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New approach for Detection of Amplification in Cancer DNA 

Using Restriction Landmark Genomic Scanning. 

(RLGS 法を用いた癌組織における DNA 増幅の検出。)

(主査)
論文審査委員 教授松原謙一

(副査)
教授谷口維紹 教授吉川 寛

論文内容の要旨

(目的)

細胞の癌化において癌遺伝子の活性化は重要な役割を果たしているO この活性化のメカニズムとして癌遺伝子を含

む領域の DNA 増幅が挙げられる O 神経芽細胞腫における N-myc の増幅や乳癌における his ， int-・-2 の増幅に見られる

ように，特定の癌と特定の DNA 増幅は強く相関していることが多い。従って癌組織において DNA の増幅を検出す

ることは発癌に重要な遺伝子を解明する上でも，また未知の癌遺伝子を発見する上でも重要なステップであるo 従来

は DNA probe を用いた Southern blot，あるいは in gel renaturation 法によって DNA 増幅は検出されていた。し

かし前者 genom の多数の点を一度に調べるのに不向きであり，後者は低倍率の増幅を検出するのに限界があった。

それら従来法の欠点を克服するために今回私は畑田らが報告した RestrictionLandmark Genomic Scanning (RLGS) 

を用いて癌組織における DNA 増幅の検出を試みた。本法は DNA を制限酵素で切断後，末端標識し二次元電気泳導

によって分離するものである。 RLGS 法は profile 上のスポットひとつひとつが genome 上の一点に対応し，一度に 2

000-3000 箇所の landmark を検索することができるのみならず 1 copy の増幅も検出することができる o RLGS 法を

用いて乳癌，神経芽細胞腫，甲状腺癌を解析したので以下に報告する。

(方法)

用いた癌組織乳癌，神経芽細胞腫，甲状腺癌

癌組織は癌細胞の選択的切り出しを行ったO

RLGS RLGS は次の 8 ステップよりなる。

1 . blocking (DNApolymeraseI を deoxy NTP analogue 存在下に反応させ DNA の nick ， gap 等を埋め background

を落す。)

2. Landmark cleavage (DNA を NotIにて切断する。)

3. end labeling (2 によって生じた DNA fragment を sequenase ver. 2 を用いて [α_32PJ dGTP , [α_32 PJ 

dCTP により末端標識する。)

4. 1 st cut (EcoRV , BglII 等平均鎖長の短い制限酵素で切断する。)

5. 1 st fractiona tion (薄層アガロースゲルにて分離する。)

6. 2 nd cut (アガロース中にて HinfIで切断する。)

F
h
d
 



7. 2 nd fractionation (アガロース電気泳導と垂直方向にアクリル電気泳導を行う。)

8. dry up と autoradiography 

RLG8 profile のスポットの同定と増幅度の測定

癌部と正常部の RLG8 profile を比較して癌部で強度が増強しているスポットを選び出した。次にRLG8 profile 

より推定される制限酵素マップから乳癌においては int-2 ，神経芽細胞腫においては N-myc の増幅が示唆され，それ

ら癌遺伝子の領域を含む genomic clone を正常部に混ぜて RLG8 を試み癌部において増幅しているのと同じスポッ

トが増強されることを確認した。また，増幅度は PDQUE8T を用いてスポットの強度を測定し，その比率から計算した。

80uthern blot 

乳癌においては int- 2 領域の DNAprobe ss -6 ，神経芽細胞腫においては N-myc 領域の PMY-951 を用いて

80uthern blot を試み各々 int- 2 , N-myc の増強を確認したO

(成績)

RLG8 profile 上乳癌においては 10 個癌部において増幅しているスポットがあり int- 2 領域を含む DNA clone を

混ぜることによりそのうち 3 個が int- 2 であることを確認した。

また神経芽細胞腫においても 5 個癌部において増幅しているスポットがあり， N-myc 領域を含む DNA clone を混

ぜることによりそのうち 2 個が N-myc であることを確認した。さらに PDQUE8T による測定の結果 int- 2 は 6 倍，

Nmyc は 85 倍の増幅であることがわかったO 次に今まで DNA 増幅の報告のない甲状腺癌に対しRLG8 を適用した

結果， 3 例中 1 例において 1 個の増幅したスポットを検出することが出来た。また， PDQUE8T による解析の結果 5

倍の増幅であった。

(総括)

RLG8 法は genome を一挙に 2000-3000 箇所検索することが可能であり，しかも 2 倍の copy 数の変化も検出する

ことができる O 甲状腺癌における未知の増幅の検出に見られるように従来の方法では解析が困難だったものに対して

も適用可能であるO 今回報告した DNA 増幅の検出だけでなく，現在染色体の欠失に対する応用も検討中であり発癌

のメカニズム解明に有用な方法となると考えるo

論文審査の結果の要旨

本大学院院生，広常真治は Restriction Landmark Genomic 8canning (RLG8) 法の研究開発に従事しゲノム

DNA の二次元展開技術を世界で初めて開発し，それを応用してがんにおけるゲノム DNA の変化を容易に検出でき

ることを示した。特にがんによって決まったゲノム DNA の断片が再現性高く増幅するという事実の発見はがん研究

に主要な貢献をなすものである o RLG8 法は独創的でがん遺伝子の研究にかかわらず応用範囲が広く，広常真治のこ

れにかかわる役割はめざましいものがあり学位授与が相当と考えるO

po 


