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学位論文内容の要旨

【背景と目的】  1960年代，Hayflickにより正常なヒトの体細胞をin vitroで培養すると，一定の回

数細胞分裂を繰り返した後に分裂寿命を迎え細胞分裂を不可逆的に停止することが発見された．

この現象，細胞老化は，癌抑制や個体老化の基礎機構として働いている可能性が示唆されてきた．

1990年代後半には癌遺伝子産物であるRasの強制発現によって，正常二倍体の細胞が，細胞老化

と同様の細胞周期停止が起こることを示し，OIS (oncogene-induced senescence)と呼ばれ，以後内因

性の癌抑制機構として注目されてきた．OISの発見からこれまでにOISは生体内で腫瘍形成に対

する第一の防御壁となることが数多くの研究により示されおり，OISの回避にはp16，p53 pathway

の抑制が重要であることが明らかにされてきている，しかしながら，OIS回避は直接発癌にっな

がるのかという点は不明であり，それらを解決することがOISの発癌防御機構としての有効性を

評価する上で重要であると考えられる．今回、我々はヒト正常二倍体線維芽細胞において

retrovirus vectorを用いてHーRasV12を発現させOIS誘導させた際に，ある細胞集団はOISが誘導さ

れずに増殖を続けるという興味深い現象を観察した．我々はこのOIS回避細胞をOISEC

(oncogene-induced senescence escaped cell)と名付け，その性質を調べることで腫瘍形成における

OIS回避の意味を考察した，

【材料と方法】ヒト正常二倍体線維芽細胞，BJにレトロウイルスベクターを用いてconstitutively

active formであるHーRasV12を強制発現させ，導入20日後にOIS誘導されることなくspindleな形

態を保ち増殖した細胞をOISECとし，その性質を調べた，OIS細胞とOISECの細胞周期に関与す

るタンパク発現量をWestem blotting法により比較検討した．OISECのstress-induced premature

senescence (SIPS)誘導性を明らかにするために，OISECのH202処理に対する感受性を評価した，

OISECの足場非依存性の増殖能をsoft agar colony formation assayを用いて評価し，腫瘍形成能をヌ

ードマウスの皮下に細胞を注入することで判定した，フ口ーサイトメーターとfluorescence in situ

hybridization (FISH)解析を用いてOISECのchromosomal instabilityについて分析した，OISECの転

写因子のmRNA発現量を半定量的逆転写PCR法で測定した．

【結果】BJ細胞にH-RasV12を導入10日後に平坦で幅広い細胞形態への変化を認め，senescence

マーカーであるsenescence-associated-ロ-galactosidase (SA-ロ-gal)に濃染することを認めたが，

H-RasV12を導入14日後にOISを回避してspindleな形態を保ち増殖を続ける細胞を認め，20日後

には，増殖細胞が老化細胞よりも優勢な増殖を示した．Ras，リン酸化ERK，Ets-2，p53，p21の蛋白

量はOIS細胞とOISEC間で大きな差はみられなかったが，p16蛋白発現量は著明な低下を認めた，

OISECではH-RasV12の再導入，p16の導入，ストレス刺激によって，senescenceの再誘導がされた，
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H202処理5日後にOISECの細胞増殖停止，p16蛋白発現誘導を認めがみられ，10日後に平坦な細胞

形態への変化，SA-ロ-gal陽性を認めた．OISECにcolony形成はみられなかったが，SV40 early

region (ER)をOISECに導入したところ，colony形成を認め、なおかつin vivoでの腫瘍形成能を認

めた．OISECの大部分はdiploidであったが，SV40ERを導入されたOISECは高率でaneuploidで

あった．約75％のOISECのcbromosome1のコピー数は2コピーであったが，SV40ERを導入する

ことで，コピー数の増加を認めた．OISECはOct3/4，Sox2，Nanogなどのいずれの転写因子の発現

も認 めたが， OIS細胞に おいて明ら かな発現を 示したのは Nanogのみで あった，

【考察】OISECにおいてp16蛋自発現が消失していたことから，当初はp16プロモーターがメ

チル化状態であると想定したが，methylation specific PCR解析により明らかなp16プロモーターの

メチル化は認めなかった． OISECにおけるp16発現機構の保持はH202処理によって，p16蛋白発現

誘導を認め，senescenceが誘導されたことより示された．さらにH-RasV12をOISECに再導入する

ことでsenescenceが誘導されたことから。senescenceを誘導するのに必要なRasの閾値がOISECに

おいて上昇していることが示唆された，転写因子EtsやIdlによるp16発現調節がRas-induced

senescenceを制御していることから，OISECにおいてEts，Idlによるp16発現調節機構が破壊され

ている可能性がある．OISECにSV40ERを導入することで形質転換能が示されたことから，p53

およびRbの破壊がOISECの形質転換に必要であると考えられる．SV40ER導入により形質転換

したOISECにおいて異数体の割合の増加を認めたことは，p16，p53は発癌刺激により異数体にな

ることから細胞を守る発癌防御機構として働くことを示した．OISECに幹細胞性に関わるとさ

れるNanog，Oct3/4，Sox2などの転写因子の発現を認め，OISを回避する細胞は幹細胞性の集団であ

る可能性が示唆された．逆に幹細胞は発癌刺激に対して抵抗性を持ち，DNA損傷から守られてお

り，OISから容易に回避すると考えるのは理にかなっている．polycomb遺伝子群であるBmi-lは

Ink4a locusにあるp16，p19の転写抑制することで，造血幹細胞や神経幹細胞の自己複製および増

殖を制御することを考慮すると，OISECにおけるp16の抑制はOISECの持つ幹細胞性な特徴のー

つであると考えられる，

【結論】本研究において我々は一部の幹細胞性をもった細胞はOISを回避することを見出した．

OISECは悪性形質転換していないことが判明したが，その理由はp16およびp53が機能している

ためにDNA損傷が蓄積した細胞や，異数体細胞を除去する抗癌機構が存在するためであり．p16，

p53 pathwayを破壊することでOIS回避細胞は癌化することが示された，今後我々はOISECにお

けるOIS抵抗性獲得の機序，実際の生体内におけるOISECの存在場所，およびOISECの幹細胞性

についてさらに検討してしゝく必要性がある，
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癌遺伝子誘導細胞老化を回避する細胞の解析

  ヒト正常ニ倍体線維芽細胞に癌遺伝子産物であるRasを強制発現させると、細胞老化と

同様の細胞周期停止現象が生じることが知られている。この現象は、oncogene-induced

senescence (OIS)と呼ばれ、正常細胞に備わった発がん防御機構として注目されている。

本研究では、OISの回避とがん化（悪性形質転換）の関連性を、不死化したヒト正常二倍

体線維芽細胞BJを用いて、分子細胞生物学的に解析した。その結果、以下の興味深い知見

を得ている。（1）幹細胞性を有する細胞はOISを回避すること、（2）OISを回避した細

胞(OIS escaped cells，OISEC)は悪性形質転換していないこと、（3）またOISECが悪

性形質転換していない原因として、がん抑制遺伝子であるpl6INK4およびp53が機能して

おり、DNA損傷を受けた細胞や異数体細胞を排除する機構が働いていることを明らかにし

た。さらに、申請者は、本研究成果に対する独自の解釈ならびに今後どのように研究を発

展させていくかについて紹介した。

  発表後、副査の佐邊教授から、OISECが出現する原因ならびにp53の遺伝子変異の有無

についての質問があった。申請者は、BJ細胞株を構成する細胞には多様性があり、幹細胞

性の高い細胞に比較的低量のRasが導入された際にOISECとなる可能性を論じた。がん

抑制遺伝子p53の変異については調べていないと回答した。また、固形がんは一般的に上

皮細胞由来であるので、線維芽細胞であるBJ細胞よりも上皮系の正常細胞を用いて解析し

た方がより有用な情報が得られるとの助言がなされた。申請者も上皮系細胞を使用するこ

との重要性を認識しており、今後の課題とする旨の回答をした。さらに、論文中の文献引

用の不備が指摘され、申請者は指摘箇所を訂正し論文を提出する旨の回答をした。副査の

田中教授から、OISECがOISに陥った細胞に由来していないことをどのように証明したの
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か質問がなされた。申請者は、リアルタイムで同一細胞を顕微鏡下で追跡することによっ

てOISECがOIS細胞から生じてないことを観察したと回答した。副査の高田教授は、

OISECに再びRasを導入するとOISが引き起こされる理由および個々の実験の再現性に

ついて尋ねた。申請者は、ある閾値以上のRas蛋白が発現された場合にOISが引き起こさ

れる可能性について回答した。実験の再現性については、すべて複数回の実験を行い、同

様の傾向の結果が確認されていると回答した。副査の藤堂教授より、本研究で得られた知

見を臨床の場で役立てる手だてについての意見が求められた。申請者は、ヒトがん組織に

おけるOISECの検出法を確立し、がん組織内のOISECの分布ならびにOISECを標的と

した治療等に結ぴっけていく展望を述べた。最後に主査の浜田准教授から質問があった。

本研究で行われた蛋白やmRNAの発現解析では、OIS細胞集団におけるOISECの混在、

ならびにOISEC細胞集団におけるOIS細胞の混在を否定できない。フローサイトメトリ

ーなどでOIS細胞とOISECを選別できれば、両者の混在を危惧する必要がなくなる。そ

のためには、細胞老化に特異的な分子マーカーが必要となるが、フローサイトメトリーな

どで利用可能なものがあるのかとの質問であった。申請者は、現時点では細胞老化を特異

的に検出できるマーカーは、senescence-associated  ロ- galactosidaseや

senescence-associated heterochromatic fociなどが知られているが、いずれも細胞表面に

局在するものではをく、フローサイトメトリーを利用した老化細胞の選別には不向きであ

ると回答した。

  この論文は、正常細胞が元来備えている発がんの防御機構を解明する上で重要な知見を

提示しており、腫瘍生物学のさらなる発展に寄与するものと期待される。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 も の と 判 定 し た 。

- 310―


