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免疫制御学分野 
Division of Molecular and Cellular Immunology 
 

研究室の目標 

当教室の目標は“細胞の増殖、分化、死のメカニズムを分子レベルで明らかにし、あわせてその成
果をもって医学、医療に貢献する”ことである。研究費は病に苦しむ人々や失業に泣く人々から未
来を託されて与えられたものである。したがって当教室では基礎研究を通じて病気（免疫関連疾患
と癌）を理解し、新たな治療法に結びつくような研究をめざす。我々の研究は分子生物学の知識と
技術をベースに行われ、より広く医学を下支えするもの、１０年後、２０年後にも知識や技術とし
て広く使われるべきものである。 
 

研究室の動向 
 平成１４年度は人事に大きな変動があった。岸原健二助手は平成１４年４月に感染制御学分野に
転出し、現在徳島大学で助教授に昇任し活躍している。１４年４月から安芸、緒方、盛、知念の４
名の大学院生が入学した。１４年９月に長年助手として協力してくれた箕口滋君が東京大学医科学
研究所に転任した。はじめての泊まり込みでのリトリートの世話では疲労困憊しながらも非常に奮
闘してくれた。代わって平成１５年２月より学術振興会特別研究員であった花田俊勝君が助手とな
った。大学院生の箕口真弓さんは学位論文を完成させ、夫とともに医科研へ特別研究生として移動
し現在中内教授のもとで再生医学研究に取り組んでいる。学振特別研究員（PD）の佐々木敦朗君
は１４年１１月よりアメリカ合衆国 UCSD で粘菌を使った新たな研究にチャレンジすることとな
った。彼の論文は Reviewer との激闘の末１５年１月に Nature Cell Biology に accept された。久
留米時代より研究補助員として働いてくれていた奥さんの美加さんもともにアメリカに旅立った。
同じく研究補助員として活躍してくれた竹内道代さんは出産のため退職したが１５年６月より復
帰している。久留米大学より派遣されていた庄田孝則君（整形外科）は JCI に論文を発表し１４年
３月に、吉田隆文君（内科）は JEM に論文を発表し１５年３月に医局にもどった。吉田君は３年
の早期修了となったが久留米大学で３年で学位取得した第一号だそうである。現在も臨床のかたわ
ら研究に取り組んでる。厚生流動研究員であった稲垣匡子さんは平成１５年４月より宮崎医科大学
寄生虫学教室に転任した。平成１４年１０月より学術支援研究員として真嶋隆一君が参画しプロテ
オミックスを用いた研究に従事してくれている。D4 であった金城市子君は Immunity に論文を発表
し平成１５年３月無事学位を取得し卒業、さらに COE 研究員として研鑽を続けることになった。
平成１４年４月より PREST 研究員であった山中篤君は１５年３月で退職し４月より長崎大学医学
部に学士入学した。事務の補佐をしてくれた井上さんが出産のために退職しかわって山浦文子さん
が手伝いをしてくれている。 
 

研究成果 
Ａ．Sprouty4 による Ras-independent な MAP キナ−ゼ活性化の抑制機構 

Drosophila の気管の発生異常をきたす遺伝子として Sprouty は発見された。変異によって気管の分



 8

枝が多くなり、出芽（Sprout）したような状態になることから Sprouty と命名された。遺伝学的な
解析から FGF シグナルに antigonize する分子と考えられた。哺乳類では４種類のホモログが知ら
れており、少なくとも Sprouty2, Sprouty4 は EGF、FGF、フォルボールエステルなどの刺激によ
って MAP キナーゼを介して転写誘導される。我々は Sprouty2,4 が FGF による MAP キナーゼの活
性化を抑制するものの、EGF による MAP キナーゼ活性化には影響しないことをすでに報告してお
り、チロシンキナーゼによる MAP キナーゼの活性化には Sprouty 感受性と非感受性の経路がある
ことが示唆される。我々は Sproty のＮ末端に保存されたチロシン残基に注目し、これをフェニル
アラニンに置換すると野生型 Sprouty に対しドミナントネガティブ型分子として作用し、FGF シグ
ナルを増強することを発見した。しかしこのチロシン残基は通常のレベルではリン酸化されること
はなくその分子機構は今だ不明である。また Sprouty が Ras の上流で働くのか、下流で働くのかす
ら明らかではなかった。 
 我々は Sprouty が Ras 非依存的に Raf-MAP キナーゼ経路を抑制する可能性について検討した。
そのために Ras 非依存的に、PKC に依存して MAP キナーゼを活性化する VEGF を用いた。すで
に東大医科研の渋谷らのグループにより VEGF は PLCγ-PKC 経路によって Raf を活性化すること、
その際に Ras は全く使用しないことが証明されている。我々は Sprouty2,Sprouty4 が非常に強力に
VEGF による MAP キナーゼの活性化を抑制することを見い出した。このとき PKC の活性化は抑制
しないことから sprouty は PKC と raf の間で作用する。我々は Sprouty は Raf と恒常的に会合して
おり会合は C 末端の cycstein に富む領域で起っていることを示した。Raf と会合できない mutant
は VEGF による MAP キナーゼの活性化を遷延化することから dominant-negative 的に作用した。
また驚くべきことに N 末端領域を欠く Sprouty も VEGF による MAP キナーゼの活性化を抑制した。
以上の結果は FGF を抑制するメカニズムと VEGF を抑制するメカニズムは異なることを示唆する。
我々は Sprouty は Raf と会合することで Raf キナーゼにによって Raf が活性化されるステップが阻
害されると考えている。Sprouty を用いて選択的に VEGF シグナルのみを抑制することが可能とな
り腫瘍の血管新生抑制などに応用できると考えられる。 
 

Ｂ．HCV コア蛋白質による STAT3 の恒常的活性化と細胞癌化 

STAT3 の恒常的活性化は多くのヒト腫瘍や慢性炎症性疾患で観察されるがそのメカニズムについ
てはほとんど解明されていない。C 型肝炎ウイルス（HCV）は C 型慢性肝炎の原因であり、これら
の患者は肝がん発症の高危険グループである。しかし試験管内で効率よくウイルスを増殖させる系
がないこと、およびチンパンジー以外に C 型肝炎の疾患モデルがないことなどから肝発がんの分子
機構は十分理解されていない。そのためにウイルス感染による肝疾患の解析をするにはウイルスの
遺伝子を発現させた細胞における細胞増殖の変化を解析するか、HCV 遺伝子の一部あるいは全て
を発現するトランスジェニックマウスを用いた解析が必要である。これらの研究結果よりコアタン
パク質が癌化に関与することが知られている。しかしその分子機構は明らかにされていなかった。
我々は HCV のコア蛋白が STAT3 と直接結合しチロシンリン酸化と転写活性の増強を行うことを見
いだした。コア蛋白の強制発現によって STAT3 依存性に cyclinD や BclX の発現が増強し細胞増殖
が促進された。さらに STAT3 の活性化をドミナントネガティブ(dn)STAT3 で抑制すると癌細胞の
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増殖が抑制された。コア蛋白による 3T3 細胞の癌化や造腫瘍能にも STAT3 が必要であった。本研
究はウイルス蛋白が STAT3 を直接活性化することで形質転換を誘導しうることをはじめて示した
もので、感染細胞の癌化および免疫系からのエスケープ機構のひとつと考えられる。 
 

C．新規アダプター分子 STAP2 のクローニングとノックアウトマウスの解析 

c-kit を bait としたスクリーニングを行った。その結果 STAP-1 および STAP-2 と呼ぶ新規遺伝子
をクローニングした。この遺伝子は Pleckstrin homology (PH)ドメイン、Src homology 2 (SH2) ド
メインを有するアダプター分子で c-kit や EGF によってチロシンりん酸化された。 RT-PCR の結
果、STAP-1 の発現は c-kit を有する骨髄細胞に限局するが STAP-2 は全身の組織で発現すること
が明かとなった。STAP-2 は C 末端に STAT3 の認識配列である YXXQ モチーフを有する。STAP-2
は骨髄細胞や肝実質細胞において LIF や IL-6 によって強く誘導された。また肝細胞株において
STAP-2 を強制発現させると IL-6 による急性蛋白の発現上昇が観察された。これらの作用には
YXXQ モチーフが必要であった。次に STAP-2 のノックアウトマウスを作製して LPS による肝臓
における STAT3 の活性化と急性蛋白の産生を測定した。その結果 STAP-2 を欠損する肝細胞では
IL-6 による STAT3 の活性化の早期の低下と急性蛋白産生の減少が認められた。以上の結果より
STAP-2 は STAT-3 の活性にに関与するアダプター分子であることが証明された。このようなアダ
プター分子の存在はこれまで報告はなく全く新しい STAT3 の活性化機構を提唱することができた。 

Ｄ．SOCS1 による LPS シグナルの抑制 

 グラム陰性細菌細胞壁成分であるリポ多糖(lipopolysaccharide, LPS)は、生体の免疫反応を強力
に誘起するとともに致死的な影響を与えることもある物質である。LPS の重要な標的細胞はマクロ
フアージや単核球細胞であり、TNF-α、IL-1、IL-6、IFN-γ などの炎症性サイトカインや活性酸素、
亜硝酸イオン NO2-の産生を誘導する。 LPS が LPS 結合タンパク(LPB) とともに、細胞膜上の
TLR4-MD2 複合体に結合すると、アダプター分子 MyD88 を介して、セリンスレオニンキナーゼ
IRAK を活性化する。IRAK は 、アダプター分子 TRAF6 を介して IκB kinase(IKK)を活性化させ、
リン酸化をうけた IκBαが分解されると、NF-κB が核内へ移行して、転写因子として iNOS や TNFα
などの発現を誘導する。 また、同時に JNK/SAPK, p38 , ERK,などの MAPK のカスケードも活性
化され、転写因子 AP-1 も活性化されることが知られている。最近、MyD88 欠損マクロフアージで
も LPS による NF-κB や JNK/SAPK, p38 の活性化をみとめることから、LPS から NF-κB、JNK/SAPK、
p38 を活性化する MyD88 非依存性の経路が存在する可能性が報告された。一方 SOCS (suppressor 
of cytokine-signaling)ファミリーはサイトカインシグナル経路を負に制御する分子として同定され
たが、SOCS-1、SOCS-3 分子が、JAK-STAT 経路だけでなく、マクロフアージにおいて LPS や
CpG-ODN 刺激によっても発現誘導されることが報告された。我々も、LPS によるマクロフアージ
の活性化を抑制する IL-10 の作用に SOCS-3 が重要な役割を果たしていることを見い出した。さら
に SOCS-1 欠損マウスやマクロファージを用いた解析から SOCS1 が LPS のシグナルやトレラン
スを制御していることを明らかにした。今後抑制分子のさらなる解析を通して、細菌感染によって
引き起こされるエンドトキシンショックなどの致命的な障害の治療への応用が期待される。 
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Ｅ．ノックアウトマウスを用いた細胞死・細胞分化の解析 

 Apaf1 はミトコンドリア依存性アポトーシス誘導機構においてカスパーゼを活性化するアダプタ
ー分子であり、神経系の発生や細胞の癌化に重要な役割を果たす。Apaf1 とアポトーシス抑制遺伝
子 Bcl-x を欠損するマウスの解析により、カスパーゼや Apaf1 依存性アポトーシス、非依存性細胞
死がさまざまな細胞・組織において使い分けられていることを明らかにした。 
 

Ｆ．IL-27 による Th1 分化の誘導メカニズム 

サイトカインバランスは感染や自己免疫疾患の経過に影響する。IL-12 が Th1 反応を誘導する一方、
IL-4はTh2反応を惹起する。Th1反応の誘導に重要な分子 WSX-1(IL-27受容体)の下流で、Jak1/Stat1
が活性化し、Th1 特異的転写因子 T-bet が誘導されることを明らかにした。IL-27/WSX―1 シグナル
が Th1 反応の誘導や炎症反応の制御により、さまざまな自己免疫疾患や感染において重要な役割を
果たすことを明らかにしつつある。 
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30. Matsumoto A, Seki YI, Watanabe R, Hayashi K, Johnston JA, Harada Y, Abe R, Yoshimura A, 
Kubo M. 2003. 
A Role of Suppressor of Cytokine Signaling 3 (SOCS3/CIS3/SSI3) in CD28-mediated 
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31. Du L, Frick GP, Tai LR, Yoshimura A, Goodman HM. 2003. 
 Interaction of the growth hormone receptor with cytokine-induced SRC      

    homology domain 2 protein in rat adipocytes.  
    Endocrinology  144:868-876. 
32. Endo T, Sasaki A, Minoguchi M, Joo A, and Yoshimura A. 2003. 

CIS1 interacts with the Y532 of the Prolactin Receptor and Suppresses 
Prolactin-Dependent STAT5 Activation 2003. 
J. BioChem 133, 109-113 

33. Minoguchi M, Minoguchi S, Aki D, Joo A, Yamamoto T, Yumioka T, Matsuda  T, Yoshimura 
A.  2003. 

   STAP-2/BKS, an adaptor/docking protein, modulates STAT3 activation in   
   acute-phase response through its YXXQ motif.   
   J Biol Chem 278: 11182-11189 
34. Sasaki A, Inagaki-Ohara K, Yoshida T, Yamanaka A, Sasaki M, Yasukawa H, Koromilas AE, 

Yoshimura A.  2003. 
The N-terminal truncated isoform of SOCS3 translated from an alternative initiation AUG 
codon under stress conditions is stable due to the lack of a major ubiquitination site, Lys-6.  
J Biol Chem. 278:2432-2436 

35. Wollberg P, Lennartsson J, Gottfridsson E, Yoshimura A, Ronnstrand L.  2003. 
The adapter protein APS associates to the multifunctional docking sites Tyr568 and 
Tyr936 in c-Kit: possible role in v-Kit transformation.  
Biochem J. in press 

36. Yamada S, Shiono S, Joo A, Yoshimura A. 2003 
Control mechanism of JAK/STAT signal transduction pathway.  
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2003   
SHP2 and SOCS3 contribute to Y759-dependent attenuation of IL-6-signaling through 
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総説 
1.  吉村昭彦､庄田孝則. 2002. 
  ｻｲﾄｶｲﾝｼｸﾞﾅﾙの負の制御因子と炎症性疾患. 
  炎症と免疫 Vol.10 no.2.72-80 
2.  吉村昭彦､横内雅博､松永俊三､米 和徳､小宮節郎. 2002. 
  細胞内蛋白分解系を介する骨吸収調節機構. 
  THE BONE Vol.16 No.3.71-75 
3.  吉村昭彦､庄田孝則､吉田隆文､花田俊勝. 2002. 
  炎症性疾患における CIS/SOCS ﾌｧﾐﾘｰの発現とｱﾃﾞﾉｳｲﾙｽを用いた実    
  験的関節炎の抑制. 
  蛋白質核酸酵素 Vol.47 No.16.2355-2361,2091 
4. 吉村昭彦.2002. 
  ｻｲﾄｶｲﾝの抑制因子  CIS/SOCS ﾌｧﾐﾘｰと炎症性疾患. 
  臨床免疫 38(5).536-543 
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   5. 吉村昭彦､ 花田俊勝､ 金城市子.2003. 
      CIS/SOCS ﾌｧﾐﾘｰと炎症性疾患. 
     Annual Review 免疫 2003.257-264 

6.  吉村昭彦､加藤玲子､佐伯和子.2003. 
   ﾁﾛｼﾝｷﾅｰｾﾞｼｸﾞﾅﾙの正と負の抑制. 
   実験医学 Vol.21  No.2(増刊).28-34 
7. 吉村昭彦､ 花田俊勝､ 金城市子.2003. 
   ｻｲﾄｶｲﾝの抑制因子 CIS/SOCS ﾌｧﾐﾘｰと炎症性疾患. 
   分子細胞治療  vol.2  no.2.43-50 
 

学会発表 
1. 吉村昭彦．(2002,1/12)． 

サイトカインのシグナル伝達の制御機構とその破綻． 
第 2 回分子血管研究会，大阪 

2. 吉村昭彦．(2002,5/14)． 
サイトカインシグナルの負の制御とその破綻． 
日本分子生物学会・第 2 回春季シンポ，広島 

3. Hideo Yasukawa,Kenneth R.Chien and Akihiko Yoshimura．(2002,5/30)． 
Negative Regulatior of Cytokine Signaling (SOCS)Genes in Cardiomyopathies and Heart 
Failure． 

心筋症・心不全国際会議，京都 
4. 吉村昭彦．(2002,6/14)． 

サイトカインシグナルの制御とその破綻． 
第 5 回分子動脈硬化研究会，九大 

5. 吉村昭彦．(2002,7/18)． 
Negative regulation of cytokine Signaling by SOCS family proteins and inflammatory 
diseases． 

第 67 回日本インターフェロン/サイトカイン学会，東京 
6. 吉村昭彦．(2002,9/6)． 

Negative regulation of cytokine Signaling pathway． 

第 2 回ｽｲｽ-日本科学協力事業セミナー，日光 
7. 吉村昭彦．(2002,9/12)． 

サイトカインシグナルの伝達機構と制御機構． 
第 64 回日本血液学会総会、第 44 回日本臨床血液学会総会，横浜 

8. Akihiko Yoshimura．(2002,10/5)． 
Negative regulation of cytokine Signaling by SOCS and SPRED． 

3rd International Aachen Workshop on Cytokine signalling， 
ドイツ アーヘン大学 

9. Akihiko Yoshimura  Ichiko Kinjo （2002,10/6～10/10） 
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SOCS-1JAB is a negative requlator for a LPS-induced macr ophage activation CYTOKINES 

and INTERFERONS 2002 Joint meeting， 
イタリア トリノ 

10. 吉村昭彦．(2002,10/12)． 
サイトカインシグナルの制御機構とその破綻による免疫異常． 
第 17 回九州免疫血液研究会，福岡 

11. 吉村昭彦．(2002,10/15)． 
ＭＡＰキナーゼ制御分子Ｓｐｒｏｕｔｙ／Ｓｐｒｅｄファミリーの作用機構． 
第 75 回日本生化学学会，京都 

12. 吉村昭彦、野波篤、武富孝治、加藤玲子．(2002,11/8)． 
Spred による造血系細胞のサイトカインシグナル制御． 
第 22 回血液幹細胞シンポジウム，東京 

13. 吉村昭彦．(2002,11/16)． 
Spred による造血系細胞のシグナル制御． 
第 1 回造血分子研究会，東京 

14. 吉村昭彦．(2002,12/14)． 
サイトカインシグナルの正と負の制御． 
第 5 回 Cardiovascular Research Forum（CVRF），東京 

15. Akihiko Yoshimura．(2003,3/7)． 
 Suppression of TLR Signaling and Inflammation ｂｙ SOCS Family   
 Proteins． 

 Molecular and Cellular Basis of Septic Shock（D３），タホ市 
16. 吉村昭彦．(2003,4/4)． 

サイトカインシグナルの制御による自己免疫疾患の克服． 
第 26 回日本医学会総会，福岡 

17. 吉田裕樹（2002,5/17） 
癌化および胸腺細胞分化における Apaf1 依存性アポトーシスの解析 
第二回山口大学院医学研究科応用医工学系シンポジウム 
｢ストレスに対する生体の戦略｣ 

18. 吉田裕樹（2002,8/24-27） 
WSX-1 is required for the initiation of Th1 responses and interferon-gamma-dependent 
resistance to L. major and T. cruzi infection 
第二回あわじしま感染症･免疫フォーラム  

19. 武田篤信 吉田裕樹 石橋達朗 吉村昭彦（2002,12/4-6） 
WSX-1レセプターを介したシグナル伝達機構にはSTAT4のチロシンリン酸化が関与する 
第32回日本免疫学会（2002,12/4-6） 

20. 濱野真二郎 吉田裕樹、石井一成、山中敦、佐藤伸一郎、Mak TW、姫野國祐（2002,12/4-6） 
WSX-1分子はTrypanosoma cruzi 感染時のTh1応答惹起および感染抵抗性に寄与する 
第32回日本免疫学会 

21. 吉田裕樹（2003,3/7-8） 



 16

Critical role of IL-27/WSX-1 signaling in the commitment of Th1 development 
第一回東大医科研・生医研合同シンポジウム 

22. 濱野真二郎 他 （2003,3/28-30） 
  Trypanpsoma cruzi 感染防御に果たす新規サイトカイン受容体 WSX-1 の 
  役割 
  第 72 回日本寄生虫学会大会 
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免疫遺伝学分野 
Division of Immunogenetics 
 

 免疫システムは多様な感染源との相互作用を通して進化してきた生体にとって必須の防御機構
である．このため，Ｔ細胞受容体（TCR）は理論上 1015 を越す高度の多様性を獲得し得るが，実際
には TCR は胸腺において自己の主要組織適合抗原（MHC）およびそれと結合した自己ペプチドを
同時に認識することによって，この多様性の中から（１）自己 MHC による拘束性の獲得，および
（２）自己反応性 TCR の除去，という二大選択を受け，免疫システムのフレームワークが決定さ
れている．一方胸腺におけるこの二大選択を経て生き延びたＴ細胞は，末梢において自己の MHC
と結合した細菌やウイルス由来のペプチドを認識して，量的にも質的にも様々な免疫応答を惹起し，
感染防御あるいは逆に自己免疫疾患発症など，生体にとっては正負の両面の機能を有する． 

当分野では，①胸腺における正および負の選択機構，②末梢における MHC 多重遺伝子族による
免疫応答の制御機構，をそれぞれ分子レベルで解明し，その理解に立脚して，③先鋭的な免疫応答
制御法を確立することで，感染症，自己免疫疾患，アレルギー，GvH 病，癌など現代医学が抱える
難治性疾患の真の治療法，予防法の確立に資すると共に，④免疫・造血系の細胞高次機能を司る細
胞骨格制御機構を解明することを目的に研究を行っている． 

平成１３年９月３０日をもって笹月健彦教授が退官され，国立国際医療センター研究所長に就任
された． 
 

Ａ．DOCK2 を介したシグナル伝達機構の解明とその機能解析 
Caenorhabditis elegans，ヒトおよび Drosophila melanogaster において，CED-5，DOCK180，

Myoblast City という構造上相同性を示す分子が同定され，その頭文字をとって CDM ファミリー分
子と呼ばれている．これらの分子はいずれも低分子量 GTP 結合蛋白質 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いるが，その哺乳類における機能は不明であった．
我々はこれまでにリンパ球特異的に発現する CDM ファミリー分子 DOCK2 を単離し，ノックアウ
トマウスを作製することで，この分子がリンパ球遊走に不可欠であることを明らかにした．しかし
ながら CED-5 や Myoblast City がさまざまな細胞高次機能を制御していることを考えると，DOCK2
はリンパ球遊走以外の機能発現にも関与していることが示唆される．本年度は「DOCK2 を介した
シグナル伝達機構の解明とその機能解析」をテーマとして以下のような研究を行った． 
 
 

a. 免疫シナプス形成における DOCK2 の役割 
T 細胞において，その TCR が抗原提示細胞(APC)上の MHC/ペプチド複合体を認識すると，免疫

シナプスと呼ばれる分子複合体が APC との接触面に形成されることが知られている．免疫シナプ
ス形成とは，細胞骨格の再構築を介した大規模な分子移動と理解されているが，その形成機序の詳
細や生物学的意義は明らかではない．我々は TCR トランスジェニック-DOCK2 欠損マウスを樹立
し，免疫シナプス形成過程を詳細に解析することで，DOCK2 が免疫シナプス形成過程において TCR
及び lipid raft の clustering に必須であるが，PKC-θや LFA-1 の分子移動には必要ではないというこ
とを明らかにした．DOCK2 欠損 T 細胞では，TCR 刺激による Rac 活性化が完全に消失している
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ことから，DOCK2 はケモカイン受容体のみならず，TCR の下流においても機能し，Rac 活性化を
介して免疫シナプス形成を制御していると考えられる．また，DOCK2 欠損 T 細胞の末梢及び胸腺
での機能を解析することで，免疫シナプス形成は T 細胞レパートリー形成や T 細胞増殖応答には必
須ではないが，これらにおける T 細胞応答の閾値を制御していることを明らかにした． 
 

b. DOCK2 機能ドメインとそれに会合する分子の同定 
DOCK2 を初め CDM ファミリー分子は，Rac を活性化することで，細胞骨格の再構築を制御し

ている．リンパ球の Rac 活性に関わる DOCK2 機能ドメインを同定することを目的に，DOCK2 の
発現を欠く T リンパ腫細胞株に種々の DOCK2 欠失変異体を発現させた細胞株を樹立し，細胞形能，
極性化，アクチン重合，Rac 活性化につき比較解析した．うち，ある DOCK2 欠失変異体では Rac
結合能が保持されているにもかかわらず，Rac 活性化能が顕著に低下し，その結果アクチン重合が
誘導できないことを見い出し，この欠失部分に会合する分子を同定した． 
 

ｃ. 免疫応答制御における標的としての DOCK2 
DOCK2 はリンパ球特異的に発現し，リンパ球遊走および免疫シナプス形成において重要な役割

を演じていることから，人為的に免疫応答を制御する上で格好の標的分子になると考えられる．こ
の考えを検証するため，移植片拒絶および自然発症自己免疫疾患に DOCK2 欠損がどのような影響
を及ぼすかにつき解析を行った． 
 

Ｂ．新たな遺伝子操作マウスの作製 

免疫・造血系における CDM ファミリー分子を介したシグナル伝達機構を解明する目的で，新た
に２種類の遺伝子欠損マウスを作製し，現在その機能解析を進めている． 
 

業績目録 
 

原著論文 

１．Sanui T, Inayoshi A, Noda M, Iwata E, Oike M, Sasazuki T, Fukui Y. 
DOCK2 is essential for antigen-induced translocation of TCR and lipid rafts, but not 
PKC-Q and LFA-1, in T cells. 
Immunity, in press, 2003. 

 

総説 
１．讃井彰一，福井宣規．2003． 

免疫応答におけるリンパ球の動態-HCH 欠損マウスの情報- 
感染・炎症・免疫，33:52-54． 

２．讃井彰一，福井宣規，笹月健彦．2002． 
CDM ファミリー分子 DOCK2 によるリンパ球遊走の制御． 
Medical Science Digest，28:550-551． 

３．福井宣規．2002． 
CDM ファミリー分子 DOCK2 によるリンパ球遊走の制御． 
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Molecular Medicine 増刊「免疫２００３」． 
４．福井宣規．2002． 

リンパ球遊走に不可欠な CDM ファミリー分子 DOCK2． 
蛋白質核酸酵素増刊「免疫研究の最前線：高次複雑免疫システムの包括的理解をめざして」． 

５．福井宣規．2002． 
リンパ球遊走，ホーミングの制御機構． 
医学のあゆみ増刊「免疫疾患−state of arts」342-346. 

 

学会発表 
1. Fukui Y. (2003,2/20-2/23). 

 Remodeling of actin cytoskeleton by the CDM family protein DOCK2: its   
 critical role in migration and function of lymphocytes. 
 International Symposium on Regulation of Immune Response in Health and  
 Disease, シンポジウム, Osaka. 

2. Fukui Y. and Sasazuki T. (2002,4/3-4/5). 
  A novel cytoskeleton-regulating protein, DOCK2: its critical role in  
  migration and function of lymphocytes. 

 The 3rd International Workshop Kyoto T cell Conference, シンポジウム,   
 Kyoto. 

3. Fukui Y. (2002, 8/24-8/27). 
 Critical roles of the CDM family protein DOCK2 in migration and function of   
 lymphoyctes. 
 The Awaji International Forum on Infection and Immunity, 招待講演, Awaji. 

4. Sasazuki T, Fukui Y.(2002, 5/21). 
 HLA and immune regulation, 
 International Congress of Histocompatibility and Immunogenetics,  
 Seattle. 

5. Igarashi O, Kim JK, Fukui Y, Yuki Y, Kiyono H.(2002, 12/4). 
 Development of soluble MHC class II cobalently linked with an  
 Immunodominant cholera toxin epitope for thedetection of antigen-specific  
 mucosal Th cells. 
 第 32 回日本免疫学会総会，東京． 

6. 讃井 彰一，福井 宣規，笹月 健彦．(2002,12/4)． 
 Ｔリンパ球の細胞高次機能制御における CDM ファミリー分子 DOCK2 の役割． 
 第 32 回日本免疫学会総会，東京． 
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免疫病態学分野 
Division of Clinical Immunology 
 

 当部門では診療上、自己免疫疾患、血液疾患、内分泌代謝疾患など多岐にわたる病態を取り扱う
ため、これらに関連した多彩な基礎的研究が行われている。すなわち、自己免疫疾患や血液疾患に
おけるリンパ球や免疫グロブリン遺伝子の解析、テロメラーゼの解析と活性制御機構などに関する
研究と、細胞内脂肪滴構成蛋白に関する研究などである。 
 人事面では、平成 1４年７月 1 日付で福富崇能(研修登録医・肝臓病学)が米国留学より帰国、着
任し、10 月 1 日付で非常勤講師となり、平成 15 年 3 月 31 日付で国立九州がんセンターへ転出し、
平成 15 年 3 月 31 日付で坂井義之（助手、内分泌・代謝学）が福岡県立嘉穂病院へ転出した。また
平成 14 年 4 月１日より魏平が九州大学大学院生となり、引き続き研究に従事している。 

 

研究活動の概況 
A. 関節リウマチ滑膜内 B 細胞の動態解析 
 B 細胞が自己反応性 T 細胞の活性化に重要な役割をはたしていること、抗環状シトルリン化ペプ
チド抗体など関節リウマチ (RA)に特異性の高い新たな自己抗体の発見などにより、RA の病態形成
における B 細胞の重要性が再認識されつつある。関節滑膜内 B 細胞は大量の自己抗体を産生して
いると考えられているが、なぜ関節滑膜に集積するのか、認識抗原は何か、滑膜内で B 細胞は通常
の二次リンパ組織と同様の分化、成熟を遂げているのかなど不明な点が多い。我々は RA 患者滑膜
の RT-PCR-SSCP 法による解析により、RA 滑膜では B 細胞のオリゴクローナルな増殖がみられる
こと,その一部は滑膜の離れた部位で共通に存在すること, オリゴクローナルな B 細胞の増殖は長
期に渡って安定してみられることを明らかにした。また免疫グロブリンδ鎖の VH 領域の塩基配列
の解析から、B 細胞のオリゴクローナルな増殖には体細胞突然変異を伴うものと伴わないものがあ
ることを、また滑膜内 B 細胞のあるものは滑膜内を活発に移動している可能性があることを明らか
にした。現在、より詳細に滑膜における B 細胞の動態を明らかにするために、microdissection 法を
用い、複数の胚中心様の構造物、その他のリンパ球の浸潤領域別にクラス毎に免疫グロブリンレパ
ートアの解析を行っている。 
 

B. 多発性骨髄腫に対する抗テロメラーゼ細胞療法の確立 
 染色体末端のテロメアの長さの調節に中心的役割を果たすテロメラーゼの活性はほとんどの悪
性腫瘍で検出されるが、正常細胞にはごく一部しか検出されないことが分かっている。われわれは
これまでに多発性骨髄腫においてテロメラーゼ活性が検出され、その強さは細胞増殖と密接な関連
があることを明らかにした。また、テロメラーゼ構成蛋白である TERT の一部はクラス I HLA に
よって細胞表面に表出しており、細胞療法の標的となる可能性が示唆されている。われわれは
hTERT ペプチドにてパルスした樹状細胞を用いて誘導された細胞傷害性 T リンパ球は多発性骨髄
腫細胞株、患者骨髄腫細胞を傷害することを確認した。現在、多発性骨髄腫に対する抗テロメラー
ゼ療法の臨床応用をめざし、テロメラーゼ活性を有する正常細胞である活性化リンパ球に対する傷
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害性を検討している。 
 

C.細胞内脂肪滴構成蛋白の発現調節機構と機能解析および病態における検討 
a. adipose differentiation-related protein (ADRP)の発現調節機構 
 ADRP は細胞内脂肪滴表面に存在する蛋白で、遊離脂肪酸の取り込みなど細胞内脂肪滴の形成に
関与していると推測されるが、その機能はよく分かっていない。肝細胞、マクロファージなどに極
めて高い発現を認める。肝およびマクロファージにおけるこの遺伝子の発現調節機構について検討
を進めており、発現制御に関わるいくつかの因子を明らかにした。今後、この蛋白の発現や機能を
制御する方法を開発し、細胞内脂肪の過剰蓄積に基づく病態、たとえば脂肪肝、動脈硬化、インス
リン抵抗性症候群などの治療への応用を探索する。 
 

b. ADRP の関連遺伝子の探索 
 ADRP (adipose differentiation-related protein)や perilipin(PLN)は特に脂肪細胞において細胞内脂
肪滴構成蛋白としての役割が報告されている。ADRP や PLN 以外にも細胞内脂肪滴構成蛋白が存
在する可能性を想定し、脳および心筋の cDNA ライブラリーより ADRP cDNA を用いてスクリーニ
ングをおこなったが、得られたクローンはすべて ADRP と同一であり、現時点ではこれらの組織で
も ADRP が機能しているものと考えられる。 
 

c. ADRP の心筋および膵β細胞における役割に関する検討 
 心筋および膵β細胞における脂肪酸過剰の病態生理的意義は十分には解明されておらず、脂肪酸
が糖尿病発症に関する役割については lipotoxity という概念で論じられているが、十分には理解さ
れていない。心筋および膵β細胞に ADRP を組織特異的に発現させる系を開発中で、これを用いて
解析を進める。 
 また、細胞内に過剰に脂肪が蓄積する状態は種々の疾患でみられる。病態における意義を明らか
にするため、動脈硬化でのマクロファージの泡沫化過程、および膵β細胞での脂肪毒性への ADRP
の関わりについて、検討を進めている。今後、ADRP 過剰発現マウスを作製し、とくに膵β細胞機
能、肝細胞機能、マクロファージ機能など個々の細胞の機能を解析するとともに、動脈硬化の発症、
インスリン抵抗性など個体レベルでの表現型を解析し、ADRP の機能を明らかにする。 

 

d. ADRP と共役する蛋白の探索 
 ADRP と細胞質内で結合する蛋白を探索するために、Yeast two hybrid   System によるスクリ
ーニングを行い、いくつかのクローンを得た。現在、その生化学的解析、および遺伝子改変動物の
作製をめざして、ノックアウトベクターの作製を行っている。 
 

e. ビタミンＤ受容体機能異常における脱毛に関与する因子について 
 毛周期の維持に不可欠な、ＶＤＲのターゲットジーンを同定すると共に、ＶＤＲのリガンド非依
存性の生理的役割を明らかにする。この目的で VDR ノックアウトマウスと willd type マウスの表皮
を用いて DNA アレイによる解析を行った。変化がみられた遺伝子について、表皮細胞培養系で生
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理的意義を解析している。 
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脳機能制御学分野 
Division of Neurofunctional Genomics 
 
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，親から子へと正確に伝え維持
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多くの変性疾患の原因にな
ると考えられる．本分野では，活性酸素による非増殖性細胞の障害として「神経細胞死」に，また
増殖性細胞の障害として「がん」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
を目指して研究を進めている．我々は，さらに活性酸素ストレスを受けた細胞におけるゲノム複製
と遺伝子発現の制御に関わるシグナル伝達系と前初期遺伝子群及びその標的に注目して，細胞増
殖・分化そして細胞死など｢細胞運命の決定メカニズム｣の解明を進めている． 
 当分野の研究の一部は，「活性酸素による脳・神経細胞の障害とその防御機構」の課題で，平成
１０年１２月１日より平成１５年１１月３０日までの５年間，科学技術振興事業団の戦略的創造研
究推進事業からの研究費のサポートを受けている． 
 平成１４年度の人事異動は次の通りであった．平成１４年７月１５日付けで，相浦圭伊子が科学
技術振興事業団からの派遣職員として赴任した．助手の冨永洋平が９月１日付け休職の上，米国
NIH，NIDDK へ留学した．大学院医学系学府大学院生として一年次の梶谷康介（分子常態医学専攻），
牛島泰宏（機能制御医学専攻）の２名が新たに加わった．平成１４年１１月末で大学院生の井手康
人が，また平成１５年３月末で平野世紀が単位取得の上退学した．科学技術振興事業団からの派遣
職員の常岡倫子，実験補助員の西ノ原美根子が平成１５年３月３１日付けで退職した． 
 

A. 活性酸素によるゲノム障害とその防御機構に関する研究 
a. MTH1 による酸化ストレス障害の抑制 
 MTH1 は酸化プリンヌクレオシド三リン酸分解活性を持つ事から，複製や転写の際にゲノム DNA
や RNA に酸化プリンヌクレオチドが取り込まれる結果引き起こされる突然変異や翻訳エラーを回
避することで遺伝情報の維持に重要な役割を持つと考えられている．我々は，Mth1 欠損マウス由
来胎児線維芽細胞（Mth1-/- MEF）にヒト MTH1（hMTH1）蛋白質を強制発現させた細胞株を樹立
し，過酸化水素(H2O2)負荷後の細胞の機能障害や細胞死に注目して解析した．Mth1 欠損細胞は H2O2

に対して高い感受性を示し，ポリ・ADP-リボース・ポリメラーゼ及びカスパーゼ非依存性の細胞
死に陥るが，この細胞死は hMTH1 の発現により効率よく抑制された．HPLC-MS/MS および蛍光免
疫染色法による解析から H2O2 に曝された Mth1 欠損細胞の核およびミトコンドリア DNA にデオキ
シグアノシンの酸化体である 8-オキソデオキシグアノシン（8-oxodG）が継続的に蓄積することが
明らかになった．hMTH1 を発現させることにより，H2O2 負荷 8 時間後以降の核およびミトコンド
リアゲノム DNA 中における 8-oxodG のレベルは有意に低下した．H2O2 負荷後の Mth1 欠損細胞に
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おいては，電子顕微鏡観察により電子密度の高い異常な構造体の出現を伴うミトコンドリアの形態
変化が高頻度に検出された．このようなミトコンドリアの形態変化は hMTH1 の発現によりほぼ完
全に抑制されたことから，hMTH1 が酸化ストレスによるミトコンドリア障害を効率よく抑制して
いる事が明らかになった．8-oxo-dGTP 分解活性を選択的に喪失した hMTH1（W117Y）あるいは
2-ヒドロキシ(OH)-dATP 分解活性を選択的に喪失した hMTH1（D119A）変異蛋白質の発現によっ
て，いずれも野生型の hMTH1 の発現時に比較すると低いレベルではあるが，H2O2 による細胞死が
有意に抑制された．以上の結果は，hMTH1 が酸化プリンヌクレオチドを分解することで酸化スト
レスによる細胞の機能障害や細胞死から細胞を保護する機能を有し，その保護効果の一部はミトコ
ンドリア機能障害の抑制に起因することを示唆する．今回の結果から，8-oxo-dGTP 以外の酸化ヌ
クレオチドが細胞障害に関わっていることが示され，さらに hMTH1 がその抑制に寄与しているこ
とも初めて明らかになった． 
 我々は，8-oxoG DNA グリコシラーゼをコードする Ogg1 遺伝子の欠損マウスでは野生型に比べ
て高頻度に肺腫瘍が発生することを報告し，さらに Ogg1/Mth1 二重遺伝子欠損マウスでは肺腫瘍
の自然発生頻度が野生型と同じレベルまで抑制されることを明らかにした．hMTH1 が酸化プリン
ヌクレオチドを分解することで酸化ストレスによる細胞の機能障害や細胞死から細胞を保護する
機能を有する事から，Ogg1/Mth1 二重遺伝子欠損マウスでは Mth1 欠損により酸化ストレスに起因
する細胞死が促進される結果，癌の発症が抑制されている可能性が高いと考えられる．さらに，我々
は脳腫瘍において 8-oxodG の蓄積と hMTH1 の高発現が腫瘍の悪性度と相関する事を見出した．以
上の結果から，酸化ストレス抵抗性の腫瘍細胞は，hMTH1 の高発現により酸化ストレス耐性とな
っている事が示唆される． 
 我々は，hMTH1 高発現腫瘍における hMTH1 の発現抑制や hMTH1 酵素活性の阻害により効率良
くその酸化ストレス抵抗性を抑制できると考えている．このような hMTH1 の阻害剤等を他の抗癌
剤と併用することによりその抗癌剤の用量の軽減や，放射線療法時の照射線量の軽減，さらにこれ
らの療法に抵抗性の癌の化学療法及び放射線療法に応用できるものと期待される．しかしながら，
このような阻害剤を簡便且つ確実にスクリーニングできる系は未だ見出されていない．例えば，
hMTH1 は試験管内では酸化プリンヌクレオシド二リン酸により効率よく阻害されるが，酸化プリ
ンヌクレオシド二リン酸は細胞膜を透過できないために薬剤としては使用できない．すなわち，
hMTH1 を阻害する薬剤をスクリーニングする際に無細胞スクリーニング系を用いると，細胞膜透
過性を有しない薬剤が得られるという問題がある．本研究の結果は，Mth1 欠損線維芽細胞に hMTH1
を強制発現させた細胞を用いて hMTH1 の酵素活性を阻害する薬剤のスクリーニングが可能となる
ことを示しており，hMTH1 阻害剤のスクリーニング系として特許を出願した． 
 

b. MUTYH による修復反応の試験管内再構成系の開発 
 DNA 中の 8-oxoG に誤って取り込まれたアデニンは，次の複製を経て G→T トランスバージョン
変異を引き起こす．アデニン DNA グリコシラ−ゼ活性を有する MUTYH は，A:8-oxoG 対合からア
デニンを除去することにより修復反応を開始する．我々は，MUTYH によりアデニンが除去されて
生じる修復中間体（脱塩基部位：8-oxoG）が 8-oxoG DNA グリコシラ−ゼ（OGG1）と AP エンド
ヌクレアーゼ（APEX1）の基質となる事を精製 APEX1 と OGG1 を用いた in vitro 修復反応系で見
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出した．この実験事実から MUTYH による塩基除去修復反応中間体から DNA の二本鎖切断が生じ
ることが示唆される．DNA の二本鎖切断は複製阻害や細胞死の原因となることから，細胞は何ら
かのメカニズムで二本鎖切断の発生を抑制し，A:8-oxoG 対合を C:8-oxoG，そして C:G 対合へ修復
すると考えられる．我々は，野生型および MUTYH 欠損マウスの胸腺細胞から調製した全細胞抽出
液および精製蛋白質を用いた実験系で，MUTYH 自身が A:8-oxoG 対合からアデニンを除去後も基
質 DNA から解離せず，MUTYH により生じた 8-oxoG 対側の脱塩基部位を APEX1 による切断から
保護する事を見出した．現在，MUTYH による二本鎖切断の抑制の in vitro 再構成系を用いた詳細な
解析を進めている． 
 

c. マウス MUTYH の個体レベルでの発現と機能解析 
 ヒト MUTYH（hMUTYH）蛋白質はアデニン DNA グリコシラーゼと 2-OH-アデニン DNA グリコ
シラ−ゼ活性をもち，核とミトコンドリアに局在する．核型およびミトコンドリア型 hMUTYH 蛋白
質は異なるエクソン１をもつ mRNA にコ−ドされ，異なるアミノ末端の配列を有している．我々は，
マウスの Mutyh 遺伝子のゲノム構造と転写産物の解析から,マウス Mutyh 遺伝子は１７個のエクソ
ンからなり，エクソン 2 と 6 の択一的スプライシングにより３種類の mRNA（type a, b, c）をコ
ードすることを明らかにした．マウスのほとんどの臓器において３つの Mutyh mRNA の発現が確
認された．いずれの臓器においても type b mRNA のレベルが最も高いものであった．type c につ
いては脳，心臓，腎臓で相対的に高い発現を認めた．type a と type b の翻訳領域は同一で，分子量
57.7 kDa の蛋白質(mMUTYHα)をコードすることが予測された．一方，type c の場合は翻訳領域が
異なり，分子量 50.2 kDa の蛋白質(mMUTYHβ)をコードすることが予側された．type b および type 
c mRNA の in vitro 翻訳反応産物中には，抗 hMUTYH 抗体と反応する 50kDa と 47kDa の蛋白質が
それぞれ検出された． 
 MUTYH の機能解析を目的として，Mutyh 遺伝子を完全に欠損したマウス ES 細胞を樹立し，ま
ず MUTYH 蛋白質の発現とアデニン DNA グリコシラーゼ活性を解析した．野生型 ES 細胞で検出
された 50kDa と 47kDa の蛋白質は Mutyh 欠損細胞では完全に消失し，8-oxoG に対合したアデニ
ンの塩基除去修復能も完全に欠損していた．さらに，Mutyh 欠損細胞では自然突然変異率が２倍か
ら３倍上昇していた．このような自然突然変異率の上昇は，野生型 Mutyh cDNA (type b) の発現ベ
クターの導入により完全に抑制された． 
 我々は，MUTYH による自然突然変異抑制と発癌抑制における意義を解明する目的で Mutyh 遺伝
子欠損マウスを樹立し，野生型マウスと比較して解析した．Mutyh 遺伝子欠損マウスでは自然発癌
頻度が有意に上昇しており，特に小腸における腺癌の発生が顕著であった．小腸における自然突然
変異を解析した結果，Mutyh 遺伝子欠損マウスでは G:C→T:A 変異の有意な上昇が認められた．最
近，劣性の遺伝性大腸腺腫症患者で MUTYH 遺伝子に変異が見出され，かつ腫瘍細胞の APC 遺伝
子に高頻度で G:C→T:A 変異が検出される事が報告されている．すなわち我々の結果は，MUTYH
が哺乳動物において G:C→T:A 変異を抑制し，その結果として消化管系の自然発癌を抑制すること
を示しており，ヒト MUTYH 遺伝子の劣性変異が遺伝性大腸腺腫症の直接の原因である事を裏付け
る．また，Mutyh 遺伝子欠損マウスがヒト MUTYH 遺伝子の劣性変異に起因する遺伝性大腸腺腫症
のモデル動物として有用である事が示唆された．この研究は，九州大学大学院医学研究院の續輝久
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教授のグループと協力して進めている． 
 

d. マウスモデルを用いたパーキンソン病発症機構の解析 
 野 生 型 及 び Mth1 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス に ミ ト コ ン ド リ ア 呼 吸 鎖 阻 害 活 性 を 持 つ
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine（MPTP）又はロテノンを投与し，中脳黒質と線条体
の神経細胞の核及びミトコンドリアにおける核酸の酸化損傷の蓄積と神経細胞障害に注目して病
理および生化学的な解析を行い，以下の成果を得た． 
 浸透圧ポンプによるロテノンの全身持続投与で，投与１週間後から個体の死亡が観察され，投与
後４週間の生存率は65%であった．生存したマウスの大部分に，投与後１週間目に顕著な自発運動
の低下を認めた．ロテノン投与１週間後の自発運動の低下に対してL-DOPAを投与したが，自発運
動の低下の回復はみられず，自発運動の低下の原因としてドパミン系以外の関与が考えられた． 
 ロテノン投与後４週間目のマウスで自発運動の低下が認められ，さらにRotarod scoreの低値を認
めるマウスでは，線条体におけるチロシン水酸化酵素（TH）染色性の低下と黒質緻密部でのドパ
ミンニューロンの減少を認めた．また，線条体においてはΔFosBの発現増加が認められ，線条体に
おけるドパミン枯渇が示唆された．LC-MS/MSにより脳組織DNA中の8-oxodGを定量したところ，
ロテノン投与後４週間目において小脳以外の脳組織で8-oxodGの蓄積量が増加しており，ロテノン
投与により，広範囲の脳組織で酸化ストレスが増加している事が示唆された． 
 ヒトや猿において薬物性パーキンソン病を引き起こす神経毒，MPTPによるマウスの黒質ドパミ
ン神経の変性を解析する目的で，野生型とMth1-/-マウスに腹腔内注射により１日１回，MPTP 
30mg/kgを５日間連続で投与した．最終投与から１週間後には，いずれのマウスとも線条体および
黒質においてTH染色性の低下を認めたが，ロテンノン投与と異なり顕著な行動の異常は認められ
なかった．現在，これらのマウスについて詳細な解析を進めている． 
 

e. パーキンソン病におけるDNA修復酵素OGG1，MUTYHの発現異常 
 我々は，ヒト剖検脳を用いてMTH1の発現について検討し，パーキンソン病患者で発現が増加し
ていることを報告している．OGG1，MUTYHの発現についてもパーキンソン病患者４例，また進
行性核上性麻痺（PSP），皮質基底核変性症（CBD）について各２例ずつOGG1の発現について検
討した．結果としてはパーキンソン病患者では進行例を除く３例についてOGG1，MUTYHの発現
亢進が認められた．PSP，CBDについては病変部位の比較的軽度な部位に一致して発現を認めた．
パーキンソン病患者の重症例の残存細胞では染色を認めないことから，これら修復酵素はまず防御
的に発現が増加し，変性が更に進行すると発現が低下することが予想される．事実，正常対照でも
88歳の高齢者の剖検脳では発現が増加していた．特に，OGG1はNOによるシステインのS-ニトロ
ソ化反応により不活化される事が明らかになっており，長期的な酸化ストレスに曝された変性神経
細胞では，これらの修復酵素が失活し，分解されている可能性が高い．PSP，CBDでも最も病変部
位の強いところでは発現が低下し，中等度の病変を持つ部位では発現が増加していたことも上記仮
説を支持するものと考えられる．アルツハイマー病患者脳及び筋萎縮性側索硬化症患者の脊髄前角
細胞でこれら酵素の発現が低下していた事実は，パーキンソン病と比してこれらの疾患の進行が速
いことを示しているのかもしれない．この研究は，順天堂大学医学部の水野美邦教授のグループと
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の共同研究である． 
 
f. 虚血再灌流障害における細胞 DNA の 8-oxoG 蓄積と OGG1 発現変動 
 脳，心，腎などの種々の臓器における虚血後の再灌流は，虚血再灌流 (I/R) の過程で生成される
活性酸素により臓器障害を惹起する．我々は，虚血再灌流障害におけるゲノム DNA の酸化損傷と
防御遺伝子の関わりを解明する目的で，ラット腎の虚血再灌流障害モデルの解析を進めた． 
 ラット腎の虚血再灌流(I/R)障害では，主に髄外髄質(OM)の尿細管が障害されるが，近位尿細管に
壊死，遠位尿細管にアポトーシスを認める．この障害は，２週間のうちにほとんど消失する．我々
は，I/R 障害をうけたラット腎において，8-oxodG の蓄積量を測定し，OGG1 遺伝子の発現につい
て検討した．HPLC-MS/MS では，I/R 後１時間で，腎皮質および OM から抽出した核 DNA に，
8-oxodG の増加を認めた．また，免疫組織染色でも，皮質および OM ともに，尿細管の核に 8-oxodG
の蓄積を認めた．皮髄境界と OM の尿細管では細胞質に核より遅れて 8-oxodG が蓄積しはじめ，
特に遠位尿細管より近位尿細管での蓄積が顕著であった．免疫組織染色における細胞質の染色は，
ミトコンドリア DNA への 8-oxodG の蓄積と考えられ，その蓄積は I/R 後６時間で最も著明で，OM
の近位尿細管壊死に先行していた．リボヌクレアーゼプロテクションアッセイでは，OGG1 mRNA
は正常腎で高発現しており，I/R 後３時間で OM の発現は減少し，１〜７日後には皮質および OM
ともに発現は回復し，さらに増加していた．In situ ハイブリダイゼーションでは，正常腎で OGG1 
mRNA は皮質より OM の尿細管で高発現していたが，その発現は I/R 後３時間には著しく減少した．
以上のように，核 DNA よりもミトコンドリア DNA における 8-oxodG の蓄積が，OGG1 の発現変
動を伴った尿細管壊死に関与していると考えられる．この研究は，九州大学医学部附属病院の平方
秀樹博士のグループとの共同研究である． 
 

g. Apex2 遺伝子欠損マウスの解析 
 DNA 中に生じた損傷塩基や一部の誤対合塩基は特異的な DNA グリコシラーゼにより除去され，
生じた脱塩基部位の 5’ 側で脱塩基部位特異的 DNA エンドヌクレアーゼ（AP エンドヌクレアーゼ）
によりリン酸ジエステル結合が切断されることにより塩基除去修復（BER）が進行する．従来より，
哺乳動物では主要な AP エンドヌクレアーゼとして APEX1 が知られていた．これに対して，我々
は，第２の AP エンドヌクレアーゼ（APEX2）をコードするヒト及びマウス遺伝子のクローニング
に成功した． 
 APEX2 の個体レベルでの機能解析を目的としてノックアウトマウスを樹立し，その表現形の解
析を進めた．４週齢の Apex2 遺伝子欠損マウスの体重を測定したところ，同腹野生型マウスの平
均値の約 83%であった．そこでさらに８腹由来の Apex2 遺伝子欠損マウス 10 匹と野生型マウス
11 匹について３週齢以降，約３ヶ月齢までの体重変化を継続的に調べたところ，一貫して Apex2
遺伝子欠損マウスの発育遅延を認めた．新生児マウスの体重を測定したところ，Apex2 遺伝子欠損
マウスの体重は同腹の野生型マウスの平均値に対して 84%と低い値を示し，胎生期において既に発
育遅延が発症していることが示された．４週齢のマウスについて各臓器重量を測定したところ，
Apex2 遺伝子欠損マウスにおいては脾臓，精巣，腎臓，心臓，肺，肝臓，脳の各臓器重量が体重の
低下と同程度に低下しており，全身性の発育遅延が明らかになった． 
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h. 大腸菌 Endonuclease VIII（NEI）類似タンパク質 NEIL3 をコードするヒトおよびマウス遺伝子
のゲノム構造と発現解析 
 APEX2 のユニークな C 末端領域にはヒトトポイソメラーゼ３（TOP3）の C 末端に相同性を示
す領域や PCNA 結合配列が存在する．この APEX2 の C 末端領域アミノ酸配列に相同性を有するタ
ンパク質をデータベース上で検索し，Hypothetical human protein (Acc. no. NP_060718)を見いだし
た．このポリペプチドのＮ末端領域は酸化ピリミジン DNA グリコシラーゼである大腸菌
Endonuclease VIII（Nei）と相同性を有する．最近 NEI と相同性を有する２つのタンパク質（NEIL1, 
2）が報告されていることから，我々は今回同定したタンパク質を NEI like protein 3 (NEIL3)と命名
した．ヒト NEIL3 cDNA の配列に相同性を示すマウス EST（Acc. nos. BG917224 and BF607936）
の配列を元に PCR プライマーを設計し，マウス cDNA ライブラリーを鋳型とした PCR によりマ
ウス NEIL3 をコードする cDNA をクローニングした．ヒト NEIL3 とマウス Neil3 遺伝子は各々4
番，8 番染色体に位置し，10 個のエクソンからなる．ヒトおよびマウス NEIL3 cDNA は各々605
と 606 アミノ酸からなるポリペプチドをコードしており，そのアミノ酸配列はヒトとマウス間で
74%一致した．NEIL3 の N 末端側の配列はヒト NEIL1，NEIL2，大腸菌 MutM，Nei に対して約 20%
の相同性を示し，特に活性中心とされる N 末端付近の配列，DNA 結合に関わるとされる H2TH ド
メイン，Zn フィンガーモチーフなどが保存されている．しかし MutM/Nei ファミリーの DNA グリ
コシラーゼ活性の活性中心と考えられている N 末端プロリンは NEIL3 ではバリンに置換されてい
た．NEIL3 の C 末端領域の配列には APEX2 と TOP3 に相同性を示す領域が保存されているが，
APEX2 に存在する PCNA 結合配列は存在しなかった． 
 

i. イノシン酸三リン酸分解酵素（ITPase）をコードするヒトおよびマウス遺伝子のゲノム構造と発
現解析 
 ヌクレオチドの酸化障害として酸化的脱アミノ化反応が知られている．アデニン，グアニンそし
てシトシンのアミノ基は活性酸素によりケト基に分解され，それぞれヒポキサンチン，キサンチン，
ウラシルへ変換される．このような脱アミノ化が dATP，dGTP，dCTP などのヌクレオチドで生じ
ると複製の際に DNA 中に取り込まれ，突然変異の原因となる．また ATP，GTP，CTP などのリボ
ヌクレオチドの場合，RNA 合成の誤りやシグナル伝達に異常を来すと予想される．我々は，この
ような脱アミノ化ヌクレオチドを細胞内から分解排除する活性を持つと期待されるヒトおよびマ
ウスのイノシン酸三リン酸分解酵素（ITPase）をコードする cDNA およびゲノム遺伝子をクローニ
ングし，その構造を決定した．また，リコンビナント蛋白質を発現，精製しその基質特異性などの
生化学的な解析からマウス，ヒト ITPase ともに ITP と dITP を効率良く分解する事が確認された．
また，遺伝子破壊マウス樹立のためにマウスのゲノム解析を進める過程で，マウスにはイントロン
／エクソン構造を持つ Itpa 遺伝子の他に，イントロンを持たない processed type の遺伝子が３つ
以上存在し，その内の１つは完全なコーディング領域を維持している事から，processed gene の
１つと考えられた．現在，ES 細胞での遺伝子破壊と processed gene の発現解析を進めている． 
 

B. 細胞運命決定機構に関する研究 
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a. ガレクチン−１の機能解析 
 我々は，AP-1 転写因子に属するΔFosB 蛋白質によって発現制御される蛋白質のひとつとしてガ
レクチン−1 および，その N 末端 6 アミノ酸が欠損した新規アイソフォームを同定し，それぞれガ
レクチン−1α，ガレクチン−1βと命名した．これら２つのガレクチン−1 アイソフォームの機能解析
を行うためにリコンビナント蛋白質の大量発現系を構築し，組み換えガレクチン−１α，βタンパク
質を大量生産，精製し，その生化学的な比較解析を行った．アミノ末端の 6 アミノ酸を欠くガレク
チン−１βは，糖結合能を有するものの大部分がモノマーで存在する．一方，ガレクチン−１αは，還
元状態ではホモダイマーで存在し糖結合能を保持しているが，酸化されると糖結合能を失う事が明
らかになった．血球凝集試験からガレクチン−1αがガレクチン−1βの 10 倍以上の血球凝集能を有す
ることが明らかになった．我々は，虚血やカイニン酸刺激により海馬 CA1 や CA3 領域にΔFosB が
発現誘導されることを明らかにし，ΔFosB が中枢神経系における細胞の増殖・分化や細胞死などの
細胞運命の決定に重要な役割を果たしている可能性を示唆するデータを得ている．虚血時には海馬
でガレクチン−１の発現も大きく変化することから，中枢神経系における細胞運命の決定に注目し
てガレクチン−1αおよびβの機能解析を進めている．現在，組み換えガレクチン−１α，βによる後根
神経節の切断神経の軸索再生促進活性について比較解析を進めている． 
 

b. ガレクチン−１の組織再生への関与の検討 
 我々は，組織再生モデルとしてシスプラチン投与による腎障害後の尿細管再生を取り上げ，ガレ
クチン−１の組織再生への関与を検討した．Sprague-Dawley ラット（雄，７〜８週齢）にシスプ
ラチン（８mg/kg）を静脈内投与することにより腎臓の OM を中心に尿細管間質障害を認めた．主
に近位尿細管の壊死が顕著であった．障害は３日目より明らかとなり，５日目がもっとも顕著であ
った．７日目には，尿細管腔の拡張，尿細管上皮の扁平化がみられ，14 日目には正常近くにまで
改善していた．腎機能について，BUN および creatinine は３日目より上昇し始め，５日目にもっ
とも高値であったが，その後速やかに改善し，10 日目には正常レベル近くにまで低下した．ガレ
クチン−１の免疫組織染色では，正常腎でガレクチン−１は血管の平滑筋細胞，および間質の細胞
で発現を認めるのみであったが，シスプラチン投与後７日目には，障害が顕著である OM の尿細
管周囲の間質にガレクチン−１発現細胞が増加していた．現在，培養腎臓細胞を用いて，ガレクチ
ン−１の投与実験を行っている．この研究は，九州大学医学部附属病院の平方秀樹博士のグループ
との共同研究である． 
 

c. fosB 遺伝子機能の解析 
 ∆FosB のみを発現するマウスと fosB 遺伝子完全欠損マウスが樹立できたので，これらのマウス
を用いて個体レベルで FosB と∆FosB の脳神経系における機能を解析する目的で，C57BL/6J にも
どし交配を進めている．また，FosB および∆FosB を発現するアデノウイルスベクターを構築し，
現在 Rat1A 細胞への感染実験でこれまで ER-FosB および ER-∆FosB で観察された細胞運命の制御
機能を確認している．また，ラット大脳への感染実験により，海馬 CA1 神経細胞死と神経前駆細
胞の増殖分化への影響に注目して解析を進めている． 
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