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審査 の 結果 の 要 旨

氏名 ジ ャ ザグ ア マ ラサナ -

本研究は ､ 恒常的 R N A i の 手法 を用い た S m a d 4 ノ ッ クダウン揮癌細胞株 で の T G F - βの 刺激

に よ る遺伝子 発現 プ ロ フ ァ イ ル につ い て 検討 を試み た もの で あり ､ 下記 の結果を得て い る｡

1 . ノ ッ ク ダウン細胞株 の 樹立 ｡ こ の ように して ､
ヒ ト揮癌細胞株 p A N C - 1 の S m a d 4 恒常

的 ノ ッ ク ダウン 細胞株 (P A N C- 1 - S 4 K D) と コ ン ト ロ ー ル 細胞株 (P A N C - 1 - p u r o) を樹立 し

た . ビ ュ
ー ロ マ イ シ ン で選択 した細胞集団で ある p o o l (S 4 K D p o o l , p u r o p o o l) お よび モ

ノ ク t]
-

ナ ル細胞に つ い て まずウ エ ス タ ンプ ロ ッ トで S m a d 4 タ ン パ ク質の 発現を調 べ ると ,

s 4 K D で は S m a d 4 タ ン パ ク 質の バ ン ドが ほぼ完全 に消失 して い た . 次に T G F - β - S m a d シ グ

ナ ル を レ ポ
ー

タ
ー

ア ッ セ イ で 検討 した と こ ろ ,
S 4 K D 細胞 で は著明に シ グナ ル伝達が抑制さ

れて い る こ とが分 かり ,

一

方 コ ン ト ロ
ー

ル 細胞 では シ グナ ル が保たれ て い る こ とが分か っ

た . ま た
,
こ の S m a d 4 の ノ ッ ク ダウ ン効果は継代 を重ねて も保たれ て い た .

2 . S m a d 4 の 恒常的ノ ッ ク ダウ ン細胞 (p A N C l l - S 4 K D p o o l) と S m a d 4 の 正 常な コ ン ト ロ

ー

ル の 陣痛細胞 (P A N C - 1 - p u r o p o o l) を T G 卜 β1 (l o n g/ m l) で刺激 し, 比 較的早期 (刺

激 2 時間後) に発現が 上昇も しく は低下す る標的遺伝 子 を マ イク ロ ア レ イ で ス ク リ
ー

ニ ン

グ した . そ の 結果
,
S m a d 4 ノ ッ ク ダウ ン細胞にお い て も コ ン ト ロ ー ル と同等 の 数の 遺伝子

が T G F - β刺激 で動 い て お り ,
そ の うち共通 して動く遺伝子は非常に少なか っ た . こ の こ と

か ら
,
s m a d 4 の 機能 しない細胞でも T G F - β シ グナ ル は遮断されて い るの み で はなく ,

S m a d 4

正 常細胞 と異な るメ カ ニ ズ ム で シ グナ ル が伝達されて い る こ とが示 唆された . こ れら標的

遺伝子 を機能別に分類 して み ると S m a d 4 ノ ッ ク ダウン細胞と コ ン ト ロ ー ル細胞 と では細胞

の 接着
,
運動 , 増殖 にか か わ る遺伝子の 発現 パ タ ー ン に差が 見られ た . また

,
こ れらの 遺

伝子 と T G F - βとの 関係 を過去 の文献で調 べ た結果 , 今回得 られ たもの の うち 2 4 6 遺伝子 が

過去 に報告の ない新規標 的遺伝 子 と考え られ た .

3 . S m a d 4 恒常的 ノ ッ ク ダウン細胞が ,
コ ン ト ロ

ー ル 細胞 と比 べ て どの ような表現型 の 変

化 を来す かと い う こ とに つ い て も検討を加えた . 1 D V l
'

t r o で の 細胞増殖お よび細胞周期 の

G l 期停止 に つ い て は , 明らか な変化 が認め られず, ともに増殖が抑制され G l 期停止 を来

した . 今回 の 結果か ら s m a d 4 の 機能は細胞周期停止 の 必要条件で は ない とい うこ とが示唆
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され た. 1
'

n vl
'

t r o で の 浸潤能 につ い て マ トリ ゲル で コ
ー

ト した フ ィ ル タ
ー で の ア ッ セ イ を

施行 した が ,
こ れも有意差 は認 め なか っ た . ま た 1

'

n v 1

'

v o で の 造腫癌性に つ い て ,
ヌ ー ド

マ ウ ス お よび S C I D マ ウ ス に これ らの細胞 を皮下注射お よび牌臓 内注射 した が ,
いずれも腫

疲を形成 しなか っ た . さらに 1
'

n vl
'

t r o で の 運動能ア ッ セ イ ( w o u n d c l o s u r e a s s a y) を施

行 した と こ ろ ,

コ ン ト ロ
ー ル 細胞に比 べ ,

S m a d 4 ノ ッ ク ダウ ン細胞 で は運動能が 低下す る

こ とが分 か っ た . T G F - β刺激下 で はそ の 差が より明瞭化 した .

新生 に 関与す る こ とを示 して い る｡

以上 ､ 本論文 で は S m a d 4 ノ ッ ク ダウン 細胞株を樹立 し ､
T G ト β の 刺激 による遺伝子

発現プ ロ フ ァ イ ル 解析 した結果 ､
2 46 の新規標的遺伝子 が同定され ､ さらに S m a d 4 ノ

ッ ク ダ ウ ン に よ る表 現型 の 変化 ( 運動能が 低下) が認 められた ｡

陣痛の治療 に有用な新た な分子標的の発見 につ ながる こ とが期待され ､ 学位の 授与に

値する もの と考えられ る ｡

尚､ 審査会時点 か ら､
論文 の 内容 に つ い て 以下 の 点が 改訂された ｡

1 . 全体の 文章構成に つ い て は ､
C o n c l u s l o n を追加 した｡

2 . I n t r ｡ d u c t i o n に ､ なぜ p A N C - 1 細胞 を選んセ実験 を行 っ た か に つ い て 説 明を加 えた.

Ij i c h i e t a l . , の 論文 を引用 した｡

3
.
M a t e r i a l s a n d M e t h o d s に

､
s i R N A の タ ー ゲ ッ トに な っ た S m a d 4 の 遺伝子配 列 ､

B r d U

i n c o r p o r a t i o n a s s a y 方法 ､ 及 び P C R の p r i m e r の 記載を追加 した｡

4 . F l g u r e 4 , F i g u r e 5 を修正 した ｡ 全て の F i g u r e と F i g u r e L e g e n d の 間 に ス ペ
ー ス

を空 けた ｡

5 . B r d U i n c o r p o r a t i o n a s s a y の 結果を加 えた (F i g u r e 7) ｡

6 . 全 て の S u p p l e Ⅲ e n t a r y T a b l e を全体に挿入 した｡

7 . R e s u l t s a n d D i s c u s s i o n に S m a d 4 ノ ッ ク ア ウ トにつ い て文献的な コ メ ン トを記載

した ｡

8 . R e s u l t
■
s a n d D i s c u s s i o n に

､ なぜ s i n g l e c l o n e で はなく c e ll p o o l を用 い たか に

つ い て 説 明を加 えた
｡

9 . R e s u l t s a n d D i s c u s s i o n に
､ 審査 の 際に指摘 された 2 0 0 5 年 9 月発 表 の 論文(L e v y e t

a l .
,
) に つ い て D i s c u s s i o n を追加 した｡

2 -2



1 0 . A c k n o w l e d g e m e n t s に ､
共 同研 究者や指導教官 ､ 妻と子供 に対 して 感謝 の 言葉を加

えた｡
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