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生命体の 1つのあり方としてのウイルスは宿主個体，細胞との相互作用においてのみ生物学的
存在が規定される研究対象である。当研究室においては，近年，急速に研究が進展した動物ウイ
ルスである哺乳類レトロウイルスについて，その感染，増殖機構における未だ未解決な問題，こ
のウイルス群による各種疾病の発症機構，さらに，より付加価値の高い遺伝子導入ベクターとし
ての開発に関する研究を行っている。また，多細胞生物の細胞の固有の機能（分裂，増殖，分化，
アポトーシスなど）のメカニズム，その制御についての研究も行っている。これらレトロウイル
ス，細胞の研究の成果を総合して，様々な疾病の新たな治療法の進展への貢献を目指している。
本年度においては，標的化レトロウイルスベクター，血液幹細胞の増殖分化，レチノイドの生理
作用機構，多能性体性幹細胞などの研究を行った。

1. レトロウイルスの生物医学的研究
（1）標的化レトロウイルスベクターの研究（天沼，久保
＊1，藤田 ＊2，片根 ＊3）
細胞特異的に遺伝子導入する標的化レトロウイルスベク
ターの作製を引続き行った。増殖因子，サイトカイン，ホル
モンなどのペプチド性リガンドと，それに対する受容体と
の特異的相互作用を利用し，これらのリガンドをレトロウイ
ルスの細胞への侵入を司るエンベロープタンパク質（Env）
に組み込んでキメラタンパク質とし，これによりリガンド
に対する受容体をレトロウイルスの細胞侵入のための受容
体として機能させるという方法をとっている。リガンドに
対する受容体が細胞特異的に発現すれば，その特異性を持
つ遺伝子導入ベクターが得られる。リガンドとしてはケモ
カインの一種であるヒトストローマ由来因子-1（SDF-1α）
を用いた。遺伝子治療研究に頻繁に用いられるマウス同種
指向性レトロウイルス（MLV），モロニー白血病ウイルス
Envの本来の感染受容体認識領域（VRA）内においてリガ
ンドとのキメラ Env タンパク質を作製した。SDF-1α を
VRA内の Pro79部位に挿入したキメラ Envはウイルス粒
子に再構成され，このベクターは SDF-1 の受容体である
CXCR4経由での細胞侵入を起こした。このベクターは本
来の感染受容体であるmCAT1経由での細胞侵入も起こし，
CXCR4経由での細胞侵入の効率は mCAT1経由のそれの
約 1/100程度であった。Envの D84K変異により mCAT1

経由での細胞侵入能をなくしたベクターも CXCR4経由で
の遺伝子導入を起こした。また，ヒト乳がん細胞株に内在
性 CXCR4発現量依存的に遺伝子導入した。リガンドキメ
ラ Envの方法により細胞侵入の受容体特異性の改変に明確
に成功したのは本研究が初めてである。種々の膜タンパク
質の中で MLVの細胞侵入の受容体として機能できるもの
は限られていると考えられ，上記の結果より受容体として
機能するための膜タンパク質の必要条件として複数回膜貫
通タンパク質であることが示唆された。

Env改変による標的化ベクターは多くの場合，受容体に
結合するもののウイルスエンベロープと細胞膜との膜融合
が起こらない。レトロウイルスの細胞侵入に伴う膜融合の

機構を理解するために，膜融合能の特に高いラット XC細
胞の CAT1 cDNA を単離した。その結果，野生型ラット
CAT1に比べ 1塩基の変異によりアスパラギン結合型糖鎖
付加部位が消失していることが分かった。
（2）レトロウイルスプロウイルスゲノムの発現抑制の研
究（小幡）
レトロウイルスのプロウイルスゲノムの発現は，個体中
のほとんどの臓器の細胞で不活化されている。しかしレト
ロウイルス感染時に染色体に組み込まれた直後にはアクティ
ブに転写され，ウイルスは活発に複製される。また一方レ
トロウイルスベクターを導入した細胞中でもベクターゲノ
ムの発現は不活化されていく。この間に何が起こるのかを
知るために生きたままの細胞の外からの転写の動態観察法
の確立を目指している。

2. 細胞増殖分化，細胞周期の制御機序の分子細胞生物
学的解析（戸所，永田＊4，倉沢＊5，草野＊1，春田＊5，

須賀田 ＊1，興梠 ＊5，小田 ＊6，橋本 ＊6）
ヒトの骨髄中に存在する血液幹細胞は CD34(+)KDR(+)

細胞分画に存在が限定されることが報告されている。
KDR のマウスホモログである Flk-1 の発現を調べたとこ
ろ，長期の血液系再構成活性を示す Lin(−)c-Kit(+)Sca-

1(+)CD34(low/−)細胞分画，および Hoechst 33342(−)細
胞分画（side population）においては，その発現は低い
か，もしくは検出できなかった。さらに，マウスの Flk-

1(+)CD34(low/−)もしくは Flk-1(+)CD34(+)細胞分画は
長期の血液系再構成活性が見られなかった。Flk-1欠損マウ
スを用いた知見と合せて考えると，マウスにおいては Flk-1

は胚における血液系幹細胞の増殖分化には必須だが，成熟
マウスの骨髄における血液系幹細胞の機能には必須ではな
いことが示された。

3. レチノイドによる生理機能調節のメカニズム解明
（1）レチノイドによる血管形成の制御（小嶋，鈴木 ＊1）
レチノイドが血管内皮細胞に働くと転写因子 Sp1の活性
化を介して TGF-β やその受容体，活性化酵素（uPA）の転
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写が促進され，活性型 TGF-β が生成する。ニワトリ胚漿
尿膜血管形成モデルを用いた検討から，生じた TGF-β が
血管前駆細胞に働くと正常な血管細胞への分化を妨げるた
めに正常な血管網形成が抑制されることが示唆された。今
後マウス幹細胞をニワトリ胚漿尿膜に移植した際に形成さ
れるマウス移植血管の形成に与える影響を調べていく予定
である。
（2）トランスグルタミナーゼを介する新しい細胞死誘導
の解析（小嶋，島田 ＊7）
タンパク質の Gln-Lys残基間にイソペプチド結合による
架橋を形成する酵素，組織トランスグルタミナーゼは，Sp1

を架橋不活性化することによりカスパーゼ非依存性のアポ
トーシスを引き起こす。肝がん組織では核内レチノイド受
容体（RXR）が極度のリン酸化を受け，その転写活性が低
下しており，RXRの機能を回復させる作用を持つ非環式レ
チノイドは，RXR の標的遺伝子であるトランスグルタミ
ナーゼの生合成および核への移行を促進することによりト
ランスグルタミナーゼを介して肝がん細胞にアポトーシス
を誘導することを見いだした。また，リン酸化された RXR

はユビキチン化されにくくなることから分解を免れ，細胞
内に蓄積することでドミナントネガティブ作用によりリン
酸化されてない正常な RXRの働きまで阻害することも見
いだした。
（3）肝再生不全の分子機構解明と新規治療・予防法の開
発（小嶋，秋田 ＊6）
肝硬変の患者が続発した肝がんの摘出手術を受けた後に
はしばしば内毒素が原因の肝再生不全に陥り死に至ることが
ある。その分子機構を内毒素投与マウス部分肝切除モデルを
用いて解析したところ，内毒素により刺激を受けたKupffer

細胞（肝マクロファージ）から TNF-α が放出され，これ
が肝星細胞に働くとウロキナーゼ型プラスミノゲン活性化
因子受容体（uPAR）の生合成が亢進し，uPARに結合する
血漿カリクレインの細胞表面への結合が高まることによっ
て血漿カリクレインによる TGF-β の活性化が肝星細胞表
面で起こり，生じた TGF-β が周囲の肝細胞の増殖を抑え
るという新しい TGF-β 活性化反応が起こっていることを
見いだした。血漿カリクレインの中和抗体や低分子量合成
プロテアーゼ阻害剤は動物モデルにおいて有意に肝再生不
全を改善した。

4. 多能性体性幹細胞の研究（渥美，上野 ＊6，杉山 ＊7）
最近，成体に由来する神経幹細胞が神経系のみならず多
様な体細胞に分化するという報告が相次いでいる。他方，従
来は造血幹細胞や間葉系幹細胞が存在すると考えられてき
た骨髄の細胞が神経系を含めて極めて幅広い体細胞に分化
するという報告もある。それらの現象は個々の体性幹細胞
の背後に，より未熟な多能性体性幹細胞が存在する可能性
を示唆している。
多能性体性幹細胞を同定するために，まず in vitro で神
経幹細胞を神経系以外の細胞に分化させる系を開発した。
14日目の 129マウス胎仔脳より樹立された神経幹細胞のク
ローン Br2/4を中胚葉系へ分化誘導するために 10%牛胎児
血清，BMP-4，bFGF とアクチビンを加えて浮遊培養し，
1 週間後よりラミニンコートしたディッシュに付着させて
培養したところ，MS細胞と呼ぶ中間的細胞を経て高頻度

に脂肪細胞に分化させることができた。脂肪細胞への分化
はオイルレッド Oによる染色と脂肪細胞のマーカーである
PPARγ の発現で確認した。ES細胞を in vitro で分化させ
た培養中より樹立された神経幹細胞 NS2 でも同様の方法
で脂肪細胞への分化が効率よく誘導された。脂肪細胞への
分化の中間体MS細胞は多能性体性幹細胞ではないかと期
待される。通常，脂肪細胞は間葉系幹細胞に由来するとい
われているがMS細胞は上皮様の細胞であり，かつ基底膜
特異的なタイプ 4コラーゲンを発現しているなど間葉系幹
細胞とは異なる性質を示す。また最近MS細胞のクローン
MS3が脂肪細胞と共に神経系細胞に分化することを見いだ
した。今後更にMS細胞が多能性体性幹細胞であるか否か
確かめるために脂肪細胞と神経系細胞以外への分化能を調
べる予定である。
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