
糖尿病患者の主要死因の一つとなる糖尿病性心筋症で
は，ミトコンドリアのエネルギー代謝異常が観察される．
一方，申請者の所属研究グループでは，癌抑制遺伝子
p53がミトコンドリア呼吸鎖の構成蛋白であるSCO2

（SynthesisofCytochromeCOxidase2）の発現を介して
ミトコンドリア呼吸能を制御していることをいちはやく
明らかにしてきた．こうした先行研究を受け，当該研究
において申請者らは糖尿病性心筋症におけるp53の役割
の解明を試みた．
申請者らはまず，野生型p53（＋/＋）マウスとp53欠

損（－/－）マウスの両者にストレプトゾトシン（STZ）
を投与していずれもⅠ型糖尿病を発症させ，その心所見
を解析した．その結果，野生型マウスでは経時的に心筋
にp53の発現が増加して心機能が低下するのに対し，
p53欠損（－/－）マウスでは，心機能の低下はわずかに
とどまることを見出した．この実験系を用いて以下の検
討を進めた．
STZ投与後4週の心筋を解析したところ，心筋細胞の

形態，炎症細胞の浸潤，線維化の程度，そして微小血管
数は，p53の遺伝子型に関して差を認めなかった．他方，
活性酸素による障害や脂肪酸の蓄積については，p53（＋/
＋）マウスで増加していたが，p53（－/－）マウスでは
増加していなかった．また，p53（＋/＋）糖尿病マウス
では，心筋のミトコンドリア呼吸能が亢進するのに対し，
p53（－/－）糖尿病マウスでは亢進を認めなかった．加
えて，p53（＋/＋）マウスでは，ミトコンドリア呼吸鎖

のcomplexⅣの活性が有意に亢進しており，p53（－/－）
マウスではcomplexⅣ活性の亢進を認めず，この両者に
明らかな相違が観察された．
糖尿病心においてミトコンドリア呼吸鎖complexⅣの

活性上昇する理由として，申請者らはその構成分子の一
つであるSCO2の関与を想定して，引き続き検討を進め
た．その結果，p53（＋/＋）糖尿病心ではSCO2蛋白の
発現が増加するが，p53（－/－）糖尿病心では増加しな
いことを見出した．また培養心筋細胞にSCO2を過剰発
現させ培養すると，脂肪酸の代謝および取り込みとミト
コンドリアでの活性酸素産生が増加することも確認し
た．このことから，申請者らはSCO2は脂肪酸代謝，取
り込み，そして活性酸素産生に大きな役割を果たしてい
るものと考察している．
SCO2欠損（－/－）マウスは胎生致死であるため，申

請者らは引き続いてSCO2ヘテロ接合（＋/－）マウスを
用いてSCO2の役割を検討した．組織学的検索，ミトコ
ンドリア呼吸評価，そして心機能評価いずれにおいても
SCO2（＋/－）Ⅰ型糖尿病マウスはp53（－/－）Ⅰ型糖
尿病マウスと同様の表現型を示した．加えて，II型糖尿
病のモデルであるdb/dbマウスにおいても，STZによる
Ⅰ型糖尿病モデルで認められたp53およびSCO2の発
現，組織学的変化，ミトコンドリア呼吸能の変化，そし
て心機能障害が出現しすることを確認した．すなわち糖
尿病において誘導されるp53およびSCO2は，ミトコン
ドリア呼吸能と脂肪酸代謝を亢進させ，活性酸素を増加
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させることがここに示され，p53/SCO2シグナルが糖尿
病性心筋症の代謝異常に重要な役割を果たしていること
が明らかにされた．
以上が本論文の要旨であるが，糖尿病における心筋障

害発症メカニズムについての新知見を解明し，あらたな
治療標的シグナル経路を明らかにした点で，医学上価値
ある研究と認める．

参 考 論 文（4編）

1）KimataM,MatobaS,Iwai-KanaiE,NakamuraH,
HoshinoA,NakaokaM,KatamuraM,OkawaY,MitaY,

OkigakiM,IkedaK,TatsumiT,MatsubaraH.p53and

TIGARregulatecardiacmyocyteenergyhomeostasis

underhypoxicstress.AmJPhysiolHeartCircPhysiol

2010;229:1908-1916.

2）的場聖明，中村英夫，松原弘明．細胞移植治療．日
臨 2010Apr;68:726-730.

3）川人浩之，中村英夫，的場聖明，辰巳哲也，松原弘
明．骨髄細胞移植による血管再生療法．HeartView
2007;111:1404-1409.

4）HoshinoA,MatobaS,Iwai-KanaiE,NakamuraH,
KimataM,NakaokaM,KatamuraM,OkawaY,Ariyoshi

M,MitaY,IkedaK,UeyamaT,OkigakiM,MatsubaraH.

p53-TIGARaxisattenuatesmitophagytoexacerbate

cardiacdamageafterischemia.JMolCellCardiol2012

Jan;52:175-184.

粥状動脈硬化症にともなう心血管疾患（CVD）は，慢
性腎臓病（CKD）患者，特に血液透析（HD）患者にお
いて罹患率が高く，主要な死因となることから，CVDの
管理や予防は重要である．CKD患者におけるCVDの頻
度の高さについては，古典的CVD危険因子だけでは説
明が困難とされ，その他の因子が重要な役割を担ってい
る可能性が考えられている．
S100蛋白質のサブタイプであるS100A12は，Receptor
forAdvancedGlycationEndproducts（RAGE）の内因性
リガンドの1つであり，ヒト好中球や単球/マクロファー
ジに発現，分泌されることが報告されており，炎症を基
盤とする動脈硬化の進展に寄与していることが示唆され
ている．こうした背景を受け申請者らは，HD患者にお
ける血漿S100A12蛋白とCVDとの関連性について，横
断研究による検討をおこなった．

当該研究では550名のHD患者（平均年齢63.4歳）を
対象としたが，うち197名（35.8％）にCVDの既往を
認めた．HD患者における血漿S100A12蛋白平均値は
25.1±22.4ng/mlであり，申請者が属する研究グループ
による先行研究で測定された健常人における10.8±6.3
ng/mlに比較して有意に高値であった（p＜0.001）．対象
HD患者の中で，CVD既往のある群197名においては
CVD既往のない群353名と比較して，血漿S100A12蛋白
平均値が有意に高値であった（33.8±28.1vs20.2±16.6
ng/ml;p＜0.001）．多重ロジスティック回帰分析によっ
て，血漿S100A12蛋白値がCVD既往の有意でかつ独立
した規定因子となることを見出した（オッズ比（OR)，
1.28;95％信頼区間（CI)，1.13～1.44;p＜0.001）．さらに
全対象患者を四分位して検討したところ，血漿S100A12
蛋白値がより高値であるほどCVDのリスクも上昇する
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ことが判明した．
本研究によって，血漿S100A12蛋白がHD患者のCVD

既往に関連する因子であることが明確にされたものと評
価できる．一般にCVDを惹起する動脈硬化の原因の一
つとして慢性炎症の存在があげられているが，近年では
CKDも慢性炎症状態にあると認識されており，最近の
1000名以上のCKD患者における前向きコホート研究で
は，CRP高値と心臓死の関連性について有意な関係が示
されている．CKD患者における慢性炎症の原因につい
ての詳細はまだ不明な点も多いが，RAGE系の関与も一
因として考えられる．実際，S100A12はRAGEの内因性
リガンドとして報告され，S100A12がRAGEを介する炎
症に重要な役割を果たしているという知見が蓄積されて
きている．今回の結果からも血漿S100A12蛋白値は高
度なCKD患者の慢性炎症を反映し，その中でも同蛋白
が高値であるほど動脈硬化が高度であり，そのために
CVDの合併が多いことが示唆される．今後，前向き研究
によってS100A12蛋白がHD患者におけるCVD発症を
予知する新規バイオマーカーとして立証され，臨床的治
療選択に大きな役割を果たすことが期待される．
以上が本論文の要旨であるが，申請者らによって血漿
S100A12蛋白がHD患者のCVDに関連する因子であるこ
とが明らかにされた点で，医学上価値ある研究と認める．
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肺線維症は，治療抵抗性の予後不良な疾患である．肺
が障害されることにより炎症細胞の増加，サイトカイン
の放出そして最終的に線維芽細胞の活動の増加が起き
る．スフィンゴシン1‐リン酸（S1P）は，5種類のG蛋
白質共役受容体（S1P1-5）を介して，細胞増殖，分化，
遊走，血管形成を含む多くの重要な細胞プロセスに関係
する生理活性物質である．肺疾患におけるS1P3の役割
の解明は未だ不十分である．申請者は，S1P3レセプ
ター・シグナリングの役割を解明するために，S1P3KO
マウスを用いてブレオマイシン誘導された肺線維症モデ
ルを作成し分析した．
申請者は，7～10週齢のS1P3ノックアウトマウス

（S1P3KO）とC57BL/6J野生型マウス（WT）に対し，ブ
レオマイシン塩酸塩溶液2.15U/kgの経気管支投与を行っ
た．対照群には，生理食塩水の経気管支投与を行った．
投与後7日目に各群マウスの気管支配洗浄液（BALF）
を採取した．また，投与後7日，28日目の各群マウスの
肺を採取し，パラフィン切片を作成し，肺の炎症，線維化
を比較した．またBALFを分析し，S1P3KO・WT両群の
BALF中の細胞数，細胞分画，サイトカイン・ケモカイ
ン濃度，コラーゲン量，S1P濃度を比較した．結果は，
WTと比較してS1P3KOマウスの体重減少の割合が有意
に少なかった．ブレオマイシン投与後7日目の肺組織で
は，S1P3KOマウスの肺組織ではWTと比較して炎症の
程度が軽度であった．また，28日目の肺組織では，
S1P3KOマウスでは線維化は軽度であった．肺切片の肺
の線維化を表すスコアは，投与後7日目ではWTと
S1P3KOで有意な差は認めなかったが，28日目では，
S1P3KOで有意に低値であった．ブレオマイシン投与後

7日目のBALF中の総細胞数は，S1P3KOでは有意に少
なかった．しかし，細胞分画では両群に差はなかっ
た．BALF中のコラーゲン量は，ブレオマイシン投与
後7日目，28日目ともに，S1P3KOマウスでは低値で
あった．特に投与後28日目において，その差は顕著
であった．ブレオマイシン投与後7日目のBALF中の
MonocytechemotacticProtein-1（MCP-1）濃度，Trans-
forminggrowthFactor-β（TGF-β）濃度では，WTマウ
スとS1P3KOマウスで有意な差を認めなかったが，
ConnectivetissuegrowthFactor（CTGF）濃度に関して
は，WTと比較してS1P3KOでは有意に低値であった．
生食投与を行った群に関しては，BALF中の細胞数以外
は，WTとS!P3KOで差を認めない，または両群ともに感
度以下であった．
S1PとTGF-βシグナリングが相互に干渉しているこ

とを示す研究がいくつか存在する．これらの報告は，
S1P3レセプターが線維化における重要な役割を果たす
ことを示している．本研究ではS1P3シグナリングが
CTGF発現を介していることを示した．他方で，S1Pが
細胞外マトリックス（ECM）合成を誘導するために
PI3K/AktとERK1/2つのシグナリングを起動させること
示しており，S1P3-CTGFの経路のもう一つのメカニズ
ムの存在を示唆している報告も存在する．
以上が本論文の要旨であるが，ブレオマイシン誘導肺

線維症モデルの炎症と線維化におけるS1P3シグナリン
グの重要性を示し，S1P3シグナリングがCTGF発現を
介して肺線維症の発症を引き起こすことを示唆してい
る．この経路は間質性肺炎などの肺疾患の治療ターゲッ
トとなりうることを明らかにした点で，医学上価値ある
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研究と認める．
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自然免疫は病原体の初期認識に重要な役割を果たし，病
原体固有に存在する構造（Pathogen-associatedmolecular
patterns:PAMPs）を認識する．哺乳類では，Toll様受容
体（Toll-likereceptor：TLR）がPAMPsを認識する主な
受容体である．TLRは11種類同定されており，マクロ
ファージや樹状細胞，顆粒球，NK細胞，T細胞，線維
芽細胞，上皮細胞などに発現している．TLR3は，ウイ
ルスの2本鎖RNAやPoly（I:C）を外因性リガンドとし
て認識し免疫反応を誘導する．近年TLR3はウイルス感
染だけでなく，アレルギー炎症への関与も報告されてい
るが，代表的なアレルギー性炎症性皮膚疾患である，ア
レルギー性接触皮膚炎におけるTLR3の役割は未だ解明
されていない．
申請者は，アレルギー性接触皮膚炎におけるTLR3の

関与を調べるため，wildtype，Tlr3knockout（KO），TLR3
transgenic（Tg）マウスを用い，接触過敏反応（contact
hypersensitivity:CHS）を誘導した．マウスの腹部に
2,4,6-trinitro-1-chlorobenzene（TNCB）を塗布し感作さ
せ，7日後に耳介にTNCBを塗布しCHSを惹起した．24

時間後に耳介の厚さを計測し，病理組織学的に検討を行
い，炎症細胞数をカウントし，炎症を評価した．wild
typeマウスに比べ，Tlr3KOマウスでは，耳介の腫脹，
炎症細胞の浸潤や浮腫が抑制されており，TLR3Tgマウ
スでは増強がみられた．
次に，TNCBにて感作したwildtypeマウス，Tlr3KO

マウスから採取したリンパ球を，それぞれ，未感作のTlr3
KOマウス，wildtypeマウスに養子移入し，直ちに耳介
にTNCBを塗布し，24時間後に炎症反応を評価した．感
作したwildtypeマウスから採取したリンパ球を未感作
のTlr3KOマウスに養子移入した群で炎症反応が抑制さ
れており，惹起相でのTLR3の関与が示唆された．
また，wildtype，Tlr3KO，TLR3Tgマウスにクロト

ン油を耳介に塗布し，6時間後に炎症反応を評価した．
Tlr3KOマウスでは，炎症反応が抑制されており，TLR3
Tgマウスではそれらの増強がみられ，抗原非特異的な
炎症にもTLR3が関与することが明らかとなった．
さらに，マウスの腹部にfluoresceinisothiocyanateを

塗布し，これを貪食しリンパ節へ遊走した樹状細胞をフ
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ローサイトメトリーにて解析し，樹状細胞の遊走能を調
べたところ，wildtype，Tlr3KOマウス間で有意差を認め
なかった．樹状細胞の抗原提示能は，樹状細胞を，CFSE
で染色したallogeneicなリンパ球と共に培養し，増殖し
たリンパ球を解析したが，wildtype，Tlr3KO間で有意差
を認めなかった．リンパ球の増殖能もWildtype，Tlr3
KO間で有意差は見られなかった．
keratinocyteやfibroblastも種々のサイトカイン，ケモ

カインを産生し，炎症を増強する．接触皮膚炎を起こし
たマウス耳介組織や初代培養細胞にて，アレルギー性お
よび刺激性接触皮膚炎に重要なサイトカイン，ケモカイ
ンをリアルタイム定量PCRにて測定したところ，IP-10
とRANTESがwildtypeマウスに比べ，Tlr3KOマウス
では有意に産生が抑制されていた．
以上が本論文の要旨であるが，TLR3がアレルギー性

および刺激性接触皮膚炎を増強することを明らかにした
点で，医学上価値ある研究と認める．
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リガンド非依存性転写因子PAX（PairedBox）ファミ
リーに属する因子は様々な組織の分化に重要な機能を果
たすが，一方でその機能破綻が発癌および癌増悪に繋が
る事が報告されている．PAX2はリガンド依存性転写因
子AR（androgenreceptor）よりも早期の段階で前立腺
分化に作用し，前立腺癌細胞での発現が報告されてお
り，前立腺癌の発生，増悪において重要な機能を持つと

推測される．今回申請者は前立腺癌増悪におけるPAX2
の分子機能解析を行う事を目的とした．
申請者は，正常前立腺細胞モデルとしてPrEC細胞株，

前立腺癌細胞モデルとしてLNCaP，PC3，DU145，
22Rv1細胞株を用い，それぞれの細胞株におけるPAX2
の発現レベルをリアルタイムRT-PCRとウェスタンブ
ロットで検討した．その結果，PrECと比較して前立腺
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癌細胞株においてmRNA，蛋白レベルでPAX2が高発現
することが判明した．さらにPAX2ノックダウンにより
前立腺癌細胞株の増殖が抑制された．以上よりPAX2が
癌の増悪を促進することが示唆されたため，前立腺癌細
胞患者検体を用いてPAX2の発現レベルを検討した．手
術または剖検を施行された患者の検体より正常部位，原
発巣，転移巣を抽出し，リアルタイムRT-PCR，免疫染
色を行った．その結果正常部位，原発巣と比較して転移
巣においてmRNA，蛋白レベルでPAX2が高発現するこ
とが判明し，PAX2は転移促進に機能する可能性が示唆
された．癌の転移は，原発巣からの遊離と浸潤，脈管へ
の侵入，脈管内の移動，標的組織への接着，定着と増殖
といった段階を経て成立する．その中で癌の浸潤は
Matrigelassayを用いてinvitroで評価可能であり，PAX2
ノックダウンにより前立腺癌細胞の浸潤能が低下するこ
とが判明した．次にPAX2が癌細胞の浸潤を促進するメ
カニズムを解明する目的でマイクロアレイ解析を行っ
た．GeneSetEnrichmentAnalysisの結果PAX2ノックダ
ウンにより癌関連遺伝子が変動している事が判明した．
さらにGeneOntology解析の結果PAX2の標的遺伝子の
大多数が細胞組成蛋白に関連づけられ，さらにカドヘリ
ンを初めとした膜蛋白に分類される事が判明した．申請
者は，さらに膜蛋白の中で癌細胞の浸潤と関連すること
が報告されているカドヘリンに注目し，リアルタイム

PCRとウェスタンブロッティングを行ったところ，Nカ
ドヘリンがPAX2により制御されることが判明した．す
なわち，PAX2がNカドヘリンの発現誘導を介して前立
腺癌細胞の浸潤を促進している可能性が示唆された．
以上が本論文の要旨であるが，PAX2が前立腺癌の増

悪・転移促進に関与することを明らかにし，今後の転移
性前立腺癌の新規治療標的になる可能性があり医学的価
値がある研究と認められる．
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脂肪組織は単なるエネルギー源貯蔵のための組織では
なく，最近では,多くの生理活性物質を放出する内分泌
器官としての役割が認識されてきている．特に，この臓
器から分泌されるアディポサイトカインはメタボリック

シンドロームや心血管病の進展に関与するものとして注
目されている．また，脂肪組織の中でも,心外膜脂肪
（EAT）はケモカインと炎症性サイトカインを分泌するこ
とによって冠動脈疾患（CAD）などの心血管病の進展に
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重要な役割を果たしていることが示唆されているもの
の，その詳細は明らかにされていない．こうした背景の
もと申請者らは，EAT，腹腔内脂肪（OAT），そして皮下
脂肪（SCAT）の三者における遺伝子発現プロファイル
を検討し，EAT特異的に高発現する分子の特定を試み
た．
申請者は，まず，CAD患者のサンプルを用いてEATに

おけるDNAマイクロアレイ解析を行い，その結果を
OATやSCATでの解析結果と比較した．その結果15304
個のプローブがこの三者の脂肪組織に共通して上昇して
いることを見出した．一方，EATのみで選択的に上昇す
るものとして321個のプローブを特定し，そのなかから
申請者らは炎症と免疫応答に関連するものとして55個
の遺伝子に絞って検討を加えた．この中にはIL1β，
IL6，IL8，そしてケモカインレセプター2など35のもの
がOATに比較してEATにおいて2倍以上に上昇してい
ることを見出した．このなかでも，造血細胞において高
度に発現することが知られるプロテオグリカンである
serglycinがEAT特異的にきわめて高く発現しているこ
とを特定した.
定量的リアルタイムPCRでは，CAD患者における
serglycinのmRNA発現はSCATに比べて約13倍高いも
のであった．また，免疫染色によってserglycin分子が
EATの脂肪細胞膜に存在することを確認した．次に申請
者は，3T3L1細胞を用いて試験管内での脂肪分化におい
てその発現がどのようになるか検討し，脂肪分化ととも
にserglycinのmRNAと蛋白の発現が上昇し，分化した
3T3L1細胞からserglycinが分泌されることを見出した．
さらに，炎症性サイトカインによってserglycinが誘導さ
れるかどうかを，やはり3T3L1細胞の試験管内分化系を
用いて検討したところ，TNFα刺激によってserglycinの
mRNA発現が誘導されることを見出した．重要なこと
に，serglycinの蛋白発現は細胞ライセート中では変化は
みられず，他方，TNFα刺激によって培養液中のserglycin
量が増加することを確認した．こうした結果から，TNFα
は脂肪細胞からのserglycinの分泌を刺激しているもの

と，申請者らは解釈している．くわえて申請者らはウエ
スタンブロット解析を行なって，実際に，serglycinがヒ
ト血清中で検出されることを確認している．こうした結
果から，CADにおいてEAT由来のserglycinとTNFα
が互いのクロストークを介して，CADの進展と進行に寄
与している可能性が示唆された．
以上が本論文の要旨であるが，CADにおけるEAT由

来の生理活性物質の役割についての理解を深めるととも
に，CAD治療における新たな分子標的を特定してゆく上
で有用な知見がもたらされた点で，医学上価値ある研究
と認める．
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