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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６年までの５７１件のプロジェク

トに対し、約４，３３４百万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６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８年４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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所属機関 公益財団法人神戸医療産業都市推進機構 

研究者名 井上大地 

《研究の概要》 

 急性骨髄性白血病（AML, Acute Myeloid Leukemia）は、造血幹細胞（HSC, 

Hematopoietic stem cell）に蓄積する遺伝子異常と加齢に伴うクローン性造血を背景に発

症し、超高齢社会の進展に伴い今後さらなる増加が予想される。近年、疾患ゲノム解析に

より予後予測や分子標的治療の開発が進む中で、RNA 転写後修飾を含むエピトランスク

リプトームの異常が、白血病発症とその治療抵抗性に深く関与することが明らかとなりつ

つある。RNA の化学修飾である N6-メチルアデノシン（m6A）は、RNA のスプライシン

グ、輸送、翻訳効率、安定性を制御する可逆的な質的生物情報として機能し、がん、発

生、分化などの多様な生物学的現象に密接に関与している。なかでも m6A 修飾酵素であ

る METTL16 は単なる修飾酵素を超えて、細胞内のメチル基供与ネットワーク全体を制御

し、メチル化恒常性を担う中枢分子として注目されているが、その分子標的、関与する細

胞内パスウェイの解明は進んでいない。

 本研究では、ヒトがん細胞を用いた網羅的 CRISPR スクリーニングと新規に樹立した

Mettl16欠損マウスモデルを用いて、正常造血幹細胞において METTL16 の欠損は自己複

製能の低下、幹細胞性の喪失とを引き起こし、この因子が HSC の機能維持に不可欠であ

ることを示した。さらに、AML 細胞において METTL16 の喪失は速やかに細胞死を誘導

し、腫瘍特異的な依存性も示されており、METTL16 は「造血幹細胞の維持因子」である

と同時に、「白血病細胞の治療上の脆弱性を露呈させる分子スイッチ」であることが示唆

される。現在、METTL16 を標的とした小分子阻害剤の初期化合物を同定し、さらに最適

化を進めており、METTL16 の生物学的意義の全容解明に向けた新たなツールとして期待

している。本研究は、METTL16 を介したメチル化代謝の統合機構を明らかにし、生体内

メチル化ネットワークの動的制御に新たな視点を提供し、さらには AML 治療と造血制御

を結ぶ新たな戦略の基盤となることが期待される。

  

－ 1 －
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共同研究者の氏名、所属機関名 

 西村耕太郎 公益財団法人神戸医療産業都市推進機構 

 小沼剛 横浜市立大学生命医科学研究科 

 浴本亨 横浜市立大学生命医科学研究科 

I 研究目的

 近年、RNA レベルでの転写後制御機構についての研究は「エピトランスクリプトー

ム」として目覚ましい発展を遂げ、RNA スプライシング・RNA 化学修飾・RNA 塩基編

集等による様々な制御機構の存在が知られるようになった。RNA スプライシング以外に

も、mRNA メチル化などの化学修飾は RNA 分子の安定性、核外輸送とそれに続くリボソ

ームでの翻訳開始調節など RNA ライフサイクルの様々な転写後制御ステップに重要であ

ることが近年の研究により明らかとなっている。

 急性骨髄性白血病（AML, Acute Myeloid Leukemia）は、加齢と共に増加するクローン

性造血を背景とし、移植療法が困難な 65 歳以上では極めて予後不良である。近年、遺伝

子変異を基に予後予測が進み、変異遺伝子を標的とした分子標的薬の開発も急速に進んで

いる。造血幹細胞（HSC, Hematopoietic Stem Cell）レベルでのクローナルな遺伝子変異

を特徴とする骨髄異形成症候群（MDS, Myelodysplastic Syndrome）や AML では、RNA

スプライシングを司る遺伝子の変異が高頻度に同定されるなど、腫瘍細胞特異的な転写後

制御機構の異常も想定されるようになった。しかし、RNA の視点から見た包括的理解は

不十分なままであり、特に造血細胞ヒエラルキーという多分化・多細胞システムの中での

RNA ライフサイクルの制御機構は未解明な点ばかりである。本研究の出発点として、

AML 細胞株網羅的な全ゲノム CRISPR スクリーニングを行い、AML 細胞は RNA レベル

での転写後制御機構に関わる様々な因子（RNA メチル化酵素など）に強く依存し、遺伝

的な脆弱性が存在することを明らかとしてきた（未発表）。本研究課題で注目する RNA 

のメチル化・N6-メチルアデノシン（m6A）修飾酵素 METTL16 は、胚発生に必須な因子

であり（Mendel et al. Mol Cell.  2018）、ほぼ全ての AML 細胞株が METTL16 に遺伝的依

存性を示している。こ

れまでの研究により、

AML 細胞を含む多く

の腫瘍細胞の生存は

METTL16 に強く依存

することを突き止めて

いるが、METTL16 の

標的 mRNA や協調し

て RNA メチル化を制

御する METTL16 相互

作用因子、造血細胞分

化や腫瘍化に寄与する

分子機構の詳細につい

ては全く解明されてい 図1. 研究概要

相互作用因子の同定

メチル化

機能ドメイン解析

標的RNAの同定 局在・翻訳に与える影響

正常、腫瘍性造血におけるMETTL16の役割の差異

METTL16

AMLの新たな治療戦略

正常造血 腫瘍性造血

化合物スクリーニング

－ 2 －
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ない。METTL16 の構造解析は進展しているものの、AML 治療標的として研究が先行し

ている METTL3 に比して、活性を阻害する小分子化合物の同定・開発には至っていな

い。そこで本研究では、METTL16 機能の生物学的意義、造血幹細胞の分化における役

割、標的手法を解明するとともに、AML における新規治療戦略の創生を目的とし、前臨

床データを着実に積み重ねていく（図 1）。

II 研究計画及び材料と方法

研究計画

 本研究では、m6A 修飾酵素である METTL16 に着目し AML の新たな治療戦略を目指し

ていく。AML 細胞は METTL16 に対して極めて強い依存性を有するものの、造血細胞分

化や AML 発症・維持に関連する標的 mRNA や協調して RNA メチル化を制御する相互作

用因子についての詳細な分子機構は未解明のままである。先行研究では METTL16 活性を

阻害する化合物の同定・開発には至っておらず、以下の 3 項目の研究計画を進める。

研究計画 1. METTL16 の造血細胞におけるメチル化標的の同定と翻訳における機能評価 

METTL16 を介した m6A 修飾標的を明らかにするため、ロングリード RNA シークエン

スを用いた RNA ワイドな m6A メチル化 RNA の同定を行う。新規に樹立した造血細胞特

異的 Mettl16 ノックアウト（KO）マウスの骨髄から採取した HSC 分画や、マウス初代

AML 細胞、ヒト AML 細胞株より樹立した METTL16 KO 細胞、METTL16 のノックダウ

ン（KD）または KO 細胞を用いた解析により、正常細胞と比較した AML 細胞特異的な

m6A メチル化 RNA アトラスを RNA ワイドに作成する。

METTL16 は細胞核内における RNA メチル化以外にも翻訳開始を制御することが近年

報告されており、細胞質での翻訳機能への影響を解析する目的で、活性型モノソームを単

離後に翻訳中の RNA を抽出することが可能なリボソームプロファイリング（Ribo-seq）

を施行する。さらに、従来の polyA 選択 RNA-seq の結果と比較し、転写後と翻訳中の

RNA を直接的に比較する。

研究計画 2. 近位標識法による METTL16 変異体相互作用因子の探索、細胞内マッピング

 正常造血細胞、AML 細胞における METTL16 との相互作用タンパクや標的因子の同定

に向けて、マウス骨髄細胞、AML 細胞の幹細胞分画を単離し、APEX2 分子によるビオチ

ン化近位標識法を用い質量分析により METTL16 の標的 RNA や相互作用分子を同定す

る。相互作用分子の細胞内局在による影響と METTL16 自身の局在依存的機能解明に向け

て、ヒト AML 細胞株より樹立し METTL16 KO 細胞、METTL16 の各機能ドメイン変異

体発現細胞を用いた解析を行う。

研究計画 3 METTL16 阻害剤候補化合物の評価

 共同研究者浴本亨助教（横浜市立大学）により、約 735 万種類からなる小分子化合物

ライブラリーを利用した、in silico ドッキング解析を用いたスクリーニングの結果を元

に、METTL16 補酵素サイトへの結合可能性のある 76 化合物、RNA 結合サイト 25 化合

物の合計 101 化合物を同定した。まずは計算上で結合スコアの良い化合物をそれぞれの

結合サイトで順位づけし、さらに溶解度を考慮して実験の実施が可能と考えられる化合物

を絞り込む。これらの化合物について、METTL16 に対する結合活性を in vitro で検証す

－ 3 －
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る。スクリーニングされた低分子化合物の METTL16 に対する結合活性は、共同研究者で

ある小沼剛准教授（横浜市立大学）により高純度に精製された METTL16 を用いサーマル

シフトアッセイで評価する。さらに、精製 METTL16 を RNA、SAM と共に in vitro で反

応させ、化合物のメチル化活性の阻害効果を定量する。

材料と方法

1. Mettl16 条件付きノックアウトマウスの樹立

Mettl16 条件付きノックアウトマウスは、METTL16 のメチル化活性ドメイン（エクソ

ン 3-8）の両端に loxP 部位を挿入した Mettl16  flox マウスを用いて樹立した。胚性幹細

胞に対する遺伝子改変後、キメラマウスを経て生殖系列への伝播を確認し、血球細胞特異

的 pIpC 誘導性または全身性タモキシフェン誘導性 Cre リコンビナーゼ発現マウスと交配

させることで特定組織または時期での Mettl16欠失を誘導した。遺伝子型は PCR 法によ

り確認した。

2. 細胞培養

HEK293T および Plat-E 細胞は、Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM）に

10%ウシ胎児血清（FBS）を添加した培地で培養した。白血病細胞株（MOLM13、

K562、TF-1）は、RPMI-1640 培地に 10% FBS を加えた培地で培養した。マウス初代骨

髄細胞は StemPro-34 SFM（Invitrogen）に 2 mM グルタミン、100 µM 2-メルカプトエ

タノール（2-ME）、5 ng/mL IL-7、5 ng/mL SCF を添加した培地で培養した。MA9 細胞

は、RPMI-1640 に 10% FBS、MEM 非必須アミノ酸溶液（Gibco）、2 mM グルタミン、

50 µM 2-ME を加えた BM 培地に、2 ng/mL IL-3、2 ng/mL IL-6、5 ng/mL SCF を添加し

て維持した。すべての培地には、100 U/mL ペニシリンおよび 100 μg/mL ストレプトマイ

シン（Gibco）を添加した。

3. レトロウイルス、レンチウイルスの作製

ウイルスは、X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent（Roche）を用いて、トラン

スファーウイルスベクターをパッケージング細胞株（293T, Plat-E）にトランスフェクシ

ョンすることで作製した。ウイルス上清を細胞に添加し、KD、KO 細胞または cDNA 導

入細胞を作成した。

4. ロングリードシークエンス（Direct RNA シークエンス）

Oxford Nanopore Technologies 社のプロトコルに従い、total RNA から polyA+ RNA を

精製後、ライブラリを作製し、MinION を用いて Direct RNA シークエンスを行った。

5. DART-seq 
APOBEC1 酵素と YTH ドメイン（m⁶A 認識モジュール）を融合させたリコンビナント

タンパク質を細胞内で発現させ、m⁶A 近傍の C 残基における C→U 変異を導入した。ラ

イブラリを作製して次世代シークエンスを行った。得られたリードをゲノム上にマッピン

グ後、C→U 変換の発生位置から m⁶A 修飾の推定を行った。

－ 4 －



 6/9

6. Ribo-seq 
 細胞からスクロースグラジエントにより抽出したリボソームをサイクロヘキシミド存在

下で固定し、RNase I で部分消化し、リボソーム保護フラグメント（RPF）を単離した。

RPF はリボソーム精製後、RNA 抽出、リン酸化処理、アダプターライゲーション、逆転

写を経てライブラリを調製し、次世代シークエンサーで解析した。得られたリードはリフ

ァレンスゲノムにマッピングされ、リボソームのフレームごとの分布、翻訳効率、開始・

停止コドン周辺のプロファイルなどを評価した。

7. APEX2 近位標識

 改変型アスコルビン酸ペルオキシダーゼ（APEX2）を融合させた標的タンパク質を細

胞内で発現させ、ビオチン-フェノールおよび H₂O₂を添加して近接タンパク質のビオチン

標識を行った。標識タンパク質はストレプトアビジンビーズを用いて精製し、質量分析

（LC-MS/MS）により同定した。

8. In vitro  MTase アッセイ

精製 METTL16 タンパク質および合成 RNA 基質を用いて、S-アデノシルメチオニン

（SAM）存在下で反応を行い、m⁶A 修飾反応を MTase-Glo™ Methyltransferase Assay

（Promega）により測定した。

III 研究成果

研究計画 1 

METTL16 を介した m6A 修飾標的を明らかにするため、ロングリード RNA シークエン

ス用いた RNA 網羅的な m6A メチル化 RNA の同定を試みた。m6A データの精度向上のた

め、別の m6A 同定技術である DART-seq も並行して実施した。ロングリード RNA シーク

エンスを実施し、m6A 部位同定の in silico 解析をロングリードデータからの m6A 同定に

は、機械学習により開発され推奨されている複数の手法（xPore、Tombo など）を統合

し、精度の向上を図っている。DART-seq についてもデータ取得は完了しており、m6A 部

位の解析および同定は完了している。

METTL16 欠損による造血細胞への影響を評価するために、造血細胞特異的 Mettl16

KO マウスの骨髄から採取した造血幹細胞（HSC）の解析を行なった。造血細胞特異的

Mettl16 KO マウスの骨髄移植実験により、METTL16 は HSC の自己複製能の維持に重要

であることを解明した。また AML 細胞の解析では、正常細胞に比べ AML 細胞が

METTL16 欠損に対してより感受性であることを見出した。加えて、METTL16 の翻訳機

能への影響を解析する目的で、活性型モノソームの解析、リボソームプロファイリング

（Ribo-seq）を施行した。リボソームプロファイリングにより METTL16 が翻訳開始複合

体に存在し、複数のノンコーディング RNA に結合していることを同定した。

研究計画 2 

 正常造血細胞、AML 細胞における METTL16 との相互作用タンパク質や標的 RNA の

同定に向けて、ビオチン化酵素 AirID と METTL16 の融合遺伝子を作成、AML 細胞に導

入しビオチン化近位標識を用い質量分析により METTL16 の標的相互作用分子の探索を実

施した。
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AirID-METTL16 融合タンパク質を AML 細胞に発現、ビオチン化分子を LC/MS 質量

分析により解析中である。これにより、METTL16 の相互作用分子の同定を進めている。

METTL16 の未知の機能についても解析を進め、METTL16 はマウス骨髄細胞、ヒト白血

病細胞株で細胞核よりむしろ細胞質に有意に発現することを明らかにした。

 さらにマウス初代 AML 細胞、ヒト AML 細胞株より樹立した METTL16 K の各機能ド

メイン変異体発現細胞（細胞質局在型（NLS 変異型）および細胞核局在型（NLS 付加

型））を用いた解析を行った。METTL16 KD 白血病細胞株は有意な増殖抑制が見られる

が、METTL16 野生型、細胞質局在型（NLS 変異型）cDNA の戻し実験により増殖が回復

したが細胞核局在型（NLS 付加型）ではレスキュー作用が認められなかった。以上より

METTL16 欠損による細胞死の誘導には、METTL16 の細胞質における機能が重要である

こと示した。

研究計画 3 

In silico ドッキング解析を用いた化合物スクリーニングの結果をもとに、METTL16 補

酵素サイトへの結合可能性のある 76 化合物、RNA 結合サイト 25 化合物の合計 101 化合

物に対し結合スコア、溶解度を計算し化合物を順位づけした。さらに各化合物について、

METTL16 に対する結合活性をサーマルシフトアッセイにより解析した。in vitro メチル

化活性の測定実験により METTL16 酵素活性阻害効果を評価し、3 つの化合物を初期阻害

剤候補化合物群として同定した。

 さらに阻害効果の高い化合物の同定のため、３化合物に対し、構造類似度（タニモト係

数）に基づき、各化合物の類縁体を in silico で探索、合計 300 種を同定した。これらの

類縁体化合物に対してもサーマルシフトアッセイおよび in vitro メチル化活性の測定実験

を実施し、METTL16 に有意に結合し、酵素活性を阻害する化合物群（9 種類）を同定し

た。現在、AML 細胞株の細胞増殖、細胞死への影響についての解析が進行中である。

IV 考察

 近年、次世代シーケンシング（NGS）および Omics 技術の進展により、mRNA の化学

修飾に関する理解が大きく進み、これまで不明であった転写後制御の全貌が徐々に明らか

になりつつある。中でも、N6-メチルアデノシン（m6A）は、真核生物において最も広く

認められる RNA 修飾であり、細胞種や組織、環境に応じてその分布や機能が変化するこ

とが報告されている。一方で、m6A 修飾が静的で変動しないという報告も存在し、その

動的制御機構や機能的意義は依然として重要な未解決課題である。

 急性骨髄性白血病（AML）の病態形成においては、複数の m6A 制御因子が発がんの各

段階で関与していることが報告されている。例えば、METTL3 や METTL14 は白血病幹

細胞（LSC）の自己複製・生存を促進し、WTAP や RBM15-MKL1 融合タンパクも白血病

細胞の増殖や形質転換に寄与することが示されている。さらに、脱メチル化酵素である

FTO や ALKBH5、修飾塩基を認識する Reader 分子 YTHDF2 も、LSC への形質転換や白

血病細胞の維持に必要であるとされている。

 本研究では、m6A 修飾酵素の一つである METTL16 に着目した。METTL16 は、従来の

mRNA 修飾機構に加え、翻訳制御機能を有する可能性が報告されており（Su et al., Nat 

Cell Biol.  2022; Wei et al., Nat Cell Biol, 2022）、我々の解析結果からも、AML 細胞や造
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血幹細胞において METTL16 が m6A 修飾に加えて細胞質局在下で翻訳開始に関与してい

ることが示唆された。特に、METTL16 と同じファミリーに属する METTL5 が rRNA メ

チル化を介して翻訳を制御していることを踏まえると、METTL16 が果たす翻訳制御の意

義は大きいと考えられる。

 我々は、METTL16 の機能的多様性を明らかにするため、Ribo-seq を用いた翻訳中

RNA の網羅的解析、および APEX2 近位標識法による相互作用因子の同定を行った。こ

れにより、METTL16 が細胞質において特異的な mRNA 群やタンパク質複合体と関わる

こと、またその機能が細胞分化や白血病維持に密接に関連する可能性が示された。今後

は、これらの標的候補遺伝子に対して、造血細胞特異的 Cas9 ノックインマウスを用いた

遺伝子ノックアウト解析を行い、個別の HSC 分画における分化能や細胞周期、細胞死へ

の影響を詳細に検証する予定である。これにより、AML の発症・維持に不可欠な分子ネ

ットワークの同定を目指す。

 また、AML 細胞や造血幹細胞がきわめて不均一な細胞集団で構成されることを考慮

し、単一細胞レベルでの翻訳制御解析も進めている。MNase を用いて rRNA を保護しな

がら行う scRibo-seq により、METTL16 の欠失が与える分化段階特異的な翻訳効率への

影響を評価し、造血細胞運命制御における METTL16 の役割を一層明らかにすることを目

指している。

 一方、薬剤開発の観点からは、in silico ドッキング解析により同定された METTL16 阻

害候補化合物 101 種のうち、複数が in vitro において阻害活性を示した。しかし、細胞膜

透過性および生体内安定性の面で改善の余地があり、今後の最適化が必要である。具体的

には、化合物のリポフィリシティの調整による膜透過性の向上、プロドラッグ化による一

時的な脂溶性付加、代謝酵素による分解回避のための構造修飾（フッ素化やエステル→ア

ミド結合化）などが考えられる。さらに、DDS（ドラッグデリバリーシステム）技術の

活用により、血中安定性や臓器選択性の向上も期待できる。

 本研究を通じて、METTL16 が AML における RNA 修飾と翻訳調節の中核的因子であ

る可能性が明らかとなった。今後、METTL16 の分子機構を基盤とした精密治療標的とし

ての有効性を高めるため、構造最適化・薬効評価をさらに進めることで、RNA メチル化

機構を標的とする新たな AML 治療戦略の確立に貢献できることが期待される。

V 研究成果の発表
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研究者名 北嶋 俊輔 

<研究の概要> 

これまでに研究代表者は、特定のがん種において細胞質内に蓄積した二本鎖 DNA（dsDNA）を

認識する STING 経路が不活性化されていること、またその結果、がん細胞の抗原提示能や細胞傷

害性 T細胞の腫瘍内浸潤が減少することで免疫チェックポイント治療（ICI）抵抗性に寄与するこ

とを明らかにした。そこで、がん細胞自身の STING 経路の再活性化が、ICI 治療抵抗性を克服する

ための戦略として有効であると考え、効率的に STING 経路を活性化し免疫細胞依存的に抗腫瘍活

性を示す薬剤を探索した。その結果、紡錘体形成チェックポントの最上流因子である Monopolar 

Spindle  Kinase 1 (MPS1)に対する阻害剤が、効率的に dsDNA 認識経路および下流の抗腫瘍免疫

経路を活性化し、生体内において免疫細胞依存的に抗腫瘍効果を示すことを明らかにした。さら

に、MPS1 阻害剤投与による微小核形成に伴って dsDNA 認識経路のみならず細胞質内二本鎖 RNA

（dsRNA）認識経路も同時に活性化されることを明らかにしたが、その分子機構は不明である。 

非コード領域から転写される Non-coding RNA の一部は、二本鎖 RNA 構造を形成し、ウイル

ス感染に似た自然免疫応答を引き起こす。このような免疫原性の高い Non-coding RNA をがん細胞

特異的に誘導することで抗腫瘍免疫を活性化できる可能性がある。しかし、類似した配列を持ち

ゲノム全体を覆う非コード領域の中において、特にどのゲノム領域から免疫原性の高い Non-

coding RNA が高頻度に産生されるかは明らかになっていない。 そこで本研究では、MPS1 阻害剤

投与に伴い形成される微小核の制御機構および微小核形成に伴う dsRNA 産生亢進の分子機構解明

を目指した。また、これまでに研究代表者が作製した肺がんマウスモデルを用いて、MPS1 阻害剤

投与に伴う dsRNA 認識経路の活性化が抗腫瘍免疫に与える影響を解析した。 

まず初めに、STING に加えて細胞質内 dsRNA センサーである MAVS を欠損させた細胞を用い

て、MPS1 阻害剤投与による二本鎖 RNA 認識経路依存的に変動する遺伝子を抽出した。その結果、

染色体不分離に伴い、二本鎖 DNA センサーである STING と二本鎖 RNA センサーである MAVS が協調

して自然免疫経路を活性化することを明らかにした。また dsRNA 特異的な抗体を用いて微量な内

因性の dsRNA を免疫沈降（IP）により濃縮し、次世代シークエンサーを用いて染色体不分離に伴

い産生される二本鎖 RNA の由来となるゲノム領域を特定した。その結果、イントロン領域やイン

タージェニック領域を含む様々な非コード領域から二本鎖 RNA が産生されることが示唆された。

さらに、MAVSを遺伝子編集により欠損させた肺がんマウス細胞を作製し、動物モデルを用いてMPS1

阻害剤投与に伴う抗腫瘍効果を解析した。その結果、MAVS 欠損細胞は MAVS 野生型細胞と比較し

て MPS1 阻害剤に対して治療抵抗性を示した。一方で、MAVS 欠損細胞に MAVS を再構成すると MPS1

阻害剤に対して再度感受性を示し、腫瘍内浸潤 T リンパ球の割合や細胞傷害性 T 細胞の活性化マ

ーカーであるグランザイム Bの発現も亢進した。 

本研究を通じて、紡錘体形成阻害薬を「免疫原性核酸の蓄積」という観点から再評価し、紡

錘体形成阻害薬投与に伴う抗腫瘍免疫の活性化機序の一端を明らかに出来れば、今後の適正な患

者選択に対しても多大なメリットが生まれる。また、染色体不安定性を蓄積した細胞を異常細胞

として免疫細胞が排除するという、自然免疫が担う本来の生理的作用に関する分子機序の理解に

も繋がる。 
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共同研究者の氏名・所属機関 

・北野 滋久 公益財団法人がん研究会 有明病院  先端医療開発センター  

・坂原 瑞穂 公益財団法人がん研究会 がん研究所 細胞生物部 

研究報告

I 研究目的

１−１、研究背景

これまでに研究代表者らは、KRAS 変異型非小細胞肺がん（NSCLC）患者の 1/3 を占めるサブ

クラスの１つである KRAS;LKB1 変異（KL）型 NSCLC において、細胞質内二本鎖 DNA（dsDNA）セン

サーである STING の発現が抑制されていることを明らかにした。さらに、dsDNA 認識経路の不活

性化に伴い、腫瘍細胞の抗原提示能や腫瘍領域内への細胞傷害性 T 細胞の浸潤度が減少すること

から、LKB1 変異による STING の発現抑制が、KL 型 NSCLC の免疫原性低下および PD-1 阻害薬に対

する治療抵抗性に寄与することを明らかにした。 

これらの研究背景から、KL 型 NSCLC において dsDNA 認識経路の再活性化が、免疫チェック

ポイント阻害薬に対する抵抗性を克服するための治療戦略として有効であると考えた。そこで、

KL 型 NSCLC 細胞株を用いて dsDNA 認識経路を活性化する薬剤をスクリーニングにより探索した。

その結果、紡錘体形成チェックポントの最上流因子である Monopolar Spindle  Kinase 1 (MPS1)

に対する阻害剤が、効率的に dsDNA 認識経路および下流の抗腫瘍免疫経路を活性化し、生体内に

おいて免疫細胞依存的に抗腫瘍効果を示すことを明らかにした。 

２、研究目的と期待される成果 

dsDNA 認識経路が活性化する分子機構として、MPS1 阻

害剤存在下では、がん細胞が紡錘体形成不全を許容したま

ま細胞周期が進行し、細胞質内 DNA として認識される微小

核（Micronuclei）が大量に発生することを明らかにした。

一方で、MPS1 阻害剤投与による微小核形成に伴って dsDNA

認識経路のみならず細胞質内二本鎖 RNA（dsRNA）認識経路

も同時に活性化されることが明らかになったが、その分子

機構は不明である（図１）。MAVS を中心とした dsRNA 認識

経路は、STING と共通の下流細胞内シグナル伝達経路を有

しており、MAVS の活性化により、STING 活性化と同様に抗

腫瘍免疫で中心的な役割を担うサイトカインや MHC クラス

1 などの発現が誘導される（図２）。dsDNA 認識経路に加え

て、がん細胞において機能抑制が見られない dsRNA 認識経

路の活性化を標的とすることで、dsDNA 認識経路が不活性化

したがん細胞に対しても抗腫瘍免疫を活性化できるため、

より広範な種類のがん種に対して治療効果が期待できる。

しかし、dsRNA はレトロトランスポゾン領域など特定のゲノ

ム領域から産生されることが報告されているものの、その
図２. 細胞内 dsRNA および 
dsDNA 認識経路の概要

図１. MPS1 阻害薬による 
細胞内核酸認識経路の活性化 
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発現制御機構には未だ不明な点が多い。そこで本研究では、まず MPS1 阻害剤投与に伴い形成され

る微小核の分解制御機構解明と微小核形成に伴う dsRNA 産生亢進の分子機構解明を目指す。次に、

これまでに研究代表者が作製した KL 型 NSCLC マウスモデルを用いて、微小核の分解機構や dsRNA

認識経路の活性化が抗腫瘍免疫に与える影響を解析する。これらの研究成果を基盤として、従来

の免疫チェックポイント阻害薬に対して治療抵抗性を示すがん種に対しても有効な新規がん免疫

療法の開発を目指す。 

II 研究計画及び材料と方法

１、MPS1 阻害剤による dsRNA 認識経路活性化の検証 

これまでに MPS1 阻害剤投与による抗腫瘍免疫関連サイト

カインの分泌亢進が MAVS 欠損株において抑制されることを明ら

かにした（図３）。様々なグループから。lncRNA を含む様々な Non-

coding RNA がゲノム安定性に寄与することが報告されているが、

染色体不安定性の増大に伴う dsRNA の産生に関しては、これまで

に全く報告されていない。そこで、これらの分子機構を追求する

ことで、紡錘体チェックポイントや細胞内 dsRNA の産生に関する

基礎的発見に繋がると考えられる。 

そこで本計画では、細胞質内 DNA センサーである STING に

加えて細胞質内 RNA センサーである MAVS 欠損細胞、さらに

STING/MAVS 二重欠損細胞を用いて、RNA-sequence やウエスタン

ブロットなどにより MPS1 阻害剤投与による染色体不分離に伴

い二本鎖 DNA/RNA 認識経路依存的に変動する遺伝子群やシグナ

ル伝達因子を抽出する。 

２、MPS1 阻害剤による産生する dsRNA の検出 

MPS1 阻害剤投与に伴い産生される細胞質内 dsRNA 検出系確立を目指す。本研究で想定され

る微量な内因性の dsRNA を免疫染色で定量的に解析することは困難である可能性があり、dsRNA

を特異的に認識する抗体（clone rJ2）を用いて細胞内フローサイトメトリーによる１細胞レベル

での安定した dsRNA 検出系確立を目指す。また、これまでに染色体不安定性の亢進と dsRNA 産生

亢進を関連付ける報告がほとんど存在しないため、抗体を用いた免疫沈降により、細胞質内に蓄

積した dsRNA を濃縮精製し、次世代シークエンサーにより配列を決定することで dsRNA の由来と

なるゲノム領域を特定する（dsRNA-seq）。 

３、Ex vivo/In vivo モデルを用いた抗腫瘍効果の解析 

研究代表者がこれま

でに確立したマイクロ流

体装置を用いたヒト由来

がん細胞スフェロイドと

ヒト由来免疫細胞の３次

元共培養系および KL 型

NSCLC マウスモデルを用い

て、MPS1 阻害剤投与に伴う

dsRNA 産生が免疫-腫瘍細

図３. MAVS 欠損による MPS1
阻害剤投与後の下流 
サイトカイン分泌低下

図４. マイクロ流体装置を用いた 
ヒト免疫細胞-がん細胞３次元共培養系 
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胞の相互作用および抗腫瘍免疫に与える影響を解析する。 

マイクロ流体装置を用いた実験系では、NK 細胞株 NK-92 および MHC クラス 1 の安定化に必

要な B2M を欠損させた腫瘍細胞を用いることで、薬剤処理に伴う免疫細胞の遊走と同時にがん細

胞との相互作用を解析することが出来る（図４）。そこで MAVS を欠損させたヒト KL 型 NSCLC 株を

作製し、本３次元共培養系を用いて、MPS1 阻害剤投与に伴う dsRNA 産生亢進が免疫細胞の腫瘍細

胞領域への遊走等に与える影響等を解析する。 

また研究代

表者はこれまでに

抗腫瘍免疫を解析

するための KL 型

NSCLC マウスモデ

ルを作製した（図

５）。これまでに本

マウスモデルが、

ヒト KL型 NSCLC と

同様に、STING の発

現減少や PD-L1 に対して治療抵抗性を示すことを確認している。そこでまずは、MPS1 阻害薬投与

に伴う、dsDNA/dsRNA 認識経路の下流シグナルを標的とした薬力学試験の実施、体重減少を主と

した副作用を評価し、最適な投薬スケジュールの検討を行う。次に、MAVS 欠損細胞を作製して、

MPS1阻害薬投与がdsRNA認識経路依存的に腫瘍増殖や免疫微小環境に与える影響をフローサイト

メトリー、single cell RNA-sequence などを駆使して解析する。また、中和抗体により CD8 陽性

T 細胞や NK 細胞を除去することで、MPS1 阻害薬投与による免疫細胞を介した抗腫瘍活性を解析す

る。さらに、抗 PD-L1 抗体や STING アゴニストなど抗腫瘍免疫を活性化する既存薬との併用投与

を行い、dsRNA 認識経路の活性化依存的に相乗効果を示すか検討する。 

III 研究成果

３−１、染色体不分離により産生される二本鎖 RNA 認識経路の活性化 

まず初めに、細胞質内

核 酸 セ ン サ ー で あ る

STING/MAVS 欠損細胞を用

いて、RNA-sequence により

MPS1 阻害剤投与による染

色体不分離に伴い二本鎖

RNA 認識経路依存的に変動

する遺伝子を抽出した。そ

の結果、染色体不分離に伴

い、二本鎖 DNA センサーで

ある STING と二本鎖 RNA セ

ンサーである MAVS が協調
図６. MPS1 阻害に伴う MAVS 依存的な自然免疫経路の活性化 

図５. 抗腫瘍免疫を解析可能な KL 型 NSCLC マウスモデル。腫瘍辺縁部に
CD8 陽性 T 細胞が集積し、免疫チェックポイント阻害薬に治療抵抗性を示
す典型的な免疫微小環境(Cold tumor microenvironment)を示す。
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して、1 型インターフェロン分泌や T 細胞遊走に関与する自然免疫経路を活性化することを明ら

かにした（図６）。 

３−２、染色体不分離により産生される二本鎖 RNA の由来となるゲノム領域の特定 

まず初めに、細胞内フローサイトメトリーにより細胞内

dsRNAを定量した結果、MPS1阻害剤処理に伴って内因性のdsRNA

が細胞内に蓄積することを明らかにした（図７）。 
また研究計画に記載した dsRNA-seq を実施することで、

染色体不分離に伴い産生される二本鎖RNAの由来となるゲノム

領域を特定した。その結果、葉酸代謝阻害時と同様に、イント

ロン領域やインタージェニック領域を含む様々な非コード領

域から二本鎖 RNA が産生されることが示唆された。また該当す

るゲノム領域の配列特異的なプライマーを用いることで、実際

にこれらの領域から MPS1 阻害剤投与に伴い二本鎖 RNA が産生

されることを実証した（図８）。さらに、細胞質画分を分離精製

した後に、RNA を抽出して PCR により測定することで、実際に細

胞質内にこ

れらの二本

鎖 RNA が蓄

積すること

を明らかに

した。また、

オープンク

ロマチン領

域を特定す

る ATAC-seq 解析の結果等と統合解析を行なった結

果、ゲノム全体に広範囲に存在する散在性反復配列

の中で、比較的遺伝子領域に近く ATAC-seq により

オープンクロマチン領域として検出される非コー

ド領域の周辺に存在する散在性反復配列から２本

鎖 RNA が産生される傾向があり、クロマチンの立体

構造が散在性反復配列の転写活性に影響を与えて

いる可能性があることを見出した。一方で、クロマ

チンが閉じている不活性領域が新たに開いて２本

鎖 RNA が産生するというような領域は少なく、薬剤

投与前の基底状態からすでにクロマチン構造があ

る程度開いておりクロマチンアクセシビリティが高い領域から、薬剤投与に伴って２本鎖 RNA が

産生されることを明らかにした（図９）。今後は、MPS1 阻害薬以外の薬剤で染色体不分離を誘導し

た際に産生される二本鎖 RNA あるいは葉酸代謝阻害により産生される二本鎖 RNA の由来となるゲ

ノム領域にどの程度の共通性あるいは相違性があるか検討する計画である。 

図８. MPS1 阻害による産生される二本鎖 RNA の由来となるゲノム領域

図７. MPS1 阻害剤処理に伴う
dsRNA の産生亢進

図９. 遺伝子領域周辺非コード領域からの 
二本鎖 RNA の産生 
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３−３、染色体不分離に伴い誘導される微小核からの内因性二本鎖 RNA の産生機序の解析 

本研究では、非自己

性を帯びた二本鎖 RNA の

発生源として、特に、染色

体の不均等な分配の結果

として生じる「微小核」に

焦点を当て、染色体不分

離に伴う免疫原性核酸の

発生機構を探った。近年、

断片化した染色体フラグ

メントのみで構成される

微小核において、深刻な

エピゲノム異常、転写異常が観察されることが報告されている。実際に、MPS1 阻害剤処理後のが

ん細胞を用いて、スクロース密度勾配遠心法およびフローサイトメトリーにより微小核画分を分

離した後に、RNA を抽出して発現解析を実施した結果、がん細胞内の核(Primary nuclei)と比較

して、微小核内に存在する非コードゲノム領域から、特に顕著に二本鎖 RNA 構造を形成する転写

産物が産生されることを明らかにした（図１０）。 

３−４、染色体不分離に伴うインターフェロン依存的な二本鎖 RNA の産生機序の解析 

MPS1 阻害剤投与による染色体不分離

誘導時に IFNAR1 正常あるいは欠損細胞内

に蓄積する２本鎖 RNA の配列を解析した結

果、インターフェロン依存的あるいは非依

存的、つまり MPS1 阻害剤投与に伴い、イン

ターフェロン投与によっても誘導され、か

つ IFN 受容体の欠損により抑制される２本

鎖 RNA と、インターフェロン経路には無関

係な２本鎖 RNA の２群に明確にわかれるこ

とが明らかになった（図１１）。 

３−５、がん-免疫細胞 3 次元共培養系を用いた抗腫瘍効果の解析 

研究代表者らがこれまでに確立したマイクロ流体装置を用いたヒト由来がん細胞スフェロ

イドとヒト由来免疫細胞の３次元共培養系を用いて、MPS1 阻害剤処理に伴う dsDNA および dsRNA

認識経路の活性化が免疫細胞の腫瘍領域への遊走に与える影響を解析したマイクロ流体装置を基

盤とした３次元共培養系を用いて免疫細胞と腫瘍細胞の相互作用を解析した結果、MPS1 阻害剤処

理に伴い免疫細胞の腫瘍領域への遊走が亢進すること、およびそれらの現象はdsDNAおよびdsRNA

認識経路の活性化に依存することを明らかにした（図１２）。 

  

図１０. 微小核内の非コードゲノム領域からの転写亢進

図１１. MPS1 阻害剤投与に伴う IFN 依存的な 
二本鎖 RNA の産生 
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３−６、シンジェニックマウスモデルを用いた二本鎖 RNA 依存的な抗腫瘍効果の解析 

これまでに作成したマ

ウス肺がん細胞を基盤とし

て、二本鎖 RNA 認識経路で中

心的な役割を担う MAVS を遺

伝子編集により欠損させた

肺がんマウス細胞を作製し、

同系マウスへの皮下移植に

より腫瘍が生着した後に、

MPS1 阻害剤投与に伴う抗腫

瘍効果を解析した。薬力学試験の結果から、マウスへの MPS1 阻害剤の投与は、5mg/kg BID 2days 

ON/ 5days Off の条件で実施した。その結果、MAVS 欠損細胞は MAVS 野生型細胞と比較して MPS1

阻害剤に対して治療抵抗性を示した（図１３）。一方で、MAVS 欠損細胞に MAVS を再構成すると MPS1

阻害剤に対して再度感受性を示し、腫瘍内浸潤 T リンパ球の割合や細胞傷害性 T 細胞の活性化マ

ーカーであるグランザイム B の発現も亢進した（図１４）。しかし免疫不全マウスに皮下移植され

た腫瘍に対しては、MAVSを再構成した細胞に対してもMPS1阻害剤は抗腫瘍効果を示さなかった。

これらの結果から、生体内で MPS1 阻害剤が、少なくとも一部は dsRNA 認識経路依存的な抗腫瘍免

疫活性化を介して治療効果を発揮することが示された。 

図１３. MPS1 阻害剤処理に伴う二本鎖 RNA 依存的な抗腫瘍効果

図１２. 細胞質内核酸認識経路(STING/MAVS 経路)依存的な免疫細胞の遊走亢進 

図１４. MPS1 阻害剤処理に伴う二本鎖 RNA 依存的な腫瘍免疫微小環境のリモデリング 

－ 15 －



9/11

IV 考察

本研究においては、紡錘体形成チェックポイント制御因子 MPS1 の阻害によって誘導される

染色体分配異常が、内因性 dsRNA の細胞質内への蓄積を引き起こすことを明らかにした。蓄積し

た dsRNA は細胞質内の dsRNA センサーを介して I 型インターフェロン経路を活性化し、T 細胞ケ

モカインをはじめとするサイトカイン・ケモカインの分泌を促進することで、腫瘍局所への免疫

細胞浸潤を誘導することが示された。さらに、これらの dsRNA 依存的自然免疫応答は、微小核や

染色体ブリッジを介して活性化される cGAS/STING 経路とも協調的に機能し、生体内における抗腫

瘍免疫応答の誘導に寄与することが示唆された。これらの知見は、染色体不安定性（CIN）を有す

る異常細胞に対する自然免疫系の監視・排除機構の分子基盤を明らかにするとともに、これまで

十分に理解されてこなかった紡錘体形成阻害薬の新たな抗腫瘍免疫賦活メカニズムを提示するも

のである。 

近年、cGAS/STING 経路は多くのがん種で機能不全に陥っていることが報告されており、腫瘍

免疫回避機構の一因と考えられている。このような背景から、dsRNA 蓄積経路の理解とその薬理

学的制御は、cGAS/STING 経路の機能不全を示すがん細胞に対しても免疫原性を誘導する新たな治

療戦略となる可能性がある。実際、がん細胞は自己免疫疾患を回避する過程を利用し、細胞質内

の dsDNA や dsRNA を分解する酵素群（TREX1、DHX9、ADAR、RNaseH2 等）を高発現させることで、

過剰な自然免疫応答を抑制していることが知られている。これらの分解酵素の機能を抑制するこ

とで、dsDNA および dsRNA センサー経路を介した自然免疫活性化を促進し、ICI との併用による治

療効果の向上が期待される。また、dsRNA 構造を分解する酵素である ADAR や RNaseH2 の機能異常

は、Aicardi-Goutieres症候群と呼ばれる遺伝性自己炎症疾患の原因となることが知られている。

Aicardi-Goutieres 症候群は、胎生期あるいは出生直後から自然免疫系の過剰な活性化によって

無菌性炎症を呈する疾患であり、これは dsRNA 分解機構が破綻すると内因性の核酸が自然免疫セ

ンサーによって非自己と誤認され、炎症反応を惹起することを示している。このような現象は、

特に胎生期などの急速な細胞増殖・分化やエピゲノム再編が活発に行われる発生段階において、

本来転写が抑制されるべき反復配列や内在性レトロウイルス配列が一過性に活性化されることで、

で顕在化すると考えられている。通常、正常細胞ではエピゲノム修飾や転写抑制機構がこれら非

自己様の転写産物胎生期の発現を厳密に抑制しており、dsRNA の産生や蓄積は最小限に抑えられ

ている。しかし、がん細胞においては、長期間にわたる遺伝子変異やエピゲノム異常の蓄積によ

り、こうした遺伝子発現制御機構が破綻傾向にあり、結果として、胎生期の細胞と同様に、免疫

原性の高い dsRNA が産生されやすい状態であるといえる。本研究の結果から、このようながん細

図１５. 薬剤による内在性二本鎖 RNA 産生誘導およびがん免疫療法への応用 
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胞特有の転写・エピゲノム制御の脆弱性を標的にして、内因性の免疫原性核酸、特に dsRNA の細

胞内蓄積を薬理学的に促進することで、抗腫瘍免疫経路を活性化できることが示唆された（図１

５）。 

有糸分裂阻害を介した抗腫瘍効果を示す薬剤として、従来から使用されてきたタキサン系薬

剤やビンカアルカロイド系薬剤に加え、近年では MPS1 のみならず、Aurora kinase A/B、Polo-

like kinase 1、CENP-E、Bub1 など紡錘体形成に関与する複数の分子を標的とした分子標的薬が

開発されている。これらの薬剤は前臨床試験において、主に免疫不全マウスモデルや in vitro モ

デルを用いた検証で一定の抗腫瘍効果が報告されているものの、生体内における自然免疫活性化

を介した免疫依存的抗腫瘍効果の詳細な分子機序については未だ十分に解明されていない。本研

究の成果は、紡錘体形成阻害によって誘導される染色体分配異常が、dsDNA および dsRNA といっ

た免疫原性核酸の細胞質内蓄積を介して自然免疫経路を活性化し、免疫細胞依存的な抗腫瘍効果

を誘導し得ることを示唆している。今後、これらの知見をさらに深めることで、紡錘体形成阻害

薬の治療効果が期待される患者群の選定に資するバイオマーカーの同定や、より精密な患者層別

化戦略の構築につながることが期待される。 
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研究の概要  

【研究背景と目的】

H. pylori 感染は胃がんの主たるリスク因子であるが、実際に胃がんを発症するのは感染者の 3%

程度に過ぎず、感染者の中からどのような分子理由で胃がん発症者が選択されているのか、その

胃発がん選択の分子メカニズムは不明である。胃発がんモデルマウスを用いた研究により、H. 

pylori 感染に伴う胃がんの発症には胃内の特定の共生細菌が必須であることを明らかにされてい

る。本研究の主となる目的は、これまでの研代表者の知見に基づいて H. pylori 感染胃粘膜におい

て CD44v9 陽性胃がん幹細胞の発生を制御する胃内共生細菌の役割を解明し、H. pylori 感染者の

中かから胃がん発症者が選択されくる分子理由を提示することにある。

【研究成果】

① 短鎖脂肪酸（short-chain fatty acids：SCFAs）の HDAC 阻害活性による CAPZA1 過剰発現を

介した CD44v9 陽性細胞の発生

：胃上皮細胞株（AGS 細胞）にプロピオン酸又は酪酸を投与すると、CAPZA1 の過剰な発現が誘

導され、プロピオン酸又は酪酸存在下で H. pylori が感染すると細胞内に装填された CagA の細胞

内での蓄積と CD44v9 の発現上昇が確認された。SCFAs はヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）活

性を阻害し CAPZA1 プロモーター領域のヒストンアセチル化を亢進することで CAPZA1 発現を

亢進させることが明らかとなり、さらに、CAPZA1 発現の亢進は CagA 分解性オートファジーを

阻害する結果、装填された CagA が AGS 細胞内で安定化することを明らかとした。細胞内で安定

化した CagA シグナルは CD44v9 の発現を顕著に誘導することを示した。

② SCFAs による H. pylori 感染マウス胃粘膜上皮での CD44v9 陽性細胞の誘導

：抗菌薬を投与した SPF マウスへ SCFAs 投与下での H. pylori 感染は、CAPZA1 発現の誘導を介

して CD44v9 陽性細胞を発生させた。特に CD44v9 陽性細胞の発生は胃前庭部において強いこと

が明らかとなった。

③ 胃オルガノイドを用いた解析により、SCFAs が CD44v9 陽性細胞の幹細胞化

：マウス胃オルガノイドを用いた H. pylori 感染実験でも SCFAs 存在下で CagA 蓄積と CD44v9 発

現が促進され、CD44v9 陽性細胞の幹細胞化シグナルが胃体部と胃前庭部で大きく異なることが

明らかとなった。

④ 臨床検体を用いた胃液内 SCFAs 濃度と胃がん発症との関連性

：胃液中 SCFAs 濃度は H. pylori 感染非胃がん患者に比べて H. pylori 感染胃がん患者で高値を示

し、胃がん患者では SCFAs 産生性の Streptococcus 属細菌の相対的存在量の増加が示された。これ

らの結果は、胃内 SCFAs が H. pylori 感染との協調により胃発がんリスクを高めると因子であると

考えられた。

【今後の展望】

本研究は、H. pylori 感染下における SCFAs 産生性の胃内共生細菌の存在、又は、細菌叢組成が

SCFAs 産生性細菌へ濃縮されていくような胃内環境が、CD44v9 陽性がん幹細胞の発生を誘導し

胃がん発症に繋がることを示した。今後、本研究成果を基盤に SCFAs 産生性胃内共生細菌を標的

とした胃発がんリスク診断や発がん予防法の開発研究への応用が強く期待される。
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研究報告 本文

Ⅰ 研究目的 （３～１１ページ）

H. pylori 感染は胃がんの決定的なリスク因子であるが、実際に胃がんを発症するのは H. pylori

感染者のなかでも 1~3%程度であることが明らかとされ（Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol., 15:458–

460, 2018）、胃がん発症者は多数の H. pylori 感染者の中から何らかの理由で選択されていると考

えられている。しかし、H. pylori 感染者の中からどの様な理由で胃がん発症者が選択されてくる

のかは明らかにされていない。胃がん発症モデルマウス（INS-GAS マウス）へ SPF（specific-

pathogen-free）条件下（消化管内に常在細菌が共生している状態）で H. pylori を感染させると胃が

んを発症するのに対し、INS-GAS マウスを無菌化し H. pylori を感染させると胃がんを発症しない

ことが報告された（Gastroenterology, 140:210–220, 2011）。つまり、胃がんは、H. pylori の単独感染

によって発症するのではなく、特定の胃内共生細菌と H. pylori の共感染によって発症すると示唆

されている。これらの報告を受け、今日までヒト胃がん患者由来検体を対象とした次世代シーク

エンス解析により、胃発がんに関わる特定の胃内共生細菌の探索研究が世界中で活発化している

が、これまでに H. pylori と協調して胃がんの発症に関わる特定の共生細菌の分子的理由も含めた

明確な同定には至っていない。申請者は、H. pylori 感染胃粘膜で CD44v9 陽性細胞が発生すると

胃がんの再発率が有意に高まること（Br. J. Cancer, 109(2):379-386, 2013）、CD44v9 陽性細胞は H. 

pylori の産生するがん蛋白質 CagA を細胞内に安定化させることを明らかにした（Tsugawa H., et 

al., Cell Host Microbe, 12(6):764-777, 2012）。これらの結果は、H. pylori 感染胃粘膜で CD44v9 陽性

細胞の発生が胃発がんリスクを亢進させる重要な宿主特性となることを示している。さらに申請

者は、ヒト胃がん組織を用いた解析から、「CD44v9 陽性細胞は、アクチン重合の制御タンパク質

CAPZA1 の過剰発現細胞で H. pylori のがん蛋白質 CagA が安定化することで発生する」ことを見

出し、H. pylori 感染胃粘膜では CAPZA1 の過剰発現細胞が CD44v9 陽性がん幹細胞の前駆細胞と

なること報告した（Tsugawa H., et 

al., Autophagy, 15(2): 242-258, 2019, 

Tsugawa H., et al., Cell. Mol. 

Gastroenterol. Hepatol., 8(3): 319-

334, 2019）。これらこれまでの申請

者の研究成果から、H. pylori 感染

胃粘膜においてCAPZA1の過剰発

現細胞の発生の有無が H. pylori 感

染者の中でも胃がん発症者となる

リスクを規定すると仮説できる

（図１）。これまでに代表者は、

CAPZA1 の mRNA 発現はヒスト
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ンアセチル化によって制御されていることを明らかにしている（Tsugawa H., et al., Autophagy, 

15(2): 242-258, 2019）。そこで本研究では、HDAC 阻害活性を示す短鎖脂肪酸 (SCFAs)に注目し、

H. pylori 感染胃粘膜においける CAPZA1 過剰発現細胞の発生機構解明を目的とした。

Ⅱ 研究計画及び材料と方法

①胃液内および胃がん組織内の SCFAs 濃度の測定：H. pylori 感染胃がん患者及び H. pylori 感染胃

炎患者を対象に十分なインフォームドコンセントと文書同意を得たのち、胃液および胃生検組織

(がん部・非がん部)を採取する。採取した胃液検体内の SCFAs 濃度を液体クロマトグラフィー・

マススペクトロメトリー（LC-ESI-MS/MS）により測定し、胃がん患者の胃内 SCFAs 濃度を定量

的に測定する。

②胃がん患者の胃内に特異的に共生する SCFAs 産生細菌の同定：胃がん患者由来胃液検体より

16SrRNA を PCR 増幅し TA cloning により 16SrRNA をクローン化し胃内共生細菌の 16SrRNA ラ

イブラリーを構築する。構築したライブラリーからピックアップした単一クローンの 16SrRNA シ

ークエンスをサンガーシークエンスにより解析し細菌種を同定する。同定された細菌種について

その相対的存在量が胃炎患者に比べ胃がん患者で亢進しているかを定量的 real-time PCR にて確認

する。この手法を繰り返し胃がん患者特異的にその相対的存在量が亢進している SCFAs 産生細菌

を同定する。

③SCFAs 存在下の H. pylori 感染による CD44v9 陽性がん幹細胞発生機序の解明：申請者が既に構

築している胃オルガノイド由来 Mucosoid を用いて SCFAs 存在下での H. pylori 感染モデルを用い

て、CAPZA1 の発現変動、CagA の蓄積性、CD44v9 陽性化に加えて、CD44v9 陽性細胞のステム

化を評価し SCFAs 存在下における H. pylori 感染による CD44v9 陽性がん幹細胞の誕生過程を明確

化する。

④CAPZA1 過剰発現誘導に関わる SCFAs 受容体同定：SCFAs の HDAC 阻害活性発現には、宿主

細胞の Monocarboxylate transporter 1（MCT1）及び GPR41/43 が受容体として要求される。加えて、

近年申請者は、SCFAsの新規標的分子として apoptosis-associated speck-like プロピオン酸 tein (ASC)

を同定した（Tsugawa H., et al., PLoS Biology, 18(9): e3000813, 2020）。本研究では、H. pylori 感染マ

ウス及び Mucosoid を用いて胃粘膜における SCFAs 受容体蛋白質の発現レベル解析から CD44v9

陽性がん幹細胞の発生に関与する SCFAs 受容体を同定する。

⑤ヒト胃がん患者胃内に共生する SCFAs 産生細菌と H. pylori の共感染モデル：16SrRNA ライブ

ラリー解析にて同定した細菌の ATCC 株を利用し H. pylori の共感染モデルを AGS 細胞、Mucosoid

を用いて構築し、共感染に伴う CD44v9 陽性細胞の発生度の変化を分子レベルで明らかにする。

Ⅲ 研究成果  

1) SCFAs は HDAC 活性を阻害することで胃上皮細胞における CAPZA1 発現を誘導し H. pylori 感

染下で CD44v9 の発現を亢進させる

胃上皮細胞株 AGS 細胞を用いて、CAPZA1 発現に対する SCFAs の効果を検討した。AGS 細胞

にプロピオン酸または酪酸を投与すると用量依存的に CAPZA1 発現が有意に増加した。プロピオ

ン酸及び酪酸はヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害剤としてよく知られており、また、

CAPZA1のmRNA発現はプロモーター領域のアセチル化によって制御されているという我々のこ
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れまでの知見から、プロピオン酸または酪酸による CAPZA1 の発現誘導はプロモーター領域のヒ

ストンのアセチル化によるものであると推察された。そこで、AGS 細胞においてアセチル化ヒス

トン H3 に対する抗体を用いた ChIP 法により、プロピオン酸または酪酸が CAPZA1 プロモーター

領域のアセチル化を調節しているかを検討した。結果、AGS 細胞における HDAC 活性はプロピオ

ン酸および酪酸処理により有意に低下し、また、CAPZA1 プロモーター領域のアセチル化ヒスト

ン H3 レベルはプロピオン酸または酪酸処理により有意に上昇した。CAPZA1 発現の亢進は

LAMP1 発現を抑制することでリソソーム形成を阻害し、CagA 分解性オートファジーが抑制され

ることから、酪酸処理下で CagA 分解性オートファジーが阻害されているかを検討した。結果、H. 

pylori 感染 AGS 細胞におけるリソソームマーカーLysoTracker Red 染色の亢進は酪酸処理により顕

著に抑制された。さらに、AGS 細胞内の CagA レベルは酪酸処理濃度依存的に上昇し、特に、5 

mM 以上の酪酸処理では、LAMP1 発現の低下とそれに伴う CAPZA1 発現の増加が観察された。

我々はこれまでに、CAPZA1 過剰発現細胞における細胞内 CagA の蓄積が CD44v9 発現を誘導す

ることを報告している。そこで我々は、H. pylori 感染 AGS 細胞において、プロピオン酸または酪

酸処理が CD44v9 発現を誘導するかどうかを解析した。酪酸またはプロピオン酸処理は H. pylori

感染 AGS 細胞において CD44v9 の発現を誘導したが、CagA 欠失変異株（H. pylori⊿ cagPAI）感染

細胞では誘導しなかった。これらの結果を総合すると、AGS 細胞において、CAPZA1 プロモータ

ー領域のアセチル化ヒストンを促進することでCAPZA1の過剰発現を誘導するSCFAsは、H. pylori

感染下で CagA の蓄積を介して CD44v9 の発現を促進することが胃上皮細胞株 AGS 細胞を用いた

解析で明らかになった。この発がんに繋がるシグナルカスケードが正常な胃粘膜上皮でも確認さ

れるかを、マウス感染モデル並びに胃オルガノイドモデルを用いて再考する必要が示された。

2) SCFAs は H. pylori 感染マウス胃粘膜で CD44v9 陽性化を促進させる

H. pylori 感染下における SCFAs による CD44v9 陽性細胞の発生過程を in vivo モデルで解析する

ために、SPF マウスへ内因性の SCFAs の影響をキャンセルさせるために抗生物質（1 g/L アンピシ

リン、1 g/L メトロニダゾール、1 g/L ネオマイシン、0.5 g/L バンコマイシン）を 4 週間飲水投与

した後、H. pylori の経口感染の 1 週間前から 300 mM プロピオン酸又は酪酸を自由飲水投与した。

興味深いことに、抗生物質の投与は胃体部および胃前庭部における CAPZA1 の免疫染色レベルを

有意に低下させ、プロピオン酸または酪酸投与は両領域において CAPZA1 の染色レベルを上昇さ

せた。これらの結果は in vivo モデルにおいても CAPAZ1 発現が SCFAs に応答して亢進すること

を示している。プロピオン酸または酪酸投与マウスでは、胃粘膜の基底部から小窩まで、胃粘膜

上皮全体に CAPZA1 の強い染色シグナルが観察された。次に、酪酸投与マウスの胃粘膜における

HDAC活性の変化、および CAPZA1近位プロモーター領域のアセチル化ヒストンレベルを調べた。

その結果、抗生物質投与は HDAC 活性を有意に上昇させたが、抗生物質投与マウスへの酪酸投与

は HDAC 活性を SPF マウスのレベルまで有意に低下させた。同様に、CAPZA1 近位プロモーター

領域のアセチル化ヒストンのレベルは抗生物質の投与によって著しく減少し、その後、抗生物質

を投与したマウスに酪酸を投与すると、ヒストンのアセチル化が SPF マウスと同じレベルまで有

意に上昇した。これらの知見は SPF マウスで認められる内因性の SCFAs はその HDAC 活性を介

して宿主上皮細胞の遺伝子発現を調節し得ることを示しており、CAPZA1 はそのうちのひとつで

あると考えられ、SCFAs が粘膜上皮細胞の遺伝子発現を制御し胃粘膜のホメオスタシスの維持に

－ 22 －



6 / 11

に強く関与していると推察された。次に、SCFAs を投与した H. pylori 感染マウスで、CD44v9 陽

性細胞の発生が促進されるかを検証した。抗生物質を投与したマウスでは、CD44v9 の免疫染色シ

グナルはほとんど検出されず、一部の CD44v9 陽性染色は胃体部及び胃前庭部ともに小窩領域に

限局していた。対照的に、CD44v9 免疫染色シグナルはプロピオン酸または酪酸の投与によって増

加し、体部および胃前庭部の小窩部および底部の両方で CD44v9 陽性染色が検出された。本研究

結果は、SCFAs が H. pylori 感染下において CAPZA1 の発現を亢進させることで、CD44v9 陽性細

胞の生成に寄与することを示した。

3) H. pylori 感染胃オルガノイドモデルを用いた SCFAs による胃粘膜上皮細胞の CD44v9 陽性化

H. pylori 感染下で SCFAs に

よる CD44v9 陽性細胞の生成

につながる正常上皮細胞にお

ける細胞応答を解析するた

め、マウス胃体部および胃前

庭部からそれぞれ胃オルガノ

イドを作製し、その後、オルガ

ノイド培養をトランスウェルインサートを用いた二次元（2D）単層培養へと移行させた。得られ

た 2D 単層培養物はムコソイドと名付けられ正常胃粘膜上皮を再現した単層の幹細胞駆動型培養

上皮細胞モデルとして構築される（図 2）。胃体部由来ムコソイドでは、酪酸存在下で H. pylori 感

染時にのみ細胞内に装填された CagA が検出され、CAPZA1 の発現増加と相関して CD44v9 発現

が増強した。一方で、胃前庭部由来のムコソイドでは H. pylori 感染後に転座した CagA が検出さ

れ、酪酸処理によって細胞内 CagA シグナルと CD44v9 の発現がさらに増強した。これらの結果

は、胃体部と胃前提部では、H. pylori を介した上皮細胞への CagA 注入に対する応答性が異なるこ

とを示唆している。しかし、プロピオン酸または酪酸存在下での H. pylori 感染では、胃体部およ

び胃前庭由来ムコソイドの両方において CAPZA1 が強く染色される中に CD44v9 陽性細胞が観察

されたことから SCFAs は胃体部でも細胞内 CagA の安定性を強く誘導すると考えられた。一方、

同条件下で H. pylori ΔcagPAI 株を感染させた場合、CAPZA1 が強く染色されるにもかかわらず

CD44v9 陽性細胞は検出されなかった。また、酪酸非投与下でも H. pylori 感染ムコソイドにおい

て CD44v9 陽性細胞はほとんど検出されなかった。これらの結果は、正常胃粘膜上皮細胞におい

ても、SCFAs によって誘導される CAPZA1 の過剰発現を介した細胞内 CagA の安定化が CD44v9

陽性細胞の発生を誘導することを明らかにした。

4) CAPZA1 過剰発現細胞への CagA 蓄積により誘導される CD44v9 陽性細胞は胃前提部由来オル

ガノイドでのみ幹細胞特性を示す

CagA 蓄積により誘導される CD44v9 陽性細胞が幹細胞様特性を示すかどうかを明らかにする

ために胃幹細胞マーカーである LGR5、KLF5、および SALL4 の発現を CD44v9 との二重免疫染色

により評価した。酪酸存在下で H. pylori に感染した胃前庭部由来ムコソイドにおいて、CD44v9 陽

性細胞では幹細胞マーカーの発現が認められたが、H. pylori ΔcagPAI 株感染細胞では認められな

かった。これらのことから、宿主細胞内での CagA の安定化が胃上皮細胞に幹細胞様特性を付与
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する重要な役割をも担っていることが明らかになった。また一方で、酪酸存在下での H. pylori 感

染胃体部由来ムコソイド中には CD44v9 陽性細胞が検出されるにもかかわらず、CagA 陽性 H. 

pylori 感染および酪酸処理にかかわらず幹細胞マーカーの発現は全く観察されなかった。この結

果は、がん幹細胞発生のメカニズム、及び細胞内 CagA のレスポンスが胃体部と胃前庭部で異な

ることを示唆している。また、CD44v9 陽性細胞の幹細胞化が spasmolytic polypeptide- expressing 

metaplasia（SPEM）細胞を背景としているかどうかを確認する目的で SPEM マーカーである TFF2

と CD44v9 の二重染色を行った。SPEM 細胞は胃腺の基部に位置する潜在性前駆細胞から発生す

る。酪酸処理した H. pylori 感染胃体部由来ムソイドでは TFF2 染色シグナルは検出されなかった。

同様に、胃前庭部由来ムコソイドにおいても CD44v9 陽性細胞では TFF2 染色はほとんど検出さ

れなかった。この結果は、CagA 誘導性 CD44v9 陽性細胞が SPEM 細胞の特性を示さないことを示

している。これら結果を総合すると、胃オルガノイド由来ムコソイドを用いた感染モデル解析は、

SCFAs が CAPZA1 のエピジェネティックな制御を介して細胞内 CagA の蓄積を誘導し、その結果

CD44v9 陽性細胞を発生させるという胃発がんシグナルモデルを支持するものである（図 1）。特

に胃前庭部では、CagA 誘導性 CD44v9 陽性細胞は SPEM 細胞とは異なる独立した幹細胞特性を示

しており、これら細胞が胃がん幹細胞の起源となる可能性を示唆している。

5) 胃内共生細菌叢組成変化に連動する胃管腔内 SCFAs の濃度変化が H. pylori 感染者のなかで早

期胃がんを発症するリスクを規定する要因のひとつとなる可能性について

ここまでの、AGS 細胞を用いた in vitro 解析、マウス感染モデルを用いた in vivo 解析、並びに、

胃オルガノイドを用いた ex vivo 感染モデル解析から H. pylori 感染胃粘膜における SCFAs の存在

が間接的に CD44v9 陽性細胞の発生を促し、胃発がんリスクを高める可能性があることを明らか

にしてきた。そこで、実際に、臨床検体を用いた H. pylori 感染胃発がん患者の胃管腔内の短鎖脂

肪酸レベルが発がんに寄与したかを H. pylori 感染非胃がん患者検体と比較解析することで検証し

た。これらの臨床検体は東海大学医学部倫理委員会の承認を受けた研究プログラムに準じて実施

し、患者に対して十分なインフォームドコンセントを実施した後に採取した胃液検体を用いて実

施した。まず、胃がん患者と非胃がん患者由来の胃液検体を用いて SCFAs 濃度と胃内細菌叢組成

を比較した。採取した検体は男性 44 人、女性 22 人で合計 66 人を解析対象として登録した。全検

体のうち H. pylori に感染していない 25 人と胃液中の細菌 DNA が不十分で採取できなかった 9

人を除いた 32 人に対して胃液中の細菌叢解析と SCFAs 濃度の測定を実施した。また同時に患者

背景の臨床的特徴を分析した。H. pylori 感染者のグループでは（n=41）、平均年齢が H. pylori 非感

染者のグループ（n=25）よりも高かった。平均 BMI と性別には H. pylori 感染及び非感染者のグ

ループ間で統計的有意差はなかった。H. pylori 感染者グループでは 10 人が現在感染しており、31

人に除菌歴があった。胃酸分泌抑制剤（PPI/P-CAB）を服用している人は H. pylori 感染及び非感

染者のグループ間で差はなかった。次に、H. pylori 感染の有無に応じた SCFA s 濃度分析の結果、

プロピオン酸と酪酸は H. pylori 感染者のグループで高く、特に、プロピオン酸は統計的有意差を

もって H. pylori 感染者においてその濃度は上昇していた。これらの SCFAs 濃度上昇が胃がんの

発症と相関しているかどうかを調べるために、H. pylori 感染者のグループから腸上皮化生陽性、

又は、胃がん発症の有無で分けて分析した結果、興味深いことに、腸上皮化生の有無で分けたグ

ループ間では、プロピオン酸と酪酸の濃度に差はなかったが、胃がん発症の有無で分けた場合、
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胃がん発症者のグループの方が胃がん非発症者のグループよりもプロピオン酸と酪酸の濃度が高

くなる傾向があることが明らかになった。さらに、H. pylori 陽性者の胃液検体を用いた胃内細菌

叢を解析し、SCFAs の変動に関連する細菌種を検討した。まず、胃がん発症者のグループでは、

胃がん非発症者のグループと比較して、胃内の細菌叢組成の多様性が減少する傾向が見られた。

SCFAs を産生することで知られる c_Bacilli、o_Lactobacillales、p_Firmicutes などの細菌分類群が胃

がん発症者のグループで増加していたため、SCFAs 濃度の相違による胃内細菌叢全体の構成を調

べる目的で、属レベルでの PCoA 分布 3D プロットによる β 多様性を解析した。結果、胃内細

菌叢組成は SCFAs 濃度を指標に A 群と B 群の 2 つのグループに明確に分かれることが明らかに

なった。PCoA 解析では、B 群の胃内細菌叢組成を保持する患者においてプロピオン酸と酪酸の

濃度が A 群よりも高い傾向にあることが明らかかになった。A 群と B 群に分類される患者につい

て、萎縮性胃炎患者や H. pylori 感染患者は A 群と B 群ともに分布しており、関連する割合に差は

なかったが、早期胃がん発症者並びに早期胃がん発症者で上皮化生は示す患者はすべてプロピオ

ン酸と酪酸の濃度が高い傾向にある B 群に分類されていた。一方で、進行胃がん患者の割合は、

B 群よりも A 群に有意に多く分類されたことから、胃がんの進行に伴い H. pylori が減少し、胃内

細菌叢組成が動的な変化を示した結果だと考察された。本年度の臨床医学的解析による研究結果

は、胃内細菌叢組成に依存する多様な胃内環境要因が H. pylori 感染粘膜における胃発がんリスク

を規定しているが、その中でも SCFAs 濃度の上昇は胃発がんリスクを規定する一因となっている

可能性を示唆している。

6) H. pylori との共感染により胃発がんリスクを亢進させる SCFAs 産生性胃内共生細菌の探索と

同定

胃発がんカスケードの進展に関わる胃内共生細菌を、SCFAs 産生性という細菌学的特性を指標

に、胃がん患者より採取したヒト胃液検体から抽出した細菌性 DNA を用いて次の方法で特定の

細菌探索を行った。ヒト胃液検体から抽出した細菌性DNA から16SrRNAをPCR増幅しTA cloning

により 16SrRNA をクローン化し、16SrRNA のサンガーシークエンスから細菌種を同定し、胃炎

患者に比べ胃がん患者でその存在量が亢進しているかを定量的 real-time PCR にて評価し、胃がん

患者特異的にその相対的存在量が亢進している SCFAs 産生細菌を探索した。その結果、

Streptococcus 属細菌が同定され、本菌と H. pylori の共感染状態により胃発がん性シグナルが惹起

されている可能性が示唆された。同定されたStreptococcus属細菌の培養上清をHPLC解析すると、

一般大腸菌（E. coli K12 strain）にくらべ培養上清中へのプロピオン酸及び酪酸の産生能が高いこ

とが示された。そこで、Streptococcus 属細菌と H. pylori の共感染が CAPZA1 の過剰発現細胞の発

生を介した CD44v9 陽性細胞の誕生に繋がるかを明らかにする目的で、まず、AGS 細胞に

Streptococcus 属細菌の培養上清存在下で H. pylori を感染させた。その結果、CAPZA1 の過剰発現

誘導を介した CD44v9 発現の亢進が確認でき、Streptococcus 属細菌と H. pylori の共感染が CD44v9

陽性細胞の発生を介して胃発がんリスクを亢進させる可能性が示唆された。

Ⅳ 考察  

H. pylori 感染者の中でも胃がん発症者は東アジアでも約３％程度であり、感染者の中でも極め

て限られた患者が胃がん発症者として選択されている。INS-GAS マウスを用いた in vivo 感染モデ
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ルの結果は、胃がんは H. pylori の単独感染によって発症するのではなく、特定の胃内共生細菌と

H. pylori の共感染によって発症することを示した衝撃的な報告であり、これによって臨床検体を

対象とした胃内細菌叢解析が遺伝子解析技術の革新と相まって一気に活発化した。その結果、H. 

pylori 感染や胃酸分泌抑制薬の使用により、胃内細菌叢組成はその多様性を失うことが明らかに

され、またその結果、炎症促進性の細菌が相対的に増加しこれら細菌の増加によって胃発がんリ

スクが亢進するという結果が報告されている。しかし、H. pylori 感染者の中で一様に増加傾向を

示す炎症促進性細菌がいる中で、なぜ胃がん発症者は感染者全体の３％にとどまるのかの説明が

できない。また、胃がん発症者に対する細菌叢解析の結果は、胃がん発症者では Lactobacillus、

Escherichia-Shigella などの細菌が増加しこれらは発癌性の N-ニトロソ化合物を産生する細菌群に

分類されることが報告されている。胃管腔内での N-ニトロソ化合物の増加は胃発がんに繋がるこ

とが良く知られており、これら報告による胃発がんカスケードも CAPZA1 過剰発現の発生を軸と

する CD44v9 陽性幹細胞の発生による発がんカスケードと同様に重要であると考えられる。SPEM

細胞は、胃粘膜損傷により主細胞が再プログラムされることで発生すると考えられている。これ

は慢性炎症に伴う前がん病変とも関連している。SPEM 細胞の起源については、主細胞由来説が

優勢ではあるものの幹細胞由来説も報告されておりその議論は継続中であるが、CAPZA1 過剰発

現の発生を軸とする CD44v9 陽性細胞の幹細胞化過程はこれら SPEM 細胞とは異なる細胞内シグ

ナルにより CagA 依存的に誘導されるものであると考えられた。我々の結果は、細胞内で安定化

した CagA には強力な幹細胞化シグナルの惹起活性があることを示している。本研究による我々

の結果は、Streptococcus 属細菌に代表される SCFAs 産生性細菌と H. pylori の共存が胃発がんリス

クを亢進させ、H. pylori 感染者の中から胃がん発症者としてセレクションされる理由の一つであ

る可能性があること示している。本研究成果を基盤として将来的な胃発がんリスク診断技術の開

発や胃がん予防に貢献する胃内細菌叢への介入方法の開発研究への応用が期待できる。

最後に、2022 年度から 3 年間に渡って本研究へのご支援を賜った公益財団法人車両競技財団に

衷心より御礼申し上げます。本助成がなければ明らかにすることができなかったこれら貴重な知

見を見出すことができたことは研究者にとっても大変貴重な経験となりました。本研究成果は現

在 2 報の論文として発表すべく原稿を執筆中です。
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《研究の概要》 

肺動脈性肺高血圧症(pulmonary arterial hypertension: PAH)は主に思春期以降の女性

に発症する指定難病であり、国内認定患者数約 4300 人の希少疾患である。PAH の一部は結

合組織病や先天性心疾患を基礎疾患とするが、基礎疾患が明瞭でない特発性症例(IPAH)が

ある。2000 年に遺伝性を示す PAH の解析から、代表的な原因遺伝子として BMPR2 遺伝子の

変異が見出された。我々が保有するバイオバンクを用いた集計では、BMPR2 遺伝子の変異

は基礎疾患を有しない PAH の約 30-40% (Gamou S, Kataoka M, et al. Clin Genet 2018)、

その他の原因遺伝子の変異は各約 1%程度であることが判明しており、我々の最新の上記知

見に基づく新規の感受性遺伝子を合わせると、PAH 全体の半数以上が遺伝的背景による発

症であると考えられる。しかし、このことはすなわち、未だ半数の特発性 PAH 患者での発

症原因は未解明であることを示唆する。よって、本研究では、我々がこれまで 10 年以上に

渡って構築してきた国内最大規模の PAH バイオバンクを利用し、以下の研究を実施した。 

バイオバンク検体を用いて全エキソーム・トランスクリプトーム解析を実施し、スプラ

イシング及び発現異常の原因となる遺伝子変異を網羅的に検出した。この過程によって見

出された重要な発症原因/感受性遺伝子について、患者が実際に保有する遺伝子変異の状

態を CRISPR-Cas9 システムによってマウスで再現し、シングルセル解析・マルチオミクス

解析を駆使して発症機序の全容解明と新規治療標的同定を実現するための研究を実施した。

具体的には、これまでの我々の研究で見出した新規の PAH 発症関連遺伝子である RNF213 お

よび SOX17 のバリアントを組み込んだ患者ゲノム再現マウスを作成し、発症病態機序解明

と治療法創出のための研究を実施した。 

我々は、日本人 PAH 患者特有の発症原因遺伝子候補として Ring finger Protein 213 遺

伝子(RNF213)の病的バリアント(R4810K)を同定したが、RNF213 R4810K 変化は、日本人肺

高血圧症患者の約 1 割に認め、現在使用可能な肺血管拡張薬を複数用いても治療抵抗性を

認める患者が多く、PAH の根本的治療法の開発が望まれる患者群であった。また、RNF213 

R4810K バリアントは、PAH 以外にも、もやもや病や末梢性肺動脈狭窄症など、複数の難治

性血管病においても発症関連遺伝子として報告されており、RNF213 関連血管病という新規

疾患概念が提唱可能と考え、この概念を論文報告した(Hiraide, Kataoka, et al. Life 

(Basel). 2022)。我々は、RNF213 R4810K バリアントを CRISPR-Cas9 システムを用いて組

み込んだ患者ゲノム再現マウスを作製し、発症分子機序解明研究に取り組んできた。これ

までの解析において、RNF213 R4810K バリアント陽性マウスにおいては、Cxcl12-Cxcr4 シ

グナルが PAH 誘発マウスにて活性化しており、Cxcr4 の antagonist である AMD3100 を追加

投与すると、PAH が軽症になることも確認した。本成果は、2024 年度に論文報告を行った

(Hiraide, Kataoka, et al. Sci Rep. 2024)。 
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研究報告 

I 研究目的 

肺動脈性肺高血圧症(pulmonary arterial hypertension: PAH)は主に思春期以降の女性

に発症する指定難病であり、国内認定患者数約 4300 人の希少疾患である。PAH の一部は結

合組織病や先天性心疾患を基礎疾患とするが、基礎疾患が明瞭でない特発性症例(IPAH)が

ある。2000 年に遺伝性を示す PAH の解析から、代表的な原因遺伝子として BMPR2 遺伝子の

変異が見出された(Nat Genet 2000)。我々が保有するバイオバンクを用いた集計では、

BMPR2 遺伝子の変異は基礎疾患を有しない PAH の約 30-40% (Gamou S, Kataoka M, et al. 

Clin Genet 2018)、その他の原因遺伝子の変異は各約 1%程度であることが判明しており、

我々の最新の上記知見に基づく新規の感受性遺伝子を合わせると、PAH 全体の半数以上が

遺伝的背景による発症であると考えられる。しかし、このことはすなわち、未だ半数の特

発性 PAH患者での発症原因は未解明であることを示唆する。また一部の結合組織病では 15%

ほどでPAHを合併し、心房中隔欠損症等の先天性心疾患でもPAH合併例が多く存在するが、

これら先天性心疾患/結合組織病に合併した PAH において、合併の有無を分ける遺伝的背

景は存在するのか否か、についても未解明である。 

NGS により数多くの疾患で網羅的かつ包括的な遺伝子解析が行われている。全ゲノム解

析に比べ全エキソーム解析は注目点が絞られ解析は効率的だが、変異の相当部分を占める

と推定されるスプライシングや転写の制御に関しては十分な解析が行なえず、欠落してい

る可能性が高い。近年、全エキソーム DNA データとトランスクリプトーム mRNA データを融

合し、ベイズ統計学に基づくスプライシング変異を網羅的に検出する方法(SAVNet)が開発

され、癌のスプライシング変異のメカニズム・全体像の解明に有効性が証明されている。

本研究の共同研究者・小崎は、これを独自に発展させ希少未診断疾患の解析に応用してい

る。本研究では、我々が保有している剖検試料を含む PAH 国内最大バイオバンクを材料に、

この新規解析法を PAH における網羅的なスプライシング変異と発現異常の原因となる変異

の検出に応用する。また、東北メディカルメガバンク ToMMo による高精度の日本人ゲノム

リファレンスデータの拡充により、マイクロアレイで同定した約 67 万個の一塩基多型 SNP

データから全ゲノム 30 億塩基対を推定し疑似的に再構築する imputation 法が実用化され

た。SAVNet 解析と併せ疾患関連領域や遺伝子の探索、スプライシングや転写の制御配列の

推定に利用可能と考える。 

よって、本研究では、我々がこれまで 10 年以上に渡って構築してきた国内最大規模の

PAH バイオバンクを利用し、以下の学術的問いの解答を探ることを目的とする。 

[問 1] SAVNet 解析、さらにゲノム再構築法を応用し、PAH においてスプライシング異常や

発現異常を引き起こす変異の網羅的探索が達成されるか  
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[問 2] 結合組織病や先天性心疾患に合併する PAH において、新たな発症原因/感受性遺伝

子や合併の有無を分ける遺伝子は存在するのか 

[問 3] これら PAH における遺伝学的な分子病態機序の全容を解明し、統合的な遺伝子診断

カタログの作成から、早期発症予知や発症予防法の開発に繋げることが出来るか  

複雑性難病疾患の発症機構の解明のためには、遺伝子変異の情報のみならず臨床情報、

生活環境情報等も必須である。応募者らの研究チームが管理保有するバイオバンクは試料

とそれら情報を連結しており、そこから遺伝的背景と相互作用する発症促進要因を抽出評

価することは、本研究チームのみ実現可能である。 

今後、ゲノム医療をさらに発展させ、癌および難病の各コア領域における個別化医療を

実現していくためには、遺伝子情報に加えてその発現に影響する因子を含めた統合的な遺

伝子診断カタログの作成と、それに照らし合わせた遺伝子異常の意義や治療法の検討が必

須であり、一般臨床への啓発普及に不可欠となる。本研究は、難病指定の循環器疾患にお

いて基盤となるモデルを構築する研究であり、発展性と創造性が極めて高い研究と考える。

II 研究計画及び材料と方法 

[1] 本研究の具体的な研究計画・方法 

研究計画①: バイオバンク拡充・オミクス解析・SAVNet 解析・ゲノム再構築解析の実施 

1) 多層オミクス解析とバイオマーカー探索 

日本循環器学会等を通じて全国施設へも働きかけ、バイオバンクを強化し、PAH サンプ

ル数を拡張する。本応募者チームは既に IPAH を中心に約 350 検体の全エキソーム解析デ

ータを取得しており、本研究では対となるトランスクリプトーム解析を実施する。先天性

心疾患/結合組織病合併 PAH にも対象を広げ、全エキソーム・トランスクリプトーム解析を

実施する。トランスクリプトームから各疾患概念に特徴的なバイオマーカーを検証する。 

積極的な治療にも関わらずに残念ながら死亡の転帰を辿り、病理解剖・エキソーム解析さ

れた患者検体が本バンクに含まれている。この検体と関連疾患の剖検検体を用い、可能な

限り肺以外の組織も含めたより詳細な病理学的解析とトランスクリプトーム解析を施行す

る。 

2) SAVNet 解析を用いた統合解析システムによる新規変異の探索 

 上記 1)の全エキソームとトランスクリプトームの対のデータを、共同研究者・小崎が構

築した SAVNet 解析システムを用いて、従来の解析で発見できなかったスプライシング及

び発現異常の原因となる遺伝子変異を網羅的に検出する。 

 また、従来世界的に遺伝子解析は基礎疾患のない IPAH に集中しており、先天性心疾患/

結合組織病合併 PAH の疾患原因/感受性遺伝子は注視されていない。しかし、先天性心疾患

/結合組織病合併 PAH においても原因/感受性遺伝子の存在が示唆される報告が、我々の報

告も含め相次ぐ。我々の保有するバイオバンク試料のさらなる全エキソーム・トランスク

リプトーム・SAVNet 解析システムによる解析によって、先天性心疾患/結合組織病合併 PAH

に関与する遺伝的変異を、スプライシングや発現異常に関する変異等を含めて網羅的に探

索する。 

3）最新日本人レファレンスデータを利用したゲノム再構築解析 
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近年の世界的なゲノム比較研究によると、日本人は均一性が高く近隣の民族と異なる特

徴のゲノムを持つ集団である事が示され、遺伝的変異の解析には日本人に特化したレファ

レンスデータが必要とされる。本研究では ToMMo のデータに基づき SNP 約 67 万個を搭載

し日本人に特化したマイクロアレイを用い、IPAH 及び先天性心疾患/結合組織病合併 PAH

患者試料の SNP を決定、ToMMo の最新日本人ゲノムレファレンスデータを利用した

imputation 法によりゲノムを再構築する。SAVNet 解析の結果、日本人健常者集団や公開さ

れている他の疾患データとの比較によって、疾患関連領域の同定と疾患関連遺伝子の探索、

さらにスプライシング変異等も含めた網羅的解析を目指す。特に極めて稀な変異のみなら

ず、一般集団での 1%程度に見出される比較的高頻度の多型的な変異にも注目し感受性遺伝

子の探索を目指す。すなわち、全エキソーム/トランスクリプトームに新規遺伝子異常検出

法の SAVNet 解析とゲノム再構築法を応用し、PAH の遺伝的背景に対する全容解明を行う。

研究計画②: 遺伝子診断カタログ作成と臨床的発展 

4) 遺伝子診断カタログの作成 

 PAH の発症に関与する原因/感受性遺伝子

の発現は成長成熟の時間軸の中で変化し、内

分泌等の内的要因や生活環境に由来するス

トレス等の外的要因も発現に epigenetic に

影響すると考えられる(次ページ図)。発症の

基盤となる遺伝子の変異情報とその病原性

情報、さらに内的・外的な要因を整理した遺

伝子診断カタログを作成することが、一般臨

床にも利用可能な遺伝子診断システムの将

来的な構築のために必須である。このような

遺伝子診断カタログの作成は癌ゲノム領域

では試みが開始されているが、難病疾患領域ではほとんど進んでいない。本研究チームは

外部企業(アメリエフ株式会社等)と連携し、PAH 遺伝子診断カタログの作成を行う。 

5) 作成したカタログを用いた臨床的発展 

 上記 1)で作成した PAH 関連遺伝子診断カタログと、治療経過と治療応答性、転帰予後等

の臨床情報、家族歴、生活環境、嗜好等の環境･生活情報を精細に収集して統合可視化し再

評価することで、PAH 診断の精度向上や治療成績の向上へ繋げる。さらにより広い範囲の

先天性心疾患や結合組織病等の他の疾患のデータベースとも互換性を持たせ比較検討の可

能性を持たせる事により、医療機関間の情報の共有化はもとより、発症の予防と早期の予

知、治療選択肢の拡大、創薬を含めた新規治療の開拓等の臨床的な寄与も期待される。 

研究計画③: 遺伝学的な分子病態機序解明 

5) 患者ゲノム再現動物を用いた分子病態機序解明研究 

上記の研究計画①および②において見出された重要な遺伝子がどのように PAH 発症に寄

与するか、分子病態機序を解明し、発症予防と創薬に繋げる必要がある。よって、これら

見出された遺伝子について、患者が実際に保有する遺伝子変異の状態を CRISPR-Cas9 シス
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テムによってマウスで再現し、シングルセル解析・マルチオミクス解析を駆使して発症機

序の全容解明と新規治療標的同定を実現する。また、遺伝学的要因に応じて外的環境調整

や同定した治療標的経路へ介入を行うことで、発症リスクのある人を事前に発症予防する、

新規予防治療法を実現する。特に、上記の研究計画②の診断カタログによって導き出され

る外的要因についても、どのように内的要因と相互作用するのか、その分子機序を解明す

る。 

[2] 本研究の研究チーム体制、及び、副代表研究者・共同研究者の役割分担 

本研究では、代表研究者(片岡雅晴)が以下の研究者らと伴に、複数の研究分野を内包し

た研究ユニット体制を構築し、広汎なオミクス解析の基盤を確立して遂行される。 

・片岡雅晴 (産業医科医学部第 2 内科学・教授)：代表研究者。バイオバンク管理、及び、

臨床データとゲノム情報の管理統括、研究計画立案を含む、研究統括。 

・勝俣良紀 (慶應義塾大学医学部スポーツ医学センター・専任講師) ：副代表研究者。臨床

遺伝専門医。ゲノム情報と臨床情報の統合解析。 

・後藤信一 (東海大学医学部総合内科・講師) ：共同研究者。ハーバード大学ゲノム解析専

門コアラボで研究員として勤務した経験あり。ゲノム情報のアノテーション作業や病原性

評価のための in silico 構造解析を担当。 

・小崎健次郎(慶應義塾大学医学部臨床遺伝学センター・教授)：共同研究者。ゲノム解析

研究のスペシャリストで我が国第一人者。日本人類遺伝学会理事長。SAVNet 解析・ゲノム

再構築解析を中心にバイオインフォマティクスを協力。本研究のゲノム情報の解析・運用

は、小崎の協力により円滑に進行するものと考える。 

・他、産業医科大学医学部第 2 内科学大学院生 3 名(赤司・宮本・柳生)、慶應義塾大学医

学部循環器内科大学院生 3 名(平出・新屋・桃井)、が研究協力者として参画。産業医科大

学の大学院生はゲノム解析の補助を、慶應義塾大学の大学院生は動物実験の補助を、それ

ぞれ担当する。 

III 研究成果 

 本財団の助成を受けてから、トランスクリプトーム解析を実施し、全エキソーム・トラ

ンスクリプトーム解析のデータを用いた SAVNet 解析を進めている。また、同時進行にて患

者外的要因も含めた遺伝診断カタログ作成を進めている。さらに、ジャポニカアレイを実

施し、imputation 法によるゲノム再構築のための前段階となるデータ解析を日本人 PAH 患

者 150検体において完了した。これらの取り組みの過程において、炎症性サイトカイン TNF-

α の血管細胞表面受容体遺伝子ファミリーの一つである TNFRSF13B 遺伝子が新規の PAH 発

症原因遺伝子であることを発見した。 

また、PAH における遺伝学的な分子病態機序解明のための研究においては、本財団の助

成を受けた後に実施した動物実験にて、いくつかの重要な知見を得ることに成功した。ま

ず、我々は、日本人 PAH 患者特有の発症原因遺伝子候補として Ring finger Protein 213

遺伝子(RNF213)の病的バリアント(R4810K)を同定した。これは、モヤモヤ病や末梢性肺動

脈狭窄症においても発症関連遺伝子バリアントとして報告されており、東アジア圏に多い

－ 33 －
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創始者変異であることも判

明した。よって、このバリア

ントを保有することで臓器横

断的な難治性血管病を発症す

ることがわかり、RNF213関連血

管病として報告した(Hiraide, 

Kataoka, et al. Life 

(Basel). 2022)(右最上段図)。

我々は、この RNF213 関連血管

病の病態解明と治療薬探索の

ため、RNF213 R4810K バリアン

トを CRISPR-Cas9 システム

を用いて組み込んだ患者ゲ

ノム再現マウスを作製し、発

症分子機序解明研究に取り

組んだ。これまでの解析にお

いて、RNF213 R4810K バリア

ント陽性マウスにおいては、

Cxcl12-Cxcr4 シ グ ナ ル が

PAH 誘発マウスにて活性化

しており（右 2 段目図）、 Cxcr4 の

antagonist である AMD3100 を追加投与

すると、PAH が軽症になることも確認し

た（右 3 段目図）。Cxcl12 は好中球の老

化や細胞障害と関連した因子であるた

め、RNF213 R4810K バリアントにより好

中球を介した血管障害が惹起され、

RNF213 関連血管病が惹起されるメカニ

ズムが想定され、また、Cxcl12-Cxcr4 シ

グナルへの介入がその治療ターゲット

となることが示唆された。 

マウスの肺の免疫染色では、低酸素環

境で給餌した RNF213 野生型マウスの肺

検体では CXCR4 の発現が低かったが、低

酸素環境下飼育 RNF213+/p.Arg4828Lys

マウスの肺は、外膜および間質性病変の

ビメンチン陽性紡錘形細胞で CXCR4 の

発現が有意であった。ヘテロ接合型

RNF213 p.Arg4810Lys 変異体を有する

重度の PAH 患者 2 人の剖検によって得

RNF213 関連血管病の概念図

A)RNF213 R4810K バリアント保有マウスへの低酸素
PAH モデル作成と AMD3100 (Cxcr4 antagonist)投与
プロトコール、B,C)Cxcl12 と Hif3αの発現量、D,E,F)
体重・右室収縮期圧・左室に対する右室重量⽐、G,F)
肺動脈⽑細⾎管の免疫染⾊と中膜肥厚の解析
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られたヒト肺標本で検証したところ、両患者肺標本においても CXCR4 の発現が有意に更新

していることが確認できた。 

また、先天性心疾患に合併する PAH において、SOX17 遺伝子バリアントを有力候補とし

て同定しており、さらなる検証を進めている。さらには、結合組織病に合併した PAH 患者

検体での全エキソーム解析では、強皮症等との関連が示唆された複数の遺伝子バリアント

を同定し、それらがダブル・トリプルで認められる症例が存在すること、また、そういっ

たバリアントの数や組み合わせが臨床的な重症度とも相関する可能性を掴んでおり、現在

鋭意検証を進めている。 

IV 考察 

本研究では、RNF213 p.Arg4810Lys バリアントを保有するマウスは低酸素飼育により PAH

が増悪し、この悪化した PAH は CXCL12/CXCR4 シグナル伝達経路の阻害によって改善され

ることを示した。CXCR4 の発現は、RNF213 p.Arg4810Lys バリアントを有するマウスおよび

患者の肺標本における肺血管で有意に上昇していた。これらの知見は、CXCL12/CXCR4 シグ

ナル伝達経路が RNF213 関連血管病としての PAH 患者に対する新たな治療標的となる可能

性を示唆した。 

CXCL12/CXCR4 経路は免疫系調節の主要な調節因子であり、白血球の遊走、腫瘍の進行、

血管新生に関与していることが報告されている。CXCL12 は、主に血管内皮細胞、間質線維

芽細胞、および様々な臓器の骨芽細胞によって発現される恒常性ケモカインである。CXCL12

は、炎症または低酸素環境による細胞損傷によって発現亢進し、膜貫通型 G タンパク質共

役受容体である CXCR4 に結合する。活性化された CXCR4 は、Gα サブユニットの立体構造

変化を促進し、PI3K-AKT-mTOR カスケードに作用する。これらのシグナル伝達経路は、細

胞の増殖、遊走、および免疫恒常性の維持に不可欠とされる。 

最近では、心血管疾患における CXCL12/CXCR4 シグナル伝達経路の重要性が強調されて

いる。CXCL12/CXCR4 経路の活性化は、モノクロタリン誘発肺高血圧症モデルラットおよび

SU5416 投与と低酸素暴露による肺高血圧症モデルラットの発症にも関与することが報告

されている。特発性 PAH 患者における CXCL12 の血清中濃度の上昇は、右室機能の低下や患

者予後と相関することも報告されている。さらに、もやもや病の患者で CXCL12 発現および

CXCR4 陽性末梢細胞の数が増加していることも報告されている。一方、我々の研究では、

AMD3100 注射による CXCR4 遮断がマウスモデルの PAH の重症度を改善したことを示した。

すなわち、CXCL12/CXCR4 経路が RNF213 p.Arg4810Lys バリアントによる血管障害の発症と

密接に関連している可能性を示唆している。 

RNF213 は、5207 個のアミノ酸からなる 590kDa のタンパク質をコードし、E3 ユビキチン

タンパク質リガーゼ活性を持つリングフィンガードメインと ATPase 関連ドメインの 2 つ

の領域を含んでいる。過去の報告では、RNF213 が PI3K-AKT 経路、WNT シグナル伝達、およ

び炎症誘発性サイトカインの活性化を介して内皮細胞の増殖と血管新生を調節することが

示されている。RNF213 ノックダウン内皮細胞(EC)と野生型の血管平滑筋細胞(vSMC)の共培

養は、vSMC の増殖と遊走に有意な変化をもたらし、EC 中の RNF213 タンパク質が EC と vSMC

の相互作用を調節したことを示唆した。我々の研究では、低酸素環境で飼育された RNF213 
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p.Arg4828Lys マウスの肺標本で CXCL12 mRNA 発現が上昇していた。また、以前の研究では、

CXCL12/CXCR4 シグナル経路の下流である FoxM1 発現の上昇が平滑筋細胞の増殖を促進し、

肺血管リモデリングと肺高血圧症をもたらすことも報告されている。よって、CXCL12/CXCR4

経路に関連する分子メカニズムと細胞間相互作用、および PAH の発症には密接な関連があ

るが、さらに詳細な機序解明のためにはさらなる検証が必要であろう。 

本研究の限界は次の通りである。まず、RNF213 p.Arg4828Lys マウスの肺におけるマイ

クロアレイ解析で有意に変動していた他の分子経路を評価していない。次に、内皮細胞や

肺平滑筋細胞など、異なる細胞種に関する分子メカニズムを解明するための RNA シーケン

シングを行わなかった。さらに、RNF213 と CXCL12 の間のタンパク質相互作用の評価が行

われていない。RNF213 の機能は十分に理解されていないため、免疫沈降質量分析を含むさ

らなる研究が必要と考える。 

本研究の結語として、RNF213 p.Arg4810Lys バリアントと PAH との間には CXCL12/CXCR4

経路を介した因果関係が同定されたこと、また、この経路が RNF213 関連血管病の新規治療

標的となりうること、が示唆された。 

V 研究成果の発表 

1. Hiraide T, Suzuki H, Momoi M, Shinya Y, Fukuda K, Kosaki K, Kataoka M. RNF213-

associated vascular disease: a concept unifying various vasculopathies. Life 

(Basel). 2022;12:555. 

2. Hiraide T, Tsuda N, Momoi M, Shinya Y, Sano M, Fukuda K, Shibahara J, Kuramoto 

J, Kanai Y, Kosaki K, Hakamata Y, Kataoka M. CXCL12/CXCR4 pathway as a novel 

therapeutic target for RNF213-associated pulmonary arterial hypertension. Sci Rep. 

2024;14:26604. 
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