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はじめに

我々は、ヒト骨肉腫における網膜芽細胞腫(Rb)遺伝子、 p53遺伝子及びそれぞ

れの両者のpathwayのの関連するカスケードの変異スペクトラムをほぼ明らか

にし、その結果より骨肉腫の発生@進展にこれらの癌抑制遺伝子以外の遺伝子

が関与している可能性を見いだした。そしてこの命題を検証するために、平成8

年及び9年度の科学研究費補助金研究としてp53-/-マウス由来骨芽細胞

(MMC2)にHPV16E7を導入することでRb蛋白を不活化するという invitro 

transformationの実験系でアフローチした。その結果、臨床サンプルで観察さ

れた結果と一致して、骨芽細胞においてp53とRbを不活化しても骨肉腫細胞

は形成されず、最終的な癌形質の獲得には更なる変異が必要であることが証明

された。この実験系においてp53とRbを不活化した細胞(MMC2E7)はヌード

マウスでの麗湯形成能は認められないが、稀に長期間経過したのち腫療性増殖

を開始したものがあり、この腫場組織から細胞系を樹立した(MMC2TC)。

MMC2TCはinvivoにおいてポリクローナルな細胞系である MMC2E7の中の

稀な形質転換クローンか、あるいはinvivoの環境で何らかの付加的な変異が生

じたため完全な癌形質の獲得に至ったクローンと考えられる。いずれの場合に

しろ、 parentalのMMC2E7とは遺伝子が異なっており、その変化が癌化に重

要な役割を果たしている可能性が考えられる o そこで本研究では骨肉腫に最終

癌化に関与している遺伝子の候補を MMC2TCとMMC2E7との間で発現が変

化した遺伝子として DifferentialDisplay法を用いて単離し、その機能を解析す

ることを自的とした。
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成果

1. DDM23/RGL3 

1) cDNAクローニング

Differential Display法によるスクリーニングにより、MMC2及びMMC2E7において発

現が認められず、 TCにおいてのみ発現が検出された cDNA断片としてまず単離された。

その断片をもとに、マウス braincDNA libraryを用いたスクリーニング及び5'RACE法

により全長をクローニングした。 cDNA全長は2，507bpで2，130bpのORFを含み、 710

個のアミノ酸をコードする。 homology検索より、 rasシグナル伝達系におけるRalの

GEF(guanine exchange factor)である RalGDSの family(RalGDS， RalGDS-like， 

RalGDS like factor)に属するものであると考えられ、最近クローニングされた新たなメ

ンバーである RGL3と同ーのものであることが判明した。

2) スプライシングバリアントの存在

RT-PCRを用いた解析により DDM23/RGL3はスプライシングにより 3種類の転写産物

が産生されることが判明した(図1)。バリアントの一つはイントロン 1がスプライスさ

れずエクソン 2へつながるもので(DDM230)、これはすぐ下流に prematuretermination 

codonが生じることから、機能をもっ蛋白は産生されない可能性があるものであった。も

う一つのバリアントはやはりイント口ン 1がスフライスされずにエクソン 2に連続する

が、ヱクソン 3がスフライスアウトされエクソン 2からヱクソン4へ連続するものであ

った(DDM23V)。この場合、通常の翻訳開始部位からの ORFでは、やはり premature

termination codonを生じるが、イントロン 1内の MetをfirstMetと認識すると N端

が異なりエクソン 4以降が通常の蛋白と同じ構造をもっ蜜白を産生することになる。。こ

の場合、RalGDSfamilyに共通しているキナーゼ活性を持つと予測される CDC45ドメイ

ンを欠いて、 C端の rasinteracting domainのみをもっ蛋白が産生されることになり、

Rasのシグナルに対して dominantnegativeに作用する可能性が考えられる。

3) マウス組織及び培養細胞での発現

Multiple tissue blotによるマウス正常組織の解析では、腎臓、肝臓で発現が認められた。

培養紹胞での発現をみると骨芽細胞 MC3T3-EL脂肪前駆細胞 3T3-L1などの正常細

胞では発現は認められず、クローニングした MMC2TCに加えてマウス骨肉麗締胞株であ

るDunnで発現が認められた(図 2)0 

4) ヒトオルソログhDDM23/RGL3のクローニング

マウス遺伝子との homologyにより、データベースよりヒト ESTを同定ん、それを手が

かりとしてヒトオルソログ(hDDM23/RGL3) の全長をクローニングした。

hDDM23/RGL3はcDNAで2，582bpで2，133bpのORFによりマウスより一つ多い711

偲のアミノ酸をコードする蛋白であった。マウスとの類似性は、塩基配列で81.0%、アミ

ノ酸では 80.0%が同一で 95.0%が類縁であった。

5) hDDM23/RGL3のヒト組織及び培養締胞での発現
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培養ヒト細胞での発現をみると、骨肉腫培養細胞株 8株中 3株で発現が認められた。そ

の他に軟骨肉腫、線維肉腫の締胞株でも発現が確認された。正常組織由来の細胞での発現

は、胎児組織からの細胞では発現が認められたが成人組織から樹立された細胞株では発現

は認められなかった(図 3)。

6) ヒト骨肉腫組織における発現

ヒト骨肉腫の手術標本における発現解析では 16例中、 5伊jで明確な発現が確認できたが、

発現が低いか全く認められない麗湯も帯在していた(図 4)。

7) hDDM23/RGL3の発現導入による形質転換

二つのバリアントを含む 3種類の hDDM23/RGL3をレト口ウィルスベクターに組み込

み、前駆細胞である MMC2E7に導入、 stabletransformantを得た O 導入した

hDDM23/RGL3の発現はノザンブロットで確認できたが、血清依存性、足場依存性に変

化はなく、ヌードマウスにおける造腫場能も認められず、導入した遺伝子が癌化形質の獲

に寄与する証拠は得られなかった。

2. DDM36 

1) cDNAクローニング

MMC2及びMMC2E7で約 を検出し、その発現がMMC2TCで消失し

たcDNA断片として単離されたものである。 DDM23同様に、マウス braincDNAライ

ブラリーのスクリーニング及び5ラRACEによっての全長cDNAをクローニング

した。 ORFはであり、1，252偲のアミノ酸をコードする。その一次構造より

Immunoglobulin (IgG) 

DCC、

体ゲノム上に位置する Punc

同ーのものであることが判明した。

おマウ

I回貫通型の受容体蛋白と考えられ、

を形成すると考えられた。その後マウスア番染色

としてク口一ニングされた Nopeと

マウス培養細胞での発現を解析すると、MMC2同様に骨芽締胞株である MC3T3-E1では

発現が認められたが、骨肉腫細胞である Dunnでも発現が認められ、正常細胞であっても

NIH3T3や 3T3-L1では発現が認められなかった(図 5)。

3) ヒトオルソログ(hDDM36/hNope)のクローニング

マウス遺伝子との hornologyでいくつかのヒト ESTを同定し、さらにヒトゲノムドラフ

トシークエンスの情報より、 15番染色体長腕上の二つのオーバーラップする contig内に

hDDM36/hNopeの遺伝子座が含まれることが判明した。これらの情報と RT-PCR、

5'RACE等により、 hDDM36/hNopeの全長をクローニングした。ノザンブロットでの

転写産物のサイズは約 5.2kbでマウスより約 1kb短いが、 ORFは3，750bpとほぼ等し

く、1，250アミノ酸をコードする。アミノ酸は 87.5%が同一で、 97.4%の類縁であった。
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4) hDDM36/Nopeのヒト正常組織及び培養細胞での発現

ヒト正常組織での発現を MTBで解析したところ、マウス Nopeでの報告と類似した発現

パターンで特に骨格筋で高い発現が認められた(図 6)

5) ヒト培養骨肉腫細胞株での発現及び変異解析

骨肉腫培養細胞株では 2/8種類の細抱株で発現が消失していた(図 7)。ヒト遺伝子の各

エクソンを増幅できる PCRフライマーセットを設定してSSCPによるスクリーニングに
よる変異解析を行ったが、明らかな変異は検出されなかった。

6) ヒト骨軟部悪性腫蕩組織における発現解析

ヒト骨軟部悪性腫場組織における発現を、TaqMan法を用いた定量的RT-PCR法で解析

し間葉系幹細胞における発現を基準として比較検討した。腫蕩5JIJでみると、滑膜肉腫では

大部分で発現が低下していたのに対し、骨肉腫、 MFH、平滑筋肉腫では陽性、陰性の両

者が存在していた(図 8)。
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考察と今後の諜題

1. DDM23/RGL3について

骨肉躍において ras遺伝子の変異は非常に稀であることが諸家の報告で明らかにされてい

る。しかし rasシグナル伝達系の癌化における重要性を考慮すると何からの変異が存在す

る可能性は十分考えられる。その意味でrasの下流に位置すると考えられる ralGEFに属す

る遺伝子が DDにより検出されたことは非常に興味深い事実であった。しかしながら遺伝

子導入実験ではstabletransformantは複数得られでものの、これらは明確な癌細胞として

の形質は示しておらず、 DDM23/RGL3が骨肉腫においていわゆる癌遺伝子として作用し

ているのかについては、吏なる検討が必要である。通常の癌形質の assay(足場依存性増殖

など)以外の解析が必要である可能性があり、また骨肉腫における他の RalGDSfamilyの

メンバーの発現も検討する必要がある。マウスにおいて検出されたスプライシングバリア

ントはヒトでも存在しており、特にキナーゼドメインを欠くバリアントは rasシグナルの

dominant negativeに作用する可能性があり、その存在意義についてシグナル伝達系の解

析が必要であると考えられる。

2. DDM36/Nopeについて

形質転換した細胞で発現が消失していたことより、当初は癌抑制遺伝子である可能性を考

慮していたが、正常紹胞、癌細胞での発現解析から単純に増殖等に関連した遺伝子ではな

いことが予想された。 MMC2TCは癌化とともに MMC2及びMMC2E7が有していた骨芽

細胞としての形質を失い、未分化肉腫の像を呈していた。 DDM36/Nopeの発現は間葉系

幹細胞で認められるが、一部の肉腫細胞では低下~消失しており、特に滑膜肉腫では大多

数で低下していた。細胞起源に関連したもので、ある特定の細胞系譜に属する腫蕩で発現

していることが考えられる。 Neogeninがそのリガンドである Netrinの結合により、 cell

fateを決定するように、 DDM36/Nopeが細胞分化に関連し多者である可能性を解析する

必要がある。

3. 癌化過程に関連する遺伝子の解析

今回の DD解析によって得られた cDNA断片からクローニングされたこつの遺伝子が骨肉

腫の癌化に関連したものであることを示すデータは得られておらず、他の遺伝子の関与が

考えられる。骨肉腫に治療を考える上で、そのような遺伝子の中には、分子標的治療の標

的候補となる遺伝子が存在すると考えられ、その単離が望まれる。現在、 MMC2から自然

形質転換により骨肉腫を形成した 3種類の細胞系を樹立した。本研究での成果を踏まえて、

現在これらの細胞における遺伝子変異を MMC2と比較解析している。
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圃園田園圃幽恒』ー一←

結 語

1. p53一/ーマウス由来の骨芽細胞株 MMC2をスタートとした形質転換実験により、骨肉腫の

癌化過程で発現が変化した新規遺伝子として DDM23及びDDM36を単離し、それぞれの

ヒトオルソログもクローニングした。

2. 発現が冗進していた遺伝子である DDM23は RalGDSfamilyに属する rasシグナルの

effectorであり、 RGL3と同一であった。骨肉腫の一部で発現が認められられたが、強制

発現による形質転換能は認められなかった。

3. 発現が低下した DDM36はIgGsuperfamilyに属する受容体蛋白であり、 Nopeと同一で

あった。骨軟部麗蕩における発現解析により、間葉系細胞の特定の系統から発生した麗療

の決定に関連しているのではないかと考えられら。
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盟8. ヒト骨軟部開腫におけるhDDM36/Nopeの発現.
開麓系幹細臆における発現在1~ごした場合の各腫蟻における輯対的
発現轟を表す.
OS， osteosarcoma; C札chondrosarε0臨時 LS，liposarcoma (pleo臨orphic
or dedifferentiated); MFH，臨alignantnbrous histiocyto臨a，;LMSヲ
leiomyosarcoma; SS， synovial sarcoma; MPNST， maligna盟tperipheral 
nerve sheath tumor. 
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