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研究成果の概要（和文）：VCPとUBL4Aの関連、STAT3との関係を明らかにすることが研究開始当初の目的であっ
た。しかしUBL4Aの動態は通常の細胞株では再現性が乏しかった。よってVCP, UBL4Aの遺伝子改変モデルを用い
た検討が適当と考え、VCP-conditional KOマウス、VCP-transgenic mouseを作製し、UBL4A-KOマウスとも検討を
行うことにした。VCP-conditional KOマウス、VCP-transgenic mouseを作製し、UBL4A-KOマウスの復元には成功
したので、表現型の検討を後続の検討として行う。がんの進展、リンパ節転移に関する臨床病理学的な検討を行
った。

研究成果の概要（英文）：This study was designed to clarify the correlation between VCP and UBL4A in 
the STAT3 signaling pathway. In the first step, analysis using cell lines was not reproductive. 
Then, analysis using gene-modified mouse was planned. VCP-conditional KO mouse, VCP-transgenic mouse
 were successfully made. In addition, clinic-pathologic analysis on cancer development and 
metastasis was performed.

研究分野： がんの進展

キーワード： VCP　UBL4A　STAT3　臨床病理学的検討

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
VCPとUBL4Aの関連の検討は、モデルマウスの作製が必須と考え、作製には成功したが、研究期間内では、さらな
る検討には至らなかった。後続の検討を行い成果を発表していきたい。
そのほか、がんに関する臨床病理学的検討を行い、乳がんのリンパ節転移を検出するOne-step nucleic acid 
amplification assayの有用性を明らかにし、中咽頭扁平上皮癌のHPV statusと治療効果の関係、食道腺癌のリ
ンパ節転移に関与す因子、EGFR遺伝子変異を伴わない肺腺癌の進展に関与する因子を明らかにした。



1. 研究開始当初の背景 

我々は、Valosin-containing protein (VCP) mRNA 発現が抗アポトーシス性に関与すること、

転移と密接な関係があることを報告した（Jpn. J Cancer Res. 2002）。引き続き、VCP 発現が、

様々な腫瘍において転移、予後と関連した独立する予後因子であることを報告した。 

VCP 転写調節機構についての検討を行い、Pre B cell leukemia transcription factor 1 

(PBX1)が VCP 転写因子であることを示した (Am J Pathol. 2007) 。一方、肺癌、食道癌、胃癌

において、PBX1 ではなく、PBX2 が独立予後因子であった(Cancer Sci. 2009、Int. J Oncol. 

2010) 。 

以上の検討結果により、PBX/TALE 群に属する転写因子の機能をより詳しく検討する必要があ

ると考え、膵臓癌細胞株 Panc1 に対し PBX/TALE 群転写因子に対する small interfering RNA 

(siRNA)をトランスフェクションした後、mRNA マイクロアレイによる解析を行った。その結果、

Meis1 siRNA による Meis1 発現低下によりミトコンドリア遺伝子の発現が低下したが、PBX1, 

PBX2, Prep1 に対する siRNA では低下しなかった (Biochem. Biophys. Res. Commun. 2011) 。 

VCP の働きに関しては、6 量体を形成し、ユビキチン化たんぱく質の分解に関与することが知

られているが、それ以外の働きに関しては、十分に解明されているとはいえない。Shirogane ら

は、gp130 を介した STAT3 活性化シグナルに VCP が関与することを報告している (Shirogane T. 

et al. Immunity 1999)。 

我々は、Yeast-two hybrid 法を用いて STAT3 特異的な制御因子である GdX (UBL4A)を見出し

た (Mol Cell 2014)。GdX は核内において非特異的な脱リン酸酵素である TC45 と STAT3 の結合

を安定化させることにより STAT3 を不活化させた。大腸癌細胞において、GdX はリン酸化 STAT3

を減少させるとともに抗腫瘍効果を示し、逆に GdX の減少によりリン酸化 STAT3 の増加と腫瘍

増殖性変化が認められた。臨床検体においては、核内の GdX 発現とリン酸化 STAT3 発現は逆相関

を示した。大腸癌の臨床検体を用いた検討において、核内 GdX 発現低下とリン酸化 STAT3 発現亢

進は予後不良因子であった。リン酸化 STAT3 発現と癌の悪性度に関しては多くの報告がある。大

腸癌を含めたほとんどの癌においては、リン酸化 STAT3 発現は予後不良因子である一方 

(Morikawa T. et al. Clin Cancer Res. 2011 等）、乳癌においては予後良好因子であると報告

されている (Sheen-Chen SM. et al. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 2008 等)。我々の

検討でも乳癌における核内 GdX 発現低下とリン酸化 STAT3 発現亢進が予後良好因子であること

を確認している。一方、VCP に関しても多くの癌では予後不良因子である一方、乳癌においては

予後良好のマーカーとして報告されている (Asaka S. et al. Surg, Today 2006)。我々はこの

奇妙な一致に興味を持ち、STAT3-GdX と VCP の関与に関して検索したところ、GdX が Bag6 など

とともに VCP の複合体を形成するとする報告を見出した (Wang Q. et al. Mol. Cell 2014) 

 

2. 研究の目的 

我々はこれまで Valosin-containing protein (VCP)が、抗アポトーシス性、転移に関連すること

を報告して来た。UBL4A(GdX)はSTAT3不活化に関与するが、VCPとの関連も示唆されている。



UBL4A の細胞内動態には不明な点が多い。核内から細胞質内へ、あるいは、細胞質から核内へ

と UBL4A を移行させるモデルを構築し、VCP と UBL4A の関連、STAT3 との関係を明らかにす

ることが研究開始当初の目的であった。しかしながら、UBL4A の動態は通常の細胞株では再現

性が乏しかった。よって、VCP, UBL4A の遺伝子改変モデルを用いた検討が適当と考え、VCP-

conditional KO マウス、VCP-transgenic mouse を作製し、UBL4A-KO マウスとも検討を行うこ

とにした。 

 

3. 研究の方法 

(1) VCP- conditional KO マウスの作製 

相同組み換えベクターを ES 細胞に導入し、G418 の選択により、組み換え ES 細胞クローンを

得る。アグリゲーション法にてキメラマウスを作製し、野生型マウスと自然交配し、F1 産子を

得る。 

(2) VCP-transgenic mouse の作製 

合成した VCPcDNA を sub-cloning し、ROSA26 トランスジェニック用ベクターに挿入し、相

同組み換えベクターを作製する。エレクトロポレーション法にて ES 細胞に導入し、G418 の選

択により、組み換え ES 細胞クローンを得る。アグリゲーション法にてキメラマウスを作製し、

野生型マウスと自然交配し、F1 産子を得る。 

(3) UBL4A-KO マウスの個体復元 

UBL4A-KO マウスの精子を用いて、対外受精を行い、F1 産子を得る。 

(4) がんに関する臨床病理学的検討 

がんに関する臨床病理学的検討を行った。 

乳がんのリンパ節転移を検出する One-step nucleic acid amplification assay の有用性の検討を

行った。 

中咽頭扁平上皮癌の HPV status と治療効果の関係を検討した。 

初期食道腺癌のリンパ節転移に関する因子の検討を行った。 

EGFR 遺伝子変異を伴わない肺腺癌の進展を検討した。 

 

4. 研究成果 

(1) VCP- conditional KO マウスの作製 

相同組み換えベクターは IKMC project より購入した。相同組み換えベクターを制限酵素 Sal 1

で切断、精製の後エレクトロポレーション法にて ES 細胞に導入し、G418 による選択により、

20 個の ES 細胞クローンを得た。PCR 法による確認でこのうち、13 個のクローンに目的の長さ

の PCR 産物を確認した。 

得られたクローンのうち 3 個を用いてキメラマウスの作製を行った。ICR 系統の 8 細胞期胚を

用い、アグリゲーション法にてキメラ胚を作製した。これらのキメラ胚を移植した受容雌マウス

の出産予定日に出産を確認した。得られたマウスを離乳まで飼育し、離乳時に毛色によってキメ



ラ率を判定した。 

キメラマウスを野生型マウスと自然交配させ、第 1 世代(F1)マウスを作製する。F1 産子の体組

織より DNA 抽出後、PCR 法を用いて遺伝子型を判定した。17 匹のうち、10 匹がヘテロ接合

体マウスであると判定した。 

(2) VCP-transgenic mouse の作製 

合成した VCPcDNA を sub-cloning し、ベクターから AstAI 及び、AScI を用いて切り出した。

これを ROSA26 トランスジェニック用ベクターに挿入し、PCR 法にて確認した。相同組み換え

ベクターを制限酵素 Pac 1 で切断、精製の後エレクトロポレーション法にて ES 細胞に導入し、

G418 による選択により、12 個の ES 細胞クローンを得た。PCR 法による確認でこのうち、11

個のクローンに目的の長さの PCR 産物を確認した。さらに neo 耐性遺伝子断片を probe とした

サザンブロット法にて想定される DNA 断片を確認した。 

得られたクローンのうち 3 個を用いてキメラマウスの作製を行った。ICR 系統の 8 細胞期胚を

用い、アグリゲーション法にてキメラ胚を作製した。これらのキメラ胚を移植した受容雌マウス

の出産予定日に出産を確認した。得られたマウスを離乳まで飼育し、離乳時に毛色によってキメ

ラ率を判定した。 

キメラマウスを野生型マウスと自然交配させ、第 1 世代(F1)マウスを作製する。F1 産子の体組

織より DNA 抽出後、PCR 法を用いて遺伝子型を判定した。10 匹のうち、5 匹がヘミ接合体マ

ウスであると判定した。 

(3) UBL4A-KO マウスの個体復元 

UBL4A-KO マウスの精子を用いて、対外受精を行い、10 匹の♀を得た。 

(4) がんに関する臨床病理学的検討 

がんに関する臨床病理学的検討を行った。 

乳がんのリンパ節転移を検出する One-step nucleic acid amplification assay の有用性の検討 

中咽頭扁平上皮癌の HPV status と治療効果の関係を検討した。HPV status により治療効果が

異なることを明らかにした。また中咽頭癌の p16 染色性と予後との関連を検討した。 

食道腺癌のリンパ節転移を検討し、粘膜内、粘膜下 500 ミクロン以下の浸潤で危険因子が無い

場合、リンパ節転移の可能性が低いことを明らかにした。 

EGFR 遺伝子変異を伴わない肺腺癌の進展において、Her3 が重要であることを明らかにした。 

軟骨芽腫の臨床病理学的検討を行った。 
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