
5-fluorouracil（5-FU）は古くからDNA合成阻害能を持
つ抗癌剤として使用されてきており，大腸癌化学療法にお
いては今もなお中心的製剤として位置づけられているが，
その薬剤感受性や副作用が問題となっている．5-FUは
DNA合成に必要な酵素であるthymidylatesynthase（TS）
を標的とするが，大腸癌患者を対象とした多くの臨床研究
において，TSの高発現と5-FU抵抗性との関連が示唆さ
れている．そこで申請者は，TSの発現が転写因子E2F
により活性化されることに着目し，RB蛋白質の再活性
化によりE2Fの転写活性を抑制することで，TSの発現を
下方制御できれば，5-FUの感受性を増強できるのでは
ないかという仮説を考えた．そこで今回，３種のRB再活性
化剤trametinib（MEK阻害剤），fenofibrate（PPARαago-
nist），及びLY294002（PI3K阻害剤）を用いて，ヒト大
腸癌細胞株に対する5-FU感受性増強効果について検証
した．
申請者はまずtrametinibの抗腫瘍効果について検証し

た．WST-8assayにおいて，trametinibはヒト大腸癌細
胞株HT-29細胞に対し，濃度依存性に細胞増殖抑制効果
を示した．flowcytometryを用いた細胞周期解析では，
trametinibによる顕著なG1期停止が認められた．west-
ernblotting法では，trametinibによるp15，p27蛋白質
の誘導，cyclinD1蛋白質の抑制を認め，さらにRB蛋白
質の脱リン酸化とともにTS蛋白質の発現抑制が認めら
れた．realtimeRT-PCRにてtrametinibによるTSmRNA
の発現抑制も確認され，trametinibによるRB蛋白質の再
活性化がTSの転写抑制に作用していることが示唆され

た．次にfenofibrateの抗腫瘍効果について検証した．
fenofibrateはinvitroあるいはinvivoの実験において多
様な抗腫瘍効果を示すことが既に知られているが，HT-
29細胞に対してはG1期停止を誘導することを確認した．
westernblotting法では，ERK蛋白質の脱リン酸化とと
もにcyclinD1蛋白質の抑制及びRB蛋白質の脱リン酸化
とTS蛋白質の下方制御が認められた．さらにrealtime
RT-PCRにてfenofibrateによるTSmRNAの発現抑制も
確認された．第３のRB再活性化剤であるLY294002は
HCT15細胞に対し，G1期停止の誘導，p27蛋白質の誘
導，RB蛋白質の脱リン酸化，さらにはTS蛋白質の発現
抑制をもたらした．
以上の通り，いずれの薬剤もRB蛋白質を脱リン酸化し，
TSの発現を著明に抑制することが見出された．これらの
結果を踏まえて，trametinib，fenofibrate及びLY294002
の5-FU感受性への影響について，flowcytometryによる
sub-G1解析及びコロニー形成試験にて検討したところ，
いずれの薬剤も5-FUとの併用時において，単剤処理時
と比較し，アポトーシス細胞の増加とともにコロニー数
の減少が認められた．
以上が本論文の要旨であるが，申請者の提唱する低分

子化合物による「RB再活性化療法」は大腸癌に対する
5-FUを用いた化学療法の効果を増強することが期待で
きる点で，医学的価値がある研究と認められる．

参 考 論 文（2編）

1）KoyamaM,SowaY,HitomiT,IizumiY,WatanabeM,
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TaniguchiT,IchikawaM,SakaiT.Perillylalcoholcauses

G1arrestthroughp15INK4bandp21WAF1/Cip1induction.

OncolRep2013;29:779-784.
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筋組織の発生と再生は，生体内で精巧な制御を受けて
いるが，とりわけMyostatinは重要な役割を果たしてい
る．MyostatinはTGF-βスーパーファミリーに属するサ
イトカインであり，筋芽細胞より産生され，サテライト
細胞の増殖を抑制するのみならず，筋芽細胞から筋管へ
の分化を抑制する．Myostatinの遺伝的欠損は，筋肉の細
胞数の増加（Hyperplasia）と筋線維の増大（Hypertrophy）
を呈することが，マウス，ウシ，ヒツジ，イヌ，そして
ヒトで報告されている．
一方，ES細胞やiPS細胞から筋芽細胞を誘導すること

が可能となったが，このような技術は，筋疾患に対する
再生医療に繋がる可能性もあると期待されている，しか
しながら，多能性幹細胞から筋芽細胞への人為的な分化
誘導のメカニズムはよく分かっておらず，Myostatinの
役割もまだ知られていない．そこで申請者は，ヒトiPS
細胞から筋芽細胞への分化誘導におけるMyostatinの関
与を解析した．
iPS細胞から誘導したEmbryoidbody（EB）を筋芽細胞

に分化させる培養系に，遺伝子組み換え型ヒトMyostatin
を添加したところ，MyoDとMyf5aのmRNAレベルが著
明に抑制された．免疫染色の結果ミオシン重鎖とαアク
チンの産生も抑制されていた．細胞増殖に対する影響
は，筋芽細胞への誘導開始4日目までは認められなかっ

たが，その後は有意に外来性Myostatinにより抑制され
た．
Myostatinのレセプターとして働くACVR2Bの，筋芽

細胞の分化におけるmRNA発現を解析したところ，培養
5日目の細胞で中等度に，10日目の成熟筋芽細胞では高
レベルに，発現が認められた．MyostatinのmRNAは，
筋芽細胞への分化の後期の過程で上昇していた．次に
Myostatinに特異的なshortinterferingRNAをEB細胞に
導入したところ，MyoDとミオシン重鎖遺伝子のmRNA
が著明に上昇した．
本研究の結果，生理的な筋の発生や再生におけるのと同

様，iPS細胞由来の人為的な筋芽細胞分化にも，Myostatin
がオートクライン・パラクライン的な制御システムとし
て機能していることが示唆される．本成果は，ヒト多能
性幹細胞からの筋芽細胞への人為的な分化の制御メカニ
ズムの理解のみならず，将来的に治療目的に利用できる
筋芽細胞を，より効果的に生産し操作することを可能に
する技術にとって，重要な知見を提供するであろう．
以上が本論文の要旨であるが，ヒト多能性幹細胞から

筋芽細胞への分化誘導におけるMyostatinの役割を明ら
かにし，筋芽細胞のより効率的な誘導技術の開発に繋が
る知見を得た点で，医学上価値を有すると考えられる．
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参 考 論 文（1編）

1）松田 修，高 飛，西岡敬介，岸田綱郎．TGF-β

スーパーファミリー・サイトカインMyostatin/growth
differentiationfactor8（GDF8）による筋と代謝の制御．
京府医大誌 2013;122:133-141.

ランゲルハンス島にある膵β細胞は生体内でのブドウ
糖の調節に中心的な役割を持ち，インスリンの分泌によ
り血中ブドウ糖濃度を調節する．糖尿病では膵内分泌細
胞がインスリンの需要の変化に適応できなくなっている
病態である．成人ではほとんどのβ細胞は静止期にいる
と考えられる．一方，TGF-βは細胞の増殖や分化を制
御しており，その経路はサイクリン依存性キナーゼ抑制
因子（CKI）がサイクリン依存性キナーゼ4（CDK4）‐サ
イクリンD複合体の活性を調節し，細胞周期のG1期か
らS期への移動を調節することが知られている．CKIに
はINK4ファミリー（p15，p16，p18，p19）とCip/Kipファ
ミリー（p21，p27，p57）の2つのグループがある．
申請者は，ハムスター膵β細胞ラインであるHIT-T15

を用いてβ細胞におけるTGF-βシグナリングの影響を
調査した．まず，HIT-T15を培養したところ，TGF-βと
ともに培養したものは増殖が抑えられ，TGF-β阻害薬
とともに培養したものは増殖が促進された．BrdUを用
いてS期の細胞の割合を調べたところ，TGF-βとともに
培養した細胞はS期の細胞が減少しており，TGF-β阻害
薬とともに培養した細胞はS期の細胞が増加していた．
このことから，TGF-βシグナリングはHIT-T15細胞を
G1期からS期への移動を阻害することにより，増殖を制
御していると考えた．HIT-T15細胞に発現しているCKI
を免疫染色により測定したところ，p15，p16，p19，p27
が発現しており，p18，p21，p57は発現していなかった．

発現の様子を観察すると，p27は核内に存在し，その存在
量は様々であるため，p27が細胞周期を制御する鍵とな
る役割を担っていると考えた．HIT-T15細胞にTβR1が
持続的に活性化されているALK5（以下ALK5*と表記）
をトランスフェクションしたところ，核内でのp27の発
現量は多くなる傾向があり，TGF-β阻害薬とともに培
養した細胞の核内でのp27の発現量は少なくなる傾向が
あった．TGF-βシグナリングは核内のp27の発現量に
影響を及ぼし，その細胞周期の進行を制御していること
が示唆された．さらに，p27の転写量をデュアルルシ
フェラーゼアッセイで測定したところ，ALK5*をトラ
ンスフェクションした細胞も，TGF-β阻害薬とともに
培養した細胞も，p27の転写量は変化がなかった．このこ
とから，TGF-βシグナリングは細胞内のp27の転写量を
調節することなく，発現量を調節していると考えられた.
以上が要旨であるが，膵β細胞内において増殖を制御

するTGF-βシグナリングを解明したという点において，
医学的価値ある研究と認める.
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YoshimuraN.Theexcellentresultsofspousalkidney

transplantation:experienceinajapanesesinglecenter.

TransplantProc2008;40:2118-2120.
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2）KaiharaS,UshigomeH,SakaiK,YoshizawaA,Nobori
S,SuzukiT,OkamotoM,OchiaiT,YoshimuraN.

Preemptive living donorlivertransplantation in

glycogenstoragediseaseIa:casereport.Transplant

Proc2008;40:2815-2817.

3）UshigomeH,SakaiK,SuzukiT,NoboriS,Yoshizawa
A,AkiokaK,KaiharaS,SakamotoS,OkamotoM,

YoshimuraN.Kidneytransplantationforpatientson

longtermhemodialysis.TransplantProc2008;40:2297-

2298.

上皮細胞は頂側結合で周囲細胞と密接に結合すことに
より組織構築を維持し，かつ特有のバリア機能を獲得す
る．非筋Ⅱ型ミオシン（non-musclemyosinⅡ;NMⅡ）
は，上皮細胞頂側結合に局在することが知られており，
細胞内アクチン骨格に物理的収縮力を与え，細胞形態や
細胞間の力学的均衡を維持する主要な分子とされる．ま
た，NMⅡ遺伝子変異は難聴を初め，種々の疾患を引き
起こす．しかし，NMⅡが上皮細胞頂側部で収縮力を発
揮するメカニズムやNMⅡ異常による疾患の病態につい
ては判明していない．
申請者は，NMⅡ機能を解析する目的で，まずマウス

とラットの内耳組織培養を用い，NMⅡの特異的阻害剤
であるブレビスタチンが細胞形態，組織構築にどの様な
変化を生じるか観察した．NMⅡ活性阻害で，内耳コル
チ器有毛細胞，支持細胞の頂側面輪郭周囲長と面積が増
大し，有毛細胞輪郭は円形性を失うことが判明した．更
にこの変形したコルチ器を，阻害剤を除いた培養液中で
再培養すると正常な形態に回復することが確認された．
このことから，NMⅡは内耳有毛細胞と支持細胞の形態
及びサイズを動的に制御していることが判明した．次に
マウス内耳の免疫染色法ならびに蛍光標識したNMⅡC
発現トランスジェニックマウスを用いて，NMⅡサブタ

イプ（NMⅡA，ⅡB，ⅡC）の局在性，及び分子配列の極性
について調べた．正常マウスにおける蝸牛上皮細胞では
NMⅡAの発現はほとんどなかったが，有毛細胞でNMⅡB
が，支持細胞でNMⅡCが優位に発現していた．均一細
胞（内指節細胞）で構成される部位では，NMⅡB/ⅡCが
共発現していた．これらは，頂側結合に沿い周期的かつ
点状に存在，アクチン，α-アクチニンとは交互に局在し
ていた．NMⅡ活性阻害で，隣接NMⅡ重合体間隔は延
長し，その程度は細胞周囲長の増大の程度と一致してい
た．更にNMⅡの頭，尾部の二重染色法により，NMⅡ重
合体が双極性フィラメントを形成していることが判明し
た．これらにより，NMⅡは上皮細胞頂側結合で重合体
を形成，アクチン環と結合し，筋細胞サルコメア様構造

（上皮系サルコメア）をとり，頂側アクチン環を収縮する
と推測された．この構造は内耳以外の他の上皮細胞でも
認められた．多くの場合，隣接する細胞間ではサルコメ
ア各ユニットは頂側結合を挟んで対称性に分布し，上皮
系サルコメアは隣接する細胞同士で細胞間接着分子等を
介してリンクし，組織構築の改変において隣接する細胞
が協調して変化することを可能にすると考えられた．こ
のような上皮系サルコメア構造はタイト結合周囲から接
着帯レベルまで存在することも判明した．更に，NMⅡC
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欠失マウスを用い，サブタイプの相補的機能の存在の有
無を検証した．NMⅡC欠失マウスではNMIIA/ⅡB発現
は増加した．NMⅡC欠失マウスの内耳には形態，機能異
常は無く，NMⅡA/ⅡBサブタイプがNMⅡC機能を代償し
ている可能性が考えられた．
以上が本論文の要旨であるが，上皮系サルコメアの存

在，NMⅡサブタイプの細胞特異性と相補的機能は，上
皮組織の発生，成熟，病態を理解する上で基盤となる新
規知見であり，医学上価値ある研究と認める．

参 考 論 文（3編）

1）瀧 正勝，藤田朋己，広村弥生，濱 雄光，久 育

男，貴島顕二，西野健一．雷管爆破による顎顔面多発
骨折症例．耳鼻・頭頸外科 2005;77:931-935.

2）瀧 正勝，辻川敬裕，藤田朋己，任 書晃，長谷川
達央，坂口博史，山本 聡，兵庫美砂子，鈴木敏弘，
久 育男．先天性外耳道狭窄症に伴う外耳道真珠種に
より蝸牛瘻孔を生じた1例．OtoJpn2008;18:199-202.
3）内田真哉，岡本康太郎，藤田朋己，上田雅代，牛嶋
千久，出島健司．頭蓋内合併症を来した中耳・鼻副鼻
腔乳頭腫の1例．日耳鼻会報 2011;114:768-773.

クロライドイオンを細胞外から細胞内へ輸送するNa＋/
K＋/2Cl－共輸送体（NKCC）がケルセチンにより活性化
されると神経突起伸長が促進され，NKCCをknockdown
したPC12細胞では神経突起伸長が抑制されることが知
られている．クロライドイオンを細胞内から細胞外へカ
リウムイオンとともに輸送するK＋/Cl－共輸送体（KCC）
は，その機能を阻害することで細胞内クロライドイオン
濃度が上昇するが，そのことと神経突起伸長との関わり
については明らかにされていない．
申請者は，ラットの褐色細胞腫PC12細胞にNGFを導

入したときの神経突起伸長におけるKCCの役割について
検索した．まず，KCC阻害剤であるDIOAの作用により，
神経突起が伸長されるかについて検討した．PC12の培養
液のwellにNGFを加えるのと同時にDMSO（control），
DIOA（10，20，50，100μM）を加えて培養処理後5日目
の細胞をホルマリン固定し，Alexa488-Phalloidinにて染
色した．蛍光顕微鏡にて細胞の神経突起の長さと数を計

測し，統計学的に検討した．単一の神経細胞突起の伸長
について，DIOA（10，20，50，100μM）を加えた群は
いずれの濃度でもDMSOを加えた群に比べ有意に神経突
起の伸長を認め，特にDIOA50μMを加えた群が他の濃
度の群に比べて最も伸長が大きかった．細胞あたりの神
経細胞突起の数は各群で有意差は認めなかった．次に，4
つのサブタイプを持つKCCのうち，どのサブタイプが
最も神経突起の伸長に関わるのかを検討した．PC12細
胞より抽出したKCCのRNAをもとにplasmidDNAを作
成し，real-timePCR法にてKCCの絶対定量を行った．
最も多く発現したのはKCC1で，なおかつNGFを加える
ことで発現の減少がみられたのもKCC1であった．神経
突起伸長に最も関与するサブタイプがKCC1であること
が示唆された．最後に，RNAinterference法によりKCC1
をknockdownさせた細胞で，神経突起伸長は促進される
かについて検討した．コントロール実験用の蛍光および
ラットKCC1に対する3種類のsiRNAをPC12細胞に
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transfectionしてKCC1のknockdownを行い，NGF処理
を行って培養した5日目の細胞からKCC1のmRNAを採取
し，plasmidDNAを用いたreal-timePCR法にてそれらの
絶対定量を行った．細胞をホルマリン固定し，Alexa488-
Phalloidinにて染色して，蛍光顕微鏡にて神経突起伸長
と数について解析した．いずれのsiRNAにおいてもそ
の発現量は有意に低下し，単一の神経突起の伸長はいず
れのsiRNAにおいても有意に増加した．単一の神経細
胞突起の数はいずれのsiRNAにおいても有意差は認め
なかった．これらの結果は，PC12細胞の神経突起伸長
においてKCC1がnegativeregulatorであることを強く示
唆した．

以上が本論文の要旨であるが，神経細胞突起伸長に関
わる要素としてKCC1を介した細胞内クロライドイオン
濃度調節に着目し，それが神経細胞突起伸長において負
の調節因子となっていることを明らかにするとともに，
例えば生体内のKCC1の抑制により末梢神経細胞再生を
促すといった臨床応用への可能性を示した点で，医学上
価値ある研究と認める．
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アセチルコリンを神経伝達物質とするコリン作動性神
経の形態を観察するには，コリンアセチル基転移酵素

（cholineacetyltransferase;ChAT）に対する免疫組織化学
法が最善の方法とされてきた．たしかにChATに対する
免疫組織化学法では，中枢神経系のコリン作動性神経の
検出は容易だが，末梢神経に存在するはずのコリン作動
性神経の検出は難しかった．ところが，最近同定された
末梢型コリンアセチル基転移酵素（peripheraltypeof
cholineacetyltransferase;pChAT）に対する抗体を用いた
免疫組織化学法は，腸管，眼，心臓などに存在するコリ
ン作動性の末梢神経の同定を可能にした．
申請者は，pChAT抗体を用いてラット皮膚におけるコ

リン作動性神経の同定および解析をおこなった．まず免
疫組織化学法により足趾皮膚，後根神経節，交感神経節
におけるpChAT陽性神経の存在を証明した．趾の皮膚
に存在するエクリン汗腺に分布するpChAT陽性神経と
他のアセチルコリンマーカー（Acetylcholinesterase,

ChAT，Vesicularacetylcholinetransporter）陽性の神経
を比較し，コリン作動性神経の形態学的な証明における
pChAT抗体の優位性を明らかにした．腰部交感神経節
を切除したラットにおいて，趾のエクリン汗腺に分布す
るpChAT陽性神経が消失したことから，このpChAT陽
性神経は交感神経節由来のコリン作動性神経である可能
性が高いと結論づけた．交感神経節切除後も，表皮真皮
境界部や血管周囲に分布するpChAT陽性神経は残存し，
これらの神経は腰部後根神経節を切除したところ消失し
たため，知覚神経であると考えた．趾の皮膚で検出され
たpChAT陽性神経は一部が交感神経節由来で，残りは
後根神経節由来の知覚神経であった．通常，交感神経は
ノルアドレナリンを神経伝達物質としているが，エクリ
ン汗腺を支配する交感神経はコリン作動性である．この
謎を解明するにあたり，pChAT抗体を用いた免疫組織化
学法は重要な手段になりうると考える．表皮真皮境界部
に分布するpChAT陽性の知覚神経は自由神経終末のみ
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でなく，その特徴的な構造から触覚小体の一部を構成し
ていており，侵害受容のみならず固有感覚など様々な感
覚に関与している可能性が示唆された．血管を取り囲む
ように分布するpChAT陽性の知覚神経については，血
管拡張への関与が推測された．コリン作動性の知覚神経
はその存在がまだ一般的ではなく，pChATに対する免疫
組織化学法は知覚神経とアセチルコリンの関係を解明す
る重要な手段の一つになりうると考える．
以上が本論文の要旨であるが，新規のpChAT抗体を

用いて，ラット皮膚におけるコリン作動性の交感神経と
知覚神経を明瞭に同定した点で，医学上価値のある研究
と認める．
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