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図書

-はじめに-

本研究では,口腔癌の適確な診断法,有効な準療法を確立すべく,その基礎
となる生物学的知見(増殖能,浸潤能,転移能,血管新生能,制ガン剤感受性

さらに宿主免疫能等)を集積し,口腔癌の早期発見法の確立,微少癌や前症病

変の検出,治療に直結したがん個性の質的診断法,治療後の再発の早期予知法

や治療効果の先行指標の確立,宿主細胞性免疫能など生物学的診断法の確立を

行うことを目的とした。

従来,口腔癌に対して手術療法を中心に,化学療法,放射線療法の2者ある

いは3者を併用したマスの治療法が行われてきた。しかし,癌の発癌過程では,

複数の染色体・遺伝子異常が多段階的に起こり,その蓄積により生物学的にも

臨床的にもより悪性の形質獲得へと導くことが明らかにされており,口腔痕の

各個体ごとにその段階は異なるo t本研究は,この様な多段階発癌過程のどのス

テップにあるかの質的診断を分子・細胞生物学的に行うものであり,口腔癌の

個性に応じた最適な治療法つまりテーラー(オーダー)メード医療の選択を可

能とする。口腔癌の試験切除材料を用いて,増殖能,浸潤能,転移能,血管新

生能,制ガン剤感受性さらに宿主免疫能等を細胞生物学的および分子生物学狗

に検討する。さらに,手術切除材料を用いて各種治療効果を分子生物学的およ

び組織学的に判定するとともに「予後との関連性を明らかにすることにより,

口腔癌の個性に応じた最適な治療法つまりオーダーメード医療を目指すもので

ある。

口腔癌の,制ガン剤に対する感受性と最も関連のある分子・遺伝

子群,放射線に対する感受性と最も関連のある分子・遺伝子群,免

疫療法に対する感受性と最も関連のある分子・遺伝子群を同定する。

さらに,予後因子と'して有用な遺伝子・分子を明らかにする。これ

らを通じて,治療に直結したがん個性の質的診断法を確立する。さ

らに,口腔癌の早期発見法の確立,微少症や前癌病変の検出,治療

後の再発の早期予知法や治療効果の先行指標の確立,宿主細胞性免

疫能など生物学的診断・治療法の確立も目指す。

1)過去の成果

化学療法(C)あるいは放射線療法(R)あるいは免疫療法(LAK

養子免疫療法) (I)それぞれ単独、あるいはC+R、 C+I、 R+I、 C+

R+I、の術前治療を行った後、手術(S)を行い、なおかつ術前に共

通の化学療法(シスプラチン+5-FU)を行い得た症例数は、 74症

例であった。これら症例について、以下の項目について検討を行っ

た。
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(1)蛋白・分子マーカーの検討

免疫組織学的に、 p 5 3, p 2 7 (発現低下),PCNA、MMP-2,MMP-9,

Angiopoietin (Ang) -1, Ang-2, Ang-4, Ang受容体Tie-2, VEGF-A,
VEGF-B,VEGF-C,Flt-4,の発現について検討を行ったo

各蛋白の発現率は　p53陽性率　46　(25/54) 、 p27

発現低下　30　、 VEGF-A; 64　、 VEGF-B; 85%、 VEGF-C;

36%、 MMP-2; 57%、 MMP-9; 3 1%、 Ang-1; 37%、 Ang-2;

45%,Ang二4: 33%、 Tie-2 : 75%、 Flt-4; 76%、であった。

これら蛋白・分子の発現状況と、 TNM、病期、組織分化度、臨床

的治療効果および病理組織学的治療効果、についてMann-WhitneyのU検

定を用いて統計学的に検定を行ったが、現症例数では明らかな関係を兄いだす

ことは出来なかった。

動注・化学・免疫・放射線療法

口腔癌34症例に対しては,ビタミンA (ショコラA6万単位/日)の経口投

与の併用を行った。その結果,臨床的治療効果および病理組織学的治療効果(大

星・下里分類)とビタミンA投与に相関関係を認めた(p〈0.05),特に化学療法

+ビタミンA+免疫療法を併用した群ではほとんどの症例で臨床的治療効果がCR

(完全消失)を示し,高い治療効果があることが明らかになった。

その結果を科学的に解明するために, ETAN-DIGEシステムを用いた2次

元電気泳動およびそれに続くMALDI-TOFMS解析法を用いたプロテオーム解析に

てビタミンA処理により癌細胞表面で発現元進する細胞膜タンパクを分離・同

定した。その結果,ナチュラルキラー細胞活性化受容体として最近明らかにさ

れた,NKG2Dのリガンドである　Majorhistocompatibility complex class

I chain-relatedmoleculeA (MICA)の発現が元進することが明らかとなった。

そこで,ビタミンA (lOOnM)処理後のMICAiRNAの発現を定量PCR法で検討した

結果,口腔癌細胞をビタミンA OOOnM)処理すると処理後3時間をピークに

MICAmRNAの発現が上昇した。また, FACS解析にて,ビタミンA処理癌細胞表面

ではMICA蛋白の発現が上昇することが明らかとなった。したがって,ビタミン

Aの経口摂取により口腔癌細胞表面でのMICA蛋白の発現が上昇し, NK細胞の活

性化を誘導していると考えられた。

MICAの遺伝子多型と口腔痛感受性について:NK細胞の活性化との

関連性およびベーチェット病やI型糖尿病の疾患感受性に関与して

いると考えられているMICA遺伝子の遺伝子多型(膜貫通街域をコー

ドする　exon5における　GCTの繰り返し配列: 4回; 4型, 5回; 5

壁, Gのインサーションを含む5回;5.1型, 6回;6型, 9回;9型)

について, 100　名の口腔癌患者および103　名の健常人について



Chi-squaremethodおよびfisher'sPvaluetestを用いて統計学的に検討

した結果　5.1型のMICA遺伝子型を持つ個体の口腔癌感受性は有意に高い

Qf-16.203, Pvalue-0.00006)ことが明らかとなった。

薬剤耐性関連遺伝子およびその産物(yb-iおよびp-gp)と口腔癌の治療

効果との関連性についての検討

現在まで癌細胞の薬剤耐性機構への様々な分子の関与が報告されている.そ

の中でもABCトランスポーターであるP糖蛋白(p-gp)や、p-gpをコードし

ているMDR-1遺伝子、あるいはその発現に関与する転写因子群( Spl,HIF-l,

YB-1)の重要性に関する報告が多い。そこで今回、口腔扇平上皮癌における化

学療法の治療効果とYB-l,P-gpの発現を比較検討した　2 0 0 2年に術前化学

療法を施行し十分な組織学的検査が可能であった15例(BLM+放射線外照射

群: 10　例,多剤併用療法群(pp・MMC-VCR): 5例)の腫癌組織におけ

るP-gp,YB-1の発現を免疫組織化学的染色にて検討した。培養癌細胞における

抗癌剤の殺細胞効果はMTT assayにてp-gpの発現はWestern blottingにて検討し

た。その結果、 YB-1およびp-gpの陽性細胞率が高値の症例は,腫疲縮小率が低

値を示した.また, oscc細胞および唾液腺癌細胞において　p-gpの高産生細胞

株は,抗癌剤のIC値が高い傾向を示した.

したがって,ヒトロ腔扇平上皮癌組織においてYB-1 ,P-gpの陽性率は化学療

法の効果を予測する指標となりうる事が示唆されるとともに,口腔扇平上皮痕

組織および培養癌細胞において,抗癌剤の殺細胞効果とP-gp, YB-1の発現が関

連している事が示唆された.

平成17-18年度の研究成果

【緒言】 MHC class 1 chain-related molecule A (MICA)は、ナチュラルキラ

ー(NK)細胞やT細胞などの免疫細胞の活性化受容体であるNKG2Dのリガンドで

あり、ストレスや感染を受けた細胞および種々の腫癌細胞に発現が誘導される

と考えられている。一方、癌細胞表面にMICA蛋白が発現しているにも関わらず

NK細胞などによって癌細胞が排除されないのは、何らかの免疫回避システムが

存在すると考えられており、その一つとして可溶性MICA(SMICA)が考えられてい

る。

Transforming Growth Factor (TGF) -βは細胞性免疫抑制性に作用し、 NKG2D

の発現を抑制することが報告されている　TGF-βシグナルの異常は癌の発生・

進展に関与することが明らかになっている。

【目的】本研究では、 sMICA産生機構の解明およびMICA分子とoscc患者の臨床

病態との関連性を明らかにすることを目指したo

【方法】oscc組織におけるMICA蛋白の発現を免疫組織化学的に検討するともに、



oscc患者血清中sMICAをELISA法を用いて定量し、臨床病態との関連性ついて

検討した。次に、 oscc細胞株KO細胞の培養上清よりsMICAを精製し、脱糖鎖処

理およびTOF-MSを用いた質量解析により切断部位の同定を行ったOさらに、oscc

細胞株KO細胞を用いてMICA蛋白およびsMICAの発現におけるTGF-β1′2の機能

を、 TGトβ1′,siRNAを用いて検討した。

【結果】 1.免疫組織化学的検討の結果、発現様式や強度に差はあるものの全

例においてMICA蛋白の発現を認め　IPsを高発現している浸潤部では、 MICA

の細胞表面での発現は低下あるいは消失していたOまた,進展例では、癌細胞

表面でのMICA発現は低下し、間質組織での発現が上昇していた。さらにMICA

の癌細胞表面での発現と化学療法や光線力学療法などの治療効果は相関傾向を

示した。血清sMICA濃度は、癌の進展、再発や転移に伴い上昇した。さらに腫

癌血管内皮および平滑筋細胞でMICA発現を示す症例では血清sMICA濃度は有意

に低値を示した。

2. 0SCC細胞株KO細胞の培養上清よりsMICAを精製し、脱糖鎖処理および質量

解析により、 sMICAの分子量は約24, 000であることが判明しsMICAはMICA分

子のα3ドメインの前半部分(前半部分とは?どちらからか?細胞膜側からか

N一末端側からか?)で切断されている可能性が考えられた。

3.無血活培養系に~て、 TGF-β1′2によりKO細胞の細胞表面におけるMICA蛋白

の発現は低下し,培養上清中へのsMICAの産生は促進された。一方、 TGF-β

i/2siRNA導入KO細胞では,細胞表面MICA蛋白の発現は元進し、培養上清中への

sMICAの塵生は著しく抑制されたoまた、 TGF-β1′2によりMMP-2, -3, -8, -9 iRNA

発現およびzymographyによる　ff-2, -3, -8, -9活性の上昇を認め、 MMPs特異町

阻害剤により細胞表面MICA蛋白の発現は上昇し、培養上清中へのsMICAの産生

は抑制されろことが明らかとなった。

【考察】癌細胞におけるMICAおよびsMICAの産生は、 TGF- βシグナルにより制

御されていることが明らかとなった。また、 sMICAは　ffsによりMICAのα3

ドメイン嶺域で切断・産生され、担癌生体の全身免疫回避に重要な働きをして

いるのみならず、腫療局所、特に浸潤部位においてNK細胞などの機能を抑制す

ることで、浸潤・転移の獲得にも重要な役割を果たしていると考えられた。さ

らに、癌細胞におけるMICA発現や血清sMICA濃度は臨床病態と相関していたこ

とから、 MICAは口腔癌の新たな分子標的として有用であると考えられた。
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第78回　日本組織培養学会,広島

4.プラスミノーゲン/プラスミン系による口腔扇平上皮癌細胞の細胞間接着

の制御:浜名智略林堂安貴,吉岡幸男,小泉浩一,岡本哲治,

日本組織培養学会　第78回大会(広島) 2005年5月26日

5.　インテグリンβ8発現抑制が口腔扇平上皮癌細胞の増殖と浸潤能に与え

る影響:北野嘩孝,林堂安貴,吉岡幸男,小泉浩一,浜名智昭,岡本哲治,
第42回　日本口腔組織培養学会(広島) 2005年11月26日

6. Mouse melanoma細胞を用いたTumor Dormancyモデルの作成,

新谷智章、岡本哲治、 0 Reilly, Michael S.,

日本口腔組織培養学会　H17/ll/26

7. F GFシグナルおよびandrogenシグナルを介した前立腺癌発生機構の解明:

小林雅史　McKeehan,WL,岡本哲治,

第42回口腔組織培養学会2005年11月26日

8.下顎前歯部に生じた歯原性扇平上皮腫の1例:

福井康人、谷亮治、虎谷茂昭、小川梯子、林大祐、芳村善道、高田隆、

岡本哲治:

第53回日本口腔科学会中国・四国地方部会　(高松)平成17年11月4日



9.インテグリンαⅤ発現抑制による口腔扇平上皮癌細胞の接着能、浸潤能お

よび増殖能に及ぼす影響,吉岡幸男、林堂安貴、北野尚孝、浜名智昭、石

田康隆、小泉浩一、岡本哲治,第59回　日本口腔科学会総会(徳島)平

成17年4月21日(木) 22日(金

1 0.口腔扇平上皮癌におけるMICA蛋白の発現とその臨床的意義

峯岡摩耶,福井康人,、末松美玲,張　雁,岡本哲治

第6 0回日本口腔科学会、名古屋国際会議場、

平成18年5月11日, 12日

1 1.口腔扇平上皮癌の浸潤′・増殖におけるインテグリンβ8の関与

石田康隆、林堂安貴、吉岡幸男、小泉浩一、浜名智昭、岡本哲治

第60回日本口腔科学会、名古屋国際会議場、平成18年5月1 1日,

12日

1 2.表在性口腔癌に対するpDT療法

虎谷茂昭、谷　亮治、岡本哲治

第1 6回日本光線力学学会学術講演会2006年5月13日　東京

1 3.口腔粘膜上皮細胞および口腔扇平上皮癌細胞株におけるPatched-1

Splicing Variantの同定とその機能解析

張　雁,北村直也,虎容茂附.岡本哲治

第79回　日本組織培養学会(東京大学)平成18年5月25日

1 4.口腔扇平上皮癌細胞の浸潤・増殖におけるインテグリンβ8の役割

石田康隆、林堂安責、吉岡幸男、小泉浩一、浜名智昭、岡本哲治

第79回　月本組織培養学会(東京大学)平成18年5月25日

1 5.超選択的動注化学・細胞治療が奏効したStagelV舌癌の3例

谷亮治,小泉浩一,福井康人,峯岡摩耶,吉岡幸男,小林雅史,新谷智

章,岡本康正,福原泰明,明石靖史,鍋島巧,松本真司,竹末奈々子,

木村直大,新川修司,藤井艮典,星正浩,石田康隆,張雁,角健作,赴

蛍安昔,虎谷茂昭,岡本哲治、

2006年　7月(広島)中四国口腔癌研究会

1 6.表在性口腔癌に対する光線力学療法、虎谷茂昭、谷　亮準、松本真司、
鍋島　巧、新川修司、福原泰明、福井泰人、岡本康生、新谷智者、小泉

浩一、小林雅史、吉岡幸男、岡本哲治

第51回(社)日本口腔外科学会総会2006年10月13日　北九州

1 7.口腔扇平上皮癌の浸潤・増殖を制御するインテグリンαⅤβ8を介するシ

グナル伝達系

石田康隆、林堂安貴、吉岡幸男、小泉浩一、浜名智昭、岡本哲袷

第43回日本口腔組織培養学会11月11日　千里ライフサイエンスセンタ



-サイエンスホール

1 8.下顎白歯部に発生した腺性歯原性嚢胞の1例

新川修司、小泉浩一、虎谷茂昭、小川郁子、高田隆、岡本哲治

第54回日本口腔科学会　中国・四国地方部会11月18日(広島)

1 9.エナメル上皮癌における新規可溶化性FGFR3受容体の同定

張　雁、峯岡摩耶、石田康隆、虎谷茂昭、岡本哲治

新第54回日本口腔科学会　中国・四国地方部会11月18日(広島)

研究成果による工業所有権の出願・取得状況

1. United State Patent: Method of testing Squamous epithelial cells, Tetsuji Okamoto,

Application N0. 09/953,562, Approved date: 06/20/2005

2.アシルスペルミジン誘導体及び抗腫疲用剤、岡本哲治、小鹿一、広島大学、

名古屋大学、特願2006-168926, 2006.



口腔扇平上皮痛における可溶性MHC class I chain-relatedmoleeleAの

産生機構の解明と臨床的意義に関する研究

第1章　緒言

Major histocompatibility complex (MHC) class I chain-related molecule A

(MICA-)は、ヒト細胞の細胞膜上に発現する糖蛋白で、一部の上皮細胞を除

いてほとんどの正常細胞では発現されておらず、紫外線・発がん物質・微生物

感染などのストレスを受けた粘膜上皮細胞や種々の腫癌細胞において、発現が

誘導されると考えられている(Bahram, etal.,1994; Groh, etal.,1996; Groh,

etal.,1998; Li, etal., 2001)。また、 MICAは、 NaturalKiller(NK)細胞や一

部の細胞障害性T細胞などの免疫細胞の活性化受容体であるNKG2Dのリガン

ドであり、同受容体を介したNK細胞などへの活性化シグナルは、多彩な免疫

応答の成立に寄与していると考えられている(Groh, et al., 1999; Bauer, et

al., 1999;Wu,etal., 1999)。

癌免疫において、癌原発巣で癌特異抗原による前感作を必要とせず最先端で

作動するのは、 NKG2Dを介したNK細胞などを中心とした自然免疫のカテゴ

リーに属する免疫細胞であり、 MICAを発現する標的癌細胞を即時に攻撃した

り、 IFN-γ (interferon-γ)などのサイトカインの産生を介して免疫機構全体

を包括的に活性化する(Nakachi, etal., 2004;Joseph, etal., 2004)c　また、

Lymphokine-activated killer (LAK)細胞は、 T細胞などが産生するIL-2

(interleukin-2)の刺激を受けて活性化するリンパ球系の細胞群であり、 NK

細胞や細胞障害性T細胞が含まれ、癌細胞に対してのみ細胞障害活性を示し、

正常細胞を障害しないという高い選択性を有するため、近年、がん治療の臨床

において、従来の化学療法、放射線療法および手術療法に加えて、 LAK細胞や



NKT細胞を用いた養子免疫細胞療法が注目されている(Joseph, et al., 2004)c

MICA遺伝子(Bahram, etsi., 1 996 ; Perez-Rodriguez, etal., 2000; Rueda,

et al., 2002; Gambelunghe, et al., 2006)には、膜貫通領域をコードするエ

キソン5内のGCT繰り返し配列数の違いにより、 4回繰り返しがA4型、 5回

がA5型、 6回がA6型、 8回がA8型、 9回がA9型、さらに2回日と3回

目の間にG塩基が変則的に入るA5.1型の6型が存在することが知られており、

l型糖尿病やBehァet病などの疾患感受性との関連性が示唆されている(Mizuki,

et al., 1997; Gambelunghe, etal., 1999; Kawabata, etal., 2000; Sug-mura,

etal., 2001 ; Hughes, etal., 2005)。池田は、口腔扇平上皮癌(Oral Squamous

Cell Carcinoma,以下osccと略す)の疾患感受性とMICA遺伝子多型の関連性

を検討し、 osccではA5.1型を有する個体の疾患感受性が対照と比較して有

意に高いことを明らかにした(Table lA)。また、 Allele解析においてもoscc

患者ではA5.1型が有意に高く、 5.1ホモ接合型はoscc患者のみに認められ

ることを明らかにしている(Tab一e IB),この結果より、 A5.1型では膜貫通領

域のアミノ酸配列の変化により　MICA蛋白の本来の高次構造が変化し、結果的

にNKG2D受容体を介したNK細胞の活性化シグナル伝達に影響を与えている

ことが考えられた。

一方、重症化した担癌個体においては、 NK細胞活性をはじめとした細胞性

免疫能の低下がしばしばみられ、担癌個体のステージの進行に伴いさらに低下

するとの報告もある(Herberman, et al., 1982)。癌細胞が細胞表面にMICA

を発現し、 NK細胞を中心とした自然免疫系の活性化を誘導する環境を自ら作

っているにもかかわらず、 NKG2Dを発現するNK細胞や一部の細胞障害性T



細胞などの免疫細胞によって癌細胞が排除されがたいという事実は、不明な点

が多い。その原因として、担癌生体には何らかの免疫回避システムが存在する

可能性が考えられており、そのひとつとして腫癌細胞由来の可溶性MICA

(solubleformofMICA,以下sMICAと略す)の存在が明らかにされた(Groh,

et al.,2002; Salih, etal., 2003; Holdenrieder, etal., 2006a, b)。このsMICA

がNKG2Dを被覆することによりNKG2D+ NK細胞などによる癌細胞の認識を

阻害する、あるいはNK細胞表面のNKG2Dの発現を負に制御することにより、

NK活性の低下を引き起こしている可能性が考えられる。しかしながら、 SMICA

の詳細な産生機構はいまだ明らかとされていない。

そこで本研究では、 sMICA産生機構の解明およびMICA分子とoscc患者の

臨床病態との関連性を明らかにすることを目指した。



口腔扇平上皮癌における可溶性MHC class I chain-relatedmolecleAの

産生機構の解明と臨床的意義に関する研究

第2章　材料および方法

第1節　細胞培養

1)基礎培地

Dulbecco's Modified Eagle'S培地(Dulbecco, et al., 1959)とNutrlent

Mixture Ham F-12 (Ham, etal., 1963)を1:1に混合したDF培地(Barnes,

etal., 1963; Darmon, etal., 1981)、およびDulbecco'sModified Eagle'S培

地とRPMI1640培地(Moore,etal., 1967)を1:1に混合したRD培地(Sato,

etal., 1987; Myoken,etaU989) (以上、 SigmaChemicalCo.,St. Louis,

Ml)を、精製した純水(ELIX水純化装置; Millipore, Billerica, MA, USA)に溶

解し、 90 mg/LペニシリンGナトリウム(明治製菓,京都)、 90 mg/Lカナ

マイシン(明治製菓)、 110 mg/Lピルビン酸ナトリウム(和光純薬,大阪)、

15mM N-2　ヒドロキシエチルピベラジンーN-2-工タンスルホン酸(HEPES;同

仁化学,熊本)および重炭酸ナトリウム(和光純薬)を、 DF培地には1.2g/L、

RD培地には2.0 g/L添加後、 pH7.4に調整し、メンブレンフィルター(孔径

0.2〝m, Acrocap; Gelman Laboratory, Ann Arbor, Ml, USA)でろ過滅菌し、

基礎培地として用いた。
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2)無血清培地

無血清培地として、 DFおよびRD培地に以下の5種類の添加因子(5F)杏

添加したDF5FおよびRD5F培地を用いた。 10〝MZlメルカプトエタノール、

10〝MZ-アミノエタノール、 10nM亜セレン酸ナトリウム(以上、和光純薬)、

5 Atg/mlヒトトランスフェリン、 10 Atg/ml結晶化ウシインシュリン(以

上、 Sigma),

3)培養癌細胞株

細胞株として当科で樹立した口腔扇平上皮癌由来細胞株KO, NA (HO-I-N-I)

(Miyauchi, et al., 1988), KA (Wu, et al., 1991), SI, UE (H0-1-U-1 )

(Miyauchi,etal., 1985),Nlを用いた。それぞれDFあるいはRD培地に5%仔

ウシ血清(CS; HyClone, Logan, UT, USA)を添加した培地を用いて、 100

径培養皿(CORNING Inc. USA)上で37℃　5% CO,気相下でCOzインキュベ

ータ(NAPCO CO2 5400,和研薬株式会社,京都)を用いて培養した。継代培

養は細胞が増殖飽和状態になった時点で行った。すなわち、 0.05%トリプシ

ン(Sigma)と0.04%エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム(EDTA;同仁化

学)を含むDulbecco's Ca2+・Mg2+不含リン酸緩衝生理食塩水(phosphate-

buffersaline;PBS) (以下、トリプシン/EDTAと略す)で細胞分散後、 5%CS

を含むDF、 RD培地を用いて継代培養を行った。

-5-
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第2節oscc組織のおけるMICA蛋白の発現およびocss患者の血清sMICA

濃度と臨床病態との関連性についての検討

1)口腔扇平上皮癌(OSCC)患者の初診時組織採取

広島大学病院,顎・口腔外科を受診したoscc患者30名より、同意のもと、

初診時に診断のために採取した腫癌組織を用いた。なお本研究は広島大学歯学

部倫理委員会の承認済みである。

2)免疫組織化学的検討

oscc組織のおけるMICA蛋白および、Matrixmetalloproteinase(MMP)-

2,-3,-8,-9の発現を免疫組織化学的に検討した。通法に従い、第2節1)で

得た組織をホルマリン固定後、パラフィンブロックを作製し、5〝m厚の切片

をアミノシランコートスライドグラス(MATSUNAMIGLASSIND.,LTD,

Osaka)上に作製した。続いて40℃で2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させ、0.01Mクエン酸(pH6.0)、95℃にて5分間、2

回処理した。続いて、MeOH/3%H,0
2U2で15分間、室温で処理し、内因性ベル

オキシダーゼの除去を行った。さらに、非特異的反応を防ぐため、1.5%血清/PBS

で37℃、1時間のブロッキングを行った後に、1次抗体(Table2A)を4℃

で一晩作用させた。次いで,ヒストフアンシンプルステインMAXPO(株式会

社ニチレイバイオサイエンス)(Tab一e2B)を37℃で30分間反応させ、最

後にDAB溶液(1mg/ml3,3-diaminobenzidine,0.03%H202,0.01MTris-HCI

buffer;pH7.4)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

-6-
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た。エタノールおよびキシレン系列にて脱水後、 MOUNT-QUICK (DAIDO

SANGYO C0., LTD. Japan)にて封入した。なお,各段階で反応終了後にPBS

にて3回洗浄した。対照はブロッキングバッファー処理群とした。各蛋白の発

現は蛍光顕微鏡(ECLIPSE E800; Nikon, Tokyo, Japan)を用いて行った。

MICA発現の評価は、 negative-O, mild staining-1 , moderate staining-2,

strongstaining-3とし、 0を陰性症例、 1-3を陽性症例とした。

Terminaldeoxynucleotidyltransferase(TdT)mediateddUTP-biotinnick

endlabeling(TUNEL)染色によるアポトーシスの判定

腫痔組織のアポトーシスの判定には,Apoptosisinsitudetectionkit(和光

純薬)を用いて、TUNEL法により行った。切片を0.1%TritonX-100を含む

0.1%trisodiumcitrate溶液で4℃で2分間処理後、0.05%proteinaseKで

室温にて5分間処理した。その後、TdTreactionsolution(TdTenzemy:TdT

substratesolution-1:1)を用いて37℃で60分間処理した。続いて3%H?0
2W2

で室温下にて5分間処理後、peroxidase-conjugatedantibodyで37℃下60

分間incubateLた。DAB溶液にて発色後、ヘマトキシリンにて核染色を行

い、脱水、封入し顕微鏡観察を行った。

-7-

材料及び方法



4) OSCC患者からの血清採取

平成15年8月から平成18年11月の間に広島大学病院、顎・口腔外科を

受診したoscc患者184名に対して研究協力についてインフォームドコンセ

ントを行い、同意を得た後一般血液検査のために採血し検査後の残りの検体を

用いた。採血はEDTA入り真空採血管(ベノジ工クト㊥　TERUMO,東京)を用

いて行い、遠心分離後の血清を使用した184名のうち、初診時の血清を採取

できたのは71名であった。

5)サンドイッチーELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)による

血清sMICA濃度の測定

DuoSet⑳ELISA Development System (DY1 300, R&D System Inc. USA)

を用いて、 oscc患者の血清sMICA濃度を測定した　ELISAプレ-卜(Nunc-

ImmunoPlate / MaxiSorp, Nalge Nunc International K.K., Denmark)に、

Capture抗体(マウスigGi抗ヒトMICA抗体　2.0〝g/ml)を加えて、室温に

て一晩処理し、抗体をコーティングした後にPBSに0.05%Tween㊥20 (和光純

莱)を加え作製したウオッシュバッファーにて洗浄した。 1%BSA-PBSを加え、

室温で1時間ブロッキングした後、洗浄し、血清サンプルを1% BSA-PBSで

4倍に希釈したものを加え、室温で2時間反応させた。スタンダードとして

recombinanthuman MICA(DY1300-841614)を各濃度(0, 0.05, 0.1, 0.5,

1, 5ng/ml)加えた。洗浄後、 Detection抗体(ヤギlgG抗ヒトMICA抗体,0.4

〟g/ml)を加えて、室温にて2時間反応させた。洗浄後、 1% BSA-PBSにて

200倍希釈したStreptavidin HRPを100mI/we‖加え、室温で20分間反応
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させた後に洗浄し、 TMB　ベルオキシダーゼ基質および溶液B (KPL,

Gaitherburg, Maryland, USA)を100nI/well加えて発色させた。最後に、 2N

H,SO,で反応を停止後、 Bio-RAD Model 550 Microplate Reader (Bio-RAD

Laboratorles, Japan)を用いて、 450nmの波長で、各サンプルの吸光度を測

定した　sMICAの内部標準曲線をもとに、各サンプルのsMICA濃度を算出し

た。なお、対照として健常人(n-6)の血清sMICA濃度を測定した。また、内

部標準曲線は測定ごとに作成した。

6)血清sMICA濃度の解析法

oscc患者の初診時を含めた治療経過中の血清sMICA濃度とoscc組織MICA

蛋白発現との関連性、および患者ごとの治療経過や臨床病態との関連性を統計

学的に解析(pvalue test)した。解析ソフトは、 Prism 4, Ver. 4 (GraphPad

Software. lnc)を用い、 t検定を行った。
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第3節　MICA分子の切断部位の同定

1)培養細胞株におけるMICA発現の検討

(1 )蛍光免疫組織染色によるMICA蛋白の局在の検討

oscc細胞株KO, NA, KA, SI, UE, NlにおけるMICA蛋白の局在を

明らかにするため、無血清培養系にて検討を行った。無血清培地として

DF5FおよびRD5Fを用いた。

Type Iコラーゲン(新田ゼラチン,大阪)/PBSにてコラーゲンコート

した8wellチャンバーdish (Lab-Tek⑳ II ChamberSlide�"System,Nalgen

Nunc International, USA)を用い、 3日間培養した後に、 4%パラホルム

アルデヒド(和光純薬)にて細胞を固定した　PBSにて3回洗浄後に、

非特異的反応を防ぐため、Blocking One (ナカライテスク株式会社, Kyoto,

」apan)にて、室温下1時間ブロッキング処理を行った。 1次抗体として、

抗ヒト　MICA　ヤギポリクローナル抗体(anti-human MICA

antibody,4.0ng/」tl, R&D System Inc.)を用い、 4℃で一晩反応させた。

PBSにて3回洗浄後、 2次抗体としてHiLyte FluorT"標識抗ヤギ抗体

(Rabbit anti-goat IgG, HyLite Fluor�"647 conjugated, AnaSpec Inc.,

USA)を室温で1時間反応させ、さらにPBSにて3回洗浄した。ただち

に、 Zeiss LSM 5 PASCAL (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, GERMANY)

にて検鏡、画像をZeiss LSM Image Browser (Carl Zeiss Microlmaging

GmbH)にて解析し、 MICAの局在を検討した。
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(2) Northern Blot法によるMICAmRNA発現検討

oscc細胞株KO, NA, KA, SI, UE, NはリRNeasykit㊥(QIAGENK.K.,

Japan)を用いてRNAの抽出を行い、それぞれ10/xgのtotal RNAを用

いてMICA mRNAの発現をNorthern Blot法にて検討した。

① RNA抽出法

RNeasy kit㊤(QIAGEN K.K., Japan)を用いたtotal RNAの抽出法は以

下の通りである。対数増殖期のoscc細胞株KO, NA, KA, SI, UE, NI

より、 Lysis Bufferおよび100%エタノールを用いてtotal RNAを分離

した。その溶解液をRNeasy⑧ミニスピンカラムに添加し遠心後、カラ

ム付属メンブレンに吸着したtotal RNAをelution bufferで溶出し、純粋

なtotal RNAを得た　RNA量は分光光度計(NanoDrop㊥ ND-1000

Spectrophotometer;株式会社エル・エム・エス,東京)を用いて定量し

た。

② Digoxigenin (DIG)標識cRNAプローブの作製

oscc細胞株NAよりtotal RNAを抽出し　RNA ltigに対し,サ-マ

ルサイクラー(PTC-0220 DNA Engine Dyad; MJ Japan, K.K., Tokyo)を

用いてReverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

を行い、MICA遺伝子のexon 4を含む領域を増幅した。PCR産物をpGEM-T

Easy Vector System (Promega, Wl)で4℃ overnightでIigation反応

を行った。これをE.Coli JMIO9株に形質転換し, loo/xg/mlアンピシ

蝣IE
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リン(和光純薬)添加しB寒天培地(G旧CO)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　DNAを精製し, ABI PRISM 310

Genetic Analyzer (Perkin-Elmer, USA)を用いてMICA遺伝子の塩基配

列を確認した。その後、MICA遺伝子を含むプラスミドDNAを制限酵素Spe

I (New England Biolabs, MA)を用いて37℃で16時間処理し、精製し

たDNA lルgをT7 polymerase 1 n¥ (Roche, Mannheim, Germany)、 10

×Labeling Mix 2」il(Roche)、 RNase Inhibitor 1 u.¥ (Perkin-Elmer)を加

えて全量を20山とし、 37℃で2時間incubate L、エタノール沈殿後、

75%エタノールで洗浄したものを使用した。

③ Northern hybridization

MICA遺伝子発現をNorthern hybridizationにて解析した。各々の細胞

より抽出したtotal RNA IOAtgをホルムアルデヒド変性l%アガロ-ス

ゲルで電気泳動後、 Biodyne-nylonメンプレン(Pall I∋ioSupport, East

H‖s, NY)に転写した。 UV-LINKER (フナコシ)でUV照射後、メンブレ

ンを熟変性したDIG標識MICA cRNAプローブあるいはGAPDH cDNAプ

E]-ブをそれぞれ含むhybridization buffer (5×SSC、 0.75M NaCI、

0.075M Sodium citrate; pH7.(¥ 2%DIG blocking buffer (Roche), 50%

formamide、 0.05%SDS)で60℃下、 18時間hybridizationを行った。

反応後2×SSC/0.1%SDS中にて室温で5分間2回洗浄し、さらに、 0.2

×SSC/0.1%SDS中にて68℃で15分間2回洗浄し、 DIG detection

system (Roche)にて解析した。
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(3)Western Blot法によるMICA蛋白発現の検討

無血清培養下、 80% confluentまで増殖した各oscc細胞株を、 PBS

にて3回洗浄後、 Protease Inhibitor Cocktail (Sigma)を添加したCell

Lysis Buffer (lOmM Tris-Hcl (pH7.4), 150mM NaCI, 5mM EDTA-

1%Triton X-1 00)で可溶化し細胞抽出液を得た。細胞抽出液中の蛋白量

を、 Bradfordの方法(Bradford, M. M., 1976)に準じて分光光度計

(BioSpec-mini;島津製作所,京都)にて定量した後に、以下の方法で

Western Blotを行い、細胞抽出液中のMICA蛋白の発現を検討した。還

元下で10%SDS-ポリアクルアミドゲルにて電気泳動(SDS-PAGE)を行

った。続いて、蛋白をゲルからTrans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell

(Bio-Rad Laboratories, CA)を用いて20V、 1.5時間、 PVDFメンプレ

> (lmmobilon�"-PTransferMembrane, Millipore Corporation, USA) "¥

転写した。転写後のメンブレンをBlocking Oneにて室温下、 1時間ブロ

ッキング後、抗ヒトMICAヤギポリクロ-ナル抗体(anti-human MICA

antibody, 0.2ng/Atl, R&D System Inc.)で4℃下一晩反応させた。メン

ブレンを0.1%Tween-20 (和光純薬)を含むTBS (Tris 0.02M, NaCI

O.1 37M, pH7.5)で1 5分間、3回洗浄後、HRP標識抗ヤギ抗体(anti-goat

IgG, HRP-一inked antibody, Sigma)を室温で1時間反応させた。発光は、

Immobilon�"　Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore

Corporation)を用いて行った。続いて、 ChemiDoc XRS (Bio-Rad)にて

画像を取り込み、 The Discovery Series�"Quantity One⑳ (Bio-Rad)に

て解析した。
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(4)サンドイッチーELISA法による細胞培養上溝中sMICAの定量

各oscc細胞株の培養上清中のsMICA濃度を測定した。無血清培地DF5F

およびRD5Fで3日間培養した後、 DFおよびRDのみの基礎培地に交換

し、 24　時間後に培養上溝を採取した。続いて、 Centricon㊥ Plus20

(M‖ipore)にて培養上溝を50倍に濃縮後、第2節5)の方法に準じて

サンドイッチーELISA法にて、各培養上溝中のsMICA濃度を測定した。

2) sMICA蛋白の精製

無血清培養系にてKO細胞を培養し、その培養上溝3Lを回収し、以下の方

法でsMICAを精製した。 Affigel 15 Beads (Bio-Rad) 400nIを3倍量のMill!-

q水で洗浄後、 HEPES Buffer中で4℃下、 4時間、 mouse IgGI anti-human

MICAAntibody (AMOl , Immatics Biotechnologies, Tubigen, Germany) 1 00

〝gと反応させAffigelBeadsに抗体をカップリングした。続いて、 1Mエタノ

ールアミンにてブロッキング処理を行い、抗MICA抗体結合アフイ二ティーカ

ラムを作製した。回収した培養上溝をカラムに通した後、カラムをHepes Buffer

で洗浄し、 0.1M Glycine-HCI Buffer (pH2.5)で蛋白を溶出後、ただちにl/2

倍量のHEPES-NaOH、 pHI0.2で中和した。
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sMICAの分子量の検討

第3節2)で得たsMICA蛋白に、 1/10倍量の10×Glycoprotein Denature

Buffer (5%SDS, 0.4M DTT)を加え、 100℃、 10分間熟変性を行い、さらに1/10

倍量の10×G7 Reaction Buffer (0.5M Sodium Phosphate Buffer, pH7.5)お

よび10% NP-40を加え、続いて1,500 units PNGase F (New England Bio

Labs)を添加し、 37℃で5時間反応させ、脱糖鎖蛋白を得た。続いて、第3節

D-c)の方法に準じてWestern Blot法にてsMICAの分子量を決定した。

4)質量解析によるMICA分子の切断部位の検討

第3節　2)で精製したsMICAをMatrix Assisted Laser Desorption

lonization/Time of Flight - Mass Spectrometer (MALDI/TOF-MS)による

質量解析を行い切断部位を検討した　MALD】/TOF-MSの方法を以下に示す。

精製したsMICAをSequencing Grade Modified Trypsin (Promega, USA)で

処理し、断片化した。断片化したsMICAをBifle.x IV (B山ker Daltonics Inc.,

USA)を用いて測定し、 BRUKER Xtof (Bluker Daltonics)にて質量分析を行っ

た。得たペプチドフラグメントを　Matrix Science　のデータベース

(http//www.mat「ixscience.com)と照合し、 MICA分子と一致するアミノ酸配

列を検索した。
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第4節　MICA蛋白およびsMICAの発現に及ぼすTransforming growth factor-

β1,-β (TGF-β1′2)の影響についての検討

1) MICA蛋白およびsMICAの発現に及ぼすTGF-β,′Zの影響

培養癌細胞株、 KO細胞を用いて、 MICA蛋白およびsMICAの発現に及ぼす

TGF-β1′Zの影響を検討した。無血清培地DF5FにてKO細胞、 1 ×106個を100

mm径培養皿(CORNING)を用いて24時臥37℃、 5%CO,条件下で培養し、

培地交換と同時にTGF-β, (Human TGトβ1>　R&D Systems)、およびTGF-

β (HumanTGF-β ,R&DSystems)を各0.4、 ～.0、 10.Ong/mI添加した。

添加48時間後に培養上溝を採取し、Amicon Ultra㊥1 5k(Millipore)にて4000g、

・60分間遠心し、 50-100倍濃縮した。濃縮したサンプルを用いて、第2

節5)の方法に準じてサンドイッチーELISAにて、各培養上溝中のsMICA濃度の

測定を行った。また、第3節1)-(3)の方法に準じてWestern Blot法にてsMICA

およびMMP-2,-3,-8,-9の発現を検討した。さらに、培養細胞から細胞抽出液

を採取し、細胞抽出液中のMICAおよびMMP-2,-3,-8,-9の発現を第3節D-(3)

の方法に準じてWestern BIot法にて検討した。また培養細胞より第3節1)-(2)

①の方法に準じてRNAを抽出し、 MICA mRNAおよびMMP-2,-3,-5,-9mRNA

の発現を半定量RT-PCR法にて検討した。 RT-PCR法は以下に示す。

TotalRNAI ngにMgCI24Atl、 10×PCRBuffer2AtI、 dNTP8」tl、 Random

Hexamers 1 u¥、 RNase Inhibitor 1 /-il、 Reverse Transcriptase 1 u.I (以上

Applied Biosystems Japan Ltd.)、 nuclease-free water (Sigma)を加えて、

20AtIとし、 42℃で20分間反応後、 99℃で5分間、 5℃で5分間反応させて
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cDNAを合成した。続いて合成したcDNAに、各プライマー対(Table 3)と

Ampli Taq Gold DNA Polymerase (Roche)を加え、サーマルサイクラーを用い

て95℃ 10分反応後、変性反応94℃ l分、各アニーリング温度(Table3)で

1分、伸展反応72℃, 1分を1サイクルとするプログラム(Table3)を繰り

返すことによりPCR産物を得た。このPCR産物を1.5%アガロースゲル電気

泳動後、 SYBR Safe�"DNA gel stain (Invitrogen, Japan, k.k.)で染色、可視

化し、 ChemiDoc XRS (Bio-Rad)にて画像を取り込み、 The Discovery SeriesTM

Quantity One⑳ (Bio-Rad)にて解析した。

2) MICA蛋白およびsMICAの発現に及ぼす内在性TGF-β./2の発現抑制の影響

についての検討

KO細胞を用いて、 MICA蛋白およびsMICAの発現に及ぼす内在性TGF-β1′Z

発現の抑制の影響を検討した。内在性TGF-β,′2発現の抑制にはTGF-β 1′ smal一

interfering RNA (以下siRNAと略す) (Table 4)を用いた。無血清培地DF5F

を用い、 KO細胞、 lX106個を100　径培養皿(CORNING)上で24時間、

37℃、 5% CO?条件下で培養した後に、培地交換と同時に以下の方法でTGF-

β1′,siRNAを導入した　Negative Contro一 (以下NCと略す) siRNA 0.6〝9、

TGF-βtSjRNA3.0Atg、 TGF-β　siRNAl.2〟g、を1.0mlのDF5Fで希釈し、

それぞれsiRNAの最終濃度を5nM、 25nM、 IOnMとした。希釈したsiRNA

に、 HiPerFectTransfection Reagent (QIAGEN) (40mI)を添加し、室温で10

分間インキュベートし、 siRNA混合液を作製した。続いて、各混合液を1滴ず

つ均一になるよう細胞に直接添加した後に、 DF5Fを加えて全培養液量を8.0ml
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とし、さらに培養を行った　siRNA導入48時間後に第4節l)の方法に準じ

て培養上溝、培養細胞抽出液およびTotal RNAを採取し、サンドイッチーELISA

による培養上溝中sMICA濃度、 Western Blot法による培養上溝中sMICAの発

現、細胞抽出液中MICA発現、および半定量RT-PCR法によるMICA, MMP-2,-

3,-8,-9 mRNA発現の検討を行った。

MICA蛋白およびsMICAの発現に及ぼすMMP阻害剤の影響の検討

KO細胞を用いて、 MICA蛋白およびsMICAの発現に及ぼすMMP阻害剤の影

響を検討した。無血清培地DF5FにてKO細胞、 1×106個を100　径培養皿

(CORNING)上で24時間、 37℃、 5% CO?条件下で培養し、培地交換と同時

MMP-3 Inhibitor II (Calbiochemョ, EMD Biosciences, Inc. Germany) 2.0-

!.OjL7M、 MMP-8 Inhibitor I (Calbiochem⑧) 0.1-1.6jwM、 MMP-2/9 Inhibitor

I (Calbiochem⑧) 2.17-13.0〃M、を添加した。添加24時間後に再度MMP

Inhibitorを各濃度で追加添加した。初回添加48時間後に第4節1)の方法に

準じて培養上清および培養細胞抽出液を採取し、サンドイッチーELISAを用いて

培養上溝中sMICA濃度の測定、 Western Blot法による培養上溝中sMICAの発

現、および細胞抽出液中MICA発現の検討を行った。
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口腔扇平上皮癌における可溶性MHC class I chain」relatedmolecleAの

産生機構の解明と臨床的意義に関する研究

第3章　結果

1. 0SCC組織におけるMICA蛋白の発現

検討したoscc組織全例において、その発現強度には違いはあるものの、細

胞膜、細胞核および細胞質にMICA蛋白の局在を認めた(Fig. 1A. B, C)。特徴

的な所見として、浸潤部の癌細胞では、 MICA蛋白の細胞表面での発現は低下

あるいは消失しており(Fig. 2A)、同部では、 MMP2 (Fig. 2B)およびMMP9

(Fig. 2C)を高発現していた。また進展例では、癌細胞表面でのMICA蛋白発覗

は低下し間質組織での局在を認めた(Fig. 3),さらに、 30症例中6例におい

て腫癌血管内皮および平滑筋細胞にMICA発現を認め、その全例で血管内皮は

TUNEL陽性を示した(Fig. 5A, B)ォ

2. 0SCC患者の血清sMICA濃度と臨床病態との関連性

臨床経過と血清sMICA濃度の関係を解析した結果、再発や転移に伴い血清

sMICA濃度は高値を示すことが明らかとなった(Fig. 4).初診時のステ-ジ分

類との比較では、ステージの進行に伴い血清sMICA濃度の上昇がみられ、特に

ステージIと他のステージ間で有意差を認めた(Fig.4).また、再発やリンパ

節転移、肺転移症例では高値を示した。一方、治療後1年以上、再発・転移を

認めない症例では1-1.5 ng/mlと低値を示した。また、血管内皮および平滑

筋細胞でのMICA発現陽性症例の血清sMICA濃度は0.45±0.1 5 ng/mlであ

り、陰性症例の3.32±0.36 ng/mlと比較して有意に低値を示していた

(p<0.01) (Fig. 6)。なお、対照として6人の健常人の血清sMICA濃度を測定

した結果、測定検出限界値以下であったため、対照値は0とした。
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3.各oscc培養細胞株におけるMICAの発現

蛍光免疫染色法にてMICA蛋白の局在を検討したところ、全てのoscc細胞

株でMICA蛋白の発現を認めた(Fig. 7)。また、Western Blot法およびNorthern

Blot法を用いて細胞抽出液中のMICA蛋白およびMICA mRNAの発現を検討し

たところ、いずれのoscc細胞株もMICAmRNAを同程度発現していたが(Fig.

8A)、 Western Blot法の結果より、他の細胞株と比べてKO細胞ではMICA蛋

白の発現は非常に低いことが明らかとなった(Fig. 8B)。一方、 ELISA法を用

いて培養上溝中のsMICA濃度を検討した結果、 sMICAの産生量はKO細胞に

おいて最も高いことが分かった(Fig. 8C)。

4. sMICAの分子量の決定

培地中に分泌されたsMICAの分子量を明らかにするため、精製sMICAを脱

糖鎖処理し、 Western Blot法にて検討したところ、脱糖鎖未処理のsMICAは

48kDaであったが、脱糖鎖処理後のsMICAは24kDaのシングルバンドとして

検出され、 sMICAの分子量は約24,000であることが明らかとなった(Fig.9)。

5. sMICA切断部位の同定

MALDI/TOF-MSの結果、 MICA分子のα3ドメイン以降のペプチド断片は検

出されなかったこと、および分子量は約24,000であったことから、 sMICAは

MICA分子のα3ドメインの中央付近で切断されている可能性が考えられた

(Table 5, Fig. 10).
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6. MICAを切断する蛋白分解酵素について

α3ドメインの中央領域で切断能を有する蛋白分解酵素について検討すると、

210番目のアスパラギン(N)と211番目のバリン(∨)を切断するMMP-3、 215

番目のグルタミン酸(E)と216番目のアラ二ン(A)を切断するMMP-8、あるい

は243番目のグリシン(G)と244番目のバリン(∨)を切断するMMP-2/9の3種

類のMMPが候補として考えられた。また、それぞれ産生されるsMICAは20.6kDa、

21.1kDa、 24.2kDaであることが予測された(Table6,Fig. ll )<

7. MICA蛋白およびsMICAの発現に及ぼすTGF-β./Zの影響

M】CA蛋白およびsMICAの発現に及ぼすTGF-β 1′Zの影響を、 Western Blot法

およびELISA法により検討した結果、 TGF-β1、 TGF-β2のいずれも、 sMICAの

産生を濃度依存的に促進することが明らかとなった(Fig. 12A, B).一方、細

胞抽出液中のMICA蛋白の発現は、 TGトβ1処理ではほとんど影響を受けなかっ

たが、 TGF-β 2処理により濃度依存的に低下することが分かった(Fig. 12C)ォ

さらに、 TGF-βl/2処理により、 MICA mRNA発現には変化を認めなかったが、

MMP-2,-3,-8,-9 mRNA発現は元進した(Fig. 13)。またWestern Blot法にて

MMPの発現を検討したところ、培養上溝中ではMMP-3,-8,-9の発現は先進し

(Fig. 14)、細胞抽出液中では、 MMP-2,-3,-8の発現上昇を認めた(Fig. 1 5).
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8. MICAおよびsMICAの発現に及ぼす内在性TGF-β ,′Zの発現抑制の影響

KO細胞にTGF-β1′2siRNAを導入することによりMICA mRNA発現は影響を

受けなかったが、 MMP-2,-3,-8,-9mRNA発現は低下した(Fig. 16).さらに、

MICA mRNAの発現は変化していないにも関わらず、細胞表面MICA蛋白の発

現は対照群を1とすると、 TGF-βtSJRNA導入KO細胞、およびTGF-β2siRNA

導入KO細胞はいずれも約4倍まで先進し(Fig. 17A)、培養上清中へのsMICA

の産生はTGF-βtSJRNA導入KO細胞では57%抑制され、 TGF-β ,siRNA導入

KO細胞では93%抑制された(Fig. 17B)ォ

9. MICA蛋白およびsMICAの発現に及ぼすMMP阻害剤の影響

MMP-3,-8,-2/9阻害剤処理により、細胞培養上溝中へのsMICAの産生は対

照群を1として、いずれも最高濃度添加処理群において約80-90%抑制され

た。また、 MMP阻害剤処理により、 sMICAの産生は濃度依存的に抑制された

(Fig. 18A, C, E).一方、細胞表面MICA蛋白の発現は、各MMP阻害剤の濃度

依存的に促進され、最大濃度で約2倍の促進を認めた(Fig. 18B, D, F)0
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口腔肩平上皮癌における可溶性MHC class I chain-relatedmolecleAの

産生機構の解明と臨床的意義に関する研究

第4章　考察

MICAは、ヒト細胞の細胞膜上に発現する糖蛋白であり、これまでに口腔扇

平上皮癌(OSCC)、大腸癌、肺癌、腎臓癌、前立腺癌(Wu, etal., 2004)や乳

癌など幅広い上皮系腫癌細胞や、悪性黒色腫および神経腸芽腫(Eisele, et al.,

2006)などの開票系腫癌細胞での発現が報告されている。

MICAは、一部の正常細胞を除いて、ほとんどの正常細胞では発現しておら

ず、細胞がウィルス感染や悪性形質転換などストレスを受けた結果、発現する

と考えられている(Bahrain, et aU994; Groh, et aU996; Groh, et

aU998; Li, et a1 2001)　MICAの発現機序はいまだ不明の点が多いが、

MICA遺伝子は第6染色体短腕21.3領域に位置し(Bahrain, etsiリ1996a, b)、

Heat Shock Protein 70 (以下HSP70と略す)遺伝子の近傍に存在しているこ

とや、 MICAのプロモータ-領域の遺伝子配列はHSP70のプロモ-タ一領域の

遺伝子配列との相同性が高く、 HSP70遺伝子と同様にMICA遺伝子にもheat

shock elementsが存在すると考えられている(Wu, et al., 2004),,

MICAはNK細胞やγ ∂T細胞、 CD8+αβT細胞の活性化受容体NKG2Dの

リガンドである(Bauer etal., 1999;Groh,etal., 1999;Wu, etal., 1999;

Lanier, et al., 2003)。 MICAは、細胞内領域、膜貫通領域、細胞外領域から構

成されており、細胞外領域はα1、 α2およびα3ドメイン構造を有している。

MICAのα 1、 α2領域がそれぞれNKG2D-AおよびNKG2D-Bに結合し、NKG2D

を介した活性化機構が成立していると推察されている(Borrego, et al., 2001 ;

Li, etal., 2001; Li, etal., 2002)。 MICA分子をNKG2D-A、 NKG2D-Bホモダ
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イマーのNKG2Dが認識すると、 NKG2DはC型レクチン様受容体フアミリで

あるアダプター分子、 DAPIOと複合体を形成しphosphatidylinositol 3 (PI3)

キナーゼのp85、pi lOサブユニットを活性化し、標的細胞障害が行われる(Wu,

etal., 1999; Cerwenka, etal., 2003; Raulet,etalリ2003)c　つまりNK細胞

は、標的細胞に結合し活性化されると、 NK細胞の鞍粒膜は細胞質膜と結合し、

エンドサイト-シスによってパ-フォリンやグランザイムなどの細胞内頼粒を

細胞外に放出する。放出されたパーフォリンは、標的細胞の細胞膜結合面に直

径約160Åの裂孔を形成し、その穴からグランザイム(セリンプロテアーゼ)

が標的細胞に進入、アポトーシスを誘導し、核を断片化して標的細胞を傷害す

る(Joseph,etal.,2004)c　こういったNK細胞、 γ6T細胞やCD8+αβT細

胞による自然免疫は、腫癌細胞に対する生体の免疫監視機構の-つとして大変

重要である。したがって、 MICAを腫癌細胞が細胞表面に発現することは、 NK

細胞やγ ∂T細胞、 CD8^αβT細胞の活性化受容体であるNKG2Dを介した免

疫監視機構の成立に、非常に重要な役割を果たし、免疫細胞による癌細胞の排

除に有利に働くことが考えられる。

一方、癌細胞が細胞表面にMICAを発現しているにも関わらず、 NK細胞な

どのMICA-NKG2Dを介した免疫監視機構から逃れ、排除されないのは、何ら

かの免疫回避システムが存在すると考えられており、その一つとしてsMICAが

報告されている(Groh, et alリ2002; Salih, et al., 2003; Holdenrieder, et al.,

2006a, b)。 sMICAは、担癌患者の血清中から同定されており、 sMICAが

NKG2Dに結合することによって、 NKG2Dを被覆(マスク)し、 MICA-NKG2D

活性化シグナルの伝達を阻害することや、 sMICA自身がNKG2Dの発現を負に
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制御していると推察されている。

MICA蛋白の発現は、種々の上皮系腫癌細胞で認められている。Wuら(Wu, et

al., 2004)は、正常な前立腺組織ではMICA蛋白の発現を認めないものの、前

立腺癌ではGleason scores (以下GSと略す)が6-10の165症例のうち、

95%の症例においてMICA蛋白の発現を認め、 GS 6-7では細胞膜上のMICA

蛋白発現は93.9%であったがGS 8-10では22.7%と、担癌個体の重症化に

伴い細胞膜上のMICA蛋白発現は有意に低下することを報告している。また、

彼らは上皮内異形成症例では、 MICAの発現は上皮細胞表面に限局されている

が、 GS 6-7ではMCAの免疫反応性は細胞表面のみに制限ざれず、浸潤様を

示す腺組織に広く認められ、さらに、 GS 8-10では大半の腫癌細胞表面はMICA

の免疫反応性を喪失し、問質に潤漫性にMICAの局在を認めたことを報告して

いる。また、担癌個体が重症化すると、細胞表面でのMICA蛋白の発現が消失

するだけでなく、それに伴って血清sMICA濃度が有意に上昇することも明らか

にしている。また、 Eiseleら(Eisele, et al., 2006)は、正常な大脳自質にお

いてはMICA蛋白の発現は認めないものの、 WHO gradellJVの星細胞厘では

MICA蛋白の発現を認め、 gradelVにおけるMICA発現はgrade IIのそれと比較

し有意に低値を示し、 gradeの上昇とともにMICA蛋白の発現は減弱していく

ことを報告している。本研究においても、初診時のoscc組織におけるMICA

蛋白の発現は、細胞膜、細胞核、細胞質と発現局在が様々であったり、その発

現強度に差はあったが、 30症例全例においてMICA蛋白の発現を認めたもの

の、ステージの進行に伴い癌細胞の細胞膜上でのMICA蛋白の発現は減少して

いた。また、ステ-ジ進行症例では間質組織に滞漫性にMICA蛋白の免疫反応
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性を翠めた。この間質組織に局在するMICA蛋白の由来について考えてみると、

腫癌組織に近接する間質組織の細胞がストレス状態に陥り、間質組織の細胞が

産生したMICA、あるいは腫癌細胞が産生したsMICA、の2つの可能性が考え

られた　MICA蛋白はストレス状態にある細胞において発現が誘導される糖蛋

白であるが、これまでに間質組織の細胞におけるMICA蛋白のに関する報告は

ない。 Wuら(Wu. etal., 2004)は、癌細胞表面上でのMICA蛋白の発現は初

期癌のみに認めるのに対して、血清sMICAは癌の進行に伴って上昇し負の相関

性を示すことを報告していることから、細胞表面上のMICA蛋白発現の喪失は

MICAが切断されsMICAが産生された可能性を示唆している。本研究において

も、細胞表面上のMICA蛋白発現は癌の進展に伴い減少したが、間質組織での

MICA蛋白の免疫反応性は進行した癌のみに認め、血清sMICA濃度も癌の進展

に伴い有意に上昇した。したがって、間質組織で認めたMICAの発現局在は腫

癌細胞が産生したMICAが、細胞表面で切断されsMICAとなって周囲の間質組

織に到達した結果、潤漫性に免疫反応性を示した可能性が強く考えられた。

また、同一切片中においてもMICA蛋白の発現様式は腫癌表面と腫癌深部で

は異なっており、基底膜を破壊し、浸潤をしている癌細胞では、細胞表面での

MICA蛋白の発現は低下あるいは消失していた。間質組織にはNK細胞などの

免疫細胞が存在し、外界からの異物やウイルス、形質転換した異常細胞を排除

する(Owen, et al., 1980; Cerwenka, et al., 2001; Raulet, et al., 2003)0

癌細胞は基底膜を破壊して問質に移動・浸潤して初めて免疫細胞にさらされ、

免疫細胞からの攻撃を受けることになる。したがって、癌細胞が浸潤していく

際には、このような免疫監視機構から逃れる必要がある。 MICA蛋白を細胞表
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面に提示している癌細胞は、免疫細胞に認識され攻撃を受けやすいと考えられ

る。したがって、癌浸潤部位で癌細胞が細胞表面のMICA蛋白を欠失している

のは、免疫監視機構から逃れ、浸潤をしていくために非常に有利に働く。この

ように今回の結果から、癌細胞は自らMICA蛋白を切断し、浸潤に有利な性質

を獲得しているのではないかと考えられた。またさらに、同部では、 MMP2お

よびMMP9を高発現していた。 MMP2、 MMP9はIV型コラーゲン分解能を持つ

ゼラチナーゼであり、基底膜の破壊にはMMP2、 MMP9が関与していることが

すでに報告されている(Liotta, et al., 1980; Brown, et al., 1993; Gokaslan,

et a1 1998; Yoshizaki, et al., 2001; Sugita, et al., 2002; Kato, et al.,

2005; Kosunen, et al., 2006)c　本研究においても、 MMP2、 MMP9は浸潤部

位に高発現していたことからもそれが強く裏付けられた。さらに、同部での細

胞表面MICA発現は著しく低下していたことより、癌細胞はMMPsにより細胞

間橋や基底膜を破壊し浸潤・転移能を獲得するのみならず、免疫監視機構への

旗印となるMICA蛋白を切断し、免疫回避能までも獲得していると推察できた。

さらに、 30症例中6例では腫痕血管内皮および平滑筋細胞にMICA発現を

認め、全例においてTUNEL染色にて、血管内皮は陽性を示した。 6例の内訳

はステージI l例、ステージIlZ例、ステージIV3例とばらついており、腫癌

血管内皮および平滑筋細胞におけるMICA発現と病態の進行との関連性はあま

り認めなかったが、血管内皮および平滑筋細胞でのMICA発現陽性症例の血清

sMICA濃度は0.45±0.15 ng/mlであり、陰性症例の3.32±0.36 ng/mlと

比較して有意に低値を示していた(p<0.01 )。 MICA発現陽性症例の血清sMICA

濃度が有意に低かった理由として、 MICA蛋白を発現している血管内皮細胞は

NK細胞などの免疫細胞によって認識され、アポトーシスを起こした結果、腫
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痔組織における血管新生が阻害され、 tumor dormancyに近い状態となり、結

果的に血清sMICA濃度が上昇しなかったと推察される。

本研究において、 osccの初診時のステージ分類と血清sMICAを検討した結

果、癌の進展に伴い血清sMICA濃度の上昇が認められ、特に再発、転移例では

高値を示した。さらに、各治療過程で血清sMICA濃度を測定したところ、腫痕

切除、あるいは化学療法や放射線療法などにより腫痔を制御すると、血清sMICA

濃度は著しく低下したが、再発、転移などに伴い高値を示した。つまり、腫療

組織の量や、腫痕の悪性度と血清sMICA濃度は正の相関性を示した。以上のこ

とから、血清sMICA濃度は臨床病態と深く関連している可能性が考えられ、

sMICA分子はosccの新たな分子標的抗原として有用であることが強く示唆さ

れた。

sMICAの産生機構の詳細はいまだ明らかとされていないが、 Salihら(Salih,

etaI., 2002;Salih.etal., 2006)およびWuら(Wu,etal., 2004)によると、

細胞表面のMICAが特定のMMPなどによって切断され、 sMICAが産生される

と推察されている。そこでsMICAの産生機構を解明するために、 oscc細胞株

を用いてMICA蛋白の発現およびsMICAの培養上溝中への産生能について解析

した。蛍光免疫染色法にてMICA蛋白の局在を検討したところ、全てのoscc

細胞株にMICA蛋白の発現を認めた。また、 Northern Blot法およびWestern

Blot法を用いてMICA mRNAおよびMICA蛋白の発現を検討したところ、いず

れのoscc細胞株もMICA mRNAを同程度発現していたが、 Western Blot法

の結果より、他の細胞株と比べてKO細胞ではMICA蛋白の発現は非常に低い

ことが明らかとなった。一方、 ELISA法を用いて培養上溝中のsMICA濃度を検

討した結果、 sMICAの産生能はKO細胞において最も高いことが明らかとなっ
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た。この結果より、 KO細胞ではMICA蛋白は発現されているものの、蛋白分

解酵素などによって切断された結果、細胞膜上のMICA蛋白の発現は低下し、

培地中へのsMICAの遊離が先進していることが考えられた。

A5.1ホモ接合型であるHeLa細胞におけるMICA分子は62kDaであることが報

告されている(Zou, et aI., 2002)。また、上皮細胞A431におけるMICAも

62kDaであると報告されている(Zwirner, et al., 1998)が、これら細胞株はい

ずれもMICA*008のA5.1ホモ接合型であった。その後、 62-67kDaと異なる

MICAが報告された(Groh, et al., 1996; Zou, et al., 2005)が、この差はMICA

遺伝子多型の違いを反映していると考えられる。しかしながら、 sMICAの詳細

な構造は分かっておらず、これまでに細胞由来のsMICAの分子量を同定した報

告はない。そこで、 sMICAの分子量およびMICAの切断部位を同定することを目

指して、 sMICA産生能の最も高いKO細胞の培養上溝からsMICAの精製を行った。

Western Blot法にてsMICAは、約48 k Daのbroadなシグナルを示した(未発表

データ)。その理由として、 MICA蛋白にはαl、 α2、 α3の細胞外領域にN-グ

リコシデーションサイトが8カ所存在しており(Bahram, et al., 1994;

Bahram, et al., 1996)、培地中のsMICAは糖鎖が結合している可能性が考えら

れた。そこで、 sMICAを脱糖鎖処理しWestern Blot法にて検討すると、未処理

のsMICAは48kDaであったが、脱糖鎖処理後のsMICAは24kDa付近にシングル

バンドとして検出された。したがって、 MICA*008のA5.1ホモ接合型細胞株KO

細胞が産生するsMICAの分子量は約24,000であると考えられた。また、 KO細

胞由来sMICAが、 MICA分子が複数の場所で切断された結果、このsMICAが産生

されるとすると、複数のバンドとして検出されるはずであるが、本検討結果で

は24kDaのシングルバンドのみが検出されたことから、 MICA分子の切断部位
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は1カ所であると考えられた。これまでに33kDaのrecombinant sMICAを用い

た研究報告(Salih, et al., 2002; Salih, et al., 2006)があるが、細胞由来の

sMICAの分子量についての報告はない。 KO細胞由来sMICAをMALDI/TOF-MS

解析した結果、検出された5個のペプチドフラグメントがMICAのアミノ酸配列

と一致した。また、一致したペプチドフラグメントは細胞外領域のα1、 αZを

含んでいたが、 α3領域のペプチドフラグメントは検出されなかった。脱糖鎖

処理および質量解析の結果、 sMICAはMICA分子のα3ドメインの中央付近で

切断されている可能性が考えられた。そこで、同領域でMICA切断能を有する蛋

白分解酵素について検討すると、 210番目のアスパラギン(N)と211番目の

バリン(∨)間を切断するMMP-3と、 215番目のグルタミン酸(E)と216番目

のアラ二ン(A)間を切断するMMP-8、および、243番目のグリシン(G)と244

番目のバリン(∨)間を切断するMMP-2/9の3つのMMPsが候補として考えら

れた。また、それぞれ産生されるsMICAの分子量は20,600、 21,100、 24,200

と予測され、 MMP-2/9が最も関与している可能性が考えられた。

細胞性免疫抑制性に作用し、 NKG2Dの発現を抑制する、腫癌細胞由来の細胞

増殖因子として、 TGF-βが報告されている(Friese, et alリ2004; Lee, et al.,

2004; Saunier, etaI., 2006; Eisele, et al., 2006)。 TGF-βは細胞外マトリッ

クス蛋白の産生と分解や、接着分子の調節などを介して、生理的な細胞の再生

や創傷治癒、炎症・免疫反応などを調節することが明らかになっている

(Caestecker, et al., 2000; Massague, et al., 2000; Caestecker, et al.,

2000; Shi, et al., 2003; Siegel, etal., 2003; Bierie, et al., 2006)。また、TGF-

βシグナルの異常は癌の発生・進展に関与することや、種々の癌細胞はTGF-β

をautocrine growth factorとし過剰発現していることも明らかにされており
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(Rahden, et al., 2006)、 TGF-βシグナルの発現やその制御は、癌研究および

癌治療に非常に重要である。そこで、 MICA蛋白およびsMICAの発現にTGトβ 1′Z

はどのような影響を及ぼしているのか、 KO細胞を用いて検討した。

Western Blot法による細胞培養上溝中のsMICAの発現および、 ELISA法によ

るsMICAの定量結果より、 TGF-βlおよびTGF-βZのいずれも、 sMICAの産生を

濃度依存的に促進することが明らかとなった。一方、細胞抽出液中のMICA蛋白

の発現は、 TGF-β1処理ではほとんど影響を受けなかったが、 TGF-β 2処理に

より濃度依存的に低下した。したがって、 TGF-β1′2はMICA蛋白およびsMICA

の発現に影響を与えていることが判明した。 Frieseら(Friese, et al., 2004)お

よびEiseleら(Eisele, et al., 2006)は、 TGF-β1/ZはmRNAレベルでMICA発

現を抑制していることから、 NK細胞など免疫細胞の活性化受容体であるNKG2D

の発現を抑制するのみならず、そのリガンドであるMCAの発現までも抑制する

ことにより、 MICA-NKG2Dを介した免疫機構を制御すると報告している。しか

しながら本研究においては、 TGF-β,′2はMICA mRNA発現に影響は示さず、

MMP-2,-3,-8,-9 mRNA発現および培養上溝や細胞抽出液中でのMMP-2,-3,-8,-

9の発現を元進させていた。このことから、 TGトβ1′2シグナルによりMMPの発

現が元進され、 MICA分子を切断した結果、 sMICAの産生が元進した可能性が考

えられた。

一方、内在性TGF-β l/2発現抑制の、 MICAおよびsMICA発現に及ぼす影響を

TGトβ1′ siRNA導入KO細胞を作製して検討したところ、 TGF-β-′ siRNA導入

によりMICA mRNA発現は影響を受けなかったが、 MMP-2,-3,-8,-9 mRNAの発

現は低下した。また、 MICA mRNAの発現は変化していないにも関わらず、細

胞表面MICA蛋白の発現は先進し、培養上溝中へのsMICAの産生は著しく抑制さ
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れた。したがって、 sMICAは、内在性のTGF-β1′2シグナルを介したMMPの活性

化によりMICA蛋白から切断され、産生されている可能性が考えられた。

Salihら(Salih, et al., 2002; Salih, et al., 2006)およびEiseleら(Eisele,

etal., 2006)は、 MMPs阻害剤、 GM6001によってsMICAの産生は濃度依存

的に抑制されることを報告している。しかし、各MMPの特異的阻害剤の及ぼ

す影響に関する報告はない。そこで、 MICA蛋白およびsMICAの発現に及ぼす

各特異的MMP阻害剤の影響を明らかとするために、 KO細胞由来MICA分子を

切断するMMPsの候補として考えられたMMP-3,-8,-2/9に対する特異的阻害

剤を用いて検討した結果、 MMP阻害剤は、細胞培養上溝中へのsMICAの産生

を濃度依存的に抑制した。また、細胞表面MICA蛋白の発現は濃度依存的に元

進していた。これらの結果は、 MICA蛋白はMMPsにより切断されている可能

性をさらに強く裏付けている。

腫癌細胞が自ら産生するTGF-βは、癌細胞表面上のTGF-β l受容体および

TGトβ ll受容体のヘテロダイマ-と結合する　TGF-β受容体シグナルはSmad

やMAPキナーゼを介したシグナル伝達系によって核に移行し、 MMPsの発現

や活性を上昇させた結果、 sMICAの産生を促進すると考えられた。

また、 TGF-β同様に腫癌細胞からはMMPsが過剰に産生されており、基底膜

や細胞間橋がMMPsによって破壊されることによって腫癌細胞は運動能を獲得

し、浸潤・転移をする(Brown, etal., 1993; Gokaslan, etal., 1998;Yoshizaki

et al., 2001; Sugita, et al., 2002; Kato, et al., 2005; Kosunen, et al.,

2006)c　現在、癌の浸潤・転移を制御することを目指した、 MMP阻害剤の臨

床応用が注目され、臨床治験段階に入っている(Nemunaitis, et al., 1998;

Rosemurgy, et al., 1999; Bramhall, et al., 2001; Maekawa, et al., 2002)0
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本研究の結果より、腫癌細胞から産生されたMMPsは、癌細胞が基底膜を破壊

して浸潤するのを促進するのみならず、腫癌細胞表面に発現しているMICA蛋

白を切断することにより、 sMICAの産生にも関与していると考えられた。産生

されたsMICAは、 NK細胞やT細胞などのNKG2D活性化受容体をマスクし、

その結果、癌細胞はNK細胞などの免疫監視機構から逃れ、さらに浸潤・転移

を進めることが出来ると考えられた。したがって、腫痔組織局所でのTGF-β

シグナルの遮断は、 MMPsによる癌の浸潤・転移を抑制するのみならず、 MMPs

によるsMICAの産生を抑制することにより、 NKG2Dを介した免疫監視機構の

働きを元進すると考えられた。

sMICAは担癌生体の全身免疫回避に重要な働きをしているのみならず、腫癌

局所、特に浸潤部位においてNK細胞などの機能を抑制することで、浸潤・転

移の獲得にも重要な役割を果たしていると考えられた。また、癌細胞における

MICA発現や担癌生体における血清sMICA濃度は臨床病態と非常によく相関し

ていたことから、 MICAは口腔癌の新たな分子標的として有用であると考えら

れた。今後、これらを新たなターゲットとしてosccの治療や予後の判定に利

用できることが期待される。
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口腔肩平上皮癌における可溶性MHCclass I chain-relatedmolecleAの

産生機構の解明と臨床的意義に関する研究

第5章　総括

本研究では、 sMICA産生機構の解明およびMICA分子と口腔扇平上皮癌

(OSCC)患者の臨床病態との関連性を明らかにすることを目指し、 oscc患

者およびoscc細胞株におけるMICA蛋白、 sMICAの発現検討と、 MICA発現

およびsMICA産生に及ぼすTGトβおよびMMPの影響についての検討を行っ

た。

その結果以下のことが明らかとなった。

1.免疫組織化学的検討の結果、 oscc組織全例においてMICA蛋白の発現を認

めた。

2.浸潤部位では、 MICA蛋白の細胞表面での発現低下.消失とMMP-2,-9の発

現元進を認めた。

3.進展例では、癌細胞表面でのMICA蛋白発現は低下し、間質組織での局在を

認めた。さらに、血清sMICA濃度は、癌の進展、再発や転移に伴い上昇した。

4.腫療血管内皮および平滑筋細胞でMICA発現を示す症例では血管内皮は

TUNEL陽性を示し、血清sMICA濃度は有意に低値を示した。
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5. 0SCC細胞株KO細胞の培養上溝よりsMICAを精製し、脱糖鎖処理により、

sMICAの分子量は約24,000であることが判明した。

6. sMICAはMICA分子のα3ドメインの中央付近で切断されている可能性が

考えられた。

7.無血清培養系にて、 TGF-β1′ZによりKO細胞の細胞表面におけるMCA蛋

白の発現は低下し、培養上溝中へのsMICAの産生は促進された0

8. TGF-β1′,siRNA導入KO細胞では、細胞表面MICA蛋白の発現は元進し、

培養上溝中へのsMICAの産生は著しく抑制された。

9. TGF-β1′ZによりMMP-2,-3,-8,-9の発現上昇を認め、 MMPs特異的阻害剤

により細胞表面MICA蛋白の発現は上昇し、培養上溝中へのsMICAの産生は

抑制された。

以上の結果から、 sMCAは担癌生体の全身免疫回避に重要な働きをしている

のみならず、腫癌局所、特に浸潤部位においてNK細胞などの機能を抑制する

ことで、浸潤・転移の獲得にも重要な役割を果たしていると考えられた。また、

癌細胞におけるMICA発現や担癌生体における血清sMICA濃度は臨床病態と非

常によく相関していたことから、 MICAは口腔癌の新たな分子標的として有用

であると考えられた。
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口腔扇平上皮痛における可溶性MHC class I chain-relatedmolecleAの
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∧〟CA OSCC Control

Phenotype　　(n-1 65)　　(n-1 03)　　　p-Value

A4

A5

A5.1

A6

A9

51 (31%)　　40(39%)

87(53%)　　48(47%)

45(27%)　　1 5(1 5%)

63(38%)　　54(52%)

30(1 8%)　　22(21%)

0.23

0.30

0.077

0.03 1

0. 7Z

Table lA OSCC患者におけるMICA遺伝子多型

A5.1型を有するoscc患者の割合は全患者の27%を示し、 Contro一

(103名)の15%に比べて有意に高かった。一方、 A6型を有する
oscc患者の割合は38%であり、 Controlの52%に比べて有意に低
かった。



MICA OSCC Control

Genotype　　　　(n-45)　　　　(n-1 5)

5.1/5.1

5.1/4

5.1/5

5.1/6

5.1/9

8(4.8%)

4(2.4%)

1 4(8.5%)

1 6(9.7%)

3(1.8%)

4(4%)

3(3%)

7(7%)

1(1%)

Table I B A5.1型oscc患者のgenotype

A5.1型アレルを有するoscc患者のgenotype解析では、
5.1ホモ接合型個体はoscc患者のみに認められた。



Name IgG Maker IHC WB ELISA

Anti-human MICA Antibody

Antトhuman MICA Antibody

(Capture-antibody)

Anti-human MICA Antibody

(Detection-antibody)

Anti-TGF-β - Antibody

Anti-TGF- /3 2 Antibody

Anti-MMP2 Antibody(H-76)

Anti-MMP3 Antibody(C-1 9)

Anti-human MMP8 Antibody

Anti-human MMP9 Antibody

Goat

Mouse

Goat

R&D　　　4ng/^1　0.2ng/^l

R&D 1 ng//<1　2ng//<l

R&D 0.4ng/〝l

Mouse R&D 1 Ong/〃　I ng!〝l

Mouse R&D 1 Ong!〃　I ng/〝l

Rabbit SantaCruz　　4ng//d 0.2ng//<l

Goat Santa Cruz　　4ng/〝I 0.2ng!〃l

Goat R&D　　　4ng/〝I 0.1ng!〃l

Goat R&D　　　4ng/〆　0.1ng!〃l

Table 2A一次抗体

使用用途の略記号は以下の通りであるIHC: Immunohistochemistry , WB: Western Blotting ,

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Name IgG Maker IHC WB

ヒストフアンシンプルステインMAX PO(G)

ヒストフアンシンプルステインMAXPO(M)

ヒストフアンシンプルステインMAX PO(R)

HiLyte Fluor�"Labeled anti-goat IgG Antibody

Anti-goat IgG, HRP-linked antibody

Anti-Rabbit lgG(H&L), HRP-linked antibody

Anti-Mouse lgG(H&L), HRP conjugate antibody

Rabbit　　ニチレイ

Goat　　　ニチレイ

Goat　　　ニチレイ

Rabbit AnaSpec

Rabbit SIGMA

Goat
Cell

SignaIIng

Goat Bio-Rad

★

★

★

5ng!〝l

1 ng/〃1

1 ng/〃1

1 ng!〃l

Tab一e 2B二次抗体

ヒストフアンシンプルステインMAX POは免疫組織化学染色の2次抗体として、使用説明書に

準じて使用した(★)。また、蛍光免疫組織染色の2次抗体として、 HiLyte Fluor�"Labeled
antトgoat IgG Antibodyを上記濃度で使用した　HRP標識抗体はWestern Blot法の2次抗体に
用いた。



Name Base Sequenc Annealing(℃) Cycle数

MICA(4) : S

MICA(4) : AS

MICA(5) : S

MICA(5) : AS

MMP2 :S

MMP2 :AS

MMP3 :S

MMP3 :AS

MMP8:S

MMP8 :AS

MMP9:S

MMP9 :AS

GAPDH : S

GAPDH : AS

5 '-TGCCCCCCATGGTGAAT-3 '

5 '-AGAGGGCACAGGGTGAGTGC-3 '

5 '-CCTTTTTTTCAGGGAAAGTGC-3 '

5 '-CCTTACCATCTCCAGAAACTGC-3 '

5 '-CGCAGTGACGGAAAGATGTG-3 '

5 '-TGGGACAGACGGAAGTTCTTG-3 '

5 '-AGCAAGGACCTCGTTTTCATT- 3 '

5 '-GTCAATCCCTG GAAAGTCTTCA- 3 '

5 '-CTTACTCCATGTG CAGATTTC- 3 '

5 '-CCCGTCACATTCAACCCAAA-3 '

5 '-TGCCCGGACCAAGGATACAG-3 '

5'-C　　　　　　　　　　　　　　　1-3'

5 '-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG- 3 '

5 '一丁CCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT-3 '

57 24

Table 3　RT-PCRに用いたprimer

RT-PCRに用いたprimerの設計および、それぞれのannealing温度と処理したサイクル数を示す。

MICADIG標識cRNA作製にはMICA遺伝子exon4領域に設計したプライマーMICA(4)を用い、半
定量RT-PCRにはMJC4遺伝子exon5領域に設計したプライマーMICA(5)を用いた。

Name Base Sequence

TGトβ1S

TGF-j8 , AS

TGF-βZS

TGF-βzAS

Batch No.208546

Batch No.208547

5 '-GCGCUACAUCGACAGCAAA-3 '

5 '-UUUGCUGUCGAUGUAGCGC-3 '

Table 4　TGF-j8 1/2small interfering RNA

内在性TGF-β 1′Zを抑制するためにTGF-β 1′2 siRNAをKO細胞に導入した。



Start-End

Observed Residues Sequence

1 694.21 6　　66-80　　AKPQGQWAEDVLGNK

825.31 8　　88-94　　　DLTGNGK

2270.787　98-1 17　　MTLAHIKDQKEGLHSLQEIR

1046.692　158-166　　AQTLAMNVR

2074.646　1 78-1 96　　THYHAMHADCLQELRRYLK

Table 5　MALDI/TOF-MSによLJ検出されたペプチド断片の7ミノ酸配列

MALDI/TOF-MSにより検出された5つのペプチド断片がMICA分子と一致した。 Fig.1 0に示
した赤矢印のペプチド断片のアミノ酸配列は、 MICA分子のαlおよびα2領域と一致した。

また、 α3ドメイン以降のペプチド断片は検出されなかった。



MMPs Cleavage Site
Predieted Size

of SMICA(kDa)

MMP3

MMP8

MMP2/9

N210-V21 1

E215-A216

G243-V244

20.6

21.1

24.2

Table 6　α3ドメイン中央付近でMICA切断能を有する蛋白分解酵素

MICAのα3ドメインの中央付近で切断能を有する蛋白分解酵素として、 210番

目のアスパラギン(N)と211番目のバリン(V)を切断するMMP3、 215番目のグ

ルタミン酸(E)と216番目のアラ二ン(A)を切断するMMP8、 243番目のグリシ
ン(G)と244番目のバリン(V)を切断するMMP2/9が考えられた。



Fig.1 0SCC組軌こおけるMICA蛋白の発現

MICA蛋白は細胞核(A)、細胞質(B)、細胞膜(C)に局在を認め、その発現様式や強度には違いが
見られたものの、 oscc全例においてMICA蛋白の発現を認めた。

Fig.2　腰痛浸潤部におけるMICA蛋白およびMMPsの発現

浸潤部の癌細胞では、癌細胞表面でのMICA蛋白の発現が低下、消失していた(A)。また同部で
はMMP2(B)、およびMMP9(C)を高発現していた。



Fig.3　Stage IV症例におけるMICA蛋白の発現

Stage IVなどの進展例では、癌細胞表面でのMICA蛋白の発現は低下し、
間質組織にMICA蛋白の免疫反応陽性所見を認めた。
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Fig.4　0SCC患者の臆床病態と血清sMICA濃度

oscc患者において、初診時の血清sMICA濃度は、初診時のステージの進行に
伴い上昇がみられた。特にステージlと比較し、他のステージでは有意に高値
を示した。また、初期治療後の患者においては、再発・リンパ節転移・肺転移
症例では血清sMICAは高値を示した。一方、治療後1年以上再発.転移のない

症例では血清sMICA濃度は1 -1.5ng/mlと低値を示した。



Fig.5　腫癌血管内皮および平滑筋細胞におけるMICA蛋白の発現

30症例中5例において腫痔血管内皮および平滑筋細胞にMICA蛋白の発現を恵め(A)
その全例において血管内皮はTUNEL陽性を示した(A右上)。また30症例中25例は
腫療血管内皮(B▲)および平滑筋細胞にMICA発現を認めなかった。
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Fig.6　腫癌血管内皮におけるMICA蛋白の発現と血清sMICA濃度

血管内皮および平滑筋細胞でのMICA発現陽性症例における血清sMICA濃
度は0.45±0.15であり、陰性症例の3.32±0.36と比較して有意に低値

を示していたGtxO.01 ).



Fig.7　0SCC培養細胞株におけるMICA蛋白の発現

蛍光免疫染色法にてMICA蛋白の局在を検討した。 oscc培養細胞株、 KA(A)、
KO(B)、 NA(C)、 NKD)、 SHI(E)、 UE(F)全てにおいてMICA蛋白の発現を認めた。
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Fig.8　0SCC培養細胞株におけるMICA mRNAおよびMICA蛋白の発現と、
細胞培養上溝中のsMICA濃度の検肘

Northem BIot法にてMICA mRNAの発現を検討した結果、いずれのoscc細胞株も

MICA mRNAを同程度発現していた(A)。また、 Western BIot法にて細胞抽出液中
のMICA蛋白の発現を検討したところ、他の細胞株と比べてKO細胞ではMICA蛋白

の発現が非常に低かった(B)。一方、 ELISA法にて細胞培養上溝中のsMICA濃度を

検討した結果、 sMICAの産生はKO細胞において最も高かった(C).



PNGaseF　　-　+

48

24 kDa

Fig.9　sMICAの分子量

Western Blot法にてsMICAの分子量を検討した.未処理のsMICAは48kDaで

あったが、脱糖鎖処理後のsMICAは約24kDaのシングルバンドとして検出さ
れ、 sMICAの分子量は約24,000であることが明らかとなった。



Fig.1 0　MALDI/TOF-MSの結果

MALDI/TOF-MSにてsMICA切断部位を検討した結果、赤矢印で示す5つの
ペプチド断片がMICA分子と一致した。



MGLGPVFLLLAGIFPFAPPGAAAEPHSLRYNLTVLSWDG
▲

SVQSGFLTEVHLDGQPFLRCDRQKCRAKPQGQWAEDV

LGNKTWDRETRDLTGNGKDLRMTLAHIKDQKEGLHSLQE
▲

lRVCEIHEDNSTRSSQHFYYDGELFLSQNLETKEWTMPQS

SRAQTLAMNVRNFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLQELRR

YLKSGWLRRTVPPMVNVTRSEASEGNITVTCRASGFYP
i^^^^HRu　由

WNITLSWRQDGVSLSHDTQQWGDVLPDGNGTYQTWVAT

(C)

RICQGEEQRFTCYMEHSGNHSTHPVPSGKVLVLQSHWQT
▲

FHVSAVAAAAIFV=FYVRCCKKKTSAAEGPELVSLQVLDQ
▲

HPVGTSDHRDATQLGFQPLMSDLGSTGSTEGA

Fig.ll MICAのアミノ酸配列

MICAのアミノ酸配列を示す。細胞外領域(α1、 α2、 α3)、膜貫通領域、
および細胞内領域の境界を▲で示している。またMALDI/TOF-MSで検出
された5つのペプチド断片のアミノ酸配列を赤字で示した　MICA分子量
24,000、つまりα3中央付近でMICA切断能を有する蛋白分解酵素として、
210番目のNと21 1番目のVを切断するMMP3(a)、 215番目のEと216番
目のAを切断するMMP8(b)、 243番目のGと244番目のVを切断する
MMP2/9(c)が考えられた。
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Fig.1 2　MICA蛋白およびsMICAの発現に及ぼすTGF-β 1′2の影響

TGF- β l/ZのMICA蛋白およびsMICAの発現に及ぼす影響をWestern Blot法(A)、

ELISA法(B)により検討した　TGF-β1、 TGF-β2いずれも、 sMICAの産生を濃度依存
的に促進した。一方、細胞抽出液中のMICA蛋白の発現をWestern Blot法(C)にて検討

した結果、細胞抽出液中のMICA蛋白はTGF-β 2処理により濃度依存的に低下した。
バンドの強度はThe Discovery Series�"Quantity One⑳ (Bio-Rad Laboratriaes, Inc.,
USA)にて解析し、コントロールを1としてその相対値をグラフに示した。
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Fig.1 3　MICA mRNAおよびMMPs mRNAの発現に及ぼすTGF-β 1/Zの影響

TGトβ 1′2処理によりMICA mRNAおよびMMP-2,-3,-8,-9 mRNAの発現に及ぼす影響を
半定量RT-PCR法にて検討した. primerおよびanneaHng温度、 cycle数はTable 2に示す。

TGF-β 1/2処理によりMICA mRNA発現は変化を認めなかったが、 MMP-2,-3,-8,-9 mRNA
発現はいずれも先進した。
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Fig.1 4　培養上溝中のMMPs発現に及ぼすTGF-β 1′Zの影響

培養上溝中のMMP -2(A)、 MMP-3(B)、 MMP-8(C)、 MMP-9(D)の発現をWestern Blot法に

て検討した　TGF-β 1′2処理により培養上溝中のMMP-2の発現に変化は認めなかったが、
MMP-3の発現はTGF-β 1処理にて約2・1倍、 TGトβZ処理にて約1 ・7倍に元進した。 MMP-8

の発現はTGF-β 1処理にて約2倍、 TGF-β2処理にて約2・6倍に元進し、 MMP-9の発現は
TGF-β1処理にて約2・6倍、 TGF-β2処理にて約1 ・9倍に元進した。
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Fig.1 5　細胞抽出液中のMMPs発現に及ぼすTGトβ 1′Zの影響

細胞抽出液中のMMP -2(A)、 MMP-3(B)、 MMP-8(C)、 MMP-9(D)の発現をWestern Blot

法にて検討した　MMP-2の発現はTGトβ1処理にて約2・1倍、 TGトβ2処理にて約2・4倍

に先進した。また、 MMP-3の発現はTGF-β1処理にて約1・8倍、 TGF-βZ処理にて約2・4

倍に先進し、 MMP-8の発現はTGF-β2処理では変化しなかったが・ TGF-β 1処理にて約
2・2倍に元進した。 TGトβ 1′2処理により細胞抽出液中のMMP-9の発現は約1/2に減少し
た。
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Fig.1 6　MICA mRNAおよびMMPs mRNAの発現に及ぼす

TGF- β 1 ′2siRNA導入の影響

TGF- β 1′2siRNAのMICA mRNAおよびMMP-2,-3,-8,-9 mRNAの発現に及

ぼす影響を半定量RT-PCR法にて検討した。 TGF-β 1/2siRNA導入により
MICA mRNA発現は変化を認めなかったが、 MMP-2,-3,-8,-9 mRNA発現
はいずれも低下した。
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Fig.1 7　MICA茸自およびsMICAの発現に及ぼす内在性TGF-β 1′2
発現抑制の影響

TGトβ 1′2siRNA導入KO細胞株を用いて、 Western Blot法にて、 MICA蛋白および

sMICAの発現を検討した。 TGF-β ^iRNAおよびTGトβ 2siRNAの導入により細胞抽出
液中のMICA蛋白の発現は著しく先進した(A).一方、 TGトβ 1′2siRNAの導入により、
培養上溝中へのsMICAの産生は著しく抑制された(B).
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Fig.1 8　MICA茸自およびsMICAの発現に及ぼす特異的MMP阻害剤の影響

MICA分子を切断する蛋白分解酵素の候補として考えられた、 MMP-3,-8,-2/9について、それ
ぞれの特異的MMP阻害剤のMICA蛋白およびsMICAの発現に及ぼす影響をWestern Blot法にて
検討した　MMP-3阻害剤処理による培養上溝中sMICA (A)および細胞抽出液中MICA蛋白(B)
の発現を、 MMP-8阻害剤処理による培養上溝中のsMICA (C)および細胞抽出液中のMICA (D),
MMP-2/9阻害剤処理による培養上溝中のsMICA (E)および細胞抽出液中MICA (F)をそれぞれ
示す。各MMP阻害剤添加処理により、細胞培養上溝中へのsMICAの産生は濃度依存的に抑制
され、細胞抽出液中のMIACの発現は濃度依存的に促進された。




