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論文内容の要旨

[目的]

マウス RAD51 遺伝子は E. coli recA の homologue と考えられ， DNA の相同組換えや DNA 二本鎖切断の修復に

関与していることが示唆されている。本研究では antisense oligonucleotides を用いて RAD51 発現を抑制することに

より細胞増殖抑制および放射線感受性増強効果が得られるか否かを明らかにすることを目的とした。

[方法]

RAD51 cDNA にたいする二種類の antisense (AS) phosphothioate oligonuc1eotides (ODN) 15 bp を作製した o

antisense ODN はマウスとヒトの RAD51 mRNA 配列の共通部位にて作成した。対照 ODN として 15 bp の sense

ODN および scrambled ODN をそれぞれ合成した。細胞にマウス細胞株 M5S を用い細胞内への ASODN とりこみは

蛍光色素をラベルした AS にて顕微鏡下に確認した。 mRNA 発現の抑制は Northern blot で，蛋白発現抑制は免疫染

色および Western blot にて確認した。細胞増殖抑制効果は MTT assay にて検討した。また，対数増殖期にある M5S

細胞に各 [ODNJ を作用させ， 137Cs ガンマユニットを用いて放射線照射を行った。放射線治療効果は colonyforming 

assay にて検討した。

[結果]

各 ODN を 12時間毎に 3 回計30時間， M5S 細胞に作用させた。 50 nM AS ODN 作用時， RAD51 mRNA は den­

sitometry 測定上， contro1群と比較して99%以上の発現抑制効果を認め， 100および200 nM AS では，明らかな RAD51

mRNA 発現を認めなかった。また 100 11M および200 nM AS ODN にて，蛋白発現も Western blotti l1g 上80%以上の

発現抑制効果を認めた。 MTT assay による cytotoxic assay では， IC50 は AS では4511M であるのにたいし， sel1se お

よび scrambled では各々 350 11M , 100 11M であった。また， AS の作用時間を延長するほど細胞増殖抑制効果は増強さ

れた。放射線感受性試験では， AS 群の D。は50 11M , 100 11M，においてそれぞれ0.72 Gy, 0.52 Gy であったのに比較

して， sel1se 群では1.62 Gy (50 11M) , 1.91 Gy (100 11M) , scrambled 群では1.91 Gy (50 nM) , 1.98 Gy (100 11M) 

であった。



[総括]

これまで RAD51 蛋白は腫虜細胞を始めとする増殖細胞においてその発現が認められることが知られている。本研

究において RAD51 が細胞の増殖に必須であることを明らかにした。 RAD51 蛋白は DNA の組換え修復や二本鎖切断

の修復に関与していることが示唆されており，本研究においても RAD51 発現抑制が放射線感受性を増強することが

示された。 RAD51 の発現を抑制することにより，抗癌剤や放射線による DNA 二重鎖切断の修復を傷害し，これらの

治療の増強効果をもたらすことが期待された。

論文審査の結果の要旨

マウス RAD51 遺伝子は E. coli recA の homologue と考えられ， DNA の相同組換えや修復に関与していることが

示唆されている。本研究は， antisense oligonucleotides を用いて RAD51 発現を抑制することにより細胞増殖抑制お

よび放射線感受性増強効果が得られるか否かを明らかにすることを目的とした。 RAD51 cDNA に対する antisense

phosphothioate oligonucleotides を 12時間毎に 3 回計30時間，マウス繊維芽細胞 m5S に作用させると， mRNA の発現

は99%以上，蛋白発現も 80%以上の発現抑制効果を認めた。 Antisense の作用時間を延長するほど細胞増殖抑制効果は

増強され， 137CS ガンマユニットを用いた γ 線照射を行うと，放射線感受性が増強した。これはマウス悪性グリオーマ

の治療にも効果的であった。

本研究により RAD51 が細胞の増殖に必須であることを明らかにされ，また RAD51 発現抑制が放射線感受性を増強

することが示された。本研究の成果は， RAD51 の発現を抑制することで，抗癌剤や放射線による DNA 二重鎖切断の

修復を障害し，悪性脳腫療の治療成績を向上させ得る可能性を示唆したものであり，今後の臨床応用が期待され，本

研究は学位に値するものと考える。




