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論文内容要旨

 <初めに>

 正常骨髄におけるHematopoiesisの本態が血液幹細胞から多様な成熟血液細胞への多岐に渡

 る分化成熟である事が詳細に理解されるにつれ,白血病細胞の特性はクローン性増殖のみならず

 分化成熟障害として位置づけられる。又,最近の細胞遺伝学並びに分子生物学の知見は,血液細

 胞の癌化あるいは分化成熟に細胞癌遺伝子が深く関連している事を示している。従って,ヒト白

 血病細胞株のinvitro分化誘導における細胞癌遺伝子発現に関する研究は血液細胞の分化成熟機

 構の解明に有用であるのみならず,従来の化学療法とは異った原理の治療法(分化誘導療法)確

 立に寄与する可能性を有する。

 <目  的>

 ヒト前骨髄性白血病細胞株HL60は成熟好中球あるいは単球・マクロファージに分化する能力

 を有する細胞であり,Retinoicacid(以下RA)刺激により好中球へ分化し,12一〇一tetra-

 decanoylphorbo1-13-acetate(以下TPA)刺激により単球・マクロファージに分化する事が

 知られている。我々は,}HL60をNudemouse腹腔内に移殖する事で得られた細胞株HL60/

 MRIがTPA刺激に対してはHL60と同様に単球・マクロファージに分化するが,RA刺激に対

 してはHL60とは異なる分化成熟を示す事を報告した(CancerResearch,vo147,1434-

 1440,1987)。即ち,RAにより分化誘導されたHL60/MRIは,①成熟単球・マクロファー

 ジ特異的表面抗原と酵素活性を有し,付着能を獲得する。②RAに対する感受性がHL60に比し

 極めて高い。③3倍体のヒト染色体を有し,HL60とは異なる新たな染色体異常を認める。以

 上の事実と刺激前HL60/MRI細胞が単球特異的マーカーを発現していない事より,単球分化成

 熟に必要な変化(特に遺伝子レベルにおいて)の一部がHL60/MRI細胞内において既に準備さ

 れておりRA刺激に対して速やかな単球分化を起こすのではないか,と推論した。そこで我々は,

 HL60において強い発現を示す癌遺伝子。一鰐。とN一瓶3,並びに単球分化と関連していると

 される。一如3の継時的発現の変化をRA刺激HL60/MRIにおいて検討した。

 <方法>

 ①細胞培養並びに分化誘導:HL60並びにHL60/MRIは共に10努FBS添加RPMI1640

 において継代培養した。分化誘導は細胞を無血清培養液(Insulin・Transferrin添加RPMI-

 1640)に再浮遊しRAあるいはTPAを加える事で開始した。RAとTPAの最終濃度は各々300
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 nMと32nMであり,分化誘導時間は結果に示す通りであった。②分化誘導細胞のNBT還元能

 並びに単球特異的表面抗原の発現:RAにより分化誘導したHL60/MRIの分化成熟度を評価す

 る為に細胞のNBT還元能と成熟単球特異的表面抗原の発現を検討した。NBT還元能はTPA

 刺激下にNBTを還元出来る細胞のpercentageを示した。単球特異的表面抗原発現の解析は

 OKM5monoclonaiAbを用いFACSにより行った。③癌遺伝子probeの調整:培養したE.

 collをalkalilysis法で処理しplasmidを分離回収した後制限酵素処理並びに電気泳動にて以

 下の癌遺伝子を分離した。c一物鐸:9kbEcoRI-Hind皿fragment;v一ノ初3:L3kb

 Pstl-Ps亡Ifragment;N一昭3:1.5kbEcoRI-EcoRIfragment。又,細胞内RNAのβ一

 actinRNAを対照として検出する為にトリβ一actincDNA(1.5kbPst卜PstHragment)

 を調整した。各癌遺伝子並びにβ一actinprobeはNicktranslationにより〔α33P〕一dCTPを標

 識した。④細胞RNAとDNAの抽出と解析:Guallidinium/CsC1法によりRNAを抽出し1%

 agaroseforma!dehydegeNこ電気泳動後Northernblottransferを行い32P標識癌遺伝子

 probeとHybridizationを施行した。細胞高分子DNAはBlinらの方法に従い分離抽出した後制

 限酵素で消化し0.8彫agarosege1に電気泳動後Southemblottransferを行い32P標識癌遺

 伝子probeとHybridizationを施行した。

 〈結果>

 ①HL60/MRiGenomicDNAにおいて。一鰐。の増幅があり,その程度はHL60における

 。一脚6増幅の約50%であり新らたなrearrangementは認められなかった。②c一卿omRNA

 はRA刺激により速やかに減少し,その減少速度はHL60/MR工subclone(28B,4)では極め

 て速やかであった。③c一ノ初3はRA刺激後に検出可能となり徐々にmRNA量の増加を認めた。

 ④N一触5はRA刺激前後で約50%のmRNA減少を認めたが,刺激後もN一矧3mRNAの消失

 は認めなかった。

 <考案〉

 ①RAにより単球に分化誘導されたHL/MRIにおいて。一町oRNAは減少し,RA刺激HL

 60(好中球分化)と同様であった。しかし,c一剛oRNAの減少速度の極めて速やかである

 HL60/MR工cloneを得て分化成熟の速さと相関している事が示唆されたが今後の検討力泌要と

 ,思われる。②c一∫御3はRA刺激HL60に比較しRA刺激HL60/MRI(単球分化)にて有意に

 増加し単球分化に関連した遺伝子である可能性が示された。
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 審査結果の要旨

 正常骨髄におけるHematopoiesisの本態が血液幹細胞から多様な成熟血液細胞への多岐にわ

 たる分化成熟であることが詳細に理解されるにつれ,白血病細胞の特性はクローン性増殖のみな

 らず分化成熟障害として位置づけられる。又,最近の細胞遺伝学並びに分子生物学の知見は,血

 液細胞の癌化あるいは分化成熟に細胞癌遺伝子が深く関連していることを示している。したがっ

 て,ヒト白血病細胞株のinvitro分化誘導における細胞癌遺伝子発現に関する研究は血液細胞の

 分化成熟機構の解明に有用であるのみならず,従来の化学療法とは異なった原理の治療法(分化

 誘導療法)の確立に寄与する可能性を有する。

 本論文はヒト前骨髄性白血病細胞株HL60において強い発現を示す癌遺伝子。-mycとN-ras

 並びに単球分化と関連しているとされる。-fmsの継時的発現の変化をretinoicacld刺戟HL60/

 MRIを用いて検討したものである。

 HL60/MRIgenomicDNAにおいて。-mycの増幅が認められ,その程度はHL60における

 。-myc増幅の約50%であった。c-mycmRNAはretinoicacid(RA)刺戟により速やかに減
 少し,その減少速度はHL60/MRIsubcloneでは極めて速やかであった。c-fmsはRA刺戟後

 に検出可能となり,徐々にmRNA量の増加を認めた。N-rasはRA刺戟前後で約50%のmRNA

 減少を認めたが,刺戟後もN-rasmRNAの消失は認めなかった。

 以上の研究成果は白血病細胞の分化誘導に関し有意義な知見を提供したものであり,医学博士

 の授与に価するものと判定された。
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