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分子発現制御学分野 
Division of Cell Biology 

 

 分子発現制御学分野（旧細胞学部門）では，細胞の基本的性質である細胞周期と細胞死を制御

する分子メカニズムを，遺伝学的・生化学的・細胞生物学的・発生工学的手法を用いて研究を進

めている．つまり細胞周期や細胞死の制御に関わっていると推測される分子の遺伝子を単離同定

し，最終的にはその遺伝子を破壊したマウス（ノックアウトマウス）を人工的に作製し，その異

常を調べることによって，その分子の生理的役割を個体レベルで明らかにしようというものであ

る．特に免疫系と神経系の細胞の分化段階特異的な細胞周期と細胞死の制御因子の量的制御機構

を，選択的タンパク質分解の視点から取り組んでいる． 

 分子発現制御学分野は昨年に引き続き，中山敬一教授，畠山鎮次助教授，嘉村巧助手（2004

年1 月より助教授に昇任）の教官を中心に大学院生（12 名），さきがけ研究者（1 名），21 世紀

COE 上級研究員（1 名），日本学術振興会特別研究員（1 名），科学技術振興事業団派遣職員（研

究員2 名，技術員1 名，研究補助員6 名，事務員1 名）の体制で研究を進めている（2004 年

3 月31 日現在）． 

 その他の人事異動について，新規参加者としては大学院生として2003 年4 月より雑賀徹（鳥

大・医）が入学した．また 2003 年 10 月より白根道子（それまで 21 世紀 COE 上級研究員）

がさきがけ研究員に選ばれた．さらに恒松良祐と矢田雅佳（前年度まで大学院生）を科学技術振

興事業団派遣職員（研究員）として 2003 年 4 月より雇用した（恒松良祐は 2003 年 10 月よ

り２１世紀COE 研究員に変更した）．また西村直子（前年度まで科学技術振興事業団派遣職員）



を研究支援推進員として雇用した．さらに科学技術振興事業団派遣職員（研究補助員）として篠

原都子，光安理恵，倉光美恵を2003 年4 月より雇用した．また科学技術振興事業団派遣職員（事

務員）として太田茜を2003 年11 月より雇用した． 

 次いで退職者として2003 年3 月末で大学院生の原太一，押川（旧姓金子）千恵が学位取得の

上卒業した．また科学技術振興事業団派遣職員（研究補助員）であった石田典子は，2003 年7

月1 日付けで東北大学大学院医学系研究科助手として転任した．さらに日本学術振興会特別研究

員であったアバスフォトバティは2003 年9 月30 日に任期満了に伴い退職し，久留米大学医学

部へ転任した．同じく日本学術振興会特別研究員であった押川清孝は，2004 年3 月31 日で退

職し，徳島大学医学部へ転任した．科学技術振興事業団派遣職員（研究補助員）であった松下純

恵と下原田加代子はそれぞれ2003 年4 月30 日，9 月30 日に退職した．科学技術振興事業団

派遣職員（事務員）であった杉田知栄子は2003 年12 月31 日に退職した． 

 1997 年 11 月より当研究室は科学技術振興事業団（JST）による戦略的創造研究推進事業

（CREST）「脳を守る」の支援を受けていたが，2002 年 10 月 31 日をもって当研究課題は終

了した．しかし2002 年11 月1 日より，戦略的創造研究推進事業（CREST）「生物の発生・分

化・再生」から引き続き支援を受けることが決定した．そこで研究員として恒松良祐（2003 年

4 月より），矢田雅佳（2003 年 4 月より），技術員として小山田浩二（継続），研究補助員とし

て矢田（旧姓安河内）亮子（継続），下原田加代子（継続），松下純恵（継続），篠原都子（2003

年4 月より），光安理恵（2003 年4 月より），倉光美恵（2003 年4 月より），木村美保子（継

続），事務員として杉田知栄子（継続），太田茜（2003 年11 月より）をJST 派遣職員として受



け入れている． 

 

A．Skp2 の発現調節機構に関する解析 

p27のユビキチン化を司る酵素のコンポーネントであるSkp2はS〜G2期に主に発現しており，

それにはmRNA 転写量の調節とタンパク質分解による調節があるらしいことが知られていた．

われわれはこの転写レベルでの調節機構を詳細に調べる目的で，Skp2 遺伝子をクローニングし，

その上流領域を調べたところ，転写開始点より-207〜-102 の領域を欠損することによってプロ

モーター活性が著しく低下することが判明した．さらに詳細に変異実験を行うことにより，-175

〜-153 の間にトランス因子が結合し，転写量を増大させていることが示唆された．この領域に

はGA-binding protein（GABP）結合配列が含まれており，抗GABP 抗体によりEMSA 解析

を行うと，スーパーシフトが検出された．GABP のSkp2 プロモーターへの結合は細胞周期特異

的であり，GABP をある一定量比で過剰発現させるとSkp2 の発現量が増大し，逆にsiRNA を

用いて GABP をノックダウンすると Skp2 の転写量が減少することから，GABP が細胞周期特

異的なSkp2 遺伝子発現量の調節に重要な役割を果たしていることが明らかとなった． 

 

B．Skp2 の新たな標的としてのp57 の発見 

細胞周期ブレーキp27 の類似分子であるp57 については，現在までその発現制御機構がほとん

ど明らかになっていなかった．われわれは HeLa 細胞において p57 がユビキチン依存的に分解

することを見出した．p57 は p27 と構造的に類似し，特にその分解調節領域（Degron）の配

列がよく保存されていることから，p27 と同様 Skp2 によって認識され，ユビキチン化される



のではないかと仮定した．まず Skp2 ノックアウトマウスの中では p57 の蓄積が認められ，分

解時間を計ると確かにSkp2ノックアウトマウスではp57の半減期が延長していた．さらにp57

は Skp2 に物理的に結合すること，それはスレオニン 310 番のリン酸化によること，等を生化

学的に明らかにした．Skp2 を過剰に発現させると p57 の分解速度は速くなる．最終的に in 

vitro でp57 のユビキチン化反応を再構築することに成功し，恐らくスレオニン310 番をリン

酸化すると思われるサイクリンE・CDK2 を同時に加えることにより，強力にユビキチン化が進

むことが観察された．これらのことからp57 もp27 と同様にSkp2 の標的であることが明らか

となった．またわれわれと他グループとの共同研究により，p21 や p130 のユビキチン化にも

Skp2 が重要な役割を果たしていることが示され，Skp2 は多くの細胞周期ブレーキを同時に破

壊することによって細胞周期を進める強力な増殖促進分子であることが判明した． 

 

C．β -TrCP1 ノックアウトマウスの作製と解析 

SCF 複合体型ユビキチンリガーゼ（E3）は 4 量体から構成されるが，そのうち可変型コンポー

ネントである F-box タンパク質の一つβ-TrCP は最も初期から研究されてきた F-box タンパク

質であり，従来βカテニンや IκBαをユビキチン化する機能があると考えられてきた．われわれは

このβ-TrCP 遺伝子のうち，β-TrCP1 遺伝子を破壊したノックアウトマウスを作製し，その解析

を行った．β-TrCP1 ノックアウトマウスは予想に反して正常に発生し，組織病理学的な異常は検

出されなかった．生化学的には IκBαや IκBβの分解が部分的に遅延しており，NF-κB のβカテニ

ンの核内における分解が障害され，Wnt 刺激後かなりの時間が経っても核内βカテニンの消失が

認められないこと，等が認められた．このような予想外の軽微な異常は，恐らく類似の分子であ



るβ-TrCP2 の存在によるものであることが推測された． 

 

D．ポリグルタミン病原因産物のユビキチン化に関わるユビキチン鎖伸長因子E4B 

ユビキチン鎖伸長因子（E4）は数年前に出芽酵母で初めて同定された全く新しいタイプのユビキ

チン化酵素であるが，高等生物においてはその存在や機能に関しては全く未知であった．われわ

れはポリグルタミン病の一つマシャドジョセフ病（脊髄小脳変性症 3 型）の原因遺伝子産物

MJD1 がユビキチン化されることを明らかにした．その酵素を探索する過程で，酵母のE4 であ

るUfd2に類似した分子E4B/UFD2aがMJD1のユビキチン化に必須であることを明らかにし

た．E4B は MJD1 の分解過程にとって律速段階の酵素であり，E4B の過剰発現は異常 MJD1

の分解速度を飛躍的に早め，逆にドミナントネガティブ型のE4B（E4BΔ U）の過剰発現はMJD1

の分解を抑制する．この生化学的特性は細胞内での MJD1 の凝集性ともよく相関する．即ち，

E4B を過剰発現させると異常 MJD1 は消失し，逆に E4BΔ U を過剰発現させると MJD1 の凝

集は明らかに促進される．さらにこの現象を生体レベルで確認するため，ショウジョウバエの複

眼に異常 MJD1 を発現させ，E4B の共発現の効果を検討した．E4B の共発現は異常 MJD1 に

よる複眼の変性を抑制したことから，E4B の効果は生体内でも有効であり，最終的にヒトにおい

て患者への遺伝子治療がこの神経変性疾患の根本的治療法に成りうることが示唆された． 
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PML． 

Cold Spring Harbor Symposium "The Ubiquitin Family"，Cold Spring Harbor, NY． 

7. Tsunematsu, R., Nakayama, K., Nishiyama, M., Oike, Y., Ishida, N., Hatakeyama, S., 

Bessho, Y., Kageyama, R., Suda, T., Nakayama, K. I. （2003，4/26）． 

Target disruption of mouse Cdc4/Fbw7 results in abnormal vascular development by 

impaired degradation of Notch．（Invited speaker） 

Cold Spring Harbor Symposium "The Ubiquitin Family"，Cold Spring Harbor, NY． 

8. 中山敬一 （2003，5/13）． 

細胞周期ブレーキp27 の分解機構．（シンポジウム） 

日本分子生物学会第3 回春季シンポジウム，米子． 

9. 中山敬一, 白根道子 （2003，5/15）． 

Bcl-2 のミトコンドリア局在を決定するイムノフィリンFKBP38．（シンポジウム） 

第56 回日本生化学会大会，大津． 

10. 中山敬一 （2003，5/16）． 

ポリグルタミン病タンパク質を分解する分子メカニズムの解明．（シンポジウム） 

第44 回日本神経学会総会，横浜． 

11. Nakayama, K. I. （2003，5/30）． 



Regulation of cell cycle by proteolysis of CDK inhibitor p27．（Invited speaker） 

The 2nd CREST Symposium on "Development, Differentiation and Regeneration"，

Tokyo, Japan． 

12. Taniuchi, I., Littman, D. R., Nakayama, K. I. （2003，5/30）． 

Epigenetic gene regulation by Runt domain transcriptional factors． 

The 2nd CREST Symposium on "Development, Differentiation and Regeneration"，

Tokyo, Japan． 

13. Shirane, M., Nakayama, K. I. （2003，5/30）． 

Novel FYVE finger protein protrudin induces the protrusion in cells． 

The 2nd CREST Symposium on "Development, Differentiation and Regeneration"，

Tokyo, Japan． 

14. Matsumoto, M., Nakayama, K. I. （2003，5/30）． 

Systematic identification of ubiquitin-related proteome． 

The 2nd CREST Symposium on "Development, Differentiation and Regeneration"，

Tokyo, Japan． 

15. Kaneko, C., Hatakeyama, S., Matsumoto, M., Yada, M., Nakayama, K., Nakayama, K. I. 

（2003，5/30）． 

Mice lacking UFD2a, a polyubiquitin chain assembly factor (E4), display cardiac 

apoptosis during development． 

The 2nd CREST Symposium on "Development, Differentiation and Regeneration"，



Tokyo, Japan． 

16. Okumura, F., Hatakeyama, S., Nakayama, K. I. （2003，5/30）． 

Functional regulation of neurite inducer FEZ1 by U-box type ubiquitin ligase UFD2a． 

The 2nd CREST Symposium on "Development, Differentiation and Regeneration"，

Tokyo, Japan． 

17. Tsunematsu, R., Nakayama, K., Nishiyama, M., Oike, Y., Ishida, N., Hatakeyama, S., 

Bessho, Y., Kageyama, R., Suda, T., Nakayama, K. I. （2003，5/30）． 

Targeted disruption of mouse Cdc4/Fbw7 results in abnormal vascular development 

by impaired degradation of Notch． 

The 2nd CREST Symposium on "Development, Differentiation and Regeneration"，

Tokyo, Japan． 

18. Nishiyama, M., Nakayama, K., Tsunematsu, R., Kikuchi, A., Nakayama, K. I. （2003，

5/30）． 

β-catenin-binding protein Duplin is essential at gastrulation during mouse 

development． 

The 2nd CREST Symposium on "Development, Differentiation and Regeneration"，

Tokyo, Japan． 

19. 中山敬一 （2003，6/21）． 

細胞周期ブレーキp27 の分解機構と癌．（特別講演） 

第79 回北海道癌談話会，札幌． 

20. 中山敬一 （2003，7/29）． 



プロテオミクスを用いたタンパク質翻訳後修飾の解析．（招待講演） 

動物の遺伝子導入とその応用の開発研究会・第41 回定例会「プロテオミクス研究最前線」，

東京． 

21. 中山敬一 （2003，9/5）． 

ユビキチン化による細胞周期の制御メカニズム．（基調講演） 

第7 回Molecular Cardiovascular Conference，キロロ． 

22. 中山啓子, 中山敬一 （2003，9/25）． 

ノックインマウスを用いたp27 セリン10 残基リン酸化についての検討．（一般口演） 

第62 回日本癌学会総会，名古屋． 

23. 中山敬一 （2003，9/26）． 

Mechanisms to control degradation of polyglutamine-containing protein．（シ

ンポジウム） 

第46 回日本神経化学会，新潟． 

24. 中山敬一 （2003，9/27）． 

細胞周期のブレーキp27 の分解機構と がん．（モーニングレクチャー） 

第62 回日本癌学会総会，名古屋． 

25. 中山敬一, 白根道子 （2003，9/29）． 

Bcl-2 の局在を決定するイムノフィリンFKBP38．（招待講演） 

平成15 年度生理学研究所研究会「細胞死の誘導と制御-その分子機構と生理病理機能」，岡



崎． 

26. 中山敬一 （2003，10/1）． 

細胞増殖を制御するユビキチンリガーゼ群．（特別講演） 

国立遺伝学研究所研究集会「ユビキチン化を介したDNA 損傷応答のメカニズム」，三島． 

27. Nakayama, K. I. （2003，10/28）． 

Two ubiquitin ligases control proteolysis of CDK inhibitor p27．（Invited speaker） 

Proteolysis in Cellular Regulation，Tokyo, Japan． 

28. 中山敬一 （2003，11/1）． 

静止期から増殖期へ：細胞周期エンジンがスタートするとき．（特別講演） 

第7 回キリン血液疾患セミナー，東京． 

29. Nakayama, K. I. （2003，12/1）． 

Two ubiquitin ligases control proteolysis of p27．（Invited speaker） 

COE International Symposium "Genome Stability and Mechanism of Chromosome 

Segregation"，Otsu, Japan． 

30. 中山敬一, 矢田雅佳, 恒松良祐, 西山正章, 畠山鎮次, 中山啓子 （2003，12/10）． 

癌タンパク質Skp2 と癌抑制タンパク質Sel-10：細胞周期を制御する二つのF-box タンパ

ク質．（シンポジウム） 

第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

31. 安達(玉盛)三美, 林田健太郎, 大水智恵, 中山敬一, 北嶋繁孝 （2003，12/10）． 

Skp2 依存性p27 分解低下による心筋細胞増殖抑制機構の解析．（一般口演） 



第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

32. 神武洋二郎, 石田典子, 中山啓子, 中山敬一 （2003，12/10）． 

p27 の局在および安定性に関与するセリン 10 リン酸化のノックインマウスを用いた機能

解析．（一般口演） 

第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

33. 西山正章, 中山啓子, 恒松良祐, 菊池章, 中山敬一 （2003，12/10）． 

β -Catenin 結合タンパク Duplin は原腸形成期におけるマウスの発生に必須である．（一

般口演） 

第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

34. 畠山鎮次, 中山敬一 （2003，12/10）． 

人工ユビキチンリガーゼによる Myc の特異的分解を利用した癌治療法の確立．（シンポジ

ウム） 

第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

35. 矢田雅佳, 畠山鎮次, 嘉村巧, 西山正章, 奥村文彦, 今木裕幸, 石田典子, 中山敬一 （2003，

12/11）． 

二つのF-box タンパク質Skp2 とSel-10 によるがん遺伝子産物c-Myc のユビキチン化機

構．（一般口演） 

第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

36. 松本雅記, 小山田浩二, 畠山鎮次, 中山敬一 （2003，12/11）． 



タンパク質翻訳後修飾のプロテオミクス解析．（一般口演） 

第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

37. 原太一, 嘉村巧, 中山敬一 （2003，12/11）． 

UBL-UBA タンパク質KPC2 のp27Kip1初期分解における役割の解明． 

第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

38. 小松朋子, 水崎博文, 向井徳男, 小川英知, 白川昌宏, 畠山鎮次, 中山敬一, 山本英樹, 菊池章, 

諸橋憲一郎 （2003，12/12）． 

Ad4BP/SF-1 のSUMO 化による協調的な転写活性化の制御．（一般口演） 

第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

39. 中山啓子, 永濱裕康, 南嶋洋司, 石田典子, 中山敬一 （2003，12/12）． 

遺伝子改変マウスを用いた細胞周期と細胞サイズについての解析．（シンポジウム） 

第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

40. 押川清孝, 松本雅記, 矢田雅佳, 嘉村巧, 畠山鎮次, 中山敬一 （2003，12/12）． 

Cul1 結合タンパク質TIP120A はSCF 複合体形成を負に制御している．（一般口演） 

第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

41. 多田敬典, 岡野ジェイムズ洋尚, 中山敬一, 鹿島晴雄, 岡野栄之 （2003，12/12）． 

神経系特異的新規ユビキチンリガーゼの機能解析． 

第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

42. 嘉村巧, 原太一, 矢田雅佳, 中山啓子, 中山敬一 （2003，12/13）． 



細胞増殖抑制因子p27 の新たな分解因子の分離精製及び解析．（シンポジウム） 

第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

43. 石田典子, 神武洋二郎, 中山啓子, 中山敬一 （2003，12/13）． 

細胞内局在変化によるp27 蛋白安定性の調節．（シンポジウム） 

第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

44. 奥村文彦, 畠山鎮次, 中山敬一 （2003，12/13）． 

U-ボックス型ユビキチンリガーゼUFD2a による神経軸索誘導因子FEZ1 の機能調節．（一

般口演） 

第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

45. 黒田範行, 内田大亮, 畠山鎮次, 松島明美, 石戸聡, 工藤純, 清水信義, 中山敬一, 松本満 

（2003，12/13）． 

AIRE(autoimmune regulator)はPHD ドメインを介してUbiquitin E3 ligase 活性を

発揮する．（一般口演） 

第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

46. 高橋秀尚, 畠山鎮次, 中山敬一 （2003，12/13）． 

TDGのSUMO-1との非共有結合はNuclear bodyへの局在化に必要である．（一般口演） 

第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

47. 白根道子, 中山敬一 （2003，12/13）． 

FYVE ドメインタンパク質Protrudin とPI(5)P による神経突起形成機構．（一般口演） 



第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

48. 金子千恵, 畠山鎮次, 松本雅記, 矢田雅佳, 中山啓子, 中山敬一 （2003，12/13）． 

ユビキチン鎖伸長因子E4B のノックアウトマウスによる解析．（一般口演） 

第26 回日本分子生物学会年会，神戸． 

49. 中山敬一, 松本雅記 （2004，3/15）． 

リン酸化とユビキチン化：タンパク質修飾のプロテオミクス．（招待講演） 

プロテオミクス研究の最前線 〜熊本からの発信〜，熊本． 
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増殖分化制御学分野 
Division of Biochemistry and Molecular Biology 
 

 細胞は様々な外的刺激に対して多様な応答を示すが，情報の多様性に対し，伝達機構を構成す

る蛋白質は，分子構造から見ると基本的な幾つかのモジュール構造からなっていることが明らか

になりつつある．この基本構造を介した分子間相互作用が，蛋白質上で統合されることで情報伝

達機構の複雑な制御を可能にしていると考えられる． 

 このような観点から，増殖分化制御学分野では，細胞内情報伝達機構解明の良いモデルとして，

食細胞NADPH オキシダーゼの活性化機構の研究を生化学的・分子生物学的・細胞生物学的手法

を用いて行うとともに，構造生物学研究を構造生物学者とのコラボレーションにより進めている．

更には，特に蛋白質のドメイン構造とその分子間相互作用の視点から，細胞の極性形成や細胞骨

格の制御といった方面の細胞内情報伝達の研究にも取り組んでいる． 

 

A．食細胞NADPH オキシダーゼ活性化の分子機構 

 食細胞NADPH オキシダーゼは，病原性微生物の貪食時などにスーパーオキシド（高殺菌能を

もつ種々の活性酸素の前駆物質）を生成する酵素系であり，その酵素本体は細胞膜に存在するシ

トクロム b558（gp91phox と p22phox の２つのサブユニットから成る）である．オキシダーゼは細

胞休止時には不活性型であり，その活性化には，特異的アダプター蛋白質(p47phox，p67phox と

p40phox：それぞれSH3 ドメインをもつ)と低分子量G 蛋白質Rac が刺激依存性に細胞質から細胞

膜に移行してシトクロムb558と相互作用する必要がある．私達はこの系に関してアダプター蛋白



質による活性化機構を中心に研究を行ない，2003 年は以下のような成果を得ている． 

 シトクロム b558 と細胞質因子の相互作用は，p47phox の SH3 ドメインと p22phox 細胞質領域の

proline-rich region（PRR）との結合に依存し，この結合はNADPH オキシダーゼ活性化のON/OFF

を担う．私達は，更に，p47phoxの２つの SH3 ドメインが p22phoxの PRR を挟むように結合して

いることを明らかにした [投稿中]．また，p47phoxの SH3 ドメインは分子内相互作用によりその

標的であるp22phoxと結合できない状態になっている（autoinhibitory form）が，このform の３次

構造決定も稲垣冬彦教授（北大薬）との共同研究により決定した [Yuzawa et al.，2004]．また，

p47phoxの N 末領域に存在する PX ドメインが，phosphoinositides 結合能をもち，p47phoxの膜移

行およびオキシダーゼ活性化に必須であることを示すとともに，PX ドメインがSH3 ドメインと

の分子内結合により負に制御されていることを明らかにした [Ago et al.，2003]． 

 p67phoxの C 末 SH3 ドメインは p47phoxの PRR に結合するが，この結合には PRR 以外にその

更にC末の領域が必要であること，この結合はPRR近傍のリン酸化により制御されていること，

それが食細胞 NADPH オキシダーゼの活性化調節に重要であること等を明らかにした [投稿中]．

また，p47phoxとp67phoxの間には，上記以外に更に２つの（p47phoxのSH3 ドメインを介した）比

較的弱い相互作用が存在することを見い出している． 

 p40phoxは休止時細胞でp67phoxと会合しているが，この結合は，p67phoxのPB1 ドメイン（私達

が見い出した新規なドメイン）とp40phoxのPC モチーフの間の全く新しいタイプの蛋白質間相互

作用によるものであり，更に「p40phox が，この相互作用によって，p67phox と p47phox の膜移行を

促進させ, オキシダーゼ活性化を正に制御していること」を私達は示していた．2003 年は，PC



モチーフはあるタイプのPB1 ドメインに提示されるモチーフであることを明らかにした．則ち，

PC モチーフを持たないタイプのPB1 ドメインがその保存されたリジン残基によって，別のタイ

プのPB1 ドメインのPC モチーフを認識し結合する（PB1−PB1 相互作用）わけである [Noda et 

al.，2003；Yoshinaga et al.，2003]．また，PC モチーフを持つタイプのPB1 ドメイン（酵母細

胞極性蛋白質Cdc24p と哺乳類細胞極性蛋白質PKCι/λ）の３次構造を稲垣冬彦教授（北大薬）と

の共同研究により決定した [Yoshinaga et al.，2003；Hirano et al.，2004]． 

 

B．新規NAD(P)H オキシダーゼの同定 

 gp91phoxは，N 末の６つの膜貫通領域（ヘム結合部位を含む）と，C 末のFAD 結合ドメイン及

びNADPH 結合ドメインからなる．現在，ヒトでは，私達が新規にクローニングしたNox4 を含

め５つのgp91phoxホモログが存在することが知られており、Nox（NA(D)PH オキシダーゼ）ファ

ミリーと呼ばれている．しかしながら，gp91phox（Nox2）以外のオキシダーゼについては，その

活性調節機構は殆ど分っていなかった．私達は，p47phox 及び p67phox それぞれの新規ホモログを

同定クローニングし（p41nox及び p51noxと命名），これらが協同して gp91phox/Nox2 や Nox1 を活

性化しうることを見い出した [Takeya et al.，2003]．p41noxとp51noxはNox1 に対する活性化能

が高く，p47phoxと p67phoxは gp91phox/Nox2 に対する活性化能が高い．また， p47phox，p67phox，

及びそれぞれの新規ホモログが，Nox3 の活性調節にも関与することを明らかにしている [投稿準

備中]． 

 



C．細胞極性決定の分子機構 

 私達は，線虫の極性決定に関与する蛋白質 Par6 のヒトホモログ３種をクローニングし，ヒト

Par6 が，GTP 結合型のRac/Cdc42 およびatypical PKC （aPKC）と３者複合体を形成すること

等を明らかにしていたが，2003 年は，Par6 とaPKC の結合は，先のA で述べた「PB1−PB1 相

互作用」によるものであることを見出し [Noda et al.，2003]，この結合が上皮細胞のtight junction

形成に必要であることを示した．更に，稲垣冬彦教授（北大薬）との共同研究により、aPKC の

１つであるPKCι/λのPB1 ドメインの３次構造を決定するとともに [Hirano et al.，2004]，Par6α

のPB1 ドメインとPKCι/λのPB1 ドメインとの複合体の構造を解くことにも成功した [投稿準備

中]．また，私達は aPKC や Par6 と結合して細胞極性決定に関与する Par3 の新規ホモログをク

ローニングし（Par3βと命名），Par3βがtight junction に局在すること等を見い出していたが、Par3

βとPar3αは共にtight junction 形成に必須であること，この過程には新規な蛋白質−脂質相互作用

が関与すること等を明らかにした [投稿中]．Par3 結合蛋白質を酵母 two-hybrid 法でスクリーニ

ングして得られた14-3-3 蛋白質（β，ε，θ，ζ等の分子種）が実際にPar3αとPar3βの両者に結合

することを明らかにし，この結合がtight junction 形成に重要であることを示した [投稿準備中]． 

 

 

D．formin 関連蛋白質Fhos の機能解析 

 好中球の食作用は、遊走、捕食そして殺菌という一連の過程からなる複雑な細胞現象であり、
各過程は細胞骨格のダイナミックな再構築を通じて密接に関連しているが、その連関機構には
不明な点が多い。このような観点から、脾臓及び血球系細胞で高発現している新規formin 相同
蛋白質 Fhos について研究を進めている。formin 相同蛋白質は、四肢形成異常を来す変異マウ
スの原因遺伝子として報告された formin との相同性領域 FH(formin homology)1 及び２ドメイ



ンを有している蛋白質群であり、形態形成や極性形成、細胞質分裂に機能する。近年、酵母の
formin 相同蛋白質が Rho ファミリーGTP 結合蛋白質の下流で、アクチン分子の核化・重合を
促進することが示されている。私達は、Fhos がその N 末領域でアクチン繊維と直接結合して
アクチン細胞骨格を制御することを見いだすと同時に、FH2 ドメインが直接相互作用し Fhos
同士の細胞内での相互作用に関与することを明らかにした[Takeya and Sumimoto, 2003]。さら
に、Fhos1 と相同性の高い新規蛋白質Fhos2 を単離し、Fhos1 とは異なる生化学的・生物学的
特徴を有していることを見いだしている[投稿準備中]。また、Fhos の微小管細胞骨格との相互
作用の分子機構に関しても研究を進めている。 
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細胞機能制御学部門（分子腫瘍学分野）では、（１）癌の基礎研究、（２）癌の遺伝子

診断法の確立、（３）新しい治療の開発、を研究の３つの柱と位置づけ研究を推進して

いる。人事面では、平成 16 年３月に助手・白石 猛が佐賀県立好生館病院へ、大学院

生・山口博志が新中間病院へ、医員・西田康二郎が壱岐公立病院へ、それぞれ転出した。

また、小川和彦（琉球大学、研究員）が母教室へ復帰した。一方、平成１6 年 4 月より

松山 歩 (医員)が米国留学より帰国し着任、さらに大町貴弘(慈恵医大・医員)、家田敬

輔 (群馬大学・大学院)が着任し、現在総員 14 名で臨床・研究を進めている。 

 

A. 癌の基礎的研究 

a. 疾患関連遺伝子のマイクロアレイによる包括的解析 

1. DNA microarray 法を用いた遺伝子解析 

 DNA マイクロアレイ法は多数（〜数万）の遺伝子の発現を一度に解析できる方法で

ある。教室では胃癌検体を用いて癌関連遺伝子 マイクロアレイ解析を行ったところ、

癌の悪性度のクラスタリングを行う過程で、遺伝子によって加重を変えて解析をする

ことで、リンパ節転移・進行度・予後を反映する遺伝子群の抽出に成功した（Inoue H 

et al. Clin Cancer Res 2002）。現在各癌腫における、大規模な prospective study を実

施中である。 

2. DNA microarray 法を用いた肝炎・肝硬変特異的な遺伝子発現プロファイル解析 

 肝炎・肝硬変合併肝癌の手術において術前肝予備能を正確に把握することを目的と

して、肝炎・肝硬変合併肝癌における併存病変の遺伝子発現プロファイル解析を行っ

ている。これにより肝炎から肝硬変、また肝硬変から肝癌発症に至る系統的機能解析

を行うことができ、同時に従来の肝機能評価を超える新しい診断基準を確立したい。 

 



b. 癌の治療を困難にしている癌の多様性の解析 

1. ラット多段階発癌モデルによる発癌機構と癌多様性のメカニズム解明 

 癌の多様性は癌治療を困難にしている。われわれの作成したラット多段階発癌モデル

を用い、それらの腫瘍（パピローマ→進行食道癌）組織における遺伝子発現パターンを、

特に LMD (Laser Microdissection)法と DNA microarray を応用して解析している。多段

階発癌と癌多様性のメカニズム解明に取り組んでいる。 

2. LMD と DNA microarray を用いた消化器癌多様性のメカニズム解明 

 消化器癌における腫瘍内の癌多様性、あるいは原発巣と転移巣の違いを明らかにする

目的で LMD 法、T7 遺伝子増幅法、DNA microarray を応用した解析をスタートした。

（Mori M et al. Surgery 2002） 

 

c. 腫瘍組織における各種遺伝子の解析 

1. Skp2 遺伝子の消化器癌における発現の意義  

 これまで p27 遺伝子の発現低下が胃癌においてリンパ節転移陽性症例に多いこと

を明らかにしてきたが(Mori M et al. Nat Med 1997)、さらに p27 の発現に関与する

skp2・cks1 について胃癌組織で発現の亢進を認め、p27 の発現低下と極めて強い相関

を示すことを明らかにした。（Masuda M et al. Cancer Res 2002） 

2. 消化器癌・乳癌における Matrix metalloprotainase ファミリー発現と癌の悪性度 

 MMP family  (MMP-1, 2, 3, 7, 9, 11, 12, 13, 14) の発現を食道癌の同一検体を用いて

解析した。(Yamashita K, Clin Cancer Res 2000) その結果、予後に関わる因子 (MMP-7, 

11, 13, 14)の中で特にMT1-MMPが中心的な役割を果たすと考えられたため遺伝子導入

株を作成し詳細な解析を行っている。 

 また最近では、チロシンキナーゼ EGFR が、MMP-7 により活性化されることを明ら

かにした。 

3. 消化器癌・乳癌における血管新生因子発現の意義 

 癌の浸潤・転移において腫瘍血管新生は重要であるが、その血管新生を抑制する因子

として MMP-12 によって産生される angiostatin が重要である (Etoh T,Cancer Res 

2001)。 大腸癌における MMP-12 の発現を検討した結果、癌組織で発現が亢進してい

ること、更にその発現が予後とは逆相関を示すことが明らかになったため、その意義を

現在検討している。  

4. 癌の脱分化に伴う組織脂肪酸構成の変化に関する検討 



 肝細胞癌では脱分化に伴ってリノール酸の減少、γ-リノレン酸、ジホモ-γ-リノレン酸

の増加を認め、さらに、ジホモ-γ-リノレン酸をアラキドン酸へ変換する酵素である△-5

不飽和化酵素が脱分化の進行に伴って発現が増強することを明らかにした

（Utsunomiya T et al. Clin Cancer Res 2001）。現在、△-5 不飽和化酵素遺伝子導入株

の作成、DNA microarray 法による解析を行っている。 

5. ヒト消化器癌における新規肝転移関連遺伝子 CMAP 発現の検索とその臨床的意

義 

 ヒト大腸癌や原発性肝癌の CMAP 発現を定量的 RT-PCR 法で測定したところ、

CMAP 高値は深達度、組織学的低分化、肝転移と相関し、予後も有意に不良であった 

(Utsunomiya T,Clin Cancer Res 2002) 今後、CMAP の遺伝子発現による癌細胞の変化

について解析する予定である。 

6. Pyrimidine nucleotide phosphorylase (PyNPase) の発現とその意義 

 PyNPase は癌組織において亢進し、癌の悪性度を反映することが知られている。我々

は DNA マイクロアレイを施行し PyNPase と共通して変化を示す ROCK1 を同定した。

PyNPase の癌組織における過剰発現による悪性度の増強は ROCK1 による motility の

亢進を介していることが示唆された。(Yoshinaga K,Cancer Res submit) 

7. FHIT/FRA3B 領域におけるゲノム解析と癌における遺伝子欠失機序の解明 

 我々はヒト３番染色体 3p14.2 領域から癌関連遺伝子 FHIT を単離し，癌組織で FHIT

が欠落していることを明らかにした （Inoue H et al PNAS 1998,Mimori K et al PNAS 

1999,Shiraishi T et al. PNAS 2001）。一方、機能面に介して Fhit 蛋白は caspase の亢

進を介して apoptosis に関連することがわかってきた。また Fhit が遺伝子修復酵素 Msh2

と密に関連することを明らかにした（Mori M., Mimori K., et al. Cancer Res 2001） 

8. 薬剤誘導性 FHIT 発現ベクター導入による FHIT 遺伝子機能の解明 

 癌関連遺伝子 FHIT の機能を明らかにする目的で、薬剤誘導性 FHIT 発現ベクター導

入による FHIT 遺伝子機能の解明を、FHIT 遺伝子導入株と親株の DNA microarray 解析

により検討している。 

9. 発生分化誘導因子アクチビンの消化器癌における意義の解明 

 アクチビンが癌で高発現し癌の悪性度と相関することを明らかにした。activin A を癌

細胞に遺伝子導入し DNA microarray を行ったところ、MMP-7 が activin A 発現に強く

関与することを明らかにした。このメカニズムを解明するために Vanderbilt 大学の

Matrisian 教授と共同解析をすすめている。 

10.  α-fetoprotein (AFP) 産生消化器癌の検討  



 AFP 産生胃癌は早期に肝転移を起こし予後不良であるが、AFP 産生及び肝転移をき

たす機序は不明である。AFP 導入株と親株において DNA マイクロアレイを施行し、機

序の解明を試みている。 

 

d. 新しい癌関連遺伝子の同定 

1. Differential Display  (D.D 法) を用いた癌関連遺伝子の検索 

 教室ではこれまで cystatin B、G-protein γ 7、hIRH/SDF-1 遺伝子をクローニングして

きた。引き続いて MAL, DEN4 、更に protease (serine-3) をクローニングしたので、

解析を進めているところである。(Mimori k., et al. Oncogene 2003) 

2.  SAGE 法を用いた新規遺伝子の検索 

 教室ではこれまで cDNA subtraction 法、Differential Display 法を用いて各種癌関連

遺伝子をクローニングしてきた。近年開発された SAGE 法はより効率よく重要な遺伝

子をクローニングできる手法である。本法を用いて食道癌進展に重要な新規遺伝子のク

ローニングを開始している。 

e. 疾患感受性遺伝子の同定・検索 

 われわれは消化器癌を対象として、環境中の発癌物質の代謝酵素遺伝子を含め、様々

な癌関連遺伝子（L-myc, NAT2, COMT, DH3, ALDH2, p53 など）の多型性検索に取り組

んでいる。癌へのかかり易さを遺伝子多型の観点から予測できるようになれば、発癌の

ハイリスク群をより客観的に評価することが可能となり、将来発癌に対する予防策を講

じる一助となることが期待される。 

f. 放射線化学療法感受性・抵抗性遺伝子の検索 

 食道癌において放射線感受性の違いをもたらす遺伝子 Hepatoma derived growth 

factor (HDGF) をクローニングした (Matsuyama A,Cancer Res 2001)。本年度は乳癌に

ついて放射線耐性株を作成し DNA microarray を用いて放射線感受性・抵抗性規定遺伝

子群を同定した。現在、これらの遺伝子を搭載した診断用マイクロアレイの作成中であ

る。 

B.  癌の遺伝子診断法の確立 

a. 癌の微小転移の検出 

 病理診断で転移陰性のリンパ節に対し遺伝子診断（CEA と MAGE 遺伝子の RT-PCR

法）を用い微小転移を検出してきた。n0 症例の術後再発予測に遺伝子診断が有用であ



った。また、乳癌細胞が最初に転移するセンチネルリンパ節を色素注入法 (活性炭

CH40)にて同定し、遺伝子診断を行っている（Kataoka A, Int J Oncol 2000）。 
b.  術中迅速遺伝子診断法の開発 

 従来 6 時間以上かかっていた RT-PCR 法による微小転移診断を短縮し、術中に迅速

に診断する方法を開発している。（１）材料の迅速な処理法（２）迅速な RT 法の工夫

（３）リアルタイム PCR 法の導入などで、1 時間内外で処理出来るようになったが、

より正確かつ迅速な実験法の工夫を開発中である。 

C.  新しい治療法の開発 

a. 腫瘍拒絶抗原を用いた癌特異的免疫療法 

1. MAGE ペプチドと樹状細胞を用いた癌ペプチドワクチン療法  

 腫瘍拒絶抗原 MAGE ペプチドを用いた DC ワクチン療法を世界に先駆けて臨床応用

し、進行再発消化器癌 23 症例に行ったところ副作用は全く認めず高い評価を受けてい

る（Sadanaga N,Clin Cancer Res 2001）。治療効果については転移性肺癌の縮小、再

発リンパ節の縮小した症例も認めた。DC ワクチンと OK-432 投与の併用により、効果

的な抗原提示能をもった成熟樹状細胞の誘導を試みている。 

2.  新規腫瘍拒絶抗原ペプチドの同定 

 MAGE-1, -2, -3, -4 遺伝子については治療に有効なペプチドを同定し、治療への応用

段階にある。NY-ESO-1 についても消化器癌において MAGE と同程度の発現が認めら

れることから、日本人に多い HLA-A24 拘束性 NY-ESO-1 ペプチド合成を行い、現在

有効なペプチドの同定を試みている。 

3.  効果的な DC・ペプチドワクチン療法の開発 

 担癌患者では免疫能が低下しているため、よりよい治療効果が望めない。Balb/c マウ

スの大腸癌担癌モデルを用いた解析の結果、担癌マウス由来の DC では健常マウス由来

の DC に比較して機能低下していたが、OK-432 の投与により DC の抗原提示能の増

強、腫瘍内 T リンパ球の増加を伴う抗腫瘍効果が得られることがわかった（Mashino 

K,Mol Ther 2002）。よって、今後は DC ワクチン OK432 の併用を加えていきたい。 

 4. 新規腫瘍拒絶抗原の検討とペプチドワクチン療法対象症例の拡大 

 腫瘍拒絶抗原として最近報告された NY-ESO-1, LAGE-1, SSX, SCP-1 についてそ

の消化器癌、乳癌組織における発現を解析したが、免疫染色によると heterogeneous な

発現が観察され、複数抗原を標的とした治療の必要性が考えられた（Mashino K,Br J 

Cancer 2001）。さらに MAGE-1, -3 発現陰性症例に SCP-1 発現が比較的高率に認め



られペプチド・ワクチン療法の症例拡大の可能性が示唆された。 

5. 胃癌における fractalkine  の発現と腫瘍の進展の解明 

 癌免疫の主役であるリンパ球や NK 細胞の腫瘍内への浸潤は少ないことがわかって

いる。CD8 陽性リンパ球や NK 細胞の遊走因子である fractalkine の発現を大腸癌で検

索したところ、fractalkine 発現低下例では有意に５年生存率が低下していることを見い

だした。 

 

b. アデノウイルスベクターを用いた癌の遺伝子治療法の開発 

 1.  Interferon-γ-inducing factor/IL-18 とアデノウイルスベクターを用いた抗腫瘍効果

の機序の解析   

 IL-18 は免疫反応の急性期にマクロファージや樹状細胞 (DC) から分泌される。

IL-18 を産生するアデノウイルスベクターを担癌マウスの腫瘍に直接投与することに

より、発揮される抗腫瘍効果を明らかにし、さらに樹状細胞と同時投与することにより

増強される抗腫瘍効果を解析する (Tanaka F,Cancer Res 2002)。 

2. Fhit アデノウイルスベクターを用いた抗腫瘍効果 の機序の解析   

 Fhit は３番染色体 3p14.2 領域において高率に遺伝子異常を示す癌抑制遺伝子であ

る。Fhit とアデノウイルスベクターを用いた臨床応用を目指して、遺伝子治療の実験

を行っていきたいと考えている。 

3. G protein γ7 とアデノウイルスベクターを用いた抗腫瘍効果 の機序の解析   

 G proteinγ7 は各種消化器癌組織において発現の低下する遺伝子として当科において

単離した。（Shibata K,BBRC 1998）G proteinγ7 の遺伝子導入では p27 を介した G1/S 

期の抑制を介して細胞増殖が抑制された。(Shibata K, Cancer Res 1999, Utsunomiya T, 

Arch Surg 2002) 実際の治療を想定して Ad- G proteinγ7 の投与を行いその効果を検討

する。 

4. MAGE-3 を発現するアデノウイルス・ベクターを用いた新しい癌特異的免疫遺伝

子治療の開発 

 当科では世界に先駆け MAGE ペプチドワクチン療法を臨床応用しているが、HLA

タイプの適合しない患者には実施できない。そこで対象症例の拡大のため、MAGE 遺

伝子ウイルスベクターを樹状細胞に投与することで適応症例の拡大を計るための基礎

的検討を行っている。 

  

c.  再生医学の外科応用 



 肝臓以外の消化管あるいは乳腺の再生をめざし、アメリカ・マサチューセッツ工科大

学 トナー教授との共同研究をスタートさせた。 
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老化制御学分野 

Division of Molecular and Clinical Gerontology 
 

 当部門の臨床分野は循環器疾患・呼吸器疾患・神経疾患を中心に診療している． 

研究分野は，動脈硬化の研究で動物の下肢筋肉に抗サイトカイン遺伝子を導入し， 

血管新生の研究を行いその有効性を確認した． 他に，冠動脈再狭窄モデルにおい

ても内膜障害に対する抗サイトカイン遺伝子治療を試みている．心不全に関する研

究では心肥大から，収縮不全に至る過程での細胞内情報伝達系の解明や，ダール心

不全ラットにおけるアンギオテンシン変換酵素阻害薬の効果を研究している．また，

心筋細胞肥大における受容体活性化 Ca2+チャネル Transient Receptor Potential 蛋

白質の役割などの研究を行っている．また，心筋線維化などの心筋再構築について

の研究では細胞外基質蛋白の遺伝子発現と形態的変化の関係についての研究っを

行っている．当分野で行っている遺伝子治療の開発は現在問題になっている生活習

慣病に対する循環器病への応用可能になると確信している． 

臨床的研究では心不全患者の末梢リンパ球サイトカイン産生能を Flow Cytometry

法で検討し，心不全の発症・進展に関与している可能性を示唆している．また，更

年期障害の病態解明のため，ホルモン補充療法を行っている患者の動脈硬化の進展

について検索中である． 

人事面では，2003 年 6 月より門上俊明助手が大分県立病院循環器内科に赴任した．

米国 New York 大学に留学のため末松延裕助手が，2004 年４月 31 日に退職した．

2004 年５月１日から，前田豊樹助手が，九州大学病院先端分子・細胞治療科から

当分野に赴任する．人事面での動きに伴い，慢性神経疾患の診療と神経細胞の分化

制御に関する研究も今後当科で展開していく． 

 

 

A． 動脈硬化の成因・治療に関する研究 

 

a． サイトカインと血管 

 TNF に拮抗する soluble TNF receptor 1 の遺伝子を内皮細胞に導入すること

により，内皮細胞の増殖が促進され，また，酸化 LDL に対して抵抗性を示す事



を見いだした．即ち，in vivo の研究において，soluble TNF receptor 1 に血管新

生の可能性があることが明らかになった．その後，ラット下肢虚血モデルを用い

て，soluble TNF receptor 1 の遺伝子を下肢筋肉に注射し，in vivo における血管

新生の効果も明らかにした．また，TNF が内皮増殖に関与している可能性が報

告されているので，現在，ラット頸動脈結紮モデルを用い，超音波にて，soluble 

TNF receptor 1 の遺伝子を血管に導入し，soluble TNF receptor 1 に血管リモデ

リングに対する効果を検討中である．その他，血管新生に関する，VEGF，HGF 

のレセプターが，チロシンリン酸化されることにより活性化されるため，現在，

抗チロシンフォスファターゼによる in vivo における血管新生の効果も検討中で

ある．これらの結果は，将来の虚血性血管病の遺伝子治療に役立つものと考えら

れる． 

 

B. 心不全の成因・治療に関する研究 

 

a. 心筋梗塞におけるサイトカインの影響 

 心筋梗塞において TNF の増加がみられ，心筋のアポトーシスを起こし心筋梗塞

の程度の要因になっていることが知られている． Soluble TNF receptors は TNF

に拮抗するため，soluble TNF receptor 1 の遺伝子をラットの心筋梗塞モデルに

導入することにより，心筋梗塞の梗塞範囲が減少することを明らかにした．また，

ラットの虚血再環流モデルを用いて，soluble TNF receptor 1 の遺伝子を導入し，

同様の効果を見た．現在，soluble TNF receptor 1 の慢性心筋梗塞に対する，梗

塞サイズ，心機能への影響を検討している．これらの結果は，将来の心筋梗塞の

遺伝子治療に役立つものと考えられる． 

 

C． 心筋リモデリングにおける心筋線維化の分子機序 

 

  今回，新生児ラット心筋より心筋細胞および線維芽細胞を個別に単離し，48 時

間低酸素条件（95％N2+ 5%CO2）にて培養し，再酸素化（95％Air + 5%CO2) に

おける各細胞の障害における脳性ナトリウム利尿ホルモン(BNP)の発現様式と

その制御機構について検討した．併せてリモデリングに関与する TNF-a，IL-1b



などのサイトカインや MMP， TIMP の発現を検討した．BNP の発現は再酸素後

3 時間後に最も強く mRNA と蛋白の発現を，認め以後漸減した．同時に培養液中

に collagen I， III の分泌も認めた．MMP， TIMP の発現は再酸素後 30 分より発

現を認めた．現在，ACE 阻害剤，Angiotensin II 拮抗薬 MMP 阻害剤の前処置に

おける BNP の発現効果について検討しているが，チアゾリヂン誘導体である

PPAR-r agonist である Pioglitazone (0．1-10 uM)の前処置においては有意に減少

した．この変化は NFκ-Ｂの抑制剤で消失することから，NFκ-Ｂ経路を介してい

ると考えている． 

 

D． 心筋肥大から心不全に至る細胞内情報伝達機構の解析 

  培養細胞，心不全動物モデルを用いて，心筋細胞肥大から心不全に至る細胞内シ

グナル伝達解析を細胞レベル〜個体レベルで行っている． 

 

a． ミオシンフォスファターゼによる不全心筋収縮調節の異常 

  三重大学第一内科において作製された心筋ミオシンフォスファターゼサブユニ

ット MYPT2 のトランスジェニックマウスが心不全に陥ることがわかった．現在

この心不全心筋の収縮調節異常の細胞内機序を，スキンドファイバーを用いた収

縮実験で解析している[三重大学第一内科との共同研究]． 

 

b． 高血圧性心不全におけるアンギオテンシン変換酵素阻害薬の効果 

  ダール心不全ラットにアンギオテンシン変換酵素阻害薬を長期投与すると心肥

大・心筋リモデリングが抑制され，心不全発症が抑制されるが，その細胞内機序

は十分解明されていなかった．我々は，筋小胞体 Ca2+-ATPase 活性調節蛋白質

である phospholamban のリン酸化が不全心筋で低下しており，アンギオテンシ

ン変換酵素阻害薬はこのリン酸化を正常化することにより筋小胞体の Ca2+取り

込み能を回復させ，心機能を保持している可能性を明らかにした[論文発表済み]． 

 

c． 心筋細胞における受容体活性化 Ca2+チャネル TRP 蛋白質の役割 

  Transient Receptor Potential (TRP) 蛋白質はアゴニスト-GTP 結合蛋白質刺激

により活性化される Ca2+チャネルとして報告されており，心筋細胞にも発現し

ているがその機能は不明である．我々はダール高血圧ラット心筋において TRP7 



mRNA の発現が亢進していることを見いだし，TRP7 がアンギオテンシン II→

GTP 結合蛋白質→ 心肥大のシグナル伝達に関与しているという仮説を立てた．

現在，ラット培養心筋細胞に TRP7 遺伝子を過剰発現させ，TRP7 の機能を形態

学的・生理学的・分子生物学的面から解析する実験を進めているが，TRP7 過剰

発現細胞においてアンギオテンシン II 刺激により肥大よりむしろアポトーシス

が効率に起こることが判明した．今後，アンギオテンシン II→ TRP7 からアポト

ーシスに至る情報伝達系を解明していく予定である． 

 

 

ｄ． カルシニューリン活性化機構の解明-バイオイメージングを用いて 

  カルシニューリンはアゴニスト-GTP 結合蛋白質刺激で誘導される心筋細胞肥大

の重要な細胞内転写調節因子である．我々はカルシニューリンと GFP の融合蛋

白質を作製，培養心筋細胞に発現させ，Living cell においてアゴニスト刺激時の

カルシニューリンの細胞内動態を観察している．今後 FRET を利用してカルシニ

ューリン活性化機構をさらに解明していく予定である． 

 

E． ランダムリボザイム法によるマーモセット ES 細胞の分化誘導関連遺伝

子の同定と解析 

 ES 細胞は，各臓器を構成する特異的な細胞への多分化能を持つ．この多分化能

から特異的分化への運命づけのメカニズムは不明である．ヒトやマウスの ES 細

胞から培養条件下で種々の成長因子や増殖抑制性因子により血液，神経，筋肉，

肝細胞等への分化誘導がなされ，その際の細胞分化の指標として何種かの遺伝子

活性化が確認されている．一方で ES 細胞の分化の際に新たな遺伝子発現群と抑

制される遺伝子群が存在して分化過程が進行すると推定される．小型霊長類コモ

ンマーモセット ES 細胞株にランダムリボザイムライブラリー発現ベクターを用

いた遺伝子抑制スクリーニング法により，ヒトに近い霊長類の ES 細胞で，神経

系などへの分化の際発現が抑制される新規の遺伝子を探索していく予定である． 

 



F． 胎生期マウス脳組織内環状 DNA 産生領域の DNA 組み換えの検出とそ

の生理学的意義の探索 

 胎生期マウス脳組織内環状 DNA を抽出，解析して胎生１６日前後に環状 DNA

を生み出す特定のゲノム領域をマウス染色体１６番上に同定した．この領域は，

ALCAM(Activated leukocyte cell adhesion molecule) 遺伝子の 150kb 下流に位

置し，ヒト３番染色体に分節状に相同性を示す orthologous な領域である．広範

囲のゲノム PCR 検索で，この環状 DNA 産生領域を含む領域が胎生 1８日以降に

欠失することを確認した．マウス胎生脳組織を対象とした FISH 法により，この

環状 DNA 産生ならびに欠失を引き起こす DNA 組み換えを起こす細胞群の同定

を試みている． 

 

G． 不全心における Toll-like receptor (TLR) 4 の役割 

  心筋梗塞及び心不全患者において血中及び心筋中の炎症性サイトカイン濃度が

上昇していることが報告され，これらのサイトカインは自身が心筋収縮抑制作用

を持ち，さらに誘導性一酸化窒素またはパーオキシナイトライトを産生し心筋収

縮力を低下させることが明らかにされてきたがその機序ついては依然不明であ

った．共同研究者である Harvard Univ． Ralph Kelly 準教授らは梗塞心や不全心

においてグラム陰性菌菌体成分リポポリサッカライド（LPS）の受容体である

TLR が正常心に比較し過剰に発現している事を報告している．この受容体は単に

グラム陰性菌感染時における宿主側の免疫応答を司るだけでは無く，壊死心筋を

直接認識する Pattern Recognition Receptor (PRR)としての役割が示唆されてい

る． 

 

a． 実験的マウス心筋梗塞モデル及び心不全モデルを用いた解析 

  TLR-4 欠損マウスを用いて実験的心筋梗塞モデルを作成し，通常マウスと比較し

炎症免疫細胞の浸潤が減弱し最終的に梗塞サイズが減少する事を報告した．現在，

そのシグナル伝達において下流にある転写因子 NF-κB 及び AP-1 の転写活性，さ



らにはさらなる下流にあるこれらの炎症性サイトカイン及びケモカインの発現

の差異について検討中である． 

 

b． 培養心筋細胞を用いた受容体発現機構の解析 

  TLR-4 が低酸素下にて培養心筋細胞にて通常と比べて過剰に発現する事を突き

止めており，この事はさらに不全心における免疫反応を増幅させる役割を示唆し

炎症性サイトカインの発現の機序に迫る知見と考えられる．以上の事は，現在ま

で不明であった不全心における増悪因子である炎症性サイトカインの発現の機

序を明らかにする初めての研究であり，従来の心不全治療とは全く異なる新しい

免疫学的見地からの治療法を提供する臨床的にも重要視される研究と考えられ

る． 

 

H. 心不全患者の末梢リンパ球サイトカイン産生能 

  心不全患者の血漿中炎症性サイトカイン濃度は上昇しており，これが心不全の発

症・進展に関与している可能性が示唆されている．炎症性サイトカインは不全心

筋自体での産生が亢進していることが報告されているが，末梢リンパ球の役割に

ついては不明であった．我々は Flow Cytometry を用いて末梢リンパ球のサブセ

ット解析及び炎症性サイトカイン（TNF-α， IFN-γ）産生能を測定している．現

在までに，心不全患者で CD4/CD8 ratio の上昇，CD4 陽性リンパ球での TNF-α

産生能及び CD3 陽性細胞での IFN-γ亢進が見られ，これらは血漿中 TNF-α濃度

及び心不全の重症度と相関していた．リンパ球の機能異常が心不全の病態に関与

している可能性が強く示唆される[論文投稿中]．現在，リンパ球サイトカイン産

生亢進の機序を明らかにするために Th1/Th2 サブセット，単球の CD14，Toll-like 

receptor 4 の発現，血中 soluble CD14，IL-12 濃度とリンパ球 TNF-α産生能との

関連を解析中である． 

 

I． 心不全患者における温熱療法の効果について 

  温熱療法は，末梢血管を拡張させる事により，血管抵抗を減少させ，心負荷を軽

減する事が期待されている．そこで我々は慢性心不全でかつ運動が困難な症  例

を対象に，単純泉（40 度）に週５日，10 分間入浴してもらい，心不全の程度，



心機能，末梢血管の状態を治療開始前後で比較検討したところ，現在までに，血

管内皮細胞機能の改善を示唆する所見が得られている．この事は，温熱効果によ

り末梢血管血流が反復的に増加する事により血管内皮細胞から放出される一酸

化窒素が増加することで不全心に対し有益な効果をもたらす事が考察される． 
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