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概   要 

 

 生物活性物質部は、感染症の制圧をめざし安全かつ有効な

予防・治療薬開発に関する基礎研究を行うことを目的としている。

平成１２年度から新たな業務として真菌症の研究とサーベイラン

スをスタートさせてから３年を経過したが、部員の協力と新興・再

興感染症研究事業等の支援などもあり、真菌症に対して体制

が整えられ、また成果も着実に得られつつある。当部が取り扱う

主な生物活性物質は、真菌制御物質、情報伝達制御物質、

生体防御調節物質および抗生物質耐性菌制御物質等であり、

これらの物質に関連して、生化学的、遺伝学的、分子生物学

的手法を用いた新しい活性評価系の開発、新規生物活性物

質の探索、作用機序等の研究、ならびに病原真菌の病因の検

索、診断・治療法の研究、細胞内情報伝達の制御、生体防

御の制御機構、および薬剤耐性菌の機構・迅速検出・制御等

の研究を行っている。平成１４年度は以下の項目について研究

が行われた。 

 

I. 新しい活性評価系とスクリーニングおよび生物活性物質の

研究 

II. 真菌の薬剤耐性機構と病原性因子及び感染防御に関す

る研究 

III. 好中球機能解析およびその機能不全の解析 

IV. 骨髄系細胞の活性化 

V. サイトカイン LECT2 の解析 

VI. 抗生物質耐性と遺伝子、放線菌ゲノムに関する研究 

VII. 我が国における深在性真菌症のサーベイランス 

 

 研究費としては、基盤的研究費、特別研究費のほかに厚生

科学研究費補助金（新興・再興感染症研究事業、特定疾患

対策研究事業、医薬安全総合研究事業）、創薬等ヒューマン

サイエンス総合研究事業及び文部科学省科学研究費補助金

等の支援を受けた。厚生科学研究事業の「新興・再興感染症

研究」では輸入真菌症等深在性真菌症の診断・治療法の開

発と発生動向調査に関する研究を行い、「医薬安全総合研

究」および「特定疾患対策研究」の２課題では感染症誘発の慢

性疾患への対策研究を推進した。 

 新見室長らは、国際交流の一環としてヒューマンサイエンス振

興財団「外国の研究機関等への委託研究事業」および「外国

人研究者招へい事業」（新興・再興感染症研究事業プログラ

ム、主任研究者：上原至雅）により、 

 

 

 

ニュージーランド、オタゴ大学分子微生物学教室（主任 Dr RD 

Cannon）と「真菌の薬剤耐性を克服するための薬剤開発システム

の確立」の共同研究を行うとともに、同大学のDr BC Monk を招へ

いして研究打ち合わせを行った。また新興・再興感染症研究事

業プログラムに関連してヒューマンサイエンス振興財団「外国人

研究者招へい事業」によりワシントン大学 GS Kobayashi 教授を

招へいして、深在性真菌症／輸入真菌症シンポジウム「輸入真

菌症を中心とした深在性真菌症に対する我が国の現状と取り

組み」を開催した。日本学術振興会「外国人招へい研究者（長

期）」により、Dr E Lamping （ニュージーランド、オタゴ大学）を招へ

いし、「Saccharomyces cerevisiae に発現した種々の ABC 輸送体の

機能解析」の共同研究を行った。 

 鈴木室長らは、「ヒューマンサイエンス振興財団、（財）公定書

協会、（財）医療機器センターより、S. Klebanoff 教授（米国・ワシ

ントン大）、K-H. Krause 教授（スイス・ジュネーブ大）、D. Jayne 顧

問（教授）（英国・ケンブリッジ大学）、F. Maxfield 主任教授（米

国・コーネル大・医）、R. Hoffman（米国・カリフォルニア大）を招へ

いし、研究交流を推進した。さらに、（財）公定書協会「外国の

研究機関等への委託研究事業」（医薬安全研究事業支援事

業、主任研究者：鈴木和男）により、英国ケンブリッジュ大学・医

学部（D. Jayne 博士）と「血管炎のガンマグロブリン治療不応例

における日本と英国での相違に関する解析」の共同研究を行っ

た。また、文部科学省から外国人特別研究員として A. Persad が

派遣され共同研究を推進した。 

その他特記事項として、高GC％DNAをもつ放線菌ゲノムの遺

伝子（ORF）探索・同定のために石川主任研究官らが開発した

解析ソフトであるFramePlot （Ishikawa J. & Hotta K. (1999) FEMS 

Microbiol. Lett. 174: 251-253）は、２種の放線菌の全ゲノム解析に

大きく貢献したが、さらに、米国のゲノム研究所のTIGR（The 

Institute for Genomic Research）が新たな遺伝子解析ソフトとして発

表 し た Third Position GC Skew Display 

(http://tigrblast.tigr.org/cmrblast/GC Skew.cgi ）の作成の基になっ

た。 

 

以下に本年度の主な研究成果を記す。 

 

研 究 業 績 
 

 

I. 新しい活性評価系とスクリーニングおよび生物活性

物質の研究 

http://tigrblast.tigr.org/cmrblast/GC%20Skew.cgi
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1. 酵母の薬剤排出ポンプ阻害剤の探索 

 アゾ�ル剤耐性は主に排出ポンプの機能亢進が関与している。

ポンプ阻害剤をアゾール剤と併用すれば、真菌細胞内で薬剤

の有効濃度が保たれ、耐性菌の増殖を阻止することが期待され

る。１６員環マクロライド構造を有する数種のミルベマイシンの排

出ポンプ阻害作用を検討した。Candida albicansのポンプ遺伝子

CDR1、CDR2 またはBENRを、７つの内在性輸送体が破壊されフル

コナゾール高度感受性のSaccharomyces cerevisiaeに導入・発現し

てフルコナゾ�ル高度耐性株を作製し、排出ポンプ阻害活性を

しらべた。ミルベマイシン単独では菌の増殖を阻止しなかったが、

フルコナゾールとの併用によってCDR1 およびCDR2 発現株は感受

性化した。しかしBENR発現株には無効であった。ミルベマイシンは

Cdr １ p お よ び Cdr2p の ATPase 活 性 を 阻 害 し たが、 細 胞 膜 

[H+]ATPaseの活性は阻害しなかった。これらの結果から、ある種の

ミルベマイシンは特異的にABC輸送体を阻害してアゾール剤耐性

株を感受性化することが分った。 

[新見昌一、高野幸枝、上原至雅；K Niimi、BC Monk、RD Cannon

（オタゴ大学）] 

 

2. がん細胞のシグナル伝達の解析と制御物質の探索 

(1) MEK 阻害剤によるヒト乳癌細胞の anoikis 感受性誘導機構 

 大腸癌、乳癌の中にMEK阻害剤処理によってanoikis感受性に

なる細胞があることを報告した。anoikis 感受性誘導を規定する因

子を明らかにするため、apoptosis 関連蛋白質に対する影響を調

べ、MEK阻害剤処理によりBH3-only proteinであるBimELの蛋白量

が増加することを見いだした。電気泳動上の移動度の変化から、

MEK 阻害剤処理により BimEL のリン酸化が低下することが予想さ

れた。in vitro で BimEL は ERK によりリン酸化されたので、そのリン酸

化部位を決定した。この残基は実際に細胞内でも ERK によりリン

酸化されることが示唆された。乳癌細胞株間で Bim 蛋白量の比

較をすると、MEK 阻害剤により anoikis 感受性となる２株は Bim の量

が特に少なく、これらの細胞では BimEL のレベルが低く抑えられて

いることが、anoikis 回避に必須であると考えられる。細胞によって

は ERK によるリン酸化が Bim 蛋白質の減少を引き起こし、anoikis

回避に重要な役割を果たしているものと思われる。 

［深澤秀輔、野口耕司、村上裕子、上原至雅］ 

 

(2) polyHEMA細胞培養法によるがん化シグナル抑制物質の探索 

 新規抗がん剤リードの発見を目指し、足場非依存性増殖阻

害を指標に天然物の中に探索を行った。放線菌の生産する活

性物質TT-2149の精製を行い、その一成分であるTT-2149-Cに

ついて構造を解析し、septacidin またはその立体異性体である

spicamycin の新規類縁体であると推定した。真菌ライブラリーから

は、F2422 株の産生する活性物質の単離精製を行った結果、

hypothemycin類と同定された。hypothemycinに Rasがんの正常化活

性が報告されていたが、最近、関連構造の化合物に MEK 阻害

活性が報告されたことより、誘導体化などによる開発の可能性を

追求する。同じく真菌より見出した新規テルペノイド anicequol の作

用機構は未だ不明な点が多いが、分子標的の解明が当面の

課題である。 

[上原至雅、福田恵子、和田俊一、深澤秀輔；五十嵐康宏、

古米 保（富山県立大）；奥田 徹、石山忠之、沖 俊一（玉

川大）] 

 

(3) プロテインキナーゼ阻害物質の探索 

文科省総合がん制がん剤スクリーニング委員会においてプ

ロテインキナーゼ阻害剤の検定を担当しており、今年度は 158 検

体（延べ48 人）の評価を行った。その結果、有効と判定されたの

は23検体であった。このうち、インドール、マレイミド、イミダゾール環

を有する新規骨格の１物質（JCI-12149）に Src と Flt-1 のチロシン

キナーゼに強力かつ特異的な阻害活性が見いだされたので、

血管新生阻害剤のHUVECの高次検定を推薦した。本物質につ

いては関連の化合物が10検体ほど提供されており、その構造活

性相関からさらに有効性の高い誘導体の創製を提供者に勧め

ることとした。 

[上原至雅、近藤潤子、福山まり、深澤秀輔、村上裕子；矢守

隆夫（癌研）] 

 

3. 細胞周期関連プロテインキナーゼの同定と機能解析 

(1) 新規細胞周期関連プロテインキナーゼ Nek11 の同定と機能

解析 

 真核細胞の細胞周期、特に G2/M 期の制御において、CDK、

AURORA、PLK 等多くのキナーゼ群が機能することが良く知られて

いるが、アスペルギルスでは、これらの他に NIMA キナーゼ（Never 

In Mitosis gene A）も G2/M 期の制御に関わることが知られている。

現在、ヒトを含む多くの生物種において、S/G2 期で centrosome を

制御するNek2 (NIMA-related protein kinase 2) を代表とする NIMAに

類似するキナーゼファミリーの存在が明らかになっているが、ヒト

では、G2/M 期に発現する NIMA 類似キナーゼの存在は不明であ

った。我々は、NIMA ファミリーに属する新規プロテインキナーゼ

Nek11 の遺伝子を同定して発現状況を検討したところ、Nek11 の

mRNA と蛋白質の発現は G2/M 期でピークを示し、Nek11 が G2/M

期で高発現する新規 NIMA ファミリーキナーゼであることが判明し

た。また特異的抗体を用いて解析したところ、内在性の Nek11 は

interphase では核に、prometaphase では polar tubulin と類似した局在

を示したが、G2/M 期以外でも DNA 複製阻害剤や抗癌剤処理な

どで活性が上昇することを見出した。       ［野口耕司、深

澤秀輔、上原至雅］ 

 

(2) カンジダにおける細胞周期関連プロテインキナーゼの同定と

機能解析 

 カンジダアルビカンスにおける NIMA ファミリーキナーゼの機能を

探索するため、CaNek の遺伝子を同定した。リコンビナント CaNek

蛋白質を作製、その生化学的解析を行い、スタウロスポリン系の

キナーゼ阻害剤に感受性を示すことが明らかになった。同様に、

幾つかの G2/M 期に関わると推測される CaIpl、CaCdc5 の遺伝子

をクローニングし、それらのリコンビナント蛋白質の解析も行った。

現在、これらカンジダアルビカンスにおける細胞周期関連プロテ

インキナーゼの遺伝子破壊株の作製を進めており、これらの変異
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株の解析が進めば、カンジダに対する新しい抗真菌分子標的

薬剤の開発に貢献するものと期待される。 

［野口耕司、能智禄弥、深澤秀輔、梅山隆、新見昌一、上原

至雅］ 

 

４．ウイルス分子複合体の解析 

(1) 様々な病因ウイルス蛋白質複合体検出の試み 

 ウイルスの病因を解明し創薬を目的とし、ウイルス蛋白質と宿主

蛋白質の相互作用を解明するためにこれまで様々なヒトウイルス

蛋白質に Flag などのタグをつけ、HeLa 細胞内で発現させ、アフィ

ニティ精製後、相互作用をする宿主蛋白質の同定を試みてきた。

HHV-8 の LANA, EBVの EBNA1, HIV-1 の nef ,tat, HPV-16 の E1, E6, 

E7 を試みた。tat, E1, E6, E7 では、蛋白質の同定のために必要な

発現量のクローンが取得できなかった。 

［村上裕子、山越 智、上原至雅、深澤秀輔］ 

 

(2) HIV の病原因子 Nef に結合する宿主分子の解析 

 ヒト免疫不全ウイルス(HIV)の病原性を担う遺伝子 nef が細胞に

働きかける作用メカニズムを解明することを目的として Nef 蛋白質

の宿主細胞内結合分子を同定した。FLAGtagをつけたNef を発現

させるベクターをマクロファージ系の株化細胞U937に導入して安

定発現させ、その細胞溶解液より FLAGtag の抗体を用いて Nef と

共沈する結合蛋白質を溶出し、SDS-PAGEで分離したところ、約３

８KDa の蛋白質を見い出した。この蛋白質をゲルより切り出してトリ

プシン分解、フラグメントペプチドをアミノ酸分解して配列を決め、

データベースより検索したところ、アシル�コエンザイム A チオエス

テラーゼであった。この蛋白質は Nef 結合蛋白質として既に報告

されていて、CD4 のダウンレギュレーションに関与する機能をもつと

いわれているので、同じ方法を用い、別の結合蛋白質を探すこと

にした。 

［村上裕子、近藤潤子、山越 智、上原至雅、深澤秀輔］ 

 

(3) カポジ肉腫ウイルスの遺伝子産物 LANA に結合する宿主分

子の解析 

 ヒトヘルペスウイルス８型(HHV8)はカポジ肉腫の原因ウイルスで

あるが、このウイルス遺伝子産物LANAは癌原因子であると考えら

れている。タグをつけたLANAをHeLa 細胞に安定発現させて、タグ

の抗体で免疫沈降して得た約 120 KDaのLANA結合蛋白質を同

定したところ、Daxxであった。GSTと融合したDaxxを大腸菌で生成し、
35SラベルしたLANAを用いてpull down実験をした結果、LANAはその

N末側 260-563 残基の領域でDaxxと結合し、DaxxはそのC末側

440-500残基あたりがこの結合に重要であることがわかった。Daxx

はFas結合蛋白質として見い出され、Fas依存のアポトーシスを促

進する。293 細胞にFasとDaxxを発現させてアポトーシスを起こす系

を作り、これにLANAも共発現させてその効果を見たところ、LANAは

Daxxの有無に関わらず、Fas依存のアポトーシスを促進した。 

［村上裕子、山越 智、近藤潤子、上原至雅、深澤秀輔］ 

 

(4) EBNA1 蛋白質複合体の解析 

 EBNA１蛋白質のＮ末端にタグをつけその遺伝子を HeLa 細胞に

導入し安定発現株を得た。EBNA１のGly-Ala repeat の部分を除い

たEB1NC1にも N末端にタグをつけて安定発現株を得た。両蛋白

質を発現する株をそれぞれ２リッター培養し、M2-アガロースにより

EBNA1 蛋白質複合体を精製した。その結果、両蛋白質ともほと

んど同じ複数の蛋白質からなる複合体を形成することが判明し

た。検出されたおもな蛋白質は、130kDa, 76kDa, 38kDa, 42kDaの４

種で他にも 7-8 種類のマイナーな量の蛋白質が検出された。 

［山越 智、村上裕子、上原至雅、深澤秀輔］ 

 

5. DNA 損傷応答における ATM 活性の調節 

 DNA 損傷で活性化され DNA 修復等の調節に関与する ATM 

(ataxia telangiectasia mutated)と PARP-1 (poly(ADP-ribose) polymerase)

が相互作用すると推測し、DNA 損傷を誘導するネオカルチノスタ

チン(NCS)で Parp-1 をノックアウトした細胞を処理し ATM 活性を検

討し、さらに NCS 処理した HeLa 細胞のクロマチン画分への局在

性を検討した。その結果、ノックアウト細胞における ATM 活性は

NCS によって著しく亢進し、PARP-1 の局在性が既に報告されてい

る ATM と同様に増加した。以上から、PARP-1 は ATM 活性を抑制

的に制御する可能性が示された。 

［渡邊文晶、深澤秀輔、上原至雅］ 

II. 真菌の薬剤耐性機構と病原性因子及び感染防御

に関する研究 

 

1. 真菌の薬剤耐性機構に関する研究 

(1) Candida glabrata の ABC輸送体Cdr1p および Pdh1pのリン酸化

と機能発現 

 C. glabrata の ABC transporter である CgCdr1p および Pdh1p は

本菌のアゾ�ル剤耐性に寄与するものと考えられている。両ポン

プ遺伝子を７種の排出ポンプを欠如した S. cerevisiae AD1-8u- 

株に発現させ、これらの薬剤排出機能とアゾ�ル剤耐性機構

についてしらべた。また、これらポンプのリン酸化の状態について

も検討した。 Cdr1p は Pdh1p に比べて基質特異性が広く薬剤排

出活性も強いので、本菌種の多剤耐性獲得に対してより重要で

あるものと考えられた。両ポンプともにグルコース依存的にリン酸

化された。Pdh1p についてはリン酸化の一部が、プロテインキナー

ゼ A によりリン酸化された基質モチーフを認識する抗体によっても

検出できた。またプロテインキナーゼAの阻害剤で処理することに

より、リン酸化の減少が見られた。Cdr1p についてはこの抗体によ

るリン酸化の検出はできなかった。Pdh1p の薬剤排出活性には、

プロテインキナーゼ A によりリン酸化が必要であると思われる。

Cdr1p については、担当するキナーゼは明らかでないが、そのリン

酸化が NTP 加水分解活性を制御しているものと推測される。 

[和田俊一、山崎亜希子、新見昌一、上原至雅] 

 

(2) S. cerevisiae AD1–8u–株へのsec6-4 変異の導入 

 Sec6p はパン酵母の分泌顆粒の構成成分で細胞増殖に必須

である。細胞内で合成され機能的に完成した膜タンパクおよび

分泌タンパクは分泌小胞を介して細胞膜に運ばれる。温度感受

性 sec6-4 変異株は、37°C では分泌小胞が細胞膜と融合するこ

とが出来ず、細胞質内に多量の分泌小胞を蓄積して増殖を停
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止する。精製した分泌小胞は目的のタンパクの機能解析に多

大な威力を発揮する。我々は L633P の点変異によって sec6-4 変

異が得られることを見い出した。種々の薬剤排出ポンプの機能を

比較解析するために、２種類のベクターpSK-sec6-4-URA3 と

pSK-sec6-4-HIS1 を構築し、これまでに作製した薬剤排出ポンプ

発現株にこの変異を導入して分泌小胞上に膜タンパクを発現す

る手法を確立した。 

[新見昌一、上原至雅；E Lamping、BC Monk、RD Cannon（オタゴ大

学）] 

 

2. 真菌の病原性因子の解析 

(1) Candida albicans における形態形成に関与するプロテインキナ

ーゼ CaHSL1 の解析 

 深在性真菌症の中で最も頻発しているカンジダ症の主要原因

菌である Candida albicans は酵母形および菌糸形の２つの形態を

持つ二形性真菌である。我々は、出芽酵母において形態チェッ

クポイントとして働いているプロテインキナーゼ HSL1 の相同遺伝子

（CaHSL1）の遺伝子破壊株を作製し、機能解析を行った。遺伝

子破壊株は通常のYPD培地において細胞の異常伸長が観察さ

れた。血清による菌糸形誘導では、遺伝子破壊株は親株と同

様の菌糸生育を行ったが、菌糸の伸長速度が親株よりも速かっ

た。また、マウスの尾静脈より親株、遺伝子破壊株、プラスミド導

入株をそれぞれ接種し致死率を比較観察したところ、親株、プラ

スミド導入株接種群よりも、遺伝子破壊株接種群の方が長く生

存しており、臓器への定着率も低下していたことから、CaHSL1 は

C. albicans の病原性にも関与していることが明らかになった。 

[梅山 隆、金子亜希、永井有紀、新見昌一、上原至雅] 

 

(2) Candida albicans におけるサイクリン依存性プロテインキナーゼ

CDC28 の発現抑制による形態変化への影響 

 カンジダ症の主要原因菌であるC. albicansは酵母形および菌糸

形の２つの形態を持つ二形性真菌であり、この形態変換が本

菌の持つ病原性に深く関与していることが明らかにされている。

我々は、細胞周期と形態変換との関連を調べるために、サイクリ

ン依存性プロテインキナーゼCDC28の発現抑制株を作製し、形

態形成に与える影響について観察を行った。通常のYPD液体培

地においてCDC28の発現を抑制すると、増殖は可能であったが

極端な細胞の伸長および肥大が観察された。また、CDC28の発

現を抑制すると、菌糸誘導をしない培地においても、菌糸特異

的に発現する遺伝子の発現が確認された。さらに、菌糸形成を

制御する転写因子の発現低下が確認され、細胞周期の中心

的役割を果たしているCDC28は菌糸形成にも関与していることが

示唆された。 

[梅山 隆、鳥海佳美、新見昌一、上原至雅；杉田 隆、西川

朱實（明治薬科大）] 

 

(3) Candida albicans における蛋白質脱リン酸化酵素の解析 

 蛋白質脱リン酸化反応は様々な細胞内過程において複雑な

シグナル経路上で重要な役割を果たす。我々はプロテインフォス

ファターゼをコードする遺伝子を C. albicans ゲノム情報から見い出

し、すべての遺伝子について遺伝子破壊を試み、C. albicansへの

影響を検討している。そのうち、PP2A をコードしている SIT4 の遺伝

子破壊株は親株と比較して成育の遅延が観察された。血清を

用いた菌糸誘導では発芽管形成の遅延を示した。また、抗真

菌剤等に対する感受性試験ではポリエン系およびアゾール系の

抗真菌剤、高濃度のNaCl等に対して感受性が増大した。マウス

に対する感染実験では SIT4 遺伝子欠失株は野生株に比べて

病原性が低下した。以上の結果から、SIT4 遺伝子欠失が成育、

菌糸形成、病原性に影響を与えることが示された。 

[花岡 希、梅山 隆、上原至雅、新見昌一] 

(4) Candida albicans のための蛋白質発現・精製方法の開発 

 カンジダ症の主要原因菌であるC. albicansは分子生物学を行う

道具が少なく、本菌における蛋白の発現・精製を容易にするた

めに、新たに発現ベクターを構築した。具体的には、発現された

蛋白質のC末端に6xHis タグ、およびFLAGタグが並列して付加さ

れるようなベクターを構築し、発現した蛋白質を Ni イオンアフィニテ

ィー担体、および FLAG 抗体アガロースを用いた二段階精製を行

うことにより、容易に目的の蛋白質および相互作用する蛋白質を

精製することができる。実際に、bud neck に局在する septin ring の

構成因子 Cdc11p をタンデムタグ付加蛋白質として発現させ、上

記の方法で精製したところ、相互作用する蛋白質として、他の

septin ring 構成因子である Cdc3p、Cdc10p、Cdc12p が TOF-MS 解

析によって同定でき、この新しく開発した系は C. albicans の蛋白質

相互作用解析において有用なツールになりうることが示唆され

た。 

[金子亜希、梅山 隆、上原至雅、新見昌一] 

 

3. 真菌感染防御に関する研究 

(1) Candida albicans 感染に対する生体防御におけるミエロペルオ

キシダーゼと NADPH オキシダーゼの重要性の比較 

 MPO は NADPH オキシダーゼ経路で産生された過酸化水素を基

質として次亜塩素酸を産生して、C. albicansやA. fumigatusの殺菌

を営んでいると解釈できた。 

[鈴木和男、赤川久義、高野幸枝；倉 文明、渡辺治雄（細菌

部）、荒谷康昭、小山秀機（横浜市大・木原研）；Nobuyo Maeda

（米国・ノースキャロライナ大）、Mary C. Dinauer（米国・インディアナ

大）] 

 

(2) 病原性真菌 Candida albicans 培養上清由来の mannoprotein-

β-glucan complex, CAWS,による冠状動脈炎の発症と機序の解析 

 病原性真菌 Candida albicans 培養上清由来の mannoprotein-β

-glucan complex, CAWS によって誘発される冠状動脈炎の発症機

構を明らかにするために、血管炎誘発率の異なる系統のマウス

を用い、細胞浸潤、リンパ球の活性化、サイトカイン産生を検討し

た。 

[大川原明子、鈴木和男；新郷裕子、三浦典子、安達禎之、

大野尚仁（東薬大・免疫）；大原関利章、高橋 啓、直江史郎

（東邦大・医・大橋病院）] 

 

(3) Candida albicans菌体外多糖CAWSの血管炎誘発活性におけ
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るマウス系統差とその病態形成への関与の検討 

 表記物質によって誘発される冠状動脈炎の発症機構を明らか

にするために，血管炎誘発率の異なる系統のマウスを用い、脾

臓を中心にリンパ球のポピュレーション、活性化、サイトカイン産生

などを比較検討した。 

[大川原明子、鈴木和男；新郷裕子、三浦典子、安達禎之、

大野尚仁（東薬大・免疫）；大原関利章、高橋 啓、直江史郎

（東邦大・医・大橋病院）] 

 

(4) 真菌由来物質誘導の冠状動脈炎発症における好中球の

役割 

 血 管 炎 の 臨 床 マ ー カ ー の ひ と つ で あ る MPO-ANCA 

(anti-neutrophil cytoplasmic antibody) はそのエピトープ解析から特

定のモノクローナル抗体が病態の重症化と関連していることが

示唆されている。真菌を完全合成培地で培養した培養上清より

精製したC. Albicans Water Soluble fraction (CAWS) をマウスの腹腔

に接種することによって冠状動脈炎を誘発するモデルでは、CAWS

接種後、早期において末梢好中球数は有意に増加し、刺激に

対する反応性も増加する傾向を認めた。一方、単離した末梢好

中球を用いたvitro assayではCAWSによる好中球の直接的な活性

化を認めるとともに、CAWS接種マウス血漿中に存在する可溶性

成分にも同様の効果を認めた。血管炎発症における好中球活

性化のメカニズム、役割についてさらに検討を行う。 

[大川原明子、鈴木和男；大原関利章、高橋 啓、山田仁美、

村田久雄、直江史郎（東邦大・医・大橋）；三浦典子、大野尚

仁（東薬大・免疫）] 

 

(5) CBA/JN と C3H/HeN マウスの系統間較差を示す染色体マー

カーの検索と川崎病類似マウス冠状動脈炎モデルにおける血

管炎抑制遺伝子の染色体マッピング 

 昨年にひきつづき、CBA/JN と C3H/HeN マウスの系統間較差を

示す染色体マーカーの検索を行い、約２００マーカーを選択した。

また、これら系統内にも多型を示すマーカが存在した。カンジダ

アルカリ抽出物誘発の川崎病類似冠状動脈炎の冠状動脈炎

発生率は、C3H/HeN では高く、CBA/JN では低いことから、このマ

ーカーを用いて、冠状動脈炎抑制遺伝子の染色体マッピングを

行った。 

[鈴木和男、；亀岡洋祐（遺伝子資源）；倉 文明（細菌）；大原

関 利章、高橋 啓、山田仁美、 直江史郎（東邦大・医・大橋

病院）] 

 

(6) ミエロペルオキシダーゼ不完全欠損症例の遺伝子解析 

 昨 年 に ひ き つ づ き 、 真 菌 感 染 防 御 に 重 要 な

myeloperoxidase(MPO)の不完全欠損（TypeII）の遺伝子の解析を行

った。新たな、欠損が確認された。また、MPO 遺伝子エキソン９に

おける遺伝子変異が確認された。 

[Amanda Persad、鈴木和男；亀岡洋祐、橋本雄之（遺伝子資

源）] 

 

III. 好中球機能解析およびその機能不全の解析 

 

(1) 腎炎発症における好中球の役割 

 MRL/lpr マウスは、ヒト SLE に類似した病態を示し、MPO-ANCA 関

連腎炎を発症する。われわれは MPO-ANCA に着目し、その産生

のメカニズム、腎炎発症への影響について明らかにするため、

MRL/lpr を back ground とする MPO KO マウスを作成し、血球組成、

自己抗体（MPO-ANCA、抗 DNA 抗体）産生、炎症性 cytokine 産

生、腎臓組織について解析を行ったが、wild、KO マウス間に著し

い違いは認めなかった。 予想と異なり、MPO KO マウスでも aging

に伴い wild マウスと同じように MPO-ANCA 産生が認められたが、

おそらく MPO に構造的類似性を有する EPO (Eosinophil peroxidase) 

を抗原として産生されていると考えられる。現在、MRL/lpr マウスの

好中球機能について検討中である。 

[大川原明子、鈴木和男；猪原登志子、小野孝彦（京大・院

医）、武曾恵理(大阪・北野病院・内科)] 

 

(2) 免疫異常による腎臓血管傷害のイメージング 

 好中球をはじめ炎症細胞の活性化は血管炎を誘導し、状況に

よっては多臓器不全を誘発する。これには、自己免疫疾患など

の免疫異常によって生じる好中球自己抗体が好中球と連動して

進行することが in vitro系で確認されているが、いまだ生体内では

明らかにされていない。そこで、好中球活性化による血管傷害

機構の解明を目的として、in vivo で解析するシステムを開発してき

た。腎微小血管傷害の誘導とその血流動態のを In-vivo Imaging

によって観察することを可能にした。 

[長尾朋和、鈴木和男；越尾 修（朝日生命糖尿病研）；馬渕

綾子（日本医大）；大野尚仁（東京薬大）、高橋 啓（東邦大・

医・大橋病院）；南谷晴之（慶応大・理工）] 

 

(3) ANCA 関連腎炎・血管炎に対するヒト免疫グロブリン (IVIg) 

治療効果の検討 

 IVIg治療はANCA関連血管炎症候群の有力な導入療法として

期待される。MPO-ANCA 関連腎炎・血管炎患者に、導入期治

療として IVIg 施行後ステロイドを含む免疫抑制療法を行った。IVIg

治療前後の臨床的治療効果判定を BVAS スコア、血清 CRP、

Cre および血中サイトカインの変化を測定した。治療前と比較し、

IVIg治療後のBVAS、CRP、血中TNFおよび IL-6は有意に低下し、

1/Cre の変化率は治療後有意に増加し腎機能の改善を認めた。

重篤な副作用の発現は認めず、感染症による予後不良症例は

皆無であった。MPO-ANCA 関連腎炎・血管炎において導入期治

療として有効であると考えられた。 

[鈴木和男；猪原登志子（京都大・院医）、野垣文昭（同）、小

野孝彦（同）；武曾恵理（北野病院）] 

 

(4) 血管内皮細胞の Apoptosis 誘導における p38 MAPK と Caspase 

8 の活性化に対する好中球および IL-1βの関与 

 血管内皮細胞傷害時のapoptosis signal伝達と、insulinの作用を

ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)を用いて検討し、TNFαと

cycloheximide とを同時に(TC 処理)24 時間処理したところ、MAPK 
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family の ERK 1/2, p38 および SAPK/JNK いずれも TC処理 15 分後

にThr185/Tyr187 が燐酸化された。また、HUVEC を IL-1β刺激後、

5～20 分後に p38 の燐酸化が誘導され、好中球自身は定常状

態で p38 が燐酸化され、かつ Caspase 8 の 18kDa の活性化型

(c-Cas8)が生成された。24時間後には insulin依存性に脱燐酸化

されるようになった。血管内皮細胞の TC 処理によって起きる

apoptosis に対し、insulin は Akt をはじめ MAPK family などの燐酸化

蛋白質を脱燐酸化して apoptosis を促進する可能性が示唆され

た。 

[鈴木和男、石田-大川原明子、長尾朋和；越尾 修（朝日生

命糖尿病研）；馬渕綾子（日本医大）] 

 

(5) 光化学反応による血小板血栓形成のイメージングを用いた

CD69 機能の解析 

 光化学反応によって産生される活性酸素によって誘導される血

小板血栓形成に CD69 が関与していることを明らかにした。 

[長尾朋和、鈴木和男；中山俊憲、村田 薫、稲見真倫（千葉

大・院医）] 

 

(6) 植物のNoxの機能とCa2+を介した活性調節機構 

 好中球活性酸素産生酵素NADPH oxidaseのホモログNOXが発

見され、好中球にかぎらず種々の組織、さらに、種を越えて植物

にもその存在が確認された。本研究により、植物のNOXの発現系

ができ、O2-産生を確認できた。このことは、NOXが植物の生体防

御に関与すると推定される 

[鈴木和男、山越 智；小笠原よう子、朽津和幸（東京理科大・

理工）] 

 

IV. 骨髄系細胞の活性化 

 

(1) HIV-1 Nef たんぱく質と食細胞 NADPH oxidase の活性化 

  HIV-1 Nef たんぱく質をマウスミクログリアに発現させ HIV-1 Nef

たんぱく質の機能を解析した。その結果、HIV-1 Nef たんぱく質は、

NADPH oxidase を活性化する機能に関与することを明らかにした。 

[鈴木和男；澤田 誠（藤田保健衛生大）；Vilhardt F, Plastre O, 

Wiznerowicz M, Kiyokawa E, Trono D, Krause K-H（スイス・ジュネーブ

大）] 

 

(2)  Nef導入ミクログリアにおけるO2-産生とMPO様活性の増大と

神経障害作用の発現 

 Nef導入ミクログリアの活性化を検討し、O2-産生がNef導入によ

り増大し、神経障害作用の発現に関与することを認めた。 

[鈴木和男；澤田 誠、川上真紀子（藤田保健衛生大）；

Vilhardt F, Krause K-H（スイス・ジュネーブ大）] 

 

(3) コンカナバリン A惹起肝傷害に肝類洞内に出現する免疫応

答抑制性細胞の同定と抑制因子 NO の産生動態 

 免疫応答抑制性細胞は肝非実質細胞画分に含まれる F4/80

陽性のマクロファージ様細胞であり、Con A 投与２４時間後にも

っとも強い抑制活性を示した。培養上清中の NO の増大と、NO

阻害剤 NG-monomethyl-L-arginine (NMMA) により抗原特異的 Th1

の増殖抑制活性が解除されたことから、この細胞よる Th1 増殖

反応の抑制はNO を介したものであることが明らかにされた。したが

って、ConAにより誘導される一過性免疫抑制はF4/80陽性マクロ

ファージによるものであり、NO がその主たるメデイエーターであると

推測される。さらに、iNOS の発現は ConA によって誘導されることが

明らかになった。   

[鈴木和男、長尾朋和；馬渕綾子（日本医大）；越尾 修（朝日

生命糖尿病研）] 

 

V. サイトカイン LECT2 の解析 

 

(1) LECT2 ノックアウトマウスを用いた肝炎モデルでの解析 1 

 Concanavalin A(Con A)による肝炎モデルにおいて、LECT2 ノックア

ウトマウス(B6) では重篤化することが明らかとなっている。ノックア

ウトマウスでは Con A 誘導肝炎の発症に重要である肝臓 NKT 細

胞の増加しており、そのことが重篤化の原因であることが示唆さ

れた。 

[斉藤 武、奥村彰規、大川原明子、鈴木和男、山越 智；渡

部久美（琉球大遺伝子）；岩倉洋一郎（東大医科研）] 

 

(2) LECT2 ノックアウトマウスを用いた肝炎モデルでの解析 2 

 ガラクトサミン/LPS 肝炎モデルでは、LECT2 ノックアウトマウスは

低感受性を示した。様々な炎症性サイトカインの産生を調べたと

ころ肝臓での IFN-gammaの産生量の低下が観察され、そのことが

原因の１つとして考えられた。 

[斉藤 武、奥村彰規、大川原明子、鈴木和男、山越 智] 

 

(3) LECT2 ノックアウトマウスを用いた関節炎モデルでの解析 

 抗コラーゲン抗体を用いてノックアウトマウス(BALB/c)に関節炎

を誘導すると、野生型に比べて関節炎が重篤化した。関節炎

発症時においてノックアウトマウスの関節局所では関節炎発症

に重要な IL-1beta と IL-6が有意に亢進していた。また、野生型で

は関節炎発症時には LECT2 の発現量が亢進していた。 

[奥村彰規、斉藤 武、大川原明子、鈴木和男、山越 智；大

谷 功、金山喜一（日大獣医）] 

 

(4) エンドトキシンショックにおける LECT2 ノックアウトマウスの解析 

 致死量のリポポリ多糖(LPS)投与により致死率を測定したところ、

ノックアウトマウス(BALB/c)では LPS に対して抵抗性が増していた。 

[奥村彰規、斉藤 武、大川原明子、鈴木和男、山越 智] 

 

(5) LECT2 トランスジェニックマウスの作成 

 ニワトリアクチンプロモーターを利用した LECT2 トランスジェニック

マウス(B6)の作成を行った。マウス LECT2 遺伝子がそれぞれ１コピ

ー、数コピー、数十コピー導入された 3 系統のマウスが樹立でき

たが、もっともコピー数の多いマウス（雌）については野生型マウ

スと掛け合わせたところ出産３日後に死亡した。また、仔において

も出産直後死亡した。その原因に関しては不明である。   [奥

村彰規、斉藤 武、鈴木和男、山越 智] 
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(6) マウス LECT2 の ELISA 系の作成 

 動物細胞由来、大腸菌由来組換え体マウス LECT2 蛋白質を

使い、ウサギよりポリクローナル抗体、マウスよりモノクローナル抗

体を得、サンドイッチ ELISA 法を確立した。数百 pg/ml の濃度の動

物細胞由来体マウス LECT2 を検出できた。また、B6 マウスの血

清中の濃度は 60-80ng/ml であった。 

[山越 智、奥村彰規、斉藤 武、鈴木和男；小島和夫（（株）

MBL）] 

 

(7) Kupffer cell 貪食能に対する LECT2 の関連についての検討 

 LECT2 の機能を解明するため、Indian ink,Microsphere を用いて wild 

type 及び knock out mouse における Kupffer cell の貪食能の差異を

比較検討したところ LECT2 が Kupffer cell の貪食能を制御している

可能性が示唆された。 

[鈴木和男、山越 智；宮崎耕司、関塚永一、西田次郎、大塩 

力、織田正也、石井裕正（国立埼玉病院）] 

 

(8) マウス脳における LECT2 の発現解析 

 ヒト脳には、LECT2の発現が確認されているところから、マウス脳

でのLECT2発現を in situ hybridization により、発現部位を調べ、海

馬付近に強く発現しているのを確認した。 

[山越 智、鈴木和男；古賀大輔、輿水洋平、大富美智子（東

邦大・理）] 

 

(9) サイトカイン LECT2 の X 線結晶構造解析 

 LECT2 の立体構造解析として X 線結晶構造解析を試みている。

Crystal Screen I と II 他、様々な結晶化条件を試み、いくつかのバ

ッファー条件を最適化したところ、40μm 程度の太さの硬い棒状

結晶が得られ、回折斑点も約 2Åと高分解能まで得られた。 

[山越 智、鈴木和男；山本健二（国立国際医療センター）；小

田佳史、伊藤三恵、田之倉優（東京大学・院農）] 

 

(10) 分子動態解析による LECT2 の多型における構造の安定性

の変化 

 分子動態解析により、LECT2 の多型の分子構造解析から安

定性の変化を解析し、その安定性と慢性関節リウマチ病態との

関連を示唆する結果を得た。 

[Dawson, Wayne、山越 智、鈴木和男；山本健二（国立国際医

療センター）；伊藤三恵、田之倉優（東京大学・院農）] 

 

VI. 抗生物質耐性と遺伝子、放線菌ゲノムに関する研

究 

 

１．アミノグリコシド抗生物質（AG）耐性に関する研究 

(1) MRSAのAG耐性、コアグラーゼ遺伝子型およびエンテロトキシ

ンのデータベース構築 

これまでに解析した 1980 年～2000 年の臨床分離 MRSA（約

440 株）の AG 耐性［Kanamycin 系４種（KM, DKB, AMK, ABK）、

Gentamicin 系４種(GM, SISO, NTL, ISP)および Streptomycin(SM)］、コア

グラーゼ遺伝子型（3’末端繰返し領域の PCR-AluI RFLP）および

エンテロトキシン（Enterotoxin A と C，および tsst）のデータベースを

構築した。 

[土崎尚史、石川 淳、堀田国元] 

 

(2) 臨床分離 MRSA の AG 耐性の経年的変動 

 1980～2000 年に臨床分離された MRSA 約 440 株の AG 耐性

（KM系4種、GM系４種および SM）に対する耐性の経年的変動を

調べた。その結果、KM、DKB および AMK には経年通じて MRSA の

90%以上が耐性、ISP を除く GM 系には 80 年代初頭の 90%から

2000 年の 40%への耐性率の長期低落、ISP には 95 年以降 90%

以上のMRSAが耐性を示した。ABKには、耐性率10%以下で推移

し、経年的に低下傾向が認められた。SM に関しては、80 年初頭

の耐性率が高く、以後減少して 90 年代後半には耐性の消失が

認められた。 

［堀田国元、土崎尚史、斎藤文子、菊池 賢（東京女子医大）、

大久保豊司（群馬大医）］ 

 

(3) GM 耐性 MRSA の長期低落傾向の要因 

 GM 耐性にとって、二機能 AG 修飾酵素 AAC(6’)/APH(2”)が唯

一の耐性因子で、その遺伝子の保持と完全相関が認められた。

この遺伝子を高率（80%以上）に保持する MRSA 菌株（コアグラー

ゼ遺伝子型で L22，L31，M22）が 80 年代に多く、90 年代の分離

株ではもっとも低率（42%）に保持する菌株（コアグラーゼ遺伝子

型 L21）の分布が支配的（90%以上）になっていることが決定的

要因となっていると判断された。 

[土崎尚史、石野敬子、堀田国元] 

 

(4) SM 耐性 MRSA 消失の要因 

 SM耐性は、アデニル化酵素AAD(6)によってもたらされるが、その

遺伝子はリン酸化酵素 APH(3’)の遺伝子と共存（プラスミド）する

ことが認められた。これらの遺伝子を保持する MRSA は特定のコ

アグラーゼ遺伝子型（L22）のものに限られており、80年代初頭に

高率に認められたが 90 年代には臨床分離されなくなったことが

SM 耐性 MRSA の消失の要因である。 

[土崎尚史、堀田国元] 

 

(5) MRSA と MSSA における二機能 AG 修飾酵素 AAC(6’)/APH(2”)
の分布 

 同一病院から得られた MRSA と MSSA（それぞれ入院患者と外

来患者由来各 100 株）の GM 耐性、コアグラーゼ遺伝子型、二

機能AG修飾酵素遺伝子aac(6’)/aph(2”) の分布を調べた結果、

MRSA では入院、外来問わずコアグラーゼ L21 型が支配的（80%

以上）で、40%前後の GM 耐性率と aac(6’)/aph(2”) 保持率であ

っ た 。 MSSA で は 、 L21 型 は 10% 未 満 で 、 GM 耐 性 率 と

aac(6’)/aph(2”) 保持率は10~15％であった。以上のように、MRSA

と MSSA において著しい相違が明らかとなった。 

［堀田国元、土崎尚史、石野敬子、斎藤文子、朴 春成（東

京女子医大）、菊池 賢（東京女子医大）］ 
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(6) 同一患部由来 MRSA の ABK 耐性化 

同一患者の同一患部から得られた MRSA の ABK 感受性株と

耐性株の解析を行なった。AG 耐性遺伝子保持パターン、コア

グラーゼRFLPおよびSmaI消化PFGEパターンの比較により遺伝的

背景は同一であると考えられた。サザンブロットの結果、ABK 耐

性株では二機能 AG 修飾酵素遺伝子が、感受性株と同じ位置

ともう 1 つクロモゾーム上の別の位置に存在していた。この結果

から、ABK 耐性化は二機能 AG 修飾酵素遺伝子のコピー数増

加によると考えられた。 

[石野敬子、菊池 賢（東京女子医大）、堀田国元] 

 

(7) ユニークなアミノグリコシド耐性パターンを示す MRSA の解析 

ISP と NTLに特異な耐性を示す臨床分離MRSA BG6010株の耐

性機構を検討した結果、二機能 AG 修飾酵素のアセチル化酵

素領域に G35D のアミノ酸置換を伴う点変異が見出された。この

変異型二機能酵素を RN4220 内に発現させ、AG 修飾活性を検

討した結果、アセチル化活性の増加が認められた。また、この変

異株の AG 耐性は、親株レベルまで上昇していた。以上、BG6010

株の耐性化は１アミノ酸変異による AG アセチル化活性亢進によ

ることが示された。 

[石野敬子、菊池 賢（東京女子医大）、堀田国元] 

 

２．酸性電解水に関する研究 

(1) 酸性電解水の DNA に対する影響 

酸性電解水（強酸性電解水と微酸性電解水； 有効塩素

濃度 20ppm）で処理した細菌細胞中の DNA がどのような損傷を

受けるかを PCR 法により比較検証した。その結果、強酸性電解

水(pH3)の方が微酸性電解水(pH6)よりも DNA 分解能が高いこと

が明らかになった。両電解水の pH を同じに調整すると同じ分解

能を示すことから、pH が DNA 分解能に重要な役割を果たすこと

がわかった。 

[土崎尚史、宮木洋一、堀田国元] 

 

(2) 酸性電解水の DNA に対する影響 

酸性電解水（強酸性電解水と微酸性電解水）で処理したア

ミノ酸がどのような作用を受けるかを比較検証した。供試アミノ酸

の多くは強酸性電解水によってニンヒドリン呈色が薄くなることが

観察されたが、メチオニンやリジンでは異なる Rf 値のスポットが出

現した。微酸性電解水も弱いながら同様の変化が認められ、強

酸性電解水と同じ pH にすると強酸性電解水と同様の変化を与

えた。メチオニンは 2 種の化合物に変化し、それらはメチオニンス

ルフォキシドおよびメチオニンスルフォンと同じ Rf 値であった。           

[宮木洋一、堀田国元] 

      

 

３．放線菌等のゲノムに関する研究 

（1) Nocardia farcinica IFM 10152のゲノム解析 

千葉大学真菌医学研究センターに保存されている国内の臨

床分離株7株とタイプ株3株について、パルスフィールド電気泳動

法によるゲノムサイズの決定、サザンハイブリダイゼーションによるリ

ボソームRNA遺伝子のコピー数の決定を行い、N. farcinica IFM 

10152株を解析対象菌株に決定した。ゲノムショットガンライブラリ

ーを作成し、そこから得た約115,000本の塩基配列をアセンブルし

た結果、667個のコンティグ(ドラフト配列)を得た。ゲノムサイズは約

6.0Mb、GC含量は70.8%であり、データベース検索の結果、病原

性因子をはじめ、多数の有用遺伝子の存在が明らかとなった。 

[石川 淳、 三上 襄(千葉大)、柴 忠義(北里大)、山下敦士

(北里生命科学研究所)、服部正平(北里生命科学研究所)] 

 

VII. 我が国における深在性真菌症のサーベイランス 

 
(1) 深在性真菌症の発生動向に関するアンケ�ト調査 クリプト

コックス症について  

 クリプトコックス症の発生動向および臨床現場で抱える問題点

について調査した。全国の概ね 500 床以上の一般病院 508 施

設にアンケートを依頼し、204 施設（40％）から回答があり、106

施設から 307 症例の報告があった。病型は髄膜炎、肺クリプトコ

ックス症、全身性クリプトコックス症の順で、ステロイド投与、血液

疾患などのリスクファクターが背景にあった。発症例の８％は HIV 

感染患者であった。分離株 276 例のうち Cryptococcus neoformans 

が 80％以上を占めたが、non-neoformans spp が 11％あり、C. 

neoformans 以外の菌種による新興感染症も無視できないことが

示された。菌要素は髓液、血液、気道内分泌液などから検出さ

れ、C. neoformansの約半数は髄液から、non-neoformans spp. は主

として血液から分離された。過去 6 年間でクリプトコックス症発症

率に増加傾向がみられた。 

[上原至雅、鈴木和男、新見昌一；亀井克彦（千葉大真菌医

学研究センター）、菊池 賢（東京女子医大・感染対策科）、

槙村浩一（帝京大医真菌研究センター）] 
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