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副文内容の要旨

輔君

nm23遺伝子は，転移能の異なるマウスメラノーマ

細胞燃を用いて単服され描転移抑制遺伝子と考えられ

ている。本遺伝子にはヒトにおいて nn品3-H1および

H2i宣伝子の2つのアイソタイプが存在しEいに商い

相向性があることが知られている。各々のアイソタイ

プは肱醒古成に必掴なnucle由 ide diphosphate 

(NDP) kinase活性を持っていることが確認され，生

命の維持に欠かすことのできない遺伝子であることが

指摘されている。また，その遺伝子産物は細胞の分化

や増殖，静態形成，細胞内情報伝遣や転写調節などに

関わっており，その機能が多肢にわたっていることが

明らかにされてきた。臨床症例における検討では，乳

癌を含むい〈つかのヒ卜癌症例において飽m23の尭

現と癌転移の間に負の相関関係があることが報告され

ているが，極細胞の転移能撞得に nm23の尭現低下が

どのように関与しているのかそのメカニズムについて

は不明のままである。
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本研究では.多事な生物学的機能を有する nm23遺

伝子の癌転移における分子機構を解析するために，ヒ

トの nm23グノム DNAを単離しその構造を明らか

にするとともに遺伝子尭現と遺伝子欠失との関連につ

いて検討を加えた。

材料およU方法

グノム DNAのクローン化 ヒト胎盤高分子ゲノム

DNAを部分切断し，ファージペクター EMBL3およ

びコスミドペクターp羽乃EXにライゲーションさせた

ライプラリーを用いてスクリーニングを行った。

附.123-HlcDNAをプロープとして 1xIO・個のプラ

クから nm23-Hlを吉むフア}ジクローン (λ6，

λ7)を骨た.また，コスミドライブラリーからコロニ

ハイプリダイゼーションを行い nm23-HlとH2

の両方の遺伝子を古むクローン (ρ)を得た。

nm23ゲノム DNAの構造解析:得られたクローン

をプラスミドベクタ pBSKにサプクローニングG，
ヱクソンーイン トロン構造ならびに制限酵素部位を決

定した.エクソン イントロン連結部位はジデオキシ

法によるシークエンスを行い塩基配列を決定した.

Lo田 ofheterozygosity (LOH)の輸出同一愚者の大

腸癌組輯および正常組織よりゲノム DNAを抽出し制

限酵素BglIlで切断した後.nm23-Hl遺伝子のイン

トロンIVが特奨的プロープとなることを用いて

50uthern blotsにより検出した。

大腸癌症例にお砂る ηm23-Hlの発現腫痴および

正常組蹄より RNAを調製桂.nm23-Hl cDNAをプ

ロープとして Northernblotsにより輸出した。

結果

1 ヒト nm23-HlおよびH2ゲノム DNAのクロー

ニング

ヒト胎盤ファージライプラリーからヒト nm23-Hl

cDNAをプロープとして独立した 2伺の晦性クロ

ーン(λ6，λ7)を骨た。得られたクローンは金長が

約 14kbで.N1l123-Hl蛋白をコードする全ての領

域を吉んでいた。次に，nm23-HJゲノム DNAのイ

ントロンIVをプロープとしてコスミドライプラリ

をスクリーニングし，全長が約25kbで害事λ6およ

びλ7と重複したクローン (ρl)を単離した。 ρlク

ローンには Nm23-Hl壷自に加え H2蛋白をコー

ドとする DNA領域が吉まれていた。

2，ヒト nm23-HlおよびH2グノムDNAの遺伝子

構造

単離したゲノム DNAをサプクロ←ニングG，制限

酵素によるマッピングを行った。ヒト nm23-Hlお

よびH2遺伝子はそれぞれ5つのエクソンと 4つ

のイントロンにより構成され，互いに 4kbの距艇を

おいてタンデムに配列していた。

3 エクソン イントロン連結部の塩基配列

nm23-HlおよびH2ゲノム DNAのエクソンーイ

ントロン連結部のシークエンスを行い，スプライシ

ング部位に認められる共通配列と一致することを確

認した。また 2つのアイソタイプにおいてエクソ

ン イントロン連結部におげるスプライシング部位

は同一であった。

4.ヒト大腸由症倒における nm23遺伝子の LOH

いくつかのヒト細胞樟よりゲノム DNAを抽出し

nm23遺伝子に対する特異的プロープを用いて

Southern blotsを行ったところ.BgllI醇紫切断に

より7.6kbと2.3kbの多型性パンドが検出された。

ヒト大腸癌症例42例について LOHを横討したとこ

ろ，正常組簡において2本のパンドが認められた患

者29明Ug，3例に LOHを認めた.また，LOHが認め
られた3倒はいずれも LOHが存在しない他の症例

に比べ腫描組揖にお付るその尭現畳が低下していた。

考壊ならびじ結路

癌細憾における nm23遺伝子尭現量の変化(揖少)

の主な原因として LOHおよび転写調節の2つの可能

性が考えられる。しかしながら，ヒトのゲノムの中に

は真の nm23遺伝子のほかにプロセスされた偽遺伝

子の存在が示唆されており，これまでSouthernblots 

による LOHの詳細な解析は困難であった。本研究で

は，ヒト nm23ゲノム DNAから特異的プロープを見

い出し大腸癌症例の LOHについて解析した。LOHは

約10%に認められたが，いずれの症例も mRNAνベ

ルは低下しており遺伝子欠央が聾現低下に及ぽす監事

が示腔された。

単離したグノム遺伝子のプロモーター領域の研究か

ら， ηm23遺伝子は LOHなどの遺伝子変化とともに

多くの転写因子による尭現調節機構によりその尭現畳

を変化させていることが明らかとなった。すなわち，

2つのアイソタイプnm23-[{JおよびH2はさまざ

まな転写因子により独立に転写調節を空けていること

が明らかにされた。また，多事な機能を持つ n隅23が

組臓の種類により奨なる転写調節を置けている可能性

が示唆された。今桂は，癌転移過程における 附L?3の

役割を検討する上で，nm却を中心とした転写ネット

ワークや分子間相E作用などをより詳細に解明するこ

とが重要であると思われる。

首文審査の結果由要旨

岡田和也は昭和田年3月長崎大学医学部を本業，研

修医 (2年間}および病税勤務 (2年間)の後，平成

4年4月長崎大学大学院医学研究科に入学，所定の単

位を取得し，現在に至っている。

学位提出論文はCancerResearch (1994)に掲臓が

受理された“Iso¥ationof human nrn23 genomes and 
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analysis of loss of heterozygosity in primary color 

民国1carcinoma using a 5肝cificg凹 omicprobe"で

ある.

本研究は，暗転移抑制機能をもっと考えられるヒト

町 n23遺伝子のmおよびH2アイソタイプを単離し，
次いでゲノム構造の解明結果から nm23-Hl特奨的

プロープを作製し，それを用いて大腸掴組臓におりる

ヘテロ接合性の喪失 (LOH)，およびnm23-Hlの尭

現との関揮を調べたものである.

(1)既に聯隠されていた nm23-cDNAをプロープとし

てヒトグノムDNAファージおよびコスミドライプラ
リーをスクリーニングし，前者から H1を古むクロー

ン.および聾者から HlとH2遺伝子を含むクローン

を単睡した.次にこれのプヲスミドサプクローニング

を行った.

(2)クローンインサートについて制限醇繁地図を作製し，

次いで塩基配切比奈定によりエクソン ・イントロン配列

を同定した結集.ηm23-Hlと H2はゲノム上では4

kbの距離をおいて縦列し，各々 5価のエクソンと 4

個のイントロンで構成されていることを明らかにした。

(31サザン解析の結果，イントロン 4の岨基配列が

脚色23-Hl特異的な 8g11I多型プロープとなることが

判明したので，これを用いて42例の大腸栢組臓におげ

るLOHを検索した.多型情報を得た29制中3例(10.3

%)に LOHを横出した.次いで，園高値臓にお砂る

LOH Q)有無と ηm23-Hlの尭現の関慌をノザン解析

でみた結果，LOH症倒では尭現量が輯少していた.

本研究は，ヒト鎗m23遺伝子のゲノム構遣を始めて

明らかにしたこと.nm23-Hl特異的プロープを利用

した解析でLOH冊実例を検出したこと，LOHと

nm23-Hlの尭現に遭相関をみいだしたことが特軍す

べき新知見である.その佳岡田和也は本研究をさらに

発展させ.ntn23-Hlとηm23-H2が杏々独立に転写

調節を畳けていることを明らかにした。これらの一連

の研究は.癌転移の細胞生物学的檀序解明に火きく寄

与するものであり.学位に値する研究であると判断し

た.
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