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研究成果の概要（和文）：毛細血管拡張性運動失調症では脂肪細胞分、リンパ球分化に障害が見

られＡＴＭが細胞分化に必須であることが明らかとなった。その原因としてしてはヒストンの

アセチル化の障害や、DNA 損傷修復と細胞周期調節機構のアンバランスによることが明らか

となった。 

 
研究成果の概要（英文）：Adipocyte differentiation and lymphocyte differentiation is 

attenuated in Ataxia Telangiectasia. ATM is essential for cellular differentiation machinery. 

Differentiation disorder is due to histone acetylation deficiency or discordance of genomic 

repair and cell cycle regulation. 
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１．研究開始当初の背景 

毛細血管拡張性小脳失調症 Ataxia 
Telangiectasia （A-T）は小脳失調、毛細
血管拡張、免疫不全を主徴とし、早老症や
耐糖能異常を示し、悪性腫瘍を高率に合併
する疾患である。責任遺伝子 ATM がコー
ドするタンパク質は DNA 障害認識機構の
上で中心的な役割を持ち、DNA2 重鎖切断
などにより活性化され、下流に位置する
p53 などのアポトーシスや細胞周期調節、
DNA 修復に関連する数多くの因子をその
リン酸化することによって調節している。

現在まで ATM の機能と発がんについては
数多くの研究が行なわれているが、A-T 患
者における小脳失調、毛細血管拡張、耐糖
能異常、脂質代謝異常、免疫不全の発症機
構に関してはあまり研究が進んでいない。
我々は ATM 欠損マウスも A-T 患者と同様
に耐糖能異常を示し、ATM/アポリポプロ
テイン E(ApoE)ダブルノックアウトマウ
スは高度のメタボリック症候群により生後
すぐに致死となることを見出した  (Cell 
Metab. 2006)。ATM 欠損マウスが耐糖能
異常を示す原因として ATM 欠損細胞は脂
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肪細胞へ分化することができず、そのため
インスリン感受性を促進させるアディポネ
クチンが分泌できないことがその一因と考
えられた。この脂肪細胞分化障害の原因は
ATM 欠損細胞では脂肪細胞分化に必須な
転写因子 C/EBPαが誘導されないことが
原因であることが明らかとなった。転写因
子 C/EBPαは脂肪細胞の分化のみならず
肝細胞分化、骨髄球系血液細胞分化に重要
なことが知られている。このことは ATM
が欠損することにより C/EBPαの誘導が、
分化に必要な様々な細胞の分化に影響があ
ることが考えられる。実際 A-T 患者では血
中αフェトプロテインが高値を示し、肝細
胞の成熟が未熟であることが示唆されてい
る。 
 

２．研究の目的 

毛 細 血 管 拡 張 性 小 脳 失 調 症 Ataxia 
Telangiectasia （A-T）責任遺伝子 ATMに
よる細胞分化調節機構を分子生物学的に明
らかにすることを通して、個体発生、特に
脂肪組織、肝臓および小脳の発生における
ATM の役割を明らかにする。 
細胞分化における ATMの役割を明らかにす
べく研究を進める。ATM が細胞分化にどの
ようにかかわっているか、特に脂肪細胞、
肝細胞、神経細胞に注目し in vitro の分化
誘導系を用いて研究を行う。現在まで ES
細胞を用いたin vitroの様々な細胞への分
化誘導系が確立されている。ATM 野生型お
よび ATM が欠損した ES 細胞を用いて脂肪
細胞、肝細胞、神経細胞への分化誘導を in 
vitro で細胞生物学的に比較検討するとと
もにその分子生物学的なメカニズムについ
て、特に ATMによる細胞分化に必要な転写
因子制御に主点を置き検討を行う。 
 

３．研究の方法 

細胞培養 
ヒト腎臓由来 293T 細胞は 10% ウシ胎児血

清  (FBS) 、 100 U/ml 

Penicillin/Streptomycin (P/S) 含 有
Dulbecco's modified Eagle's medium 

(DMEM) で培養した。ATM+/+ 並びに ATM-/- 

マウス胎児線維芽細胞 MEF はさらに 0.1 mM 

non-essential amino acids 、 55 M 

2-mercaptoethanol を 添 加 し 培 養 し た 。
ATM+/+ 並びにATM-/- MEFは p19ARF 欠損細
胞である。p19ARF 欠損による脂肪細胞分化能
への影響は認められなかった。 

 

In vitro における脂肪細胞への分化誘導 

 脂肪細胞へ分化誘導するため、増殖の接着阻
止が起こるまで培養し。その 2日後より 5 g/ml 

insulin、1 M dexamethasone、0.5 mM 

isobutyl methyl xanthine 含有 DMEM にて
培養を開始し、2 日毎に培地交換を実施した。 

 

Oil Red O染色 

 脂肪細胞における脂肪滴を染色するため、細
胞を phosphate-buffered saline (PBS) で 2

回洗浄し 10% formaldehyde で 30 分間固定
した。その後、60% Oil Red O (0.15 g / 50 ml 

of 2-propanol) で 30 分間染色し、 60% 

2-propanol で軽く洗浄し、さらに PBS で洗
浄後、観察した。 

 
ウェスタンブロット 
 細胞を PBS で洗浄し、RIPA 緩衝液 (150 

mM NaCl 、  1% NP40 、 0.1% sodium 

dodecyl sulfate [SDS] 、 0.1% sodium 

deoxycholate 、 5 mM EDTA 、 10 mM 

Tris-HCl, pH 7.4、Protease inhibitor) で溶
解した後、SDS ポリアクリルアミドゲルを用いて
SDS-PAGEを行った。SDS-PAGEの後、ニトロ
セルロースメンブレンに転写し、5% スキムミルク
でブロッキングを行った。その後一次抗体を反
応させ、HRP 結合型抗ラビット抗体または抗マ
ウス抗体および ECL で検出した  (GE 

Healthcare) 。 一 次 抗 体 は C/EBP 

(14AA)(Santa Cruz) 、 -Tubulin 

(DM1A)(MERCK) を用いた。 

 

iPS細胞の作製 
野生型および A-T由来皮膚線維芽細胞にレト
ロウイルスを用いて pMX-L-myc, pMX- SOX2, 
pMX-KLF4, pMX-Glis1, pMX-Oct3/4を感染さ
せることにより iPS細胞の作製を行った。 
 
iPS細胞の神経細胞への分化誘導 
iPS 細胞塊を accutase で分散し MatrigelTM 
(Beckton Dickinson)コートディシュ上に播
種し FGF-2 (10ng/ml) 及び ROCK阻害剤を添
加し、培養を行った。3 日間培養後、10μM 
TGF-b 阻 害 剤 (SB431542) 、 Noggin (R&D) 
500ng/ml 入り培地に交換し、また徐々に N2
培地の量を 2 日毎に増加し、MatrigelTMコー
トディシュ上で neural stem cell medium 
(NSCM) containing DMEM/F12, N2 supplement 
(Invitrogen), B27 supplement, 1.5g/L 
D-glucose, 0.07g/L L-glutamine, 1.7g/L 
Sodium bicarbonate, 20ng/ml FGF-2, 
20ng/ml EGF, and 1% penicillin 
streptomicin. で培養した。 
 



 
マウス ES細胞および骨髄造血幹細胞のリン
パ球細胞への分化誘導 
ATM野生型および欠損 ES細胞を OP9-DLL1上
で培養し FLT3リガンドおよび IL7を添加し
培養しリンパ球への分化を誘導した。骨髄造
血幹細胞は野生型マウスおよび ATMノックア
ウトマウスの骨髄から MACSビーズを用いて、
CD105、Sca1陽性の細胞(LT-HSC)を抽出して、
実験に用いた。 

 
４．研究成果 
 
ATM 欠損細胞の脂肪細胞分化障害 
ATM 欠損マウスが耐糖能異常を示す原因
として ATM 欠損細胞は脂肪細胞へ分化す
ることができず（図 1）、そのためインスリ
ン感受性を促進させるアディポネクチンが
分泌できないことがその一因と考えられた。 

 
この脂肪細胞分化障害の原因は ATM 欠損
細胞では脂肪細胞分化に必須な転写因子

C/EBPαが誘導されないことが原因であ
ることが明らかとなった（図 2）。 

ATM による C/EBPα発現調節機構におい
て ATM がヒストンアセチル化酵素である
p300 と C/EBPα発現の上流に位置する転
写因子 C/EBPβと 3 量体を形成し、C/EBP
αのプロモーターのアセチル化を促進する
ことが必要なことが明らかとなった。 
 
ATM 欠損細胞のリンパ球分化障害 
ES 細胞や ATM 欠損マウス造血幹細胞から in 
vitro でリンパ球へ分化誘導を行うと、ATM
欠損 ES 細胞では DN 期から DP 期への移行が
遅れる遅れることが明らかとなった。また従
来から報告されているように DP 期での細胞
の集積が認められた（図 3）。 
図 3 

 
DN 期でのリンパ球分化障害は初めての知見
であり、詳細に検討した。DN期は DN1, DN2, 
DN3, DN4と分類されるが、DN3に集積傾向が
あることが判明した（図 4）。 
図 4 

 
DN3 期では TCRβの再構性が起こることが知
られている。TCRβを発現した T 細胞が少な



いことと合わせて、TCRγδ鎖を発現してい
る T細胞が少ないことがわかった（図 5）。 
図 5 

このことから ATM 欠損細胞では DN 期に TCR
γδ鎖、TCRβ鎖の再構性が適切に起こらな
いため、分化障害に繋がっていると考えられ
た。 
 
 
ATM 欠損細胞の神経細胞の解析 
 
ATM 欠損細胞の神経細胞の分化を解析す
るため、正常ヒトiPS細胞およびA-T由来iPS
細胞より神経幹細胞へ分化誘導することを
試み神経幹細胞への分化誘導に成功した（図
6）。 
図 6 
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