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肺癌の遺伝子変化と悪性度の解析 
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《研究の概要》 

 

ヒト肺癌の早期発見、より良い治療を目的として、“ヒト肺癌の遺伝子変化と悪性度の解

析”を行い、以下の成果を得た。 

1）肺癌の発生・進展に関わる a．末知の遺伝子、b．既知の遺伝子変化、c．テロメラー

ゼ活性の検索を行い、それらと悪性度に関係した臨床病理学的特徴との関連を検討： 

a．末知の遺伝子：第 17 番染色体短腕 p13.3 領域の 2 ケ所（いずれも p53 遺伝子よりテ

ロメア側）（土屋）、第 2 番染色体長腕 q33 及び第 21 番染色体長腕 q11.1-q21.1 領域（横

田）、及び第 3 番染色体短腕 p21.3 領域（高橋）に、末知の癌抑制遺伝子の存在が示唆され

た。この内 17P、及び 2q と 21q 上の候補遺伝子は悪性度と関連する可能性がある（土屋、

横田）。b．既知の遺伝子変化：1）肺腺癌に於いて K-ras 遺伝子変異は悪性度、予後とは関

連がなかった（土屋）。2）サイクリン D1 遺伝子の発現消失は外科切除後の予後と有意な関

連があり、多変量解析においても病期とともに有意な予後因子であった（高橋）。c．テロ

メラーゼ活性：肺癌では 8 割以上の症例でテロメラーゼ活性が認められ、ことに P53 ある

いは RB 遺伝子異常にヘテロ接合性の消失を認めた症例で高活性例が有意に多かった。ま

た、細胞診検体では判定量的テロメラーゼ活性の評価が癌診断の向上に寄与すると考えら

れた（山木戸）。 

2）多段階発癌過程における遺伝子変化の順序：非小細胞癌では、発生初期に 3p、13q、

17p の欠失が生じ、進展・悪性化の過程で 2q、9p、18q、22q の欠失、p16 遺伝子の異常及

びマイクロサテライト DNA の複製異常が生じるのに対し、小細胞癌では 3p、5q、13q、17p、

22q の欠失が発生初期から蓄積しており、p16 遺伝子の異常、マイクロサテライト DNA の複

製異常は発生・進展過程を通じて稀であった。即ち、両組織型で発生・進展のメカニズム

が異なると思われた（横田）。 

3）転移・増悪と関係する血管新生因子（VEGF）の発現：肺癌切除例の血管の形態計測、

VEGFmRNA 発現の対比から、VEGF の発現が大口径の異常血管の誘導に関与している可能性

を見いだした。そこで、VEGF 産生か抑制された肺癌細胞株を作成し、ヌードマウスに移植

し、腫瘍形成能、血管誘導能を観察中である（深山）。 

4）p53 で誘導される細胞増殖抑制因子の解析：発現が微量な、あるいは組織特異的に発

現する P53 標的遺伝子を単離する新しい方法を開発し、幾つかの新規 P53 標的遺伝子を単

離した。この内、GML 遺伝子はアポトーシス誘導に重要な役割をはたしており、癌細胞で

は GML の発現を失うことが抗癌剤に対する耐性を獲得することを明らかにした（時野）。 
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研究者氏名 所厩機関及び地位 分 担 研 究 課 題 

土屋 永寿 埼玉県立がんセンター 肺癌の遺伝子変化と臨床病理所見 

 研究所病理部部長（兼） 

 （財）癌研究会癌研究 

 所病埋部嘱託研究員 

山木戸 道郎 広島大学医学部呼吸器 肺癌の進展に関わる遺伝子変異 

 内科教授 

志関 雅幸 東京女子医科大学血液 転移に関わる癌抑制遺伝子 

 内科助手（平成 6 年度） 

横田 淳 国立がんセンター研究 転移に関わる癌抑制遺伝子 

 所生物学部部長（平成 

 7,8 年度） 

高橋 隆 愛矧県立がんセンター 肺癌の進展と遺伝子発現異常 

 研究所超微形態学部 

深山 正久 自治医科大学病理部教 肺癌遺伝子変化と転移 

 授 

時野 隆至 東京大学医科学研究所 ヒトゲノム解析センターシークエンス解析 

 助教授 分野 p53 及び細胞増殖抑制囚子の解析 

 

研 究 報 告 

 

Ⅰ 研究目的 

肺癌は難治癌の一つで、男性の悪性新生物では死亡の第一位でありしかも、わが国では

男女とも発生率．死亡率とも増加している。この為、個々の腫瘍の悪性度（良悪の判定ま

でも含めた広義の悪性度）を的確に判定し、早期発見、および、治療法の改善が急務となっ

ている。これまで、ヒト腫瘍の悪性度の判定は主として形態観察で行われてきたが、限界

があった。近年、癌の発生・増悪はいくつかの遺伝子変化が積み重なって起きることが明

らかとなった。このため、悪性度と関連した遺伝子が同定できれば、従来の形態観察に加

えて、遺伝子検索を行うことにより、癌か否か、より悪性度の高い癌かどうかを的確に判

断し、それぞれに対応した適切な治療を行うことが可能となる。 

我々は、ヒト肺癌の早期発見、より良い治療を最終目的として、“ヒト肺癌の遺伝子変化

と悪性度の解析”を行う。具体的な目標として、1）肺癌の発生・進展に関わる a．末知の

遺伝子の検索、 b．既知の遺伝子変化（p53、RB、p16、HIC-1、サイクリン D1、その他）の

検索（土屋、横田、高橋）、c．テロメラーゼ活性の検索（山木戸）、などを行い、それらと

悪性度に関係した臨床病理学的特徴（前癌病変、組織像、転移の有無、病理病期などとの

関連を検討し、2）多段階発癌過程における遺伝子変化の順序（横田）を明らかにし、3）

転移・増悪と関係する癌内血管新生及び血管新生因子の発現を検索し（深山）、さらに 4）

p53 によって発現が誘導される遺伝子群を単離し機能解析し、癌との関わりについて検討
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（時野）し、肺癌の悪性度に関係する遺伝子を明らかにする。 

 

以下、研究者順に研究内容を記述する。 

（土屋） 

Ⅱ 研究計画及び材料と方法 

1．腺癌に於ける遺伝子変異と組織像や予後との関係を明らかにするため、K-ras 遺伝子

変異と病理組織像及び病期との関係を検討した（平成 6 年度）。 

検索材料は手術切除された肺腺癌 120 例である。腺癌は WHO 分類に従い亜型分類したほ

か構成細胞の形態により鋲釘型、円柱型、多角形型、混合型、杯細胞型に分類した。K-ras

遺伝子検索は腫瘍組織と正常組織の凍結材料より DNA を抽出し、コドン 12、13、61 の変異

を mutant-allele-specific amplification（MASA）法を用いて検索した。 

2．扁平上皮癌の前癌病変検出の可能性を、dysplasia-carcinoma シーケンスを経て発生

した扁平上皮癌例につき、p53 免疫染色を用いて検討した（平成 7 年度）。 

検索材料は元クロム酸塩工場従業員の気管支上皮異形成病変 3 症例 4 病巣である。初回

生検時は 2 病巣が高度異形成、2 病巣が軽度異形成で、経時的観察により（7 から 84 ヵ月

後）いずれも生検で扁平上皮癌と診断されている。軽度異形成の一病巣は初回生検材料の

み、他の 3 病巣は初回および癌の生検材料を p53 の抗体で免疫染色を行い光顕的に観察し

た。 

3．第 17 番染色体短腕（17P13.2）の p53 遺伝子よりもテロメア側に肺癌と関係する癌抑

制遺伝子が存在する可能性、その候補遺伝子と Ad の悪性度との関係、さらに、YNZ22 領域

から単離された HIC-I 遺伝子が標的遺伝子か否かを検討した（平成 7－8 年度）。 

検索材料は切除肺癌 145 例（Sq35、Ad110）である。癌及び正常肺組織より DNA を抽出

し、11 個のマーカーを用いて染色体欠失（LOH）を検索した。マーカー名及びセントロメ

アからテロメア側にむかった配列順序は、TP53、D17S513、EN03、S1566、S379、YNZ22、S525、

S1574、ABR、S926、S643 である。HIC-I 遺伝子は mRNA の発現量を RT-PCR 法で測定した。

病理病期は stageⅠと stageⅡ以上の 2 群に分け、候補遺伝子の存在が考えられた欠失領

域の LOH との関係を検討した。その際、p53 遺伝子異常の影響を除くため、肺癌標本の p53

免疫染色を行い、陽性例は p53 遺伝子変異を有する症例として検索対象から除外した。 

 

Ⅲ 研究成果 

1．肺腺癌に於ける K-ras 変異はコドン 12 しこのみ認められ、その頻度は 10％（12/129）

であった。腺癌の細胞亜型では、杯細胞型で全例（6/6）に変異が認められ、その変異率は

他の細胞型より有意（p<0.05）に高かった。K-ras 変異と腺癌の組織亜型および病理病期

との間には有意な関係は認められず、また喫煙者と非喫煙者の間でも K-ras 遺伝子の変 

異率に差を認めなかった。 

2．異形成病変の免疫染色の結果、高度異形成→癌の一病巣はともに p53 陰性であったが

他の 3 病巣（高度異形成→癌、軽度異形成→癌、軽度異形成）はいずれも p53 陽性で、異

形成巣は全て基底から表層に向かって上皮の 1/3 以上が陽性であった。 

3．a）17p 上の新たな癌抑制遺伝子の検索：TP53 から S1574 にかけて 53-67％、および

S926 で 55％の高頻度欠失を認めた。TP53 から S1574 の欠失地図を作成した結果、TP53 の
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領域以外に、S379、YNZ22、S525 の範囲が共通欠失領域であった。以上より、S379 から S525、

および S926 の 2 ケ所に肺癌抑制遺伝子が存在する可能性が得られた。 

b）腺癌の病理病期と S379、YNZ22、S525、及び S926 の欠失との関係を、p53 染色陰性の

69 例で検討した。S379 と S926 の欠失頻度は stageⅠよりも stageⅡで有意に（p<0.05）

高かった。即ち、同領域の癌抑制遺伝子は癌の悪性度と関係している可能性が得られた。 

c）癌組織に於ける HIC-I 遺伝子 mRNA の発現量は、半数の症例で正常の肺組織の 50％以

下に減少していた。しかし、欠失との関連は認められなかったことから、HIC-I 遺伝子は

目的の標的遺伝子ではないと考えた。 

 

Ⅳ 考察 

1．腺癌の細胞型との関係では杯細胞型で変異率が高かったが、粘液を産生する卵巣癌や、

mucous hyperplasia を示す膵臓の膵管でも高頻度の変異が報告されている。以上より、胞

体内に粘液を多量に有するような高円柱状細胞からなる癌の発生には、臓器を問わず K-

ras 遺伝子の変異が関係している可能性が考えられた。 

K-ras 遺伝子変異を有する癌は予後不良との報告があるが、我々の結果では stage と関

係が認めらず、変異の有無と予後は関連がないと思われた。 

2．これまで、扁平上皮化生や軽度異形成の内で如何なる特徴を有するものが癌に成るか

は不明であった。今回の検索結果から、扁平上皮癌高危険度群の認定には p53 染色の陽性

細胞の割合が重要であり、その基準は、基底から表層に向かって上皮の 1/3 以上が陽性で

あるもの、とすべきと考えられた。 

3．17p 上の p53 遺伝子のテロメア側に、少なくとも 2 つの異なった新たな癌抑制遺伝子

が存在する可能性が得られた。一つは S379、YNZ22、S525 の領域、他は S926 の領域であ

る。このうち、S379 と S926 に癌抑制遺伝子が存在する場合には、同遺伝子は肺腺癌の増

悪と関連する可能性がある。S379 上の癌抑制遺伝子は astrocytoma の増悪と関係する可能

性が指摘されている。S965 上の抑制遺伝子と悪性度との関連は今回はじめて指摘されたも

のである。肺癌において、p53 遺伝子異常と予後との関連は統一した見解が得られていな

いが、その理由として、これらの領域の候補癌抑制遺伝子の影響を考慮せずに解析してい

たことが一因とも考えられる。 

 

（山木戸） 

Ⅱ 研究計画及び材料と方法 

1．肺癌組織のテロメラーゼ活性と、臨床病理学的特徴や遺伝子変異との関係を比較検討

し、テロメラーゼ活性が生物学的悪性度の指標になるか否かを検討した（平成 6－7 年度）。 

2．細胞診検体でテロメラーゼ活性と紺胞診の判定との比較検討をおこない、癌の早期診

断におけるテロメラーゼの有用性を検討した（平成 7－8 年度）。 

癌組織は 136 例（小細胞癌 11 例、非小細胞癌 125 例）の肺癌を、細胞検体は、肺癌患者

由来細胞診検体 34 例および非癌症例 128 例を対象とした。テロメラーゼ活性の測定は、

組織および細胞より蛋白を抽出し、TS プライマー、CX プライマーを用いた telomerase 

mediated elongation-PCR を行い、電気泳動後テロメラーゼに特異的な 6 塩基ラダーの検

出を行った。また、1 アッセイに用いる抽出液の希釈系列を作るとともに内部標準に対す
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るラダーのシグナルの比を算出し、テロメラーゼ活性を半定量的に評価した。 

更に、86 症例の肺癌において、テロメア長変化と p53、Rb 遺伝子変化の関係を検討した。

テロメア長は DNA を制限酵素 Hinf I で消化後、（TTAGGG）4 をプロープとしてサザンプロッ

ト法にて測定した。p53 遺伝子は変異と LOH を、Rb 遺伝子は LOH を検索した。 

 

Ⅲ 研究成果 

1．原発性肺癌手術組織におけるテロメラーゼ活性は、標準法の 100 倍稀釈抽出液を用い

た測定では、小細胞癌で 81.8％が陽性であるのに対し、非小細胞癌では 28.8％のみ陽性で

あった。さらに，p53 および Rb 癌抑制遺伝子の両方にヘテロ接合性の消失（LOH）を認め

た症例に高活性例が多かった。一方， 病理病期、腫瘍の分化度， 最大径とテロメラーゼ

活性との関連性はみられなかった。即ち、肺癌におけるテロメラーゼの活性化は、組織型

（小細胞癌）と遺伝子変異の有無と相関した。 

2．細胞診検体における検討では、肺癌患者で細胞診陽性と判定された擦過細胞診・胸水

細胞診検体中での検出率は 44％（11/25）、陰性と判定された検体でも 33％（3/9）に活性

を認めた。一方、肺癌が盃定された症例から得られた細胞診検体や気管支肺胞洗浄液細胞

での陽性率は 5.5％（7/128）であった。非癌疾患における偽陽性をさらに鑑別するために、

これら細胞検体におけるテロメラーゼ活性をシグナル強度により半定量的に評価したとこ

ろ， 肺癌患者由来のテロメラーゼ活性陽性細胞診検体ではそのほとんどが強いテロメラー

ゼ活性（不死化癌細胞 10 個の活性の 2 倍以上）を示したのに対し、非癌患者由来テロメ

ラーゼ活性陽性検体のシグナルは全例弱かった。 

 

Ⅳ 考察 

小細胞癌や非小細胞癌で p53 および Rb 遺伝子の欠損を伴う症例では、テロメラーゼ活

性を獲得した細胞のみが選択されて増殖を続けている可能性があることを明らかにした。

即ち、テロメラーゼ活性レベルを定量評価することにより、強活性の検出は臨床検体にお

ける不死化した癌細胞の存在を示す補助診断として応用可能であり、また、遺伝子異常の

蓄積を反映する生物学的悪性度の指標となる可能性が示された。 

 

（横田） 

Ⅱ 研究計画及び材料と方法 

1．肺非小細胞がん（NSCLC）、及び小細胞がん（SCLC）における遺伝子異常について検討

した（平成 6－7 年度）。 

切除された NSCLC 組織/正常肺組織ペア 45 検体（StageⅠ原発巣 23 例、脳転移巣 22 例）、

および、切除もしくは剖検の SCLC 組織/正常肺組織ペア 37 検体より抽出された DNA を材

料とした。染色体欠失は、LOH をサザン法及び PCR 法で、マイクロサテライト DNA の複製

異常は PCR 法で検出した。 

2．p53 及び p16 がん抑制遺伝子導入実険を行った（平成 7－8 年度）。p53cDNA を組み込

んだテトラサイクリン誘導発現ベクター、及びトランスアクチベーターベクターを、N417

細胞に導入し、p53 蛋白発現量の調節可能なクローンを得た。p16cDNA を組み込んだ発現ベ

クターpcDNA3 を A549 細胞に導入し、p16 蛋白を stable に発現するクローンを得た。細胞
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周期の解析及びアポトーシスの検出は、FACS を用いて行った。 

3．SCLC 細胞株 H82 及び NSCLC 細胞株 Ma17 のホモ欠失領域の解析を行った（平成 8 年

度）。 

H82 のホモ欠失は Arbitrarily-primed PCR ゲノムフィンガープリント法により検出さ

れ、コスミドクローンよりなるコンテイグによってカバーされた。エクソントラッピング

法によって単離されたエクソン様 DNA 断片をプロープとして、ヒトの脳、胎児心臓、及び

HeLa 細胞由来の cDNA ライプラリーをスクリーニングし、PLC-L 遺伝子全長 cDNA を単離し

た。Mal7 のホモ欠失は ANA/TOB5 遺伝子をプロープとしたサザン法解析によって検出され

た。PLC-L および、ANA/TOB5 遺伝子をカバーするゲノムクローンを解析することにより、

エクソン/イントロン構造を決定した。各エクソンを増幅するプライマーを設定し、55 種

の肺がん細胞株 DNA に対する PCR-SSCP 解析を行い、PLC-L および ANA/TOB5 遺伝子の変異

の検索を行った。 

 

Ⅲ 研究成果と、Ⅳ 考察 

1．NSCLC では、がんの発生初期では、主に 3p、13q、17p の欠失が生じ、進展・悪性化の

過程において 2q、9p、18q、22q の欠失、p16 遺伝子の異常及びマイクロサテライト DNA の

複製異常が生じることがわかった。これに対し、SCLC では 3p、5q、13q、17p、22q の欠失

ががんの発生初期から蓄積しており、p16 遺伝子の異常、マイクロサテライト DNA の複製

異常は発生・進展過程を通じて稀であった。この結果は、発生・進展のメカニズムは SCLC

と NSCLC で異なることを示している。 

2．p53 及び p16 がん抑制遺伝子の不活化の生物学的な意義を検討するため、p53 発現量

の調節可能なベクター系を構築し、p53 が欠失している SCLC 細胞株 N417 に、種々の量の

p53 蛋白質を発現させた結果、p53 高発現では apoptosis、低発現では ce11 cycle arrest

を起こすことを明らかにした。また、p16 が欠失している NSCLC 細胞株 A427 は p16 遺伝子

の強制発現により、G1 期において細胞周期を停止することが明らかとなった。この結果は、

p53 及び p16 遺伝子の不活化により、細胞増殖の制御機構が肺がん細胞で異常をきたして

いることを示している。 

3．SCLC 細胞株 H82 の第 2 染色体長腕 q33 領域、及び NSCLC 細胞株 Mal7 の第 21 染色体

長腕 q11.1-q21.1 領域のホモ欠失を明らかにした。これらの領域は、進行肺がんで高頻度

に LOH がみられ、NSCLC の悪性化に関与する末知のがん抑制遺伝子が存在することが示唆

された。H82 細胞及び Mal7 細胞のホモ欠失領域内には PLC-L 遺伝子、及び、ANA/TOB5 遺伝

子がそれぞれ存在することが明らかになったが、これらの遺伝子異常は他の肺がん細胞で

は検出されず、椋的がん抑制遺伝子ではないと思われた。よって、これらのホモ欠失領域

内に存在する別の遺伝子の探索及び解析が必要である。 

 

（高橋） 

Ⅱ 研究計画及び材料と方法 

1．染色体欠失地図をもとにしたポジショナルクローニング法と、機能的候補遺伝子アプ

ローチ法の両者を用いて、肺癌と関連する末知の遺伝子の検索を行った（平成 6 年度）。 

2．既知の遺伝子異常の肺癌発症と進展への関与と臨床病態との関連を検討するため、愛
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知県がんセンターおよび香港大学の肺癌症例より抽出した DNA 及び RNA を用いて、PCR-

SSCP 法による分子生物学的検索と、ホルマリン固定パラフィン包埋切片を用いた免疫組織

化学的検索を行った（平成 7 年度）。 

3．細胞増殖に抑制的に働くマウス Cis 遺伝子が、ヒト 3p21.3 と相同性を持つ領域に位

置することが判明したことに基づき、ヒト CIS 遺伝子 cDNA の単離及び塩基配列の決定と

FISH 法によるマッピング及び変異検索を行った。また、サイクリン D1 遺伝子の発現と予

後との関係を検討した（平成 8 年度）。 

 

Ⅲ 研究成果と、Ⅳ 考察 

1．染色体 3p21.3 より単離した新しいインテグリン a サプユニット（aRLC と命名）遺伝

子は、肺癌で変異を認めず標的遺伝子ではなかったが、高転移性の肺小細胞癌に高い発現

が見られ、その転移との関連が示唆された。 

2．a）喫煙者を対象とした 69 例のコホートを用いて、喫煙による強い修飾を受けない場

合の p53 遺伝子異常のスペクトラムを検討した結果、非喫煙者にみられる p53 遺伝子異常

は喫煙者に比して有意に G to T 変異が低く、その変異頻度も低い事が確認された。また、

非喫煙者に G to C 変異が多いことや、特殊な CC to TT 変異が検出され、非喫煙者の発癌

には酸素フリーラジカルの関与が示唆された。 

b）低喫煙率にもかかわらず肺癌死亡率の極めて高いホンコン女性に関する分子疫学的

検討を行い、他の地域に類を見ない一塩基欠失の多発を見い出し、特異な変異源の存在の

可能性を示唆する結果を得た。 

c）肺癌細胞株にみられる p16 遺伝子異常が、細胞株の由来する患者腫瘍組織内において

すでに検出可能であることを初めて示し、9p21 欠失の in vivo における標的遺伝子が p16

遺伝子であることを強く示唆する結果を得た。 

3．a）ヒト CIS 遺伝子は 3p21.3 領域に存在し、肺癌では変異を認めなかったが、小細胞

がんにおける有意な発現の低下を認めた。 

b）サイクリン D1 遺伝子の発現に関する検討によって、外科切除後の予後とサイクリン

D1 発現の消失との間に、有意な関連性を見出した。多変量解析においても、病期とともに

有意な予後因子であることが、明らかとなった。 

 

（深山） 

Ⅱ 研究計画及び材料と方法 

肺癌の転移・増悪における血管内皮増殖因子（VEGF）と腫瘍血管の関係、意義を明らか

にするため、 

1．肺癌切除材料を用いた癌内血管の特性の組織計測を行った（平成 6 年度）。 

材料・方法：切除肺癌症例（n＝25；腺癌 13、扁平上皮癌 11、小細胞癌 1）の癌組織を

血管内皮細胞を認識する単クローン抗体（抗 CD34）を用いて免疫染色し、CD34 陽性の血管

が最も密に分布する部位を写真撮影し、その写真を基に画像解析装置によって、腫瘍細胞

103 個当りの血管数、血管断面積を求め、さらに単位血管面積（血管断面積／血管数）を

算出した。 

上記症例の癌組織内の VEGF について、組織内の mRNA をノーザンプロット法を用い検出、
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正常組織内の量と比較し半定量的に 3 段階で評価した。 

2．VEGF の腫瘍血管誘導能を明らかにするため、遺伝子導入による実験的研究を行った

（平成 7、8 年度）。 

材料・方法：遺伝子導入細胞株の樹立は、発現ベクターpTJneo のプロモータの下流に、

VEGF の cDNA 断片を逆向きに挿入し、anti-sense VEGF の発現 vector pTJaVEGF を作成し

た。VEGF 高度発現肺癌培養細胞株 1c-1、中程度発現肺癌培養細胞株 NCIH-69 に pTJaVEGF

を遺伝子導入し、G-418 存在下で遺伝子導入株を選択。また対照として pTJneo のみの導入

株を作成。VEGF 発現の検策は、Northern 法で anti-sense mRNA の発現を、培養上清の VEGF

濃度を ELISA 法で測定した。また、ヌードマウス移植による腫瘍血管誘導が抑制されるか

否かを検討した。 

 

Ⅲ 研究成果と、Ⅳ 考察 

1．腫瘍細胞 103 個当りの血管数、血管断面積（x103mm2）は組織型に密接に関係し、腺

癌では各々47、24、扁平上皮癌では 13、5 であった（p<0.05）。一方、単位血管面積（mm2）

は腺癌、扁平上皮癌で有意な差はなく、小細胞癌で 876 と高値を示した。このことから、

単位血管面積は組織構築によらず、断面積の大きな異常血管の存在に対応している可能性

が示唆された。単位血管面積（mm2）は VEGF 発現強度とともに増大する傾向がみられた。

即ち、腫瘍内血管の単位血管面積の増大は異常血管の存在を反映し、VEGF 発現の増強がそ

の誘導に関与している可能性が考えられた。 

2．VEGF 高度発現肺癌培養細胞株 lc-1 への遺伝子導入では、VEGF 蛋白の産生・分泌は対

照細胞株の 4 分の 1 程度の抑制にとどまったが、中等度発現肺癌培養細胞株 NCIH-69 につ

いては、培養液中の VEGF 濃度で、対照細胞株 539pg/ml に対し 28pg/ml と 1/20 程度まで

に産生が抑制された。現在 VEGF の発現を種々抑制させた細胞株をヌードマウスに移植、観

察中である。 

 

（時野） 

Ⅱ 研究計画及び材料と方法 

1．酵母における遺伝的選択系（1．ヒト p53cDNA 発現プラスミドと、2．ヒトゲノム由来

の MboI 断片を HIS3 レポーター遺伝子の上流に挿入したレポータープラスミドライプラ

リー）を利用して，p53 の転写活性化能を指標に、p53 遺伝子産物が特異的に結合する DNA

断片をヒトゲノムから単離する。さらに、ヒトゲノム由来の p53 遺伝子産物が結合する配

列を持ったクローンをプロープとして、ヒトゲノムのコスミドライブラリーをスクリーニ

ングする（平成 6 年度）。 

2．p53 結合性 DNA 断片を含む 25 種類のコスミドからエクソン・トラップ法およびゲノ

ムシークエンス法によってエクソン椋断片を単離し、p53 標的遺伝子の候補を同定する。

さらに p53 によってその発現が制御されるか否かを、正常型 p53 を欠失した大腸癌由来の

細胞株 SW480 に、正常型 p53 あるいは変異型 p53 を発現するプラスミドを導入し、同細胞

から RNA を抽出して、RT-PCR で検索する（平成 7 年度）。 

3．p53 標的遺伝子として、GML（GPI-anchored molecule like protein）を単離した。

GML 遺伝子の発現とヒト癌細胞の DNA 障害性薬剤や細胞障害性薬剤に対する感受性に相関
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があるか，さらに GML の導入によるこれらの薬剤に対する感受性の亢進ついて検討した（平

成 8 年度）。 

a）GML 遺伝子の構造解析を行い、さらに FISH 法によって染色体座位を決定した。 

b）GML 遺伝子の導入：正常型 p53 遺伝子および GML の発現を有しないヒト食道癌細胞株

TE10 に、GMLcDNA の全長を含む発現ベクターを導入し、GML の発現が誘導可能な細胞株を

2 株樹立した。また、empty vector のみを導入した細胞株を樹立し、親株 TE10 と共に対照

とした。 

c）感受性試験：3.0-5.0x105/6cm-dish の細胞を、3nM-10nM タキソール（微小管脱重合

阻害作用をもつ抗癌剤）あるいは 0.3uM-1.5uM プレオマイシン（DNA 障害性抗癌剤）存在

下に培養し、増殖曲線を作製した。 

d）抗癌剤タキソールに対する感受性を検索するため、培養細胞をフローサイトメトリー

で検索し細胞周期の解析を行い、またアポトーシスに陥った細胞の核を形態的に検出する

ために蛍光染色（DAPI 染色）を行い、蛍光顕微鏡下に 500 個の細胞（核）を観察しアポトー

シスの出現率を経時的に計測した。 

 

Ⅲ 研究成果 

1．p53遺伝子産物が特異的に結合する DNA断片をヒトゲノムから多数単離した。さらに、

これら 57 種類の DNA 断片をプロープとして 25 種類のコスミドクローンを得た。 

2．p53 結合配列を含むコスミド DNA から複数の遺伝子の一部分を単離した。p53 遺伝子

の発現と新たに単離した遺伝子の発現パターンとを比較検討した結果、いくつかの新規の

遺伝子が正常型 p53 によって発現誘導されることを見いだした。 

SW480 に正常型 p53 と変異型 p53 を導入した細胞群で、その発現量に差が認められたのは

8 クローンあった。塩基配列を決定し、これらはすべて新規の p53 標的遺伝子と結論した。 

3．a）GML 遺伝子は全長約 12kb、4 つのエクソンから構成され、158 アミノ酸からなる

GPI アンカータンパクをコードし、染色体 8q24.3 に位僅していた。b、c）食道癌細胞にお

いて GML の発現とプレオマイシン感受性に強い相関があること。また GML の導入により薬

剤感受性が上昇することを見出した。d）GML の発現が認められない食道癌細胞（親株）に

比較して、GML を導入した細胞において、タキソール処理後早期からアポトーシスか出現

した。 

 

Ⅳ 考察 

現在、薬剤感受性を決定する大きな要因としてアポトーシス関連遺伝子が考えられてい

る。食道癌由来の細胞株において、GML の導入はアポトーシスの充進に寄与し、薬剤感受

性を亢進させた。GML 遺伝子はアポトーシス誘導に重要な役割を果たしており、癌細胞で

は GML の発現を失うことが抗癌剤に対する耐性獲得につながることを明らかにした。この

作用は p53 に非依存的であり、臨床的見地からは GML の発現が抗癌剤に対する感受性を予

測する指標になりうる可能性が示唆された。 
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