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§§§§１１１１．．．．研究実施体制研究実施体制研究実施体制研究実施体制    

（１）「三浦」グループ（研究機関別） 

① 研究代表者：三浦 正幸 （東京大学薬学系研究科、教授） 

② 研究項目 

・生体におけるストレス応答の遺伝学的、生化学的、細胞生物学的解析 

 

§§§§２２２２．．．．研究実施内容研究実施内容研究実施内容研究実施内容    

(文中に番号がある場合は（３－１）に対応する) 

 

1. 傷害ストレスによる体液変化のプロテオーム解析 

 創傷・非創傷刺激後４８時間で dapaf-1 変異体体液に存在する蛋白質比較分析の結果、

危険信号やその受容にかかわることが予想される分子が創傷刺激後の dapaf-1 変異体

体液中に多数同定された。前年度に進めた PGRP ファミリー分子に加え、分泌性のプロ

テアーゼに注目した。このプロテアーゼはほ乳類との保存性が高く、創傷刺激後 6 時間

で速やかに mRNA の上昇が認められた。予備的な実験によって、このプロテアーゼを

dapaf-1 変異体においてノックダウンすると創傷による致死性が減弱した。よってこの

プロテアーゼは創傷 dapaf-1 変異体体液に含まれる致死性因子の候補となりうると考

えられる。 

 

2. 傷害ストレスによる体液変化のメタボローム解析 

 カスパーゼ活性化変異体で特異的に上昇する３つの代謝産物が得られたが、この中で、

代謝酵素がヒトとショウジョウバエで保存されていて、その代謝の人為的制御が可能な

アミノ酸代謝産物に注目して解析を進めた。これまでに UPLC/MS/MS を用いた代謝産物

の高感度検出系を確立し、様々なストレス状態での代謝産物動態を解析することが可能
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になった。代謝経路を遺伝学的に操作してストレス応答への感受性を検討した結果、酸

化ストレスに対する応答性の変化が見られた。 

 

3. ストレスシグナルの生体での動態解析 

 CFP-YFP の FRET をベースに構築したカスパーゼインディケーターSCAT3、あるいは

CD8-PARP-Venus（カスパーゼ３による切断によって生じるネオエピトープを抗切断型

PARP 抗体で検出する）を発現させ、創傷刺激を与えて継時的にカスパーゼの活性化を

生体レベルで観測する系の構築を行った。その結果、表皮創傷後 30 分で中腸特異的に

カスパーゼ活性化が認められた。創傷部位とカスパーゼ活性化部位が異なるため、何が

腸でのカスパーゼ活性化を伝えているのか、また、腸で見られるカスパーゼ活性化の生

理機能に関して遺伝学的に解析を行っている。 

 細胞競合は異なった代謝状態にある２つの細胞集団が接したときに見られる現象で、

発生時や組織リモデリング、がん病態で重要な役割を果たすと考えられる。ショウジョ

ウバエを用いた上皮リモデリングのカスパーゼ活性化イメージングによって、組織の入

れ替えがおこる境界で、細胞周期とカスパーゼ活性化との協調がおこっていることを明

らかにした 3)。 

 

4. 生体ストレスに関与する遺伝子のスクリーニング 

 腸特異的な遺伝子ノックダウン系統に創傷を与え、その後の致死性を指標にしたスク

リーニングを行った。1000 の RNAi 系統中、約 1％で創傷感受性が見られている。これ

らの系統に関して表現型の確認、及び新たなノックダウン系統、過剰発現系統を作製し

て重要な遺伝子の特定を行っている。そしてカスパーゼやその活性化遺伝子とのエピス

タシス、さらにメタボローム解析で明らかになった代謝経路との関連を検討している。 

 TNF は組織傷害や感染時の炎症に重要なサイトカインである。ショウジョウバエゲノ

ムには 1 つの TNF(eiger)とその受容体(wengen)があることを我々は明らかにしてきた

が、ショウジョウバエの TNF シグナル経路の全貌は明らかにされていない。そこで、

eiger 過剰発現による複眼縮小表現型を指標にした染色体欠失系統のゲノムワイドな

優性モディファイアースクリーニングを行った。その結果、多くのエネルギー代謝経路

の遺伝子が TNF シグナルに関わることが明らかになった 2)。 

 

5. マウスでのカスパーゼ活性化検出系構築とストレス応答経路の解析 

 SCAT3 を発現するマウスの作出に成功し、神経発生の初期過程である神経管閉鎖時の

アポトーシスとカスパーゼウスの活性化ダイナミクスを明らかにした 1)。その結果、

カスパーゼ活性化細胞には 2 つのタイプが存在すること、カスパーゼ活性化は神経管閉

鎖の進行に重要な役割を持つことが明らかになった。神経管閉鎖は特にカスパーゼの活

性化が大量に見られる発生現象であり、発生時の内因性ストレスが多くかかっている場
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所と考えられる。カスパーゼ活性はショウジョウバエ正常発生時にも一部の組織で大量

に観察される。SCAT3 を用いた生体イメージングと遺伝学を用いた解析によって、雄性

生殖器形成時の組織回転運動の加速に上皮のカスパーゼ活性化が必要なことを明らか

にした 4)。マウス、ショウジョウバエ発生時の生体イメージング研究によって、組織

形成のダイナミックな運動に、種を超えてカスパーゼ活性が必要とされることが明らか

になった。  

 

6. カスパーゼ活性化不全マウスの表現型解析 

 細胞死実行カスパーゼは 3 種類存在する。よって細胞死実行カスパーゼの機能を包括

的に解析するために、コンディショナルに広汎なカスパーゼ阻害蛋白質 p35 を発現する

マウスの作製を行った（CAG-loxP-p35 venus）。中枢神経の神経幹細胞で Cre を発現す

るマウス（nestin-Cre）との交配によって脳全体に p35 が発現することを確認した。 

 

§§§§３３３３．．．．成果発表等成果発表等成果発表等成果発表等    

 

（（（（３３３３－－－－１１１１））））    原著論文発表原著論文発表原著論文発表原著論文発表    
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（（（（３３３３－－－－４４４４））））    知財知財知財知財出願出願出願出願 

 

① 平成 23 年度特許出願件数（国内 0 件） 

 

② CREST 研究期間累積件数（国内 0 件） 

    


