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論文内容の要旨

〔目的〕

近年，子宮頚癌の発生要因のーっとして，ヒトパピローマワイルス(以下， HPV) が注目されている。

それは，子宮頚癌組織やその前癌病変中に特定のタイプのHPV DNA が高率に検出される乙とや， NIH 

3T3 細胞など株化細胞を用いてHPV 16 , 18型の初期遺伝子(特に E 6 , E 7 領域)に transform

活性があることが証明されたことによる。しかし，その t ransf orm活J性は初代培養細胞で、は完全な形で、

認められないことなどから， HPV は子宮頚癌発生上，重要な因子ではあっても HPV単独で子宮頚癌の

発生を説明することは困難と考えられる。一方，種々のヒト「癌」細胞で活性化癌遺伝子が検出されてお

り，こうした癌遺伝子の活性化が癌化に重要な役割を果しているものと考えられている。しかし子宮

頚癌に関しては，活性化癌遺伝子に関する報告は乏しい。本研究は子宮頚癌組織より抽出した DNA を

NIH 3 T 3 細胞に導入し transform 活性を示す遺伝子を検索する乙とによって，子宮頚癌の発生機序

に関与する遺伝子を明らか lとすることを目的としているo

〔方法〕

i) t ransf orm実験:インドネシア大学医学部より提供された，子宮頚癌患者の摘出組織より一昔日を細

切し， proteinase K , RNaseA , SDS で処理した後phenol ， chlorof orm/ isoamyl alcohol , 

n-bu tanol で抽出し，細胞の全DNA を回収した。その20μg を carrier DNA を使用する乙となく

pSV2neo plasmid DNA 0.6μg と共1<: N 1 H 3T3細胞 2x10 5 1<: ， DNA-Ca-phosphate 法に

より transfect した。次いで， G418 1.1 mg/ml Cnet) を含む 1 xDMEM , 10% calf se.rum 中

で培養し C3TC ， 7.5% C02) , G418抵抗性の細胞を選択後， 5--8 週齢のヌードマウスの皮下に接
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種した (5x105 ,....., 1 X 106 ce l1s/site , 2 si tes/mouse) 。その後 3 ヶ月の観察期間内に形成され

た皮下腫場を摘出し以後の実験に用いた。また，乙の方法では，一つの腫蕩が複数の t rans f orman t 1[. 

由来する可能性があるため，第 2代以降はより clonal i ty の高い transfomant を得るため focuslt減

能で選択する方法 (focus assay) も行った。 focus assaylとは，細胞の全 DNA のみを上記と同様

の方法で transfect し，週iζ2 回培養液 (1 xDMEM, 10% calf serum) を交換し 4週間後まで観

察した。形成された focus 構成細胞を増殖させ，実験lζ用いた。

ii) 得られた transformant の解析:( i )の過程で得られた腫蕩及び、focus 形成細胞を用い，子宮頚癌

組織からのDNA抽出時と同様の方法で細胞の全DNAを回収した。その10μg を制限酵素で切断し Sou

the rn blo t hybridiza tion を行う乙とによって， Alu 配列， HPV 16/18型 DNA ， H/K-ras, 

myc の細胞DNA 内に於ける存在の有無， rea rrangement について検討した。

〔結果〕

i) 第 1 代 t rans f orm 実験で52例の子宮頚癌組織中17組織の DNAI[. transform活』性を認め， 39 の

t rans f orman t を得た。同39株中34株がAlu 陽性であった。

ii) Alu 配列を含む第 1 代 tr ans f 0 rman t 34株から抽出したDNAを用い第 2代 t rans f orman t 19株

を分離した。第 2 代 transformant中の子宮頚癌由来 DNA を調べた結果， 19株中14株 (73.7%) の

t rans f orman t 中 1[. HPV 16/18型 DNAが存在している乙とを確認した。上記19株中の trnsformｭ

ing gene は 8 例の子宮頚癌組織から由来したものであり，乙れら 8例の子宮頚癌の全てが transformｭ

ing gene として， HPV16/18型 DNA を持つ乙とが明らかとなった。

iii) 第 2 代と第 3 代の t ransf ormant について， HPV DNAの存在を比較したと乙ろ， HPV の存在

する第 2 代 t rans f orman tから，日PV の存在しない第 3 代 t rans f orman t が出現しており， HPV 

16, 18以外にも重要な t rans f orming gene が存在する可能性が示唆された。そ乙で，上記19株の第 2

代 transformant について，子宮頚癌組織中での遺伝子増幅が報告されている myc ， H-ras ，種々の腫

蕩で活性化の報告のある K-ras についてその rearrangementの有無を検討したと乙ろ， myc の re-

arrangemenHま確認、されず， H-ras3/19 (15.85ぢ) , K-ras 17/19 (72.2%)に何らかの reaC

rangement が検出された。乙のうち， H-ras 1/3 K-ras 5/17では ras と Alu が同位置に認

められ，また15/17 (88.2%) で， EcoR 1 消化後の Southern blot hybridization でヒト c-K

-ras 2 を代表すると思われる位置にK-ras の hybridiza tion が認められた。また， Alu陽性で、 HPV

も ras もその存在が確認されない t rans f ormant も 1 例存在し. HPVやH/K-ras以外にも trans

forming gene が存在する可能性が示唆された。

iv) 第 3 代 t rans f orman tについても同様lémyc ， H/K -ras の rea r r angemen tについて検討した

ところ， myc 1[. は rearrangement なく， H-ras 1/17 (0.06 労)， K -ras 16/17 (94.1 %) に

rearrangemen t を認め，乙のうちK-ras の 3 例は同位置に Alu が存在し， 11/16 (68.85ぢ〉はヒト

c-K-ras 2 由来と想定される位置に K-ras の band が存在し，第 2 代 t rans f orman t と同様にヒト

c -K -ras 由来の ras遺伝子による rearrangemen t を高率に認めた。
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〔総括〕

N 1 H 3 T3 細胞を用いて，子宮頚癌組織中の・活性化癌遺伝子の検索を行った。その結果，第 2代及び

第 3代 t rans f orman t 中にHPV 16/18型 DNA とヒト細胞由来と考えられる rasi童伝子が高率に存在

している乙とが明らかとなった。乙の結果は上記両遺伝子が子宮頚癌の発生に重要な役割を果している乙

とを示唆している。

論文の審査結果の要旨

最近，子宮頚癌の発生要因として，ヒトパピローマウイルス (HPV) が注目されている。しかし，そ

の作用機序の詳細は不明である。本研究は，子宮頚癌組織中の活性化癌遺伝子の検索を通して，頚癌発生

lと関与する遺伝子を明らかにすることを目的とし， NIH 3T3細胞を用い子宮頚癌組織中の t ransformｭ

ing 遺伝子の詳細な研究を行なった。その結果， transformed細胞中に HPV 16/18型 DNAが高率

に認められ，更にヒト由来の ras 遺伝子(特に c-K-ras) が同時に存在する乙とを認め，子宮頚癌の発

生に HPV及び ras 遺伝子が重要な役割を果す可能性を明らかにした。子宮頚癌の発生に HPV遺伝子

に加えて，他の固形腫蕩で指摘されているような oncogeneの関与を指摘したのは本研究が最初であり，

子宮頚癌の発生機構解明に貢献し得る価値ある研究であり高く評価される。
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