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論文内容の要旨

【緒言】

細胞接着に関与する E-カドへリンの裏うちタンパク質として知られる β.カテニンほ近年、 Wnt シグナル伝達経路

において中心的な役割を果たすことが明らかになり、癌との関連についても研究が進んでいる。ヒト大腸癌や肝細胞

癌などでは Axin 複合体を構成する βーカテニン、 APC、 Axin の変異により Axin 複合体が形成されないため β ーカ

テニンの GSK-3β によるリン酸化の抑制が起こり、細胞質内へ蓄積した βーカテニンが TCF/Lef を介して核内へ移

行、 cyclinD1、 c-myc などの標的遺伝子の転写を活性化していることが細胞癌化の一因と考えられているo そのよう

な背景より近年では多くの癌で βーカテニンの細胞質内蓄積と Axin 複合体を構成する遺伝子の変異について研究が

進められている。口腔扇平上皮癌においても高頻度な βーカテニンの細胞質内への蓄積があることが知られているが、

Axin 複合体を構成する遺伝子の変異や β噌カテニンの細胞質内蓄積との関連についてはあまり知られていな L 、。

本研究では口腔扇平上皮癌における βーカテニンの細胞質内蓄積の頻度とその原因のひとつと考えられる Axin 複

合体を構成する各遺伝子の変異について検討するとともに、口腔扇平上皮癌細胞株に変異型 βーカテニンを遺伝子導

入し、発現させることによって細胞質へ βーカテニンを蓄積させ、その細胞がどのような生物学的特性の変化を示す

かを検討した。

【材料と方法】

①細胞株と臨床標本

口腔扇平上皮癌細胞株 4 種 CHSC-3、 SAS、 Ca9-22、 KB) を使用した。臨床標本は大阪大学歯学部附属病院第 2

口腔外科を受診し病理組織学的に扇平上皮癌と診断された症例のうち患者の同意を得て採取した20例の手術摘出物を

用いた。

②免疫染色およびウエスタンプロット法

細胞株および臨床標本における βーカテニンの細胞内局在は βーカテニンに対する抗体を用いて免疫染色あるいはウ

エスタンプロット法にて確認した口リン酸化 βーカテニンの検出には ß-カテニンのコドン33、 45のセリン、コドン41

のトレオニンがリン酸化されている βーカテニンに対する特異的抗体を用いた。

③PCR-SSCP 法およびダイレクトシーケンシング

細胞株および臨床標本サンプルより通法に従い DNA を抽出した。 β・カテニン、 Axinl、 APC 遺伝子について各
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タンパク結合部位や βーカテニンの GSK-3β によるリン酸化部位を中心に PCR-SSCP 法およびダイレクトシーケン

シングを行い変異を同定した。

④トランスフェクション

βーカテニンの GSX-3β によるリン酸化部位を含んだ exon3を欠失させた変異遺伝子の入ったプラスミド pUHDI0-

3をリポフェクション法によって Ca9-22細胞にトランスフェクションし、変異タンパク質の存在が確認できた細胞ク

ローン Ca-muCAT5細胞を分離した。

⑤マイグレーションアッセイ

細胞遊走能の検討には上層チャンパーに 8μm の小孔をもっ 2 層構造のチャンバーを用いた。小孔を通過してメ

ンブレンの裏面に移動した細胞数を200倍顕微鏡下で 5 視野計測し平均値を求めた。

⑥口腔扇平上皮癌細胞接種によるヌードマウスの腫蕩形成

4 週齢のメス BALB/c ヌードマウス背部皮下に腫蕩細胞を接種し、形成された腫蕩塊より切片を作成した。

【結果と考察】

①口腔扇平上皮癌細胞株では75%、臨床標本では90% と高頻度な βーカテニンの細胞質内蓄積を認めた。しかしいず

れの標本においても核への移行は認められなかった。

②Axin 複合体の構造異常を招きうる遺伝子変異は臨床標本でみられた Axinl遺伝子のエクソン 1 における変異の 1

例であった。

③ βーカテニンの細胞質内蓄積を認めない Ca9-22細胞だけでなく、細胞質内蓄積が認められた他の 3 細胞においても

リン酸化βーカテニンが検出された。

④Ca-muCAT5細胞では βーカテニンの細胞質、核への局在とともに増殖能、遊走能、ヌードマウスにおける造腫蕩

性が充進した。このことから βーカテニンの核での発現が口腔扇平上皮癌細胞の増殖、遊走、造腫蕩性に関与すると

考えられた。

【結論】

口腔扇平上皮癌において高頻度に βmカテニンの細胞質内蓄積を生じていることが明らかとなった。しかしながら、

その原因と考えられた遺伝子変異の頻度は低く、口腔扇平上皮癌においては遺伝子変異とは異なる機構で βーカテニ

ンの細胞質内蓄積が発生している可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究は、口腔扇平上皮癌形成における βーカテニンの働きを明らかにするため、口腔扇平上皮癌における βーカテ

ニンの細胞質内蓄積とそれに関与する βーカテニン CCTNNB1) 、 Aximl、 APC 遺伝子の変異の有無につき検討し、

さらに口腔扇平上皮癌細胞への変異型βーカテニン遺伝子導入の効果についても検討を加えたものである。

その結果、 βーカテニンの細胞質内蓄積が高頻度に認められること、 CTNNBl、 Axinl、 APC 遺伝子の変異の頻度

は低いことが示唆された。また、変異型βーカテニン遺伝子を口腔肩平上皮癌細胞に導入、 βーカテニンを細胞質に発

現させることで細胞増殖能、遊走能、造腫場性が充進することが明らかとなった。

以上の結果は、口腔扇平上皮癌形成における βーカテニンの働きを理解する上で極めて重要な知見を与えるもので

あり、博士(歯学)の学位を与えるに値するものと認めるo
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