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我々は細胞癌化の分子機構を明かにするために癌の発生に関わっている新しい癌抑制遺

伝子をク口ーニングしその機能解析をおこなっている。現在までに癌形質抑制活性を指標

とした発現ク口一ニング法やcDNAサブトラクション法などを用いて Drs，

Periostin/OSF2， Lumicanなと、の新規癌抑制遺伝子の分離に成功している。その中で現

在我々が最も集中的に解析を行っているのがv-src癌遺伝子による癌化を抑制する活性を

持つ遺伝子として新規に分離したDrs遺伝子である。 Drsは大腸癌など種々のヒト癌細胞

株や悪性癌組織でその mRNA発現が消失している。またこれらヒト癌細胞株にDrs遺伝子

を導入し発現させるとその悪性化形質が抑制されることからDrsはヒト癌の発生において

も癌抑制遺伝子として働いていると考えられる。我々は主としてDrsノックアウトマウス

の解析とプロテオミクスによるDrs結合蛋白の解析によってDrs遺伝子がどのような機構

で癌化を抑制するのか、また正常細胞においてどのような機能を担っているのかを明らか

にする。
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研究成果

[要約]

我々がv-srcによる細胞癌化を抑制する活性を持つ遺伝子として分離したDrsは膜貫通領

域とSushiモチーフと呼ばれるコンセンサスリピートを持つ新規癌抑制遺伝子である。 Drs

遺伝子は大腸癌、肺癌など種々のヒ卜癌細胞株や悪性癌組織においてmRNA発現が抑制

されており、ヒト癌の発症にも関与していると考えられる。我々はDrsの生理機能と癌発

生における役割を明らかにするために解析を行ない以下のことを明らかにした。

1. Drsは小胞体においてアポトーシス誘導蛋白ASYと結合し、種々のヒト癌細胞株に

Caspase-1 2， -9，-3の活性化を介するアポ卜ーシスを誘導した。

2.我々が作製に成功した DrslくOマウスでは生後8-1 2ヶ月で、その約25%にリンパ

腫、肺癌、肝癌、肉腫などの悪性腫蕩が発生した。

3.このDrslくOマウスの肺癌から樹立した癌細胞株lこDrsを再導入すると、ヌードマウスで

の造腫蕩能が顕著に抑制され、その腫蕩組織ではアポトーシスの冗進が認められた。

4. DrsKOマウス由来胎児繊維芽細胞(MEF)はラパマイシンやデキサメタゾンなどの薬剤に

よるアポトーシスに耐性を示した。また、 DrslくoMEFではグルコース飢餓条件下でアポ
トーシスを起こすことから、 Drs誘導アポトーシスとmTORシグナル経路との関連が示唆

された。

[研究目的]

我々が癌遺伝子v-srcによる細胞癌化を抑制する活性を持つ遺伝子として分離したDrs

はSushiモチーフと呼ばれる構造と膜貫通ドメインを持つ新しいタイプの癌抑制遺伝子で

ある。 Drsは大腸腺癌、肺腺癌、前立腺癌、 ATLリンパ腫など種々のヒ卜癌細胞株やヒト

悪性癌組織において悪性化形質の発現にともなう mRNAの著しい発現抑制が認められる

ことから、ヒ卜癌の発生にも重要な役割をはたしていると考えられる。我々は、 Drsが

種々のヒ卜癌細胞株にアポトーシスを誘導することを見出したので、このDrs誘導アポ

トーシス経路について詳細に解析を行なった。また、 Drsの生理機能と癌発生における役

割を明らかにするためにジーンターゲ、ティングを行ない、 Drsノックアウト(KO)マウスの

作製にも成功した。本研究では、このDrsノックアウトマウスを用いて、 Drs遺伝子のア

ポ卜ーシス誘導機能と悪性腫湯の発生との関連を明らかにすることを目的としている。

[方法と結果]

(1) Drs遺伝子によるヒ卜癌細胞のアポ卜ーシス

我々はDrs遺伝子を種々のヒ卜癌細胞株に高発現させるとアポトーシスを誘導すること

を新たに見い出した。本研究ではまずこのDrs遺伝子によるアポトーシス誘導のシグナル

径路について詳細に解析を行い、以下のことを明らかにした。 (a)Drsはcaspase-3，-9を

活性化するが、ミトコンドリアからのチトクロームcの放出は認められなかった。 (b)Drs 

によるアポトーシスはp53非依存性であり、 BcI-2遺伝子の高発現によっても抑制されな



かった。 (c)caspase-3， -9の活性化に先だって小胞体を介するアポトーシスに関与する

と考えられているcaspase-12(like)の活性化が認められた。 (d)Drsが小胞体に局在する

新規アポ卜ーシス誘導因子ASY/Nogo-B/RTN-xsと相互作用することを見出した。また、

DrsとASYを共発現させると単独導入よりもアポトーシスがさらに冗進した。これらの結

果からDrsが小胞体を介する新規の径路からcaspase-3を活性化しヒト癌細胞にアポトー

シスを誘導することが示唆された。

(2) DrslくOマウスにおける悪性腫蕩発生

Drs遺伝子機能と癌発生との関連を明らかにするためにジーンターゲティングを行ない

Drs遺伝子ノックアウト(KO)マウスを作製した。現在までに、生後12ヶ月を経過したホ

モのDrsKOマウス46匹のうち12匹にリンパ腫 (6例、すべてT細胞由来)、肺腺癌 (4

例)、肝癌 (3例、 1例は肺腺癌も含む)、肉腫(1例)の発症を確認している。このT

リンパ腫は全て、腸管膜、牌臓、肝臓、腎臓など全身転移していた。またヘテロ(+/ー)マ

ウスでは20匹中2匹にリンパ腫が発生しているが、 wildtypeマウス23匹については生

後12ヶ月までに腫蕩の発生は認められなかった。さらに数を増やして加齢にともなう悪

性腫蕩発生の観察、解析を続行している。

(3) DrslくOマウス由来癌細胞株へのDrs再導入による造腫蕩性抑制

DrslくOマウスで発生した転移をともなう肺腺癌から癌細胞株(LCT1)を樹立することが

できた。このDrslくO肺癌細胞株にレトロウイルスベクターを用いてDrs遺伝子を再導入し

た細胞株(LCT1-Drs)を作製し、ベクター導入細胞株(LCT1-pCX)とその悪性化形質を比較

検討した。 LCT1-Drs細胞株ではinvitroでの細胞増殖能はLCT1-pCX細胞株と変化はな

かったが、ヌードマウスの皮下に注射し、その造腫傷能を調べたところ、 LCT1-Drs細胞

株ではLCT1ゃCX細胞株に比べて顕著に造腫蕩能が低下していた。この時、 Drs導入癌細

胞の腫傷組織では活性化caspase-3陽性のアポトーシス細胞の数が有意に増加していた。

また、 invitroで、も低血清培地中でではLCT1-Drs細胞株の方がLCT1-pCX細胞株より有意

にアポトーシスが促進されることを見出している。

(4) DrslくO細胞におけるアポトーシス誘導抵抗性

Drsのアポ卜ーシス誘導における役割を細胞レベルで解析するために、まずDrsKOマウ

スとWildtype(WT)マウスから胸線リンパ球を取り出し種々のアポ卜ーシス誘導因子に対

する応答を比較検討した。 DrslくOマウス由来リンパ球では、 X腺照射によるアポトーシス

はWTマウス由来リンパ球と同様に誘導されたが、デキサメタゾンによるアポトーシスが

WTマウス由来リンパ球より抑制されることを見出した。さらにWTおよびDrslくOマウス

の匪からそれぞれ胎児繊維芽細胞(MEF)を調製し、様々なアポトーシス誘導因子に対する

反応を解析した。現在までに、 DrsKO MEF細胞はアクチノマイシンD、カンプトテシン、

エトポシド、ツニカマイシン、タプシガルギン、スタウロスポリン、シクロヘキシミドな

どによるアポ卜ーシスはWTMEF細胞と同様に起こるが、ラパマイシンとデキサメタゾン

によるアポトーシスには抵抗性を示すことを見い出した。

(5) Drs誘導アポトーシス経路とmTOR経路との関連

上記(4)の実験結果からラパマイシンの特異的標的分子であるmTORキナーゼ、のシグナ



ル経路lこDrsが関わっている可能性がでてきた。そこで、癌抑制蛋白T5Cを介してmTOR

経路を抑制することがわかっているグルコース枯渇処理をWT，およびDrsKO細胞に施し

たところ、 DrslくO細胞にのみCaspase-12，-9， -3の活性化を伴うアポトーシスが誘導され

た。また、この時、 mTORキナーゼ、下流のp7056キナーゼのリン酸化が冗進されていたこ

とから、低エネルギー状態にもかかわらず蛋白合成を促進するmTOR経路が活性化してい

ることがアポトーシスの引き金になっている可能性が示された。

[考察]

DrsKOマウスにおいて、生後12ヶ月までに加齢に伴ってリンパ腫、肺腺癌、肝癌など

の悪性腫蕩が有意(約25%)の頻度で発生するのに対して、 WTマウスでは 12ヶ月まで

に全く腫蕩発生は認められなかったことから、 Drsは個体での癌発生においても癌抑制遺

伝子として機能していると考えられる。さらに、 DrslくOマウスに発生した肺腺癌由来の

癌細胞株!こDrsを再導入すると細胞増殖に影響を与えることなしに癌細胞の造腫傷能を抑

制することもDrsが悪性腫蕩の発生に対して抑制的に働いていることを示していると考え

られる。我々はこれまでに、 Drsが小胞体を介する新規の経路でヒト癌細胞にアポトーシ

スを誘導することを明らかにしてきた。 DrslくOマウス由来の細胞が特定の薬剤(ラパマイ

シンやデキサメタゾン)によるアポ卜ーシスに抵抗性を示すことからも、 Drsが生理的条

件下でも特定のアポトーシス経路に関与していることが強く示唆された。特に、ラパマイ

シンはmTORキナーゼ、の特異的阻害剤であることからDrsが関与するアポトーシス経路と

mTOR経路との関連が考えられる。 mTOR経路はインシュリンなどの成長因子やグルコー

ス、アミノ酸など細胞環境中の栄養やエネルギー状態を感知して、蛋白合成の調節を行な

うことで細胞の大きさや成長を制御しているシグナル伝達系である。最近、このmTORシ

グナル経路が癌の発生にも密接に関係していることが明らかになってきている。グルコー

ス枯渇による低エネルギー状態では、正常な細胞は癌抑制遺伝子T5Cを介してmTORを抑

制し蛋白合成を低下させるが、 T5Cをノックアウトした細胞ではエネルギーが枯渇しても

蛋白合成が抑制されず、その結果としてアポトーシスが起こることが報告されている。そ

こで、 DrsとmTOR経路との関連を検討するために、 DrslくOMEFとWTMEFを用いて同様

の実験を行なったところ、 DrslくO細胞でのみ夕、ルコース飢餓によってアポトーシスが誘導

された。このとき、我々がヒト癌細胞株で報告していたcaspase-12，-9， -3の活性化も

Drs KO細胞で認められた。この結果からDrsがmTOR経路に対してT5Cと同様に抑制的に

働いていることが考えられ、 Drs誘導アポトーシス経路がmTOR経路と何らかのクロス

トークをしている可能性が示唆された。現在、グルコース枯渇条件下でのWT細胞と

DrslくO細胞のTORシクeナルの関連蛋白 (Akt，T5Cl /2， mTOR， 4EEPl ， 56K， 56など)の

活性化を特異抗体によって検討中である。また、特異抗体による免疫沈降とイムノプロッ

ト法によって細胞内(特に小胞体)でのDrs，A5Y分子とmTOR，T5C分子との蛋白間相互

作用も検討している。今後、 DrslくOマウスおよびlくO細胞を用いて、 Drsによる新規アポ

卜ーシス経路とmTOR経路とがどのような分子機構でクロストークしているのか、またこ

れらのシグナル経路が発癌制御にどのように関わっているのかを明らかにしてゆきたい。




