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1.背 景

iE常 組 織 と比 較 し,が ん 組 織 で は 酸 素 供 給 量 の 減 少 が

報 告 され て い る。 低 酸 素 状 態 の 細 胞 で は 血 管 新 生 や 細 胞

増 殖 に 関 与 す る遺伝 子 の 誘 導 が 惹 起 され,結 果 と して が

ん の 浸 潤,転 移 が誘 発 され る。 そ の 遺 伝 子 誘 導 に は 低 酸

素 誘 導 因 子 で あ るHypoxia-induciblefactorlalpha

(HIF-1α)が 関与 して い る1)。HIF-1α は 通 常 酸 素 分 圧 に

お い て ユ ビキ チ ンープ ロテ ア ソー ム に よ る分 解 を 受 け,タ

ンパ ク質発 現 が ほ とん ど確認 され な い 。 しか し低 酸 素 状

態 の 細 胞 に お い て はHIF-1α の 分 解 が抑 制 され,HIF-lp

とヘ テ ロニ 量 体 を 形 成 して標 的 遺 伝 子 の 転 写 を誘 導 す る。

ヒ トHIF-1α は14q23に 位 置 し,52859bpの 研F-1α 遺

伝 子 か らFullLengthisoformで あ るisoformlと,

altemativesplicingvariants(ASVs)と して 精 巣 特 異 的

な 発 現 を 示 すisoforml.2,さ らにTcell特 異 的 な 発 現 を示

すisoforml.3が 転 写 され る2)。 我 々 は ヒ トが ん 細 包株 に

お い てHIF-1α の3種 目のASVを 発 見 した の で報 告 す る。

2.材 料 と方法

Reactionmixture(1×Reactionbuf飴r,5mMDTT,0.5

mMdNTP,25叫MRandomprimer,6.4U/μLM-MLV

RTase,0.32U/μLRNaseInhibitor)に 添 加 し,37℃,

1時 間 反 応 させ,cDNAを 合 成 し た 。

合 成 し たcDNAlFtLをPCR血xture(1×PCRbuflrer,

0.2mMdNTP,0.6pMForwardprimer,0.6pM

Reverseprimer,0.02U/μLPaq5000TMDNA

polymerase)に 添 加 し,95℃/5min,そ の 後95℃/30sec,

62℃/30sec,72℃/30secを1サ イ ク ル と し,40サ イ ク

ルPCR反 応 を 行 っ た 。 反 応 終 了 後,PCR増 幅 産 物 を2%

ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 供 し,電 気 泳 動 を 行 っ た 。 エ チ ジ ウ ム

ブ ロ マ イ ド染 色 し たPCR増 幅 産 物 をUVト ラ ン ス イ ル ミ

ネ ー タ ー に よ り確 認 し た 。

3.結 果

RT-PCRの 結 果,目 的 のPCR増 幅 産 物 よ り短 いPCR増

幅 産物 が確 認 され た。 そ こで 短 いPCR増 幅 産 物 に 特 異 的

なprimerを 設 定 し,RT-PCRを 行 っ た結 果exon5が 欠 失

したAsvの 存 在 が示 唆 され た(Fig.1)。

2.1細 胞 培 養

ヒ ト胃 癌 細 胞 株AZ521細 胞 を10%FetalBovine

Semm(FBS),0.lmMNon-EssentialAminoAcids

(GIBCO)を 添加 したD-MEM培 地(GIBCO)を 用 い,

37℃,5%CO2条 件 下 で培 養 した。

2.2RT-PCRに よ るHIF-1crASVの 検 出

培養細 胞 か らIsogen(NIPPONGENE)を 用 い てtotal

RNAを 抽 出 し た 。 抽 出 し たtotalRNAlOOngを,

500bp→

Ml2
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Fig.1HfF-1atmRNAのRT-PCR結 果

M,SizeMarker;1,Hl/=LlcrFullLengthmRNA;

2,U〃=-1crASVmRNA

また,大腸癌,膀 胱癌,直腸癌細胞株 より抽出したRNA
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をASVに 特 異 的 なprimersetを 用 い てRT-PCR法 を 行 っ

た 結 果,各 種 癌 細 胞 株 に お い て もexon5が 欠 失 したASV

の 存在 を確 認 した 。

3)GreenRE,LewisBP,HillmanRT,etaLWidespread

predictednonsense-mediatedmRNAdecayof

altematively-splicedtranscriptsofhumannorrnaland

diseasegenes.」B'o砲 ノeonuatics.2003;19:ill8-21.

4.考 察

RT-PCR法 の 結 果 よ り,exon5が 欠 失 したHIF-1α

mRNAを 発 見 した。さ らに,各 種 癌 細 胞 株 に お い てexon5

が 欠 失 したASVmRNAの 存 在 を確 認 した 。 各 種 癌 細 胞

株 で はASVmRNAの 発 現 量 に 差 異 が 確 認 され た 。 した

が っ て,今 回 発 見 したASVmRNAは ヒ ト由 来 が ん 細 胞

に お い て,普 遍 的 に 存在 す る可 能 性 が 示 唆 され た 。

exon5が 欠 失 したHIF-1αmRNAで は フ レー一一ム シ フ ト

に よ り ア ミ ノ 酸 の 読 み 枠 が ず れ,ア ミ ノ 酸 数 がFull

Lengthisoforrnで は826aa,ASVisoformで は76aaと

推 測 され た 。 した が っ て,タ ンパ ク質 の 分 子 量 の 理 論 値

はFullLenghisoformで は93kDa,ASVisoformで は

9kDaと 推 測 され た 。ASVisoformmRNAは 転 写 の 過 程

でsplicingerrorと して 産 生 され る可 能 性 が あ る。 本 来,

splicingerrorで 生 じ るmRNAは 細 胞 内 で

nonsense-mediatedmRNAdecaysystemに よ り選 択 的

に 分解 され る3)。 しか し,こ のsystemか らの 回 避 し,発

現 が 確 認 され た研F-1αASVmRNAの 存 在 は,単 な る

splicingerrorに よ る産 生 で はな く,癌 細 胞 に お い て 存 在

意 義 の あ るASVの 可 能 性 が あ る。

しか し,HIF-1αASVmRNAか ら翻 訳 され る タ ンパ ク

質 の 検 出 に は未 だ 成 功 して い な い 。HIF-1α の タ ンパ ク質

は 通 常 酸 素 分圧 で 培 養 され た 細 胞 に お い て 酸 素 依 存 的 な

分 解 を受 け,FullLengthisoformタ ンパ ク質 の 発 現 さ え

確 認 で き な い 。 そ の た め,酸 素 濃 度 を調節 で き るイ ン キ

ュベ ー タ の使 用 や 真 空 環 境 に お け る細 胞 培 養,細 胞 が

凝 集 し中 心 部 分 の 酸 素 供 給 量 の 減 少 が 推 測 され る三 次 元

培 養 な ど を用 い て,今 回 発 見 したASVの タ ンパ ク質 発 現

を確認 す る必 要 が あ る。

尚,本ASVmRNAはGeneBankAccession

No.AB733094に 登 録 され た 。
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