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ABSTRACT
	 During my first 20 years at Sapporo Medical University, I was engaged primarily with tumor virology research 
in the Department of Molecular Biology, Cancer Research Institute. In the subsequent 18 years, my focus has been 
on research of melanocytes and melanoma in the Department of Dermatology. I have been involved in many 
research fields including transforming genes of human adenoviruses and human papillomaviruses (HPVs), tumor 
suppressor genes, adenovirus vectors, melanin biosynthesis, molecular biology of melanoma, topical treatment of 
skin cancer, skin-whitening agent and reactive oxygen species (ROS) and diagnosis of xeroderma pigmentosum. In 
this present report, I describe several research projects with which I struggled until publications. These include  
expression of adenovirus transforming genes, structure and function of HPV16 E6E7 genes, construction of 
recombinant adenoviruses, depigmentation induced by cosmetics and diagnosis of complementation groups of 
xeroderma pigmentosum through the use of adenovirus vectors. It is my sincere hope that this manuscript will be 
able to provide some semblance of assistance and encouragement to young doctors and medical students.
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総説

1. はじめに

　札幌医学雑誌編集主幹の三高俊広教授より「これま

で指導されて来た研究について学生にも分かりやすい

内容で紹介してください」と依頼された．大学卒業後，

癌研究所分子生物学部門（現フロンティア医学研究所

ゲノム医学部門）で 20 年間，医学部皮膚科学講座

で 18 年間研究を続けられたのは極めて幸運であった．

研究生活が長く，また 2 つの教室に在籍したため，

研究内容は多岐に渡るが，そのうち苦労してパブリ

ケーションまで漕ぎ着けた研究を中心に，いくつかの

研究プロジェクトを分かり易くまとめたい．一研究者の

苦労話が学生と若い研究者のある種の励ましになれば

幸いである．

2. 癌研究所分子生物学部門

2.1. ノーザンブロットハイブダイゼーション

　現在，遺伝子発現の解析にノーザンブロットハイブ

ダイゼーションが使われることは少なくなり，real-
time PCR が取って代わっている．しかし，細胞内で

発現している特定の遺伝子の転写産物（mRNA）の

サイズと発現量が一目で分かるノーザンブロットハイ

ブダイゼーションが廃れることはないであろう．

　大学卒業後，癌研究所分子生物学部門の大学院生と

なったが，教室に入って間もなく，藤永教授よりアデノ

ウイルス 31 型による細胞のトランスホーメーション，

学位論文としてアデノウイルスでトランスホームした

ラット細胞の染色体解析を研究するよう指示された．

既に教室の澤田幸治先生（当時）がアデノウイル

ス 31 型のトランスホーム遺伝子を同定されていたの

で 1），その次の実験として，トランスフォーム細胞中で

発現する E1A，E1B mRNA を検出する実験結果が

求められていた．すなわち，ノーザンブロットハイブ

ダイゼーションを成功させる必要があった．しかし，

当時，この手技は教室あるいは道内では行われておら

ず困っていたところ，教室の関川賢二先生（当時）が，
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英語論文から書き起こした実験プロトコールを渡して

くれた．関川プロトコールに従って，注意深くアガロー

スゲルを作り，フィルターにブロッテイングし，
32P で標識したウイルス DNA とハイブリダイゼー

ションを行ない，X 線フィルムに合わせてディープフ

リーザーに 5 日間静置した．ホルムアルデヒドを加えた

アガロースゲルは崩れやすく，泳動ガラス板からゲルを

丁寧に剥がし，ブロッテイングスポンジの上に乗せる

操作が最も難しかった．当時，癌研の 4 階に暗室が

あり，X 線フィルムはそこで現像していた．現像液の

中から浮かび上がって来た太いバンドを見た時，確かな

研究成果が得られた事を直感した．この結果を藤永教授

に見せたところ，ひとこと「論文にするか」と仰って

くれた 2）．この経験から，論文のポイントは 1 つである

こと，そして，論文の“Materials and methods”
に従えば同一の結果が得られることを実感した．

2.2. HPVの癌遺伝子の構造と発現

　1989 年 NIH から帰国した当時，子宮頚癌の原因と

して HPV が注目されていた．HPV の E6，E7 遺伝子の

構造，発現，機能と HPV E6 が結合不活化する p53 の
研究プロジェクトをいくつか開始した．それらのうち，

いくつかの研究は成功し 3-5），いくつかの研究は他の

研究グループに先を越された 6,7）．具体的な研究プロ

ジェクトについて述べたい．研究者人口の限られていた

皮膚型 HPV に関しては，HPV5 型と 8 型の E7 蛋白質

が RB 蛋白質と結合し，初代ラット細胞を不死化出来る

ことを初めて報告した 3,4）．また，新しい方法で変異

を導入した p53 機能の研究もほぼそのままの形で投稿

論文にアクセプトされた 5）．一方，当時は優れた思い

つきと考えた HPV16 E6E7 の発現と機能の研究は，

結果的に複数の研究グループとの競争になった．

　HPV16 の E6E7 領域から，それぞれ E6，E7 の 2 つ
蛋白質をコードする 2 種類の E6E7 mRNA（E6*I/
E7, E6*II/E7）が転写される（図 1）．ウイルス癌遺伝子

産物であるE7発現に，これらmRNAのどちらが重要で

あるか興味がもたれた．この研究は，藤永教授と相談し，

北大産婦人科の山田　俊大学院生（当時）の研究テーマ

となった．まず，1 コピーの HPV16 DNA を細胞 DNA に
組み込んでいる子宮頚癌細胞株 SiHa より RNA を精製

し，2 種類の cDNA，E6*I/E7，E6*II/E7 をそれぞれ

合成し，発現ベクターにクローニングした．比較のため

に，スプライス部位を変換した変異 E6E7 cDNA も

合成した．これら組み換えプラスミドからの E7 発現

をウェスタンブロッテイングで，不死化活性をH-ras 
共同トランスフォーメーション活性により検討した．

その結果，E6*I/E7 mRNA を転写する 1 つのスプラ

イト部位が E7 発現に重要である事が明らかになっ

た 7）．しかし，1991 年，シアトルで開催されたパピロー

マウイルスワークショップで，我々の演題を含めて殆ど

同じ内容の研究が 3 題発表され，口演に採択された

演題は早々と J Virol に掲載されてしまった 8）．一方，

我々の研究はかなり難産で，アクセプトまでさらに数年

を要した 7）．

2.3. 組み換えアデノウイルスの作製

　1995 年，第四内科学講座（新津洋司郎教授）から

アルバートアインシュタイン医科大学に留学していた

高橋　稔先生が帰国され，新津洋司郎教授（当時）と藤

永教授の取り計らいで，癌研 4 階のセミナー室で髙橋

先生の研究報告を聞くことが出来た．研究に行き詰ま

り新しい方法論を模索していた当時の私にとって，高
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図1. HPV16 E6E7 cDNAの構造, mRNA,および発現するE7蛋白質の解析.
E7蛋白質の発現はWestern blotとras共同トランスフォーメーションで検討した.
ボックスはコード領域, ^はイントロン, Xは変異を導入したスプライス部位.
トランスフォーメーションはトランスフォーメーションコロニー/G418耐性コロニー
(%)で比較した. Yamada T et al: Virus Genes 10:15‐25, 1995.
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図 1. HPV16 E6E7 cDNA の構造, mRNA, および発現する E7 蛋白質の解析.
 E7 蛋白質の発現は Western blot と ras 共同トランスフォーメーションで検討した.
 ボックスはコード領域, ^ はイントロン, X は変異を導入したスプライス部位.
 トランスフォーメーションはトランスフォーメーションコロニー /G418 耐性コロニー (%)で比較した.

Yamada T et al: Virus Genes 10:15-25, 1995.
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橋　稔先生の話は渡りに船であった．早速，髙橋先生か

ら組み換えアデノウイルスの作製方法を教えていただき，

工夫を重ねて自分なりに，かなり緻密な組み替えアデ

ノウイルスの作製法，プラーク形成単位（pfu）の測定

法を確立した．組み換えアデノウイルスを用いた最初の

論文は，アデノウイルス 5 型 E4 遺伝子の機能に関する

論文であった 9）．この実験技術のお陰で，東京大学免

疫学教室 10），札幌医大第四内科学講座 11），癌研究所（フ

ロンティア医学研究所）ゲノム医科学部門 12-17），

NIH 18, 19）と，多くの優れた共同研究に参加させて頂き，

共同研究者に加えて貰うことができた．

3. 皮膚科学講座

3.1. メラニン合成蛋白質の細胞内輸送と細胞内機能

　皮膚科学講座の神保孝一教授（現名誉教授）のご厚情

により，1999 年 4 月より癌研究所分子生物学部門から

医学部皮膚科学講座に移る事ができた．早速役に立った

のは，メラニン合成酵素であるチロシナーゼ，チロシ

ナーゼ関連蛋白質（TYRP-1，TYRP-2）を発現する

組み換えアデノウイルスの作製であった．これら組み

換えアデノウイルスを使用して，TYRP の小胞体輸送

に Rab7 が関係すること（廣崎邦紀先生の学位論文），

TYRP 蛋白質がチロシナーゼによる細胞毒性を抑制

すること（Hejamazin Hejazy Rad 先生の学位論文）

が見出された 20, 21）．

3.2. ロドデノール誘発性脱色素斑の研究

　神保先生の厚生労働省の研究班「メラノーマ標的ナノ

微粒子（NPrCAP/ML）によるメラノーマ温熱免疫療法

の開発（H17ナノ-004）に関する研究」の班員にして頂

き，第一病理学講座の佐藤昇志教授（当時），田村保

明先生（当時）とともに，筬井泰江大学院生（現助教）

による B16F1 マウスメラノーマ腫瘍の細胞死誘導と

免疫学的解析の研究を指導した 20）．このときの実験

が，2013 年末以降のカネボウ化粧品による白斑（ロ

ドデノール誘発性脱色素斑）の病態解明に役立った．

　カネボウ化粧品に含まれるメラニン合成抑制物

質 4-(4-ヒドロキシフェニル)-2-ブタノール（一般名

rhododendrol，商品名ロドデノール）により，使用部位

を中心に白斑が多発する事が判明し，2013 年 7 月に

化粧品会社による自主回収が発表された．当科には

160 名以上の患者が受診し，2 年以上経過した

2015 年 10 月現在でも，未だ 50 名以上の患者さんが

外来加療を続けている．ロドデノール誘発性脱色素斑

は，化粧品を使用する顔面，頸部～項部，手背～前腕

に生ずる完全あるいは不完全脱色素斑である．完全脱色

素斑部を生検しメラノサイト特異的な免疫染色を行う

と，メラノサイトが完全に消失している症例がみられる．

メラノサイトの消失は，化粧品会社の提示したチロシ

ナーゼ競合阻害説（一時的なメラニン合成阻害）では

説明が付かず，ロドデノールがメラノサイトを傷害する

何らかの病態が推測された．そこで，各種のヒトメラ

ノサイト，メラノーマ細胞を用いて，細胞障害性，メ

ラニン合成阻害，細胞周期，活性酸素（ROS）産生に

ついて解析を始めた．しかし，早くから研究を始めてい

た他の研究グループが，チロシナーゼを高発現するメ

ラノサイトがロドデノールによる細胞傷害を受けやす

いことを報告した 22）．我々はかなり遅れて研究を開始

したが，藤田保健衛生大学の伊藤祥輔先生（名誉教授）

若松一雅教授との共同研究によって，ロドデノールが

チロシナーゼの基質になり細胞毒性を持つ代謝産物を

産生すること 23-25）， ロドデノール代謝産物がロドデ

ノールよりも強力な細胞傷害活性を示すこと 26）を明

らかにすることが出来た．これらの結果から，ロドデ

ノールによる白斑は，当初推測されてきた競合阻害によ

るメラニン合成抑制によるものではなく，ロドデノール

がチロシナーゼ代謝産物を通じて細胞障害を起こす病態

によることが明らかとなった（図 2）．

3.3. アデノウイルスベクターによる色素性乾皮症の

相補群診断

　色素性乾皮症（xeroderma pigmentosum:XP）は，

1987年にMoriz Kaposiが患者 4 例を記載したのが最

初であるが，その後，1968 年に Cleaver が XP 細胞の

ヌクレオチド除去修復の欠損を報告し，1975 年に

は Kraemer が A～G 群に分類した．DNA トランスフェ

クションによって XPA 遺伝子がクローニングされたの

は 1999 年で，これがXP 遺伝子の最初の同定となっ

た 27）．日本には，XP-A 群とバリアント群（XP-V，DNA 
polymerase eta（polη機能の欠損）が多いが，その他

の群も散見される．XP は光線過敏症症候群の代表であ

り，露光部に皮膚癌が多発することが知られている．

このため，早期診断（相補群診断および遺伝子診断）

と徹底した遮光（遺伝相談と生活指導）が極めて重要

である．

図2. ロドデノールによる細胞障害のメカニズム
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図 2. ロドデノールによる細胞障害のメカニズム
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　XP は乳児期の光線過敏症により疑われ，皮膚科で

診断される事が多いが，正確な相補群診断と遺伝子診

断のできる施設は限られている．現在，XP の診断は，

細胞融合法あるいは“host cell reactivation assay”
と呼ばれる XP プラスミドとリポータープラスミドに

よる in vitro アッセイにより診断される 28, 29）．しかし，

紫外線感受性の低い XP-E 群と polη機能の欠損する

XP-V 群の診断は困難である．

　我々は 8 群の XP cDNA をそれぞれクローニング

し，これらを高発現する組み換えアデノウイルスを作

製した．各群由来の XP 細胞に，これら組み換えアデノ

ウイルスを感染させ，紫外線 C（UVC）を照射すると，

XP-A，-B，-C，-D，-F，-G 群由来細胞は，それぞ

れ対応するXPを発現するアデノウイルスによっての

み相補され，容易に鑑別する事が出来た．残された課

題は XPE と XP-V の鑑別診断である．XPE（DDB2）
と結合し，ユビキチンリガーゼ活性を獲得する DDB1 
cDNA をクローニングし，XPE と同時に XPE 細胞に

導入し強発現させたが，XPE 細胞の UVC 抵抗性は促

進されなかった．いくつかの共発現を試みた結果，

XPE と XPA を同時発現させると，XPE の UVC 抵抗性

が促進される事が明らかとなった．ほかの XP 群細胞で

は，XPA 発現の影響は見られないので，XPE 機能に特

徴的な所見と思われる．これらにより，XP が疑われ

る患者より得られた線維芽細胞に各群 XP アデノウイ

ルスを感染させ，UVC を照射すれば，ヌクレオチド除

去修復欠損性 XP は，一回の感染実験で診断が可能と

なった 30）．XP-V は臨床的にヌクレオチド除去修復欠

損（A ～ G）群と異なることから，直接，遺伝子診断

可能である．しかし，XP-V 細胞に XPV アデノウイ

ルスを感染させ，カフェインとフローサイトメトリー

を用いると，A ～ G群と鑑別する事ができる 30）．

4. おわりに

　医学生物学には多数の研究分野があり，いつの時代

になっても研究者は苦労しながら研究を続けている．

私は目立たないひとりの研究者であったが，幸運にも，

癌研究所分子生物学部門と皮膚科学講座で 38 年間の

長きに渡り研究を続けることが出来た．結果的に研究

領域は幅広いものとなったが，長く研究を続けて来ら

れたのはいくつかの幸運があったように思う．振り返っ

て考えると，行き詰まりを感じた時には，恩師が現れて，

新しい研究分野，新しい実験方法，新しい研究室を提

供して下さった．忍耐強く研究を続けて来た賜物と考

えている．
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