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論文において以下の喝籍を用いた。

ATP: adenosine-5 '-triph°sphate

bp:base pair

CDNA:complement品ry DNA

dCT P: deoxycytidine- 5 '-triphosph如

dNTPs: deoxyribonucle°side triph。sphate s

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid

GM-CSF:g坤nulocyte macrophage-colony魯timulating factor

HEPES : 2-h ydroxyethylpiperazine- A*-2-ethanesulfonic acid

IL: inte rleukm

kb:kilobase

kD& kilodalton

mRNA:messenger RNA

PDGF-RB:B isoform of platelet-derived growth factor recept°r

PIPES:piperazine-JV,iV-bis(2-ethanesulfonic acid )

SDS:sodium dodecyl sulfate

Tris:trishydroxymethylamin°methane



辞書

c一血8癌遺伝子はmacrophage colony各もimulating factor (CSF-1)の

recepもor(CSF-lR)をコードする遺伝子1'で血球細胞ならびに白血病

細胞の増殖分化2'に津く関与している.この遺伝子はネコ肉腫ウイ

ルスSusan McD°nough feはne sarC°ma virus (SM-PeSV)ち)に兄い出され

た癌遺伝子・v-fmsM　との相同性から発見された。 Coussensら(1986)=

はc-fms遺伝子のcDがAのクロ-ニングを行い,その予想されるアミ,ノ

敢配列から,ligand結合部位を持つ細粒外様域と1つの撰述連鎖城と

tyrosine特異的リン酸化能を持つ細胞内領域からなる塘丑自覚であ

ることを報告した。この遺伝子はヒト染色体の5q33.3にマップ¢'さ

れ,その近傍にGM-CSF,王L-3sIL-4およびIL-5等の増穂因子やPDGF-RB

等のreceptor遺伝子が存在し,血液細胞にとって慶事な頚城に位狂す

る丁>。 Hampeら(1989)雪'はC一血Sの遺伝子をクローニングし　22の

exonからなる60kbにもおよぷ遺伝子であることを報告した(図

1 )。またこの遺伝子はPDGF一鮎遺伝子に隣接し,exonlとexon2の

間が26kbも放れており,ヒト胎盤ではexonlの転写が生じるが・ヒト

卓球では生じないという細粒特異的な転写様式が存在する特徴を持

っている卯.

血液樹胞以外では妊韓マウスの子宮上皮ならびに胎雀に一浪性の

発現が鑑められている.また一部同時期に子宮よりIigandである

CSF-1の発現もあり,胎生の増殖分化の耐鞠が示唆されているLO'。

窟平上皮癌ではヒトCSF椎田子鹿生口腔窟平上皮癌細胞樹立株の

報告Il'があり,癌のautocline,paracline説を支挿している。

carcinogen誘発ラット気管上皮由来噂東棟ではc-fms癌遺伝子の

mRNAの発現の変化ならびに増強が報告され12)甫平上皮癌との開

田　昆mJ twz

一般に癌遺伝子は細胞の増乱分化に関する亜自賛をコードして

おり,生物の進化の過程で種を越えてかなりよく埠存されている。
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そのためこれらの多型性は稀で,特定の痛遺伝子に多型性が発見さ

れると種々の遺伝子マ-カーとして重要であるS3)!<D15)。Ⅹuら

(1985)t]によりc-fms病原遺伝子の制限酵素多型性restriction

enzyme fr喝mentIen酢h polym。r坤ism (以下RFLPと省鳴)が観察さ

れ,またVerbeekら(1985)1T>により急性リンパ性白血病とc-fms

RFLPとの関連性が報告された。

最近.私達の教室の池本ら(1988)"はヒトロ睦甫平上皮癌郷地株

ca9-22におけるc-fms癖遺伝子の変化をv-fmsをprobeとした

Southern hybridization削こよるバンドの変化として兄い出したが・

この変化は遺伝子の再配札矢先挿入などによる可能性が推沸さ

れた。一方　Ca9-22における癌遺伝子の変化としてはc-erbBlの増幅

が報告されている以外未だ不明であるLB'。そこで著者はこの時兼帯

におけるc-fms痛遺伝子の変化と先述のラット勝窟平上皮癌のよう

な癌化との深い関連性,さらに白血病に用いられたようなヒトロ睦蛙

癌のマーカ-としての有用性を明らかにすることを目的として

c-fnis癌遺伝子の変化額域の検索ならびに塩基配列の決定を試み

た。またc一血S癌遺伝子産物の発現と岡産物の親能について検索す

るとともにヒトロ睦杜削=おけるこの遺伝子変化の出現頻度を検討

した。
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第王章　c-fms癌遺伝子の変化領域の解析

第1蔚　概算

ヒトロ趣首平上皮癌細胞株Ca9-22ia:における癌遺伝子c-fmsの変

化鱗城を検索するため,ヒトロ鍵音平上皮癌細胞株よりgenomicDNA

を嗣盤　L v-fmsな　ら　びにC-血s probe　を用　い　た　S。uthern

hybridization法にてc-fms癌遺伝子の変化領域を決定した。

第2好　材料ならびに方法

第1項　ヒトロ塵甫平上皮癌細胞株

使用したヒトロ蛙窟平上皮癌細胞林は当科で鍵代維持されている

HSC-2空白),Ca9-221およびHSC-3520'である。 HSC-2は口底部原発の高

分化窟平上皮癌の頓下Tjンパ軒転移弟　Ca9-22は下顎歯肉の高分化

京平上皮癌　HSC-3は舌の億分化窟平上皮癌の中津塀リンパ節転移

弟からの群立株である。この3株とも10%fetal bovine serum

(Boehringer Mannheim,　Germany)醇加Dulbecco modified Eagle

medium (日水,東京)で縫代維持を行った。

第2項　DNAprobe

ネ　コ　内座ウ　イ　ルス　Sudan McDonough Feline sarcoma virus

(SM-FeSV)3)上,の3・宙分のPstl/BglI王切断部鍍970bpをv-fms probe

(宝酒造,京都)として用いた(図2)。

c-fmsのprobeは　exonl2,13,14近傍を含む900bp (Oncogene

Science,USA)を用いた(図3 )。　なお,probeのラベルは【α-32P】

dCTPを用いたmultiprime DNA labelling津(Amersham, England)により

行った。
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第3項　GenomicDNA抽出(Maniatisら之''の方洩)

細胞を水冷Tris-buffer salineにて洗浄執10mlのDNA抽出液にて溶

解した。 proteinase K (Merck,Ge叩any)を加えた後,等量のphenol,

phenol/chloroform (1:1)にて除茸白L ethanolにて沈澱させた。

70%ethan°lで洗浄乱　水に溶解し以下の実験に使用した(図4).

なお,対照として正常ヒト束構白血球(以下WBCと時)より

gen°micDNAを嗣鼓し用いた。

第4項　Southernhybridization (白石ら22'の方沫)

抽出したDNAを各専制陳酵素にて完全消化後,0.7%agarosegel

(Sigma,USA)電気泳曲にて分爵した。アルカリにてDNAを変性し'中

和後nitr°cellulose membrane filter ( Schleicher and Schuell,

Germany)に転写した。 80 oCにてDNAを固定後prehybridization,

hybridizationを行い.洗浄後autoradiographyを行った(図5 ) 。

第3好　結果

第1項　V一血sprobeによる検索結果

GenomicDNAを制限酵素EcdRI (東洋紡,大阪)で消化した場合,

WBC, HSC-2, HSC-3では12.5kb, Ca9-22では28.5kbのバンドを酷めた

(図6)。

制限酵素Ba血HI (東洋紡)で消化した現金はWBC,HSC-2,HSC-3で

4.2,3.3, 1.3, 1.Okb, Ca9-22では3.3kbのバンドから2.9kbのバンドへ

の変化を観察した(図6)。

潮顕酵棄HindI王I (東洋紡)で瀦化した堵金　WBC,HSC-2,HSC-3

ならびにCa9-22で3.2,2.8,1.2kbのバンドを検出した(図7 ).

制限酵乗BstE王王(東洋紡)とBanM王の二重消化の場合　Ca9-・22で

4.2,2.3kb,　鑑I王とEc威Iの二重消化の喝会　4.2,2.Okbのバンドを

酷めた(図7)。

以上の結果を図8に示すc-fms遺伝子地図別と比敬するとintron

局
も′



11内のEccR工切断部位近傍の変化が予沸された。なおsHindIIIでバ

ンドの変化が藩められないのは3?2kbの断片が2カ所存在するため,

一方の変化がマスクされたためとL考えられた(図8)。

そこで図3に示すc-fmsprobeの錦城を用いることにより　v-fms

probe使用時に観寮された変化を単一のバンドで哉索で登ると考え.

以下の実験を行った。

第2項　c-fmspr°beによる検索結果

Genomic DNAを別離酵素EcoR Iで消化した場合,WBC, HSC-2,HSC-3

では12.5kb, Ca9-22で埠28.5kbのjマンドを乾めたため,intron ll内の

EccRI切断宙位の消失が予想された(図9)。

制限酵素B血に王で消化した句会　WBC, HSC-2, HSC-3で3.3kb,

Ca9-22で2.9kbのバンドを観察した(図9 )。

制醗酵兼Hind I王I消化した場合　WBC, HSC-2, HSC-3で3.2kb,

Ca9-22で2.8kbのバンドを検出した(図10)。

Ec威IとHind王II二盤消化の場合　WBC, HSC-2, HSC-3で2・Okb,

ca9-22で3.2kbのバンドを鑑めた(図10)。

以上の結果からintronll内のEc成王切断部位を含む約400bpの矢先

が推定された(図1 1),

6



図2　使用したv-fmsprobe
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第Ⅱ章　c-fms癌漣伝子の変化鏡域のタロ-ニング

第1挿　概要

Southern hybridization法で観寮されたCa9-22におけるc-fms癌遺

伝子の変化額域を独自に作製したo軸onucleotideprimerを用いた

polymerase chain reaction (以下PCRと噂)津にて増塙した。さら

に,その増韓断片をM13phagemidに組み込み, Sanger妹にてDNAの

塩基配列を決定した。

第2節　材料および方津

第1項　Polymerase ch亀in reaction21)

EcdELI切断爵位を食む約400bpの欠共鏡城を詳細に検討するため,

図1 2に示すように20merのoligonucleoもideprimerを愈成した。設定

oligonucleotideはvectorへのサブクローニングのためにそれぞれ2

塩基ずつ変化させ, Ba感I,HindIII切断各位を作成した23'。 PCR法

の条件は,鋳型DNAを1 M &*　primerを各々IOOpmoIs, Taq DNA

polymerase (宝酒造)を2.5unitsで40サイクルの反応を行った(図

1 3 ).

第2項　M13phgagemidへのサブクローニング2t'

低故点agarose gel(FMC,USA)にてPCR増額DyA新開を電気泳動

し.gelよりDNAを回収後M13mp18にIi帥teしたく図1 4 )。

第3項　DNAsequence2!)

コンビテントEscherichiacoliJMIOS朝日=感放きせ・増発上浦から一

本鎖DNAを抽出胤Sanger津にてDNAsequenceを行った(図1 4 )。
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ea　蘭　**y

第1項　P°lymerasechainreactioh津による増幅

pcR反応産物のagaro母e gel電気泳動後のethidium bromide染色では・

wBCで580,490bpの増権断片, Ca9-22で490, 160bpの増輯断片を酷めた

(図15),

図1 2に示したprimerを用いた予想増幅断片は592bpで, WBCで

疎めた580bpに相当すると考えられた.したがって, 490,160bp断片

がC一血S欠失断片の候補と考えられるが, Southern hybridization綾

の結果より160bp断片が有力であった.そこで・これらの断片をそれ

ぞれM13mp18にクローニングし, DNAsequenceを行ったe

第2項　DNAsequence

DNA亀equenceの結果を図1 6ふ　Bに示す。 agarcsegel電気泳曲

で580bpと160bp断片を比較してCCTTAAAAAGTTCCAとAAGからAAG

まで426bpの矢先が明らかとなった◎なお490bp断片は他甫域の増幅

断片と考えられた。
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2　　　　　　　　3　　　　8　8　　　　　　　　　　魯1の　51　　　　　　　　1214 IS l1 18加at22

+-」Hj-ト」iト圭一・ -{-jin-1-irtrT i I

F

PRSMER(F)

P剛MER(R)

PR毒MER(F) s GGATCCGCTACTATTATTGA 3'

PRiMER(R) 5'TGTAAGCTTCCCTTCTCCAA 3'

図1 2　設定oligonucleotidepr嘉mer
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Temptato DNA la g

10 X亀ml州Icatfon bufler Op I

mixture of lour dNTPォ(1.25mM)　昏如

primer紬ward亀nd reverse lOOpmo紬B

由m呈芭a2aHq温GTTT^^^^^^^^El鼠EfflU 玩

HaO to亀final volumo ioo<u書

cycle Den亀如allon触ne曲叩　Po暮ym即加l加

しムムー=こここ　ここ=_ここコここ=こ　コユニここE-ニーここニ　-i-ここここLここ-ここ=ヨ汀こm r=こここ　し=　一

戸は　　　5mln(94'C )加伽(SO'C) 3m!n(72℃ 〉

2-3 Blh　　　　　　　　　　2　　　　　　3

<40Ih　　　　　　　　　　之　　　　　1 0

国1 3　　PCR法の免件
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1. Sq事楓rate肋e D糾A by etectro;細°T車軸伽o喝hわW欄ellii喝agarose ge一.

2, RサOOVer的命DNA from tit¢喝y°8e Oe首.

3. Ug魯te肋e fr喝meれl紬的13mp18.

4, Tf細れ●馳n d抑npetont g鵬A co//JMI09.

5.輸鯵亀のt的le strand D帆

8.軸encォl吋肋o S象ngsr d蜘xy-mediated eh曲1・terminal加me的od.

図1 4　vectorへのサブタロ-ニンダとDがAsequenceの方法
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304U

Off*f^1117AAAAAGUAAUU唱AAT
ここニTrle-「.

70

GAATQAAKUT

ォ1<

ATCT CAA甘AG

150

tjT唱CCTABAU.

蝣I

GGTTCG UUAti

231)

TTAAUAUGAA

270

CTl'TGGAAAU

310

AATACTAU甘8

350

AAATTTCATG

380

ATATTTUGAT

430

ATUUA7GUAC

470

CAUUCTCCCT

510

ATAT CAGUUC

5SO

轟TACAUAAAT

CA

20

CTATTAエu;A
60

6UI GCAGCAT

I UO

AAATAAGG CA

140

CTGA6GTUCA

180

GCA¢AATCA晋

220

唱AGTTGCTTT

260

ATGAAAAGAぢ

300

iff.T.****1頴内山

34O

TTGAAATG GT

3BO

d ramimii

4霊O

GGATGGGTA6

460

TCTC亀AA晋TC

s o u

ATI AT GAG AS

540

AAUォT CT T UA

580

GGGAAGCTT鼻

10

GGAT CCG CT A

50

甘CTGACCTGT

90

ATGCT唱GUTG

130

TGTGAGTCCA

lT0

CACAGAGACA

苫io

AGGGAAAGGG

250

6TTTTGCAAG

28O

AUUTA6▲ATG

330

TTAAAAATGG

370

CACAATTAAA

410

GTG8G†SGAT

450

ATGGATAA畷A

490

GAATTACCAG

53砂

TUTCTTGTCS;

510

程CTTGG島屋A鼻

8U

TGAAGACATT

12U

ACACAT G CTG

160

CAUTUUAAT T

200

G唱OCTt昌GAUU

24U

CAtiAAT CTUA

280

TUGTTU CACA

320

AAUCA甘ACAC

36ォ

官ATG甘晋T TAT

EWK

ISGUAUGTTtiti

44U

AぴATUAAC砧u

46u

CCT窃唱CT UAU

5Z U

CCTCA6AGU T

580

A唱TGAAACAG

図1 6 B c-fms遺伝子矢先部分のDNAsequence
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第Ⅲ霊　欠失型C-fms癌遺伝子の発現に関する解析

第1節　概要

intronにはmRNAの転写を制御するenhancer, silencer機能を持つ

ことがあると嘗われている書4'r。またintronの変化による正常

splicingの辞書が報告25'されており,そこでCa9-22でのc-fms遺伝

子のintron llの426bpの欠矢の転写レベルでの彰辞をNorthern

hybridization津ならびにinvitroの自己リン酸化反応で観射した.さ

らに.軸andCSF-1のCa9-22の増殖能におよぽす形辞を故発した.

第2好　材料および夢漁

第1項　RNA抽出2i;

RNAは細胞を水冷Tris-buffer sdineで洗浄乱10mlのguanidine-HC呈

JWA抽出液で細胞を溶解し, 0.5倍Jtのethanolで様酸を沈沸させた.

この凍作を2回繰り返し,最後に0.3Mのsodiumacetate,2倍丑ethanol

にてRNAを沈我させた　く図17),

第2項　Northern hybridiz威ion之t'

抽出R図Aをformdine含有agarose gelにて電気泳動し・

nitrocelullose membrane filもerに転写した。 80 'Cにて固定後,

50%fora8mide含有prehybridiz亀tion buf知を加え9　3豊pでラベルした

probeを添加後hybridizationを行なった。洗浄液で洗浄後

autoradiographyを行った(国1 8 ) 。

第3項　Invitroリン酸化反応20>27>

細胞をTriton X-100と昏°dium deoxycholate含有bufferにて溶解後・

遠心にて棟除去し, rabbit antトfms product polyclonal antibody

(Cambridge Reseach別ゥchemicals, En紬nd)を加え,抗原抗体反応し
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た。 Staphylococcus aureus protein-A-sephar05eにて免疫沈挿させ・

【 γ -32p】ATPとインキュペートした0 7.5% SDS polyacrylamide slab

gelにて電気泳動乱gelを乾沸させautoradiographyを行った(図

1 9 ).

第4項　Ligandによる増殖反応

。一血S遺伝子産物のIigandであるCSF-1に対するCa9-2等増発細胞

の反応を増穂曲静で観察した.癖加fetalbovineserum線度を漸次減

じて,細胞増殖髄が低下したO.lXserum漣虎を軸andCSF-1の反応に

用いた。使用したCSF-1は,ヒト組み代え体M-CSF (Genzyme

corporation, USA)守, macrophageの実験系苫窃'29)で増殖が思められ

た40units/mlを中心に凍度を変化させ反応を観察した。

第3節　轟果

第1項　Northern hybridiz亀tion

,図2 0に示すように誠SC瑞Ca9-22,HSC-3ともに4.0kbのバンドを

検出した。若干のバンドの沸淡が現れているがコントロ~ルの

♂-actinの発現も同報のバターンを示しており'電気泳動時のRNA量

の違いに在国するものと考えられる。したがって, Northern

hybridiz亀tion妹ではc-蝕S遺伝子の発現の変化は貿的にも量的にも

鑑められないと考えられた。

第2項　Invitroリン酸化反応

ca9-22におけるこの遺伝子変化がc-fms産物に与える影響を

c-fms産物の自己もyrosineのリン酸化反応で検索した.図2 1に示す

ように,買SC-2,Ca9-22で150と130kDaのバンドが観察された。この

結果では自血噂で成熟型のリン酸化の蒐進がみられ2つの窟平上

皮癌株では130,150kba共ほぼ同様にリン酸化反応が観察された。

24



第3項　LigandCSF-1に対する噂尭細胞の増殖反応

c-fms遺伝子産物のIigandであるCSF-1に対する増発細胞の増靖

に関する反応を増殖曲線で観察した。図22に示すように瀬次

serum濃度を減じ,0.1% serum濃度の時　CSF-1を40unitS/mlを中心に

漉度を変化させ反応を観察したが・細胞増殖髄の変化は琵められな

かった。
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1. Wa醜the monolayer昏W輸k:e瑠のはT軸・buffer錦】me.

2, Add lOml extraction bu紬r岬M guanidine-HCI, 0.1M sO伽m魯c舶ie, 1mM

d軌iothre盲IoL 20mM EDTA).

3. Add O.5 volume oi ethanol.S蜘e the solu紬n for 2hr at -2Qt〉 ・

4, Recover RNA by cen州ug島部耶at S.000g曹or lOmln.

5. Repeat書t叩8 24 twice.

6, Dis郭Ive the pellst ln部恥日がwater韓nd add 2 vo一ume of帥anol.

7. R¢抑ver RNA by centrifug亀iion at S.OOOfl for lOm!n.

8. Disso一ve thォponet in 450pl °I water and 50nl of 3M紳dium ac舶te. Add 2

鴨hJme of et輸noi.

9, Recov鮮RNA by cen脚ug細on at S,OOOg for lOmin.

10.D-ssolve RNA In SO■l of HaO.

図1 7　　RNA抽出法

1, Saparate the RNA byの奴trophore由肋和ugh翻8g色相se get.

乱丁撮nsfer to tha nitrocellulose紺iters for 12,18 Sir.

3.円x肋e BNA to the鰍er by b醜ing for 30m喜n to 2輸etの0℃ in vacuum oven.

A, Incubate舶相知S h細野叫bridization buffer (50% 5olRl即Tt:de. 6xSSC, 0.65M

N亀a, 0.1M sodium PIPES. SscDenhardt's齢写utJon. 0.1%SDS. 5mM EDTA. 0.1mg/ml

sonk:亀ted salm帥sperm亀DNA) tor 2-12hr a! 37-42℃ ・

5. Hybrid加蜘ol r由kl軸心tlsd proトォS So昌NA in pr由yfcrij如Iion buffer c°舶ning

10% dextr紺も如けde寸oF l之蝣24hr at 37-42℃.

6.的粗めth命柵ers w喜th 2x-Q.1xSSC, 0.1%SDS舶65℃.

7. Au輸嘘iog raphy.

図1 8　Northernhybridization涜
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1, Ly*eゥ的鯛h剛PA奴伽r{ 50mM T舶・HCI (JSH7.4), 1蜘M軸cB・ 20mM

EDTA 1% Tiit帥X-100. 1%舶riium d錫xycho!舶) cent如i咽S% apro軸王a and

細h4細細岬脚yS fluoride.

2.如b鵬theゆte wfth tfie rabbit紺畑h峰product?oly?JorsJ antibody tor SOrnin

ttz2℃　鵬ovomもht art 4℃.

8. A朗釦叩和知脚戯欄び・s proteSsv.A一柳08e野田印馳醜fanmun◎ comps琳郎・

4. 1帆輸紬恥a prsc!卵舶㈱ W輸馳M He四時10mM Mn印1% T,伽n X-100.帥d

20iサC州加dnサfy>1叫5'tt!pho叫鵬サfor lOmin at 30℃.

S, separate by細Uepftoresis ln 7.5% SDか騨吋紳Me si曲94!乱

6. Autorad軸r象〆1y.

顧19　Invitroォ;ン酸化反応の青線
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第Ⅳ車　c-fms癌遺伝子制醸酵素多望健の出現頻度

第1好　概要

c一血5癌遺伝子の変化の出現頻度とヘテロ棲合性の清矢の有無を

検索する目的で,口臆建癖患者の陛妬観絶あるいは末梢白血球より

genomic DNAを調盤し, Southern hybridization法にて検索した・

42Sbp先発型を&.他をbとすると対it遺伝子型としてaa,ab,bbの3聖

が考えられる(図23)ビトロ塵捜痛と末梢白血球の66例におけ

るこれらの.遺伝子型の出現者度を壌射した。

第2好　材料および方津

検索したロ由比購組縄目ま甫平上皮癌24m,その他'悪性黒色鼠悪

性リンパ鯉など22例と正常ならびに碁性煙癌患者末梢血20例であ

る。ロ鍾趣妬患者の題妬組織あるいは末梢白血球よりgen°micDNAを

調整し,先述の方渡でc-fmsをprobeとしたSouthern hybridization捻

8=て検索L,た。

第3好　結果

第1現　題平上皮癌

衷1に示すように者平上皮癖のgenotypeは-0例　abl乱他は

すべてbbであった.

第2嘱　その他の口鹿渡賭

その他の嬢醇では舶1例, ab5例　bfelS例であった(轟1)。
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第3項　ヒト白血球

ビト未構白血球ではa&1例　ah3例　bb16例であった(裏目。

第4項　鴇計

胎齢すると舶型　3.1%, ab型13.5%, bb型　83・4%であった。

また検索した中には,ヘテロ穣合性の消失は兄い出し得なかった

(I D.
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aa ab bb

3.3-
2.9-

占am H

田立:二, I:・-・.勉　長　?蝣・・蝣蝣g'三　て~t;-:でe
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Genotype (I)
-~~~　　　　　　　　　　　　　　　　　　lt_-__

aba t

T tti o r s

SCC事　　o(O)　1(4.2)　23CS5.8)

Others 1(4　昏)　5(22.7) 18<7富.?)

書　　　　　　K5.0)　3(15.0) 16(80.0)

T o t a l zC3.1)T O t a A　2(3.1)　9(13.5) 55(839
8　3quも亀Ou豊　cell careino邑a

轟互　c-fms遺伝子genotypeの出現頻度・

*」!



第Ⅴ垂　考察

第1節　c-fms癖遺伝子の変化鏡域の解析

本研究は,池幕ら(1988)'がヒトロ睦昇平上皮癌細胞凍Ca9-22に

おいて,Ⅴ一血8癌遺伝子をprobeと`したS°uthern hybridization法にて

バンドの変化を載察したので,まずその変化額域を決定し'クローニ

ングすることから開始した。変化額城の決定は,v-fmsをprobeとした

Southern hybridization津を行うことで,変化額城のおおまかな位置

杏,遺伝子の制限酵素地図から権沸した。制限酵素EcdRI切断時に

ca9-22で28.5kb, HSC-2およびHSC-3で12.5kbのバンドを観察した。

制限酵素B農血に工切断時はCa9-22で3.3kbのバンドが2.9kbへと変化を

輸出した。先述L,たようにc-fmsの遺伝子地図で,Ba血HI切断審位の

3.3kb断片内にEcdRI切断部位が存在し,この部分の短碑が生じてい

るので,EcdR王切断部位を含む潰伝予の番分的な矢先が予測された。

なおHindII王切断時に3.2,1.2,2.8kb断片を輸出し,バンドの変化は琵

められなかった。これは3.2kb断片検出部位が2ヶ所あり,-方の変化

が約400bpの矢先であろうと考えられるため争3.2kbから2.8kbへ変化

し,もとの2.8kb断片と重なったなめバンドの変化が鑑められなかっ

たと考えられた。以上の結果をより明確に,また単純にするため遺伝

子地図の3.3kb B&皿E I切断断片のみを検出できるcfmsprobeを用い

て,遺伝子の変化を皐-バンドで観察することを試みた。結果に示し

たようにtHindIII滴化時にも,3.2kbから2.8kbに変化を認め,EcdRI切

断爵位を食む約400bpの欠朱でこれらの現象が説明された.

第2節　c-fms癖遺伝子の変化額域のクローニング
ノ

第1捗でintr°n llのEcdB.王切断審位を含む約400bpの矢先が予測

されたので,その爵位のクローニングを試みた　BamH.王またはHindDI

消化時のgenomiclibraryを作成し,c-fmsをprobeに目的断片を遺別す

る方旗が考えられる。しかし,すでにHampeら(1989)8'によりC-fmsの
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遺伝子の食塩・義配列が決定されており,クローニング断片も比較的短

いので,polymerase chain reacti叩按を用いて行うことを考えた0

20merの改定oligonucleotide primerは, (1)塩基の分布がランダムであ

ること,(2)2つのprimerのG十C含丑が40-60%であること,{3)2次構造

をとらないこと,(4)primerdimerを形成しないこと,(5)その配列に特

異性が高く,検体中の他の頚城を増噂しないこと等に注意し3ロ'作成

した。また,将来vect°rへのサブクローニングのために各々2塩基ず

つ変化させ,B&感日と肋dI王I切断部位を作成した23)。このprimerを

用いたPCR予想増暗断片は592bpである。先述したPCRの増幅の結果

では,WBCで580,490bp, C89-22で490,160bpを琵めた。 WBCで酷めた

580bpがc-血s遺伝子の予瀕された増噸断片582bpに相当すると考え

られた。したがって, 490,160bp断片がc-fmG欠失断片と考えられる

が, Southern hybridiz醜ion練の結果より約400bpの矢先が考えられ

たので,160bp断片が有力であった。そこで,これらの断片をそれぞれ

M13mp18にIigate L DNA sequ甲ceを行った。それぞれのDNA

sequenceの結果,予想通り530,160kbがc-血Sの壌基配列であった。

pcR法を用いた場合,直接に塩基配列を決定することが可能であると

報告普-'されており,著者も直接慈善配列決定練を試みたが成功しな

かった。 PcR産物の輔車状弟,各々のdNTP各の瀕度,第3のprimerの使

用32',および非対称PCR汝の利用33)等の免停設定の必要があると考

えられた。 PCR津を用いた直棲塩基配列決定津は,PCR旗の欠点であ

る統み違い30'を克服できると嘗われている.本嚢駿では直接塩基配

列決定津を使用できなかったが,M13mp18にサブクローニングして棲

数滴のタロ-ンの塩基配列を決定した絶息すべて報告されている

c-fmsの塩基配列と一致した。サブクロ-ニングしたものに限りPCR

の貌み重いはなかったと考えられた。
1

Ca9-22　における矢先頚城はinもronll内ゐEcdR王切断部位を含む

426bpであることが明かとなり,Verbeekら(1985)の報告l''と一致し

た。この額域はexon 12か.6約300bp上流に位辞し'AAG-AAGの426bp

が欠失していたため制限酵素多型健が生じると考えられた。癌遺伝
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子で制限酵乗多塑性が報告されているのはL-野CFとHa-ras遺伝子で

ある。レ野C遺伝子の制限酵素多型性はEcdR王滞化時に10kb(L

band)と6kb(Sband)が出現し,肺癌でのリンパ節ならびにその他の

組織への転移能がGenotypeレSとS-Sで高顛度であると報告13}さ

れた。大腸癌にも応用されたが有意な蓋は琵められなかった34)。

Ha一指β遺伝子ではKronもirisら(1985)'が3'部分のtandem repeated

nucle。tides頚城の制限酵素多型埠と建癖発生の免除性との関連を報

告した。また,Lidereauら(1986)畑やHeighway (1986)3　は肺癌での

BaaMIのEarras遺伝子制限酵素多型性で稀なバンドが高頻度に出現

することを報告した.本案敬では,c-fms癌遺伝子における制限酵素

多型健の生じる機構について解明することに成功した申しかしこの

多聖徒が生じる理由ならびに意義は現在不明である。

第3節　欠共型c-fms遺伝子の発現に関する解析

ca9-22におけるinもronllの426bpの矢先による発現レベルでの彰

書をNorthern hybridization津にて観寮した。すでにCoussensら

(1986)!によりc-fmsのcDNAが単赦されており'会長4291 nucle°tides

で972aminoacidsと報告されている.著者の結果では観寮した3株と

も約4.Okbのバンドが出現し,c-fms遺伝子矢先型に符轟的変化は兄い

出し得なかった。 W亀Ikerち(19那)12'はc亀rcino盛en誘発ラット気管上

皮由来の窟平上皮癌で,c-fmsの発現の増強と変化を報告している・

しかし,遺伝子の変化は検出されていないの著者も,Ca9-22において

c-fmsのmRyAの変化を期侍したが,酷め得なかった。一般にmRNAは

DNAからpre-mRNAとして頓内で転写され,intron部分が叩Iicingされ

て完成すると嘗われている。 intron部分の変化による昆plicingの異常

紘,Yamashitaち(1990)38)により,exon intron juncもionのGからAへの変

化として報告されている。またYoshimaもsuら(1989)25)は人工inもron

によるsplicingの温度制御に成功している。これらの報告からintron

による遺伝子発現の調節は,将来特に注目される分野となってくるで
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あろうと思われる　Ca9-22でのintronllの426bpの欠失頚城に'今迄

知られている転写国子の結合横城の存在をコンピュータ-にて検討

した。その結果Spl, OTF-1, -2,AP-1,瑞瑞-4, CBP,HSTF,CR富B等の

転写国子DNA轄金額域那'は存在しないことが判明したo 426bpの欠

矢がspacingに何らかの影響を与えるか否かは不明であるo

c-fms癌遺伝子はSherrら(1985)!5　cous臣enSら(1986)Siにより'自

己を食むtyrosineリン酸化能を持つことが報告されている。そこで

Ca9-22におけるc-fms痛遺伝子牽物の自己tyrosineのリン酸化反応

を検射した。 c-fmS遺伝子産物は細胞質から盛への過程で130kDaの

未成魚な蛋白黄に糖鎖が封加され150kDaへと分子嚢が増加すると報

告T'されている。この結果では白血噂で成熟型のリン酸化の克進が

みられ　2つの甫平上皮癌株では130,150kDaともほぼ開襟にリン酸

化反応が観寮された。 Ca9-22,HSC-2,およびHSC-3はc-fms遺伝子の

発現が示唆されたが,Ca9-22と他の株での蓋は観寮されなかったた

め,遺伝子の変化との関連はないと考えられた。。また正常ヒトロ睦

粘膜ではバンドを琵めず,発現は.ないと考えられた。さらに,ligandを

加えて自己リン酸化鶴を観寮したが,口腔首乎上皮痛棒ではバンドの

沸度の変化は琵められなかった。このリン酸化が細胞内でどのよう

に機能しているのかに関しては明かでないが,426bpの遺伝子の矢先

とは関係ないと考えられた。 c-fmsのtyrosineリン酸化の細胞内

targeもとしてphosphorylate phospholipaSe C- γ , c-rax protooncogene

producもならびにphosphatidylinosiもoト3'kinaseなどが候補として報

告丁ゝ　されているが,いまだ明穂ではない。今駄細胞内signal

transductionの機構を明らかにしていく必要性があると考えられ

る。

c-fmsの1如ndであ草CSF-1は,マウス由来L細胞増発上清より樽

製3即された分子丑70,000の埼丑自賛である。ヒトCSF-1はヒト尿中

に兄い出され'tKawasakiら(1985)4O'によりcDNAが単赦された.分

子丑約80,000で分子丑約40,000の岡-サブユニットの2畳体である。

CSF-1は骨髄中の単噂前髄細胞が単噂に威熱分化する過程で作用す
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る。 Dorshkind(1988)s自)によると'ヒト組み代え体CSF-1はマウス骨髄

細胞の増殖を促進すると報告したo Rousseiら(1989)宕9)はc-fms遺伝

子を導入したマウスN王H3T3細胞が,ヒト組み代え体CSF-1により増靖

したと報告した。そこでヒト組み代え体CSF-1によるCa9-22の細胞

増殖能を検索したが,細胞増殖は鑑められなかった。これはNorthern

hybridization津ならびに血vitroリン酸化反応の結果から推定され

ていたとうりで,発現しているc-fms産物は膿への移行など

post-transcriptionalな制御が鞠いているのか・壱れとも増殖ではなく

分化方向への機能をしているのか不明である。

第4野　c-fms癌遺伝子の制限酵衆多型性の出現頻度

c-fms遺伝子のinもronllの変化の出現頻度を観察した　426bp欠失

型を句他をbとすると対立遺伝子型として-,&htbhの3型が検出さ

れた　a&,bbはホモ嬢合性&bはヘテロ接合性を表し・今迩述べて轟

たCa9-22はgenotype朗であったことが判明した。著者の66例の級

計ではiL&璽3.1%, ab墾13.5%, bh型83.4%であった。 Ⅹuら(1985)ie)

の48例の統計では-型2%, ab型23%, hb型75%と報告しており・

ほぼ同僚向を示していると考えられた。この出現再度の差が僻を意

味しているのかは不明である。

家族性大鹿ポリポ-ジスや網濃芽細胞鮭やWilms膿癌などの癌は

遺伝性と考えられている。その他の癌にも遺伝的背崇が建癌発症や

連行に関連していると考えられる。いくつかの癌遺伝子のRFLPが逮

伝的背景の一部を表現しており潤定の癌の静断や治療に役立つ可能

性がある。先述したレmFc遺伝子RFLPと肺癌の転移の関係13'や,

H&--ras遺伝子のRFLPと肺癌の発癌事の拭係-5'のようなc-fsisと口

睦腹痛との関連性を観察したが,また検索した中には有意な関連は兄

い出せなかった。 Bow--dら(1991〉41,はc-fm虚のRFLPを用いて染

色体5q矢先患者のc-fm昏遺伝子の先夫を明らかにし,myelodysplasia

との関係を報告した。 5q穣城は,CSF-1をはじめGM-CSF,IL-3,Iレ4お
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よぴIL-5尊の増殖因子やPDGF-Rp等のreceptor遺伝子が存在し・血

液細胞にとって重要な位社であるγ)。またSolomonら(1987)'や

Voge蜘inち(1989)43)は大勝癌で5qの部分的欠愚を報告した。特殊

なRFLPprobeを用いてヘテロ後金健の消失を観寮LI癌の進行や予

後を権瀕した。しかし末梢白血球でヘテロ接合性を酷めた口腔随感

患者の鯉癌組織での検索では　c-fmsprobeを用いた堵乱へテロ後

合性の消失は兄い出せなかった。
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弟Ⅵ輩　総括

1) vfmsならびにc一蝕s probeを削、たSouthern hybridization法によ

り,ヒト正常白血球とヒトロ盛者平ヰ皮癌細胞那HSC-2,-3 )でEcoK王,

BamH IおよびHind m消化時にそれぞれ12.5, 3.3, 3.2kbの断片を悪め,

Ca9-22ではそれぞれ28.5, 2.9, 2.8kbの断片を酷めた・この結果よりC-血S

遺伝子地図と削、たpr。beの位覆から・ C亀9-22のc-fms遺伝子はintr。n ll

における約400bpを欠失していることが予瀬で巷たe

2) Polymerase chain reaction法により変化した遺伝子断片を増幅し・ 3僻

の増権断片を得た。各々の断片をM13 phagemidに-teL,塩基配列を決

定すると,うち2個はc-fms遺伝子の増楯断片で・他の1個は他者域の増塙断

片と糾した。したがってc-ftns癌遺伝子の制障酵素多型性はintrcn ll内

のEc成欄断宙位を含む426bpの欠矢によることが喝かとなった。

31欠失型c-fzns遺伝子の発現をβ-actin遺伝子の発現畳とともに観察した

ところ,Ca9-22ならびにHSC-2,-3で約4.Okbのバンドがみられたが・この遺

伝子の発現圭の変化は正常型に対して蘇菅でなかった。

4)欠典型c一触遺伝子の遺伝子産物の自己もyrosmeのリン酎ヒ龍は・

ca9-宜2とHSC-2で約150kDaと130kDaの自己リン酸化された免疫沈降物香

鞠出したが,質的にも丑的にも正常型に射して著明な変化は認められなかっ

た.

5) Ligand CSF-1は0.1% serum存窓下でCa9-22の細胞増殖を促進しなかっ

た.

6)対立遺伝子型として426bp欠失型を句他をbとして,c-fms癌遺伝子の制限

酵素多型性の出現頻度を検索すると・税寮された遺伝子型は-撃3.1%,題増

13.5%, bh型83,4%であった.一部の痛ではヘテロ凄合性の消失が癌化と深く

関連すると報告されているが・末梢白血球でヘテロ接合健を示した口腔陣痛

.患者の嬢妬組織ではヘテロ接合性の消射ま兄い出せなかった。
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使用捷衝液

D lox High一Salt buffer

lM NaCl

500mM Tris-Cl(pH7.5)

lOOmM MgCl宅

IOmM diもhiothreit°1

2)10x Medium一事dt buffer

500mM NaCl

lOmM Tris-Cl(pt王7.5)

lOOmM MgCl苫

IOmM diもhiothreiも01

3)電気泳動用TAE
O. 04M Tri8-acetate

O.001M EDTA

4)電気泳動用TBE

O.089M Tris-berate

O.089M boric acid

O.002M EDTA

5 )Southern bk舶ing

denaturing buffer

O.5M NaOH

l.5M NaCl

neutralization buffer

O.5M Tris-Cl (pH7.2)

1.5M NaCl

lmM EDTA

6)20xSSC

3M NaC1

0.3M sodium citrate

7)50x Denhardも's s°luもion
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1% Ficol呈

1% polyvinylpyrrolidone

l% bovine serum albumin

8)PCR lox 8mplificaもion buffer

500mM KCl

lOOmM Tris-Cl(p首相.3 )

15mM MgCla

0.1% gelatin

9)10x C王P buffer

0.5M Tris-Cl(pH9.0)

lOmM MgCIs

imM ZnCls

lOmM spermidine

10 ) 10x放gation buffer

660mM TriS-Cl (pH7.6)

66mM MgCli

lOOmM dithiothreitol

lmM ATP

ll)5Ⅹ昏equenase buffer

200mM TriS-Cl (pH7.5)

lOOmM紙gCls

250mM NaCl

就策

i a -32p】dCTP, 【 a -35S】dCTP, 【 γ -32p】ATPはDuPont/NEN Reseach

products, Amershamを使用した。

分子生物学関係の試薬は,東洋紡,宝涛遵, BoehringerMannheim製を

使用した。

その他の試薬は片山化学工業(株),単井化学工轟く林).和光耗藁

(株)製を使用した。
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