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第 1 章 要旨 

Tripartite motif (TRIM) family に属する蛋白は、ユビキチン経路において

E3 ユビキチン・リガーゼもしくはモジュレーターとして機能することが知られ

ており、TRIM44 もそのうちの一つである。本研究では、精巣癌における TRIM 

44 の発現および機能を調べ、精巣癌における TRIM44 の臨床的意義と作用機序

を解析した。精巣癌において TRIM44 の発現が陽性の症例では、TRIM44 陰性例

と比較して、癌特異的生存率が低いことがわかった。精巣癌細胞株における機

能の解析も行い、TRIM44 が細胞増殖、細胞遊走能を促進し、アポトーシスを抑

制することを確認した。TRIM44 をノックダウンした NTERA2 細胞のマイクロ

アレイ実験を行い、TRIM44 によって制御される遺伝子を探索した。その結果、

発現レベルが最も変動した遺伝子は癌関連遺伝子が多く、C3AR1, ST3GAL5, 

NT5E (CD73), CDK19, CADM1, PRKACB などの遺伝子を同定した。TRIM44 はこ

れらの遺伝子を制御することで癌増殖や遊走能を促進し、アポトーシスを抑制

することで tumorigenesis を促進する役割を担っていると考えられた。 
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第 2 章 序文 

  精巣癌は男性癌の 1-2％を占め、比較的まれな癌である [1]。診断は、触

診や腫瘍マーカーの測定、画像検査により行うが、診断の確定には精巣摘除術

による病理診断が必要である。治療方法としては、精巣摘除術に加えて転移を

有する症例では、化学療法、放射線療法、後腹膜リンパ節郭清などの治療方法

が存在する[1]。病理組織型は、一般的に seminomatous germ cell tumor (SGCT)と

nonseminomatous germ cell tumor (NSGCT) に大別され、治療方法もこの組織型の

違いにより異なる [1]。後者の NSGCT はさらに、絨毛癌、胎児性癌、奇形腫、

卵黄嚢腫に亜分類されている。精巣癌の大部分の症例では、予後が良好であり

転移を有する患者であっても IGCCCリスク分類において good prognosis groupで

あれば 5 年生存率は、SGCT で 86%、NSGCT で 92％である [2]。しかし、poor 

prognosis group に分類される患者の予後は悪く、NSGCT 患者における 5 年生存

率は 48%と決して良いとは言えない（表 1） [ 1, 2]。 

近年、癌治療における化学療法の新規薬剤の開発や治療戦略が、直接的

な抗腫瘍効果をもつ古典的抗癌剤治療から Tyrosine kinase inhibitor に代表される

分子標的薬剤や抗 PD-L1 抗体を含む免疫学的薬剤などの治療方法にパラダイ

ム・シフトしつつある [3, 4]。これらの新規治療方法の中でも、図 1 に示すユビ

キチン経路をターゲットとした新規抗癌剤が注目を浴びている [5]。多発性骨髄
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腫に用いられる Bortezomib (ベルケイド®)や Carfilzomib (キプロリス®)は、プロテ

アソームを阻害することで骨髄腫細胞の anti-apoptosis を阻止し、腫瘍細胞の

apoptosis を誘導していると考えられている [5, 6]。ユビキチン経路に作用する薬

剤の開発は進んでおり、同経路に関与する新規ターゲットとなる分子の探索も

行われている。なかでも、Tripartite motif (TRIM) 蛋白が知られており、2 個の

zinc finger が合わさった構造の ring finger, B-box, そして coiled coil の 3 つの特徴

的構造をもつこれらの蛋白を総称して TRIM ファミリーと呼んでいる（図 2）。

TRIM ファミリーに属する TRIM 蛋白は約 70 種類も同定されており、その大部

分が E3 ユビキチン・リガーゼや E3 ユビキチン・リガーゼ モジュレーターと

して機能することで蛋白のユビキチン経路に関与し、最終的にはターゲット蛋

白がプロテアソームにより分解されることで蛋白の分解が行われることが知ら

れている（図 1）[7]。したがって、TRIM の機能を一言で表すとユビキチン経路

に関与し、蛋白の分解も含めた蛋白の修飾を行う分子であるといえる。TRIM フ

ァミリーに属する蛋白は、このような蛋白の制御により転写、細胞増殖、アポ

トーシス、細胞分化などのさまざまな生物学的プロセスに関与している [8]。特

に、悪性腫瘍との関連でいえば、TRIM ファミリーに属する約 70 の遺伝子のう

ちすでに約 20 の遺伝子が癌関連遺伝子であることが報告されている [9-17]。 

本研究で解析を行った TRIM44 もこの TRIM ファミリーに属する。
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TRIM44 は、そもそもマウスの脳の cDNA ライブラリーから単離されたものであ

る [18]。分子的構造の特徴としては、TRIM の一般的構造にみられる B-box や

coiled-coil を有しているが、ring finger は有しておらず、zinc finger を有している

（図 2）。癌との関連でいえば、TRIM44 は、頭頸部癌、食道癌、胃癌、乳癌に

おいて強発現していることが知られている[19-21]。また、TRIM44 の過剰発現が

癌増殖を促進し、特に胃癌では予後不良となることが報告されている [19]。こ

のように多種の癌において TRIM44 が癌促進作用を有することから、精巣癌の

tumorigenesis に関与する TRIM 分子の同定を考えた場合に、TRIM44 は TRIM フ

ァミリーの中でも特に有望であると考えた。さらに、TRIM44 と精巣癌の関連は

既知の報告がみられないことからも精巣癌における TRIM44 の発現や役割、そ

してその機能を明らかにすれば、新たな診断指標や治療標的となる可能性があ

ると着想するに至った。 

本研究は、精巣癌における TRIM44 の発現およびその臨床的意義を検討

し、TRIM44 の機能的解析を行うことで精巣癌における TRIM44 の作用機序や役

割を解明することを目的とした。 
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表 1  

International Germ Cell Consensus Classification (IGCCC) リスク分類 [1, 2] 

Good prognosis group  

NSGCT (5 年生存率 92 %) SGCT (5 年生存率 86%) 

精巣もしくは後腹膜原発 原発の部位を問わず 

肺以外の臓器転移を認めない 肺以外の臓器転移を認めない 

AFP < 1000 ng/ml AFP 正常 

hCG < 5000 IU/l hCG と LDH 値に上限なし 

LDH < 1.5 * ULN  

Intermediate prognosis group 

NSGCT (5 年生存率 80 %) SGCT (5 年生存率 72%) 

精巣もしくは後腹膜原発 原発部位を問わず 

肺以外の臓器転移を認めない 肺以外の臓器転移を認める 

AFP 1000 – 10000 ng/ml AFP 正常 

hCG 5000 – 50000 IU/l hCG と LDH 値に上限なし 

LDH 1.5 – 10 * ULN  

Poor prognosis group 

NSGCT (5 年生存率 48 %) SGCT  

縦隔原発 分類されず 

肺以外の臓器転移を認める  

AFP > 100000 ng/ml  

hCG > 50000 IU/l  

LDH > 10 * ULN  

NSGCT: nonseminomatous germ cell tumor, SGCT: seminomatous germ cell tumor, 

AFP: alpha-feto protein, hCG: human chorionic gonadotropin, LDH: lactate 

dehydrogenase, ULN: upper limit of normal range.  

本分類は、転移を有する胚細胞腫瘍の患者にのみ適用することが可能。 
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図 1  ユビキチン経路における蛋白の分解までの流れ 

Ub: ユビキチン, ATP: adenosine triphosphate, AMP: adenosine monophosphate. 

ユビキチンが E1 リガーゼ（ユビキチン活性化酵素）と結合し活性化ユビキチン

となり、E2 リガーゼ（ユビキチン結合酵素）に結合する。この E2 リガーゼ複

合体は、E3 リガーゼにある RING finger に結合し、すでに E3 リガーゼに結合し

ている基質にユビキチンがトランスファーされる。ユビキチンが E2 リガーゼ複

合体よりはずれたことで E2 リガーゼ複合体は、E3 リガーゼとの結合がはずれ

る。新たな E2 複合体が E3 リガーゼに結合することで新たなユビキチンが基質

にトランスファーされることになる。こうして複数のユビキチンが基質に連な

ることとなり 26S プロテアソームにより基質は分解される。TRIM family に属す

る蛋白の多くが E3 ユビキチン リガーゼもしくはそのモジュレーターである。 
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図 2  TRIM family と TRIM44 分子の構造 

一般的は TRIM は、RING finger, B box, coiled coil の 3 つの特徴的な構造を有し

ている。RING finger は、2 個の zinc finger が合体したユニークな構造をもつ。そ

して、ユビキチン経路において E2 ユビキチン複合体が E3 ユビキチン・リガー

ゼと結合するドメインである。B box の役割はまだよくわかっていない。Coiled 

coil は、基質と結合するドメインである。 

TRIM44 は、B box, Coiled coil を有しているが、RING finger をもたず、zinc finger

を有している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TRIM family 

coiled coil  RING finger  B box 

TRIM44 

174 215 

290 325 344 

16 48 290 325 344 

zinc finger  B box coiled coil  
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第 3 章 方法 

3-1 対象 

1985-2006 年に東京大学医学部付属病院で施行した精巣摘除術を施行し、

精巣癌（精巣原発胚細胞腫瘍）と診断された 103 例を対象とした。年齢、手術

日、腫瘍マーカーの値、病理所見、最終生存確認日などの臨床情報をレトロス

ペクティブに調査した。なお、本研究を行うにあたり倫理委員会の許可を得て

いる（倫理番号 # 2283）。 

 

3-2 使用した抗体 

  抗 DYKDDDDK タグ抗体（抗 flag抗体） は、Wako Pure Chemical Industries 

(Osaka, Japan) より、抗 GAPDH 抗体は、Sigma-Aldrich Japan (Tokyo, Japan)より

購入した。 抗 TRIM44 ポリクローナル抗体は、下記のごとく作成した [22]。本

抗体は、マウス TRIM44 蛋白を含む glutathione S-transferase (GST) 融合タンパク

を抗原としてウサギに免疫した後、アフィニティ精製したポリクローナル抗体

である。抗血清は、GST 結合レジンに溶解され抗 GST 抗体を除去した。ろ過さ

れた非溶解物は、抗原を含むアフィニティ・カラムを通され精製した。抗体の

精製の質はウェスタンブロッティング法によりヒト TRIM44 トランスフェクシ

ョンされた 293T 細胞株で確認した。 
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3-3 免疫学的染色法 

3-3-1 染色方法 

病理診断のために通常の臨床診療に用いている病理検体ブロックと同

じブロックより切片を作成し未染色プレパラートを作成した。したがって下記

の染色にて診断が不明瞭な病変に関しては、通常診療用にすでに作成されてい

るヘマトキシリン－エオジン染色の切片を参考にした。  

TRIM44 の免疫染色は、streptavidin-biotin 法により行った [23]。6 μm 厚

の切片を作成しこれをキシレンに 3 分浸漬し、計 3 回行い、脱パラフィン化し

た。濃度を順次下げたエタノール（100% → 95% → 70%）にて脱水しトリス

塩バッファー（Tris-Buffered Saline; TBS）にて計 3 回洗浄した。クエン酸溶液(2 

mM citric acid and 9 mM trisodium citrate dehydrate, pH 6.0)を用いて 121℃オート

クレーブ 10 分にて抗原の賦活化を行った。3 分間のクーリングの後、切片は TBS

で洗浄し、0.3% H2O2を用いて内因ペロキシダーゼのブロッキングを行った。10%

ウシ血清アルブミンを 60 分間切片にのせた後、抗 TRIM44 抗体をのせ、その上

からカバーガラスを被せ、4℃にて一晩反応を行った。抗 TRIM44 抗体は、10%

ウシ血清アルブミンにて 200 倍希釈したものを使用した。一晩の反応の後、切

片を TBS で洗浄し、CSAⅡ TM (DAKO, Carpinteria, CA, USA)にて 2 次抗体反応
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を行った。抗原抗体複合体は、3,3′-diaminobenzidine tetrachloride (DAB) 溶液 (1 

mM DAB, 50 mM Tris-HCL buffer, pH 7.6, and 0.006% H2O2)により発色させ、反応

は精製水により止めた。適度な染色に必要な反応時間は 45 秒であった。陰性コ

ントロールには、1 次抗体として抗ラビット IgG 抗体を使用した。 

 

3-3-2 解析方法 

免疫学的染色した切片は、intensity score を用いて評価した [23, 24]。す

なわち免疫学的反応は、0 から 3＋（0：なし、1+：弱、2+：中、3+：強）まで

分類された。2 人の観察者が免疫染色した切片を観察、評価し、その評価が割れ

た場合には、3 人目の観察者が判定を行いその結果をもって最終判断とした [24]。 

 

3-4 細胞培養 

本研究では、293T (ヒト胎児由来腎臓上皮細胞), NTERA2 (精巣原発

NSGCT), NEC8 (精巣原発 NSGCT)の細胞株が使用された。すべての細胞が、37℃

下、5％CO2インキュベーター内で培養された。Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM)と Roswell Park Memorial Institute (RPMI) は、Sigma-Aldrich Japan (Tokyo, 

Japan)より購入し、10% fetal bovine serum (FBS)と 1% penicillin-streptomycin とな

るように調整後、メディウムとして使用した。 
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3-5  DNA プラスミドの作成およびトランスフェクション 

N 末端に FLAG タグづけされたヒト TRIM44 cDNA は、polymerase chain 

reaction (PCR) により増幅した。生成した PCR 産物は、pcDNA3 (Invitrogen, St. 

Louis, MO, USA)にサブクローニングされ哺乳類発現プラスミドを生成した。 

細胞は 6 穴プレートで培養し 24 時間後にトランスフェクションされた。

Lipofectamine 3000 (Invitrogen, St. Louis, MO, USA) を製造会社プロトコルに従っ

て用い、FLAG タグ付き TRIM44 発現ベクター (pcDNA3-FLAG-TRIM44) および

ベクター単独 （pcDNA3-vector）でトランスフェクションを行った。細胞抽出

は、トランスフェクションしてから 48 時間後に行われ、蛋白の発現をウェスタ

ンブロッティング法により分析した [24]。 

 

3-6 ウェスタンブロッティング法 

ウェスタンブロッティング法は以下のごとく施行した [25]。ディッシュ

に培養された細胞は PBS (phosphate buffered saline)にて洗浄後、proteinase inhibitor

入りの NP40 バッファー溶液(50 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP-40)に溶解

しタンパクを抽出し同濃度となるように希釈した。sodium dodecyl sulfate (SDS)

サンプル・バッファーおよびメルカプトエタノールを混ぜその懸濁液を 100℃ 5
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秒加熱した。ポリアクリルアミドゲル内（10% SDS-polyacrylamide）へ流し電気

泳動した（150V, 45 分）。次に分離したタンパクを、電圧をかけてゲルからメン

ブレンに転写した（0.1 mA, 60 分）。転写されたメンブレンは TBS で洗浄し、

Blocking One ® (ナカライテスク株式会社)にてブロッキングを行った（60 分）。1

次抗体と指定の希釈濃度で一晩反応させた。抗 TRIM44 抗体、抗 FLAG 抗体、

抗 GAPDH 抗体は、それぞれ、500 倍、1000 倍、1 万倍の濃度に希釈して使用し

た。メンブレンは、TBS で洗浄後、2 次抗体と反応させた（60 分）。TBS で洗浄

後、enhanced chemiluminescence system (GE ヘルスケア・ジャパン株式会社)にて

発光しバンドを検出した。 

293T 細胞に pcDNA3-vector もしくは pcDNA3-FLAG-TRIM44（TRIM44

発現ベクター）をトランスフェクションし、これらを陰性コントロールと陽性

コントロールとして用いた [24]。 

 

3-7 RNA 抽出および Quantitative reverse transcription polymerase chain 

reaction (qRT-PCR) 

Total RNA は ISOGEN TM reagent (ニッポン・ジーン株式会社)を用いて抽

出した。PrimeScriptTM (タカラバイオ株式会社)を用いて first strand cDNA を合成

した。Applied Biosystems 7300 real time PCR system を用いてインターカレーター
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法により SYBR Greenfluorescenceを使用しリアルタイム PCRを施行した。mRNA

の発現レベルは、GAPDH をコントロールとし各発現量の相対量を測定した [23, 

24]。プライマーの配列は、以下の通りで使用した。 

GAPDH forward: 5’-GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA 

GAPDH reverse: 5’-GTGGTCGTTGAGGGCAATG 

TRIM44 forward: 5’-GTGGACATCCAAGAGGCAAT 

TRIM44 reverse: 5’-AGCAAGCCTTCATGTGTCCT 

C3AR1forward: 5’-ATGGCGTCTTTCTCTGCTG 

C3AR1 reverse: 5’-CCCTGGCAATCCCAGTAAAAA 

ST3GAL5 forward: 5’- GAGCAATGCCAAGTGAGTACA 

ST3GAL5 reverse: 5’-GGGCCTTCTCATCTTGCTT 

NT5E forward: 5’-TGAATTATTAAGACATGACTCTGGTGA 

NT5E reverse: 5’-TGGAAAACTTGATCCGACCT 

CDK19 forward: 5’-GAGCATGACTTGTGGCATATT 

CDK19 reverse: 5’-TGGATACCATCAAGAATCTGGT 

CADM1 forward: 5’-TAAAAGGCAAATCGGAGGTG 

CADM1 reverse: 5’-AGATCACTGGGACCCCATC 

PRKACB forward: 5’-TTTACCAGAGGAAGGTTGAAGC 
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PRKACB reverse: 5’-GAGACACGGATATCTTCTTCTTCAT 

 

3-8 Small interfering RNA (siRNA) トランスフェクション 

TRIM44 のノックダウンには、small interfering RNA (siRNA)トランスフェ

クション法を用いた。 TRIM44 をターゲットにした 3 種類の siRNA およびノン

ターゲット siRNA をフナコシ株式会社より購入した。Lipofectamine RNAiMAX 

(Invitrogen, St. Louis, MO, USA)を用いて、販売会社のプロトコルに従い、精巣原

発 NSGCT (NTERA2、NEC8)の細胞に siRNA トランスフェクションを行った。

TRIM44 のノックダウン効率は、RT-PCR 法とウェスタンブロッティング法によ

り確認した。siRNA のセンス鎖配列は、以下の通りのものを使用した [24]。  

siControl: 5’- GUACCGCACGUCAUUCGUAUC - 3’ 

siTRIM44 #1: 5’ - GAAUCAGUCGGAUACUCAUAG - 3’ 

siTRIM44 #2: 5’ - CCGAGUAAGCAGGGAUGUACU - 3’ 

siTRIM44 #3: 5’ - CCGCUAUGAUCGAAUUGGUGG - 3’ 

 

3-9 機能実験 

3-9-1 細胞増殖能実験 

NTERA2 細胞を用いた実験では、96 ウェルプレートに細胞数が 4.0 × 103 
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cells/well となるようにウェルに細胞を播種し、NEC8 細胞を用いた実験では、3.0 

× 103 cells/well となるように播種した。24 時間後にトランスフェクションを行っ

た 。 細 胞 増 殖 能 実 験 は 、 MTS assay (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3- 

carboxymethoxyphenyl)-2-(4- sulfophenyl)-2H- tetrazolium)を用いて解析した。販売

会社プロトコルに従い、The Cell Titer 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation 

Assay (プロメガ株式会社)を使用した。MTS assay は、5 ウェルで行われ、その平

均値 ± standard deviation (SD)を解析した [24]。 

 

3-9-2 細胞遊走能実験  

Transwell migration assay を用いて細胞の遊走能実験を行った。フィブロ

ネクチン 5μl+PBS混合液を 24ウェルプレートに 500μlずつ入れ、その上へ 8.0 μm

のポアサイズの polyethylene terephthalate (PET) filter (日本ベクトン・ディッキン

ソン株式会社)つきのメンブレンインサートを挿入し３０分インキュベート。別

のウェルに 700 μl の FBS 入りメディウムをいれた。遊走能を評価したい 5×104

個の細胞を 300 μl の FBS を含まないメディウムで希釈した。次に、インサート

を取り出し、700 μl の FBS 入りメディウムが入っているウェルへ挿入した。5×

104 個 / 300 μl FBS (-) メディウムをインサート内へ滴下し、37 ℃下で 24 時間イ

ンキュベート。綿棒でインサート内を拭い、PBS にて 3 回洗浄。メタノールに
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30 分漬けて固定後、PBS にて洗浄。インサートをギムザ液に 30 秒浸し PBS で

洗浄。インサート底を尖刃にて切り取り、プレパラートに接着し顕微鏡にてカ

ウントを行った。200 倍の視野でランダム 5 視野の遊走した細胞の数をカウント

しその平均値 ± SD を解析に用いた [24]。 

 

3-9-3 TUNEL 染色実験 

アポトーシスの解析目的で DEADENDTM Fuorometric TUNEL System ® 

(プロメガ株式会社)を用いた TUNEL アッセイを施行した。6 ウェルプレートに

細胞数を 1.0×105ウェルとなるように播種し 24 時間培養した。細胞は、前述に

従い siRNAトランスフェクションし 24ウェルプレート内のPoly-L-Lysine coated 

glass (松浪硝子工業株式会社)に再度播種された。24 時間後に、販売会社のプロ

トコル通りに、細胞を TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labling)染色した。核

の染色には DAPI (4’,6-diamino-2-phenylindole)（サーモフィッシャーサイエンテ

ィフィック株式会社）を使用し、シグナルのキャプチャーには、デジタル顕微

鏡（VH-8000, 株式会社キーエンス）を用いた。TUNEL 染色陽性細胞と viable

な精巣癌細胞の数をランダム５視野（×100）にてカウントした。データは、平

均値 ± SD で表示した [24]。 
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3-10  マイクロアレイ実験 

NTERA2細胞において TRIM44に制御される遺伝子を同定する目的でマ

イクロアレイ実験を施行した。コントロール群と siRNA 処理群で遺伝子発現量

の比較を行った。Qiagen RNAeasy ® micro kit を用いて、siRNA トランスフェク

ションされた NTERA”細胞より Total RNA を抽出した。RNA integrity number 

(RIN) 値は、すべて 8.0 をこえていることを確認した。GeneChip Human Exon 1.0 

ST array (アフィメトリクス社) を使用しマイクロアレイ実験・解析を行った 

[21]。遺伝子の発現量は log2 変換されカットオフ値は 0.3（発現上昇）もしくは

- 0.3（発現低下）に設定した [20]。 

 

3-11 統計学的解析 

統計解析には、JMP ® Pro version 11.0.2 (©2010 SAS Institute Inc.)を使用し

た。カテゴリカル・バリューに関しては、Pearson’s chi-square test (χ2)もしくは、

frequency が< 5 の場合には Fisher’s test を適用した。TRIM44 発現陽性群および発

現陰性群における癌特異的生存率や全生存率の比較には Log-rank test を用いた。

qRT-PCR, MTS assay, migration assay, TUNEL 染色実験には Student’s t test を適用

した。P < 0.05 で統計学的に有意とみなした。 
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第 4 章 結果 

4-1 精巣癌における TRIM44 の免疫学的発現 

精巣癌の切片を抗 TRIM44 抗体で免疫染色した。図 3 に TRIM44 免疫染

色の代表的写真を示す。Nonseminomatous germ cell tumor (NSGCT)の切片を

anti-rabbit IgG 抗体で免疫染色し、染色が見られなかったことを確認した（陰性

コントロール、図 3A）。Seminomatous germ cell tumor (SGCT) を anti-TRIM44 抗

体で免疫染色した切片では、図 3B (intensity score 1+)のように淡く染色される症

例や図 3C (intensity score 2+)のように中等度の免疫学的染色を認める症例を散見

した。NSGCT を anti-TRIM44 抗体で免疫染色した切片では、強発現している症

例も認めた（図 3D, intensity score 3+）。また、TRIM44 発現の局在は、細胞質優

位であった。 

精巣癌におけるTRIM44の免疫学的発現を intensity scoreを用いて評価し

た。精巣癌全体では、103例中 41例で intensity scoreが 1+ から 3+であり、intensity 

score の中央値は 0、平均値は 0.51 であった（表 2）。そこで、TRIM44 の免疫学

的陽性のカットオフ値を 1+と定め、1+以上の intensity score を持つ症例を

「TRIM44 免疫学的陽性」と判断した。 
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図 3  精巣癌組織における TRIM44 の免疫学的発現 

精巣癌組織における TRIM44 の免疫学的発現の代表的な写真を示す。(A) NSGCT

（nonseminomatous germ cell tumor）の切片に rabbit IgG 抗体を 1 次抗体として免

疫染色した（陰性コントロール, 0+）。(B) SGCT (seminomatous germ cell tumor)の

切片。TRIM44 染色にて SGCT 細胞が淡く染色された (1+)。(C) SGCT の切片。

細胞質優位に TRIM44 の中等度の免疫学的発現がみられた (2+)。(D) NSGCT 

(nonseminomatous germ cell tumor）で細胞質優位に TRIM44 の強い免疫学的発現

がみれらた (3+)。Scale bar = 100 μm。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) NSGCT (anti-rabbit IgG) (B) SGCT (anti-TRIM44) 

(D) NSGCT (anti-TRIM44) (C) SGCT (anti-TRIM44) 

Intensity score 2+ Intensity score 3+ 

Intensity score 0+ Intensity score 1+ 
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表 2 

Intensity score による TRIM44 免疫学的発現の評価 

TRIM44 intensity score  

症例数 (%)  

SGCT  NSGCT  精巣癌 

0 46 (74)  16 (39) 62 (60) 

1+  10 (16) 10 (25) 20 (19) 

2+  5 (8) 12 (29)   17 (17) 

3+  1 (2) 3 (7) 4 (4) 

計 62 (100) 41 (100) 103 (100) 

TRIM44 intensity score SGCT  NSGCT 精巣癌 

中央値 0 1 0 

平均値 0.37 1.05 0.51 

免疫学的染色は、Intensity score を用いて 0 to 3+に分類した（0: 免疫学的染

色なし, 1+: 弱い染色, 2+: 中等度の染色, 3+: 強い染色。 精巣癌全体の免疫

学的染色の中央値は 0, 平均値は 0.51 であった。 TRIM44 の免疫学的反応は、

intensity score 1+以上で免疫学的発現が「陽性」と判断した。 
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4-2  精巣癌における TRIM44 免疫学的発現の臨床的意義 

4-2-1  TRIM44 の免疫学的発現と臨床病理学的パラメーターとの関連 

TRIM44 免疫学的陽性と陰性の群では、年齢に関して、有意差を認めな

かった (P = 0.198, 表 3)。TRIM44 免疫学的陽性は、AFP 値 (P = 0.0009), N stage (P 

= 0.0035), 臨床病期 (Stage 1 vs Stage 2, P = 0.0073) と有意に関連があった (表 2)。

そのほかの腫瘍マーカーに関して、LDH および βhCG は、TRIM44 免疫学的陽

性と有意な関連を認めなかった（表 3）。Seminomatous germ cell tumor (SGCT) お

よび nonseminomatous germ cell tumor (NSGCT)における TRIM44 の免疫学的発現

陽性率は、それぞれ 16/62 (26%) と 25/41 (61%)であり、NSGCT のほうが SGCT

と比較して TRIM44 免疫学的が陽性の症例が有意に多かった（P = 0.0004, 表 3）。

病理組織型の種類以外で TRIM44 免疫学的発現と有意に関連のある病理学的パ

ラメータを認めなかった（表 4）。 
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表 3 

精巣癌における TRIM44 免疫学的発現と臨床的パラメータの関係 (N = 103) 

  
TRIM44 免疫学的発現 

臨床的パラメーター 
 

陰性 (N = 62)  陽性 (N = 41)  P 値  

年齢 (歳 ± SD)  
 

35.4 ± 10.8  31.9 ± 12.1  0.198  

腫瘍マーカー 
    

     LDH (n = 98)  正常 31  17  0.5037  

      異常高値  29  21  
 

 不明 2 3  

     AFP (n = 99)  正常 47  19  0.0009  

      異常高値  12  21  
 

 不明 3 1  

     βhCG (n = 102)  正常 25  14  0.5892  

              異常高値  37  26  
 

 不明 0 1  

T stage  T1  35  24  0.8341  

 
T2-T4  27  17  

 
N stage  N0  50  22  0.0035  

 
N1-3  12  19  

 
M stage  M0  58  34  0.1093  

 
M1  4  7  

 
S stage (n = 102)  S0  17  7  0.2489  

 
S1  45  33  

 
 不明 0 1  

Stage  Stage 1  50  22  0.0035  

   (TNM 分類)  Stage 2  12  19  
 

IGCCC リスク分類  Good  9  9  0.3142  

(N = 31) Intermediate  2  7  
 

 
Poor  1  3  

 
TRIM44: tripartite motif 44, LDH: lactate dyhydrogenase, AFP: alpha-fetoprotein, 

βhCG: β human chorionic gonadotropin, stage (TNM 分類): stage1 は転移なし、stage2

は転移あり。IGCCC: International Germ Cell Consensus Classification（転移症例の

み適用可能）  
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表 4 

精巣癌における TRIM44 免疫学的発現と病理学的因子の関係 (N = 103) 

  
          TRIM44 免疫学的発現 

  病理学的因子 
 

陰性 (N = 62)  陽性 (N = 41)  P 値  

組織型 SGCT 46 16 0.0004 

 NSGCT 16 25  

白膜浸潤 無 44  29  0.4596  

 
有 18  11  

 

 
不明 0  1  

 

微小血管浸潤 無 46  28  0.5145  

      有 16  13  
 

微小リンパ管浸潤 無 54  31  0.1329  

 
有 8  10  

 

鞘膜浸潤 無 53  36  0.5603  

 
有 9  4  

 

 
不明 0  1  

 

精巣上体浸潤 無 53  36  0.5078  

    有 7  5  
 

 
不明 2  0  

 

精索浸潤 無 54  34  0.5570  

   有 8  7  
 

TRIM44: tripartite motif 44, SGCT: seminomatous germ cell tumor, NSGCT: 

noseminomatous germ cell tumor. 免疫学的発現は、intensity score (0, none; 1, weak; 

2, moderate; and 3, strong)を用いて評価した。Intensity score 1 以上で免疫学的発現

「陽性」と判断した。Pearson’s chi-square test を使用し TRIM44 免疫学的発現と

パラメータ―との関係を統計学的に解析した。ただし、‘鞘膜浸潤’は、 Fisher’s 

test を用いて解析した。  
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4-2-2 TRIM44 の免疫学的発現と予後との関連 

  精巣癌患者における TRIM44 免疫学的発現と予後に関して図 4 に示す。

精巣癌患者全体 (N = 103) で、TRIM44 発現陽性群は、陰性群と比較して癌特異

的生存率が低かった (P = 0.0140, 図 4A)。 

  次に、サブ解析として NSGCT と SGCT の患者にわけて癌特異的生存率

を解析した。NSGCT の患者でも同様に TRIM44 発現陽性群で予後が悪い傾向

がみられた(P = 0.0604, 図 4B)。一方で、SGCT の患者では、癌特異的生存率に

関して TRIM44 発現陽性群と陰性群との間に有意な差を認めなかった(P = 

0.5159, 図 4C)。 

癌特異的生存率との関連で N stage, M stage, 病理組織型、TRIM44 の免

疫学的発現を含めて多変量解析を行ったところ、TRIM44 発現陽性は、癌特異的

生存率に関して有意に低下する因子であった（P = 0.046, 表 5）。 
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図 4  精巣癌における TRIM44 の免疫学的発現と予後 

TRIM: Tripartite motif, NSGCT: nonseminomatous germ cell tumor, SGCT: 

seminomatous germ cell tumor.  

(A) 精巣癌患者における癌特異的生存率と TRIM44 免疫学的発現の関係（N = 

103）。TRIM44 発現陽性群は予後が悪かった(P = 0.0140, Log rank test)。(B) NSGCT

患者における癌特異的生存率と TRIM44 発現の関係。TRIM44 発現陽性群の予後

は悪い傾向にあった（P = 0.0604, Log rank test）。(C) SGCT 患者における癌特異

的生存率と TRIM44 発現の関係。TRIM44 発現陽性群と陰性群の間に有意な差を

認めなかった(P = 0.5159, Log rank test)。 
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表 5  精巣癌における癌特異的生存率と各因子との関連 

 単変量解析 多変量解析 

因子 
オッズ比 

(95% CI) 
P 値 

オッズ比 

(95% CI) 
P 値 

S stage 

( S0 vs ≥ S2) 
3.2 (0.7 - 17.1) 0.144   

T stage 

(T1 vs ≥ T2) 
3.7 (0.7 – 26.4) 0.112   

N stage 

(N0 vs ≥ N1) 
17.0 (2.7 - 330.1) 0.001 7.9 (0.6 - 220.3) 0.127 

M stage 

(M0 vs M1) 
17.0 (3.2 - 102.2) 0.001 6.9 (0.9 - 74.0) 0.058 

脈管侵襲 

(無 vs 有) 
2.9 (0.6 - 15.7) 0.174   

組織型 

(SGCT vs NSGCT) 
4.2 (0.8 - 30.1) 0.079 0.4 (0 - 4.5) 0.417 

TRIM44 免疫学的発現

(陰性 vs 陽性) 
10.5 (1.7 - 201.7) 0.009 10.5 (1.0 - 299.0) 0.046 

CI: confidence interval, SGCT: seminomatous germ cell tumor, NSGCT: 

nonseminomatous germ cell tumor, TRIM44: tripartite motif protein 44。単変量解

析と多変量解析に回帰分析を用いた。P 値 < 0.05 を有意とした。 
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4-3  精巣癌細胞の TRIM44 一過性過剰発現と機能解析 

4-3-1  精巣癌細胞の TRIM44 一過性過剰発現 

NTERA2、NEC8 細胞に TRIM44 発現ベクターをトランスフェクション

し TRIM44 の一過性過剰発現を行った (NTERA2-TRIM44 細胞と NEC8-TRIM44

細胞)。陽性コントロールは、TRIM44 発現ベクター (pcDNA3-FLAG-TRIM44)

を 293T 細胞にトランスフェクションしものを使用した。また、TRIM44 発現ベ

クターの陰性コントロールとして TRIM44 を含まない Vector (pcDNA3)を用いて

同様に NTERA2 と NEC8 にトランスフェクションした（NTERA2-Vector 細胞と

NEC8-Vector 細胞）。各細胞における TRIM44 と FLAG の蛋白発現をウェスタン

ブロッティング法により確認した。 

NTERA2-TRIM44 細胞では、TRIM44 発現ベクターにタグ付けされてい

る FLAG のバンドが検出できており、コントロールである NTERA2-Vector 細胞

では FLAG のバンドは検出されなかった。また、NTERA2-TRIM44 細胞では、

TRIM44 のバンドがみられた (図 5B)。NEC8-TRIM44 細胞でも TRIM44 プラスミ

ドにタグ付きされている FLAG のバンドを検出しており、コントロールである

NEC8-Vector 細胞では FLAG のバンドは検出されなかった。また、NEC8-TRIM44

細胞では、TRIM44 のバンドがみられた（図 5B）。 
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図 5  TRIM44 を一過性過剰発現した精巣癌細胞の TRIM44 蛋白の発現 

293T 細胞と精巣癌細胞（NTERA2 と NEC8）に TRIM44 発現ベクターと pcDNA3

ベクターのトランスフェクションを行い、TRIM44 と FLAG の蛋白発現を確認し

た。293T-TRIM44 を陽性コントロール、293T-Vector を陰性コントロールとした。

(A) NTERA2-TRIM44 細胞で TRIM44 蛋白のバンドを検出した。また、FLAG に

関しては、NTERA2-TRIM44 細胞でバンドを検出しており、NTERA2-Vector 細

胞では明らかなバンドを認めなかった。(B)NEC8-TRIM44 細胞で TRIM44 蛋白の

バンドを検出した。また、FLAG に関しては、NEC8-TRIM44 細胞でバンドを検

出しており、NEC8-Vector 細胞ではバンドを認めなかった。 
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4-3-2  TRIM44 の一過性過剰発現は精巣癌細胞の増殖能を促進した 

  TRIM44 を一過性過剰発現させた精巣癌細胞（NTERA2-TRIM44 と

NEC8-TRIM44）の細胞増殖能を MTS assay を用いて検証した。Vector (pcDNA3)

をトランスフェクションした細胞（NTERA2-Vector と NEC8-Vector）を TRIM44

の過剰発現した細胞に対するコントロールとした。トランスフェクション後 24

時間では、NTERA2、NEC8 細胞で細胞の増殖能に有意差はみられなかったが、

48 時間後では、NTERA2-TRIM44 細胞と NEC8-TRIM44 細胞で有意に細胞の増

殖能が促進された（図 6, 7）。 
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図 6  TRIM44 を一過性過剰発現した NTERA2 細胞細胞増殖能実験 

NTERA2 細胞の TRIM44 を一過性過剰発現させ、細胞の増殖能を MTS assay を

用いて検証した。トランスフェクションから 48 時間後で、NTERA2-TRIM44 細

胞では、NTERA2-Vector (Control) 細胞と比較して有意に細胞の増殖が亢進して

いた (P < 0.05)。 
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図 7  TRIM44 を一過性過剰発現した NEC8 細胞の細胞増殖能実験 

NEC8細胞の TRIM44を一過性過剰発現させ細胞の増殖能をMTS assayを用いて

検証した。トランスフェクション後 48 時間で、NEC8-Vector (Control) 細胞と比

較して NEC8-TRIM44 細胞で有意に細胞の増殖が亢進していた (P < 0.05)。 
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4-3-3  TRIM44 の一過性過剰発現は精巣癌細胞の遊走能を促進した 

遊走能実験として transwell migration assay を行い、TRIM44 を一過性過

剰発現させた精巣癌細胞（NTERA2-TRIM44 と NEC8-TRIM44）の細胞遊走能を

検証した。Vector (pcDNA3)をトランスフェクションした細胞（NTERA2-Vector

と NEC8-Vector）をそれぞれの細胞のコントロールとした。 

  NTERA2-TRIM44 細胞では、NTERA2-Vector 細胞と比較して有意に細胞

の遊走能の促進を認めた（図 8A, B, C, P < 0.05）。また、NEC8 でも同様に

NEC8-TRIM44 細胞で有意に細胞の遊走能の促進を認めた（図 9A, B, C, P < 0.05）。 
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図 8  TRIM44 を一過性過剰発現した NTERA2 細胞の細胞遊走能実験 

遊走能実験として transwell migration assay を行った。(A)と(B)は、NTERA2-Vector

細胞と NTERA2-TRIM44 細胞のそれぞれ代表的な写真を示す。Scale bar 100 μl。 

(C)では、各細胞でランダムに 5 視野選び遊走した細胞の数をカウントしその平

均値を Student’s t test にて統計解析した。NTERA-TRIM44 細胞が NTERA2-Vector

細胞と比較して有意に遊走能が亢進していることがわかった (P < 0.05)。 
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図 9  TRIM44 を一過性過剰発現した NEC8 細胞の細胞遊走能実験 

遊走能実験として transwell migration assay を行った。(A)と(B) は、NEC8-Vector

細胞と NEC8-TRIM44 細胞のそれぞれ代表的な写真を示す。Scale bar 100 μl。(C) 

では、各細胞でランダムに 5 視野選び、遊走した細胞の数をカウントし、その

平均値を Student’s t test にて統計解析した。NEC8-TRIM44 細胞が NEC8-Vector

細胞と比較して有意に遊走能が亢進していることがわかった (P < 0.05) 。 
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4-4  精巣癌細胞における TRIM44 ノックダウンと機能解析 

4-4-1  精巣癌細胞の TRIM44 ノックダウン 

TRIM44 ノックダウンによる細胞の機能変化を検証するために、

NTERA2, NEC8細胞で siRNA法による TRIM44のノックダウンを行った。siRNA

は#1, #2, #3 の 3 種類の siRNA を用いて siControl 処理細胞と比較を行った。 

細胞が適切にノックダウンされているか確認するため、quantitative real 

time PCR (qRT-PCR)法およびウェスタンブロッティング法によりそれぞれ

mRNA とタンパクレベルで TRIM44 発現を確認した。 

  qRT-PCRにより siTRIM44 (#1- #3)でトランスフェクションした細胞がど

れも siControl で処理した細胞よりも TRIM44 mRNA 発現が低下していることを

確認した（図 10A, B）。 

  また、ウェスタンブロッティング法でも siTRIM44 でトランスフェクシ

ョンした細胞は、siControl と比較して TRIM44 蛋白発現レベルが低下している

ことを確認した（図 11A, B）。 

  以上より、NTERA2 と NEC8 の細胞のどちらでも siTRIM44 により

TRIM44 がノックダウンされていることを確認した。さらに、qRT-PCR の結果と

ウェスタンブロッティング実験の結果を総合すると、siTRIM44 #3 がもっとも

TRIM44 ノックダウン効率が高いこともわかった。 
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図 10  TRIM44 をノックダウンした精巣癌細胞の TRIM44 の mRNA 発現 

(A) NTERA2 細胞における実験 。(B)NEC8 細胞における実験。siControl か 3 種

類の siTRIM44(#1, #2, #3)で精巣癌細胞をノックダウンし qRT-PCR法にてmRNA

発現レベルを調べることでノックダウンの効率を調べた。NTERA2 細胞でも

NEC8 細胞でも siControl と比較して 3 種類の siTRIM44 で有意に mRNA 発現が

低下しており、特に siTRIM44 #1 と siTRIM44 #3 で顕著であった。*** P < 0.001。 
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図 11  TRIM44 をノックダウンした精巣癌細胞の TRIM44 蛋白の発現 

(A) NTERA2 細胞における実験 。(B) NEC8 細胞における実験。siControl か 3 種

類の siTRIM44(#1, #2, #3)のいずれかで精巣癌細胞にトランスフェクションした

後、ウェスタンブロッティング法により各細胞における TRIM44 のタンパク発

現を調べた。siControl と比較してすべての siTRIM44 処理細胞 TRIM44 の蛋白発

現の低下を認めた。 
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4-4-2  TRIM44 ノックダウンは精巣癌細胞の増殖能を抑制した 

3 種類の siTRIM44 (#1, #2, #3)を用いて、精巣癌細胞にトランスフェクシ

ョンし TRIM44 のノックダウンを行ったのち、MTS assay により TRIM44 をノッ

クダウンした精巣癌細胞の細胞増殖能を検証した。トランスフェクションされ

た細胞をインキュベートし 24時間、48時間後にMTS アッセイを行ったところ、

siControlと比較して siTRIM44によるノックダウン処理を行った細胞の増殖能が

有意に抑制された。48 時間後では、NTERA2、NEC8 の両細胞において、siTRIM44

処理細胞で細胞増殖能が低下していることがわかった（図 12A, B）。 
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図 12  TRIM44 をノックダウンした精巣癌細胞の増殖能 

(A) NTERA2 細胞における実験 。(B) NEC8 細胞における実験。NTERA2, NEC8

細胞の増殖能に対する TRIM44 ノックダウンの効果を確認した。トランスフェ

クションの 48 時間後では、NTERA2 でも NEC8 でも siTRIM44 処理細胞のほう

で増殖能が抑制されていた。* P < 0.05,  ** P < 0.005, *** P < 0.001。 
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4-4-3  TRIM44 ノックダウンは精巣癌細胞の遊走能を抑制した 

細胞の遊走能に対する TRIM44 の影響を評価する目的で transwell 

migration assay を施行した（図 13A, 14A）。TRIM44 をノックダウンした精巣癌

細胞は、コントロール処理した細胞と比較して有意に細胞の遊走能が抑制され

た。これは、NTERA2 でも NEC8 でも同様な結果が得られた（図 13B, 14B）。 
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図 13   TRIM44 をノックダウンした NTERA2 細胞の細胞遊走能実験 

NTERA2 細胞を siTRIM44 または siControl でトランスフェクションし、siControl

処理 NTERA2 細胞と si 処理 NTERA2 細胞で細胞の遊走能の比較を行った。 (A) 

siControl 処理 NTERA2 細胞  (NTERA2-siControl)と si 処理 NTERA2 細胞 

(NTERA2-siTRIM44#1-3)の遊走能を示す代表的な写真。 (B) siTRIM44 #1-3 で有

意に NTERA2 細胞の遊走能が抑制された。*** P < 0.0001。 
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図 14  TRIM44 をノックダウンした NEC8 細胞の細胞遊走能実験 

NEC8 細胞を siTRIM44 または siControl でトランスフェクションし、siControl 処

理 NEC8 細胞と si 処理 NEC8 細胞で細胞の遊走能の比較を行った。 (A) siControl

処理NEC8細胞 (NEC8-siControl)と si処理NEC8細胞 (NEC8-siTRIM44#1-3)の遊

走能を示す代表的な写真。(B) siTRIM44 #1-3 で有意に NEC8 細胞の遊走能が抑

制された。*** P < 0.0001。 
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4-4-4  TRIM44 ノックダウンは精巣癌細胞のアポトーシスを抑制した 

  TRIM44 ノックダウンによる NTERA2、NEC8 細胞のアポトーシスへの

影響を検証した。siRNA トランスフェクションによる TRIM44 のノックダウン

を行ったのちに、TUNELアッセイを用いて細胞のアポトーシス実験を施行した。

DAPI により核が青く染色される viable な細胞と黄緑色に発光した TUNEL 染色

陽性の細胞が観察された（図 15A-H, 図 16A-H）。 

NTERA2 細胞では、NTERA2-siControl では、細胞が細胞集塊を形成して

おり細胞分裂後の状態である可能性が示唆された。一方、NTERA2-siTRIM44 で

は細胞が個別に散乱しており（図 15A-D）、しかも黄緑色に発光した TUNEL 染

色陽性細胞が多く含まれることがわかった（図 15E-H）。 

NEC8 細胞でも同様の結果がえられた。すなわち、NEC8-siControl と比

較して siTRIM44 処理した NEC8 細胞では、TUNEL 染色陽性の細胞が多く観察

された（図 16E-H）。NEC8-siTRIM44 #3 でも細胞集塊が散在していたが（図 16D）、

黄緑色に発光した TUNEL 染色陽性細胞であった（図 16H）。 

次に、TUNEL 染色陽性細胞のカウントを行い定量的な解析を行った。

NTERA2, NEC8 細胞において、TRIM44 ノックダウンにより TUNEL 染色細胞の

割合が有意に増加しており、アポトーシスが有意に促進していることが示唆さ

れた（図 17A, B）。 
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図 15  TRIM44 をノックダウンした NTERA2 細胞の TUNEL 実験 

DAPI染色：青色に発光 (A-D)、TUNEL 染色：黄緑色に発光 (E-H) 

NTERA2-siControl細胞ではTUNEL染色で陽性を示す細胞は少数であったが (E)、

NTERA2- siTRIM44 細胞では TUNEL 染色で陽性を示す細胞が多かった (F-H)。 
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図 16   TRIM44 をノックダウンした NEC8 細胞の TUNEL 実験  

DAPI染色：青色に発光 (A-D)、TUNEL 染色：黄緑色に発光 (E-H) 

NEC8-siControl 細胞では TUNEL 染色で陽性を示す細胞は少数だったが (E)、

NEC8- siTRIM44 細胞では TUNEL 染色で陽性を示す細胞が多かった (F-H)。 
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図 17   TRIM44 をノックダウンした精巣癌細胞の TUNEL 染色実験（カウン

トおよび解析） 

(A) TRIM44 をノックダウンした NTERA2 細胞の TUNEL 実験。各 siRNA 処理細

胞で TUNEL 染色陽性となった細胞の数と細胞全体の数（DAPI 染色陽性細胞数）

をランダム 5 視野でカウントしその割合を解析した。siControl 処理細胞と比較

して siTRIM44 処理細胞では有 TUNEL染色陽性細胞が多かった。(B) TRIM44 を

ノックダウンした NEC8 細胞の TUNEL 実験。NEC8 細胞でも同様の結果が得ら

れた。* P < 0.05,  ** P < 0.005, *** P < 0.001。 
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4-5  TRIM44 ノックダウンにより発現レベルが変動した遺伝子の多くは癌関連

遺伝子であった（マイクロアレイ実験） 

  最も TRIM44ノックダウン効率の良かった siTRIM44 #3でNTERA2細胞

の TRIM44 をノックダウンし、その細胞のマイクロアレイ実験を行い、siControl

処理細胞と比較して siTRIM44 処理細胞で発現が変動した遺伝子を同定した。

TRIM44 ノックダウンにより発現が上昇した上位 20 遺伝子のうち 8 つは、癌抑

制遺伝子であった（表 6、薄灰色ハイライト）。この 8 つの癌抑制遺伝子のうち、

6 つの遺伝子がアポトーシスに関連のある遺伝子であった (NUPR1, CDK19, 

CADM1, INHBA, TNFSF10, DDIT4)。逆に、発現が低下した上位 20 遺伝子のうち

9 つは癌遺伝子であった（表 7、濃灰色ハイライト）。 
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表 6  NTERA2 細胞において TRIM44 ノックダウンにより発現が上昇したシグ

ナル（上位 20 以内） 

Gene symbol  Description  Fold change  

ZNF487P  Regulation of transcription 2.55 

IL2ORB  Blood coagulation  2.19 

TMEM178  Integral to membrane 2.02 

NUPR1  Reduces tumor growth in PCa [27,28] 1.97 

DDR2  Regulation of cell growth 1.86 

ALDH1 L2  One-carbon metabolic process 1.83 

CDK19  Cyclin-dependent protein kinase activity [29] 1.81 

CADM1  Apoptosis, cell adhesion [30-43] 1.80 

INHBA  Cell cycle arrest [44] 1.72 

ITGA11  Cell migration  1.71 

SLC7A11  Amino acid transport 1.70 

TNFSF10  Induction of apoptosis [45] 1.70 

ZSCAN5B  Regulation of transcription 1.68 

PRKACB  Protein phosphorylation, inhibits cell proliferation 
[46] 

1.67 

CMPK1  Nucleobase 1.65 

B3GALT5  Protein glycosylation  1.65 

COL11A2  Skeletal system development 1.64 

TAGAP  Signal transduction  1.64 

PCDHB6  Cell adhesion [47] 1.62 

DDIT4  Apoptosis, inhibits mTORC1 [48] 1.61 

TRIM: tripartite motif, PCa: prostate cancer. 薄灰色ハイライト：癌抑制遺伝子、濃

灰色ハイライト：癌遺伝子。 
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表 7  NTERA2細胞においてTRIM44ノックダウンにより発現が低下したシグ

ナル（上位 20 以内） 

Gene symbol Description  Fold change 

TRIM44   0.42 

C3AR1  Melanoma tumorigenesis [49] 0.42 

FMN1  Cell proliferation [50] 0.44 

CDRT1  Biological process 0.53 

IFIT1  Inhibits viral replication  0.54 

GBP1  Glioma cell proliferation [51] 0.55 

PIG-S  Attachment of GPI anchor to protein  0.56 

UGT2B7  Lipid metabolic process 0.56 

GBP3  Nucleotide binding 0.57 

EFCAB4B  Ca(2+)-binding protein  0.57 

KIR2DL3  Immune response  0.57 

ST3GAL5  Cell proliferation [52] 0.57 

NT5E (CD73) Cancer progression [53-64] 0.58 

IGKC  Prognostic marker in breast cancer 0.59 

RAB27B  Member of RAS oncogene [65] 0.59 

RNF185  Protein binding 0.59 

FBP2  Tumor growth in HCC [66] 0.61 

HIPK3  Anti-apoptosis [67] 0.62 

PLAU  Cell migration [68] 0.62 

ZNRF4  Protein degradation  0.62 

TRIM: tripartite motif, HCC: hepatocellular carcinoma. 薄灰色ハイライト：癌抑制

遺伝子、濃灰色ハイライト：癌遺伝子。 



56 

 

4-6  TRIM44 依存性シグナルの mRNA 発現 

  マイクロアレイ実験により同定した遺伝子発現の変動が大きい遺伝子

に関して、mRNA 発現レベルでマイクロアレイ実験と同様の結果であるかを

RT-PCR 法により確認した。癌抑制遺伝子として CDK19, CADM1, PRKACB, 癌遺

伝子として C3AR1, ST3GAL5, NT5E (CD73)の mRNA 発現を確認した。CDK19, 

CADM1, PRKACB の遺伝子に関しては、siTRIM44 処理細胞は、siControl 処理

NTERA2 細胞と比較して mRNA 発現レベルが上昇しており、C3AR1, ST3GAL5, 

NT5 (CD73)では、低下していた（図 18）。 
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図 18  TRIM44 依存性に発現が変動した遺伝子の mRNA 発現 

Microarray 実験で TRIM44 依存性に発現が変動した遺伝子の mRNA 発現を

RT-PCR 法にて検証した。* P < 0.05,  ** P < 0.005, *** P < 0.001。 
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第 5 章 考察 

 精巣癌の予後を決定する因子としては、臨床的には IGCCC リスク分類

が最も重用されており、そのほかには、病期、腫瘍サイズ、精巣網浸潤、脈管

侵襲、腫瘍内好中球数などの臨床病理学的因子が多数確認されている [1, 2, 69]。

しかしながら、分子細胞レベルでは精巣癌の予後に影響を与える因子の報告は

少ない [23]。本研究では、TRIM44 と精巣癌との関連を臨床病理学的側面と分子

細胞レベルとの両側面より解析を行った。その結果、TRIM44 の発現が精巣癌に

おいて癌特異的な予後因子であることがわかった [24]。また、TRIM44 の強発現

は、リンパ節/遠隔転移、ノンセミノーマの組織型、AFP 値と有意に関連を認め

た。さらに、In vitro の実験では、TRIM44 の過剰発現により精巣癌細胞の細胞

増殖や遊走能を促進することがわかり、これに加えて TRIM44 のノックダウン

が細胞増殖や遊走能を抑制しアポトーシスを促進することがわかった。これら

の結果より、TRIM44 は精巣癌において細胞の増殖や遊走能、アポトーシスに強

く関与していることが示唆された [24]。 

  癌に関連した TRIM44 の作用機序は、いくつかの報告はあるものの詳細

は不明である。Ong CA らは、gene expression array により 1932 例の上皮由来の

悪性腫瘍に関して TRIM44 遺伝子の発現を調べ、食道癌の 15.9%、乳癌の 19.8%, 

そして全上皮癌の 16.1%で TRIM44遺伝子が過剰発現していることを報告してい
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る [20]。同研究では、さらに TRIM44 をノックダウンした胃癌細胞株で mTOR

経路の遺伝子発現が低下していた。 

さらに、肺非小細胞癌の研究では、30 組の肺非小細胞癌と近接正常組織

との間で TRIM44 の mRNA と蛋白発現レベルを比較したところ、癌組織で有意

に発現が強かったとしている。また、同研究では in vitro の実験でも TRIM44 が

NF-κβ シグナル経路を介して癌細胞の浸潤能や遊走能を促進したと報告してい

る [70]。しかしながら、われわれの研究では、いずれの経路とも TRIM44 の発

現と関連は認めなかった。 

  そこで、私は、精巣癌における TRIM44 の作用機序を理解するために、

マイクロアレイ実験により TRIM44 で制御される遺伝子を同定した。具体的に

は、siControl 処理細胞と TRIM44 ノックダウンを行った細胞で発現に変動がみ

られた遺伝子を確認した。興味深いことに TRIM44 ノックダウンにより発現が

上昇している遺伝子では、上位 20 の遺伝子のうち 8 例で癌抑制作用のある遺伝

子が同定された（NUPR1 [27, 28], CDK19 [29], CADM1 [30-43], INHBA [44], 

TNFSF10 [45], PRKACB [46], PCDHB6 [47], DDIT4 [48]）。さらに、発現が低下し

た遺伝子のなかには、上位 20 の遺伝子のうち 9 つが癌遺伝子であった(C3AR1 

[49], FMN1 [50], GBP1 [51], ST3GAL5 [52], NT5E (CD73) [53-64], RAB27B [65], 

FBP2 [66], HIPK3 [67], PLAU [68])。次に、これら癌関連遺伝子のうち、代表的な
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遺伝子である CDK19, CADM1, PRKACB, そして C3AR1, ST3GAL5, NT5E (CD73)

に関して TRIM44 ノックダウンにより mRNA の発現レベルが変動しているかを

RT-PCR により確認したところ、やはりマイクロアレイ実験の結果と同様な発現

の変動がみられた。 

次に、これらの遺伝子より、癌遺伝子と癌抑制遺伝子に関して代表的な

遺伝子を一つずつ例にあげて考察を加えたい。NT5E は、ATP の代謝に関わると

される癌遺伝子である。NT5E (CD73) が AMP を脱リン酸化することでアデノシ

ンが産生される [55]。そして、アデノシンはプリン受容体に結合し癌細胞に対

しての免疫学的反応を抑制するため NT5E (CD73)は tumor immune escape 現象に

関与すると考えられている [55, 63]。さらに NT5E (CD73)は、tumor escape 現象

とは独立して癌の血管新生 [61-63]、細胞増殖 [55, 62-64]、遊走能 [64]も促進す

ることが報告されている。実際に臨床的にも頭頚部扁平上皮癌 [60]、胃癌 [56]、

乳癌 [59]、大腸癌 [54,57]、前立腺癌 [58]、卵巣癌 [53]などさまざまな臓器の癌

で NT5E (CD73)の過剰発現が報告され、NT5E (CD73)が過剰発現している症例で

は予後不良であると考えられている。 

癌抑制遺伝子の一つである CADM１は、マイクロアレイ実験において、

TRIM44 ノックダウンにより発現量が最も上昇した遺伝子のうちの一つである。

CADM１は、１回膜貫通型の免疫グロブリンスーパーファミリー細胞接着分子を
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コードする遺伝子である [35, 36]。カルシウム非依存性に、細胞間で発現する

CADM1 どうしでホモフィリックに結合し細胞接着を形成する [36]。細胞接着が

破錠することで癌の浸潤や転移が促進されるため、細胞接着に寄与する CADM1

の発現低下は、癌細胞の浸潤や遊走能を促進する可能性がある [31, 71]。実際に、

臨床的には喉頭癌 [37]、鼻咽頭癌 [39]、食道癌 [42]、肺癌 [36, 40]、膵臓癌 [43]、

乳癌 [30, 38]、大腸癌 [32]、子宮頸癌 [41]など多くの癌で CADM１の発現が低

下していることがわかっている。たとえば肺の腺癌の研究では、CADM1 の発現

は病期、リンパ節転移の有無、脈管侵襲と有意に逆相関の関係にある [40]。同

研究では、CADM1 の発現をもとに高度、中等度、軽度の３グループに分けると

4 年生存率はそれぞれ順に 84%, 28%, 7%であった [39]。また、結腸癌では、41.3%

で CADM1 の発現が低下しており、臨床的にも CADM1 の発現が低下した症例

では、全生存率が有意に低かった [40]。 

 以上より、TRIM44 は、CADM1 のような癌抑制遺伝子や NT5E (CD73)

に代表される癌遺伝子を制御することで精巣癌細胞の増殖能や遊走能、強いて

はアポトーシスを抑制し精巣癌の tumorigenesis を促進する役割を担っていると

考えられる。したがって、今後、TRIM44 は治療ターゲットになる可能性を秘め

ている。 

 本研究の limitation として、第一には、1 施設での精巣癌症例数の確保が
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難しいことにある。たとえば、組織型別にサブ解析を行う場合、NSGCT は、本

研究では N = 39 となり、NSGCT のなかでさらに卵黄のう腫、奇形腫などに分け

て解析となると有効な統計解析処理が困難となる。同様に、精巣癌に対しての

治療方法が予後規定因となりえるが、病期や組織型によっても治療方法がかわ

るものであり、本研究において治療方法別にサブ解析を行うことが可能な症例

数を集めることが困難であった。第二に、精巣癌に対応した正常コントロール

を入手できなかったことである。30 歳代に罹患率のピークがある精巣癌患者に

対応する正常人の精巣組織検体を確保することが困難であった。したがって、

本研究は、精巣癌のなかでの TRIM44の発現や機能解析を調べる研究となった。

最後に、siRNA によるノックダウン効率と細胞実験の結果との関連について述

べる。本研究では、三種類の siRNA により精巣癌細胞のノックダウン実験を行

ったが、ノックダウンの効率としては siRNA#3が#2より優位であった。一方で、

機能実験において、たとえば、NTERA2 の MTS 実験では、siRNA#3 によるノッ

クダウン細胞で siRNA#2 処理細胞よりも増殖がみられたことなど、ノックダウ

ン効率と必ずしも完全なる一致を示せなかった。しかしながら、siRNA#2 処理

細胞と siRNA#3 処理細胞との間で増殖の差は有意ではなかったことから本実験

の結果を無効とするほどの理由にはならないと考えた。さらに、設計した siRNA

のオフ・ターゲット効果の可能性も考えられた。 
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今後の展望として以下のことが期待される。第一に、第 2 次コホートや

大規模コホートを行うことで精巣癌における TRIM44 の新規予後規定因子とし

ての有用性を確認することが可能となる。第二に、TRIM44 の精巣癌に対する作

用メカニズムを蛋白レベルで明らかにすることが望まれる。具体的には、マイ

クロアレイ実験で同定した、TRIM44 が制御する CADM1 や NT5E (CD73)などの

癌関連遺伝子と TRIM44 との相互作用やそれらの癌関連遺伝子が tumorigenesis

のメカニズムのなかでどのような位置づけを担っているのかを明らかにするこ

とが重要と考える。第三に、腎癌などのそのほかの泌尿器癌における TRIM44

の発現や機能の解析を行うことで TRIM44 の癌に対する一般的な作用機序を明

らかにすることができる。 
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第 6 章 まとめ 

精巣癌腫瘍における TRIM44 の臨床的意義および機能解析を行い、以下の結論

を得た。 

 

① TRIM44 免疫学的発現陽性は AFP 高値、転移陽性と有意に関連を認め、

TRIM44 免疫学的発現陽性群では癌特異的生存率も低かった。 

 

② TRIM44 の過剰発現の実験系では、精巣癌細胞の増殖能および遊走能を促進

した。一方、TRIM44 のノックダウンの実験系では、精巣癌細胞の増殖能お

よび遊走能を抑制し、アポトーシスを促進した。 

 

③ マイクロアレイ実験により TRIM44 と関連して変動する癌遺伝子（C3AR1, 

ST3GAL5, NT5E (CD73)）や癌抑制遺伝子（CDK19, CADM1, PRKACB）を同

定した。 
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第 7 章 結論 

精巣癌における TRIM44 発現陽性症例は、予後が悪いことが分かった。

精巣癌における TRIM44の作用機序として NT5Eや CADM1などの癌関連遺伝子

を制御することで細胞増殖および細胞遊走能を促進し、アポトーシスを抑制す

ることが考えられた（図 19）。TRIM44 は、精巣癌における新規予後因子や治療

標的因子となりえることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 19  精巣癌における TRIM44 の作用機序 
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略語一覧 

TRIM: tripartite motif 

SGCT: seminomatous germ cell tumor 

NSGCT: nonseminomatous germ cell tumor 

AFP: alpha-feto protein  

hCG: human chorionic gonadotropin  

LDH: lactate dehydrogenase 

Ub: ユビキチン 

ATP: adenosine triphosphate  

AMP: adenosine monophosphate 

GST: glutathione S-transferase 

TBS: tris-buffered saline   

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute 

FBS: fetal bovine serum 

PBS: phosphate buffered saline 

PCR: polymerase chain reaction 

qRT-PCR: quantitative real time polymerase chain reaction 
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SDS: sodium dodecyl sulfate 

SD: standard deviation 

MTS: 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazo

lium 

TUNEL: TdT-mediated dUTP nick end labling 

DAPI: 4’,6-diamino-2-phenylindole 

IGCCC: International Germ Cell Consensus Classification 
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