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教育・研究概要
Ⅰ．p53による細胞死誘導の分子機構
癌抑制遺伝子産物 p53 は転写因子として，DNA

損傷に応答した細胞周期停止・DNA 修復・アポ
トーシス誘導に関与する遺伝子の発現を誘導する。
発現を誘導する遺伝子の選択は p53 の翻訳後修飾
によって担われていると考えられている。中でも，
セリン 46（Ser46）のリン酸化がアポトーシス誘導
に非常に重要であることは明らかとなっているが，
リン酸化された p53 がどのようにアポトーシスを
誘導するかは未だ明らかとなっていない。そこで，
我々は Ser46 のリン酸化された p53 によって特異
的に発現誘導される遺伝子の網羅的探索を行った。
マイクロアレイを用いた解析の結果，新規 p53 標
的遺伝子としてAREG（amphiregulin）が同定され
た。DNA損傷下におけるAREGの機能を明らかに
するために，AREG と会合する蛋白を質量分析法
により解析した結果，新規AREG 会合蛋白として
RNA ヘリカーゼ DDX5 が同定された。DDX5 は
DNA損傷下におけるmicroRNAのプロセシングに
関与していることが知られている。そこで，mi-
croRNAのプロセシングに注目した解析を進めた結
果，AREG は DDX5 と共に，前駆体microRNAで
ある pri‒miRNA から pre‒miRNA へのプロセシン
グに関わっていることが明らかとなった。

Ⅱ．DYRK2による Snail/E‒cadherinを介した乳
癌浸潤転移の制御

上皮間葉転換は，細胞間接着因子である E‒cad-
herin の発現が失われ，上皮細胞が間葉系細胞様の
性質を獲得する現象である。上皮間葉転換を制御す
る因子として転写因子Snailが重要といわれている。
一方，リン酸化酵素 dual‒specifity tyrosine phos-
phorylation‒regulated kinase 2（DYRK2）はこれ
までの研究で乳癌の浸潤に関与する可能性が示唆さ
れてきた。DYRK2 と Snail，そして上皮間葉転換
の関連についてはこれまでに報告はなく，本研究を
通して検討を行った。MCF‒7 細胞内の DYRK2 の
発現を RNA干渉により抑えると，Snail の分解が
止まり細胞内に蓄積し，E‒cadherin の発現が抑制
され浸潤能が顕著に増加した。一方MDA‒MB‒231
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においてはDYRK2 の過剰発現により浸潤能が低下
した。In vitro kinase assay において DYRK2 は
Snail の 104 番目のセリンをリン酸化し，リン酸化
は Snail のプロテアソームによる分解を促進してい
ることが示唆された。移植実験においては，
DYRK2抑制細胞では骨転移・肺転移が認められた。
実際の乳癌組織内においても，DYRK2 が低発現の
組織では，遠隔転移再発が有意に多くなることが示
された。細胞実験の結果と同様，DYRK2 低発現の
乳癌では Snail の発現が上昇していた。これらの結
果より，乳癌においてDYRK2 は転写因子 Snail を
リン酸化し，Snail の発現を介して上皮間葉転換と
浸潤・転移を制御することが示された。

Ⅲ．プロテアソーム阻害剤耐性細胞の上皮間葉転換
（EMT）誘発機構の解明：DUSP6を介した
ERK1/2シグナル伝達系の関与
新規化学療法剤として用いられるようになったプ
ロテアソーム阻害剤に対して耐性を獲得した細胞を
樹立した。子宮内膜がん細胞 Ishikawa を Epoxomi-
cine（EXM）で処理することにより得られた EXM
耐性細胞 Ishikawa/EXMは，E‒cadherin 発現消失
を伴い EMTを誘発し，E‒cadherin 発現調節に関
与する転写抑制因子は ZEB1 であることを明らかに
してきた。この発現調節系には dual specificity pro-
tein phophatase 6（DUSP6）の発現が消失してい
たのでその関与を検討した。DUSP6 は ERK1/2 を
脱リン酸化することが知られているので，ERK1/2
によるシグナル伝達系の関与を調べた。
Ishikawa/EXM で DUSP6 の発現抑制と Fos‒re-
lated antigen 1（Fra1）の発現亢進が見られた。
ERK1/2 によるシグナル伝達系においてERK2 リン
酸化（活性化）は Fra1 をリン酸化し，その結果
ZEB1/2 を発現誘導することが報告されている。
Ishikawa に Fra1 を強制発現させると ZEB1 に誘発
された E‒cadherin 発現抑制を引き起こした。さら
に，Ishikawa の DUSP6 ノックダウン，あるいは
DUSP6 の阻害剤（E）‒2‒Benzylidene‒3‒（cyclohex-
ylamino）‒2,3‒dihydro‒1H‒inden‒1‒one（BCI）で
活性を阻害すると，FRA1 発現亢進と E‒cadherin
発現抑制を引き起こした。一方，Ishikawa/EXM
へのDUSP6 強制発現は FRA1 と ZEB1 の発現抑制
に伴って E‒cadherin 発現を誘導した。これらのこ
とから，Ishikawa/EXMにおけるDUSP6 の消失は
FRA1 発現亢進を介した ZEB1 発現誘導を引き起こ
し，E‒cadherin 発現を消失させたと考えられた。
すでに，ZEB1 発現にmiR200 family の関与を明

らかにしているので，今後 Fra1 によるmiR200 の
発現抑制について検討していく。

Ⅳ．癌細胞膜表面高発現糖タンパク質 CD147を標
的とした高分子ミセルによる化学療法の検討

高分子ミセルに抗CD147 抗体（aCD147ab）を標
識し GSH‒DXR を内封したミセル製剤は，aCD-
147ab の高発現しているヒト類表皮癌細胞A431 お
よびヒト子宮癌細胞 Ishikawa に特異的，かつ有効
な抗腫瘍効果を示したので，担がんマウスでの in 
vivo 治療効果検討の準備を進めている。

Ⅴ．ヒト高分化型肝細胞癌株を用いたフィブリノー
ゲンの産生

世界的に血液製剤の需要が増えているが，主要な
供給源を献血に依存している限り，ウイルス感染な
どのリスクを回避することは困難である。そこで，
安全・安定に血液製剤を供給可能な方法を開発する
ことは重要である。我々は，高分化型の肝細胞癌株
である FLC‒7 と２種類の無血清培地（ASF104N
と IS‒RPMI）を組み合わせ，フィブリノーゲンを
効率的に産生する培養系の開発を試みた。その結果，
培養系にラジアルフロー型のバイオリアクターを用
いた場合では，42 日間の長期培養が可能であり，
１日あたり 109.5μg のフィブリノーゲンを産生させ
ることが可能であった。FLC‒7 細胞が産生したフィ
ブリノーゲンのサブユニット構成や凝固時間は血液
製剤由来のものと同様であるため，我々が開発した
培養系はフィブリノーゲンの効率的な生産システム
の構築に有用であることが示唆された。

Ⅵ．絶望行動に関与する脱ユビキチン化酵素
USP46の研究

ユビキチン特異的プロテアーゼ（USP）は脱ユビ
キチン化酵素であり，特定の標的タンパク質からユ
ビキチンを切り離すことでそのタンパク質の安定性
や局在を調節する，ユビキチン－プロテアソーム系
の調節因子である。近年，マウスの尾懸垂試験や強
制水泳試験によるスクリーニングから，無動行動を
起こさない CSマウスが見出された。その行動異常
の原因遺伝子を検索するために量的形質遺伝子座解
析を行った結果から，Usp 遺伝子が同定され，その
エクソンに３塩基の欠失が存在することが明らかに
なっている。この欠失はUSP46 タンパク質の 92 番
目のリジン残基を欠失させるが，このアミノ酸残基
の欠失がUSP46 の機能に及ぼす影響は不明である。
そこで我々は，既に立体構造が明らかになっている

東京慈恵会医科大学 教育・研究年報 2013年版



― 56 ―

USP21 を鋳型として，SWISS‒MODEL を用いたホ
モロジーモデリングを行い，USP46 の立体構造を
予測した。その結果，92 番目のリジン残基は
USP46 の活性部位とは離れた位置にあり，タンパ
ク質表面のループ構造に存在することが予測された。
これは 92 番目のリジン残基がUSP46 の触媒活性に
重要であるというよりは，USP46 と結合するタン
パク質との相互作用に重要である可能性を示唆する。
そこでUSP46 と結合するタンパク質を検索するた
め，ヒト神経芽細胞腫細胞株 SH‒SY5Y を用いて
Flag‒USP46（野生型および変異体）安定発現株を
作製した。Flag に対する免疫沈降を行い，USP46
と相互作用しているタンパク質を LC‒MS/MS 解析
で同定したところ，いくつかのタンパク質を同定す
ることが出来た。その中には既にUSP46 との相互
作用が示唆されているWDR48 や DMWDが存在し
ていたが，これらは野生型と変異型（Lys92 欠失）
の両方に結合することが明らかになった。現在，さ
らなる解析を進めている。

「点検・評価」
１．研究
昨年度より講座担当教授として吉田清嗣が着任し，

発がん機構の解明とがん治療への応用を主たる研究
テーマとする講座へとリニューアルされた。一方こ
れまでに講座で行われてきた研究も引き続き進行し
ており，新規と既存の研究課題が有機的に連携する
ことで，相乗効果が期待される。特記すべき事項と
しては，まずDNA損傷において中心的な役割を果
たしているがん抑制因子 p53 がどのように細胞死
誘導を制御しているかについて，その詳細な分子機
構の一端を明らかにした。またDNA損傷で活性化
されアポトーシスを誘導するDYRK2 キナーゼの機
能解析から，新たな癌の浸潤・進展機構が解明され，
癌治療の標的分子となる可能性を提示することがで
きた。また３次元ラジアルフローバイオリアクター
を利用したヒトアルブミン・フィブリノーゲンの安
全大量産生法の開発をスタートさせ，高産生系の確
立が期待されている。また多剤耐性をクリアーする
ための作用機序の検討が重点的に行われ，臨床応用
の可能性が充分手応えとして得られた。
２．教育
主に医学科２年生，３年生，及び看護学科２年生
の教育に携わっている。２年生前期の基礎医科学Ⅰ
「分子から生命へ」では，講義・演習・実習を分子
生物学講座と密接に連携しながら担当している。演
習や実習では，少人数による「議論を通じて考えて

理解する」能動的な学習を促すよう周到な準備のも
と実施しており，多大な教員の負担はあるものの，
充分それに見合う教育効果が得られていると考えて
いる。
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