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    学位論文題名

    EIAF induces both matrix metalloproteinase

    transcription and cell cycle arrest that occurs

    1ntheStageofCanCerCellinVaSion．

（がん細胞が浸潤する際に、ElAFはマトリックスメタロプロテアーゼの

    転写を亢進するのと同時に細胞周期を停止させる）  ．

学位論文内容の要旨

［緒言］

  EIAFはets－oncogene familyに属する転写因子で、細胞外基質の分解酵素であるマトリックス

メタロプロテアーゼ(MMP)一1、－3、－9の転写を亢進し、口腔扁平上皮がん由来細胞の浸潤性増

殖にEIAFによるMMP遺伝子の転写亢進が関連していることが明らかにされている。さらに

EIAF mRNAを強く発現し同時にMMP夕ンパクの発現を示す細胞株にEIAFアンチセンス発現

ベクターを導入することによって細胞の浸潤活性が低下することが報告されている。実際の口

腔がん患者においても、口腔扁平上皮がんの55％にEIAF mRNAが検出されており、EIAFの

発現が口腔がんの浸潤活性と深く関係していることが示されている。’

  その一方で、EIAFはcell cycle inhibitorであるp21”afl,ciplの転写を亢進させることがレポータ

ーアッセイで示されている。本研究の目的は、EIAFがin vivoにおいて細胞周期を停止させる

かどうかを調べると共に、EIAFが癌の浸潤性増殖と細胞周期とにどのように関与しているか

を明らかにすることである。

［材料と方法］

i）1メタロチオネン誘導EIAF発現ベクターの構築

  メタロチオネンプ口モーターを有する真核細胞発現ベクターpSVneoHMT-TerにEIAFの全長

遺伝子を挿入し、メタロチオネン誘導EIAF発現ベクターphMT IIEIAFを構築した。この発現

ベクターを遺伝子導入した細胞は、通常の培養条件下では挿入遺伝子の発現は示さないが、培

養液中に亜鉛化合物を加えることによって遺伝子・遺伝子産物の発現が誘導される。今回は亜

鉛化合物としてZrlCl2を用いた。

ii）メタロチオネン誘導EIAF発現細胞の樹立

  EIAFの発現が低く、浸潤活性の低い口腔扁平上皮がん由来細胞株Ca9.22を用いた。Ca9.22



にl,ugのphMTHEIAFを、LipofectoAmineを用いて遺伝子導入し、導入48時間後からネオマ

イシンを添加し導入株の選択を行い、約3週間後にネオマイシン耐性コ口二ーをク口ーニング

し、これらをメ夕口チオネン誘導EIAF発現Ca9.22 (Ca9.22MTF)とした。

iji）Western blot assay

  Ca9.22および遺伝子導入細胞Ca9.22MTFを培養し、Ca9.22MTFは80％confluentに達した時

点で培地にZnCI：を加え12時間培養した。細胞夕ンパクを抽出し、SDS-PAGEゲル電気泳動を

行った。1次抗体として抗EIAF/PEA3抗体、抗MMP―9抗体、抗p21抗体を用い、HRP標識二

次抗体と反応させた後、ECLにより化学発光しフィルムに露光した。なお、PEA3はマウスか

ら発見されたピむ癌遺伝子で、その塩基配列はEIAFと相同性が非常に高く、EIAFはPEA3の

ヒトホモ口ーグであることが知られている。

如）免疫細胞学的検索

  Ca9.22およびCa9.22MTFをAPSコートスライドグラス上で培養した。Ca9.22MTFは80％

confluentに達した時点で培地にZnCI2を加え12時間培養した。工夕ノールで固定後、一次抗体

として抗MMPー9マウスモノク口ーナル抗体、抗p21ラピットポ1jク口ーナル抗体と反応させ、

FITC標識抗マウス二次抗体、thodamine標識およびFITC標識抗ラビット二次抗体と反応させ、

一部は二重染色を行い、レーザー共焦点顕微鏡で観察した。

v）三次元浸潤モデル（ラフトカルチャー）による組織学的検索

In vitro三次元浸潤モデル（ラフトカルチャー）により、浸潤活性を形態的に検索した。ヒト胎児

肺線維芽細胞MRC5を混入したI型コラーゲンゲル上でCa9.22およびCa9.22MTFを各々培養

し、confluentとなった時点でゲルをステンレスグリッド上に載せ、air/liquid interfaceの状態で10

日間培養した。Ca9．22MTFは培養期間中Zna2で刺激した。ホルマリン固定、バラフィン包埋

後、ヘマトキシリンーエオジン染色を行い光顕的に観察した。

u）フローサイトヌトリーによる細胞周期の解析

    E1AFによる細胞周期におよぽす影響についてnowcytometづを用いて検索した。Ca9．22MTF

を80％connuentに達した時点で培地にZnClユを加えたものと加えないものと、それぞれを12

時間培養した。Tnpsynizationにより細胞回収後、エタノール固定し、popidiumiodideで5分問

染色し、nowcytome吋により分析した。

［結果］

i）メタロチオネン誘導E1AF発現遺伝子導入株の樹立

  遺伝子導入の3週間後、12株のネオマイシン耐性ク口ーンが得られた。これらのうちZnClユ

刺激によりE1AF／PEA3の発現がWestemblomngで顕著にみられた細胞株をCa9．22MTFとし、

親株Ca9．22とともに実験に用いた。Znaユで刺激したCa9．22MTFでPEA3は強く発現していた

が、ZnC12非刺激Ca9．22MTFでのPEA3の発現は軽度であった。Ca9．22ではPEA3の発現はみ

られなかった。



ii） Ca9． 22MTFの ZnCI2刺 激の有無による MMP-9お よびp21”afl/ciplの発現の変化

  Western blottingにおいて、Ca9.22細胞およびZnCI2非刺激Ca9.22MTF細胞はMMP―9夕ンパ

クの発現は軽度であったが、ZnCI2刺激Ca9.22MTFではMMP－9夕ンパクが強く発現していた。

また、p21”af l,cipl夕ンバクの発現はCa9.22細胞、ZnCI2非刺激Ca9.22MTF細胞では認められなか

つ是が、ZriCI2刺激Ca9.22MTFでは強く発現していた。免疫細胞学的検索でも、Ca9.22とZnCI：

非刺激Ca9.22MTF細胞ではp21wafl′ciplの発現細胞はほとんど認められなかったが、ZriCI2刺激

Ca9.22MTF細胞では、多数の細胞の核にp21”afl/ciplが発現していた。p21丶vl/ciplとMMP一9の二重

染色を行ったところ、MMP一9とp21” af l/ciplがそれぞれ細胞質と核に一致して陽性の所見を示す

細胞がZnCI2刺激Ca9.22MTF細胞中に認められた。

m）三次元浸潤モデルにおける浸潤活性

  Ca9.22とZnCI2非刺激Ca9.22MTF細胞では、コラーゲンゲル上に重層するのみでゲル内への

浸潤は認められなかったのに対し、ZrlCI2刺激Ca9.22MTF細胞はゲル内に深く浸潤していた。

如）Flowcytometryによる細胞周期の検索

  ZnCI2非刺激Ca9.22MTF細胞では、Glが38.20/0、S期が41％、G2期が20％であったのに対

し、ZnCI2刺激したCa9.22MTFでは、Glが53％、S期が31.3％、G2期が14.9％であり、EIAF

の発現により、Gl arrestの誘導が認められた。

［考察］

  MMPおよびEIAFの発現が低い非浸潤性の口腔扁平上皮がん由来細胞株Ca9.22にヌタロチ

オネン誘導EIAF発現ベクターhMT II EIAFを遺伝子導入し、亜鉛化合物存在下で培養すると

EIAF夕ンパクを発現する細胞Ca9.22MTFを樹立した。ZnC12刺激Ca9.22MTFでは、EIAF発

現のレベルが上昇するのと同時に、p21夕ンパクの発現も上昇していた。これまでにレポータ

ーアッセイによるin vitroの実験でEIAFはp21wafl/ciplの転写を亢進することが報告されてい

るが、実際の細胞内においてもEIAFの発現によりp21”afl/ciplが誘導されることが本研究により

タンパクレベルで明らかになった。さらに、フローサイトメト1jーによる解析で、EIAFの発

現を亢進させたCa9.22MTF細胞ではGl期細胞の比率が増加していた。この結果はEIAFによ

る p21の 転 写 亢 進 が 細 胞 の Gl arrestを 引 き 起 こ し た こ と を 意 味 し て い る 。

  これまでにEIAFは細胞外基質分解酵素であるMMP遺伝子の転写を亢進し、がん細胞の浸

潤活性を高めていることが示されている。本研究においても、ZriCI2刺激Ca9.22MTFでEIAF

の発現と相関したMMP一9夕ンパクの発現増強が認められた。このことは、In vitro三次元培養

（ラフトカルチャー）により、がん細胞の浸潤性増殖が認められたことによっても証明された。

  さらに、ZriCl2で刺激したCa9.22MTF細胞において、MMP－9とp21”afl/cipl夕ンパクの両者の

発現が同一細胞で確認された。このような結果は、EIAFはがん細胞内でp21“afl/ciplとMMPの

発現をともに亢進させており、がん細胞の浸潤は増殖期以外の時期に生じている可能性が示唆

された。
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学位論文審査の要旨

主査  教授  戸塚靖則
副査  教授  向後隆男
副査  教授  田村正人
副査  助教授  進藤正信

    学位論文題名
EIAF induces both matrix metalloproteinase
transcription and cell cycle arrest that occurs
    ●  I
    1ntheStageofCanCerCe11inVaSlon．

（がん細胞が浸潤する際に、EIAFはマトリックスメタロプロテアーゼの

    転 写 を 亢 進 す る の と 同 時 に 細 胞 周 期 を 停 止 さ せ る ）

審査は、審査員全員出席の下に、申請者に対して提出論文とそれに関連した学科目

について口頭試問により行われた．審査論文の概要は、以下の通りである．

    EIAFはets-oncogene familyに属する転写因子で、細胞外基質の分解酵素で

あるマトリックスメタロプロテアーゼ(MMP)－1、‐3、-9の転写を亢進することによ

り、口腔扁平上皮がんの浸潤・転移に深く関わっていることが知られている．一方、
レポーターアッセイにおいて、EIAFはcell cycle inhibitorであるp21の転写を亢

進させることが示されている．本研究は、EIAFがin vivoにおいて実際に細胞周期

を停止させるのか、またEIAFは癌の浸潤性増殖と細胞周期とにどのように関与し

ているかのを明らかにする目的で行われた．
  まずメタロチオネンプロモーターを有する真核細胞発現ベクターpSVn eoH MT-

TerにEIAFの全長遺伝子を挿入し、ヌタロチオネン誘導EIAF発現ベクターphMT

  EIAFを構築した．このphMTEIAF1彫gを、EIAFの発現が低く、浸潤活性の

低い口腔扁平上皮がん由来細胞株Ca9.22にLipofectoAmineを用いて遺伝子導入し、
ネオマイシンを用いてクローニングした．次いで、培地にZri Cl2を加えて培養し、細

胞夕ンパクを抽出したのち、SDS- PAGEゲル電気泳動を行ってEIAF/ PEA3の発

現を調ペ、強く発現したものをメタロチオネン誘導EIAF発現Ca9.22細胞(Ca9.22

MTF)として以下の実験に用いた・
  Ca9.22およぴ遺伝子導入細胞Ca9.22MTFを培養し、80％confluentに達した時

点で培地にZn Cl，を加えて培養したのち、細胞夕ンパクを抽出し、SDS- PAGEゲル
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電気泳動を行った．1次抗体として抗MMP-9抗体、抗p21抗体を用い、HRP標識
二次抗体と反応させたのち、ECLにより化学発光させ、フイルムに露光させてMMP-9
およぴp21の発現を調べた．またCa9.22およぴCa9.22MTFをAPSコートスライ
ドグラス上で培養し、さらにZn Cl2を加えて12時間培養を続け、固定後、一次抗体
として抗MMP-9マウスモノクローナル抗体、抗p21ラピットポリクローナル抗体
と反応させ、さらに二次抗体と反応させた．一部は二重染色を行い、レーザー共焦点
顕微鏡で観察した．
  その結果、Western blottingにおしヽて、MMP-9夕ンバクの発現はCa9.22とZri Cl2
非刺激Ca9.22MTFでは軽度であったが、Zri Cl2刺激Ca9.22MTFでは強く発現して
いた．p21夕ンバクの発現はCa9.22とZri Cl2非刺激Ca9.22MTFでは認められな
かったが、 Zri Cl2刺激Ca9.22MTFでは強く認められた．免疫細胞学的検索の結果は、
Ca9.22とZri Cl2非刺激Ca9.22MTFではp21あるいはMMP-9を発現した細胞はほ
とんど認められなかったが、 Zri Cl2刺激Ca9.22MTFでは、多数の細胞の核にp21が、
また細胞質にMMP-9が発現していた．p21とMMP-9の二重染色では、Zn Cl2刺激
Ca9.22MTF中に、MMP-9とp21がそれそれ細胞質と核に一致して陽性を示す細胞
が多数認められた．
  In vitro三次元浸潤モデル（ラフトカルチャー）を用いた浸潤活性の検索では、
Ca9.22とZri Cl2非刺激Ca9.22MTFでは、コラーゲンゲル上に重層するのみでゲル
内への浸潤は認められなかったのに対し、ZD Cl2刺激Ca9.22MTFはゲル内に深く浸
潤していた．フローサイトメモリーを用いて細胞周期におよぽす影響について検索し
た結果は、Zri Cl2非刺激Ca9.22MTF細胞では、G1が38.2％、S期が41％、G2期
が20％であったのに対し、Zri Cl2刺激したCa9.22MTFでは、G1が53％、S期が31.3％、
G2期が14.9％であった．この結果は、EIAFによるp21の転写亢進が細胞のG1 arrest
を弓｜き起こしたことを意味している．

  論文の審査にあたって、論文申請者による研究の要旨の説明後、本研究ならぴに関
連する研究について質問が行われた．いずれの質問についても、論文申請者から明快
な回答が得られ、また将来の研究の方向性についても具体的に示された．本研究は、
EIAFがMMPの発現のみならず、p21の発現も亢進させていることをタンバクレベ
ルで明らかにしたこと、ならぴにがん細胞の浸潤は増殖期以外の時期に生じている可
能性のあることを示唆した点が高く評価された．本研究の業績は、口腔外科の分野は
もとより、関連領域にも寄与するところ大であり、博士（歯学）の学位授与に値する
ものと認められた．


