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    学位論文題名

ホメオボックス遺伝子日．〇XD3アンチセンス発現

ベクター導入によるヒト悪性黒色腫細胞の

劾vitro浸潤性の低下

学位論文内容の要旨

  癌の浸潤・転移を発生生物学的に捉えると、細胞の持つ固有の空間的位置情報の変化が
原因と考えることができる。動物胚の発生過程において形態情報を位置情報に変換する遺
伝子はホメオボックス遺伝子と呼ばれ、転写調節因子をコードしている。ホメオボックス
遺伝子にはいくっかのファミリーがあるが、そのうちのひとっであるクラスIホメオボ
ックス遺伝子(HOX)群は、ヒトを含む広範な脊椎動物においても高度に保存され
ている。HOX遺伝子は胎生期の細胞に空間的な位置情報を与え、形態形成のプ口
グラムを実行に移すマスター調節遺伝子と考えられてきたが、脊椎動物では出
生後も造血組織、腎臓、肝臓、中枢神経などで組織特異的な発現ノくターンが認
められる。
  腎癌、肺癌、子宮頚癌などの固形癌においては、HOX遺伝子の発現パ夕一ンが、癌組織
と正常組織問で異なり、成体においてもHOX遺伝子群が組織構築の保持に関与していると
考えられている。また、 OXD．ワ遺伝子の強制発現が、細胞接着因子インテグリンロ3の発現
を促し、それを介した細胞接着や運動性を増強させることが、ヒト赤自血病細胞ならびに
肺癌細胞を用いた遺伝子導入実験で明らかにされている。また、ヒト血管内皮細胞を血管
新生因子のひとつbasic fibroblast growth factor (bFGF)で刺激すると、HOXD3遺伝子の
発現が高まるとともに、インテグリンロ3およびウロキナーゼ型プラスミノーゲンアクチ
ベ一夕- (uPA)の発現が亢進することが報告されている。以上の事実は、HOXD3が転移・
浸潤関連分子の転写を調節している可能性を示唆している。
  悪性黒色腫は、メラノサイト由来の悪性腫瘍で、高い転移・浸潤性を示すことがひとつ
の特徴である。そこで、HOXD3ホメオボックス遺伝子が、悪性黒色腫細胞の転移・
浸潤性に関与するのか否かを調べるために、HOXD3を発現しているヒ卜悪性黒色
腫 細胞 株A375MにHOXD3ア ンチ センス 発現 ベクタ ーを 導入し、細胞の運動・浸
潤性の変化および運動・浸潤性に関与する遺伝子の発現変化について解析した。
  まず 、ヒト 正常 メラノ サイ 卜およ び7系 のヒ ト悪性 黒色腫細胞株のHOXD3の
発現をreverse transcriptase―mediated polymerase chain reaction（RT―PCR）
法で調べた。HOXD3の発現は、正常メラノサイトでは認められなかったが、悪性
黒 色腫 細胞株 では 7系中 6系に認められた。そこで、HOXD3アンチセンス発現ベ
ク ター を作製 して HOXD3を発現 して いる悪 性黒 色腫細 胞株A375Mにりポフェク



ション法で遺伝子導入した。遺伝子導入操作後、ネオマイシンを含んだ選択培
地で培養し、5系のHOXD3アンチセンスを高発現した細胞クローンを得た。親
株、ネオマイシン耐性遺伝子のみを発現する2系の細胞クローン、ならびに
HOXD．ッアンチセンス発現ベクターを導入したが発現の極めて低かった1クロー
ンを対照群として用いた。
  内皮下基底膜への浸潤モデルとして頻用されるマトリグルへの浸潤性は、対
照細胞ク口ーンおよび親株に比べ、HOXD3アンチセンス発現ク口ーンにおいて有
意に低かった。細胞外マトリクス成分であるビト口ネクチンおよびラミニン―1
に対する接触走化性、ならびにファゴカイネティック・トラック・アッセイで
測定された細胞運動性もまた、HOXD3アンチセンスを発現させることによって有
意な低下が認められた。また、マ卜リゲルおよびラミニン－1上に細胞を播種し
た場合、親株および対照細胞クローンはすみやかに接着し、細胞突起を形成し
伸展した（細胞伸展）のに対し、HOXD3アンチセンス発現株は細胞伸展を示すも
のが少なかった。
  マトリゲルの主成分はラミニンー1であるので、HOXD3アンチセンスの発現に
よる細胞浸潤、運動および伸展性の低下は、ラミニンに対する接着因子の発現
低下によると考え、フローサイ卜メ卜リーあるいはRTーPCR法でそれらの発現を
解析した。その結果、ラミニンをりガンドとするインテグリンならびに67 kDa
ラミニンレセプターの発現は、すべてのクローンにおいて同程度であることが
明らかとなった。っぎに、細胞浸潤に関与する細胞外マトリクス分解酵素とそ
のインヒビターの発現について調べた。マトリクスメタロプロテイナーゼ（MMP）
群に属するMMP－1、MMP―2、MMP―3、MT1―MMP、MT2―MMPおよびそれらのインヒビ
ターであるtissue inhibitor of metalloproteinase（TIMP)―1、TIMPー2、なら
びにセリンプ口テイナーゼ群に属するuPA、そのレセプター（uPAレセプター）お
よびインヒビターであるPAインヒビタ一（PAI）―1、PAI－2の発現は、各クローン
問において差を認めなかった。
  以上の結果は、HOXD3アンチセンスによる細胞浸潤・運動性の低下が、細胞接
着因子や細胞外マトリクス分解酵素の発現変化に起因するのではなく、他の機
序によってひきおこされていることを示唆している。っぎに細胞浸潤・運動性
の低下に関与する候補因子を個別に調べていくのではなく、HOXD3アンチセンス
によって発現の変化する因子を包括的、網羅的に解析した。すなわち、HOXD3ア
ンチセンス発現クローンとネオマイシン耐性対照ク口ーン間におけるmRNAの発
現パターンを比較するためcDNAマイク口アレイ解析を行った。その結果、細胞
骨格関連蛋白であるcdc42 interactlng protein4(CIP4）、CIP4とホモ口ジーの高
いKIAA0554および卜口ポミオシンU（TPM2）の発現が、HOXD3アンチセンスを発
現させることによって増強することが明らかとなった。
  CIP4は、Rhoファミリーに属する低分子量G蛋白Cdc42の下流にある標的分子のひとつ
であり、そのアミノ酸配列からCdc42からのシグナル伝達や細胞骨格の制御に関与してい
ると考えられている。活性型Cdc42は、葉状突起や細胞膜のラッフリングに先行しておこ
る形態変化である糸状突起やmicrospikeの形成に関わっている。葉状突起やラッフリング
の形成は，細胞運動性と相関する現象であるので、Cdc42の活性化もまた細胞運動と結び
ついていると考えられる。TPM2はアクチン結合蛋白で、アクチンフアラメン卜を安定化す
る働きがあり、転移性の低いマウス悪性黒色腫細胞において高発現していることが知られ



ている。糸状突起、葉状突起やラッフリングの形成にはアクトミオシン系の細胞骨格蛋白
の重合・脱重合‐再構成がすみやかにおこる必要があり、それぞれに関わる分子の量的バ
ランスが重要となる。従って、TPM2やCIP4の異常発現は，アクトミオシン系の再構成シ
ステムに異常をきたし、その結果、細胞進展や細胞運動の低下を引き起こしていると考え
られる。
  以上の結果より、ホメオボックス遺伝子HOXDeワは、浸潤・運動を制御するマス夕一調節遺
伝子として働いている可能性が示唆された。



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

ホメオボックス遺伝子H〇XD3アンチセンス発現

ベクター導入によるヒト悪性黒色腫細胞の

劾vitro浸潤性の低下

  動物胚の発生過程において形態情報を位置情報に変換する遺伝子はホメオボックス
(HOX)遺伝子と呼ばれ、転写調節因子をコードしており、ヒトを含む広範な脊椎動物に
お いて も 高度 に保存され ている。HOX遺伝子は 胎生期の細 胞に空間的 な位置情
報を与 え、形態形 成のプログ ラムを実行 に移すマス ター調節遺伝子と考えられ
てきた。これまでの報告により、ヒト赤白血病細胞ならびに肺癌細胞を用いた遺伝子導入
実験でHOXD3遺伝子の強制発現が細胞接着や運動性を増強させることからHOXD3が転
移・浸潤関連分子の転写を調節している可能性が示唆される。
  悪性黒色腫は、メラノサイト由来の悪性腫瘍で、高い転移・浸潤性を示すことがひとつ
の特徴である。そこで、HOXD3ホメオボックス遺伝子が、悪性黒色腫細胞の転移・
浸 潤性 に 関与 するのか否 かを調べる ために、HOXD3を発現し ているヒト 悪性黒
色 腫細 胞 株A375Mに HOXD3ア ン チセ ン ス発 現ベ クターを導 入し、細胞 の運動・
浸潤性 の変化およ びそれに関 与する遺伝 子の発現変 化について解析した。遺伝
子 導入 操 作後 、 ネオ マ イシ ン を 含ん だ 選択 培地で培養 し、5系のHOXD3ア ンチ
センス を高発現し た細胞クロ ーンを得た 。親株、ネ オマイシン耐性遺伝子のみ
を 発現 す る2系の細胞 クローン、 ならびにH〇XD3アンチセン ス発現ベク ターを
導 入 し た が 発 現 の 極 め て 低 か っ た 1ク ロ ー ン を 対 照 群 と し て 用 い た 。
  内皮下 基底膜への 浸潤モデル として頻用 されるマト リゲルへの浸潤性は、対
照細胞 クローンお よび親株に比べ、H〇XDコアンチセンス発現クローンにおいて
有意に低かった。細胞外マトリクス成分であるビ卜ロネクチンおよびラミニン‐1
に対す る接触走化 性、ならび にファゴカ イネティッ ク・トラック・アッセイで
測 定さ れ た細 胞運動性も また、HOXD3アンチセン スを発現さ せることに よって
有意な 低下が認め られた。また、マトリゲルおよびラミニン‐1上に細胞を播種
した場 合、親株お よび対照細 胞クローン はすみやか に接着し、細胞突起を形成
し 伸展 （ 細胞 伸展）した のに対し、 HOXD3アンチ センス発現 株は細胞伸 展を示
すものが少なかった。
  マトリ ゲルの主成 分はラミニ ン－1で あるので、 HOXD3アンチセンスの発現に
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よる細胞浸潤、運動および伸展性の低下は、ラミニンに対する接着因子の発現
低下によると考え、フローサイ卜メ卜リーあるいはRT-PCR法でそれらの発現を
解析した。その結果、ラミニンをりガンドとするインテグリンならびに67 kDa
ラミニンレセプターの発現は、すべてのク口ーンにおいて同程度であることが
明らかとなった。次に、細胞浸潤に関与する細胞外マ卜リクス分解酵素とその
インヒビターの発現について調べたが、各クローン間において差を認めなかっ
た。そこで、H〇XD3アンチセンス発現クローンと対照クローン間におけるmRNA
の発現パターンを比較するためcDNAマイクロアレイ解析を行った。その結果、
細胞骨格関連蛋白であるcdc42 interactlng protem4（CIP4）、CIP4とホモロジーの高
いKIAA0554およびtropomyosin2（TPM2）の発現が、H〇畑3アンチセンスを発現
させることによって増強することが明らかとなった。TPM2やCIP4の異常発現は，
アクトミオシン系の再構成システムに異常をきたし、その結果、細胞伸展や細胞運動の低
下を引き起こしていると考えられる。また、腫瘍関連抗原のーっであるmelanoma‐associated
antigen（MAGE）‐1の発現も、H〇畑3アンチセンスを発現させることによって増強す
ることが明らかとなった。以上の結果より、ホメオボックス遺伝子風孤D3は、浸潤・
運動性を制御するマスター調節遺伝子として働いている可能性が示唆された。
  公開発表において、副査の加藤教授より導入ベクター発現の強弱の原因およびinvitr0
浸潤能と臨床的な浸潤能の関連についての質問があった。それに対し、導入実験の手技、
特徴などにっき適宜文献的知識も加えて説明した。次いで、主査の杉原教授より臨床応用
の可能性など今後の展望についての質問があった。その質問に対しても、現在までの結果
を踏まえた上で、invivoの実験計画、臨床応用の可能性にっき文献的考察を加えて解答し
た。また、副査の守内教授よりベクター導入により遺伝子発現に差の認められたMAGE‐1
にっいての質問があった。申請者は現在までに解明されているMAGE‐1の事項にっき解答
し、〃｜微D3とMAGE－1の関連についての推論を述べた。また、会場の藤田先生からべク
タ←導入後の細胞接着因子の機能変化にっき質問があった。今回の研究では機能変化につ
いての検討は行っていないが、今後の検討課題として興味深い旨を述べた。いずれの質問
に対しても、申請者は自己の研究結果と文献的知識に基づいて概ね妥当に解答した。
  この論文は、形態形成遺伝子H〇畑3と癌細胞の浸潤能の関与にっき検討した
点で高く評価され、今後の浸潤・転移のメカニズム解明が大いに期待できる。
  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得
単位なども併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有する
ものと判定した。
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