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研究成果の概要（和文）： 

HB-EGF-CTF 結合核内リプレッサー探索するためマイクロアレー法を用い BCL6 を同定した。 
HB-EGF-CTF は、核移行後 BCL6 と結合し，BCL6 とともに核外輸送されユビキチン化分解される。
リプレッサー機能が低下し，cyclinD2 発現が増加した。ヒト胃癌切除標本での、HB-EGF，BCL6，
cyclinD2 の免疫染色学的検討でも、HB-EGF 陽性胃癌では、BCL6 発現陽性での cyclinD2 発現抑
制が認められた。HB-EGF-CTF 核移行抑制が、BCL6 の機能維持となり、胃がんの増殖進展を抑制
すると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 

BCL6 is a transcriptional repressor that has important functions in lymphocyte 
differentiation and lymphomagenesis, but there have been no reports of BCL6 
expression in gastric cancers. In the present study, we investigated the BCL6 function 
in gastric cancers. Treatment with TPA resulted in BCL6 degradation and cyclin D2 
upregulation. This phenomenon was inhibited by the suppression of the nuclear 
translocation of HB-EGF-CTF (C-terminal fragment of pro-HB-EGF). The HB-EGF-CTF 
nuclear translocation leads to the interaction of BCL6 with HB-EGF-CTF and the nuclear 
export of BCL6, and after that BCL6 degradation was mediated by ubiquitin/proteasome 
pathway. Real-time RT–PCR and siRNA targeting BCL6 revealed that BCL6 suppresses 
cyclin D2 expression. Our data indicate that BCL6 interacts with nuclear-translocated 
HB-EGF-CTF and that the nuclear export and degradation of BCL6 induces cyclin D2 
upregulation. We performed immunohistochemical analyses of BCL6, HB-EGF and cyclin 
D2 in human gastric cancers. The inverse correlation between BCL6 and cyclin D2 was 
also found in HB-EGF-positive human gastric cancers. BCL6 degradation caused by the 
HB-EGF-CTF also might induce cyclin D2 expression in human gastric cancers. 
Inhibition of HB-EGF-CTF nuclear translocation and maintenance of BCL6 function are 
important for the regulation of gastric cancer progression. 
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１．研究開始当初の背景 

申請者らは、これまで癌の形質発現や悪性

度について、 

(1) EGF 様増殖因子の放出(shedding) 

メカニズム 

(2) 消化器癌の転写制御因子の検討 

を続けてきた。 

申請者らのグループは、一方で EGF 様増殖因

子の shedding が、ある種の核内転写抑制因

子を阻害する事実を明らかにし（J Cell Biol 

163;469, 2003, J. Biol. Chem. 282, 14797, 

2007）, この shedding に伴う転写制御の抑

制が、新しいがん治療の標的になりうること

を報告した（Clin. Cancer Res 

15;14:3956.2008）。すなわち、申請者らの研

究によって、EGF 様増殖因子の特徴とされる

細胞膜結合型前駆体から、膜型蛋白分解酵素

ADAM の活性化に伴い増殖因子が放出される

と、膜に取り残される前駆体の C末端フラグ

メント（CTF）が核に移行し、C2H2 Zn-finger

ドメインを持つ転写抑制因子（repressor: 

PLZF etc）と結合することで、転写抑制を解

除、癌遺伝子 c-myc などの増殖に関わる分子

を強力に誘導することが明らかとなった。こ

の事実は、同じ受容体（EGFR）を活性化する

7 つの増殖因子の前駆体がすべて細胞膜結

合型である必要性を説明するだけでなく、構

造が違う7種類のCTFが受容体とは違ったシ

グナルをそれぞれに惹起する可能性を示す

ものであった。しかしながら、この CTF から

の EGF シグナルに関する検討はほとんどな

い。 

 

２．研究の目的 
「EGF 様増殖因子の放出(shedding)機構」

と「消化器癌の核内転写因子」に関する研究

から見出すことのできた「増殖因子の放出に

伴う新しい EGF シグナル： shedding に伴う

核内転写制御の解除機構」を、新しい転写抑

制因子を解析することでさらに明確にし、消

化器癌の新しい診断と治療に応用すること

を目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 消化器系癌細胞株における EGF 様増殖

因子の機能解明に向けた系統的解析と基礎

データの蓄積 

 消化器系癌細胞株における代表的EGF様増

殖因子（HB-EGF, amphiregulin, TGF-α, 

epiregulin）の shedding と細胞内ドメイン

（CTF）の機能を解析する。 

① 上記各癌細胞株での EGF 様増殖因子、リ

セプター、shedding 酵素遺伝子の発現解析 

EGF 様増殖因子（HB-EGF, amphiregulin, 

TGF-α, epiregulin）の４種、リセプター

(EGFR, ErbB2, ErbB3, ErbB4) の ４ 種 、

shedding 酵素（ADAM 9,10, 12, 15, 17, 19）

の６種の定量 PCR による遺伝子発現を定量

的に解析する。 

②  上記各癌細胞株でのリプレッサーの遺

伝子発現解析 

オリジナルに作成したヒト・リプレッサー

cDNA マイクロアレーを用いて、上記各癌細

胞株でのリプレッサー（CTF の標的分子の候

補）の発現プロフィールを解析し、データベ

ース化する。発現量の高いものから順に、各

CTF との結合実験を行う。結合の確認できた

リプレッサーを解析の候補とする。 

(3) 各癌細胞株における EGF 様増殖因子の

shedding 解析 

① 解析する EGF 様増殖因子が扱う癌細胞

株で shedding されることを確認 

アルカリフォスファターゼ(AP)-標識 EGF

様増殖因子遺伝子プラスミド

（Gastroenterology.127, 559-569, 2004 参

照）を遺伝子導入し、培養上清中の AP 活性

で shedding を定量化する。shedding の誘導

には 12-O-tetradecanoylphorbol 

-13-acetate （TPA；60 nM）をコントロール

として用いる。shedding によって CTF が産

生されることを Western blotting（HB-EGF

の場合は#H1 pAb, or mAb#D, または

CarBiochem から市販されている抗体）で確

認。 

 

① shedding 酵素の同定 

用いた刺激で活性化される shedding 酵素

（ADAM 9,10, 12, 15, 17, 19）の特異的 siRNA



用いて、遺伝子ノックダウンにより、上記の

AP活性測定法を用いてshedding酵素を同定

する。 

(3)手術標本、生検組織におけるＣＴＦとリ

プレッサーの免疫組織学的検討と臨床病理

学的検討 

① 消化器癌におけるＣＴＦの意義 

すでに作成した、EGF,TGF-α, HB-EGF, 

Amphiregulin, Betacellurin, Epiregulin

前駆体のＣＴＦ抗体を用い、臨床検体（手術

標本、生検組織）の免疫組織化学的検討を行

う。発現の部位、細胞質か核内がなどの検討

を行い。組織型、浸潤程度、予後（生存期間

など）、抗癌剤の効果などと関連するかを検

討する。 

 

４．研究成果 

マイクロアレー法にて HB-EGF-CTF と結合

する核内リプレッサー遺伝子群を同定した．

その１つである BCL6 の機能解析を行った。

BCL6 は、核内に移行した HB-EGF-CTF と結合

し，核外輸送され Ubiquitin/ proteasome 

pathway により分解され、リプレッサー機能

が低下し，cyclinD2 の発現が増加した。さら

に、ヒト胃癌切除標本１００例において

HB-EGF，BCL6，cyclinD2 の発現について免疫

染色にて検討し、ヒト胃癌切除標本における

免疫組織化学的検討においても，HB-EGF 陽性

胃癌群においては BCL6 発現による cyclinD2

発現抑制傾向が認められた。 
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