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分子遺伝学研究部

教　授：山田　　尚 分子腫瘍学，血液学

教育・研究概要
Ⅰ．発がん性に関する分子腫瘍学的研究
１．増殖環境と可塑性の平衡
急性骨髄性白血病（AML）は正常造血幹細胞や

前駆細胞に様々な遺伝子異常が生じ発症する。その
臨床病態は両者の性質によって規定される。我々が
樹立した巨核芽球性白血病由来の細胞株 JAS‒R は
接着により表現系の異なる２つの細胞集団（赤芽球
系の JAS‒REN，巨核芽球系の JAS‒RAD）を構成
する。JAS‒R における細胞増殖および可塑性の調
節と増殖環境の関連を検討した。増殖環境として
ファイブロネクチンおよび酸素分圧を検討した。
JAS‒R の代表的な表面マーカーである CD235a お
よ び CD61 を 使 い 細 胞 を ４ 分 画（JAS‒REN : 
CD235a＋CD61－/CD235a－CD61－）（JAS‒RAD : 
CD235a＋CD61＋/CD235a－CD61＋） に 分 離 し，
正常ディッシュ，ファイブロネクチンディッシュ，
さらに，20％酸素，１％酸素条件下で培養を行い，
各細胞分画から出現する細胞を経時的に FACS 解
析して環境に伴う各細胞群の運命を検討した。１％
酸素下，ファイブロネクチンディッシュで培養した
場合に CD235a－CD61＋陽性細胞群が最も多くな
り，さらに，CD235a および CD61 両陰性細胞群で
はほとんどの細胞が分化傾向を示さずに陰性の形質
を保っていた。これらの結果を白血病の増殖母体で
ある骨髄と比較すると興味深い結果である。造血幹
細胞ニッチは白血病細胞にとっても重要な環境であ
ることが推察され，このニッチに対する修飾も治療
上考慮しなくてはいけない点と考える。

Ⅱ．抗腫瘍薬の分子薬理学的研究
１．エピジェネティック機構と抗腫瘍効果
我々は白血病や網膜芽細胞腫について，ヒストン

脱アセチル化酵素阻害薬（HDACI）の単独および
他の薬剤との併用における抗腫瘍作用を研究してき
た。近年，全ゲノム解析から多くの腫瘍においてエ
ピジェネティックな変化が重要であることが報告さ
れている。アセチル化ヒストンを認識し転写やゲノ
ムの安定性に重要な遺伝子の一つに BRD４がある。
この BRD4 とヒストンとの会合を阻止する低分子
化合物の開発が進んでいる。我々はその一つである
I‒BET151 について，白血病，多発性骨髄腫，更に

乳癌に対する増殖抑制効果を検討している。急性単
球性白血病細胞株（JAM911）は予後不良な MLL‒
AF9 の遺伝子変異を有する細胞株である。JAM911
は I‒BET151 の暴露により G1 期停止を起こし，更
にアポトーシスに陥る。この効果は時間依存性で
あった。I‒BET151 で処理された細胞においては
様々な遺伝子の発現が変化し，とりわけ，c‒MYC
の発現抑制が顕著であった。更に，抗腫瘍効果の分
子機構を検討するために，単球性白血病細胞株
U937 を用いて I‒BET151 に対する耐性株の作成を
行った。低濃度の I‒BET151 からスタートし，薬剤
濃度を徐々に上げて作成した。現在までに親株に対
して 100 倍以上の耐性を示している。
２．DNA トポイソメラーゼⅠ阻害薬耐性機構の

検討
DNA トポイソメラーゼⅠを標的にした抗腫瘍薬

としてカンプトテシンやインドカルバゾール系薬剤
がある。我々は今までにカンプトテシン抵抗性大腸
がん細胞 DLDSNR6 を作成し Gly365Ser 変異の存
在を報告してきた。今回，この細胞の薬剤耐性を更
に高め，その分子生物学的な変化を検討した。この
細胞は 30μM のカンプトテシン存在下で増殖が可能
であるが，その増殖速度は極めて遅延したもので
あった。また，従来の変異に加えて，Gly717Arg
変位を有し，さらに一部の細胞では Gln421Arg が
認められた。全ての変異を有する細胞では DNA ト
ポイソメラーゼⅠの活性は最大で１/８まで低下し
ていた。これらの３か所の変異を有する細胞はイン
ドカルバゾール系薬剤に対しても最も強い抵抗性を
示した。興味あることに，421 番目のアミノ酸変異
は自然界においてカンプトテシンを産生する植物の
それと同様なものであった。
３．電離放射線障害とテロメレース活性の関連
我々は網膜芽細胞腫の細胞株を用いて，線量と

DNA 損傷の程度，そして，テロメレース活性とそ
の活性化に関連したシグナル系について検討を加え
てきた。DNA 損傷に対し修復関連因子がアクセス
するためにはクロマチンの構造変換が必要であり，
この変化は DNA 損傷応答の開始と修復機転に極め
て重要なステップあろう。クロマチン構成タンパク
の１つであるヒストン H2AX は，放射線により損
傷を受けるとリン酸化されるだけでなく，アセチル
化も誘導される。ヒストン H2AX のアセチル化は
ブロモドメインによって認識され，BET を介した
クロマチン構造変換関連因子の誘導によりクロマチ
ンの構造変換が生じる。そこで，I‒BET151が照射線
照射の効果をどのように修飾するかを検討している。
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Ⅲ．分子神経学的研究
１．脊髄性筋萎縮症に関する研究
脊 髄 性 筋 萎 縮 症（Spinal Muscular Atrophy : 

SMA）は，Survival Motor Neuron 1（SMN1）遺
伝子の欠損または変異によって起こり，脊髄の運動
ニューロンが特異的に進行性に変性脱落をきたす常
染色体劣性遺伝の神経変性疾患である。

いままでの研究で，スプライシング因子である
hnRNP A2 は SMN2 の 第７エ ク ソ ン の 制 御 に
hnRNP A1 と共に関わっているだけでなく，単独
で SMN1 及び SMN2 の SMN タンパク質への転写
効率の制御に関与していることが示唆された。線維
芽細胞に於いて，RNAi による A2 の特異的ノック
ダウンは SMN の発現量の著しい減少を招く。RT‒
PCR アッセイ法やウリジンのアナログによるパル
スラベル法による解析の結果，転写活性のレベルで
は，SMN と GAPDH（コントロール）遺伝子間に
差は見られなかったが，メチオニンのアナログによ
るパルスラベル法による解析では，SMN のタンパ
ク産生量はコントロールに比べて明らかに減少して
いる事が解った。更に，リボゾームと SMN2 の
mRNA との相互関係を調べるため，細胞質抽出液
をショ糖濃度勾配分画法を使って分析した。その結
果，A2 に特異的な RNAi 処理後 SMN2 の mRNA
とポリリボゾームとの分子間相互作用は，何も処理
していないサンプルに比べて租になっていることが
解った。このことは，SMN の mRNA が効果的に
翻訳される為には，hnRNP A2 が mRNA とリボ
ゾームとの分子間相互関係には必要であることが
解った。また，hnRNP A2 は RNA 結合タンパク質
であるため，タグを付加した A2 タンパク質を強制
発現し，そのタグを基に A2 に関わる RNA‒タンパ
ク 質 の 複 合 体 を 分 離 精 製 し，RT‒PCR 法 で
SMN1/2 の mRNA との関連を調べた。その結果，
A2 と SMN1/2 の mRNA は直接相互関係している
ことが解った。更に，この複合体を MALDI‒TOF
質量分析器で解析した結果，A2 は他の RNA 結合
タンパク質 hnRNP C1/2 や hnRNP M と相互関係
していることが解った。更に詳しく調べてみると，
A2 と C1/2 や M とのかかわりは RNA 依存性の相
互関係であることが解った。A2 が SMN1/2 の
mRNA との結合部位を RNA プルダウン法で解析
してみると，mRNA も 3'‒非翻訳領域に存在する
A2 の結合コンセンサス配列にきわめて近い
UUUAGG（A）に結合していることが解った。こ
の配列を含まない 3' 非翻訳領域はルシフェラーゼ
アッセイ法では，転写効率が減少することが解り，

A2 の結合配列は SMN 遺伝子上だけでなく他の遺
伝子上でも翻訳活性を促進する働きがあることが
解った。これらの結果から，SMN（１/２）遺伝子
の発現に於いて，効果的な SMN のタンパク質産生
には hnRNP A2 そして hnRNP C1/2 は必要不可欠
であることが示唆された。また，SMN の mRNA
の 3‒' 非翻訳領域にある A2 の結合配列は翻訳上の
促進配列（Translation Enhancer Sequence, TES）
として働いていることが解った。

今回の我々の発見した新しい SMN 産生の調節機
構はこれからの SMA の薬の開発に於いて，新しい
薬剤のターゲットとなりえることが期待される。最
近，hnRNP A2 の突然変異による家族性の筋萎縮
性側索硬化症（ALS）が同定され，我々の上記の結
果から，A2 の減少と運動神経細胞の変性への SMN
の関わりが今後議論されるであろう。この研究は，
文部科学省の科学研究費補助金の支援を受けて行わ
れた。
２．認知症の遺伝学的検討
アルツハイマー病（AD）は進行性の神経変性疾

患であり記憶障害，空間認識や注意力の低下，そし
て行動障害を伴う症候群である。我々は Brain‒de-
rived neurotrophic factor（BDNF） や Neurotro-
phin‒3 の一塩基多型（SNP）に注目して，Amnes-
tic mild cognitive impairment (A‒MCI） と Mild 
AD の相違を検討してきたが，さらにこれらの遺伝
子のエピジェネティックな状態と疾病との関連を検
討している。

「点検・評価」
１．点検
１）研究
①悪性腫瘍の診断および抗腫瘍薬の分子機構，②

神経疾患の分子遺伝学的な解析，が研究の中心であ
る。腫瘍に関しては造血器腫瘍，網膜芽細胞腫につ
いて，その分子病態の解明を遺伝情報の解析から取
り組んでいる。本年度は次世代シーケンサーを用い
た腫瘍遺伝子の網羅的解析を白血病を中心に解析し
た。また，腫瘍細胞の薬剤抵抗性の獲得と腫瘍細胞
の可塑性との関連についてセルソーターを用いて分
離した細胞を様々な環境条件で培養することにより
可塑性の仕組みを解明しようと試みた。

抗腫瘍薬の研究では，Bromodomain 阻害薬の研
究を行っている。これらの低分子化合物は一部の造
血器腫瘍に対して，極めて低濃度で増殖を抑制する。
その機序を網羅的遺伝子発現の解析から検討してい
る。また，他の薬剤との併用効果に関しても検討を
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加えることができた。
これらの研究の成果は将来の当該疾患の治療に有

用であろう。
脊髄性筋萎縮症に関する研究では，SMN2 による

蛋白質産生不足に hnRNP A1/A2 がスプライシン
グおよび翻訳の両面において関与していることを明
らかにした。その分子機構についても詳細な研究を
進めることができた。このことは有効な治療法のな
い疾患に対して新たな治療法開発の手掛かりになる
ものと考えている。

アルツハイマー病では遺伝子多型と病型・病態と
の関連を精神科との共同で検討した。病初期におけ
る患者の前頭葉機能と BRDF をはじめとする遺伝
子多型について興味ある結果を得ることができた。
また，眼科との共同研究で網膜疾患や角膜疾患に関
連した遺伝学的な研究を加えることができた。
２）学内への貢献
DNA シーケンシングの依頼件数は順調に増加し

ている。本年度も研究者の要望に質を落とすことな
く対応することができたと考えている。また，
DNA 断片の正確な測定による，個体識別の依頼も
順調に増加した。この方法は研究に使用する培養細
胞の正統性を担保する最も信頼性のある方法で学内
研究の信頼性確保に貢献しているものと考える。次
世代シーケンサーは本格的な運用が開始され，解剖
学講座，小児科学講座など学内グループとの共同研
究を進めた。
３）教育
学部教育では，教員各自が実習，演習，チュート

リアルおよび講義を担当して教育に参加した。大学
院教育では共通カリキュラムの一部を担当し，また，
大学院生の研究指導を行っている。
２．評価
学会発表，論文数共に満足のいくものではなかっ

た。研究結果の発表に問題があったと考える。広く，
世界と交流を図り，研究を進める必要がある。また，
研究費の獲得も十分ではなかった。成果を出して，
次のステップに進めるように努力しなければいけな
いと考えている。また，基礎講座とは異なる立場な
ので研究内容はより臨床医学に根差したものでなけ
ればいけない。その意味では，今まで以上に臨床教
室との連携を模索し，社会に貢献する姿勢を打ち出
す必要があると考えている。
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