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菫文要 巨且
(1) 

私 1達 11ま Ii I n I V I j I V I。Iで骨 1肉 1腫 1細 1胞 1同 1士 1の

遺伝 1子伝達が 1肺転 1移 1の 1獲 1得 1に 1関 1与す 1る 1こ Iと 1を

報 1告 1し 1た 1。 1 I I I I I | I | I 

T IE 18 15 Iヒト 1骨 1肉 1腫 1細 1胞株か 1ら 1分 1離 1し 1ftこ 1高

転 I移藝株 1 I 4 I 3 I B と 1低 1転 1移 1株 IMININIGI/IHIOIS 

へ Iそ れ 1ぞ 1れ 1緑 1色 1蛍 光 Iタン 1パ Iク 1質 (IG IF Ip I) 

赤 1色 1タン 1パ Iク質 I(IR IF Ip I) を形 1質 1導 I入 lし lた Io

異 1な 1る 1色の 1蛍 1光夕 Iン 1パ Iク 1質 1を 1導 I入 1す 1る 1こ Iと 1に

よ っ Iて［ヽ 1緑［色［ま［た ［ は ［ 赤 色 ［ の ［ 発 ［ 光 ［ す る ［ 転 ［ 移 ［巣が

、"‘I成さ 1れ 1、 Iど 1の 1株の 1コ 1口 1二 1-1カ!I判 1別 1で 1き 1る Iょ

う 11こ Iなる 1。 1こ 1れ 1ら 1の 1蛍 1光夕 Iン 1パク 1質 1を 1導 1入 Iし

tこ 1細 1胞株 1を 1単 1独 1も 1し I< Iは混 1合 1して 1ヌ 1-1卜 1マ Iウ

ス 1の In塁骨ド[|植 1し 1て 1自 1然 1肺 1転 1移 1モ 1デル 1を 1作 1成

し Iた 1。

114131BI-JGIFIPI (I高転 1移 1株 I) Iと IMININIG

1 IHlolsl-lRIFIPI (I｛氏 I転 1移 1株 I) Iを 1混 1合 1し 1て腔

骨 Iへ 1移 1植 1し 1た 1モデ I]レ Iで 1は 1、 IMININIGI/IHIOIS 

R IF Ip Iを単 1独 1移 1植 1し 1た iモ 1デル 1と 1比 1較 1し 1て 1約 18

｛音［の [M[N[N[a[t[H[o[s[一［ RIF Ip Iの［転［移［巣 1を 1形

成し 1た 1。 1-I方 1、 l1l4131B1-1a1F1P1と IMININIG
＊要旨は3枚 (1200字以内）にまとめること。



論 文要旨 (2) 

/ 1H1o1s1-1R1F1P を左 1右 1別々の鹿骨 Iへ 1移 1植 Iし

た［モ［ デ ル で ［ は M[N[N[a[i[H[o[s[一［ RIF Ip Iの転

移 1能は 1上疇昇し 1な Iヵ、 1つ Iた 1。 1このこ Iとは 1、 12 種 1類

の細 1胞 1株が 1混合 1した 1腫瘍内 1部 1で 1114131BI-IG

F Ip Iの存 1在下 1で IMININIGI/IHlolsl-lRIFIPIの

転 1移能 I力II上 1昇し 1たと考えら 1れ 1た 1。 1 I l I 
私 1達 1はまた 1、 2I種 1類 1の 1細胞株 1を混 1合 1移 1植 Iし

た 1モデル 1に 1お 1い 1て 114131BI-IGIFIPIから IMIN

NIGi/ lHl01s1-1R1F1P1へ IKli1-1r1a1s1遣 1伝 I子

が 1伝達 1さ 1れ 1て 1い 1ること 1を見 1出 1し 1た 1。 I1 I 4 I 3 I B 

G I F I p 存 1在 1下 Iで IKli1-1r1a1s1遺 1伝子 Iの IMIN 

NIGi'IHlolsJ-JRIFIPIへ 1の 1導入 1が肺 1転 1移 1能 lを

上 1昇 1さ 1せ 1る 1可 1能 1性が 1考えら 1れ 1た rl

今回の 1研究 1で 1骨 1肉 1腫いIllI胞 1株 1の 1肺 1転 1移 1能 1上 1昇

に 1お 1い 1て j I n I I V I j I V I O Iに 1お 1ける 1遺伝 1子 1伝 1達

が 一つの可能性として示唆された。今回の 結

果 1から、 1蛍光疇夕 Iン 1パク質 1を 1用 Iい Iftこ Iイ 1メ I-I ／ン

グ 1は Ii I n I V I j I V I。Iで 1の 1癌細 1胞同士の 1相 1互 1作

用 Iを I視 l覚 l化 lで lき lる l可 l能 l性 lを I示 I唆 Iし Iた，。

＊要旨は 3枚 (1200字以内）にまとめること。
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論文題目）

In vivo gene transfer between interacting human osteosarcoma cell lines is associated 

with acquisition of enhanced metastatic potential 

(in vivo解析による骨肉腫細胞間遺伝子伝達の肺転移能獲得の検討）

（論文審査結果の要旨）

上記論文に関して、研究に至る背景と目的、研究内容、研究成果の意義、学術的水準等

につき慎重かつ公正に検討し、以下のような審査結果を得た。

1. 研究に至る背景と目的

骨肉腫は 10代の小児に多く発生し、現在、化学療法と手術療法の組み合わせで 5年生

存率は 60~80％と生命予後は改善してきている。しかし、初診時もしくは治療後に肺転移

を生じる例では 5年生存率は 10~30％と低く、骨肉腫肺転移の克服に向けた研究が必要で

ある。

腫瘍細胞間の遺伝子伝達による多様性の報告はこれまでいくつかの報告がある。しか

し、遺伝子伝達による肺転移能の獲得に関する報告は少ない。

本研究の目的はマウス腟骨移植モデルを用いて、骨肉腫細胞間の遺伝子伝達による低肺

転移骨肉腫細胞株の新たな肺転移能獲得の可能性を検討することである。

備 考 1 用紙の規格は、 A4とし縦にして左横書きとすること。

2 要旨は800字～1200字以内にまとめること。

3 ＊印は記入しないこと。
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2. 研究内容

実験 l

平成パ年 12月メ午日

論文審査，結果の要旨

骨肉腫細胞株として高肺転移ヒト骨肉腫細胞株 143B と低肺転移ヒト骨肉腫細胞株

MNNG/HOSを用いた。実験動物にはヌードマウス 4~6週齢雌を用いた。 Invivoで両細胞

株を識別するために、異なる色の蛍光タンパク質 GFP と RFPをそれぞれ 143B と

MNNG/HOSへ形質導入し、 143B-GFP細胞と MNNG/HOS-RFP細胞を作製した。実験系は

腔骨移植モデルとして L 単独移植（両細胞株をそれぞれ単独移植）、 2, 混合移植（両細

胞株の混合移植とコントロール： MNNG/HOS-RFPの単独移植）、 3. 左右別移植（両細胞

株を同一マウスの左右別に移植）の 3群をデザインした。移植後 6週でマウスを屠殺し肺

を採取後、蛍光顕微鏡を用いて肺転移を評価した。

その結果、単独移植では 143B-GFP移植マウスでは多数の緑色発光肺転移巣を認めたが、

MNNG/HOS-RFP移植マウスでは赤色発光肺転移数はわずかで蛍光タンパク質導入による

肺転移能の影響はないと確認できた。混合移植では低肺転移株 M団s!G/HOS-RFPの赤色発

光肺転移巣を多数認め、 M団⑮／HOS-RFP単独移植したものと比べ、有意に赤色発光肺転

移巣が増加していた(p<0.01)。左右別移植では M団s!G/HOS-RFPの赤色発光肺転移巣はわ

ずかであった。

実験 2

混合移植で高肺転移株 143B-GFPのKi-rasが低肺転移株MNNG/HOS-RFP赤色発光肺転

移株へ遺伝子伝達しているかを解析するため、 RT-PCR解析を行った。解析試料は混合移

植での赤色発光肺転移巣とコントロールとしてマウス肺、 M団⑮／HOS-RFP培養細胞、

143B-GFP培養細胞から RNAを抽出した。分析遺伝子は Ki-ras、positiveコントロールと

して human仕actin、コンタミネーションの確認として GFPを解析した。

その結果、混合移植での赤色発光肺転移巣では GFPの発現は認められず、 Ki-rasの発

現を認めた。一方 MNl叩／HOS-RFP培養細胞では Ki-rasの発現は認めなかった。

以上より高肺転移株 143B-GFPと低肺転移株 M団` G/HOS-RFPを混合移植することで

MNNG/HOS-RFPの肺転移能が上昇し、 Ki-rasの遺伝子伝達によって MNNG/HOS-RFPが

より高い肺転移能を獲得した可能性が示唆された。

3．研究成果の意義と学術的水準

マウス腔骨移植モデルを用い、異なる肺転移能をもつ細胞を混合移植することで、

Ki-rasの遺伝子伝達により新たな肺転移能を獲得する可能性を明らかにした。今後、レト

ロウィルスによる感染の可能性を含めた Ki-rasの遺伝子伝達の様式、頻度、機能的発現

の有無や遣伝子伝達阻害による肺転移の抑制の可能性を検討することによりいまだ明ら

かにされていない骨肉腫肺転移の病態解明につながると思われる。本研究は整形外科領域

において重要な基礎研究であり、国際的にも高く評価されるものであると判断される。

以上より、本論文は学位授与に十分値するものであると判断した。

備 考 1 用紙の規格は、 A4とし縦にして左横書きとすること。

2 要旨は800字～1200字以内にまとめること。

3 ＊印は記入しないこと。


