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博士の専攻分野の名称  博 士（医 学） 

学 位 記 番 号  第  ２０７５１  号 

学 位 授 与 年 月 日  平成 18 年 12 月 25 日 

学 位 授 与 の 要 件  学位規則第４条第２項該当 

学 位 論 文 名  Effects of p21cipl/waf1 overexpression on growth, apoptosis and 

            differentiation in human colon carcinoma cells 
            （大腸癌細胞における p21cipl/waf1 遺伝子過剰発現の細胞増殖、アポトー 
            シス、細胞分化への影響についての検討） 

論 文 審 査 委 員  （主査） 
            教 授 門田 守人 

            （副査） 
            教 授 青笹 克之  教 授 野口眞三郎 

論 文 内 容 の 要 旨 

（背景） 

 p21cipl/waf1 （p21）は cyclin-dependent kinase（CDK）活性阻害を通じて細胞周期を負に制御する。本研究では、

大腸癌における p21 蛋白発現の意義と p21 分子の大腸癌に対する治療法としての有用性を検討した。まず癌の進展に

伴い p21 蛋白発現がどのように変化するのかを調べるために、癌化の初期段階である腺腫内癌での発現と進行大腸癌

における p21 蛋白発現とを比較検討した。p21 蛋白の発現制御のメカニズムとして転写因子 p53 による発現誘導が知

られているので、腺腫内癌・進行癌における p53 蛋白発現も併せて検討した。次に、大腸癌細胞株に p21 遺伝子導入

により p21 蛋白高発現株を樹立し、その細胞増殖、細胞分化、アポトーシス誘導への影響について検討した。 

（方法） 

1．抗 p21 抗体を用いた免疫染色により、大腸癌細胞株（HCT116、SW480）、大腸正常粘膜 53 例、大腸腫瘍性病変

112 例（腺腫 40 例、腺腫内癌 19 例、および癌組織 53 例）を対象に p21 蛋白と p53 蛋白の発現を調べた。p21

を強発現する進行大腸癌については SSCP 法による p53 遺伝子変異の有無について検索した。 

2．細胞分化能の検索が可能な大腸分化型癌細胞株 HT29 にリポフェクション法により p21cDNA を導入、neomycin

耐性コロニーを作製。Western blot 法により p21 蛋白レベルを調べ、CDK2 kinase assay により CDK2 kinase

活性の阻害能について調べた。 

3．p21 高発現クローンを用いて、以下の項目について検討した。ⅰ）２次元培養条件での増殖能、ⅱ）細胞周期の

変化、ⅱ）寒天内（足場非依存性）の細胞増殖能、ⅲ）絨毛酵素 alkaline phosphatase をマーカーとした細胞分

化能、ⅳ）DAPI DNA 染色により sodium butyrate、5-FU によるアポトーシス誘導。 

（成績） 

1．大腸癌細胞株（HCT116、SW480）と大腸正常粘膜・癌組織における p21 発現が、抗 p21 抗体を用いた western 

blot 法と免疫染色法の両者でよく相関することをまず確認した。 

 免疫染色によるとp21蛋白は大腸正常粘膜の最終分化領域（粘膜先端部）で僅かに発現を認め、腺腫では12例（30％）
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に僅かな発現を認めるのみであった。腺腫内癌の段階では 19 例中 10 例（52.6％）で p21 蛋白発現を認めたものの、

進行大腸癌の段階では 53 例中 12 例（22.6％）と p21 発現率の低下を認めた。癌組織での p21 発現は一部に限局し

た発現パターンや、僅かな発現にとどまるものが大部分であり、び漫性の強い p21 発現を認めたものは腺腫内癌の２

例（10.5％）と進行大腸癌の３例（5.6％）にすぎず、これらの例すべてにおいて p53 蛋白の発現は認められず、特

に p21 蛋白強発現の進行大腸癌３例では p53 遺伝子変異も認められなかった。 

2．大腸癌細胞 HT29 に p21cDNA を導入し、western blot 法にて p21 蛋白を過剰発現する２個のクローン#C1、#C2

を得た。これらの細胞株は Histon H1 を基質とした CDK2 kinase 活性を十分に抑制し、コントロール細胞に比べて、

細胞周期の G0/G1 期の cell population の有意な増加を示した（63.6-66.0% vs 53.4-54.7%, p=0.002）。 

3．p21 過剰発現株#C1、#C2 において以下の結果が得られた。 

・二次元培養条件下での細胞増殖曲線から増殖抑制がみられた。 

・足場非依存性の寒天（soft agar）内での強い細胞増殖抑制を認めた（16.0-17.0 vs 26.7-27.0, p=0.031）。 

・絨毛酵素 alkaline phosphatase をマーカーとして細胞分化能を調べると、明らかな分化抑制が認められた。 

・Sodium butyrate によるアポトーシス誘導は有意に低下したが（p＜0.05）、5-FU によるアポトーシスは変化

を認めなかった。 

（総括） 

 大腸癌の初期段階である腺腫内癌では約半数に p21 蛋白の発現を認めたが、進行期の大腸癌では p21 発現は約２割

に減少していた。p21 蛋白を強発現する進行大腸癌症例では野生型 p53 依存性の発現誘導の関与が示唆された。以上

の組織標本を用いた検討から大腸癌組織では p21 発現は低頻度であり、p21 を利用した遺伝子療法のよい標的となる

と考えられる。実際に大腸癌細胞株に p21 遺伝子導入を行うと、増殖活性は、２次元・３次元培養ともに強く抑制さ

れた。一方、p21 は各種細胞の細胞分化やアポトーシスの過程で発現誘導することが知られているが、p21 強制発現

は必ずしも細胞分化・アポトーシスを亢進させるとは限らず、その遺伝子導入に際しては各種の生物学的効果を総合

的に考慮する必要があると考えられた。 

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 

 本研究では、大腸多段階発癌における各段階の組織標本（大腸腺腫、腺腫内癌、進行大腸癌）を用いて、細胞周期

制御分子 p21waf1/cipl （p21）蛋白を免疫組織化学的手法により検出し、その発現の変化を詳細に検討した。その結果、

腺腫から腺腫内癌への過程での p21 蛋白の発現亢進を認めたが、進行大腸癌では逆に p21 発現の低下を認めた。特に

p53 蛋白を異常蓄積する進行大腸癌ではほとんどの例で p21 の発現がみられなかった。次いで進行大腸癌の８割で

p21発現が欠落していたことから、大腸癌に対するp21補充療法の可能性を探るためにp53変異を有する大腸癌HT29

細胞に p21 遺伝子を導入し、その細胞生物学的性質について検討した。その結果、p21 を高発現するクローンでは細

胞周期制御を通じて、腫瘍増殖を強力に抑制することがわかった。本研究により、大腸早期癌と進行癌での p21 蛋白

発現の違いが浮き彫りとされ、進行大腸癌に対する p21 による分子治療の可能性が示唆された。以上の結果はこれま

での腫瘍学に新しい知見を与えるものであり学位の授与に値すると考えられる。 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


