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    Involved in Lung and Esophageal CarclnogeneSiS

    （肺癌・食道癌の進行に関わる癌抗原OIP5の同定）

    学位論文内容の要旨

【背景と目的】肺癌・食道癌は共に悪性度の高い癌種であり、肺癌は本邦の悪性腫瘍による死

亡数の第1位である。治療としては外科的切除、放射線化学療法による集学的治療が行われてい

るものの末だ良好な治療成績が得られず、新たな治療法・診断法の開発が急務である。そこで我々

は肺癌・食道癌において高頻度、高レベルに発現がヒ昇している遺伝子を同定し、その遺伝子の

機 能 解 析 を 行 う こ と に よ っ て 新 規 分 子 標 的 候 補 を 見 出 す こ と を 目 的 と し た 。

【対象と方法】  27，648遺伝子からなるcDNAマイクロアレイを用いて肺癌・食道癌の網羅的遺

伝子発現情報解析を行い、肺癌および食道癌組織において高頻度、高レベルに発現上昇している

遺伝子を抽出した。抽出した複数の遺伝子に対し半定量的RT－PCRを施行し、癌における発現の確

認をすると共に、Multiple tissue northern blotを用いて正常組織での発現を確認した。これ

らの発現確認実験により、癌に特異的な発現をしている遺伝子としてOpa interacting protein

5 (OIP5)が同定された。さらに新規診断マーカーや新規治療薬開発に向けた標的分子抽出のための

high-throughput screeningの延長としてsiRNAを用いた遺伝子発現阻害実験、肺癌・食道癌組

織アレイを用いた免疫組織学的検討を行った。

  OIP5はOpaタンパクと結合するタンパクとして、Hela細胞cDNAライブラリーを用いたスクリ

ーニングにより同定された．OpaはNeisseria Gonorrhoeaeにおいて人の粘膜．上二皮などへの接着

に必要なタンパクとされている。OIP5に関してはこれまでにヒ卜の肺癌・食道癌での報告はなき

れておらず、癌悪性化との関連は未知のタンパクである。そこで我々は、OIP5の予後診断マーカ

ーとしての有用性と新規治療法開発のための機能解析を行った。

  肺癌・食道癌組織試料：埼玉がんセンターにおいてインフォームドコンセントの得られた非小

細胞肺癌患者336症例から切除された癌組織と、それぞれの症例に対応した非癌部組織、また北

海道大学病院第二外科および恵佑会札幌病院において食道癌患者305症例から切除された痛組織

と、それぞれの症例に対応した非癌部組織を用いて作製された組織マイク口アレイを用いて、免

疫組織学的検討を行った。同様にしてインフォームドコンセン卜の得られた肺癌・食道癌患者由

来の試料を用いてtotal RNAを抽出し、半定量的RT―PCRを行った。

  免疫組織学的検討：抗体は市販のanti―OIP5ポリクローナル抗体を用いた。肺癌・食道癌組織

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、生存 分析ではStat View

statistical program(SaS)によりlog rank testを用いてpvalue0．05未満を有意差ありと判定

した。

【結果】OIP5は正常肺、正常食道いずれでも発現を認めず、癌においてmRNAレベルで強く発

現している遺伝子であることが肺癌・食道癌臨床検体、細胞株を用いた半定量的RT一PCRにより示

された。一方，OIP5はMultiple tissue northern blotにより正常臓器では精巣にのみ発現して

おり、癌精巣抗原である可能性が示唆された。

  非小細胞肺癌細胞株LC319、小細胞肺癌SBC―5、食道癌細胞株TE2を用いたsiRNAによる発現阻
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害実験において、OIP5の発現抑制による細胞増殖抑制効果を認めた。

  非小細胞肺癌、食道癌組織マイク口アレイを用いた免疫組織学的検討を施行し、OIP5が非小細

胞肺癌、食道癌組織において高頻度に発現しているニとを確認した。このタンパクを強く発現す

る症例は発現しなぃ症例に比して有意に予後不良であることが示きれた。多変量解析を用いた検

討では非小細胞肺癌において独立した予後閃子であった。

  以上より、この分子が肺癌・食道癌細胞の悪性化に関与する有望な治療標的であり、かっ有用

な予後マーカーと考えられた。

  OIP5はRaflの結合タンパクであることが報告されており、我々はそこに着目してOIP5とRafl

との結合を免疫沈降にて確認した。Western blot法によりOIP5、Raflの発現を確認したところ、

両者の発現が類似していることを確認した。OIP5はRaflの発現に影響を受けていると考え、siRNA

を用いた発現阻害実験、および発現ベクターを用いた実験におぃて、Raflのタンパク量に依存し

てOIP5タンパク量が変化することを確認した。

【考察】  我々は新規診断マーカー、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、網羅的遺伝子・タンパク発現情報解析を行うことにより、癌特異的に発現上昇を認め、

正常臓器では精巣にのみ発現を認めるOIP5を同定した。

  OIP5はLAP2aと結合しcell cycleに関わること、centromereでの細胞分裂に関わることなど

in vitroの報告はあるものの、ヒトの癌における機能的な報告はなされておらず、癌悪性化との

関連は未知の分子である。

  本研究において組織アレイを用いた検討により、OIP5の発現は非小細胞肺癌、食道癌患者の予

後と有意な相関を認めた。また、一過性発現系およびsiRNAを用いた検討により、細胞増殖との

関連を認め、OIP5の 発現上昇がヒトの癌悪性化に重要な役割を示すことが類推された。

  また、OIP5の発現がRaflの影響下にあることが見出された。RaflはMAPK pathwayの重要な役

割を担っており、癌細胞の増殖・生存に関与する重要な分子である。本研究ではRaflに依存する

OIP5のタンパク量の変化が見られたニとから、RaflとOIP5の結合阻害が治療標的となる可能性

が示唆された。

【結論JOIP5は精巣以外の正常臓器では発現しておらず、肺癌・食道癌で高頻度、高レベルの

発現を示す分子で、癌細胞の増殖や生存に極めて重要な分子であると考えられた。新規分子標的

薬 の 治 療 候 補 、 お よ ぴ 予 後予 測バ イオ マー カー への 応用 の可 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  平野  聡
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学 位 論文 題 名

Characterization of an Opa Interacting Protein5(OIP5)

    Involved in Lung and Esophageal Carcinogenesis

    （肺癌・食道癌の進行に関わる癌抗原OIP5の同定）

  肺癌・食道癌は共に悪性度の高い癌種であり、外科的切除、放射線化学療法による集学的治療

が行われているものの未だ良好な治療成績が得られず、新たな治療法・診断法の開発が急務であ

る。そこで我々は肺癌・食道癌において高頻度、高レベルに発現が上昇している遺伝子を同定し、

その遺伝子の機能解析を行うことによって新規分子標的候補を見出すことを目的とした。

  27，648遺伝子からなるcDNAマイクロアレイを用いて肺癌・食道癌の網羅的遺伝子発現情報解

析を行い、肺癌および食道癌組織において高頻度、高レベルに発現上昇している遺伝子として

Opa interacting protein 5(OIP5)が同定された。

  OIP5は正常肺、正常食道いずれでも発現を認めず、癌においてmRNAレベルで強く発現してい

る遺伝子であることが肺癌・食道癌臨床検体、細胞株を用いた半定量的RT－PCRにより示された。

Multiple tissue northern blotにより正常臓器では精巣にのみ発現しており、癌精巣抗原であ

る可能性が示唆された。非小細胞肺癌細胞株LC319、小細胞肺癌SBC―5、食道癌細胞株TE2を用い

たsiRNAによる発現阻害実験において、OIP5の発現抑制による細胞増殖抑制効果を認めた。

  非小細胞肺癌、食道癌組織マイク口アレイを用いた免疫組織学的検討を施行し、OIP5が非小細

胞肺癌、食道癌組織において高頻度に発現していることを確認した。このタンパクを強く発現す

る症例は発現しない症例に比して有意に予後不良であることが示された。多変量解析を用いた検

討では非小細胞肺癌において独立した予後因子であった。

  OIP5はRaflの結合タンパクであることが報告されており、我々はそこに着目してOIP5とRafl

との結合を免疫沈降にて確認した。OIP5はRaflの発現に影響を受けていると考え、siRNAを用い

た発現阻害実験、および発現ベクターを用いた実験において、Raflのタンパク量に依存して

OIP5タンパク量が変化することを確認した。

  本研究において組織アレイを用いた検討により、OIP5の発現は非小細胞肺癌、食道癌患者の予

後と有意な相関を認めた。また、一過性発現系およぴsiRNAを用いた検討により、細胞増殖との

関連を認め、OIP5の発現上昇がヒトの癌悪性化に重要な役割を示すことが類推された。また、

OIP5の発現がRaflの影響下にあることが見出された。RaflはMAPK pathwayの重要な役割を担つ

ており、癌細胞の増殖・生存に関与する重要な分子である。本研究ではRaflに依存するOIP5の

タンパク量の変化が見られたことから、RaflとOIP5の結合阻害が治療標的となる可能性が示唆

された。以上よりOIP5は新規分子標的薬の治療候補、および予後予測バイオマーカーへの応用

の可能性が示唆された。
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  口頭発表に続き、副査秋田弘俊教授よりくD肺癌、食道癌以外での発現情報について、◎この分

子の今後の応用に関する展望について質問があった。続いて副査松野吉宏教授より＠腺癌の発現

頻度が扁平上皮癌に比して少ないが、腺癌における臨床応用の可能性はあるのか、◎既知の分子

標的に対する治療無効もしくは適応とならない症例に対する有効性は見込めるのか、という質問

があった。最後に主査平野聡教授よりくD今回の遺伝子の他に候補となる遺伝子はなかったのか、

◎精巣抗原とする根拠はどこにあるのかという質問があった。他、フロアーより、半定量的RT―PCR

での発現頻度と、TMAでの発現頻度に解離はないかとの質問があった。

  いずれの質問に対しても申請者はその主旨をよく理解し、自らの研究内容と文献的考察を交え

て適切に回答した。

  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

者が医学博士の学位を受けるのに十分な資格を有すると判断した。
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