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ゲノム集団遺伝学分野 
Division of Molecular Population Genetics 
 
 平成 14 年度の異動は以下の通りである．学位取得後、酒井健司が研究生として加わった．大学
院生として、古垣浩一、青木正幸が加わった．科研費派遣技術員として、秋永朋美、大石さやか、
園田美紀、中井順子、福山可八子、山口寛子、また、研究補助員として徳安智子が参加し、主とし
てヒト多型解析センター業務に従事した．教官は 1 名であるが、ゲノムの高次構造と転写制御機構
の解明、およびゲノムの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を目指
し、平成 14 年度は以下の研究を行った． 
 

Ａ．ヘテロクロマチン構成因子の解析 
 遺伝情報を安定に保ち正確に発現して細胞機能を正常に維持するための機構の一つとして、ゲノ
ム DNA の高次構造形成が挙げられる．クロマチン構造の変化をもたらす因子は遺伝子発現制御の
基盤を成し、近年、複数のクロマチン構造変換因子複合体、ヒストンの修飾酵素が同定され、既知
の転写因子とそれらの相互作用が明らかにされるに及び、遺伝子発現の制御機構が遺伝子特異的転
写因子によるクロマチンの構造変化によって説明されるに至った．一方、クロマチンはその凝集の
程度によりユークロマチンとヘテロクロマチンとに形態分類されている．発現が活性化されている
遺伝子はユークロマチンの状態にあり、上に述べた転写制御機構は、主としてユークロマチンを舞
台とするものである．ヘテロクロマチンは凝集したスポットとして観察され、遺伝子発現は不活化
されており、複数のヘテロクロマチンに特異的なタンパクにより構成されている．ユークロマチン
からヘテロクロマチン、あるいはその逆の変換過程は未だ不明であるが、局所的なクロマチン構造
変換とは異なり、広い範囲にわたる遺伝子発現制御機構の一つとして興味深い．本分野では、この
変換過程を調節する因子の同定を目指しているが、まず、未だ全容が不明なヘテロクロマチン構成
因子の解析を進めている． 
 ヘテロクロマチンの主要因子として HP1 が同定されている．HP1 はそのクロモドメインを介し
メチル化 H3―K9 と結合するが、H3-K9 のメチル化酵素 SUV39H1 ともクロモシャドウドメインを
介して直接的に結合し、その結合には HP1 のダイマー形成が必要であることを示した。これは、
効率良くヘテロクロマチンを形成あるいは維持するために重要な機構である。一方、SUV39H1 の
メチル化活性を制御する因子として RNA ポリメラーゼ II の１サブユニットを同定し、転写制御と
の関わりを検討している．また、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)）。本分野では、ヘテロクロマチンと PcG による転写抑制機構
の共通性を見出すべく、Su(z)12 を焦点にあて解析し、Su(z)12 が HP1a と EZH2 に異なるドメイ
ンによって結合することを見出した．EZH2 は H3-K9,27 のメチル化酵素であり、PcG 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重要な結果と考えられた． 

 

Ｂ．CpG マイクロアレイの作成と転写因子標的遺伝子の網羅的同定 
 これまで多くの DNA 結合型転写因子が同定されているが、その直接的な標的遺伝子は僅かに知
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られているのみである．その理由は、全遺伝子のプロモーター領域を個々に検討することは数的に
不可能であり、また、転写因子の活性化による遺伝子発現の変化を検出する方法は、あくまで間接
的な解析法であるからである．一方、ヒトゲノム配列が総て明らかとなり、約 32,000 個とも言わ
れる全遺伝子の転写開始点が明確になって、転写因子の結合配列をデータベース上同定したとして
も、細胞の発生・分化の過程においては、それらが総て標的となっているとは考え難い．よって、
転写因子の標的遺伝子を、細胞内を反映しかつ網羅的に同定し、転写制御のネットワークを緻密に
理解するためには新しい手法が必要となる．これを実現するために、本分野では、ヒトの遺伝子プ
ロモーター領域を主として含む CpG ライブララリーをアレイ化し、これまでに約 2 万個をスポッ
トしたマイクロアレイを作成した．これを利用した転写因子標的遺伝子の網羅的同定が現在進めら
れている． 
 

Ｃ．全ゲノム連鎖・相関解析による多因子疾患の遺伝要因の解明 
 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、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、他施設との共同研究により、以下の疾患に関して全
ゲノムを網羅的に遺伝学解析し、未知の疾病発症関連遺伝子の同定を目指している（特定領域ゲ
ノム、ヒト多型解析センター業務）．①自己免疫性甲状腺炎（国立国際医療センター）②胃がん
（国立国際医療センター）③糖尿病（神戸大学・春日雅人教授他）④心筋梗塞（九大循環器内科）
⑤結核（九大小児科）．また、以下に示した原因が未知の家族性遺伝性疾患についても家系分析
とこれまでの連鎖解析に基づいた候補染色体領域の解析を行っている．⑥家族性血球貪食性リン
パ球症（佐賀医科大・石井榮一助教授他）．全ゲノムの配列情報は著しく膨大であり、これらを
網羅的に効率よく解析するために、系統化された“ウエット”と“ドライ”の実験を組織立てている． 
 
ａ．自己免疫性甲状腺炎（橋本病・グレーブス病）の遺伝要因の解明 

甲状腺特異的な自己免疫疾患である橋本病(HT)と Graves 病(GD)が、どのような遺伝要因をそれ
ぞれ特異的にもち、また共有するかを明らかにし、臨床的・免疫学的に所見の異なるこれら２つの
疾患が、同じ甲状腺を舞台として形成される分子機序を解明することを目的とする．そのために、
罹患同胞対法による全ゲノム連鎖解析と、その結果に基づく相関検定による物理マッピングを行
う．全ゲノム連鎖解析により、自己免疫性甲状腺疾患全体の疾患感受性遺伝子領域を 5q31-q33 に、
また HT の疾患感受性遺伝子領域を 8q23-q24 に同定した．これらの疾患感受性遺伝子領域におい
て、CA リピートマーカーおよび gSNPs をゲノム情報より抽出し、相関検定を行い、統計遺伝学的
に有意な相関を示す一群の SNPs を KIAA1485 遺伝子領域内に同定した． 
 
ｂ．胃がんの遺伝要因の解明 
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細胞のがん化は、複数の遺伝要因と複数の環境要因とが多段階で相互作用を繰り返すことで引き
起こされる．遺伝性がんあるいはがん多発家系を解析することにより、網膜芽細胞腫の原因遺伝子
である Rb 遺伝子、ウィルムス腫瘍の WT-1 遺伝子あるいは家族性乳癌の原因遺伝子である
BRCA-1、BRCA-2、などが同定され、がんの多発家系は発がんの遺伝要因を解明する上で貴重な
研究対象となる．胃がん罹患同胞対を対象とした全ゲノム連鎖解析により感受性領域を 1p32、
2q33-34、11p12-13、21q11 に同定した．21q を対象に相関検定を実施し、統計学的に有意な相関
を示す一群の SNPs を複数の遺伝子領域内に同定した．これらの遺伝子と細胞がん化との関連を分
子細胞生物学的実験により確認する． 
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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、消化器疾患ならびに神経疾患患者を対象に臨床を行っている。研究
内容としては、新規治療法開発を目的に、A.癌に対する遺伝子治療の基礎および 臨床研究、B.血
液疾患に対する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、E. 胎生期マウス脳組織内環状 DNA の意
義の研究、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、われわれ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に苦しまれ
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（附属）病院内での新システム
の構築が重要であるため、その構築も九州大学医学部附属病院・歯学部附属病院と共同で早急に進
めていく予定である。 

 

A. 癌に対する遺伝子治療の基礎および臨床研究 

a. GM－CSF 免疫遺伝子治療臨床研究のフォローアップと新規プロトコールの作成 

   GM－CSF 免疫遺伝子治療臨床研究に参加頂き、生存中の３名の患者についての安全面を中心
とした定期的フォローアップを実施している。これらの患者はワクチン接種開始より既に３～４
年経過しており、２名の患者は PS０の状態で良好な経過を辿っている。これらの経験を背景に
現在アデノウイルスベクターを用いた GM－CSF 免疫遺伝子治療臨床研究を米国 CellGenesys 社
との共同研究として計画し、その臨床プロトコールを作成中である。 

 
b. 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 発現の違い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
を縮小させる GM－CSF 遺伝子と協調できる遺伝子の同定を行なってきた。とくにこれらの中で
ケモカイン遺伝子である、TARC､RANTES の両遺伝子の GM－CSF 遺伝子との協調効果をマウ
ス in vivo で証明した。これらの遺伝子は GM－CSF 免疫遺伝子治療増強遺伝子として今後組み合
わせが可能であると考えられた。 

c. GM-CSF を用いた遺伝子治療のマウスモデルに他療法を組み合わせた前臨床研究 
   癌の遺伝子治療において、腫瘍細胞に GM-CSF を導入し放射線を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臨床応用が開始されている。今後は遺伝子治療のみならず、抗癌剤、
各種免疫療法やミニ移植を含めた複合的な治療法が癌治療により有効であろうと考えられてい
る。我々はマウスモデルを使用し、この複合的な治療法の 確立のための前臨床研究を行ってき
ている。 

 
d. GM-CSF 遺伝子治療で誘導される腫瘍抗原タンパク質を認識する抗体の解析 
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  GM-CSF 遺伝子治療臨床研究において、患者血清中に腫瘍タンパク質と反応する抗体が、治療
によって誘導されることが明らかにされている。このような抗体が反応する腫瘍抗原を単離する
ために、腎癌の発現ライブラリーを作成し、治療後患者血清でスクリーニングした結果、いくつ
かの抗原が候補として挙げられている。 

 
e. 新規ウイルスベクターによる遺伝子導入法の確立 
   癌の遺伝子治療において、ベクターの導入効率や安全性が重要な問題になってきている。現在

我々はレトロウイルスやアデノウイルスを用いより有効な癌治療用ベクターの開発研究を特に
腫瘍融解ウイルスベクターを用いることで実施予定である。 

 

B. 血液疾患に対する遺伝子治療法開発研究 

a. VSV-G シュードレンチウイルスベクターを用いたヒト造血幹細胞への遺伝子導入法の開発 
   ヒト造血幹細胞や初代白血病細胞への遺伝子導入は現行の遺伝子導入ベクターでは極めて困難

である。我々は Verma 博士らが開発した VSV-G シュードレンチウイルスベクターを元にヒト造
血幹細胞への遺伝子導入法を開発してきたが、本ベクターを改良することでヒト造血幹細胞や初
代白血病細胞へほぼ１００％の効率で GFP(green fluorescent protein)遺伝子を導入することに成
功した。本成果はヒト造血幹細胞を対象として、遺伝子治療法の開発にとって極めて重要な意味
を持つものと考えている。 

 
b. マキシザイムを用いたフィラデルフィア陽性急性リンパ性白血病遺伝子治療法の開発 
   フィラデルフィア陽性急性リンパ性白血病は白血病の中でも特に予後が悪い疾患であり、新規

治療法の導入が必要であると考えられる。我々はリボザイムの進化型であるマキシザイムの開発
を東大工学部・多比良教授らとの共同研究として行なってきた。今回フィラデルフィア陽性急性
リンパ性白血病を標的としたマキシザイムを作製し、VSV-G シュードレンチウイルスベクターを
用いて遺伝子導入を行い、白血病細胞にアポトーシスを誘導することができた。本研究は次世代
の白血病にたいする標的遺伝子治療として期待が持てる。 

 
c. PNH 遺伝子治療に関する研究 
   我々は PNH 遺伝子治療法開発を目的として、その原因遺伝子である PIG-A 遺伝子を組み込ん

だレンチウィルスベクターを作製し、PIG-A 欠損 K562 細胞に導入したところ、その表現型回復
に成功した。今後は PNH 患者の骨髄細胞（造血幹細胞）に PIG-A 遺伝子を導入し、PIG-A 遺伝
子の機能回復の可能性について検討する予定である。 

 

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 細胞からの血球分化誘導 
   これまでに当教室では、コモンマーモセット ES 細胞の培養系を確立し、embryoid body （EB）

formation およびストローマ細胞との共培養により、種々の血液細胞（赤芽球、顆粒球、単球、巨
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核球、破骨細胞など）への分化誘導に成功した。今後は in vitro での血液細胞分化誘導の効率化、
さらには放射線照射し骨髄を破壊した動物（マーモセット）個体への移植を行い、霊長類骨髄再
構築系を確率し、再生医療における ES 細胞の有効性および安全性の検討を行っていく予定であ
る。 

 
b. コモンマーモセット ES 細胞の樹立研究 
  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、コモン

マーモセット ES 細胞樹立を試みて、困難であったコモンマーモセット受精卵採取の効率化に最
近成功した。 

 
c. ヒト白血病モデルコモンマーモセットの作製 
   我々は白血病治療法の開発を目的として、ヒト白血病モデルマーモセットの作製に取り組んで

いる。東京大学医科学研究所ならびに実験動物中央研究所との共同研究により、これまでに
bcr-abl 遺伝子を組み込んだレンチウィルスベクターを用いて、血液細胞株およびマーモセット骨
髄細胞への遺伝子導入に成功した。今後は bcr-abl 遺伝子導入マーモセット骨髄細胞をマーモセ
ット個体に自家移植し白血病モデルコモンマーモセットを作製する予定である。 

 

D.  ノックアウトマウスを用いた免疫関連分子の解析 

a. ＣＤ３０Ｌノックアウトマウスにおけるフェノタイプの解析 
1. 肝臓、脾臓、リンパ節および腹腔内リンパ球における免疫担当細胞 
  の構成をフローサイトメーターで解析した。 
2. Listeria monocytogenes を腹腔内に投与して、感染前後における免疫担当細胞の変化を解析し

た。 
b. ＣＤ３０ＬとＣＤ４０Ｌのダブルノックアウトマウスにおけるフェノタイプの解析 

1. ダブルノックアウトマウス（ＣＤ３０４０ＤＫＯ）とコントロールマウスについて経時的な体
重の変化を測定した。 

 2. 特徴ある肺病変について病理学的に解析した。 
 3. 特徴ある肺病変について電子顕微鏡にて解析した。 
 

E.  胎生期マウス脳組織内環状 DNA の意義 

a. 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 DNA 組み換えを起こすと
考えられるゲノム領域をマウス染色体１６番上に同定した．今後，この DNA 組み換えを起こす
細胞群の同定をすすめる予定である． 

 

症例報告 

a. 中山 雅晴、酒井 健二、簑田 俊二 
「再出血予防に内視鏡的クリップ結紮術が有効と思われた大腸憩室出血の３例」 
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消化器内視鏡（2003, in press） 
  内視鏡的クリップ結紮術は大腸憩室出血に対して有効な治療法である。我々は、さらに近傍
にある憩室に対してもクリップ結紮術を追加することで短期的な再出血を予防できる可能性が
あると思われた３例を経験したため報告した。 
 

b. 松坂浩史、板場壮一、本村廉明、牟田浩実、 前田豊樹、千々岩芳春、末広陽子、西村純二、吉
河康二． 2002. 

 骨盤部放射線照射、回盲部切除後に巨赤芽球性貧血を来呈した一例．   
 内科．第８９巻、 第２号、374-377. 
   子宮頚癌術後放射線照射による放射線腸炎で回盲部一部切除後７年を経 て発症した巨赤芽球性

貧血を認めた例を報告し，回盲部の短切除であっても骨盤部放射線照射を行う場合，ビタミン B
１２欠乏による巨赤芽球性貧血に注意して長期の経過観察をする必要性を示した． 

 
c. 鈴木康代、吉川康二、 前田豊樹、岡田全司、鈴木友和．2002. 
 アスペルギルスによる頭蓋内動脈炎の１剖検例．  
 大分県医学会雑誌．第２０巻、１号、３２ー３５. 
    62 歳糖尿病患者でアスペルギルス副鼻腔炎から髄膜脳炎を来たし死亡した症例を報告し，

compromised host の副鼻腔炎に続発する神経症状に対してアスペルギルス感染症を念頭に置
くよう警鐘を鳴らした． 
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ゲノム創薬・治療学分野 
Division of Molecular and Cell Therapeutics 
  
 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１４年度は，教授，和氣徳夫，講師，加藤
秀則，加藤聖子，助手，有馬隆博，松田貴雄のスタッフのほかに，上岡陽亮，近藤晴彦，上木原哲
也の各医員，浅野間和夫，一戸昌元の大学院生，学外留学生の高橋晃で教室を構成した． 

 

Ａ．活性化型 K-Ras を介する造腫瘍能獲得機構における Estrogen Receptor a の役割の解
明と分子標的治療への応用（加藤聖子，高橋晃，上岡陽亮，上木原哲也，有馬隆博，和気徳夫） 

【目的】 
 活性化型 K-Ras により造腫瘍能を獲得した NIH3T3 細胞をモデルに，発癌に重要なシグナル伝達
を明らかにし，子宮体癌，卵巣癌の分子標的治療への応用を試みた． 
【方法】 
１）活性化型 K-Ras，dominant negative estrogen receptor(DNER)を単独にまたは共に発現する
NIH3T3 細胞（K12V 細胞，K12VDNER 細胞）を樹立し，細胞増殖能を解析した． 
２）各蛋白の発現をウエスタンブロット法で，ER，p53 転写活性をルシフェラーゼアッセイで解析
した． 
３）野生型 p53 を発現する子宮体癌（Hec6，HHUA），卵巣癌細胞株（PA-1，KF）の ER 機能を
MEK 阻害剤（AF-1 機能を阻害），抗エストロゲン剤（AF-2 機能を阻害）で抑制し増殖能，mdm2
の発現量を解析した． 
【成績】 
１）造腫瘍能を獲得した K12V 細胞は ERαの機能が亢進していた．K12VDNER 細胞では造腫瘍能
は消失し p53 依存性，p21 依存性，p16 非依存性の細胞老化が誘導された． 
２）K12V 細胞では mdm2 の発現，MDM2 と p53 との結合は mock 細胞に比べ亢進していたが，
DNER の発現によりこの亢進は抑制された． 
３）子宮体癌，卵巣癌細胞株に MEK 阻害剤と抗エストロゲン剤を投与すると増殖能はそれぞれの
単独投与では有意差がなかった細胞株も，同時投与では著明に抑制された．この時 p14ARF の発現
が欠失した細胞株で mdm2 の発現抑制がみられた． 
 
【結論】 
１）Ras を介する造腫瘍能獲得機構に，ER による mdm2 発現増加及び p53-MDM2 結合亢進を介
した p53 機能の抑制が関与することが示された． 
２）癌細胞の増殖能抑制には ER の AF-1，AF-2 機能の両方の阻害が必要であった． 
３）ER-mdm2 経路の抑制は p14ARF の発現が欠失した癌細胞の治療の標的になることが示唆され
た． 
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Ｂ．cAMP による Progesterone Receptor B の発現制御と癌治療への応用（高橋 晃，加藤

聖子，上岡陽亮，上木原哲也，有馬隆博，和氣徳夫） 
【目的】 
子宮体癌細胞においては Progesterone Receptor B（PRB）の発現低下が報告され，発癌機構や治
療効果との関連が示唆されている．そこで正常子宮内膜，子宮体癌細胞株及び卵巣癌細胞株を用い
て，PRB の発現制御に関与するシグナル伝達を解析し，治療への応用を検討した． 
【方法】 
１）患者の同意を得て，手術時採取した子宮内膜を初代培養した細胞，子宮体癌細胞株（HHUA，
SNGM），卵巣癌細胞株（SKOV，KM，MCAS）を用いた． 
２）PR を誘導する報告のある cAMP で刺激した際の PRB，p27，サイクリン D，サイクリン E の
発現変化をウエスタンブロット法及び RT-PCR 法を用いて比較検討した． 
３）cAMP 刺激時の細胞増殖能及び細胞周期調節を非刺激時と比較検討した． 
【成績】 
１）正常子宮内膜において，腺上皮，間質細胞共に cAMP 添加により PRB の発現が誘導された． 
２）解析した子宮体癌，卵巣癌細胞株全例で cAMP 刺激により PRB，p27 の発現増加とサイクリ
ン D の発現減少が認められた． 
３）上記全ての細胞株において，cAMP 添加により細胞増殖能は有意に抑制された．さらに HHUA，
SNGM において G1 期への集積が認められた． 
【結論】 
１）子宮体癌及び卵巣癌細胞の細胞増殖能の制御に cAMP→PR→p27→cyclinD1 のシグナル伝達路が
関与していることが示された． 
２）cAMP による PRB の誘導が細胞増殖を負に制御し，癌治療に応用できる可能性が示唆された． 

 
 
 
Ｃ．ORF12 遺伝子の子宮内膜癌老化誘導能の検討（加藤秀則，浅野間和夫，近藤晴彦，松田

貴雄，和気徳夫） 
【目的】 
 我々は，子宮内膜癌一番染色体長腕の共通欠失部位より内膜癌抑制遺伝子候補として ORF12 を
同定した．この遺伝子が内膜癌抑制遺伝子たり得るか否かについて検討した． 
【方法】 
１）子宮内膜癌７株については RT-PCR で，症例はゲノム PCR で ORF12 を増幅しシークエンサ
ーにて塩基配列を検討した． 
２）ORF12 発現ベクターを内膜癌細胞株 HHUA および Ishikawa に導入し，a）増殖能，形態の変
化，b）テロメア活性の変化，c）細胞死に関与する p16，p21，p53 遺伝子の発現変化について検
討した． 
【成績】 
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１）子宮内膜癌７株のうち１株は，発現の消失があり他の１株では塩基の欠失がみられ，残り５株
中４株でアミノ酸変異を伴う塩基置換が観察された．１番染色体長腕に LOH が観察された１０例
の検討では３例で，ORF12 遺伝子エクソン１－３の欠損が観察され他の７例にも塩基変異が観察
された． 
２）ORF12 導入 HHUA および Ishikawa クローンでは，a）細胞が平坦化した多核細胞が多数出現
し，老化死のマーカーであるβ-gal 染色が陽性で，b）テロメア活性は親株に比して抑制され，c）
p16，p53 遺伝子の発現変化はなく，p21 の変化も一定の傾向は見られなかった． 
【結論】 
 内膜癌の４０％程度に 1q42 の欠失が観察されるが，そのほとんどが ORF12 の遺伝子変異をも
つと考えられること，この遺伝子を内膜癌細胞に導入すると細胞老化を誘導することより，ORF12
は内膜癌抑制遺伝子のひとつと考えられた．細胞老化に関与する p16，p21，p53 の発現変化は起
こらないため，これら遺伝子の下流で細胞老化誘導に働くことも示唆された． 
 

Ｄ．サイクリン D サブタイプの内膜癌化に伴う発現変化と分子標的治療への基礎的検討（加

藤秀則，近藤晴彦，浅野間和夫，松田貴雄，和気徳夫） 
【目的】 
 細胞周期の G1→S 移行に不可欠な分子であるサイクリン D1, D2, D3 の正常子宮内膜と内膜癌で
の発現パターンを比較する．癌に特徴的な変化があればこれを利用して癌細胞の増殖を阻害できる
か否かを検討する． 
【方法】 
１）正常子宮内膜増殖期６例，分泌期６例，内膜癌細胞株５株，内膜癌標本２８例を対象とした RNA，
蛋白を抽出し，RT-PCR とウエスタンブロットを行い発現を解析した． 
２）サイクリン D 阻害剤である 7-hydroxy coumarin を内膜癌細胞株 HHUA に添加し細胞増殖の
変化を FACS にて解析した． 
３）サイクリン D1 を選択的に阻害する目的で SiRNA を合成し，内膜癌細胞株 HHUA と対照の癌
細胞株 SKOV, ME180 に添加し細胞増殖の変化を同様に解析した． 
【成績】 
１）卵巣癌，頚癌細胞株ではサイクリンのサブタイプの発現変化に一定の傾向はみられなかった．
内膜癌細胞株，内膜癌症例では D1 の発現が強くみられ， D2 の発現が消失しているものがほとん
どであった．D3 は全例で発現していなかった． 
２）一方，正常子宮内膜では増殖期，分泌期とも全例 D1, D2 の双方を発現していた．D3 の発現は
みられなかった． 
３）D1 のみ発現する内膜癌細胞株 HHUA に 7-hydroxycoumarin を添加したところ１日目で G１期
の細胞が 49.8%から 63.2%に増加し，３日目では subG1 期が 89.4%と多くの細胞で細胞死が観察
された． 
４）HHUA に D1Si を添加したところ 7-hydroxycoumarin 添加と同様な変化と細胞死が観察された
が D2 では基本的に変化はなかった．対照の SKOV, ME180 (D1,D2 とも発現している)ではそれぞ
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れの Si 単独では変化がみられなかった． 
【結論】 
１）内膜癌化に伴いサイクリンの発現パターンが D1 に特異的に変移する．内膜癌では全例でみら
れたことより，内膜癌の発癌機構に連動した特徴的変化であることが示唆された． 
２）内膜癌で唯一発現しているサイクリン D1 の発現を阻害すると細胞は G1 に集積しやがて
apoptosis へ向かった．他のサイクリンサブタイプを発現する細胞では変化が見られなかった． 
３）D1 ノックアウトマウスが正常に発育するとの報告と今回の我々の検討より，子宮内膜癌に対
するゲノム創薬に D1 を標的とすることの有用性が示唆された． 
 

Ｅ．胞状奇胎発生に関与する遺伝子群（加藤秀則，近藤晴彦，浅野間和夫，松田貴雄，和気徳

夫） 
【目的】 
 胞状奇胎は精子のみの雄核発生から成り立ち，正常受精胚と異なり胎児部分を有さず水腫化した
絨毛組織のみからなり立つ．この発生機構を解明することは正常胎盤の発生機構を解明する一助と
なり，また母親刷り込み遺伝子の機能を考える上にも役立つ． 
 
【方法】 
 正常胎盤絨毛と胞状奇胎絨毛より RNA を抽出し Cy3, Cy5 でラベルした後，Incyte 社製マイクロ
アレイスライドを用いて発現プロファイルを検討した． 
【成績】 
１）胞状奇胎絨毛で特徴的に発現の消失しているものは IGFBP, TSSC3, LIM/homeogene などで
あった．母親刷り込み遺伝子は理論的には全て発現がないはずであったが，消失していたのは
TSSC3 のみであった． 
２）一方，胞状奇胎絨毛で特徴的に発現の上昇しているものは GRO2, CTGA1 などの癌関連遺伝子
であった． 
３）細胞骨格蛋白もあるものは有為に発現低下し，またあるものは上昇していた． 
【結論】 
 これらの変化は絨毛の旺盛な増殖と水腫化を起こす胞状奇胎の病理学的特徴の背景となるもの
と考えられた．またインプリント遺伝子の発現は正常絨毛とは異なった制御が行われている可能性
が示唆された． 

 

Ｆ．ゲノムインプリント機構の解明について（有馬隆博，上木原哲也，加藤聖子，和氣徳夫） 

 ゲノムインプリントは，DNA やクロマチンの修飾や高次構造の変化に基づくエピジェネティッ
クな現象と考えられている．また，個体発生過程や出生直後にインプリントが破綻すると，種々の
先天異常や悪性腫瘍が生ずることも報告されている． 
１）新生児一過性糖尿病（TNDM）の遺伝的病因として６番染色体長腕（6q24）の父親からの片親
性ダイソミーとの関連性に注目し，我々はこの領域がゲノムインプリントを受けていることを報告
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し，この疾患の候補遺伝子であることを示した．今回この領域のインプリント機構の解明とこの疾
患の発症機構に関し，詳細な検討を行うことを目的とする．また，モデルマウスの作成を行い，疾
患の病態メカニズムの解析と治療法の確立を研究目的とする． 
 微小インプリントセンターに直接結合する蛋白質の同定はインプリント全般における機構の解
明に重要である．また，最近複数の転写因子がメチル化 DNA と複合体を作ることが報告されてい
る．そこでマウス生殖細胞を用い，どの転写因子を介しどの様な経路で遺伝子発現調節をしている
かを明らかにする． 
２）前述のヒト染色体 6q24 は種々の悪性腫瘍において LOH の頻度が高いことが報告されている．
この領域内に存在する ZAC 遺伝子は癌抑制遺伝子として機能することが報告されている．また，
G1 arrest 及びアポトーシスを誘導する転写因子で，我々はこの遺伝子がインプリント遺伝子であ
ることを報告した．ZAC は p53 と類似の生物学的特徴を有することから，そのシグナル伝達経路
について解析している．また，CDK インヒビターの１つでインプリントを受ける Kip2 も ZAC 同
様癌抑制遺伝子である．さらに Kip2 は Lit1（インプリント遺伝子）により発現調節を受けている．
これらの遺伝子間シグナル伝達経路について，卵巣癌細胞を用い検討している． 
３）インプリントを受ける遺伝子のほとんどは胎盤発生過程で発現する．胎盤形成はゲノムインプ
リントの役割を知る上で重要である．実際にいくつかのインプリント遺伝子の KO mouse では胎盤
形成不全などの異常も報告されている．我々はマウス胎盤幹細胞（TS 細胞）を用い，胎盤の分化
に伴うインプリント遺伝子の発現様式の変化について解析している．また，ヒト胎盤幹細胞の樹立
も手がけている． 
 

Ｇ．HTF12 スプライシング変異遺伝子の絨毛癌細胞増殖抑制効果の検討（松田貴雄、浅野間

和夫、近藤晴彦、加藤秀則、和氣徳夫） 
【目的】 
 7q11.21 領域に存在する HTF12 遺伝子は絨毛癌細胞株に導入するとその増殖を抑制する．この
遺伝子はクルッペル関連ボックスと Zn フィンガードメインを有する ZNF 遺伝子ファミリーに属す
る．選択的スプライシングによって３つのサイズの mRNA が存在するが，正常絨毛細胞で発現し
ている mRNA（HTF12-1）と癌細胞に導入して効果のある mRNA（HTF12-2）が異なるため，この
３つの mRNA の作用の相違について検討した． 
【方法】 
 5RACE 法を用いて３種類の異なる遺伝子の上流領域のフラグメントを得てこれをプローブにし
て cDNA ライブラリーよりスプライシング変異（HTF12-1，2，3）を得た．これらをそれぞれ絨毛
癌細胞株 CC1 に導入してその増殖に対する効果を検討した．得られたプロモーター領域の配列を
転写因子データベースで検索を行った． 
【成績】 
１）HTF12-1，2，3 は導入によっていずれも絨毛癌増殖抑制効果が認められた． 
２）HTF12-1，2，3 のプロモーターはそれぞれ配列が異なった． 
３）CC1 細胞に分化を誘導するフォルスコリンを添加すると同様の細胞形態の変化が認められるが，
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HTF12-2 の発現は認められなかった． 
【結論】 
 HTF12-2 は絨毛の合胞体化を促進するフォルスコリンによって発現が増加するが，その作用とは
異なる作用で絨毛癌細胞の増殖を抑制する事が示唆された．選択的スプライシングで Zn フィンガ
ードメインの数が異なるが，絨毛癌細胞の増殖抑制には関係しないと考えられた． 
 
 

Ｈ．Matrix metalloproteinase (MMP) の活性化における ras を介するシグナル伝達経路の関
与 （上岡陽亮，加藤聖子，高橋晃，上木原哲也，有馬隆博，和氣徳夫） 

【目的】 
 癌細胞の浸潤・転移に Matrix metalloproteinase(MMP）の活性化が深く関わる事が知られている．
我々は MMP の活性化における ras を介するシグナル伝達経路の関与について検討した． 
【方法】 
１）卵巣癌細胞株 SKOV を肝細胞増殖因子(HGF）で刺激し，Gelatin  zymography で MMP2，9
の活性を解析した．また ras dominant negative(ras DN）を発現するアデノウイルスを感染させ，
Ras の関与を解析した． 
２）活性型 K，H-ras をマウス線維芽細胞 NIH3T3，ラット子宮内膜細胞 RENT-4 に形質導入して
MMP2，9 の活性を解析した． 
３）MEK，PI3K 阻害剤を SKOV 細胞，RENT-4 細胞に添加して MMP2，9 活性と細胞浸潤能への
影響を検討した． 
４）活性型 Raf，Ral-GDS，PI3K を発現するレトロウイルスを NIH3T3 細胞に感染させ，MMP2，
9 活性への影響を検討した． 
５）活性型および dominant negative 型 rhoA を SKOV 細胞に形質導入し，MMP2，9 活性と細胞運
動能・浸潤能への影響を検討した． 
【成績】 
１）SKOV 細胞で HGF 刺激により MMP2，9 活性の亢進がみられたが，ras DN の発現に伴い活性
化が消失した． 
２）活性型 ras の形質導入により MMP2 の活性化がみられた． 
３）MMP2 の活性化は PI3K 阻害剤で顕著に，MEK 阻害剤で部分的に抑制された．浸潤能は PI3K
阻害剤で顕著に抑制された． 
４）PI3K の活性化により MMP2 の顕著な活性化と MMP9 の活性化が，Raf，Ral-GDS の活性化に
より MMP2 の活性化がみられた． 
５）活性型，dominant negative 型 rhoA の発現により細胞運動能はそれぞれ亢進・抑制されたが，
MMP2，9 活性への影響はみられなかった． 
【結論】 
１）MMP2，9 の活性化には ras が関与する． 
２）MMP2 の活性化には Ras の下流で PI3K を介する経路が重要である． 
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３）rhoA の活性は MMP2，9 の活性化に関与しない． 
 
 
 
 

Ｉ．正常子宮内膜および子宮体癌における DCC 発現の検討（近藤晴彦，加藤秀則，浅野間和

夫，松田貴雄，和気徳夫） 
【目的】 
 癌抑制遺伝子である DCC は Netrin-1 などのリガンドと結合しアポトーシスの抑制に作用する．
正常子宮内膜およびその癌化過程での DCC の関与を検討した． 
【方法】 
 正常子宮内膜組織 20 例，子宮体癌組織 28 例に対して，RT-PCR 法および免疫染色にてにて DCC
及び Netrin-1 の発現を検討した．また，DCC 及び Netrin-1 欠損している癌細胞株にこれらを導入
し表現型の変化を観察した． 
【成績】 
１）正常子宮内膜での DCC 発現は分泌期後期で消失する傾向を認めた．RT-PCR でも同様の発現
パターンを示した．Netrin-1 は月経周期を通じてすべての正常子宮内膜で発現がみられた．Netrin-1
は子宮内膜間質でも発現が見られた． 
２）子宮体癌においては RT-PCR28 例中 14 例で，免疫染色で４例中４例に DCC 発現の消失を認
めた．Netrin-1 はほとんどの癌で発現があり一部の癌細胞株ではその発現が消失しているものもみ
られた． 
３）Netrin-1，DCC 両方の発現を欠損している Ishikawa, SKGIIIa 細胞に DCC を発現させるとアポ
トーシスが誘導された．さらに Netrin-1 を追加発現させるとこれが回避されることが明らかとなっ
た． 
【結論】 
１）正常子宮内膜の正常機能維持に DCC と Netrin-1 が関与していることが示唆され，双方の発現
のバランスにより細胞死が回避されている可能性が示唆された． 
２）子宮体癌における DCC 発現の消失から，子宮内膜癌化あるいはその進展過程に DCC 発現の
消失が関与することが示された．癌細胞は DCC の発現を消失することにより，生存シグナルであ
る Netrin-1 が存在しない子宮外でも増殖できる能力を合目的に獲得していることが考えられた． 
 

Ｊ．絨毛特異的 cDNA ライブラリーの解析 （浅野間和夫，松田貴雄，近藤晴彦，加藤秀則，

和気徳夫） 
【目的】 
 我々はヒト絨毛組織で発現を認め，絨毛癌細胞株にて発現を認めない遺伝子群の cDNA ライブラ
リーを作成した．この中の各クローンについて解析を行い絨毛癌化機構に関与する遺伝子の単離を
目的とする． 
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【方法】 
１）我々が作成した cDNA ライブラリーの各クローンについてノーザン・ブロット・ハイブリダイ
ゼーションを行い，胎盤特異的発現を示すものを選択した． 
２）胎盤特異的発現を示すものの内，機能などが知られていない１遺伝子（NECC1）の発現を胎
盤，胞状奇胎，絨毛癌の各組織，ヒトの各臓器について RT-PCR，ノーザン・ブロットを用いて検
討した． 
３）NECC1 の全長を同定し，遺伝子座を決定した． 
４）絨毛癌細胞株に NECC1 を導入し，その形態，細胞増殖能，造腫瘍能の変化を検討した． 
５）分化マーカーを用いて遺伝子導入株の表現型を検討した． 
６）ヒト正常絨毛組織を用いて NECC1 の発現を in-situ-hybridization で検討した． 
【成績】 
１）絨毛特異的な発現を示す遺伝子として Hman gingiva cDNA (NECC1)，Human 
interferon-inducible peptide (6-16) gene，Human placental lactogen，Wilms' tumor related protein 
(QM)，Osteopontin が得られた． 
２）NECC1 の発現はヒト胎盤の他，脳，肺，子宮など高発現を認め，胞状奇胎，絨毛癌組織で発
現を認めなかった． 
３）NECC1 は染色体 4q11-12 にマッピングされた． 
４）NECC1 を絨毛癌細胞株（Bewo）に遺伝子導入したところ細胞の形態に変化を来した．また，
検討した Bewo，CC1 の２株において細胞増殖能は影響を受けなかったが，造腫瘍能が抑制され，
復帰変異株で抑制が解除されることがわかった． 
５）NECC1 導入株は分化マーカーとしての hPL（Human placental lactogen）の発現を獲得した． 
６）NECC1 の発現は syncytrotrophoblast に局在し，間質や cytotrophoblast には認めなかった． 
【結論】 
１）胎盤組織で発現するが，絨毛癌化に伴い遺伝子の欠失からその発現が認められなくなる遺伝子
群を同定した． 
２）この遺伝子群の中に絨毛癌の癌化抑制遺伝子の候補 NECC1 遺伝子を同定した． 
３）NECC1 遺伝子は絨毛の分化機序にも関わることが in vitor，in vivo ともに示唆された． 
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発生工学分野 
Division of Embryonic and Genetic Engineering 
 

 発生工学分野は，平成 13 年 4 月の改組によって，旧附属発生工学実験施設から研究分野に昇格
し，研究組織としての活動を開始した．また一方で感染防御研究センター発生工学実験室として，
以前より行っているサービス業務として発生工学的技術供与 
（トランスジェニックマウスやノックアウトマウス作製），マウス胚保存業務，マウス飼育維持の
管理業務等を行っている． 
 発生工学分野は中山敬一教授（併任），中山啓子助教授，谷内一郎助手の教官を中心に研究支援
推進員（1 名），研究補助員（2 名）の体制で研究を進めており，一方感染防御研究センター発生
工学実験室として，中山敬一が室長を，中山啓子が副室長を務め，さらに技術室より山田ユカリが
技官として派遣されており，サービス業務を進めている． 
 本年度の人事異動について，2002 年 4 月 1 日付けで New York 大学より谷内一郎が助手に赴
任した．また中山啓子は 2003 年 1 月 1 日付けで東北大学大学院医学研究科に転出となり，その
後は非常勤職員として務めている． 
 

A．PKC-δノックアウトマウスにおける自己免疫疾患の発症メカニズムの解明 
 プロテインキナーゼ C（以下 PKC）は細胞の増殖や分化、分泌、アポトーシス、等の多くの細胞
機能に関わる細胞内シグナル伝達分子である。また PKC を活性化するホルボールエステルは有名
な発がんプロモーターとして知られている。そのファミリーは、conventional PKC（cPKC：α、β、
γ）と novel PKC（nPKC：δ、ε、η、θ）、さらに atypical PKC（aPKC：λ、ζ）に大別される。cPKC
は Ca2+と diacylglycerol（DAG）が活性化に必要であるのに対して、nPKC では DAG のみで活性
化を受け、Ca2+は活性に関与しない。また、aPKC は Ca2+も DAG も活性化を引き起こさない。
PKC はその構造や発現、活性調節等の点で研究が進んでおり、多くの細胞機能制御に関わっている
とされるが、では多くの PKC 分子に基質特異性がどのくらいあり、各々のサブタイプにおける特
異的基質はあるのか、あるとすればそれは何かという基本的な問題に対しては、未だに不明な点が
多い。そこでわれわれは、ジーンターゲティングによって特定の PKC 遺伝子を破壊し、その生理
的機能を明らかにすることを試みた。 
 PKC の多くは、何故か神経系と免疫系に発現しているものが多く、PKC-δも同様である。���の
多くは細胞増殖を促進するシグナル伝達に関与することが示唆されてきたのに対し、PKC-δだけは、
細胞の増殖を停止させたり、細胞の分化や細胞死を誘導することが細胞を用いた実験から明らかと
なっており、PKC の中で特異的な機能を持つと考えられていた。われわれは PKC-δ遺伝子（17 エ
クソンから成る）の第 1、2 エクソンを欠損した ES 細胞を作製し、それを用いて PKC-δノックア
ウトマウスを作製した。PKC-δノックアウトマウスは正常に誕生・成長したが、脾臓及びリンパ節
が異常に腫大していることが明らかとなった。これらの臓器よりリンパ球を調製し解析を行ったと
ころ、B リンパ球のみが異常に増加し、T リンパ球数やその他の血球細胞の分化は正常に起こって
いた。組織的には、脾臓やパイエル板の B リンパ球領域に、非刺激時の正常マウスではほとんど認
められない胚中心（抗原によって B リンパ球が刺激されたときに認められる構造物）が多数認めら
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れた。この PKC-δノックアウトマウスの B リンパ球を、B リンパ球を先天的に欠損したマウス
（RAG-1 ノックアウトマウス）へ移植すると、PKC-δノックアウト B リンパ球は、このマウスの
中でも異常な増殖を示した。このことは PKC-δノックアウトマウスでみられた B リンパ球の異常
増殖は、B リンパ球固有の性質であり、周囲の環境要因に起因するものではないことを示している。
なお、以前アポトーシス時に PKC-δがカスパーゼによって切断されて活性化を受けるという報告が
あったが、PKC-δノックアウトマウスにおいては調べた限り、アポトーシスの感受性には変化は認
められなかった。 
 PKC-δノックアウトマウスの B リンパ球を体外で培養すると、抗 IgM や LPS（リポポリサッカ
ライド）の刺激に対して過剰な増殖反応を示す。このとき B リンパ球では IL-6 の mRNA 量、タン
パク質量共に上昇していることが明らかとなった。IL-6 の転写量は主に 2 つの転写因子 NF-�B と
NF-IL-6 によってコントロールされているが、前者には特に異常はなく、後者の DNA 結合能が正常
に比して亢進していることがわかった。NF-IL-6 は以前から PKC によって 240 番目のセリンがリ
ン酸化を受けること、そのリン酸化によって DNA 結合能が低下することが知られており、われわ
れの結果は PKC-δが欠損していることによって、NF-IL-6 のリン酸化が低下し、その結果として
DNA 結合能が高まった結果 IL-6 の産生量が増大したものと推測される。これを裏付けるように、B
細胞株に PKC-δを発現させると、NF-IL-6 の DNA 結合能は低下する。 
 PKC-δノックアウトマウスは、血清中の IgG1 と IgA が高値を示し、さらに加齢と共に自己抗体
（特に抗クロマチン抗体）を産生することが明らかとなった。腎臓の糸球体では免疫グロブリンや
補体の沈着が認められ、メサンギウムの増殖を伴う自己免疫性腎炎の病理像を示した（図２３）。
また全身に�リンパ球の異常な浸潤があり、これらの異常は、程度の差こそあれ IL-6 トランスジェ
ニックマウスにおける異常（IL-6 の過剰分泌、B リンパ球増加、血清 IgG1 高値、自己免疫性腎炎、
多臓器における B リンパ球浸潤、等）にほぼ一致することから、PKC-δが欠損していると IL-6 の
異常分泌が起こり、最終的に自己免疫疾患になると考えられる。つまり正常な状態においては、
PKC-δは B リンパ球が過剰に抗原に反応しないように、IL-6 の発現量を下げることによってシグナ
ル伝達の適正なレベルを保ち、自己免疫疾患を防ぐべく免疫系を調節している大切な制御分子であ
ることが、これらの研究から明らかとなった。 
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