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はしカすき

細胞の癌化は癌遺伝子の活性化や癌抑制遺伝子の不活化などを含む複数の遺伝子の変異

によって引き起こされると考えられている。実際、不死化能を獲得して樹立された株化細

胞は1種類の癌遺伝子によって容易に癌化されるのに対して、 invivoの正常細胞に最も

近いと考えられる初代培養細胞は1種類の癌遺伝子を導入しても簡単には癌化されず、 2

種類以上の異なる癌遺伝子の協同作用が必要である。何故初代培養細胞は癌遺伝子の作用

に対し耐性であるのかは癌発生の機構を明かにする上で重要な問題であるにもかかわらず

どのような遺伝子(因子)がこの癌化抑制に関与しているかはよく分かつていない。我々

は、初代培養細胞における癌化抑制の機構を明かにすることを目的として、ラット初代培

養細胞(REF)のmRNAから作製したcDNA発現ライブラリーをv-src遺伝子によるトランス

フォーム細胞株に導入することによって、癌化形質抑制に関わる遺伝子のクローニングを

試みてきた。この過程で分離したdrs遺伝子はC端に膜貫通ドメイン、 N端側にセレクチ

ンファミリーで保存されている補体結合蛋白モチーフを持ち、 v-srcなと、種々の癌遺伝子

の発現によってそのmRNA発現がdownregulateされる。ラット細胞株でdrs遺伝子を強

力なプロモーターのもとで高発現させるといsrc遺伝子によるトランスフォーメーション

を抑制することからdrsは細胞癌化に対して抑制的に働く遺伝子であると考えられる。ま

たdrs遺伝子はヒト大揚癌細胞株の細胞増殖も抑制する活性があることからヒ卜癌発生に

も関与している可能性が高いと恩われる。そこで本研究ではより広範なヒ卜癌細胞株およ

びヒ卜癌組織におけるdrs遺伝子の発現を調べることによりdrs遺伝子のdownregulation

と癌化との関連を明かにするとともに、 drs遺伝子による癌化抑制の作用機作を明かにす

る。これと並行してmRNAサブトラクション法によって初代培養細胞(REF)で特異的に発

現している遺伝子群のク口一ニングを行い癌化抑制能を持つ新たな遺伝子を探索する。

我々の研究の特色は同じ遺伝的背景を持ちながら癌遺伝子に対する感受性の異なるREFと

F2408という細胞に注目して実験系を確立しその差に関わる遺伝子のクローニングを行

なってきた点にあり、実際!こdrsのような癌化抑制活性を持つ新しい遺伝子のク口ーニン

グに成功してきた。癌発生におけるdrs遺伝子の役割を明かにしていくとともに細胞の不

死化および悪性化に関わる新たな遺伝子をク口一ニングしてゆくことが本研究の目的であ

る。
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研究成果

1. drs遺伝子の機能解析

我々は、初代培養細胞における癌化抑制の機構を明かにすることを目的として、ラット

初代培養細胞cDNAライブラリーから癌化形質抑制に関与する遺伝子のクローニングを試

みてきた。この過程で分離したdrs遺伝子はC端に膜貫通ドメイン、 N端に接着因子であ

るセレクチンファミリーに保存されている補体結合モチーフを持ち、種々の癌遺伝子に

よってそのmRNAの発現がdownregulateされること、およびラット細胞株に強力なプロ

モーターのもとで高発現させるとv-srcゃいrasなどの癌遺伝子によるトランスフォーメ

ーションを抑制することから細胞癌化に対して抑制的に働く新規癌抑制遺伝子である可能

性が高いことが分かつてきた。またヒトにおいても大腸，卵巣，精巣などの癌細胞株でdrs

mRNAの強い発現抑制が認められることなどを明かにしてきた。これらの結果からdrs遺

伝子はラットだけでなくヒト癌の発生においても癌化に抑制的に機能している可能性が出

てきた。本研究はdrs遺伝子の機能を解析することによって癌化抑制機構を明かにするこ

とを目的として研究を行い3年間で以下の成果を得た。

A.平成 10年度

( 1 ) drs遺伝子がヒト癌細胞株でも抑制遺伝子として機能しうるかどうかを検討するた

めに、レ卜口ウイルスベクター (pBabePuro)にdrs遺伝子を組み込んだamphotropic

virusを作成し、 drsmRNA発現が低下していた種々のヒト癌細胞株 (T24，WiDr， DLDl ， 

MCAS)などに導入して、その癌化形質の変化を検討したところdrs発現細胞ではvecter

だけの細胞と比べてsoftagarでのcolony形成 (anchorage-independentgrowth)が著し

く抑制されることを見い出した。また、このとき通常の接着条件下での細胞増殖能はdrs

の導入によってほとんと、影響を受けなかった。

(2) drs遺伝子によるヒト癌細胞株の癌化形質の抑制の作用機作を明かにするためにdrs

遺伝子の種々のdeletionmutantsを作製しこれらmutantdrsを発現するamphotropic

virusをヒト癌細胞株に感染させ癌化抑制活性を検討したところ、 drs遺伝子の膜貫通領域

のC端側の細胞内ドメインと考えられる領域とN端側の細胞外領域にある 3つの補体結合

蛋白モチーフの両方が抑制活性に必要であることがわかった。

(3) drsがと、のような機構で、anchorage-independentgrowthを抑制するのかを明かに

するためにvectorあるいはdrsを導入したT24細胞 (H-rasが活性化されているbladder

carcinoma cell line)を接着および非接着(suspension)条件下で培養する実験系をつくり

検討したところdrs導入細胞では非接着条件下で細胞周期のGlからS期への移行が抑制さ

れることを見い出した。この過程に関与すると考えられる種々の細胞周期調節蛋白の発現

をwesternblottingで‘調べたところcyclinD， cyclin E， cdk2， cdk4，やcdkinhibitorのp27，

p21などの発現には変化はみとめられず、 Rb蛋白のリン酸化状態にもdrsによる影響はな

いのに対して、細胞周期のS期移行に重要な役割を果たしているcyclinAの発現がdrs導入

細胞を非接着状態で培養したときにのみ抑制されることがわかった。またNorthern

blottingによってcyclinAの発現抑制はmRNAレベルで起こっていることがわかった。



(4) drsの蛋白機能を検討するためにdrsにFlag-tagを導入し細胞で発現させる実験系を

確立し、 drs蛋白がそのN端側を外側!こして細胞膜上で発現していることを明らかにし

た。またりコンビナン卜drs蛋白を大腸菌で作製し、 drs蛋白に対するポリク口ーナル抗体

を作製した。この抗体を用いてdrs蛋白と強く結合する分子量70kdの蛋白が存在すること

を見い出した。

(5)ヒ卜癌細胞株だけでなく実際のヒト癌組織におけるdrs遺伝子の発現をinsitu 

hybridization法によって検討したところ正常大腸組織ではdrs遺伝子の発現が認められる

のに対して、現在までに調べたほとんどの大腸癌 (colonadenocarcinoma)組織 (5/5)

においてdrsmRNAの発現が著しく低下していることを明かにした。

上記の結果からT24などのヒト癌細胞株においてdrsは非接着条件下(細胞外基質から

インテグリンを介したシグナルがないとき)ではおそらくRB蛋白のリン酸化の経路を介

さず1こcyclinAの発現を転写レベルで抑えることによって増殖を抑制している可能性が考
えられる。

B.平成11年度

( 1 ) ヒ卜癌細胞株だけでなく実際のヒ卜癌組織におけるdrs遺伝子の発現と悪性化との

関連をさらに大腸癌において検討した。 insitu hybridization法によって検討した。正常

大腸組織ではdrs遺伝子の発現が認められるのに対して(8/8)、現在までに調べたほとん

どの大腸腺癌 (colonadenocarcinoma)組織(11/11)においてdrsmRNAの発現が著し

く低下していた。 drs遺伝子のdownregulationが起こるstepを明らかにするためにいろい

ろな段階のademomaで検討したところ、良性のadenomawith mild atypiaではdrs

mRNAの発現が認められるのに対してadenomawith moderate atypiaやadenomawith 

focal carcinomaではほとんど発現が認められなかった。 Southernblottingで検討したと

ころdrsmRNAの発現が認められない癌組織でもdrsゲ、ノムの大きな欠失や再構成は認め

られなかった。このことからdrsの発現抑制は大腸腺癌の良性から悪性へのprogression

に密、接に関わっているものと考えられる。

(2) Drs蛋白の機能を明らか!こするためにwild-typedrsおよび種々のdrsdeletion 

mutantsをCOS1や29 3T細胞で発現させdrs蛋白に対するポリク口ーナル抗体を用いて

検出する実験系を確立した。この系を用いて、 drs蛋白がN端側を外側として細胞膜上で

発現していること、 Drs蛋白が膜貫通ドメインを介して会合していること、通常培養条件

下では燐酸化はされていないこと、および、drs蛋白と結合する分子量70Kの蛋白が存在す

ることを明らかにした。

( 3 )drs KO mouseを作製するためにまずratdrsをprobeとしてmousecDNA libraryを

screeningして2種類の mousecDNA clone(mDRS-1， mDRS-2)を得た。 mDRS-1はこ
れまでにク口一ニングしているratDRSとhumanDRS cDNAのhomologにあたり 464ア

ミノ酸をコードできるORFを持っていた。一方、 mDRS-2はmDRS-1から一番N端側の

consensus repeatを1個欠いたものであった。

c.平成 12年度

( 1 )実際のヒ卜癌組織におけるdrs遺伝子の発現と悪性化との関連をできるだけ広範囲



にinsitu hybridization法、 Northern法、 Southern法によって検討した。昨年度は大腸

腺癌の良性から悪性へ移行する過程でdrsmRNAの発現抑制が起こっていることを明らか

にしたが、今年度は男性で患者数の多い肺癌と前立腺癌で検討し低分化型肺腺癌、肺小細

胞癌、前立腺癌においても大きな遺伝子変化をともなわずにdrsmRNAの強い発現抑制が

高頻度で認められることを明らかにした。また調べた全ての成人T細胞白血病(ATL)患者

のリンパ腫においてdrsの強い発現抑制が起こっていることを見い出した。正常T細胞、 B

細胞やATL以外のリンパ腫，またHTLV-1感染T細胞株でもdrsは発現している。したがっ

てdrsの発現抑制はATLのキャリヤから悪性化する過程で起こっている可能性が考えられ

さらに詳しく解析を行っている。

(2) Drs蛋白の機能を明らかにするためにdrsの細胞内ドメインとマルトース結合蛋白

との融合蛋白を大腸菌で作製し精製した。このリコンビナント蛋白を用いてdrsと細胞内

で結合する蛋白の同定を行っている。

( 3) drsの発現の認められないヒ卜癌細胞株T241こdrs遺伝子を導入しdrs発現に依存し

て発現誘導される遺伝子の検索を行いJNK，DNA-PK， IL -1 0など複数の遺伝子を見い出し

た。これら遺伝子がdrsによる癌化抑制とどのように関わっているのかを今後解析してゆ

く。

( 4) drs KO mouseを作製するためにまず、ratdrsをprobeとしてmousecDNA library 

から 2種類の mousecDNA clone(mDRS-1， mDRS-2)を得た。 mDRS-1はこれまでにク

ローニングしているratDRSとhumanDRS cDNAのhomologにあたり 3つのCRを持って

いた。一方、 mDRS-2はmDRS-1から一番N端側のCRを1個欠いたものであった。この2

種類のcDNAIこ相当するdrsmRNAはマウス正常組織において実際に発現していた。また

ヒト正常組織でもDRS-2に相当するmRNAが発現していることを見い出した。この2種

類のdrsを発現ベクターに組み込みヒト癌細胞株に導入し3つのCRを持つdrsのみが癌化

抑制活性があることを明らかにした。さらにこのcDNAをprobeとしてdrsの第 1エクソン

を含む、genomiccloneを分離することに成功しこのcloneをtargettingvectorlこ組み込ん

だものをES細胞へ導入後、 drsKO ES細胞cloneを分離し、生殖系細胞でdrsがlくOされた

マウスを作製中である。

(5)個体でのdrs遺伝子の機能をさらに解析するためにwildtype drsおよびCRドメイン

や細胞内ドメインを欠いた種々のdeletionmutantを発現するTgvectorを作製した。現

在、これらの遺伝子を導入したtransgenicmouseを作製中である。

上記の結果からヒト癌細胞株だけでなく大腸癌や肺癌など実際のヒ卜癌組織においても

drsの発現抑制と悪性化形質の発現が密接に関連していることが明らかになってきた。

deletion mutantsを使った実験からdrsの癌抑制機能には細胞外ドメインが何らかのシグ

ナルを受け細胞内ドメインからシグナルを伝達していることが予想される。 drs蛋白が細

胞内で結合する蛋白を同定しどのような経路でシグナルを伝えサイクリンA遺伝子の発現

を抑制するのかを詳細に検討することによってdrs遺伝子による細胞癌化抑制機構を明ら

かにしてゆきたい。さらに現在作製中のdrsKO mouseおよび~g mouseの解析によって

個体レベルでの発がん過程におけるdrs遺伝子の役割と種々の正常細胞においてdrsがどの

ような機能を担っているのかも明らかにしてゆきたい。



11. REF特異的に発現している遺伝子群のクローニングとその機能解析
REF細胞で特異的に発現している遺伝子群のクローニン夕、をcDNAサブ卜ラクション法
によって試み、 REFで発現が認められ株化細胞F2408で発現が著しく減少しているcDNA
クローンを20クローン分離した。 これらのcDNA群の中でlumican遺伝子がv-src癌遺伝
子による癌化を抑制する活性があることを明らかにし、さらにlumicanが肺癌などのヒト
癌細胞株でも発現が抑制されておりlumicanをこれらの癌細胞に導入するとp21CDK
inhibitorの発現上昇とともに癌化形質を抑制することを見い出した。今後、これらの遺伝
子の機能をさらに解析しヒト癌発生との関連を明らかにしてゆきたい。




