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背景と目的

h R F I は ､ アポト ー

シ ス制御蛋白 h TI D - 1 を b ait として用いた t w o
- h y b rid y e a s t

s c r e e ni n g 法により単離された新規遺伝子 である｡ h R F I は C 末側に ､ 強力な抗アポト

ー

シ ス 蛋白であるXI A P と相同性の 高い Rin g Fi n g e r d o m ai n を有する｡ さらに , 2 3 0 - 2 3 3

アミノ酸基 に c a s p a s e - 3 の特異的認識切断配列を有する｡ これらの構造的特徴から､

h R FI は アポト ー シ ス制御に 関連した機能を持 つ ことが示 唆されるo 実際に ､
h R FI を

一

過性に過剰発現させた H ela 細胞にお い て ､ t u m o r n e c r o si s f a c t o r - al p h a ( T N F - α) 処

理 による細胞死が抑制されることが示されている｡ しかし､ h R FI の 発現が細胞 の アポト

ー

シ スや c a sp a s e 活性に及 ぼす影響はこれまで直接検討されておらず ､ その 細胞死

抑制の機序やアポト ー

シ ス抑制作用の 有無は未だ不 明である｡

h R FI の 発 現 は ､ 大 腸 癌 の 発 生 機 序 の 主 要 な 経 路 と考 え られ て い る

a d e n o m a- c a r ci n o m a s e q u e n c e にお いて ､ 正 常粘膜から腺腫 ､ 癌に進展 するに伴い ､

徐 々 に増加することが示されて い る｡ アポト
ー

シ ス 抑制形質の 獲得が癌の 発生メカ ニ

ズム にお い て重要な雫素の
一

つ であることを考え合わ せると
､
h R F I は アポト ー シ ス抑

制機能を介して ､ 大腸癌の 発生 ､ 進展 に重要な役割を担っ て いる可能性が示唆され

る｡ そこで本研 究で は ､
h R FI が大腸癌細胞 におけるアポト

ー

シ ス感受性 に与える影響

に つ いて ､ 検討を行っ た｡



方法 ･ 結果

1) h R FI が大腸癌細胞 における外因性アポト ー シス 経路に与える影響

まず h R FI が外因性アポト
ー

シ ス経路に与える影響を検討した｡ 大腸癌細胞株 8

種類にお ける h R FI 蛋 白の 発現を W e st e r n bl o tti n g により検討したところ､ b R FI 蛋 白は

す べ ての 大腸癌細胞株にお いて発 現して いたが ､ その発 現量 は細胞ごとにさまざまで

あっ た｡ これらの 大腸癌細胞抹の 中で 比較的 h R FI の 発現量が少なく､ か つ 文献的に

T N F - α によるアポト
ー

シ ス - の感受性が高い ことが知られて いる H C T l 16 を用 いて ､

h R F I を過剰発 現した安定細胞株( H C T l 1 6/h R FI) と､
L a c Z を用 いた コ ントロ ー ル 安定

細胞株( H C T l 1 6/ L a c Z) を作製した｡ M T S a s s a y による細胞増殖 の測定､
フ ロ ー サイト

メトリ
ー

による細胞周期の 測定で は ､ 2 つ の 細胞株における差は認 めなか っ た｡ 次に､

T N F - α と C H X によりアポト
ー

シ スを誘導し､ n u cle a r s t ai ni n g a s s a y によるアポト ー シ

ス の形 態学的観察､ および A n n e xi n V - FI T C と PI による染色後､
フ ロ ー

サイトメトリ ー

によるアポト ー

シ ス率の 解析を行 っ た｡ この 結果 ､ H C T l 1 6/h R FI では H C T l 1 6 / L a c Z

に比 べ て有意にアポト ー

シ ス が減少して い た｡ さらに ､ T R A IL を用い た実験でも､ 同様

に H C T l l
■
6/ h R FI にお いてアポト ー シ ス は抑制されて い たD 次に ､ T N F - α と C H X を

用 い てアポト -

シ不を誘導し､ 各細胞 における c a s p a s e
-

3 ､ - 8 ､ - 9 活性を測定したとこ

ろ､ H C T l 1 6/ h R FI で は H C T l 1 6/ L a c Z に比 べ て c a s p a s e - 3 ､ - 8 ､
- 9 活性のす べ てが

抑制されて いた｡ 最後に ､ アポト ー

シ ス感受性の 差異が安定株作製過程で偶然生じた

cl o n al e H e c t で ある可能性を否定するため ､ h R FI に対するアンチ セ ン ス ･ オリゴヌクレオ

チドを用い て H C T l 1 6/ h R FI におけるh R FI の 過剰発現を再抑制し､
h R F I によるアポト

ー シ ス抑制効果が消失するか検討を行 っ た｡ この結果 ､ h R FI をア ンチ セ ン ス した細胞

で は コ ントロ
ー ル に比 べ て有意にアポト ー シ ス が増加 し､ アポト

ー

シ ス感受性が回復し

た｡

2) h R FI が大腸癌細胞における内因性アポト ー

シ ス 経路に与える影響

次に ､ 大腸癌の 治療にお い て広く使用されて いる5
一 皿u o r o ur a cil ( 5 - F U) を用 い て ､

h R FI が内因性アポト
ー

シ ス経路に与える影響とその機序を検討した｡ h R FI 発現レ ベ

ル の異なる2 種類の h R FI 過剰発現安定株( H C T l 1 6/ R F 卜hig h ､ H C T l 1 6 / R F 卜l o w) と､

1 種類の コ ントロ ー ル( H C T l 1 6/ L a c Z) を作製した｡ 5 - F U を用いてアポト ー

シ スを誘導

し､
1) と同様にアポト ー

シ ス 率の解析を行 っ たところ､
h R F I 発現量 の 多い 細胞 ほど有

意にアポト ー

シ ス が減少して いた｡ 4 8 時間の 5 - F U 処理 に対するI C 5 0 値を計算したと

ころ､ H C T l 1 6/ R FI- hig h ､ H C T l 1 6/ R F 卜l o w の I C 5 0 値は ､ H C T l 16 / L a c Z の 各々 約 4

倍 ､ 2 . 5 倍で あっ た｡ 次に ､ h R FI が内因性アポト ー

シ ス経路に与える影響を検討するた

め ､ 5 - F U 処 理前後の 細胞質分画抽出液を採取し､ ミトコ ンドリアから細胞質 - の チトク

ロ ー ム C 放出量を W e st e r n bl ottin g により測定した｡ この 結果､ h R F I 発 現量が多い 細



胞 ほどチトクト
-

ム C 放出が抑制されて い た｡ さらにチトクロ
ー ム C 放出よりも下流の 戻

応 である c a s p q s e - 9 ､ c a s p a s e - 3 の 活性を測定したところ､ h R FI 発 現量 の 多い細胞 ほど

c a s p a s e - 9 , c a s p a s e - 3 の活 性が抑制されて い た｡ b R FI によるアポト
ー

シ ス抑制作用 の

機序を解 明するため ､ 各細胞株 に おける IA P フ ァミリ ー

､
b cl- 2 フ ァミリ

ー

の 発 現を

w e s t e r n bl ot ti n g により比較したところ､
h R F I の過剰発現細胞株では B cl- 2 と B cl- x L

蛋白の発 現が特異的に増加してい た｡ また ､
r e a 卜ti m e P C R a n aly si s の 結果 ､ B c 卜2 ､

B cl- ⅩL の発 現増加 は m R N A レ ベ ル にお い ても認められた｡

一 方､ 他の b cl - 2 フ ァミリ

ー 蛋 白( B a x
､
B ak

､
B a d ､ Bid ､ M c 卜1) およびI A P フ ァミリ

ー

蛋 白( xI A P ､ CI A P - 1 ､

CI A P - 2 ､ S u Ⅳivin) の 発 現には 変化を認めなか っ た｡ そこで ､
h R F I の 過剰発現による

B cl- 2 ､ B cl- ⅩL の 特異的発現増加 の機序を解明するため ､ 各細胞株の 核分画抽出液

を療取し､ B c ト2
､ B c トⅩL の転写調節因子である N F - 'c B フ ァミリ ー の D N A 結合活性

を測定しところ､ h R FI の 発現増加 に伴い ､ p 5 0 と R elA (p 6 5) の 結合活性が克進して い

た｡ さらに ､ N F - LC B 活性の 冗進がh R FI 過剰発 現株 におけるアポト ー シ ス抑制作用の

鍵であるの か解明するため ､ 各細胞株を N F - FC B 阻害剤 B a y l 卜7 08 5 で 処理した後 ､

5 - F U に対するアポト ー

シ ス感受性を比較したところ､ h R FI 過剰発 現株における5 - F U

に対するアポト
ー

シ ス 抵抗性は消失し､ 細胞株間の 差は認めなくなっ た｡ また ､ B cl-2 ,

B cl- ⅩL の m R N A 発現量 の 変化を r e a トti m e P C R a n aly si s を用い て検討したところ､

5 - F U 処 理によ っ て各細胞株の B cl- 2
,
B c 卜ⅩL の m R N A 発現量 は増加し､ そ の発現量

は 5 - F U 処理後もh R FI 発現量とともに克進 して いたが､ B a y l l - 7 0 8 5 の 添加 によ っ て ､

h R F I 過剰発現株にお けるB cl- 2
,
B cl- ⅩL の m R N A 発 現 の克進 は消失し､ 細胞株間に

お ける差は認 めなくな っ た｡ これらの 結果から､ b R FI によるアポト ー シ ス 抑制作用 ､ お

よび B c ト2
,

B cl- ⅩL の m R N A 発現の冗進 は ､ N F L
fC･ B 活性に依存して いることが示さ

れ た｡ 最後 に ､ 大腸癌 の 治療に お い て 臨床 上使用される頻度 の 高 い シ ス プラチ ン

( C D D P) ､ イリノテカ ン( C P T - l l) を用 い てアポト ー シ スを誘導し､ 同様にアポト ー

シ ス

率および c a s p a s e - 3 活性を検討したところ､ h R FI 過剰発現細胞で は ､ アポト ー シ ス
,

c a s p a s e - 3 活性とも抑制されて い た｡

考察

本研 究では ､ 大腸癌細胞 H C T l 1 6 に h R F I を過剰発現させた結果 ､ T N F - α によ

るアポト ー

シ ス が抑制され ､ か つ この アポト ー

シ ス抑制には c a s p a s e
-

3 ､

-

8 ,
- 9 活性の

抑制が伴っ てい た｡ さらに ､
T R A IL によるアポト

ー

シスも抑制されたことから､ h R FI 過剰

発現によるアポト ー シ ス抑制作用は T N F
-

α に特異的なもの で はなく､
d e a th r e c e p t o r

の 刺激による外因性アポト ー

シ ス経路全般におけるもの で あることが示 唆されたo 最後

に ､ 過剰発現した h R F I のア ンチセ ン ス により､ アポト ー

シ ス感受性が回復されたことか

ら､
h R F I 過剰発現殊にお けるアポト ー

シ ス抑制 は cl o n al e ffe ct によるもの で はなく､ 真

に h R F I の アポト ー シ ス抑制効果によるもの であることが確認された ｡ 本研究は ､ h R FI



の アポト ー シ ス抑制作用 を大腸癌細胞 にお い て示 した初め て の 研究である｡ 大腸癌

の a d e n ｡ m a - c a r ｡i n o m a 占e q u e n c e における段 階的なh R FI 蛋白発現の増加 を考え合わ

せると､ h R FI はアポト
ー

シ ス抑制作用を介して大腸癌の発 生に重要な役割を担っ て い

ることが示唆される｡ したが っ て ､ h R FI は 大腸癌発生予 防にお ける遺伝子 治療の新し

い 標的､ あるい は ､ 大腸癌高危険群患者 の ス クリ ー ニ ング検査 の 新しい マ
ー カ ー とし

て ､ 応用される可能性が ある｡

大腸癌細胞 におい て 5 - F U は
､
主に 内因性アポト

ー

シ ス経路によりアポト ー シ ス

を誘導することが知られて いる｡ 内因性アポト ー

シ ス 経路で は ､ ミトコ ンドリアから細胞

質 - のチトクロ ー ム C 放出に続い て c a s p a s e - 9 の 活性化がおこり､ さらに c a s p a s e
-

3 の

活性化 - と反応 が進 んで いく｡ 本研究では ､
b R F I の過剰発現により､ 5 - F U で処理さ

れた大腸癌細胞 におけるこれらす べ て の 段 階が抑制され て い ることが示された｡ した

が っ て ､ hk FI は大腸癌細胞 にお
.
ける内因性経路アポ ト シ スを抑制すると考えられるo

一

方 ､
b R FI の過剰発 現細胞で は B cl- 2 と B cl- ⅩL の発現が特異的に冗進 しており､ こ

れらの発 現の克進 は 5- F U で 処理された後も維持されて いた｡
B c 卜2 と B cl- ⅩL は 内

因性アポト
ー

シ ス 経路の 重要な抑制分子として知られて おり､ さまざまな抗癌剤 に対

する感受性を決定する｡
これらを踏まえて本研究の 結果を解釈すると､ h R FI 過剰発現

細胞におけるミトコ ンドリア経路アポト
ー

シ ス の抑制を介した5 - F U 耐性の誘導機序とし

て ､ B c ト2 ､ B c トⅩL の発 現克進が関与して いると推測される｡

転写因子 N F - JC B は ､ 大腸癌細胞 にお いて 5
-

F U を含むさまざまな抗癌剤に対

するアポト
ー

シ ス 耐性を魂導し､ 特 に P cl- 2
,

B cl- ⅩL の転写制御 におい て重要な役割

を果たして い ることが 知られて い る｡ 本研究の 結果 ､ h R FI 過剰発 現細胞 で は p 5 0 と

R elA ( p 6 5) の活性が特異的に克進して いることが示された. さらに ､ N F - 'c B 阻害剤 に

よっ て ､ h R FI 過剰発現細胞にお けるアポト
ー

シ ス 抑制や B c 卜2
､
B cl- ⅩL の発現冗進 は

消失した.
これらの 結果から､ h R FI は N F

-

FC B 活性 の 制御分子 であり､ また ､ N ト IC B

の活性化が､ h R FI による内因性アポト ー

シ ス経路の抑制やB cl- 2 ､ B c トⅩL の 発現誘導

の主要な機序であることが示唆された｡

最後 に ､ 本研究 の 結果 ､ h R F I の 過剰発現は 5 - F U だ けで は なく､ C P T - 1 1 ､

c D D P に対する多剤アポト ー

シ ス感受性を抑制することが示された｡ 大腸癌組織や大

腸癌細胞株におけるh R FI の広 汎な発 現を考え合わ せると､ h R FI は 大腸癌における多

剤抗癌剤感受性を決定する可能性があり､ 化学療法感受性 の新規 マ
ー カ ー

､ あるい

は遺伝子治療の新規標的として応用される可能性がある｡




