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表紙：
時計遺伝子 Hes1の発現振動には、自身のネガティブフィードバックにかかる時間遅れ（τ1）だけではなく、
隣接細胞間の相互作用にかかる遅れ（τ2）も重要である。数理モデルにより τ2を変えると、Hes1の発現振
動が様々なパターン（同相振動、逆相振動、振動なし）を示すことが示唆された。隣接細胞間の相互作用
を担う Dll1の発現動態を改変したマウスでは、Hes1の発現振動が減弱し、体節形成が障害され椎骨の癒合
が見られた。

Cover:
Regulation of coupling delay for cell-cell interactions is important for oscillatory networks and precise progress of 
development. Mathematical modeling suggests that Hes1 expression exhibits various patterns（in-phase oscillation, 
out-of-phase oscillation, oscillation death）, depending on the value of time delay for cell-cell coupling（τ2）. Alteration 
of time delay for cell-cell interactions caused by Dll1 mutations led to dampened oscillations and defects in 
somitogenesis and vertebral formation.
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ウイルス感染研究部門
Department of Virus Research

分子遺伝学分野
Laboratory of Molecular Genetics

教　授 藤田　尚志 Prof.  Takashi Fujita
准教授 加藤　博己 Assoc. Prof.  Hiroki Kato
特定助教 木檜　　周 Assist. Prof.  Amane Kogure

当研究分野ではウイルス感染に応答して引き起こされる I型インターフェロンの発現誘導など
の、自然免疫反応のメカニズムを研究している。この一連の反応は細胞がウイルスの感染を感知す
ることから開始される。この反応をつかさどるセンサー分子が retinoic acid-inducible gene-I, （RIG-I）
であることを発見した。RIG-Iに類似したMDA5、LGP2という分子も存在しており、これらを総
称して RIG-I like receptor（RLR）と呼ぶ。進行中の研究プロジェクトを以下に示す。RIG-Iの細胞
内局在と活性化の解析、RLR変異による自己免疫疾患の解析、木酢液及び天然化合物の抗ウイルス
活性、植物由来の二重鎖 RNAによる抗ウイルス応答の研究、抗ウイルス応答における新規因子の
研究、抗ウイルス応答の生細胞での可視化、原子間力顕微鏡を用いた RLRと RNAの結合の解析、
B型肝炎の新規治療薬を開発するための研究、SFTSVによる自然免疫阻害機構の研究、核内 RIG-I
の生理機能の解明、インターフェロン応答を抑制する薬剤の探索。今年度発表した植物由来の二重
鎖 RNAによる抗ウイルス応答の研究の成果をいかに解説する。

1）植物由来の二重鎖 RNAは I型インターフェロン産生とピロプトーシス様の細胞死の誘導によっ
て呼吸器系のウイルス感染防御を誘導する。病原体由来の分子パターン（pathogen-associated 
molecular patterns）を有する核酸は宿主の免疫応答を惹起する。これまでに合成核酸を用いた免疫
活性化の臨床応用の試みは行われてきたが、毒性・安全性などの 問題が懸念されていた。我々はこ
の問題を克服すべく、米ぬかに含まれる天然二重鎖 RNA（rice bran double stranded RNA: rb-dsRNA）
を用いた免疫賦活の可能性を検討した。その結果、rb-dsRNA をマウスに経鼻投与すると肺胞マク
ロファージによる I型インターフェロン産生が強く誘導され、さらにはインフルエンザ Aウイルス
などの呼吸器系ウイルスのチャレンジに対して強い免疫応答を引き起こすことを観察した。この免
疫反応は TRIF及びMDA5のノックアウトマウスでは観察されなかったことから、rb-dsRNAがウ
イルスセンサーである TLR3及びMDA5を介して免疫を誘導したものと考えられた。I型インター
フェロン受容体欠損マウスでは免疫応答が誘導されること、そしてその免疫応答はカスパーゼ 1の
阻害剤投与によって消失した。しかしカスパーゼが触媒する IL-1βの成熟、そのシグナルには依存
していなかった。このカスパーゼ 1の活性化には TRIFが関与すること、その結果 LDH放出を伴っ
たピロプトーシス様の細胞死が起き、抗ウイルス応答に関与していることが示された。また、rb-
dsRNAの経鼻投与は肺におけるダイナミックな免疫細胞の入れ替わりが起きていることが観察さ
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れた。特に肺胞マクロファージは rb-dsRNA 処理による細胞死によって初期に減少するが、数日後
には再び増加、回復していた。すなわち、rb-dsRNAの経鼻投与は I型インターフェロン依存性・非
依存性の抗ウイルス応答を系統的に惹起することによって肺での強力な免疫応答を誘導している
ことが明らかとなった。これらの結果は食物由来の天然 RNAを用いた免疫誘導とその臨床応用の
可能性を示すものである。

We have been studying on antiviral innate immunity, particularly on the mechanism of type I interferon
（IFN）gene regulation. More than 10 years ago, we identified viral RNA sensors, collectively termed as RIG-

I-Like receptor. We have been focusing on the mechanism how RLR discriminates non-self RNA from self 
RNA. We also investigate how viral replication within the cells is sensed and triggers signals to activate 
antiviral program, by live cell imaging. We study different viruses including Influenza A, SFTS, hepatitis B 
viruses in the context of antiviral immune responses of the host. In 2017, we reported that a plant-derived 
double stranded RNA protected mice from respiratory virus infection. Below is the summary of our report.

1）A Plant-Derived Nucleic Acid Reconciles Type I IFN and a Pyroptotic-like Event in Immunity 
against Respiratory Viruses. Nucleic acids carrying pathogen-associated molecular patterns trigger innate 
immune responses and are used to activate host immunity. Although synthetic nucleic acids have been used 
for that purpose, they have shown limitations for in vivo and clinical applications. To address this issue, we 
tested a naturally occurring dsRNA extracted from rice bran（rb-dsRNA）and characterized it as a potent 
ligand of TLR3 and MDA5. In this study, intranasal administration of rb-dsRNA induced production of type I 
IFNs by alveolar macrophages and protected mice from morbidity and mortality resulting from respiratory 
virus infection, such as influenza A virus. This protection was completely absent in mice lacking both TRIF 
and MDA5, indicating the essential role of TLR3- and MDA5-dependent pathways. Interestingly, IFNAR1-
deficient mice retained residual antiviral protection, which was abolished by pharmacological inhibition of 
caspase 1, but not IL-1b signaling. In fact, rb-dsRNA activated caspase 1 via TRIF, resulting in the release of 
IL-1b and LDH. In addition to the direct antiviral activity, rb-dsRNA modulated the immune cell population 
in the lungs by repopulating virus-depleted alveolar macrophages. Our data demonstrate that rb-dsRNA 
orchestrates IFN-dependent and -independent direct antiviral protection and that it is a potent immune 
stimulator modulating antiviral immunity in the lungs. These findings open doors to a range of precise 
immune-modulating studies and therapeutic options.
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ウイルス感染研究部門
Department of Virus Research

ウイルス制御分野
Laboratory of Virus Control

客員教授 松岡　雅雄 Prof.  Masao Matsuoka
講　師 安永純一朗 Sr. Lect.  Jun-ichirou Yasunaga
助　教 志村　和也 Assist. Prof.  Kazuya Shimura

我々の研究室はヒトレトロウイルスであるヒト T細胞白血病ウイルス 1型（human T-cell leukemia 
virus type 1: HTLV-1）及びヒト免疫不全ウイルス（human immunodeficiency virus: HIV）の研究を行っ
ている。HTLV-1は成人 T細胞白血病（adult T-cell leukemia: ATL）や様々な炎症性疾患の原因とな
り、HIVは免疫系の破壊により後天性免疫不全状態（エイズ）を引き起こす。これらのヒトレトロ
ウイルスは巧みに宿主免疫を回避し持続感染を確立するが、結果として重篤な疾患を惹起する。
我々は HTLV-1、HIVの研究を通じて “がん ” “ 免疫 ” “ ウイルス ” の解析を行うと共に、その機序に
立脚した治療法の開発研究を推進している。

1）HTLV-1の持続感染機構と発がん機序の解析
HTLV-1は主に CD4陽性 Tリンパ球に感染しており、ATL及び HTLV-1関連脊髄症（HTLV-1-

associated myelopathy: HAM）や HTLV-1ぶどう膜炎といった炎症性疾患の原因となる。HTLV-1の受
容体は様々な細胞に発現するグルコーストランスポーター、GLUT-1であり、CD4陽性 T細胞以外
の細胞にも感染しうる。HAM患者、HTLV-1キャリアの末梢血より CD4陽性 T細胞、CD8陽性 T
細胞、B細胞、好中球、単球を分離して、次世代シーケンサーを用いて HTLV-1プロウイルスの組
み込み部位の同定を行い、感染細胞のクローナリティを解析した。これらの細胞に共通して存在す
る組み込み部位が検出され、分化前の造血幹細胞への HTLV-1感染が示唆された。同一患者の 1年
後の好中球のクローナリティ解析でも、1年前に見られたものと同一クローンを検出し、HTLV-1の
造血幹細胞への持続感染が証明された。HAM患者より単球を分離して樹状細胞へ分化させると、新
規感染を誘導することが証明された。これらの結果より、HTLV-1は造血幹細胞へ感染し、HTLV-1
感染造血幹細胞が様々な細胞へ分化することで、生体内への新規感染、感染細胞の維持に関与して
いることが示された。この研究成果は PLoS Pathogens誌に発表した。

HTLV-1感染細胞の生体内での生存、増殖には HTLV-1プロウイルスのプラス鎖とマイナス鎖に
各々コードされる Taxと HTLV-1 bZIP factor（HBZ）が重要な役割を果たす。Taxは HTLV-1の転写
を活性化し、ウイルスの複製、個体間伝播に必須である。一方 HBZは感染細胞のクローナル増殖
に重要な役割を果たすと考えられる。Taxは強力ながんタンパク質であるが、ATL細胞での発現レ
ベルが非常に低いことから、発がんにおける意義は明らかでなかった。ATL細胞株MT-1と KK-1
のごく一部の細胞（0.05-3%）が Taxを発現していることを見出した。Taxが不安定型 EGFP（d2EGFP）
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を誘導するレポーター細胞MT1GFPを樹立しタイムラプス解析を行ったところ、Taxは多くの場合
一過性に発現することが明らかになった（Fig. 1）。Taxのノックダウンは速やかにアポトーシスを
誘導したことから、ごく一部の細胞に短時間発現する TaxがMT-1の維持に必須であると考えられ
た。Taxは様々なストレス下で誘導されたことから、一過性の Tax発現はストレスによる細胞死回
避にも作用することが示唆された。シングルセル定量 PCRの結果、Tax発現細胞では有意に NF-κB
経路関連遺伝子や抗アポトーシス遺伝子が高発現しており、Tax非発現細胞の中に抗アポトーシス
遺伝子の発現が低い細胞群と軽度発現上昇している細胞群が混在していた。これらの所見から、
MT-1は Taxの発現が消失した後も、その効果が持続することにより抗アポトーシス形質を維持し、
結果として集団の維持を可能にしていると考えられた。本仮説に関して、数理モデルとコンピュー
ターシミュレーションによる検証を行い、実験で観察された Taxの発現動態と細胞増殖を再現でき
ることが明らかとなった。

Taxは免疫原性が高く宿主免疫の主な標的であり、また恒常的な Tax発現は、がん遺伝子誘導性
の細胞老化を誘導する。HTLV-1感染細胞は Taxの発現を最小限に抑えることで免疫を回避し感染
細胞のアポトーシスを抑制するが、ストレス環境下では Taxを誘導しウイルス複製の活性化による
新規感染の拡大を促進するという HTLV-1の巧妙な生き残り戦略が明らかになった。

Figure 1. Transient Tax expression in a part of ATL cells

2）HTLV-1に対する免疫応答の解析と治療法開発
HAM患者では Tax及び HBZに対する免疫応答が亢進しているが、ATL患者では著明に低下して
いる。抗CCR4抗体モガムリズマブによる治療後もしくは造血幹細胞移植後のATL患者における免
疫応答を解析したところ、完全寛解を維持している一部の症例ではこれらのウイルス抗原に対する
T細胞応答が活性化していることが判明した。以上の結果から、ウイルスに対する免疫応答は病態
及び予後に関連していると考えられる。我々の研究室では感染細胞の生体内動態が HTLV-1感染者
と類似しているサル T細胞白血病ウイルス 1型（simian T-cell leukemia virus type 1: STLV-1）感染ニ
ホンザルを用いて、HTLV-1ワクチンの開発を行っている。
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3）HIV-1潜伏感染モデル細胞を用いた再活性化誘導機構と抗 HIV薬に対する感受性の解析
HIV感染者におけるウイルス複製の持続的コントロールが高活性抗 HIV薬により可能となった
が、潜伏感染細胞が体内に生存し続ける限り、終生にわたる服薬が必要である。この潜伏感染細胞
を体内から排除するために、現在様々な手段が検討されているが、未だに効果的な方法は未確立で
ある。そこで潜伏感染細胞の性状をより深く理解するために、再活性化刺激に関与する標的分子の
解析を行った。BRD4阻害剤である JQ-1は、HIV-1 5’LTRの R領域からの転写を数十倍選択的に誘
導し、効果的な再活性化とそれに伴うウイルス産生が認められた。一方、高活性非核酸系逆転写酵
素阻害剤は、JQ-1で処理した再活性化潜伏感染細胞からの細胞間感染を介した感染拡大において、
感染伝達能の低減を引き起こした。これらの結果は、潜伏感染モデル細胞における再活性化機構の
より詳細な機序の解明とともに、効率的な再活性化誘導法の確立につながると期待される。現在、
BRD4以外の潜伏感染の再活性化に関連する分子についても検討を進めている。

Both human T-cell leukemia virus type 1（HTLV-1）and human immunodeficiency virus（HIV）are 
pathogenic human retroviruses. HTLV-1 promotes clonal proliferation of CD4+ T cells, which leads to adult 
T-cell leukemia（ATL）, while HIV destroys CD4+ T cells resulting in onset of acquired immunodeficiency 
syndrome（AIDS）. Our research objectives are to understand the molecular mechanisms of virus-induced 
diseases, and to develop novel therapeutic strategies through research of these viruses.

1）Mechanisms for persistent infection with HTLV-1 and malignant transformation of infected cells
HTLV-1 infects mainly CD4+ T cells, and induces a fatal malignancy, ATL, and several inflammatory 

diseases, such as HTLV-1 associated myelopathy（HAM）and uveitis. The receptor of HTLV-1 is a glucose 
transporter, GLUT-1. Since GLUT-1 ubiquitously expresses on variety of cells, HTLV-1 can infect many 
types of blood cells. To explore the possibility that HTLV-1 infects hematopoietic stem cells（HSCs）, we 
analyzed integration sites of HTLV-1 provirus in various lineages of hematopoietic cells in patients with 
HAM and a HTLV-1 carrier using the high-throughput sequencing method. Identical integration sites were 
detected in neutrophils, monocytes, B cells, CD8+ T cells and CD4+ T cells, indicating that HTLV-1 infects 
HSCs in vivo. Dendritic cells differentiated from infected monocytes caused de novo infection to T cells. 
These data indicate that infection of HSCs can contribute to the persistence and spread of HTLV-1 in vivo. 

HTLV-1 provirus encodes two oncogenic factors tax and HTLV-1 bZIP factor（HBZ）in its plus and minus 
strand, respectively. Tax is a potent activator of viral replication and many signaling pathways involved in 
cancer development. Tax expression is generally suppressed in infected cells to evade host immune system. 
Therefore, its precise roles in pathogenesis remained unclear. Live-cell imaging revealed that a small fraction 
of HTLV-1-induced leukemic cells expresses Tax at a given time, and its expression level is drastically 
changing in each cell（Fig. 1）. Experimental data of single-cell analysis and computer simulation show that a 
small number of Tax-expressing cells are needed for the maintenance of leukemia. Tax is inducible in 
response to various stresses. This limited Tax expression is required to maintain the whole cell population 
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through inhibition of apoptosis. These results suggest that Tax efficiently protects cells from cell death and 
enhances virus production under stressful conditions. It is an elaborated strategy of HTLV-1 to evade host 
immunity and enable persistence in vivo.

2）Analysis of anti-HTLV-1 immunity and development of novel immunotherapies
Immune response against HTLV-1 antigens such as Tax is generally suppressed in ATL patients. We found 

enhanced T-cell response against Tax and HBZ in some ATL patients who achieved complete remission by 
treatment with mogamulizumab, which is a humanized monoclonal antibody against CCR4, or HPSC 
transplantation. These results suggest recovery of immune reaction is associated with efficacy of the 
treatments and prognosis. We are now developing new vaccine against Tax and HBZ using Japanese 
macaques infected with simian T-cell leukemia virus type 1（STLV-1）as a nonhuman primate model.

3）Reactivation of HIV-1 from latent infected cells
Replication of HIV-1 in infected patients is well controlled by several potent antivirals, but complete 

eradication cannot be achieved yet due to the presence of latently infected cells, thus requiring life-long 
therapy. Although several strategies have been proposed to expel the latently infected cells from the patients, 
none have been successfully established. In order to better understand the latently infected reservoir cells, we 
are analyzing the target molecules associated with reactivation. Among several molecules, bromodomain 
protein BRD4 is important for the maintenance of latency. Inhibition of BRD4 by JQ-1, induced transcription 
from the R region of the 5’ LTR, resulting in production of progeny viruses. On the other hand, during the 
analysis of the inhibitory activity of antivirals against viral expansion from reactivated latently infected cells, 
we found that potent non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors efficiently abrogated the capacity to 
transmit the infection to surrounding cells. These results will help to uncover the detailed reactivation 
process, and consequently, to establish effective reactivation strategies.
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平成 29年は、1月に堀江真行が白眉センター特定准教授として加わった。4月に生命科学研究科
修士課程 1年として角家洋次、向井八尋が入学した。また、12月には河崎栄治が技術補佐員として
加わった。
本年は、以下の項目に関する研究活動を行い、その成果を発表した。（1）抗ボルナウイルス薬の
探索、（2）ボルナ病ウイルスの N蛋白質の核外輸送シグナルに関する解析、（3）ボルナ病ウイルス
のリーダー RNAに関する研究、（4）非伝播型のボルナウイルスベクターの開発。
（1）では、大学院修士課程に在籍していた徳永が抗ボルナウイルス活性を有する新規薬剤につい
てスクリーニングを行い、ファビピラビル（T-705）がボルナウイルス複製の強力な阻害剤であるこ
とを見出した。T-705は、ボルナウイルス複製を用量および時間依存的に抑制し、T-705除去後もボ
ルナウイルス陽性細胞の増加は検出されなかった（Fig. 1）。また、T-705が哺乳類ならびに鳥類ボ
ルナウイルスの両方の複製を効果的に抑える強力な抗ウイルス活性を有することを示した。（2）で
は、大学院博士課程 2年の柳井が、BoDV-1の N蛋白質の核外輸送シグナル（NES）変異体を用い
て、その細胞内局在とウイルスポリメラーゼ活性および P結合能を調べた。その結果、BoDV-1 N
蛋白質の NESは、これまで考えられていた核外輸送を担うだけではなく、ウイルス P蛋白質との
結合を制御し、ウイルスのポリメラーゼ活
性にも影響を及ぼすことを明らかにした。
（3）では、共同研究者の本田らが、BoDV-1
感染細胞にて検出されるウイルスゲノム
の 3’UTRに由来する機能不明なリーダー
RNA（leRNA）の解析を行った。この研究
では、BoDV-1の leRNAの構造を始めて明
らかにするとともに、leRNAの発現レベル
がウイルスの複製および転写とは相関し
ていないにもかかわらず、3’UTRの変異は
leRNA産生に影響を及ぼしていることを
示した。（4）では、共同研究者の藤野ら

Fig. 1.   Favipiravir （T-705） e l iminates mammalian 
bornaviruses form infected cells. （A） Chemical 
structure of favipiravir （T-705） （B） Quantification 
of BoDV-1 RNAs in BoDV-1 infected OL cells at 28 
days of T-705 treatment
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が、M遺伝子と G遺伝子の両方を欠損させた非伝達型の BoDVベクターの開発を報告した。今回
開発した非伝播型の BoDVベクターは、Mおよび Gタンパク質の両方を発現する Vero細胞におい
て効率的に粒子形成がなされる一方、Vero細胞では細胞間伝播することなく、持続的に外来遺伝子
の発現が維持されることが示された。このことより、今回開発した BoDVベクターは効率的で安全
性の高いウイルスベクターであることが示された。
その他の研究活動として、朝長は 3月の第 12回京都大学附置研究所・センター シンポジウム（金
沢）、6月の日本生化学会北陸支部大会（金沢）とウイルス学キャンプ（湯河原）、10月の The National 
Symposium on Zoonoses Research 2017（Berlin, Germany）、12月の第 7回日本微生物学連盟フォーラ
ム（東京）にて招待講演を行った。国際学会へは、2月の Keystone Symposia on Molecular and Cellular 
Biology（Santa Fe, USA）に大学院博士課程 1年と修士課程 2年の柳井と小森園が、5月の American 
Society of Gene and Cell Therapy（ASGCT）Annual 
Meeting（Washington DC, USA）に小松が、6月
の American Society for Virology Annual Meeting
（Madison, USA）に大学院修士課程 2年の Garcia
が、そして 12月の 4th ASM Conference on Viral 
Manipulation of Nuclear Processes（Charleston, 
USA）に大学院博士課程 3年の小嶋がそれぞれ
参加し発表を行った。その他、教室員の多くが、
10月の日本ウイルス学会（大阪）で研究発表を
行った。また、朝長は第 60回野口英世記念医学
賞を受賞し、授賞式が 11月に福島県猪苗代町の
野口英世至誠館で開催された（Fig. 2）

The researches carried out in our group are focused on animal-derived RNA viruses, especially a negative 
strand RNA viruses replicating in the cell nucleus, bornaviruses. Our projects aim to understand the 
fundamental mechanisms of the replication and pathogenesis of bornaviruses, including emerging 
bornaviruses, such as avian bornaviruses and variegated squirrel bornavirus. In addition, we are investigating 
the evolutional significance, as well as function, of endogenous bornaviruses in many mammalian genomes, 
including humans. Furthermore, we are conducting the development of a novel RNA virus vector using 
bornavirus for regenerative medicine and gene therapies. In 2017, we conducted research on the following 
subjects.

1）Antiviral activity of Favipiravir（T-705）against mammalian and avian bornaviruses
Previous studies have shown that ribavirin has a potent antiviral effect on infections with a mammalian 

bornavirus, Borna disease virus（BoDV）, as well as avian bornaviruses. However, ribavirin-based treatment 
does not eliminate bornaviruses from persistently infected cells and viral replication resumes after treatment 

Fig. 2.   The 60th Hideyo Noguchi Memorial Award for 
Medical Sciences 2017.
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cessation. Therefore, to identify agents which can eliminate bornavirus infection from the infected cells, we 
screened nucleoside/nucleotide mimetics for agents with anti-bornavirus activity. We used Vero cells infected 
with recombinant BoDV carrying Gaussia luciferase to monitor BoDV replication and found that favipiravir
（T-705）is a potent inhibitor of BoDV replication. T-705 suppressed BoDV replication in a dose- and time-
dependent manner during the observation period of 4 weeks. Notably, no increase in luciferase activity or in 
the number of BoDV-positive cells was detected in the at least 4 weeks following T-705 removal. Our 
findings provide a novel and effective option for treating persistent bornavirus infection.

2）Dual function of the nuclear export signal of the Borna disease virus nucleoprotein in nuclear export 
activity and binding to viral phosphoprotein

The nuclear export signal（NES）of BoDV nucleoprotein（N）consisting of leucine at positions 128 and 
131 and isoleucine at positions 133 and 136 overlaps with one of two predicted binding sites for the viral 
phosphoprotein（P）. A previous study demonstrated that higher expression of BoDV-P inhibits nuclear export 
of N. However, the function of N NES in the interaction with P remains unclear. In this study, we examined 
the subcellular localization, viral polymerase activity, and P-binding ability of BoDV-N NES mutants. We 
also characterized a recombinant BoDV（rBoDV）harboring an NES mutation of N. BoDV-N with four 
alanine-substitutions in the leucine and isoleucine residues of the NES impaired its cytoplasmic localization 
and abolished polymerase activity and P-binding ability. Although an alanine-substitution at position 131 
markedly enhanced viral polymerase activity as determined by a minigenome assay, rBoDV harboring this 
mutation showed expression of viral RNAs and proteins relative to that of wild-type rBoDV. These results 
demonstrate that BoDV-N NES has a dual function in BoDV replication, including nuclear export of N and an 
interaction with P, affecting viral polymerase activity in the nucleus.

3）Linkage between the leader sequence and leader RNA production in Borna disease virus-infected 
cells

The non-segmented, negative-strand（NNS）RNA viruses are known to use the 3’-untranslated region
（UTR）of the genomes as a template to synthesize leader RNAs（leRNAs）with unknown functions. BoDV 

is unique because it establishes a persistent infection and replicates in the nucleus. No report has yet 
demonstrated the presence of leRNAs during BoDV infection. In this study, we report that BoDV synthesizes 
leRNAs from the 3’-UTR of the genome. They started at position 5 in the 3’-UTR and ended by the 
transcription start signal of the nucleoprotein gene. The level of leRNA production is not correlated with the 
levels of viral replication and transcription. This finding adds a novel viral transcript to the BoDV life cycle.

4）Generation of a non-transmissive Borna disease virus vector lacking both matrix and glycoprotein
Unique among animal RNA viruses, BoDV transcribes and replicates non-cytopathically in the cell 

nucleus, leading to establishment of long-lasting persistent infection. This striking feature of BoDV indicates 
its potential as an RNA virus vector system. In this study, a novel nontransmissive rBoDV, rBoDV dMG, 
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which lacks both matrix（M）and envelope glycoprotein（G）genes in the genome, is reported. rBoDV dMG 
expressing GFP, rBoDV dMG-GFP, was efficiently generated in Vero/MG cells stably expressing both BoDV 
M and G proteins. Infection with rBoDV dMG-GFP was persistently maintained in the parent Vero cells 
without propagation within cell culture. The optimal ratio of M and G for efficient viral particle production by 
transient transfection of M and G expression plasmids into cells persistently infected with rBoDV dMG-GFP 
was also demonstrated. These findings indicate that the rBoDV dMG-based BoDV vector may provide an 
extremely safe virus vector system.
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ウイルス感染研究部門
Department of Virus Research

微細構造ウイルス学分野
Laboratory of Ultrastructural Virology

教　授 野田　岳志 Prof.  Takeshi Noda
助　教 中野　雅博 Assist. Prof.  Masahiro Nakano

本分野では、一般的なウイルス学的手法に加えて電子顕微鏡や原子間力顕微鏡を用いた手法によ
り、微細構造学的観点からインフルエンザウイルスやエボラウイルスの細胞内増殖機構を解明する
ことを目指している。また、ウイルスの細胞内増殖機構を分子レベルで理解することにより、ウイ
ルス増殖を阻害する抗ウイルス薬の開発や、ウイルス感染をブロックする抗体医薬の開発にも取り
組んでいる。2017年は、インフルエンザウイルスのゲノム転写・複製におけるリボヌクレオタンパ
ク質複合体（vRNP）の解析を行い、vRNPが合成する RNAとインフルエンザウイルスタンパク質
との相互作用を見いだした。さらに、インフルエンザウイルスのゲノムパッケージングにおけるゲ
ノム分節間の相互作用を解析し、過去に報告のない組み合わせのゲノム RNA間相互作用を多数検
出した。一方、エボラウイルスに関しては、ヌクレオカプシドの核構造と成る NP-RNA複合体の構
造解析を行い、その高分解能構造を得ることに成功した。

1）インフルエンザウイルスのゲノム転写・複製機構の解析
インフルエンザウイルスのゲノム RNA（vRNA）は、核タンパク質 NPやポリメラーゼとともに
リボヌクレオタンパク質複合体（vRNP）を形成する。vRNPは mRNA合成（転写）および cRNA
合成（複製の第一段階）を担っている。本年は vRNPによって合成されるループ状の RNAが vRNA
と cRNAから成る二本鎖 RNAであることを明らかにし、さらにインフルエンザウイルスタンパク
質 NS1がその二本鎖 RNA全体を覆うような形で結合できることを原子間力顕微鏡を用いた観察か
ら見いだした。二本鎖 RNAは自然免疫を引き起こすファクターとして知られているが、インフル
エンザウイルスは NS1タンパク質で二本鎖 RNAを覆うことによって宿主の免疫応答から逃れてい
る可能性が示唆された。

2）インフルエンザウイルスのゲノムパッケージング機構の解析
A型インフルエンザウイルスのゲノム RNAは 8種類に分節化しており、各ゲノム分節は選択的
に集合し子孫粒子に取り込まれる。ゲノム分節間にはパッケージングシグナル配列を介した相互作
用が存在すると考えられているが、そのメカニズムについては明らかにされていない。そこで本年
は、ゲノム RNA間相互作用ネットワークの全貌を明らかにすることを目的として、Gel Shift Assay
により 8種のゲノム RNAが複合体を形成する組み合わせを探索した。その結果、今までに報告の
ない多くの組み合わせでゲノム RNA間相互作用が検出され、全てのゲノム RNAが複数のゲノム
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RNAと相互作用する可能性があることが明らかとなった。

3）エボラウイルスヌクレオカプシドの構造解析
エボラウイルスのゲノム RNAは、複数分子のウイルスタンパク質 NPと結合してらせん構造（NP 

helix）を形成する。さらに、VP24、VP30、VP35およびポリメラーゼ Lが NP helixに結合し、成熟
ヌクレオカプシド（NC）となってウイルス粒子内に取り込まれる。ウイルスゲノム RNAの転写・
複製は NC上でのみ起こるが、その核構造となる NP helixの分子構造については明らかにされてい
ない。そこで本年は、エボラウイルス NCの構造形成・維持機構を解明することを目的とし、クラ
イオ電子顕微鏡を用いて NP helixの構造解析を行った。その結果、高分解能で NP helixの三次元構
造が得られ、NP helixにおける NP-RNA結合、隣接する NP-NP結合、らせん鎖間の NP-NP結合領
域を担うアミノ酸およびその詳細な結合様式が明らかとなった。本研究は、沖縄科学技術大学院大
学のMatthias Wolf准教授との共同研究である。

Virus infections are accompanied by numerous morphological changes in viral and cellular components. 
Our laboratory aims to elucidate the replication mechanism of influenza and Ebola viruses from the 
ultrastructural point of view, by using different microscopic analytical methods such as electron microscopy 
and high-speed atomic force microscopy. In 2017, we found that one of the influenza virus proteins interacts 
with a double-stranded RNA produced by vRNPs. We also investigated the genome packaging mechanism of 
influenza virus and discovered many vRNA-vRNA interactions that have not been reported until now. 
Moreover, we could find the higher-order helical structure of the nucleoprotein-RNA complex of Ebola virus 
by cryo-electron microscopy.

1）Transcription and replication mechanisms of the influenza virus genome
Influenza virus ribonucleoprotein（vRNP）is composed of the viral RNA genome（vRNA）, the viral 

nucleoprotein（NP）, and the viral RNA polymerase complex. The vRNA is transcribed to mRNA
（transcription）or cRNA（first step of replication）in the form of vRNP. In this year, we demonstrated that a 
looped RNA produced by vRNP in vitro was a double-stranded RNA（dsRNA）and that the dsRNA is 
composed of vRNA and cRNA. Furthermore, we found that influenza virus NS1 protein could bind to the 
entirety of the dsRNA. This suggests the possibility that influenza virus evades the immune system by 
masking the dsRNA with NS1.

2）Genome packaging mechanism of influenza virus
Influenza A virus has a genome consisting of eight single-stranded negative-sense RNAs, and each 

segment is selectively assembled and packaged into a progeny virion. However, the detailed mechanism of 
the interaction between the segments is unknown. In 2017, we comprehensively searched the pairs of vRNA-
vRNA interaction by gel-shift assay and found many interactions which have not been reported until now. 
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This result suggests the possibility that all influenza A virus vRNA could interact with multiple vRNA 
segments.

3）Structural analysis of Ebola virus nucleocapsid
The Ebola virus nucleocapsid（NC）has a helical structure and consists of viral genomic RNA（vRNA）, 

nucleoprotein（NP）, VP24, VP30, VP35 and polymerase L. The NC is responsible for transcription and 
replication of vRNA. However, the higher-order structure of the NP helix, which forms the core structure of 
the NC, is not known. In this year, we examined the higher-order helical structure of the NP-helix by using 
cryo-electron microscopy to elucidate the morphogenesis of the Ebola virus NC. As a result, we elucidated 
the structure of NP-RNA binding in NP helix and NP-NP interaction of neighboring NPs. Moreover, we also 
determined the amino acids responsible for NP-NP binding between NP-RNA helices. This study was a 
collaboration with Prof. Matthias Wolf, Okinawa Institute of Science and Technology Graduate University.
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ウイルス感染研究部門
Department of Virus Research

がんウイルス分野
Laboratory of Tumor Viruses

准教授 酒井　博幸 Assoc. Prof.  Hiroyuki Sakai
准教授 土方　　誠 Assoc. Prof.  Makoto Hijikata
助　教 柳川　伸一 Assist. Prof.  Shinichi Yanagawa

本分野では、ウイルス感染による発がん機構の解明とその制御法の開発をめざして、ウイルスと
細胞の相互作用の詳細な研究をおこなっている。主な研究対象は、子宮頸がんの原因となるヒトパ
ピローマウイルスと肝臓がんの原因となる B型肝炎ウイルスと C型肝炎ウイルスである。

【酒井グループ】
酒井・柳川グループはレトロウイルス研究に始まり、現在は酒井がヒトパピローマウイルス

（HPV）、柳川がWnt経路の研究を行っている。また理学研究科より、石田薫さんが実験補助として
参加している。

1）HPVに関する研究
HPVは、重層上皮組織に感染する病原ウイルスである。特に子宮頸癌発症との関連性は高く、主
要な原因因子と考えられている。本年度は HPVの複製モデルを利用して、ウイルス遺伝子の役割
を探ると共に、抗ウイルス剤の評価実験を行った。

2）Wnt経路の解析
Wnt経路は、発生や発癌に作用している分泌蛋白である。柳川は、Wntの Co-receptor, LRP6に結

合する蛋白として Keratin associated protein 13（Krtap13）を見いだし、Krtap13の強制発現が、Wnt
経路を活性化する事を明らかにした。組織特異的に Krtap13を強制発現するトランスジェニックマ
ウス系を用いて解析し、Lymphoma を誘導する事を明らかにした、現在も解析を進めている。

The research objects are the biology of human papillomavirus（HPV）and the pathway of Wnt signal. Both 
are involved in organ development and tumorigenesis.

1）Differentiation-specific replication of human papillomavirus（HPV）
The infectious target of HPV is the stratified epithelium, and its infection caused a variety of benign 

tumors. We are now investigating the biological functions of the viral genes in its replication. We are also 
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evaluating the antiviral activity of a novel compound with HPV replication platform.

2）Analysis of Krtap13-Induced Activation of Canonical Wnt Signaling Pathway in vivo
Keratin associated protein 13 was found to bind to LRP6, a co-receptor for Wnt. Surprisingly, Krtap13 

overexpression markedly stimulates Wnt signaling. Krtap13 induces co-clustering of LRP6 and Dvls, thereby 
recruiting Axin to the plasma membrane that leads to activation of Wn signaling. Transgenic mice were 
generated to analyze effect of overexpression of Flag-tagged Krtap in vivo.

【土方グループ】
土方グループでは、C型肝炎ウイルス（HCV）ならびに B型肝炎ウイルス（HBV）の研究を中心
におこなっている。肝炎ウイルスの生活環を分子レベルで解明し、その結果をもとに抗ウイルス薬
剤の開発を目指している。また、独自に樹立した正常ヒト肝由来細胞等を用いて、肝分化や肝炎ウ
イルス感染の研究から肝発癌などの慢性肝疾患の発症機構を明らかにするための研究をおこなっ
ている。

1）HCVに関する研究
日本において主要な C型肝炎ウイルス（HCV）である遺伝子型 1bの HCV（HCV1b）は肝発がん
との関係が高いことで知られている。しかしながら、野生型 HCV1b培養細胞系は未だに構築され
ていない。そこで野生型 HCVの増殖が全遺伝子型について可能になることが報告された SEC14L2
発現細胞を樹立し、野生型 HCV1bの組換え体ウイルスの培養系の開発をおこなった。
まず SEC14L2の恒常的産生量が高い細胞クローンが得られ、この細胞に全ゲノム長 HCV1b RNA

を導入したところ、培養液中に 107 copies/mlの HCV RNAが検出され、この HCVの感染性が確認
された。今後、HCV感染による肝発がん機構を明らかにするための野生型 HCV1bと非がん細胞と
の相互作用の解析に有力な研究ツールとしての利用が期待された。

2）HBVに関する研究
これまでに我々は、HBV生活環に関与する宿主因子として、脂肪酸生合成経路（FABS）が HBV
の粒子産生過程に関与することを見出している。本年度はその詳細な分子機構に関して検討をおこ
なった。HBV産生細胞を脂肪酸生合成酵素（FAS）の阻害薬（FASi）存在下、炭素鎖数（C）や不
飽和数の異なる 11種類の脂肪酸（C4:0、C6:0、C8:0、C10:0、C12:0、C14:0、C16:0、C18:1、C18:2、
C18:3、C20:4）で処理し、HBV産生に与える効果を評価したところ、FASi処理によって低下する
細胞外 HBV DNAは、C12:0から C18:1までの脂肪酸の共処理で完全にレスキューされた。またミ
トコンドリアの脂肪酸 beta酸化の阻害剤はこの現象に全く関与しないことがわかった。このことか
ら FABSから産生される脂肪酸が HBV産生に関与することが示唆された。現在、それらの脂肪酸
が HBV産生に与える影響について、さらに詳細な検討を進めている。
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The major purpose of our research group is clarification of lifecycles of human hepatitis viruses, hepatitis 
B virus and hepatitis C virus at the molecular level. Development of drugs against these viruses and 
understanding of chronic liver diseases caused by infection of these viruses are also in the scope of our 
research. To accomplish those aims, we are now investigating the interaction between those viruses and host 
cells by using several hepatitis virus culture systems including human hepatocyte derived cells system 
developed originally in our laboratory.

1）Development of recombinant HCV gt1b culture systemhepatitis C treatment
Genotype 1b（gt1b）is a major genotype of hepatitis C virus（HCV）in Japan and known to be closely 

related with hepatocellular carcinogenesis. The cell culture system for wild type HCV gt1b, however, has not 
been developed yet. And we attempted to develop such a system by using a cell line expressing constitutively 
exogenous SEC14L2 gene that was reported to support the proliferation of all genotypes of HCV. After 
establishment of cell lines producing SEC14L2 highly, the full length RNA genome of HCV gt1b was 
introduced into the cells. We observed the production of HCV RNA in the culture medium at high level and 
confirmed the infectivity of the produced HCV. This recombinant HCV gt1b production system was expected 
to be an important tool for study of interaction between wild type HCV gt1b and non-cancer cells to reveal 
the molecular mechanism of hepatocellular carcinogenesis caused by HCV infection.

2）Fatty acids with certain carbon chain length can support hepatitis B virus production
We previously identified that fatty acid biosynthesis（FABS）is related with hepatitis B virus（HBV）

lifecycle, especially in the step of viral production. We investigated precise requirement of fatty acids for 
HBV production by examining the suppressive effects of various saturated and unsaturated fatty acids with 
various carbon chain lengths on fatty acid synthase inhibitor（FASi）using HBV producing cells. And we 
found that the reduced level of extracellular HBV DNA by FASi treatment, was rescued by co-treatment with 
C12:0, C14:0 or C18:1 as C16:0 shown in previous our report, but not with C4:0, C6:0 and C8:0. Moreover, 
we also observed an inhibitor of mitochondrial fatty acid beta-oxidation was not contributed in this 
phenomenon. These results suggested that fatty acids newly synthesized by FABS could directly contribute to 
the HBV production in the cells. 
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ウイルス感染研究部門
Department of Virus Research

細胞制御分野
Laboratory of Cell Regulation

教　授 杉田　昌彦 Prof.  Masahiko Sugita
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本分野では、脂溶性抗原を標的とした新しい免疫システム、すなわち「脂質免疫」を切り口とし
て、感染症やがん、アレルギー病態の解明と制御をめざした研究を推進している。2017年において
は、前年度の脂質化ペプチド（リポペプチド）抗原提示分子の同定に引き続き、第 2のリポペプチ
ド抗原提示分子を同定してその X線結晶構造を解明することに成功した。また、結核菌脂質により
誘起されるモルモット慢性炎症応答において、好中球由来 S100A9タンパク質がマクロファージ極
性化を制御するという前年度の知見を基盤として、これをさらに追究するため S100A9遺伝子ノッ
クアウトマウスの作出を行い、解析を進めた。

1）新たなリポペプチド提示分子の同定
ウイルスタンパク質には、その N末端に脂肪酸（ミリスチン酸）修飾を受けることにより病原因
子として機能するものが存在する。本分野では、アカゲザルエイズモデルを活用した研究をもとに、
ミリスチン酸付加 Nefタンパク質に由来するリポペプチド断片（C14-GGAIS; C14nef5）を特異的に
認識する細胞傷害性 T細胞の存在すること、さらに古典的MHCクラス 1アリルであるMamu-B*098
がリポペプチドを結合し、T細胞に抗原提示するリポペプチド抗原提示分子として機能することを
明らかにしてきた。Mamu-B*098:C14nef5複合体の X線結晶構造解析の結果、Mamu-B*098分子は
従来知られていたMHCクラス 1分子と類似した 6つのポケット（A～ F）からなる抗原結合構造
を有していたが、疎水性の大きな Bポケットと親水性の小さな Fポケットが特徴的であり、それぞ
れミリスチン酸とセリンアンカー残基を収納する抗原結合様式の存在が明らかとなった（Fig. 1, 
左）。ミリスチン酸とセリン残基は、ミリスチン酸修飾を受けるウイルス蛋白質に共通の因子であ
ることから、リポペプチド特異的免疫応答が多くのウイルス感染症において作動する可能性が考え
られた。
他方、MHCは polymorphicであるがゆえに、Mamu-B*098が唯一のリポペプチド提示アリルであ
るとは考えにくい。実際、C14-GGAI（C14nef4）を特異的に認識する T細胞株を樹立し、その抗原
認識の拘束因子として新たなMHCクラス 1アリル（LP2）を同定した。LP2:C14nef4複合体の X線
結晶構造解析から、LP2はMamu-B*098と同様疎水性の大きな Bポケットを有し、アシル鎖を収納
していた。一方、LP2の FポケットのサイズはMamu-B*098より大きく、bulkyなアミノ酸である
イソロイシンがアンカー残基として機能することがわかった（Fig. 1, 右）。以上の結果は、MHCク
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ラス 1分子にはペプチド提示サブセットとリポペプチド提示サブセットが存在する可能性を強く示
唆する。

2）S100A9ノックアウトマウスの樹立
結核菌と宿主免疫系の持続的攻防の結果として、結核に特徴的なマクロファージ集塊すなわち肉
芽腫が形成される。肉芽腫の形成機序の解明は結核病態の理解と制御に極めて重要であるが、その
分子・細胞機序は明確ではなかった。モルモット結核モデルを活用した当分野での最新の研究から、
肉芽腫中心部には S100ファミリー分子 A9を高度に発現した好中球が存在すること、またその周辺
には菌の長期生存を許容するM2タイプのマクロファージが集積することを見いだした。さらに
S100A9特異的阻害剤 tasquinimodを投与した動物においては、肉芽腫サイズが縮小するとともに、
肉芽腫傍中心部のM2マクロファージ極性化が阻害されることを発見した。以上の結果は、これま
で急性炎症において主要な役割を担うと考えられていた好中球が、S100A9を介してM2マクロ
ファージ極性化を誘導し、慢性炎症の質とマグニチュードを規定している可能性を示唆した。そこ
で、この炎症病態をマウスにおいて再現し、さらにその分子論を明快に論じるため、今年度 S100A9
ノックアウトマウスの作出を行った。CRISPR/Cas9技術を用いてノックアウト系統を樹立し、骨髄
細胞において S100A9タンパク質発現が失われていること、また脾臓好中球において S100A9タン
パク質の発現が失われていることを確認した（Fig. 2）。

This laboratory aims to establish the molecular and cellular basis underlying what we call “lipid 
immunity”, a collection of multiple immune pathways directed against lipid antigens. In 2017, we identified 
the novel lipopeptide-presenting molecule, LP2, that was capable of binding N-myristoylated 4-mer 
lipopeptides, and determined its X-ray crystallographic structure. We also addressed how lipid immunity may 
impact on tissue responses and discovered a novel role of neutrophils and their S100A9 protein in 

Fig. 1.   Identification of two lipopeptide-presenting MHC class I alleles, 
Mamu-B*098 and LP2, that differentially bind N-myristoylated 5-mer 
and 4-mer lipopeptides, respectively, and present them to T lymphocytes.
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tuberculosis-associated chronic inflammation. In order to facilitate this study, we have suscessfully 
established S100A9 knockout mice by the use of the CRISPR/Cas9 technology.

1）Identification of a novel lipopeptide-presenting molecule
Some viral proteins require N-myristoylation to function. By utilizing the rhesus AIDS model, we have 

previously demonstrated that T cells existed with the potential to specifically recognize N-myristoylated Nef 
lipopeptides. Furthermore, we identified the MHC class I allele, Mamu-B*098, as a restriction element 
controlling the presentation of N-myristoylated 5-mer lipopeptides to T cells（Fig. 1, left）. Nevertheless, 
because of the high level of polymorphism noted for MHC molecules, we predicted that Mamu-B*098 may 
not be the sole allele capable of mediating lipopeptide presentation. Indeed, we showed this year that another 
classical MHC class I allele, termed LP2, was able to bind N-myristoylated 4-mer lipopeptides and present 
them to T cells. An X-ray crystallographic analysis of LP2 revealed the large, hydrophobic B pocket and the 
unique F pocket, which accommodated the myristate moiety and the C-terminal isoleucine residue, 
respectively（Fig. 1, right）. Taken together, these observations indicate that the acquired immunity has 
evolved two functionally separate MHC class I subsets, one mediating peptide presentation and the other 
mediating lipopeptide presentation.

2）A novel function of neutrophils and the S100A9 protein in chronic inflammation
As a result of persistent interactions between mycobacteria and host immunity, globular aggregations of 

macrophages, termed granulomas, are constructed in tuberculosis. Using the guinea pig model of human 
tuberculosis, we detected a cluster of S100A9-expressing neutrophils at the core of granulomas, which was 

Fig. 2.   Loss of S100A9 protein expression in the bone marrow (A) and splenic 
neutrophils (B) of S100A9 knockout mice.
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surrounded by M2 type macrophages. The S100A9 inhibitor, tasquinimod, potently suppressed the granuloma 
formation and the M2 polarization. To extend these observations further, we successfully established S100A9 
knockout mice, in which the expression of the S100A9 protein was shown to be abrogated in the bone 
marrow and in splenic neutrophils（Fig. 2）.
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2017年 3月に阿部真也と小川真が医学研究科大学院修士課程を修了し修士の学位を取得し、小川
真は就職した。4月に阿部真也が医学研究科大学院博士課程に進学し、岡崎史恵が医学研究科大学
院修士課程に入学し、榛葉旭恒は研究員に就任した。したがって、免疫制御分野は現在、教授 1名、
助教 2名、研究員 1名、大学院生 4名、学部生 2名の総勢 10名となっている。
本分野では、造血幹細胞からの免疫系細胞の初期分化の分子機構、および免疫応答の制御機構を
解明することを通じ、細胞分化の普遍的な原理を明らかにすることを目指している。特に、イン
ターロイキン 7レセプター（IL-7R）の免疫系における機能、IL-7による T細胞抗原受容体遺伝子
の制御、IL-7Rの発現制御、IL-7と IL-15産生細胞の可視化と機能解析を中心に研究を進めている。
本年の研究成果を以下に記載する。

1）グルココルチコイドによる IL-7Rの発現と T細胞の体内分布の制御
内分泌系はホルモンによって生体の恒常性を制御しているが、免疫系にも影響を与えることが知
られている。グルココルチコイド（GC）は副腎皮質から産生される免疫抑制効果をもつステロイ
ドホルモンである。我々は、T細胞においてグルココルチコイド受容体（GR）が IL-7Rα遺伝子の
エンハンサーに結合して転写を活性化することを示してきた。しかし、生体内の GCが IL-7Rの発
現を制御しているのかどうか、また、その免疫学的な意義は不明のままである。この問題を明らか
にするために、IL-7Rα遺伝子エンハンサーの GR結合モチーフに点突然変異を導入した、IL-7R-
GRmマウスを作製し解析した。マウスの血中の GC濃度は夜に高く昼に低い。まず、正常マウス T
細胞の IL-7R発現レベルも夜に高く昼に低い日内変動を示したが、IL-7R-GRmマウスではこの変動
が消失していた。また、CD4Cre GRcKOマウスでも同様の結果を示した。さらに、正常マウスでは
脾臓の T細胞数が夜に増加し昼に減少する一方、末梢血中では逆に昼に増加し夜に減少した。これ
に対し、上記の二種類の変異マウスでは T細胞数の日内変動が見られなかった。また、正常マウス
では脾臓へのホーミングに必要な CXCR4の発現レベルが IL-7Rと同様の日内変動を示したが、二
種類の変異マウスではその変動が消失していた。以上の結果から、GCは IL-7Rと CXCR4の発現を
誘導することで、T細胞の体内動態を制御していることが示された。
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1）Glucocorticoids drive diurnal changes in T cell distribution via IL-7R expression
The immune system is affected by steroid hormones. Glucocorticoids are a group of steroid hormones with 

strong immunosuppressive effects and widely used in clinical practice. However, whether glucocorticoids 
physiologically control homeostasis and response of the immune system remains unclear. To investigate 
whether glucocorticoids regulate T cell homeostasis and function by regulating IL-7R expression, we 
analyzed IL-7Rα enhancer GRE mutant and T cell-specific GR-deficient mice. We found that glucocorticoid 
receptor upregulated IL-7R expression in T cells by binding to the enhancer of the IL-7R locus, and the 
induction followed circadian rhythm consistent with circadian change of glucocorticoid production. The 
circadian regulation of IL-7R supported T cell redistribution between spleen and blood by controlling the 
expression of a chemokine receptor, CXCR4. CXCR4 upregulation induced T cell migration to CXCL12-
positive area in spleen. Our results reveal immunoenhancing role of glucocorticoids in controlling the 
distribution of T cells, and provide insights how the immune function is influenced by circadian rhythm.
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本分野では，自然免疫の観点から炎症の惹起・調節に関わる分子メカニズムの研究を行っている。
特に，遺伝子改変マウスの作製および解析と分子生物学的な手法によって研究を進め，炎症を制御
しているシグナル伝達や転写後調節の解明を試みている。2017年の成果および研究活動は以下の通
りである。

Regnase-1と Roquinは個別に Th1分化を制御し，心臓における炎症と線維化を抑制する
獲得免疫細胞である T細胞の異常な活性化は，自己免疫疾患などの発症につながることから，そ
の活性は，さまざまな機構で厳密に制御されている。中でも，免疫細胞活性化に関わるタンパク質
をコードする mRNAの量は，その分解により厳密に制御され，T細胞の活性化を調節している。免
疫細胞の活性化に関わる mRNA分解を調節する蛋白質として Regnase-1と Roquinが同定され，こ
れらの分子による免疫制御の分子機構が詳細に研究されてきた。Regnase-1はインターロイキン 6を
始めとした免疫応答に関連する分子をコードする mRNAを分解する RNA分解酵素であり，マウス
において自己免疫疾患発症の抑制に重要である。これに対し，Roquinは，直接の RNA分解酵素活
性は持たないが，脱アデニル化酵素と結合することで，同様に免疫応答に関わる mRNAを分解し，
免疫応答を抑制していることが知られている。マクロファージなどの自然免疫細胞では，Regnase-1
と Roquinは，炎症に関わる共通の mRNAを異なる機構で分解し，炎症を調節する。しかし，T細
胞における Regnase-1と Roquinの関係性は不明であった。
本研究では，T細胞において Regnase-1と Roquinを欠損するマウスを作製，解析することで，

Regnase-1とRoquinによるT細胞の活性化抑制機構を解析した。T細胞においてRegnase-1とRoquin
の両遺伝子を欠損する（DKO）マウスは，Regnase-1や Roquinのそれぞれを単独に欠損するマウス
と比較して，より重篤な全身性の炎症を呈し，特に心臓における強い炎症や線維化を発症した。DKO
マウスでは心臓において，コラーゲンなどの線維化に関連する遺伝子や，Th1マーカ―であるイン
ターフェロン -γ遺伝子の発現がコントロール群と比較して上昇していた。DKOマウスでは，脾臓
T細胞においても，Th2や Th17細胞と比較して，Th1細胞が著明に増加しており，Regnase-1と
RoquinがTh1分化を抑制することで心臓の炎症を制御していることが示唆された。Transcriptome解
析により，DKO細胞ではインターフェロン -γ遺伝子を始めとする Th1遺伝子発現が亢進すること
を明らかにした。Regnase-1と Roquinは，Th1関連遺伝子の中で，Furinや Il12rb1 などをコードす
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る mRNAの分解を誘導しており，これにより Th1分化を抑制することが示唆された。ヒト T細胞
株である Jurkat細胞でCRISPR/Cas9システムを用いてRegnase-1とRoquinの両遺伝子を欠損させた
場合にも，FURINや IL12BR1，インターフェロン -γ遺伝子発現の増加を認め，ヒトにおいても
Regnase-1と Roquinは共通の標的 mRNAを個別の機構で抑制していることが示唆された。これま
で，Regnase-1が自身をコードする mRNAを標的として分解し，Regnase-1自身の蛋白質発現を制御
していることが知られている。そこで，Regnase-1と Roquin間の相互抑制の可能性について検討し
た。その結果，Regnase-1は Roquin mRNAを分解し，Regnase-1欠損下では Roquinの発現が上昇す
ること，しかしその逆は認めないという一方向性の制御関係にあることが明らかとなった。これら
の結果は，Regnase-1と Roquinという RNA結合蛋白質が同じ mRNAを個別の機構で分解すること
で，T細胞活性化を制御し，個体レベルで過剰な免疫応答を抑制していることを示している。

The research projects carried out in this group are aiming to uncover the molecular mechanisms of the 
regulation of inflammation in innate immunity. Since inflammation is mediated by the production of 
proinflammatory cytokines, we are studying the cytokine gene expression at the transcriptional and 
posttranscriptional levels.

Regnase-1 and Roquin non-redundantly regulate Th1 differentiation causing cardiac inflammation and 
fibrosis

Post-transcriptional regulation is critical for the control of both innate and adaptive immunity. Many 
immune-related mRNAs have short half-lives because of conserved cis-elements, including AU-rich elements 
and stem-loop structures in their 3′ untranslated regions（3′ UTRs）. Regnase-1（also known as MCPIP1 and 
Zc3h12a）and Roquin-1/-2（known as Rc3h1/2）are RNA binding proteins that are important for degradation 
of inflammatory mRNAs by recognizing stem-loop structures and maintenance of immune homeostasis.

Although deficiency of either of the proteins leads to enhanced T cell activation, their functional 
relationship in T cells has yet to be clarified due to lethality upon mutation of both Regnase-1 and Roquin. By 
using a Regnase-1 conditional allele, we here show that mutations of both Regnase-1 and Roquin in T cells 
leads to massive lymphocyte activation. In contrast, mutation of either Regnase-1 or Roquin affected T cell 
activation to a lesser extent than the double mutation, indicating that Regnase-1 and Roquin function non-
redundantly in T cells. Interestingly, Regnase-1 and Roquin double mutant mice suffered from severe 
inflammation and early formation of fibrosis, especially in the heart along with the increased expression of 
Ifng, but not Il4 or Il17a. Consistently, mutation of both Regnase-1 and Roquin leads to a huge increase in the 
Th1, but not Th2 or Th17 population in spleens compared to T cells with either a single Regnase-1 or Roquin 
deficiency. Regnase-1 and Roquin are capable of repressing the expression of a group of mRNAs encoding 
factors involved in Th1 differentiation, such as Furin and Il12rb1 via their 3′ UTRs. Moreover, Regnase-1 is 
capable of repressing Roquin mRNA. This cross-regulation may contribute to the synergistic control of T cell 
activation/polarization. Collectively, our results demonstrate that Regnase-1 and Roquin maintain T cell 
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immune homeostasis and regulate Th1 polarization synergistically
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再生組織構築研究部門
Department of Regeneration Science and Engineering

細胞機能調節学分野
Laboratory of Molecular and Cellular Biology

准教授 細川　暢子 Assoc. Prof.  Nobuko Hosokawa
講　師 平芳　一法 Sr. Lect. Ippou Hirayoshi
助　教 藤本　真慈 Assist. Prof.  Shinji Fujimoto

本分野では、3つのグループが独立した研究を行っている。

1）タンパク質の品質管理機構（細川 G）
当研究グループでは、哺乳類細胞におけるタンパク質品質管理機構の研究を行っている。細胞の
中で生合成されたタンパク質が機能するためには、細胞内に存在するシャペロンタンパク質などの
助けを借りて正しい高次構造を形成する必要がある。小胞体に存在する、SDF2およびそのホモロ
グである SDF2L1はいずれも分子量約 25 kDaの比較的小さなタンパク質で、SDF2は恒常的に発現
しており、SDF2L1は小胞体ストレスによって発現が強く誘導される。機能はよくわかっていなかっ
たが、私たちはこれらのタンパク質が小胞体シャペロンタンパク質 ERdj3と複合体を形成すること
を見いだした（Fig. 1）。小胞体には、BiPという代表的なシャペロンタンパク質が存在し、タンパ
ク質品質管理の中心的役割を担っている。ERdj3は BiPに基質タンパク質を受け渡したり、ATP水
解機能を促進したりすることによって BiPシャペロンサイクルを調節しているが、SDF2および
SDF2L1は ERdj3との結合を介して、このシャペロンサイクルでの基質の受け渡しや、ミスフォー
ルドしたタンパク質の凝集体形成を抑制していることを示すことができた（Fig. 1）。
引き続いて SDF2および SDF2L1の結晶構造
解析を行い、構造に基づいた機能解析を進める
とともに、ミスフォールドした糖タンパク質の
分解を促進する EDEMタンパク質の機能解析
や、小胞体関連分解（ERAD）を担う膜複合体
の解析、小胞体タンパク質の新規機能の検索、
タンパク質の細胞内輸送メカニズムを可視化し
て検討する、といったテーマについても研究を
進めている。

2）本研究グループは、①真核生物における転写
制御機構の解析、②コラーゲン分子の機能解析
を目的に、標的分子の機能解析ツールとして Fig. 1.   SDF2 and SDF2L1 prevent aggregation 

formation in the ER
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RNA aptamer（立体構造を介して標的分子に特異的に結合し、その機能を阻害する人工 RNA分子）
を用いた研究を展開している。（平芳 G）

①真核生物における転写制御機構の解析
真核生物の遺伝子が特定の時期や特定の刺激に応じて発現する過程には、様々な分子的事象が関
わっている。すなわち、ヌクレオソームリモデリング、様々な転写活性化因子の結合および転写開
始複合体の形成、転写開始、そして伸長反応である。これら一連の過程のスムーズな進行には、多
くの因子の協調的作用と、それを統合する仕組みの存在が想定される。ショウジョウバエの hsp70
遺伝子をモデルシステムとして、その仕組みの解明に取り組んでいる。
多くの因子の振る舞いを指揮する分子として、我々はショウジョウバエ GAFに注目した。この

因子はこれまでに上記の過程のいくつかの段階に関わっていることが報告されている。この分子の
機能を、GAF特異的 RNA aptamerにより解析し、GAFが、①プロモーターの GAF結合配列依存的
な転写開始複合体形成段階での調
節と② GAF結合配列非依存的な転
写開始後段階での調節に関わって
いることを明らかにした。

GAFは転写各段階の転写装置の
中で、他のどのような因子と協調し
ながら適時な転写活性化を司って
いるのか？　その仕組みはどのよ
うなものか？を解明するため、研究
を進行中である。

②コラーゲン分子の機能解析
コラーゲン分子は生体の構造維持をはじめ様々な反応の足場として機能する繊維状タンパク質
である。その機能解析には抗体のような特異的阻害剤が必要だが、種間の保存度が高いコラーゲン
は免疫原性が低く、特異性の高い抗体を作成するのは難しい。
我々はコラーゲンに対する特異的阻害剤の候補として RNA aptamerの選別に取り組んでいる。繊
維状タンパク質に対する RNA aptamerの選別はこれまでに報告されていないが、現在、選別を進め
ているところである。これによりコラーゲン特異的な阻害物質を得ることができれば、生体におけ
るコラーゲン分子の機能解析ツールとして、極めて有用なものとなるだろう。

3）正常な T細胞分化過程で低頻度ながらもおきている T細胞レセプター β鎖遺伝子内の非正統的
な V（D）J組換えと発がんとの関連性の解析を行っている。（藤本 G）

非正統的な T細胞レセプター β鎖遺伝子（Tcrb）V（D）J組換え
Tcrbの V（D）J組換えは、両方の alleleで D-J再構成がおこった後に、どちらか一方の alleleで V-DJ

Fig. Predicted secondary structure of GAF specific RNA aptamers
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再構成が開始される。すなわち、Jセグメントと組換えられていない Dセグメントが単独で Vセグ
メントと再構成することは、可能ではあるけれども実際にはおこらないとされてきた。しかしなが
ら、V14と D1J間の hybrid joint（HJ）を解析する過程で、V14と単独の D1が非正統的に組換えら
れた構造を正常胸腺から検出した。この構造の生成過程は、以下のように説明可能である（Fig. 3）。
1．D1-J間の再構成に伴い、23RSS（D1）signal end（SE）と J coding end（CE）間で非正統的な組換
え産物である HJが形成される。2．RAG complexにとどまった 12RSS（J）が 23RSS（V14）を新たに
捕獲する。3．正常に 12RSS（J）SEと 23RSS（V14）SE間で signal joint（SJ）が、D1 CEと V14 CE
間で coding joint（CJ）がそれぞれ生じる。この結果、CJを含む構造は染色体上に残るが、HJと SJ
は染色体外に切り出されてしまう。興味深いことに、HJがより頻繁に生じる ATM欠損胸腺におい
ては、この非正統的な構造の検出頻度が下がっていた。

This laboratory consists of three independent research groups.

1）Protein quality control mechanism（Hosokawa G）
In the living organisms, newly synthesized proteins obtain their native conformations by the assistance of 

chaperone proteins and folding enzymes. SDF2 and its homologue SDF2L1 are ER resident proteins of about 
25 kDa in size. SDF2 is constitutively expressed, whereas the expression of SDF2L1 is greatly up-regulated 
by the ER stress, however, their functions remain elusive. We have found that both SDF2 and SDF2L1 make 
a stoichiometric complex with ERdj3（Fig. 1）. BiP is the major chaperone protein in the ER, assisting and 
regulating the protein quality control. ERdj3 is a co-chaperone of BiP that regulates the BiP chaperone cycle 
by transferring unfolded proteins and enhancing the ATPase activity of BiP. We have found that SDF2 and 

Fig. 3. HJ formation, then recapture, and normal SJ and CJ formation

1HJ formation Recapture, and 2SJ             and 2CJ formation

D1CE 23RSS(D1) SE

12RSS(J2.6) SEJ2.6CE

V14 CE 23RSS(V14) SE

2SJ

2CJ

1HJ
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SDF2L1 assist the substrate transfer from ERdj3 to BiP, and prevent the aggregation of misfolded proteins in 
the ER（Fig. 1）. We are analyzing the crystal structures of SDF2 and SDF2L1, and performing other 
researches on the molecular mechanisms of EDEM proteins that enhance the ERAD of misfolded 
glycoproteins, HRD1-SEL1L membrane complex that regulates the ER-associated degradation, novel 
functions of ER proteins, and the intracellular transport mechanism of proteins.

2）Our research aims are ① the investigation of eukaryotic gene expression mechanisms and ② the 
functional analysis of collagen molecules using RNA aptamers, artificial RNA molecules selected from 
random RNA pools, as target-specific inhibitors. （Hirayoshi G）

① The investigation of eukaryotic gene expression mechanisms
Transcription is a core process of various biological phenomena. Transcription is closely regulated by a 

variety of factors including general transcription factors and the chromatin-related factors, which cooperate 
with each other. To clarify how these factors interact with and regulate the function of other factors in the 
transcription apparatus will lead to a deeper understanding of biological phenomena at a molecular level.

We tried to select RNA aptamers against Drosophila GAF and succeeded in obtaining several kinds of 
domain-specific inhibitor. Using aptamers, we got new insights into transcription regulation mechanisms. 
GAF, even on naked DNA template, plays important roles in transcription, which consist of two kinds of 
mechanism; one, at the initiation process, is dependent on the GAGA element of the promoter region and the 
other, after the initiation, is GAGA element independent manner. As shown above RNA aptamers are 
powerful tools to probe the function of transcription factors. We will step forward to identify factors that 
interact with GAF in transcriptional machinery and clarify the mechanisms of eukaryotic gene expression.

② The functional analysis of collagen molecules
Collagen molecules are fiber-protein and have several functions such as the contribution of structural 

integrity of organisms or scaffolds of various biological reactions. The specific inhibitors such as antibodies 
are necessary to probe these function, but, because collagens are highly conservative between species so that 
the immunogenicity is very low, it is difficult to get such kinds of inhibitory molecules.

We now try to sort RNA aptamers which binds specifically to collages. The selection of RNA aptamers for 
the fiber-protein has not been reported so far. If we are succeed in getting the collagen specific inhibitors, 
they would be extremely useful as a functional analytical tools of collagen molecules in the living body.

3）Analysis of illegitimate V（D）J recombination, which occurs at a very low frequency within T cell 
receptor β chain gene, during normal T cell development in relation to tumorigenicity（Fujimoto G）.

Analysis of non-canonical Tcrb V（D）J recombination
Tcrb assembly is distinctively ordered; D to J recombination precedes rearranging V gene segments. Hence 
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free D segment is not supposed to combine with V, nevertheless structurally possible. Interestingly enough, 
we found an illegitimate construct in which D1 is directly connected to V14 from normal thymocytes when 
analyzing hybrid joints（HJs）between V14 and D1J. The construct can be explained as follows: 1. A non-
canonical hybrid joint is formed between 23RSS（D1）signal end（SE）and J coding end（CE）in association 
with D1-J rearrangement. 2. RAG complex still holding 12RSS（J）recaptures 23RSS（V14）. 3. Then signal 
joint（SJ）between 12RSS（J）SE and 23RSS（V14）SE, and coding joint（CJ）between D1 CE and V14 
CE are normally formed（Fig. 3）. As a result, the CJ stays in the locus but the DNA fragment from 
23RSS（D1）to 23RSS（V14）, which contains the HJ and the SJ, is excised out from the chromosome. 
Unexpectedly, the same CJ is detected less in ATM-deficient thymocytes where hybrid joining occurs more 
frequently.
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再生組織構築研究部門
Department of Regeneration Science and Engineering

生体材料学分野
Laboratory of Biomaterials

教　授 田畑　泰彦 Prof.  Yasuhiko Tabata
助　教 城　潤一郎 Assist. Prof.  Jun-ichiro Jo

本研究分野の目的は、医療（治療、診断、予防）に応用可能あるいは基礎生物医学研究に役立つ
方法、手段、および技術を材料科学の立場に立って研究開発していくことである。生体材料（バイ
オマテリアル）とは、体内で使用したり、あるいはタンパク質、細胞などの生体成分および細菌、
ウイルスと触れて用いられる材料のことであり、本研究分野においては、高分子、金属、セラミッ
クス、およびそれらの複合体からなる生体材料のデザインと創製を行い、得られた生体材料の基礎
生物医学および医療への応用を目指している。具体的には、生体組織・臓器の再生治療（一般には、
再生医療と呼ばれている）および医療機器、人工臓器のための生体材料、あるいは薬物・遺伝子治
療、予防ワクチン、および診断（分子イメージング）効率の向上を目指したドラッグデリバリーシ
ステム（DDS）のための生体材料の研究開発を行っている。加えて、幹細胞の分子生物学、生化学、
細胞生物学の研究、および細胞培養のために必要不可欠な生体材料についての研究開発も進めてい
る。以下にその内容をより詳しく述べる。

1）生体組織の再生治療のための生体材料
再生治療では、体のもつ自然治癒力の基となる細胞の増殖分化能力を高め病気の治療を実現す
る。本研究分野では、細胞の増殖、分化を高めるための足場としての 3次元あるいは多孔質構造を
もつ生体吸収性の成形体（人工細胞外マトリックス）をデザイン、創製している。また、細胞の増
殖、分化を促すための生体シグナル因子（タンパク質や遺伝子）の体内活性を高めることを目的と
して、細胞増殖因子あるいはその関連遺伝子のドラッグデリバリーシステム（DDS）研究を行って
いる。例えば、生体吸収性材料に細胞増殖因子あるいはその関連遺伝子を包含させ、再生部位で
徐々に放出（徐放）する。この徐放化技術によって、体内での生体シグナル因子の生物活性が効率
よく発揮され、その結果として、種々の生体組織・臓器の再生誘導が促進されることがわかってき
ている。現在、この細胞増殖因子の徐放化技術を利用した血管、骨、歯周組織などの再生誘導治療
の臨床研究が始まっている。加えて、自然治癒力を高めて、難治性慢性疾患の悪化進行を抑制する
という抗線維化治療を行っている。

2）幹細胞工学および再生・創薬研究のための生体材料
本研究分野では、この細胞移植治療に不可欠である幹細胞、前駆細胞、および芽細胞などを効率
よく得ることを目的として、それらの細胞の単離、増殖、分化のための培養基材および培養技術に
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ついて研究開発を行っている。種々の生体材料からなる培養基材あるいは培養装置（バイオリアク
タ）の組み合わせによる細胞培養技術の確立を目指している。これらの一連の研究は、細胞移植再
生治療のために利用可能な細胞を得ることを目的としているだけではなく、広く、細胞の増殖・分
化、形態形成に関する生物医学の基礎研究（再生研究）にも応用できる生体材料、技術、方法論を
提供することも大きな目的である。この技術は細胞を用いた薬の代謝、毒性を評価する創薬研究に
も応用できる。加えて、非ウイルス性キャリアを用いて、プラスミド DNAや small interfering RNA
（siRNA）などの核酸物質、低分子、ペプチド、タンパク質などを細胞内に効率よく取り込ませ、細
胞の生物機能や分化を制御する技術も研究開発している。
体の最小単位は細胞であるが、生体機能の単位は細胞の集合体である。そのため、細胞集合体を
利用した研究が始まっているが、細胞集合体サイズの増大にともない、集合体内部の細胞は酸素、
栄養の供給が悪く、死滅、細胞機能の維持が困難となる。この問題を解決する技術、方法論を研究
している。例えば、生体吸収性ハイドロゲル粒子を細胞集合体内に含ませるという方法により、細
胞集合体内での状態が改善、細胞機能の向上が認められた。培養と機能状態のよい細胞集合体が入
手できれば、細胞研究の発展と薬の開発、毒性評価（創薬研究）がより進展すると考えられる。

3）ドラッグデリバリーシステム（DDS）のための生体材料
薬物が効くのは、薬物がその作用部位に適切に作用するからである。しかしながら、現実には、
薬物は部位選択性がなく、その薬理作用を発現させるために大量投与が行われている。これが薬物
の副作用の主な原因となっている。そこで、薬物を必要な部位へ、必要な濃度で、必要な時期にだ
け働かせるための試みが行われている。これが DDSである。DDSの目的は、薬物の徐放化、薬物
の長寿命化、薬物の吸収促進、および薬物のターゲッティングなどである。いずれの目的にも、薬
物を修飾するための生体材料が必要である。本研究分野では、対象薬物として、治療薬だけではな
く、予防薬、診断薬、化粧品成分、ヘルスケア物質などを取り上げ、生体材料学の観点からの DDS
研究開発を行っている。

4）外科・内科治療アシストのための生体材料
本研究分野は、高分子、金属、セラミックス、およびそれらの複合材料の医療応用として、外科・
内科治療の補助のための生体材料の研究開発を行っている。

The main objective of our department is to investigate and develop methods, procedures, and technologies 
which are applicable to basic and clinical medicines as well as basic researches of biology and medicine from 
the viewpoint of material sciences. The materials to use in the body and to contact biological substances, like 
proteins and cells, are defined as biomedical materials and biomaterials. In our department, various types of 
biodegradable and non-biodegradable biomaterials of polymers, metals, ceramics, and their composites, are 
being designed and created aiming at their clinical applications as well as the development of experimental 
tools necessary for basic researches of medicine and biology which scientifically support clinical medicine. 
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We are actively proceeding research and development（R & D）of biomaterials to assist reconstructive surgery 
and apply to drug delivery systems（DDS）for improved therapeutic efficacy. However, it is often difficult for 
patients to improve their Quality of Life（QOL）only by the therapeutic procedure of reconstructive surgery 
because the biomaterials applied are of poor biocompatibility and functional substitutability. For organ 
transplantation, there are several problems to be resolved, such as the lack of donor tissue and organ or the 
adverse effects of immunosuppressive agents. The two advanced medical therapies currently available are 
clinically limited in terms of the therapeutic procedure and potential. More detailed explanation about every 
project is described.

1）Biomaterials for Regeneration Therapy
We are designing and creating 3-dimensional and porous constructs of biodegradability as cell scaffolds of 

an artificial ECM which supply the local environment of cells proliferation and differentiation. As another 
technology to promote the proliferation and differentiation of cells, the biodegradable carriers for the 
controlled release of growth factors and genes are being designed and prepared from gelatin and its 
derivatives. A new therapy to naturally induce tissue and organ regeneration by the controlled release of 
various biologically active growth factors has been achieved, and the therapeutic potentials have been 
scientifically demonstrated through animal experiments. Among the tissue regeneration trials, clinical 
experiments of angiogenic and bone regeneration therapies have been started by the controlled release 
technology of basic fibroblast growth factor（bFGF）, insulin-like growth factor（IGF）-1, and platelet-rich 
plasma（PRP）to demonstrate the good therapeutic efficacy. In addition, the systems of drug targeting and the 
local release with polymers of an organ affinity are being designed and prepared to achieve the regeneration 
therapy for chronic disease based on the natural healing potential of patients.

2）Biomaterials for Stem Cells Technology and Regeneration Research of Cell Biology and Drug 
discovery

The technology and methodology of cell culture with various biomaterials and bioreactors have been 
explored to efficiently isolate, proliferate, and differentiate stem cells, precursors, and blastic cells. A series of 
this study not only aims at the preparation of cells suitable for the therapy of regenerative medicine, but also 
research and development（R&D）of materials, technologies, and methodologies for basic medicine and 
biology. They are also applicable for the research of drugs discovery to evaluate their metabolism and 
toxicity. In addition, non-viral vectors for low-molecular weight compounds, peptides, proteins, and nucleic 
acids（siRNA and decoy DNA）have been investigated to design the DDS system for gene transfection which 
can biologically analyze the functions of stem cells and genetically engineer cells to activate the biological 
functions for cell therapy.

The minimum unit of body is cell, but that of biological function is the cell aggregate. The cell culture with 
cell aggregates has been noted for the basic biological and medical research of cells and drug discovery（the 
drug development and the toxicity evaluation）. However when the size of cell aggregates becomes larger, the 
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cells in the aggregates tend to die because of the lack of nutrients and oxygen. As one trial to break through 
the problem, microspheres incorporation enabled cells to improve their function even in the cell aggregate.

3）Biomaterials for DDS
Generally there are few drugs which have a specific selectivity for the site of action. Therefore, the high-

dose administration of drugs is necessary to achieve their in vivo therapeutic efficacy, while this often causes 
the adverse effects of drugs. DDS is a biomaterial-technology which allows a drug to act at the right time the 
right site of action at the necessary concentration. The objective of DDS includes the controlled release of 
drug, the prolongation of drug life-time, the acceleration of drug permeation and absorption, and the drug 
targeting. Various biomaterials are inevitably required to achieve every DDS objective. The drugs applicable 
for DDS include therapeutic drug and gene, diagnostic and preventive drugs, cosmetics, or health care 
substances etc. The basic idea of DDS is to efficiently enhance the biological functions of such drugs by their 
combination with biomaterials. Other than the therapeutic drug and gene, the DDS technology and 
methodology can be applied to enhance the in vivo efficacy of vaccination and diagnosis, such as magnetic 
resonance imaging（MRI）, ultrasound diagnosis or molecular imaging. In addition, we are investigating DDS 
technology and methodology which are applicable to the research and development of cosmetics and health 
care sciences.

4）Biomaterials for Surgical and Physical Therapies
We molecularly design and creates biomaterials and the related technology mainly from biodegradable 

polymers aiming at the development of assistant materials and medical devices in surgical and physical 
therapies.
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田畑泰彦　炎症細胞をあやつるバイオマテリアル技術．医工学フォーラム -2016年度特別学術講演
会 -京都、2017年 2月 8日

田畑泰彦　生体機能性高分子―からだを治すポリマー（生物医学研究から先端医療を支える高分子
技術）．KIPS高分子講座、京都、2017年 2月 15日
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化会、東京。2017年 4月 28日

田畑泰彦　バイオマテリアルからみた先端医療の最前線と今後．岡山大学特別講演、岡山、2017年
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田畑泰彦　バイオマテリアルを用いた再生医療．大阪大学歯学部　歯科理工学特別講義、大阪、2017
年 6月 23日

田畑泰彦　再生医療の最前線と今後の展望．同志社大学生命医科学講義、京都 2017年 6月 30日

田畑泰彦　材料科学技術からみた再生医療分野とは．ナード研究所　企業講演、大阪 2017年 7月
3日

田畑泰彦　体を治す高分子．高分子化学序論、京都、2017年 7月 5日

田畑泰彦　DDSの対象となる Drugについて考えてみよう -日本 DDS学術集会に際して -．第 33回
日本 DDS学会学術集会、京都、2017年 7月 6-7日

田畑泰彦　自然治癒力を高めて病気を治す①～再生医療の実際～．芦屋カレッジ、芦屋、2017年 9
月 20日

田畑泰彦　細胞を元気にするための細胞環境づくり材料・技術＝再生医療関連サポートビジネス．
「再生医療ビジネスシンポジウム　in KRP PartX」、京都、2017年 9月 26日

田畑泰彦　再生医療に必要不可欠なモノづくり技術．ANJ新経営者クラブ　11月例会、東京、2017
年 11月 6日

田畑泰彦　再生医療とは細胞能力を高める医療 -細胞環境を作り与えるモノづくり技術 -．「平成 29
年度　再生医療の全体像を見わたせる分かりやすい解説講座」、京都、2017年 11月 9日

田畑泰彦　バイオマテリアルを利用した再生治療の現状と課題．「電子線照射　技術セミナー　-再
生医療・滅菌に関する話題提供 -」、福井、2017年 11月 22日

田畑泰彦　生体組織工学をベースとした再生医療．京都府立医科大学眼科講義、京都、2017年 11
月 29日

山本雅哉、田畑泰彦　軟骨組織のタイプ判別法としてのラマン分光法に関する研究　第 16回日本
再生医療学会総会、仙台、2017年 3月 7-9日

戸部　賢、鈴木敏之、小杉謙介、田畑泰彦、齋藤　繁　リドカイン徐放シートの臨床応用と安全性
の確認、第 16回日本再生医療学会総会、仙台、2017年 3月 7-9日
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高橋　克、喜早ほのか、斉藤和幸、東郷由弥子、塚本容子、三島清香、杉並亜希子、原田英光、田
畑泰彦、別所和久　分子標的治療による欠損歯の再生　第 16回日本再生医療学会総会、仙台、
2017年 3月 7-9日

村谷誠司、山本雅哉、狩野光伸、田畑泰彦　糖応答性ハイドロゲルを用いた分岐型血管様構造の作
製、第 16回日本再生医療学会総会、仙台、2017年 3月 7-9日

田村　周久、黒田泰輔、福田健太郎、冨田篤志、田畑泰彦、笠嶋快周　ゼラチンマイクロスフィア
とウマ間葉系幹細胞を用いて作製した細胞凝集体に関する検討　第 16回日本再生医療学会総
会、仙台、2017年 3月 7-9日

明石祐典、城潤一郎、田畑泰彦　PLGAナノ粒子を用いた血小板への薬剤導入と薬剤放出　第 16回
日本再生医療学会総会、仙台、2017年 3月 7-9日

鈴木涼介、河合勝也、鈴木茂彦、田畑泰彦　新規創傷治癒促進材料シルクエラスチンの菌増殖抑制
効果における作用機序解析、第 16回日本再生医療学会総会、仙台、2017年 3月 7-9日

武元　徹、樺沢　勇司、樋口　佑輔、田畑　泰彦、青木　和弘、田村　幸彦、原田　浩之　ラット
頭蓋骨欠損部に局所適用した RANKL結合ペプチドW9と bFGFによる骨形成促進作用の評価　
第 33回日本 DDS学会学術集会、京都、2017年 7月 6-7日

田中　絢香、中村　仁美、田畑　泰彦、藤森　由香、熊澤　恵一、木村　正　ヒト凍結融解卵巣組
織移植片における生体分解性ゼラチンハイドロゲルを用いた basic fibroblast growth factor
（bFGF）徐放の効果　第 33回日本 DDS学会学術集会、京都、2017年 7月 6-7日

升本　英利、南方　謙二、西尾　博臣、山本　雅哉、大村　友博、横出　正之、清水　章、松原　
和夫、田畑　泰彦、湊谷　謙司　塩基性線維芽細胞増殖因子含有ゼラチンハイドロゲルシート
による心筋再生治療の 2治験例　第 33回日本 DDS学会学術集会、京都、2017年 7月 6-7日

山田　啓之、羽藤　直人、田畑　泰彦　徐放化栄養因子を用いた鼓膜再生治療の検討　第 33回日
本 DDS学会学術集会、京都、2017年 7月 6-7日

中島　尚、橋本　哲、佐藤　裕樹、上村　顕也、佐藤　祐一、若槻　華子、宮田　昌幸、明石　祐
典、田畑　泰彦、寺井　崇二　トリアムシノロンアセトニド内包化ゼラチンシートの効果の検
証　第 33回日本 DDS学会学術集会、京都、2017年 7月 6-7日

田中　聡一、松下　雄彦、宮地　伸晃、茨木　一行、西田　京平、荒木　大輔、神崎　至幸、田畑　
泰彦、黒田　良祐　マウス変形性関節症モデルに対するシンバスタチン含有ゼラチンハイドロ
ゲル関節内投与による関節症進行抑制効果　第 33回日本 DDS学会学術集会、京都、2017年 7
月 6-7日

金丸　麻衣、城　潤一郎、浅井　純、加藤　則人、田畑　泰彦　PPAR-γ刺激薬徐放性ナノ粒子に
よる強皮症の局所治療：ブレオマイシン誘発強皮症モデルマウスを用いた試み　第 33回日本
DDS学会学術集会、京都、2017年 7月 6-7日
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吉増　達也、木下　貴裕、田畑　泰彦、山本　雅哉、川後　光正、平井　慶充、大橋　拓矢、矢田　
由美、尾浦　正二、西村　好晴　徐放化 basic-FGF製剤の胸腔内投与による肺気腫の再生医療　
第 33回日本 DDS学会学術集会、京都、2017年 7月 6-7日

義村　耕平、吉崎　舟洋、田畑　泰彦　マクロファージ動員因子としての retinoic acid導入
lysophosphatidyl  cholineの機能評価　第 33回日本 DDS学会学術集会、京都、2017年 7月 6-7
日

小林　香央里、湯川　博、村田　勇樹、城　潤一郎、小野島　大介、山本　雅哉、石川　哲也、田
畑　泰彦、馬場　嘉信　量子・磁気ナノハイブリッド粒子による幹細胞イメージングおよびハ
イパーサーミア効果　第 33回日本 DDS学会学術集会、京都、2017年 7月 6-7日

城潤一郎、明石祐典、田畑泰彦、乳酸グリコール酸共重合体ナノ粒子を用いた血小板ハイブリット
ドラッグデリバリーシステムの構築　第 66回高分子学会年次大会、千葉、2017年 5月 29-31日

城潤一郎、明石祐典、田畑泰彦　高分子ナノ粒子による血小板をキャリアとするドラッグデリバ
リーシステムの構築　第 33回日本 DDS学会学術集会、京都、2017年 7月 6-7日

城潤一郎、田畑泰彦　マクロファージの生物機能イメージングのための高分子系バイオマテリアル
技術の開発　第 46回医用高分子シンポジウム、東京、2017年 7月 24-25日

田畑泰彦、明石祐典、城潤一郎　高分子ミセルと血小板を利用した抗癌剤の癌組織ターゲティング
公益財団法人 日本化学繊維研究所 第 75回講演会、京都、2017年 11月 15日

城潤一郎、田畑泰彦　高分子造影剤を用いた血管新生の磁気共鳴イメージング　第 7回 DDS再生
医療研究会、東京、2017年 12月 23日

村上隆英、山下幸大、吉澤恵子、村田勇樹、坂井義治、田畑泰彦　ICG含有ナノ粒子を用いた癌転
移リンパ節のイメージング　第 33回 DDS学会学術集会、京都、2017年 7月 6-7日

村上隆英、山下幸大、土黒一郎、坂井義治、田畑泰彦　生体付着性ナノ微粒子による液状・スプ
レー型癒着防止材　第 33回 DDS学会学術集会、京都、2017年 7月 6-7日

村田 勇樹、城 潤一郎、田畑 泰彦　量子ドット含有ゼラチンハイドロゲルナノ粒子による酵素反応
のイメージング　第 16回日本再生医療学会総会、仙台、2017年 3月 7-9日

小林 香央里、湯川 博、村田 勇樹、城 潤一郎、小野島 大介、山本 雅哉、石川 哲也、田畑 泰彦、馬
場 嘉信　量子・磁気ナノハイブリッド材料を用いた幹細胞イメージングおよびハイパーサーミ
ア効果　第 16回日本再生医療学会総会、仙台、2017年 3月 7-9日

小林 香央里、湯川 博、村田 勇樹、城 潤一郎、小野島 大介、山本 雅哉、石川 哲也、田畑 泰彦、馬
場 嘉信　量子・磁気ナノハイブリッド粒子を用いた幹細胞イメージング・ハイパーサーミア効
果　日本化学会第 97春季年会、横浜、2017年 3月 16-19日

村田 勇樹、城 潤一郎、田畑 泰彦　量子ドットを用いた細胞内酵素反応イメージングプローブの作
製　日本分子イメージング学会第 12回学会総会・学術総会、横浜、2017年 5月 25-26日
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村田 勇樹、城 潤一郎、田畑 泰彦　量子ドット蛍光スイッチングを利用した細胞内酵素反応イメー
ジングプローブの作製　第 33回日本 DDS学会学術集会、京都、2017年 7月 6-7日

小林 香央里、湯川 博、村田 勇樹、城 潤一郎、小野島 大介、山本 雅哉、石川 哲也、田畑 泰彦、馬
場 嘉信　量子・磁気ハイブリッド粒子による幹細胞イメージングおよびハイパーサーミア効果　
第 33回日本 DDS学会学術集会、京都、2017年 7月 6-7日

村上 隆英、山下 幸大、村田 勇樹、坂井 義治、田畑 泰彦　ICG含有ナノ粒子を用いた癌転移リンパ
節のイメージング　第 33回日本 DDS学会学術集会、京都、2017年 7月 6-7日

村田 勇樹、城 潤一郎、田畑 泰彦　細胞死可視化のための量子ドットを用いた酵素反応イメージン
グ試薬のデザイン　第 38回日本炎症・再生医学会、大阪、2017年 7月 18-19日

村田勇樹、城 潤一郎、田畑 泰彦　細胞の生物機能可視化のためのモレキュラービーコンによる細
胞内 mRNAのイメージング　日本バイオマテリアル学会第 12回関西若手研究発表会、奈良、
2017年 8月 31日

村田勇樹、城 潤一郎、田畑 泰彦　細胞の生物機能可視化のためのモレキュラービーコン内包ゼラ
チンナノ粒子の作製　第 39回日本バイオマテリアル学会大会、東京、2017年 11月 20-21日

成田　萌、城　潤一郎、山本　雅哉、田畑　泰彦　ホストゲスト相互作用を利用したポリエチレン
グリコールハイドロゲルの作製　第 66回高分子学会年次大会、幕張、2017年 5月 29-31日

成田　萌、田畑　泰彦　ナノパターン基材上での間葉系幹細胞の増殖と抗炎症サイトカイン分泌　
第 39回日本バイオマテリアル学会大会、東京、2017年 11月 20-21日

田中隆介、Kim Yanghee、田畑泰彦　単球動員作用をもつ難水溶性薬剤を徐放可能なフィブリンゲ
ルの作製　第 33回日本 DDS学会学術集会、京都、2017年 7月 6-7日

田中隆介、Kim Yanghee、田畑泰彦　組織再生のための単球遊走薬物徐放システムを組み込んだフィ
ブリンゲルの調製と抗炎症性マクロファージ分化作用　第 38回日本炎症・再生医学会、大阪、
2017年 7月 18-19日

田中隆介、田畑泰彦　疎水性薬剤徐放化フィブリンハイドロゲルによる抗炎症性マクロファージ動
員システムの作製　日本バイオマテリアル学会関西ブロック 第 12回若手研究発表会、奈良、
2017年 8月 31日

田中隆介、田畑泰彦　抗炎症性マクロファージ動員のための疎水性薬剤徐放化フィブリンハイドロ
ゲルの作製　第 39回日本バイオマテリアル学会大会、東京、2017年 11月 20-21日

鷲尾絢子、手嶋浩貴、横田兼欣、北村知昭、田畑泰彦　根尖歯周組織の再生誘導に用いるバイオガ
ラス―ゼラチンスポンジの作製と評価　第 39回日本バイオマテリアル学会大会、東京、2017
年 11月 20-21日

Hsu, C.J., Jo, J.Ichiro., Sakuma, M., Tabata, Y. Preparation of macrophages genetically engineered with 
mRNA of interleukin-10. 33th Annual Meeting of the Japan Society of Drug Delivery System, Kyoto, 
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July 6-7, 2017

Hsu, C.J., Jo, J. Ichiro., Sakuma, M., Tabata, Y. Anti-inflammatory cytokine secretion of engineered 
macrophages with messenger RNA delivery. The 38th Annual Meeting of the Japan Society of 
Inflammation and Regeneration, Osaka, July 18-19, 2017

Hsu, C.J., Jo, J. Ichiro., Sakuma, M., Tabata, Y. Prolonged secretion of IL-10 by transfected macrophages 
with cationized gelatin nanospheres incorporating IL-10 mRNA. Symposium 2017 of The Japanese 
Society for Biomaterials, Tokyo, November 20-21, 2017

吉崎舟洋、義村耕平、田畑泰彦　retinoic acid導入 lysophosphatidyl cholineの創傷治癒マクロファー
ジ誘導機能の評価　第 38回日本炎症・再生医学会、大阪、2017年 7月 18-19日

許　峻睿、田畑泰彦、城潤一郎、佐久間恵　メッセンジャー RNAを用いて改変したマクロファー
ジの抗炎症性サイトカインの分泌　第 38回日本炎症・再生医学会、大阪、2017年 7月 18-19
日

城潤一郎、明石祐典、田畑泰彦　高分子ナノ粒子を用いた血小板をキャリアとするドラッグデリバ
リーシステムの構築　第 38回日本炎症・再生医学会、大阪、2017年 7月 18-19日

湯川　博、石川哲也、田畑泰彦、馬場嘉信　最先端量子技術に基づく肝不全モデルマウス内移植幹
細胞 in vivo蛍光リアルタイムイメージング診断　第 38回日本炎症・再生医学会、大阪、2017
年 7月 18-19日

百鳥直樹、田中隆介、田畑泰彦　pioglitazone徐放化粒子の作製とマクロファージへの作用　日本バ
イオマテリアル学会関西ブロック 第 12回若手研究発表会、奈良、2017年 8月 31日

百鳥直樹、田中隆介、田畑泰彦　マクロファージに作用する 2種類の疎水性薬物の徐放化材料の作
製　第 39回日本バイオマテリアル学会大会、東京、2017年 11月 20-21日

升本 英利、南方 謙二、西尾 博臣、山本 雅哉、大村 友博、横出 正之、清水 章、松原 和夫、田畑 泰
彦、坂田 隆造、湊谷 謙司．塩基性線維芽細胞増殖因子含有ゼラチンハイドロゲルシートによ
る心筋再生治療の 2治験例　第 33回日本 DDS学会学術集会、京都、2017年 7月 6-7日

西尾 博臣、升本 英利、南方 謙二、熊谷 基之、山本 雅哉、大村 友博、横出 正之、清水 章、松原 和
夫、田畑 泰彦、湊谷 謙司．虚血性心疾患患者に対する bFGF含有ゼラチンハイドロゲルシート
移植の安全性と有効性　第 7回 DDS再生医療研究会、東京、2017年 12月 23日

中島尚、橋本哲、上村顕也、佐藤祐一、若槻華子、宮田昌幸、明石祐典、田畑泰彦、寺井崇二　ト
リアムシノロンアセトニド徐放化ゼラチンハイドロゲルシートの効果の検証　第 16回再生医
療学会総会、仙台、2017年 3月 7-9日

中島尚、橋本哲、佐藤　裕樹、上村顕也、佐藤祐一、若槻華子、宮田昌幸、明石祐典、田畑泰彦、
寺井崇二　トリアムシノロンアセトニド内包化ゼラチンシートの効果の検証　第 33回日本
DDS学会学術総会、京都、2017年 7月 6-7日
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吉増達也、木下貴裕、田畑泰彦、山本雅哉、川後光正、平井慶充、大橋拓矢、矢田由美、尾浦正二、
西村好晴　徐放化 basic-FGF製剤の胸腔内投与による肺気腫の再生医療　第 33回日本 DDS学
会学術集会、京都、2017年 7月 6-7日



－64－

再生組織構築研究部門
Department of Regeneration Science and Engineering

再生増殖制御学分野
Laboratory of Tissue Stem Cell Biology

教　授 瀬原　淳子 Prof.  Atsuko Sehara -Fujisawa
助　教 飯田　敦夫 Assist. Prof.  Atsuo Iida
助　教 佐藤　文規 Assist. Prof.  Fuminori Sato

私たちのグループでは、骨格筋を中心に、その発生・再生機構を研究してきた。しかし、近年は
それに加えて、骨格筋萎縮の問題にも取り組んでいるので、本年度はそれに関して報告したい。
地球上の全ての生物が共有する主たる環境因子に “時間 ”と ”重力 ”がある。”時間 ”に関しては
進化・発生・老化との関連から研究も盛んであり、多くの科学的知見の蓄積がある。iPS細胞のよ
うに、ある意味時間を人為的に巻き戻すことすら可能となっている。一方、重力に関しては私たち
人間のみならず全ての生物が事実上終生その影響下にあるにも関わらず科学的知見の蓄積に乏し
い。その理由は、重力の影響を長期的に除去することは地球上では不可能であり、現時点では地球
を離れ、宇宙空間へ飛び出すしか方法がないからだ。現在、地球の重力圏を離れ長期的に微重力環
境に滞在することが可能なのは唯一、国際宇宙ステーション ISSだけである。ISSには日本実験棟
「きぼう」があり、そこでは宇宙環境を対象とした様々な研究が実施されている（http://www.jaxa.jp/

projects/iss_human/kibo/index_j.html）。今は半ば常識になっているが、重力負荷もまた骨格筋維持の
重要な要因であることは、1970年ソユーズ 9号で 18日間宇宙に滞在した宇宙飛行士に著しい筋力
低下と筋萎縮が見られたことなどから、初めて示唆されたものである。一方、骨格筋活動量低下に
よって引き起こされる筋萎縮は廃用性筋萎縮と呼ばれ、骨折によるギブス固定などによって生じる
筋萎縮などがその典型であり、筋肉を使えるようになれば回復する。宇宙滞在に起因する筋萎縮は、
この廃用性筋萎縮に類似すると考えられている。これは、ISS内での運動負荷による筋萎縮の顕著
な軽減や、廃用性筋萎縮のマーカー遺伝子とされるユビキチン・プロテアソーム系遺伝子の発現上
昇、さらには地球帰還後のリハビリテーションにより回復する可塑的な筋萎縮であること、などに
よる。
しかしそもそも、重力負荷を受けないことによる筋萎縮は、どこまで運動負荷を受けないことに
よる廃用性筋萎縮と共通性があり、また異なるのだろうか？　私たちのひとつの疑問はそこにあ
る。現在、筋萎縮予防策として宇宙飛行士は ISSにおいて毎日 2時間程度の運動を行っているが、
運動していても、長期宇宙滞在は 15％前後の筋量減少とそれに伴う筋力低下や代謝の変化をもたら
す。そして、ミオシン重鎖で区別される筋繊維のタイプが、I型のミオシン重鎖を持つ遅筋タイプ
から、I/IIa型、IIa型を持つ速筋タイプへと変化することがヒトでも確認され、これは長期寝たきり
による変化に類似するものであるという。これは、重力負荷と運動負荷のかかる筋繊維の違いだけ
でなく、これらの負荷が関わる骨格筋維持の仕組みの違いを反映していると考えられる。さらに、



－65－

宇宙滞在の、血液循環や神経系への影響も明らかになってきた今、神経支配を受け、血管に囲まれ
た骨格筋の変化は、それらの機能変化と密接に関わっている可能性がある。加齢・癌などの疾病に
伴う不可逆に見える筋萎縮についての知見が乏しいのと同様、宇宙での筋萎縮メカニズムは未知な
ところが多いのである。
そのような背景のもと、私たちの研究グループは宇宙滞在による骨格筋萎縮メカニズムの解明を
目的として、小型魚類であるゼブラフィッシュを用いた 2度の ISS宇宙滞在実験（Zebrafish Muscle, 
Zebrafish Muscle2）を実施した。その経過を報告したい。宇宙滞在による骨格筋萎縮研究の対象動
物として水棲生物であるゼブラフィッシュを選択したのは、主に以下のような理由からである。

A. 水棲生物に関して微重力環境下における安定的長期飼育の実績がある
B. 小型動物ゆえに軌道上で固定操作などが可能で、ある程度のサンプル数を確保できる
C. 骨格筋の基本構造がヒトやマウスと同じで、脊椎モデル生物として確立されている

Aに関して、意外にも水棲生物を用いた宇宙滞在実験の歴史は古く、特に日本が独自に開発した水
棲生物実験装置（AQH）は、世界的にも高い評価を得ている。宇宙メダカが飼育されていたのもこ
の装置で、より安定的な飼育を目的とした開発が続けられてきた。Bは、最も重要な要素と言える。
これまでの個体を扱った研究の多くは、地上に帰還後に固定・サンプリングしたものを “宇宙滞在 ”
として解析してきた。しかし、軌道上で何が起こっているのかを知るためには、軌道上での筋萎縮
の確認と遺伝子・タンパク質発現の評価が必要である。サンプル数確保の重要性は言うまでもない。
Cに関して、ゼブラフィッシュは遺伝子データベースが充実しており、変異体 / トランスジェニッ
クライブラリーも豊富である。ゲノム編集技術の発展により、逆遺伝学的実験手法を用いた研究も
容易になり、創薬分野では化合物スクリーニングなどにも用いられ、ニーズの高いモデル生物と
なっている。ここまで水棲生物であるゼブラフィッシュを用いることの利点ばかりを述べてきた
が、実は宇宙実験の実施にあたっては大きな疑問があった。それは地上においても浮力を利用し水
中に浮かんでいる（宇宙遊泳に似ている？）ゼブラフィッシュの骨格筋も、ヒトと同様に宇宙滞在
によって本当に萎縮するのだろうかという根本的な疑問である。さらには、そもそも宇宙滞在によ
る筋萎縮と類似するとされる廃用性筋萎縮はゼブラフィッシュにも起こり得るのかという疑問で
ある。前者は宇宙滞在実験の結果が得られるまでは知りようがないが、後者に関しては運動量を減
らすことによって確認できることから、予備実験としてゼブラフィッシュの運動抑制実験を実施し
た。その結果、ゼブラフィッシュにおいても廃用性筋萎縮と類似の遺伝子発現変化がみられること
が確認され、いよいよ宇宙実験を実施できる運びとなった。
宇宙滞在実験は、次世代シーケンサー用いたトランスクリプトーム解析を中心とし、実施にあた
り地上帰還後も含めた経時的なサンプリングを計画した。これは長期滞在による反応だけではな
く、初期反応、微重力環境への適応、地上帰還後の反応を知りたかったからである。多くの宇宙滞
在実験が、ある一点でのサンプリングや帰還後のサンプリングを実施していたことからもこの点を
重視した。実際にはカザフスタンのバイコヌール宇宙基地から 6週齢のゼブラフィッシュ 18匹を
打ち上げ、全個体を無事に ISSへ送り届けることに成功した。サンプリングに関しては、微重力環
境 2日目（6匹）、5週目（6匹）、さらにはおよそ 6週間の宇宙滞在後の地上帰還後 2日目（3匹）、
5週目（3匹）が計画された。
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宇宙滞在による筋萎縮の廃用性筋萎縮との類似性や差異を検討する上で、運動量を評価する必要
がある。陸生動物モデルを宇宙実験で使う場合、歩くことが困難なため、その運動量減少に起因す
る廃用性萎縮を考慮せねばならない。宇宙滞在に伴うゼブラフィッシュの運動量の変化とともに、
その経時経過を調べることにより、彼らが微重力環境にどのように適応していくのかを調べた。多
くの魚には光に背を向けて泳ぐ背光性がある。宇宙滞在実験ではこの性質を利用し、安定した飼育
を可能としている。平衡感覚は基本的に前庭器官がその役割を担うが、微重力環境下では前庭器官
は機能しなくなるため、魚類は視覚情報を頼りに上下を認識するようになる。そのため、ISS内で
は水槽上方に LED照明を設置し、さらに水槽下方から給餌を行うことによって暫定的な上下を設
定している。ISS・地上コントロール飼育とも定期的に動画を撮影し、これを用いて運動距離・速
度を測定し、運動の量と質を評価した。その結果、ゼブラフィッシュは高い適応能力を示し、ISS
滞在数日後には地上コントロールと区別がつかなくなるほど上手に泳ぐ様子が確認された。驚いた
ことに、地上コントロールに比較して、遊泳距離、速度ともに有意な差は認められず、運動量には
変化がないことが明らかとなった。しかし、詳細は省略するが動画の解析から地上での姿勢制御が
宇宙では観察されなくなり、遊泳姿勢に質的な変化が生ずることを見出した。
そして、宇宙滞在 5週目のゼブラフィッシュ切片サンプルを測定し、筋萎縮の有無を調べた。そ

の結果、水棲生物ゼブラフィッシュにおいても筋萎縮が確認され、特に背側の骨格筋の萎縮が顕著
である傾向を認めた。この結果から、水中に棲むゼブラフィッシュも陸生のヒトなどと同様の重力
依存的な骨格筋維持機構を備えていることがわかった。では、そのメカニズムはどのようなものだ
ろうか。宇宙滞在に伴って変動する遺伝子が多数確認され、その多くは極めて興味深い機能を持つ
ものであった。前述した廃用性筋萎縮を模擬した運動抑制ゼブラフィッシュ骨格筋のトランスクリ
プトームとは必ずしも一致せず、逆の変動を示す遺伝子も多数見出されたことから、単純に廃用性
筋萎縮に類似した筋萎縮ではないと推察される。また、これまで宇宙滞在によって発現量が変化す
ることが報告されている遺伝子の中には地上帰還後 2日目に同様の発現変動が見られるものもあ
り、現在、宇宙滞在時・地上帰還後の遺伝子発現プロファイルを詳細に比較・検討しているところ
である。
ここまでの実験方法は、実は一つの大きな問題点を含んでいる。それは、宇宙滞在における微重
力環境と宇宙放射線の影響を区別して考慮できていないという点である。つまり、2014年に実施し
たゼブラフィッシュ長期宇宙滞在実験から得られた結果は、「宇宙滞在＝微重力環境」ではなく、少
なくとも「宇宙滞在＝微重力環境＋宇宙放射線」の影響ということになる。近年、宇宙滞在による
宇宙放射線被ばくを対象とした多くの研究がされており、生体に及ぼす様々な影響が報告されてい
る。骨格筋を対象とした宇宙実験は、宇宙滞在による筋萎縮が運動によって顕著に抑制されること
もあり、どうしても微重力環境の影響を中心に議論されがちである。しかし、火星探査など人類が
これまでに経験したことのない長期宇宙滞在に関しては、宇宙放射線の影響も注目すべきなのであ
る。そこで、宇宙滞在実験 “Zebrafish Muscle” を模擬した低線量γ線照射実験を実施した。その結
果、期間を通して有意に発現変動する遺伝子が数多く見られ、宇宙滞在による発現変動遺伝子と同
様の発現変動を示す遺伝子が多数確認された。より詳細な解析を進めるためには、宇宙放射線の影
響がない微重力環境が必要となるが、宇宙放射線の影響を除外した環境下で長期の微重力環境を設
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定することは現時点では不可能となっている。しかし逆に、宇宙放射線に等しく暴露されている状
況下で人工的 1G環境を作り出すことにより、詳細に微重力環境依存的な影響を調べることは可能
となっている。我々のグループは、ISS内で人工的 1G環境を使用した実験 “Zebrafish Muscle 2” を
行う機会を得た（2017年 12月）。“Zebrafish Muscle”、“Zebrafish Muscle 2” の結果を合わせて検討す
ることによって初めて、微重力環境依存的な影響が明らかにできるだろう。
宇宙滞在による骨格筋萎縮は一般に広く知られ、今や古典的な研究テーマと思われているが、実
はそのメカニズムは未解明である。幸運なことに私たちのグループはゼブラフィッシュを用いた宇
宙滞在実験を実施するきわめて貴重な機会を得た。この宇宙滞在実験に関して多大なご協力をいた
だいた皆様に、この場をお借りして感謝の意を表したい。本研究は主に科研費の助成（15H05938
（瀬原）, （C）15K11917（佐藤））を受けておこなったものである。

When we have to immobilize a broken bone in a cast or need to be on extended bed rest, we experience a 
rapid decrease in the mass and strength of skeletal muscle. This type of muscle wasting, called as disuse 
muscle atrophy, is reversed in daily life, and promoted by exercise. In contrast, gradual and generalized loss 
of skeletal muscle mass and function in sarcopenia, an age-related syndrome, and in disease-related cachexia 
seriously affects quality of life because it is irreversible to date. The severe muscle atrophy is also caused by 
neurogenic diseases and injuries such as amyotrophic lateral sclerosis and spinal cord injury because the 
command center or the neural circuit of exercise is affected in these cases. We carried out a project named 
“Zebrafish Muscle”. A key question of this project is whether skeletal muscle atrophy also occurs in adult 
zebrafish, tropical fresh water fish, under microgravity. Young adult zebrafish were launched successfully to 
the International Space Station for 5 weeks. As a result, we found skeletal muscle atrophy of fish during 
staying in space. We will elucidate mechanisms for muscle atrophy in space for the first time by comparing 
transcriptome data of skeletal muscle during stay in space and after return to the earth with those on the earth.
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再生組織構築研究部門
Department of Regeneration Science and Engineering

再生免疫学分野
Laboratory of Immunology

教　授 河本　　宏 Prof.  Hiroshi Kawamoto
准教授 宮崎　正輝 Assoc. Prof.  Masaki Miyazaki
助　教 増田　喬子 Assist. Prof.  Kyoko Masuda

造血においては多能造血幹細胞から順次分化能が限定されていき、いろいろの系列の単能前駆細
胞が生成する。我々の研究室は、この分化能限定過程において、前駆細胞の運命を振り分ける分子
機構を解析することを目指している。造血過程の全体を研究対象としているが、中でも T細胞に至
る過程に比重を置いて研究を進めている。また、胸腺上皮細胞の分化過程の研究も行っている。一
方、再生した T細胞を用いた免疫細胞療法の開発も進めている。
再生免疫細胞療法は、他家移植の系での臨床応用を考えている。そのためには、再生した細胞が
免疫学的に拒絶をされないことが重要になる。2017年度はこの問題に関する成果が得られたので、
以下に紹介する。

1）iPS細胞から再生した細胞に対して NK細胞が引き起こす免疫反応の解明とその制御法の開発
再生医療分野では、現在、質の良い iPS細胞をつくってそれを多くの患者に使うという戦略（iPS
細胞ストック事業）が iPS細胞研究センターを中心にして進められている。白血球の血液型である
HLA遺伝子を、父方由来と母方由来の 2セットについて同一（HLA-ホモ）である人から iPS細胞
を作製すると、片方だけ同じセットを持つ人（HLA-ヘテロ）に再生した組織を移植した場合に、
拒絶反応が起こりにくいと期待される。従って iPSストック事業では、HLA-ホモの iPS細胞株の
ラインアップの備蓄が進められている。現在HLAハプロタイプの頻度の多い順にHLA-ホモ株が 2
種類配布されており、この 2種類で日本人の 24％がカバーできる。ただし、このようにホモ -ヘテ
ロ移植の場合でも、免疫系による拒絶反応を完全に回避するのは難しいと考えられる。免疫学的問
題点がいくつかある中で、今回は、NK（ナチュラルキラー）細胞が起こしうる免疫反応について
調べた。NK細胞は、HLAの中の HLA-Cという分子を出していない細胞を殺傷するという特性を
持っており、HLA-Cは、HLA-C1型と、HLA-C2型の 2型に分けられる。
今回の研究では、仮想の移植細胞として、HLA-ホモで HLA-Cが C1/C1型の iPS細胞から T細胞
あるいは血管内皮細胞を再生した。仮想の患者として、HLA-ヘテロかつ C1型と C2型の両方の
HLA-Cを有する健常人から NK細胞を採取し、再生細胞を殺傷するかどうかを調べた。結果とし
て、NK細胞が再生細胞を殺傷することが明らかになった（図 1）。つまり、この組み合わせで移植
を行うと、拒絶反応が起こる可能性を示している。NK細胞は、再生細胞が C2型の HLA-Cを出し
ていないことを感知して攻撃していた。そこで、再生細胞が C2型の HLA-Cを出すように iPS細胞
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に遺伝子改変を加えた。すると、NK細胞による殺傷が起こらなくなった。
NK細胞による攻撃が起こりうる組み合わせは、iPS細胞株によって異なるが、iPSストック事業
で総じてみると 30％の頻度で起こると予測でき、それらのケースでは、移植後により注意深い経過
観察が必要と考えられる。また、HLA分子を導入する方法は、iPS細胞を用いた再生医療の中で起
こりうる移植片の拒絶反応を軽減させるのに役立つと期待できる。

Fig. 1    NK cells from a KIR-ligand mismatched HLA-hetero person exerted 
cytotoxicity against regenerated tissue derived from HLA haplotype-
homozygous iPS cells based on missing-self recognition, but such 
cytotoxicity was cancelled when missing HLA-C2 gene was over-
expressed in the regenerated cells. 

The major aim of our laboratory is to elucidate the molecular mechanisms that regulate cell fate decisions 
in the process of lineage restriction from multipotent hematopoietic stem cells to unipotent progenitors. 
Among various events occurring during hematopoiesis, we are mainly focusing on the process towards the 
production of T cells. We are also studying developmental process of thymic epithelial cells. In parallel with 
these basic subjects, we are also committed to the research to apply culture method for clinical settings, 
where we focus on the regeneration of immune cells that are potentially useful in immune cell therapy against 
cancer. 

In 2017, we published one paper that concerns an issue whether regenerated cells are successfully grafted 
or not in allogeneic transplantation setting, focusing on NK cell-mediated immune reaction.
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1）Clinical consideration in transplantation of regenerated tissue derived from HLA haplotype-
homozygous iPS cells: NK cell alloreactivity against KIR ligand-mismatched HLA-haploidentical 
tissue

HLA haplotype-homozygous（HLA-homo）iPSCs are being prepared, to be used for allogeneic 
transplantation of regenerated tissue into recipients carrying an identical haplotype in one of the alleles
（HLA-hetero）. However, it remains unaddressed whether NK cells respond to these regenerated cells. 
HLA-C allotypes, known to serve as major ligands for inhibitory receptors of NK cells, can be classified into 
group 1（C1）and group 2（C2）, based on their binding specificities. We found that the T cells and vascular 
endothelial cells regenerated from HLA-homo-C1/C1 iPSCs were killed by specific NK cell subsets from a 
putative HLA-hetero-C1/C2 recipient. Such cytotoxicity was cancelled when target cells were regenerated 
from iPSCs transduced with the C2 gene identical to the recipient. These results clarify that NK cells can kill 
regenerated cells by sensing the lack of HLA-C expression, and further provide basis for a novel approach to 
prevent such NK cell-mediated rejection responses. 
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再生組織構築研究部門
Department of Regeneration Science and Engineering

組織再生応用分野
Laboratory of Tissue Regeneration

教　授 戸口田淳也 Prof.  Junya Toguchida
准教授 吉富　啓之 Assoc. Prof.  Hiroyuki Yoshitomi

本研究分野の目標は間葉系組織の増殖分化機構を理解することで、間葉系組織の臨床病態を分子
レベルで明らかにし、それに基づいて新規の治療法を開発することである．以下のテーマについて
現在研究を遂行している．

1．間葉系幹細胞に関する研究
骨髄間質細胞中には、間葉系組織の様々な細胞に分化可能な組織幹細胞である間葉系幹細胞

（Mesenchymal Stem Cell、MSC）が存在しているとされている．しかしMSCの本態に関しては未解
明な点が多く、MSCを用いた間葉系組織の再生医療を科学的根拠に基づいた医療とするためには、
その理解が必須である．我々は京都大学医学部整形外科学教室との共同研究として、MSCの初代
培養を行い、増殖及び分化能に関する解析を行っている

2．多能性幹細胞を用いた間葉系組織の研究
平成 19年 11月に山中伸弥教授らによって樹立されたヒト iPS細胞は、無限の増殖能を有する多
能性幹細胞であり様々な医学・医療応用が探索されている．我々は iPS細胞から誘導した間葉系細
胞に関する下記の研究を行っている．

1）肉腫起源細胞の探索
肉腫とは間葉系組織に発生する悪性腫瘍であり、臨床及び病理学的に極めて多様な腫瘍の集団で
ある．近年の遺伝子解析技術の進歩により、それぞれの腫瘍において腫瘍発生に深く関連する遺伝
子異常（ドライバー変異）が明らかにされて
きているが、起源細胞に関しては、その多く
において不明である．我々はドライバー変異
を、新たに開発した薬剤誘導型発現ベクター
を用いて多能性幹細胞に導入し、異なる分化
段階で発現させることで、分化段階特異的な
ドライバー変異の影響を解析し、腫瘍の多様
性の成因を明らかにするとともに、個別化治
療の開発に寄与する情報を得ることを目指

Fig. 1.   iPSCs without (left) or with (right) expression of 
SS18-SSX fusion and fluorescent protein. Note the 
cell morphology change by SS18-SSX expression.
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している現在、滑膜肉腫における SS18-SSX融合遺伝子と（図 1）、軟骨肉腫における変異 IDH1遺
伝子という二つのドライバー変異に関する研究を展開している．

2）疾患特異的 iPS細胞を用いた病態解明と創薬
遺伝性の骨軟骨系疾患の多くは、病態が不明で有効な治療法が確立されていない。特定の個人か
ら樹立できるという iPS細胞の特質を利用して、近年、疾患罹患者由来の iPS細胞を樹立して病態
解明から創薬に向けた研究が展開されている。我々は難治性骨軟骨疾患の 1つである進行性骨化性
線維異形成症（FOP）に対して病態解明と治療薬の探索を行った。我々は I型 BMP受容体の 1つで
ある ALK2の FOP型変異が、正常細胞では TGF-βシグナルを伝達するアクチビン Aにより BMPシ
グナルを伝達するという分子病態を明らかにし、創薬への手がかりを見出すことに成功した。さら
にこれらのシグナルを阻害する薬剤を探索し、悪性腫瘍などに使用されている mTORシグナル阻害
剤、シロリムスが有効であることを見出し、平成 29年 9月より FOPに対するシロリムスの多施設
共同二重盲検医師主導型治験を京都大学を皮切りに実施している。
平成 29年 9月からは再生医療実現拠点ネットワークプログラム「難治性骨軟骨疾患に対する革
新的 iPS創薬技術の開発と応用」において新たに難
治性骨軟骨疾患に対する研究を開始し、我々が新
たに開発した 10日という短期間で安定して iPS細
胞から骨芽細胞・骨細胞を誘導する培養系を用い
て、骨形成不全症などの骨軟骨系難病の病態解明
ならびに創薬研究を行っている。さらに、ウイル
ス・再生医科学研究所　安達研究室との共同研究
にて、骨芽細胞・骨細胞の分化過程ならびに骨様
結節の形成過程を共焦点蛍光顕微鏡を用いて三次
元的に可視化することに成功している（図 2）。こ
のことにより、骨軟骨系難病の病態解明のみなら
ず骨芽・骨細胞の分化成熟機構の詳細な解明が期
待される。

The objectives of our laboratory are to disclose the pathology of disorders in mesenchymal tissues at the 
molecular level and to develop new therapeutic modalities by understanding physiological growth and 
differentiation of mesenchymal cells. Following projects are currently undertaken.

1．Researches on mesenchymal stem cells
Mesenchymal stem cells（MSC）, which exist in bone marrow stromal tissues, have a potential to 

differentiate to cells of various types in mesenchymal tissues. Many fundamental features of MSCs, however, 
are still unknown, which are crucial for the development of regeneration therapy using MSC as the evidence 

Fig. 2.   Immunostaining with phalloidin and DAPI 
of bone-like nodules with osteoblast-like 
(arrowhead) and osteocyte -like (arrow) 
cells differentiated from iPSCs.
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based medicine. In collaboration with the Department of Orthopaedic Surgery in Kyoto University Hospital, 
we have analyzed the growth and differentiation potential of primary human MSCs.

2．Researches on mesenchymal tissues using pluripotent stem cells
Human iPS cells, which were established by Prof. Shinya Yamanaka on November 2007, are pluripotent 

stem cells with unlimited growth potential, and promising materials to apply for a variety of medical fields. 
We have been engaging following projects on mesenchymal tissues using iPS cells.

1）Investigation for the cell-of-origin in sarcomas using pluripotent stem cells
Sarcomas are malignant tumors developed in mesenchymal tissues and consisted of tumors with a variety of 
clinical and pathological features. By recent advances in the genome analyses, driver mutations, which are 
strongly involved in the development of each type of tumors, have in has been discovered in a number of 
tumors. Cell-of-origins of each tumor, however, are still missing in most of cases. Using PSCs with drug-
inducible driver mutations, we analyze the effect of mutations in different stages of differentiation. This 
approach may help to explain the heterogeneity of tumors and also provide information for personalized 
medicine. We are now analyzing two driver mutations, IDH1/2 genes in chondrosarcomas and SS18-SSX 
fusion gene（Fig. 1）in synovial sarcoma.

2）Approaches for intractable musculoskeletal diseases using disease-specific iPS cells
In most of cases, the pathophysiology in hereditary musculoskeletal diseases is still to be investigated and no 
effective treatments are available. Using the advantage that iPS cells can be established from particular 
individuals, a number of disease-specific iPS cells have been established and used to understand the disease 
and discover the drugs. We have discovered novel molecular mechanisms and obtained the key for drug 
discovery in one of such diseases, fibrodysplasia ossificans progressive. We have discovered that Acitivin-A, 
which is an inducer of TGF-β signal in normal cells, transmits erroneously the BMP signal via FOP-type 
mutant ACVR1/ALK2. Furthermore, high through put screening identified an mTOR inhibitor, rapamycin, as 
a candidate treatment for FOP. Multicenter double-blinded investigator-initiated clinical trial of rapamycin for 
FOP has started from September 2017.

We started new AMED project “Development and Application of Innovative Drug-screening Technology 
Using Patient Derived iPS Cells for Intractable Bone and Cartilage Diseases” from this year. Using a newly 
developed stable and rapid protocol for engineering oseteo-lineage cells from iPSCs, we are now 
investigating the pathogenesis of intractable bone and cartilage diseases, including Osteogenesis Imperfecta, 
aiming drug discovery. Furthermore, we have succeeded three-dimensional visualization of the bone-like 
nodule formation by the collaboration with Prof. Adachi of Infront（Fig. 2）, which will help us to understand 
how osteogenc lineage cells such as osteoblasts and osteocytes develop and also to investigate the pathology 
of bone-forming diseases.
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再生組織構築研究部門
Department of Regeneration Science and Engineering

臓器・器官形成応用分野
Laboratory of Organ and Tissue Reconstruction

准教授 中村　達雄 Assoc. Prof.  Tatsuo Nakamura
准教授 角　昭一郎 Assoc. Prof.  Shoichiro Sumi

【中村グループ】
臓器・器官形成応用分野では、生体内再生 “in situ Tissue Engineering” の概念に基づいて再生医学
を推進し、人類の幸福に貢献することを研究の第一目標にしています。これによって、未だ治療法
がない症例や、或いは移植ドナー不足のため治療が受けられない患者さんが救われることを目指し
ています。さらに、再生医療が普及すると高騰を続けている医療費が抑制されることが期待される
と考えています。
人間の体には、本来、再生能が備わっており、我々はそれらを引き出す手法を開発しています。
それが生体内再生 in situ Tissue Engineeringです。すなわち、自己の細胞が増殖、分化できる適切な
足場を体内に与えることによって、損傷を受けた自己の臓器が本来の構造と機能を再生出来るよう
にしています。研究の方法としては、再生医学の 3つの柱である（1）足場、（2）細胞、（3）増殖・
成長因子を生体内で働かせる生体内再生 “in situ Tissue Engineering” という手法を独自に開発し、そ
れを進めています。具体的には、同種・異種の臓器や組織から酵素処理で免疫原性を完全になくし
たコラーゲンを抽出し、それを用いて作製した細胞外マトリックスや、或いは組織から細胞を完全
に除去することにより作製した細胞外基質、さらには生体内で分解吸収される合成高分子を用い、
それらに増殖因子などを除放させる DDS（薬物送達システム）を組み合わせることによって、欠落
した組織や臓器が再生する枠組みを生体内に作ります。この枠組みを『足場』とし、生体内の幹細
胞が増殖、分化することにより、自己の組織や臓器が再生復元されます。
当分野の研究の根幹概念は、細胞が増殖、再分化して、元の臓器を復元させうる “場 ”（環境）を
人工的に体の中に作れば、哺乳動物の臓器や組織も両生類のイモリのように再生復元させることが
出来るというメカニズムを医学に応用するものです。このような生体内再生 “in situ Tissue 
Engineering” は世界に先駆けて我々が提唱してきた方法であり、人工気管や人工神経などはすでに
臨床応用され、これによって救われる患者さんの数も着々と増えてきています。この新しい技術は
21世紀の医療の中心的柱になるものと考えています。

【Nakamura Group】
In situ Tissue Engineering: We have devised a new approach to the development of artificial organs. The 

main procedure using tissue engineering for tissues and internal organs involves the removal of the cell 
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component from auto- or allo-organs to obtain only the extracellular matrix, so-called refined extracellular 
matrix（ECM）and reconstitutes the solid structure from the extracted collagen. This ECM or reconstituted 
structure is then employed as scaffolding, which after implantation into the patients is used for the 
regeneration or re-differentiation of tissue. Organs made of self-cells thus regenerate. Organs that regenerate 
in this manner not only possess highly differentiated tissue structures, but also show functional recovery, 
because all the cells are derived from the patients themselves. Whether or not our new method is practicable 
will depend mainly on the intrinsic regeneration capacity of each tissue. Up to now, in higher mammals 
including man, it has been believed that highly differentiated organs lose their ability to regenerate. We 
consider that mammals do not, in fact, lose this potential, and that the potential is hidden by excessively rapid 
wound healing around the failing tissues. In this sense, if we can provide good conditions using refined ECM, 
we can induce this hidden potential even in higher mammals. We have already carried out successful trials at 
regenerating peripheral nerves, the esophagus, the trachea, and blood vessels with this method. A similar 
method is also applicable to other soft tissue organs such as the liver, heart, and lung, as well as the spinal 
cord. These results will be welcomed by patients who are dependent on palliative life-support systems, or 
transplantation candidates who are waiting for suitable donors. An additional benefit is that patients will be 
freed from the side effects of immunosuppressive drugs. The judgment of the brain death can then be 
discussed separately from the issue of transplantation, and will become a personal problem. Furthermore, this 
new approach helps to reduce ever-expanding medical costs, which are in danger of destroying our health 
insurance system in the near future.

ECM Method
To obtain the purified extracellular matrix, cell components are completely removed from homo or allo-

organs. The solid structure is reconstituted from the ECM and extracted collagen. Growth factors are then 
applied to facilitate cell proliferation. Then this ECM-collagen-growth factor composite is implanted into the 
living body as temporary scaffolding for new organ regeneration. Besides this, bioabsorbable materials will 
also be applied instead of purified ECM as a bulk structure for organ regeneration. Both extracted collagen 
and growth factors are should facilitate cell proliferation and cell dedifferentiation, leading to regeneration of 
organs completely composed of cells derived from patients.

in situ Tissue Engineering and Field theory

Cells（or living tissues）of patients are complexed（mixed）with purified ECM or bioabsorbable material. 
Using this complex, reconstruction of the failing tissues or organs will be attempted. Mesenchymal stem cell
（MSC）obtained from the bone marrow is now applied to this method.
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of basic fibroblast glowth factor on restoration of thyroarytenoid muscle atrophy caused by recurrent 
laryngeal nerve transection. J Voice.

Muranishi, Y., Sonobe, Y., Hamaji, M., Kawaguchi, A., Hijiya, K., Motoyama, H., Menju, T., Aoyama, A., 
Chen-Yoshikawa, TF., Sato, T., Date, H.（in press）Surgery for metachronous second primary lung cancer 
versus surgery for primary lung cancer: a propensity score-matched comparison of postoperative 
complications and survival outcomes. Interact Cardiovasc Thorac Surg.

Muranishi, Y., Sato, T., Ueda, Y., Yutaka, Y., Sakaguchi, Y., Nakamura, T., Date, H.（in press）A novel suction-
based lung-stabilizing device for video-assisted thoracoscopic surgical procedures. J Thorac Dis.
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稲田有史．骨関節障害をともなう前腕の不全切断再接着後の拘縮手（ピンチ不能、握力 0㎏）を如
何に機能再建するか』．第 36回奈良手の外科懇話会．奈良、2017年 2月 25日．

稲田有史．一般演題　座長　【稀な疾患の治療】　第 60回日本手外科学会学術集会．愛知、2017年
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4月 27日．

稲田有史、中村達雄、諸井慶七郎、嶋裕子．『献血に続発する神経障害性 痛の病態仮説（末梢総
和仮説）の検証とその対策－関西圏日本赤十字による前向き多施設大規模検討－』．第 60回日
本手外科学会学術集会．愛知、2017年 4月 28日．

豊洋次郎．RFID技術を応用した手術用ワイヤレスマーカーによる三次元ナビゲーション手術．第
34回日本呼吸器外科学会総会．福岡、2017年 5月 19日．

豊洋次郎．京都大学における新しい手術用ワイヤレスマーカーの開発 ～気管支鏡を用いた次世代の
術前マーキング．第 40回日本呼吸器内視鏡学会総会．長崎、2017年 6月 10日．

稲田有史、中村達雄、諸井慶七郎、嶋裕子．『静脈穿刺后神経障害性 痛の謎を説く！―アメリカ
赤十字献血後神経障害性 痛と日本赤十字との対比とその大規模多施設前向き介入結果―』．
第 15回整形外科痛みを語る会．兵庫、2017年 7月 2日．

稲田有史、中村達雄、諸井慶七郎、森本　茂．『静脈穿刺後神経障害性 痛の発生機序について―
末梢総和仮説提唱と日本赤十字社関西圏での介入試験結果』第 28回日本末梢神経学会学術集
会．愛知、2017年 8月 26日．

東高志、滝沢修、中井隆介 . プロトン 7T-MRSにおける磁気共鳴周波数のドリフトと生体温度計測 . 
生体医工学シンポジウム . 長野、2017年 9月 15-16日．

村西佑介、佐藤寿彦、上田雄一郎、豊洋次郎、坂口泰人、 中村達雄、伊達　洋至．胸腔鏡手術に用
いる肺スタビライザー．第 30回日本内視鏡外科学会総会．京都、2017年 12月 7-9．

豊洋次郎．ワイヤレスマーカーを用いた肺領域における三次元ナビゲーションシステム．第 30回
日本内視鏡外科学会総．京都、2017年 12月 9日．

【角グループ】
私どものグループでは，内分泌・代謝疾患に対する再生医療の研究を使命としており、糖尿病の
再生医療を中心的な研究テーマとして、全世界で増加している糖尿病に対して、希望すればいつで
も受けられる安全で根治的な治療法の開発を目指して研究を行っている。具体的な研究内容として
は、長年研究を続けているバイオ人工膵島の実用化に向けた研究、各種の幹細胞等を用いた新しい
糖尿病治療用細胞資源の探索、および、これらの作成に不可欠な周辺技術の研究開発である。さら
に、近年は、細胞の三次元培養法の研究開発から、糖尿病治療に不可欠の膵島細胞研究に加えて、
肝細胞を用いた再生医療や創薬に繋がる研究にも力を入れている。

マクロカプセル化の研究
膵島を免疫隔離機能のあるゲルなどに包んで移植すると、免疫抑制を行うことなく体内で膵島を
機能させることが可能となる。従来は微細なマイクロカプセルを中心に研究されてきたが、一度移
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植すると完全に除去するのは困難で、異物反応による線維性被膜形成などによって機能が低下す
る。私どものグループでは、株式会社クラレから異物反応が非常に軽微なエバールの多孔質膜の提
供を受けて、この膜でバッグを作成し、これに、温度感応性にゲル化するキトサン溶液に懸濁した
膵島を充填するマクロカプセル化法を考案し、皮下血管新生前処置と組み合わせて、これを皮下に
移植する治療法の妥当性を検証している。これが実現すれば、細胞を漏らすことなく回収・交換す
ることも可能となり、異種膵島移植にも応用が可能となるばかりか、腫瘍形成などが危惧される未
分化細胞から分化誘導した膵島やその他の代謝・内分泌組織にも応用可能となるなど、幅広い応用
範囲があると、各方面から期待を集めている。

その他の研究
これまでの研究成果として、高品質の細胞集塊を簡便かつ効率的に作製する培養面を開発し、株
式会社クラレから Elplasia MP500などの商品名で上市されている。効率的な細胞集塊作製技術は今
後の再生医療の発展にとって必用不可欠な基礎技術であり、現在は、この培養面を自動培養装置に
組み込んで、より大量の細胞集塊を効率的に作製する培養装置の研究を行っている。

【Sumi Group】
The final goal of our research group is to establish regenerative medicine for endocrine metabolic diseases 

including diabetes mellitus. The goal should be a safe and effective therapy available whenever and wherever 
required for a growing number of diabetes patients world-wide. Major fields of our research are studies on 
bioartificial pancreas toward clinical application, search for novel cell sources applicable to diabetes therapy 
utilizing wide range of cells including various stem cells, and developmental research upon technologies to 
accomplish these studies. Recently, we utilize innovative 3-D culture methods not only for islet cell studies 
but also for hepatocyte studies toward regenerative medicine and drug discovery research.

Studies on macro-encapsulation
Encapsulating islets in immune-isolating gel enables islet transplantation without immune suppression. 

Micro-encapsulation used to be studied mainly. However, micro-capsules are not retrievable and fibrous 
membrane formation due to foreign body reaction hampers their long-term function. Our group made bags 
with EVOH membrane（provided by Kuraray）that was proved to cause minimal foreign body reaction and 
islets suspended in chitosan solution that gelates in temperature-sensitive manner are packed in a EVOH bag. 
This macro-capsule will be transplanted into subcutaneous site prepared with neovascularization induction. 
This method under validation will enable allo- and xeno-transplantation without immune suppression or cell 
leakage. So, the similar methods can be applied not only for islets but widely for other endocrine-metabolic 
tissues derived from undifferentiated cells with risks of tumor-formation and others.
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Other studies
We have developed culture surface that enables easy and efficient formation of high quality cell spheres 

and the device is commercially available with a trade name of Elplasia MP500 etc（Kuraray）. Methods of 
efficient cell sphere formation is one of the essential factor to promote future regenerative medicine. So, our 
group is studying application of this culture surface to a new device that can make huge amount of cell 
spheres more efficiently in automated cell culture system.
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再生組織構築研究部門
Department of Regeneration Science and Engineering

発生エピゲノム分野
Laboratory of Developmental Epigenome

准教授 多田　　高 Assoc. Prof.  Takashi Tada
准教授 中馬新一郎 Assoc. Prof.  Shinichiro Chuma

【多田グループ】
本グループでは、ヒト体細胞が多能性幹細胞に再プログラム化される分子機構の解明を行ってい
ます。2016年には、体細胞と多能性幹細胞の中間段階である iRS（intermediately Reprogrammed Stem）
細胞株の樹立に成功し、再現性良く、高効率に、繰り返し iRS細胞から iPS（人工多能性幹；induced 
Pluripotent Stem）細胞に再プログラム化する姿を観察できる様になりました。iRS細胞は、遺伝子
改変技術が容易に応用できます。この特性を利用して、未分化性 因子として知られる OCT4遺伝
子の活性を GFP蛍光蛋白質として可視化しました。
無限増殖能をもつ多能性幹細胞研究の関連から、老化・若返りに関わる因子も研究しています。

ADIPONECTIN蛋白質は、若返り血中サイトカインとして知られています。ADIPONECTINと幹細
胞は、共に老化防止に機能します。両者の働きの関わり合いの解明を目指しています。

1）iRS細胞を用いた再プログラム化機構の解明
iRS細胞は低密度培養により安定に長期間の増殖維持ができる一方、培養条件の変更のみで iPS
細胞への再プログラム化を再開できる新たな再プログラム化中間細胞株である。培養条件を低密度
から高密度培養に変更すると、約 1週間で iPS細胞コロニーが高効率で出現する。加えて、単一 iRS
細胞からの増殖が可能であることが、遺伝子改変処理後の陽性クローンの選別を容易にしている。
ゲノム編集により内在性 OCT4遺伝子の下流に蛍光マーカー遺伝子 GFPをノックインし、可視化
した（Fig. 1）。その結果、1）外来性再プログラム
化因子の不活性化と同時に内在性 OCT4遺伝子が
活性化、2）内在性 OCT4遺伝子活性の後にMET
（Mesenchymal-Epithelial Transition）が起こる、3）
MET直後の OCT4の活性は不安定で、その後安定
化することが明らかになった。iRS細胞でのゲノム
編集は、再プログラム化の分子機構解明に新たな
展開をもたらすと期待される。

2）ヒト ADIPONECTINと幹細胞
ADIPONECTIN（ADIPO）は、若返りサイトカイ Fig. 1.   A GFP-positive iPS cell colony converted 

from OG-iRS cell
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ンとして知られ、血管や筋肉の炎症予防に働く。幹細胞は古い組織を新しい組織に置き換えること
で若さの維持に機能する。多能性幹細胞の一種である iPS細胞への ADIPOの働きを調べて見ると、
ADIPOは iPS細胞のアポトーシス（細胞死）を抑制する効果があることが明らかになった。ADIPO
が細胞死抑制に働く分子機構が注目される。

【Tada Group】
Aims of researches in our laboratory are understand of molecular mechanism of somatic reprogramming 

into induced pluripotent stem（iPS）cell, and effect of ADIPONECTIN（ADIPO）on survival of iPS cells. 
In 2016, we succeeded to establish intermediately reprogrammed stem（iRS）cells as stable cell lines, pausing 
at the middle of the reprogramming process. iRS cells possessed unique property that reprogramming was 
reproducibly and efficiently resumed toward iPS cell generation. Furthermore, genome-editing technology 
that was feasibly applied to iRS cells, realized GFP-mediated visualization of the endogenous OCT4 gene 
activity in living reprogramming cells. Another research subject, ADIPO is an anti-aging cytokine. Stem cell 
functions in maintaining homeostasis by chronologic replacement of old tissues with new tissues. We are 
exploring relationship between the two anti-aging players.

1）Molecular mechanisms in iRS cell reprogramming to iPS cell
iRS cells were stably maintained for passages under a culture condition at low cell density, while resumed 

reprogramming into iPS cells by high cell density culture. iRS cells converted to iPS cells on similar 
molecular processes among colonies within a week. Furthermore, feasibility of single cell cloning of iRS cell 
contributed to efficient generation of genetic modification-applied iPS cells with the modern genome-editing 
technology. OG-iRS cell, in which fluorescence marker GFP gene was knocked-in downstream of the 
endogenous OCT4 gene, realized visualization of the activity of OCT4 in living cells on the reprogramming. 
Conversion of OG-iRS cells into OG-iPS cells revealed that 1）up-regulation of endogenous OCT4 occurred 
reciprocally with the silencing of exogenous reprogramming factors, 2）activation of endogenous OCT4 
preceded to entry to MET（Mesenchymal-Epithelial Transition）, and 3）OCT4 expression was unstable in 
pre-matured iPS cell colonies soon after entry to MET.

2）Human ADIPONECTIN and stem cell
ADIPO functioning in anti-inflammation of the blood vessel and muscle is known as an anti-aging 

cytokine, which is mainly secreted from adipocytes, and circulated on blood flow. Stem cell is also an 
important anti-aging player for keeping body young by replacement of aging tissues with newly generated 
tissues. We found that extracellular stimuli by exposure to ADIPO inhibited apoptotic cell death of iPS cells, 
demonstrating functional relationship between two anti-aging players.
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6日 -12月 9日（ポスター）

【中馬グループ】
当研究グループでは、幹細胞 -生殖細胞の発生サイクルにおける遺伝情報の継承と再編の制御メ
カニズムの解明、またその理解に基づく細胞および個体の遺伝情報の恒常性制御を目指して研究を
進めている。（1）胚性多能性幹（ES）細胞はゲノム損傷による G1チェックポイント等が観察され
ないが、ES細胞の DNA変異率は分化細胞と比べて低く、染色体不安定性のスペクトルも ES細胞
と分化細胞では異なる。これら ES細胞と分化細胞の相違はゲノム損傷応答の高次制御の違いによ
るものと考えられるが、その分子機序は体系的に理解されていない。我々は ES細胞や生殖幹（GS）
細胞の増殖分化過程におけるゲノム維持機構、特に DNA損傷に対する細胞周期制御、DNA複製お
よび染色体動態に焦点を置いて研究に
取り組んでいる。（2）幹細胞 -生殖細
胞サイクルにおいて遺伝情報の安定な
継承は個体、種の成立に重要である一
方、配偶子形成過程では減数分裂によ
る相同組換えと 1倍体化によって遺伝
情報の多様性が生まれる。我々は幹細
胞 -生殖細胞サイクルの遺伝的安定性
と減数分裂の制御転換の研究を進めて
いる。

【Chuma Group】
The genome integrity of pluripotent stem cells, which give rise to all the cell lineages including the 

germline, is of fundamental importance to both basic biology as well as biomedical application. However, it 
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remains largely unclear whether and how the genetic stability of pluripotent stem cells and germline stem 
cells is properly coordinated with their cellular proliferation and differentiation programs. To better 
understand these issues, we are carrying out systematic and detailed characterization of DNA damage 
responses in mouse embryonic stem cells, germline stem cells and their differentiated progenies. Our research 
aims to understand the developmental stage and/or cellular context dependent control（s）of genome stability 
and diversification in the germline stem cell cycle.
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再生組織構築研究部門
Department of Regeneration Science and Engineering

胚性幹細胞分野
Laboratory of Embryonic Stem Cell Research

准教授 末盛　博文 Assoc. Professor  Hirofumi Suemori
特定講師 川瀬栄八郎 Program-Specific Sr. Lect.  Eihachiro Kawase

胚性幹細胞分野ではヒト ES細胞の医療応用を目指した基盤研究を行っている。これまでに樹立
したヒト ES細胞株は国内の研究機関に分配され多くの研究成果が上げられている。また ES細胞の
未分化性維持や細胞分化の分子機構の解析の他、安全性の高い培養法の開発などの将来の医療応用
において不可欠の技術開発研究をおこなっている。ヒト ES細胞の臨床利用のための細胞プロセシ
ング施設を有し、ヒト ES細胞株の樹立，培養，操作，品質保証，安全性確保等にわたる技術開発
及び取扱基準規格の構築を行っている。将来的には、臨床応用に使用可能な品質レベルのヒト ES
細胞リソースの構築と臨床研究施設への提供を目的としている。

1）ヒト ES細胞株の樹立と臨床応用を目指した基盤研究
ヒト ES細胞株、ヒト iPS細胞株などのヒト多能性幹細胞株は、創薬や細胞治療に有用な細胞リ
ソースとして期待されている。我々はヒト ES細胞の医療応用を目指した基盤研究を行っている。
これまでに 5株のヒト ES細胞株を樹立し、50件以上の研究計画に対して細胞株を分配し多くの研
究成果が上げられている。
これらの成果を実際の臨床利用に展開する上で、多能性幹細胞の効率的な拡大培養法の確立が必
要不可欠である。これを実現するための培養技術開発をこれまでに進めてきているが、これらの技
術は、ヒト ES/iPS細胞の利用において国内で広く活用されている。効率のよい細胞凍結法やヒト組
換えラミニン断片を用いたフィーダーフリー培養法などはその例で、製品化を通じて研究の発展に
貢献している。これをさらに発展させ、細胞の継代に要する時間やコストを大幅に削減する技術の
開発にも成功している。

2）細胞プロセシング施設による臨床用ヒト ES細胞バンクの構築
ヒト ES細胞樹立指針や再生医療関連の法律の整備により、ヒト ES細胞の臨床利用に向けての制

度が整えられてきている。これらに対応して、新たに医薬品 GMPレベルでのヒト ES細胞株の樹立
を行うべく準備を進めている。ヒト ES細胞を臨床使用するためのヒト ES細胞株の樹立，培養，操
作，品質保証，安全性確保等にわたる取扱基準規格の検証を進め、将来の臨床用ヒト ES細胞のシー
ドストックの作製を目指している。そのため、既存の ES細胞のクリーンアップによる臨床用細胞
ストックの作製に関する実証研究を行い、臨床利用に耐えうる細胞ストックの作製が可能であるこ
とを示している。
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また、臨床用 ES細胞バンクの品質管理
を国際的な水準で実施するため、ISCBI
（International Stem Cell Banking Initiative）
による、臨床レベルでのヒト ES細胞のバ
ンキングのための品質基準の策定に参画
している。これらをもとに、臨床利用可能
なヒト ES細胞の樹立のための手続きを進
めた。臨床研究に使用する細胞は再生医療
等の安全性の確保等に関する法律に基づ
き、特定細胞加工物製造許可を得る必要が
ある。本施設について当該許可申請を行
い、臨床用ヒト ES細胞の樹立とストックのための許可を得た。国内で初めて許可を得たヒト ES細
胞の樹立施設である。
臨床用ヒト ES細胞の樹立研究について文部科学大臣および厚生労働大臣の確認を得、イン
フォームドコンセントに基づき余剰胚の提供を受け、臨床用 ES細胞の樹立を開始した。

Human ES cell lines are considered to have great potential of ES cells in medical research and application 
such as cell transplantation therapy and drug discovery. We established human ES cell lines at a high 
efficiency and analyzed their characters in detail. The hESC lines have been distributed to over 50 research 
projects in Japan. We are also performing researches on molecular mechanisms of self-renewal and 
differentiation of human ES cells, and developing techniques for genetic manipulation of hES cells. In 
addition, we possess a Cell Processing Facility（CPF）to develop core technologies to generate and supply 
clinical grade human embryonic stem（hES）cell lines. We have set up standard operation procedures（SOPs）
to produce clinical grade hES cell lines to establish a clinical grade hES cell bank in the near future, aiming to 
supply them to researchers in the fields of regenerative medicine

1）Establishment and analysis of human ES cell lines aiming clinical application
Embryonic stem（ES）cell lines are pluripotent stem cell lines which can be propagated indefinitely in 

culture retaining their differentiation potency into every cell types of tissues in the body. Since establishment 
of human ES cell lines were reported, clinical use of functional tissues and cells from human ES cells are 
expected. In Japan, there have been many demands for use of human ES cells on basic and pre-clinical 
researches. We started to establish human ES cell lines using donated frozen embryos in January 2003 and 
successfully established 5 human ES cell lines. We have distributed these cell lines to over 50 researches.

2）Cell processing facility for banking of clinical grade human ES cell lines.
For clinical application of hES cells, several issues remain to be solved such as development of complete-
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defined culture medium and feeder-cell free substrates. To verify these factors we should establish a 
standardthat reaches international levels. To achieve that purpose we have been working as a member of 
working groups of the International Stem Cell Forum（ISCF）and banking group of ISCBI（International 
Stem Cell Banking Initiative）. Recently the ISCBI established “Consensus Guidance for Banking and Supply 
of Human Embryonic Stem Cell Lines for Research Purposes” as a first fruit, and we are working to establish 
guidelines for clinical use of human ES cells.
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統合生体プロセス分野
Laboratory of Integrative Biological Science
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当分野では、不妊症、免疫関連疾患の新規治療法開発を目指し、受精と自己免疫寛容維持の新規
メカニズムの解明に焦点をあてた研究を展開している。本年度は、マウス精子が受精能を獲得する
過程において、ラフトの局在変化が重要なステップのひとつであることを見出した。また、Th17細
胞のエフェクター機能を制御するサイトカイン IL-23を標的とした可溶化 IL-23受容体分子（sIL-
23R）を構築し、アデノウイルスベクターを用いた sIL-23R遺伝子導入が自己免疫病に対する遺伝
子療法になりうる可能性を示した。さらに、自己免疫寛容維持に中心的な役割を果たす制御性 T細
胞の胸腺分化において、Satb1を介したエピゲノム形成機構を明らかにした。

1）マウス精子受精能とラフト局在変化の相関性
マウス精子は、段階的な成熟過程を経ることで受精能を獲得することが知られている。我々は、
先行研究において受精能獲得過程にある精子の膜表面では GPIアンカー型タンパク質（GPI-AP）遊
離とラフト局在変化が連動して起こり、これらが受精に重要な反応であることを示唆した。今回、
BALB/cおよび C57BL/6バックグランドの GPIアンカー型 EGFP（EGFP-GPI）トランスジェニック
マウス（以下 Tgマウス）の精子についてこれらの現象の比較を行い、また複数系統を追加しての
相関解析から、精子受精能とラフト局在変化との間に正の相関性を見出した。

2）免疫寛容維持機構と Tヘルパー細胞の制御機構
生体の恒常性を維持するため、免疫システムの となる免疫寛容維持機構が常時作動し、自己反

応性 Tヘルパー細胞の活性化を積極的に制御している。免疫寛容維持機構の破綻により、免疫細胞
による自己組織・臓器の傷害・損傷が起こることでアレルギー反応、炎症性疾患、自己免疫疾患が
惹起される。
本年度、自己免疫病を惹起する Th17細胞に対する新規制御法を開発した。サイトカイン IL-23
は、Th17細胞のエフェクター機能・維持に必須のサイトカインとして知られており、自己免疫疾
患患者を対象とした臨床治験においても抗 IL-23抗体の有用性が示されている。私たちは、IL-23を
標的とした遺伝子治療の可能性を検討するため、アデノウイルスベクターを用いた sIL-23R遺伝子
導入法を開発した。多発性硬化症の動物モデルを用い、sIL-23Rをコードするアデノウイルスベク
タ 8を静注投与することにより、STAT3活性阻害と実験的自己免疫性脳脊髄炎を有意に抑制できる
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ことを示した。これらの結果は、IL-23を標的とした遺伝子治療が、Th17細胞の関与が示唆されて
いる様々な自己免疫病に対する新規治療戦略になりうることを明らかにした。
制御性 T細胞の胸腺分化におけるスーパーエンハンサー及びエピゲノム形成に関与する新規分
子機構を明らかにした。制御性 T細胞は、自己免疫寛容維持の となる細胞集団であり、様々な免
疫応答を負に制御している。私たちは、ゲノムオーガナイザー Satb1が、制御性 T細胞特異的なスー
パーエンハンサー活性と制御性 T細胞関連遺伝子発現を制御し、制御性 T細胞の胸腺分化と生体内
における自己免疫寛容維持に重要な働きを果たすことを明らかにした。これらの結果から、Satb1
の機能不全が、ヒト自己免疫疾患の原因因子の一つである可能性が示唆され、今後、Satb1と自己
免疫疾患のゲノムワイド関連解析が期待できる。

This laboratory aims to understand the mammalian fertilization process and the molecular and cellular 
mechanisms underlying how immune tolerance is maintained and self-reactive T cells attack our body. In 
2017, we found that the relationship between GM1 movement and in vitro fertilization ability was confirmed 
in multiple mouse strains, suggesting that lipid raft movement is one of the important steps for completing the 
sperm maturation process. Moreover, we found that administration of adeno-associated vector 8 encoding 
sIL-23R was an effective immunotherapy for an animal model of multiple sclerosis. We also identified a 
molecular mechanism underlying Satb1-dependent epigenetic modifications of regulatory T precursor cells 
during differentiation in the thymus.

1）Lipid raft movement linked to sperm competency for fertilization in mice
Mammalian sperm acquires fertilization ability after several maturation processes, particularly within the 

female reproductive tract. Here, we show that lipid raft movement is fundamental for sperm to be competent 
for fertilization by comparing the sperm maturation process of two mouse inbred strains, C57BL/6 and 
BALB/c. We found that ganglioside GM1 movement was exclusively reduced in BALB/c compared with 
C57BL/6 among other examined sperm maturation parameters, such as glycosylphosphatidylinositol（GPI）
-anchored protein（GPI-AP）release, sperm migration to the oviduct, cholesterol efflux, protein tyrosine 
phosphorylation and acrosome reaction, and was strongly linked to sperm fertility phenotype. The 
relationship between GM1 movement and in vitro fertilization ability was confirmed in other mouse strains, 
suggesting that lipid raft movement is one of the important steps for completing the sperm maturation 
process.

2）Molecular and cellular basis of immune tolerance and T helper functions
Immunological self-tolerance is a key immune system and regulates the activation of self-reactive T helper 

cells. Breakdown of self-tolerance leads to allergic, inflammatory, and autoimmune diseases mediated by 
aberrant activation of effector immune cells.

We developed a genetherapy targeting the cytokine IL-23 which is a key factor to drive the effector 
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function of autoimmune Th17 cells and is implicated in the pathogenesis of autoimmune diseases in humans. 
Clinical trials using anti-IL-23 antibody showed a promising efficacy in treating patients with psoriasis. We 
found that a single injection of adeno-asociated virus 8 encoding sIL-23R ameliorated the clinical scores of 
experimental autoimmune encephalomyelitis with significant inhibition of STAT3 phosphorylation. These 
results indicate that clinical interventions, which specifically interfere an interaction between IL-23 and IL-
23R, may be a potential therapeutic strategy for the treatment of autoimmune diseases.

We elucidated a novel molecular mechanism underlying Satb1-dependent epigenetic modifications of 
regulatory T precursor cells during differentiation in the thymus. Regulatory T cells play a key role in 
maintaining immune homeostasis and inhibiting multiple immunological responses. We identified that the 
genome organizer Satb1 was important for regulatory T cell-specific super-enhancer activation and signature 
gene expression in the thymus, which in turn led to the development of functional regulatory T cells. These 
results suggest that the impairment of Satb1 function may cause autoimmune diseases in humans due to the 
loss of regulatory T cells.
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当研究室では、（1）免疫自己寛容の導入・維持機構の細胞、分子レベルでの理解、特に制御性 T
細胞（Regulatory T cells、以下 Tregと略）の役割、（2）Tregを標的とする腫瘍免疫応答の惹起法、
強化法の開発、自己免疫病の治療法、移植臓器に対する免疫寛容導入法の開発、また（3）自己免
疫病、特に自己免疫性関節炎、の原因・発症機構の理解、をめざしている。

2017年度、液性免疫の抑制的制御を主として担う濾胞性制御性 T細（Follicular regulatory T cells, 
Tfr）の分化を解析した。その結果、胚中心に存在し、CD25を発現しないが、Bcl6の発現など濾胞
性ヘルパー T細胞（Follicular helper T cell, Tf）と共通な遺伝子発現パターンを特徴とする Tfrのサ
ブセットを同定した。IL-2を投与すると、Tfrの形成が阻害されるが、IL-2は Bcl-6に拮抗作用のあ
る転写因子 Blimp1を誘導するため、IL-2阻害により Bcl-6依存的な Tfrが分化すると考えられる。
この Tfrサブセットは液性免疫を制御する場合の標的として重要である（Wing et al., PNAS, 2017）。
また、当研究室で確立し、自己免疫性関節炎を自然発症する SKGマウスを用いて、Th17細胞が、

他の関節組織細胞にどのように働き慢性炎症を惹起・維持するのか解析した。その結果、Th17細
胞由来 IL-17は、線維芽細胞様滑膜細胞（Fibroblast-like synoviocyte, FLS）および自然リンパ球（Innate 
lymphoid cell, ILC）に働き、GM-CSFの産生を促す。関節内 T細胞および組織細胞由来の IL-2, IL-
33, CpG DNAは ILCからの GM-CSF産生を惹起する。さらに、FLSあるいは ILCの GM-CSF産生
を阻害すると関節炎の発症は阻止される。この結果は、サイトカイン（IL-17, GM-CSF）によって
媒介される T細胞、ILC、組織細胞（例えば FLS）間の細胞ネットワークが慢性炎症の惹起・進行
に果たす役割、炎症制御の標的としての重要性を示したものである（Hirota et al., Immunity, In press）。

This laboratory studies:（i）the cellular and molecular basis of immunologic self-tolerance, in particular, 
the roles of regulatory T（Treg）cells;（ii）the strategy for eliciting effective immune responses to autologous 
tumor cells, or inducing immunologic tolerance to organ transplants, by manipulating the mechanism of 
immunologic self-tolerance; and（iii）the cause and pathogenetic mechanism of autoimmune diseases, in 
particular, rheumatoid arthritis.

In 2017, we studied how humoral immune responses are controlled by Treg cells. It has been well 
established that T-follicular helper（Tfh）cells have a critical role in the formation and maintenance of 
germinal center（GC）reactions responsible for the production of high quality antibodies. T-follicular 
regulatory（Tfr）cells, a subset of Foxp3 expressing Treg cells, have a critical role in the control of antibody 



－107－

responses. While Tregs express CD25 and are dependent on IL-2, Tfr also express the transcription factor 
BCL6 that in Tfh cells is inhibited by IL-2. We found that mature Tfr cells in the germinal centers or 
circulating in human blood down-regulated CD25 and gained a transcriptional signature mixed between Tfh 
and Tregs while retaining their regulatory function. These cells represented an IL-2 independent branch of 
effector Tregs losing CD25 expression but gaining increased expression of Tfh related markers such as BCL6 
and CXCR5 in both mice and humans. The results are instrumental in targeting Tfr cells to control 
physiological and pathological humoral immune responses（Wing et al., PNAS, 2017）.

By utilizing an animal model of autoimmune arthritis（SKG mice）established in our laboratory, we are 
also studying how chronic autoimmune disease is initiated and maintained. In 2017, we particularly 
addressed how Th17 cells controlled other inflammatory cells in autoimmune tissue damage. With SKG mice 
that spontaneously develop Th17 cell-mediated autoimmune arthritis, we showed that arthritogenic Th17 cells 
stimulated fibroblast-like synoviocytes（FLS）via IL-17 to secrete GM-CSF and also expanded synovial 
resident innate lymphoid cells（ILCs）in inflamed joints. Activated synovial ILCs, which expressed CD25, 
IL-33Ra, and TLR9, produced abundant GM-CSF upon stimulation by IL-2, IL-33, or CpG DNA. Loss of 
GM-CSF production by either ILCs or radio-resistant stromal cells such as FLS prevented Th17 cell-
mediated arthritis. GM-CSF production by Th17 cells augmented chronic inflammation, but was not 
mandatory for the initiation of arthritis. Together with the presence of GM-CSF-producing ILCs in inflamed 
joints of rheumatoid arthritis patients, these results indicate that a cellular cascade of autoimmune Th17, ILCs 
and non-lymphoid stromal cells, via IL-17 and GM-CSF, mediates chronic joint inflammation and can be a 
target for therapeutic intervention（Hirota et al., Immunity, In press）.
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本研究分野では，軟骨および ・靭帯にそれぞれ特異的に発現する血管新生抑制因子
Chondromodulin-Iおよび Tenomodulinを切り口として，軟骨・ ・靭帯の形成と再生修復および組
織血管化の分子機構の解明を主たるテーマとして研究を行っている．また，材料工学的なアプロー
チによる細胞機能制御にも取組んでいる。

1． ・靭帯の分化・成熟マーカー Tenomodulinの組織特異的発現制御機構の解析
II型膜貫通型糖タンパク質である Tenomodulin（Tnmd）は，主に ・靭帯で発現し、basic helix-

loop-helix型転写因子である Scleraxis（Scx）が転写活性化因子として働くことを明らかにした．Scx
欠失マウスにおいて，発生過程の ・靭帯に
おける Tnmdの発現はほぼ消失し（Fig. 1），
細胞において siRNAを用いてScxをノック
ダウンすると Tnmdの発現が有意に低下し
た．そこで，Tnmdの転写開始点上流約 1 kb
にわたり Scxによって制御される転写制御配
列を探索したところ，TATA boxを含む 174 bp
にプロモーター活性を認め，その上流 -1030
～ -295において 細胞特異的なエンハン
サー活性を見出した．さらに，Scx及び Twist1
がそれぞれE12またはE47とヘテロダイマー
を形成してこの領域に存在する 2つの E-box
配列に直接結合することで Tnmdの転写活性
を制御していることがわかった．本研究によ
り， ・靭帯の分化・成熟を制御する新たな
分子メカニズムの一端を明らかにした．

2．軟骨と /靭帯連結部の形成過程における Scx+/Sox9+前駆細胞の役割
脊椎動物が体を動かすためには，骨格・筋・ の緊密で機能的かつ物理的な連結が不可欠である．

Fig. 1.   Decreased expression of Tnmd in Scx-deficient 
mice. Double immunostaining of Chmd (green; 
cartilage) and Col1 (red; tendons and ligaments) 
(a, c) or Tnmd (red; tendons and ligaments) (b, d) 
was performed on frozen sections prepared from 
Scx+/- (a, b) and Scx-/- (c, d) at P1.
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は筋と骨格を連結することで，メカニカルトランスミッターとして機能し，一方，靭帯は骨と骨
を連結することで関節の安定化を担う．軟骨・筋・ ・靭帯などの各コンポーネントは，筋骨格系
の発生初期にまず独立した原基として形成される．その後，組織形成の進行に伴って各コンポーネ
ントは連結されるが，そのメカニズムは明らかにされていない．

SRY-box containing gene 9（Sox9）と Scleraxis（Scx）はそれぞれ軟骨形成と 形成に不可欠な転
写因子であるが，一部の ・靭帯前駆細胞（teno-/ligamento-progenitors）や軟骨前駆細胞
（chondroprogenitors）においては，筋骨格系形成初期に Sox9と Scxが共に発現している．そこで，
ScxCreマウスとレポーターマウスを交配して Scx陽性細胞の系譜を解析すると，Scx陽性である軟
骨前駆細胞が軟骨と /靭帯の連結部付近の軟骨細胞に分化することが明らかとなった．一方，Scx
の発現領域において Sox9陽性細胞の系譜を解析した結果，Scx陽性細胞は Sox9の発現履歴により，
Scx+/Sox9+前駆細胞と Scx+/Sox9-前駆細胞の二つの集団に分かれることが明らかとなった． 細胞は
Scx+/Sox9+及び Scx+/Sox9-前駆細胞に由来しており，軟骨原基に近づくほど多くの 細胞が Scx+/
Sox9+に由来していた．靭帯細胞と椎間板の線維輪の細胞は Scx+/Sox9+細胞に由来していた．さら
に，Scx+/Sox9+細胞において特異的に Sox9を欠失させると，軟骨と /靭帯の連結部や椎間板の線
維輪において低形成や欠損が認められた．これらの結果から，Scx+/Sox9+細胞群は 細胞・靭帯細
胞・軟骨細胞となる多能性を有し，軟骨と /靭帯の連結部の構築に寄与することが明らかとなっ
た．

3．材料工学的アプローチによる細胞機能制御
1）細胞表面の混在環境が細胞間相互作用へ及ぼす影響の理解
細胞の表面は膜タンパクや糖鎖など様々な分子で混在した環境である。しかし，細胞表面の混在
環境を定量的に評価する手法がなく，混在環境が細胞間相互作用へ及ぼす影響を系統的に理解する
のは困難である。そこで我々の有する生細胞の表面修飾技術を活用して細胞表面の混在環境を模倣
したモデル細胞膜を構築し，混在環境下での細胞間相互作用の理解に取り組んだ。細胞表面に均一
に分布していた細胞間接着分子は，細胞間接着後速やかにその接着面に集積することがわかった。
さらに，細胞表面にかさ高い分子が混在する場合，細胞間の特異的な相互作用が増強されることが
示された。
2）均質な iPS細胞由来膵島様細胞の調製
アガロースゲルからなるマイクロウェル内でヒト iPS細胞を培養し，凝集体の状態で膵内分泌細
胞へと分化誘導させた。均一サイズの凝集体を分化誘導することで C-peptide陽性細胞を高効率で
誘導でき，得られた膵島様凝集体はグルコース濃度に応じた C-peptide放出を示した。マイクロウェ
ル培養では，均質な膵島様細胞を簡便に得られることが分かった。
3）免疫抑制剤を用いない皮下膵島移植
移植および摘出が容易な皮下への膵島移植法の確立を目指した。血管誘導能を持った薬物を担持
したハイドロゲルをマウスまたはラット皮下に移植し，移植部位周辺に血管網を形成させた。その
後，ハイドロゲルを取り出した部位へ膵島を移植することで，免疫抑制剤の投与なしで血糖値を長
期間正常化することができた。
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The proper growth and differentiation signaling from the surrounding extracellular environment regulates 
tissue formation and its functions. We are aiming at the elucidation of molecular interactions and signaling 
networks underlying vascularization of mesenchymal tissues and formation of skeletal tissues such as 
cartilage, bone and tendon/ligaments. Our current research efforts are focused on the following studies.

1. Transcriptional regulatory mechanism of Tenomodulin, a marker of mature tenocytes and 
ligamentocytes

Tenomodulin（Tnmd）is a type II transmembrane glycoprotein predominantly expressed in tendons and 
ligaments. We found that scleraxis（Scx）, a member of the Twist-family of basic helix-loop-helix 
transcription factors, is a transcriptional activator of Tnmd expression in tenocytes. During embryonic 
development, Scx expression precedes that of Tnmd. Tnmd expression is nearly absent in tendons and 
ligaments of Scx-deficient mice generated by transcription activator-like effector nucleases-mediated gene 
disruption. Scx silencing by small interfering RNA significantly suppressed endogenous Tnmd mRNA levels 
in tenocytes. Mouse Tnmd contains five E-box sites in the ~1-kb 5′-flanking region. A 174-base pair genomic 
fragment containing a TATA box drives transcription in tenocytes. Enhancer activity was detected in the 
upstream region（－1030 to －295）of Tnmd in tenocytes, but not in NIH3T3 and C3H10T1/2 cells. 
Preferential binding of both Scx and Twist1 as a heterodimer with E12 or E47 to CAGATG or CATCTG and 
transactivation of the 5′-flanking region were confirmed by electrophoresis mobility shift and dual luciferase 
assays, respectively. Scx directly transactivates Tnmd via these E-boxes to positively regulate tenocyte 
differentiation and maturation.

2. Analysis of Scx+/Sox9+ progenitors during establishment of the junction between cartilage and 
tendon/ligament

SRY-box containing gene 9（Sox9）and scleraxis（Scx）regulate cartilage and tendon formation, respectively. 
At the early stages of musculoskeletal development, both Sox9 and Scx are detected in the subpopulation of 
tendon/ligament progenitors and chondroprogenitors. Lineage analysis crossing ScxCre transgenic mice with 
reporter mice revealed that Scx+ chondroprogenitors differentiate into chondrocytes near the chondro-
tendinous/ligamentous junction during development.
Sox9 lineage tracing in the Scx+ domain revealed that Scx+ progenitors can be subdivided into two distinct 
populations with regard to their Sox9 expression history: Scx+/Sox9+ and Scx+/Sox9– progenitors. Tenocytes are 
derived from Scx+/Sox9+ and Scx+/Sox9– progenitors. The closer the tendon is to the cartilaginous primordium, 
the more tenocytes arise from Scx+/Sox9+ progenitors. Ligamentocytes as well as the annulus fibrosus cells of 
the intervertebral discs are descendants of Scx+/Sox9+ progenitors. Conditional inactivation of Sox9 in Scx+/
Sox9+ cells causes defective formation in the attachment sites of tendons/ligaments into the cartilage, and in 
the annulus fibrosus of the intervertebral discs. Thus, the Scx+/Sox9+ progenitor pool is a unique multipotent 
cell population that gives rise to tenocytes, ligamentocytes and chondrocytes during the establishment of the 
chondro-tendinous/ligamentous junction.



－116－

3. Materials engineering approaches to control cellular function
1）Understanding of cell-cell interactions under molecular crowding condition of cell surface

The surface of cells is known to be crowded with a wide variety of membrane molecules. However, the 
role of crowding molecules on cellular interactions is still unclear because it is difficult to quantitate or 
control the crowding conditions of cell surface. In order to study the effect of crowding condition on cell-cell 
interactions, we prepared a model cell surface crowded with cell surface molecules taking advantages of our 
cell surface modification technologies. We found that ligand and its receptor were recruited at cell-cell 
interface and that the recruitment was enhanced by co-existence of bulky membrane molecules.
2）Uniform production of islet-like cell aggregates from iPS cells

For cell therapy using iPS-derived cells, it is critical to prepare large amount of cells with required cell 
functions. In order to prepare large amount of insulin-producing cells, aggregates of human iPS cells were 
formed using agarose microwell plates and differentiated into pancreatic endocrine cells. Culture of iPS cells 
in the microwell allowed us to prepare aggregates with uniform size. Differentiated aggregates exhibited an 
ability to release C-peptide in a glucose dependent manner.
3）Subcutaneous islet transplantation without administration of immunosuppressive drugs

We aimed at establishment of less-invasive and efficient islet transplantation together with the avoidance of 
immunosuppressive drugs for the treatment of type 1 diabetes. Drug-loaded hydrogels were implanted into 
subcutaneous site in order to induce a vascular network. After removal of hydrogels, islets were transplanted 
into the prevascularized site. This method demonstrated long-term survival and function of transplanted islets 
without administrating immunosuppressive drugs.
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1．生きている細胞中での 1分子観察と操作法の開発
世界的には、in vitroでの 1分子観察と操作ができる研究室は増えてきている。しかし、私達の研

究室の特徴は、1分子観察と操作を生細胞中でおこなうことで、それによって、1分子細胞生物学
が可能になった。具体的には生きている細胞中の 1分子を、マイクロ秒レベルの時間分解能、ナノ
メートルレベルの空間精度で追跡し、さらに、それらの分子の活性化（反応）までをも 1分子毎に
見る方法を開発してきた（これらは世界でも我々のみ）。これは、ナノサイエンス／ナノテクノロ
ジーとの融合領域として、1分子ナノバイオロジー、1分子細胞生物学という新しい学問分野の創
造につながりつつある。
なお、以下の発見は、1分子法を使って初めて可能になったものであり、単なる生細胞中でのイ
メージングや多数分子の計測では不可能であったものばかりである。

2．細胞膜の基本的な構造と、働き方について
細胞膜は 2次元の液体（連続体）と考えられてきた。しかし、私達は、（1）細胞膜はコンパート
メント化されていること、（2）これは細胞膜に取り込まれた全ての分子に対して働くこと、（3）そ
の機構は、基本的にはアクチン膜骨格によるもので、膜骨格とそこに結合した膜貫通型タンパク質
が拡散障壁として働くこと、などを示した。これは、シンガー－ニコルソンモデルに重要な変更を
迫るものであり、膜の構造と働き方について、基本的なパラダイムシフトを起こした研究である。
さらに最近、電子線トモグラフィー法を用いて、細胞膜の細胞質側表面に存在するアクチン膜骨
格の構造を、3次元再構成法によって、定量的に可視化することに成功した。細胞膜試料として、
細胞膜の内側表面を急速凍結ディープエッチ白金レプリカに写し取ったものを用いた。これによっ
て、膜の内側表面の膜骨格の網目の大きさを求めたところ、それが、膜分子の拡散によって得られ
たコンパートメントの大きさとピタリと一致した（図 1参照）。
受容体はシグナルを受けた後、会合して運動を停止するものが多いが（シグナルが来た位置を数
十秒程度記憶する）、これは、会合体が膜骨格によるコンパートメントに閉じ込められるか、膜骨
格に結合することによることがわかった。さらに、神経細胞の細胞膜には脂質をも通さない拡散障
壁が生じるが、これも、アクチン膜骨格とここに結合する膜貫通型タンパク質が密に集合すること
によって出来ることを示した。
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3．シグナル伝達の基本的な仕組みについて
シグナル伝達は、多くの場合、シグナル分子のランダムな拡散運動と衝突によって担われると考
えられてきた。近年の、多くの足場タンパク質の発見は、これとは全く逆に、上流と下流の分子は、
足場タンパク質が関与する場合にはずっと結合しているものであり、シグナルが来たら、固体の電
気回路のように、シグナルを伝えるものであると考えられるようになった。しかし、私達は、ある
分子が活性化されると、それに結合する足場タンパク質、下流分子などが急速に集まって信号複合
体を形成すること、それらの多くは安定ではなく 1秒以下の寿命で分解（不活化）する、ことを見
いだした（Ras-Rafの系、ラフトの関与する系）。すなわち、1回毎のシグナル伝達は量子化されて
おり、多数分子の平均として観察される生化学やイメージングによるシグナル変化は、これらの量
子的なパルス状のシグナルの和であり、それを担うのがこれらの短寿命シグナル複合体であること
が示された。これは、シグナル系のシステムとしての働き方を理解するためには、極めて重要な知
見で、きわめて動的なシグナル分子の組織化によるシステム動作の一端が見えてきたと言える。

図 1．  細胞膜の細胞質側表面に存在するアクチン膜骨格の構造を、3次
元再構成法によって、定量的に可視化し、膜の内側表面の膜骨
格の網目の大きさを求めた。網目の大きさの分布を、オープン
バーで示す。赤が NRK 細胞、青が、FRSK 細胞。さらに、細胞
膜中のリン脂質の拡散運動から求めたコンパートメントの大き
さの分布を、クローズドバーで示す。両者は、各々の細胞でよ
く一致する。このように、網目やコンパートメントの大きさが
大きく異なる 2種の細胞で、それぞれ一致が見られたことは、膜
骨格フェンスとそれに結合した膜貫通型タンパク質のピケット
モデルを強く支持する。
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Paradigm shift of the concept of the plasma membrane structure
The plasma membrane has been considered to be a two dimensional liquid, with their constituent 

molecules, membrane proteins and lipids, diffusing freely in the plasma membrane, the Singer-Nicolson 
model widely accepted for these 30 years. However, we found that the plasma membrane is partitioned into 
many small compartments, and both membrane lipids and proteins undergo short-term confined diffusion 
within a compartment, and long-term hop diffusion between the compartments. These membrane 
compartments are delimited by the membrane skeleton and the transmembrane proteins anchored to the 
membrane skeleton（Fujiwara et al., 2002; Murase et al., 2004; Kusumi et al., 2005; Morone et al., 2006）. 
This entails a paradigm shift for the concept of the plasma membrane, from the continuous 2-dimensional 
fluid to the compartmentalized, structured system. This could be found because we have developed high time 
resolution（25 microseconds）single-molecule tracking techniques（Kusumi et al., 2005）. If more than one 
molecule is observed at the same time, the single hop event would be masked by averaging over all the 
molecules under observations. Without high-time resolutions, the residency time within a compartment for 1 
ms to 1 s could not be detected.

Single-molecule force microscope
An ultra-sensitive, single-molecule optical force scanning probe microscope was developed that uses a 

single membrane molecule as a probe. This microscope measures the interaction force between the 
membrane-molecule probe with the membrane skeleton mesh in live cells, and, by mapping the force, images 
of the membrane skeleton that interact with the membrane molecule were obtained（Ritchie et al., in 
preparation）. A theoretical framework was developed to understand/predict the behavior of single membrane 
molecules being dragged by the optical trap（Ritchie et al. in preparation）.

Detection of transient interactions of two species of molecules in living cells
Two species of molecules were laballed in different colors, and a method to detect their colocalization at 

the level of single molecules was developed for the first time（Koyama et al., 2005）.

Single-molecules FRET imaging of H-Ras activation in living cells
The activation of H-Ras, a GTP-binding protein involved in the signaling pathways for cell proliferation 

and reorganization of the cytoskeleton, was visualized at the level of individual molecules using a technique 
called single-molecule fluorescence resonance energy transfer（single-molecule FRET; Murakoshi et al., 
2004; Kusumi and Murakoshi, 2005）. Activation of H-Ras takes place only temporarily（< 2 s）, and is 
accompanied by transient immobilization, which is likely due to the transient formation of an activated-Ras 
signaling complex with scaffolding proteins.
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生命システム研究部門
Department of Biosystems Science

バイオメカニクス分野
Laboratory of Biomechanics

教　授 安達　泰治 Prof.  Taiji Adachi
准教授 井上　康博 Assoc. Prof.  Yasuhiro Inoue
講　師 オケヨ　ケネディ Lecturer  Kennedy Omondi Okeyo
助　教 亀尾　佳貴 Assist. Prof.  Yoshitaka Kameo

本分野では、生物の発生過程における細胞分化、形態形成、成長、さらには生体組織・器官のリ
モデリングや再生による環境への機能的適応など、多様な生命現象における自律的な制御メカニズ
ムの解明を目指し、力学、生命科学、医科学を含む学際的研究を行っている。2017年においては、
張力作用下の αカテニンとビンキュリン分子の結合・解離のリアルタイム観察に成功した。また、
成長上皮組織の陥入における収縮細胞の空間的パターンの力学的役割を数理的に解明した。

1）AFM-TIRFによる張力作用下の αカテニンに対するビンキュリン誘導のリアルタイム観察
接着結合は、細胞間に作用する張力に対して力学的強度を適応させることが知られる。この作用
により、個々の細胞が発生させる張力は組織レベルで統一的に制御され、例えば、発生期における
組織変形の駆動力となる。接着結合の構成要素であるαカテニンは張力センサの機能を有しており、
細胞間張力のもとで、ビンキュリンの誘導を介して接着結合近傍のアクチン細胞骨格の再構築を促
進する。これまでの研究により、αカテニンによる張力感知は動的なプロセスにより達成されるこ
とが示唆されている；（1）張力の作用により αカテニンが自己阻害構造を解放する。

Fig. 1.   （a）A novel AFM-TIRF system.（b）Real-time imaging of vinculin recruitment to stretched 
α-catenin under tension.
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（2）力学適応的な構造変化により αカテニンが安定な中間状態をとる。（3）ビンキュリンが結合す
ることにより中間状態がさらに安定化する。一方で、張力作用下における分子の結合解離を追跡す
る実験手法は、これまでに提案されていない。よって、本研究では、原子間力顕微鏡（Atomic force 
microscopy; AFM）と全反射蛍光照明（Total internal reflection fluorescence; TIRF）を組み合わせた新
しい実験系を構築した（図 1）。本実験系により、基板に化学固定した αカテニン分子に対して AFM
による張力負荷を行うと同時に、TIRFにより、αカテニン分子と溶媒中のビンキュリン分子の結
合・解離をリアルタイムで観察することに成功した。

2）成長上皮組織の陥入における収縮細胞の空間的パターンの力学的役割
上皮陥入は、形態形成における組織変形の基本モードのひとつであり、平坦な上皮シートから 3

次元的な形状が作られる際に必須となる。陥入は、収縮細胞の空間的なパターンに従い生じるが、
その空間的パターンにより、どのように組織変形が生じるのかは、十分に理解されていない。本研
究では、成長組織に見られる陥入において、収縮細胞の配置に関する空間的パターンの力学的役割
を多細胞動力学シミュレーションにより検討した。その結果、細胞増殖と頂端収縮は、それぞれ、
変形の大きさと位置を規定することが明らかとなり、陥入方向は、収縮細胞の空間的パターンに依
存することがわかった。さらに、頂端収縮作用をもたらす二つの異なる分子機構（頂端面における
表面張力による収縮、および、線張力による収縮）を考慮すると、たとえ同一の空間的パターンに
おける頂端収縮であったとしても、陥入方向は、これら分子機構の違いに応じて、異なる可能性が
あることがわかった。以上の結果から、細胞増殖による上皮細胞シートの座屈が陥入を引き起こし、
その陥入方向と陥入位置は、収縮細胞の空間的パターンによって定まるくさび形状をした細胞の配
置によって決定されることが示唆された。

Fig.2.   Schematic representation of cell shapes in the apicobasal axis under
（A）circular pattern and（B）circumferential pattern, inducing
（A）basally and（B）apically convex shapes of the epithelial cell 
sheet, respectively.
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This laboratory aims to clarify the regulatory mechanism of self-organization which underlies a diverse 
biological phenomena through an interdisciplinary approach, encompassing mechanics, life and medical 
sciences. In 2017, we developed a novel system for real time observation of the dynamics of α-catenin and 
vinculin molecules simultaneously under tension. In addition, using multicellular dynamics simulations, we 
have also clarified a mechanical role for the spatial patterns formed by contractile cells during invagination of 
a growing epithelial tissue.

1）Real-time TIRF observation of vinculin recruitment to stretched α-catenin by AFM
Intercellular adherens junctions（AJs）adapt their mechanical strength in response to intercellular tension. 

For instance, during development, tension generated by individual cells is integrated to drive multicellular 
dynamics of morphogenesis, such as shape change. In particular, α-catenin, a component protein of AJs, is 
known to function as a tension sensor involved in the recruitment of vinculin to accelerate actin remodeling 
under tension. Although many studies have suggested that α-catenin-mediated tension-sensing is a dynamic 
molecular process, which involves a conformational change of α-catenin under tension to expose a cryptic 
vinculin binding site, there are no suitable experimental methods to directly explore the process. In this study, 
we developed a novel system by combining atomic force microscopy（AFM）and total internal reflection 
fluorescence（TIRF）. In this system, α-catenin molecules, modified on coverslips, were stretched by AFM and 
their recruitment of Alexa-labeled full-length vinculin molecules, dissolved in solution, were observed 
simultaneously, in real time, using TIRF（Fig. 1）.

2）Mechanical role of the spatial patterns of contractile cells in invagination of growing epithelial tissue
Epithelial invagination is one of the fundamental deformation modes during morphogenesis, and is 

essential for deriving the three-dimensional shapes of organs from a flat epithelial sheet. Invagination occurs 
in an orderly manner according to the spatial pattern of the contractile cells; however, it remains elusive how 
tissue deformation can be caused by cellular activity in the patterned region. In this study, we investigated the 
mechanical role of the spatial patterns of the contractile cells in invagination of growing tissue using 
multicellular dynamics simulations. We found that cell proliferation and apical constriction were responsible 
for expanding the degree of tissue deformation and determining the location of the deformation, respectively. 
The direction of invagination depended on the spatial pattern of the contractile cells. Further, comparing the 
simulation results of surface and line contractions as possible modes of apical constriction, we found that the 
direction of invagination differed between these two modes even if the spatial pattern was the same. These 
results indicate that the buckling of the epithelial cell sheet caused by cell proliferation causes the 
invagination, with the direction and location determined by the configuration of the wedge-shaped cells given 
by the spatial pattern of the contractile cells.
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日本機械学会バイオエンジニアリング部門第 29回バイオエンジニアリング講演会講演、名古
屋、2017年 1月 19-20日

井上康博、立尾　樹、安達泰治　上皮折りたたみの多細胞力学シミュレーション　日本機械学会バ
イオエンジニアリング部門第 29回バイオエンジニアリング講演会講演、名古屋、2017年 1月
19-20日

亀尾佳貴、石原正行、大多尾義弘　骨小腔―骨細管系の構造的相違が骨梁リモデリングに及ぼす影
響　日本機械学会第 29回バイオエンジニアリング講演会　名古屋、2017年 1月 19-20日

岡野定雅弘、オケヨ・ケネディ、半澤宏子、武田志津、鷲津正夫、細胞初期化に向けた電界集中型
細胞融合による細胞核交換　平成 29年電気学会全国大会、富山、2017年 3月 15-17日

石川敬一、須長純子、亀尾佳貴、安達泰治　コラーゲンゲル上における骨芽細胞様細胞の能動的配
向　第 40回日本バイオレオロジー学会年会、倉敷、2017年 5月 27-28日

安藤悠太、オケヨ・ケネディ、安達泰治　細胞接着制限環境下における mES細胞の培養第 40回日
本バイオレオロジー学会年会、倉敷、2017年 5月 27-28日

金　英寛、亀尾佳貴、田中　栄、安達泰治　骨リモデリング駆動力の数理的考察：平衡状態におけ
る骨形態　第 37回日本骨形態計測学会、大阪、2017年 6月 22-24日

井上康博、安達泰治　形態形成における力学－生化学連成の数理モデル　第 64回理論応用力学講
演会、東京、2017年 8月 22-24日

仲尾信彦、牧功一郎、安達泰治　Outside-inシグナルを介して成熟する接着分子複合体のナノ力学
挙動解析　日本機械学会 2017年度年次大会、埼玉、2017年 9月 4-7日

芦谷遼太郎、須長純子、安達泰治　力学刺激に対するマウス単離骨細胞の一酸化窒素産生挙動解析　
日本機械学会 2017年度年次大会、埼玉、2017年 9月 4-7日

安藤悠太、オケヨ・ケネディ、安達泰治　メッシュ構造基板を用いた接着領域制限下における mES
細胞の未分化性評価　日本機械学会 2017年度年次大会、埼玉、2017年 9月 4-7日
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宮　雄貴、亀尾佳貴、中島友紀、安達泰治　海綿骨スケールにおける骨代謝・リモデリング シミュ
レーション　日本機械学会 2017年度年次大会、埼玉、2017年 9月 4-7日

竹田宏典、亀尾佳貴、安達泰治　眼杯の形態形成を引き起こす細胞活動の力学的作用　日本機械学
会 2017年度年次大会、埼玉、2017年 9月 4-7日

立尾　樹、井上康博、安達泰治　周囲組織から拘束を受ける成長上皮組織の変形シミュレーション　
日本機械学会 2017年度年次大会、埼玉、2017年 9月 4-7日

平島剛志、安達泰治　細胞の異方的なメカノレスポンスが発生過程の精巣上体細管の径を維持する　
日本生物物理学会第 55回年会、熊本、2017年 9月 19-21日

木村健治、井上康博　曲面上のブラウン運動シミュレーション手法の検討　日本物理学会 2017年
秋季大会、岩手、2017年 9月 21-24日

立尾　樹、井上康博、安達泰治　上皮組織に折り畳み構造が形成されるメカニズムの数値的検討第
27回日本数理生物学会年会、札幌、2017年 10月 6-8日

木村健治、井上康博　曲率依存性を再現する曲面上のブラウン運動シミュレーション法の検討第 27
回日本数理生物学会年会、札幌、2017年 10月 6-8日

松田惇志、井上康博、安達泰治　樹状突起スパイン内アクチン混み合い環境下における分子の拡散
シミュレーション　日本機械学会第 28回バイオフロンティア講演会、徳島、2017年 10月
28-29日

小笹正裕、亀尾佳貴、武石直樹、安達泰治　骨細胞周囲のプロテオグリカンが流れによる細胞突起
変形に及ぼす影響　日本機械学会第 28回バイオフロンティア講演会、徳島、2017年 10月
28-29日

オケヨ・ケネディ、山田快、小穴英廣、鷲津正夫　マイクロメッシュを基板とする共培養システム
を用いた生体内組織挙動の再現　電気学会センサ・マイクロマシン部門第 34 回センサ・マイ
クロマシンと応用システムシンポジウム、広島、2017年 10月 31日 -11月 2日

松田惇志、井上康博、安達泰治　樹状突起スパイン内の空間混み合い効果によるシグナル分子のサ
イズ依存的センシング機構　電気学会センサ・マイクロマシン部門第 34 回センサ・マイクロ
マシンと応用システムシンポジウム、広島、2017年 10月 31日 -11月 2日

小笹正裕、亀尾佳貴、武石直樹、安達泰治　骨細管内部構造が流れによる骨細胞メカノセンシング
に及ぼす影響　電気学会センサ・マイクロマシン部門第 34 回センサ・マイクロマシンと応用
システムシンポジウム、広島、2017年 10月 31日 -11月 2日

石川敬一、須長純子、亀尾佳貴、安達泰治　張力センシングを介した骨芽細胞様細胞の能動的配向　
電気学会センサ・マイクロマシン部門第 34 回センサ・マイクロマシンと応用システムシンポ
ジウム、広島、2017年 10月 31日 -11月 2日

木村健治、井上康博　ブラウン動力学シミュレーションによる生体膜上の分子拡散動態の検討　第
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40回日本分子生物学会年会、神戸、2017年 12月 6-9日

金　英寛、亀尾佳貴、田中　栄、安達泰治　骨リモデリング数理モデルの生物学的構築と理論的評
価　日本機械学会第 30回バイオエンジニアリング講演会、京都、2017年 12月 14-15日

宮　雄貴、亀尾佳貴、中島友紀、安達泰治　骨代謝・リモデリングにおける in silico実験系の確立　
日本機械学会第 30回バイオエンジニアリング講演会、京都、2017年 12月 14-15日

立尾　樹、井上康博、安達泰治　成虫原基における成長する上皮組織の折り畳み形成シミュレー
ション　日本機械学会第 30回バイオエンジニアリング講演会、京都、2017年 12月 14-15日

松田惇志、井上康博、安達泰治　アクチンフィラメントによる分子混み合い環境下における分子の
異常拡散の解析　日本機械学会第 30回バイオエンジニアリング講演会、京都、2017年 12月
14-15日

安藤悠太、オケヨ・ケネディ、安達泰治　細胞接着を制限したメッシュ構造基板による mES細胞
の自己組織化誘導　日本機械学会第 30回バイオエンジニアリング講演会、京都、2017年 12月
14-15日

河野沙紀、オケヨ・ケネディ、安達泰治　血管内皮細胞と神経幹細胞の共培養システムの開発　日
本機械学会第 30回バイオエンジニアリング講演会、京都、2017年 12月 14-15日

木部善清、オケヨ・ケネディ、安達泰治　メッシュ構造基板上で作製した筋芽細胞シートの細胞配
向性　日本機械学会第 30回バイオエンジニアリング講演会、京都、2017年 12月 14-15日

石川敬一、須長純子、亀尾佳貴、安達泰治　ゲル上骨芽細胞様細胞の能動的配向における細胞内張
力の役割　日本機械学会第 30回バイオエンジニアリング講演会、京都、2017年 12月 14-15日

芦谷遼太郎、須長純子、安達泰治　往復せん断流れ場におけるマウス単離骨細胞の一酸化窒素産生
挙動解析　日本機械学会第 30回バイオエンジニアリング講演会、京都、2017年 12月 14-15日

小笹正裕、亀尾佳貴、武石直樹、安達泰治　多孔質骨梁中の流れによる骨細胞突起変形シミュレー
ション　日本機械学会第 30回バイオエンジニアリング講演会、京都、2017年 12月 14-15日

仲尾信彦、牧功一郎、安達泰治　形成初期における細胞接着分子構造体のナノ引張特性　日本機械
学会第 30回バイオエンジニアリング講演会、京都、2017年 12月 14-15日

Guyot Yann, and Adachi, T., A Cell Population Dynamic Model for Neurons Migration during Early Stage 
Corticogenesis. 日本機械学会第30回バイオエンジニアリング講演会、京都、2017年12月14-15日

竹田宏典、亀尾佳貴、安達泰治　組織形態形成における細胞移動と組織変形の連成モデリング　日
本機械学会第 30回バイオエンジニアリング講演会、京都、2017年 12月 14-15日

3．研究会・セミナー
Inoue, Y., Multicellular dynamics simulation on folding of epithelial sheet caused by cell proliferation. 
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JAPAN-UCI 3D Morphogenesis Meeting, University of California Irvine, USA, July, 10-11, 2017.

安達泰治　時間と場が制御する脳発生の数理モデル化とシミュレーション　文部科学省科学研究
費補助金新学術領域「脳構築における発生時計と場の連携」第 1回領域班会議、沼津、2017年
1月 27-28日

安達泰治　骨の代謝・リモデリングの数理バイオメカニクス　第 24回西播磨整形外科医会学術講
演会、姫路、2017年 2月 25日

亀尾佳貴　生体組織の成長とリモデリングの数理バイオメカニクス　大阪府立母子保健総合医療
センター研究所セミナー、大阪、2017年 3月 9日

井上康博　多細胞組織に立体形状が作られる力学原理の数理　文部科学省科学研究費補助金新学
術領域「生物の 3D形態を構築するロジック」2017年度班会議、札幌、2017年 6月 26-27日

松田惇志、井上康博、安達泰治　アクチンフィラメントによる物理障壁中の分子の拡散挙動解析
CREST「生命動態の理解と制御のための基盤技術の創出」研究領域 第 8回数理デザイン道場、
静岡、2017年 6月 29-30日

木村健治、井上康博　スパイン表面分子拡散シミュレーション法の検討　CREST「生命動態の理解
と制御のための基盤技術の創出」研究領域 第 8回数理デザイン道場、静岡、2017年 6月 29-30日

井上康博　上皮組織変形の多細胞力学シミュレーション　第 85回バイオメクフォーラム 21研究
会、大阪、2017年 7月 5日

安達泰治、亀尾佳貴、Yann Guyot、竹田宏典、武石直樹　脳発生の数理モデリング・シミュレーショ
ン基盤の構築　文部科学省科学研究費補助金新学術領域「脳構築における発生時計と場の連
携」第 2回領域班会議、神戸、2017年 7月 28-29日

Matsuda, A., Inoue, Y., and Adachi, T., Fluorescence Correlation Spectroscopy in a Confined Environment. 
「生命動態の理解と制御のための基盤技術の創出」研究領域 第 6回領域会議、沖縄、2017年 11
月 27-28日

Kimura, K., and Inoue, Y., Brownian dynamics simulation of molecular diffusion on spine surface. 「生命動
態の理解と制御のための基盤技術の創出」研究領域 第 6回領域会議、沖縄、2017年 11月 27-28日

安達泰治　骨の機能的適応・代謝のバイオメカニクス　AMED再生医療実現拠点ネットワークプロ
グラム「難治性骨軟骨疾患に対する革新的 iPS創薬技術の開発と応用」、京都、2017年 11月
28日

木村健治、井上康博　曲率依存性を再現するブラウン運動シミュレーションによる曲面上の粒子拡
散動態　第 15回計算数学研究会、栃木、2017年 12月 1-3日

亀尾佳貴　脳発生制御機構の解明に向けた数理モデリング・シミュレーション基盤構築の試み　次
世代脳プロジェクト 冬のシンポジウム、東京、2017年 12月 20-22日
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生命システム研究部門
Department of Biosystems Science

発生システム制御分野
Laboratory of Developmental Systems

教　授 永樂　元次 Prof.  Mototsugu Eiraku

脳や心臓等の器官形成過程は細胞の増殖、分化、移動等を伴う極めて複雑な現象である。器官形
成を実現するための原理を理解し、試験管内で機能的な器官形成を再現するために、本分野では多
能性幹細胞（ES/iPS細胞）を用いて in vitroでの組織形成技術の開発を行なうと共に、その形成過
程を解析する事で多細胞が協調して機能的な器官を作る分子機構を明らかにする事を目的として
研究に取り組んでいる。本年度は、ES細胞から組織形成の最も初期に現れる自発的な対称性の破
れ機構を解明した。

アフリカツメガエルを用いた分子生物学的研究から明らかにされてきたように、胚発生の初期過
程において、神経外胚葉はオーガナイザーからの BMPシグナル阻害因子によって誘導される（デ
フォルトモデル）。この考えは ES細胞から in vitroで神経組織へと分化する場合にも当てはまり、増
殖因子や血清などを出来るだけ排除した環境で培養することによって、ES細胞を効率的に神経系
の細胞へと分化誘導することができる。我々は、in vitroで三次元神経組織を効率よくかつ再現性よ
く誘導する手法として SFEBq 法（Serum-free culture of embryoid body-like aggregates with quick 
reaggregation）を開発した（Eiraku et al., 2008）。この手法では ES細胞を低吸着性のウェルを用いて
素早く再凝集させ無血清培地で浮遊培養する。SFEBq法を用いる利点として、同じサイズの ES細
胞塊を大量に作成できること、また高い再現性を持って効率よく神経上皮組織へと分化させること
が挙げられる。SFEBq法では培地の組成によって大脳や小脳、網膜といった脳の様々な領域を誘導

図 1、ES細胞由来の神経組織における自立的なパターン形成機構
（Takata et al., 2017より改訂）
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する事が出来るが、特定の領域の神経組織を 100%の効率で誘導できる訳ではない。多くは複数の
領域の混じった神経オルガノイドとして誘導される。例えば、CDM（Chemically Defined Medium）
と呼ばれる培地を用いて神経誘導を行なった場合、ES細胞は Six3を発現する前脳領域と Irx3を発
現する中脳領域の 2つの領域に相互排他的に分割された神経オルガノイドを形成する（Wataya et al., 
2008, Takata et al., 2017）。しかしながら、どのような機構で 1つの ES細胞塊にこのような領域パ
ターンが誘導されるのかは不明であった。そこで我々は、Six3と Irx3の発現をそれぞれ GFPと RFP
で同時にモニターできる ES細胞株を作製し、タイムラプスイメージングを用いて、神経パターニ
ング過程の詳細な継時観察を行なった（Takata et al., 2017）。その結果、分化 3日目の ES細胞塊に
おいて Six3の局所的な発現がまず観察され、それに遅れて Irx3が Sxi3と反対領域で発現する事が
わかった。また、網羅的な遺伝子発現解析によって Six3を発現する領域ではWntシグナルの抑制
因子が、一方 Irx3を発現する領域ではWntリガンドを含むWntシグナル関連因子が特異的に発現
している事がわかった。これはWntシグナル活性のイメージング解析を行なうことによっても確認
された。Wntシグナルを阻害すると Irx3の発現が阻害されることから、神経オルガノイドにおいて
も発生過程同様、後方化にはWntdシグナルが必須である事が示唆された。しかしながら、Wntシ
グナルの局所的な活性化は Six3の局所的な発現の後におこる事から、神経オルガノイドにおける自
発的なパターニングはWntシグナルだけで説明することができない。そこで次に、我々は FGFシ
グナルに注目して解析を行なった。まず培養 2日目から bFGFシグナルを培地に加える事によって
Six3の発現を抑制する事、また培地に bFGFを添加し、同時にビーズを用いて局所的に FGF阻害剤
を作用する事で局所的に Six3を誘導できることを明らかにした。また、FGF5と Six3の発現を同時
にモニターする事により、Six3の領域化に先立って、FGF5の領域化が起きている事も分かった。
これらの実験結果は、多能性幹細胞からの神経組織分化において、均一な多細胞体が自発的に FGF
シグナル活性のパターンを形成し、そのことが引き金となって Six3の局所的な発現およびWntシ
グナルのパターン形成を誘導することを示唆している。また FGF5はエピブラストのマーカーであ
り、Oct4などの多能性因子も初期の分化過程において Six3と相補的な発現パターンを示す事から
神経誘導のタイミングと神経前後パターニングが相関関係にある事も明らかになった。SFEBq法で
は外部環境は均一であり、均一な ES細胞からなる多細胞隊から、細胞間相互作用によってのみ一
連の複雑な現象が自己組織化的に起こることは非常に興味深い。しかしながら、FGFシグナルの極
性を自己組織的に誘導する分子機構について不明である。また、Oct4と Six3の相互排他的な発現
は初期のマウス胚においても確認されたことから、個体発生過程でも今回明らかになった組織自律
的な前後軸形成機構が働いている可能性が考えられる。

The mammalian central nervous system arises from epiblast-derived neural ectoderm, which then forms a 
rostral-caudal（R-C）axial pattern that defines the location of the future forebrain, midbrain, hindbrain and 
spinal cord.At the cellular and tissue levels, it is thought that the processes of R-C neural axis（neuraxis）
formation involves a number of differentiation and regionalization steps, including epiblast differentiation, 
the generation of three germ layers, neuroectoderm（or neural plate, NP）formation, and morphogen gradient-
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dependent specification of the embryonic neuraxis. However, our understanding of the links between these 
processes is still lacking, especially with regard to the intrinsic properties of neuroectoderm patterning along 
the R-C axis.

The pluripotent epiblast arises from the inner cell mass（or, when cultured in vitro, called embryonic stem 
cell [ESC]3）in the mammalian blastocyst. The rostral region of the epiblast becomes ectoderm, one of three 
germ layers, which is subsequently resolved into non-neural and neural ectoderm（or neuroectoderm, NE）. 
The NE is further destined for neural lineage and eventually regionalized along the embryonic axis to form 
the R-C patterned NE.　Peter Nieuwkoop’s “activation-transformation model” is a classical model of 
vertebrate R-C NE patterning. In this model, the ectoderm first receives an “activation” signal that neuralizes 
the ectoderm and induces its differentiation into forebrain. Then, in the presumptive caudal region, a second 
“transforming” signal caudalizes the ectoderm’s regional identity. One challenge to studying the early events 
of mouse NE development is analyzing the formation of the patterned R-C NE at an early embryonic stage. It 
is difficult to visualize key steps and to isolate specific cell types in quantities large enough for genetic and 
chemical manipulation at distinct development stages. Moreover, due to the interplay of intrinsic and 
extrinsic signals, the developing embryo is a complex system. However, we have previously reported 
efficient methods for generating several parts of the NE in a three-dimensional（3-D）culture of reaggregated 
mouse ESCs in vitro. One intriguing observation in the 3-D culture is the spontaneous formation of certain 
patterns within an aggregate of cells. Although this culture begins with homogenous stem cell aggregates 
floating in a uniform culture environment, the resultant tissues exhibit non-uniform patterns with certain 
levels of structural order. Furthermore, these tissues can self-form fairly complex structures, such as the optic 
cup, stratified cerebral cortex, and rathke’s pouch（even non-neural tissue）. Thus, we believe this ESC 3-D 
culture system provides a useful model for investigating the intrinsic properties of early developing NE 
tissues and for purifying an essential signaling interplay.

The present study is designed to elucidate how intrinsic mechanisms drive the key processes of R-C NE 
patterning during neural tissue development. Here, using the self-organizing properties of ESCs, we show that 

Fig1 Model for self-patterning in ESC culture
(Takata et al., 2017)
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ESC-derived tissue self-generates a Six3+ rostral and a Irx3+ caudal bipolarized patterning. By live imaging of 
multiple color knock-in reporter lines and genome-wide analysis, an initial rostral polarization is governed by 
localized Fgf signaling, which then induces Wnt signaling for a caudal polarization at later stage. 
Differentially expressed Wnt antagonists, Dkk1 and Sfrp1 perform roles in orchestrating the formation of a 
balanced rostral-caudal neural pattern. From our observation, we propose a model for self-patterning of the 
R-C NE that depends on sequential and localized activation of Fgf and Wnt signaling.
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本研究室では、ウイルス学からの生命現象の解明を目的として研究を進めている。2017年には、
ヒト造血能を有する ”ヒト化マウス ”モデルを用いて HIV-1の祖先ウイルスの宿主であるチンパン
ジーからヒトへのウイルスの適応進化過程の再現・解析実験に取り組んだ。また、HIV-1がどのよ
うに宿主のウイルス制御因子に適応してきたのかを明らかにするために、ヒト化マウスモデルを
使ったウイルス解析とゲノム情報技術解析の融合研究を展開し、HIV-1の進化原理の解明に繋がる
知見を得た。森脇美優は平成 29年 3月に生命科学研究科修士課程を修了し、大阪大学附属病院に
就職した。

1）ヒト化マウスモデルを用いたエイズウイルス適応進化メカニズムの解析
新興病原性ウイルスの出現原理は、“off-the-shelf emergence” と “tailor-made adaptation” のふたつに

大別される（Homles, “The evolution and emergence of RNA viruses”, 2009）。前者は「新宿主への適応
性を旧宿主内で予め獲得していたウイルスが種間伝播した」こと、後者は「新宿主への適応性を新
宿主への侵入後に変異・獲得した」ことにそれぞれ起因する。
分子系統学的解析から、パンデミックを引き起こした HIV-1は、チンパンジーのウイルス SIVcpz

が約 100年前にヒトに種間伝播・適応進化することにより誕生したと推定されている（Gao et al, 
Nature, 1999; Worobey et al, Nature, 2008）。しかしながら、SIVcpzがどのようにしてヒトへの適応進
化を遂げ、パンデミック HIV-1へと変貌したのかは明らかではない。本研究では、SIVcpzのヒトへ
の適応進化メカニズムを再現・解明することを目的として、ヒト化マウスモデル（ヒト造血幹細胞
移植マウス）を用いた実験を行った。培養細胞を用いた in vitro実験の結果、各 SIVcpzの感染性お
よび各ウイルスタンパク質の機能に差異は確認されなかった。一方、ヒト化マウスモデルを用いた
in vivo実験の結果、パンデミックHIV-1に関連のない SIVcpzに比べ、生体内における SIVcpz MB897
株の増殖性、病原性はパンデミック HIV-1のそれらにきわめて酷似していた。興味深いことに、
SIVcpz MB897感染ヒト化マウスにおいて、感染・侵入に重要なウイルスタンパク質 gp120に、G413R
の非同義変異がすべてのマウス共通に挿入されていることを見出した。さらに、培養細胞およびヒ
ト化マウスを用いた実験により、この gp120 G413R変異が、in vitro/in vivoにおけるウイルス複製を
亢進する “tailor-made adaptation” であることを実証した。
以上の結果から、SIVcpzは原則的に “off-the-shelf emergence” としてヒトへの適応進化を遂げたこ

と、すなわち、元来ヒトへの適応性のきわめて高い SIVcpzがヒトに伝播し、パンデミック HIV-1
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へと変貌したことが示唆された。さらに、ウイルス複製を亢進する “tailor-made adaptation” を獲得す
ることにより、それを促進したことが示唆された（Sato et al, J. Virol. 92, e1905-17, 2018）。

Fig. 1. Possible mechanism of adaptive evolution of SIVcpz to humans.

2）ウイルス制御因子（APOBEC3H）の意義の解明
ヒト細胞は、ウイルス複製阻害タンパク質（ウイルス制御因子）を発現する。一方ウイルスは、
ウイルス制御因子を拮抗阻害するタンパク質をコードすることで、ウイルス自身の複製を維持す
る。ウイルス制御因子の代表例として、ヒト免疫不全ウイルス 1型（HIV-1）の複製を抑制する細
胞性シチジン脱アミノ化酵素である APOBEC3（A3）ファミリータンパク質群がよく知られている。
ヒトでは、A3A, A3B, A3C, A3D, A3F, A3G, A3Hと名付けられた 7種の A3分子をコードしている。
一方 HIV-1は自身のゲノムがコードする viral infectivity factor（Vif）タンパク質により、ユビキチン
/プロテアソーム経路依存性の A3分解が誘導される。これまで当研究室は、ヒトの A3D, A3F, A3G
がヒト化マウスモデルを用いた in vivoの実験において抗 HIV-1活性を示すことを報告した（Sato et 
al, PLOS Pathog., 2014）。しかし、A3Hが生体内において抗 HIV-1活性を示すのか、わかっていな
かった。

A3Hには 7つの遺伝子多型があり、そのタンパク質の安定性の違いから、stable, intermediate, 
unstableハプロタイプに分類されること、また、stable A3Hが HIV-1の複製を抑制することが知られ
ていた（OhAinle et al, Cell Host Microbe, 2008）。一方、HIV-1株には、stable A3Hを拮抗阻害できる
Vif（39Fと 48H：hyper-Vif）と拮抗阻害できない Vif（39Vと 48N：hypo-Vif）の存在が報告されて
いた（Ooms et al, Cell Host Microbe, 2013）。これらの知見をもとに本研究では、stable A3Hハプロタ
イプドナー由来の造血幹細胞を移植したマウス（stable A3Hヒト化マウス）に hyper-Vif HIV-1と
hypo-Vif HIV-1を共感染させ、感染 6週齢において、どちらのウイルスが優位に複製できるのか検
討した。その結果、stable A3Hヒト化マウスでは、hyper-Vif HIV-1が優位に複製すること、加えて
hypo-Vif HIV-1に由来するウイルスが hyper-Vif型の特定の 2アミノ酸変異（V39Fと N48H）を獲得
することを見いだした。以上の結果より、生体内でも A3Hは抗 HIV活性を有し、さらに HIV-1は
Vifの特定のアミノ酸変異の獲得により容易にA3Hの抗HIV-1活性を解除しうることが示唆された
（Fig. 2）。この感染実験の結果に加え、データベースより 3000株以上の vif配列の解析、及び、世界
中の 1000人以上のヒトゲノム情報から A3H多型解析を行い、実際のヒト集団の中で HIV-1が流行
拡大する過程において、A3Hが HIV-1に対して抑制的に働いていることを示唆する結果を得た。本
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研究は、実験ウイルス学と生物情報学、さらに数理生物学を融合させたシステムウイルス学的アプ
ローチであり、ヒト集団における HIV-1の適応進化モードを解明しようという試みである（Nakano 
et al, PLOS Pathog. 13, e1006348, 2017）。

Fig. 2. A schematic of hyper/hypo-Vif HIV-1s co-infection into stable A3H humanized mouse.

1）Experimental adaptive evolution of SIVcpz, the precursor of HIV-1, in humanized mouse model
From the mid-20th century, humans are exposed to the menace of viral infectious diseases such as SARS 

coronavirus, Ebola virus and Zika virus. These outbreaks of emerging/re-emerging viruses can be triggered 
by cross-species viral transmission from wild animals to humans or zoonoses.

HIV-1, the causative agent of AIDS, is originated from SIVcpz, the chimpanzee precursor of the human 
virus, approximately 100 years ago. This indicates that HIV-1 has emerged through the cross-species 
transmission of SIVcpz from chimpanzees to humans. However, it remains unclear how SIVcpz has evolved 
into pandemic HIV-1 in humans. To address this question, we inoculated three SIVcpz（MB897, EK505, and 
MT145）, four pandemic HIV-1（NL4-3, NLCSFV3, JRCSF and AD8）and 2 non-pandemic HIV-1（YBF30 
and DJO0131）strains. Humanized mice infected with SIVcpz strain MB897, a virus phylogenetically similar 
to pandemic HIV-1, exhibited a comparable peak viral load to that of mice infected with pandemic HIV-1, 
while peak viral loads of mice infected with SIVcpz strains EK505 or MT145 as well as non-pandemic HIV-1 
strains were significantly lower. These results suggest that SIVcpz strain MB897 is pre-adapted to humans 
when compared to the other SIVcpz strains. Moreover, viral RNA sequencing of MB897-infected humanized 
mice identified a nonsynonymous mutation in env, G413R substitution in gp120. The infectivity of the gp120 
G413R mutant of MB897 was significantly higher than that of parental MB897. Furthermore, we 
demonstrated that the gp120 G413R mutant of MB897 augments the capacity for viral replication in both in 
vitro cell cultures and humanized mice. Taken together, this is the first experimental investigation to use an 
animal model to demonstrate a gain-of-function evolution of SIVcpz into pandemic HIV-1（Fig. 1）（Sato et 
al, J. Virol. 92, e1905-17, 2018）.

2）Impact of endogenous APOBEC3H haplotypes on HIV-1 replication in humanized mouse model
APOBEC3 proteins belong to family of cytosine deaminase and are involved in the mechanism of innate 
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defense against viruses including HIV. Human genome codes seven APOBEC3 genes（A3A, A3B, A3C, A3D, 
A3F, A3G, and A3H）. In previous studies, it is indicated that A3D, A3F and A3G can inhibit replication of vif 
deleted HIV-1（HIV-1 delta vif）both in vivo and in vitro, whereas HIV-1 encoded viral infectivity factor（Vif）
protein can degrade these APOBEC3 using a ubiquitin/proteasome pathway. On the other hand, A3H is 
polymorphic and can be categorized into seven haplotype phenotypes: stable（II, V, and VII）intermediate
（I）, and unstable（III, IV, and VI）. Moreover, it is indicated that stable A3H is able to restrict replication of 

HIV-1 delta vif. However, the anti-viral effect of endogenous A3H in vivo has yet to be examined. Here, we 
utilized the humanized mouse model（NOD/SCID Il2rg-/-（NOG）mouse transplanted with human CD34+ 
hematopoietic stem cells with stable A3H gene.）and demonstrated that stable A3H haplotypes specifically 
affect HIV-1 fitness determined by the two amino acid residues at positions 39 and 48 of HIV-1 Vif. We 
performed a 6-week viral replication experiment under stable A3H pressure using stable A3H humanized 
mouse and found that stable A3H-resistant HIV-1 was dominant. Moreover, stable A3H-susceptible HIV-1 
frequently gains the ability to counteract stable A3H. Taken together, these results suggested that HIV-1 
replication were inhibited by endogenous stable A3H in vivo, whereas stable A3H-susceptible HIV-1 can 
easily acquire ability to counteract stable A3H（Fig. 2）. Subsequent molecular phylogenetic analysis using 
more than 3,000 vif sequences including all subtypes obtained from the HIV-1 sequence database and cell 
culture experiment using several transmitter/founder HIV-1 Vifs suggest that the A3H polymorphism may 
influence the efficacy of HIV-1 dissemination at individual and population levels.（Nakano et al, PLOS 
Pathog. 13, e1006348, 2017）.
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本分野では、いろいろな生命現象において遺伝子発現が 2～ 3時間周期で振動することを見出し、
その意義や制御機構の解明を目指して研究を行っている。特に、神経発生や体節形成における遺伝
子発現振動に注目して解析を進めてきた。塩基性領域・ヘリックス・ループ・ヘリックス（bHLH）
因子である Hes1, Hes5や Hes7はネガティブフィードバックによって自律的に 2～ 3時間周期で発
現が振動し、Hes1や Hes7の発現振動によって周期的に抑制されるためにその下流遺伝子の発現も
振動する。最近の解析から、発現振動の振幅だけでなく、周期や位相にも多様な情報が組込まれて
いることが示唆されてきた。今回の解析から、Notchリガンドである Delta-like1（Dll1）を介して振
動情報が細胞間で伝達されること、神経発生のタイミングに Hes5の発現振動が重要であることが
分かった。

1）光遺伝学による遺伝子発現の細胞間リズム同期の再構成
多細胞生物において遺伝子発現の細胞間相互作用はリガンド及びレセプター（受容体）と呼ばれ
る送受信機能を担う生体分子によって実現される。しかし、細胞がパルス振動などの動的状態を自
分以外の細胞にどのように伝達しているのかは十分に明らかになっていない。例えばマウスの発生
期の体節形成過程では Notchシグナルが 2～ 3時間周期で振動して細胞集団レベルで位相が同期し
ている。この同期現象の存在は、細胞が振動情報の送受信機能を備えており、細胞同士がお互いの
位相情報を交換して自分の位相を合わせていることを示唆している。この情報伝達機構を明らかに
するため、Notch シグナルを介した遺伝子発現リズムの細胞間位相同期現象を光遺伝学技術によっ
て再構成することを試みた。具体的には、Notchシグナルの制御に関わる生体分子の振動ダイナミ
クスを光遺伝学技術によって人工的に誘導・再構築した。それと同時に、遺伝子活性の生細胞観察
を可能にする生物発光レポーターを用いることで、光摂動に対する細胞の動的応答を 1細胞経時イ
メージングによって定量計測した。その結果、受信機能に関しては、通常 2～ 3時間周期で振動し
ている Hes1の遺伝子発現リズムが様々な周期（1.8～ 5.5時間）の外部刺激に応答・同期できるこ
と、特に Hes1リズムの自然周期（約 2.6時間）に近い周期の外部刺激で最も効率的に同期できるこ
と、そしてその動的応答は位相情報だけを考慮した確率的位相モデルを使った数値シミュレーショ
ンによって再現可能であることが明らかになった。また、リガンド分子の Dll1の発現を光制御可能
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な送信細胞と、隣接細胞の Dll1からの刺激に伴う応答を発光によって光計測可能な受信細胞の 2種
類の細胞を混在させて培養して周期的光刺激を与えた結果、受信細胞の周期的な応答が観察できた
（Fig. 1）。この動的情報伝達の再構成実験の結果は、リガンド分子の Dll1の発現ダイナミクスが周
期・位相の動的情報の細胞間伝達を実現するのに十分であることを示している。以上から、光遺伝
学による制御技術と生細胞イメージング技術とを組み合わせることによって、遺伝子発現の動的情
報が細胞間で送信・解読されるための情報処理機構を解明できることがわかった。本研究は、様々
な生体分子による遺伝子活性の動的制御機構を解明するために基盤技術として有用であると考え
られる。

2）大脳新皮質発生過程におけるニューロン産生・グリア産生の移行タイミングの制御機構の解明
哺乳動物の大脳新皮質発生過程においては、まず神経幹細胞から深層ニューロン、続いて浅層
ニューロンが順に産生され、ニューロン産生終了後にグリア産生に移行する。こうしたニューロン・
グリア分化の移行タイミングは、脳のサイズや細胞構成を決定する上で重要である。本研究では、
大脳新皮質発生過程の神経幹細胞における遺伝子発現を任意の時期に制御可能な Tet-Onシステム
を用いたトランスジェニックマウスを作製し、Hes5の強制発現が脳の形態形成およびニューロン・
グリア分化に及ぼす影響を解析した。Hes5強制発現では、深層ニューロン産生から浅層ニューロン
産生への移行タイミングが早まり、ニューロン産生からグリア産生への移行もより 早期に見られた
（Fig. 2）。逆に Hes5ノックアウト（KO）マウスにおいては、深層ニューロン産生から浅層ニューロ
ン産生への移行、およびニューロン産生からグリア産生への移行タイミングがいずれも遅延してい
た（Fig. 2）。こうした移行タイミングの制御において Hmga遺伝子が重要な働きをしているため、
Hes5強制発現マウスおよびHes5 KOマウスにおける発現を調べたところ、Hes5強制発現ではHmga

Fig. 1. Optogenetic ligand expression in sender cells and bioluminescent reporter expression in receiver cells.
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遺伝子の発現が減少し、Hes5 KOマウスでは増加していた。これらの結果から、Hes5は Hmga遺伝
子の発現レベルを調節することにより、ニューロン・グリア分化の移行タイミングを制御すること
が示唆され、発現振動により Hes5が適正レベルに維持される可能性が示された。

Fig. 2. Abnormal switching of neurogenesis and gliogenesis in Hes5-overexpressing and Hes5 KO mice.

We found that gene expression oscillates with a period of about 2-3 h in many biological events and try to 
elucidate the significance and mechanism of such oscillatory gene expression. Particularly, we have been 
focusing on neurogenesis and somitogenesis. The expression of the basic-helix-loop-helix（bHLH）
transcription factors Hes1, Hes5 and Hes7 oscillates autonomously by negative feedback, and these 
oscillations drive oscillatory expression of the downstream genes. Recent studies suggested that not only the 
amplitude but also the period and phase of oscillatory expression encode various information. We now found 
that the oscillatory information is transmitted between cells via the Notch ligand Delta-like1（Dll1）, and that 
Hes5 oscillations may be important for the timing of neurogenesis and gliogenesis.

1）Optogenetic perturbation and bioluminescence imaging to analyze cell-to-cell transfer of oscillatory 
information

Cells communicate with each other to coordinate their gene activities at the population level through 
signaling pathways. It has been shown that many gene activities are oscillatory and that the frequency and 
phase of oscillatory gene expression encode various types of information. However, whether or how such 
oscillatory information is transmitted from cell to cell remains unknown. Here, we developed an integrated 
approach that combines optogenetic perturbations and single-cell bioluminescence imaging to visualize and 
reconstitute synchronized oscillatory gene expression in signal-sending and signal-receiving processes. We 
found that intracellular and intercellular periodic inputs of Notch signaling entrain intrinsic oscillations by 
frequency tuning and phase shifting at the single-cell level. In this way, the oscillation dynamics are 
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transmitted through Notch signaling, thereby synchronizing the population of oscillators. Thus, this approach 
enabled us to control and monitor dynamic cell-to-cell transfer of oscillatory information to coordinate gene 
expression patterns at the population level.

2）Hes5 regulates the transition timing of neurogenesis and gliogenesis in mammalian neocortical 
development

During mammalian neocortical development, neural stem/progenitor cells（NSCs）sequentially give rise 
to deep layer neurons and superficial layer neurons through mid- to late-embryonic stages, shifting to 
gliogenic phase at perinatal stages. Previously, we found that the Hes genes inhibit neuronal differentiation 
and maintain NSCs. Here, we generated transgenic mice that overexpress Hes5 in NSCs of the central 
nervous system, and found that the transition timing from deep to superficial layer neurogenesis was shifted 
earlier, while gliogenesis precociously occurred in the developing neocortex of Hes5-overexpressing mice. 
By contrast, the transition from deep to superficial layer neurogenesis and the onset of gliogenesis were 
delayed in Hes5 knockout（KO）mice. We found that the Hmga genes（Hmga1/2）were downregulated in 
the neocortical regions of Hes5-overexpressing brain, whereas they were upregulated in the Hes5 KO brain. 
Furthermore, we found that Hes5 expression led to suppression of Hmga1/2 promoter activity. These results 
suggest that Hes5 regulates the transition timing between phases for specification of neocortical neurons and 
between neurogenesis and gliogenesis, accompanied by alteration in the expression levels of Hgma genes, in 
mammalian neocortical development.
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細胞の中の RNAの大部分は裸ではなくタンパク質との複合体（RNP）として存在し機能する。当
分野は、RNPの形成・構造変換・輸送・解体・品質管理など、RNPをめぐる様々な現象に興味を
持って研究している。本年度の主な研究として、輸送 RNP顆粒の解析、転写産物の分類に関わる
hnRNP Cのドメインの解析、真核生物リボソームの品質管理に関わる新たな因子の解析、があげら
れる。

1）核内キャップ構造結合因子複合体とエキソン境界部複合体が結合した輸送 RNP粒子
mRNA輸送および局所翻訳は、ニューロンにおける遺伝子発現を時空間的に制限する上で非常に
重要な役割を果たす。様々な mRNP顆粒は、樹状突起内の mRNAの局在、貯蔵、翻訳、分解の単
位として機能し、シスエレメントを持つ mRNAおよび RNA結合タンパク質やマイクロ RNAなど
のトランス因子を含み、刺激や転写産物に特異的な局所翻訳を司る。ここでは、核内キャップ結合
タンパク質複合体（CBC）およびエキソン境界部複合体（EJC）のコア成分を含む、ヒトの神経プ
ロセスにおける mRNP顆粒のクラスを報告する。これらの顆粒は、安定化された微小管と物理的に
会合し、eIF4Eに富む顆粒や P-bodyから空間的に分離している。神経プロセスの遠位部位に CBC
および EJCの両方を保持する mRNPが存在するという事実は、いくつかの局在 mRNAが「最初の
翻訳」をまだ受けていないことを示唆している。

2）RNAポリメラーゼ II転写産物の分類に関わる hnRNP Cのドメイン
真核生物の核内で転写される様々な種類の RNAは、その種類に対応した独自の輸送機構によっ

て細胞質へ輸送される。近年の研究から、核外輸送因子が輸送後の RNAの機能、安定性、および
局在に影響を与えることがわかってきた。したがって、核外輸送において RNA種が適切に分類さ
れる機構は重要である。我々の研究室ではこれまでに、RNAポリメラーゼ IIの転写産物のうち、
mRNAと U snRNAが RNAの長さによって分類されることを明らかにした。さらに、分類する因子
として hnRNP Cを同定した。この hnRNP Cによる分類は、hnRNP Cが長い RNA（mRNA）に優先
的に結合し、U snRNA輸送因子である PHAXの RNA結合を阻害する活性によるものであることが
わかっているが、その詳細な分子機構は不明である。本研究では、PHAXの長い RNAへの結合を
hnRNP Cが阻害する分子機構を明らかにするため、阻害活性に必須である hnRNP Cのドメインを
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特定することを目的とした。hnRNP Cは RNA結合を担う RNA recognition motif（RRM）と BASIC
と呼ばれる 2つのドメインと、多量体形成に必要な ZIPPERや ACIDICドメインなどを持つ。本研
究で行った hnRNP Cの変異体解析により、RNA分類に必要なドメインを明らかにすることができ
た。この成果は近々論文報告予定である。

3）真核生物リボソームの品質管理に関わる新たな因子
真核生物のリボソームは約 80個のリボソームタンパク質と 4本の rRNAから構成される巨大な

複合体である。ペプチジル基転移反応（PTC）をはじめ、リボソームの触媒活性には rRNAが重要
な役割を果たしており、rRNAの重要塩基のひとつに点変異を導入するだけでリボソームの機能は
失われてしまう。真核生物は、このような機能不全リボソームを選択的に認識して分解する品質管
理機構をそなえている。われわれは、Mms1を含む E3ユビキチン化酵素複合体が機能不全リボソー
ムを認識してユビキチン化を行うということを明らかにしたが、この E3複合体がリボソーム上の
何を目印にして機能不全粒子を見分けているのかという本質的な点については、いまだ明らかにで
きていない。近年の研究により、われわれが Bet1と名付けた因子が機能不全リボソームに特異的
に結合し E3複合体を呼び込むというモデルが考えられた。今回、この因子がリボソーム上のどこ
に結合しているかの位置情報を紫外線架橋法を介した次世代シークエンス解析で解明し、あわせ
て、この因子が結合した 80Sリボソームに結合した mRNAの配列情報を解析し、機能不全リボソー
ムの生化学的な特徴を解明した。この成果の論文報告を準備している。

Fig.1 Model of 25S non-functional rRNA decay （NRD）

In eukaryotic cells, many genes are separated by introns into multiple exons that should be joined together. 
In addition, the cell itself is separated by the nuclear envelope into two major compartments, the nucleus and 
the cytoplasm. These two types of separations necessitate specific gene expression mechanisms such as RNA 
splicing and nuclear transport. Prof. Mutsuhito OHNO’s laboratory is studying various aspects of eukaryotic 
gene expression with great emphasis on “RNA” as a key molecule. In addition, we are also working on 
quality control mechanisms of eukaryotic ribosome particles.
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1）Transport Granules Bound with Nuclear Cap Binding Protein and Exon Junction Complex
RNA transport and regulated local translation play critically important roles in spatially restricting gene 

expression in neurons. Heterogeneous population of RNA granules serve as motile units to translocate, store, 
translate, and degrade mRNAs in the dendrites contain cis-elements and trans-acting factors such as RNA-
binding proteins and microRNAs to convey stimulus-, transcript-specific local translation. Here we report a 
class of mRNA granules in human neuronal processes that are enriched in the nuclear cap-binding protein 
complex（CBC）and exon junction complex（EJC）core components, Y14 and eIF4AIII. These granules are 
physically associated with stabilized microtubules and are spatially segregated from eIF4E-enriched granules 
and P-bodies. The existence of mRNAs retaining both nuclear cap binding protein and EJC in the distal sites 
of neuronal processes suggests that some localized mRNAs have not yet undergone the “very first 
translation,” which contribute to the spatio-temporal regulation of gene expression.

2）Domains of hnRNP C that are essential for the sorting of RNA pol II transcripts
In eukaryotic cells, various species of RNA are synthesized in the nucleus. Newly transcribed RNA species 

are exported to the cytoplasm by their specific nuclear export factors. Accumulating evidence shows that 
export factors affect the fate of RNA, such as its functions, stability and/or cytoplasmic localization. 
Therefore, it is essential that different RNAs are appropriately classified for export. We have previously 
shown that RNA polymerase II transcripts are classified according to their length, and identified 
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein（hnRNP）C as the key classification factor. HnRNP C binds 
preferentially to longer transcripts, thereby sorting RNA polymerase II transcripts into two RNA categories: 
long mRNA and short U snRNA. HnRNP C has an inhibitory activity on the recruitment of PHAX, an 
adapter protein for U snRNA export, to the long transcripts so that they are committed to mRNA export 
pathway. However, the detailed mechanism by which hnRNP C binds longer transcripts and inhibits their 
binding to PHAX is still unknown. To further understand the molecular mechanism of the classification, we 
systematically analyzed domains of hnRNP C and determined the essential domains for the classification of 
RNA polymerase II transcripts. The results will be published in the near future.

3）A bridge that links an E3 ubiquitin ligase complex and nonfunctional 60S ribosomal particles
The eukaryotic ribosomes are composed of 4 rRNAs and 80 ribosomal proteins. We and others previously 

reported that the defective ribosomal subunits containing mutations in their 25S rRNAs are selectively 
eliminated from the cytoplasm by ubiquitin-proteasome system（nonfunctional rRNA decay, NRD）. 
However, the molecular mechanism defining the selective ubiquitination of the nonfunctional ribosomes has 
remained elusive. We lately showed a 60S-associating protein, which we name Bet1（bridge to E3 complex）, 
essential for the degradation of mutant 25S rRNAs. Importantly, Bet1 is also physically associated with the 
E3 ubiquitin ligase involved in 25S NRD, indicating that this protein is a bridge between defective 60S and 
the E3 complex. Biochemical analyses revealed that Bet1 is selectively enriched on the 60S particle 
containing a nonfunctional mutant 25S rRNA, suggesting a central role of this bridge protein in the functional 
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inspection of the 60S subunits. This year we revealed Bet1 binding site on nonfunctional 60S particles by 
using UV crosslink mediated RNA pull down and sequencing. Possible mechanisms for the release of the 
factor from the normal 60S subunits will be discussed.
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生命システム研究部門
Department of Biosystems science

生体膜システム分野
Laboratory of Biological Membrane System

教　授 秋山　芳展 Prof.  Yoshinori Akiyama
准教授 森　　博幸 Assoc. Prof.  Hiroyuki Mori
助　教 檜作　洋平 Assist. Prof.  Yohei Hizukuri

本研究室では、大腸菌や海洋性ビブリオ菌等の細菌における表層タンパク質の、細胞内での折り
たたみ、分泌、膜組み込み、局在化、分解及びストレス応答などの諸過程が機能的ネットワークを
形成し的確に起こるために細胞に備えられている仕組みを解析し、細菌細胞表層タンパク質の機能
発現と秩序維持機構を明らかにしようと努めている。2017年は、外膜タンパク質のアセンブリーと
品質管理に関わるペリプラズムプロテアーゼ BepAの TPRドメインに注目して、その機能・構造解
析を行いました。また、生体内で迅速におこるダイナミックなタンパク質の挙動を高時間・高空間
分解能で解析することのできる新たな手法として、PiXie法を開発しました。

1）大腸菌のペリプラズムプロテアーゼ BepAは、TPR domainを介したタンパク質間相互作用によ
り外膜機能を維持する
大腸菌などのグラム陰性細菌の外膜外葉は LPS（リポ多糖）から構成され、化学物質等に対する
透過障壁として働く。LPSの外膜への挿入は、外膜機能維持と細胞の生育に必須の働きを持つ外膜
タンパク質 LptDにより媒介される。
大腸菌の BepAは、C末端側に TPR
ドメインを持つ。TPRドメインは、細
菌からヒトまで多くのタンパク質に存
在しており、タンパク質間相互作用等
に働くモジュールである。我々はこれ
までに、BepAが、LptDの成熟化や外
膜へのアセンブリーを促進する分子
シャペロン様機能と、正常なアセンブ
リーに失敗した LptD等の分解除去を
行うプロテアーゼとしての機能を併せ
持ち、外膜の機能維持に重要な役割を
果たすことを示した。また、BepAは、
βバレル型外膜タンパク質の外膜への
組み込みに関わる BAM 複合体構成タ Fig. 1.   Roles of BepA in biogenesis of outer membrane proteins
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ンパク質とも相互作用することも報告した。しかし、BepAが、如何にして LptDや BAM因子と相
互作用しているのか、TPR ドメインが BepA機能にどのような役割を果たしているのかはよくわ
かっていなかった。
我々は、TPRドメインの機能について検討するために、TPRドメインの立体構造を X線結晶構
造解析により決定すると共に、このドメインをターゲットとして、網羅的な部位特異的 in vivo 光架
橋実験を行い、多くの部位で架橋産物を検出した。これらの架橋産物の質量分析やイムノブロッ
ティングによる解析から、TPRドメインが LptD や BAM 複合体の構成タンパク質と特定の位置で
直接相互作用する事が示唆された。また、TPRドメインの変異解析から、TPRドメインを介した
LptD や BAM 複合体との相互作用が、BepA が機能するために重要であることを見出した（図 1）。

2）生細胞内の新生タンパク質のフォールディング・アセンブリー過程を解析可能な光架橋法の構築
新生タンパク質の成熟化は、リボソームでの合成、細胞内の適切な場所への輸送（局在化）、機

能的構造の形成（フォールディング・サブユニットアセンブリー）といった過程を経て起こる。こ
れらの過程において、新生タンパク質は分子シャペロン等、様々な細胞因子と一過的に相互作用す
る。細胞内でのタンパク質成熟過程を理解するためには、迅速に起こるタンパク質間相互作用の変
化を高時間・空間分解能で解析する必要があるが、それを可能とする簡便な手法は存在しなかった。
我々は、部位特異的 in vivo光架橋法を改良することで、そのような解析が可能な手法の開発に取り
組んだ。
部位特異的 in vivo光架橋法は、pBPAのような側鎖に光反応性のクロスリンカーを有する非天然

アミノ酸を導入したタンパク質を細胞内で発現させて行う架橋実験法であり、生細胞内でのタンパ
ク質の動態を高い空間分解能で解析できる優れた手法である。しかしながら、従来の方法では、検
出可能な架橋複合体の形成に通常数分以上のUV照射が必要であり、その時間分解能の低さのため、
迅速なタンパク質間相互作用の変化を追跡することはできなかった。
我々は、非常に強力な UV照射器を用いることで、1秒程度の照射により従来条件での 6分照射

時に匹敵する架橋を形成できることを見出した。これとパルスチェイス法を組み合わせることで、
迅速に起こるタンパク質相互作用を追跡する手法、PiXie（pulse–chase and in vivo photo-cross-linking 
experiment）法を構築した（図 2）。PiXie法の有用性を実証するために 3種のタンパク質複合体をモ
デルとして解析を行った。まず、PiXie
法でペリプラズムのホモ 2量体タンパ
ク質 PhoAを用い、新規合成後光架橋に
よる生じる 2量体の形成速度を解析す
ると、先行研究と同様の結果が得られ、
本手法によって成熟過程におけるタン
パク質複合体形成過程を解析できるこ
とを示した。また、内膜の SecD/SecF複
合体形成過程の解析によって、SecDの
ペリプラズムドメインの折り畳みが

Fig. 2. Schematic representation of the PiXie method
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SecD/SecF膜貫通領域のアセンブリー過程に先だって起こることが示唆された。さらに、外膜の
LptD/LptE複合体の解析から、LptEは「LptD成熟中間体」と相互作用して複合体形成すること、
LptDの成熟中間体は少なくとも二つの異なる状態を取り得ることが示唆された。以上の結果から、
我々が構築した PiXie法によって、これまで解析が困難であった細胞内でのタンパク質の成熟中間
体でのフォールディング・相互作用を解析できることが実証された。また、本手法は一般的に成熟
過程の解析が困難な膜タンパク質にも適用できることが分かった。PiXie法は、細胞内タンパク質
動態を解析し得る、汎用性・有用性の高いツールとなるものと期待される。

本年は、理学研究科大学院生（M1）として渡邊哲朗さん、本名彩正さん、宇都滉一さんが新た
に研究室に加わりました。一方、何あゆみさん、米重大河さん、明後尚美さん、山形優太朗さんが
修士課程を終了し、就職・進学のため研究室を去りました。

The research projects carried out in this laboratory are concerned with dynamic aspects of cell surface 
proteins in bacteria including Escherichia coli and Vibrio alginolyticus. Specifically, processes of protein 
folding, protein translocation across and integration into the membrane, membrane protein proteolysis and 
extracytoplasmic stress responses are studied by combined molecular genetic, biochemical, biophysical and 
structural approaches. In 2017, we conducted structural and functional analysis of the TPR domain of BepA, 
a periplasmic protein involved in assembly and quality control of outer membrane proteins. We also 
developed a new method, named Pixie, which permits high spatiotemporal resolution in vivo analysis of 
newly-synthesized protein dynamics.

1）The TPR domain of BepA is required for productive interaction with substrate proteins and the 
β-barrel assembly machinery（BAM）complex

BepA is an E. coli periplasmic protein having an N-terminal protease domain and a C-terminal 
tetratricopeptide repeat（TPR）domain. We have previously shown that BepA is a dual functional protein with 
chaperone-like and proteolytic activities involved in membrane assembly and proteolytic quality control of 
LptD, a major component of the outer membrane lipopolysaccharide translocon. Interestingly, BepA can 
associate with the BAM complex that mediates membrane assembly of β-barrel outer membrane proteins. 
However, the molecular mechanism of BepA function and its association with the BAM complex remains 
unknown. We determined the crystal structure of the BepA TPR domain, which revealed the presence of two 
subdomains formed by four TPR motifs. Systematic site-directed in vivo photo-cross-linking was used to map 
the protein-protein interactions mediated by the BepA TPR domain, indicating that this domain interacts both 
with a substrate and with the BAM complex. Mutational analysis showed that these interactions are important 
for the BepA functions. These results suggest that the TPR domain plays critical roles in BepA functions 
through interactions both with substrates and with the BAM complex and provide insights into the 
mechanism of biogenesis and quality control of the outer membrane（Fig. 1）.
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2）A photo-cross-linking approach to monitor folding and assembly of newly-synthesized proteins in a 
living cell

Many proteins form multimeric complexes that play crucial roles in various cellular processes. Studying 
how proteins are correctly folded and assembled into such complexes in a living cell is important to 
understand the physiological roles and the qualitative and quantitative regulation of the complex. However, 
few methods suitable for analyzing these rapidly occurring processes are available. Site-directed in vivo 
photo-cross-linking is an elegant technique that enables analysis of protein–protein interactions in living cells 
with high spatial resolution. However, the conventional site-directed in vivo photo-cross-linking method is 
unsuitable for analyzing dynamic processes. We thus developed a new method that can analyze the folding 
and assembly of a newly-synthesized protein with high spatiotemporal resolution by combining an improved 
site-directed in vivo photo-cross-linking technique with a pulse–chase approach. We demonstrate that this 
method, named pulse–chase and in vivo photo-cross-linking experiment（PiXie; Fig. 2）, enables the kinetic 
analysis of the formation of an E. coli periplasmic（soluble）protein complex（PhoA）. We also used the PiXie 
method to analyze assembly/folding processes of two membrane complexes（SecD/SecF in the inner 
membrane and LptD/LptE in the outer membrane）, which provided new insights into their biogenesis. Our 
new method should permit analysis of the dynamic behavior of various proteins and enables examination of 
protein–protein interactions at the level of individual amino acid residues. Our new technique will have 
valuable utility for studies of protein dynamics in many organisms.
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生命システム研究部門
Department of Biosystems Science

組織恒常性システム分野
Laboratory of Tissue Homeostasis

教　授 豊島　文子 Prof.  Fumiko Toyoshima
助　教 小田裕香子 Assist. Prof.  Yukako Oda
助　教 松村　　繁 Assist. Prof.  Shigeru Matsumura

本分野では、対称・非対称分裂を介した幹細胞の増殖・分化制御機構と組織恒常性・再生におけ
る役割の解明をめざして研究を推進している。2017年においては、妊娠マウスの腹部皮膚の伸展に
おける表皮幹細胞ダイナミズムを解明した。また、長鎖非翻訳 RNAの転写制御と ES細胞分化にお
ける機能を検証した。

1）妊娠期の腹部皮膚の伸展を可能とする表皮幹細胞の分裂・分化制御機構の解明
皮膚組織は表皮、真皮、皮下組織より構成され、表皮基底層には、増殖能と未分化性を維持する
表皮幹細胞が存在する。近年、皮膚の新陳代謝や創傷治癒における表皮幹細胞の制御機構が明らか
となってきた。一方、皮膚は体型変化に伴って表面積を柔軟に変化させるが、生理的な体形変化に
対して表皮幹細胞がどのように応答しているのかについては全く不明である。
本研究では、急速に拡張する妊娠期の腹部皮膚に着目し、そのメカニズムを解析した。その結果、
妊娠期には、腹側表皮の基底層に高い増殖能を持つ細胞が出現することを見出した。この細胞集団
は転写因子 Tbx3を発現しており、表皮幹細胞が基底膜に対して水平に非対称分裂あるいは対称分
裂分化することにより産生されることが分かった。Tbx3陽性細胞は、さらに水平分裂を繰り返し、
妊娠期の急速な拡張拡張を可能としていた。また、妊娠期には、真皮に存在する α-SMA/Vimentin
陽性細胞が、分泌タンパク質である Sfrp1、
Igfbp2を分泌することで Tbx3陽性細胞の産
生を促進することを明らかにした。Tbx3陽性
細胞は、創傷時においても基底層に出現して
創傷治癒を促進すること、Sfrp1、Igfbp2を注
射することで、創傷治癒が促進されることを
示した。本研究成果は、再生医療やアンチエ
イジングへの応用展開につながると期待さ
れる。

2）グアニン四重鎖を介した H19長鎖非翻訳 RNAの転写制御機構の発見
長鎖非翻訳 RNAである H19遺伝子は、古くから知られたインプリンティング遺伝子である。H19 
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RNAは発生中の多くの組織で発現し、細胞の増殖や分化の制御するが、H19の発現制御機構につい
てはインプリンティングのほかには、ほとんど不明である。本研究では、H19の発現制御機構とし
てグアニン四重鎖を介した転写制御機構を見出した。グアニン四重鎖とは、グアニンが豊富な核酸
が取ることのできる高次構造であり、テロメアやがん関連遺伝子のプロモーター領域に存在するこ
とが知られている。我々は、H19の転写開始点直後には進化的に保存された、グアニンに富んだ配
列が存在しており、in vitroの実験からこの配列がグアニン四重鎖を形成していること、またこの配
列が転写を制御していることを見出した。さらに、H19グアニン四重鎖と結合する因子として二つ
の転写因子、Sp1と E2F1を同定した。これらの因子は細胞周期や胚性幹細胞の分化といった細胞
の状態によって、H19グアニン四重鎖との結合状態を変化させ、H19の発現量を正および負の両方
向に制御していることが分かった。H19 RNAは多くのがん細胞で高発現し、細胞の増殖や浸潤を誘
導することから、本研究で明らかになったグアニン四重鎖による H19の発現調節機構は、エピジェ
ネティックな機構を介した、がん治療の有効なターゲットとなることが期待される。

1）Epidermal stem cell dvision drives abdominal skin expansion during pregnancy
During pregnancy, tissue stem cells in several organs are activated in response to a physiological alteration 

of the maternal body. We identified a highly proliferative interfollicular epidermal（IFE）basal cell population 
in the rapidly expanding abdominal skin of pregnant mice. These cells expressed Tbx3 that is necessary for 
their propagation to drive skin expansion and accommodate foetal growth. The Tbx3+ IFE basal cells were 
positive for transit-amplifying cell marker CD71 with reduced expression of IFE stem cell marker Axin2. 
Using lineage tracing and division pattern analysis, we found that the IFE stem cells gave rise to the Tbx3+ 
basal cells through planar-oriented asymmetric or symmetric cell divisions. This biased division of the Axin2+ 
IFE basal cells was induced by secreted proteins that were expressed in dermal cells. Upon wounding, Tbx3+ 
IFE basal cells played a pivotal role in tissue repair, which was enhanced by topical administration of the 
dermal secretory proteins. Our findings demonstrate a fine-tuned IFE stem cell/progeny organization during 
pregnancy and suggests its application in regenerative medicine.

2）A novel mechanism for the regulation of H19 gene transcription by the G-quadruplex structure.
H19 gene is a well-known imprinted gene that encodes a long non-coding RNA. H19 RNA is widely 

expressed in embryonic tissues, but its expression is restricted in only a few tissues after birth. However, 
regulation of H19 gene expression remains poorly understood outside the context of genomic imprinting. We 
identified evolutionarily conserved guanine（G）-rich repeated motifs at the 5’ end of the H19 coding region 
that are consistent with theoretically deduced G-quadruplex sequences. We showed that the G-rich motif, 
located immediately downstream of the transcription start site（TSS）, forms a G-quadruplex structure in vitro. 
We found that the H19-G-quadruplex regulates H19 gene expression through association with transcription 
factors Sp1 and E2F1, which either suppress or promote the H19 transcription, respectively. Moreover, H19 
expression during differentiation of mouse embryonic stem cells appears to be regulated by the H19 
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G-quadruplex. These results demonstrate that the G-quadruplex functions as a novel regulatory element for 
H19 gene expression.
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附属感染症モデル研究センター
Research Center for Infectious Diseases

霊長類モデル分野
Laboratory of Primate Model

准教授 三浦　智行 Assoc. Prof.  Tomoyuki Miura

2017年 3月に川上朗彦が人間・環境学研究科修士課程を修了し、BIKENに就職した。また、高
橋唯基がオフィス・アシスタントを終了した。8月に教務補佐員の森ひろみが辞職した。12月に医
学部人間健康科学科 2回生の鳥居也紗がオ
フィス・アシスタントとして研究室のメン
バーに加わった。

当研究室ではレトロウイルス（HIV, SIV, 
SHIV）およびフラビウイルス（DENV）の感
染を分子・培養細胞・感染個体レベルで総合
的に解析することにより、これらウイルスの
病原性を解明し、ウイルス疾患の治療と予防
法を開発することを目的としている（Fig. 1）。
2017年の代表的な研究進展状況を以下に記
述する。

1）CCR5指向性サル /ヒト免疫不全ウイルス感染アカゲザル血漿における中和能の進化
近年、ヒト免疫不全ウイルス（HIV-1）ワクチンによる強力で広域中和能を持つ中和抗体の誘導
が期待され、動物モデルでの評価が望まれている。サル免疫不全ウイルスに HIV-1の外被タンパク
（Env）遺伝子を組み込んだサル /ヒト免疫不
全ウイルス（SHIV）は、抗 HIV-1中和抗体を
評価できると期待される。我々はこれまで
に、中和抵抗レベルが Tier 1Bの CXCR4指向
性 SHIV-KS661（KS661）の Env遺伝子に 5つ
の変異を加えた CCR5 指向性 SHIV-MK1
（MK1）を作成し、アカゲザルに順化させた
ところ、ウイルス血症を伴って持続感染する
Tier 2 レ ベ ル の 中 和 抵 抗 性 SHIV-MK38
（MK38）を得た（Fig. 2）。この実験の過程で
MK1を接種した 2頭のうちの 1頭において

Fig. 1.   Research Cycle of Primate Model for Infectious 
Diseases

Fig. 2. Summary of SHIV research
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104copies/ml以上のウイルス血症を伴って 2年以上にわたって持続感染した。そこで、このMK1持
続感染ザルの血漿中に産生された抗体のウイルス中和能を評価した。中和能は、TZM-bl細胞への
感染系におけるインディケーター（ルシフェラーゼ）遺伝子の発現低下により評価した。持続感染
ザルの血漿において、Tier 1BのMK1に対して感染 6週以降に中和活性がみられ、Tier 2のMK38
に対しては、感染 64週以降に中和活性がみられた。別株の Envに対しては、Tier 1Aのウイルスに
対して感染 6週以降の血漿で中和活性がみられ、Tier 2ウイルスに対して感染 36週以降に中和活性
がみられはじめた。さらに感染 100週以降には、調べた 9株の Tier 2ウイルスの半数以上を中和し
た。すなわち、感染 6週（Tier 1B）から感染 36週（Tier 2）にかけてウイルスに対する中和能が強
力化し、感染 100週以降には中和能の広域化による抗体の成熟が示唆された。以上のことから、Tier 
1BのMK1感染アカゲザルモデルは、Tier 2中和抗体誘導メカニズムを解明するうえで有用である
と考えられる。

2）デングウイルス感染霊長類モデル構築に向けた基盤研究
デングウイルス（DENV）感染症は熱帯地域で毎年流行を繰り返しているが、未だに治療薬やワ
クチンはない。その要因の一つに実験動物モデル、特に臨床症状を示す非ヒト霊長類（NHP）モデ
ルの欠如が挙げられる。インドではサルと蚊の間で感染環が成立しているという報告もあり、イン
ド原産ボンネットモンキーは NHPモデルの候補となりうる。そこで我々はボンネットモンキーに
おける DENVの複製能を評価し、新規 DENV感染 NHPモデル構築への可能性を検討した。ウイル
スは臨床分離株である DENV-1型（10-07株）、DENV-2型（09-74株）、DENV-3型（00-40株）、
DENV-4型（09-48株）および感染性分子クローンである DENV-1型（02-20株）を用いた。ボン
ネットモンキーの末梢血単核細胞（PBMC）にMOI=0.1でウイルスを接種し、48時間後の培養上清
中のウイルス力価をプラークアッセイによって測定した。ボンネットモンキーに DENVを 106 PFU
で攻撃接種後、経時的に採血し IgM、IgG抗体価を ELISAによって、中和抗体価を 50％プラーク
減少中和試験によって、ウイルス RNA量を定量 PCR法によってそれぞれ解析した。ボンネットモ
ンキーの PBMCにおいて、DENV-4の増殖能が有意に高かった。DENV-4をボンネットモンキーに
接種したところ、体温変化や発疹は認められなかったが、一時的な血小板や白血球の減少が認めら
れた。また、血中のウイルス RNA量は接種後 2日目をピークに減少していた。さらに IgM抗体は
接種後 3日目、IgG抗体は 7日目、中和抗体は 7日目からそれぞれ増加していた。顕著な臨床症状
は示さなかったが、接種法や接種量を検討することによって、個体内でより増殖し臨床症状を示す
ようになる可能性が考えられる。また、用いたサルの個体数およびウイルス株数が少ないことから、
今後はより多くの組み合わせで増殖能の比較を行いたい。さらに、別の血清型による二次感染時に
おこる抗体依存性感染増強についての解析も考えられる。本研究は新たなDENV感染霊長類モデル
の可能性を示唆するとともに、抗 DENV薬、ワクチン開発の一助になることが期待される。

This laboratory aims to elucidate the pathogenicity and develop therapeutic and prophylactic methods for 
viral infectious diseases and comprehensively analyzes the infection of retroviruses（HIV, SIV, SHIV）and 
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Flavivirus（DENV）at the molecular level, cultured cell level and infected individual level（Fig. 1）. 
Representative research progress in 2017 will be described below.

1）Evolution of neutralizing ability in CCR5-tropic simian / human immunodeficiency virus-infected 
rhesus monkey plasma

In recent years, the induction of potent and broad neutralizing antibodies by HIV-1 vaccine is desired, and 
evaluation in an animal model is expected. Simian / human immunodeficiency virus（SHIV）, which 
incorporated the HIV-1 Env gene into simian immunodeficiency virus, is expected to be able to evaluate anti-
HIV-1 neutralizing antibodies. We previously created a CCR5-tropic SHIV-MK1（MK1）by introducing five 
amino acid mutations in the Env gene of CXCR4 tropic SHIV-KS661（KS661）with neutralization resistance 
level of Tier 1B and acclimatized to rhesus monkeys, obtaining neutralization resistant Tier 2 SHIV-MK38
（MK38）（Fig. 2）. In the course of experiments, one of two intravenously inoculated rhesus monkeys with 
MK1 showed persistently infection at more than 104 copies/ml over 2 years. Therefore, the virus neutralizing 
ability of the antibody in plasma of MK1 persistently infected monkey was evaluated. Neutralizing ability 
was evaluated by a decrease in expression of an indicator（luciferase）gene in viral infection of TZM-bl cells. 
In plasma of persistently infected monkeys, neutralizing activity against Tier 1B MK1 was observed after 6 
weeks of infection and neutralizing activity against Tier 2 MK38 was observed after 64 weeks of infection. 
For other strains, neutralizing activity against Tier 1A virus was observed in plasma after 6 weeks of infection 
and neutralizing activity against Tier 2 virus was observed after 36 weeks of infection. Furthermore, after 100 
weeks of infection, more than half number of the 9 Tier 2 viruses examined were neutralized. That is, the 
ability to neutralize against virus increased from 6 weeks（Tier 1B）to 36 weeks（Tier 2）of infection, and 
it was suggested that maturation of the antibody was caused by broadening the neutralizing ability after 100 
weeks of infection. From the above, it is considered that the Tier 1B MK1-infected rhesus macaque model is 
useful for elucidating the mechanism of Tier 2 neutralizing antibody induction.

2）Fundamental study for constructing a primate model for dengue virus infection
Dengue virus（DENV）causes a wide range of illnesses in humans, including Dengue fever and Dengue 

haemorrhagic fever. Some animal models of DENV infection have been established; however, Old World 
monkeys have not yet been used as DENV infection animal models. Bonnet monkeys（Macaca radiata）, a 
type of Old World monkey, have been used for studies of experimental and natural infections by flaviviruses. 
In this study, several DENV strains were evaluated at the replication level using peripheral blood 
mononuclear cells. Our findings indicated that DENV-4 09-48 strain, which was isolated from a traveller 
returning from India in 2009, was a highly replicative virus. Three bonnet monkeys were infected with 09-48 
strain, and antibody responses were assessed; DENV nonstructural protein 1 antigen was detected, and high 
viraemia was observed. Thus, these results indicated that bonnet monkeys and 09-48 strain could be used as a 
reliable primate model for the study of DENV.
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ウイルス感染症モデル分野
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教　授 明里　宏文 Prof.  Hirofumi Akari

当分野では、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）やヒト T細胞白血病ウイルス（HTLV-1）等の難治性
ウイルス感染症に関する研究を行っている。これらのウイルスには、①長い年月に及ぶ持続感染の
末に発症に至る、②宿主の免疫機構を巧妙に回避する術を持つ、③非常に狭い（選択的な）宿主特
異性を示す、などの共通点がある。この宿主特異性という難題に取り組み、これまでにウイルスの
改変や宿主の遺伝的背景による選別などにより、実験用霊長類を用いた新規感染モデルを樹立し
た。このモデル動物を用いて、ウイルスがヒトの体内で引き起こす様々な現象や病態を明らかにし、
さらに新規治療法やワクチンの開発にも貢献していきたいと考えている。

1．霊長類モデルを用いた HIV感染症根治のための基盤研究
今日、HIV-1感染症は適切な抗 HIV療法（ART）により、AIDSに至ることなく日常生活を送る

ことが可能な慢性疾患となった。しかし、HIV感染者は治療の長期化に伴う様々な非感染性合併症
（循環器疾患、脂質異常、神経認知障害、癌など）の発症リスクが高いことに加え、精神的・社会
的リスクも非常に大きい。現状では、最新の ARTでも HIVを体内から除去することは不可能であ
り、ART中断により HIVリバウンドが生じるため終生の ART治療が必要となり、保健医療におけ
る経済的負担も非常に大きい。従って、根治を目指した新たな取り組みが求められる。欧米諸国に
おいては、ARTを継続しなくても HIV複製を阻止可能な機能的根治、さらに HIVリザーバーの除
去による根治がHIV感染症研究における最優先課題となっている。現時点で有望視されている根治
療法としては、①造血幹細胞移植、②治療ワクチン、③ shock and kill療法が注目されている。ART
治療中の健常 HIV感染者を対象として臨床試験を行う際には、薬剤の種類やその用量・投与頻度な
どの比較検討による最適化やその安全確保が求められる。さらに ART治療中の HIV感染者では血
漿中ウイルス RNA量が検出限界以下となるため、臨床試験での有効性評価はリンパ組織内に局在
するとされているリザーバーサイズの定量が不可欠と考えられる。しかし被験者は健常HIV感染者
であることを踏まえると、介入試験におけるリンパ節等の生検を伴うリザーバーサイズの評価は非
常に困難である。
私達は、独自に開発した新規 HIV感染霊長類モデルの活用というユニークな切り口により、HIV
感染症の根治治療法創出に向けた基盤を確立すべく前臨床試験を中心とした基礎・応用研究を推進
している。これまでに、サルへの感染性を獲得した改変 HIV-1を用いて長期潜伏 HIV-1感染霊長類
モデルを確立することに初めて成功した。このモデルでは、カニクイザルへのウイルス接種後ヒト
と同レベルの感染初期ウイルスロードを呈した後、細胞性・液性獲得免疫の協調的応答により長期
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にわたり血漿中ウイルスRNAが検出限界以下に制御される。この際、生検リンパ節細胞のソーティ
ング解析によりリンパ節胚中心の濾胞性ヘルパー T細胞（follicular helper T cells; Tfh）に HIVが局
在していること、また人為的免疫抑制によりウイルス再活性化が生じることを見いだしている。す
なわち、長期潜伏感染霊長類モデルを用いることで、HIV感染者を対象とした介入試験では困難な
リンパ節の連続生検によるリザーバーサイズの詳細な動態評価が可能となった。現在、HIV潜伏感
染の詳細な機序およびその動態について検討を進めている。
他方、HIV-1潜伏感染霊長類モデルによる shock and kill療法の前臨床試験を念頭に、カニクイザ

ル末梢血リンパ球における Latency reversing agent (LRA)の細胞活性化能及び細胞毒性を検討した。
10-Methyle-Aplog-1(10MA-1)は入江教授（本学農学研究科）らが開発した LRAの 1種であり、BET
阻害薬である JQ1を併用することにより潜伏感染 HIVの活性化において顕著な相乗効果を示した。
10MA-1単独、JQ1との併用ともに、顕著な細胞毒性は認められなかった。以上の結果より、10MA-1
と JQ1の併用により安全性の高い LRAとして有用であることが示唆された。今後は HIV-1潜伏感
染ザルの末梢血リンパ球細胞及びリンパ節細胞を用いて、上記 LRAによるリザーバー細胞からの
HIV-1誘導効果、及び炎症応答について検討を行う。最終的には、HIV-1潜伏感染カニクイザルへ
の投薬によるリザーバーサイズの縮減効果を評価したい。

2．STLV－1自然感染ニホンザルに関する Cohort研究：高感染率の機序
本邦では HTLV-1キャリアは約 100万人とされ、その陽性率は約 1％となっている。他方、日本
固有の野生霊長類であるニホンザルは、HTLV-1に非常に近縁なレトロウイルスである STLV-1に非
常に高い割合で感染していることが報告されている。この原因として、一部のサル個体が STLV-1
で個体内でのウイルス量が顕著に高いといった可能性が挙げられるが、詳細は不明である。本研究
では霊長類研究所の放飼場で飼育されているニホンザル 300頭について、STLV-1特異抗体および
プロウイルス DNA陽性細胞の定量的解析を行うとともに、経年的な変動や母子感染、水平感染の
可能性について検討を行った。その結果、STLV-1抗体陽性率は約 66%であり、高頻度の STLV-1感
染が確認された。抗体陽性の個体のほとんど（95.7%）が末梢血リンパ球のプロウイルス DNAが陽
性であった。その抗体価やプロウイルス DNA陽性細胞率およびその頻度分布は、HTLV-1キャリア
における場合とほぼ同程度を示しており、個体内での STLV-1ウイルス量が特に高いとは考えられ
なかった。次に、母子関係と STLV-1感染を検討したところ、母子感染率は約 30％であり、HTLV-1
母子感染率（母乳の長期授乳で 15-20%）と比べてやや高い頻度であった。また、水平感染の可能
性について検討したところ、4年間での陽転率は 85.7％であり夫婦間での HTLV-1感染頻度と比べ
高いものであった。以上の結果より、STLV-1高感染率の原因はウイルスそのものの特性というよ
りはむしろニホンザルの社会生態に基づく個体間感染機会の多さによるものと推測された。従って
STLV-1自然感染ニホンザルは、HTLV-1母子感染や水平感染の阻止に向けた有用な動物モデルと考
えられる。

This laboratory is newly established in 2013 for active and effective collaboration between Institute for 
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Virus Research and Primate Research Institute of Kyoto University. We are investigating the mechanisms for 
the viral persistency and pathogenesis of intractable viruses, including human immunodeficiency virus (HIV) 
and human T-cell leukemia/lymphotropic Virus Type 1 (HTLV-1), by employing novel non-human primate 
models for the viral infection. We also seek to contribute to the development of new therapeutics and antiviral 
vaccines.

1）Basic and applied study toward the cure of HIV-1 infection
Recent advance of antiretroviral therapy may result in infectious diseases caused by HIV-1 infection to be 

controllable. However, it is not possible to eliminate HIV-1 from the body and thus the infected carriers must 
take medicine through life with the risks of adverse drug reactions, emergence of drug-resistant virus, and 
viral reactivation under the immunocompromised status. A number of studies for HIV-1 cure have been 
conducted to date, however, the clinical application awaits further breakthrough by extensive investigations. 
Here we present a novel macaque model of HIV-1 latency suitable for the basic and preclinical studies for the 
cure. Experimental infection of cynomolgus macaques with a modified HIV-1, which can replicate in 
macaques, developed a substantial level of plasma viremia in the acute phase, however, followed by long-
term latency without detectable viremia for more than 3 years. Our recent study demonstrates that transient 
elimination of CD8+ T lymphocytes led to reappearance of HIV-1 in the blood, indicating the presence of 
reservoir cells that are potentially able to produce infectious HIV-1. Further analyses showed that HIV-
positive cells were mainly reserved in follicular helper T lymphocytes in the germinal center of lymph nodes. 
Taken together, latent HIV-1 infection of macaques will be highly useful for further understanding the 
molecular and immunological mechanisms by which HIV-1 can be hided in the germinal center, ‘the secure 
shelter’, and also for evaluating the efficacy and safety of new therapeutics for the cure of HIV-1 infection.

2）Cohort study on Japanese macaque naturally infected with STLV-1
A simian T-cell leukemia/lymphotropic Virus Type 1 (STLV-1) belongs to Genus Deltaretrovirus similar to 

HTLV-1. It was reported previously that the prevalence of STLV-1 infection in Japanese macaques (Macaca 
fuscata) appeared to be remarkably higher than the cases of other nonhuman primates, whereas it has not 
been clarified what causes the high prevalence. It is possible that antibody titers and/or proviral loads (PVLs) 
at least in part of the STLV-1-infected macaques could be extremely high or low, which results in efficient 
transmission and eventual high prevalence. In order to examine the possibility, we evaluated antibody titers 
against STLV-1 and proviral loads in 300 Japanese macaques. It was found that (i) the rate of seroprevalence 
for STLV-1 was 66% in average, (ii) the antibody titers and the PVLs among the infected macaques were 
comparable to the cases of HTLV-1-infected humans, and (iii) no statistical differences were observed in the 
distributions among the five troops of the macaques examined. These results suggest that the high prevalence 
may be caused by and social ecology of Japanese macaques but not the individual differences regarding the 
viral permissiveness in immunological and virological aspects. The natural STLV-1 infection of Japanese 
macaques is useful as a novel animal model for prevention of maternal and horizontal transmission of 



－176－

HTLV-1.
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ウイルスは様々な疾病を引き起こす「病原体」として発見され、長年研究されてきた。しかしな
がら最近のゲノム解析技術の発達により、生体内や環境中にはいまだに未同定のウイルスが数多く
存在し、そのほとんどは非病原性であることが分かってきた。また、ウイルスのなかには宿主の生
殖細胞のゲノムに入り込んで「内在化」し、内在化したウイルスが新しい機能をもつことも明らか
になってきた。本分野は未知のウイルスを探索するとともに、内在性ウイルスによる哺乳類の進化
過程を明らかにすることを目的としている。

1）ヒト内在性レトロウイルスを利用したベクター開発に関する研究
内在性レトロウイルス（ERV）は、外来性レトロウイルスが生殖細胞に感染することで、宿主の
ゲノムに入り込んだものである。ヒトゲノムにおいても ERVは発見されており、ERV由来の配列
はヒトゲノムの約 8％を占めている。すべてのヒト内在性レトロウイルス（HERV）は感染性を失っ
ているが、現在も蛋白質を発現しているものが存在する。一方で、これまでに ERVを利用したベ
クターとして、ネコ内在性レトロウイルス（RD-114ウイルス）のエンベロープ蛋白質を用いたベ
クターが開発されている。RD-114ウイルスはアミノ酸トランスポーターの一種である ASCT2を受
容体とし、RD-114のエンベロープ蛋白質を用いたベクターは、造血幹細胞である CD34陽性細胞に
遺伝子を導入することができる。我々は新規 ERVベクターの開発を目指して、ヒト免疫不全ウイ
ルス 1型のカプシドを内包する HERVエンベロープ蛋白質を用いたシュードタイプウイルスベク
ターを作製した。このベクターは、現在遺伝子治療に使用されているものと同等の感染価をもち得
ることが示唆された。

2）サルレトロウイルス 5型（SRV-5）のニホンザルへの感染実験
近年、京都大学霊長類研究所および生理学研究所のニホンザル繁殖施設において、多数のニホン
ザルが原因不明の血小板減少症を呈して死亡した。我々は以前、疫学調査とニホンザルへの感染実
験を行い、霊長類研究所で発生したニホンザル血小板減少症の病因が、サルレトロウイルス 4型で
あることを報告した。一方、生理学研究所で発生した同症は、疫学調査の結果からサルレトロウイ
ルス 5型（SRV-5）との関連が疑われていたが、病因の確定には至っていなかった。そこで、本研
究では SRV-5のニホンザルへの感染実験を行い、SRV-5と同症の関連を調べた。発症個体から分離
した SRV-5、また分離ウイルスを元に作製した SRV-5感染性クローン由来ウイルスをそれぞれ 2頭
のニホンザルに投与した。その結果、分離ウイルスおよび感染性クローン由来ウイルスを接種した
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各 1頭において約 1ヶ月で急激な血小板減少が認められた。一方、残り 2頭に対しては免疫抑制剤
としてデキサートを投与したが、発症せずに無症候性のキャリアとして生存した。これらの個体の
全身組織から DNAを抽出し、SRV-5の感染を定量的 PCRで確認したところ、SRV-5はほとんどす
べての臓器に感染していることがわかった。さらに、SRV-5が細胞に感染する際の受容体として中
性アミノ酸トランスポーター（ASCT2）を使用していることを見出した。以上の結果より、生理学
研究所で発生したニホンザル血小板減少症が SRV-5の単独感染によって引き起こされる疫病であ
ることを証明した。

Most viruses have been discovered as pathogens which induce a variety of diseases in the hosts. By virtue 
of the development of sequencing analyses, we noticed that there are still many unidentified viruses, and most 
of them are nonpathogenic. Furthermore, retroviruses infected germ-line cells in the past and became 
endogenous retroviruses（ERVs）which have physiological functions. This laboratory aims to identify novel 
viruses, and to revel the mechanism of mammalian evolution by endogenous viruses.

1）Studies for development of a viral vector using human endogenous retrovirus
Endogenous retroviruses（ERVs）are remnants of exogenous retroviruses that have infected the germ-line 

cells, and fixed in the genome during evolution. Some ERVs have been identified in the human genome, and 
they compose approximately 8 % of the human genome. Although almost all human ERVs（HERVs）are 
replication-incompetent due to mutations, some HERVs still express viral proteins. Whereas, the viral vector 
using a feline endogenous retrovirus（RD-114）envelope protein has already been developed. RD-114 utilizes 
ASCT2, an amino acid transporter, as a virus receptor, and the viral vector using RD-114 envelope protein is 
able to infect CD34 positive hematopoietic stem cells and transduce a therapeutic gene. We have generated a 
pseudotype viral vector using a HERV envelope protein which can rescue human immunodeficiency viral 
core in order to develop a new ERV vector. The viral titer of the vector we have generated is comparable to 
those of vectors used in gene therapies recently.

2）Experimental infection of simian retrovirus type 5 in Japanese macaques
Recently, a large number of Japanese macaques（Macaca fuscata）died after exhibiting an unknown 

hemorrhagic syndrome at the Kyoto University Primate Research Institute（KUPRI）and the National Institute 
for Physiological Sciences（NIPS）. We previously reported that the causative agent of hemorrhagic syndrome 
at KUPRI Japanese macaques was simian retrovirus（SRV）type 4（SRV-4）. Following investigations 
suggested that the hemorrhagic disease occurred at the NIPS is associated with SRV type 5（SRV-5）; 
however, the etiology still remained unclear. In this study, we conducted experimental infection of SRV-5 in 
Japanese macaques and investigated the association between SRV-5 and the hemorrhagic syndrome. We 
inoculated the SRV-5 isolate and a molecularly cloned SRV-5 into each two Japanese macaques. As a result, 
each one macaque inoculated with the SRV-5 isolate and the clone-derived virus exhibited acute 
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thrombocytopenia within one month after inoculation. On the other hand, the remaining two survived as 
asymptomatic carriers even after administrating the immunosuppressive agent（Dexamethasone）. The 
distribution of SRV-5 proviruses in tissues revealed that SRV-5 infected a variety of tissues in Japanese 
macaques. We also demonstrated that SRV-5 utilizes a neutral amino acid transporter（ASCT2）as a functional 
receptor. From these results, we conclude that the hemorrhagic syndrome of Japanese macaques occurred at 
the NIPS was caused by a single infection of SRV-5.
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附属感染症モデル研究センター
Research Center for Infectious Diseases

マウス作製支援チーム
Reproductive Engineering Team

技術専門職員　宮地　　均 Technical Specialist Hitoshi Miyachi
技術専門職員　北野さつき Technical Specialist Satsuki Kitano

マウス作製支援チームはウイルス動物実験専門委員会の下でマウス受精卵の凍結保存をはじめ
トランスジェニックマウス（Tg）やノックアウトマウス（KO）の作製支援を行っている。また、生
殖工学技術を用い、体外受精によるマウスコロニーの拡大、ホモマウス作製、胎生期解析用の受精
卵準備や ICSI（顕微授精）、卵巣移植なども実施可能である。最近では CRISPR/Cas9システムを用
いた遺伝子編集マウスの作製も実施している。詳細についてはホームページをご参照いただきた
い。http://www.infront.kyoto-u.ac.jp/ex_ivr/Lab/tgkoivf/index.htm　過去 3年間の実績は下記の通りであ
る。

1）胚の凍結保存
2015年　  146系統 40,165個
2016年　  187系統 34,679個
2017年　  171系統 37,763個

2）トランスジェニックマウスの作製
 依頼数 使用胚数 Tg産仔数
2015年 35 17,122 139（0.8％）
2016年 44 18,232 113（0.6％）
2017年 43 19,509 135（0.7％）

3）キメラマウスの作製
 クローン数 使用胚数 毛色キメラ数
2015年 22 2,249 107（4.8％）
2016年 18 1,872  71（3.8％）
2017年 38 3,474  78（2.2％）

4）CRISPR/Cas9システムによる遺伝子編集マウスの作製
 依頼数 使用胚数 遺伝子編集マウス数
2015年 15  5,906 17（0.3％）
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2016年 23  8,980 66（0.7％）
2017年 30 11,809 49（0.4％）

Reproductive engineering team is a support unit for generating transgenic mouse （Tg） and knockout 
mouse （KO） under the animal committee of our institute. We also perform cryopreservation of mouse 
fertilized eggs. Current staffs are Kitano and Miyachi. Results of last three years are as follows.

1）Freezing embryos
2015  146 strains 40,165 embryos
2016  187 strains 34,679 embryos
2017  171 strains 37,763 embryos

2）Transgenic mouse production with cloned DNAs
 No of constructs No of embryos No of transgenic
  injected pups obtained
2015 35 17,122 139（0.8％）
2016 44 18,232 113（0.6％）
2017 43 19,509 135（0.7％）

3）Production of chimeric mouse
 No of ES clones No of embryos No of coatcolor
  injected chimera obtained
2015 22 2,249 107（4.8％）
2016 18 1,872  71（3.8％）
2017 38 3,474  78（2.2％）

4）CRISPR/Cas9
 No of constructs No of embryos No of genome
   edited mouse
2015 15  5,906 17（0.3％）
2016 23  8,980 66（0.7％）
2017 30 11,809 49（0.4％）
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附属再生実験動物施設
Center for Animal Experiments

教授・施設長（兼務） 近藤　　玄 Prof. Gen Kondoh
准教授（兼務）　　 廣田　圭司 Assoc. Prof.  Keiji Hirota
助　教　　　　　　 渡邊　仁美 Assist. Prof.  Hitomi Watanabe

当施設では、平成 27年度イヌ；178頭、ウサギ；36羽、ラット；188匹、マウス；9,000匹が実
験動物として飼養された。これらの実験動物の日常的な飼育・管理を教授 1名、准教授 1名、助教
1名、技術職員 3名、非常勤職員 19名で行っている。
動物実験を行うにあたっては、生命倫理・動物福祉に十分の理解と配慮をして実施する事が大前
提である。この原則を周知・徹底させるため、動物実験に従事する者は、動物実験に関する法規制・
内規、実験動物の取り扱い方等についての全学講習および所内講習を受講することが義務付けられ
ている。本年も所内講習を 12回開催した。
また研究支援として遺伝子改変・ゲノム編集マウスの作出を行っている。我々は、“時間と労力
のかからない技術の採用や改良 ”を心掛けてきたが、近年、TALENや CRISPR-Cas9ゲノム編集法
を用いた簡易な遺伝子破壊・遺伝子挿入マウス作出技術が開発された。当施設でもこれらを積極的
に取り入れ、本年は 40件以上の遺伝子改変・ゲノム編集マウスの作製に携わった。

Experimental animals, such as mouse, rat and others, are housed in our Center under strict regulation of 
animal experimental committee and institutional guidelines for animal welfare. Moreover, we have been 
considered for long time: how to make gene-manipulated mice more rapidly and conveniently. Recently, 
genome engineering methods have been established using TALEN or CRISPR-Cas9 systems. We have 
searched for many methods and finally developed our own protocol making such mice more easily and 
reproducibly. We newly developed more than 40 gene-manipulated mouse strains in this year.
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of Tenomodulin, a marker of mature tenocytes and ligamentocytes. Scientific Reports, in press.

Morita, M., T. Sato, M. Nomura, Y. Sakamoto, Y. Inoue, R. Tanaka, S. Ito, K. Kurosawa, K. Yamaguchi, Y. 
Sugiura, H. Takizaki, Y. Yamashita, R. Katakura, I. Sato, M. Kawai, Y. Okada, H. Watanabe, G. 
Kondoh, S. Matsumoto, A. Kishimoto, M. Obata, M. Matsumoto, T. Fukuhara, H. Motohashi, M. 
Suematsu, M. Komatsu, K-I. Nakayama, T. Watanabe, T. Soga, H. Shima, M. Maemondo, N. Tanuma. 
PKM1 confers metabolic advantages and promotes cell-autonomous tumor cell growth. Cancer Cell, in 
press.



－187－

List of Presentations
Keiji Hirota: An inflammatory cellular network of autoimmune Th17 cells, GM-CSF-producing ILCs and 

synoviocytes in the development of autoimmune arthritis, Keystone symposia, Immune Regulation in 
Autoimmunity and Cancer, Whistler, Canada, March 26-30, 2017

Keiko Yasuda, Yohko Kitagawa, Shimon Sakaguchi, Keiji Hirota: Satb1 controls the differentiation and 
terminal effector function of Th17 cells, 第 46回　日本免疫学会学術集会、仙台、2017年 12月 12-14
日

Ryoki Kobayashi, Yohei Watanabe, Noriko M Tsuji, Keiji Hirota, Tomoko Kurita-Ochiai: Characterization of 
Innate lymphoid cells in inamed gingiva of mice infected with Porphyromonas gingivalis, 第 46回　日
本免疫学会学術集会、仙台、2017年 12月 12-14日

Gen Kondoh, Hitomi Watanabe, Rie Takeda, Keiji Hirota　 Lipid raft dynamics linked to sperm 
competency for fertilization in mice. 第 4回国際生殖生物学会、那覇、2017年 9月 27-29日
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ウイルス・再生医科学研究所ネットワークシステム
Computer Network of Institute for Frontier Life and Medical Sciences

助　教 竹本経緯子 Assist. Prof.  Keiko Takemoto

ウイルス研究所と再生医科学研究所の統合によって発足した新研究所では、情報セキュリティ管
理の一環としてコンピュータネットワークの再編を目指している。新研究所のWEBサイトはホス
ティングサービスを利用し、CMSによるスムーズな記事更新を可能にし、新研究所の研究成果な
どを発信している。一方で共同利用機器や会議室の予約システムなどまだ統合ができていないシス
テムに関して、新サーバーによる統合環境構築を進めている。メールホスティングサービスを用い
た新研究所用電子メールアドレスは大きな問題もなく稼働しており、今年度末で、旧ウイルス研究
所、旧再生医科学研究所のメールサーバが停止することとなる。
セキュリティの観点からは、新研究所の全分野を対象にネットワーク接続機器の一覧を作成し、
無線アクセスポイントの管理体制を含め、情報セキュリティ連絡管理体制等を整え、年度初頭には
ネットワークセキュリティ講習会を開催した。
研究所ネットワーク管理に加えて、竹本は次世代シーケンサーのデータ解析を行っている。ヒト
及びマウスを対象とした内在性レトロウイルスのエピジェネティックな発現制御を研究しており、
RNAseqや ChIPseqデータから内在性レトロウイルスの脱抑制の制御機構の解明を目指している。

Institute for Frontier Life and Medical Sciences LAN system（Infront-LAN）has administrated by the 
information security committee consisted of three staffs（Prof. Hiraki, Associate Prof. Inoue and Assist. Prof. 
Takemoto）. Infront-LAN has provided a variety of network services, including E-Mail, WEB-mail, WWW, 
File-sharing, online reservation of seminar rooms, SSH and all Outgoing TCP services except for P2P. We got 
a network domain for this new institute and built new WEB site and mail server on the university hosting 
service systems. The security policy settings was revised because two institutes（ex. virus and ex. frontier）
had implemented different security policies before their integration took place. Now we have the list of Wi-Fi 
routers which are used in each laboratory at the institute and an emergency communication flow for the 
accidents of network. All network users are supposed to get certifications of training of e-learning course 
which is provided by Institute for Information Management and Communication of Kyoto University.

In addition to the administration of network, Takemoto have studied the epigenetic regulation of mouse 
endogenous retroviruses during cell differentiation. Conditional knockdown mice of histone 
methyltransferase Setdb1, and/or DNA de novo methyltransferase Dnmt1 have been analyzed with RNA-seq 
and ChIP-seq.
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List of Publications
竹本経緯子、加藤雅紀、眞貝洋一　Setdb1による内在性レトロウイルスの制御機構、第 40回日本
分子生物学会年会、神戸、2017年 12月 6日
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共同研究

再生医学・再生医療の先端融合的共同研究拠点
2016年度共同研究報告（研究期間：2016年 4月～ 2017年 3月）

【コラーゲン分子上の特異な配列を認識するアプタマーの取得と再生医学への応用】
○研究代表者　早稲田大学理工学術院　小出　隆規　教授
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者　細胞機能調節学分野　平芳　一法　講師
○研究経過及び研究成果
本研究では、Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment（SELEX）を用いて I型コ
ラーゲンに特異的に結合する RNAアプタマーの取得を目指した。SELEXは標的に結合する核酸
（RNA）を段階的に濃縮する方法である。初めにランダムな配列を持つ RNAプールを出発材料と
し、標的に結合した RNAを回収して増幅する。この増幅された RNAを次のプールとし、再び標的
に結合させて回収、増幅する。これを繰り返すことで、標的に結合する RNAアプタマーを濃縮す
る。具体的には、40塩基のランダム領域を 22塩基の固定領域（プライマー領域）2つで挟んだ RNA
プールを設計し、選択圧を強化させつつ 8ラウンドの SELEXを行った。

8ラウンドの SELEXを終えた後、RNA配列の濃縮の様子を見るため、SELEX前後のシークエン
ス解析を行い、ランダム領域の長さと配列を比較した。シークエンス解析の結果、SELEX前の核
酸プールを増幅した段階で、すでにランダム領域が設計した 40塩基より短い RNA集団がドミナン
トになっていたことがわかった。配列の相同性に関しては、SELEX前ではランダムな配列であっ
たものが、SELEX後では 6～ 8塩基の部分的に同じ配列が 6グループ見られた。今回標的として
いるコラーゲンは複数のエピトープを提示できる巨大な分子であるため、いくつかのグループに収
束しているのは妥当な結果であると考えられる。しかし、当初設計した RNAよりも短い 20-mer程
度のものがほとんどであるため、高アフィニティー、高選択性をもったアプタマーを取得するため
には再度のトライアルが必要と考えられる。
○研究成果の公表
該当なし

【ゲノム編集技術を用いた椎間板機能の恒常性維持機構の解明】
○研究代表者　広島大学大学院医歯薬保健学研究科　宿南　知佐　教授
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者　生体分子設計学分野　開　祐司　教授
滝本　晶　特定助教
○研究経過及び研究成果
椎骨を連結し力学的負荷を緩衝する椎間板の弾力性は、Aggrecan（Acan）のようなプロテオグリ
カンが水を保持することによって生じる。本共同研究では、Transcription activator-like effector nuclease
（TALEN）を用いたゲノム編集により、Paired box gene（Pax）1と SRY-Box9（Sox9）によって制御
される Acanの転写制御領域（enAcan）を改変したマウスを作出し、enAcanの機能を in vivoで解析
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した。
本共同研究では、まず TALENを用いたゲノム編集により、359 bpの enAcan（図 1）に存在する 

Sox9と Pax1の結合部位を標的として、マウスのゲノム DNAに変異・欠失を導入した。その結果、
標的領域に変異・欠失が導入された 35頭のファウンダーマウスが得られた。この中から、Sox9及
び Pax1の結合部位と欠失塩基数を考慮し、表 1に示す 5種類のマウス系統を確立した。
次に、各マウス系統の肋軟骨及び尾椎の椎間板線維輪における Acanの発現レベルを、リアルタ
イム PCR法により解析した。各遺伝子型（enAcan+/+、enAcan+/-、及び enAcan-/-）の 3週齢の雄性マ
ウス 3頭又は 4頭から抽出した total RNAは、逆転写反応後リアルタイム PCRにより解析し、One-
way analysis of variance法により有意差検定を行った。その結果、欠失塩基数が 13 bpの系統 A及び
33bpの系統 Bでは、肋軟骨及び椎間板線維輪のいずれにおいても、各遺伝子型の間で Acanの発現
レベルに有意な差が認められなかった。一方、105bpを欠失した系統 Cの enAcan-/-では、椎間板線
維輪の Acanの発現レベルが enAcan+/+と比較して約 16%低下していた（P < 0.01）。しかし、系統 C
の肋軟骨では、各遺伝子型の間で Acanの発現レベルに差は認められなかった。また、133bpを欠失

1 GTCCAGAATGGAAGGGACCAAGGTGCCAGGGATGACCAATCCCTCAAGAA 

51 TCCCCCTGGAAACTCCTCCCTGGAGACACCCTTCCCCAGAATAGGCAAGG 

101 AGGGCTAGAAACACCCACATAAACAGCGCATCCACAAAACCCCACTGTCC 

151 CCAGGCTTTCCTCCCTCAGCCCTTGCTATTTTTATCTGGAGAGCAAGAGG 

201 GGGTTGCCAGGCAGGGCCACGCCGCTGTTTATGTCTGAAATTTGAAAAGA 

251 TGCACAGTGTACTTGGGAGAAGGCGTTGCAGGGAAAGGAATTTCAGAGAA 

301 TTTCAAACCTGGCAGGGTGAATAGGTGCCTTGTGTTCAGGCTTATGACTC 

351 TGGAAAAGCTACTCAACCCATGGCATGAAGAGGGGCCATGGACGGGTGCA 

401 AATGCCCACGTGTGAGATTTGGGATAGATGGAGACTCAGTTTACCTGGCT 

451 GAGGGGATCAACCGATCTCAGACTGGGGTGCTTTGTGAGGAAGTCCTTCT 

501 ACCCCCGAATAACACTTCTCTTTATGGCTTCCACATTGACACTTGAGTAT 

図 1. enAcan（下線）を含むマウスのゲノム領域の配列
TALEN 標的配列（青囲み線）は、Sox9 結合部位（赤）とその近傍の Pax1 結合部位を取り
囲む領域に設計した。

表 1. TALENによるゲノム編集により得られた enAcanの部分欠失マウス系統

マウス系統 欠失領域＊ 欠失塩基数（bp） 欠失した結合部位
A 320-332 13 Sox9

B 320-352 33 Sox9・Pax1

C 310-414 105 Sox9・Pax1

D 198-330 133 Sox6・Sox9

E 325-532 208 Sox9・Pax1

＊欠失領域は、図 1の塩基配列の数で示している。
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した系統 Dの enAcan-/-では、Acanの発現レベルは肋軟骨において約 34%、椎間板線維輪において
約 28%低下していた（いずれも P < 0.001vs.enAcan+/+）。本報告書作成時点で解析が終了していない
系統 Eについても、試料の収集を進め、今後解析を行う予定である

enAcan には転写因子 Sox5、Sox6、及び Sox9 が結合し、これにより Acan の組織特異的発現が強
力に誘導されることが明らかになっているが（Mol Cell Biol 28, 4999-5013, 2008）、本共同研究の結
果から、Sox9の結合部位のみを欠失させることによっては、Acan の発現レベルは有意に変化しな
いことが明らかになった。研究代表者は、ゲノム編集技術を用いて 359 bp の enAcan 全体を欠失す
るマウス系統の作出にも着手しており、これによって軟骨及び椎間板線維輪における enAcanの役
割がより明確になるものと期待される。

○研究成果の公表
（学会発表）
“Regulation of intervertebral disc development by Pax1 and Sox9.” Chisa Shukunami（invited speaker）, 

Cartilage Biology and Pathology（Gordon Research Conference）. Renaissance Tuscany Il Ciocco Lucca
（Barga）, Italy, April4, 2017.

【再生現象を顕微鏡レベルで可視化する超高解像度磁気共鳴イメージング技術の開発】
○研究代表者　放射線医学総合研究所分子イメージング診断治療研究部
青木　伊知男　チームリーダー
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者　生体材料学分野　田畑　泰彦　教授
○研究経過及び研究成果
組織再生誘導を効率的に行うためには、再生過程を顕微鏡レベルの解像度で三次元的に可視化す
る技術の開発が必要である。本研究では、高感度高周波コイルを用いた高磁場磁気共鳴画像装置
（MRI）による超高解像度MRI技術と再生研のもつ組織工学材料・ナノプローブ作製技術を融合、
骨再生過程、とりわけ血管新生を詳細に可視化する技術を開発するものである。
超高解像度磁気共鳴イメージング（マイクロMRI）は、通常のMRIに次の 3つの技術を加える

事で達成した。高い磁場強度（1テスラ装置に比較して約 7倍の信号雑音比（SNR））、低温により
熱ノイズを抑える冷却高周波コイル（通常のコイルに比較して約 3倍の SNR）、さらに血管滞留型
の高分子造影剤（撮像時間の短縮、積算回数の増加により 2～ 3倍程度の SNR増大、および血管
外への漏出が少ないことによる血管内外のコントラスト増大）。

In vivoでの実証実験は、次のように実施した。骨形成因子（BMP）-2または対照となる生理食塩
水を含浸したゼラチンハイドロゲルを SIc:ddYマウス背部皮下へ埋入し、異所性の骨形成を誘導し
た。骨形成誘導後、マイクロMRIを用いて経時的に微小血管の撮像を行った。MRI撮像は、7T前
臨床装置（Bruker Biospin, Avence-III）および 2chフェイズドアレイ冷却コイルを用いて、血管造影
剤法（MR angiograph, 3D FLASH）にて、直後、7、14、21日後に撮像し、その後、組織を摘出し
た。
結果：50 μm等方性空間分解能による血管造影マイクロMRIのシステムが構築され、異所性骨再
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生モデルに適用可能となった。また、ゼラチンハイドロゲルによる BMP-2徐放化モデルと、PBS対
照モデルを比較したところ、 BMP-2では移植後 7日後に、ゲルに接触する血管が複数観察された。
BMP-2では移植後 14日後に、非常に細く高密度な血管群（またはゆっくりと流れる貯留水）が、
広い領域で観察された。

本手法は、再生過程における血管新生の経時変化を in vivoで非侵襲的に観察する手法として有用
と考えられた。今後は、初期に誘導される血管密度あるいは血流が骨形成に与える影響について、
組織学的評価も含めて検討していく予定である。
○研究成果の公表
（発表論文）
1. Wells JA, Thomas DL, Saga T, Kershaw J, Aoki I. MRI of cerebral micro-vascular flow patterns: A multi-

direction diffusion-weighted ASL approach. J Cereb Blood Flow Metab. 2016 Jul 26. pii: 
0271678X16660985. PubMed PMID: 27461904.（マイクロMRIの開発段階における成果）

（学会発表）
1. 青木伊知男、高磁場MRIによる細胞標識とマイクロイメージングを用いた炎症再生評価、第

37回日本炎症・再生医学会、平成 28年 6月 16～ 17日、京都

2. 青木伊知男、高磁場 MRI と機能性造影剤による小動物 in vivoイメージング、第 63回日本実験
動物学会総会・ミニシンポジウム「実験動物 in Vivo イメージング技術の展開」、ミューザ川崎、
2016.5.20

3. Ichio Aoki, Functional and Theranostic Contrast Agent, Japanese Society for Magnetic Resonance in 
Medicine, JSMRM-KSMRM joint symposium、大宮ソニックシティ、2016.9.10

4. Ichio Aoki, Functional and Theranostic Contrast Agents for MRI, The l8th Northeastern Asian 
Symposium on Molecular Imaging-based Precision Medicine（A3 Molecular Imaging symposium）, 
JSPS-NSFC-NRF, Eastern Cloud Hotel, Hangzhou, China. 2016.11.12

5. Ichio Aoki, Approach to Multiscale Imaging using Micro-MRI and Functional Contrast Agents. 
International Symposium on Multimodal Medical Engineering（MME）, Chiba University, 2017.3.3

（特許出願）
1. 「放射線等を用いた生理活性物質の活性制御方法、及び生理活性物質包含放射線等刺激応答性
ゲル」特願 2016-092524、村山周平、青木伊知男、城潤一郎、佐賀恒夫、国立研究開発法人量
子科学技術研究開発機構、日本、特願 2016-092524

（共同研究課題が発展したプロジェクト等）
1. 文科省科学研究費・基盤 A、5年間。ウイルス・再生医科学研究所・田畑教授と共に「機能性
ナノ・マンガン造影剤開発による「マンガン染色 -MRI病理解析法」の創成」という題名で応
募し採択された。
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【病態解明のための構造制御されたバイオマテリアルを用いた培養肺高血圧症血管モデルの構築】
○研究代表者　岡山大学大学院医歯薬学総合研究科　狩野　光伸　教授
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者　生体材料学分野　山本　雅哉　准教授
○研究経過及び研究成果
本研究では、主として、以下の 2つの研究項目について研究を行った。

研究項目①構造制御されたバイオマテリアルを用いた管腔構造の形成
構造制御されたバイオマテリアルとして、刺激応答性バイオマテリアルからなるテンプレートを
作製した。まず、刺激応答性バイオマテリアルとして、細胞傷害性の少ないソルビトールに応答し
て水に対する溶解性が変化する m-アミノフェニルボロン酸（APBA）導入ゼラチンを合成した。得
られた APBA導入ゼラチンを水に溶解させ、濃度の異なる APBA導入ゼラチン水溶液に対する貯蔵
弾性率（G’）および損失弾性率（G’’）の温度変化を測定した。各濃度における G’ および G’’ の交点
の値からAPBA導入ゼラチン水溶液のゲル化温度を算出したところ、10, 20, および 35 wt%のAPBA
導入ゼラチン水溶液のゲル化温度は、それぞれ 47.5, 59.8, および 64.3 ℃であることがわかった。こ
れらの温度で高精度デジタルディスペンサーから APBA導入ゼラチンを吐出することにより、Y字
型に構造制御されたテンプレートを作製することができた。次に、得られたテンプレートに正常血
管由来細胞を接着させ、それをコラーゲンゲルに包埋した。所定期間培養後、培地にソルビトール
を添加したところ、テンプレートが除去され、正常血管由来細胞がコラーゲンゲル内にテンプレー
トと類似の形状で転写されていることがわかった。

研究項目②肺高血圧症血管由来平滑筋細胞の培養
研究項目①で作製したテンプレートに肺高血圧症血管由来平滑筋細胞を播種し、正常血管内皮細
胞と同様にコラーゲンゲル内に包埋した。培地にソルビトールを添加したところ、正常血管内皮細
胞と同様に、肺高血圧症血管由来平滑筋細胞をコラーゲンゲル内に転写することができた。一方、
転写効率は必ずしも高くなく、技術的な改善の余地があることもわかった。今後の研究課題として、
研究を継続していく予定である。
○研究成果の公表
① 村谷誠司、山本雅哉、狩野光伸、田畑泰彦：糖応答性ハイドロゲルを用いた血管様分岐型管腔
構造の作製 .　日本バイオマテリアル学会シンポジウム 2016（2016年 11月 21日、福岡）

② 村谷誠司、山本雅哉、狩野光伸、田畑泰彦：糖応答性ハイドロゲルを用いた分岐型血管様構造
の作製 .　第 16回日本再生医療学会総会　（2017年 3月 7日、仙台）

【細胞間相互作用の制御にもとづく単個細胞から細胞凝集塊への形成過程のタイムラプス解析】
○研究代表者　福井大学大学院工学研究科　藤田　聡　准教授
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者　組織修復材料学分野　有馬　祐介　助教
○研究経過及び研究成果
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本研究では，単個細胞が相互作用し，集合体を形成していく動的なプロセスを，細胞の移動性を
前後方向に限定した一次元細胞遊走モデルを用いてタイムラプス解析することで解析することを
目指した。これにより細胞の凝集過程を定量的に表現し，細胞から組織が構築される動的原理の統
合的理解につなげる。そのアプローチとして，エレクトロスピニング法で紡糸したポリスチレンの
微細ファイバーを用いた。このファイバー上に細胞接着分子を固定化したのち，細胞を播種し，タ
イムラプス顕微鏡で遊走のムービーを取得した。ムービーを画像解析することにより，ファイバー
上に接着する細胞の伸展および遊走速度を定量化した。
まず，軟骨細胞での細胞遊走挙動の解析を試みた。その結果，細胞間相互作用が細胞と基材の相
互作用よりも強固であるため，細胞同士がすぐに強い凝集塊を形成し，基材であるファイバーにほ
とんど接着しなかった。そこで以降の検討では，ヒト由来線維肉腫細胞株 HT-1080を用いた。
腫瘍細胞の多くは上皮組織に由来する。ここで上皮間葉転換（EMT）が誘導されると，細胞極性
の喪失や細胞形態，細胞接着分子の変化などの細胞の性質に大きな変化が見られ，浸潤能の獲得な
どに影響を与える。一般的に EMTの誘導により Cadherin依存性の細胞同士の接着から Integrin依
存性の細胞 -細胞外マトリクス（ECM）間の接着へと変化することが知られている。このプロセス
は単個細胞が凝集塊を形成する場合と逆の過程でありこれを理解することは，単個細胞から細胞凝
集塊へと移行していくプロセスと本質的に同等の現象だと推察される。そこで，ファイバー上での
細胞遊走プロセスについて，細胞間接着を模した Cadherin依存のもと起こる場合と，細胞 -ECM間
接着を模した Integrin依存のもと起こる場合でどのように違うかを比較した。

Cadherinの微細ファイバー上への固定化には，IgGの Fc部と E-cadherin（E-cad）を結合させた
E-cad-Fcキメラタンパクを用いた。このキメラタンパクは疎水性に富んだ Fc部分を有することか
ら，疎水性の高いポリスチレンなどの材料と疎水性相互作用により強く吸着し，材料表面には E-cad
が配向方向を揃えて固定化される。Integrin依存のもとでの細胞培養には，Fibronectin（FN）固定化
ファイバーを用いた。細胞の接着部位を解析するためにアクチン繊維と裏打ちタンパク質の免疫染
色を行った。E-cad依存性接着は β-cateninを染色，Integrin依存性接着は Paxillinを染色，アクチン
繊維は蛍光標識された Phalloidinで染色することで観察した。
その結果，FN上の細胞は長い仮足を伸展させているのに対し，E-cad-Fc上の細胞は丸い形状で
接着しており，仮足は伸びていなかった。次に，観察開始から 6時間に渡る細胞の長さと速度を比
較検討したところ，FN上の細胞は移動の際，細胞が伸展と退縮を繰り返している事がわかった。細
胞がアクチン繊維の張力を駆動力にして移動する際にファイバー上でこうした移動形態をとると
考えられる。一方で E-cad-Fc上の細胞は細胞の伸展退縮や移動はほとんど見られなかった。
次に FN，E-cad-Fc上の細胞のアクチン繊維と接着部位を免疫染色により観察した。その結果，FN

上の細胞ではアクチンのストレスファイバーの形成が見られたが，E-cad-Fc上の細胞はストレス
ファイバーの形成は見られず，アクチンは皮質部分にしか存在していなかった。また，接着部位に
局在するタンパク質染色では，FN上の細胞には顕著な Paxillin発現が見られ，基材に対して Integrin
依存で接着している事がわかった。一方で，E-cad-Fc上の細胞は Paxillinの発現が見られなかった
ことから，基材に対しての接着に Integrinの寄与は少ない事が考えられる。また，β-cateninの染色
像では，E-cad-Fc上の細胞のみに β-cateninの強い発現が見られたことから，基材に対する E-cad依
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存接着がおき，それによって β-cateninの増加が起きたと考えられる。さらに，これらの細胞の形態
や接着タンパクの発現量は，ファイバーへの接着時間に大きく依存することもわかった。ここまで
で，単個細胞における接着タンパク質の違いによる影響を見ることができたため，今後は，複数細
胞の遊走挙動をより詳細に解析していく。
また，細胞集団の遊走挙動解析へ向け，細胞間接着の制御による細胞塊形成についても検討した。

細胞表面修飾材（単鎖 DNA－ポリエチレングリコール－脂質複合体）を用いることで細胞表面を
単鎖 DNAで修飾することができる。他方の細胞を相補 DNAで修飾することで，細胞間の接着を誘
導することができた。さらに，細胞間接着を誘導する分子として，単鎖 DNAの代わりに E-カドヘ
リン細胞外ドメインについても検討した。細胞表面を E-カドヘリン修飾することで，同種細胞間
の接着を誘導し細胞塊を形成することができた。これにより，上述のファイバー－細胞間でのカド
ヘリン相互作用に加え，細胞－細胞間でのカドヘリン相互作用も人工的に誘導できることが分かっ
た。細胞集団の遊走挙動解析のためには一定サイズ（細胞数）の細胞塊を形成させることが必要で
あるため，今後は細胞塊サイズを制御する条件検討を行っていく。
○研究成果の公表
1. Analysis of cell migration on a single fiber immobilized with Fc-cadherin, R. Hayamizu, S. Suye, T, 

Akaike, S. Fujita，9th International Conference on Fiber and Polymer Biotechnology, Osaka（2016）

2. Fc-カドヘリン固定化ファイバー上での細胞遊走挙動の解析 , 早水 亮貴 , 末 信一朗 , 赤池 敏宏 , 
藤田 聡 , 第 65回高分子学会年次大会 , 神戸（2016）

3. 神経膠芽腫細胞遊走におけるミトコンドリア動態のシングルファイバーを用いた解析 , 河合 
佑介 , 竹内 綾子 . 藤田 聡 , 松岡 達 , 第 63回中部日本生理学会 , 岡崎（2016）

4. Fc-カドヘリン固定化ファイバー上での細胞遊走挙動の解析 , 早水 亮貴 , 末 信一朗 , 赤池 敏宏 , 
藤田 聡 , 平成 28年度高分子学会北陸地区若手研究会 , 福井（2016）（優秀ポスター賞）

5. カドヘリンの勾配を表面に有するファイバー上での細胞遊走解析 , 早水 亮貴 , 赤池 敏宏 , 末 信
一朗 , 藤田 聡 , 日本バイオマテリアル学会第 5回北陸信越若手研究発表会 , 長岡（2016）

6. Control of muiticellular aggregate structure using cell surface modification with recombinant proteins. Y. 
Arima, Y. Hirai, H. Iwata, 10th Anniversary International Symposium on Nanomedicine（ISNM2016）. 
Tsukuba（2016）

【遺伝子トラップ・エンハンサートラップ法を用いた神経細胞 -支持細胞相互作用の解明】
○研究代表者　国立遺伝学研究所　川上　浩一　教授
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者　再生増殖制御学分野　瀬原　淳子　教授
○研究経過及び研究成果
中枢・末梢神経系の神経細胞は、オリゴデンドロサイトやアストロサイト・シュワン細胞などの
支持細胞集団とともに脳を構築・維持する。我々は、世界に先駆けて遺伝子トラップ法・エンハン
サートラップ法による神経回路網の可視化、及びその形成に関与する遺伝子の大規模スクリーニン
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グと解析を行い、神経回路構築に重要なはたらきをする分子を同定しつつあるが、それと同時に、
脳回路形成におけるこれら支持細胞の役割や機能にも着目している。
そこで、神経系周辺の多様な細胞集団を可視化し、新規の神経系支持細胞の同定・支持機構の解
明によって脳構築・維持の新たな機構を明らかにしたいと考え、支持細胞をマークできる遺伝子ト
ラップフィッシュをスクリーニングしてきた。それらの遺伝子トラップフィッシュを利用して、ま
た、増殖因子とそのプロテアーゼによる制御の観点から発生・再生における細胞間相互作用を研究
している瀬原グループと共同研究をすることによって、グリアその他の支持細胞と神経細胞の相互
作用のタンパク質レベルでの解明を試みてきた。このような試みの中で、これまでに、視覚情報の
中枢である視蓋の神経幹細胞を可視化できるエンハンサートラップを用いた神経分化の研究（Sato, 
T., et al. PLoS One 10, e0127360.（2015））、グリア細胞が可視化されるエンハンサートラップを用い
た側線神経系構築に関する研究　（Xiao, Y., et al. Disease Models & Mechanisms dmm.018184（2015））　
について共同研究を行い、これらに関してはすでに 2015年に 2つの論文を発表した実績がある。
本研究ではあらたに、主にふたつの観点から研究に取り組んだ。ひとつは、グリア細胞の増殖因
子制御、ひとつはエンハンサートラップラインの挿入部位遺伝子として同定された転写因子の役割
に焦点を絞った研究である。

グリア細胞の増殖因子制御
まず、運動神経で発現し支持細胞であるシュワン細胞の増殖・分化を制御する増殖因子を可視化
し、支持細胞と神経細胞の相互作用の観点から脳構築機構の解明を目指した。この増殖因子は、グ
リア増殖因子とも呼ばれる ErbBリガンドで、中枢・末梢神経系においては主に神経細胞で産生さ
れ、その支持細胞として神経の軸索をミエリン化するグリア細胞に作用し、それらの移動、生存や
分化の促進に関わる。しかし、この増殖因子の活性が、ミエリン形成やシナプス形成を時間的空間
的に制御できるのは、どのような仕組みによるのかは不明である。そこで、そのような時空間的制
御が、①グリア増殖因子の転写の時間的空間的特性に基づく制御によるのか、それとも②神経細胞
内でグリアを軸索上で効率よくミエリン化すべく、グリア増殖因子の局在化が制御を担うのか、そ
れとも、③この増殖因子は、細胞外ドメインが切断される、いわゆるエクトドメインシェディング
を受けることから、そのような翻訳後制御が支持細胞の移動や分化を時間的空間的に制御している
のか、これらの疑問を解決すべく、瀬原グループと共同して、グリア増殖因子の可視化プローブを
作成した。
このプローブは、グリア増殖因子の細胞外領域を mCherry、細胞内領域を GFPで標識したもの

で、N-CISSORと命名された。まず、培養細胞 HEK293T細胞を用いて、N-CISSORの細胞表面上で
の分布、Phorbol-12-myristate-13-acetate（PMA）刺激により誘導される切断動態、および受容体であ
る ErbB3をリン酸化させる生理活性などを調べ、N-CISSORがグリア増殖因子の細胞表面への分布
や切断を正しく再現することを確認した。次に、個体中での NRG1の切断を評価するため、
N-CISSORをゼブラフィッシュ胚で神経細胞特異的に発現させた。エンハンサートラップラインと
して、CaP運動神経特異的に Gal4が発現するトランスジェニックライン Tg（SAIGFF213A）を確
立し、それを、その Gal4に依存して NCISSORを発現するライン Tg（5 × UAS:N-CISSOR）とかけ
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合わせることによって、単一神経細胞内での NCISSORの分子動態の観察を実現し、その切断を可
視化・計測することに成功した。その結果、グリア増殖因子は、運動神経細胞において細胞体より
も軸索で優先的に切断されること、そしてその切断はメタロプロテアーゼあるいはセリンプロテ
アーゼのひとつ BACEにより制御されていることがわかった。この結果は、グリア増殖因子による
グリア細胞の活性化制御機構のひとつとして、増殖因子のエクトドメインシェディングの時間的空
間的制御が関与していることを示したものである（Kamezaki A et al., Sci. Rep., 2016）。

神経系・血管系組織構築に関わる新たな分子機構の解明
一方、側線神経のターゲットである有毛細胞をもつ感覚受容器（側線）で発現する 2系統に関し
てトランスポゾン挿入部位の遺伝子を同定したところ、転写因子をコードすることがわかった。こ
の遺伝子に関して解析したところ、神経組織の形成のみならず血管系形成にも必須の役割を果たす
ことがわかってきた。photoconversion型蛍光タンパク質で細胞集団をラベルするなどの方法で、そ
の細胞系譜を検討するとともに、CRISPR-Cas9システムを用いてこの転写因子のノックアウトゼブ
ラフィッシュを作成し、神経分化や血管形成・維持に関与する分子機構・細胞間相互作用を解析中
である。また、コンディショナルノックアウトマウスの作成にも取り組み、その役割がマウスで保
存されているかどうかを現在瀬原グループで検討中である。今後この遺伝子の役割と、神経系・血
管系組織構築に関する新たな知見が得られることが期待される（未発表）。
○研究成果の公表
（発表論文）
Visualization of Neuregulin 1 ectodomain shedding reveals its local processing in vitro and in vivo. 

Kamezaki A, Sato F, Aoki K, Asakawa K, Kawakami K, Matsuzaki F, Sehara-Fujisawa A. Scientific Rep. 
June ; 6:28873. DOI:10/1035/srep28873（2016）

（学会発表）
（口頭）
Kamezaki, A., Sato, F., Aoki, K., Aoki, K., Asakawa K., Kawakami, K. and Sehara-Fujisawa A. Live cell 

imaging and proteomic approaches shed light on novel aspects of ectodomain shedding in developing 
neurons. Joint Meeting of the German and Japanese Societies of Developmental Biologists, Kiel, 
Germany, 15-18 March 2017, 2017.

Kamezaki, A. Development of a fluorescent probe to monitor NRG1 ectodomain shedding in vitro and in 
vivo. JSDB Special Symposium. Tokyo, June 2, 2016.

（特許）
発 明 者：瀬原淳子、亀崎青沙、佐藤文規、青木一洋、川上浩一
権 利 者：京都大学　（京大番号：5315）
発明名称：  NRG1の切断検出用プローブ、NRG1の切断検出用プローブをコードするポリヌクレ

オチド、NRG1の切断検出用プローブの発現ベクター、NRG1の切断検出用形質転換
体、NRG1の切断検出方法、および NRG1切断酵素の阻害剤のスクリーニング方法
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出願番号：特願 2016－053156
出 願 日：2016年（平成 28年）3月 16日

【遺伝子改変多能性幹細胞を用いた網膜芽細胞腫及び二次がん発生機構の解明】
○研究代表者　国立がん研究センター中央病院　森　泰昌　医員
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者　組織再生応用分野　戸口田　淳也　教授
○研究経過及び研究成果

RB1遺伝子の経配偶子性変異（RB1+/-）を原因とする遺伝性両眼性網膜芽細胞腫患者由来 iPS細
胞の作製と解析を目的として、患者由来 iPS細胞作製とゲノム解析ならびに iPS細胞バンクへの寄
託のための倫理申請を完了した。本研究期間内において 2例の両眼性網膜芽細胞腫の患者血液なら
びに組織から体細胞における RB1遺伝子のゲノム変異、ならびに腫瘍細胞のゲノムにおける対側ア
レルの二次性変異領域を特定した。その結果、これら 2例の RB1遺伝子変異は、いずれも経配偶子
性変異及び体細胞性変異が異なるフレームシフト変異であることが判明した。現在 iPS細胞作製を
京都大学にて進めている。

本研究の目的である網膜芽細胞腫及び二次がん発生機構の解明の為、まず網膜芽細胞腫の患者に
ついて発症までの期間、再発、転移、治療法と二次がんの部位、腫瘍の分化度等病理学的分類、瘍
形成性、二次がん発症の有無、と RB1遺伝子変異パターンの解析を 106例の網膜芽細胞腫を対象と
して行った。その結果、ゲノム変異は RB1エクソン上のほぼ全領域で認められた。また蛋白構造や
ドメインに関連した特異的な集積は見られなかった。遺伝性、非遺伝性あるいは両眼性・片眼性の
比較においては、遺伝性にフレームシフトやスプライシング変異が多く、非遺伝性ではミスセンス
/インフレーム変異がやや多い傾向が示された。また片眼性・非遺伝性では変異の指摘できない症
例もわずかに含まれた。
次に網膜芽細胞腫で発現する分子について病理組織検体を用いた免疫組織化学染色ならびに

RNA in situ hybridizationを用いて解析を行った。蛋白発現として哺乳類における眼発生に関連する
分子 SOX2, Bmi1, CRX, OTX1/2, Rhodopsin 等について検索を行った。その結果、Bmi1, CRX, OTX1/2
は、ほぼ全ての症例に強い陽性像を示した。一方、SOX2はほぼ全ての症例ではあるものの、陽性
細胞はごく少数に留まった。これらは形態学的に比較的均一に見られる腫瘍内の分化勾配が示され
た。また Rhodopsinは非常に分化度の高い（正常網膜に類似した）腫瘍の一部にのみ発現が見られ
た。さらに本解析からこれまで報告のない 2種の新規蛋白（分子 X, Y）の発現があることを発見し
た。特に網膜芽細胞腫瘍特異的で背景の正常網膜には発現が見られない分子 Xについて、RNA発
現も含め多数症例で詳細に解析し、確認を行い再現性が見られた。この結果治療ターゲット候補分
子 Xを得た。さらに分子 Xの直接的なターゲット探索のため、クロマチン免疫沈降法と次世代シー
クエンサーによる解析により、分子 Zを発見した。Zはメチルトランスフェラーゼであり、プロ
モーター領域に分子 Xのモチーフを有することを明らかとした。

今後、前述した現在作製中の患者由来 iPSを対象に、残った正常アレルをゲノム編集にて壊し
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RB1遺伝子 null-/-細胞を作製する。これらの細胞を既知の方法により神経あるいは骨へ分化した際
の同定したターゲット候補分子Xの発現の有無を解析する。さらに網膜ならびに間葉系細胞への分
化誘導と in vitro, in vivo双方で腫瘍化能の有無を解析する。腫瘍化が見られた場合、候補分子 Xの
カスケードの阻害から腫瘍化抑制の可否について検討を行う。
○研究成果の公表
現在論文投稿準備中

【膵内分泌腫瘍の新規がん抑制遺伝子PHLDA3の機能抑制を利用した膵島移植効率向上法の確立】
○研究代表者　国立がん研究センター研究所　大木　理恵子　ユニット長
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者　臓器・器官形成応用分野　角　昭一郎　准教授
○研究経過及び研究成果
研究代表者は PHLDA3研究の第一人者である（Cell, Vol. 136, pp. 535-550, 2009など）。また、一
方で角昭一郎准教授は膵島研究の第一人者であり、本共同研究を行うことで分野の垣根を越えた融
合領域の研究が推進可能となる。また、膵島移植の専門家である坂田直昭助教も研究チームに加え、
膵島を用いた膵島移植実験を行う。お互いの得意分野を生かす事で、必ず糖尿病治療に結びつく、
実り多い研究成果が得られると考えており、これまでに京都大学再生研共同研究として支援されて
いる研究を PNASに投稿し受理された（PNAS, 111（23）, E2404-E2413, 2014）。また、本研究課題に
関わる特許を出願した（移植材料及びその調製方法、特願 2014-107529、PCT/JP2015/064792）。
膵島移植の際の最大の課題は、未だ低率の移植成績を向上させる事にあるが、現行の膵島分離法
では、膵臓の消化による膵島への障害などにより、100%の膵島を確保する事は不可能である。加
えて、分離された膵島は膵臓消化の影響で無血管状態となり虚血にされされる事、膵島分離行程に
より酸化ストレスが惹起され膵島を障害する事などの理由から膵島のアポトーシスが誘導され、分
離後よりその数は減少し、インスリン分泌能は著しく低下する。さらに、移植後（現行の方法では
門脈内に直接投与する）には、血液凝固反応などによって惹起される炎症反応物質・細胞の影響や
膵島自身が末梢門脈を塞栓する事で移植部位の虚血が助長される事により、移植した膵島の大部分
が早期に失われる。われわれは門脈内移植された膵島の約 60%が失われる事を既報にて確認してお
り（Islets, 1（1）, 26-33, 2009）、このような膵島の脆弱性に PHLDA3促進的に関与することも解明
している（PNAS, 111（23）, E2404-E2413, 2014、 Sakata N, et al, submitted）。

我々は、これまで機能未知であった PHLDA3遺伝子が、p53によって誘導される遺伝子である事
を見いだし、PHLDA3が p53による Akt抑制を担う重要な遺伝子である事を世界で初めて明らかに
した（Cell, Vol. 136, pp. 535-550, 2009）。PHLDA3遺伝子は、細胞膜に存在するイノシトールリン脂
質（PIPs）との結合に働く PHドメインのみから構成されるタンパク質をコードしている。一方、
Aktも PHドメインを持つタンパク質であり、活性化には PHドメインを介して細胞膜に局在する事
が必須である。PHLDA3は、Aktのいわば内在的に発現する dominant negative体として機能し、Akt
と PIPsとの結合を直接阻害する。その結果、Aktの細胞膜局在は阻害され、下流の生存シグナルは
伝達されない（Fig. 1）。
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がん抑制において、非常に強いがん化促進能を持つAktの活性を制御する事はとても重要である。
実際に PHLDA3の発現を抑制した細胞では Aktの異常な活性化が認められるとともに、細胞ががん
化（足場非依存性の増殖能を獲得）している事が示され、PHLDA3はがん抑制能を有する事が示さ
れた。さらに、ヒト肺及び膵内分泌腫瘍において PHLDA3遺伝子の高頻度な欠損が認められた。こ
れらのがん組織では正常組織と比較して PHLDA3の発現低下と Akt活性の上昇が認められ、
PHLDA3が内分泌腫瘍のがん抑制遺伝子として機能していると考えられた。

一方で、PHLDA3が膵内分泌腫瘍のがん抑制遺伝子であるという事から、PHLDA3が膵内分泌細
胞の増殖を制御するのではないかと考え研究を進めている。これまでに膵島 β細胞由来の細胞株
RIN細胞、正常膵島細胞を用いて、膵 β細胞において PHLDA3が細胞増殖と Akt活性を抑制してい
る事を明らかした。

さらには PHLDA3欠損マウスにおいて膵島の過形成が認められており、PHLDA3は膵島細胞の
増殖を抑制する事が示された（Fig. 2）

これまでに角昭一郎准教授との共同研究によって、分離膵島から得た膵島細胞を用い（Fig. 3）、
PHLDA3が膵島細胞において細胞増殖の抑制、アポトーシス誘導に機能する事を明らかにした。

また、PHLDA3欠損マウスを用いて実験的に一型糖尿病を引き起こすと、PHLDA3欠損マウスで
は野生型マウスに比べ、顕著に血糖値の上昇が抑えられている事が示され（Fig. 4）、マウス生体内

Fig.1　  p53によって PHLDA3が誘導されると、PHLDA3は細胞膜上の PIPsと結合し、結
果として、Aktは膜移行と活性化が阻害される。
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においても PHLDA3が膵島細胞の増殖、アポトーシスを制御する事が示された。

今後さらに膵島機能に PHLDA3 がどのように関わるのか解析を進める事で、糖尿病研究、膵島移
植に役立つ成果を得る事が可能である。さらには PHLDA3 機能を抑制した膵島を作り出し、再生医
療の分野に役立てたいと考えている。

○研究成果の公表
（発表論文）
1. Sakata N, Yamaguchi Y, Yoshimatsu G, Unno M, Sumi S, Ohki R. PHLDA3 Deficiency Improves Islets 

Engraftment through the Suppression of Hypoxic Damage. submitted.

2. Ezawa I, Sawai Y, Kawase T, Okabe A, Tsutsumi S, Ichikawa H, Kobayashi Y, Tashiro F, Namiki H, 

Fig.2　同腹の野生型マウスとの膵臓組織の比較。PHLDA3欠損マウスでは膵島が異常に大きい。

Fig.3　分離した rat膵島 Fig.4　  PHLDA3 KOマウスでは、STZ誘発性の高血糖が抑制
される。
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【ヒト多能性幹細胞からの各種心筋細胞の選択的分取とその解析および心臓の再構成】
○研究代表者　鳥取大学医学系研究科　白吉　安昭　准教授
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者　胚性幹細胞分野　末盛　博文　准教授
○研究経過及び研究成果：
ヒト iPS/ES細胞を用いた心筋分化誘導系では、各種サブタイプ心筋が混在した状態で分化誘導さ

れる。そこで、本研究では、サブタイプ心筋、特に洞結節ペースメーカ細胞（HCN4陽性）と心室
筋細胞（MLC2v陽性）とを選択的に分取できる実験の系の構築と、純化した各種心筋の特性解析、
それらを用いた心臓の再構成を目標とした。
ヒト iPS細胞 409B2株を用いて、① HCN4遺伝子のエクソン Iに GFP（緑色蛍光タンパク質）を

挿入した BAC（Bacterial Artificial Chromosome）ベクターを用いて、HCN4発現細胞を GFPで、同
時に、② CRISPR/Cas9によるゲノム編集法によってMLC2vのエクソン Iに mCherryをノックイン
し、MLC2v発現細胞を mCherry（赤色蛍光タンパク質）で、可視化できる二重改変 iPS細胞株を樹
立した。この細胞株を用いて心筋を分化誘導し、GFPと mCherryの蛍光を指標に心筋を分画する
と、GFP陽性細胞は、洞結節ペースメーカ細胞型の、mCheery陽性細胞は、心室筋型の電気生理学
的特性を示すことが分かった（第 81回日本循環器学会学術集会、Shiaryoshi et al, 論文準備中）。ま
た、この HCN4陽性細胞は、HL1などの心房筋細胞と電気的に結合し、それらの拍動を制御できる
ことも見出している。

HCN4は、成体のペースメーカ細胞の最良のマーカであるが、同時に、一次心臓領域（FHF）に
存在するプロジェニター細胞のマーカでもある。事実、分化誘導初期の HCN4陽性細胞は、分裂能
を持ち、その後、ペースメーカ細胞と心室筋用細胞とに発生できることがわかった（第 39回日本
分子生物学会年会）。
最後に、これらの心筋による心臓の再構成までは到達しなかったが、HCN4陽性細胞の各種イオ
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ンチャネルブロッカーに対する応答能を市販心筋と比較したところ、ほぼ同等の結果が得られ、創
薬安全性試験への応用可能性が示唆された（第 43回日本毒性学会学術年会）。
○研究成果の公表
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biological pacemaker.（投稿準備中）
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純化したヒト多能性幹細胞由来分化誘導心筋に関する電気生理学的特性と薬剤応答性の評価　
第 43回　日本毒性学会学術年会（2016年 6月 29日～ 7月 1日）　ウインクあいち、名古屋

2. 福村健太、横井文香、森川久未、野崎大蔵、久留一郎、白吉安昭　ヒト iPS細胞に由来する
HCN4陽性心筋前駆細胞の解析　第 39回　日本分子生物学会年会　（2016年 11月 30日～ 12
月 2日）パシフィコ横浜、横浜

3. 山本堅士郎、丹野翔伍、足立真彩、森川久未、大月優樹、大谷直由、陶山淑子、八木俊路朗、
荻野和秀、三明淳一朗、白吉安昭、山本一博、西村元延、久留一郎。虚血性心不全モデルに対
する脂肪幹細胞シートと心不全薬の併用効果の検討。第 16回　日本再生医療学会総会（2017
年 3月 7日～ 9日）仙台国際センター、仙台

4. Yasuaki Shirayoshi, Kumi Morikawa, Kenta Fukumura, Ichiro Hisatome. Fluorescent Human iPS/ES 
Reporter Lines Offer the Opportunity to Track Cardiac Subtype Cells in Cell-based Therapies and Drug 
Development. 第 81回　日本循環器学会学術集会（2017年 3月 17日～ 19日）石川県立音楽堂
他、金沢

5. Fluorescent reporter lines in human iPS cells offer useful platforms to study cardiac subtype specification, 
cell-based therapies of cardiac disease and drug development. Yasuaki Shirayoshi, Kenta Fukumura, 
Kumi Morikawa, Ichiro Hisatome. ISSCR2017, June 14-17 （2017）, BOSTON, USA

【ES細胞の多能性制御に関わる新規遺伝子の機能解析】
○研究代表者　奈良県立医科大学医学部　堀江　恭二　教授
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者　再生実験動物施設　近藤　玄　教授
○研究経過及び研究成果
我々の研究室では、Venusをレポーターに用いた遺伝子トラップ法を用いて、ES細胞で発現が変
動する新規遺伝子を同定した。Venus陽性細胞と陰性細胞を cell sorterで分離して、細胞の形態、in 
vitroでの分化能、種々の遺伝子発現の違いを明らかにし、本遺伝子の発現が ES細胞の多能性と正
の相関を示すことを示唆する結果を得た。また、顕微鏡下での生細胞観察により、本遺伝子の発現
変動を 1週間に渡り計測した。本遺伝子は約 2Mbに渡る遺伝子クラスターを形成する。クラスター
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全体を欠失させるために、ゲノム配列を詳細に解析し、クラスターの上流・下流の境界を明らかに
した。
前年度の本共同研究で、機能未知の zinc finger proteinについて遺伝子破壊マウスを作製した。今
年度は、ホモ変異体マウスが生後 1日で高頻度に死亡するとの知見を得た。
○研究成果の公表
未発表

【新規サイクリン関連遺伝子の脊髄神経管分化・成長における役割】
○研究代表者　奈良先端科学技術大学院大学　笹井　紀明　准教授
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者　統合生体プロセス分野　廣田　圭司　准教授
○研究経過及び研究成果
ヘッジホッグ（Hedgehog）と総称される遺伝子群は、胚発生における細胞の増殖や分化を制御す
る細胞外シグナル因子をコードする。申請者は、このうち特にソニック・ヘッジホッグ（Sonic 
Hedgehog; Shh）によって制御される細胞増殖を直接制御するエフェクター分子を同定する目的で、
Shh の下流遺伝子を mRNA シーケンス法によるトランスクリプトーム解析によって網羅的に解析
し、それらの中から候補遺伝子として、新規のサイクリン依存性キナーゼ（以下 vCDK と呼ぶ：v 
は ventral（腹部）の意味）を同定した（メタデータの一部を Sasai et al., 2014 で発表）。サイクリン
やその関連因子は細胞分裂や増殖に関与することが示唆されるが、vCDK の機能は新規であるため
にほとんど不明である。
申請者らのニワトリ胚を用いた予備的
解析の結果、vCDK は胚性期前駆細胞の増
殖に関わっていることが明らかとなった
（図 1）。そこで、vCDK の個体レベルにお
ける機能を、遺伝子機能を完全に破壊し
たマウス個体を用いて解析することにし
た。
この経緯のもとに、平成 28 年 4 月より
京都大学再生医科学研究所（当時）・統合
生体プロセス分野の廣田圭司准教授とと
もに遺伝子欠損マウスの作成を開始し
た。まず CRISPR/Cas9を用いた遺伝子破
壊法により、vCDKの遺伝子座のエキソン
3にガイド RNAを設計し、4～ 60塩基対
程度の欠損を生じたキメラまたはヘテロ
マウスを 60%程度の高確率で多数得るこ
とに成功し、そのうちの 1つの系統を継
代しながら解析することとした。

（図 1）ニワトリ胚を用いた vCDKの予備的解析。（A）
vCDKの強制発現により、前駆細胞の増殖が著しく亢進
した（矢頭）。（B）siRNAにより分化が尚早（*）になり、
神経細胞数が減少（**）。（C）vCDKが前駆細胞の増殖を
コントロールしている。
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その結果、vCDK遺伝子破壊マウスは生存可能で
あるが、体のサイズが野生型に比べて極端に小さく
（図 2A, B）、組織レベルでは腎臓の形成不全（図 2C, 

D）が見られている。この表現型から、vCDKが神
経発生のみならず、広く器官形成やその機能維持、
またはそのサイズ決定に対して重要な役割を担う
ことが強く示唆された。
また、さらなる細胞レベルでの解析には vCDKの

器官内における発現を細胞レベルで捕捉する必要
がある。この目的で、vCDKの遺伝子座に eYFP遺
伝子を挿入したマウスを同様に CRISPR/Cas9法に
より作成することにした。この作成では、vCDK遺
伝子の翻訳スタートコドン（ATG）の直下にガイド
RNAをデザインして eYFP遺伝子を挿入し、本来
の遺伝子の機能が破壊される代わりに eYFPが発
現するようにした。この目的で、eYFPをコードす
る領域とその前後各 1kbのゲノム領域（計 2.9kb）
を人工遺伝子合成により作成し、人工遺伝子断片、
ガイド RNA、Cas9タンパク質を受精卵に顕微注入
した。この結果、37個体中 10個体という高確率で
挿入が見られ、eYFPノックインマウスが産出され
ていることが示唆された。このマウスを解析するこ
とにより、ヘテロマウスの解析からは器官内におけ
る発現位置の確認が、ホモマウスの解析からは vCDK遺伝子欠損の表現型が、それぞれ観察できる
と期待される。
この解析は、平成 29年度も継続して行う予定である。

（参考文献）Sasai et al.（2014）PLoS Biol. 12, e1001907
○研究成果の公表
（論文）
1. Akiko Nishi-Hori, Hitomi Watanabe, Minori Kadoya, Tomo Ichikawa, Gen Kondoh, Keiji Hirota, Noriaki 

Sasai “Essential roles of a novel Cyclin Dependent Kinase in the neurogenesis and organogenesis.”
（2017）

論文準備中
（学会発表）
1. 笹井紀明「神経管のパターン形成における多次元的制御メカニズム」Tokyo Vertebrate 

Morphology Meeting（東京慈恵会医科大学：招待講演）2016年 8月

（図 2）（A, B）野生型と vCDK欠損マウスの 4
週齢の外観。（C, D）腎臓の表現型。欠損マウス
では大部分の構造が欠失している。
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【生骨組織中の骨細胞の微細構造・形態のライブイメージング手法の構築とメカノセンシング機能
における意義】
○研究代表者　岡山大学大学院医歯薬学総合研究科　上岡　寛　教授
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者　バイオメカニクス分野　安達　泰治　教授
○研究経過及び研究成果
多光子励起レーザー走査型顕微鏡　FLUOVIEW FV1200MPE（Olympus）を用いてニワトリ胚頭
蓋冠の骨組織の観察を行った。本研究ではカルシウム蛍光指示薬 Fluo-8AM（AAT Bioquest）を用い
た三次元タイムラプスイメージングで、頭蓋冠骨の幼弱骨細胞、成熟骨細胞ともに自律性のカルシ
ウムオシレーションを認めた。流体剪断応力を負荷した結果、幼弱骨細胞と比較して成熟骨細胞で
は、細胞内カルシウムイオンの上昇率が有意に高い値を示した。次に骨細胞の成熟に伴って細胞内
カルシウムイオンの上昇率が変化するメカニズムを解明するために、三次元培養した骨細胞様細胞
株MLO-Y4を経時的に回収し、形態的な変化と骨細胞関連遺伝子の発現変化を評価した。長期間培
養した群では短期間培養した群と比較して、MLO-Y4細胞は細胞突起を伸展させ、周囲の細胞と連
結するような成熟骨細胞と類似した特徴を持つようになった。また、real-time PCRによりコネキシ
ン 43、Ⅰ型コラーゲン、オステオカルシンの mRNA発現量が有意に上昇していた。これらの結果
から、骨細胞ではその成熟に伴ってカルシウムイオン応答、コネキシン 43の発現が亢進され、機
械的刺激に対する反応が増強することで、石灰化の進行した深部骨組織の骨代謝能が高められてい
る可能性が示唆された。今後は細胞間ネットワークの三次元的解析及び遺伝子発現解析から、情報
伝達の方向や時間的変化、機能的変化をさらに明らかにしていきたいと考えている。
○研究成果の公表
（学会発表）
1. 第 34回日本骨代謝学会学術集会（2016年 5月、大阪）

2. オーストラリア・ニュージーランド骨代謝学会学術大会（2016年 8月、ゴールドコースト、
オーストラリア）

3. 第 38回米国骨代謝学会学術大会（2016年 9月、アトランタ、アメリカ）

ウイルス感染症・生命科学先端融合的共同研究拠点
2016年度共同研究課題達成状況（研究期間：2016年 4月～ 2017年 3月）

①霊長類 P3感染実験
霊長類 P3実験として計 4件の研究をおこなった（免疫不全ウイルス（SIV及びサル指向性 HIV-1

（stHIV）を使った）に関する研究 3件、インフルエンザウイルスに関する研究 1件）。

【アカゲザルを用いた HIV-1の個体内複製機構・病原性発現機構の解析】
○研究代表者：徳島大学大学院医歯薬学研究部　教授　足立　昭夫
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○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：准教授　三浦　智行
○達成状況：
徳島大学大学院医歯薬学研究部足立昭夫教授と遺伝子工学的に構築したアカゲザル指向性 R5 

HIV-1（HIV-1rmt）クローンをアカゲザル個体に単独あるいは混合感染させた（それぞれ 1個体）。
いずれの感染個体でもウイルス複製が確実に観察されたが、低レベルであった。この実験と並行し
て、プロトタイプウイルスMN5/LSDQgtu（5gtu）を比較対照として、5種類の新規 R5 HIV-1rmtク
ローンウイルスをアカゲザルリンパ球細胞株M1.3Sに接種し長期培養を行った。M1.3S長期感染細
胞から増殖効率が標準クローン 5gtuより顕著に向上した分子ウイルスクローンの取得に成功した。
（64th Annual Meeting of the Japanese Society for Virology, 2016年発表）

【インフルエンザウイルスの霊長類感染モデルを用いた研究】
○研究代表者：東京大学医科学研究所　教授　河岡　義裕
○  ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　小柳　義夫、准教授　三浦　智行、
技術職員　阪脇　廣美、技術職員　水田　量太
○達成状況：
東京大学医科学研究所河岡義裕教授とサルモデルを使ったインフルエンザウイルスのエアロゾ
ル感染系の確立を試みた。市販のネブライザーを用いてエアロゾル化した高病原性 H5N1鳥インフ
ルエンザウイルスをカニクイザルに噴霧し、肺でのウイルス増殖の様子を調べた。エアロゾル化し
たウイルスを投与したサルでは、通常の投与方法によってウイルス液を接種したサルに比べて、ウ
イルスが全ての肺葉に効率よく分布することが分かった。（日本獣医学会、2016年発表）

【霊長類モデルによる HIV感染症根治のための基盤研究】
○研究代表者：京都大学霊長類研究所　教授　明里　宏文
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：准教授　三浦　智行
○達成状況：
京都大学霊長類研究所明里宏文教授と長期 stHIV潜伏感染モデルを用いたリザーバー解析を行っ

た。潜伏感染期は優勢な獲得免疫応答によりウイルス増殖が制御される一方、それに対して逃避変
異を誘導することにより潜伏感染が維持されること、さらに濾胞性ヘルパー T（TFH）細胞が感染
の場となっていることを示唆する知見を得た。本霊長類モデルは潜伏感染機構の詳細な解析に大き
く寄与すると共に、リンパ節中の TFH細胞におけるプロウイルスDNA量を指標とすることで shock 
and kill療法など HIV感染症の根治に向けた新規治療法の有効性や安全性の検証に有用なモデルと
なると期待される。（34th Annual Symposium on Nonhuman Primate Models for AIDS、2016年発表）

【粘膜感染サルエイズモデルにおける CTL誘導に関する研究】
○研究代表者：国立感染症研究所エイズ研究センター　教授　俣野　哲朗
○  ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：准教授　三浦　智行、技術職員　阪脇　廣美、
技術職員　水田　量太
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○達成状況：
国立感染症研究所エイズ研究センター俣野哲朗センター長と SIV感染サルにおける感染免疫学
的解析データを蓄積した（Sci. Rep. 6:30153、2016）。安楽殺解剖時のみでなく直腸生検時に採取し
たサンプルも用い、経時的な粘膜 T細胞反応解析系を構築した。SIVの伝播によって、MHC関連
SIV変異の蓄積およびウイルスの in vitro複製能低下が生じることを明らかにした。一方、サル末梢
血より分離した CD8陽性 T細胞由来の iPS細胞より樹立した非特異的 CD8陽性 T細胞のサルへの
導入を試みた。

②マウス P3感染実験
マウス P3感染実験として計 1件の研究をおこなった（ヒト免疫不全ウイルス（HIV-1）に関する
研究 1件）。

【ヒト化マウスを用いた HIV-1潜伏感染モデルの確立】
○研究代表者：京都大学医学研究科血液・腫瘍内科学　教授　高折　晃史
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　小柳　義夫
○達成状況：
京都大学医学研究科血液腫瘍内科学の高折晃史教授とヒト化マウスを用いての HIV潜伏感染動

物モデルを開発するための基礎研究を行った。2種の蛍光タンパク質を発現するDuoFluo HIVとVpx
を用いた静止期 T細胞への遺伝子導入法を用いて、より効率的に潜伏感染をモデル化できるか検討
した。Vpxを用いた方法は潜伏感染効率を増加させなかった。DuoFluo HIV（RGH）ではヒト活性
化 CD4陽性 T細胞において 3－ 4％のウイルス産生感染、1－ 3％ほどの潜伏感染分画が得られた。
二種の蛍光タンパク質の配列相同性から相同組換えが起こっていたため、新たな蛍光タンパク質の
組み合わせの DuoFluo HIV（MKO）を入手した。細胞株及び初代培養 T細胞を用いて条件を検討中
で、潜伏感染細胞の RNAseqを予定している。

③遺伝子・細胞レベルのウイルス・生命科学研究
ウイルス・生命科学研究を計 22件行った（ウイルスに関しては、HTLV-1研究 2件、HIV/SIV研

究 2件、インフルエンザウイルス研究 2件、ボルナウイルス研究 1件、エボラウイルス研究 1件、
デングウイルス研究 2件及び肝炎ウイルス研究 1件。ウイルス研究の基盤となる生命科学に関して
は、自然免疫研究 3件、RNA輸送に関する研究 1件、神経組織の分化調節機構に関する研究 2件、
細胞分裂軸に関する研究 1件、細胞膜に関する研究 2件、獲得免疫反応の日内変動する研究 1件、
結核菌脂質免疫の研究 1件）。

【B型肝炎ウイルス高効率感染培養系の樹立とこれを利用した新規抗ウイルス剤探索】
○研究代表者：国立感染症研究所ウイルス第二部　主任研究官　渡士　幸一
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：准教授　土方　誠
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○達成状況：
国立感染症研究所渡士幸一主任研究官と独自に樹立した不死化ヒト肝細胞HuS-E/2細胞にB型肝
炎ウイルス（HBV）感染受容体である NTCP分子を発現させた細胞株 E/NtG8細胞を Cellbedを用
いた立体培養することで、HBVの感染増殖を再現する非がん細胞を用いた培養系の構築に成功し
た。抗HBV薬のスクリーニングを同時に進めていたところ、脂肪酸生合成系酵素阻害薬によりHBV
粒子産生が抑制されることを明らかにした。さらなる検討から長鎖飽和脂肪酸の産生が HBV粒子
産生に関与することを明らかにした。（Biochem. Biophys. Res. Commun. 475: 87-92, 2016）

【放射線腸障害におけるトリガー因子の同定と新規治療法の開発】
○研究代表者：千葉大学大学院医学研究院粘膜免疫学　教授　植松　智
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　竹内　理
○達成状況：
千葉大学医学研究院植松智教授と腸管粘膜固有層の解析を行った。通常は絨毛の粘膜固有層に局
在する好酸球は、粘膜下層には殆ど認められない。ところが、γ線腹部限局照射 12週の Balb/Cの
マウスにおいては、線維化している漿膜下の粘膜下層に好酸球の著明な浸潤が認められた。そこで、
好酸球を欠失する ΔdblGATAマウスを解析した結果、腸管粘膜固有層の好酸球が完全に消失してい
ることを確認した。放射線による線維化に好酸球が必須の役割を果たすことが分かった。（未発表）

【内在性ボルナウイルス様配列の生物学的意義の解明】
○研究代表者：鹿児島大学共同獣医学部　特任助教　堀江　真行
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　朝長　啓造
○達成状況：
鹿児島大学共同獣医学部堀江真行特任助教とコウモリゲノムのスクリーニングにより、Eptesicus 

fuscusおよびMiniopterus natalensisのゲノムに、それぞれ大きな ORFを持つ EBL配列があることを
突き止めた。分子進化学的解析により、それらの EBL配列は何らかの機能を持ちうることを明ら
かにした。さらに、Eptesicus属およびMiniopterus属コウモリの諸臓器を採取し、上記の EBLが
mRNAとして転写されていることを明らかにした。（Sci. Rep. 6, 25873, 2016）

【免疫応答における IL-7レセプターの機能解析】
○研究代表者：九州大学生体防御医学研究所　教授　吉開　泰信
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　生田　宏一
○達成状況：
九州大学生体防御医学研究所吉開泰信教授と内在性のグルココルチコイド（GC）が IL-7Rの発現

を制御しているのかどうかを明らかにするために、グルココルチコイド受容体（GR）結合モチー
フ変異マウスと T細胞特異的な GR遺伝子破壊マウスを解析した。血中の GC濃度の変動と呼応し
て、T細胞の IL-7Rと CXCRの発現レベルが日内変動を示したが、変異マウスではこの変動が消失
した。さらに、脾臓の T細胞数が夜に増加し昼に減少する一方、変異マウスではこのような日内変
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動が見られなかった。リステリア菌を感染させると、夜の場合には CD8 T細胞の応答が高くなる
が、変異マウスではこの変動が消失した。以上の結果から、GCは IL-7Rと CXCR4の発現を誘導す
ることで、T細胞の体内分布と免疫応答を制御していることが示された。

【大規模配列解析によるフィロウイルスの病原性に関係するアミノ酸サイトの同定と機能解析】
○研究代表者：東海大学医学部　助教　中川　草
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　小柳　義夫、助教　佐藤　圭
○達成状況：
東海大学医学部中川草助教とエボラウイルスの Zaire種の GP遺伝子 147配列（重複配列を除い

た）をデータベースより取得し、非同義置換（dN）と同義置換（dS）の進化速度の比率（dN/dS）
を計算し、正の淘汰を受けた、すなわち生存に有利な突然変異として集団に広がったアミノ酸置換
サイトを推定した。その結果、2つのアミノ酸サイトで統計的に有為な正の淘汰（A82Vと T544I）
を同定した。また、2014-15年の西アフリカにおけるアウトブレイクで流行したMakona株の全ゲ
ノム配列を用いた系統解析では、これらの二つの変異体の集団への広まり方が、まったく異なるこ
とを発見した。（Genes Cells. 22:148-159, 2016）

【Develop a selectable anti-HIV-1 gene therapy vector using CRISPR/CAS9 system】
○研究代表者：UCLA AIDS institute, UCLA School of Nursing　Associate professor　An, Dong Sung
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　小柳　義夫、助教　蝦名　博貴
○達成状況：

UCLA AIDS instituteの Dong Sung An准教授とヒト HPRTと CCR5に対する CRISPR/Cas9発現レ
ンチウイルスベクターを作製したが、このベクターの感染価が非常に低いことがわかった。そこで、
センダイウイルスベクターの使用に変更した。薬剤による選択なしで、80%を超える効率的なCD34
陽性ヒト血液幹細胞へ遺伝子導入に成功し、CCR5発現抑制が得られた。（未発表）

【構造決定に向けた細菌型 S2Pホモログの変異体作製】
○研究代表者：横浜市立大学学術院国際総合科学群自然科学系列　准教授　禾　晃和
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　秋山　芳展、助教　檜作　洋平
○達成状況：
横浜市立大学学術院国際総合科学群禾晃和准教授と細菌型 S2Pタンパク質の解析を行った。この
タンパク質ホモログの多くは、ペリプラズム側には可溶性のドメインをもつが、細胞質側の可溶性
ドメインには短いループで構成されると予測されている。膜タンパク質は一般に可溶性ドメインの
サイズが大きい方が結晶化しやすいと考えられることから、細胞質側に変異を導入し、抗体断片を
結合させることとした。その結果、変異導入後も分酸状態が良好で、また、抗体とも強固に結合す
る試料が得られた。（Methods Mol. Biol. 1493: 57-72, 2017, Genes Cells）
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【インフルエンザウイルス・転写複製装置のクライオ電子顕微鏡解析】
○  研究代表者：沖縄科学技術大学院大学 生体分子電子顕微鏡解析ユニット　博士研究員　
杉田　征彦
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　野田　岳志
○達成状況：
沖縄科学技術大学院大学杉田征彦博士研究員と酵素反応中における野生型インフルエンザウイ
ルス RNPの三次元構造を解析することによって、機能中の RNPの構造変化機構の一端を明らかに
した。また、均一な構造を持つ組換え RNPの細胞内再構築法・精製法を確立しつつある。現在は、
クライオ電子顕微鏡内での撮影および単粒子解析法の適用に向けて、精製法と氷包埋法の最適化を
行っている。（Microscopy and Microanalysis 22: 66-67, 2016）

【SLOT法を用いたインフルエンザウイルスに対する亜型交差性中和抗体の創出】
○研究代表者：慶應義塾大学先端生命科学研究所　特任准教授　井上　浄
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　野田　岳志
○達成状況：
慶應義塾大学先端生命科学研究所井上浄特任准教授とSLOT法に必要な機材のセッティングなら
びにデータ解析機器のセッティングを行った。またインフルエンザウイルスの HA抗原を用いてマ
ウスに免疫を行い、そのマウスの 2次リンパ組織を用いて SLOTを行った。SLOTを行ったマウス
において HA抗原に対する抗体の産生が認められ、今後亜型交差性について検討を進める。（未発
表）

【新規神経幹細胞分化法によるサブタイプ特異的ニューロン産生技術の開発】
○研究代表者：Korea Brain Research Institute（KBRI）　Principal Investigator　　小曽戸　陽一
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：助教　小林　妙子
○達成状況：

Korea Brain Research Instituteの小曽戸陽一室長と条件検討のため主にヒト培養細胞を用い、1）染
色体の一部を蛍光標識するための諸技術（蛍光色素取り込み、およびゲノム編集技術）の検討、2）
超解像顕微鏡を活用した染色体ダイナミクスの新規培養基質上でのライブ観察を順次共同研究と
して遂行し、いずれも期待通りの成果を収めた。本年度の成果は、平成 29年度に計画している神
経分化過程にある幹細胞の染色体ダイナミクスの解析に活用する。（未発表）

【HTLV-1関連脊髄症モデルマウスを用いた疾患病態解明と新規治療法の開発】
○研究代表者：川崎医科大学微生物学　教授　齊藤　峰輝
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　松岡　雅雄、講師　安永　純一郎
○達成状況：
川崎医科大学医学部齊藤峰輝教授と神経抗原特異的 TCRと Taxあるいは HBZのダブル Tgマウ
ス（Tax-2D2-Tgまたは HBZ-2D2-Tg マウス）の一部は、6－ 8週齢で HTLV脊髄症（HAM）類似



－217－

の下肢対麻痺を自然発症した。病理組織学的解析では、上部胸髄から仙髄にかけて、くも膜下腔か
ら脊髄実質にわたるほぼ左右対称性の細胞浸潤を認めた。浸潤細胞は CD4主体であり、Iba1染色
により、局所のミクログリアが活性化していることが示唆された。また、発症マウスでは、未発症
マウスと比較して血漿中 CXCL10濃度の有意な上昇を認めた。（18th International Conference on 
Human Retrovirology 2017）

【天然脂質の免疫機能解析と応用】
○研究代表者：帝塚山大学現代生活学部食物栄養学科　教授・学科長　藤原　永年
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　杉田　昌彦
○達成状況：
帝塚山大学現代生活学部藤原永年教授と抗酸菌に関する解析を行った。グルコースモノミコール
酸は抗酸菌感染に伴い、宿主生体内に存在するグルコースを基質として新生される抗酸菌細胞壁糖
脂質であり、感染成立の優れたマーカー分子である。本研究において、グルコースモノミコール酸
合成酵素・グルコース基質複合体の X線結晶構造を決定することに成功した。また、グリセロール
モノミコール酸は抗酸菌潜伏感染と連動して合成される細胞壁脂質である。本研究において、グリ
セロールモノミコール酸が宿主自然免疫受容体Mincleを介して慢性肉芽腫応答を惹起することを
明らかにした。（未発表）

【デングウイルス感染症非ヒト霊長類モデル構築に向けた基盤研究】
○  研究代表者：公益財団法人東京都医学総合研究所・感染制御プロジェクト　主任研究員　
日紫喜　隆行
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：准教授　三浦　智行
○達成状況：
東京都医学総合研究所日紫喜隆行主任研究員とデングウイルスに関する解析を行った。予めイン
フルエンザウイルスの NS1タンパク質を細胞内で発現させておくとデングウイルスのインター
フェロン αに対する感受性が低下することが明らかとなった。そして、デングウイルスゲノムにイ
ンフルエンザ NS1遺伝子を挿入した組み換えウイルスを作製し性状解析を行ったところ、作製した
ウイルスの増殖能がほぼ親株と同程度であったが、インターフェロン αに対する感受性が親株と比
較し顕著に低下することが示された。（未発表）

【妊娠期における表皮幹細胞の増殖・分化ダイナミクスの解析】
○研究代表者：京都大学医学部附属病院皮膚科　講師　本田　哲也
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　豊島　文子、学振特別研究員　一條　遼
○達成状況：
京都大学医学研究科本田哲也講師と細胞周期をライブイメージングできるマウスを用いて、非妊
娠・妊娠期マウス腹側皮膚を二光子顕微鏡で解析したその結果、S/G2/M期の細胞の割合が妊娠期
に有意に上昇することが分かった。また、表皮幹細胞をラベルし細胞系譜解析を行ったところ、妊
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娠の進行に伴い、幹細胞コロニーが拡大する現象が観察された。また、幹細胞の分裂様式が妊娠期
では変化することを見出した。（第 65回日本細胞生物学会大会、2016年）

【自然免疫応答における転写後調節の解明】
○研究代表者：近畿大学薬学部生化学教室　教授　藤原　俊伸
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　竹内　理
○達成状況：
近畿大学薬学部藤原俊伸教授と RNA結合タンパク質に関する解析を行った。CCCH-type zinc-

finger domainを有するRNA結合タンパク質にはRegnase-1を始め自然免疫細胞においてサイトカイ
ン産生の転写後制御に関わるものがある。本研究では、このタンパク質群が自然免疫細胞において
サイトカイン mRNA翻訳に与える影響を検討した。マウスマクロファージに Toll-like receptor刺激
を行いその Cell lysateをショ糖密度勾配による超遠心を用いた細胞分画し、共同研究で Polysome分
画に存在する mRNAの変化を解析した。その結果、マクロファージ刺激により、Polysomeに存在
するサイトカイン mRNAの割合が亢進することが明らかとなった。（Cell, 161:1058-1073, 2015）

【RNA結合タンパク質の標的 RNA構造解析とその機能的意義】
○  研究代表者：国立研究開発法人理化学研究所予防医療・診断技術開発プログラムマネージャー　
村川　泰裕
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　竹内　理
○達成状況：
理化学研究所村川康裕ユニットリーダーとCLIP法を行った。本手法はRNA結合タンパク質が認
識する RNA配列や構造の解析に重要な手法である。本研究では、CCCH型 Zinc fingerを持つ RNA
結合タンパク質のいくつかに関しHITS-CLIP解析を行った。その結果、タンパク質に結合する RNA
の精製に成功し、これにアダプターを付加、次世代シークエンサーによるシークエンスを行った。
今後、このデータを解析していく予定である。（未発表）

【哺乳類間の脳の大きさの違いを作り出す仕組みの解明】
○研究代表者：熊本大学発生医学研究所　助教　畠山　淳
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　影山　龍一郎
○達成状況：
熊本大学発生医学研究所畠山淳助教とカニクイザル胚の脈絡叢に特異的に発現する分泌因子を
複数同定した。これらの因子が霊長類の神経幹細胞の増殖にどのような作用があるのか検討した。
ヒト ES由来の神経幹細胞を用いて増殖を促す因子を選定し、その内の 1つについて詳細に解析し、
その因子が霊長類の脳の拡大化に一部貢献していることを示唆するデータを得た。このことから、
脳脊髄液に含まれる因子の違いが脳の種間差創出に関わることが強く示唆された。（未発表）
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【インターフェロン誘導性抗デングウイルス因子 RyDENの分子機能の解析】
○研究代表者：大阪医科大学予防社会医学講座微生物学教室　講師　鈴木　陽一
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　小柳　義夫
○達成状況：
大阪医科大学予防社会医学講座鈴木陽一講師とデングウイルス抑制分子であると見出した

RyDENについて解析をおこなった。この分子はその中央領域を介して PABPC1と結合し、その結
合は RyDENの抗デングウイルス活性の発揮に重要であることがわかった。In vitro実験の結果から、
RyDENは非特異的な RNA結合性タンパク質であるものの、デングウイルス RNA への結合特異性
は PABPC1の存在によって高まることが明らかとなった。（PLoS Pathogens 12:e1005357, 2016）

【mRNA前駆体から機能ある環状 RNAができあがる仕組み】
○研究代表者：藤田保健衛生大学総合医科学研究所遺伝子発現機構学研究部門　教授　前田　明
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　大野　睦人、助教　谷口　一郎
○達成状況：
藤田保健衛生大学総合医科学研究所前田明教授と転写誘導可能な ciRS-7を含む circRNAを発現
するレポータープラスミドを作製し、ヒト培養細胞を用いて細胞質局在機構を解析した。培養細胞
の細胞生物学的実験とアフリカツメガエルの微量注入実験により、circRNAが細胞分裂時での拡散
ではなく、能動的に核外輸送されていることを明らかにした。さらに、その核外輸送経路は、mRNA
核外輸送経路に関与する因子 TAPに依存している根拠が得られ、mRNA核外輸送経路と類似のメ
カニズムが関与していることがわかった。（未発表）

【SIVに感染するサル免疫細胞を持つマウスの作製】
○研究代表者：京都大学医学研究科人間健康科学科系専攻　准教授　伊吹　謙太郎
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：准教授　三浦　智行
○達成状況：
京都大学医学研究科伊吹謙太郎准教授と 3～ 5歳令のアカゲザルから骨髄液約 4 ml/ 頭を採取し、

全骨髄細胞（一部はその後 CD4+細胞をビーズ法により除去）を分離した。これらを NOGマウス
移植後、サル免疫細胞の生着が認められたマウス（CD4除去全骨髄細胞移植マウス 2匹、全骨髄細
胞移植マウス 1匹）に対して SIVmac239株 1.5× 106 TCID50/匹を腹腔内接種し、SIVの感染動態
を解析した。SIV接種後 1週目より両群のマウスの末梢血中で SIVRNA及び DNAが検出された。
さらに SIV感染後 9-10週で剖検したマウスの肺、脾臓、腸間膜リンパ節、胸腺等のリンパ組織及
び子宮において SIV DNAが検出され、全身で SIV感染が成立していることが明らかとなった。（第
63回日本ウイルス学会学術集会、2016年）

【成人 T細胞白血病リンパ腫の病態解析】
○研究代表者：久留米大学医学部・病理学　教授　大島　孝一
○ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　松岡　雅雄、講師　安永　純一郎
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○達成状況：
久留米大学医学部大島孝一教授と HTLVがコードしている HBZにより発現誘導される CCR4の

ATL病態における意義について、国際誌 Cancer Researchに発表した（Cancer Res, 76:5068-5079, 
2016）。ホジキン病様 ATL症例のクローナリティに関して解析を行った。

【大腸菌ヒスチジンキナーゼセンサー PhoQのリガンド結合ポケットの解析】
○研究代表者：近畿大学生物理工学部　講師　江口　陽子
○  ウイルス・再生医科学研究所共同研究者：教授　秋山　芳展、博士研究員　石井　英治、
大学院生　吉谷　亘平
○達成状況：
近畿大学生物理工学部江口陽子講師と大腸菌ヒスチジンキナーゼセンサー PhoQのリガンド結合

に関する研究をおこなった。二成分情報伝達系 PhoQ/PhoP系のヒスチジンキナーゼセンサー PhoQ
の活性化は、サルモネラ属菌などの病原菌の病原性発現に関わる。大腸菌では膜タンパク質である
SafAが、同じ内膜上に局在する PhoQに直接結合することで PhoQを活性化する。PhoQ-SafA相互
作用を解析するに当たり、SafAの検出が困難であることと、レポーターアッセイにおける PhoQタ
ンパク量の株間での差が問題であった。SafAの検出に関しては SafAにタグを付けることで解決し、
PhoQの発現量の差についてはphoQ 5’末端の制限酵素サイトの有無に起因することが明らかになっ
た。この 2つの問題が解決され、現在、SafAと変異型 PhoQの相互作用を解析している。（未発表）
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2017年度共同研究課題一覧

再生医学・再生医療の先端融合的共同研究拠点

研究代表者 ウイルス・再生医科学研究所
共同研究者 研究課題名

東京大学医科学研究所
小原　洋志　特任講師

生体材料学分野
田畑　泰彦　教授 ヒト iPS細胞を活用した新規3次元胎児モデルの確立

放射線医学総合研究所分子イメージ
ング診断治療研究部
青木　伊知男　チームリーダー

生体材料学分野
城　潤一郎　助教

「見える再生因子」が拓く戦略的徐放化再生医療の実
現

国立遺伝学研究所
川上　浩一　教授

再生増殖制御学分野
瀬原　淳子　教授 行動に関わる神経回路の同定とその機構

滋賀医科大学生化学分子生物学講座
縣　保年　教授

再生免疫学分野
河本　宏　教授

iPS細胞技術とゲノム編集を用いた効率のよいがん
抗原特異的キラー T細胞の再生

理化学研究所統合生命医科学研究セ
ンター
池川　志郎　チームリーダー

組織再生応用分野
戸口田　淳也　教授

iPS細胞を用いた脊椎の形成機構と側彎症の分子病
態の解明

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科
宝田　剛志　准教授

組織再生応用分野
戸口田　淳也　教授

PRRX1+細胞の不均一性理解によるヒト骨格形成過
程の分子理解

大阪大学大学院生命機能研究科
長澤　丘司　教授

統合生体プロセス分野
近藤　玄　教授

造血幹細胞ニッチの形成と維持に必須の転写因子
Foxcl1の作用機構の解明

奈良県立医科大学医学部
堀江　恭二　教授

統合生体プロセス分野
近藤　玄　教授

マウス ES細胞の多能性を規定する細胞間の不均一
性の解析

奈良先端科学技術大学院大学バイオ
サイエンス研究科
笹井　紀明　准教授

統合生体プロセス分野
廣田　圭司　准教授

器官形成と個体サイズを制御する細胞増殖制御機構
の解明

広島大学大学院医歯薬保健学研究科
宿南　知佐　教授

生体分子設計学分野
開　祐司　教授 ・靭帯付着部形成を制御する分子機構の解明

慶応義塾大学理工学部
須藤　亮　准教授

バイオメカニクス分野
安達　泰治　教授

細胞外基質の力学的特性が多細胞の三次元動的プロ
セスに与える影響

熊本大学生命資源研究・支援セン
ター
竹尾　透　講師

再生実験動物施設
渡邊　仁美　助教

受精能獲得精子選別による In vitro単精子受精に関す
る研究
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ウイルス感染症・生命科学先端融合的共同研究拠点
① 霊長類 P3感染実験

研究代表者 ウイルス・再生医科学研究所
共同研究者 研究課題名

国立感染症研究所エイズ研究セン
ター
俣野　哲朗　センター長

霊長類モデル
三浦　智行　准教授
ウイルス感染症モデル
明里　宏文　教授
附属感染症モデル研究センター
阪脇　廣美　技術職員
水田　量太　技術職員

サルエイズモデルにおける CTLの腸管感染防御能に
関する研究

徳島大学大学院医歯薬学研究部
野間口　雅子　教授

霊長類モデル
三浦　智行　准教授

アカゲザルを用いた HIV-1の個体内複製機構・病原
性発現機構の解析

京都大学霊長類研究所
明里　宏文　教授

霊長類モデル
三浦　智行　准教授

HIV-1感染症の根治を目指した新規治療戦略の確立
に向けた基礎研究

東京大学医科学研究所
河岡　義裕　教授

システムウイルス学分野
小柳　義夫　教授
霊長類モデル
三浦　智行　准教授
附属感染症モデル研究センター
阪脇　廣美　技術職員
水田　量太　技術職員

インフルエンザウイルスの霊長類感染モデルを用い
た研究

② マウス P3感染実験

国立遺伝学研究所人類遺伝研究部門
井ノ上　逸朗　教授

システムウイルス学分野
小柳　義夫　教授
佐藤　　佳　講師

ヒト化マウスモデルを用いた HIV-1感染病態のシス
テムウイルス学的解析

京都大学医学研究科血液・腫瘍内科
学
高折　晃史　教授

システムウイルス学分野
小柳　義夫　教授 ヒト化マウスを用いた HIV-1潜伏感染モデルの確立

③ 遺伝子・細胞レベルのウイルス・生命科学研究

富山大学大学院医学薬学研究部（医
学）ウイルス学講座
谷　英樹　准教授

微細構造ウイルス学分野
野田　岳志　教授

組換えVSVシステムを用いた抗ラッサウイルスモノ
クローナル抗体の作出

大阪大学大学院医学系研究科感染
症・免疫学講座ウイルス学
本田　知之　准教授

RNAウイルス分野
朝長　啓造　教授

RNAウイルス感染とレトロトランスポゾン活性との
関連性の解析

東京都医学総合研究所・感染制御プ
ロジェクト
日紫喜　隆行　主任研究員

霊長類モデル
三浦　智行　准教授

デングウイルス感染症非ヒト霊長類モデル構築に向
けた基盤研究

横浜市立大学大学院生命医科学研究
科
禾　晃和　准教授

生体膜システム分野
秋山　芳展　教授
檜作　洋平　助教

細菌型 S2Pホモログへの安定化変異の導入

UCLA AIDS institute, UCLA School of 
Nursing
An, Dong Sung Associate professor

システムウイルス学分野
小柳　義夫　教授

Develop a selectable anti-HIV-1 gene therapy vector using 
CRISPR/CAS9 system
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沖縄科学技術大学院大学生体分子電
子顕微鏡解析ユニット
杉田　征彦　博士研究員

微細構造ウイルス学分野
野田　岳志　教授

インフルエンザウイルス・転写複製装置のクライオ
電子顕微鏡解析

東海大学医学部
中川　草　助教

システムウイルス学分野
小柳　義夫　教授
佐藤　　佳　講師

フィロウイルスの感染効率・病原性に関する実験ウ
イルス学と分子進化学による学際融合研究

国立感染症研究所ウイルス第二部
渡士　幸一　主任研究官

がんウイルス分野
土方　誠　准教授

新規 B型肝炎ウイルス感染培養系の性状解析と複製
阻害剤同定

慶應義塾大学先端生命科学研究所
井上　浄　特任准教授

微細構造ウイルス学分野
野田　岳志　教授

SLOT法を用いたウイルスに対する高機能抗体の創
出

東京大学生産技術研究所
藤井　輝夫　教授

増殖制御システム分野
影山　龍一郎　教授
磯村　彰宏　共同研究者

オプトジェネティクスとマイクロフルイディクスを
用いた遺伝子発現ダイナミクスの制御手法の基盤構
築

京都大学医学研究科人間健康科学系
専攻
伊吹　謙太郎　准教授

霊長類モデル
三浦　智行　准教授

サル免疫細胞を持つマウスにおける SIV感染病態の
解析

Korea Brain Research Institute
小曽戸　陽一　Lab Head

増殖制御システム
小林　妙子　助教

ヒト多能性幹細胞からの大脳皮質ニューロン分化に
細胞外の物理的環境が果たす役割

川崎医科大学微生物学
齊藤　峰輝　教授

ウイルス制御分野
安永　純一朗　講師
情報制御学分野
松岡　雅雄　客員教授

遺伝子改変マウスによる HTLV-1関連脊髄症の発症
機序解明と治療法の開発

富山大学医学部
戸邉　一之　教授

免疫制御分野
生田　宏一 脂肪組織における IL-7の機能解析

国立感染症研究所ウイルス第一部
下島　昌幸　室長

分子遺伝学分野
藤田　尚志　教授
加藤　博己　准教授
山田　辰太郎　大学院生

重症熱性血小板減少症候群ウイルスの病原性発現機
序の解明

藤田保健衛生大学総合医科学研究所 
遺伝子発現機構学研究分門
前田　明　教授

RNAシステム分野
大野　睦人　教授
谷口　一郎　助教

mRNA前駆体から機能ある環状RNAが作られ運ばれ
る仕組み

筑波大学生命領域学生研究センター
西村（佐田）　亜衣子　助教

組織恒常性システム分野
豊島　文子　教授
一條　遼　博士研究員

皮膚の恒常性維持における表皮幹細胞のダイナミク
ス解析
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学術集会

Commemorative Symposium for
“Institute for Frontier Life and Medical Sciences,

Kyoto University”

Date: Oct.19（Thu）2017　9:00-12:25

Venue: Biwako Hotel

Opening remark Director Yuji Hiraki

“Why and how human T-cell leukemia virus type 1 causes diseases” Masao Matsuoka（Kumamoto University）

“Role of interferons in Zika virus infection and disease”   Akiko Iwasaki（Yale University）

“Control of immune responses by regulatory T cells”  Shimon Sakaguchi（Osaka University）

“Molecular regulation of tissue-resident regulatory T cell development”  Axel Kallies（The University of Melbourne）

Closing remark Vice Director Hiroshi Kawamoto

2nd Kyoto International Symposium on Virus-Host Coevolution / 
Human-Nature Interlacement Life Science

（Joint Symposium of Institute for Frontier Life and Medical Sciences（infront）and Primate Research Institute）

13th （Mon） November, 2017　10:00-16:40

Yamauchi Hall, Shiran-Kaikan, Kyoto

Program

“Opening remark” Yuji Hiraki（Institute for Frontier Life and Medical Sciences, Kyoto University）

 Chair : Yoshio Koyanagi

“Pathogenesis of primate T-cell leukemia virus type 1” Masao Matsuoka（Faculty of Life Sciences, Kumamoto University）

“Evolution of HIV-1 and the related retroviruses” Yoshio Koyanagi（Institute for Frontier Life and Medical Sciences, Kyoto University）

“Changing nature of H5N1 avian influenza virus in Egypt”

 Yohei Watanabe（Department of Infectious Diseases, Kyoto Prefectural University of Medicine）

“Selective evolution of an anti-retroviral host factor TRIM5 in macaque monkeys” Hirofumi Akari（Primate Research Institute, Kyoto University）

 Chair : Kei Sato

“Evolution-guided enhancement of human antiviral immunity” Alex Compton（National Cancer Institute, NIH）

 Chair : Hiroo Imai

“Comparison of whole genome Simian betaretrovirus（SRV）from wild caught Indonesian macaques with published references”

 Joko Pamungkas（Primate Research Center, Bogor Agricultural University, Indonesia）

 Chair : Hirohisa Hirai

“Receptor-ligand interaction in various types of primates” Hiroo Imai（Primate Research Institute, Kyoto University）

“Bornavirus-derived genes in mammalian genomes”

 Masayuki Horie（Hakubi Center for Advanced Researches/ Institute for Frontier Life and Medical Sciences, Kyoto University）

“The outcome of the joint project and closing remarks”

 Yoshio Koyanagi and Takakazu Yumoto（Institute for Frontier Life and Medical Sciences, Primate Research Institute, Kyoto University）
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京都大学ウイルス・再生医科学研究所
「再生医学・再生医療の先端融合的共同研究拠点」

平成 28年度共同研究報告会

開催日：2017年 3月 24日（金）

場　所：京都大学ウイルス・再生医科学研究所

開会挨拶 所長　開　祐司（京都大学ウイルス・再生医科学研究所）

「再生現象を顕微鏡レベルで可視化する超高解像度磁気共鳴イメージング技術の開発」

 青木　伊知男　チームリーダー（放射線医学総合研究所分子イメージング研究センター）

「iPS細胞技術とゲノム編集を用いた効率のよいがん抗原特異的キラー T細胞の再生」

 縣　保年　教授（滋賀医科大学生化学分子生物学講座）

「遺伝子改変多能性幹細胞を用いた網膜芽細胞腫及び二次がん発生機構の解明」 森　泰昌　医員（国立がん研究センター中央病院）

「膵内分泌腫瘍の新規がん抑制遺伝子 PHLDA3の機能抑制を利用した膵島移植効率向上法の確立」

 大木　理恵子　研究員（国立がん研究センター研究所）

「ヒト多能性幹細胞からの各種心筋細胞の選択的分取とその解析および心臓の再構成」 白吉　安昭　准教授（鳥取大学医学系研究科）

「ES細胞の多能性制御に関わる新規遺伝子の機能解析」 堀江　恭二　教授（奈良県立医科大学医学部）

「新規サイクリン関連遺伝子の脊髄神経管分化・成長における役割」

 笹井　紀明　准教授（奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科）

ウイルス・再生医科学研究所　第 12回公開講演会

開催日：2017年 7月 15日（土）

場　所：京都大学百周年時計台記念館 1階 百周年記念ホール

開会挨拶

「生物のデザインを理解して再現する～発生生物学と幹細胞制御技術～」 永樂　元次（ウイルス・再生医科学研究所　教授）

「エイズウイルスの過去と現在」 小柳　義夫（ウイルス・再生医科学研究所　教授・副所長）
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分野主催のセミナー
開催日 講演者・所属 演　　　題 主催分野

2017. 1.12 中島　友紀
（東京医科歯科大学）

骨リモデリングの制御機構 バイオメカニクス

2017. 1.20 成瀬　恵治
（岡山大学大学院　医歯薬学総合
研究科　システム生理学）

メカノメディスン：メカノ医工学を駆使した再生医
療・生殖医療への展開

再生増殖制御学

2017. 2.10 植松　智
（千葉大学大学院医学研究院粘膜
免疫学・東京大学医科学研究所国
際粘膜ワクチン開発研究セン
ター）

急性、慢性放射線腸障害における自然免疫の役割 感染防御

2017. 2.10 奥村　敦
（Associate Research Scientist Center 

of Infection and Immunity, Columbia 
University Special volunteer at Rocky 
Mountain Laboratory, NIAID 
Laboratory of Virology）

宿主遺伝子の多様性が可能にしたエボラ出血熱の病
原性と抵抗性のシステム解析

微細構造ウイルス学

2017. 2.10 茶谷　昌宏
（昭和大学歯学部歯科薬理学講座）

骨関連遺伝子改変メダカを駆使した新たな生命科学
研究

再生増殖制御学

2017. 3. 3 前田　直良
（北海道大学　薬学研究院 創薬科
学研究教育センター バイオ医薬学
部門）

成人 T細胞白血病治療標的としてのマトリセルラー
分子の意義

システムウイルス学

2017. 3. 9 廣井　昇
（アルバート・アインシュタイン医
学校）

22q11.2染色体数変異―統合失調症と自閉スペクトラ
ム症に関与する遺伝子、行動表現型の解体―

増殖制御システム

2017. 3.27 間　陽子
（理化学研究所・分子ウイルス学特
別研究ユニット）

インシリコおよびナノ技術を駆使した牛白血病ペプ
チドワクチンの開発

霊長類モデル

2017. 3.27 張　険峰
（Harbin Veterinary Research Institute, 
CAAS, Harbin, China）

Mechanism of Vpr Enhancement of Env expression during 
HIV-1 infection of macrophages and dendritic cells

霊長類モデル

2017. 4.20 Emiko Urano
（Tsukuba Primate Research Center, 
National Institutes of Biomedical
Innovation, Health and Nutrition
（Current）
HIV Dynamics and Replication 
Program, National Cancer Institute）

Resistance Pathways for Potent and Broadly Active HIV-1 
Maturation Inhibitors; Insights Into Gag Structure During 
Assembly and Maturation

システムウイルス学

2017. 5.17 Taeyoon Kim
（Weldon School of Biomedical 
Engineering, Purdue University）

Reconstructing the Mechanical Behaviors of Cells in 
Silico

バイオメカニクス

2017. 6. 7 宮崎　徹
（東京大学大学院医学系研究科）

血中タンパク質 AIMによる生体内異物除去機構を基
盤とした新しい疾患治療パラダイム

ウイルス共進化

2017. 6.14 長谷川　秀樹
（国立感染症研究所）

インフルエンザと次世代ワクチン がんウイルス

2017. 6.23 Noelia Urbán
（Investigator Scientist, The Francis 

Crick Institute, London, UK）

Ascl1 post-transcriptional regulation in the developing and 
adult brain

増殖制御システム

2017. 6.23 鍔田　武志
（東京医科歯科大学難治疾患研究
所）

糖鎖、核酸と Bリンパ球応答 免疫制御

2017. 6.28 宮下　脩平
（東北大学大学院農学研究科植物
病理学分野）

植物ウイルスのもつ社会システムを、実験と数理モ
デリングで覗き見る

システムウイルス学
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開催日 講演者・所属 演　　　題 主催分野

2017. 7. 5 小林　剛
（大阪大学微生物病研究所　ウイ
ルス免疫分野）

分節 2本鎖RNAウイルスにおける遺伝子操作系の確
立と展開

RNAウイルス

2017. 7.12 幸谷　愛
（東海大学総合医学研究所医学部）
内科学系血液腫瘍内科造血腫瘍分
野

EBV関連リンパ腫におけるEBV感染腫瘍由来エクソ
ソームの役割

感染防御

2017. 7.14 戸邉　一之
（富山大学医学部第一内科学）

脂肪組織マクロファージによる インスリン感受性の
調節

免疫制御

2017. 7.19 橋口　隆生
（九州大学医学部）

RNAウイルスの細胞侵入機構と宿主による液性免疫
応答

微細構造ウイルス学

2017. 7.24 Saumendra N. Sarkar
（University of Pittsburgh Cancer 
Institute Hillman Cancer Research, 
USA）

Recent progress on OASL study 分子遺伝学

2017. 7.26 松野　啓太
（北海道大学大学院獣医学研究院
微生物学教室）

ダニ媒介性フレボウイルスの多様性と病原性 分子遺伝学

2017. 8. 2 戸田　智久
（Laboratory of Genetics, Salk 

Institute for Biological Studies, La 
Jolla, USA）
（Fred H. Gage lab）

The role of nuclear structural protein for the maintenance 
of neural progenitors

生命科学研究科

2017. 9.11 Daniel Sauter
（Institute of Molecular Virology, Ulm 
University Medical Center, Ulm, 
Germany）

Global  transcriptome analyses reveal  extensive 
suppression of antiviral immune responses by the HIV-1 
accessory protein Vpu

システムウイルス学

2017. 9.20 山路　剛史
（The Rockefeller University, Thomas 
Tuschl lab.）

生殖細胞の発生と腫瘍化抑制に働く新たな mRNA 制
御機構

RNAシステム

2017. 9.27 宮崎　直幸
（大阪大学　蛋白質研究所）

クライオ電子顕微鏡単粒子構造解析法によるウイル
スや蛋白質複合体の近原子分解能構造解析

微細構造ウイルス学

2017. 9.28 Juana Diez
（University Pompeu Fabra, 
Barcelona）

A novel translational control mechanism hijacked by 
viruses that involve RNA structures within coding 
sequences

システムウイルス学

2017. 9.28 Andreas Meyerhans
（University Pompeu Fabra, 
Barcelona）

Virus infection fate regulation: transcriptional dynamics 
reveals a critical role of the Xcl1-Xcr1 communication 
axis in chronic infections

システムウイルス学

2017. 9.29 Luis G.Morelli
（Group Leader, IBioBA CONICET-
Max Planck Society Partner Institute 
Buenos Aires, Argentina）

Collective oscillations in the zebrafish segmentation clock 増殖制御システム

2017.10. 3 古寺　哲幸
（金沢大学・バイオ AFM先端研究
センター）

高速 AFMによる生体分子のビデオ観察 生体膜システム

2017.10. 4 竹田　潔
（大阪大学大学院医学系研究科・免
疫学フロンティア研究センター）

腸管恒常性維持機構の解析 感染防御

2017.10. 6 長﨑　慶三
（高知大学農林海洋科学部　水圏
ウイルス研究室）

ウイルスと宿主は一蓮托生：寛容が支える共存関係 RNAウイルス

2017.10.23 鈴木　康嗣
（Department of virology, Viruses and 
RNAi unit, Institut Pasteur, France）

シマカゲノム中の内在性フラビウイルス配列の解析
とウイルス媒介能への関与の可能性

システムウイルス学
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開催日 講演者・所属 演　　　題 主催分野

2017.11. 2 Gabriel Nuñez
（Department of Pathology and 
Comprehensive Cancer Center, 
University of Michigan, Ann Arbor, 
Michigan, U.S.A.）

Control of Pathogen Colonization by Host Immunity and 
the Microbiota in the Gut

感染防御

2017.11. 6 髙松　由基
（Institut für Virologie, Philipps-
Universität Marburg, Germany）

エボラウイルスの複製機構の解明　1）ヌクレオカプ
シドの輸送機序、2）VP30リン酸化の分子機序

微細構造ウイルス学

2017.11. 8 宮田　卓樹
（名古屋大学大学院医学系研究科）

脳形成テクトニクスにおける流れと澱み バイオメカニクス

2017.11.10 Nicolas Chevrier
（Institute for Molecular Engineering, 
The University of Chicago）

A predictive framework for adjuvant combinatorics 
reveals potent anti-cancer vaccines

感染防御

2017.11.10 Nathalie Grandvaux
（Université de Montréal Research 
Chair in Signaling of Viral Infections 
and Oncogenesis, Canada）

Study the innate IFN response to Respiratory Syncytial 
Virus（RSV）

分子遺伝学

2017.11.14 Alex Compton
（National Cancer Institute（NIH/
NCI）・Head）

Evolution-guided enhancement of human antiviral 
immunity

システムウイルス学

2017.12. 4 Raul Vizcardo
（アメリカ国立衛生研究所国立が
ん研究所）

Developing the next generation of iPSC cell-based 
therapies

再生免疫学

2017.12.19 Masayuki Shimojima
（National Institute of Infectious 
Diseases, Tokyo）

New findings including unpublished data of SFTSV. 分子遺伝学
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構成員名簿
 （2018年 1月 1日現在）

◆京都大学ウイルス・再生医科学研究所教職員等◆
所長（兼）：開　　祐　司　　副所長（兼）：小　柳　義　夫，河　本　　宏

◆京都大学ウイルス・再生医科学研究所諮問会議◆
井　上　純一郎（東京大学医科学研究所教授）

月　田　早智子（大阪大学大学院生命機能研究科教授）

長　田　重　一（大阪大学免疫学フロンティア研究センター教授）

岩　井　一　宏（京都大学大学院医学研究科教授）

中　部　主　敬（京都大学大学院工学研究科教授）

松　田　道　行（京都大学大学院生命科学研究科教授）

開　　　祐　司（ウイルス・再生医科学研究所所長）

小　柳　義　夫（ウイルス・再生医科学研究所副所長）

河　本　　　宏（ウイルス・再生医科学研究所副所長）

◆京都大学ウイルス・再生医科学研究所運営委員会委員◆
＜ウイルス感染症・生命科学先端融合的共同研究拠点＞

石　野　史　敏（東京医科歯科大学難治疾患研究所所長）

松　浦　善　治（大阪大学微生物病研究所所長）

保　富　康　宏（医薬基盤・健康・栄養研究所 霊長類医科学研究センターセンター長）

井　上　純一郎（東京大学医科学研究所教授）

小　柳　義　夫（ウイルス・再生医科学研究所副所長）

朝　長　啓　造（ウイルス・再生医科学研究所教授）

秋　山　芳　展（ウイルス・再生医科学研究所教授）

野　田　岳　志（ウイルス・再生医科学研究所教授）

＜再生医学・再生医療の先端融合的共同研究拠点＞

大　隅　典　子（東北大学大学院医学系研究科教授）

坂　口　志　文（大阪大学免疫学フロンティア研究センター特任教授）

妙　中　義　之（国立循環器病研究センター研究開発基盤センターセンター長）

田　中　　　栄（東京大学大学院医学系研究科教授）

月　田　早智子（大阪大学大学院生命機能研究科教授）

長　田　重　一（大阪大学免疫学フロンティア研究センター教授）

西　田　幸　二（大阪大学大学院医学系研究科教授）

岩　井　一　宏（京都大学大学院医学研究科教授）

河　本　　　宏（ウイルス・再生医科学研究所副所長）

田　畑　泰　彦（ウイルス・再生医科学研究所教授）

瀬　原　淳　子（ウイルス・再生医科学研究所教授）

戸口田　淳　也（ウイルス・再生医科学研究所教授）

近　藤　　　玄（ウイルス・再生医科学研究所教授）
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■ウイルス感染研究部門■
＜分子遺伝学分野＞

教授：藤田尚志　　准教授：加藤博己　　特定准教授：岡部泰賢　　特定助教：木檜　周

研究員：應田涼太　　教務補佐員：呉　成旭　　技術補佐員：木村春奈，吉原智美　　事務補佐員：小柴里美

大学院生：山田辰太郎，覃　勉，大音泰介，池田宗太郎，脇本　舞，羽者家宝，AbuTayeh Ahmed，竹内文彦，李　受玫，

沙　添威，Horton Amanda Claire，Khalil Jumana A.T，清水翔太，Emralino Francine Lianne，Saikruang Wilaiporn，Dui  Ivana，

阿部寛登，早田信正，尾田　遥，古座岩範保，島田雄貴，冨永哲明，柳井智行，白坂勇太郎，Huynh Duc

研究生：鬼澤秀夫　　共同研究者：船曳正英

＜ウイルス制御分野＞

講師：安永純一 　　助教：志村和也　　臨床検査技師：大西知帆

研究員：馬　広勇，Mohamed Mohamed Mahgoub Mohamed Ahmed，栗田大輔　　派遣職員：目黒智美

大学院生：樋口悠介，豊田康祐，七條敬文　　教務補佐員：刑部麻衣子　　共同研究者：前田道之，趙　鉄軍

＜RNAウイルス分野＞

教授：朝長啓造　　特定准教授：堀江真行　　特定助教：牧野晶子，小松弓子

事務補佐員：若城佳寿美

大学院生：山本祐介，小嶋将平，柳井真瑚，小森園亮，Bea Garcia，酒井まどか，具志堅正興，武知美和，向井八尋，角家洋次

共同研究者：本田知之，平井悠哉

＜微細構造ウイルス学分野＞

教授：野田岳志　　助教：中野雅博　　特定研究員：神道慶子　　日本学術振興会特別研究員（RPD）：村本裕紀子

日本学術振興会　外国人特別研究員：Jamie Lynn Gilmore　　技術補佐員：森田裕弥

大学院生：武長　徹，宮本　翔，山形優太朗，田村涼馬，Connor Park

学部生：藤田陽子　　共同研究者：井上浄，杉田征彦，谷　英樹　　交換留学生：Jing shih-Wei

＜がんウイルス分野＞

准教授：酒井博幸，土方　誠　　助教：柳川伸一　　技術補佐員：石田　薫

大学院生：赤堀祐一，李　宗南，岡村　瞳，宮山陽平，菊田駿一，堀　一樹，李　海仁

＜細胞制御分野＞

教授：杉田昌彦　　助教：森田大輔，水谷龍明

大学院生：大内結貴，翠川陽大，嶋　燿子，吉岡佑弥，国松友香，世良隼太

＜免疫制御分野＞

教授：生田宏一　　助教：竹本経緯子，原　崇裕，崔　広為　　研究員：榛葉旭恒

大学院生：向平妃沙，朱　媛博，阿部真也，岡崎史恵，旭　拓真，江島亜希，高見大地

共同研究者：谷一靖江，高原和彦，清水　章

＜感染防御分野＞

教授：竹内　理　　助教：三野享史　　助教：植畑拓也　　研究員：若林敦子

技術補佐員：長谷川純子

大学院生：中塚賀也，阿部壮岐，Xiaotong Cui，貞廣暁利，夜久　愛，吉永正憲，Fabian Hia，赤木宏太朗，山岨大智，岩井紀貴，

道坂沙貴，山田信之輔，Chong Yee Kien，Yang sheng-Fan，市野瀬拓也，

共同研究者：増谷　弘

＜応答調節分野＞

客員教授：河岡義裕　　客員准教授：佐藤賢文

＜ウイルス免疫分野＞

客員教授：Charles R. M. Bangham
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■再生組織構築研究部門■
＜細胞機能調節学分野＞

准教授：細川暢子　　講師：平芳一法　　助教：藤本真慈

大学院生：服部德哉，松井優人，于　尚誉，花房　賢，氏家　梓，中川幸大，平田幸大

研修員：法邑賢一

＜生体材料学分野＞

教授：田畑泰彦　　助教：城潤一郎　　特定研究員：吉澤恵子

技術補佐員：高橋香織，床田千穂子

事務補佐員：吉岡奈美

大学院生：田中隆介，成田　萌，村田勇樹，許　峻睿，穴水美菜，森岡智子，山下幸大，村上隆英，鈴木貴久，

内田雄一郎，金丸麻衣，上本裕介

学部生：大川将志，西薗拓也，今西綾乃

研究員（民間等共同研究員）：井上佳一郎，藤田悠二

研究員（受託研究員）：井田昌孝，吉見智彦，駒田行哉，上村　聡，石丸純子，早乙女俊樹，平山奈津実，朝倉光博，阿内康平，

松野久美子，中村耕一郎，水野克秀

研究員（内地研究員）：西東洋一

共同研究者：佐藤貴彦

＜再生増殖制御学分野＞

教授：瀬原淳子　　助教：飯田敦夫　　特定助教：佐藤文規　　教務補佐員：荒井宏行

技術補佐員：黒田信子，岩瀬海里　　事務補佐員：渡邉祐子

大学院生：栗木麻央，曽我部舞奈，堀　新平，王　梓，Choi Minyong，田渕麻衣

＜再生免疫学分野＞

教授：河本　宏　　准教授：宮崎正輝　　助教：増田喬子　　特定助教：趙　向東，上堀淳二

特定研究員：永野誠治，小林由佳　　非常勤研究員：宮崎和子，渡邊　武

事務補佐員：藤井絵里香　　技術補佐員：瀬和敬子　　派遣職員：（技術補佐員）白数いずみ，野口友里亜　　

（事務補佐員）中宮真梨恵，矢崎理恵

大学院生：長畑洋佑，西村有史， 原　俊　　特別研究学生：嘉島相輝　　共同研究者 :縣　保年

＜組織再生応用分野＞

教授：戸口田淳也　　准教授：吉富啓之，岡本　健（附属病院）　　特定助教：金　永輝（附属病院）

特定拠点助教：Cantas Alev（CiRA）　　研究員：玉置さくら　　特定職員：永田早苗（CiRA）

教務補佐員：出口法子（附属病院）　　事務補佐員：安田尚代，芳野麻里絵

派遣職員（技術補助）：小山優子，羽田匡孝，植村茉耶，奥村奈央

大学院生：川井俊介，宗圓　充，磯部　悠，山中良裕，鎌倉武史，天ケ瀬凛，前川裕継，湯川愛友

共同研究者：宝田剛志，渡辺　真，水品善之，田中公輔，日野恭介，山本理絵，西尾　恵

＜臓器・器官形成応用分野　中村G＞

准教授：中村達雄

非常勤講師：茂野啓示，稲田有史，村田宮彦，東高志，堀義生，萩原明於

特定研究員：荒木　淳　　研修員：町口敏彦，中本裕也　　技術補佐員：石田久恵　　事務補佐員：矢延聡枝

大学院生：豊洋次郎，坂口泰人，村西佑介，上田雄一郎　　研究生：金子真弓，畑山敬秀

＜臓器・器官形成応用分野　角G＞

准教授：角昭一郎　　非常勤講師：小川知彦，白水泰昌，金宗　潤

民間等共同研究員：柳井伍一，大薗三千代　　事務補佐員：上野小寿恵

大学院生：楊　凱強，楊　心妤，Priyadarshini Naskar Canning
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＜発生エピゲノム分野　多田G＞

准教授：多田　高　　研究員：福地恵美

大学院生：勅使河原利香，曹　準権

＜発生エピゲノム分野　中馬G＞

連携教授：中辻憲夫　　准教授：中馬新一郎　　特定研究員：細川美穂子

教務補佐員：森部江美子，酒井睦美，刀谷在美

大学院生：林　瑛理，中川史之

＜胚性幹細胞分野＞

准教授：末盛博文　　特定講師：川瀬栄八郎　　特定教授：淺田　孝　　特定職員：高田　圭　　特定研究員：山内香織

事務補佐員：廣富ひとみ

＜統合生体プロセス分野＞

教授：近藤　玄　　准教授：廣田圭司　　助教（兼）：渡邊仁美

＜生体再建学分野＞

客員教授：坂口志文　　特定助教：三上統久　　研究員：大崎一直，木本富子，安田圭子

連携研究支援員：松浦眞由美　　技術補佐員：山本恵津子

＜生体物性学分野＞

（欠員中）

＜再生医工学分野＞

客員教授：Mohammad R. K. Mofrad

■生命システム研究部門■
＜生体分子設計学分野＞

教授：開　祐司　　助教：三浦重徳，有馬祐介　　研究員：滝本　晶　　特定研究員：戸田満秋

技術補佐員：杉山弘美　　事務補佐員：鈴木義子

大学院生：桒原　令，磯部　潤，柴沼宏輔

＜ナノバイオプロセス分野＞

助教：笠井倫志　　研究員：坪井久恵　　教務補佐員：小島久美子

＜バイオメカニクス分野＞

教授：安達泰治　　准教授：井上康博　講師：OKEYO Kennedy Omondi

助教：亀尾佳貴

特定研究員：木村健治，Yann Guyot　　教務補佐員：須長純子　　事務補佐員：平良美智代

大学院生：芦谷遼太郎，安藤悠太，竹田宏典，立尾　樹，仲尾信彦，宮　雄貴，石川敬一，小笹正裕，松田淳志，齋梧　等，

玉嶋雄大，木部善清，河野沙紀，佐藤優里佳

学部生：楠瀬彬久，島遼太朗，清水桜子，寺澤良亮，森　泉，森川健太郎

特別研究学生：金　英寛

＜発生システム制御分野＞

教授：永樂元次　　准教授：大串雅俊　　特定研究員：瀬戸裕介　　企業等共同研究研究員：黒田貴雄

共同研究者：森　俊介，奥田　覚　　大学院生：秋山拓海，神林　昌　　学部生：河嶋　照，小林　翼，吉田　慧

事務補佐員：和穎　文

＜システムウイルス学分野＞

教授：小柳義夫　　講師：佐藤　佳　　研究員：中野雄介　　教務補佐員：三沢尚子

大学院生：山田英里，Juárez Guillermo，Soper Andrew，木村出海，今野順介，長岡峻平，山本啓輔

共同研究者：眞弓　慶，関　貴弘
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＜増殖制御システム分野＞

教授：影山龍一郎　　准教授：大塚俊之　　助教：小林妙子　　特定助教：下條博美　　研究員：楯谷智子

学振特別研究員：荒木杏菜，越智翔平　　教務補佐員：小林久美子，前田勇樹，岩本由美子，倉橋むつみ

技能補佐員：谷本貴子　　事務補佐員：澤田英里　　オフィス・アシスタント：榎　泰祐

大学院生：坂本　進，貝瀬　峻，高木あかり，松宮舞奈，松崎公信，山口優輔，末田梨沙，朴　文惠，

CHAMBERS Jack，SHQIRAT J.M. Mohammed，大木圭佑，木下晃　　研究生：MAVUK Özgün

共同研究者：今吉　格，磯村彰宏，山田真弓

＜生体情報分野＞

（欠員中）

＜RNAシステム分野＞

教授：大野睦人　　助教：北畠　真，谷口一郎　　研究員：竹岩俊彦，町谷充洋，堀川　航，浜島りな

大学院生：川本崇仁

＜生体膜システム分野＞

教授：秋山芳展　　准教授：森　博幸　　助教：檜作洋平　　特定研究員：石井英治　　研究員：大門康志

技術補佐員：佐野美智代　　技能補佐員：伊藤　淳

大学院生：宮﨑亮次，吉谷亘平，田中勇真，三宅拓也，宇部滉一，本名彩正，渡邊哲朗

＜組織恒常性システム分野＞

教授：豊島文子　　助教：小田裕香子　　特定研究員：石橋理基　　技術補佐員：太田陽子

大学院生：一條　遼，上月智司，岡田拓也，松山奈央，久保嘉一，阿部浩太，廣田紗奈，森　美樹

＜発がん機構分野＞

教授：米原　伸

＜情報制御学分野＞

客員教授：松岡雅雄

■附属感染症モデル研究センター■
センター長（兼）：朝長啓造

＜霊長類モデル分野＞

准教授：三浦智行　　研究員：姫野　愛　　技術補佐員：松浦嘉奈子

オフィス・アシスタント：鳥居也紗　　派遣職員：菊川美奈子

大学院生：YALÇIN PISIL，山浦瑞樹，李　佳霖

共同研究者：志田壽利

＜ウイルス感染症モデル分野＞

教授：明里宏文　　特定研究員：関　洋平　鷲崎彩夏　　教務補佐員：村田めぐみ

技術補佐員：辻　薫，Tan Wei Keat

＜ウイルス共進化分野＞

准教授：宮沢孝幸　　教務補佐員：金村優香　　技術補佐員：正玄裕子

大学院生：宮穂里江，橋本　暁，小出りえ，谷利爵公，北尾晃一

共同研究者：坂口翔一，下出紗弓，平野丈夫 , 司　悠真 

技術専門職員：宮地　均，小中（北野）さつき　　技術職員：阪脇廣美，水田量太

■附属再生実験動物施設■
教授・施設長（兼）：近藤　玄　　准教授・副施設長（兼）：角昭一郎　　准教授（兼）：廣田圭司　　助教：渡邊仁美
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技術専門職員：出口央士　　技術職員：渋谷　翔，俣野真帆，教務補佐員：竹田理恵

技能補佐員：竹明フサ，向　一哲，竹内　宏，川北美奈子，高溝一郎，吉田保子，藤堂詩子，鷲尾朱音，穴田祐子，佐治佑沙，

新　謙一，柴山　厚子

研究支援推進員：古卿智英，永井智美，佐々木勉，吉田美保，富士原達美

事務補佐員：北澤志津江　　派遣職員：西山尚之，片山龍一

■非常勤講師■
松野　啓太　　長崎　慶三　　小林　　剛　　橋口　隆生　　宮崎　直幸　　長谷川秀樹　　鍔田　武志　　竹田　　潔　　

幸谷　　愛　　金田　安史　　青木伊知男　　中村　雅也　　國枝　武和　　河野　史倫　　中村　和弘　　渡部　良広　　

稲田　有史　　茂野　啓示　　堀　　義生　　萩原　明於　　村田　宮彦　　東　　高志　　小川　知彦　　白水　泰昌　　

金宗　　潤　　仙石慎太郎　　竹尾　　透　　坂口　教子　　田中　　淳　　近藤　　淳　　須藤　　亮　　中島　友紀　　

芳賀　　永　　宮田　卓樹　　宮下　修平　　古寺　哲幸　　宮崎　　徹

■事務部■
事務長：小林英治　　総務掛長：服部和枝　　主任：原　彰子，瀬尾健太郎 

教務補佐員：釆女久実子　　派遣職員：岩見直美，竹島愛美　　労務補佐員：稲垣きよみ



Annual Report 
of the Institute for Frontier Life and Medical Sciences, 

Kyoto University
Vol.2  2017

2018年 9月 25日　発行
京都大学ウイルス・再生医科学研究所







Institute for Frontier Life and Medical Sciences
Kyoto University


	校了／＿表紙
	校了／00とびら目次
	校了／01分子遺伝学分野
	校了／02ウイルス制御分野
	校了／03RNAウイルス分野
	校了／04微細構造ウイルス学分野
	校了／05がんウイルス分野
	校了／06細胞制御分野
	校了／07免疫制御分野
	校了／08感染防御分野
	校了／09細胞機能調節学分野
	校了／10生体材料学分野
	校了／11再生増殖制御学分野
	校了／12再生免疫学分野
	校了／13組織再生応用分野
	校了／14臓器器官形成応用分野
	校了／15発生エピゲノム分野
	校了／16胚性幹細胞分野
	校了／17統合生体プロセス分野
	校了／18生体再建学分野
	校了／19生体分子設計学分野
	校了／20ナノバイオプロセス分野
	校了／21バイオメカニクス分野
	校了／22発生システム制御分野
	校了／23システムウイルス学分野
	校了／24増殖制御システム分野
	校了／25RNAシステム分野
	校了／26生体膜システム分野
	校了／27組織恒常性システム分野
	校了／28霊長類モデル分野
	校了／29ウイルス感染症モデル分野
	校了／30ウイルス共進化分野
	校了／31マウス作製支援チーム
	校了／32附属再生実験動物施設
	校了／33ネットワークシステム
	校了／34共同研究
	校了／35学術集会
	校了／36セミナー
	校了／37構成員名簿
	校了／99奥付
	校了／＿表紙

