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はじめに 

 

我が国において、死因の上位を占める疾患の基礎的研究の促進を図り、学術の向上と国民の

健康増進に寄与することを目的として、当財団では昭和６２年から助成事業の枠に新たに「がん・

心臓病の基礎的研究事業」を設定し、更に平成１３年度からは「がん・心臓病の先駆的研究事業」

も対象に加え、「医療の基礎的、先駆的研究助成事業」として令和４年までの５４２件のプロジェク

トに対し、約４，１３８百万円の助成を行なってまいりました。 

 がんの早期発見、心臓病の予防等は現代人の国民生活にとって大変関心の高いものでありま

す。 

がん研究を見ると、がん本体の解明とその診断及び治療法の開発等がん制圧のための研究が

鋭意進められており、その研究成果も上がり、がんは治る病気といった感を抱かせます。 

 また心臓病についても分子生物的領域にまで研究が進んできており動脈硬化や心臓病の治療

に遺伝子を用いる手法等も行なわれるようになりました。 

 これらの研究事業を実施された研究者の方々は、３年間以内という限られた期間のうちに少人

数で研究を行い、これを取りまとめることは非常なご苦労があったと思います。今回の研究成果は、

今までにそれぞれの学会或いは論文により発表されて、それぞれに高い評価を受けておられま

す。 

 この研究成果について、より広く社会の各方面に公表することが必要との声もあり、この要請に

応え、令和４年度をもって研究が終了し、私どもに提出していただいた研究報告書を抄録としてこ

こに刊行する次第です。がん・心臓病の今後の研究に少しでも役立てば幸いです。 

 

令和５年１２月 

 

公益財団法人車両競技公益資金記念財団 

理 事 長  田 宮 治 雄 
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ᡤᒓᶵ㛵 ᇸ⋢་⛉大Ꮫ 

研究⪅ྡ ᇼỤ 公ோᏊ 

 ࠔ研究のᴫせࠓ

本㑥に࡚࠸࠾⨯ᝈ࣭Ṛஸᩘࡀቑຍしࡘࡘあるங࣭ࢇࡀᏊᐑయ࣭ࢇࡀ༸ᕢࢇࡀのዪᛶࢇࡀ

ቑṪ࣭⑓ែቑᝏを⒆⭘、ࡅᚩⓗなᛶ࣍ࣝࣔࣥస⏝をཷ≉ࢇࡀኚᐜしたࡽ࠿⏝ⓗస⌮⏕、ࡣ

௦⥅、ࡀたࡁ࡚ࢀࡽ࠸⏝ࡀᚑ᮶、⣽⬊ᰴ、ࡣ⑓ែゎᯒにࢇࡀ。る࠸࡚ࢀࡽ▱ࡀたすことࡁ

୰に࣍ࣝࣔࣥస⏝➼の⭘⒆本᮶の≉ᛶࡀḞኻしࡸすく、ᐇ⮫ᗋを཯ᫎするᝈ⪅⏤᮶ࣔࢇࡀ

⮫、࡚࠸⏝に⮳㐺໬したᇵ㣴᮲௳を⮬⊃ࡣࣉ࣮ࣝࢢた。本研究ࡁ࡚ࢀࡽࡵồࡀのᵓ⠏ࣝࢹ

ᗋࡽ࠿⧊⤌ࢇࡀ㸱ḟඖのᝈ⪅⏤᮶ࢇࡀᇵ㣴⣔とࡑの⛣᳜⭘⒆⣔のస〇に成ຌし、ᶞ❧した

⑓ែ㐍ᒎᶵᵓを᳨ࢇࡀ、り࠾し࡚⦰⃰ࡀᖿ⣽⬊ᛶࢇࡀ࡛⬟ྍࡀ㛗ᮇ⥅௦ᇵ㣴ࡣࣝࢹࣔࢇࡀ

ウする上࡛᭷⏝࡛あることを࣍ࣝࣔࣥ౫Ꮡᛶࢇࡀ➼に࠿ࡽ࡚᫂࠸࠾にし࡚ࡁた。

本研究ࡣ、ዪᛶࢇࡀ⑓ែにࡅ࠾るᛶ࣍ࣝࣔࣥస⏝とࡑこࡽ࠿の㐓⬺ᶵᵓのゎ᫂を㐍ࡵる

たࡵ、೔⌮ᇶ‽を‶たすዪᛶࢇࡀ⮫ᗋ᳨యࡽ࠿ᶞ❧したᝈ⪅⏤᮶ࢇࡀᇵ㣴⣔にᇶ࡙࡚࠸、

を㌿෗ไᚚと㌿෗後ㄪ⠇を୰ᚰにゎ᫂し、デ᩿࣭἞࣒ࢬࢽ⑓ែ㐍行に㔜せなศᏊ࣓࢝ࢇࡀ

⒪ᶆⓗとなるศᏊをྠᐃし࡚ዪᛶࢇࡀの᪂つ἞⒪ᡓ␎࡬のᛂ⏝を┠ᣦす┠ⓗ࡛行ࡗた。࢚

ᐜయ (ER) ᶆⓗᅉᏊ࡛あるཷࣥࢤࣟࢺࢫ Efp/TRIM25 とࡑの㢮⦕ศᏊ TRIM47、㌿෗後発⌧

ㄪ⠇に㛵ࢃる RNA ⤖ྜ⺮ⓑ㉁、ᛶ࣍ࣝࣔࣥཷᐜయస⏝をㄪ⠇する㛗㙐㠀ࢻ࣮ࢥ RNA ➼に

╔┠し、ᶵ⬟ゎᯒを㐍ࡵた。Efp ࡧよ࠾ࢇࡀなく、Ꮚᐑయ࡛ࡅࡔࢇࡀ౫Ꮡᛶஙࣥࣔࣝ࣍ࡣ

ER 㝜ᛶஙࢇࡀのᝈ⪅⏤᮶ᇵ㣴⣔にࡅ࠾る発⌧ㄪ⠇によりቑṪไᚚ࡛ࡁることを᫂࠿ࡽに

した。Efp とᵓ㐀ⓗに㏆ఝする TRIM47 NF-B、ࡣ ⤒㊰上ὶのࢮ࣮ࢼ࢟ࣥ࢖ࢸࣟࣉ PKC-

と PKD3 に TRIM47 することにより⺮ⓑᏳᐃ໬を㉳こし、NF-Bྜ⤖ࡀ άᛶ໬とࣝࢼࢢࢩ

TRIM47 స⏝のቑᙉにより、࣍ࣝࣔࣥ౫Ꮡᛶ࠾よࡧ἞⒪᢬ᢠᛶஙࢇࡀのቑṪをಁ㐍するᶵ

ᵓを᫂࠿ࡽにした。また、࢚ࣂ࢘ࣙࢪ࢘ࣙࢩ行ືࢢࣥࢩ࢖ࣛࣉࢫࢺࣄ (DBHS) ࣮࣑ࣜ࢓ࣇ

RNA ⤖ྜ⺮ⓑ㉁にὀ┠し、このࡕ࠺ PSPC1 యᙧ成するྜ「ࡀ PSF とඹ㏻࡛ ERD㑇ఏᏊ

ESR1 と syntaxin SCFD2࣮࣑ࣜ࢓ࣇ をᶆⓗとし࡚㌿෗後ㄪ⠇に㛵ࢃり、SCFD2 ච␿ᰁⰍᛶ

ࡣ ER 㝧ᛶஙࢇࡀᝈ⪅ண後୙Ⰻと┦㛵し、࣍ࣝࣔࣥ἞⒪᢬ᢠᛶஙࢇࡀ in vivo ࠸࠾にࣝࢹࣔ

࡚ SCFD2 ᰾㓟〇๣ࢇࡀࡣቑṪをᢚไすることを᫂࠿ࡽにした。἞⒪᢬ᢠᛶஙࢇࡀቑṪに

ᐤ୚する㛗㙐㠀ࢻ࣮ࢥ RNA とし࡚ቑṪ㛵㐃の TMPO-AS1 と⊂⮬にྠᐃした breast cancer 

associated ESR1 regulating natural antisense transcript 1 (BNAT1)、㞴἞ᛶ༸ᕢࢇࡀቑṪにᐤ୚

する㛗㙐㠀ࢻ࣮ࢥ RNA とし࡚ ovarian cancer long intergenic noncoding RNA 1 (OIN1) にࡘ

᰾㓟〇๣のྛ、࠸ᶵ⬟ゎᯒを行、࡚࠸ in vivo ࡉ。にした࠿ࡽる἞⒪ຠ果を᫂ࡅ࠾にࣝࢹࣔ

ࣥࢺࢫࣄ、ࡵるた࡭ไᚚの≉ᛶをㄪ࣒ࣀࢤࣆの࢚ࣝࢹࣔࢇࡀにᝈ⪅⏤᮶ࡽ H3K27 ࣝࢳࢭ࢔

໬ᢠయによるࣥࢳ࣐ࣟࢡච␿ỿ㝆ࢫࣥࢣ࣮ࢩゎᯒを᪋行し、Rank Ordering of Super-

Enhancers (ROSE) ࣒ࢬࣜࢦࣝ࢔にᇶ࡙࣮ࢧࣥࣁ࢚࣮ࣥࣃ࣮ࢫࡁ㡿ᇦをᢳฟした。ࡑの㏆ഐ

࣮࣋ࢱ࣮ࢹࢇࡀ㑇ఏᏊを᥈⣴し、公ඹ࠸㧗ࡀる発⌧㔞ࡅ࠾ゎᯒに࣒࣮ࢺࣉࣜࢡࢫࣥࣛࢺ࡛

࠾࡚ࡵにྠᐃし、ᶵ⬟ゎᯒを㐍ู✀ࢇࡀศᏊを࠸ᙉࡀ⑓ែとの㛵㐃ᛶࢇࡀ、ࡽ࠿⫣ᩥࡸࢫ

り、᪂たなዪᛶࢇࡀデ᩿࣭἞⒪ᶆⓗศᏊとし࡚⮫ᗋᛂ⏝を┠ᣦし࡚࠸る。

－ � －



ඹྠ研究⪅のẶྡ࣭ᡤᒓᶵ㛵 

 ᇼỤ 公ோᏊ ᇸ⋢་⛉大Ꮫ་Ꮫ㒊࣒ࣀࢤᛂ⏝་Ꮫ 

 ஭上 ⪽   ᮾி㒔೺ᗣ㛗ᑑ་⒪࣮ࢱࣥࢭ研究ᡤ࣒ࢸࢫࢩຍ㱋་Ꮫ 

研究ሗ࿌ 

Ϩ 研究┠ⓗ 

 本㑥に࡚࠸࠾、⨯ᝈᩘ࣭Ṛஸᩘඹにቑຍし࡚࠸るዪᛶࢇࡀのங࣭ࢇࡀᏊᐑయ࣭ࢇࡀ༸ᕢ

、ࡅのᛶ࣍ࣝࣔࣥస⏝をཷ➼ࣥࢤࣟࢺࢫᚩⓗな࢚≉ࢇࡀኚᐜしたࡽ࠿⏝ⓗస⌮⏕、ࡣࢇࡀ

⭘⒆ቑṪ࣭⑓ែቑᝏをࡁたすこと࠸࡚ࢀࡽ▱ࡀる。≉にஙࢇࡀにᑐし࡚ࡣᛶ࣍ࣝࣔࣥ⏘⏕

᫂ࡔᮍࡣのの、࣍ࣝࣔࣥస⏝のヲ⣽ࡶる࠸࡚ࢀࢃ行ࡀᐜయస⏝を㜼ᐖするෆศἪ⒪法ཷࡸ

るࡅ࠾⑓⌮⤌⧊にࢇࡀᗋ⮫、ࡣのᛶ࣍ࣝࣔࣥస⏝のゎᯒにࢇࡀᚑ᮶、ዪᛶ。࠸なࡣ࡛࠿ࡽ

ᐜయཷࣥࢤࣟࢺࢫ࢚  (ER) ࠾よཷࣥࣟࢸࢫࢤࣟࣉࡧᐜయ  (PGR) の発⌧ゎᯒの௚、࣍ࣝࣔ

ࣥᛂ⟅ᛶࢇࡀ⣽⬊ᰴを⏝࡚࠸἞⒪⸆⪏ᛶࣝࢹࣔࢇࡀをస〇し、㑇ఏᏊ発⌧ᛶ࣒ࣀࢤࣆ࢚ࡸ

のゎᯒࡀ行ࡁ࡚ࢀࢃた。ࢇࡀ⣽⬊ᰴによるᐇ㦂ⓗゎᯒࡣ、෌⌧ᛶを᳨ウ࡛ࡁるࡶのの、⥅

௦ᇵ㣴を行࠺にࢀࡘ、࣍ࣝࣔࣥ感ཷᛶを႙ኻする➼のⅬࡽ࠿、ᐇ⮫ᗋࡽ࠿஋㞳した⣽⬊≉

ᛶをぢ࡚࠸るྍ⬟ᛶࡀある。また、⑓⌮Ꮫⓗ᳨ウࡣ἞⒪๓後な࡝にࡅ࠾るࢇࡀᝈ⪅の⑓ែ

ኚᐜを᳨ウするにࡣඃ࠸࡚ࢀるࡀ、ᐇ㦂ⓗにศᏊ࣓࣒࢝ࢬࢽを෌⌧する⣔࡛ࡣな࠸Ⅼにၥ

㢟ࡀある。௨上のほⅬࡽ࠿、෌⌧ᛶࡀᚓࢺࢵࣉ࣮ࣝࢫ࢖ࣁࢀࡽゎᯒྍࡀ⬟なᐇ⮫ᗋをᶍೌ

したࣝࢹࣔࢇࡀの☜❧ࡀồࡁ࡚ࢀࡽࡵた。

ᡃࡣࠎこࢀま࡛に、࣍ࣝࣔࣥ౫Ꮡᛶࢇࡀのᛶ࣍ࣝࣔࣥస⏝にࢇࡀ、࡚࠸ࡘ⣽⬊ᰴとࡑの

἞⒪᢬ᢠᛶࣔࡽࢀࡑ、ࣝࢹの in vivo ᐜయのᶆⓗᅉᏊཷࣥࣔࣝ࣍、࡚࠸⏝をࣝࢹࣔ⒆⭘᳜⛣

のྠᐃとᶵ⬟ゎ᫂を㐍ࡵ、᪂つデ᩿࣭἞⒪ᶆⓗの⮫ᗋᛂ⏝を┠ᣦし࡚࠸る。࣍ࣝࣔࣥ౫Ꮡ

ᛶஙࣥࢤࣟࢺࢫ࢚ࡽ࠿ࢇࡀᛂ⟅㑇ఏᏊとし࡚ྠᐃࢀࡉた Efp/TRIM25  TRIM (Tripartite、ࡣ

Motif) ⺮ⓑ㉁࣮࣑ࣜ࢓ࣇにᒓし、RBCC と࿧ࢀࡤる TRIM ⺮ⓑ㉁のᇶ本ᵓ㐀࡛ある 3 のࡘ

と、TRIM (RING㸪B-box㸪Coiled-Coil) ࣥ࢖࣓ࢻ ⺮ⓑ㉁の多ᵝᛶをࡶたࡽす࢝ࣝ࣎࢟ࣝࢩ

ᮎ➃ഃの SPRY る。Efp࠸࡚ࢀࡉᵓ成ࡽ࠿ࣥ࢖࣓ࢻ ࡣ E3 ⬟とし࡚ᶵࢮ࣮࢞ࣜࣥࢳ࢟ࣅࣘ

し、⣽⬊࿘ᮇࢺࣥ࢖࣏ࢡࢵ࢙ࢳ 1�-�-�ı の⺮ⓑศゎにより⣽⬊࿘ᮇ㐍行をಁすととࡶに、

NF–B ⤒㊰をάᛶ໬し࡚ࢇࡀ㐍行をࡶたࡽすことをᡃࡣࠎ௨๓᫂࠿ࡽにし࡚ࡁた [Nature

417: 871, 2002; J Steroid Biochem Mol Biol 85: 101, 2003]。ྠࡌく ERDᶆⓗᅉᏊの㸯ࡘとし

࡚ྠᐃした COX7RP にࡣ࡚࠸ࡘ、࣑ ㉸」ྜయᙧ成する㝿のಁࡀ࿧྾㙐」ྜయ࢔ࣜࢻࣥࢥࢺ

㐍ᅉᏊ࡛あることを᫂࠿ࡽにし [Nat Commun 4: 2147, 2013]、COX7RP స⏝のቑᙉࡀஙࡀ

に࠿ࡽくᶵᵓを᫂ࡘࡧ⤖࡬ቑṪࢇࡀ、しࡸをቑ⏕⏘࣮ࢠࣝࢿる࢚ࡅ࠾にࢇࡀ⭷Ꮚᐑෆ࣭ࢇ

した [Nat Commun 10: 4108, 2019]。㠀ࢻ࣮ࢥ RNA とし࡚࣐ࣟࢡ࢖ RNA の miR-378a-3p ࠾

よࡧ miR-574-3p యࢪࣝࢦ-のᶆⓗ㑇ఏᏊ࡛あるᑠ⬊యࠎྛ、発⌧పୗし࡚࠸࠾にࢇࡀஙࡀ

㍺㏦に㛵୚する GOLT1A の㦵᱁になるࢺ࣮ࢥそᑠ⬊の⿕ࡧよ࠾ clathrin heavy chain (CLTC) 

の㐣๫発⌧ࡀண後୙Ⰻに㛵㐃することをሗ࿌し  [Sci Rep 5: 13170, 2015; Sci Rep 5: 7641, 

2015]、㛗㙐㠀ࢻ࣮ࢥ RNA の TMPO-AS1 ᐜయのཷࣥࢤࣟࢺࢫ࢚ࡀ mRNA Ᏻᐃ໬をಁ㐍し、

ஙࢇࡀቑṪに㛵ࢃることを᫂࠿ࡽにし࡚ࡁた [Mol Cell Biol 39: e00261-19, 2019, highlighted 

－ � －



in “Spotlight” and Cover]。

㏆ᖺ、⮫ᗋࢇࡀ⤌⧊より┤᥋、ᝈ⪅⏤᮶ࣝࢹࣔ⒆⭘᳜⛣ࢇࡀをస〇する patient-derived 

xenograft (PDX) 研究ࡀḢ⡿を୰ᚰに行ࢀࢃるよ࠺になり、⡿ᅜᅜ❧ࢇࡀ研究ᡤにࡶ࡚࠸࠾

PDX を⏝࠸た⸆๣ࡀࢢࣥࢽ࣮ࣜࢡࢫᶆ‽になࡁ࡚ࡗたࡀ、このᡭ法ࢫ࣐࢘ࡣによる⭘⒆⥅

௦ࡀᚲせ࡛あり、⣽⬊ᇵ㣴にẚし࡚㈝⏝と࣐࢘ࢫ㣫⫱のࢫ࣮࣌ࢫをせする。୍᪉、ᝈ⪅⏤

᮶ࢇࡀ㸱ḟඖᇵ㣴⣔をస〇する技⾡ࡀ発㐩し、≉に申ㄳ⪅ࡽとඹྠ研究⪅ࡀ⮳㐺໬したࢫ

⬟ྍࡀ⦰ᖿ⣽⬊ᵝ⣽⬊ࠖศ⏬の⃰ࢇࡀࠕる࠺のぶ⋢⣽⬊となり⒆⭘、ࡣᇵ㣴法ࢻ࢖࢙ࣟࣇ

࡛あり、ࢇࡀ⮬ᚊᛶቑṪと⸆๣⪏ᛶ⋓ᚓᶵᵓのゎᯒにඃࢀた࣮ࣝࢶとなり࠺ることをሗ࿌

し࡚ࡁた [Endocrinology 160: 1895, 2019; Int J Cancer 146: 1099, 2020; Cancer Lett 489: 79, 

2020]。㏆ᖺのᅜෆእのඛ㐍ⓗࢇࡀ研究により、࣒ࣀࢤࡣࢇࡀኚ␗を᭷する࣮ࣂ࢖ࣛࢻᅉᏊ

のࡳなࢡࢵ࢕ࢸࢿ࢙ࢪࣆ࢚、ࡎࡽなኚᐜࡸ㌿෗後ㄪ⠇➼により、ྠࡌಶయྠࡶࡽ࠿⧊⤌ࡌ

多ᙬな⣽⬊⣔㆕により発⑕࣭㐍行し、ࢇࡀ多ᵝᛶをᙧ成し、࣮ࣥࣟࢡごとに἞⒪⸆感ཷᛶ

࠸⏝をࣝࢹࣔࢇࡀᝈ⪅⏤᮶࠸ᐇ⮫ᗋに㏆、࡚ࡗある。ᚑࡘࡘになり࠿ࡽ᫂ࡀなること␗ࡶ

࡚、ྛ✀のዪᛶࢇࡀにࡅ࠾るᛶ࣍ࣝࣔࣥస⏝とࡑこࡽ࠿の㐓⬺ᶵᵓをྵ࣒ࣀࢤࣆ࢚ࡴไᚚ

にᑐする᪂つ἞⒪ᡓ␎を㛤発する上࡛㔜せなࢇࡀዪᛶ、ࡣにすること࠿ࡽを࣒᫂ࢬࢽ࣓࢝

୍Ṍになると⪃ࢀࡽ࠼る。

 このよ࠺な⫼ᬒにᇶ࡙ࡁ、本研究࡛ࡣ᪥本人の⮫ᗋዪᛶࡽ࠿⧊⤌ࢇࡀᝈ⪅⏤᮶ࢇࡀᇵ㣴

⣔とࡑの⛣᳜⭘⒆⣔をస〇し、⅖⑕≧ែࡸ௦謝స⏝のኚᐜ➼による࢚࠾࣒ࣀࢤࣆよࡧ RNA

ไᚚᶵᵓのኚ໬を୰ᚰに、ࢇࡀ⑓ែ㐍行と἞⒪᢬ᢠᛶに㛵ࢃるዪᛶࢇࡀのᛶ࣍ࣝࣔࣥస⏝

を᫂࠿ࡽにすることを┠ⓗとした。ዪᛶࢇࡀ⑓ែ㐍行のศᏊ࣓࣒࢝ࢬࢽをゎᯒすることに

より、ࢇࡀ✀ูのศᏊᶆⓗにᇶ࡙く᪂つデ᩿࣭἞⒪࣭ண㜵法の㛤発ྍࡀ⬟になり、ዪᛶࡀ

 。た࠼⪄るとࡁᮇᚅ࡛ࡀ⏝のᛂ࡬の⢭ᐦ་⒪ࢇ

ϩ 研究ィ⏬ཬࡧᮦᩱと᪉法 

㸦㸯㸧 ⣽⬊ᇵ㣴࠾よࡧ⛣᳜⭘⒆のస〇 

೔⌮ᇶ‽を‶たしたங࣭ࢇࡀᏊᐑయ࣭ࢇࡀ༸ᕢࢇࡀ⮫ᗋ᳨యࢇࡀࡽ࠿⣽⬊をศ㞳し、⊂

⮬にᇵ㣴᮲௳を⮳㐺໬ࡏࡉたࢻ࢖࢙ࣟࣇࢫᇵ㣴法 [Endocrinology 160: 1895, 2019] により、

㛗ᮇ⥅௦ᇵ㣴ྍࡀ⬟なᝈ⪅⏤᮶ࢇࡀ㸱ḟඖᇵ㣴⣔を☜❧した。ᝈ⪅⏤᮶ࢇࡀᇵ㣴⣔ࡣ、ᖿ

⣽⬊ᇵ㣴⏝の StemPro hESC SFM ᇵᆅ (Invitrogen) を࣮࣋ࢫに、basic fibroblast growth factor 

(Invitrogen)と ROCK ≉␗ⓗ㜼ᐖ๣ Y-27632 (Wako) をῧຍしたᇵᆅ୰࡛、 ultra-low-

attachment culture dishes (Corning) を⏝࡚࠸ 5%CO2 ୗ࡛⥔ᣢした。ࢻ࢖࢙ࣟࣇࢫሢࡀᕧ大

໬した㝿にࡣ Accumax (Innovative Cell Technologies) を⏝࠸た㓝⣲ฎ⌮により、⣽ศ໬を行

㉸ච␿୙඲、ࡣᇵ㣴⣔ࢇࡀたᝈ⪅⏤᮶ࢀࡽた。ᚓࡗ N2G �N2D�Shi-scid, I/-2RγK2 -ic� ࣐

⣽⬊ᰴࢇࡀ。をస〇したࣝࢹ᳜ࣔ⛣ࢇࡀෆ⛣᳜をし࡚、ᝈ⪅⏤᮶⭍⭡ࡣ࠸に⓶ୗあるࢫ࢘

ࡣ American Type Culture Collection より㉎ධし、ER 㝧ᛶ MCF7 ஙࢇࡀ⣽⬊ࡽ࠿ 4-

hydroxytamoxifen (OHT) ୗ࠾よࣥࢤࣟࢺࢫ࢚ࡧḞஈ≧ែ࡛㛗ᮇᇵ㣴することにより、⊂⮬

にᶞ❧したෆศἪ἞⒪᢬ᢠ࡛ࣔࣝࢹある OHTR (OHT-resistant) ⣽⬊ [Sci Rep 5: 7641, 2015]

と LTED (Long-term estrogen-deprived) ⣽⬊  [Sci Rep 5: 13170, 2015] ࡶά⏝した。OHTR ⣽

⬊⏤᮶の in vivo ࡣᐇ㦂ࢫ࣐࢘。స〇した࡚࠸⏝をࢫ࣐࢘ࢻ࣮ࢾࡣࣝࢹࣔ⒆⭘ Animal 
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Research: Reporting of In Vivo Experiments (ARRIVE) guidelines [https://arriveguidelines.org/]

を㑂Ᏺし、ᶵ㛵ෆື≀ᐇ㦂ጤဨ఍のᢎㄆのୗ࡛行ࡗた。

㸦㸰㸧  ゎᯒࢫࢡࢵ࣑࢜

 ☜❧したᝈ⪅⏤᮶ዪᛶ࠾ࣝࢹࣔࢇࡀよࢇࡀࡧ⣽⬊ᰴを⏝࡚࠸、ḟୡ௦ࢫࣥࢣ࣮ࢩまたࡣ

⾡技࢖ࣞ࢔ࣟࢡ࢖࣐  (Affimetrix GeneChiP) にᇶ࡙࣒࣮ࢺࣉࣜࢡࢫࣥࣛࢺࡁゎᯒ、㌿෗ᅉ

Ꮚ࣭ࣥࢺࢫࣄಟ㣭ࢫࢱ࣮ࢸࢫのࣥࢳ࣐ࣟࢡච␿ỿ㝆  (ChIP) ゎᯒ、RNA ⤖ྜ⺮ⓑ㉁にᑐす

る RNA ච␿ỿ㝆 (RIP) ゎᯒを行ࡗた。࣒࣮ࢺࣉࣜࢡࢫࣥࣛࢺゎᯒࡽ࠿ὀ┠ࢀࡉる㑇ఏᏊ

発⌧の validation ࡣ ChIP ゎᯒのᢠయࡣ、Anti-histone H3 (acetyl K27) (ab4729, abcam)、(Rα 

Antibody (F-10) (sc-8002, Santa Cruz Biotechnology) を౑⏝した。RIP ゎᯒのᢠయࡣ、Anti-

SFPQ (6D7) (Sigma-Aldrich)、Anti-PSPC1 (sc-374181, Santa Cruz Biotechnology)、Anti-p54 [nrb]

(BD Transduction) を౑⏝した。Efp :ᢠయ [Clin Breast Cancer 21ࣝࢼ࣮ࣟࢡࣀࣔ 399, 2021]

ࡧよ࠾ TRIM47 、ࡣ ᢠయ [Proc Natl Acad Sci U S A 118: e2100784118, 2021]ࣝࢼ࣮ࣟࢡ࣏ࣜ

ᡃࠎの研究ᐊ࡛⮬సしたࡶのを౑⏝した。ࢱ࣮ࢹࢫࣥࢣ࣮ࢩのࢫࢡ࢕ࢸ࣐࢛ࣇࣥ࢖࢜࢖ࣂ

にࡣ࡚࠸ࡘ、⊂⮬にᨵⰋを行ࡁ࡚ࡗたゎᯒࣥ࢖ࣛࣉ࢖ࣃにᇶ࡙࡚࠸行ࡗた。࢖࢙࢘ࢫࣃゎ

ᯒ ࡣ Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) 

[https://david.ncifcrf.gov/] ࠾よࡧ Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) [https://www.gsea-

msigdb.org/gsea/index.jsp] にᇶ࡙࡚࠸行ࡗた。࣮ࢧࣥࣁ࢚࣮ࣥࣃ࣮ࢫゎᯒࡣ、࣐ ࢭ࣮ࣗࢳࢧ

ᕤ⛉大Ꮫࢶࢵ Young ᩍᤵ研究ᐊࡀ㛤発した Rank Ordering of Super-Enhancers (ROSE) 

[http://younglab.wi.mit.edu/super_enhancer_code. html] ࣒ࢬࣜࢦࣝ࢔にᇶ࡙࡚࠸行ࡗた。

㸦㸱㸧 ⣽⬊≉ᛶᐇ㦂 

 㑇ఏᏊ発⌧ᢚไᐇ㦂にࡣ࡚࠸࠾、siDirect ࣒ࢬࣜࢦࣝ࢔  [https://sidirect2.rnai.jp/] にᇶ࡙

た࠸ siRNA 㓄ิ᝟ሗを⏝࡚࠸、siRNA 〇๣を Sigma-Aldrich ♫に࡚࢝ྜ࣒ࢱࢫ成した。

siRNA の㝜ᛶᑐ↷᰾㓟〇๣とし࡚ siControl (RNAi Inc.) を⏝࠸た。⣽⬊࡬の siRNA ᑟධヨ

⸆とし࡚ Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) を⏝࠸た。発⌧࣮࣋ࢱࢡとࣝࢮ࣮࢙ࣛࣇࢩ

pcDNA3 (Invitron) と、ࡣのస〇に࣮ࢱ࣮࣏ࣞ psiCHECK2 (Promega) を⏝࠸た。ࣝ ࢙ࣛࣇࢩ

ࡣ࢖ࢭࢵ࢔࣮ࢱ࣮࣏ࣞࢮ࣮ Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) を⏝࡚࠸行ࡗ

た。⣽⬊ቑṪ⬟ࡣ、ᖹ㠃ᇵ㣴⣔࡛ࡣ Hoechst 33258 Ⰽ⣲ (Thermo Fisher Scientific) による

DNA ᰁⰍを行355、࠸ nm に࡚⺯ගᙉᗘを ᐃした。㸱ḟඖᇵ㣴⣔࡛ࡣ、CellTiter-Glo 3D 

Cell Viability Assay kit (Promega) により、TriStar2 S LB 942 Multimode Reader (Berthold 

Technologies) を⏝࡚࠸ ATP 㔞を ᐃした。⣽⬊㐟㉮⬟ࡣ Boyden chamber (Costor) を౑⏝

し࡚ゎᯒした。⣽⬊࿘ᮇゎᯒࡣ Propidium Iodide (PI) による᰾ DNA ᰁⰍ、ࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔ゎ

ᯒࡣ FITC annexin V と PI ᰁⰍを行࠸、FACS によりᰁⰍࢀࡉる⣽⬊ศ⏬の๭ྜࡽ࠿⣽⬊࿘

ᮇࣝ࢖࢓ࣇࣟࣉとࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔≧ែをゎᯒした。

㸦㸲㸧 ⮫ᗋ⑓⌮ゎᯒ 

 ೔⌮ᇶ‽を‶たした 100 ౛㉸のஙࢇࡀ⑓⌮⤌⧊を⏝࡚࠸、ᢠయを⏝࠸たච␿⤌⧊໬Ꮫᰁ

Ⰽ࠾よࡧ DIG ᶆ㆑ RNA た࠸⏝をࣈ࣮ࣟࣉ in situ hybridization �ISH� 法を᪋行し、」ᩘの
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⑓⌮་の༠ຊをᚓุ࡚ᐃを行ࡗた。ᝈ⪅⮫ᗋ᝟ሗとᶆⓗᅉᏊのච␿ᰁⰍᛶまたࡣ ISH ࢩ

 。たࡗᗋ㒊㛛の༠ຊをᚓ࡚行⮫、ࡣ᭷↓との┦㛵ゎᯒࣝࢼࢢ

Ϫ 研究成果 

㸦㸯㸧 SPRY を᭷するࣥ࢖࣓ࢻ TRIM ⺮ⓑ㉁によるዪᛶࢇࡀ⑓ែ㐍行࣓࣒࢝ࢬࢽのゎᯒ

本研究࡛ࡣ、ER 㝜ᛶࢇࡀにࡶ࡚࠸࠾ Efp 発⌧ᢚไにより⣽⬊ቑṪ࣭㐟㉮⬟ࡀపୗし、⣽

⬊࿘ᮇ㐍行ࡀᢚไࢀࡉることをᝈ⪅⏤᮶ஙࣝࢹࣔࢇࡀ (triple-negative breast cancer patient-

derived cells: TNBC-PDC) ࠾よࡧ MDA-MB-231 ⣽⬊を⏝࠿ࡽ࡚᫂࠸にした。ER 㝜ᛶࢇࡀの

Efp 発⌧పୗの࣒࣮ࢺࣉࣜࢡࢫࣥࣛࢺゎᯒにより、⣽⬊࿘ᮇ㛵㐃ᅉᏊの CDCA7 (cell division 

cycle associated 7) と HELLS (helicase, lymphoid specific) の発⌧పୗࢀࡉࡽࡶࡀることを᫂

にした࠿ࡽ  [Biochem Biophys Res Commun 624: 81,2022]。

Ꮚᐑయࢇࡀにࡅ࠾る Efp స⏝のゎᯒのたࡵ、࣍ࣝࣔࣥ感ཷᛶᝈ⪅⏤᮶Ꮚᐑయࢇࡀᇵ㣴⣔

(endometrial cancer patient-derived cells: EC-PDC) を⏝่⃭ࣥࢤࣟࢺࢫ࢚、࡚࠸により発⌧

ኚືする TRIM ⺮ⓑ㉁を࣒࣮ࢺࣉࣜࢡࢫࣥࣛࢺゎᯒにより᳨ウしたとこࢁ、TRIM ࣑࢓ࣇ

࣮ࣜ⺮ⓑ㉁の୰࡛ Efp ᶞ❧した࣍ࣝࣔࣥ感ཷᛶࡀࠎた。ᡃ࠸発⌧ቑຍし࡚ࡶ最ࡀ EC-PDC

ᇵ㣴⣔ࡣ、၏୍࣍ࣝࣔࣥ感ཷᛶを♧すᏊᐑయࢇࡀ⣽⬊ᰴとし࡚▱ࡁ࡚ࢀࡽた Ishikawa ⣽⬊

とྠ➼のⴭ᫂な Efp 発⌧上᪼ࡀㄆࡽࡉ、ࢀࡽࡵに EC-PDC ᇵ㣴⣔࡛ࡣ Efp 発⌧ᛶࡀᣢ⥆す

ることࡽ࠿、࣍ࣝࣔࣥᛂ⟅ᛶを᳨ウ࡛ࡁるᏊᐑయࣝࢹࣔࢇࡀとし࡚のඃ఩ᛶࢀࡉ♧ࡀた。

Efp 㑇ఏᏊࡣ 3’-㠀⩻ヂ㡿ᇦ (3’-UTR) に఩⨨する࢚ࣥࢤࣟࢺࢫᛂ⟅࢚࣓ࣞࣥࢺ  (ERE) に

より、ERDによる㌿෗ไᚚをཷࡅることࡽ࠿、Efp 㑇ఏࢮ࣮࢙ࣛࣇࢩୗὶに࣮ࣝࢱ࣮ࣔࣟࣉ

Ꮚ、ࡽࡉにࡑのすࡄୗὶに Efp の 3’-UTR ERE を⤌ࡳ㎸࣮ࢱࢡ࣮࣋ࢱ࣮࣏ࣞࡔࢇをస〇し

Ishikawa ⣽⬊にᑟධしたとこ่⃭ࣥࢤࣟࢺࢫ࢚、ࢁによる࣮ࢱ࣮ࣔࣟࣉάᛶの上᪼ࡀㄆࡵ

ERE、ࢀࡽ にኚ␗を⤌ࡳ㎸࣮ࢱࢡ࣮࣋ࢱ࣮࣏ࣞࡔࢇにࡣ࡚࠸࠾άᛶ上᪼しな࠸ことࡀぢฟ

た。ChIPࢀࡉ ゎᯒにより、EC-PDC ᇵ㣴⣔と Ishikawa ⣽⬊とࡶに࢚ཷࣥࢤࣟࢺࢫᐜయ⤖ྜ

ᛶࡣ、≉に่࢚⃭ࣥࢤࣟࢺࢫ 90 ศ後࡛⃰⦰することࡀㄆࢀࡽࡵた。EC-PDC に࡚࠸࠾≉␗

ⓗ siRNA により Efp 発⌧をᢚไしたとこࢁ、⣽⬊࿘ᮇ㐍行に㔜せな CDK6 ⑕/ච␿స⅖ࡸ

⏝に㛵ࢃる IL10RA、IL26 ࡸ IL6ST の RNA 発⌧ᢚไࡀㄆࢀࡽࡵた  [Biochem Biophys Res 

Commun 548: 204, 2021]。

Efp とྠᵝに C ᮎ➃ഃの SPRY を᭷し、Efpࣥ࢖࣓ࢻ にᵓ㐀ⓗに㏆ఝする TRIM47 ⺮ⓑ

㉁に࡚࠸ࡘ、NF-B ⤒㊰上ὶの࡛ࢮ࣮ࢼ࢟ࣥ࢖ࢸࣟࣉある PKC-と PKD3 に TRIM47 ⤖ࡀ

ྜすることにより⺮ⓑᏳᐃ໬を㉳こし、NF-B άᛶ໬とࣝࢼࢢࢩ TRIM47 ⮬㌟࡬のṇのࣇ

࠾ࣝ࣋ࣞ⬊の⣽ࢇࡀᛶங⪏࢙ࣥࣇࢩ࢟ࣔࢱとࢇࡀにより、࣍ࣝࣔࣥ౫Ꮡᛶஙࢡࢵࣂࢻ࣮࢕

よືࡧ≀ࣞ࣋ࣝのቑṪをಁ㐍する࣓࣒࢝ࢬࢽを᫂࠿ࡽにした。⮫ᗋⓗにࡶ、⾡後ࢩ࢟ࣔࢱ

TRIM47、࡚࠸࠾⑕౛にࢇࡀた࣍ࣝࣔࣥ౫Ꮡᛶஙࡗ἞⒪を行࢙ࣥࣇ ච␿⤌⧊໬ᏛᰁⰍᛶࡀ

㧗࠸⑕౛࡛ࡣᝈ⪅ண後୙Ⰻと᭷ពに┦㛵し࡚࠾り、TRIM47 の࣍ࣝࣔࣥ἞⒪ண後ண のデ

᩿࣐࣮࣮࢝とし࡚の᭷⏝ᛶを♧した [Proc Natl Acad Sci U S A 118 : e2100784118, 2021]。

Efp ㏆ᖺ、SPRYࡣ を௓し࡚ࣥ࢖࣓ࢻ RNA ⤖ྜ⺮ⓑ㉁とし࡚ᶵ⬟するሗ࿌ࡀな࠸࡚ࢀࡉ

ることࡽ࠿、Efp とࡑの㢮⦕ศᏊ࡛ある TRIM47 に࡚࠸ࡘ、≉␗ⓗᢠయを⏝࡚࠸ዪᛶࢇࡀ

ᝈ⪅⏤᮶ࢇࡀᇵ㣴⣔と⣽⬊ᰴ࡛の RNA ච␿ỿ㝆ࢫࣥࢣ࣮ࢩゎᯒを行࠸、TRIM ⺮ⓑ㉁の᪂
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たなᶆⓗศᏊの᥈⣴とࡑのᶵ⬟ゎᯒを㐍࠸࡚ࡵる。

㸦㸰㸧 DBHS RNA࣮࣑ࣜ࢓ࣇ ⤖ྜ⺮ⓑ㉁による㌿෗後ㄪ⠇࣓࣒࢝ࢬࢽのゎᯒ 

 本研究にඛ❧ࡕ、ᡃ࢚ࣂ࢘ࣙࢪ࢘ࣙࢩ、ࡣࠎ行ືࢢࣥࢩ࢖ࣛࣉࢫࢺࣄ (DBHS) ࣑࢓ࣇ

࣮ࣜRNA ⤖ྜ⺮ⓑ㉁࡛ある PSF/SFPQ ERD㑇ఏᏊ、࡚࠸࠾にࢇࡀ౫Ꮡᛶஙࣥࣔࣝ࣍ࡀ ESR1

と⤖ྜし࡚࢚ࣝࢼࢢࢩࣥࢤࣟࢺࢫをቑᙉし、࣍ࣝࣔࣥ感ཷᛶ࠾よࡧෆศἪ἞⒪᢬ᢠᛶஙࡀ

たࡁにし࡚࠿ࡽのቑṪと㐍行に㛵୚することを᫂ࢇ  [Cancer Res 80: 2230, 2020]。PSF ࡣ

ESR1とඹに、⭷⼥ྜࡸ⣽⬊እศἪに㛵୚する syntaxin ࡘⓑ㉁の㸯⺮࣮࣑ࣜ࢓ࣇ SCFD2 (sec1 

family domain containing 2) ࡶᶆⓗ RNA し࡚࠸た。本研究にࡌྠ、࡚࠸࠾ DBHS ࣑ࣜ࢓ࣇ

࣮の PSPC1 (paraspeckle component 1) ࡀ ESR1 と SCFD2 をᶆⓗとし࡚こࡽࢀの㌿෗後ㄪ⠇

にస⏝し、࣍ࣝࣔࣥ感ཷᛶ࠾よࡧෆศἪ἞⒪᢬ᢠᛶஙࢇࡀのቑṪ、ቑᝏにᐤ୚することを

♧した  [Sci Rep 12: 9495, 2022]。PSPC1 とඹに、PSPC1 ᶆⓗᅉᏊの SCFD2 ⮬యࡶஙࢇࡀの

デ᩿࣐࣮࣮࢝とし࡚、ච␿⤌⧊໬Ꮫにࡅ࠾るᙉᰁⰍᛶࡀᝈ⪅ண後୙Ⰻとṇに┦㛵すること

を᫂࠿ࡽにした。ࡽࡉに、SCFD2 発⌧ᢚไによる࣒࣮ࢺࣉࣜࢡࢫࣥࣛࢺゎᯒにより、ࡑの

ୗὶ㑇ఏᏊとし࡚ᢠࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔ᅉᏊ࡛ある DDIAS (DNA damage induced apoptosis 

suppressor) と㌿෗ᅉᏊ MYBL1 (MYB proto-oncogene like 1) をྠᐃし、SCFD2 ࣇࢩ࢟ࣔࢱࡣ

࢙ࣥ἞⒪᢬ᢠᛶ in vivo ることを♧した。DBHS࠺る἞⒪ᶆⓗになりࡅ࠾にࣝࢹࣔ⒆⭘ ࢓ࣇ

࣑࣮ࣜのྛ RNA ⤖ྜ⺮ⓑ㉁にᑐし࡚ࡶ、ዪᛶࢇࡀᝈ⪅⏤᮶ࢇࡀᇵ㣴⣔と⣽⬊ᰴ࡛の RNA

ච␿ỿ㝆ࢫࣥࢣ࣮ࢩゎᯒを行࠸、᪂たなᶆⓗศᏊの᥈⣴とࡑのᶵ⬟ゎᯒを㐍࠸࡚ࡵる。

㸦㸱㸧 㛗㙐㠀ࢻ࣮ࢥ RNA によるᛶ࣍ࣝࣔࣥస⏝ㄪ⠇࣓࣒࢝ࢬࢽのゎᯒ 

࣍ࣝࣔࣥ౫Ꮡᛶஙࢇࡀに࡚࠸࠾、ERDࢻࣥ࢞ࣜࡣ౫Ꮡᛶ㌿෗ᅉᏊとし࡚、ᛶ࣍ࣝࣔࣥస

⏝に㛵ࢃるᵝࠎなᶆⓗ㑇ఏᏊの㌿෗をㄪ⠇し、ࢇࡀቑṪ࣭㐍ᒎに㛵࠸࡚ࡗࢃる。⡿ᅜの」

ᩘの研究ࣉ࣮ࣝࢢに࡚࠸࠾、ERDࡀ⤖ྜし、ࣥࢳ࣐ࣟࢡࡘ࠿㌿෗άᛶ໬を♧すࣥࢺࢫࣄ

H3K27 㡿ᇦとし࡚、࣍ࣝࣔࣥ౫Ꮡᛶங࣮ࢧࣥࣁな࢚ࣥࣈ࢕ࢸࢡ࢔、ࡣ໬する㡿ᇦࣝࢳࢭ࢔

㡿࣮ࢧࣥࣁな࢚ࣥࣈ࢕ࢸࢡ࢔この、ࡣࠎた。ᡃࡁ࡚ࢀࡉ♧ࡀの⑓ែに㔜せ࡛あることࢇࡀ

ᇦࡀ㞟⠵する COL18A1 㑇ఏᏊの㌿෗㛤ጞⅬ㏆ഐ่⃭ࣥࢤࣟࢺࢫ࢚、ࡽ࠿後᪩ᮇに発⌧上

᪼し、࣍ࣝࣔࣥ感ཷᛶ MCF7 ⣽⬊より࢙ࣥࣇࢩ࢟ࣔࢱࡶ⪏ᛶ MCF7 ⣽⬊に࡚࠸࠾㧗発⌧を

♧し、ࡽࡉに ERD⺮ⓑ㉁⮬యに⤖ྜし࡚ ERDの㌿෗స⏝をάᛶ໬し、ṇのࢡࢵࣂࢻ࣮࢕ࣇ

స⏝により ERDの RNA 発⌧ࡶቑᙉする࣍ࣝࣔࣥ౫Ꮡᛶの᪂つ㛗㙐㠀ࢻ࣮ࢥ RNA とし࡚、

breast cancer associated ESR1 regulating natural antisense transcript 1 (BNAT1) をྠᐃした。

BNAT1 ≉␗ⓗ siRNA ࡣ in vivo ෆศἪ἞⒪᢬ᢠᛶஙࣝࢹࣔࢇࡀに࡚࠸࠾᭷ពな἞⒪ຠ果を

し、ERࡽたࡶ 㝧ᛶஙࢇࡀ⮫ᗋ᳨యにࡅ࠾る in situ hybridization 法࡛の BNAT1 㝧ᛶࡣᝈ⪅

ண後୙Ⰻとṇに┦㛵し࡚࠸たことࡽ࠿、BNAT1 の᪂つデ᩿࣭἞⒪ࢇࡀ౫Ꮡᛶஙࣥࣔࣝ࣍ࡣ

ᶆⓗとなり࠺ることを♧した  [Cells 11: 3610, 2022]。

ᡃࡣࠎ௨๓、᰾⺮ⓑ㉁ thymopoietin(TMPO)のࢫࣥࢭࢳࣥ࢔ RNA の TMPO-AS1 ⡿ᅜ、ࡀ

ࢫ࣮࣋ࢱ࣮ࢹࢇࡀ The Cancer Genome Atlas (TCGA) のஙࢇࡀ RNA ࠾にࢱ࣮ࢹࢫࣥࢣ࣮ࢩ

ቑṪ࣐࣮࣮࡛࢝ある、࡚࠸ Ki-67 の RNA 発⌧ᛶとᙉく┦㛵し、࣍ࣝࣔࣥ౫Ꮡᛶࢇࡀに࠸࠾

࡚ ESR1 RNA のᏳᐃᛶにᐤ୚し࡚࢚ࣝࢼࢢࢩࣥࢤࣟࢺࢫをᣢ⥆࣭ቑᙉࡏࡉ、࣍ࣝࣔࣥ౫Ꮡ

ᛶ࠾よࡧෆศἪ἞⒪᢬ᢠᛶஙࢇࡀをቑṪ࣭㐍行ࡏࡉることࡽ࠿、ஙࢇࡀの᪂たなデ᩿࣭἞
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⒪ᶆⓗとなることを♧し࡚ࡁた[Mol Cell Biol 39: e00261-19, 2019]。TCGA ஙࢱ࣮ࢹࢇࡀに

basal-like、࡚࠸࠾ ࡣ本研究࡛、ࡵるたࢀࡽࡵㄆࡀ発⌧ᛶ࠸㧗ࡶにࢇࡀஙࣉ࢖ࢱ TMPO-AS1

ࡀ ER 㝜ᛶஙࢇࡀの㐍行に㛵ࢃる࠿に᳨࡚࠸ࡘウを行ࡗた。TMPO-AS1 の発⌧ᢚไࡣ ER 㝜

ᛶஙࢇࡀ⣽⬊のቑṪをᢚไするとඹに、࣒࣮ࢺࣉࣜࢡࢫࣥࣛࢺゎᯒにより、TMPO-AS1 の

発⌧ᢚไࡣ transforminJ Jrowth factor-ȕ とࣝࢼࢢࢩ E2F ቑṪ㛵㐃ࣝࢼࢢࢩをపୗࡏࡉた。

ᒸྡ㄃ᩍᤵ㸧∦ࡧよ࠾ᮌᆒᩍᤵ、ᮾி大Ꮫ࣭ᐑ⏣ᩍᤵࠎに、ඹྠ研究⪅㸦㛗ᓮ大Ꮫ࣭బࡽࡉ

ることにより、ER࠸⏝を࣒ࢸࢫࢩ࣮ࣜࣂࣜࢹࢢࢵࣛࢻの࣮ࢪࣟࣀࢡࢸࣀࢼ㛤発したࡀ 㝜

ᛶஙࢇࡀの in vivo ⓶ୗ⭘⒆ࣔࣝࢹと㌿⛣⭘⒆ࣔࣝࢹに࡚࠸࠾、TMPO-AS1 ≉␗ⓗ siRNA ࡣ

ຠ⋡よくᑟධ࡚ࢀࡉ⭘⒆ቑṪᢚไの἞⒪ຠ果ࡀㄆࢀࡽࡵ、TMPO-AS1 ࡔᛂ⟅ᛶࣥࣔࣝ࣍ࡣ

࣍、なく࡛ࡅ ࣝࣔࣥ୙ᛂᛶஙࢇࡀのデ᩿ ἞࣭⒪ᶆⓗになり࠺ることを᫂࠿ࡽにした [Cancer 

Sci 111: 2440, 2020]。

 ᡃࡣࠎ༸ᕢࢇࡀ⮫ᗋ᳨యに࡚࠸࠾、ṇᖖ༸ᕢ⤌⧊よりࡶⴭ᫂に発⌧㔞ࡀ㧗࠸᪂つ RNA を

RNA  ᐃし、OIN1 (ovarian cancer long intergenic noncoding RNAྠ࡚࠸ゎᯒにᇶ࡙ࢫࣥࢣ࣮ࢩ

1) と࿨ྡした。OIN1 ࡣ 10 ␒ᰁⰍయ上の㑇ఏᏊ㛫㝽にᏑᅾし、≉␗ⓗ siRNA により㧗発

⌧༸ᕢࢇࡀ⣽⬊に࡚࠸࠾発⌧ᢚไすると⣽⬊ቑṪࡀపୗしࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔のቑຍࡀㄆࢀࡽࡵ

た。OIN1 発⌧ᢚไするೃ⿵ᶆⓗ㑇ఏᏊとし࡚、⭘⒆ᢚไᅉᏊのࡀ RASSF5 (Ras association 

domain family member 5) とཷࣥࢩࣀࢹ࢔ᐜయの 1 ある࡛ࡘ ADORA1 (adenosine A1 receptor) 

をྠᐃし、༸ᕢࣝࢹ᳜ࣔ⛣ࢇࡀに࡚࠸࠾ OIN1 ≉␗ⓗ siRNA により⭘⒆ᙧ成ࡀᢚไࢀࡉ、

ೃ⿵ᶆⓗ㑇ఏᏊの発⌧ࡣቑຍすることを᫂࠿ࡽにした [Int J Mol Sci 22: 11242, 2021]。OIN1

をᶆⓗとする siRNA ᰾㓟〇๣ࡣ᪂つ༸ᕢࢇࡀ἞⒪࡬の⮫ᗋᛂ⏝ࢀࡽ࠼⪄ࡀ、≉チฟ㢪୰࡛

ある [PCT/JP2021/029473]。

㸦㸲㸧 ዪᛶࢇࡀの࣮ࢧࣥࣁ࢚࣮ࣥࣃ࣮ࢫゎᯒ 

 ᡃࡀࠎᶞ❧したᝈ⪅⏤᮶ዪᛶࢇࡀの㸱ḟඖࢻ࢖࢙ࣟࣇࢫᇵ㣴⣔ࡣ㛗ᮇ⥅௦ྍࡀ⬟࡛あり、

ᐇ⮫ᗋ、[Endocrinology 160: 1895, 2019] ࡵるたࢀࡽᚓࡀ⏬した⣽⬊ศ⦰⃰ࡀᖿ⣽⬊ᛶࢇࡀ

にࡅ࠾る㞴἞ᛶࢇࡀの࢚࣒ࣀࢤࣆไᚚᶵᵓをゎᯒする上࡛ඃࢀた࣮ࣝࢶになると⪃ࢀࡽ࠼

る。ᝈ⪅⏤᮶ዪᛶࢇࡀᇵ㣴⣔を⏝ࣥࢺࢫࣄ、࡚࠸ H3K27 にࡵ໬㡿ᇦのྠᐃのたࣝࢳࢭ࢔

ChIP ᕤ⛉大Ꮫࢶࢵࢭ࣮ࣗࢳࢧ⡿ᅜ࣐、࠸を行ࢫࣥࢣ࣮ࢩ Young ᩍᤵ研究ᐊࡀ㛤発した Rank 

Ordering of Super-Enhancers (ROSE) ࣒ࢬࣜࢦࣝ࢔を⏝࡚࠸、ྛ⣽⬊ᅛ᭷の࣐࣮ࢱࢫ㌿෗ไ

ᚚ㡿ᇦと⪃ࢀࡽ࠼るᩘⓒ࠿ᡤの࣮ࢧࣥࣁ࢚࣮ࣥࣃ࣮ࢫをᢳฟした。ྠᐃした࢚࣮ࣥࣃ࣮ࢫ

௨እのࢇࡀዪᛶ、࠿࡯るࢀまྵࡀ➼ᖿ⣽⬊ᛶに㛵୚する㌿෗ᅉᏊࢇࡀ、ࡣの୰に࣮ࢧࣥࣁ

ᡃ、࡚࠸࠾に✀ࢇࡀ 。た࠸࡚ࢀまྵࡀにした㌿෗ㄪ⠇ᅉᏊ࠿ࡽの㛵୚を᫂࡬἞⒪᢬ᢠᛶࡀࠎ

⌧ᅾ、ྛࢇࡀ✀のೃ⿵࣮ࣂ࢖ࣛࢻᅉᏊに࡚࠸ࡘ、⣽⬊≉ᛶにᑐするᙳ㡪ࡸ㌿෗ㄪ⠇స⏝、

のࡑ、り࠾࡚ࡵウを㐍᳨࡚࠸ࡘるච␿ᰁⰍᛶとᝈ⪅ண後との㛵㐃ᛶにࡅ࠾ᗋ᳨యに⮫ࢇࡀ

。る࠸௧࿴㸳ᖺᗘ୰にᏛ఍発表をணᐃし࡚ࡣ࡚࠸ࡘの୍㒊にࡕ࠺

ϫ ⪃ᐹ 

本研究により、ᝈ⪅⏤᮶ࣝࢹࣔࢇࡀを⏝࡚࠸、Efp の ER 㝜ᛶࢇࡀとᏊᐑయࢇࡀにࡅ࠾る

᪂たなᶆⓗᅉᏊࡀぢฟࢀࡉた。ER 㝜ᛶࢇࡀに࡚࠸࠾ Efp のᶆⓗᅉᏊとし࡚ྠᐃࢀࡉた
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CDCA7 ⣽⬊࿘ᮇࡣ G1-S ᮇに発⌧上᪼する㌿෗ไᚚᅉᏊに࡚、DNA ໬にస⏝するࣝࢳ࣓

ⓑ㉁の⺮ࢢࣥࣜࢹࣔࣜࣥࢳ࣐ࣟࢡ HELLS と」ྜయをᙧ成することࡀሗ࿌࠸࡚ࢀࡉる。

CDCA7 ࢚、ࡣ ไᚚに㔜せな࣒ࣀࢤࣆ EZH2 の࣮ࢱ࣮ࣔࣟࣉ㡿ᇦに⤖ྜし࡚㌿෗をάᛶ໬ࡉ

Efp、ࡽ࠿ることࡏ ࡣ CDCA7–HELLS を௓し࡚ EZH2 による㌿෗ไᚚにᐤ୚し、ࢇࡀ㐍行

に㛵ࢃるస⏝ࡀ⪃ᐹࢀࡉた。Ꮚᐑయࢇࡀに࡚࠸࠾ Efp のᶆⓗᅉᏊとし࡚ྠᐃࢀࡉた CDK6

⣽⬊࿘ᮇಁ㐍ᅉᏊ࡛あり、CDK4/6ࡣ 㜼ᐖ⸆ࣥࣔࣝ࣍ࡣ౫Ꮡᛶஙࢇࡀ➼に࡚࠸࠾⮫ᗋᐇ⿦

る。また、IL10RA、IL26࠸࡚ࢀࡉ ࡸ IL6ST るᅉᏊ࡛あり、Ꮚᐑయࢃ⑕/ච␿స⏝に㛵⅖ࡣ

るࡅ࠾ቑṪ࣭㐍行にࢇࡀ Efp の⅖⑕/ච␿స⏝࡬のᐤ୚を♧すࡶのとし࡚ὀ┠ࢀࡉる。Efp

の㢮⦕⺮ⓑ㉁࡛ある TRIM47 にࡣ࡚࠸ࡘ、本研究࡛࣍ࣝࣔࣥ౫Ꮡᛶஙࢇࡀに࡚࠸࠾ PKC-

と PKD3 の⺮ⓑをᏳᐃ໬し、NF-Bࢮ࣮ࢼ࢟ࣥ࢖ࢸࣟࣉ ⤒㊰をάᛶ໬し࡚ෆศἪ἞⒪᢬ᢠ

ᛶ⋓ᚓにᐤ୚する࣓࣒࢝ࢬࢽを᫂࠿ࡽにしたࡀ、ᐙ᪘ᛶ෇ᰕ⭘ (cylindromatosis) のཎᅉ㑇

ఏᏊ࡛⅖⑕ᛂ⟅ࢇࡀࡸ໬に㛵㐃するࣝࢼࢢࢩఏ㐩⤒㊰をไᚚする㔜せなศᏊ࡛ある⬺ࣘࣅ

໬㓝⣲ࣥࢳ࢟ CYLD   :る [Ji et al., Nat Med 24࠸࡚ࢀࡉ最㏆ሗ࿌ࡀること࠸ᶆⓗとし࡚ࡶ➼

213, 2018]。CYLD ࡣ TRAF2 を⬺ࣘࣥࢳ࢟ࣅ໬し࡚ NF-B ⤒㊰をᢚไするᶵ⬟なࡶ࡝ሗ࿌

り࠾࡚ࢀࡉ  [Trompouki et al., Nature 424: 793, 2003]、ஙࢇࡀ⮫ᗋ᳨యに࡚࠸࠾ CYLD のప

ච␿ᰁⰍᛶࡣ ER 㝜ᛶと Ki-67 の㧗発⌧ᛶと┦㛵し、ᝈ⪅ண後୙Ⰻと┦㛵する▱ぢࡶᚓࡽ

TRIM47、[Hayashi et al., Breast Cancer Res Treat 143: 44, 2014] ࡽ࠿ること࠸࡚ࢀ ࣔࣝ࣍ࡣ

ࣥస⏝を㐓⬺したஙࡽࡉ、ࢇࡀに௚のዪᛶࢇࡀにࡶ࡚࠸࠾⑓ែ㐍行に㔜せなᙺ๭を果たし

にし࠿ࡽ࡚᫂࠸⏝をࣝࢹࣔࢇࡀをᝈ⪅⏤᮶࣒ࢬࢽのศᏊ࣓࢝ࡑ、ࢀࡽ࠼⪄ࡀるྍ⬟ᛶ࠸࡚

。࠸たࡁ࠸࡚

DBHS RNA࣮࣑ࣜ࢓ࣇ ⤖ྜ⺮ⓑ㉁ࡣ、PSPC1 と PSF、また PSF と NONO と、஫࠸に」

ྜయᙧ成し࡚、ࢇࡀ⑓ែ㐍行に࡚࠸࠾༠ㄪⓗにస⏝すること࠸࡚ࢀࡽ࠼⪄ࡀる。本研究に

より、PSPC1 と PSF ᐜయ㑇ఏᏊをཷࣥࢤࣟࢺࢫඹに࢚、࡚࠸࠾にࢇࡀ౫Ꮡᛶஙࣥࣔࣝ࣍ࡀ

ᶆⓗとすること、⭷ศἪを㛵ࢃり࠺る SCFD2 㑇ఏᏊࡶᶆⓗとし、SCFD2 ⮬యࡑࡶの発⌧

ᛶࡀஙࢇࡀのᝈ⪅ண後୙Ⰻと┦㛵することࡀぢฟࢀࡉ、in vivo ෆศἪ἞⒪᢬ᢠᛶஙࣔࢇࡀ

ࡶ࡚࠸࠾にࣝࢹ SCFD2 ≉␗ⓗ siRNA SCFD2、ࡽ࠿すことࡽたࡶ἞⒪ຠ果をࡀ ࢇࡀ᪂つࡀ

デ᩿࣭἞⒪ᶆⓗとなること࠿ࡽ᫂ࡀになࡗた。RNA ⤖ྜ⺮ⓑ㉁による㌿෗後ㄪ⠇ࢇࡀ、ࡣ

の多ᵝᛶにᐤ୚する㔜せなศᏊ࣓࡛࣒࢝ࢬࢽあり、௒後ࡽࡉにᵝࠎな἞⒪᢬ᢠᛶࢹࣔࢇࡀ

ࣝに࡚࠸࠾、DBHS にࡽࡉ、ⓑ㉁⺮࣮࣑ࣜ࢓ࣇ Efp ࡸ TRIM47 ➼の TRIM ⺮ⓑ㉁に⤖ྜす

るᶆⓗ RNA の᥈⣴にᇶ࡙࡚࠸、᪂つࢇࡀデ᩿࣭἞⒪ᶆⓗのྠᐃとᶵ⬟ゎᯒを㐍ࡁ࠸࡚ࡵ

た࠸と⪃࠸࡚࠼る。

本研究࡛、ஙࢇࡀのᛶ࣍ࣝࣔࣥస⏝に㔜せなᙺ๭をᢸ࠺と⪃ࢀࡽ࠼る㛗㙐㠀ࢻ࣮ࢥ RNA

とし࡚ BNAT1 と TMPO-AS1 にὀ┠し࡚ゎᯒを㐍ࡁ࡚ࡵたࡀ、࣍ࣝࣔࣥᛂ⟅ᛶのᏊᐑయࡀ

BNAT1、ࡶ࡚࠸࠾にࢇ ࡸ TMPO-AS1 ➼の࢚ࣝࢼࢢࢩࣥࢤࣟࢺࢫをㄪ⠇する㛗㙐㠀ࢻ࣮ࢥ

RNA のാࡁに࠿ࡽ࡚᫂࠸ࡘにし、⮫ᗋᛂ⏝のྍ⬟ᛶに᳨ࡶ࡚࠸ࡘウし࡚ࡁ࠸た࠸と⪃࡚࠼

多ࡀ㐍行し、⭡⭍ෆ㌿⛣する⑕౛ࡀ発ぢ᫬に᪤に⑓ᮇ、ࡣ࡚࠸ࡘにࢇࡀる。また、༸ᕢ࠸

く、本研究࡛ࡣᝈ⪅⭡Ỉࡽ࠿ᶞ❧したᝈ⪅⏤᮶ࢇࡀᇵ㣴⣔ࢫ࣐࢘、ࡽ࠿にࡅ࠾る⭡Ỉ⏘⏕

ࡀのస〇に成ຌした。௒後、この⣔をά⏝し࡚、᰾㓟〇๣の⭡⭍ෆᢞ୚によるࣝࢹࣔࢇࡀ

 。る࠸࡚࠼⪄と࠸たࡁ࠸の⮫ᗋᛂ⏝を┠ᣦし࡚࡬ไᚚࢇ

－ � －
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染色体動態解析によるがんの発生過程のゲノム不安定性の解明





ॶ଒ؖؽ ޮӻࡔ஄๑ਕ͗Ξڂݜճ͗Ξڂݜॶࣰݩබཀྵ෨ 
 ໼ᖔ ཿղ ໌ंڂݜ
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͗Ξࡋ๖͹ΰόϞ෈҈ఈ੓ͺ͗Ξ͹ϖτϫ੓͹֭ಚͶ௜݃ͤΖɼ͗Ξ͹൅ਫ਼ʀ਒ఴͶؖΚΖ॑
གྷ͵གྷો͹̏ͯͲ͍Ζɽϐφ͹͗Ξ൅ਫ਼գఖͶͺɼଃ͟حͳͶҡ͵Ζ༹ʓ͵઴͗Ξয়ସ͗ଚͤࡑ
Ζ͞ͳ͗எΔΗͱ͏ΖɽͯΉΕ઴͗Ξබรͺɼଡஊ֌൅͗Ξ౏৏͹͗ΞԿ஦ؔ৿ਫ਼෼Ͳ͍Ζ͖ɼ
ΰόϞ෈҈ఈ੓͗৏তͪ͢য়ସʤ͗ΞԿ޹൅য়ସʥͲ͍Ζ͖ɼ͍Ζ͏ͺྈं͹ڠଚয়ସͲ͍Ζͳ
ΔΗΖɽ͖͢͢ɼ͞ΗΉͲͶ͑ͪ͢͞઴͗ΞබรΏ͗Ξ͹ѳ੓ԿͳΰόϞ෈҈ఈ੓ͳ͹ؖ࿊͓ߡ
੓Ͷͯ͏ͱ͹໎չ͵ઈ໎ͺາͫ͵͠Ηͱ͏͵͏ɽ
ΰόϞ෈ࠊࡿけ࠾࡟病ኚの㐍ᒎࢇࡀ๓ࡸ⛬㐣ࢇࡀⓎࠊし┠╔࡟染Ⰽయືែࠊࡣ࡛✲◊ᮏ࡛ࡇࡑ

҈ఈ੓の関୚を᫂ࡽかࡇࡿࡍ࡟とを┠ⓗとしたࠋලయⓗࠊࡣ࡟⚄⤒⭺腫⣽⬊のⓎࢇࡀ⣽⬊⣔を用

い࡚ࠊᕧどⓗ・微どⓗ࡛ࣝ࣋ࣞ࡞の染Ⰽయືែをほᐹしࠊ分⿣のた࡟ࡧ染Ⰽయᩘࡀኚືしࣀࢤࠊ

ムの୙Ᏻᐃ化࡟ᐤ୚ࠕࡿࡍ染Ⰽయ୙ᏳᐃᛶࠖࡀⓎࢇࡀ㐣⛬࡛࡝の࡟࠺ࡼኚ化し࡚いࡃのかを᳨ウ

したࡑࠋの⤖ᯝࠊⓎࢇࡀ㐣⛬ࡀ㐍⾜ࡿࡍととࠊ࡟ࡶ染Ⰽయ分㓄࢚ラーの㢖ᗘࡀ㧗ࠊࡾ࡞ࡃ⣽⬊ࡣ

染Ⰽయ␗ᩘయ化࡟ᐶᐜᛶを♧したࡲࠋた染Ⰽయ␗ᩘᛶを⋓ᚓした⣽⬊をクローン化し核ᆺのኚ化

を㏣㊧したとࠊࢁࡇ⣽⬊ࡣ染Ⰽయのᩘのቑῶを⧞ࡾ㏉しࡾࡼࠊࡽࡀ࡞ከᵝ࡞核ᆺをࡘࡶ⣽⬊集ᅋ

とࡗ࡞たࡽࢀࡇࠋのほᐹ⤖ᯝかࠊࡽ染Ⰽయືែの␗ᖖࡾࡼ࡟生ࡌた核ᆺのኚ化ࠊ࡟ࡽࡉࡀḟの染

Ⰽయ分㓄࠾࡟けࡿ染ⰍయのᏳᐃᛶ࡟ᙳ㡪を୚ࡇࡿ࠼とࡀ見ฟࢇࡀࠊࢀࡉ⣽⬊の染Ⰽయ୙Ᏻᐃᛶࡣ

ኚືしࡇࡿ࠺とࡀ♧၀ࢀࡉたࢇࡀࠋ⣽⬊ࠊࡣ染Ⰽయ୙Ᏻᐃᛶの⛬ᗘをኚ化ࠊࡏࡉ㑇ఏⓗከᵝᛶを

⋓ᚓしࠊቑṪ࡟᭷฼࡞⣽⬊ෆ⎔ቃをసࡾฟしࡽࡀ࡞㐍ᒎࡿࡍと᥎ᐹࢀࡉたࠋ 

関ࡀス（HPV）ࣝ࢕ローマ࢘ࣆࣃトࣄリスク⩌の࢖ࣁࠊ࡚࠼ࡲしたほᐹ⤖ᯝを㋃࠺ࡇࠊ࡟ࡽࡉ

୚ࡿࡍ子宮頸ࢇࡀの๓ࢇࡀ≧ែ࡛ࡿ࠶子宮頸部␗形成࠾࡟けࡿ染Ⰽయືែ࡟╔┠した࡛ࡲࢀࡇࠋ

染Ⰽయ࡞た≉ᚩⓗࢀࡽࡏᐤࡁᘬࡀ染Ⰽయ࡟୰ᚰయ㏆ഐࠊ࡟子宮頸部␗形成の⣽⬊の୰ࠊࡣࠎᡃ࡟

のᩚิ␗ᖖをⓎ見しࠊECAC（Ectopic Chromosome Around Centrosome）とྡ௜けたࡇࠋの染Ⰽయ

ືែ␗ᖖ࡛ࡿ࠶ ECAC の病理学ⓗព⩏の解᫂を┠ᣦしࣄࠊトᇵ㣴⣽⬊を用い࡚ ECAC ࡁᘬ࡟いかࡀ

㉳ࡿࢀࡉࡇのかࡑの分子機構ࡘ࡟い࡚解析したࡑࠋの⤖ᯝࠊHPV ࡿ࠶㑇ఏ子࡛ࡿࡍࢻーࢥࡀ E�

のⓎ⌧࡟౫Ꮡⓗືࠊ࡟原యタンࣃク㉁の機能㜼ᐖࡀㄏᑟࠊࢀࡉ微小⟶とື原యの⤖ྜ␗ᖖࡀᘬࡁ

㉳ࡇࡿࢀࡉࡇとࡀ見ฟࢀࡉたࡲࠋた⯆࿡῝いࡇと࡟ ECAC 㢖ᗘࡿ࠶ࡀ染Ⰽయ分㓄࢚ラー࡚ࡗࡼ࡟

࡛ほᐹࠊࢀࡉECAC �HPV Eࠊ࡛ࡲࢀࡇࠋたࡗ࡞かとࡽ᫂ࡀとࡇࡿࡍ染Ⰽయ分㓄␗ᖖをㄏᑟࡀ のࡀ

のᐤ୚とし࡚࡬化ࢇ p53 の୙άᛶ化ࡀ知࡚ࢀࡽいࠊࡀࡿᮏ◊✲かࡽ p53 の୙άᛶ化を⫼ᬒとし࡚

ᘬࡁ㉳ࡿࢀࡉࡇ染Ⰽయ୙Ᏻᐃᛶࠊࡀ子宮頸部␗形成の㐍ᒎをಁ㐍ࡿࡍ原ື力とྍࡿ࡞能ᛶࡀ見ฟ

 ࠋたࢀࡉ

ᮏ◊✲ࠊࡾࡼ࡟Ⓨࢇࡀ㐣⛬の㐍⾜ࡸ␗形成の㐍ᒎとࣀࢤム୙Ᏻᐃᛶとの関連ᛶࡀ見ฟࡀࠊࢀࡉ

࡟≉ࠋたࢀࡉ၀♧ࡀーターとし࡚染Ⰽయ୙Ᏻᐃᛶの᭷用ᛶࢣ࢕ࢹン࢖の病ໃのࢇ ECAC の病ࡑࡣ

理学ⓗព⩏を᫂ࡽかࡇࡿࡍ࡟と࡛ࠊ子宮頸࠾࡟ࢇࡀけࡿ␗形成の㐍ᒎࡸⓎࢇࡀ機構ࡘ࡟い࡚のᮏ

㉁ⓗ࡞理解をྍ能࡟しࡑࠊの⛉学ⓗᇶ┙࡟ᇶ࡙いたࠊ子宮頸部␗形成のྲྀᢅいࡘ࡟い࡚☜ᗘの㧗

いᣦᶆをᥦ౪࡛ࡿࡁとᮇᚅࠋࡿࢀࡉ 
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研研究究報報告告  

  

II  研研究究目目的的  

遺伝情報を担う染色体の分配機能の破綻は、染色体の異数体化を招き、ゲノムの不安定性を増
大させ、また細胞間のゲノムの不均一性を増幅させる。この細胞病態は「染色体不安定性」と呼
ばれ、がん細胞に共通して観察され、治療抵抗性や予後と相関することが知られている。しかし、
染色体不安定性がいかにがん細胞の悪性化に関与するのかについては未だによくわかっていない。 

本研究グループの古田らはこれまでに、ハイリ

スク群のヒトパピローマウィルス（HPV）が関与す

る子宮頸がんの前がん状態である子宮頸部異形成

の細胞の中に、中心体近傍に染色体が引き寄せら

れた特徴的な染色体の整列異常（ECAC: Ectopic 

Chromosome Around Centrosome, 図 1）を発見し

た（Furuta R et al.Int.J.Cancer 2003）。子宮頸

部異形成は、その病変の程度によって、軽度異形

成（Cervical Intraepithelial Neoplasia; CIN1）、中等度異形成（CIN2）、高度異形成（CIN3）

と病理学的に分類されるが、ECAC は異形成の初期段階 CIN1 において最も出現頻度が高く、発が

ん後はその割合は低下する傾向にある。しかし ECAC が高リスク病変の特徴であることから、

ECAC が出現する細胞の状態は、異形成の進展やがんへの移行を促進する特異的な細胞病態であ

ると考えられる。ECAC の病理機構とその意義に、がんの悪性化と染色体不安定性との関連性を

問う端緒が開かれている。 

そこで本研究では、染色体動態に着目し、前がん病変の進行や発がん過程における染色体不安

定性の関与を明らかにすることを目的とした。具体的には、神経膠腫細胞の発がん細胞系を用い

て、巨視的・微視的なレベルでの染色体動態を観察し、発がん過程で染色体動態がどのように変

化していくのかを検討した。そしてその観察結果を踏まえ、ECAC の異形成進展や発がんへの病

理学的意義を理解することを目指し、ヒト培養細胞を用いて ECAC がいかに引き起こされるのか

その分子機構について解析した。 

  

IIII 研研究究計計画画及及びび材材料料とと方方法法 

((研研究究項項目目 11))  神神経経膠膠腫腫細細胞胞のの発発ががんん系系をを用用いいたた分分裂裂期期染染色色体体動動態態のの解解析析  

神経膠腫細胞の発がん系を用いて、発がん過程で染色体動態や染色体構造がどのように変化し

ているのかを検討する。神経膠腫細胞系列は、1） マウスの脳の神経幹細胞 （Neural Stem Cells: 

NSC）、2） その細胞に H-Ras G12V タンパク質を含むレトロウィルスを感染により作製した起始細
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胞 （Ras-NSCs: RAS）、3) その前がん状態の細胞を

マウスの脳に移植し、形成された悪制度の高い腫瘍

から樹立した神経膠腫細胞 （Tumor Stem Cells: TS）

の 3種類の細胞株で構成される（図 2）。神経膠腫細

胞の発がん系は慶應大学のサンペトラ博士、佐谷秀

行博士よりご提供いただいた。 

aa..  染染色色体体動動態態とと染染色色体体構構造造のの解解析析  

神経膠腫細胞の発がん過程における染色体動態を解析するために、染色体異数化の原因と考え

られる染色体分配を観察した。染色体分配の異常について、不均等分配を示すラギング染色体や、

染色体構造の異常を示す染色体ブリッジに着目し、その発生率を解析した。また並行して、染色

体構造の変化を調べるために、染色体スプレッド法により分裂期染色体を可視化し解析した。ま

た、染色体異数性の定量化には、DNA-FISH（Fluorescence in situ hybridization）により 1番

染色体と 2番染色体を標識し、その染色体の数から Heterogeneity score を算出した（Bakker B 

et al Genome Biology 2016）。  

 bb..  AAuurroorraa  BB キキナナーーゼゼ活活性性のの解解析析  

染色体分配の失敗がなぜ引き起こされるのかを調べるために、セントロメアに局在し、微小管

と動原体との正確な結合を誘導する役割を担う Aurora B の活性について免疫染色により検討し

た。Aurora B の活性は、CREST に対する、Aurora B の基質である DNS1 の 100 番目のセリンのリ

ン酸化（DSN1 pS100）の輝度の割合を算出し評価した。抗 DSN1 pS100 抗体は、コロラド州立大

学の Jennifer G. DeLuca 博士からご提供いただいた。 

((研研究究項項目目 22))  染染色色体体動動態態異異常常 EECCAACC のの分分子子機機構構のの解解明明  

高リスク HPV (human papilloma virus)の感染のある子宮頸部の異形成において、特異的に出

現する ECAC (Ectopic Chromosome Around Centrosome)に着目し、ECAC はいかなる機序によって

引き起こされるかについて明らかにする。HPV の 16 型（HPV16）は、最も高頻度に検出される子宮

頸がんの原因ウィルスの１つであり、HPV がコードする遺伝子のうち E6 と E7 はそれぞれ、p53 や

pRB を不活性化することが知られている。そこで、E6 や E7 の細胞内での発現が ECAC の出現に寄

与するかどうかについて検討する。 

aa..  HHPPVV1166  EE66 ああるるいいはは EE77 ののヒヒトト発発現現誘誘導導細細胞胞のの樹樹立立  

 Doxycycline（Dox）の添加により目的遺伝子の発現を誘導できる、正常二倍体ヒト培養細胞を

作製するために、Tet Operator に結合し目的遺伝子の転写を抑制する TetR 遺伝子を、Piggybac

システムにより hTERT-RPE1（Retinal Pigment Epithelial）細胞に導入し、細胞株を得た（TetON 

RPE1 細胞）。この TetON RPE1 細胞に対して、再び Piggybac システムを用いて、CMV promoter、

Tet Operator、そしてその下流に 3xFLAG を付加した HPV16 E6 あるいは E7の遺伝子の DNA 断片を

導入した。HPV16 E6、E7 を発現する RPE1-67R 細胞は、E6、E7、H-Ras G12V そして p16INK4a shRNA

をレトロウィルスによって導入することで作製され、Jennifer G. DeLuca 博士からご提供いただ

いた。 
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bb..  生生細細胞胞観観察察  

E6あるいはE7を細胞内で発現させた時の染色体動態を観察するために、生細胞観察を行った。

細胞をガラス底プレートに播種し、Dox 存在下で 24 時間培養した。撮影の 1 時間前に、SiR-DNA

（Cytoskeleton, Inc.）を最終濃度 100 nM になるように添加し、DNA を蛍光標識した。生細胞観

察には、共焦点定量イメージサイトメーター CellVoyager CQ1（YOKOGAWA）を用い、640 nm レー

ザーにより DNA を可視化し、3 分おきに 1 視野につき Z 軸に 1.5 µm の間隔で 7 枚の画像を取得

し、Maximum intensity projection により、Zスタックした。 

cc..  標標的的タタンンパパクク質質をを薬薬剤剤条条件件的的にに分分解解可可能能なな培培養養細細胞胞系系のの確確立立  

CENP-E を薬剤添加条件的に急速に分解できる細胞を作製するため

に、RPE1 細胞に AID2 (Auxin-inducible degron)システムを導入した。

AID2 は、オーキシンの類似体である 5Ph-IAA を添加することで、ユビ

キチン E3 ライゲースである OsTIR1 が、mAID タグを付加した標的タン

パク質を認識し、プロテアソーム系を介して分解を誘導するシステム

である(図 3)。実際に、RPE1 細胞に OsTIR1 を安定に発現する細胞株を

作製し、その細胞株の CENP-E 遺伝子の両アリルの 5’末端に mAID と

mCherry をコードする DNA 断片をエレクトロポレーションにより挿入

した。CENP-E の分解は、mAID-mCherry-CENP-E 細胞に対して、CDK1 阻

害剤である RO3306 を最終濃度が 8 µM になるように細胞に処理し細胞

周期を G2期に同調した状態で、5Ph-IAA を最終濃度が 1 µM になるよう

に 4時間処理し CENP-E の分解を誘導した。CENP-E を分解した時の生細

胞観察は、RO3306 を加えていない培地と交換し細胞周期をリリースした後に行った。 

dd..  動動原原体体タタンンパパクク質質のの局局在在解解析析  

E6 の発現が、動原体タンパク質の動原体への局在に影響を与えているかどうかを調べるため

に、免疫染色とその定量解析を行なった。Dox 存在下、あるいは非存在下で 24時間培養した、

E6 発現誘導細胞に対して、微小管との結合に重要な動原体の外層を構成するタンパク質であ

る、CENP-E、CENP-F、Spindly、Zw10、Mad2、HEC1、および動原体の基部に位置する CENP-C を蛍

光標識し、CENP-C に対する動原体外層タンパク質の相対的な蛍光輝度の割合を算出した。画像

取得は、共焦点レーザー顕微鏡 LSM880（ZEISS）を用い、1細胞につき Z軸に 0.3 µm の間隔で

12〜15 枚の画像を取得し、Maximum intensity projection により Zスタックした。 

  

IIIIII 研研究究成成果果  

（（研研究究項項目目 11））神神経経膠膠腫腫細細胞胞のの発発ががんん系系をを用用いいたた染染色色体体動動態態のの解解析析  

神経膠腫細胞の発がん実験系である、NSC（Neural Stem Cells）、RAS（Ras-NSCs）、そして TS 

(Tumor Stem Cells)は、がん細胞で共通してみられる細胞病態である染色体不安定性を獲得して

いるかどうか調べるために、染色体の分配異常の頻度を検討した（図 4A）。特に不均等分配を示

すラギング染色体や、染色体構造の異常を示す染色体ブリッジに着目し解析したところ、がんの

進行度につれてどちらもその頻度が高くなることを見出した。続いて、これらの細胞の染色体異

数性を直接評価するために、染色体スプレッド法を用いてそれぞれの細胞の染色体の数を解析し
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た (図 4B)。その結果、NSC では 80%以上の細胞がマ

ウスの正常 2倍体を示す 40 本の染色体を持っていた

が、RAS では染色体を数本獲得または消失した細胞

の割合が増加していた。これは染色体の不均等分配

に起因するものと考えられる。さらに興味深いこと

に、TS では、近 2倍体から全ゲノム倍数化を示す近 4

倍体までの様々な核型を示す細胞が混在していた。全

ゲノム倍数化は、がんで広く観察されている現象で

あり、特に核型の多様化に寄与すると考えられ、ま

た予後の悪化との関連も指摘されている。これらの

結果から、TSに着目することで染色体の異数性が、

細胞の増殖度、幹細胞性、そして染色体分配の確度

といった細胞の性質にいかなる影響を与えるかにつ

いての手がかりが得られるものと考えられた。 

そこで、TS の細胞集団に対してクローン化を行い、TSと同様な核型の細胞（Parent-like）

と、近二倍体の細胞（Diploid）、そして多倍体の細胞（Hyperploid）を 3クローンずつ得た（図

5A）。これらの各クローンにおいて、DNA-FISH 法により 16 週間の期間で 2週間おきに特定の染

色体を標識し、その数の変動を解析した（図 5B）。その結果、Diploid の染色体数に大きな変化

はなかったが、Parent-like と Hyperploid の染色体数は、増減を繰り返しながら、より多様な

核型をもつ細胞集団となった。そこで、染色体分配異常の割合を解析し、染色体不安定性の程度

を解析した（図 5C）。その結果、Diploid では染色体分配の異常を示す細胞の割合には大きな変

化はなかったが、Parent-like と Hyperploid では 16 週間の培養を経て顕著に高くなった。続い

て、Aurora B の機能を評価するために、Aurora B の基質である動原体タンパク質の DSN1 の分裂

期におけるリン酸化を定量した（図 5D）。その結果、Parent-like と Hyperploid は Diploid と比

較して Aurora B の活性が低下しており、染色体分配異常の頻度とよく一致していた。これらの

結果から、染色体不安定性の増加と Aurora B 機能の低下との間に相関があることが見出され

た。また、染色体不安定性により生じた核型の変化がさらに染色体不安定性を誘導することが明

らかとなり、がん細胞の染色体不安定性は変動しうることが考えられた。 
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（（研研究究項項目目 22））染染色色体体動動態態異異常常 EECCAACC のの分分子子機機構構のの解解明明  

HPV がコードする E6 や E7 の発現と ECAC

の出現との間に関連性があるかどうかを調

べるために、正常二倍体ヒト RPE1 細胞に対

して、ハイリスク型である HPV16 の E6 と E7

が恒常的に発現している67R細胞を用いて、

分裂期における染色体動態を解析した。そ

の結果、67R 細胞で、分配期中期に赤道面に

整列しない染色体が高頻度に観察され、そ

れに伴った分裂期中期の進行の顕著な遅延

が観察された（図 6Aと B）。また、整列して

いない染色体は紡錘体の極の近傍に観察さ

れた（図 6C）。これらの観察から、67R 細胞

は、恒常活性化型 RAS を発現し、また染色

体異数性をすでに獲得した状態であるという点で RPE1 とは異なるが、E6と E7 の発現が、ECAC と

非常によく似た分裂期の染色体動態の異常が引き起こすという可能性が考えられた。 

そこで、FLAG タグを付加した HPV16 型の

E6 あるいは E7を、Doxycycline（Dox）の添

加により発現誘導できる RPE1 細胞をそれ

ぞれ作製し、生細胞観察により分裂期の染

色体動態を解析した。その結果、FLAG-E6 を

発現誘導した細胞で、38.3%の細胞で分裂期

の染色体整列異常が観察され、67R 細胞の

観察結果と一致するように、分裂期中期の

進行の遅延が観察された（図 7A-C）。これら

の結果から、E6 の発現が ECAC 様の染色体

動態異常を引き起こす主な要因であること

が見出された。また、赤道面に整列しない

染色体が紡錘体の両極に対照的に観察された細胞の割合は 5.3%であり、そのほとんどが対照的に

観察された臨床検体の病理切片の観察と比較すると頻度は低く、E6 の発現量あるいはその他の要

因が、対称的な ECAC の出現に寄与していることが予想された。加えて、染色体整列異常が観察さ

れた細胞では、染色体分の不均等分配を示すラギング染色体や、染色体ブリッジが観察され、E6

が誘導する染色体動態異常が、染色体の異数性を引き起こす要因となることが示唆された。 

正確な染色体分配は、細胞の両極から伸びる微小管と動原体とが正しく結合することで成立す

るため、分裂期染色体の動態異常である ECAC は、微小管と動原体との結合不全によって引き起こ

されることが予想された。そこで、E6 を発現誘導した時の動原体構成タンパク質の動原体への局

在を検討した。特に微小管との結合に直接的に寄与する、動原体の外層を構成するタンパク質群

に着目して解析したところ、それら多くはその局在に大きな変化はなかったが、CENP-E の局在が
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特異的に、そして著明に減少

して観察された（図 8A と B）。 

CENP-E は、微小管と結合して

染色体を赤道面に運ぶ活性

を持つことが知られている。

このことを踏まえると、E6 の

発現によって CENP-E の機能

が阻害されることで、ECAC 様の染色体動態異常が引き起こされるのではないかと予想された。 

そこで、CENP-E の機能阻害が ECAC 様の染色

体整列異常を引き起こすかどうかを調べるた

めに、AID2（Auxin-inducible degron）システ

ムを用いて細胞内の CENP-E を急速に分解し、

分裂期の染色体動態を観察した。その結果、

79.5%の細胞で、分配期染色体の整列異常とそ

れに伴った分裂期の進行の顕著な遅延が観察

された（図 9A-D）。これらの結果から、CENP-E

の機能阻害が ECAC 様の染色体動態異常を誘導

することが見出された。 

E6 は、ユビキチン付加酵素（E3ライゲース）の E6AP と複合体を形成し、p53 を含む標的タンパ

ク質をユビキチン化することで、プロテアソーム系を介したタンパク質分解を誘導することが知

られている（図 10A）。このことから、CENP-E もまた E6 によって分解されることが予想された。

そこで、HPV16 E6 の発現を誘導し、細胞内のタンパク質量を解析したところ、E6 の発現依存的に

p53 に加えて CENP-E のタンパク質量が顕著に減少した（図 10B）。さらに、HPV16 E6 に加えて、

低リスク HPV6、HPV11 あるいは、高リスク HPV18 がコードする E6 の発現を誘導したところ、これ

までの知見と一致して p53 は高リスク HPV16 および 18 の E6 の発現に依存して分解されたが、興

味深いことに CENP-E の分解は HPV16 

E6 特異的に誘導された（図 10B）。これ

らの結果から、ECAC は、HPV16 E6 が特

異的に誘導する CENP-E の分解によっ

て引き起こされるという分子機構が

想定された。 

 

IIVV 考考察察  

本研究では、発がん過程や、前がん病変進展へのゲノム不安定性の寄与について、染色体不安

定性に着目し検討した。神経膠腫発がん細胞系を用いた解析では、発がん過程が進行するととも

に、染色体分配エラーの頻度が高くなり、細胞は染色体異数体化に寛容性を示した。この観察結

果と合うように、正確な染色体分配の進行に必須な Aurora B の機能は、染色体分配エラーの頻度

が高い細胞集団ほど低下しており、Aurora B の機能低下は、細胞の染色体不安定性を定量的に反
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映していると考えられる。この発がん細胞系において、実際のがんで広く観察されているゲノム

倍数化の表現型を示した TS（Tumor Stem Cells）の細胞集団に着目し、核型によって分類、クロ

ーン化、そして長期間培養により核型の変化を追跡したところ、興味深いことに染色体異数性を

獲得していた細胞クローンは染色体の数の増減を繰り返しながら、より多様な核型をもつ細胞集

団となった。これらの観察から、染色体不安定性により生じた核型の変化がさらに、次の段階の

染色体不安定性に影響を与えることが見出され、がん細胞の染色体不安定性は変動しうることが

示唆された。がん細胞は、染色体不安定性の程度を変化させ、核型の過度な変化を抑えることで

増殖に有利な形質へと変化し、また周囲の状況に応じて遺伝的多様に有利な細胞環境を作り出し

ながら進展していくと推察される。 

また本研究により、子宮頸部異形成で観察

された染色体動態異常である ECAC は、ハイ

リスク型 HPV16 の E6 が誘導する CENP-E の

分解が寄与していることが見出された。

CENP-E は、分裂前中期から中期にかけて動

原体の外層において微小管を捉え、自身のモ

ーター活性により染色体を赤道面へと運ぶ機能を持つ（図 11）。こういった役割を担うモーター

タンパク質は CENP-E の他にも存在するため、E6による CENP-E の機能阻害は細胞にとって致死的

ではない。しかし、分裂期の遅延に伴って、微小管と動原体の結合エラーによって生じるラギン

グ染色体がある頻度で観察されたため、CENP-E の機能阻害は染色体分配エラーを引き起こし、細

胞が染色体異数性を獲得する要因となることが考えられた。HPV E6 のがん化への寄与は p53 の不

活性化であるとこれまで説明がなされてきているが、p53 の不活性化を背景とした染色体動態の

異常が、子宮頸部異形成の進展を促進する原動力となるという仮説が導き出された。 

CENP-E の機能阻害は、16型 E6 によって特異的に

誘導され、HPV18 型 E6 では観察されなかった。この

結果は、臨床検体の病理組織で ECAC の出現頻度が

HPV18 型と比較して HPV16 型の陽性で顕著に高いと

いう、本研究グループの古田らの観察結果とよく一

致する（図 12）。子宮頸がんの 60-70%がハイリスク

HPV16 型と HPV18 型によるとされるが、HPV16 型が

扁平上皮癌で、HPV18 型が腺癌で高頻度に検出され

るということ、そして異形成が進展する期間が 18 型

では著明に短いという病理学組織学的な知見と合

わせて考えると、HPV16 型と 18 型が引き起こす発がんへの病理機構は異なると予想される。 

本研究により、発がん過程の進行や異形成の進展とゲノム不安定性との関連性が見出され、が

んの病勢のインディケーターとして染色体不安定性の有用性が示唆された。特に ECAC はその病

理学的意義を明らかにすることで、子宮頸がんにおける異形成の進展や発がん機構についての本

質的な理解を可能にし、その科学的基盤に基づいた、子宮頸部異形成の取扱いについて確度の高

い指標を提供できると期待される。 
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＜研究の概要＞ 

低酸素・低栄養などの固形がん固有の劣悪な環境におけるがんの生存戦略を明らかにす

る研究が進展するに伴い、従来の分子標的戦略に替わってがん細胞の特異標的として単一

のタンパク質ではなく、がんの悪性形質転換によって獲得されたシグナル伝達系を標的と

する創薬戦略に今日がん創薬研究は移行しつつある。がん特異的なシグナル伝達系を阻害

するこのような治療薬は、がん細胞への選択性が高いものと考えられ、次世代のがん治療

薬として期待されている。 

そこで、がんの栄養飢餓耐性解除能に着目した arylidene-thiazolidinedione（および

rhodanine）誘導体の構造活性相関に基づく創薬化学研究を本申請研究での主課題として

開始した。その結果、１）アリール部位に関する構造活性相関としては、アリール上の置

換基としては強力な電子供与基は許容されないものの様々な置換基が許容されること、２）

アリール部位とヘテロ五員環部位とをつなぐ電子欠損性オレフィンは活性に重要な役割を

持つこと、３）環内に酸素または硫黄原子を含むヘテロ環の構造ならびに酸性 NH の存在が

低栄養選択毒性に必須であることを明らかとした。また、がん細胞の獲得した栄養飢餓耐

性解除能を有することで注目を集める天然物(−)-uvaridacol L に着目し、世界初のラセミ

体全合成を達成した。さらに、安価な D-glucose のベンゾイル化によって得られる β-

1,3,6-O-tribenzoyl-D-glucose が(−)-uvaridacol L と立体構造が類似している点に着目

し、期待通りにがん細胞が獲得した栄養飢餓耐性の解除能を β-1,3,6-O-tribenzoyl-D-

glucose が有することを見出した。   

これらの創薬化学研究と並行して、がんとの関連性が注目されている必須微量元素であ

る亜鉛 (Zn) や銅 (Cu) の動態を高感度に可視化する蛍光イメージングプローブの開発に

も取り組んだ。細胞内で微量に存在する遊離 Zn や Cu はシグナル伝達物質として機能し、

いずれもがん微小環境におけるシグナル経路に関わることも知られている。高感度化を達

成するべく、これまでに多く開発されてきた Zn や Cu との錯形成によって蛍光変化を生じ

る「認識型」のプローブとは異なった戦略として、金属とプローブとの反応後に金属が放

出され、解離した金属はさらに別のプローブ分子と反応し、1 当量の金属が多数のプロー

ブ分子と反応して蛍光シグナルを増強する「反応型」のプローブ開発に取り組むこととし

た（右下図参照）。まず、所望の Zn 選択的な触媒反応を活用した発蛍光応答が進行するよ

うにプローブを論理的に設計し、合成ならびに評

価検討を行った結果、既存の「認識型」Zn 蛍光プ

ローブが検出できない細胞内低濃度 Zn を可視化

する「反応型」蛍光プローブである Dpa-LBC の開

発に成功した。続いて同様な原理に基づいて、既

存の「認識型」Cu 蛍光プローブが検出できない細

胞内低濃度 Cu を可視化する「反応型」蛍光プロー

ブである BETEA-LABTG および BETEA-LABTM の開発

にも成功した。 
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研究報告 

I 研究目的 

近年のがん罹患率の上昇と患者の高

齢化に伴い、予後の改善や再発予防を

考慮した治療戦略が強く求められてい

る。固形がんに存在するがん微小環境 

(TME) は低酸素・低栄養・アシドーシ

スを特徴とし、がん細胞はこのような

劣悪な環境に適応するために低増殖性

（休眠状態）となる。その結果、治療

抵抗性、転移・浸潤能、血管新生誘導

能などを獲得し、がんの難治化、再発

を招く要因として従来から問題とされ

てきた（右図）。近年がん微小環境に関

する分子レベルの研究が進展し、その

ような劣悪な微小環境に適応して生存するがん細胞に注目が集まっている。また、がん微

小環境は腫瘍の種類によらず固形腫瘍に普遍的な標的と考えられ、非常に魅力的ながんの

創薬標的と言える。中でも、低酸素誘導因子 (HIF)-1、および小胞体 (ER) ストレス応答

の unfolded protein response (UPR) を司る IRE1, ATF6, PERK は、がん微小環境におけ

る重要な適応機構をつかさどる転写因子であることが示され、難治性のがん細胞で特に活

性化している。その結果、がん細胞とそれを取り巻くがん微小環境との相互作用は、がん

細胞の増殖、浸潤・転移能に深く関わっている。 

 このようにがんの生存戦略を明らかにする研究が進展するに伴い、今日がん創薬研究は、

従来の分子標的戦略に替わって、がん細胞の特異標的として単一のタンパク質ではなく、

がんの悪性形質転換によって獲得されたシグナル伝達系を標的とする創薬戦略に移行しつ

つある。がん特異的なシグナル伝達系を阻害するこのような治療薬は、がん細胞への選択

性が高いものと考えられ、次世代のがん治療薬として期待されている。 

 以上のような背景のもと、本研究は培養細胞系を使用する in vitro 評価系を駆使して、

がん微小環境における細胞ストレス応答を標的とする微小環境モジュレータの開発を行う。

セルベースのスクリーニング評価系により得られたリード化合物の構造展開・合成、独自

の評価系による活性評価、標的タンパク質分子の絞り込みへと一貫して展開し、first in 

class のがん治療薬の創薬へとつなげる。このようながん治療薬は、先に詳述したような

がん微小環境におけるダイナミックな適応応答を修飾することで、がん細胞の生存戦略を

阻み増殖を抑制し、浸潤・転移能を制御できる cytostatic drug の開発を目指すものであ

る。さらに微小環境モジュレータは、活発に増殖する腫瘍細胞に対する従来の cytotoxic

ながん治療薬を補完する効果を有し、全く新しいがん治療戦略を提供するものでもある。

創薬標的としてのがん微小環境における  

シグナル経路  
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すࢫࣞࢺࢫ、ࡕࢃ࡞⎔ቃ࡟㐺ᛂࡾࡼࡓࡋᝏᛶᗘの高ࢇࡀ࠸⣽⬊࡟ᑐ࡚ࡋ特␗ⓗ࡟స用ࡋ、

㌿⛣࣭෌発のண㜵ࡸணᚋのᨵၿをࡽࡓࡶすࡀ࡜ࡇᮇᚅࢀࡉるࠕࡽ࠿࡜ࡇᝈ者ࠖ࠸ࡋࡉࡸ࡟

἞ࢇࡀ࠺࠸࡜෌発⒴のቑຍࡸᝈ者の高㱋化、ࡣ✲◊๰薬࡞࠺ࡼのࡇࠋる࠼࠸࡜἞⒪薬ࢇࡀ

⒪ࡅ࠾࡟る௒᪥のၥ㢟をඞ᭹するୖ࡛、㠀ᖖ࡟㔜せࢀࡽ࠼⪄࡜るࠋ 

 ୖ㏙࡞࠺ࡼࡓࡋ๰薬化学◊✲࡜୪⾜࡜ࢇࡀ、࡚ࡋの㛵㐃ᛶࡀὀ┠࠸࡚ࢀࡉるᚲ㡲ᚤ㔞ඖ

⣲࡛࠶る亜鉛 (=n) ࡸ㖡 (Cu) のືែを高ឤᗘྍ࡟ど化する蛍光࣓࢖ーࢢࣥࢪプローブの

㛤発ࡶ◊✲┠ⓗࠋࡓࡆ࠶ࡾྲྀ࡚ࡋ࡜⣽⬊ෆ࡛ᚤ㔞࡟Ꮡᅾする㐟㞳 =n ࡸ Cu ఏ㐩ࣝࢼࢢࢩࡣ

物㉁࡚ࡋ࡜ᶵ⬟ࡽࢀࡇ、ࡋ㐟㞳 =n ࡸ Cu をゎᯒする࡟ࡵࡓ =n ࡸ Cu 蛍࡚ࡗࡼ࡟の㘒ᙧᡂ࡜

光ኚ化を⏕ࡌるࠕㄆ㆑ᆺࠖのプローブࡀ௒࡛ࡲከࡃ㛤発ࢀࡉ、ᇵ㣴⣽⬊ࡸ⤌⧊࡛ࣞ࣋ࣝの

 ࣥ࢜ࢳࢱࣝࢢ、ࡣㄆ㆑ᆺࠖのプローブࠕࡽࢀࡇ、ࡋ࠿ࡋࠋࡓࡁ࡚ࢀࡉά用࡟ࢢࣥࢪー࣓࢖

(GS+) ࡝࡞の =n ࡸ Cu のᤕᤊศᏊࡀ高⃰ᗘ（mM ࢜ーࢲー）࡟Ꮡᅾする⣽⬊ෆのዃ㞧⎔ቃ࡛

n=ࠋపୗするࡃࡋⴭࡀឤᗘࡣ ࡸ Cu ࡣ (R ࡸ⟆ᛂࢫࣞࢺࢫ +I)-1 ᛂ⟅をไᚚするࡽ▱ࡶ࡜ࡇ

ప⃰ᗘの⣽⬊ෆ࠸࡞ࡁ検出࡛ࡣ᪤Ꮡの蛍光プローブ࡛、ࡾ࠾࡚ࢀ =n ࡸ Cu を検出するプロ

ーブの㛤発ࡣ、ᮏ◊✲ࢀࡽ࠼⪄࡜࠸ࡋࢃࡉࡩ࡟るࠋ 

II ◊✲ィ⏬及びᮦᩱ࡜᪉法 

（◊✲㡯┠㸯）ࢇࡀのᰤ㣴㣚㣹⪏ᛶゎ㝖⬟ࡓࡋ┠╔࡟ arylidene-thiazolidinedione（࠾

びࡼ rhodanine）ㄏᑟయのᵓ㐀άᛶ┦㛵࡟ᇶ࡙ࡃ๰薬化学◊✲ 

࠙⫼ᬒࠚ 

Tunicamycin Ꮡ ᅾ ୗ ࡛ の (R ࢫ ࢺ ࣞ ࢫ ࡟ ㉳ ᅉ す る ⣽ ⬊ ẘ ᛶ を 、 arylidene-

thiazolidinedione ㄏᑟయ (1-1 (Ar� p-methoxyphenyl)) ࡀቑᙉする࡜ࡇを௨๓࡟ᡃࠎ

ࡣ࡛✲◊ᮏ、࡛ࡇࡑࠋる࠸࡚ࡋぢ出ࡣ 1-1 を㉳Ⅼࡓࡋ࡜ᵝ࡞ࠎ㢮⦕化合物⩌を合ᡂࡑ、ࡋ

✲◊のᵓ㐀άᛶ┦㛵࡜⌧ᰤ㣴㣚㣹⪏ᛶゎ㝖⬟の発ࡓࡋ⣽⬊の⋓ᚓࢇࡀ࡜のᵓ㐀ⓗ特ᚩࡽࢀ

を⾜࡟ࡽࡉ、ࡾࡼ࡟࡜ࡇ࠺高άᛶ࡞化合物を๰〇するࡵࡓの▱ぢをᚓる࡜ࡇをᮏ◊✲の┠

ⓗࠋࡓࡋ࡜ 

࠙ศᏊタィࠚ 

ᐃ法࡟ᚑ࡚ࡗ、ྛ✀ aryl aldehyde ࡜ thiazolidinedione ࠶るࡣ࠸ rhodanine をሷᇶ࡜

Ꮡᅾୗ࡟⬺Ỉ⦰合཯ᛂ࡟௜࡚ࡋ 1-1 びࡼ࠾ 1-2 ブࣛࣜーをᵓ⠏࢖る化合物ࣛࢀࡉᵓᡂࡽ࠿

ーࣝࣜ࢔、࡟ࡽࡉࠋ(Scheme 1-1) ࡓࡋ

㒊఩ࢸ࣊࡜ロ஬ဨ⎔㒊఩࡜をࡄ࡞ࡘ

㟁ᏊḞᦆᛶ࢜ࣞࣥ࢕ࣇ㒊఩を㑏ඖࡋ

ロ஬ဨ⎔㒊఩ࢸ࣊࡟びࡽ࡞、ㄏᑟయࡓ

のᵓ㐀を௚の⎔≧㒊఩࡟ኚ᥮ࡓࡋㄏ

ᑟయ⩌をࡶᐃ法࡟ᚑ࡚ࡗ合ᡂࠋࡓࡋ 

࠙ᇵ㣴⣽⬊を用ࡓ࠸ in vitro ホ౯ࠚ 

PANC-1 ⣽⬊ࡼ࠾び +T-2� ⣽⬊࡟ᑐするᰤ㣴㣚㣹⪏ᛶゎ㝖⬟のホ౯ࡣ、:ST-8 assay を用

6�、ࡣ⬊⣽ྛࠋࡓࡗ⾜࡚ࡗᚑ࡟௨ୗのᡭ㡰、࠸ well plate (2.0 � 104 cells in 100 wL 

medium�well) ࡚࡟ 10� )BS 含有㏻ᖖᇵᆅ࡛ 24 ᫬㛫๓ᇵ㣴を⾜࠸、PBS (100 wL) ࡚࡟Ὑ

ίᚋ、ྛ✀ᇵᆅ (10� )BS 含有㏻ᖖᇵᆅࡼ࠾びᰤ㣴㣚㣹ᇵᆅ (NDM, c.f. Izuishi, K. et 

al. Cancer Res. ࡽࡉ࡟㦂物㉁ (1� DMSO) のඹᏑୗ⿕࡚࡟ (.(2000) 6207–6201 ,(21)60

Scheme 1-1. arylidene-thiazolidinedione (1-1) 

͕Γ; arylidene-rhodanine (1-2) ͹߻੔
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࡟ 24 ᫬㛫ᇵ㣴を⾜ࠋࡓࡗḟ࡛࠸、:ST-8 ヨ薬を 10 wL、10� )BS 含有㏻ᖖᇵᆅを �0 wL ῧ

ຍ࡟ࡽࡉ࡚ࡋᇵ㣴を⾜࠸、ヨ薬ῧຍᚋ 2㹼4 ᫬㛫࡛プࣞーࣜࢺーࢲーを用࡚࠸ 650 nm ࡜

450 nm の྾光ᗘを ᐃࡑ、ࡋのᕪの್をᇵᆅ༢⊂࡛の್ࡽ࠿ᘬ್ᩘࡓ࠸を⣽⬊のቑṪάᛶ

㦂物㉁㠀Ꮡᅾୗ࡛の್を⿕ࡣ⣽⬊⏕Ꮡᛶ࡞ᑐⓗ┦ࠋࡓࡋ࡞ࡳ࡜  ࠋࡓࡵồ࡚ࡋ࡜�100

（◊✲㡯┠㸰）ᰤ㣴㣚㣹⪏ᛶゎ㝖⬟を有する(±)-uvaridacol L (2-1) の඲合ᡂ >ཎⴭ論

文 (2)@ 

࠙⫼ᬒࠚ 

(−)-uvaridacol L (2-1) ࡣ㏆ᖺ Awale ↛ኳࡓࢀࡉ༢㞳࡚ࡗࡼ࡟ࡽ

物࡛ࡾ࠶、ᰤ㣴㣚㣹⪏ᛶを有するࢺࣄすࢇࡀ⮚࠸⣽⬊ᰴ PANC-1 ᑐ࡟

ࡓࡋᚤᑠ⎔ቃをᶍೌࢇࡀ࡚ࡋ NDM ࡽ࠿࡜ࡇẘᛶを♧す࡞㑅ᢥⓗ࡚࡟

ὀ┠を㞟࠸࡚ࡵる ()igure 2-1, c.f. Awale, S., et al. Bioorg. 

Med. Chem. Lett. 27(�), 1�67Ѹ1�ࡣࠎᡃࠋ(.71 (2017) 2-1 のࡑ࡜

㢮⦕యのᵓ㐀άᛶ┦㛵࡟⯆࿡をᣢ2-1、ࡕ の඲合ᡂを┠ᣦࠋࡓࡋ 

࠙㏫合ᡂゎᯒࠚ 

2-1-(±)࡟ࡵࡌࡣ の㏫合ᡂゎᯒを Scheme 2-1 2-1ࠋࡓࡋ♧࡟ の 1 ⣭࣋ࣥࣝ࢖ࢰᇶࡣ合

ᡂの᭱ᚋ࡟ᑟධ࡛ࡁるࡑ、ࡋ࡜の๓㥑య࡛࠶るࢥࣝ࢔ーࣝㄏᑟయࡣ୙㣬࿴ࢻࣄࢹࣝ࢔ 2-2

ᑐする࡟ Luche 㑏ඖ࡚ࡗࡼ࡟ᚓるࡁ࡛ࡀ࡜ࡇるࠋࡓ࠼⪄࡜୙㣬࿴ࢻࣄࢹࣝ࢔ 2-2 ࢟ࢺ࣓ࡣ

ࣥ࢕ࣇࣞ࢜ࢩ 2-3 の㓟ࡼ࡟る࢜ࣝࣝࢸࢫ࢚ࢺ㒊の㛤⿣ࢡࢩ࡜ロ࣊࢟ࣥࢭ⎔の一ᣲᵓ⠏ࡼ࡟

ittig:ࠋࡓࡋ࡜࡜ࡇᚓる࡚ࡗ ཯ᛂࣥ࢕ࣇࣞ࢜ࢩ࢟ࢺ࣓ࡾࡼ࡟ 2-3 を合ᡂするࡵࡓ、ᑐᛂす

るࣥࢺࢣを࢜ࣝࢠࢺ㓟࢚ࡗࡼ࡟ࣝࢸࢫ

࡚ಖㆤࢥࣝ࢔ࣝ࢖ࢰࣥ࣋ࢪࡓࢀࡉーࣝ

2-4 ࢪⓗの┠ࠋࡓࡋ࡜࡜ࡇ合ᡂするࡽ࠿

యࣝ࢖ࢰࣥ࣋ 2-4 ௒ᅇの合ᡂの㘽཯ᛂࡣ

࡞఩㑅ᢥⓗࣝ࢔ࢩ࢟࢔る࠶࡛ 2-5 の࣋ࢪ

ࡋ࡜࡜ࡇ㐩ᡂする࡚ࡗࡼ࡟化ࣝ࢖ࢰࣥ

㘽཯ᛂのᇶ㉁ࠋࡓ 2-5 のㄪ〇ࡣ myo-

inositol (2-6) を᪤▱のᡭ法࡚ࣝ࢜࡟

 ࠋࡓࡋ࡜࡜ࡇಖㆤするࣝࢸࢫ࢚ࢺ

࠙ᇵ㣴⣽⬊を用ࡓ࠸ in vitro ホ౯ࠚ 

PANC-1 ⣽⬊ࡼ࠾び +T-2� ⣽⬊࡟ᑐするᰤ㣴㣚㣹⪏ᛶゎ㝖⬟のホ౯ࡣ、（◊✲㡯┠ ྠ࡜（1

ᵝ࡟ :ST-8 assay NDM、࡟ࡽࡉࠋࡓࡗ⾜ࡾࡼ࡟ ࡚ࡋ㦂化合物をῧຍ⿕࡟ +T-2� ⣽⬊を 24 ᫬

㛫ᇵ㣴ࡓࡋᚋ࡟、⏕⣽⬊࣭Ṛ⣽⬊࡟ࡶ࡜⣽⬊᰾をᰁⰍする +oechst 33342 びṚ⣽⬊のࡼ࠾

⣽⬊᰾のࡳをᰁⰍする propidium iodide (PI) をῧຍ࡚ࡋ஧㔜蛍光ᰁⰍを⾜࠸、蛍光㢧ᚤ

㙾を用࡚࠸⣽⬊のᙧែホ౯࡚ࡏే࡜⣽⬊Ṛのホ౯を⾜ࠋࡓࡗ 

（◊✲㡯┠㸱）ࢇࡀᚤᑠ⎔ቃをᶆⓗࡓࡋ࡜ᰤ㣴㣚㣹⪏ᛶゎ㝖⬟を有する ș-1,3,6-O-

tribenzoyl-D-glucose (3-1) の㛤発 >ཎⴭ論文 (3)@ 

࠙⫼ᬒࡼ࠾びศᏊタィࠚ 

（◊✲㡯┠㸰）࡚࡟ሗ࿌࡟࠺ࡼࡓࡋ、ᰤ㣴㣚㣹⪏ᛶを有するࢺࣄすࢇࡀ⮚࠸⣽⬊ᰴ PANC-

Scheme 2-1. 2-1 ͹߻ٱ੔մੵ

Figure 2-1 

－ �� －



 

1 に対して強力な栄養飢餓耐性解除能を有する天然物として知られる(−)-uvaridacol L 

(22--11, Figure 2-1) のラセミ体全合成を我々は世界に先駆けて達成している。しかし、(−)-

22--11 は入手困難な天然物であり、そのラセミ体の化学合成も市販の myo-inositol (22--66)よ

り 7 工程を要するものであるために 22--11 を起点とする創薬化学研究は迅速性の観点からは

ふさわしいとは言えない。その一方、(−)-22--11 が持つ水酸基の立体化学が β-D-

glucopyranose と類似していることに着目し、(−)-22--11 と同様の置換様式を有するグルコ

ース類縁体 β-1,3,6-O-tribenzoyl-D-glucose (33--11)、加えて過少ベンゾイル化誘導体 33--

22～33--77 ならびに過剰ベンゾイル化誘導体 33--88 および 33--99 を、市販試薬である α-D-

glucopyranose (33--1100) および 33--1100 より 1 工程で得られる市販試薬である 1,2,5,6-di-O-

isopropylidene-α-D-glucofuranose (33--1111) より短工程にて合成し、がん細胞の獲得し

た栄養飢餓耐性解除能を評価することとした。これらの構造活性相関の結果より、33--11 の

持つ 3 つのベンゾイルエステルと 2 つの水酸基の相対的な立体配置からファーマコフォア

を抽出して、22--11 と対比させた観点から低栄養環境を標的とするバイオプローブの創製を

めざした研究を迅速に行うことができると考えた。 

【培養細胞を用いた in vitro 評価】 

PANC-1 細胞および HT-29 細胞に対する栄養飢餓耐性解除能の評価は、（研究項目 1）、（研

究項目２）と同様に WST-8 assay により行った。細胞の形態評価と併せた細胞死の評価は

（研究項目２）と同様に行った。 

 

（研究項目４）触媒反応を活用した微量の細胞内亜鉛を検出可能な蛍光プローブの開発  

[原著論文 (1)] 

【分子設計】 

亜鉛錯体が有する加水分解活性に着目した「反応型」の Zn 蛍光プローブを開発するべ

く、Dpa-SoxLC (Figure 4-1, 44--11) の設計・合成を行った。本プローブは、① Zn を認識

する配位子部位 (2,2’-dipicolylamine (Dpa))、② 加水分解反応が進行する基質部位 

(cephem 骨格)、③ 加水分解反応に伴って脱離する蛍光色素部位 (umbelliferone)、から

成り立っている。反応後に Zn が放出され、解離した Zn はさらに別のプローブ分子と反応

し、1 当量の Zn が多数のプローブ分子と反応して蛍光シグナルを増強でき、細胞内環境に

おいても Zn 捕捉分子による干渉を回避しつつ微量の Zn を検出可能であると期待した。 

【緩衝液中での金属応答性の評価】 

得られた 44--11 の各種金属に対する蛍光応答性の評価を行った。続いて、既存の「認識型」

プローブである ZnAF-2 との比較評価を行った。 

【培養細胞を用いた in vitro 評価】 

さらに、細胞膜透過性を付与し

た Dpa-LBC (44--22) の設計・合成を

行った。Hela 細胞を用いて 44--22 の

細胞内 Zn 検出能を既存の「認識

型」細胞膜透過性プローブである

ZnAF-2 DA と比較して共焦点蛍光

顕微鏡にて評価を行った。 

Figure 4-1.  
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（◊✲㡯┠㸳）ゐ፹཯ᛂをά用ࡓࡋᚤ㔞の⣽⬊ෆ㖡を検出ྍ⬟࡞蛍光プローブの㛤発 

࠙ศᏊタィࠚ 

㖡㘒యࡀ有するຍỈศゎάᛶࠕࡓࡋ┠╔࡟཯ᛂᆺ のࠖ Cu 蛍光プローブを㛤発するࡃ࡭、

4-1 ࡚ࡗೌ࡟ B(T(A-LC (5-1) ࡼ࠾び␗࡞る蛍光Ἴ㛗Ⰽ⣲࡟ᣑᙇࡓࡋ B(T(A-LTG (5-2)、

B(T(A-LTM (5-3) のタィ࣭合ᡂを⾜ࡽࢀࡇࠋࡓࡗのプローブ1、ࡣ ᙜ㔞の Cu ከᩘのプロࡀ

ーブศᏊ࡜཯ᛂ࡚ࡋ蛍光ࣝࢼࢢࢩをቑᙉ࡛ࡁ、⣽⬊ෆ⎔ቃࡶ࡚࠸࠾࡟ Cu ᤕᤊศᏊࡼ࡟る

ᖸ΅をᅇ㑊ࡘࡘࡋᚤ㔞の Cu を検出ྍ⬟࡛࠶る࡜ᮇᚅࠋࡓࡋ 

࠙⦆⾪ᾮ୰࡛の㔠ᒓᛂ⟅ᛶのホ౯ࠚ 

ᚓࡓࢀࡽ 5-1㹼5-3 のྛ✀㔠ᒓ࡟ᑐする蛍光ᛂ⟅ᛶのホ౯を⾜࡚࠸⥆ࠋࡓࡗ、᪤Ꮡのࠕㄆ

㆑ᆺࠖプローブ࡛࠶る Coppersensor 3 (CS3) ࡜のẚ㍑ホ౯を⾜ࠋࡓࡗ 

࠙ᇵ㣴⣽⬊を用ࡓ࠸ in vitro ホ౯ࠚ 

ࡓࡋ⣽⬊⭷㏱㐣ᛶを௜୚ࢀࡒࢀࡑ、࡟ࡽࡉ B(T(A-LABC (5-4)、B(T(A-LABTG (5-5)、B(T(A-

LABTM (5-6) のタィ࣭合ᡂを⾜ࠋࡓࡗ+ela ⣽⬊を用࡚࠸ 5-4㹼5-6 の Cu 検出⬟を᪤Ꮡの

る࠶ㄆ㆑ᆺࠖプローブ࡛ࠕ CS3  ࠋࡓࡗ⾜ホ౯を࡚࡟蛍光㢧ᚤ㙾࡚ࡋẚ㍑࡜

III ◊✲ᡂᯝ 

◊✲㡯┠㸯ࡼ࠾び㸳࡟㛵ࡣ࡚ࡋ⌧ᅾ、࡟ࡽࡉヲ⣽ࢹ࡞ーࢱをྲྀᚓࡘࡘࡋᢞ✏‽ഛ୰のẁ

㝵࡛࠶る࡟ࡵࡓ⡆␎࡞ሗ࿌ࡵ࡝࡜࡟るࡑࠋの一᪉、ཎⴭ論文ࡵ࡜ࡲ࡚ࡋ࡜る࡜ࡇの࡛ࡓࡁ

◊✲㡯┠㸰㹼㸲࡛のᡂᯝ࡚࠸ࡘ࡟௨ୗ࡟ヲ㏙するࠋ 

（◊✲㡯┠㸯）ࢇࡀのᰤ㣴㣚㣹⪏ᛶゎ㝖⬟ࡓࡋ┠╔࡟ arylidene-thiazolidinedione（࠾

びࡼ rhodanine）ㄏᑟయのᵓ㐀άᛶ┦㛵࡟ᇶ࡙ࡃ๰薬化学◊✲ 

࠙⤖ᯝࠚ 

㟁Ꮚ࡞ᙉຊࡣ࡚ࡋ࡜ーࣝୖの⨨᥮ᇶࣜ࢔、ࡣ࡚ࡋ࡜㛵するᵓ㐀άᛶ┦㛵࡟ーࣝ㒊఩ࣜ࢔ 

౪୚ᇶࡣ許ᐜࡶ࠸࡞ࢀࡉののᵝ࡞ࠎ⨨᥮ᇶࡀ許ᐜࢀࡉるࡀ࡜ࡇ明ࣜ࢔ࠋࡓࡗ࡞࡜࠿ࡽーࣝ

㒊఩ࢸ࣊࡜ロ஬ဨ⎔㒊఩࡜をࡄ࡞ࡘ㟁ᏊḞᦆᛶ࢜ࣞࣥ࢕ࣇ㒊఩を㑏ඖࡓࡋㄏᑟయ࡛ࡣάᛶ

ࢀࡉ၀♧ࡶ࡜ࡇࡘᙺ๭をᣢ࡞㔜せ࡟άᛶࡣの஧㔜⤖合㒊఩ࡇ、ࡽ࠿࡜ࡇࡓࡋῶᙅ࡟大ᖜࡀ

㓟ᛶ࡟びࡽ࡞ロ⎔のᵓ㐀ࢸ࣊ࡴ㯤ཎᏊを含◲ࡣࡓࡲ㓟⣲࡟ෆ⎔、࡟ࡽࡉࠋࡓ N+ のᏑᅾࡀప

ᰤ㣴㑅ᢥẘᛶ࡟ᚲ㡲࡛࠶るࡶ࡜ࡇ明࡜࠿ࡽするࠋࡓࡁ࡛ࡀ࡜ࡇ 

（◊✲㡯┠㸰）ᰤ㣴㣚㣹⪏ᛶゎ㝖⬟を有する(±)-uvaridacol L (2-1) の඲合ᡂ  >ཎⴭ

論文 (2)@ 

࠙(±)-uvaridacol L (2-1) の඲合ᡂࠚ 

myo-inositol (2-6) ࢠࢺࣝ࢜࡟㓟࢚ࣝࢸࢫを用࡚࠸Ỉ㓟ᇶをಖㆤࡓࡋ 2-5 、ࡋᑐ࡟

TBA)(t-BuO+)2 を用ࣝ࢖ࢰࣥ࣋ࢪࡓ࠸化を㛤発࡚ࡋ఩⨨㑅ᢥⓗ࡟ 2-4 をᚓる࡟࡜ࡇᡂຌࡋ

ࡑࠋࡓࡋを☜ㄆ࡜ࡇる࠶࡛⬟㐺用ྍࡶ࡟ー࡛ࣝの合ᡂࢣࢫ࣒ࣛࢢ、ࡣの㝿ᮏ㘽཯ᛂࡑࠋࡓ

のᚋ、Swern 㓟化ࣝ࢔ࣜࢺ࢔ࢡ࢚࡚ࡗࡼ࡟఩Ỉ㓟ᇶを࡜࡬ࣥࢺࢣኚ᥮ࡃ⥆、ࡋ :ittig ཯ᛂ

ࡾࡼ࡟ 2-3 ᚓ2-3ࠋࡓ ロ࣊ࢡࢩ࡜の㛤⿣ࣝࢸࢫ࢚ࢺࣝ࢜ࡾࡼ࡟࡜ࡇ࠺⾜㓟ฎ⌮を࡚ࡋᑐ࡟

ࢻࣄࢹࣝ࢔୙㣬࿴࠸⾜࡟のᵓ⠏を一ᣲ⎔ࣥࢭ࢟ 2-2 をᚓ2-2ࠋࡓ を Luche 㑏ඖ࢔࡚ࡗࡼ࡟

－ �6 －



᭱、ࡋㄏᑟ࡜࡬ーࣝࢥࣝ ᚋ࡟ 1 ⣭Ỉ㓟ᇶを㑅ᢥⓗࣝ࢖ࢰࣥ࣋࡟化する2-1-(±)࡛࡜ࡇ を඲

7 ᕤ⛬、総཰⋡ 50�࡛㐩ᡂࡓࡋ (Scheme 2-2)ࠋ 

Scheme 2-2. (±)-2-1 の඲合ᡂ

࠙uvaridacol L ㄏᑟయのᵓ㐀άᛶ┦㛵ࠚ 

 合ᡂ2-1-(±)ࡓࡋ の๓㥑యࡑ࡜ 2-8 の PANC-1 ⣽⬊࡟ᑐするపᰤ㣴㑅ᢥẘᛶホをホ౯ࡋ

1-2-(±)、ࢁࡇ࡜ࡓ の NDM るࡅ࠾࡟ PC50 ࡀ್ 1�.� wM ⬊る一᪉、㏻ᖖᰤ㣴ᇵᆅ࡛の⣽࠶࡛

ẘᛶ᭱ࡣ高⃰ᗘ(30 wM)࡛ࡲㄆࠋࡓࡗ࠿࡞ࢀࡽࡵ一⣭Ỉ㓟ᇶを有する 2-8 ㏻ᖖᰤ㣴ᇵࡣ࡛

ᆅࡽ࡞び࡟ NDM 2-1-(±)、ࡎࢀࡽぢࡣ⣽⬊ẘᛶ࡞㢧ⴭࡶࢀࡎ࠸ ẘᛶのప࡞大ᖜ࡚ࡋẚ㍑࡜

ୗࡀぢࠋࡓࢀࡽ௨ୖの⤖ᯝ1、ࡾࡼ ⣭Ỉ㓟ᇶの࣋ࣥࡀࣝࢸࢫ࢚ࣝ࢖ࢰ⣽⬊ẘᛶࢀࡑ⮬య୪

び࡟ NDM ࡛の㑅ᢥẘᛶの୧者のቑᙉ࡟㔜せ࡞ᙺ๭をᯝ࠸࡚ࡋࡓる࢓ࣇー࣐࠶࡛࢔࢛ࣇࢥる

NDM、࡟ࡽࡉࠋࡓࡗ࡞࡜࠿ࡽ明ࡀ࡜ࡇ 2-1-(±)࡟ を 20 wM ῧຍ࡚ࡋ 24 ᫬㛫ᇵ㣴ᚋ࡛の +T-

2� ⣽⬊࡬のᙳ㡪を +oechst 33342 びࡼ࠾ PI 、ࢁࡇ࡜ࡓࡋホ౯ࡾࡼ࡟る蛍光஧㔜ᰁⰍࡼ࡟

ほᐹࡓࡋす࡚࡭の⣽⬊࡛ +oechst 33342 ࡟ࡶ࡜࡜᮶する㟷Ⰽ蛍光⏤࡟ PI ᮶する㉥Ⰽ⏤࡟

蛍光、ࡽ࡞び࡟⣽⬊の཰⦰࡜⣽⬊⭷のᔂቯࡀほᐹࢀࡉ、᏶඲࡟⣽⬊Ṛࡀᘬࡁ㉳࠸࡚ࢀࡉࡇ

るุࡀ࡜ࡇ明ࡑࠋࡓࡋの一᪉、༢࡟ NDM ࡛ 24 ᫬㛫ᇵ㣴ࡓࡋ +T-2� ⣽⬊࡛ࡣ㟷Ⰽ蛍光のࡳ

1-2-(±)、ࡽ࠿࡜ࡇࡓࡗ࠿࡞ࢀࡽࡵㄆࡣᖖ␗࡟⣽⬊のᙧែ、ࢀࡉほᐹࡀ るࡼ࡟ NDM 㑅ᢥⓗ

 ࠋ(igure 2-2() ࡓࡗ࡞࡟࠿ࡽ明ࡀ⣽⬊Ṛのㄏᑟ࡞

Figure 2-2. NDM ஦ HT-29 -๖Ͷ(±)-2ࡋ

1 Ν 0 ͍Ζ͏ͺ �0 μM ͶͱॴཀྵΝ͏ߨ
24 Ͷޛؔ࣎ Hoechst 33342 ͵Δ;Ͷ PI

ઝ ৯ ͢ ͪ Ғ ૮ ࠫ ͕ Γ ; ܮ ޭ ݨ ඏ ں ժ
଀ , (a) (±)-2-1 ඉଚࡑԾͲ͹Ғ૮ࠫ଀ , 

(b) (±)-2-1 శՅͲ͹Ғ૮ࠫ଀, (c) (±)-2-

1 ඉଚࡑԾͲ͹ Hoechst 33342 ઝ৯଀ , 

(d) (±)- 2-1 శՅͲ͹ Hoechst 33342 ઝ৯
଀, (e) (±)-2-1 శՅͲ͹ PI ઝ৯଀. (f) 

(±)- 2-1 శՅͲ͹ PI ઝ৯଀, ηίʖϩʀ
ώʖ� 50 μP� 
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ኳ↛物(Ѹ)-2-1࡞ࣝࣛ࢟、࡛ࢁࡇ࡜ の PC50 ࡣ 20.1 wM  ,c.f. Awale) ࡾ࠾࡚ࢀࡉሗ࿌࡜

S., et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 27(�), 1�67Ѹ1�71 (2017).)、ᡃࡀࠎ合ᡂࣛࡓࡋ

య(±)-2-1࣑ࢭ の PC50 ࠋ࢟ࡓࡗ࿡をᣢ⯆࡟࡜ࡇ࠸࡞ࡽࢃኚࡰ࡯࡜್ ࣛࣝ化合物ࡑ࡜のᑐᤸ

యࡣ࡛࡜、⏕物άᛶのᶆⓗ࡞࡜る⏕యศᏊࡶ㏻ᖖ࠶࡛ࣝࣛ࢟ࡣるࡽ࠿࡜ࡇ、⏕物άᛶࡣ୧

者㛫࡛大࡞␗ࡃࡁるࡀ࡜ࡇ㏻౛࡛࠶る2-1-(±)࡛ࡇࡑࠋ の光学ศ๭を࣒࢟ࣛࣝ࢝ࣛを用࠸

ࡓ +PLC 2-1-(Ѹ)ࡓࢀࡽᚓ、࠸⾜࡚࡟ び(�)-2-1ࡼ࠾ のపᰤ㣴㑅ᢥẘᛶをホ౯ࢁࡇ࡜ࡓࡋ、

PC50 ࢀࡒࢀࡑࡣ 14.2, 20.1 wM の⤖ᯝࡇࠋࡓࡗ࠶の࡛ࡶ࡞࠿ࡎࢃࡣ࠸のάᛶの㐪ࡑࡾ࡞࡜

1-2-(±)、ࡾࡼ を㉳Ⅼ࡜するࢇࡀのᰤ㣴㣚㣹⪏ᛶゎ㝖⬟ࡓࡋ┠╔࡟๰薬化学をᒎ㛤する࡟

合࡟ᐜ᫆ࡾࡼ、ࡃ࡞ࡣの࡛࠺⾜ホ౯をࡽ࠿࡚ࡋయを合ᡂࣝࣛ࢟ࡾࡼ࡟୙ᩧ合ᡂࡣ࡚ࡗࡓ࠶

ᡂを㐩ᡂ࡛ࡁる࣑ࣛࢭయ合ᡂࡾࡼ࡟㎿㏿࡟ㄏᑟయࣛ࢖ブࣛࣜーをᵓ⠏࡚ࡋホ౯するᡓ␎の

 ࠋࡓࡗ࡞࡜࠿ࡽ明ࡶ࡜ࡇ࠸ࡋࡲᮃࡀ࠺࡯

（◊✲㡯┠㸱）ࢇࡀᚤᑠ⎔ቃをᶆⓗࡓࡋ࡜ᰤ㣴㣚㣹⪏ᛶゎ㝖⬟を有する ș-1,3,6-O-

tribenzoyl-D-glucose (3-1) の㛤発  >ཎⴭ論文 (3)@ 

 ࠚㄏᑟయの合ᡂࢫーࢥࣝࢢ化ࣝ࢖ࢰࣥ࣋࠙

るࢀࡽᚓ࡚ࡗࡼ࡟化ࣝ࢖ࢰの࣋ࣥࢫーࢥࣝࢢ ș-1,3,6-O-tribenzoyl-D-glucose (3-

1) 、㐣ᑡ࣋ࣥࣝ࢖ࢰ化ㄏᑟయ 3-2㹼3-7 化ㄏᑟయࣝ࢖ࢰ㐣๫࣋ࣥ࡟びࡽ࡞ 3-8 びࡼ࠾ 3-�

る࠶ᕷ㈍ヨ薬࡛、ࡣ Ș-D-glucopyranose (3-10) ࡼ࠾び 3-10 ࡾࡼ 1 ᕤ⛬࡛ᚓࢀࡽるᕷ㈍

ヨ薬࡛࠶る 1,2,5,6-di-O-isopropylidene-Ș-D-glucofuranose (3-11) ࡽ࠿出発ࡋ、ಖㆤ

ᇶを㥑౑࡚ࡋ合ᡂを⾜ࡓࡗ (Scheme 3-1 びࡼ࠾ 3-2 (ḟ࣌ーࢪ))ࠋ 

Scheme �-1. Į�'�glXFRS\UaQRVH ��-1�) ࡾࡼᚓࢀࡽる࣋ࣥࣝ࢖ࢰ化 ࢫーࢥࣝࢢ�'  ��-1, �-2, �-

�, �-�, �-� びࡼ࠾ �-�) の合ᡂ 

 ࠚㄏᑟయのホ౯ࢫーࢥࣝࢢ化ࣝ࢖ࢰࣥ࣋࠙

高᭱ࡶのᇵᆅ࡛ࢀࡎ࠸ࡣ 化య (3-2㹼3-4)ࣝ࢖ࢰࣥ࣋ࣀࣔ  1 mM ࡗ࠿࡞ࡉ♧ẘᛶを࡛ࡲ

ࡣ࡛ 化య (3-5㹼3-7)ࣝ࢖ࢰࣥ࣋ࢪ、࡛࠸ḟࠋࡓ NDM ࡓࢀࡽࡳࡀるపᰤ㣴㑅ᢥẘᛶࡅ࠾࡟

のࡑ、のࡶ PC50 ࡣ್ 342–36� wM -uvaridacol L (2-(−)ࠋࡓࡗ࠶の࡛ࡶ࠸ᙅࡣάᛶ、ࡃ高࡜

化య (3-1) のࣝ࢖ࢰࣥ࣋ࣜࢺᵝの⨨᥮ᙧᘧを有するྠ࡜ (1 PC50 ࡣ್ 30.2 wM 、ࡾ࠶࡛

(Ѹ)-2-1 の PC50 ್ (14.2 wM) ࡸࡸࡣ࡟及ࡶ࠸࡞ࡤののࣝ࢖ࢰࣥ࣋ࢪ化య࡟ẚ࡚࡭άᛶࡣ 1 

－ �� －



Scheme �-2. 1,2,5,6-di-O�LVRSURS\lLGHQH�Į�'�glXFRIXUaQRVH ��-11� ࡾࡼᚓࢀࡽる࣋ࣥࣝ࢖ࢰ化

4-� ��-�� ࢫーࢥࣝࢢ�' びࡼ࠾ �-�� の合ᡂ

᱆ྥୖࡑࠋࡓ࠸࡚ࡋの一᪉、ࣝ࢖ࢰࣥ࣋ࣛࢺࢸ化య (3-8 びࡼ࠾ 3-�高᭱ࡶࢀࡎ࠸ࡣ ( 500 

wM (㏻ᖖᇵᆅ) ࡼ࠾び 100 wM (NDM) ࡛ࡲẘᛶを♧ࡽࢀࡇࠋࡓࡗ࠿࡞ࡉの⤖ᯝ1-2、ࡾࡼ ࡞

࡟びࡽ 3-1 のᣢࡘ 3 ࡜ࣝࢸࢫ࢚ࣝ࢖ࢰの࣋ࣥࡘ 2 ࢔࢛ࣇࢥー࣐࢓ࣇࡀ࡚࡭のỈ㓟ᇶのすࡘ

 ࠋࡓࢀࡉ၀♧ࡀ࡜ࡇる࠶࡛

NDM、࡟ࡽࡉ  ࡟ 3-1 を 70 wM ῧຍ࡚ࡋ 24 ᫬㛫ᇵ㣴ᚋ࡛の +T-2� ⣽⬊࡬のᙳ㡪を +oechst 

33342 びࡼ࠾ PI ࡛⬊の⣽࡚࡭すࡓࡋほᐹ、ࢁࡇ࡜ࡓࡋホ౯ࡾࡼ࡟る蛍光஧㔜ᰁⰍࡼ࡟

+oechst 33342 ࡟ࡶ࡜࡜᮶する㟷Ⰽ蛍光⏤࡟ PI ⦰⣽⬊の཰࡟びࡽ࡞、᮶する㉥Ⰽ蛍光⏤࡟

の一ࡑࠋࡓࡋ明ุࡀ࡜ࡇる࠸࡚ࢀࡉࡇ㉳ࡁᘬࡀ⣽⬊Ṛ࡟᏶඲、ࢀࡉほᐹࡀ⣽⬊⭷のᔂቯ࡜

᪉、༢࡟ NDM ࡛ 24 ᫬㛫ᇵ㣴ࡓࡋ +T-2� ⣽⬊࡛ࡣ㟷Ⰽ蛍光のࡀࡳほᐹࢀࡉ、⣽⬊のᙧែ࡟

␗ᖖࡣㄆ1-3、ࡽ࠿࡜ࡇࡓࡗ࠿࡞ࢀࡽࡵ るࡼ࡟ NDM 㑅ᢥⓗ࡞⣽⬊Ṛのㄏᑟࡀ明ࡗ࡞࡟࠿ࡽ

࡞⬟ධᡭྍ࡟Ᏻ౯、ࡾࡼの⤖ᯝࡽࢀࡇࠋ(igure not shown() ࡓ D-glucose ࡟⛬ᕤ▷ࡾࡼ

࡚合ᡂྍ⬟࡞ 3-1 化ࢻするࣜー࡜ᚤᑠ⎔ቃをᶆⓗࢇࡀする࡜ࡘపᰤ㣴⎔ቃを特ᚩの一、ࡣ

合物࡚ࡋ࡜有用࡛࠶る࡜ࡇを明࡟࠿ࡽするࠋࡓࡁ࡛ࡀ࡜ࡇ 

（◊✲㡯┠㸲）ゐ፹཯ᛂをά用ࡓࡋᚤ㔞の⣽⬊ෆ亜鉛を検出ྍ⬟࡞蛍光プローブの㛤発  

>ཎⴭ論文 (1)@ 

࠙Dpa-SoxLC (4-1) の合ᡂࠚ 

  ᕷ㈍の DPA びࡼ࠾ ACL( ሷ㓟ሷࡾࡼ出発ࡋ、ィ 8 ᕤ⛬࡚࡟ Dpa-SoxLC (4-1) の合ᡂを⾜

 ࠋ(Scheme 4-1) ࡓࡗ

࠙⦆⾪ᾮ୰࡛の㔠ᒓᛂ⟅ᛶのホ౯ࠚ 

⣽⬊ෆ⎔ቃをᶍࡓࡋ GS+ ඹᏑୗ࡚࡟ 4-1 のྛ✀㔠ᒓ࡟ࣥ࢜࢖ᑐする蛍光ᛂ⟅㑅ᢥᛶをホ౯

࡟㑅ᢥⓗ、ࢁࡇ࡜ࡓࡋ =n n=、࡟ࡽࡉࠋ(igure 4-2() ࡓࢀࡽࡵㄆࡀ⟆蛍光ᛂ࠸ᑐするᙉ࡟

࡜ 4-1  ࠋࡓࡋ࡟࠿ࡽる཯ᛂᶵᵓを明ࡅ࠾࡟ᮏ⣔、ࡋỴᐃࡶるศゎ⏕ᡂ物のᵓ㐀ࡼ࡟の཯ᛂ࡜

ḟ࡟᪤Ꮡのࠕㄆ㆑ᆺࠖプローブ =nA)-2 nA)-2=、ࢁࡇ࡜ࡓࡗ⾜のẚ㍑ホ౯を࡜ ࡣ࡛ =n ࡟

－ �� －



 

対する蛍光応答性が GSH 共存下では顕著に低下する一方、44--11 では ZnAF-2 をしのぐ蛍光応

答性を示し、さらに GSH 共存下でも期待通りその応答性がよく維持されていた。 
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Scheme 4-1. Dpa-SoxLC (4-1) の合成  

  

 

【培養細胞を用いた in vitro 評価】 

続いて、細胞膜透過性を付与した Dpa-LBC (44--22) を設計し、4-acetoxybenzaldehyde な

らびに 44--11 より計 4 工程にて合成を行った。ZnAF-2 に細胞膜透過性を付与した類縁体であ

る ZnAF-2 DA と比較して 44--22 の Hela 細胞における Zn 検出能に関して共焦点蛍光顕微鏡を

用いて評価を行ったところ、44--22 の感度は ZnAF-2 DA よりも 5 倍以上高いものであり、

ZnAF-2 DA が検出できない細胞内低濃度 Zn の検出が可能であった (Figure 4-3, 4-4 (い

ずれも次ページ))。以上、培養細胞に適用可能な高感度 Zn 蛍光プローブの創製に成功し

た。 

 

（研究項目５）触媒反応を活用した微量の細胞内銅を検出可能な蛍光プローブの開発 

【BETEA-LC (55--11)、BETEA-LTG (55--22)、および BETEA-LTM (55--33) の合成】 

  市販の bis(2-chloroethyl)amine 塩酸塩および ACLE 塩酸塩より出発し、計 6 工程にて

BETEA-LC (55--11) の合成を行った。同様の手法により、BETEA-LTG (55--22)、および BETEA-LTM 

(55--33) の合成を行った。 

Figure 4-2. 2 mM GSH 存在下での各
種 2 価 金 属 イ オ ン に 対 す る Dpa-

SoxLC (4-1, 10 µM) の蛍光応答  (50 

mM HEPES buffer (pH 7.4) at 37 ºC). 

な お 、 500 μM MgCl2 お よ び 2 mM 

CaCl2 を除く金属塩濃度はすべて 10 

μM にて評価を行った . 
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【緩衝液中での金属応答性の評価】 

細胞内環境を模した GSH 共存下にて 55--11～55--33 の蛍光応答選択性を評価したところ、選

択的に Cu に対する強い蛍光応答が認められた。さらに、Cu と 55--11 との反応による分解生

成物の構造も決定し、本系における反応機構を明らかにした。 

次に既存の「認識型」プローブ CS3 との比較評価を行ったところ、CS3 では Cu に対する

蛍光応答性が GSH 共存下では顕著に低下する一方、55--11～55--33 では CS3 をしのぐ蛍光応答性

を示し、さらに GSH 共存下でも期待通りその応答性がよく維持されていた。 

【培養細胞を用いた in vitro 評価】 

続いて、細胞膜透過性を付与した BETEA-LABC (55--44)、BETEA-LABTG (55--55)、BETEA-LABTM 

(55--66)を設計し、4-acetoxybenzaldehyde ならびにそれぞれ 55--11～55--33 より計 3 工程にて合

成を行った。55--44 の Hela 細胞における Cu 検出能に関して蛍光顕微鏡を用いて評価を行っ

たところ、自家蛍光に由来する背景光が強く見られ、Cu の検出に適していないことが明ら

かとなった。その一方、55--55 および 55--66 では自家蛍光による干渉は小さいものであり、CS3

と比較したところいずれのプローブも CS3 が蛍光検出できない低濃度の細胞内 Cu を検出

することが可能であった。さらに、いずれのプローブも小胞体の Cu をイメージングしてい

ることを細胞小器官マーカーとの共染色により明らかにした。以上、培養細胞に適用可能

な高感度 Cu 蛍光プローブの創製に成功した。 

 

IV 考察 

 本研究において、我々はがん細胞の獲得した栄養飢餓耐性を解除して低栄養選択毒性を

有する arylidene-thiazolidinedione (11--11) および arylidene-rhodanine (11--22) 誘導体

を見出すことができた。今後は、絞り込まれた候補化合物より標的分子探索を行うべく、

Figure 4-3. Hela 細胞の共焦点蛍光顕微鏡画像. 

左上: Zn 非添加での 3 μM Dpa-LBC (4-1) によ
る 処 理 , 左 下 : 50 μM ジ ン ク ピ リ チ オ ン  

(ZnPT) 添加での 3 μM Dpa-LBC (4-1)による処
理, 右上: Zn 非添加での 3 μM ZnAF2-DA によ
る 処 理 , 右 下 : 50 μM ZnPT 添 加 で の 3 μM 

ZnAF2-DA による処理 , スケール・バー : 100 

μm. 

Figure 4-4. (a) 3 μM Dpa-LBC で処
理した Hela 細胞に各 ZnPT 濃度を
作用した際の蛍光強度比 (n = 5). 

(b) 3 μM Zn-AF2 DA で処理した
Hela 細胞に各 ZnPT 濃度を作用し
た際の蛍光強度比 (n = 5). 
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άᛶをಖᣢ࢚࣏࡛ࣜ࠼࠺ࡓࡋー࢝ࣥࣜࣝࢸー࡝࡞を介࡚ࡋ蛍光ᅋ࡝࡞ࣥࢳ࢜ࣅࡣࡋ࠸࡞の

ඹ有⤖合ᛶࣛ࣋ࣝᐁ⬟ᇶ (diazirinyl、࡟ࡵࡓのࡇࠋを⤖合するࢢࢱ ᇶࡸ alkynyl ᇶ࡞

ศᏊプローブを㛤発す、࡚ࡗ࡞ࡇ࠾プローブのタィ㺃合ᡂを࢕ࢸࢽ࢕ࣇ࢔ࡓࡋをᑟධ (࡝

るࡇࠋのศᏊプローブを⣽⬊࡟ฎ⌮ࡓࡋᚋࢡࣃࣥࢱ㉁ᢳ出ᾮをㄪ〇ࡋ、光ࢡロࢡࣥࣜࢫ཯

ᛂࡼ࠾びࢡࢵࣜࢡ཯ᛂをẁ㝵ⓗ࡚ࡗ⾜࡟ᶆⓗࢡࣃࣥࢱ㉁࡜蛍光ศᏊࢢࢱࣥࢳ࢜ࣅࡣࡓࡲの

ᑟධを⾜ࢢࢱࠋ࠺をᣦᶆ࡟஧ḟඖ㟁ẼὋືを⾜࡚ࡗ⢭〇ࡼ࡟ࣝࢺࢡ࣌ࢫࢫ࣐、ࡋるプロࢸ

ࡓる新ࢀࡉண᝿࡜るࢃ㛵࡟ࣝࢼࢢࢩ⟆ᚤᑠ⎔ቃᛂࡾࡼ࡟㹿௨ୖのᐇ㦂࠺⾜ゎᯒをࢫࢡ࣑࢜

ーࢱーࣗࣆࣥࢥ࡟࡜ࡶ㉁❧యᵓ㐀をࢡࣃࣥࢱのࡑࠋるࡳ㉁のྠᐃをヨࢡࣃࣥࢱ⿵ᶆⓗೃ࡞

࡞ࡓ新ࡘ࠿ࢡーࢽするࣘ࡜ᚤᑠ⎔ቃをᶆⓗࢇࡀ、࠸⾜るศᏊタィをࡼ࡟ࣥࣙࢩー࣑ࣞࣗࢩ

๰薬ࢩー࡜࡬ࢻ発ᒎࡏࡉる࡟ࡶ࡜࡜、ྠᐃࡓࢀࡉೃ⿵ࢡࣃࣥࢱ㉁のᢠయࡸ㜼ᐖ薬を用ࡓ࠸

検ドをᐇ᪋ࢇࡀ、ࡋᚤᑠ⎔ቃ㐺ᛂᛂ⟅ࡅ࠾࡟るᙜ該ࢡࣃࣥࢱ㉁のᙺ๭࡚࠸ࡘ࡟ゎᯒするࠋ 

のᰤ㣴㣚㣹⪏ᛶのゎ㝖⬟を有するኳ↛物ࢇࡀ、ࡓࡲ   uvaridacol L (2-1)の࣑ࣛࢭయの඲

合ᡂをୡ⏺࡟ඛ㥑࡚ࡅᡃࡣࠎ㐩ᡂࠕࠋࡓࡋ◊✲ᡂᯝࠖḍ࡛ࡣヲ⣽を๭ឡࡀࡓࡋ、ᮏ合ᡂを⾜

ࡾࡓ࠶࡟࠺ myo-inositol 化をࣝ࢖ࢰࣥ࣋ࢪ఩㑅ᢥⓗࣝ࢔ࢩ࢟࢔の (5-2) ࣝࢸࢫ࢚ࢺࣝ࢜

ぢ出ࡋ、ᮏ合ᡂをຠ⋡ⓗ࡞合ᡂ࡜する࡟࡜ࡇᡂຌ2-1、࡟ࡽࡉࠋࡓࡋ を㉳Ⅼ࡜する๰薬化

学◊✲をຍ㏿するࡃ࡭❧యᵓ㐀の㢮ఝᛶྠࡑࡼ࠾࠾、ࡋ┠╔࡟➼のάᛶを有する ș-

1,3,6-O-tribenzoyl-D-glucose (3-1) の㛤発ࠋࡓࡗ⾜ࡶ௒ᚋ࡞ࡽࡉるㄏᑟయ合ᡂをᒎ㛤

࡜ࡇ࠺⾜ホ౯を࡞ศᏊ⏕物学ⓗ࡚࠸高άᛶㄏᑟయを用࡟ࡶ࡜࡜࠺⾜ᵓ㐀άᛶ┦㛵◊✲をࡋ

ᚓ、ࡋをゎ明࣒ࢬࢽ有するపᰤ㣴㑅ᢥẘᛶを発⌧する࣓࢝ࡀࢫーࢥࣝࢢ化ࣝࢩ࢔、ࡾࡼ࡟

 ࠋる࡞࡟⬟ྍࡀ࡜ࡇ化合物を๰〇する࡞高άᛶࡾࡼ࡚ࡋ࡟࡜ࡶぢを▱ࡓࢀࡽ

 ᭱ᚋ࡟、=n 㑅ᢥⓗ࡞ゐ፹཯ᛂをά用するࠕ཯ᛂᆺ 蛍ࠖ光プローブ࡛࠶る Dpa-LBC (4-2)、

࡟びࡽ࡞ Cu 㑅ᢥⓗ࡞ゐ፹཯ᛂをά用するࠕ཯ᛂᆺࠖ蛍光プローブ࡛࠶る B(T(A-LABTG (5-

びࡼ࠾ (5 B(T(A-LABTM (5-6) をᡃࡣࠎ㛤発ࡋ、᪤Ꮡのࠕㄆ㆑ᆺࠖ蛍光プローブ࡛ࡣ検出

する࡜ࡇの࡛࠸࡞ࡁᚤ㔞の⣽⬊ෆ =n びࡼ࠾ Cu をࢀࡒࢀࡑ検出する࡟࡜ࡇᡂຌࠋࡓࡋᶆⓗ

の㔠ᒓࡀゐ፹ᅇ㌿ࣝࢼࢢࢩࡽࡀ࡞ࡋቑᙉする࣒ࢸࢫࢩをᨵⰋする࡞ࡽࡉ࡛࡜ࡇる高ឤᗘ化

᫬㛫を࡟⟆蛍光ᛂࡣ཯ᛂᆺࠖプローブࠕ࡚࡭ẚ࡟ㄆ㆑ᆺࠖプローブࠕ、ࡓࡲࠋるࡁᮇᚅ࡛ࡀ

せするḞⅬ࠶ࡀるࡶのの、ᛂ⟅㏿ᗘのᨵၿࡣ㓄఩Ꮚ㒊఩のᵓ㐀のㄪᩚを⾜ࡾࡼ࡟࡜ࡇ࠺ぢ

㎸ࡵるࠕࡶ࡟࡛ࡲࢀࡇࠋㄆ㆑ᆺࠖプローブをά用する࡛࡜ࡇ =n ࡸ Cu ఏ㐩物㉁ࣝࢼࢢࢩࡀ

཯ᛂᆺࠖࠕ࡞ឤᗘの㠃࡛有฼、ࡀࡓࡁ࡚ࢀࡉ࡟࠿ࡽ明ࡀ࡜ࡇ㛵୚する࡟㇟⌧࡞ࠎᵝ࡚ࡋ࡜

の蛍光プローブを有ຊ࡞ゎᯒࢶー࡚ࣝࡋ࡜用࠸る࡟ࡽࡉ、࡛࡜ࡇప⃰ᗘᇦ࡛の =n ࡸ Cu の

⏕యෆᶵ⬟を明࡟࠿ࡽする࡞࡜⬟ྍࡀ࡜ࡇるࠋ 

、ࡾࡼ の許ㅙをᚓ࡚ཎⴭ論文 (2)ࡽ࠿化学఍࣓࢝ࣜ࢔ࡣ࡚࠸࠾࡟（㡯┠㸰✲◊）、࠾࡞

（◊✲㡯┠㸲）ࡣ࡚࠸࠾࡟ⱥᅜ⋤❧化学఍ࡽ࠿の許ㅙをᚓ࡚ཎⴭ論文 (1) ࡒࢀࡑ、ࡾࡼ

 ࠋࡓࡋᅗ⾲を一㒊ᨵኚのୖ࡛㌿㍕ࢀ

9 ◊✲ᡂᯝの発⾲ 
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心筋筋小胞体の Ca2+ 制御機構の構造基盤の解明と心疾患治療への応用





ᡤᒓᶵ㛵 㡰ኳᇽ኱Ꮫ་Ꮫ㒊⸆⌮Ꮫㅮᗙ 

◊✲⪅ྡ ᮧᒣ ᑦ 

Ӑ◊✲ࡢᴫせӑ 

 ➽ᑠ⬊య㸦SR㸧ࡣᚰ➽⣽⬊ෆࡢ Ca2+ࠊࡾ࠶࡛࢔ࢺࢫᚰ➽ࡢ཰⦰ᘱ⦆࡟ࣝࢡ࢖ࢧ୰ᚰⓗ࡞ᙺ๭ࢆᯝࡋࡓ

ࡣ+Ca2ࡢSRࠋࡿ࠸࡚ Ca2+࣏ࣥࡿ࠶࡛ࣉSERCA2ࡾࡼ࡟⬟ືⓗࡾྲྀ࡟㎸ࠊࢀࡲCa2+㐟㞳2ࡿ࠶࡛ࣝࢿࣕࢳᆺ

άᛶ␗ᖖࡢRyR2ࡧࡼ࠾SERCA2ࡽ࠿✲◊ࡢ㏆ᖺࠋࡿࢀࡉ㐟㞳࡟⣽⬊㉁ࡾࡼ࡟ᐜయ㸦RyR2㸧ཷࣥࢪࣀ࢔ࣜ

ࡀ Ca2+࡞ࡲࡊࡲࡉࠊࡏࡉ⥢◚ࢆࢫࣥࣛࣂࡢࢢࣥࣜࢡ࢖ࢧᚰ⑌ᝈ࡜㛵㐃ࠋࡓࡁ࡚ࡗ࡞࡜࠿ࡽ᫂ࡀ࡜ࡇࡿࡍ

࠸࡚ࢀࡽ▱ࡀ࡜ࡇࡿ࠸࡚ࢀࡉไᚚࡾࡼ࡟㉁ࢡࣃࣥࢱ⏝஫స┦ࡸࢻపศᏊࣜ࢞ࣥ࡞ከᵝࡣ㏦య㍺ࡢࡽࢀࡇ

≀⸆ࡿࡍ᫝ṇࢆไᚚ␗ᖖࡢ㏦య㍺ࡢࡽࢀࡇࠊࡓࡲࠋ࠸ከࡶⅬ࡞୙᫂ࡔᮍࡣ࡚࠸ࡘ࡟ศᏊᶵᵓࡢࡑࠊࡀࡿ

 ࠋ࠸࡞ࡋᏑᅾࡣ≀⸆࡞࠺ࡼࡢࡑ࡟࡛ࡲᅾ⌧ࠊࡀࡿࢀࡽ࠼⪄࡜ࡘᣢࢆᛶ⬟ྍࡿ࡞࡟⸆἞⒪ࡢᚰ⑌ᝈࡣ

 ᮏ◊✲ࡣ➽ᑠ⬊య Ca2+ࡢไᚚࡢ⥢◚࡜ศᏊᶵᵓࢆゎ᫂ࠊࡋ⑓ⓗ≧ែࢆ᫝ṇࡢࡵࡓࡿࡍ᪂つ἞⒪ἲࡢ

㛤Ⓨࢆ┠ᣦࠋࡓࢀࢃ⾜࡚ࡋRyR2ኚ␗యࡢᶵ⬟ゎᯒ◊✲ࠊ࢝ࡾࡼ ㄏⓎᛶከᆺᛶᚰᐊ㢖ᢿ㸦CPVT㸧࣑ࣥࣛࢥࢸ

ኚ␗ࣝࢿࣕࢳࡣάᛶࢆቑ኱ࡢࡑࠊࡏࡉ⛬ᗘࡣ⑌ᝈⓎ⑕ᖺ㱋࡜ᐦ᥋࡟㛵㐃ࡲࠋࡓࡗ࡞࡜࠿ࡽ᫂ࡀ࡜ࡇࡿࡍ

1㸦NRG1㸧ƫࣥࣜࢢ࣮ࣞࣗࢽࡢ࡚ࡋ࡜ᚰಖㆤᅉᏊࡿࡅ࠾࡟⢾ᒀ⑓ᛶᚰ➽⑕ࠊࡓ ⑓ែ⏕⌮ᏛⓗࠊࡋⓎぢࢆ⬟

ព⩏ࢆゎ᫂ࠋࡓࡋ᪂つ➽ᑠ⬊యࡿ࠶࡛ࣝࢿࣕࢳࣥ࢜࢖TRIC-AࠊTRIC-Bࡶ࡚ࡋ࡜ࣝࢿࣕࢳࣥ࢜ࢽ࢔ࡀᶵ⬟

ࡼ࡟ᵓ㐀ゎᯒࡓ࠸⏝ࢆ㟁Ꮚ㢧ᚤ㙾࢜࢖ࣛࢡࠊ࡟ࡽࡉࠋࡓࡋ࡟࠿ࡽ᫂ࢆ࡜ࡇࡿࡍ㛵୚ࡶ࡟ไᚚࡢRyR2ࠊࡋ

ࠊƫࡋゎ᫂ࢆ㛤ཱྀᶵᵓࡢࣝࢿࣕࢳRyR2ࠊࡾ ⬟႙ኻኚ␗ࣝࢿࣕࢳࡿࡼ࡟㛤ཱྀ୙඲ࡢ௙⤌ࠋࡓࡋ࡟࠿ࡽ᫂ࢆࡳ

ࡍゎ᫂ࢆ࣒ࢬࢽ࣓࢝ࡿࡍⓎ⑕ࢆ⑌ᝈࡀᶵ⬟␗ᖖࡸ␗㑇ఏᏊኚࡢ㉁ࢡࣃࣥࢱࢺࢵࢤ࣮ࢱࠊࡣᡂᯝࡢࡽࢀࡇ

 ࠋࡿ࠶࡛ࡢࡶࡃ㛤ࢆ㐨ࡢ㛤Ⓨ≀⸆ࡓ࠸ᇶ࡙࡟సᶵᵓືࠊ࡟ࡶ࡜࡜ࡿ

 ἞⒪⸆㛤Ⓨࢆ┠ᣦࡓࡋ኱つᶍࢢࣥࢽ࣮ࣜࢡࢫ⣔ࠊ࡚ࡋ࡜ᑠ⬊యෆCa2+⃰ᗘ ᐃἲࣥࢽ࣮ࣜࢡࢫࡿࡼ࡟

ᵓ㐀ࡿࡌ⏕࡟ศᏊ」ྜయࡢSERCA2a�PLBࡢ᪂つࠊࡓࡲࠋࡓࡋᐃྠࢆ⸆RyR2㜼ᐖࡢ᪂つࠊࡋᵓ⠏ࢆ⣔ࢢ

ⓗኚ໬ࢆᐃ㔞ⓗྍ࡟ど໬᳨ฟࡿࡍ᪂つ࣏࣮ࣞࡢࢱ㛤Ⓨ࡟ᡂຌࢢࣥࢽ࣮ࣜࢡࢫࡢࡽࢀࡇࠋࡓࡋ⣔ࢆά⏝ࡍ

 ࠋࡿࢀࡉᮇᚅࡀ࡜ࡇࡿࡍ᥎㐍࡟ᙉຊࢆ㛤Ⓨࡢ⸆἞⒪࠸ࡋ᪂ࡿࡍᑐ࡟ᚰ୙඲ࡸ୙ᩚ⬦⑌ᝈࠊ࡛࡜ࡇࡿ
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ඹྠ◊✲⪅ࡢẶྡ࣭ᡤᒓᶵ㛵 

㉥⩚ ᝅ⨾࣭ᮾ㑥኱Ꮫ་Ꮫ㒊 

➉ᓥ ᾈ࣭ி㒔኱Ꮫ኱Ꮫ㝔⸆Ꮫ◊✲⛉ 

ᑠᕝ ἞ኵ࣭ி㒔኱Ꮫ኱Ꮫ㝔⸆Ꮫ◊✲⛉ 

◊✲ሗ࿌ 

I ◊✲┠ⓗ 

 ➽ᑠ⬊య㸦SR㸧ࡣᚰ➽⣽⬊ෆࡢ Ca2+ࠊࡾ࠶࡛࢔ࢺࢫᚰ➽ࡢ཰⦰ᘱ⦆࡟୰ᚰⓗ࡞ᙺ๭ࢆᯝࠋࡿ࠸࡚ࡋࡓ

SRࡢCa2+ࡣ Ca2+࣏ࣥࡿ࠶࡛ࣉSERCA2ࡾࡼ࡟⬟ືⓗࡾྲྀ࡟㎸ࠊࢀࡲCa2+㐟㞳2ࡿ࠶࡛ࣝࢿࣕࢳᆺࣜࢪࣀ࢔

ࣥཷᐜయ㸦RyR2㸧ࡾࡼ࡟⣽⬊㉁࡟㐟㞳ࠋࡿࢀࡉṇᖖ࡞ᚰ➽࡛ࡣᚰᢿẖ࡟Ca2+ྲྀࡾ㎸࡜ࡳCa2+㐟㞳ࡢつ๎ṇ

࠸ࡋ Ca2+ࡀࢢࣥࣜࢡ࢖ࢧ㉳ࠋࡿࡇ㏆ᖺࡽ࠿✲◊ࡢ SERCA2 ࡧࡼ࠾ RyR2 ࡀάᛶ␗ᖖࡢ Ca2+ࡢࢢࣥࣜࢡ࢖ࢧ

ከᵝࡣ㏦య㍺ࡢࡽࢀࡇࠋࡓࡁ࡚ࡗ࡞࡜࠿ࡽ᫂ࡀ࡜ࡇࡿࡍ㛵㐃࡜ᚰ⑌ᝈ࡞ࡲࡊࡲࡉࠊࡏࡉ⥢◚ࢆࢫࣥࣛࣂ

࡟ศᏊᶵᵓࡢࡑࠊࡀࡿ࠸࡚ࢀࡽ▱ࡀ࡜ࡇࡿ࠸࡚ࢀࡉไᚚࡾࡼ࡟㉁ࢡࣃࣥࢱ⏝஫స┦ࡸࢻపศᏊࣜ࢞ࣥ࡞

࡞࡟⸆἞⒪ࡢᚰ⑌ᝈࡣ≀⸆ࡿࡍ᫝ṇࢆไᚚ␗ᖖࡢ㏦య㍺ࡢࡽࢀࡇࠊࡓࡲࠋ࠸ከࡶⅬ࡞୙᫂ࡔᮍࡣ࡚࠸ࡘ

 ࠋ࠸࡞ࡋᏑᅾࡣ≀⸆࡞࠺ࡼࡢࡑ࡟࡛ࡲᅾ⌧ࠊࡀࡿࢀࡽ࠼⪄࡜ࡘᣢࢆᛶ⬟ྍࡿ

 ᮏ◊✲ࡣ➽ᑠ⬊య Ca2+ࡢไᚚࡢ⥢◚࡜ศᏊᶵᵓࢆゎ᫂ࠊࡋ⑓ⓗ≧ែࢆ᫝ṇࡢࡵࡓࡿࡍ᪂つ἞⒪ἲࡢ㛤

Ⓨࢆ┠ᣦࠋࡓࢀࢃ⾜࡚ࡋᮧᒣࡣRyR2⑌ᝈኚ␗ࣝࢿࣕࢳࡿࡼ࡟άᛶ␗ᖖ࡜RyR2ಟ㣭⸆ࡢ᥈⣴ࠊࢆ㉥⩚ࡣ

⢾ᒀ⑓ᛶᚰ➽⑕ࡢⓎ⑕ᶵᵓࡢゎ᫂࡜SERCA2�PLN 」ྜయࢢࣥࢽ࣮ࣜࢡࢫࡓࡋ࡜ࢺࢵࢤ࣮ࢱࢆ⣔ࡢᵓ⠏ࠊࢆ

➉ᓥࡣ᪂つྠᐃࡓࡋ➽ᑠ⬊య Ca2+ࢢࣥࣜࢻࣥࣁ㛵㐃ศᏊ࡛ࡿ࠶TRIC ࡜ᛶ㉁ࡢࣝࢿࣕࢳ RyR2 άᛶ࡟ᑐࡍ

ไᚚ␗ᖖࡿࡼ࡟␗⑌ᝈኚ࡜⌮సཎືࡢSERCA2ࡧࡼ࠾RyR2ࡿࡼ࡟ᵓ㐀ゎᯒࡣᑠᕝࠊࢆゎ᫂ࡢไᚚᶵᵓࡿ

 ࠋࡓࡋ࡜ⓗ┠ࢆゎ᫂ࡢ┙ศᏊᇶࡢ

II ◊✲ィ⏬ཬࡧᮦᩱ࡜᪉ἲ 

ᮧᒣ ᑦ 

1. RyR2⑌ᝈኚ␗యࡢᶵ⬟ゎᯒ

ᏳᐃⓎ࡚ࡋᑟධ࡟⬊HEK293⣽ࢆRyR2 cDNAࡓࡋᑟධࢆ␗ㄏⓎᛶከᆺᛶᚰᐊ㢖ᢿ㸦CPVT㸧ኚ࣑ࣥࣛࢥࢸ࢝

⌧ᰴࢆᶞ❧ࠋࡓࡋRyR2 ⣽⬊ෆࡣάᛶࣝࢿࣕࢳ Ca2+⃰ᗘ ᐃ3<ࡧࡼ࠾H@ࣜࣥࢪࣀ࢔⤖ྜἲࡾࡼ࡟ᐃ㔞ⓗ࡟

ホ౯ࠋࡓࡋ⣽⬊㉁Ca2+ࡣ G-GECO1.1ࠊᑠ⬊యෆCa2+⃰ᗘࡣR-CEPIA1erࠊ࡚࠸⏝ࢆඹ↔Ⅼ࣮࣮ࣞࢨ㢧ᚤ㙾

࡛ ᐃࠋࡓࡋ㟼Ṇ≧ែࡢCa2+࢜ࡓࡋ่⃭࡛ࣥ࢖࢙ࣇ࢝ࡧࡼ࠾ࣥࣙࢩ࣮ࣞࢩ㝿ࡢኚ໬ࢆほᐹ3<ࠋࡓࡋH@ࣜ࢔

࡟཯ᛂᾮࡴྵࢆnM >3H@ryanodine 5ࢆ࣒࣮ࢰࣟࢡ࣑ࡓࡋㄪ〇ࡽ࠿⬊RyR2Ⓨ⌧HEK293⣽ࠊࡣྜ⤖ࣥࢪࣀ

ῧຍࣥࣙࢩ࣮࣋ࣗ࢟ࣥ࢖࡚ࡋ㸦25ᗘ1ࠊ᫬㛫㸧ᚋࠊRyR2⤖ྜ⏬ศ࡛࣮ࢱࣝ࢕ࣇࢆศ㞳࡚ࡋồࠋࡓࡵ 

2. ᑠ⬊యෆCa2+⃰ᗘ ᐃࢆ฼⏝ࡓࡋRyR2㜼ᐖ⸆ࡢ᥈⣴

㔝⏕ᆺRyR2࡜R-CEPIA1erࢆᏳᐃⓎ⌧ࡓࡋHEK293⣽⬊ࢆᶞ❧ࡢࡇࠋࡓࡋ⣽⬊ࡢᑠ⬊యෆCa2+⃰ᗘࢆ⺯ග

ᶵ⬟᪤▱໬ࡢᮾி་⛉ṑ⛉኱Ꮫಖ᭷࡟ᐃ୰ ࠋࡓࡋᐃ ࡟㸦FlexStation3㸧࡛⥅᫬ⓗ࣮ࢲ࣮ࣜࢺ࣮ࣞࣉ

1.5ࡀග⺯ࠋࡓࡋほᐹࢆගኚ໬⺯ࠊ࡚ࡋwM⃰ᗘ࡛ῧຍ 10ࢆ≀໬ྜྛࡢ㸦1,535໬ྜ≀㸧ࣜࣛࣈ࢖ࣛ≀ྜ

ಸ௨ୖቑ኱ࢺࢵࣄࢆࡢࡶࡓࡋ໬ྜ≀ࢺࢵࣄࠋࡓࡋ࡜໬ྜ≀ࣉ࢖ࢱࣈࢧࡣ㑅ᢥᛶ3<ࠊH@ࣜࠊྜ⤖ࣥࢪࣀ࢔

༢㞳ᚰ➽⣽⬊ࡢCa2+ࡾࡼ࡟ࢢࣥࢪ࣮࣓࢖ホ౯ࠋࡓࡋ 
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のN末端にHaloTagを融合した変異アデノウィルスをCOS7細胞へ感染させ、48時間後に細胞を回収し、

ミクロソーム分画を行った。発現タンパク質は界面活性剤で可溶化し、HaloLink Resinに結合させ、TEV

プロテアーゼにより切断された精製SERCA2aを回収した。その後、加水分解されないATPアナログのAMP-

PCPとの複合体を形成させ、E2-ATPに相当する状態での結晶化を行った。高輝度放射光施設SPring-8の

BL41XUで回折データを収集し構造決定・分子モデリング後、構造精密化を行った。精製SERCA1aの脂質

ナノディスクへの再構成は、精製 SERCA1a に脂質とナノディスクの構成タンパク質である MSP1D1 を加

え、バイオビーズSM2 で界面活性剤を取り除きゲル濾過を行うことで行った。試料は液体エタンによる

急速凍結を行い、クライオEMは京都大学医生物学研究所のGlaciosを用いた。 

 

III 研究成果 

 

村村山山  尚尚  

11..  RRyyRR22疾疾患患変変異異体体のの機機能能解解析析  

 10種類のカテコラミン誘発性多型性心室頻拍（CPVT）を導入したRyR2を安定発現するHEK293細胞を

樹立してチャネル機能に与える影響を定量的に評価した（図1A）。細胞質と小胞体内の同時Ca2+濃度測定

では、CPVT 変異体は野生型（WT）に比べて Ca2+オシレーションの頻度が高く、小胞体Ca2+濃度が低下し

ていた（図 1B）。[3H]リアノジン結合法によりチャネル活性を評価した。CPVT 変異体は野生型よりチャ

ネル活性が高いが、その程度は変異毎に異なっていた（図1C）。各変異体のチャネル活性と小胞体内Ca2+

濃度には逆相関が、オシレーション頻度には正の相関が観察された（図1D）。以上の結果はCPVT変異が

RyR2チャネル活性を異常亢進することを示している。興味深いことに、チャネル活性がより高い変異を

有する患者はより若年で不整脈を発症していた（図2）。亢進の程度が病態の重症度に相関することが示

唆された。 

 

図図11..  RRyyRR22  CCPPVVTT変変異異体体のの機機能能解解析析。。A. 

作製したCPVT変異体の変異部位。B. 野

生型およびCPVT変異体の細胞質（上段）

および小胞体内（下段）Ca2+濃度測定。C. 

CPVT変異体の[3H]リアノジン結合活性。

D. [3H]リアノジン結合活性から求めた

チャネル活性（Arest）とER Ca2+濃度（左）

およびCa2+オシレーション頻度（右）の

関係。Kurebayashi et al. J Gen 

Physiol, 154: e202112869, 2022から許

諾を得て改変。 

 

図図22..  RRyyRR22  CCPPVVTT変変異異体体とと患患者者表表現現型型．． 

各患者の不整脈初発年齢をの変異体の

CICR 活性（Arest）に対してプロットし

た。Arest が大きいと初発年齢が低下す

る。Kurebayashi et al. J Gen Physiol, 

154: e202112869, 2022から許諾を得て

改変。 
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22..  小小胞胞体体内内CCaa22++濃濃度度測測定定をを利利用用ししたたRRyyRR22阻阻害害薬薬のの探探索索  

 RyR2の異常活性化を原因とする不整脈性疾患に対する治療薬を探索するため、小胞体内Ca2+を指標と

したRyR2阻害薬のスクリーニングを行なった。その結果、1,535種類の機能既知化合物ライブラリから

3種類のヒット化合物が同定された。いずれもRyR2の[3H]リアノジン結合を低下させたことから、RyR2

阻害薬であることが確認された。CPVT変異（RyR2-R420W）を有するマウス単離心筋細胞は電気刺激に応

じた Ca2+トランジエントに加えて異常 Ca2+シグナルを発生するが、ヒット化合物は Ca2+トランジエント

に影響を与えず、異常Ca2+シグナルを消失させた。以上の結果から、RyR2阻害薬はCPVTに対する有効な

治療薬になる可能性が示唆された。 

 

赤羽 悟美 

11..  糖糖尿尿病病性性心心筋筋症症のの分分子子機機構構のの解解析析  

糖尿病性心筋症の発症と進展の抑制に有効

な治療標的を明らかにするために、ストレプト

ゾシン誘発糖尿病モデルマウスの発症早期にお

ける細胞内 Ca2+シグナル制御の破綻の機序を解

析した。早期ステージに該当するSTZ-4Wにおい

て左室拡張機能障害が、進展期ステージに該当

するSTZ-8W週後に左室収縮機能障害が認められ

た。心保護因子のひとつ Neuregulin-1 (NRG1) 

の血中濃度がSTZ-4W群で有意に増加していた。

STZ-4W群の心室において血管内皮細胞・心内膜・

心外膜でNRG1発現が上昇し、循環血中のNRG1レ

ベルが上昇していた。公共データベースを用い

て解析したところ、2型糖尿病の心不全患者におい

て代償的な NRG1/ErbB/Akt 経路の活性化が起こる

ことが示唆された。NRG1 の心機能への影響を明ら

かにするために、NRG1の受容体ErbB2 (HER2) を

抗 ErbB2 (HER2) 抗体製剤のトラスツズマブ 

(TRZ、腹腔内投与)で遮断したところ、TRZ投与STZ-

4W 群では STZ-4W 群と比較して左室駆出率が有意

に低下し、左室収縮機能障害が認められた（図3）。

NRG1/ErbB2/4 シグナル下流の Akt-Ser473のリン酸

化レベルが STZ-4W 群で有意に低下し、TRZ 投与

STZ-4W 群でさらに低下していた。心室筋細胞の収

縮機能制御に関わる蛋白の局在を免疫染色により解析したところ、TRZ投与STZ-4W群ではT管膜の構造

異常、L型Ca2+チャネル (CaV1.2) のT管膜への集積性の低下と接合膜構造以外への散在が認められたこ

とから、T管膜構造とCaV1.2の局在の制御にNRG1/ErbB2/4/Akt シグナルが明らかとなった（図4）。 

  

図図44..  ママウウスス心心室室筋筋ににおおけけるるTT管管膜膜構構造造ととCCaa22++  チチャャネネルルCCaaVV11..22 のの

局局在在．AA..  マウス心室の凍結切片の免疫組織化学。T管膜に局在する

Caveolin3（緑）と電位依存性L型 Ca2+ チャネルCaV1.2（マゼンタ）、

マージ画像（白）を示す。下段はCaV1.2 のシグナル強度をプロット

したグラフ。BB. Caveolin3シグナルを元に定量したサルコメア長。

CC.. フーリエ変換により T 管膜構造の品質を定量化した TT power

値。値が大きいほど、明瞭かつ規則的なT管膜構造があることを示

す。Mean±SEM, N=16-27, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001 

図図33..  NNRRGG11//EErrbbBB22//44  経経路路ををトトララススツツズズママブブにによよっってて阻阻害害ししたた際際のの心心機機能能．． 

AA..  実験のスケジュール。トラスツズマブ, TRZ。BB.. Mモードによる心エ

コー像。CC,,  DD..  心エコー結果から解析した左室収縮機能の指標である左室

駆出率 (C)と左室拡張機能を示すE/A値 (D)。Mean±SEM, N=4-5, ** p < 
0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001. 
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22..  SSEERRCCAA22aa//PPLLBB複複合合体体のの構構造造変変化化をを定定量量評評価価すするる新新規規蛍蛍光光レレポポーータタのの構構築築  

Ca2+サイクリングに関わる治療薬シーズの

ハイスループット・スクリーニング系の開発を

目的として、SERCA2a/PLB複合体の新規蛍光レ

ポータの構築を行った。既知の立体構造をもと

に YFP-SERCA2a および CFP-PLB との融合タン

パク質を作製した。YFP-SERCAとCFP-PLBとを

50 アミノ酸のリンカーで繋いだ１分子型 FRET レ

ポータにおいて小胞体膜上に両者が共局在して近

接することがわかった。Thapsigargin (SERCA2aを

活性化型構造に固定する SERCA 阻害剤)存在下で

FRET シグナル増加に典型的な蛍光変化が認められ

た（図5）。同様のFRET増加は別のSERCA阻害剤で

あるcyclopiazonic acid によっても生じ、さらにSERCA2a の活性を促進するcaffeine では FRET シグ

ナルの低下が観察された。このレポータの蛍光強度およびFRET変化は十分に大きく、生細胞内で生じる

秒オーダーの SERCA2a/PLB の構造変化をリアルタイムに追跡可能であることが明らかになった（図 6）。 

 

竹島 浩 

 TRICチャネルは、2007年に我々が精製し命名した小胞

体からのカルシウム放出を補助すると推察されるタンパ

ク質である。従来のチャネルと構造に類似性が低く、さら

に精製の難しさから機能解析は進んでいない。従って、最

近は detergent を使った精製をせず解析を行っている。

この方法での解析を難しくしているのは、TRIC-A もしく

はTRIC-Bのみを高発現している組織がないか、あっても

少量で実験に使う量が得られないことである。そこで今回

HEK 細胞に(i) RyR2 のみ、(ii) RyR2+TRIC-A、(iii) 

RyR2+TRIC-B の３種類を強制発現しチャネル活性を比較

検討した。 

 

11..  TTRRIICCチチャャネネルルははKK++イイオオンンだだけけででななくくCCll--イイオオンンもも透透過過

ささせせるる  

 電圧ランプ（電圧を連続的に変化させる）プロトコルを

用いて、これら細胞群の電流の逆転電位(Erev）値を計測

した。RyR2のみの場合ではRyR2チャンネルが二重膜に組み込まれ他の電流がない場合、Erevは常に-32 

mV付近であった（図7上、黒いトレース）。これは、この条件下でのK+のErev値で、RyR2は理想的に陽

イオン選択的であるといえる。内因性チャネルの電流のErevは様々だが、通常-32 mV より正の値であ

り、HEK 細胞には少なくとも Cl-に対する透過性を示すイオンチャネルが存在することがわかる。一方、

RyR2+TRIC-A細胞とRyR2+TRIC-B細胞から得られたErevはこの条件でのK+の計算Erevである-32 mVよ

り正であることで、これは取り込まれた TRIC チャネルは、K+と共に一部の Cl-も通過させていることを

図図55..  SSEERRCCAA22aa//PPLLBBレレポポーータタのの蛍蛍光光スス

ペペククトトルル．tsA201 細胞にレポータを

発現させた際の蛍光スペクトル。

thapsigargin 処置により、CFPピー

クに相当する 480nm 付近の蛍光の減

少とYFP ピークに相当する530nm 付

近の蛍光の増加が認められた。励起

波長は405nm。 

図図66..  SSEERRCCAA22aa//PPLLBB レレポポーータタののタタイイムムララププスス測測定定．tsA201細

胞にレポータを発現させ、thapsigargin(10 µM)を与えた際の

FRETレシオ画像。図中の青色〜赤色の変化はratio1.0-2.0に

相当する。6 sec毎の画像を示す。 

図図 77..  電電圧圧ラランンププでで誘誘起起さされれるる RRyyRR22 電電流流にに対対すするる

TTRRIICC--AAままたたははTTRRIICC--BBのの共共発発現現のの影影響響．．TRICの共発現

により逆転電位が正に移動した。TRICがK+のみならず

Cl-イオンにも透過性を有することを示す。 
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示している（図7下）。陰イオンと陽イオンの両方の経路として機能する能力は、より多様な細胞タイプ

に適した、より柔軟なカウンターイオン電流を提供することが期待される。 

 

22..  RRyyRR22ははTTRRIICCチチャャネネルルととのの共共存存でで開開口口確確率率がが変変化化すするる  

TRIC チャネルの共存が RyR2 チャネルに影響するかを

調べた。電流が内腔から細胞質方向に流れる-30mVにお

いて、TRIC-Aの存在は、細胞質Ca2+のPo増加を著しく

増強し、特に細胞質Ca2+濃度が10 μM〜1 mMで顕著で

あった（図8）。同様な傾向はTRIC-Bでも見られたが、

その効果は TRIC-B よりも TRIC-A の方が大きかった。

したがって、TRIC-A, -Bのいずれかが存在すると、興

奮収縮連関時にRyR2の活性が増強され、SRのCa2+放出

が増加すると考えられる。この結果は、Tric-a KOマウ

スの心筋細胞でCa2+スパークの頻度が減少し、Ca2+過渡

現象の開始と過渡現象のピークまでの振幅時間の遅延が観察されたZhou et al 2020の結果と一致する。 

 

小川 治夫 

11..  RRyyRR22疾疾患患変変異異体体のの疾疾患患発発生生機機構構のの構構造造的的解解明明  

クライオ電子顕微鏡・単粒子解析により、野生型RyR2の閉状態（-Ca2+）と開状態（+Ca2+）の立体構造解

析に成功した（図9）。一連の構造と変異体を用いた徹底的な機能解析実験を組み合わせることで、RyR2

のチャネルのゲーティング機構の解明を行った。さらにloss-of-function変異体のCa2+の有無の立体構

造を高分解能で構造決定することにも成功した。野生型の構造との比較の結果、Ca2+非存在下の構造は野

生型とほぼ変わらなかった。一方、Ca2+存在下の構造ではCa2+は結合しているものの、チャネルポアの開

口に必須なU-モチーフの回転は起こっておらず、そのためにチャネルポアを構成する膜貫通ヘリックス

S6 が開けないことが判明した。これがチャネルの機能欠損を引き起こす原因と考えられた。以上より、

ゲーティング機構と疾患変異がチャネル異常を引き起こす機構を原子レベルで明らかにすることに初め

て成功した。 

 

22..  心心筋筋ににおおけけるるPPLLNNリリンン酸酸化化調調節節機機構構のの解解明明  

SSEERRCCAA22aaのの立立体体構構造造解解析析  

新規構造のE2・ATP状態のX線結晶構造解析に成功した。膜内はE2状態の構造を取る一方、細胞質に着

目するとAドメインはE1状態の位置に、NドメインはPドメインに対してE1・ATP・2Ca2 +状態と同じ位

図図99：：ククラライイオオEEMMにに

よよりり決決定定さされれたた

RRyyRR22 のの閉閉状状態態とと開開

状状態態のの構構造造．(a) 全

体構造での比較（紫：

閉状態、黄：開状態）

と(b)その点線四角

部 位 の 拡 大 図

（Kobayashi et al, 

Nat Commun 13: 

2821, 2022）。 

図図 88..  RRyyRR22 チチャャネネルルのの開開確確率率のの CCaa22++依依存存性性にに対対すするる

TTRRIICC--AAままたたははTTRRIICC--BB共共発発現現のの影影響響．． 
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心臓電位依存性 K+ チャネルを標的とした革新的創薬手法の確立





ᡤᒓᶵ㛵 ៞᠕⩏ሿ኱Ꮫ⸆Ꮫ㒊

研究⪅ྡ ኱⃝໷⠊

ࠔ研究のᴫせࠓ

㟁఩౫Ꮡᛶࡿࡍ⌧発࡟⮚ᚰࢺࣄ K+ࣝࢿࣕࢳ hERG ⭷K+のࠊࡋᵓ㐀ኚ໬࡚ࡌᛂ࡟㟁఩⭷ࡣ

㏱㐣ࢆไᚚࠊ࡛࡜ࡇࡿࡍᚰ⮚のṇᖖ࡞ᶵ⬟࡟㛵ࠋࡿࢃGating modifier toxin ࡿ࠶࡛ APETx1

hERGࠊࡣ の㟼Ṇ≧ែࡿࡅ࠾࡟㟁఩ࣥ࢖࣓ࢻ࣮ࢧࣥࢭ(VSD)ࠊࡋྜ⤖࡟hERG ࡇࡿࡍ㜼ᐖࢆ

ࡿࡌ⏕㟁఩Ꮡᅾୗ࡛⭷ࠊ࡟࡛ࡲࢀࡇࠊࡽࡀ࡞ࡋ࠿ࡋࠋࡿ࠸࡚ࢀࡽ▱ࡀ࡜ hERG の㟼Ṇ≧ែ

の❧యᵓ㐀ࡣᮍゎ࡛᫂ࠊࡾ࠶APETx1 の hERG ⤖ྜᵝᘧࡣ୙࡛࡛᫂ࡇࡑࠋࡿ࠶ᮏ研究࡛ࡣ

APETx1 ࡧࡼ࠾ hERG のኚ␗యࡓ࠸⏝ࢆ㟁Ẽ⏕⌮Ꮫⓗゎᯒࠊࡾࡼ࡟APETx1 ࡿࡼ࡟ hERG 㜼

ᐖᶵᵓのཎᏊ࡛ࣞ࣋ࣝのゎ᫂ࢆ┠ⓗࠋࡓࡋ࡜

ᡃ࡛ࡲࢀࡇࠊࡣࠎሗ࿌の↓࡛ࢺࣥࢼࣅࣥࢥࣜࡓࡗ࠿の APETx1 のㄪ〇ἲࠊࡋ❧☜ࢆNMR

ࢺࣥࢼࣅࣥࢥࣜࠊ࠸⾜ࢆ㟁Ẽ⏕⌮ゎᯒࡧࡼ࠾యᵓ㐀ゎᯒ❧ࡿࡼ࡟ APETx1 ➼ྠ࡜ኳ↛యࡀ

のᵓ㐀࡜ hERG 㜼ᐖάᛶࢆ᭷ࢆ࡜ࡇࡿࡍ☜ㄆࠊ࡛ࡇࡑࠋࡓࡋAPETx1 の 1 ṧᇶኚ␗య 15 ✀

APETx1ࠊࡾࡼ࡟ἲࣉࣥࣛࢡࢳࢵࣃࠊࡋㄪ〇ࢆ のኚ␗యῧຍ᫬の hERG 㟁ὶࢆ ᐃࠋࡓࡋ

hERGࠊの⤖果ࡑ 㜼ᐖ࡟ APETx1 の 4 ṧᇶ㸦F15, Y32, F33, L34㸧ࡀ㔜せ࡞ᙺ๭ࢆ果ࡇࡍࡓ

のࡇࠊࡣのṧᇶࡽࢀࡇࠋࡓࡗ࠿ศࡀ࡜ APETx1 のศᏊ表㠃ୖ࡛ᒁᅾࠊࡾ࠾࡚ࡋhERG の࡜

┤᥋の⤖ྜ࡟㛵ࡀ࡜ࡇࡿࢃ♧၀ࠋࡓࢀࡉ

hERGࠊ࡟ࡽࡉ ኚ␗య࡟ᑐࡿࡍ APETx1 の㜼ᐖάᛶࢆ㟁Ẽ⏕⌮Ꮫⓗ࡟ゎᯒࣜࣇ࢔ࠋࡓࡋ

࡟⬊の༸ẕ⣽࢚࣓ࣝ࢞ࢶ࢝ hERG 㔝⏕ᆺࡧࡼ࠾ኚ␗య 21 㟁఩⭷ࡋ஧ᮏ่ࠊࡏࡉ⌧発ࢆ✀

ᅛᐃἲࠊ࠸⾜ࢆAPETx1 のῧຍ๓ᚋ࡛ hERG 㟁ὶࢆ ᐃࡑࠋࡓࡋの⤖果ࠊhERG ኚ␗య 21

✀の5ࠊࡕ࠺ ✀࡛ APETx1 の㜼ᐖάᛶࡀ᭷ព࡟ῶᑡࠋࡓࡋhERG 㜼ᐖάᛶࡀῶᑡࡓࡋኚ␗㒊

఩ࠊࡣ᪤▱の hERG άᛶ໬≧ែのᵓ㐀ୖ࡛ࡣ஫࡟࠸㞳ࡓࢀ఩⨨࡟Ꮡᅾࠋࡓࡋ

hERG-VSDࠊ࡛ࡇࡑ の㟁఩ࡿ࠶࡛࣮ࢧࣥࢭ S4 のᩘ「ࡓࡏࡉࢺࣇࢩࢆ⨨の఩ࢫࢡࢵࣜ࣊

❧యᵓ㐀ࠊࡋࢢࣥࣜࢹࣔࢆAPETx1 の࡜ docking simulation ࢫࢡࢵࣜ࣊ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡗ⾜ࢆ 1

㹼2 ศ࣮ࣥࢱ S4 APETx1ࠊ࡛ࣝࢹࣔࡓࡋࢺࣇࢩ࡟⣽⬊ෆഃࢆ ࡿࡼ࡟ hERG 㜼ᐖࡀኚㄪཷࢆ

ࡓࡅ hERG ṧᇶࡀ㏆᥋ࡋ APETx1 のࡇࠋࡓࡋᙧ成ࢆの┦⿵ⓗ表㠃࡜ docking model ௒ࠊࡣ

ᅇのኚ␗య୍ࡓ࠸⏝ࢆ㐃の㟁Ẽ⏕⌮Ꮫᐇ㦂⤖果ࡃ࡞┪▩ࢆㄝ᫂ࡶࡿࡍの࡛ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡿ࠶

APETx1 の hERG 㜼ᐖᵝᘧࢆ཯ᫎࡀ࡜ࡇࡿ࠸࡚ࡋ♧၀ࠋࡓࢀࡉ

S4ࠊࡽ࠿࡜ࡇのࡽࢀࡇ ࡀ down conformation ࡟ࡁ࡜ࡓࡗ࡞࡜ hERG のኚ␗యゎᯒ࡛ྠᐃ

ࡓࢀࡉ F508, E518, I521 ࡀ APETx1 の⤖ྜ㒊఩ࢆᙧ成ࡀ࡜ࡇࡿࡍ♧၀ࡇࠋࡓࢀࡉの APETx1

ࡿࡼ࡟ S4 の down conformation のㄆ㆑ᶵᵓࠊࡣ㏻ᖖのᡭἲ࡛ࡣ❧యᵓ㐀ࡇࡿࡍ࡟࠿ࡽ᫂ࢆ

㟼Ṇᵓ㐀の࠸࡞ࡁ࡛ࡀ࡜ VSD ࡚ࡋ௓ࢆྜ⤖の࡬ hERG のᶵ⬟ࢆㄪ⠇ࢆࢻࣥ࢞ࣜࡿࡍ๰〇

ࠋࡿࢀࡉᮇᚅࡀ࡜ࡇࡿ࡞࡜┙のᵓ㐀ᇶ࡛ୖࡿࡍ

Reference 

Matsumura K. et al., "Mechanism of hERG inhibition by gating-modifier toxin, APETx1, deduced 

by functional characterization" BMC Mol. Cell Biol. (2021)22:3 
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研究報告 

 

Ⅰ 研究目的 

 

Human ether-à-go-go-related gene (hERG) は心臓や脳、がん細胞に発現する電位依存性カ

リウムイオンチャネル（KV チャネル）である。hERG は細胞膜の脱分極に伴ってカリウム

イオン  (K+) を細胞内側から細胞外側へと膜透過させることで、活動電位の再分極過程に

関与する。hERG の機能は心臓の正常な拍動に必須であり、その機能低下は QT 延長症候群

に伴う致死的な不整脈の原因となる。また、hERG の機能が統合失調症や発がんプロセス

とも関与していることや、hERG 阻害剤が膠芽腫患者の生存率を向上させたことが報告さ

れている。これらのことから、リガンドによる hERG 阻害機構を解明することは医学・薬

学的に重要な課題である。  

hERG は 4 量体を形成して KV チャネルとして機能する膜タンパク質である。4 量体のそ

れぞれのサブユニットは 6 本の膜貫通ヘリックス S1-S6 を有する。S1-S4 は電位センサー

ドメイン (VSD)、S5-S6 はポアドメイン  (PD) を形成する。VSD の S4 は正電荷を帯びて

おり、膜電位の変化に応答して構造変化する。静止膜電位下では S4 は細胞内側に引き付

けられた down conformation をとり、このとき PD のゲートが閉じた resting state をとる（図

図 1 hERG の膜電位依存的な活性化による構造変化 
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1 ᕥ㸧୍ࠋ᪉࡛ࠊ⭷㟁఩ࡀ⬺ศᴟ࡜ࡿࡍ S4 ࡋື⛣࡟⣽⬊እഃࡀ up conformation ࢤࠊࡾ࡜ࢆ

࡛࡜ࡇࡃ㛤ࡀࢺ࣮ activated state 㸦ᅗࡿ࡜ࢆ 1 ྑ㸧ࠋᚑ᮶の❧యᵓ㐀ゎᯒ࡛ࠊࡣ⭷㟁఩ࢆᙧ

成ࡓࡏࡉ᮲௳࡛のゎᯒࡀᅔ㞴࡛ࠊࡾ࠶hERG の resting state のᵓ㐀ࠋ࠸࡞࠸࡚ࡗ࡞࡜࠿ࡽ᫂ࡣ

ࢡࣕࢳࣥࢠࢯ࢖ Anthopleura elegantissima ࡿࡍ⏕⏘ࡀ 42 ṧᇶの࣌ࢻࢳࣉẘ⣲࡟ APETx1

APETx1ࠋࡿ࠶ࡀ ࡣ hERG の VSD resting stateࠊࡋྜ⤖࡟ hERGࠊ࡛࡜ࡇࡿࡍᏳᐃ໬ࢆ の⭷

㟁఩౫Ꮡⓗ࡞άᛶ໬ࢆ㜼ᐖࡿࡍ gating-modifier toxin APETx1ࠋࡿ࠶࡛ ࡿࡼ࡟ hERG 㜼ᐖᶵ

ᵓࢆゎ᫂ࠊࡣ࡜ࡇࡿࡍhERG の VSD ࡿࡍ๰〇ࢆࢻࣥ࢞ࣜࡿࡍㄪ⠇ࢆ⬟のᶵࡑࠊࡋ࡜ᶆⓗࢆ

ࢺࣥࢼࣅࣥࢥࣜ࡟࡛ࡲࢀࡇࠊࡽࡀ࡞ࡋ࠿ࡋࠋࡿࢀࡉᮇᚅ࡜ࡿࡀ⧄࡟࡜ࡇ APETx1 のㄪ〇ἲ

APETx1ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡓࡗ࠶ᅔ㞴࡛ࡀኚ␗యゎᯒࠊࡎࡽ࠾࡚ࢀࡉ❧☜ࡣ ࡚ࡋ࡟࠿࠸ࡀ hERG の

resting state ࣜࠊࡣᮏ研究࡛࡛ࡇࡑࠋ࠸࡞࠸࡚ࢀࡉゎ᫂ࡣ࠿のࡿࡍ㜼ᐖࢆάᛶ໬ࠊࡋྜ⤖࡟

ࢺࣥࢼࣅࣥࢥ APETx1 のㄪ〇ἲࠊࡋ❧☜ࢆኚ␗యࡓ࠸⏝ࢆ㟁Ẽ⏕⌮Ꮫⓗゎᯒࠊ࡛࡜ࡇ࠺⾜ࢆ

APETx1 ࡿࡼ࡟ hERG 㜼ᐖᶵᵓࢆゎ᫂ࢆ࡜ࡇࡿࡍ┠ⓗࠋࡓࡋ࡜

ࠋࡿ࠶࡛ࡳ῭発表࡚࡟ୗグのㄽᩥࠊࡣ研究成果ࡿࡍሗ࿌࡟௨ୗࠊ࠾࡞

Matsumura K., Shimomura T., Kubo Y., Oka T., Kobayashi N., Imai S., Yanase N., Akimoto M., 
Fukuda M., Yokogawa M., Ikeda K., Kurita J., Nishimura Y., Shimada I, and Osawa M*. 
"Mechanism of hERG inhibition by gating-modifier toxin, APETx1, deduced by functional 
characterization" BMC Mol. Cell Biol. (2021)22:3
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 ኱⭠⳦発⌧⣔ࢆ฼⏝ࢺࣥࢼࣅࣥࢥࣜࡓࡋ APETx1 のㄪ〇

APETx1 ࣥࢪࢳࢫࣄࡣ࡟のኚ␗యࡑࡧࡼ࠾  (His) ࠊࡋྜ⼥ࢆࢢࢱ኱⭠⳦ࡾࡼ࡟ᑒධయࡋ࡜

࡚発⌧ࠋࡓࡏࡉᒀ⣲ࡿࡼ࡟ኚᛶྍ࡜⁐໬ࠊNi2+࡛࣒ࣛ࢝࢕ࢸࢽ࢕ࣇ࢔の⢭〇のᚋࠊ㏱ᯒ࡟

ࠋࡓࡋಁࢆのᙧ成ྜ⤖ࢻ࢕ࣇࣝࢫࢪ୰࡛࣮࢓ࣇࢵࣂ㓟໬㑏ඖ࡟ࡶ࡜࡜ࡿࡍ㝖ཤࢆᒀ⣲ࡾࡼ

Tobacco etch virus (TEV) ࢢࢱࡿࡼ࡟ࢮ࣮࢔ࢸࣟࣉษ᩿ᚋࠊ㏫┦㧗㏿ᾮయ࢕ࣇࣛࢢࢺ࣐ࣟࢡ

࣮ (RP-HPLC) ࡿࡼ࡟⢭〇ࠋࡓࡗ⾜ࢆ

 ࢺࣥࢼࣅࣥࢥࣜ APETx1 の᰾☢Ẽඹ㬆  (NMR) ἲࡿࡼ࡟ゎᯒ

୕㔜ඹ㬆 NMR ᆒ୍ࠊ࡚ࡋ⏝฼ࢆࣝࢺࢡ࣌ࢫ 13C, 15N ᶆ㆑ࢆ᪋ࡓࡋ APETx1 の୺㙐࡜ഃ㙐

の NMR ࢆࣝࢼࢢࢩ pH 6.0, 298 K ᮲௳ୗ࡛ᖐᒓࠋࡓࡋ᰾࣮࣮࢜ࢨ࢘ࣁ࣮ࣂຠ果 (NOE) ࢩ

pH 6.0, 298 Kࠊ࡚ࡋ⏝฼ࢆࣝࢼࢢ ᮲௳ୗ࡛ APETx1 のᵓ㐀ࢆỴᐃࠋࡓࡋᚓࡓࢀࡽ❧యᵓ㐀

ࢆ pH 3.0, 280 K ᮲௳ୗのኳ↛≀の APETx1 の❧యᵓ㐀࡜ẚ㍑ࠋࡓࡋ

 ࡿࡼ࡟ἲࣉࣥࣛࢡࢳࢵࣃࣝࢭ࣮ࣝ࣍ APETx1 のኚ␗యゎᯒ

ᆒ୍ 15N ᶆ㆑ࢆ᪋ࡓࡋ APETx1 のኚ␗యの 1H-15N HSQC  㔝⏕ᆺ (WT)ࠊࡋᐃ ࢆࣝࢺࢡ࣌ࢫ

の࡜ࣝࢺࢡ࣌ࢫẚ㍑࡛࡜ࡇࡿࡍ❧యᵓ㐀ࢆ࡜ࡇࡿ࠶࡛➼ྠࡀ☜ㄆࠋࡓࡋhERG ⌧Ᏻᐃ発ࢆ

ࡓࡋ HEK293 ⣽⬊ࣉࣥࣛࢡࢳࢵࣃࣝࢭ࣮ࣝ࣍ࡓ࠸⏝ࢆἲ⃰ࠊ࡚ࡗࡼ࡟ᗘ ��� ȝ0 の APETx1

の WT のࡁ࡜ࡓࡋῧຍࢆኚ␗యࡧࡼ࠾ hERG 㟁ὶࢆ ᐃࠋࡓࡋ
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 二二本本刺刺しし膜膜電電位位固固定定法法にによよるる hERG のの変変異異体体解解析析  

hERG の WT または変異体を強制発現させたアフリカツメガエルの卵母細胞の巨視的電流

を二本刺し膜電位固定法によって測定した。それぞれの hERG 変異体に対して、濃度 10 μM

の APETx1 を添加し、電流測定を行った。  

 APETx1-VSD 複複合合体体のの構構造造モモデデルルのの構構築築 

Rat ether-à-go-go gene 1 (rEAG1) の立体構造を鋳型にして、hERG の S4 の up conformation

および 2 種の down conformation のモデルを作製し、HADDOCK 2.4 web server を用いたド

ッキングシミュレーションによって APETx1-VSD 複合体の構造モデルを構築した。  

 

 

 

Ⅲ 研究成果 

リリココンンビビナナンントト APETx1 のの調調製製法法のの確確立立とと NMR 法法にによよるる構構造造決決定定 

リコンビナント APETx1 は大腸菌を利用して不溶性の凝集体である封入体として発現さ

せた後、リフォールディングさせることで調製した。調製したリコンビナント APETx1 の

立体構造が天然物と同等であることを確認するために、NMR 法による解析を行った。ま

ず、pH 6.0, 298 K 条件下で NMR シグナルを帰属した。先行研究では pH3.0 条件下で APETx1

の立体構造が決定されている。生理的な条件下での APETx1 の立体構造を評価するために、

pH 6.0 条件下でリコンビナント APETx1 の NMR 構造を決定し（図 2A）、先行研究の pH 3.0

条件下の天然物の構造と比較した（図 2B）。その結果、両者の立体構造の間では C 末端の

向いている方向が僅かにずれていたが、異なる pH 条件下でも全体構造は互いによく一致

しており、大きな差がないことが分かった（残基番号 2-41 の主鎖 RMSD 値で 0.7 Å-1.5 Å）。

図 2 リコンビナント APETx1 の溶液 NMR 構造 
(A) リコンビナント APETx1 の 20 個の構造の重ね合わせ。(B) リコンビナント
APETx1 (PDB: 7BWI) と天然物の APETx1 (PDB: 1WQK) の構造の比較。 

A B 
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このことから、天然物と同等の立体構造を有するリコンビナント APETx1 を調製すること

に成功したと判断した。 

 

APETx1 のの変変異異体体解解析析にによよるる hERG 阻阻害害にに関関わわるるアアミミノノ酸酸残残基基のの同同定定  

ホールセルパッチクランプ法によってリコンビナント APETx1 の hERG 阻害活性を調べ

た。APETx1 は高い脱分極電位のときよりも、低い脱分極電位のときの hERG 電流を強く

阻害した（図 3A）。各脱分極電位での hERG 電流を調べたところ、濃度 10 μM の APETx1

は hERG の 50%活性化電位 (V1/2) を約 24 mV 高電位側にシフトさせた（ΔV1/2 = 23.9 ± 2.5 

mV、図 3B）。このことは APETx1 の添加時に hERG を活性化させるにはより高い電位を与

える必要があることを示しており、APETx1 が hERG の活性化前の機能状態である resting 

state を安定化していることを反映している。  

 

そこで、APETx1 の hERG 阻害活性に関わるアミノ酸残基を同定するため、側鎖が分子

表面に露出する 15 個のアミノ酸残基について変異体解析を行うこととした。濃度 10 μM

の APETx1 変異体を添加したときの hERG 電流をホールセルパッチクランプ法により測定

し、ΔV 1/2 の値を評価した。その結果、APETx1 の F15A, Y32A, F33A, L34A の 4 個の変異体

で WT と比較して ΔV1/2 の値が有意に減少した（図 4A）。これらの 4 個の疎水性残基は

APETx1 の分子表面上で局在し、疎水性パッチを形成していた（図 4B）。そのため、この疎

水性パッチが hERG の VSD との相互作用に関与していることが示唆された。  

 

 

図 3 APETx1 の hERG による hERG 活性化電位のシフト 
(A) 脱分極電位 0 mV（左）および+60 mV（右）での hERG 電流。(B) hERG の G-
V 曲線。 
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hERG のの変変異異体体解解析析にによよるる APETx1 結結合合部部位位のの推推定定 

先行研究では hERG の VSD の S3-S4 ループ上の G514-E519 の Cys 変異体の解析が行わ

れており、APETx1 による hERG 阻害活性が G514C 変異体で上昇、E518C 変異体で低下す

ることが報告されている。しかしながら、hERG のその他のアミノ酸残基の APETx1 によ

る阻害への寄与は明らかとなっておらず、APETx1 が hERG のどのアミノ酸残基と相互作

用し、いかにして resting state を安定化するのかは解明されていない。そこで、hERG の変

異体を作製し、それぞれの変異体について APETx1 による阻害活性を評価することとした。

変異させるアミノ酸残基には、hERG の S3-S4 ループの残基のうち F508-F513 および L520-

L524 を選定した。また、S1 上部の L433 および荷電残基 (K434, E435, E437, E438) と S2 の

D456, D460 についても変異体を作製した。  

まず hERG の変異体をアフリカツメガエルの卵母細胞に発現させ、二本刺し膜電位固定

法により WT と同等の電流が観測されることを確認した。二本刺し膜電位固定法において

も、パッチクランプ法のときと同様に濃度 10 μM のリコンビナント APETx1 が hERG の

WT の V1/2 を高電位側にシフトさせることを確認した  (ΔV1/2 = 21.9 ± 1.1 mV)。続いて、そ

れぞれの hERG の変異体における濃度 10 μM の APETx1 での ΔV1/2 の値を評価した(図 5)。

その結果、先行研究で報告されている hERG の E518C 変異体に加えて、L433A, D460A, 

F508A, I521A の 4 個の変異体で ΔV1/2 の値が WT と比較して有意に減少した。さらに、先

行研究の G514C 変異体と同様に、I512A, G522A の 2 個の変異体では ΔV1/2 の値が WT と比

較して有意に上昇した。これらの残基のうち、S1-S2 領域に存在する L433 と D460 以外の

アミノ酸残基は S3-S4 領域に存在する。特に、APETx1 による阻害活性が変異により大き

く減少した F508, E518, I521 は hERG の VSD の S3-S4 ループに存在することから、APETx1

がこれらのアミノ酸残基と相互作用することが示唆された。  

図 4 APETx1 の変異体解析 
(A) APETx1 変異体の ΔV1/2の値。データは平均値±標準誤差で示した。測定回数を
括弧内に示した。ΔV1/2の値を WT と比較した (**, 0.001 < p < 0.01; ***, p < 
0.001)。(B) 変異により ΔV1/2の値に有意な差がみられたアミノ酸残基を構造上に
マッピングした (PDB: 7BWI)。 
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ドドッッキキンンググシシミミュュレレーーシショョンンにによよるる APETx1-hERG 複複合合体体のの構構造造モモデデルルのの検検証証 

最後に、APETx1 と hERG の変異体解析で同定されたアミノ酸残基同士が直接的に相互

作用することが可能であるかを検証するために、ドッキングシミュレーションによる複合

体の構造モデルの構築を行うこととした。APETx1 が結合することが示唆される hERG の

S3-S4 ループは、先行研究の立体構造解析で観測されておらず、構造モデルが存在しない。

そのため、rEAG1 の立体構造を鋳型としたホモロジーモデリングにより、hERG の S3-S4

ループ領域の構造モデル（up モデル）を作製した。さらに、APETx1 は hERG の resting state

における S4 の down conformation に結合すると考えられるため、S4 を一巻き分、および二

巻き分だけ細胞内側に移動させた down モデル（これらをそれぞれ one-helical-turn down 

model、 two-helical-turn down model と記載する。）を作製した。これらのモデルに対して

APETx1 のドッキングシミュレーションを行ったところ、up モデルでは変異体解析で同定

されたアミノ酸残基同士が相互作用したモデルを得ることができなかった。その一方で、

2 種の down モデルでは、APETx1 の疎水性残基の側鎖が hERG の F508, E518, I521 の 3 個

のアミノ酸残基で形成された窪みにはまるように結合した複合体の構造モデルを得ること

ができた（図 6）。これらの複合体モデルは本研究での変異体解析の結果と矛盾しないこと

が分かった。  

 

 

図 5 hERG の変異体解析 
(A) APETx1 による hERG 変異体阻害における ΔV1/2の値。データは平均値±標準誤差
で示した。測定回数を括弧内に示した。ΔV1/2の値を WT と比較した (*, 0.01 < p < 
0.05; ***, p < 0.001)。(B) 変異により ΔV1/2の値に有意な減少がみられたアミノ酸残
基を hERG の VSD の構造上にマッピングした (PDB: 5VA2)。 
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【【考考察察】】 

リコンビナント APETx1 は天然物の APETx1 と同等の立体構造を形成し、hERG の活性

化電位を高電位側にシフトさせ、resting state を安定化することが分かった。APETx1 の変

異体解析から、APETx1 の分子表面の疎水性パッチが hERG との直接的な相互作用に関与

すると考えた。さらにドッキングシミュレーションによる検証では、down モデルを用いた

ときに APETx1 と hERG の変異体解析の結果を満たす複合体モデルを得ることができた。

これらのことから、S4 が down conformation となったときに hERG の変異体解析で同定さ

れた F508, E518, I521 が APETx1 の結合部位を形成することが示唆された。この APETx1 に

よる S4 の down conformation の認識機構は、VSD への結合を介して hERG の機能を調節す

るリガンドを創製する上での構造基盤となることが期待される。 

 

 

 

謝辞  

本研究事業の遂行にあたり、多大なるご支援を賜りました、公益財団法人車両競技公益資

金記念財団に、心より感謝いたします。  

 

 

 

 

 

 

図 6 APETx1-hERG 複合体の構造モデル 
(A) One-helical-turn down model に対するドッキング。(B) Two-helical-turn 
down model に対するドッキング。 
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内在心筋 ACh 産生システムの心・非心臓器連関とその不可欠性の解明





᪥ᮏ་⛉኱Ꮫ ⏕య⤫ᚚ⛉Ꮫศ㔝 

ᰠ἟ ⏤ᙪ 

 ࠔ研究のᴫせࠓ

研究௦⾲⪅はୡ⏺にඛ㥑ࡅてࠊᚰ➽⣽⬊⮬㌟ࡀಖ᭷ࣥࣜࢥࣝࢳࢭ࢔ࡿࡍ �ACh� ⏘⏕ࢫࢩ

࣒ࢸ D QRQ�QHXURQDO �FDUGLDF� FhROLQHUJLF V\VWHP 11CC6 ࢆ ���� ᖺにሗ࿌して௨᮶ࠊ
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ᶵ⬟ࡶ࡜ࡇࡘࡶࢆ♧၀ࠋࡿࢀࡉᡃࠎの研究ࣉ࣮ࣝࢢはࡇࠊの 11CC6 ᶵ⬟ࢆஹ㐍ࡓࡏࡉ㑇ఏ
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に୍➨ࠊࡽ࠿のゎᯒࡑࠊస〇しࢆ�hChAT TJ�ࢫ࣐࢘ࢡࢵࢽ࢙ࢪࢫࣥࣛ 11CC6 ㌿෗ᅉᏊࡀ
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⤒่⃭᫬の⾲現ᆺྠ࡜ᵝな㧗ḟᶵ⬟ಟ㣭࡜⾑ᾮ⬻関㛛ᶵ⬟�%%%�ቑᙉࢆច㉳ࡘࠊ࡜ࡇࡿࡍ
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ᶵ⬟⥔ᣢに୙ྍḞ࡛ࡿ࠶஦᫂ࡀⓑ࡜なࠋࡓࡗ㠀ᚰ⮚⮚ჾ࡛ࡿ࠶中ᯡ⚄⤒⣔�C16�࡛の⾲現
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ᗈࡃᛂ⏝ࡀ࡜ࡇࡿࢀࡉᮇᚅࠋࡿࢀࡉ 

－ 55 －



ඹྠ研究⪅ 

ὠ⏣ 㞞அ 㧗▱኱Ꮫື≀ᐇ㦂᪋タ 

Ὢ㙊 ⚽Ọ  ᅜ㝿་⒪⚟♴኱Ꮫ 

᰿ᮏ ᓫᏹ  ᪥ᮏ་⛉኱Ꮫ 

┾㔝 ࠿ࡍ࠶  ᪥ᮏ་⛉኱Ꮫ 

➉中 ᗣᾈ  ᪥ᮏ་⛉኱Ꮫ 

研究ሗ࿌ 

, 研究┠ⓗ 

ᮏ研究┠ⓗはࠊQRQ�QHXURQDO FDUGLDF FhROLQHUJLF V\VWHP �11CC6�のᚰ⮚おࡧࡼ㠀ᚰ⮚

⮚ჾ࡜しての中ᯡ⚄⤒⣔（C16）におࡿࡅᙳ㡪おࡧࡼ⏕⌮ᶵ⬟࣭⑓ែ⏕⌮Ꮫⓗᙺ๭ࡽ᫂ࢆ

11CC6ࠊはࣉ࣮ࣝࢢ᪤に研究ࠋࡿ࠶࡛࡜ࡇࡿࡍに࠿ のᶵ⬟ࢆஹ㐍ࡍࠊࢫ࣐࢘ࣝࢹࣔࡓࡏࡉ

なࡕࢃᚰ⮚≉␗ⓗ ChAT 㑇ఏᏊࢫ࣐࢘ࢡࢵࢽ࢙ࢪࢫࣥࣛࢺ�hChAT TJ�࠸⏝ࢆて11ࠊCC6 ࡀ

㠀ప㓟⣲ୗにࡾ࠶なࡶࡽࡀ +,)��⺮ⓑࣞ࣋ࣝࢆప㓟⣲ୗྠ࡜ᵝに⥔ᣢ࡛࡜ࡇࡿࡍ⹫⾑⪏

ᛶ⬟ࡀஹ㐍ࢆ࡜ࡇࡿࢀࡉ♧してࡀࡓࡁ �- AP +HDUW AVVRF ����� �����H�������ࠊᙉไⓎ

現⣔のࡘࡶḞⅬࢆ᏶඲にྰᐃ࡛ࡁなࠊࡵࡓ࠸ORVV RI IXQFWLRQ て࠸⏝ࢆࣝࢹࣔ 11CC6 ᶵ

ᚰࠊはࡘ୍ࠋࡓ࠸⏝ࢆࣝࢹのࣔࡘ஧ࠊにࡵࡓのࡑࠋࡓし࡜ⓗ┠ࢆ࡜ࡇࡿࡍに᳨ウࡽࡉࢆ⬟

⮚≉␗ⓗに ChAT ࡘࡶࢆ㓄ิࡿࡏࡉࣥ࢘ࢲࢡࢵࣀࢆ PL51A  �'hChAT K�ࣝࢹࣔࡿࡏࡉⓎ現ࢆ

�- 3h\VLRO 6FL� �����������CUH�OR[3ࠊは┠ࡘ஧ࠊ�� てᚰ⮚≉␗ⓗに࠸⏝ࢆ࣒ࢸࢫࢩ

ChAT 㑇ఏᏊࣝࢹࣔࡿࡏࡉࢺ࢘࢔ࢡࢵࣀࢆ�hChAT KO�࡛ࡇࠋࡿ࠶の஧ࡘのࣔࣝࢹはࡶ࡜ࠊ

にᚰ⮚≉␗ⓗに ChAT にࡿࡼ ACh ࡿに␗な࠸஫ࠊࡀࡿ࠶は࡛ࡌⅬ࡛はྠࡿࡏࡉపୗࢆ⏕⏘

ᡭἲ࠸⏝ࢆてస〇ࠋࡿ࠶࡛ࣝࢹࣔࡓࢀࡉしࡗࡀࡓてࡽࡕ࡝ࠊにお࠸てࡽࢀࡑࠊࡶの⾲現ᆺ

ࡀ hChAT TJ の࡜ࢀࡑẚ㍑してࠊおࡑࡼ┦཯ࡀ࡜ࡇࡿࡍ☜ㄆ11ࠊࡤࢀࢀࡉCC6 の⏕⌮Ꮫⓗ

ᶵ⬟ࠊࡀhChAT TJ  ࠋࡓࢀࡽ࠼⪄࡜ࡿ࠶࡛ࡾお࡜ࡿࢀࡉ⾲現ᆺに௦⾲ࡍ♧ࡀ

のࡘ஧ࠊはࣉ࣮ࣝࢢ研究࡛ࡇࡑ  11CC6 におࡿࡅ ORVV RI IXQFWLRQ ≉ࠊస〇しࢆࣝࢹࣔ

に௨ୗのⅬ࡬のᙳ㡪に࠸ࡘて╔┠し᳨ࠊウࢆ࡜ࡇࡿࡍ┠ⓗ࡜しࡍࠋࡓなࡕࢃᚰ⮚⮚ჾにお

௦ㅰ࣮ࢠࣝࢿ࢚⮚ղᚰࠊࢫࢩ࣮ࢱࢫ࣓࢜࣍⬟はᚰ⮚ᶵࡓࡲ⬟ձ⹫⾑⪏ᛶࠊして࡜ᙳ㡪ࡿࡅ

ᶵ⬟ࠊճᚰ⮚ 5O6 ⮚մᚰࠊの㜵ᚚ⣔ࡑはࡓࡲ⏕⏘ 1O して࡜に㠀ᚰ⮚⮚ჾࡽࡉࠊ⬟⏕⏘

C16 に╔┠しࠊյࡑの㧗ḟᶵ⬟おࡧࡼ %%% ᶵ⬟࡬のᙳ㡪ࠊに࠸ࡘて࡛ࠊࡓࡲࠋࡿ࠶ᚰᶵ⬟

のపୗࡀ☜ㄆ࡛ࡓࡁሙྜࡑࠊの㞀ᐖ㒊఩ࡾࡼࢆヲ⣽に᳨ウࡵࡓࡿࡍにࡾࡼࠊ⢭ᐦなᙧែᏛ

ⓗ᳨ウࠊ࠸⾜ࡶᚰ➽⣽⬊におࡿࡅ⣽⬊ᑠჾᐁにおࡿࡅ㞀ᐖの᭷↓᳨ࡶウࡶ࡜ࡇࡿࡍ┠ⓗ࡜

しࠋࡓ 

,,  研究ィ⏬おࡧࡼᮦᩱ࡜᪉ἲ 
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�� hChAT K' のస〇 

ࢫ࣐࢘ ChAT P51A の඲㛗⺮ⓑࢻ࣮ࢥ㡿ᇦの㓄ิ࡜ࡶࢆに࡜ࢀࡑࠊ┦⿵ⓗな VL51A して࡜

ChAT 㹫51A Ⓨ現ࢆᢚไ࡛ࡍࡀ࡜ࡇࡿࡍに ,QYLWURJHQ ♫࡛☜ㄆࢀࡉてࡿ࠸㓄ิࠊࢆ� ࣨᡤ

㑅ᢥしࡇࠋࡓの � ✀㢮の VL51A ࡘ࠿ࡾྲྀࢆᵓ㐀ࣥࣆ࢔࣊ࠊࢆ WDQGHP にⓎ現࣮ࢱࢡ࣋ࡿࡍ

に୍᪦ࢢࣥࢽ࣮ࣟࢡࣈࢧしࡑࠊのᚋࡑの � ✀ WDQGHP にⓎ現ࡿࡍ㡿ᇦ඲యࢆ෌ᗘษࡾฟし

の�0+Cࡵࡓࡿࡏࡉてᚰ⮚ᚰ➽⣽⬊≉␗ⓗに㝈ᒁしてⓎ現࠼にຍࢀࡑࠋࡓ 㡿࣮ࢱ࣮ࣔࣟࣉ

ᇦ࠸⏝ࢆてࠊィ㸰ࡘのࠊࢆࢺ࣮ࢧࣥ࢖VL51A Ⓨ現⣽⬊ࢆ *)3 ࡛ྠᐃࡵࡓࡿࡍのࢺࢫࢩ࢖ࣂ

ⓗにⓎ現⤊᭱ࠊ࡛࡜ࡇࡿࡍࢢࣥࢽ࣮ࣟࢡࣈࢧにࢺࢵࢭ࣮࢝ࢱࢡⓎ現࣋ࡘࡶࢆ࣒ࢸࢫࢩࣥࣟ

てᚰ⮚≉␗ⓗ࠸⏝ࢆࢀࡇࠋࡓస〇しࢆ࣮ࢱࢡ࣋ ChAT PL51A Ⓨ現࣐࢘ࢡࢵࢽ࢙ࢪࢫࣥࣛࢺ

ࢆࢀࡇࠊస〇しࢆࢫ hChAT K'  ࠋࡓし࡜

のࡇ hChAT K' ࠊࡃなࡶ࡜ࡇࡿࡍに✺↛Ṛࡄࡍᚋ⏕ࠊࡶ࡜ࡇࡿṚにな⮴⏕⫾ࠊはࢫ࣐࢘

成⋇࡛ࡲⓎ⫱し㏻ᖖ㏻ࡾに஺㓄ࠊࡾ࠶࡛⬟ྍࡀḟୡ௦にお࠸てࡶၥ㢟なࡃ㔝⏕ᆺྠ࡜ᵝの

ಶయᩘ࡛ᚓࠋࡓࢀࡽ 

�� hChAT KO のస〇 

࣒ࣀࢤࢫ࣐࢘ '1A ୖの࢚ࣥࢯࢡ � の �̓おࡧࡼ �̓ഃに CUH 㓝⣲ࡀㄆ㆑ࡿࡍ IOR[ 㓄ิࠊࢆ

CULVSHU�CDV㸷࠸⏝ࢆ࣒ࢸࢫࢩて஧ẁ㝵の┦ྠ⤌᥮ࢆ࠼௓してᤄධしࡑࠋࡓの '1A 㓄ิࢆ

☜ㄆࠊ࡛࡜ࡇࡿࡍIOR[ 㓄ิࢆ୧➃にࣟࢸ࣊ࡘࡶの࣐࢘ࢆࢫస〇しࡇࠋࡓの࣐࢘ࠊ࡜ࢫᚰ

⮚≉␗ⓗにࡍなࡕࢃ�0+C ࢀࡉてㄏᑟࡗࡼT[�に�࢙ࣥࣇࢩ࢟ࣔࢱࠊไᚚୗに࣮ࢱ࣮ࣔࣟࣉ

ࡿ CUH 㓝⣲㑇ఏᏊࢆⓎ現ࢆࢫ࣐࢘ࢡࢵࢽ࢙ࢪࢫࣥࣛࢺࡿࡍ஺㓄しࠊIOR[ 㓄ิࡑ࡜のࣟࣉ

ไᚚୗの࣮ࢱ࣮ࣔ CUH 㑇ఏᏊࢆࢫ࣐࢘ࡘࡶࢆᚓࡑࠋࡓのᚋࡇࠊの࣐࢘࡜ࢫ IOR[ 㓄ิ࣐࢘

ⓗに⤊᭱ࠊてࡏࡉに஺㓄ࡽࡉࢆ࡜ࢫ IOR[ 㓄ิにᣳࡓࢀࡲ ChAT 㑇ఏᏊ࢚ࣥࢯࢡ㸱ࣔ࣍ࢆに

ࡘ࠿ࠊࡕࡶ T[ にࡾࡼㄏᑟࡿࢀࡉ CUH 㑇ఏᏊྠࡶ᫬にⓎ現ࢫ࣐࢘ࢡࢵࢽ࢙ࢪࢫࣥࣛࢺࡿࡍ

のࡇࠋ�hChAT KO�ࡓᚓࢆ hChAT KO �0+Cࠊࡾ㏻ࡓタィしࡀ ࡜࣮ࢱ࣮ࣔࣟࣉ T[ にᛂ⟅ࡿࡍ

(5 㓄ิࡘࡶࢆ CUH 㑇ఏᏊࡑࠊして IOR[ 㓄ิࣔ࣍ࢆにࢀࡒࢀࡑࠊࢆ࡜ࡇࡘࡶの≉␗ⓗなࣉ

࣒ࣀࢤてᚰ⮚⏤᮶の࠸⏝ࢆ࣮࣐࢖ࣛ '1A て࠸⏝ࢆ 3C5 ࡛☜ㄆしࡇࠋࡓの hChAT KO ࡶ

hChAT K' ྠᵝに㏻ᖖ࡝おࡾに஺㓄࡜ḟୡ௦࡬の⥅௦ࢆ࡜ࡇࡿࢀࢃ⾜ࡀ☜ㄆしࠋࡓ 

��ᚰ⮚ࡽ࠿ᚰᡣࢆ㝖࠸てᚰᐊのࢆࡳ༢㞳しࠊᚰᐊࣞ࣋ࣝにおࡿࡅ ACh ྵ᭷㔞ࢆ +3/C にࡼ

hChAT K'࣭hChAT KOࠊᐃし ࡾ にࡗࡼて 11CC6 ࠋࡓホ౯しࢆ࠿࠺࡝࠿ࡿ࠸てࢀࡉᢚไࡀ

ࡽ࠿に༢㞳ᚰ⮚ᚰᐊࡽࡉ 51A࣭⺮ⓑ㉁ࢆᢳฟしࠊChAT ᅉᏊにおࢺࢵࢤ࣮ࢱのࠎ✀ࠊࡵྵࢆ

ࡿࡅ P51A Ⓨ現࣭⺮ⓑⓎ現ࣞ࣋ࣝࢆ 5T�3C5࣭࢙࢘ࢺࢵࣟࣈࣥࢱࢫ�:%�ἲ࠸⏝ࢆてホ౯し

ᅉࣝࢼࢢࢩղ⣽⬊⏕Ꮡࠊ௦ㅰ関㐃ᅉᏊ࣮ࢠࣝࢿձ࢚ࠊしては࡜┠ᚰ⮚࡛のೃ⿵ホ౯㡯ࠋࡓ

Ꮚࠊճ1O ⏘⏕⣔ࠊմ5O6 おࡑࡧࡼのᾘཤ⣔➼࡛ࠋࡿ࠶なおࠊ⏕໬Ꮫⓗホ౯࡜してࠊᚰ⮚

AT3 㔞1ࠊO ௦ㅰ⏘≀5ࠊO6 ௦ㅰ⏘≀➼はࢀࡒࢀࡑの ᐃ⏝࢟࠸⏝ࢆࢺࢵて᳨ウしࠋࡓ 

��ᚰᶵ⬟ホ౯は࡛ࡲࢀࡇࠊの研究࡛ࣉ࣮ࣝࢢの㐣ཤにሗ࿌しࡓඛ⾜研究ྠᵝ39ࠊ ࣮ࢸ࢝

ᕥᚰᐊෆ✀ྛࠊ࠸⾜ࡾࡼにࢳ࣮ࣟࣉ࢔ேᕤ࿧྾⟶⌮ୗ࡛のᚰᑤ㒊ࠊ࠸⏝ࢆ࣒ࢸࢫࢩࣝࢸ

ᅽ࣭ᐜ✚ࢆ࣮ࢱ࣮࣓ࣛࣃ ᐃࠊࡓࡲࠋࡓࡗ⾜࡛࡜ࡇࡿࡍᙧែᏛⓗホ౯のࡵࡓにࠊ㏻ᖖの⤌
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⧊ᰁⰍ࣭ච␿⤌⧊໬ᏛⓗᰁⰍࡽࡉࠊ࠸⾜ࢆに 11CC6 ᶵ⬟ᢚไにࢺࢵࢤ࣮ࢱࡿࡼᅉᏊ（⣽⬊

ෆᑠჾᐁ➼）のྠᐃࢆ┠ⓗ࡜してࠊ㏱㐣ᆺ㟁Ꮚ㢧ᚤ㙾Ꮫⓗほᐹࠋࡓࡗ⾜ࢆ 

��ಶయࣞ࣋ࣝの㧗ḟᶵ⬟ホ౯ࡵࡓ࠺⾜ࢆにࡘ࠺ࠊᛂ⟅ヨ㦂࡜してᑿᠱᆶヨ㦂࣭ᙉไỈὋヨ

㦂➼ࡽࡉࠋࡓࡗ⾜ࢆにࠊ⾑ᾮ⬻関㛛（%%%）ᶵ⬟ࢆホ౯ࡵࡓࡿࡍにࠊ%%% 関㐃⺮ⓑⓎ現ࣞ

ࢆࣝ࣋ :% ἲ᳨࡛ウしࢀࡇࠋࡓにຍ࠼てࠊ⬻෾⤖ᦆയࣔ࠸⏝ࢆࣝࢹて୍᫬ⓗに %%% ࡵ⦅ࢆ

ࡕࢃなࡍࠊ࠸のᛂ⟅の㐪ࡁ࡜ࡓ %%% ᶵ⬟᢬ᢠᛶࢆホ౯ࡵࡓࡿࡍに࣮ࣝࣈࢫࣥࣂ࢚ࠊⰍ⣲ࢆ

඲㌟ᢞ୚しࠊ⬻෾⤖ᦆയᚋのᦆയ㒊఩࡛のⰍ⣲₃ὤ⛬ᗘࢆ ᐃし11ࠊCC6 にࡿࡼ %%% ᶵ⬟

 ࠋࡓホ౯しࢆのᙳ㡪࡬

,,,  研究成果 

現在ࠊᮏ研究のᚋ༙のෆᐜに࠸ࡘての論文స成ẁ㝵にධࡗてࠊࡵࡓࡿ࠸ಶࠎのヲ⣽な࣮ࢹ

しࡴࡶࡾࡼ࠺࠸࡜てはලయⓗ࠸ࡘの⤖果にࡑࠊし࡜࡜ࡇࡿࡵ␃ては୍㒊に࠸ࡘのᥖ㍕にࢱ

 ࠋ࠸ࡓࡁࡔࡓ࠸஢ᢎࡈて࠸ࡘのⅬにࡑの࡛ࡿࡵ࡝࡜に࡜ࡇࡍ♧論ⓗに⥲ࢁ

�）hChAT KO のᚰᶵ⬟はࢫ࣐࢘ T[ ᢞ୚ᚋపୗࡿࡍ 

hChAT KO におࡿࡅᚰ⮚ᚰᐊにおࡿࡅ ChAT の⤖果ᚰࡑࠊⓎ現は᭷ពにపୗしࢡࣃࣥࢱ

ᐊ࡛⏘⏕ࡿࢀࡉ ACh ࣞ࣋ࣝは࣮ࣝࣟࢺࣥࢥࠊ（T[ の⁐፹࡛ࡿ࠶ VR\EHDQ RLO のࢆࡳᢞ

୚してࠊࡵࡓࡿ࠸KO は⏕ࡌて࠸な࡜（ࢫ࣐࢘࠸ẚ㍑し᭷ពに⣙ ��㸣にపୗして࠸

KOࠋࡓ ᏶඲にࡶ࡝࠼࠸࡜ࢫ࣐࢘ �㸣࡜なࡗては࠸な࡜ࡇ࠸は␃ពࡁ࡭ࡍⅬ࡛ࠋࡿ࠶な

おࠊᡃࡾࡼࢀࡇࡀࠎ๓にస〇しࡓ hChAT K' にお࠸てྠࡶᵝ࡛ࡸࠊはࡾᚰᐊ⏘⏕ ACh

ࣞ࣋ࣝは࣮ࣝࣟࢺࣥࢥの ����㸣࡛ࡲのపୗ࡛ࡽࡕࡇࠋࡓࡗ࠶のపୗࡶ᭷ព࡛ࠋࡓࡗ࠶ 

のࡇ CUH�OR[3 ࡿࡼに࣒ࢸࢫࢩ hChAT KO にお࠸てはࢆ࣮ࣝࣟࢺࣥࢥࠊ T[ の⁐፹࡛

ࡿ࠶ VR\EHDQ RLO のࡳᢞ୚࡜しࢆࢀࡇࠊẚ㍑ᑐ㇟࡜して T[ ᢞ୚にࡿࡼ hChAT KO ࣐࢘

ࢫ㔝⏕ᆺ࣐࢘ࠊて࠸ண備ᐇ㦂におࡓࢀࢃ⾜஦๓にࠊなおࠋࡓẚ㍑しࢆ⬟のᚰᶵࢫ

（:T）࡜ T[ ࡶ VR\EHDQ RLO ฎ⌮の↓ࡶࡽࡕ࡝ hChAT KO（しࡗࡀࡓてࠊKO な࠸てࢀࡉ

ࡵࡓ࠸ KO ࡛はな࠸）࣭ ᢞ୚のࡳの⁐፹のࡑ hChAT KO（ࡶࢀࡇ KO の࡜（࠸な࠸てࢀࡉ

㛫にはࠊ⤫ィᏛⓗにࠊࡶᚰᶵ⬟࣮ࢱ࣮࣓ࣛࣃには᭷ពᕪはなࠋࡓࡗ࠶࡛➼ྠࡃ 

hChAT KOࠊてࡉ  ࡛は⁐፹のࡳᢞ୚の㠀 KO ᚰᢿᩘには᭷ពᕪࠊࡶẚ㍑して࡜ࢫ࣐࢘

hChAT KOࠊࡀࡓࡗ࠿なࡀ ࡛はձᕥᐊᣑᙇᮎᮇᐜ✚（('9）の᭷ពなቑຍにࡿࡼᚰᣑ

኱ࡽࡉࠊにղ୍ᅇᢿฟ㔞ճ㥑ฟ⋡（()）࣭ մᕥᚰᐊෆᚄ▷⦰⋡（)6）࣭ յᕥᐊ཰⦰ᮎᮇ

ᅽ（(63）はࡶࢀࡎ࠸᭷ពにపୗࡀㄆࡍࠋࡓࢀࡽࡵなࡕࢃ᭷ពなᚰᶵ⬟పୗࢀࡉ♧ࡀ

hChAT KOࠊࡓࡲࠋࡓ の඲౛࡛はなࡶ࠸ののࠊ⬚Ỉ㈓␃࣭࿧྾ಁ㏕➼඾ᆺⓗなᚰ୙඲ࢆ

࿊୍ࡶࢫ࣐࢘ࡿࡍᐃ⛬ᗘᚲࡎㄆࢀࡽࡵてࡇࠋࡓ࠸の≧ἣࢆ㋃࠼ࡲてࠊhChAT KO の T[

ᢞ୚ᚋ஧㐌㛫௨ෆのṚஸ⋡（✺↛Ṛ）は ����㸣࡜᭷ពに㧗⋡࡛ࠋࡓࡗ࠶なおẚ㍑ᑐ㇟

は࡛࣮ࣝࣟࢺࣥࢥࡿࡼᢞ୚にࡳしての⁐፹の࡜ ���㸣࡛ࠊࡵࡓࡿ࠶hChAT KO ࡛のṚஸ

⋡はᴟࡵて㧗್࡛ࢀࡇࠋࡓࡗ࠶はᚰ୙඲Ṛࡑࡀのཎᅉࣉ࣏ࣥࠊࢀࡽ࠼⪄࡜ኻㄪにຍ
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 ࠋࡓࢀࡽ࠼⪄ࡶṚᛶ୙ᩚ⬦のྍ⬟ᛶ⮴ࠊ࠼

 hChAT K' 'hChAT Kࠊࡶ ⬟᭷ពにᚰᶵࠊののࡶࡿ࠶㍍ᗘ࡛はࡾࡼᗘは⛬ࡤࢀ࡭ẚ࡜

పୗࢆ♧しておࡾࡼࠊࡾప⋡࡛はࡀࡓࡗ࠶✺↛Ṛࡶࡍ♧ࢆのࡶᏑ在しࡓ �3 -h\VLRO 

6FL� �����ࢀࡎ࠸ࠋにお࠸てࠊࡶ୧⪅の࡛ࣔࣝࢹᚰᶵ⬟పୗおࡧࡼᚰ୙඲⑕≧ࡸ✺↛

Ṛࢆ♧して11ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡿ࠸CC6 のᏑ在はᚰᶵ⬟⥔ᣢに୙ྍḞ࡛ࡀ࡜ࡇࡿ࠶☜ㄆࢀࡉ

 ࠋࡓ

�）hChAT KO  ࡿࡍపୗࡀⓎ現ࢡࣃࣥࢱ௦ㅰ関㐃ᅉᏊ࣮ࢠࣝࢿᚰ⮚࡛は࢚ࢫ࣐࢘

hChAT K' にお࠸てࡶపୗࡀㄆ࣮ࢠࣝࢿ࢚ࡓࢀࡽࡵ௦ㅰ関㐃ᅉᏊ（SANW�ANW࣭*/8T�

➼）に࠸ࡘてࠊhChAT KO ⏤᮶のᚰ⮚ᚰᐊ（ホ౯⏝ᚰ⮚ࣝࣉࣥࢧは࡭ࡍࠊてᚰᡣࢆ㝖࠸

ホࢆⓎ現ࣞ࣋ࣝࢡࣃࣥࢱのࡑἲ࡛ࢺࢵࣟࣈࣥࢱࢫ࢙࢘ࢆ（ࡿ࠸して࡜ࡳᚰ⮚ᚰᐊのࡓ

౯しࠊࢁࡇ࡜ࡓ⢾㍺㏦య */8Tࡑࠊ�して⏕Ꮡ࡜ࣝࢼࢢࢩしてᶵ⬟ࡿࡍ SANW�ANW ẚのῶ

ᑡࡀ hChAT KO ࡛ㄆࡇࠋࡓࢀࡽࡵの࡜ࡇは 11CC6 ᶵ⬟పୗにࡾࡼᚰ➽࡛の⢾฼⏝ࡀప

ୗࡽࡉࠊ࡜ࡇࡿࡍに 11CC6 はᚰ➽⣽⬊⏕Ꮡࣝࢼࢢࢩ⥔ᣢにᐤ୚してࡶ࡜ࡇࡿ࠸♧၀し

てࡽࡉࠋࡿ࠸にࠊゎ⢾⣔の㏵中にࡑࠊの௦ㅰ⏘≀ S\UXYDWH ࡽ࠿ TCA ࡿにධࣝࢡ࢖ࢧ

⤒㊰にお࠸て࣑࢔ࣜࢻࣥࢥࢺෆ࡛ DFHW\O CRA ࡿࡍ⏕⏘ࢆ S\UXYDWH GHh\GURJHQDVH 

㓟໬㓝⣲ࣥࣜࡿࡍᢚไᛶにไᚚࠊࢆ�+'3� S\UXYDWH GHh\GURJHQDVH NLQDVH �3'K�� の

+'3ࠊてࡗࡀࡓしࠋࡓ࠸㢧ⴭにஹ㐍してࡀࣝ࣋ࣞࢡࣃࣥࢱ ᶵ⬟ࡀ hChAT KO ࡛はᢚไࡉ

ࡾࡲࡘࠊ࡜ࡇࡿ࠸てࢀ 11CC6 ᶵ⬟పୗは⢾฼⏝ࢆᢚไ࡛ࡅࡔࡿࡍなࣜࢻࣥࢥࢺ࣑ࠊࡃ

ෆ࢔ TCA ࢠࣝࢿ࢚ࠊࡵࡓࡿ࠸పୗしてࡀ⏝にᚲ㡲なᇶ㉁⮬యの฼ࡵࡓࡍᅇࢆࣝࢡ࢖ࢧ

࣮㠃ࡶࡽ࠿ᚰ➽⣽⬊࡛の༑ศな࢚࣮ࢠࣝࢿ⏘⏕にᨭ㞀࣮ࢠࣝࢿ࢚ࠊࡌ⏕ࡀ୙㊊に᭚ࡉ

 ࠋࡓࢀࡉ၀♧ࡀᙳ㡪ࡿࢀ

 ௨ୖの࡜ࡇはࠊᚰ⮚ AT3 ⏘⏕㔞ࢆẚ㍑ࡍࠋࡓࢀࡉ♧ࡶ࡛࡜ࡇࡿࡍなࣟࢺࣥࢥࠊࡕࢃ

hChAT KOࠊẚ㍑し࡜࣮ࣝ ᚰ⮚ෆ AT3 ྵ㔞は᭷ពにపୗしてࡇࠋࡓ࠸のࡶࡽ࠿࡜ࡇ

hChAT KO ᚰ⮚は࢚࣮ࢠࣝࢿ୙㊊≧ែ࡛࡜࠿ࡽ᫂ࡀ࡜ࡇࡿ࠶なࠋࡓࡗ 

�）hChAT KO ᚰ⮚࡛のࢫ࣐࢘ 1O ⏘⏕⣔ࡶపୗࡿࡍ 

hChAT K' ᚰ⮚ᚰᐊ࡛は H1O6 の⺮ⓑⓎ現はኚࡽࢃな࠸のにᑐしてࡴࠊしࢁ Q1O6 

�1O6��ࢡࣃࣥࢱⓎ現のపୗࡀ㢧ⴭ࡛ࡑࠊࡾ࠶の⤖果ᚰᐊࣞ࣋ࣝの 1O ௦ㅰ⏘≀ 1O� ྵ㔞

は᭷ពにపୗしておࡾ 11CC6 ⮚ᚰ࡜ 1O ⏘⏕⣔ࡀ関୚ࢀࡉ♧ࡀ࡜ࡇࡿࡍてࡓ࠸ �- 

3h\VLRO 6FL �����୍ࠋ᪉࡛ࢀࡇࠊは࡛ࡍにᡃࡀࠎሗ࿌してࡿ࠸ �COLQ 6FL �/RQG�� 

��������������������11CC6 JDLQ RI IXQFWLRQ ࠊ��� ࡿ࠶࡛ࣝࢹࣔ hChAT TJ （ᚰ⮚

≉␗ⓗ ChAT 㑇ఏᏊࢫ࣐࢘ࢡࢵࢽ࢙ࢪࢫࣥࣛࢺ）࡛のᚰᐊ 1O ⏘⏕㔞の᭷ពなቑ኱࠸࡜

11CC6ࠊてࡗࡀࡓしࠋࡿ࠶の࡛ࡶࡿࡍ཯┦࡜果⤖࠺ にࡿࡼᚰ⮚ 1O ⏘⏕のஹ㐍࠺࠸࡜ᶵ

 ࠋࡓࢀࡉ၀♧ࡀ⬟

࡛は hChAT KO �1O6ࠊ࠿࠺࡝࠿ᵝྠࡶ࡛ ⺮ⓑⓎ現ࣞ࣋ࣝࢆホ౯しࠊࢁࡇ࡜ࡓChAT K'

ྠᵝに 1O6� ⺮ⓑⓎ現ࣞ࣋ࣝは㢧ⴭにపୗしࠋࡓᚰᶵ⬟におࡿࡅ 1O6� ⏤᮶ 1O の⏕⌮

Ꮫⓗᙺ๭は࡛ࡲࢀࡇࠊのඛ⾜研究ࠊࡾࡼ⣽⬊እࡽ࠿ෆ࡬のྲྀࡾ㎸ࡳに関ࡿࢃ CDࣕࢳ��

ࡸࣝࢿ 6(5CA ⣽⬊㉁ෆࡓ௓しࢆのಟ㣭࡬ CD��ไᚚࡀሗ࿌ࢀࡉてࠋࡿ࠸しࡗࡀࡓてࠊ௨

ࡶࡽ࠿ୖ 11CC6 は 1O ⏘⏕⣔ࢆ௓しࡓᚰᶵ⬟ไᚚに῝ࡀ࡜ࡇࡿࢃ࠿࠿ࡃ♧၀ࠋࡓࢀࡉ 
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�）hChAT KO ᚰ⮚࡛はࢫ࣐࢘ 5O6 のᙳ㡪ࡾࡼࡀ኱ࡃࡁᾘཤ⣔はᢚไࡿࢀࡉ 

hChAT KO ᚰ⮚࡛の 5O6 ᭀ㟢のᙳ㡪は '1A ࣞ࣋ࣝにおࡑࠊࡧࡼのᣦᶆの୍ࡿ࠶࡛ࡘJ�

+�A ᪉୍࡛ࠊⓎ現は᭷ពにቑຍしࢡࣃࣥࢱ 6O'� ⺮ⓑࣞ࣋ࣝはపୗしࡍࠋࡓなࡕࢃ

hChAT KO ᚰ⮚は࡜࣮ࣝࣟࢺࣥࢥẚ㍑してࡾࡼࠊ㧗ᗘな 5O6 ᭀ㟢≧ែにࡀ࡜ࡇࡿ࠶♧၀

にᚰᐊࣞ࣋ࣝのࡽࡉࠋࡓࢀࡉ *6+�*66* ẚは࡜࣮ࣝࣟࢺࣥࢥࠊẚ㍑して᭷ពに ChAT KO

࡛はపୗしておࠊࡾᚰ⮚ࣞࢫࢡࢵࢻ⎔ቃはࡾࡼ KO にお࠸てᝏ໬してࢀࡽ࠼⪄࡜ࡿ࠸

11CC6ࠊࡽ࠿௨ୖࠋࡓ はඖ᮶ᚰ⮚ࢆ 5O6 ᭀ㟢ࡽ࠿Ᏺࡿᶵ⬟ࢆᣢࡀ࡜ࡇࡘ♧၀ࠋࡓࢀࡉ

なおྠ࡜ࢀࡇࠊᵝの⾲現ᆺは hChAT K' 'hChAT Kࠊࡾておࢀࡉㄆ☜ࡶ࡛ ᚰ⮚ෆ࡛の

QLWURW\URVLQH ⏘⏕ቑຍࡍなࡕࢃ 1O ⣔にࡿࡼ 5O6 ᭀ㟢0ࠊ'A ࣞ࣋ࣝቑຍࡍなࡕࢃ⬡⫫

㓟にࡿࡼ 5O6 ᭀ㟢ࠊJ�+�A ࡗࡀࡓしࠋࡿ࠸てࢀࡽࡵㄆࡀⓎ現ࣞ࣋ࣝのቑຍࢡࣃࣥࢱ

てࢀࡎ࠸ࠊの ORVV RI IXQFWLRQ 11CC6ࠊに࠺ࡼな࠿ࡽ᫂ࡽ࠿ࣝࢹࣔ にはᚰ⮚ࡑのࡶの

ᢠࡘᣢࡀ 5O6 స⏝࠺࠸࡜ᶵ⬟ࡀ備ࡗࢃて࡜࠿ࡽ᫂ࡀ࡜ࡇࡿ࠸なࠋࡓࡗ 

୍᪉࡛ࠊᡃࠎのඛ⾜研究࡛は �- AP +HDUW AVVRF �����ࠊඛ㏙の hChAT TJ ⏤᮶の

ึ௦ᇵ㣴⣔ᚰ➽⣽⬊ࠊࡀ㓟⣲౫Ꮡᗘはࡾࡼపࡓࡲࠊࡃప㓟⣲にᑐして᢬ᢠᛶࡇࡘࡶࢆ

ࡓࡲࠊ࡜ 11A ORVV RI IXQFWLRQ ⣽⬊࡛は㏫に㓟⣲ᾘ㈝㔞ࡀஹ㐍ࢆ࡜ࡇࡿࡍ᪤にሗ࿌

してࡿ࠸ �6%)( - ����� ��������11CC6ࠊてࡗࡀࡓしࠋ���������� の୍ᶵ⬟ⓗᙺ๭࡜

しては㢧ⴭな㓟⣲ᾘ㈝㔞ቑຍࢆᢚไし5ࠊO6 ᭀ㟢ࡽ࠿のᅇ㑊ࢆ௓しࡑࠊの⤖果ప㓟⣲

 ࠋࡓࡗな࡜࠿ࡽ᫂ࡀ࡜ࡇࡿࡍⓎ᥹ࢆは⹫⾑⪏ᛶࡓࡲ

�� hChAT KO はࡾࡼ඲㌟ᛶ⅖⑕ᛂ⟅ࡍ♧ࢆ 

hChAT TJ ࡛はࠊᡃࠎのඛ⾜研究࡛࡛ࡍにሗ࿌して࠺ࡼࡿ࠸に36/ࠊ ඲㌟ᢞ୚にࡿࡼ⅖

⑕ᛂ⟅ࡓࡲはࠊᒁᡤᛶ⅖⑕ࣔ࡜ࣝࢹしての⬻෾⤖ᦆയ࡛はࠊ⅖⑕ᛂ⟅ࢆᢚไࡿࡍ 

�%UDLQ %HhDY ,PPXQ ����� ���hChAT KOࠊてࡗࡀࡓしࠋ�������� ࡛は㏫に⅖⑕ᛂ⟅ࢆ

㐣๫にច㉳ࡿࡍの࡛は࠺࠸࡜௬ㄝのࡑࠊ࡜ࡶの⭁⮚ෆ࡛の ,/�� T1)�⺮ⓑⓎ現ࣞ࣋ࣝ

ࡶて࠸におࢀࡎ࠸ࠊ࡜ࡿࡍࠋࡓἲ᳨࡛ウしࢺࢵࣟࣈࣥࢱࢫ࢙࢘ࢆ hChAT KO ࡛୧࢖ࢧ

中⾑ࠊࡓࡲࠋࡓ࠸ⓑⓎ現はஹ㐍して⺮ࣥ࢖࢝ࢺ +0*%� ࢁࡇ࡜ࡓᐃし ࢆࣝ࣋ࣞ hChAT 

KO ࡛᭷ពにୖ᪼してࠋࡓ࠸௨ୖ11ࠊࡽ࠿CC6 はࡑのᚰ⮚ᒁᡤにお࠸てࡑࡶのᙳ㡪ࢆཬ

ࠊࡕࢃなࡍࠋࡓࢀࡉ၀♧ࡀ࡜ࡇࡿ࠸してࢆ㈇のㄪ⠇ࡶ඲㌟⅖⑕ᛂ⟅にᑐしてࠊࡀࡍࡰ

11CC6 はᚰ⮚࣭C16 のࡳに㝈ࠊࡎࡽおࡃࡽࡑ㏞㉮⚄⤒ࢆ௓して඲㌟の⅖⑕ᛂ⟅にࡑࡶ

のᙳ㡪ࢆཬࡰし࡜࠿ࡽ᫂ࡀ࡜ࡇࡿ࠺なࠋࡓࡗ 

�� hChAT KO ᚰ➽⣽⬊࡛はᚰ➽⧄⥔のṇᖖᵓ㐀ࡀኻࠊࢀࢃ㘒⥈໬࢔ࣜࢻࣥࢥࢺ࣑࡜のᙧែ

Ꮫⓗ␗ᖖࡀㄆࡓࢀࡽࡵ 

ᚰ୙඲ᵝ⑕≧ࢆ࿊しࡓ hChAT KO ᚰ➽⣽⬊ෆのჾ㉁ⓗ␗ᖖ᳨ࢆウࡵࡓࡿࡍに㏱㐣ᆺ㟁Ꮚ㢧

ᚤ㙾にࡿࡼᙧែᏛⓗホ౯ࠊࡓࡲࢫ࣐࣮࢘ࣝࣟࢺࣥࢥࠋࡓࡗ⾜ࢆ:T に T[ ࢫ࣐࢘ࡓᢞ୚しࢆ

᪉୍ࠊし࠿しࠋࡓࡗ࠿なࢀࡽࡵㄆࡃᚰ➽⣽⬊ෆ࡛のᙧែᏛⓗ␗ᖖは඲ࠊࡶて࠸におࢀࡎ࠸

࡛ T[ ᢞ୚ᚋ � 㐌㛫௨ෆの hChAT KO ᚰ⮚にお࠸てはࠊT[ ฎ⌮にࠊࡾࡼᚎࠎに➽⥺⥔の᩿

⿣おࡧࡼ㘒⥈໬ࡓࡲࠊᚰ➽⧄⥔㛫にᒁ在࢔ࣜࢻࣥࢥࢺ࣑ࡿࡍの⦪㍈㛗のῶᑡ࡜⭾໬おࡧࡼ

␗ᖖࢸࢫࣜࢡᵓ㐀ࡀ㢧ⴭにな᩿ࠊࡾ∦໬し࠺ࡼࡓなࡴしࢁ⌫≧の࣑࢔ࣜࢻࣥࢥࢺのቑຍࡀ
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㢧ⴭ࡜なࡽࡉࠋࡓࡗに✵⬊ኚᛶの࠺ࡼなෆ⭍ࡀ✵⹫な෇ᙧ≧の⑓ኚࠊࡶ➽⥺⥔ෆにከࡃㄆ

]Tࠋࡓࢀࡽࡵ ฎ⌮ᚋ ��� 㐌㛫にࡑの⑓⌮Ꮫⓗ≉ᚩは᏶成ࡶ࡜ࡇࡿࢀࡉ☜ㄆしࠋࡓ௨ୖ࠿

 ࠋࡓࢀࡉ၀♧ࡀ࡜ࡇࡿ࠶࡛࢔ࣜࢻࣥࢥࢺの㈐௵⣽⬊ෆᑠჾᐁは࣑ࡘᚰᶵ⬟పୗの୍ࠊࡽ

�� hChAT KO におࡿࡅ㠀ᚰ⮚⮚ჾにおࡿࡅ⾲現ᆺのゎᯒ 

ձ ⾑ᾮ⬻関㛛（%%%）࡬のᙳ㡪 

ᡃࠎの hChAT TJ 11CC6ࠊඛ⾜研究࡛はࡓ࠸⏝ࢆ ᶵ⬟ஹ㐍にࡗࡼて %%% ᵓ成⺮ⓑのࡕ࠺

FODXGLQ�� ⺮ⓑⓎ現ࣞ࣋ࣝࡀஹ㐍ࢆ࡜ࡇࡿࡍሗ࿌してࠋࡿ࠸ຍ࠼てࠊᕥ㢕㒊㏞㉮⚄⤒ษ㝖 

ࡓのⓎ現ஹ㐍しࡇࠊ࡜࠺⾜ࢆ FODXGLQ�� ࡀ :T ࠿ࡽ᫂ࡶ࡜ࡇࡿࡍపୗ࡛ࡲᗘࣞ࣋ࣝ⛬ྠ࡜

にしࠋࡓhChAT TJ にお࠸てはᕥഃ㏞㉮⚄⤒άືⓎⅆ㢖ᗘࡀ :T ࠿ࠊẚ㍑し᭷ពにቑຍし࡜

㉮⚄⤒Ꮩ᮰᰾࡛の㏞ࡘ F�)RV 㝧ᛶ⣽⬊ᩘࡀ᭷ពにቑຍしてࡇࠊࡽ࠿࡜ࡇࡿ࠸の࣐࢘ࢫにお

ࡇ㉳ࡀ㊰のάᛶ໬⾜ୖ࠺࠿ྥ࡬中ᯡࡽ࠿⮚ᚰࡾࡲࡘのồᚰ㊰ࡑࡶ࡛࠿なࠊ⤒⚄ては㏞㉮࠸

hChAT KOࠊ࡛ࡇࡑࠋ����� UDLQ %HhDY ,PPXQ%� ࡓにし࠿ࡽ᫂ࡶ࡜ࡇࡿ࠸てࡗ ࡛はࡑの┦

཯ࡿࡍ現㇟ࡀ㉳ࡗࡇてྍࡿ࠸⬟ᛶ࠺࠸࡜ࡿ࠶ࡀ௬ㄝのࠊ࡜ࡶhChAT KO ᑠࡕ࠺の⬻ࢫ࣐࢘

%%%ࠊの⤖果ࡑࠋࡓࡗ⾜ࢆἲ࡛ゎᯒࢺࢵࣟࣈࣥࢱࢫして࢙࢘࡜ࣝࣉࣥࢧࢆ㡿ᇦࡓ࠸㝖ࢆ⬻

ᵓ成⺮ⓑ࡛ࡿ࠶ FODXGLQ�� にຍࠊ࠼RFFOXGLQ ⺮ⓑⓎ現ࡀ᭷ពにపୗしてࡇࠋࡓ࠸の࡜ࡇ

ࡽ࠿ 11CC6 は㏞㉮⚄⤒ồᚰ㊰ࢆ௓して %%% ㏞ࠋࡓࢀࡉ၀♧ࡀ࡜ࡇࡿ࠸してࡰཬࢆのᙳ㡪࡬

㉮⚄⤒のᏙ᮰᰾௨㝆のᢞᑕඛに࠸ࡘて࠿ࡘࡃ࠸ࠊの⚄⤒᰾ࢆ௓して࡜ࡇࡿ࠸は࡛ࡍにሗ࿌

はࡓࡲ⟶⾑⬻᥋ⓗに┤ࡀのඛの⚄⤒⤊ᮎࡑにࡽࡉࠊࡀࡿ࠸てࢀࡉ %%% しࢆゎ๗Ꮫⓗ᥋ゐ࡜

て࠿ࡿ࠸に࠸ࡘてࡓࡲࠊ %%% ᵓ成⺮ⓑⓎ現ࢆไᚚしてࡿ࠸ᅉᏊに࠸ࡘてはࠊ௒ᚋの᳨ウࡀ

ᚲせ࠼⪄࡜てࠋࡿ࠸ 

  

ղ %%% ᶵ⬟࡬のᙳ㡪 

ࡀのᵓ成⺮ⓑࡑ hChAT KO ⬻࡛はపୗして࡜ࡇࡿ࠸にࠊࡾࡼᐇ㝿の %%% ᶵ⬟ྠࡶᵝに㞀ᐖ

ṇ中ษ㛤ࢆࡳ㢌⓶のࠋࡓస〇しࢆࣝࢹ෾⤖ᦆയࣔ⬻ࠊにࡵࡓࡿࡍホ౯ࢆᛶ⬟ྍࡿ࠸てࢀࡉ

し┤ᚄ � PP の㖡〇෇ᰕᲬࢆ � ⛊㛫ྑ㢌⵹㦵㢌㡬㒊に᥋ゐࡑࠊࡏࡉの┤ୗにྑࡿ࠶኱⬻༙

⌫㢌㡬㒊୍࡛㐣ᛶに %%% ᶵ⬟ࢆపୗࢆࢀࡑࠊࡏࡉ඲㌟ᢞ୚し࣮ࣝࣈࢫࣥࣂ࢚ࡓⰍ⣲の₃ฟ

⛬ᗘ࡛ホ౯ࡶࡿࡍの࡛ࠋࡿ࠶hChAT KO ࡛は࡜࣮ࣝࣟࢺࣥࢥẚ㍑し࣮ࣝࣈࢫࣥࣂ࢚ࡾࡼࠊ

Ⰽ⣲の⬻ᐇ㉁中࡬の₃ฟࡀ᭷ពにஹ㐍してࡍࠋࡓ࠸な11ࠊࡕࢃCC6 ᶵ⬟పୗࡀ㠀ᚰ⮚⮚ჾ

%%%ࠊᙳ㡪しࡶ࡬⬻して࡜ ᶵ⬟⥔ᣢに㈉⊩してࡀ࡜ࡇࡿ࠸♧၀ࠋࡓࢀࡉ 

ճ 㧗ḟ中ᯡᶵ⬟࡬のᙳ㡪 

ᡃࠎのඛ⾜研究࡛は hChAT TJ ࡀの⾲現ᆺࡇࠊࡾておࢀࡉᢚไࡀ㨚ᛂ⟅཯ᛂࡾࡼはࢫ࣐࢘

㏞㉮⚄⤒に౫Ꮡ࡜ࡇࡿࡍ �COLQ 6FL �/RQG�� �����୍ࠊ᪉࡛ hChAT K' ࡛は㨚ᛂ⟅཯ᛂࡀ

hChAT KOࠊ࡛ࡇࡑࠋ����� 3h\VLRO 6FL -� ࡿ࠸ሗ࿌してࢆ࡜ࡇࡿ࠸ஹ㐍してࡾࡼ ࢫ࣐࢘

にお࠸てࠊࡶᑿᠱᆶヨ㦂ࡑ࠸⾜ࢆの㨚ᛂ⟅཯ᛂࢆホ౯し࡜࣮ࣝࣟࢺࣥࢥࠊࢁࡇ࡜ࡓẚ㍑し

て᭷ពに↓ື（㏨㑊しࢆ࡜ࡇࡃࡀࡶ࡜࠺ࡼ᏶඲にㅉࡓࡵ≧ែ）の᫬㛫ࡀ᭷ពにᘏ㛗しࠋࡓ

11CC6ࠊࡕࢃなࡍ ᶵ⬟పୗにࡾࡼ㨚ᛂ⟅཯ᛂࡾࡼࡀ㢧ⴭになࡀ࡜ࡇࡓࡗ♧၀11ࠊࢀࡉCC6

ᶵ⬟࡜中ᯡ⚄⤒⣔࡜の஫࠸のᐦ᥋なᙳ㡪し࠺࠶関ಀ࡜࠿ࡽ᫂ࡀなࠋࡓࡗ 

－ 6� －



  

,9 ⪃ᐹ 

�� 11CC6 はᚰ⮚ᶵ⬟࣓࣍࢜ࢫࢩ࣮ࢱࢫに୙ྍḞなࡿ࠶࡛࣒ࢸࢫࢩ 

ChAT ≉␗ⓗ PL51A ᙉไⓎ現にࡿࡼ hChAT K' おࡧࡼ CUH�OR[3 ␗≉⮚ᚰࡓ࠸⏝ࢆ࣒ࢸࢫࢩ

ⓗ hChAT KOࡇࠊの୧⪅ࢀࡎ࠸の࣐࢘ࢫにお࠸てࠊࡶᚰᶵ⬟పୗࡀㄆࠋࡓࢀࡽࡵ≉にᚋ⪅

࡛は㢧ⴭなᚰ୙඲ᵝ⑕≧ࢆ࿊して11ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡓ࠸CC6 にࡿࡼᚰ➽⣽⬊࡛⏘⏕ࡿࢀࡉ ACh

にはࠊᑡなࡶ࡜ࡃᚰ➽⣽⬊ᶵ⬟పୗࢆᢚไࡿࡏࡉస⏝ࡀ࡜ࡇࡿ࠶ࡀ☜ㄆ࡛ࠋࡓࢀࡉはࢀࡑ

に関ࡿࢃ㈐௵ศᏊ࡜してはලయⓗにはఱ࡛ࠋ࠿࠺ࢁ࠶ᡃࠎの hChAT TJ ඛ⾜研究ࡓ࠸⏝ࢆ

にࡇࠊ࡜ࡿࡼの࣐࢘ࢫᚰ⮚࡛⏘⏕ࡿࢀࡉ ACh ྵ㔞は㔝⏕ᆺ࣐࢘ࢫᚰ⮚の⣙༑ᩘಸ࡛ࡓࡗ࠶

なࡍࠋࡓࡗ࠿పୗしなࡶ኱࣭᭱ᑠ⾑ᅽ᭱ࡓࡲࠊࡎࢀࡽࡵㄆࡀᙳ㡪ࡃࡓࡗࡲᚰᢿᩘにはࠊࡀ

て࠸ᐃᖖ≧ែのᚰ⮚におࠊࡕࢃ 11CC6 ᶵ⬟ࢆஹ㐍ࡏࡉてࡶ⾑⾜ືែᏛⓗにはなࡽࢇᙳ㡪は

ㄆࢀࡽࡵなࠋࡓࡗ࠿しࡗࡀࡓて11ࠊCC6 ᶵ⬟ஹ㐍࣐࡛࢘ࢫはࠊ㐣๫に⏘⏕ࡿࢀࡉ ACh にࡼ

ࡼに࣒ࢬࢽ㢮ఝの࣓࢝࡜（࣮࢝ࢵࣟࣈE）⸆Eཷᐜయ㐽᩿ࠊな࠺ࡼࡿࡍపୗࡀてᚰᢿᩘࡗ

はఱ࡜ᅉᏊࡿࢀࡽ࠼⪄ࠊは࡛ࠋࡓࡗな࡜࠿ࡽ᫂ࡀ࡜ࡇ࠸な࠸࠸てࡗྖࢆてᚰ➽⣽⬊ಖㆤࡗ

 ࠋ࠿

hChAT TJ の LQ YLYR ᚰ⮚࡛は⢾㍺㏦య */8T� ⺮ⓑⓎ現ࡀஹ㐍しࡓࡲࠊ⏕Ꮡࣝࢼࢢࢩ

3,�K�ANW ஹ㐍しࣜࣥ㓟໬ࡀ࢖࢙࢘ࢫࣃ ANW に཯しࢀࡇࠋࡓ࠸᭷ពにቑຍしてࡀࣝ࣋ࣞ

て11ࠊCC6 ᶵ⬟పୗ࣐࡛࢘ࢫはࡶࢀࡎ࠸ */8T� Ⓨ現పୗ࡜ 3,�K�ANW ࡀのᢚไ࢖࢙࢘ࢫࣃ

㉳ࡗࡇて୍ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡿ࠸ᅉᏊ࡜してࠊACh にࡿࡼ⏕Ꮡࣝࢼࢢࢩのάᛶ໬࡛ࡽ࠼⪄࡜ࡿ࠶

ࡧࡼ௦ᚰ➽⣽⬊おึࢺࢵࣛࠊのඛ⾜研究࡛はࠎᡃࠋࡓࢀ +�F� ⣽⬊はࠊACh ฎ⌮にࡾࡼ

3,�K�ANW ࠸ప㓟⣲⎔ቃୗ࡛はなࠊして࡜のୗὶάᛶ໬ᅉᏊࡑࠊࢀࡉάᛶ໬ࡀ࢖࢙࢘ࢫࣃ

ののࡶ +,)��⺮ⓑࣞ࣋ࣝࡀ࡜ࡇࡿࡍ᪼ୖࡀሗ࿌ࢀࡉてࠋࡿ࠸+,)��はప㓟⣲⎔ቃに㐺ᛂ

しࡑの中࡛⏕Ꮡし⥆ࡵࡓࡿࡅにᚲせ୙ྍḞな㌿෗ᅉᏊ࡛ࡾࡲࡘࠋࡿ࠶ 11CC6 はᜏᖖⓗにᚰ

➽⣽⬊にお࠸て ACh ࠸ᐃ௨ୖのᇶ♏ⓗࣞ࣋ࣝに⥔ᣢして୍ࡿ࠶ࢆの㌿෗ᅉᏊࡇࠊし⏕⏘ࢆ

ࠊࡀࡿ࠶ࡀのࡶなࠎにはᵝ࢖࢙࢘ࢫࣃࡿࡏࡉቑຍࢆ��⺮ⓑࣞ࣋ࣝ(,+ࠋࡿࢀࡽ࠼⪄࡜ࡿ

てࡗ࠶の中にࡑ ACh はẚ㍑ⓗ㔜せᗘの㧗ࡶ࠸の࡛ࡀ࡜ࡇࡿ࠶ hChAT K'࣭hChAT KO にࡗࡼ

て᫂࡜࠿ࡽなࠋࡓࡗ 

஧ࡘ┠のᅉᏊ࡜してはࠊ㸯࡜┠ࡘ関㐃ࠊࡀࡿࡍ+,)��はゎ⢾⣔にお࡝ࢇ࡜࡯ࡿࡅの㓝

⣲の㑇ఏᏊⓎ現ࢆไᚚして࣮ࢱࢫ࣐ࡿ࠸㌿෗ᅉᏊ࡛ࡗࡼࠋࡿ࠶ࡶてࠊACh�+,)��⣔のஹ

㐍にࡗࡼて⢾௦ㅰࡀஹ㐍ࠋࡿࢀࡽ࠼⪄ࡀ࡜ࡇࡿࡍゎ⢾⣔ࡀ᭷ពにஹ㐍ࡿࡍሙྜࢀࡑࠊにࡼ

ࡕࢃなࡍࠋࡿࡍ㓟⣲ᾘ㈝㔞は┦ᑐⓗにపୗࡿ ACh�+,)��⣔のஹ㐍࡛は㓟⣲㟂せࡾࡼࡀప

ୗࠊࡵࡓࡿࡍ≉にᚰ➽の࠺ࡼな㓟⣲せồᗘの㧗࠸⮚ჾにお࠸ては୍ࠊ㒊࡛ࡶ㓟⣲ᾘ㈝㔞ࡀ

పୗࠊࡤࢀࡍప㓟⣲⎔ቃᭀ㟢にはዲ㒔ྜ࡛ࠋࡿࢀࡽ࠼⪄࡜ࡿ࠶ᡃࠎの hChAT TJ ⏤᮶のึ

௦ᚰ➽⣽⬊࡛はࠊప㓟⣲ �� ᫬㛫ᭀ㟢ࡑ࡜のᚋの㏻ᖖ㓟⣲⎔ቃ࡬ᡠしࡓሙྜの࢚࣮ࢠࣝࢿ

௦ㅰኚ໬はᴟࡵて㍍ᚤ࡛ࡿ࠶のにᑐしてࠊ㔝⏕ᆺ࣐࢘ࢫ⏤᮶のᚰ➽⣽⬊࡛はప㓟⣲ࡽ࠿㏻

ᖖ㓟⣲⎔ቃ࡬のኚ໬にࡑࠊࡾࡼの࢚࣮ࢠࣝࢿ௦ㅰᏛⓗኚ໬は᭷ពに㢧ⴭ࡛ࡓࡗ࠶ �- AP 

+HDUW AVVRF �����ࡇࠋの࡜ࡇはࡸࠊはࡾ 11CC6 ᶵ⬟ஹ㐍はᚰ➽⣽⬊の㓟⣲౫Ꮡᗘࢆ᭷ព

にᢚไࢆ࡜ࡇࡿࡍ♧してࠋࡿࢀࡽ࠼⪄࡜ࡿ࠸ 

11CC6ࠊして࡜のᅉᏊ┠ࡘ୕ にࡿࡼᚰ⮚ 1O ⏘⏕⣔࡬の関୚࡛ࠋࡿ࠶hChAT KO࣭hChAT 

－ 6� －



K' ࡶて࠸におࢀࡎ࠸ Q1O6 �1O6��⺮ⓑⓎ現ࡀపୗしࡾࡲࡘࠋࡓᚰ⮚ෆ࡛⏘⏕ࡓࢀࡉ ACh は

1O6 ≉に 1O6� Ⓨ現ࡶไᚚして࡜ࡿ࠸ゝࠋࡿ࠼ᚰ➽⣽⬊࡛⏘⏕ࡿࢀࡉ 1O はࢀࡑࠊ⮬㌟࡛ࡶ

+,)��⺮ⓑࣞ࣋ࣝࢆṇにไᚚしࡓࡲࠊ௦ㅰᏛⓗには࣑࡛࢔ࣜࢻࣥࢥࢺの AT3 ᢚไࢆ⏕⏘

にࡽࡉࠋࡿࡍᢚไᛶにไᚚࢆ㓟⣲ᾘ㈝㔞ࡾࡲࡘࠋࡿࡍ 1O はᚰᶵ⬟にお࠸てはࡑࠊの⏘⏕

㔞ࡀⴭしࡃなࡤࢀࡅᚰ➽にᑐしてはಖㆤⓗにാࠊࡓࡲࠋࡿ࠺ࡁᚰ⮚ࢆ㣴࠺ෙື⬦ࢆ 1O は

ᣑᙇ࡛࡜ࡇࡿࡏࡉෙື⬦にࡿࡼᚰ⮚඲యの㑏ὶ㔞ࢆቑຍࡓࡲࠋࡿ࠺ࡏࡉ 1O にࡿࡼᚰᐊࢥ

ᮇࡶ࡜ࡇࡿࡍᣑᙇ⬟のቑ኱に関୚ࡾなࡃࡍࡸᘱ⦆しࡀ⮚ᚰࡾࡼࠊቑຍしࡀࢫࣥ࢔࢖ࣛࣉࣥ

ᚅࠋࡿࢀࡉ௨ୖࠊࡾࡼᚰ⮚ 1O ⏘⏕⣔ࢆ 11CC6 ほⅬ࠺࠸࡜ᚰᶵ⬟ಖㆤࠊは࡜ࡇࡿࡍไᚚࡀ

 ࠋࡿ࠶㔜せなⅬ࡛ࡽ࠿

ᅄࡘ┠のᅉᏊは11ࠊCC6 ᶵ⬟におࡿࡅ⾑⟶᪂⏕ಁ㐍ຠ果࡛ࠋࡿ࠶ᡃࠎのඛ⾜研究࡛ࢺࣄ

⾑⟶ෆ⓶⣽⬊ +89(C ࡓ࠸⏝ࢆ LQ YLWUR WXEH IRUPDWLRQ AChࠊ⣔࡛は࢖ࢭࢵ࢔ にࡾࡼ WXEH 

IRUPDWLRQ ࡀ 9(*)࣭+,)��⺮ⓑࣞ࣋ࣝୖ᪼ࡶ࡜࡜に᭷ពにಁ㐍࡜ࡇࡿࢀࡉ �0 -RO CHOO 

CDUGLRO �����������������hChAT TJࠊ�� ᚰ⮚࡛はᕥෙ≧ື⬦๓ୗ⾜ᯞ㛢ሰにࡿࡼᚰ➽᱾

ሰᚋࠊ㔝⏕ᆺ࡜ẚ㍑して᱾ሰ࿘ᅖに㢧ⴭな᪂⏕⾑⟶ࡀぢࡓࢀࡽ�- AP +HDUW AVVRF 

hChAT KOࠊ᪉୍ࠋ����� ࡛は hChAT K' ྠᵝᚰ⮚ 9(*) ⺮ⓑⓎ現ࡀ᭷ពにῶᑡしてࠋࡓ࠸

hChAT KO ࡛の 9(*) の⺮ⓑⓎ現㔞ࡀ㢧ⴭにపୗ࡜ࡇࡿࡍにࠊࡾࡼ⮬㌟の⾑⟶᪂⏕ಁ㐍⬟ࡀ

ᢚไࡶࢀࡇࠊ࡜ࡇࡿࢀࡉせᅉの୍࡜ࡿ࠶࡛ࡘ♧၀ࠋࡿࢀࡉ 

஬ࡘ┠のᅉᏊは11ࠊCC6 ᶵ⬟にࡿࡼ 5O6 ᾘཤ⣔の⥔ᣢ࡛ࢀࡎ࠸ࠋࡿ࠶の 11CC6 ORVV RI 

IXQFWLRQ は࡛ࣝࢹࣔ 6O'� ࡓࡗ࠸࡜ 5O6 ᾘཤ⣔のάᛶおࡧࡼ⺮ⓑࣞ࣋ࣝのపୗࡀㄆࢀࡽࡵ

ᚰ⮚࡛のࠊの⤖果ࡑࠋࡓ 5O6 ⏘⏕のஹ㐍ࢆ♧၀ࡿࡍ '1A ࣞ࣋ࣝの㞀ᐖ（J�+�A ⺮ⓑࣞ࣋ࣝ

のቑຍ）ࠊQLWURW\URVLQ ࣞ࣋ࣝのቑຍ�1O ⣔ 5O6 のቑຍ�0ࠊ'A のቑຍ（⬡㉁⣔ 5O6 のቑ

ຍ）ࡀㄆࢀࡽࡵておࡾ�3 -h\VLRO 6FL �����11ࠋCC6 は 5O6 ᾘཤ⣔のไᚚにࡶ関ࡗࢃて࠸

AChࠊし࠿しࠋࡓࢀࡉ၀♧ࡀ࡜ࡇࡿ にࡗࡼて࡝の࠺ࡼに 6O'� ṇࡀのᾘཤ⣔ࡃከࡵࡌはࢆ

にไᚚࢀࡉて࠿ࡿ࠸に࠸ࡘては௒ᚋの研究のㄢ㢟࡛ࠋࡿ࠶ 

භࡘ┠のᅉᏊは11ࠊCC6 ᶵ⬟࡜関㐃࢔ࣜࢻࣥࢥࢺ࣑ࡿࡍᶵ⬟࡛ࠋࡿ࠶ᚰᶵ⬟పୗのཎᅉ

の୍࡜ࡘしてࠊ㟁Ꮚ㢧ᚤ㙾Ꮫⓗ᳨ウ࡛ hChAT KO ࡛は㢧ⴭな࣑࢔ࣜࢻࣥࢥࢺᙧែ␗ᖖࡀお

࣮࢞ࣜࢺ⣽⬊Ṛのࡃࡽࡑおࠊは࡛࢔ࣜࢻࣥࢥࢺの␗ᖖな࣑ࡇࠋࡓࡗな࡜࠿ࡽ᫂ࡀ࡜ࡇࡿࡇ

ࠋࡿࢀࡽ࠼⪄࡜ࡿ࠸てࡗࡇ㉳ࡀの₃ฟ࡬ෆศᏊの⣽⬊㉁ෆࢫࢡࢵࣜࢺの࣐ࠎ✀ࡿ࠺ࡾな࡜

ၥ㢟は 11CC6 ᶵ⬟పୗにࡿࡼᚰ➽⣽⬊ෆ ACh ⏘⏕పୗ࡝ࡀの࠺ࡼにして࢔ࣜࢻࣥࢥࢺ࣑ࠊ

㞀ᐖに⮳ࡑࠊ࠿ࡿの࣓࣒࢝ࢬࢽはࡔࡲ୙࡛᫂ࠋࡿ࠶し࠿し11ࠊCC6 のᶵ⬟࡜しての୍ࡘの

ᶵ⬟Ᏻᐃ໬ࢺࢵࢤ࣮ࢱは࣑᫂ࡀ࡜ࡇࡿ࠶࡛࢔ࣜࢻࣥࢥࢺ☜にな࡜ࡇࡓࡗはࠊ௒ᚋの研究ᑐ

㇟の⤠ࡾ㎸ࡳに኱ࡁなᡭ᥃ࢆࡾ࠿୚ࡶࡓ࠼のࠋࡓࢀࡽ࠼⪄࡜ 

�� 11CC6 は㏞㉮⚄⤒ࢆ௓して %%% ᶵ⬟ࢆᙉ໬しࠊ㧗ḟᶵ⬟ࢆಟ㣭しᢠࢫࣞࢺࢫᛂ⟅ࢆஹ

㐍ࡿࡍ 

ᡃࠎのඛ⾜研究࡛⏝ࡓ࠸ 11CC6 ᶵ⬟ࢆஹ㐍ࡓࡏࡉ hChAT TJ 㢕㒊ࡀの⾲現ᆺࡑࠊはࢫ࣐࢘

㏞㉮⚄⤒่⃭ࡓࡗ⾜ࢆ :T ࡕࢃなࡍࠋࡓ࠸㢮ఝして࡜ࢫ࣐࢘ hChAT TJ はᢠ୙Ᏻ࣭ᢠ㨚࣭ᢠ

 hChAT KO࣭ChATࠊ࡛ࡇࡑࠋࡓ࠸࿊してࢆな⾲現ᆺ␗≉࠺࠸࡜ᨥㄏⓎ⸆᢬ᢠᛶ②࣭ࢫࣞࢺࢫ

K' ࡛┦཯ࡿࡍ㧗ḟᶵ⬟ಟ㣭⤖果࠿ࡍ♧ࢆに࠸ࡘてホ౯しࡶࢀࡎ࠸ࠊࢁࡇ࡜ࡓ㨚ᛂ⟅ஹ㐍

11CC6ࠊは࡜ࡇのࡇࠋࡓࢀࡽࡵㄆࡀ ⬟の㧗ḟᶵࡇࠋࡿࡍ၀♧ࢆ࡜ࡇࡿࡍᢠ㨚ຠ果に関୚ࡀ
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ࡳてのࡗࡼᕥഃ㢕㒊㏞㉮⚄⤒ษ㝖にࠊは࡜ࡇࡿࡍ㉮⚄⤒に౫Ꮡ㏞ࡀ hChAT TJ ≉␗ⓗ⾲現

ᆺࡀᾘኻ࡛࠿ࡽ᫂ࡽ࠿࡜ࡇࡿࡍは࡛ࠊࡀࡿ࠶は 11CC6 は࡝の࠺ࡼなศᏊࢆ௓してᚰ⮚ࡽ࠿

中ᯡ࡬㧗ḟᶵ⬟ಟ㣭ࢆច㉳ࡿࡍ᝟ሗࢆఏ㐩してࡿ࠸の࡛ࡑࠋ࠿࠺ࢁ࠶の୍࡜ࡘして 11CC6

にࡿࢀࡉ⏕⏘ࡾࡼ ACh のᚰ➽⣽⬊࡬のస⏝࡜して⏕ࡿࡌ 1O にࡶࡿࡼの࠼⪄࡜てࠋࡿ࠸な

ChAT TJࠊࡽなࡐ の 1O6 㜼ᐖ๣ /�100A ฎ⌮にࡽࢀࡑࠊࡾࡼ≉␗な⾲現ᆺࡀᾘኻࡽ࠿ࡿࡍ

ࡾࡲࡘࠋࡿ࠶࡛ 11CC6 ᶵ⬟ࢆஹ㐍࡜ࡿࡏࡉᚰ➽⣽⬊࡛の ACh�1O ⏘⏕⣔ࡀஹ㐍しࡑࠊの᝟

ሗࡀ㏞㉮⚄⤒ồᚰ㊰ࢆ௓して⬻ෆ࡛の≉␗な⾲現ᆺࢆច㉳ࡏࡉてࠋࡓࢀࡽ࠼⪄࡜ࡿ࠸ 

 ๓㏙しࠊࡀࡓhChAT TJ hChAT KOࠊのにᑐしてࡿࡍᢚไࢆ඲㌟ᛶ⅖⑕ࡀ ࡛はࡑの㏫࡛඲

㌟ᛶ⅖⑕ᛂ⟅ಁࢆ㐍࡜࠿ࡽ᫂ࡀ࡜ࡇࡿࡏࡉな࡜࣮ࣝࣟࢺࣥࢥࠋࡓࡗẚ㍑して hChAT KO ⭁

⮚࡛の ,/��࣭T1)�⺮ⓑⓎ現ࡀஹ㐍ࠊ࡜ࡇࡿࡍ⾑中 +0*%� ࡜ࡇࡿ᭷ពに㧗್になࡀࣝ࣋ࣞ

ᵝにྠࠋࡿ࠶の᰿ᣐ࡛ࡑࡶ hChAT KO ⬻࡛の %%% ᵓ成⺮ⓑ FODXGLQ�� ⺮ⓑࣞ࣋ࣝはపୗし

てࡀࢀࡇࠋࡓ࠸඲㌟⅖⑕ᛂ⟅ஹ㐍にࡶࡿࡼのࡶ࡜ࢀࡑࠊ࠿஫࠸に⊂❧して㉳ࡁて࠿ࡿ࠸に

㉮⚄⤒⤊ᮎ⏤᮶の㏞ࠊし࠿しࠋ࠸ては現在᫂☜࡛はな࠸ࡘ ACh にはࢀࡑ⮬య࡛ᢠ⅖⑕స⏝

hChAT KOࠊࡵࡓࡿ࠸てࢀࡽࡵㄆࡀ ࡛はᚰ⮚ ACh ࡼ中ᯡには࡛࡜ࡇࡿࡍపୗࡀࣝ࣋ࣞ⏕⏘

ࡀἣ⮬య≦ࡓし࠺ࡇࠋࡿࢀࡽ࠼⪄࡜ࡿ࠺ࢀࡉఏ㐩ࡀࣝࢼࢢࢩ⑕ಁ㐍⅖ࡾ %%% ᶵ⬟⺮ⓑのⓎ

現పୗの୍ཎᅉ࡜᝿ᐃ୍ࠋࡿࢀࡉ᪉࡛ࠊᮏ研究にお࠸てࡶᮍゎỴ࡛はࠊࡀࡿ࠶㏞㉮⚄⤒ồ

ᚰ㊰の⤊ᮎࡀఱ࠿ࡽのᶵᗎ࡛⬻⾑⟶ෆ⓶⣽⬊࡜┦஫స⏝ࢆ᪋しなࡽࡀ FODXGLQ�� ⺮ⓑⓎ現

AChࠊ௚のඛ⾜研究࡛ࠋࡿࢀࡽ࠼⪄࡜ࡿ࠶ࡶᛶ⬟ྍࡿ࠸ṇにไᚚしてࢆ ฎ⌮にࡾࡼ⾑⟶ෆ

⓶⣽⬊࡛の FODXGLQ�� ⺮ⓑⓎ現ஹ㐍ࡀሗ࿌ࢀࡉておࠊࡾ㏞㉮⚄⤒⤊ᮎ࡜⬻⾑⟶ෆ⓶⣽⬊࡜

の㛫にゎ๗Ꮫⓗな㏆᥋≧ἣ࠿ࡽ᫂ࡀになࠊࡤࢀᡃࠎの௬ㄝのṇᙜᛶࡀド᫂ࡶࡿࢀࡉの࡜⪃

%%%ࠋࡿ࠸て࠼ ᶵ⬟⥔ᣢは⬻ෆ⅖⑕ࢆไᚚࡿࡍ㔜せな㒊఩࡛ࡑࠋࡿ࠶のᶵ⬟ࡤࢀࡍ⥢◚ࡀ

⾑ᾮෆ成ศࡀ⾑⟶እに₃ฟしࠊ཯ᛂᛶ࢔ࣜࢢࣟࢡ࣑࣭ࢺ࢖ࢧࣟࢺࢫ࢔のάᛶ໬ࡀ㉳ࠊࡾࡇ

⅖⑕のࡽࡉなࡿᣑ኱ࡀ㉳୍ࠋࡿ࠺ࡾࡇ᪉࡛ࡑࠊのᶵ⬟ࡀሀᅛ࡛࢔ࣜࢢࣟࢡ࣑ࡤࢀ࠶のάᛶ

໬ࢺ࢖ࢧࣟࢺࢫ࢔ࡸのᛂ⟅ࡶᢚไࠋࡿ࠶࡛ࡽ࠿ࡿ࠺ࢀࡉ 

 ௨ୖの࠺ࡼに 11CC6 はᐇはᴟࡵてᚰᶵ⬟⥔ᣢ࣭中ᯡ⚄⤒ᶵ⬟⥔ᣢに㔜せな࠶࡛࣒ࢸࢫࢩ

の࡛ࡲࢀࡇࡾࡼࠊてࡗࡼ௓ධ᪉ἲのゎ᫂にࡓࡅにྥࢀࡑࠊࡾな࡜࠿ࡽᮏ研究࡛᫂ࡀ࡜ࡇࡿ

⑓ែ௓ධࢆᙉຊに⿵ሸしࡀ࡜ࡇࡿ࠺ᮇᚅࠋࡿࢀࡉ 
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研究の成果 

Kakinuma Y. Characteristic effects of the cardiac non-neuronal acetylcholine system 

augmentation on brain functions. Int J Mol Sci. 2021;22(2):545. 

Kakinuma Y. Significance of vagus nerve function in terms of pathogenesis of psychosocial 

disorders. Neurochem Int. 2021;143:104934. 

Oikawa S, Kai Y, Mano A, Ohata H, Kurabayashi A, Tsuda M, Kakinuma Y. Non-neuronal cardiac 

acetylcholine system playing indispensable roles in cardiac homeostasis confers resiliency to the 

heart. J Physiol Sci. 2021;71(1):2. 

（なおｈChAT KO に関しては現在論文準備中）
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