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口腔扇平上皮痛におけるFGF受容体遺伝子3の変異

とその機能解析
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第1章　　　緒　言

Fibroblast Growth Factor (FGF)は、繊維芽細胞に対する増殖因子と

して1970年代初頭に塩基性FGF (FGF2)が見出されて')以来、現在ま

でに、 21種類の異なる遺伝子にコードされるFGFファミリーが明らかにされ

ている2) FGFの活性は、細胞表面の高親和性FGF受容体(FGFR)を介

しており、 FGFRは細胞外に2個あるいは3個の免疫グロブリン様ループ構

追(Ig)、膜貫通ドメイン、細胞内に二つに分割されたテロシンキナーゼ領域

を持った構造をしている3)~5) (図1) 。 FGFRは、ヘパリンやヘパラン硫酸プ

ロテオグリカンの存在下でFGFsと結合すると、二量体となり、レセプターの

チロシン残基を自己リン酸化あるいは相互にリン酸化し、細胞増殖や分化

等のシグナルを伝達すると考えられている6)~8)0

FGFRをコードする遺伝子としてFGFR1 9卜11)、 FGFR2 ll). 12)、 FGFR3

13). 14)、 FGFR4 15)- 16)の4種類の遺伝子が同定されている(表1) 17)また、

細胞外のリガンド結合部位に相当する免疫グロブリン様領域(lgⅢ)をコー

ドするエクソンの選択的スプライシングの違いにより、 FGFRl、 FGFR2、

FGFR3にはそれぞれ2種類のスプライシングバリアントが存在し、全部で7

種類のFGFRが存在することが知られている18). 19)また、各FGFR fまFGFs

との結合能が異なる17). 20卜24)

最近、 FGFRの異常は、種々の先天性骨格・軟骨形成異常を引き起こす

事が明らかにされた　FGFRl遺伝子の異常ではPfei斤er症候群を、 FGFR2

の異常ではCrouzon症候群、 Jackson-Weiss症候群、 Pfeiffer症候群、 Apert

症候群などを、 FGFR3の異常では軟骨無形成症や軟骨低形成症、 Crouzon

1



症候群にacanthosis nigrleansを合併したもの、 Thanatopholic dysplasia (1

型. 2型) 、 FGFR3-associated coronal synostosis症候群などを引き起こす

ことが報告されている25). 26)

口腔扇平上皮癌細胞および正常口腔粘膜由東上皮細胞は、 4種類の

FGFR全てを発現している(表2)が、その増殖は正常上皮細胞ではFGFs

に依存するのに対し口腔扇平上皮癌細胞ではFGFsに依存しない27). 28)

その原因として、口腔扇平上皮癌においても、 FGFRの変異に基づく機能異

常が存在する可能性が考えられる。そこで、本研究では、口腔扇平上皮癌

におけるFGFR3の変異およびその機能について解析を行った。

2



第2章　　材料と方法

第1節　口腔扇平上皮癌(Ora一 Squamous Cell Carcin°ma:OSCC)におけ

るFGFR3の変異

1)材料

1996年1月から2000年6月までの4年半の間に、広島大学歯学部附属

病院第一口腔外科を受診し、病理組織学的に扇平上皮癌(Squamous Cell

carcinoma:SCC)と診断された71症例のパラフィン包埋組織ブロックを用い

たTNM分類および病期分類はUICC (1987)の分類29)に従った(表3) 0

2) DNAの抽出

パラフィン包埋病理組織標本からのDNAの抽出はDexpat (TaKaRa)を用

いて行った。抽出後のDNAを1/10倍量の3M sodium acetateおよび2.5倍

量の100% ethanoIで沈殿、精製後Spectrophotometer (Beckman)にて定

量した。
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3) Polymerase Chain Reaction (PCR)

PcR 30)はKawasakiら31)の方法に準じて行った　FGFR3遺伝子の細胞内

領域全exonにあたる、 exon lOからexon 19をそれぞれ増幅するprimerペア

をイントロン部に以下のように設計した13)

exon 10

exon ll

exon 12

exon

exon 14

exon 15

exon 16

exon 17

exon 18

upstream

downstream

upstream

downstream

upstream

downstream

upstream

downstream

upstream

downstream

upstream

downstream

upstream

downstream

upstream

downstream

upstream

downstream

5'-CTA GAC TCA CTG GCG TTA C-3'

5'-GCA GCT CAG AAC CTG GTA T-3'

5'-CCT GCT GAC CCA AGC AGG T-3'

5'-CCTACA GCC AAC GOT GGC C-3'

5'-CCT TAC GAA CAG TCT GTA GG-3'

5'-CAT CGT CTG TGC ACG GAG C-3'

5'-CGC TCC GTG CAC AGA CGA TG-3'

5'-CCT CAG ACG GGC TGC CAG G-3'

5'-GTA GGT GCG GTA GCG GCG-3'

5'-CTC CCA GCA TCT CAG GGC-3'

5'-TGC CCT GAG ATG CTG GGA G-3'

5'-GCT CAC GTT GGT TGT CTT C-3'

5'-CAT GCC AGT AGG ACG CCT G-3'

5'-GOT GTC CTG AGA CTC CCA G-3'

5'-GAC CGA GTC TAC ACT CAC C-3'

5 -GAC AGG TCC AGG TAC TCG T-3'

5 -GAC TCA CTC CTG AGC GCC C-3'

5 -CGC ACA GCC ACC TCT GTG C-3'

4



exon 19　　upstream　　5'-TCA CCC CGC CTC CCG CCA G-3'

downstream　5'-CCA GTG GCC CTT CAC GTC CG-3'

PCR (」 GeneAmp PCR Core kit (Perkin-Elmer Cetus Instrument Co. Ltd.,

Branchburg, NJ)を使用し、 DNAの増幅にはDNAサーマルサイクラー

(Perkin-Elmer Cetus Instrument Co. Ltd., Branchburg, NJ)を用いた。抽出し

たDNA 0.02figにPCR溶液(10mM Tris-HCI;pH 8.3, 50mM KCI, 1.5mM

MgCI2, 0.2mM dNTP, 25pM upstream primer 25pM downstream primer, 2.5日

Amplitaq DNA Polymerase)を加えて全量を25/u¥にし、変性反応95-C 30

秒,アニーリング55-C (exon 17)、58℃ (exon 10, 15)、60℃ (exon 12,

14)、62-C (exon ll. 16)、64-C (exon18)、66-C (exon13)、68-C (exon19)

各30秒および伸長反応72-C 1分を1サイクルとするプログラムを35サイク

ル繰り返すことによりPCR産物を得た。このPCR産物を1.2%アガロースゲ

ルにて電気泳動後、エチジウムブロマイドにて可視化した。

4) PCR-Single Strand Conformation Polymorphism (PCR-SSCP)

各ex°nの変異の有無をpcR-SSCPにて検討した。 3)で得られたpcR産

物3.51川こ等量の変性溶液(95%ホルムアミド, 0.05%キシレンシアノー

ル, 0.04%プロモフェノールブルー)を加え、 95-C 5分間処理しDNAを変性

後ただちに氷冷し1本鎖にした。電気泳動は　Gene Phor (Amersham

Pharmacia Bi°tech, USA)を用いて600V、 25mA、 15℃の条件で行った　SSCP

ゲルとしてGeneGel Excel 12.5/24 Kit (Amersham Pharmacia Biotech, USA)
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を用い、泳動終了後、ゲルを　p山sOne DNA銀染色キット(Amersham

Pharmacia Bi°tech, USA)にて染色し、 DNAのバンドを検出した。

5)塩基配列の決定(direct sequence)

pcR-SSCPで変異の存在が予想されたexonについて、 direct sequence

により塩基配列を決定し、変異部位を同定した。 3)で得られたpcR産物1.5

〟 lにpre-mix (DNA Sequencing Kit ; Perkin-Elmer Cetus Instrument Co.

Ltd., Branchburg, NJ) 3//lおよび10pM upstream primerを加え全量を20

〟Iにし、変性反応96℃ 20秒、アニーリング50-C 15秒および伸長反応

60-C 4分を1サイクルとするプログラムを25サイクル繰り返した後、4℃に

冷却した。反応後のサンプルに4容の100% ethanoL続いて70% ethanoI

にて精製した後、ペレットを13ノバ　の　Template Suppression Reagent

(Perkin-Elmer Cetus Instrument Co. Ltd., Branchburg, NJ)で溶解し、 95℃

5分の変性を行った後、 ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Perkin-Elmer

Cetus Instrument Co. Ltd., Branchburg, NJ)を用いDye Terminator法にて

塩基配列の決定を行った。

6



第2節　口腔扇平上皮癌組織および正常上皮組織におけるFGFR3タンパク

の発現

FGFR3蛋白の発現をベクタステインABCkit(VectorLaboratories,Inc.

Burlingame,CA)を用いて、avidin-biotin-peroxidasecomplexmethod(ABC

法)による免疫ベルオキシダーゼ染色法により検討した。

Anm厚の切片を、ポリーL-リジンコートしたスライド上に作製した37-C4日

間静置した後、キシレンおよびエタノール系列にて水和、MeOH/0.3%H,0
2U2

室温30分で内因性ベルオキシダーゼの除去を行い、0.1%TritonX-

100/PBS氷上10分、続いて0.05%Protenase-K/PBS室温5分の処理を

行った。非特異的反応を防ぐため、10%ヤギ血清/PBSで37-C1時間のブ

ロッキングを行った。1次抗体は抗FGFR3ウサギポリクローナル抗体(santa

CruzBiotechnology,Inc.USA)を4℃で一晩作用させた。次いで、ビオテン化

ヤギ抗ウサギIgG+lgA+IgMを37-C1時間、アピジンービオテンーベルオキ

シダーゼ複合体を室温にて30分間反応させ、最後にDAB溶液(0.25mg/m1

3,3-diaminobenzidine,0.01%H202,50mMTris-HCIbu斤er;pH7.6)にて発

色させた。また、核の染色はヘマトキシリンにて行った。なお、各段階で反応終

了後にPBSにて洗浄した。コントロールは抗ウサギIgGを用いた0



第3節　野生型および変異型FGFR3テロシンキナ-ゼリン酸化活性の検討

1)ヒト正常口腔粘膜上皮細胞由来RNAの抽出

ヒト正常口腔粘膜由来上皮培養細胞からのRNA抽出をChomczynskiら32)

の方法に`準じて以下の方法で行った。培養正常上皮細胞をdenaturing

sohtion (4M guanigide thiocyanate, 25mM sodium citrate;pH 7.0, 0.1M 2-

mercaptoethanol, 0.5% N-lauryl sarcosine)で採取後、 20G注射針にてホモ

ジナイズし、 1/10容の2M sodium acetate pH 4.0を加えた後、平衡化酸性フ

ェノール(フェノール/TE)およびフェノールとクロロホルムを等量混和したフ

ェノール/クロロホルムを用いてtotal RNAを分離した。次に、 1容のイソプロ

パノールを加えることによりRNAを沈殿させた。このRNAを、再度denaturing

solutionにて溶解後、 1.容のイソプロパノールを加えることによりRNAを沈殿

させ、全RNAを得た。

2)野生型FGFR3チロシンキナーゼ発現ベクターの作製

FGFR3のテロシンキナーゼ領域のATP-binding siteからC末端までを増

幅するような特異的プライマーを以下のごとく設計した。

upstream　　5 -TGG AAT TCA ACG CGT CCA TGA GCT CCA AC-3'

downstream　5 -CAG AATTCC TTC ACG TCC GCG AGC CCC-3'

8



続いて、ヒト正常上皮由来RNAを用い、 RT-PCRを行った　RT-PCRには、

GeneAmp RNA PCR Core kit (Perkin-Elmer Cetus Instrument Co. Ltd.,

BranchburgH NJ)を使用し、 DNAの増幅にはDNAサーマルサイクラー

(Perkin-Elmer Cetus Instrument Co. Ltd., Branchburg, NJ)を用いた。まず、

RT jgjg (10mM Tris-HCI;pH8.3, 50mM KCI, 5mM MgCI2, 1mM dNTP, 1U

Ribonuclease inhibitor, 2.5mM random hexamer , 2.5U MuLV reverse

transcriptase)中に、全RNA ljjg/2JJJを加え、 42℃ 30分、 99℃ 5分間の

逆転写反応を行った。その後、 pcR溶液(10mM Tris-HCI;pH 8.3, 50mM

KCI, 1.5mM MgCI2, 0.2mM dNTP, 25pM upstream primer, 25pM downstream

primer, 2.5U AmpliTaq DNA Polymerase)を加え、全量を100//1にし、変性

反応95℃ 45秒、アニーリング56-C 15秒、伸長反応70-C 2分45秒を1

サイクルとして40サイクル繰り返した。得られたpcR産物をエタノールで精

製した後、 EcoRI制限酵素処理した。一方、 pALTER⑧-MAX vector (Promega

Madison, Wl.. USA)をEcoRI制限酵素処理およびセルフライゲーションを防

ぐためにCalf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIAP)処理し、このベクター

に先のEcoRI処理済のDNAを組み込み、野生型FGFR3テロシンキナ-ゼ

領域発現ベクターを作製した(図2) 。同ベクターの塩基配列はdirect

sequenceで確認した。

3)変異型FGFR3テロシンキナ-ゼ発現ベクターの作製

G2128丁変異を有した、変異型FGFR3チロシンキナーゼ発現ベクターの作

9



製には、 A一tered Sites II Mammalian Mutagenesis System (Promega Madison,

Wl.. USA)を用いた。

まず、以下に示すようなG2128T変異を含むFGFR3　Mutagenic Oligo

Nucleotideを設計した。

5'-CCG TAC CCC TGC ATC ATC CCT G-3'

このoligoおよび2)で作製したベクタ-を用い、 ES1301 MutS Competent cell

(Promega Madison, Wl., USA)にて変異型ベクターを作製した。同ベクターを

JMI09 Competent cell (Promega Madison, Wl., USA)にて増幅した。塩基配

列はdirect sequenceで確認した。

4)ベクターの組み替え

2)、 3)で作製した、 PALTEFT-MAX vectorに組み込んだ野生型および変

異型FGFR3テロシンキナーゼ発現ベクターから、 N末端にヒスチジンタグを

付加したpAcHLT-A vector (Pharmingen)に組み替えた(図3) 0

5)昆虫細胞の培養

昆虫細胞は、 sf9細胞(Pharmingen)を用いた。培地は、 Grace's Insect

Medium Supplemented (G旧CO BRL)に5%仔牛血清(Calf serum, Hy

10



Clone. USA)を添加したものを用い、 25cm'フラスコ(Falcon Cat.#3081)

にて継代培養した。培養は、インキュベーターMIR-153 (SANYO)内で、

27℃の条件下で行った。

6) Co-transfection

遺伝子導入は、 Baculovirus Expression Vector System (Pharmingen)に

基づき行った。まず、昆虫細胞sf9を6cm培養皿に2×106個の細胞を播種

した。一方、 BaculoGold⑧ DNA 5/*gと2)、 3)で作製した野生型または変異を

有したFGFR3テロシンキナーゼ領域を組み込んだDNA 5〃gを混和し、 5分

静置、 1m)のTransfection Buffer B (HEPES buffer)をこれに加えた。培地

を1mlのTransfecti°n Bu斤er A (10% CS Grace's Medium)におきかえ、こ

れに、 mix溶液をゆっくり添加しco-transfect Lた。 4時間後に5% CS添加

Grace's Insect Mediumに置き換えた。 1日ごとに観察し、 5日後に感染像が

観察されたので継代した。

7)サンプルの調整

継代を繰り返し、ウイルスタイターをあげ、野生型および変異型の培養上溝

を収集した。これを、 NトNTAアガロース(QIAGEN)と混和、 4oCで1時間イ

ンキュベ-トした。次にアガロースを遠心回収し、続いてリン酸化反応bu斤er

(50mM Tris-HCI;pH6.8, 200mM KCI, 0.1mM ATP, 1mM MgCI2, 2mM DTT,

it



1mM PMSF)を加え、37-C 15分反応させた。反応終了後直ちに、4×SDS-

PAGE loading buffer (200mM Tris-HCI;pH6.8, 400mM DTT, 8% SDS, 40%

g】ycerol, 0.04% bromophenol blue)に溶解し、 loo℃ 10分処理した33)

8) SDS-PAGEおよびWestern Blotting

各サンプルについて、 SDS-polyacrylamide gel electrophoresis ( SDS-

PAGE)にて、 5% 2-mercaptoethanoI存在下で、タンパクの分離を行った。

分離用として10%、濃縮用として4%のゲル濃度をそれぞれ用い、厚さは

1mmとした。電気泳動は、恒温式2連ミニゲルスラブ電気泳動装置(日本エ

イドー)を用い、 Lastick 34)らの方法に準じ、 100V 2時間半行った。次に、

Towbin 35)らの方法に準じて、ゲルをTrans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell

(Bio-Rad Laboratori占S)を用いて20V 2時間通電してPVDF膜(Millipore,

USA)へ転写した。非特異的反応を阻害するため、転写後のPVDF膜を5鶴

脱脂ミルク/TBS (50mM Tris-HCI;pH7.6, 150mM NaCI) +0.1% Tween20

に室温で1時間反応させた。

その後、一次抗体として1000倍希釈antトphosphotyrosine antibody (モノ

クローナル抗体4GIO) (Upstate biotechnology Lake Placid, NY)を4℃で

一晩、二次抗体として、 1000倍希釈　Goat Ant卜Mouse lgG(H十D-AP

Conjugate (Bio-Rad Laboratories)を室温で1時間半反応させた。発色は、

BCIP/NBT Membrane Phosphatase Substrate System (Kirkegard　&. Perry

Laboratories, Maryland. USA)を用いて行った。なお、各反応終了後は、

0.1 % Tween20/TBSにて洗浄した。
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第3章　結　果

1.口腔扇平上皮癌におけるFGFR3の変異

oscc由来DNAにおけるFGFR3細胞内領域のexon lOからex°n 19まで

の変異の有無をPCR-SSCPにて検討した結果、 FGFR3遺伝子のexon 17に

変異が存在する可能性が示唆された(図4) 。他のexonにおいては変異を

示唆する結果は得られなかった。そこで、 exon17　の塩基配列をdirect

sequenceで検討した結果、 PCR-SSCPにて変異が示唆された症例全てに

FGFR3 2128番目の塩基グアニンがチミンへ変異するpoint mutationを認め

たく図5) 。これは、検索した症例71症例中、44症例の約62%に認めた。こ

の変異はFGFR3遺伝子のコドン697のアミノ酸、グリシンのシステインヘの置

換を示唆した。

2.正常口腔粘膜上皮組織および口腔扇平上皮癌組織におけるFGFR3タン

パクの発現

正常上皮組織において、 FGFR3タンパクは有姉層の細胞の細胞質にその

発現を認めたく図6) 。 FGFR3に変異を有さない口腔扇平上皮癌組織にお

いては、癌細胞の細胞質および核にFGFR3タンパクの発現を認めた(図

7) 。一方、 G2128T変異を有した口腔扇平上皮癌組織においては、癌細胞の

細胞膜にFGFR3タンパクの強い発現を認めた(図8) 0
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3. G2128T変異を有したFGFR3の機能についての解析

バキュロウイルスタンパク発現系にて、野生型およびG2128T変異型FGFR3

タンパクの細胞内領域を作製し、そのチロシンリン酸化活性を抗ホスホテロシ

ン抗体を用いてウエスタンブロッテイング法で比較検討した結果、野生型では

チロシンリシ酸化を示すバンドはほとんど確認できなかったが、変異型タンパク

では明らかに高いチロシンリン酸化を示すバンドが検出され(図9) 、 G2128T

変異によりG697Cアミノ酸置換を有するFGFR3タンパクでは野生型と比べ、

テロシンキナ-ゼリン酸化活性の上昇が認められた。

14



第4章　　　考　察

口腔扇平上皮癌においては、 FGFR3遺伝子の2128番目の塩基グア

ニンのチミンへの変異(G2128T)に基づくFGFR3タンパクのコドン697番

目のアミノ酸グリシンのシステインへのアミノ酸置換(G697C)が高い頻

皮(約62%)で存在することが明らかとなった。

FGFRの異常は、先天性骨格・軟骨形成異常の原因として報告されてい

る。そのうち頭蓋縫合早期癒合症を伴う先天奇形であるCrouzon症候群

36卜38)ではFGFR2のCys342Tyr、 Ser354Cys、 Tyr340Hisなどの変異が、

Pfei斤er症候群39)-42)ではFGFRlのPro252Argなどが、またJackson-

Weiss症候群37)ではFGFR2のAla344Gly、 Aperヒ症候群43)ではFGFR2

のSer252TrpやPro253Argが知られている。その他、軟骨形成不全

(Achondroplasia) 44), 45)では、 FGFR3膜貫通領域の　Gly380Arg、

Thanatophoric Dysplasia l型(TD I ) 46)ではFGFR3のArg248Cysが、

Thanatophoric Dysplasia 2型(TDE) 46)ではFGFR3のLys650Glu、

crouzon症候群にAcanthosis nigricansを合併した症例47)ではFGFR3の

Ala391G山などの変異が報告されている。これら先天疾患におけるFGFR

分子を解析すると、リガンドに依存しないレセプター自身の二量体化による

恒常的テロシンリン酸化活性が認められ、また、レセプターのチロシンキナ

ーゼの活性化の程度が疾患の重症度と相関しているといわれている25)

FGFR3のG2128T変異は、コドン697番目のアミノ酸グリシンのシステ

インへのアミノ酸置換(G697C)を示唆している。システインは-SH基を持

ちdisulfide bondを形成し、タンパクの立体構造に深く関与しており、タンパ

15



クの生物活性の維持に重要なアミノ酸であることから、グリシンのシステイ

ンヘの置換は、 FGFR分子のリガンドに依存しない二量体化を引き起こす

ことにより、 FGFR3の発現量の増加やFGFR3の自己リン酸化活性の上昇

等、レセプターの機能的変化を生じさせていると考えられる。

FGFR3のG2128T変異は、今回検討した71症例中44症例、約62%に

認めた。扇平上皮癌においてはp53やH-ras、 MTSl (p16)、 INGl (p33)

などの癌遺伝子や癌抑制遺伝子の変異が存在することが報告されてい

る。これら遺伝子変異の頻度は、癌遺伝子H-rasで約10% 48)~51)、癌抑

制遺伝子MTSlで約20% 52>'53¥ INGlにおいては約10% 54).55)、 p53

で約55% 49)の報告がある。

今回、口腔扇平上皮癌におけるFGFR3のG2128T変異が71症例中44

症例、約62%という高い頻度で認められたことは、同変異が口腔扇平上皮

癌の遺伝子診断の有用な分子標的マーカーとして利用できる可能性が高

いと考えられる。

今回検討し得た71症例において、変異の有無と腫癌の大きさ(T) 、

所属リンパ節転移の有無(N) 、後発転移の有無やX線写真における骨

吸収像の有無などの臨床所見との関係について統計学的に検討を行った

が、変異を有する症例でT値が高値を示す傾向が認められたものの、疏

計学的に有意差は認められなかった。これは62%という高い頻度で

FGFR3の変異が存在するためであることによると考えられる。

正常口腔粘膜扇平上皮組織においては、その有赫細胞の細胞質に

FGFR3タンパクの発現を認め、変異を有さない口腔扇平上皮癌組織にお

いては、細胞質および核に発現を認めた。一方、 FGFR3 G2128T変異を有

する症例では、その細胞膜にFGFR3タンパクの強い発現を認めた0
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Johnstonら56)は、特異的抗体を用いた免疫蛍光染色法により、 cos柵

胞においてFGFRl、 FGFR2およびFGFR4は細胞質に、 FGFR3は核に発

現するが、同細胞に野生型FGFR3を過剰発現させると、膜にFGFR3の発

現を認めたことを報告している　FGFR3のG2128T変異を有するosccに

おいてFGFR3タンパクの細胞膜での過剰発現を認めたことから、これら

osccではFGFR3が変異により過剰発現している可能性を示唆している

と者える。

FGFRは細胞質で合成され、膜上で機能している。細胞質で認める受容

体タンパクは活性を持たず、膜で発現している受容体タンパクは活性化し

て機能していると考えられる。したがって、変異症例において認められた細

胞膜上でのFGFR3タンパクの過剰発現はFGFR3タンパクが機能している

ことを示唆していると考える。正常においても、膜での発現をまったく認めな

いわけではなく、その発現量が少ないため明らかな陽性所見を認めなかっ

たが、変異症例では有意に膜に発現しているという結果に至ったと考える。

このように、タンパク発現の局在に差が生じるということは、単に発現量

の差を示すだけではなく、レセプタータンパクの場合、機能に差が生じてい

る可能性も考えられる。そこで、 FGFR3の機能について検討した。

FGFRはFGFと結合し、細胞の増殖、分化等のシグナル伝達に関与す

る分子と考えられている。なかでも、 FGFR3は以下のように、正常b)増殖

や分化をコントロールする分子と考えられている。

suら57)は、TDⅡで認められるLys650Gluを有する変異型FGFR3を

293T細胞に遺伝子導入して、変異型FGFR3が恒常的テロシンキナーゼ

活性を示すことを明らかにしている.また、 Dengら58)は、 FGFR3 deficient

マウスにおける、骨成長の促進を明らかにし、さらに、 Colvinら59)は
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FGFR3ノックアウトマウスを作製し、骨の過成長と内耳の分化形成不全に

由来する重度の難聴を示すことを明らかにしている。これら結果から、彼ら

は、 FGFR3シグナルは骨において成長抑制に関与するシグナルとして働く

と考えている。

一方、 Onoseら60)は甲状腺癌細胞にFGFR3を過剰発現させ、 FGFR3

の機能を解析している。それによると、 FGFR3を過剰発現させた細胞は、コ

ントロールと比べ、増殖能(growth rate)に差は認めないものの、コント

ロール群の細胞増殖が止まってもなお、 FGFR3過剰発現細胞は増殖を続

けたことから、 FGFR3は接触増殖阻止の制御に関係している可能性を報

告している。

今回、口腔扇平上皮癌におけるFGFR3 G697C変異の機能的意義に関

し、 FGFR3細胞内領域の野生型とG697C変異型タンパクをバキュロウイ

ルス発現系にて発現させ、テロシンキナーゼリン酸化活性について比較検

討した結果、変異型において自己リン酸化活性の上昇が認められた。この

結果から、同変異はリガンドに依存しないFGFR3の恒常的自己リン酸化を

引き起こし、 FGFR3のシグナル伝達を促進することにより、正常な細胞分

化が制御されなくなるとともに、細胞間接触による増殖抑制も起こらなくな

ることにより、口腔扇平上皮の癌化に関与していると者えられる。

以上の結果から、口腔扇平上皮癌において、 FGFR3チロシンキナーゼ

領域にG2128T変異に基づくG697C置換が高い頻度で存在することが明

らかとなり、 FGFR3は遺伝子診断、治療の分子標的として有用である可能

性が示唆された。

il:



さらに、 G697C変異は、 FGFsに依存しないFGFR3テロシンキナーゼ

の恒常的活性化を引き起こすことにより、口腔扇平上皮癌の発症および進

展に深く関与していることが考えられた。
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第5章　　　総　括

1、口腔扇平上皮癌71症例中44症例、約62%にFGFR3の2128番目の塩

基グアニンのチミン-の変異を認めた。同変異は697番目のコドン、グリ

シンのシステイン-のアミノ酸置換を示唆した。

2、 FGFR3タンパクの正常口腔粘膜扇平上皮、および口腔扇平上皮癌におけ

る発現を免疫組織学的に検討した結果、正常上皮では有赫層の細胞の

細胞質に、変異を有する症例では、 FGFR3タンパクの細胞膜での過剰発

現を認めたが、変異のない症例では、 FGFR3は細胞質および核に局在し

ていた。

3、遺伝子組み替え野生型および変異型FGFR3チロシンキナ-ゼ領域タン

パクをバキュロウイルス発現系を用いて作製し、リン酸化活性を比較した

結果、変異型では野生型と比べテロシンキナ-ゼリン酸化活性が上昇し

ていることが明らかになった。

以上の結果から、口腔扇平上皮癌において、 FGFR3チロシンキナーゼ領域

にG2128T変異に基づくG697C置換が高い頻度で存在することが明らかとな

り、 FGFR3は遺伝子診断、治療の分子標的として有用である可能性が示唆さ

れた。

さらに、 G697C変異は、 FGFsに依存しないFGFR3チロシンキナ「ゼの恒

常的活性化を引き起こすことにより、口腔扇平上皮癌の発症および進展に深く

関与していることが考えられた。
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Heparin-Binding protein 17を標的とした扇平上皮痛の

分子標的治療に関する基礎的研究
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第1章　緒論

細胞のがん化やがん細胞の増殖は液性因子や細胞外基質などの細胞間に介

在する微小環境によって支配されている.線維芽細胞成長因子(fibroblast

growth factor;FGF)は,当初,線維芽細胞の増殖を促進する因子として脳

下垂体から単離されたタンパク質で,現在まで相同性のある分子21種が報告

されている(Burgess and Maciag, 1989; Klagsbrun,1989;Ohbayashi,et al.,

1998).特にFGF-1及びFGF-2は線維芽細胞の増殖のみならず骨・軟骨形成へ

の関与(Burgess andMaciag, 1989; Okamotoet al., 1996a),血管内皮細胞の

増殖及び遊走などを促進する血管新生因子としての役割や,腫痕増殖に対し

促進活性を示すことが知られている(Myoken, et al., 1994a).

FGF-1やFGF-2の発現が扇平上皮のがん化にともない克進すること

(Myoken, et al., 1994b)や,扇平上皮癌細胞がFGFを高発現しその培養上清中

にもFGFs棟活性が存在することから, FGFが扇平上皮癌細胞の増殖を促進す

るほか,血管新生を誘導し腫疫の増殖・浸潤に重要な役割を担っていると考

えられている(Myoken, etal., 1994c). FGF-1及びFGF-2をはじめとするFGF

の多くは扇平上皮癌細胞の他,唾液腺腫癌細胞など種々の培養細胞の上活中

に存在するが(Myoken,et al., 1994d),細胞外分泌に関与するシグナルペプチ

ドがないため,その分泌機構は明らかにされていない(Baird, 1994; Bansalet

al., 1996).
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Heparin-Binding proteinl7 (HBpl7)は外陰部由来扇平上皮癌細胞株A431

の培養上活からFGF様物質を分離する際に, FGF-2とともに精製された17kDa

のヘパリン親和性分泌型蛋白である(Wu etal., 1991; Xin-Chang etal., 1998).

HBp17はヒト角化細胞や唾液腺細胞などの上皮細胞に遺伝子発現が認められ,

その悪性イヒとともに発現が克進することが知られている(Okamoto et al.,

1996b).さらにHBp17がinvitroにおいてFGF-1やFGF-2と可逆的に結合する

ことから, FGFsの分泌・活性化に関与し,上皮細胞の悪性化やがん細胞の増

殖を制御している可能性が指摘されている(Czubayko, et al., 1997).

本研究では, FGFsを介した扇平上皮のがん化や扇平上皮痛の増殖における

HBp17の役割を明らかにするため,扇平上皮癌細胞へのHBpl7遺伝子導入に

よるHBp17発現誘導が扇平上皮癌細胞のFGF-2産生・分泌や増殖に与える影

響について検討した.さらに　HBpl7アンチセンス遺伝子導入によるHBpl7

発現抑制が扇平上皮癌細胞の増殖に与える影響について解析することにより,

HBp17を分子標的とした扇平上皮癌に対する遺伝子治療の可能性について検

討した.
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第2章　材料および方法

第1節　細胞培養法

1)基礎培地

Dulbecco's Modified Eagle's MediumとNutrient Mixture Ham F-12を1:1

に混合したDF培地(DFJSigma Chemical Co., USA) (Dulbecco and

Freeman, 1959; Sato etal., 1987; Eagle, 1955)を脱イオン化および逆浸透に

より純化した水(ELIX水純化装置, Millipore)に溶解し, 90mg/Lペニシリ

ンGナトリウム(明治製菓) , HOmg/Lピルビン酸ナトリウム(和光純薬) ,

90mg/Lカナマイシン(明治製菓　15mM N-2ヒドロキシエチルピベラジン

-N'-2-エタンスルホン酸(HEPES,同仁化学)を添加後,重炭酸ナトリウム

(和光純薬)にてpH7.4に調整したものをメンブレンフィルター(孔径0.2/J

m, Acrocap, Gelman ScienceInc., USA)で漣過滅菌し基礎培地として用い

た.

2)細胞株と培養方法

実験には外陰部由来扇平上皮癌細胞株A431とBussらによってニトロソグア

ニジン処理により得られたA431由来でA431細胞に比べ増殖能が低下し,造腫

癌性を持たないクローンA431#4細胞を用いた(表1) (Bussetal., 1982).

各細胞は5%仔牛血清(CS;HyClone, USA)を含むDFを増殖培養液として

37℃　5%CO:気相下で培養した.継代培養は細胞が増殖飽和状態になった時
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点で行った.すなわち、 0.08%トリプシン(Sigma)と1.4%エチレンジアミ

ン四酢酸二ナトリウム(EDTA　同仁化学,熊本)を含むDulbecco-s Ca,

Mg-free phosphate-buffer saline (PBS)で15分37℃で処理することにより単

一細胞を得た.細胞を5%CSを含むDFにて洗浄後、細胞が2×104個/mlなるよ

うに5%C・Sを含むDFに浮遊させたものを培養皿に加え細胞の継代を行った.

第2節　扇平上皮癌細胞におけるHBp17の発現と局在

1)蛍光抗体法

3 x 104個のA431細胞をLAB-TEK II Chamber Slide (Nulgen Nunc

International, Naperville, IL, USA)に加え72時間培養後, 4%パラホルム

アルデヒドで30分間固定し, PBSで洗浄した. 25倍希釈したマウス抗HBpl7

モノクローナル抗体(C9 i American TypeCultureCollection, J.D.Sato博

士より供与)及び100倍希釈したウサギ抗FGF-2ポリクローナル抗体(Santa

CruzBiotechnology, SantaCruz, CA, USA)で湿箱中で37℃, 1時間反応

させた. PBSで洗浄後100倍希釈したFITC標識抗マウスIgG抗体(Santa

Cruz Biotechnology)および100倍希釈したローダミン標識抗ウサギIgG抗体

(SantaCruzBiotechnology)でさらに37℃, 1時間反応させた. PBSで洗浄

し90%グリセリン/PBSで封入後,落射蛍光顕微鏡(日本光学)を用いて検鏡

した.
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2)細胞からのtotal RNAの抽出

total RNAの抽出はAcid Guanidinidium-Phenol-Chloroform法に準じて行

った.すなわち培養細胞にdenaturingsolution (4Mグアニジンイソチオシア

ン酸, 25mMクエン酸ナトリウム(pH7.0) , 0.1M2-メルカプトエタノール,

0.5%N-ラウロイルサルコシン)を加え18G注射針にてホモジナイズし, 1/10

容量の2M酢酸ナトリウム(pH4.0)を加え混和した.さらに等量の平衡化酸

性フェノールと1/5用量のクロロホルム/イソアミルアルコールを加え混和し,

氷上にて15分間静置後,遠心した.回収された上層に等量のイソプロパノー

ルを加えることによりRNAを沈殿させ,さらにdenaturingsolutionで溶解し,

イソプロパノール沈殿後,エタノールで洗浄したものをtotalRNAとして使用

した.

3) NorthernBlot法によるHBp17発現の検討

各細胞から抽出したtotalRNA20〃gをホルムアルデヒド変性1%アガロー

スゲルで泳動後,ナイロンメンブレン(Amersham, Buckinghamshire,

England)に転写しスペクトロリンカーXL-1000 (トミ_-精工,東京)でUV

照射した. HBpl7発現ベクター　pCI-neo/senseHBpl7 (第3節, 1で作製)

を制限酵素EcoRI及びXbalで切断後, 1%アガロースゲルで電気泳動を行い,

アガロースゲルよりHBpl7cDNA回収し,ランダムプライマー法を用いて【。
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-2P]-dCTP (Amersham)で標識した.メンブレンをプレハイプリダーゼショ

ン溶液(0.75M NaCl, 20mM Tris-HCl (pH7.5), 2.5mMEDTA, 100!∠g/ml

熱変性サケ精子DNA, 50%ホルムアミド, 5xDenhardt液)で42℃, 4時間プ

レハイブリダーゼションを行った.次に【32p】標識DNAプローブ1 x

lOcpm/mlを含むハイブリダーゼション溶液(0.75MNaCl, 20mMTris-HCl

(pH7.5), 2.5mMEDTA, 50%ホルムアミド, 5x Denhardt液10%硫酸デキ

ストラン)で42℃, 16時間ハイブリダーゼシヨンを行った.ハイプリダーゼ

ション後,メンブレンを0.1%SDSを含む2xSSCにて55℃で15分間, 2回洗浄

し,さらに0.1%SDSを含む0. 1x SSCで55℃にて55℃で15分間, 2回洗浄し

た後,バイオ・イメージングアナライザー(BAS-2500;富士フイルム)で解

析した.

第3節　HBpl7 sensecDNA導入によるA431#4細胞の増殖とHBpl7及び

FGF-2発現・分泌の変化の検討

1) senseHBpl7発現ベクターの構築

A431細胞より回収したtotal RNAlfigに対しReverse Transcription-

Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)法を行いHPp17のopen reading

frameを含む領域を増幅した(Kawasakiet al., 1988).すなわち, totalRNAl

〃gにランダムヘキサマ- (Perkin Elmer, Foste, CA, USA)及び

SuperscriptII�"逆転写酵素(GIBCOBRL, Gaithersburg, MD, USA)を加
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え, 42℃, 45分反応させて　cDNAを合成した.合成したcDNAを鋳型として,

制限酵素Ec o RI　認識配列を付加　した5-末端プラ　イマー(

5'cggaattcatgaagatctgtagcctcaccc-3つ　とXba I認識配列を付加した3●末端プラ

イマー(5'-gctctagattagcatgacgtgtcctgcac-3')とAmpliTaq gold�"(Perkin

Elmer)を用いGeneAmpPCR System 2400 (Perkin Elmer)にて95℃, 10分

間処理後, 94℃;1分, 57℃;1分, 72℃;1分を1サイクルとして30サイクル

の反応を行った. PCR産物と噛乳動物発現ベクターpCI-neo (Promega,

Madison, WI, USA)を制限酵素Eco RI (New EnglandBiolabs)とXba I (New

England Biolabs)で消化した後　DNA Ligation KitVer.2 Solution (宝酒造)

で16℃で8時間リガーゼ反応を行った.これをE.coliJMIO9株に形質転換し

100!Jg/ml (和光純薬)アンピシリン添加LB寒天培地(GIBCOBRL)上の形

質転換株を選択した.得られた形質転換株からプラスミドを調整しABI

PRISM 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer)を用いてpCI-neoに組み込まれ

たsense HBpl7遺伝子の塩基配列を確認した. senseHBpl7遺伝子が組み込ま

れたプラスミドをpCI-neo/senseHBpl7として実験に用いた(図1) .

2 ) PCI-neo/sense HBpl7およびpCI-neoのA431#4細胞への遺伝子導入

A431#4細胞にリボフェクトアミン法にて遺伝子導入を行った.すなわち2

x 10"個のA431#4細胞を60mm培養皿で24時間培養後,培養液を除去し　5M

gのpCI-neo/sense HBpl7またはpCI-neoと¥5/ilのTransFast Regent
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(Promega, Madison, WI, USA)を添加したDF2mlを加え, 1時間37℃で反

応した.その後10%CSを含むDF4mlを加え48時間培養した. 0.08%トリプ

シン及び1.4%EDTAを含むpBSで15分37℃で処理することにより得られた単

一細胞を5%CS及び600 〃g/mlG418 (GENETICIN ; GIBCOBRL)を含むDF

で培養し, G418耐性細胞を分離した. A431#4細胞にpCI-neoまたはpCI-

neo/senseHBpl7が導入された細胞をそれぞれ#4mockまたは#4senseHBpl7

とし実験に用いた.

3)細胞増殖能の判定

細胞増殖能の判定には2-メルカプトエタノール10,uM　2-アミノエタノー

ル, 10〃M IOnMセレン酸ナトリウム(以上　片山化学　10!Jg/mlウシ

インシュリン, 5〃g/mlヒトトランスフェリン, 20〃g/mlウシ血清アルブミ

ン(BSA) (以上SigmaChemicalCo., USA)の6種類の因子(6F)を加え

たDF (DF6F)を用いた. DF6Fに浮遊させた5xlO'個の細胞を16mm径培養

皿に加え培養し, 24時間ごとに細胞数をコールタ-カウンター(Coulter

Electronics, Luton Beds, UK)を用いて測定することにより, 7日間の細胞

増殖数を比較検討した.

4)培養上清中のFGF様活性の検索

増殖飽和状態の#4mock細胞及び#4senseHBpl7細胞をDF6Fで48時間培養
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した上清150mlをpBSで平衡化したヘパリンセフアロースCL-6Bカラム(

Pharmacia, USA)に展開後, 0.65MNaClを含むpBSで洗浄し2MNaClで溶出

した.ヘパリンセフアロースCL-6Bカラム2MNaCl溶出画分を増殖飽和状態の

Swiss3T3細胞に加え培養した. 24時間後1uCi【3H]-thymidineを加えさら

に1時間培養し,細胞をpBSで洗浄後, 5%トリクロロ酢酸を加え4時間静置し

た. 5%トリクロロ酢酸で2回洗浄した後, INNaOHで可溶化し, 6NHClで中

和した後,液体シンチレーションカウンター(LKB-1215　RACK-BETA

LKB, Wallac, Finland)にて放射活性を測定した.

5)ヌードマウスでの造腫癌性の判定

4×106個の#4mockまたは#4senseHBpl7細胞を0.1mlのDFに浮遊させ,

4過齢ヌードマウス(Balb/CAJC nu/nu)の皮下に接種し,経時的に腫癌の大

きさを測定した.腫痘体積は以下に示す計算式にて算定した.

体積-1/2x長径x (短径) 2

なおヌードマウスを使用した一連の実験は,広島大学医学部附属動物実験

施設で行った.

6)ヌードマウス形成腫蕩からの細胞分離

#4senseHBpl7細胞をヌードマウスに移植し形成された腫壕から組織を切

除し　70%エタノールに3秒間, 5/*g/mlフアンギゾンを含むpBSに1分間浸
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漬した.次に腫蕩組織を0.5mm大に細切し, I型コラーゲンコートした60mm

径培養皿上で5%CSを含むDFで培養した.組織片より増殖した細胞を0.08%ト

リプシン及び1.4%EDTAを含むpBSで処理することにより単一細胞を回収し

5%CSを含むDFで培養し,再度ヌードマウスに移植した.この過程を数回繰

り返すことによって得られた細胞を#4senseHBp17-Tu4細胞, #

4senseHBpl7-Tu4A細胞及び#4senseHBpl7-Tu4B細胞とし実験に用いた.

7) Northern Blot法によるHBpl7およびFGF-2mRNA発現の検討

各細胞から抽出したtotalRNA20〃gをホルムアルデヒド変性1%アガロー

スゲルで泳動後,ナイロンメンブレン(Amersham, Buckinghamshire,

England)に転写しスペクトロリンカーXL-1000 (トミー精工,東京)でUV

照射した.メンブレンをプレハイプリダーゼション溶液(0.75M NaCl,

20mM Tris-HCl (pH7.5), 2.5mM EDTA, 100/′g/ml熱変性サケ精子DNA,

50%ホルムアミド, 5xDenhardt液)で42℃, 4時間プレハイブリダーゼショ

ンを行った.次にランダムプライマー法にて【32P]標識したsenseHBpl7cDNA,

FGF-2cDNAまたはβ-actincDNAを含むハイブリダーゼシヨン溶液(0.75M

NaCl, 20mM Tris-HCl(pH7.5), 2.5mM EDTA, 50%ホルムアミド, 5 x

Denhardt液10%硫酸デキストラン)で42℃, 16時間ハイプリダーゼション

を行った.ハイブリダーゼション後,メンブレンを0.1%SDSを含む2x SSC

(0.3MNaCl, 30mMクエン酸ナトリウム)にて55℃で15分間, 2回洗浄し,
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さらに0.1%SDSを含む0.1 x SSCで55℃にて55℃で15分間, 2回洗浄した後,

バイオ・イメージングアナライザー(BAS-2500J富士フイルム)で解析した

8) Dot Blot法によるHBpl7及びFGF-2の定量

増殖飽和状態の各細胞をpBSで3回洗浄後, DF6Fで48時間培養し,上活を

回収した.~各細胞をIysisbuffer (1%TritonX-100, 0.15M NaCl, Tris-HCl

(pH7.4), lmMEDTA, 3mMPMSF)に溶解し,遠心後上清を回収し細胞画

分を分離した.培養上清の2M NaClヘパリンセフアロース溶出画分または細

胞画分をバキュームプロット(BIO-RAD)にてPVDFメンブレン(Millipore,

USA)に転写した. 5%スキムミルク及び0.05%Tween20を含む0.1M Tris-

HCl (pH7.4)でブロッキングし,第2節1)で2000倍希釈抗したウサギ

抗FGF-2ポリクローナル抗体またはマウス抗HBpl7モノクローナル抗体と1時

間反応後,それぞれ2000倍希釈したアルカリフオスフアタ-ゼ標識抗ウサギ

IgG抗体または抗マウスIgG抗体を1時間反応させた. PVDFメンブレンを

BCIP/NBTPhosphatase Substrate System (Kappel, USA)にて発色し,比

色定量した.

第4節　antisenseHBp17 cDNA導入A431細胞のm vivoおよびin vitroの増殖

能の検討

1) antisenseHBp17発現ベクターの構築

A431 total RNAl!′gにランダムヘキサマ-及びSuperscriptII　逆転写酵素
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を加え, 42℃, 45分反応させてcDNAを合成した.合成したcDNAをtemplate

として　antisenseHBp17発現ベクター作製のためにXbaI認識配列を付加した

5.末端プライマー(5'- gctctagaatgaagatctgtagcctcaccc)とEco RI認識配列を

付加した3'末端プライマー(5--cggaattcttagcatgacgtgtcctgcac)でPCRを行い

open reading frameを含むHBp17を合成した. PCR産物と噛乳動物発現ベクター

PCI-neoを制限酵素EcoR IとXbaIで消化した後　DNALigationKitでリガー

ゼ反応を行った.これをE.coli JMIO9株に形質転換し100〃g/mlアンピシリ

ン添加LB寒天培地上の形質転換株を選択した.得られた形質転換株からプラ

スミドを調整しABIPRISM 310Genetic Analyzerを用いて組み込まれた

antiseise HBp17遺伝子の塩基配列を確認し　pCI-neo/antisense HBp17として

実験に用いた(図2) .

2) A431細胞へのantisenseHBp17遺伝子導入

2 x lOc個のA431細胞を60mm培養皿で24時間培養後,遺伝子導入用脂質試

薬TransFast�"Regent (Promega)を用いたリボフェクトアミン法にて遺伝子

導入を行った.その後600fig/ml G418を含む選択培地で培養し, G418耐性細

胞を分離した. A431細胞にpCI-neoまたはpcl-neo/antisenseHBp17が導入さ

れた細胞をそれぞれA431mock細胞またはA431antiHBpl7細胞とした.

3) Western Blot法によるHBpl7蛋白発現の検討
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各細胞をLaemmliのsample bufferで可溶化し,還元下で15%SDS-ポリアク

リドアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)級, PVDFメンブレンに転写した

(Laemmh, 1970; Lastick and McConkey, 1976; Towbinet al., 1979). PVDF

メンブレンを5%スキムミルク及び0.05%Tween20を含むO.lMTris-HCl (pH

7.4)でブロッキング後, 2000倍希釈したマウス抗HBpl7モノクローナル抗体

と一時間室温で反応させた.メンブレンを0.05%Tween20を含む0.1Mトリス

緩衝液で洗浄後, 4000倍希釈したアルカリフオスフアタ-ゼ標識ウサギ抗マ

ウスIgG抗体で1時間反応させた.発色にはBCIP/NBT Phosphatase Substrate

Systemを用いた.

4) antisense HBp17遺伝子導入細胞の増殖能の判定

DF6Fに浮遊させた3×103個のA431mock細胞またはA431antiHBpl7細胞を

16mm径培養皿に加え培養し, 24時間ごとに細胞数をコールタ-カウンターを

用いて測定することにより, 7日間の細胞増殖を比較検討した.

5) antisense HBp17遺伝子導入細胞のヌードマウスでの造腫癌性の判定

4×106個の細胞を0.1mlの無血清培地に浮遊させ, 4過齢ヌードマウスの皮

下に接種し,経時的に腫壕の大きさを測定し,腫蕩体積を以下に示す計算式

にて算定した.

体積-1/2x長径x (短径) 2
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第5節in vivotransfectionによる扇平上皮癌組織へのHBpl7

antisense遺伝子導入

1 ) m viJoelectroporation法によるHBpl7antisense cDNA導入

IxlO7個のA431細胞を0.1mlの無血活培地に浮遊させ, 4週齢ヌードマウス

の背部皮下に接種1週間後,形成された腫痕にpCI-neo/antisenseHBp17あるい

はpCI-neoをin vivoelectroporation法で遺伝子導入した.すなわちヌードマ

ウスをジエチルエーテルで麻酔後,腫蕩中心部に50!JgのpCI-

nco/antisenseHBp17あるいはpCI-neoを溶解したPBSIOO/u lを27G注射器で注

入した. DNA注入後直ちに,形成腫癌周辺に電極(明和商事)を挿入しパル

ス発生装置Electro Square Porator (BTX ECM2001M)にて50V, 50msecの

スクエア-パルスを8回かけた.遺伝子導入後,経時的に腫癌の大きさを測定

した.腫蕩体積は以下に示す計算式にて算定した.

体積-1/2x長径x (短径) 2.

2)へマトキシリンおよびエオジン染色

接種後20日目のヌードマウス形・成腫痕から,腫痕を摘出しホルマリン固定

後パラフィン包埋し,ヘマトキシリンおよびエオジン染色を行った.
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第3章　結果

1) A431細胞でのHBp17とFGF-2の局在

HBp17がA431細胞の培養上活からFGF-2とともに精製されたことから,

HBp17がFGF-2を介した細胞のがん化やがんの増殖およびFGF-2の活性化に重

要な役割を担っているのではないかと推測された.そこで, A431細胞での

HBp17とFGF-2の局在を間接蛍光抗体法で観察した.

TritonX-100で処理しなかった細胞(-)ではHBp-17, FGF-2とも細胞膜

上に局在していた. TritonX-100処埋によりpermealizeLた細胞(+)は抗

HBp-17抗体及び抗FGF-2抗体で細胞質が染色されていた.さらにHBp-17と

FGF-2は細胞膜上及び細胞質中でほぼ同様のパターンで発現していることが

観察された(図3) .

2) A431細胞及び糾細胞でのHBpl7mRNA発現

扇平上皮癌細胞の増殖能とHBpl7発現との関連を検討するため, A431細胞

と#4細胞のHBpl7遺伝子の発現をNorthern Blotにて解析した. A431細胞は

HBpl7mRNAを発現しているのに対し, #4細胞ではHBpl7mRNAの発現が認

めらなかった(図4) .
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3) HBpl7 sense cDNA導入によるA431#4細胞の増殖能の検討

HBp17を発現せず造腫蕩牡の欠失したA431由来クローン#4細胞に

HBpl7sense cDNAを導入しHBp17を発現を誘導することによる#4細胞の増殖

能の変化を検討した　HBpl7遺伝子が導入された#4senseHBpl7細胞は)'n

vitroにおいて#4mock細胞に比べ高い増殖能を示し,培養7日目では約2.5倍の

増殖細胞数を示した(図5) .

4 )糾mock細胞および糾senseHBp17細胞の培養上活中のFGF様活性の検討

#4senseHBpl7細胞が高い増殖能を示したことから,その培養上溝中に自ら

の増殖を促進させる因子を産生している可能性が考えられた.そこで#

4mock細胞及び#4senseHBpl7細胞の培養上清から分離されたヘパリン結合

画分がSwiss3T3細胞のDNA合成に与える影響について検討した.

糾senseHBp17細胞の培養上清のヘパリン結合画分は,糾mock細胞に比べ

Swiss3T3細胞の【3H]-thymidineの取り込みを約10倍促進した(図6 ).

5) A431#4細胞の造腫癌性とA431#4形成腫癌由来細胞株の造腫癌能の検討

糾senseHBpl7細胞がにおいて#4mock細胞に比べ高いin vitro増殖能を示

したことから, HBpl7発現誘導がm vivoでの増殖能も克進させている可能性

が考えられた.そこで#4senseHBpl7細胞及び糾mock細胞をヌードマウスに

移植しその造腫癌性について検討した. #4mock細胞を移植したヌードマウス
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では腫蕩形成が認められなかったのに対し, #4senseHBpl7細胞では接種後,

6日目に腫癌形成が認められた(図7) .さらに糾senseHBpl7細胞をヌード

マウスに移植することにより形成された腫癌組織から組織片培養法によって

分社された#4senseHBpl7-Tu4, Tu4-AおよびTu4-B細胞は#4senseHBpl7細

胞に比べ,'極めて高い造腫痕能を示した(図8) .

6) #4senseHBpl7, Tu4, Tu4-A及びTu4-B細胞におけるHBpl7mRNA及び

FGF-2mRNA発現

増殖能及び造腫蕩能の克進とHBpl7及びFGF-2遺伝子発現との相関性を検

討するため各細胞のHBpl7及びFGF-2mRNA発現をNorthen Blotにて解析した.

#4senseHBpl7細胞ではHBpl7mRNAの発現が認められた.ヌードマウスで

極めて高い腫痕形成を示したTu4, Tu4-AおよびTu4-B細胞では,著明な

HBpl7mRNA発現の上昇が認められた.これに対しFGF-2のmRNA発現には

いずれの細胞においても差はみられなかった(図9) .

7) #4senseHBpl7, Tu4, Tu4-A及びTu4-B細胞におけるHBpl7蛋白及び

FGF-2蛋白発現

#4senseHBpl7, Tu4, Tu4-A及びTu4-B細胞の培養上活と細胞内のHBpl7

蛋白及びFGF-2蛋白をDot Blot法にて定量した.培養上活中のHBp17蛋白発現

とFGF-2蛋白の発現は正の相関を示し, HBpl7高発現細胞の培養上活中には,
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低発現細胞に比べ10倍から30倍のFGF-2が存在していた.しかし,細胞中の

FGF-2蛋白量には差は認められなかった(図1 0) .

8) antisenseHBp17遺伝子導入によるHBpl7蛋白の発現抑制

HBpl7蛋白発現促進が細胞の増殖能や造腫蕩能を克進させた.そこで

HBp17を発現しているA431細胞にantisenseHBp17遺伝子を導入し　HBpl7

蛋白発現の抑制を行った　antisense HBp17遺伝子導入によるA431細胞の

HBpl7蛋白発現への影響をWestern Blot法にて検索した　HBp17antisense

cDNAが導入された細胞はいずれも, A431細胞およびA431 mock細胞に比べ,

HBpl7蛋白発現が著明に低下していた(図1 1) .

9) A431細胞の増殖能に対するHBp17 antisense cDNA導入の影響

HBpl7蛋白の発現抑制が扇平上皮癌細胞の増殖に与える影響について検討

するため, HBp17蛋白発現が低下したクローンantiHBpl7-cl.9, ll, 21, 24,

32のin vitroでの増殖について解析した.これらの細胞はいずれもA43lmock

細胞に比べ増殖が著明に低下し,培養7日目のantiHBpl7-cl.9, 11の増殖細胞

数はA431mock細胞の約1!10であった(図1 2) .

1 0) A431細胞の造腫癌性に対するHBp17 antisense cDNA導入の影響

HBpl7蛋白発現が低下したantiHBpl7-cl.9, ll, 21, 24, 32のmvivoでの
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造腫蕩能について検討したところ,各細胞はいずれもヌードマウスにおいて

も造腫蕩能の著明な低下が認められた.特にm vitroで低い増殖能を示した

antiHBpl7-cl.9は造腫痕性を欠失していた(図1 3) .

1 1 ) in vivotransfectionによるantisenseHBp17遺伝子導入による腫蕩増殖

抑制効果

m vitroにおけるHBpl7antisensecDNA導入によりA431細胞は増殖能及び造

腫蕩能が著明に低下した.そこでHBp17を分子標的とした扇平上皮癌の遺伝

子治療の可能性を探るため, A431細胞をヌードマウス背部皮下に移植するこ

とにより形成された扇平上皮痛組織にHBpl7antisense cDNAをm vivo

electroporation法にて導入し,施療増殖に与える影響について検討した.

HBp17antisensecDNAを導入した腫癌はコントロールベクター　pCI-neoが導

入された腫痕に比べ,約50%まで増殖が抑制された(図14) .形成腫壕を

組織学的に検索するとHBp17antisense cDNAが導入された腫癌には広範な壊

死組織が認められた(図15) .
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第4章　考察

FGFs及びFGFs受容体と痛化との関連を示唆する知見は唾液腺細胞,肝細胞

やメラノーマ細胞などの種々の細胞系において確認されている(Herlyn etal.,

1987; Rols etal., 1998;Albino etal, 1991).扇平上皮の悪性化においても

FGF-1やFGF-2発現が克進することが報告されている.扇平上皮癌細胞が

FGF-1やFGF-2を過剰発現し,細胞外に遊離・分泌することからFGF-1や

FGF-2が扇平上皮癌細胞の自律性増殖に重要な役割を担っていると推測され

ているが,細胞外分泌のためのシグナルペプチドがないため(Abraham et al.,

1986 ; Gospodarowicz et al., 1987; Wang et al., 1989 ; Schulzeetal., 1990),

その分泌機構は明らかにされていない(Senoet al., 1998; Soutteret al., 1993).

HBp17はA431細胞の培養上清からFGF活性を分離する際に,ヘパリン親和

性画分からFGF-2とともに精製された17kDaの分泌型蛋白で　m vitroにおい

てFGF-1やFGF-2と可逆的に結合することから, HBp17がFGF-2の細胞外への

遊離・分泌を制御している可能性が推測されている(Yoshimuraet al., 1998;

Violaineet al., 2000; Reneet al., 2000). HBp17とFGF-2のA431細胞内での

発現及び局在について間接蛍光抗体法で検索したところ　HBp17とFGF-2は

A431の細胞膜上及び細胞質に発現し　co-localizeLている所見が得られた.

このことからHBp17が扇平上皮癌細胞内でFGF-2と結合し細胞外へのFGF-2遊

離を調節することにより,扇平上皮癌細胞の増殖に何らかの影響を及ぼして
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いる可能性が考えられた.

HBpl7発現と細胞増殖の関連を検索するため, A431細胞と増殖能が低く造

腫癌性の欠失したA431由来#4細胞のHBp17遺伝子発現を検討した.その結果,

A431細胞ではHBpl7mRNAの発現が認められたのに対し, #4細胞はHBp17遺

伝子を発現していなかった.さらにA431細胞と#4細胞の増殖能及び造腫癌能

の差異とHBpl7発現の関係を明らかにするため, #4細胞でのHBp17発現誘導

がその増殖能や造腫癌性に与える影響について検討した　HBpl7遺伝子が導

入された糾senseHBp17細胞は増殖能が克進し,ヌードマウスでの造腫癌性を

獲得した.さらに,糾senseHBp17細胞のヌードマウス形成腫癖から細胞株を

分離し　HBp17の遺伝子及び蛋白発現を検索したところ　HBpl7発現と造腫

癌性は極めてよ　く相関していた.一方　HBpl7高発現細胞株である

糾senseHBp17やTu4, Tu4-A及びTu4-B細胞は培養上活中には#4mock細胞に

比べ10倍から30倍のFGF-2を産生していたが,これら細胞間でのFGF-2遺伝

子発現や細胞蛋白中のFGF-2量には明らかな差は認めらなかった.すなわち

HBp17は扇平上皮癌細胞のFGF-2産生には影響を与えないが, FGF-2の細胞外

への遊離・分泌を促進し,その増殖や造腫蕩能を克進させていると考えられ

た.

これらの結果から　HBpl7発現抑制が扇平上皮癌細胞の増殖能や造腫癌性

を低下させる可能性が考えられた.細胞での遺伝子発現を抑制する方法とし

て標的遺伝子の翻訳開始部位付近の15-20merの配列に相補的なオリゴヌク
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レオチド(アンチセンスオリゴヌクレオチド;as-odn)の導入や(Perlaky

etal., 1993; Croxtallet al., 1994;Kinlawet al., 1995),細胞内で標的遺伝子

のRNAに相補的なantisenseRNAを産生するプラスミドの導入が行われている

(al Ramadi et al., 1996; Davidkova et al., 1996; Voisin et al., 1996; Zhou et

al., 1996)'. AS-ODN導入による遺伝子発現抑制は簡便に行えるものの,一過

性の遺伝子発現抑制のため細胞株を樹立して行う研究には適していない.本

研究ではantisenseRNAの発現調節に困難があるものの,一過性ではなく安定

した遺伝子の発現抑制細胞株の分離が可能な,プラスミド導入によるHBpl7

遺伝子発現抑制を行った(Burland et al., 1992; Dabholkar and Reed, 1992;

NickoloffandReynolds, 1992).強力なプロモーター下流にアンチセンス方

向にHBpl7cDNAを組み込んだベクター　pCI-neo/antisense HBp17を作製し

遺伝子導入を行った. pcl-neo/antisense HBp17が導入されたA431細胞は,

A431細胞やコントロールベクター　pCI-neoが導入されたA431mock細胞に比

べ著明なHBpl7蛋白発現の低下が認められ　HBpl7蛋白を発現抑制するため

にpCI-neo/antisense HBp17導入が効果的であることが確認された. PCI-

nco/antisense HBp17が導入された細胞株はいずれもA43lmock細胞に比べ細

胞増殖が著明に低下し,一部の細胞株では造腫癌性を失_つていた.このこと

は扇平上皮癌細胞でのHBpl7発現と増殖能及び造腫痘能が正の相関を示した

結果を裏付けるものである.

癌は癌遺伝子の活性化や癌抑制遺伝子の失活によって発生する疾患であり,
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その進展過程においてもさまざまな遺伝子の発現変化が伴うことが明らかに

されてきた(Gannon et al., 1990;Lemoineet al., 1990;Owen et al., 1990;

Vialletetal., 1990).そのため従来の外科手術,放射線治療や抗癌剤による

化学療法にかわる新しい治療法としてこれら遺伝子を標的とした癌治療法の

開発が試みられている(Carew et al., 1998; Gurnaniet al., 1999; Liu et al.,

1997).

HBpl7蛋白発現の抑制が扇平上皮癌細胞の増殖や造腫癌性を低下させたこ

とから,腫療組織においてHBpl7遺伝子発現を抑制することで腫蕩進展を阻

止できる可能性が考えられた.そこでHBp17を分子標的にした扇平上皮癌の

遺伝子治療の可能性について検討した. A431細胞をヌードマウス皮下に移植

し形成された腫癌にHBp17antisense遺伝子をin vivo transfectionL形成腫癌

の増殖抑制効果について解析した.腫蕩組織に遺伝子導入する方法としては

レトロウイルスやアデノウイルスなどのウイルスベクターを用いた方法が広

く行われている(DeMatteo et al., 1995; Bennettet al., 1995; Lieberet al.,

1995).これらのウイルスベクターを用いた方法は効率よく腫癌組織に遺伝子

導入を行えるものの感染や発癌の可能性が報告されているため(Chang etal.,

1991 ;Featherstone et al., 1993;Hofmann et al., 1999),本研究では,より

安全に遺伝子導入ができるプラスミドDNAの直接組織内注入を行い,遺伝子

導入効率を向上させるためプラスミドDNA内注入後,腫癌組織に電気パルス

を加えた(Miretal., 1999;Muramatsuetal., 1998; Nishi et al., 1996). A431
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細胞をヌードマウス皮下に移植し7日目に腫蕩形成が認められた時点で,

PCI-neo/antisense HBp17を腹症組織に導入した　HBp17antisense遺伝子が

導入された腫痕の増殖は,対照群であるpCI-neoが導入された腫痕に比べ著明

に低下し,遺伝子導入2週間目では約50%の増殖抑制を受けていた.遺伝子導

入された腫痕を粗放学的に検索したところ,対照群では腫蕩組織全体に扇平

上皮癌細胞の増殖がみられたのに対し, HBp17antisense遺伝子が導入された

組織は一部に腫癌細胞の増殖が認められたものの,その中心部に広範な壊死

が認められた.

以上の研究結果から,扇平上皮癌細胞とHBp17の関係を以下のように説明

することができる. HBpl7蛋白は扇平上皮痛細胞内でFGF-2と共存し, FGF-2

の細胞外-の遊離・分泌を調整し,扇平上皮癌細胞の増殖を制御していると

推測された　HBpl7高発現細胞がその増殖や造腫癌性を克進していたことか

ら,扇平上皮癌組織でのHBpl7遺伝子及び蛋白発現を検索することは,その

悪性度評価や予後予測を行う上で極めて有用であると考えられる. m vitroに

おけるHBp17antisense遺伝子導入は扇平上皮癌細胞におけるHBpl7蛋白の産

坐(発現)と増殖及び造腫蕩能を低下させた.さらに扇平上皮癌組織への

HBp17antisense遺伝子のin vivotransfectionによっても腫痕の増殖,進展が

強く抑制されたことから　HBp17を分子標的とした扇平上皮癌の遺伝子治療

の可能性が強く示唆された.
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第5章　結語

扇平上皮癌細胞のFGF分泌と増殖にHBp17がいかなる影響を及ぼしている

か検討し以下の結果を得た.

1. HBp-17遺伝子導入細胞は,培養上活中への高いFGF-2分泌能を示し,ヌー

ドマウスでの造腫癌性を獲得した.

2.扇平上皮癌細胞は造腫蕩能の克進とともにHBp-17発現が克進し,それと

ともにFGF-2分泌能も上昇していた.

3. HBpl7アンチセンス遺伝子導入により扇平上皮癌細胞はその増殖と造腫

痕能が抑制された.

4.ヌードマウス形成腫疫はHBpl7アンチセンス遺伝子のmvivo

transfectionにより増殖が抑制された.
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