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ゲ♂息集団遺伝学分野

D孟V孟S孟om og地 温ec覗畳aT 瓦軸pu畳畠を畳⑬n 6ene息量es

本分野は､生体防御医学研究所の改組に伴い､新しい研究室として平成 13年度に新設された.8月 1日よ

り､山本 健が旧遺伝学部門より助教授として異動した.教官は 1名であるが､ゲノムの高次構造と転写帯悌機

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

13年度は免疫遺伝学部門との共同研究により､以下の研究を行った.

A.へテE3タuマテン凍成園子の解析

真核生物は､遺伝情報を安定に保ち正確に発現して細胞分化を維持するために多様な機構を働かせており､

そのうちの一つは､Yクロマチンと呼を激 しるゲノム DNAの高次構造である.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､複数のクロマチシ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.-方､クロマチンはその凝集の程度により

ユ-クロマチンと-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遼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.-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-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-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､まず､未だ全容が不明な-テロクロ

マチン構成因子の解析を進めている.

-テロクロマチンの主要因子として 肝1が同定されている.HPlとクロマチンとの相互作用は長い間不明で

あったが､ヒストンメチル化酵素 (w s)の発見に続いて､メチルィヒH3にⅠ甘1が結合することが明らかとな

った.HMTsの一つであるSUV39は-テロクロマチンに局在し､メチノ材ヒH3とHPlの相互作用の維持､すな

わち-テロクロマチンの基本構成の維持に重要であることが予想されたため､SUV39と相互作用しその機能を

制御する因子の同定を開始した.まず､sUv39とHPlの直接的な相互作用はこれまでに報告がなかったが､invibD

をキおいてSUV39のクロモ ドメインよりもN末側の部位とHPlのタロモシャドウドメインが相互作用すること､

それにはⅠ冴1のクロモシャドウドメインを介したダイマー形成が必須であることを明らかにした.SUV39と相

互作用するクロマチン蛋白を教程同定したが､これらの蛋白の機能的相互作用の解析を現在引き続き行ってい

る.

a.全ゲノム連銀 ･相関解析による多因子疾患の遺伝要因の解明

現代医学が解決を迫られている､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
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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

明とそれに基づく回しい診断・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員指している（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冒がん（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脊髄小脳失調

症（九大神経内科）⑦家族性血球貧食性リンパ球症（佐賀医科大・石井榮ヅ助教授他）．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・グレープス病）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（圃とG鍛ves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スキャ

ンと、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．これまで自己免疫性甲状腺疾患の罹患同胞対123

組に対して392個のマイクロサテライトマーカーを用いた全ゲノムスキャンを行い、罹患同胞対法による統計

遺伝学的解析により、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《133に、またHr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

gSM）sをゲノム情報より抽出し、相関検定を進行させる．最終的には、これらの解析により狭められた領域に

存在する遺伝子の配列を解析し、原因遺伝子を同定する．

b．　胃がんの遺伝要因の解明

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W－1遺伝子あるいは家族性乳癌の原因遺伝子であるBRC距1、　BRC距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．本研究においては、胃がん発症を規定する遺

伝要因を同定するために、1）胃がん発症同胞対を対象として、400個のマイクロサテライトマーカーを用い隅患

同胞対法による全ゲノムスキャンを行うこと、2）1＞によって同定された連鎖領域について、新たなマイクロサ

テライトマーカーあるいはgS｝Psを設定し、胃がん発症例と目本人健常対照群間で相関検定を行うこと、によ
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り胃がん発症の責任遺伝子を同定することを目的としている.平成 13年度は､これまでに収集された 118組の

胃がん発症同胞対を対象とした全ゲノムスキャンを行い､1)1番艶色体lp32､DIS2890近傍､2番染色体2q33-34､

D2S325近傍､11番染色体 11p12-13､DllS935近傍に多ノ棚 挙折でLOD値がそれぞれ1.3､1.5､1.5を示す簡戒を

同定した.2)21番染色体21qll､D21S1256に多点解析でLOD値が2.0を示す領域を同定した.これらの簡戒を

さらに狭めるための相関解析の対象となる胃がん孤発症例の検体収集を行い､これまでに 400症例からDNAが

抽出 ･保存された.また､21番染色体候補顔域においては相関解析のためのマイクロサテライ トマーカーをゲ

ノム西汐tJをもとに 170個同定した.21番艶色体については､これらのマーカーを用いた相関検定による候補額

域の絞込みを実施するとともに､他の額域についても､同様の手法による物理マッピングを行う予定である.
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ゲノム病態学分野

Division orMolecular Genetics

A.造血(幹)細胞の維持 ･分化に及ぼす各種サイ トカインの役割の検討

1. CML において BCR/ABLmRNA の融合パターンとインターフェロンαに対する反応性

の間には相互関連の可能性が認められた.

2. プラスミドベクタ-を用いて活性化 C-H-ras遺伝子を FDC-P2細胞に導入することで

ⅠL-3非依存性が獲得できた.

3. C3HIOTl/2マウス胎児繊維芽細胞の分化過程においてそれらの造血支持能は変化した.

4. 再生不良性貧血患者の骨髄ス トローマ細胞からの G-CSF と IL-6の産生について検討し

た.

5. 膜結合性 M-CSFのそのリセプターへの接着はス トローマ細胞と M-CSF リセプターを有

する造血細胞との特異的な結合を補助した.

6. 頼 粒 球 系 刺 激 因 子 が alkaline phosphatase,myeloperoxidase,defensin and

granulocytecolony-stimulatingfactorreceptorの各 mRNA発現に及ぼす影響を正常

人ならびに骨髄機能異常症患者で比較検討した.

7. マウス腰療モデルにおいて GM-CSFもしくは CD80遺伝子導入マウス白血病 ･リンパ腫

細胞のワクチン効果が認められ,かつ協調作用を有していた.

8. イ ンタ- フェロンαが誘導 した Gl停止はマウスマクロファー ジにおいては CDK

inhibitorsであるp19Ink4Dandp21Ciplの発現冗進を介していた.

B.血液悪性腫癌に対する造血細胞移植療法の進化をめざした基礎並びに臨床研究

1. 腎移植後に発症した成人T細胞性白血病症例を報告した.

2. 抱合体 (KM2210)はマウスにおける同種抗原特異的免疫抑制作用をもち同種骨髄移植へ

の利用は有用であった.
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3. G-CSF誘導遺伝子の分子クローン化とその特性を検討した.

4. NFS-60myeloidleukemiacellsが MC3T3-G2/PA6に接着することで G-CSFの発現

が誘導された.

5. 染 色 体 3q21 にあ る Breakpointclusterregion 3'oftheribophorinlgene は

inv(3)(q21q26)を有する急性白血病のEVIl遺伝子を転写活性化した.

6. 胎児肝における造血は PEBP2/CBF転写因子の非 DNA 結合鎖をコー ドする遺伝子の標

的変異により阻害された.

7. 標準 リスクにある急性骨髄性白血病に対する同種骨髄移植にリコンビナント G-CSF併用

前処置法は有用と考えられた.

8. 非血縁 ドナーより骨髄移植を受けた治療抵抗性急性単球性白血病へ IL-2/LAK 療法を行

なった.

9. 骨髄系細胞ならびに NK 細胞において G-CSFinducedgene-1(GIG-1)は顕著に発現し

ていた.

10.RT-PCR法による TCR-VLSレパー トリー解析法をもちいたことで自家造血幹細胞移植後

再発したT細胞腫癌の早期発見が可能であった.

ll.BCR/ABL - i n d u c iblegeneとしての PRAMEメラノーマ抗原を同定した.

12.好中球機能克進を認めた BCR/ABL陰性慢性骨髄性白血病症例と,その機能解析結果を

報告した.

13.マウスモデルにおいて癌遺伝子の不活性化を認めた.

C. 細胞療法 ･遺伝子治療 ･再生医療の前臨床研究モデルとしてのコモンマ-モセッ

トの応用研究

1. コモンマ-モセットはサイ トカインならびに遺伝子治療研究の前臨床研究非ヒト霊長類と
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して有用である.

2. MDRl遺伝子導入自家末梢血幹細胞移植コモンマ-モセットの血液学的解析を長期間に

渡って行なった結果,遺伝子導入は低効率ながら安全に可能であった.

3. レトロウイルスベクターならびにアデノウイルスベクターによる遺伝子導入対象としての

コモンマ-モセット造血幹細胞の解析を行なった.

D. ベッ トサイ ドでの遺伝子治療法開発 に向けた前臨床な らびに臨床研究

1.G-CSFならびに IFN-αcDNAを発現させた繊維芽細胞を用いたサイ トカイン補充遺伝

子治療法の前臨床研究を行なった.

2. レトロウイルスベクターを用いてヒトピルビン酸キナーゼ cDNAをマウス造血細胞へ遺

伝子導入した.これによりPK欠損症による溶血性貧血患者に対する遺伝子治療の可能性

が示唆された.

3.Herpessimplexvirus1thymidinekinase遺伝子を用いてヒトG-CSF発現制御法を開

発した.

4. レトロウイルスベクターならびにアデノウイルスベクターを用いて白血病細胞へのhcZ

遺伝子導入効率について検討した.

5. 繊維芽細胞を用いたインターフェロンα遺伝子治療と化学療法剤の併用による肝細胞癌に

対する治療法開発の可能性が認められた.

6.GM-CSFと B7-1(CD80)costまmulatorysignalsは同系マウスにおける効果的な抗腫癌

免疫を誘導する上で共調的に作用した.

7.BCR-ABL.キメラ L6(b2a2)mRNAの切断に関して hammerheadribozymesと DNA

enzymesの間での特異性と酵素活性の比較を行った.

8.造血幹細胞へのアデノウイルスベクターを用いたインターフェロンα遺伝子導入を検討し

た.
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9. 同系マウスにおける抗腫癌免疫療法には IL-12遺伝子導入肺ガン細胞が GM-CSFもしく

はB7-1遺伝子導入肺ガン細胞より優れていた.

10.tRNAVaトribozymeであるマキシザイムはアロスチリックに制御されてお り,正常細胞

に影響を与えることなく白血病細胞に対してのみ特異的かつ強力にアポ トーシ又を誘導で

きた.

ll.第 ⅠⅤ 期腎癌患者に対する大量放射線照射 GM-CSF遺伝子導入自家腎癌細胞を用いた免

疫遺伝子治療臨床研究の経過を報告した.

12.GM-CSF遺伝子導入腫疲ワクチンを用いた Exvivo遺伝子治療研究を行なった.

13.CD30シグナルが T細胞の細胞障害性,増殖あるいは細胞死に対して及ぼす影響の研究

を行なった.

14.ラットにおけるヒト成長ホルモンのグルココルチコイ ド遺伝子を用いた発現制御法の開発

を行なった.

15.p53遺伝子誘導 BAト1遺伝子過多発現は腰癌血管増生を効果的に抑制した.

16.本邦における癌遺伝子治療の第 1例日の経験として,GM-CSF遺伝子治療をうけた進行

期腎癌患者の臨床経過を報告した.

E. 腸管細胞の生理学的解析と関連ペプチ ドの臨床応用にむけての研究

1. 胃平滑筋細胞に対しニュ←ロテンシンは直接弛緩作用を有し,その細胞内情報伝達機構と

して cGMPが関与することを明らかにした.

2. 新鮮な胃平滑筋細胞上,及び初代培養胃平滑筋細胞上に VIPの2つの受容体サブタイプ

が発現してお り,この両方の受容体サブタイプを介して弛緩反応が惹起されることを明ら

かにした.

3. 胃平滑筋細胞に対するエンドセリンの収縮作用はエンドセリン A 受容体を介することを

明らかにした.
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4. 盲腸輪走平滑筋細胞上の VIP受容体と PTH 受容体の間に受容体一受容体相互干渉機構が

存在することを明らかにした.

5.TRH は盲腸輪走平滑筋細胞上の特異的 VIP受容体に結合し弛緩作用を惹起することを明

らかにした.

ド. 先天性疾患に対する新規治療法開発を目的とした前臨床研究

1. エーラーズ,ダンロス症候群と先天性心奇形の合併例を報告した.

2. 脳内アミン合成が障害されたフェニールケ トン尿症マウスにおけるその原因遺伝子 GTP

シクロヒドラーゼ Ⅰの発現異常を示した.
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前川 平,東棟有伸,山下直秀,佐藤典治,江里口正純,富川伸二,小柳津直樹,

和久本芳彰,花環喜三郎,河合弘二,東みゆき,演田洋文,垣添忠生,奥村 康,藤目
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えりか,中崎有恒,井関 徹,東棟有伸,浅野茂隆,三好浩之(2001.ll.1)
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新規リボザイムを用いた白血病治療法の開発
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ゲノム創薬・治療学分野

Division　of　Mo盈ec聾垂ar　a鷺d　Cell　Tber段pe腫ics

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．現在，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，近藤晴彦の各医員，周勇，浅野間和夫，一戸昌元

の大学院生で教室を構成している．

A．活性化型K－Rasを介する造腫瘍能獲得機構における鼠rogen涙eceptorα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】

Ras蛋白は細胞内情報伝達系のシグナルスイッチの役割を果たしている．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，治療への応用を試み

た。

【方法と成績】

①活性化型K－Ras，　MH：3T3細胞（以下K12V細胞）はEstrogen　Re㏄ptor頓E：R）の発現と機能が充

進していた．ERのアンチセンスオリゴを用いてK12V細胞の発現量を抑制すると造腫瘍能は部分的に

抑制された．また，野生型K－RasとERを共発現させたKwtER細胞は造腫瘍能を獲得しER機能が二

進していた．

②ERの機能を抑制するdomihant　nega伽e　ER変異体（DNER）を共発現させると造腫瘍能は完全に

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．

③K12V細胞ではmdm2　rdRNAの発現はm㏄k細胞に比べ増加していたが，　DNERの発現によりこの

充進は抑制された．p53とMDM2の結合は，　mock細胞に比べK12V細胞では充進していたが，

K12VDNER細胞では低下していた．　ER過剰発現細胞ではm㏄k細胞に比べmdm2のm：RNA，蛋白，

p53との結合能のいずれも約2倍に充回していた．

④K12VDNER細胞に。－Junを過剰発現させるとMDM2の発現の増加とp21の発現低下並びに老化細

胞数の減少を認めた．

⑤次に卵巣癌細胞株を用いてこのシグナル伝達を抑制することを試みた．ERのAF－1機能を抑制する

MEK阻害剤とAF－2機能を阻害する抗エストロゲン剤を投与するとそれぞれの単独投与では増殖能に有

意差がなかった細胞株も同時投与では増殖能は著明に抑制された．

⑥軟寒天培地上のコロニー形成能はそれぞれの阻害剤の単独投与及び同時投与により著明に抑制された．
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ゲノム創轟 ･治療学分野

Division ofMolecular and CelJTherapeutics

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.現在,教授,和気徳夫,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はかに,上岡陽亮,近藤晴彦の各医員,周勇,浅野間和夫,一戸昌元

の大学院生で教室を構成している.

A.活性化型 K-Rasを介する道産療能獲得機構における EstrogenReceptorα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】

Ras蛋白は細胞内情報伝達系のシグナルスイッチの役割を果たしている.活性化型 K弓ねSにより造腰痛

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,治療への応用を試み

た.

【方法と成績】

①活性化型 K-ぬS, NIH3T3細胞 (以下 K12V細胞)は Estrogenneceptorq(ER)の発現と機能が克

進していた.ERのアンチセンスオリゴを用いて K12V 細胞の発現量を抑制すると造腫療能は部分的に

抑制された.また,野生型 K-RasとERを共発現させた KwtER細胞は造腫癌能を獲得しER機能が克

進していた.

②ERの機能を抑制する dominantnegativeER変異体 (DNER)を共発現させると造腺癌能は完全に

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.

③K12V細胞ではm血 2mRNAの発現はmock細胞に比べ増加していたが,DNERの発現によりこの

冗進は抑制された.p53と MDM2の結合は,mock細胞に比べ K12V 細胞では克進していたが,

K12VDNER細胞では低下していた.ER過剰発現細胞ではmock細胞に比べmdm2のmRNA,蛋白,

p53との結合能のいずれも約2倍に克進していた.

④K12VDNER細胞に cJunを過剰発現させるとMDM2の発現の増加とp21の発現低下並びに老化細

胞数の減少を認めた.

⑤次に卵巣癌細胞株を用いてこのシグナル伝達を抑制することを試みた.ERの AF1機能を抑制する

MEK 阻害剤とAF-2機能を阻害する抗エストロゲン剤を投与するとそれぞれの単独投与では増殖能に有

意差がなかった細胞株も同時投与では増殖能は著明に抑制された.

⑥軟寒天培地上のコロニー形成能はそれぞれの阻害剤の単独投与及び同時投与により著明に抑制された.
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【結論】

①DNERによる細胞老化誘導にp53－p21の経路の作用が示されたため，　ERによるp53の負の制御が示

唆された．

②耽を介する造腫瘍能獲得機構にERの関与が示された．本過程にはER　rAP－1によるmdm2発現の

増加及びp53－MDM2結合を介したp53機能抑制が関与することが示された．

③卵巣癌細胞においてER機能の阻害が増殖能を抑制し，治療の標的になることが示唆された．現在これ

らの阻害剤の作用機序の解析を行っている．

8．Matrixm就all◎protei　Rase（MMP）の活性化におけるrasの関与

（上岡陽亮，加藤聖子，高橋晃，有馬隆博，和氣徳夫）

【目的】

卵巣癌細胞，ラット子宮内膜細胞，マウス線維芽細胞を用いてrasを中心にMMP活性化のシグナル伝達

経路について検討した。

【方法】

①ラット子宮内膜細胞RENT－4に活性型K，　H－rasを形質導入した．これにMEK阻害剤，　PI3K阻害

剤を添加してMMP2，9の活性をGelat泌㎜ographyで，　MMP2，3，7，9，　MT1－MMPの蛋白発現

をWestremblot法で解析した．

②卵巣癌細胞株SKOVを肝細胞増殖因子（HGF＞で刺激して，さらにrasdominantnegative（rasDN）

アデノウイルスを感染させ，またMEK陽害剤（UO126），　PI3K阻害剤（LY294002）を添加してMMP2，

9活性と各種MMP蛋白の発現を解析した．

③マウス線維芽細胞M：H3T3に活性型K，　H－rasを形質導；下し，またレトロウイルスを用いてRaf，

Ra1－GDS，　PI3Kをそれぞれ活性化し，　MMP2，9活性への影響を解析した．

【結果】

①弼NT－4で活性型rasの形質導入によりMMP2の活性化がみられた．　MMP2の活性化の程度は活性

型Kゴasの方が活性型H－rasよりも顕著であった．　rasの活性化により発現したMMP2活性はPI3K阻

害剤で強く，MEK阻害剤で部分的に抑制された．　MMP蛋白の発現は細胞溶解液・培養上清ともにras

の活性化，ras下流の阻害剤による有意な変化を認めなかった．

②SKOVでHGF刺激：によりMMP2，9の活性増強がみられた．　rasDNの発現によりH：GF刺激に伴う

MMP2，9の活性化が消失した．　MMP2の活性化はH3K阻害剤により顕著に，　MEK阻害剤により部分

的に抑制された．MMP9の活性化は両限害剤により消失した．　HGF刺激により細胞溶解液の各種MMP

蛋白発現量は変化はみられなかった．

③MH：3T3でも活性型rasの形質導入によりMMP2の活性化がみられた．　R廊，　Ra1－GDSの活性化に

よりMMP2の活性化が，　PI3Kの活性化により顕著なMMP2の活性化と，弱いMMP9の活性化がみら

一17一一

【結論】

(重)DNERによる細胞老化誘導に p53-p21の経路の作用が示されたため,ERによる p53の負の制御が示

唆された.

②鮎 を介する造腺癌能獲得機構にERの関与が示された.本過程にはER収 1によるmdm2発現の

増加及びp53-MDM2結合を介したp53機能抑制が関与することが示された.

③卵巣癌細胞において ER機能の阻害が増殖能を抑制し,治療の標的になることが示唆された.現在これ

らの阻害剤の作用機序の解析を行っている.

B.Matrixmeta"oproteinase (MMP)の活性化におけるrasの関与

(上岡陽亮,加藤聖子,高橋晃,有馬隆博,和泉徳夫)

【目的】

卵巣癌細胞,ラット子宮内膜細胞,マウス線維芽細胞を用いて rasを中心に MMP活性化のシグナル伝逮

経路について検討した.

【方法】

(訂ラット子宮内膜細胞 RENT-4に活性型 K,HiaSを形質導入した.これに MEK 阻害剤,PI3K阻害

剤を添加して MMP2,9の活性を Geladrm ographyで,MMP2,3,7,9,MTl-MMPの蛋白発現

をWestremblot法で解析した.

②卵巣癌細胞株SKOVを肝細胞増殖因子 (HGF)で刺激して,さらにrasdominantnegative(rasDN)

アデノウイルスを感染させ,またMEK阻害剤 (UO126),PI3K阻害剤 (Ly294002)を添加してMMP2,

9活性と各種MMP蛋白の発現を解析した.

③マウス線維芽細胞 NIH373 に活性型 K,H-rasを形質導入し,またレトロウイルスを用いて 鮎f,

Hal-GDS,PI3Kをそれぞれ活性化し,MMP2,9活性への影響を解析した.

【結果】

①RENT-4で活性型 rzusの形質導入により MMP2の活性化がみられた.MMP2の活性化の程度は活性

型 KiaSの方が活性型 H-rasよりも顕著であった.rasの活性化により発現した MMP2活性はPI3K阻

害剤で強く,MEK 阻害剤で部分的に抑制された.MMP蛋白の発現は細胞溶解液 ･培養上清ともに ras

の活性化,ras下流の阻害剤による有意な変化を認めなかった.

②SKOVで HGF刺激によりMMP2,9の活性増強がみられた,rasDN の発現によりHGF刺激に伴う

MMP2,9の活性化が消失した.MMP2の活性化は PI3K 阻害剤により顕著に,MEK阻害剤により部分

的に抑制された.MMP9の活性化は両阻害剤により消失した.HGF刺激により細胞溶解液の各種 MMP

蛋白発現量は変化はみられなかった.

③NIH3T3でも活性型 rasの形質導入により MMP2の活性化がみられた.Raf,Rd-GDSの活性化に

よりMMP2の活性化が,PI3K の活性化により顕著な MMP2の活性化と,弱い MMi巧 の活性化がみち
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れた．

【結謝

①活性型rasの形質導入によりMMP2が活性化されることが示された．

②MMP2の活性化には跳の下流でRaf，　Ra1－GDSを介するシグナル伝達経路よりPI3Kを介する経

路が重要であることが示唆された．

③MMP蛋白の発現量はMMP2，9の活性に相関しないと考えられた．

C．cAMPによるPr◎ges亡erone　rece漢◎r　B（PR－B）誘導を介した子宮体癌，卵巣癌細胞増

殖抑制とその分子機構の解明

（高橋晃，加藤聖子，上岡陽亮，上木原哲也，有馬隆博，和物徳夫）

【目凹

子宮体癌細胞においてはPR－Bの発現低下がみられ，発癌機構やMPAによる治療効果との関連が示唆さ

れている．また，卵巣においてはcAMPによるPR－Bの発現誘導が報告されている．我々はNIH3T3細

胞において（AMP／PKA／PR－B／p27のシグナル経路が存在し，細胞増殖を負に制御することを見出した．

そこで分子標的治療への応用を目的に婦人科癌細胞を用いて（AM：P下流のシグナル伝達路を活性化させ，

細胞増殖を抑制させることを試みた．

【方法】

①子宮体癌細胞株2株，卵巣癌細胞株5株を用いた．

②cAMP添加時の細胞増殖能を非添加時と比較検：討した．

③cAMP添加時のPR－B，　p27，　cyc薮n　D，　pRbの発現をWestern　b10t法で解析し，非添加時と比較検

討した．

【成績】

①ヒト婦人科癌細胞株7株中6株で（AMPにより細胞増殖が抑制された．

②その6株中5株でPR－Bの発現が増加していた．

③その5略解3株でp27の発現増加が認められた。また，4株でcyc丑n　D1の発現低下とリン酸化Rb

蛋白の減少が共に認められた．

【結論】

①cAMPはほとんどのヒト婦人科癌においてPR一：Bの発現を増加させ，細胞増殖を抑制した．

②PR－Bによる増殖能抑制の分子機構としてp27依存性と非依存性の経路が存在した。

③cAMPによるPR－Bの発現増加とcychn　D　1の発現減少の問に相関が認められcAMP／PR－Bの経路

にcydin　D　1の関与が示唆された．
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れた.

【結論】

①活性型rasの形質導入によりMMP2が活性化されることが示された.

@MMP2の活性化には ぬSの下流で Raf,Rd-GDSを介するシグナル伝達経路より PI3K を介する経

路が重要であることが示唆された.

③MMP蛋白の発現量はMMP2,9の活性に相関しないと考えられた.

C.cAMPによる ProgesteronereceptorB (PR-B)誘導を介 した子宮体癌,卵巣癌細胞増

殖抑制とその分子機構の解明

(高橋 晃,加藤聖子,上岡陽亮,上木原哲也,有馬隆博,和気徳夫)

【目的】

子宮体癌細胞においては PR-Bの発現低下がみられ,発癌機構や MPAによる治療効果との関連が示唆さ

れている.また,卵巣においては dlMPによる PR-Bの発現誘導が報告されている.我々は NIH3T3細

胞においてcAMP/PKA/PR-B/p27のシグナル経路が存在し,細胞増殖を負に制御することを見出した.

そこで分子標的治療への応用を目的に婦人科癌細胞を用いて cAMP下流のシグナル伝達路を活性化させ,

細胞増殖を抑制させることを試みた.

【方法】

①子宮体癌細胞株2株,卵巣癌細胞株 5株を用いた.

②淡MP添加時の細胞増殖能を非添加時と比較検討した.

③がもMP添加時の PR-B,p27,cyc滋nD,pRbの発現をWestem blot法で解析し,非添加時と比較検

討した.

【成績】

(彰ヒト婦人科癌細胞株7株中6株でcAMPにより細胞増殖が抑制された.

②その6株中5株でPR-Bの発現が増加していた.

③その5株中3株で p27の発現増加が認められた.また,4株で cydinDlの発現低下とリン酸化 弛

蛋白の減少が共に認められた.

【結論】

恥 MPはほとんどのヒト婦人科癌においてPFトBの発現を増加させ,細胞増殖を抑制した.

②ロトBによる増殖能抑制の分子機構としてp27依存性と非依存性の経路が存在した.

③=AMPによる PR-Bの発現増加と cyclinDlの発現減少の間に相関が認められ cAMP/PR-Bの経路

にcych Dlの関与が示唆された.
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D．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エネティックな現

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ン

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（両親由来の対立遺伝子に特異的な遺

伝子発現を起こす）を受けていることを報告し，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，マウスを用い，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．　（脳機能制御学分野山崎勝久，中別府雄作）

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，この領域に限らず，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，マウズ生殖細胞を用い，どの転写因子を介し，遺伝子発現調節をしているか，あ

るいは複数の経路で，調節されているのかを明らかにする．

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，　GI　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．両遺伝

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i発生過程で発現する．哺乳類に特徴的な胎盤形成は，

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．　（東京大学農学部生命科学研究科応用動物科学田中智）

圧．ヒト壕番染色体長山上の子宮内膜癌抑制遺伝子のクローニング

（加藤秀則，周勇，近藤晴彦，小川昌宣，浅野間和夫，松田貴雄，和気徳夫）

旧記】

1番染色体上の子宮内膜癌細胞老化制御遺伝子をクローニングする．

【結果と方法】

①現在までの；検討により1q3241（STS549－STS　1609）の領域に内膜癌細胞株H：HUAを老化に導く
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D.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,和気徳夫)

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ビジェネティツクな現

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

悪性度癌が生ずることも報告されている.

①新生児一過性糖尿病 (rrNDM)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-との関連性に注目し,我々は,この額域がゲノムインプリント (両親由来の対立遺伝子に特異的な遺

伝子発現を起こす)を受けていることを報告し,この疾患の候補遺伝子であることを示した.今回この

恵域のインプリント機構の解明とこの疾患の発癌機構に閑し,マウスを用い,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,疾患の病態メカニス◆ムの解析と治療法の確立を研究目的と

する. (脳機能制御学分野 山崎勝久,中別府雄作)

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,この葡域に限らず,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,遺伝子発現調節をしているか,あ

るいは複数の経路で,調節されているのかを明らかにする.

(診前述のヒト染色体 6q24は種々の悪性腫癌において 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,Glarrest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.両遺伝

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.晴乳類に特徴的な胎盤形成は,

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 KOmouse

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. (東京大学農学部生命科学研究科応用動物科学 田中智)

E.ヒト1番染色体長腕上の子宮内膜癌抑制遺伝子のクローニング

(加藤秀則,周勇,近藤晴彦,小川昌宣,浅野間和夫,松田貴雄,和気徳夫)

【目的】

1番染色体上の子宮内膜癌細胞老化制御遺伝子をクローニングする.

【結果と方法】

(む現在までの検討により 1q32-41 (STS549-STS1609)の領域に内膜癌細胞株 HHUA を老化に導く
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活性が存在することが判明している．さらに内膜癌症例60例の検体を用いて，1q32－41内の鵬マー

カーにより，ヘテロ接合性消失の検討を行った．DIS459－225の1Mb以下の領域に60％以上の頻度で

LOHが観察され，子宮内膜；癌抑制遺伝子は，このDIS459～225の領域に存在することが明らかとなっ

た．内さらに，DIS459及び225陽性YACクローン（748H11）のHHUA細胞への導入により79％の細

胞クローンに細胞死が誘導された．次に748H11に含まれるBACクローンをHHUAに導入し，細胞死

誘導活性を検討した結果，ひとつのBACクローンで細胞死が誘導された．

②この活性をもったBACクローンと発表されたドラフトシークエンスをもとに5つの候補遺伝子を得た．

これら塩基配列について，正常子宮内膜癌とHHUAについてそれぞれcDNAを盈三一PCRで増幅し，変

異についての検討を螢光シークエンサーを用いて行った．

③これら2つの遺伝子を馳発現誘導ベクターに組み込みHHUAへ導入し，発現させた．このうちひつ

で，細胞死の誘導を認めた．

④この細胞死はその形態と，β一ga1の強染により細胞老化死と考えられた．　p　21の発現上昇とRBの脱

リン酸化が観察された．

【結論】

今回単離された遺伝子は子宮内膜癌抑制遺伝子候補であり，細胞老化誘導活性をもつと考えられた．

F．7q1雪．2肇領域に存在する絨毛癌抑制遺伝子の解析

（松田貴雄，浅野間和夫，近藤晴彦，周勇，加藤秀則，和気徳夫）

【目的】

これまでにヒト7番染色体長腕7q11．21領域に絨毛癌における共通欠失領域を同定して，この領域が絨

毛癌化抑制に重要であることをBACクローンの絨毛癌細胞株への導入によって証明してきた．この導入

によって細胞増殖の抑制が認められたクローンを基にcDNAライブラリーのスクリーニングを行い，絨

毛癌抑制候補遺伝子が複数得られた．ヒトゲノム計画の進捗によって同部位のドラフトシークエンスが

明らかになり，同部位に存在が確認される遺伝子を検索した．

【方法】

①オンラインで公開されたドラフトシークエンスとライブラリースクリーニングによって得られた候補

遺伝子のホモロジーサーチを行った．

②同部位に存在する事が明らかとなったcDNAクローンのうち，　C6－8遺伝子について絨毛癌細胞株へ

の導入と増殖特性の変化を検討した．

③同遺伝子の絨毛癌での1次構造の変異と発現の変化について検討した．

【結果】

BACクローンから得られた候補cDNAクローンC6－8は，冊12遺伝子と一致した．この遺伝子はク

ルッペル関連ボックスとフィンガードメインとからなり，N末端側の機能ドメインが進化的に高度に保
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存されている．このC6－8の絨毛癌細胞株CC　1への導入で，細胞の増殖能，腫瘍形成能の低下が観察さ

れた．この遺伝子発現は正常初期絨毛組織では発現を認めたが，絨毛癌細胞株で発現が認められなかっ

た．インフォームド・コンセントを得て使用した絨毛癌摘出組織全例で，この遺伝子のホモ欠失が確認

された．

【結論】

HTF12遺伝子は絨毛癌の増殖を抑制する事が推定され，同領域のホモ欠失によって癌化に至る機序が推

定された．

G．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．

【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・プロット・ハイブリダイゼーシ

ヨ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（NECC　1）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Rr－PCR，ノーザン・プロットを用いて検討した．

③NECC　1の全長を同定し，遺伝子座を決定した．

④絨毛癌細胞株にNECC　1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．

【成績】

①絨毛特異的な発現を示す遺伝子として｝㎞an　g㎎va　cDNA（NECC　1），Human　interferon－inducible

㏄P廿de（6－16）gene，　H㎜㎝placen掘1actogen，　Wi㎞s響t㎜or　related　protein（QM），　Os毛eopontin

が得られた．

②N£CC　1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．

③NECC1は染色体4ql　H2にマッピングされた．

④NECC1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．

⑤NECC1導入株は分化マーカーとしてのhPL（H：uman　p｝acentaUactogen）の発現を獲得した．

【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
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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NECCI遺伝子を同定した．

③NECC1遺伝子は絨毛の分化機序にも関わることが示唆された．

H．TG　Fβ関連FOXC　1遺伝子の同定

（周勇，加藤秀則，松田貴雄，浅野間和夫，近藤晴彦，和気徳夫）

【目的】

我々はTGF一βの増殖抑制にかかわる未知の遺伝子を同定する目的で，　PCRサブトラクションを用い

て，TGF一β1よる発現誘導される新規遺伝子の単離を試みた．その中からfdk　head　domainをもつ転

写因子と推定されるFKHL7が同定された．癌細胞株での同遺伝子の機能および変異について解析し，

婦人科癌への関与を検討した．

【方法および成績】

a．：FKHL－7の単離：TGF一β応答性を持つ卵巣癌細胞株SKOVにおいてTGF一β1刺激前後のサブト

ラクションライブラリーを作製した．この中からFdk　Read　domainをもち転写因子として機能してい

ると考えられるFKHL－7遺伝子を単離した．：FKHL7はSKOVのみならず他のTGF一β応答性3細胞

株でもTG：F一β1添加により発現誘導されることが確認された．

b．㎜L－7の機能：同遺伝子が完全欠損しているHda細胞にFKHL－7を導入した．これらのクロ

ーンではTGF一β1添加により細胞増殖が著明に抑制された．　EACSでの検：討ではTG：F一β1添加による

GO／G1期分画の上昇がコントロールで5．8％だったのに対し，　FKHL－7発現クローンでは22．2％と上昇

しGI　a■restが起こっていると考えられた．

c．婦人科癌での変異：婦人科癌細胞株29株，組織103検体を用いて，Northern　blotあるいはRT一

PCRによりFKHし7の発現の変化を検討した．またGenomic　PCRによりFKHL7遺伝子一次構造の

変化についても検討した．

①Homozygou　dele偵Qnを含めたFKHL7遺伝子ゲノム構造の変化が婦人科癌103例中10例で観察さ

れた．

②FKHL7遺伝子発現の消失が56例中12例で認められた．

③FKHし7遺伝子の変異が子宮体癌細胞株1例，子宮体癌組織21例中1例及び卵巣癌組織22例中1

例で見られ，これらはアミノ酸変異を伴うものであった．

【結論】

FKHL7発現はTGPβ刺激により誘導され，増殖抑制のシグナル伝達に関与することが示された．こ

の増殖掬制はB遺伝子を欠損するHela細胞で観察されたことやLuciferaseアッセイによる検討から，

従来から考えられていたTGPβの増殖抑制機構（TGF一β⇒cdk　k血ibitOr⇒RBの機能的抑制）とは

異なった経路で働くことが示唆された．RBの抑制に至る正常機能が多くの癌細胞で異常を起こしている

こと，また，この遺伝子は婦人科癌で高率に遺伝子変異がみられたことより，婦人科癌の分子標的治療
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に有用である可能性も示唆された．

1．サイタリン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タリン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，全てイン

フォームドコンセントを得たものを用いた．RNA，蛋白を抽出し，それぞれに特異的なプライマーと抗

体で㎜一PCRとウエスタンプロットを行い発現を解析した．

②サイタリンD阻害剤である7－hydroxy　co㎜adn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サイタリンD1を選択的に阻害する目的で二本鎖オリゴRNA（siRNA）を合成し，内膜癌細胞株HHuA

と対照の卵巣癌細胞株PA級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タ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．類内膜癌の分化度，組織型による差異は見られなかった．

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．

③Dlのみ発現する内膜癌細胞株HHUA　lこ7－hy碓○）嬢co㎜曲を添加したところ三目でG瑚の

細胞が49，8％から63．2％に増加し，3日目ではsubG　1期が89．4％と多くの細胞で細胞死が観察された．

④D1を選択的に阻害する目的でsiRNAを設計，作製した．　H：H：uAに添加したところ7一

hydroxyCOtm｝arin添加と同様な変化と細胞死が観察された．

【結論】

①内膜癌化に伴いサイタリンの発現パターンがD1に特異的に変移する．他の癌では異なった変化を示す

のに対し，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タリン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．

③D1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
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ム創薬にD1を標的とすることの有用性が示唆された．

J．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，周勇，浅野間和夫，小川昌宣，松田貴雄，和気徳夫）

【目的】

癌抑制遺伝子であるDCCはNet血一1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の関与を検討する目的で，　DCC発現について検討した．

【方法】

正常子宮内膜組織20例，子宮体癌組織28例より抽出したRNAを用い，盟一PCR法にてDCC及び

Net血一1，mRNAを定量化した．さらに免疫染色にてDCC蛋白発現を検討した．また，　DCC及びNet血一1

欠損している内膜癌細胞にこれらを導入し表現型の変化を観察した．

【成績】

①正常子宮内膜での検討の結果免疫染色での月経周期におけるDCC発現は分泌期後期で消失する傾向を

認めた．貯一PCRでも同様の発現パターンを示した．

②子宮体癌においては貯一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．

③Netrin－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．癌細胞株ではその発現が消失

しているものもみられた．

④Netd獅1，　DCC両方の発現を欠損しているIshikawa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Netrtn－1を追加発現させるとこれが回避される傾向が見られ，さらに追試を行ってい

る．

【結論】

①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

与することが示唆された．

②正常子宮内膜の正常機能維持にDCCとNet血一1が関与していることが示唆され，その増加調節に双

方の発現のバランスが関与している可能性が示唆された．
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ヒト絨毛細胞の機能とその異常

第53回日本産科婦人科学会学術講演会，シンポジウム，札幌

19 堀内新司（2001／6／1）

細胞増殖抑制に関与するプロゲステロンレセプターを介した情報伝達系の解析

第6回生殖医学フォーラム，山口
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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，中山敬一教授（併任），中山啓子助教授，小南欽一郎助手の教官を中心に非常勤

研究員（1名），研究支援推進員（1名），研究補助員（2名）の体制で研究とサービス業務を進め

ている．

本年度の人事異動について，6月1日をもって助手の小南　欽一郎は辞職し，野村証券（株）に

転出した．

A．カスパーゼ3欠損マウスにおける蝸牛神経の変性による難聴の研究

われわれはアポトーシスに重要な役割を果たすカスパーゼ3を欠損するマウスをジーンターゲテ

イングによって作製したところ，発達は正常だが，難聴を呈することが明らかとなった．カスパー

ゼ3ノックアウトマウスの聴性脳幹反応の閾値は有意に上昇しており，これは生後15日から認め

られて生後30日までの間に進行性のものであった．DPOAEはノックアウトマウスでは認められ

ず，蝸牛機能が傷害されていることが判明した．病理学的にはラセン神経節の変性と有毛細胞の脱

落を認めた。微細構造の解析では，変性細胞内には多くの空胞を認め，いわゆるアポトーシスとは

異なっていた，これらの結果から，ラセン神経節や有毛細胞においてカスパーゼ3はその生存に必

須であるが，発生期には必要ないことがわかった。ヒトカスバ一三3遺伝子と常染色体優性遺伝型

非症候群型難聴（DFNA24）はどちらも4q35にマップされることから，カスパーゼ3ノックア

ウトマウスはこの難聴のモデルとなる可能性がある．

8．ノックインマウスを用いたp27嗣の分解機構の解析

p27は細胞分裂の阻害分子であり，その量的増加は増殖細胞を細胞周期から逸脱させ，その減

少は静止細胞を再び増殖サイクルに進行させるのに必須である．またその発現の異常低下はしばし

ば癌などの過剰に細胞増殖が行われている状態でしばしば認めることができるものである．星状細

胞や癌細胞においてp27K切のレベルは翻訳レベルかタンパク質分解のレベルで主に調節されてい

る．p27κ加1の分解制御において187番目のスレ三三ンがCdk2によってリン酸化されることが

非常に重要であることがわかっており，われわれはその意義を個体レベルで調べるために，米国フ

レッドハッチンソン癌研究所のJim　Roberts博士との共同研究でP27鮒P1遺伝子の中で187番目

一31一



のスレオニンをアラニンに変化させたマウスをノックイン技術を用いて作製した（p27T187Aマウ

ス）．このマウス由来の細胞においてはP27紹P1の分解がS－G2期で抑制されていたが，驚くべきこ

とに細胞増殖の程度にはそれほど影響を与えなかった．このことはG1期において増殖刺激によっ

て活性化される第二の経路があることを示している．

6．Skp2ノックアウトマウスにおける部分肝切除による生体内細胞増殖の研究

生体内で人工的かつ同調して細胞周期を観察するのは容易ではないが，部分肝切除術は数少ない

例外であり，肝細胞は術後急速に分裂して，元の組織の大きさまで約1週間で回復した後，増殖を

停止する．この生体内細胞増殖過程においてp27ゆ1のSkp2依存性分解による鋼御機構の意義を

知るために，Skp　2ノックアウトマウスを用いて部分肝切除術を施行した．　Skp　2ノックアウトマ

ウスではp27κψ1の分解が阻害されているので，増殖が抑制され，回復の程度が低いことが予想さ

れた．しかしながら術後1週間のSkp2ノックアウトマウスの肝臓の大きさは野生型と同程度に

回復していた．どちらのマウスでも術後1週間では正常レベルの血清アルブミン値を示したことか

ら，Skp　2ノックアウトマウスにおいても肝機能が回復していることが示された．組織病理学的解

析を行ったところ，Skp2ノックアウトマウスでは術後細胞の異常な肥大が観察され，細胞数自体

はほとんど増えていないことが明らかとなった．この巨大細胞は多倍数体化しており，p27照P1の

蓄積が観察された．術後，肝細胞におけるBrdUの取り込みを検討したところ，　Skp　2ノックアウ

トマウスの肝細胞も有意にBrdUを取り込んでいたことから，この巨大細胞はS期に進行するこ

とはできることが判明した．しかし一方で抗リン酸化ピストン｝｛3を用いた免疫染色ではM期に

いる細胞がほとんど見つからず，このSkp　2ノックアウトマウスにおける巨大細胞は，　S期には入

るが，M期には入らないendocycleを繰り返して巨大化していることが示唆された．これらの結

果は，細胞増殖が阻害されても，細胞個々の大きさが大きくなることによって組織の大きさは代償

されていることを示している．そしてこの組織の大きさの決定という問題に関し，p27κψ1－Skp2

系がなくても正常な大きさは維持できることが明らかとなった。
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