
博 士 （ 医 学 ） 仙 丸 直 人

    学位論文題名
Suppression of Erk ActivatlonandInViVO
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(Ras抑制変異体N116Yによる食道癌細胞の

Erk活性化の抑制とin vivoでの増殖制御）

学位論文内容の要旨

    I．目的
  食道癌は消化器癌の中では予後不良な癌のーつであり，集学的治療が行われているが，いまだ満
足な治療成績を得るに至っていない。このため新しい治療法の開発が望まれる。そのーっとして
癌抑制遺伝 子やアンチセン スなどを用い た遺伝子治療 法が注目され ている。
epidermalgrowth factorreceptor（EGFR)はRasの経路を活性化するが，食道癌では約
90％以上にその発現量の増加が認められており，Rasの機能を抑制することが食道癌の増殖を抑
制するための有効な手段となりうることを示唆している。Ras抑制変異体N116Yは，v－H－rasの
ユドンの116番目をアスパラギンからチロシンに置換して得られた変異体であり，GD P/GTP
exchange proteinと結合することによりRas p91が活性型Ras p91・GTPに転換されるのを抑
制しRas以降のシグナル伝達を阻害する。これまでに申請者らはN116Yが胃冠，膀胱癌，膵缶な
どの様々な腫瘍細胞株の増殖をin vitroで抑制することを明らかにしてきた。アデノウイルスベ
クターは高力価のウイルスを調整できin vivo遺伝子導入が可能なべクターである。そこでアデ
ノウイルスベクターを用いてN116Yの食道癌に対するin vivoでの増殖抑制効果とErk2活性化の
抑制効果について検討した。

    II.材料と方法
1）細胞株とpolymerase chainreaction－single－strand conformation polymorphism
（PCRーSSCP)及びシークエンス反応：ヒト食道扁平上皮癌細胞株，TE8，HEC46，SGF3，SGF
7の4株を用いた。これらの細胞株におけるk－ras，H―rasの変異を検索するために，PCR－SSCP
とDNA sequencing kitRを用いてシークエンス反応を行った。
2）組み換えアデノウイルス：アデノウイルスAdCMVーN116Yはサイトメガロウイルス(CMV）
プ口モーター，N116Y cDNAとSV40 poLyAがアデノウイルスのEl欠損部位に挿入されてい
る。コントロールとしてCMVプロモ一夕ーとSV40 polyAからなるAdCMVを用いた。
3）ロ－gal stainによるアデノウイルスの感染効率の評価：AdCMV LacZをmultiplicity of
infection（MOI）25－400で食道癌細胞株に感染させ1.2％glutaraldehydeで細胞を固定後X－
gal（0.6 mg/ml)で染色された細胞を計測した。
4）Reverse transcriptaseーpolymerase chain reaction(RT－PCR)によるN116YmRNAの検
出：アデノウイルス感染48時間後にRNAを抽出した。RT反応は1ロgのtotal RNAを使用して42



℃で50分行った。PCRは94℃1分，55℃30秒，72℃1分を30サイクル施行した。内部コント口

一ルとしてglyceraldehydeー3phosphate dehydrogenaseを用いた。

5）in vitroにおける細胞増殖抑制効果の検討：gx104 (TE8，SGF7）または5x104（HEC46，
SGF3）の細胞にアデノウイルズベクターを感染させ1日おきにトリパンブルー染色を用いて生細

胞数を計測した。colony forming assayはAd CMV－N116YをM〇1400で感染後24時間目の
細 胞 5>く 103個 を 軟 寒 天 培 地 上 で 4週 間 培 養 後 に コ ロ ニ ー 数 を 計 測 し た 。
6）in vivoにおける増殖抑制効果の検討：2x106のTE8または5>く106のSGF3をヌードマウス

の皮下に移植し、3－5，8－10日目に4X108pfuのAdCMVまたはAdCMV―N116Yを腫瘍に直接
注入し，1－2日毎に腫瘍径を計測し体積を算出した。体積はV=(長径）冫く（短径）2/gにより求め
た。

7）細胞周期の解析とWestern Blot AnalysisによるErk2活性化の検討：sxi05の細胞にアデ
ノウイルスベク夕一を感染させ48時間後に細胞を回収レ70％エタノールで固定後，DNAを
propidium iodideで染色しDNA contentをフローサイトメトリーを使用して解析した。Erk2

のりン酸化は，アデノウイルス感染48時間後より無血清培地下でさらに24間培養し，20ng/ml
の EGFで 10分刺 激 後 に 蛋 白 を 抽 出 し ， Western blot analysisを行 い解 析した 。

    III.結果

1）食道癌細胞株におけるRasの変異とアデノウイルスの感染効率：HEC46はk－rasコドン12に

GGT（Gly) - GTT(V al)の点突然変異を認めた。他の3株には変異を認めなかった。感染効率は4
株ともMOI 200で75％ー80％であった。
2） AdCMV― N116YによるN116Y mRNAの発現の検討：AdCMV－N116Y感染群でのみ954bp

のN116Yフラグメントが認められた。これらの結果はAdCMV―N116Yの感染によりN116Y
mRNAが効果的に発現していることを示している。
3）AdcMvーN116Yによるin vitroにおける増殖抑制効果の検討：AdCMV－N116Yは，TE8，

SGF3, SGF7のin vitroでの増殖を10―20％に強く抑制した。HEC46では，増殖抑制効果は約
50％であった。HEC46のAdCMV一N116Y感染後のコロニー形成率（13.9土1.2％）はュントロー

ル（19.0士9.8％）と差はなかった。TE8，SGF7ではAdCMV－N116Y感染後のコ口二一形成率
(TE8:0.8士0.6％．SGF7：1．2士0．3％）は，コントロール(TE8：9.6土1.0％，SGF7：13.5士1.9％）
に比レ有意に低下していた。

4）AdCMV―N116Yによるin vivoにおける腫瘍抑制効果の検討：TE8，SGF3ともにAdCMV
-N116Y投与群の1月後の腫瘍の体積(TE8: 359土47.6 mm3，SGF3: 535土59.8 mm3）は，
コントロール(TE8: 1278.5土61.3 mm3，SGF3: 1660.3土198 mm3）と比較レて有意に減少

した。
5）N116Yの細胞周期とErk2ルン酸化に対する効果の検討：コントロール感染後のTE8ではGl
期37％，S期51％，G2―M期12％に対し，Ad CMV－Nll 6Y感染細胞はGl期78％，S期11％，

G2ーM期11％とGlaccumulationが起こった。また，AdCMVーN116Y感染後のTE8，SGF3，
SGF7ではEGF刺激後のErk2のルン酸化が抑制されたのに対し、HEC46ではErk2のりン酸化が

起きた。これらの結果はErk活性化の抑制と細胞増殖抑制効果が相関することを示している。

    IV.考察
食道癌における遺伝子異常としてはp53の変異，cyclin DlとEGFRの過剰発現などが高頻度で認

められることカミ報告されている。EGFRはEGFなどと結合するとRas―MAPK（Erk）カスケード

ヘと細胞増殖刺激を伝達する。Erkカスケードの阻害がcyclinDlの発現，DNA複製と細胞増殖
を抑制することが報告されている。今回の検討では食道癌細胞にN116Yを導入すると3株では

Erk2の活性化が強く抑制され，また，N116Yの細胞増殖抑制効果とEf k9の活性化の阻害が相関



することが示された。すなわちN116YがErkの伝達経路を遮断レ，その結果，Gl停止による食道
癌細胞の増殖抑制が起こるものと考えられる。またヌードマウスに移植レた腫瘍へ直接AdCMV―
N116Yを投与した場合，TE8，SGF3ともに腫瘍の増殖は抑制され，N116Yが食道癌の治療用遺
伝子の候補のーっとなりうることを示している。

    V.結語
Ras抑制変異体N116YはErk2の活性化を阻害し，アデノウイルスを用いたN116Yの導入はヒト
食道扁平上皮癌の増殖をin vivoで強く抑制した。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
Suppression of Erk Activation and In Vivo
    Growth in Esophageal Cancer Cells by
The Dominant NegatiVeRaSMutant，N116Y

(Ras抑制変異体N116Yによる食道癌細胞の

Erk活性化の抑制とinvivoでの増殖制御）

  食道癌は消化器癌の中では予後不良な癌のーつであり、集学的治療が行われているが、
いまだ満足な治療成績を得るに至っていない。このため新しい治療法の開発が望まれる。
そのーっとして遺伝子治療法が注目されている。Epidermalgrowth factor receptor (EGFR)
はRasの経路を活性化するが、食道癌では約90%以上にその発現量の増加が認められてお
り、その機能を抑制することが食道癌の増殖を抑制するための有効な手段となり得ること
を示唆している。 Ras抑制変異体N116Yは、v-H-rasのコドンの116番目をアスバラギンか
らチロシンに置換して得られた変異体であり、GDP/GTP exchange proteinと結合すること
によりRas p21が活性型Ras p21．GTPになるのを抑制しRas以降のシグナル伝達を阻害する。
これまでに申請者らはN116Yhs胃癌、膀胱癌、膵癌などの様々な腫瘍細胞株の増殖を
in vitroで抑制することを明らかにしてきた。アデノウイルスベクターは、高力価のウイル
スを調整でき加wvo遺伝子導入が可能なべクターである。そこで申請者らはアデノウイル
スベクターを用いて、N116Yの食道癌に対する加vitr。および翩vfv〇での増殖抑制効果とそ
の抑制機構をErk2の活性化に対する効果を検討した。
  材料としてヒト食道扁平上皮癌細胞株、TE8、HEC46、SGF3、SGF7の4株を用いた。
PCR‐SSCPとシークエンス反応を行い、これら細胞株におけるK‐朋RH‐腦の変異を検索
した。遺伝子導入のべクターとしてアデノウイルス（Ad）用い、サイトメガロウイルス
（CMV）プロモ一夕一、N116YcDNAとSV40polyAをアデノウイルスのE1欠損部位に挿
入し、AdCMV・N116Yを作成した。コントロールとしてCMVブロモ一夕ーとSV40polyAか
らなるAdの汀Vを用いた。アデノウイルスの感染効率はAdの厘VbcZを食道癌細胞株に感染
させXlga1染色により評価した。N116YmRNAの発現をRT・PCRにより評価した。加レf″〇
における細胞増殖抑制効果はアデノウイルスを感染させ1日おきにトリバンブルー染色を
用いて生細胞数を算定する方法と、アデノウイルスを感染後軟寒天培地上で6週間培養し
コロニ一数を算定する方法で評価した。加vfvDにおける細胞増殖抑制効果は2x106個の
TE8または5X106個のSGF3をヌードマウスの皮下に移植し、アデノウイルスを腫瘍に直
接注入し、腫瘍径を計測し体積を算出して行った。さらに、フローサイトメトリーと
Westemblotanalvsisを 行 い 細 胞 周 期 と Erk2の 活 性 化 を 解 析 し た 。
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  これらの解析の結果、食道癌細胞株におけるrasの変異はHEC46にK-rasコドン12の点突
然変異が認められ、他の3株には変異はなく、感染効率は4株ともMOI 200で75c70-80%と証
明された。Ad CMV-N116Yの感染によりN116Y mRNAが効果的に発現しTE8、SGF3、
SGF7のin vitroでの増殖を強く抑制した。HEC46では、増殖抑制効果は約50％であった。
HEC46のAdCMV-N116Y感染後のコロニー形成率はコントロールと差はなく、TE8、SGF7
ではコント口ールに比し有意に低下していた。ヌードマウスに移植されたTE8とSGF3は
N116投与群で有意の増殖抑制が誘導された。Ad CMV-N116Y感染細胞ではG1か
らS期への移行が抑制されていた。Ad CMV-N116Y感染後のTE8、SGF3、SGF7
ではEGF刺激後のErk2のりン酸化が抑制されたのに対し、HEC46ではErk2のり
ン酸化が認められた。
  以上の結果から食道癌細胞にN116Yを導入すると3株ではErk2の活性化が強く
抑制され、N116Yの細胞増殖抑制効果とErk2の活性化の阻害が相関することが
示された。また、ヌードマウスに移植した腫瘍ヘ直接Ad CMV-N116Yを投与した
場合、TE8、SG F3ともに腫瘍の増殖は抑制され、N116Yが食道癌の遺伝子治療
の治療用遺伝子の候補のーっとなり得ることが示唆された。
  口頭発表において副査葛巻暹教授より、N116Yによる食道癌抑制効果を向上さ
せる方法、遺伝子導入効率を上げる方法、正常組織への副作用を防ぐ方法にっい
ての質問があり、次いで副査加藤紘之教授より細胞株での実験から臨床に応用す
るときの問題点にっいて、f門vtレDでの効果の増強と持続性についての質問があ
った。会場より癌研病理部門の細川眞澄男教授よりras変異株で抑制効果が弱か
った理由について、癌研遺伝子制御部門藤田寿一助手よりras変異株でErk2のり
ン酸化が軽度に抑制された理由にっいての質問があった。また、主査今村雅寛教
授よりf門レfレDでのアデノウイルス投与方法について、臨床で用いる場合アデノウ
イルスに対する免疫反応をどのように克服するかについての質問があった。以上
の質問に対し申請者は概ね妥当と思われる回答をした。
    審査員一同は、Ras抑制変異体の食道癌増殖抑制における役割を解析し、食
道癌の遺伝子治療に結びっく成果が得られたことを高く評価し、申請者が博士（医
学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。


