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論文内容の要旨

【目的】

癌細胞は細胞外基質を分解し、周囲の組織に浸潤する性質によって癌の再発・転移を惹起するo 癌細胞の細胞外基

質分解には matrix metalloproteinases (MMPs) や urokinase type plasminogen acti va tor (u -P A) 等が重要な

役割を果たしている o これらの蛋自分解酵素をコードする遺伝子の中には転写制御領域に ets 結合配列を有するもの

があり、 ets 転写因子の制御下で癌の浸潤・転移に関与している。

ESE-1 は上皮細胞においてのみ発現する ets ファミリ一転写因子であり、上皮特異的遺伝子の発現制御を介して

表皮の最終分化とケラチノサイトの分化に関与すると考えられている o また、細胞の増殖、分化、細胞外基質合成な

どのシグナル伝達に関わる TGF一 β の typen receptor の発現を ESE- 1 が制御していることなどがこれまでに報告

されている。しかし上皮細胞特異的 ESE-l が MMPs や u-PA の発現制御を介して癌の浸潤、転移へ関わる可能

性については検討されていない。そこで本研究では、口腔肩平上皮癌の浸潤、転移における ESE- 1 の関与を分子

生物学的実験方法にて検討した。

【実験方法及び結果】

まず口腔扇平上皮癌細胞の浸潤能に与える ESE- 1 の影響を調べるため、浸潤能が低い KB 細胞と、浸潤能が高い

HSC-3 細胞を用い、それぞれの細胞に ESE- 1 発現ベクターをリポフェクション法によって導入した。ノーザン

ブロ y テイングによる解析から KB 細胞及び HSC- 3 細胞の親株では ESE- 1 mRNA の発現が弱いのに対し、 トラ

ンスフェクタントでは ESE- 1 を強発現していることが確認された。次いで各々の親株、空ベクター導入株及びト

ランスフェクタントを用いて Matrigel インページョンアッセイを行い、 ESE- 1 による基底膜浸潤能の変化を m Vlｭ

tro で評価した。 KB 細胞では浸潤能に変化を認めなかったが HSC- 3 の浸潤能は有意に (p<O.Ol) 抑制された。

Matrigel 浸潤能の結果がIV型コラーゲナーゼの変化によるか否かを in vitro で検討するためゼラチンザイモグラフィー

を行ったところ KB 細胞では親株、トランスフェクタントとも全く酵素活性を示さなかったが、 HSC- 3 細胞ではト

ランスフェクタントにおいて MMP-9 (92kD typeIV collagenase) の酵素活性が顕著に低下したo MMP-9 の活

性と mRNA 発現との相関を調べるためにノーザンプロッティングを行ったところ、 KB 細胞では発現を認めなかっ

たのに対し、 HSC- 3 細胞ではトランスフェクタントにおいて MMP- 9mRNA の発現は約50% に低下した。この

ことから KB 細胞では MMP- 9 の発現が抑制されているため ESE- 1 を強発現させても浸潤に影響がないことが示
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唆された。一方 HSC- 3 細胞では MMP-9 の発現が抑制されることで MMP- 9 の酵素活性が低下し Matrigel へ

の浸潤が抑制されたと考えられた口そこで ESE- 1 による MMP-9 遺伝子の転写制御を調べるため、 ESE- 1 発現

ベクターと MMP- 9 のプロモーター領域(-670--+ 34) をルシフエラーゼレポーターに組み込んだ MMP- 9 ル

シフエラーゼレポー.ターを HSC- 3 細胞に co-transf ecti on しルシフエラーゼアッセイを行ったところ、 ESE- 1 の

量依存的にルシフエラーゼ活性の低下を認めた。この結果から ESE-l が転写因子として MMP- 9 の発現を抑制す

ることが示された。また MMP- 9 上流の ets 結合配列 (EBS) に変異を加え同様のルシフエラーゼアッセイを行っ

たところ活性は低下しなかった。このことから ESE- 1 は EBS を介して転写を抑制することが明らかとなり、 ESE-

1 による MMP- 9 の直接的な転写制御が示唆された。

さらに本学歯学部付属病院第二口腔外科を受診した 5 名の口腔肩平上皮癌患者より癌組織を採取し ESE- 1 の発

現を in situ hybridization (ISH) 法にて調べたところ、角化層の下方の癌組織で発現しており、癌組織の浸潤部分

及び角化層では発現がみられなかった。

【結論】

以上の結果より口腔肩平上皮癌細胞株 HSC- 3 において ESE- 1 を高発現させた場合、 MMP- 9 mRNA の発現

が EBS を介して抑制されることで MMP-9 の酵素活性が低下し、そ・の結果 HSC- 3 細胞の Matrigel への浸潤能が

抑制されることが示された。また口腔癌細胞の ISH の結果から癌組織の浸潤局面において ESE- 1 の発現が消失す

ることで MMP- 9 が発現するのではないかと考察された。これらの結果は上皮由来の一部の癌の浸潤、とりわけ基

底膜分解において ESE- 1 が抑制的に働くことを示唆し、癌細胞の浸潤機構を理解するうえで重要な知見であると

考えられる。

論文審査の結果の要旨

本研究は、口腔肩平上皮癌の浸潤、転移における ESE- 1 (ets ファミリ一転写因子)の関与を分子生物学的実験

法にて検討したものである o

その結果、口腔扇平上皮癌細胞株である HSC- 3 細胞において ESE- 1 を高発現させた場合、 MMP- 9 mRNA 

の発現が ESE- 1 を介して抑制されることで MMP- 9 の酵素活性が低下し、その結果 HSC- 3 細胞の基底膜類似

物質への浸潤能が抑制されることが示された。また、口腔癌組織の in si tu hy bridiza tion の結果から癌組織の浸潤局

面において ESE- 1 の発現が消失することで MMP- 9 が発現する可能性を示唆した。

これらの結果は上皮由来の一部の癌の浸潤、とりわけ基底膜分解において ESE- 1 が抑制的に働くことを示唆し、

癌細胞の浸潤機構を理解する上で重要な知見を与えるものであり、博士(歯学)の学位授与に値するものと認めるo


