAノックアウトマウ

ス腔由来初代線維芽細胞のそれぞれにおいて認められる細胞増殖の抑制が完全もしく

は部分的に解除された.また，これらの細胞において核ゲノム DNAにおける一本鎖切断

の蓄積が消失していることをコメットアッセイにより確認した.次に， ITPAノックダ

ウン H414細胞の培養液中に dIを添加したところ，増殖抑制の充進を認めた. dI添加

による増殖の抑制効果は ITPAをノックダワンしない細胞では弱く， MLHl欠損細胞では

全く認めなかった.これらの結果から dITPが複製時に DNAに取り込まれると剛R依存

的に DNA一本鎖切断が生じて細胞増殖の抑制が誘導されることが示唆された.最後に，

DNA中の dIがどのヌクレオシドとベアを形成した場合に剛Rタンパク質複合体により

認識されるのかという問題についてゲルシフトアッセイを用いて検討した.その結果，

dI:デオキシグアノシン (dG)ベアを含む DNA鎖に核抽出液を加えると DNAバンドのシ

フトが認められ，さらに抗 MSH6抗体を加える事で DNAバンドのスーパーシフトを認め

た.これらの結果は，剛Rの基質認識ユニットである MSH2/MSH6複合体MutSαがDNA中

の dI:dGベアを認識，結合することを示している.以上から，晴乳動物における ITPA

の欠損は剛Rに依存してDNA-本鎖切断と細胞増殖の抑制を引き起こすことが明らかに

なった.
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細胞統御システム分野

Division of Cell Regula位。nSystems 

准教授:石谷太

Associate Professor : Tohru Ishitani， Ph.D. 

細胞統御システム分野では， r多細胞生物体が如何に個として構築され，維持される

のか?J，そのメカニズムの解明を目指して研究を行っている.多細胞生物における細

胞は，お互いにシグナノレを送受信し， 自身のなすべき役割(形態変化，分化，増殖，生

死，移動など)を認識し，それを実行する.細胞聞でやり取りされるシグナルの実体は，

サイトカインなどの細胞外分泌蛋白質や膜表面に存在するリガンド蛋白質分子群であ

る.これら細胞外シグナノレ分子は，受け手の細胞においてそれぞれに異なる細胞内シ

グナル伝達経路を活性化し，それぞれに異なる細胞応答を誘導する.私たち人間のか

らだは 60兆個もの細胞が集まり，それらがシグナルを送受信することで細胞社会を形

成し，個として成り立っている.言い方を変えれば，このようなシグナルの送受信(シ

グナノレ伝達)の厳密な制御が，私たちのからだの構築と維持を担っている.実際，シグ

ナル伝達の制御が破綻すると，癌や糖尿病，精神疾患など，様々な疾病が引き起こされ

ることが知られている.このようなことから，シグナル伝達の制御機構を明らかにする

ことは，多細胞生物のからだの構築と維持のメカニズムの解明，疾病発症のメカニズ

ム解明，将来的な組織再生医療や疾病治療技術開発につながると考えることができる.

当分野では「遺伝学的解析及び細胞生物学的解析に適した脊椎動物モデルであるぜプ

ラフイツシュを用いた細胞レベル個体レベルの研究」と「生化学的研究」そして「網羅

的研究手法」を組み合わせ，シグナル伝達(化学反応カスケード)のナノ/ミクロレベ

ルからマクロレベルまでの統合的理解を目指している.特に以下のテーマに注目して

研究を進めている.

(A) シグナル伝達経路の活a性を制御するプロテインキナーぜNLKの機能と制御の解明

(B)幹細胞の維持・増殖と腫場形成に関わるシグナル伝達経路である Wntシグ、ナル伝

達経路の機能と制御の解明

(C)個体の形成と維持に関わるシグナル伝達経路の生個体における可視化

当分野のメンバーとして，あらたにテクニカルスタップとして奥村浩美，学部4年

生として竹之下憂祐が加わった.また，年度末に竹之下憂祐は卒業し，テクニカルス

タッフの佐渡由希子，学術研究員の清水誠之は退職した(清水誠之は米国 NewJersey 

Medical Schoolへ留学した). 
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A. シグナル伝達経路の活性を制御するプロテインキナーゼ NLKの機能と制御

の解明

私たちは， rシグナル伝達と“多細胞集合体である組織"の構築と維持の関係」の本

質に迫るため，複数のシグナル伝達経路の活動を制御する能力をもっ分子である

“Nemo-like kinase (NLK)"に注目して研究を行っている.NLKは種を越えて保存され

ている MAPキナーゼに類似したリン酸化酵素である.私たちはこれまでに， NLKが様々

なシグナル伝達経路の転写制御因子をリン酸化してその活性を変化させ，シグナル伝

達強度の加減調節を行うことを明らかにしている.例えばNLKは，転写制御因子Notchl

をリン酸化してその活性を抑制したり (NatureCell Biology 2010) ，転写因子 c-Myb

をリン酸化することによりその安定性を低下させたり(偽D2004共同研究)，転写因

子STAT3をりン酸化してその活性を促進したりする (PNAS2005共同研究).また，非常

に興味深いことに， NLKは，ヒト培養細胞株 HEK293及び HeLaにおいては Lef1(Wntシ

グナノレの転写因子)をリン酸化することによりそのDNA結合能を低下させてLef1の転写

活性を減弱させ (Nature1999; MCB 2003)，その一方で神経前駆細胞においては Lef1

をリン酸化することで Lef1の抑制因子である HDAClとLef1の結合を弱め， Lef1の転写

活性を増強する (EMBOJ 2012) .つまり， NLKは細胞の状況に応じて Wntシグナルを

正負双方向に制御する.現在私たちは， NLKによる Wntシグナル制御の状況依存性を支

える分子機構を詳細に解析している.

また一方で，腫壌と NLKの関係の解析も行っている.NLKの制御下にある Wntシグナ

ルや Notchシグナルは，腫揚形成に深く関わっている.近年の疫学的解析により，グリ

オーマや前立腺がんではその悪性化に伴い NLKの発現量が低下することや，肝細胞が

んにおいては肌Kの発現が充進していることなどが報告されている.私たちは現在，

疫学的解析とがん細胞を用いた生化学的解析，動物モデノレを用いた個体レベルの解析

を組み合わせ，腫療の形成と悪性化における NLKの活性・発現制御及び分子機能を詳

細に解析している.

さらに本年度より， NLKの活性制御化合物の探索を開始した東京大学創薬オープン

イノベーションセンターより 15000種類程度の低分子化合の提供を受け，これらから

NLK活性制御化合物の選別を行った。現在、一次スクリーエングがほぼ完了したところ

であり，今後は，種々のカウンターアッセイを行い，得られた候補化合物のさらなる

絞り込みを行う予定である.NLKに特異的に作用する化合物が本研究により見つかり，

将来的に NLK研究の発展のみならず，疾患治療にもつながっていくことを期待してい

る.
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B. 幹細胞の維持・増殖と厘婿形成に関わるシグナル伝達経路である Wntシグ

ナル伝達経路の機能と制御の解明

Wntシグナル伝達系は， i体の形成J， i幹細胞の維持・増殖J， i腫療の形成と悪

性化」に関わる重要なシグナル伝達経路である. Wntシグナルの機能と制御の解明は，

将来的な新たな医療技術の開発や創薬につながると期待されており，世界的に最もホ

ットな研究課題の一つである.私たちはこれまで， 「Wntシグナノレの転写因子 rCF/LEFl

の分子レベルでの制御」に注目して研究を行い， irCF/LEFlがリン酸化されること」

と irCF/LEFlがユピキチンープロテアソーム系によって破壊されること」を世界で初め

て発見している.

本年度は，遺伝学研究所との共同研究により，小型魚類ゼブラフィッシュの感覚器

官のサイズの決定において Wntシグナルの厳密な制御が必要であることを見いだした

(Wada et a1.， Curr Bio1 2013) .また， s本発生生物学会の依頼を受け，動物個体

発生におけるWntシグナノレの活性制御とその意義，及びWntシグナノレ研究において今後

明らかにすべき課題を著書にまとめた (Ishitani， New 1ケinciplesin Oevelopmental 

Processes Chapter ln . 

さらに， Wntシグナルの新たな制御機構の解析を行い，タンパク質リン酸化酵素

Hipk2がその酵素活"生非依存的にタンパク質脱リン酸化酵素PPlcをDvlタンパク質(Wnt

シグナノレの主要因子)へリクルートして PPlcによる DvlのC末端領域のリン酸化部位

の脱リン酸化を誘導することと，この脱リン酸化が，ユピキチンリガーぜItchによる

Dvlのユピキチン化と分解をキャンセルしてDvlを安定化し，その結果としてWntシグ

ナルが正に制御されることを見いだした(投稿中). 

C.個体の形成と維持に関わるシグナル伝達経路の生個体における可視化

癌・感染防御・脳神経系形成に関わるシグナル伝達経路が脊椎動物の卵から幼体に至

る発生/成長過程において「いつJiどこでJiどの程度の強さで」活性化して働いてい

るかを解明することは，私たちの体の形成と維持の分子メカニズムを理解する上で非

常に重要である.これを解明するためには，個体レベルにおけるシグナル伝達の可視

化が非常に有効な手段であると考えられる.当分野では，ゼ、プラフィッシュを用いて

「生きた脊椎動物個体におけるシグナル伝達経路の時空間的動態の可視化」に取り組ん

でいる.ゼプラフイツシュは以下にあげるような優れた特性を持っており，脊椎動物

におけるシグナル伝達の可視化に最も適したモデル動物である.ゼブラフィッシュの
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特性:(1)匪体が透明/(2)体外で匪発生が起こること(ヒトやマウスなどの晴乳動物で

は，発生が母体内でおこることから，発生初期での重要な生物学的現象を経時的に観察

することは技術的に困難)/(3)多産/(4)ヒトと同様に脳神経系や消化器系などの器官

をもち，それらがヒトのものと同様の発生機序を辿って形成され，そして維持されて

いること(ショウジョウパエや線虫といった無脊椎動物モデルにおいて形成される器官

やその発生機序は我々脊椎動物のそれとは大きく異なるため，シグナノレ伝達経路の個

体レベルにおける機能はヒトと大きく異なる).今後，本研究により， rシグナル伝達

経路がどのように機能することによって私たち脊椎動物の体が形成され，そして維持

されるのか」を把握したい.そして，将来的にはこれを「各シグナノレ伝達経路の新規因

子の探索と機能解析Jや「病態とシグナル伝達の関連」を研究するための強力なツール

としたい.
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