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研究の 目的

転移 浸潤能 の発 現 には細胞接着 、遊走 そ の もの に関わ る遺伝 子 とそ の産物 であ

る蛋 白の重 要性 が指摘 され てい る。 しか しなが ら転移 浸潤現 象 は 、細胞 間 の接

着性 を低 下 させ るのみ な らず 、基 底膜 を破壊 しその周囲 にあ る基 質 マ トリック

ス を溶解 し、 さらに血管 に進入 し転移 先 で再 びマ トリックス を破壊 しなが ら生

着す る とい う一連 の複 雑な システムの結 果 であ り、 この よ うな複 雑 な タンパ ク

質 の発 現機構 を調節 してい るのは、転 写 因子 であ る可能性 が高 い。 従 って、研

究者 らは現在取 り組 んでいるホメオボ ックス遺伝子HOXを は じめ、上記 に述べ

た初期発 生転 写遺伝子 群 につ いてその異 常 を検 索 し、癌細胞 で の再利用 が行 わ

れ る ことで癌 の転移浸潤 に寄与 してい るか ど うかを解 明す る。

研究組織

研究代表者:山 下 剛(旭 川医科大学助教授)

研究分担者=片 山英人(旭 川医科大学助手)

研究分担者:渡 邊ま り子(旭 川医科大学病院医員)

研究分担者:横 浜祐子(旭 川医科大学病院医員)

研究経費

平成17年 度

平成18年 度

計

:2、200千 円

1、000千 円

:3、200千 円

一1一



研究発表

論文 ・学会誌等

ZhaoY,YamashitaT,IshikawaM.

RegulationoftumorinvasionbyHOXB13geneoverexpressedinhuman

endometrialcancer.

OncolRep.2005Apr;13(4):721-6.

YamashitaT,TazawaS,YaweiZ,KatayamaH,KatoY,NishiwakiK,Yokohama

Y,IshikawaM.

Suppressionofinvasivecharacteristicsbyantisenseintroductionof

overexpressedHOXgenesinovariancancercells.

IntJOncol.2006Apr;28{4):931-8.

山 下 剛 、片 山英 人,加 藤 育 民,西 脇 邦 彦,荻 野 元 子,渡 辺 ま り子

子 宮 頸 癌 の取 り扱 い の 実 際 、子 宮 頸 癌 手 術 療 法(解 説/特 集)

産 婦 人 科 の 実 際 、55巻10号Page1517-1523(2006.10)

荻 野元子、 山下剛,片 山英人,渡 邊 ま り子,西 脇邦彦,加 藤 育民,横 浜祐子,

千石 一雄

腹腔鏡 下成熟嚢胞性 奇形腫摘 出術 におけ る体内法 と体外 法の成績 の比較

産婦 人科治療 、92巻5号Page874-877(2006.05)

山下剛 、 片 山英人,石 谷敬 之,三 代川斉之,藤 井哲 哉,林 博章,石 川睦男

婦人科悪性腫瘍の臨床 にお け るセ ンチネル リンパ節 生検の役割 子宮頸癌 にお

け るセ ンチネル リンパ節 ナ ビゲー シ ョン手術(SNNS)と その意義

日本婦人科腫瘍学会雑誌 、24巻2号Page123-129(2006.04)
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片 山英人、 山下剛,横 浜祐子,渡 辺 ま り子,荻 野元子,長 坂武,加 藤 育民,西

脇邦彦,千 石 一雄

当施 設におけ る腹腔鏡下単純子宮全摘術 につ いて(2000-2005年 症例 の検討)

北海 道産科 婦人科学会誌 、49巻1号Page20-25(2006.01)

山下 剛 、 片 山 英 人,荻 野 元 子,渡 辺 ま り子,横 浜 祐 子,西 脇 邦 彦,加 藤 育 民,千

石 一雄

子 宮 頸癌 に お け るSentinelNodeNavigationSurgery

産 婦 人科 治療 、92巻4号Page458-464(2006.04)

山下 剛

子 宮 頸 癌 に お け るセ ンチ ネ ル リンパ 節

日本 医 事新 報 、4268号PagelO5(2006.02)

山下 剛(旭 川 医 科 大 学 産 婦 人 科),石 川 睦 男

パ ピロー マ ウイ ル ス 感 染 と子 宮 頸 癌

最 新 医 学 、60巻2号Page238-244(2005.02)

口頭発表

山 下 剛 、

Uterincancer

8thAPAGE、16thlSGE、 第47回 日本 産 科 婦 人 科 内 視 鏡 学 会(大 阪)シ ン ポ ジ ウ ム

加藤 育民、 山下 剛、横 浜 祐 子 、荻野 元子 、片 山 英人 、西脇 邦彦 、

千石 一雄

当科 にお け る光線 力学療 法を施行 した6症 例 の検討 、第46回 北海 道婦 人科癌

化学療法談話会例会(札 幌)
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片 山 英 人、横浜 祐 子、荻野 元子 、加藤 育民、西脇 邦彦 、 山下 剛 、

千石 一雄

当施設 にお け るTLH施 行症例 の検討

第14回 北海道 内視鏡 下婦人科手術研 究会(札 幌)

荻 野 元子 、横 浜 祐子 、加藤 育民 、片 山 英人 、西脇 邦彦 、山下 剛、

千石 一雄

ラ ップデ ィス ク ミニ を用 いた一一孔式腹腔鏡 下手術 に関す る検討

第14回 北海道 内視鏡 下婦人科手術研 究会(札 幌)

山下 剛、片山 英人、千石 一雄

当科における腹腔鏡手術の現状 とその合併症についての検討

第19回 日本内視鏡外科学会総会(京 都)

片 山 英人 、山下 剛 、千石 一雄

腹 腔鏡下 に診断お よび治療 を行 った13歳 女性 に発症 した卵 管血腫 捻転 の一例

第19回 日本 内視鏡外 科学会総会(京 都)

山 下 剛 、 横 浜 祐 子 、 荻 野 元 子 、 加 藤 育 民 、 片 山 英 人
、 西 脇 邦 彦

千 石 一 雄

LaparoscopicSentinelNodeNavigationSurgeryFollowedbyLaparoscopic

RadicalHysterectomyasMinimumInvasiveSurgeryinEarlyInvasiveCervical

Cancer

第18回FIGO(マ レ ー シ ア)

片 山 英 人 、 横 浜 祐 子 、 荻 野 元 子 、 加 藤 育 民 、 西 脇 邦 彦 、 山 下 剛

千 石 一 雄

IdentificationofSLNandDetectionofMicrometastasisinCervicalCancer

第18回FIGO(マ レー シ ア)
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荻 野 元 子 、 横 浜 祐 子 、 加 藤 育 民 、 片 山 英 人 、 西 脇 邦 彦 、 山 下 剛

千 石 一 雄

AComparisonofIntraperitonealMethodandExtraperitonealMethodin

LaparoscopicEnucleationofOvarianDermoidCysts

第18回FIGO(マ レ ー シ ア)

西脇 邦彦 、渡邊 ま り子 、荻 野 元子、加藤 育民 、片 山 英 人、 山下 剛 、

千石 一雄

腹腔鏡手術 によ り診断 、治療 を行 った13歳 卵 管血腫捻 転の1例

第86回 北海 道 医学大会産婦人科分科会(旭 川)

加藤 育 民、 山下 剛、渡邊 ま り子 、荻野 元子 、片 山 英 人、西脇 邦彦 、

千石 一雄

最近3年 間 にお ける手術施行 した卵巣腫瘍症 例の検討

第86回 北海 道 医学大会産婦人科分科会(旭 川)

片 山 英 人 、荻野 元子、加藤 育民 、西 脇 邦彦、 山下 剛 、千石 一雄

当施設 にお ける子宮体癌症例 に対す る腹腔鏡 下手術 の治療成績

第44回 日本癌治療学会総会(東 京)

山下 剛、西脇 邦彦 、片 山 英人 、加藤 育民、荻野 元子 、千石 一雄

子宮頚癌 にお けるセ ンチネル リンパ節 生検 を含 む骨盤 リンパ節 転移状 況 と腫 瘍

径か らみた手術適応

第44回 日本癌治療学会総会(東 京)

荻野 元子 、加藤 育民 、片 山 英 人、西脇 邦彦、 山下 剛 、千石 一雄

主治医が苦慮す る終末期患者の精神 的サポー ト

第44回 日本癌治療学会総会(東 京)
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西脇 邦彦 、渡邊 ま り子 、荻野 元子 、加藤 育民、片 山 英 人、 山下 剛 、

千石 一雄

腹腔鏡手術 に よ り診 断、治療 を行 った13歳 卵 管血腫捻 転の1例

第54回 北 日本産科婦 人科 学会(盛 岡)

西脇 邦彦 、加藤 育民 、片 山 英 人、 山下 剛 、千石 一雄

TBX1遺 伝 子 の子宮体癌細胞株 と組織 にお ける過剰発現

第65回 日本癌 学会(東 京)

山下 剛 、加 藤 育民、片山 英人、西脇 邦彦、千石 一雄

ダブル アンチセ ンスHOXB7お よびHOXB13遺 伝 子 を用 いた卵 巣癌細胞株 の浸潤抑

制 お よびHOX標 的遺伝子 の検討

第65回 日本癌 学会(東 京)

荻野 元子 、 山下 剛 、西脇 邦彦 、片 山 英人 、加藤 育 民、渡邊 ま り子、

千石 一雄

過 去6年 間にお ける腹腔鏡 下手術 に伴 う トラブル の検討

第46回 日本婦 人科内視鏡学会(東 京)

片 山 英 人、 山下 剛 、渡邊 ま り子 、荻野 元子 、加藤 育民、西脇 邦彦、

千石 一雄

子 宮体癌症例 にお ける腹腔鏡 下手術 治療 の可能性

第46回 日本婦 人科内視鏡学会(東 京)

山下 剛 、片 山 英人 、西脇 邦彦、加 藤 育民 、荻野 元子 、渡邊 ま り子 、

千石 一雄

子 宮頚癌 にお け る骨盤 リンパ節転 移状 況か ら見た腹腔 鏡 下広 汎子 宮全摘術 お よ

びセ ンチネル リンパ節生検の適応

第46回 日本婦 人科内視鏡 学会(東 京)
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片山 英人、荻野 元子、山下 剛

当施設における早期子宮体癌症例に対す る腹腔鏡下手術の成績

第40回 日本婦人科腫瘍学会(岐 阜)

荻野 元子、片山 英人、山下 剛

婦人科癌化学療法患者に対する主治医による心理的サポー ト

第40回 日本婦人科腫瘍学会(岐 阜)

荻野元子、渡邊 ま り子 、加藤 育 民、片山英 人、西脇邦彦、 山下剛 、千石一雄

成熟嚢胞性 奇形腫摘 出術 にお け る体内法 と体外 法の比較

第13回 北海道婦 人科 内視鏡 学会(札 幌)

片 山英人、渡邊 ま り子 、荻野元子 、加藤 育民、西脇邦彦、 山下剛 、千石一雄

早期子宮体癌症例 において腹腔鏡 下手術 は成 立す るか

第13回 北海道婦 人科 内視鏡 学会(札 幌)

荻野元子、 山下剛、千石一雄

主治 医が苦慮す る終末期 患者 の精神 的サ ポー ト(緩 和 ケア チー ムに依頼 した4

症例の検討

第19回 日本サイ コオ ンコロジー 学会(京 都)

片 山 英人、渡邊 ま り子 、荻野 元子 、加藤 育 民、西脇 邦彦、山下 剛 、

千石 一雄

子宮頚癌Sentinelnodeに お け る微小転移検 索について

第57回 日本産科婦 人科学会学術講演会

横浜 祐子 、渡邊 ま り子、荻 野 元子 、加藤 育 民、片 山 英 人、西脇 邦彦 、

山下 剛、千石 一雄

子宮体癌 にお けるホ メオボ ックス遺伝子HOXの 過剰発 現 と浸潤転移能の解析

第57回 日本産科婦 人科学会学術講 演会
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荻野 元子 、渡邊 ま り子、加藤 育民 、片 山 英人 、西脇 邦彦 、山下 剛 、

千石 一雄

腹腔鏡 下成熟 嚢胞性 奇形種摘出術 にお け るラ ップデ ィス ク ミニの有 用性

第57回 日本 産科婦 人科学会学術講演会

TsuyoshiYamashita,SeisiroTazawa,KunihikoNishiwaki,YukoYokohama,

HidetoKatayama,KazuoSengoku

Completesuppressionofinvasionabilitybyintroductionof

multi-antisepsesofHOXgenesanddownstreamgenesregulatedbyHOXgenes

inSKOV30variancancercells

AmericanAssociationforCancerResearch97thAnnualMeeting

KunihikoNishiwaki,TsuyoshiYamashita,SeisiroTazawa,YukoYokohama,

HidetoKatayama,KazuoSengoku

TheoverexpressionofTBXlgeneinendometrioidcarcinomacells

AmericanAssociationforCancerResearch97thAnnualMeeting

西脇 邦彦、横 浜 祐子、渡邊 ま り子 、

片 山 英 人、 山下 剛 、千石 一雄

当科 で経験 した卵 管癌の3症 例

第45回 北海 道婦 人科癌談話会

荻野 元子、長坂 武 、加藤 育民、

荻野 元子 、 山下 剛、横 浜 祐 子、渡邊 ま り子、長 坂 武、加藤 育民、

片 山 英人 、西脇 邦彦 、千石 一雄

婦 人科癌化学療 法患者 に対す る主治医 による心理 的サ ポー トの実践

第45回 北海道 婦人科癌談話会

山下 剛

早期子宮頚癌における腹腔鏡手術の適応

第18回 日本内視鏡外科学会総会(東 京)
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渡邊 ま り子 、山下 剛 、石谷 敬之 、片 山 英 人、長坂 武 、荻野 元子 、

横浜 祐子、千石 一雄

当科 にお ける全腹腔鏡 下子 宮全摘術(TLH)の 工夫

第85回 北海道 医学 大会産婦 人科分科会(札 幌)

横浜 祐子、渡邊 ま り子 、荻野 元子 、長坂 武 、片 山 英人 、石谷 敬 之、

山下 剛 、千石 一雄

皮膚筋炎患者 の悪性腫瘍精査 で卵 管癌 が発 見 され た1症 例

第85回 北海道 医学大会 産婦人科分科会(札 幌)

片 山 英 人 、荻 野 元子 、 山下 剛 、 千 石 一 雄

子 宮頚 癌 症 例 に対 す るconcurrentchemoradiationの 有 用 性 お よび 有 害 事 象 の

検討

第43回 日本 癌 治 療 学 会 総 会(名 古屋)

荻野 元子 、片 山 英 人、 山下 剛、千石 一雄

適応 障害を認 める婦 人科癌 化学療 法患者 に対す る抗 うつ薬(SSRI)の 使用経験

第43回 日本癌治療学会総 会(名 古屋)

片 山英 人 、石 谷 敬 之 、 山下 剛 、 千石 一 雄

子 宮頸 癌 にお け るSentinelnodeの 評 価 につ い て

第64回 日本 癌 学 会(札 幌)

長 坂 武 、片 山英 人 、横 浜 祐 子 、渡 邊 ま り子 、 荻 野 元 子 、 石 谷敬 之 、 山下 剛 、

千 石 一雄

子 宮 頚癌 に 対す るconcurrentchemotherapyの 検 討

第53回 北 日本 産 科 婦 人 科 学 会(福 井)
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渡邊 ま り子 、 山下 剛 、石 谷敬 之、 片山英 人、長 坂 武 、荻野元子 、横浜祐子 、

千石一雄

原発 性膣癌 にセ ンチネル リンパ節 の 同定後腹 腔鏡 下 リンパ節 郭清 を施行 した一

例

第53回 北 日本産科婦 人科学 会(福 井)

横浜祐 子、渡邊 ま り子 、荻野 元子 、長坂 武 、片山英人、石谷敬 之、山下 剛、

千石一雄

末期 がん患者 の消化管閉塞 に対 しoctreotideの 投与 を行 った3症 例

第53回 北 日本産科婦人科学会(福 井)

渡邊 ま り子、山下 剛、石谷

横浜 祐子、千石 一雄

腹膜原発腺癌に関す る検討

北海道婦人科癌化学療法談話会

敬 之 、 片 山 英 人 、 長 坂 武 、 荻 野 元 子 、

第44回 例会

山下 剛、石谷 敬之、片山 英人、荻野 元子、渡邊

当科における腹腔鏡下広汎子宮全摘術の現況

第45回 日本産婦人科内視鏡学会

ま り子 、千 石 一雄

片 山 英 人、渡邊 ま り子 、荻野 元子 、石 谷 敬 之、 山下 剛 、千石 一雄

当施設 におけ る内視鏡 下子宮全摘 術(LAVH,LH,TLH)の 後 方視的検討

第45回 日本 産婦人科 内視鏡 学会

山下 剛

子 宮頸癌 にお け るセ ンチネル リンパ節 ナ ビゲー シ ョン手術(SNNS)と その意義

第38回 日本婦人科腫瘍学会

荻野 元子 、山下 剛 、千石 一雄

主治 医が行 うが ん患者 の心 のケア に対す る意識調査

日本緩和 医療学会 ・サイ コオ ンコロジー学会合 同大会(横 浜)
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山 下 剛

卵 巣 癌 に お け る ホ メ オ ボ ッ ク ス 遺 伝 子HOXの 発 現 異 常 とア ン チ セ ン ス 導 入 に よ

る 浸 潤 抑 制 効 果

第57回 日本 産 科 婦 人 科 学 会 学 術 講演 会

TsuyoshiYamashita,ZhaoYawei,SeishiroTazawa,KiichiroKawai,Mutsuo

Ishikawa

RegulationoftumorinvasionbyoverexpressedHOXB13geneinHuman

EndometrialCancer

AmericanAssociationforCancerResearch96thAnnualMeeting
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研究成果

1,研 究 目的

(1)研 究の背景

癌細胞 の最 大の特徴 はそ の浸潤 転移 能にあ り、この部分 の抑制 が可能 であれ ば、

ほ とん どの 良性腫 瘍 と変 わ らない もの とな る。従 って、癌細胞 のみ を根絶す る

有効 で決定的 な方法が 見つか っていない現在 、 この転移 浸潤能 の制御 によ り高

血 圧症や糖 尿病 にお け る薬物治療 、手術治療 の よ うな 、病気 と共存 しなが ら必

要 な期 間患者 の延命 をはか る方法 を見つ ける こ とが 当面 の課題 であ ると考 える。

それ で はい か な る方法 用 いれ ば この浸 潤 転移 能 を抑 制 で きる ので あろ うか。

我 々は生物 の初期発 生 におけ る細胞 の移 動 とその機能 に着 目して この問題 の解

明に取 りくん できた。 哺 乳類 な どの多胚 葉生 物の初期 発 生では 、あたか も癌細

胞 が間質 に浸潤す るが ご とく外胚葉 か ら中胚 葉が分化 し、 中胚 葉 は外胚葉 と内

胚葉 の間 に侵 入 してい く。 この時期活性化 され る遺伝 子群 にはホ メオ ボ ックス

遺伝子 をは じめ として 、フォ リス タチ ン、イ ン ヒビン、BMP,FGF,T-box,TGF-,Q

な ど中胚葉発 生 を制御 す る様 々な遺伝子 が あ り、 これ ら多 くの遺伝 子 の機能 の

詳 細 が発生生物 学の分 野で明 らか に されつ つ ある。 悪性 腫瘍細胞 にお いて もか

つ て使 用 した遺伝 子 を効 率的 に再発 現 させ るこ とでそ の生物学 的勢 力 を広 げる

こ とが重要 であ り、そ の細 胞移動 の類 似性 とい う観 点 か らみ て これ ら発生時 に

使 用 され た遺伝子群 が癌 の転移浸潤 に も関わ る可能性 が十分 にあ り得 る。 ゆえ

に癌 にお いて これ ら発 生 に関連す る遺伝 子群 の異常 発現 の検討 を行 うことには

妥 当性 があ る と考 え られ る。 これ までの我 々の研 究 で これ らの遺伝子群 の一つ

で あるHOX遺 伝 子 が この癌浸 潤 に大 きな影響 を与 えて い る ことが 明 らか とな っ

て い る。HOX遺 伝子異 常 と癌浸 潤 との関連 につ いて の研 究成 果は平成13-14年 度

科学研 究補助金 基盤研 究報告 書 「ホ メオボ ックス遺伝 子HOXの 子 宮体癌 お よび卵

巣癌 での異常発 現 とそ の転移浸潤 との 関連性 」 に報 告 され 、 さ らに2003年 日本

癌 学会総 会 、2004年 米 国癌 学会(AACR)、2004年 日本癌 学会 総会 で さ らに詳細 な

報 告が な され た ところであ る。

(2)研 究の 目的

転移 浸潤能 の発 現 には細胞接着 、遊走 その ものに関 わ る遺伝 子 とそ の産物 であ

る蛋 白の重要性 が指摘 され てい る。 しか しな が ら転 移 浸潤 現象は 、細胞 間の接
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着性 を低 下 させ るの み な らず 、基底膜 を破 壊 しそ の周 囲にあ る基 質マ トリック

スを溶解 し、 さ らに血 管 に進 入 し転移先 で再 びマ トリックス を破壊 しなが ら生

着す るとい う一連 の複雑 な システ ムの結果 で あ り、 この よ うな複雑 な タンパ ク

質の発 現機 構 を調 節 してい るの は、転 写因子 で ある可能性 が高 い。 従 って 、研

究者 らは現在 取 り組 んでい るホメオボ ックス遺伝 子HOXを は じめ、上記 に述べ た

初期発 生転写遺伝 子群 につい てそ の異常 を検 索 し、癌細胞 で の再利 用 が行 われ

ることで癌 の転移 浸潤 に寄与 してい るか ど うか を解明す る。

2、 研 究成果

研 究 目的(1)

本年度 はHOXB7とHOXB13の ダブル アンチセ ンス導入細胞 を作成 しシ ングル アン

チセ ンス導入時 に は抑 制で きなかった卵巣癌 細胞株 浸潤 の完全抑制 が 可能か ど

うか観 察す る。 さ らにエ ス トロゲン依存性腫 瘍で ある子宮体癌 にお いてHOX遺

伝子の発現制御 がエ ス トロゲン濃度 と関連 してい るか どうか確 認す る。

研究方法

卵巣癌 細胞株 を用 いた検討 では、まずHOXB7,B13の ダブル アンチセ ンス導入 を

図 り浸潤抑制100%が 可能 か ど うかを検討す る。さらに子宮体癌細胞株 を用 いた

検討 では、エス トロゲンを投与 した細胞株 での濃度お よび経過時 間でのHOX遺

伝子発 現に対す る変化 があるか ど うか導入 細胞株 を用いて検討す る。

研 究成 績

まず 、HOXB7,HOXB13の ダブ ル ア ンチ セ ン ス導 入 細胞 の製 作 を行 った 。 遺 伝 子 特

異 的 プ ライ マ ー を作 成 しPCRを 行 った 。 作 成 したPCR遺 伝 子 産 物 は シー クエ ン

ス に よ りそ の塩 基 配 列 が確 認 され た後 、ベ ク ター(pGEM-Teasy)に 結 合 され た。

そ の 後 ベ ク ター は 大 腸 菌 に トラ ン ス フ ォ ー ム され 、培 養 後 再 度 シ ー ク エ ン ス を

行 いそ の 配 列 に 誤 りの ない こ とが確 認 され た 。 大 腸 菌 に よ っ て増 幅 され た ア ン

チ セ ンス 用 フ ラ グ メ ン トはERIに よ り切 断 され 、ERIに よ り切 断 され た も う一 つ

の ベ ク タ ー(pcDNA3.1)に ライ ゲー シ ョン され た 。 この後 さ らに シ ー ク エ ン ス に

てベ ク ター 上 の塩 基 配 列 に異 常 が な い こ とを確認 した あ と、ベ クタ ー はApalに
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て切 断 され 直線 化 され癌 細胞へ の遺伝 子 導入用ベ クター とされ た。 遺伝 子 導入

に当たって は、 ジー ンパルサー を用 いた エ レク トロポ レー シ ョン法 が用 い られ

た。導入用 の癌細胞 には子宮体癌細胞 ではAN3CA細 胞、卵巣癌 ではSKOV3細 胞

が使用 され た。まず 、標 的細胞 を培養 し2.6×106個 の細胞 に対 して作成 され たベ

クター50μgが 導入 され た。電気パル スにて導入培養 の後 、G-418を 用 いて導入

細胞 と非導入細胞 の選別 が行 われた。5日 間の再 培養の あ と細胞 の一部 が回収 さ

れ遺伝子 の導入 がベ クター由来 のネオマイ シン配 列 を利用 したPCR法 にて確認

され た。 ただ しHOXB13で はセ レクシ ョンマーカー をhygromycinと した。HOXB7

お よびHOXB13の それ ぞれの アンチセ ンス を導入 した後 、セ レクシ ョンマー カー

neomycinとhygromycinを 用い て同時 ダブル アンチセ ンス導入細胞 の単離 を行 っ

た。 コン トロール に はmock細 胞 を作製 しそれ を用いた。 シングル ア ンチセ ンス

の導入 に比較 しダブル ア ンチセ ンスで はそ の浸潤 抑制率はほぼ2倍 近 く抑制 さ

れ、結果的 に浸潤 率 は0%と な った。この ことはHOX遺 伝 子の癌 浸潤 に対す る影

響 は相加 的で ある こ とを示 してい るとともに、2つ 以上のHOXを 制御 すれ ば浸潤

を停止 させ るこ とがで きる可能性 を示唆 して いる(参 考資料1)。

子宮体癌 におい てはAN3CA株 をいて これ に対 してエス トロゲ ンを投与 しその後

の時 間お よび濃 度依存 的なHOXB13の 変動 につい て。細胞株か ら遺伝子 を抽 出 し

その発現量 の差 を比較 した。 す る と時間依存 では約8時 間後 に、濃度 依存 では

約10の5乗 モル濃 度以 降に急激 な発 現の上昇 が認 め られた。 この ことは子宮体

癌 の浸潤 に対す るHOXB13の 変動はエス トロゲ ン依存的で あるこ とを示唆 してお

り子宮体癌 の進 行 自体 がエ ス トロゲ ン依存 的 であ るこ とと併せ て考 える とエス

トロゲ ンの制御 が癌 の浸潤 に大 きな影 響 を与 え るこ とが理解 され る(参 考 資料

2)0

考察

卵 巣癌 お よび子 宮体癌 にお いてHOX遺 伝子 の重要性 が示 され たが、過剰発 現 し

たHOX遺 伝子 の発 現 を抑制す ることで浸潤 を停止 させ ることがで きた ことの意

義 は大 きい。とりわけ卵巣癌で過剰発現 のあ る8遺 伝子 の内、2個(HOXB7,HOXB13)

を抑制す るだけで 浸潤 が完全抑制 で きた こ とは臨床応 用の点 で よ り簡便 な方 法

が適応 できる こ とを意 味 してい る。 また一見結 果に見 えるHOX遺 伝子 の過剰発

現は単 な る結果 で はな く、浸潤 現象 と直接関連 して い る事項で あ るこ とが この

研 究で明 らか とな った。故 にHOXが いか なる浸潤 関連 を制御 しているかを知 る
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ことが急務 であ る。一方子宮体癌 でHOXB13遺 伝 子 を用いてエ ス トロゲ ンに対す

る反応 を検討 した ところ、HOXB13の 濃度依 存的 に発 現が制御 され ることが判 明

した。 この ことは子宮体癌 の治療 にお い てホルモ ン剤投 与 な どに よるエ ス トロ

ゲ ン抑制 治療 は結果的にHOX遺 伝 子 の過剰発 現 を抑制 して癌浸潤 に抑 制的に作

用す ることが示唆 され る結果 とな った。

研 究 目的(2)

これ までの検討 の結果 では、 シングル ア ンチセ ンスで80%程 度 までの抑制 しか

で きなかった浸潤 転移 につ いて、 ダブル ア ンチセ ンス導入 で完 全 に抑制 され る

こ とが示 されたの で、 この様 な浸潤転 移 を直接制御 してい る と思 われ る接 着因

子 をは じめ と した標的候補遺伝 子 の発 現 の変化 を検討 した。 さ らに婦 人科癌 に

おい て発生 に関わ る転写 因子 の異 常 に関 して は、標 的 とす る中胚葉分化誘 導時

に活性化す る遺伝子群 であ るbFGFお よびその レセ プ ター、TBX遺 伝子 、GBX遺 伝

子 、PAX遺 伝子 、TGF一 β,BMP,smad遺 伝 子 、Brachyury遺 伝 子 な どのT-box遺 伝 子

、配偶子形 成 に も関与す る フォ リス タチ ン、イ ン ヒビン遺伝子 な どの卵巣癌 お

よび子宮体癌細胞株での過剰 発現 の有 無 を検討 した。

研 究 方 法

浸 潤 関連 遺 伝 子 の発 現 異 常 には 、ま ず標 準 細 胞 とな るSKOV-3お よび シ ン グル ア

ンチ セ ン ス導 入 細 胞 を用 い て これ らのRNAを 抽 出 し浸 潤 特 異 的 遺 伝 子 の プ ライ

マ ー を用 い て リアル タイ ムRT-PCR法 を用 い て そ の発 現 量 の詳 細 な 検 討 を行 った。

標 的 遺 伝 子 と してE-cadherin,CAMs,ETS-1&2,PAI-1&2,uPA,剛Psつ いて 検

討 した。HOX遺 伝 子 の発 現 を ア ン チセ ン ス に よ り抑 制 した結 果 これ らの標 的 遺伝

子 の発 現 が どの よ うに変 化 した か を解 析 した。 さ らに新 た なHOX関 連 遺 伝 子 を

検 索 す る た め にBMP-4,brachyury,CXCR-4,ほ か 合 計23の 遺 伝 子 を ス ク リー ニ ン

グ し卵 巣 癌 あ る い は子 宮癌 で の 異 常 発 現 の 有 無 を検 索 した。 使 用 した プ ライ マ

ー の シ0ク エ ン ス を 図1に 示 した
。

研 究成績

卵巣癌 お よび子 宮体癌 の癌浸潤 に重 要 なHOXB7お よびHOXB13に ついて 、HOXが

転 写因子 であ るこ とか ら直接浸潤 に影響 を与 えるいか なる遺伝 子 を制御 してい
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るか を調 べ るた め、アンチセ ンス を導入 した細 胞 としていな い細胞 か らそれ ぞ

れ 可能性 のあ る遺伝 子 を抽 出 し、発現 を比較 した。検討 した遺伝 子 は1VINIP2,EST-1,

uPA,PAI,β 一catenin,E-cadherinで あ る 。 そ の 結 果 β一cateninお よ び

E-cadherinに おいて標 準細胞 とアンチセ ンス導入細胞 間での著明 な発現 の差 を

認 め、HOXは これ らの因子 の発 現量 の変 化 を間接的 に制御す るこ とで癌浸潤 に影

響 してい るこ とが示唆 され た。

さ らに新 た なHOX関 連遺伝 子 を検 索 す るた め に卵 巣上皮 細胞 お よび卵巣 癌細

胞株 よ りRNAを 抽 出 し、以下 の遺伝 子 についてその発現量の差 を検討 し過剰発現

の起 こってい る遺伝子 を検 索 した。 ス ク リーニ ングの結果 、卵巣癌 細胞株 では

DLX1が(表1お よび図2)、 子宮 体癌細 胞株 で はTBX1が 発現異 常を起 こ して いるこ

とが示唆 され た(参 考資料3)。 それ 以外 の遺伝子 には特段 の発 現量 の差が認 め

られ なか った。 どち らも過剰発 現 に よ りHOX遺 伝子 とは別個 にそれぞれ の癌化や

癌 の進展 に寄与 している可能性 が示唆 された。

考察

HOX遺 伝子 は癌浸 潤転移 を直接制御 す る遺伝 子 を間接的 に制御 してそ の浸潤 を

制御 してい る ことが示唆 され たわ けで あ るが 、具体的 には β一cateninお よび

E-cadherinの 機 能 を通 して これ を 制 御 してい る こ とが明 らか とな った。 β

一cateninお よびE-cadherinは すで に浸潤 に深 く関与す る遺伝 子 として知 られ て

いるが、通 常は正 常細胞 にお いて も発 現 が認 め られ るた め、 これ らを直接 制御

す る ことで癌 の浸潤 を抑 制 しよ うとす る と、正常細胞 に対 して も副作用 と して

機 能抑制 が 出現 し結果的 に臨床応 用が 困難 で ある ことが知 られ てい る(例 とし

てMMP抑 制薬剤 な ど)。HOXを 抑制 して これ らを間接 的に制御す る利 点は、HOX

が癌 細胞 にのみ発 現 してお りこれ を抑制 して間接 的 に浸潤 関連 遺伝 子の発現 を

抑制 で きるこ とにあ る。す なわ ち正常 で発現 していないHOXで は これ を抑制 し

て も正 常細胞 には影響 のない こ とが予 測 され る点 において 、臨床 応用 に有望で

あるこ とが期 待 され る。一方HOX関 連遺伝 子の検索 にお いては多数 の遺伝子 を

検 討 したが結果 的 には卵巣癌お よび子宮体癌 で1つ ずつ の遺伝子 が候 補遺伝子

と して検討 され た。 これ らの詳細 につ いて はほかの研究 におい て明 らかに され

るであ ろ う。
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ま とめ

HOX遺 伝 子に関す る一連の検討 の結果 、卵巣癌 では過剰 発現 したHOX遺 伝 子 をす

くな く とも2つ 制御で きれ ば浸潤 を抑制 でき、また これ らの制御 方法の導入 は

は正常細胞 において は副作 用 として出現せ ず に癌組 織 のみ を標 的 と して機 能 で

で きる可能性 があ ることが示唆 され た。 また新 たな補候 補遺伝子 を1つ 発見 し

た。 子宮体癌についてはエス トロゲンの濃度依存 的にHOX遺 伝 子の発現が制御

され てい る ことか ら癌転移 の観 点 か らはホルモ ン抑制治 療 が重要 であ ることが

示唆 され た。 また子 宮体癌におい て も候補遺伝子 が1つ 発見 され た。
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