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論文内容の要旨

「目的j

ras 遺伝子の活性化変異は大腸の癌化過程において重要な役割を果たすと考えられている。これまでに私は，活性化

γas 導入腸粘膜上皮細胞(IEC-ras 細胞)を作成し， IEC-ras 細胞において HB-EGF をはじめとする EGF-family 増

殖因子の autocrine loop が活性化しており，また IEC-ras 細胞はこの活性化した EGF-family 増殖因子の autocrine

loop を介して細胞死耐性を獲得することを示し，大腸腫傷性病変の形成段階における EGF-family 増殖因子を介した

ジグナルの重要性を報告した(Int. J. Cancer : 73 , 917-923 (1997)) 。しかし，その細胞死耐性を調節する細胞内シグ

ナルは明らかではない。

STAT は，サイトカインの重要なシグナル伝達物質として知られる転写因子であるが，近年増殖因子である EGF が

STATl および STAT3 を活性化することが報告され， EGF のシグナルにおける役割が注目されている。そこで私は，

活性化変異 ms 遺伝子による腸粘膜上皮細胞の細胞死耐性の獲得における STAT の関与を明らかにするために本実

験を行った。

「方法ならびに成績」

1 )活性化 rω 導入細胞(IEC-ras) における STAT3 の恒常的活性化

正常ラット腸粘膜仁皮細胞 IEC-6 に活性化変異 c- Ha-ms 遺伝子を強制発現させ， IEC-ras 細胞を作製した。また，

対照細胞 IECneo 細胞を作製し，各細胞を無血清培地にて24時間培養後，蛋白を採取し，抗 STAT3 および STATl 抗

体にて免疫沈降し，その活性化を抗ホスホチロシン抗体によるウエスタンプロット法にて評価した。その結果， IECｭ

ras 細胞において恒常的な STAT3 の燐酸化がみられた。

2) EGF 特異的受容体キナーゼ阻害剤 AG1478の効果

先述、のように，私は lEC-ras 細胞において EGF-fami1y 増殖囚子の autocrine loop が祈性化していることを明らか

にしているので， IEC-ras 細胞に認められた恒常的な STAT3 活性化に対する EGF-family 増殖因子の autocrine

100]) の寄与を検討した。 EGF 特異的受容体キナーゼ阻害剤 AG1478の効果をみたところ， IEC-ras 細胞における
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STAT3 の燐酸化は AG1478 (20 ng/ml)によって強く抑制された。

3) Dominant-negative 変異体 STAT3 導入腸粘膜上皮細胞における増殖能の変化

活性化された STAT3 の影響を見るために， Dominant negative 変異体の STAT3 を IEC~ras に発現させた IEC~R

DNSTAT3 c10nes および IEC~neo に発現させた IEC~N ~ DNSTAT3 c10nes を作成した。まず，増殖速度を

hemocytometer を用いて測定したところ， Dominant negative 変異体の STAT3 を発現させることによって，増殖速

度には明らかな影響を認めなかった。

4) Dominant -nega ti ve 変異体 STAT3 導入腸粘膜上皮細胞における細胞死耐性の変化

次に UVC 照射および mitomycin C (MMC) 投与による細胞死誘導に対する耐性を Trypan blue 色素排除法にて比

較検討した。 IEC~ras 細胞には強い細胞死耐性が認められたが，この細胞に Dominant negative 変異体の'STAT3 を

発現させると， IEC-ras 細胞の細胞死耐性は著明に減弱した。このときの細胞 DNA を 2%アガロース中にて泳動した

ところ， 20 J/m2 の UVC 照射あるいは 5 mg/ml の MMC 投与によって細胞死に陥った細胞の DNA はラダーを形成

し，アポトーシスを起こしていると考えられた。また，アローサイトメーターによる細胞周期分析によって， Dominant 

negative 変異体の STAT3 を発現させることによって細胞死耐性が減弱した IEC~ras 細胞では，アポトーシスに陥っ

た細胞の分画が増加することが確認された。

5) Dominant-negative 変異体 STAT3 導入腸粘膜上皮細胞における Bc1-2 ， Bc1-xL 発現の変化 IEC-ras 細胞の細

胞死耐性の調節におけるアポトーシス耐性遺伝子産物 Bc1~2および Bc1-xL の発現を検討した。 IEC-ras 細胞において

は IEC-neo 細胞と比較して Bc1-2 ， Bc1-xL ともに発現が増強していたが， lEC-ras 細胞に Dominant negative 変異体

の STAT3 を発現させると Bc1-2 ， Bc1-xL ともに発現が減弱した。

「総括J

1 )活性化 ras 導入腸粘膜上皮細胞 IEC-ras 細胞において，恒常的な STAT3 の活性化がみられた。

2) IEC-ras 細胞において見られた STAT3 の活性化は EGF 特異的受容体キナーゼ阻害剤によって強く減弱された。

3) Dominant-negative 変異体 STAT3 を導入することにより， IEC~ras 細胞は増殖に影響をみなかったが，著明なア

ポトーシス耐性減弱を示した。

4) Dominant-negative 変異体 STAT3 を導入することにより， IEC-ras 細胞における Bc1-2 ， Bc1~xL の発現は減弱

した。

ras 遺伝子の変異活性化を受けた腸粘膜上皮細胞には， EGF-family 増殖因子の autocrine loop によって恒常的に燐

酸化された STAT3 を介して細胞死耐性を獲得するメカニズムが存在することを明らかにした。大腸粘膜の癌化過程

において STAT3 の活性化が重要な役割を果たす可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

大腸の前癌病変である大腸腺腫の形成段階において ras 遺伝子の活性化変異は重要な役割を果たすものと考えられ

ている。したがって ras 遺伝子の活性化が上皮細胞の細胞死の調節に及ぼす影響およびその機序をあきらかにするこ

とは大腸の癌化機序を解明する上で非常に重要である。

本研究では，活性化 ras 遺伝子を導入した腸粘膜上皮細胞 IEC~ras を作製し ， IEC-ras において EGF family 増殖因

子の autocrine loop が活性化していること及び IEC-ras はその autocrine loop に依存した細胞死耐性を獲得してい

ることを明らかにした。さらに ， IEC-ras においては EGF family 増殖因子の autocrine loop に依存した転写因子

STAT3 の強い活性化が認められていることをあきらかにし， dominant-negative ST AT3 を用いた検討によって，こ

の活性化した STAT3 は Bc1~2 や Bc1~xL の発現調節を介して IEC-ras の細胞死耐性を調節していることを明らかに

した。

本研究は ， ras 遺伝子に変異を起こ七た腸粘膜上皮細胞が細胞死耐性を獲得する過程における細胞内シグナル

STAT3 の関与を初めて明らかにしたものであり，大腸の前癌病変を対象とした新たな治療手段の手がかりを与える

ものとして臨床的意義が大きく，学位に値するものと認める。




