


























































































































































































































































































































































































































上原記念生命科学財団研究報告集, 35（2021） 
 

 界界面面のの硬硬ささがが切切りり拓拓くくががんん転転移移メメカカニニズズムムのの定定量量解解明明  松松﨑﨑  賢賢寿寿  

 
【【目目的的】】本研究の最終目的は、がん転移メカニズムの解明に向けて、がん－正常細胞間相互作用における界面の硬さの

役割を明らかにすることである。近年、がん細胞は細胞外小胞（Extracellular vesicle：EV）を細胞外に分泌して、   

周囲の正常細胞を調教して自分に都合の良い環境を作ることが示唆されてきた。その研究の中心は、EV に含まれる  

生物学的因子（遺伝情報やタンパク質）の中から、がん転移を促す要因を網羅的に探索することであった。しかし、   

そもそもがん細胞から分泌されたEVは、正常細胞と“初めて出会う界面”である細胞膜と相互作用しなければ、情報

物質の伝達は起こらず、その後の細胞性質の変換も起こり得ない（下図上）。そこでその相互作用を制御する基礎的な

物理学的因子として、研究代表者は細胞膜の硬さに着目して研究を進めている。研究代表者はこれまでに抗がん効果を

示す緑茶カテキンががん細胞と出会う最初の界面である細胞膜を約 60 枚程度硬化していることを明らかとしている

（下図下）。膜の急激な硬化はがん細胞の基礎機能（細胞接着から転移運動まで）を大きく阻害したことを発見した  

経験から、EV膜の硬さががんの悪性化を促すより身近な因子として膜の硬さがあると着想した。しかし、現状の界面

解析技術では凍結乾燥によって変性した界面しか評価できておらず、膜物性そのものに着目した研究は未開の分野であ

る。そこで、我々の独自の光技術をベースに“生きた”界面を「見て・測って・操る」実験プラットホームを構築する

ことを第一目標とした。 
【【方方法法】】その実験プラットホームを構築するためには、まず細胞膜を見て・測れる技術が必要となる。そこでまずは  

その顕微鏡システムの構築を目指した。具体的には、細胞膜の硬さ（ここでは膜の流動性）に応じて硬さが変化する  

蛍光物質（Laurdan）を用いた。既存の高価なレーザーソース（多光子レーザー）やスペクトルディテクターを用いず

とも、独自のフィルターの組み合わせによって迅速かつ簡便に可視化し、それを定量評価する手法の開発を進めた。 
【【結結果果】】構築した顕微鏡システムを用いて、EVが放出する直前の細胞内膜と細胞外膜の硬さの分布の精密な可視化に

成功した。さらに初期アポトーシスが起こり、1μm 程度の EV が内部から放出される際に起こる細胞外膜の硬さの 

変化を追跡することにも成功した。これによって細胞膜表面の硬さがダイナミックに柔らかくなることで、EVが放出

される初期的なデータ取得に成功した。これによって、研究代表者が有する細胞膜の硬さ制御技術と組み合わせて、  

“生きた”界面を「見て・測って・操る」実験プラットホームの構築が達成できた。現在では本プラットホームで、がん

細胞から抽出したEVを用いて、より詳細ながん－正常細胞間相互作用における界面の硬さの役割を解析中である。 
 
 

本研究の概要と着想に至った経緯 
 

 

1 カルボニルストレスに着目した精神疾患発症機序の解明 新井　誠207 界面の硬さが切り拓くがん転移メカニズムの定量解明 松﨑　賢寿
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 視視点点反反応応速速度度をを用用いいたた認認知知機機能能のの客客観観的的評評価価法法のの開開発発  三三宅宅  正正裕裕  

 
【【目目的的】】視線分析型自動視野計は、視野障害のある部位とない部位で、出現した視標に反応するまでの時間が異なるこ

とを応用した視野障害評価機器である。我々は、京都大学附属ゲノム医学センターが主導する大規模ゲノムコホートで

あるながはまスタディにおいて本機器を使用する中で、平均的な視点反応速度に個人差があることを発見した。本研究

では、我々の開発した機器で計測される視点反応速度を新たなバイオマーカーとして活用し、客観的なデータから認知

機能障害を予測するアルゴリズムを構築することで、認知機能を短時間で簡便にかつ客観的に評価できるようになるこ

とを目的とする。 
【【方方法法】】ながはまスタディで取得された本機器のデータのうち、最も単純化された指標である平均視点反応速度を用い

てMoCA-Jのスコアを予測するモデルの構築を行った。全データをランダムに4：1で学習データとテストデータに分

割し、学習データセットで構築したモデルをテストデータセットで検証するという作業を100回試行し、それぞれの評

価指標の平均値を最終的な評価指標として採用した。モデルは線形回帰とランダムフォレストを検討した。評価指標と

して平均絶対誤差（mean absolute error：MSE）と相関係数を用いた。解析には統計ソフトR（ver 4）を用いた。 
【【結結果果】】ランダムフォレストよりも線形回帰による予測モデルの予測精度が上回った。線形回帰による予測モデルでは、

prior knowledge に基づく予測モデルで、平均絶対誤差は 2.36（95％信頼区間 2.16～2.56）、相関係数は 0.43    

（95％信頼区間 0.35～0.52）であった。ステップワイズ法によって変数選択を行った場合の予測モデルでは、平均絶

対誤差は2.36（95％信頼区間 2.16～2.56）、相関係数は0.43（95％信頼区間 0.33～0.53）であった。最も単純な指標

で一定の予測精度が得られているため、今後使用するパラメータを精緻化することで更なる精度向上が期待される。 
 
 

FINDEX社と共同開発した視線分析型自動視野計 
 

 
  

1 カルボニルストレスに着目した精神疾患発症機序の解明 新井　誠208 視点反応速度を用いた認知機能の客観的評価法の開発 三宅　正裕
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 遺遺伝伝子子治治療療をを実実現現すするるポポリリエエーーテテルル型型ミミセセルルのの開開発発  宮宮崎崎  拓拓也也  

 
【【目目的的】】RNAレプリコン（RepRNA）は自己複製によりメッセンジャーRNA（mRNA）を産出し、細胞質内において

治療用タンパク質を翻訳することから核酸医薬としての応用が期待されている。しかし、RepRNA 単体の全身投与で

は、標的細胞における治療用タンパク質の産出に関して有効性を示さなかった。これは、生体内に存在するRNA分解

酵素が障壁となって、RepRNAが分解されタンパク質を翻訳できないうえ、RepRNAが惹起する副作用が原因で投与

量を増やすことができないためであると考えられる。そこで、核酸医薬を標的細胞に届けるために、カチオン性脂質や

レトロウイルスを用いた手法が試みられてきたが、カチオン性脂質を用いた手法においてはRNA分解酵素に対する低

い安定性が、レトロウイルスを用いた手法においては内包できるRNAの分子量に大きな制限があることが問題となり、

生体応用の障壁となっている。一方で我々は、高分子ミセルのコア形成鎖として柔軟なポリエーテル鎖を導入すること

で、分子量の大きなmRNAを100%という非常に高い効率で高分子ミセルのコアに内包することができ、既存DDSの

50 倍にも上る非常に高い RNA 分解酵素に対する安定性を付与することができることを示した。柔軟なポリエーテル

鎖をコア形成鎖とする高分子ミセルは、コアに内包するRNAの構造に応じてコア形成鎖の立体構造が変化することか

ら、分子量の非常に大きなRepRNA とも高い結合力を有することが予想される。本研究では、この様なポリエーテル

型ミセルの優れた特徴を活かして、RNA と強く結合するアミノ酸に着目し、このアミノ酸をポリエーテル型ミセルに

導入することによってRepRNAのRNA分解酵素に対する安定性の向上を狙う（図）。 
【【方方法法】】ミセルのコア形成鎖であるポリエーテル鎖の側鎖構造にトリプトファン、チロシン、ロイシンを導入すること

によって、RepRNA とのπ-π相互作用および疎水性相互作用によるミセル構造の安定化を目指した。また、トリプト

ファンを導入する際に生分解性エステル結合を用いることによって、標的細胞内でのRepRNA 放出後のミセルの分解

を図った。mRNA を内包したポリエーテル型ミセルを調製し、まず粒径分布を最適化した。続いて、構築されたポリ

エーテル型ミセルのmRNA送達効果および安全性を確認するために、ポリアニオン・RNA分解酵素に対する安定性、

生分解性エステル結合の開裂を、蛍光相関分光法、RT-PCR、フルオレスカミン法により評価した。さらに、RepRNA
を内包したミセルを調製し、培養細胞における遺伝子発現効率をルシフェラーゼアッセイ法により評価した。 
【【結結果果】】合成したポリマーに関して、生理塩条件下で効果的な生分解性を示し、その結果、培養細胞に対して低い毒性

を示した。また、ポリマーから調製したミセルは60 nm程度のサイズを示し、トリプトファン（PEG-PGTrp）から調

製したミセルが最も優れた安定性を示した。そこで、PEG-PGTrpを用いてRepRNAミセルを調製したところ、RNA
分解酵素共存下で培養細胞における高いトランスフェクション効率を示し、mRNA から調製したミセルに比べて効率

的かつ持続的なトランスフェクションを達成した。 
 
 

本研究で開発したRepRNA内包高分子ミセルの概念図 
 

1 カルボニルストレスに着目した精神疾患発症機序の解明 新井　誠209 遺伝子治療を実現するポリエーテル型ミセルの開発 宮崎　拓也
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 生生体体のの複複素素誘誘電電応応答答にに基基づづくく非非侵侵襲襲的的なな血血糖糖値値計計測測法法  村村松松  大大陸陸  

 
【【目目的的】】糖尿病は爆発的に罹患率が増加している病気の一つである。国際糖尿病連合の調査によると2019年の時点で
世界の糖尿病患者は 4.6億人におよび、有効な対策を施さなければ 2045年には 7億人に達する見通しである。糖尿病
の進行は失明、四肢の壊死、脳梗塞、認知症など深刻な合併症を招くため、日常の血糖計測による血糖コントロールが

必要不可欠となる。現在の血糖計測は酵素電極を用いる侵襲的な方法が一般的であり、 採血にともなう痛みや手間、
消耗品のコストが問題となっている。本研究では、血液の電気定数が血中グルコース濃度によって変化することに着目

し、ウェアラブル電極で測定した生体電磁応答から血糖値を推定する手法を検討した。 
【【方方法法おおよよびび結結果果】】血糖値とバイオインピーダンスの関係を明らかにするため、被験者の血糖値と手首の      

インピーダンスを同時に測定した。血糖値は市販血糖センサで指先を穿刺し測定した。バイオインピーダンスは左手首

に装着した1対のステンレス電極（各8×24 mm２）をインピーダンスアナライザに接続し測定した。被験者は非糖尿

病の20代男性3名（被験者A、B、C）で、10時間の絶食後、測定開始前に75 gのグルコースを経口摂取し糖負荷と
した。本研究の実験は東京理科大学臨床研究に係る倫理審査委員会の承認を経て行った。いずれの被験者においても 

血糖値の増加／減少にともないバイオインピーダンスが増加／減少する傾向が確認された。ここで血糖値とバイオ  

インピーダンスの相関係数は、被験者Aで0.89、Bで0.77、Cで0.52と計算され、いずれも一定以上の相関が確認さ
れた。この結果から、生体電磁応答、特にバイオインピーダンスに基づいて血糖値の相対変化を推定できることが示唆

された。一方で各被験者を比較すると、BやCにおける相関係数はAに比較して若干低下している。これは被験者B
と C は、グルコース摂取後 20～40 分程度の血糖値が急激に増加する時間帯においてインピーダンスが減少している 

ことが主な原因である。これはグルコースを摂取して測定を開始した直後、すなわちウェアラブル電極を装着した直後

は、皮膚と電極の界面に滲む汗等の電解質に影響されインピーダンスが経時的に減少するためと考えられる。     

より高精度な血糖値推定を行うには、汗、体温、体動にともなう電極のずれといった、バイオインピーダンスに対する

血糖値変化以外の影響を排除することが効果的と考えられる。得られた糖負荷試験下の血糖値とバイオインピーダンス

の測定結果を用いて、バイオインピーダンスによる血糖値の推定式を導出した。各被験者における血糖値とバイオ  

インピーダンスの相関係数 0.52～0.89 は十分大きいと考え、血糖値の推定値を線形に定義した。本推定式の実用性を
評価する指標として、コンセンサスエラーグリッドを用いた。図はエラーグリッド上に、市販の血糖センサで測定した

血糖値を参照値、推定式で計算した血糖値を推定値として示したものである。エラーグリッドの表示範囲は     

100～250 mg/dLとした。データは被験者Cの 2点を除きすべて範囲A内に分布しており、バイオインピーダンスを
用いて高精度に血糖値推定が可能なことがわかる。さらに、血糖測定器に求められる臨床的正確性は ISO15197 に  

おいて、「試験機器の測定値（今回は推定式による推定値）の 99％がエラーグリッド内の範囲 AおよびBに分布する
こと」と定められている。今回の検討では全被験者の全推定値がエラーグリッド内の範囲AおよびBに分布している
ため、ISOに規定された臨床的正確性の基準を満足している。 
 
 

エラーグリッド分析による推定式の精度評価 
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1 カルボニルストレスに着目した精神疾患発症機序の解明 新井　誠210 生体の複素誘電応答に基づく非侵襲的な血糖値計測法 村松　大陸
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 曲曲面面上上ででのの組組織織張張力力アアッッセセイイ法法のの開開発発  山山下下  忠忠紘紘  

 
【【目目的的】】体外での臓器構築の実現を目指す組織工学分野において、生体内で細胞が形成する精緻な立体構造やそれに 

由来する機能を再現するため、微細加工技術を用いたさまざまな形状の足場素材が製作され、細胞培養に用いられてき

た。このような研究が進展するにつれ、これまで細胞の挙動に影響を与えることがないとみなされてきた曲率半径  

数百μmの曲面構造が、組織の運動や形質の決定を誘導する物理的な入力であることが明らかになり，近年大きな注目

を集めている。このような現象を説明するため、細胞には張力を用いて自らよりも巨大な構造の形状を認識する仕組み

が備わっているものと予想されているが、立体面上で組織が発する力を定量的に評価する手法が存在せず、この予想は

仮説の域を出ない。本研究は、細胞の形状認識機構を解明するための基盤技術として、凹凸曲面上で組織が発する力を

評価する新規計測技術の開発を目的とする。 
【【方方法法】】細胞が一様なシート上組織を形成して立体面上に存在するとき、組織はそれぞれの細胞接着部に対して力を及

ぼす。その力の大きさを、組織の面積で除した量を組織接着圧Pと定義する。本研究は、曲率を操作可能な細胞培養環

境を構築し、凹面上と凸面上で組織接着圧を評価可能な新しい計測系を構築した。まず、空気槽、シリコーンゴム薄膜、

細胞培養槽からなるマイクロ細胞培養デバイスを製作した（図左）。このマイクロ細胞培養デバイスは、空気槽内の  

圧力を操作することで、細胞培養面の曲率を数 mm－１の範囲で操作することが可能である。このマイクロ細胞培養  

デバイスの内部で、培養面を凹面もしくは凸面に保ちながらヒト大動脈血管平滑筋細胞（HASMC）をコンフルエント

状態になるように培養し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて培養面の立体形状を観察した。次に、トリプシンを用いて 
HASMC を除去し、再び培養面の立体形状を観察した。最後に、細胞除去前後の培養面の曲率の僅かな変化から、

HASMCが曲面状の培養面に及ぼしていた組織接着圧Pを評価した（図中央）。 
【【結結果果】】マイクロ細胞培養デバイス内の空気槽内部の圧力を操作し、培養面の形状を凹面もしくは凸面に維持した状態

で、HASMC はその上に一様なシート状構造を形成した。トリプシン処理により HASMC を除去した結果、凹面・  

凸面どちらの場合においても培養面の曲率が0.1 mm－１前後変化した（図右）。細胞の有無に起因するこの曲率変化は、

細胞が接着時に曲面に及ぼしていた力の大きさを反映しており、シリコーンゴム薄膜の特性から、その大きさは組織接

着圧 P として凹面上で 19 hPa、凸面上で 34 hPa と算出された。培養面の曲率と細胞密度をもとに、この値を単一  

細胞あたりの張力に換算したところ、その値は凹面上で 3.1μN、凸面上で 6.4 N であった。この値は、先行研究に   

よって報告された、平面上でHASMCが発する張力の大きさ（4～12μN程度）と比較しても妥当なスケールである。

また、本研究では凸面上でより大きな組織接着圧が算出された。間葉系幹細胞（MSC）が凸面上で示す特異的な骨分化

現象を報告した他グループによる先行研究では、凸面上で存在するMSCが核内に多くの中間径繊維Lamin Aを持ち、

核により強い細胞張力が加わっていることが示唆されていたが、本研究の結果はこの既報とも符合する。今後、本手法

を用いて、曲率を変えた様々な曲面上で組織が発する力の大きさを計測することで、細胞の曲面検知および応答に  

おいて細胞張力が発する役割が明らかになると期待される。 
 
 

マイクロデバイスを用いる曲面上での細胞張力の測定 
 

 
 

1 カルボニルストレスに着目した精神疾患発症機序の解明 新井　誠211 曲面上での組織張力アッセイ法の開発 山下　忠紘
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 腫腫瘍瘍免免疫疫活活性性化化ののたためめののポポリリカカルルボボンン酸酸結結合合抗抗体体のの創創製製  弓弓場場  英英司司  

 
【【目目的的】】近年、免疫チェックポイント阻害剤の成功によって、がん免疫療法が大きな注目を集めている。現在臨床開発

が進んでいる免疫チェックポイント阻害剤の一つ、CD47 抗体は、がん細胞上の CD47 に結合し、マクロファージに 

対するDon’t eat meシグナルを遮断することで免疫細胞によるがん細胞の攻撃を誘導する。そこで本研究では、CD47
抗体に、抗原提示細胞に認識され、かつ活性化する機能をもつポリカルボン酸を結合させることで、免疫細胞を活性化

すると同時にがん細胞と免疫細胞の相互作用を高め、その治療効果の増強をねらった。しかし、ポリカルボン酸と抗体

の結合が困難であることが実験の過程で判明したため、それぞれを脂質ナノ粒子上に結合させ、機能評価を行った。 
【【方方法法】】アジュバント作用をもつβグルカン（カードランまたはアクアβ）に、3-メチルグルタル酸無水物を反応させ
ることで、アジュバント作用と抗原提示細胞への特異性をもつポリカルボン酸誘導体を合成した。導入した一部   

カルボキシ基にジアミンをEDC／Sulfo-NHSを用いて縮合し、アミノ基を導入した。このアミノ基と、チオール基を
導入したモデルタンパク質（オボアルブミン：OVA）を、ヘテロ 2 官能性リンカーを介した結合を試みた。得られた 

サンプルは SDS-PAGE を用いて評価した。脂質ナノ粒子（リポソーム）への CD47 抗体の修飾は、ポリエチレン    

グリコール脂質先端に導入したマレイミド基と、CD47 抗体に導入したチオール基との反応によって行った。また、  

ポリカルボン酸誘導体にデシルアミドアンカーを導入し、デシル基と脂質膜との疎水性相互作用を介してリポソームへ

修飾した。得られた修飾リポソームの諸物性を測定するとともに、リポソーム処理した抗原提示細胞からのサイト   

カイン産生能をELISA法により、がん細胞への結合をフローサイトメトリーにより評価した。 
【【結結果果】】アミノ基を導入したポリカルボン酸誘導体とOVAとの反応物を SDS-PAGEにより分析したところ、フリー
のタンパク質に相当するバンドに比して明確な変化が認められず、結合反応がうまく進行していないことが示唆された。

ポリカルボン酸誘導体の主鎖、リンカー構造などを変化させて検討を行ったが、結合の進行は観察されなかった。   

そこで、両者を一つの粒子上に結合することで当初の設計と同様の効果が得られると考え、抗体とポリカルボン酸  

誘導体を導入したリポソームの作製を試みた。ところが、抗体とポリカルボン酸誘導体を同じリポソームに修飾すると、

ポリカルボン酸誘導体に由来するアジュバント作用が阻害されることが明らかとなった。ポリカルボン酸誘導体を修飾

したリポソームは抗原提示細胞からのサイトカイン産生を強力に促進した。さらに、CD47抗体を修飾したリポソーム
は、フリーの抗体やアイソタイプコントロール抗体を修飾したリポソームに比べ、がん細胞に有意に効率よく結合した

ことから、ナノ粒子上に抗体を修飾することで、がん細胞上のチェックポイント分子をより効率良く阻害できることが

示唆された。 
 
 

ポリカルボン酸・チェックポイント阻害抗体を組み合わせた免疫誘導システムの設計 
 

 

1 カルボニルストレスに着目した精神疾患発症機序の解明 新井　誠212 腫瘍免疫活性化のためのポリカルボン酸結合抗体の創製 弓場　英司
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 口口腔腔病病原原菌菌ババイイオオフフィィルルムムにに関関わわるる特特殊殊なな分分泌泌装装置置のの基基盤盤  塚塚崎崎  智智也也  

 
【【目目的的】】口腔内病原性細菌の多くは外毒素のような特殊なタンパク質の排出に特化したシステムを持っている。中には、

特殊な糖タンパク質を排出し微生物叢であるバイオフィルム、いわゆる歯垢を形成するものもある。病原性の

Streptococcus属には、必須のカノニカルなタンパク質膜透過チャネル（SecY）に加え、特殊な糖タンパク質に特化し
たタンパク質膜透過チャネルとして SecY2（特化型 Sec トランスロコン）がある（下図）。SecY2 はいくつかの     

タンパク質と相互作用して機能するが、どうして SecY2が基質特異性を示すのかなど、その分子メカニズムは不明で
あるため、構造生物学的な解析が必要である。 
【【方方法法】】細胞質で合成された特定の基質タンパク質は、典型的な糖修飾酵素であるGtfA、GtfBによって糖鎖が付加さ
れる。その後、アンフォールドの状態が保たれたまま、シグナル配列の情報に基づき Asp1/2/3 複合体によって膜へと
ターゲットされる。その後SecY2チャネルとモータータンパク質であるSecA2 ATPaseが相互作用しながらタンパク
質を排出させていると考えられている。構造生物学的な解析によって、これら因子の構造を高分解能で解き明かすべく、

サンプルの準備を進めた。また、タンパク質分泌反応の詳細を理解するためには、1 ユニット（反応最小単位）での   

リアルタイム解析が必要な段階となっている。そのため、本研究では、MSP ナノディスクと呼ばれる粒子を用いた。
このナノディスクは脂質と膜骨格タンパク質（MSP：membrane scaffold protein）から構成されるナノ粒子である。
ナノディスク構成時に膜タンパク質が存在している場合に、膜タンパク質がナノディスク内に取り込まれ、膜タンパク

質含有ナノディスクが構築される。SecYEG含有ナノディスクを高速原子間力顕微鏡で測定を行った。 
【【結結果果】】特殊糖タンパク質分泌に関わる因子の構造決定にむけたサンプル調製を進めた。Asp1/2/3複合体については、
純度の高いサンプルをmgオーダーで精製できる系を組み、構造生物学的な解析に向けて適切なサンプルとするために
条件検討を重ねた。また、SecY2/Asp4/Asp5 複合体については、SecY2 の安定な発現を大腸菌内で確認し、精製の   

条件検討を行った。今後は、X 線結晶構造解析ならびにクライオ電子顕微鏡による構造決定をすべく研究を継続する。
高速原子間力顕微鏡を用いたタンパク質分泌過程の観測に向け、ナノディスクに再構成した Sec タンパク質の測定を 

行った。条件を最適化することで、制御された二つの方向からナノディスクに再構成したタンパク質の分子動態を  

リアルタイムで直接観測することに成功した。 

 
 

タンパク質の分泌 
 

 
 
 
 

1 カルボニルストレスに着目した精神疾患発症機序の解明 新井　誠213 口腔病原菌バイオフィルムに関わる特殊な分泌装置の基盤 塚崎　智也
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 ＭＭ期期キキナナーーゼゼにによよるる動動原原体体ののホホメメオオススタタテティィッックク制制御御  広広田田  亨亨  

 
【【目目的的】】動原体は、複数のタンパク質複合体から構成される超分子複合体であり、それらの相互作用ネットワークに  

よって、安定性を備えたホメオスタティックな制御がなされている。微小管との結合を担う NDC80 複合体、M 期   

チェックポイントシグナルの発信に関わるKNL1複合体、MIS12複合体は、「KMNネットワーク」と称され、複数の
動原体機能を統合するシステムを形成している。動原体の心臓部にあたるこのシステムによって複数の機能がどのよう

に統合されているのか、そのメカニズムはよくわかっていない。我々は、動原体の伸縮を繰返す「動原体の      

ストレッチング」と呼ばれる現象を見出し、これが微小管結合とM期チェックポイントの発信制御とを連動する可能
性を検討してきた。また、微小管結合やM期チェックポイントは、「M期キナーゼ」と総称されるリン酸化酵素が複雑
に相互作用しながら制御していることが示唆されている。そこで本研究では、動原体ストレチング現象において、M期
キナーゼがどのように関与するのかを明らかにすることによって、動原体が微小管結合と M 期チェックポイント   

シグナルの発信を統合的に制御するメカニズムを解明することを目的とした。 
【【方方法法】】本研究では、動原体ストレッチングを基軸として、動原体の複数の機能がいかに統合され制御されているのか、

またその制御機構の変化ががん細胞の染色体不安定性に寄与するのかを明らかにするために、以下の研究項目を実施し

た。1．動原体ストレッチングの発生機序に基づき、同現象を操作可能な細胞を作製した。2．動原体ストレッチングを
抑制した細胞の染色体動態を、ライブイメージングにより解析した。3．動原体ストレッチングと微小管結合、及び   

M期チェックポイントとの関連を解析した。4．M期チェックポイント制御の分子機構について、M期キナーゼが関連
する制御を基軸に検討した。5．M期チェックポイント解除の遅延による染色体分配の影響を解析した。6．がん細胞に
おける染色体不安定性とM期チェックポイント制御機構の変化を検討した。 
【【結結果果】】本研究によって、動原体が微小管と末端結合という安定した結合を達成すると、動原体ストレッチング現象が

生じて、これによって M 期チェックポイントの解除が促進されて染色体分配を導くことがわかった。換言すると、   

動原体ストレチングは、微小管結合制御とチェックポイント制御の順序を保証する動原体機能を統合するメカニズムと

捉えられ、その核心は「チェックポイント分子の動態に関わる KNL1 複合体のリン酸化制御」にあることが示唆され
た（図）。さらに、本研究によって、この動原体の制御機構の変化が、多くのがん細胞が陥っている染色体不安定性に

寄与することが判明した。M期チェックポイント機構ががん細胞でいかに変化しているのかは、長年の未解決の課題と
であったが、本研究によって「M期チェックポイントの解除過程の異常」という解答が得られ、染色体不安定性の成因
を刷新したと言える。 
 
 

KNL複合体におけるM期キナーゼの制御 
 

 

1 カルボニルストレスに着目した精神疾患発症機序の解明 新井　誠214 Ｍ期キナーゼによる動原体のホメオスタティック制御 広田　亨
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 エエククソソソソーームム制制御御にによよるる個個体体機機能能維維持持機機構構のの解解明明  下下村村  伊伊一一郎郎  

 
【【目目的的】】生理的多量体アディポネクチン（APN）はGPIアンカー型膜タンパクT-カドヘリン（T-cad）との高親和性相
互作用によって細胞内後期エンドソームに集積し、エクソソーム（Exo）産生を促進することを見出した。APN や   

T-cad欠損マウスでは血中Exoが有意に低下しており、APNは本経路によって全身のExoレベルをも規定することを
明らかにした。T-cad は細胞内シグナル伝達に通常必要とされる細胞内ドメインを有さないが、APN によって、    

セラミドをExoに搬出し、内皮細胞のセラミド蓄積を低下させるなどで、不要物・余剰物の除去に機能していることを
明らかにした（Obata et al. JCI Insight 2018, Kita et al. JCI 2019）。一方、ExoはmiRNAや生理活性タンパク・  

脂質を内包し、細胞間の情報伝達を担うことで注目される。間葉系幹細胞（MSCs）移植療法は様々な心血管疾患に  

有効性が示されている。興味深いことに、MSCs は T-cad を発現し、APN 添加に応じて Exo 産生が亢進することを 

見出した。 
【【方方法法】】マウスに大動脈縮窄（TAC）を処置し、2あるいは4週間後に心エコー装置を用いて心機能を評価した。ヒト
脂肪由来間葉系幹細胞（hMSCs）は尾静脈より週 3 回投与した。血中 Exo は PEG 及び超遠心法で精製し、Exo     

マーカータンパクをウェスタンブロットにて評価した。また、フォスファチジルセリンアフェニティー法により精製し、

散乱光分析ナノサイトにより粒子数と粒子径分布を評価した。PPARγ作動薬ピオグリタゾンは 50 mg/kgを一日2回
経口投与した。 
【【結結果果】】野生型（WT）マウスでは大動脈縮窄（TAC）処置2週間後に心機能（EF％及びFS％）が低下し、ヒト脂肪
由来 hMSCsの週 3回の尾静脈投与により有意に改善した。また投与 hMSCs由来 Exoが血中に産生されていること
を確認した。Exo生合成複合体分子であるAlixをノックダウンすることで、hMSCsの多分化能やサイトカイン産生に
影響せず、Exo 産生を顕著に抑制できた。このような Exo 産生能欠損 hMSCs（siAlix-MSCs）を投与したところ、  

血中Exoの増加が認められず、心機能も有意な改善を示さなかった。これらの心組織及びhMSCs産生ExoのRNAseq
解析から、Exoに含まれる複数の主要なmiRNAsによる遺伝子発現制御が心機能の改善に寄与していると考えられた。
次に、hMSCs は T-cad を発現しており、T-cad 依存的かつ培養液に加えた多量体 APN の濃度依存的に Exo 産生が  

増加すること、APN 欠損マウスへの投与では WT に比して血中への Exo 産生が有意に減弱することを見出した。   

そこで、APN欠損マウスにTACを処置し、MSCsを投与したところ、血中Exoの有意な増加を認めず、また心機能
の有意な改善を認めなかった。一方で、PPARγ作動薬投与により血中 APN 量を増加させたところ、MSCs 投与に  

よる血中 Exo 量がさらに有意に増加し、心機能改善効果も有意に増強したが、これらの効果は APN 欠損マウスでは 

認められなかった。また、hMSCsに発現しているT-cadをノックダウンした細胞（siTcad-MSCs）では、WTマウス
への投与でも血中Exoの増加が認められず、心機能の改善効果も有意に減弱した。 
 
 

間葉系幹細胞（MSCs）治療への応用 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

アアデディィポポネネククチチンンははMSC上上
ののT-カカドドヘヘリリンンにに結結合合

エエククソソソソーームム生生合合成成

エエククソソソソーームム分分泌泌

肺肺のの微微小小循循環環ににトトララッッププさされれたたMSCｓｓ

MSCのの静静脈脈注注射射

肺肺

病病態態のの改改善善T-カドヘリン

MSCs全身投与の治療効果は
I. 血中のアディポネクチン
濃度に依存する

II. MSCｓに発現するT-カド
ヘリンに依存する

III. MSCｓのエクソソーム産
生と分泌に依存する

IV. PPARγ作動薬併用によっ
て血中アディポネクチン
濃度を増加させれば治療
効果が促進できる

アディポネクチン

1.

2.

3.

4.静静脈脈投投与与ししたたMSC
はは肺肺ににトトララッッププ

1 カルボニルストレスに着目した精神疾患発症機序の解明 新井　誠215 エクソソーム制御による個体機能維持機構の解明 下村　伊一郎
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 ヒヒトト生生体体外外モモデデルルをを用用いいたた大大腸腸癌癌幹幹細細胞胞標標的的治治療療のの検検討討  妹妹尾尾  浩浩  

 
【【目目的的】】進行大腸癌に対する新しい視点からの治療ストラテジー開発が切望されるなか、癌幹細胞を標的とする新規  
治療法の開発が注目されている。研究代表者らは、DCLK1 陽性細胞の選択的排除により、正常大腸およびその他の  

臓器に傷害を起こすことなく、大腸癌（腫瘍）が劇的に退縮することを示してきた。そこで本研究では、様々な大腸癌

幹細胞高発現因子を標的に、大腸癌幹細胞を傷害、排除する具体的な方策を検討することとした。 
【【方方法法】】樹立済みのヒト大腸癌オルガノイド・ライブラリーのうち、DCLK1 陽性細胞を多く含むものを選択し、    

新たな癌幹細胞特異的なマーカー候補として研究代表者らが独自に絞り込んだ IL17RB、CRL4、TRPM5などの下流
に cre を挿入したコンストラクトを CRISPR-Cas9 技術により、tdTomato レポーターおよび inducible Caspase-9    

コンストラクトをレンチウイルスにより挿入した。それらのオルガノイドを中心に、細胞系譜解析、癌幹細胞選択的  

排除、シグナル阻害および抗体治療の可能性を検討した。 
【【結結果果】】ヒト大腸癌のオルガノイドにおいて、種々の癌幹細胞特異的なマーカー候補陽性細胞からの細胞系譜解析を 

行った。その結果、癌由来オルガノイドにおいては IL17RB陽性癌幹細胞から子孫癌細胞が供給されることを可視的に
観察した。また、inducible Caspase-9 コンストラクトを挿入して、dimerizer/inducible Caspase-9 系により癌由来  

オルガノイドが退縮するかを検討した。すると癌由来オルガノイドにおいては、IL17RB陽性癌幹細胞の選択的排除に
よりオルガノイドの退縮が得られることが示された（下図）。さらに種々の癌幹細胞特異的なマーカー候補そのものの

阻害により、それら因子が陽性の癌幹細胞が傷害され、癌由来オルガノイド／PDX（patient-derived xenograft）が  

退縮するかを確認したが、IL17RBについてはその機能的阻害により癌由来オルガノイド／PDXが退縮せず、IL17RB
は直接の標的とならない可能性が示された。また抗 IL17RB 抗体を用いたヒト大腸癌細胞株に対する単独の増殖抑制
効果は乏しかった。そのため、今後は抗体薬物複合体を用いた癌幹細胞標的治療を見据えた抗 IL17RB 抗体の    

ブラッシュアップと、新たな細胞内シグナルの阻害による癌幹細胞標的治療の開発の双方を視野に入れた研究が必要と

思われた。 
 
 

IL17RB陽性ヒト大腸癌幹細胞の選択的傷害、排除による癌由来オルガノイドの退縮効果 
 

 
（Proc Natl Acad Sci U S A. 2019 Jun 25;116(26):12996-13005） 

 
 
 
 
 

1 カルボニルストレスに着目した精神疾患発症機序の解明 新井　誠216 ヒト生体外モデルを用いた大腸癌幹細胞標的治療の検討 妹尾　浩
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 高高齢齢者者のの骨骨格格筋筋損損傷傷かかららのの回回復復をを促促進進すするる治治療療法法のの開開発発  戸戸邉邉  一一之之  

 
【【目目的的】】超高齢化社会を迎えた現代において、サルコペニア保有者数が増加しており骨格筋の量および質を維持する 

ための有効な手段を講じることは緊急性の高い課題である。本研究では、糖尿病での骨格筋損傷からの回復遅延の分子

機構を解明し、M2マクロファージ（MΦ）に着目した骨格筋損傷からの回復を促進する治療法の開発を目指す。骨格

筋損傷後の筋再生において、炎症とその後に起こる創傷治癒機転に重要な役割を果たすのがMΦである。骨格筋損傷後

の筋再生において、初期は炎症性のM1 MΦが増加するが続いて抗炎症性あるいは修復を促進するM2 MΦが増加をし

て修復に寄与するというのがこれまでの定説である。私どもが注目したのは「骨格筋に在住する M2 MΦ」である。  

骨格筋損傷後にM2 MΦを除去し回復への影響を検討した。 
【【方方法法】】M2 MΦを任意のタイミングで除去可能な遺伝子改変マウスCD206DTRマウスを用いて、cardiotoxinを前脛

骨筋に投与し骨格筋損傷を誘導した。損傷後、3 日目、5 日目に、M2 MΦを除去し損傷からの回復に与える影響を   

検討した。次に高脂肪食・糖尿病モデルマウス、加齢マウスで同様の実験を行なった。 
【【結結果果】】M2 MΦの除去により骨格筋損傷からの回復が促進された。肥満糖尿病モデルマウス、高齢マウスにおいては

ともに骨格筋損傷からの回復が遅れているが、M2 MΦの除去により部分的ではあるが回復は促進された。 
  
  

M2マクロファージの除去により骨格筋損傷からの回復が促進 
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 医医用用材材料料のの生生体体機機能能化化ののたためめのの接接着着性性成成長長因因子子のの開開発発  伊伊藤藤  嘉嘉浩浩  

 
【【目目的的】】成長因子固定化は、医療用材料に生理活性を付与するうえで重要な技術である。しかし、これまでの成長因子

の固定化は、有機系バイオマテリアルや生体組織が中心で、硬組織置換材料に用いられる無機系バイオマテリアルの 

金属（チタンなど）やセラミックス（ヒドロキシアパタイトなど）への固定化は困難があった。そこで、我々は、これ

ら無機材料へも容易に固定化可能な接着性の成長因子タンパク質そのものを創り出すことを考え、ムール貝が分泌する

水中接着タンパク質から発想を得、成長因子タンパク質のインシュリン様成長因子に、水中接着タンパク質の活性部位

の主成分アミノ酸3,4-ジヒドロキシフェニルアラニン（DOPA）を導入し、チタン結合性の付与に成功した。本研究で
は、どのような成長因子にも基材接着性を付与できる、より一般的な DOPA 導入法を開発する。そして、応用性が   

高く、しかもチロシンが活性部位にある骨形成たんぱく質や血管内皮細胞成長因子への接着性付与を行った。 
【【方方法法】】骨形成たんぱく質には、遺伝子組換え法で、末端にチロシン残基を含む配列を挿入し、タンパク質として発現

させた後、チロシナーゼで処理することにより、DOPAを導入した。血管内皮細胞成長因子へは、ソルターゼを用いて、
あらかじめ固相法で合成したDOPAを含むペプチドを結合させることによって調製した。 
【【結結果果】】DOPA導入骨形成タンパク質、血管内皮細胞成長因子、ともに合成をマススペクトルにより確認した。DOPA
導入骨形成タンパク質は、チタン結合性をもち、DOPA 導入血管内皮細胞成長因子は、クロム合金への結合性をもつ 

ことがわかった。また、DOPA 導入骨形成タンパク質はチタン表面で、UE6E7T-12 細胞の骨分化を促進し、DOPA  

導入血管内皮細胞成長因子固定化表面は、ヒト血管内皮細胞の成長を促進することがわかった。 
 
 

チタン結合性を付与された骨形成タンパク質の調製スキーム 
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 二二方方向向性性位位置置選選択択的的CC--HH官官能能基基化化とと含含ケケイイ素素複複素素環環合合成成  上上田田  善善弘弘  

 
【【目目的的】】近年遷移金属触媒やラジカル種を活用した有機合成反応開発が進むことで、従来の求核剤、求電子剤といった

観点では官能基変換の対象とならなかった C-H 結合を、官能基として捉えることが可能になりつつある。これまで合

成のビルディングブロックとして想定されなかった化合物の合成利用を可能にし、工程数削減につながる直接的 C-H
結合官能基化反応は、環境調和の観点からも開発が望まれる。しかし、有機化合物は多数の C-H 結合を有するため、

C-H 結合官能基化反応においては必然的に位置選択性が問題となる。本研究ではシリル基の立体電子効果を利用した

新規位置選択的C-Hアミノ化研究に取り組んだ。 
【【方方法法】】ロジウム二核錯体から生じるロジウムナイトレン種は強力なC（sp３）-Hアミノ化活性を有し、有機化合物に

直接アミノ基を導入することができる触媒活性中間体として注目されてきた。分子間反応において、ロジウムナイトレ

ンに対するC-H 結合の反応性が調べられ、第三級C（sp３）-H 結合やヘテロ原子α位、ベンジル位C（sp３）-H 結合

等の立体電子効果により電子豊富な C-H 結合がより高い反応性を示すことが明らかとされてきた。シリル基はβ位に

生じうるカチオンを安定化することが知られているため、ロジウムナイトレン種に対する C-H 挿入段階で生じると想

定されるカチオンを安定化すると期待できる。本研究に着手するまでに、ロジウムナイトレン種を利用した分子間位置

及び化学選択的C（sp２）-Hアミノ化反応を開発しており、本触媒反応系を活用した様々な有機ケイ素化合物の分子間

β位選択的C-Hアミノ化を検討した。 
【【結結果果】】ロジウムトリフェニルアセテート Rh２(tpa)４ 触媒存在下、TrocNHOTs及びK２CO３をそれぞれナイトレン源

及び塩基として用いる条件で、シリル基β位の第一級C（sp３）-H結合選択的なアミノ化反応が進行することを見出し

た。通常反応活性とされる第三級C（sp３）-H結合やベンジル位C（sp３）-H結合及び酸素原子α位C（sp３）-H結合

存在下でも、シリル基β位選択的アミノ化が進行した。また、シラシクロアルカン類は非常に高い反応性を示した。  

ケイ素を炭素に置き換えた基質では反応が進行しないという実験結果や、計算化学による解析からも C-Si 結合の高い

σ供与性が反応の成否に重要であることがわかった。ケイ素は炭素の生物学的等価体として見なすことができるため、

本研究で合成可能なアミノシラン類は、医薬品候補物質探索における有用なビルディングブロックとしての利用が期待

される。 
 
 

ケイ素の立体電子効果を活用した位置選択的C-Hアミノ化 
 

 
 
 

1 カルボニルストレスに着目した精神疾患発症機序の解明 新井　誠219 二方向性位置選択的C-H官能基化と含ケイ素複素環合成 上田　善弘

上原記念生命科学財団研究報告集, 35 (2021)

219



上原記念生命科学財団研究報告集, 35（2021） 
 

 細細胞胞動動態態にに立立脚脚ししたた新新奇奇PPCCPP制制御御機機構構のの解解明明  鮎鮎川川  友友紀紀  

 
【【目目的的】】平面内細胞極性（planar cell polarity：PCP）は、上皮細胞の頂端‐基底軸と直交した極性であり、上皮細胞
の向きはPCPの制御を受けることによって組織平面内で一定方向に揃えられる。PCPに関わる遺伝子はショウジョウ
バエで初めて同定された後、ヒトをはじめ哺乳動物でも相同遺伝子が見つかり、PCP は進化的に保存された機構で  

あることが明らかにされた。PCPの制御グループは、その機能の違いから「コアグループ」と「Fat（Ft）／Dachsous
（Ds）グループ」に分類されている。ショウジョウバエ背板を用いた組織特異的ゲノムワイドスクリーニングで得られ
た遺伝子の機能解析から、我々は、既存の PCP 制御グループとは一線を画する機能を持つ遺伝子群を見出し、この  

遺伝子群を Jitterbug（Jbug）グループと命名した。これまで、我々は Jbug グループの構成遺伝子を七つ同定して   

いる（投稿準備中）。Jbug グループ遺伝子のノックダウンを背板で行うと、一般的な PCP 遺伝子を欠失した個体と  

同様に背毛の配向が乱れる。コアグループ遺伝子や Ft／Ds グループ遺伝子の単独または二重欠損では背毛の配向は 

乱れるのみだが、大変興味深いことに、Jbug グループ遺伝子とコアグループ遺伝子の二重ノックダウンを行うと、  

背毛は野生型と比べて逆向きに揃う。しかしながら、背毛が一定方向に揃う（逆方向ではあるが）分子機構は不明で  

ある。この謎を解き明かすために、我々はライブイメージング法を用いて蛹期における背板の細胞の動態を長時間解析

した。野生型の蛹期背板では、蛹後方から前方に向かう細胞集団の移動（Tissue flow）が観察されるが、Jbug     

グループ遺伝子とコアグループ遺伝子の二重ノックダウンではTissue flowの向きが逆転し、蛹前方から後方に向かう
Tissue flow が観察された。この結果は、Tissue flow の反対方向に PCP を決定する分子機構の存在を示唆した。    

本研究では、Tissue flowと PCPの因果関係をさらに検証するとともに、Tissue flowの反対方向に PCPを規定する 

分子機構の解明を試みた。 
【【方方法法】】ショウジョウバエ個体における遺伝子のノックダウンは RNAi 法を用いて行った。ライブイメージング法を 

用いてショウジョウバエ蛹期における背板の細胞動態（Tissue flow）を長時間解析した。 
【【結結果果】】Jbug グループ遺伝子とコアグループ遺伝子の二重変異体における Tissue flow を遺伝学的な操作によって  

改変したところ、蛹後方から前方に向かう Tissue flow が観察され、成虫個体の背毛は後方に向かって配向した。   

よって、Tissue flowの向きと反対方向に PCPが制御される可能性が裏付けられた。Tissue flowを介した PCP制御 

機構を明らかにするために、sGMCA 系統（非筋型ミオシンⅡの軽鎖をコードする spaghetti squash 遺伝子の    

プロモーター制御下で Moesin::GFP を発現する）を用いて蛹期の背毛と背板上皮細胞を蛍光標識し、Tissue flow と 

背毛の動態を同時に観察した。野生型では、蛹前方へ向かうTissue flowが観察され、背毛は蛹後方に向けて伸長する。
一方で、Jbug グループとコアグループの二重ノックダウンを行うと、Tissue flow は蛹後方に向かい、それに伴って 

背毛の方向は経時的に変化し、最終的には背毛が野生型と比べて逆方向に揃うことを見出した。最後に、遺伝学的な  

解析から、Tissue flowを介したPCP制御にはFt／Dsグループ遺伝子は関わらないことが示唆された。 
 
 

PCP経路と背板におけるPCP表現型 
 

 
 
 
 
 

1 カルボニルストレスに着目した精神疾患発症機序の解明 新井　誠220 細胞動態に立脚した新奇PCP制御機構の解明 鮎川　友紀
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 蛍蛍光光モモノノアアミミンン測測定定にによよるる精精神神疾疾患患メメカカニニズズムムのの解解明明  小小澤澤  貴貴明明  

 
【【目目的的】】統合失調症は幻覚・妄想等の陽性症状、感情平板化等の陰性症状および認知機能障害等に特徴づけられ、現在

100人に1人弱という極めて高い罹患率が示されている精神疾患である。その原因として様々な発症メカニズムが考え

られているが、神経伝達物質に着目したものでは、1．グルタミン酸受容体（特に NMDA 受容体）の機能低下に起因

する「グルタミン酸仮説」と、2．前頭葉のドーパミン機能の低下および皮質下脳領域のドーパミン機能の過活動に   

起因する「ドーパミン仮説」に基づいた研究が行われてきた。しかし、二つの仮説に関連性はあるのか、あるとしたら

グルタミン酸受容体の機能低下は「いつ」「どこで」「どのような」脳内ドーパミン放出の異常を引き起こしているのか

は明らかになっていない。この問題を解決するためには、グルタミン酸受容体の機能低下と関連した統合失調症モデル

動物において観察される行動異常と、それに関連したドーパミン動態の異常を明らかにする必要がある。本研究では、

グルタミン酸受容体の異常と関連したマウスモデルである「新生仔期NMDA受容体遮断マウス」の、統合失調症モデ

ルとしての有用性を評価した。また、近年開発された高速蛍光ドーパミンセンサー、GRABDAを用いた皮質領域および

皮質下領域におけるドーパミン変化量の測定法についても検討を行った。 
【【方方法法】】メスマウスが出産した仔マウスを薬物処置条件に従って群分けした。MK-801条件群では生後数日間、NMDA
型グルタミン酸受容体拮抗薬である MK-801 を 1 日 1 回皮下投与した。統制条件である SAL 群では生理食塩水を   

1 ml/kg の用量で皮下投与した。生後 56 日目から、プレパルス抑制テストおよびメタンフェタミン反応性テストを  

行った。また、蛍光ドーパミンセンサーである GRABDA を前頭前皮質および線条体に発現させ、ファイバーフォト     

メトリ―法を用いて、メタンフェタミン腹腔内投与後に、GRABDAシグナル上昇の有無を検討した。 
【【結結果果】】新生仔期 MK-801 が成体期マウスにおけるプレパルス抑制およびメタンフェタミン反応性に及ぼす影響につ

いて様々な用量および投与期間条件を用いて検討した。その結果、低用量の新生仔期MK-801によって、成体期におけ

るプレパルス抑制の障害およびメタンフェタミン反応性の増強が引き起こされることが明らかになった。また、線条体

および前頭前皮質から GRABDA シグナル多点同時記録を行ったところ、どちらの領域においてもメタンフェタミン  

投与後に、有意なGRABDAシグナルの上昇が認められた。本研究により、1．グルタミン酸受容体の機能低下と関連し

た統合失調症のマウスモデルおよび、2．蛍光ドーパミンセンサーと独自のファイバーフォトメトリ―技術を用いた  

ドーパミンの多点同時記録法を確立した。今後は、本研究で確立したモデルマウスが示す強いメタンフェタミン反応性

に着目し、このドーパミン測定技術を適用することで、グルタミン酸受容体の機能低下により引き起こされる統合失調

症の陽性様症状と関連したドーパミン放出の異常を明らかにする。 
 
 

蛍光ドーパミンセンサーを用いた多点同時ドーパミン記録 
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 不不活活性性型型CCaass99をを用用いいたた新新規規相相同同組組換換ええ修修復復因因子子のの探探索索  加加藤藤  朋朋子子  

 
【【目目的的】】CRISPR-Cas9 を中心としたゲノム編集技術は、遺伝性疾患に対する効果的な治療法として注目されている。
特に疾患の原因となる変異の修復が高精度に実現されれば、生体内で直接ゲノムを編集することが可能となり、医療 

応用への期待を更に加速させる。ゲノム編集はゲノム DNA の二本鎖切断後に、ドナーDNA を用いた相同組換えを  

介して正確な修復を行うHDRと、ランダムな欠失や挿入を伴いながら修復を行うNHEJによって生じる。しかし、
一般的な条件では、HDR に比べて NHEJ がはるかに強く誘導されてしまうことが、医療応用の実現に向けて大きな 

障壁となっている。本研究では、他の細胞に比べてHDR活性が高いHEK293T細胞由来 cDNAライブラリを用いて、
過剰発現により、CRISPR-Cas9が誘導するHDRを亢進する因子のスクリーニングを行う。本研究で見出された新規
のHDR因子は、疾患ゲノム変異を正確に修復するための医療技術にも応用できることが期待される。 
【【方方法法】】本研究ではFACSソーティングが必要になるため、ヒト白血病由来K562細胞を用いた。HDRとNHEJの
同時活性測定が可能な Traffic Light レポーター、Tet 発現誘導型 Cas9 及び gRNA のそれぞれを Nucleofection に 

より導入し、薬剤選択によって単一クローンを得た。樹立した細胞にドナーDNA を Nucleofection すると同時に、
HEK293T 細胞由来の cDNA Library（Lentivirus として導入）と Cas9 の発現を ON にするための doxycyclin を  

添加した。1 週間後に顕微鏡下で蛍光観察を行い、FACS ソーティングにより HDR が生じている細胞（EGFP 陽性 

細胞）と NHEJ が生じている細胞 (mCherry 陽性細胞)をそれぞれ分取した。分取した細胞からゲノムを抽出し、   

レンチウイルスベクター特異的なプライマーを用いて PCR により増幅し、その配列を Sanger sequence により確認 

した。 
【【結結果果】】K562細胞に Traffic Light レポーター、Tet発現誘導型Cas9及び gRNAをNucleofectionし、薬剤選択に 

より単一クローン化した細胞（K562-TLRiWTCas9-EGFPgRNA細胞）を樹立した。この細胞は、doxycyclin存在下
で HDR 及び NHEJ 活性を誘導することができた。この細胞を用いてドナーDNA の Nucleofection、Lenti-
HEK293TcDNA Library及び doxycyclinの添加を行った上でFACSソーティングを行ったところ、EGFP陽性細胞
と mCherry 陽性細胞をそれぞれ分取できた。また、これらの細胞のゲノムを抽出し、レンチウイルス特異的な    

プライマーを用いて配列を確認したところ、それぞれの集団で特異的な遺伝子配列を見出すことができた。 
 

 
Cas9の利用における問題点とTet発現誘導型Cas9を用いて目指す本研究の課題 
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 オオーートトフファァジジーーににおおけけるる新新たたなな基基質質選選択択機機構構のの解解明明  小小谷谷  哲哲也也  

 
【【目目的的】】オートファジーはタンパク質などの細胞質成分や細胞小器官を分解する機構であり、酵母からヒトに至るまで

真核生物に広く保存されている。栄養飢餓などによりオートファジーが誘導されると、細胞質に「隔離膜」と呼ばれる

扁平な小胞が現れる。隔離膜は細胞質の一部を取り込みながら球状へと伸張し、閉じることで、二重の膜構造を持った

オートファゴソームが形成される。完成したオートファゴソームは酵母の場合、液胞と融合し、液胞の内部にある分解

酵素によってオートファゴソームの内容物が分解される。出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae を用いた研究により、
オートファジーに関わるATG遺伝子／Atgタンパク質が同定され、オートファジーの分子機構の理解が飛躍的に進ん
だ。しかし、オートファゴソームの形成機構や分解基質の選択性決定機構にはまだ多くの謎が残されている。Atg20‐
Atg24複合体はミトコンドリアやペルオキシソーム、リボソーム、プロテアソーム、脂肪酸合成酵素のオートファジー
による分解に必要であることが報告されているが、Atg20‐Atg24 複合体の具体的な機能は明らかとなっていない。 

本研究ではAtg20‐Atg24複合体が隔離膜の開口端の曲率を認識して局在化し、開口端の大きさを維持あるいは拡張し
て、オートファゴソームへの巨大分子の取り込みを可能にしているという仮説を検証し、隔離膜の開口端の大きさ制御

による基質選択という新たなメカニズムを提唱することを目的とした。 
【【方方法法】】大きさの異なるモデル基質を用い、それらのオートファジーによる分解の効率を野生型細胞と ATG24 欠失 

細胞とで比較し、基質の大きさが分解効率に与える影響を解析した。また、野生型細胞と ATG24 欠失細胞において  

オートファゴソームに取り込まれる細胞質成分を質量分析で同定し、量の比較を行い、Atg20‐Atg24複合体依存的に
オートファゴソームに取り込まれる因子の特徴を解析した。さらに Atg20‐Atg24 複合体の欠失または過剰発現が  

オートファゴソーム形成に与える影響について解析した。 
【【結結果果】】本研究でのモデル基質を用いた解析やオートファゴソームに取り込まれる基質の網羅解析から、大きい分子 

ほど Atg20‐Atg24 複合体に強く依存してオートファゴソームに取り込まれることが示唆された。電子顕微鏡解析に 

よりATG24欠失細胞では隔離膜の開口部が狭くなることが明らかとなった。また、Atg20‐Atg24複合体を過剰発現
させると、オートファジーに欠損が生じた。隔離膜の開口端からAtg20‐Atg24複合体が解離しにくくなり、開口部が
閉じにくくなったことを示唆する結果を得た。 
 
 

オートファゴソーム形成におけるAtg20‐Atg24 複合体の役割に関するモデル図 
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 MMYYCC陽陽性性BBPPDDCCNN：：疾疾患患概概念念のの提提唱唱とと病病態態解解明明・・治治療療法法開開発発  坂坂本本  佳佳奈奈  

 
【【目目的的】】芽球性形質細胞様樹状細胞腫瘍（blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm：BPDCN）は、未分化な形質

細胞様樹状細胞由来とされる稀な造血器腫瘍である。典型的には皮膚病変で発症し、当初は化学療法に反応することが

多いものの早期に再発、白血化し、生存期間中央値が10～20か月程度の予後不良な疾患である。疾患概念確立の遅れ

と疾患の稀少性により診断は容易でなく、実地診療において急性骨髄性白血病など他の造血器腫瘍との鑑別がしばしば

困難となる。標準治療は定まっておらず、前述のごとく予後不良な疾患であるため、分子病態の理解および分子標的の

同定が強く求められている。我々は、BPDCNと診断／疑診された症例の検体・臨床情報を収集し、厳密な病理組織学

的検討により急性骨髄性白血病等の混在を排し、その結果選別された118例のBPDCN症例群の病理学的解析により、

BPDCN が、MYC の遺伝子再構成と発現異常を認める MYC＋ BPDCN（約 1／3）と、それらを認めない      

MYC－ BPDCN（約2／3）に層別化されることを突き止めた。BPDCNがMYC異常の有無により別個の疾患概念と

して分類されるべきなのか検討するため、一層の症例集積とゼノグラフトモデルの構築等を通じて、BPDCNの病態解

明・治療法開発の基盤づくりを目指した。 
【【方方法法】】協力機関各施設でBPDCNと診断、あるいは疑診された症例について、厳密な病理組織学的評価によりBPDCN
の診断確認を行い、非BPDCN症例を除外した。免疫染色、FISH法を用いてMYC＋ BPDCNとMYC－ BPDCNに

分類した。これらの症例について、条件の整った検体が得られた場合、ゼノグラフトモデルの作製を試みた。 
【【結結果果】】稀少疾患である BPDCN の症例集積につながるシステムを整備し、症例集積を進めた。収集した症例につい

て、MYC異常の有無を含む詳細な臨床病理学的解析を行った。ゼノグラフトモデルを作製し、今後のBPDCNの病態

解明、ひいては治療法開発の基盤を築いた。 
 
 

BPDCNのMYC異常による層別化 
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 糖糖尿尿病病性性筋筋萎萎縮縮のの克克服服をを目目指指ししたた新新規規分分子子基基盤盤のの解解明明  藤藤巻巻  慎慎  

 
【【目目的的】】糖尿病は世界で最も罹患率が高い慢性疾患であり、その有病者数は爆発的に増加し続けている。糖尿病が筋萎

縮を誘導することを示した論文は数多く報告されている一方で、その発生機序や治療法に関する知見は乏しいのが現状

である。これまでの研究において、幹細胞機能を制御することが知られているNotch2が成熟筋線維にも発現し、Notch
シグナルが糖尿病性筋萎縮を誘導する可能性を見出した。そこで、筋線維におけるNotch2の機能を明らかにし、糖尿

病性筋萎縮の発生機序を解明することを目的とした。 
【【方方法法】】筋線維特異的Notch2欠損マウス（N2-mKO）を作製し、ストレプトゾトシン（STZ）を投与することで糖尿

病を誘導し、筋萎縮耐性を評価した。また、Notch の活性化に必要なγ-secretase の阻害剤である DAPT を投与した 

マウスでも同様の実験を行った。 
【【結結果果】】N2-mKO マウスは定常状態で著明な表現系を示さなかった。STZ を投与して糖尿病を誘導し 14 日後に筋  

組織を回収したところ、野生型マウスで顕著な筋重量および筋線維横断面積の減少が確認された一方で、N2-mKO  

マウスはほとんど変化しなかった。このことから、Notch2 を欠損させることで糖尿病による筋萎縮を抑制できる可能

性が示唆された。また、γ-secretase 阻害剤である DAPT を投与したマウスにおいても、筋萎縮抵抗性が認められた 

ことから、Notch2 によって誘導される筋萎縮は、γ-secretase の活性化によって生じる可能性が示唆された。以上   

より、本研究は糖尿病性筋萎縮を制御する分子基盤として Notch シグナルが関与することを突き止めた。今後は、

Notch2の上流および下流の制御因子を明らかにすることで、筋萎縮制御メカニズムの包括的な理解を目指す。 
 
 

糖尿病による筋萎縮 
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