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論文内容の要旨

【目的】

消化器癌治療においては種々の進歩が見られるものの、進行癌に対しては、未だ有効な治療法は開発されていな L 、。

その基盤には、癌の生物学的特性である転移能を決定あるいは反映する基礎的データが不足していることも関与して

いると考えられる。癌が所有する種々の形質発現のうち、特に転移能の獲得には数多くの段階を要し、その過程にお

いて数多くの遺伝子が関与していると考えられる。現在までにいくつかの遺伝子が同定されているが、転移のメカニ

ズムの解明には、さらなる遺伝子の同定が必要である。本研究は、大腸癌の肝転移に関与すると考えられる新たな候

補遺伝子を同定することを目的とし、同一親株由来で転移能の異なる 3 種のマウス大腸癌細胞株の遺伝子発現を dif

ferential display 法により比較し、上記細胞株間で発現に差のある遺伝子のヒトにおけるカウンターパートを同定し、

これがヒト大腸癌の転移と関わりがあるか否かの検討を行った。

【材料・方法】

1.細胞株および differential display 

マウスの大腸癌細胞株 NL4 、 NL17、 NL22は同一の親株由来で、マウスに移植されたとき異なる転移能を示す。

NL4 は、転移能を示さず、 NL17は、血管内に移植されたとき、転移能を示すが、皮下移植では転移しな L 、。 NL22

は、血管内、皮下のいずれに移植された場合でも、転移能を示すことが知られている。上記の 3 細胞株より mRNA

を抽出し、 cDNA を作成し、 40種の 5' -arbitrary primer と 4 種の 3' -anchored primer を用いて、 differential disｭ

play を施行した。

2. マウス cDNA ライブラリー・スクリーニングとヒト・カウンターパートの同定

Differential display にてバンドの濃度に差のある遺伝子断片をプロープとして、上記 3 細胞株より抽出した

mRNA に対してノザン・プロットを行い、発現に差のあるいくつかの遺伝子断片を得た。コンビュータによる相向

性検索にて、これらの遺伝子のうち、いくつかのヒトにおけるカウンター・パートの配列を、コンビューターを用い

て相向性検索した。

3. 転移を有するヒト大腸癌における発現

ヒト大腸癌の手術検体より、 mRNA を抽出し、 cDNA を作成し、リアルタイム定量 RT-PCR にて、上記のヒト

におけるカウンター・パートの発現を、大腸癌において検討した。
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4. ヒトにおけるカウンター・パートの遺伝子配列の決定

転移を有するヒト大腸癌において発現が異なる遺伝子配列を決定するために、ヒト cDNA ライブラリーをスクリー

ニングした。

5. 遺伝子変異の検出

ヒト大腸癌の手術検体より、ゲノム DNA を抽出し、 PCR-SSCP 法を用いて、上記スクリーニングにより配列を

決定した遺伝子の構造領域における遺伝子変異を検討した。

【結果】

単離された遺伝子は4.4kb と1.7kb の 2 種類の転写産物をもち、これらは非コード領域のスプライシングの違いに

よるものであった。この遺伝子の発現をリアルタイム定量 RT-PCR にて検討したところ、同時性肝転移をもっ大腸

癌症例において約69% (11/16例)で原発ならびに転移巣で、非癌部に比し明らかな発現低下を認めた。一方、手術

時に肉眼的遠隔転移のない大腸癌症例でも46% (6/13例)で原発巣での発現低下を認めた。また、コンビュータに

よる相同性検索にて、この遺伝子は、大腸癌、肝細胞癌、非小細胞肺癌で・良く知られている染色体 8p2 1. 3・p22上の

共通欠失領域にマップされた。そこで、 PCR-SSCP にて遺伝子変異を検索したところ、大腸癌51例中 1 例、肝細胞

癌30例中 1 例、非小細胞肺癌30例中 1 例の計 3 例で変異を認めた。この遺伝子はコンビューター解析上、 4 か所の膜

貫通領域を有すると考えられた。なお、既知の遺伝子やモチーフ配列との相向性はなく、現時点ではその機能の予測

は困難である o

【総括】

1.同一親株より派生し、マウスにおける転移能に差のある 3 種のマウス大腸癌細胞株において、 differential disｭ

play を施行することにより、転移能を有する細胞株で発現が低下する遺伝子断片を得た。

2. 上記遺伝子のヒトにおけるカウンターパートを同定した。このヒト遺伝子は肝転移を有するヒト大腸癌の多くで

その発現が低下し、またコード領域に遺伝子変異を有する症例も存在した。さらに、既知遺伝子との相向性はな

く、染色体 8p21. 3-p22にマップされた。

3. この遺伝子の機能解析は今後の課題であるが、今回得られた結果より、本遺伝子は、転移能の獲得を含む癌の進

展に対し抑制的に機能する可能性が考えられた。

論文審査の結果の要旨

転移を有する消化器進行癌に対する有効な治療法は未だ確立されていな L 、。新たな治療法を開発するためには、癌

細胞の生物学的特性をさらに追求し、解析することが必要であるo 特に、癌の転移能の獲得には数多くの段階を要し、

その過程において数多くの遺伝子が関与していると考えられる o 現在までにいくつかの遺伝子が同定されているが、

転移のメカニズムの解明には更なる遺伝子の同定が必要である。

本研究は、大腸癌の肝転移に関与する新たな候補遺伝子を同定することを目的とした。

その結果、同一親株由来で、転移能の異なる 3 種類のマウス大腸癌細胞株において、発現に差のある新規遺伝子を

differential display にて検出し、さらに、ヒトにおけるカウンター・パートを同定した。この遺伝子の手術検体に

おける異常を検索したところ、同時性肝転移を有する大腸癌症例において、原発巣および転移巣での発現が非癌部よ

り低下している症例を高率に認めた。また、コンビューターによる相向性検索の結果、大腸癌、肝細胞癌、非小細胞

肺癌における共通欠失領域である 8p2 1. 3-p22にマップされていることが判明し、遺伝子変異を有する症例も得られ

Tこo

以上の結果は、この新規遺伝子が転移能の獲得を含む癌の進展に対し抑制的に機能する可能性を示すものであり、

癌細胞の生物学的特性の解明に寄与する可能性を有し、学位に値するものと考えられる。
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