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緒 言

腫 蕩DNAを 直接 細 胞はこ取 り込 ませ て,ト ラン

スフォー メー ション活性 を検 出す るDNAト ラン

スフェ ク ショ ン法 に よ り,現 在 までに30種 類 以

上 の癌遺伝 子 が単離,解 析 され て きた1).遺 伝 子

産物 が核 内に あ る もの は核 内癌 遺伝子 と呼 ばれ

で お り,こ れ らの うちc-myc2), fos1), myb3)の

遺伝 子産物 はDNA結 合 活性 を もつことが示され

てい る. N-myc, L-myc遺 伝 子 はc-mycと 相

同 な塩 基 配列 をもち2), c-mycと ともにmycフ

ァ ミりー と称 され るが,こ れ らの遺伝 子産物 も

同様 の性 質 を有す る と予想 されている4), c-myc,

 c-fos, c-mybは 正常 細 胞あ るい は トラ ンスフォ

ーム細胞 で休 止期G0期 か らG1期 への移行 の段階

で,一 過性 に発 現 が上昇 す る こ とが,そ れ ぞれ

BALB/c3T3細 胞 とC57BL/6Jマ ウスの リンパ

球5), BALB/c3T3細 胞6),ニ ワ トリT細 胞 と線

維 芽細 胞ηに於 いて知 られ て い る,ま たmycフ

ァ ミりー遺伝 子 は腫 瘍 の種 類 に違 いは あ るが,

種 々 の癌 細 胞 で遺伝 子 の増幅や 発現 の上 昇 が示

され てい る2,8-10).以上 の こと よ り上 記癌 遺伝子

は細胞 の増 殖 に基本 的 に関与 してい る と考 え ら

れ,そ の発現 の 脱制御 が癌 化 に深 く関連 してい

る と予想 され てい る11).

ヒ ト由来 の アデ ノ ウイル スは,ラ ッ ト,ハ ム

ス ター,マ ウス な どげ っ歯類 の細 胞 をin vivo及

びin vitroで トラン スフ ォー ム させ る12),ト ラ

ンスフォーム細胞 ではアデ ノウイルスゲノムDNA

の左 端部11.5%内 のEIA及 びEIB領 域 が 細胞

染色体DNAに 組み 込 まれ,発 現 す る12). EIA遺

伝 子産物 は核 内に局 在 し12),またEIAタ ンパ ク

質 のア ミノ酸配 列 とv-myc, v-myb遺 伝子 の塩

基配 列か ら予 想 され るタンパ ク質 のア ミノ酸 配

列 とが相 同 な部分 をもつ13)ことよ り,これ ら遺伝

子 は全 て細胞増 殖に関 して類似 の機 能 を果た し

てい るこ とが予 想 されて い る13).本実 験 では,ヒ

トアデ ノウイル ス12型 に よ り誘発 され たマ ウス

腫瘍 及 び 陵然発癌 に よ って得 られ たマ ウス肝癌

に於 け る核内癌 遺伝 子の増幅 と発現 につ いて検

索 を行 な った.

材 料 と 方 法

1. RNA, DNAの 調 製

材 料 としてC3Hf/OKマ ウス14)新生 仔の皮 下

及び脳 内に ヒ トアデ ノウイル ス12型 を接種 して

得 られ た固形腫 瘍D株15, 16)(D), IC株15, 16)(IC)

及 び同系 マ ウスの 自然 発癌 に よ り得 られ た肝癌

P株(P)16)を 同系マ ウ スの皮 下に 継代移植 維持

してい る もの を用 いた.対 照 と しては 問系マ ウ

ス正 常肝(L)を 用 いた.マ ウ ス皮下 に継代移 植

してい るD(継 代416代), IC (143代), P (196

代)を マ ウス と殺 後摘 出 し,直ちにGuanidlnium

CsCl法 に よ り, total RNAを 抽 出,精 製 した17).

同 系マ ウ ス正常 肝か ら も同様 にRNAを 調 製 し

た. DNAも 同 じ材 料か ら,成 書の 方法 に従い抽

出,精 製 した17).

2. プ ローブ

プ ロー ブ は, Japanese Cancer Research

 Resources Bank (JCRB)よ り入 手 した癌遺伝

子 を含む組 み換 えプ ラ ス ミ ド, pLM1 (mouse N

-myc)4, 18)
, pSPT-myc cDNA (human c
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myc)19, 20), pSPT-L-myc (human L-myc)10),

 pc-fos-(human)-1 (human c-fos)21, 22),

 pCM1.3 (avianc-myb)23)を 用 い た,そ れ ぞ れ

の プ ラ ス ミ ドは,そ の 宿 主 大 腸 菌 を増 殖 さ せ た

後,ア ル カ リ溶 解 法, CsCI遠 心 分 離 に て 抽 出,

精 製 し た17).プ ロー ブ 断 片 は 各 プ ラ ス ミ ドを制 限

酵 素 で 消 化 後,分 離,精 製 し た. N-myc, c-myc,

 L-myc, c-fos, c-mybの プ ロ ー ブ と し て は そ れ

ぞ れ1.0kilo base pair (kb) Pstl断 片, 2.2kb

 EcoRI断 片, 2.8kb SmaI-EcoRI断 片, 1.0kb

 TthlllI-Ncol断 片, 1.3kb HindⅢ 断 片 を用 い

た.そ れ ぞ れ の 断 片 は[α-32P]dCTP (3,000Ci/

㎜ol, Amersham)を 用 い て ラ ン ダ ム プ ラ イ マ

ー 法(Random Primer DNA Labeling Kit
,

 TAKARA)に て 標 識 後,プ ロー ブ と して 使 用 し

た.放 射 活 性 は, 7.8×108～1.8×109cpm/μgの

範 囲 の もの を 用 い た.な お, N-myc, c-myc,

 L-mycの プ ロ-ブ は 以 下 の ハ イプ リダ イゼ ー シ

ョ ン の 条 件 で,互 い にcross-hybridizationを 示

さ な い こ と を確 認 した.

3. Northern法

D, IC, P及 びLよ り得 られ たtotal RNAそ

れ ぞ れ20μgを ホ ル ム ア ル デ ヒ ド法 にこて1%ア ガ

ロ ー ス ゲ ル で 泳 動 し,ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ンに ト

ラ ン ス フ ァー した24),ハ イブ リダ イゼ ー シ ョンは,

 50%ホ ル ム ア ミ ド, 10%デ キ ス トラ ン硫 酸, 6×

SSC, 5×Denhardt液, 0.5% SDS, 10mM

EDTA, 100μg/meサ ケ 糖 巣DNAの 存 在 下42℃

で行 っ た.ハ イ ブ リ ダ イゼ ー シ ョン 後,メ ン ブ

ラ ン を2×SSC及 び0.2×SSCに て 洗 浄 した.オ

-ト ラ ジ オ グ ラ ム は 増 感 板(Hi-Screen B-2 ,

 FUJI)を 使 用 し,-80℃ で3.5～8時 間X線 フ ィ

ル ム(RX, FUJI)に 感 光 させ て 作 成 し た.分 子

量 はtotal RNAに 含 ま れ る18S, 28Sリ ボ ゾー

ムRNAの 泳 動 距 離 と比 較 し決 定 し た.

4, Southern法

Northern法 に お い て 発 現 の上 昇 の 見 られ た癌

遺 伝 子 に つ い て は, Southern法 に よ りそ の 癌 遺

伝 子 の 増 幅 に つ い て も検 討 した.

D, IC, P及 びLよ り得 られ た 高 分 子DNAを

適 当 な 制 限 酵 素 で 消 化 後, 0.8%ア ガ ロー ス ゲ ル

で 泳 動 し,ナ イ ロ ン メ ンブ ラ ンに トラ ン ス フ ア

ー した25) .ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ ョ ン,オ ー トラ ジ

オ グラ ムはNorthernの 場 合 と同 様 に して行 な

っ た.分 子 量 は 試 料 と と もに λ フ ァー ジDNAを

HindⅢ で 消 化 した も の を泳 動 し,そ の 泳 動 距 離

よ り決 定 した.な お 遺 伝 子 の発 現,増 幅 の 程 度

は,オ ー トラ ジ オ グ ラム 上 に得 ら れ たバ ン ドの

無 化 度 を デ ン シ トメ ー タ ー(Dual-Wavelength

 TLC Scanner, CS-910, Shimazu)を 使 用 し数

値 化 し,比 較 し た.

結 果

1. Northern法

Northern法 に よ る解 析 で は, Dに お い て の み

N-mycの 発 現 の 上 昇 が 認 め られ た(Fig. 1A).

 N-mycのmRNAの サ イ ズは3.0kbで あ っ た,

 IC, P, Lに お い て はN-mycの 発 現 は 検 出 で き

な か っ た.

D, IG, Pに お い てc-mycの 発 現 の 上 昇 が 認

め られ た(Fig. 1B).発 現 量 はD, IC, Pの 順

に 大 き く,デ ン シ トメー タ-に よ る 計 測 で はD

はPの 約5倍, ICはPの 約2倍 で あ っ た.全 で

に お い てc-mycmRNAの サ イ ズ は2.5kbで あ

っ た.

L-myc, c-fos, c-mybの 発 現 は, D, IC, P

い ず れ に お い て も対 照Lと 同 程 度 か あ るい は 検

出 不 能 で あ っ た,結 果 の ま とめ をTable 1に 示

す.

2． Southern法

Nprthern法 で発 現 の上 昇 が 認 め られたDに 於

け るN-myc及 びD, IC, Pに 勢 け るc-mycに

つ い てSouthern法 にて 癌 遺 伝 子 の 増 幅 を検 索 し

た.

(1) N-mycに つ い て

Dに 於 い てN-myc遺 伝 子 は1.3kbのEcoRI

断 片 と し て検 出 さ れ た(Fig. 2).図 に 示 さ れ て

い る よ う に対 照LのL-ン1(15μg泳 動)の バ

ン ドの 強 度 はDの レー ン3 (5μg), 4 (10μg)

の バ ン ドの 強 度 の 間 に あ っ た .デ ン シ トメー タ

ー を 用 い た オ-ト ラ ジ オ グ ラ ム 上 の バ ン ドの 黒

化 度 の 計 測 よ りDに 於 け るN-mycの 欝 ピー 数

は 対 照 の2.9倍 に 増 加 し て い る と考 え ら れ た

(Table 2).

(2) C-mycに つ い て

c-myc遺 伝 子 の 増 編 はICに 勢 いて の み認 め ら
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Fig. 1•@ Northern analysis of expressions of N-myc (A) and c-myc (B) in the D, IC and P tumors. Total 

RNAs (20 ƒÊg in each) from liver tissue, and the P, IC and D tumors were loaded in lane I and 

5, 2 and 6, 3 and 7, and 4 and 8, respectively, and hybridized with the N-myc (A) and c-myc (B) 

probes. The band at 3.0 kb position in lane 4 represents N-myc mRNA and the bands at 2.5 kb 

position in lane 6, 7 and 8 represent c-myc mRNA.

Table 1•@Oncogene expressions in the D, IC and 

P tumors.

a: D and IC are adenovirus-induced tumors, and P is 

a spontaneous hepatoma of C3Hf/OK mice. L is liver 

tissue.

b: The intensity of the gene expression is shown by 

numbers of +.

れ た. c-mycは オー トラ ジオ グラム上 で, 1.4kb

 SacI断 片(Fig. 3A)及 び6.0kb Pstl断 片(Fig.

 3B)と して検 出され た.レ-ン1及 び5の 対照

Lの バ ン ドの黒化度 は, 5分 の1量 のICのDNA

を泳動 したレー ン2及 び6よ りもそれ ぞれ低 く,

 ICに 於け るc-mycの コピー数はLの5倍 以上 で

あ るこ とが示 され た.デ ン シ トメー ター に よる

計測 か らは, ICに 於 け るc-mycは 対 照 の8.9倍

Fig. 2•@ Southern analysis of N-myc in the D 

tumor. Serial dilutions of EcoRI

 digested high molecular genomic DNAs 

from D (1pg in lane 2 ,5ƒÊg in lane 3, 10 ƒÊ

g in lane 4, and 15 ƒÊg in lane 5) and 

liver tissue (15 ƒÊg in lane 1) were loaded 

and hybridized with the N-myc probe. 

The EcoRI fragments of genomic N-myc 

appear at 1.3 kb position.
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に増幅 してい る と考 え られ た(Table 2).

Table 2•@ Copy numbers of N-myc and c-myc 

in the D, IC and P tumors.

a: D and IC are adenovirus-induced tumors, and 
P is a spontaneous hepatoma of C3Hf/OK 
mice. L is liver tissue.
b: Copy numbers of genes were determined by 
using liver tissue as a standard.

Fig. 3•@ Southern analysis of c-myc in the IC tumor. Serial dilutions of DNAs digested with SacI (A) and 

Pstl (B) from the IC tumor (3ƒÊg in lane 2 and 6, 7.5ƒÊg in lane 3 and 7, and 15,ƒÊg in lane 4 and 

8) and liver tissue (15ƒÊg in lane 1 and 5) were loaded and hybridized with the c-myc probe. The 

1.4 kb position in (A) and 6.0 kb position in (B) represent Sacl and Pstl-digested c-myc fragments, 

respectively.

考 察

c-mycは 大腸癌,肺 癌,乳 癌 な ど多種 類の ヒ

ト癌 細胞 で遺 伝子 の増幅 や発 現の 異常 な上昇 を

示す こ とが知 られている2, 8).非癌組織 で もc-myc

の発現 は ヒ ト胎 盤組 織11)やラッ トの切除後 再生 肝

組織26)などの増 殖の盛んな細 胞 で上昇 しているこ

とが示 され てい る.今 回検 索 した腫 瘍D, IC,

 Pい ずれに於 いて もc-mycの 発現 は対 照に比べ

高度 に上 昇 して いた.本 実験 で検 出 したc-myc

mRNAの サ イズは2.5kbで あっ た.サ イズにつ

い て ヒ ト悪 性 内 分 泌 腫 瘍 細 胞 株COLO320細

胞27),ラ ッ ト切 除後再 生肝26)を用 いたNothern

法 に よ る解析 か らそれ ぞれ2.7kb, 2.5kbと 報告

され てお り,今 回の結果 は それ らの報告 とほぼ

一 致 し, D, IC株 で発現 して い るc-myc mRNA

のサ イズ に異常 はない と考 え られ た.

ICに 於 いて はc-myc遺 伝 子は1.4kb SacI断

片及 び6.Okb Pstl断 片 と して認め られた. Taya

らze)はヒ ト肺大 細胞癌 で2.7kb Sacl及 び8.0kb

 PstI断 片 を検 出 してお り,本 実 験結 果 と異 なる

もの であ ったが,こ れ は種 の違 い に よる もの と

考 え られ る.ま た ヒ トバ ー キ ッ トリンパ腫20)や

COLO320細 胞27)ではSacl断 片 の制 限 酵素 断片

多型性(RFLP)が 示 されてい るが, ICで はRFLP

は認 め られなか った. c-mycは 多種 類の癌 細胞

で遺伝 子 の増 幅 が示 され て い る2, 8)が,ヒ トの肺
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小 細胞癌 ではc-mycの 増 幅は そのサ ブ タイプにご

関連 して い る とい う報告 が ある29).それに よると

肺小 細胞癌 では,化 学療 法や 放射 線療 法 に抵抗

性の 中間型 細胞 でc-mycの 増 幅が よ り強 い とし

て い る. ICで もc-mycは コピ-数 が8.9倍 に増

加 して い たが,腫 瘍 の移植 継代 中にc-mycの 増

幅 され た細 胞が現 わ れ,こ の よ うな細胞 が選択

され てい った もの と推 測 され る.

N-mycの 発 現 はDに 於 いてのみ認め られ,検

出 され たmRNAの サ イ ズは3.Okbで あ った.

 DePinhoら4)は マ ウ スB細 胞の解 析か らそのN

-myclnRNAの サ イズについ て3
.0kbと 報 告 し

てお り,本 実験 の結 果 と一致 す る もの で あった.

またSouthernに よる解析 でN-mycは1.3kb

 EcoRI断 片 と して認め られた. Tayaら18)は ヌー

ドマ ウス では7.7kb EcoRI断 片 として検 出 して

お り本実 験 の結 果 と異 なって い た.こ れ は,マ

ウス系統 間の差 異に よる もの と考 え られ るが,

系統差 が,癌 遺伝 子のRFLPと して現れ るの は

画 白い点2あ る, Dに 於 いてN-mycは1.9倍 の

コ ピー数 の増加 を示 してい た.ア デ ノウ イルス

誘発腫 瘍 でN-myc遺 伝子の増幅 あるいは発 現の

上昇 を報 告 した例 は無 いが, Jessbergerら30)は

アデ ノウ イル スを感染 させ て トラ ンスフ ォー ム

したハ ムス ターのHA12-7.細 胞 でc-myc遺 伝 子

の増幅 がみ られ た と報 告 して い る.こ の こ とか

らアデ ノウイル ス癌 遺伝子 がc-myc, N-myc遺

伝 子の増 幅や 発現 の上 昇 に関与 して い る可 能 性

が示唆 され る.

Dにこ於 いてはc-myc, N-mycの 発 現が ともに

上 昇 して いたが,分 化 した細 胞 ではmycフ ァ ミ

リ-の うち1種 だけ 発現 して い るのが一般 的 で

あ る2, 31)。前 述 したよ うにc-mycが 多種 類の癌細

胞や ヒ ト胎 盤組織11),ラ ッ ト再 生 肝26)で発現が上

昇 してい る こ と, N-mycが ヒ ト神 経芽細 胞腫9),

網 膜芽 細 胞腫32),ウ ィルム ス腫 瘍や胎 児脳 などの

発 生初 期の未分化 細 胞33)で発 現が上昇 しているこ

とを考 える と, mycフ ァ ミリー癌遺 伝子 は それ

ぞれが 本 来定 め られ た組 織や 細胞 の分化 時期 に

従 って発 現す るが, N-myc及 びL-mycはc-myc

に比べ よ り限 られ た条件 の もとで発 現す る と考

え られ る4). Clevelandら34)はN-myc及 びmyc

フ ァ ミ リー遺伝 子 と類似 の機 能,構 造 を もつ と

考 え られ る13)アデ ノウ イルスE1A発 現 ベ クター

を導 入す るこ とに よ り,NIH3T3マ ウス線維 芽

細胞 で, c-mycの 発 現が抑 制 され るこ とを示 し,

これ はc-myc, N-myc, EIAそ れ ぞれ の遺伝 子

産物 が共通 の標 的遺伝 子 に競 合的 に作 用す る た

めでは ないか と予想 した. Kubotaら36)はN-myc

を多量 に発 現 して いるがc-mycを 発現 してい な

い ヒ ト神 経芽 細 胞種IMR32細 胞 にc-myc発 現

ベ クター を導 入 し, c-mycの 発 現 に伴 な いN-

mycの 発現 が抑制 され る こ とを示 し,通 常時 で

はN-mycはc-myc遺 伝 子産 物に よ り抑制 され

た状 態 に ある と考 えた. EIAが 強 く発 現 されて

い るD, IC36)に於 いて前者 で はN-myc, c-myc

の,後 者 ではc-mycの 発現 の上昇 が認 め られ た

が,上 述 のEIAとmycフ ァ ミリー遺伝 子 との細

胞増殖 に関 与す る調節機 能 に何 らか の破綻 が生

じて い る為 と者 え られ る.

結 論

1. アデ ノウイル ス誘 発腫 瘍IC株 はc-mycの

発 現の 上昇 を示 し, c-myc遺 伝 子 は8.9情 に コ

ピ-数 が増加 していた.長 期 の継代 中にc-myc

の増幅 が起 こ り,そ の細 胞が選択 された可能

性 が推 測 された.

2, ア デ ノウイル ス誘発腫 瘍D株 に おいて は,

N-myc, Vc-mycの 発 現 が上昇 してい た. N-

myc遺 伝 子は1.9倍 に コピ-数 か増 加 していた.

3. D, IC株 に於 いて は,細 胞増 殖に 関与す る

myc遺 伝 子が その調 節機構 か ら逸脱 してい る

こ とが示唆 され た.

稿 を終 えるにあた り,本 実験の郷指導 を賜 りまし

た大森正樹教授に深遠なる感謝の意を表 します.ま

た実験及び論文執筆に際 し御助言 を頂いた第一病理

学教室の諸先生,さ らに技術的御指導を頂いた本学

微生物学講座の松下治,片 山誠一両先生 に心か ら感

謝の意 を表 します.
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Amplification and expression of myc-related oncogenes were studied on adenovirus-induced 

tumors (D and IC) and spontaneous hepatoma (P), all of which had been successively trans

planted in C3Hf/OK mice. c-myc expression was elevated in the D, IC and P tumors, and a 8. 
9-fold amplification of c-myc was observed in the IC tumor. In the D tumor N-myc expression 

was elevated and a 1.9-fold amplification of N-myc was also observed. Amplification of c-myc 

in the IC tumor was suspected to be a result of selection for c-myc amplified cells during 

successive transplantation. Although expression of genes, c-myc, N-myc and ElA of adenovir

us, suppress each other, the results of this experiment, especially elevated expression of N-myc 

and c-myc in the D tumor, implicated deregulation of myc family genes in malignancies 

induced by adenovirus.


