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25 子 宮頚 部 腺 癌 細 胞 株 にお け る VEGF の 腫瘍形成能 に及 ぼ す影響

佐賀医大

横 山 正俊 、中 尾佳 史、原　浩
一、安永牧生 、小 屋 松安 子、岩坂　剛、杉森　甫

［目的］VEGF は 種 々 の 腫蕩 の 増殖、進展、転移 に 深 く関与 して い る こ とが 知 られ て い る。今 回、子 宮頚癌 の 進展

過程 に お け る VEGF 発 現の 影 響 を子宮頚 部腺癌 由来 株 で あ る HeLa に お い て in　vivo 、　 in　vilro で 調べ た。　［方法］
新 生 血 管 が 豊 富で あ り、VEGF が 著明 に発 現 して い る ヒ トグ リオ

ー・．
マ 細胞 か ら VEGF165cDNA を得 た 。 さら に発

現型 ベ ク タ ー
pMO5 に組 み 込 み 、セ ン ス 、ア ンチ セ ン ス 方向の プ ラ ス ミ ッ ドを作成 し た 。 こ れ ら を HcLa に 導入 し、

そ れ ぞ れ の ク ロ
ー

ン に お い て 細胞増殖能、腫瘍形成能 を比較検討 し た 。 ま た、血 管新 生 や ア ポ トーシ ス 、mitosis

につ い て もそ れ ぞ れ 検討 し た 。　［成 績］in　 vitro に お け る 細胞増 殖能 に お い て は そ れ ぞ れ の ク ロ
ー

ン 間 に著 明な差

は認 め られ なか っ た 。 しか し、こ れ らの 細胞 を ヌ
・一ドマ ウ ス に 移 植 す る と、セ ン ス VEGF 導入 細 胞で は コ ン トロ

ール の 約 10 倍の サ イズ の 腫 瘍 を形 成 した。また、セ ン ス VEGF 導入 細 胞 の 腫瘍 で は 、　VEGF 蛋 白発現 の 増加 と と

も に 微小 血 管数の 増加が 認め られ た e こ れ に 対 し、ア ン チ セ ン ス VEGF 導入 細 胞 の 腫瘍 で は 微小血 管数 は コ ン ト

ロ ール と比 べ 減少 して い た u また、セ ン ス VEGF 導入 細胞の 腫瘍で は mitosis が 目疏ち、一一
方 ア ン チ セ ン ス VEGF

導入 細 胞 の 腫 瘍 で は rnitosis が 減少 し、ア ポ ト
ー

シ ス 様細胞 の 増加が 観察 さ れ た 。　［結論］VEGF 蛋 白の 発 現 の 増

加 に 伴 っ て 、in　 vivo に お い て 腫瘍形成能の 亢進が 観察 され た 。 子宮頚癌 の 進展 過 程 に お け る VEGF と ア ポ トーシ

ス の 関連 も示唆 さ れ た 。
こ れ らの 結果 か ら、1一宮 頸 癌 に お い て も VEGF が そ の 血 管新生を通 して そ の 進展過 程 に

関与 して い る こ とが 実験 的 に 示 され た 。

26 子 宮頚部扁 平 1二皮 癌 細胞 か らの SN38 耐性株の 槙拉 とその 分 子細胞 生物 学 的 性 状 の 解析

大阪 市 立大

深山雅人、田中哲 二 、梅咲 直彦、荻 田幸雄

［目的］塩酸 イ リ ノ テ カ ン （CPT
−11 ）耐性化の 分子機構を明 らか に す る た め に ヒ ト子宮頚癌細胞株ME180 よ り

SN38 耐性株を樹立 し、そ の 分 r細胞牛 物 学 的 性状 を解析 し た。　［方法 ］ME180 株 か ら 4 回 の 段 階 的 SN38 暴 露 に

よ り安定 し た SN38 耐性細胞 を誘導 し、限 界希 釈 法に よ り単細 胞 由来 SN38 耐性株 を 7株樹立 した c 各SN38 「耐・陛株

に つ い て 親株 と の 細 胞増殖速 度 の 比 較、他 抗 癌 剤 交差 耐性 の 有 無、放 射 線 耐性 化 獲 得 の 有無、半定量的 RT −PCR 法

に よ る既 知癌遺伝 F ・既知抗癌剤耐性化遺伝子 ・既知 ア ポ トーシ ス 関連遺伝子の 発現異同、Flow　cytometry に よ

る細胞表面抗原 の 発現変動とDNA 量解析、　 Diffcrential　display（DD ）法に よる 発現 異常を示す 遺伝子の ク ロ ーニ ン

グ 、等 を 行っ た。　［成績コ親株との IC50比 か ら、検討 し たSN38 耐桝株 全て に 125倍以 hの paclitaxe1耐 性化、25

倍 以 上 の BLM ・VP16 耐性 化 、 5倍以 上の THP ・CDDP 耐 性 化 の 獲 得 を認 め た。同 時に 放射線抵抗性獲得 も認 め た 。
検 討 し た 全株 で p53 遺伝 子 発 現 に は 変動 な くc−fos，　c −myc の 遺伝子 発現 の 低下 を確認 し、2株 で は c −f〔】s 発現が 認

め られ な か っ た。bcl−X，　bax ，bc［−2 発 現 レ ベ ル は 耐性株 に よ り異な る 動態を示 し、　 Fas抗原、　 TNF −R等の ア ポ ト
ー

シ ス 受容体 発 現 は 低 下 して い た。DD 法 に よ りSN38 耐性化関連遺伝子13 個の サ ブ ク ロ
ー

ニ ン グ に 成功 した。　［結

論］CPT ・11 耐 性化 現 象 に は特 にpaclit　axel
・BLM ・VP16 に 対する著 しい 交差耐性獲得を伴うため、臨床 に おけ る

抗癌剤選 択 に 考慮すべ きで あ る 。 放射線感受性 シ グナ ル とSN38 感 受性 シ グナ ル に は 共通 す る 細 胞 内 経 路 が 存 在 す

る 。 CPT −ll 耐性化に は ア ポ トーシ ス 関連遺伝 rの 発現 変 動 と ・定 した 癌 遺 伝 子 の 発現 異常 が 関 与 して い る。

27 子宮頸癌細胞に お け る B　
−catenin 遺伝子変異の検討

大阪医大，千葉大
’

植田政嗣、植木　胃，田中尚武
寥．関谷宗英

t

【目的】6 −catenin は cadherin の 裏打ち蛋白質として 細胞接着 に関与す るだけで なく， Wnt　signaling 　pathway

にお い て Tcf／Lef　femily の 転写因子 と結合して標的遺伝子の転写を活性化 す る．近年，大腸癌，悪性黒色腫，内

膜癌等 で β
一
catenin 遺伝子変異とその 過剰発現 に よ る発癌へ の 関与が指摘され て い るが，頸癌で の 報告 は み られ な

い ，そこ で 今回 ， 種々 の 頸 癌培養細胞に お け る β
一
catenin 遺伝子変異を検索 した．

【方法】頚部扁平上皮癌 12 株〔SKG
−LSKG −II．SKG−IIIa，QG−H，　QG−U，  TO，ME180，SiHa，CC19，Caski，C−33A，　C4i）お

よび腺癌 7株 ｛NUZ−1，CAC−1，0MC−4，TCD−1，TCO−2，HeKUG，HeLa） を用 い た．計 19 株か ら phenol
−
chloroform 法 に て

DNA を抽出 し，GSK−3βの リン 酸化部位で あるβ　
−
catenin 　exon 　3 に対してPCR−SSCPを行っ た．また，6 株 （MEI8a，

CC19，
Caski

，
C−33A

，
C4i，HeLa〕か ら guanidinium 　thyocya1）ate 法 に て total　 RNAを抽出後 random 　primer法に て cDNA

を合成し，β　
−catenin 　cDNA の 全長 を カ バ ーす る6 種の primer 　paiT

’
を用い て全 exon に 対 して Rr−PCR−SSCPを行

っ た．得 られた poユymorphic　band は reaniplify
，
　 gel　purificationの 後，　direct　sequence を施行 した．

【成績】PCR−SSCPで は 19株全て にお い て polymorphism はみ られ なか っ た．　 RT−PCR−SSCP で は HeLa で variant

bandが検出さ れ，　 sequence の 結果 c〔Xion　214 〔exon 　5） に 1塩基置換 が認 め られ た が，　 silent 　mutation 〔AC⊆→

A〔rr ； threonine）で あ っ た．

【結論】頸癌培養細胞に お ける β　
−catenin 遺伝子変異は rare 　event で あ る こ と が示唆さ れた。
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