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研究成果:

1.消化管癌におけるヒストンのアセテル化

ヒストンのアセチル化は、クロマチン構造の変化を介して、様々な遺伝子の発現

を制御することが明らかになりつつあり、消化管癌においてしばしば認められるエ

ビジェネチックな異常の原因となっている可能性がある。ビストンのアセチル化に

よるクロマチン構造の「ゆるみ」がE2F-1などの転写因子のDNA-の結合を容易に

し、転写を促進するものと考えられている。このビストンのアセチル化は、 p300/

cBPなどのhistone acetylase (HAT)とhistone deacetylase (HDAC)とによって制御さ

れている。この制御の異常を消化管癌について検討した。

1 )胃および大腸の腺腫/腺癌におけるヒストンH4のアセチル化

胃癌および正常粘膜におけるHDACl、 2、 3の発現は、癌部と正常粘膜とで一定の

傾向はなかった。しかし、ヒストンのアセチル化状態をアセチル化ヒストンH4の抗

体を用いたWestern blot法で検討すると、約70%の症例で明らかに癌部においてその

発現が減弱していた、即ち、低アセチル化状態であった。同じ抗体を用いた免疫染

色でも、正常粘膜ではアセチル化ヒストンが強く核に染色されていたが、胃癌では

明らかにアセチル化状態が低下していた。検索した胃癌57例では、 38例(66%)に

おいてアセチル化ヒストンの発現は低下し、特に15例(26%)では著しい低アセチ

ル化状態が認められ、ステージや探達度と相関する傾向があった。尚、癌において

も、問質に存在するリンパ球や線維芽細胞は明瞭に染色され、高アセチル化状態で
l

あった。前癌性病変と考えられ七いる胃腺塵では、 13例中7例(54%)で高アセチル

化状態であったが、 6例(46%)においてアセチル化状態の低下が認められた。さら

に重要なことに、癌に近傍の腸上皮化生でも低アセチル化を示す部分が存在してい

た。従って、アセチル化状態の変化とそれに伴うクロマチン構造の変化が癌化の極

めて早期に起こっているものと考えられた。

大腸癌および大腸腺歴についても同様の検討を行った。大腸癌では78%、大腸腺
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塵では30%において、アセチル化の低下が認められた。さらに、大腸癌では、ステ

ージの進行、深部-の浸潤とアセチル化の低下は、有意に相関していた。従って、

ヒストンゐァセチル化の低下は、胃癌と大腸癌に共通した変化であると見なされた。

2) HDAC阻害剤トリコスタチンAの胃癌細胞株に及ぼす影響

HDACの阻害剤であるトリコスタチンA (tricostatinA : TSA)を用いて胃癌細胞

株に対するヒストン脱アセチル化の影響を検討した　TSA処理によって、検索した

胃がん細胞株3株CTMK-1,MKN-7,MKN-28)すべてにおいて、細胞増殖が抑制さ

れ、アポトーシスが惹起された。次に、 TSA処理をした胃癌細胞株における細胞周

期因子、転写因子、アポトーシス関連分子の発現の変化を経時的に検討した　CDK

インヒビターp21、 histone acetylaseのCBP、アポトーシスに関連するBAKの発現諺

導が認められ、 MKN-7ではサイクリンEの発現も誘導されたO　一方、リン酸化RBは

減少し、 E2F-1、 4およびHDAClの発現は抑制された.これらのことは、癌細胞に

おいて低アセチル化状態になっていたビストンが、高アセチル化状態になることに

よってクロマチン構造が変化し、様々な遺伝子の発現を誘導あるいは抑制した結果、

増殖が抑えられた可能性を示唆するものである。

3)ヒストンのアセチル化とDNAのメチル化との関連

癌におけるエビジェネティツクな変化として、ヒストンのアセチル化とともに

DNAのメチル化による遺伝子発現制御の異常が重要である。事実、胃癌の20-30%に

は、 hMLHl、 MGMT、 p16、 E-cadherinなどの転写調節領域にメチル化がみられ、

それは発現減弱とよく相関する。そこで、胃癌細胞株MKN-28にdemethylase
l

(MBD2)を遺伝子導入すると、 -メチル化によって抑制されていたCD44及びp16の発現

が誘導された.しかし、この時、メチル化状態に変化はなく、 histonedeacetylase

(HDACl)の発現が明らかに抑制されていた。同様の発現誘導は、 TSAの処理によっ

ても認められた。従って、胃癌における遺伝子発現は、ヒストンのアセチル化と

DNAのメチル化の相互作用によって制御されているものと考えられた。
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2.消化管癌におけるテロメラーゼとテロメア関連蛋白

テロメアDNAは染色体の安定性を規定しており、テロメラーゼはそれを合成でき

る唯一の酵素である。従って、テロメラーゼは、染色体の構造保持・安定性を介し

て細胞の不死化を惹起し、多くの恵性腰痛の発生に関与するものと考えられている。

-胃癌および大腸癌の殆どは、極めて強いテロメラーゼ活性を示し、 TERTおよびhTR

の過剰発現も70-90%の症例で兄い出される。また、多くの症例ではTERTの発現と

テロメラーゼ活性は比較的よく相関する。さらに、 TERTの発現は、胃の前癌性病変

である腺厘や腸上皮化生においても認められ、発現の克進はテロメラーゼ活性に先

行する。

1)消化管癌におけるテロメア結合蛋白の発現

テロメアDNA結合蛋白の内、 TRFlはテロメア長を負に調節し、 TKF2は染色体を

End-to-end fusionから守る可能性が指摘されている.一方、 TankyraseはTRFlを

ADP-リボシル化して不括化することから、テロメア長の正の制御因子と考えられる。

20症例の胃癌および非癌部粘膜について、 TRFl、 TRF2、 Tankyraseの発現を検討し

たところ、それぞれ50%、 65%、 55%において過剰発現が認められた。個々の症例

について相関をみると、 Tmの発現が低いがんではTankyraseの発現が低く、さら

にテロメラーゼ活性も低いかった。従って、テロメラーゼ活性の低い癌では、 TRFl

の不括化によってテロメア長が保たれている可能性が考えられた。

次に、テロメア長との関連について検討した。まず、胃癌組織についてテロメア

長を測定、テロメア長が保たれている群と短縮した群とに分け、 TRFlの発現、
1

Tankyraseの発現、テロメラーゼ活性とを比較した。その結果、テロメア長の保たれ

ている症例では、 TRFlの発現レベルは低く、逆にTankyraseの発現は高いレベルで

あり、テロメラーゼ活性は低い傾向にあった。このことは、テロメラーゼ活性の低

い癌では、 TRFlの不活化によってテロメア長が保たれているという考えを支持する

ものである。
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2)消化管癌におけるテロメアDNA作用蛋白の発現

DNA修復酵素であるMREll complex (MREll、 RAD50、 NBSl)は、テロメア末端

のループ構造およびテロメア伸長反応に関与する。胃癌において非癌部粘膜組織よ

り過剰発現する症例は、 MREllで65%、 RAD50で70%、 NBSlで80%であり、胃癌

におけるテロメア維持に関与していろものと考えられた。また、 TRFlを活性化する

・TIN2は、胃癌の30%で過剰発現し、 TRF2を介してテロメアに局在するhRAPlは65

%において発現が元進しており、 TRRの発現と相関していた。

3.ヒストンのアセテル化とテロメラーゼとの関係

胃痛・大腸癌のみならずその前癌性病変である腺鹿や胃の腸上皮化生においても、

ヒストンの低アセチル化とTERTの発現がみられ、一部ではテロメラーゼ活性もとも

なっていたことより、テロメラーゼによって規定される染色体の安定性とクロマチ

ン構造の変化による転写制御との問に重要な相互関係が存在する可能性が考えられ

た。これらの相互作用が、癌の初期発生に重要な役割を担っているものと見なされ

る。

今後、消化管癌培養株の系で、アンチセンスTERT処理、 HAT遺伝子導入や

HDAC阻害剤処理を組み合わせることにより、テロメアDNAとクロマチン構造の変

化の癌の生物学における重要性を遺伝子発現制御の面から明らかにする必要がある。
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