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近年 ､ 多く の癌に つ い て
､

マ イ ク ロ ア レイ に よ る網羅的な遺伝子発現解析が行 われ て い

る｡ そ して
､ 癌の 発生や進展 の メ カ ニ ズ ム の解明や

､ 治療や診断 の タ
ー

ゲ ッ ト の 探索が 可

能と なり ､
マ イ ク ロ ア レ イ は癌の研究にお い て有用 な解析手法 で あ ると考 えられ る｡

しか しなが ら ､ 成人 の 癌を研究す る場合 ､ 問題点も いく つ か挙 げられ る
｡

それは
､ 多く

の環境因子 に曝 されてお り ､ 個人差が 大き い こ と
､

また
､

こ の解決手段 の 1 つ と して 多く

の 症例に つ い て の解析が 必要で ある こ と
､
である ｡

一 方
､ 小 児癌は ､ 成人 の癌と比較 して 発症例数が少な い 稀な腫癌で ある

｡ 成人 の癌と の

異なり
､

' 発症年齢が低く ､ 染色体お よ び遺伝子変異が少 な い
｡ そ れゆえ

､ 環境要因に よる

影響が少 なく なり
､ 個人差が少 なく なる

｡
また

､ 原因と なる遺伝子 の 探索が 可能となる
｡

こ の ように小児癌を対象 と した解析 は
､ 症例数が少な い と い う不利 な点が あるが

､ 発癌 の

研究にお い て は よ い 単純系 モ デ ル で あると考えられ る｡

そ こ で本研究 で は
､

′J ､ 児癌 の 1 つ で ある肝芽腫 を肝腫癌の モ デル と して ､ 網羅的な遺伝

子発現解析 を行 っ た｡ さらに
､ 肝腫癌の 発生や進展 の メ カ ニ ズ ム を明らかに するた め に

､

肝細胞癌と比較す る こ とに よ っ て
､ 肝腫癌特異的な発現 を示す遺伝子 を選 出 した｡ そ し て ､

こ の 解析 に より
､ 肝腫療特異的な遺伝子 と して同定 した p E G I O ( P a t e r n ally e x p r e s s e d g e n e

1 0) に つ い て
､ 肝腫療にお ける役割を明らか にする こ と を目的と した ｡



( 1) 肝腫癌 にお い て特異的に発現が克進 して い る遺伝子 の 同定

まず ､ 肝芽腫 8 例 ( e m b ry o n al ty p e 4 例 ､ p u r e fet al ty p e 4 例) お よび正 常肝 4 例 に つ い て
､

オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ イ ク ロ ア レ イ に より 1 2 6 0 0 プ ロ
ー ブ の 網羅的な遺伝子発現解析 を行

っ た ｡ 1 2 6 0 0 プ ロ
ー ブ の うち

､
全て の 症例 で シ グナ ル 値が 1 0 0 を超 えな い プ ロ

ー ブを除外

し
､ 残 っ た 5 9 3 0 プ ロ

ー ブに つ い て
､ 階層的 ク ラ ス タ ー 解析 お よび肝芽腫 で特異的 に発現変

化す る遺伝子 の抽出を行 っ た ｡

階層的ク ラ ス タ
ー

解析 で は
､

e m b r y o n al ty p e
､ p u r e fet al ty p e

､
正常肝が独立 した群 に分類

された こ と より ､ 分化度に よ り発現 して い る遺伝子に は特徴が ある こ と が示唆 され た ｡

ま た
､

正常肝 で特異的に発現が克進す る遺伝子 と して
､

上位 に チ トク ロ ー ム P 4 5 0 フ ァ

ミリ
ー

が 多く選出され
､ 肝芽腫で は肝臓 の機能が 正常に保 たれて い ない こ と が示 された｡

肝芽腫 で特異的な発現克進 を示 した遺伝子 の 上位 5 0 個には
､
イ ン プリ ン テ ィ ン グ遺伝子が

6 個 (p 5 7
､

P E G 9
､

P E G I O
､

P E G 3
､

I G F 2
､

N D N ) 含まれ ､
こ の こ と より

､ 肝芽腫 とイ ン プ

リ ン テ ィ ン グ遺伝 子が 関連 して い る可能性 が考えられた
｡

また
､ イ ン プリ ン テ ィ ン グ遺伝

子 の発現量を肝細胞癌にお い て比 較 したと こ ろ
､
p E G I O が 高分化型 か ら低分化型 ま で幅広

く
､

か つ 高頻度に発現克進 して い る こ とが明らか にな っ た ｡ しか し
､

3 つ の イ ン プリ ン テ

ィ ン グ遺伝子 (p E G 9
､

P E G I O
､

P E G 3) の イ ン プ リ ン テ ィ ン グの 状態 を確認 した と こ ろ
､

3

遺伝子 とも片側 ア レ ル か らの 発現を示 し
､ イ ン プ リ ン テ ィ ン グ の状態は 正常に保たれて い

る こ とが確認され た｡

以上 の結果 より ､ イ ン プ リ ン テ ィ ン グ遺伝子 は肝腫癌で発現 の 克進 し て い る こ と
､

特に

P E G I O が幅広く か つ 高頻度 に発現冗進 し て お り
､ 肝腫疲関連遺伝子 で ある可能性 が示 され

た
｡

( 2) P E G I O の タ ン パ ク質発現解析

遺伝子 の発現解析に より
､
p E G I O が肝腫癌に お い て特異的に発現克進す る遺伝子 で ある

こ とが示唆され た｡ で は ､ P E G I O の 発現克進が肝腫癌にお い て どの ような役割 を果たすの

か解明す るた め に
､ 月干腫癌にお い て P E G I O の タ ン パ ク質が発現克進 して い る の か

､
また そ

の局在 に つ い て 検討す る必要が ある. また
､
p E G I O は 2 つ の リ

ー デ ィ ン グフ レ
ー ム ( R F l

､

R F 2) をもち
､

タ ン パ ク質 の翻訳に お い て
､

R F l の 終止 コ ド ン手前で - 1 フ レ
ー ム シ フ トを

起 こ し
､

R F l + R F 2 と い う融合 タ ン パ ク質 が翻訳され る こ と が 予測され て い る｡ よ っ て
､

P E G I O の タ ン パ ク質発現解析 お よび機能解析で は
､

内在性の P E G I O タ ン パ ク質が ど の よ

うに翻訳されて い るか
､ 重要 となる

｡



まず
､

p E G I O が - 1 フ レ
ー ム シ フ トを起 こ す可能性 が あるか どうか

､
C O S 7 細胞 にお い

て P E G I O を強制発現させ て検討 した ｡ 結果 ､
p E G I O は フ レ ー ム シ フ ト認識配列 を利用 し

て - l フ レ
ー ム シ フ トす る可能性

､
また

､
p E G I O が切断を受け て い る 可能性が 示 された

｡

次に
､

P E G I O の タ ン パ ク質発現に つ い て 解析す るた め に
､

P E G I O の 2 つ の R F それぞ れ

に特異的な抗体を作製 した ｡ 抗 R F l ポリク ロ ー

ナ ル抗体お よび抗 R F 2 モ ノ ク ロ - ナ ル抗体

が得 られ た
｡

これら の 抗体 は
､

強制発現させた 融合 タ ン パ ク質の 認識も 可能 であ っ た ｡

得 られた抗体 を用 い て
､ 肝腫癌由来細胞株 ､ 胎児肝 ､ 肝芽腫 ､ 肝細胞癌

､
j E 常肝お よび

背景肝に つ い て
､

イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グ解析 を行 っ た ｡ 細胞株 は ､
m R N A の 発現量 と相関

し て
､

タ ン パ ク質の 発現も冗進 し て い た ｡ 胎児肝 にお い て も
､

タ ン パ ク 質の 発現が確認 さ

れ た｡ 肝腫癌 で は
､ 肝芽腫 ､ 肝細胞癌 ともに背景肝 より発現量が克進 して い る こ とが 示さ

れ た｡ よ っ て
､

P E G I O は肝腫疲にお い て タ ン パ ク質の 発現が克進 して い る こ と が示唆 され

た
｡

また
､

p E G I O タ ン パ ク質 の発現が見られた組織お よび細胞株で は
､
全て融合 タ ン パ ク

質 の存在が確認された ｡ よ っ て
､

- 1 フ レ ー ム シ フ トは
､

内在性 の P E G I O で も生 じて い る

こ とが明らか にな っ た ｡ さらに ､
プ ロ テ ア ソ

ー ム 阻害剤を添加 した とき
､ 融合 タ ン パ ク 質

の 量が増加 した こ とか ら
､

p E G I O が プ ロ テ ア ソ
ー ム 系 を介 した切断 ･ 分解を受 けて い る可

能性 が示 された ｡

次に ､ 抗体 を用 い て肝腫疲にお ける免疫染色 を行 い
､

P E G I O タ ン パ ク質の 発現が克進す

る頻度 ､ お よび
､
腫癌組織内にお ける P E G I O の 局在に つ い て 検討 した ｡ 肝細胞癌 では

､ 抗

R F l ポリ ク ロ ー

ナ ル抗体に よ っ て
､

9 7 例中 4 1 例で染色された (4 2 .3 % ) . 染色は
､

m R N A

の 発現と同様 に
､ 高分化型か ら低分化型まで幅広く見られた ｡ 肝芽腫 では ､ 抗 Ⅳ 2 モ ノ ク

ロ -

ナ ル 抗体 によ っ て
､

9 例 中 6 例 で強い 染色が見られた (6 6 .7 % ) ｡ 肝細胞癌 ､ 肝芽腫と

もに
､ 細胞質 - の 染色 と

､
また

､ 細胞 間に よ っ て染色強度が不均一 になる傾 向を示 した
｡

以上 の 結果 より ､
P E G 1 0 タ ン パ ク質は腫癌細胞 に特異的なタ ン パ ク質で ある こ とが明らか

にな っ た ｡

さらに
､

P E G 1 0 の 細胞内局在 に つ い て
､

共焦点顕微鏡を用 い て検討を行 っ た
｡ 発現量 の

高い H ep G 2 お よび = u H 6
､ 発現量 の 低 い M C F 7 に つ い て

､ 抗 R F l ポリク ロ
ー

ナ ル 抗体お よ

び抗 R F 2 モ ノ ク ロ - ナ ル抗体 を用 い て
､ 染色 した

｡ 結果 ､
H e p G 2

､
H u H 6 と もに細胞質 -

の 局在 を示 した o ま た
､

ミ ト コ ン ドリア - の 局在も示 さなか っ た
｡

よ っ て
､

P E G I O は
､ 細

胞質全体に局在 して い るタ ン パ ク質で ある こ とが 明らか に な っ た
｡

こ れ ま で の 結果 より
､

p E G I O が タ ン パ ク質 レ ベ ル で も発現克進 して い る こ とが示 された 0

で は ､ p E G I O が肝腫癌 にお い て発現克進す る こ とが
､ 肝腫癌 の 発生や進展 に ど の ような影

響 を与えて い るか
､ 注目す べ き重要な点で ある｡ そ こ で

､
P E G I O を発現抑制す る こ とに よ



り
､ 細胞株 の 増殖 に影響が み られ る か どうか

､ 検討を行 っ た ｡ H u H 6 お よび H u H 7 に つ い

て ､
P E G I O に対する siR N A を導入 し

､
4 8 時間 ､

7 2 時間 ､
9 6 時間 の細胞数 の 測定を行 っ た ｡

結果 ､
H u H 6

､
H u H 7 と もに 7 2 時間以降で

､

コ ン ト ロ
ー

ル と比較 して
､

P E G l() の 発現を抑

制 した細胞 で は細胞数 が有意 に減少 した ｡ よ っ て ､
P E G I O の発現量が減少す る こ とに より

､

細胞増殖が抑制された と考え られ
､

p E G 1 0 は腫癌細胞 の増殖 を促進す る可能性 が示唆 され

た
｡

以上 の結果 より
､ 本研究で は

､
P E G I O の 遺伝子 お よびタ ン パ ク質が肝腫癌特異的に発現

して い る こ と､ さらに P E G 1 0 が発現す る こ とに よ っ て細胞 の 増殖が促進 され る可能性が 示

され た
｡

よ っ て
､

P E G I O は肝腫療にお い て
､

重要な役割を果た す遺伝子 で あ ると い え る｡




