
総合医科学研究センター

DNA医学研究所

所長 衞 藤 義 勝

遺伝子治療研究 部

教 授: 衞藤 義勝 小児科学・先天代謝異常

症・遺伝子治療

助教授: 大橋 十也 小児科学・先天代謝異常

症・遺伝子治療

研 究 概 要

I. 遺伝病の新しい治療法の開発

ファブリー病はαガラクトシダーゼの欠損によ

りグロボトリアオシルセラミドと呼ばれる糖脂質が

主に血管内皮細胞に蓄積し腎不全，心筋肥大，脳血

管障害などを発症するライソゾーム蓄積症のひとつ

である。今年度はファブリー病の酵素補充療法中に

発生する抗体につき検討を加えた。結果として抗体

は中和活性をもち，酵素と結合し酵素の細胞内への

取り込みを抑制することが in vivo，in vitro の実験

で明らかとなった。ヒトおいては抗体が発生するこ

とにより酵素補充療法による尿中グロボトリアオシ

ルセラミドの正常化が阻害されることも明らかに

なった。しかしながら腎機能障害への酵素補充療法

の予防効果は今回の検討では抗体陽性群，陰性群で

有意差はなく，抗体の発生は腎機能の悪化に影響は

しないという結論であった。最後に酵素製剤に対す

る免疫寛容を誘導する方法を検討した。新生児期に

酵素製剤投与を行うと酵素製剤に対する免疫寛容が

誘導されることが明らかとなった。

II. Aurora BによるShugoshin（Sgo）リン酸化

SgoはM期中期まで姉妹セントロメアの対合を

維持するのに必須のタンパクとして同定された。前

年度までの研究において新たにSgoには動原体で

の微小管形成促進作用があることを明らかにし，こ

の機能が動原体―紡錘糸の両極性接着に必要である

ことを示した。

本年度は動原体―紡錘糸の両極性接着にSgoが

どのような機序で関わっているかを検討した。これ

までの報告ではAurora BというM期特異的リン

酸化酵素が動原体に局在し，動原体―紡錘糸の両極

性接着を制御していることが分かっている。そこで

Aurora BがSgoをリン酸化しているかを検討し

た。その結果Aurora BはSgoの2つのセリン残基

をリン酸化することが明らかとなった。この2つの

セリン残基をグルタミン酸（擬似リン酸化型），とア

ラニン（非リン酸化型）に置換したSgoを，Tet誘

導化に安定発現する細胞を作製し解析を進めてい

る。

III. 膵島再生を目的とした遺伝子治療法の開発

膵内分泌の再生に関する検討では，細胞周期調節

能を有するCDK4遺伝子を糖尿病マウス膵島に対

しAAVベクターによる in vivo 導入法を開発し

た。これにより膵島の増殖誘導と代謝の改善に成功

した。現在ヒトでの臨床応用を目指して検証中であ

る。一方，2型糖尿病における冠動脈硬化症の成因に

関する重要な発見を為した。マルチスイスCTで検

出した冠動脈石灰化スコアを指標としたところ抗酸

化酵素であるGlutathione Peroxydase-1(GPx-1）

遺伝子の多型が2型糖尿病における他の因子から独

立して遺伝的関連性を認めた。この事は糖尿病にお

ける動脈硬化の発症進展に酸化ストレスが関与する

事を証明すると同時にテーラーメイド医療の可能性

も示唆した。

IV. 異種胎仔organogenesisを用いたエリスロポ

エチン産生organoidの作製

我々はこれまで異種胎仔の発生プログラムを用い

た全く新しいアプローチによってヒト骨髄由来間葉

系幹細胞からネフロンへの分化誘導に成功し，さら

にこのヒト由来腎臓原器をホスト動物の大網内で腎

臓への分化を誘導し尿生成能も持たせることを報告

した。そこで本年度は尿以外の腎機能も獲得してい

ることを証明するためにエリスロポエチンに着目し

て研究をすすめた。我々の培養法を用いてヒト間葉

系幹細胞由来新生腎臓を大網内に作製し，ヒトエリ

スロポエチンの産生能を持つことをRIA法，RT
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-PCR法で確認した。さらにその発現量は貧血の程

度と相関することを証明した。この成功は末期腎不

全患者の腎性貧血の改善のみならず，エリスロポエ

チンの持つ腎障害進行抑制作用により透析導入患者

数の減少につながるものと考えられた。

V. 卵巣癌における癌幹細胞マーカーの検索

卵巣癌における癌幹細胞マーカーの検索のために

正常卵巣上皮（OSE)，封入嚢胞（IC)，樹立した正

常卵巣上皮不死化細胞株（IOSEC）を用いて Mesen-

chymal to Epithelial Transition(MET）の関与を

検討した。さらにIOSECとそのprimary culture

(PC）細胞間で発現が異なる遺伝子を包括的ヒトゲ

ノム発現解析によりスクリーニングし，卵巣癌にお

ける癌幹細胞マーカーの検索を試みた。インフォー

ムド・コンセントの下に採取した子宮体癌手術症例

9例のOSE(n＝10)，正常卵管上皮（n＝4)，IC(n＝

92)，およびSV40 TAgで不死化したIOSEC(n＝3）

の形質を検索するために抗原マーカー(Calretinin，

HBME-1，vimentin，EMA，Cytokertin）の発現を

免疫染色法で検討した。さらにSV40 TAgで不死化

する前のPCとIOSECからtotal RNAを抽出し，

約33,000遺伝子の発現プロファイリングを行った。

その結果，1)種々の抗原発現よりOSEは中皮細

胞の性格を示し，ICは中皮細胞の性格を失いつつ，

単層円柱上皮細胞の性格を獲得しつつある結果と

なった。2)同様にIOSECにおいてもICに類似し

た染色結果が得られた。3)PCとIOSE間で有意

水準5%で発現差が認められた遺伝子は104種類で

あった。以上よりICはMET過程にあることが示

唆され，IOSEはICと類似したMET過程にあるモ

デルとなることが示唆された。このモデルを用いて

スクリーニングされた104遺伝子の中に卵巣癌幹細

胞マーカー候補がある可能性が示唆された。

「点検・評価」

それぞれのプロジェクトで，一定の成果が上がっ

た。まだ動物実験の段階でヒトへの臨床応用までい

たるものはなかったが，それぞれ臨床応用を視野に

入れた研究がなされた点は評価できる。

当研究部の目標は難治性疾患の現行の治療法の改

善および新規治療法の開発であり，これは基礎医学

と臨床医学の狭間を埋めるものである。確かに現在

まで本邦で開発された新規治療法は数えるほどしか

なく，その道は困難を極めると予測されるが，難治

性疾患で悩む患者様のためにも目標に向かい，慈恵

発の治療法を開発するため今後も一層の努力が必要

であると思われた。
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II. 総 説

1) 衞藤義勝．リソゾーム病に伴う内分泌異常
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III. 学会発表

1) 衞藤義勝．ファブリ病治療の最近の進歩．第2回

ファブリ病研究会．新潟，5月．

2) 衞藤義勝．(会長講演）脳治療は可能か 遺伝性脳変

性疾患の治療法の進歩．第48回小児神経学会総会．舞

浜，6月．

3) 衞藤義勝．ファブリ病に関する最近の治験．第1回

日本ファブリ病研究会．東京，7月．

4) 衞藤義勝．Gene therapy and cell therapy in
 

lysosomal storage disease.第12回日本遺伝子治療

学会．東京，8月．

5) Eto Y.Female Fabry disease.The 9th Annual
 

Asia LSD Symposium.Chiba,Dec.

6) Eto Y.Novel treatment of neurogenetic dis-

orders.The 10th International Congress of Inborn
 

Errors of Metabolism.Chiba,Sept.

7) Eto Y.Treatment of Lysosomal Storage Dis-

ease:Cell Therapy and Gene Therapy.The 12th
 

German Neurogenetic Meeting.Rostock,Oct.

8) 衞藤義勝．先天性代謝異常症の最近の治療の進歩．
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9) 衞藤義勝．ポンペ病の治療の進歩．第1回日本ポン
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11) 大橋十也．ライソゾーム病の診断と治療．第48回日

本小児神経学会総会．東京，6月．

12) 大橋十也．1)ファブリー病が疑われる典型的な臨

床症状，所見について2)酵素補充療法の治療対象と

治療開始時期について―小児科領域の立場から―．第

2回ファブリー病フォーラム．東京，7月．

13) 大橋十也．遺伝子治療の展望．第9回ゴーシェ病セ

ミナー．東京，8月．

14) Ohashi T.The level of globotriaosylceramide
 

in urine for long term monitoring of Fabry disease
 

patients on enzyme replacement therapy.Bio-

markers for the LSD with an Emphasis on Use in
 

Screening.Hakone,Sept.

15) Ohashi T.Measurement of globotriaosylcer-

amide in urine for long term monitoring of Fabry
 

patients treated with enzyme replacement therapy.

The 10th International Congress of Inborn Errors of
 

Metabolism.Chiba,Sept.

16) Yokoo T,Fukui A,Utsunomiya Y,Kawamura
 

T,Okabe M,Hosoya T.Generation of eryth-

ropoietin-producing self organs using human
 

mesenchymal stem cells.American Society of
 

Nephrology 39th Annual Renal Week Meeting.San
 

Diego,Nov.

17) Kobayashi H,Morita A,Ohashi,Eto Y.

Lentivirus mediated gene therapy for Krabbe dis-

ease.The 12th Annual Meeting of Japan Society
 

of Gene Therapy.Tokyo,Aug.

18) Sakura K,Kaneshiro E,Iizuka S,Mori T,

Umezawa A,Suzuki N,Ohashi T,Eto Y.Stem
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Meeting of the European Society of Gene Therapy.

Athens,Nov.

IV. 著 書

1) 佐々木敬，田嶼尚子．1型糖尿病．日本臨床:別冊:

新領域別症候群シリーズ:内分泌症候群III．第2版．

東京:日本臨床社，2007.p.26-30.

V. そ の 他

1) 佐々木敬．期待される新たな治療法．第11回かしわ

会総会．柏，4月．

悪性腫瘍治療研究部

教 授:衞籐 義勝 遺伝子治療

教 授:銭谷 幹男 肝臓病学・肝疾患の細胞生

物学

助教授:本間 定 腫瘍免疫学・消化器肝臓病

学

助教授:山田 順子 血液学・分子腫瘍学

助教授:菊池 哲郎 脳腫瘍の治療・分子生物学

研 究 概 要

樹状細胞を利用した抗腫瘍免疫反応誘導について

の研究

I. プロテオーム解析技術（LC/MS/MS）を用いた

新規腫瘍抗原の探索と生体の抗腫瘍免疫反応

腫瘍細胞は特異的T細胞受容体に認識される腫

瘍関連抗原（tumor associated antigen:TAA）を

発現するが，TAAに対してどのような免疫反応が

誘導されているか不明な点が多い。われわれはプロ

テオーム解析技術（LC/MS/MS）を活用してマウス

肝癌細胞に発現されるTAAを同定し，宿主の抗腫

瘍免疫を検討した。骨髄由来樹状細胞にC3H/HeN

マウス自然発生肝癌から樹立したMIH-2細胞を取

り込ませ可溶化し，I-A affinity columnで MHC
 

class II分子・抗原ペプチド複合体を精製した。酸処

理後ペプチドを遊離し解析したところ，EMTK と

いうoligopeptideが同定された。このペプチドは

MIH-2細胞に発現するCytochrome P-450 2j sub-

family（CYP2js）分子に由来する。CYP2jsの

EMTKのN末側にはI-A(MHC class II）結合モ

チーフ構造が認められ，このペプチド（DFIDAFL-

KEMTKYPE）がヘルパーエピトープとして提示さ

れていることが示唆された。ペプチドを合成しマウ

スに2回免疫すると脾細胞はIFN-gammaを大量

に産生し，CYP2jsペプチドが抗原性を有し抗腫瘍

効果を誘導する事が示された。しかし，8回免疫する

と脾細胞からのIFN-gammaの産生は完全に抑制

され，脾細胞には免疫抑制機能を示すCD4FoxP3

の抑制性T細胞（Treg）とCD11bGr-1の未熟ミ

エロイド細胞（IMC）が増加していた。腫瘍は発生

初期においてTAAに対する宿主の抗腫瘍免疫反応

により排除される可能性があるが，抗原刺激過剰状

態になると逆に抗腫瘍免疫が抑制され腫瘍発育が促

進されると考えられる。
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