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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ょ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蛋白

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，畠山法弊助教授，嘉村　巧助手の教官を

中心に大学院生（14名），日本学衛振興会特別研究員（4名），，科学技術振興事業団派遣職員（研

究員2名，研究補助員4名，事務員1名）の体制で研究を進めてきた，

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2001年4月より高橋秀尚（九

大・医），西山正章（九大・医・三内），神武洋二郎（九大・農修），奥村文彦（九大・薬修）が入

学し，また鍵本忠尚（九大・医）がM．D．，　Ph．D．コースの学生として研究に参加している．さらに

松本雅記（前年度まで非常勤研究員）が琴平学術振興会特別研究員として，またAbbas　Fotov我ti

（前年度：まで訪問研究員）が日本学術振興会海外特別研究員として2001年4月より参加してい

る．

次いで退職者として2002年3月末で大学院生の南町洋司，池辺千穂，丸山俊一郎が学位取得
、

の上卒業した．宮本顕友は単位取得退学の後，6月に学位を取得した．また鍵本忠尚は2002年3

月末にてM．D．，　Ph．D。コースを自主退学している．

1997年11月頃り当研究室は科学技術振興事業団（JST）による戦略的基礎研究推進事業

（CR£ST）の支援を受けることとなり，研究員として石田典子（2001年4月より），山中篤志（2001

年4月より），研究補助員として安河内亮子（継続），下原田加代子（継続），松下純恵（継続），西

村直子（継続）を，事務員として木村美保子（継続），パートとして杉田知栄子（2002年1月よ

り）をJST派遣職員として受け入れている．山申篤志と木村美保子は2002年3月末をもって退

職した．

A．新規ユビキチンリガーゼファミリーU－boxタンパク質の発見

ユビキチンリガーゼ（£3）はユビキチン化を触媒する複合酵素系の最終段階を制御する酵素で，

基質特異性を決定している重要な因子である．現在までにユビキチンリガーゼには大別してHECT

ドメインを有するH£CT型ユビキチンリガーゼとRING－fingerドメインを有するRING型ユビキ
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チンリガーゼが知られていた．近年，ユビキチン化に関わる第4の因子としてユビキチン鎖伸長因

子（E4）が同定され，その機能ドメインとしてU－boxドメインが同定されていたが，構造シミュ

レーションの結果から，RING－fingerドメインとU－boxドメインは構造的に類似していることが

示唆された．そこでわれわれは，哺乳類のデータベースからU－boxドメインを持つ6種類のタン

パク質を発見し，クローニングした．これらは全てユビキチン活性化酵素伍1），ユビキチン結合

酵素（E2）の存在下で非特異的基質ライ面一トのポリユビキチン化を引き起こしたことから，ユ

ビキチンリガーゼ（E3）活性を有することが明らかとなった．これら6種類のU－boxタンパク質

は異なるE2要求性を示した．　U」box型B3はR脳G型B3と構造が似ているものの，　RING型£3

がZn．を活性に要求するのに対し，　U－box型£3はZn等を必要としないことが明らかとなった．

U－box型E3は，　HECT型やRmG型と同じく自己ユビキチン化を起こす活性があることが判明

した。さらに興味深いことに，通常の妃3はユビキチンの48番目のリジンに別のユビキチン分子

を結合させることによってポリユビキチン鎖を形成するが，U－box型E3のうちいくつかはそのた

のリジン残基を用いてポリユビキチン鎖を形成する能力があることがわかった．これらの生化学的

研究によってU－box型E3は他のE3ファミリーにはない特徴を有する独立したファミリーである

ことが明らかとなった．

B．Skp2非依存的なp27肋7ユビキチン化経路の発見

細胞周期研究において最も謎の多い点の一つにGo期への移行と脱出のメカニズムがある。　Go期

は細胞が細胞周期から脱却し，静止・分化・老化・死に移行するためのステージであり，細胞（例

えばリンパ球等）によっては再びG1期へ進入して細胞増殖サイクルに入ることができると信じら

れている1われわれはリンパ球の活性化時におけるGo期からG1期への移行を解析したところ，最

も顕著に増減する因子はサイタリンD2とp27ゆ1であった．特にp27κ㌍1は急速に発現量が減少

する．p27ゆ1の発現量の減少は今までSCF複合体型ユビキチンリガーゼSCFSkp2によるユビキチ

ン化に依存するものと信じられてきたが，われわれはSkp　2ノックアウトマウスを作製して，その

リンパ球の活性化時におけるp27ゆ1の分解を検討したところ，　Go－G1移行期におけるp27ゆ1の

減少はSkp2が存在しなくとも全く正常に起こることがわかった。その後の解析によって，　p27ゆ1

の分解にはGo－G玉期に起こる早期分解とS－G2期に起こる後期分解があることを生化学的に突き止

めた．Skp　2ノックアウトマウスではp27の後期分解のみが傷害されていたが，その早期分解は

正常に起こることから，SCFSkp2はp27ゆ1の後期分解のみを司ることが判明した．プロテアソー

ム特異的阻害剤を用いた研究から，この早期分解もユビキチン・プロテアソーム系を介しているこ

とが示された．そこで我々はp27の試験管内におけるユビキチン化システムを構築し，この早期
」

分解に関わる因子が細胞質内にあることを突き止めた．それに対してSkp　2依存的な後期分解の活

性は核内にある。われわれは現在この早期分解に関わる因子を細胞抽出液より精製して，その単離

同定を試みている．
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C． 線虫Ce第εgaηsにおけるSkp1ファミリーの発見と機能解析

SCF 複合体は酵母からヒトまで基本構造がよく保存されたユビキチンリガーゼ（E3）複合体で

あり， その特徴は基質結合モデュールであるF－boxタンパク質が多数存在して，可変であること

である． それに対して中心コンポーネントであるSkp　1，　Cul　l，　Rbx1にはあまり多様性がないこ

とが知られていた．ヒトでは機能的なSkp　1は1つしかないと言われている．われわれは線虫C

elegaη5のゲノムデータベースからSkp　1に類似した分子群を21種類発見し，これらをSkp　1類

似遺伝子（5k⇒と命名した．その機能解析を行うために，まず各々のSKRタンパク質がCu1フ

アミリ一分子やF－boxタンパク質に結合するかどうかを検討した．この結果，　Cu11にはSKR－1，

一2， 一3，一4，一7，一8，一9，一10が結合すること，F－boxタンパク質に対してはその種類によって

結合様式が異なることが示された．さらにSKRの組織特異性についてもトランスジェニック動物

を作製することによって解析を行い，SKR－1は全身に，　SKR－2は腸管に発現していることがわか

った． SKR－3は咽頭部と腸管に，　SKR4は腸管のみに発現していた．　SKR－7は胎生期のみ全身で

発現が見られたが，成長と共に発現は消失した．SKR－8，一9，一10は腸管の両端のみに発現を認め

た． さらに機能解析を行うために，RNA干渉法（RNAi）を用いて遺伝子ノックダウンを行った．

その結果，skr－1とskr－2のRNAiは致死となり，個体発生初期で停止したが，　skr－7，一8，一9，

一10 のRNAiは成長が抑制され，形態形成の異常を認めた．それ以外のskrのRNAiでは特に変

化を認めなかった．これらの結果は，線虫においてはSkp　1は遺伝子重複によって多数の類似体が

出現し， それが結合特性，発現パターン，機能面において多様性を獲得していることが明らかとな

った．
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The　use　of　animal　models　in　cancer　research，　Maui，　HI．

32． 中山敬一　（2002，3／1）．

細胞周期エンジンの始動に必要なブレーキ解除メカニズム．（招待講演：）

先端技術によるゲノム創薬シンポジウム，山口．

33． Nakayama．，　K．一L　（2002，3／5）．
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Mechanismstocontroldegradationofpolyblutamin e-containingprotein.

(Invitedspeaker)

COB Internationえl Symposium on Recent Advances in Research for

Neurodegeneration,Tokyo,Japan.
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増殖分化制御学分野

I)ivisjon ofBj｡ehemistry and Molecular Jiiology

広く細胞は様々な外的刺激に対して,多様な応答反応を起こす.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-ゼの活性化機構の研究を生化学約 ･分子生物学的手法及び構造生物学者とのコラ

ボレーションによりすすめている.さらには,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.

本年度の人事異動について, 2002年 4月 1日より奥田篤行助教授が九州産業大学工学部教授に栄転

した｡

A.食細胞 NADPHオキシダ-ゼ活性化の分子嶺構

食細胞NADPHオキシダーゼは,病原性微生物の貧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 昼58

鹿p91PJ舷 と p22血 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-蛋白渠 (p47Phcw,p67加 と p4伊 触 :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 昼58と

相互作用する必要がある.私共はこの系に関してアダプター蛋白質の活性化機構を中心に研究を行ない,

2001年度は以下のような成果を得ている.

a.p47Phox の構造変化とそのメカニズム及び NADPH オキシダーゼ活性化との開運

シトクロム 昼58と細胞質因子の相互作用は,p47如 sH3ドメインと p22Phox細胞質飯域 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.私共は, 更に,p47PhoJIpの

2つのSH3ドメインがp22pJ桝の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].p47P血

SH3ドメインと p22Phah-の細胞質嶺域との複合体の3次構造決定も稲垣冬彦博士 (北大薬)との共同研究

により進行中である.

b.p47Phoxと p67Phoxの岳合

p67PhQXC末 SH3ドメインはp47PlnL'のPRRに結合するが,この結合にはPRR以外にその更にC末
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の領域が必要である［投稿刺．また，この複合体の構造を神田大輔教授との共同研究により明かにした

［印刷中］．

c．PB1ドメイン

欝燃は休止時細胞でp67伽xと会合しているが，この結合は，新規なドメイン間（p40ρ燃のPCモ

チーフとp67P燃のPB1ドメイン）の全く新しいタイプの蛋白質問相互作用によるものであることを示

し，更に，これら新規なドメインが酵母のシグナル伝達蛋白質（Cdc24pとBemlp）にも存在し，酵母

のシグナル伝達においても重要な役割を担うことも明らかにした［lto　e亡滋，2001］．同時に稲垣冬彦博

士との共同研究より，BemlpのPB　1ドメインの3次構造決定に成功した［Tefasawa　e亡a乙，2001］．

p40P伽の役割は今まで不明だったが，　PB　1－PC相互作用によるp67P燃との結合を介して，　p67P燃と

p47コ組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明らかにした［投稿中］．

d．PX／PB2ドメイン

私共はp47P燃とp40P厭（オキシダーゼの調節因子）のN末領域に新規ドメインを見い出してい

たが（PX／PB2ドメイン），神田大輔博士（BERI）との共同研究により，　p47P燃PIXドメインの3次構造

を決定するとともに，PIX：ドメインがphosphoinos撤des結合能をもちp47P厭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した［澁oald　e酸孟，2001：Ago　e亡a乙，2001］．またp47P厭とp4GP燃

のPXドメインが共に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［投

稿刺．

B．新規NAD（P）Hオキシダーゼの同定

gp91P燃は，　N末の6つの膜貫通領域（ヘム結合部位を含む）と，　C末のEAD結合ドメイン及び

NADPH結合ドメインからなる．このNADP｝｛結合ドメインのホモロジー検：索から得たESTをもとに

ヒト腎cDNA　hbralyをscreeni㎎し，新規gp91繭ホモログ（NOX4と命名）をクローニングした．

NOX4は腎臓尿細管上皮細胞に高発現しており，　NAD（P）H依存性にスーパーオキシドを生成する活性を

もつ　［Shiose　e亡訊，2001］．更に，血管系の細胞では、ヒト血管内皮細胞がNOX4を高発現している

ことを見い出している　［投稿準備中］．

C．細胞極性決定の分子機構

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atypi（翅PKC（aPKC）と3者複合体を形成すること，この3者複合体が

rnembrane　rufHeに局在すること等を明らかにした［Noda　e亡aL，2001］．また，　PAR6とaPKCの結合

は，先のA．c．で述べた「PB　1－PC相互作用」によるものであることを見出している［投稿準備中］．

また，aPKCやPAR6と結合するPAR3のヒト新規ホモログ（PAR3βと命名）をクローニングし，　PAR3
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βが㎏h嬢mctiOnに局在すること等を旧い出している［投稿準備中］。

D。 新規ボスホリパ一撃A2の同定
カルシウム非依存性のアラキドン酸遊離に関与する新規な膜結合型細胞内ボスホリパーゼA．（iPLヘゲ2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　轄

と命名） を同定し，そのヒトcDNAをクローニングしていたが，2001年度は，　iPLA2－2はC末に触媒

ドメイン，N末に調節ドメインをもつことを示し，その細胞内局在を明らかにした［投稿準備中］．

E． 新規f◎rml穐関連蛋白質F◎mac匙1納の機能解析

fom江n相同蛋白質ファミリーは，形態形成や極性形成，細胞質分裂に機能する蛋白質群であるが，

profihn やRhoファミリーGTP結合蛋白質といったアクチン細胞骨格の調節分子との結合蛋白質として

も同定され，細胞内情報伝達系と細胞骨格系を結びつけアクチン線維形成を制御する分子として注目され

ている． 我々は，1164個のアミノ酸からなる新規ヒトformin相同蛋白質Fo㎜actin　1をクローニング

した． Fo㎜ac穏n　1をCOS－7細胞に強制発現させると一部は細胞辺縁のラフリング膜に集積するのが観

察された．H：eLa細胞を用いた強制発現系では，　C末端の欠失体（アミノ酸1－1053）が著明なアクチン

ストレスファイバー形成を誘導するとともに，ストレスファイバー上に沿って局在することを見出した．

そこでアクチン線維との結合能を考え，Formactin　1の大腸菌組み換え蛋白質を用いたアクチン線維との

共沈実験により検討した結果，Formactin　1はFH1ドメインよりN末の領域（アミノ酸1－569）でin　vitro

で直接のアクチン線維結合能があることを明らかにした．forminファミリーの蛋白質で，直接アクチン

線維に作用するものはこれまで報告されておらず，アクチン線維との結合が，アクチン細胞骨格系の制御

において同ファミリーの中でもFormacttn　1に特異的な機能の発現に関わっていると考えられる［投稿

中］，

業績目録

原著論文

1． Shiose，　A，　Kuroda，」．，　Tsuruya，　K，　Hirai，　M．，　Hirakata，　H．，：Naito，　S．，　Hattori，　M．，　Sakaki，　Y，

a鍛dSumimoto，　H．200夏．

ANovel　Superoxide－producing　NAD（P）H　Oxidase　in　K霊dney．

Z8∫o乙Chε溺．276，14174423．

2． Noda，　Y，　Takeya，　R。，　Ohno，　S．，　Naito，　S．，　Ito，　T．，　and　Sumimoto，　H．2001．

H：uman　homologues　of　the　Cαθηor乃αわ4∫海3　61ε8αη5　ceU　po嚢arity　protein　PAR6　as　an

adaptor　thadinks毛he　small　GTPases　Rac　and　Cdc42　to　atypical　protein　kinase　C

G8ηε5α11∫6，107－119．
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βがtightjunctionに局在すること等を兄い出している [投稿準備中].

D.新規ホスホSjバーゼA2の同定

カルシウム非依存性のアラキドン酸遊離に関与する新規な膜結合型細胞内ホスホリパーゼ A2(iPIA 2-2

と命名)を同定し,そのヒトcDNA をクロ-ニングしていたが,2001年度は,iPu 2-2は C末に触媒

ドメイン,N末に調節ドメインをもつことを示し,その細胞内局在を明らかにした [投稿準備中〕.

E.新規formin関連蛋白宋 Formactinlの機能解析

formin 相同蛋白質フアミリ…は,形態形成や極性形成,細胞質分裂に機能する蛋白質群であるが,

profilinや 】憩10ファミリーGTP結合蛋白質といったアクチン細胞骨格の調節分子との結合蛋白質として

も同定され,細胞内情報伝達系と細胞骨格系を結びつけアクチン線維形成を制御する分子として注目され

ている.我々は,1164個のアミノ酸からなる新規ヒトformin相同蛋白質 Formactinlをクローニング

した.Formactinlを COS-7細胞に強制発現させると一部は細胞辺縁のラフリング膜に集積するのが観

察された.HeiA 細胞を用いた強制発現系では,C末端の欠失体 (アミノ酸 ト1053)が著明なアクチン

ストレスファイバー形成を誘導するとともに,ストレスファイバー上に沿って局在することを見出した.

そこでアクチン線維との結合能を考え,FomlaCtinlの大腸菌組み換え蛋白質を用いたアクチン線維との

共沈実験により検討した結果,Formac血1はFHlドメインよりN末の蘭域(アミノ酸1-569)でinvitro

で直接のアクチン線維結合能があることを明らかにした.forminフアミリ-の蛋白質で,直接アクチン

線維に作用するものはこれまで報告されておらず,アクチン線維との結合が,アクチン細胞骨格系の制御

において同ファミリーの中でも Formactinlに特急的な機能の発現に関わっていると考えられる [投稿

中上

業績 目鼻

原著論文

1. Shiose,A.,Kuroda,J.,Tsuruya,K,Hirai,M.,Hirakata,H.,Naito,S.,Hattori,M.,Sakaki,Y.,
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ANovelSuperoxide-producingNAD(P)HOxidaseinKidney.

J.Biol.Chem.276,1417-1423.

2. Noda,Y,Takeya,良.,Ohno,S.,Naito,5.,Ito,T.,andSumimoto,H.2001.

HumanhomologuesoftheCaenorhabditiseleganscellpolarltyProteinPAR6asan

adaptorthatlinksthesmallGTPasesRacandCdc42toatyplCalproteinkinaseC.

GenesCells6,107-119.
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蛋白質 核酸酵素46，11，pp　1726－1731．

学会発表
1
。 S館moto，　H，（2001，6／10－6／15）

Rofe　of癒e　PX　doma沁of　p47P燃in　activatiOn　of出e　phagocyte　NADPH　Qxidase，（㎞vited

Speaker）

Gordon　Coゑfere葺ce　on　Phagocytes，　New　London，　CN，　USA

2
． 住本 英樹．（2001，5／21）

新しい食細胞樹生酸素産生NAD（P）H（）ddase：NOXファミリーの役割．

第11回国立感染研究所シンポジウム「感染と生体防御：㎞ate㎞munityの意義」

，

東京．

3
． 住本 英樹．（2001，6／1－6／3）

シンポジウム「分子細胞生物学と構造生物学の融合」

SH ドメイン：古い構造に新しい機能一分子生物学からのアプローチ．

第1回日本蛋白質科学会年会，大阪．

4
。 廣明 秀一，伊藤　隆：司，住本英樹，神田　大輔．（2001，6／1－6／3）

PX ドメインによるイノシトールリン酸の分子認識機構

第1洞日本蛋白質科学会年会，大阪r
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5
． 紙 圭一郎，住本英樹，神田　大輔．（2001，6／1－6／3）

p67P㎞℃末端SH3ドメインとp47伽C末端領域ペプチド複合体の立体構造解析．

第1回日本蛋白質科学会年会，大阪．

6
． 寺沢 宏明，野田　祐紀子，伊藤　隆司，畠中　秀樹，市川　さおり，小椋　賢治，住本　英

樹， 稲垣　冬彦．（2001，6／1－6／3）

PB　1 domainとPC　mo偵f－conta㎞ng　reigion：タンパク質問相互作用において機能する新規な構

造ドメイン．

第1回日本蛋白質科学会年会，大阪．

7
． 田中 凝血，住本英樹（2001，10／25－10／28）

ヒトカルシウム非依存性ボスホリパーゼA2（iPLA2－2）の構造と機能．

第74回日本生化学会大会，京都．

8
． 野田 祐紀子，武谷　立，大野茂男，内藤誠二，伊藤隆司，住本英樹（2001，10／25－10／28）

ヒトPAR6ホモログはRacおよびCdc42とaPKCし／λを㎞kするアダプターである．

第74回日本生化学会大会，京都．

9
． 武谷 立，住本英樹。（2001，10／25－10／28）

Fom滅n相同蛋白質p127のF一アクチン結合能．

第74回日本生化学会大会，京都

10． 金谷 英樹　武谷　立，住本英樹．（2001，10／25－10／28）

2つのマウスp127ホモログのクローニングと発現

第74回日本生化学会大会，京都．

11． 塩瀬 明，心知英樹（2001，10／25－10／28）

シンポジウム降心免疫における分子認識と細胞応答」

無細胞系でのボスファチジン酸による食細胞NADPHオキシダーゼ活性化．

第74回日本生化学会大会，京都．

12． 栗林 太，住本英樹．（2001，10／25－10／28）

スーパーオキシド生成型好中球NADPHオキシダーゼの活性化におけるP40P厭の役割．

第74回日本生化学会大会，京都．

13． 黒田 蔓忍，住本英樹（2001，10／25－10／28）

シンポジウム「血管機能のレドックス制御機構」

血管内皮細胞における02一生成型NAD（P）H：オキシダーゼNOX4の発現．

第74回日本生化学会大会，京都．

14． 吉田 慎一，野田　展生，小椋賢治，横地政志，湯沢聰，堀内　正隆，川村多聞，森

岡 弘志，住本英樹，稲垣　冬彦．（2001，10／25－10／28）

食細胞NADPH　O滋daseの活性化に必須であるTPRドメイン（N－p67P厭）とRacとの相互作用一
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NMRによる解析一．

第74回日本生化学会大会，京都．

15． 吾郷 哲朗，栗林太，廣明　秀一，武谷　立，神田　大輔．（2001，12／9－12／12）

ワークショップ「リン脂質シグナリングと細胞機能」

蛋白質リン酸化によるPXドメインとphosphoinositidesの結合の制御機構一食細胞NADPHオ

キシダーゼの活性化におけるPXドメインの役割一．

第24回日本分子生物学会，横浜

16． 塩瀬 明，住本　英樹．（2001，12／9－12／12）

ボスファチジン酸はp47pho願の構造変化を誘導し食細胞NADPHオキシダーゼ活性化する．

第24回日本分子生物学会，横浜．

17． 栗林 太，住本英樹．（2001，12／9－12／12）

スーパーオキシド生成型食細胞NADPHオキシダーゼの活性化におけるp40P燃の役割

第24回日本分子生物学会，横浜．

18． 黒田 淳哉，鍋倉淳一，上野　剛，住本　英樹．（2001，12／9－！2／12）

NAD（P）HオキシダーゼNOX4の血管内皮細胞における発現と機能

第24回日本分子生物学会，横浜．

19． 石本 憲司，菊池紗綾森岡　弘志，栗林太，住本英樹，寺沢宏明，稲垣冬彦．（2001，

12／9－12／12）

食細胞NADPHオキシダーゼの活性化に必要なp67P厭／p47P燃最小ドメイン融合タンパク質の作

製とその機能，

第24回日本分子生物学会，横浜，

20． 田中 翫味，住本　英樹．（2001，12／9－12／12）

ヒトカルシウム非依存性ボスホリパーゼA，（iPLA。一2）の構造と活性．
一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

第24回日本分子生物学会，横浜．

21． 野田 展生，吉田　慎一，西田　元彦，武谷　立，住本英樹，稲垣冬彦．（2001，12／9－12／12）

食細胞NADPH　Cさ（idaseの細胞質因子p67PhαxのTPRドメインのx線血しょう構造解析．

第24回日本分子生物学会，横浜．

22． 紙 圭一郎，武谷立，住本英樹，神田　大輔．（2001，12／9－12／12）

p67ρ㎞℃末端SH3ドメインとp47P厭C末端領域ペプチド複合体の立体構造解析

第24回日本分子生物学会，横浜．

23． 吉永 壮佐，寺沢宏明，野田　祐紀子，横地政志，小椋賢治，住本英樹，稲垣冬彦．

（2001，12／9－12／12）

蜘

PC　mo繊f℃on佐ini㎎region（PCCI◎の立体構造とPB　1ドメイン認識機構

第24回日本分子生物学会，横浜．
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24． 武谷 立，住本　英樹，（2001，12／9－12／12）

Charac£erization　of　p　127，　a　fo㎜i㎎hOmologous　protein．

第24回日本分子生物学会，横浜。

25， 金谷 英樹　武谷立，住本英樹．（2001，12／9－12／12）

fom血1相同蛋白質p127の2つのマウスホモログ．

第24回日本分子生物学会，横浜．

26． 野田 祐紀子，住本英樹。（2001，12／9－12／12）

ヒトPAR6のaltemative　sp慧ci㎎fo㎜のクローニング．

第24回日本分子生物学会，横浜．

27． 国府島 庸之，住本　英樹．（2001，12／9－12／12）

新規ヒトPAR3相同蛋白質PAR3βのcDNAクローニング．

第24回日本分子生物学会，横浜．

28， 栗林 太，住本　英樹．（2001，12／10－12／11）

ワークショップ「食細胞と自然免疫」

活性酸素生成型食細胞NADPH：オキシダーゼ活性化におけるp40P憾の役割

第29回日本臨床免疫学会総会，京都．
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分子腫癌学分野

I)ivision of-Moleeular and Surgical Ontology

細胞機能制御学部門 (分子腫療学分野)では (1)癌の基礎的研究, (2)癌の遺伝子診断法

の確立, (3)新 しい治療法の開発,を研究の 3つの柱 と位置づけ研究を推進 している.平成

13年 9月に大学院生,山下継史がジョンスホプキンス大学,14年 1月には研究生,松山 歩

が トーマスジェファーソン大学-それぞれ留学 した.また 14年 3月に助手,渋田健二が上尾

病院-,定永倫明が九州中央病院-転出した.一方 14年 1月には助手白石 猛が トーマスジ

ェファー ソン大学から復学, 14年 4月には岸原文明助手,岡本正博医員,西田康二郎医員が

着任 し現在総員 17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.DNAmicroarray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 (InoueH.etalClinCancer

Res,2002).本年度は,大規模なprospectiveスタディーを行 う予定である.

2. DNAmicroarray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 う.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経済的機能解析を行 うことができ,同時に

既存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,今年度はそれ らの腫疲 (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 LCM(LaserCapturedMicrodissection)法 とDNAmicroarrayを応用 して解析する.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.
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2．　LCMとDNAマイクロアレイ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

LC蟹法，　T7遺伝子増幅法，’DNA滋croarrayを応用した解析をスタートした．

（騒ori　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腎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擁．　et　a1．　Nat。晦d．　1997＞，さらにp27の発現に関与するskp2につ

いて胃癌組織で発現の震幅を認め，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．　伽asuda　M．　et　al　Cancer　Res．　2002）

2．消化器癌・乳癌におけるマトリックス・暴露フ．貯アゼファミリー発現と癌の悪性度

畷Pfa而ly　（翻P－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．（Y錨ashita　K，Clin　Cancer　Res　2◎00）その結果，予後に関わる因子（MMP－7，11，13，

14）の中で特に齪1覗MP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．

3．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一リノレン酸，ジホモーγ一リノレン酸の

増加を認め，さらに，ジホモーザリノレン酸をアラキドン酸へ変換する酵素である△一5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（Utsuno磁ya　T）．現在，

△一5不飽和化酵素遺伝子導入株の作成，DNA面croarray法による解析を行っている．

4．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C漁P発現を定量的RT－PC沢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，　ClinCancer

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．

5．Pyrimidine　nucle◎tide　phosphorylase（PyNPase）の発現とその意義

PyNPaseは癌組織において航進し，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R6CK1を同定した．？yNPaseの癌組織

における過剰発現による悪性度の増強はROCK1による磁otilityの猛進を介していることが示

唆された．（Y◎shinaga　K，　Cancer　Res，　sub阻it）
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6.FHJT/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覗

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 (InoueHetal,PNAS1998,MimoriKetal.PNAS1999,Shiraishi

TetalPNAS2001).一方,機能面に介 して Fhitは caspaseの克進を介 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 (MoriM. etal. CancerRes,2001)

7.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.activinA を癌細胞

に遺伝子導入 L DNAmicroarray を行ったところ,MMp-7が activinA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.

8. 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.Differentia一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 cystatinB,G-protein†7,hIRH/SD卜 1遺伝子をクローニングしてき

た.引き続いて MAL,DEN4や癌で発現が増強している 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.

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,DifferentialDisplay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←

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.痩
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-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.

千) 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 Hepatomaderivedgrowthfactor

(HDGF)をクロ-ニングした (MatsuyamaA,CancerRes,2001).本年度は乳癌について放射線

耐性株を作成 し DNAmicroarray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

荏,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.no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 (KataokaA,IntJOncol,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) 腫痛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

腫癌拒絶抗原 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 15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,ClinCancerRes,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 IL-2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. 新規腫療拒絶抗原ペプチ 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-の応用段階
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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,腫療内 T リンパ

球の増加を伴 う抗腫療効果が得 られることがわかった (MashinoK,MoITher,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. 新規腫療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

腫療拒絶抗原 として最近報告 された NY-ESOl1,LAGビ-1,Ss笈,SCP-1についてその消化器

痩,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 (MashinoK,BrJCancer2001).さら

に MAGE-1,-3発現陰性症例に SCfLl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 の発現と腫痛の進展の解明

癌免疫の主役であるリンパ球や NK細胞の腫療内-の浸潤は少ないことがわかっている.

最近,C工)8陽性 リンパ球や NK細胞の遊走因子である fractalkineが同定された.fractalkine

の発現を解析 し,臨床的意義を検討すると同時に,fractalkineの遺伝子導入による免疫賦活

の誘導を試みたい.

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-rinducingfactor/JL-18 とアデノウイルスベクターを用いた抗腰

痛効果の機序の解析

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.Ⅰレ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癌に直接投与することにより,発揮 される抗

腫療効果を明らかにし,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療効果を解

析する (TanakaF,CancerRes2002).

2. Fhitアデノウイルスベクターを用いた抗腰痛効果 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
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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. Gprotein 77とアデノウイルスベクターを用いた抗腰痛効果 の機序の解析

Gproteinγ7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. (ShibutaK,BBRC,1998)Gproteinγ7の遺伝子導入では p27を介 した Gl/S期の抑制

を介 して細胞増殖が抑制された.(ShibutaK,CancerRes1999,UtsunomiyaT,ArchSurg2002)

実際の治療を想定して Ad-Gproteinγ7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 しい癌特異的免痩

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) 3次元ネットワーク担体を用いた再生肝組織の構築

再生医療技術の進展はめざましいが,消化器特に肝臓の再生技術はまだまだ困難である.教室

では肝 ･幹細胞を用いた再生肝の構築に 3次元ネットワーク担体を応用 した新 しい再生技術の

開発に取 り組んでいる.

d) 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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1
． 山下継史，園田英人，宇都宮　徹，渋国健二，佐藤浩一，井上　裕， 上尾裕昭，田中洋一，

森 正樹（2001，4／11）．

消化器癌細胞への闘P－7遺伝子導入による関連遺伝子の変化とその制御
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2．衛藤 剛，井上　裕，増田隆明，松山　歩，北野正剛，森　正樹 （2001，4／11）．

Differe批ial　display法を用いたAFP産生胃癌の悪性度規定遺伝子の同定

第101回日本外科学会，仙台．

3．井上 裕，松山　歩，三森功士，片岡明美，山下継史，南原　繁， 上尾裕昭，森　正樹

（2001，4／U）

パネルディスカッシ葺ンDNAマイクロアレイを用いた胃癌悪性度の個性的診断法の開発と臨床応用

第101回日本外科学会，仙台．

4．松山 歩，井上　裕，西塚　至，石川　孝，田中洋一，増田隆明， 岡崎康司，林崎良英，

森 正樹（2001，4／U）

cDNA 顧croarrayを用いた食道癌放射線、治療効果予測遺伝子の検索

第101回日本外科学会，仙台．

5
． 長嶋秀樹，定永倫明，増野浩二郎，市日博志，田中文明，渋田健二， 田原光一郎，

嶺 博之，森　正樹（2001，4／11）

新規のHLA－A24拘束性MAGE－4ペプチドの同定

第101回日本外科学会，仙台．

6． 谷口浩二，片岡明美，田中文明，三森功士，宇都宮　徹，原　芳和， 森田匡史，荒川浩治，

西村 邊，森　正樹（2001，4／11）

ヒ ト消化器癌における新規シスタチン様転移関連遺伝子CMAPの発現と肝転移の関連

第101回日本外科学会，仙台．

7
． 園田英人，片岡明美，三森功士，定永倫明，宇都宮　徹，上尾裕昭， 白坂千秋，田代英哉，

雷 哲明，森　正樹（2001，4／11）
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第101 回日本外科学会，仙台．

8． 渋田健二，吉永敬士，松山　歩，三森功士，武内秀也，井上　裕， 田中洋一，上尾裕昭，

森 正樹（2001，4／U）

食道癌におけるN一アセチル化遺伝子多型検索の臨床的意義
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9．定永倫明，増野浩二郎，山口博：志，田中文明，佐藤浩一，井上　裕，狩峰信也，上尾裕昭，

森　正樹（2001，4／11）

胃癌に対する癌ワクチン療法の効果増強の工夫
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膠原病患者に対する腹部手術の危険因子の検討
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11．渋田健二，吉永敬士，松山　歩，三森三士，武内秀也，井上　裕，上尾裕昭，田中洋一，
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12．白石　猛，三森　功士，井上　裕，山下継史，増田隆明，ダ吉永敬士，田中洋一，森　正樹
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食道癌における癌抑制遺伝子F田Tの発現

第10三回臼本外科学会，仙台．

13．三森　功士，片岡明美，田中文明，渋田健二，佐藤i浩一，井上　裕，南原　繁，上尾裕昭，

森　正樹（2001，4／12）

LCMとDNAマイクロアレイを用いた消化器癌関連遺伝子発現プロファイルの検索と生検

診断への応用

第1◎1回欝本外科学会，仙台．

14．宇都宮　徹，片岡明美，島田光生，原　芳和，森田匡史，荒川浩治，西村　邊，杉町圭蔵，

森　正樹（2001，4／12）

肝細胞癌におけるC齢P遺伝子発現は肝内再発の予知マーカーとなる

第101回日本外科学会，仙台．

15．片岡明美，三森功士，吉永敬士，松山　歩，定永倫明，井上　裕，武内秀也，上尾裕昭，

森　正；樹（2001，4／12）

乳癌原発巣と転移巣での遺伝子発現プロファイルの比較

～LCMとcDNA　Microarrayを用いて～

第101回目零外科学会，仙台．

16．増田　隆明，山下継史，井上　裕，渋田健二，宇都宮　徹，園田英人，南原　繁，

木場文夫，上尾裕昭，森　正樹（2001，4．13）

大腸癌におけるMatrix　metaUoelastase（MMP－12）の発現と浸潤・転移における相反作用

第101回B本外科学会，仙台，
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17．吉永敬士，増野浩二郎，松山　歩，田下継史，片岡明美，三森功士，定永倫明，井上　裕，

森　正樹（2001，4／13）

血管新生因子PD－ECGFの遺伝子導入による関連遺伝子発現のプロファイル作成

第101回刻本外科学会，仙台．

18．藤i江達郎，田中文明，定永倫明，三森功士，増野浩二郎，山口博志，増田隆明，上尾裕昭，

森　正樹（2001，4／13）

胃癌患者脾細胞からの融GEペプチドを用いたCTL誘導；癌特異的免疫療法の拡大をめざして

第101回B本外科学会，仙台．

19。田中文明，田原秀晃，Michael　T．　Lotze，定永倫明，森　正樹（2001，5／18）

1レ18を発現するアデノウイルスベクターと樹状細胞を用いた癌の免疫遺伝子治療

第22回癌免疫外科研究会，宇部

20．増野浩二郎，定永倫明，山口博志，田中文明，井上　裕，森　正樹（2001，5／18）

癌悪液質における樹状細胞機能低下とOK－432前投与によるその改善

第22回癌免疫外科研究会，宇部

21．山口博志，定永倫明，増野浩二郎，田中文明，井上　裕，森　正樹（2001，5／18）

胃癌におけるCD40の発現とその意義

第22回癌免疫外科研究会，宇部　　．

22．増田隆明，片岡明美，三森吉士，定永倫明，江見泰徳，有永信哉，上尾裕昭，森　正樹

（2001，5／31）

腋窩郭清省略のためのセンチネルリンパ節の同定とその微小転移検索の意義

第5回九州乳癌懇話会，大分．

23．増野浩二郎，山口博志，田中文明，定永倫明，森　正樹（2001，6／1）

乳癌における癌特異抗原の発現と臨床応用

第38回九州内分泌外科学会，大分．

24．増田隆明，片岡明美，大野真司，森　正樹　　（2001，6／1　　　　）

乳癌での骨髄・末梢血中の微量癌細胞の検出とその臨床的意義

第38回九州内分泌外科学会，大分．

25．吉永敬士，三森功士，田中文明，定永倫明，宇都宮　徹，渋田健二，井上　裕，森　正樹

（200L　6．2）

チミジンホスホリラーゼ（TP）導入による癌細胞悪性化の機序解明

第38回九州外科学会，大分．

26．山口博志，定永倫明，田中文明，増野浩二郎，森　正樹（2001，6／2）

胃癌でのC腿0発現とその意義

第38回九州外科学会，大分．
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27．　Tana茎（a　F，　Hasi田oto　W，　Robbi！｝s　PD，　Lotze　MT，　Mori　酸，　Tahara　｝玉　（2001，6／2）

Intratu瓶oral　c◎iRjecttion　of　dendriticcellsa漁d（圭e臓ovirl　vector　expressing　biologicallyactive

】：nterleukin－18　enhances　strong　antitu貌臣or　respo難ses　in　vivo　and　i五　vitro

The　fourth　a総nua1　！鍵eeting　o£　the　A蹴erican　Sdciety　◎f　Gene　Therapy，　Seattle，　USA．

28．片岡明美，増田隆明，増野浩二郎，定永倫明，有永信哉，白坂千秋，上尾裕昭，森　正樹

（2001．6．7）

Laser　capture　microdissctionと姐croarrayを用いた乳癌リンパ節転移に関する重要遺伝子の嗣定

第9回葭本乳癌学会，前橋．

29．上尾裕昭，白坂千秋，木場文男，安部良二，狩峰信也，南原　繁，武内秀也，片岡明美，

森　正樹（2001，6／8）

男性乳癌におけるセンチネルリンパ節戦略の是非と工夫

第9回日本乳癌学会，前橋．

30．＝増田隆明，片岡明美，村上　繁，筒井信一，大野真司，森　正樹　（2001，6／8）

乳癌における骨髄・末梢血中の微量癌細胞の検出とその臨床的意義

第9回臼本乳癌学会，前橋．

31．宇都宮徹，田中文明，三森功士，定永倫明，渋田健二，井上　裕，力丸竜也，島田光生，

杉町圭蔵，森　正樹（2001，6／8）

消化器癌における△略不飽和化酵素遺伝子発現の臨床病理学的意義

第6回九州輸液・栄養研究会，福岡．

32．岡本正博，小野眞弓，桑野信彦（2001，6／14）

トロンボスポンジン1の新しい発現調節機構

第10回濤本曇転移学会総会，徳島．

33．松山　歩，井上　裕，三森功士，　田中文明，定永倫明，宇都宮　徹，渋園健こ：，

森　正樹（2001，6／18）

食道癌における放射線感受性規定遺伝子の探究一癌の個別化医療へ向けて一

回6画面と遺伝子・大分外科フォーラム，大分．

34．原口直紹，渋田健二，石川健二，園田英人，松山　歩，田中文明，三森功士，定永倫明，

宇都宮　徹，井上　裕，森　正樹，吉河康二（2◎01，6／23）

大腸癌を合併したPeutz－Jeghers症候群の1例

第162回大分県外科医会例会・総会，別府　　．

35．宇都宮　徹，定永倫明，田中文明，増野浩二郎，山口博志，島田光生，杉町圭頭，

森　正樹（2001，6／23）

シンポジウム胆道癌に対する集学的治療法一基礎から臨床へ：肝内胆管癌に対する腫瘍抗原

ペプチドを用いた癌ワクチン療法の可能性
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第13回日本肝胆膵外科学会，仙台．

36．定永倫明，山口博志，増野浩二郎，田中文明，三森功士，宇都宮　徹，渋田健二，井上　裕，

森　正樹（2001，7／6）

腫瘍拒絶抗原MAGEを標的にした癌ワクチン療法の食道癌治療への応用（優秀演題賞受賞）

第55回日本食道疾患研究会，東京．

37．山下露史，吉永敬士，増田隆明，松山　歩，田中文明，三森功士，定永倫明，宇都宮　徹，

渋潤健二，井上　裕，森　正樹（2001，7／25）

消化器癌転移における翻P－7の役割とその制御標的

第56回日本消化器外科学会総会，秋照．

38．松山　歩，井上　；裕，渋田健二，宇都宮　徹，定永倫明，田中洋一，森　正樹（2001，7／25）

食道癌における放射線感受性・抵抗性規定遺伝子の検索一Differential　Display法を用いて一

六56回ヨ本消化器外科学会総会，秋田．

39．定永倫明，山口博志，増野浩二郎，田中文明，三森功士，宇都宮　徹，渋田健二，井上　裕，

森　正樹（2001，7／25）

鍔癌におけるTRAIL　decoy　receptor　DcR1の発現検討

第56回B本消化器外科学会総会，秋田．

40．井上　裕，松山　歩，三森論士，吉永敬士，渋田健二，森　正樹（2001，7／25）

胃癌の悪性度診断法の開発と臨床応用：「DNAマイクロアレイによるポイント診断

第56回漏壷消化器外科学会総会，秋田．

41．吉永敬士，松山　歩，山下継史，三森功士，井上　裕，森　正樹（2001，7／25）

チミジンホスホリラーゼ（TP）導入株の遺伝子発現プロファイルの作成と関連遺伝子の発現検討

第56回目本消化器外科学会総会，秋田．

42．山口博志，定永倫明，田中文明，増野浩二郎，井上　裕，森　正樹（2001，7／25）

C泌0発現胃癌におけるアポトーシス抵抗性とその臨床的意義

第56回日本消化器外科学会総会，秋田．

43．宇都宮　徹，定永倫明，田中文明，増野浩二郎，山臼博志，島田光生，杉町圭蔵，

森　正樹（2001，7／25）

肝内胆管癌に対する癌ワクチン療法の可能性：有効な補助療法の確立を目指して

第56回日本消化器外科学会総会，秋田．

44．田中文明，田原秀晃，Lotze　MT，定永倫明，森　正樹　（2◎01，7／26＞

王L－18を発現するアデノウイルスベクターと樹状細胞を用いた癌に対する免疫遺伝子治療

第56回ヨ本消化器外科学会総会，秋田．

45．増野浩二郎，定永倫明，田中文明，山口博志，井上　裕，森　正樹（2001，7／27）

消化器癌における癌特異抗原の発現と癌特異的免疫療法への臨床応用
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第 56回 日本消化器外科学会総会,秋田.

46.定永倫明,太田光彦,山口博志,増野浩二郎,田中文明,三森功士,宇都宮 徹,

渋田健二,井上 裕,森 正樹 (2001,8/3)

進行再発食道癌症例に対するMAGEペプチ ドワクチン療法の臨床研究

第 34回 日本胸部外科学会九州地方会総会,大分.

47.山下継史,松山 歩,吉永敬士,増田隆明,園田英人,峯 真司,田中文明,三森功士,

宇都宮 徹,渋田健二,井上 裕,森 正樹 (2001,8/3)

食道癌発生,転移におけるMMp-7の関与の機序解明

第 34回 日本胸部外科学会九州地方会総会,大分.

48.松山 歩 (2001,8/21)

放射線感受性を規定する遺伝子の同定

第 193回別府胃腸会,別府.

49.松山 歩,井上 裕,三森功士,渋田健二,田中洋一,岡崎康司,林崎良英,森 正樹

(2001,9/6)

食道癌における放射線感受性規定遺伝子の検索一個別化医療を目指 して-

第 12回 日本消化器癌発生学会総会,東京.

50.渋田健二,増田隆明,吉永敬士,三森功士,井上 裕,上尾裕昭,田中洋一,森 正樹

(2001,9/7)

食道癌におけるN-アセチル転移酵素(NAT2)遺伝子多型検索の臨床的意義

第 12回 日本消化器癌発生学会総会,東京.

51,西田康二郎,川野 亮,山村真弘,玉田隆一郎,玉田太郎,権藤俊一 (2001,9/8)

乳腺原発印環細胞癌の 1例

第 14回中国四国乳腺研究会,鳥取.

52.SadanagaN,OhtaM,YamaguchiH,MashinoK,Tanakaド,MimoriK,InoueH,MoriM

(2001,9/14)

ExpressionofMAGビgeneingastro-intestinalcarcinomaandtumorimmunotherapyusing

dendriticcellpulsedwithMACEpeptide.

AACRInternationalConferenceSeoul2001, Korea･Seoul.

53.MimoriK,KataokaA,YoshibagaK,MatsuyamaA,YamasitaK,InoueH,MoriM(2001,9/14)

Expressionprofilemetastasisrelatedgenesstudiedbyacombinationoflasercapture

microdissectionandCDNAmicroarray.

AACRInternationalConferenceSeoul2001, Korea･Seoul.

54.石川健二,宇都宮 徹,原 口直招,松山 歩,田中文明,三森功士,定永倫明,渋田健二,

井上 裕,森 正樹,吉河康二 (2001,9/22)
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特発性血小板減少性紫斑病とクローン病を併発したS状結腸癌の1例

第163回大分県外科医会例会，大分．

55．増田隆明，山下継史，園田英人，峯　真司，中山啓子，中山敬一，井上　裕，森　正樹

（2001，9／26）

胃癌におけるユビキチンリガーゼSCFSkp2の発現とその意義

第60回日本癌学会総会，横浜．

56．宇都宮　徹，田中文明，三森功士，定永倫明，渋田健二，井上　裕，森　正；樹（2001，9／26）

消化器癌における多価不飽和脂肪酸代謝の臨床病理学的意義

第60回日本癌学会総会，横浜．

57．田中文明，増野浩二郎，山口博志，太田光彦，定永倫明，井上　裕，森　正樹（2001，9／26）

低濃度抗癌剤と樹状細胞投与による画期的な腫瘍特異的免疫化学療法の開発とその機序の解明

第60回日本癌学会総会，横浜．

58．山口博志，定永倫明，太田光彦，増野浩二郎，吉永敬士，田中文明，三森功士，宇都宮　徹，

渋田健二，井上　裕，森　正樹（2001，9／26）

OK－432による末梢血単核球の包括的遺伝子発現変化の検討

第60回日本癌学会総会，横浜．

59．松山　歩，井上　裕，三森功士，渋田健二，宇都宮　徹，田中洋一，岡崎康司，林崎良英，

森　正樹（2001，9／26）

食道癌における放射線治療感受性規定遺伝子の探索一個別化医療へ向けて一

第6◎回目本癌学会総会，横浜．

60．渋田健二，松山　歩，吉永敬士，園田英人，井上　裕，上尾裕昭，森　正樹

（2001，9／26）

乳癌におけるCatecho1－0畷ethyltransferase（COMT）遺伝子多型検索の臨床的意義

第6◎回日本癌学会総会，横浜．

61．井上　裕，松山　歩，三森空士，吉川良恵，峰野純一，向井博之，浅田起代藏，

加藤郁之進，森　正樹（2001，9／27　）

DNAマイクロアレイによる胃癌悪性度ポイント診断法の開発

第60回日本癌学会総会，横浜．

62．定永倫明，増野浩二郎，山口博志，太田光彦，吉永敬士，増田隆明，松由　歩，三森功士，，

田中文明，渋田健二，宇都宮　徹，井上　裕，森　正樹（2001，9／27）

cDNAマイクロアレイ法を用いた活性化リンパ球遺伝子発現変化の検索

第60回日本癌学会総会，横浜．

63．渋田健二，松山　歩，吉永敬士，園田英人，井上　裕，上尾裕昭，森　正樹

（2001，9／27）
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乳癌におけるCatechoト0-Methyltransferase (COMT)遺伝子多型検索の臨床的意義

第 60回 日本癌学会総会,横浜.

64.岡本正博,小野養弓,河野公俊,上野 光,桑野信彦 (2001,9/27)

がん細胞の TGFβとEGFによる トロンボスポンジン- 1発現上昇の機序

第 60回日本癌学会総会,横浜.

65.吉永敬士,山下継史,増田隆明,松山 歩,三森功士,渋田健二,宇都宮 徹,井上 裕,

森 正樹 (2001,9/28)

PD-ECGF導入株の遺伝子発現プロファイル と癌関連遺伝子の同定

第 60回 日本癌学会総会,横浜.1

66.三森功士,吉永敬士,増田隆明,松山 歩,山下継史,定永倫明,井上 裕,森 正樹

(2001,9/28)

LCMとDNAマイクロアレイを用いた消化器癌関連遺伝子発現のプロファイルの検索

第 60回 日本癌学会総会,横浜.

67.SadanagaN,MashinoH,Yamaguchi H,TanakaF,InoueH,Moriは (2001,10/4)

Cancerspecificimmunotherapyforgastro-intestinalcancerusingdendriticcellswith

MAGEpeptide.

200lCONFERENCEOFASIANUNIVERSITYPRESIDENTS, Fkuoka.

68.YoshinagaK,MimoriK,Tanakaド,SadanagaN,UtsunomiyaT,ShibutaK,InoueH,

MoriM (2001,10/6)

OverexpressionofActivinassociatesVascularPermeationinOesophagealCarcinoma.

TheProceedingsofthe3lstInternationalcongressonPsychosomatic,Preventiveand

SportsMedicin(ICPPS), Fukuoka.

69.MashinoK,SadanagaN,Tanakaド,YamaguchiH,OhtaM,InoueH,MasakiM(2001,10/6)

ExpressionofMultipleCancer-testisAntigenGenesinGastrointestinal

andBreastCarcinomas.

TheProceedings ofthe31StlnternationalcongressonPsychosomatic,Preventiveand

SportsMedicin(ICPPS), Fukuoka.

70.MatsuyamaA,InoueH,MimoriK,MasakiM (2001,10/6)

Identificationoflrradiation-associatedGeneinEsophagealCancerCellLines.

TheProceedings ofthe3lstInternationalcongressonPsychosomatic,Preventiveand

SportsMedicin(ICPPS), Fukuoka.

71.大野真司,片岡明美,木下旬子,村上茂,森 正樹 (2001,ll/7)

(ラウン ドテーブルディスカッション)Lasercapturemicrodissection(LCM)とMicroarray
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を用いた乳癌原発巣とリンパ節転移巣の遺伝子発現の比較

第39回目本船治療学会総会，広島．

72．定永倫明，太田光彦，山q博志，増野浩二郎，田中文明，渋田健二，井上裕，森　正樹

（2001，11／8）

ワークショップ消化器癌における甑GEを標的とした癌ワクチン臨床試験の現状と今後への展望

第39回日本癌治療学会総会，広島．

73．片岡明美，木下舞子，村上茂，大野真司，上尾裕昭，三森下士，定永倫明，森　正樹

（2001，11／8）

乳癌リンパ節転移予測におけるG2纏checkpoi群関連遺伝子HRad　17血RNA発現検索の意義

第39回臼本癌治療学会総会，広島．

74．井上　裕，松山　歩，岡崎康司，林崎良英，田中　洋，森　正樹（2001，11／9　　　　）

シンポジウムcDNAマイクロアレイを用いた食道癌の放射線感受性規定因子の検討

第39回日本癌治療学会総会，広島．

75．宇都宮徹，田中文明，三森功士，定永倫明，渋田健二，井上裕，森　正樹　（2001，11／9）

シンポジウム大腸癌における△一5不飽和化酵素遺伝子発現の臨床病理学的意義

第39回日本癌治療学会総会，広島．

76．三森功士，井上裕，宇都宮徹，定永倫明，渋田健二，田中文明，松山歩，森　正樹

（2001，11／9）

食道癌における癌抑制遺伝子F田鰻の発現とゲノムレベルの変異

第39回日本癌治療学会総会，広島．

77．松山　歩，宇都宮　徹，森　正樹（2001，11／30）

cDNA面croarrayを用いた食道癌における放射線治療効果予測因子の検索

第78回日本消化器病学会九州支部例会，福岡。

78．太田光彦，定永倫明，山口博志，増野浩二郎，田中文明，三森功士，井上　裕，森　正樹

（2001，12／6）

大腸癌におけるFractalkineの発現の検討

第14回目本バイオテラピィ学会，東京．

79．山口博志，定永倫明，太田光彦，増野浩二郎，田中文明，井上　裕，森　正樹（2001，12／6）

OK－432投与による末梢血単核球の遺伝子発現変化の包括的検索

第14回日本バイオテラピィ学会，東京．

80．増野浩二郎，定永倫明，田中文明，山口博志，太田光彦，森　正樹（2001，12／7）

ケモカインレセプターCCR7の胃癌における発現

第14回目本バイオテラピィ学会，東京．

81．松山　歩，石川健二，原口直紹，田中文明，三森功士，定永倫明，宇都宮　徹，渋田健二，
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井上　裕，森　正樹（2001，12／15）

一般演題難治性貧血を呈した回盲部動静脈奇形（血管異形成）の1例

第164回大分県外科医会例会，大分．

82．園田英人，吉永敬士，増田隆明，井上　裕，森　正樹　（2002，2／2）

細胞接着因子N－cadherinの食道癌における発現検討とその意義

第2回食道疾患研究会，大阪．

83．吉永敬士，松山　歩，山下継史，三森三士，田中文明，定永倫明，宇都宮　徹，渋田健二，

井上　裕，森　正樹（2002，3／8）

チミジンホスホリラーゼ（TP）導入株の遺伝子発現プロファイルの作成と関連遺伝子の発現検討

第35回制癌剤適応研究会，名古屋．

84。原日直紹，定永倫明，石川健二，増野浩二郎，松山　歩，田図文明，三森三士，渋田健二，

宇都宮　徹，井上　裕，森　正樹，畠中正光，吉河康二（2002，3／9）

下大静脈再建により切除可能となった下大静脈原発平滑筋肉腫の一例

第165回大分県外科医会例会，大分．
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老化制御学分野

Division ofMolecular and Clinical Gerontology

当部門は循環器疾患 ･呼吸器疾患を主に診療しているが,研究分野は循環器関する研究が中心である.

動脈硬化の研究では,大腿動脈結染モデルを用い,下肢筋肉に抗アポトーシス遺伝子導入し,血管新生

の研究を invivoにて行っている.虚血性心疾患に関しては,心筋梗塞モデルを用いて,抗サイトカイン

による遺伝子治療の有効性を確認した.その他,心不全モデルを用いた心肥大,収縮不全に関する細胞

内情報伝達系の解明,心肥大や心筋梗塞などに見られる心筋の再構築について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検討を行っている.現時点では急速に進歩しつつある遺伝子療法の

ための基礎研究を積み重ねていて,遺伝子治療の有効性を確認したものある.近い将来,生活習慣病を

基盤に持つ循環器疾患に遺伝子治療が応用可能になると確信している.臨床的研究では更年期障害の病

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.また,ホ

ルター心電図を用いて,生体リズムからみた自律神経活動の評価を行い,心不全や糖尿病患者を対象と

して,病状の進行と自律神経活動についてホルター心電図の R-R間隔より心拍変動解析を行っている.

また,他の医療機関と協力して急性冠症候群の患者における種々のサイトカインの影響について共同研

究を行っている.

人事面では,2001年 6月に助手の平山祐義が筑豊病院へ転勤となり,2001年 8月に助手の富田英春が

ニュ-ジヤジー医科歯科大学へ留学した.2001年 6月にピッツバーグ大学より門上俊明が助手として赴

任し,2002年6月に九大循内より末松延裕が助手として赴任した.

基礎的研究

A.動脈硬化の成因 ･治療に関する研究

a.抗アポトーシスによる血管新生

(菅野公浩,門上俊明,牧野直樹)

rrNFに浩抗する solubleTNFreceptorl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兄いだした.即ち,solubleTNFreceptorlに

_管新生の可能性があることが明らかになった.そこで,現在,ラット下肢虚血モデルを用いて,soluble

rrW receptorlの遺伝子を下肢筋肉に注射し,invivoにおける血管新生の遺伝子治療ついて研究して

いる.

- 84-



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

(菅野公浩,か柳雅孔,牧野直樹)

心筋梗塞において m の増加がみられ 心筋のアポト-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. SolubleTNFreceptorsは7NFに括抗するため,solublem receptorl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.現在,ラットの虚血再環流モデルを用いて,solubleTNFreceptorlの遺伝子を導入し,同様

の検討を行っている.また,慢性心筋梗塞に対する検討も行っている.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.

b. 不全心筋の肥大 ｡収縮機能不全に関する細胞内情報伝達系の解明

(佐藤真司,兼松延裕,串柳雅孔,牧野直樹)

(1)正常心筋では GTP結合蛋白質により活性化される細胞内情報伝達系や cGMP,ミオシンフォスフア

タ-ゼによって収縮蛋白質の Ca2+感受性が調節されており,特に Gq刺激により収縮蛋白質の Ca2+感受

性は増加することがわかった.

(2)不全心筋ではアンギオテンシンIIなどで活性化される GqT細胞内 G7や蛋白質 Rhoを介する細胞内

情報伝達系が冗進しており,G色刺激で Ca2+感受性が増強する一方,ベータ ･アドレナリン受容体を介

する Ca2+感受性調節機構は減弱していた.これらが不全心筋の収縮 ･弛緩機能異常の一因となっている

可能性があることがわかった.

(3)現在,培養心筋細胞や食塩感受性心不全ラットを用いて,心肥大 ･収縮不全を誘導する細胞内情報

伝達系の解明をinvitro,invivoの両面から進めている.

(4)拡張型心筋症の原因の一つとして心筋炎からの移行が知られている.そこで,ラット心筋炎モデ

ルを作成し,心不全の進展と炎症性サイトカイン,接着因子,単球遊走因子 (MCP÷1)

の役割について遺伝子工学的に研究を行っている.特に,MCP÷1の遺伝子治療は心筋炎の病態を軽減効

果が期待される.

C.心筋再構築に関する研究

(末松延裕,佐藤真司,菅野公浩,牧野直樹)

a心筋梗塞期の MatrixMetaHoproteinase(MMP)の役割

心筋梗塞では梗塞部の心筋線維化と非梗塞部の代償的肥大が観察されるが,この再構築における細胞

間質の変化を分子遺伝学的に研究している.線維芽細胞や心筋細胞から分泌される MMPファミリーと

それの内因性阻害酵素の rnMPファミリーがどのような関係にあるのか,また,どのような遺伝子制御
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を受けているか研究をおこなっている.更には,種々のサイトカインや増殖因子との関わりについて検

討している.心筋線維化の分子機構と形態の関係や更には機能との関係が明らかになれば,最も効率の

よい再構築の心筋に導き出す事は出来ないか研究中である.また,血管新生と MMPファミリーとは深

く関係していることも知られていることから,心筋梗塞に伴う副血行路の発達の分子制御について研究

を行く予定である.

b心血管系のリモデリングとレニン-アンギオテンシン系

自然発症高一圧ラットにおいて,アンギオテンシノーゲンGqGT)のアンチセンス投与の心筋および-管リ

モデリングに及ぼす効果について検討した.AGTのアンチセンスを asialoglycoprotein-fXjly(i)lysine

ODNscomplexとして,慢性的に尾静脈より投与し,_清アンギオテンシⅠⅠ濃度をWKYと同程度に低

下させても,肥大心や動脈平滑筋細胞の肥厚は抑制した.一方,心筋組織や動脈内の細胞外matrixtissue

の低下は見られなかった.これは,AGTのアンチセンスが肝AGThiRNAを抑制したが,組織中のAGT,

ATl及びAT2mRNAは抑制しておらず,血圧もWKYと同程度に低下しなかったためと考えられた.

臨床的研究

A.ホルモン補充療法と動脈硬化への反応

(佐藤真司,兼松延裕,Jjl柳雅孔,門上俊明,菅野公浩,牧野直樹)

生殖生理内分泌部門と共同研究として,更年期障害患者でホルモン補充療法を行っている患者の動脈硬

化に及ぼす効果について研究を行っている.特に,血清脂質,抗酸化能などの変化について検索中であ

る.

B.ホルター心電図による自律神経機能の評価

(兼松延祐,牧野直樹)

糖尿病患者の合併症である自律神経障害について Hdter心電図からその機能を解析を行っている.杏

方法は 24時間心電図記録の心拍変動を周波数分析と時系列解析を行なっている.周波数分析では高周波

数域と周波数域の均衡により自律神経機能が正常に保たれているが,糖尿病の進行に伴い末梢神経障害

に加えて心拍変動の異常がみられる.また,心室頻拍などの重症不整脈の出現時期と本疾患の自律神経

機能の関係も研究中である.

C.心筋梗塞患者におけるサイトカインの影響

(菅野公浩,門上俊明,牧野直樹)

心筋梗塞患者において,心筋梗塞直後より,m の増加がみられ solubleTNFreceptorsは,24

-48時間かけて徐々に増加した.solubleTNFreceptorsの増加に伴い,CPK一MBは低下しだした.
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この結果により,心筋梗塞による心筋障害において,solubleTNFreceptors は防御的役割を果たして

いる可能性が示唆された.今後,経過を追って詳細に検討していく予定である.
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