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研究成果の概要（和文）： 
 hMSH3欠損により起こるゲノム不安定性の一つであるEMASTの本邦での頻度を調べたところ、米

国と同様約60％であった。ヒト由来細胞株での低酸素によるhMSH3発現抑制を調べたところ、３

つの型（迅速型，中間型，無反応型）が見られ、中間型はp53変異細胞で起こっていた。臨床検

体においても低酸素はhMSH3発現を抑制していた。EMAST腫瘍発生には一過性の低酸素条件のみで

は不十分であり、低酸素と再酸素供給を繰り返すことによりEMASTが誘導されると考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）： 
    Frequency of EMAST, a phenotype of genetic instability, in Japan was approximately 
60%, which is similar to USA. Down-regulation of hMSH3 by hypoxia was studied in 
human cell lines derived from different origins including colon. Three patterns: rapid, 
moderate, and none responses were observed. Moderate type was observed in cells having 
mutant p53. Histochemical staining of clinical samples supports that down-regulation of 
hMSH3 is induced by hypoxia. Transient hypoxia is not enough for generation of EMAST 
tumor. Repeated states of hypoxia-reoxyganation may require for induction of EMAST. 
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１．研究開始当初の背景 
多くの固形腫瘍ではhypoxia (低酸素)状態に

ある細胞塊が混在し、放射線や化学療法に抵

抗性を示すことが知られている。低酸素腫瘍

には慢性的部位と一時的部位とがあり、それ

ぞれ細胞内代謝経路が異なると云われてい

る。低酸素状態ではいくつかの DNA 修復関連

遺伝子の発現が抑制され、その結果、ゲノム

不安定性、即ち、DNA 変異速度の上昇を招き、

悪性度の増悪を招いていると考えられてい



る。低酸素状態で発現が変化する遺伝子が数

多く報告されているが、その意義や分子機構

は必ずしも明確になっている訳ではない。 

 

２．研究の目的 

 本研究では一過性の低酸素状態でのゲノ

ム不安定性誘導の分子機構を明らかにする

ことを目的として、DNA ミスマッチ修復 

(MMR) 遺伝子発現制御機構に焦点を絞った

研究を行う。 

 

３．研究の方法 

 低酸素でのDNA修復関連遺伝子の発現抑制

機構の解明のための試験管内細胞株モデルの

構築と病理切片を用いて関連遺伝子の発現状

態の把握を行う。試験管内モデルの構築には

主としてヒト大腸がん由来細胞株を用いる。

発現抑制機構解明の対象遺伝子としてDNAミ

スマッチ修復 (MMR) 遺伝子のうちMSH3に焦

点を当て、発現の有無や程度を検討する。更

に、大腸がん患者の臨床検体を対象に免疫組

織染色を行い、MSH３欠損の有無を検討する。 

 

 

４．研究成果 

 ゲノム不安定性の１表現型であるEMAST誘

発の分子機構を明らかにすることを主目的と

して、低酸素状態でのDNAミスマッチ修復遺伝

子hMSH3を中心とした発現制御機構の解析を

行った。即ち，ヒト樹立細胞株を用いたin 

vitroモデル系を確立し，hMSH3, hMSH2, hMLH1

遺伝子の発現抑制機構の解明ならびに大腸が

ん臨床検体での病理組織学的検討を行った。 

（１）本邦でのEMAST発生頻度 

 我々の研究グループは米国での大腸が

んにおけるEMAST発生頻度を調べ、おおよ

そ50-60％であると報告した。そこで、本

邦における頻度を90検体を対象に同様の

手法で調べたところ、ほぼ同等であるこ

とが分かった。 

（２）低酸素によるMSH3発現抑制 

 大腸がん由来樹立細胞株を含むヒト腫

瘍由来細胞株10株について、低酸素によ

るhMSH3発現抑制を検討したところ３つ

のパターンが観察された。①発現が２−

３日程度で抑制される迅速な細胞株（迅

速型）②発現抑制がプラトーに達するの

に６日間程度必要とする緩慢な細胞株（

中間型）。③全く抑制が見られない細胞

株(無反応型)。中間型を示す細胞株に共

通しているのはp53変異であり、正常p53

により抑制速度が早まることから、迅速

な抑制にはp53分子が関わっていること

が示唆された。次に、転写抑制へのHIF-1α

の関与を検討したところ、早期にプロモ

ーター領域に存在する２ヶ所のHREを介

して関わっていることが明らかとなった

。更に、HIF-1αノックダウン実験から、

HIF-1αは発現抑制の引き金とはなってい

ないことが示唆された。 

（３）臨床検体を用いた病理組織学的検討 

 EMAST陽性及び陰性腫瘍での低酸素マ

ーカーであるGLUT1過剰発現とhMSH3発現

抑制との関連を病理組織切片で検討した

。EMAST陽性腫瘍ではGLUT1過剰発現と

hMSH3発現抑制との間に関連が見られた。

このことから臨床検体においても低酸素

によりhMSH3発現抑制が引き起こされて

いることが示唆された。 

（４）EMAST腫瘍発生機構の検討 

 低酸素によるEMAST腫瘍発生機構を細

胞株を用いて検討した。hMSH3はhMSH2と

hMutSβと呼ばれるheterodimerを形成し、

hMSH6はhMSH2とhMutSαを形成する。p53

異常細胞株ではhMSH2の発現抑制がほと

んど見られないことから、hMutSα経路が

機能し、hMutSβ経路が機能しない状況が

生じると考えられた。このことは

EMAST がp53変異細胞で起こることを意

味する。しかしながら、hMutSαやhMutSβ

経路に共通な下流のhMLH1はp53機能に関

係なく低酸素で抑制されることから、一

過性の低酸素状態のみではEMAST発生を

説明しきれない。低酸素—再酸素供給に

より、EMASTを含むゲノム不安定性が誘導

されると考えられた。 
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