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Overexpression of Bcl-2 protects human hepatoma cells

      from Fas-antibody-mediated apoptosis.

(ヒ ト肝 癌細 胞 にお け るFas誘 導性 アポ トー シス に対 す るBcl-2の 効 果)

高 橋 正 彦

内容の要旨

背景/目 的:Fas抗 原 はアポ トーシス誘導シグナル を細胞 内へ伝達

す る細 胞表層 上の分子 として同定 され、Fasリ ガ ン ド(Fast)や 抗

Fas抗 体 の刺激 に よって、 Fas発 現細胞 にアポ トー シスを誘導す る。

一・方、bc]-2遺伝 子は様 々 なアポ トーシス誘導刺激 を抑制 する ことが

報告 されてい る。本研究は肝癌細胞株 にお けるFas誘 導性 アポ トー シ

ス に対するBd-2の 効果 を検討す ることを目的 とす る。

方法: 実験には ヒ ト培養肝癌細胞株HepG2及 びHCC-Tを 使 用 した。

細胞 表面 に存在 するFas抗 原発現 はフローサイ トメ トリー法 で、 Bcl-

2の発現 はウエス タンブロ ッテ ィング法 を用いて検 出 した。抗Fas抗

体お よびアンチセ ンス オ リゴヌ クレオチ ド添加 後 に細胞生 存率 とア

ポ トー シスの検索 を行 った。アポ トー シスの検 出はHoechst 33342に

よる形 態学 的観 察 及 びTUNEL法 で行 った。 Bcl-2発 現 に よ って 、

HepG2細 胞がFas誘 導性 アポ トー シス に抵抗性 となるか どうか を調べ

るために、HepG2をLac-Zとbcl-2遺 伝子 が同時 に発現 する レ トロウイ

ルスベ クターLZBCに 感染 させ た。 さらにHepG2で のFas誘 導性 アポ

トー シス に対 す るBcl-2の抑制効果 を調べ るために、 ヒ トbcl-2遺伝子

を発 現す るプラス ミ ドベ クターを作成 し、Bcl-2を 持続 的に発現 す る

細胞株 をクローニ ング した。

結果: ウエス タンブ ロ ッティングではHCC-Tに 内因性Bcl-2の 発現

が認 め られたが、HepG2で は検 出不能 であった。 HCC-TはFas誘 導性

アポ トー シスに抵抗 性であ ったがHepG2細 胞 の33%はFas刺 激に よっ

てアポ トー シス を生 じた。HCC-Tはbcl-2に 対 する アンチセ ンスオ リ

ゴヌク レオチ ドの トランス フェク ションに よって、Fasに よる刺 激な

しにアポ トーシス を生 じたこ とよ り、Bcl-2は この細胞 において細胞

の生存 のために必須 の遺伝子 である と考 え られた。LZBC感 染HepG2

細胞 において、X-galに よる染色 では10%がﾟ'ガ ラク トシダーゼ活性

陽性 を示 した。抗Fas抗 体 添加 に よりX-gal陽 性細 胞 の比 率は10%か

ら50%へ と明 らかに増加 し、生存 細胞の ライセー トにおけ るaガ ラ

ク トシ ダーゼ活性 も6倍 高値 を示 したこ とか ら、Bcl-2を 発現す る肝

癌細胞 はFas誘 導性アポ トー シス に対 し抵抗性 を示 す ことが明 らかに

なった。HepG2細 胞 にBcl-2を遺伝子導入 して作成 した細胞株Hep-Bcl

も、Fas誘導性 アポ トーシス に抵抗性 を示 した。

結論: Bcl-2の 発現 に よ り培 養i肝癌細胞 におい てFas誘 導性の アポ

トーシスは抑 制 され、あ る種の細胞株 においてBc1-2は 生存 に必須 で

ある ことが示 された。ウイルス性肝 炎はFas誘 導性 のアポ トーシスが

関与 している ことか ら、Bcl-2の 発現 は肝炎 、肝 硬変 を母地 とする肝

細胞癌 の発症進展 に関与 してい る可能性が示唆 された。

論文審査の要旨

 わc1-2遺伝 子産物 は、様 々な アポ トーシス誘導刺激 に対 して保護作

用 を示 す ことが報告 されてい るが、Fas誘 導性 アポ トーシスに対 する

Bc1-2の 抑制効 果に関 して は、一定の 見解 は得 られ ていない。 C型 ウ

イルス肝炎 においてはFas誘 導性 アポ トーシスの関与が報告 され、 ま

た肝癌 はC型 慢 性肝炎、肝硬変 を母地 として発 生する ことか ら、Bcl-

2遺伝 子 を獲得 した肝細胞がFas誘 導 性アポ トーシス刺激 を回避 する

こ とに よって生存 し、癌化要 因の1つ となっている可能性が考 え ら

れ る。本研 究で著者は内因性Bcl-2を 発 現する ヒ ト肝癌細胞株HCC-T

はFas誘導性 アポ トーシスに抵抗 性であ り、またbcl-2遺伝 子導入 に よ

り、ヒ ト肝癌細胞株HepG2のFas誘 導性 アポ トーシスが抑制 される こ

とを示 した。 ヒ トBc1-2 mRNAに 対 するア ンチセ ンスオ リゴデオキシ

ヌク レオチ ド投 与に よるBc1-2発 現抑 制 では、 HCC-Tに 対 してFasの

刺激 な しで アポ トー シス を誘導す ることを示 した。

 審査で は、まず レ トロウイルスの誘導効率 が低 い ことが指摘 され、

実験結果 に支障 はない ものの今後 の課題 であ る と回答 された。 ヒ ト

Bc1-2を遺 伝子導入 したHep-Bcl細 胞 のBcl-2発 現量が低 い ことが指摘

され、 また発現の強弱 で複 数の細胞 を選 んで実験 すべ きとの指摘 が

あ った。Hep-Bc1細 胞 の発 現量 は比 較的低値 であ ったがFas誘 導性 ア

ポ トーシスは抑 制 されてお り、HepG2で はBcl-2発 現量は十分 であっ

た可能性 があ るが 、今後HepG2で 高発現 す るプロモー ターの選択 な

ど改良 すべ き点があ る と回答 された。 また、 コン トロール には目的

遺伝 子 を含 まない プラス ミ ドのみ を導入 したMOCK細 胞 が望 ま しい

と指 摘 された。Bc1-2 mRNAに 対す るアンチセンスオ リゴデオキシヌ

クレオチ ド投 与のみでHCC-Tに アポ トー シスが誘導 され るメカニ ズ

ムについ て質問が あった。Bcl-2は ミ トコ ン ドリアに存在 しアポ トー

シス を抑制 して いるが、HCC-Tに おい てはBcl-2が アポ トーシス抑制

だけで な く、細胞の生存 に必 要 な ミ トコ ン ドリア機能 も抑 制 してい

る可能性が あ ると回答 された。今後 アポ トー シス細胞 の ミ トコン ド

リア膜電位 の低 下 を調べ るべ きとの指摘 がな された。次 に本研 究の

臨床応用 への展望 につい て質 問があった。 まず肝癌細胞 におけ るFas

誘 導性 アポ トーシスに対 するBcl-2の 抑制効果 について解析 し、その

結果 をもとにアンチ センスオ リゴヌク レオチ ド投 与に よるBc1-2発 現

抑制 で肝 癌に アポ トーシス を誘導で きる可能性がある と回答 された。

 以上の よ うに、本研究 は さらに検討 されるべ き課題 を残 してい る

ものの 、肝 癌細胞株 にお けるFas誘 導性 アポ トー シスはBcl-2の 発現

に より抑制 され ることを明 らかに し、Bc1-2陽性肝癌 におい てはBcl-2

に対 す る遺伝 子治療の可能性 を示 した点 で肝臓 学上有意義 であ ると

評価 された。
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