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研 究 成 績

〔研究 目的〕

Igf2遺 伝 子 は マ ウスで は胎 生 期 に はほ ぼ全 て の臓 器 に発現 して い るが 、 生後 は脳 の一 部

を除 いて 速や か に消 失す る。一 方 、マ ウス の発 癌過 程 で は しば しばIgf2遺 伝子 の発現 が 早

期 か ら見 られ る ことや 、臓 器 特 異的 にIgf2を 発 現 す る トラ ンス ジェ ニ ックマ ウス で はそ の

臓 器 に腫 瘍 が発 生す る こ とが 知 られて いる。 したが って、Igf2の 発 現 はマ ウス の多 段 階発

癌 の 重要 なeventの 一 つ と考 え られ 、autocrinegrowthfactorと して腫 瘍 の増 殖 に関 わ る

もの と思 われ る。 一方 、Igf2遺 伝子 はimprintinggeneで あ り、 正常 組織 で は父親 由来 の

遺 伝子 の みが発 現 す る。 また 、マ ウスIgf2遺 伝 子 は6個 のexonか ら成 り、exon1,2,3の 上

流 に存 在す る転写 開始 点 か ら転写 され 、exon1,2,3の いず れ か とexon4-6を 共通 に含 む3種

類 のmRNAが 生成 され る ことが 知 られ て い る。

本研 究 では マ ウス肝 癌 、脳腫 瘍 を用 い て発癌 過 程 にお け るIgf2遺 伝 子 の活 性化 の メカニ

ズ ム を検 討 す る。 具体 的 に は ①MSM、C3H、Balb/cマ ウス の間 で のIgf2の 遺 伝 子多 型

を利 用 して これ らのFIhybridの 腫瘍 につ いてaUelespecificなIgf2の 発 現 を検 討 す る。

② 各 々の腫 瘍 につLYてIgf2mRNAの 転 写 開始 点 を調 べ、 正常 の 発 生過 程 と比較 す る。③

Igf2exon1上 流約5kb領 域 に存 在す るCpGislandはpatemalalleleとmaternalallele

で メチル 化 の状態 が 異 な る ことか ら、genomicimprintingに 関係 して い る と考 え られ て い

る。この領 域 のpaternal,maternalalleleの メ チル化 状 態 をNaHSO4を 用 いたmethylation

specificPCR-DNAsequencingに よ り、正 常組 織 と腫 瘍 につ いて 比 較す る。

〔研究計画 ・方 法〕

平成10年 度計画

(1)MSMxC3HF1、C3HxMSMF1マ ウスを胎生期、新生児期、成熟期の各成長段階 に屠

殺 し、脳 、肝な どの様 々な組織 を摘出してtriazol法 によ りRNAを 抽出す る。このRNA

を用 いてRT-PCRに よ りIgfZcDNAを 増幅 し、exon1,2,3の 発現及びallele特 異的発

現について検討 し、発 生過程でのIgf2の 発現の特性 を明 らか にす る。RT・PCRは 現有の

機械を使 って用ない、電気泳動は既存の装置及び申請のシークエ ンシング装置 を用いて

行 う。

(2)上 記hybridmice由 来の多数の肝癌細胞株、正常肝細胞株、初代培養肝細胞を用 いてIgfZ

mRNAの 発現及びpromoterの 活性化及びimprinting状 態につ いてRT・PCR法 により

解析す る。また、Westernblottingに よ りIgf2蛋 白の発現量がlossofimprintingに 伴

って増加するか否かを検 討する。



(3)正 常 組織 で はIgf2exon1の 約5kb上 流 に存 在す るCpGislandで はpaternalalleleが

特 異 的 に メ チ ル 化 し て い る こ とが 知 られ て い る 。 こ の 領 域 のMSMとC3Hで

polymorphismを 示 す部 位 にPCRprimerを 作 製 す る。 各試 料 よ りDNAを 抽 出 し、

NaHSO4処 理 ・非処 理DNAに つ いて 非処 理DNA特 異的 、 非 メチル 化DNA特 異 的 、

メチルDNA特 異 的 に作 製 したPCRprimerを 用 いてpaternal、metarnalalleleの メチ

ル化 状態 を比較 す る。

平成11年 度

(1)MSMとC3HのF1マ ウス及 びC3HとBalblcのF1マ ウス にethylnitnoureaに よ り脳

腫 瘍 を、diethylnitrosamineに よ り肝 癌 を誘 発 す る。発 癌過 程 の様 々な時 期 に腫 瘍 を摘

出 し、Igf2の 発 現 、promoter活 性 、imprintingに つ い て上 記 と同様 の方 法で 検 討す る。

脳 腫瘍 を誘発 す るマ ウ スは 、p53(・1・)の遺 伝子 背 景 を もつ もの を用 いる。

〔結果〕

方 法 と結果

(1)C3H、MSM、B'alb/cマ ウスのIgoexon6のCArepeatを 含 む領 域 の塩 基 配 列 を比較

した ところ、C3且 とMSMで4base、C3且 とBalblcで12baseの 違 いが ある ことを

見 いだ した。 このpolymo叩hismを 利 用 して 、RT・PCRに てFIhybridマ ウス の胎 児 、

新 生児 、 成熟 期で のIgf2のaUele特 異 的発 現 を調 べた と ころ、肝 臓 で は胎 児期 、新 生

児 期 に父 親 のalleleの み発 現 して いた の に対 して 、脳 で は胎 児期 か ら成熟 期 を通 して

bi-aUelicに 発 現 して いた 。

(2)Igf2のanele特 異 的発現 を初代 培養 正 常肝 細胞 、 正常肝 由来 不死 化 細胞 、肝 癌 細 胞株

につ いて検 討 した と ころ、 いずれ もIgf2の 発現 が 見 られ 、 また 、初 代 及 び不 死化 細胞

で はimprintingが 維 持 され て いた の に対 して 、肝 癌 細胞 株 で は多 くにLOIが 認 め られ

た。

(3)上 記 の細胞 につ いてIgf2mRNAの 転 写 開始点 を比較 した。 そ の結 果 、肝 癌 細胞 で は

P1、P2、P3の いず れ の発現 も見 られた が 、初代 細胞 及 び 不死 化細 胞 で はP2、P3の み

が発 現 して いた 。

(4)LOI(+)とLOI(一)肝 癌細 胞 でWesternblottingに よ りIgf2蛋 白の発 現量 を比較 した とこ

ろ、 両者 で 明 らかな ちが いはみ られ なか った。

(5)MSMとC3H又 はC3HとBalblcのFIhybridマ ウス に胎 児期 又 は新 生 児 期 に

ethynitrosourea(ENU)又 はdiethylnitrosamine(DEN)を 投 与 して肝 及 び乳腺 腫 瘍 を

誘 発 した 。 これ らの腫 瘍 で は いずれ もIgf2の 発現 が見 られ たが 、LOIは 認 め られ なか

った 。



(6)Balblc、C3H、MSMのIgf25'non・coding領 域 の塩 基 配 列 を 比 較 し て 一 塩 基 の

polymorphismを 見 い 出 した。そ こで 、Balb!c×C3HF1、C3H×MSMF1マ ウス の

DNAを 用 いてsodiumbisul丘tePCRの のちTAク ロー ニ ング を行 いmethylation

speci丘cDNAsequencingを 行 った 。そ の結 果 、 この領 域 で はpaternalaneleに 特

異 的 にCpGのmethylationが 起 って い る こ とが判 明 した 。

〔総 括 と 反 省 〕

マ ウス 初代培 養 正常 肝細 胞 、不 死化肝 細 胞 及 び肝 癌 細胞 ではIgf2が 高頻 度 発 現す る こ と

が 明 らか にな った 。 しか も、肝 癌細 胞 で はIgf2のimprintingが 失 われ てbi-allehcに 発現

す るが、 この現 象 はinvivoの 腫 瘍 で は見 られ ず、細 胞株 の 樹立 に伴 って 起 る と考 え られ た。

また 、肝癌 細胞 で は転 写 開始 点がP1、P2、P3の いずれ も利 用 されて いた の に対 して 、正

常 及 び不 死化 細胞 で はP2、P3の み で あ った こ とか ら、癌 化 に伴 って転 写 調 節が 変化 す る こ

とが 示唆 され た。 また、LOIの 有無 とIgf2蛋 白の発 現量 には相 関 は見 られ な い こ とか ら、

imprintingの 維 持 と遺 伝 子 発 現 の 調 節 メ カ ニ ズ ム は 異 な る も の と考 え れ た 。Igf2の

imprintingに はIgf2の 下流 に存 在す るH19遺 伝 子 がcis又 はtransに 関わ って こ とが 示唆

され て いる。 また、H19のpromoter領 域 のpaternalallele特 異的 メチル化 はIgf2の

imprinting維 持 に関 って い る こ とが示 唆 され て い るた め、Igf2LOIとH19のallelespeci丘c

methylationの 関係 につ いて解 析 を進 めて い る。

一 方 、Igf2のimprintingに はIgf2遺 伝 子そ の もののmethylationも 関係 す る可 能 性 が

あ り、 この点 につ いての検 討 も行 った。 これ につ いて は まずBalblc、C3H、MSMの 間 で

Igf25'領 域 のpolymorphismを 検 出 し、polymorphicbaseを 含 む 領 域 のmethylation

speci丘cDNAsequencingを 行 いpaternalalleleに 特 異的 なCpGメ チル 化 を見 い出 した 。

この方法 を用 いて 現在 、肝 癌細 胞 でLOIの 有無 とdifferentialmethylationと の 関係 を解 析

中で あ る。 また 、今 回 はp53ノ ック アウ トマ ウス の入 手が 遅 れ たた め脳 腫 瘍 につ いてIgf2

の発 現 を調べ 得 なか った が 、 この点 につ い て は現 在 材料 を準備 中 で あ る。


