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研究成果の概要（和文）：レンチウイルスを用いて乳腺上皮細胞株にSatelliteαtranscript (SatA)を遺伝子導
入しました。染色体不安定性をもたらす有糸分裂異常を免疫細胞化学によって調べたところ、Micronucleiおよ
びAnaphase bridgeといった有糸分裂異常の頻度はSatAの過剰発現細胞において有意に増加していることを明ら
かにしました。さらにマウスMajor SatA配列を搭載したレンチウイルスベクターを作成しマウスの乳癌発生モデ
ルに投与しました。DMBAとステロイドを経口投与し、マウス生体の乳管内にレンチウイルスを感染させ、染色体
不安定性を介する多発癌発生の機序を進めています。

研究成果の概要（英文）： We constructed lentiviral vectors expressing satellite alpha transcript 
(SAT) and control viruses and then infected human mammary epithelial cells with these vectors. 
Immunocytochemistry revealed that the incidence of segregation errors including abnormal 
segregation, micronuclei and anaphase bridge was significantly higher in the cells overexpressing 
SAT than in the controls. Then we constructed lentiviral vectors expressing mouse major satellite 
and infected the mouse model developing breast cancer. We assess how intraductal administration of 
these vectors into the mouse mammary gland induces multiple breast cancer via chromosomal 
instability.

研究分野：消化器外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
組織のみならず非癌部組織でも亢進しています。単発癌に比べて多発癌の非癌部背景組織で有意に高い事より、
SatAは「field cancerization」に働き、大腸癌、乳癌の多発発生に関わっている可能性が考えられます。昨今
の縮小手術の普及は異時性発癌のリスクを助長すると懸念され、その機序の解明は喫緊の課題です。本研究で
は、SatAが関わる多発癌発生の機序を明らかにします。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
癌患者は根治手術後、残存臓器に新たな腫瘍性病変を高率に生じます。胃癌、大腸癌患者にお

いては、異時性発癌が数％-10％程度認められます。乳癌患者では、対側乳房に新たな乳癌がで

きるリスクが乳癌の既往のない人に比べて 6倍高い事が報告されています。 

(１) 多発癌の発生機序と field cancerization 

多発する癌の発生機序として、長期にわたる環境の暴露が関与すると考えられています。胃癌

のピロリ菌感染、大腸癌の胆汁酸の暴露などはその一つです。また乳癌の発症には閉経時期が影

響しますが、その背景には女性ホルモンの長期間の暴露が関わっています。このような環境に暴

露された領域では、さまざまな遺伝子異常、遺伝子修飾異常が癌部のみならず非癌部組織でも観

察されており、発癌の母地「field cancerization」を形成すると考えられます。発癌に関わる遺伝

子異常をきたした領域は多発癌の発生機序に深く関わっていると推測されます。我々はこの

「field cancerization」の形成に遺伝子修

飾の異常（メチル化異常）が関与すると

注目してきました。 

(２) 染色体分配とエピゲノム制御 

正常な染色体分配には3つの要素が必

要です。セントロメア、キネトコア、紡

錘体です。セントロメア領域は171bpの

縦列型反復配列である Satellite α で構

成されています。ここから転写される

Satelliteαtranscript(SatA)により染色体の凝集が起こることでキネトコアが形成され、紡錘体の結

合が可能となり正常な染色体分配が司られます。 この際、染色体の正常なメチル化が起こらな

い、すなわち脱メチル化異常が起こると SatAが過剰発現し染色体分配に破綻が生じます（図 1）。 

(３) 脱メチル化異常と Satelliteαtranscript 

図 2 は胃癌患者と健常

人の脱メチル化レベルと

SatAの発現レベルを比較

したものです。健常人と

比較して、脱メチル化状

態は胃癌組織のみなら

ず、その背景粘膜である

非癌部組織でも亢進して

いることが分かります。

また SatA の発現レベル

も同様な変化を示します。in vitroで癌細胞株に強制的に脱メチル化を誘導すると、SatAの過剰

発現が引き起こされる事より、脱メチル化が SatAの発現を誘導している事を確認しています。 

「Satelliteαtranscriptと染色体不安定性」 

SatAの発現亢進と染色体不安定性の関係性を臨床検体で検証するため、大腸癌患者の検体を用

いて CGHアレイで DNAコピー数の変化（染色体不安定性）を評価しました。SatAの発現が高

い患者では染色体で増幅や欠失が高頻度に認められる一方、発現亢進がない症例では染色体数



の変化はほとんど認められませんでした。 

(４) 多発癌と Satelliteαtranscript 

次に、SatAの発現が多発癌発生

にどのように関わっているかを

明らかにするため、大腸癌及び乳

癌患者の非癌部組織での SatA を

測定し、単発癌患者と多発癌患者

で比較しました。その結果、非癌

部組織での SatA 発現は大腸癌、

乳癌ともに、単発癌に比べ多発癌

患者で有意に高い事が明らかと

なりました(図 3)。すなわち SatA

が「field cancerization」として働き、大腸癌、乳癌の多発発生に関わっている可能性が考えられ

ます。  
 
２．研究の目的 

SatAは染色体分配の制御に関わり、その破綻は染色体不安定性を引き起こします。SatAは癌組

織のみならず非癌部組織でも亢進しています。単発癌に比べて多発癌の非癌部背景組織で有意

に高い事より、SatAは「field cancerization」に働き、大腸癌、乳癌の多発発生に関わっている可

能性が考えられます。昨今の縮小手術の普及は異時性発癌のリスクを助長すると懸念され、その

機序の解明は喫緊の課題です。本研究では、SatAが関わる多発癌発生の機序を明らかにします。 
 
３．研究の方法 

In vitro 

正常組織に対する SatAの過剰発現の影響を検証するために、レンチウイルスを用いて SatAを

乳腺上皮細胞株に遺伝子導入します。CGHで染色体不安定性を DNAコピー数の変化を評価し、

発現アレイを用いて遺伝子発現の網羅的解析を行い、責任遺伝子の同定を試みます。セントロメ

ア関連蛋白の発現変化とキネトコア形成への影響を免疫組織染色法及び FISHで観察します。さ

らに脱メチル化剤（5-Aza-dC）を加えて脱メチル化異常の影響を評価します。 

In vivo 

マウスの乳癌発生モデルを用いて In vitroの実験結果の検証を行います。 

モデルマウスの乳房にレンチウイルスを用いて遺伝子導入を行い、発生時期や数、多発及び多

臓器発生の頻度、染色体コピー数の変化や遺伝子発現に及ぼす影響を評価します。 

(１) マウスへのレンチウイルスの投与 

C3H/HeOs 系雌マウスを使用します。マウスの乳房は左右 10 箇所存在しますが、そのうち左右

2箇所の乳頭からレンチウイルスを投与して体内の分布を評価します。分布の評価にはレンチウ

イルスに組み込まれている GFP の蛍光イメージより評価します。乳頭からのレンチウイルスの

投与量は 1*107、1*108、1*109/mlを 0.1-0.5ulとします。 

(２) マウス乳癌発生モデルの作成 

発癌誘発物質として 7, 12-dimethylbenzoanthracene（DMBA）10mg をゴマ油 0.5m1 に溶解した

DMBA 溶液を 4週齢の C3H/HeOs系雌マウスに胃チューブで経口的に一回投与します。このモ

デル系では投与後約 35週で 85％のマウスに乳癌が形成されます。 

(３) マウス乳癌発生モデルにおける SatA遺伝子導入の影響の評価 



マウス乳癌発生モデル 40匹を用いて、左右 2箇所の乳頭からレンチウイルスを投与します。20

匹には mockレンチウイルス、残りの 20匹には SatAレンチウイルスを投与します。乳癌の発生

時期や数、多発発生の頻度を検討します。また切除標本からは染色体数の変化や遺伝子発現に及

ぼす影響を評価します。特に染色体コピー数の変化に注目しています。SatA を介する遺伝子不

安定性の誘導には標的遺伝子があると考えています。 
 
 
４．研究成果 

レンチウイルスを用いて乳腺上皮細胞株に Satelliteαtranscript (SatA)を遺伝子導入しました。

染色体不安定性をもたらす有糸分裂異常を免疫細胞化学によって調べたところ、Micronuclei

および Anaphase bridgeといった有糸分裂異常の頻度は SatAの過剰発現細胞において有意に

増加していることを明らかにしました。さらにマウスMajor SatA配列を搭載したレンチウイ

ルスベクターを作成しマウスの乳癌発生モデルに投与しました。DMBAとステロイドを経口投

与し、マウス生体の乳管内にレンチウイルスを感染させ、染色体不安定性を介する多発癌発生

の機序を進めています。 
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