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論 文 の 内 容 の 要 旨

ヒトプロト型c-Ha-r∂∫遺伝子を導入したrasE2トランスジェニックマウスの発がん

増強機序を解明するために､3種類の遺伝毒性発がん物質によって誘発された腫瘍組織

の遺伝子発現解析を行った｡

誘発腫瘍における包括的な遺伝子発現解析を行うために､raSH2 マウスに

N-ethy卜N-nitrosourea(ENU)を投与して誘発された前胃扁平上皮癌を用いて､マイ

クロアレイ解析を行った｡また､導入遺伝子およびRas-mitogen activated protein

kinase(MAPK)経路に関わる遺伝子については､RT-PCRを行い検討を加えた｡前胃扁

平上皮癌における発現変動遺伝子として選出された784遺伝子には､代謝､細胞増殖

に関わる遺伝子や､解析に用いた腫瘍組織が高い浸潤性を示したことを反映して

transforming growth factorβ1など浸潤や転移に関わる遺伝子が多く含まれていた｡

腫瘍組織では導入遺伝子の過剰発現と共に､マウス内在性Ha-raS､N-raS､raflMekk2､

C-fbs､C-hVC､junBおよびcyclinDの発現上昇が認められた｡これらの結呆から､raSH2

マウスのENU誘発前胃腫瘍では､導入遺伝子の過剰発現およびRas-MAPK経路の活性化

が関与していることが示唆された｡

次に､urethane誘発肺腺腫について､マイクロアレイおよびRT-PCRによる遺伝子

発現解析を行い､ENU誘発前胃腫瘍の結束と比較した｡正常肺組織とurethane誘発肺

腺腫では､それぞれ特徴的な遺伝子発現パターンを示し､肺腺腫における発現変動遺

伝子として660遺伝子を選出した｡肺腺腫では細胞周期や核酸の代謝に関わる遺伝子
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の発現上昇が多く認められたが､ENU誘発腫瘍と比較して､細胞外基質やサイトカイン･

ケモカイン類の発現変動は乏しい傾向を示した｡導入遺伝子の発現は肺腺腫において

有意に増加していたが､マウス内在性r∂∫遺伝子の発現変動はみられなかった｡C-ゐ∫

などのRasシグナル関連因子の発現は､肺腺腫においても有意に増加していた｡ENU

誘発前胃腫瘍とureth.ane誘発肺腺腫において共通した発現変動パターンを示した遺伝

子には､OSteOpOntin､OSteOPOntin､Ckslb､Tpml､Reck､gelsolinなど､発がんやras

による細胞の形質転換に関わる遺伝子が含まれていた｡以上の結果から､導入遺伝子の過

剰発現は､ENUおよびurethane誘発腫瘍の両者において関与することが示された｡また､

異なる誘発腫瘍において共通した変動パターンを示した遺伝子は､発がん増強機序に関わ

る候補遺伝子になり得ると考えられた｡

続いて､7,12-dimethylbenz[a]anthracene(DMBA)誘発前胃扁平上皮癌の遺伝子発現解

析を実施し､導入遺伝子やRasシグナル関連遺伝子､発がん増強に関わる候補遺伝子の発

現を検討した｡その結果､DMBA誘発前胃腫瘍においても導入遺伝子の発現上昇が認められ､

rasH2マウスの発がん増強機序には､導入遺伝子の過剰発現が重要な役割を果たすことが

示された｡DMBA誘発前胃腫瘍では､マウス内在性r∂∫遺伝子の発現も増加しており､前胃

扁平上皮癌の発生には､導入遺伝子と共にマウス内在性∫β∫遺伝子も関与していると考え

られた｡C-fbs､C-JWC､ju几臥cyclinDlなどのRasシグナル関連遺伝子や､発がん増強

に関わる候補遺伝子として選出したosteopontin､Ckslb､Tpml､Reck､gelsolin､

amphiregulinは､3種の発がん物質によって誘発された腫瘍組織において有意な発現変動

を示し､これらの遺伝子もrasH2マウスの発がん過程に関わっているものと推測されたQ

以上の結果から､遺伝毒性発がん物質によるras=2マウスの発がん増強機序には､導入

遺伝子の過剰発現が重要であること､また導入遺伝子の発現はRasシグナル関連遺伝子を

はじめとする様々な遺伝子発現に影響を与え､腫瘍形成促進に寄与していることが示唆さ

れた｡

審 査 結 果 の 要 旨

本研究では､ヒトプロト型c一日ar招∫遺伝子を導入したrasH2マウスの発がん増強機序を解明

するために､3種類の遺伝毒性発がん物質によって早期に誘発された腫瘍の遺伝子発現解析を.行

い､本マウスの発がん増強に関わる遺伝子の選出を行った｡

第1章では､raSH2マウスにN-ethyトルnitrosourea(ENU)を投与して誘発された前胃扁平上

皮癌についてマイクロアレイ解析を行い､導入遺伝子およびRasシグナル関連遺伝子の発現は

RT-PCRを行い検討した｡その結果､腫瘍組織では導入遺伝子の過剰発現に加えて､マウス内在

性ms遺伝子やmflMekk2､CTtbs､Cl町C､juおよびcyclin･DlなどのRasシグナル関連遺

伝子の発現上昇が認められ､Rasシグナル経路の蕗性化が腫瘍形成に関与していることが示唆さ
れた｡

第2章では､urethane誘発肺腺腫の遺伝子発現解析を行い､ENU誘発腫瘍の結束と比較し､挙

がん増強に関わる候補遺伝子の選出を試みた｡導入遺伝子の発現は､urethane誘発肺腺腫にお

いて増加していたが､マウス内在性∫∂∫遺伝子の発現上昇は認められなかった｡C一允∫などのRas
シグナル関連因子の発現は第1章と同様に､腫瘍組織において有意に増加していた｡E肺誘発腫

瘍､｡rethane誘発肺腫瘍の両者で共通した発現変動を示した遺伝子の中には､発がんやmsに

ょる細胞の形質転換に関わるosteopontin､Ckslb､Tpml､Reck､gelsolinが見出され､これら

を発がん増強に関わる候補遺伝子として選出した｡
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第3章では､7,12-dimethylbenz[a]anthraceneわMBA)誘発前胃扁平上皮癌の遺伝子発現解析
を行い､第1章､第2章で得られた結果を検証した｡D舶A誘発前胃腫瘍においても､_導入遺伝

子の発現上昇が認められ､これがrasH2マウスの発がん増強機序の重要因子であることが示唆さ

れた｡DMBA誘発前胃腫瘍ではマウス内在性∫∂∫遺伝子も発現上昇しており､前胃扁平上皮癌の

発生にはマウス内在性ms遺伝子が関与している可能性が示された｡C-fbs､C-JW､カ城cyclin

DlなどのRasシグナル関連遺伝子や､OSteOpOntin､Ckslb､Tpml､Reck､gelsolinおよび

amphiregulinは3種の発がん物質によって誘発された腫瘍において共通した発現変動パターン
を示し､これらの遺伝子もrasH2マウスの発がん過程に関与しているものと推測された｡

以上について､審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論文とし

て十分価値があると認めた｡
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