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P−652 　絨毛癌 の 癌化抑制 お よ び絨 毛 分化 に 関わ る新規候補遺伝子 NECCI の 解析

九 州大生医研

淺野間和夫，松 田貴雄，近藤1膚彦，加藤秀則，和氣徳夫

【目的】我 々 は 絨毛癌細胞株 に導 入 す る と形 態 変化 を 来す新規遺伝子 NECCI を同 定 し た．こ の 形 態変化 と NECC1 の 構造 との

関 連 ， そ し て 形 態変 化 の 意 義 に つ い て 検討 した．【方法】（1）NECCI の 構造 の うち絨 毛 癌細胞 の 形態変化 に 関与す る 領域 を同 定

す る た め NECC1 を構成す る 4 つ の HeliXの う ち Helixl／2を 欠失 させ た cDNA （△ Hl ／2）と Helix3／4を 欠失させ た cDNA （△ H
3／4）を作製 した．こ れ ら を絨毛癌細胞株 CC1と Bewo に 遺伝子導入 し，そ の 形態の 検討 と抗 hPL （human 　placental　lactogen）
抗体 に よ る 蛍光免疫染色 を行 っ た．（2）実際の 絨毛組織 で の NECC1 の 発現を解析す る た め 患者の イ ン フ ォ

ーム ド
・コ ン セ ン

トを得た後，流魔検体か ら絨毛組織 を採取 し，NECCI の RNA プ ロ ープ を 用 い て ln　situ 　hybridizationを行 っ た．【成 績】（1＞
NECC1 を導 入 した細胞株 は 全長の cDNA だ けで な く△ H ］／2，△ H3 ／4 ともに細胞 は平坦化 し ， 胞体は 巨大 化 し て N ／C 比 が下
が り，多核 の 細胞 が 著明 に 増 加 し た．形態変化を起 こ した 細 胞 は 分 化 マ ーカーと して の hPL の 発現 が 増加 して い た．（2）ln　situ
hybridizationの 結果 ，　NECCI の 発 現 は syncitiotrophoblast に有為 に認め ， 間質細胞や cyto1：rophoblast に は ほ とん ど発現 を認
め なか っ た」結論】NECC1 は cytotrophoblast か ら syncytiotrophoblast へ の 分 化機構 と絨毛癌化抑制 に 関 わ る こ とが 示 さ れ

た．NECCI の 導入 に より絨毛癌細胞株の 形態変化を認め た が，こ れは NECCI の 部位特異性 を伴っ て い なか っ た こ とか ら He−
lix構造 を 持 つ 他 の 転写因子 を ア ン チ セ ン ス 効 果 や ， ドミ ナ ン ト ・ネ ガ テ ィ ブ 効果等 を介して 競合す る こ と に よ り絨 毛 分化 に

関与す る 遺伝子 の 発現を調節 し て い る可 能 性 が 示唆 され た．

P−653 　HTFI2 ス プ ラ イ シ ン グ変 異 遺 伝 子の 絨 毛 癌細胞増殖抑制効果 の 検討
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【El的】7qll．21領域 に 存イEす る HTFI2 遺伝 子 は絨 毛癌 細 胞 株 に 導入 す る と そ の 増殖 を抑制す る ．こ の 遺 伝子 は ク ル ッ ペ ル 関速
ボ ッ ク ス と Zn フ ィ ン ガ ードメ イ ン を有 す る ZNF 遺伝子 フ ァ ミ リー

に 属する．選択的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 3 つ の サ イ ズ

の mRNA が 存 在 す る が，正 常絨毛細胞 で 発現 して い る mRNA （HTFI2 ・1）と癌細胞 に 導入して 効果 の あ る mRNA （HTF ユ2−2）
が異な る ため，こ の 3 つ の mRNA の 作 川 の 相違 に つ い て 検討 した．【方法】5RACE 法 を用 い て 3 種類 の 異なる 遺伝子 の 上 流

領域 の フ ラ グ メ ン トを 得 て こ れ を プ ロ ーブ に して cDNA ラ イ ブ ラ リーよ りス プ ラ イ シ ン グ 変異（HTFI2 −1， 2， 3）を得た．こ れ

ら をそれ ぞれ絨毛癌細胞株 CCI に導入 して そ の 増殖 に 対す る 効果を検討 し た．得 られ た プ ロ モ ーター
領域 の 配列を転 写 因 子

デ ータ ベ ース で 検索を行 っ た，【成績】1）HTFI2 −1，2， 3は導入 に よ っ て い ずれ も絨毛癌増殖抑制効果が 認 め ら れ た．2）HTFI2 −
L2 ，3の プ ロ モ

ー
ターは それぞれ 配列が 異 な っ た．3）CCI 細胞 に 分化 を誘導す る フ ォ ル ス コ リ ン を 添加 す る と 1司様の 細胞形態

の 変化が 認 め られ る が，HTFI2 ・2の 発現 は 認め られ な か っ た．【fililn】HTFI2 ・2は絨毛の 合胞体化を促進す る フ t ル ス コ リ ン に

よ っ て 発現 が 増加す る が，そ の 作 川 とは異 な る 作用 で 絨毛癌細胞 の 増殖を抑制す る事が 示唆 され た．選択的 ス プ ラ イ シ ン グ で

Zn フ ィ ン ガードメ イ ン の 数が異なる が，絨毛癌細胞 の増殖抑制に は 関係 しない と考えられた．

P −654 　子宮平滑筋肉腫 に 対す る低電圧 in　vivo 　etectroporation 法 を 応用 した カ ル ポニ ン hl遺伝子治療法 の 開発
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t1］的】目的］子 宮 平 滑 筋 肉1腫は 予後 不良 の 腫瘍 で あ り， 新 しい 治療法の 開発 が 望 まれ る，我 々 は，子宮平滑筋肉腫 に 細胞骨
格蛋白 カ ル ポ ニ ン h1の 発現低

一
ドがあ り，カ ル ポ ニ ン h】遺伝子導人 が肉腫細胞株 の 造腫瘍能を抑制す る こ とを 示 した．今回，

子宮平滑筋肉腫 に対 す る カ ル ポ ニ ン h1を用 い た 遺伝子治療法 の 開 発 を 1ヨ的 と して ，低電圧 in　vivo 　e ［ectroporation （EP ）法 を

応 用 した 検討 を行 っ た．【方法】1）遺伝子導人 に は green 　fluoresent　protei　ri（GFP ）を発現 す る control 　vector ，こ れ に ヒ トカ ル

ポ ニ ン hlcDNA を組み 込ん だ vector を用 い た．子宮平滑筋肉腫細胞株 SK−LMS −1を ヌ
ー

ドマ ウ ス （BALB ／c）に皮 下 移植 し腫

瘍体積が 100mm3 に な っ た 時点 で，　PBS 局注 ＋ EP （一）群，　PBS 局注 ＋ EP （＋ 〉群，　control 　vector 局 注 ＋ EP （＋ ）群 ，カ ル ポ ニ

ン h1局注 ＋ EP （一）群 ，
カ ル ポ ニ ン 111局注 ＋ EP （＋ ）群 の 5群 で 実験を行い

，
　 EP 群 で 電流，電圧を測定 した，2）in　vivo 　EP

法で 遺伝子導入 し た腫瘍を48時 間 後 に採取 し，蛍 光 顕 微 鏡 で GFP 発現を観察 した．3）5群 問 で腫 瘍体積 を比 較 した．【成績】1）
EP （＋ ）の 各群 で 電 流 1 電 圧 に有意差 は なか っ た．2）EP （＋ ）の 2群 で GFP 発 現 が 確認 され た．3）腫瘍体積 で は，　PBS ＋ EP （＋ ）
群 ，control 　vector ＋ EP （＋ ）群，カ ル ポ ニ ン hl＋ EP （

一
）群 は 対照 との 問に 有意差 は 認め られ なか う た が ，カ ル ポ ニ ン hl ＋ EP

（＋ ）群 で は 14日 1］か ら腫瘍増大が有意 に抑制 され た（p〈 o．01）．【結 論】低冠圧 in　vivo 　EP 法 は 遺伝 子 導 入 法・と し て 有 効 で あ

り，こ れ を 応 用 した カ ル ポ ニ ン hl遺伝子治療 は，子宮平滑筋肉腫の 新 しい 治療法 と して 発展 す る 可能性 が あ る．
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