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はじめに

PR・39は ブ タ の 小腸 粘膜 ・白血 球 か ら精 製 され た カセ リシ ジ ン フ ァ ミ リ

ー に属 す る内 因性 抗 菌 ペ プ チ ドで あ る.活 性 型 がproline,arginineに 富 む39個

の ア ミ ノ酸 か らな る ペ プ チ ドで あ り,抗 菌 作 用 に加 え て,proteoglycan型 接 着

分 子 で あ るsyndecanの 発 現 を誘 導 す る こ と(GalloR.L.,ProcNatlAcadSci

USA,1994),ま た,白 血球 のP47ph・ ・のSH3(Srchomology3)domainに 結 合 し

NADPHoxidaseの 活 性 を抑 さ え る こ と(ShiJ.,ProcNatlAcadSciUSA,1996),

細 胞 内 シ グナ ル 伝 達 分 子p130c・ ・のSH3domainに 結 合 しそ の 局在 を変 え る こ

と(ChanYR.,JBiolChem,1998)が 報 告 され,多 機 能 分 子 で あ る こ とが わ か っ

た.我 々 はsyndecanfamilyの ひ とつ で あ るsyndecan・1が 肝 細 胞 癌 に お いて 転

移 抑 制 因子 と して 働 い て い る こ と を報 告 し(IntJCancer74:482・491,1997),

PR・39遺 伝 子 の肝 癌 細 胞 へ の 導 入 がsyndecan・1を 誘 導 し,そ の浸 潤 ・転 移 を抑

制 し,さ ら にactindisorganizationを 引 き起 こ し,細 胞 形 態 を変 化 させ る こ と

を 明 らか に した(BritJCancer81:393・403,1999).さ らに,我 々 は,activated

k・rasでtransformし たmouseNIH3T3細 胞 にお いてPR・39遺 伝 子 の 導 入 が

actin構 築 を変 化 させ る こ と,細 胞 増 殖 を抑 制 す る こ と,MAPkinase活 性 を低

下 させ る こ と,お よ びPR・39がPI3kinasep85aに 結 合 す る こと を 明 らか に し

た(JpnJCancerRes92:959・967,2001).

我 々 は,こ のactivatedk-rastransfbrmedNIH3T3へ のPR-39

transfectantが ヌ ー ドマ ウ ス へ の 皮 下 移 植 実 験 にお い て,癌 悪 液 質 を抑 制 し,

生 存 期 間 を延 長 させ る と い う予 備 結 果 を得 て い る.そ こで,癌 悪 液 質 を起 こす

マ ウス 大 腸 癌 細 胞 株colo26を 用 いて,PR・39の 腫 瘍 増 殖 抑 制 効 果,癌 悪 液 質 抑

制 効 果 を検 討 した.以 下 に科 学 研 究 費 補 助 金 を用 い て 行 っ た研 究 の 結 果 を 述 べ

る.

目的

多機能 ペ プチ ドPR・39が 癌悪液質 を抑制す るか ど うか を検 討す る.

方法

PR・39発 現 ベ ク ター 作 成

PR-39発 現 ベ ク タ ー は既 報 の も の を使 用 した(JpnJCancerRes92:

959・967,2001).簡 単 に 述 べ る と,ブ タ 内 因性 抗 菌 ペ プチ ドPR・39遺 伝 子 の 全

翻 訳 領 域 を ブ タ 小 腸 か ら 精 製 し たtotalRNAを 鋳 型 と し,
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5'・GGGCTCAGGATTCACCAA.AAGCTTTTAATGGGT-3'をRTprimerお よ び

reverseprimerと し て,5'-CTCACCTGGGCACCATGGAG・3'をforwardprimer

と し てRT-PCR(reversetranscriptase・polymerasechainreaction)で 増 幅 し た.

PR・39遺 伝 子 のC末 端 にhemagglutinin(HA)を 標 識 遺 伝 子 と して 付 加 し た.

PCR産 物 をpT7Bluevector(Novagen,Inc.,Madison,WI)で ク ロ ー ニ ン グ し,

EcoRI-Xbalフ ラ グ メ ン ト をpZeoSV2発 現 ベ ク タ ー(Invitrogen,SanDiego,

CA)に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ した(Figure1).

PR-39HATa

pleoSV2

HA:hemagglutinin

Figure1:PR・39expressionvector

細 胞 培 養 と遺 伝 子 導 入

癌 悪 液 質 を起 こす マ ウ ス 大 腸 癌 細 胞 株colo26は10%牛 胎 児 血 清 含 有

Dulbecco'smodifiedEagle'smedium(DMEM)に て 培 養 し,遺 伝 子 導 入 は既 報 に

従 って 施 行 した(JpnJCancerRes92:959-967,2001).簡 単 に 述 べ る と,PR・39

発 現 ベ クタ ー をLipofectin(GIBCO・..,Gaithersburg,MO)を 用 い て リポ フ

ェ ク シ ョ ン法 でcolo26に 遺 伝 子 導 入 し,3週 間1,000mg/mLのZeocin含 有 の 培

養 液 で培 養 しstabletransfectantを 樹 立 した.

K14・PR39遺 伝 子 コ ンス トラ ク ト

翻 訳 領 域 全 長 のPR・39cDNAをTOPOTAvector(Invitrogen)を 用 い て

ク ロー ニ ン グ し,そ のBgllIに よ る切 断 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン トをkeratin14(K14)

プ ロ モ ー タ ー を含 ん だpG3Z・K14カ セ ッ ト(ElaineFuchs教 授(Rockefeller

University)か らの供 与)に サ ブ ク ロー ニ ン グ した(Fligure2).
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Figure2:MapofK14・PR・39Transgene

SchematicrepresentationoftheK14-PR-39transgeneconstruct.The

K14-PR-39fusiontransgenewasconstructedbysubcloningthe528bpBg11i

fragmentcontainingthewholeopenreadingframecDNAofPR-39intothe

BamHIsiteofanexpressionvectorcontaining1946bpofthehumanK14

promoter/enhancerandtheK14polyadenylylationsignalsequence.

PR-39ト ランス ジェニ ックマ ウス

トラ ンス ジ ェニ ックマ ウス は偽 妊 娠マ ウス に移植 す る前 の受精 卵 に作

成 したK14・PR・39遺 伝子 をマイ ク ロイ ンジ ェクシ ョンで導入 した.ト ラ ンスジ

ェニ ックマウスは10世 代以 上をBALB/cマ ウスに戻 し交雑 させた もの を使用 し

た.

サ ザ ンプ ロ ッ ト

WizardGenomicDNApurificationkit(Promega)を 用 い て マ ウ ス の尾

部 末 端 組 織 か らゲ ノムDNAを 精 製 した.導 入 遺 伝 子 の ゲ ノムDNAへ の イ ンテ

グ レー シ ョ ンの 状 態 は サ ザ ン プ ロ ッ トで 解 析 した.サ ザ ン プ ロ ッ トはHybond

N+nylonmembrane(AmershamPharmacia)お よ び プ ロー ブ と して32P標 識

PR・39cDNAを 使 用 した.

RT-PCR

TotalRNAを マ ウ ス皮 膚 か ら抽 出 し,1ｵgのtotalRNAと500ngの

oligo(dT)か らSuperscriptIIRNaseH.ReverseTranscriptase(GIBCO/BRL)

を 用 い てcDNAを 作 成 し た.PCRは セ ン ス プ ラ イ マ ー:

5'・TCAGATCTGCACCATGGAGACCCAGA・3',ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー:

5'・ACAGATCTACCGTTTTCCGGGGAACC・3'を 用 いた.

免疫組織 化学染 色

トランス ジ ェニ ックマウスのPR・39蛋 白の発現 を生後1日 の新生 マウス

皮膚 上皮 を用 いて 免疫組織 化学染 色で検討 した.皮 膚 の凍結切片 をポ リクロー

ナルPR・39抗 体 に反応 させ,ビ オチ ン標識 ヒツジ抗 ウサ ギIgG,VectorABCkit

(VectorLaboratories)を 用 いて0次 抗体 の存在 を描出 した.

一4一



ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト

トラ ンス ジ ェニ ッ ク マ ウ ス お よ び 野 生型 マ ウス の 皮 膚 組 織 を1MHCI,

1%tri且uoroaceticacidで 蛋 白抽 出 を行 い,そ の上 清 を真 空 乾 燥 させ,プ ロ テ イ

ンペ レ ッ トをPBSに 溶 解 し,そ れ を さ らに抗PR・39抗 体 で 免 疫 沈 降 を施 行 した.

サ ンプル はTris/Tricine/SDS/16.5%PAGEで 分 離 し,ImmobilonPmembrane

(Millipore)に プ ロ ッ トし,抗PR-39抗 体 で 免 疫 反 応 した.抗 体 はWestern

Lightningchemiluminescencereagent(Perkin・Elmer)で 描 出 した.

Invitro細 胞 増 殖 ア ッセ イ

Invitroに お け るcolo26の 細 胞 増 殖 曲 線 を も とめ た.10cmデ ィ ッ シ ュ

に1.5x106個 のcolo26細 胞 を植 え4日 間培 養 し,細 胞 数 を測 定 した.

動物 実験

ヌー ドマ ウス の癌 皮 下移植 モ デル を用 いて腫 瘍増 殖 曲線 と生 存 曲線 を

もとめた.実 験 は旭川 医科 大学 医学部 附属動物実験 施設運営 委員会 の承 認 の も

と施行 し,旭 川医科大学 にお ける動物実験 に関す る指針 を遵守 して行 われた.5

週齢 の雄 ヌー ドマ ウス(CharlsRiverJapan,Co.)の 背部 皮下 に5x105個 の

colo26細 胞 を移植 し,5週 間,自 由摂 水摂食法で飼育 し,体 重 と腫瘍サ イズ を測

定 した.

統 計解析

統 計解析 はt検 定 を用 いた.生 存 曲線 はKaplan-Meier法 を用 いた.

結果

PR-39ト ランス ジェニ ックマ ウス はRichardLGallo博 士(カ リフォルニ ア大 学

サ ンデ ィエ ゴ校)と の共 同研 究で作成 した.プ ロモーター ・エ ンハ ンサ ー領域

に皮膚上皮 ケ ラチ ノサ イ ト特 異性 のK14プ ロモーター ・エ ンハ ンサー を使用 し,

PR・39を 皮膚上皮 に恒 常性 に強制発現 させた.マ ウスの ジェ ノタイ ピングはサ

ザ ンプ ロッ トで確認 した(Figure3).

トランス ジェニ ックマ ウスの皮膚上皮 内のPR-39導 入遺伝子 のmRN

Aの 発現 をRTLPCRで 確 認 した(Figure4).
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Figure3:SouthernblotforK14・PR・39transgene

GenomicDNAspurifiedfrommicetailtissueweredigestedwithHindllland

subjectedtoSouthernblotanalysis.Lane1;originalplasmidDNAof

K14・PR・39transgenedigestedwithEcoRIandBamHI.Lane2;

non-transgeniclittermate.Lane3and4;twodifferentfoundertransgenic

mice.Theblotswerehybridizedwitha32P-labeledPR-39cDNA.
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Figure4:RT-PCRforPR-39

TotalRNAswereextractedfromnormalskinofadultmice,andtheseRNAs

weresubjectedtoRT・PCRanalysis.Lane1:LamdaDNAdigestedwithPstl,

Lane2・4:b・actinampli丘cation,Lane5・7:PR・39amplificationwithoutRT

reaction,Lane8・10:PR・39amplification,Lane2,5and8:non-transgenic

littermate(NT),Lane3,6,9andLane4,7,10:transgenicmice(TglandTg

2).

次 に トランスジ ェニ ックマウス の皮 膚上皮 におけるPR・39導 入遺伝子

の蛋 白発現 を免疫 組織化学染 色で確 認 した(Figure5).
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Figure5:ImmunohistochemicalstainingfbrPR・39inmiceskin

Frozensectionsofdaylnewbornmicewerefixedin4%PFAinPBSand

processedforImmunohistochemicalstainusingpolyclonalantibodyagainst

PR-39.Transgenicmouse(Tg)andnon-transgeniclittermate(NT).

Magnificationx400

さ らに トランスジェニ ックマウス の皮膚 にお けるPR・39導 入遺伝 子 の

蛋 白発現 をウ ェス タンブ ロッ トで も確 認 した.発 現蛋 白はほ とん どが不活 性型

であった(Figure6).
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Figure6:WesternblotforPR・39

Proteinswereextractedfromsterilewoundskinofadultmicein1M

hydrogenchlorideand1%trifluoroaceticacid.Proteinswereseparatedviaa

16.5%his/Tricinepolyacrylamidegelelectrophoresis,thentransferredonto

aPVDFmembrane.Immunoreactionwithanti-PR-39antibody.Lanel

non・transgeniclittermate(NT),Lane2:transgenicmice(Tg),Lane3:pig
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bonemarrowandLane4:syntheticPR・39peptide.

PR・39の 細 胞 増 殖 抑 制効 果 につ いてinvitro細 胞 増 殖 ア ッセ イ を行 っ た.

PR・39ト ラ ンス フ ェ ク タ ン トの細 胞 増 殖 はcolo26の112に 抑 制 され た(Figure7).
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Figure7:Cellproliferationinvitroofcolo26andPR・39tansfectant

次 にinvivoに お けるPR・39の 細 胞増殖抑制効果 につ いて検討 した.は

じめにPR・39合 成 ペプチ ドを腹 腔 内投与 して,抗 腫瘍効果 を検 討 したが さお認

めなか った.よ り高濃度 のPR・39を 腫瘍 部位 に到達 させ るため,腫 瘍移植部位

で ある皮膚 にPR・39が 強 制発 現す る トランス ジェニ ックマウス を作成 し,マ ウ

ス皮下 へのcolo26移 植 にお ける細胞増殖 を検 討 した.し か し,同 様 に野 生型マ

ウス と トランス ジェニ ックマウスで差 を認 めなか った(Figure8).

そ こで,次 に移植す るcolo26にPR・39遺 伝子 を直接導入 した トランス

フェ ク タ ン トを用 いて検 討 した.や は り腫 瘍 増 殖 に関 して はcolo26親 株 と

PR・39ト ランス フェクタ ン トで差 を認 めなか った(Figure9).
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Figure9:invivotumorgrowthofcolo26andPR・39transfectant

しか し,統 計学的 に有意差 を認 めなか った が,PR・39ト ランスフェ クタ

ン ト移植群 で生存期 間の延長傾 向 を認めた(Figure10).こ の ときマ ウス の体重

の変化 は両群 で差 を認め なか った(Figure10).癌 悪 液 質 を起 こすcolo26に

PR・39遺 伝子 を導入す る ことによって,癌 悪液 質 を改善 し,生 存期 間が延長す

る可能性 が示 唆 された.
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研究庫果

1.PR・39の 抗腫瘍効果 の検 討 に先立 って,PR・39を 皮膚 に強制発現 させ る

PR-39ト ラ ンスジ ェニ ックマ ウスを作 成 した.

2.K・ras突 然変 異を有 し癌 悪液質 を起 こす大腸癌細胞株colo26に 対す る
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PR・39の 癌抑制効果 をマウス皮下移植モデルで検 討 した.PR・39合 成ペ プチ ド

の腹腔 内投与,腫 瘍周 辺組織(皮 膚)にPR・39を 強制発現 させ るPR・39ト ラ ン

ス ジェニ ックマウス,腫 瘍細胞 にPR・39を 発現 させ るPR・39ト ランス フェクタ

ン トの3つ の異なったPR・39デ リバ リー システム を用 いて検 討 したが,い ずれ

の系 にお いて も腫瘍 の増殖抑制効果 は認 めなか った.し か し,PR・39ト ランス

フェクタ ン トの担癌 マ ウス にお いて生存期 間の延長傾 向 を認 めた.こ れ は腫瘍

増殖抑制効果 による ものでな い ことか ら,遺 伝子 導入 したPR・39が 何 らか の細

胞 内 シグナル に作 用 し腫瘍 細胞 内で産 生 され るサイ トカイ ン等 の癌悪液 質原 因

分子 の産 生を抑 制 して いる可能性が考 え られた.

塑

多機能ペプチ ドであるPR・39は 癌細胞内に遺伝子導入することによっ

て担癌マウスの癌悪液質 を改善す る機能を持ち,生 存期間を延長 させる可能性

があると考え られた.


