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＜研究の概要＞ 

 

我々は、ラット遺伝性腎癌の多段階的発癌の解析（Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 90: 

327-331, 1993）、キャリアーの短期検出法の確立（Cancer Res., 53: 5856-5858, 1993）、

原因遺伝子の mapping（Jpn. J. Cancer Res., 84: 1106-1109, 1993, Biochem. Biophys. 

Res. Commun. 203: 1302-1308, 1994）、原因遺伝子の単離、同定（Nature Genetics 9: 70-

74, 1995）、原因遺伝子の構造解析(Nucleic Acids Res., 23: 2608-2613, 1995, Mammalian 

Genome, 8: 554-558, 1997）、機能解析（Cancer Res., 56: 429-433, 1996, Biochem. 

Biophys. Res. Commun. 241: 24-30, 1997）、癌抑制遺伝子（Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 

94: 3990-3993, 1997）および腎癌遺伝子の証明（Cancer Res., 59: 1206-1211, 1999）と

世界に先駆けて研究を進めてきた。驚いたことに、遺伝性腎癌ラット（Eker rat）の原因

遺伝子は、ヒト結節性硬化症の病因遺伝子である TSC2 遺伝子の rathomologue であった。

ここに、遺伝性腎癌ラット（Eker rat）はヒト結節性硬化症の疾患モデルとして新たに注

目されるに至った。そこで、我々は、リファインされた疾患モデル（Eker rat、本研究に

おいて Tsc1 & Tsc2 genes knock out mice の作成にも成功した）を用い、ヒト結節性硬

化症に合併する腎癌（但し、ヒトでは angiomyolipoma が多い）の発生機構を実験病理学的

に解析した。更に、多数の腎癌における 2ndhits のパターンを解析し（Jpn. J. Cancer 

Res., 88: 254-261, 1997, Cancer Res., 59: 849-855, 1999）遺伝子機能の解明及び

phenotype-specific mutation の有無を検討した。また、本邦におけるヒト結節性硬化症

の遺伝子診断の確立を行った（投稿中）。本研究の成果は、我が国における、ヒト結節性硬

化症の遺伝子診断に貴重な情報を提供するものと考える。 

1998 年 8 月アメリカの Cold Spring Harbor Meeting、1998 年 9 月札幌の日本遺伝学会

シンポジュウム、1998 年 9 月横浜の日本癌学会総会シンポジュウム、1999 年 1 月東京の

日本学術会議シンポジュウム及び1999年 5月千葉で開かれた日本実験動物学会シンポジュ

ウムにて本研究成果の発表を行った。また、欧米およびわが国の学術雑誌に研究成果を多

数発表した。特に、書籍「Phaco1natosis in Japan （Japan Scientific Societies Press

出版）」、「Animal Models of Cancer Predisoposition Syndromes （Karger 社出版）」の編

集出版を行い我が国におけるヒト結節性硬化症の研究の推進に努めた。 
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研究報告 

 

Ⅰ．研究目的 

本研究の目的は、リファインされた疾患モデル（Eker rat）を用いながら、現在、全く

不明であるヒト結節性硬化症と腎癌の発症機構解明を目指し、治療に資する知見を得よう

とするものである。またヒト結節性硬化症の遺伝子診断の確立を行う。 

ヒト結節性硬化症の頻度は、最近の報告では、5800 人に 1 人の出生率であると報告され

ており比較的頻度の高い遺伝性疾患ということになる。本疾患の 60-70％は、家族歴はな

く、新しい突然変異による孤発例であり高い spontaneous mutation rate を示す。本疾患

の浸透率（penetration）は 95％と高いが、家族内でも症状に variation があり腎癌の合

併を含め多彩な症状を示す。難病であるヒト結節性硬化症の発症機序の解明と治療法の開

発は切に求められるところである。またヒト結節性硬化症は TSC1 年度遺伝子と TSC2 遺伝

子によるものが約半数づつ存在し表現型には差異はないと考えられており、さらに不全型

も多く臨床の現場から遺伝子診断の必要性が指摘されている。 

研究事業により期待される成果として、 

(a)ヒト結節性硬化症の遺伝子診断が可能となる。 

(b)TSC 1 遺伝子と TSC2 遺伝子の機能解析より、同一の表現型を示すヒト結節性硬化症の

発症機序の解明及び 2 つの遺伝子の関連を調べることが出来る。 

(c)疾患の発症機序を解明することによって治療法の基礎の開発が期待できる。 

 

Ⅱ．研究計画及び材料と方法 

(1)本邦のヒト結節性硬化症患者における遺伝子変異の解析： 

ヒト結節性硬化症（以下 TSC）は、かつては痙攣、精神運動発達遅滞、顔面血管線維腫を

3 主徴とした常染色体優性遺伝性疾患である。Gomez らのまとめによると、これら 3 主徴

をそろえて有する症例は全体の 29％に過ぎず、また 3 主徴を一つも有しない症例が 6％存

在すると報告されている。このように臨床表現型が非常に多彩であることが、本疾患の特

徴でもある。近年、家族歴を有する家系の検索から、少なくとも 2 カ所の異なる責任遺伝

子座が存在することが確認され、それぞれ TSC1（9q34 に局在）、TSC2（16p13 に局在）と

名付けられた。TSC2 遺伝子は 41 個のエクソンからなる遺伝子である。一方、TSC1 遺伝子

は 23 個のエクソンからなる遺伝子である。今回、我々は本邦における TSC 患者の遺伝子
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変異を検討するため、TSC1 および TSC2 の全エクソンについて解析を行った。大阪大学の

皮膚科あるいは小児科より臨床的に結節性硬化症と診断されている日本人 28 名（最終的

に多型性の有無が確認出来た症例のみで男性 12 例、女性 16 例、年齢 2 歳から 53 歳、平均

19.2 歳；家族歴を有する症例は 4 例）について、患者あるいは保護者から書面による同意

を得た後に、採血を行い、リンパ球を分離、DNA を抽出し、TSC1 および TSC2 の遺伝子解析

を行った。TSC1 および TSC2 遺伝子の各エクソンの配列とスプライシングドナー、アクセ

プター配列を含むプライマーセットを用いて、PCR-SSCP を行った。シフトバンドが認めら

れた場合、ゲルより直接シフトバンドを切り出し、DNA を抽出し、Direct Sequence を行

い、シークエンスを検索した。polymorphism の可能性を否定できない場合、両親の DNA の

解析も行った。 

 

(2)Eker（Tsc2）癌拘制遺伝子のプロモーター領域の同定： 

Tsc2 遺伝子発現制御機構を明らかにするためプロモーター領域の解析を行った。ラット

とヒト Tsc2/TSC2 遺伝子のプロモーター領域は約 60％の相同性を示しており、共に DNA 修

復系酵素であるエンドヌクレアーゼ III をコードする Octs3 遺伝子が head-to-head の状

態で近接している。我々はラット Tsc2 遺伝子側、Octs3 遺伝子側、各々のプロモーター活

性を検出し、この領域が overlap していることを明らかにしてきた（Mammalian Genome 8: 

554-558, 1997）。その領域には 2 ヶ所の cEts 結合配列が存在しており、その配列はヒト

でも保存されている。我々は cEts 結合配列の Tsc2 及び Octs3 遺伝子発現制御への関与に

ついてさらに検討を進めた。また、cEts 結合配列への結合が予想される Ets タンパクファ

ミリーに関して、Eker rat の腎癌組織・細胞株における発現の検討を行った。 

 

a）Construction of Reporter Plasmids : 

Tsc2 5'上流を含むプラスミドから、PvuII~PYuII（621bp）及び SacII~PYuII（108bp）の

断片を調整し、両方向性プロモーター活性測定用のレポータープラスミドである pDR-

basic（放射線医学総合研究所第二研究グループ相良雅史先生より供与）に挿入した。 

さらに PCR mutagenesis system を用いて、2 ヶ所の cEts 結合配列各々及び両方に対し

て Ets ファミリーの結合を抑制することが知られている point mutation （core motif: 

GGA[A/T]→ CCA[A/T]）を導入した断片を作製し、同様に pDR-basic に挿入した。 

 

b）Luciferase Assay： 

Eker rat 腎癌細胞株（LK9d-L）に対して、上記 a）の如く作製したレポータープラスミ

ドを各 8μg ずつトランスフェクション（リポフェクション法；Trans Fast TM, Promega, 

Madison, WI）して用い、ルシフェラーゼアッセイを行った。陰性コントロールとして pDR-

basic を用い、陽性コントロールとして pDR-basic に CMV プロモーターを挿入したレポー

タープラスミドを用いた。またインターナルコントロールとして pCMV/βを使用し、ONPG

を基質としたβ-Gal アッセイを行った。各プラスミドのルシフェラーゼ活性はβ-ガラク

トシダーゼ活性の値で補正した後、陽性コントロールの値を 100 とした時の相対値で表し

た。 
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c）Gel Mobility Shift Assay： 

Eker rat 腎癌細胞株（LK9d-L）より核抽出液を調整し、Tsc2 及び Octs3 プロモーター中

の cEts 結合配列を含む DNA 断片をプローブとした Gel Mobility Shift Assay を行った。

また、どのバンドが特異的な結合によるものか検討するため競合実験を行った。 

 

d）Northem Blot Analysis of the rat Ets-1： 

Eker rat 腎癌細胞株，Eker rat 腎癌組織及び Rat 正常腎より RNA を抽出し、各々10μg

を 1％アガロースで分離した後、Ets ファミリーの 1 つである rat Ets-1 cDNA を用いて常

法によりノーザンハイブリダイゼーションを行った。 

 

e）Immunohistochemical staining of Ets-1： 

Eker rat 腎癌組織はホルマリン固定後、パラフィン包埋を行った後、3μm に薄切した。

脱パラフィン後、0.3％過酸化水素を用い内因性ペルオキシダーゼを失活させた後、A vidin 

Biotin Complex 法（ABC 法）で免疫組織染色を行った。一次抗体としてウサギ抗ヒト Ets-

1 ポリクローナル抗体（C-20; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA）を使用した。 

 

(3)Eker（Tsc2）遺伝子蛋白の存在様式の解析： 

我々は Tsc2 の蛋白の機能解析の一環として正常ラットにおける分布を免疫組織化学を

用いて全身の臓器にわたり調べた。用いた抗体はラット Tsc2 蛋白の Exon26 および C 末の

20 アミノ酸を認識する。全ての陽性染色は対応するペプチドの添加により吸収されること

を確かめ、特異性に関して確認した。 

 

(4)Eker rat における脳病変の同定： 

TSC 患者の QOL は、主に精神遅滞、てんかん等の神経症状に左右される。しかし、Eker

ラットでは神経症状は認められない。そこで、Eker ラット 19 個体（月齢 17-24） と正常

対照 6 個体の脳を病理組織学的に観察し、ヒト TSC 脳病変と比較検討した。 

 

(5)IFN-γ transgenic mice と Tsc2 gene knockout mice 交配による腎癌発生の柳制： 

SAP-IFN-γ transgenic mice は、マウス IFN-γ遺伝子を肝細胞で特異的に発現してお

り、門脈域のリンパ球浸潤および肝小葉内の壊死炎症反応が観察されユニークなヒト慢性

肝炎モデルである（Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91: 614-618, 1994）。本マウスの肝臓

には、IFN-γ以外にも TNFα、Fas 抗原および Fas ligand の発現の尤進が認められる

（Biochem. Biophys. Res. Commun., 226: 762-768, 1996, Jpn. J. Pharmacol., 78: 

233-235, 1998）。興味あることに、本マウスは、慢性肝炎を伴うが肝発癌は、むしろ抵抗

性である。現在、樹状細胞の機能尤進を含め、その分子メカニズムを検討している Biochem. 

Biophys. Res. Commun., 259: 294-299, 1999）。一方、我々は、遺伝性腎癌ラットの原因

遺伝子である Tsc2 遺伝子の knockout mice を作製した（Cancer Res., 59: 1206-1211, 

1999）。このマウスも腎癌を 100％発生する。そこで、今回、IFN-γ transgenic mice と交

配し腎癌発生の修飾を検討した。 
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(6)ラット腎癌発生の系統差（Cancer modifier genes）の検討： 

我々は、すでに腎発癌の系統差（IE 系と BN 系）を確認している（Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA, 90: 327-331, 1993）。これは、modifier gene (s)の存在を示唆するものであ

る。そこで、ヒトでは未知の腎発癌の modifier 遺伝子の同定を Eker rat の系を用いて同

定を試みている。今回、modifier gene (s)の mapping をすべく戻し交配ラット（LE/BNxLE）

の作成を行った。更に、LB 系、F344 系および BN 系 3 種の congenic rats を作成を行った。 

 

Ⅲ．研究成果 

 

(1)本邦のヒ卜結節性硬化症患者における遺伝子変異の解析： 

ヒト結節性硬化症の患者 28 名（24 例：弧発例、4 例：家族性）について TSC1 および TSC2

について遺伝子診断を行った。TSC1 遺伝子変異 4 例（exons4、14、15、15）[3 例：frameshifts

（内 1 例：家族性）、1 例：nonsense mutation]で全て truncated 蛋白が作られる。TSC2 遺

伝子変異は 6 例 （exons16、23、33、34、40、40）[2 例：frame shifts、1 例：18bp の in-

frame deletion、3 例：missense mutations]（全て弧発例）であった。truncated 蛋白が

2 例で予想された。これらの結果は、TSC1 遺伝子変異は家族歴を有する症例に多く、TSC1

遺伝子産物（hamartin）の truncation を予測させる症例が多いという、諸外国からの報告

に矛盾しなかった。今回、日本人において多型性を TSC1 遺伝子（exons10、10、12、14、

14、15、15、15、19）、および TSC2 遺伝子（exons7、9、14）に見いだした。遺伝診断の際

に注意を要する。精神発達遅遅滞、痙攀、顔面血管線維腫の出現頻度および重症度に関し

ては、TSC1 および TSC2 の変異群間において、明らかな差異は認めなかった。また生成蛋

白の予想される truncation の程度と臨床症状の重症度の間にも明らかな相関は認められ

なかった。本研究は、同一症例で全領域にわたって TSC1＆TSC2 遺伝子変異を検索しえた本

邦初の報告である（投稿中）。 

 

(2)Eker（Tsc2）癌仰制遺伝子のプロモーター領域の同定： 

プロモーター領域に cEts 結合配列を見いだした。そして、cEts 結合配列に突然変異を

入れると、プロモーター活性が著しく低下することをルシフェラーゼレポーターアッセイ

によって確認した。さらに、興味あることに、Eker（Tsc2）癌抑制遺伝子のプロモーター

は、bidirectional なプロモーター活性を持ち、head-to-head で隣接する endonuclease 

III gene と共有している。 

 

a）Luciferase Assay： 

Tsc2 プロモーター側に関しては、PvuII~PvuII（621bp） 及び PstI~PvuII（242bp）の断

片より有意なプロモーター活性を確認した、さらに短い SacII-PvuII（108bp）の断片が同

等のプロモーター活性を示した。Octs3 プロモーター側においても、SacII~PvuII の断片に

プロモーター活性が認められており、この部位が双方向性のコアプロモーター領域と考え

られた。この部位に存在する 2 ヶ所の cEts 結合配列の欠失変異体（78bp）で Octs3 プロ

モーター活性は低下することは確認したが、さらに 2 ヶ所の cEts 結合配列各々に Ets ファ

ミリーの結合を抑制することが知られている point mutation を導入した断片で両プロ
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モーター共に活性の低下が認められた。特に Tsc2プロモーターに対して順方向となる cEts

結合配列に対して point mutation を入れた断片の方で低下の度合いが大きく、2 ヶ所の

cEts 結合配列に同時に point mutation を入れることで、活性の更なる低下が確認された。

以上より、2 つの cEts 結合配列が Tsc2 遺伝子及び Octs3 遺伝子発現を正に制御している

ことが示めされた（投稿準備中）。 

 

b）Gel Mobility Shift Assay： 

核抽出液の添加によりバンドのシフトが観察された。また、非標識 DNA 断片をプローブ

の 10 倍、50 倍、100 倍添加することにより、そのシフトバンドは消失した。一方、2 ヶ所

の cEts 結合配列に point mutation を入れた非標識の DNA 断片を添加した場合には、バン

ドの消失は観察されなかった。従って、このシフトバンドは cEts 結合配列に特異的な結合

の結果生じたものと結論できた（投稿準備中）。 

 

c）Northern Blot Analysis of the rat Ets-1： 

rat Ets-1 は、正常腎に比べ、Eker rat 腎癌細胞株（LK9d-L、LK9d-R、ERC33）、Eker rat

腎癌組織でより高発現していた。 

 

d）Immunohistochemical staining of Ets-1： 

周囲非癌部と比較して、腎癌部及び前癌病変において Ets-1 のより強い染色性が細胞質 

において確認された。NorthernBlot Analysis の結果と併せて、Eker rat 腎癌での Ets-1

の高発現が確認され、以上 3）4）の結果より Eker rat の腎発癌においては Ets-1 の発現

が初期の段階で関与してくる可能性が示唆された。 

 

(3)Eker（Tsc2）遺伝子蛋白の存在様式の解析： 

ラットの各組織における本蛋白の局在様式を明らかにした。さらに病変部には

truncated 蛋白の存在を観察した。特に、肺の一部の血管の平滑筋および膵臓のラ氏島（β

細胞）において強く染色される細胞を同定し新しい知見を得た（Virchows Archiv, 434: 

341-350, 1999）。肺の lymphangiomyomatosis、膵の insulinoma の合併がヒト結節性硬化

症で頻度は少ないながら知られており、これらの病気の組織発生および TSC2 蛋白の機能

を考える上で示唆に富む興味ある所見と考える。 

 

(4)Eker rat における脳病変の同定： 

Eker ラッ 19 個体において、subcortical and subependymal hamartomas が各 2 個体に

見られた。1 個体で典型的な cortical tuber を発見した。1 個体の大脳には、原発性脳腫

瘍があり、anaplastic gangliocytoma と診断された（投稿中）。 

 

(5)IFN-γtransgenic mice と Tsc2 gene knockout mice 交配による腎癌発生の拘制： 

腎癌治療を目指し Tse2 gene knockout mice と IFNγ transgenic mice を交配実験を

行った。約 8 カ月（7.5-9 カ月齢）で腎腫瘍の発生を病理組織学的に観察した。Double mice 

（Tse2 gene knockout mice と IFNγ transgenic mice）では腎発癌の抑制が明瞭に認め
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られた（10/10 vs 0/8）。 

 

(6)ラット腎癌発生の系統差（Cancer modifier genes）の検討： 

現在、congenic rats 8 代まで達している。BN 系 congenic rats で、顕著な腎癌発生の

抑制がみられた。これによって、modifier gene (s)の存在は明らかになった。現在、

modifier gene (s)の mapping をすべく戻し交配ラット（Eker/BN x Eker/LE）を約 100 匹

作成した。 

 

Ⅳ．考察 

 

TSC 患者において臨床症状と遺伝子異常の関連については、これまでに明らかな相関は

ないとする報告が多い。Jones らは TSCl 遺伝子に変異を有する患者の方が TSC2 遺伝子変

異を有する患者よりも精神発達遅滞を示す傾向が少なかったと述べている。しかし、我々

の症例では、精神発達遅滞に関しては両遺伝子変異群間に明らかな差は無いように思われ

た。但し、TSC に特徴的な病態である点頭てんかんは、TSC2 群で高い傾向にあったが、症

例数が少なく、今後の課題である。TSC1 変異群では、最も蛋白が短いと予想される症例で

も、精神発達遅滞はなく、点頭てんかんも発症せず、痙攣発作はコントロールされていた。

現在、社会人として勤めており、生成蛋白の長さと臨床表現型には明らかな相関はなさそ

うである。TSC2 変異群でも、truncation を起こすと予想される症例で、精神発達遅滞は無

いか軽度であり、発作のコントロールも良好であった。TSC1 と TSC2 遺伝子がコードする

蛋白である hamartin と tuberin が相互に interaction するという報告もあり、それぞれ

の蛋白の異常のみでは臨床表現型を予想するのは困難かもしれない。今後 TSC1＆2 遺伝子

産物の機能が明らかにされ、さらに症例が蓄積されれば、genotype と phenotype の関連も

明らかにされるのではないかと期待される。多型性を除外すると TSC1＆TSC2 遺伝子変異

は 10/28＝36％であり、PCR--SSCP 法の検出感度を考慮に入れても期待値より低く、第 3 の

原因遺伝子の存在の可能性を否定するものではない。 

我々は Eker rat 腎癌における AP-1 の活性化、そして wild-type の Tsc2 遺伝子の発現

に伴う AP-1 の活性化の抑制を予備的に確認している（投稿準備中）。本研究により、cEts

結合配列による Tsc2 遺伝子発現に対する正の制御が示唆されると共に、Ets-1 遺伝子（Ets

ファミリー）の Eker rat 腎発癌への初期の段階での関与が考えられた。Ets ファミリーは

主に AP-1 のような転写因子に協調的に働いて標的遺伝子の発現を活性化することが知ら

れており、また Ets-1 遺伝子のプロモーター領域には AP-1 結合配列が存在している。Tsc2

遺伝子の反応経路において、AP-1 が活性化された場合、そのシグナルが Ets-1（Ets ファ

ミリー）さらには Tsc2 へと伝達されることにより Tsc2 遺伝子産物である Tuberin が発現

し、今度は逆に AP-1 の活性化を抑制するといった負のフィードバック機構が働いている

と考えられる（投稿準備中）。その一方で、Eker rat 腎癌におけるように、Tsc2 遺伝子が

機能を失なった状態では、この機構は障害され、また未知の標的癌関連遺伝子の発現が異

常となり、癌化へ進むものと考えられる。現在、Tsc2 遺伝子及び Octs3 遺伝子の発現を制

御している 2 ヶ所の cEts 結合配列に結合する蛋白因子の検索を Ets ファミリーの抗体を

用いた Gel Mobility Shift Assay 等により進めている。さらに、Endonuclease III gene
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発現変化が病気の表現型に与える影響の有無は今後の重要な点と考える。 

今回、Tse2 gene knockout mice と IFNγ transgenic mice を交配実験を行い腎発癌の

抑制が観察された。腎癌発生抑制に、IFN-γ、TNF-α、Fas/Fas-L の関与が考えられ、化学

療法抵抗性の腎癌に対して遺伝子治療を考える上で、格好のモデルを提供するものと期待

される。これは、ヒト腎癌の遺伝子治療を考える上でも重要な知見と考える。 

腫瘍発生の modifier gene (s)の単離、同定はヒト癌の遺伝的素因を分子レベルで解明

することにつながり今後の重要なテーマと考える。 
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