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★307 絨毛 癌抑制 に関わ る遺伝子 の 単離

九州 大生 医研
浅野間和夫，松田貴雄，近藤晴彦 ， 小 川 昌宣，周　勇，加藤秀則，和氣徳夫

［目的］我 々 は ヒ ト胎盤組織 で 発現を認め，絨毛癌細胞株 にて 発現を認めな い 遺伝子群 al；DNA ライ ブ ラ リーを作
成 し た．そ の 中か ら絨毛癌抑制に 関わ る 遺伝子 を単離同定 した．
［方法］ 1）作成 したcDNA ライブラ リー

の 各ク ロ
ーン に つ い て 胎盤特異的発現を ノーザ ン プロ ッ トに よ り確認 し

た．2）ライブラリ
ー

の 各ク ロ ーンはg200〜soobpの 断片で ある た め，全 長 を得 る 目的で こ れ らをプ ロ
ーブとした胎

盤cDNA ラ イ ブラ リーの ス ク リーニ ン グを行 っ た，3）胎繖 DNA ラ イ ブラ リーか ら得られた約1kbpのcDNA にっ

い て胎盤，胞状奇胎，絨毛癌 の 各組織及び ヒ ト各臓器 に おける 発現 をRT−PCR 法を用 い て 検討 し た．4 ）cDNA を

発現ベ クタ
ーに 組み込み，絨毛癌細胞株 に遺伝子導入 し，細胞形態，増殖特性 の 変化 を検討 した．

［成績］ 1） 胎盤cDNA ラ イ ブラ リーか ら得 られ た cDNA （SMAP 　31） の 発現 を盟 一PCR で 検討 した と こ ろ，ヒ ト

胎盤，脳 で 高発現を認め，胞状奇胎，絨毛癌組織で 発現を認めなか っ た．2）SMAP 　31は妊娠子宮，歯肉で発現が

報告さ れ て い る cDNA 断片 に一
致 した が 未解析遺伝子で あ っ た．3 ）絨毛癌細胞株 3 株 にお い てSMAP 　31遺伝子 の

欠 失を 認め た．4 ）絨毛癌細胞株 Bewo ）に SMAP 　31遺 伝子 を導入 した と ころ細胞形態 の 変化 と と もに 細胞増殖

が顕著に 抑制さ れた，増殖抑制が解除 された復帰変異株で は導入 したSMAP 　31発現が消 失 して い た．
［結論］ 1）胎盤組織で 発現する が，絨毛癌化に伴 い 発現を消失す る絨毛癌抑制遺伝子 の 候補∋MAP 　31遺伝子 を同

定 した．2 ）SMAP 　31は 組織特異的発現 を示 した．
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［目的］胎盤に 発現 し絨毛癌 に発現 しない 遺伝子群 は，胎盤 の 発生 ・分化或い は絨毛癌の 抑制に 関 わ る と考 え られ

る．本研 究 で は cDNA サ ブ トラ ク シ ョ ン法 を用 い て 胎 盤特異的発現 をす る 遺伝子群の 単離 を行 っ た．　 ［方法］1）

PCR − cDNA サプ トラク シ ョ ン にて 胎盤特異的な cDNA ク ロ
ーン を単離 した．得 られ た cDNA 断片をプ ロ

ー

ブ と して ノーザ ンプ ロ ッ ト法 に よ り胎 盤及 び絨 毛癌 細胞 にお け る 発 現を解析 した．2）胎盤特異的 cDNA ラィ ブ

ラ リ
ー

からサブ ク U 一
ニ ン グを行 い 塩基配列を決定 し た．　 ［成績ユ 1 ）胎盤特 異的 cDNA 断 片 （約 100 〜40

0bp ） と して 15ク ロ ー
ン を得 た，ノーザ ン プ ロ ッ トに よ り胎 盤 特異的発現を 示 した の は 7 ク ロ

ー一
ン で あっ た 2 ）胎

盤特異的発現を示 した 7 ク ロ
ーン を プ ロ

ーブ と して胎盤 cDNA ライブラ イリ
ーか らサプクロ

ー
ニ ン グを行 っ た結

果 ， そ れぞれ全長 1kbp 程度 の cDNA を得た．3 ） そ れ ぞれ の cDNA の堀 基 配列 を 決定 した 結果，4クロ ーンは

既知の 遺伝子 と高い ホモ ロ ジ
ー

を有 した．妊娠特異的 β1糖蛋白，オス テ オポ ンチ ン，ウイル ム ス腫瘍 関連蛋 白，
リボゾ

ー
ム 蛋白L19 で あっ た，こ れらは い ずれも胎盤で の 高発現が報告されて い る もの で あっ た，4 ）未知の 3 ク

ロ
ー

ン は い ずれ も胎盤で の 発現が 報告 さ れ て い るEST と相同性を有 した．　［結論11 ）我 々 の 行 っ た cDNA サ プ

トラク シ ョ ンは いずれ も胎盤にお い て 発現 が報告 され て い る 遺伝子群を同定 し本法の 妥当性が示唆 された．2 ）本

研究で 胎 盤特異的発 現 を示 す こ とが 明 らか に され た cDNA7 ク ロ ー．ン の中 に胎盤の発生 ・
分化や 絨 毛癌抑制に機

能する 遺伝子 が含まれる こ とが示 唆 さ れ た．
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旧的】hCGの 生物活性発現 に は α
，β両サ ブユ ニ ッ トの ダイマ

ー
形成が必要 とされ る．しか し前 回 我々 は 分 子 生物学

的手法を用い て 二 つ の サ ブユ ニ ッ トを単
一

分子 と して 発現 さ せ たsingle　chain　hCG に お い て ，ダ イ マ ー
形成 を 阻害す

る変異を導入 して も細胞外 へ 分泌 され，ま た 生物活性に有意な差 を認 め ない こ とを報告 した，こ の こ とより，
hCG の

ダ イマ
ー
形成は生物活性 発 現 に必 須 で な い こ とが 示 唆 され た が，今回は 別の 視点 か らこ の 新た な知 見 に つ き検証 し

た．［方法】single 　chai 轟 hCG の a 領域に存在 する5本 の S−S 結合 を ア ラ ニ ン に 置換 した各変異体（7−31， 10−60， 28−82，

32・84，59−87）が ，hCG ダ イ マ ー
構造を特異的 に 認識す る モ ノ ク ロ

ーナ ル 抗体 に よ っ て 検出され る か 否か をWestern
blet法で検討 した．1成績 jhCGβとの ダ イ マ

ー
形成 を阻害する変異α 1060 ，32−84 を含む single 　Chain　hCG は

，
　hCG ダイ

マ ー構造 に特 異 的な モ ノ ク ロ
ーナ ル 抗体A407 に よ り認識 され な か っ た，また hCG ダ イ マ

ーに特異的 な もう
一

つ の モ

ノ ク ロ ーナ ル抗体B109 に よ っ て も，α 10・60，32・84 変異体は 検 出されな か っ た．つ まり， ダイマ ー
形成 を阻害 する変

異α IO−60，32−84を含む s；ngle 　chain 　hCG の 立体構造は，　hCG ダ イマ
ーに 特異的 な モ ノ ク ロ

ーナ ル 抗体 に よ り認識さ れ

ず ，
hCG ダイマ ー構造をもたぬ こ とが示さ れた．しか し，変異体 の 生物活性 に は差が認められなか っ た こ とから， hCG

の 生物活性発現 に ダイマ
ー

形成は 必ずしも必要で ない こ とが確認された，［結論｝ダイマ ー形態を持たぬ si囗gie　chain
hCG が生 物活性 を有する こ とよ り，

hCG リガ ン ド設計の 可 能性 が広 が り， 今後分子 レ ペ ル で の hCG の 生物活性発現機

構の 解明 に 重要な役割を担 うと考えられ る．
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