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論文内容の要旨

[研究目的]

放射線発癌のメカニズムについては未だ不明な点が多く分子生物学的な解析が進んでいない。野村ら

は ICRマウス生殖細胞にX線を照射し，優性遺伝性好発癌マウス系を確立した。この機構にはX線照

射による germ line mutationが示唆されるが，この癌化機構の解析の一つのアプローチとして癌遺伝

子の検索を行なった。

マウスの癌遺伝子を検索する場合NIH3T3 ではマウス由来の外来性遺伝子の識別は医灘であった。

そこで、 Hetero の系でマウスの癌遺伝子の検索を行うため新しい細胞系が必要となった。本研究では，

ハムスター胎児細胞 (GHE) から癌遺伝子に対して高感受性を示す細胞株を分離し，それを用いてX

線誘発好発癌マウスに発生した腫蕩の解析を行なった。

[方法]

1 )供与マウス腫蕩DNAとその抽出法

X線誘発好発癌マウスの Fl--3 に発生した悪性腫蕩 4 株 (N M2596 , 2710, 3013, 2305) と， X線

照射により P (NM2057) に発生した骨肉腫 1 株を用いた。 DNAの抽出は，組織をホモゲナイズし，

SDS溶液， RN ase および、Protenase K処理し，高分子ゲノム DNAをフェノールクロロホルム法に

より精製した。

2) DNA トランスフェクション

前日lOcm シャーレに， 5 X 10 5細胞を植え ， 1 枚当り 30--40μg のマウス腫蕩DNAを燐酸カルシウ

ム法を用いて導入した。 24時間後，低血清培地に移し，以降 3 日間おきに培地交換し 3 週後判定した。



3) Southern hybridization 

DNAを種々の制限酵素で切断し， 10μg をアガロースゲル電気泳動した。泳動後， DNAをナイロ

ンフィルター上に移し，マルチプライマ一法により〔 α_32 pJ dCTPで標識したプロープとハイブリダ

イゼーションした。

〔結果〕

1 Golden Hamster胎児細胞 (GHE) を用いた癌遺伝子スクリーニング系の開発

鈴木らによって株化されたGH E -L strainからパックラウンドが低く，しかも癌遺伝子に対する

感受性の高い亜株 (GHE-C8) と，さらにこれに C -mycを導入した (GHE-MC 1) を得た。

この 2 つの細胞株は種々の癌遺伝子に対して感受性を示した。 N -, H -, K -ras に対するフォーカ

ス形成能は， NIH3T3 と同程度であったが， V -mos の感受性は約10倍高かった。また， focus の

形態も癌遺伝子によって特徴があり，逆に形態から原因となる癌遺伝子を推測することも可能である。

以上のことから， GHE-C8 , MC-1 は，癌遺伝子のスクリーニング系として満足できるものと考

えられた。

n x線誘発マウス悪性腫蕩の癌遺伝子のスクリーニング

1. DNA トランスフェクション

NM2057 , NM3013 , NM2710の 3 例がGHEで陽性で， N M2596 , N M2710の 2 例がNIH3T3

で陽性であった。 GHEで得られた focus の形態はそれぞれ特徴があり， NM2057からは ras様(フジ

ツボ型)の focus 5 個 (NM2057 f -11--15) と，非常に refractileで、閲兵状に配列し V -mos の focu

s に類似するもの (NM2057 f -1 )の 2 種類が得られた o NM3013からは，この 2 つの type の中間

型の focusが得られた。 NM2710 f - 1 は， T24の focus と類似していた。 Secondary transfection は，

NM2057 f -1 , f -11--14, NM3013 f -1 , NM2710 f - 1 いずれも， GHE ， NIH3T3 で

ともに陽性であった。

2. サザンプロット解析

NM2057 f -1 , f -11-"14, NM3013 f -1 ，いずれのGHEの一次形質転換細胞も mouse repe 

titive sequence を有し，マウスの遺伝子が導入されていることがわかった。

NM2057 f -11--14 はK-rasをプロープにするとハムスター由来の band以外にマウス由来のK

rαsの band (extra band) が検出された。 NM2057 f - 1 は N -, H -, K -ras についてはextra

bandが検出されなかったが， focus の形態がV-mosのそれに類似していたため ， mos をプローブにし

たところ extra bandが一次二次形質転換細胞ともに検出された。

NM3013 f - 1 は， N -, H -, K -rasをフ。ローブにした場合extra bandが出現しなかった。しか

し最近ヒト甲状腺癌，大腸癌から GHEで検出された新しい癌遺伝子， tco を用いるとマウス由来の

extra bandが検出された。 NM2710 f - 1 は，同様にN -, H -, K -ras については， extra band が

検出されず， ras系以外の癌遺伝子が考えられた。

〔総括〕

1. Golden Hamster胎児細胞を用いて，新しい癌遺伝子スクリーニング系を開発した。この系は，マ
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ウスを用いた実験癌の解析に非常に有用と考えられた。

2. GHE と NIH3T3 を用いて， X線誘発マウス悪性腫蕩 5 例を検索したところ， 3 例に活性のあ

る癌遺伝子が検出された。

3. そのうち 1 例から K-ras と mosが 1 例から新しい癌遺伝子 tcoが，残りの 1 例から ras系以外の癌

遺伝子が検出された。このX線誘発好発癌マウスの癌化ステップに癌遺伝子の活性化が関与する可能性

が示唆された。

論文の審査結果の要旨

本研究は，ハムスター胎児細胞 (GHE) から癌遺伝子に対して高感受性を示す細胞株を分離し，そ

れを用いてX線誘発好発癌マウスに発生した腫蕩の癌遺伝子の解析を行なったものである。従来から癌

遺伝子の検索に用いられてきた，マウス細胞NIH3T3 ではマウスの癌遺伝子の識別とクローニング

は困難であったが，この細胞系の確立により，マウスを用いた in vivo発癌実験に於て癌遺伝子の解析

が容易となった。実際にこの細胞を用いてX線誘発好発癌マウスに発生した腫蕩の癌遺伝子を解析し

新しい癌遺伝子を含め，高率に活性型癌遺伝子を検出し，このモデルの発癌の過程に癌遺伝子が関与し

ている可能性を示した。医学博士の学位に値する論文と認める。
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