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論 文 内 容 要 旨

肺癌 は世界中で患者 数が増加 してお り,肺 癌 による死亡 は,が ん死の 中で男性 は最多,女 性 も

乳 癌 に次 いで第二位 で ある。 肺癌 の約8割 を 占めて いる非小 細胞肺癌 の予後 因子 の探索 は,患 者

の予後 を推 測す るのみな らず,適 切 な治療 を行 う上で非常 に重要 な ことで ある。

Survivinは アポ トー シスを抑制 す る作用 を もつInhibitorofApoptosis(IAP)familyに 属

してい るタ ンパ ク質 の中で,唯 一細胞分裂制御機能 も有 して いる。 また一部 をの ぞ きほ とん どの

成 人正常 細胞 でSurvivinは 発現 が認 め られ ない一 方 で,非 小細胞 肺癌 を含 む各種癌 細胞で は高

率 に発現 が認 め られ てい る。 これ らの点か らSurvivinは 単 な る予 後因子 だけで はな く,が ん治

療 の 夕一 ゲ ッ ト遺 伝子 として も近年注 目されている。

これ までSurvivinは 細胞 内で は核 およ び細胞質 に局在 してい る事 が確認 されて お り,核 局在

が 予後 に影 響 を与 え て い ると考 え られ てい るが,非 小 細胞肺 癌 にお けるsurvivinの 局 在 と予後

との関係 は未 だ不 明 であ る。 また,Survivinに は5つ のvariantsの 存 在が確認 され てお り,異

な る機 能 を有 してい る と考 え られ てい るが,非 小 細胞肺癌 におけ るvariantsの 機能 の詳細 は不

明 な点 が多 い。

本研 究 では,ま ず非 小細胞 肺癌症 例100例 を対象 にSurvivinの 局在 と予後 との関係 を免疫組

織 化学 的 に検 討 した。 その結果,非 小細 胞肺癌で は核 に おけ るSurvivinの 局在 が独立 した予後

不 良 因子 であ る事 が明 らか とな った。細胞質 に局在 して いるSurvivinは 抗 アポ トー シス作用 を

担 い,核 のSurvivinは 細 胞分裂 の制御 を行 って いる と考え られて いる ことか ら,非 小 細胞肺癌

にお いて予 後 に影響 を与 えて いるの は細胞分 裂を制御す るSurvivinの 機能 であ り,他 のIAPよ

り抗 アポ トー シス作用 が弱 いSurvivinが,予 後 に多大 な影響 を与 え得 るのは,Survivinの みが

細胞 分裂制御機 能 を有 したIAPだ か らであ ると考 え られた。

次 いで,非 小 細胞肺 癌 の凍 結標本73例,細 胞株10株 におけ るSurvivinのvariantsの 発現量

をreal-timeRT-PCRに て求 め,予 後へ の影 響 を検 討 した。 そ の結果,Survivin-△Ex3及 び

Survivin-3Bが 予後不 良因子 であ り,Survivin-2Bが 予後良好 因子で あ る事 が明 らか とな った。

遺伝 子配 列上,Survivin-△Ex3に はNuclearLocalizationSequenceが 存在 してお り,核 に局

在 してい る と考 え られ てい る。 これは免疫 染色の結果 と矛盾 しない。Survivin-3Bの 局 在は不明

で あ るのだが,今 回 の結 果 か らSurvivin-3Bも 核 に局 在 してい る と考 え られ た。 更 に細胞株 に

おいて 予 後不良 因子 であ るSurvivin-3Bお よび予後 良好 因子 で あ るsurvivin-2BのmRNAを

siRNAに て 抑 制 し,そ の 細 胞 の増 殖 能 をMTTassayで 測 定 した。siRNAに よ っ て,

Survivin-3BやSurvivin-2Bの 発現 は,そ れ ぞれ単独 に抑 制可能 で あ るこ とは確認 できたが,

variantを 単独 に抑制 す るのみ では増殖能 に差 は認め られ なか った。
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一 方正 常肺 組織 におけ るSurvivinvariantsのmRNA発 現量 を求 め た ところ
,Survivin-2α

が全体 の約85%と 最 も多 く発現 していることが明 らかになった。 非小 細胞 肺癌 ではSurvivin-2α

の発現 量 は非常 に少な く,凍 結標本 で全体 の7%,細 胞株 で12%を 占め るに過 ぎず,正 常肺組織

のvariantsの 発 現様式 とは異 な っていた。
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審 査 結 果 の 要 旨

肺癌 は世界 中で患者 数 が増加 して お り,肺 癌 による死亡 は,が ん死の 中で男性 は最 多,女 性 も

乳癌 に次 いで第二 位 であ る。肺癌 の約8割 を占めて い る非小細 胞肺癌 の予後 因子 の探索 は,患 者

の予後 を推 測す るのみ な らず,適 切 な治療 を行 う上で非 常 に重要 な ことで あ る。

本論文 は非小 細胞 肺癌 において アポ トーシス関連遺伝 子 であ るSurvivinお よび そのvariants

の発現頻度 や予後 に与 え る影響 について検討 した もので ある。

実験 は非小細 胞肺癌 の手術標 本100例 に対 し免疫 染色 を行 いSurvivinの 発現 頻度 を検討 した。

また凍結 標本73例,非 小細胞肺 癌細胞株10株,正 常 肺凍結標 本20例 に対 しreal-timeRT-PCR

を行 い,Survivinのvariantsの 発現 お よび予後 に与 え る影響 を検討 した。 更 にsiRNAを 用 い

て,variantsの 発現 を特異 的 に抑制 し,細 胞株 の増 殖能 に与 え る影 響 を検討 し以 下 に示 す結 果

を明 らか に した。

1)免 疫染色 の結果,非 小細胞 肺癌で は核 にお けるSurvivinの 局在 は独 立 した予後不 良因子で あ

る。

2)細 胞質 にお けるSurvivinの 局 在は予後に影響 を与 えない。

3)NFkappaBの 発現 と細胞質 にお けるSurvivinの 局在 との間 には相 関関係が認 め られ る。

4)非 小細胞 肺癌 にお いて,Survivin-2B高 発現群 は独立 した予後良好 因子 であ る。

5)一 方Survivin-3B高 発現 群 は独立 した予後 不 良因子 であ り,Survivin-△Ex3高 発現 群 は予

後 不良 な傾 向 を示 した。

6)非 小 細胞肺癌 で は各variantの 中でwildtypeSurvivinの 発 現量が最 も多か ったが,正 常 肺

で はSurvivin-2α の発現 が最 も多 かった。

7)siRNAを 用 いて,予 後 に影響 を与 え るSurvivin-2BやSurvivin-3Bの 発現 を単独 で抑制 し

て も細 胞 の増殖能 に影 響 を与 え る事 はで きなか った,し か しvariants非 特 異 的 に発 現 を抑制 す

る と細胞 の増殖能 が低 下す る事 が認 め られた。

アポ トー シス関連遺 伝子 で あ るSurvivinは アポ トー シス抑制作 用だ けで はな く,細 胞周期を

制御 す る作用 も有 して いる。 本研 究で は非 小細 胞肺癌 の予後 に影響 を与 えるの は,核 に局在 し細

胞周 期制御 に関与 す るSurvivinで あ る事 を明 らか と した。 また5つ のvariantsす べ ての発現量

をRT-PCRで 解析 したのは本研究 が初 めてで あ り,予 後 に影響 を与 え るvariantsを 明 らか に し

た。

よって,本 論 文 は博士(医 学)の 学位論文 と して合 格 と認 め る。
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