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研究成果の概要（和文）：がん抑制遺伝子である retinoblastoma protein-interacting zinc 

finger 1 (RIZ1)の LPS 誘発炎症性反応に及ぼす作用を調べ、RIZ1 がん抑制遺伝子は LPS によ

る NF-kappaB の活性化を p53 と協調して増強し、TNF-alpha などの炎症性サイトカインの産生

を亢進することが示唆された。 

 ADP ribosylation factor-GTPase activating protein (ASAP1)はNF-kappaBの活性化を負の制

御をして、LPSによって誘導される炎症反応を恒常的に抑制していることを明らかにした。がん

関連遺伝子がエンドトキシンによる炎症反応に密接に関与していることを明らかにした。 
 

研究成果の概要（英文）：The involvement of retinoblastoma protein-interacting zinc 
finger 1 (RIZ1), a tumor suppressor, in lipopolysaccharide (LPS)-induced inflammatory 
responses was investigated by using RAW 264.7 macrophage-like cells. RIZ1 was 
suggested to augment LPS-induced NF-kappaB activation in collaboration with p53 
and enhance the production of proinflammatory cytokines in response to LPS.  An 
ADP ribosylation factor-GTPase activating protein (ASAP1) is constitutively expressed 
in the cells and the expression was augmented by LPS stimulation. Silencing of ASAP1 
enhanced the production of proinflammatory mediators in response to LPS. A series of 
tumor-associated genes are involved in LPS-induced inflammatory response in 
macrophages. 
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１．研究開始当初の背景 

 

我々は、最近ヒトメタドヘリン（metadherin）
と し て 知 ら れ る astrocyte elevated 

gene-1(AEG-1)がエンドトキシンシグナルを
増強することを見出した（ Immunology 

2009;128:700-6）。AEG-1 は、多様な細胞に
発現しているが、とりわけ悪性神経膠腫（グ
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リオーマ）、乳がん細胞で発現が増強されて
いる。この AEG-1 遺伝子は、エンドトキシ
ン刺激による NF-kappaB の活性化を介し
てマクロファージに誘導され、この誘導され
た AEG-1 はさらに NF-kappaB を活性化し、
炎症性メディエーター産生を促進する。 

 我々は、エンドトキシンの炎症誘導にがん
遺伝子が関与していることを世界にさきが
けて、見出し報告した。このように、エンド
トキシンの炎症反応にがん遺伝子が関与し
ていることが明らかになったことから、エン
ドトキシンシグナルを制御するがん関連遺
伝子を系統的に解析した。 

 

２．研究の目的 

 

今回、がん抑制遺伝子である retinoblastoma 

protein-interacting zinc finger 1 (RIZ1)や
ADP ribosylation factor-GTPase activating 

protein (ASAP1)がエンドトキシンの炎症性
サイトカイン産生に影響を及ぼしている事
実を見出した。本研究は、その詳細な誘導メ
カニズムやエンドトキシンショックの治療
法への応用について解析する。 

 

３．研究の方法 

 
(1)エンドトキシン刺激マウスマクロファー
ジ株における RIZ１遺伝子発現のメカニズム
解析 
① エンドトキシン刺激による RIZ1 タンパ
クや mRNA の発現を免疫ブロット法や real 
time PCR で解析する。さらに、エンドトキシ
ン濃度や経時的に解析する。 
(2)エンドトキシンによる RIZ1 遺伝子発現
を導くシグナル経路の解析 
① エンドトキシンシグナル経路を MyD88 依
存、非依存活性化経路を区別して、RIZ1 活
性化経路を各シグナル分子のリン酸化を免
疫ブロット法で明らかにする。 
② NF-kappaB 阻害剤、IkappaB dominant 
negative クローンなどを用いて、NF-kappaB 
を介することを確かめる。 
③ RIZ1 発現を導く NF-kappaB を活性化さ
せる上流のシグナル分子を dominant 
negative clone を用いて明らかにする。 
(3) エンドトキシン誘導炎症性サイトカイ
ン産生における RIZ1 の関与 
① RAW264.7 マクロファージ細胞に、RIZ1 
siRNA を導入し、エンドトキシンで刺激し、
炎症性サイトカインとして腫瘍壊死因子
（TNF-alpha）産生を酵素抗体法で測定する。 
② エンドトキシン刺激後の TNF-alpha 産生
を経時的に追う。 
③ TNF-alphaのmRNA やタンパク発現をreal 
time PCR、免疫ブロット法で解析する。 
(4)RIZ1 によるサイトカイン抑制のメカニ

ズムの解析 
① RIZ1 siRNA 導入マクロファージを用いて、
RIZ1 遺伝子の抑制がエンドトキシンシグナ
ルにおよぼす影響を解析する。 
② 炎症性サイトカイン産生において中心的
役割を果たすNF-kappaB におよぼすRIZ1 の
作用を検討する。 
③ RIZ1 が NF-kappaB 活性化を導く標的分
子を明らかにする。 
(5)RIZ1 遺伝子以外のがん関連遺伝子の発
現の解析 
① RIZ1 以外のがん抑制連遺伝子、p53、
BRCA1 遺伝子などの発現を免疫ブロット法
で調べる。 
② プロテインキナーゼなどがん関連タンパ
クの発現を調べる。 
③ RIZ1 遺伝子の抑制による他のがん関連
遺伝子の発現を調べる。 ASAP1 遺伝子におい
ても同様な解析を行う。 
 
４．研究成果 
 
 がん抑制遺伝子である retinoblastoma 
protein-interacting zinc finger 1 (RIZ1)
の LPS誘発炎症性反応に及ぼす作用を調べた。
マクロファージ細胞株 RAW264.7 細胞を LPS
で刺激し、解析した。LPS は RIZ1 発現を増強
し、NF-kappaB や Akt の活性化により誘導さ
れた。RIZ1 発現を抑制すると、LPS による
NF-kappaB 活性化の不活化を導いた。また
RIZ1の発現抑制はp53活性化を抑制した。p53
阻害剤は RIZ1 発現を減弱した。RIZ1 siRNA
は LPS 誘発 TNF-alpha 産生を抑制した。これ
らのことから RIZ1 がん抑制遺伝子は LPS に
よる NF-kappaBの活性化を p53 と協調して増
強し、TNF-alpha などの炎症性サイトカイン
の産生を亢進することが示唆された。さらに、
マウス、ヒト単球系白血病細胞の増殖に対す
る RIZ1 の作用を調べた。RIZ1 は p53 の活性
化を介して単球系白血病の増殖を抑制して
いることが示唆された。RIZ1 の receptor 
activator of NF-kappaB ligand (RANKL)誘
導破骨細胞分化に及ぼす作用も検討した。
RIZ1 が RANKL 刺激による破骨細胞分化を
NFATc1 を介して制御していることが明らか
になった。 
 他 方 、 ADP ribosylation factor-GTPase 
activating protein (ASAP1)遺伝子が LPS に
よる炎症反応に及ぼす作用を RAW264.7 マク
ロファージ細胞株を用いて調べた。ASAP1 は
マクロファージに恒常的に発現しており、
LPS 刺激によってその発現が増強された。
siRNA による ASAP1 発現の抑制は、LPS によ
る腫瘍壊死因子（TNF-alpha)、インターロイ
キン６、インターフェロン beta、一酸化窒素
など炎症性メディエーターの産生を増強し
た。また、siRNAによる ASAP1 発現の抑制は、



 

 

RAW264.7細胞において LPS による NF-kappaB
活性化を増強した。このことから、ASAP1 は
NF-kappaB の活性化を負の制御をしているこ
とが示唆された。他方、p38、 SAPK/JNK の活
性化を増強したが、ERK1/2 の活性化には影響
を及ぼさなかった。LPS 以外の toll-like 
receptor (TLR)リガンドによっても ASAP1 の
発現は LPS 同様増強し、LPS 以外の TLR リガ
ンドによる炎症性反応もASAP1は負の制御を
していることが明らかになった。今後、RIZ1
や ASAP1 を制御する各種遺伝子群を解析し、
エンドトキシンショックの治療に結びつく
新しい治療法の開発の応用にしたい。 
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