
93発生・分化・成育を規定する因子と医薬品等の影響評価に関する研究（平成 18 ～ 20 年度）

Report of Collaborative StudyBull.Natl.Inst.Health Sci.,127, 93-106 (2009)

発生・分化・成育を規定する因子と医薬品等の影響評価に関する研究

（平成 18 ～ 20 年度）

世話人　　山　口　照　英

I. 事業目的

　近年，再生医療や癌の分化誘導療法といった発生・分

化・成育と言った生命の基本現象を意図的に制御するこ

とにより有用な医薬品を創生する試みが数多く行われる

様になり，これまで有効な治療法の無かった疾病への適

応も期待され，非常に活発な医薬品開発が進行してい

る．一方，環境ホルモンに代表される様に逆に様々な化

学物質が非常に低濃度でこのような発生・分化・成育現

象を望ましくない方向に変えてしまうこと知られる様に

なり，新たな対応が必要となってきている．従って，発

生・分化・成育の意図な制御を目的とした医薬品の有用

性や安全性確保においてその機作の分子レベルでの解明

や評価法の開発が望まれる一方で，化学物質等の発生・

分化・成育への望ましくない作用を適切に評価すること

や有用な評価法の開発が，毒性回避や望ましくない作用

をできる限り低減化するために必要とされている．一方，

発生・分化・成育の意図的な制御や化学物質等による望

ましくない作用にせよ，その作用発現は転写制御やシグ

ナル伝達，あるいは細胞外での情報伝達等を介する場合

など様々な作用点から誘起されると考えられている．本

研究においては，発生・分化・成育を制御することを目

的とした，あるいはこれらを制御する作用を有する医薬

品および化学物質等の評価法開発を目的として，その作

用機序の解明も含めて総合的に研究を実施した．

II. 事業概要

　発生・分化・成育を制御する医薬品や有用物質，ある

いは望ましくない作用を有する化学物質等を取り上げ，

その作用機序を分子レベルで明らかにすると共に，それ

ぞれの医薬品や化学物質のターゲット分子の解明を目指

した．本研究により，発生・分化・成育の影響を与える

医薬品や化学物質の作用機作について分子レベルでの解

明が進んだことにより，医薬品や化学物質のより適切な

品質・安全性評価手法開発が進むとともに新規医薬品開

発のシーズ提供にもつながったと考えられる．事業は所

内12部（遺伝子細胞医薬部，医薬安全科学部，環境衛生

化学部，機能生化学部，食品部，生物薬品部，代謝生化

学部，毒性部，病理部，薬理部，有機化学部，療品部）

が分担して遂行した．

　なお，動物実験は，動物実験指針等を遵守し，動物福祉・

愛護の精神に基づいて実施した．また，ヒト由来の生体

試料を用いる場合は，試料提供者に一切不利益，危険性

が伴わないように配慮し，人権擁護を含めたインフォー

ムドコンセントのもとに採取された試料を使用するとと

もに，研究目的を含め，研究内容の倫理的，科学的妥当

性について適正な倫理委員会等による審査・承認を得た

上で研究を実施した．

III. 分担研究

(1) 心筋の肥大および線維化を規定する因子の解明

 遺伝子細胞医薬部　佐藤陽治・鈴木和博

1-1 研究要旨：心不全の一因とされている心筋の病的線

維化の発症に心筋細胞から放出されるヌクレオチド，心

筋細胞のP2Y6受容体，およびG蛋白質アイソフォーム

Gα12/13が関与することを，トランスジェニックマウス

等を用いて明らかにした．

1-2 研究目的：圧付加心肥大に付随して発生する心筋線

維化に，G蛋白質アイソフォームGα12/13が仲介する細

胞情報伝達経路が関与するという仮説を検証すると同時

に，情報伝達経路の詳細を解明する．

1-3 研究方法：Gα12/13阻害ペプチド（p115RGS）を過

剰発現した培養ラット心筋細胞もしくはp115RGSを心

筋細胞特異的に過剰発現したトランスジェニックマウス

（p115-Tg）の心筋に機械的負荷を課し，心筋細胞肥大お

よび心筋線維化を検討した．また，Gα12/13の関与する

情報伝達経路の各種阻害剤を用い，肥大および線維化に

寄与する因子を同定した．

1-4 研究成果：大動脈狭窄による圧負荷によりp115-Tg
マウスは野性型と同程度の心肥大を示したものの，心筋

線維化は抑制されていた．p115RGSを過剰発現した培

養ラット心筋細胞に機械的進展を加えたところ，ATPお
よびUDPの放出が確認され，ヘミチャネル阻害剤および

P2Y6受容体阻害剤によりRhoの活性化および線維化促

進因子（CTGF，Periostin，TGFβ）の発現が阻害された．

進展刺激による細胞外へのヌクレオチド放出は，ヘミ

チャネルの一種パネキシンのRNAiにより抑制された．

1-5 考察：心筋への圧負荷においては，機械的進展刺激

により心筋細胞からパネキシンを通じてヌクレオチド放

出され，細胞外からP2Y6受容体に作用し，線維化促進

因子の心筋細胞における発現を促進することにより，心
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表１ 各発生段階における非暴露胚とビスフェノール A 暴露

胚の生存比率

表２(Ａ )ビスフェノールＡ暴露で変動した遺伝子群

　　　　 （のう胚および尾芽胚由来遺伝子 3840 個）

表２(Ｂ )ビスフェノールＡ暴露で変動した遺伝子群

　　　　 （母性由来遺伝子 5760 個）
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筋線維化が亢進することが示唆された．また，Gα12/13
の阻害剤は心筋の異常なリモデリングの予防薬となりう

ると考えられた．

(2)  遺伝子発現を指標とする化学物質の安全性評価法に

関する研究

 医薬安全科学部　長谷川隆一・頭金正博・黒瀬光一

2-1 研究要旨：アフリカツメガエルの初期胚をモデルと

して，ビスフェノールAを暴露した際の形態形成異常お

よび遺伝子発現に及ぼす影響を調べたところ，神経胚後

期から尾芽胚後期にかけて，脳やせき髄などの中枢神経

系を形成する細胞で，多数のアポトーシス細胞が検出さ

れた．また，遺伝子発現をマイクロアレイで分析したと

ころ，エストラジオール暴露とは異なった変動パターン

が観察された．

2-2 研究目的：個体形成に重要な時期である発生初期にお

ける化学物質の影響を調べるため，アフリカツメガエル

の初期胚をモデルとして，ビスフェノールAを暴露した際

の形態形成異常および遺伝子発現に及ぼす影響を調べた．

2-3 研究方法：アフリカツメガエルの桑実胚に種々の濃

度のビスフェノールAを暴露し，形態形成を観察すると

ともに，マイクロアレイを用いて9,600種類の遺伝子の

発現に対する影響を調べた．

2-4-1 研究成果①発生初期の形態形成に及ぼすビスフェ

ノールAの影響：20 μMのビスフェノールAを暴露した

初期胚では，神経胚後期から尾芽胚後期にかけて，脳や

せき髄などの中枢神経系を形成する細胞で，多数のアポ

トーシス細胞が検出された（表1）．一方，類似の形態異

常をおこす10 μMのエストラジオールを暴露した初期胚

ではアポトーシスを起こした細胞は観察されなかった．

2-4-2 研究成果②発生初期の遺伝子発現に及ぼすビス

フェノールAの影響：ビスフェノールAを暴露した尾芽

胚中期の胚での9,600種類の遺伝子の発現を測定したと

ころ，ビスフェノールA暴露胚と被暴露胚を比べて発

現量に変化が見られた遺伝子は，10 μMで344種類，20 
μMで281種類あり，形態異常を起こさなかった10 μMビ

スフェノールA暴露胚でも遺伝子レベルでは変化が見ら

れた（表2）．一方，10 μMのエストラジオールを暴露し

た初期胚で発現量が変動した遺伝子群を，ビスフェノー

ルA暴露群と比較すると，共通の遺伝子はあまり見られ

なかった．

2-5 考察：ビスフェノールAはエストロジェン様作用を

示す内分泌攪乱物質であると考えられているが，アフリ

カツメガエルをモデル動物とした初期胚への影響を，形

態形成および遺伝子発現を指標として比較するとビス

フェノールAとエストラジオールでは共通性は少なく，

ビスフェノールAの作用機構はエストラジオールとは異

なることが示唆された．また，遺伝子発現を指標にした

場合，形態形成よりも低濃度で発生の異常を検出できる

ことが明らかになった．

(3) 医薬品類の塩素処理生成物の健康影響評価

 環境衛生化学部　西村哲司・清水久美子

3-1 研究要旨：環境水中から検出される頻度が比較的高

い医薬品有効成分原体12種を選択し，塩素反応後の生成

物を抽出し，心筋細胞分化に対する影響を検討した．

未分化ES細胞に対する細胞毒性発現EC20に相当する濃

度で分化0日目～ 7日目まで曝露した結果，エリスロマ

イシン，フェノフィブレートおよびクロロテトラサイク

リンの塩素処理生成物は分化誘導を遅延する可能性が，

メフェナム酸は細胞毒性が低いにも拘らず分化誘導に影

響を及ぼす可能性が示唆された．その他の8物質は影響

を及ぼさないと考えられた．

3-2 研究目的：ほとんどの医薬品類は，疾患治療のため

に処方使用された後，生体を通り排泄されて環境水中に

放出される．したがって，生理活性を有する原体も排泄

されることが知られており，環境中に存在する調査結果

が報告されている．また，環境水中では，光や温度など

の物理化学的な要因による酸化，還元，加水分解，光分

解の他，微生物による代謝などを受け，医薬品としての

有効成分は原体とは異なった様々な反応生成物が生成し

ていることが推測される．一方，環境水中に存在する医
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Erythromycin 0.25
Mefenamic acid 12.5
Bezafibrate 0.4
Fenofibrate 2.5
Paroxetine Hydrochloride 0.05
Tetracycline Free base 0.4
Triclosan 0.0625
Roxithromycin 1
Diclofenac sodium salt 12.5
Chlorotetracycline Hydrochloride 1.5
Oxytetracycline Hydrochloride 0.75
Fluvoxamine malate 0.0375
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表３　医薬品塩素処理生成物のマウス ES 細胞に対する毒性および心筋細胞分化誘導に及ぼす影響
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薬品の有効成分原体は，下水処理や浄水処理工程で塩素

処理を受けることがある．これらの医薬品有効成分原体

の塩素反応における挙動や，生物に対する影響に関して

は情報がほとんどない．本研究では，環境水中から検出

される頻度が比較的高い医薬品有効成分原体12種を選択

し，塩素反応後の生成物を抽出し，生物に対する影響を

検討した．

3-3 研究方法：

3-3-1 試薬：①エリスロマイシン（和光純薬工業（株）），

②メフェナム酸()，③ベザフィブラート（アルドリッ

チ－シグマ社），④フェノフィブラート（アルドリッ

チ－シグマ社），⑤パロキセチン（ＴＲＣ社），⑥テト

ラサイクリン（MP Biochemcal社），⑦トリクロサン

（CALBIOCHEM社），⑧ロキスロマイシン（和光純薬工

業（株）），⑨ジクロフェナック（アルドリッチ－シグマ

社），⑩クロロテトラサイクリン（関東化学（株）），⑪

オキシテトラサイクリン（和光純薬工業（株）），⑫フル

ロキサミン（TOCRIS社）の，市販されている試薬純度

の製品を使用した．

3-3-2 標準溶液：メチルアルコールで500μg/mL溶液を調

整し，使用時まで-20℃に保存した．

塩素処理反応：10mMリン酸水溶液（pH7.0）500mLに
対し，1000μLの500μg/mLのメチルアルコール標準溶液

を添加し，室温で10分間撹拌した．さらに，初期遊離塩

素濃度が1mg/Lになるように次亜塩素酸ナトリウム溶液

を添加し，室温で2時間間撹拌して，塩素反応させた．

3-3-3 塩素反応生成物の抽出：塩素反応終了後，10mg/
mlのアスコルビン酸ナトリウム溶液を250μL添加し，残

留塩素を除去した．20%硝酸水溶液を適量加え，pH値を

2に調整した後，ジクロロメタン5mL，メチルアルコー

ル5mLおよび精製水5mLを順次通した固相カートリッジ

Oasis HLBに，10mL/分の流速で通水した．固相カート

リッジは，精製水を20mL通水した後，空気を5分間およ

び窒素を5分間，順次通気して乾燥した．固相カートリッ

ジにジクロロメタン5mLを通して，吸着成分を溶出した．

溶出溶液は，減圧濃縮により乾固し，ジメチルスルホキ

シド（DMSO）で1mLに定容し，試験溶液とした．

3-3-4 培養細胞の準備：細胞は，マウス幹細胞(ES細胞)
とヒト肝がん由来樹立細胞(HepG2細胞)を用いた．ES
細胞では，0.1% Gelatinを予めコーティングした96well 
white plate 6枚にマウス線維芽細胞を1x105 cells/ml, 
0.2ml/wellを植え，2時間後に線維芽細胞が接着したこ

とを確認後，ES細胞を1x105 cells/ml, 0.2ml/wellを植え，

24時間培養した．HepG2細胞では，96well white plate 6
枚に1x105 cells/ml, 0.2ml/wellを植え，24時間培養した．

3-3-5 塩素反応生成物の細胞への曝露：12種の抽出され

たDMSO溶液を100%として，DMSOで等倍段階希釈を

行 な い，0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.03125, 0.015625%
のDMASO溶液を調整した.24時間培養した細胞を0.5% 
FCS medium, 0.2ml/wellで培地交換し，段階希釈した

DMSO溶液をn=3で1μL/well添加し，37℃ CO2インキュ

ベータ内で24時間及び48時間曝露した．

3-4 研究成果：塩素反応生成物を曝露したマウスES
未分化細胞について，CellTiter-GloⓇ Luminescent Cell 
Viability Assay kit (Promega) お よ びLDH Cytotoxicity 
Detection Kit (TaKaRa)を用いて，添付されたプロトコー

ルに従って細胞毒性に対する影響を調べた．現時点では，

塩素反応生成物の分析用標準物質が入手できないため，

定量的な評価はできないが，12種の塩素反応生成物は，

細胞毒性が強く出る傾向が見られた．20 ～ 30%の細胞

毒性が見られた濃度を，原体と塩素反応生成物の抽出効

率がおおよそ同等と仮定して求めると，トリクロサン塩

素処理抽出生成物の6.25ng/mL相当（以下）からメフェ

ナム酸とジクロフェナックの12.5μg/mL相当（以下）で

あった（表3）．これらの医薬品成分の環境中実態濃度の

測定結果では，1μg/L以上の濃度が検出されることはほ
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とんど無いことから，20 ～ 30%の細胞毒性が見られた

濃度の塩素反応生成物が環境水中に存在する可能性は低

いと考えられた．また，ヒト肝がん由来HepG2細胞に対

する細胞毒性を調べた結果，マウスES未分化細胞に比べ

毒性が強く出る傾向が認められた．パロキセチン，トリ

クロサン，フルロキサミンは，両細胞に対し細胞毒性が

強くでており，環境中の挙動に注意を払う必要があると

考えられる．

　ここで求められた濃度を用いて，我々が確立したマウ

スの心筋分化誘導評価系で分化過程に及ぼす影響を検討

した．マウスの心筋分化誘導評価系は，蛍光タンパクを

発現するベクター pZs Green 1-1に心筋分化特異的発現

遺伝子であるGATA-4遺伝子のプロモーター領域を導入

したプラスミドを構築し，そのプラスミドを形質導入し

たES細胞を心筋細胞に分化誘導させて誘導される蛍光タ

ンパク質を指標として，曝露した化学物質の影響を評価

するスクリーニング系である．各々の塩素反応生成抽出

物を，細胞毒性発現EC20に相当する濃度で，分化0日目

～ 7日目まで曝露して心筋系に分化させた．分化後，7
日目と11日目の細胞のGATA-4の発現を顕微鏡にて観察

した．溶媒対照では，7日目から蛍光タンパク質の誘導

が認められたが，エリスロマイシン，メフェナム酸，フェ

ノフィブレートおよびクロロテトラサイクリンを曝露し

た分化細胞では誘導が認められなかった．その他9物質

では誘導が見られたが，GATA-4の発現が抑制される傾

向にあった．11物質の暴露では11日後に誘導発現が見ら

れたが，メフェナム酸は細胞毒性が低いにも拘らず，11
日目においても認められなかった．

3-5 考察：本研究で検討した12医薬品成分の塩素反応生

成物の中で，メフェナム酸は細胞毒性が低いにもかかわ

らず，心筋細胞医分化指標遺伝子であるGATA-4の誘導

が認められなかった．この結果は，メフェナム酸の塩素

反応生成物は心筋分化に影響を及ぼす可能性を示唆して

いる．しかし，本研究で用いた塩素反応生成物は固相抽

出混合物であり，正確な定量ができていないことから，

影響を及ぼす物質の同定および影響濃度等，さらに詳細

な検討を行うことが必要である．

　また，本研究で使用したマウスの心筋分化誘導評価系

は，種々の化学物質が心筋へ分化誘導する過程に及ぼす

影響を評価するために有効な手法であり，化学物質のス

クリーニング法としての適用が期待される．

(4) 粘膜免疫および神経免疫系相互作用の機序解析

 代謝生化学部　手島玲子・中村亮介

4-1 研究要旨：粘膜免疫に関係して腸管上皮細胞中γδΤ
リンパ球の経口免疫寛容への影響を，γδΤリンパ球の発

現の抑えられているW/Wvマウスに野生型マウスの骨髄

細胞を移植する再構成実験より確認した．また，神経免

疫系相互作用に関連して，神経細胞とマスト細胞の共存

培養実験からマスト細胞から産生されるATPが神経の活

性化に関与すること，ATP受容体拮抗薬により抑制され

ることを確認した．

4-2 研究目的：食物アレルギーの経口感作における寛容

のメカニズムを知る目的で腸管上皮細胞中γδΤリンパ球

の役割の解析を行う．また，神経系と免疫系の相互作用

に関与する制御因子の解析を神経系細胞とマスト細胞の

共存培養系を用いて検討する．

4-3 研究方法：c-kit遺伝子に変異を持つためにγδΤリン

パ球の発現の抑えられているWBB6F1-W/Wv(W/Wv)マウ

スに野生型(C57BL/6)マウスの骨髄細胞を移植し，5 ヶ

月後に腸管上皮細胞中γδΤリンパ球の再構成を確認し，

卵白アルブミン経口感作実験を行い，再構成前のW/Wv

マウスの感作能との比較を行った．また，頸上神経節

(superior cervical ganglia (SCG))由来神経細胞とマスト細

胞の共存培養系を用いて，相互作用へのATPの影響を検

討した．

4-4 研究成果：γδΤリンパ球を再構成したW/Wvマウスに

おいて卵白アルブミン経口感作によるIgG1抗体産生が抑

えられ，経口免疫寛容が再構成前のW/Wvマウスに比べ

大きく誘導されることから，γδΤリンパ球が経口免疫寛

容に重要な役割を担うこと，また，γδΤリンパ球はc-kit
陽性骨髄細胞のSCFによる分化により形成されることが

示された．神経細胞とマスト細胞の共存培養実験からマ

スト細胞から産生されるATPが神経の活性化に関与する

こと，ATP受容体拮抗薬及びATP加水分解酵素により抑

制されることを確認した．

4-5 考察：腸管上皮細胞中γδΤリンパ球は，CD8陽性リ

ンパ球であり，細胞から産生されるサイトカインを介し

て経口免疫寛容を成立させる役割を担っているものと考

えられた．また，神経細胞とマスト細胞の共存培養実験

からは，神経系細胞から産生されるサブスタンスＰ等の

神経伝達物質ばかりでなくマスト細胞から産生される

ATPも神経・マスト細胞の相互作用に関与していること

が示された．

(5) 化学形に依存したヒ素の発生・分化に対する影響

 食品部　長岡（浜野）恵

5-1 研究要旨：化学形に依存したヒ素の発生・分化に対

する影響を検討するために，水素化物変換－コールドト

ラップ－原子吸光法（HG-CT-AAS法）によるヒ素の化

学形別定量法を確立した．

5-2 研究目的：ヒ素の代謝経路について含硫化合物との

相互作用を含む系が報告されつつあり，近い将来，代謝

マップが新しいものに塗り替えられる可能性がある．そ
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こでヒ素代謝をさらに明らかにするため，まずヒ素の形

態別分析法の確立を検討した．

5-3 研究方法：ヒ素の分別定量には水素化物変換－コー

ルドトラップ－原子吸光法（HG-CT-AAS法）を用いた．

形態別ヒ素分離システム：島津ASA-2sp，原子吸光分光

光度計：サーモエレメンタルSOLAAR M5．
5-4 研究成果：無機ヒ素，モノメチルアルソン酸，ジメ

チルアルシン酸，トリメチルアルシンオキシドの4種の

ヒ素化合物の分別定量を，水素化物変換－コールドト

ラップ－原子吸光法（HG-CT-AAS法）を用いて行うた

めの最適な分析条件を確立した．

5-5 考察：ヒ素代謝についてはこれまでメチル化機構の

代謝経路が確立され，長年信じられてきたが，含硫化合

物との相互作用を含む新しい代謝経路についての報告が

なされつつある．含硫化合物との関連について，今後，

HPLC/HR-ICP-MS法を用いた研究が必要と考えられた．

(6)  AC133陽 性 細 胞 由 来early EPCの 分 化 に 対 す る

Thrombopoietinの促進効果に関する研究

 生物薬品部　豊田淑江・石井明子・山口照英

6-1 研究要旨：血管内皮前駆細胞（EPC: Endothelial 
Progenitor Cells）の中でも細胞・組織加工医薬品として

有用性が高いと期待されるearly EPCに着目し，AC133
陽性の幹細胞画分からearly EPCを効率よく誘導する方

法の開発を試みた．Early EPCの分化に対するstatin類等

の各種医薬品や生理活性物質の影響を評価したところ，

Thrombopietin（TPO）がearly EPCの分化促進活性を持つ

ことを見出すことができ，TPOを用いてearly EPCの誘導

効率を改善することができた．また，TPOのシグナル伝

達が血管内皮細胞増殖因子VEGFとは異なること，TPO
とVEGFが相乗的に作用することを明らかにした．

6-2 研究目的：現在，虚血性心疾患や下肢虚血疾患など

の重症虚血性疾患患者に対して，血管内皮前駆細胞の起

源細胞を含む骨髄あるいは末梢血由来単核球を虚血部位

に移植するという血管再生療法が臨床研究や先進医療と

して実施されている．しかし，多様な細胞を含む単核球

画分を投与することにより有害作用が生じる可能性も懸

念されることから，有効成分である血管内皮前駆細胞の

みをex vivoで調製し，一定の品質・有効性・安全性が確

保された細胞・組織医薬品として提供することにより，

血管再生療法の有効性・安全性を向上させることが望ま

れている．本研究では，血管新生に関わるサイトカイン

類を放出することから細胞・組織加工医薬品として有用

性が高いと期待されるearly EPCに着目し，early EPCの
分化誘導を促進する方法の探索を行った．

6-3 研究方法：末梢血より分離したバフィーコートあ

るいは臍帯血を2mM EDTAを含むPBS(-)で2倍希釈し，

Lymphoprep tubeを用いた遠心法により単核球を分離し

た．分離した単核球を抗AC133抗体-マイクロビーズと

4℃で30 分反応させ，Auto MACS (Milteny Biotec)を用

いてAC133陽性細胞を分離した．AC133陽性細胞は20%
ウシ胎児血清(FBS)，50 ng/ml VEGF，50 ng/ml TPO，

を含むEBM-2培地に浮遊させ培養した．なお，末梢血バ

フィーコートは埼玉赤十字血液センターより，臍帯血は

東京赤十字血液センター臍帯血バンクより提供された．

6-4 研究成果：我々はこれまで，ヒト末梢血あるいは臍

帯血から分画したAC133陽性細胞からearly EPCを分化

誘導する系を確立し，AC133陽性細胞に由来するCD31
強陽性細胞が高活性なearly EPCであることを報告して

き た（Kanayasu-Toyoda et al. J. Cell. Physiol. 195, 19, 
2003）．本研究において，in vitroでearly EPCを分化誘導

する物質を探索した結果，TPOがAC133陽性細胞から分

化するCD31強陽性early EPCを増加させることを見出す

ことができた．

1)AC133陽性細胞由来EPCの誘導系におけるTPOの効果

　AC133陽性細胞にVEGFのみを添加，あるいは，VEGF
とTPOの両者を添加してfi bronectinプレート上で2週間培

養したところ，VEGF単独群に比して，VEGF+TPO添加

群でKDR陽性，eNOS陽性の接着した細胞が増加した．

フローサイトメトリーによる解析で，TPOの添加により

CD31強陽性細胞が0.51%から2.80%に増加していたこと

からも，TPOがAC133陽性細胞からearly EPCへの分化増

殖を促進することが明らかとなった．

　上記の検討では対照群にVEGFを添加し，VEGFにTPO
を加えて比較したが，次にTPO単独の効果を検討した．

AC133陽性細胞にVEGFを加えて一週間培養すると細

胞総数（Fig. 1a）は対照群と比べて増加しなかったが， 
CD31強陽性細胞の割合は約1.5倍とわずかではあるが上

昇しており（Fig. 1b），CD31強陽性細胞数（Fig. 1c）は
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対照群に比べて有意に増加していた．一方，TPOを加

えて培養すると，細胞総数は約2倍増加（Fig. 1a）し，

CD31強陽性細胞の割合は約13倍近く上昇しており（Fig. 
1b），CD31強陽性細胞数（Fig. 1c）は20倍以上の増加が

観察された．また，VEGFとTPOを同時に添加すると細

胞総数がさらに増加し，CD31強陽性細胞数は相乗的に

増加していた（Fig. 1c）．
2) TPOの情報伝達経路

培養開始3日後の細胞を用い，AC133陽性細胞における

TPOの情報伝達経路について検討した．Fig. 2に示すよ

うに，PI3K/Akt経路の活性化に重要なAktの473番目のセ

リンのリン酸化がTPO刺激後15分で観察された．次に，

TPOあるいはVEGFで刺激15分後のPI3K/Akt経路とJAK/
STAT経路の活性化を比較したところ，Aktの473番目の

セリンのリン酸化はVEGFよりTPOの方が強く，両者で

細胞を同時に刺激するとさらに強いリン酸化が検出され

た．Aktのセリンリン酸化に対して観察されたVEGFと
TPOの相乗効果は，early EPC誘導において相乗効果が見

られたことと一致した現象である．一方，STAT3の705
番目のチロシンのリン酸化はTPOで刺激した時のみ観察

された．PI3Kをその阻害剤であるワートマニンで抑制す

ると，early EPCの産生は有意に減少したが，その阻害が

完全でなく部分的であったことから，EPC産生促進には

PI3K/Akt経路とJAK/STAT経路の両経路の活性化が重要

と考えられた．また，TPOがVEGFより強いearly EPC産
生促進作用をもつのはTPO単独で両経路の活性化ができ

ることが一因であると考えられた．

6-5 考察：血管内皮前駆細胞にはearly EPC とOutgrowth 
Endothelial Cells (OEC)という少なくとも2つのタイプが

あることが知られている．early EPCは血管形成に関与す

るサイトカイン等を放出することにより，OECは自身が

新生血管に取り込まれることにより，それぞれ血管形成

に寄与すると考えられていることから，両者を併用する

ことにより，より高い血管再生効果が期待できる．OEC
が増殖性の高い細胞であるのに対して，early EPCは増殖

性が低く，実用化に向けては細胞調製法の確立が最大の

課題である．本研究の成果は，early EPCの臨床応用に向

けた有用な知見であると考えられる．

(7)  破骨細胞および脂肪細胞の分化と機能発現に関する

研究

機能生化学部　安達玲子・鈴木和博・手島玲子・最上(西
 巻)知子

 慶應義塾大学　櫻井智子・笠原忠

7-1 研究要旨：造血幹細胞より分化し骨代謝系において

重要な役割を担う破骨細胞について，その分化及び機能

発現において細胞骨格系の一種である中間径フィラメン

ト（ビメンチンフィラメント）が重要な役割を果たすこ

とを示した．また，脂肪前駆細胞を用い，β3アドレナリ

ン受容体（β3-AdR）発現影響評価の方法を検討した． 
7-2 研究目的：①造血幹細胞より分化し骨代謝系におい

て重要な役割を担う破骨細胞について，その分化及び機

能発現における中間径フィラメント（ビメンチンフィラ

メント）の役割について解析する．②白色脂肪でのβ3ア
ドレナリン受容体（β3-AdR）発現とその制御について，

培養細胞を用いた解析方法を検討する．

7-3 研究方法：マウスマクロファージ系RAW264.7細胞

に，破骨細胞の分化において重要なサイトカインである

Receptor activator of NF-kB ligand（RANKL）を添加し

て3日間培養し，破骨細胞に分化させた．ビメンチン及

びアクチンの分布は蛍光標識抗体を用いて観察した．破

骨細胞活性はOAASプレートを用いたPit formation assay
により測定した．3T3-L1脂肪前駆細胞を脂肪細胞へと分

化誘導する際に薬物処理し，β3-AdR mRNA発現への影

響を調べた． 
7-4 研究成果：①RAW264.7細胞の破骨細胞への分化に

伴い，中間径フィラメントを形成するビメンチンの発現

が増大することを示した．また，siRNAによりビメンチ

ン発現量を低下させた細胞では，分化後の破骨細胞にお

いて重要なアクチン細胞骨格の分布に異常が生じるこ

と，細胞が通常よりも大きく広がった形態をとること，

骨吸収活性が低下することを示した．②3T3-L1細胞の分

化と薬物処理のタイミングがβ3-AdR mRNA発現に及ぼ

す影響を解析し，β3-AdR mRNA発現は分化とともに上
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昇することを見いだした．

7-5 考察：①中間径フィラメントであるビメンチンフィ

ラメントは，破骨細胞分化の際，アクチン細胞骨格と相

互作用しつつ，その形態維持，さらに機能発現において

重要な役割を果たしているものと考えられる．②β3-AdR 
mRNA発現は3T3-L1細胞の分化と関連しており，分化効

率に影響する薬物は，分化誘導時に処理すると評価が困

難になることが判明した．

(8) 分子メカニズムに支えられた発生毒性評価系の開発

 毒性部　菅野純・北嶋聡

8-1 研究要旨：3年間を通じ，遺伝子発現変動に立脚し

た高精度な発生毒性評価系の開発・確立を目的として，1）
無処置野生型マウス・全胚における遺伝子発現変動の経

時データベースの作成[マウス胎生6.25-9.75日]，2）催

奇形性モデル物質を経胎盤投与した際のマウス胚におけ

る本手法の適用と解析，加えて3）in vitroの系を導入し，

無処置野生型ES細胞を用いた胚様体(EB)形成における

遺伝子発現変動の経時データベースの作成　[EB形成0-7
日]の以上3点につき検討した．1），3）の経時データベー

スは取得でき，2）については，分子標的物質が影響す

る想定外のシグナルカスケード，あるいは不明であった

標的分子を見いだした可能性が示唆されるなど，化学物

質の安全性評価上，意義深い知見が得られており，本解

析手法の基本的な部分は確立されたものと考えられた．

8-2 研究目的：本研究の目的は，医薬品をはじめとする

化学物質暴露時の安全性確保の観点から，遺伝子発現変

動に立脚した高精度な発生毒性評価系を開発・確立する

ことにある．げっ歯類という実験動物を用いた本研究の

成果を通して，ヒトにおける発生毒性評価を，より正確

に予測することができるものと期待される．

8-3 研究方法：マウスは，C57BL/6CrSlcを実験に用い，

経時的にサンプリングした各ステージのマウス胚を1
腹分プールしたRNAサンプルを用い，マイクロアレイ

[Affymetrix GeneChip MOE430v2]（ 約45,000プ ロ ー ブ

セット）を用いて，網羅的遺伝子発現変動解析を検討

した．胚性幹(ES)細胞はTT2を使用し，ES細胞の分化は

LIF非存在下で2日間天井培養し(day2)，その後得られた

胚様体(EB)を浮遊培養することによりおこなった．EB
は，180個〜60個（分化日数によって異なる）をプール

して1サンプルとし，直接，1% の2-メルカプトエタノー

ル含有RLT バッファーに変性・溶解させた．

　催奇形性モデル物質はサイクロパミンとサリドマイド

を選択した．化学物質の投与に際しては，投与経路は，

妊娠マウスへの強制経口投与とし，投与容量は10 (ml/
kg)，溶媒は0.5% メチルセルロースあるいはコーンオイ

ルとし，懸濁にはメノウ鉢を使用した．用量設定実験結

果を基に投与用量を決定した．サイクロパミンは，ユリ

科バイケイソウ属植物由来 のアルカロイドで，妊娠羊

から産まれた仔羊が単眼症を示し，in vitro実験にて，神

経管発生等に関与するShhシグナル関連分子Smo分子を

阻害することが報告された化学物質である．したがって，

標的分子が一応明らかな催奇形性モデル物質である．サ

リドマイドは，げっ歯類で催奇形性を示さないがヒトで

示し，標的分子が不明な化学物質である．

　Whole mount ISHは，ジゴキシゲニンでラベルした

dNTPを用いて作製したRNAプローブを用いて，固定後

プロテナーゼK処理したマウス胚とハイブリダイゼー

ションをおこない，検出は抗ジゴキシゲニン抗体，発色

はBM purpleでおこなった．

8-4 研究成果：①無処置野生型マウス・全胚につき，胎

生6.25日から9.75日まで（0.25日毎），計12点のtime 
pointにつき，マウス胚1匹あたりのgenomic DNA量，

total RNA量の算出，ならびにGeneChip1枚あたりに必要

な胚数を算出の後，遺伝子発現変動の経時データを取得

した．Shhシグナルカスケードに直接関係する各遺伝子

の発現の経時変化を解析し，それぞれ同様な発現パター

ンを示すことが明らかとなった．②妊娠7.25日の妊娠動

物にサイクロパミン(0, 30 mg/kg)を単回経口投与し，投

与2，8，24時間後の胚RNAサンプルにつき，遺伝子発

現変動解析を検討した．標的分子と考えられSmoならび

にShhシグナル関連遺伝子につき検討したところ，対照

群と投与群とで有意な変化が認められなかった．網羅的

に遺伝子発現変動解析を検討した結果，コレステロール

生合成に関わる遺伝子群の発現変動が見いだされた．妊

娠7.25日の妊娠動物にサリドマイド(0, 1,000 mg/kg)を
単回経口投与し，投与2，8，24時間後の胚RNAサンプ

ルにつき網羅的遺伝子発現変動解析を検討し，その結

果，当該分子の遺伝子欠失マウス胚のサリドマイド誘発

奇形と同様な肢部での形成異常の報告がある遺伝子の発

現減少が見いだされた．③無処置野生型ES細胞を用い

た，EBにおける遺伝子発現変動の経時データベース [EB
形成0-7日] (TIME POINT：14点)を取得した．Brachyury
やCardiac actinなど，いくつかの分化マーカーについて，

すでに取得済みのマウス無処置野生型胚のデータベース

と比較し，両データベース間で同様な発現パターンを示

すことが明らかとなった．

8-5 考察：①取得した，無処置野生型マウス・全胚の遺

伝子発現変動の経時データは，化学物質暴露実験時の対

照として有益となるだけでなく，非投与時でも，発生に

関与する遺伝子群が激しく経時的に変化することから，

特定のシグナルカスケードを描出できる可能性が示唆さ

れた．加えて，ある遺伝子の発現に関し，時間1点にお

ける観察だけでは，発現ピークの変化なのか位相のシフ
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トなのか，あるいは両者複合なのか不明となり，化学物

質影響下での比較のためには，用量依存性とともに経時

変化を検討する必要があることが示唆された．②サイク

ロパミンあるいはサリドマイド投与の際の解析結果は，

分子標的物質が影響する想定外のシグナルカスケード，

あるいは不明であった標的分子を見いだした可能性を

示唆しており，本解析手法が高精度な発生毒性評価系と

して有用であると同時に，化学物質の安全性評価上，意

義深いものと考えられた．③ES分化系であるEBを用い

る実験系は，in vitro  実験として有用であるだけでなく，

より早期の胚の代替となり得ることからも有用となるも

のと考えられた．具体的には，マウス胚のサンプリング

は，着床前後の胎生3.5日〜5.5日まで困難であるが，マ

ウス胎生3.5日の胚盤胞の内細胞塊由来のES細胞を分化

させるEBは，この時期を補完できるためである．

　以上のことから，本解析手法の基本的な部分は確立さ

れたものと考えられた．

(9)  ラット大腸発がん過程に出現する分化異常の発生機

構と大腸発がん物質検出への応用

 病理部　広瀬雅雄・西川秋佳・今井俊夫・吉田緑

9-1 研究要旨：ラット大腸中期発がんモデルにおいて出

現する分化異常を呈するベータカテニン陽性の小腸上皮

類似細胞は，大腸がんの前がん病変であると考えられた．

またこのモデルを用いた結果，スルファサラジンは大腸

発がん促進作用を有し，その機序に炎症の増強の関与が

示唆された．

9-2 研究目的：ラット大腸発がん過程において小腸類似

の分化異常を呈する細胞が出現するが，この分化異常と

大腸発がんとの関連性を明らかにし，この分化異常が大

腸発がん物質の短期検出のエンドポイントとなりうるか

検討する．

9-3 研究方法：ラットに大腸発がん物質であるジメチル

ヒドラジン処置後，大腸炎発生物質であるデキストラン

硫酸ナトリウム(DSS)を投与するラット大腸中期発がん

モデルを応用してスルファサラジンの発がん修飾作用を

検索した．

9-4 研究成果：ラット大腸中期発がんモデルでは，パネー

ト細胞を有する小腸上皮類似の上皮が出現し，ベータカ

テニン陽性であった．このモデルを応用した結果，スル

ファサラジンは発がん促進作用を示し，免疫組織化学，

RT-PCR法の結果よりiNOS関連の遺伝子および蛋白が上

昇した．

9-5 考察：ラット大腸中期発がんモデルで出現するパ

ネート細胞を有する小腸上皮類似の上皮は，ベータカテ

ニン陽性を示すことから前がん病変であると考えられ

た．また，このモデルを応用した結果，スルファサラジ

ンは大腸発がん促進作用を示し，その機序にはiNOS関
連の遺伝子および蛋白の上昇が関与していると考えられ

た．

(10)  ラット海馬アストロサイトにおけるfluoxetineの

BDNF産生とadenosineの増強作用

 薬理部　大久保聡子

10-1 研究要旨：ラット初代培養海馬アストロサイトの

有するbrain-derived neurotrophic factor (BDNF)産生能に

与える影響について，SSRI型抗うつ薬fl uoxetine（FLX）

及びATPおよびその代謝物adenosineの作用を検討した．

その結果，FLXはアストロサイトからのBDNF産生を促

し，その作用はadenosine共存下さらに増強した．

10-2 研究目的：抗うつ薬の作用機序については「モノ

アミン仮説」を中心に進められてきたが，薬理作用と臨

床効果発現の時間依存性の矛盾が指摘され，実際の抗う

つ薬の作用機序は未解明のままである．近年，抗うつ薬

はニューロンやグリア細胞の一種であるアストロサイト

において神経栄養因子であるBDNFを増加させることが

知られており，抗うつ薬の新たな作用機序としてBDNF
を介した神経新生が注目されている．一方，ATPは恒常

的にアストロサイトから遊離される“グリア伝達物質”

として，P2受容体を介し中枢神経系機能の制御を担う他，

遊離後は速やかにadenosineまで分解され，adenosine受容

体を介した機能制御を行う．アストロサイトはBDNFな
ど様々な神経栄養因子を放出してニューロンの機能を維

持すると考えられているが，常にアストロサイトから

放出され細胞周囲に存在すると考えられるATPまたはそ

の代謝物adenosineの神経栄養因子放出に対する役割は未

だ明らかでない．そこで本研究では，アストロサイトの

BDNF産生に着目し，これに対する抗うつ薬FLXの効果

とATP/adenosineの修飾作用について実験を行った．

10-3 研究方法：実験には生後1日目のラットより調製

した海馬アストロサイト初代培養細胞を用いた．BDNF 
mRNA量は定量的real-time RT-PCR法，また海馬アスト

ロサイトに発現するadenosine受容体の発現はRT-PCR
法を用いて検討した．リン酸化CREB (cAMP response 
element-binding protein)の検出にはウエスタンブロット法

を用いた．

10-4 研究成果：ATPおよびその代謝産物であるADP，
AMP，adenosineの 中 で，adenosineが 最 も 強 くBDNF 
mRNA発現増強をもたらした．一方，抗うつ薬FLXによっ

てもBDNF mRNA発現が観察された．さらにFLX存在下

でadenosineの効果は相乗的に増大した．RT-PCR法及び

受容体阻害薬を用いた検討により，adenosine刺激による

BDNF mRNA発現増加にはA2B受容体の関与が示唆され

た．また，adenosine及びFLXによるBDNF mRNA発現上
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昇にはMEK/ERK経路から転写因子CREBへの経路が関与

することを見出した．

10-5 考察：アストロサイトはグリア伝達物質として常

にATPを放出し，これは速やかにadenosineに代謝される

ことから，脳内には常に一定量のadenosineが存在してい

ると考えられる．このことから，アストロサイトにおけ

るFLXのBDNF産生にはadenosineが常に相乗的な作用を

もたらしていることが示唆され，脳内での神経新生を介

する抗うつ作用発現を考える上でも有用な知見を得るこ

とが出来た．

(11)  安全性を確保したビタミンDレセプターリガンドの

創製

 有機化学部　栗原正明・袴田航

11-1 研究要旨：核内レセプターのひとつであるビタミ

ンレセプター（VDR）は細胞の分化，骨代謝に深く関わり，

創薬のターゲット分子として注目されている．しかし，

血中カルシウム濃度の上昇という副作用もあり，安全性

を十分確保した創薬が求められている．我々は，VDRの
新規な非セコステロイド型リガンドの創製を行った．ま

た，X線構造解析も行い，新規リガンドとVDRの結合様

式も明らかにした．

11-2 研究目的：安全性を確保した新規VDRリガンドの

創製を行うことを目的とする．

11-3 研究方法：コンピュータを用い，タンパク質の三

次元構造に基づいた非セコステロイド型VDRリガンドの

分子設計を行った．設計した分子を合成し，転写活性を

評価した．

11-4 研究成果：セコステロイド骨格を持たない新規リ

ガンドYR301の創製を行った．YR301は活性型ビタミン

D3に匹敵する転写活性を示した．また，このYR301とビ

タミンDレセプター（VDR）の複合体のX線構造解析に

成功した．

11-5 考察：内在性のリガンドである活性型ビタミンD3

はビタミンDレセプター（VDR）の6つの残基（Tyr143, 
Ser237, Arg274, Ser278, His305, His397）と水素結合を

形成しているが，YR301では6残基うち2残基（Tyr143, 
Ser278）とは水素結合を形成していなかった．にもかか

わらず，YR301は活性型ビタミンD3に匹敵する転写活性

を示した．これは今後のリガンド設計に大きな情報を与

える．

(12) 骨接合材料の高度安全性評価手法の開発

 療品部　伊佐間和郎・土屋利江

12-1 研究要旨：直接接触法によるコロニー法を用いて，

Ti-Ni合金等の細胞毒性を評価した．また，in vitroアパ

タイト形成能試験に用いる擬似体液として，カルシウム

及びマグネシウムイオンを含有するハンスク平衡塩溶液

の有用性を確認した．さらに，Ti合金のアパタイト形成

能を定量的に評価するために，フーリエ変換赤外光音響

分光（FT-IR/PAS）分析の測定条件を最適化した．

12-2 研究目的：金属材料は化学組成の相違によって細

胞毒性強度が異なる．そこで，金属材料の細胞毒性を高

感度に検出する方法を検討する．また，擬似体液中での

アパタイト形成能は生体内での骨結合性をよく再現す

る．そこで，金属材料のアパタイト形成能を簡便に定量

的に評価する方法を検討する．

12-3 研究方法：Ti-Ni合金等の細胞毒性を直接接触法に

よるコロニー法を用いて評価する．また，カルシウム及

びマグネシウムイオンを含有するハンスク平衡塩溶液を

用いて，Ti合金のアパタイト形成能試験を行う．さらに，

FT-IR/PAS分析において，スキャンスピードを変化させ

た時のアパタイト由来の光音響強度の動向を解析する．

12-4 研究成果：直接接触法によるコロニー法において，

Ti及びTi-Niは細胞毒性を示さなかったが，Niは細胞毒性

を示した．また，ハンスク平衡塩溶液浸漬によって，Ti
合金は材料表面にアパタイトを形成した．さらに，アパ

タイトのFT-IR/PAS分析において，スキャンスピードが

2.0 mm/secの時に光音響強度が最も高くなった．

12-5 考察：アパタイトの分析にFT-IR/PASを用いること

で，試料の表面形状に制限が無く，定量的なアパタイト

形成能の評価が可能となった．金属材料の細胞毒性を高

感度に検出し，アパタイト形成能を定量的に評価するこ

とは，安全性及び有効性のより高い骨接合材料の材料設

計に有用である．
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