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諸　言

 神経変性疾患や癌などの病態に，細胞内の不要・変性

タンパクの分解を担うユビキチン・プロテアソーム系の

機能不全が関わることが判明しつつある。不要・変性タ

ンパクは，多数のユビキチンの結合（ポリユビキチン化）

によりプロテアソームに輸送され，プロテアーゼによる

消化後に新たなタンパク合成のリサイクル系に入る。し

たがって，このユビキチン化の制御システムは、至適タ

ンパク分解過程とその後の新生蛋白の合成過程の重要な

第１関門である。

　Ubiquitin-specific protease family (USP) は，標的タンパ

クからユビキチンを離脱させ，そのユビキチンの修復

と，新たな標的タンパクとの共有結合 ( ポリユビキチ

ン化 ) へのリサイクルを促すと考えられている。最近，

一部の USP において，特異的に認識し，分解を担当す

るタンパク基質が同定され始め，アポトーシスやタン

パク輸送に於ける USP の重要性が判明してきた。しか

し，未だ多くの USP のタンパク機能は解明されていな

い。Quesada らは、新規クローニング USP family のうち，

USP isoform 40 (USP40) mRNA が多くの臓器に発現す

ることを報告した (Quesada V, et al. Biocehm Biophys Res 
Commun 314:54, 2000) が，そのタンパク機能については

全く未解明であった。

　一方，Tryggvason の研究グループ (Division of Matrix 
Biology, Karolinska Institute) が，新規腎糸球体特異的遺

伝子群の 1 分子として，USP40 をあらためて報告した 
(Takemoto M, et al. EMBO J 25:1160,2006)。そこで，本研

究は腎を主体とした USP40 のタンパク機能について解

析を行うことを目的とした。

方法と結果

　ヒトと zebrafish の USP40 の間には 50％の相同性があ

る。まず，USP40 の器官発生における意義についてス

クリーニングするために，zebrafish の USP40 の ATG 部

分に対する morphorino を作製し受精卵に注入後，生後

72 時間個体について表現型の違いを検討した。図 1 上

段に示すように，USP40 を完全欠失した個体は cardiac 
edema を呈した（矢印）。また，著明な脳の発育不全が

観察された（図 1 下段）さらに，腎糸球体では矮小化さ

れた係蹄が観察され，腎糸球体構築の障害が示唆された

（図 2）。これにより，USP40 はほ乳類においても，重要

なタンパク機能を発揮する可能性が強く示唆された。そ

こで，齧歯類とヒトに共通するアミノ酸配列を認識す

る特異抗体の作製を試みた。まずヒト腎 cDNA ライブ

ラリーからヒト USP40 のアミノ酸 756-901 に相当する

部分の cDNA をサブクローニングし，大腸菌発現ベク

ターに挿入した後，大腸菌にて産生させたリコンビナン

トタンパクを作製した。これを抗原とした精製ラビッ

トポリクローナル抗体を作製した。さらに，full-length 
USP40 のコンストラクトをサブクローニングし，ほ乳

類発現用ベクターに挿入後，human embryonic kidney cell
を用いてヒト USP40 安定発現株化細胞を作製した。抗

USP40 抗体の特異性を，この安定発現細胞を用いた免

疫蛍光染色と western blot で確認した。図 3 に示すよう

に，USP40の細胞内局在は細胞質にびまん性に観察され，

その分子量は約 150-kDa であった。次に，この抗体を用

いて，マウス各臓器における USP40 の局在を検討した。

図 4 に示すように、USP40 は肺，脳，肝臓，心臓において，

毛細血管と小動脈の内皮細胞の細胞質に観察された。特
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に，腎においては，糸球体内皮に強く発現し，間質部

位の血管における発現は弱く観察された（図 5）。日齢

12 の胎児腎を用いた検討から，USP40 は間質血管およ

び S 期糸球体の進入血管においてすでに観察された（図

6）。USP40 のタンパク機能を解析するためには，その

基質になるべきタンパク分子の同定が必要である。Full-
length USP40 とヒト腎ライブラリーを用いた yeast two-
hybrid スクリーンを行ったが，bait である USP40 の発現

が弱く，陽性データは得られなかった。血管内皮特に腎

糸球体内皮は，細胞膜発現糖タンパクを強く発現してい

る。その中でポドカリキシンは代表的糖タンパクである。

このポドカリキシンを発現しているマウス糸球体内皮株

化細胞の USP40 の有無を検討したところ，内因性に強

く発現することが判明した。興味深いことに，この内皮

細胞における USP40 の局在は，細胞質よりもむしろ細

胞膜の裏打ち部位に強く観察された。この糸球体内皮株
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化細胞に USP40siRNA を導入し USP40 のノックダウン

を行ったところ，明らかなポドカリキシンのタンパク発

現の低下が観察された（図 7）。

考察と今後の研究　

　今回の研究において，USP40 の局在は毛細血管と小動

脈の内皮細胞の細胞質であることが判明した。胎児腎に

おける検討から，間質の初期毛細血管と極初期糸球体に

おいて発現しており，本分子の血管形成における重要性

が示唆された。脳の毛細血管における発現は，zebrafish
におけるノックダウンの表現型である脳の形成不全の

結果を説明可能と考えられる。USP40 のタンパク機能

の根幹を解明するためには，その結合タンパク基質の同

定が必須である。Partial-cDNA を用いた yeast two-hybrid 
スクリーンを現在行っている。糸球体内皮株化細胞を用

いた siRNA によるノックダウン実験から，ポドカリキ

シンもその基質の候補である可能性がある。最近，cre-
recombinase-loxP システムを用いた血管内皮特異的に

USP40 をノックアウトさせたマウスを樹立させた。生

後 4 週間現在において明らかな表現型の異常は見られて

いない。今後の詳細なノックアウトマウスの観察を行う。



報　告

平成 22 年度　医学部共同研究プロジェクト　研究成果のまとめ

神経伝達におけるシンタキシン１アイソフォームの機能分化について

赤　川　公　朗１　　藤　原　智　徳１　　三　島　竜　也１

　　　　　　　　永　松　信　哉２　　金　井　正　美３

１杏林大学医学部細胞生理学
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　２杏林大学医学部生化学 (Ⅱ )
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　３杏林大学医学部解剖学 (Ⅱ )

　細胞内小胞の輸送や分泌小胞，シナプス小胞の開口

放出を説明する最も有力な説として SNARE 仮説が提出

されている。この仮説では細胞質に存在する因子であ

る NSF-SNAP 複合体がターゲット膜上の多くの SNAP 
receptor（SNARE）に結合することで ER やゴルジ体等

の細胞内膜どうし，或いは分泌小胞，シナプス小胞と形

質膜との融合が制御されると考えられている。この仮

説で想定されている SNARE 分子群の中でシナプス小胞

の開口放出を制御するものとしてシナプス前膜に局在

する syntaxin1 が知られている。 Syntaxin1 には HPC-1/
syntaxin1A (sy1A) と syntaxin1B(sy1B) という２種類のア

イソフォームが存在する。両者は異なる遺伝子から産生

されるが同一の神経細胞に共発現してアミノ酸配列も似

通っている。それ故，これらの２種類の因子はシナプス

伝達過程の中でもシナプス前の機序，特に興奮に伴う神

経伝達物質の開口放出過程の安定性を維持する為に，ほ

ぼ同等の働きをしながら並列に働く重複因子であると従

来は考えられてきた。一方，シナプス終末に神経興奮が

到達した後，神経伝達物質が開口放出により細胞外に遊

離されるまでの時間経過に基づいて，１ミリ秒前後で放

出される速いシナプス伝達系と数十ミリ秒から数秒に

至る遅いシナプス伝達が生理学的には区別されている。

前者は Ach，グルタミン酸，GABA 等を含有する small 
synaptic vesicle(SSV)， 後者は神経ペプチド、ノルアドレ

ナリン，ドーパミン，セロトニン (5HT) 等のモノアミン

類を含有する，主に large dense core vesicle　(LDCV) と
呼ばれる形態学的に異なるシナプス小胞により仲介さ

れると考えられている。これらの 2 種の vesicle の開口

放出機構には何らかの差異があると予想されているが，

詳細は明らかではなかった。最近，我々が sy1A と sy1B
について遺伝子ノックアウトマウス（KO）を作成して，

それらの神経系を詳細に比較検討した結果，速いシナ

プス伝達過程には sy1B が，遅いシナプス伝達過程には

sy1A が働いており，sy1A と sy1B が神経細胞間のシナプ

ス伝達において機能分化していることを見出した。其の

知見について２種の KO の表現系の違いを示しながら報

告する。

１．HPC-1/Syntaxin1A　遺伝子ノックアウトマウスの

表現系

　Sy1AKO(null mutant) は全く正常に生育し，外観上，

神経機能は正常のように思われた。その中枢神経系は光

学顕微鏡あるいは電子顕微鏡による形態学的観察からも

全く正常と考えられた。培養系での電気生理学的解析か

らは海馬や大脳皮質でのグルタミン酸，GABA 系の速

い神経伝達は正常であることが示された。しかし海馬

切片での電気生理学的観察からは長期増強が減弱して

おり，個体レベルでは恐怖条件付け学習の低下が認め

られた。興味あることはこの KO には人間の自閉性障害

(autistic disorder) に類似した情動行動の異常が観察され

た点である。人間の Williams 症候群患者 (WS) では 7 番

染色体にはおよそ２Mb に亘る半接合体微小欠損領域が

あり，その欠損領域中に sy1A 遺伝子座位が含まれてい

る (Nakayama et al.,   Cytogenetics and Cell Genetics, 1998) 
。

WS は複数の遺伝子欠損に伴う複合症状を呈するが，精

神神経症状の１つとして軽度の自閉性障害様の情動行動

の異常，学習障害を有している。Sy1AKO の学習や行動

を調べてみると，heterozygote，KO の順に遺伝子数の低
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図１　電気刺激された Sy1BKO の培養神経細胞に見られる速いシナプス伝達の異常　

中央の線の左側はパッチクランプ法により培養海馬神経細胞から記録したグルタミン酸性シナプス，右側

は GABA 性シナプスの性状を示す。単一の電気刺激により惹起された evoked EPSC 及び IPSC（最上列）の

amplitude は WT( 黒 ) と KO( 青 ) の間に有意差はない。２列目はシナプス機能の指標となる２発連続刺激によ

る paired pulse ratio 実験の記録例（刺激時間の間隔は 25 ミリ秒）。三列目は刺激の時間間隔を変えた paired pulse 
ratio 記録を示す。刺激間隔が短い場合に，有意な差が観察される。４，５列目に刺激頻度が各々 1Hz または 20Hz
で連続刺激した際の amplitude の変化を表す。刺激間隔が短い連続刺激の場合 ( ５列目 ) に sy1BKO では evoked 
PSP の amplitude に有意な差（ANOVA）が認められ，グルタミン酸性，GABA 性シナプス共に障害されているこ

とが分かる。
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下に伴い情動行動異常や学習障害が増強してくる。この

マウスでは痛覚過敏や聴覚過敏が認められ（Takasusuki 
et al., Eur.J.Neurosci. 2007），これも自閉性障害や WS で

よく観察される症状である。これらのことから，明らか

な自閉性障害と sy1A 異常との関連は明確ではないが，

少なくとも WS の情動・学習の障害は sy1A 遺伝子の半

接合体欠損に起因すると思われた。またマウス脳スラ

イスを用いた分泌実験や in vivo microdialysis 等により

sy1AKO の中枢神経には 5HT，ドーパミン，ノルアドレ

ナリン等の全てのモノアミン性神経系の分泌障害がある

ことが示された。上記の KO の情動行動異常は向精神薬

であるセロトニン選択的取り込み阻害剤等の効果から

5HT 性神経系の分泌障害に起因すると考えられた 
。一

方，海馬スライスを用いた電気生理学的実験により長期

増強の減弱が明らかとなり，その原因は主にドーパミ

ン，ノルアドレナリンの分泌低下による adenylcyclase-
cAMP-protein kinaseA 系の機能低下に起因することが示

された ( 論文投稿中 )。神経ペプチドに関しては視床下

部からの CRH 分泌の低下が確かめられた。また副腎髄

質クロマフィン細胞は発生学的には交感神経節後神経細

胞にほぼ相当するが，単離したクロマフィン細胞からの

カテコラミン分泌をアンペロメトリー法により測定した

ところ分泌能の低下を認めた。これらの観察結果から，

sy1A は従来信じられていたように全てのシナプス伝達

の開口放出の必須因子であるというよりは，モノアミン

性，或いはペプチド性シナプス等の遅い神経伝達系を調

節している因子である可能性が強く示唆された。

２．Syntaxin1B ノックアウトマウスの表現系

　Sy1BKO には生下時より明らかに運動障害が認めら

れ，生後 2 週程で致死となる点で sy1AKO と対照的で

あった。形態学的には生下時の sy1BKO 脳内には海馬，

小脳の発達障害と神経細胞の脱落，大脳皮質の層構造の

乱れが観察された。培養系では sy1BKO 神経細胞の生存

に脆弱性が認められたが，正常マウスより得たグリア細

胞のフィーダー上では正常に生存できるので，sy1BKO
ではグリア細胞の何らかの機能不全が神経系の発達障

害の一因である可能性がある。電子顕微鏡的観察から

は小脳や海馬内の興奮性シナプス終末における docked 
vesicle 数の減少が見られている。培養神経細胞では興奮

性，抑制性シナプス両者の微小シナプス後電位の頻度が

有意に低下していた。更に電気生理学的なシナプス機能

の指標である paired pulse ratio に異常が認められ，特に

神経細胞の興奮頻度が増大しているときにシナプス伝達

機能の障害が顕著に惹起されることが分かった ( 図１)。
生後 7 日目の海馬脳スライスを使った解析で CA １神経

細胞におけるシナプスの応答性や paired pulse ratio に異

常があることが示された。また heterozygote は生育する

ものの，個体レベルではペンテトラゾール誘発性の痙攣

傾向が増大していて脳内での GABA 性神経伝達システ

ムにも異常があると考えられた。脳スライスを用いて上

位中枢からの制御を除いた系での分泌実験ではモノアミ

ン類の分泌障害はみとめられなかった。しかし一般に生

体の脳内モノアミン神経系は速いシナプス伝達系により

機能調節を受けていることが知られている。従って脳内

での速い神経伝達系の一次的な異常が，遅いシナプス伝

達系にも影響して二次的な分泌低下を来した結果，両者

の障害が複合的に高次神経機能に影響して個体に行動異

常を誘起させることが推測される。実際，個体レベルで

の行動実験からは heterozygote には情動行動異常が認め

られ，とりわけ統合失調症の中間表現系として広く知ら

れている prepulse inhibition 試験に異常があることから，

統合失調症のモデルマウスとして有用である可能性が示

された。

表 1　sy1AKO と sy1BKO　に見られる神経系の異常

　　　　　　
致死性  　中枢神経の   情動行動　モノアミン性　　Glu 性　    　GABA 性

　　　　　　　　　　
形態的異常　　異常　　　 伝達異常　　伝達異常　   伝達異常

　　

Sy1AKO　　　─　　　　─　　　　+ 　　　　　+　　 　　 ─　　　　 ─　

Sy1BKO　 　   +a     　　  +　　  　  + b,c
　　　　 ─　　　　 +　　　　  +

         
＋は異常があることを示す。

a； 生後 2 週までに致死

b ; heterozygote mice の症状

c ; 二次的な障害と思われる
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３．HPC-1/syntaxin1A と syntaxin1B のシナプス伝達に

おける機能分化

　現時点で判明している sy1AKO 及び sy1BKO の神経

系に見られる異常について概略を表 1 に記した。これ

らの結果から sy1A と sy1B の神経系における機能が同

一ではなく，sy1A がモノアミン等の遅い神経伝達をす

るシナプスで働くのに対して，sy1B は主に Glu，GABA
等の速いシナプス伝達や神経系の発達に重要であること

が明らかとなった。しかし sy1A と sy1B の作用の違い

が，遅い神経伝達を仲介する LDCV，或いは速い神経伝

達で働く SSV の開口放出機序と直接に対応するか否か

はまだ不明である。さらには sy1A と sy1B 間では他の

SNARE 因子との結合性に違いがあるのか，それが如何

にして速い，或いは遅いシナプス伝達の調節の差に関わ

るのかといった分子論的基盤については今後の検討が必

要である。
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個別化医療を目指した難治性疾患である

肺動脈性肺高血圧症の遺伝子解析
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Ａ．研究目的

　近年，循環器の機能とその制御に関わる多様なチャ

ネルや情報伝達系の解明とヒトゲノム情報の蓄積に伴

い，長くその原因が不明であった循環器疾患の幾つかの

発症に関わる遺伝的背景が明らかにされてきた。多様

な循環器疾患の中で明らかな遺伝（家族）性を示す例

は限られているが，その背景因子としての遺伝子につい

ての情報を得ることは，診断を確定し治療を進め，予後

を管理する上で貴重な手掛かりとなる。また遺伝的な変

異には人種差があることから日本人のデータを蓄積する

ことが必須である。本研究では，近年その原因となる遺

伝子変異に関する情報が蓄積されてきた生命予後不良

の難治性疾患，肺動脈性肺高血圧症（Pulmonary Arterial 
Hypertension: PAH）（図 1）に絞り，杏林大学医学部付

属病院が PAH 治療の拠点病院である特性を生かし，遺

伝子の変異を網羅的に検出するシステムを確立する。さ

らに，遺伝カウンセリング体制の確立も含め，その結果

を治療と予後管理に応用し個別化医療の実現を目指すも

のである。

　PAH は若年女性を中心に発症する予後不良の疾患で

ある (1,2)
。近年，プロスタグランジン I 2（PGI2），エ

ンドセリン受容体拮抗薬，ホスホジエステラーゼＶ阻

害薬等の薬剤が開発され，病気の進行を遷延させ予後

が改善されつつあるが，依然として予後不良の難治性

疾患である (3,4,5)
。近年 BMPR2，ALK1，ENG 等の遺伝

子の変異が PAH の発症に関与すると報告されている

が，日本人でのデータは乏しい。本研究では，これま

での代表者の PAH 遺伝子解析の経験と本学が東日本の

PAH 治療の最大規模の拠点病院であることを基に，1）

BMPR2，ALK1，ENG の PAH 関連遺伝子の部分欠失

について主に MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe 
Amplification) 法（図 2）で解析する。

2)
三遺伝子の全エ

キソンと隣接領域，また欠失を起こした領域の塩基配列

を決定し，SNPs を含めた日本人の遺伝子変異の種類と

頻度を明らかにする。3）遺伝子変異，現在使用可能な複

数の PAH 治療薬との反応性の関連性，発症に関わる外

的要因について臨床データから精査し，分子病態に即し

た適切な治療薬の選択や生活習慣等の指針作成等を介し

個別化医療の実現を目指す。

　ヒト難治性疾患の遺伝子解析では，変異の検出に多く

の方法が考案されてきた。しかし，kbp 単位の欠失につ

いては，その存在と検出法は，従来あまり考慮されてお

らず，見逃されていた可能性が高い。PAH では BMPR2
のエキソン欠失が報告されて以来，～ 10kbps の部分欠

失は優性遺伝し成人期に発症する疾患の原因として近年

注目されている。この規模の欠失の検出に有効なのが

MLPA 法であるが，未だにこれを用いた解析例は多くな

い。

　遺伝子解析は多くの患者からのデータを得ることによ

り一段と有効となる。日本人に特有の遺伝子変異の同定

と変異からの発症機序の解明，特に PAH では遺伝子変

異と治療薬の選択について未だに検討されておらず，世

界に先駆けた知見を得られる可能性がある。さらに，集

学的に臨床データとの関連性を検討し解析することで今

後の治療選択肢の検討と改善も含め，患者の QOL に大

きく貢献できる個別化医療の実現に向け非常に意義があ

ると思われる。
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図 1：肺動脈性肺高血圧 (PAH) の概要

左：PAH の肺動脈病理所見を示す。肺動脈内膜増殖と中膜肥厚を認め，血管内腔が著明に狭窄した plexiform 
lesion を形成することで，肺血管抵抗の上昇をきたし，肺動脈圧が上昇する。

右：PAH の発症機序を図示する。PAH は，BMPR2, ENG, ALK1 等の既知の遺伝子変異のみでなく，未発見の遺伝

子変異，及び，環境因子等の外的要因，血管収縮性の変化や血管閉塞を転機とした血管因子等の要因が複雑に絡

み合うことにより発症すると予想される。

図 2：MLPA 法の概略

上段：各エキソンに対する特異的なプローブの構造

中段：各エキソンとプローブの結合

下段：プローブの増幅とフラグメント解析
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Ｂ．研究方法

① PAH 発症関連遺伝子解析系の確立

　遺伝子の部分欠失の解析：PAH との関連が既に明ら

かにされている BMPR2，ENG，ALK1 の三遺伝子につ

いて MLPA 法で～ 10kbps の部分欠失の有無を確認する。

②点突然変異の解析：BMPR2，ENG，ALK1 の三遺伝

子について，各エキソンと隣接領域を PCR 増幅し，微

量の塩基配列決定法により全エキソンと隣接領域の塩基

配列を解析する。この解析により SNPs を含め日本人の

遺伝子変異の種類と頻度を明らかにする。

③遺伝カウンセリング体制を整えつつ，同意を得た患者

の遺伝子解析を上記のシステムで実行し，日本での遺伝

子変異の実態について明らかにする。本研究は遺伝子解

析であり，倫理審査を要すると考えられる。本研究によ

り得られる結果を患者の予後に有効にフィードバック

するために遺伝カウンセリングは重要な役割を果たす。

従って，本学の遺伝外来を担当する小児科との連携の元

に遺伝カウンセリング体制を確立する。また本研究の成

果をさらに有効にするため，データベース化し世界的な

ネットワークの確立を準備する。

④さらに治療薬応答性や発症に関わる外的要因について

様々な臨床データを併せて検討し，個別化医療の実現を

目指し治療薬選択や生活習慣等の指針作成等を介して患

者の QOL 向上に貢献する。

Ｃ．研究結果

　平成 22 年度は，本研究を遂行するための研究室を確

保し，遺伝子解析等に必要な器材等を整備した。また，

患者からの検体採取にあたり，杏林大学倫理委員会での

承認を得た。外来来院患者および入院患者へ，充分な説

明の後に同意書を取得し，遺伝子解析に必要な検体採取

( 採血 ) と DNA 抽出を実施した。なお，突然変異検出の

みでなく，MLPA 法でも遺伝子解析を行い，エキソン欠

失まで含めた幅広い遺伝子解析をできる体制を構築した。

　平成 22 年度中に関連疾患を含めて 30 名分の検体採

取を実施し遺伝子解析を施行した。その結果，特発

性または家族性肺動脈性肺高血圧症患者 16 名におい

て，BMPR2 遺伝子に関して，2 名に同じナンセンス変

異（Exon3）を検出した。この変異は Sztrymf et al の報

告に記載されている (6)
。また，エキソン 1-3 の欠失１名

とエキソン 10 の欠失１名を認めた ( 図 3)。後者の変異

は Sztrymf et al の報告，及び Aldred et al の報告に記載さ

れているが切断点が一致するかは不明である (6,7)
。前者

に関しては類似の例は報告されていない。ENG 遺伝子

に関しては，1 名に未だに報告が無いミスセンス変異を

認めたものの，エキソン欠失はいずれも認めなかった。

図 3：MLPA 法による BMPR2 遺伝子のエキソン欠失

MLPA 法による BMPR2 遺伝子解析で変異を認めた結果の例を図示する。上段の患者では，エキソン 10
が欠失しており，下段の患者では少なくともエキソン 1 からエキソン 3 が欠失している。
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ALK-1 遺伝子では遺伝子の機能を大きく損なうと予想

される変異，また欠失のいずれも検出されなかった。

　膠原病性肺高血圧症や慢性肺血栓塞栓症等の 2 次性肺

高血圧症の患者 14 名には BMPR2，ENG，ALK-1 遺伝

子の機能を大きく損なうと予想される変異，また欠失の

いずれも検出されなかった。

Ｄ．考察

　本研究は PAH の日本人患者について，原因遺伝子

BMPR2 の全エキソンと MLPA 法によって欠失を詳細に

検討した初めての研究である。近年，突然変異に加えて

幾つかのエキソンが欠失する変異が，多くの遺伝性疾患

の原因となることが注目されている。我々の解析でも諸

外国の報告と同じく BMPR2 遺伝子内に 10kbp 単位の欠

失を見出した。この種の変異は従来のシークエンス解析

では検出しえないもので，従来リアルタイム定量 PCR
法での解析が主流であった。本研究で用いた MLPA 法

は市販されている解析キットを用いるかぎり，通常の

DNA シークエンサーが使用できる環境と技術で対応で

きる高精度の解析法である。また，欠失の検出やスク

リーニングにはマイクロアレー法や CGH（comparative 
genome hybridization）法が考案されているが，技術的に

また費用的に多数の臨床検体の解析には不適当である。

従来の報告では BMPR2 遺伝子の変異は，突然変異とエ

キソン欠失を合わせて PAH 患者中の約 3 割程度と言わ

れている（8,9）。今回の我々の解析はまだ少数を解析した

に留まるが，BMPR2 の変異に関してはその値を大きく

越える可能性は低い。すなわち，PAH の発症には未だ

に解明されていない遺伝的な要因があると推定できる。

新規の原因遺伝子の探索も重要な課題であり，TGF －

β シグナル伝達系の属する幾つかの遺伝子が候補として

検索されているが広く追認されるには至っていない（10）。

新規の原因遺伝子変異に関して，数種類の遺伝子候補を

挙げ，患者検体における遺伝子変異と欠失の有無を検索

していく予定である。

　また，本解析で ENG に見られたミスセンス変異を含

め，幾つかの従来報告されていないミスセンス変異が検

出されている。また，エキソン隣接領域の変異を含め多

くの現時点でデータベースに収録されていない一塩基多

型（single nucleotide polymorphism, SNP）が検出されて

いる。ミスセンス変異を含めた多型の種類と頻度には人

種差があるが，現存のデータベースは必ずしも日本人の

多型特性を抽出しうるものではない。従って，本解析で

見出したミスセンス変異等がどのような病的意義を持つ

のか，今後，関連疾患を含めて検体採取する患者数をさ

らに増やし解析を進める。また，正常健常者集団での遺

伝子解析を施行し，当院患者において認められた遺伝子

変異が病的意義を持つものか否かについての検討を行っ

ていく。蓄積した遺伝子解析結果をもとに，臨床データ

との関連性を解析していく予定である。
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天　野　　カ　オ　リ

杏林大学医学部解剖学 (Ⅰ ) 

研究成果概要：

　近年，移植再生領域におけるめざましい医科学研究成

果の発展に伴い，口腔医療においても研究の進化と技

術・材料の向上と共に再植，インプラントの需要普及率

が年々増加傾向にある。一般的に半永久的治療法として

認識されているインプラントを含めた移植・再植治療は

根本的には損失歯牙に対する治療手段であり，すべての

症例に対応する優先的第一選択とはいえず，従来のウ蝕

や歯周疾患に対する確実な治療法開発もさらなる発展向

上をする必要性があり，今後の口腔医療における重要な

課題となることは明らかである。

　歯髄が持つ歯牙に対する多大な役割を考慮すると，歯

髄は可能な限り保存することを優先とした治療を行うこ

とが最も理想的であるが，実際の治療では今なお抜髄処

置が一般的である。すなわち損傷を負っていても，治

療次第では十分生存する可能性を持つ歯髄組織を抜髄し

ているのが現状である。そこで本研究の目的である損傷

後の歯髄細胞の修復過程を細胞膜レベルで明らかにする

ことは，これまでの歯髄に対する治療法とは全く異なる

歯髄再生治療の起点として極めて重要な課題といえる。

研究目的：

　機械的または物理的な損傷を受けた細胞において細胞

膜の修復ならびに治癒過程は，細胞組織の生物学的再生

能を解明する上で極めて重要な事項であるといえる。

　本研究の目的は日常的な環境下において，歯科治療時

の機械的な刺激や軽度外傷，薬品による化学的ストレス

を受けて損傷を負った歯髄細胞が死滅せず生き延びて治

癒する過程について，特に早期における修復機構につい

て明らかにすることである。さらには象牙芽細胞への分

化誘導能を解明すると共に，分化誘導を促進する刺激因

子を追及することにあり，これからの口腔医療ならびに

歯髄再生治療の発展を目的とする。

研究方法：

　高速タービンによる切削後の歯髄細胞損傷

　試料には 12 週齢 Wistar 系ラットを使用し，深麻酔下

で下顎中切歯歯髄歯頸部付近を注水下，高速歯科用ター

ビンにて点状露髄（歯髄が露出する程度の小径の損傷）

程度の損傷を与えた（非損傷対照群は同ラット反対側下

顎中切歯とする）。損傷後，1 時間，3 時間、24 時間後

にそれぞれ４％パラホルムアルデヒド /PBS 溶液にて潅

流固定をおこなった。下顎中切歯は下顎骨体と周囲組織

と共に一塊で摘出し，4℃ /10%/EDTA 溶液にて 6 週間脱

灰したのち，凍結試料として 10μ 切片を作成した。

　損傷細胞の染色には C-Fos 抗体（２％ bovine serum 
albumin 1:100）を使用し蛍光顕微鏡（キーエンス

BZ9000）下にて観察した。また一部試料において損傷

歯髄内の神経線維の状態を観察するために神経特異タン

パクである protein gene product 9.5(PGP9.5, 1:200) を使用

し，染色を行った。

結果：

　窩洞形成後 1 時間の損傷象牙質直下の歯髄内において

C-Fos 抗体に濃染する細胞群が明瞭に認められた。最表

層の細胞群は広範囲に破壊されていたが，その下層には

損傷を受け，生存する細胞群の存在が認められた。同試

料の対照群歯髄内において C-Fos の反応は認められなか

った。

　また損傷後 1 時間の歯髄内において PGP9.5 の反応

は認められなかったが，対して，非損傷群歯髄内には

PGP9.5の反応が認められ，神経線維の存在が確認された。
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　窩洞形成後 3 時間の象牙質直下の歯髄内最表層部位に

おいて C-fos に濃染する反応性または修復性と考えられ

る細胞の存在が認められた。また同試料損傷歯髄内にお

いて PGP9.5 に反応する神経線維の存在が同様に認めら

れた。

考察：

　口腔内は日常的に生理的・機械的にあらゆる刺激や損

傷を受ける活動的な環境下にあり，口腔内組織は頻繁に

損傷と修復を繰り返している。例えばブラッシングは歯

牙や歯周組織の清掃ならびに口腔内環境を整える目的が

あるが，加えて適度な刺激による歯周組織の活性強化へ

もつながることが知られている。このブラッシングのよ

うな日常的な機械的刺激による組織の損傷レベルを知る

ために，10 週齢ラット歯周組織（歯肉／舌筋）にブラ

ッシングを行い，損傷後に死滅せず生存し続ける細胞群

の存在を確認した（Amano, etal.）。今回 12 週齢のラッ

トを使用し，高速タービンにおいて直接歯牙組織に損傷

を与え歯髄細胞の観察を行った結果，損傷後 1 時間なら

びに 3 時間後に C-Fos に反応する細胞群の存在が認めら

れた。また，PGP9.5 は損傷後 1 時間の損傷歯髄内におい

て反応が認められなかったが，損傷後 3 時間の歯髄内で

は認められた。これらの結果より，歯髄細胞は損傷後 1
時間から 3 時間の間には修復が開始することが示唆され

た。

Amano K, Miyake K, Borke J.L , McNeil P.L ,: Breaking biological 
barriers with a toothbrush. Journal of Dental research 86:769-
774,2007

研究報告

損傷歯髄細胞の膜修復機構－象牙芽細胞への分化誘導への検

討－

杏林大学医学部研究奨励賞中間報告会

杏林医学会総会 2010 年 11 月 20 日　三鷹

Fig.1　損傷後 1 時間の歯髄内部　C-Fos と PGP9.5 の反応　( 矢頭：神経線維 )
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新規尿酸トランスポーター URATv1 の組織発現と

ソーティングメカニズムの解明

木　村　　徹

杏林大学医学部薬理学 

背景と目的

　尿酸は，ヒトにおいてアデノシンやグアノシンといっ

たプリン体の最終代謝産物である。この尿酸の代謝経路

はヒトおよびその近縁の類人猿に特有のものであり，他

の種においては，尿酸は尿酸酸化酵素（ユリケース）に

よって開裂を受け代謝される。したがって，ヒトでは血

清尿酸値が高値を示し，尿酸の排泄低下や産生亢進によ

って高尿酸血症を発症する。よって，生体内における尿

酸の排泄・再吸収を行うシステムの機能解析が重要であ

る。近年我々は，グルコーストランスポーターに属する

GLUT9 (SLC2A9) が，尿酸に対して高い輸送活性を持つ

排泄型の尿酸トランスポーターであり，近位尿細管の血

管側での尿酸の排泄路として働いていることを示した。

GLUT9 の輸送活性は電位依存性であったことから，我々

は URATv1 と改名した。

　URATv1 には以前からスプライスバリアントが存在す

ることが報告されている。この２つのスプライスバリア

ントは，開始コドンの位置が異なることによって作られ

る N 末端が短い 511 アミノ酸 (URATv1-S とする ) また

は N 末端が長い 540 アミノ酸 (URATv1-L とする ) の２

種類の URATv1 である。これら両者の C 末端 490 アミ

ノ酸残基は共通しているが，URATv1-S と URATv1-L の

N 末端のそれぞれ 21，50 アミノ酸残基異なっている。

そこで，２つのスプライスバリアントをそれぞれ認識す

る抗体を作製し，ヒト組織における局在を明らかにし，

極性細胞内でのソーティングメカニズムの解明を目的と

して研究を行った。

方法

（１）ヒト組織における URATv1 の発現部位の検討

　URATv1-S と URATv1-L との間で異なる N 末端を

GST と融合する形で精製した。これをウサギに免疫す

ることによって，URATv1-S と URATv1-L をそれぞれ認

識する抗体を得た。この抗体を用いてヒト組織切片の免

疫染色を行い，それぞれの発現部位の検討を行った。

（２）URATv1 内に存在する極性輸送ターゲッティング

シグナル部位の解析

　腎臓由来細胞である MDCK 細胞に GFP を融合させた

URATv1-S または URATv1-L を発現させた。また極性発現

に重要な部位を決定するために，N 末端から数残基ずつを

欠失させた変異体を作製し，MDCK 細胞に発現させて細

胞内極性輸送に関わるアミノ酸配列部位の決定を行った。

結果

（１）URATv1 の発現部位の検討

　図 1 に URATv1 の N 末端領域のアミノ酸配列を示し

た。URATv1-S と URATv1-L の N 末端はそれぞれ 21，
50 アミノ酸残基異なっており，URATv1-L の配列中に

は細胞内極性発現に重要であると思われる di-leucine モ

チーフが存在する。この異なるアミノ酸配列を認識す

る抗体を作成し，ヒト組織切片の蛍光染色を行った。

URATv1-S と URATv1-L の両方の RNA が発現している

組織は，腎臓と胎盤のみと報告されている。そこで，ヒ

ト腎臓および胎盤の組織染色を行った。その結果，腎臓

において URATv1-S は皮質集合管の管腔側に発現が見

られる一方，URATv1-L は近位尿細管の血管側に局在し

ていた。また胎盤では，URATv1-S は合胞体栄養膜細胞

の刷子縁膜側（母体血側）と血管内皮細胞に発現が見ら

れるが，URATv1-L は血管内皮細胞および結合組織に発

現していた。このように URATv1-S と URATv1-L では，

発現している部位も，管腔側／血管側というその極性発

現も全く異なっていた（図 2）。
（2）ターゲッティングシグナル部位の解析

　GFP を融合させた URATv1-S と URATv1-L をそれぞ
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れ MDCK 細胞に導入し，細胞内局在の観察を行った。

URATv1-S は管腔側と基底側の両方に発現が見られた

が，URATv1-L では，基底側のみに発現が見られた。

したがって，URATv1-S と URATv1-L との間で異なっ

ているアミノ酸配列内に，極性輸送に関わるターゲッ

ティングシグナルが存在すると思われた。そこで，こ

のシグナル部位を決定するために，N 末端から数残基

ずつを欠失させた変異体を作製し，MDCK 細胞に発現

させてその細胞内極性輸送に関わるアミノ酸配列部位

の同定を行った。その結果，URATv1-S では，N 末端側

のアミノ酸 16 残基を欠失させても，野生型と同様に管

腔側を基底側の両方に発現が見られた。URATv1-L と

異なる部位，つまり 20 残基を欠失させると (D5S)，タ

ンパク質として不安定になるためか，発現がほとんど

見られなかった。URATv1-L では，N 末端から 25 残基

欠失させても ，野生型の URATv1-L と同様に基底膜に

のみ発現が見られた。これに対し，N 末端から 30 残基

を欠失させると，野生型と異なり管腔側と基底側の両

方に発現が見られるようになった。これらの結果から，

URATv1-L の N 末端の 26 から 30 番目の間に極性発現

に重要な部位が存在することが考えられた。そこで，こ

の 26 から 30 番目のアミノ酸をアラニンに置換した変異

体に関して検討を行った。しかしながら，この変異体は

野生型の URATv1-L と同様に基底膜のみに発現が見ら

れた。また，URATv1-L の N 末端領域には細胞内の極性

発現に重要であるとされる di-leucine モチーフが存在す

るため，この部位のアラニン変異体に関しても検討を行

った。しかしながら，この変異体も野生型の URATv1-L
と同様に基底膜のみに発現が見られた。

　以上の結果から，URATv1-L の細胞内トラフィックに

は N 末端領域が重要であるが，そのトラフィックに関

与する領域が複数存在することが示唆された。

図 1　URATv1 N 末端のアミノ酸シークエンス

図 2　URATv1 の組織での発現部位のまとめ
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長期シナプス可塑性に対するシンタキシン 1A の新たな生理機能の解明

三　嶋　　竜　弥

杏林大学医学部細胞生理学 

syntaxin 1A は中枢神経系全域に発現する膜タンパク

質で，神経伝達物質の開口放出や形質膜上のニューロモ

ジュレーター輸送体の活性や局在の調節に関与している

ことが知られている。しかし，これまで分子レベルで調

べられてきた syntaxin 1A の生理的機能がシナプス可塑

性や記憶・学習等の高次機能に対してどのように機能し

ているのかは不明である。これまで我々は syntaxin 1A
のノックアウト（KO）マウスを作成し，syntaxin 1A の

機能解析を行ってきた。単一シナプスでの神経伝達物質

放出機構や海馬スライスにおけるシナプス可塑性につい

て調べたところ，基本的な興奮性・抑制性シナプス伝達

機能に異常は見られなかったが，CA1 領域における長

期増強（LTP）の振幅の有意な低下が見られた（図１）。

また行動解析では恐怖条件付け学習において記憶の固

定，消去過程に異常が見られた。さらに線条体や視床下

部でモノアミン放出量が減少していた。これらの結果か

ら，syntaxin 1A はシナプス小胞の開口放出に関与する

が，必須ではないことが明らかとなった。しかし一方で，

KO マウスにモノアミン放出に異常が見られたことから

syntaxin 1A が有芯小胞からのモノアミン放出を介して

シナプスの可塑的変化に関与している可能性が示唆され

た。またこれまでに神経の可塑的変化にモノアミンを含

む神経調節因子が深く関与しているという報告がいくつ

もあり，syntaxin 1A KO マウスにみられる海馬での LTP
異常と脳内モノアミンとの関係を調べることとした。そ

こで本研究では，海馬急性スライス標本を用いて KO マ

ウスの LTP 異常に対するモノアミンの影響を解析した。

まず最初に KO マウスと野生型マウスの海馬におけ

るモノアミン含有量と分泌量を計測したところ，KO マ

ウスのセロトニンの含有量に有意な増加がみられたがノ

ルアドレナリンとドーパミンの含有量に差は見られなか

った。また，各モノアミンの基礎分泌量には差が見られ

なかったが，KO マウスでは KCl 刺激時のノルアドレナ

リンとドーパミンの放出量が有意に減少していた。そ

こで，LTP 誘発時のカテコールアミン分泌量の減少が

LTP 異常の原因となっている可能性を検討した。LTP 誘

発刺激の前にカテコールアミンを投与し，LTP 異常に対

する影響をみたところ，ノルアドレナリン投与によっ

て KO マウスの LTP 異常が回復することを確認した（図

２）。ドーパミン投与でも同様に LTP 異常が野生型マウ

スと同程度に回復した。この回復効果はノルアドレナリ

ンの β アドレナリン受容体のアゴニストやドーパミンの

D1/D5 受容体のアゴニストでも再現できた。β アドレナ

リン受容体と D1/D5 受容体はどちらも G タンパク質の

Gαs サブユニットを介して cAMP/PKA 情報伝達系を活性

化するため，syntaxin 1A KO マウスではカテコールアミ

ン放出量の低下により cAMP/PKA 情報伝達系の機能低

下が起こり，LTP 異常がおこっていることが示唆され

る。さらに LTP 誘発刺激の前にフォルスコリンを投与

し cAMP/PKA 情報伝達系を活性化することによっても

KO マウスの LTP 異常が回復することを確認した。LTP
の長期的な発現には PKA の活性化が必須であることは

以前から知られており，cAMP/PKA 情報伝達系の機能

低下と LTP 異常との関連が示唆される。

一方，野生型マウスではカテコールアミン投与によ

って LTP の振幅に変化は見られなかった。そこで，野

生型マウスにおいて LTP 誘発時のカテコールアミンの

必要性を検証するために β アドレナリン受容体と D1/D5
受容体の機能阻害を行ったところ，各受容体を単独で機

能阻害しても LTP に変化は見られなかった。次にカテ

コールアミンの合成を薬理的に阻害し，ノルアドレナリ

ンとドーパミンの効果を同時に排除したところ，LTP の
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振幅の有意な低下が見られた。さらにこの状態の海馬ス

ライスにノルアドレナリンもしくはドーパミンを投与し

たところ，カテコールアミン合成阻害による LTP 異常

が回復することを確認した。この結果から，LTP の正常

発現には LTP 誘導時に少なくともノルアドレナリンと

ドーパミンのどちらか一方が機能していることが必要で

あることがわかった。

以上の結果から，syntaxin 1A KO マウスはシナプス小

胞による神経伝達物質放出は正常であるが，有芯小胞に

よるカテコールアミン放出に異常が見られることがわか

った。この放出異常により LTP 誘発時にシナプス部位

での cAMP/PKA 情報伝達系の機能低下が起こり，LTP
異常を引き起こすことが強く示唆された。今後の課題と

して，syntaxin 1A の欠損により有芯小胞の開口放出に

のみ異常が見られる原因を解明する必要があると考えら

れる。

図１　Schaffer 側枝 -CA1 錐体細胞間シナプスでの LTP。
野生型 (WT) に対してノックアウト (STX1A-/-) マウスの

LTP の振幅が有意に減少している。0 分のところで LTP
の誘発刺激を与えている。

図２　LTP 誘発刺激の前にノルアドレナリン (NA) を投

与すると LTP 異常に回復が見られた。
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マイクロアレイを用いたベーチェット病ぶどう膜網膜炎に対する

抗 TNF-α 抗体療法の作用機序の解明

渡　邊　　交　世

杏林大学医学部眼科学 

目的：失明率の高い難治性ぶどう膜炎として知られる

ベーチェット病網膜ぶどう膜炎に対して，2007 年 1 月

より生物学的製剤である抗 TNF-α 抗体 ( インフリキシ

マブ ) が保険適応となり，その有効性が報告されている。

その一方で，抗 TNF-α 抗体治療の作用メカニズムにつ

いては不明な点が多い。今回，我々はベーチェット病ぶ

どう膜網膜炎における抗 TNF-α 抗体療法の作用機序を

明らかにするため，マイクロアレイの手法を用いてイン

フリキシマブ (IFX) 治療前後の末梢血単核球における遺

伝子発現の変動について検討を行った。

方法：ベーチェット病患者 (4 例 : 男性 1 例，女性 3 例，

21-64 歳 ) から IFX 投与開始前と投与開始 22 週間後に

末梢血 20ml を採取。比重遠心法にて単核球を分離後，

total RNA を抽出した。

　吸光度を測定し，RNA の収量を確認後 CodeLink 
human whole genome bioarray にて治療前後の末梢血単核

球における遺伝子発現量を比較した。また症例間で特定

の発現パターンを有する遺伝子群を同定するためにクラ

スタリング解析を行った。さらにマイクロアレイで得た

遺伝子発現量の確認をするために選択した遺伝子につい

て定量 PCR を施行した。

結果：4 例中 3 例 ( 症例 1，3，4) で IFX 治療前に比べ

治療後は眼炎症発作回数が減少した。IFX 治療開始後に

2 倍以上の発現上昇がみられた遺伝子数は症例 1:138 個，

症例 2:188 個，症例 3:271 個，症例 4:1717 個であった。

一方で，治療前に比較して 1/2 以下の発現低下がみられ

た遺伝子数は症例 1:267 個，症例 2:456 個，症例 3:356 個，

症例 4:456 個であった。

Pathway 解析を行ったところ，様々な遺伝子群の発現の

変動がみられたが，特にケモカインシグナル関連遺伝子

群，Toll-like-receptor (TLR) 関連遺伝子群，サイトカイ

ン受容体遺伝子群の発現の有意な低下が各症例でみられ

た。一方，発現の上昇した遺伝子群も多数みられたが，

症例間で共通した遺伝子パスウェイは認められなかっ

た。さらにクラスタリング解析を行ったが，症例数が少

なかったため特定のクラスターの同定には至らなかった

( 図１)。

　代表的な炎症関連分子群について個別に検討したとこ

ろ，炎症性サイトカインである interleukin (IL)-1，IL-2
受容体，IL-6 受容体 (CD126)，gp130，また自然免疫系

において重要な作用を有する TLR の中で，特に TLR-2，
4，8 の発現低下が 4 例でみられた。IL-1 受容体タイプ 2，
IL-6 受容体 (gp130)，TLR-2 については定量 PCR にて発

現の低下が確認された。

　さらに４例に共通して発現の低下した遺伝子として 8
遺伝子が同定された。その一つである CLEC4E (C-type 
lectin domain family 4, member E) は結核菌の細胞壁の主

成分であるコードファクターを認識するリガンドとし

て同定された分子であり，マクロファージによる結核

菌の認識に重要な役割を果たすことが近年報告されて

いる。IFX 治療後の重篤な副作用の一つとして結核によ

る肺感染症の発生が挙げられる。末梢血単核球の TLR，
CLEC4E の発現低下は IFX 治療後に生じる細菌性肺炎，

特に結核菌に対する感染防御機構の低下に関与する可能

性が示唆される。

結論 : IFX 治療開始後，末梢血単核球において炎症性サ
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イトカイン，ケモカイン，TLR-2，CLEC4E などの遺伝

子発現の低下が確認された。炎症性サイトカイン，ケモ

カインの発現低下，TLR 分子の発現低下が IFX による

ベーチェット病ぶどう膜網膜炎の抑制に関与している可

能性が示唆された。　

　今後さらに症例数を増加し，ベーチェット病ぶどう膜

網膜炎に対する IFX の作用機序について解析を進める

予定である。
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