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分化・増殖・情報伝達に関与する因子並びに分子の安全性・生体影響評価に
関する研究（平成21 ～ 23年度）

世話人　　栗　原　正　明

Ⅰ．事業目的
　生命科学の急速な進歩により，分化や増殖といった生

命の根幹に関わる問題が解明されつつある．一方で，国

民の健康や安全・安心な社会に対する希望は強く，がん

に対する画期的新薬，生活習慣病（メタボリックシンド

ローム）の克服や再生医療に関する医薬品開発が期待さ

れているところである．そのためには最新の科学の進歩

の成果を一般市民の生活に還元する必要があり，分化・

増殖のプロセスで機能する情報伝達系に作用する新たな

分子の開発や，情報伝達系の分子メカニズムの解明が一

層求められているところである．一方，現代工業社会は

実に多様な化合物を生み出しており，これらの化合物の

中には，予期せず分化・増殖のプロセスに作用しヒトに

影響を与える危険がある物質も存在しうる．一旦この種

の化学物質が環境に放出されると，健康影響を被る対象

は極めて多数に及ぶ．化学物質の事前の安全性評価が極

めて大切である．本研究においては，分化・増殖やその

情報伝達プロセスに関与する因子及び分子に着目し，そ

の機能を検討することにより，発生・増殖のメカニズム

を解明するとともに，新規開発される医薬品の評価，あ

るいは化学物質の安全性の確立に資することを目的とす

る．

Ⅱ．事業概要
　分化・増殖のプロセスで作用する分子あるいはそれら

のプロセスに関与する情報伝達系に作用する因子及び分

子（医薬品・医薬品候補化合物・化学物質）の作用メカ

ニズムを解析する．同時に生体・細胞側の標的の特性を

解析することにより，分化・増殖に機能する医薬品・化

学物質の評価手法を開発する．事業は所内10部（遺伝子

細胞医薬部，生活衛生化学部，代謝生化学部，病理部，

薬理部，有機化学部，機能生化学部，変異遺伝部，医療

機器部，総合評価研究室）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，試料提供者に一切の不利益，

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切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
⑴　白血球細胞の分化・増殖に係る分子の研究
 遺伝子細胞医薬部　押澤　正，鈴木和博

1-1 研究要旨：カルシウム結合タンパク質S100A8が，

前骨髄性白血病細胞株HL-60の増殖抑制に関与すること

を明らかにした．

1-2 研究目的：HL-60を好中球様細胞へ分化誘導する系

を用いて，HL-60細胞の分化・増殖に関与するタンパク

質を探索する．

1-3 研究方法：HL-60細胞にDMSOを添加して好中球様

細胞へ分化誘導し，添加2日目に抗体標識磁気ビーズを

用いてトランスフェリン受容体（Tfr-R）陽性（増殖型），

陰性細胞（分化型）を分離し，発現タンパク質を二次元

電気泳動法で解析した．

1-4 研究成果：11kのタンパク質は，Tfr-R陰性細胞で陽

性細胞よりも強く発現していて，分化誘導後2日以降発

現量が急激に増えていた．この11kタンパク質は，質量

分析等を用いて分析した結果，カルシウム結合タンパク

質S100A8であることが明らかになった．HL-60細胞の分

化・増殖能に対するS100A8の寄与を調べるため，siRNA
によるS100A8の発現抑制を行ったところ，発現抑制さ

れたHL-60細胞では，その細胞増殖が促進され，サイク

リン依存性キナーゼ（CDK）インヒビター p21Cip1の発現

が低下していた．Trf-R陽性，陰性細胞の比較でも，増

殖型でS100A8発現量の少ないTrf-R陽性細胞では，Tfr-R
陰性細胞と比較してp21Cip1の発現量が少なかった．

　また，HL-60とその亜株でHL-60よりも高い増殖性を

示すHL-60RGとで発現タンパク質を二次元電気泳動法

により分離して比較解析を行ったところ，カルシウム結

合タンパク質S100A8は，増殖性の低い株で発現が高く

なっていた．

1-5 考察：分化誘導に伴って発現が増えるカルシウム結

合タンパク質S100A8は，CDKインヒビター p21Cip1の発

現を介してHL-60細胞の増殖抑制に関わっていることが
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propanoneなどのハロケトン類は比較的低濃度でも

TRPA1を活性化することが明らかとなった（EC50 10-20 
µM）．

2-5 考察：本研究により室内空気中からも検出されるテ

ルペン類や消毒副生成物など，多様な化学物質が侵害受

容イオンチャネルを活性化することが明らかとなった．

TRPA1はCysteine残基が共有結合修飾されることによっ

ても活性化することが報告されており，SH基との高い

反応性が予想されるハロケトン類の場合も同様な活性化

機構によるものであると考えられる．今後，TRPチャネ

ルという作用点を共有する一群の化学物質の複合的な影

響を明らかにすることによって，室内環境に起因する

様々な疾病においてTRPチャネルが関与する可能性を明

確にできるものと考えられる．

⑶　発生・増殖・情報伝達に関与する因子並びに分子の
安全性・生体影響評価に関する研究

代謝生化学部　安達玲子，中村　厚，手島玲子

3-1 研究要旨：食品素材の1種であるプロポリスの成分

が，骨芽細胞分化促進・破骨細胞分化阻害作用を有する

ことを明らかにし，プロポリスが骨粗鬆症に対する予

防・治療効果を有する可能性を示した．

3-2 研究目的：骨においてはその強度と形態を保つた

め，常に骨芽細胞による骨形成と破骨細胞による骨吸収

が起きており，このバランスが崩れ骨吸収過多になった

場合は骨粗鬆症等の疾患につながる．本研究ではプロポ

リス（ミツバチが植物の新芽等から滲出物を集め自身の

ロウを加えて固形化したもの）を取り上げ，in vitroにお

ける骨芽細胞及び破骨細胞に対する効果について検討し

た．

3-3 研究方法：プロポリス5種の水抽出物，エタノール

抽出物，及び10種類のプロポリス含有成分精製品を検討

対象とした．マウス由来骨芽細胞様細胞株である

MC3T3-E1細胞の骨芽細胞への分化誘導系，及びマウス

由来マクロファージ様細胞株であるRAW264.7細胞の破

骨細胞への分化誘導系に上記のプロボリス検体を共存さ

せ，細胞分化に対する影響を検討した．

3-4 研究成果：プロポリスのエタノール抽出物，及び精

製成分2種が骨芽細胞分化促進作用を有することを示し

た．この時，骨芽細胞分化に重要なBMPシグナル経路

だけでなく，発生時に重要な役割を果たすことが知られ

ているWntシグナル経路の因子の発現も変化するという

興味深い結果が得られた．一方，エタノール抽出物，水

抽出物，及び4種の精製成分が破骨細胞分化抑制作用を

有することを示した．

3-5 考察：本研究では食品素材の1種であるプロポリス

に着目し，プロポリス成分が骨代謝系に対して骨芽細胞

示唆された．

⑵　発痛に関する神経細胞イオンチャネルに対する環境
化学物質の影響

 生活衛生化学部　神野透人，香川（田中）聡子， 
西村哲治，大河原　晋

2-1 研究要旨：神経細胞に発現する侵害受容イオンチャ

ネルTransient Receptor Potential（TRP）チャネルを標的

として疼痛や神経原性炎症を惹起する室内環境化学物質

を明らかにする目的で，TRPV1及びTRPA1安定発現細胞

株を用いてHigh-throughputスクリーニングを実施した．

2-2 研究目的：室内環境中の化学物質が病因あるいは増

悪因子となる疾病として，シックハウス症候群，化学物

質過敏症，喘息，慢性閉塞性肺疾患などが知られてい

る．それらの発症機序は十分に解明されているわけでは

ないが，末梢神経の侵害受容イオンチャネルTRPV1や
TRPA1を介する気道刺激が重要な役割を担うことが明ら

かにされつつある．そこで，本研究ではTRPチャネルを

活性化する室内環境化学物質のスクリーニングを実施

し，化学構造との関連性について考察を行った．

2-3 研究方法：ヒト後根神経節cDNAからクローニング

したTRPV1またはTRPA1を安定的に発現するFlp-in 293
細胞株（それぞれHEK293/TRPV1，HEK293/TRPA1）を

樹立した．リガンド刺激による細胞内Ca2+濃度の増加を

指標としてTRPチャネルの活性化を評価した．Ca2+濃度

の測定にはFLIPR Calcium 4 Assay Kitを用い，蛍光強度

の経時変化をFlexStationで記録した．

2-4 研究成果：室内環境においてもアロマセラピーなど

の目的で利用されることの多い精油に着目し，31種のケ

モタイプ精油によるTRPV1チャネルの活性化について

検討を行った．その結果，Thyme Geraniol, Tolu Balsam, 
Palmarosa及びRoseの4種の精油でTRPV1活性化が認めら

れ，EC50値で比較するとRose（1×10-3％）< Palmarosa（2
×10-3％）< Thyme Geraniol（3×10-3％）< Tolu Balsam（5
×10-3%）の順であった．これらの精油の主要な構成成

分では，Citronellol及びGeraniol，次いで程度は弱いもの

のBenzyl cinnamateにもTRPV1活性化能が認められた．

次に，日本産の植物を起原とするいわゆる和精油13種に

ついてTRPA1活性化能を評価した結果，薄荷精油の活性

化能が最も高く（EC50, 6×10-4％），ヒバ，ヒノキ，紫

蘇，杉（木部）及び柚子（圧搾法）由来の和精油にも濃

度依存的なTRPA1イオンチャネルの活性化がみられた．

水道水中の消毒副生成物，特に揮発性の高い化合物は室

内空気中でも頻繁に検出されることから，主要な消毒副

生成物についてTRPチャネル活性化能を検討した．

BromoformなどによるTRPV1活性化は高い濃度範囲（> 
100 µM）のみで観察されたのに対し，1,3-Dichloro-2-
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4-5 考察：難燃剤の成分であるDBDEは，ラットの甲状

腺腫大を誘発することが知られているが，乳幼児期暴露

モデルにおいてDHPNによるラット甲状腺発がんは促進

しなかった．その機序として，DBDEにより，肝臓から

のUGT2B誘導によるT3の排泄促進とそれに続くT4から

T3への変換促進を一因として血清TSHの増加が起こった

ものの，肝臓ではCYP2B/3Aが第I相酵素としてDHPNの

活性化を促す一方で，休薬後も発現が高く残るUGT2B
はDHPNの抱合および排泄の促進にも作用した結果，総

合的には甲状腺癌発生が抑制されたと考えられた．

⑸　間葉系幹細胞の脂肪分化を規定する因子の解明
 薬理部　諫田泰成

5-1 研究要旨：ラット骨髄由来間葉系幹細胞を用いて活

性酸素関連化合物の影響を検討した結果，抗酸化剤であ

るN-アセチルシステイン（NAC）が脂肪分化を抑制す

ることを見い出した．NACはヒト間葉系幹細胞の脂肪

細胞への分化も抑制したことから，脂肪分化の過程に活

性酸素が関与していることを明らかにした．

5-2 研究目的：脂肪分化に細胞内活性酸素を介する伝達

経路が関与するという仮説をラット及びヒトの間葉系幹

細胞を用いて検証する．

5-3 研究方法：ラット大腿骨から間葉系幹細胞を単離培

養し．脂肪分化に対する活性酸素関連化合物の影響を検

討した．脂肪分化はオイルレッド染色により解析した．

活性酸素の産生は，蛍光プローブH2DCFにより解析し

た．また，ヒト間葉系幹細胞においてもラットと同様の

情報伝達経路が関与するのか検討した．

5-4 研究成果：ラット骨髄由来間葉系幹細胞の脂肪分化

は，抗酸化剤NACの処理によりほぼ完全に抑制され

た．脂肪分化に伴ってH2DCFの蛍光強度の増加が認めら

れNAC処理により抑制されたことから，分化に伴い細

胞内に活性酸素が産生されることを確認した．次に，

NACの作用を確認するために，活性酸素分解酵素であ

るペルオキシレドキシンIIの影響を検討した．ラット間

葉系幹細胞にペルオキシレドキシンIIを過剰発現させた

ところ，脂肪分化は抑制されたが，細胞増殖には影響を

与えなかった．さらに，NACはヒト間葉系幹細胞の脂

肪分化に対しても抑制作用を示した．

5-5 考察：間葉系幹細胞において，分化誘導に伴って産

生される活性酸素が脂肪分化を制御していることが示唆

された．また，活性酸素は分化に関与するが増殖には関

係しなかったことから，活性酸素は増殖・分化のスイッ

チの機能を果たしている可能性が考えられる．以上の結

果から，活性酸素は新たな肥満治療薬の標的分子となり

うると考えられる．

分化促進・破骨細胞分化阻害作用を有することを明らか

にした．この結果から，プロポリスが骨粗鬆症に対する

予防・治療効果を有する可能性が示唆された．

⑷　臭素化難燃剤decabromodiphenyl etherのラット乳
幼児期投与による甲状腺発がん感受性の検討

病理部　小川久美子，曺　永晩, 高見成昭1）

安全性生物試験研究センター長　西川秋佳1） 
21年度まで，現（財）食品農医薬品安全性

評価センター

4-1 研究要旨：N-bis（2-hydroxypropyl）nitrosamine（DHPN） 
誘発ラット甲状腺発がんにおける臭素化難燃剤である

decabromodiphenyl ether（DBDE）の乳幼児期暴露の影響

を検討した結果，雌のDBDE 100 ppm以上混餌投与群に

おいて甲状腺濾胞腺癌の発生頻度が有意に減少した．本

実験条件下における甲状腺発がん感受性低下の機序に

は，複数の甲状腺関連ホルモンおよび肝薬物代謝酵素の

変動が複雑に関与しており，生体での制御機構について

さらなる理解が必要と考えられた．

4-2 研究目的：ラットへの30日間反復投与による甲状腺

濾胞上皮過形成と，マウス甲状腺での発がん性が報告さ

れているDBDEの乳幼児期暴露によるラットDHPN誘発

甲状腺発がんに対する影響を検討した．

4-3 研究方法：妊娠F344ラットが仔ラットを出産した

直後から，DBDEの0，10，100，2500または25000 ppm
混餌食を自由摂取させ，3週での離乳までは経ミルク的

に，さらに離乳後2週間は仔の直接の摂餌によって摂取

させ，1週間の休薬後，DHPNの飲料水投与と，雌には

さらに乳腺を標的臓器とした 7,12-dimethylbenz（a）
anthracene（DMBA）の強制経口投与を行い，雄は40週
目，雌は46週目にて屠殺剖検し，甲状腺を中心に検索し

た．また，同様に妊娠F344ラットが仔ラットを出産し

た直後から3週での離乳を経て6週目まで25000 ppmの

DBDEを混餌投与し，6週後とさらに1週間の休薬後に屠

殺剖検し，血清中のホルモン濃度や肝臓の各種薬物代謝

酵素のmRNA発現をreal-time RT-PCRで検討した．

4-4 研究成果：甲状腺の濾胞腺癌の発生率は雄では減少

傾向を，雌では100 ppm以上の群で有意な減少を示し

た． ま た， 薬 物 代 謝 酵 素 の mRNA に つ い て は，

CYP1A1/2，CYP1B1およびUGT2B1は雌雄ともDBDE投
与直後のみならず休薬1週後も有意な発現増加を示し，

CYP2B1/2およびCYP3A1/2は雌雄ともDBDE投与直後は

有意な発現増加がみられたが，休薬1週後には雄ではほ

ぼコントロールレベルに戻り，雌ではDBDE非投与対照

群に比べ有意な増加が残ったものの，休薬前からの減少

はCYP1A1/2，CYP1B1およびUGT2B1に比べ高度であっ

た．
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化剤が転写制御因子HNF4αの発現を介して肝特異的遺

伝子の発現を低下することを見出した．

7-2 研究目的：①アミノペプチダーゼ阻害活性と免疫増

強作用を持つベスタチンは白血病の治療に使用されてい

るが，その誘導体メチルベスタチン（MeBS）は細胞死

増強作用を示す．本研究では細胞死の情報伝達における

ベスタチン及びMeBSの作用を明らかにする事を目的と

した．②転写制御因子HNF4αは肝実質細胞の分化に決

定的な役割を持つことが知られる．本研究では，HNF4α
発現への影響を介して肝特異的遺伝子発現を制御する化

合物を探索した．

7-3 研究方法：①ヒト白血病細胞U937及びヒト繊維肉

腫細胞HT1080をTNFαで処理し，アポトーシスの誘導，

Death Inducing Signaling Complex（DISC）形成，カスパ

ーゼ活性化等に及ぼすベスタチン及びMeBSの作用を解

析した．②肝がん由来細胞HepG2（ヒト）および

McARH7777（ラット）を各種化合物で処理し，HNF4α
ならびに肝特異的遺伝子の発現への影響を解析した．

7-4 研究成果：①U937細胞はTNFα処理により細胞死を

起こすが，MeBSを同時に処理すると細胞死が著しく増

強された．一方ベスタチンの細胞死増強作用はMeBSの
作用に比べ非常に弱かった．同様の細胞死増強作用は

HT1080細胞においても観察され，MeBSが多くのがん細

胞においてTNFαによる細胞死情報伝達系に作用してい

る事が示唆された．細胞死情報伝達に関与する各種タン

パク質の発現を調べた結果，MeBS処理により細胞死阻

害タンパク質のcIAP1が特異的に減少している事がわか

った．タンパク質合成阻害剤シクロヘキシミドはMeBS
と同様に細胞死を増強したが，FLIP-Lの発現量を低下さ

せMeBSとはその作用機序が異なることが示唆された．

TNF受容体にはcIAP1，RIP1が結合しており，cIAP1は
RIP1をユビキチン化することが知られている．そこで

TNFα誘導細胞死の情報伝達におけるRIP1の機能を調べ

るために，siRNA処理によりRIP1発現量を低下させた細

胞をTNFα及びMeBSで処理すると，MeBSによる細胞死

増強は強く抑制された．次にRIP1のDISCとの結合及び

ユビキチン化を検討した結果，RIP1はTNFα処理5分後に

TNF受容体と結合すること，このRIP1は高度にマルチユ

ビキチン化されていること，TNFα処理2時間後にはRIP1
の結合及びユビキチン化はほぼ元のレベルに戻ることが

わかった．MeBS処理によりcIAP1を減少させると，

RIP1のTNF受容体への結合及びRIP1ユビキチン化は強く

抑制された．一方カスパーゼ8と結合したRIP1はTNFα処
理2時間後に認められるようになったが，このRIP1は全

くユビキチン化を受けておらず，MeBSによりcIAP1を
減少させた細胞ではカスパーゼ8と結合したRIP1が増加

していた．

⑹　細胞の分化に関わる核内受容体リガンドの創製
 有機化学部　栗原正明

6-1 研究要旨：活性型ビタミンD3は，ビタミンD受容体

（VDR）と特異的に結合し標的遺伝子群を転写レベルで

制御しており，その生理活性は，細胞の分化誘導作用を

はじめカルシウム調節，免疫調節作用など多岐にわた

る．よってビタミンD3誘導体などのセコステロイド型

VDRリガンドは，抗ガン剤，骨粗鬆症，免疫調節薬な

どの医薬品開発のターゲット分子となっている．セコス

テロイド骨格を持たないノンセコステロイド型の新規な

リガンドYR335の開発に成功した．YR335は活性型ビタ

ミンD3と同程度の強力な転写活性を有していた．ま

た，ratVDRリガンド結合ドメイン（VDR-LBD）との共

結晶X線構造解析に成功し，リガンドと受容体の結合様

式を明らかにした．

6-2 研究目的：セコステロイド骨格を持たないノンセコ

ステロイド型の新規なリガンドを創製することを目的と

した． 
6-3 研究方法：VDRの6つのアミノ酸残基と水素結合を

形成するように，コンピュータシミュレーションを用い

てリガンドの分子設計を行った．デザインした数種のリ

ガンドを合成し，活性型ビタミンD3依存遺伝子（ヒトオ

ステオカルシン，骨芽細胞）の転写活性を評価した．さ

らにratVDRリガンド結合ドメイン（VDR-LBD）との共

結晶X線構造解析を行った．

6-4 研究成果：新規なノンセコステロイド型リガンド

YR335の開発に成功した．YR335は活性型ビタミンD3と

同程度の強力なアゴニスト活性を有していた．また，

ratVDRリガンド結合ドメイン（VDR-LBD）との共結晶

X線構造解析に成功した．

6-5 考察：以前開発したYR301のVDRとの共結晶X線構

造解析から，強い転写活性を有しているにも関わらず，

2つのアミノ酸残基（Tyr143，Ser278）と水素結合して

いなかったが，YR335は活性型ビタミンD3と同様に，6
つのアミノ酸残基と水素結合していることが明らかとな

った．コンピュータシミュレーションでデザインしたよ

うに，6つのアミノ酸残基と水素結合していたことより，

コンピュータシミュレーションの有用性が証明できた．

⑺　細胞死ならびに細胞分化の情報伝達に作用する因子
に関する研究

 機能生化学部　内藤幹彦，最上（西巻）知子

7-1 研究要旨：細胞死増強作用を示すメチルベスタチン

（MeBS）は細胞死阻害タンパク質cIAP1を特異的に減少

させ，TNFα刺激による細胞死誘導においてRIP1のユビ

キチン化を抑制する事により細胞死情報伝達を制御する

事を明らかにした．またAMPキナーゼ（AMPK）活性
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8-3 研究方法：イマチニブ（Imatinib mesylate）を生理食

塩水で調整し，ヒトリンパ芽球細胞株TK6に0，25，
50，100，200，400ug/mLの濃度で，酵素誘導されたラ

ット肝S9の存在下，および非存在下で4時間処理した．

その後，定法に従い，アルカリコメット試験，in vitro小
核試験，及びTK遺伝子突然変異試験を実施した．

8-4 研究成果：1）コメット試験：S9非存在下では，陰

性対照と比較して，最高用量の%Tail intensity値のわず

か増加がみられたが，S9存在下ではほとんど変わらな

かった．

2） 小核試験：S9非存在下では，小核を有する単核細

胞数は，陰性対照と比較して最高用量で約3倍の上昇が

見られたが．S9存在下ではほとんど変わらなかった．

3） TK遺伝子突然変異試験： S9非存在，存在下とも

に，最高用量では高い毒性のため計測不能であった．

200ug/mL用量においてのみ変異体コロニー数のわずか

な増加が観察された．S9非存在下では最大突然変異頻

度は6.3×10-6，陰性対照（3.5×10-6）と比較して約2倍
の増加であり，S9存在下では最大突然変異頻度は4.9×
10-6，陰性対照（2.3×10-6）と比較して約2倍の増加だっ

た．いずれも統計学的な有意差は認められなかった．

8-5 考察：細胞毒性の指標としてコロニー形成率（RS），
細胞増殖率（RSG）を用いた．両者ともS9の存在にかか

わらず，最高用量（400ug/mL）では高い細胞毒性（＞

90%）を示し，ここでの陽性反応は遺伝毒性とは関係の

ない非特異的な反応と判断された．研究結果より，イマ

チニブ（imatinib mesylate）のヒトリンパ芽球細胞（TK6）
に対する遺伝毒性は無いものと結論づけられた．一方，

イマチニブはチャイニーズハムスター細胞（CHO） 細胞

を用いた染色体異常試験では代謝活性化系存在下で染色

体異常を誘発することが報告されている．ラットを用い

た経口投与小核試験では陰性であったことから生体にと

って問題となる遺伝毒性はないものと考えられるが，ヒ

ト（細胞）での遺伝毒性プロファイルの検討が必要かも

しれない．

⑼　間質細胞の免疫調節（抑制）効果に関する研究
 医療機器部　加藤玲子

9-1 研究要旨：間葉系幹細胞（MSC）の免疫調節効果

がMSCに特有の性質なのか，もしくはそれ以外の細胞

も有する性質なのかを検討した結果，MSC以外の細胞

でも免疫調節効果を有する細胞があることが分かった．

9-2 研究目的：MSCは数々の報告から，免疫原性が低

く，免疫細胞（T細胞，B細胞，NK細胞，樹状細胞）の

活性化や成熟を抑制する効果があることが示されてい

る．実際，白血病の治療において骨髄幹細胞の移植時に

懸念される副作用である移植片対宿主病（GVHD）の治

②肝由来細胞のHNF4α発現への各種化合物の影響を調

べ，5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleoside
（AICAR）にHNF4αタンパクの低下作用を見出した．

AICAR は AMPK の 活 性 化 剤 と し て 知 ら れ る．

McARH7777細胞においてAICARはHNF4αのSerine 304の
リン酸化を亢進し，HNF4αタンパクの分解を増加してい

た．またHNF4αの低下に伴い，肝に特徴的な遺伝子で

あるアポBならびにアポA-Iのタンパク発現量，microsome 
triglyceride transfer protein（MTP）のmRNA発現量が低下

した．これら3つの遺伝子発現は，siRNA処理により

HNF4α発現量を低下させた場合にも抑制された．

7-5 考察：①TNFαがTNF受容体に結合すると，数分後

にはRIP1，cIAP1を含む多くのタンパク質がTNF受容体

に結合しDISCを形成する．このDISCにおいてRIP1は
cIAP1により一過性にユビキチン化され，カスパーゼ活

性化を抑制すると考えられる．ユビキチン化を受けない

RIP1はその後カスパーゼ8と結合し，その活性化を促進

すると推測される．従ってMeBSの細胞死情報伝達にお

ける作用は，cIAP1を減少させRIP1を介してカスパーゼ

活性化を制御することによると考えられた．

②HNF4αは若年発症成人型糖尿病1の原因遺伝子である

とともに，肝細胞の分化や肝特異的遺伝子発現の維持に

決定的な役割を持つ．本研究ではHNF4α発現を低下す

る化合物としてAICARを同定するとともに，肝細胞に

おいて，細胞内エネルギー低下センサーであるAMPKが

HNF4αのリン酸化とタンパク分解を介して標的遺伝子

の発現を低下することを示した．このことから，エネル

ギー代謝とリポタンパク代謝がHNF4αを介して関連す

る可能性が示された．

⑻　情報伝達阻害化学物質の遺伝毒性評価
 変異遺伝部　本間正充

8-1 研究要旨：Bcr-Ablチロシンキナーゼ活性を選択的

に阻害し，慢性骨髄性白血病に効果があるイマニチブの

DNA損傷性，染色体異常誘発性，突然変異誘発性を，

ヒトリンパ芽球細胞を用いて検討した．いずれにおいて

も有意な陽性反応は観察されなかったことから，イマニ

チブはin vitroでは遺伝毒性を有さないと結論づけられ

た．

8-2 研究目的：イマチニブ（imatinib）は，フィラデル

フィア染色体の遺伝子産物Bcr-Ablを標的とした分子標

的治療薬として開発された抗悪性腫瘍剤である．遺伝毒

性に関しては標準的な試験法で安全性評価が実施されて

いるが，情報伝達阻害作用によるヒト細胞への特異的遺

伝的不安定化作用の検討はされていない．本研究では，

ヒトリンパ芽球細胞を用いて，イマニチブのDNA損傷

性，染色体異常誘発性，突然変異誘発性を検討した．
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様の性質を有していることが分かった．それに対して

HEK293，CHLは少なくとも異種の活性化リンパ球の増

殖を抑制することは出来ないことが判明した．今後，抑

制効果を有する細胞群と抑制効果を示さない細胞群の間

で，サイトカインを含む液性因子や細胞表面分子などの

発現を比較検討することで，免疫抑制メカニズムを解明

する一助になると思われる．

⑽　受容体反応に起因する新生児特異的健康影響のリス
ク評価法の確立に関する基礎的研究

 総合評価研究室　平田睦子，小野　敦，広瀬明彦

 機能生化学部　最上知子

10-1 研究要旨：新生児期を対象とした化学物質のリスク

評価法を確立するための基礎的知見の集積を目的とし

て，若齢期以降のラットでは顕著な性差が認められる

が，離乳前時期には性差が認められない，2-（2’
-hydroxy-3’,5’-di-tert-butylphenyl）benzotriazole（HDBB）
の毒性及び年齢差のメカニズムに関する検討を行った．

HDBBを投与したラットの肝臓の遺伝子発現解析を行っ

た結果，PPARαアゴニストを投与したラットの肝臓と類

似した遺伝子発現プロファイルが得られた．そこで，新

生児期から若齢期の雌雄ラットの肝臓におけるPPARα発
現量を調べた結果，雌雄で異なる発達的変化が認められ

た．これらの結果から，HDBBの毒性に認められる性差

や年齢差には，肝臓のPPARαの発現レベルの違いが関与

している可能性が示唆された．

10-2 研究目的：新生児は化学物質に対して成人とは異な

る感受性を示すことが知られている．本研究では，新生

児期を対象とした化学物質のリスク評価法を確立するた

めの基礎的知見の集積を目的として，ラットの若齢期と

離乳前時期とで異なる反応性が認められるHDBBの各種

核内受容体との反応性の解析を行うと共に，HDBBをラ

ットに投与して遺伝子発現解析を行った．これらの結果

からHDBBの毒性発現に関連すると考えられる核内受容

体について，新生児期から若齢期の発達的変化を調べ

た．

10-3 研究方法：毒性発現への関与が予測された各種核内

受容体に対するHDBBのリガンド活性を調べるために，

核内受容体リガンド結合部位-Gal4融合タンパクを用い

たone-hybridアッセイ及び完全長のPPAR/RXRヘテロダ

イマーとPPAR応答性ベクターを用いたレポーターアッ

セイを行った．HDBBはDMSOに溶解しないため，BSA
に結合させて可溶化した．次に，Crl:CDラット（雄，5
週齢）に0.5もしくは2.5mg/kg bwのHDBBを単回強制経

口投与し，24時間後に肝臓組織からRNAを抽出して遺

伝子発現解析を行った．さらに，7日齢，22日齢，28日齢，

35日齢及び50日齢の雌雄ラット［Crl:CD（SD），未投与］

療に，その免疫抑制効果を期待してMSCが用いられて

いる．しかしながら，免疫調節効果がMSCに固有の性

質であるかの詳細な報告はない．そこで，本研究では検

討対象をさまざまな間質細胞として免疫調節効果の有無

を検討した．

9-3 研究方法：混合リンパ球培養反応（MLR）の系に

各細胞を共培養し，それぞれの細胞が活性化リンパ球に

与える影響を細胞増殖の観点から検討した．マウスリン

パ球はBALB/c （H-2d）の脾臓から採取した．マウス骨髄

由来樹状細胞（BMDC）はC3H （H-2k）から骨髄細胞を

回収し，顆粒球マクロファージコロニー刺激因子含有培

地で一週間培養後，リポ多糖を添加して一晩培養後洗浄

した細胞を使用した．BMDC及び各細胞は共培養する前

にガンマー線処理し細胞増殖を抑制した．リンパ球増殖

測定日に培養系に5-bromo-2-deoxyuridine（BrdU）を加

え8時間培養した後，リンパ球のDNA合成中のBrdU取り

込み量を測定し，細胞増殖を評価した．MLR単独での

細胞増殖率を100%とし，各細胞と共培養した時の増殖

率を算出した．検討細胞としてはマウス・ヒト・ウサギ

軟骨細胞，ヒト皮膚線維芽細胞（成人由来，新生時由

来），ヒト胎児腎細胞由来細胞株（HEK293）およびチ

ャイニーズハムスター肺由来細胞株（CHL）を用いた．

9-4 研究成果：まず，用いたリンパ球と同種であるマウ

ス軟骨細胞で検討したところ，活性化リンパ球の増殖率

を2%以下まで低下させていた（表1）．一方，MSCは異

種のリンパ球の活性化抑制効果を有するとの報告があ

り，我々もマウスMLRをヒトMSCが抑制することを確

認できている．そこで軟骨細胞でも異種リンパ球の活性

化を制御可能であるかを検討した結果，マウスMLRを

ヒトおよびウサギの軟骨細胞が抑制出来ることが分かっ

た（表1）．さらにヒト皮膚線維芽細胞，HEK293，CHL
で検討したところ，ドナー間で差はあったがマウス

MLRを抑制していた（表1）．それに対して，HEK293，
CHLはマウスMLRを抑制することは出来なかった（表

1）．
9-5 考察：今回の結果から免疫調節（抑制）効果は

MSC特有の性質ではなく，軟骨細胞や繊維芽細胞も同

細胞 リンパ球増殖値 a

マウス軟骨細胞 1.2±0.2*

ヒト軟骨細胞 5.7±0.5*
ウサギ軟骨細胞 2.7±0.3*
ヒト皮膚線維芽細胞 - 成人由来 6.2±2.5*
ヒト皮膚線維芽細胞 - 新生児由来 16.5±6.5*
HEK293 150.3±15.1*
CHL 96.4±1.2*
aMLR におけるリンパ球増殖率 100％とした時の換算値

表 1　各細胞がMLRにおける細胞増殖におよぼす影響
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についてさらなる詳細な検討を行う必要がある．
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