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    学位論文題名

    Pim－1activates cell motility that

induces malignant phenotype of tongue carcinoma
    （舌扁平上皮がんにおけるPim－1の発現は

    細胞運動能を亢進し転移活性に関与する）

学位論文内容の要旨

Pim-lは，MuLV (murine leukemia virus)のProviral insertionにより活性化する遺伝子として単離されIその後，セリン′スレ

オニンキナ―ゼをコ―ドする遺伝子であることが明らかになった.Pim-lは．正常細胞では顆粒球にのみ発現し，リンパ性骨髄

性悪性腫瘍細胞で高発現していることから．血球系細胞のがん化への関与が示唆されている，成長因子やサイトカイン刺激

後，JAK/STAT系を介してPim-lは発現調節され，G1/Sの停止にはたらくp21の阻害，あるいはG2/Mの進行にはたらく

CDC25を活性化することで細胞周期の進行を促すことや｜アポトーシス誘導にはたらくBadの阻害，Bcト2を活性化することで

抗アポト―シス効果をもたらしI血球系細胞のがん化を導くことなどが報告されている，しかし，上皮系悪性腫瘍，とくに口腔扁平

上皮がんにおけるPim-lの機能に関する研究はほとんどなされていない．そこで．口腔扁平上皮がんにおけるPimー1の役割に

ついて検索を行った，

口腔扁平上皮がん細胞株6種を用いPim-lタンパク質の発現を確認した．検索を行った口腔扁平上皮がん細胞株HSC2・

HSC3．HSC4，OSC20，Ca9.22，SASの全てに発現量に差はみられたが，Pim-lの発現が認められ，口腔扁平上皮がんの発

生や悪性化にPim-lが関わっている可能性が示唆された，

次に，実際の口腔がんにおけるPim-l発現について患者からの病理標本を用いてPim-lの発現を免疫染色で検討した，対象

を，北海道大学病院歯科診療センタ―を受診し｜病理組織学的に舌扁平上皮がんと診断されたT1 -T2症例，計39症例とした．

Pim-l抗体がホルマリン固定のパラフアン標本での発現を確認するかどうかをPim-lの発現がウエスタンブロットで確認され

ている，大腸がん細胞株HCT117と，発現を認めない膵がん細胞株KPN4を用いて検討した．病理組織標本と同様にパラフアン

包埋したセルブロック標本を作製し，陽性細胞株HCT117の核に陽性所見を呈し．KPN4が陰性である条件を決定し病理標本

    電

に 適 用 し た． そ の 結 果｜ 対 象 と した 舌 扁 平 上皮 が ん 39症 例 中 ， Pim-lは 17例 (44％ ） で陽 性 だ っ た，

Pim-lの発現の有無と臨床的事項とくに患者の生命予後に大きな影響をもたらす所属リンパ節と遠隔臓器への転移および

原病死の有無について検討した．その結果，Pim－1陰性22例では｜頚部リンパ節転移4例，遠隔転移1例，原病死が3例であった

のに対し，Pim-l陽性症例17例では，頚部リンパ節転移が8例I遠隔転移が5例．原病死が10例に認められ，Pim-l陰性症例

に比べ転移や死亡例が有意に多いことが明らかになった．以上の結果より，Pim-lの発現が口腔癌の転移活性と密接な関係

をもっていることが示されたため，腫瘍の転移メカニズムのーつである｜がん細胞の運動能に対するPim-lの影響について分

子レベルで検索を行った，
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Pim-lタン パク質を高発現し ている，口腔扁平上 皮がん細胞株HSC3細胞にPim-lのsiRNAを導入し，内在性 Pim-lの ノッ

クダウンを行った，ウエスタンブロットで，Pim-lタンパクの著しい減少を確認の後，Wound healing assayで細胞の運動能の変

化を検索した．コントロールsiRNA導入細胞とPimー1 siRNA導入細胞の運動能を比較したところ，Pim-l siRNA導入細胞では

コントロールに比べ移動距離が有意に少なく(P<O.01），Pim-lsiRNA導入細胞での運動能が抑制されていることが明らかにな

った．さらに,Pim-l siRNA導入HSC3細胞を用い｜ホ゛イデンチヤン′｀’ーによるMigration assayを行った，下層にケモアトラクタント

として上皮系腫瘍の増殖因子であるEGFを添加し｜4時間後にメンブレンを通過した細胞数を計測した，その結果，コントロール

siRNA導入 細胞では，約260個の遊走細 胞がみられたのに 対し，Pim-lノックダウン細胞では約140個と遊走細胞が約半数

に減少し，細胞の運動能が有意に低下することが示され（Pく0.01），Pim-lは｜細胞の運動能や遊走能を亢進しI転移活性に関

与することが示唆された．

細胞が運動する際には，細胞の基質への接着，細胞骨格フィラメントの再構成，細胞膜の伸長が連続的に生じていて，この過程

には低分子量Gタンパクであ るRhoファミリータンパクが重要な役割を演じている.RhoフんミリーはRho，Racl，Cdc42から

なり．細胞運動の先端部分でのRaclによるラメリポディアとCdc42によるフィ口ポディアとよばれる細胞膜の特殊なru ffling

構造 の形 成 が重 要で あ る． siRNAを用 い Pim-lのknock downを 行い ．増殖因子であ るEGF刺激 下でRacl/Cdc42の りン

酸化レペルをWestern blotで検索したところ，Pim-lノックダウンによってRacl/Cdc42のタンパク発現量に変化はみられな

かったが，EGF刺激により増加したRacl/Cdc42リン酸化タンパクはpim-l siRNA導入により減少し，pim-lをノックダウンす

ることでりン酸化が抑制されることが明らかになった．

低分子量GタンパクはGTPと結合するこ とで活性型の状態 ，GTPase活性化タン パクGAPによって，GDPと結合すると 不活

性化の状態になる． この細胞運動能制 御機構にPim-lがどの様に関 与しているかについて検討した.EGFで刺激したPim-l

ノヅクダウンHSC3細胞およびコントロ―ル細胞から抽出したタンパクを出発材料として，GTP pull down assayによりGTPに

結合 した 活 性型 のRacl，Cdc42をウエ スタンブ口ットで 検出した.EGFによる 刺激後1分でGTP結 合活性化型Raclの 発現

亢進がみられたが， siRNAを 導入しPim-lの発現を丿ックダウンした細胞では活性型Raclの発現は低下した，―方，活性型

Cdc42の発現はPimー1のノックダウンによる影響を受けなかった，

この結果より，内在性のPim-lは，GTPと結合した活性型のCdc42に影響を与えることなく｜活性型Raclの発現を亢進しラメ

リポディアの形成することで細胞運動を促進することが示唆された．

まとめ

1．  検索を行った6種類の口腔扁平上皮癌細胞株全てにPim-lの発現が認められた．

2．  39例 のT1．T2早期舌扁 平上皮がん患者の生 検標本でPim-lの発現を免疫 染色で検索したと ころ，17例(44％）に陽

    性所見が認められ｜Pim-l陽性症例では転移例が有意に多＜，生存率の低下がみられた．

3． siRNAに よる Pimー 1ノッ クダ ウ ン細 胞を 用 いた 実験 で ．細 胞運 動 能の 低下 が みら れ， Rhoフ ん ミリ ータ ン パク

    Racl/Cdc42のりン酸化の抑制．さらにGTP結合型である活性型Raclの発現低下がみられた，

4，  以上 の結果，Pimー1タンパクはRaclの活性化を介して口腔がん細胞の運動能を亢進することで，腫瘍の転移活性を促

    す遺伝子の―つであることが明らかになった，



学位論文審査の要旨

    学位論文題名
    Pim―1activates cell motility that

induces malignant phenotype of tongue carcinoma
    （舌扁平上皮がんにおけるPim－1の発現は
    細胞運動能を亢進し転移活性に関与する）

  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．

Pim-一1はセリンノスレオニンキナーゼをコードする遺伝子で，正常細胞では顆粒球にのみ

発現し，リンパ性骨髄性悪J陸腫瘍細胞で高発現していることから，血球系細胞のがん化へ

の関与が示唆されているが，口腔扁平上皮がんに韜けるPim-lの機能に関する研究はほと
んどたされていない．本研究は，口腔扁平上皮がんに船けるPim-lの役割について検索し

たものである・

  まず，口腔扁平上皮がん細胞株6種を用いてPim一1タンパク質の発現を検索し，発現量

に差はみられるものの，口腔扁平上皮がん細胞株HSC2，HSC3，HSC4，OSC20，Ca9. 22，SAS
の全てにおいて，Pim-lの発現が認められることを確認した．

次に，北海道大学病院歯科診療センターを受診し，病理組織学的に舌扁平上皮がんと診断

されたT1- T2症例，計39症例の病理標本を対象として，実際の口腔がんにおけるPiar・1の
発現を免疫染色で検討した．その結果，Piar一1は39症例中17例（44％）で発現していた．

さらにPim-l陰性22例では，頚部リンパ節転移4例，遠隔転移1例，原病死が3例であった
のに対し，Pinr一1陽性症例17例では，頚部リンパ節転移が8例，遠隔転移が5例，原病死が

10例と，Pim-l陰性症例に比べて転移や原病死例が有意に多いことが明らかとたり，
Pinr・1の発現は口腔癌の転移活性と密接な関係をもっていることが示唆された．

  PiaII一1タンパク質を高発現しているHsC3細胞にPinr一1のsiRNAを導入してPim11をノッ
クダウンし，ウエスタンブロットでPinr一1タンパクの減少を確認後，Woundhealingassay

ならびにBoydenchamberによるMigrationassayで細胞の運動能ならぴに遊走能の変化を
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検索した．その結果，Pim-l siRNA導入細胞ではコントロールに比べて移動距離が有意に少

なく（P〈O．01），細胞の遊走能が有意に低下するくP<O. Ol)ことが明らかとをり，Pim-lは細胞

の運動能や遊走能を亢進することにより，転移活性に関与することが示唆された．

そこで，細胞が運動する際，細胞運動の先端部分で重要な役割を演じているRacl，Cdc42

について，EGF刺激下でウエスタンブロットにより検索したところ，Pim-l siRNA導入細胞

ではRac1，Cdc42のタンパク発現量に変化はみられなかったが，EGF刺激により増加した

Racl/Cdc42リン酸化タンノくクが減少し，pim-1をノックダウンすることによりRacl/Cdc42

のりン酸化が抑制されることが明らかになった．

  さらに，低分子量Gタンパクの活性化とPinr1の関係を検討するため，EGFで刺激した

Pinr一1ノックダウンHSC3細胞とコントロール細胞から抽出したタンパクを出発材料とし

て，GTPpulldoWnassayによりGTPに結合した活性型のRacl，Cdc42をウエスタンブロツ

トで検出した．その結果，EGF刺激後1分でGTP結合活性化型Rac1の発現亢進がみられた

が，siRNA導入細胞では漕陸型Rac1の発現が低下した．ー方，活性型Cdc42の発現はPirl

のノックダウンによる影響を受けな・かった‐これらの結果は，Pim11はGTPと結合した活性

型のCdc42に影響を与えることなく，活性型Raclの発現を亢進し，ラメリポディアを形成

して細胞運動を促進することを示している．

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，本研究をらぴに関連す

る研究について質問が行われた．

主な質問事項は，

1） si RNAの機能は，

2）切片標本をboilする理由は，

3） Wound healing assayとMigration assayの違いは，

4冫低分子量Gタンパクとはどのようなものか，

5） GTP，Racl，Cdc42，GAP，Gproteinの関係は，

  6）ラメリポディアとは，

等であった．

  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，PinrlタンパクがRaclの活性化を介して口腔

がん細胞の運動能を亢進することにより，腫瘍の転移活性を促す遺伝子のーつであること

を明らかにしたことが高く評価された．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．


