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6．要約

がん細胞の悪性度と熱ショックタンパク 72(hsp72)の発現量に密接な関係があることに着目

し、細胞における hsp72発現量を迅速に測定する臨床検査システムの開発を試みた｡

その結果、がん細胞をスライドグラス上に培養し､24 時間後に固定し､DNA と hsp72 をそれ

ぞれプロピオニュームヨーダイド(PI)および坑 hsp72 抗体で二重染色し、レーザースキャン

ニングサイトメーターで DNA 及び hsp72 量を自動的に測定することによって、極めて短時

間にがんの悪性度を判定できることが判った。

この方法は、従来のウエスタンブロッティング法による hsp72 の判定に比べ、必要な細胞数

が 1/103以下で良い、

(2)測定時間が数分で済む、

(3)一連の操作と結果の判定に熟練を要しない、

(4)バイオプシ切片の利用が可能など多くの利点を有し実用性の高い方法と考えられる。

7．研究目的

代表的なストレスタンパクの一つとして知られる hsp72 の機能は、分化調節因子や分子シャ

ペロンなど他方面に渡ると考えられているが実体は明らかにされていない。長崎大学の渡邉

らの研究グループは、これまでに､hsp72タンパクに関して、

(1)多くのがん細胞で hsp72 遺伝子の発現機構に異常があり、がん細胞における無ストレス状

態下における hsp72 の発現量は正常細胞のそれに比べ 3-8 倍多いこと(Int. J.Hyper.,-

1991;Carcinogenesis,1995)、

(2)紫外線照射されたヒト細胞における hsp72 の誘導合成は、紫外線による DNA 損傷の除去

修復が終了した紫外線照射の 8-12 時間後に起こり、hsp72 の合成に引き続き DNA 合成が再

開されること(Biochem.Biophys.Res.,Commum.,1992)、さらに、

(3)ヒト hsp72 遺伝子を含むベクターを取り込ませ hsp72 を強制的に過剰発現させたシリア

ンハムスター細胞の増殖能は正常細胞の 2 倍強に増強され､かつ､紫外線照射による突然変異

誘発頻度が有意に上昇していることなどを発見し報告した(Exp.Cell Res.,1994)｡

これらの一連の結果は､”hsp72 遺伝子は､細胞の増殖関連因子としての役割を担っているとと

もに､がん細胞では､その発現制御が異常をきたし､過剰発現している可能性が予想される｡
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　こうした状況証拠を基に､本研究は､がん細胞およびがん組織における hsp72 タンパクの発

現量を指標にしたがん診断の是非を検証し､迅速ながん診断システムの構築を試みた｡

表 1 hsp72の発現を観察した細胞の一覧

細胞　 由来　 細胞倍化時間(hr)

正常 HE47 ヒト胎児 25.9±6.4

細胞 HE46 ヒト胎児 28.9±7.3

T24 膀胱癌 17.9±6.8

HuO-3N1 骨肉腫 52.1±14.7

癌 MR-32 神経芽細胞癌 27.3±7.8

　細 HeLa 子宮頸癌 13.6±4.2

胞 HMV-1 悪性黒色腫 12.8±3.4

KB 上咽喉癌(口の表皮癌) 16.4±3.8

8．材料と方法

細胞と培養法　本研究には、表 1 に示すヒト由来正常および各種がん細胞を用いた。細胞は、

10%牛胎児血清を含むイーグル MEM 培養液で培養した。おのおのの細胞、2x104 個を

22x22mm のカバーグラスに植え込み 24 時間培養した。蛍光染色法　培養液を捨て、リン酸

緩衝液で良く洗った後、エタノール固定した。その後、2.5μg/ml 濃度の坑 hsp72 抗体

(W27;Oncogene)で 4 時間、12μg/ml 濃度の FITC 標識坑マウス IgG 抗体(Boehringer

Mannhaeim)で 1 時間免疫染色を行った。さらに、 100μ g の PI 染色液 (12.5μ

g.ml,Rnase,200μg/mlPI,PBS)で染色した。蛍光量測定　サンプルは、オリンパスレーザー

スキャンニングサイトメーター(LSC)でおのおの 10,000 細胞について、DNA 量とともに細

胞あたりの FITC 蛍光量を自動測定することによって hsp72 量を定量した。解析には、およ

そ 10-15分を要する。

9．結果

種々のヒト由来がん細胞(表 1)を用いて、HSP72 タンパクの発現量とがんの悪性度の関係を

ウエスタンブロッティング法によって調べた。その結果、図 1 に示すように、細胞の軟寒天

中におけるコロニー形成能と hsp72 タンパクの発現量の間には、密接な相関関係が見られ、

悪性度が高いほど hsp72 遺伝子の発現量が多いことがわかった。異常に亢進しているがん細

胞の hsp72 遺伝子の発現を、アンチセンス hsp72 遺伝子導入によって抑制させると高い頻度

でがん細胞が正常化する。さらに、正常細胞に強制的に発現を高めた hsp72 タンパク発現の

異常亢進は、発がんの重要な原因の一つであることを明確に示し、がん細胞における hsp72

の異常発現量を測定することによってがん診断が可能であることを示唆する。
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そこで、レーザー細胞スキャンニングサイトメーター(LSC)を用いて迅速にがん悪性度の推測

が可能であるか否かを検討した。細胞は、スライドグラス上に、固定し、FITC 蛍光プローブ

結合能を持つ坑 hsp72 抗体で染色し、FITC 蛍光量をもとに、相対的 hsp72 タンパク量を算

出した。LSC による解析結果の例を図 2 に示す。縦軸は、PI 蛍光の強さ、横軸は、FITC 蛍

光の強さを示し、それぞれ細胞あたりの DNA 量および hsp72 タンパク量を意味する。DNA

量は､いずれの細胞でも一定の範囲内にあるが､hsp72 量は､正常 HE49 細胞に比べ、がん細

胞では明らかに分布、が左側にずれており、HeLa や KB 細胞ではその蛍光が顕著であるこ

とが判る。これは、細胞内 hsp72 量が増加していることを示している。この結果から相対的

hsp72 量を算定し、細胞のがん悪性度との関係を図 3 に示した。図 1 に示したウエスタンブ

ロッティング法で算出した hsp72 量と LSC を用いて算出した hsp72 タンパク量の間には、

高い相関性(r=0.866)が得られることがわかった(図 3 上)。従って、LSC 法の結果を用いても

がん細胞の hsp72 タンパクの発現量とがん悪性度の間には、高い相関性(r=0.925)が認められ

た(図 3下)。
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図２　LSC によるヒト由来正常及びがん細胞の解析パターン。横軸は、FITC 蛍光強
度で細胞あたりの hsp72 タンパク量を表す。縦軸は、PI 蛍光量で、細胞あたりの
DNA量を表す。
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図３　LSC法によって求めた相対的 hsp72タンパク量と癌悪性度の関係

(図３上)

図３下
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10．考察:

これらの結果から、LSCによる解析は、従来のウエスタンブロッティング法に比べ、

サンプルの調整が簡単である、

サンプルが安定して保存できる、

病理切片をサンプルとして利用できる、

単一細胞レベルにおける解析が可能である、

細胞診断と併用できる、

すべての操作が迅速に進み、細胞調整から結果を得るまでに 2時間程度で済む。

など、多くの利点を備えており、単に迅速ながん診断法としての利用価値に加え、基礎的な

がん研究にも威力を発揮すると思われる。

現在、臨床検査標本を用いて同様のがん診断が可能であるか否か検討中である。

11．今後の展開:

実験室レベルで細胞内 hsp72 タンパクの発現量とがんの悪性度に密接な関係があることを実

証した。これらの密接な関係が、臨床現場における実際のがんの悪性度の推測とどの程度の

相関性を持つかは、早急に解決するべき問題である。そのため、今回開発した方法が臨床検

査標本を用いたがん診断が可能か否かの検討、および患者の病状経過と hsp72 発現状態の関

連性について検討を加える必要がある。

がん細胞の悪性度と hsp72 タンパクの発現量の間には、がんの由来組織の別に係わらす普遍

的に密接な相関性(r=0.93)が認められることは間違いない。しかし、残念ながら、現時点にお

いて HSP72 遺伝子の異常発現がどのような機構を介してがん形質の発現に寄与しているかは

明確で

ない。この機構が明らかになれば、発がんのメカニズムに迫ることができるばかりか、有効

ながん治療法および予防法の開発に資するものと期待できる。
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(5) 1995～1999

(6) Abstract

There is a close relationship between malignancy of cancer cells and intracelluar

contents of heat shock protein 72 (hsp72) (Watanabe et al., Carciogenesis, 1995). We

paid attention to being connected and tried development of the clinical test system

which measured a quantity of hsp72 appearance in a cell quickly. Cancer cell was

cultured on the object glass top for 24hours. Then, cells were fixed with ethanol, and

stained with PI and anti-hsp72 antibody. The content of DNA and hsp72 were

measured by laser Scanning Cytometer automatically.

As a result, because there is a close relationship between malignancy of cancer

cells and intracellular content of hsp72 in cancer cells measured by LSC, we could be

judged malignancy of cancer by measuring hsp72. This automatic cancer diagnosis

system has many advantages, such as (1) analysis is possible with 103 times less

number of cells compared with a classic method (Western Blotting method), (2)

mastery of skills isn t necessary to judgment of serial operation and result, (3) It can

be applied in clinical test, using t biopsy intercept. Therefore, we conclude that utility

value of this method is big.

End


