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論文内容 の 要 旨

lp36 1こ位置する RUNX3は、 Runtl'メインを有する RUNX7ァミワーに属し、 S血 ad213と結合することにより TGF-

β5ノグナル伝達調節に深く関与する遺伝子と考えられている。さ告に、 RUNX3ノックアウトマウスの解析を行うと胃上皮

粘膜の肥厚が観察され、その原図として腎と皮細胞の増殖充遂と TGF-β刺激によるアポトーシスの抑制が兇られること、

胃癌における RUNX3の発現低下がよるられるとと、およびRUNX3に盟utationのある胃癌細胞をヌードマウスに皮ド接積

すると騒繕形成の増加を認めることなどによI?RUNX31ま婚抑制遺伝子であると考えられている。この lp総領域は胃艦、

胆道癌、勝癌などの消化器癌をはじめ、様々な癒細胞において高頻度に欠欠が認められることは既に報告されているロ一方、

胆道癌や騨癌においては TGF-β/自盟d 経路の障害はその腫療化に重要な役割jを持っと考えられている。そこで本研究は

TGF-β シグナルにおける RUNX3の機能解析について胆遂痛細胞株において検討した。

〔方法と結果)TGF-β/呂盟ad経路は正常でRUNX3を発現Lていない胆讃癌細胞株Mz-ChA-2Iこ丑UNX3発現プラスミ F

pcDNA3.IIRUNX3とベクタープラス<l' pcDNA3.1をトランス 7ェタションし、 4種類の RUNX3発現Mz-ChA-2タ口

一ンとコント口一Jレタ E ーンを得た。これらの細胞を用いて細胞婚殖実験、 7ローサイトメトワー、ウエスタンプロット法

により RUNX3の機能を解析した。コント口一Jレの締胞では TGF-βによる増殖抑制は軽度であったが、 RUNX3発現

Mz-ChA-2においては己の増殖抑制が有意に増強され、 7ローサイトメトリーによる解析では TGF-β依存性の総胞周期G1

期停止が有意に増強された。どのクローンにおいても TGF-sによるアポトーシスは増強吉れなかった。ウエスタンブロッ

ト訟による細胞燭期関連因子の経時的な解析ではコントロールの細総における TG払 βによる p21の発現誘導は軽度であっ

たものがRUNX3発現Mz-ChA-2Iこおいて増強され、それに伴う qぬnDlおよび cyclinEの発現抑制がみられた。また

RUNX3siRNAにより TGF巴 β依#性p21発現誘導は減少し、SMAD4siRNAによりこのp21発現誘導はみられなくなった。

さらにヌードマウコえにおける閣官刊の実験では RUNX3の発現量に比例して腫場形成の抑申jがみられた。

(結語〕股道癌細胞株Mz-ChA-2において RUNX3を強発到させることで TGF-sによる増殖抑制jがより増強吉れることを

証明Lた。またそのメカニズムとして RUNX3はTGF-s依存性p21の発現誘導およびその結果としての級胞周期停止によ

る婚殖抑制jにおいて重要な役割jを担っていると考えられた。

論文審査の結果の要旨

lp3告に位置する RUNX3はRuntドメインを有する RUN宜ブァミワーに属し、自盟ad213と結合LTGF-β シグナノレ伝達

調節に官製く関与している。また RUNX31孟様々な癌細胞において高頻度に本活イじされ、癌抑制遺伝子であると考えられてい

る。本研究で申請者はTGF-β シグナんにおける RUNX3の機能解析について阻道癌細胞株で検討した。まず RUNX3を発

現していない胆道癌細胞株Mz心hA巴21こRUNX3を強発現させた細胞を用いて機能解析を行った。その結果RUNX3告強制

発現吉せることで TGF巴 β刺激によるシグナんが増強されること告 TGF-βに反応する領域告プロモーターとしたんシフェ
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ラーぜアッセイで確認した。また TGF四 β依存性のアポト-'" A よ哩も TGF四 β依存性G1英語停止が有意に増強され、 TGF叩

β依存性増殖抑制が誘導されることを確認したむウエスタンプロット法による細胞周期関連国手の経時的解析では TGF-s

刺殺により p21が誘導されcyclinDlが抑制されることをRUNX3発現綱般において確認した。さらにヌードマウスにおけ

る実験ではR広昭3の発現量に比例して腫嬢形成の抑制jがみられた。以上より組道癒細胞株へのRUNX3強発現により TGF-

S依存性iこp21が発現誘導され、その結果細胞周期停止による増殖抑制を引き起こすことで RUNX3が癌抑制遺伝子として

機能していることが示唆された。

以との研究は RUNX3の機能の解明i己貸献し、癌抑制遺伝子の研究に寄与するところが多い。

したがって、本論文は博士(医学)の学位論文として錨値あるものとみとめる。

なお、本学位授与申請者は、平成 19年品月 18日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合格と認められたもので

ある。




