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Gene expression associated with the decrease in malignant phenotype of human liver

     cancer cells following stimulation with a histone deacetylase inhibitor.

   (ヒス トン脱 ア セ チル 化 酵素 阻 害剤刺 激 に よ る ヒ ト肝 癌細 胞 の悪性 度低 下 に伴 う遺 伝子 発 現)

内容の要旨

若 林

 酪酸 は短鎖脂肪酸の一つであり、生体内では消化管内で自然に形成

されることが知られている。酪酸は各種癌細胞に対 しアポ トーシスや

分化誘導作用を有することが報告されている。酪酸はピス トン脱アセ

チル化酵素阻害剤の一つであり、クロマチンのかたまりを解除し、転

写活性を高めることが考えられている。酪酸は肝癌細胞に対 して高濃

度では一部の細胞にアポ トーシスを、低濃度では悪性度低下を生 じる

ことを報告 してきた。低濃度ではアルブミンの産生が充進 し、a-feto

proteinの産生が低下 し、ソフ トアガー内での足場非依存牲 増殖は抑制

される。しか し、その機序についてはいまだ不明な点が多い。そこで、

ヒ ト肝癌細胞株HCC-Tを 用 いてアポ トーシスが生 じない低濃度(2

mM)で 酪 酸を添加培養 し、早期の段階での遺伝子発現変化につき検

討 した。

 酪 酸刺激によりHCC-Tは 細胞周期 においてGOIG1期 で の停止 し、

p21w.e,F-iの分化の発現がみられた。アポ トーシス抑制蛋白であるBcl-

2、Bc1-XLは 分化誘導早期において発現は増加 し、 Bc1・2ファミリー蛋

白で発生分化初期に発現す るMcl-1/EATも 発現は上昇 した。一方アポ

トーシス促進蛋白であるBAXは 変化がみられなかった。こうしたアポ

トーシス抑制蛋白の発現が増加することにより、アポ トーシスを抑制

しながら細胞周期をGOIG 1期において停止し、悪性度低下へ と進んで

いくもので、細胞分化の誘導の一種とも考えられる。

 どのような遺伝子発現が変化 し、悪性度低下に関わっているのかを

追求す ることが、今後遺伝子を標的 とした肝癌治療に有用となる可能

性がある。そこで、differential displayとcDNA expression arrayにて誘導

初期の段階での遺伝子変化を検討 した。Differential display法ではラミ

ニン、ケラチン18と い った細胞骨格にかかわる遺伝子の発現上昇がみ

られた。cDNA expression arrayでは、 Westem blotでの解析に一致して、

Mcl-1/EATとP21w,aF-iの 発現増加がみ られ、 p21wAF1の 上流にて変化す

るIRF-1の 発現も上昇が確認された。

 生体内での酪酸の産生増加や、悪性度低下誘導課程でみられた遺伝

子を操作することにより、肝癌治療への応用が期待 される。

寛 二

論文審査の要旨

 酪酸 は肝癌細胞に対 して高濃度では一部の細胞にアポ トーシスを

誘導し、低濃度では悪性度を低下させる。酪酸刺激によりどのよう

な遺伝子発現が変化 し、どのような蛋白が誘導 され、悪性度低下に

関わっているのかを追求す ることは、将来新たな肝細胞癌の発生予

防法や治療方法につながる可能性がある。本研究では肝癌細胞株 を

酪酸で刺激 し、早期の段階での遺伝子発現変化をdifferential display法

とcDNA expression arrayにて検討 した。 Differential display法ではラミ

ニン,ケ ラチン18の2つ の細胞骨格に関わる遺伝子発現が上昇し,

細胞の形態変化が悪性度の低下に関わる一つの重要な因子であるこ

とが示唆された。cDNA expression arrayでは細胞周期に関わるp21wnF-i

遺伝 子や細胞骨格に関わるRho E遺 伝 子の発現変化がみ られた。ま

た、分化マーカーであるELF・1やMc1-1/EATの 発 現が上昇 し、イン

ターフェロン関連遺伝子IRF-1、 STAT2、 STAT3の 発 現上昇が認めら

れ、酪酸がインターフェロンと類似 した作用を有することが示唆さ

れた。

 審査では、まず何故肝癌細胞株 としてHCC-Tを 用 いたのか、他の

細胞株 についても検討 しなかったのか、より強力な分化誘導剤であ

る トリコスタチンAに よる作用については検討 されているのか、と

の質問があった。これに対してHCC-Tは 当研究室で樹立 された細胞

株で,こ れまで酪酸刺激による悪性度の低下に関するデーターがあ

り,肝 癌細胞株の中ではもっとも酪酸刺激による細胞増殖抑制効果

がはっきりしているため,今 回の研究に適 していると回答 された。

トリコスタチンAに よる肝癌細胞株の増殖抑制作用については確認

しているが、これまで酪酸でのデーターの方が多いため、differential

displayとcDNA expression arrayは酪酸による刺激で検討 したと回答さ

れた。

 また、differential displayとcDNA expression arrayの結果については

RT。PCRやNorthem blotでの検討、 Westem blotによる蛋白レベルでの

発現確認がなされているかなど、再現性の有無を指摘 された。これ

に対 して、今回特に注目された遺伝子発現についてWestern blotによ

り確認 したと回答された。

 さらに、differential displayとcDNA expression arrayで発現変化がみ

られた個々の遺伝子について、より深く現象 との関連について検討

されるぺきであると指摘があった。

 本研究は今後検討 されるべき課題を残 しているが、酪酸による肝

癌細胞の悪性度低下に伴 う変化を蛋白、遺伝子の レベルで検討 した

点が有意義な研究であると評価 された。
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