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P1−・190　p21 発現 に伴う細胞内活性酸素種 の 変化 と癌細胞死 誘椁能 との 解析
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で あ る p21 は ，細胞老化 や ア ポ F一シス に重要 な役割を果たす こ とが知られ て い る．また癌細胞

株に お い て，p53 の 細胞死 誘導 には 活性酸素種 （ROS ）が関与する こ とが報告され て い る．そ こ で我 々 は，　 p21 に よ る細胞死

と細胞内 ROS と の 関与 を検討し t そ の 作用 機構を解明する こ とを目鼬 と した．1方法｝1）卵巣癌細胞株 SKOV3 細 胞，子宮頸

癌細株 Hela細胞 大腸癌細胞株 HCTI16 細胞の 3株 へ ，野生 型 ヒ ト p21cDNA を，ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ
ーを用 い て 遺伝 子

導入 した．2＞細 胞周 期変化を FACS 法，細胞老化誘導能 を β
一
ga［染色，細胞内 ROS レベ ル を蛍光色素で あ る Dichlorofluo・

rescin 　diacetate（DCFH −DA ）を用 い て FACS 法 で解析 した，3＞siRNA を用い て ，　 p53 を獅制 した 状態 で p21 を過剰発現 さ

せ ，細 胞死 の 変化を解析 し た，【成績】1）全 て の 細胞株で p21 の 過剰発現 は，　 G1 期を増加 させ細胞老化死を誘導 した．2）p

53が野 生 型 で あ る HCTn6 細胞で は，　p21 発現量を約 2 倍 にす る と，核 の 断片化お よ び subGl 期へ の 集積を認め ，ア ポ トー一

シ ス が 誘導 され た．p53 が 変異 型，あ るい は 不 活化 され て い る 残 りの 2 株 で は ア ポ トーシ ス は認め なか っ た．3）細胞内 ROS
レベ ル は，p21 発現 の 細胞老化死誘導 に伴い 約 2倍に，ア ポ トーシス 誘導に 伴い 約 4倍 に増加した．4）ア ポ ト

t・シ ス 誘導時

に p53 発 現 の 亢 進 を 認 め，　slRNA に よ る p53 発現の 郷制時 に は ，　p21 過剰発 現 に 伴うア ポ トーシ ス を柳嗣 で きた．【結論】1）

p21 は細胞内 ROS レベ ル を増加 させ る こ とに よ り，細胞死を誘導す る．2）p21 に よ り誘導され る 細胞内 ROS レ ベ ル に よ り，
細胞老化死 あ る い は ア ポ ト

ー
シ ス が 選 択 され る．3）p21に よる ア ポ トーシ ス 誘導 に は p53 が 関与する 可能性が示唆さ れ た．

Pl−191　SP1 阻害剤 （Mithramycin ）の 癌細胞増殖抑制効果
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【目的】子宮体癌 ・卵巣癌の 造腫瘍能獲得に は 様々 な シグ ナ ル 伝 達 系が 関与 す る．SPI は多様 な作用 をもつ 転写因子で ある が，
その Spl の 選択的阻害剤 （Mithramycin）が癌細胞増殖 に与える効果や 作用機構を解析した．【方法】（1）子 宮体癌細胞株 3
株 儲 ecl ，Hec6，　HHUA ），卵 巣 癌 細 胞 株 2株 くKF ，　 SKev ）を瀏 い た．（2）各細胞株に お ける SH お よ び MDM2 の 発現量を

Westem 　b1Qtで 解析 した．（3）Mithramycin を  〜600nM の 濃度で 投与 し，細胞増殖 に 与える 効果を解析 した．（4）細胞増殖

抑制機構の 解明 の ため，FACS に よ る 細胞周期の 解析，　 Western 　blotに よる各タ ン パ ク発 現 景の 解析，　 RT −PCR また は Lu −

clferase 　assay に よ る MDM2 お よび p53　promoter 活性 の 評価を行 っ た，【成績】（1）全 細胞株で SPI お よび MDM2 タ ンパ ク

の 発現亢進 を 認め，p53 や p14ARFの 変異 の 有無 と の 関連 は なか っ た．（2）20nM 以上 の Mithramycin 投与 に よ り全細 胞株で濃

度依存的に増殖抑鯏効果を認め た が，野生型 p53 を発現す る継 胞株 で そ の 効果 が 顕著 で あっ た．細胞周期解析 で は 全細胞株

で S 期の 減少 を認め，野 生 型 p53 を発現 す る 細胞株 に お い て は subGl へ の 集 積 も認 め られ た。（3）p53 の 変異 の 有無に 関 わ ら

ず，全細胞株で Rb の 脱 リ ン 酸化 が 認 め られ，野 生型 p53 を発現する 細胞株 に お い て は p53／p21 ，MDM2 の 発 現誘導も認め ら

れ た，（4）野生 型 p53 を発現 し，　 MDM2 　promQter 領 域 の SP1結 合部位 に遺伝子 多型 （SNP309 ：T →G） を有する 細胞株 で ，
Mithramycln 投与 に よりMDM2 　promoter 活性が 著 し く亢進 した．｛結論】（1）SPI阻害剤 で ある Mithramycinの 細胞増殖抑

制機構に p53 依存性経路が ある こ とが示 された．（2）Promoter 領域 に SNP309 を もつ MDM2 も p53の標 的 遺 伝 子 と して 同

時に 誘導 され，M 三thramycin の 細胞増殖抑制効 果 に影響す る．

Pl− 192　ヒ トIL−1βに よ り誘導 され る 炎症 に よ る腫瘍進展 へ の 影響
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【目的】SV40 丁 抗原を水晶体上 皮細胞 に 発現 する トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （α T3 マ ウ ス ）に 発 生 した 水 晶 体 上 皮 悪性 腫 瘍 に

炎症反応 を惹起 した場合 の 癌進 展の 影響 につ い て検討 した．【方法】HPVE6E7 蛋白と 同様 に SV40T 抗原は，　p53 と pRB の 機

能 を1司時 に抑制す る．水晶体上皮特異的プ ロ モ
ーターを用 い て SV40T 抗 鳳 を水 晶体上 皮 に発 現す る αT3 マ ウ ス を作製 した．

また ヒ ト IL−1β遺伝子を同様に水晶体上皮 に発現す る α IL−lp マ ウ ス を作製 した．αT3 マ ウ ス と alL
−1βマ ウ ス との 交配実

験 を行 い αT3／α IL−IB マ ウ ス を作製し，ヒ トIL−1βを水晶体腫蕩に 発規させ，腫瘍 の 発 盤 ・増殖 ・進 堤 と担 癌マ ウ ス の 寿 命

を観察した，また aT3 ！α IL−1fiマ ウ ス にマ ク ロ フ ァ
ージ阻害剤 で あ る 2−−chlroadenosine を継続的 に毎週 1 回 50μg 腹腔内 に

投与 した マ ウス も観察した．【成績】1）αT3 マ ウ ス は 多段 階 発 癌 を示 し，時 問 的，空 間 的 に極 め て均
一．・

な扁平 上 皮癌 を発 生す

る モ デ ル マ ウ ス で あ り，HPV が 子 宮頸癌を発症す る経過と病理学的に 酷似 して い た，最終的に は脳 組織 に浸潤転移 す る こ と

に よ り悪疫質に なり死 亡 した．2） ヒ トIL一耶 遣伝子 を 導 入 した αT3〆αIL−1βマ ウ ス は 病琿 組織検査 で 腫瘍 局 所 に マ ク ロ

フ ァ
ージが浸潤して お り炎症反応が認め られた．3）α T3／（tlL−1βマ ウス の腫瘍進展は早 く，α T3 マ ウ ス よ り有意 に寿命 は短

糠した．4）2−chiroadenosine を投与した αT3 ，
r
’
orlL −1βマ ウ ス の 寿命 は延 長す る傾向が あ っ た，【結 論】ヒ ト IL−1β遺 伝 子 導入

して 腫瘍局所 に 炎症を惹起す る と，腫瘍増殖お よ び進 麗 を促進す る可能性 が あり，その た め損癌マ ウ ス の 寿命が 短縮 した．

局所の 炎症 特 に マ クロ フ ァ
ージの 浸潤が癌の 浸潤進展 を促進的に 働くロ∫能性を示唆しえ た、
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