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慶慮医学　81巻1号(平 成16年3月)

わか った.ヒ ト腎一is皮由来293細 胞にDNMT3b9を

強制 発現 したところ,発 現量に依存 してサテライ ト2

におけるDNA脱 メチル化が誘導 された.　DNMT3b4

が傍 セントロメアサテライ ト頷域 においてDNMT3b3

と競合 し,同 領域のDNAメ チル化が減弱して染色体不

安定性に帰結する可能性があると考えられた.

　現在,発 がんにおけるDNAメ チル化に関する基礎研

究の成果を,が んの臨床に結びっけるに適した機を迎え

ていると考えられる.今 後,血 清検体などにおけるメチ

ル化DNA検 出法の確立が,発 がん1」スクの評価やがん

の早期診断 ・病態診断に寄与 し,DNAメ チル化の補正

ががんの予防 ・治療に結びつく可能性が期待される.

　　　　金井 弥 栄(国 立がんセ ンター研究所　病理部)

乳癌診療における病理診断の役割

　乳房に生 じた腫瘍がどんな甑質のものなのかを知るに

は腫瘍のヘマトキシリンエオジン(HE)染 色標本の鏡

検による病理組織診断が不可欠である.ま た,腫 瘍が悪

性 とわかり,手 術が行われた場合には,乳 房温存手術の

切除範囲決定,所 属リンパ節転移の有無などがHEで 診

断され,臨 床側に伝えられてその後の治療方針決定に役

立てられる.

　治療方針決定や治療効果判定の際には,HE診 断が従

来以上に重視される場面も出てきている.乳 癌手術例の

60～70%は 腋窩 リンパ節転移陰性 であるが,こ の内

10～15%で 再発が見られる.そ のような高 リスク群を,

原発巣のHE標 本にて癌細胞の顔っき(病 理学的悪性度)

と浸潤径から選び,術 後補助療法を施行 して予後を改善

せ しめることが標準的治療戦絡となってきた.ま た,近

年広 く行われている術前補助療法の際にも,HE標 本で

組織学的に癌が完全消失 した場合(pCR)は 予後良好

である箏が明らかになり,病 理学的治療効果判定の臨床

的重要性が増 してきている.

　一方で,HE診 断だけでなく,免 疫組織化学(IHC)

などの手法を用いて癌細胞における分子 レベルの知見の

報告を求められることも多くなった.乳 癌診療の分野で

は,癌 遮伝子HER・2(c・erbB・2)過 剰発現や遺伝子増

幅,エ ス トロゲン受容体(ER),プ ロゲステロン受容体

(PgR)発 現 などの情報が含 まれる.　HER・2を 標的とし

たヒト化単クローナル抗体である抗癌剤 トラスッズマブ

(ハーセプチ ン)は,単 剤ない しタキサン系薬剤 との併

用によ り,HER・2過 剰発現のある転移性乳癌に対 して

効果を表すことが示されている.ま た今後,術 前 ・術後

の補助療法に適応拡大すべく臨床試験が行われている.

　 トラスツズマブ治療適応の決定に際 しては,乳 癌組織

の切除標本(io%ホ ルマ リンで24～48時 間固定し,パ

ラフ ィン包壇された組織 切片)に 対するHER・2の 検査

が必要となる.HER・2検 査法には蛋白過剰発現を見る

IHC　 と適 伝子増幅を見るFISH法 がある.1HC検 査

の結果は,癌 細胞の膜染色状態 と強度,面 積 により9

スコアに分け,3+を 適応あり,2+は 適応可能性あり,

0.1+を 適応なしとする.ス コア2+の 乳癌は全体の約

10%を 占め るが,3+と 異なり診断者間の判定再現性や

トラスッズマブ奏効率が低い.従 ってスコア2+の 場

合はFISH法 による再検査を行い,遺 伝子増幅陽性(2

倍以t:)例 のみを治療適応 とすることが椎奨される.ホ

ルモ ン康法にっいても,そ の適応はERま たはPgR陽

性乳癌であり,現 在1HC法 でER,　 PgRの 発現が検査さ

れている.

　 HEレ ベルに しても分子の変化を見るにしても新たな

検討を始めると,標 本作製や検査自体,結 果判定などの

面で留意 しなければならないことや,種 々の業務上の問

題点が出てくる,病 理学的な悪性度や治療効果判定には,

複数の基準が世に存在 し,ど の基準を採用すべきかとい

う議論 もあれば,適 用上未解決の問題がある.HER・2

スコア2+に っいては上記の様にFISHに よ る再検査

が必要となる.FISHは 過固定だと検査の成功率が低い.

ER,　PgRに ついてはIHC法 にて何%以 上の癒細胞が陽

性だとホルモン療法の対象とすべきかについて確固たる

基準はまだない.

　cDNAマ イクロアレイやプロテオ ミックス技術の進

歩により短時間で何百もの特異的蛋白の異常がわか り癌

の個性診断が可能となると同時に,ご く少量の血液から

癌診断が出来そうな勢いである.近 い将来これらの成果

は臨床応用され,医 療のオーダーメイ ド化が実現するこ

とであろう.そ れでも現時点ではHE診 断に求められる

傭報はむしろ増加しているようで,HEと 分子変化の双

方の情報提供を必要とされる病理側の二面対応の時代は

当面続きそうだ.乳 房以外の臓器の腫瘍や非腫瑠性病変

の診断も同様の流れにあると思われる.

　　　　　　　津 田 均(防 衛医科大学校 第二病理)

エクソ/エ ン ドサイ トー シスに

　　　 よる生体機能調節

2003隼 度 ノ ーベ ル 化学 賞

　 本 年 度 の ノー ベ ル化 学 賞 は マ キ ノ ン博士(ア メ リカ)

と ア グ レ博 士(ア メ リカ)に 贈 られ た.受 賞 理 由 は 「細

胞 膜 に 存 在 す る,イ オ ンや水 の チ ャ ネル(通 路)に 関 わ

る先駆 的 な 発 見 」 と い うこ とで あ った.マ キ ノ ン博 士 は

Kイ オ ン選 択 的 チ ャネ ルが ど の よ う に してKイ オ ンと
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Naイ オ ンを見分けることができるのか,と いう問題を

X線 結晶学によって原子 レベルで初めて明 らかに した.

イオンチャネルは神経,筋,感 覚器等で興瀦性を担 う分

子として知られているが.そ の蛋白質の構造と機能の関

係が詳細に明らかになったことは,心 筋細胞や脳神経細

胞の疾.患の理解や新薬の開発等に大きく貢献するだろう.

アグレ博士は,細 胞膜に存在すると想定されていた水の

みを通す通路(水 チャネル),ア クアポ リンAQPを 実

際に発見 し。構造解析にようて水のみが透過される仕組

みを明 らかに した.腎 災合管 における水の再吸収 は

AQP2を 通 して行われている.　AQP2の 機能の調節機

構がまた興味深い.下 垂体後葉より分泌される抗利尿t

ルモンADHに より,築 合管主細胞内の小胞膜一ヒに貯蔵

されていたAQP2は 細胞膜の管腔側表面に挿入され,

結果的に水の通り道が増加し,浸 透圧勾配に従って水が

原尿よ り再吸収され,尿 鐙が減少する.こ の細胞膜に

AQP2を 乗せた小胞が融合 し,　AQP2が 細胞膜に付け

加わる過程はエクソサイトーシスと呼ばれる.一 方,血

中ADH濃 度が低下すると表面に発現 していたAQP2

は周囲の脂質膜ごと細胞内に陥入し,小 胞として内在化

する.こ の過程をエンドサイトーシスと呼ぷ.こ のエク

ソサイ トーシスとエンドサイトーシスによる膜蛋白質の

表面発現調節は他にも,イ ンシ}リ ンによるグルコース

トランスポーターGLUT・4の 表面発現調節,記 憶学習

の基礎となる海馬や小脳でのシナプス可塑性におけるグ

ルタミン酸受容体G且uRの 表面発現調節,な どにおいて

も報告され,生 体調節の基本メカニズムとして大変重要

であるとの認識が深まりつつある.し か し。どちらの過

程も多 くの蛋白質分子が関与する複雑な過程であり,分

子機構はなかなか解明されなかyた が,近 年,大 きな進

展が見られた.そ して,こ のエクソ/エ ンドサイ トーシ

スによる膜蛋白質の トラフィッキングは,医 学生物学の

中で重要であると考えられ,近 い将来,こ の分野か らノー

ベル賞受賞者が出るだろうとの評判が高い。

シナ プ ス小 胞 の エ ク ソサ イ トー シス:SNARE蛋 白 質 と

低 分子 母G蛋 白質

　 エ ク ソサ イ トー シス は 分 泌 細 胞,神 経 細 胞 等 で 穎 粒

(小 胞)内 の 物 質 を 分泌(放 出)す る メ カニ ズ ム と して,

研究 が進 め られ て きた.分 泌 ・放 出 に はSNARE(ス ネ

ア)蛋 白質 と呼 ばれ る一 群 の 蛋 白質 が 必 須 で あ る.特 に

細胞 膜 に存 在 す る シ ン タキ シ ン,SNAP・25と 小 胞 膜 に

存 在 す るVAMPの3者 は,　coiled・coil構 造 に よ って コ

ア複 合 体 を形 成 し.脂 質 膜 同 士 の融 合 を実 現 させ て い る.

a:ツ リヌス選 素 の サ ブ タイ ブ はVAMP,　 SNAP-25,シ

ンタキ シ ンを特 異 的 に消 化 し,エ ク ソ サ イ トー シ スを 阻

害 す る.神 経 細 胞 か らの 禅経 伝達 物 質 放 出 で は,神 経 憎

報 を伝 え る イ ンパ ル ス(秒 速0.3～100m)が シ ナ プ ス

前 終 末 に到 着 しCaチtネ ル が 開 き,　Caイ オ ンが 流 入

しエ ク ソ サ イ トー シ スが トリ ガ ー され,禅 経 伝 達 物 質 が

放 出 され,数10nmの シナ プ ス 間 隙 を拡 散 し,シ ナ プ

ス後 膜 の 受 容 体 に桔 合 し,受 容 体 イ オ ンチ ャネ ル を オ ー

プ ン さ せ シ ナ プ ス庵 位 を 発 生 させ て 信 号 を 伝 達 す る.

Caイ オ ンの 流 入 か ら受 容 体 イ オ ンチkネ ル の オ ー プ ン

まで0.2ミ リ秒 と 報 告 され て い る.速 い 放 出 を 実 現 す る

機 購 と して,シ ナ プ ス小 胞 をCaチ ャネ ル 近 傍 に シ ン タ

キ シ ンが 繋 ぎ とめ て い る こ と,RIM,　 Munc13等 の働 き

によ り小 胞 が 放 出準 備 状 態 に な る こ と(プ ライ ミン グ)

等 が 挙 げ られ る.

　 SNARE蛋 白 質 以 外 に 低 分 子 量G蛋 白質,　 Rab3Aが

エ ク ソサ イ トー シ ス に 関 与 して い る .Rab3Aの 迫 伝 子

を ノ ッ ク ア ウ ト(Rab3A・KO)し て も シ ナ プ ス 伝 述 は

生 じる こ とか ら,エ ク ソ サ イ トー シ スに 必 須 で は な い.

しか し,Rab3A・KO動 物 で は 前 シナ プ ス性 可 塑 性 が 阻

害 され る こ とか ら,シ ナ プ ス 伝 達 の 修 飾 因 子 と考 え られ

る.Rab3Aは シナ プ ス 小 胞 の 貯 蔵 プ ー ルか ら放 出可 能

プ ー ルへ の 移 送 を促 進 す るが,か え って 放 出 確 率 は 低 下

させ る.他 の 低 分 子 母G蛋 白 質 に よ る代 償 も考 え られ

るの で.Rab3A以 外 の 低 分 子G4　G蛋 白 質 を も活 性 化 す

る 蛋 白 質Rab3GEPの 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト(Rab3

GEP-KO)動 物 で,　SNAREに よ る機 能 との 相 互 関 係 を

調 べ た.胎 児 よ り摘 出 した海 馬 神 経 細 胞 を培 養 し,シ ナ

プ ス機 能 を調 べ た と こ ろ,シ ナ プ ス前 終 末 か らの エ ク ソ

サ イ トー シス は抑 圧 され て い た.高 頻 度 刺 激 に よ り,放

出 可 能 プ ー ルサ イ ズ を調 べ る と差 は なか っ たが,放 出 確

率 は低 一ドして い た.海 馬 シナ プ ス で はRab3GEPは ドッ

キ ン グの 後,Ca依 存 性 膜 融 合 よ り前 の ス テ ップ に関 与

して い る と考 え られ た.SNARE蛋 白 質 に よ る ドッキ ン

グー膜 融 合 の途 中 の過 程 をRab3GEPに よ うて 活 性 化

され た分 子 が 促 進 させ て い る 修 飾 作 用 が 明 らか に な った

(文 献1).

記憶 ・学習の仕組み:エ クソ/エ ンドサイ トーシスによ

る受容体表面発現の制卸

　意識にのぼり,言 語で陳述できる記憶,お よび空間的

記憶は海馬により短期記憶から長期記憶に書き込まれる.

海馬の瞭書では新たに長期記憶を獲得することが困難に

なる(前 向性記憶障害).長 期記憶が書き込まれる場所

は海馬働回等の大脳皮質と考えられるが,iL憶 形成の基

礎機troとして、海馬におけるシナプス伝達長期増強LTP

が注目されてきた.近 年,こ のLTPの メカニズムとして,

グルタミン酸受容体のシナプスF膜 へのエクソサイトーシ
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スに よる挿 入 が 提 案 されて い る.こ れ によ り,シ ナ プ スの

伝 達 効 率 が増 強 す る.即 ち,繰 り返 しシナ プ ス入 力 を 受

けて い る神経 細 胞 で は,NMDA型 グ ル タ ミン酸 受 容 体 の

Mgイ オ ンに よ る阻 宮 が はずれ,こ の受 容 体 イ オ ンチ ャネ

ルを通 ってCaイ オ ンが 流 入 す る.　Ca/Calmodulin依 存

性 蛋 白 質 キ ナ ー ゼuの 活 性 化 に よ り,AMPA型 グル タ

ミン酸 受 容 体1(GluR])が エ ク ソ サ イ トー シ スに よ り

シナ プ ス膜 に挿 入 され る,と 考 え られて い る.低 分 子n

G蛋 白 質 の関 与 も報 告 されて い る.

　 一 方,意 識 に 上 らない 手 続 き記憶,例 え ば 自転 車 に 乗

れ る よ うに な る,テ ニ スの サ ー ブが う ま く人 る よ うに な

る,と い った運 動 学 習 で は小 脳 が 中 心 的 な 役 卸1を果 た し

て い る.小 脳 の 出 力 細 胞,プ ル キ ニ エ細 胞 に は2っ の

入 力 線 維 が シナ プ ス を形 成 して い る.一 っ の プ ルキ ニ エ

細 胞 あ た り数 万 本 といわ れ る平 行 線 維 シナ プ ス は体 全 体

の筋 紡 錘 や 関 節 器 官 か らの 感 覚情 報.お よ び 大 脳 の 巡 動

指 令 の コ ピ ー を 伝 え,た っ た1本 しか な い 登 上 線 維 シ

ナ プ スは運 動 の 目標 か らの ズ レを 伝 え る,と 考 え られ て

い る.そ して 登 上 線 維 が 強 く応 答 して い る場 合,こ の 発

火 と同 時 に シナ プ ス 入 力 を受 け た 平 行 線 維 シ ナ プ スの

AMPA型 グ ル タ ミン酸 受 容 体(GluR2)は 活 性 を 長 期

に抑 圧 され る.こ れ を シナ プ ス伝 達 の長 期 抑 圧(LTD)

と呼 び,小 脳 運 動 学 習 の 基 礎 過 程 と考 え られ て い る,近

年,こ の平 行 線 維 シナ プ スの 長 期抑 圧 の 分 子 機 構 と して,

GtuR2の エ ン ドサ イ トー シ ス に よ る内 在 化 が 提 案 され

て い る.筆 者 等 は,常 時,GluR2の エ ン ドサ イ トー シ

ス に よ る内在 化 が生 じて お り,常 時 生 じて い るエ ク ソサ

イ トー シ スに よ る外 在 化 と平 衡 して い る こ と,LTDに

お い て は 表 面 発 現 して い るGluR2の 中 で,内 在 化 可 能

な プ ー ルが増 加 す る こ とを 見 出 した.

　 記 憶 形成 は陳 述 記 憶 の場 合 も手 続 き記 憶 の 場 合 も,グ

ル タ ミン酸受 容 体 表 面 発 現 の エ ク ソ/エ ン ドサ イ トー シ

ス に よ る制 御,と して統 一 的 に 理 解 で き る.エ ク ソ/エ

ン ドサ イ トー シ スは 血塘 値 謁 節,尿 量 調 節 の 他 に受 精 時

に お いて も本 質 的 な 働 きを して い る.分 子 機 構 の理 解 の

上 に,エ ク ソノエ ン ドサ イ トー シ ス に関 す る新 た な臨 床

応 用 の 展 望 が 開 けて くるだ ろ う.
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プ ロ トンは伝達物質にな り得る

　感覚神経系において受容野周辺からの側抑制は受けた

刺激の輪郭を際11,たせ,像 や物体の形の認識の上で極め

てT[要 なメカニズムである.視 覚系二昌一ロンは網膜視

細胞から外側膝状体の二ー　 ロンに至るまで円形で同心

円状の受容野を持っている,側 抑制によ って受容野巾心

部と周辺部は拮抗 した性質を持つ.網 膜における側抑制

はすでに視細胞 レベルで観察されており,水 平細胞が錐

体視細胞の周辺受容野形成に関与 しているという考え方

は1970年 代から多くの研究者が認めるところであった.

　水平細胞は,暗 時,視 纏胞から持続的に放出されるグ

ルタミン酸によ って脱分極 している.光 照射によって視

細胞が過分極 しグルタミン酸の放出量が減少すると水平

細胞は過分極する.水 平細胞はギ ャップ結合にようて近

隣の水平細胞同.isが電気的なつながりを持ちシンチチウ

ムを形成 しているので,そ の受容野はきわめて広い,

　水平細胞か ら視細胞へのフィー ドバックのメカニズム

として,こ れまで広く信 じられてきたのはGABAを 伝

達物質とするフィー ドバ ック機構である。水平細胞は

GABA作 動性であるし,脱 分極によるGABAの 放出,

視細胞の シナプス終末に局在す るGABA受 容体など

GABA仮 説を支持するデータが数多く提出されている.

しか し,錐 体視細胞の周辺応答はpicrotoxinを 投与 し

てGABAの 効果を除去 して も見 られる ことか ら,

GABA仮 説を批判 した報告もあ った.　GABA仮 説に代

わ る仮説の 中で数年 前か ら提 唱 された オ ランダの

Kammermansら の電界効果仮説は奇抜である.彼 らは

水平細胞の樹状突起が錐体視細胞の シナプス終末に陥入

型の シナプスを形成していることから,周辺部照射によっ

て水平細胞が過分極 し,そ の時,水 平細胞の樹状突起先

端に流入する電流によって陥入型の シナプスのシナプス

間隙の電位は他の細胞外部の電位よりも低 く(マ イナス

に)な るであろうと考えた.そ の結果,錐 体視細胞の シ

ナプス終末部の膜電位は相対的に脱分極 し,終 末部にあ

るL型 カルシウムチャネルが活性化されてグルタミン酸

の放出が増えるというものである.

　 この研究に強い興味を抱 き,イ モリ網膜スライス標本

を用いて霜界効果仮説を遍試 しようとしたわれわれは,

かえってこれを否定することになった.た しかに,錐 体

視細胞のカルシウム電流 は水平細胞を過分極させると増

大 し,脱 分極 させ ると減少するが,こ の効果は標本を瀬

流している溶液の緩衝力を高めると消失 した.そ のため,

われわれは錐体視細胞のカルシウム電流は,電 界効果で

はなく,水 平細胞の膜継位によってもたらされたpHの

変化によって修飾 されていると結識 した.周 辺部光照射
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