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論文内容要旨

               研究目的

  PTEN 遺伝子は1997 年に同定された新たな癌抑制遺伝子であるが, 子宮内膜癌において高率

 に変異が報告されている。 さらに, 子宮内膜癌の前癌病変においても, PTEN 遺伝子の変異が報

 告されている。 本研究の目的は, PTEN 遺伝子の変異をもつ子宮内膜癌細胞株に対 してアデノウ

 イルスベクターを介 した正常 PTEN 遺伝子の導入を行うことによ り, PTEN 遺伝子の変異が子

 宮内膜癌 の発癌過程の初期変化と して重要な 役割 を果た しているかどう かを検証するこ とであ る。

               研究結果

  正常 PTEN 遺伝子の cDNA をライ ブラリースクリーニングによってクローニングし, CAG プ

 ロモーターにより制御されるように Ela, Elb, E3 欠損5型アデノ ウイルスベクターに組み込

 んだ。 このベクターを感染させることで, PTEN 遺伝子を導入した HECIA で PTEN 蛋白の発

 現が安定 して得られることを確認した。 対照と して同様の構築をもち PTEN 遺伝子の代わりに

 1acZ 遺伝子を含むウイ ルスベクター を用いた。

  PTEN の変異株2種を含む4種に対して, mock, AdCA-1acZ (MOI 30), AdCA-PTEN (MOI

 30) で処理を行い, 細胞数を経時的に計測したところ, 感染から 72 時間の時点で, HECIA,

 KLE では lacZ 導入群と PTEN 導入群では有意差が認められなかったが, PTEN 変異株である

 正shikawa 3H12 において, mock 群に対して 1acZ 遺伝子導入群が80.1 (±3.O) %, PTEN 導入

 群が 20.1 (±2.6) %, 同様に PTEN 変異株である RL95-2 において, mock 群に対して 1acZ 遺

 伝子導入群が88.9 (±6.3) %, PTEN 導入群が28.9 (±3.6) %と, Ishikawa 3H12 と RL95-2

 では PTEN 遺伝子導入群において有意な細胞数の低下が認められた (P<0.05)。

  Apoptosis の確認のために, 遺1云子導入を行った Ishikawa 3H12 において核の DAPI 染色を

 施行したところ, PTEN 遺伝子導入群において核の断片化が認められた。 また, TUNEL 法によ

 る apoptosis 細胞の計測結果は, HECIA において mock, AdCA-1acZ (MOI 30), AdCA-PTEN

 (MOI 30) それぞれの処理群の陽性率が, 2.0 (±L4) %, 1.3 (±0.9) %, 3.2 (±0.4) %で

 あり, 同様にIshikawa 3H12 において, 6.7 (±2.2) %, 7・6 (±2.1) %, 38.3 (±2.1) %と,

 PTEN を導入した Ishikawa 3H12 細胞において有意に TuNEL 陽性細胞が増加していた (P<

 0.05)。

  感染処理を行ってからマウスの皮下に腫瘍細胞を注射した εエ θ`θo の実験では, mock 群,

 AdCA-lacZ 群では, それぞれ6/6, 5/6と腫瘍の生着・増殖が認められたが, AdCA-PTEN 群
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 では 0/8 と処理を行ったすべてのマウスで生着が認め られなかった。

  以上より, 1) 子宮内膜癌で高率に認められる PTEN 遺伝子の変異は, 子宮体癌の成立に関

 わる重要な遺伝子変化であると考えられた。 2) しか し, PTEN 遺伝子の多様なシグナ ル伝達経

 路の解明が今後の課題であ る。

               研究の意義・独創的な点

  子宮内膜癌の臨床検体において高率に認められている PTEN 遺伝子の変異が, 子宮内膜癌の

 発癌過程において重要な役割を担っていること機能的な面から証明したことが, 本研究の意義か

 っ独創的な点である。
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 審査結果の要旨

  PTEN 遺伝子は1997年に同定された新たな癌抑制遺伝子で, 同定された当初から複数の癌の

 発生進展に関与する可能性が指摘されていた。 筆者は, glioma, 肺癌, 乳癌, 腎癌, 膵臓癌,

 卵巣癌の臨床検体を用いて本遺伝子の変異を検索 し, glioma 以外には変異が認められないこと

 を報告した。 続いて, 子宮内膜癌において変異を検索 し5596と高率に変異が認められることを報

 告し, PTEN 遺伝子の変異には臓器特異性があることを示した。 子宮内膜癌では, 前癌病変に

 おいてもPTEN 遺伝子の変異が報告されている。 本研究の目的は, PTEN 遺伝子の変異が子宮

 内膜癌の発癌過程の初期変化と して重要な役割を果た しているかどう かを検証するこ とであ る。

  本研究においては, 正常 PTEN 遺伝子を発現するように構築した Ela, Eib, E3欠損5型アデ

 ノウイルスベクターを感染させることで PTEN 遺伝子を導入 した。 対照と して同様の構築をも

 ち PTEN 遺伝子の代わりに iacZ 遺伝子を含むウィルスベクターを用いた。 PTEN 遺伝子の変異

 子宮内膜細胞癌株2種を含む4種に対して, mock, AdCA-lacZ (MOI 30), AdCA-PTEN

 (MOI 30) で処理を行い, 細胞数を経時的に計測したところ, 感染から72時間の時点で, PTEN

 変異株である Ishikawa 3H12 において, mock 群に対して 1acZ 遺伝子導入群が80.1 (±3.0) %,

 PTEN 導入群が20.1 (±2.6) %, 同様に PTEN 変異株である RL95-2 において, 各群88.9 (±6.3)

 %, 28.9 (±3.6) %と, PTEN 遺伝子導入群において有意な細胞数の低下が認められた。

 Apoptosis の確認のために, 遺伝子導入を行った Ishlkawa 3H12 において核の DAPI 染色を施

 行したところ, PTEN 遺伝子導入群において核の断片化が認められた。 また, TUNEL 法による

 apoptosis 細胞の計測結果は, PTEN 変異の認められなかった HECIA において mock, AdCA-

 lacZ (MOI 30), AdCA-PTEN (MOI 30) それぞれの処理群の陽性率が, 2.0 (±1.4) %, 1.3

 (±0.9) %, 3.2 (±0.4) %であり, 同様に Ishikawa 3H12 において, 6.7 (±2.2) %, 7.6 (±2.1)

 %, 38.3 (±2.1) %と, PTEN を導入した Ishikawa 3H12 細胞において有意に TUNEL 陽性細

 胞が増加 していた。 さらに, 感染処理を行ってからマウスの皮下に Ishikawa 3H12 を注射した

 θx oZooの実験では, mock 群, AdCA一}acZ群では, それぞれ6/6, 5/6と腫瘍の生着・増殖が認

 められたが, AdCA-PTEN群では0/8と処理を行ったすべてのマウスで生着が認められなかった。

  本研究は, 子宮内膜癌の臨床検体において高率に認められている PTEN 遺伝子の変異が, 子

 宮内膜癌の発癌過程において重要な役割を担っていることを機能的な面から証明 したもので, 本

 論文は学位に値する ものと判断す る。
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