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肝細胞癌におけるサイタリンAとp53の異常発現

免疫組織化学的ならびに転写レベルにおける検討

穀野　真一郎
東京医科大学内科学第四講座

（指導：斉藤利彦主任教授）

【要旨】　ヒト肝細胞癌組織におけるサイタリンAとp53遺伝子の発現を免疫組織化学的に検討した．ヒト

肝細胞癌症例10例においてサイタリンAとp53はそれぞれ4例発現していた．そのうちびまん性に発現し

た症例でサイタリンAとp53の発現の分布はほぼ一致していた．サイタリンA遺伝子のプロモーター領域

をluciferaseレポーター遺伝子の上流に組み込んだプラスミドDNAを肝癌由来の細胞株であるHepG2，

Huh7，　HLEに導入し，サイタリンAの転写活性を調べた．その結果，サイタリンAプロモーター活性は

Huh7が最も高く，HepG2，　HLEでは低い傾向にあった．また，サイタリンAプロモーターの転写因子の

結合塩基配列を含む領域の5’端を欠失させると，プロモーター活性は著明に抑制された．さらにp53がサ

イタリンAの転写活性に及ぼす影響を調べるために，正常型および変異型p53発現プラスミドを肝癌細胞

に導入した．その結果，すべての細胞株で正常型p53遺伝子導入により，サイタリンAのプロモーター活

性は著明に抑制されたが，変異型p53遺伝子導入では，　HLEではサイタリンAのプロモーター活性は影響

を受けず，HepG2では活性化，　Huh7では抑制される傾向にあった．以上より肝細胞癌の増殖，進展にサイ

タリンAとp53が相互作用しながら，深く関与していることが明らかになった．このような観点より，サ

イタリンA遺伝子の発現の抑制あるいはp53遺伝子の導入は肝細胞癌の治療に有効な方法となる可能性が

あると思われる．今後さらに他の細胞周期関連因子が肝細胞癌の増殖，進展にどのように関与しているのか

詳細に検討することは，さらに新しい治療法の開発に重要なことと思われる．

はじめに

　肝臓癌による年間死亡者数は3万人以上にものぼ

り，男性では肺癌，胃癌に次いで多くを占めている．

肝臓癌に対し，外科手術，経皮的エタノール注入療

法及び肝動脈塞栓術などが行われているが，再発を

繰り返し，満足な長期予後は得られていない．この

現状を打開するためには，肝臓癌の発癌，進展の機

序を明らかにし，それにもとずく治療法の開発が必

要とされている．近年，細胞周期調節機構の研究の

進歩により，発癌のメカニズムの解明は飛躍的に進

みつつある．細胞周期はサイタリン，cdk，　cdk抑

制因子及び癌抑制遺伝子などが複雑に作用しあって

調節されている．種々の癌でこれらの異常が指摘さ

れており，これらの関連を明らかにすべく研究が進

んでいる．細胞周期の進行は，細胞周期の時期によ

って特異的に誘導される多くの種類のサイタリンや

サイタリン依存性キナーゼ（cdk）によって調節さ

れている．サイタリンの中の1つサイタリンAは細

胞周期のG1後期からM期にかけて作用し，　G1～S

期ではCDK2と，　G2～M期ではcell　division　cycle

2（CDC2）と複合体を形成する．サイタリン

A／CDK2複合体はキナーゼ活性をもっており，

pRBやヒストンH1などをリン酸化し，　G1からS

期への移行そしてDNA複製を誘導する1～5）．一方，
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細胞周期に抑制的に作用するp53遺伝子はDNA腫

瘍ウイルスSV40によりトランスフォームさせた細

胞で，SV401arge　T抗原と複合体を形成する蛋白質

の遺伝子として同定された．当初p53遺伝子は癌遺

伝子と考えられていたが，正常型p53は細胞の増殖

を抑制する癌抑制遺伝子として働くことがわかって

いる．p53遺伝子の機能はDNA損傷性ストレスを

受けた細胞において娘細胞に変異をもったDNAを

伝えないために，細胞周期をG1期で停止させたり，

アポトーシスを誘導すると考えられている．p53に

よってp21（WAF　1／CIP　1）6），サイタリンG7〕，

BAX8），　GADD459）などの遺伝子の発現が誘導され，

細胞増殖抑制に働くことが知られている．サイタリ

ンAやp53を含め細胞周期を調節している因子の異

常が多数報告されている．サイタリンの中でも，サ

イタリンDとサイタリンEは種々の癌で過剰発現

することが知られている10～13）．今回我々の検討し

たサイタリンAについても乳癌！4），大腸
癌15），血液悪性腫瘍1，16）などでその過剰発現が報告

されている．肝細胞癌に関しても，サイタリン遺伝

子の異常が指摘されている．進行肝細胞癌の一部で

サイタリンD1の遺伝子の増幅と過剰発現が報告さ

れている17・18）．また，肝細胞癌でB型肝炎ウイルス

遺伝子がサイタリンA遺伝子の中に挿入され，サ

イタリンAのN末端が肝炎ウイルスのpre－S蛋白質

に置換されている症例が報告されている19）．一方，

p53遺伝子の異常はヒトのほとんどすべての癌で，

約50％に認められ20・　21＞，肺，大腸，乳腺などの癌

で高頻度に認められる22）．肝細胞癌でもp53遺伝子

の異常23＞が指摘されており，肝癌由来の細胞株に

おけるp53のDNA，　RNAおよび蛋白の異常やヒト

肝癌組織でのp53遺伝子の点突然変異24）が報告さ

れている．アフラトキシンB1の汚染地域で，肝細

胞癌の発生率の非常に高い中国と南アフリカのある

地方で，肝細胞癌症例の50％にp53遺伝子の点突

然変異を認め，そのほとんどがグアニンからチミン

への変異であるという報告もある25・26）．このように，

細胞周期調節機構iにおいてサイタリンAとp53は重

要な役割を果たしており，その発現，機能の異常は

癌の進展に密接な関連性を持っていると考えられ

る．本研究では，肝癌の増殖，進展にサイタリンA

とp53がいかなる機序で関与しているのか明らかに

するために，ヒト肝癌組織におけるサイタリンA

とp53の蛋白レベルの発現を免疫組織化学的に検

討するとともに，培養肝癌細胞において，サイタリ

ンA遺伝子の発現にp53がどのように関与している

のか，遺伝子の転写レベルで検討した．

実験材料と方法

　1．ヒト肝細胞癌組織におけるサイタリンAおよ

　　びp53の発現の免疫組織化学的検討

　1．免疫染色

　手術により摘出された10例の肝細胞癌組織を検

討した．10％ホルマリン溶液で固定しパラフィン

包埋されている組織を使用した．サイタリンA，

p53免疫染色およびHematoxylin－Eosin染色用に，3

枚の連続切片を6μmに薄切した．免疫染色は抗サ

イタリンA抗体（BF　683；Santa　Cruz　Biotechnology，

USA）と抗p53抗体（Do－1；DAKO，　Denmark）を用

いて行った．免疫組織化学的染色はアビジンービォ

チンーペルオキシダ一心複合体法により，Histofine

SAB－PO（M）detector　kit（ニチレイ，日本）を用

いて行った。それぞれの切片はキシレンにて脱パラ

フィン化し，アルコール処理した．その後のマイク

ロウエーブ処理は0．01M酢酸緩衝液（pH　6．0）中

で15分間行った．内因性ペルオキシダーゼ活性を

阻止するために0．3％過酸化水素を加えた．そして

非特異的反応を阻害するために，正常ヤギ血清と反

応させた．一次抗体をPBSで100倍に希釈し，切

片と40Cで一一晩反応させた．ビオチン標識抗ウサ

ギIgGヤギ血清とペルオキシダーゼ標識ストレプ

トアビジンによるストレプトアビジンービオチン化

抗体法で，diaminobenzidineを基質として免疫染色

を行った．対比染色はヘマトキシリンで軽度に行っ

た．

　2．免疫組織化学的染色の評価

　染色評価は核がbrownishに染色されたものを発

色の程度にかかわらず陽性細胞とした．それぞれの

切片の腫瘍細胞に占める陽性細胞の割合により以下

に示すように分類した；陽性細胞が全く認めらない

ものをnegative，（一）とした．また陽性細胞の割

合が1～50％のものをfocally　positiveあるいは

regionally　positive，（＋）とした．さらに陽性細胞の

割合が50％以上のものをdiffusely　positive，（＋＋）

とした．
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　II．肝癌細胞株のサイタリンAプロモーター活

　　性とその活性に及ぼすp53遺伝子導入の影響

　1．プラスミドD：NA

　肝癌細胞株のサイタリンAの転写活性を調べる

ために，サイタリンA遺伝子のプロモーター領域

をluciferaseレポーター遺伝子の上流に組み込んだ

プラスミドDNA（pCyclin　Aluc）27）を実験に使用

した．Fig．1にpCyclin　A－lucの構造を示す．実線部

分は，βラクタマーゼ及び大腸菌由来である

pBR322ベクターのうちのPvu　II－EcoR　Iフラグメ

ント部分で，この領域にはアンピシリン耐性遺伝子

を含む．また白抜き太線部分はSV　40由来の部分で

あるが，SV　40のプロモーター部分は除去されてい

る．さらに，矢印で示すようにサイタリンAプロ

モーター領域の下流にルシフェラーゼ遺伝子が連

結されている．このプラスミドDNAが癌細胞など

のサイタリンAが高発現している細胞に導入され

ると，サイタリンAプロモーター領域が活性化さ

れ，その下流のルシフェラーゼ遺伝子が翻訳され，

ルシフェラーゼアッセイにおいて高い発光反応を

示す．pCyclin　A－lucのプロモーター領域をFig．2の

ごとく，5’末端を欠失させたconstruct　1，2および

3を用いてルシフェラーゼアッセイを行い，プロモ

ーター活性の発現に関与する領域を解析した．p53

発現プラスミドは正常型p53発現プラスミド

pC53SN3．3および変異型p53発現プラスミド

pC53SCX3．3を用いた．コントロールとして

pCMVneoを用いた．　pC53SCX3．3とpC53SN3．3と

の違いは，一つの塩基がCからTへと異なること

により，pC53SCX3．3はp53のコドン143において

アラニンがバリンへと変化している28）．以上のプラ

EcoR　1

　て
セ避

pCyclin　A－luc

：ly　：：’：’　：：　11113ciinAprosgv　NeS

8
野

Bgl　II

Fig．　1　Schematics　of　Cyclin　A　promoter　region　in　plas－

　　　mid　DNA，　which　contain　the　luciferase　gene　as　a

　　　reporter．　Thin　lines　denote　beta　lactamase　and　E．

　　　coli　origin　of　replication　sequences　derived　origi－

　　　nally　from　Pvull－EcoRI　construct　of　pBR322．

　　　Blank　bar　denotes　sequences　derived　from　SV40．

　　　Luciferase　coding　sequence　is　linked　downstream

　　　of　cyclin　A　promoter　region．

スミドDNAでMax　efficiency　DH　5αcompetent

ce11（Gibco　BRL，　U．SA．）をtransformし，　Endo－

free　plasmid　maxi　kit（Qiagen，　Germany）にて大量

調製し，実験に用いた．

　2．肝臓癌細胞株の培養

　ヒト肝癌由来の細胞であるHepG2，　Huh7，　HLEは

lkb　500bp　　　　　　　　　　Spl　Spl　Spl　ArlF　p53　Spl

一413

一202

＋5

一126

＋5

＋5

Construct　1

Construct　2

Construct　3

Fig．2　Deletion　analysis　of　the　cyclin　A　promoter　elements．　The　sites　for　known　transcription　factors　in　the　promoter

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む　　　are　shown　on　the　top．　Plasmids　containing　variable　length　of　the　5Af　flanking　sequence　of　the　cyclin　A　gene　and

　　　luciferase　gene．
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いずれも理研ジーンバンク・細胞開発銀行より分譲

されたものを使用した．これらの細胞を6－we11組織

培養用プレート（Falcon，　Japan）上に2×105　ce11／

wellの細胞数で培養を行った．培地はDulbecco’s

Modified　Eagle　Medium　（D－MEM）　（GIBCO　BRL，

USA）に，10％FBS（fetal　bovine　serum）を加え

たものを使用した．これらの細胞をCO2Water
jacketed　incubator内で，37QC，5％CO2にて培養iし

た．培養開始24時間後に約50～60％のconfluency

であることを確認したのち，後述のごとく遺伝子導

入を行った．

　3．肝癌細胞への遺伝子の導入

　6－we11組織培養プレートに前述の方法で培養した

細胞に，以下の方法で遺伝子導入を行った．実験は

すべて同様に3回行い，その平均値を結果とした．

1wellあたり，A液として無血清のD－MEM培地

100μ1にそれぞれのプラスミドDNAを1μgを加え

たものと，B液として無血清のD－MEM培地100μ1

にcationic　liposomeであるlipofectin29・　30）を5μ1加

えたものを30分室温で放置した後，A液とB液を

混合し，さらに20分室温で放置し，これにD－

MEM（10％FBS）を0．8ml加えて，全量約1m1の

プラスミドDNA－lipofectin　complex　1容液を調製し

た．この溶液を細胞をPBSで2回洗浄した後，プ

レート上に加えた．その後24時間反応させ，無血

清のD－MEMにて2回洗浄した後，　D－MEM
（10％FBS）を各wellに2m1加え，24時間培養を

行った．

　4．肝癌細胞のサイタリンAプロモーター活性の

　　測定

　細胞をPBSで2回洗浄後，5倍濃培養細胞融解

剤　（Toyo　ink，　Japan）にPBSを加え1倍濃にした

溶液を150μ1つつ各wellへ加え，室温で15分間放

置後スクレーパーで細胞を回収し，12，000rpm，2

分間遠心後，上清を細胞抽出液としてルシフェラー

ゼアッセイに用いた．ルシフェラーゼアッセイは，

細胞抽出液20μ1に発光基質液　（137mM　NaCl，2．7

mM　KCI，　4．3　mM　Na2HPO4，　1．4　mM　KH2PO4，　20　mM

Tricine，　1．07　mM　（MgCO3）‘Mg　（OH）2・5H，O，2．67

mM　MgSO4，　O．1mM　EDTA，　33．3　mM　DT［F，　270　paM

Coenzyme　A，470μM　luciferin，530μM　ATP）を100

μ1加え，ルミノメーター　（Lumat，　Biorad，　USA）に

て20秒間の発光量（RLU）を測定した．また同時

にこの細胞抽出液をBCA　protein　assay　kit（Pierce，

USA）を用いて蛋白定量も行い，単位蛋白量あたり

のルシフェラーゼ活性（RLU／100μg　protein）を算

出した．蛋白定量は96－well　ELIZA測定用プレート

（Falcon，　Japan）に細胞抽出液10μ1とworking

reagent（BCA　protein　assay　kit，　Pierce）を200μ1を

入れ，30秒間振動混和後，37。C，30分間放置した．

その後562nmにおける吸光度を測定し，アルブミ

ン標準液より作製した検量線を用いて細胞抽出液の

蛋白濃度を算出した．ルシフェラーゼアッセイの活

性値（RLU）と蛋白濃度より，蛋白量あたりのルシ

フェラーゼ活性（RLU／100μg　protein）を算出し

た．

　5．p53遺伝子とpCyclin　A－lucとの

　　cotransfection

　6－we11組織培養用プレートに各細胞を前述の方法

で培養し，培養開始後24時間後にLipofectinを用

いて，pC53SN3．3，　pC53SCX3．3およびpCMVneoを

それぞれ1μg／wellとpCyclin　A－luc　1　pag／wellを混合

して遺伝子導入を行った．24時間培養後，細胞を

回収し，前述の方法でルシフェラーゼアッセイと

蛋白濃度の定量を行い，単位蛋白量あたりのルシフ

ェラーゼ活性を算出した．

結 果

　1．ヒト肝細胞癌組織におけるサイタリンAおよ

　　びp53発現の免疫組織化学的検討

　ヒト肝細胞癌組織10症例におけるサイタリンA

およびp53発現の免疫組織化学的検討の結果を

Table　1に示す．10例の肝細胞癌のうち，4例が腫

瘍細胞の核内にサイタリンA蛋白の発現を認めた．

4例のサイタリンA発現例のうち1例がdiffusely

positiveであり，残りの3例がfocally　or　regionally

positiveであった．一方，　p53についての検討では，

10例の肝細胞癌のうち，4例が腫瘍細胞の核内に

p53蛋白の発現を認めた．4例のサイタリンA発現

例のうち1例がdiffusely　positiveであり，残りの3

例がfocally　or　regionally　positiveであった．サイタ

リンA蛋白の発現症例とp53蛋白の発現症例は一一致

していた．サイタリンA蛋白の発現とp53蛋白の発

現が共にdiffusely　positiveであった症例1の連続切

片におけるHE染色，サイタリンAおよびp53免疫

染色の光顕像をFig．3に示す．サイタリンA蛋白の

発現の分布とp53蛋白の発現の分布はほぼ一一致して

いた．また，肝癌組織の病理学的分化度とサイクリ
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Table　1 Result　of　immunostaining　for　cyclin　A　and　p53　in

hepatoceller　carcinomas　according　to　histology．

Patient

　No．

　Degree　of
differentiation

P53 cyclin　A

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

　poor
moderate

　poor
　well
moderate

　well
moderate

　well

　well
moderate

十十

十

十

十

十十

十

十

十

ンAおよびp53発現の関連性に関しては，　Table　1

に示すように分化度のより低い癌でサイタリンA

とp53の発現が共に高頻度になる傾向があった．

　II．肝癌細胞株のサイタリンAプロモーター活性

　Fig．4に肝癌細胞のルシフェラーゼアッセイによ

るサイタリンAプロモーター活性（construct　1）を

示す．HepG　2，　Huh　7およびHLE細胞のルシフェ

ラーゼ活性は，それぞれ128290，5114710および

15984（RLU／100μg　protein）であった．サイタリ

ンAプロモーター活性は細胞の種類によって差が

みられ，Huh7が最も高く，HepG2，　HLEでは低い

傾向にあった．次に，construct　1から5’側をを欠

失させたconstruct　2およびconstruct　3を導入した

ときのプロモーター活性をFig．5に示す．細胞によ

ってルシフェラーゼ活性に大きな差があるた

め，construct　1の活性を1とし，それに対する

construct　2およびconstruct　3の割合を示した．

construct　2およびconstruct　3の活性はconstruct　1

に比べいずれの細胞においても著明に減少した．ま

たその減少率はHuh7が最も著しかった．

　III．　p53遺伝子導入が肝癌細胞のサイタリンA

　　　プロモーター活性に及ぼす影響

　p53がサイタリンAの転写活性に及ぼす影響を調

べるために，正常型p53発現プラスミドpC53SN3．3

および変異型p53発現プラスミドpC53SCX3．3と

pCyclin　A－lucを肝癌細胞にcotransfectionした．

P53遺伝子を含まないコントロールベクターの

pCMVneoとcotransfectionしたときのルシフェラ

繧

漂掃藁薦繕姦訟1：1醜・

Fig．　3
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Hematoxylin－eosin　staining（a），　immunostaining

for　cyclin　A（b），　and　p53（c）in　a　hepatocellular

carcinoma（a－c，　serial　sections　of　Case　No．1in

Table　1）．　Nuclear　staining　for　both　cyclin　A　and

P53　is　diffuse　and　the　distribution　of　positive　cells

is　almost　identical．
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Fig．　4　Cyclin　A　promoter　construct　1　activity　in　various

　　　cell　lines　by　luciferase　assay．　High　level　of

　　　luciferase　expression　is　observed　in　Huh7　cells

　　　transfected　with　Cyclin　A　promoter－luciferase　plas－

　　　mid．　On　the　other　hand，　low　level　of　luciferese

　　　expression　is　observed　in　HepG2　and　HLE　cells．
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Fig．　5　Assay　of　regulatory　elements　of　the　cyclin　A　pro－

　　　moters　in　various　cell　lines．　A　series　of　deletion

　　　constructs　of　cyclin　A　promoters　was　transfected

　　　into　Hu7，　HepG2　and　HLE　cells，　and　luciferase

　　　activity，　was　expressed　as　ratio　to　activity　of　con－

　　　struct　1．

一ゼ活性を1とし，それに対する割合を示した

（Fig．6）．すべての細胞株で正常型p53遺伝子導入

により，サイタリンAのプロモーター活性は著明

に抑制されたが，変異型p53遺伝子導入では，　HLE

ではサイタリンAのプロモーター活性は影響を受

けず，HepG2では活性化，　Huh7では抑制される傾

向にあった．
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Fig．　6　A　wild　type　p53　cDNA　was　inserted　into　pCMV－

　　　neo　to　produce　pC53－SN3．　Similarly，　a　vector　pC53－

　　　SCX3．3，　expressing　a　mutant　p53　cDNA　from

　　　human　colorectal　tumor　CX3，　was　also　con－

　　　structed．　HepG2，　Huh7，　HLE　cells　were　plated　and

　　　transfected　24h　later　with　1　ptg／well　of　pCyclin　A－

　　　luc　with　l　sig／well　of　pC53－SN3，　pC53－SCX3．3　or

　　　pCMVneo．　Change　in　cyclin　A　promoter　activity

　　　by　transfection　with　wild　type　p53　or　mutant　p53

　　　was　expressed　as　ratio　to　its　activity　by　transfec－

　　　tion　with　pCMVneo．

考 察

　p53遺伝子の異常は早期肝細胞癌，高分化型肝細

胞癌にはほとんど認められず，肝細胞癌ではp53遺

伝子の異常は癌化の後期で生じる変化と考えられて

いる．我々の検討では前細胞癌組織10例中4例で

p53蛋白質が発現していた．正常型p53は蛋白質の

半減期が短いため，免疫染色では検出できないが，

変異型p53蛋白は半減期が延長しており，核内で検

出が可能なことから，肝細胞癌組織におけるp53の

異常発現については詳細に検討されている31）．分化

度の低い肝細胞癌組織ほどp53蛋白の発現が高頻度

であること，また臨床病期の進行した症例でp53蛋

白の発現が高頻度であることが知られており32～34），

我々の結果は症例数は少ないものの，これまでの報

告とp53の発現の頻度に著しい差は認めず，また癌

の分化度と発現の関係も同様の傾向がみられた．一

方サイタリンA蛋白も10症例中4例で発現してい

た．正木らは17例の肝細胞癌患者を対象とし，癌

部の41％にサイタリンAmRNAが発現しており，

その発現は分化度のより低い癌で高頻度であること

を報告している35）．蛋白質レベルとmRNAレベル

とでサイタリンAの発現の検出方法は異なるもの

（6）
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の，発現頻度，発現と分化度の関連性は同様の傾向

を示した．我々の行ったp53とサイタリンAの肝癌

組織における発現に関する結果は，それぞれ別に考

えれば，そのこと自体新たな知見を示すものではな

い．しかし，癌の増殖，進展にサイタリンAとp53

が相互作用しながら，関与していることを示唆する

報告もあり27・　36），肝癌組織において，サイタリンA

とp53の発現の分布を連続切片で比較検討すること

は重要であると考えた．実際，Table　1に示すよう

に，症例1～4はサイタリンAおよびp53の発現は

ともに陽性で，症例5～10はともに陰性であった．

さらにFig　3に示すようにサイタリンAおよびp53

の発現している癌細胞の分布はほぼ一・致していた．

以上の結果は変異型p53の発現がサイタリンAの

過剰発現と関連し，癌の増殖，進展を促進している

可能性を示唆するものである．

　肝癌細胞のサイタリンAの発現の調節にp53が

どのように関与しているか調べるために，培養肝癌

細胞を用いて検討した結果，肝癌細胞の種類により

サイタリンAのプロモーター活性に大きな差があ

ることが明らかになった．ヒト肝癌由来の細胞株

としてHepG2，　Huh7，およびHLEを用いたが，

これらの細胞のp53遺伝子の変異については

HepG2は正常型，　Huh7は変異型（コドン220，2A

→G），HLEは変異型　（コドン249，3G→C）である

ことが明らかにされている．これらの肝癌細胞のサ

イタリンA遺伝子の転写活性を調べるために，サ

イタリンA遺伝子のプロモーター領域を1uciferase

レポーター遺伝子の上流に組み込んだプラスミドベ

クターを，肝癌細胞にlipofectinを用いて導；入した

結果，Fig．4に示すようにサイタリンAプロモータ

ー活性はHuh7が最も高く，HepG2，　HLEでは低い

傾向にあった．山本らはサイタリンAプロモータ

ーのSp1，　ATF結合領域の下流にp53結合領域が存

在し，正常型p53がその活性を抑制することを示

している27）．我々の検討でサイタリンAプロモー

ター活性が変異p53のHuh7で高値を示し，正常型

p53のHepG2で低値を示したことは，　p53の変異

とサイタリンAプロモーター活性の関連性からは，

興味深い．すなわち，Huh7ではp53が変異型のた

めサイタリンAのプロモーター活性を抑制できず，

HepG2ではp53が正常型のため，プロモーター活

性がある程度抑制されているのではないかという推

論ができる．しかしながらサイタリンA遺伝子の

転写にはp53以外の経路も関与しているので一面的

には考えることはできないと思われる．近年，サイ

タリンAプロモーターの制御機構が明らかにされ

つつあるが37～43），研究に用いられた細胞は繊維芽

細胞，肺上皮細胞，血管内皮細胞などで，肝癌細胞

を用いた検討はこれまで報告されていない．

　次に，肝癌細胞のサイタリンAのプロモーター

の活性化にプロモーターのどの領域が関与している

か，また癌細胞の種類によって違いがあるかどうか

調べるために，サイタリンAのプロモーター塩基

配列を5’で欠失し，異なる長さのプロモーター領

域を持つ遺伝子をluciferaseレポーター遺伝子に連

結し，それぞれ細胞株に導入し活性を測定した結果，

サイタリンAプロモーターのSp　1結合領域，　ATF

結合領域を欠失させたconstruct　2およびconstruct

3では，プロモーター活性は著明に抑制された

（Fig．5）．このことは肝癌細胞において，サイタリ

ンAプロモーターの活性化にこれらの領域が重要

な役割を果たしていることを示している．また細胞

株の種類による違いとしてはプロモーター領域の角

質によるプロモーター活性の減少率がHuh7で最も

著しかった点である．このことはサイタリンAプ

ロモーターの活性化に，欠失させたSp　1，　ATF結合

領域の依存性がHuh7が最も高いことを示唆してい
る．

　ところで肝細胞癌に対する遺伝子治療の方法とし

て，インターロイキン2遺伝子などをウイルスベク

ターを用いて肝癌細胞に導入する免疫遺伝子治

療44），単純ヘルペスウイルスのチミジンキナーゼ遺

伝子を用いる自殺遺伝子療法45）の他にウイルスベ

クターに組み込んだp53遺伝子を用いた治療法46・47）

も開発，応用されようとしている．本研究では肝癌

細胞としてp53に変異のある細胞（Huh7，　HLE）と

p53に変異のない細胞（HepG2）の両方を用いたが，

これらの肝癌細胞のサイタリンAのプロモーター

活性に外因性のp53がどのような影響を及ぼすか検

討することは，肝癌細胞の増殖のメカニズムの解明

に寄与するだけでなく，p53を用いた肝臓癌に対す

る遺伝子治療の応用のためにも重要なことと思われ

る．そこで我々は3種類の肝癌細胞株に正常型p53

遺伝子（pC53SN3．3）および変異型p53遺伝子

（pC53SCX3．3）を導入し，サイタリンAのプロモー

ター活性に及ぼす影響を検討した結果，正常型p53

遺伝子導入により，肝癌細胞のサイタリンAプロ

（7）
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モーター活性は細胞の染色体DNAのp53遺伝子の

変異の有無にかかわらず，著明に減少した（Fig．6）．

正常型p53を持つ肝癌細胞でも，正常型p53遺伝子

導入により，サイタリンAのプロモーター活性が

抑制されたことは，プロモーター活性の制御にp53

蛋白のアミノ酸配列の問題以外に蛋白質の量も関与

していることを示唆している．変異型p53遺伝子

導入により，HLEではサイタリンAのプロモータ

ー活性は影響を受けなかったが，HepG2では活性

化，Huh7では抑制される傾向にあった．　HepG2で

サイタリンAのプロモーター活性が活性化された

ことは，正常型p53遺伝子をもつHepG2の細胞の

中で変異型のp53が産生され，ドミナント・ネガテ

ィブ効果により，正常型p53の機能が失われたもの

と，考えることもできる．しかし，なぜHuh7で活

性が抑制されたのかは明らかではない．p53は遺伝

子の変異が特異的な構造転換を伴い，それが機能変

化に結びつくと考えられており，変異の有無のみか

ら蛋白質機能の変化を論じることはできない．以上

のことより肝細胞癌の増殖，進展にサイタリンA

とp53が相互作用しながら，深く関与していること

が明らかになった．このような観点より，サイタリ

ンA遺伝子の発現の抑制あるいはp53遺伝子の導

入は肝細胞癌の治療に有効な方法となる可能性があ

ると思われる．今後さらに他の細胞周期関連因子が

肝細胞癌の増殖，進展にどのように関与しているの

か詳細に検討することは，さらに新しい治療法の開

発に重要なことと思われる．

結 語

　1）肝細胞癌組織10例中4例でp53蛋白質，およ

びサイタリンA蛋白質が発現しており，分化度の

低い癌ほど高頻度に発現する傾向が認められた．ま

た，p53とサイタリンAの蛋白質の発現は同一細胞

で認められる傾向にあった．このことは変異型p53

の発現がサイタリンAの過剰発現と関連し，癌の

増殖，進展を促進している可能性を示唆している．

　2）肝癌由来の細胞株HepG2，　Huh－7，　HLEのサイ

タリンAプロモーター活性はHuh7が最も高く，

HepG2，　HLEでは低い傾向にあった．肝癌細胞の種

類によりサイタリンAのプロモーター活性に大き

な差があることが明らかになった．

　3）肝癌由来の細胞株HepG2，　Huh－7，　HLEのサイ

タリンAプロモーター活性はプロモーター領域の

Sp　1結合領域，　ATF結合領域を欠失させると著明

に抑制された．このことは肝癌細胞において，サイ

タリンAプロモーターの活性化にこれらの領域が

重要な役割を果たしていることを示している．また

プロモーター領域の欠失によるプロモーター活性の

減少率はHuh7が最も著しかった．このことはサイ

タリンAプロモーターの活性化に欠失させたSp1，

ATF結合領域の依存性がHuh7が最も高いことを示

唆している．

　4）すべての細胞株で正常型p53遺伝子導入によ

り，サイタリンAのプロモーター活性は著明に抑

制された．一一方位異型p53遺伝子導入では，　HLE

でプロモーター活性は影響を受けず，HepG2では

活性化，Huh7では抑制される傾向にあった．

　5）以上のことより肝細胞癌の増殖，進展にサイ

タリンAとp53が相互作用しながら，深く関与して

いることが明らかになった．このような観点より，

サイタリンA遺伝子の発現の抑制あるいはp53遺伝

子の導入は肝細胞癌の治療に有効な方法となる可能

性があると思われる．今後さらに他の細胞周期関連

因子が肝細胞癌の増殖，進展にどのように関与して

いるのか詳細に検討することは，さらに新しい治療

法の開発に重要なことと思われた．
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Abnormal　expression　of　cyclin　A　and　p53　in　hepatocellular　carcinomas

Shinichiro　KOKUNO

The　Fourth　Department　of　lnternal　Medicine，　Tokyo　Medical　University

　　　　　　　　　　　　　　　（Director：　Prof．　Toshihiko　SAITO）

　　The　involvement　of　cyclin　A　and　p53　in　the　development　of　hepatocellular　carcinomas　（HCC）　was

studied　immunohistochemically．　Of　10　cases　of　human　HCC　examined，　4　tumors　overexpressed　cyclin

A　and　p53．　ln　addition，　cyclin　A－positive　cells　were　topographically　related　to　those　cells　positive　for

p53．　We　studied　cyclin　A　expression　using　plasmid　DNA　containing　a　luciferase　coding　sequence　which

is　linked　to　the　downstream　of　the　cyclin　A　promoter．　This　plasmid　DNA　was　transfected　into　various

hepatoma　cells，　HepG2，　Huh7，　HLE，　by　lipofection，　and　luciferase　assay　was　examined．　A　high　level　of

cyclin　A　promoter　activity　was　observed　in　Huh7．　ln　contrast，　a　low　level　of　activity　was　observed　in

HepG2　and　HLE．　We　also　studied　the　promoter　activity　of　various　deletion　constructs　of　the　cyclin　A

promoter　region．　Luciferase　activity　sharply　decreased　when　the　deletion　construct　lacked　binding　sites

to　Spl　and　ATF　in　all　cells．　We　also　studied　the　cotransfection　of　these　cell　lines　with　cyclin　A　pro－

moter－luciferase　expression　vector　with　a　plasmid　expressing　wild　or　mutant　p53．　Cyclin　A　promoter

activity　was　remarkably　suppressed　by　cotransfection　with　wild　p53．　However，　cotransfection　with　mutant

p53　indicated　no　change　of　cyclin　A　promoter　activity　in　HLE，　activation　in　HepG2，　and　suppression

in　Huh7．　ln　conclusion，　our　data　suggest　that　the　abnormal　expression　of　cyclin　A　and　p53　is　associ－

ated　with　the　growth　and　progression　of　HCC．　From　this　point　of　view，　suppression　of　cyclin　A　gene

expression　and　introduction　of　p58　gene　may　be　effective　therapy　for　HCC．　To　develop　the　novel

therapeutic　strategies，　it　is　important　to　determine　other　cell　cycle　factors　associated　with　the

tumorigenesis　and　growth　of　HCC．

〈Key　words＞　Hepatocellular　carcinoma，　cyclin　A，　p53
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