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審査 の 結果の 要旨

氏名 小西 毅

本研究は ヒ ト大腸癌紳胞 の ア ポ ト
ー

シ ス 制御に お い て重 要な役割を演 じて

い ると考えられる新規遺伝子 h R F I の機能を明らか にす るた め､ ヒ ト大腸癌細胞

株を用い た実験系で h R F I の発 卵ミ外因性ア ポ ト
ー

シ ス 経路お よび内因性 ア ポ

ト ー

シ ス 経路に及ばす影響 の解析を試みたも の で あり ､ 以下 の結果を得て い る .

1 ｡ 8 種類 の 大腸癌細胞株に串ける h R F I 蛋 白の発現を W e st e rn bl otti n g に

ょり解析 し､ h R F I が全 て の 大腸癌細胞株 に お い て様 々 な レ
ベ ル で発現 し

て い る こ と ､ お よび ､ それ らの うち H C T l 1 6 細胞で は比較的発現が少 な

2 .

3 .

い こ とが示 され た｡

H C T l 1 6 に h R F I を t r a n s fe cti o n し強制過剰発現させ た安定細胞株 1 つ

と､ コ ン トロ
ー

ル と して 同様にL a c Z を t r a n sf e cti o n させ た安定細胞株 1

っ を作製 したと こ ろ､ h R F I の過剰発現に よ っ て通常培養条件下 にお け る

細胞増殖や細胞周期 は影響を受けな か っ た o し か し ､ T N F
-

α お よ び

T R A I L 8 こより外因性ア ポ ト ー

シ ス を誘導 したと こ ろ､ い ずれ の 薬剤を用

い た場合も h R F I 過剰発現細胞株で は外因性ア ポ ト
ー

シ ス が抑制される

こ とが示 された ｡ さらに ､ h R F I 過剰発現細胞株 にお ける ア ポ ト
ー

シ ス 抑

制は ､ c a s p a s e -8 ､ -9 ､ -3 の 活性化 の抑制を伴 っ て い る こ とが示 された ｡

こ れ らの 結果が安定細胞株作製 の過程で生 じうる cl o n al efFe ct で は なく ､

真 に h R F I の ア ポ ト
ー

シ ス 抑制作用に よるも の で ある こ とを検証するた

め､ h R F I に 特異的なア ンチセ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを用 い て h R F I 過

剰発現細胞株に お ける h R F I の発現 を再抑制 し ､ T N F -

α に 対する ア ポ ト

ー

シ ス 感受性を検討 した と こ ろ ､ h R F I の 再抑制に伴 っ て T N F -

α に対す

る ア ポ ト
ー

シ ス 感受性が再び回復する こ とが示 され た｡

H C T l1 6 に h R F I を異な る レ ベ ル で強制発現させ たh R F I 過剰発現安定細

胞株 2 つ と ､ コ ン トロ
ー

ル と して 同様 に L a cZ をt r a n sf e cti o n させ た安定

細胞株 1 つ を作製 し ､ 5 - F U を用 い て ア ポ ト
ー

シ ス を誘導 したと こ ろ ､

h R F I の過剰発現 レ ベ ル に伴 っ て ､ 5 - F U に よ るア ポ ト ー

シ ス が抑制され

る こ とが示 され た｡ さらに各細胞 の 5 - F tJ に 対するI C 5 0 値を測定 したと

こ ろ ､ h R F I の 発現に伴 っ てアポト ー

シス だけではなく実際に臨床上問題とな

る5 - F U の細胞増殖抑制効果を低減させることが示された. また､
h R F I 過剰発

現細胞で は ､ 5 - F U による内因性アポト ー

シ ス経路の 誘導過程であるミトコ ンド
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リアからの チトクロ
ー ム C 放出 ､ c a s p a s e

- 9 ,
- 3 の活 性化がす べ て抑制されて い

た｡

4 . h R F I に よ る内因性ア ポ ト ー シ ス 経路 の抑制の機序を解明するた め ､ 土A P

f a m il y ､ B cI
-2 f a mi 1y に属するア ポ ト

ー

シ ス 制御蛋白の各細胞株にお ける

発現を W e st e r n bl otti n g を用い て解析 したと こ ろ ､ h R F I の 過剰発現に伴

っ て B cl - 2 ､ B cl - ⅩL 蛋白の 発現が特異的に増加 して い る こ とが示 された ｡

さらに R e al -ti m e P C R を用 い た解析に よ っ て ､ B c ト2 ､ B cl
-

ⅩL の発 現増

加が蛋白 レ ベ ル だ けで なく m R N A レ ベ ル でも誘導され て い るこ とが示 さ

5 .

6 .

れ た｡

h R F I 発現に よ る B cl - 2 ､ B cl -

ⅩL の 発現増加 の機序を解明するために ､ 各

細胞株 の核抽出物に お ける N F -

fC B フ ァ ミ リ
ー

各ポリ ペ プチ ドの D N A

結合活性を測定 したと こ ろ ､ h R 円 の 過剰発現に伴 っ て p 5 0 ､ R el A (p 6 5 )

の 特異的活性化が誘導され て い る こ とが示 され たo さ らに ､ N F
I

FC B 阻害

剤 B a y l l - 7 0 8 5
~
を用 い て N F -

K B 活性 を阻害 した条件下 で各細胞株に

5 - F U を用 い て ア ポ ト
ー

シ ス を誘導 した と こ ろ ､ h R F I 過剰発現株 にお け

る ア ポ ト
ー

シ ス 抵抗性 は消失 した こ とか ら､ h R F I に よるア ポ ト
ー シ ス 抑

制作用は N F - K B 活性に依存する こ とが示 され た. さ らに ､ 同様に N F
-

fC B 活性を阻害 した条件下 で各細胞株に お ける B cl
- 2 ､ B cl -

ⅩL の m R N A

発現量 を r e al -ti m 占p c R a n al y si s に よ り検討 したと こ ろ､ 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 した こ と か ら､

h R F I に よ る B cl - 2 ､ B cl -

x L の発 現克進 は N F -

fC B 活性に依存す る こ と が

示 された ｡

c D D P ､ C P T - l l を用 い て ア ポ ト
ー シ ス を誘導 したと こ ろ ､ h R F I 過 剰発

現株 で は c a s p a s e -3 活性お よび ア ポ ト
ー

シ ス が抑制され て い る こ と が示

され た｡

以上 ､ 本論文は ヒ ト大腸癌細胞 H C T l 1 6 にお い て ､ b R F I 遺伝子 が外因性

ア ポ ト ー

シ ス 経路の誘導を抑制する こ と ､ h R F I 遺伝子 が N F
-

1C B 活性の 克進 を

介 して B cI -2 ､ B cl -

ⅩL の発 現を克進 し5 - F U に よる内因性ア ポ ト ー

シ ス 経路 の誘

導を抑制す る こ と ､ h R F I 遺伝子 に よるア ポ ト
ー

シ ス 抑制作用は 5 - F U 特異的で

は なく多剤抗がん剤に 対する も の で ある こ とを明 らか に した ｡ 本研究は これ ま

で未知 に等 しか っ た ､ 新規遺伝子 h R F I の 大腸癌に お ける ア ポ ト
ー

シ ス 制御作用

の解明に 重要な貢献をなすと考えられ ､ 学位の 授与 に値するもの と考えられる ｡




