
九州大学学術情報リポジトリ
Kyushu University Institutional Repository

[0020]九州大学生体防御医学研究所年報 : 2005年

https://doi.org/10.15017/6244

出版情報：九州大学生体防御医学研究所年報. 20, 2006-07. 九州大学生体防御医学研究所
バージョン：
権利関係：



ゲノム集団遺伝学分野 

Division of Molecular Population Genetics 
 
ゲノム集団遺伝学分野では，特定領域「ゲノム」におけるヒト多型タイピング共同研究を主体

として，ゲノムの一次配列情報を利用した統計遺伝学的手法による疾患関連遺伝子の同

定，およびエピジェネティックな転写制御機構について研究を行っている．平成 17 年度の

異動は以下の通りである．山方伸茂が第一外科より大学院生として新たに研究に加わった．

古野憲司が学位取得後小児科学教室に助手として帰局し，共同研究者として研究を継続

している．21COEテクニカルスタッフの後藤麻美が辞した．以上により，教員 1名，ポスドク１

名，大学院生 2 名，派遣技術員 5 名となった．コラボステーション 2 において研究活動を行

っている． 

 
A. 単一遺伝病、多因子疾患のゲノム解析 

がん，自己免疫病，糖尿病，アレルギーなどは，複数の遺伝要因と環境要因の相互作用に

よって発症する多因子疾患である．これらの疾患の遺伝要因を明らかにするためには，遺

伝学的解析法が必須であり，その手法を用いて疾病発症関連遺伝子を同定し，発症機序

の分子レベルでの解明とそれに基づく新しい診断・治療・予防法の基盤技術を開発するこ

とは有意義である．これまでは，既知の知識に基づいて選択された疾患候補遺伝子を個別

に解析する手法が主流であったが，特に，大規模ゲノム解析に必要な多検体同時解析法

の進展により，網羅的・物理的に疾患関連遺伝子を探索することが可能となった．本分野で

は，全ゲノム連鎖解析に必須であるマイクロサテライトマーカーの情報を多数収集し，日本

人集団に最適化された遺伝マーカーを準備すると同時に，国際ハップマッププロジェクトな

どによって整備された SNP 情報を活用し，他施設との共同研究により，以下の単一遺伝病、

多因子疾患に関して全ゲノムを網羅的に遺伝学解析し，最終的に，未知の疾病発症関連

遺伝子の同定を目指している．①自己免疫性甲状腺炎・全ゲノム連鎖解析（国立国際医療

センター・笹月健彦総長），②胃がん・全ゲノム連鎖解析，③２型糖尿病・全ゲノム相関解析

（神戸大学・春日雅人教授他旧ミレニアムプロジェクト２型糖尿病チーム），④２型糖尿病・

全ゲノム連鎖解析（九大・名和田教授），⑤統合失調症・全ゲノム相関解析（九大・服巻保

幸教授），⑥心筋梗塞・全ゲノム連鎖解析（名大・横田充弘教授）⑦結核・候補遺伝子相関

解析（九大・楠原浩一助教授）．⑧家族性血球貪食性リンパ球症・全ゲノム連鎖解析・候補

遺伝子変異解析（佐賀医科大・石井榮一助教授他 FHL 研究会）．⑨大腸がん・候補遺伝

子相関解析（九大・森正樹教授・CREST），⑩GvHD・相関解析（東大・小川誠司助教授・

CREST）．17 年度の成果として，５番染色体における AITD 関連遺伝子の候補遺伝子同定

（①），21 番染色体候補領域における原因遺伝子多型の同定と機能解析（②），全ゲノムか

らの 14候補遺伝子の同定（③），日本人 2 型糖尿病に特異的な連鎖領域の同定とそれ

に続く網羅的相関解析による候補遺伝子の同定（④），3 次スクリーニング陽性約 100

マーカーの同定（⑤），疾患関連１塩基多型の同定（⑦），MUNC13-4 新規遺伝子変異

の同定（⑧），HLA 遺伝子多型と非血縁者間骨髄移植成績に関する詳細な解析（⑩）



が挙げられる（共同研究のため成果の詳細は省略した）． 

 

B. PcG 分子 SUZ12 によるエピジェネティック転写制御の研究 

ショウジョウバエにおいてはヘテロクロマチン構成因子の変異は PEV を抑制するが，ポリコ

ーム遺伝子（PcG）のうちホメオティック変異に加え PEV を抑制するものが知られている

（Su(z)12，E(z)）．われわれは，ヘテロクロマチンと PcG による転写抑制機構の共通性を見

出し，これらのエピジェネティック転写制御の分子機序を明らかにするために，Su(z)12 分子

の機能を分子レベルで解析している．これまでに，Su(z)12 がヘテロクロマチンの主たる構成

因子である HP1a と PcG の一つである EZH2 に異なるドメインによって直接的に結合するこ

と，特に，ショウジョウバエの遺伝学解析によって形態形成に重要な機能が示唆されていた

Su(z)12 分子の VEFS ドメインが，EZH2 との結合に必須であることを見出した．EZH2 は

H3-K9,27 のメチル化酵素であり，この結果は，PcG の一部がヘテロクロマチン形成あるい

は維持に機能していることを示唆すると同時に，PcGによるHox遺伝子などの発現制御に，

ヘテロクロマチン構成因子が関与する可能性も示し，これらを明確にすべく研究を進めてい

る．また，近年同定されたメチロソーム複合体の一因子がヒストン H2A と特異的に結合する

こと，そしてSu(z)12分子がこの因子と相互作用することを見出し，メチロソーム複合体による

標的遺伝子の転写制御機構と Su(z)12 分子の役割について昨年度に引き続き検討してい

る．さらに PcG 複合体が標的遺伝子にリクルートされる機序は不明であったが，DNA 結合

型の転写因子と SUZ12 が結合すること，複合体を形成することを見出し，その複合体の転

写制御機構を解析している． 
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ゲノム病態学分野 

Division of Molecular and Clinical Genetics 
 

 当分野では、血液・腫瘍性疾患ならびに消化器疾患患者を対象に臨床ならびに基礎

研究を行っている。研究内容としては、新規治療法開発を目的に、A.癌に対する遺伝

子・免疫治療の基礎及び臨床研究、B.腫瘍溶解性ウイルスを用いた遺伝子治療法開

発研究、C.小型霊長類コモンマーモセットを用いた再生医療開発研究、D.ノックアウト

マウスを用いた免疫関連分子の解析、などを行ってきている。これらの基礎ならびに臨

床研究を積極的に進めることで、腫瘍性疾患ならびに慢性進行性疾患に対するより効

果的でかつ安全な治療法を開発できるものと考えている。なお、我々の研究内容を含め

た九州大学で開発された新規医療技術を難病で苦しまれている患者さんへ円滑かつ

早期に還元していくためには、九州大学病院内での新システムの構築が重要であるた

め、このトランスレーショナルリサーチ機構構策も九州大学病院各部門の協力を得なが

ら早急に進めている。 

 

A.癌に対する遺伝子・免疫治療の基礎及び臨床研究 

a.ヒト腎癌及び非小細胞肺癌細胞におけるアデノウイルスレセプター

（Serotype 5）、CAR、Integrin αvβ3、Integrin αvβ5 の発現様式と GM-CSF 遺

伝子導入アデノウイルスベクターによるヒト GM-CSF 発現量との関連性 

 ヒト腎癌及び非小細胞肺癌細胞株の 3 つの膜受容体（CAR、Integrin αvβ3、Integrin 
αvβ5）の発現様式を免疫染色、FACS、Western blotting 法により解析し、それぞれの癌
細胞に GM-CSF 遺伝子導入アデノウイルス感染後、ヒト GM-CSF 発現量を ELISA 法
にて測定した。腎癌、小細胞肺癌両者において CAR 発現を強く認める細胞ほど

GM-CSF の高発現を呈した。また、プライマリー腎癌において CAR 陰性であっても
Integrin αvβ3 発現の強い細胞は高い GM-CSF 発現を呈した。今後アデノウイルスベク
ターを用いた臨床研究を行う際、予めこれら膜受容体発現様式をチェックすることで、よ

り高率な導入遺伝子発現と臨床効果が予期できるものと期待される。 

 

b. GM-CSF 遺伝子導入腫瘍細胞を用いたマウス腎癌モデルに対する癌ワクチン療

法：アデノウイルス及びセンダイウイルスベクター間での比較検討 

 癌免疫遺伝子治療において、腫瘍細胞に GM-CSF 遺伝子を導入、放射線照射した

ワクチン細胞療法による抗腫瘍効果が認められ様々な固形癌において臨床研究がなさ

れている。ウイルスを含めた様々な遺伝子導入法がある中で、我々は GM-CSF 遺伝子

導入ベクターとしてアデノウイルス（E1(-)）及びセンダイウイルス(ΔF)の 2 つのウイルスベ

クターを用いて、腫瘍ワクチン細胞(RENCA:マウス腎癌細胞)を作成し、遺伝子導入効

率及びマウス自家腫瘍モデルにおける抗腫瘍効果の比較検討を行っている。 

 



c. SAGE 法を用いた GM-CSF 免疫遺伝子治療増強遺伝子の同定とその相乗効果の

検討 

 SAGE (sequential analysis of gene expression)法は従来の Subtraction 法に較べてよ

り効率的に 2 群の mRNA 発現の相違を検出できる系と考えられている。我々は本系を用

いてマウス自家腫瘍（WEHI3B）を縮小させる GM-CSF 遺伝子と協調すると考えられる遺

伝子の同定を行い、その中でケモカイン遺伝子である TARC、RANTES に注目し、両遺

伝子の GM-CSF 遺伝子との相乗効果をマウス in vivo において証明した。この際

GM-CSF/TARC 及び GM-CSF/RANTES 遺伝子導入細胞接種箇所において有意なリ

ンパ球浸潤の増加を認めた。現在、ワクチン治療モデルにおいても抗腫瘍効果を接種

箇所において確認しており、詳細な免疫学的解析を行っている。今後、両ケモカイン遺

伝子は GM-CSF 免疫遺伝子治療増強遺伝子として組み合わせが可能であると考えら

れる。 

 

d. 末梢血単球を用いた遺伝子デリバリー系の検討 

センダイウィルスベクターにて遺伝子導入した抹消血単球による新遺伝子デリバ

リー系の確立 

SeVVにより遺伝子導入した末梢血単球の遺伝子デリバリー系としての応用の可能性を 

in vitro にて検討した。GFP 搭載 SeVV を用いてヒトリンパ球、単球、顆粒球への遺伝子

導入効率を検討した結果、 GFP 陽性率はそれぞれ 23%, 82% および 1.8% であった。

単球への遺伝子導入効率は M.O.I.=1 でピークになり、発現はウイルス感染 4 時間後か

ら少なくとも 24 時間持続した。神経再生療法への臨床応用を最終目的とした前臨床研

究において、GDNF (グリア細胞株由来栄養因子) 搭載 SeVV にてヒトまたはカニクイザ

ル単球への遺伝子導入を検討した結果、その培養上清中に GDNF の産生を認めた。ま

た、GDNF 遺伝子導入単球の遊走能は遺伝子導入の前後で顕著な変化はなかった。こ

れらの結果より SeVV により遺伝子導入した末梢血単球が新規遺伝子デリバリー系として

応用できる可能性が示唆された。なお、SeVV 導入による遊走能以外の単球機能の変化

については現在検討中である。 

 

e. RNF43 ペプチドパルス樹状細胞ならび RNF43 ペプチド特異的活性化リンパ球を

用いた進行固形腫瘍患者に対する強化養子免疫療法第一相臨床研究  

 悪性腫瘍に対する安全かつより効果的な免疫細胞治療法開発を目的に、新規腫瘍

特異的抗原ペプチドである RNF43 ペプチドを提示させた樹状細胞と、同細胞を末梢血

リンパ球と共培養して得られたRNF43ペプチド特異的活性化リンパ球を、少量シクロフォ

スファミド投与後、低量インターロイキン－2 の短期全身投与と併用投与する強化免疫細

胞療法第 I 相臨床研究を進行固形癌患者に実施し、本治療法の安全性および抗腫瘍

免疫誘導効果の有無を in vitro 検査ならびに臨床効果の観点から検討する。昨年 12

月に九大病院医学研究院等倫理委員会にて承認され、現在臨床研究参加患者のエン

トリーを行っている。 



 

B.腫瘍溶解性ウイルスを用いた遺伝子治療法開発研究 

a.腫瘍溶解性ウイルスを用いた癌治療の開発 

 ウイルス療法とは、生きたウイルスを利用して癌を治療する方法（Virotherapy）であり、

いくつかのウイルスが本来持っている癌細胞に感染後、癌組織内で増殖しながら死滅さ

せるという性質を利用する治療法である。すでに欧米を中心に、その前臨床研究、およ

び臨床治験が積極的に行われている。我々は、いくつかの腫瘍溶解性を持つウイルス

に注目し、以下の点に焦点を当て研究を進めている。（１）各々のウイルスが腫瘍選択的

に複製し溶解するための独自のメカニズムを分子レベルで解明する。（２）各々のウイル

スと各々の宿主細胞レセプターとの相互作用を解析し、それを基により特異的にかつ効

果的に癌細胞に感染するウイルスを作製する。（３）各々のウイルスによる Virotherapy と

癌ワクチン免疫療法など他の治療法と組み合わせ、その抗腫瘍効果を増強させる。 

 

C.小型霊長類コモンマーモセットを用いた再生医療開発研究 

a. コモンマーモセット ES 細胞株の樹立研究 

本邦においてコモンマーモセット ES 細胞を用いた再生医療研究を発展させる目的で、

（財）実験動物中央研究所との共同研究により、コモンマーモセット ES細胞株を新たに3

ライン樹立した。 

 

b. コモンマーモセット ES 細胞からの血球分化誘導実験 

得られたコモンマーモセット ES細胞株にレンチウィルスベクターを用いて tal1/scl 遺伝

子を強制発現させることにより、非常に効率良く種々の血球細胞へと分化誘導できること

を明らかにした。現在、モデル動物を用いた in vivo での詳細な解析を行っており、再生

医療における有効性及び安全性について検討を行っている。また、リンパ球や血小板と

いった成熟血球分化に特化した誘導系についても検討中である。 

 

c.白血病モデルコモンマーモセットの作製 

白血病治療法の開発を目的として、白血病モデルコモンマーモセットの作製に取り組

んでいる。これまでに東京大学医科学研究所との共同研究により、白血病原因遺伝子

を組み込んだレンチウィルスベクターを数種類構築した。今後、遺伝子導入した骨髄細

胞を自家移植する予定である。 

 

D.ノックアウトマウス等を用いた免疫関連分子の解析 

ａ．炎症性腸疾患患者における血清中可溶性 CD30 濃度の測定 

健常人ならびにクローン病患者、潰瘍性大腸炎患者における血清中の可溶性 CD30

濃度を ELISA 法により測定した。その結果、クローン病患者、潰瘍性大腸炎患者いずれ

においても可溶性CD30濃度は疾患活動性と相関して上昇していた。また、免疫組織染



色においてクローン病、潰瘍性大腸炎いずれにおいても炎症腸管局所において CD30

陽性細胞を認めた。 

 

ｂ．CD30L 欠損マウスを用いた腸管炎症の発症機序に関する検討 

CD30L 欠損マウスと野生株マウスに抗 CD3 抗体の腹腔内投与により小腸炎を誘導し、

体重変化、小腸病理組織像、血清中サイトカイン濃度を ELISA 法にて検討した。これま

での成績では、野生株マウスと比較し CD30L 欠損マウスにおいて、体重減少、小腸病

理組織像、サイトカイン濃度の上昇などの指標から炎症所見が軽度であることが示され

た。また、合成蛋白（CD30Ig）による阻害実験により腸炎を軽減することに成功した。 

これらの結果より、現在、炎症性腸疾患の新規治療法として抗 CD30 抗体による抗体療

法の有効性を検討している。 
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ゲノム創薬・治療学分野 

Division of Molecular and Cell Therapeutics, Department of Molecular Genetics 
 
当部門は，ヒトリプロダクションの分子機構及びその異常に基づく疾患の病態の解明，遺伝

子診断さらには遺伝子治療の開発を目的としている． 

平成１７年度は，教授・和氣徳夫，講師・加藤聖子，助手・浅野間和夫の教官のほかに，大

学院生・山口真一郎，大神達寛で教室を構成した． 

 

A. 子宮内膜細胞の癌化機構における stem-like-cell の関与 
（加藤聖子・大神達寛・浅野間和夫・山口真一郎・和氣徳夫） 

周期的に再生される子宮内膜には幹細胞の存在が示唆される．また，種々の癌において

癌幹細胞の存在が報告されているが，子宮体癌については不明である．我々は，組織幹

細胞の同定に使用される Hoechst33342 の取り込みの低い分画の細胞(side population:SP

細胞)を分離する方法を用いて子宮内膜・子宮体癌細胞の幹細胞の同定及び解析を試み

ている． 

同意を得て採取された正常子宮内膜２８例（増殖期１６例、分泌期８例、月経期４例）をコラ

ゲナーゼ処理後フィルターにより腺上皮（CD9+, CD13-,E-cadherin+, Vimentin+）と間質細

胞(CD9-,CD13+,E-cadherin-, Vimentin+)に分離し SP 細胞の有無について検討した． 

SP 細胞は腺上皮・間質細胞のどちらにも存在し，その比率は月経期内膜で最も高かった．

SP細胞は，CD9-,CD13-の分画に多く存在した．非 SP細胞は３ヶ月以内に死滅したが，SP

細胞はサイトカイン存在下に，腺上皮由来のSP細胞は支持細胞上で，間質細胞由来のSP

細胞はコラーゲンディッシュ上で６ヶ月以上の長期生存が可能であり，それぞれ腺上皮様

（CD9+,E-cadherin+）、間質様（CD9-,CD13+）細胞に分化した．以上より，正常子宮内膜の

SP 細胞の中に長期生存が可能で，腺上皮・間質様細胞に分化する progenitor あるいは

stem-like-cell が存在することが示された．また，分化過程における CD9,CD13 の発現誘導

は不死化子宮内膜細胞を用いた短期培養細胞でも再現された． 

次に，子宮体癌細胞株（Hec1），不死化ラット子宮内膜に活性化型 K-Ras を形質導入し造

腫瘍能を獲得した RK12V 細胞を用いて解析した．Hec1 細胞，RK12V 細胞ともに SP 細胞

が存在し，正常子宮内膜と同様，非 SP 細胞に比べ，CD9，CD13 の発現は低下していた．

RK12V細胞のＳＰ細胞はプレート上で充実性に非SP細胞は腺管状に増殖した．ヌードマウ

スに SP 細胞，非 SP 細胞を接種したところ，両細胞株ともに非 SP 細胞は被膜化された小さ

な腫瘍を形成したのに対し，SP 細胞は有意に大きく，浸潤能の高い腫瘍を形成した．

RK12V 細胞を用いて SP 細胞の増殖に重要なシグナルを種々の阻害剤で解析したところ，

PI3K 阻害剤が SP 細胞の出現頻度も増殖も有意に抑制した． 

以上より１）正常子宮内膜のSP分画には，CD9-,CD13-の長期生存可能で，分化能を持つ

stem-like cell が存在する，２）子宮体癌細胞の SP 細胞も非 SP 細胞に比べ，CD9,CD13 の

発現は低下しており，増殖能・浸潤能の高い腫瘍を形成する，３）SP 細胞の増殖には PI3K

を介するシグナル経路が重要であることが明らかとな った． 



現在，純粋な幹細胞を分離するために各細胞株の SP 細胞と非 SP 細胞の間で発現に違い

がある遺伝子をマイクロアレイで検索し，幹細胞のマーカーを検討中である．また，子宮内

膜幹細胞の子宮内膜症の発生やその癌化への関与も検討する予定である． 

 

B. 子宮内膜癌の癌化機構における NECC1 遺伝子の関与 
（浅野間和夫・山口真一郎・加藤聖子・大神達寛・和氣徳夫） 

NECC1 は絨毛癌細胞株の造腫瘍能を抑制する遺伝子として単離され咽頭癌、肺癌でも発

現抑制が報告されている。また、NECC1 は正常子宮内膜腺細胞で発現し、子宮内膜癌細

胞株、組織検体で発現消失を認める。NECC1 の子宮内膜癌癌化機構における役割を解

明する目的で解析を行った。乳癌細胞株MCF7ではER-Src-PI3K-Akt-SRF-c-fos経路が

17β-estradiol（E2）刺激に対する増殖経路のひとつとして報告されている。NECC1 はエス

トロゲン感受性腫瘍である乳癌細胞や子宮内膜癌細胞において SRF の活性を阻害しこの

経路を抑制すると予想される。そこで（１）MCF7、子宮内膜癌細胞株 Ishikawa、Hec1A にア

デノウィルスベクターを用いて NECC1 を遺伝子導入し E2 を加え、細胞増殖、BrdU 取込率

を検討した。（２）経時的な各サイクリンの発現を検討した。（３）c-fos のプロモーター活性を

検討した。（４）優性ネガティブ型 SRF を遺伝子導入し、その重要性を検討した。結果として

（１）E2 刺激により MCF7、Ishikawa、Hec1A の細胞増殖能が増し、NECC1 発現により増殖

抑制を認めた。（２）NECC1 発現細胞は E2 刺激下でコントロールに比べ c-fos、cyclin D1、

cyclin A、cyclin B1 の発現低下を認めた。（３）c-fos の転写活性は E2 刺激で上昇し、

NECC1 の強制発現で抑制された。（４）優性ネガティブ型 SRF遺伝子導入により E2 刺激に

対する細胞増殖は抑制され、NECC1強制発現と同様の表現型を示した。結論としてMCF7、

Ishikawa、Hec1A 細胞において NECC1 は E2 刺激による SRF の活性を阻害して細胞周期

を抑制することが示唆された。 

 

C. 子宮体癌における HOP/NECC1 遺伝子の関与 
（山口真一郎・浅野間和夫・加藤聖子・大神達寛・和氣徳夫） 

子宮体癌は日本において近年増加傾向であり，その診断や治療に対する新しい効果的な

指標の発見が望まれている．今までの報告からHOP/NECC1は４q11-12領域に存在する７

３のアミノ酸からなる蛋白により構成された遺伝子でホメオボックス遺伝子である．その働き

は転写因子として働くのでなく，細胞増殖因子である SRF(serum response factor)の機能を

抑制し，胎盤の分化/心臓の形成に関わるといわれている． 

HOP/NECC1は正常子宮内膜には発現を認めるが，子宮体癌細胞株・肺癌・絨毛癌・上咽

頭癌等すべてで発現が抑制されている．そこで子宮体癌での発現について検討した． 

また，癌抑制遺伝子のサイレンシングに DNA のプロモーター領域のメチル化が関与してい

るという事が知られている．よって、HOP/NECC1 にも関与があるのではないかと考え，同遺

伝子のプロモーター領域で CpG Island(CG 配列の多いところ)のメチル化の有無について

調べた． 

十分な説明の下，同意を得られた患者の検体を用いて，子宮体癌，正常子宮内膜での

HOP/NECC1 遺伝子の発現を免疫染色，ウエスタンブロット法を用いて調べた． 



バイサルファイト法を用いて HOP/NECC1 遺伝子のプロモーター領域のメチレーションの状

態を調べた． 

ウエスタンブロット法では，HOP/NECC1 の発現は，正常内膜で 100％（10/10），子宮体癌

G1 で 30％（3/10），G2 で 10％（1/10），G3 で 12％（1/8）免疫染色法でも正常内膜（増殖

期・分泌期・月経期）100％（6/6），G1 で 50％（5/10），G2 で 60％（6/10），G3 で 30％

（3/10）と有意に発現の減少を認めた． 

子宮体癌細胞株でプロモーター領域（開始点から-284bp5 末端側）中の 21CpG サイトは高

メチル化状態にあった． 

よって HOP/NECC1 は子宮体癌で発現低下している． 

HOP/NECC1 遺伝子においてプロモーター領域のメチレーションが転写を直接制御してい

る可能性が示唆される． 

 

D. 婦人科癌細胞に対する Mithramycin A の増殖抑制効果 
（大神達寛・加藤聖子・山口真一郎・浅野間和夫・和氣徳夫） 

子宮体癌および卵巣癌の造腫瘍能獲得には Ras/MEK/ERα/MDM2/p53 シグナル伝達

系が関与する。このシグナル伝達系において、MEK 阻害剤および抗エストロゲン剤の併用

は ERαの不活化を介して MDM2 発現を抑制し、p53 の活性化から細胞老化を誘導する。

今回の研究で用いた Mithramycin A は、MDM2 の転写活性因子である SP1 の選択的阻害

剤であり、すでにアメリカで慢性骨髄性白血病の治療薬として臨床応用されている。そこで

Mithramycin A を子宮体癌細胞株（Hec1、Hec6、HHUA）および卵巣癌細胞株（KF、

SKOV）に対して用い、MDM2 発現と細胞増殖に与える効果を解析して臨床応用の可能性

を検討した。 

ここで SP1 とは GC box を介して DNA に結合する非特異的な転写因子である。そして

Mithramycin A も GC 特異的な DNA 結合を示す薬剤で、GC リッチなプロモーター配列を

有する様々な遺伝子の転写を抑制する。また MDM2 のプロモーター領域の構造について

であるが、この領域には SP1 の結合部位が複数個所あり、そのうちの 1 つが 309 番目の

SNP(遺伝子多型)の存在によりその親和性が向上し、MDM2 活性が上昇するとされている。

そのため、今回の研究で用いた細胞株についてもこの SNP の有無を確認したが、Hec1 と

HHUA に heterozegous な多型を認め、その他の細胞株は野生型であった。ちなみに p53

は Hec1 と SKOV が mutant である。 

まず、それぞれの細胞株における MDM2 発現を Western blot で解析したが、不死化正常

子宮内膜と比較して全ての細胞株で MDM2 の過剰発現を認めた。これらの細胞株を

600nMのMithramycin A で 24 時間処理すると、そのMDM2発現は全ての細胞株で抑制さ

れた。次に Mithramycin A が細胞増殖に与える効果を解析したが、全ての細胞株で 20nM

の低用量で濃度依存性に細胞増殖抑制効果を認めた。この効果は p53 status や MDM2

プロモーター遺伝子の SNP の有無とは無関係であった。20nM の Mithramycin A 処理によ

る細胞周期の変化をFACS解析すると、全ての細胞株でG0/G1期への細胞周期集積を認

めた。このときのタンパク発現の変化を Western blot で解析すると、野生型の p53 を有する

細胞株ではp53/p21の発現誘導が認められた。しかし予想に反して、MDM2の発現は時間



依存性にその発現が誘導されていた。そこでMithramycin A の用量の違いによるMDM2発

現の変化を解析すると、野生型 p53 を有する細胞株においては 100nM にかけて MDM2 発

現が誘導され、200nM 以上の高用量で徐々にその発現が抑制されていた。MDM2 発現を

確実に抑制する 600nMの高用量でMithramycin A 処理を行うと、FACS解析において全て

の細胞株で G2/M 期への細胞周期集積を認めた。 

以上の結果より、Mithramycin A は使用する用量により異なる分子機構を示すものの、広範

な細胞増殖抑制効果を示し、子宮体癌および卵巣癌に対しても臨床応用可能と考えられ

た。 
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発生工学分野 

Division of Embryonic and Genetic Engineering 
 

当分野では、ノックアウトマウスの作製を通じて、免疫系、特に自然免疫系の生体防御における生体レ

ベルでの機能を解析している。なかでも (1)自然免疫系の活性制御機構と慢性炎症性腸疾患の関わり、

(2)Toll-like receptor (TLR)を介した自然免疫系の感染防御における役割を中心に研究している。 

竹田潔（教授）、松本真琴（助手）、桑田啓貴（助手）、古賀律子（技術補佐員）、倉田真弓（事務補佐員）、

城戸律子（技能補佐員）、新幸二（医学修士２年）、小川雅弘（医学修士２年）は引き続き当研究室で研

究に従事している。また新たに博士課程１年として井手康介、永井由紀子、香山尚子の３名が、医学修

士１年として財賀大行、研究生として西村潤一が参加した。 

 

A. 自然免疫系の異常活性化により発症する慢性炎症性腸疾患の発症機構の解析 
自然免疫系の活性制御機構を解析するためのモデルとして、自然免疫系の活性制御機構の破綻によ

り慢性大腸炎を発症する、自然免疫系特異的Stat3欠損マウス、IL-10 ノックアウトマウスを用いて解析

を行った。 

正常マウスの大腸の粘膜固有層には少数のマクロファージや樹状細胞が存在している。これらの細胞

群の単離法を確立し、高純度のマクロファージや樹状細胞を培養できるようになった。正常マウスの大

腸の粘膜固有層由来の細胞は、IL-12 などの炎症性サイトカインを産生しない。一方、慢性腸炎を発

症する IL-10 ノックアウトマウスや Stat3 変異マウスの大腸の粘膜固有層では、たとえ慢性腸炎を発症

する前の若いマウスでも、マクロファージや樹状細胞の数が極めて増加しており、さらにこれらの細胞

は IL-12 などの炎症性サイトカインを産生することを明らかにした。そこで、正常マウスの細胞がサイト

カイン産生を示さない分子機構を、正常マウスと IL-10 ノックアウトマウスの細胞間で遺伝子発現の差

をDNA microarrayで解析し、核に発現する IkB分子IkBNSが、正常マウスの細胞に選択的に発現し

ていることを見いだした。IkBNSをマクロアージ系細胞株に発現させると、LPS刺激によるTNF-a産生

は抑制しないが、IL-6 産生を抑制することを見いだした。そこで、IkBNS の生理機能を明らかにし、こ

の個体レベルでの役割を明らかにするため、ノックアウトマウスを作成し、その表現型を解析した。 

IkBNS ノックアウトマウスは正常に出生し、外見上異常は認めなかった。IkBNS ノックアウトマウスより腹

腔マクロファージを単離、あるいは骨髄由来樹状細胞を分化させ、TLR刺激によるTNF-a, IL-6, IL-12

産生を解析した。その結果、IkBNS ノックアウトマウスでは、TNF-a 産生に変化はないが、IL-6, IL-12

産生が有意に亢進していた。次にこれら遺伝子のmRNAの発現誘導をreal time RT-PCR法で解析し

た。TNF-a mRNA の誘導は刺激後 1 時間以内に認められるが、この誘導パターンには正常マウスと

IkBNS ノックアウトマウス間で変化はなかった。IL-6 mRNA は刺激後3時間から誘導がみられるが、3

時間までは両マウス間で差はなかった。正常マウスでは 3 時間以降mRNA の発現量は低下するが、

IkBNSノックアウトマウスではmRNA量は高いままであった。他の遺伝子にも刺激後1時間以内の早期

に誘導されてくる遺伝子(IL-1beta, IL-12p19 など)と遅れて時間以後に誘導される遺伝子(IL-12p40, 

IL-18など)があるが、早期に誘導される遺伝子群の発現誘導パターンは両マウス間で差がないが、遅

れて誘導されてくる遺伝子群は5時間以降IkBNS ノックアウトマウスで有意に発現が高かった。次に、

TLR刺激によるまたTLR刺激によるNF-kB の活性化をゲルシフト法、およびNF-kB p65の細胞内局



在により解析した。その結果、IkBNSノックアウトマウスではNF-kBの活性が遷延化し、刺激後３時間で

もまだ NF-kB の活性が残存していることが明らかになった。次に、TNF-a, IL-6 プロモーターへの

NF-kB p65の会合をクロマチン免疫沈降法で解析した。TNF-aプロモーターへのp65の会合は刺激

後1時間をピークに観察され、これは正常マウスとIkBNSノックアウトマウスの間で差は認められなかっ

た。一方 IL-6 プロモーターへの p65 の会合は刺激後3時間をピークに正常マウスでは認められた。

IkBNSノックアウトマウスでも3時間までは正常マウスと同様にp65の会合が誘導されたが、3時間以降

正常マウスではp65の会合が減少していくのに対し、IkBNSノックアウトマウスでは持続したままであっ

た。これらの結果から、IkBNS は刺激後遅れて誘導されてくる遺伝子のプロモーターにおいて選択的

に NF-kB の活性を抑制することにより、遺伝子発現を抑制していることが明らかになった。さらに個体

レベルでも、LPS 投与によるエンドトキシンショックに対する感受性が高くなり、また dextran sodium 

sulfateの経口投与による腸管炎症に対する感受性も極めて高くなっていた。 

以上の結果から、核に発現する IkBNSが、自然免疫系の細胞においてNF-kBの活性を抑制すること

により、あるサブセットの遺伝子発現を抑制し、個体レベルで炎症抑制に関与していることが明らかに

なった。 

 

B. Toll-like receptor (TLR)を介した自然免疫系の感染防御における役割 
TLR シグナルの細胞内寄生性病原体の感染防御における役割を、TLR を介した自然免疫系の活性

化が消失する MyD88/TRIF の二重欠損マウスを作成し、解析した。正常マウス、MyD88 欠損マウス、

TRIF欠損マウス、およびMyD88/TRIF二重欠損マウス由来のマクロファージあるいは樹状細胞に、細

胞内寄生性原虫Trypanosoma cruziを感染させると、MyD88欠損細胞で細胞内でのT. cruziの数が増

え、さらに MyD88/TRIF 二重欠損マウス由来の細胞で、さらにその数が増えていた。このように、

MyD88/TRIF二重欠損マウス由来の自然免疫系細胞は、T. cruzi に対する感受性が高くなっていた。

そのメカニズムを解析するため、各genotypeの樹状細胞で、T. cruzi感染により誘導されてくる遺伝子

を網羅的に解析した。その結果、正常マウス、MyD88欠損マウス由来の細胞で、IFN-bおよび IFN誘

導性遺伝子の発現が誘導されていたのに対し、TRIF 欠損マウス、MyD88/TRIF 二重欠損マウス由来

の細胞では、それらの発現が障害されていた。そこで、IFN-bのT. cruzi感受性亢進への関与を解析

するため、MyD88欠損マクロファージにT. cruziを感染させる際、抗IFN-b中和抗体を添加した。そう

すると、control 抗体添加群に比べて、中和抗体添加群で、T. cruzi の細胞内増殖が有意に増加した。

そこで、さらにIFN-bの関与を解析するため、IFN-bシグナルの消失するMyD88/IFNAR1二重欠損マ

ウスを作製した。MyD88/IFNAR1 二重欠損マウス由来のマクロファージでは、MyD88 欠損マウス由来

の細胞と比べて、T. cruzi 感受性が高かった。これらの細胞レベルでの解析結果から、IFN-b が T. 

cruzi 感染防御に関与している事が明らかになった。さらに、これらの事実が個体レベルで反映される

かどうかを、実際にマウスの感染モデルで解析した。各genotypeのマウスにT.cruziを腹腔内に感染さ

せ、9,11,13日後の血中の原虫数をカウントした。その結果、MyD88欠損マウスでは正常マウスに比べ

て原虫数が増加していたが、MyD88/TRIF二重欠損マウス、MyD88/IFNAR1二重欠損マウスではさら

にその数が増加していた。また、感染後２３日程度でMyD88欠損マウスは全例が死亡するが、両二重

欠損マウスは１９日以内にすべてが死亡した。このように、in vivo感染モデルにおいても、IFN-bの感

染防御における重要性が明らかになった。今後、いかなるメカニズムでIFN-bがT. cruzi感染防御機

構を発揮しているかについて解析をしていきたい。 
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