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イ ン タ
ー

フ ェ
ロ ソ シ ス テ ム に よ る発癌抑制機構 の 検討

金沢大学医学部泌尿器科学講座 ( 主 任代理 : 大川光央助教授)

長 谷 川 徹

各種 ヒ ト 癌培養細胸 阻 臨床腎細胞癌お よ び 胃癌組織 に おけ るイ ン タ ー

フ ェ ロ ン (i n t e rf e r o n
,
I F N) 遺伝子 の 欠失 の 有無

を 調べ
, 癌抑制 遺伝子 と して の 意義に つ い て 検討 した . さ らに ヒ ト 癌培養細胞株 に おけ る イ ン タ ー フ ェ ロ ソ の 転写 調節 因子

(i n t e rf e r o n r e g u la t o r y f a c to r
,
I R F ) とイ ン タ ー

フ ェ ロ ン に 対 する特異的受容体 (i n t e rf e r o n r e c e p t o r
,
I F R ) の m R N A レ ベ ル で

の 発現を解析 し
,
I F N に 関わ る発癌抑制鶴橋 に つ い て 検討 した . ヒ ト 癌培養細胞30 軋 臨床腎細胞癌組 織6 3 例(63 検体) お よび

胃癌阻織26 例 (26 検体) に 対 して
,
I F N-α2

,
I F N-β お よ び IF N で の 各遺伝 子に 特異的な プ ラ イ マ

ー

を 用い て ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反

応を 行 っ た ■ 胃癌細胞株 K A T O Ⅲ と N K P S の 2 株を 除くす べ て の 細胞株お よ び 臨床癌組織 に お い て
, 各IF N 遺伝 子が検出

され た ･ K A T O Ⅲ と N K P S に おい て ほ
,
I F N一α2 お よ び IF N -β 遺伝子の 増幅 D N A 断片が 認め られ ず , そ れ ら遺伝 子の 完全

欠失が 示 酸 された ･ さ らに
,

K A T O Ⅲ と N K P S を含む11 株の ヒ ト癌培養細胸 に おけ る2 種類の IR F
, すな わ ち IF N 転写活

性化因子 IR F-1 お よ び 転写抑制因子 IR F-2 の m R N A の 発現を
, 逆転写反応- ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖 反応 法 に よ り解 析 した .

m R N A の 発現の 程度は個 々 の 細胞株に よ り異な っ て い た が
, 1 1 株 中4 株に お い て I R F -1 の 遺伝 子発現 が認め られ な か っ た .

方 .
I R F- 2 遺伝子 はす べ て の 株 に お い て 発現が 認め られ た . I R F-1 を 発現 して い な か っ た N P C - T Y 8 61 お よび SQ- K

, 低 レ ベ

ル の 発現が 認め られ た H T-1 0 8 0 お よび 高 レ ベ ル の 発現が 認め られ た T 24 に つ い て
,
I F N に よ る I R F-1 の 遺伝子 誘導 を 調 べ

た ･ そ の 結果 ,
I F N- α2 a

,
I F N -

T の 単独 , ま た は IF N-α2 a と I F N-T の 併用 処理 に よ り ,
I R F-1 の 発現誘導が 認め られ る細胞株

と認め られ な い 細胞株 とが あ っ た . 前者 に お い て は
,
I F R の m R N A の 発現が 認め られ た の に 加 え ,

3 -(4 ,
5- ジメ チ ル チ ア ゾ

ー

ルー2- イ ル) - 2
,
5 - ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド (3-(4 ,

5-d i m et h ylthi a z ol- 2- yl) -2 . 5-d i ph e m ylt e tr a z oli u m b r o m id e
,
M T T) 比

色法 に よ る試験管内感受性試験を 行 っ た結果 ,
I F N に 対 して 感受性 を示 した ,

一 方
, 後者 ほ IF R が 全く 発現 し て お らず ,

I F N に 対 して も低感受性 を示 した ･ 以上 の 結 果よ り ,
I F N に よ る癌細胞 の 増殖抑制 に ほ I R F -1 の 発現誘導が 重要で あり , そ の

前段階と して ,
I F N と IF R との 結合

,
お よ びそ れ に 続く シ グナ ル 伝達機構 が関与 して い る と考え られ た .

K e y w o r d s i nt e rf e r o n
, i n t e rf e r o n r e g ul at o r y f a c t o r

,
i nt e rf e r o n r e c e p t o r

,
t u m O r S u p p r e S S O r

g e n e

イ ン タ ー

フ ェ
ロ ソ (i n t e rf e r o n , I F N) 遺伝子 は

, 癌抑制遺伝子

と して種 々 の 細胞の 癌化に 関与 して い る可能性 が示 唆 され て い

る
1)

. すなわ ち
,
I F N の 持 つ 細胞増殖抑制活性や 免疫機 構 の 賦

清作用
2)
が 発癌抑制傲 構に 関与 する と考え られ て い る . 脳腫 瘍,

急性 リ ン パ 性 白 血 病 や 肺 癌 の 制 限 酵 素 切 断遺 伝 子 多 塑 性

(r e stri c ti o n f r a g m e n t l e n g th p ol y m o r p his m
,
R F L P ) 分析

3 ト 5)
で

ほ
,
I F N -

α お よ び IF N-βの 遺伝子 群が 存在する 第 9 染色体蔑腕

の 染色体欠失が 報告 され て い る .

一 方 , I F N 遺伝 子の 発現誘導

に ほ
,

イ ン タ ー フ ェ ロ ン 転写 調節 国子 (i n t e rf e r o n r e g ul a t o r y

f a c to r
,
I R F) が深く関 与 して い る

6)
. 今 日 ま で に

,
2 種類 の IR F

(I R F-1 ,
I R F - 2) が 同定 され て お り

, 最近 ,
I R F-1 が痛抑制遺伝子

と して機能 して い る事を 示 す報告もみ られ る
T)

. また
,
I F N が

細胞増殖抑制活性や 免疫調節作用 など の 生理 活性 を発揮す るた

め に は t
I F N と 細 胞 表 面 に 存 在 す る 受 容 体 (i n t e rf e r o n

r e c e p t o r
,
I F R) と の 結合 が必要 であ り

8)
,
I F R がI F N の 発癌抑制

機構に 関与す る可能性が 示唆され る .

本研究 で ほ
,
I F N に よ る 発癌 抑制 機構 を 明 らか に す る た め

に
,

ヒ ト癌樹立 培養細胞株 , 臨床的に 得 られ た 腎細胞癌 およ び

胃癌観織 に おけ る
,
I F N 遺伝 子の 欠失 の 有無を 調 べ

, 痛抑制遺

伝子 と し て の 意 義 に つ い て 検 討 し た . ま た
,
I R ト1

,
I R ト2

,

I F R の m R N A レ ベ ル で の 遺伝 子発現 を解析す る とと もに
, 各

種癌細胞株 の 外 因性IF N に 対す る試験管内 仲 川 壷旬 感受性を

調べ
,
イ ン タ ー

フ ェ ロ ン シ ス テ ム に お ける発 癌抑制機構 に つ い

て 検討 した .

材料お よび方法

Ⅰ . 腫瘍細胞 と培養

IF N 遺伝子 お よ びI F N 関連遺伝子の 発現を 解析 する ため に
,

3 0 種の ヒ ト癌細胞珠を 実験 に 用 い た . そ の 内訳ほ 】 胃癌 お よび

骨肉腫各 7 株 , 肺癌 5 株 , 腎細胞癌 4 株 , 頭 頭部 癌3 株 , 膀胱

癌 2 株 , 大腸癌 お よ び線維 肉腰各 1 株で あ っ た . 腎細胞癌 4 株

( A C H N , K U - 2 , N R C-1 2 , O U R-1 0) は 住友製薬 (株) 研 究所 (大

平成 5 年1 2 月1 7 日受付 , 平成 6 年1 月3 1 日受理

A b b r e vi atio n s ‥ d N T P
･ d e o x y n u cl e o sid e t ri p h o s p h at e ; IF N

,
in t e rf e r o n ; I F R , i n t e rf e r o n r e c e p t o r ; IR

,

i n hibiti o n r a ti o ; I R F
,
i n t e rf e r o n r e g u la t o r y f a ct o r ; M T T , 3 -

( 4 ,
5 - di m et h ylt hi a z o ト2 -

y l) - 2
,
5 -dip h e n ylt e t r a z oli u m

b r o mi d e ; O D 5 4 0 ･
- O p tic all d e n sit y a t 5 4 0 n m ; P C R

, p Oly m er a s e c h ain r e a c ti o n ; R F L P
,

r e St ri cti o n f r a g m e n t

l e n g t h p oly m o r p his m ; R T - P C R
,
r e V e rS e t r a n S C ri p t a s e -

p Oly m er a s e c h ai n r e a cti o n



イ ン タ
ー

フ ェ ロ ン に よ る 発癌抑制機構

阪) よ り , 肺癌 5 株 (P C-6 , P C -8 , P C-9 ･
P C -1 3

･ Q G-5 6) は 国立

九 州が ん セ ン タ p 麻 生 博 史 博 士
,

胃 癌 2 扶 ( N A K A JI M A ･

s TT K M ) お よび頭 頚部癌 2 株( N P C- T Y 8 61
,
S Q - K) ほ神奈川県

がん セ ン タ
ー 矢野間俊介博士

, 胃癌 2 株 ( K K L S
,
N K P S) は 金

沢大学 がん 研究所外科部磨伊正 義教 軌 胃癌 1 株( M K N- 2 8) ほ

福島医科大学鈴木利光博二L 胃痛1 株( N U G C
-4) は J C R B 細胞

バ ン ク (東京) よ り供与 された . 膀 胱癌 1 株( K K-4 7) は 当教室に

て 樹立 され た も の で
,

こ の 他
,
膀 胱癌 1 株 ( T 2 4) , 胃癌 1 株

( K A T O Ⅲ) , 大腸癌 1 株( C O L O 3 2 0) , 頭頭部癌 1 株 (H E p-2) ,

骨肉腫 7 株 ( H O S
,
K H O S-3 1 2 H

,
M G- 6 3

,
M N N G/ H O S , S a o s, 2 ,

S K - E S ,1 ,
U -2 0 S ) お よ び線維肉腫 1 株( H T -1 0 8 0) は

,
ア メ リ カ

ン タ イ プ カ ル チ ャ
ー コ レ ク シ

ョ
ン ( A m e ric a n T y p e C u lt u r e

C ｡11e c ti o n
,
R o c k vill e , U S A ) よ り入 手 した , 細胞 は 10 % (Ⅴ/ v)

非働化 ウ シ 胎児血清 ( GI B C O
,
G r a n d I sl a n d

,
U S A ) と 0 ･3 m g/

m l の グル タ ミ ソ ( 日水製薬, 東京) を含む R P M I-1 6 4 0 培地( ニ

プ ロ
,
大阪) 中で

,
C O 2 濃度 5 % ,

3 7 ℃ の 条件下で 培養 した .

Ⅰ .
D N A

,
R N A の抽 出

1 99 0 年12月 か ら199 2 年12 月 まで に 金沢大学医学 部付属病院泌

尿器科 お よび 関連病院泌尿器科 に て
, 6 3 症例よ り手術 に て 得 ら

れ た 臨床腎細胞癌阻織63 検 体 を , 摘 出直後 - 8 0 ℃ 以下 に 保 存

し
,
以下 の 実験 に 用い た . 2 6 症例 の 臨床胃癌組織26 検 体の ゲ ノ

ム D N A は
, 金沢大学医学部 付属 病院 第 2 外 科 よ り供与 され

た .

ヒ ト培養癌細胞 (約 10
6

個) お よ び 臨床 癌組織 (約 0 ･5 g) か

ら ,
フ ェ ノ

ー ル ー

ク ロ ロ ホ ル ム 法
9) に よ りゲ ノ ム D N A を 抽出

し
,
1 0恥 g/ m l に 調整 し,

-

8 0 ℃で 保存 した .

R N A ほ C h o m c z y n sk i ら
10)

の 方 法に 基づ い て 開発 さ れ た
,

I S O G E N ( ニ
ッ ポ ン ジ ー ン

, 東京) を用 い て 抽出
, 精製 した . す

なわ ち ,
ヒ ト培養癌細胞 10

6

個 , ある い は臨床組織的 0 .1 g 当た

り 1 m l の IS O G E N を加 え攫拝 し , 室温 で 5 分間放置後 ,
ク ロ

ロ ホ ル ム を 0 ,2 m l 加え激 しく振返 さ せ た . 室温 で 3 分間放 置

後1
4 ℃

,
1 2

,
0 00 r p m に お い て 川 分間遠心 し

,
上 清 を 回収 しイ

ソ プ ロ パ ノ ー ル を 0 .5 m l 加 え
, 室 温 で 5 分 間放 置 した . さ ら

に
,

4 ℃
,
1 2

,
0 0 0 r p m に お い て10 分間遠心 し

,
R N A を沈殿と し

て 得 た . 沈 殿は7 5 % エ タ ノ
ー ル で 洗 い

, 減 圧 乾燥 し た 後 に

200J 唱/ m トに 調整 し
, - 8 0 ℃で 保存 した .

Ⅲ . プライ マ
ー

の 作製

ポリ メ ラ
ー ゼ 連鎖反応 (p oly m e r a s e c h ai n r e a cti o n

,
P C R ) 法

およ び 逆転写反応 - ポ リ メ ラ ー ゼ連 鎖反 応 (r e v e r s e t r a n s c rip-

t a s e- P C R
,
R T ゼ C R) 法に 用 い る プ ラ イ マ ー と し て

,
I F N- α2 ,

I F N-β,
I F N l ,

ヒ ト β- グ ロ ビ ン (h u m a n βTgl o bi n) , I R ト1
,

I R F- 2
,
I F R およ び ヒ トβ- ア ク チ ン (h u m a n β

-

a Ct in) の 遺伝子配

列
11 卜 珊

よ り
, 表 1 に 示 す塩 基配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを ,

D N A 合成装置 P C R メ イ ト ( A p pli e d B i o s y s t e m s
,
C A

,
U S A )

に よ り合成 した . こ れ ら に よ り特異的に 増 幅され る D N A 断片

の 長 さは そ れ ぞれ ,
I F N -

α2 が40 4 塩基対(b a s e p air , b p) ( プ ラ イ

マ ー

1-2) ,
7 0 7 b p ( プ ラ イ マ

ー

3- 4), I F N -β が 1 7 0 b p , I F N- T が

84 b p ,
ヒ ト β一 グ ロ ビ ン が 57 6 b p , I R F

-

1 が 2 7 8 b p ,
I R F-2 が

2 78 b p ,
ヒ トβ

- ア ク チ ン が 592 b p で あ っ た .

Ⅳ . P C R 法

P C R は
, 調整 した ゲ ノ ム D N A O .5FL g ,

P C R 反 応 緩 衝 液

【10 m M T ri s
- H Cl ( p H 8 .3) ,

5 0 m M 塩化 カ リ ウ ム
,
1 .5 m M 塩化 マ

グネ シ ウ ム】,
デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド三 燐 酸 (d e o x y n u cl e otid e

trip h o s ph a t e , d N T P ) 各 =▼20 0 m M , T a q D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ

P
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3 5 0 長 谷

(P e r ki n-E l m e r C e t u s , N o r w alk
.
U S A ) 2 . 5 単 位 ,

I F N-β で ほ

0 .2 む`M
, そ の 他は 0 .5 /J M の 5

'

側お よ び 3
'

側の 各 プ ラ イ マ ー

を

含む 反応液(全量 10 恥1) 中 で 行 っ た . 加熱に よ る反応液 の 蒸散

を 防 ぐた め
,

1 0 0 pl の ミ ネ ラ ル オ イ ル (S i g m a , S t . L o ui s
,

U S A ) を 重 層 した . 反応 に は D N A T h e r m al C y cl e r ( P e r ki n-

E l m e r C e t u s) を 使用 し
, 熱変性94 ℃

,
1 分間,

ア ニ ー

リ ン グ55

℃
,

2 分間 ,
D N A の 伸長を72 ℃

,
1 分間と し

,
こ れ を 1 サ イ ク

ル と して
,
2 5 サ イ ク ル 繰 り返 した

19)
.

Ⅴ . P C R 産物の 検 出

P C R に よ り増幅 され た D N A 断 片 (P C R 産物) ほ
,
0 .5 p g/

m l ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを 含む 泳動 緩衝液 (40 m M T ris - H C l ,

2 0 m M 酢酸 ナ ト リ ウ ム
,
l m M エ チ レ ン ジア ミ ン 四酢酸 ニ ナ ト

リ ウ ム
, p H 7 .2) 中 , 定電圧 100 V に お い て 1 % ア ガ ロ ー

ス ゲ ル

(宝酒造, 京 都) で 電気泳動 を行 っ た . 泳動後 , 紫外 線照 射器

( U V ト ラ ン ス イ ル ミ ネ ー タ ー ) ( フ ナ コ シ
, 東京) 上 で ゲ ル を ポ

ラ ロ イ ドカ メ ラ を 用 い て撮影 した .

Ⅵ . R T - P C R 法

試料全 R N A I FLl に
,
5 0 p m ol の 3

'

側プ ラ イ マ ー

を 加 え
,

6 8

℃
,
1 5 分間 の 加熱処理 後 , 水冷 した . 逆転写反応 は , 逆 転写反

応緩衝 液 [50 m M T ri s- H C l ( p H 8 .3) ,
4 0 m M 塩 化 カ リ ウ ム

,

8 m M 塩化 マ グ ネ シ ウ ム】, d N T P 各 5 0 0 FLM
.
5 m M ジチ オ ト レ イ

ト
ー

ル ( ナ カ ラ イ テ ス ク
1 京 都) ,

リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害剤

(P r o m e g a
,
M a d i s o n

,
U S A ) 2 0 単位 ,

2 25 pl/ m l 牛血 清ア ル ブ ミ ン

( フ ナ コ シ) ,
お よ び 逆 転写酵 素 ( A M V-r e V e r S e tr a n S C rip t a s e)

( L if e S cie n c e
,
S t . P e r c e r s b u r g ,

U S A ) 2 単位を 含む 反応液(全

量 2 恥1) を
,
4 2 ℃で60 分間加温 して 行 っ た

2Q)
. 反応終了 後 , 9 5 ℃

で 5 分間加熱 して逆転写酵素を 失宿 させ た .

逆転写反応後 の P C R は
, 以上 の ごと く合 成 した c D N A 溶

液 ,
P C R 反応緩衝 液【8 m M T ris- H C l (p H 8 .3) ,

4 0 m M 塩 化カ リ

ウ ム
,
1 ･2 m M 塩化 マ グ ネ シ ウ ム】,

d N T P 各 20 0 p M ,
T a q D N A

ポ リ メ ラ ー ゼ 2 , 5 単位 ,
0 .5 /上M の 5

'

側 プ ラ イ マ
ー

お よ び

0 .2 5〟M の 3 ㌧測プ ラ イ マ ー

を 含む反応 液(全量 10 伸l) 中で 行 っ

M 1 2 3 -1 5 6 丁 8 9 1 0 1 1 1 2 M

一 ト 7 0 7 b p
←

5 7 6 b p

･
ト 1 7 0 b p

･ - 8 4 b p

F ig . l . D e t e c ti o n of i n t e rf e r o n (I F N) -

α2
,
I F N-β,

I F N -

T a n d

h u m a n β- gl o bi n g e n e a m plifi c a ti o n b y p oly m e r a s e c h ai n

r e a cit o n ( P C R) . T w e n ty-fi v e c y cl e s of P C R w e r e p e rf o r m -
e d o n O .5 FLg aliq u o ts of g e n o r n ic D N A i s o la te d f r o m

n o r m al kid n e y (1a n e s l
,

4
,

7 a n d l O),
f r o m r e n al c ell

C a r Ci n o m a (l a n e s 2
,

5
,

8 a n d l l) a n d f r o m r e n al c ell

C a r Ci n o m a c e l= irl e O U RTl O (l a n e s 3
,
6

,
9 a n d 1 2) . A m pli-

m e r s w e r e p r o vi d e d f o r P C R- a rn Plific a ti o n of I F N- α2 (1 a n e s

l t o 3) , I F N-β (1a n e s 4 t o 6) ,
I F N l (l a n e s 7 to 9) a n d

h u m a n β瑠l o bi n g e n e f r a g m e n ts (l a n e s l O t o 1 2) . F o r

I F N -

α2
,
th e p ri m e r s 3 a n d 4 w e r e u s e d . T h e si z e s o f th e

P C R a m plifi e d f r a g m e n ts a r e i n d i c a te d o n th e ri g h t . T h e

p r o d u c t s o b t ai n e d u si n g I F N-α2
,
I F N-β,

I F N l a n d h u m a

βTg lo b i n p ri m e r s_ W e r e St ai n e d a s th e 7 0 7
,
1 7 Q ,

8 4 a n d 5 7 6

b p f r a g m e n t s
,

r e S P e C ti v el y . M
,
H i n c ユ di g e s t of ◎X 1 7 4

D N A ( m o le c u l a r m a s s r n a r k e r) .

た ･ 以下
,

P C R の 反応条件 と増幅 され た D N A 断片の 検出ほ
,

前述の P C R 法と 同様に 行 っ た .

Ⅶ . 培養細胞 に対 する外因 性 I F N 処理

遺伝 子組 み換 え型イ ン タ ー

フ ェ ロ ンーα2 a (IF N-α2 a ) ( 日 本 ロ

シ ュ
, 東京) お よ び IF N- r ( 塩 野義 , 大阪) を

, 培 養液 中に

1 ×1 0
3

単位/ m l とな るよ うに 溶解 した .
こ の IF N を 含む培養液

中
,
C O 2 濃度 5 % ,

3 7 ℃ の 条件下で ヒ ト癌細胞株 の 2 時間培養

した . 培養後前述 の 方法 で全 R N A を 抽出 し
,
I R F-1 の 発現を

R T.P C R 法 に よ り検 出 した .

Ⅷ ･ 外因性 I F N の ヒ ト癌培 養細 胞に 対す る試験管内感 受性

試験

試験管内に お ける IF N の 感受性試験ほ
,
C a r mi c h e al ら

21}
の

方法に 準 じ
, 生細胞 の 脱水索酵素 の 還 元 能 を 指標 と す る 3-(4 ,

5- ジ メ チ ル チ ア ゾ
ー ルー2ェイ ル)-2 ,

5- ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム

ブ ロ マ イ ド(3r(4 , 5- di m e th ylt hi a z oト2- yl)-2 ,
5- di p h e n ylt er a z oli u m

b r o m id e
.
M T T ) 法を用 い て行 っ た .

ヒ ト癌培養細胞を 1 × 10 個

/ m l に 調整 し, 試験管内に こ の 細胞懸濁液 を 0 .9 m l 分注 し
, 同

時に IF N 希釈液を 0 .1 m l 加え , 3 7 ℃恒温水槽に お い て 5 分 間振

逸 した . そ の 後96 穴培養 プ レ
ー ト ( N u n c

,
Illi n oi s ,

U S A) に 1 穴

当た り 20 恥1 ず つ 分 注 し
,
C O 2 濃度 5 % , 3 7 ℃ の 条件下で72 時

間培養 した . I F N は
t 最終濃度 が l x l O

2

,
1 × 1 0

3

,
l x l O

4

お よび

1 ×1 0
5

単位/ m l に な る よ うに 調整 した . リ ン 酸緩衝液(和光 , 大

阪) に て 5 m g/ m l に 調整 した M T T 試薬(Si g m a) を 1 穴当た り

25 /上l 加 え ,
さ らに 4 時間培養 した . 上 清を 吸 引除去 し

,
ジ メ チ

ル ス ル ホ キ シ ド( 和光) を 2 0 恥l 加え , 生成 した M T T フ ォ ル

マ ザ ン を 溶解 した . 各試 料は I m m u n o r e a d e r N J-2 0 0 0 ( 日本イ ン

タ
ー

メ ッ ド
, 東 京) を 用 い て

,
.波 長 54 0 n m に お け る 吸 光度

(o p ti c al d e n sity at 5 4 0 n m , O D 5 朋) を 測 定 し た . 増 殖抑 制 率

(i n hib itio n r ati o
,
I R ) に 基づ く効果判定 は

▲ 対 照群 の 吸 光度 を

100 % と した 場合の IF N 処理 群 の 吸 光度を 対照群と 比較す る こ

と に よ り行 っ た . 増 殖抑制率 の 算 出方法を 次式に 示 す .

I R ( % ) = (1 - T / C) × 1 0 0

T : 薬剤 投与群の 平均 O D 5 4｡ 値

C : 対照 群の 平均 O D 54｡ 値

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 †0

← 1 7 0 b p

- 8 4 b p

F i g . 2 . P C R of s e ria11y d il u t e d D N A s a m pl e s . S olu ti o n of

g e n o m ic D N A (5 0 p g/ m l) i s ol a t e d f r o m r e n al c ell c a r ci n

9-
m a c ell li n e O U R-1 0 w a s d il u t e d wi th s ol u ti o n of g e n o m lC

D N A ( 5 0 /上l/ m l) f r o m c h ic k li v e r (l a n e s l
,
2 , 3

,
4 a n d 5) o r

g a s tric c a n c e r c ell li n e N K P S (l a n e s 6
,
7 , 8 , 9 a n d l O) a n d

a m plifi e d b y P C R . T h e p r o d u c t s o b t ai n e d u si n g I F N一β
a n d I F N-T P r l m e r S W e r e S t ai n e d a s th e 1 7 0 a n d 8 4 b p

f r a g m e n ts r e s p e c ti v ely . D il u ti o n of g e n o m i c D N A f r o m

O U R-1 0 c ell s : 1 a n e s 2 a n d 7
,
2▼3

; 1 a n e s 3 a n d 8
,
2. 2

; l a n e s

4 a n d 9
,･ 2Al

; l a n e s 5 a n d l O
,
2~ 0

; l a n e s l a n d 6
,

n O

g e n o m i c D N A f r o m O U R-1 0 c e11s . M
,

H i n c Ⅱ d ig e st of

◎Ⅹ 1 7 4 D N A ( m ol e c u la r m a s s m a r k e r) .



イ ン タ ー

フ ェ

.
ロ ン に よ る発癌抑制磯構

得 られ た 結果ほ S t u d e n t の t 検定 に よ り 統計学 的処 理 を 行

い
,
危険率が 5 % 以下で ある場合を 有意差あり と した ･

成 績

Ⅰ .
P C R 法に よ る各種 ヒ ト癌細胞株 に お け るIF N 遺伝子異

常の解析

正 常腎組織 , 臨床腎細胞癌艇織 , 腎 細胞癌 細胞株 ( O U R -1 0)

の D N A O .5 p g を 鋳型 と し て
,
I F N-α2

,
I F N →β,

I F N-r お よ び

D N A 増幅反応の 対照 と して用 い た ヒ ト β一グ ロ ビ ン の 各遺伝子

に 特異的な プ ラ イ マ ー

(I F N一α2 の 場合 に ほ プ ライ マ
ー

3-4) を 用

い て P C R を行 っ た . そ の 結果 ,
目的鎖長の D N A 断片が ,

い

ずれ も明 瞭 な 単
-

の バ ン ド (I F N- α2 ,
7 0 7 b p ; I F N-β,

1 7 0 b p ;

I F N l ,
8 4 b p ; ヒ トβ一 グ ロ ビ ン

,
5 76 b p) と して 検出 さ れ た ( 図

1 ) . ま た , 反応 液 中に IF N-α2 と ヒ ト β- グ ロ ビ ン
,

ま た は

IF N-β とIF N- T に 対する プ ラ イ マ ー を混合 して 加え 同時に 増幅

して も , 互 い に 影響なく 目 的の D N A 断片 が 得 られ た . さ ら

に
, 段階希釈 した 鋳型 D N A に 対 して P C R を行 い

▲ 対立 遺伝

子の 欠失に 対する検出感度 を 検討 し た . 鋳 型 D N A の 調製 に

は
,

O U R-1 0 , 受 精 鶏 卵 の 胚 の 肝 お よ び 後 に 述 べ る 如 く

IF N- a 2 と IF N-β の 両 遺伝 子 が 完全 欠失 して い た N K P S の

D N A 溶液を用 い た . O U R-1 0 の D N A 溶液 (50 FL g/ m l) を , 鶏

卵肝 の D N A 溶 液 (50 p g/ m l) ま た は N K P S の D N A 溶 液

(5 0 p g/ m l) で 2 倍 ず つ 段 階希釈 し て 調製 した D N A 溶液 (全

D N A 量 0 .5 fLg) を用い て P C R に よ る増幅 を施行 した . そ の 結

Fig . 3 . D e t e c ti o n of I F N-α2 ,
IF N一β,

I F N-γ a n d h u m a n

β- gl o bi n g e n e a m plifi c a ti o n b y P C R . T w e n ty-fi v e c y c le s

of P C R w e r e p e rf o r m e d o n O .5 FLl al iq u o ts of g e n o m i c D N A

i s ol at e d f r o m 7 g a s tric c a n c e r c e11 1i n e s . A m pli m e r s w e r e

p r o vid e d f o r P C R- a m Plifi c a ti o n of I F N-α2 a n d h u m a n

β-gl o bi n i n th e l eft h alf of th e p a n el , a n d I F N-β a n d I F N T

i n th e rig h t h alf of th e p a n el . F o r I F N-α2 , t h e p ri m e r s l

a n d 2 w e r e u s e d . T h e si z e s of t h e P C R a m plifi e d

f r a g m e n t s a r e i n di c a t e d o n t h e rig h t . L a n e s l a n d 8
,

K K L S ; 1 a n e s 2 a n d 9 K A T O Ⅲ; 1 a n e s 3 a n d l O
,
N U G C-

4 ; l a n e s 4 a n d ll
,
S T- K M ; 1 a n e s 5 a n d 1 2

,
N K P S ; 1 a n e s 6

a n d 1 3
,
N A K A JI M A ; l a n e s 7 a n d 1 4

,
M K N- 2 8 c ell li n e .

M
,

H i n c n di g e s t of ◎X 1 7 4 D N A ( m o le c ul a r m a s s

m a r k e r) .
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果 , 2 倍の 鋳型 D N A 量の 差が
,

バ ン ド強度 の 差 と して 検出 さ

れ ,
P C R 法に よ り対立 遺伝子 の 失欠が 検出可 能 で あ る こ と が

示 さ れた ( 図 2 ) .

図3 に は
,

ヒ ト胃癌細胞株 7 種 に つ い て
,
P C R に よ り特異的

遺伝子配列の 増幅 を行 っ た 結果を示 す .
ヒ トβ- グ ロ ビ ン 遺 伝子

の 増幅 D N A 断片 は
上 す べ て の 細胞株に お い て 検出され た が

,

K A T O Ⅲ お よ び N K P S の 2 株 に お い て は
,
I F N- a 2 お よ び

IF N-β 遺伝子 の 増幅 D N A 断片 (IF N- a 2 の 場合に は プ ラ イ マ ー

l- 2 , 4 04 b p) が認め られ ず
,
それ ら遺伝 子 の 完全欠失 が示 唆さ れ

た .
I F N-r 遺伝子 の 増幅 D N A 断片ほ

,
い ずれ の 細胞株に も検

出され た . こ れ ら胃痛細胞株 の 他 , 腎細胞癌 4 株 , 膀胱癌 2

株, 肺癌 5 株 , 大腸癌1 株 , 頭頚部癌1 株 , 骨肉腫 7 株お よ び

練維 肉腫 1 株に つ い て
,

同様に P C R に よ り遺伝子 欠失を調 べ

た が ,
い ずれ の IF N 遺伝 子も欠失 して い な か っ た . さ ら に , 臨

床腎細胞癌覿織6 3 例 , 臨床胃癌組織26 例に つ い ても解析 した .

た だ し
, 臨床胃癌組織 の D N A は

, 大部分が ホ ル マ リ ン 固定標

本か ら抽 出 した た め
,

D N A の 断片化を 来 して い た . し た が っ

て
,
4 04 ま た は 7 0 7 b p と比較 的大きな 領域を 増幅 する IF N 一 α2

遺伝子 の P C R に よ る解析ほ 行え なか っ た . 臨床腎細胞癌組織

で は ,
I F N -

α2
,
I F N-β およ び IF N l 遺伝子 の 増幅 D N A 断片 が

い ずれ も検出され た が
, 臨床胃癌組織26例中 3 例(1 l .6 % ) に お

1 2 M 3 4 5 M 6 丁 8 M 9 1 8 1 1 1 2

ー 2 7 8 b p

← 2 7 8 b p

F i g . 4 . D e t e c ti o n of i n t e rf e r o n r e g ul a t o r y f a c t o r (I R F ト1 ( A ) ,

I R F-2 (B ) ,
i n t e rf e r o n r e c e p t o r ( C ) a n d h u m a n β- a C ti n ( D)

m D N A b y r e v e r s e tr a n s c ip t a s e- P Oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n

( R T-P C R) . E l e v e n c ell li n e s (1 a n e s l to ‖) a n d pl a c e n t a

(l a n e 1 2) R N A w e r e re v e r s e tr a n s c rib e d a n d a m plifi ed (2 5

c y c l e s) u si n g I R FTl ,
I R F- 2

,
I R F r e c e pt o r a n d h u m a n β- a C ti n

p ri m e r s . T h e si z e s of th e R T-P C R a m plifie d f r a g m e n ts

a r e i n di c a t e d o n th e rig h t . L a n e l , M N N G/ H O S ; la n e 2
,

H T-1 0 8 0 ; 1 a n e 3
,
O U R-1 0 ; l a n e 4 , N P C-1 2 ; 1 a n e 5

,
T 2 4 ;

l a n e 6 , S Q- K ; 1a n e 7 , N P CA
'

r Y 8 61 ; l a n e 8 H E p-2 ; la n e 9
.

K A T O IⅢ; la n e lO , K K L S ; l a n e l l
,
N K P S c e11 1in e ; l a n e

1 2 , n O r m al h u m a n ;1 a c e n t a t o s s u e . M
.

H i n c Ⅱ di g e st of

◎X 1 7 4 D N A ( m ol e c ul a r m a s s m a r k e r) ･

T a bl e 2 . F r e q u e n c y of l o s s o f I F N- a 2
,
I F N - β,

a rld I F N l g e n e S O n r e n al c ell

C a r Ci n o m a a n d g a s tri c c a n c e r s a m p le s

C a n c e r

N u m b e r

Of s a m pl e s

t e s t e d

N u m b e r of s a m ple s s h o wi n g n e g a ti v e

P C R f o r g e n e f r a g m e n t s of

I F N -

α2 I F N tβ IF N -

r

R e n al c e 11 c a r ci n o m a 6 3 0 0 0

G a st ri c c a n c e r 2 6 N T
A)

3 0

a ) n o t t e st e d .
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い て ,
I F N-β 遺伝子 の 増 幅 D N A 断片が認め られ な か っ た (表

2) .

Ⅱ . R T - P C R 法 に よ る各種 ヒ ト癌細胞株 に お け るI R F - 1
,

I R F - 2 遺伝子発現

IF N-α2 お よび IF NTβ 遺伝子 の 増幅 D N A 断片 が認め られ な

か っ た K A T O Ⅲ と
r
N K P S を含 む11 株の ヒ ト癌細胞株 およ び 成

熟 ヒ ト 胎盤 よ り全 R N A を 抽出 し
,
I R F.1 .

I R F-2 の m R N A レ

ベ ル に お け る遺伝子発現 を R T-P C R 法を 用 い て 検 出 し た ( 図

4 ) . I R ト1 は細胞株種 に よ っ て 発現 の 程度が異 な っ て お り
,
1 1

株 中4 株 (H E p-2 ,
M N N G/ H O S

,
N P C - T Y 8 6 1 お よび S Q-K ) に

お い て そ の 発現 が認め られ な か っ た . I R F -2 の 遺伝 子発現も細

胸採種に よ り発現 の 程度 は異な っ て い た が
, す べ て の 細胞株に

お い て 発現 が認 め られ
, 各 IF N 遺伝子 の 異常や I R F-1 の 遺伝

子発現と の 間に 関連性 は見い だ せな か っ た .

また
,
P C R で得 られ た各遺伝子 の 増幅 D N A 断片の 塩基配列

を ダイ デ オ キ シ 法
22)

に よ り解析 し
, 目的と する m R N A の 塩基

配列 に 相補 的な c D N A を増 幅 して い る こ とを 確認 した .

Ⅲ . 外因性I F N 処理に よ る培養細胞株 にお け るI R ト 1 の 遺

伝子 発現 の 誘導

m R N A レ ベ ル で IR F-1 を 発現 して い な か っ た N P C - T Y 8 6 1

M 1 2 3 4

F i g ･ 5 ･ E ff e c t of I F N s o n I R ト1 m R N A e x p r e s si o n . T o t al

R N A w a s is ol a t e d f r o m 4 c ell li n e s (l a n e s l t o 4) t r e a t ed

W ith I F N-α2 a (il x l O
3
u/ m l) (B ) , I F NTT (1 × 1 0

3
U/ m l) (C ) ,

O r a C O m b i n a ti o n of I F N- α2 a (1 × 1 0
3

u / m l) a n d I F N- T

(1 × 1 0
3
U / m l) (D ) . A ft e r r e v e r s e tr a n s c rip ti o n ,

t h e

C O m Pl e m e n ta r y D N A w a s a m plifie d u sin g I R F-1 p ri m e r s .

A
. n o t tr e a te d . L a n e l

,
S Q - K ; l a n e 2

,
N P C- T Y 8 6 1 ; 1a n e

3
,
T 2 4 ; l a n e 4

,
H T-1 0 8 0 c el = i n e . M , H i n c n di g e s t of ◎X

1 7 4 D N A ( m ol e c ul a r m a s s m a rk e r) .

T 且bl e 3 ･ E ff e c t of I F N -

a 2 a o n th e g r o w th oE c a n c e r c ells iT7 t )iL r o

およ び S Q-K
, 低 レ ベ ル の 発現が 認め られ た H T-1 0 8 0 お よび 高

レ ベ ル の 発現が 認め られ た T 24 に つ い て ,
I F N-α2 a

,
I F N- T の 単

独処理 ,
ま た は IF N- a 2 a とI F N- T を併用 処 理 し

,
I R F-1 の 遺伝

子発現を R T-P C R 法 に よ り解析 した . H T -1 0 8 0 お よ び T 2 4 に

お い て ほ , I F N- α2 a , I F N -T い ずれ の 処 理 に よ っ て もI RFLl の 遺

伝子 発現が 克進 して お り ,
I F N-α2 a とI F N- T を併用 す る こ と に

よ り さ らに 発現 量が増加 して い た .

一 方 ,
N P C- T Y 8 61 お よ び

S Q-K に お い て ほ
,

い ずれ の 処理 に よ っ て も,
I R F-1 遺伝子 の

発現誘導は 認め られ なか っ た (図 5) .

Ⅳ .
R T - P C R 法に よ る各種 ヒ ト癌細胞株に お け る ‡F R 遺伝

子の発現

IR F-1 お よ び IR F-2 の 遺伝子 発現を 解析 した11 株 の ヒ ト 癌細

胞株お よ び成熟 ヒ ト胎盤 に つ い て
,

R T- P C R 法 を 用 い て IF R

の m R N A レ ベ ル に おけ る遺伝子発現を解析 した ( 図4) . そ の

結 果 , 細 胞 株 種 に よ っ て 発 現 の 程度 が 異 な っ て い た が
,

N P C- T Y 8 61 お よ び S Q-K に お い て は 発現 ほ 全 く認 め られ な

か っ た .

V . 外因性 I F N に よ る試験管 内感受性試験

IF N に よ る発現 誘導 を 調 べ た ヒ ト 癌細 胞株 4 株 (H T-1 0 8 0 ,

T 2 4
,
N P C- T Y 8 61 お よ び S Q- K) に つ い て

,
M T T 法 に よ り

IF N に 対す る試験管内感受性試験 を施行 した (蓑 3) . I F N-α2 a

濃度が l x l O
3

単位/ m l 以 下の 場合 ,
い ずれ の 細胞殊 に おい て も

明 らか な感受性 は認め られ な か っ た . I F N- α2 a 濃 度が 1 ×10
4

単

位/ m l の 時 , H T-1 0 8 0 株 で は M T T 法 に お け る O D 54｡ 値 が

96 .3 土2 3 .1 ( 平均値 士標準偏差) で あり
,
I F N-α2 a 非存在下に お

ける値 に 比 し有意 (p < 0 .0 り に 低 く t 増殖抑制率 61 .6 % と 感受

性 を 有 し て い た . I F N-α2 a 濃 度 が 1 ×1 0
5

単 位/ m l の 時 ,

H T - 1 0 8 0 お よび T 2 4 の 2 株が 各々 71 . 6 % ,
5 2 . 2 % の 増殖抑制

率を示 し
, 感 受 性を 有 し て い た . す な わ ち

,
O D 5｡｡ 値 は H T-

1 08 0 で は 70 . 7 ±6 .6 5
,

T 2 4 で は 11 2 士5 .56 で あ り
,
I F N-α2 a 非

存在 下 に お け る 値 (各 々 25 0 土45 .4
, 2 3 8 ±1 9 .9) に 比 し 有意

( p < 0 .0 1) に 低値で あ っ た .

考 察

ウイ ル ス 増殖抑制活性を 示 す蛋 白質 と し て 発 見 され た IF N

は
l 現在哺乳煩 に お い て ほ , 抗原性

,
産生細胞 ,

産生 様式, 分

子構造 , 酸安定性な どの 違い に よ り ,
α

, β , γ
,

山 の 4 腫類

に 分類 され て い る . こ れ らは 上記活性 に 加 えて 細胞増殖抑制活

性な ど多様な 生物活性を 持 つ サ イ ト カ イ ン の ひ と つ と して
, 生

体防御機構と 恒常性維持 に 重 要な役割 を果た して い る
23)

. 臨床

T u m o r c ell li n e

C o n c e nl r atio n o f

I F N ･ α 2 a in

c tllt u r e m e diu m

( u nit/ m l)

H T ･10 80 (6)
可

C eu via bilit
y

h)

( m e a n 土S D . 0 Ⅰゝ ｡)

C ell Yia buit y

( m e 8 n 士S D
.
O D～")

N P C - T Y 8 61 (6) S Q - K ( 6)

I R (% )
( m 慧謡‰,

IR ( % )
( mよ:

1

立憲
i

誌側,
IR ( 瑚

膵

l 伊

膵

膵

0

70 . 7 士6 .6 5
鎗

7 1 .6 112 士5 .56
傘

96 . 3 士23 . 1
轟

6 1 .8 168 士2 1 . 6

18 6 ±50 . 9 2 5 .6 165 士5 2 . 8

206 ±50 .8 17 .2 193 土4 2 . 2

25 0 士45 .4 238 士 19 . 9

2

1

8

1

2

9
<

U

8

5

2

3

1

5 58 ±6 1 . 9 - 14 .6 379 土3 6 , 2 4 .5

6 21 士 118 - 26 .0 360 士 11 .6 9 .3

6 20 ±78 .5 - 26 .0 385 士3 1 . 9 3 .0

5 94 士9 7 .3
-

20 .7 356 士3 0 . 8 10 .6

4 92 士7 3 .2 3 95 士47 . 2

a ) N u m b e r or dish e s .

b ) T u m o r c e11s w e r e in c ub at ed a t th e dilfe r e n t c o n c e nt r ati o n s o一 IF N -

a 2 a f o r 72 h rl a t 37 ℃ ･ T h e n , C ell via bilit y w a s e sti m a t ed by 3 -

(4 ,

5 -di m e th ylt hi a z o ト2 ･

yl) -2
. 5 -di p h e n ylt et r a z oli u m b r o mid e ( M T T) a s s a

y .
i n w hi ch o p tic al d e n sit y at 540 n m ( O D

s .｡) w a s m e a s u , ed .

C ) I nhibitio n r atio (IR) ( % ) = †l -( O D 川 O f t r e at e d
g

r o u p)/( O D " O f c o nt r oI E r O u p)) × 10 0 .

♯
P < 0 .OI v s . c o n t r ol g r o u p b y S t u d e nt

l

s トt e s t .



イ ン タ ー フ ェ
ロ ン に よ る発癌抑制機構

的に は IF N は
, 肝炎 な ど の ウ イ ル ス 性 疾患 の ほ か , 腎細胞

癌
24)

, 脳腫瘍
25)

, 悪性黒色膣
26)

な どの 治療 で そ の 有効性が 認め ら

れ て い る . 近年の 遺伝子 工学 の 発達 に 伴 っ て
, 各種IF N 遺伝子

の 塩基配列 が決定 され , 従来 の 天然型 で ほ な く 遺伝子 組み 換え

型の IF N 製剤が 開発 され
, 臨床応用 され て い る

271
.

一 方 ,
I F N 遺伝子 ほ

, 癌抑制遺伝 子 と して 種 々 の 細胞の 癌化

に 関与 して い る可 能性が 示 唆され て い る
‖

.
IF N- α お よ び β の

遺伝子群の 存在す る第 9 染色体短 腕 の R F L P 解析 で
, J a m e s

ら
3)
は , 脳腫 瘍34 症例中 6 例, ま た G r a n d e r ら

4)
ほ

, 急性 リ ン パ

性白血 病37 例中 6 例に
, 染色体の 完全欠失 また ほ ヘ テ ロ 接合性

の 欠失 が認め られ た と報 告 し て い る . 腎細 胞癌 に お い て も
,

0
～ 1 3 % と低頻度 で は あるが 第 9 染色体短腕 に 対立 遺伝 子 の 失

欠が認 め られ て い る
28)2 g )

. しか し 0l o p a d e ら
5)
ほ

, 肺癌由来細胞

株を 用 い た研究 で
.
I F N の 遺伝 子群の セ ン ト ロ メ ア 寄 り

,
4 メ

ガ塩基以内に 存在す るメ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン ーホ ス ホ リ ラ ー ゼ

( m e th ylth i o a d e n o si n e p h o s p h o r yl a s e , M T A P ) に 着 目 し ,
I F N

遺伝子そ の もの で ほ なく
,

そ の 近傍 に 癌抑制遺伝 子が 存在する

可 能性を 報告 して い る .
こ の よ う に

,
I F N 遺伝子の 癌抑制遺伝

子と して の 機能 は未だ 明 らか に な っ て い る とは い え な い . 本研

究では
,

ヒ ト癌 培養細胞 な らび に 臨床 腎細胞 癌組織 に お け る

IF N 遺伝子 の 異常の 有無を P C R 法を 用い て 調べ
,
I F N 遺伝子

の 癌抑制遺伝子 と して の 意義に つ い て 検討 した ,

P C R 法 に よ る IF N の 対 立 遺 伝 子異 常 の 解 析 は す で に

N e u b a u e r ら
3O)

に よ っ て 行わ れ て い る . 今回行 っ た P C R の 反 応

条件は , 彼 らの 方法を もと に
, 対立 遺伝子異常 の 解析が でき る

条件下で 行 っ た . しか し
,

2 株の 癌細胞株に お い て IF N-α2 お

よ び IF N-βの 完 全欠失が 認め られ た 以外は
,
明 らか な 異常 ほ 認

め られ な か っ た .

癌抑制遺伝子 の 遺伝子 産物 に ほ
,

R b 蛋白や p 5 3 蛋白の よ う

に 細胞周 期に 関与す るもの と
, 腫瘍増殖因子-βl や イ ン タ ー ロ

イ キ ンー6 の 様 に 細胞増 殖を 抑制す る働 きを も つ も の と が あ

る
31)

. I F N の 場合 , 癌化過程 に あ る 細胞 自身 の 産生 す る IF N

が
, 直接効果と して 増殖を 自己抑 制する と共に

, 免疫系 の 活性

化を惹起す る こ と に よ り
,

さ らな る 悪性 転換を 阻止 して い るも

の と予 想 され る . す なわ ち , 癌抑制遺伝 子 と して の 機能面に お

い て
,
IF N はR b 遺伝子 ある い ほ p 53 遺伝子 な どと ほ 異 な っ て

お り
, 対 立遺伝子 の 異常 が 直接癌化に 関与す る可 能性ほ低 い と

考え られ る . 従 っ て
,
I F N- α2 , I F N-β の バ ン ドの 完全欠失 が

め られ た K A T O ⅡⅠ や N K P S に お い て ほ ,
I F N に よ る 自己増

殖抑制作用 の 欠如が , 発癌機構 に 関与 して い る 可能性が ある と

考え られ た .

一 方 , 完全 欠失の 認め られ な か っ た そ の 他の 癌細

胞株や 臨床 腎細胞癌に お い て ほ
, 少 な くと も IF N 遺 伝子 そ の

も の の 遺伝 子産物 に 異常ほ な い も の と考 え られ
,
IF N 遺伝子 が

癌抑制遺伝 子 と して 発癌機構に 関与 して い る可 能性は 低 い と 考

え られ た .

I F N ほ 通常, 細胞か ら常 に 産生 され て い る の で は なく, 外界

か ら の 刺激 , 例え ば ウイ ル ス 感染や種 々 の サ イ ト カイ ン に よ っ

て
一

過性 に 発現誘導され る
32)

. I R F は
,
IF N- α, I F N-β お よ び多

く の IF N 誘 導遺 伝子 の 転写 開始点 よ り約1 0 0 塩 基 対上 流 の

D N A 配列( プ ロ モ ー タ ー

) に 特異 的に 結合 し
,

こ れ らの 遺伝子

の 発現調節 を行 っ て い る
33)

. 谷 口 ら
34)

は 2 種類 の IR F を 同定

し
, そ れ ぞれ IR F-1 ,

I R F - 2 と名付けた . 両 者は互 い に 桔抗 して

上 述 の プ ロ モ ー タ ー に 結 合 し
,
I R ト1 は 転写 活 性 化 因子 ,

I R ト2 ほ 転写抑制国子と して
,
I F N 遺伝子 の 発現調節に お い て
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相反 する役割 を担 っ て い る こ と が 明 らか に な っ て い る
35)

. また
▲

I R F 遺伝子 自身の 発現は
,

ウイ ル ス 感染に よ っ て 誘導され
,

さ

らに IF N 処理 に よ っ て も誘導 され る
36)

.
I R ト1 蛋白の 半減期が

わ ずか30 分樫で 不 安定で ある の に 対 し
,
I R ト2 は 8 時間と非常

に 安 定な 蛋白 で あ る
a2)

. すな わ ち
, 定 常 状態 で ほ 相対 的 に

IR F-2 が 優位 に な っ て い るが
,

ウイ ル ス 感染や IF N 処理 に よ り

一 過性に IR F-1 が優位に な り
, 急激 な IF N の 産生克進を 引き

起 こ すと い う ∴細胞増殖制御機構が存在す ると さ れ て い る
3 2)

.

I R ト1 ほ
,

ヒ = に おい て ほ第5 染色体長腕に 位 置 し て お り
3 T)

,

興味深い こ と に
,

こ の I R F-1 が 痛抑制遺伝子 と して機能 して い

る こ とを 示 す報告もみ られ る
7)

. 本研究に お い て は
, 検 討 し た

癌 細胞株1 1 株 の う ち ,
H E p-2 , H T-1 0 8 0 , N P C T Y 8 61 お よ び

S Q- E に お い て IR F-1 の 遺伝子発現が 認め られ な か っ た .

m R N A レ ベ ル で I R F-1 を発現 して い な か っ た N P C- T Y 8 6 1

お よ び S Q- K
, 低 レ ベ ル の 発現が 認め られ た H T-1 0 8 0 お よ び 高

レ ベ ル の 発現が 認め られ た T 24 に つ い て
,
I R F-1 の 遺伝子発現

が IF N に よ っ て誘導 され るか どう か を検討 した . そ の 結果 ,

H T-1 0 8 0 お よび T 24 で は 明 らか な発現量の 増加が 認め られ た

が
,

N P C- T Y 8 6 1 お よび SQ-K で は 全く発現 して い なか っ た .

I F N に よ りI R F-1 の 遺伝子発現が誘導され た H T-1 0 8 0 およ び

T 2 4 に おい て は い ずれ も,
I F N-α2 a に 対して 感受性を示 した こ

とか ら も,
I R ト1 の 発現誘導を 介する細胞増殖制御機構が 維持

さ れ て い る こ と が 推 察 さ れ た .

一 方 ,
N P Cr T Y 8 6 1 お よ び

S Q- K で は/ I R F-1 の 遺伝子発現が誘導 され な い こ と に 加え
,

I F N- α2 a に 対 して 感受性を示 さな か っ た こ と から
,

こ の よ う な

制御機構が 正 常に 作動 して い な い と考 え られ た .

I F N が細胞増殖抑制活性 , 免疫調節作用 な どの 生理 活性を 発

揮するた めに ほ
1 細胞表面 に 存在す る受容体 との 結合が 必須 と

考 え ら れ て い る
8)

. I F N-α お よ び IF N-β は そ れ ぞれ 共 通 の

IF R を介 して 作用 する こ の 受容体ほ ヒ ト で は 第21 染 色体に 存 在

して い る
38)

.
ヒ ト癌細胞株に お ける m R N A レ ベ ル で の 発現 を

P T-P C R 法に よ り検討 した と こ ろ ,
N P C- T Y 8 61 と SQ-K の 2

株に お い て は
,
IF R の 遺伝子 発現は全 く 認め られ なか っ た . 以

上 の 結果よ り
,
IF N が IR F の 発現を誘導し

,
また IF N が細胞

増殖抑制作用 を発揮す るた め に ほ
,

そ の 前段階と して
,
I F N と

IF R と の 結合
,

およ び それ に 続 く様 々 な シ グナ ル 伝達放 構が 関

与 して い ると考 え られ た .

I F N の 遺伝子 の 発癌抑制機構に お い て ほ
,
I F N 遺伝子そ の も

の の 異常と と もに
, 受容体を 介 した IRF ｣ の 発現誘導が 重要 で

あ り
,

その 機構解 明の た め に ほ , I F N
,
I R F お よ び IF R の 遺伝

子 発現を総合的に 解析 し, そ れ らの 機能発現の 意義に つ い て さ

らに 検討を加 え る必 要が あろ う . ま た
,
IF N が治療薬と して 癌

細胞に 直接的な 抗腫瘍効果 を発揮す る際に ほ
,
I F R が機能する

こ と が 必 要とな る . R T-P C R 法に よ る遺伝子 発現 の 解析 ほ , 少

量の 臨床検体に も適用 可 能で あり , 今後｣ F N に よ る癌治療 に

お い て 予 め感受性を予 測する う えで
,
IF R の 遺伝 子発現は 有用

な指標に な る と考え る .

結 論

ヒ ト癌樹立培養細胞株 , 臨床的 に 得 られ た 腎細胞癌およ び 胃

癌組織 に お ける･

, IF N 遺伝子の 欠失 の 有無 , な ら び に IR F-1 ,

I R F -2 IF R の m R N A レ ベ ル での 遺伝子発現を 解析 し
. 癌抑制

遺伝 子と して の 意義に つ い て 検討 し
, 次 の 結果を得た .

1 . ヒ ト癌細胞株に おける P C R 法を用 い た IF N 遺伝子の 欠
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失 の 有無 に 関す る 検討 で
,

K A T O Ⅲ と N K P S に お い て
,

I F N -

a 2 およ び IF N一β の 増幅 D N A が認め られず , そ れ ら遺伝

子 の 完全欠失が 示 酸 され た . すなわ ち
,
I F N に よ る自己増殖抑

制作用 の 欠如が
, 発癌鶴橋 に 関与 して い る 可 能性 が 考 え ら れ

た .

2 . R T - P C R 法を用 い た検討で
,
I F N の 転写活性化因子で あ

るI R F -1 は
, 調 べ た11 株中4 株 に お い て そ の 遺伝子発現が 認め

られ ず,
I R F -1 が 癌抑制遺伝子と して幾能 して い る可 能性が 示

竣 され た .

3 . H T - 1 0 8 0 お よ び T2 4 に お い て は
,
I F N 処 理 に よ り

IR F-1 の 遺伝子発現が 誘導された . ま た M T T 法に よ る試験管

内感受性試験 に お い て IF N に対 して 感受性を 示 した .

4 .

一

方 ,
N P C ⊥T Y 8 61 お よ び S Q

- K に お い て は
, 同様の 処

理 に よ っ て IR F -1 の 発現誘導 が認め られず
,
I F R の m R N A レ

ベ ル で の 発現も全く認め られ なか っ た . さ らに M T T 法 に お い

て も IF N -

α2 a に 対 して 低感受性 で あ っ た .

以上 の 結果か ら
,
I F N の 発癌抑制 に は IR F-1 の 発現誘 導が重

要 で あり , そ の 前段階と して
,
I F N とIF R との 結 合

,
お よ びそ

れ に 続く様 々 な シ グナ ル 伝達機 構 が 関与 して い る と 考 え られ

た .
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M e e k e r ,
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,
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S u p p r e s si o n M e c h a nis m s of C a r ci n o g e n e sis i n t h e I n t e rf e r o n G e n e F a mi ly T o ru H as eg a w a
,
D e p art m e nt of

U r ol o g y ,
S c h o ol o f M e di ci n e

,
K a n a z a w a U n i v e r si ty ,

K a n a z a w a 9 2 0 -

J ･ J u z e n M ed S c c
り
1 0 3

,
34 8 - 3 5 6 ( 1 9 9 4)

K ey w o r d s i n ter f er o n
,
i n te rft r o n r e g ul a to ry f a c t or

,
i n te r fb r o n r e c e p to r

,
t um Or S u P P r e SS er g e n e

A b s t r a ct

T h e pr e s e n c e/a b s e n c e of in te rf er o n (IF N) g e n e d ele ti o n in h un a n C an C e r C ult ur e d c ell li n e s
,
th e clinic al r e n al c ell an d

g as 打i c c ar cin o m a d s s u e s w a s i n v e stlg a te d
,
a n d th e slg ni丘c an C e Of this g e n e a s a t um Or S u p p r e SS er g e n e W a S disc u s s ed .

A ddi d o n al 1y ･
in th e h u m an C an C er C ult u r ed c ell li n e s th e e xp r e s si o n at th e m R N A l e v el of i n te rf er o n re g ul at or y fa ct or (I R F)

a n d r e c e pt o r s s p e cific f o r i n t e rf e r o n (i n t e rf e r o n r e c e p t o r
,
I F R) w e r e a n aly z e d

,
a n d t h e c a r ci n o g e n e si s s u p p r e s si v e

m e ch a mi s m s i n v oI v in g I F N w a s st u die d ･ T h e p oly m er a s e c h ai n r e a c ti o n u s ln g p n m er S S pe Ci fic f or e a c h of th e I F N -

a 2
,
I F N -

P an d I F N -

γ g e n e S W a S pe rf or m e d i n 3 0 h u m an C an C er C ul t 甘 e d c el1 1in e s
,
6 3 cli ni c al r e n al c e11 c arci n o m a 也s s u e s

,
an d 2 6

g as 廿i c c ar ci n o m a ti ss u e s ･ W it h th e e x c eptl O n Of th e 2 g a stric c ar Ci n o m a c ell l in e s
,
K A T O Ⅲ a n d N K P S

,
e a C h I F N g e n e w as

d et e ct e d in all of th e c ell lin e s an d cli ni c al c a rci n o m a ti s s u e s ･ I n K A T O Ⅲ an d N K P S
,

am Pli fi e d D N A 負･

a g m e n tS O f I F N -

α 2

a n d 『N - β w e r e n ot f o un d
,
S u g g e S ti n g d el eti o n s of th e s e g e n e s . I n a d d iti o n

,
th e e x p r e s si o n o f I R F - 1

,
an d I R F - 2 m R N A i n

l l h um an C an C er C ult ur e d c e11 1i n e s in cl udin g K A T O Ⅲ an d N K P S w a s a n al y z e d u si n g th e r e v er s e tr an S C ri pt a s e -

p Oly m er a s e

C h ain re a cti o n ･ T h e l e v el of m R N A e x p re s si o n v ari ed i n th e i n di vid u al c ell li n e s
,
W hil e n o e x p r es si o n o f th e I R F - 1 g e n e w as

f o un d i n 4 0f th e l l c ell lin es ･ O n th e o th er h an d
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e X P r e SSi o n of 血e R F L 2 g e n e w a s n ot e d i n al l of th e c ell li n e s . T h e

i n d u c ti o n o f th e I R F - 1 g e n e b y I F N w a s st u di ed i n N P C - T Y 8 6 1 an d S Q - K n o t e x p re ss in g I R F - 1
,

an d H T - 1 0 8 0 a n d T 2 4 w ith
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γ al o n e o r i n c o m bi n ati o n
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I R F - 1
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I n th e fb rm er
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m R N A
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i n v itr o s e n si ti vity tes ts w e re p erf b r m e d u si n g 3 -(4 ,

5 - di m e th y l th i a z o ト2 -

y l) - 2
,
5 - di p h e n y lt e tr a z oli um b r o mi d e

,
M T r

a ss ay ,
th e r e s ul ts o f w hic h s h o w e d s e n si ti vity to I F N ･ I n c o n tr a st

,
i n th e l a tt er
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th e r e w as n o e x p r e ssi o n o f 『R

,
an d o nl y l o w

S e n Sitivity t o IF N w a s f o un d ･ T b es e r es ults s u g g e st th at th e i n d u c d o n of I R F - 1 e xp r e s si o n is i m p o rt an t i n th e i n hi biti o n of

C an C er C ell p r oli fb r a ti o n b y I F N
･

an d th at th e bi n d in g of I F N to I F R at a n e ar 1i e r sta g e an d s u b se q u e n t si g n al tr a n s m ittln g

m e c h a ni s m s a r e i n v oI v ed .


