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った。この分子は虫体細胞内に局在し、自身のプロテ

アーゼ活性を調節する役割を果たすと考えた。これに

対して、新たに見出した多包虫Serpin２ Emuおよび

Serpin３Emuについては虫体外への分泌が確認された

ことから、宿主との相互作用に関与している可能性が

示唆された。しかしながら、組み換えタンパク質が不

溶性となり、機能解析には至らなかった。今後、可溶

性タグ付加タンパク質を作成することで、各種セリン

プロテアーゼ阻害能および補体活性阻害能を調べたい。

【文　献】

Merckelbach and Ruppel. 2007. Biochemical properties of 

an intracellular serpin from Echinococcus multilocularis. 

Mol. Biochem. Parasitol. １５６．８４-８８．

１７） 膵癌浸潤、転移における長鎖ノンコーディングRNA

による制御機構の解明

研究代表者　高橋　賢治

【目　的】

　近年、長鎖の機能性RNAであるlong non-coding 

RNA（lncRNA）が、種々の疾患の病態成立に関わる事

が明らかにされつつあるが１）、膵癌の発癌や進展と関

連したlncRNAの報告は数少ない。一方、我々はこれ

までに肝癌においてlncRNAが細胞外小胞（Extrace-

llular vesicle（EV））を介して細胞間情報伝達され、抗

癌剤、低酸素抵抗性に寄与することなどを報告してき

た２、３）。本研究では膵癌浸潤、転移に重要なプロセス

であるEpithelial Mesenchymal Transition （EMT）に寄

与するlncRNAを同定し、その核酸本体としてのEMT

制御機構のみならず、EVを介した情報伝達機構を解

明する事を目的とした。

【方　法】

　膵癌細胞（Panc-１）とそれらから分泌されるEVに

高発現するlncRNAを、リアルタイムPCR法を用いた

lncRNA profilingによって発現解析し、同時に強力な

EMT促進サイトカインであるTGFβの投与により膵

癌細胞、EVに誘導されるlncRNAを分析した。また、

膵癌細胞より超遠心法によってEVを抽出し、それら

EVをレシピエント膵癌細胞へ添加する事によって、

レシピエント細胞における浸潤能に与える影響につい

セリンプロテアーゼが重要な働きを担うことが知られ

ている。古典経路を開始するＣ１ｒとＣ１ｓ、代替経路にお

けるＢ因子およびＤ因子、レクチン経路におけるＭＡＳＰ

１および２は全てセリンプロテアーゼとして機能する。

多包虫のセリンプロテアーゼインヒビター（serpin）フ

ァミリー分子がこれらのプロテアーゼを阻害すること

で宿主の補体活性を抑制している可能性を検討した。

【方　法】

　多包虫ゲノムならびにトランスクリプトームデータ

から、serpinファミリー分子と相同な配列を探索した

ところ、既知のSerpinEmu（Merckelbach and Ruppel. 

２００７）に加えて２つの配列を見出し、Serpin２Emuお

よびSerpin３Emuと名付けた。多包虫ｃＤＮＡからそれ

ぞれの分子のコード領域をクローニングし、Hisタグ

付加タンパク質として大腸菌発現系を用いて発現させ

た。これらの組み換えタンパク質に対するウサギ抗体

を作成し、ウエスタンブロットにより多包虫での発現

を確認した。さらに、これらのタンパク質が虫体外に

分泌されているか調べた。また、作成した組み換えタ

ンパク質のうち、rSerpinEmuのみが可溶性となったた

め、これについてトリプシン、キモトリプシン阻害活

性を調べた。また、補体活性測定キットを用いて、各

経路における活性阻害能を評価した。

【結　果】

　それぞれの組み換えタンパク質に対するウサギ抗体

を用いたウエスタンブロットの結果、SerpinEmuは細

胞内に、Serpin２EmuおよびSerpin３Emuは細胞内およ

び虫体外分泌フラクション中に発現が認められた。ま

た、得られた組み換えタンパク質のうち、rSerpinEmu

は大腸菌において可溶性タンパク質として発現した。

これを精製し、トリプシン活性阻害能を有することを

確認した。しかしながら、いずれの経路においても補

体活性阻害能は確認されなかった。rSerpin２および

３Emuについては大腸菌が封入体を形成し、不溶性と

なった。酵母による発現も試みたが、いずれの分子も

可溶性の組み換えタンパク質は得られなかった。

【考　察】

　既知のSerpinEmuについては、トリプシン阻害活性

を有しているが補体活性阻害能を持たないことが分か
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（図１）。

【考　察】

　これまで膵癌においてはK-ras、p５３、p１６、SMAD４

など多くの遺伝子異常が発癌に関わる事が報告されて

いるが、膵癌におけるlncRNAを介したエピジェネテ

イックな遺伝子制御機構についての報告は未だ数少な

い。今回の結果からHULC、linc-RoR、linc-VLDLRの

３種類のlncRNAがEMT誘導サイトカインであるTGFβ

によって発現誘導され、EVを介した細胞間情報伝達

を介して膵癌の浸潤能に影響を与える可能性が示唆さ

れた。今後これら３つのlncRNAが、実際にどのよう

なメカニズムでEMTシグナルを制御し、膵癌浸潤、転

移に影響を与えているのか、更にはEVを介した

lncRNAの情報伝達がこれらのプロセスに与える影響

を詳細に解析する予定である。

【文　献】

１） Takahashi K, Yan I, Haga H, & Patel T（２０１４）Long 

noncoding RNA in liver diseases. Hepatology ６０（２）：

７４４-７５３．

２） Takahashi K, Yan IK, Haga H, & Patel T（２０１４）

ての検討を行った。　

【結　果】

　LncRNA profilingにより発現解析を行った結果、

HULC、linc-RoR、linc-VLDLR、HOTAIRの４種類の

lncRNAが、膵癌細胞から分泌されるEVに特に高発現

し、さらにTGFβによって膵癌細胞内、EV内における

発現が誘導される事が想定された。HULCはこれまで

に肝癌進展との関連が報告されており１）、linc-RoRと

linc-VLDLRについては我々が、肝癌における低酸素

抵抗性及び抗癌剤抵抗性に寄与する事を報告している

ものの２、３）、膵癌の発癌、進展との関連については未だ

報告がない。HOTAIRについては膵癌浸潤との関連が

報告されているものの、その詳細な制御メカニズムは

不明である４）。その後の検討で、これら４種類のlnc-

RNAのうちHULC、linc-RoR、linc-VLDLRの３種類は

EVによって細胞間伝達され、レシピエント膵癌細胞

へ情報伝達されている事が示唆された。更にこれら

EVを添加する事によってレシピエント膵癌細胞の浸

潤能が増強された。これらの結果から上記３種類の

lncRNAは、EVによる細胞間情報伝達を介し、膵癌細

胞の浸潤能の制御に寄与している可能性が想定された

図１　EVによる細胞間情報伝達を介したlncRNAによるEMT制御機構；Linc-RoR、linc-VLDLR、HULCはEV
による細胞間情報伝達を介し、膵癌細胞の浸潤能の制御に寄与している可能性が考えられた。



― 31 ―

旭川医科大学研究フォーラム　１６　：１１～５１，２０１５

２．RNAシークエンシング

　高脂肪食負荷マウス肝から抽出したRNAを用いて

ハイスループットゲノムシークエンサー（IonTorrent）

により発現解析を行った。解析ソフトとしてGeno-

mics Workbench（CLC bio）を用い、通常食群と高脂肪

食群の発現量を比較して、発現比とt検定によるP値

を算出した。

３．低酸素環境下での検討

　１６週間の食餌負荷を行ったマウス肝では、低酸素反

応性のHIF-１α蛋白発現を評価した。肥満状態での低

酸素感受性を評価するため、ob/obマウスと対照マウ

スを低酸素飼育器で飼育し１週間後に低酸素環境下で

屠殺した。この際、屠殺直前に低酸素状態を評価する

ためPimonidazole（HypoxyprobeTM；コスモバイオ）を

腹腔内投与した。In vitroモデルとしてC５７BL/６マウ

ス肝からコラゲナーゼ灌流により分離した初代培養肝

細胞もしくは非実質細胞の一つである類洞内皮細胞を

用い、低酸素培養器で２４時間培養して低酸素による

ヘプシジン遺伝子Hampとその発現に関与するGdf１５

やBmperのmRNA発現に関してRT-PCRで検討した。

【結　果】

　高脂肪食負荷マウスによるmRNAシークエンシン

グでは表１に示す鉄関連遺伝子発現変動の結果が得ら

れた。ヘプシジンをコードするHampの低下やHamp

シグナルを抑制するBmper、Gdf１５の発現亢進が見ら

れ、エリスロポエチン（EPO）受容体をコードするEpor 

mRNAも亢進していた。マウスのEPOシグナル評価

のため、血漿EPO濃度をELISAで測定すると、高脂

肪食群で有意に高値を示した（図１）。

　マウス肝のHIF-１α蛋白発現は肝組織全体で観察さ

れた（図２a）。高脂肪食マウスのHIF-１α発現も肝組織

全体で観察されたが、高度の肝脂肪化のため蛋白発現

量の多寡を評価するに至らなかった。低酸素で飼育し

たマウスでのHypoxyprobeTMによる低酸素状態の評価

では対照マウスでも中心静脈域優位の陽性像を認めた

が、ob/obマウスでは肝全体に陽性像を認めた（図２b）。

　低酸素曝露に対する初代培養肝細胞と類洞内皮細胞

の遺伝子発現評価を行った。肝細胞では低酸素曝露の

みでHamp mRNA発現が抑制され、Hampを抑制する

Gdf１５の発現は亢進していた（図３）。類洞内皮細胞で

Modulation of hypoxia-signaling pathways by extrace-

llular linc-RoR. J Cell Sci １２７（Pt７）：１５８５-１５９４．

３） Takahashi K, Yan IK, Wood J, Haga H, & Patel T

（２０１４）Involvement of extracellular vesicle long 

noncoding RNA（linc-VLDLR）in tumor cell responses 

to chemotherapy. Mol Cancer Res １２（１０）：１３７７-１３８７．

４） Kim K, et al.（２０１３）HOTAIR is a negative prognostic 

factor and exhibits pro-oncogenic activity in pancreatic 

cancer. Oncogene ３２（１３）：１６１６-１６２５．

１８） マウス脂肪肝の肝内鉄蓄積における鉄代謝調節因

子ヘプシジン発現異常のメカニズムの解明

研究代表者　長谷部　拓夢

【目　的】

　非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）は病態の進

行に酸化ストレスが関わり、しばしば併発する鉄過剰

症がその要因となる１）。鉄代謝は主に肝細胞で産生さ

れる鉄代謝調節分子ヘプシジンが中心的な役割を果た

す２）。我々はこれまでにNAFLDモデルマウスにおい

てヘプシジン発現が低下することを見出していた。し

かし、鉄代謝は生体環境に応じて変化することが必要

で複雑に調節されており、完全な解明はされていな

い。今回の研究では、肝脂肪化による肝内低酸素化の

関与を想定し、肥満・脂肪肝モデルマウスの鉄関連分

子およびヘプシジン制御系遺伝子の発現に着目して、

ハイスループットゲノムシークエンサーによるRNA

シークエンシングを行い、背景の分子機構の探索を行

った。

【方　法】

１．モデルマウスによる検討

　NAFLDモデルマウスは８週齢のC５７BL/６マウスに

ラードを主とした高脂肪食を１６週間投与して作成し

た。対照群として同期間通常食を投与したC５７BL/６

マウスを用いた。低酸素環境での肥満マウスとして

１２週齢のレプチン欠損マウスであるob/obマウスを用

い、対照群としては同週齢のC５７BL/６マウスを用い

た。肝細胞分離のためには通常食で飼育したC５７BL/ 

６マウスを用いた。
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