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　　　　 Lack　 of　matrix　 metalloproteinase(MMP)一1　 and-3　 expression　 in　Ewing

　　　　sarcoma　 may　 be　due　 to　loss　 of　accessibility　 of　the　 MMP　 regulatory　 element

　　　　　　　　　　　　　　　　　to　the　specific　 fusion　 protein　 in　vivo.

(Ewing肉 腫 特異 的EWS・FLI・1に よ るmatrix　metalloproteinase(MMP)の 転 写活 性 化 と調節 領 域へ の結 合 能)

内容の要旨

矢　部

　Ewing肉 腫 は青少年期 に骨 お よび軟部 に発生 し周囲 への浸潤 と遠

隔転移 を示す悪性度 の高い腫瘍であ る。 本腫 瘍 は特 異的 な融合 遺伝

子{EWS・FL1・1,　 EWS-ERG,　 EWS-ETVIiiよ ぴEWS・EIAF)を もち、

その下流鰯 の遺伝 了・はすべてeuフ ァ ミリー に属 して いる。　ERGijよ

びEIAFを は じめ とす る歯 関連蛋白は腫傷 の浸潤,転 移の遇程 で重 要

な役創 を演 じるMMPI,　 MMP3な どのMMP遺 伝 子の プロモー ターを

転写活性 する とされてい る。そ して、特 にMMP-3がEWS・FL]・1の 標

的遺伝子の候補 として あげ ら札 てい る。そ こで本 研究 で は、Ewing

肉腫特異的 融合蛋 白がMMP遺 伝子 を転写活性 し、浸潤,転 移 に影響

を及 ぽ してい る とい う仮説 を立 てた。 まず最初 に 、Ewing肉 腫細胞

株8株 においてMMPの 発現 を検 討 した。 その結果 、　MMP-1i3よ び

MMP・3の 発現 は予想 に反 してすべて の細胞 株 で記め られな かった。

一方 、MMP-9の 発現 は8細 胞 株 中4株 にみ らa、　MMP-2お よび

MTl・MMPは ほ とん どすべて の細胞 株 で 発現 して いた。　MMP。1,

MMP-3の 発現が み られ ない ことはEwing肉 腫 腫翁検 体 において も同

様 であ った。Ewing肉 腫特 異的激合蛋 白はCATア ッセ イに よる転写

解析 の結果,MMP・1お よびMMP・3遺 伝子の プロモー ターを転写活性

するこ とが示 され、 またゲ ルシフ トア ッセ イに よhMMP・ 巳遺伝 子の

転写調節領 域の認 織配列 に結合する ことが示 され た。 しか しなが ら

in　VIVO　formaldehyde　cross一旦mkin8法を用いた解析 では 、融合蛋 白は

Ewing肉 踵細胞 内においてMMP遣 伝子の転 写調節領域 の 認論 配列 に

結合 していない ことが明 らか とな った。 これ らの結 果か ら、Ewing

肉腫において予想 されたMMP・1お よびMMP-3の 発現が み られなか っ

たことは、in　vivo{C33い てEwin8肉 腫特 異的融合 蛋 白がMMP遺 伝子

の転 写調節 領域 内のCls認識 配列 に結合 で きない こ とに よると考 え

た。本研 究 において 、腫珊細胞 特異 的敵合蛋 白の転写調 節領域へ の

結合 はin　vivo(腫 携細胞 その もの)に お ける転写 調節 頒域のエ ビジ

ェネテ ィクス に影響 されている可能性が示 された。

寛　樹

論文審査の要旨

　Ewing肉 腫 は高浸 潤 、高悪性 を示す骨軟 部腫蕩 であ り、a:腫 瘍 に

み らhる 特異 的融 合遺伝子 の ターゲ ッ ト遺伝 子候 補 と して腫 瘍の浸

潤 、転移の過 穫で1耽要 なMMP・1,　 MMP・3な どのMMP遺 伝 子が考 え

られてい る。本研究 では 、Ewing肉 腫 特 異的融合蛋 白がMMP・1お よ

びMMP-3の 転写 を活性化 し、その発現 に関与 し、浸潤 、転移 に影響

を及ほ してい る とい う仮説 を立て た。Ewing肉 腫細胞株 で はP想 さ

れたMMP-1fsよ びMMP-3の 発現 は全 く認め られず 、主 としてMMP・2

お よびMTl・MMPの 発現 がみ られ 、一部 にMMP・9の 発現 を皿め た。

腫癌 検体 において もほぼ 同様 の発現様 式であ った。CATア ッセ イに

よる転写解析 によ り特異的融合 蛋肖がMMP・1お よびMMP・3遺 伝 子の

プロモ ー ター を転写 活 性す るに もか か わ らず 、 本腫 瘍 でMMP-1,

MMP・3の 発 現 がみ られ ない メ カニ ズ ム を解 明す るた め にin　viva

fbma巳dehyde　cm5s。linkmg法 を用 いた解析 を行 った。 この結果 、絵合

蛋 白はi"VIVO{Ewing肉 腫細胞 内)に お いてMMP遺 伝 一Fの転写 調節

領域のe電s認識 配列 にi}anし てい ない こ とが明 らか とな り,本 腫瘍 に

おけるMMP・1,　 MMP・3の 発 現は転写調節 領域のエ ピジェ ネテ ィクス

に影響 されている`1∫能性が示 された。

　 密査 にお いてii,過 去に報告 されたCIS転写 因子 の ターゲ ッ ト遺伝
一劃司定の手法 と、そ の発現 をみる必 要性 につい て質問 された。 これ

に対 し、サ ブ トラ クシ3ン 法 、プ ロモー ターア ッセ イな どが嗣 い ら

れてい た こと、Ewing肉 腫 細胞 の様 に腫瘍 発生 に 取要 な特 異的 転写

因子 をもつ 　uは ターゲ ッ ト遺伝 子の発現 を検 討す る必 繋性が あ る

と回答 された。次 に、本研 究の結果 か ら本腫蛎 におい て、 どの腫類

のMMPが 浸潤 、転 移に重要で あるか と質問 さh,基 底膜浸潤 に関わ

るMMP・2,　 MMP-9お よびMTI-MMPがn　 と考zら れる と回答 され

た。 さらに、浸潤能 、転 移能 を論 じるにはMMP蛋 直の発現 、酵素活

性 な ど を 調 べ る必 要 が あ る と 揃 摘 さ れ た 。 次 に 、in　VIVII

formaldehyde　cross・linking法お よびsloe　UoI　ana巳ysisiこお いて、プ ロ ッ

トを定 量的に とらえているか との質 問に対 し、今 回はFLト1抗 体で の

免疫沈 降でMMP・ 巳,　MMP・3の プロモー ターDNAが 濃縮 され てい ない

ことか ら、定性 的 に緒 果 を と らえて い る と回答 された。 また、in

vivaで 融合蛋 白が 転写調 節領 域 に紬 合 していない理 的 と して 、　DNA

メチ ル化 、ク ロマ チ ン高次構 造蛮化等 、転写調節 領域の エ ビジェネ

テ ィクス に原困 を求め るの であれば 、それ を証明す る曳 験の必 要性

を指摘 された。

　 以上の ように、本研 究 は今 後 さ らに検討 すべ き課題 を残 してい る

が 、Swing肉 腫 におい て特異 的 　u　 白の ターゲ ッ ト遺伝 子 と して

発現が予想 され1.MMP・5,　 MMP-3が 実瞭 の腫癌 で発現 していない メ

カニズム を解 明 した点で有意義 な研究 と評価 された。
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