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論文内容の要旨

「目的j

新たな婦人科癌の細胞株を樹立しそれらについて癌遺伝子の解析を行うとともに，特徴的な形質をもっ細胞株を

見いだすことを目的とした。

「方法ならび、に成績」

(1)細胞株の樹立:昭和61年より 6 年間の微研病院婦人科における症例から樹立を試みた。手術材料を使つての分散

培養法，癌性胸水中浮遊細胞の培養，そしてヌード、マウス移植腫虜からの細胞培養系確立の 3 種類の方法によった。

その結果，樹立に成功した癌は子宮頭部癌 2 例(扇平上皮癌・腺癌)子宮体部癌 4 例(高分化型腺癌・低分化型腺

癌・腺扇平上皮癌)そして卵管癌 117IJ (腺癌)の計 717IJであった。樹立した細胞はlO%FCS 添加 RPMI1640を培

地とし ， 3TC5%C02 の条件下で維持した。

(2) 癌遺伝子の解析・ HPV DNA の検出

(a) サザンプロット法による癌遺伝子増幅の検出:各細胞からフェノール・クロロホルム法によって高分子量

DNA を抽出し分析に供した。 DNA を制限酵素にて切断後ゲル電気泳動し，フィルターにブロッ卜した後， 32p 

ラベルした K-ras ， c-myc , erb-B2の各プローグを用いてハイブリダイゼーション後オートラジオグラフィーをお

こなった。フィルムはデンシトメーターにかけて遺伝子増幅レベルを測定した。

(b) PCR値Dot Blot Hybridization 法による K唱ras codon12における点突然変異の検出 :PCR によって増幅し

た DNA をナイロンフィルターにドットプロットし K-ras codon12の各種変異プローブとハイブリダイゼンー

ションを行った。

(c)PCR-SSCP and PCR-Direct Sequencing 法による p53 gene における点突然変異の検出: 32P-end-labeled 

pnmer を使った PCR 法によって p53 gene の exon5 '"'-' 8 を増幅した。PCR 産物を熱処理のうえ電気泳動しオー

トラジオグラフィーを行った。 SSCPにて mobility shift を示したものについては，これを template として PCR

を行い dideoxy 法にて sequencing を行った。



(d) サザンフ守ロット法による HPV DNA の検出:高分子量 DNA を Pst+ 1 あるいは Banl で切断後，電気泳動

しフィルターにブロットした。まず， HPV-58DNA プローブを使用し low stringency にてスクリーニング後， H

PV のタイピングをおこなった。以上の解析の結果，癌遺伝子の増幅については内膜低分化腺癌において erb-B2

の 3 倍の増幅が認められた。点突然変異に関しては K-ras codon12はすべての株で wild type であったが p53に

おいては内膜腺扇平上皮癌で mobility shift が認められ sequencing により， この変異は codon239における

AAC→GAC の点突然変異であることが確認された。また，頚部扇平上皮癌株において HPV18の DNA が検出さ

れた。

(3) IL-6 の分析:各細胞をマルチウェルに培養しコンフルエントになった時点で培地を RPMI1640に変え，さらに

36時間培養し conditioned medium を得た。さらに， IL-1α 1 ng/ml あるし、は LPS 1μg/ml を添加した培

地でも同様に実験した。そして ELISA 法(検出限界3.13pg/ml)によって各 medium の IL- 6 濃度を測定した。

また， ヌードマウス(ICR nu/nu 5 w♀)背部皮下に細胞を移植し 60日後に採血して赤血球数，白血球数をカ

ウントした。以上の検討の結果， 7 株中 4 株において IL- 6 の分泌があることが判明しことに子宮頚部扇平上皮

癌株では1120pg/l 05 cells/36h と高い分泌能が認められた。また，各細胞の IL- 1α および LPS に対する反応性

は，両者に反応するもの， IL-1α のみに反応するもの，両者に反応のないものの 3 型にわかれた。なお，子宮頚

部扇平上皮癌株を移植したヌード、マウスにおいては著明な白血球増加が確認された。

「総括J

新たな婦人科癌細胞株を 7 株樹立した。樹立に成功した癌は子宮頚癌 2 例，子宮体癌 4 例，卵管癌 1 例である。こ

れら樹立株細胞について K-ras ， c-myc , erb-B2の増幅を調べたところ子宮体部低分化型腺癌由来の細胞において

erb-B2の 3 倍の増幅が認められた。また， K-ras および p53の点突然変異を調べたところ，子宮体部腺扇平上皮癌由

来の細胞において p53の codon239に AAC→GAC の変異が認められた。さらに，各細胞の IL- 6 産生を調べたとこ

ろ， HPV18型 DNA の検出された子宮頚部属平上皮癌由来の細胞において1120pg/105 cells/36h と多量の産生が認

められた口本細胞株の由来した症例は， 22才の若年頚癌であったが，熱、発を主訴とし著明な炎症所見を呈していたこ

とから，腫虜の産生する IL- 6 の臨床所見との関連が推察された。

論文審査の結果の要旨

本論文は新たな婦人科癌細胞株の樹立報告であるのみならず，それら 7 種類の癌細胞株の癌遺伝子・癌抑制遺伝子

• HPV 遺伝子の解析を行うことによって，婦人科癌における遺伝子異常の一端を明らかにしたものである。さらに，

臨床的観察をもとに IL- 6 産生能の高い細胞株の存在を見いだすとともに各細胞の IL- 6 産生動態の検討を行い，婦

人科癌と IL- 6 に関する新たな知見を得たもので，婦人科癌研究として価値ある内容であり，学位の授与に値すると

考えられるc


