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論文内容の要旨

〔目的〕

人肝芽腫細胞 CHuh-6 Cl-5) に発癌プロモーターを作用させると， p46 C分子量 4 万 6 干， p 1 7.1 

,.._, 7.3 の蛋白質)が培養上清中に誘導される。発癌フ。ロモーターの乙の作用を人肝癌細胞 CHuh-7 Cl 

-4) においてさらに詳しく解析し，さらに発癌遺伝子 Cc-myc 及び C一Ha-ras) とこの現象に関係

があるかど、うかを明らかlとするために本実験をおこなった。

〔方法ならびに成績〕

人肝芽腫細胞 CHuh-6 Cl一5) に発癌フ。ロモーターを作用させると分子量 4 万 6 千で三つの等電点

Cp 1 7.1 , 7.2 , 7.3) を持つ蛋白質(以下p 46と云う)が培養上清中に分泌される乙とが知られている。

乙の現象が別の分化型肝由来細胞でも認められるかを明らかにするために，人肝癌細胞 CHuh-7 Cl-4) 

に発癌プロモーターの一種である TPA C12-0-tetradecanoyl phorbol-13~ acetate)を作用さ

せて， SDS-PAGE で培養上清を解析した。その結果分子量 4 万 6 干の蛋白質が誘導された。乙の蛋

白質が p46で=あることを明らかにするため二次元電気泳動を試みた。そしてこの蛋白質が三つの等電点

CpI 7. 1, 7.2 , 7.3) を持つ乙とより，乙の蛋白質がp46であると結論した。また乙のとき，人肝癌細

胞は TPA を作用させなくてもわずかに p46を分泌していることもわかった。一般に TPA は，細胞増殖

に関係していると云われている C-kinase Ccalcium-ac ti va ted , phospholipid -dependent 

pro t ein kinase) を活性化させるので，乙の細胞の蒔き込み数をかえてその培養上清を SDS-PAGE

で解析した。すると人肝癌細胞において低密度で細胞を蒔いたとき，その培養上清中に高密度で細胞を蒔

いたときと比べて p46の分泌量が増加しているのを認めた。乙の乙とより p46の分泌と人肝癌細胞の増殖
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とに関係があると示唆された。近年 competence proto-oncogene c-myc は細胞増殖を調節する

と云われている。そのため私は人肝癌細胞に c-myc 遺伝子を導入した。その結果 c-myc遺伝子を導入

した全ての人肝癌細胞において p46の分泌の増加を認めた。一方対照として c-myc 遺伝子の代わりに同

じベクターに組み込まれた C一Ha-ras 遺伝子を導入した人肝癌細胞においては， p46の明らかな分泌の

増加は認められなかった。さらに詳しく p46の分泌と c-myc 遺伝子との関係を調べるために，各々の状

態の細胞より poly (A) RNA を抽出して RNA ブロッテイング法で解析した。その結果p46の分泌量と対

応する c-myc の m- RNA の発現量を認めた。以上の結果より，私は本論文にて p46の分泌が c-myc

の発現によって調節されている乙とを示した。 p46の生理的役割はまだ明らかにされていない。しかし P

46は抗人全血清抗体で免疫沈降反応を示さない。また p46の分子量に近似な α1 ーアシッドグリコブ。ロテ

インやα1 ーアンチトリプシンなどの抗体でも免疫沈降反応を示さないことより，正常血清蛋白ではない

と考えられている。また 46の分泌はアクチノマイシンDKよって阻害されることより， TPA によって

新たに誘導されると考えられている。本論文では，さらに，用いた二種類の細胞により p46の三つのアイ

ソフォームでその分泌量が異なる乙とを示した。近年 c-myc 遺伝子について多くの知見が蓄積されてい

る。そのなかに培養細胞での c-myc 遺伝子の過剰発現は細胞にとって毒性があるといわれているので，そ

の乙とについて考察した。また，肝再生の初期や肝炎ウイノレスにより引き起こされた肝癌において c-m

yc 遺伝子の活性化が認められるとの報告がある。そこで，肝再生や肝炎，肝硬変，肝癌などのフォロー

アップにおける 46の臨床医学的応用の可能性に対して考察した。

〔総括〕

私は本論文で，①発癌フ。ロモーターが p46を別の分化型肝癌細胞 CHuh-7 Cト 4) においても誘導す

ることを示した。②乙の現象が発癌遺伝子 c-myc Iとより調節されていることを示した。③ p46のアイソ

フォームの割合が二つの細胞で=異なっている乙とを示した。

論文の審査結果の要旨

c-myc遺伝子の異常発現が引き起こす細胞変化について，形態学的解析はしばしば行なわれているが，

本研究は蛋白レベソレで、解析したものである。本研究は，発癌フ。ロモーターにより肝癌細胞から分泌される

蛋白質が c-myc 遺伝子lとより調節されていることを示している。本研究を進める乙とにより，今まで明

らかではなかった c-myc 遺伝子の直接の作用が明らかにされる可能性がある。そのため本研究に対して

医学博士の学位を授与するに値すると認める。
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