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論文要旨

【目的】ヒト 1番染色体では乳癌において高

頻度に 染色体欠失や増幅が認められている。

我々はすでに Differential display 法で単離

した染色体 lp13.3-21 領域に存在する追伝子

DNA  amplified in mammary carcinoma 1 

(DAM  1) が、乳癌由来の樹立培養細胞株

MC  F-7 および BT-2 0 でそれぞれ基準値の 10 

倍、 5 倍に増幅され て い る こ と を 明 ら か に し

た。またこの遺伝子 に コ ー ド さ れ た 蛋 白 は 26

kDa の大きさで 25 5 個のアミノ酸からなり、

スプライソゾ ム関連タンパクの 1 つと同

である ことを報告 した
、ア

。し の DAM1 蛋白の作

用をより明確にすることを目的として Green

Fluorecent Protein (GFP) を用いてその細胞

内 局在を検討した。

【材料および方法】 DAMI cDNA の 蛋 白 質 を

コードしている領域の両端に Nhe I の制限酵

素 認識配列を付加し polymerase chain 

reaction(PCR)法を用いて増幅した。この PCR



生成物を TA クロー ニング法を用いてクロー

ー ングし、シークエンスを確認した。さらに

サ プクローニングした PCR 生成物を GFP ベ

クターの Multiple Cloning Site (MCS)内の

N he I サ イト に組 み込み、適切なコンストラ

クトを選択し増幅させ、 Midi prepRを用いて

精製した。 方、 MCF-7 をチャンバースライ

ド内で 6 0 %コンフルエントになるまで培養

し、こ の細 胞内 に精製したプラスミドベクタ

と陽性荷電脂質 か ら な る 脂 質 二 重 膜 小 胞

（カチオニックリポソーム）を緩やかに混合

し、電気的な相互関係により複合体を形成さ

せ、貪食 や 一 膜 融 合により細胞内に取り込ませ

る方法い わ ゆ る リポフェクション法を用いて

導入した。さらに培養を続け、 6 時間後に培

養液を無血清とし 48 時 間 後 に 4％パラホル

ムアルデヒドで固定した。蛍光顕微鏡を用い

て DAMl-GFP 融 合蛋白質の細胞内局在を解

析した。コントロールとして GFP ベ ク タ ー

単独の尊入を同様に行なった。



【結果と結論】 DAM  1- GFP 融合タンバク質

は核内で優位に発現していることが確かめら

れ た 。 また GFP ベクター単独の導入では核

内 の発現はほとんど無く細胞質内にび漫性に

発現していた。 DAMl 蛋白の機能については

い まだ不明な点が多 い が 、 MCF-7,BT-20 など

の乳癌細胞においてスプライソゾーム関連蛋

白質 の 1つとして核内で重要な働きをしてい

る可能性が示唆された。 また DA  Ml 逍 伝 子 は

核移行シグナルを持っ て い な い こ と か ら 、 他

の蛋白質とのイ ンタ ラクションが考えられ

る。 その蛋白質を見 い だ す こ と も 今 後 の 課 題

である。
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（ 論文題目）

Subcellular Localization of DNA amplified in mammary carcinoma 1 (DAM1) 

Expressed as a Fusion protein with Green Fluorescent Protein 

: A Green Fluorescent Protein Study 

（論文審査結果の要旨）

(1) 

上記論文に関して、研究に至る背景と目的、研究内容、研究成果の意義と学

術的水準について慎重に検討し、以下のような審査結果を得た。

1.研究の背景と目的

ヒト1番染色体では乳癌において高頻度に染色体欠失や増幅が認められている。著

者等ははすでにDifferentialdisplay法で単離した染色体lp13.3-21領域に存在する遺伝

子DNAamplified in mammary carcinoma 1 (DAMl)が、乳癌由来の樹立培養細胞株

MCF-7およびBT-20でそれぞれ正常細胞の10倍、 5倍に増幅されていることを報告し

た。またこの造伝子にコードされた蛋白は26kDaの大きさで255個のアミノ酸から

なり、スプライソゾーム関連タンパクの1つと同一であることを報告している。こ

のDAMl蛋白の作用をより明確にすることを目的としてGreenFluorecent Protein 

(GFP)を用いてその細胞内局在を検討した。

2.研究内容

DAMlcDNAの蛋白質をコードしている領域をGFPベクターのMultipleCloning Site 

(MCS)内のNhelサイトに組み込み、 DAMl-GFP融合蛋白質発現コンストラクトを

作成した。次に適切なコンストラクトを選択し増幅させ、 MidiprepRを用いて精

製した。
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一方、 MCF-7をチャンバースライド内で60％コンフルエントになるまで培養し、こ

の細胞内に精製したプラスミドをリポフェクション法を用いて導入した。さらに培

養を続け、 6時間後に培養液を無血清とし48時間後に4％パラホルムアルデヒドで固

定した。蛍光顕微鏡を用いてDAMl-GFP融合蛋白質の細胞内局在を解析した。

コントロールとしたGFPは細胞質にのみに存在するのに対し融合蛋白質は核内に

局在していた。

3.研究成果の意義と学術的水準

この研究はDAMlが核内で働く蛋白質であることを明らかにしたものである。

DAMl蛋白の機能についてはいまだ不明な点が多いが，著者等は相同性検索の結

果からスプライソゾーム関連蛋白質の1つとして核内で重要な働きをしている可

能性を示唆している。しかしDAMl遺伝子は核移行シグナルを持っていないこと

から、他の蛋白質とのインターラクションによって核内に運ばれると考えてい

る。新しい方法を駆使して行った研究のレベルは高くなお発展が期待される。

以上の結果から本論文は学位授与に十分値するものと判断した。
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