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1nconclusion,KY821isa veryuniqueand valuablehumanleukemiccelllinefor

studiesofdrugresistanceandgeneamplification.
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緒 言

鷹揚細胞では種々の染色休異常が観察される.このう

ち遺伝子増幅に開通する異常に,狗-･染色体領域 hom(チ

gcnouslystainingregion(l･･･寸SR)と倣小染色体double

minutechromosomcs(r)Ms)とがある.腫壕細胞に

おける遺伝子増幅を考える時.抗腫壕剤 Mcthothrexate

(MTX)耐性細胞に関する---一連の研究成果は掻めて重要

dihydrofolatereduetase (l二)HFIモ)の et)NA が分離さ

された1㌧ さr-)に t■T=tLltLhybI･idiz,ationによL).増幅

した DI-fFR遺伝子が HSR や r)Ms...上二に存在するこ

とも確認された2131.その後各種の細胞系において,あ

るひとつの遺伝1-(T)増幅によって特定の薬剤に対 して耐

性を獲得 しF)ること.そのような細胞にはしば しば HSR

や DMsなど,特異的な輿常染色体が出現することも

明らかにされた･い.

しかし, ヒト由来の細胞株,特に仁Hfu病細胞株におい

て,このような薬剤耐性化に関する細胞遺伝学的な検討

は充分なされているとはいいがたい.また.他の細胞系

におけるこれまでの研究成果をそのまま,ヒトの白血病

細胞において適応できるかに関 しても不明で9)71う.

筆書LT)は,DMsを有するヒト骨髄性白血病細胞株 KY

821と,クローー-二ンノブを繰り返L行うことにより得た DMs

をもたないサブクローーーンⅠくY821A3とを樹立 し,両 ク

ローーンから MTX耐性株の作成を試みた.すなわち,

培糞液中の MTX濃度を徐々に増加させていくことに

より,耐性株 KY82r,/MTX と KY821A3｣了MTX とを

樹立 したが,前者では DMsの増加を,後者では DMs

の出現をふた.

本稿では,両耐性細胞株における DMs上における

遺伝子増幅と MTX耐性との相関関係,および樹立さ

れた MTX耐性株での,MTX を除去 した培養液中で

の細胞遺伝学的な経時的変化について検討 し,その耐性

糠構につt-､て考察する.

材料お よび方法

ヒト仁Hh病由来細胞株 KY821および KY821A3は10

% fetalbovineserurn 添加の PRM1164Omedium に

て継代 した.KY821は急性骨髄性自Im病症例の髄液中

の白血病細胞かl､二)樹立した細胞株であり,細胞倍加速度

は20-28時間.軟寒天培養法による platingefficiency

は約50,9･｡~であ-,た,熊色体分析J)結果,多くの細胞は種々

中での ウロ-.1ニンプを3回繰 E)返すことiこより KY821

より得iT)わたサ-:7")ローーン KY821A3は Ⅰ)Msを持た

ず,細胞倍加速度は or･iginaleloneでかf)KY821よ

MTXIO~8M を添加 Lた培養液かE:)培養を開始 し,1･･--

2週間ごとに徐々に MTX の濃度を上昇させ,約 7カ

月間の 九m'Ⅹ 添加培餐Cこより,KY821では 2×1()-･JM,

KY821A3では 2×10~5M まで耐性の2つの MTX耐

性株 (KY821/ノ'MTX,KY821A3/:MTX)を樹立 した.

2) ブロー一一ブDNA

ブロー--7'r)NA として用いた DHFR 遺伝7･および

多剤耐性遺伝子 (MDRl)はいずIlも fulllenghthの

Attardi,力/L7十ルニア_:1:.科大学よI.)供与)6)81.およ

び pCA121)(Ⅰ)r.T.Turuo,癌研究会化学療法セン

タ一･一より供与)9)より insertDNA を分離 し準備 した.

nicktranslation法により 32p および 3H で radio-

1ableL,各種 hybridizationに用いブこ

3) 各細胞珠における遺伝子増幅の検討

KY821.KY821A3,KY821/MTX,KY821A3/MTX

の各細胞より高分子 DNA を Blim-Staffod法LOlに準

じて抽出 し,Southernblotthbridization法11､などに

より DHFR 遺伝子の増幅の検討を行った. 各高分子

DNA を制限酵素 Ban止七 および EkIoRIにて地理し,0.8
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?0agal･OSegelにて電気泳動練 nitrocellurose膜に

blottingL,上記の 32pでラべJLした DNA ブr]-I/

とer)問で hybridizationを行い.autoradiography(露

光時FF=-1r巨 -72時間) により′＼仁ハ)ダイズした Ⅰ)NA

断片を-7(/しム上のバンドとして検LLiiLた.遺伝-f･増幅

に-~→いての検討は.′ミントLll濃さを densilOmCterで

計測, あるいは電気泳動する制限酵素処理 屠emOmic

DNA 魔を段階希釈法にて調整することにより行った.

対照には,ヒト胎態および HIJ60細胞株かま'-)HhLI‖_た

Ll(¶Omic1)NA を用いた.

小 染色体分析

10分間の処理後,0.075MKCl中にて低張勉理し,Cwnoy

液でスライ ド上に固定 した, その後,Giemsa染色,

quinacrine染色による分染法にて横型の解析を行った.

5) 細胞内 DHFR酵素活性の測定

各培養細胞 (約 108個) を--ベス トL Ringer's

phosphLlteglue(-se液にて3回洗浄後,1rnM potassiunl

i)hosphLltL,buff(,rにて溶解 し 15.000I-i)m で30分遠心

級,その上清を測定時まで-80℃にて保存 した.DHFR

活性の測定は既報の方法i2)13)をこ従い,スペグトロフォ

をこより算定 し,酵素活性 1単位は30℃にて基質 まpM

を還元する活性として DHFR活性を求めた.

(31 染色体標本 卜での Z~Jtざt'/lLhybL-idization

凍染の染色体標本を37℃,1時間 RNase(S主監matype

lA)で処理後,72℃に保温した70% fom am皇de/2XSSC

溶液中に2分間つけ染色体 DNA を demature L,そ

の後直ちに各濃度の冷エタノ--ルに通して脱水施理を行っ

た.3トトdCTP 上 3H･--d′1､′1､t)を用い nicktrLmSlこItion

法にて 3H latplした Ⅰ)HFR遺伝子n i:I)NA を含む

Ⅰ二)etlhardt～()I..loo°(lextrLTulSulfatt,.1(WlLgmlsa 1 -

moIISPel111I)NA.10ticpm radi什lIltrlLldI)NA)を.

スライド標本 1枚当たり 50lll滴下 し,カバ-ダラス

をかげ,41℃で i8時間,50% formamide/2ⅩSSC の

moistcham1tllr内で hybridizationを行-･-)た.その後.

各濃度LIT)rormt･-imide･･SSC溶液にて充分洗浄後.再び

KonicLl)をIHいて -̀I℃で10n間の こIutOradiograt)hyを

行い,スう†トはそのまま現像液 tKonidorX.Konieil)

および固定液iこ通 した後風乾させた.Rlゾし一一ブ (3Hlat1,-

ledD野 郎 が-イプリダイズすることによって認めら

れる銀粒子の染色体上の位置の同定は,quinacrineに
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よる分染 (¢--baI･1ding)後,蛍光顕微鏡下にて行った.

7) MTX 非 存 在 培 養 下 での細胞遺伝学的な経時的変

化の検討

まず,樹ilI'_した MTX 耐性細胞株 (KY821,;MTX,

KY821A3/MTX)を RPMl16L･1()にて洗浄後,MTX を

の遺伝子増幅の経時的変化の柏達を観察 した.さらをこ,

MTX感受性株では DMsを有しない KY821A3.'MTX

増幅し1二そLI)nlRNA 発現,細胞倍加速度および細胞あ

たりn I)Ms数の経時的変化に一)いて週単位で検討を

行･･､た. 左お, 遺伝子増幅に関 しては SoutherrlI)lot

hyt〕1-i(li,/,iltioll法iこより,mRNA LT)発現に関 しては

Nort.heI･nblothybridiT,iltion法により,染色体LT)経時

的変化に-いては G-banding法により検討 した.

結 果

ll KY821および MTX耐性細胞株(･T珊状

樹立された細胞株 KY821は,その細胞壁化学的所

見より骨髄芽球性白血病細胞株と考えられた.peroxdase

および nal)hthoIAs°chloroaeetI.加 esterasL,敬色は

陽性,naphtyまby痛ateesterase染色は弱陽性であり,

細胞表面て-カ-の解析では, CD13(MY7),CD33

(MY9)および CD15 (LeuMl)が陽性であったが,

CD14(MY:1,1JtluM3l.CD34LHt)CA)および各種 り

ソバ球系マーカ-はいずれも陰性であった.

染色体の解析は50核版で行った.多 くは DMsを有

する 蜘丁aPloidの染色体構成 (平均染色体数 :86)杏

示し,I･.tSlくは認めtLCか一･,た し図 1-A,1-B).Ⅰ)Msは

表 l KY821各細胞抹の細胞遺伝学的性状

細 胞 株 DHFR過伝千増幅** DHFR酵素活性くU/mg) 細胞あたりのⅠ)Ms教中央値(範囲)

KY821 X l 0,909 3紬-28)

KY82トMTX* X42 20.115 33(4-99)

KY821A3 Ⅹ 1 0.651 O(小

* KY821::MTX は 0.2111M.KY81)1̂3.MTX

は 0.0'2111M の MTX 添加増発液中の細胞

株である.

**遺伝子増幅は densitometory にてバンドの

浪さを計測 し､ヒト胎盤 DNA LlJ)それと比

較した.
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(A) (B)

図 1 日Ifll病細胞株 KY821の核型分柿

(A) 多数の doubleminutechromosomes(Dh･JIs)を肯 し,基本的には tetraploidy
の榛型構成を示 した.

(B) KY821のft表的な一一･核型

㌧

∴

X,X,-Y,+1,+1.+3,+3,+4,+4,十5,+5,十6,+6,+7,+7,+8,+8,+10,+1O,

,

,
2

十ll,+12,+13,+13,+13.+13,+14,+14,+15,十15,+16,+16,+18,+19,+19,

+20,+21,+22,+22,+der(2)t(2:?)(p25:?),delL9日p22p24),del(9)
p24㌦ +mar. (矢印は転座tJ)断点を示 している)

50核版中42細胞に認め られ その中央値は3であー･,,た

(表 1).

DMsは.癌遺伝子の増幅や薬剤耐性化くこ伴 う特定遺

伝子増幅の結果表現される,染色体の形態異常のひとつ

と考えLlっわている.そこで,KY821の cytosinearabi-

noside(Ar°-C),daunorubjcine(Ⅰこ)Nli上 vincristine

(VCR)および MTX に対 しての薬剤感受性試験も施

行 したが,他のEf~-1rh病細胞株と比較 して各薬剤-の耐性

化は認めなかった.また,e-†JEy(の遺伝子増幅に関 し

ても検討 したが,DMsとの相関性は認めなかった.

次に,培養液中の MTX 濃度を徐々に増加 させるこ

とiこより.MTX耐性細胞株 KY821.,/MTX および KY

821A3...::NrrX を樹立 した.MTX耐性化にともない.KY

821:~1MTX では各細胞あたりの DMs数の増加,KY821

A3./MTX では DMsを有する細胞の出現が観察 された

(表 1).また,同一培養斯間にも関わらず,KY821の

方が KY821A3iこ比べてより高度の MTX耐性能を獲

得 しており,KY821/'MTX と KY821A3,/MTX の細胞

株の間には MTX 耐性獲得度に明らかな差異が認めLTl

れた.

2) MTX 耐性株での DHFR 遺伝子増幅とその酵素

活性の克進

MTX 耐性化に伴い KY821および KY821A3は DMs

の増加を示 した (図 2).2つの細胞株問での I)Msの

増加は M､1'X に対する耐性度 と相関傾向を示す ものと

考えられた.この事実か[っ,MTX 耐性化の榛序として

これらの細胞株では DHFR 遺伝子の増幅が関与 してい

ることが強 く推定 さItたので,DHFR 遺伝+の増幅と

その酵素活性の先進に-1いて,次の検討を行一_､た.

各紙胞珠から高分子 DNA を抽出 し,IlIcoRl処理後

の Southenlblothybridizationの結果を図 3に示す.

各細胞株における r)HFR 遺伝子増幅の程度,1~)I-rFIそ

の酵素活性.および細胞あた りの DMs数に関 しての

成績はまとめて表 】に示 した.この結果より,原株 KY

821における DMsは 【)HFR 遺伝子の増幅によるも

のではないこと (デー ターー-としては示さないが cl ltyr

の増幅LrT)結果でもなかった)が示され MTX に対 す る

耐性度と,細胞あたりの DMs数･DH~FR 遺伝子の増

幅度･DHFR の酵素活性との間には相関性を認めた.

したがって, これrっの細胞株での MTX 耐性の主要な

榛序は r)Msとt､う染色体形態を'L:､た DHFR 遺伝

子の増幅であることが強 く示唆 された.

そこで次に,DHFR 通伝子の増幅が DMsによって

生 じていることを,染色体標本上での tflLVLlILhybridi-

zation法を用いて検索 した (図 4). Kl′82卜MTX の

metaphase の細胞で, オー トラジオグラ7 (-上解桁
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図 2 各細胞株における doublenlinutechromo_

sonleSの分布頻度

(A)KY821 LC)KY821A3
(B〕KY821/MTX (D)821A3/h･ltTX

可能であった43細胞の核版を対象とした.43核版中のDMS

の総数は 1.915個であ--,た.全染色体上に存在する銀粒

子の総数は 1,012個で.そのうち921個が DMs上に

局在 していた. したがって,全 DMsの48.9%̀に銀粒

子が認められ また同時に全染色体上に存在する銀粒子

の91.0%が DMs上に認められたことになる.また,

N().3,N0.6の染色体上にも銀粒子の高頻度な局在が

認められたが,これらの染色体上には DHFR の l)Seu-

dogenesが存在していることが解っている (図 4).最

近,多剤耐性化において大きな問題となっているMDRl

遺伝子についても,PCA12-2をプローブとして用いて

検討を行ったが,KY821の MTX耐性株では MDRl

に関 しては,その遺伝子増幅 ･発現先進いずれも認めら

れなかった.

3) 培薬液から MTX を除去後の細胞遺伝学的変化

KY821./;MTX,KY821A3/′MTX両細胞株の培薬液か

ら MTXを除去して培養を続けると,増幅していたDH-

41

図 3 各細胞株における DHFR遺伝子の増幅

各 genomicDNA は EcoRIにて完全

消化後電気泳動 し,し3'2plラベル pHD84イ

ンサ ー ト DNA と Sotlthernblothybri-

dizationを行った.

レー ン 1:KY821 レー ン5:HL60
2:KY821/MTX 6:ヒト胎盤 DNA
3:KY821A3 7:KY821/MTX
4:KY821A3/MTX 8:KY821A3/MTX

(1-6:､8/上gDNA/lane.7-8:0.5J唱 DNA/lane)

表 2 MTX無添加培喪液中での KY821A3,I/
MTXの経時的変化

* DHFR の mRNA および遺伝子増幅に関し

ては densitometoryにて計測 し KY821A3･.′ノ

MTX(0.02mM)と比較した.

**細胞あたりの DMs数分布の経時的変化に

ついては図 6に示した.
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図 4 染色体標本における insittLhybridization

ト DNA をプローブとして insitELhybridizationを行--'た.

autoradiography後のプローブ DNA の存在は銀粒子として認め吊 1るが.DMs L

に数名く認柾目T:.)わた.また,#3.#6J)染色体上にも高頻度に認め吊 1ることが Q一バン
ド法によって確認された.
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MapofFunctiona一DHFRLocus
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Ec｡Rt L土L上空Jjーj旦_⊥｣工生_ 且旦二三:_盟 ⊥ _ __｣ iO___､._.__⊥_

且 _J

図 5 各耐性細胞株のMTX無添加培養中の増幅 DHFR遺伝子の
経時的変化
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考えられる.
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因 6 I(Y821A3/MTX の h･tITX 無添加培養におけ

る細胞あたi)の Dh:ts数の束即与的変化

rfく遺伝子の二日ゴー--数は経時的に減少した.この際,両

者(.')細胞株間で増幅 している遺伝子二7ピ-一数の減少速度

には差があり, KY821.;::MTXの万が KY821A3..:'MTX

軸 か再 h酎 T3矩 b㌻妻適量這8.号払 ㌻号

室 モ モ

に比べて減少傾向は速やかであった (図5).また,プ

ロ…ブとして pHl)84を用いた場合.図 5iこ示す ftln-

ctionalDHFRgeneの genomicmapよt)13.0,6. 0 ,

4･0.118,1.65kbの位置に観察さJltる r)HFR 遺伝子

の DNA断片の他に, 介在配列を失血する Ⅰ二)HFR偽

:.i.∴ ･- ､･･ ･:･. . I.･､､.こ:.:.

過伝 f-に も 韓 能 的 な活性があるらしいことは指摘 さかて

いる15､.

IくY821A3:′MTX において,MTX 非存在 下で短期培

養を続けた際の,同時点での増幅 DHFR 遺伝子 二LL-:---

,I.J.･l･･:ト ･l･＼､' .･ ､ ･ ･＼･.t t ･

よび細胞倍加時間に関 しても経時的に観察を行い,表 2

bぎ至Fui主Ea書きf3㍗

- 19.0

･･一････ 7.7
～-dqヽ 8_三

- 4.2

図 7 KY821A3/MTX の MTX無添加短期間培養における DHFRの

よび 冨enOmieDNA を抽出し,tot昆且況NAは各 レーン 20格 DNAは Eeo民主をこて

消化後各 レーン 5欄 ずつ電気泳動し,pHD糾 インサー ト DNA をプローブとしてそれ

ぞれ Northernblot,Southernblothybridization を行 った.
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3過日ではほは消失 した (図 6).また,MTX非存在

間は t)Msの滅丸 消失とともに比較的速やかに短縮 ･

正常化した. 一万,DHFR の TllRNA の発現は,培養

液中(･･り 九･rrX 除去 1週目ではまだわずかに認め｢-)かて

いたが,2週 日では N()rtllerll法の感度ではほほ認め

られなくなるまで減少した.したがって,過剰発現 して

いる mRNA CT)消失までの時間は,染色体LベJL･でn

経略的変化と比べるとかなり速やかであった.また,発

現 しているⅠ)HFIくL')mRNAは,multipleforms617､

をとっているものと考えられた (図 租

考 察

メソトレキセ- ト (MTX)は葉酸の代謝抵抗剤で,

現在でも抗運慶薬として頻用されているものの獲得耐性

が生じやすい薬剤でもあるtその作周機序としては,MTX

が DHFR と結合することによりDHFRの酵素活性を

障害 し.ジヒドロ葉酸からテ トラヒトI-~J葉酸への還元反

応を阻害することにある. したがって,DHFR LT)酵素

活性が異常iこ先進すると,統合的に MTX の結合能を

凌親 し,障害されなかった D肝 R活性が作用すること

が MTX 耐性化の機序と考えられてきた.事嚢,MTX

耐性細胞には DHFR遺伝子LT)増幅があることは1て用jlカ､

ては.DHFR遺伝子増幅の他にも実にさまざまな段階

での耐性化顔序の報告がみられる16)~21)

-一方,各種の睦壕細胞株において時に認掛 ､)かる DMs

や HSR は.C-JIZy(･なCL･:の otlCOgeneの増幅,または

h4TX耐性化や阜剤耐性化Ll)時に認めrlかる r)HFRや

MDRl遺伝子などの増幅の染色体しべ′Lでn表現形態

としてよく知r'わているが,ヒト由来白血病細胞株での

詳細な検討はそれほど多くない.

今回用いた細胞抹 KY821は.樹立時より微小染色

体 LDMs)を有Ltetraploidyを基本染色体構造とす

るヒト骨髄芽球性白血病細胞株であi)5､,5年1人上にわ

たり経代培養を続けている_原扶 KY821において DMs

上で増幅 している遺伝子が何かにりし､ては現時点では不

明であるが, 株化以前の白血病細胞においても t)Ms

は存在 していたので,腫癌化に関与した遺伝子-の増幅の

結果形成きれた染色体異常と推定される.

今回の検討で.KY821および(7ロ-二ン71によ-_､て

選択 されたサブクローーン KY821A3の両細胞株i･こおい

て,MTX 耐性化の過程において DMsという染色体

45

形態で遺伝子増幅を起こしやすいことを明i､)かにした.

の酵素活性､ および染色体の DMs数との間には相関

性が認めr)Jt.両細胞珠における MTX 耐性の主たる

機序は DHFR過伝 f-の増幅であることが強 く示唆され

た.また.I)Msが DHFR 遺伝子増幅の結果生してい

ることは､染色体標本上での l■Jt.itltLLhybridizationiこ

よって確認 した.

-一般iこ,過伝子増幅の結果生じる染色体異常のうち,

HSR は比較的安定なもC')であるのに対 して.I)Msは

かなり不安定なものと考えられている3)望慧).そこで次をこ

筆者は.薬剤i-こよる選択的外T=.tである MTX を取 り除

いた培轟系においてC').hlrl､X耐性白血病細胞株LI)細胞

養期間内でより高濃度の M'rX に耐性を獲得 した l)Ms

増加率cT)高い細胞株 (lくY821:.'MTX)の万が.増幅過伝

千二Iビー.-数の減少がより速やかであった.この結果は,

退伝子増幅とTj結果 l)Msが増加 しやすい細胞株の方が,

その増加 した DMsはより不安定なものであることを

推察させる.

伝子増幅をきたした外的圧力 (MTX)が取 り除かれた

環境下においては.週単位での経時的減少を示した.さ

らに,その経過が毅色体 レベルでの DMsの減少傾向

とほほ一致 Lたことより,DHFR遺伝 f･の増幅はその

大部分が l)Msにて生 していることを確認する成績と

考えt㍉かた.そオ=こ対Lて,過剰発現していた mRNA

の消失は,染色体および遺伝子 しベJLに比べるとかなり

速やかであった.この結果は,増幅 している Ⅰ)t寸FR過

伝子は恒常的iこ発現しているだけではなくある程度の発

現調節を受けている可優性を示唆するものであろう.

これまで MTX 耐性化と Ⅰ~)r･1~FR遺伝子増幅に関す

る研究の多くは,実験動物癌細胞の系において行われて

きた小.最近では,ヒトの瞳堵細胞株の糸においても同

様の検討が報告さかているが23-2小.ヒト白血病細胞株

を用いてtり研究はそれほど多くない25l.実際の臨床C7)

いるが,その頻度は極めて稀なものと考えられる郷27)

今回検討を行〝､たヒト白血病細胞株 KY821は,辛

剤耐性を獲得する以前より DMsという異常染色体を

保持 しており.I)Msの存在しないサブウr]---ンの万が

細胞倍加時間は短いという特徴を有している.さらに,

これらの細胞株は MTX 耐性を獲得する培養過程にお

いて DHFR 遺伝子の増幅を容易に起こしF)ること.漢
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たそれが MTX 耐性の主たる機序であること.･･･､一万,

染色体 レベルではほとんど DMsによって遺伝子の増

幅が生 Lfていることを証明 した.このようにして M′1'X

耐性を獲得 した細胞株における DHFR の mRNA 過

レベ′L【での増幅遺伝子や染色体 レベルでの DMsも比

較的速やかに減少はしたが,mRNA の過剰発現の消過

はそれらに先行することも示 した.

今回の検討結果より,MTX 耐性細胞株の DMs上

で増幅 している l)HFR 遺伝子は,培養条件によってあ

る程度の発現調節を受けること,および介在配列を欠如

する DI-IFR 偽遺伝 r･も増幅 しうる可能性があることが

示唆された.

今後,このヒト由来のけ血病細胞株 KY821は,種々

の薬剤に対する耐性化と過伝子増幅の研究領域や,遺伝

子増幅の榛序の解明などにおいて.有用な細胞株とな･')

うるものと期待される,

結 語

当教室で樹立 されたヒ ト白血病細胞株 KY821を用

いて, メソ トしキ七一 ト LMTX)耐性 と微小染色体

(DMs)および MTX cT)標的酵素であるジヒドLJ紫酸

還元酵素 (I)HFR)遺伝子の関連につき,細胞遺伝学的

な検討を行った.

1. 細胞あたり種々の数の DMsを有 し,tetrapl()id

の染色体構成を基本とするヒト白血病細胞株 KY821と,

樹立 し,それぞれの MTX耐性株を作製 した.同一の

継代培養期間内 で,KY821は 2×10~LIM まで,KY821

A3は 2×10~5M までの MTX濃度に対 しての耐性を

獲得 しえた.

2. 両 MTX 耐性株では細胞あた りの f)Msは明ら

かに増加 し,その l)Ms数とDHFR活性およびDHFR

sitlLllybridizationにより,増幅 した DHFR 遺伝子は

DMs上に局在することを証明した.

3. 不安定な染色体であるDMs上で増幅 した DHFR

遺伝子は,培養液から MTX を除去すると比較的速や

かにその増幅は減衰 した. その際, 増幅遺伝子 DHFR

は DMsの減少とほは.-一一致 した動態を示 したが,一万,

過剰発現 していた DHFRの messengerRNA(mRNA)

はより早期の段階で消退をみた.

4. 経時的なサザン解析の結果より,MTX耐性細胞

株の DMs上で増幅 している遺伝子の一部は,DHFR

偽遺伝子である可能性が示唆 された. さ吊こ,DMsの

増加に伴い遺伝子増幅を生 じやすい細胞株は,その増幅

した遺伝子はよL)安定性が低いことを推察さIlる結果も

得た.
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