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はじめに

  癌細胞におぃては種々の遺伝子が活性化されているが、その中で精巣特異的な遺伝子が
活性化されているとぃう報告は極めて少なぃ。しかし最近の研究により、癌と正常精巣両
者に発現する遺伝子群が同定された。それらの中には、宿主に免疫応答を引き起こすもの
があり、癌・精巣抗原(cancer/testis anL曙飽，（汀a面齟）と呼ぱれる。また、それらの中には
抗原性を持つことが示されていなぃものもある。総じて、癌・精巣抗原をコードする遺伝
子を含めたこれらの遺伝子を癌・精巣関連遺伝子と称する。癌・精巣関連遺伝子は以下の
様な共通の性格を持っている：1）正常精巣におぃて特異的に発現が認められ、他の正常組
織にはその発現は認められない。2）悪性腫瘍において活性化が認められ、その発現は組織
非特異的である。癒，精巣関連遺伝子は、その本来の生理的機能が殆どわかっていないが、
腫癌と精巣における特異的遺伝子発現のメカニズムの解析において、あるいは癌の診断と
治療への応用の可能性の観点から研究されてきた。
  本研究では、正常精巣と種々の癌に発現し、ヒト第15染色体にマッブされる新しい癌・
精 巣 関連 遺 伝 子 （ D的 ） を ク ロ ー ニン グ し 、 そ の 性 状に つ い て 解 析 し た 。

材料と方法

1．培養細胞株と腫癌サンブル：用いた培養細胞株は1096牛胎仔血清と0.3矚グルタミンを含
むRPMI 1640またはDulbecco・sMo（匝edE蝉eMe曲班で維持し、3ヂC、5矚（め2存在下で培
養した。原発腫癌サンブルは液体窒素中で冷凍し、心岨の分離・精製まで・800Cにて保存
した。
2．D40のcM岨クローニング：報告されている転写因子GCFのコーディング領域のカルボキ
シル末端から2′3をpGBT一9（Cl飽t箆h）に組み入れ、得られたブラスミドpGAL－GCFを酵母
卿0―bybddsysぬmのスクリーニング用のbむとして使用した。これを用いて不死化ヒトB細
胞株のcmqAライブラリーをスクリーニングした。ヒスチジンおよびb吃表現型陽性クロ
ーンD40について、GCFとの結合特異性を検討しその塩基配列を同定した。このクローン
を用いて、より長いクローンを得るため、ヒト前骨髄性自血病細胞株HI亅50由来のcDNAラ
イブラリーをスクリーニングした。さらにHL60およびTリンバ自血病細胞株m丘永由来の
全心岨とD40特異的ブライマーを使用し、RA（亜（Ra伍damp匝刪iQnofcDNAends）反応を
行った。
3．染色体マッピング：D的c班岨全長にわたる複数のcDNAクローンを混合したものをピオ
チン標識した。このブローブcDNAをRーバンドで染色したヒト男性リンバ球由来の中期染
色体標 本と反応させてflu（n鬢ence血s畑h知轟匝za加n（FISH）法を行った。



4． In vitro転写と翻訳：pBluescript, KS(-)内にD40 cDNAの全コーディング領域を組み入れた
ブラスミドpBSーD40とT7 RNAボリメラーゼ、TNTウサギ網状赤血球抽出液(Promega)とを
用 い 、 35S－ メ チ オ ニ ン 存 在 下 で In vitro転 写 と 翻 訳 反 応 を 行 っ た 。
5．ウエスターンブロット法：D40蛋白質のアミノ末端に標識Flagを付加した蛋白質を発現
させるブラスミドをサルCos7細胞に導入し、その細胞の抽出液をTNEバッファーを用いて
調整し、抗Flag抗体を用いてウエスターンブ口ット法を行った。
6． RNA分離：酸性グアニディウム・チオサイアネイト・フウノール・クロ口フォルム法
により、細胞株および腫瘍サンブルから全RNAを分離・精製した。
7.) -ザンブ口ット法およびRT。PCR：既報の方法でノーザンブ口ット解析を行った。RT-
PCRについて｜よ、各細胞と原発腫瘍サンブルの全RNAからcDNAに逆転写したものを鋳型
と し て 、 D40特 異 的オ リ ゴ ヌ ク レ オ チドブ ライ マーを 用い てPCRを行っ た。

結 果

1． D4 0の同定とク口一ニング：転写因子GCFに特異的に結合する蛋白質を検索するために、
酵母のtWo―hybridスクリーニングを行った。検索した120万個の酵母クローンのうち、9個
のクローンはヒスチジンおよびLacZ表現型陽性であった。その内の1個をD40と名付けた。
D40蛋白質とGCFとの結合は特異的であった。このクローンのDNA塩基配列を決定したと
ころ、オーブンリーディングフレームが認められた。これc;t3．伽に停止コドンを持っが、
アミノ末端のメチオニンに相当するコドンの5・伽には停止コドンがなかった。このD40
cDNAクローンの塩基配列に基づぃて、より長いクローンを得るために、HL60細胞由来の
cDNAライブラリーのスクリーニング及び5．RACE法を行った。これらの方法により5．末端
にin frameの停止コドンを持ち、D40蛋白質の全てのコーディング領域をカバーするcDNA
クローンを得ることができた。D40 cDNA内のオーブンリーディングフレームは887アミノ
酸をコードしていた。GenBan蚯MBI丿DDBJのデータベースに対して相同性検索を行った
結 果 、 I） 40蛋 白 質 と 高 い 相 同 性 を 示 す 蛋 白 質 は 認 め ら れ な か っ た 。
2．m噺鰤と泣vivoにおけるD40蛋白質の発現：D知cDNA内のオーブンリーディングフレー
ムが正しいことを確かめる方法のーっとしてm弧的転写および商訳反応を行った。翻訳さ
れた蛋白質のゲル解析の結果から、分子量110―130KDの問にパンドが認められた。次に、
D的cm岨によってコードされる蛋白質についてm巾oにおける発現を検討した。D40蛋白
質のアミノ末端にFl鋸標識した蛋白質を発現させるブラスミドをCos7細胞に導入し、その
細胞抽出液を抗Flag抗体を用いてウエスターンブロット法を行った。その結果、分子量
120KDを示すパンドが検出された。
3．D40の染色体上局在：FISH法によルヒト第15染色体のセントロメア領域の近く、すなわ
ち長腕のq14－15に明らかなシグナルが認められた。他の染色体に｜ま再現性のある螢光シグ
ナル｜ま認められなかった。
4．正常ヒト組織におけるD的mRNAの発現：/一ザンブロット法によって検討した結果、
I）的mRNA（約5始と3．5kb）の高い発現が精巣において認められた。また、胎盤におぃては、
わずかながらD40mIひ聡の発現が認められた。しかし、それ以外の正常ヒト成人の組織に
おぃてはD40の発現は全く認められなかった。次にノーザンプロット法よりも感度の高い
RT－PCR法を用いてD40の発現を確認した。/一ザンブロット法の結果と同様に、D40
mRNAは精巣におぃて選択的に発現していることが示された。
5．培養癌細胞株と原発癌におけるD的の発現：RlT―P（R法によって種々の培養癌細胞株にお
けるD40の発現を検討した。その結果、悪性黒色腫、肺癌、消化器系由来の癌を含めて調
べた全ての癌細胞株においてD40の発現が認められた。しかし正常胎児肺線維芽細胞株で
は、発現が認められなかった。次に、ヒトの原発癌におけるD40の発現を検討した。D40
のmRNAは口腔癌、子宮癌、肺癌などの種々の原発癌におぃて40弼以上の発現が認められ
た 。 胆 管 癌 、 胃 癌 、 セ ミ ノ ー マ に tま I） 的 の 発 現は 認 め ら れ な か った 。



結 諭

  本研究により、新しいヒト遺伝子D40を発見しそのcDNAの全長をクローニングした。
D40cDNAのオーブンリーディングフレームは887個のアミノ酸からなる蛋白質をコードし、
D40遺伝子はヒト第15染色体の長腕q14－15に局在する。D知mRNAは精巣におぃて選択
的に発現しており、胎盤におぃてはわずかに発現していたが、それ以外の正常ヒト成人組
織においては全く発現が認められなかった。―方、調べた全ての癌細胞株におぃて舛O
mRNAの発現が認められた。口腔癌、子宮癌、肺癌などのヒト原発癌におぃては、MO
mRNAの発現が高頻度に認められた。D40遺伝子は新しい癌・精巣関連遺伝子である。
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  癌細胞では痛化に伴って発生母細胞では検出されないか、限られた正常細胞でし

か産生されない抗原が発現する。これらの抗原は癌関連抗原と総称されるが、この

うち癌細胞に発現し正常組織では精巣に特異的に発現している抗原を癌・精巣関連

抗原と呼ぶ。本研究では、転写因7-GCFに特異的に結合する蛋白質を酵母のtwo-hybrid

法を用いてスクリーニングすることによって、新しいヒト癌・精巣関連遺伝子D40

cDNAの全長をクローニングし、その性状について解析した。in vitro転写および翻

訳反応とウエスタ―ンブロット法により、この蛋白質の分子質量は120 KDであるこ

とが示された。また、FISH法によりこの遺伝子はヒ卜第15染色体長腕のq14―15に座

位していることが示された。ノーザンブロツ卜法およびRTーPCR法によってヒト正

常組織におけるD40遺伝子の発現を検討した結果、高い発現が精巣に、わずかな発

現が胎盤において認められた。しかし、他の正常組織では全く発現が認められなか

った。一方、RT－PCR法によってヒ卜悪性黒色腫、肺癌、消化器系癌、子宮癌、乳

癌、膀胱癌、自血病など調べた全ての癌細胞株においてD40遺伝子の発現が認めら

れた。しかし正常胎児肺線維芽細胞株では、発現が認められなかった。次に、ヒト

の癌組織におけるD40遺伝子の発現を検討したところ、口腔癌、子宮癌、肺癌にお

いては40%以上の高い頻度でmRNAの存在が認められた。

  審査に当たっては、副査西教授より、1．  D40遺伝子の発現頻度が癌細胞株で高

く癌組織で比較的低い理由、2. D40遺伝子の他のヒト正常細胞株や他の動物組織

での発現、について、質問があった。申請者はこれらの質問に対して適確なI亘J答を

おこなった。さらに副査細川教授より、1． D40蛋白質が結合する転写因子GCF遺

伝子の各組織における発現について、2. D40遺伝子が卵巣やセミノーマで発現し

ていない理由、3. D40遺伝子を用いた癌治療への応用、について質問があった。

発表者はこれらいずれの質問に対しても適切な回答をおこなった。またキ査葛巻が、

1． D40遺伝予の発現頻度が11腔癌で商い理由、2．D40遺伝ナと他の癌・精巣関連



遺伝F闇のキH同性について、質問をおこなった。巾請許はこれらの質問に対して適

切に1田答した。

  この論文は、新しい癌関連遺伝子を発見したことで高く評価される。今後、この

研究をさらに進めることによって、腫瘍と精巣における特異的遺伝子発現のメカニ

ズムが明らかにされることと共に、D40癌・精巣関連遺伝子の癌の診断と治療への

応用の可能性が期待される。

  審査員- - -｜司は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位

なども併せ申請者が博士（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。
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