
血管イベントに起因する疾患に対するアスピリンの有
効性が明らかとなり，また高齢者や肥満といった心・脳
血管イベントの発症リスクの高い人口の増加に伴いアセ
チルサリチル酸（アスピリン）の使用量は増加している．
アスピリンを含むNSAIDsは近年，カプセル内視鏡や小
腸内視鏡といったデバイスの開発に伴い，胃粘膜のみな
らず小腸粘膜にも障害をもたらすことが明らかとなった
が，その予防・治療方法に関して確立したものが存在せ
ず，その病態の解明および治療法の確立は急務と言える
ものである．
申請者は上皮細胞に発現する排出型トランスポーター

の一種であるMDR1に着目した．まずはCaco2細胞に
MDR1を遺伝子導入することで恒常的に高発現している
細胞を作製し，さらにMDR1の選択的阻害剤であるベラ
パミルを用いることでアスピリンによる細胞障害の程度
がいかに変化するか検討した．結果としてはMDR1の
阻害剤であるベラパミルの前投与によりアスピリンによ
るCaco2細胞傷害の程度は増悪し，逆にMDR1の高発現
Caco2細胞は非高発現Caco2細胞と比較して細胞傷害の
程度が軽くなることが示された．Caco2細胞は定常状態
でもある程度MDR1を発現しているため，これらの結果
よりMDR1がアスピリンによるCaco2細胞傷害に関与
していることが示された．
また，MDR1によるアスピリンの薬物動態の検討のた

め，アスピリンのアセチル基の炭素を放射性同位体
（14C）でラベルしたアスピリン（14Cアスピリン）を用い

てトランスウェル上で小腸上皮に分化したCaco2細胞の
fluxstudyをおこなった．結果としては，MDR1の選択
的阻害剤であるベラパミルを投与することによって，ア
スピリンの仮想小腸上皮における吸収動態の変化が観察
された．これによりアスピリンがMDR1の基質の一つ
であることが示された．さらに，細胞内のアスピリンの
濃度測定も 14Cアスピリンを用いて検討した．MDR1の
選択的阻害剤であるベラパミルを前投与することにより
アスピリンを付加したCaco2細胞内のアスピリン濃度は
上昇し，MDR1の高発現Caco2細胞においては細胞内に
残留するアスピリン濃度はMDR1非高発現Caco2細胞
と比較して有意に低いことが示された．また，MDR1高
発現細胞に対してベラパミルを前投与することによっ
て，アスピリン投与後の細胞内アスピリン濃度は上昇し
た．これら 14Cアスピリンを用いた検討においてもアス
ピリンがMDR1の基質であること，すなわち細胞内に取
り込まれたアスピリンが，MDR1によって細胞外に排出
されていることが証明された．
以上が本論文の要旨であるが，アスピリンによる小腸

上皮傷害を軽減させる新規機構の一つを明らかにした点
で，医学上価値ある研究と認める．

参 考 論 文（1編）

1）FukuiA,NaitoY,HandaO,KugaiM,TsujiT,YorikiH,
QinY,AdachiS,HigashimuraY,MizushimaK,Kamada

K,KatadaK,UchiyamaK,IshikawaT,TakagiT,YagiN,
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KokuraS,YoshikawaT.Acetylsalicylicacidinduces

damagetointestinalepithelialcellsbyoxidation-related

modificationsofZO-1.AmJPhysiolGastrointestLiver

Physiol2012;303:G927-936.

腎細胞癌は抗癌剤および放射線に対する感受性が低い
ことが以前から知られている．近年，腎細胞癌における
分子標的治療薬の開発が大きく進み，ソラフェニブ，ス
ニチニブ，エベロリムス，テムシロリムス，アキシチニ
ブの5剤が本邦でも使用可能となっているが，十分な効
果は得られていないのが現状である．HDAC阻害剤は，
様々な癌種に対して細胞周期停止やアポトーシスを誘導
することが報告されている．また，多くの腎細胞癌で
PI3K-Akt経路の異常活性化がみられ，PI3K阻害剤
LY294002が腎細胞癌に対してアポトーシスを誘導する
ことが報告されている．
申請者は腎癌細胞株786-Oを用いて，新規HDAC阻害

剤OBP-801と既存のPI3K阻害剤LY294002の併用効果，
および分子メカニズム解析を行った．まずOBP-
801/LY294002併用処理による細胞増殖抑制効果の増強
がWST-8assayで示され（P＜0.05），この併用効果は
combinationindexにより相乗的であることが判明した．
Flowcytometryを用いた解析では，OBP-801/LY294002
併用処理により著明なアポトーシス誘導効果が認められ
た（P＜0.05）．このアポトーシス誘導効果はpan-caspase
阻害剤であるzVAD-fmkによって有意に抑制され（P＜
0.05），併用処理によるcaspaseの活性化がWesternblot
にて確認された．また，併用処理により細胞内ROSの有
意な蓄積がみられ，併用処理によるアポトーシスは
ROSscavengerであるNACによりほぼ完全に抑制され
た（P＜0.05）．これらの結果より，OBP-801/LY294002併

用処理により誘導されるアポトーシスがcaspase依存性
かつROS依存性であることが示唆された．また，2剤併
用によりアポトーシス阻害分子であるsurvivinとXIAP
の発現減少がWesternblotで確認され，この発現減少は
NACにより阻害された．さらに，survivinとXIAPの過
剰発現により2剤併用によるアポトーシスの部分的な抑
制が認められた（P＜0.05）．以上より，ROSを介した
survivinとXIAPの下方制御がOBP-801とLY294002併
用によるアポトーシスの分子機構の一つであることが示
された．また，OBP-801は現在臨床で最も使用されてい
るSAHAに比べ，LY294002との併用によるアポトーシ
ス誘導効果が強いことが示された．
以上が本論文の要旨であるが，腎細胞癌において新規
HDAC阻害剤OBP-801とPI3K抑制薬LY294002の併用
がsurvivinとXIAPのROS依存的な下方制御により相乗
的にアポトーシスを誘導することを示した最初の報告で
あり，これらの薬剤の併用による新たな腎細胞癌に対す
る治療戦略が期待できる点で，医学上価値ある研究と認
める．

参 考 論 文（6編）

1）YoshiokaT,YogosawaS,YamadaT,KitawakiJ,Sakai
T.CombinationofanovelHDAC inhibitorOBP-

801/YM753andaPI3K inhibitorLY294002syner-

gisticallyinducesapoptosisinhumanendometrial

carcinomacellsduetoincreaseofBimwithaccumu-
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withhigh-riskprostatecancer.UrolInt2011;87:28-34.
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KamoiK,OkiharaK,ItoH,NishimuraT,MikiT.

Techniqueforahybridsystemofreal-timetransrectal

ultrasound with preoperative magneticresonance

imagingintheguidanceoftargetedprostatebiopsy.Int

JUrol2010;17:890-893.

6）OkiharaK,KamoiK,KanazawaM,YamadaT,
UkimuraO,KawauchiA,MikiT.Transrectalultrasound

navigationduringminilaparotomyretropubicradical

prostatectomy:impactonpositivemarginratesand

predictionofearlierreturntourinarycontinence.IntJ

Urol2009;16:820-825.

Burkittリンパ腫やびまん性大細胞型B細胞リンパ腫
（DLBCL）の一部を含む高悪性度B細胞リンパ腫では，
8番染色体長腕q24（8q24）異常が高頻度にみられ，通
常MYC遺伝子が関与していると考えられている．この
うちの一部のMYCとBCL2（18q21）異常が共存するリ
ンパ腫を，WHO分類2008ではdouble-hitlymphoma

（DHL）と分類している．DHLはDLBCLとBurkittリ
ンパ腫の中間型（intermediateBL/DLBCL）に位置づけ
られ，一般に予後不良とされる．
申請者は，8q24異常とともにB細胞に特異的な遺伝子

異常を同時に有するB細胞リンパ腫（DHLを含む）を
分子細胞遺伝学的に解析した．病型の内訳はBurkitt-

likeリンパ腫が3例，DLBCLが5例である．8q24異常
の検出は，5例はG分染法またはSKY法で，3例はFISH
法で行った．FISH法では，8q24遺伝子再構成の検出の
ため，MYCプローブとBACクローンから作製した
PVT1特異的プローブを使用した．またIGH転座，BCL2
転座，BCL6転座，免疫グロブリンλ鎖転座ならびに
CDKN2A/2B遺伝子欠失の検出のため，それぞれに特異
的なFISHプローブを使用した．その結果，4例では
8q24異常の切断点はMYC遺伝子領域内に，2例ではそ
のテロメア側のPVT1遺伝子内に存在した．その他に
MYCとIGH（ Cγ）の融合と，MYCとPVT1の増幅（6-
7コピー）が，それぞれ1例で認められた．一方，BCL2
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異常は5例（BCL2-IGH転座が4例，高度増幅が1例）
に認められ，BCL6-IGHとBCL6-IGL転座を各1例に認
めた．1例ではMYC，BCL2，BCL6の全てに異常がみら
れた．オリゴヌクレオチドアレイによるゲノムコピー数
の解析では，5例に9p21.3領域の欠失を認めた．その共
通領域はCDKN2A（p14，p16蛋白をコード）とCDKN2B

（p15蛋白をコード）のみが含まれる69kbに限局してい
た．次にメチル化特異的PCR法でプロモーター領域の
メチル化状態を検討したところ，p16とp15のメチル化
をそれぞれ1例ずつ認め，8例中7例でCDKN2A/2B遺
伝子が不活化していると考えられた．8例はいずれも進
行病期であり，リツキサンを含んだ免疫化学療法により
3例で寛解が得られたが，残り5例は病状が進行し，全
8例の生存期間中央値は6.7か月であった．このように
8q24（MYC/PVT1）とBCL2の両者の異常をもつ典型的
なDHLの予後不良に，CDKN2A/2Bの不活化が関与して
いる可能性が示唆された．
以上が本論文の要旨であるが，double-hitlymphomaに

おけるCDKN2A/2Bの不活化およびPVT1の関与を明ら
かにしたことは，高悪性度B細胞リンパ腫の悪性化のメ
カニズムを明らかにすることに貢献するものであり，医
学上価値ある研究と認める．

参 考 論 文（3編）

副論文：KobayashiT,TsutsumiY,SakamotoN,Nagoshi
H,Yamamoto-SugitaniM,ShimuraY,MizutaniS,

MatsumotoY,NishidaK,HoriikeS,AsanoN,Nakamura

S,KurodaJ,TaniwakiM.Double-hitlymphomas

constituteahighlyaggressivesubgroupindiffuselarge

B-celllymphomasintheeraofrituximab.JpnJClin

Oncol2012;42:1035-1042.

1）NagoshiH,TakiT,HanamuraI,NittaM,OtsukiT,
NishidaK,OkudaK,SakamotoN,KobayashiS,

Yamamoto-SugitaniM,TsutsumiY,KobayashiT,

MatsumotoY,HoriikeS,KurodaJ,TaniwakiM.

FrequentPVT1rearrangementandnovelchimeric

genesPVT1-NBEAandPVT1-WWOXoccurinmul-

tiplemyelomawith8q24abnormality.CancerRes2012;

72:4954-4962.

2）KobayashiS,TakiT,ChinenY,TsutsumiY,OhshiroM,
KobayashiT,MatsumotoY,KurodaJ,HoriikeS,Nishida

K,TaniwakiM.IdentificationofIGHCδ-BACH2fusion
transcriptsresultingfrom crypticchromosomalre-

arrangementsof14q32with6q15inaggressiveB-cell

lymphoma/leukemia.Genes Chromosomes Cancer

2011;117:2319-2331.

3）SasakiN,KurodaJ,NagoshiH,YamamotoM,
KobayashiS,TsutsumiY,KobayashiT,ShimuraY,

MatsumotoY,TakiT,NishidaK,HoriikeS,AkaoY,

TaniwakiM.Bcl-2isabettertherapeutictargetthanc-

Myc,butattackingbothcouldbeamoreeffective

treatmentstrategyforB-celllymphomawithcon-

currentBcl-2andc-Mycoverexpression.ExpHeatol

2011;50:207-216.

神経細胞接着分子L1cam（L1celladhesionmolecule， 以下L1）はヒトのX染色体連鎖性水頭症の責任遺伝子と
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して知られている．マウスの大脳皮質形成過程におい
て，L1分子の発現抑制により皮質神経細胞遊走遅延や細
胞分化方向の異常が生じることが報告されたが，そのメ
カニズムは未解明であった．
そこで，本申請者はタイムラプス観察による細胞動態

解析を企図した．はじめにpGeneClipTMhMGFPvector
にL1を標的とした配列を組み込んだshRNAを5種類，
スクランブル配列を組み込んだネガティブコントロール
shRNAを作製した．発現ベクターを導入（以下，遺伝子
導入）後に胎仔脳を取り出し200μm厚の大脳壁スライ
スを作製し組織培養した．レーザ共焦点顕微鏡でタイム
ラプス画像を取得しL1の発現抑制が細胞遊走に及ぼす
変化を対照細胞と比較解析した．
胎齢13.5日（E13.5）で遺伝子導入しE14.5で作製し

た脳スライスを用いて3日間観察したところ，L1発現が
抑制された細胞（L1KD細胞）では中間帯での細胞遊走
速度が48時間以降で有意に低下した（Student'st-test，p
＝0.004）．E15.5で作製した脳スライスを用いた観察で
は，対照細胞は原皮質帯まで遊走後，先導突起がすばや
く短縮することにより細胞体が皮質板の最上部まで引き

上げられた．これに対しL1KD細胞では，先導突起がよ
り長くかつ彎曲していた．突起の曲線性の指標とした曲
線度（CurvatureIndex）は，L1KD細胞では対照細胞に
比して有意に増加していた（Student'st-test，0h:p＝
0.0431;1h:p＝0.0193）．これらの結果より，哺乳類の大
脳皮質形成過程における放射状遊走の各相の進行に，L1
が機能的に極めて深く関わっていることが示唆された．
以上が本論文の要旨であるが，shRNAを用いてマウス

終脳・脳室層でL1ノックダウンを行うことにより，大
脳皮質形成過程におけるL1の神経細胞移動への関与を
細胞レベルで解明し，L1変異による遺伝性神経疾患の病
態理解への示唆を得た点で，医学上価値のある研究と認
める．

参 考 論 文（1編）

1）KishimotoT,ItohK,UmekageM,TonosakiM,YaoiT,
FukuiK,LemmonVP,FushikiS.DownregulationofL1

perturbsneuronalmigrationandalterstheexpression

oftranscriptionfactorsinmurineneocortex.JNeurosci

Res2013;91:42-50.

歯周病の発生には，細菌感染だけでなく，非細菌感染
であるメカニカルストレス（MS）も深く関与している．
歯周組織の破壊を抑制するためには，歯根膜の特性を解
明することが肝要である．これまでに申請者らは，ヒト
歯根膜（h-PDL）細胞が歯周病原菌Porphyromonas
gingivalis（P.gingivalis）に対して多くのサイトカインを
産生し，歯根膜に影響を与えることを報告してきた．さ
らに，生理的咬合圧と同等のMSが，歯根膜に対してサ

イトカイン産生誘導能を有することも明らかにされてい
る．一方β-クリプトキサンチン（β-cry）は，近年,歯槽
骨吸収を抑制すると報告されているが，この分子メカニ
ズムは未だ明らかではない．そこで申請者らはβ-cryが
h-PDL細胞における骨吸収に関連するサイトカイン産
生にどのような影響を与えるか検討を加えた．
申請者らは，上顎智歯からh-PDL細胞を採取し，初代

培養後に3から4代継代したものを用いて検討を行った．
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また，歯周病原菌としては，偏性嫌気性グラム陰性桿菌
P.gingivalis（ATCC33277）を5％羊血寒天培地上で嫌気
培養し，1×107CFU/mlに調整したものを使用した．ま
ず培養h-PDL細胞を，β-cry刺激群，静水圧負荷装置に
よるMS（1ないし6MPa，60分間）負荷群（MS群），そ
してP.gingivalis刺激群（細菌群）に分け，RT-PCR法お
よびELISAを用いて各種サイトカインの発現を検討し
対照群との比較を行った．また，倒立位相差顕微鏡を用
いて，h-PDL細胞の形態学的変化について鏡検を行い，
検討を加えた．
結果として，h-PDL細胞にβ-cry添加しても，IL（イ

ンターロイキン）-1β，IL-6，IL-8，そしてTNF（腫瘍壊
死因子）-αmRNAの発現は認められないが，P.gingivalis
で刺激すると，これらサイトカインのmRNAの発現が誘
導されることが示された．また，6MPaのMS負荷に
よってもh-PDL細胞のIL-6やIL-8mRNAの発現亢進が
誘導されることも明らかにされた．重要なことに，こう
した培養刺激系にβ-cryを負荷させると，P.gingivalisお
よびMSに対するh-PDL細胞のIL-6，IL-8産生量が有
意に減少することを申請者らは見出している．他方，β-
cryは，h-PDL細胞の形態やvaiablityに影響を与えな
かった．さらに申請者らは骨吸収に関与するRANKLと
OPG発現について検討をすすめ，培養h-PDL細胞にβ-
cry添加してもRANKLmRNA発現は誘導されないもの
の，OPGmRNAの発現が誘導されることを明らかにし
た．OPG産生についてはELISAによる蛋白レベルでも
確認された．こうした結果から，細菌感染のみならず生

理的咬合圧刺激によってもh-PDL細胞からの炎症性サ
イトカインの産生が誘導されること，そしてβ-cryの投
与は，こうした炎症性サイトカインの発現を抑えること
が明らかにされた．
以上が本論文の要旨であるが，歯周病のメカニズムの

一端を明らかにし，また新たな炎症・骨吸収予防法の可
能性が示唆された点で，医学上価値ある研究と認める．
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