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発癌および化生におけるRNA転写制御に関わる染色体高次構造の解析

緒　言

　近年，細胞の遺伝子発現を制御するメカニズムの
1つとして，細胞核内の染色体構造，特に高次構造
が注目を浴びている．すなわち，正常細胞において
は，23 対の染色体は核内にランダムに存在するので
はなく，遺伝子濃度に準じて，核内の一定部位に配置
(chromosome territory)している．また，各染色体領
域での短腕・長腕，セントロメア，テロメアの位置は，
無秩序に形成されているのではなく，一定の規則性の
もとに形成されていることが明らかになってきた1-3)．
　さらに，特定の遺伝子はchromosome territoryの範
囲から外へ出て(subchromosomal positioning)，微小
環境を変化させることにより，RNA転写をより容易に
行うシステムが存在することが明かになってきた 4, 5)．
例 え ば，Epidermal differentiation complex (EDC)は， 
1 番染色体上に存在する遺伝子で，small proline-rich 
proteins (SPRRs)， Loricrin， Involucrin， S100Aなど
扁平上皮細胞の分化やcornified envelopeに関与する
蛋白をコードしている．EDC 遺伝子は，培養リンパ
球 で は1 番 染 色 体 のchromosome territory 内 に 存 在
するのに対して，培養扁平上皮細胞では1 番染色体
のchromosome territoryの外に存在することが多い．
このことから，EDC遺伝子は，染色体領域内での存在
部位 (subchromosomal positioning)を変化させること
によって，転写活性亢進を引き起こし，タンパク発現
を制御していると考えられている．
　以上のように培養正常細胞では，細胞核内の染色体
構造，特に高次構造がRNA転写制御に関わることが明
かされつつあるものの，腫瘍を含む病的状態にある細
胞における細胞形質の変化と核内染色体の高次構造の
解析はいまだ報告がほとんどなく，不明な点が多い．
本研究では，1）悪性甲状腺腫瘍における10 番，18 番
および19 番のchromosome territory，2）扁平上皮化生
におけるEDC 遺伝子のsubchromosomal positioningを

解析し，腫瘍細胞および化生細胞におけるRNA転写制
御に関わる染色体高次構造の変化を検討した．

材料と方法

　対象は，正常甲状腺組織（4 例），乳頭癌（6 例），未
分化癌（2 例），慢性子宮頸管炎（1 例）で，いずれも外
科的に摘出された材料から得た．凍結置換法（表 1）に
て材料を固定，パラフィン包埋した後，4 μmの切片
標本を作製した 6)．1 番，10 番，18 番，19 番染色体
およびEpidermal differentiation complex (EDC) 遺伝
子の視覚化には，Multicolor FISH 法（表 2）を用いた
( 図 1，図 2)7)．用いたprobes は1 番（biotinラベル），
10 番（biotinラベル），18 番（FITCラベル），19 番（Cy3
ラベル）染色体に対するpainting probes (Cambio 社）
と EDC に対応する PAC clone (P1- derived ar tificial 
chromosome；RP1-148L21と RP1-13P20)から作成した
probe（digoxigeninラベル）を用いた．FISH 染色標本
は，蛍光顕微鏡 (Olympus BX50) 下に観察した後，白
黒 CCDカメラ(Olympus， DP30BW)を使って， 染色
体およびEDC 遺伝子染色像を別々の白黒デジタル画
像を採取した後，疑似カラーを付け，重ね合わせ， 
FISH 染色画像とした．図 3に示されるように，10 番，
18 番，19 番染色体のchromosome territory を，染色
体数と核縁からの直径比で10％の領域に存在するか
否かによって，4つのパターンに分類し，それぞれ
のパターンを示す細胞の頻度をカウントした．EDC
遺伝子の subchromosomal positioning に関しては，
EDC 遺 伝 子 が，1 番 染 色 体 のchromosome territory
の 内 部 (center)， 内 部 辺 縁 (periphery)， 外 部 近 傍 
(neighborhood)，外部 (outside)のいずれに位置する
かによって分類し，それぞれのパターンを示す細胞
の頻度をカウントした．切片標本のため，EDC 遺伝
子からのシグナルが1つの細胞と2つの細胞が認めら
れたが，1つのシグナルを持つ細胞のみについて検討
した．
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結　果

1）甲状腺病変における 1 0 番，1 8 番，1 9 番染色体の
chromosome territory
　図1は代表的甲状腺病変における10番，18番，19番
染色体の代表的 FISH 画像と各染色体のchromosome 
territory 分布パターンである．また，正常甲状腺，乳
頭癌および未分化癌における10 番，18 番，19 番染色
体のchromosome territoryの分布パターンの解析結果

表 1. 凍結置換法のプロトコール

図 1. 甲状腺の正常組織，乳頭癌症例，未分化癌症例それぞれのHE
組織像 (a， b， c)，10 番（CT10；赤擬似色），18 番（CT18；緑擬似色），
19 番（CT19；青擬似色）染色体のmulticolor FISH 像 (d， e， f)，および
chromosome territoryの分布 (g， h， i).

1)	 Preparation of isopentane-propane cr yogen 
(−193℃ ) by air propane in isopentane cooled in 
liquid nitrogen

2)	 Plunging the tissue samples into the cryogen 
3)	 Preparation of chilled freeze-substitution 

solution (−80℃ ) of pure acetone containing 2％ 
paraform aldehyde  

4)	 Moving the frozen tissue samples to the freeze-
substitution solution (48 hrs)

5)	 Gradual elevation of the temperature to room 
temperature 

6)	 Incubation in acetone, ethanol and xylene 
7)	 Embedding in paraffin

表 2. Multicolor FISH 法のプロトコール

1)	 Pretreatment
	 0.3％ pepsin / 0.01N HCl (37℃ , 30 min)
	 4％ PFA/0.1M PBS（RT, 5 min) 
	 0.1％ NP-40/2xSSC (37℃ , 30 min)
	 denature (85℃ , 5 min)
2)	 Hybridization (37℃ , overnight)
	 PAC probes for EDC (RP1-13P20 or RP1-148L21)
	 Whole chromosome No 1 painting probe 

(Cambio)
3)	 Washes
	 50％ Formamide＋0.1％ Tween20/2xSSC (45℃ , 

10 min, twice)
	 1×SSC (65℃ , 10 min, twice)
4)	 Visualization using fluorescence (FITC, Cy3, 

Alexa Fluor 647)

図 2. 子宮頸部の扁平上皮，腺細胞，扁
平上皮化生細胞およびリンパ球における
1番 染 色 体 内 のEpidermal differentiation 
complex (EDC)遺 伝 子 のsubchromosomal 
positioning. HE組 織 像(a， b)とmulticolor 
FISH像 (棘細胞 (c)， 基底細胞 (d)，腺細胞 
(e)，扁平上皮化生細胞 (f)およびリンパ球 
(g). Multicolor FISH染色にはBACから作成
したprobes (RP1-148L21 c， d); RP1-13P20 e， 
f， g)を用いた．1番染色が赤擬似色で，RP1-
148L21およびRP1-13P20が緑擬似色で示さ
れている．
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を図 4に示す．正常甲状腺では，10 番染色体は約 60％
以上の細胞で核縁に，18 番染色体は約 80％以上の細
胞で核縁に，19 番染色体は約 80％以上の細胞で核中
央に存在した．乳頭癌においても，正常甲状腺と類似
した傾向が見られたが，19番染色体が核縁に存在する
細胞が増加した．未分化癌においては，染色体増幅を
示す細胞やchromosomal territoryの乱れを示す細胞が
多数認められた．
2）子 宮 頸 部 組 織 に お け るEDCのsubchromosomal 
positioning
　子宮頸部組織における1 番染色体とEDC 遺伝子の代
表的 FISH 画像を図 2に示す．内部 (center)， 内部辺縁
(periphery)，外部近傍 (neighborhood)，外部 (outside)
に分類されたEDCのsubchromosomal positioningの解
析結果が図 5に示されている．どの種類の細胞におい
ても，1 番染色体のchromosome territoryの内部辺縁
と外部近傍 (periphery and neighborhood)にEDC 遺伝
子が存在する細胞の頻度が最も高かった．正常の扁平

上皮では，基底層，中層および表層においてやや異
なるものの，38-54％の細胞において，EDC 遺伝子は
1 番染色体のchromosome territoryの外側（外部近傍と
外部）に存在した．一方，腺上皮では26-32％の細胞に
おいて，リンパ球では28％の細胞において，また，腺
上皮から扁平上皮への形質変換である扁平上皮化生細
胞では38-42％の細胞において，EDC 遺伝子は1 番染
色体の外側に存在した．

考　察

　核内で染色体 DNAが形成する最も大きな高次構造
である染色体領域 (chromosome territory)が，遺伝子
発現と密接に関係し，細胞の機能や分化を制御するメ
カニズムの1つとして働いていることが明らかにされ
はじめた 3, 8 -10)．染色体の構造は，オングストロームレ
ベルの微細構造およびマイクロメータレベルの高次
構造の観点から論じられる．いずれのレベルの構造の
異常もRNA 転写の制御，ひいてはタンパク発現の制

図 3. 10番，18番，19番染色体のchromosome territory分
布パターン分類．直径比で核縁側10％領域にchromosome 
territoryの少なくとも一部が含まれるものをCTp，それ以
外をCTcと定義した．Type 1-3は含まれる染色体数が4個
以下のもの，type 4は5個以上のもので，type 1は全ての
染色体がCTp，type 2は全ての染色体がCTc，type 3と4は
CTpとCTcが混在するものである．

図 4. 甲状腺の正常(NM)組織群，乳頭癌(PC)症例群，未
分化癌(UC)症例群の10番(a)，18番(b)，19番(c)染色体の
chromosome territoryの分布解析結果．

図 5. 棘細胞 (a， b)，基底細胞 (c， d），腺細胞 (e， f)，扁平
上皮化生細胞 (g， h)およびリンパ球 (i， h)における1番染
色体内のEpidermal differentiation complex (EDC)遺伝子の
subchromosomal positioning解析結果．RP1-148L21による
解析結果 (a， c， e， g， i)と RP1-13P20 による解析結果(b， d， 
f， h， j)．
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御を通じて，発癌メカニズムや癌細胞の細胞生物学的
特性の発現に大きな影響を与えていると考えられる．
我々は，ヒト甲状腺癌を中心とした癌細胞の細胞生
物学的特性および発癌メカニズムについて，Texture 
analysisやMicroscopic FRET(fluorescence resonance 
energy transfer) 法の技術を応用し，染色体の微細構
造の解析を行ってきた 11-17)．本研究では，我々が従来
行ってきた研究成果に，染色体の高次構造の解析を加
え，癌細胞核や化生細胞などの形質変換を来した細胞
核における染色体高次構造の変化と，悪性度，細胞増
殖，RNA 転写制御，核クロマチン形態などの細胞特
性との関係を解析した．
　染色体の高次構造の1つであるchromosome territory
は，間期細胞核における各染色体の核内配置である．
正常細胞では18 番染色体と19 番染色体はほぼ同じ大
きさの染色体であるが，遺伝子を多く含む19 番染色
体は核の中心部に，遺伝子の少ない18 番染色体は核
辺縁に存在するというように，染色体は含まれる遺
伝子の密度に従って一定の規則性をもって核内に存
在することが明らかにされている．一方，核クロマ
チン分布異常を示す腫瘍細胞におけるchromosome 
territoryを解析した報告はほとんど見られない．本研
究では，正常甲状腺および乳頭癌の大部分の細胞で
は，18 番染色体は核縁に，10 番および19 番染色体は
核中央部に配置した．ただし，乳頭癌細胞では，正常
甲状腺細胞と比較して，核中央部に配置する18番染色
体や核縁に配置する10 番および19 番染色体を持つ細
胞が増加した．未分化癌では，各染色体の数が増加し，
かつ，chromosome territoryの規則性が失われていた．
これらの結果より，甲状腺の腫瘍化において，細胞異
型に乏しく悪性度の低い高分化癌では多くの細胞で
chromosome territoryの基本的規則性は保たれるもの
の，一部に乱れが生じている．一方，細胞異型が強く
悪性度の高い未分化癌では多くの細胞でchromosome 
territoryの乱れが顕著になることが示された．
　Subchromosomal positioningは，間期細胞核における
遺伝子のchromosome territory 内あるいは外での位置
であり，染色体の高次構造の1つである．先に述べた
ように，細胞はある種の遺伝子のsubchromosomal 
positioningを 変 化 さ せ る こ と に よ っ て，RNA 転 写
活性，引いてはタンパク発現や細胞形質発現をコン
トロールしていると考えられている．ほどんどの
subchromosomal positioningの 研 究 は 培 養 細 胞 を
用いた研究であり，実際のヒト組織内で形質変換
を 示 し た 細 胞 のsubchromosomal positioningを 解 析
した報告はまれである．本研究では，ヒト子宮頸部
組織において扁平上皮の分化と関連するEDC 遺伝
子 のsubchromosomal positioningが， 細 胞 の 種 類 お
よび分化によって変化することが示された．すなわ
ち，扁平上皮細胞では，腺上皮細胞やリンパ球と比

較 し て，1 番 染 色 体 のchromosome territoryの 外 側
（外部近傍と外部）にEDC 遺伝子が存在する細胞の頻
度が高かった．さらに，腺上皮からの形質転換した
扁平上皮化生細胞では，腺上皮よりも1 番染色体の
chromosome territoryの外側にEDC 遺伝子が存在する
細胞の頻度が高かった．以上より，腺上皮が扁平上
皮化生に際しては，EDC 遺伝子のsubchromosomal 
positioningが変化しており，EDC 遺伝子周囲のDNA
環境を変化させることによって，EDC 遺伝子の発現
(RNA 転写 ) 亢進，引いてはEDCタンパクの産生亢進
を来すことによって，化生が起こされている可能性が
示唆された．
　以上，1）癌細胞におけるchromosome territoryは，
高分化癌では正常細胞に類似するものの，遺伝子異
常が高頻度に認められる甲状腺未分化癌では高度な
変化が見られること，2）chromosome territoryを始
めとする染色体の高次構造の異常は核形態の異常（核
異型）をもたらすこと，3）腺上皮における扁平上皮
化生では，扁平上皮分化と関係するEDC 遺伝子の
subchromosomal positioningを変化させること，が明
らかとなった．すなわち，chromosome territory や
subchromosomal positioningといった染色体高次構造
の変化が，遺伝子発現 (RNA転写 )に影響し，蛋白発現
の制御を通して，細胞の形態・機能といった形質変化
や腫瘍化に関与している可能性が示唆された．
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