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Oridonin による膀胱がん細胞死誘導とその制御機構の研究： 

依存性受容体 UNC5 ファミリー/netrin1 の役割の検討 
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共 同 研 究 者 名    中川原 章 

 

要 旨 

  膀胱がんは泌尿器悪性腫瘍の１つであり、尿路系腫瘍の中で発生頻度が一番高いものである。本研究

ではヒト膀胱がんT24、EJおよびJ82細胞へのオリドニンの抑制効果およびその細胞死制御機構の解明と

標的分子の探索を行った。その結果、オリドニンはこれらの膀胱がん細胞株にアポトーシスおよびオート

ファジーを誘発することによって細胞死を引き起こすことが判明した。さらに、EJ細胞を接種したマウス

モデルを用いた実験ではオリドニンの膀胱がんへの抑制効果をin vivoで検証した。三つの細胞株の中に、

T24とEJ細胞には癌細胞の成長・転移に関わると言われる分泌蛋白質であるnetrin1の発現が非常に高く、

その発現はオリドニン処理によって時間依存的に減少することが分かった。さらに、netrin1特異的siRNA

を用いて内在性のnetrin1 をノックダウンした条件下において、オリドニンによる細胞死誘導が促進され

ることが観察された。一方、netrin1の発現がほとんど検出できないJ82細胞ではオリニン処理によって、 

netrin1 依存性受容体であるUNC5A およびUNC5D が誘導されるのが明らかになった。さらに、臨床検体を

用いた解析ではnetrin１およびその受容体UNC5AとUNC5Dの発現が筋層浸潤性膀胱がんに有意的に高いこ

とが見出された。 これらの結果はオリドニンが膀胱がんに対して明らかな腫瘍抑制効果をもつことと、

netrin1とその依存性受容体UNC5ファミリーが膀胱がんの進展に関わっており、オリドンによる膀胱がん

細胞死誘導機構の標的分子の一つであることが示唆された。 

 

Key Words オリドニン, 膀胱がん, 細胞死, netrin1, UNC5ファミリー 

 

緒 言: 

膀胱がんは泌尿器悪性腫瘍の１つであり、尿路系腫瘍の中で発生頻度が一番高いものである。膀胱腫瘍

の約８割を占めている表在癌は、内視鏡治療と化学療法の組み合わせで治療を行ったとしても、術後２年

の再発率が50～70％と言われている[1]。浸潤性膀胱がんは予後が不良で、5年生存率が40-50%である[1]。

したがって、膀胱がんに対する新しい有効な治療法の開発が重要である。 

一方、発生、血管新生、神経変性などに重要な役割を果たすnetrin1とその受容体DCCおとびUNC5ファ

ミリー（UNC5A，UNC5B，UNC5CとUNC5D）は腫瘍形成および転移に関与することが報告されている。DCCお

とびUNC5ファミリーはリガンドであるnetrin1の有無による抗アポトーシス応答とアポトーシス促進応答

を切り替える機能を持つことによって依存性受容体（Dependence Receptors）と呼ばれ、条件的な癌抑制

因子として働いていると考えられる[2,3]。その中に、UNC5Dは最近我々が独自に開発した神経芽腫由来の

cDNAライブラリーを用いて同定したUNC5ファミリー新規メンバーである。これまでの我々の研究結果から、

DNA損傷処理など様々な刺激に応じて細胞死が誘導される過程においてUNC5Dががん抑制遺伝子p53のター

ゲットとして、アポトーシスを誘導することが明らかになった [4]。これまでに、これらの netrin1 受容
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体は遺伝子座のヘテロ接合性の消失（Loss of heterozygosity, LOH）および発現低下がさまざまな腫瘍に

検出された [5]。そして、netrin1の発現は進行神経芽腫に高く、予後不良につながっている[6]。大腸が

んではnetrin1の発現パターンも異常になり、その受容体DCCおよびUNC5ファミリーが、大腸がん全体の

半分以上においてダウンレギュレートされている[5, 7]。したがって、腫瘍形成および転移においては、

netrin1受容体経路が重要な役割を果たしているものと思われる。 

オリドニン（Oridonin）は冬凌草(Rabdosia Rubescens)と呼ばれる植物により抽出した生薬成分である。

このオリドニンには抗炎症作用および抗腫瘍作用があることが知られている。これまでに、白血病、肝臓

がん、大腸がんなど様々な悪性腫瘍においてオリドニンがアポトーシス(apoptosis)や自食作用（autophagy）

などを誘導し、がん細胞を細胞死させることが報告されているが[8-10]、膀胱がんでの抗腫瘍効果はまだ

不明である。 

本研究において、我々は定量的ＰＣＲ法により３種類の膀胱がん細胞株および膀胱がん臨床検体におけ

る netrin1/UNC5 ファミリーの発現レベルを調べた。また、膀胱がんに対してオリドニンの抑制効果を in 

vivoおよびin vitroで検討した。さらに、オリドニンの細胞死制御機構におけるnetrin1/UNC5ファミリ

ーの関与の有無を検討した。 

 

対象と方法: 

 

膀胱がん培養細胞株とsiRNA導入 

ヒト膀胱がん細胞株T24、EJおよびJ82は10％FCSを加えたRPMI培地を用いて37°C にて常法により

培養した。Netrin1 siRNA （Santa Cruz）をマニュアルに従って細胞に導入した。48時間後にオリドニン

(Sigma)を添加し処理を行った。 

ＲＮＡ抽出と定量および半定量ＲＴ－PCR 

RNeasy Kit(Qiagen)またはRNAiso Plus kit（TAKARA）を用いて培養細胞および臨床検体よりそれぞれRNA 

を抽出し、マニュアルに従ってcDNAを合成した。標的遺伝子の発現は定量RT－PCR法（培養細胞由来サンプ

ル：Applied Biosystems 7500； 臨床検体由来サンプル：Roche LightCycler）または半定量RT－PCR法に

て測った。Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) を内因性コントロールとした。 

細胞増殖・細胞死解析 

細胞増殖は細胞増殖アッセイキットのWST-8（Dojinndo）を用いて解析した。細胞死はTrypan Blue染色

およびフローサイトメトリー法（FACS）で検討した。Trypan Blue染色ではオリドニンで処理した細胞を

Trypan Blue(sigma)で染めて（0.2%(W/V)）、血球計算盤を用いて総細胞数と青色に染められた死細胞数を

算定した。FACS解析では細胞をエタノールで一晩固定して、PI(Propidium Iodide)で染色した上で、細胞

解析用装置FACS Caliber (BD)にて解析を行った 。 

ウェスタンブロッティング 

オリドニンで処理した細胞から調製した細胞ライセットを電気泳動によって分離して、PVDF膜に転写し、

特異的な抗体を用いて標的タンパク質の発現や活性化をECL検出法で検出した。 

オリドニンによる抗腫瘍活性のin vivo 評価実験  

１Ｘ１０６の膀胱がんEJ細胞をヌードマウス（BALB/cAJcl-nu/nu、６週齢、♀、日本クリア）の皮下に

移植した。移植五日後に腫瘍体積を指標にマウスを２群に群分け、オリドニン処理群にオリドニンを加え

たPBS溶液（15 mg/kg/day）を、対照群に同量のDMSOを加えたPBSを腹腔内注射により２０日間に投与し

た。腫瘍径を測定し、腫瘍体積の推移を観察した。実験が終わった際に、腫瘍を摘出し、腫瘍重量を測定

した。 

 

結 果： 
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膀胱がんに対するオリドニンの抑制効果 

オリドニンの膀胱がんに対する抑制効果をin vitroにおいて検討した。ヒト膀胱がん細胞株T24、EJお

よび J82 を用いてオリドニンで２４時間に処理したところ、オリドニン投与量の用量依存的に細胞死が起

こることが観察した(Fig.1）。また、細胞増殖アッセイキットのWST-8を用いた細胞増殖解析、Trypan Blue

染色およびFACS解析を行って、同様な結果を得た。さらに、ヌードマウスを用いたEJ細胞移植モデルで

のオリドニンの抗腫瘍活性を検討した。コントロール群に比べて、オリドニンを投与した実験群は腫瘍体

積および腫瘍重量が有意的に減っていた。これらの結果から、オリドニンが膀胱がんに対して確実な抑制

効果をもつことが明らかになった。 

           

          Fig.1 オリドニンが膀胱がん細胞の細胞死を誘導する。 

 

オリドニンによる膀胱がん細胞死誘導の機序 

オリドニンによる膀胱がん細胞死誘導の機序を検討した。オリトニン処理を受けた細胞から調製した細

胞ライセートを用いてウェスタンブロッティング法で解析をしたところ、アポトーシスを起こさせるシグ

ナル伝達経路に重要な因子であるPARPおよびcaspase3のオリドニン用量依存的活性化を検出した。さら

に、オートファジーの特徴的なマーカーであるLC3-II の増加が見られた(Fig.2)。したがって、オリドニ

ンによる膀胱がん細胞死の誘導過程において、アポトーシスとオートファジーの両方が活性化しているこ

とが判明した。 

    

    Fig.2  オリドニンが膀胱がん細胞にアポトーシスとオートファジーを誘導する。 

 

膀胱がんにおけるnetrin1/UNC5ファミリーの発現 

 最近、UNC5D 遺伝子座を含む染色体８番のロッスが浸潤性膀胱がん患者に多くみられることが報告され

ている[11]。我々は膀胱がんにおけるnetrin1/UNC5ファミリーmRNAの発現は定量RT－PCR法で測定した。

その結果、netrin１およびその受容体UNC5AとUNC5Dの発現はT24およびEJ細胞に高く、 J82にほとん

ど検出できなかった。一方、臨床検体を用いた解析ではnetrin１およびその受容体UNC5AとUNC5Dの発現
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が筋層浸潤性膀胱がんに有意的に高いことが見出された。オリトニン処理に応じて、netrin１およびUNC5A、

UNC5Dの発現はT24細胞において、時間依存的に減少していた一方、EJ 細胞において、netrin１が下がっ

ていたが、UNC5AとUNC5Dが誘導された。J82細胞にはUNC5AとUNC5Dが誘導された。さらに、netrin1特

異的siRNAを用いて内在性のnetrin1をノックダウンした条件下において、オリドニンによる細胞死誘導

が促進されることが観察された。 

 

考 察： 

本研究において、我々はオリドニンが膀胱がんに対して明らかな腫瘍抑制効果をもつことをin vivo と

in vitroで検証した。その作用機構については、アポトーシスとオートファジーを誘導することによって

細胞死を引き起こすことが判明した。さらに、我々は腫瘍形成および転移において重要な役割を果たして

いると思われるnetrin1 が膀胱がん細胞および筋層浸潤性膀胱がん組織に高く発現していることを見出し

た。そして、netrin1の依存性受容体UNC5ファミリーメンバーUNC5AとUNC5Dの発現がnetrin1の高発現

細胞においても高いことから、netrin1/UNC5経路は膀胱がん細胞の成長および浸潤・転移能につながる可

能性が示唆される。興味深いことに、netrin1の高発現細胞においてはオリドニン処理に応じて、netrin1

の発現が減少した一方、netrin1の発現が検出できない細胞においてはその依存性受容体のUNC5AとUNC5D

が誘導された。さらに、siRNA による netrin1 の発現抑制がオリドニンによる細胞死の誘導を促進した。

これらの結果はnetrin1/UNC5 がオリドンによる細胞死誘導に重要な役割を担うことを示す。したがって、

netrin1/UNC5経路は膀胱がん治療の新たな標的分子になる可能性が示唆される。 
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５．成果の概要 

   

 中国の河北省石家荘と天津市にて、米 21 検体および、魚 27 検体を採集した。 

                                    

 

 米中のカドミウム濃度、総ヒ素濃度、鉛濃度、クロム濃度を測定した。魚中の 

 

                                    

   

 ダイオキシン類および有機塩素系農薬の濃度を測定した。米中カドミウム濃度、  

                                    

   

 ヒ素濃度は数検体が、中国の最大許容濃度を越えていた。 

                                    

   

  ダイオキシン類濃度は、低い傾向を示したが、石家荘で購入した淡水魚中の 

                                    

   

 ダイオキシン濃度が海産魚のそれらより高い傾向を示し、湖沼の汚染があるこ 

                                    

   

 とが示唆された。  

                                    

６．本研究における中国人共同研究者の役割及び業績 

 

 河北省石家荘と天津市米検体および魚検体の収集と、来日時に日本国内の 

                                    

   

 （株）日吉にて、米中重金属濃度を測定した。データの整理を行った。今回の 

                                    

   

  データはまだ、論文となっていないが、業績は、一連の関連のある 論文は、 

                                    

   

 Sun SJ, Kayama F, Zhao JH, Ge J, Yang YX, Fukatsu H, Iida T, Terada M, 

Liu DW. Longitudinal increases in PCDD/F and dl-PCB concentrations in human 

milk in northern China. Chemosphere. 2011 Oct;85(3):448-53.  
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—日中医学協会助成事業— 

 
食品中有機塩素農薬、ダイオキシン類、重金属曝露の疫学調査	 

	 

  日本側研究者氏名：香山不二雄 
  所属機関：自治医科大学  
  中国側研究者名：孫	 素菊 
  所属機関：河北医科大学 
 
【要旨】 
	 中国の河北省石家荘と天津市にて、米 21検体、魚 27検体を採集し、米中カドミ
ウム濃度、総ヒ素濃度、鉛濃度、クロム濃度を ICP-MSにて測定し、魚中有機塩素
系農薬を GC/MS/MS にて、ダイオキシン濃度をケイラックス(CALUX)法にて測定
した。	 米 21検体のカドミウム、総ヒ素、鉛、クロム濃度を測定した。コーデック
スのカドミウム濃度の最大値を 2 検体が、中国の食品中汚染物質許容濃度を３検体
が超えていた。総ヒ素濃度は６検体が超えていた。鉛濃度は１検体が許容濃度と同

じ濃度であった。中国の米中重金属濃度は、カドミウム、総ヒ素に関して、地域に

よってはかなり深刻な汚染状況にある可能性がある。 
	 有機塩素系農薬濃度は、検出される魚は少なかった。しかし、DDT代謝物／DDT
が４以下の検体があり、最近の DDT使用の可能性が示唆された。 
	 魚中ダイオキシン濃度は日本の海産魚の値に比べれば、低いレベルであるが、石

家荘産の淡水魚のダイオキシン濃度が高く、内陸部の湖沼での養魚場のダイオキシ

ン汚染または養殖用餌のダイオキシン濃度が高い可能性があり、今後とも調査を続

ける必要がある。これまでの母乳調査で石家荘での経時的なダイオキシン濃度の上

昇があることから、さらに、詳細な調査が必要である。 
 
【緒言】 
	 難分解性有機汚染物質(persistent organic pollutants; POPs)である有機塩素系農
薬およびダイオキシンは、環境中に放出されるとなかなか分解されず、食物連鎖を

通じて魚介類に蓄積され、食品から徐々に体内に蓄積される。ダイオキシンは脂肪

性が高く、脂肪分の多い魚、肉、乳製品、卵などに蓄積されやすい。人の脂肪組織

に溜まった POPsが母乳中に多く排出されるので、母乳中 POPsが高濃度となる。
授乳期間中（１年間）に，母体に蓄積されたダイオキシンの約 60％が児の方に移行
してしまうとも推定されている。 
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	 これまで、中国の母乳中ダイオキシン濃度および有機塩素系農薬（参考文献１，

２，３）、臭素系難燃物質等（参考文献４）の調査を行ってきた。その結果、他の先

進国はダイオキシン濃度が低下しているにもかかわらず、河北省石家荘にて経時的

に採取した母乳中ダイオキシン濃度は上昇していることが明らかにしてきた（参考

文献５）。 
	 	 ダイオキシン類や有機塩素系農薬は蓄積性が高く、重金属汚染物質の母親から

胎盤を介して胎児に移行し、胎児の発育に影響を与え、次世代に亘って影響する可

能性が考えられている。 
	 ダイオキシン類の発生源は、日本ではほとんど対策済であるが、中国は大気汚染、

廃棄物焼却、化学工場、製鉄などからまだ発生しており、大気中粒子に付着し最終

的に土壌や水を汚染する。さらにプランクトンや魚に食物連鎖も通して取り込まれ

ていくことで、生物にも蓄積されていくと考えられている。日本では負荷量の 60％
が近海魚介類の摂取によるが、中国での曝露に関しては判っていない。それは、中

国食品中の POPs 濃度および重金属濃度の知見が不足しているためである。そのた
め、中国にて採取した米、魚、肉類の重金属濃度、有機塩素系農薬濃度、ダイオキ

シン類濃度を測定して、中国食品の汚染レベルを調べると共に、摂取量から求めら

れる曝露量から健康リスクを考察する必要がある。 
 
【目的】	 

	 	 中国における重金属および難分解性有機汚染物質(POPs)の環境汚染に関してこ

れまで、河北医科大学と自治医科大学とは「日中母乳にダイオキシン、有機塩素農

薬に係るリスク評価」について研究してきた。今回、中国の南部地域の米中重金属

汚染と河北省石家荘および天津市にて魚を、石家荘で肉類を購入し、POPs として有

機塩素系農薬およびダイオキシン濃度を測定し、健康リスクに関して調査する。	 

	 

	 【方法】	 

１．	 食品収集（米、魚、肉類）	 

白米サンプルは、南部中国各地から 21サンプルを収集した。河北省にて魚サンプル
23品目（河北省石家荘市１３品目、天津市１０品目）それぞれ３検体を購入し、同
重量を採取しプールサンプルとして混和して１検体とした。養殖場所は、鮒、紅焼

魚（魚即）、鯉、鯰が石家荘近郊、草魚は黄河流域、ローチ（天津市）、鯉（天津市）、

草魚（天津市）、ナマズ（天津市）、ハス（天津市）海水魚の採取場所は、鱈、鯛、

平目、アイナメ、太刀魚、（浙江省舟山市）ボラ（山東省青島市）、鯖（江蘇省常州

市、天津市）、太刀魚（天津市）、平目（天津市）、ハス（鯉科の肉食魚、天津市）、

マナガツオ（江蘇省常州市）である。 
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肉類は石家荘市で購入し、魚と同様に３検体をプールして１検体とした。羊肉（内

モンゴル自治区産）、鳥肉、豚肉、牛肉は石家荘周辺産であった。 
２．米中重金属測定 
	 米サンプルは、（株）日吉にて粉砕の後に、約 1グラムを正確に測り、硝酸にてマ
クロウェイブ抽出した後に、ろ紙で濾過した後に、ICP/MS により、カドミウム、
総ヒ素、鉛、クロム濃度を測定した。 
３．魚および肉中の有機塩素系農薬測定 
	 それぞれの魚および肉はそれぞれの地域で３個体を１検体にプール試料とした。

試料はホモジネートし、アセトン処理およびヘキサン抽出し、フロリジルミニカラ

ムクロマトグラフィーにて抽出し、濃縮してヘキサン１mlに溶解して、GC/MS/MS
により測定した。て、サンプルを当教室に運び、食品中汚染物質を測定する必要が

ある。α-ヘキサクロルヘキサン(α-HCH)、β-HCH、γ-HCH、δ-HCH、HCB、
ヘプタクロール（Heptachlor）、ヘプタコロール・エポキサイド(Heptachlor-epoxide)、
オキシ・クロルデン(Oxy-Chlorden)、アルドリン（Aldrin）、ディルドリン（Dieldrin）、
エンドリン（Endrin）、トランス・クロルデン（trans-Chlorden）、cis-Chlorden、
trans-Nonachlor、cis-Nonachlor、2,4'-DDE、4,4'-DDE、2,4'-DDD、2,4'-DDT、
4,4'-DDD、4,4'-DDTを測定した。 
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４．魚および肉中ダイオキシン類測定 
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	 試料を前処理として、硫酸シリカゲルカラム及び活性炭カラムを使用し、測定に、

ダイオキシン類応答性組換え細胞 H1L6.1c2 を用いたレポータージーンアッセイを
利用してダイオキシン類の毒性等量を測定する方法（ダイオキシン類応答性組換え

細胞 H1L6.1c2は、ホタルルシフェラーゼ遺伝子の上流域に 4個のダイオキシン応
答配列 DRE を含むシトクロム P450（CYP1A1）プロモーターを持つプラスミド
pGudLuc6.1を、マウス肝ガン細胞 Hepa1c1c7に導入した細胞）用いて、細胞の蛍
光を測り、2,4,7,8-TCDD に対する検量線から検体中の濃度を計算した。（生物検定
法として、環境省の公定法および U.S. EPAの公定法） 
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�[ケイラックス®アッセイ]�環境省平成17年告示第92号第1の1

��前処理に、硫酸シリカゲルカラム及び活性炭カラムを使用し、測定に、ダイオキシン類応答性組換え細胞H1L6.1c2
を用いたレポータージーンアッセイを利用してダイオキシン類の毒性等量を測定する方法（ダイオキシン類応答性組換
え細胞H1L6.1c2は、ホタルルシフェラーゼ遺伝子の上流域に4個のダイオキシン応答配列DREを含むシトクロム
P450（CYP1A1）プロモーターを持つプラスミドpGudLuc6.1を、マウス肝ガン細胞Hepa1c1c7に導入した細胞）

[�ケイラックスH1L6.1c2細胞�原理図�]

[�ケイラックスアッセイフロー�]

ルミノメーター
ルシフェラーゼ＋ATP＋ルシフェリン+O2

⇒�「発光」＋AMP＋CO2＋オキシルシフェリン

24hr.培養

24hr.培養

細胞の継代培養�����������������������[125cm2 culture
flask,37℃,5%CO2]

細胞の播種������������������������������[96穴プレー
ト,750,000cell/well,37℃,5%CO2]

測定試料

曝露
[同時に希釈段階TCDDを入れる]

[�ケイラックスにおけるTCDDの濃度-反応曲線�]

2,3,7,8-TCDD標準液検量
線から未知試料の発光量と
測定し、濃度決定を行う。
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[TCDD]=pg-TEQ/ml 

CALUX TCDD 濃度-応答曲線 

発光量	
RLU	

毒性等量
TEQ濃度	

①AhRに結合、②核内への移行、③Arntとの結合、④、⑤DNA上のダイオキシン特異的応答領域への結合 
⑥転写によるmRNAの誘導、⑦翻訳による各種蛋白質の生合成 
⑧7-ethoxyresorufin　(CYP1A1)　⇒　resorufin 
⑨ルシフェラーゼ＋ATP＋ルシフェリン+O2　⇒　「発光」＋AMP＋CO2＋オキシルシフェリン　CALUX [発光光度
計] 
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【結果】 
１．米中重金属（カドミウム、ヒ素、鉛、クロム）を 21検体について測定した。カ
ドミウムの中央値 0.06mg/kg、幾何平均 0.06mg/kg、であった。しかし、検体 No. 4
は、0.55mg/kg、検体 No. 5は 1.59mg/kgであり、コーデックスの最大値 0.4mg/kg、
中国の食品中汚染物質基準値を定めた文書 GB2762-2005の米中カドミウム濃度の基
準値 0.2mg/kgを超えていた。21検体中、0.2mg/kgを超えていた米サンプルは３検
体であった。 
	 米中ヒ素濃度は、中央値 0.13mg/kg、幾何平均 0.13mg/kgであった。 21
検体中、６検体が中国の基準値 0.15mg/kgを超えていた。 
	 米中鉛濃度は、中央値 0.09mg/kg、幾何平均 0.09mg/kg であった。検体 No. 20
のみが、中国の基準値、0.2mg/kgと同じであり、それ以外は低かった。 
	 米中クロム濃度は、中央値 0.10mg/kg、幾何平均 0.14mg/kgであり、すべての検
体が中国の基準値 1.0mg/kgより大幅に低かった。 
 
２．	 魚中有機塩素系農薬 
	 魚中有機塩素系農薬は HCH, HCB, Heptachlor, Aldrin, Dieldrin, Endrin, 
chlorden,DDTおよびそれらの代謝物質が検出された。4,4’-DDEのみが 59.3%の検
体で検出されたが、検体の 70%以上が検出下限以下であった。最も高い総 DDT 濃
度は、石家荘で購入した浙江省舟山市産のアイナメが高かった。２番目に DDT 濃
度が高かったのは、太刀魚 Opsariichthys bidens であった。石家荘および天津市で
購入した海産魚の総 DDT濃度が高かった。 
図３に示す DDT 代謝物／DDT の比率（DDE+DDD/DDT）が低い検体が存在し、
最近の DDTの使用を疑わせる結果である。DDT代謝物／DDTが４以下の検体は、
浙江省舟山市産のアイナメ、太刀魚、河北省滄州市産の鯖、天津産の鯖およびアイ

ナメ、太刀魚であった。 
	 海産魚でヘキサクロルヘキサン HCH が検出されたのはボラのみであった。淡水
魚で HCHが、鮒、鯉、ローチ、草魚、ナマズなどえ検出された。 
食品中ダイオキシン濃度 
	 魚中ダイオキシン濃度は、石家荘では淡水魚の方が、海産魚より高い傾向がある

ことが明らかとなった。しかし、天津市で購入した淡水魚および海産魚はダイオキ

シン濃度が低い傾向があった。 
	 肉中のダイオキシン濃度は低く、牛肉のみに検出下限を少し超える値が検出され

た。 
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【結論】 
	 米 21検体のカドミウム、総ヒ素、鉛、クロム濃度を測定した。コーデックスのカ
ドミウム濃度の最大値を 2 検体が、中国の食品中汚染物質許容濃度を３検体が超え
ていた。総ヒ素濃度は６検体が超えていた。鉛濃度は１検体が許容濃度と同じ濃度

であった。中国の米中重金属濃度は、カドミウム、総ヒ素に関して、地域によって

はかなり深刻な汚染状況にある可能性がある。 
	 有機塩素系農薬濃度は、検出される魚は少なかった。しかし、DDT代謝物／DDT
が４以下の検体があり、最近の DDT使用の可能性が示唆された。 
	 魚中ダイオキシン濃度は日本の海産魚の値に比べれば、低いレベルであるが、石

家荘産の淡水魚のダイオキシン濃度が高く、内陸部の湖沼での養魚場のダイオキシ

ン汚染または養殖用餌のダイオキシン濃度が高い可能性があり、今後とも調査を続

ける必要がある。これまでの母乳調査で石家荘での経時的なダイオキシン濃度の上

昇があることから、さらに、詳細な調査が必要である。 
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Table 1. The concentration of metal heavy in rice by ICP/MS(mg/kg)  
Sample No.   Cd   As   Pb   Cr       
1     0.06  0.15  0.05  0.10     
2     0.01  0.10  0.05  0.10   
3     0.04  0.09  0.05  0.64   
4     0.55  0.07  0.06  0.08   
5     1.59  0.10  0.16  0.09   
6     0.09  0.15  0.06  0.19   
7     0.17  0.18  0.07  0.10   
8     0.01  0.10  0.09  0.04   
9     0.15  0.35  0.09  0.08   
10       0.05  0.27  0.07  0.30   
11     0.07  0.12  0.06  0.20   
12     0.02  0.10  0.10  0.10   
13     0.05  0.13  0.07  0.12   
14     0.08  0.12  0.09  0.04   
15     0.09  0.13  0.08  0.13   
16     0.02  0.18  0.10  0.10   
17     0.11  0.16  0.15  0.33   
18     0.01  0.07  0.15  0.74   
19     0.05  0.13  0.16  0.06   
20     0.29  0.15  0.18  0.04   
21     0.03  0.18  0.20  0.96   
ML    0.2(0.4*)  0.15  0.2  1.0 
 
ML: maximum levels of contaminants in foods of China 
* : 0.4 mg/kg is maximum levels of cadmium in rice of CODEX
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―日中医学協会助成事業― 

天然薬物成分エボジアミンの鎮痛効果とそのメカニズムの解析 

 

戴 毅１、岩岡恵実子１、張文生２ 

１兵庫医療大学薬学部、２北京師範大学資源学部 

 

【要旨】：  痛みは日常臨床上最も多い訴えである。我が国では、人口の 13.4%（1700 万人）が

何らかの慢性的な痛みを抱えている。一方、慢性疼痛疾患に対する漢方薬治療がその優れた効果

により注目され、漢方薬の成分から疼痛治療の新薬開発が期待されてきた。感覚神経終末に発現

している TRP(transient receptor potential)ファミリータンパクの TRPV1 や TRPA1 などのチャ

ネル受容体は、慢性・難治性疼痛疾患においてその発現変化、機能調節がダイナミック的に変動

し、痛みの発生・維持に重要な役割が示唆されてきた。われわれのこれまでの研究によって、漢

方薬を含むある種の天然薬物の鎮痛メカニズムに TRP チャネルの脱感作が関与していることが

明らかとなった 1～3。本研究は TRPA1 および TRPV1 タンパクを標的とする新たな天然薬物成分を

スクリーニングしたうえ、天然薬物成分エボジアミンの鎮痛効果とそのメカニズムを解析した。 

 

Key Words: TRPA1, TRPV1, 疼痛，ゴシュユ，一次感覚ニューロン 

 

【緒言】ゴシュユ（呉茱萸）は Evodia rutaecarpa （ミカン科）の果実で、有効成分としてエ

ボジアミンおよびルテカルピンが知られている。漢方臨床においては、ゴシュユはその鎮痛効果

が期待され、呉茱萸湯、温経湯、当帰四逆加呉茱萸生姜湯など疼痛性疾患を治療する処方に配剤

されている。今回、ゴシュユの鎮痛薬理作用を調べるため、一次知覚ニューロンに対するゴシュ

ユエキス、エボジアミンおよびルテカルピンの作用を Ca2+ imaging 法および whole-cell patch 

clamp 法を用いて測定した。 

 

（ゴシュユとその主成分：） 
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【方法】SD ラット（4 週齢）の脊髄後根神経節（DRG）を採取した後、DRG ニューロンをガラス

プレートに播種し 37℃の CO2インキュベータにて培養した。16-24 時間後、ゴシュユおよびその

有効成分、カプサイシン、アリルイソチオシアネート、カプサゼピンなどの試料を投与し、細胞

内 Ca2+の変化を観察した。またゴシュユの主成分によるカプサイシン惹起電流への影響を調べた。 

 

【結果】ゴシュユエキスの投与により、DRG ニューロンにおける Ca2+ の上昇が認められた。ま

た、エボジアミンはゴシュユエキスと同じ効果が観察されたが、ルテカルピンは DRG ニューロン

に対する効果が認められなかった。総 DRG ニューロン数の中で、カプサイシン（TRPV1 アゴニス

ト）、アリルイソチオシアネート（TRPA1 アゴニスト）、エボジアミンに反応した細胞はそれぞれ

52%、23%、38%であった。カプサイシンに反応した細胞のうちエボジアミンに反応したのは 71％、

エボジアミンに反応したニューロンのうちカプサイシン陽性は 95％であった。一方アリルイソ

チオシアネートに反応を示す細胞とエボジアミンに反応を示す細胞は全く別のポピュレーショ

ンであることが明らかになった。また、エボジアミンの効果は細胞外 Ca をフリーにすることや、

カプサイシン受容体選択的アンタゴニストであるカプサゼピンを投与することによって完全に

抑制された。一方、エボジアミンの惹起電流はカプサゼピンによって完全にブロックされたが、

エボジアミン存在下ではカプサイシンの惹起電流は増大した。 
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【考察】以上のことから、DRG ニューロンに対するゴシュユの刺激作用はルテカルピンではなく、

エボジアミンであることが示唆された。またカプサゼピンによってエボジアミンの効果が完全に

ブロックされたことから、エボジアミンはカプサイシンと同じバインディングサイトをシェアし、

TRPV1 を活性化させる可能性が示唆された。TRPV1 は、熱およびプロトンにより活性化される一

次知覚ニューロンの nociceptor に特異的に発現する受容体で、痛み受容に重要な役割を担って

いる。カプサイシンは発痛物質である一方、TRPV1 受容体を脱感作させることで鎮痛効果を有す

ることが知られており、ゴシュユの鎮痛薬理作用はその主成分のエボジアミンによる TRPV1 の脱

感作が関与するものと考えられる。 

 

【結語】呉茱萸の成分エボジアミンは TRP チャネルに介してその鎮痛効果を示すことが明らかに

なった。エボジアミンあるいは類似化合物を候補とした新薬開発が期待される。 
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注：本研究は、2011 年 8月 27 日第 28 回和漢医薬学会学術大会にてポスター発表した。 
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要旨 

肝癌は世界で最も罹患数が多い悪性腫瘍の一つで、毎年 60 万人以上が肝癌で死亡しているが、

中国がその半数以上を占め、日本でも年間死亡数は 3.4 万人と癌死亡では３位である。放医研で

は今まで 300 例近い重粒子線による肝癌治療を行っており、良好な治療成績が得られている。

本研究は、肝癌細胞株 Huh7、HepG2 を用い、放射線抵抗性や薬剤耐性と強く関与するとされる癌幹細

胞を分離・同定し、これら癌幹細胞に対して、炭素線或いは X線照射前後のコロニー形成能、spheroid

形成能、DNA 損傷の違いを調べ、また SCID マウスに移植し、腫瘍形成能の違いについて比較検討した。

Huh7、HepG2 細胞において CD133+/CD90+はそれぞれ 6.4％と 0.6％、CD44+/ESA+細胞は 1.5％と 0.2％

であった。CD133+/CD90+、CD44+/ESA+細胞は CD133-/CD90-、CD44-/ESA-細胞に比べ有意にコロニー形

成数が多く、spheroid 形成や腫瘍形成は CD133+/CD90+、CD44+/ESA+細胞のみに認められた。

CD133+/CD90+、CD44+/ESA+細胞は、X線、炭素線照射に対しともに抵抗性を示すが、炭素線はより強い

細胞殺傷能力が認められた。また、DNA 損傷解析では、X線、炭素線照射後 1時間では大きな違いを認

めなかったが、X 線照射に比べて 24 時間後には炭素線照射後に明らかに多くのγH2AX foci の残存が

認められた。以上より、肝癌細胞において、CD133+/CD90+、CD44+/ESA+細胞は明らかに自己複製や放

射線抵抗性を示しており、炭素線は X 線照射に比べより強く肝癌幹細胞を殺傷し、その機序として炭

素線が修復しにくい DNA 損傷を与えることを見出した。 

 

Key Words：肝癌幹細胞、重粒子、生存率、DNA 修復 

 

緒言 

肝癌は､肝臓原発の原発性肝癌と､他臓器悪性腫瘍が肝臓に転移した転移性肝癌に大き

く分けられる ｡原発性肝癌はさらに ､肝細胞癌(HCC) (95%を占める )と胆管細胞癌(3%)に
大別される｡肝細胞癌は世界で最も罹患数が多い悪性腫瘍の一つで、日本や中国はともに増加

傾向であり、年間死亡数で中国は 35 万人、日本は 3.4 万人とがん死亡ではそれぞれ２、３

位である。肝癌の主な原因は、ウイルス性肝炎、それも B 型肝炎と C 型肝炎とされ、日本の肝癌の原

因を見ても、ウイルス性肝炎が 90％（75％が C型肝炎、15％が B型肝炎）を占めている。肝細胞癌治

療の考え方としては、「肝機能」と「進行度」のバランスを考えて治療戦略を決定するが、初回治療で

肝切除が 31%、局所壊死療法が 27%、肝動脈塞栓療法 が 36%、化学療法が 5%と 90%が局所療法である。

放医研では今まで300例近い重粒子線による肝癌治療を行っており、良好な治療成績が得られている。

例えば、52.8GyE/4 回/1 週の照射法では、3 年局所制御率 96%と 3 年生存率 57%と優れた成績を得てお

り、さらに現在少分割短期照射 2 回/2 日照射法の第 I/II 相試験が行われている。肝切除療法の累

積生存率は､1 年 93%､2 年 83%､3 年 61%(第 15 回全国原発性肝癌追跡調査報告書､2002
年､日本肝癌研究会編 )であることから､重粒子線治療は肝切除に匹敵する治療効果を
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有すると言える（ 1）｡本研究は、重粒子線の肝癌に対する高い治癒率の分子機構について、放射

線抵抗性や薬剤耐性と強く関与するとされる癌幹細胞に焦点を合わせ、これら癌幹細胞に対して、炭

素線或いは X線照射前後のコロニー形成能、spheroid 形成能、DNA 損傷の違いを調べ、また SCID マウ

スに移植し、腫瘍形成能の違いについて比較検討した。 

 

対象と方法 

細胞株はHepG2、Huh7の2種類の肝癌細胞株を使用し、肝癌幹細胞マーカーとされるCD133-PE、 CD44-PE、

ESA-FITC、 CD90-FITCを用いた。まず、HepG2、Huh7細胞からFACSAriaを用い、癌幹細胞様細胞

(CD133+/CD90+、CD44+/ESA+細胞)、非癌幹細胞(CD133-/CD90-、CD44-/ESA-細胞) を分離収集し、癌幹

細胞様性質の有無をcolony 形成能、spheroid 形成能及び免疫不全SCIDマウス移植腫瘍形成能につい

て評価した。そして、HepG2、Huh7それぞれ細胞に対し、X線或いは炭素線照射後の癌幹細胞様細胞

(CD133+/CD90+、CD44+/ESA+細胞)の割合の変化をFACSAriaにて解析した。さらに、HepG2、Huh7細胞か

ら分離した癌幹細胞様細胞(CD133+/CD90+)のX線或いは炭素線照射後のcolony形成数を求めた。炭素線

照射はHIMAC(290 MeV/n, 50 keV/mm, 6-cm SOBP中心)、X線照射は200kVp(Pantac HF-320S, Shimadzu Co., 

Tokyo)を使用した。FASC解析にはFACSAria, BD Bioscience (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)

を使用した。 

 

結果 

まず、HepG2、Huh7細胞をFACSAriaを用いてCD133+/CD90+、CD44+/ESA+細胞の割合を測定したところ、

CD133+/CD90+はそれぞれ6.4％と0.6％、CD44+/ESA+細胞は1.5％と0.2％であった。HepG2細胞から

CD133+/CD90+、CD44+/ESA+細胞とCD133-/CD90-、CD44-/ESA-細胞に分離収集し、各々の細胞集団の

colony formation assayとsphere formation assayを施行した。Fig.1A,Bに示されているように

CD133+/CD90+細胞集団はCD133-/CD90-細胞集団に比べ、colony形成能、sphere形成能がともに高いこ

とが認められた。また、HepG2、Huh7より分離したCD133+/CD90+、CD44+/ESA+細胞5000個を免疫不全SCID

マウス右下腿皮下に、CD133-/CD90-、CD44-/ESA-細胞5000個を左下腿皮下に移植したところ

CD133+/CD90+、CD44+/ESA+細胞を移植した足にのみ腫瘍形成を認めた (Fig.1C) 。  

次に、癌幹細胞様細胞 CD133+/CD90+細胞集団と非癌幹細胞様 CD133-/CD90-細胞集団に対し、炭素線と

X 線照射の殺傷能力の違いについて、X 線或いは炭素線照射後の colony 数を求めた。その結果、 X 線

或いは炭素線照射後CD133-/CD90-細胞集団のコロニー形成数がCD133+/CD90+細胞集団のものより有意

に少なく、X線や炭素線に対しともに感受性を示した。一方、CD133+/CD90+細胞集団に関しては、Fig.2

に示されているように炭素線 1 Gy 照射はＸ線 2 Gy 照射に比べ、有意にコロニー形成数が少なく、炭

素線が CD133+/CD90+細胞をより強く殺傷することが示唆された。さらに、Huh7 細胞から分離した

CD133+/CD90+細胞に対し、DNA 損傷マーカーであるγH2AX foci 数を測定したところ、X 線、炭素線照

射後 1 時間では大きな違いを認めなかったが、X 線照射に比べて 24 時間後には炭素線照射後の方が明

らかに多くのγH2AX foci の残存が認められた（Fig.3）。 
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Fig.1A                                  Fig.1B 

 
Fig.1C                                  Fig.2 

  

Fig.3 

 

考察 

今回我々が使用した肝癌細胞株 HepG2、Huh7 においては CD133、 CD90、CD44、ESA の 4 種類のマーカ

ー全てが認められた。それで、我々は、HepG2、Huh7 細胞から CD133+/CD90+、CD44+/ESA+と CD133-/CD90-、

CD44-/ESA-細胞を分離収集し、癌幹細胞様性質の有無を in vitro における colony formation assay

と sphere formation assay、in vivo における免疫不全 SCID マウス移植腫瘍形成能を調べたところ、

CD133+/CD90+、CD44+/ESA+細胞集団の癌幹細胞様性質が確認された。今まで、肝癌幹細胞を同定する

マーカーとして、Ma らの CD133,CD44（2）, Terris らの ESA（3）と Yang らの CD90+（4）が報告され

ている。我々は、最近、術後再発性大腸癌に対し、炭素線照射により高い治癒率が得られているメカ

ニズムについて、大腸癌幹細胞の観点から解析してきた（5）。今回、我々は重粒子線の肝癌幹細胞に

対する影響について調べたが、HepG2 や Huh7 等肝癌細胞株から分離した CD133+/CD90+、CD44+/ESA+細
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胞集団が癌幹細胞様性質を有していることが確認された。HepG2、Huh7 細胞から分離収集した癌幹細胞

様細胞CD133+/CD90+、CD44+/ESA+細胞集団と非癌幹細胞様CD133-/CD90-、CD44-/ESA-細胞集団に対し、

炭素線と X線照射の殺傷能力をコロニー形成数で求めた結果、 X 線或いは炭素線照射後 CD133-/CD90-

細胞集団のコロニー形成数は CD133+/CD90+、CD44+/ESA+細胞集団に比べ有意に少なく、X 線や炭素線

に対しともに感受性を示すことが分かった。CD133+/CD90+細胞集団に対し、同じ生物効果線量炭素線 1 

Gy 照射後のコロニー形成数が X 線 2 Gy 照射後のものに比べ有意に少ないことが認められた。また、X

線照射に比べ、炭素線照射 24 時間後肝癌幹細胞様細胞に対して明らかにより多くのγH2AX foci の残

存が認められ、炭素線は修復困難な DNA 損傷を与えていること示唆された。 

以上より、炭素線は術後の局所再発、転移、化学療法や一般放射線抵抗性と深く関わっているとされ

る肝癌幹細胞に修復しにくい DNA 損傷を与えることでより効果的に殺傷することが考えられ、これが

炭素線の肝癌に対する高い治癒率をもたらす分子的メカニズムの一つであることを示唆した。 
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要 旨 

 筋萎縮性側索硬化症（ALS）をはじめとする多くの神経変性疾患の病因は未だ不明であり、その有効な治療法

及び治療薬はない。疾患の発症機構の解明と治療法・治療薬の開発には、優れた疾患動物モデルの利用が必須で

ある。これまで、家族性 ALS 原因遺伝子 SOD1 の変異型遺伝子（SOD1G93A）を導入したトランスジェニック（TG）

マウスが世界的に広く利用されてきた。しかし、SOD1G93A-TG マウスで治療効果のある薬がヒト患者では全く効果

が見られていないという問題が明らかとなっている。本研究では、ゲノム特定部位に目的とする遺伝子を単一コ

ピーで効率良く導入する独自のトランスジェニックマウス作製法を用いて、新規の ALS マウスモデルを作出する

ことを目的とした。具体的には、特定ゲノム部位に単一コピーの変異或いは野生型 TARDBP 並びに FUS 遺伝子を

挿入した TG マウス系統の樹立を試みた。さらに、中国人患者を対象とした ALS 発症原因の解析を行うとともに、

これまでに開発されている ALS 疾患モデル動物（変異 SOD1-TG マウス）を用いて、遺伝学的背景の違いが疾患発

症に及ぼす影響について併せて解析した。その結果、新規の ALS マウスモデル（TARDBPA382T）マウスの作出に成

功した。また、遺伝的背景の違いが変異 SOD1-TG マウス ALS モデルの疾患発症に影響することを明らかにすると

ともに、中国人 ALS 患者における ALS 原因遺伝子の新たな変異及び遺伝子多型の存在を明らかにした。 

 

Key Words  筋萎縮性側索硬化症, 動物モデル, 遺伝的背景, TARDBP 遺伝子, SOD1 遺伝子 

 

 

緒 言： 

 筋萎縮性側索硬化症（amyotrophic lateral sclerosis; ALS）をはじめとする多くの神経変性疾患の病因は未

だ不明であり、その有効な治療法及び治療薬はない。ALS 患者の中には前頭側頭葉型認知症（FTLD）を併発する

患者群が存在し、現在ALS/FTLDとして位置づけられている。近年、ALS及びALS/FTLDの共通の原因としてTARDBP、

FUS、UBQLN2、C9ORF72 等の遺伝子が同定され、ALS と FTLD は同一あるいは類似の分子機構により発症する疾患

群であると考えられるようになった。特に、TARDBP と FUS の遺伝子産物である TDP-43 及び FUS は、孤発性 ALS

患者のみならず、FTLD、アルツハイマー病患者脳においてもその凝集体蓄積が見られることから、疾患発症との

関連が注目されている。 

 疾患の発症機構の解明と治療法・治療薬の開発には、優れた疾患動物モデルの利用が必須である。これまで、

家族性 ALS 原因遺伝子 SOD1 の変異型遺伝子（SOD1G93A）を導入したトランスジェニック（TG）マウスが世界的に

広く利用されてきた。しかし、SOD1G93A-TG マウスで治療効果のある薬がヒト患者では全く効果が見られていない

という問題が明らかとなっている。さらに、最近、ALS 原因遺伝子（TARDBP）過剰発現 TG マウスあるいはラッ

トが作出されているが、野生型遺伝子の TG マウスでも神経症状を発症するなど多くの問題が未解決である。こ

れらは、薬の開発が特定の限局した動物モデルに依存していることに加え、従来の TG マウス作製法では、導入

遺伝子が挿入されるゲノム部位並びに挿入コピー数がランダムとなり、場合によっては遺伝子挿入による他の遺
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伝子破壊が起こるためであると推定される。本研究では、ゲノム特定部位に目的とする遺伝子を単一コピーで効

率良く導入する独自のトランスジェニックマウス作製法（Pronuclear Injection-based Targeted 

Transgenesis；PITT）[1]を用いて、新規の ALS マウスモデルを作出することを目指す。具体的には、特定ゲノ

ム部位に単一コピーの変異或いは野生型TARDBP並びにFUS遺伝子を挿入したTGマウス系統を樹立することを第

一の目標とする。 

 一方、ALS の発症頻度については、人種差は無いとされるが、実際にはこれまでの ALS に関する研究は欧米主

導であり、従ってその解析も Caucasian（白人）を対象としたものが主流であった。本研究は、日中共同研究に

より、アジア人、特に中国人を対象とした ALS 発症原因の解析を行うとともに、これまでに開発されている ALS

疾患モデル動物（変異 SOD1-TG マウス）を用いて、遺伝学的背景の違いが疾患発症に及ぼす影響について併せて

解析する。 

 

対象と方法： 

（１）新規 ALS マウスモデルの作出 

 本研究では、共同研究者の大塚らが独自に

開発した TG マウス作製法[1]を用いて、新規

の ALS マウスモデルを作出する。目的とする

遺伝子を着実に全身で発現させるため、プロ

モーターとして CAG プロモーターを使用する。

PITT法は、Cre-loxPシステムに基づいたRMCE

法を TG 作製に応用したものである（図１参

照）。本実験では、マウス Rosa26 遺伝子座に

loxP カセットを有するノックインマウス（作

製済）を用いる。PITT 法を用いることにより、

同一遺伝子座に単一コピーの異なった遺伝子

（変異）の挿入が可能となり、これまで不可能であった遺伝子型-疾患表現型相関の個体レベルでの検証が可能

となる。本実験で導入する遺伝子は、TARDBP 及び FUS の２種類であり、変異体としては TARDBPA382T及び FUSR495X

を作製し、正常型のクローンも含め合計で４種類のターゲティングコンストラクトを作製する。具体的には、各

遺伝子の翻訳領域全長 cDNA 配列を PITT 法用のターゲティングベクターに組込み、正常型の各遺伝子コンスト

ラクトを構築する。そして、PCR を用いた点突然変異導入法により、目的とする遺伝子内に疾患遺伝子変異を導

入したベクターを構築する。完成した各ターゲティングコンストラクトを、Cre 発現ベクターと同時に変異型

loxP を持つノックインマウスの交配で得られた受精卵に顕微注入し、マウスを産出する。得られた仔マウスの

遺伝子タイピングを行ない、正確に目的とする位置に遺伝子が挿入されたマウスを選抜する。 

 

（２）遺伝的背景、性差、及び遺伝子変異の違いが SOD1-TG マウスの疾患表現型に及ぼす影響の解析 

 近年、遺伝的背景等の違いがマウスにおける症候表現型に大きく影響し、そのことが実験結果の解釈を誤った

方向へと導いていると指摘されている。本研究ではそのことを踏まえ、既存の ALS マウスモデルにおける疾患表

現型が系統等により影響されるか否かについて精緻に検証した。神経病理学的症候の異なる２種類の ALS マウス

モデル（SOD1H46R、SOD1G93A-TG マウス）を、夫々２種類の系統（C57BL/6N 及び FVB/N）へとコンジェニック化（10

世代以上の戻し交配による遺伝的背景の均一化）し、さらにそれらの変異 SOD1-TG マウスにおける体重の変動及

び疾患進行による死亡日齢（寿命）を解析した。 

 

（３）中国人 ALS 患者における疾患関連遺伝子配列の解析 

 中国国内、特に四川省を中心とした地域における家族性並びに孤発性 ALS 患者の DNA サンプル並びに臨床情報
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を収集し、研究リソースバンクの構築を継続的に行った。患者から採取した血液からゲノム DNA を抽出した。そ

して、遺伝子増幅（polymerase chain reaction; PCR）法により、TARDBP 遺伝子の各エクソンを増幅し、それら

の塩基配列を決定した。さらに、ATXN2 遺伝子内の CAG 反復配列の増幅を行い、リピート数を解析した。決定し

た遺伝子配列を、データベース上の正常者のものと比較し、患者特異的変異の有無、並びにアジア人に特異的遺

伝子変異の同定を試みた。 

 

結 果： 

（１）新規 ALS マウスモデルの作出 

 始めに、変異遺伝子コンストラクトの作製を行った。具体的には、ヒトの TARDBP 及び FUS 遺伝子について、

各遺伝子の翻訳領域全長（ORF）の cDNA 配列をヒト RNA より RT-PCR により増幅し、クローン化することにより

正常型の各遺伝子コンストラクトを構築した。次に、PCR を用いた点突然変異導入法により目的とする遺伝子内

に疾患遺伝子変異を導入し、最終的に 4種類の正常及び変異型 cDNA クローンを得た（TARDBPWT、TARDBPA382T、FUSWT、

FUSR495X）。さらに、それらの cDNA を PITT 用ターゲティングベクターに組込み、各 PITT コンストラクトを完成さ

せた。作製したコンストラクトが正しく目的とする遺伝子並びにタンパク質を発現することを確認するため、作

製したコンストラクトを COS-7 細胞にトランスフェクションし、発現タンパク質をウェスタンブロット法にて解

析した。その結果、作製した全てのコンストラクトが目的とする遺伝子産物を発現することが確認された。次に、

完成した 4 種類のコンストラクト（TARDBPWT、TARDBPA382T、FUSWT、FUSR495X）を、各々300〜500 個の受精卵に Cre

発現ベクターと同時に顕微注入することにより TG マウスの作出を試みた。現在、TARDBPA382T 遺伝子を導入した

TG マウス（ファウンダー；F0）の作出に成功している。今後、得られた仔マウスの遺伝子タイピングを行ない、

4種類の新規トランスジェニックマウス（TARDBPWT、TARDBPA382T、FUSWT、FUSR495X）の系統樹立を目指す計画である。 

 

（２）遺伝的背景、性差、及び遺伝子変異の違いが SOD1-TG マウスの疾患表現型に及ぼす影響の解析 

 本研究では、遺伝的背景の違いが ALS マウスモデルの表現型にどのように影響について解析するため、２種類

の遺伝的背景（C57BL/6N 及び FVB/N）を有する２種類の変異 SOD1 発現マウス（SOD1H46R、SOD1G93A-TG マウス）を

作出し、体重及び寿命の解析を行った。その結果、SOD1G93A-TG マウスは SOD1H46R-TG マウスよりも重症化すること、

さらにその重症度は C57BL/6N より FVB/V 系統で顕著であること、さらに FVB/V 系統の SOD1G93A-TG マウスでは性

差が見られ、雄が雌より早期に発症し、死に至ることが判明した。従って、変異 SOD1 に起因した運動ニューロ

ン変性は、複数の他の遺伝的要因により調節されていると考えられた [2]。 

 

（３）中国人 ALS 患者における疾患関連遺伝子配列の解析 

 中国人における ALS 原因遺伝子（TARDBP）の変異及び遺伝子配列多型について解析した。合計 165 名の ALS 患

者のゲノム DNA を用いて TARDBP 遺伝子配列を解析した結果、新たなミスセンス変異（N378S 変異）を見出すとと

もに、数種類の多型配列の検出に成功した[3]。しかし、TARDBP 遺伝子変異の頻度は 0.61%であり、既に報告さ

れている欧米人 ALS 患者における変異の頻度より有意に低いものであった[3] 。本研究ではさらに、近年見出さ

れた新たな ALS 関連遺伝子である ATXN2（Ataxin-2）遺伝子について、345 名の中国人 ALS 患者における遺伝子

内ポリグルタミン反復配列長について解析した。欧米人における先行研究では 22-33 リピートの反復配列が ALS

発症リスクをあげることが報告されているが、本研究では 27 リピート以上の反復配列が ALS 発症に若干関連し

ている可能性が示された[4]。 

 

考 察： 

 多くの神経変性疾患は、欧米のみならず日本、中国を含めたアジア地域においても、各国国民の高齢化に伴っ

てその罹患率は上昇の一途を辿っている。特に神経変性疾患の中でも最も過酷とされている神経難病 ALS 及び認

知症の治療法・治療薬の開発は喫緊の課題である。しかし、そのような状況にも関わらず、現在、国内外での治
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療研究や臨床試験の結果に希望の持てるものは極めて少ない。一方、近年の遺伝子組換え技術の著しい進歩によ

り数多くの神経変性疾患モデル動物が作出されつつあるが、未だ有用なモデル動物の開発は十分ではない。実際、

前臨床動物試験で使用されている疾患モデル系は極めて限られているのが現状である。本研究は、これまでにな

い独自の手法により、新規の ALS 及び ALS/FTLD マウスモデルを作出しようとする独創的・挑戦的研究である。

本研究の遂行により、これまでの疾患モデル系統からは得ることができないような新たな知見を得ることが強く

期待される。さらに、本研究で用いる新規 TG マウス作製法、ならびにその手法により作出される新規 ALS/FTLD

マウスモデルは、共通の研究技術・リソースとして当該研究関連領域において広く利用され、その結果 ALS 及び

FTLD の発症機構の解明と治療研究の飛躍的な発展に貢献できる。さらに、神経変性疾患の治療法の開発は、高齢

化が進む日本及び中国国民の医療および福祉の向上と医療費削減に直接結びつくものであり、期待される社会的

貢献度は極めて大きいと考えられる。 
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