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    学 'ttL論文題名

       nm23-Hl suppresses invasion of oral squamous cell

    carcinoma-derived celllines without modifying matrix

metalloproteinase-2 and matrix metalloproteinase-9 expression.

(nm23-Hlは口腔扁平上皮がん細胞の浸潤性をmatrix metalloproteinase-2

  およびmatrix metalloproteinase-9の発現を変化させずに抑制する）

学位論文内容の要旨

  （緒言）
  nm23-Hlは悪性黒色腫細胞の転移抑制遺伝子としてクローニングされたタンパク質
であり、現在までに8種類のサブュニットが報告されている。これらのうちnm23-Hl
とH2についての研究が多数行われており、肺がん、大腸がん、卵巣がん、乳がんなど

においてnm23が高発現している症例の予後が良いことが報告されている。しかしな
がら、nm23による転移抑制の詳細なメカニズムにっいては不明な点が多く、また腫瘍
の発生母地によってはnm23の高発現が上記のがんとは逆の相関を示すことも知られ
ている。今回、申請者はこの遺伝子が口腔扁平上皮がんの転移能に抑制的に機能する

か否かを分子生物学的に検討した。
（材料および方法）
  口腔扁平上皮がん細胞株間におけるnm23の発現の差異およびその運動能・浸潤能
を検討する目的で、6種類の口腔扁平上皮がん細胞株HSC2，HSC3，HSC4，KB，OSC19，
OSC20を使用し、ノザン法によりnm23-HlおよびH2のmRNAの発現レベルを検討
したらさらにタンパク質レベルでの発現解析には抗nm23-Hl、H2モノクローナル抗
体を使用したウエスタンブロットを行った。また、これら細胞株の運動能はboyden
chamber法、細胞浸潤能はraft culture法にて評価した。
  nm23-Hlの遺伝子導入にあたり、pcDNA3ベクターにHA-tagを付与したnm23-Hl
cDNAをサブクローニングした。pcDNA3およびpcDNAHA- nm23-Hlをりポフェク
ション法にて細胞株に導入し、G418による選択培養の後、nm23-H1高発現株を樹立
した。外来性のHA nm23-Hlの発現はウエスタンブロット法および螢光抗体法にて確
認した。
  （結果）
  異なる6種類の口腔がん細胞株におけるnm23-Hlの発現とそれぞれの細胞株の運動
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能および浸潤能との相関を検討したところ、nm23-Hlの発現が低かった3細胞株

(HSC2，HSC3，HSC4)では運動能・浸潤能ともに高い傾向が見られたのに対し、

nm23-Hlを高発現していた3細胞株(KB，OSC19，OSC20)では前述の細胞株に比較

して有意に低い傾向が認められた。raft culture法による細胞浸潤能の比較においても、

コラーゲン膜への浸潤能はnm23ーHlの発現と負の相関を示した。一方、nm23-H2の

発現は全ての細胞株において高く、遊走能との有意な相関は見出せなかった。

  このような相関関係がnm23-Hlの発現量の差によって生じている可能性を検討する

ために、6細胞株中、運動能・浸潤能ともに最大であり、かつnm23-Hlの発現が最低

であったHSC3にnm23-Hlを遺伝子導入し、その運動能・浸潤能がどのように変化

するかを解析した。上記方法により、3株のnm23-H1高発現株を樹立した(Hl-4，Hl-

5，Hl-10)。HA- nm23-Hlタンパク質の発現量は総nm23-Hlタンパク質に対して約3％

ないし15％を示していた。いずれの細胞においても、親株に比較して運動能が低下し

ていることがboyden chamber法にて確認された。このような細胞運動能の低下は3

株のうち、HA- nm23-Hlのタンパク質発現量が最も多かったHl-10細胞で最も低か

った。

  次に、HSC3にpcDNA3のみを導入した細胞と、H1-10細胞の浸潤性をraft culture

法にて評価した。pcDNA3のみを導入したHSC3は親株と同様の高浸潤性を示したが、

Hl-10は浸潤性を示さず、重層扁平上皮様の細胞増殖傾向を示すのみであった。

  これらの浸潤性の変化とmatrix metalloproteinase(MMP)の分泌性の変化が関連し

ているか否かを判定する目的でgelatine zymographyを行ったところ、各nm23-Hl

高発現株でもpcDNA3のみを導入した細胞と同様なレベルのMMP・2およびMMP．9

の発現が確認された。

  螢光抗体法による解析ではHA・nm23・H1は細胞質に瀰漫性に分布していた。ロ←

ダミン・ファロイジンとの二重染色の結果、アクチンフィラメントの走行にも著明な

変化が認められた。すなわち、pcDNA3のみを導入した細胞では微細なアクチンフイ

ラメントを細胞質内に認めるのみであったが、H1・10細胞では細胞質の辺縁に顕著な

アクチン束が観察された。

  t考察）

  今回の実験により、口腔扁平上皮がん細胞株における内在性のnm23・H1の発現と各

細胞株の運動性および人工的コラーゲン膜への浸潤性との聞に負の相関があることが

示された。すなわち、トランスフェクションにより樹立されたHSC3のnm23・H1の

高発現株では、親株でみられた細胞運動性および高浸潤性が著明に低下していた。し

かしながら、これまでの細胞浸潤性に関する研究において、細胞の浸潤性を決定する

因子として報告されてきたMMP‐2およびMMP．9の発現に著明な低下はみられず、

nm23‐H1の細胞運動抑制作用が浸潤性を阻害する主たるメカニズムであることが考え

られた。また、nm23｜H1の高発現株で認められたアクチンフィラメント束の細胞内で

の局在・分布の著明な変化は、この分子が、細胞運動時の細胞骨格再構成に関わる何

ら か の シ グ ナ ル 伝 達 機 構 に 影 響 を 与 え て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。



学位論文審査の要旨

    学 'ttL論文題名

        nm23-Hl suppresses invasion of oral squamous cell

        carcinoma-derived cell lines without modifying matrix

metalloproteinase-2 and matrix metalloproteinase-9 expression.

(nm23-Hlは口腔扁平上皮がん細胞の浸潤性をmatrix metalloproteinase-2

およびmatrix metalloprotemase―9の発現を変化させずに抑制する）

  審査は、全審査委員出席のもと、口頭にて行った。
  最初に、論文提出者から提出論文の研究内容の説明を受けた。説明の要旨は以下の
通りであった。

  nm23-Hlは悪性黒包腫細胞の転移抑制遺伝子としてクローニングされたタンパク質
であり、現在までに8種類のサプュニットが報告されている。これらのうちnm23-H1
とH2についての研究が多数行われており、肺がん、大腸がん、卵巣がん、乳がんなど
においてnm23が高発現している症例の予後が良いことが報告されている。しかしな
がら、nm23による転移抑制の詳細なメカニズムについては不明な点が多く、また腫瘍
の発生母地によってはnm23の高発現が上記のがんとは逆の相関を示すことも知られ
ている。今回、申請者はこの遺伝子が口腔扁平上皮がんの転移能に抑制的に機能する
か否かを分子生物学的に検討した。
  口腔扁平上皮がん細胞株間におけるnm23の発現の差異およびその運動能・浸潤能
を検討する目的で、6種類の口腔扁平上皮がん細胞株HSC2，HSC3，HSC4，KB，OSC19，
OSC20を使用し、ノザン法によりnm23-HlおよびH2のmRNAの発現レベルを検討
した。これら細胞株の運動能はboyden chamber法、細胞浸潤能はraftculture法にて
評価した。
  mn23．H1の遺伝子導入にあたり、pcDNA．3ベクターにnハtagを付与したnm23‐H1
cDNAをサプク口ーニングした。pcDNA3およびpcDNA3‐RハIm123‐H1をりポフェ
クション法にて細胞株に導入し、nIn23．H1高発現株を樹立した。外来性のHAIlm23＿
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Hlの 発 現 は ウ エ スタ ン ブ ロ ッ ト法 お よ び 螢 光抗 体 法 に て 確 認し た 。
  異なる6種類の口腔がん細胞株におけるnm23-H1の発現とそれぞれの細胞株の運動
能および浸潤能との相関を検討したところ、nm23-Hlの発現が低かった3細胞株
(HSC2，HSC3，HSC4)では運動能・浸潤能ともに高い傾向が見られた。一方、nm23-Hl
を高発現していた3細胞株(KB，OSC19，OSC20)では前述の細胞株に比較して有意
に低い傾向が認められた。raft culture法による細胞浸潤能の比較においても、コラー
ゲン膜への浸潤能はnm23-Hlの発現と負の相関を示した。一方、nm23-H2の発現は
全 ての細胞株において高く、遊走能との有意な相関は見出せなかった。
  6細胞株中、運動能・浸潤能ともに最大であり、かつnm23-Hlの発現が最低であっ
たHSC3にnm23-Hlを遺伝子導入し、3株のnm23-Hl高発現株を樹立した(H1-4，Hl-5，
Hl-10)。その運動能・浸潤能がどのように変化するかを解析した。HA- nm23-Hl夕ン
パク質の発現量は総nm23-Hl夕ンパク質に対して約3％ないし15％を示していた。
いずれの細胞においても、親株に比較して運動能が低下していることがboyden
chamber法にて確認された。このような細胞運動能の低下は3株のうち、HAーnm23-
Hlのタンパク質発現量が最も多かったHl-10細胞で最も顕著に認められた。
  次に、HSC3にpcDNA3のみを導入した細胞と、Hl-10細胞の浸潤性をraft crdture
法にて評価した。pcDNA3のみを導入したHSC3は親株と同様の高浸潤性を示したが、
H1-10は浸潤性を示さず、重層扁平上皮様の細胞増殖傾向を示すのみであった。
  これらの浸潤性の変化とmatrix metauoproteinase(MMP)の分泌性の変化が関連し
ているか否かを判定する目的でgelainezy皿0graphyを行ったところ、各nm23・H1
高発現株でもpcDNA3のみを導入した細胞と同様なレベルのMMP－2およびMMP‐9
の発現が確認された。螢光抗体法による解析ではHA‐nm23－H1は細胞質に瀰漫性に
分布していた。
  今回の実験により、口腔扁平上皮がん細胞株における内在性の―23・H1の発現と各
細胞株の運動性および人工的コラーゲン膜への浸潤性との間に負の相関があることが
示された。しかしながらMMP‐2およびMMP－9の発現に著明な低下はみられず、
n皿23ーH1の細胞運動抑制作用が浸潤性を阻害する主たるヌカニズムであることが考え
られた。

  以上の説明に続いて、各審査委員から提出論文の内容及びそれに関連した事項につ
いて口頭で、種々質問があった。主な質問内容として、従来の肺がんの研究は腺癌に
ついてか、MMP-2，MMP-9の発現があってもnm23-H1があれば浸潤性は弱くなるの

か、nm23-H1はkinase ac位晒ぢを有しているのか、がんの転移を抑制するgeneには
どんなgeneがあるか等。論文提出者はこれらの質問に明解に解答し、今後の研究の展
望も示した。
  本論文の研究内容が高く評価されるとともに、専門領域のみならず、関連分野につ

いても十分な学識を有していることが認められ、論文提出者は、博士（歯学）の学位
を授与されるにふさわしいと認められた。


