
第2章 ヒ ト腫瘍 にお けるAggrusの 発現

2-1目 的

マ ウスAggrusは 、大 腸癌 細胞 で の発 現 が正 常大 腸 組織 よ りも高 い ことが 明 らか にされ

たため 、ヒ トの癌 にお けるAggrusの 発 現 の変化 を検討 した(5)。 マ ウス の系で は、Aggrus

の発 現が 高 くな る こ とに よ り、血 小 板 凝集 能 が 上が り、転 移 能 も上 が る と考 え られ た 。 ま

ず 、様 々な癌 でのAggrusの 発現 を調 べ るため 、Cancer Profiling Arrayに よる検 討 を行

った 。Aggrusの 発現 が 高 い癌 が あれ ば、 腫 瘍 マー カ ー と して の 臨 床応 用 も可能 で ある。

さ らに、分子 標的 療法 の ター ゲ ッ トと して の利用が 考 え られ る。

2-2試 薬 お よ び 方 法

2-2-1細 胞 培 養

ヒ ト肺 癌 細 胞 株A549、NCI-H23、NCI-H226、NCI-H552は 、10%の 非 働 化 し たFetal

Bovine Serum(Biocell)、2μM L-glutamine(Invitrogen)、100μg/ml kanamycinを

添 加 し たRPMI培 地 中 で 、5% CO2 incubator内 で37℃ で 培 養 し た(23-26)。

2-2-2組 織 切 片

大 腸癌お よび 正常 大腸 の組織切 片 は、MaxArray Tissue Microarray(Zymed)を 用 いた。

14症 例 の精 巣腫瘍 の組織 は 、山形 大学病 院 にお いて1990年 か ら2002年 まで手術 によ り

摘 出 され た もので あ る。2症 例 の正 常 精巣 の組 織 は、 山形 大学 病 院 にお い て両 側 精 巣摘 除

術 を行わ れ た ものであ る。組織 を研究 目的 に使 うこ とに関 して は、患 者様 か らのinformed

consentを 文書 にて 得た 。一例 の精巣腫 瘍(Lot:N29757)はNovagenか ら購 入 した。肺

癌の組織 切 片は、Lung tissue array(Ambion)を 用 いた。

2-2-3 Cancer Profiling Arrayに よ る 解 析

Cancer Profilillg Array Ⅰ,Ⅱ(BD Biosciences)は 、 ヒ トの 様 々 な 腫 瘍 の 、 腫 瘍 部 分 と 正

常 部 分 か ら 合 成 し たcDNAが ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン に 固 定 さ れ て い る 。32Pラ ベ ル し た ヒ ト

Aggrus遺 伝 子 の 全 長 をCancer Profiling ArrayⅡ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、BAS1000

Bio-lmaging Analyzer(Fuji Film)を 用 い て 定 量 化 し た 。そ れ ぞ れ のaggrusの 発 現 量 は32P

ラ ベ ル し たubiquitinでnormalizeし た 。
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2-2-4 Real-time PCR

ヒ トAggrus遺 伝子 の定量 用 プ ライ マー と して、5'- GGAAGGTGTCAGCTCTGCTC-

3'、5'- CGCCTTCCAAACCTGTAGTC -3'を 用 いた。 また 、内部 標準 とな るβ-actin遺

伝 子 の 定 量 用 プ ラ イ マ ー と して は 、5'- ACTCTTCCAGCCTTCCTTCCTG -3'と5'-

ATCTCCTTCTGCATCCTGTCGG -3'を 用 い た。Real-time PCR 試 薬 はQuantiTect

SYBR Green PCR(Qiagen)を 、機種 はLightCycler(Roche)を 使 用 した。PCRの 温度 条

件は以下 の通 りで ある。95℃ for 15 min for 1 cycle, followed by 40 cycles of 94℃ for

15s, 55℃ for 25s; 72℃ for 20 s。 そ して 、融解 曲線 分析 は0.2℃ s-1、40℃ とい う条

件で 行 った。Aggrusと β-actinの 定 量 用 の標 準 曲線 は、 そ れぞ れPCR産 物 を希釈 し、

1μlあ た り1×109コ ピー 数か ら1×103コ ピー 数 まで使用 した。

2-2-5 Western-blot法

方 法 と 試 薬 の 調 整 は2-2-5に 準 じ た 。 細 胞 をlysis bufferで 可 溶 化 し 、 タ ン パ ク 定 量 の

後 、10μgを10% constant gelにapplyし 、running bufferを 用 い て 、20 mAで2時

間 電 気 泳 動 し た 。 そ の 後 、PVDF膜 に 転 写 し 、blocking bufferで 室 温、1時 間blocking

し た 。 そ の 後 、10μg/mlにblocking bufferで 調 整 し た 各 々 の 抗 体(8F11抗 体 、TT679

抗 体)を、 室 温 で1時 間 反 応 さ せ た 。washing buffer(western-blot用)で 洗 っ た 後 、

blocking bufferで1/1,000に 希 釈 し たHRP-labeled anti-Rat IgG(DakoCytomation)、

あ る い はHRP-labeled anti-Rabbit IgG(DakoCytomation)を1時 間 反 応 さ せ た 。

washing buffer(western-blot用)で 洗 っ た 後 、ECL(Amersham Pharmacia Biotech)

で 発 色 さ せ 、scientific imaging filmに 露 光 さ せ た 。

2-2-6免 疫 組 織 染 色

ホ ル マ リ ン 固 定 し 、パ ラ フィ ン 包 埋 し た 大 腸 癌 組 織 切 片(LandMark Tissue Microarrays,

lot 022P15A; Ambion)を 、 脱 パ ラ フ ィ ン 処 理 し 、 蒸 留 水 に 浸 し た 。 内 因 性 の ペ ル オ キ シ

ダ ー ゼ を 不 活 性 化 す る た め に 、3% H2O2を5分 反 応 さ せ 、casein-containing blocking

reagent(DakoCytomation)で ブ ロ ッ キ ン グ を5分 行 っ た 。1%BSA/PBSで0.01μg/ml

の 濃 度 に 希 釈 し たTT679を23℃ で18時 間 反 応 さ せ 、biotin-labeled anti-rabbit IgG、

peroxidase-conjugated streptavidin(LSAB2 kit; DakoCytomation)を 順 に 反 応 さ せ た 。

最 後 に 、DAB(3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride) tablet sets

(DakoCytomation)で10分 発 色 し た 。

CSA法 は のDAKO CSA System(DakoCytomation)、EnVision法 はDAKO EnVision

System(DakoCytomation)を 用 い 、 方 法 は 取 り 扱 い 説 明 書 に 準 じ た 。 一 次 抗 体 は 、TT679
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(1μg/ml)、 抗Prox-1抗 体(ReliaTech;10μg/ml)、 抗HCG抗 体(DakoCytomation;1

μg/ml)、 抗AFP抗 体(DakoCytomation;1μg/ml)、 抗cytokeratin 19抗 体(BA17,RDI;

1μg/ml)で 、24℃ で4時 間 反 応 さ せ た 。

2-2-7 Flow cytometry

NCI-H226細 胞 を37℃ で ト リ プ シ ン 処 理 し 、PBSで1回 洗 浄 後 、PBSに 調 整 し た1μ

g/mlの 抗podoplanin(Aggrus)抗 体(RDI)、normal rat IgG(DakoCytomation)を

100μ1、1時 間 室 温 で 反 応 さ せ た 。PBSで1回 洗 浄 後 、PBSで1/200に 希 釈 し たanti-mouse

IgG-FITC(Cappel)を50μ1ず つ 加 え 、 室 温 で30分 間 、 遮 光 し て 反 応 さ せ た 。PBSで1

回 洗 浄 後 、FACSCalibur(Becton Dickinson)で 測 定 し た 。

2-2-8血 小 板 凝 集 の 測 定

血小板 凝集 の測定 は、2-2-7に 従 って行 った。
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2-3結 果

2-3-1 Cancer Profiling Array

マ ウ スAggrusは 大 腸 癌 細 胞 で の 発 現 が 正 常 大 腸 組 織 よ り も 高 い こ と が 分 か っ て い た た

め 、 ヒ トの 癌 で もAggrusの 発 現 の 変 化 を 、Cancer Profiling Arrayを 用 い て 調 べ た(Fig.

11)。 個 人 に よ っ て ば ら つ き は 見 ら れ る が 、T/N比 の 平 均 値 を と る と 、 結 腸 、 直 腸 、 小 腸

な ど の 腸 管 系 臓 器 と 精 巣 に お い て 高 いT/N比 が 見 ら れ た 。 結 腸(n=10)、 直 腸(n=7)、

小 腸(n=10)、 肺(n=10)、 乳 腺(n=10)、 卵 巣(n=10)、 精 巣(n=10)、 前 立 腺(n=4)、

膀 胱(n=5)、 腎(n=10)のT/N比 の 平 均 値 は そ れ ぞ れ 、2.8、3.2、3.9、1.6、0.94、1.1、

4.3、1.2、1.3、0.8で あ っ た 。

2-3-2大 腸 癌 に お け るAggrusの 発 現

マ ウスAggrusに 対 す る8F11抗 体 は、 ヒ トAggrusに は交差 反応性 を示 さなか ったた

め 、 まず ヒ トAggrusの38-51番 目まで の ア ミ ノペ プチ ドに対す るポ リク ロー ナル抗 体

TT679を 作 製 した。AggrusはGeleffら に よ りpodoplaninと 名 付け られてお り、 リンパ

管 のマー カ ー として繁 用 され て いる。 作製 した抗Aggrus抗 体TT679は 、 正常 大 腸 の リ

ンパ管 を認識 した(Fig.12)。 リ ンパ 管 の マー カ ーで あ るProx-1に 対 す る抗 体 で も、正

常 大 腸の リンパ管 に反応 した。 さ らに、 ヒ トAggrusに 対 す る抗 体TT679お よ びマ ウ ス

Aggrusに 対 す る抗体8F11抗 体 によ って、western-blot法 を行 った と ころ、TT679は ヒ

トAggrusに 選 択 的 に反応 し、8F11抗 体 はマ ウスAggrusに 選択 的 に反 応 した(Fig.13A)。

このTT679抗 体 を用 いて 、大 腸癌 の組 織切 片 に対 す る 反応性 を調 べ た と ころ、 大腸 癌 に

ヒ トAggrusが 高発現 して い るのが確認 された(Fig.13B、C)。TT679抗 体 は正 常 大腸上

皮 には染色性 を示 さな か った(Fig.13D、E)。

2-3-3精 巣 腫 瘍 にお け るAggrusの 発 現

精 巣 胚細 胞 腫瘍 は 、セ ミ ノー マ 、胎 児 性 癌 、卵 黄 嚢腫 瘍 、 絨 毛癌 、 奇 形腫 、 多 胎児 癌 の

6基 本 型 に分類 され る が 、本研 究 で は 山形 大 学病 院 にお い て手 術 症例 の多 か っ たセ ミ ノー

マ、胎 児性癌 にお け る ヒ トAggrusの 発現 を調 べ た。Table 1に 示す 通 り、合 計25サ ンプ

ルの精 巣腫 瘍 につ いて解析 を行 った 。Table 1のNo.11か らNo.25の 手術 症例 で は、15

症 例 中11症 例 がセ ミ ノー マ であ り、4症 例 が胎 児性 癌 で あ った 。 この15症 例 につ いて

TT679抗 体 によ る染色 を行 った と ころ、セ ミ ノー マ11症 例 中10症 例 の90.9%で 陽性 と

な った の に対 し、 胎児 性 癌4症 例 は 全 例陰 性 で あ っ た。 未 固定 の 手術 標 本 を入手 す る こと

ので きたセ ミ ノー マ2例 、胎児 性癌1例 、正常2例 につ いて、real-time PCRを 行 った と
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ころ、No.11とNo.12の セ ミノー マ の症 例 のみ にAggrusの 発現 が 見 られた(Fig.14)。

さ らに、TT679に よ るwestern-blot法 を行 った ところ、セ ミ ノー マ の症 例 のみ に約38kDa

のバ ン ドが検 出 された(Fig.15)。Fig16に は、TT679抗 体 によ る免疫 染色 の結果 を示す

が 、セ ミ ノー マ はTT679抗 体 に よ って 高 い 反応性 を示 す が 、胎 児 性 癌 は 全 く染 色 され な

か っ た。セ ミ ノーマ の 一例 につ い て、TT679抗 体 と他 の腫 瘍 マー カ ー で あるHCG,AFP

に対す る抗体 を反応 させ た と ころ、TT679抗 体 のみが 反応 した(Fig.17)。

2-3-4肺 癌 に お け るAggrusの 発 現

3-3-1に 示す通 り、大腸 、小 腸 と精 巣以 外 の組 織 につ いて は、Cancer Profiling Arrayに

お けるT/N比 の 平均 値 は 低 く、症 例 ご とに ば らつ き が 見 られ た。 そ こで、 各腫瘍 を組 織

型別 に分類 し、T/N比 を比較 した。Table 2はCancer Profiling Arrayの 中で 、肺癌 の

症例 につ いて 、患者 の プ ロフィールや 肺癌 の組 織型 、AggrusのT/N比 を示 した 。肺癌 に

お いて は、T/N比 の平均 値 は1.6(n=30)だ が 、肺癌 を組織 型 別 に分類 してAggrusの 発

現 を比較 した ところ、扁 平上 皮癌 で は2.2(n=12)で ある のに対 し、腺癌 で は0.9(n=15)

で あ り、 扁 平 上 皮 癌 で は 腺 癌 に 比べ ヒ トAggrusの 発 現 が 有 意 に高 い こ と が わ か っ た

(p<0.01、Fig.18)。 さ らに、 入手す る ことので きた3症 例 の扁 平上 皮癌 のcDNAを 用 い

て、Aggrusのreal-time PCRを 行 った と ころ、3症 例 中2症 例 の扁 平 上皮癌 にお いて 、

腫瘍部 で の発 現が 正常 部で の発現 よ り高値 を示 した(Fig.19)。

Table 3で は、肺癌 の組 織切 片 に対す るTT679抗 体お よび 扁平 上皮癌 の マー カーで あ る

cytokeratin 19に 対す る抗体 のBA17抗 体 の 染色結 果 を示す 。TT679抗 体 によ る免疫 染色

で は、扁 平 上皮癌8症 例 中7症 例 の87.5%で 陽性 で あ り、腺癌 で は13症 例 中2例 の15.4%

のみ が陽 性 で あ った。 これ は、BA17抗 体 によ る染 色で 扁 平 上皮癌 の陽 性 率が62.5%で あ

る と い う結 果 をを 上回 った。Fig.20に 免疫 染 色 の例 を示 す が 、扁 平 上 皮癌 で はAggrus

が陽性(A,B)だ が 、腺癌(C)で は陰性で あ った。扁平 上皮 癌 のマー カー で あるcytokeratin 19

も同様 に染 色 され た(Fig.20D-E)。

次 に、肺 癌 の細胞株 にお けるAggrusの 発現 を調べ た。Aggrusの 発現 をrea1-time PCR

で 調べ た ところ、 扁 平上 皮癌 細 胞株 のNCI-H226細 胞 のみ にAggrusの 発現 が見 られ た

(Fig.21A)。 さ らに、flow cytometryに てNCI-H226細 胞 にお けるAggrusの 発現 を

調 べ た と ころ 、明 らか に発 現 が認 め られ た(Fig.21B)。 ま た、NCl-H226細 胞 をマ ウス

血 小板 と反応 させ た ところ、血 小板 凝集 が引 き起 こされ た(Fig.21C)。
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2-4考 察

Tsuruoら の研究 によ り、 マ ウス結腸癌 細胞NL-17細 胞 にお いて マ ウスAggrus(gp 44)

の発現 が高 い ことが報告 され た(2)。 さ らに、Watanabeら によ り、B16メ ラ ノー マ にお

いて もマ ウスAggrusの 発 現が 高 い ことが 示 され、Aggrusの 発 現量 が 高 いほ ど、 高 い血

小板 凝集活性 や転 移活性 を示す ことが報 告 された(22)。 そ こで本章 で は、 ヒ トの癌 にお

けるAggrusの 発現 の変 化 を検 討 した。様 々 な癌 で のAggrusの 発現 を調べ るため 、Cancer

Profiling Arrayに よ る検 討 を行 った。そ の結果 、 大腸 、小腸 、精 巣 にお いて 、 高いT/N

比 を示 した(Fig.11)。 他 の臓器 の癌 に関 して も患 者 によ って ば らつ きが あ り、組織 型 に

よる発現 量 の差の有 無 を検 討 した。そ の結 果 、肺 癌 にお いて は、扁 平上 皮癌 に高発 現 して

お り、腺 癌で は発現 量が 低 い ことが わか った(Fig.18)。 肺 癌 の中で も、扁 平上 皮癌 と腺

癌 は分化 癌 で あ り、 と もに気 管支 上皮細胞 か ら分化 す る と考 え られ て いる(27)。 それ にも

関わ らず、 なぜAggrusの 発現 が扁平 上皮癌 だ け に見 られ る のか を解 明す る ことは今 後 の

課題 で ある。肺扁 平 上皮癌 のマー カ ー として は、SCCやCYFRAが 臨床的 に繁 用 され て い

る(28,29)。 本研究 にお いて、Aggrusが 肺癌 のなか で も扁 平上 皮癌 に特 異的 に発現 して い

る ことか ら、肺 扁平 上皮癌 の特 異的 マーカ ー と して期 待 され る。 さ らに、症 例 は少 ないが 、

甲状 腺癌 では髄 様癌 にお いてAggrusの 発 現が 高 い こ とがわ か った。そ の他 の臓器 に関 し

て も、免疫 組織 染 色 にてAggrusが 陽性 の症例 が あ り、今後 、 どのよ うな症 例でAggrus

が 陽性 にな って いるか を さ らに詳 しく検討 す る必要 が ある。

精 巣胚 細 胞腫 瘍 は、セ ミ ノー マ、 胎児 性 癌 、卵 黄 嚢腫 瘍 、絨 毛癌 、奇 形 腫 、多 胎 児癌 の

6基 本 型 に 分類 され る が、 大 き くセ ミ ノー マ と非セ ミ ノー マ に分類 され る(30,31)。 非 セ

ミ ノー マ の腫 瘍 マ ー カ ー として 、HCG、AFPな どが 現 在 臨 床 的 に 良 く使 われ て い る。セ

ミ ノーマ は放 射 線 療 法 に反応 性 が 良好 で あ る ことか ら、セ ミ ノー マ と非セ ミ ノー マ を分 類

す る ことは 、治 療 や予 後 を考 え る上で 重 要 で あ る。 しか しな が ら、セ ミ ノー マ の特 異 的 マ

ー カ ーは これ まで あ ま り報 告 され てお らず 、 今 回Aggrusが セ ミ ノー マ特 異 的 に発現 して

いる ことか ら(Fig.16)、Aggrusが セ ミ ノー マ の腫 瘍 マー カ ーと して期 待 され る(32)。

今 回 の研 究 に用 いた肺 癌 の症 例 はす べ て 外科 で の 切 除標 本 で あ り、遠 隔転 移 のあ る症 例

は含 まれ て いな か った(Table 2,3)。 よ って 、Aggrusの 発現 と転 移 との相 関 関係 を調 べ

る こ とは で きなか った。 血 中で のAggrusを 測 定す る系 を確 立 し、遠 隔転移 をお こした非

切 除 症例 につ い て も調 べ る ことに よ り、Aggrusの 発現 量 と転 移 との相 関 関係 を調 べ る こ

とは今後 の課 題で あ る。
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Table 1. Patient information of the samples used in this study.

EC: Embryonal carcinoma, N/D: Not determined.
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Table 2. Personal and clinical patient information(Cancer profiling array)

SCC: squamous cell carcinoma, AC: adenocarcinoma, C: carcinoid
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Table 3. Personal and clinical patient information(Immunohistochemistry)

SCC: squamous cell carcinoma, AC: adenocarcinoma
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Fig.11. Human aggrus expression in human tumors. Human aggrus expression in tumor (T)

and normal(N) tissues in the same patient was assessed by hybridizing 32P-labeled human

aggrus cDNA to Cancer Profiling Array ‡U. The expression level of human aggrus in the

individual patients was normalized by measuring radioactivity of each dot after hybridization

with 32P-labeled ubiquitin cDNA. The radioactivity of each dot was visualized(A) and

quantified(B). Red bar; average of the human Aggrus expression ratio in each tissue(B).
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Fig.12. Immunohistochemical staining of Aggrus and Prox 1 in normal colorectal tissues.
Normal colorectal tissue specimens were stained with an anti-human Aggrus antibody

(TT679, A, B) and an anti-Prox 1 antibody(C). Then the specimens were further developed
using the DAKO En Vision System. Arrows indicate th e lymphatic vessels. Bars,  10μm.
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Fig.13. Human Aggrus protein expression in colon adenocarcinoma. A, CHO cells were

transiently transfected with a pcDNA3 vector containing the indicated mouse or human

aggrus cDNAs. The cell lysates were immunoblotted with 8F11 antibody or anti-human
Aggrus antibody(TT679). B-E, Immunohistochemical staining with anti-human Aggrus
antibody(TT679) on human specimens derived from colon adenocarcinoma(B and C)
compared with specimens derived from normal colon(D and E) tissues.
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Fig.14. Increased aggrus mRNA expression in testicular tumors. The aggrus transcripts in
testicular tumor tissues(patients 11 and 12; seminoma, or patient 17; embryonal carcinoma;
EC) and normal testicular tissues(Norma1-1 and -2) were quantified by performing real-
time PCR.
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Fig.15. Western-blot analysis of testicular tumors. lane 1; patient 11(seminoma), lane 2;

patient 17(Embryonal carcinoma; EC), lane 3, 4; normal testicular tissues.
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Fig.16. Immunohistochemical staining of Aggrus protein in testicular tumors. Testicular

tumor specimens were stained with an anti-human Aggrus polyclonal antibody (17679). Then

the specimens were further developed using the DAKO CSA System. Seminoma tissues from

patients 11(A) and 12(B) and embryonal carcinoma tissues from patients 17(C) and 18 (D).

Bars, 10ƒÊm.
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Fig.17. Immunohistochemical staining of Aggrus, Proxl, AFP and HCG in seminomas.

Seminoma specimens of patient 11 were stained with an anti-human Aggrus antibody (TT679,

A), an anti-HCG antibody(B) and an anti-AFP antibody(C). Then the specimens were further

developed using the DAKO EnVision System. Bars, 10ƒÊm.
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Fig.18. Increased aggrus mRNA expression in squamous cell carcinoma of lung. The relative

aggrus mRNA expression level in the each dot was normalized by measuring radioactivity of

each dot after hybridization with 32P-labeled ubiquitin cDNA in Cancer Profiling Array. The

T/N ratio was calculated by dividing the normalized radioactivity of tumor samples with that

of normal tissues in individual patients. Horizontal columns; average of T/N ratio in either AC

or SCC.
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Fig.19. Quantitative analysis of aggrus transcripts in lung squamous cell carcinoma

and corresponding normal tissues by real-time PCR. The first-strand cDNA samples

derived from tumorigenic and corresponding normal tissues of patients 3, 20 and 21

were used as templates for real-time PCR. The respective expression levels of aggrus

were normalized to that of the ƒÀ-actin transcript. aggrus/ƒÀ-actin; aggrus mRNA/ƒÀ-actin

mRNA ratio.
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Fig.20. Aggrus protein was expressed strongly in squamous cell carcinoma(SCC) of
the lung. Immunostaining was done by TT679(A, B, C) or BA17(D, E, F) with a
DAKO CSA System. Squamous cell carcinoma from patient 31(A, D), squamous cell

carcinoma from patient 42(B, E) and adenocarcinoma from patient 35(C, F). Bars,
10μm.
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Fig.21. Expression of aggrus in the SCC cell line. A, Quantitative analysis of aggrus

transcripts in lung cancer cell lines by real-time PCR.  aggrus/ƒÀ-actin; aggrus

mRNA/ƒÀ-actin  mRNA ratio. B, Detection of Aggrus protein in NCI-H226 cells by

flow cytometry. Cells were treated with anti-Aggrus antibody or normal mouse IgG

(NMIgG). C, Platelet-aggregating activity was estimated by incubating NCI-H226
cells with mouse PRP, and examined by light microscopy. Bars, 10um.
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総 括

癌 の血行 性 転移 にお い て、 癌 細胞 と血 小 板 の相 互 作用 が 重 要 な役 割 を果 た して い る こと

が 知 られ て いるが、癌 細胞 上の血 小板 凝集 因子 は同定 され て いなか った。 マ ウスの 系で は、

Tsuruoら によ って樹 立 され たNL-17細 胞 か らAggrusが 発 見 され、そ の後 多 くの研究 者

によ って 、Aggrusが マ ウス の血 小板 凝集 と転移 に関わ る ことが示 されて きた。

本研究 で は、 第1章 にて 、血 小板凝 集 因子Aggrusの ク ロー ニ ング に成 功 し、Aggrus

が 血 漿 成分 非存 在 下で 血 小板 凝集 を引 き起 こす こ とを示 した 。 さ らに、Aggrusの 血 小板

凝集活性 の活 性 中心 で あ るPLAG domainを 同定 した。 第2章 では 、様 々な ヒ ト腫瘍 で の

Aggrusの 発 現 を調 べ た と ころ、大 腸癌 、 精巣 腫瘍 にてAggrusが 高 発現 して いる ことが

わか った。 精 巣腫瘍 にお けるAggrusの 発現 を組 織 型別 に調 べ た ところ 、セ ミノーマ に特

異 的 に発 現 して お り、セ ミ ノー マ の マー カ ー と して の可 能 性 が示 され た。 さ らに、肺 癌 に

お けるAggrusの 発 現 を組織 型 別 に調べ た と ころ 、扁平 上 皮癌 に特異 的 に発現 してお り、

扁 平 上皮 癌細 胞株 に発現 して いるAggrusは 血 小板 凝集 活 性 を持 つ ことを示 した。 これ ら

の結果 よ り、 ヒ トAggrusも ヒ トの癌細 胞 に よる 血 小板凝 集 反応 に、 さ らに は癌 の血行 性

転移 に重要 な役割 を果 た して いる ことが 示唆 され た。

今後 は、 これ らの腫瘍 にお いて、血清 中か らAggrusを 検 出す る系 を確 立 し、腫瘍 マー

カー と して 開発す る ととも に、癌 の分子 標的療 法 のター ゲ ッ トして、治 療 に役立 てて いき

た い と考 えて いる。 さ らに、血 小板凝集 活性 の活性 中心 で あるPLAG domainに 付加 され

て いるO-結 合型糖鎖 の構 造解 析 を行 うこ とによ り、血 小板 凝集 阻害剤 の 開発へ の糸 口と

な る もの と思 われ る。AggrusのPLAG domainのO-結 合型糖鎖 には シアル酸 が付加 し

て い る ことが 示唆 され てお り(33)、Aggrusの 血小 板上 の レセ プ ター としてP-selectinや

Siglecが 候 補 と して考 え られ た。 しか し、 これ まで の実験 にお いて 、 これ らの候補 分子 が

Aggrusに 結合す る とい うデ ータ は得 られ て いな い。Aggrusの 血小 板上 の レセ プター を

探索す る ことも、今後 の大 きな課 題で ある。
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