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培養ヒト腫蕩細胞におけるアルキル化剤によるDNA損傷とその修復
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論文 内 容の 要 旨

N -methyl-N' -nitro-N -nitrosoguanidine (M N N G)やN-methyl-N -nitrosourea (M N U)などの

アルキノレ化剤はDNAと反応して， DNA塩基のさまざまな部位をアルキル化する作用を持っている。

このようなアノレキル化塩基の中でもグアニンの6位の酸素の7)レキ Jレ化 (0'-methyl-guanine ; 0・

MeG)は致死や突然変異及び発癌に深く関与していると考えられているoこのO'-MeGはメチル転移

酵素 (MTR)によって修復されることも分っている。

ヒト腫蕩細胞株はO'-MeGを修復できるMer+(Mex +ともいう)表現裂と， MTR活性を欠損してい

るためO'-MeGを修復できないMer-(Mex-)型に分類される。調べられた限りの正常組織の細胞はす

べてMerであるから，もしMer型の腫窮がみつかればv 適当なアノレキノレ化系抗腫!Jl¥Mで，腫蕩細胞だ

けを選択的に殺す化学療法が可能になると考えられる。そこで日本人由来の腫蕩細胞株におけるMer-

型の頻度を調べると同時にv各々の細胞についてアルキル化系抗陸揚剤である塩酸ニムスチン (ACN 

U)に対する感受性について検討した。

又，ヒ ト細胞においてO'MeGが致死損傷であることを明らかにするために， Mer型細胞に機能の良

く解明されている大腸菌のMTR遺伝子 (ada遺伝子〕を導入し 2 その形質転換細胞と親株についてア

Jレキル化剤感受性を比較検討した。

[方法ならびに成績]

1 日本人由来の腫濠細胞株におけるMer株の頻度及びACNU感受性

用いた細胞株は，胃癌由来9株，肺癌8株，口腔粘度癌4株，骨肉腫3株，腎癌2株，勝枕癌 2株，
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悪性黒色腫2株，神経芽細胞腫2株，肝癌2株，甲状腺癌1株，上顎洞癌1株，乳癌 1株，横紋筋肉腫

1株，繊毛癌 1株，胃繊毛癌 1株の腫凄細胞株40種類と正常組織由来の細胞株12種類である O これら

の細胞を超音波で破砕し，これを遠心分離した上清より細胞粗抽出液を調整した。仔牛胸腺DNAを

3H-MNUで処理し，0
6
ふtIeGのメチル基が3Hで標識された基質DNAを作製した O 基質DNAと

各々の細胞組抽出液とを3rcで60分間反応させ，蛋白分画に移った 3H放射能を測定することによっ
てMTR活性を比較した。 5株(肺癌及び悪性黒色腫由来株それぞれ2株，甲状腺癌1株)は極めて

活性が低いか欠損していたのでMerーと判定した。 ACNUに対する致死感受性をコロニー形成法で

調べたところ，これらのMer細胞は著しい高感受性を示した。 MTR活性を有する細胞においても，

MTR活性が低い細胞ほどACNUに対する感受性は高く，両者の聞に相関関係が認められた。又，

正常組織由来の細胞は全てMTRを有し， ACNUに対しでも抵抗性を示した。

2. 大腸菌アルキル化損傷修復遺伝子のヒト Mer細胞で、の発現

大腸菌MTR遺伝子の 5'側にSV40由来のプロモーターを 3'側にポリ Aサイトを結合させたも

のとネオマイシン耐性遺伝子の両方を持つプラスミドを作製した。このDNAをリン酸カルシウム法

により Mer細胞 (HeLaMR)内に導入し，ネオマイシン及びACNUの両者に耐性の形質転換細

胞を得た。形質転換細胞DNAのSouthernblot解析により大腸菌MTR遺伝子がヒト染色体に組み

込まれていることを， R N A dot blot hybridization法によりこの遺伝子のmRNAが作られてい

ることを確認した。これらの形質転換細胞で生産されているMTRは分子量約40kdの大腸菌MTR

であることをSDSポリアクリルアマイドゲル電気泳動法で確認した。

コロニー形成法によって致死感受性を調べたところ，形質転換細胞のMNNGに対する感受性は親

株であるMer細胞よりも20倍以上も低下しており， MTR活性の高いクローンほどMNNGに抗体

性であった。更にMNNGで誘発される姉妹染色分体交換 (SC E)もほぼ完全に抑制された。 AC

NUに対する致死感受性に関しても同様の結果が得られた。

[総括]

1. 日本人由来の腫蕩細胞株におけるアルキル化損傷修復欠損株 (Mer-型)の頻度は，約13%(5/ 

40)であった。これらの細胞のACNUに対する致死感受性は著しく高かった。一方，正常組織由来

の細胞は全てMTRを有した。これらの事実は， ACNU等のアルキル化系抗腫蕩剤で， Mer型腫

蕩細胞だけを選択的に殺す化学療法の可能性を示唆している O

2. 大腸菌MTR遺伝子を導入した形質転換細胞は，親株であるMer細胞よりもアルキル化剤致死感

受性が低下し， MNNGによる SCE誘発は完全に抑えられた O すなわち，ヒト腫蕩細胞において

06_MeGが致死損傷であり，且つSCEを誘発する損傷であることが分った。

論文の審査結果の要旨

アルキル損傷修復欠損型 (Mer-)腫療の検索とその特性を調べることは，アルキル化系抗腫蕩剤で
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腫蕩患者を選択的に治療する可能性を現実のものとするための基礎研究として重要であるO

本論文は日本人由来の腫蕩細胞株において Mer-型腫蕩の頻度を検討するとともに，アルキル化系

抗腫蕩剤の 1つで、ある塩酸ニムスチン (ACNU)に対する腫蕩細胞の感受性とアルキル化損傷修復酵

素活性の聞に椙関関係を見い出したものであるO 更に，大腸菌のアルキル化損傷修復遺伝子をヒト細胞

に導入し，ヒト細胞において0
6
ーアルキルグアニンが致死損傷であることを直接証明した。

以上のように本論文は，アルキル化剤の殺腫虜細胞効果の機序に関する新しい知見を提供するととも

に，その応用としてアルキル化剤による選択的化学療法の可能性を示唆するものである。従って，医学

博士の学位を授与するに値すると考えられるO
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