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研究成果の概要： 
肝臓に存在する幹／前駆細胞としては、胎児肝の肝芽細胞と成体障害肝のオーバル細胞が知ら

れるが、我々はこれらの細胞で高発現する膜タンパク分子を 20 分子以上同定してきた。本課

題ではこれらの分子が抗体治療の標的分子となりうるかについて検討するため、マウス正常肝

の構成細胞や肝がん細胞、ヒトがん細胞株での遺伝子発現解析やフローサイトメトリー解析、

免疫染色等を行ない、最終的に４つの有望な分子に絞り込んだ。 
 
研究分野：免疫学 
キーワード：幹細胞、抗体 
 
１．研究開始当初の背景 
 肝幹細胞とは肝細胞と胆管上皮細胞への
二分化能を有し、自己複製することのでき
る細胞と定義される。胎児期の肝臓におい
ては肝芽細胞と呼ばれる細胞集団が肝幹／
前駆細胞であるとされる一方で、成体にお
いてもげっ歯類の肝障害モデルを用いた実
験系で、重篤な肝障害を受けた際に出現す
るオーバル細胞は成体肝の幹／前駆細胞で
あると考えられていた。特にヒト肝がん組
織においてもオーバル細胞様の細胞が認め
られることから、オーバル細胞と発癌との
関連性やがん幹細胞としての可能性も指摘
されている。我々は肝芽細胞やオーバル細
胞に特異的に発現し、正常な成体肝臓には
発現しない膜タンパク分子を複数同定し、
その抗体を用いて肝臓の幹／前駆細胞の分
離や幹細胞としての性状解析を行なってき
た。肝芽細胞やオーバル細胞のような未分
化な幹／前駆細胞に高発現する分子はがん
幹細胞にも発現している可能性は高いと考
えられたことから、本研究でその検証を行
なった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、マイクロアレイ解析から見
出された肝芽細胞や肝幹／前駆細胞に高発
現する分子について、膜タンパク質をコー
ドする遺伝子に焦点を絞り、がん幹細胞に
対する抗体治療の標的となりうるかについ
て検討を行なう。 
 

３．研究の方法 
 本研究では候補分子について、以下の解
析を行なった。(1)マウスの正常肝構成細胞
における候補遺伝子のリアルタイム
RT-PCR による発現解析(2)マウスがん組織
での免疫染色、（3）ヒトがん細胞株（肝が
んや膵がん細胞株等）でのリアルタイム
RT-PCR による遺伝子発現解析、(4)ヒト肝
がん細胞株でのフローサイトメトリー解析． 
以上の解析から候補分子の絞り込みを行な
った。 
 
４．研究成果 
（１）当初、肝芽細胞や肝幹／前駆細胞で高
発現する候補分子は 20遺伝子近くあったが、
発現解析の結果、正常肝臓の肝細胞や非実質
細胞での発現が高いものは特異性が低いと
判断し、半分に絞り込んだ。さらに、（３）
ヒトがん細胞株（膵臓がん 8 株,肝臓がん 9
株,大腸がん 4株,肺がん 1株,乳がん 2 株）
の計 24株について候補遺伝子の発現解析を
行なった結果、肝細胞株で発現の多い分子を
４分子(LPCM#1〜4と命名)に絞り込んだ。
(２)LPCM#1〜4についてマウスの肝がん組織
を用いて免疫組織化学的染色を行なった結
果、LPCM#3,4ががん部で強く染色された。
（４）ヒト肝がん細胞株（HuH7, HepG2）を
用いて LPCM#1〜4に対する抗体でフローサイ
トメトリー解析を行なった結果、いずれの分
子もシフトが見られた。特に LPCM#1は HuH
７株において強陽性と弱陽性集団に分かれ
た。今後はこれらの分子のがん細胞における
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機能を調べるとともに、発現強度に違いが見
られた細胞集団についても性状の違いなど
について検討を行なう。 
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研究成果の概要： 
 マウス胃がんモデルおよびその他の消化器がんモデルにおいて、腫瘍幹細胞特異的マーカー

候補である Dclk1 の意義を検証した。K19-C2mE; Dclk1-CreERT2; Rosa26-R マウスの過形成

胃粘膜にはDclk1陽性細胞が著明に増加していたが、子孫細胞を供給しなかった。これにより、

胃では非がん部のDclk1陽性細胞は幹細胞性を示さないこと、プロスタグランジンE2がDclk1
の発現を誘導することが明らかになった。K19-Wnt1/C2mE; Dclk1-CreERT2; Rosa26-R マウ

スの解析は生後 50 週以降で行うため、2013 年春に解析を予定する。さらにマウス消化管粘膜

から Dclk1 陽性細胞をソーティングし、cDNA アレイを行った。その結果、Dclk1 陽性細胞に

はプロスタグランジン合成酵素の他、ロイコトリエン合成酵素も高発現していることが明らか

となった。また、Dclk1 C 末端蛋白に対するモノクローナル抗体樹立のためにマウス免疫を進

め、Gan マウスにおける Dclk1 陽性細胞に対する細胞標的治療の可能性を探るべく準備を進め

ている。 
 
研究分野：腫瘍遺伝学 
キーワード：胃がん、がん幹細胞 
 
１．研究開始当初の背景 
 がん幹細胞を標的とするがん治療実現の
ためには、がん幹細胞と正常組織幹細胞を区
別する、がん幹細胞特異的マーカーの同定が
必要である。しかし、これまでに報告された
がん幹細胞マーカーの多くは、正常組織幹細
胞にも発現する点が問題であった。研究代表
者らは、マウス腸がんモデルにおいて Dclk1
が、正常腸組織では分化した細胞を、腸腫瘍
では腫瘍幹細胞をマークすることを示した。
さらにDclk1陽性の腫瘍幹細胞を選択的に障
害することによって、マウス腸腫瘍が劇的に
退縮することを示した。すなわち、Dclk1 は、
マウス腸管において、がん幹細胞と正常組織
幹細胞を区別することが出来るユニークな
因子であることが示された。そこで、腸以外
の他の臓器でもDclk1陽性細胞が腫瘍幹細胞
の特異的マーカーであるか否かを検討する
とともに、Dclk1 を利用したがん幹細胞治療
の実現へ向けたストラテジー構築が必要と
考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、種々の消化器がん、とくに胃

がんにおいて、Dclk1 が腫瘍幹細胞に特異的
なマーカーであるか否かを検討し、Dclk1 陽
性細胞を標的とする新規抗がん治療の可能
性を検証することを目的とした。そのため、
代表的なマウス胃がんモデルである Gan マ
ウスを用いた研究が必要と考えられ、腫瘍遺
伝学・大島研究室と共同研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 K19-Wnt1/C2mE; Dclk1-CreERT2; 
Rosa26-R マウスを作出して、マウス胃がん
モデルにおけるリニエージトレーシングを
行う。また、Dclk1 陽性細胞をソーティング
し、cDNA アレイによって Dclk1 陽性細胞に
特異的に高発現する因子を同定する。さらに、
Dclk1 陽性細胞に対する細胞標的治療を可能
にするための方策として、Dclk1 C 末端蛋白
に対するモノクローナル抗体を樹立する。 
 
４．研究成果 
① K19-C2mE; Dclk1-CreERT2; Rosa26-R
マウスを作出した。既報のごとく、同マウス
の胃粘膜には過形成が生じ、同部では Dclk1
陽性細胞が著明に増加していた。しかし、タ
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モキシフェン投与を行ってリニエージトレ
ーシングを行ったところ、胃過形成性粘膜の
Dclk1 陽性細胞からは子孫細胞が供給されな
かった。このことから、胃においても非がん
部のDclk1陽性細胞は幹細胞性を示さないこ
とが明らかとなった。さらに、プロスタグラ
ンジン E2 が Dclk1 の発現を誘導することが
示唆され、Dclk1 陽性細胞の発現誘導に関す
る初めての知見が得られた。なお、がん部の
Dclk1 陽性細胞の意義を検証するためには、
K19-Wnt1/C2mE; Dclk1-CreERT2; 
Rosa26-Rマウスを生後50週以降で解析する
必要がある。そのため、同マウスの解析を
2013 年春に予定して、交配を進めている。 
② マウス消化管粘膜からDclk1陽性細胞を
ソーティングし、RNA を抽出して、cDNA
アレイを行った。Dclk1 陽性細胞と Dclk1 陰
性細胞の間で比較を行った結果、Dclk1 陽性
細胞にはCox-1などプロスタグランジン合成
酵素の他、Lox などロイコトリエン合成酵素
も高発現していることが明らかになった。現
在、これらアラキドン酸カスケードの諸因子
が Dclk1 陽性細胞の維持・機能に果たす役割
を検討している。 
③ Dclk1 に対するモノクローナル抗体樹立
のため、作業を進めた。そのために、GST フ
ュージョン蛋白を用いて約200アミノ酸から
なる Dclk1 C 末端蛋白を合成し、マウス免疫
を開始した。モノクローナル抗体作製後は、
同抗体を殺細胞化合物で標識し、Gan マウス
などのマウスがんモデルを用いて、Dclk1 陽
性細胞に対する細胞標的治療の可能性を探
る。 
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平成２５年４月３０日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 

悪性胸膜中皮腫（malignant pleural mesothelioma: MPM）に高発現するポドプラニン分子

に注目し、ラット抗ヒトポドプラニン抗体NZ-1およびそのヒト･キメラ抗体NZ-8のMPMに対

する特異的免疫療法の可能性を検討した。MPM細胞株および腫瘍組織におけるポドプラニン抗原

は、細胞株では73%(11/15)、腫瘍組織では92%(33/36)に発現を認めた。NZ-1およびNZ-8はポド

プラニン発現MPM細胞に対して、高い抗体依存性細胞傷害活性（antibody-dependent cellular 

cytotoxicity: ADCC）を示した。エフェクター細胞の解析では、NK細胞にADCC活性を認めたが

、単球はADCC活性を示さなかった。以上からNZ-1およびNZ-8のADCCにはNK細胞が重要であるこ

とが明らかとなった。NZ-8はヒト単核球をエフェクター細胞とした場合、NZ-1に比較して有意

に高いADCC活性を示した。補体依存性細胞傷害活性（complement-dependent cytotoxicity: CDC

）についても、NZ-8はNZ-1に比較して高い活性を示した。ACC-MESO-4細胞のSCIDマウス皮下移

植系を用いた検討では、ヒトNK細胞とNZ-8を投与した群に有意に腫瘍増殖抑制効果が確認され

た。また、NZ-8は他の抗ポドプラニン抗体D2-40とは認識エピトープが異なっており、正常細胞

よりMPMに発現するポドプラニン分子を認識しやすい特徴を有していた。以上から、ヒト・キメ

ラ抗ポドプラニン抗体NZ-8を用いた臨床応用の可能性が示唆された。 

 
研究分野：腫瘍免疫学 
キーワード：悪性胸膜中皮腫、ポドプラニン、抗体、ADCC 
 
１．研究開始当初の背景 
悪 性 胸 膜 中 皮 腫 （ malignant pleural 
mesothelioma: MPM）は化学療法や放射線
療法に抵抗性で、診断後の平均生存期間が 1
年と予後不良の疾患であることから新規治
療法の開発が望まれている。我々は MPM に対
する特異的免疫療法の開発の視点から、抗体
療法に注目し検討を進めてきた。これまでに
MPM に高発現する細胞膜蛋白であるポドプラ
ニンに対する抗体を作製し、その抗体が ADCC
活性を有することから臨床応用を視野に検
討を進めている。一方、連携研究者の矢野聖
二教授らは前臨床研究に有用な MPMの同所移
植モデルを開発し、MPM に対する治療研究を
進めている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、臨床応用の視点からヒト・キメ
ラ抗体およびヒト化抗体を用いて MPM 治療
のための前臨床研究を行うことを目的とす
る。特に、抗ポドプラニン抗体 NZ-1 のヒト・
キメラ抗体を作製し、MPM に対する抗腫瘍

活性を検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
ヒト IgG1 の Fc 部分を融合させたラット・ヒ
トキメラ抗体 NZ-8 を共同研究（山形大学、
加藤幸成博士）にて作製し、ヒト末梢血単核
球を用いて 51Cr遊離試験にてADCC活性を
検討した。同時にウサギ補体を用いて CDC
活性を検討した。また、SCID マウスの皮下
に移植した MPM 細胞株 ACC-MESO-4 に対
して、NZ-8 と NK 細胞を投与し抗腫瘍効果
を検討した。一方、MPM におけるポドプラ
ニン分子の発現について、細胞株を用いたフ
ローサイトメトリー法と腫瘍組織の免疫染
色法にて検討した。正常組織に発現するポド
プラニン分子に対する認識を、市販の抗ポド
プラニン抗体 D2-40 と比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1）MPM 細胞株および腫瘍組織におけるポド
プラニン抗原発現は、細胞株では 73%(11/15)、
腫瘍組織では 92%(33/36)に発現を認めた。 

対象研究テーマ：中皮腫の同所移植モデルを用いた進展機構解明と標的分子の探索 

 

研 究 期 間：2012年 4月 1 日～2013年 3月 31日 

研 究 題 目：悪性胸膜中皮腫に対する特異的免疫療法の開発 

  

研 究 代 表 者：徳島大学大学院ヘルスバイオサイエンス研究部 教授 西岡安彦 
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(2)NZ-8 はヒト末梢血単核球をエフェクター
細胞として高い ADCC活性を示した。この ADCC
活性は NZ-1 に比較して有意に高かった。ま
た、エフェクター細胞の解析では、NK 細胞が
重要であることが明らかとなった。 
（3）NZ-8は NZ-1に比較して有意に高い CDC
活性を示した。 
（4）SCIDマウスモデルでは、NZ-8はヒト NK
細胞と同時に投与された場合に、腫瘍増殖抑
制効果を示した。その抗腫瘍効果は NZ-1 に
比較して有意に高かった。 
（5）NZ-8 は、D2-40 と比較して正常組織よ
り MPMに発現するポドプラニン分子を認識し
やすい傾向を認めた。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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平成２５年４月３０日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
マウス慢性骨髄性白血病(CML)を白血病幹細胞(LSC)のモデル系として検討を行い、CML の

LSC 分画で発現している CML LSC 抗原のスクリーニングを行い、候補分子を得た。候補分子

に対する抗体を用いてさらに LSC 分画を細分化したところ、分画ごとにサイトカインや LSC
を維持するニッチ因子の発現が異なっていることを見出した。さらに、連続移植システムによ

って LSC 活性の検討を行ったところ CML は複数の LSC 分画を持っていることを見出した。

一方、正常の造血幹細胞(HSC)のニッチシグナルについても更なる検討を進め、HSC が他の分

化した前駆細胞や終末分化した血球細胞に比べて解糖系優位のエネルギー産生を行っており、

分子機構としてはピルビン酸脱水素酵素リン酸化酵素(Pdk)による解糖系からミトコンドリア

TCA サイクルへの代謝流束の抑制が重要であることを見出した。さらに、Pdk 様化合物によっ

て体外で HSC を静止状態に保つことが可能になった。 
 
研究分野：がん生物学 
キーワード：幹細胞ニッチ、白血病幹細胞、造血幹細胞、低酸素応答 
 
１．研究開始当初の背景 

HSC は自己複製能と多分化能を保ち、生涯
にわたりすべての血球細胞を産生する能力
を持つ。その機能を発揮するためには、哺乳
類の HSC は骨髄のニッチで維持される。ひ
とたびこの幹細胞/ニッチの相互作用が破た
んすると、幹細胞はその機能を失い、老化し
たりあるいは腫瘍化の一因になったりする
と考えられている。 
我々はこれまでに正常の HSC は骨髄の中

でも低酸素環境に存在し、VHL/HIF-1α制御
系によって維持されていることを示してき
た (Takubo et al. Cell Stem Cell 2010, 
Shima et al. Exp Hematol 2010)。本制御系
によってHIF-1αの適切な量が保たれてHSC
の細胞周期の静止状態が維持されているこ
とまでを確認してきたものの、その下流で駆
動される分子メカニズムは不明であった。さ
らに、LSC は骨髄でどういったニッチシグナ
ルによって維持されているかも全く未解明
であった。CML は HSC において融合遺伝子
BCR-ABL が転座により獲得された結果、
BCR-ABL の恒常活性型チロシンキナーゼ活
性によるクローナルな増殖が引き起こされ
て発症する。これまでにチロシンキナーゼ阻
害剤(TKI)によって病勢の良好なコントロー
ルが得られるが、TKI 耐性のクローンが出現

すること、LSC を TKI では確実には根絶で
きないことなどから、LSC の特性の解明とそ
れに基づいた標的療法の開発は不可欠であ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究では、LSC に対する標的療法開発を

行うためにCML LSCをモデルとしたニッチ
シグナルを受容する表面抗原の同定を行う。
また、LSC のカウンターパートとしての正常
HSC の細胞特性の解明を行う。 
 
３．研究の方法 

LSC モデルとしてマウス造血幹・前駆細胞
LSK 細胞にレトロウイルスで BCR-ABL を
導入して致死量放射線照射したレシピエン
トマウスに正常骨髄細胞とともに移植する
マウス CML モデルを用いた。本モデル骨髄
LSC 分画で特異的に発現している表面抗原
を蛍光標識抗体でスクリーニングした。また、
同定された抗原の発現に基づいて LSC 様分
画をさらに細かく分画し、遺伝子発現や生物
学的特性を検討する。とりわけ、LSC 活性に
ついては連続移植モデルを用いて検討を行
う。 

一方、LSC のカウンターパートとして正
常 HSC についても生物学的特性、とりわけ

対象研究テーマ：幹細胞あるいはがん幹細胞の特定・可視化に関する研究  
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研 究 題 目：慢性骨髄性白血病幹細胞ニッチシグナルの同定と制御機構の解明 
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代謝特性についての知見を得るために細胞
内の代謝産物の網羅的解析と、その制御分子
の同定を行う。また、得られた制御分子のノ
ックアウトマウスを用いて HSC の代謝特性
と、幹細胞活性の検討を行う。 
 
４．研究成果 

CML の LSC 分画で発現している CML 
LSC 抗原のスクリーニングを蛍光標識抗体

を使用して行い、候補分子を得た。候補分子

に対する抗体を用いてさらに LSC 分画を細

分化したところ、分画ごとにサイトカインや

LSC を維持するニッチ因子の発現が異なっ

ていることを見出した。連続移植システムに

よって LSC 活性の検討を行ったところ、こ

れまでの概念では単一の LSC サブセットが

存在すると考えられていた CML が、実は複

数の LSC 分画を含んでいることを見出した。

一方、正常 HSC のニッチシグナルについて

も更なる検討を進め、HSC が他の分化した前

駆細胞や終末分化した血球細胞に比べて解

糖系優位のエネルギー産生を行っており、解

糖系中間産物を多く含んでいることを見出

した。その分子機構としては Pdk による解糖

系からミトコンドリア TCA サイクルへの代

謝流束の抑制が重要であり、その中でも

Pdk2と Pdk4を共欠損した HSCは代謝特性

を失うだけでなく、ストレス耐性を失って老

化しやすいことを見出した。さらに、Pdk 様

化合物を用いて体外で HSC を培養したとこ

ろ、長期培養後も試験管内で静止状態に保つ

ことが可能であり、その結果幹細胞活性を保

持させることが可能になった。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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平成２５年４月１０日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
 マウス胃組織から類器官培養する手法を習得し、一細胞から形成される類器官形成の過程を

ライブでイメージングする方法を確立した。また、大島教授の共同研究者であるシンガポール

医学生物学研究所・幹細胞研究グループ Marc Leushacke 博士 から、異なる類器官培養方

法の教授を受け、形状の異なる類器官が形成されることも確認した。 
 現施設の現時点では、励起光・Z 軸方向での解像度を満たす顕微鏡が限られており、これま

で使用してきた CFP-YFP ペアの FRET バイオセンサーを持つ細胞の経時観察は困難であるこ

とから、代わりに、理化学研究所から、汎用の赤・緑蛍光蛋白質で、生きたマウスにおける細

胞周期を検出できる Fucci マウスを搬入・繁殖させ、胃類器官における細胞周期の観察をする

準備を整えることが出来た。 
 
研究分野：がん生物学 
キーワード：類器官、ライブイメージング 
 
１．研究開始当初の背景 
 細胞内情報伝達に関与する蛋白質や脂質
の相互作用は、プラスチックやガラス基板に
培養した細胞を用いて多くの知見を得てき
た。しかし、近年このような基板は生体環境
より 10 の 9 乗程度硬い環境であり、また癌
は環境が硬いほどに悪性化するという警告
がなされ、生体内の環境下における細胞伝達
の解明の重要性が提唱されている。一方で、
遺伝子改変技術の発展に伴い様々な疾患モ
デルマウスの開発が進んでいるが、そのフェ
ノタイプの解析は従来通りのホルマリン固
定＞HE 染色あるいは免疫染色による標本観
察によって行われているため、個々の細胞の
動態解析が不可能であり時間軸の情報の正
確さに欠けている。細胞内信号伝達に関与す
る酵素群の活性を検出する FRET バイオセン
サーが 10年ほど前に開発され（Mochizuki et 
al., Nature, 2001）、生きた細胞における分子活
性の時空間情報が得られるようになった。更
に、リン酸化酵素 ERK や PKA の FRET バイ
オセンサーを発現するマウス（FRET-TG）が
樹立され（Kamioka et al., Cell Struct. & Funct., 
2012）、個体における細胞内情報伝達を視る
ツールが整った。 
 汎用の共焦点顕微鏡を用いて観察できる
生体に近いモデルとして、類器官培養法があ
る。この方法は、培養細胞をラミニンなどの

ゲル内に埋め込むことで生体内の組織に類
似構造を試験内で取らせる方法で、特に上皮
構造維持機構の解明に貢献している。申請者
はFRETバイオセンサーを発現するMDCK細胞
の類器官培養を共焦点顕微鏡で観察する手
法を用いて、低分子量 G 蛋白質 Rac1 の活性
化パターンの時空間的相違があること、それ
を乱すと形態異常が誘導されることを見出
してきた（Yagi et al., EMBO Rep, 2012）。 
 
２．研究の目的 
 MDCK 細胞で確立した類器官形成時の信
号伝達の可視化技術を、マウス胃組織から類
器官培養に適用し、胃腺管の形態維持機構・
その破綻による癌化を可視化する。 
 
３．研究の方法 
 野生型マウスの胃組織から類器官培養を
行い、まずは生きた細胞の核を染色する蛍光
試薬・DyeCycle を加え、共焦点顕微鏡で観
察した。 
 また炭酸ガス供給 37℃恒温器内で観察可
能な倒立顕微鏡で、1 細胞から分裂をして類
器官になる過程を観察した。 
 
４．研究成果 
 マウス胃組織から類器官培養する手法を、
大島教授より習得した。まずは、成熟した類

対象研究テーマ：マウスモデルを用いた消化器がん発生・悪性化に関する研究 

 

研 究 期 間：2012年 4月 1 日～2013年 3月 31日 

研 究 題 目：FRETバイオセンサーマウスと Gan マウスを用いた胃癌発生の可視化 

  

研 究 代 表 者：金沢医科大学 病理学 I 教授 清川悦子 
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器官の核を DyeCycle で標識し共焦点顕微鏡
で生きたまま観察したところ、1 層の上皮細
胞の外側には、基底膜を這うような細胞が観
察された。これは 1 種類の培養細胞 MDCK
細胞では観察されなかったことであり、組織
から単離した細胞の分化の多様性を示唆す
るものである。 
 現行の共焦点顕微鏡には、保温箱や炭酸ガ
ス供給装置が設置されておらず、数時間によ
る経時観察が現時点では困難であるため、
CO2インキュベータ内に設置された倒立顕
微鏡を用いて 1 細胞から細胞分裂し、多細胞
からなる類器官の形成過程を 3日間観察する
ことに成功した。この時、観察途中での増殖
因子の再添加がないと細胞が死滅してしま
うことがわかった。また類器官形成の初期で
は、類器官そのものが非常に速い速度で運
動・回転していることを発見した。更に、異
なるサイトカインを加えることで形状の異
なる類器官が形成されることも確認した。 
 現施設の現時点では、励起光・Z 軸方向で
の解像度を満たす顕微鏡が限られており、こ
れまで使用してきた CFP-YFP ペアの FRET
バイオセンサーを持つ細胞の経時観察は困
難であることから、代わりに、理化学研究所
から、汎用の赤・緑蛍光蛋白質で、生きたマ
ウスにおける細胞周期を検出できる Fucci マ
ウスを搬入・繁殖させ、胃類器官における細
胞周期の観察をする準備を整えることが出
来た。これまでは類器官の蛍光観察は共焦点
顕微鏡でのみしか行っていなかったが、通常
の倒立型蛍光顕微鏡であっても、解像度は落
ちるものの観察可能であることを MDCK 細
胞の類器官を用いて確認した。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔雑誌論文〕（計 0 件） 
 
〔学会発表〕（計 0 件） 
 
〔図書〕（計 0 件） 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計 0件） 
 
○取得状況（計 0件） 
 
〔その他〕 
なし 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 

金沢医科大学病理学 I・教授 清川悦子 

 

 

(2)研究分担者 

金沢医科大学病理学 I・助教 吉崎尚良 
 
 

 (3)本研究所担当者 

腫瘍遺伝学・教授 大島正伸 

 

 

 
 
 
 
 
 

-13-



平成２５年４月１０日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
 
大島正伸教授が作製した消化器がんモデルマウス(K19-Wnt1/C2mE transgenic mouse)は、

100%の頻度で胃がん(adenocarcinoma)を発症する。また、この際に生じた癌は、p53 遺伝子

は野生型である事がこれまでに判明している。そこで、本研究ではこのマウスを p53 欠損マウ

スと掛け合わせ、胃がんにおいて p53 遺伝子が持つ機能を解明する。p53 喪失により、がんの

悪性化が予測されるが、がんの悪性化をどのように p53 が抑制するか明らかにしたいと考えて

いる。これまでに p53 を欠損した消化器がんモデルマウスの作製に成功し、得られた胃がん組

織と胃がん細胞の性質について詳細な解析を進めている。 
 
研究分野：腫瘍生物学 
キーワード：消化器がん、p53、癌の悪性化 
 
１．研究開始当初の背景 
 
日本人の死因第一位は「癌」であり、癌の克
服を目指した研究は大きな社会貢献につな
がる。分子生物学やゲノム解析の進展を足場
に、癌化のメカニズムの解明を目指した癌関
連遺伝子（癌抑制遺伝子、癌遺伝子）の研究
は大きく進み、多くの重要な遺伝子が明らか
にされてきた。しかしながら、肺癌や乳癌の
ように、研究の比較的進んでいるものでさえ、
これまでに明らかにされた遺伝子異常など
で説明できるのは一部にとどまっており、大
部分のものについては未解決のままである。
これからも地道な研究が必要とされるゆえ
んである。 
 癌抑制遺伝子 p53は、ヒトの癌で最も高頻
度に変異が認められており、p53 による癌抑
制機能の解明と p53研究の癌治療及び診断へ
の応用は、癌克服を考えた上でも、最も重要
な到達目標の一つである。p53 は転写因子で
あり、標的遺伝子を転写誘導することにより、
細胞にアポトーシスや細胞周期停止、DNA 修
復などを引き起こし、癌化を抑制している。
癌では高頻度に p53の DNA結合ドメインに変
異が検出され、発癌過程において、p53 の転
写因子としての機能欠損が重要である事を
物語っている。転写因子としての p53の機能
を解明することは癌研究のさらなる進展に
つながると考え、研究を進めている。 

 申請者はこれまでに Noxa、Reprimo、AEN
や PHLDA3 という新規 p53 標的遺伝子を同定
した。機能未知であったそれぞれの遺伝子の
機能を初めて明らかにする事により、p53 が
いかにして癌化を抑制するのか明らかにし
てきた。p53 機能喪失はがんの悪性化と関わ
る事が知られるが、その分子的なメカニズム
は明らかにされていない。また、特に胃がん
において p53機能喪失がどのような悪性質の
獲得につながるのかは未解明である。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究により、悪性胃がんの良いモデルマ
ウスを作製するとともに、胃がんの悪性化メ
カニズムを解明し、胃がん患者と死亡者を減
らす事につながる新しい胃がん治療薬／診
断薬の開発につながる研究成果を得たいと
考えている。 
 大島正伸教授が作製した消化器がんモデ
ル マ ウ ス (K19-Wnt1/C2mE transgenic 
mouse) は 、 100% の 頻 度 で 胃 が ん
(adenocarcinoma)を発症する。また、この際
に生じた癌は、p53 遺伝子は野生型である事
がこれまでに判明している。そこで、本研究
ではこのマウスをp53欠損マウスと掛け合わ
せ、胃がんにおいて p53 遺伝子が持つ機能を
解明する。p53 喪失により、がんの悪性化が
予測されるが、その悪性化にどのような p53

対象研究テーマ：マウスモデルを用いた消化器がん発生・悪性化に関する研究 

 

研 究 期 間：2012年 4月 1 日～2013年 3月 31日 

研 究 題 目：がん抑制遺伝子 p53 機能喪失を伴った新規悪性胃がん病体モデルの 

作製と解析 

  

研 究 代 表 者：国立がん研究センター研究所 研究員 大木理恵子 
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標的遺伝子群が関わるのか、明らかにしたい
と考えている。 
 本研究により、p53 標的遺伝子群の中から、
がんの悪性化を抑制する遺伝子を同定する
事で、それらの遺伝子を標的とした癌治療や
診断への応用が期待できる。 
 
３．研究の方法 
 
① 消 化 器 が ん モ デ ル マ ウ ス
(K19-Wnt1/C2mE transgenic mouse)と p53
欠損マウスを掛け合わせる。p53 を野生型で
持つマウス、p53 を持たないマウスから生じ
たがん組織を採取する。 
 
② p53 を野生型で持つマウス、p53 を持た
ないマウスから生じたがん組織を採取する。 
 
③ 病理解析、X 線 CT 解析、および免疫不
全マウスへの移植実験などを行い、悪性胃が
んの新規病体モデルとなるこのマウスの組
織を詳細に解析する。p53 喪失に伴ったがん
の性質の変化を明らかにする。 
 
④ 得られた癌組織より、mRNA を精製し、
マイクロアレイ発現解析により、p53 依存性
に発現する遺伝子群を同定する。 
 
⑤ 申請者は、ゲノムワイドな p53 結合部位
を ChIP-chip 解析により同定している。そこ
で、p53 依存性に発現する遺伝子の中から、
p53 結合が認められる遺伝子、すなわち p53
の直接の標的遺伝子を同定する。 
 
⑥ 同定した遺伝子が、胃がんの発生及び悪
性化とどのように関わるか解析する。 
 
４．研究成果 
 
これまでに消化器がんモデルマウス
(K19-Wnt1/C2mE transgenic mouse)及び
p53 欠損マウスを導入し、マウスの掛け合わ
せを行った。その結果、p53 欠損の消化器が
んモデルマウスの作製に成功し、現在詳細な
解析を進めている。また、消化器がんモデル
マウスが発症した胃がんのp53は野生型であ
り、正常な機能を持っている事が明らかにな
った。さらに、p53 欠損の消化器がんモデル
マウスでは、より悪性度が高い胃がんが発症
する事が明らかになりつつある。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔雑誌論文〕（計 0 件） 
 

〔学会発表〕（計 1 件） 
 
1. 平成 24 年度 個体レベルでのがん研究支
援活動 ワークショップ、ポスター発表、2013. 
2 
「がん抑制遺伝子 p53機能喪失を伴った新規
悪性胃がんモデルマウスの作製と解析」 
 
〔図書〕（計 0 件） 
 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計 0 件） 
 
○取得状況（計 0 件） 
 
〔その他〕 
 なし 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 

国立がん研究センター研究所 

難治がん研究分野・研究員 大木理恵子 

 

 

(2)研究分担者 

なし 
 

 (3)本研究所担当者 
腫瘍遺伝学・教授 大島正伸 
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平成２５年４月２６日提出 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
大島正伸教授が保有する胃がん発症モデルマウス K19-Wnt1/C2mEマウスおよびそのコントロ

ールマウス K19-C2mEマウスと野生型マウスの３系統マウスから、時間軸に沿って尿を採取し、

プロテオーム解析を行った。その結果、約９００種のタンパク質を検出し、K19-C2mEマウスに

特異的な約１２０種のタンパク質、さらに、K19-Wnt1/C2mE マウスに特異的な約３０種のタン

パク質を検出した。これら合わせて約１５０種のタンパク質の安定同位体標識リコンビナント

タンパク質を、小麦胚芽無細胞タンパク質合成系を用いて作成し、各タンパク質のプロテオタ

イピックペプチドを質量分析により決定した。この情報を基に、マルチプルリアクションモニ

タリング(MRM)システムの構築を進めた。 

 
研究分野：がんマーカー分子探索 
キーワード：胃がん、マーカータンパク質、尿プロテオミクス、MRM、タンパク質絶対定量 
 
１．研究開始当初の背景 
 これまでの発がんの分子機構解析には、既

にがん化した組織（細胞）由来のゲノム解析

による遺伝子異常の解析・同定が主流であり、

これにより、多くのがん遺伝子やがん抑制遺

伝子が発見・報告されてきた。しかし、顕著

な遺伝子異常の見出されないがんも多く、発

がんに至る過程での遺伝子変異によらない

細胞の増殖・悪性化・転移等に関わる細胞内

シグナル伝達因子をつぶさに解析すること

が極めて重要と考えられる。また、がん化細

胞の増殖・悪性化には、これを支持するがん

細胞周辺の微小環境の変化が極めて重要で

あることが、最近指摘されている。この様な

観点から、細胞のがん化に向けた変化ととも

に微小環境の変化をも解析するためには、①

がん発症前段階から、がん化に至る過程を時

間軸に沿って解析すること、②遺伝子解析で

は検出できない、細胞増殖や運動の変化や、

がん細胞周辺の微小環境変化をモニタリン

グすること、の２点が必須である。そこで、

①は、ヒトでは不可能であり、モデル動物の

確立とその利用が不可欠である。金沢大学が

ん進展制御研究所の大島正伸教授が確立さ

れた胃がん発症モデルマウスは、１００％胃

がん発症のモデル動物として極めて有用で

あり、このモデルマウスを用いることで可能

となる。また、②は、申請者のグループが、

独自に開発してきたタンパク質絶対定量プ

ロテオミクス解析技術を基盤として、これま

でに絶対定量が極めて困難とされている複

数膜貫通型タンパク質をも含めたほぼ全て

のタンパク質をアトモルからフェムトモル

レベルで高感度・絶対定量することにより、

生体分子の量的変動と様々な修飾による質

的変動をモニタリングすることで可能とな

る。 
 
２．研究の目的 
 胃がん発症モデルマウスとタンパク質絶
対定量プロテミクス解析技術を融合させる
ことで、これまでに報告の無い、胃がん発症
前段階でのマウス生体のプロテオーム動態
を的確に把握することを試みる。これにより、
がん細胞増殖に向けたがん微小環境の変化
をモニタリングすることを可能とし、新たな
治療標的分子の解明に繋げる。また、これら
の成果を、胃がん発症の分子機構解明、早期
診断に向けてのバイオマーカー探索、ならび
に、新規な早期診断法の開発にまで繋げるこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 K19 遺伝子プロモーターを用いて胃粘膜上

皮で Wnt シグナルを亢進させた K19-Wnt1 マ

ウス（胃粘膜には微小前癌病変が発生）、PGE2

経路を誘導させた K19-C2mE マウス（胃炎の

対象研究テーマ：マウスモデルを用いた消化器がん発生・悪性化に関する研究 

 

研 究 期 間：2012年 4月 1 日～2013年 3月 31日 

研 究 題 目：胃がん発症モデルマウスを用いた絶対定量プロテオーム解析による 

がん微小環境変化と発がん機構の解析 

研 究 代 表 者：愛媛大学プロテオ医学研究センター 教授 東山繁樹 

 
 

-16-



発生と、同時に粘液細胞からなる過形成病変

が発生）、および、これらのマウスを交配し

て作製した K19-Wnt1/C2mEマウス（100%の効

率で胃がん発生）の３系統マウスと正常コン

トロールマウスから、時間軸（腫瘍形成がま

だ確認できない１０週齢から炎症を伴う腫

瘍形成が認められる５５週齢まで各週）に沿

って尿を採取する。 

 

２：採取した各マウス尿のショットガンプロ

テオミクスを行い、尿中のタンパク質を同定

する。 

この解析結果より、 K19-Wnt1 マウス、

K19-C2mE マウス、K19-Wnt1/C2mE マウスにそ

れぞれ特異的な尿中タンパク質を同定する。 

 

３：実験項目２で同定する各マウス特異的タ

ンパク質の血清中濃度を絶対定量するため

に、マルチプルリアクションモニタリング

(MRM)を構築する。 

 

４：実験項目３で構築する MRM システムと

我々の持つタンパク質絶対定量用安定同位

体標識内部標準タンパク質ライブラリー

SIRPL を組み合わせ、各マウス特異的タンパ

ク質の絶対定量を行う。 

 

４．研究成果 
尿プロテオーム解析 
 胃がん発症モデルマウス K19-Wnt1/C2mEマ

ウ ス お よ び そ の コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス

K19-C2mE マウスと野生型マウスの３系統マ

ウスから、時間軸に沿って尿を採取し、プロ

テオーム解析を行った。その結果、約 900種

のタンパク質を検出し、K19-C2mE マウスに特

異的な約 120 種のタンパク質、さらに、

K19-Wnt1/C2mEマウスに特異的な約 30種のタ

ンパク質を検出した。これら合わせて約 150

種のタンパク質の安定同位体標識リコンビ

ナントタンパク質を、小麦胚芽無細胞タンパ

ク質合成系を用いて作成し、SIRPL に組み込

んだ。さらに、各タンパク質のプロテオタイ

ピックペプチドを質量分析により決定した。

また、安定同位体標識効率は 99.7％と算出し、

タンパク質絶対定量に品質の高い内部標準

タンパク質として利用可能であることが示

された。さらに、リコンビナントタンパク質

を用いて、各タンパク質の特徴的なイオン化

ペプチド(プロテオタイピックペプチド)を

質量分析により決定した。 

 
MRM システムの構築 

 リコンビナントタンパク質の質量分析に

より得られたプロテオタイピックペプチド

情報を基に、このペプチドをタンデムに繋ぎ

合わせた完全人工内部標準タンパク質

QconCAT をデザインし、これを再度、小麦胚

芽無細胞タンパク質合成系を用いて作成す

ると同時に、安定同位体標識した。作成した

QconCAT 内部標準タンパク質が、内部標準と

して機能するかどうかを質量分析により検

証し、確認した。各タンパク質より３種のプ

ロテオタイピックペプチドを検出用チャネ

ルとして用い、合計 150 x 3＝450 個の検

出用チャネルを作成した。この方法により、

一度の解析で、150 種のタンパク質を絶対定

量可能なシステムを構築できた。今後この測

定システムを用いてマウス尿サンプル解析

をさらに進め、有用なバイオマーカーを同定

して行く。 
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平成２５年３月２６日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
がん幹細胞・非がん幹細胞の関係を細胞競合の観点から考察するため、遺伝学的背景のでき

るだけ似通ったがん幹細胞・非がん幹細胞モデルの樹立を試みた。本年度は特に、Rb 遺伝子

のステータスの異なるがん細胞株群を樹立し、未分化性、浸潤・転移能、代謝等の面から、が

ん幹細胞を特徴付けると予想された表現型に差違が観察されるかを検討した。細胞競合の測定

のためには、一定期間がん幹細胞様の表現型が維持される必要がある。本年度は、2 週間程度

がん幹細胞様の表現型を安定的に示す細胞集団を濃縮・維持することに成功し、細胞競合測定

の準備が整った。 
 
研究分野：腫瘍生物学 
キーワード：がん幹細胞、細胞競合 
 
１．研究開始当初の背景 
1980年頃に最初の癌遺伝子 Srcが発見され

て以来、数多くの癌遺伝子あるいは癌抑制遺
伝子が同定されてきた。そして、それらの変
異がどのように細胞のシグナル伝達や性状
に影響を与えるかについて多くのことが明
らかにされてきた。しかし、ヒトの正常細胞
層に癌が生じた際に、癌細胞と直接それを取
り囲む正常細胞の間で何が起こるかについ
ては明らかでなく、癌研究のブラックボック
スとなっている。ショウジョウバエにおいて
は、正常上皮細胞と変異細胞が共存した時に、
両者の境界でさまざまな現象が起こること
が複数報告されている。特に、正常細胞と変
異細胞が生存を争う細胞競合と呼ばれる現
象は現在非常にホットなトピックとなって
いる。しかし、脊椎動物でも同様の現象が起
こるかについては明らかでなかった。我々は、
テトラサイクリン依存性に癌タンパク質
（Ras、Src など）の発現あるいは癌抑制タン
パク質（Scribble など）の shRNA の発現を誘
導できる上皮培養細胞系を確立し、 哺乳類
でも正常上皮細胞と変異細胞間で様々な現
象が起こることを世界で初めて明らかにし
てきた（Hogan et al., 2009, Nature Cell 
Biology; Tamori et al., 2010, PLoS Biology
など）。また最近の研究で、変異細胞と正常
細胞間の細胞競合関係を制御するシグナル
伝達経路が少しずつ明らかになってきた。 
 

２．研究の目的 
がん幹細胞仮説は、腫瘍が一様な細胞の

集まりではなく、クローン（腫瘍原性）維
持を担保し、組織幹細胞様の役割を担うが
ん幹細胞と、この細胞から恐らくは非対称
性分裂を経て産み出され、腫瘍の大半を形
成する、分化した非がん幹細胞に分かれる
と主張する。この仮説は、がんの再発や転
移あるいは薬剤耐性を説明する上で大変役
立つ。がん幹細胞は、専ら、細胞周期静止
を誘導あるいは分化を阻害するニッチを提
供する周辺正常細胞との関係において研究
されている。しかし、腫瘍の大半を占める
とされる非がん幹細胞とがん幹細胞の間に
も生物学的に重要な相互関係が存在する可
能性がある。この観点からなされた研究は
申請者の知るところ皆無である。我々は、
主として細胞競合という視点から、腫瘍内
不均一性の意義の解明に挑戦することを目
指す。 
 
３．研究の方法 

髙橋らは、Rb-p53欠損マウス由来の細胞
から、そのがん幹細胞様の挙動が、p53 一
アレルの変化に依存して、劇的に変化する
細胞系を樹立している。p53 アレル数の異
なる２群の細胞を様々な条件で混合し、細
胞競合を観察することができる。２群の細
胞間で、顕著な細胞競合関係が観察される
ならば、我々が従来見出してきた細胞競合

対象研究テーマ：in vitroがん幹細胞モデル系の開発に関する研究 
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シグナルを測定してみる。この実験系にお
いては、２群の細胞間において観察される
様々な相互関係を p53 アレルへの依存性と
いう点において整理することができるので、
観察された現象の分子メカニズムに切り込
むことが容易である。また、不均一な腫様
細胞集団におけるがん幹細胞様細胞群のダ
イナミックな挙動を解析することによって、
がん転移の新しい機序の解明に繋がる可能
性も秘める。 
 
４．研究成果 
 平成 24 年度の髙橋らとの共同研究におい
て、いくつかの p53 欠損マウスに独立に発生
した soft tissue sarcoma を基盤に、Rb のみ
の追加的不活性化によって、がん幹細胞らし
い様々な表現型を誘導することの出来る系
を作製した。がん幹細胞らしい表現型とは、
分化マーカーの消失、EGF-bFGF 培地におけ
る自己複製能亢進、血清含有培地における
BrdU 取り込み低下、浸潤・転移能亢進、解
糖・脂肪酸合成経路等の変化、ペントースリ
ン酸経路の抑制等であった。これらの表現型
は Rb の再構成によって顕著に抑制される。
また、Rb の再構成は、このような細胞の正
常培地における増殖にはほとんど影響を与
えなかった。また、細胞競合の測定のために
は、一定期間がん幹細胞様の表現型が維持さ
れる必要がある。本年度は、2 週間程度がん
幹細胞様の表現型を安定的に示す細胞集団
を濃縮・維持することに成功した。この系を
利用し、Rb の活性と幹細胞様の挙動が異な
る 2群の細胞に異なるラベルを施し細胞競合
測定する準備に入っている。さらに、髙橋ら
は、乳腺上皮初期培養と mammosphere を利
用し、上記と似通った実験系を上皮細胞にお
いても確立しつつある。細胞競合は、正常・
変異上皮細胞をもともとの観察対象として
きたため、好適である。来年度も共同研究を
継続する予定であるので、この系の完成を待
って、細胞競合を測定する。 
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平成２５年４月３０日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
Ｒｂ遺伝子欠損マウスにおいて効率的に甲状腺癌が発症するモデルを作成でき、マウス腫瘍

発生モデルとして、このマウスの系にＳＭＳ１欠損マウスを掛け合わせることが可能となった。

セラミドの増加は、細胞周期上の重要因子であるＰ２１のＣＤＫ２との結合や、ＣＤＫ２の脱

リン酸化を促進することが知られているため、Ｒｂ遺伝子欠損マウスの系を用いて、ＳＭＳ欠

損によるセラミド、ＳＭ制御がＲｂ欠損によるＥ２Ｆの活性化の下流シグナルであるサイクリ

ンＡ,ＥやＣＤＫ２にどのように影響するかについて検討し、悪性腫瘍の細胞周期調節破綻に基

づく細胞増生に対するスフィンゴ脂質代謝調節の意義について研究した。 

 

研究分野：脂質生物学 脂質腫瘍学 
キーワード：スフィンゴ脂質 発癌機構 
 
１．研究開始当初の背景 
スフィンゴ脂質セラミドが細胞死誘導脂質と

して、細胞膜の解剖学的成分として機能するの

みでなく細胞機能を制御するメディエーターで

あることを報告した（Okazaki T. et al.J. Biol. 

Chem., 264: 19076-19080, 1989）。スフィンゴ

脂質セラミドの調節機構として産生系であるス

フィンゴミエリン（SM）加水分解酵素スフィン

ゴミエリナーゼ（SMase）そして代謝系である

SM 産生酵素（SMS）とグルコシルセラミド産生

酵素（ＧＣＳ）が知られており、これらを介し

たセラミド・シグナル制御機構を“セラミド・

バイオスタット”と呼んでいる。様々な細胞死

誘導刺激によって SMaseの活性化と SMSの抑制

が誘導され、セラミドが増加することで細胞死

が惹き起こされることが知られ、申請者は、初

めてＳＭＳの遺伝子クローニングに成功した

（Okazaki T.et al. J. Biol. Chem., 279, 

18688-93, 2004）。これまで、ＳＭＳの機能制御

の解析により腫瘍細胞の生死におけるセラミド

の意義を明らかにする研究を進めて来たが、最

近、膜ミクロドメインでのＳＭの機能制御が細

胞増殖を調整することが明らかにされ、セラミ

ドのみならずＳＭの制御機構としてＳＭＳが注

目されている。 

２．研究の目的 
Ｒｂ遺伝子欠損マウスにおいて効率的に甲状

腺癌が発症するモデルを作成でき、マウス腫瘍

発生モデルとして、このマウスの系にＳＭＳ１

欠損マウスを掛け合わせることが可能となった。

セラミドの増加は、細胞周期上の重要因子であ

るＰ２１のＣＤＫ２との結合や、ＣＤＫ２の脱

リン酸化を促進することが知られている（Exp 

Cell Res. 2000 Dec 15;261(2):303-11）。

したがって、このＲｂ遺伝子欠損マウスの系を

用いて、ＳＭＳ欠損によるセラミド、ＳＭ制御

がＲｂ欠損によるＥ２Ｆの活性化の下流シグナ

ルであるサイクリンＡ,ＥやＣＤＫ２にどのよ

うに影響するかについて検討し、悪性腫瘍の細

胞周期調節破綻に基づく細胞増生に対するスフ

ィンゴ脂質代謝調節の意義について研究する。 

３．研究の方法 
（１）SMS１—KOマウスとＲｂ—KOのダブルＫ

Ｏマウスの作成とＲｂ欠損腺癌発症における

対象研究テーマ：in vitroがん幹細胞モデル系の開発に関する研究 
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介した細胞周期制御の解明 
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SMS欠損によるセラミド産生増強の影響を腺

癌細胞のサイズ、マウス生存率によって検討 
高橋らは、Rb ヘテロ型マウスに生じる甲状腺

Ｃ細胞腺腫が、野生型N-ras遺伝子座の欠落に

よって、高度に悪性化するという観察

(Takahashi et al., Nature Genetics 38: 
118-123 2006)をヒントに、Rb不活性化によっ

て誘導される腫瘍の悪性化が、細胞老化と

DNA 損傷応答によって拮抗されることを見い

だした（Shamma et al., Cancer Cell 15: 
255-269, 2009）。Rbヘテロ型p16/Ink4aホモ

型マウス、Rbヘテロ型ATMホモ型欠損マウス

ともに、やはり悪性度の高い甲状腺Ｃ細胞腺が

んを生じる(Shammaら投稿準備中)。昨年、マ

ウスＲｂ遺伝子cDNA内にネオマイシン耐性遺

伝子(neo)を挿入したＲｂノックアウトマウス

を作成して、ホモ型欠損が高頻度に甲状腺腺癌

を発症することを確認した。岡崎らのグループ

は、スフィンゴミエリン（SM）を産生しない

変異細胞株WR19L細胞を用いてスフィンゴミ

エリン産生酵素（SMS）１，２を遺伝子クロー

ニングし、SMS 遺伝子１，２を欠損した

SMS1,2-KO マウスを作成した。SMS１，２

KO マウスとＲｂ欠損マウスの交配によるダブ

ルKOマウスの作製が、金沢大学がん研究所学

際科学実験センター実験動物施設角間分室で、

高橋の管理の下に進行中である。甲状腺腺癌発

生に与えるＳＭＳ欠損の影響に対する検討は、

ダブルＫＯマウスの全生存率と甲状腺、脾臓、

胸腺、骨髄などの腫瘍細胞増生の解析と免疫担

当Ｍ１マクロファージの活性化や腫瘍関連Ｍ２

マクロファージ（ＴＡＭ）の抑制をＦＡＣＳに

て 測 定 す る こ と で 試 行 す る 。 
（２）Ｒｂ欠損細胞株とＲｂ−ＫＯマウス由来Ｍ

ＥＦにおけるＳＭＳ制御によるＲｂの下流シグ

ナルである細胞周期関連分子の制御の検討 

(i)Ｒｂ欠損株甲状腺Ｃ細胞やＭＥＦにおいて

Ｒｂ関連シグナル分子であるＣＤＫ２の活性化

をヒストンＨ１を基質にしたキナーゼアッセイ

法で、サイクリンＡ，Ｅの変化をウエスタンブ

ロ テ ィ ン グ 方 で 検 討 す る 。 

(ii)siRNA にて阻害したＳＭＳがＲｂ欠損細胞

株またはＳＭＳ−ＫＯとのダブルＫＯマウス由

来ＭＥＦでＣＤＫ２，サイクリンＡ，Ｅの活性

化を抑制するかについて検討する。 
４．研究成果 

SMS１—KO マウスとＲｂ—KO のダブルＫＯ

マウスの作成とＲｂ欠損腺癌発症における

SMS 欠損によるセラミド産生増強の影響を腺

癌細胞のサイズ、マウス生存率によって検討す

るために、ダブルＫＯマウスの作成を行ってい

るが、現時点ではＫＯマウスの作成が十分でな

く、更なる検討のためにＳＭＳ１fl/fl マウスを

作成し、現在順調に育成されている。Ｒｂ欠損

細胞株とＲｂ−ＫＯマウス由来ＭＥＦにおける

ＳＭＳ制御によるＲｂの下流シグナルである細

胞周期関連分子の制御の検討については、それ

ぞれで、Ｇ１／０における細胞周期の停滞が生

じており、ＣＤＫ２，サイクリンＡ，Ｅの制御

について解析が進行している。  
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研究成果の概要： 
 高橋らは、これまでに種々の Rb複合遺伝子欠損マウスの解析結果から、LOHによる Rb
不活性化が原因で生じる Rb+/-;p53 KOマウス由来カルシトニン産生細胞(C細胞)腫は、そ
の他の遺伝子欠損や p53へテロ型背景のマウスから生じた腫瘍と比較して、足場非依存的
増殖能が非常に高く、分化マーカーの発現が著しく低い、未分化な腫瘍であることを明ら
かにした。また、p53KOマウスに自然発生した軟部組織肉種より樹立した初代培養細胞に
おいても、Rbの不活性化ががん幹細胞様の細胞群を誘導することを明らかにした。 
 そこで本年度は、p53 欠損背景において Rb不活性化により、がん幹細胞様細胞が誘導さ
れる分子機構を解明するため、高橋らが、Sphere形成能を指標として、Rb不活性化により
誘導されるがん幹細胞様細胞を選択的に培養し、申請者らが、RNA-sequenceにより、これ
らの細胞群の遺伝子発現解析を行った。その結果、野生型背景において Rbの標的としてす
でに特定されていたメバロン酸経路および脂肪酸合成経路に加えて、p53欠損背景におけ
る Rb不活性化により、解糖系およびヘキソースアミン経路、グルタミン代謝に関与する
種々の代謝関連遺伝子群が変動することを明らかにした。またこれら遺伝子群の発現変化
が実際に代謝経路に及ぼす影響を、高橋らが、放射性標識グルコース誘導体や放射性標識
グルタミン誘導体、Extracellular flux analyzer等を用いて解析した結果、p53および
Rbがともに不活性化したがん細胞群では、脂質合成系の亢進、グルタミン代謝の亢進、ミ
トコンドリア活性の低下が観察された。Trp53および pRb不活性化細胞が示す遺伝子発現
の変化、代謝経路の変化については、「4. 研究成果」の項目で具体的に記載する。 

 
研究分野：腫瘍生物学 

キーワード： 
 
１．研究の背景 
 がん細胞には解糖系の亢進など「ワール
ブルク効果」に代表される特有のエネルギ
ー代謝があり、その制御系の解明が創薬の
ために期待されている。また解糖系に加え
て、脂肪酸は脂質合成や蛋白質修飾のみな
らず â 酸化を介してエネルギー産生の基質
となる幅広い用途の細胞内中間生成物であ
るが、癌細胞では de novo脂肪酸合成増加
やコレステロール合成経路のみならず、
phosphatidylinositol や phosphatidyl 
choline などの脂質代謝調節経路が様々な
腫瘍性細胞内シグナルと深く関わっている
ことが注目を集めている。加えて、脂質代
謝を含む細胞内代謝酵素群やミトコンドリ
アでの抗酸化・エネルギー調節機構が深く
関わっている分子病態は、がん幹細胞
(cancer initiating cell)・iPS 細胞・細

胞老化とも密接につながっており、新規シ
ーズ開発や臨床応用にむけて、世界中で熾
烈な研究競争が繰り広げられている。一方、
癌抑制遺伝子産物p53やRbの新たな側面と
して、ROS・エネルギー代謝調節など細胞の
恒常性維持に重要な役割を果たすことが明
らかにされつつあり、細胞老化や核初期化
に関わるエピゲノム制御機能などの多彩な
生理作用と密接にクロストークしているこ
とがわかってきた。従って、治療抵抗性や
がん幹細胞の分子病態の根底にはがん特異
的脂質代謝異常を含む細胞内代謝制御機序
が存在し、p53と Rb経路のクロストークに
よるその調節メカニズムの解明が期待され
ている。 
 
２．研究の目的 
 p53と Rbのクロストークによる代謝制御

対象研究テーマ：がん特異的脂質代謝異常の分子機序に関する基礎研究 

 

研 究 期 間：2012年 4月 1 日～2013年 3月 31日 

研 究 題 目：がん幹細胞制御を目指した癌抑制遺伝子 p53-Rbネットワークによる 

細胞内代謝・脂質代謝調節における基盤的研究 

研 究 代 表 者：千葉大学大学院医学研究院 講師 田中知明 
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の基盤的研究については、転写因子がゲノ
ムワイドでの転写産物調節を引き起すこと、
代謝動態はダイナミックに変化することか
ら、その統合的解析が非常に立ち遅れてい
るのが現状である。そこで共同研究として、
細胞内代謝動態を網羅的に捉えることが可
能なメタボローム解析を駆使して、高速シ
ークエンサーによるゲノムワイドの探索と
各研究者が有しているp53とRbの知見と情
報を有機的に結びつけることで、癌抑制遺
伝子 p53-Rb ネットワークによる細胞内代
謝・脂質代謝調節機構を明らかにする。細
胞内 (脂質 )代謝制御という視点から
p53-Rb ネットワークの生化学的・ゲノムワ
イド解析・動物モデル解析を連結させると
いう独創的な研究提案であり、この研究を
通じて発見される知見や分子群は、がん幹
細胞・細胞老化・ES/iPSの接点で機能する
共通の代謝制御因子であることが予想され、
新規の創薬シーズ開発や解析技術開発につ
ながり、がん分子病態のブレークスルーが
期待できる。 
 
３．研究の方法 
 申請者らが発見した p53 の抗酸化・エネ
ルギー産生調節作用機構に加え、現在解析
を進める脂質代謝制御関連遺伝子(linc 
RNA を含む)群のゲノムワイドの探索と機
能解析手法と、高橋らが開発してきた
p53/Rbの KOマウスモデルや Rbのコレステ
ロール合成経路とイソプレノイドに関する
知見を融合し、新たに効果的に進展・展開
する計画である。方法としては、高速シー
クエンサーによるゲノムワイドの探索と各
研究者が有しているp53とRbの知見を有機
的に結びつけることで、癌抑制遺伝子
p53-Rb ネットワークによる細胞内代謝・脂
質代謝調節を明らかにする。新たな視点で
の創薬基盤構築とがん幹細胞制御の共通分
子基盤の解明に貢献することが期待できる。 
 
４．研究成果 
 p53 欠損背景において Rb 不活性化によ
り、がん幹細胞様細胞が誘導される詳細な
分子機構を解明するため、申請者らが、
RNA-sequence により遺伝子発現解析を行
い、高橋らが、放射性標識グルコース誘導
体や放射性標識グルタミン誘導体、
Extracellular flux analyzer 等を用いて
代謝状態を解析した。その結果、p53 およ
び Rb不活性化がん細胞群では、脂質合成系
の亢進、グルタミン代謝の亢進、ミトコン
ドリア活性の低下が観察された。以下に、
上記の研究より得られた具体的な実験結果
を示す。 
 
① メバロン酸経路の種々の遺伝子群が高

発現しており、メバロン酸経路阻害剤であ
るスタチンで処理すると Sphere形成能が
抑制された。また各種阻害剤を用いた実験
から、メバロン酸経路の下流経路として、
特にコレステロール合成系亢進ががん幹細
胞能の獲得に重要であると考えられ、実際
に細胞内コレステロール含有量の増加が観
察された。 
② 脂肪酸合成経路の種々の遺伝子群が高
発現しており、細胞内のトリグリセリド含
有量が増加していた。 
③ グルコーストランスポーター
（Glut1,Glut4）や解糖系経路の種々の遺伝
子群を高発現しているが、放射性標識グル
コース誘導体の取り込み実験や
Extracellular flux analyzerを用いた
ECAR（細胞外酸性化速度）測定の結果から、
実際のグルコース取り込み量はむしろ減少
していることが明らかとなった。 
④ 解糖系の分枝経路であるヘキソースア
ミン経路の種々の遺伝子群が、律速酵素で
ある GFATを筆頭に高発現しており、現在、
ヘキソースアミン経路の代謝産物である N
アセチルグルコサミン等の細胞内含有量を
メタボローム解析により検討中である。 
⑤ グルタミントランスポーター（Slc1a5）
の発現が亢進しており、放射性標識グルタ
ミン誘導体を用いた解析により、実際にグ
ルタミン取り込み量の亢進が観察された。
コントロール細胞群（pRb活性あり）と比
較して、グルタミン要求性が高く、グルタ
ミン枯渇に対して素早く細胞死が誘導され
ることを明らかにした。 
⑥ Extracellular flux analyzerにより
OCR（酸素消費速度）を測定した結果、基本
酸素消費量および最大酸素消費量ともに低
い値を示した。また陽イオン性色素 JC-1
によりミトコンドリア膜電位を測定した結
果、ミトコンドリア膜電位が低いことが明
らかになった。 
 今後は、申請者らによる高速シークエン
サーによるトランスクリプトーム解析と、
高橋らによるメタボローム解析を駆使する
ことで、これら代謝経路の変化における
Trp53依存性経路と pRb依存性経路をそれ
ぞれ明確にし、Trp53-pRbクロストークに
よる代謝経路制御の詳細な分子機構を解明
する計画である。 
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平成２５年４月１２日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
（１）マトリックスメタロプロテアーゼ（MMPs）に対する生理的インヒビターTIMP-2と、アミ

ロイド前駆体由来 MMP-2選択的インヒビターペプチドである APP-IPとを組み合わせることで、

MMP-2 に対し、強力かつ高い特異性を持つインヒビターの設計に成功した。（２）コレステロー

ル硫酸による MMP-7 基質特異性変換機構を解明し、このメカニズムを応用した MMP-7選択的阻

害剤開発の手掛かりを得た。 
 
研究分野：構造生物化学 
キーワード：分子認識及び相互作用 
 
１．研究開始当初の背景 
 悪性のがん組織では、マトリックスメタロ

プロテアーゼ（MMPs）が高発現し、がん細胞

の浸潤・転移に寄与している。しかしながら、

ヒトで見出されている 24種の MMPsの全てが、

がんの浸潤・転移を促進するのではなく、特

異性の低い阻害剤によって標的以外の MMPs

が阻害されると、がんの転移を助長する可能

性や、副作用が現れることが示唆されていた。

事実、研究開始当初までに開発された多くの

MMPs インヒビターはいずれも特異性が低く、

臨床試験の過程で、がんの抗転移剤としての

効果が明確ではない場合や、確認された様々

な副作用が原因となり、がん治療薬としての

利用に至っていなかった。したがって、標的

MMPsに対し、高い特異性を持つインヒビター

の開発が重要であると考えた。 

 MMPsの一つである MMP-2は、がんの浸潤・

転移に対し促進的に作用することが示唆さ

れており、がん治療の良好なターゲット分子

であるが、私達は、β-アミロイド前駆体タ

ンパク質(APP)が MMP-2 に高い選択性を持つ

インヒビター領域を持ち、その領域が APP 分

子内の ISYGNDALMP 配列（APP-IP と命名）に

局在することを見出した（ Higashi and 

Miyazaki J. Biol. Chem. 2003）。また、キ

メラ MMP-2改変体を用いた解析（Higashi and 

Miyazaki J. Biol. Chem. 2008）や APP-IP

と MMP-2触媒ドメインから成る複合体の結晶

構造解析（Hashimoto et al. J. Biol. Chem. 

2011）から、APP-IP による MMP-2 選択的阻害

様式を明らかにしてきた。 

 一方、MMP-7 は特に大腸がんにおいて高頻

度で発現しており、その発現量と大腸がんの

悪性度が高い相関を示すことが知られてい

た。私達は、MMP-7 が大腸がん細胞の細胞表

層に結合し、特定の細胞膜タンパク質を切断

することで、細胞間接着能を高めることを見

出していた。この細胞間接着能の獲得により、

大腸がん細胞の肝臓への転移能が顕著に増

強されることが判明している。さらに、細胞

表層のコレステロール硫酸（CS）が MMP-7の

特異的な結合分子であることを同定し、この

脂質との相互作用が上記細胞膜タンパク質

の切断に必須であることを明らかにしてい

た（Yamamoto et al. J. Biol. Chem. 2006）。

また、CSとの結合に重要な MMP-7 分子内のア

ミノ酸残基を同定したところ、これらの残基

が触媒活性部位とは反対側に位置すること

が明らかになり、CS がアロステリック効果に

より MMP-7の活性部位に作用することを明ら

かにしていた（Higashi et al. J. Biol. Chem. 

2008）。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、がんの増殖および浸潤・転移

対象研究テーマ：メタロプロテアーゼを標的とした治療法の開発 
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に促進的に寄与する MMP-2および MMP-7の活

性を特異的に抑制する阻害剤を、それぞれ、

APP-IP および CS との選択的相互作用を基に

開発することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）APP-IPのアミノ酸配列を TIMP-2 の 

NH２末端側に付加した融合タンパク質を設計

し、そのcDNAを動物細胞発現用のベクターに

導入後、ヒト繊維芽肉腫HT1080細胞にトラン

スフェクトした。この融合タンパク質の安定

発現株のconditioned mediumから各種クロマ

トグラフィーを用いて融合タンパク質を精

製した。 

合成ペプチド基質を用いた MMPs 活性測定系

により、各種 MMPs 活性に及ぼす融合タンパ

ク質の阻害効果を調べた。また、培養細胞系

の MMP-2活性に及ぼす融合タンパク質の効果

を調べた。 

（２）CSによる MMP-7機能変換機構を調べる

目的で、種々の濃度の CS 存在下において、

MMP-7 と各種基質タンパク質をインキュベー

トした。その後、SDS-PAGEあるいは基質タン

パク質に対する抗体を用いた Western 

blotting 法で解析することにより、基質タン

パク質の分解速度を調べた。また、各基質タ

ンパク質と CS との親和性を、共沈法を用い

て調べた。さらに、細胞表層に CS を介して

結合した MMP-7が細胞培養液中あるいは培養

プラスチックプレートにコートした基質タ

ンパク質を分解できるか否かについて調べ

た。 
 
４．研究成果 

（１）APP-IPがMMP-2 に対して高い選択性を

持つことに着目し、さらに特異性の高いイン

ヒビター分子の設計を試みた。私達の以前の

研究より、生体内のMMPインヒビタータンパ

ク質であるTIMP-2 の主鎖のNH2末端α-アミ

ノ基を修飾すると、MMPインヒビター活性が

完全に失われるのに対し、MMP-2 の非触媒ド

メインに対する結合能は保持されることが

分かっていた。そこで、今回、TIMP-2 のNH2

末端にAPP-IPのアミノ酸配列を付加したと

ころ、TIMP-2 が持っていた他のMMPsに対する

阻害活性は失われたのに対し、MMP-2 に対し

ては強力な阻害活性を持つ分子となること

が判明した（図 1）。この融合タンパク質

APP-IP-TIMP-2 はMMP-2 の合成基質水解活性

を非常に低い阻害定数（Ki＝0.68 pM）で阻

害するほか、MMP-2 を分泌するがん細胞の移

動やこの細胞によるIV型コラーゲンの分解

を抑制することが判明した。がん細胞が基底

膜を破壊して浸潤・転移する際に基底膜の主

成分であるIV型コラーゲンの分解が重要に

なるが、APP-IP-TIMP-2 はこの浸潤過程を抑

止するのに有効な薬剤と成り得る可能性が

ある。 

（２）プロテアーゼを細胞膜表層に局在させ

ることは、細胞膜タンパク質の分解やプロセ

ッシングを効率化するだけでなく、近傍の細

胞外タンパク質を限定的に分解する上でも

極めて有効である。上述のように私達は、

MMP-7 が、がん細胞膜表層の CS に結合し、特

異的膜タンパク質を切断することで、がん細

胞の転移能を増強することを見出してきた。

本研究では、CSとの相互作用が MMP-7の細胞

外マトリックスタンパク質分解活性に及ぼ

す効果について調べた。その結果、MMP-7 単

独 で は 基 底 膜 構 成 成 分 の 一 つ で あ る

laminin-332 を殆ど分解しないのに対し、CS

存在下ではその分解が著しく促進されるこ

とを見出した。反対に、MMP-7 によるカゼイ

ンの分解は CSの存在下、顕著に阻害された。

一方、MMP-7 による fibronectin の分解は、

低濃度の CS 存在下では部分的に阻害された

ものの、高濃度の CS 存在下では有意に促進

されることが判明し、CSによって MMP-7の基

質特異性が変化することが示唆された。さら

に、この基質特異性変化のメカニズムについ

て調べたところ、CS 存在下で MMP-7 による分

解が促進される基質タンパク質は全て CS に

対し親和性を持つことが明らかになった。し

たがって、CSは MMP-7とその基質タンパク質

の両方に結合することで、これらを架橋し、

酵素反応を促進することが予想された。これ

に対し、CSが MMP-7側のみに結合すると、そ
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の基質認識部位が影響を受け、酵素反応にお

ける Km 値が増大することで反応速度が低下

することが明らかになった。一方、CSを介し

て細胞膜に結合した MMP-7は溶液中およびプ

ラ ス チ ッ ク プ レ ー ト に コ ー ト し た

laminin-332 や fibronectin を分解すること

が判明し、これら細胞接着タンパク質の分解

に伴ったがん細胞の脱着が観察された。以上

の結果から、細胞表層の CSに結合した MMP-7

は近傍の CS と親和性を持つ細胞接着タンパ

ク質を選択的に分解しつつ、がん細胞の移動

を促進する可能性が考えられた。この結果は、

CSと MMP-7との相互作用を標的とする抗転移

剤開発の可能性を与えるものと考える。 
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平成２５年４月３０日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要：ADAM28 (a disintegrin and metalloproteinase 28)は、ヒト乳癌や非小細胞肺癌

で癌細胞特異的に発現し、癌細胞の増殖やリンパ節転移に関与することが知られている。本研

究では、癌細胞における ADAM28 遺伝子発現メカニズムを解明するために MDCK イヌ腎上皮

細胞株を 5 種類のがん遺伝子（v-Src、LMP1、ErbB2、Ha-Ras、c-Fos）で形質転換し、ADAM28

発現の検討を行った。その結果、ADAM28 は v-Src による形質転換で特異的に発現するととも

に細胞間接着のない浮遊細胞となった。形質転換細胞株をヌードマウス皮下移植すると、v-Src

形質転換細胞株では最も強い腫瘍形成能があり、その腫瘍形成は抗 ADAM28 中和抗体の局所

投与で抑制された。本細胞株では ADAM28 発現が上昇しており、Src kinase 阻害剤(radicicol)で

ほぼ完全に発現抑制された。PI3 kinase 阻害剤(LY294002)あるいは MAP kinase 阻害剤(PD98059、

U0126)では部分的に抑制され、両経路の阻害剤処理で完全消失した。ヒト乳癌、肺癌、卵巣癌、

大腸癌細胞株においても ADAM28 発現と Src のリン酸化は正の相関を示し、ADAM28 高発現

癌細胞株では、Src kinase、PI3 kinase および MAP kinase の阻害剤処理で発現抑制された。また、

ヒト乳癌，肺癌，卵巣癌，大腸癌の免疫組織染色で ADAM28 とリン酸化 Src が癌細胞で共発現

していた。以上のことから、v-Src 形質転換細胞株とヒト癌細胞における ADAM28 遺伝子発現

には Src の活性化が重要であり、その下流の MEK/ERK と PI3K/mTOR の両経路が関与している

ことが示唆された。 
 
 
研究分野：実験病理学、生化学 
キーワード：ADAM,  形質転換 
 
１．研究開始当初の背景 
ADAM 分 子 は 、 MMP （ matrix 

metalloproteinase）のメタロプロテアーゼド

メインを共有する遺伝子ファミリーである。

ADAMは、細胞膜上の増殖因子・レセプタ

ー・細胞接着分子のshedding、細胞外マトリ

ックスの分解、インテグリンへの結合などに

よる細胞の接着・運動・増殖に関わる多機能

分子であり、MMPと同様に癌細胞の増殖・

浸潤・転移への関与が示唆されている
（Cancer 

Sci 98:621-628, 2007; Nat Rev Mol Cell Biol 8 :245-257, 

2007; Curr Phram Des 15:2349-2358, 2009）
。 

 申請者は、ヒト癌組織におけるADAM分子

の遺伝子発現を網羅的にスクリーニングし、

ADAM28 のヒト乳癌や肺癌細胞での選択的

遺伝子発現と癌細胞の増殖との相関を示す

とともに、insulin-like growth factor binding 

protein-3 (IGFBP-3)の分解による乳癌細胞増

対象研究テーマ：メタロプロテアーゼを標的とした治療法の開発 
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殖促進作用を実証してきた
(Biochem Biophys 

Res Commun315:79-84, 2004；Cancer Res 66:9913-9920, 

2006)
。また、yeast two-hybrid 法を用いた

ADAM28 結合タンパク質の探索から、

ADAM28 の基質として connective tissue 

growth factor (CTGF)を見出し、ADAM28 が

CTGF/ vascular endothelial growth factor 

(VEGF)複合体のうちCTGFを選択的に分解

し、遊離したVEGFが血管新生を促進するこ

とを証明した
(Biochem Biophys Res Commun 

402:651-657, 2010)
。同様にyeast two-hybrid法に

よりADAM28 結合タンパク質の候補として

von Willebrand factor (VWF)を見出し、癌細

胞で発現するADAM28 は血中でのVWF分

解を介してVWF誘導性アポトーシスを回避

し、癌細胞転移促進に働く可能性を証明し

た  (J. Natl. Cancer Inst. 104:906–922, 2012)
。さら

に、ADAM28 を検出するELISA法を開発し、

肺癌患者の血中ADAM28 レベルは、臨床病

期、リンパ節転移、再発と正の相関を示し、

本ELISA系が肺癌の診断や病勢のモニター

法として有望であることを報告している

（Int.J.Cancer 127:1844-1856, 2010）
。これら一連

の研究により、ADAM遺伝子ファミリー分

子の中でも、ADAM28 はヒト癌細胞の増

殖・浸潤・転移に深く関与することを明ら

かにするとともに、本分子がヒト癌の診断

や治療標的となり得ることを示してきた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまで未解決な癌細胞にお

ける ADAM28 遺伝子発現機構と本分子を標

的とした治療薬開発の基礎的研究を行った。

遺伝子発現機構に関しては、種々の癌遺伝子

で形質転換した細胞やヒト乳癌・肺癌細胞株

を用いて ADAM28 遺伝子発現に関わる分子

の同定と細胞内シグナル伝達機構を解析し

た。次いで、発現調節において最も重要な分

子に対する阻害剤やヒト型抗 ADAM28 抗体

による癌細胞の増殖・浸潤・転移抑制作用を

検討し、ADAM28 の発現と活性を標的とする

新規治療薬開発のための基礎研究を行った。 
 
３．研究の方法 
MDCK イヌ腎上皮細胞株をがん遺伝子（v-Src、

LMP1、ErbB2、Ha-RAS、C-Fos）で形質転換

させた細胞株でのADAM28発現をRT-PCR法、

イムノブロット法、免疫組織化学染色法で調

べ、ヌードマウス皮下移植での腫瘍形成能を

検討した。これらの細胞株及び ADAM28 発

現・非発現ヒト癌細胞株を Src阻害剤 (PP-2、

Radicicol)、PI3 kinase 阻害剤 (LY294002)、

MAP kinase 阻害剤 (PD98059、U0126 など)

で処理し、ADAM28 発現に関わる細胞内シグ

ナルを検討した。 
 
４．研究成果 
ADAM28発現はMDCK細胞では陰性であり、

v-Src で形質転換した細胞株のみで発現がみ

られた。また、同細胞株では v-Src のリン酸

化が上昇しており、マウス皮下での腫瘍形成

能が最も高いことが明らかとなり、その作用

は抗 ADAM28 抗体処理により抑制された。

同細胞株における ADAM28 の発現は、PI3 

kinaseとMAP kinaseの阻害剤で部分的に抑制

され、両阻害剤処理で完全消失した。ヒト癌

細胞株においては、ADAM28 発現レベルと

Src のリン酸化は正の相関を示し、Src、PI3 

kinase お よ び MAP kinase の 阻 害 剤 で

ADAM28 発現は阻害された。以上のデータは、

癌細胞における ADAM28 の遺伝子発現は、

PI3 kinase と MAP kinase を介して Src が制御

していることを示唆している。 
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研究成果の概要： 

 我々が作成したケモカインCXCL14/BRAK(BRAK)を過剰発現するトランスジェニック(BRAKTg)
マウスと野生型(Wt)マウスを用いて化学発癌に対する応答と、悪性黒色腫細胞の実験的肺転移
に対する応答を調べた。 BRAK Tgマウスの大腸癌の数はWtの 1/10であり有意(P<0.001)に少な
かった。また、 悪性黒色腫の数を変えて注射すると、 すべての細胞数においてBRAKTgマウス
の方がWtマウスより肺への転移数が有意に少なく、 かつ、生存率が高かった。 さらに、 注入
腫瘍細胞数が減少するほど両者の生存率の差は大きくなり、 注入細胞数 3x103ではWtマウスの
生存率が 50％に対してTgでは 100%であった。また、NK細胞活性の阻害によりTgマウス、 Wtマ
ウスともに転移腫瘍数が激増し、 両者における肺転移にNK細胞が関与している事が明らかにさ
れた。健康人でもBRAKTgレベルの発現をしているヒトが存在したので、ケモカインCXCL14/BRAK
は今後の副作用のない新しい癌の治療法開発のための有望な標的分子と考えられる。  

 

研究分野：癌の分子標的治療法の開発  

キーワード：：癌抑制性ケモカイン•CXCL14/BRAK•発癌抑制•転移抑制 

 
１．研究開始当初の背景 

A. ケモカイン BRAKは in vivoで癌進展抑

制作用を示す： 

 癌では上皮増殖因子(EGF)受容体(EGFR)

の異常な活性化が多く見られる。 癌進展

の in vitro のモデルとして, 舌癌由来の

細胞（HSC-3）を無血清下で培養し、 この

細胞を EGF処理した時に発現の低下する分

子を遺伝子チップ法などにより検索した。 

その結果, 白血球の遊走を促進するケモ

カインの一種である BRAK の発現が顕著に

低下することを見いだした。 BRAK は正常

細胞で多く発現されており、ヒト頭頸部

癌において低下することから、癌進展抑

制因子に該当すると考えた。 そこで，

HSC-3細胞にBRAK遺伝子を導入して発現を

高めた癌細胞(HSC-3 BRAK)を作成し、T リ

ンパ球機能を欠損したヌードマウス

(Ozawa et al., 2006), あるいは T リンパ

球および B リンパ球機能を欠損した SCID

マウスに移植した(Ozawa et al., 2009b)。 

対照の HSC-3は大きな腫瘍を形成するのに

対して、 HSC-3 BRAK 細胞の移植腫瘍は 1

ヶ月後には消滅した。 このことから BRAK

は我々の体内に存在する腫瘍進展抑制因

子である可能性が考えられた。 また、

BRAK の発現制御は ERK マップキナーゼと

p38 マップキナーゼのシグナルクロストー

クによることを明らかにした(Ozawa et al, 

2009b, 2010, 畑. 2011) 

B.BRAK 遺伝子を導入したトランスジェニッ

クマウスは腫瘍抑制作用、転移抑制作用を示

す： 

 さらに, C57BL/6 マウスに BRAK遺伝子を

強制発現させ, 血中 BRAK 値が野生型マウ

スの 10 倍高く発現するトランスジェニッ

ク (BRAK Tg)マウスを作製した. このマウ

スに Lewis Lung Carcinoma (LLC)細胞ある

いは悪性黒色腫細胞を移植すると、癌の増

殖抑制•進展抑制が見られたので、BRAK は

生体内に存在する腫瘍進展抑制因子である

ことが確認された。移植腫瘍の増殖•進展の

抑制は３系統の BRAK Tg マウスで観察され

たので、腫瘍の進展抑制は BRAK遺伝子導入

による宿主マウスの腫瘍進展促進因子遺伝

子の破壊の結果ではなく、 高い BRAK の発

現が腫瘍の増殖•進展抑制に効いていると

考えられた(Izukuri et al.,2010)。 我々

の結果は BRAK が頭頸部癌だけでなく，LLC

細胞. 悪性黒色腫細胞の癌進展抑制作用を

対象研究テーマ：ケモカインを分子標的とした治療法の開発 
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示すことが明らかとなった。 

２．研究の目的 

本研究では，ケモカイン CXCL14/BRAKを高

発現する BRAK Tgマウスを用いて、 

I.BRAK Tgマウスの移植癌の増殖抑制だけで

なく、発癌に対する抵抗性を示す事を明ら

かにし、 II. 癌転移抑制におけるナチュラ

ルキラー(NK)細胞の機能を明らかにする。 

 

３．研究の方法 
I. BRAK Tgマウスと野生型マウスの腹腔にア
ゾキシメタン（12mg/kg body weight）を注
射後、 3%のデキストラン硫酸ナトリウムを
間欠的に飲料水に加えることにより実験的
大腸癌を発生させた。 
II. BRAK TgマウスとWtマウスの尾静脈より
3x103-2x105の悪性黒色腫の細胞を注入し、 
一定期間後に肺の黒色腫の数を数えた。 ま
た、一部のマウスについてはanti-asialoGM1
抗体、あるいはanti-NK1.1 抗体を注入しNK
細胞活性を阻害した。 
 
 
４．研究成果 
I.アゾキシメタン注射 56 日後のマウスでは
BRAK Tg マウスの腫瘍数は Wt マウスの 1/10
であり有意(P<0.001)に少なかった。 
II. すべての細胞数においてBRAK Tgマウス
の方がWtマウスより肺への転移数が有意に
少なく、 かつ、 生存率が高かった。 また. 
NK細胞活性の阻害によりTgマウス、 Wtマウ
スともに転移腫瘍数が激増し、両者におけ
る肺転移にNK細胞が関与している事が明ら
かにされた。 さらに、注入腫瘍細胞数が減
少するほど両者の生存率の差は大きくなり、
注入細胞数 3x103ではWtマウスの生存率が
50％に対してBRAKTgでは 100%であった。 
ケモカイン CXCL14/BRAKは正常細胞で大量
に合成されており、健康人でも BRAKTgレベ
ルの発現をしているヒトが存在したので、 
今後の副作用のない新しい癌の治療法開発
のための有望な分子標的と考えられる.  
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suppresses tumor growth and metastasis NK 

cell dependently and increases survival 

rate of tumor-bearing mice. 9th 

AACR-Japanese Cancer Association Joint 

Conference, Maui, Hawaii, USA, 2013. 2. 

21-24. 
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平成２５年４月２３日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
昨年度に引き続き、Pimキナーゼ阻害剤を合成しin vitro評価を進めた。Pim3が高発現して

いるヒト膵臓がん細胞株の増殖をIC50値 0.5uM以下で抑制する化合物を見出した。 
 
研究分野：がん分子標的治療 
キーワード：Pim1キナーゼ、Pim3キナーゼ、膵臓がん 
 
１．研究開始当初の背景 
Pim1 キナーゼはある種の白血病や前立腺

癌で高発現しており、アポトーシスや細胞周

期制御に関わるタンパク質をリン酸化する

ことにより、細胞の癌化やがん細胞の増悪、

抗がん剤への抵抗性などを促進するセリン/

スレオニン･キナーゼである (Cell, 37, 

pp.141-150,  1984; EMBO J., 4, 

pp.1793-1798, 1985; The International 

Journal of Biochemistry & Cell Biology, 37, 

pp.726-730, 2005; European Journal of 

Cancer, 44, pp.2144-2151, 2008)。 

一方 Pim3 キナーゼは肝臓がんや膵臓がん

で恒常的に発現していることが知られてお

り、アポトーシスを抑制していると考えられ

ている（Int J Cancer, 114, pp20-218, 2005、 

Cancer Res.66, pp6741-6747, 2006, Cancer 

Sci.,98, pp321-328, 2007）。 

Pim キナーゼ阻害剤はこれまでに欧米のバ

イオベンチャー、メガファーマよりいくつか

の化合物が発表されている。しかしながらい

ずれの化合物も阻害活性の強さ、選択性の点

から充分ではない。また本研究開始現時点で

臨床治験段階にある薬剤はない（2012年に入

ってから AstraZeneca が AZD-1208,Novartis

が LGH-447 でそれぞれ PhaseI を開始した）。 

 膵臓がんは極めて予後が悪く、難治療腫瘍

の代表である。標準治療薬はゲムシタビンで

あるがその奏功率は 10-20%と低く、新しい治

療薬の開発が求められている。このような現

況下、Pim3キナーゼ阻害という新しい切り口

で膵臓がんをはじめとする各種腫瘍の治療

薬を開発することには社会的要請がある。 

 
２．研究の目的 
本研究は上述の Pim1および Pim3の特徴的

な作用から、Pim キナーゼを抗腫瘍剤開発の
ターゲットとしてとらえ、その選択な阻害剤
を合成、評価することにより治療薬の開発を
目指すものである。 
 
３．研究の方法 
これまで我々は Pimキナーゼ阻害剤を Pim1

キナーゼ阻害の観点から白血病を治療ター
ゲットとして評価を進めてきた。本研究では
Pim3 阻害剤/膵臓がん治療薬の観点から、以
下のように研究を進めた。 
①化合物の Pim1、Pim3, FLT3（ref.）キナー
ゼに対する酵素阻害活性を mobility shift 
assay を用いて評価する。 
②代表的な化合物についてキナーゼプロフ
ァイリングを行う。 
③代表的な化合物について代謝安定性、CYP
阻害、経口吸収性などを評価する。 
④Pim3 阻害活性を有する化合物について
L3.6pl、MiaPaca-2、PANC-1 などのヒト膵
臓がん細胞株のin vitroでの細胞増殖を
検討し、それぞれの化合物のIC50を決定す
る。 
 
４．研究成果 
 新規に合成した 77 化合物についてPim3 阻
害活性を測定した。IC50値は 0.5nMから 2000
ｎM超であった。構造最適化上キーとなる化
合物についてはキナーゼプロファイリング
(450 種以上のキナーゼについて 5 化合物)、
in vitro ADMET試験（溶解性、CYP阻害、
ミクロゾーム代謝安定性、経口吸収性、ｈERG

対象研究テーマ：Pimキナーゼを分子標的とした治療法の開発 
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研 究 題 目：Pim キナーゼ阻害剤の抗腫瘍剤としての開発研究 
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阻害などについて 9化合物）を行った。また
Pim3 阻害活性が良好であった 11 化合物につ
いてヒト膵臓がん細胞株L3.6pl、MiaPaca-2、
PANC-1 に対する細胞増殖抑制を調べた。2
化合物が 3 種の細胞についてIC50値 0.5uM
以下の強い活性を示した。 
 今後は、化合物の最適化合成をさらに進め
るとともに、細胞増殖抑制試験で活性の強
かった上記化合物について vivoでの投与方
法を詳細に検討し、膵臓がん治療薬の開発に
向けて、研究を進めて行く予定である。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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1.Hirofumi Nakano, Nae Saito, Lorien 
Parker, Yukio Tada, Masanao Abe, Keiko 
Tsuganezawa, Shigeyuki Yokoyama, Akiko 
Tanaka, Hirotatsu Kojima, Takayoshi Okabe, 
and Tetsuo Nagano 
Rational evolution of a novel type of 
potent and selective PIM1 kinase inhibitor 
from a screening-hit compound. J. Med. 
Chem., 55 (11), 5151-5164 (2012). 
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DISCOVERY OF A POTENT AND SELECTIVE PIM1 
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EFMC-ISMC 2012（ベルリン、2012年 9月） 
2. Shingo Kondo, Junko Mitsuhashi, 
Kazuhiko Katayama, Kohji 
Noguchi, Hirofumi Nakano, Takayoshi Okabe, 
Yoshikazu Sugimoto 
Antitumor activity of a new Pim kinase 
inhibitor 
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9 月) 
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平成２５年４月１日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
 複数の抗がん剤を担がんマウスに投与すると、がん組織への白血球浸潤・免疫反応の増強が
認められることが報告されている。しかし、その分子・細胞レベルでの機構については未だ不
明な点が多い。一方で、多くの抗がん剤が、腫瘍細胞によるケモカイン産生を vitroでは誘導
することも報告されている。しかしながら、腫瘍細胞によって産生されるケモカインが生体内
での腫瘍への免疫反応の成立に果たしている役割を解明することを目的とした。抗がん剤によ
って特異的腫瘍免疫反応が誘導される条件を検討し、オキサリプラチンによって特異的腫瘍免
疫反応が誘導される可能性を示す結果を得られた。今後抗がん剤による特異的腫瘍免疫反応が
誘導される条件の最適化を図るとともに、特異的腫瘍免疫反応の成立に関与しているケモカイ
ンの同定と機能解析を行う予定である。 
 
研究分野： がんの微小環境 
キーワード：オキサリプラチン、腫瘍免疫、白血球浸潤、ケモカイン 
 
１．研究開始当初の背景 
 研究代表者の中本と担当教員の向田とは
従来から共同研究を行い、自殺遺伝子治療法
やラジオ波照射療法にて、壊死に陥った腫瘍
細胞がケモカイン CCL3 を産生することによ
って、腫瘍特異的免疫反応が生じる可能性を
示す結果を論文報告している。 
 複数の抗がん剤を担がんマウスに投与す
ると、がん組織への白血球浸潤・免疫反応の
増強が認められることが報告されている。し
かし、その分子・細胞レベルでの機構につい
ては未だ不明な点が多い。 
一方で、多くの抗がん剤が、腫瘍細胞によ

るケモカイン産生を vitroでは誘導すること
も報告されている。しかしながら、このよう
に腫瘍細胞によって産生されるケモカイン
が、生体内での腫瘍への白血球浸潤・免疫反
応の成立に果たしている役割についてはほ
とんど解明されていない。本研究計画ではこ
の点の解明を目指す。 
 
２．研究の目的 
 種々の抗がん剤にて処置した腫瘍細胞を
正常マウスに投与し、Rechallenge した際に
拒絶される条件を同定する。拒絶が生じる条
件下で産生が誘導されるケモカインの機能
解析を行うことによって、抗がん剤による免
疫賦活過程に重要な役割を果たしているケ
モカインを標的とした抗がん治療法の開発

を最終的に目指す。 
 
３．研究の方法 
1)卵白アルブミン抗原(OVA)と EGFP を発現
するレトロウイルスベクター(pLEGFP-N1)
をエコトロピックパッケージング細胞
(phoenix)にトランスフェクトし、得られたウ
イルス粒子をPolybrene存在下にマウス肝が
ん細胞株(BNL 1ME A.7.R.1、以下 BNL)に感
染させ、安定的に OVA を発現する BNL 細胞
株(BNL-OVA)を作成する。 
2)セリン/スレオニン・キナーゼ活性を保有す
る原がん遺伝子 Pim-3 の発現を BNL 細胞株
で確認し、Pim-3 を阻害する置換フェナント
レン化合物 T-26 で処置した際の細胞死の状
態と免疫原性を評価する。 
3)抗がん化学物質であるオキサリプラチン
(OXA)、シクロホスファミド (CTX)および
T-26で処置したBNL細胞をBalb/cマウス側
腹部の皮下に接種し、7 日後に対側の腹部に
BNL 細胞を皮下注射することで、抗がん剤治
療によるがん細胞の免疫原性を確認する。 
 
４．研究成果 
1)安定的に OVA を発現する BNL-OVA 細胞
株を作成し、蛍光顕微鏡下および RT-PCR で
EGFP、OVA の発現を確認した。今後、当細
胞株を抗がん剤投与時の抗原特異的な免疫
応答の判定に利用する予定である。 

対象研究テーマ：ケモカインを分子標的とした治療法の開発 
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2)BNL 細胞株において RT-PCR で Pim-3 の
発現を確認した。BNL 細胞に対し in vitro
で 50~100µM の T-26 で処置した際に、顕著
なアポトーシスを認めた。しかしながら T-26
で処置した BNL 細胞の皮下接種を行った
Balb/c マウスでは、再度の BNL 細胞接種に
おいてワクチン効果を認めなかった。 
3)OXA で処置した BNL 細胞の接種において、
弱いワクチン効果を確認した。強力なアポト
ーシスを誘導する T-26 の併用下で、ワクチ
ン効果の増強が見られるか確認中である。ま
た、担がんマウスに対する CTX 投与時の免
疫誘導効果も確認中であり、ともに効果が見
られれば、種々のケモカインとの関連を明ら
かにする予定である。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔雑誌論文〕（計 0 件） 
 
〔学会発表〕（計 4 件） 
1. 内藤 達志、根本 朋幸、森瀬 涼子、里見 
聡子、大谷 昌弘、須藤 弘之、山崎 幸直、中
本 安成。当院におけるB型肝炎再活性化の現
状とガイドラインの運用に関する検討 第
48回日本肝臓病学会総会 (金沢) 2012年 6
月 7日 
2. 内藤達志、根本朋幸、松田秀岳、大谷昌
弘、須藤弘之、中本安成。 当院における治
療法によるB型肝炎再活性化の検討 第 16回
日本肝臓病学会大会 (神戸) 2012 年 10 月
11 日 
3. Tatsushi Naito, Tomoyuki Nemoto, 
Hidetaka Matsuda, Masahiro Ohtani, 
Hiroyuki Suto, Yasunari Nakamoto. High 
incidence of HBV Reactivation after 
R-CHOP  and  CHOP  Regimens  among 
Patients  Treated  with  Six  Immuno- 
suppressive Chemotherapies 第 63 回米国
肝臓病学会議(The 63rd annual meeting of 
AASLD) (ボストン) 2012年 11 月 10日 
4. 内藤達志、根本朋幸、松田秀岳、大谷昌
弘、須藤弘之、中本安成。 当院における治
療法別のB型肝炎再活性化の現状 第 99回消
化器病学会総会 (鹿児島) 2013 年 3 月 23
日 
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平成２５年４月２５日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
種々の臓器において炎症反応の遷延化，すなわち慢性炎症が発癌において重要なステップで

あることが知られており，皮膚発がんにおいても同様である．そこで，二段階皮膚腫瘍形成モ
デルを用いて皮膚発がんにおける，CX3CL1-CX3CR1 の病態生理学的役割を解析した． 8 週
齢・雄 C57BL/6 マウス(WT)および CX3CR1 遺伝子欠損マウス(KO)の背部に DMBA（100 
µg/200µl acetone）塗布後，TPA(30 µg/200 µl acetone)を週に２回，２０週連続塗布して腫瘍形成
を誘導する．肉眼的に乳頭腫および皮膚腫瘍の形成を観察したところ，KO マウスでは乳頭腫
形成が有意に少なかった．また，マクロファージおよびＴ細胞浸潤も KO マウスで有意に減少
していたしたがって，CX3CL1-CX3CR1 シグナルがマクロファージおよびＴ細胞浸潤に密接に
関連し，皮膚発がんにおける重要性が明らかとなった． 
 
研究分野：皮膚科学，実験病理学，免疫学 
キーワード：骨髄由来細胞， ケモカイン，皮膚発癌 
 
１．研究開始当初の背景 
がんの炎症性微小環境では，慢性炎症によ

り組織の恒常性が失われ，実質細胞に由来す
る腫瘍細胞と腫瘍組織の間質に浸潤したマ
クロファージの両者において，サイトカイ
ン・ケモカインによる炎症性シグナルの活性
化が，がんの発症・進展に関与している． 
皮膚は物理的または化学的刺激に対して

恒常性を維持するために，その機能は多義に
亘っている．特に皮膚組織の機能的・構造的
破綻は「創傷」と呼ばれるが，創傷を受けた
組織では，破壊された組織・細胞などに対し，
修復過程，すなわち Wound healing(創傷治癒)
が起こる．しかしながら，慢性炎症のように
皮膚組織に対する刺激が継続することは正
常な創傷治癒機構を破綻させ，その結果とし
て皮膚組織のがん化が生じる．創傷治癒過程
における微小環境と癌の微小環境は，白血球
浸潤や線維芽細胞の増殖，血管新生など共通
点が多い．申請者らは，これまで皮膚の創傷
治癒過程における炎症性サイトカイン・ケモ
カインの病態生理学的役割を解析してきた．
そこで，遺伝子欠損マウスを用いて慢性炎症
による皮膚発がんモデルにおいて，がんの発
症・進展におけるケモカインシステムの病態
生理学的役割を解析する． 
 
２．研究の目的 
申請者らは既に平成 23 年度において，ケ

モカインレセプターの CX3CR1 遺伝子欠損
マウスでは皮膚発がんが有意に減弱してい
たことから，皮膚発がんにおけるケモカイン
シグナルの重要性を示唆する結果を得てい
る．これらの研究をさらに発展させ，ケモカ
インが，皮膚がんの発症予防や進展抑制の分
子標的となり得るか否かの可能性について
明らかにすることが本研究の目的である． 
 
３．研究の方法 
１）遺伝子欠損マウス 
C57BL/6 マウスを遺伝子背景とする CX3C
ケモカインレセプタ-1(CX3CR1)の各遺伝子
欠損マウスを用いた． 
 
２）2 段階皮膚発がんモデル 
7,12-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA，
100µg/200µl acetone)をマウス背部に塗布後， 
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate(TPA，
30µg/200µ)を 20 週連続塗布して腫瘍形成を
誘導する． 
 
３）腫瘍形成 
23 年度において CX3CR1 遺伝子欠損マウス
では，皮膚発がんが有意に減弱していたこと
から，皮膚発がんにおける CX3CR1 陽性細
胞の同定およびその由来について骨髄キメ
ラマウスを樹立して，がん幹細胞との関連に
ついて検討を行う． 

対象研究テーマ：ケモカインを分子標的とした治療法の開発 

 

研 究 期 間：2012年 4月 1 日～2013年 3月 31日 

研 究 題 目：皮膚発がんにおける骨髄由来細胞とケモカインの包括的役割解析 

  

研 究 代 表 者：和歌山県立医科大学 教授 近藤稔和 
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４）病理組織学的および免疫組織化学的検索 
背部皮膚を採取し，パラフィン包埋切片を作
成後，ヘマトキシリン・エオジン染色を施し
て，表皮の厚さを計測した．また，CX3CL1, 
CX3CR1, マクロファージ，Ｔリンパ球，お
よび新生血管を免疫組織化学的に検索した「 
 
５）遺伝子発現検索 
背部皮膚を採取し，リアルタイム RT-PCR 法
で遺伝子発現を検索した． 
４．研究成果 
１）野生型マウスにおいて TPA 塗布２およ
び１０週後において，皮膚における CX3CL1
および CX3CR1 の遺伝子発現が有意に上昇
していた（図１）．また，２重蛍光免疫染色
によって，マクロファージが CX3CL1 および
CX3CR1 の発現細胞であった．また，
CX3CR1 は T 細胞とマクロファージにも発
現が認められた（図２） 

         
図１ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         図２ 
      
２）WT マウスでは，乳頭腫形成が TPA 塗布
10 週目以降から観察され，20 週目では薬
80%のマウスに認められたが，KO マウスで
は乳頭腫形成が有意に少なく，約半数のマウ
スでしか乳頭腫がみられなかった（図３）． 

図３ 
 
３）病理組織学的に WT マウスでは表皮肥厚
が観察されたが，KO マウスでは表皮層の肥
厚が有意に減弱していた（図４）．さらに，

免疫組織化学的検索において，WT マウスで
は F4/80 陽性マクロファージおよび CD3 陽
性リンパ球浸潤が顕著に観察された．しかし
ながら，KO マウスでは，マクロファージ，
リンパ球ともに有意に減弱していた．さらに，
血管新生についても，KO マウスでは腫瘍内
血管数が有意に少なかった（図５）． 

図４ 

図５ 
４）皮膚局所における CXCL1，CXCL2，IL-1β, 
IL-6, TNFα及び COX-2 の遺伝子発現が KO
マウスで減弱していた（図６）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           
          図６  
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平成２５年４月１１日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
 膀胱がんに対する BCG 療法の作用機序に関する動物モデルの研究により、抗癌作用には炎症性

サイトカインとして知られる Interleukin (IL)-17A の発現が必須であり、また非典型的な T 細胞である

TCR γδ型 T 細胞が IL-17A 産生細胞として重要である。しかし、BCG 抗癌療法における IL-17A の誘

導機序、ならびに IL-17A により誘導される抗腫瘍効果の発現機序について詳細は不明であった。

BCG 療法において IL-17A 依存的に発現される遺伝子プロファイルを解析するため、BCG 接種した

IL-17A遺伝子欠損マウスを用いたDNAマイクロアレイ法による網羅的な発現解析を行った。現在、得

られた解析データを詳細に検証しているところであるが、炎症局所へのエフェクター細胞の動員に関

与するケモカインの発現や組織を構築している細胞外マトリックスを分解するマトリックスメタロプロテア

ーゼ(MMP)類の発現レベルが IL-17A 依存的に変動している可能性が示唆されている。 
 
研究分野：腫瘍免疫、膀胱がん、BCG 療法 
キーワード：膀胱がん、IL-17A、遺伝子発現解析 
 
１．研究開始当初の背景 
 Mycobacterium bovis bacillus Calmette‐Guerin 
(BCG)製剤の膀胱内注入療法が膀胱癌、特に

上皮内癌に対する治療として好成績を挙げてい

る。しかしながら、BCG 膀胱内注入療法は血尿

や発熱などの副作用が高頻度で認められ、また

免疫不全状態の患者では BCG の全身感染の

恐れもあるため、BCG 生菌を用いず副作用の少

ない製剤の開発が必要である。BCG 療法を基

盤として次世代の抗癌療法を開発するためには、

BCG に対する炎症および免疫応答の分子基盤

を解明することが重要である。 
 膀胱がんに対する BCG 療法の作用機序を検

証するための動物モデルの解析より、抗癌作用

には炎症性サイトカインの一つである IL-17A が

必要であり、それを産生する細胞が非典型的な

T 細胞亜集団である TCR γδ型 T 細胞であること

が報告された。しかし、BCG 抗癌療法における

IL-17A の誘導、ならびに IL-17A により誘導され

る抗腫瘍効果の発現機序は未だ不明瞭である。

これらの点を解明することは、BCG 療法の副作

用を軽減しつつより効果の高い治療法を開発す

るために重要な情報となる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、Fas-FasL 相互作用に誘発される

炎症反応と BCG に対する免疫応答の共通事項

を考慮しつつ、膀胱がんに対する BCG 製剤の

膀注による膀胱癌治療の免疫学的作用機序を

明らかにし、さらに副作用の少ない製剤を開発

するための基盤的研究である。本研究では、マ

ウスの粘膜臓器における BCG 製剤に対する反

応を、網羅的遺伝子プロファイリングにより解析

することを目的とした。その結果から BCG 製剤

による抗癌活性の本質が解明されるものと期待

される。また、その情報を基に抗癌活性に必須

な反応系を残しながら副作用を示さない製剤の

要件を明らかにすることにより、新規の抗膀胱癌

製剤の開発を促進することが可能な点で、本研

究は今後の癌治療の開発に貢献するものと期

待される。 
 
３．研究の方法 
 基本的な研究システムとして、マウスにBCG製

剤を接種したのちに認められる遺伝子発現プロ

ファイルの変化について DNA マイクロアレイに

よる発現解析により検討した。モデル動物として、

野生型 C57BL/6 マウスおよび IL-17A 遺伝子欠

損(KO)マウスを用いた。BCG 製剤を経気道接

種した後 14 日目および 28 日目に肺組織から

total RNA を精製した。バイオアナライザで品質

チェックした RNA を用い、Cyanine3 のラベル化

対象研究テーマ：細胞死の分子機構と死細胞による炎症誘導機構に関する研究 

 

研 究 期 間：2012年 4月 1 日～2013年 3月 31日 

研 究 題 目：BCG の抗癌活性発現における炎症反応および免疫応答の分子基盤の確立 

 

研 究 代 表 者：琉球大学熱帯生物圏研究センター 教授 松﨑吾朗 
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（1 色法）、ハイブリダイゼーションを行った後、マ

イクロアレイをスキャニングし、データを抽出した。

デ ー タ 解 析 は Gene Spring GX (Agilent 
Technologies)を用いた。 
 同時に DNA マイクロアレイ解析に用いるサン

プル（肺組織）はパラフィン切片を作製し H＆E
染色で組織病理学的解析すると共に、BCG 接

種により誘導される既知の遺伝子発現を

real-time RT-PCR 法で標的遺伝子の発現レベ

ルを調べた。 
 
４．研究成果 
 今回、マウスへのBCG膀注の技術移転が困難

であったため、BCG 注入した膀胱と同じ応答が

起こると論理的に推定される粘膜臓器として、肺

組織への BCG 注入を新たなモデルとして利用

することとした。その根拠として、BCG 製剤の膀

注および経気管内注入では、ともに IL-17Aを発

現する TCR γδ型 T 細胞が早期から誘導され、

IL-17A が好中球誘導による炎症誘導に必須で

あることが挙げられる。 
 DNAマイクロアレイを用いた遺伝子発現解析

の結果より、BCG接種局所へのエフェクター細

胞の動員に関与するケモカインレセプターとして、

CCR5、CCR8、CCR9、CXCR6などがIL-17A依

存的に発現上昇していることが明らかになった。

また、エフェクター細胞が局所に速やかに浸潤

するには、コラーゲンをはじめとする細胞周辺の

細胞外基質（extracellular matrix, ECM）の分解

が必要であり、そこに関与するマトリックスメタロ

プロテアーゼ(MMP)のうち、MMP-2やMMP-9の
活性化を誘導するMMP-13の発現レベルの上

昇がIL-17A KOマウスでは認められなかった。

その他のBCG製剤によるIL-17A依存的な遺伝

子発現の変化は現在解析中である。 
 一方、同時に採取した肺組織の組織病理所見

の比較では、BCG製剤接種により形成されるマ

クロファージ集簇を取り囲むリンパ球浸潤、すな

わち肉芽腫形成、の不全がIL-17A KOマウスで

認められ、これはDNAマイクロアレイの解析結果

から導き出せる現象に相関するものと考えられ

た。さらに、エフェクターT細胞の走化性に関与

す る ケ モ カ イ ン と し て CXCL9/MIG 、

CXCL10/IP10、CXCL11/I-TACなどの発現も

IL-17A依存的である可能性が示唆された。 
 今後、今回得られた結果からIL-17A依存性抗

癌メカニズムに関与する遺伝子候補を抽出する

ことにより、その情報を活用して、有効かつ副作

用の少ない膀胱癌治療製剤が開発できるものと

期待している。 
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平成２５年４月３０日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 

HGFβ・ベンゼン誘導体複合体の X 線構造に基づき、辺縁に正電荷及び負電荷を有するサブ

ポケット（S2）を狙った Structure-Based Drug Design (SBDD)を行ったが、活性向上には至らな

かった。このことは S2 サブポケットを埋めるだけでは活性向上が難しいことを示唆している。

そこで、HGFβ-Met の相互作用に関わる他のサブポケット（S1, S1’）を同時に阻害するペプチ

ド性化合物を分子モデリングにより設計した。これらの化合物は弱いながら阻害活性を示した。

今後、エントロピーロスを最小限にするためにコンホメーションを分子内で固定化した化合物

を設計して高活性 HGF アンタゴニストの創出を目指す。 
 
 
研究分野：構造生物学、創薬化学 
キーワード：HGF、X 線結晶構造解析、Structure-based drug design (SBDD) 
 
 
１．研究開始当初の背景 

HGF（肝細胞増殖因子）は Met 受容体を介
して多彩な生理機能を発揮する。HGF は肝臓
をはじめ、腎臓、心血管系、脳神経系など複
数の組織において再生や保護を担う生理活
性タンパク質であり、HGF を投与・補充する
ことが、肝硬変、腎不全、脊髄損傷、筋萎縮
性側索硬化症、皮膚潰瘍など様々な疾患の治
癒・改善につながることが明らかにされてい
る。一方、悪性腫瘍の本態といえるのが、が
ん細胞のもつ高い浸潤・転移能である。HGF
は様々ながんに対して、浸潤・転移を強力に
促すことから、HGF-Met 受容体系はがんの浸
潤・転移阻止につながる分子標的になると考
えられている。したがって、HGF-Met 受容体
系を阻害する分子（HGF-Met アンタゴニス
ト）は、がんの浸潤・転移・成長阻害につな
がる新規制がん分子になる。また、矢野ら（金
沢大学がん進展制御研究所）により、肺がん
のイレッサ耐性獲得に HGF 依存的な Met 受
容体の活性化が関与すること、イレッサと
HGF-Met 阻害の併用療法がイレッサ耐性の
克服につながることが示された。さらに、平
尾ら（金沢大学がん進展制御研究所）により
脳腫瘍（グリオブラストーマ）モデルでの腫
瘍幹細胞の浸潤性成長に HGF-Met 系の活性
化が関与することが明らかにされた。これら
の背景をふまえ、HGF-Met 系阻害分子、とり

わけ、阻害分子としての独自性、医薬品とし
ての汎用性、チロシンキナーゼ阻害剤に対す
る耐性出現を考慮すると、HGF と Met 受容体
の相互作用を細胞外で阻害する低分子化合
物医薬は、独自性、汎用性、耐性出現が生じ
難い点において優れた抗がん剤になる。 
 
２．研究の目的 

本研究グループは、これまでにがん研究所
との共同研究の成果（平成 20 年度～23 年度）
として、また、独立法人医薬基盤研究所から
保健医療分野における基礎研究推進事業（平
成 18 年度～22 年度）として支援を受け、
HGF-Met 系の活性化の分子機構に基づいて
シグナル伝達を阻害する化合物創出に成功
している。HGF （N-K1-K2-K3-K4-β鎖の各ド
メインから成る）は、Met の細胞外ドメイン
と特有の幾何学的配置をもったヘテロ４量
体を形成することで、細胞内キナーゼドメイ
ンが自己リン酸化し活性化する。細胞外で活
性４量体を形成するには、①NK1-NK1 相互
作用、②NK1‐Met 相互作用、③HGFβ鎖‐
Met 相互作用のすべてが必須である。我々は、
タンパク質と結晶構造解析技術、インシリコ
創薬技術などを利用することによって、結合
力の最も弱い③を遮断する HGF アンタゴニ
スト化合物を探索し、がん細胞の浸潤機能を
抑制する化合物を複数個得ている。さらにこ

対象研究テーマ：HGF-Met 系を中心とするがん転移・薬剤耐性のメカニズムと制がん・創薬研究 
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れら化合物はイレッサ耐性に対して緩和傾
向を示した。シード化合物の 1 つと HGFβ鎖
の X 線構造解析に基づいた Structure-Based 
Drug Design (SBDD)を行い、ベンゼン誘導体
の最適化を図った。さらに、これまで手つか
ずであったサブサイトを利用したSBDD最適
化研究を進めて、HGF 阻害活性が飛躍的に向
上した医薬品候補化合物を得ることを目指
す。 
 
３．研究の方法 

HGFβ-ベンゼン誘導体複合体の立体構造に
基づいて HGFβ鎖−Met 相互作用面のうち S2
サブサイトに作用するベンゼン誘導体を設
計、合成した。さらに HGFβ-Met 複合体の立
体構造に基づいて分子モデリングを行い、S1, 
S1’及び S2 サブサイト（図１）に同時に作
用するペプチド化合物を設計、合成した。得
られた誘導体及び化合物は HGFβ鎖-Met の結
合阻害活性、HGF 依存的細胞 Scattering 作用
に対する阻害活性、HGF 依存的 Met リン酸化
活性阻害、及びがん細胞の浸潤阻害活性によ
り評価した。 

 
図 1 HGFβのサブサイト 

 
４．研究成果 
辺縁に正電荷及び負電荷を有するサブポ

ケット（S2）を狙った Structure-Based Drug 
Design を行ったが、活性向上には至らなかっ
た。このことから、S2 サブポケットを埋める
だけでは阻害活性を向上することができな
いことが示唆された。そこで、HGFβ-Met の
相互作用に関わる他のサブポケット（S1, S1’）
を同時に阻害するペプチド性化合物を設計
しが、これらは弱いながら阻害活性を示した。
ペプチド性化合物は相互作用エネルギーを
得ているが、コンホメーションに関連するエ
ントロピーロスが想定以上に大きくなった
と考えられる。今後、エントロピーロスを最
小限化するためにコンホメーションを分子
内で固定化した化合物を設計して高活性
HGF アンタゴニストの創出を目指す。 
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平成２５年４月３０日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
 肺腺がんの治療において上皮成長因子受容体 EGFRに変異が認められるケースでは EGFR チロ

シンキナーゼ阻害薬（EGFR-TKI）であるゲフィチニブが奏効する。しかしその多くは薬剤耐性

を獲得し 1年程度で再発するため、耐性獲得メカニズムの完全な解明が急務である。耐性機構

には、がん細胞における Met の増幅、また、がん細胞自身や間質の線維芽細胞が産生する HGF

による HGF-Met シグナルの活性化などが関わっていることが明らかになっている。本研究では、

肺腺がん細胞の HGF-Metシグナルによるゲフィチニブ耐性化における受容体型チロシンキナー

ゼ Ror1の役割について検討した。その結果、Ror1 が HGF によるゲフィチニブ耐性化において、

細胞増殖に重要な Erk の活性化に関与していることを見出した。さらに、Ror1と Metが結合す

ることも見出した。 

 
研究分野：腫瘍生物学 
キーワード：薬剤耐性、肺がん、HGF-Met、Ror1 
 
１．研究開始当初の背景 
 EGFR 遺伝子に活性型変異を有する肺腺が
んに対して、EGFR チロシンキナーゼ阻害剤
（EGFR-TKI）であるゲフィチニブやエルロチ
ニブが奏効する。しかし、EGFR活性型変異を
有する肺腺がんであっても EGFR-TKI に自然
耐性を示す症例があることや、奏効した症例
もほぼ例外なく耐性を獲得することから、
EGFR-TKI に対する耐性機構の解明と耐性の
克服が臨床的にも重要な課題となっている。
耐性機構には、がん細胞における EGFR の二
次的変異や Met の増幅、また、がん細胞自身
や間質の線維芽細胞が産生する HGF による
HGF-Met シグナルの活性化が関わっているこ
とが明らかになっている。Met増幅と HGF-Met
シグナルの活性化は、共に PI3K/Akt 経路を
活性化することで耐性を獲得させる。しかし、
前者は ErbB3 の活性化を介するが、後者は
ErbB3を介さずに PI3K/Akt経路を活性化する
ことから、Met から下流へのシグナル伝達機
構は両者の間で異なると考えられている。 
 HGF は、そのα鎖に Metとの結合に重要な４
個のクリングルドメインを有する。Ror ファ
ミリーは細胞外領域にクリングルドメイン
を有する唯一の受容体型チロシンキナーゼ
であるが、我々は世界に先駆けてマウス Ror1、
Ror2を同定し、ノックアウトマウス等の解析
から Ror1、Ror2 が Wnt5a 受容体として

non-canonical (β-catenin非依存的) Wntシ
グナルを活性化し、肺、心臓、骨・軟骨系等
の発生に必須な役割を担っていることを明
らかにしてきた（Minami et al., Dev. Dyn. 
2010）。また、Ror1, Ror2 はがん関連遺伝子
産物としても機能し、諸種のがんにおける
Ror1、Ror2 または Wnt5a の過剰発現に伴う
Ror を介するシグナルの恒常的活性化が、が
んの増悪過程と密接に関係することを見出
している（Nishita et al., Trends Cell Biol. 
2010）。特に、難治性トリプルネガティブ乳
がん細胞株においては、Ror1 が過剰発現して
おり PI3K/Akt 経路の活性化を介した細胞の
生存・増殖に関与することを見出している
（未発表）。さらに、Metの増幅が認められる
肺腺がんや胃がんの細胞において、Ror1 が
Met にリン酸化されることで細胞増殖に関与
することが最近報告された(Gentile et al., 
Cancer Res. 2011)。しかしながら、Ror1 と
Met の相互作用が、どのようにして細胞内シ
グナル伝達系を活性化し、細胞増殖を引き起
こすのかは明らかではない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、培養肺腺がん細胞を用いて、
HGF-Metシグナルと Ror1の相互作用による細
胞増殖の制御機構と、その EGFR-TKI 耐性化
における役割を明らかにすることを目的と

対象研究テーマ：HGF-Met 系を中心とするがん転移・薬剤耐性のメカニズムと制がん・創薬研究 
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する。本研究により得られる知見は、 Metの
増幅や HGF-Metシグナルの活性化による肺腺
がんの薬剤耐性のメカニズムを解き明かし、
EGFR-TKI の適応をより明確に判定するため
の検査方法や、薬剤耐性を克服するための新
たな治療方法の確立に貢献する。 
 
３．研究の方法 
ヒト肺腺がん細胞株である HCC827 細胞に
Ror1 siRNAをトランスフェクションすること
によって Ror1の発現を抑制した。HGFとゲフ
ィチニブを単独もしくは両方同時に処理し
た細胞を溶解し、Western blottingによって
各種タンパク質の発現やリン酸化レベルの
解析を行った。Ror1 と Met の相互作用は抗
Ror1 抗体を用いた共免疫沈降によって解析
した。また、Ror1における Met結合部位を明
らかにするため、COS7 細胞に Flag タグを付
加した各種 Ror1 変異体および野生型 Met を
強制発現させ、抗 Flag タグ抗体を用いて共
沈免疫沈降実験を行った。 
 
４．研究成果 
 ゲフィチニブ感受性である HCC827 肺腺が
ん細胞株を HGF 処理することにより、ゲフィ
チニブ耐性化を誘導することができる。また
私たちは HCC827 を含む複数の肺腺がん細胞
株において Ror1 の発現を確認している。そ
こで、HCC827 細胞を用いて Ror1 の発現を抑
制した後 HGFおよびゲフィチニブ処理を行い、
各種シグナル伝達因子のリン酸化動態を解
析した。その結果、Ror1の発現抑制処理に関
わらず、ゲフィチニブは EGFR とそれと共役
する ErbB3、また細胞増殖・生存に重要な Erk
および Aktのリン酸化を阻害した。また、コ
ントロール siRNA を導入した細胞において、
HGFはゲフィチニブ添加による EGFRと ErbB3
のリン酸化阻害には影響を与えず、Erk およ
び Aktのリン酸化阻害を解除した。この結果
は、HGF がゲフィチニブ存在下で増殖・生存
シグナルを活性化しうること、すなわちゲフ
ィチニブ耐性化を誘導したことを意味して
いる。一方、Ror1 siRNAを導入した細胞にお
いては、ゲフィチニブ添加による Erkのリン
酸化阻害は HGFを同時添加しても完全には解
除されなかった。したがって、Ror1が HGFに
よるゲフィチニブ耐性化において、Erk の活
性化を介して細胞増殖に関与していること
が示唆された。 
 HGF 受容体である Met は ErbB3 をリン酸化
し、ErbB3-Erk/Akt 経路を活性化することに
よりゲフィチニブ耐性化を誘導することが
知られている。しかし、HGF はゲフィチニブ
存在下で ErbB3のリン酸化を誘導しなかった
ことから、HGF-Met は ErbB3 非依存的に
Erk/Akt を活性化していると考えられる。そ
こで、Metが Ror1に結合しうるかを調べるた

め共沈実験を行った。HCC827 細胞において内
在性の Ror1 を免疫沈降した結果、内在性の
Met の共沈が検出され、さらに HGF 刺激によ
って Met の共沈量が増加した。したがって、
Metと Ror1は結合し、HGF刺激に伴いその結
合が増強することが示された。次に Met と
Ror1の結合に Ror1のキナーゼ活性が必要か、
また Met が Ror1 のどのドメインに結合する
かを検討するために Ror1DK および各種欠失
変異体を用いて解析を行った。その結果、
Ror1 の DK および細胞内領域を全て欠失させ
た Tc 変異体において Met が結合したことか
ら、Metとの結合に Ror1のキナーゼ活性や細
胞内領域は必要ではないことが明らかにな
った。現在、これらの結果を踏まえ、HGF-Met
シグナルと Ror1 シグナルの相互作用による
細胞増殖の制御機構と、その EGFR-TKI 耐性
化における役割について解析を行っている。 
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平成２５年４月１５日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
ERK および p38 MAP キナーゼによって活性化される Mnk プロテインキナーゼは，翻訳開

始因子 eIF4E のリン酸化などを介してがん細胞の高い増殖能の維持に寄与すると考えられ
ている。がん細胞の増殖における Mnk1 の役割を解析するために，Mnk1 に対する
miR30-mimetic shRNAを作成して培養細胞に導入し，Mnk1の発現を効率良く抑制する系を
作成した。また， Mnk1/2- DKO マウスから樹立した MEF 細胞に Mnk1 を用いて解析した結
果，mTOR シグナル系の活性化による eIF4G (Ser1108)のリン酸化が Mnk1シグナル系によっ
て阻害あるいは修飾されることを見出した。これはリン酸化 Ser1108残基の脱リン酸化で
はなく，Ser1105/1106のリン酸化による可能性が示唆された。 
 
研究分野：分子細胞生物学 
キーワード：プロテインキナーゼ，足場タンパク質，翻訳制御 
 
１．研究開始当初の背景 

Mnk1及びMnk2は，MAPキナーゼによって活
性化されるセリン/スレオニンキナーゼで
あり，翻訳開始因子４Ｅ（eIF4E：mRNAキャ
ップ結合蛋白質）をリン酸化することによ
り，一群のmRNAの翻訳開始を制御すると考
えられている。研究代表者は，Mnk1/Mnk2
ノックアウトマウスを作製することにより，
MnkがERKやp38MAPキナーゼによって活性化
されてeIF4Eをリン酸化することを明らか
にした。翻訳開始の律速因子であるeIF4E
は多くの悪性腫瘍で過剰発現しており，細
胞のがん化に伴うタンパク合成促進に重要
な役割を果たしている。eIF4Eの活性は主に
mTORとMnkの２つのプロテインキナーゼ経
路で制御されることが近年明らかにされた。
mTOR はPI3Kの下流で活性化され，eIF4E阻
害因子である4E-BPをリン酸化して不活化
することによって翻訳開始複合体形成を促
進し，一方，MnkはeIF4Eを直接リン酸化し
てmRNAの選択的翻訳に機能すると考えられ
ている。研究代表者らは，リンパ腫発症モ
デルマウスにおいてMnk1/2が発がん促進的
に作用することや，mTOR経路を阻害すると
フィードバック的機構によってMnk経路が
活性化されることを報告した。また最近，
mTOR経路によるeIF4Gのリン酸化をMnkが負
に制御することも示された。一方，善岡ら
はストレス応答MAPキナーゼ（JNK, p38）の
足場タンパク質として同定したJSAP1がERK

のシグナル伝達をも制御することを明らか
にし，JSAP/JLPがMnkを介した翻訳制御に関
与する可能性を示した。 
 
 
２．研究の目的 

２つの主要な翻訳制御シグナル系である
mTOR 経路と Mnk 経路の相互作用における
JSAP1/JLP の機能を明らかにすることを目
的として本研究を計画した。近年，タンパ
ク合成の亢進が認められる多くの悪性腫瘍
に対して，mTORなどのタンパク合成促進分
子を標的とする治療法が試みられ，ラパマ
イシン類縁体の治験が行なわれている。本
研究の成果は，がん治療において両経路の
阻害剤を併用する試みの分子的基盤を提供
すると共に，新たな標的分子の探索にも繋
がることが期待できる。 
 
 
３．研究の方法 
ﾋﾄ Mnk1に対する 2種類の miR30-mimetic 

shRNA (Mnk1-5 および Mnk1-7)を設計し，
pLMP発現プラスミドに挿入した。これらを
HEK293T 細胞で発現させ，抗ヒト Mnk1mAb
を用いたウエスタンブロットによりノック
ダウンの検討を行なった。他方，ヒト Mnk1
に種々の点変異や欠失変異を導入した変異
体を Mnk1/2-ダブルノックアウト（DKO）マ
ウスの不死化胚性線維芽細胞（MEF）に導入

対象研究テーマ：がん化シグナル伝達系における足場タンパク質 JSAP の役割とその分子機構 

 

研 究 期 間：2012 年 4 月 1 日～2013 年 3 月 31 日 

研 究 題 目：がん細胞の増殖における Mnk プロテインキナーゼと JSAP の機能的 

相互作用の解析  

研 究 代 表 者：大阪薬科大学薬学部 教授 福永理己郎 

 
 

-54-



し，安定発現細胞株を樹立した。これらの
細胞を TPAや FCS で刺激し，翻訳制御に関
わるmTORシグナル系およびMnkシグナル系
について，eIF4G(Ser1108残基)のリン酸化
や eIF4E(Ser209)のリン酸化を主な指標と
して解析した。各部位のリン酸化レベルは，
リン酸化特異的抗体を用いたウエスタンブ
ロットにより解析した。 
 
 
４．研究成果 
がん細胞における Mnk1 の役割を解析す

るために，ヒト Mnk1のノックダウンを行っ
た 。 ヒ ト Mnk1 に 対 す る ２ 種 類 の
miR30-mimetic shRNA (Mnk1-5 お よ び
Mnk1-7)を設計し，RNA ポリメラーゼ II に
よって shRNA を発現するレトロウイルスベ
クターpLMPを用いて HEK293T細胞に導入し
てノックダウン効率を検討した。Mnk1-5あ
るいは Mnk1-7 の単独でも内在生 Mnk1の発
現 抑 制 が 認 め ら れ た が ， 両 者 の
Co-transfection がより効果的であった。
現在，Tet-on 応答プロモーターを有する
pTMPベクターを利用して２種類の shRNAを
培養細胞に導入し，誘導的に Mnk1 のノック
ダウンを行う系を構築している。また，Mnk1
と Mnk2 は細胞外シグナルによる活性化動
態が全く異なることから，その機能相違を
明らかにする目的で， Mnk2 のノックダウ
ン系を同様に構築している。 
  一方、Mnk1 を強制発現させた Mn1/Mnk2
ダブルノックアウト MEF細胞を血清で刺激
すると，リン酸化特異抗体で検出した
eIF4Gのリン酸化 Ser1108レベルが急速に
低下する現象を見出した。オカダ酸や
Cyclosporinなどの脱リン酸化阻害剤およ
び各種のMnk1変異体を用いてSer1108の脱
リン酸化について検討した結果，プロテイ
ンホスファターゼの活性化ではなく，
Ser1105 あるいは Ser1106残基のリン酸化
によってリン酸化 Ser1108抗体による認識
が阻害されている可能性が示唆された。そ
こで現在，Ser1105/1106が Mnk1 あるいは
他のプロテインキナーゼによってリン酸化
される可能性について検討している。 
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研究成果の概要： 
 我々は膵癌細胞で glycogen synthase kinase (GSK) 3β の発現と活性が高く，膵癌細胞の生

存と増殖に GSK 3β が必須であることを見出し、GSK3β 阻害によるがん治療効果を細胞レベル

と担がん動物モデルで実証し，GSK3β が膵癌の新しい治療標的であることを同定した。GSK 3β

の機能解析により、GSK3βが誘導するシグナルがp53がん抑制分子経路，Rb細胞周期制御経路、

細胞不死化経路に影響することを明らかにした。また、ヒト膵癌細胞移植動物において薬理学

的 GSK3β 阻害剤の併用が TP53INP1 (tumor protein 53-induced nuclear protein 1)を介する

DNA修復機構を制御して、ゲムシタビン(GEM)の抗腫瘍効果を相乗的に増強することを実証した 

(Shimasaki T, et al. J Gastroenterol 2012)。本研究では，とくに膵癌細胞の形態特性と運

動能に着目して GSK3β の機能を多角的に解析した。膵癌培養細胞のスクラッチアッセイとトラ

ンスウェルアッセイにより、GSK3β 阻害剤は膵癌細胞の遊走と浸潤を抑制した。また、GEMに

より誘導される膵癌細胞の形態変化と FAK (focal adhesion kinase)/Rac1/MMP-2 (matrix 

metalloproteinase-2)機軸経路が GSK3β 阻害剤により抑制された。これらの基礎的解析と並行

して，GSK3β 阻害作用を有する既存医薬品の適応外使用と GEM の併用による進行膵癌治療の医

師主導型第Ⅰ/Ⅱ相臨床研究 (UMIN 000005095)を継続中である。 

 
研究分野： 
キーワード：膵癌、GSK3β、浸潤、TP53INP1、ゲムシタビン(GEM) 
 
１．研究開始当初の背景 
固形癌の分子標的治療薬では上皮増殖因

子受容体(EGFR)の阻害剤や抗体医薬が、いく
つかの癌種で良好な治療効果を示している
が、膵癌では erlotinibのみが第Ⅲ相臨床試
験で GEMとの併用効果が証明されているにす
ぎない。我々は最近、glycogen synthase 
kinase (GSK) 3βが膵癌を含む多くの消化器
癌に共通する治療標的であることを明らか
にしてきた。 
GSK3βはインスリン経路で発見され、その

基質に応じて細胞周期、増殖・分化、アポト
ーシス、細胞運動など、基幹的細胞生命現象
を司る多機能セリン・スレオニンリン酸化酵
素である。疾患との関連では、インスリン経
路・神経細胞・造骨細胞への作用から、２型
糖尿病、アルツハイマー病, 骨粗鬆症などの
創薬標的として注目され、多数の阻害剤が開
発されている。GSK3βは正常細胞の Wnt経路
制御作用からがん抑制的に作用すると認識
されてきたが、我々は、GSK3βの過剰発現や
酵素活性の調節不全ががん細胞の生存や増

殖を維持・促進するという Wnt経路抑制機能
とは異なる病的作用を発見した。そして、
GSK3β阻害の抗腫瘍効果を大腸癌や脳膠芽
腫で実証し、本酵素が新しいがん治療標的で
あると提唱した。その機能解析から、がん細
胞で異常活性を示す GSK3βが誘導するシグ
ナルが、がん抑制分子 (p53)経路、細胞周期
制御(Rb)系や細胞不死化経路に影響を及ぼ
すことを明らかにした。 
膵癌でも同様に GSK3βの発現や活性の亢

進に伴う病的作用が観察され、我々は GSK3
β阻害により膵癌細胞の生存・増殖抑制のみ
ならず、ゲムシタビン(GEM)の感受性を高め
ることを in vitro と in vivo で実証した。
これらの予備結果から、GSK3βが膵癌細胞の
浸潤を促進しているのではないかという着
想に至った。我々の研究と前後して GSK3βは
膵癌の新たな治療標的であること示唆する
成果が海外で報告されているが、本研究と同
じ発想の研究報告は国内外ではみられない。 
 
２．研究の目的 

対象研究テーマ：GSK3β 阻害によるがん治療法の開発と臨床試験 
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 本研究では、膵癌における GEMによる形態
変化誘導のメカニズムと GSK3β阻害の作用
機序の解明を目的として、下記の到達目標を
設定した。(1) 我々が最近、同定した膵癌細
胞から分泌される因子の発現・機能解析を行
ない、GEM による形態変化誘導作用機序を明
らかにする。(2)この 形態変化誘導因子につ
いて、GSK3β阻害による影響、機能解析を行
い、GSK3βによるがん細胞の浸潤抑制機序を
明らかにする。(3) 本研究から期待される結
果と今までに得た知見を応用して、GSK3β阻
害作用を示すことが報告されている複数の
医薬品と GEMの併用による進行・再発膵癌の
第Ⅰ/Ⅱ相臨床試験を現在、実施している。
これらの臨床試験の結果とともに、同定した
EMT 誘導分子が本治療法のバイオマーカーと
なるかについて検討する。本研究により、GEM
と GSK3β阻害剤の併用による膵がん治療法
の作用分子基盤の解明とともに、進行膵癌患
者に対する同治療法の安全性と効果を見極
めることができると期待される。 
 
３．研究の方法 
①我々は，複数の培養ヒト膵癌細胞株におい
て，低濃度の抗がん剤により細胞の遊走と浸
潤能が亢進することを発見した．膵癌細胞
PANC-1 の調整培地のプロテオーム解析によ
り，候補となる 55 種類の分子を同定した．
ほとんどの分子は GEM投与により分泌が低下
したが，有意に分泌が上昇した 8種類の分子
のうち，組換え蛋白質の添加により同様の形
態変化を誘導する蛋白質を発見した． 
 形態変化の評価は，顕微鏡による形態学的
観察と，N-cadherin, E-cadherin, vimentin, 
ZO-1, snail など，関連マーカーの発現と細
胞内局在の変化を，Western blot法と免疫蛍
光染色法により観察した． 
②GSK3β阻害による抗がん剤誘導性形態変
化の抑制メカニズムの解明 
GSK3β阻害による形態変化抑制効果の作

用機序について，小分子 GSK3β 阻害剤や RNA
干渉法を用いて，GSK3β阻害による影響を検
討した．  
③GSK3β阻害剤の併用による進行膵がん治
療の第Ⅰ・Ⅱ相臨床試験の実施 すでに医薬
品として処方されているものの中で GSK3β
阻害作用を有する複数の薬剤を GEMと併用す
る化学療法により、進行膵癌患者における腫
瘍の縮小や良好な QOLを保ちながらの生存期
間の延長が得られるかを検証する。すでに金
沢医科大学病院倫理審査委員会で承認を受
け、本臨床試験を開始した。 
 
４．研究成果 
膵癌で glycogen synthase kinase (GSK) 

3β の発現と活性が高く，腫瘍細胞の生存と
増殖に必須であることを見出した．そして，

GSK3β 阻害によるがん治療効果を細胞レベ
ルと担がん動物モデルで実証し，GSK3β が膵
癌の新しい治療標的であることを同定した．
その機能解析から，がん細胞で異常活性を示
す GSK3β が誘導するシグナルが p53がん抑
制分子経路，Rb細胞周期制御系や細胞不死化
経路に影響を及ぼすことを明らかにした．ま
た，ヒト膵癌細胞移植動物において薬理学的
GSK3β 阻害剤の併用は TP53INP1 (tumor 
protein 53-induced nuclear protein 1)を
介する DNA修復機構を制御して，ゲムシタビ
ン(GEM)の抗腫瘍効果を相乗的に増強するこ
とを実証した． GSK3β 阻害剤はがん細胞の
遊走と浸潤を抑制した．その効果に伴い，GEM
により誘導されるがん細胞の形態変化と， 
FAK/Rac1/MMP-2 機軸経路が抑制された
（Kitano A et al. PLoS One 2013） ．これ
らの解析と並行して，GSK3β 阻害効果が科学
的に立証された既存医薬品の適応外使用と
GEMの併用による進行膵癌治療の医師主導型
第Ⅰ/Ⅱ相臨床研究 (UMIN 000005095)を 2011
年に開始し，現在までに 4例の症例に対して
治療を行ない，治療薬の投与量の検討を行っ
た． 
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研究成果の概要：大腸がん病態の指標となる候補分子を調べる目的で、大腸がん患者 35 症例

を対象に、β-カテニンの新規転写標的 CRD-BP (coding region-determinant protein)の発現を、

その関連分子 (β-TrCP1, c-myc, IGF-II, Gli-1)の発現や臨床病理学的諸因子と比較解析した。

その結果、大腸がん原発巣において CRD-BP と c-myc の発現は有意に相関し、IGF-II の発現

とも相関傾向があった。CRD-BP 発現の高い症例は有意にリンパ節転移の頻度が高く、病期が

より進行していた。大腸癌において β-catenin により発現誘導される CRD-BP は、c-myc や

IGF-II を介して腫瘍の増殖やリンパ行性転移に関与することにより、がん病態の分子指標にな

ると考えられた。 
 
研究分野：腫瘍外科学、分子腫瘍学 
キーワード：大腸がん、分子病理、CRD-BP 
 
１．研究開始当初の背景 
大腸がんの早期診断と治療が長足の進歩

を遂げている現在でも、進行・再発大腸がん
症例は増加し、その治療の効率化と効果の改
善が課題である。そのためには、がんの分子
病態の理解は重要である。 
我々は 2011 年度に、大腸がん患者の組織

バンクを保有する貴研究所の共同研究に採
択され、腫瘍制御研究分野と連携して大腸が
んにおける既知の遺伝子変異やエピジェネ
ティク異常の解析を開始し、今回の申請課題
の基盤になるデータを集積している（2011
年度研究成果報告書を参照）。 
 
２．研究の目的 
 この数年間に同研究分野はWntシグナル経
路の解析を進め、がん腫－宿主境界の腫瘍環
境における β-catenin 活性化の重要性を提唱
している。そして、β-catenin と IκBα に共通
のユビキチン連結酵素 β-TrCP1 と、その発現
を転写後に mRNA レベルで制御する
β-catenin シグナルの新規標的分子 coding 
region determinant- binding protein 
(CRD-BP)を同定し、大腸がん細胞レベルにお
ける病的作用を明らかにした。CRD-BP は
c-myc, IGF-II や Gli-1 などの mRNA 安定性
も修飾する既知の RNA トランス因子である
ことから、大腸がんでは複数の主要な細胞増
殖経路 (Wnt, NF-κB, c-Myc, hedgehog など)

を共働させ、がん病態や治療感受性に影響す
る可能性が考えられる。 
 これまでに、少数例の大腸がんや卵巣がん
を対象に CRD-BP の発現解析が報告されて
いるが、がん病態との関連は明らかではない。
本研究では、大腸がん症例の腫瘍組織におけ
る CRD-BP と関連分子の発現を臨床病理学
的因子と比較解析し、CRD-BP が癌病態の分
子指標になるかを検討した。 
 
３．研究の方法 
 金沢大学がん進展制御研究所ヒトがん組織
バンクに登録された大腸がん 35 例を対象と
した。切除標本の腫瘍および正常粘膜の新鮮
組織検体から cDNA を調製し、定量的
RT-PCR により CRD-BP、β-TrCP1、c-myc、
IGF-II と Gli-1 の発現を測定した。これらの
分子の発現解析には大腸がん細胞株 SW480
を陽性対照として使用し、各 cDNA 検体の
GAPDH 発現量を対照として補正定量した。
CRD-BPと各分子同士の発現および臨床病理
学的因子との関係を統計学的に比較解析した。 
 
４．研究成果： 
大腸がんにおいて CRD-BP と c-myc の発

現は有意に強く相関し(p=0.0024)、IGF-II の
発現とも相関傾向  (p=0.0791)があった。
CRD-BP と βTrCP1, IGF-II あるいは Gli-1
の発現には相関はみられなかった。臨床病理

対象研究テーマ：ヒト消化器・呼吸器がんの分子病態の解明と臨床応用 

 

研 究 期 間：2012年 4月 1 日～2013年 3月 31日 

研 究 題 目：大腸がんの分子病理学的特性の解析と診断、治療のための分子指標の解明 

  

研 究 代 表 者：金沢医科大学一般・消化器外科学 教授 小坂健夫 

 
 

-59-



学的因子との比較では、CRD-BP 発現が高い
症例は有意にリンパ節転移の頻度が高く 
（ p=0.006 ）、病期がより進行していた
（p=0.013）。 

大腸がんにおいて β-catenin の活性化によ
り誘導される CRD-BP は、c-myc や IGF-II
の発現を介して腫瘍の増殖やリンパ行性転
移を促進すると考えられた。そして、原発腫
瘍における CRD-BP の発現はリンパ節転移
や病期の分子指標となることが示唆される。 
今後は症例を追加して同様の解析を継続

する。また、大腸がんの分子病態の理解をさ
らに深めるために、これらのデータと、昨年
度までに得られている大腸がんの遺伝子変
異やエピジェネティク異常との関連につい
てさらに解析を進める予定である。 
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研究成果の概要： 
 がんの発症や悪性進展過程におけるヒストンのメチル化修飾状態の制御異常を解析するため
に、さまざまなメチル化修飾ヒストンに特異的なモノクローナル抗体の開発を進行した。作製
した特異的抗体を用いて、TGFβ処理で上皮•間葉転換（EMT）が誘導されるがん細胞について、
個々の細胞レベルでのグローバルなヒストンの翻訳後修飾の経時的な変化を調べた。その結果、
特にヒストン H3K27 のトリメチル化（me3）レベルの著しい上昇が観察された。現在、H3K27
メチル化修飾を担う酵素群 PRC2 複合体の細胞内動態（複合体構成、細胞内局在、翻訳後修飾
など）に注目し、EMT の新しいエピジェネティックな制御メカニズムの解析を進めている。 
 
研究分野：分子生物学 
キーワード：がん, エピジェネティクス, ヒストン, 翻訳後修飾, 上皮•間葉転換 
 
１．研究開始当初の背景 
 がんは、正常な細胞の分化・維持機構の破
綻が原因のひとつであり、ジェネティックな
変異に加えて、エピジェネティックな制御機
構の異常もまた、がんの発症・悪性進展を引
き起こす要因と考えられている。そのような
異常を同定するために、ヒトの発がんの様々
な過程を再現しうる発がんモデルマウスの
有用性は大きい。レトロウイルス感染発がん
モデルマウスでは、ウイルスのゲノムへの挿
入による遺伝子変異や周辺遺伝子の発現異
常が原因でがんが発症するため、ウイルス挿
入部位を解析することで、原因遺伝子を容易
に同定することができる。これまでに、ウイ
ルス挿入変異の標的として、ヒストンのメチ
ル化酵素・脱メチル化酵素の多くが、高頻度
に同定されてきた。ヒストンの翻訳後修飾
（アセチル化、メチル化、リン酸化等）は、
転写制御、DNA 複製、ヘテロクロマチン形
成など様々な生物学的現象に関与している。
ヒトのがんでは、ヒストンのアセチル化の関
与が既に解析されており、脱アセチル化酵素
の阻害剤（Trichostatin A, SAHA など）が抗が
ん剤として開発されている。これに対し、ヒ
ストンのメチル化と発がんの関係は、まさに
現在解析が進行している注目される研究分
野であり、次世代のエピジェネティック医薬
の臨床開発への貢献が期待されている。 
 
２．研究の目的 
 がんに関係するヒストンのメチル化・脱メ

チル化酵素群の細胞生物学的機能を解析し、
エピゲノム異常によるがんの発症と悪性化
の分子機構を解明することを目的とする。そ
のため、ヒストンの翻訳後修飾の詳細な解析
に必要な修飾特異的、修飾部位特異的なモノ
クローナル抗体の開発を進行する。開発した
抗体を用いて、ChIP 法などによるエピゲノム
解析と個々の細胞レベルでのグローバルな
ヒストン翻訳後修飾の動態解析を行う。特に、
上皮•間葉転換（EMT）をはじめとするがん
細胞の悪性進展過程における新しいエピジ
ェネティックな制御機構を明らかにするこ
とを目指す。 
 
３．研究の方法 
 遺伝子の転写制御に最も重要なヒストン
H3 のメチル化修飾部位である K4、K9、K27、
K36、K79 等について、それぞれのメチル化
修飾の状態を特異的に認識するマウスモノ
クローナル抗体の作製を進行する。作製した
抗体を用いて、正常細胞とがん細胞、あるい
は悪性度の異なるがん細胞を比較しながら
ヒストンのメチル化修飾のダイナミクスを
解析する。特に、がんの悪性進展過程に重要
な上皮•間葉転換（EMT）のプロセスにおい
て、個々の細胞レベルでのグローバルなヒス
トンのメチル化修飾の変化を調べ、その分子
メカニズムを解析する。 
 
４．研究成果 
 ヒストン H3 の重要なメチル化修飾リジン

対象研究テーマ：がんの発症・悪性化におけるヒストンのメチル化制御に関する研究 
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残基について、さまざまなメチル化修飾状態
を特異的に認識するモノクローナル抗体の
作製を進行し、多くの場合において、特異性
の高い抗体の作製に成功した。また、他の翻
訳後修飾（アセチル化、リン酸化など）とメ
チル化修飾が併存する状態を認識する抗体
についても、抗体作製を完了しつつある。こ
れらの特異的修飾抗体を用いて、肺がん細胞
A549 が TGFβ処理で EMT を誘導されるモデ
ル実験系において、個々の細胞レベルでのグ
ローバルなヒストンの翻訳後修飾の経時的
な変化を調べた。その結果、特に H3K27 のト
リメチル化（me3）レベルの著しい上昇が観
察された。この結果は、A549 細胞における
H3K27 脱メチル化酵素 JMJD3 のノックダウ
ンによる EMT 誘導という機能ゲノミクス分
野が見いだした実験結果とも合致する。しか
しながら、H3K27 メチル化修飾を担う酵素群
PRC2 複合体の各構成要素の発現そのものは、
TGFβによってほとんど変化しないことがわ
かった。そのため現在は、PRC2 複合体の細
胞内動態（複合体構成、細胞内局在、翻訳後
修飾など）に注目し、EMT のエピジェネティ
ックな制御メカニズムの解析を進めている。 
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研究成果の概要： 
 ヒストンのメチル化修飾状態の制御異常は、がんの発症や悪性進展を引き起こす重要な要因

のひとつと考えられている。我々は、ヒストン脱メチル化酵素のメンバーである JMJD3 遺伝子

について、がんとの関連を調べるために、JMJD3 ノックダウン細胞の表現型を解析した。JMJD3
の発現を恒常的にノックダウンした細胞では、細胞運動能の亢進と上皮•間葉転換（EMT）の

促進が観察された。遺伝子の発現解析から、E-Cadherin など EMT マーカー遺伝子や EMT 誘導

転写制御因子の発現変化に JMJD3 が関与することがわかった。さらに、これらの遺伝子も含め

て、JMJD3 酵素が直接発現制御する標的遺伝子を探索するために、ChIP 解析に使用する JMJD3
特異的モノクローナル抗体の作製を現在進行している。 
 
研究分野：分子生物学 
キーワード：がん, エピジェネティクス, ヒストン, 翻訳後修飾, 上皮•間葉転換 
 
１．研究開始当初の背景 
 エピジェネティクスは、遺伝子の塩基配列
が変化することなく、遺伝子発現の多様性を
生み出し、異なる表現型を誘導するしくみで
あり、生物の発生や分化の過程において重要
なシステムのひとつである。がんは、正常な
細胞の分化・維持機構の破綻が原因であり、
エピジェネティクス制御機構の異常もまた、
がんの発症・悪性進展を引き起こす要因と考
えられる。例えば、ゲノム DNA のメチル化
の異常は、古くから様々なタイプの悪性腫瘍
の発がん過程で検出されている。さらに近年、
ヒストンの翻訳後修飾やそれに関与する酵
素の異常が、様々なかたちで発がん過程に関
わっていることが報告されている。こうした
エピジェネティクス制御の異常は、次世代の
がん治療の標的として特に注目されている。
これまでに、ウイルス感染発がんモデルマウ
スを用いた挿入変異の標的として、ヒストン
のメチル化酵素（SET ドメインタンパク質）
と脱メチル化酵素（JmjC ドメインタンパク
質）の多くが同定されてきた。現在、ヒスト
ンのメチル化の制御は、がん研究の分野にお
いて注目されている研究領域であり、新しい
エピジェネティック医薬の臨床開発への貢
献が期待されている。 
 
２．研究の目的 
 我々の研究グループは、ヒストンの脱メチ

ル化酵素のひとつである JMJD3 遺伝子につ
いて、その個体における機能や発がんとの関
連を調べるために、JMJD3 コンディショナ
ル・ノックアウトマウスを作製して、研究を
進行している。本共同研究では、JMJD3 ノッ
クアウト細胞や JMJD3 ノックダウン細胞を
利用して、JMJD3 脱メチル化酵素によって発
現制御される標的遺伝子および遺伝子ネッ
トワークを明らかにすることを目的とする。
さらに、得られた情報をもとに、がんの発症
•悪性進展過程における JMJD3 酵素の新しい
役割とその作用メカニズムを解明すること
を目指す。 
 
３．研究の方法 
 JMJD3 ノックアウトおよびノックダウン
細胞について、細胞の増殖、運動能、刺激応
答性、薬剤感受性などをコントロール細胞と
比較して解析し、JMJD3 の新しい細胞生物学
的機能を見いだす。これらの細胞で、発現の
変化する遺伝子、すなわち JMJD3 酵素が発現
制御する標的遺伝子の候補を探索する。
JMJD3 タンパク質を特異的に認識する高力
価のモノクローナル抗体を作製し、その抗体
を用いた ChIP 解析を行なって、JMJD3 酵素
によってエピジェネティックに発現調節さ
れる標的遺伝子を同定する。 
 
４．研究成果 

対象研究テーマ：がんの発症・悪性化におけるヒストンのメチル化制御に関する研究 
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 shRNA 発現ウイルスを用いて、JMJD3 の発
現を恒常的にノックダウンした細胞では、細
胞の増殖には顕著な変化が見られないもの
の、細胞の運動能が有意に亢進することが観
察された。上皮•間葉転換（EMT）を観察し
やすい肺がん細胞 A549 において、同様のノ
ックダウン実験を行なうと、EMT の促進効果
が示された。遺伝子発現変化の解析から、
JMJD3 のノックダウンは、上皮系マーカー
E-Cadherin の発現低下や、間葉系マーカー
Fibronectin の発現上昇などを誘導することが
示された。さらに、EMT 誘導に関与する転写
制御因子 ZEB1 や ZEB2 の発現変化にも関与
することがわかった。こうした遺伝子が、
JMJD3 酵素の直接の標的遺伝子かどうか調
べるために、ChIP 解析に使用する JMJD3 モ
ノクローナル抗体の作製を進行している。得
られた抗体は、cDNA 発現ベクターで発現さ
せた JMJD3 タンパク質を検出できるが、内在
性の JMJD3 タンパク質については、まだ明確
な結論が出ておらず、抗体の精製も含めて、
現在対策を検討している。 
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研究成果の概要： 
 Nrf2 は抗癌剤耐性や細胞増殖に関与する転写因子であり、非小細胞肺癌で活性化が見られる。

非小細胞肺癌における Nrf2 活性化は、その抑制タンパクである Keap1 の機能欠失か、上皮成

長因子受容体(EGFR)シグナリングの亢進によって生じる。このことは、Keap1 遺伝子に機能

欠失性変異が生じると、EGFR シグナリングに関係なく Keap1 依存的な Nrf2 活性化による細

胞増殖が恒常的に生じることを意味し、EGFR 阻害薬(TKI)の耐性機構として重要と思われる。

本研究では非小細胞肺癌患者を対象に、EGFR-TKI 感受性と EGFR 遺伝子変異、Keap1 遺伝

子変異の関連を調べ、Keap1 遺伝子変異の検索が EGFR-TKI 有効性予測の新たな遺伝子診断

法となりうるかを検討した。EGFR-TKI 感受性 EGFR 遺伝子変異を有した腺癌症例で

EGFR-TKI が初回より無効であった症例は見られなかった。これらのうち、能転移巣で

EGFR-TKI が無効であった症例で Keap1 遺伝子変異を検討したところ、脳転移巣のみに機能

欠失性 Keap1 遺伝子変異を認めたことから、Keap1 遺伝子変異は EGFR-TKI 獲得耐性の一因

である可能性が示唆された。Keap1 遺伝子は微少検体でも解析できたことより、今後多くの症

例でその有用性を検証したい。 
 
 
研究分野：肺癌、遺伝子診断 
キーワード：Nrf2、Keap1、EGFR-TKI、薬剤耐性、遺伝子診断 
 
１．研究開始当初の背景 
 非小細胞肺癌細胞において、Nrf2 は薬物代
謝酵素群、薬剤排出ポンプ、細胞周期関連タ
ンパクなどの発現を誘導し、抗癌剤耐性や癌
細胞増殖を助長する(Clin Cancer Res 15: 
3423, 2009)。非小細胞肺癌細胞における
Nrf2 活性化は上皮成長因子受容体(EGFR)シ
グナリングの亢進か、抑制タンパク Keap1
の機能欠失性変異によって生じる。このこと
は、肺癌細胞に Keap1 遺伝子の機能欠失性
変異が生じると、EGFR シグナリングに関係
なく Keap1 依存的な Nrf2 活性化による細胞
増殖が恒常的に生じることを意味し、EGFR
阻害薬(EGFR-TKI)耐性のメカニズムを考
える上で、臨床的に極めて重要な所見である。
すなわち Keap1/Nrf2 系は EGFR-TKI 感受
性 EGFR 遺 伝子変異陽性肺癌患者の
EGFR-TKI 耐性形成の新たな分子機構であ
り、Keap1 遺伝子変異の検索は EGFR-TKI
有効性の遺伝子診断として有用なツールと
なる可能性がある。 
 
 

２．研究の目的 
本研究では EGFR-TKI 耐性非小細胞肺癌

における Keap1 変異の頻度や変異部位を臨
床検体で解析し、実際の肺癌患者における
EGFR-TKI 耐性との Keap1 遺伝子変異との
関連を明らかにするとともに、EGFR-TKI
有効性の新規遺伝子診断法としての Keap1
遺伝子変異測定の有用性を検証する。更に、
気管支鏡下肺生検等の微少臨床検体からの
Keap1 遺伝子変異検索法を確立することを
目的として、研究を行った。 
 
 

３．研究の方法 
EGFR-TKI（イレッサ、タルセバ）の投与

された非小細胞肺癌患者で、病理検体の研究
使用に対する包括同意を得られている症例
を対象とした。EGFR-TKI の臨床効果は
RECIST 基準に準じて判定した。 
 これらの症例において経気管支生検、胸腔
鏡下生検、剖検などから得られた肺癌組織検
体を用いて、Nrf2 活性化、Keap1 遺伝子変
異、EGFR 遺伝子変異を解析した。Nrf2 活

対象研究テーマ：肺がんの分子標的薬耐性機構の解明とその克服に関する研究 

 

研 究 期 間：2012年 4月 1 日～2013年 3月 31日 

研 究 題 目：新たなる EGFR-TKI耐性機構としての Keap1/Nrf2システム  

－ その遺伝子診断や治療への応用 
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性化については、パラフィン包埋標本におけ
る免疫組織化学法にて in situ で解析した。
Keap1 遺伝子変異、EGFR 遺伝子変異は、パ
ラフィン包埋標本より DNA を抽出し、直接
シークエンス法にて解析した。 
 EGFR-TKI の効果が持続している症例、
EGFR-TKI が初回より無効な症例、および
EGFR-TKI に耐性を獲得した症例に分け、そ
れぞれの症例におけるNrf2活性化の程度や、
Keap1 遺伝子変異の有無および変異部位を
確認し、EGFR-TKI 耐性との関連について検
討した。 
 
 
４．研究成果 
１）非小細胞肺癌では、腺癌、扁平上皮癌と
もに殆どの症例で Nrf2 に対する免疫染色が
陽性であった。 
２） 検体からの Keap1 遺伝子変異解析では、
アミノ酸変異を伴う Keap1 遺伝子変異は２
例でどちらも腺癌であった。変異はどちらも
Keap1 の Kelch 領域という Nrf2 結合領域に
存在した。EGFR 遺伝子変異陽性で、肺原発
巣に Keap1 遺伝子変異を有した症例は認め
なかったが、脳転移巣で Keap1 遺伝子変異
を認めた症例が１例あった。同症例では肺病
巣に対し EGFR-TKI は有効であったが、使
用中に癌性髄膜炎を発症したことから、脳病
変に同剤は有効でなかったものと判断した。 
３）１例のみの検討であるが、気管支鏡下肺
生検による微少臨床検体から Keap1 遺伝子
の解析は可能であった。 
以上より、非小細胞肺癌では腺癌のみなら

ず、扁平上皮癌でも Nrf2 活性化が認められ
た。過去の報告とあわせると、腺癌では
Keap1 遺伝子異常、扁平上皮癌では Nrf2 の
遺伝子異常によりそれぞれ Nrf2 活性化が生
じる可能性が高いと思われた。Kelch 領域に
生じた Keap1 遺伝子変異は、過去の報告と
も併せ機能欠失性変異であると考えられた。
Keap1 遺 伝 子 変 異 の あ っ た 転 移 巣 で
EGFR-TKI が無効であった症例より、Keap1
が EGFR-TKI 獲得耐性の新たなメカニズム
となりうる可能性が示されたが、今回の検討
では EGFR-TKI 感受性 EGFR 遺伝子変異が
ありながら、EGFR-TKI に耐性を示した症例
が殆どなく、EGFR-TKI 耐性と Keap1 遺伝
子変異の関連性を明らかにするためには今
後多くの症例の集積が必要と思われた。
Keap1 遺伝子変異は EGFR 遺伝子変異のよ
うに EGFR-TKI 感受性との相関が確立され
たものはまだないので、現時点ではシークエ
ンスで少なくともKelch領域全般は調べる必
要があるが、TBLB 等による微少標本でも解
析は可能であると考えられた。 
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平成２５年４月３０日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
 本研究では、Akt 阻害活性を有する低酸素サイトトキシン類について種々のヒト癌細胞に対

する細胞増殖抑制作用および MMP 阻害活性を有する分子を探索した。その結果、TX-2137 およ

び化合物 2（特許未出願のため名称は省略）が高い細胞増殖抑制作用と MMP-9 産生抑制作用を

有することを見出した。両化合物は VEGF誘導性の血管新生阻害と深く関係する Aktに対する強

力な阻害剤でもあるので MMP 阻害とは別の経路での血管新生阻害活性が期待され、抗転移性制

癌剤のリード化合物として期待される。 

 
研究分野：創薬化学 
キーワード： hypoxic cytotoxin、MMP inhibition 
 
１．研究開始当初の背景 
がんはがん細胞だけでなく、血管や結合組

織、免疫担当細胞といったがん周囲組織との
相互作用の上で成り立っている。また、低酸
素環境はがんの基本環境であり、低酸素環境
および低酸素がん細胞が癌治療の分子標的
として再認識されている。一方、セリン・ス
レオニンキナーゼである Akt は、増殖因子な
ど様々な細胞外からの刺激により活性化さ
れ、白血球、線維芽細胞、血管内皮細胞、が
ん細胞の運動に重要であることが示されて
おり、抗転移剤のターゲット分子として近年
注目されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、低酸素がん細胞選択的な
細胞毒性を有する低酸素サイトトキシン類
に、MMP や Akt に対する阻害作用を付与した
多機能性薬剤を分子設計・合成し、生物活性
および作用機序を調べることで、より効果的
な抗転移性抗がん剤を創製することである。 
 
３．研究の方法 
 2-Nitroaniline を出発原料として合成し
た 3-Chloro-1,2,4-benzotriazin 1-oxideと
4-Hydroxyanilineとの反応により TX-2123を
得、次いで TX-2123 を酸化して TX-2137を得
た 。 ま た 、 1-(4-Piperidyl)-2- 
benzimidazolinone を出発原料として 3 工程
で化合物 1を得、次いで化合物 1を酸化して
化合物 2 を得た。MMP 阻害活性は HT-1080 細

胞を用いたザイモグラフィーにより、Akt 阻
害活性は U87細胞を用いたウェスタンブロッ
トにより評価を行った。in vitro における細
胞増殖抑制活性はマウス黒色腫 B16-F10、ヒ
ト線維肉腫 HT-1080、ヒト胃がん MKN-45細胞
を用いた MTT アッセイにより、また in vivo
抗転移活性は発育鶏卵モデルを用いた
B16-F10 の肝転移巣の抑制試験により評価し
た。 
 
４．研究成果 
 TX-2137および化合物 2は AKT1/2キナーゼ
阻害剤と異なり Aktのリン酸化を抑制しなか
ったがタンパク発現量を低下させた。これと
相関して転写因子 NFκB の活性型である
phospho-p65、および転写因子 HIF-1αの発現
が抑制された。MMP阻害剤である BB94 とは異
なり、TX-2137 および化合物 2 は MT1-MMP に
よる MMP-2の活性化は阻害しなかったが、化
合物 2では MMP-9産生の抑制効果が認められ
た。Akt のタンパク発現量の低下と MMP-9 産
生の抑制効果の関連性については今後さら
に検討する必要がある。TX-2137 および化合
物 2 は B16-F10、HT-1080、MKN-45 細胞の増
殖を抑制し、各細胞に対する IC50 値はいず
れも 4 µM 以下であった。さらに、TX-2137お
よび化合物 2はアドリアマイシンと同程度の
B16-F10 の肝転移巣に対する抑制効果を示し
た。結論として、Akt/MMP-9 阻害と細胞増殖
抑制作用を併せ持つ新規抗転移性抗がん剤
TX-2137および化合物 2の創製に成功した。 

対象研究テーマ： MT1-MMPの機能解析と分子標的治療法の開発 
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研究成果の概要： 
 がん患者にアミノレブリン酸(ALA)を投与すると、腫瘍特異的にポルフィリンが蓄積さ

れることが知られており、この現象を利用したがんの蛍光診断・がんの光線力学治療が臨

床で用いられている。しかしながら、腫瘍特異的なポルフィリン蓄積の分子メカニズムは

未だ解明されていない。そこで本研究は ALA 投与後の腫瘍特異的なポルフィリン蓄積メ

カニズムの解明を目的とし、特異的なポルフィリン蓄積に関わる生体内物質を同定する。

その結果、腫瘍特異的なポルフィリン蓄積メカニズムには ALA 取り込みに関わるトラン

スポーターである PEPT1 ならびにポルフィリン汲み出しにかかわるトランスポーターで

ある ABCG2 が深く関与していることを細胞レベルで示唆することができた。 
 本年度ではこの二つのトランスポーターの役割を詳しく解析するためにこれらの過剰発

現株・発現抑制株を樹立し、その解析を行った。さらに ALA による光線力学治療の耐性

細胞におけるこれらのトランスポーターの役割も調べた。 
 
 
研究分野： 
キーワード：アミノレブリン酸・ポルフィリン・光線力学治療・光線力学診断 
 
１．研究開始当初の背景 
 ALA を投与すると生合成経路を経てポル
フィリンが生成する。この反応は腫瘍にお
いて亢進しており、ALA 投与によって腫瘍
特異的なポルフィリンの蓄積が観察されて
いる。さらに、悪性グリオーマなど悪性度
の高いがんは多くのポルフィリンが蓄積す
る興味深い所見が得られている。しかしな
がら、がん細胞への特異的なポルフィリン
蓄積の分子メカニズムは未だ解明されてい
ない。 
 
２．研究の目的 

 ALA 投与後の腫瘍特異的なポルフィリン

蓄積メカニズムの解明を目的とし、特異的

なポルフィリン蓄積に関わる生体内物質を

同定する。本研究で得られる知見は、ポル

フィリン蓄積能を指標としたがんの個別診

断を可能とするものであり、光線力学治療

の効果を予測できるバイオマーカーを提供

し、光線力学治療のオーダーメイド化を実

現するものである。 

 

３．研究の方法  

 種々の細胞株に対して、ポルフィリン蓄

積に関与していると予想される分子のたん

ぱく質の発現量ならびにその mRNA の発現

量の解析を行った。その結果、PEPT1 なら

びに ABCG2の発現が変化している細胞が腫

瘍特異的なポルフィリン蓄積に関与してい

ることが示唆されている。そこで本年度は

これらの過剰発現株・発現抑制株を用いた

解析を行った。 
 

４．研究成果 

 本年度は PEPT1 の過剰発現株ならびに

ABCG2 発現抑制株を樹立し、その機能解析を

行った。その結果、PEPT1 の過剰発現株なら

びに ABCG2発現抑制株ではポルフィリン蓄積

能が飛躍的に向上した。PEPT1 は ALA の取り

込みに関与しており、ABCG2 はポルフィリン

の排出に関与しているため、これらのトラ

ンスポーターの役割の重要性が証明でき

た。 

 さらに ALAを用いた光線力学治療における

対象研究テーマ：ヒト消化器・呼吸器がんの分子病態の解明と臨床応用 

 

研 究 期 間：2012年 4月 1 日～2013年 3月 31日 

研 究 題 目：アミノレブリン酸投与後の腫瘍特異的ポルフィリン蓄積メカニズムの 

細胞レベルでの解明 

  

研 究 代 表 者：東京工業大学大学院生命理工学研究科 特任准教授 小倉俊一郎 
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耐性株においてもこれらのトランスポータ
ーの発現異常が観察された。以上のことから
ALAを投与した後の腫瘍特異的ポルフィリン
蓄積には PEPT1ならびに ABCG2が重要な因子
であることが明らかとなった。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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Yonemura Y, Okura I, Ogura S: Tumor 

Suppressor protein p53-dependent 

cell death induced by 
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ATP-Binding Cassette (ABC) 

Transporter ABCG2 in 5-Aminolevulinic 

Acid (ALA)-Based Photocytotoxicity of 

Gastric Cancer Cells in Vitro. 
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平成２５年４月４日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 

B6 マウスから幹細胞を採取し Bcr-abl 遺伝子を導入後、腫瘍発生組織(脾臓)から、幹細胞を

とりだし、RNA を採取、その後網羅的 miRNA 遺伝子解析を行った。Bcr-abl 陽性のマウス白

血病幹細胞では、正常対応細胞と比較し、いくつかの miRNA が過剰発現または、発現低下を

しており、それらは miR-203,miR-200c, miR-26,miR-21,miR-2105, miR-181などであつた。

そのうちmiR-200cはKLS陽性細胞と陰性細胞の分画で比較しても発現差をみた。現在 bcr-abl

陽性白血病における miR-200c の標的蛋白の同定の為の実験を行っている。 

 
研究分野：血液内科学 

キーワード： 

 
１．研究開始当初の背景 

近年、microRNA(以下 miRNA)と呼ばれる

non coding RNA が、蛋白の翻訳を阻害し、

細胞の分化、増殖に重要な働きをもつこと

が報告されている。一方、がん幹細胞はが

ん細胞の供給源となる細胞として注目を集

めている。このがん幹細胞は抗がん剤治療

に対して抵抗性を示し、治療後の再発を引

き起こす原因になると考えられている。最

近、乳がんや前立腺がん、その他の固形癌

で、miRNA ががん幹細胞で異常発現し重要

な働きをしているという報告が次々となさ

れ て い る (Shimono et al., Cell 2008; 
O’Connell et al., PNAS 2010; Leu et 
al.,2010 Nat.Med)。しかし、がん幹細胞の

治療抵抗性メカニズムにおける miRNA の役

割は解明されていない。 

 慢性骨髄性白血病(CML)は幹細胞レベルで、

BCR-ABL1 転座が生じることが明らかにな

っている。CML 患者の治療には BCR-ABL1

遺伝子産物のチロシンキナーゼ活性を標的

とするグリベック、スプリセルなどのチロ

シンキナーゼ阻害薬が広く用いられている。

しかし、このようなチロシンキナーゼ阻害

薬による治療後の再発は患者の生命を脅か

す重大な問題となっている。CML 幹細胞の

残存は、このような CML の再発を引き起こ

す原因になることが報告されている。さら

に、チロシンキナーゼ阻害薬に不応性の

T315I 変異を有する BCR-ABL1 の発現は

CML 患者に治療を行う上で非常に大きな障

壁となっている。CML 幹細胞は、この

T315I 変異を有する CML 細胞を産みだす発

症母細胞となる可能性が考えられる。従っ

対象研究テーマ：がん幹細胞を標的とした薬剤スクリーニング法の開発に関する研究 

 

研 究 期 間：2012年 4月 1 日～2013年 3月 31日 

研 究 題 目：miRNAによる慢性骨髄性白血病(CML)幹細胞の治療抵抗性制御機構の解析 

  

研 究 代 表 者：秋田大学大学院医学系研究科 講師 田川博之 
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て、CML 幹細胞の薬剤に対する抵抗性メカ

ニズムを解明することは重要な研究課題で

あり、現在、国内外の研究者によって活発

に研究がおこなわれている。 

 申請者はこれまでに、miRNA の研究で世

界をリードする優れた研究成果あげてきた。

この miRNA 領域での研究基盤に立脚し、白

血病でも幹細胞レベルで miRNA の異常が生

じている可能性が高いと着想するに至っ

た。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、BCR-ABL 陽性白血病のマ

ウス発症モデルを用いて、がん幹細胞分画を

純化し、網羅的 miRNA 発現解析を行って

「白血病がん幹細胞で異常発現する miRNA」

を同定する。同定された場合はその機能解析

を行い、miRNA ががん幹細胞に及ぼす病

理・病態を明らかにする。 

３．研究の方法 

1)マウス CML 幹細胞における miRNA の発

現解析 (遺伝子組み換え、動物実験有) 

C57BL/6 マウス(以下 B6 マウス)の造血幹細

胞分画(cKit陽性Sca1陽性分化マーカー陰性

細胞 以下KSL)にBCR-ABL1キメラ遺伝子

を導入し、同感染細胞を B6 マウスに移植す

る。BCR-ABL 陽性白血病発症マウスから

CML 幹細胞（KSL 分画）、前駆細胞様 CML

細胞(cKit陽性Sca1陰性分化マーカー陰性細

胞)、並びに分化 CML 細胞をセルソーターで

抽出し、RNA を精製し、miRNA(non-cording)

や通常遺伝子(cording)の網羅的発現解析を

行い、がん幹細胞特異的に発現する miRNA

や遺伝子を同定する。 

 

2) ヒト CML 患者由来の CML 幹細胞における

miRNA の発現解析 
ヒト患者検体の幹細胞 CD34+CD38-分化マ

ーカー陰性細胞をセルソーターで採取し、マ

ウスで同定された miRNA の定量解析

(Taqman PCR)を行う。マウス、ヒトで共通

に異常発現する miRNA を同定し、その後、

同 miRNA の標的遺伝子の探索、機能解析へ

と研究を発展させる。 

 

3) CML幹細胞特異的発現 miRNAの標的遺伝子

の解析 
遺伝子発現解析と miRNA 発現解析で、連動

して動く miRNA と遺伝子の関係を明らかに

する。また、Target Scan などの program を

使用し、miRNA の target を絞り込む。標的

遺伝子候補は、Taqman 法によるバリデーシ

ョンを行い、CML 細胞株などに、候補遺伝

子を導入した transfectantを用いて標的蛋白

の発現の変化を検討する。 

 

4) CML 幹細胞特異的 miRNAを標的とする CML

治療方法の検討 
BCR-ABL1 遺伝子に T315I 突然変異のある

CML マウスモデルを作製し、同様に遺伝子

発現解析を行う。通常の CML 発症マウスと

miRNA の発現差が幹細胞レベル、あるいは

他の linage であるか否かを検討したい。 

 

5) マウス CML 幹細胞の治療抵抗性機構にお

ける miRNA の役割 
CML 幹細胞に特異的な miRNA のアンチセ

ンス RNA の発現ベクターを CML 幹細胞に

導入し、マウスに移植を行う。このマウスに

チロシンキナーゼ阻害薬を投与して、CML

幹細胞の治療抵抗性における miRNA の役割

を解明する。 
 

6) miRNAをターゲットとするマウス CML幹細

胞の治療効果の検証 
同定された miRNA のアンチセンスを CML
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発症マウスに経静脈的に投与することによ

り、腫瘍に抑制効果が生じるか等を検討する。 

 
４．研究成果 

B6 マウスから幹細胞を採取し Bcr-abl 遺伝

子を導入後、腫瘍発生組織(脾臓)から、幹細

胞をとりだし、RNA を採取、その後網羅的

miRNA 遺伝子解析を行った。Bcr-abl 陽性の

マウス白血病幹細胞では、正常対応細胞と比

較し、いくつかの miRNA が過剰発現または、

発現低下をしており、それらは miR-203, 

miR-200c, miR-26,miR-21,miR-2105, 
miR-181 などであり、そのうちのいくつかは、

KLS 陽性細胞と陰性細胞の分画で比較して

も発現差をみた。例えば miR-200c がそうで

あるが、現在 CML における miR-200c の標

的蛋白の同定の為の実験を行っている。 

 

５．主な発表論文等 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
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平成２５年４月１９日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
本研究では、膠芽腫患者由来の 9 種類の膠芽腫幹細胞株を使用し Notch 阻害剤であるγ-セク

レターゼ阻害剤(MRK-003 以後 MRK)の有効性を in vitro で評価した。MRK により膠芽腫幹細胞

の細胞増殖抑制、アポトーシス促進、幹細胞形質の喪失を認めた。膠芽腫幹細胞株には MRK
高感受性群と低感受性群が存在した。CD44 の発現量が高く、CD133 の発現量が低い膠芽腫幹

細胞様細胞に MRK は有効であり CD44 および CD133 発現量は Notch 阻害剤感受性のバイオマ

ーカーになりうると考えられた。 
 
研究分野：脳腫瘍学 
キーワード：グリオーマ、分子標的療法、グリオーマ幹細胞、Notch、増殖、浸潤 
 
１． 研究開始当初の背景 
近年の医療技術の進歩によりヒトがんの

予後は急速に改善している。しかしながら悪
性グリオーマの悲惨な治療成績は 30 年以上
前からほとんど変わっていない。悪性グリオ
ーマは周囲の正常脳に対して浸潤性に増殖
する特徴があり、ヒトとしての高次機能を司
る脳という臓器の性質を踏まえた時、手術で
全部摘出することは不可能である。とりわけ
本腫瘍の予後を改善させるには新たな化学
療法薬剤の開発が急務であると言える。 
グリオーマ細胞形質の維持に関与してい

る複数のシグナル伝達経路がこれまでの基
礎研究により明らかとなっている。Notch シ
グナルは幹細胞の発生・分化に関わることが
公知であり、特に神経幹細胞の維持には
Notch が必須である。近年、悪性グリオーマ
内には腫瘍幹細胞が存在し腫瘍形成の根源
であるとするがん幹細胞仮説が提唱され、研
究領域が急速に拡大している。これまでに
Notch シグナルが悪性グリオーマ幹細胞にお
いてもその発生シグナルとして機能してい
ることが証明されている。さらに近年 Notch
シグナルはグリオーマの浸潤に関与してい
ることが報告された。このことから Notch は
グリオーマ細胞の格好の標的分子であるこ
とが予想される。 
 
２． 研究の目的 
本研究プロジェクトの目的は、「グリオー

マ幹細胞のシグナル伝達を担う Notch を阻害

することによりグリオーマの制御は可能で
ある」との仮説に基づき、いまだヒトがんに
対して臨床応用されていない Notch の新規経
口分子標的薬剤 MRK003 を使用し in vitro, in 
vivo の実験結果から臨床応用への可能性を探
ることにある。 
 
３． 研究の方法 

9 種類の膠芽腫幹細胞株を使用した。MRK
処理後の細胞増殖能評価のために MTT assay、
幹細胞形質評価のために sphere forming assay
を 行 い 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 検 出 に
AnnexinV-FITC を用いたフローサイトメト
リーによる解析を行った。また、癌幹細胞マ
ーカーであるCD44とCD133の発現量計測は
フローサイトメトリーを用いた。 

 
４． 研究成果 
下記の 5 点を明らかにした。 

１、MTT assay の結果から、膠芽腫患者由来
の 9 種類の膠芽腫幹細胞様細胞は
MRK003に対する感受性評価により高感
受性細胞群（A 群）5 種類と低感受性細
胞群（B 群）4 種類に分けられた。 

２、Sphere forming assay では、低濃度の
MRK003によりA群では sphere形成が阻
害され、B 群では高濃度の MRK003 で
sphere 形成能が阻害された。 

３、AnnexinV-FITC を用いたフローサイトメ
トリーでは A 群で低濃度の MRK003 に
よりアポトーシスが誘導された。 

対象研究テーマ：がん幹細胞を標的とした薬剤スクリーニング法の開発に関する研究 

 

研 究 期 間：2012年 4月 1 日～2013年 3月 31日 

研 究 題 目：Notchシグナルを標的としたグリオーマ幹細胞の制御 

  

研 究 代 表 者：金沢大学医薬保健研究域医学系 助教 中田光俊 
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４、CD44 と CD133 の発現量は、A 群ではそ
れぞれ 87.9-100%、0-33.4%であり、B 群
では 0.24-87.7%、84.2-99.4%であった。 

５、CD44 および CD133 の発現量と MRK003
に対する IC50 に有意な相関関係が認め
られた。 

 
以上より、ヒト膠芽腫由来の膠芽腫幹細胞

には Notch 阻害剤高感受性群と低感受性群が
存在した。Notch 阻害剤は CD44 の発現量が
高く、CD133 の発現量が低い膠芽腫幹細胞に
有効であり CD44 および CD133 発現量は
Notch 阻害剤感受性のバイオマーカーになり
うると考えられた。 
近年、がん幹細胞を標的とする新たな治療

法が模索されている。また、がん治療は個別
化の方向へ向かっている。手術検体から
CD44 および CD133 の発現量を調べ、膠芽腫
幹細胞を狙って Notch 阻害剤を使用する個別
化療法は画期的なグリオーマ治療につなが
る可能性があると考えられる。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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平成２５年４月３０日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要：DHEAS を基質として輸送する有機アニオントランスポーター (OATP)がアン

ドロゲン枯渇下の前立腺癌細胞増殖において果たす役割を明らかにすることを目的として検討

をした。アンドロゲン枯渇下で培養されたヒトアンドロゲン受容体陽性前立腺癌細胞 LNCaP
や 22Rv1 細胞において、OATP1A2 の発現が顕著に増大した。発現が増大した OATP1A2 により

アンドロゲン枯渇下では血中濃度が変動しない DHEAS（不活性型）が細胞へ取り込まれ、細

胞内の steroid sulfatase により DHEA や DHT などアンドロゲン（活性型）へ代謝されて利用さ

れ、アンドロゲン枯渇下でもその細胞増殖能が維持されることが初めて明らかになった。本研

究成果は前立腺癌の CRPC への進行において、OATP がアンドロゲンの前駆体として DHEAS
の供給に寄与し、細胞増殖に維持する役割を担うと考えられた。 
 
研究分野：化学療法、輸送体（トランスポーター） 
キーワード：前立腺癌、有機アニオン輸送体、OATP１A2、アンドロゲン 
 
１．研究開始当初の背景 
がん幹細胞は腫瘍形成、細胞増殖、浸潤・

転移に重要な役割を果たすため、がん幹細胞
を治療標的とした化学療法の開発は急務で
ある。近年、慢性骨髄性白血病由来幹細胞様
細胞に有機カチオンを輸送する分子(Organic 
Cation Transporter)の高い発現が基質薬物で
あるイマチニブに対する感受性を増大させ
ることや、未分化性維持に重要な転写因子の
異状発現により腫瘍組織のエネルギー代謝
が活性化されアミノ酸輸送体を介したエネ
ルギー源の供給が盛んになるなど、がん幹細
胞の生命維持機構と輸送体のとの興味深い
発見がなされている。 
 
２．研究の目的 
 がん幹細胞特異的に発現する輸送体の機
能調節やそれを利用した薬物送達法の開発
は、がん幹細胞標的化の有効な手段となり得
る。したがって、がん幹細胞特異的に発現し
栄養輸送などその生命維持および分化に関
わる輸送体遺伝子の同定と腫瘍形成におけ
る役割の解明は、輸送体を標的分子とした新
しい化学療法の基盤構築に有益な知見を与
える。そこで、本研究では、ヒト前立腺癌由
来細胞におけるホルモン輸送体の発現と去
勢抵抗性細胞増殖について検討を行った。 
 
３．研究の方法 

 去勢抵抗性前立腺癌モデルとしてアンド
ロゲン受容体陽性 LNCaP および 22Rv1 細胞
を用い、アンドロゲン枯渇条件下での細胞増
殖と水溶性不活型 DHEA 硫酸抱合体ホルモ
ン (dehydroepiandrosterone sulfate 、 以 下 
DHEAS)を輸送する有機アニオン輸送体
(OAT および OATP)の発現変動との関係につ
いて、1) アンドロゲン枯渇が DHEAS 輸送体
発現に与える影響（qRT-PCR法および Western 
blotting 法）、2）アンドロゲン枯渇下における
細胞増殖に対する DHEAS の効果、 3) 
OATP1A2 分子発現抑制 LNCaP 細胞の作製と
増殖能、を検討し去勢抵抗性と輸送体との関
係について考察した。 
 
４．研究成果 
 ヒト前立腺癌細胞を用いて検討を行った。
DHEASによる細胞増殖促が観察され、この効
果はDHEASを活性型アンドロゲンである
DHEAへと変換するsteroid sulfatase 阻害剤に
よって消失した。また、OATPのmRNA発現を
qRT-PCRやWestern Blottingによって検討した
結果、アンドロゲン枯渇下で、OATP1A2 を
はじめとする複数のOATP分子の発現上昇が
観察された。さらに、 [3H]DHEASの細胞内
取り込みは、アンドロゲン枯渇下で培養する
ことで増加した。以上より、LNCaP細胞はア
ンドロゲン枯渇下でOATP輸送体増加により、
DHEAS取り込みが増加することが明らかに

対象研究テーマ： がん幹細胞を標的とした薬剤スクリーニング法の開発に関する研究 

 

研 究 期 間：2012年 4月 1 日～2013年 3月 31日 

研 究 題 目：輸送体を利用したがん幹細胞標的化戦略の基盤構築 

  

研 究 代 表 者：金沢大学医薬保健研究域薬学系 准教授 中西猛夫 
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なった。さらに、 LNCaP 細胞における
OATP1A2 の 発 現 を 安 定 的 に 抑 制 す る
OATP1A2/KD細胞において、アンドロゲン枯
渇下における細胞増殖に対するDHEASの効
果が消失したことから、OATP1A2 が細胞増
殖に重要な役割を果たすことが証明された。
現在、アンドロゲン受容体陽性前立腺癌細胞
における本輸送体の発現転写制御機構およ
びアンドロゲン枯渇下における前立腺癌細
胞のクローン選択における役割を鋭意解明
中である。OATP1A2 に関する研究は、去勢
抵抗性前立腺癌治療に有益な化学療法の創
製に資すると期待される。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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平成２５年３月２９日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要：新たな３種の置換フェナントレンおよびナフタレン誘導体の合成に成功し、

その Pim キナーゼ阻害活性を評価した。今回合成した化合物の阻害はいずれも、以前見出した

フェナントレン誘導体より１０－１００倍低いものであった。この結果を比較することにより、

必要な置換基の位置と組み合わせに関する新しい情報を得ることができた。 
 
研究分野：創薬化学 
キーワード：Pim キナーゼ、膵臓がん、フェナントレン誘導体、有機合成、置換基 
 
１．研究開始当初の背景 
膵臓がんは早期発見が困難であるだけで

なく、ゲムシタビンを主体とする化学療法を
積極的に行ったとしてもその予後は極めて
不良である。そのため、膵臓がん発症の機構
を明らかにし、それを標的とした分子標的型
抗がん剤の開発が強く望まれている。本学、
向田教授らの研究グループはセリン/スレオ
ニン・キナーゼ活性を示す原がん遺伝子であ
る Pim-3が内胚葉由来の正常臓器では全く発
現していないにもかかわらず、がん化によっ
て発現が亢進していることを見出した。特に、
膵臓がんにおいては全例での発現亢進がみ
られた。また、Pim-3 はがん細胞のアポトー
シスを抑制し、その生存に有利に働いている
可能性も示唆された。このことは、Pim-3 の
発現や活性を抑制する薬剤が新たな分子標
的型の抗がん剤となる可能性を示している。
我々は有機合成化学の観点から、新たな分子
標的薬の探索を行い、以下のように重要な知
見を得ることに成功している。 
 
２．研究の目的 

これまでに、我々のグループで合成した数
種の低分子化合物が Pim-3の阻害活性を示す
ことを見出している。いくつかの化合物群の
中で、フェナントレン誘導体１－３が強力な
阻害活性を有することが示唆された（図１）。
本研究では、構造最適化に先だって、どの化
学構造が活性発現に関与しているのかを知
るために、いくつかの鍵となる誘導体の合成
を行い、その活性評価を行う。 
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2, IC50: 1.5 µM

OMe

MeO

MeO
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OMe
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図１ 
 

３．研究の方法 
化合物１－３の構造を少しずつ変化させ

た、５種の誘導体４－８の合成を提案した
（図４）。三環性化合物であるフェナントレ
ン誘導体４－７の合成はすべて同じ方法論
を用いて合成できる（図２）。すなわち、対
応するアルデヒド成分とカルボン酸成分を
用いた Perkin 反応を適用することですべて
の炭素骨格を導入する。フェナントレン環の
構築には酸化的カップリングが最も容易で
あるが、場合によってはラジカル反応や C−H
カップリング反応などで目的を達する。ナフ
タレン誘導体８はバニリン誘導体を出発原
料 と し て 四 炭 素 成 分 を 導 入 し た 後 、
Friedel-Crafts 反応によってナフタレン骨
格を構築する（図３）。これらを合成した後、
向田教授らの研究グループにおいて確立さ
れた方法を用いて、Pim キナーゼ阻害活性を
評価する。 

対象研究テーマ：Pimキナーゼを分子標的とした治療法の開発 

 

研 究 期 間：2012年 4月 1 日～2013年 3月 31日 

研 究 題 目：Pim キナーゼを阻害するフェナントレン誘導体の合成 
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４．研究成果 
結果として、研究方法に従って５つの誘導体
のうち３つの化合物４,６,８の合成に成功し、
その活性を評価することができた（図４）。
これら３つの Pim-3キナーゼ阻害活性は以前
合成したフェナントレン誘導体１や２と比
べていずれも１０－１００倍以上低いとい
うことが明らかになった。２と４の結果を比
べれば、上部の芳香環にあるメトキシ基の必
要性が見て取れる。また、１と６を比べれば
エステル基の存在が活性を向上させている
ように見えるが、２はカルボン酸の状態で高
い活性を有していることから、この部分は芳
香環の構造に依存してその影響が変化し得
ると考えられる。８は非常に活性が低く、フ
ェナントレン骨格の重要性を示すものと考
えられるが、他の構造を試験する余地を残し
ている。この結果から、フェナントレン環そ
のものよりは、その置換基の種類と位置が活
性に大きく影響を与えるということが示唆
された。そして、個々の置換基の効果だけで
なく、他の置換基との組み合わせが活性向上
のための鍵になり得ると考えられる。まだ合
成が完了していない化合物５および７につ
いては、Perkin 反応での低収率と酸化的カッ
プリングによる反応の複雑化が問題となっ
た。本研究に関連して、ラジカル環化反応に
よる生理活性物質の骨格合成法を開発した
ので、今後、それを応用することにより合成
が達成されるものと考えられる。結論として、
本研究は活性向上そのものを目的としたも
のではないため、今回得られた結果は失敗例
ではなく今後の活性向上を成功させるため
の重要な手がかりとなったと言える。 
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平成２５年４月１５日提出 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
 ゲノム DNA の積極的脱メチル化に関連する酵素群（ヒドロキシラーゼ、デアミナーゼ、グ

リコシラーゼ）について、胚性幹細胞（ES 細胞）やがん細胞株をはじめとする様々な細胞株で

の発現様式を定量 RT-PCR 法で測定した。DNA 脱メチル化の第一段階を担う TET1 ヒドロキシ

ラーゼ遺伝子が、ES 細胞の分化・未分化状態、初代培養細胞の増殖・セネセンス状態に対応し

て、特徴的な発現を示すことが明らかになった。また、特定のがん細胞株における TET1 遺伝

子の著しい発現低下は、がんの悪性度・予後と関係が深いCpG アイランドメチル化形質（CIMP）
との関連が強く示唆された。  
 
研究分野：分子生物学 
キーワード：がん, 幹細胞, エピジェネティクス, DNA メチル化  
 
１．研究開始当初の背景 
 遺伝子発現の調節にとって、ゲノム DNA
のメチル化は、重要なエピジェネティクス修
飾のひとつである。特にシトシンの 5-メチル
化は、正常な発生、細胞の分化や幹細胞の恒
常性維持に必須であり、X 染色体不活性化、
遺伝子刷り込み等で重要な役割を果たして
いる。また、DNA メチル化の異常は、様々な
タイプの悪性腫瘍の発がん過程で検出され
ている。すなわち、がん細胞ゲノム全体にお
ける低メチル化は、ゲノム不安定性やレトロ
トランスポゾンの発現を誘導し、ゲノムの特
定領域での高メチル化は、がん抑制遺伝子の
転写抑制を引き起こして、がんの発症に寄与
すると考えられている。さらに近年、DNA メ
チル化に加えて、ヒストンの翻訳後修飾やそ
れに関与する酵素の異常が、様々なかたちで
発がん過程に関わることが報告されている。
これらのエピジェネティクス制御異常によ
る遺伝子発現の変化は、遺伝子自体に変異が
存在するわけではなく、可逆的に元に戻すと
いう治療戦略が想定されるため、次世代のが
ん治療の標的として注目が集まっている。こ
れまで、DNA のメチル化についての解析は詳
細に行われてきたが、脱メチル化に関係する
酵素やその作用機構は不明のままであった。
しかし最近、DNA 脱メチル化に関係する酵素
として TET ヒドロキシラーゼファミリーが
報告され、その機能に注目が集まっている。 
 

２．研究の目的 
 ES 細胞、初代培養細胞、がん細胞株等を
対象に、DNA の積極的脱メチル化経路に関連
する酵素群の発現様式と発現調節機構を解
析して、ES 細胞の未分化性維持や多分化能、
がん細胞の増殖や悪性化における DNA の脱
メチル化経路の役割を明らかにすることを
目的とする。ES 細胞とがん細胞を比較しなが
ら解析することで、がん細胞の幹細胞的性質
と DNA 脱メチル化経路との関連性を見いだ
し、がん幹細胞を標的とする新しいエピジェ
ネティック医薬の開発の可能性を探索する
ことも目標のひとつとする。 
 
３．研究の方法 
 未分化 ES 細胞および特定の細胞系列に分
化誘導した ES 細胞、マウス胚線維芽細胞
（MEF）、様々ながん細胞株を対象に、DNA
脱メチル化関連酵素群（ヒドロキシラーゼ、
デアミナーゼ、グリコシラーゼ）の遺伝子発
現を定量 RT-PCR 法で測定する。特徴的な発
現変化を示す酵素について、shRNA によるノ
ックダウンなどを用いて、細胞の増殖、未分
化性、運動能などの表現型に与える影響を調
べる。特に、TET1 ヒドロキシラーゼ遺伝子
の発現制御の分子機構に関して、遺伝子制御
領域における DNA の高メチル化との関連を
解析する。 
 
４．研究成果 

対象研究テーマ：がんの発症・悪性化におけるヒストンのメチル化制御に関する研究 
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 DNA の積極的脱メチル化経路の第一段階
を担う TET1 ヒドロキシラーゼの発現は、未
分化 ES 細胞で極めて高く、神経や心筋への
分化誘導を行うことにより、その発現が著し
く低下することが確認された。また、MEF 細
胞をさまざまな細胞密度や血清濃度で培養
すると、それに応じてダイナミックな TET1
の発現変化が観察されることがわかった。さ
らに種々の刺激によって細胞のセネセンス
を誘導した状態でも発現変化が見られるこ
とがわかり、細胞の増殖状態やセネセンスと
TET1 の発現が密接な関係があることが示唆
された。また、特定のがん細胞株では、TET1
遺伝子の著しい発現抑制が検出されるが、こ
れらのがん細胞は、CpG アイランドの同時多
発的なメチル化をもつ CpG アイランドメチ
ル化形質（CIMP）を示す傾向があることを見
いだした。CIMP 表現型は、がんの悪性度・
予後と深く関わっていることから、CIMP 表
現型や TET1 遺伝子の発現抑制を導く分子メ
カニズムについて、さらに解析を進めている。 
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研究成果の概要： 

β2-Glycoprotein I (β2GPI)は、主に凝固線溶系における制御因子として解析されてきた。こ

の分子は plasmin 産生が亢進している状態下では nicked form として存在する。我々はこれま

でにβ2GPI および nicked β2GPI が血管新生抑制物質であることを報告した。本研究では

VEGFR2 の下流に存在し、腫瘍転移に重要な細胞内シグナル伝達経路 GEP100-Arf6-AMAP1
に対するβ2GPI、nicked β2GPI の制御能を評価し、腫瘍転移抑制分子としての機能を解析した。

あわせて、これら分子の腫瘍細胞に対する直接的な作用を調べた。その結果、β2GPI および

nicked β2GPI は VEGF-A 存在下で血管内皮細胞の増殖や遊走を阻害する効果を有し、特に

nicked β2GPI は細胞間の透過性と VE カドヘリンエンドサイトーシスを強く抑制した。また、

腫瘍細胞への直接的作用を検討した結果、 β2GPI のみが細胞増殖と浸潤を阻害した。これら

の結果から、β2GPI は抗血管新生作用および抗腫瘍増殖・転移効果を併せ持つことが示された。 
 
研究分野：分子生物学  
キーワード：血管新生、β2GPI 
 
１．研究開始当初の背景 
腫瘍転移と血管の機能は密接に関係して

おり、高転移性を示す腫瘍の血管内皮細胞で
は低転移細胞に比べ細胞増殖因子や低酸素
誘導因子などが高発現しており、血管新生能
が高い事が明らかにされた。また癌の転移浸
潤に関わる細胞内 GEP100-Arf6-AMAP1 シ
グナル経路が VEGFR2 の下流に存在し、こ
の活性化により VE-cadherin の細胞内輸送
や細胞透過性等が亢進することが示された。 

我々はこれまでにβ2GPI とその plasmin
切断産物である nicked β2GPI が血管新生抑
制作用を有し、nicked β2GPI が
plasminogen の自己分解産物である
angiostatinKringle1-4,5 (AS4.5)と結合し、
AS4.5 の血管内皮細胞の遊走増殖阻害効果や
管腔形成抑制効果を制御する事を報告した
(Nakagawa H., et al. Blood, 2009, Vol. 114, 
No. 12, pp. 2553-2559) 。これらのβ2GPI お
よび nicked β2GPI の作用は腫瘍血管内皮細
胞においても示されるものと考えられ、血栓
症の病態形成に関与するのみならず腫瘍転
移に関わる血管新生を制御する機能を有す
ることが想定された。 
 
２．研究の目的 
本研究ではβ2GPI および nicked β2GPI の

VEGF-A 存在下での血管新生制御作用を解
析し、腫瘍転移における役割を明らかにする
ため血管内皮細胞間の透過性や細胞間接着
に対する制御機能を調べる。また、腫瘍細胞
への直接的な作用を検討し、血管新生を阻害
する新規制癌剤としての応用の可能性を評
価する事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
腫瘍転移に重要な VEGF-A による血管内

皮細胞の透過性と VE カドヘリンエンドサイ
トーシスの亢進に対する β2GPI および
nicked β2GPI の影響を検討した。β2GPI と
腫瘍細胞との直接作用を検討する為、A549
細胞、Hep3Β細胞、MDA MΒ 453S 細胞、
MDA MΒ 468LN 細胞を用いて、MTT 法に
よる細胞増殖実験および細胞浸潤に対する
作用を解析した。β2GPI 添加群のみ細胞形態
が異なっていたためphalloidin染色により解
析した。 
 
４．研究成果 

β2GPIおよびnicked β2GPIがVEGF-A存
在下で血管内皮細胞の増殖、遊走を有意に阻
害する事を確認した。腫瘍転移には血管内皮
細胞間の透過性の程度が関わるため、β2GPI
および nicked β2GPI による細胞間の透過性

対象研究テーマ：ケモカインを分子標的とした治療法の開発  
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に対する制御効果を検討した。これまでに、
細胞間の接着は VEGF の存在下で Arf6 によ
り抑制され、細胞間の透過性が亢進する事が
報告されている。我々の実験の結果、β2GPI
を添加することにより、FITC-dextran の細
胞間透過は抑制された(p<0.05)。nicked 
β2GPI の添加は、より強く細胞透過性を抑制
した(p<0.01)。さらに VE カドヘリンエンド
サイトーシスへの影響を検討した結果、
β2GPI 添加群(p<0.05)、および nicked  
β2GPI 添加群(p<0.01)においてエンドサイト
ーシスが有意に抑制された。これらのβ2GPI
と nicked β2GPI の作用は VEGF 非存在下で
は認められなかった。 
 これまでにβ2GPI による腫瘍細胞の増
殖・浸潤制御作用は明らかになっていない。
本研究ではβ2GPI の腫瘍細胞に対するこれ
らの直接的な作用を検討する為、腫瘍細胞増
殖実験および浸潤実験を行った。その結果、
β2GPI および nicked β2GPI は腫瘍細胞の増
殖と浸潤を抑制した。しかし、血管内皮細胞
に対する作用結果と異なり、nicked β2GPI
は腫瘍細胞の増殖・浸潤に抑制的に働くがそ
の効果は弱く、逆にβ2GPI は強い抑制効果を
示した。また、増殖実験において細胞の形態
を検鏡下で確認した所、β2GPI を添加した細
胞では接着形態がコントロール細胞と異な
っていた。従ってβ2GPI が細胞骨格に何らか
の影響を与えることが考えられたため、
phalloidin染色によりF-アクチンの重合を調
べた。その結果、腫瘍細胞増殖実験の結果と
同様に、nicked β2GPI 添加群はコントロー
ル群と同程度の F-アクチンの重合を認めた
が、β2GPI 添加群では、有意に F-アクチン
の重合を阻害した。これらの結果から、
β2GPI および nicked β2GPI は異なる作用機
序によって腫瘍転移に抑制的に働くことが
示唆された。今後、β2GPI と nicked β2GPI
の血管内皮細胞および腫瘍細胞に対する作
用点とその制御機構について詳細なメカニ
ズムを明らかにする。 
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研究成果の概要： 
成人Ｔ細胞白血病 (adult T-cell leukemia[ATL])患者血漿中ではオステオポンチン

(osteopontin[OPN])産生量が増加しており、病態や予後との相関性が示唆されている。本研究

では、ATL病態形成における宿主OPNの生理学的意義を明らかにするとともに、OPNを分子標的と

した新規ATL発症予防法や、進展制御法の可能性について検討する。腫瘍細胞由来OPNと、宿主

間質細胞由来OPNを識別するために、免疫不全マウス(NOD/Shi-scid,IL2Rgnull[NOG])の皮下に

ATL由来細胞株を接種することにより、腫瘍増殖・血中浸潤にともない、血漿中のOPN産生量が

増加すること、また生存率と逆相関することを見出した。すなわち、ATL患者で観察される現象

を、本モデルを用いて再現することができた。また、ATL細胞株とマウス線維芽細胞との共接種

により、OPN産生増加、およびATL細胞の腫瘍増殖/臓器転移の促進が観察されたことから、ATL

病態形成における線維芽細胞の重要性が明らかとなった。さらに、抗OPN抗体投与による腫瘍形

成、および腫瘍細胞の浸潤・転移の抑制効果を見出した。 
 
研究分野：ウイルス腫瘍学 
キーワード：成人Ｔ細胞白血病、オステオポンチン、細胞外マトリックス 
 
１．研究開始当初の背景 

ATLは、ヒトＴ細胞白血病ウイルスＩ型
(human T-cell leukemia virus type 
I[HTLV-I])感染に起因する予後不良な末
梢性Ｔ細胞腫瘍であることから、新たな
治療方法の開発や標的分子の同定が急務
とされている。ATLでは、腫瘍細胞のモノ
クローナルな異常増殖と同時に、臓器浸
潤が顕著であることから、腫瘍細胞の増
殖を抑制する(Maeda et al., Cancer Sci. 
2010;101:224-230)と同時に、臓器浸潤・
転移を抑制することも重要な治療戦略の
１つになると考えられる。 

近年、癌微小環境構築における細胞外
マトリックスの関与が注目されている。
この細胞外マトリックスを構成する上で
重要な因子であるマトリセルラータンパ
ク質の一つOPNは、様々な炎症性疾患や癌
転移において発現が上昇することから、
病態形成において重要な因子であること
が示唆されている(Uede, Pathol Int. 
2011;61:265-280)。産生されたOPNは、イ
ンテグリン(インテグリンファミリーは
18種類のα-サブユニットと8種類のβ-サ
ブユニットで構成されており、αβのヘテ
ロ二量体を形成して機能する)のうち、

αVβ3、α4β1、α5β1、α9β1インテグリンな
どを受容体として利用し、細胞間の接着
や遊走に関与することで、乳癌、前立腺
癌等の浸潤・転移に深く関与している。
ATL患者血漿中でもOPN産生量が増加して
おり、病態や予後との相関性が指摘され
ている(Chagan-Yasutan et al., Leuk Res. 
2011;35:1484-1490)。興味深いことに、
ATL細胞株が培養上清中に分泌するOPN産
生量は、微量、もしくは検出感度以下で
あること、またATL患者のCD68陽性マクロ
ファージや血管内皮細胞でOPNが検出さ
れることから、間質細胞由来OPNの病態へ
の関与が強く示唆されている。しかしな
がら、宿主OPNの産生誘導機序、あるいは
ATL病態形成におけるOPN-インテグリン
相互作用の生理学的意義については不明
である。 

 
２．研究の目的 

本研究では、ATL腫瘍細胞由来OPNと、
宿主間質細胞由来OPNを識別するために、
移植マウスモデル系を用いて、ATL病態形
成における宿主OPNと、腫瘍細胞が発現す
るインテグリンとの相互作用の生理学的
意義を明らかにする。また、得られた結
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果をもとに、OPN-インテグリン相互作用
を分子標的とした新規ATL発症予防法や、
進展制御法の可能性について検討する。 

 
３．研究の方法 
(1)ATL細胞株をNOGマウスに皮下接種後、

原発巣形成を確認する。また、定期的
に血漿を回収し、ヒトOPN、およびマウ
スOPN産生量をELISA法により定量化す
る。 

(2)皮下接種した ATL細胞株の血管浸潤は、
末梢血リンパ球を分離後、HTLV-I tax
遺伝子を検出する定量性 PCR 法により
確認する。 

(3)定期的に各臓器(肺、肝臓、腎臓など)
を摘出し、ヒト CD4 陽性 T 細胞染色に
より転移を観察するとともに、マウス
OPN とヒト OPN をそれぞれに特異的な
モノクローナル抗体で染色し、H&E 染
色とともにマウス OPN 産生細胞を同定
する。 

(4)野生型 BALB/c マウス、および OPN 遺
伝子欠損マウスから胎児線維芽細胞を
単離後、ATL 細胞株とともに NOG マウ
スの皮下に共接種することにより、腫
瘍増殖や浸潤・転移における OPN の機
能を検討する。 

(5)ATL 細胞株を皮下接種し生着確認後、
抗 OPN 抗体を定期的に腹腔内投与し、
生存率、あるいは腫瘍形成/臓器浸潤・
転移に対する抑制効果を検討する。 

 
４．研究成果 

NOGマウスに ATL由来細胞株を皮下接種
することにより、腫瘍増殖・血中浸潤にと
もない、血漿中の OPN産生量が増加するこ
と、また生存率と逆相関することを見出し
た。すなわち、ATL 患者で観察される ATL
病態進行に伴い OPN 産生が増加するとい
う現象を、本モデルを用いて再現すること
ができた。また、ATL細胞株とマウス線維
芽細胞との共接種により、OPN 産生増加、
および ATL細胞の血中浸潤・臓器転移促進
が観察され、また OPN遺伝子欠損マウス由
来線維芽細胞との共接種群では、その頻度
が減少したことから、間質細胞由来 OPN
は ATL 病態形成を促進することが明らか
となった。さらに、抗 OPN抗体による腫瘍
形成、および腫瘍細胞の浸潤・転移の抑制
効果を見出した。これらの結果は、新規
ATL制御法開発において、OPN-インテグリ
ン相互作用が有効な標的分子となりうる
可能性を示唆するものである。 
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