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    学位論文題名

Activation of CDCA1－KNTC2．Members of Centromere Protein

    Complex， Involved in Pulmonary CarclnogeneSiS

    （非小細胞肺癌の悪性化に関与する

    CDCA1― KNTC2Centromere複 合 体 の 機 能 解 析 ）

学位論文内容の要旨

    【緒言】

  肺癌は本邦における癌死の第1位を占めており、あらゆる集学的治療に対して難治性で、新規の画期的な

治療薬の開発は急務であると考えられる。そこで我々は肺癌の80%を占める非小細胞肺癌おいて、高頻度

に発現が増加している新規遺伝子を同定し、その機能解析により新規治療法にっながる分子標的を見出す

ことを本研究の目的とした。新規分子標的抽出のため、我々は27,648遺伝子からなるcDNAマイクロアレイ

を利用して非小細胞肺癌の網羅的遺伝子発現情報解析を行い、肺癌組織において高頻度に高いレベルで発

現している遺伝子を抽出した。さらに、si恥擒をもちいた遺伝子発現阻害実験とともに約300症例の肺癌組

織アレイをもちいた免疫組織学的検討を行うことにより、新規治療薬開発ヘ向けた標的遺伝子抽出のため

のmgh曲翻】ghputscree舳gを行った。その結果、正常臓器組織では精巣においてのみ発現し、癌発症に重要

な働きをしていると考えられるCDCA1およびその相互作用する蛋白KNTC2を同定した。

  CDCA1とKN11くぇはS皿lmechめkpointに関与するNdc80compleXのnlemberとして酵母において同定さ

れた遺伝子である。その後、ヒトにおけるhc職ologueが同定されたが、これまで癌での報告はなされてい

ない。そこで今回我々は、CDCA1－KNr（ニ2複合体の新規肺癌治療のための機能解析を行った。

    【対象と方法】

  肺癌組織sampe：北海道大学病院腫瘍外科およびその関連病院においてインフオームドコンセントの得

られた非小細胞肺癌患者から手術切除された癌組織282症例とそれぞれの症例に対応した非癌部組織を対

象として、免疫組織学的検討を行った。同様にしてインフオームドコンセントの得られた非小細胞肺癌患

者由来のs鮒lpleを用いて全恥池を抽出し、逆転写反応を行うことにより得られたcDNAを用いて半定量

的RT‐PCRを行った。

  免疫組織学的検討抗体はmt）bitに免疫したa血CDCAlpolyd（舳1抗体と市販のa血KNTくヱ抗体（at℃am）

をもちいた。肺癌組織アレイの判定は3名の臨床情報未知の医師の判定により行いStatViewst面sti耐

恥）gram（SaS）によりlogrankteStを用いてpvmue0．05以下を優位差ありと判定した。

  細胞膜透過性pepdde：CDCA1のKNTC2に対する結合部位を含む19あるいは20アミノ酸と、そのN

末端側に11個のアルギニン配列を付加したpepddeを合成した。HPIC法により精製し純度95ワ。以上であ

ることを確認した後、検討を行った。
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    【結果】

  マイクロアレイデータより抽出したCeu匝usion鄒soda閲1（CI）CAl）堪n呶ふofeaSs晒al二ed2・くKNTC2）は正

常肺で全く発現を認めず、癌組織においてmRNA及ぴ蛋白レベルで連動して癌部で高いレベルで発現して

いる分子であることが肺癌臨床検体をもちいた半定量的RBPCR、肺癌細胞株でのWもstembla価ngにより

示された。Ml伽pledssuen0血em法により、この2つの分子は正常臓器においては精巣においてのみ発現し

ており、癌‐精巣抗原であることが示された。

  I£319をもちいてsi恥池による発現阻害実験を施行したところ、knockdown効果を認めたこのニつの遺

伝子に対するsi心岨の導入により、それぞれ細胞増殖抑制効果を認めた。

  また、282症例の肺癌組織アレイで免疫組織染色による検討では、肺癌組織において連動してこれらの

蛋白が発現しており、さらにこれらの蛋白を高いレベルで発現する症例の予後は有意に不良であることが

示された。以上より、この複合体が肺癌細胞の悪性化に関与し、かつ有望な治療標的であると考えられた。

  そこで、肺癌治療のための機能解析のため、9つのCDCA1のdel甜on硼Jぬntを作製し、鰡虹℃2との結

合に重要な部位の同定を行った。検討の結果、368一416番の49アミノ酸が結合に非常に重要であることが

示された。

  この検討で明らかとした49アミノ酸からなる配歹IJを基に、この複合体の結合を特異的に阻害しうる4つ

の細胞膜透過性PEPT11二）を作製した。IC319に398416番の配列を基に作製した刪Ka）Q` 1卿闘e）の

導入を行ったところ、CI℃A11KNrQの結合は効果的に阻害され、その結果、非投与、或いはOnt賦の

s斑In巓epe圃de投与と比べ、doSedependantな細胞増殖増殖抑制効果が認められた。一方、この複合体の低

発現 株で ある ヒト 繊隴 芽細 胞由来 株MR（jにお いて は増 殖抑制 効果 は認 めら れなかった。

    【考察】

  我々は新規分子標的治療薬開発のためのマイクロアレイシステムを用いて、癌－精巣抗原、CDCA1と相

互作用する蛋白、KNTC2を同定した。CDCA1とKNTC2は細胞分裂の制御に関与する遺伝子であること

がこれまで示きれているが、癌組織においては細胞周期に関与する多数の分子の発現異常があり、これら

の一部は新規分子標的として創薬の対象となっている。すなわち、Aurora kinase阻害剤のZM447439、

Hesperadin、VX-680などである。肺癌組織アレイをもちいた検討ではこれらの分子が癌部において連動

して発現しており、これらを高いレベルで発現する症例の予後は有意に不良であることが示された。さら

に、siRNAによる検討でこれらの転写産物の減少と一致して癌細胞の増殖抑制がみられたことから、この

ニつの分子が協調して肺癌の悪陞北に関与していることが類推された。

  肺癌治療において、強カな効腫瘍活性とともに最小限の副作用にとどまる新たな治療薬の開発が望まれ

ているが、我々は細胞周期を制御するQ）（ニA1一KNI℃2compexが新規肺癌治療標的として有望と考え、さら

なる機能解析を行った。CDCA1のdom血antneg甜ve体及び細胞膜透過性pe襾deを肺癌細胞に導入すること―

すなわちこの複合体の結合阻害によりーその増殖が抑制されることを初めて明らかとした。細胞膜透過性

卿ddeの導入により24時間後にG2朋an吋が誘導され、120時間後にsu卜G1舶monの増加が見られた。この

ことから細胞膜透過性pe皿deの導入により肺癌細胞に分裂停止とそれ引き続いたap（）I駒siが惹起されたも

のと考えられた。今日まで、妊lesmiロbibjtorやtxane投与により、分裂期停止に引き続いてap9pめSiSを惹起

するp鶴swりが報告されている。しかしながら、その詳細は未だ明らかとなってはおらず、q）CニA1゚ KNT（ニ2

の結合阻害が癌細胞にapop蛾isを誘導する系の解析は、新規肺癌治療薬開発の上で、非常に重要であろう。

  最後に、細胞膜透過性pe皿deについて。細胞膜透過性pe皿deは20アミノ酸前後の標的となるpe襾de配列に

細胞膜透過性ドメインとしてpolya呼nme聽peatを付加したpe皿deで、効果的に細胞膜を通過し、細胞内に取

り込まれることが報告されている。癌細胞選択的殺傷と正常細胞への無毒及び非作用性は癌治療薬とし
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て最も望ましいが、我々が行ったCDCA1由来の細胞膜透過性peptideをもちいた検討では、CDCAl-KNTC2

複合体の結合を効果的に阻害し、正常細胞にまったく影響を与えずに癌細胞の増殖を抑制した。従って、

このCDCAl-KM．C2複合体を標的とした阻害剤は、新規肺癌治療薬として理想的な阻害剤になりうると考

えられた。

    【結語】

  CDCA1ーlくNTC2複合体は正常細織せは精巣にのみ発現している癌精巣抗原である。この複合体は肺癌細

胞の増殖、生存に極めて重要であると考えられた。今回の研究でCD(ニA1-KNTく2を標的とした低分子化合

物、及び細胞膜透過性peptideは新規肺癌治療薬開発に有望であることが示唆された。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

Activation of CDCA1―KNTC2．Members of Centromere Protein

    Complex，Involved in Pulmonary CarclnogeneSiS

    （非小細胞肺癌の悪性化に関与する

    CDCA1－ KNTC2Centromere複合体 の機能解析 ）

  肺癌は本邦における癌死の第1位を占めており、あらゆる集学的治療に対して難治陸で、新規の画期的な

治療薬の開発は急務であると考えられる。新規治療法にっながる分子標的を見出すことを目的として、

27，648遺伝子からなるcDNAマイク口アレイを利用して非小細胞肺癌の網羅的遺伝子発現情報解析を行い、

肺癌組織において高頻度に高いレベルで発現している遺伝子を抽出した。さらに、siRNAをもちしゝた遺伝

子発現阻害実験とともに約300症例の肺癌組織アレイをもちいた免疫組織学的検討を行うことにより、新規

治療薬開発へ向けた標的遺伝子抽出のためのhigh-throughputsaeen血gを行った。その結果、正常臓器組織で

は精巣においてのみ発現し、癌発症に重要な働きをしていると考えられるCDCA1およびこれに相互作用す

る蛋白KNTく2を同定した。

  CDCA1と鬮虹1C2’はSpin．meche啣。血に関与するNdc80conlplexのmenlberとして酵母において同定さ

れた遺伝子である。その後、ヒトにおけるhon1010gueが同定されたが、これまで癌での報告はなされてい

ない。そこで今回我々は、CDCA1＿KトH・く2複合体の新規肺癌治療のための機能解析を行った。

  北海道大学病院腫瘍外科およびその関連病院においてインフオームドコンセントの得られた非小細胞肺

癌患者から手術切除された癌組織282症例とそれぞれの症例に対応した非癌部組織を対象として、免疫組

織学的検討を行った。同様にしてインフオームドコンセントの得られた非小細胞肺癌患者由来のsanlpleを

用いて全RNAを抽出し、逆転写反応を行うことにより得られたcI）NAを用いて半定量的珊ゝPCRを行った。

  免疫組織学ロ勺検討の抗体はrabbitに免疫した刪CDCAlpolydond抗体と市販の刪KNTQ抗体（abcm）

をもちいた。肺癌組織アレイの判定は3名の臨床情報未知の医師の判定により行いSta．tvlewstatisti尚

pro騨 nく SaS） に よ り10granktestを 用い て pvむ 噛 0． 05以 下 を優 位 差あ り と 判定 し た。

  CDCA1のKNrくニ2に対する結合部位を含む19あるいは20アミノ酸と、そのN末端側に11個のアルギ

ニン配列を付加した細胞膜透過陸peptideを合成した。HPIC法により精製し純度95％以上であることを確

認した後、検討を行った。

  マイクロアレイデータより抽出したCeudivisionaSsodated1（CDCA1）屈netochoreaSsodated2QくNTC2）は正

常肺で全く発現を認めず、癌組織においてmRNA及び蛋白レベルで連動して癌部で高いレベルで発現して

いる分子であることが肺癌臨床検体をもちいた半定量的RFPCR、肺癌細胞株でのWbtemb10tdngにより示
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された。Multiple tissue Northem法により、この2つの分子は正常臓器においては精巣においてのみ発現し

ており、癌・精巣抗原であることが示された。

  Uニ319をもちいてsiRNAによる発現阻害実験を施行したところ、knock down効果を認めたこのニつの遺

伝子に対するsiRNAの導入により、そ捫ぞれ細胞増殖抑制効果を認めた。

  また、282症例の肺癌組織アレイで免疫組織染色による検討では、肺癌組織において連動してこれらの

蛋白が発現しており、さらにこれらの蛋白を高いレベルで発現する症例の予後は有意に不良であることが

示された。以上より、この複合体カ胡市癌細胞の悪性化に関与し、かつ有望な治療標的であると考えられた。

  そこで、肺癌治療のための機能解析のため、9つのCDCA1のdeletion mutantを作製し、KNTC2との結

合に重要な部位の同定を行った。検討の結果、368416番の49アミノ酸が結合に非常に重要であることが

示された。

  この検討で明らかとした49アミノ酸からなる配列を基に、この複合体の結合を特異的に阻害しうる4つ

の細胞膜遠母陸peptideを作製した。LC319に398－416番の配列を基に作製したpeptideの導入を行った

ところ、CDCAl-KNTC2の結合は効果的に阻害され、その結果、非投与、或いはcontrolのscramble peptide

投与と比ベ、dose dependentな細胞増殖抑制効果カ瀞められた。一方、この複合体の低発現株であるヒト

線維芽細胞由来株MRC5においては増殖抑制効果は認められなかった。細胞膜透過陸peptideの導入により

24時間後にG2/M arrestが誘導され、120時間後にsub－Gl fractionの増加が見られた。このことから細

胞膜透過陸peptideの導入により肺癌細胞に分裂停止とそれ引き続いたapoptosisが惹起されたものと考

えられた。今日まで、kinesin inhibitorやtaxane投与により、分裂期停止に引き続いてapoptosisを惹

起するpasswayが報告されている。しかしながら、その詳細は未だ明らかとなってはおらず、CDCA1－KNTC2

の結合阻害が癌細胞にapoptosisを誘導する系の解析は、新規肺癌治療薬開発の上で、非常に重要であろ

う。

  また、CDCA1由来の細胞膜透if~'I'tpept ideをもちいた検討では、CDCA1－KNTC2複合体の結合を効果的に阻害

し、正常細胞にまったく影響を与えずに癌細胞の増殖を抑制した。従って、このCDCA1ーKNTC2複合体を標的

と し た 阻 害 剤 は 、 新 規 肺 癌 治 療 薬 と し て 理 想 的 な 阻 害 剤 に な り う る と 考 え ら れ た 。

  口頭発表に続いて副査近藤教授より、CDCAl-KNTC2の結合阻害に11Rのような細胞膜透過陸domainが必要

な理由、骨髄におけるKNTC2のわずかな発現が臨床応用の際に副作用として問題になることはないか、肺癌

組織アレイにおいてこのニつの蛋白の発現が100%一致しない理由について質問があった。続いて副査今村

教授より、正常で精巣に発現しているニつの分子が肺癌で高発現している理由、細胞周期に関連した遺伝

子が高発現した際にapoptosisに対する抵抗性など悪性化に与える具体的影響、細胞膜透過性peptideにつ

いてin vivoでの検討、全身投与での効果と毒性について質問があった。最後に主査秋田教授より、非小細

胞肺癌以外の癌種におけるCDCA1―KNTC2の発現と治療応用の可能性、CDCA1ーKNTC2の細胞内局在、point

mutationの有無、これらの分子に対する免疫治療の可能性につしゝて、質問があった。いずれの質問に対し

ても、申請者は主旨をよく理解し自らの研究データと文献的考察を混じえて適切に解答した。

  審査員一同は、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と判定した。
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