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研究課題別研究評価

１．研究課題：組織修復と器官形成を制御する新しい細胞内分子機構

２．研究者名：高橋克仁

３．研究のねらい
カルポニンは成体では平滑筋で特異的に発現しており、平滑筋分化の指標となっている。カルポニンはア

クチンの C末端と結合し、アクチン・ミオシンの滑り運動を抑制する。また、カルポニン遺伝子を平滑筋肉腫細
胞に導入すると、増殖が抑制され、腫瘍の悪性度が低下する。本研究では、遺伝子欠失マウスを用いてカル
ポニンの機能を解明することを目的とした。

４．研究成果
（１）カルポニン遺伝子欠失マウスにおける骨形成の亢進
カルポニン遺伝子のホモ型欠失マウス(-/-)には致死性はなく、外観は野性型マウス(+/+)と変わらなかっ

た。骨格組織を比較すると、-/-マウスでは、骨膜骨芽細胞の活性化を伴う骨形成の亢進が認められ、骨芽
細胞のマーカーである血清アルカリホスファターゼ(ALP)活性が有意に高値を示したが、+/+型マウスでは、カ
ルポニン遺伝子が未分化な骨芽細胞にも発現していることを見出した。
（２)カルポニン遺伝子欠失マウスにおける骨折治癒の促進
  骨折治癒は、(1) 出血、血腫形成を伴う炎症反応、(2) 骨膜骨芽細胞による骨形成、(3) 軟骨細胞による仮
骨形成など、種々の細胞における諸反応の連鎖から成る組織の修復過程を経て行われる。肋骨骨折モデル
を用いて、-/-マウスと+/+マウスの比較検討により、カルポニン遺伝子の欠失によって骨折治癒が促進され
ることが明らかになった。
（３） カルポニン遺伝子欠失マウスにおける骨形成因子（BMP）応答性の亢進
　ヒト組み換え体 BMP-2 (rhBMP-2)を凍結乾燥し、マウスの背部筋膜下に埋め込んだところ、-/-マウスにお
いて、正常骨髄をもつより大きな異所骨が形成された。続いて、マウス胎仔の大腿筋から酵素処理により未
分化な間葉系細胞を分離し、BMP による骨芽細胞への分化を検討した。ALP 活性は rhBMP-2 によって用量
依存性に誘導され、-/-マウスの細胞で有意に高値で、より多くの細胞が骨芽細胞に分化誘導された。また、
大動脈を摘出し、BMP の存在下で器官培養を行ったところ、-/-マウスの大動脈では、中膜全層の平滑筋細
胞が ALP陽性の骨芽細胞様細胞へと分化誘導された。
（４）BMPのシグナル伝達におけるカルポニンの役割
　BMPの細胞内シグナル伝達分子である Smad がカルポニンと結合することによって、BMP の細胞内シグナ
ル伝達を抑制することが示唆された。
（５）間葉系細胞由来の腫瘍（肉腫）におけるカルポニン遺伝子の発現
後に骨や軟骨、腱、筋肉細胞に分化し得る胎生期の未分化間葉系細胞を発生母体とした腫瘍である肉腫

でのカルポニンの発現を RT-PCR 法および免疫染色法で検討し、骨肉腫や平滑筋肉腫など広範なヒト腫瘍
でカルポニン蛋白が発現していることがわかった。
（６）難治性肉腫に対する標的遺伝子治療法の開発
　ヒトカルポニン遺伝子プロモーターを単純ヘルペスウイルス(HSV)ゲノムに挿入し、正常な平滑筋には影響
を与えず、カルポニンを発現する肉腫細胞のみで複製しその細胞を選択的に破壊する新規 HSV ベクターを
構築した。このベクターでヒト由来の培養肉腫細胞に対する抗腫瘍効果を培養細胞系とヌードマウス移植系
で検討し、ヌードマウスに移植したヒト平滑筋肉腫に対して、腫瘍内へのウイルスの直接注入により、6 例中 5
例で腫瘍が 3-4週間以内に消失することを認めた（図１）。

　　　　図１ 腫瘍内への HSV ベクター溶液を１回注入後１１日目。

５．自己評価と今後の展望
　平滑筋アクチンへの結合蛋白として精製されたカルポニンが、未分化な間葉系細胞にも発現し、成熟骨芽
細胞や骨細胞への分化を抑制することが示唆された。ホモ型欠失マウス
の細胞での BMP に対する応答性の亢進と骨折治癒が促進されたことは、カルポニン遺伝子の機能を抑制す
る薬物が骨形成促進薬になる可能性を示している。また、BMP シグナル伝達系におけるアクチン細胞骨格関
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連蛋白の関与は新しい知見であり、そのメカニズムが明らかになれば、力学的負荷による骨形成促進機序の
解明に寄与するものと思われる。今後、Smad4 の核内外での移行などの動態や転写活性化機構に対するカ
ルポニンの作用をさらに明らかにする必要がある。
間葉系細胞由来の悪性、すなわち肉腫は化学療法や放射線療法に抵抗性で、外科的切除後も再発を繰り

返し、最終的には肺、肝、腹膜などに転移し患者を死に至らしめる。我が国における症例数は、癌と較べて少
ないものの、若年者にも多発し、有効な治療法がないことより、究極の治療法である遺伝子治療法が強く望ま
れている。しかし、国内外において、遺伝子レベルの研究はほとんど行われていないのが現状である。本研
究で開発した新規HSV-1ベクターは、すべての腫瘍細胞に遺伝子導入できないという、現在のがん遺伝子治
療での問題点を克服できると思われる。この研究の成果は Cancer Research 誌に投稿中である。今後、複製
可能型 HSV-1 ベクターの安全性が確認され、さらに複製効率の良い高力価のベクターが開発されれば、難
治性肉腫に対する世界で初の腫瘍選択的遺伝子治療法となるであろう。

６．領域総括の見解

　本研究者によりニワトリ砂嚢平滑筋アクチン結合タンパク質として単離精製されたカルポニンについて、そ

の発現部位と骨形成における機能の解明を徹底的に行っている。この過程で種々のヒト肉腫細胞でカルポニ

ン遺伝子が異常に強く発現していることを見出した。この知見から肉腫細胞のみを選択的に破壊する新規

HSV-1 ベクターを構築し、腫瘍内へのウイルスの直接注入による平滑筋肉腫の遺伝子治療法への可能性を

導いたことを高く評価したい。
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