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研究成果のまとめ

　脳腫瘍の代表的疾患である悪性神経膠腫（glioma）は

近年の画期的な医療の進歩にも拘らず未だ治癒率は低

く，新規治療の開発が必須である。ヒストンのアセチル

化の制御は DNA クロマチン構造の変化を介した遺伝子

転写の調節機構として注目されており，ヒストン脱アセ

チル化酵素（HDAC）阻害剤が様々な癌細胞で増殖抑制，

分化誘導，アポトーシス誘導などの効果を持つことが最

近確認され，癌治療の有力な新規分子標的剤として臨床

試験を含め精力的に研究が進められている。TNF family
に属する細胞死因子 TRAIL は，細胞表面に発現し細胞

内ドメインに death domain (DD) をもつ特異的な受容体

DR4, DR5 と結合し，急速に腫瘍細胞に特異的にアポト

ーシスを誘導する。内因性の death factor である TRAIL
は，腫瘍細胞に選択的に細胞死を誘導する機能から新規

癌治療薬として期待されているが，glioma においては耐

性を示す腫瘍もあり，その効果増強が望まれている。と

もに腫瘍細胞に特異的な細胞死を誘導しうる HDAC 阻

害剤と TRAIL による death receptor を介するアポトーシ

ス誘導療法の併用により，相乗的治療効果が得られるこ

とが期待され，その効果並びに分子機序につき検討した。 

研究成果

1. ヒト glioma 細胞の HDAC 阻害剤への感受性

　まず最初に，HDAC 阻害剤である SAHA, Trichostatin 
A (TSA), SBHA がヒト glioma 細胞に対し細胞傷害効果

を持つか否かを検討した．12 種類のヒト glioma 細胞株
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を連続希釈系列で調整した各 HDAC 阻害剤の存在下で

72 時間培養後，細胞の生存度を MTT アッセイにて計

測した。SAHA 及び TSA 治療は容量依存性に細胞傷害

性を発揮し，IC50 値は SAHA で約 3-10µM，TSA で 0.2-
0.5µM であった。一方，SBHA は，この濃度ではほとん

ど細胞傷害性が認められなかった。従って，HDAC 阻

害剤はヒト glioma 細胞に対して細胞傷害活性を有する

と考えられたが，阻害剤による相違も明らかとなった。

2. HDAC 阻害剤と TRAIL 或は抗 DR5 モノクローナル抗

体併用療法による相乗的細胞傷害効果

　次に HDAC 阻害剤と TRAIL による death signal 活性

化による併用治療効果につき検討した。ヒト glioma 細

胞株に対し，sublethal な濃度の SAHA，sTRAIL 或は完

全ヒト型抗 DR5 モノクローナル抗体 (mAb) E11（協和

発酵キリン株式会社より無償で供与）を単独，或は併用

で治療し，48 時間後に MTT アッセイにて細胞傷害度を

計測した。SAHA + sTRAIL 併用により，9/12 (75%) の
細胞株で相乗的殺細胞効果が認められた。また，SAHA 
+ E11 併用によっても，E11 単独への感受性が極めて高

い T98G と SF188 を除いた 10 細胞株のうち 8 株で有意

に相乗的効果が認められた（図１）。この細胞傷害効果

が DR5 を介する death signal 活性化による apoptosis 亢進

によるものであることを検証するため，SAHA + E11 併

用療法を汎 caspase 阻害剤である z-Asp-CH2-DCB の存在

下で施行したところ，ほぼ basal level の細胞傷害度まで

抑制され，本併用療法の効果は caspase 活性化により生

じることが示唆された。
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3. HDAC 阻害剤と TRAIL 経路活性化による相乗効果の

分子機序

　SAHA + TRAIL 療法により apoptosis が活性化された

ことから，SAHA による TRAIL 経路の感受性化効果

があることが予想され，次に，apoptosis 経路の各分子

の発現レベルに SAHA が影響を及ぼしている可能性を

Western blot 法を用いて検討した。SAHA + sTRAIL 或

は E11 併用療法で相乗的細胞傷害効果がみられた U87, 
T98, LN229, U251, LNZ308 の各 glioma 細胞株を用いて，

SAHA の治療の有無により，apoptosis 関連分子などの発

現量の変化につき Western blot を行い比較した。まず，

SAHA の治療により，各細胞株にて Histone H3 のアセチ

ル化の亢進が検出され，HDACの阻害効果が認められた．

一方，他の HDAC 阻害剤である TSA 治療では，使用し

た濃度では Histone H3 のアセチル化はほとんど認められ

なかった。この条件下で，最も上流にあたる TRAIL 受

容体の DR5，Caspase8, 9, 3 の各重要上流・下流 caspase，
DISC に関わる adaptor 分子の FADD，ミトコンドリアを

介する apoptosis に関与する Bcl-2 ファミリー分子の Bcl-
2, Bak, Bcl-XL，また，p53, p27, p16 などの細胞周期関連

分子のいずれにも，その発現量に有意な変化は認められ

なかった。

　一方，DISC に抑制的に作用する細胞内因性 apoptosis
阻害因子である c-FLIPL の発現は，c-FLIPL の発現が極

めて少量の T98, SF188 以外のほぼ全ての glioma 細胞株

で SAHA 治療により発現が減少した。しかし，ヒスト

ンのアセチル化効果に乏しかった TSA 治療では，この

濃度では c-FLIPLの発現に影響はみられなかった（図２）。

4. ヒト glioma 細胞における c-FLIPL 発現の TRAIL/ 抗
DR5 抗体治療感受性への関与

　ヒストンのアセチル化をもたらす SAHA 治療により，

apoptosis の内因性阻害因子である c-FLIPL の発現抑制が

ほぼ全ての glioma 細胞株で認められたことから，SAHA 
+ TRAIL 療法の相乗的細胞傷害効果の一因が c-FLIPL の

発現調節にある可能性が考えられ，その検証のため，以

下の実験を行った。

　まず，この併用療法で相乗効果が認められる glioma
細胞株の U87MG と LNZ308 株に対し，FLIPL の siRNA
を用いて c-FLIPL の発現抑制を試みた。siRNA により

c-FLIPL の発現が減少することが Western blot にて確認さ

れた。次いで FLIPL に対する siRNA 治療を行うと同時

に sTRAIL での治療を行うと， sTRAIL 単独の場合と比

較し，U138, U251 を含めた４種類のヒト glioma 細胞株

での sTRAIL による殺細胞効果は著明に増強した。

　次に，c-FLIPL の発現が僅少である T98 及び LNZ308
細胞株に c-FLIPL の発現ベクターを遺伝子導入し，得ら

れた c-FLIPL 高発現サブクローンにおいて SAHA + E11
併用療法を施行したところ，対照の空ベクターを導入し

たサブクローンでは親株の T98 と同様の感受性を示し

たのに対し，c-FLIPL を高発現するクローンでは著明に

細胞傷害性の抑制が認められた。

　以上により，SAHA による c-FLIPL の発現抑制が，

SAHA + TRAIL 治療による相乗的殺腫瘍細胞効果の一因

となっていることが示唆された。

5. SAHA による c-FLIPL 発現抑制の分子機序

　次に SAHA 治療により c-FLIPL の発現が抑制される機

序につき検討した。SAHA は HDAC 阻害剤であり，遺

伝子の転写を阻害する作用を持つため，SAHA により

c-FLIPL の mRNA 発現が減少している可能性がまず考

えられた。そこで，SAHA 治療の有無により，c-FLIPL 
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図１. Combination Treatment with SAHA and TRAIL Enhances Cytotoxicity in Human Glioma Cells
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図１. Combination Treatment with SAHA and TRAIL Enhances Cytotoxicity in Human Glioma Cells
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mRNA 発現量に違いが生じていないかどうかを，semi-
quantitative RT-PCR 法を用いて検証した。今回検討した

U87, T98, LN229, LNZ308 の 4 細胞株の中で，LN229 と

LNZ308 の 2 細胞株において，明らかな SAHA 治療に伴

う c-FLIPL mRNA 発現低下が認められた。一方，他の 2
細胞株では c-FLIPL mRNA 発現量に有意な差は認められ

なかった。

　次に，FLIP の発現調節は proteasome を介する蛋白分

解の促進によることが報告されていることから，SAHA
による proteasome 機構の機能亢進が生じ，その結果，

c-FLIPL 発現レベルの低下が惹起される可能性も考えら

れる。しかし，U87 及び LNZ308 細胞株では，ともに

proteasome 阻害剤である MG132 の存在下で SAHA によ

る c-FLIPL 発現抑制に変化は認められず，proteasome を

介する蛋白分解の亢進が関与する可能性は低いと考えら

れた。

　更に，細胞内転写因子である STAT3 の活性が HDAC
阻害剤により抑制される可能性が報告されていることか

ら，U87, U138, U251, LNZ308 細胞株を用いて，SAHA
治療による STAT3 のリン酸化状態への影響を Western 
blot 法にて検討した。その結果，U138 と LNZ308 では

SAHA 治療により STAT3 の活性化型であるコドン 705
の tyrosineのリン酸化が減少することが明らかになった。

　以上より，SAHA による c-FLIPL 発現抑制作用には，

SAHA による c-FLIPL の転写阻害効果ならびに STAT3 を

介した発現制御が関与している可能性が示唆され，今後

その詳細を検討することが必要と考えられた。

6. SAHA + 抗 DR5 抗体併用療法による抗腫瘍効果

　最後に in vitro で明確に認められた HDAC 阻害剤であ

る SAHA と TRAIL 療法の併用による相乗的細胞傷害効

果が in vivo においても認められるかどうか，ヌードマ

ウスでの担腫瘍モデルを用いて検証した。ヌードマウ

スの皮下にヒト glioma 細胞株の U87 或は LNZ308 を移

植し，皮下腫瘍を形成させた。その後に，SAHA 単独，

E11 単独，SAHA + E11 併用，vehicle 対照の 4 群に分け

て腹腔内投与にて治療を行った。投与した治療容量では，

単独治療での治療効果は対照の vehicle 治療とほとんど

変わらず，明らかな腫瘍増大抑制効果は認められなかっ

たが，同量の併用治療では，治療後に腫瘍の縮小が認め

られ，その後も無治療対照群，SAHA 或は E11 単独治

療群と比較して明らかに腫瘍増大が遅延する結果が認め

られた。従って，in vivo においても，本併用療法は抗

腫瘍効果を発揮することが示唆された。

結論

　以上の結果より，HDAC 阻害剤はヒト glioma 細胞株

に対し腫瘍細胞傷害効果を持ち，特に悪性リンパ腫な

どに対する臨床試験でも既に使用されている SAHA は，

ヒストンのアセチル化を阻害し，腫瘍細胞死を誘導する

TRAIL 治療と相乗的に細胞傷害効果が増強することが

明らかとなった。その効果は，主として SAHA による

細胞内の内因性 apoptosis 阻害因子である c-FLIPL の発現

抑制作用と関連があり，SAHA による c-FLIPL mRNA 発

現抑制効果ならびに STAT3 活性化の阻害作用と相関が

認められ，その機序の一因となっている可能性が考えら

れた。更に，in vivo においても，SAHA と TRAIL 治療

の相乗的腫瘍増殖抑制効果が認められたことから，本併

用療法は，未だ難治性・致命的である悪性神経膠腫に対

する新規治療法として期待される。今後，更なる検証を

重ね，preclinical な動物実験での検証を計り，臨床試験

が行われることを期待したい。

図２. SAHA Treatment Downregulates FLIPL Expression in Most Human Glioma Cell Lines
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　本研究においては，GFP にて標識したインスリン分

泌顆粒が細胞膜と docking そして fusion に至る過程をイ

メージ出来るシステム，すなわち TIRF( 全反射照明蛍光

顕微鏡 ) 解析装置を用いて，インスリン開口放出の分子

機構，及び糖尿病モデルラットを用いたインスリン分泌

不全部位の同定を試みた。

1.	ブドウ糖刺激インスリン分泌の分子機構の解明

ブドウ糖刺激によるインスリン分泌第一相の多く

は，もともと形質膜に結合しているインスリン顆粒

(previously docked granules) の fusion によって構成さ

れていて，この fusion の trigger は，膜直下における

Ca2+
濃度の変動によってなされているのではないか，

との作業仮説のもと，細胞内 Ca2+ 濃度は FURA2 を

用いた解析にて，及び膜直下における Ca2+
濃度の経

時的変化は FURA-red を用いた TIRF 解析にて行い，

並びにそれらの変動とインスリン顆粒の動態を詳細

に解析した。その結果，膜直下の Ca2+
濃度の変動が

大きい部位において，previously docked granules の
fusion が頻繁に起こることが明らかとなった。

2.	糖尿病ラットを用いた解析

国立国際医療センター研究所ヒト型動物開発研究室

室長である岡村博士らが開発した新規インスリン分

泌低下型糖尿病モデル LEA/SENDAI ラットにおける

インスリン分泌の動態解析を行った。このラットの

８週齢，２４週齢，４８週齢のグルコーストレラン

ステスト及びインスリン分泌反応を in vivo にて検討

したところ、年をとるにつれ，ゆっくりと耐糖能が

悪化してきた ( 図１)。次に，１４週齢のラ氏島を用

いて perifusion を施行したところ，SENDAI ラットラ

氏島からのインスリン分泌能が第一相，二相ともに

低下しており ( 図２)，これが原因で耐糖能が悪化し

たことが予測された。しかしながら，SENDAI ラッ

トはヒト２型糖尿病とは異なり，この週齢において

も，まだ第一相からのインスリン分泌が観察された。

新規ヒト２型糖尿病モデル動物 (Sendai Rat)

を用いた糖尿病発症の解明

永　松　信　哉

杏林大学医学部生化学

次に，TIRF システムを用いてインスリン課粒の動態

を観察したところ，SENDAI ラットでは膜結合型イ

ンスリン顆粒数が著減していたにも係わらず，軽度

ながらの第一相分泌がみられ，従来のヒト２型糖尿

病モデルラットである GK ラットにおけるインスリ

ン分泌不全機構とは，その分子機構が異なっている

可能性があり，今後更なる追求が必要である。

図 1

図 2
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糖尿病合併症に伴う O-GlcNAc 修飾タンパク質の変化と

糖転移酵素の役割に関する研究
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

秋　元　義　弘

杏林大学医学部解剖学　

　糖尿病性合併症の発生機序の一つとして，ヘキソサ

ミン代謝が重要であることが近年明らかになってきた 
(Diabetes 54: 1615-1625, 2005, Nature 414: 813-820, 2001, 446: 
1017-1022,2007)。高血糖ではヘキソサミン代謝の亢進

によって，その代謝経路の最終産物である UDP-GlcNAc
が増加し，これを基質として，タンパク質への O- グリ

コシド結合型 N- アセチルグルコサミン (O-GlcNAc) の
修飾が増加する。O-GlcNAc は核および細胞質内のタン

パク質のセリンまたはスレオニン残基に N- アセチルグ

ルコサミンが１個だけ結合した糖の修飾であり，タンパ

ク質のリン酸化の制御に関与している。

　本研究では，糖尿病合併症に伴う O-GlcNAc 修飾タ

ンパク質の変化と糖転移酵素の役割を調べることを目

的に，インスリン非依存性（2 型）糖尿病モデル動物の

Goto-Kakizaki (GK) ラットを用い，膵臓，網膜，腎臓，

神経における糖尿病性合併症に伴う O-GlcNAc 修飾タン

パク質の変化を解析し，O-GlcNAc 転移酵素の役割につ

いて検討した。さらにインスリン分泌に重要なタンパク

質である PDX-1 に注目し，その O-GlcNAc 修飾の変化

を解析し，インスリン分泌における O-GlcNAc の役割に

ついて検討した。

糖尿病モデル実験動物の組織における糖尿病による

O-GlcNAc 化タンパク質の変化

　２型糖尿病モデル GK ラット（１５週齢，雄）およ

び正常 Wistar ラット（対照）の膵臓，網膜，腎臓，神

経組織を用いて，Total tissue homogenate を SDS 電気泳

動後，O-GlcNAc に対するマウスモノクローナル抗体 
(CTD110.6) を用いて O-GlcNAc の修飾が変化するタンパ

クを調べた。

　その結果，糖尿病 GK ラットの膵臓，坐骨神経，腎臓，

網膜では O-GlcNAc 化タンパク質の発現の増加が観察さ

れた（図 1）。図１に示すように，対照と比較して糖尿

病ラットの膵臓では９個のバンド，坐骨神経では６個の

バンド，腎臓では 7 個のバンド，網膜では５個のバンド

で O-GlcNAc 化タンパク質の増加が観察された。

膵臓ランゲルハンス島における O-GlcNAc 化タンパク質と

O-GlcNAc 転移酵素の局在に関する免疫組織化学的検討

　糖尿病ラット膵臓のランゲルハンス島では，線維性

間質が出現し，線維化した組織像を呈する。免疫組織化

学的解析より，O-GlcNAc 化の抗体および O-GlcNAc 転

移酵素の抗体に対する反応は，膵臓の外分泌腺とランゲ

ルハンス島のいずれにも観察された。その反応は主に核

に局在し，また細胞質にも弱い反応が認められた。正常

ラットと比較して糖尿病 GK ラットでは，O-GlcNAc お

よび O-GlcNAc 転移酵素の染色性の増強が観察された。

これに対して，インスリン抗体に対する染色性に有意な

変化は認められなかった。

糖尿病ラットにおけるホメオドメイン転写因子（PDX-1）
の O-GlcNAc 修飾の上昇

糖尿病ラットにおいて変化の認められた O-GlcNAc
化タンパク質の中で，Immunoblot 法により，インスリ

ン合成に関与するホメオドメイン転写因子であるPDX-1
を同定することができた。この PDX-1 は糖尿病ラット

において O-GlcNAc 化が顕著に上昇した。このことから

タンパク質の O-GlcNAc 化とインスリン分泌とが密接に

関係することが示唆された。
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O-GlcNAcase の 阻 害 剤 を 用 い た 細 胞 内 に お け る

O-GlcNAc 化の役割の検討

　タンパク質の O-GlcNAc 化の上昇とインスリン分泌

との関係を明らかにするため，単離ランゲルハンス島

を O-GlcNAc の修飾をはずす O-GlcNAcase の阻害剤，

PUGNAc 存在下で培養した。その結果，PUGNAc 存在

下ではタンパク質の O-GlcNAc 化がさらに上昇し，それ

に伴いグルコース刺激によるインスリン分泌が減少する

ことが明らかになった（図２）。

O-GlcNAc 酵素の発現を阻害する RNAi による O-GlcNAc
転移酵素の役割の検討

　O-GlcNAc 転移酵素の発現を阻害する RNAi 法を用い

て，インスリン分泌における O-GlcNAc 転移酵素の役割

について検討した。RNAi 法により MIN6 細胞を siRNA
存在下で培養したところ，O-GlcNAc 転移酵素の発現が

阻害され，タンパク質の O-GlcNAc 化が減少した。また

それに伴いグルコース刺激によるインスリン分泌が減少

することが明らかになった。

以上のことより，O-GlcNAc 化の異常が，糖尿病合併

症の一つの原因になっていることが明らかとなった。今

後，グライコプロテオームによりマーカータンパク質を

検索し，さらに O-GlcNAc 転移酵素や O-GlcNAcase の活

性を阻害する阻害剤や RNAi 法を用いた実験により，糖

尿病性合併症の診断，予防への臨床応用の基礎となるデ

ータを得ることが課題である。

（上記の内容は，Glycobiology 17: 127-140, 2007にて発表した。）

図１　糖尿病モデル動物（GK ラット，１５週齢，雄）の (A) 膵臓，(B) 坐骨神経，(C) 腎臓，(D) 網膜に

おける O-GlcNAc 化タンパク質の変化。レーンの右に番号を記したバンドに，有意な増加が観察された。

図 ２　 単 離 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 を O-GlcNAcase 阻 害 剤 
PUGNAc 存在下で 培養すると，O-GlcNAc のレベルが上昇し，

グルコース刺激によるインスリン分泌が減少する。(A) 電気

泳動した総タンパク質の CBB 染色像 , PUGNAc 処理群と無

処理群とではほとんど差が認められない。(B)O-GlcNAc のイ

ムノブロット , (C) β-actin のイムノブロット .  (D) 培養単離ラ

ンゲルハンス島におけるグルコース刺激によるインスリン分

泌 . データ：means ± SEM (n=6). ( 白抜き ) Wistar ラット , ( 黒
抜き ) GK ラット . *, p<0.05.
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研究の背景

　胚発生に必須の役割を担っている非ヒストン DNA 結

合蛋白 High Mobility Group A (HMGA: HMGA1, HMGA2)
は，特異な DNA binding domain を有し様々な遺伝子の

転写に関与することで細胞の悪性形質転換に深く関与し

ている。我々は，大腸癌，膵癌，悪性膵管内乳頭腫瘍な

どで HMGA の特異的過剰発現が認められること，その

発現レベルは多段階発癌とパラレルな関係にあることを

明らかにしてきた 1-6)
。また，HMGA1 antisense を発現さ

せうる adenoviral vector を用いた研究 (in vitro, in vivo) に
より，HMGA1 蛋白合成抑制は著明な膵癌細胞増殖抑制

効果につながることを証明した 7)
。我々の一連の研究結

果は，HMGA が様々な臓器・組織における発癌機構に

決定的な役割を担っていることを強く示唆するものであ

る。一方，胆管癌は有効な化学療法もない難治性消化器

癌の一つであり，その発生・進展に関する分子生物学的

機構もほとんど未知である。

研究の目的

　多段階発癌過程が強く推察されている肝内結石を背景

とした種々の肝内胆管異型性病変（過形成性病変，軽度

異型性病変，高度異型性病変，上皮内癌，浸潤癌）にお

いて HMGA1 の発現を検討し，HMGA1 発現という側面

から胆管癌発生・進展の分子生物学的機構の一端を明ら

かにする。

対象と方法

　肝内結石症を背景とした胆管上皮性病変 23 病変を検

討対象とした。23 病変の内訳は，過形成 5 例，軽度異

型性病変 5 例，高度異型性病変 5 例，上皮内癌 4 例，浸

胆管癌発癌・進展機構に関する分子生物学的解明

―癌特異的発現蛋白 HMGA1 発現検討を中心に―

阿　部　展　次　　杉　山　政　則　　跡　 見　   裕

杏林大学医学部外科学

潤癌 4 例。パラフィン包埋切片にて，HMGA1 発現を免

疫組織化学的に検討した。ランダムに抽出した領域にお

いて，20%以上の核濃染が認められたものを陽性とした。

結果

　過形成性病変，軽度異型性病変，高度異型性病変，上

皮内癌，浸潤癌（図 1）における各々の HMGA1 発現陽

性率は，60%，40%，80%，78%，78% であり，高度異

型性病変から浸潤癌の陽性率（77%）は，過形成から

軽度異型性病変の陽性率（30%）に比べ有意（p=0.039）
に高率であった。

考察，結論

　高度異型性病変から浸潤癌では，過形成から軽度異型

性病変に比べ高率に HMGA1 が強発現しており，他の

消化器癌と同様，肝内結石症を背景とした種々の異形性

病変においても MGA1 発現が多段階発癌あるいは癌進

展に深く関与している可能性が示唆された。また，一

部の過形成病変においても HMGA1 発現を認めていた

ことより，肝内結石症を背景とした上皮では比較的早

い段階から malignant transformation が起こりえることも

推察された。以上より，HMGA1 発現は肝内結石症での

malignant Transformation の獲得時期の指標として重要な

役割を持つと考えられる。
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図 1. 浸潤癌における HMGA1 発現。腫瘍核において濃染像が認められる。
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腎尿細管管腔側プロスタグランジン・シグナル機構を構成する

輸送分子複合体の解明

安　西　尚　彦

杏林大学医学部薬理学

研究目的

　プロスタグラジンは腎臓において，血管トーヌスの調

節，水・電解質輸送の調節，そしてレニン分泌の調節に

重要な役割を果たしている。腎臓で最も多く産生される

プロスタグランジンは PGE2 であり，これは細胞内の合

成酵素であるシクロオキシゲナーゼ (COX) により産生

され，細胞外に出て，膜表面にあるレセプターに作用し，

作用後は再び細胞内に取り込まれ分解される。このよう

にプロスタグランジンはオータコイドとして局所で作用

するが，酵素である COX 活性の調節によって産生量を

変化させることでその作用を決定している。プロスタグ

ランジンは構造上カルボン酸を持ち，生理的 pH ではア

ニオンに分類されるためプロスタグランジンの細胞膜通

過には膜トランスポーターが必要となる。

　腎臓の COX には構成型の COX-1 と，炎症や塩分

食・ホルモン刺激に反応する誘導型の COX-2 があり，

COX-1 は腎臓内において糸球体や髄質血管，および集

合管に広く分布するのに対し COX-2 は主にマクラデン

サを含む皮質部 Henle ループの太い上行脚に限局すると

される。これらの COX により産生されたプロスタグラ

ンジンは COX-1 存在部位では，SLCO に分類されるユ

ビキタスな発現を示すプロスタグランジントランスポー

ター PGT1 が細胞膜輸送に関与するが，COX-2 の存在

する部位では未だその責任分子は同定されていなかっ

た。我々はこれまでに腎臓の有機アニオントランスポ

ーター SLC22 ファミリー遺伝子の同定を行ってきたが，

最近この COX-2 発現部位に存在し，従来のプロスタグ

ランジントランスポーター PGT1 とは構造的に異なる

SLC22 に属する，新規腎特異的プロスタグランジント

ランスポーター OAT-PG の同定に成功した（Anzai et al., 
J Pharmacol Sci, 100: 111P, 2006）。
　これまでの検討で OAT-PG がプロスタグランジンの

中でも PGE2, PGF2α, PGD2 を選択的に運ぶこと，またマ

クラデンサを含む皮質部 Henle ループの太い上行脚から

遠位尿細管にかけての管腔側膜に存在することを我々

は明らかにした（Anzai et al., J Pharmacol Sci, 100: 111P, 
2006）。PGE2 のレセプターである EP4 が同部位の管腔

側膜に存在していることも同時に確認されたことから，

我々は OAT-PG が COX-2 により産生された PGE2 を尿

細管中に排出し，管腔側の EP4 に作用して同部位での

Na+
輸送調節を行うという，腎尿細管管腔側プロスタグ

ランジン・シグナル系の構成因子ではないか，という可

能性を見出すに至った。

　また我々はこれまでに，腎尿細管管腔側膜に発現する

多くの有機溶質トランスポーターは，タンパク質間相互

作用に関与する PDZ 相互作用により，細胞内の支持タ

ンパク質と結合し，膜状に発現し機能することを報告

している (Anzai et al., J Biol Chem, 2004; Miyazaki et al., J 
Am Soc Nephrol, 2005, Noshiro et al., Kidney Int, 2006)。興

味深いことに，OAT-PG はその細胞内 C 末端に T-E-C と

いう PDZ motif を持ち，また EP4 は K-C-I という PDZ 
motif を持っており，両膜タンパク質が共通の細胞内

PDZ タンパク質により管腔側膜で束ねられ，COX-2 に

よる産生から始まるプロスタグランジンを介したシグナ
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ルの効率的な伝達に寄与していることが強く推測された。

　そこで我々は本研究でプロスタグランジントランスポ

ーターOAT-PGを中心として，EP4およびCOX-2を束ね，

ユニットとしての作用を可能にする細胞内因子の同定を

行い，それらの OAT-PG 輸送機能への影響，膜移行機序

の変化を調べることにより，プロスタグランジンの経細

胞膜輸送に関わる分子複合体を明らかにすることを目的

とする。

研究方法と結果

１．OAT-PG C 末端に対する結合タンパク質の同定

　OAT-PG C 末端のアミノ酸配列は T-T-E-C であり，

PDZ モチーフに分類される。そこで細胞内 C 末端配列

を持つベイトベクターを作成し，腎臓 cDNA ライブラ

リーをプレイとする酵母ツーハイブリッド法を行った。

　その結果，結合タンパク質の候補として４つの PDZ
ドメインを持つ支持タンパク質である CIPP (channel-
inetracting PDZ domain protein) の同定に成功した（未発表）。

２．CIPP との結合における OAT-PG C 末端 PDZ モチー

フの役割

　この最後の３アミノ酸残基の欠損変異体 (Δ3) と，2 箇

所の結合必須アミノ酸のアラニン置換変異体 (SMCT1: 

T552A,C554A) を作成し，CIPP 全長プレイベクターとの

結合性を酵母 Two-hybrid assay を用いて検討した。

　その結果図１で示されたように，C 末端の 3 種の変異

体において，CIPP との結合が失われたことから，OAT-
PG と CIPP との結合には CIPP C 末端の PDZ モチーフが

重要であることが確認された。

C terminal LEU2  GFP
OAT-PG-CTwt L E T T E C* ＋ ＋

OAT-PG-CTd3 L E T* － －

OAT-PG-C554A L E T T E A* － －

OAT-PG-T552A L E T A E C* － －

図１

図 1

考察

　OAT-PG の細胞内結合タンパク質 CIPP は４つの PDZ
ドメインを持つ事から，OAT-PG と他のタンパク質（例

えば膜受容体）をつなぐ役割が想定される。今後 EP4
と CIPP の結合を解析する事で，腎尿細管管腔側プロス

タグランジン・シグナル系の構成因子解明の端緒となる

ことが期待される。
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インスリン分泌顆粒細胞内トラフィックの可視化解析

今　泉　美　佳

杏林大学医学部生化学

  膵 β 細胞内インスリン顆粒の貯蔵から fusion までの

細胞内トラフィックを明らかにする目的で，Variable 
TIRF(VTIRF) 顕微鏡（evanescent 場を任意に調節可能な

顕微鏡）を開発し，GFP 標識顆粒の時間空間的動態解

析を行い，以下の点を明らかにした。

（1）β 細胞におけるインスリン顆粒には形質膜上に

docking している顆粒 (previously docked granules) のプー

ルと，形質膜から約 500nm 内部に存在する細胞質内顆

粒プールの少なくとも２つの顆粒の貯蔵プールが存在

していた。 高グルコース刺激による分泌第１相は，前

者の貯蔵プールからの顆粒の fusion により構成され，一

方，分泌第２相は後者の貯蔵プールから形質膜へ移動し

てきた顆粒 (newcomers) の docking/fusion (<50 ms) から

構成されていた。さらに細胞質内貯蔵プールから形質膜

への移動にはアクチンの関与が示唆された。このように

VTIRF 顕微鏡は 特に２相目のインスリン分泌の解明に

非常に有用なシステムである (Proc. SPIE, 2006)。

（2）分泌第 1 相における顆粒の fusion 部位は Syntaxin1A 
(Synt1A) の局在と一 致したが，第 2 相では Synt1A とは

異なる部位で fusion が観察された。Synt1A 欠損マウス

から調製した β 細胞では第１相を担う previously docked 
granules が激減し，そこからの fusion が見られなかっ

たが，第 2 相での newcomers の fusion は wild type と同

様に観察された。Synt1A 欠損 β 細胞に Synt1A をアデ

ノ ウイルスを用いて発現させると，previously docked 
granules の数が正常値まで回復すると共に，分泌第１

相が回復した。このように，インスリン分泌第１ 相は

Synt1A 依存性であり，第 2 相は Synt1A 非依存性である

ことから，分泌第 1 相と第 2 相におけるインスリン開口

放出は共通のメカニズムではなく，空間的にまた関与す

る分子が異なる機構であることを明らかにした　（図１） 
(J. Cell Biol., 2007; Science 2007)。

図１. 分泌第１相と第２相のインスリン開口放出機構は異な

っている ( ２相性インスリン開口放出機構のモデル図 ) 
分泌第１相ではインスリン顆粒はシンタキシン (Synt1A) ク
ラスター上にドッキングし，フュージョンする。分泌第 2 相

では，分泌顆粒が細胞内部の貯蔵部位より形質膜上へ移動し，

Synt1A クラスターとの相互作用なしに形質膜とフュージョ

ンする。
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（3）膵 β 細胞は膵ラ氏島の中で凝集して存在しており，

その β 細胞同士のコミュニケーションがインスリンの

basal 分泌を低下させ，グルコースによって刺激される

インスリン分泌をより増加させることが知られている

が，そのメカニズムは不明であった。私達は EphA と

ephrinA の両方が β 細胞に発現しており，EphA-ephrinA

シグナルがインスリン分泌を促進・抑制の両方向に調節

していることを見出した。すなわち，EphA forward シグ

ナルは分泌を抑制し，一方，ephrin-A reverse シグナルは

分泌を促進する。高グルコース下では EphA forward シ

グナルが downregulation されたことから，低グルコース

下では EphA forward シグナルが優勢となり分泌は抑制

方向に，高グルコース下では ephrin-A reverse シグナル

が優勢となり分泌は促進方向に調節されることを明らか

にした（Cell, 2007）。
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目的

　循環癌細胞（Circulating Tumor Cells；CTC）検出方法

を大きくわけると分子生物学的手法と形態学的検出法が

ある。前者は血液中から mRNA を抽出し癌細胞に特異

的発現する遺伝子を増幅する RT-PCR 法やマイクロア

レイなどで検出する方法がある。RT-PCR 法では検出し

た核酸の由来が不確定なこと，癌細胞形態が崩壊し，脱

核・変形をしたフラグメントを検出してしまう問題点が

指摘されていた。後者は抗 PSA 抗体などを用いた免疫

学的手法によりリンパ節，骨髄の微小転移検出に用いら

れていた。　最近，自動的に CTC を検出するシステムが

開発された Cell Track Prep システムを用いて CTC と前

立腺癌の再発・予後との関係を検討した。

方法・対象　

　血液 10 ｍ L を採血して，CellSave 検体保存チューブ

に保存後，コニカルチューブに移し（7.5mL），セルサ

ーチシステムの機器 CellTracks®
オートプレップにセッ

トする。CellTracks®
オートプレップでは，ナノ鉄粒子

に上皮細胞接着分子である EpCAM に対する抗体を結合

された磁性粒子（フェロフルード）により血液中の多

くの細胞から特異的に上皮細胞を分離・抽出する。分離

された上皮細胞に蛍光標識したサイトケラチンモノクロ

ーナル抗体を反応させると共に蛍光性の DNA 染色物質

DAPI で細胞の核を染色する。混入した白血球を CTC と

識別するために，同様に蛍光標識した CD45 抗体を反応

させる。CTC の反応溶液は，セルサーチシステムの機

器 CellTracks®
アナライザーⅡで解析する。マグネスト

に組込まれた磁石の発する磁力によりフェロフルードに

捉えられた CTC がカートリッジ上面に移動する。DAPI
で染色された核とサイトケラチン抗体で蛍光染色された

Cell Track Prep システムを用いた末梢血循環前立腺癌細胞検査の

臨床応用の可能性

桶　川　隆　嗣

杏林大学医学部泌尿器科学

細胞の形態と CD45 抗体には反応しないことから，検出

された細胞が CTC であると同定できる。( 図１)1)

　対象は前立腺癌 156 症例 ( 治療骨転移 80 症例と内分

泌療法抵抗性骨転移 76 症例 ) とした。

結果

未治療骨転移前立腺癌症例における PSA 再燃予測

　80 症例の未治療骨転移前立腺癌症例の CTC と再燃の

関係を検討した 2）。治療開始時に血液 7.5mL 中の CTC
数が５個以上であった患者の中で治療開始後も５個以

上であった患者の再燃期間の中央値は 18 ヶ月で，治療

開始時より血液 7.5mL 中の CTC 数が５個未満だった症

例の再燃期間の中央値（32 ヶ月以上）との間に有意差

が認められた。

内分泌療法抵抗性前立腺癌患者の生存予測

　内分泌療法抵抗性骨転移前立腺癌 76 症例の CTC と予

後との関係を検討した。測定時の血液 7.5mL 中の CTC
数が５個以上であった患者の OS の中央値は 13 ヶ月で，

CTC 数が５個未満だった患者の OS の中央値（20 ヶ月）

との間に有意差が認められた 3）。測定時に CTC 数が５

個以上であった症例が治療により CTC 数が５個未満に

なった場合，OS の中央値は 12.2 ヶ月から 45 ヶ月以上

と改善し，反対に CTC 数が５個未満であったが治療中

５個以上になった場合は，OS の中央値は 47 ヶ月以上か

ら 24.3 ヶ月と不良であった。( 図２)

考察

　未治療骨転移前立腺癌症例において治療開始時さら

に治療中も CTC 数が５個以上の症例では５個未満だっ

た症例と比較して再燃期間が有意に短かった（18 ヶ月 
vs 32 ヶ月以上）。治療前の CTC は内分泌治療奏効期間
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の予測が可能であり早期に治療方針の変更が可能であ

ることが示唆された。

　内分泌療法抵抗性骨転移前立腺癌症例において CTC
数が５個以上であった患者の OS は５個未満だった患者

より有意に予後不良であった（13 ヶ月 vs 20 ヶ月）
3）。

また治療経過中に CTC 数が５個以上が５個未満になっ

た場合，OS の中央値は 12.2 ヶ月から 45 ヶ月以上と改

善した。CTC 数が５個未満であったが治療中５個以上

になった場合は，OS の中央値は 47 ヶ月以上から 24.3
ヶ月と不良であった。Scher らは複数国間において，内

分泌療法抵抗性骨転移前立腺癌患者を対象に行われた

前向き多施設共同臨床試験を行った。内分泌療法抵抗性

骨転移と診断されて PSA 高値で ECOG（米国東海岸癌

研究会の診断基準）スコアが０～２の初回化学療法また

は救援化学療法及び（または）併用療法を開始する 276
症例を対象に行われた 4）。治療開始時に血液 7.5mL 中の

CTC 数が５個以上であった患者の中で治療開始後２～

５週の時点で５個未満に減少した患者の全生存期間の

中央値（20 ヶ月以上）は，５個以上に留まった患者の

中央値（9.3 ヶ月）よりも有意に長く，治療開始時に血

液 7.5mL 中の CTC 数が５個未満だった患者の中央値（20
ヶ月以上）との間に有意な差は認められなかった。診

断時の病期，年齢，ECOG スコア，PSA 等を組み入れ

た多変量分析において，CTC の測定は最も有用性の高

い独立した予後予測因子であった。これらの結果より，

CTC は内分泌療法抵抗性骨転移患者における全生存期

間の有用な予測因子であり，治療開始後も CTC の測定

値が高く維持される患者においては，現行の治療法では

効果が得られないことが示唆された。さらに，Scher ら
は 12 ヶ月以内の癌死を予測する ROC 曲線で治療前の

CTC 数は，PSA response より優れた検査法であると報告

した。他の施設報告も同様で CTC は内分泌療法抵抗性

前立腺癌患者の病態および治療効果を反映し，有効な治

療継続と早期に無効な治療変更を示す可能性を示して

いた 5-10）。

結論

　未治療骨転移前立腺癌や内分泌療法抵抗性骨転移前立

腺癌で治療開始早期での CTC 数は治療効果を予測する

マーカーであることが示唆された。
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Group              Description               N (%)
1     < 5 CTC at all time points                      6 (21) 
2     ≥ 5 CTC at baseline & < 5 CTC at last draw  23 (30)
3     < 5 CTC at baseline & ≥ 5 CTC at last draw 13 (17) 
4     ≥ 5 CTC at all time points                      24 (32)

Group 1 vs Group 2    p = 0.238
Group 1 vs Group 3    p < 0.001
Group 1 vs Group 4    p < 0.001
Group 2 vs Group 3    p < 0.001
Group 2 vs Group 4    p < 0.001
Group 3 vs Group 4    p < 0.001
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図２ 内分泌抵抗性前立腺癌のおける治療経過でのCTC検査と予後


