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唾液腺癌は化学療法、放射線療法に樹元性で局所再発、遠隔転移の多い予後不良の悪性腫蕩である。ベスナリノン

は強心剤として開発されたれその副作用である無耕立球症発症の原因究明のj践で多くの悪性腫蕩細胞に対して分

化・アポトシス誘導活性を有すること例月らかにさ九唾協定癌を含む多くの悪性腫蕩に対して分化誘導療法が試

みられている。本研究ではベスナリノン処理により Glaπestか言縛されるヒト唾液腺癌細胞(TYS)を用いてベスナ

リノンによる細胞増殖予防IJf乍用の分子機構の解明を試みた。

解析は(1)ベスナリノン処理TYS細胞より調製した mRNAを用い anti-senseoriented expression cDNA library 

を構築し、その libraryをTYS細胞にトランスフェクション後、ベスナリノン耐性株を選択し、挿入されている

cDNA断片を回収する anti-senseexpression cloning法と、 (2)上記libraryをランダムにシークェンスし分化、増殖

に関与すると考えられる遺伝子のペスナリノンによる発現誘導を検索し、 up-regulationがあれlま、その分子を中心に

そのシグナルを上流、下流へと追っていく candidategene searching法にて行った。

その結果、 anti-senseexpression cloning法にて ribosomalprotein L21 cDNAを得た。 ribosomalprotein L21 

anti-sense cDNAを強情悦現させた，棚包はベスナリノンに対する感受性治活下していたれその作用はおそらくある

種のタンパク合成の阻害によるものであり、 ribosomalprotein L21タンパクの特異的な発現抑制がベスナリノン樹元

性の原因とは考え難かった。一方、 candidategene searching法でマウスあるいはラットの細胞において transforming

growth factor-sl (TGF-sl)あるいは follicle-stimulatinghormone (FSH)により誘導される遺伝子として報告されて

いる TGF・sl・stimulatedclone 22 (TSC-22) cDNA断片を得た。 TSC・22遺伝子は TYS細胞においてベスナリノン

処理にて明らかな発現誘導流志められたため、ヒト TSC-22cDNAの全長のクローニング、構造解析、機背繍析を試

みた。 5'-RACE変法でopenreading frameを含むほほ完全長1.6kbのヒト TSC-22cDNAを得た。全塩基配列を決

定したところ予想されるアミノ酸配列はマウス、ラットに 98.6%の相向性が認められた。またロイシンジ‘ッパー構

造が認められたが、その近傍に DNA結合領域あるいは核移行シグナルが存在しないことより、 bZIP転写因子と結

合しその転窃性を抑制する dominantnegative転写制卸因子である可制空が示唆された。 TSC・22遺伝子は TYS

細胞において細胞密度に依存しその発現が増加し、ベスナリノンはその発現を更に増強した。タンパク合成阻害剤シ

クロヘキシミドを用いた実験によりベスナリノンによる TSC・22遺伝、子の発現増強は間接作用であることが示唆され

た。次に TSC・22の上流、下流のシグナルを解析する目的でTGF・sl、p21WAFlの発現を検索した。ベスナリノン

はTYS細胞において TGF-slをわずかに誘導し、 p21WAFlを著明に誘導した。また p21WAFlの誘導は直張作用

であることが明らかとなった。更に TGF-slはp21WAFl、TSC・22の発現を誘導した。次に TSC-22アンチセン

スオリゴヌクレオチドの TYS細胞に対する景簿を検索すると、対愛知l曽殖期には全く景簿を与えないが、細胞密度が

上がり増殖を止めるべき時期になると細胞増殖促進作用カ雫志められた。また TSC・22アンチセンスオリゴヌクレオチ

ドはベスナリノンによる TYS細胞の増殖が附Uf乍用を阻害した。

以上の結果より、ベスナリノンは TYS細胞において TGF-slあるいは他のタンパク質を介した TSC-22遺伝子の

誘導、更に直張作用あるいはTGF-slを介した p21WAFlの誘導により細胞周期を Gl期に止め、細胞増殖茅防111'乍

用を示すことが加変された。
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Analysis of the mechanism of an anti-proliferative effect of Vesnarinone 

on a human salivary gland cancer cell line， TYS 

Koh-ichi NAKASHIRO 

Second Department of Oral and Maxillofacial Surgery， Tokushima University 

School of Dentistry 

Abstract: We have previously demonstrated an anti-proliferative effect 

of a new anti-cancer drug， Vesnarinone (3， 4 dihydro-6-[4-(3， 

4-dimethoxybenzoyl)由 l-piperaziny 1] -2-( 1 H)-q uinolinone) on several 

human tumor cell lines inνitro and inνiνo. We undertook the present 

study to clarify the molecular mechanism of the anti -proliferati ve effect of 

Vesnarinone on a human sali vary gland cancer cell line， TYS. We isolated 

ribosomal protein L21 cDNA by an anti-sense expression cloning method 

using an anti-sense oriented expression cI)NA library constructed from 

Vesnarinone-treated TYS cells. Moreover， we screened the anti-sense cDNA 

library by a random sequencing method， and isolated TSC-22 cDNA as a 

Vesnarinone-inducible gene. TSC-22 was reported as a TGF-s 1 inducible 

transcriptional regulator containing a leucine zipper-like structure in mice 

and rats. Nucleotide sequence of human TSC-22 revealed that predicted 

human TSC-22 protein had 98% identity for rnouse and rat TSC-22 protein. 

We constructed a prokaryotic expression vector encoding 

Glutathione-S-transferase-TSC-22 fusion protein. When we induced the 



expression of the recombinant protein in the transformed E. coli， putative 

open reading frame of h um an TSC-22 cDNA i n the fusion gene produced th e 

stable recombinant protein. 

The expression of TSC-22 mRNA was up国 regulated within a few hour 

after treatment with Vesnarinone， and was continued for 3 days in TYS 

cells. The level of TSC-22 mRNA in TYS cells was continuously increased 

until the cells reached confluency. Vesnarinone also up-regulated TGF-s 1 

and p21 WAFl mRNA， and exogenous TGF-sl enhanced the expression of 

TSC-22 and p21 W AFl mRNA in TYS cells.. However， the induction of 

p21羽TAFl mRNA by Vesnarinone was not inhibited by the treatment with 

cycloheximide， but the induction of TSC-22 mRNA was inhibited by 

cycloheximide. Thus， the induction of TSC-22 by Vesnarinone may be 

mediated by the production of other proteins， such as TGF-s 1， but the 

induction ofp21WAFl may be a directeffect ofVesnarinone. 

When we treated the cells with an anti-sense oligonucleotide against 

TSC-22 mRNA at a quiescent condition， the anti-sense oligonucleotide 

stimulated the growth of TYS cells， however， at a growing condition， the 

anti-sense oligonucleotide did not affect the cell growth. Futhermore， the 

anti-sense oligonucleotide suppressed the anti-proliferative effect of 

Vesnarinone. 

These results suggest that TSC-22 may be a negative growth regulator， 

and may play an important role in the anti-proliferative effect of 

Vesnarinone on a human salivary gland cancer cellline. 
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緒 百

日本人における悪性腫蕩の発症数は年間約 40 万例

であり、口腔外科を受診する口唇、口腔、咽頭およ び

唾液腺癌はその約 1 . 5 %で 6000 例あると推計さ

れている 1) 。 そ の ほとんどが粘膜上皮由来の肩平上皮

癌で、約 90 % を占めている。唾液腺癌は残る 1 0 

% を占め、病理組織学的には腺様嚢胞癌、腺癌、扇平

上皮癌、悪性多形性腺腫等、多彩な組織像を示す。唾

液腺癌は増殖能は低いが、放射線治療、化学療法に抵

抗性で、組織学的にも周囲組織への浸潤が強く、手術

後局所再発、遠隔転移が極めて多いとされている 、，
o '-

のように従来の治療法に抵抗性を示す腫蕩に対して

近年新しい 治 療 法 として、分化誘導療法が試みられて

いる。 一 般に、腫蕩細胞は発生起源となった細胞が分

化過程のある段階でブロックされた状態にあると考え

られており このブロックされた状態を分化誘導剤で

解除して分化を進行させると、腫蕩細胞の悪性度の低

下に伴った増殖の抑制、あるいは終末分化の誘導によ

る悪性腫蕩の治癒を導くことが可能である。

現在、臨床において最も効果が認められている分化誘

導療 法は、急性前骨髄性白血病(以下 AP L と 略 記す

る)に 対する all-trans retinoic acid (以下

ATRA  と略記する) による治療である o A T R A によ

る A P L の治療効果は 、 従 来 の 化 学 療 法 を し の ぎ 、完
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全寛解率 80 9 0 % という高値が得られている

2-4)o 頭頚部領域の 固形癌に対しでも種々の分化誘導

剤が試 みられており、 13 -c i s レチノイン酸が口腔扇

平 上 皮癌および白板 症 の 治 療 に 有 効 で あ る こ と 、 更に

second primary tumor の発生を抑制したことが

報 告されている 5， 6 )。

我々は新規分化誘導斉IJ ベスナリノンがある種の唾 液腺

癌に対して治療効果があることを報告している 7)。ベ

スナリノンは 2 -( 1 H )ーキノリノンを基本骨格とする

誘導体で 、 ジ ギ タ リスにかわる慢性心不全の経口治療

薬として開発されたが 8)、臨床試験中に重篤な副作用

で ある無頼粒球症の発現が明らかとなった o その副作

用に対する研究過程で、ベスナリノンは in vitro 

および 1 n v 1 v 0 において多くの腫湯細胞に対して分

化・アポ ト ー シ ス 誘導活性、細胞増殖抑制活性を有す

る こ とが明らかとなった 9) 1 0 )。また、我々もベスナ

リノン が in vitro および 1 n v 1 v 0 においてヒ ト

唾液腺 癌細 胞(T Y S ) に対して増殖抑制作用を有する

ことを確認している 10 -1 2 )。
前述の如くべスナリノ

ン は臨床試験において
ある種の悪性腫蕩に対して 治

療効果が認められているにもかかわらず その作用機

序は不明であり、 ベス ナリノンによる治療に対して抵

抗 性 を示す腫蕩も多く存在する。 同一臓器に発生した

悪性腫蕩で、組織学的 な表現形質が類似していても、
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その遺伝子変異の蓄積は多様であり、各種治療に対 す

る反 応 性 も 一 様 で はな
APL はほとんどの症例に

おい て ( 1 5 17) (q22 q 2 1 )の相互転座が

認められ 13 )、その結 果レチノイン酸レセプター α 

( R A Rα) 遺伝子と PML 遺 伝 子 の キ メ ラ 遺 伝 子が形

成され、そのキメラ 遺 伝 子 産 物 が PML， RARα の機

能を問害し、 APL 細胞の分化を閉止していると推 察

されている 14 -1 6 )。そのような相互転座が認められ

る A P L には ATR A が著効するが、そうでない症例

には全く効果が認められない。 従って ベスナリノン

による治療に際しでも治療前に各腫蕩のベスナリノン

に対す る 感 受 性
あるいは治療後の効果判定の診断法

の開発が 必 要 で あ る 。
そのためにはベスナリノンの腫

蕩細胞に対する分化・アポトーシス誘導活性
あるい

は増殖抑制活性の分子機構を明らかにする必要がある o

本研究ではベスナリノンに対して感受性を有するヒト

唾液腺癌細胞(T Y S ) を用いて、ベスナリノンの細 胞

増殖抑制作用のメカニズムを分子レベルで明らかに す

ることを目的とした。すなわち、ベスナリノンで処理

を行った T Y S 細胞より抽出した mRNA より

anti-<:: f" nc  
l- :s ense expression cDNA  library を構

築し、 1 ) a n t i 又円
/ C1l1 Ll-sense expression cloning 法、

あるいは 2) random sequencing 法による

candidate gene searching によりベスナリノ ン
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の細 胞増 殖抑 制シ グナルを伝える分子のクローニング

を試み、その発現誘導、機能解析を行った。
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実験材料ならびに実験方法

1 ) 細胞及び培養 法

実験には当研究室で分離、樹立された T Y S 細胞を

用いた o T Y S 細 胞 は口底部に発生した高分化型扇平上

皮癌より樹立されたが、腺系の腫蕩マーカーである癌

胎児性抗原(C E A ) を 発 現 し て お り 、 ま た 酪 酸 ナ トリ

ウムで前処理した TY S 細胞をヌードマウス背部皮下

に移植すると腺房細胞癌を形成することより、口腔粘

膜小唾液 腺 由 来 の 腺肩平上皮癌細胞であると考えられ

ている 17)0 TYS 細胞の培養は、 10 % (容量/容量

以下 V/V と略記する)牛胎児血清(以下 F C S と

略記する， Bio-Whittaker， ¥Valkersville， 

M D )、 100μg/ m 1 ス ト レ プ ト マ イ シ ン (Gibco

Gaithersburg， MD)、 100 U/ml ペニシリン

(Gibco)、 o. 2 5 μg  / m 1 アンホテリシン B

(Gibco) を含むダルベツコ改変イーグル培地(以下

DMEM  と略記する， G ibco) を増殖培養液として用

い、空 気中に 5 %の割合で炭酸ガスを含む培養器内

で、 37 t にて行った。

2 )細 胞 増 殖 能 の 評価法

ベスナリノンは大塚製薬株式会社(東京) より 供 与さ

れた。ベスナリノンは疎水性物質であり、増殖培養液

には難溶性であるため培養液への添加は以下の様にし
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て行った。 まず ベスナリノンをジメチルスルホキシ

(以 下 D 恥1S 0 と略記する S igma， S t 

L 0 u i s ， M 0 ) にて 1 0 m g / m 1 の濃度になるように

溶解 し それをベス ナリノンの最終濃度がそれぞれ

o . 1 ， 1 0 ， 5 0 μg  / m 1 になるように D M E M  

て希釈した。 この様にして調製したベスナリノンを含

む増殖培養液は、 4 ocにて少なくとも ヶ月間は細

胞増殖抑制活性の低下が認められなかった(データー

は示し て い な い )0 T Y S 細胞の増殖に対するベスナ リ

ノンの 影響を MTT 法を用いて評価した 18 ) 。すなわ

ち、 96 ウ エ ル マ イ クロフ。レート (Falcon 

Oxnard， CA)  に 2 X 103 個の T Y S 細 胞 を植

え込み 、 24 時 間後各濃度のベスナリノンを含む増殖

培養液に交換した o 更に、 2 日間あるいは 4 日間培

養した後、最終濃度が 1 mg/ml になるように

3-(3， 4-dimethyl-thiazol_2_yI)_2， 

5-diphenyl tetrazolium bromide (以下

M T T  と略記する S i g m a ) を加え、 37 'cで 4 時

間反応 さ せ た 後 、 形 成された MTT formazan を

100μl の DMSO で溶解し、 OD 590 nm にて吸

光度を測定することにより生細胞数を評価した。

3 )細胞周期の解析法

1 0 0 m m プラスチ ックペトリ皿 (Falcon) にて
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24， 48， 72 時間培養したベスナリノン処理(5 0 

μg  / m 1 )および未処理 T Y S 細胞を回収し、 70 % 

( V / V ) エタノール(和光純薬， 大阪) にて固定した 。

固定した細胞を遠心後、 ca++ ， M g++ を含まないダ

ルベツコ の リ ン 酸 緩 衝液[以下 D -P B S (ー) と略記す

る] にて洗浄後、 100μg/ m 1 の RNase A 

(Sigma) で処理し、 40μg  / m ]の ヨウ 化プ ロピジ

ウ ム (Sigma) で染色し、デジタル全自動細胞解析装

置 (EP1CS X L - MCL  Systeml 11， Coulter， 

Miami， FL) にて細胞周期の解析を行った。

4 ) R N A 調製法

T Y S 細胞からの

Nonidet P-40 

cytoplasmic RNA は

( 以下 N P -4 0 と略記する

Sigma) を含む低張緩衝液を用いて抽出した 19 )。す

なわち、 0.5 % (V/V) NP-40 を含む 20m  M 

Tris-HCI (pH 7.5) 緩 衝 液 に て 細 胞 膜 の み を 溶解

し、遠 心により核画分を除去した上清を回収した。そ

の上清を最終濃度 o. 5 % (重量/容量， 以下 W/V

と略記する) のドデシル硫酸ナトリウム (以下 SD S 

と略記する 和光純薬)で処理し、混在する蛋白質を

変性後、フエノールとクロロホルムを加え蛋白の抽出

除去を 2 回行った o 得られた上清よりエタノール沈殿

にて核酸を回収し、 0.1 % (V/V) diethyl 
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pyrocarbonate (Sigma) 水溶液(以下 D E P C 

処理水と略記する) に溶解した。この方法により細胞

質に存在する核酸すなわち、 r R N A， tRNA  

mRNA  とご く わ ず かのミトコンドリア DNA カf 回収

できる。次に、この TY S 細胞から抽出した

cytoplasmic R NA よりポリ (A)+ RNA をオリ

コ(d T ) セフアロースカラムを用いて精製した。すな

わち、オリゴ(d T ) セフアロース (Pharmacia 

Uppsala， Sweden) を結合緩衝液[10m  M 

Tris-HCl (pH  7.5)， 0.5 恥1 N a C 1 

(Sigma)] 中で膨潤させた後、 0.8 X 4 c m ポリ

フレツプカラム (Bio-Rad， Hercules， CA)  に

充填し、 DEPC 処理水で洗浄後、結合緩衝液でカラム

の平衡化を行った 07 0 tで 4 分間処理し二次構造を

取り除いた cytoplasmic RNA  (1.0 mg)  に最 終

濃度 o . 5 恥f になるように N a C 1 を添加後、オリゴ

( d T )セフアロースカラムに通した。結合緩衝液でカ

ラムを洗浄した後、 D E P C 処理水でオリゴ(d T ) に

結合 した RNA をカラムより溶出させ、エタノール沈

殿後、再び D E P C 処理水に溶解した。

5) Anti-sense 
nted expression cD NA  

library の構築法

ベスナリノンで 3 日間処理した TY S 細胞より調製

nu 
------



したポリ (A)+ RNA から antr-sense 

orien ted expres s ion cDNA  library を 構築し

た 20 )。すなわち、精製したポリ (A)+ R NA  5μg  

を鋳型にしてオリゴ(d T ) X h 0 リンカープライ

マ (S tratagene La  Jol1a， CA)  を用いて逆

転 写 酵素 M-MuLVRT  (Moloney-Murine 

leukemia V 1 r u s reverse transcriptase， 

Stratagene) で s i n g 1 e strand c D N A を合成

した後、 R N a s e H (S tratagene) で R N A を部

分分解 し 合成 した s i n g 1 e strand cDNA  を 鋳 型

にして DNA ポリメラーゼ 1 (S tratagene) で

second s trand cDNA  を合成した。合成した

c D N A の両端に Ec 0 R アダプター

(S tratagene) を T 4 D N A リガーゼ

(Stratagene) で連結し、その 5 I 端 を T 4 ポリヌ

クレ オチドキナ ゼ (S tratagene) でリン酸化後、

X h 0 (S tratagene) で消化し、 E c 0 R (宝酒

造，大津) S a 1 (宝酒造)で消化した λZAP

Express phage vector (Stratagene) に T 4 

DNA  リガ、
ゼで連結 した o c D N A はサイトメガロウイ

ルスア フロモ タ (以下 CMV プロモ タ

と略記す る) に対してアンチセンス方向に挿入された。

c D N A が 挿 入 さ れ た入 ZAP Express phage の

ln vitro packaging を Gigapack 11 Gold  
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packaging extract (5tratagene) を用いて行

い original phage library とした。更に、その

phage library を大腸菌株 XL1-Blue MRF'  

(5 tratagene) に感染させ、大腸菌内で複製され溶

菌により放出された ph a g e を回収し、 1s t . 

amplified phage library とした。次に、 1s t . 

amplified phage library と ExAssist

helper phage (5 tratagene) を共に

XLI-Blue MR F'  に感染させ、切り出された一本鎖

の filamentous phage を回収した。回収した

filamentous phage を大腸菌株 XLOLR

(5tratagene) に 感染させ培養増殖させた後、大腸

菌内で二本 鎖 環 状 DNA として複製された

phagemid を塩化セシウム密度勾配遠心法により回

収、精製し、 phagemid library を得た。

6) Polymerase chain reaction (以下 P C R 

と略記する) 法

P C R は dNTPs mixture (宝酒造) とプライマー

は最終濃度がそれぞれ 200μM と 1 μM  となるよ

つに、 Taq DNA ポリメラーゼ(宝酒造) は最終濃度

が o. 0 5 U /μl となるように PC R 反応液に加え、

サ ー マ }l/

V ルンークエンサー (TSR-300， 岩城硝子， 千

葉)にて以下の条件で 行った 21)094 oC， 3 分間の

12 



熱変性後、 94 oC， 60 秒、 55 oC 
9 0 秒、 72 t， 

150 秒を 30 サイクル、最後に 72 

て DNA 断片の増幅 を行った。

7) Expression cloning 法

oC， 2 4 0 秒に

1 0 0 m m 径プラスチックペトリ皿 (Falcon) に

5 X 1 0 5 個の T Y S 細胞を植え込み、 10 % 

(V/V) FCS  を含む DMEM に て 24 時間培養後、

2 0μg の anti-sense lented expression 

cDNA  library をエタノ ル沈殿後にリポフェクショ

ン法 22) [30 % (V/V) リ ポ フ ェ ク チ ン

(Gibco)] あるいはポリブレン法 23 ) 

ポリプレン (Aldrich， Milwaukee 

1 0 μ g  / m 1 

W 1 ) ] にて

トランスフエクシヨンを行った。 トランスフエクシヨ

ン後 72 時間培養し、 G418 (700μg  / m 1 ， 

Gibco) を含む選択培地に交換し、その培地に最終濃

度が 50μg  / m I になるようにベスナリノンを添加し

た。更に、 14 日間培 養した後に G 4 1 8 およびベス

ナリノン 存 在 下 で も コロニーを形成した細胞を分離し

た。分離された細胞のベスナリノンに対する感受性の

変化を MTT 法を用いて検索し、実際にベスナリノ ン

に対する感受性が低下していた細胞からゲノム D NA  

を調製した。次に、発現ベクター (pBK-CMV  

Stratagene) 上に存在する R N A ポリメラーゼ、プ

13 



ロモーター (T3， T7) に 一 致するプライマーを用い

て P C R を行うことにより、ゲノム DNA にランダ

ムに挿 入された cD N A 断片を増幅し、回収した。そ

の回収された cDNA 断片を E c 0 R 1 ・ P s t 1 (宝

酒造) で消化し、 G ene Clean Kit 11 (Bio 

101 ， Vista， CA)  にて精製した後、同じく E c 0 R 

1， P s t 1 で消化した pBK-CMV に連結し、その

組 み換えプラスミドで 大腸菌株 XL1-Blue MR F'  

を形質転換した。その形質転換した大腸菌株からアル

カリ法 24 )により、

挿入された cD N A 

フラスミドの少量調製を行った後、

断片の塩基配列の一部を決定した

25)o すなわち、 F1 T C で蛍光標識した T7 プライ

マーと Thermo  Sequenase Cycle 

Sequencing Kit (Amersham 

Buckinghamshire， UK)  を用いてジデオキシ法

により c D N A 断片の一部の塩基配列を決定した。ア

ルカリ法により少量調製したプラスミドを鋳型とし、

F 1 T C ラベル T 7 プライマー、 dNTPs mixture 

およびそれぞれの dd N T P と D 1~ A ポリメラーゼ

( T 7 サーモシーケナ ー ゼ ) 存 在 下 に P C R を行い

その P C R 産物を 7 M 尿素 (S igma) 変性 10 % 

( V / V ) シークエンスゲルにて分析した o 電気泳動と

読み取りはオートシー ク エ ン サ ー (Shimadzu 

DSQ-500  DNA  sequencer， 島津製作所， 京都)
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に て 行った結果、約 200 ----- 300 bp の塩基配列の

決定が可能であった。次に、インターネットを介し て

N 1 H の GenBank あるいは EMBL データーベ

スより B L A S T プログラムを用い、決定された塩基

配列のホモロジー検索を行った。

8 )ランダムシークエンシング泣f

antl-sense oriented expression cDNA  

library により形質 転換された大腸菌 X L 0 L R 株の

コロニ ー を ラ ン ダ ム に選択し、 50μg  / m 1 のカナマイ

シン (和光純薬) を含む LB 培地(S i g m a ) 中で約

6 時間 増 菌 後 、 ア ル カリ法により phagemid を調 製

した。その調製された半分量の phagemid をサイク

ルシークエンシングの鋳型として使用し、挿入された

c D N A 断片の塩基配列を一部決定し、ホモロジー給月二
〆 ノ[夫対立

を 行 った。なお、残り半分の phagemid はノーザン

フロッ ト用の cDNA プロープの調製に用いた。

9 ) ノ ー ザ ン プ ロ ット法

cytoplasmic RNA  (20μg  ) を 2. 2 M ホ ルム

アルデヒド(和光純薬) 変 性 ~o (W/V) ア ガ ロー

スゲル (B io-Rad) で 40 mM  MOPS  (Sigma) 

緩衝液中で電気泳動後、 3 M NaCl， 0.3 M 

Cltric acid (S igma) 水溶液(以下 20 x 



s s C と略記する) 中でナイロンフィルタ

(Hybond-N+， Amersham) に R N A を ト ラ ンス

ファ し 8 0 OC、 3 時間ベーキングを行い RN A を

フィルタ に固定した。続いて、 50 % (V/V) 

formamide (S igma)， 5 X Denhardt' s 液[1 

% (W/V) bovine serum albumin (和光純薬)

% (羽T/V) ficoll (S igma)， 1 % (W/V) 

polyvinylpyrrolidone (Sigma)]， 5 × 

s S P E [ 0 . 7 5 M N a C 1 ， 20m!lr1 Tris-HC ( p H 

7 . 5 ) ， 2 . 5 mM  E D T A (和光純薬)] ， o . 1 % 

( W / V ) S D S ， 。。μg  / m 1 s s D N A 

(Worthington， Freehold， N J ) 中で 42 ℃ 

4 時間プ レハイブリダイゼーシヨン行った後に、ラン

ダムプライマー (Amersham) と DNA ポリメラ

ゼ I クレノウ断片 (Amersham) にて 32p-dCTP  

(Amers h am) ラベルした cD N A プロープを含むハ

イブリダイゼ シ ョ ン液で 42 t 1 2 時間 6 時

間ハイブリダイゼ ションを行った 26) 0 O. 1 X 

S S C 、 。5 % ( W / V ) S D S で室温 1 5 分間 2 回

5 0 ℃で 3 0 分 間 回洗浄後、 乾燥しサランラ ツフ

で包み K 0 d a k X-OMAT  AR  フィルム (Kodak， 

Roches ter， N Y ) で 4 時間 5 日間の感光を行っ

た。 各 クローンの cDNA  フローフやはランダムシーク

エンシングに使用した phagemid の残り を E c 0 R 
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で消化し 、切り出された cD N A 断片を

Gene Clean Kit 11 にて精製することにより得た。

また、ヒト T G F -s 1 は phTGFB-2 (American 

Type Culture Collection， Rockville， 

M D )から S m a 1 (宝酒造)で切り出される 592 

b P の断片を、ヒト s-actin は pHFsA-1

(American Type Culture Collection) から

X h 0 1 (宝酒造)で切り出される 2. 1 k b の断片を、

c D N A フローブとして使用した。ヒト p21WAF1  

c D N A フローブの調製は以下の様にして行った。すな

わち、 T Y S 細胞から N P -4 0 法にて抽出した

cytoplasmic RNA を鋳型として p21WAF1 に特

異的なプライマー (上流:

5'-cggagctgggcgcggattcg-3' ， 下流

5' -ggaggaagtagctggcatga-3') を 用 い て

RT-PCR  を行い、増幅した P C R 産物を P s t 1 で

消化した後、同じく P s t 1 で消化しウシ小腸由来ア

ルカリフォスファターゼ(以下 C 1 A P と略記する

Boehringer Mannheim， Mannheim， 

Germany) にて脱リ ン 酸 化 処 理 を 行 っ た pU C 1 9 

プラスミドベクター (宝酒造)へクローニングし、

P s t 1 に よ り 切 り 出される 2 0 8 b p の断片を

c D N A プローブとし て使用した。デンシトメトリック

分析は N 1 H イメージ 1. 4 4 プログラムあるいは
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BAS  -2000 II イメージ分析システム (富士フィル

ム，東京) により行っ た 。

1 0 )完全長ヒト TSC-22 cDNA のクローニン グ

法

ランダムシークエンスで得られたヒト T G F -s 1 

stimulated clone 22 (TSC-22) cDNA  

( p B K -C 恥1V-hTSC-22-31) は 13 1 3 b P で、

open reading frame (以下 oR F と略記する)

を 完 全には含んでいなかった o そこで、 phagemid

Iibrary の中に完全 長ヒト TSC-22  cDNA を 含む

クロ ーン が存在すると考 え 、 o R F の 3 側に存在す

る P s t S 1 t e 下流に D P -1 プ ラ イ マ

(51 -agccagtctgcagctgggcctgaa_31) を設定し、

ベクタ (pBK-CMV) 上に存在する T 7 プライマ

とで PC R を行った o 更に、 D P -1 プ ラ イ マ ー より

6 b p 上 流に D P -2 プライマ

(51 -tctgcagctgggcctgaaactgggc_31) を設定

し、上流はマウス TSC-22 cDNA の配列をもとに

m U P プライマ

(51 -atctagtttgaaccaggctg_31) を設定して

1st. PCR 産物を鋳型にして nested PCR  を行つ

た o 増幅した約 45 0 b P の PC R 産物を T4 

DNA ポリメラーゼ(宝酒造) にて平滑末端にした後、



p U C 1 9 を S m a 1 にて切断し、 C 1 A P にて 51 

端の脱 リ ン 酸 化 を 行 った部位にクローニングした

(pUC 19-hTSC-22-51)0 クローニングされた

P C R 産物はシークエ ン シ ン グ に て ヒ ト T S C -2 2 

c DNA  51 側であることを確認した。

pB K-CMV-hTS  C-22-31 を P s t 1 で消化し、切

り出されたヒト TSC-22  cDNA  31 
側 P s t 1 断

片を、 P s t 1 で消化し C 1 A P にて脱リン酸化処理を

行った pUC  19-hTSC-22-51 へ T 4 D N A リ ガ

ーゼ(宝 酒 造 ) で 連 結することによりほぼ完全長のヒ

ト TSC-22  cDNA  を得た。

11)  GST-TSC-22 融合蛋白質の発現と精製法

pGE X  4T-2 ベクター (Pharrnacia) 上のグルタ

チオン ー S-トランスフエラーゼ(以下 G S T と略記す

る)遺伝子の下流にフレームを合わせてヒト

TSC-22 cDNA  ORF  を挿入した。すなわち、

E c 0 R 1 リンカーを有する o R F 上流の

FP22-UP フ。ライマ

(51 -gGAATTCccatgaaatcccaatggtg_31)、お

よぴ S a 1 リンカー を 有 す る o R F 下流の

FP22-DW フ。ライマ ー

(トー gGTCGACctatgcggttggtcctg_31) を設定

し、 pUC 19-hTSC-22 cDNA を鋳型として
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P C R を行った。増幅し た PC R 産物を E c 0 R 1， 

S a 1 1 にて消化し、同じく EcoR  1， Sal 1 で消

化した pGEX  4T-2 に T4 DN:A リガーゼで連結

した後、その組み換えプラスミドで大腸菌 M C 1 0 6 1 

r e c A -株を形質転換した。形質転換した大腸菌株を

L B 培 地 中 で 一 晩増菌後 、 最 終 濃 度 o. 1 m M となる

ように

isopropyl-s-D-thiogalactopyranoside (以

下 1P T G と略記する，宝酒造) を添加し、融合蛋 白

質の発現誘導を行った。大腸菌を 1 P T G 存在下で 5

時間培養した後に遠心集菌し、大腸菌溶解物を調製し

た。す なわち、溶菌緩衝液 [50 rnM Tris-HCl 

(pH 8.0)， 100 mM  NaCI， 1 mM  EDTA]  で大

腸菌を再懸濁させ、プ ロテアーゼ阻害剤である

phenylmethanesulphonyl fluoride (PMSF， 

o .2 m M ， 和光純薬) と ア プ ロ チ ニ ン (100 U/ml， 

Bayer， Leverkusen， Germany) を添加後、リ

ゾチ ーム (0.25 mg/ml，和光純薬) を添加し、氷

上で 20 分間 処 理 し細胞壁を破壊した。更に、氷上に

て超音波 処 理 (1 分間 ， 5 回) を行い、細胞を完全に

破壊し遠心することにより得られた上清を径 o. 2 5 

μm のミリポアフィルターにて j慮、過し、 大腸菌溶解物

と した。次に、大腸菌 溶 解 物 よ り GST-TSC-22 融

合蛋白質を精製した。すなわち、大腸菌溶解物をグル
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タチオンセフアロース 4B カラム (Pharmacia) に

通し、カラムを D-PBS(-) で洗浄した後に還元型グ

ルタチオン (10 mM， Sigma) 溶液にてグルタチオ

ンに結 合した GST-TSC-22 融合蛋白質を溶出した 。

1 2)  Anti-sense phosphorothioate 

oligodeoxynucleotides (以下アンチセンスー S

ー オリゴと略記する) の TY S 細胞の増殖に及ぼす影

響の検 索 法

まず、アンチセンスー S-オリゴの T Y S 細胞の対数増

殖期における影響を検索した 27)。約 2 X 103 個

の TY S 細 胞を 96 ウェルマイクロプレ トに植え込

み、 10 % (V/V) FCS を含む DMEM に て 2 4 時

間培養後、ヒト TSC-22 mRNA に対するアンチセ

ンスー S-オリゴ

(5' -tgggatttCATgcaattgca 四 3' )、センスー S-オ

リゴ(5 'ー tgcaattgcATGaaatccca-3') を 最 終濃

度 10μM になるように添加した 10 % (V/V) 

F C S を含む DMEM に交換した。更にベスナリノン

を添加する場合は最終濃度が 5 0 μg / m 1 となるょっ

に添加した。 2 日間培養後に S -オリゴを含む培養液

を交換し 更に 2 日間培養した後、 恥1T T 法にて細胞

数を評価 した 。

次 に アンチセンスー S-オリゴの T Y S 細胞の増殖 静
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止期における影響を検 索 し た 。 約 1 X 104 個の

T Y S 細胞を 96 ウェルマイクロプレートに植え込み

10 % (VjV) FCS を 含 む DMEM にて 24 時間 培

養後、 FC S を 含 ま ない DMEM に交換した。更に

2 4 時間培養し細胞がほぼコンフルエントになった段

階で、 ヒト TSC-22 mRNA  に交すするアンチセンス

ー s-オリゴ (51 -tgggatttCATgcaattgca-31)、

センス-S -オリコや

(51 -tgcaattgcATGaaatccca-31) を最終濃度

1 0μM 含む無血清 DMEM に交換した。更にベスナ

リ ノンを添加する場合は最終濃度が 50μg  j m 1 とな

るよ うに添加した。 2 日間培養後に S-オリゴを含む

培養液を交換し、更に 2 日 間 培 養 し た 後 、 MTT 法に

て細胞数を評価した。
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結果

1 ) T Y S 細胞の増殖に及ぼすべスナリノンの影響

5 0μg  / m 1 の濃度のベスナリノンは処理後 4 日で

著明に T Y S 細胞の増殖を抑制したが、 o. 1 ------ 1 0 

μg / m 1 の濃度のベスナリノンではほとんど効果が認

め られなかった (図 1 )。位相差顕微鏡下の観察に よ

り、 50μg  / m 1 のベ スナリノンで処理した TY S 細

胞はやや膨化した状態で細胞増殖を止めるものの、培

養 1 ------ 2 週間では 浮遊してくる細胞はほとんど認め

られなかったことから 、ベスナリノンの TY S 細胞 に

対する 増 殖 抑 制 作 用 は cytocidal なものではなく、

cytostatic な も のであると考えられた。また、ベス

ナ リ ノンの溶媒として用いた DMSO にも T Y S 細胞

に対する増殖抑制効果が若干認められたが、ベスナリ

ノ ンによる増殖抑制効 果 よ り は 、 は る か に 低 く 、 その

影 響は無視できるもので あ っ た o 更に、 100μg/ m 1 

の濃度のベスナリノン添加増殖培養液は 4 'cで長期保

存 中あるいは 3 7 ocで培養中にもベスナリノンの結 晶

が 析出してくるため、以 後 の 実 験 は 細 胞 増 殖 抑 制 作 用

を示しかっ、結晶化してこない最大の濃度である 5 0 

μg / m 1 のベスナリノン濃度にて行った。

2 )ベスナリノンの TY S 細胞の細胞周期に及ぼす

影響



未処理 T Y S 細胞では増殖培養液交換後、 24 時間日

で は 盛んな DNA 合成が認められ、約 50 % の細胞

が S 期、 G 2 / M 期に存在していた。培養液交換後

4 8 時間、 72 時間目では徐々に G 0 / G 1 期の細胞の

割合が 増 加 し 、 S 期およ び G 2 / !vl 期 の 細 胞 の 割 合が

低下してきた。これは血清中の増殖因子の消費あるい

は接触阻 止による細胞増殖の抑制の結果と考えられる。

方 、ベスナリノン処理 T Y S 細胞は未処理 T Y S 細

胞と比較すると、処理後 24 時間目で明らかに S 期、

G 2 / M 期の細胞の割合が低下しており、 48 時間後以

降 においては G1 arrest が認められた(図 2， 表

3 )ベスナリノン処理 TY S 細胞からの

antl-sense oriented expression cDNA  

library の構築

5 0μ g  / m 1 のベスナリノンで 72 時間処理した

T Y S 細胞より精製した mRNA より、 anti-sense

orlented ex pres s ion cDNA  library を構築し

た o original 入 ZAP Express phage library 

は約 1.5 X 105 個のクローンを含んでおり、その

約
90 % は組み換え体であった o original phage 

library を 一 回 増 幅 し、 in vivo excis ion を行

い phagemid library を得た o phagemid 
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library を構成する pBK-CMV  phagemid 

vector は晴乳類動物細胞において強い転写活性を示

す CMV プロモーターを有しており、ベスナリノン処

理 TY S 細胞より得られた cD N A 断片は CMV プ

ロモーター下流にアンチセンス方向に挿入されている

(図 3) 0 構築した library の各クローンに含まれる

c D N A 断片の長さは o. 5 

-ターは示 し て い な い)。

2 . 5 k b であった(デ

4) Anti-sεn ~ ~t; nse expression cloning 

antl-sense oriented expression cDNA  

library を T Y S 細胞にトランスフエクシヨンし、

G 4 1 8 およびベスナリノン存在下でもコロニーを形成

したトランスフエクタント (Vesnarinone 

reSlstant clone， 以下 V R C と 略 記 す る ) を 8 

クローン分離した o 分離した全てのクローンのベスナ

リノンに対する感受性の変化を MTT 法にて検索し た

結果、 V R C 4 と V R C 7 は明らかにベスナリノンに

対する感受性が低下していた(図 4)0 V R C  4 は親

株 T Y S 細胞に比較してその増殖能が極端に低下して

いたた め ト ラ ン ス フ エクションの影響、あるいは

clonal heterogeniety での増殖能の変化と、そ

れに伴う相対的なベスナリノン抵抗性の上昇の可能性

が高いため、それ以上の解析は行わなかった o 一方、



V R C 7 は親株 T Y S 細胞と比較してその増殖能はほ

とんど変化しておらず、かつベスナリノンに対する抵

抗性も再現性を有してい た た め 、 V R C 7 に導入され

た cD N A 断 片を回収した。回収した cD N A 断片の

部の塩基配列を決定し、ホモロジー検索を行った結

果、 human ribosomal protein L21 であった o

erythroleukemia 細胞(K 5 6 2 )での分化・アポ

トーシス誘導あるいは myoblasts から

myotubes への分化誘導での ribosomal

p r 0 t e i n の down-regulation の報告はあるが

2 8 ， 2 9 )、我々のシス テムにおいて単一の

ribos omal protein の特異的な発現抑制のみが

T Y S 細胞におけるベスナリノン抵抗性の直接原因で

あるとは考え難かった 。本研究では V R C 7 において

実際に ribosomal protein L21 mRNA お よび

そのタンパク質の発現 低下が見られるか否かの検索は

し ていないが、 V R C 7 のベスナリノンに対する抵 抗

性は ribosomal protein L21 の発現抑制による

ある種の蛋白質合成阻害の結果であると考えられた。

5) Candidate gene searching 

ベスナリノン処理 TY S 細 胞よ り構 築し た

anti-sense oriented expression cDNA  

library からランダムに選択した 107 クローンに
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ついて挿入された c D N A 断片の塩 基 配列を決定し

ホモロジー検!索 を行った。 その結果、 約 6 4 % が既

知の 遺伝子 で 約 1 8 % が デ ー タ ー ベ ー ス に 登 録は

されて いるが機能が 未 知の遺伝子、 残る約 1 8 % カま

全く未知 の遺伝 子 であ った。 その中で 既知の遺伝子

の 約 3 0 % が以 下 の様な細胞の増殖、 分化あるいは

アポトーシスに関 与 していると推測される遺伝子であっ

た (TSC-22， HSC  70， C K  9， S 0 S ， 

NGFR-related lymphocyte activation 

molecule， IL-6， TAFIIA， elongation 

factor-1y， IL-1/TNF inducible EST， 

DNA-binding protein A ， anexin 11， 

DNA-dependent protein kinase catalytic 

subunit， rab-GDI， SUI  translation 

lnltlation factor， lys os o mlal protective 

protein， TNF-αinducible  protein B 12， 

ADP-ribosylation factor， phospholipase 

A2， and 13 kDa  

differentiation-associated protein)o 次に、

上記遺 伝子の T Y S 細胞におけるベスナリノン処理 に

よる発現誘導の有無をノーザンブロットにて検索した 。

ほ とんどの遺伝子は経 時 的 な 変 化 は 認 め る も の の 、 ベ

スナリノンによる明らかな発現誘導-は認められなかっ

た ( データ は示していない)0 しかし、これらの遺伝
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子 の 中で T SC-22 遺 伝 子 は T Y S 細胞において培養

日数、すなわち細胞密度に比例してその発現増加が認

めら れ、かつベスナリノンは著明にその発現を増強し

た(図 5， A ， B)。

6 )完全長ヒト TSC-22 cDNA のクローニングと

全塩基配列決定

TS C -2 2 遺伝子は T G F -s 1 および F S H に より

誘 導 される遺伝子と し て既 にマ ウス フツ トでクロ ー

ニングされており ロイシンジッパ 構造を有してい

ると推 測されている 30 ， 3 1 )。 ランダムシ ク エ ンシ

ングで得ュた ヒ ト TSC-22 c D N A. 断片 ( 1 3 1 3 

b P ) は、 r元-ι. 宝ノ¥.なL o R F を含んでいなかったため、

library の中よ り ヒ ト TSC-22 c D N A 5 側断片

をクロ ニングし 既に ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る 3 

側 断 片と連結することによ り ほほ完全長のヒ ト

TSC-22 cDNA をク ロ ー ニ ン グ し 、 全 塩 基 配 列 を決

定した (図 6 ， A ， B)。ヒト TSC-22 cDNA は

1 6 0 0 b p より成り、 43 2 b p の oR F を含んでい

た o c D N A の 全 塩 基配列はマウス、ラットと 7 9 % 

の相向性を有しており、 oR F 内は 92 %の相向性を

有していた o 更に、予測されるヒト TS  C -2 2 蛋白

質のアミノ酸配列はマウス、ラットと 9 8 %の相同

性を有していた o ヒト TS  C -2 2 蛋白質は 144 残基
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より成り マウス、 フツ トと比較するとコ ドン 4 2 

セリン が 挿 入 さ れ コ ドン 141 のセリンカf プロリン

に置換 さ れ て い た 。 また コ ドン 7 7 のロイシンから

コドン 9 8 のロ イ シンまでの 7 残基ごとのロイシ ン

の繰り 返し配列 すなわちロイシンジッパー構造と推

測 さ れる配列は保存されていた。 更に カゼインキナ

ーゼ 11 によ り リ ン 酸化を受けると推測されるコドン

8 9 のセ リ ン と 、 プ ロテインキナーゼ C によりリン酸

化 を 受けると推測され る コ ド ン 3 6 のセリンも保存さ

れていた (図 6， B， C)。

7) GST-TSC-22 融合蛋白質の発現と精製

ヒト TSC-22 cDNA 核酸配列より推測される

o R F が安定な蛋白質を発現し得るのか検索するため、

あるいは今後の TSC-22 蛋白質の機能解析のために 、

大 腸菌による組み換え TSC-22 蛋白質の発現と精 製

を行 った o すなわち、 pGEX 4T-2 vector 上の

G S T 遺伝子下流にフレ ー ム を 合 わ せ て ヒ ト T S C -2 2 

cDNA  ORF  を挿入し、大腸菌にて GST-TSC-22 

融合蛋白質を発現させた(図 7， A)o IPTG で融合

蛋白質の発現を誘導すると、分子量 44 k D a のとこ

ろに GST-TSC-22 融合蛋白質と推測されるバンド

が出現した (図 7， B)o GST の分子量が 26 k D a 

であることを考慮すると、 TSC -2 2 の分子量は 1 8 
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k D a となり、 oR F より推定される分子量と一致した。

更に、 G S T がグルタチオンに結合する特性を利用し

グルタチオンアフイニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い て

GST-TS C-22 融合蛋白質の精製を行った。その結果 、

銀染色と同程度の感度を有するサイプロオレンジ染色

(Bio-Rad) にて、分子量 44 k D a の

GST-TS C-22 融合蛋白質がほぼ単一バンドとして認

められるまで精製でき た(図 7， C) 0 

8 )ベスナ リノ ン処理 T Y S 細胞における

TSC-22， TGF-sl ， p21WAFl  の発現誘導

TS C -2 2 遺 伝 子 は マウスにおいて T G F -s 1 で発 現

誘 導 を受ける遺伝子とし て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た こ と

3 0 )、 更に P5 3 変異細胞では P5 3 非依存的に

T G F -s 1 が cyclin dependent kinase 

lnhibitor p21 WAF  1 の発現を誘導し、 G 1 

a r r e s t を誘導すると報告されていることより 32 ) 

T Y S 細胞における TS  C -2 2 の上流、下流のシグナ

ルを検 索 す る 意 味 で ベスナリノン処理による

TGF-sl ， p21WAFl  の発現を検索した。その結果、

p21WAFl はベスナリノンにより著明な発現誘導が認

められ(処理後 1 日目 1 6 2 %.  2 日目 1 7 9 % 

3 日目 1 9 0 %， 4 日目 2 9 8 %)、 TG F -s 1 にお

いても僅かな発現誘導が認められた (処理後 1 日目
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1 1 6 %， 2 日目 1 0 1 %， 3 日目 1 0 9 %， 4 日目

1 2 1 %)  (図 8， A ， B)o 

T S C -2 2 遺伝子は T G F -s 1 処理後、 immediate

early gene である J u n や F 0 S と同じように約

2 時間で発現誘導を受け、 T G F -s 1 ばかりか他の増

殖因子などにも反応して発現誘導されると報告されて

いる 30 )。一方、 p21 W A F は w ild type の

P 5 3 保 有細胞では P5 3 遺伝子の誘導にひきつづいて

P 5 3 蛋白質により、その発現が誘導されると報告され

て い る が 33)、 p5 3 変異細胞においては TG F -s 1 

あ る い は EGF-STAT のシグナルを受けて直接誘導

されると報告されている 34 ， 3 5 )。また、ある種のレ

チノ イ ド ビタミン D 誘導体も直接 p21WAFl の

転写調節をしているとされている 36 ， 3 7 ) 。そこで

ベ スナリノンによる p21WAFl  と TS  C -2 2 の発現

がいかなる様式で誘導され またその関連性があるか

否か検索するために ま ず ベ ス ナ リ ノ ン 、 T G F -s 1 

処理後短 時間での TS  C-22， p21WAFl  の発現を検

索した。 ベスナリノンによ る p21Vv'AFl  の発現誘導

は極めて 短時間で著明に認められたが TS  C -2 2 の発

現誘導は短時間で僅かに認 め ら れ る も の の 処 理 後 、

2 4 時間で著明となった。一方、 T G F -s 1 による

TSC-22， p21WAFl  の発現誘導は双方とも比較的

早期 よ り認められた (図 9 ， A ， B)o 
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次に、 T Y S 細胞 におけるベスナリノンによる

TSC-22， p21WAFl  の発現誘導に他の蛋白質 の合

成 が必要であるか検索するために、シクロヘキシミド

( 1 0μg/ml， Sigma) 存在下でのベスナリノン処理

による TSC-22， p21WAFl  の発現誘導の変化を検

索した。ベスナリノ ン に よ る TSC-22 の発現誘導は

処理時間 2 ， 4 ， 6 時間でごく軽度認められたが 、 そ

の 発現誘導はシクロ ヘ キ シ ミ ド に よ り 阻 害 さ れ た。一

方、 p21WAF1 の発現誘導は 2， 4， 6 時間で 著明

に認められ、その発 現 誘 導 は シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド により

阻害され な か っ た (図 10 ， A ， B)o すなわち、ベス

ナリ ノンによる TSC-22 の発現誘導は、間に蛋白質

の合成を必要とする間接作用が主体であり、

p21WAF1  の発現誘導は直接作用が主体であることが

示唆 された。

9) TSC-22 アンチセンス-S -オリゴの T Y S 細胞

の増殖に及ぼす影響

ヒト TSC-22 遺伝子に対するアンチセンスー S-オリ

ゴ は TY S 細胞の増殖に対して、対数増殖期には全 く

影響 を 与 え な か っ た(データーは示していない)0 しか

し、接触阻止が起こる細胞密度においては細胞増殖促

進作 用が認められた(図 1 1 ) 0 このことは細胞密度の

低い条件では、 T Y S 細胞において T S C -2 2 の発現
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が低いこと、細胞密度が上がり増殖を止める時期にな

ると

更に、

T S C -2 2 の発現が高くなることとよく 一 致する。

ヒト T S C -2 2 遺伝子に対するアンチセンス

-S -オリゴは、細胞 密 度 が 高 い 条 件 に お い て ベ スナリ

ノンの T Y S 細胞 に対する増殖抑制作用を阻害し た

(図 1 1 )。
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考察

本研究において、新規抗癌剤ベスナリノンにて誘導さ

れる 遺 伝 子 と し て ヒト TS  C -2 2 遺伝子をクローニン

グした o TSC-22 遺伝子はロイシンジッパー構造を有

する転写制御因子をコードしていると推測される。

T S C -2 2 は既にマウス、ラットにおいて、それぞ、れ

T G F -s 1 あるいは FS H により誘導される遺伝子と

して報告されていたが 30 ， 3 1 )、我々がヒト T S C -2 2 

c D N A をクローニ ン グ し た 時 点 で は ヒ ト の ホ モ ログの

報告は な か っ た 。 マウスとラットの TSC-22

c D N A は 9 5 %の相向性があり、その配列より予想

さ れるアミノ酸配列は 100 %一致すると報告され て

い る。またヒト TSC-22 cDNA は全体としてはマ

ウス、ラットと 7 9 %の相向性を有する程度である

が、 oR F 内 は 92 %の相向性があり、予想されるア

ミノ酸配列はマウス、ラットと 9 8 % の 相 向 性 を有

しており、 1 個のア ミノ酸残基の挿入と 個のア ミ

ノ酸残基の置換が認められるのみであった。さらに最

近報告されたニワトリの TSC -2 2 も マ ウ ス 、 ラ ット、

ヒトと極めて高い相向性を有している。このようなア

ミノ酸配列の種を超えた高い相向性は TS  C -2 2 蛋白

質が細胞の分化 増殖、アポトーシスのような生物活

性の調節において重要な役割を果たしている可能性 を

示唆している。過去の報告にお いて明確な T S C -2 2 
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蛋白質の発現あるいは そ の 局 在 を 示 し た 報 告 は な いが、

Shibanuma  らは マ ウ ス の 細 胞 に お い て 細 胞 質 、ある

い は核に T SC -2 2 蛋白質の存在を示唆する結果を報

告している 30 )。また最近、我々も組み換えヒト

T S C -2 2 蛋白 質 に対する抗血清を作製し、その抗血清

を用いたウエスタンプ ロ ッ ト に て T Y S 細胞にお いて

約 1 8 k D a の蛋白質の発現を確認している (データ

ーは示していない)0 ヒト TSC-22 cDNA 中 の

o R F に コ ー ド さ れる蛋白質の予想される分子量は 約

1 8 k D a であることよ り TSC.-22 遺伝子は実際にヒ

ト細 胞中で転写、翻訳され、我々が予想した構造の蛋

白質 を産生し機能発 現していると考えられる。

T Y S 細胞における TSC-22 mRNA  レベルは培養

日数と高い相関性が認められた。すなわち、 T S C -2 2 

mRN A  レベルは T Y S 細胞の対数増殖期においては

低かったが、増殖を止める時期すなわち培養血中でコ

/フルエントに達すると著明に上昇した(図 5) 0 4 

日間の培養期間中に一度も増殖培養液を交換してい な

いことより、培養液中の各種増殖因子の消費も一部影

響していると考えられるが、 TSC-22 mRNA の 発 現

は細 胞 数 の 増 加 と ほぼ平行して上昇していることより、

その mRNA レベルは細胞密度に相関していると考え

られる 。さらにベスナリノンは低細胞密度でも T Y S 

細胞において TSC-22 mRNA の発現を誘導し細胞
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周期を G1  期で止めることにより、その増殖能を抑制

し た。また TSC-22 mRNA  に交すするアンチセンス

オ リゴヌクレオチドは TY S 細胞の増殖に対し、対数

増殖期に は 何 ら 影 響を与えないが、コンフルエントに

達し た後の TYS 細胞の増殖を促進させ、ベスナリノ

ンの増殖抑制作用を阻害した。このことは内在性の

TSC-22 mRNA の発現が対数増殖期には低く、細胞

密度が上がると上昇することとよく一致した。このよ

っに T S C -2 2 は唾液腺癌細胞の増殖を抑制的に制御

しており、 TYS 細胞におけるベスナリノンの増殖抑 制

作用に重要な役割を演じている可能性が示唆された。

TSC-22 mRNA の発現はベスナリノン処理により

数時間でわずかに誘導され、 24 時間後で明らかに上

昇 し、その発現は少なくとも 3 日間は持続した。一方、

T Y S 細胞を TG F -s 1 で処理すると、 TSC -2 2 

mRNA の発現は処理後直ちに誘導された。

Shibanuma らや H a m i 1 らはマウス、ラットの細

胞においては T G F -s 1 あ る い は F S H 処理により、

TSC-22 mRNA の発現は核内オンコジーンであ り転

写 因子をコードし、 immediate early gene とし

て 知られている c -J u n や c-F 0 S のように直ちに誘

導 さ れ、その発現誘 導 は 一 過 性 の も の で あ っ た と 報告

している 30 ， 3 1 )。 し か し 、 我 々 の 系 に お い て は

T Y S 細胞におけるベスナリノン処理による TS C -2 2 
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mRNA の発現誘導はベスナリノンによる直接作用では

なく、間にある種の 蛋白質の合成(例えば

TGF-s  1) を必要 とする間接作用が主体であるという

結果が 得ら れた 。したがってベスナリノンによる

T S C -2 2 の発現誘導は、まずベスナリノンが

T S C -2 2 遺伝子を誘導しうる因子、例えば

T G F -s 1 などの遺伝子発現を誘導し、それら蛋白質

が 合成、活性化された後に T S C -2 2 遺伝子を誘導す

ると考えられる。したがって、 TSC-22 は

lmmediate early g e n e と し て 報 告 さ れ て いるに

もかかわらず、ベスナリノンによっては処理後すぐに

誘導されなかったの で あ ろ う 。 ま た ベ ス ナ リ ノ ン と

T S C -2 2 遺伝子の聞に入る因子の発現誘導が持続的で

あ るために(例えば TGF-sI)、 T S C -2 2 の誘導も

持 続的に、少なくとも 3 日間は続いたものと考えら れ

る。

最近、我々は T Y S 細胞は癌抑制遺伝子 P5 3 がコ

ドン 281 で ア ス パラギン酸からヒスチジンに変異し

ていること、ベスナリノンあるいは T G F -s 1 処理に

より p2IWAFI  の mRNA および蛋白質の発現誘導

が認められることを報告している 38)0 p21WAFI  は

cyclin dependent kinase inhibitor として

知られており、主に cdk 2 / cyclin E ， A 複合体

の活性を抑制し細胞周期を G 1 期に止め、細胞分化、
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アポトーシス誘導に関与していると報告されている

32， 36， 37， 39) 。 そこで、 ベスナリノンによる

T Y S 細胞における p21WAFl  の発現誘導に

T S C -2 2 の関与があるか否かを検索するために

T S C -2 2 アンチセンス-S -オリゴあるいは蛋白合成阻

害剤シクロヘキシミ ドの影響を検索した。 TSC-22  ア

ンチセンスー S -オリ ゴ (データーは不していない) 、 ン

クロヘキシミド(図 1 1 )共にベスナリノンによる

p21WAFl  mRNA の発現誘導を阻害しなかった。し

たがって、ベスナリノンの細胞増殖抑制機構において

T S C -2 2 は少なくとも p21WAFl  の上流には位 置

していないことが示唆された。

Shibanuma らや H a m i 1 らカf マウス、ラット

T S C -2 2 蛋白質につ いて 報告 して いる よう に 30 ， 3 1 ) 

ヒト T S C -2 2 蛋白質においてもロイシンジッパー構

造の N 末側に塩基性の D NA 結合領域の存在は 認 め

られなかった。また明らかな核移行シグナルも認めら

れなかった。 般に、 bZIP (bas ic 

region-leucine zipper) 転 写 因 子 は ロ イ シ ンジッ

パーを介してホモダイマ あるいはヘテロダイマー を

形成し、ロイシンジッパ の N 末側にある塩基性の

DNA 結合領域で DNA に結合し転写活性を発揮する

とされている 40-42)。したがって、 T S C -2 2 蛋白質

は bZ 1 P 転 写因子へ結合するが DNA 結合能が欠如
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し ているため、結合 し た bZ 1 P 

CHOp43)のような dominant

の転写活性を阻害する

negative 転写制

御因子であると考えられた o C H 0 P は C / E B P ファ

ミリーに属し、 C / E B P 転写因子の dominant

negatlve inhibitor として作用すると報告されて

いる 43 ， 4 4 )。また、 CHOP は増殖抑制あるいは

DNA ダメ ー ジ を 引き起こす薬剤により誘導される遺

伝子 GADD (Growth Arrest and DNA  

Damage) 153 としても知られている 45 ， 4 6 ) 。最近

は C H 0 P 遺伝子は 染色体上 12 q 1 3 に位置しており

4 6 )、粘液様脂肪肉腫において染色体相互転座 t (1 2 

16) (q13 ; pll) が高頻度に認められると報告

されている 47-49)。この染色体相互転座によって産

生さ れる キメ ラ蛋 白質 (TLS-CHOP) は、本来

CHOP が有している細胞増殖抑制作用を発揮すること

はできないため脂肪細胞の異常増殖が起こると考えら

れている 44 )。更に、細胞の増殖、分化を制御する

dominant negative 転写制御因子として 1d ファ

ミリー (Idl ， Id2， Id3， Id4) が知られている

5 0 ) 0 1 d は HLH (Helix-Loop-Helix) を有し

ているが、塩基性の DNA 結合領域は存在せず、

b HLH  (basic region-helix loop helix) 車え

写因子 (MyoD， E2A， E12， E47 等) に HLH  

を介して結合し、その転写活性を阻害する 50 ， 5 1 )。
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1 d ファミリーは筋細胞、神経細胞、造血細胞を含む

様々な細胞において増殖、分化を制御していることが

報告されている 52 -5 5 )。以上のような報告と

T S C -2 2 の予想される構造あるいは発現様式から考え

ると、 TS C -2 2 も CHOP や 1d ファミリーと同様

の dominant negative 転写制御因子としての機

能を持っている可能性 が 有 り 、 現 在 そ の 機 能 解 析 と同

時にターゲツト蛋白 質の検索を行っている。また口腔

扇平 上 皮 癌 あ る い は唾液腺癌における T S C -2 2 遺伝

子の染色体レベルでの異常、あるいは DNA レ ベルで

の ポイント ξ ューテーションを検索し扇平上皮癌、唾

液腺癌における発癌過程での TSC-22 遺伝子の関与

についても検索している。

ベスナリノンが強心剤として一般臨床において使用さ

れていた時に無頼粒球症を発症したことはよく知られ

ており、また最近 Ja y らは血球系の細胞には

TS C -2 2 の発現が見られないと報告している 56 ) 。 こ

れらの報 告 と 我 々 のデーターを合わせて考えると、ベ

スナリノンは頼粒球の前駆細胞あるいは頼粒球そのも

のに作用し TS C -2 2 の発現を誘導し、分化・アポト

ーシス誘導、増殖抑制 を お こ し 無 頼 粒 球 症 を 発 症 した

可能性が考えられる。また最近、我々はいくつかの唾

液腺腫蕩は正常唾液腺 に 比 較 し て 著 し く T S C -2 2 

mRN A の発現が低下していることを明らかにした
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データーは示して いない 。そこでベスナリノンに

よる治療前に各腫蕩組織における TSC-22 の発現を

mRNA  レベルあるいは蛋白質レベルで明らかにし、

ベスナリノンによる 治 療 へ の 反 応 性 の 予 測 、 あ る いは

治療中、治療後の TS C -2 2 の発現の変動を検索する

こと に よ り 、 ベ ス ナリノンによる治療効果の判定が可

能ではな いかと考
h

え 現在検索を進めている。
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結 五
日==nH 

1 )ヒト唾液腺癌細胞(T Y S ) においてベスナ リノ

ンによ り 発 現 誘 導 される遺伝子として、ヒト T S C -2 2 

cDNA  (1600 bp) をクローニングし全塩基配列を

決定した。

2)  TSC-22 遺伝子は細胞密度に依存して発現が増

加し、ベスナリノンはその発現を更に増強した。

3 )ベ ス ナ リ ノ ン は T Y S 細胞において TGF-sl ，

p21WAFl  遺伝子の発現を誘導した。

4) TGF-sl は T Y S 細胞において TSC-22，

p21WAFl  遺伝子の発現を誘導した。

5 ) T Y S 細胞におけるベスナリノンによる

T S C -2 2 遺 伝 子 の誘導は、間に蛋白質の合成を必要と

する間接作用が主体であるが、 p21WAFl 遺伝子の誘

導は 直接作用が主体であった。

6 )ヒト TS  C -2 2 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン スオリ

コヌクレオチドは T Y S 細 胞 の 増 殖 に 対 し 対 数 増殖期

には全く影響を与えないが、接触阻止がおこる細胞密

度になると細胞増殖促進作用が認められた。また、ァ

ンチセンスオリゴヌクレオチドはベスナリノンの T Y S 

細胞に 対す る増 殖抑制作用を阻害した。

以上の結果より、ベスナリノンはヒト唾液腺癌細胞

( T Y S ) において TG F -s 1 あるいは他の蛋白質を介

した T S C -2 2 遺伝子の誘導、更に直接作用あるいは
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T G F -s 1 を介した p21WAFl 遺伝子の誘導により

細胞周期を G 1 期に止め細胞増殖抑制作用を示すこ

とが示唆された。
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(図 1 ) 

影響

図の 説 明

T Y S 細胞の増殖に及ぼすべスナリノンの

生細胞数は MTT 法にて評価し、各点は 6 検体の平

均値と標準偏差値を示している o t; 培 養 増 殖 液中のベ

スナリノン濃度 (μg/ m 1 ) 、 * ; 未 処 理 T Y S 細 胞 と

ベスナリノン 50μg  / m 1 処理 T Y S 細 胞 と の 間で有

意差(p く o. 0 1 ) を認めた (One way  ANOVA ) o  

(図 2 ) T Y S 細胞の細胞周期に及ぼすべスナリノン

の 影響

T Y S 細胞を 24 

ノン ( 5 0μg  / m 1 ) 

ム染色を行い相対的

時間、 48 時間、 72 時間ベスナリ

で処理した後、ヨウ化プロピ ジ ウ

DNA 量 と 細胞数をフローサイト

メトリ にて測定した。

(図 3 ) Anti-sense oriented expression 

cDN A  library を 構 成 す る pBK-CMV  

phagemid vector 

(図 4 ) トランスフエクタントのベスナリノンに対す

る 感受性の変化の検索

構築した anti-sense oriented expression 

cDNA  library を T Y S 細胞にトランスフェクシ ョ

59 



ンし、分離したトランスフェクタント

ローンのベスナリノ ン (5 0μg  / m 1 ) 

を MTT 法にて評価した。

(VRC)  8 ク

に対する感受性

(図 5)ベスナリノン処理による T Y S 細胞におけ

る T S C -2 2 遺伝子の発現誘導

A :ベスナリノ ン (5 0μg/mll) 処理 T Y S 細胞お

よび未処理 T Y S 細胞より cytoplasmic RNA を

抽出し、 32 P でラベルしたヒト T S C -2 2、ヒト

s-actin cDNA プローブを用いてノーザンブロット

を行った。

B : ノーザンブロ ットの結果をデンシトメーターに

て測定し、未処理 D a y 1 の TSC-22 m R N A  濃度

の s-actin mRN A  濃度に対する比を 1 0 0 % とし

て T S C -2 2 の mRNA の発現を表示した。

(図 6 )完全長ヒト TSC-22 cDNA のクローニン

グ

A :完全長ヒト TSC-22 cDNA のクローニング方

法と P C R に用いたプライマーの位置。

B :完全長ヒト TSC-22 cDNA の全塩基配列

袋 文字はロイシンジッパー構造を構成していると推測

されているロイシンを、太文字はマウス、ラットと異

なるアミノ酸を、斜体文字はプロテインキナーゼによ

60 



りリン酸化を受けると推測されているセリンを、下線

はポリ A シグナルを示している。

C : ヒト T S C -2 2 のアミノ酸配列とラット、マウ

ス、ニ ワ ト リ と の 比較。

(図 7) GST-TSC  22 融合蛋白質の発現と精製

A :大腸菌にて融合蛋白質を発現させるために 用 い

たベクター (pGEX-4T-2) へのヒト TS  C -2 2 

cDN A  ORF の組み換え。

B : I P T G  (lmM) 処理による融合蛋白質の発現誘

導(1 2 . 5 % ポリアクリルアミドゲルにて電気泳動を

行い、 C B B 染 色 にて観察)0 

C : グ ルタ チオ ンアフイニテイカラムによる融合蛋

白質の精製(1 2 . 5 % ポリアクリルアミドゲルにて電

気泳動を行い、サイプロオレンジ染色にて観察)0 

(図 8 ) ベスナリノン処理による T Y S 細 胞 におけ

る p21WAFl ， TGF-sl の発現誘導

A :ベスナリノン (5 0μg/rnl) 処理 TYS 細胞お

よび未処理 T Y S 細 胞 よ り cytoplasmic RNA を

抽出し、 32 P でラベルしたヒト p21WAFl 、ヒト

T G F -s 1、ヒト s-actin cD]¥[A プローブを用いて

ノー ザンブロットを 行 っ た 。

B : ノーザンブロ ットの結果をデンシトメーターに
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て測定し、未処理 D a y の p21WAFl ある いは

T G F -s 1 

対する比を

の mRNA

mRNA  濃度の s-actin mRNA  濃度に

100 % として p21WAFl 、 TG F -s 1 

の発現を 表 示 し た 。

(図 9 ) ベ ス ナ リノン、 TG F -s 1 処理による T Y S 

細胞における短時間での p21WAFl ， TSC-22 の発

現誘導

A :ベスナリノン(5 0μg/nl1) あ る い は

TGF-sl (1 ng/ml) 処理 T Y S 細 胞 お よ び 未処理

T Y S 細胞より cytoplasmic RNA を抽出し、

3 2 P でラベルしたヒト p2lWAFl 、 ヒ ト T S C -2 2、

ヒト s-actin cDNA プロープを用いてノーザンブ

ロッ ト を 行 っ た 。

B : ノ ーザ ンブ ロットの結果をデンシトメーターに

て測定 し 、 ベ ス ナ リノン処理 1 時間目の

p21WAFl  あるい は TSC-22 mRNA  濃度の

。-actin mRNA 濃度に対する比を 100 % として

p21WAFl 、 T S C -2 2 の mR I'~A の発現を表示した。

(図 1 0 )ベスナリノン処理による T Y S 細胞 にお

ける TSC-22， p21WAFl  の発現誘導に及ぼす シク

ロヘキシミドの影響

A: シクロヘキシミド(1 0μg  / m 1 )存在下あるい

62 



は非存在下でのベスナリノン(5 0 μ g  / m 1 )処理

T Y S 細胞および未処理 T Y S 細胞より

cytoplasmic RNA を抽出し、 32 P でラベルした

ヒト T S C -2 2、ヒト p21WAFl 、ヒト s-actin

c D N A フローブを用いてノーザンブロットを行った。

B: ノ ーザ ンブ ロットの結果をデンシトメーターにて

測定し、未処理 0 時 間の T S C -2 2 ある い は

p21WAFl  mRNA  濃度の s-actin mRNA 濃度に

ヌナする比を 1 0 0 % として T S C -2 2、 p21WAF l

の m R N A の発現を表示した。

(図 11) TSC-22 アンチセンスオリゴの T Y S 細

胞の増殖に及ぼす影響

T Y S 細胞がコンフ ルエントに達した後、無血清培養

液中に T S C -2 2 アンチセンスオリゴあるいはセンス

オリゴ(1 0μM)  を添加し、ベスナリノン ( 5 0 

μg  / m 1 )存在下ある い は 非 存 在 下 に て 4 日間培養し、

生細胞 数を MTT 法にて評価した。
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(図 6B) 
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CTGGTGTTCCCTCTTTTTTTCCACGAGGGTGTTTTTGGCTGCAATTGCATGAAATCCCAA 

M K S Q 

TGGTGTAGACCAGTGGCGATGGATCTAGGAGTTTACCAACTGAGACATTTTTCAATTTCT 

W C R P V A M D L G V Y Q L R H F S 工 S

TTCTTGTCATCCTTGCTGGGGACTGAAAACGCTTCTGTGAGACTTGATAATAGCTCCTCT 

F L S S L L G T E N A S V R L D N S S S 

GGTGCAAGTGTGGTAGCTATTGACAACAAAATCGl¥GCAAGCTATGGATCTAGTGAAAAGC 

G A S V V A 工 D N K 工 E Q A M D L V K S 

CATTTGATGTATGCGGTCAGAGAAGAAGTGGAGGTCCTCAAAGAGCAAATCAAAGAACTA 

H L M Y A V R E E V E V L K E Q 工 K E L 

ATAGAGAAAAl¥TTCCCAGCTGGAGCAGGAGAACAATCTGCTGAAGACACTGGCCAGTCCT 

工 E K N S Q L E Q E N N L L K T L A S P 

GAGCAGCTTGCCCAGTTTCAGGCCCAGCTGCAGACTGGCTCCCCCCCTGCCACCACCCAG 

E Q L A Q F Q A Q L Q T G S P P A T T Q 

CCACAGGGCACCACACAGCCCCCCGCCCAGCCAGCATCGCAGGGCTCAGGACCAACCGCA 

P Q G T T Q P P A Q P A S Q G S G P T A 

TAGCTGCCTATGCCCCCGCAGAACTGGCTGCTGCGTGTGAACTGAACAGACGGAGAAGAT 

* 
GTGCTAGGGAGAATCTGCCTCCACAGTCACCCAT1'TCATTGCTCGCTGCGAAAGAGACGT 

GAGACTGACATATGCCATTATCTCTTTTCCAGTA1'TAAACACTCATATGCTTATGGCTTG 

GAGAAATTTCTTAGTTGGGTGAATTAAAGGTTAA1'CCGAGAATTAGCATGGATATACCGG 

GACCTCATGCAGCTTGGCAGATATCTGAGAAATGGTTTAATTCATGCTCAGGAGCTGTGT 

GCCTTTCCATCCCTTCCGGCTCCCTACCCCTCAC1'TCCAAGGGTTCTCTCTCCTGCTTGC 

GCTTAGTGTCCTACATGGGGTTGTGAAGCGATGGA，GCTCCTCACTGGACTCGCCTCTCTC 

CTCTCCTCCCCCCAGGAGGAACTTGAAAGGAGGGTAAAAl¥GACTAAAATGAGGGGGAACA 

GAGTTCACTGTACAAATTTGACAACTGTCACCAAAATTCATAAAAAACAATAGTACTGTG 

CCTCTTTCTTCTCAAACAATGGATGACACAAAACTATGAGAGTGACAAAATGGTGACAGG 

TAGCTGGGACCTAGGCTATCTTACCATGAAGGTTGTTTTGCTTATTGTATATTTGTGTAT 

GTAGTGTAACTATTTTGTACAATAGAGGACTGTAACTACTATTTAGGTTGTACAGATTGA 

AATTTAGTTGTTTCATTGGCTGTCTGAGGAGGTGTGGACTTTTATATATAGATCTACATA 

AAAACTGCTACATGACAAAAl¥CCACACCTAAAGAAATTTTAAGAATTTGGCACAGTTACT 

CACTTTGTGTAATCTGAAATCTAGCTGCTGAATACGCTGAAGTAAATCCTTGTTCACTGA 

AGTCTTTCAATTGAGCTGGTTGAATACTTTGAAAAATGCTCAGTTCTAACTAATGAAATG 

GATTTCCCAGTAGGGGTTTCTGCATATCACCTGTATAGTAGTTATATGCATATGTTTCTG 

TGCATGTTCTCTACACAATTGTAAGGTGTCACTGT'ATTTAACTGTTGCACTTGTCAACTT 

TCAATAAAGCATATAAATGTT ，AAAAA 
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(図 6C) 

C 

human 1 MlくSQWCRPVN⑪ LGVYQLRHFS工SFLSSLLGTENASV

ra七 1 MlくSQWCRPVAMDLGVYQLF~HFS 工SFLSSLLGTENASV

mouse 1 MlくSQWCRPVAMDLGVYQLF~HFS 工SFLSSLLGTENASV

chicken 1 MNAQCCRPAAMDLGVYHLRHSS工SFPSSLLGTDSSSL

human 38 RLDNSSSGASWA工DNK工EQAMDLVKSHLMYAVREEV

raヒ 38 RLDN-SSGASWA工DNK工EQAMDLVKSHLMYAVREEV

mouse 38 RLDN-SSGASWA工DNK工EQAMDLVKSHLMYAVREEV

chicken 38 RLDSSSSGVSWA工ENM工EQAMDLVKSHLMYAVREEV

human 75 EVLKEQ工KEL工EKNSQLEÇ~ENNLlGJKTLASPEQLAQFQ

ra七 74 EVLKEQ工KEL工EKNSQLEÇ~ENNLlGJKTLASPEQLAQFQ

町l0use 74 EVLKEQ工KEL工EKNSQLEQENNLlGJKTLASPEQLAQFQ

chicken 75 EVLKEQ工KEL工EKNSQLEQENTLLKTLASPEQLAQFQ

human 112 AQLQTGSPPATTQPQGTTQPPAQPASQGSGPTA 

ra七 111 AQLQTGSPPATTQPQGTTQPPAQPASQGSGSTA 

mouse 111 AQLQTGSPPATTQPQGTTQPPAQPASQGSGSTA 

chicken 112 AQLQTGSPPSSGQAQGTAQQPAQPASQGSGPSA 
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(図 7A) 
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(図 78， C) 
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(図 8A) 
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(図 8B) 
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(図 9A) 
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(図 10A， B) 
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(図 11) 
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(表 1) 

GO/G1 

S 

G2/M 

ベスナリノン処理 TYS細胞の細胞周期解析

未処理 TYS細胞 ベスナリノン処理 TYS細胞

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 

50.5% 56.5% 72.7% 76.2% 81.8% 92.0% 

24.6% 17.6% 11.1% 10.3% 7.2% 2.0% 

20.3% 21.7% 13.3% 11 .0% 6.4% 4.7% 

ベスナリノン処理あるいは未処理 TYS細胞の細胞周期を

フローサイトメトリーにより解析した結果(図 2)より、

GO/Gl， S， G2/M期に存在する細胞数の割合を算定した。
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ベスナリノンによるヒト唾液腺癌細胞 (TYS)の増殖抑制機構の解析

要
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}
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本研究において、著者は新規分化誘導剤ベスナリノン処理により増殖抑制を受け、また p53癌抑
制遺伝子がコドン 281でアスパラギン酸からヒスチジンに変異しているヒト唾液腺癌細胞 (TYS)

. を用いてベスナリノンによる細胞増殖抑制作用の分子機構の解明を試み、以下の研究結果を得て
いる。すなわち、 1)TYS細胞はベスナリノン処理により Glarrestが誘導される。 2)TYS細

.胞においてベスナリノンにより発現誘導される遺伝子として、・ヒト TSC-22cDNA (1600 bp)をク
ローニングし全塩基配列を決定した。 3)TSC-22遺伝子は細胞密度に依存して発現が増加し、
ベスナリノンはその発現を更に増強した。 4)ベスナリノンは TYS細胞において TGF-sl，p21 
WAFl遺伝子の発現を誘導した。 5)TGF-slはTYS細胞において TSC-22，p21WAFl遺伝子の

発現を誘導した。 6)TYS細胞におけるベスナリノンによる TSC-22遺伝子の発現誘導は、聞に
蛋白質の合成を必要とする間接作用が主体であるが、 p21WAFl遺伝子の発現誘導は直接作用が
主体であった。 7) ヒト TSC-22遺伝子に対するアンチセンスオリゴヌクレオチドは TYS細胞
の増殖に対し対数増殖期には全く影響を与えないが、接触阻止がおこる細胞密度になると細胞増
殖促進作用が認められた。また、アンチセンスオリゴヌクレオチドはベスナリノンの TYS細胞
に対する増殖抑制作用を阻害した。以上の結果より、ベスナリノンは TYS細胞において TGF-
slあるいは他の蛋白質を介した TSC-22遺伝子の発現誘導、更に直接作用あるいは TGF-slを介

した p21WAFlの発現誘導により細胞周期を Gl期に止め細胞増殖抑制作用を示すことが示唆さ
れたム本論文の著者は新規分化誘導剤ベスナリノンのヒト唾液腺癌細胞における増殖抑制機構に
おいて少なくとも二つの分子 (TSC-22，p21WAFl)が関与している可能性を明らかにしている。
この研究は分化誘導剤の感受性マーカーの開発あるいはヒト唾液腺癌の分子診断において重要な
示唆を与えるとともに、今後唾液腺癌を含む多くの固形癌に対する分化誘導療法の研究を進める
上でも寄与するところ大であると考えられる。したがって、本研究は歯科医学の発展に貢献する
ところが極めて大であり、本論文は博士(歯学)の学位授与に値するものと考える。
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