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一

研究 の 背景

T G 卜 β は上皮系細胞 の 強力な増殖抑制因子 で あり
,
そ の シ グナ ル は主に S m a d と呼ばれる

シ グナ ル伝達分子 に よ っ て伝わる こ と が知 られて い る . S m a d フ ァ ミ リ
ー

には 1 ) 受容体 に

より リ ン 酸化され る R - S m a d , 2 ) R - S m a d と結合 して細胞質か ら核 - 移行する C o - S m a d
,

3 ) R - S m a d の シ グナ ル を抑制す る Ⅰ- S m a d が ある . T G F - βは , まずセ リ ン/ ト レ オ ニ ン

キナ
- ゼ で あるII 型お よび Ⅰ型受容体と複合体を作る . す ると

,
活性化 され た I 型受容体

が R - S m a d で あ る S m a d 2 及び 3 を リ ン酸化 し
, リ ン 酸化 S m a d 2 及 び 3 は C o - S m a d で ある

S m a d 4 と結合 し て核 に移行す る . 核内 で S m a d 複合体はさらに他の 転写因子や転写の コ ア

クチ ベ ー

タ
ー

,

コ リ プ レ ッ サ ー と結合 し
, 最終的に標的遺伝 子 の転写 を制御す る こ とにな

る ･ T G 卜 β によ る細胞増殖抑制 の メ カ ニ ズ ム と して T G F - βに より C D K i n h i b i t o r ( c y c li n

d e p e n d e n t k i n a s e i n h i b l t o r) p 2 1 , p 1 5 の 発現が増強 し
,

そ の 結果細胞周期 を停止 するた

めと考え られ て い る･

一

方 T G F - β の シ グナ ル伝達系に何らか の 異常が 生 じ
,

シ グナ ル が う

まく伝わ らなくなる と
,

細胞 は増殖抑制 を免れ て増殖す る よう になり
, それが ひ い て は発

癌と関与する と推測され る . 実際に ヒ ト の癌におい て , こ の シ グナ ル 伝達系 の さまざまな



遺伝 子 の 異常や発現 レ ベ ル の 異常が見 つ か っ て お り ,
こ の シ グナ ル伝達系は癌抑制因子 と

し て働く と従来考え られて きた . 揮癌で は ,
S m a d 4 遺伝子 の 異常が 5 0% もの 高率 に認 め ら

れ ,
S m a d 4 の 機能異常に よ る S m a d シ グナ ル の伝達異常は他 の癌 に比 べ て特 に揮癌 に特徴

的に認め られ る .

一

方 ､
T G F ｣ β の シ グナ ル は , 癌化過程 の 遅い 時期 では , 癌細胞 の 浸潤や

転移 を促進する など
, 逆 に癌 に有利に働く こ とが分か っ て きた . 陣痛 で も T G F - β の 産生 の

克進が 知られ て お り
,

ま た陣痛 は高い 浸潤能 ･ 転移能 を示 すた め,
T G F - β の シ グナ ル に よ

っ て 浸潤や転移 にか かわ る多数 の 遺伝子 が制御 され て い る可能性が考えられ, 特に腰痛 の

特徴 で ある S m a d 4 に異常 の あ る癌細胞 でそ の ような影響が 強い の で は ない か と考 えられ

た . 近年 R N A 干渉 (R N A l) は晴乳類細胞内因性分子 の機能阻害実験 を行う ツ ー ル と して 汎

用 され る ように なり
､ 今回我 々 は

,
プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を用 い て S m a d 4 を恒常的に ノ ッ ク

ダウ ン した搾癌細胞株 を用 い
,
T G F - β シ グナ ル の S m a d 4 非依存的な標的遺伝 子 の 同定を試

み た .

互塗

東京大学大学院 工学系研究科多比良研究室か ら s I R N A プラ ス ミ ド ベ クタ
ー

を供与 し て い た

だき S m a d 4 ノ ッ クダウ ン プ ラ ス ミ ドベ ク タ
ー を作成 した . こ の プラ ス ミ ドは

､
ヒ トU 6 プ

ロ モ
ー

タ
ー

制御 下に S m a d 4 遺伝子 の 部分配列を含む s h R N A を産生 し
､

これ が 2 本鎖 の

s h o r t i n t e r f e r i n g R N A ( s i R N A) となり
, 宿主ゲ ノ ム の S m a d 4 遺伝子 と結合す る . す ると

S m a d 4 遺伝 子が R N A - i n d u c e d s l l e n c l n g c o m p l e x (R I S C) と いう複合体に取り込まれ切断

さ れ るた め
,

S m a d 4 の 発現が ノ ッ クダウ ン され る. ノ ッ ク ダウ ン し ようとす る遺伝子 の ど

の 配列 を用 い るか と い うこ とが
,

ノ ッ クダウ ン の 効率 は ノ ッ ク ダウ ン しようとす る遺伝 子

の 配列 に依存するた め に
､ 効率良 い ノ ッ ク ダウ ン の 予測され る配列を 5 カ 所選択 して プ ラ

ス ミ ドを作成 し, ( S m a d 4 R N A i ベ ク タ
ー N o . 1 か ら N o . 5 ) それぞれ S m a d 4 発現プ ラ ス ミ

ドとともに細胞 内に
一

過性 に発 現させ ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト で S m a d 4 タ ン パ ク質の 発現 を

検討 した ｡ そ の 中で最も ノ ッ ク ダウ ン 効果 の 高い N o . 5 を選 び
, 以降の 実験 に用い た .

S m a d 4 及び S m a d シ グナ ル の 正常な腰痛細胞株 p A N C- 1 に ビ ュ
ー

ロ マ イ シ ン 耐性遺伝子が組

み 込 まれた s I R N A 発現プ ラ ス ミ ド導入 し
､

1 〟 g / m l P u r o m y c l n で セ レ ク シ ョ ン を行 い
､

恒常的 に内因性 の S m a d 4 を ノ ッ クダウ ン した 細胞株 p A N C - 1 1 S 4 K D を樹立 した . 同 時に空 ベ

ク タ ー を導 入 した S m a d 4 の 正 常な コ ン ト ロ
ー

ル 株 も樹立 した . ノ ッ ク ダウ ン の 確認 は

W e s t e r n B l o t で検討 した . シ グナ ル 伝達が抑制されて い る こ とは S m a d p a t h w a y の r e p o r t e r

C A G A - 1 u c を使 っ た 1 u c i f e r a s e a s s a y で確蒸 し
､

S m a d 4 の m R N A の 発現量は定量的 R T- P C R

で検討 した ･ 遺伝子発現プ ロ フ ァ イ ル は S 4 K D お よび コ ン ト ロ ー ル 細胞そ れぞれ を T G F -β

で刺激 し
､

2 時間後 に R N A を抽出 ､ 刺激 に よ っ て制御され る標的遺伝子 をク ロ ン テ ッ ク社

の 3 7 5 6 個 c D N A が搭載された マ イ ク ロ ア レ イ にて網羅的に解析 した. s m a d 4 恒常的ノ ッ ク

ダウ ン 細胞 と コ ン ト ロ
ー ル 細胞 の 表 現型 の 比 較の た め 1 D V l

'

t r o で の 運動能 ア ッ セ イ

( w o u n d c l o s u r e a s s a y) を行 っ た .

結果



ノ ッ ク ダウ ン細胞株 の 樹立

こ の よ うに し て
,

我 々 は ヒ ト陣痛細胞株 p A N C - l の S m a d 4 恒常的 ノ ッ ク ダウ ン 細胞株

(P A N C -1 - S 4 K D) と コ ン ト ロ ー ル 細胞株 (P A N C - 1 - p u r o) を樹立 した .
ビ ュ

ー

ロ マ イ シ ン

で選択 した細胞集団で ある p o o l ( S 4 K D p o o l , p u r o p o o l) お よび モ ノ ク ロ -

ナ ル 細胞 に つ

い て まずウ エ ス タ ン プ ロ ッ トで S m a d 4 タ ン パ ク質の発現を調 べ る と,
S 4 K D で は S m a d 4 タ

ン パ ク質の バ ン ドが ほぼ完全に消失 して い た . 次に T G F- β - S m a d シ グナ ル を レ ポ ー

タ
ー

ア ッ セ イ で 検討 し た と こ ろ
,
S 4 K D 細胞 で は著明に シ グナ ル伝達が抑制さ れ て い る こ とが分

か り
,

一方 コ ン ト ロ
ー

ル 細胞 で は シ グナ ル が保たれ て い る こ とが分 か っ た . ま た
,

こ の

S m a d 4 の ノ ッ クダウ ン 効果 は継代を重ねて も保 たれて い た .

s m a d 4 恒常的 ノ ッ ク ダウ ン腰痛細胞株 にお ける T G F - β シ グナ ル の 新規標的遺伝子 の 同定

( マ イ ク ロ ア レ イ を用 い た解析)

我 々 は S m a d 4 の 恒常的 ノ ッ ク ダウ ン細胞 (P A N C - 1 - S 4 K D p o o l) と S m a d 4 の 正 常な コ ン ト

ロ
ー

ル の 腰痛細胞 (P A N C - 1 - p u r o p o o l) を T G F - βl (l o n g/ m l) で刺激 し
, 比 較的早期 ( 刺

激 2 時間後) に発現が上昇も しくは低下す る標的遺伝子 を マ イ ク ロ ア レイで ス クリ
ー

ニ ン

グ した ｡ そ の結果 ,
S m a d 4 ノ ッ クダウ ン細胞にお い て も コ ン ト ロ

ー ル と 同等の数の 遺伝子

が T G F - β刺激 で動い て お り , そ の うち共通 して動く遺伝子 は非常に少なか っ た . こ の こ と

か ら, S m a d 4 の 機能 しない細胞 でも T G F - β シ グナ ル は遮断され て い る の み では なく, s m a d 4

正 常細胞と異なるメ カ ニ ズ ム で シ グナ ル が伝達され て い る こ とが示唆された . 得られた標

的遺伝子 の 一部 に つ い て 定量的 R T - P C R を施行 し
,

マ イ ク ロ ア レ イ の結果と 同 じ傾 向 で あ

る こ とを確認 した. これ ら標的遺伝子を機能別に分類 して み ると S m a d 4 ノ ッ ク ダウ ン細胞

と コ ン ト ロ ー ル 細胞と で は細胞 の 接着, 運動
, 増殖 にか かわ る遺伝子 の 発現 パ タ ー ン に差

が 見られ た . ま た ,
これ らの 遺伝子 と T G ト βと の 関係 を過去 の 文献 で調 べ た結果 , 今回得

られ たもの の うち 2 4 6 遺伝子が過去 に報告 の ない新規標的遺伝子 と考 え られた .

S m a d 4 恒常的ノ ッ ク ダウ ン陣痛細胞 の 表現型 の 変化

今回我 々 は
,

S m a d 4 恒常的ノ ッ クダウ ン細胞が ,
コ ン ト ロ

ー

ル 細胞 と比 べ て どの ような表

現型 の 変化 を来すか と い うこ と に つ い て も検討 を加 えた . 1
'

D V l
'

t r o で の 細胞増殖 お よび細

胞周期 の G l 期停止 に つ い ては
,
明らか な変化が認め られず , ともに増殖が抑制され G l 期

停止 を来 した 一 今回 の 結果 から s m a d 4 の 機能は細胞周期停止 の 必要条件 で は ない と い うこ

とが示唆 された . 1
1

1 " 1
-

t r o で の 浸潤能に つ い て マ トリ ゲル で コ
ー

ト した フ ィ ル タ
ー

で の ア

ツ セ イ を施行 した が
,
こ れ も有意差は認め なか っ た . ま た 1

'

17 V l
'

v o で の 造腫癌性 に つ い て
,

ヌ
ー

ド マ ウ ス お よび S C I D マ ウ ス に こ れ らの 細胞 を皮 下注射お よび牌臓内注射 し た が
,

い

ず れも腫療を形成 しなか っ た . さらに ]

'

n v l t r o で の 運動能 ア ッ セ イ( w o u n d c l o s u r e a s s a y)

を施行 した とこ ろ,
コ ン ト ロ

ー ル 細胞 に比 べ
,

S m a d 4 ノ ッ クダウ ン細胞で は運動能が低下

す る こ とが分 か っ た . T G F - β刺激下 で はそ の 差が より 明瞭化 した .

登塞

現在行 われ て い る R N A i は d o u b l e s t r a n d R N A を
一

過性 に導入す る方法 が
一

般的 で ある が
､ 今



回我 々 の 用 い たプラ ス ミ ドベ クタ ー

を用い た手法で は 恒常的 ノ ッ ク ダウ ン 細胞株を樹立 で きる

利点 が あ る .

R N A i によ る恒常的 ノ ッ クダウ ン を行 い
､
そ こ に サイ トカ イ ン 刺激を加 えて 反応を マ イ ク ロ ア レ

イ で 網羅 的 に解析す る と い う報告 も これ ま で なく ､ 本研究 の 特徴で もある . ア レ イ結果 の 解析

に よると S m a d 4 の 機能 しない 細胞 で も T G F- β シ グナ ル は遮断され て い る の み で は なく ,

s m a d 4 正 常細胞と異なるメ カ ニ ズ ム で シ グナ ル が伝達され て い る こ とが 示唆された . T G F -

βの 標的遺伝子 を機能別 に分類 して み ると S m a d 4 ノ ッ ク ダウ ン細胞と コ ン ト ロ ー ル 細胞

と で は細胞 の 接着,
運動

,
増殖に かか わる遺伝子 の発現 パ タ

ー ン に差が見られ た . 表現型

の 変化と して S m a d 4 ノ ッ ク ダウ ン細胞 で は細胞運動能 の 低下が認 め られた がそ の 分子メ カ

ニ ズ ム は不 明 で あり ､ 今後検討を要す る .

藍塾

今回 の解析で , 我 々 は S m a d 4 ノ ッ ク ダウ ン細胞を用 い て S m a d 4 非依存的な T G ト βの

標的遺伝子 を多数見 い だ した . また S m a d 4 ノ ッ クダウ ン細胞で は細胞運動能 の低下が認

め られ た . 今後 ど の標 的遺伝 子が 細胞運動能 の 変化 と相 関 し て い る の か に つ い て 検討が必

要 で あり ､
こ の ような解析を通 じて

,
揮癌 の 治療に有用な新た な分子標的を発見 した い と

考え て い る . プラ ス ミ ドベ ク タ
ー を用 い た恒常的 R N A i は

,
プ ラ ス ミ ドの扱い が簡便 で あり

,

トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン効率 による影響を除外でき
,
比較的長期に わたる解析も可能となる .

ま た
,

こ れま で欠損 した分子 の レ ス キ ュ
ー をし て 元 の 細胞 と比 較す る実験が なされ てきた

が
,

そ の 場合目的の 分子 の発 現が 過剰に なり が ちで あ っ た . 恒常的 R N A i で は ,
正常細胞

と目的分子 の ノ ッ クダウ ン細胞 とを より生理 的条件 に近い 状態で比較検討 でき る .




