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P3−76　 Spl阻害剤 （mithramycin ）の 婦人科癌細胞増殖抑制機構の 解析
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【目的】子宮体癌 ・卵巣癌の 発癌機構 に は p53 を介す る シグナ ル 経路 が 関与す る．　 p53 の 標的遺伝子 で あり，負の 調節因子で

もある MDM2 は，そ の promoter 領域 に Spl 結合部位 を有す る，本研究で は Spl 阻 害剤 で あ る mithramycin （MTH ）を用 い

て 癌細胞増殖特性
・
造腫瘍性 へ の 影響お よび作用 機構を解析 した．【方法11）子宮体癌細胞株 3 株 卵巣癌細胞株 3株 を用い

た．2）MTH を培養液 に添加 し細胞増殖能 細胞周期 の 変化 を解析 した．3）各蛋 白発 現 を Western　bloて法で ，　 p53 非依存性

mdIn2
−Pl　promoter 活性 お よ び p53 依存性 mdm2

−P2　promoter 活性 を RT −PCR 法で，　 p53 の 転写活性を 1uctferase　assay

で解析 した，4）MDM2 と p53 の 結合を 阻害する nutlin
−3 との 併用効果を解析 した．5）ヌ

ードマ ウ ス の 皮 ドに癌細 胞 を移 植

後，MTH を腹腔内に投与 し造腫瘍性 の 変化 を解析 した．【成 績】1）MTH は 野 生型 p53 を有す る癌細胞の 増殖を濃度依存性 に

抑制 した，2）細胞周期 は sub
−G1 期 に集積 し，ア ポ トーシ ス が誘導された，3）p53 の 標的遺伝子で ある PUMA ・p21 の 発 現

が 誘導 され た ．p53 の 転写 活性，　 mdm2
−P2 　promoter 活性の 変化 と

一
致 して ，　 MDM2 発現 は MTH 添加後

一
過性 に減少 し，

そ の 後増加 した．mdm2
−P2　promoter 領域 に遺伝子多型 （SNP309G ） を有す る細胞株 で は，　 p53 依存性 mdm2

−P2　promoter

活性の 亢進が 顕著 で あ っ た．4）MTH と nutlin
−3 の 併 用 は相 乗 的 に p53 機能を亢進 し，細胞増殖 を抑制 した．5）MTH の ヌ

ー

ドマ ウス 腹腔内投与は皮下腫瘍形成を抑制 した．【結論】1）MTH は p53 機能を亢進 し，癌細胞の 増殖を抑制す る．2）MTH
投与後，MDM2 は p53 の 標 的遺 伝 子 と して増加す る が，　 p53 との 結合 を 阻害す る nutlin

−3 の 同時 投与に よ り増殖抑制効果の

増強が可能で あ る．

P3−77 　ユ ビ キチ ン リ ガーゼ Fbxw7 に よ る細 胞周 期制御 と細胞分化制御
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【目 的】ユ ビ キ チ ン リ ガ
ー

ゼ Fbxw7 は細 胞 周 期 を止 に制御す る c
−Myc ，サ イク リ ン E，　 Notch な どの ユ ビ キチ ン化依存的 な

分解 を担 うタ ン パ ク 質で あ る，近年 ， FBXW7 遺伝子 は子宮体癌．卵巣癌 を含む種々 の ヒ ト悪性腫瘍 に お い て 変異が 報告 さ れ

て お り，癌抑制遺伝子 と して 非常 に注 目さ れ て きて い る，特 に子宮体癌 で は その 16％ に 変異が あ る と報告 さ れ て い る．我 々

は生体内に お ける Fhxw7 の 生理学的役割を検討する こ と と し，組織特異的な条件的 （コ ン デ ィ シ ョ ナ ル ）ノ ッ ク ア ウ トマ ウ

ス を作製 して 解析 を 行 っ た、【方法】施設 内の 動物実験指針遵守の もと発生 工 学的手法 を用 い て作製 し た Fbxw7 コ ン デ ィ シ ョ

ナ ル ノ ッ クア ウ トを 名臓器特異 的 に Cre　recombinase を発現す る 種 々 の トラ ン ス ジ ェ ニ ッ クマ ウ ス と交 配 して解 析 を 行 っ

た，【成績】各臓器特異的なノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス の 解析か ら，Fbxw7 は 胸腺 に お い て T 細胞の 細胞周期 か らの 脱出を 制御 して

い る こ と，骨髄 にお い て 造血幹細胞 の 維持 に 重要な役割 を担 っ て い る こ とが 明 らか とな っ た．また，乳腺 上 皮細胞 に お い て

Fbxw7 を 欠損す る と妊娠 後 期 か ら授乳 期 にお い て 乳腺．L皮細胞が ア ポ 1・一シス に陥っ た．胸腺 骨髄，乳腺の 各臓器に お い

て Fbxw7 を欠損する と，それ ぞ れ T 細胞 リ ンパ 腫，　T 細胞性急性 リ ン パ 芽球性白血 病，乳癌 を発 症 した．【結 論】本 研 究 よ り，
Fbxw7 は種 々 の 臓器に お い て 基質 タ ン パ ク 質を分 解す る こ とで細胞周期制御，幹細胞 の 維持など に重 要 な役割 を担 っ て い る

こ とが示唆 され た．今 後 は本研 究で 用 い た 発生工 学的手法 に 加 えて 臨 床検体の 解析 を行 い ，子宮 お よ び 卵巣 に お ける Fbxw

7 の 生理的役割お よ び癌化 に 関連 した変 化 につ い て 研 究 を行 っ て い く予定で あ る．

P3 −78　TerIninal　transferase −dependent　PCR （TD −PCR）法の キ ャ ピ ラ リーDNA シーケ ン サーを用 い た 改良 とその 応用
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【冂的】DNA 損傷 は癌発生 に深 く関与す るが，外因物質な どに よる DNA 損傷部位 の 同定 と定量化 は発が ん 過程の 解明に 重要

で ある．TD −PCR 法 は PCR 伸長 反応 を利 用 した DNA 損 傷検出法で DNA 　strand 　break や DNA 　adducts を含む各種 の DNA

損 傷 を配 列特異的 に検出する こ とが可能 とさ れ るが，RI 被 爆や煩雑 な手技，解析 の 定量性 に 問題 が あっ た．今回，　 TD −PCR

法 に キ ャ ピ ラ リーDNA シーケ ン サーを応用す る こ とで TD −PCR 法の 簡 易 化 と定量 化 を試み た．【方法】1）p53 お よ び PTEN

を標的遺伝子 と して これ らに特 異 的 な TD −PCR　primer と検出用の 6−FAM 修飾 primer を設定 し た．蛍光検出 には キ ャ ピ ラ

リーDNA シーケ ン サーを用 い た．内膜癌細 胞株 Ishikawa細胞か らDNA を抽出 し，　 amplicon 内に存在する制限酵素認識配

列 に 対 し制 限酵 素 処 理 を行い ，TD −PCR 法に よ り切断部位 の 認識が
』
ロ亅
’
能か 検討 した．2）Ishikawa細胞に cisplatin ，　 estradiol ，

cathecolestrogen を添加後，　DNA を回収し TD −・PCR 法 を施行 して DNA 損 傷の 定 量 的 な検 出 を試 み た，【成績】1）制限酵素

に よ る 切断が 予想され る 部位 に蛍光の peak が認 め られ た．2）cisplatin 添加 に よ り control に比 較 して複 数 の peak が 強 く検

出 され た．3）cathecolestrogen 添加 に よ り estradiol 添加 に比較 し peak の 増加が確認 され た．【結論】シ
ー

ケ ンサーを利用 し

た 本法 は様 々 な DNA 損傷を 配列特異的に 認識 し定量化す る こ とが 可能で ，発が ん 過 程解析 の 新 た な ツール となる 可能性が

示唆 され た．
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