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論文内容の要旨

[目的]

この数年間に，ヒト固形癌および株化癌細胞から得たDNAをマウスNIH3T3細胞に導入(トラ

ンスフェクション)し試験管内癌化(トランスフォーメーション)を起こさせることにより，癌遺伝

子を検出する試みが相次いでなされた。この方法によって最も数多く検出されのがras遺伝子群であり，

その他ヒトの癌遺伝子として， B -lym , trk , dbl そして hstなどが分離されているO しかし，ヒト肝癌

に関する癌遺伝子の研究報告は極めて少ない。本実験の目的は，ヒト肝癌において優性に働いている癌

遺伝子をクローニングし，その性質を明らかにすることにあるO

[方法ならびに成績]

外科的手術により分離した肝癌組織15例，ヌードマウスに移植・継代されている肝細胞癌 1 1J1j及び肝

癌培養細胞株 2 例の計18例より高分子DNAを抽出し， NIH3T3 細胞にトランスフェクションを行っ

た。その結果，固型癌 3 例及び細胞株 1 例の計 4 例にトランスフォーミング活性が検出された。これら

のトランスフォーメーションの頻度はDNA1μg当り 0.0083から0.013であり，活性ras遺伝子を運ぶ

癌組織DN A (0.01--0.12) に比べるとやや低いものの，第一次トランスフォーム細胞から抽出した D

NAを繰り返しトランスフェクショクンしても，それらの活性は安定に継代された。第一次および第二

次トランスフォーム細胞は低血清濃度の培地でもよく増殖できる，位相差顕微鏡下で輝いて見える，軟

寒天培地でコロニーを形成する，ヌードマウスに皮下注射した場合，強い造腫蕩性を示すなど，形質転

換細胞としての特徴をよく備えている。

ヒト繰り返し配列である Alu DN Aをプロープにしてサザンハイブリダイゼーションを行った結果，
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第一次トランスフォーム細胞 (HC C 1 , 7 , 11そして Li7 由来)はかなりの量のひと DNA断片を含

むのに対し， HCC 1 及び11由来の第二次トランスフォーム細胞では，制限酵素Bam H 1 で切断する

と， Alu DNAとハイブリッドを形成しうる DNAが約10kb の断片として 1 本ず、つ含まれていた。 H

CC1 に由来する癌遺伝子のトランスフォーミング活d性はBam H 1 で完全消化しても消失しないこと

が分かっていたため， Bam H 1 断片10kb の上に肝癌の癌遺伝子が存在することになる。この情報のも

とに，第二次トランスフォーム細胞のDNAをBam H 1 で完全分解後，やはり同酵素で切断しておい

たシャロン28ベクターにつなぎ in vitroパッケージングした後 Alu DN A とハイブリッドを形成す

るクローンを選び出した。約10万個の組み換え体ファージを検索した中から，ヒト DNAを持つ 8 個の

クローンを得た。このうち，約10kb のヒト DNA断片を持つクローンがNIN3T3 細胞をトランス

フォームすることが分かった。このDNAは 1μg当り約400個のフォーカスを形成させっ能力を持つ

ていた。

それではこの癌遺伝子が果たして既知の癌遺伝子のどれに対応するのか，あるいは全く別のタイプな

のかを知るために，全長の塩基配列を決定し， EMBLデータベースとホモロジーサーチを行った結果，

既知のヒト DNA及びレトロウイルスとの聞には類似性を見い出せなかった。従ってこの癌遺伝子はこ

れまでに報告のない新しいヒト癌遺伝子であり，肝癌(li ver cancer) 由来であることから， lca と名付

けfこ O

なお， lca DN Aの一部をプローブにサザンハイブリダイゼーションを行ったところ， H C C11由来

の第二次，第三次トランスフォーム細胞のDNA とハイブリダイズし， lca遺伝子が 2 例の別個の肝癌

で同時に活性化していることが分かつた。

次に，セルソーターを用いた染色体分離法及びハイブリッド細胞を用いたサザン法により， lca遺伝

子はヒト 2 番染色体にあることが決定された。さらに in situハイブリダイゼーションによる詳細な検

討により， 2 q 14-21にマップされている。

lca遺伝子を12断片に分け，その各々をプロープとして用い， HCC1 由来の第二次トランスフォー

ム細胞で1.8kb の pol (A/mRNA として特異的に発現している部分を明らかにした。これらの lca遺伝

子のエキソンと思われる DNA断片をプロープにして，上記mRNA より作製した λgt10の cDNA ライ

ブラリーの中から， lca遺伝子のcDNA クローンを単離し，現在その塩基配列を決定している。

lca遺伝子の活性化の機構を明らかにする目的で， lca'こ対応する正常型遺伝子をヒト健常人の DNA

ライブラリーからクローニングした。両者の詳細な制限酵素地図を比較した限りでは全く相違が認めら

れず，遺伝子の再配列が活性化の原因ではなさそうである。また，この正常型lca遺伝子にはNIN3

T3 細胞をトランスフォームする能力がないことから，この遺伝子の活性化は，塩基配列上のごくわず

かな変異が原因ではないかと考えられる。

[総括]

ヒト肝癌組織DNAから， NIN3T3細胞をトランスフォームする能力を持つ新しい癌遺伝子lca

をクローニングした。 18例のうち 2 例もの肝癌においてこの癌遺伝子が検出された事実は， lca遺伝子

の活性化がヒト肝癌の発生に重要であることを示唆している。
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論文の審査結果の要旨

本研究は，ヒト肝細胞願に関与している癌遺伝子， lca をクローニングしたものである。

それまで，米国を中心として多くの研究者が試みた結果が全て失敗であったことから，肝癌には活性

型癌遺伝子がないのではないかとおもわれていたが，この発見は再び肝癌における同類の研究を著しく

活発にした。

この癌遺伝子はこれまで得られたことのない新型のものであることも判り，その本態の究明は，肝癌

の発生機序を知る上で重要な貢献となることは明らかであり，学位に値するものと考える。
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