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【背景と目的】

尿路上皮癌では痛抑制遺伝子のRB遺伝子やp53遺伝子の変異が報告されており,これらは多段階発癌の後期に起こり,

痛の進展に関与するとされている｡

染色体9番の異常は尿路上皮発癌の早期に起こるとされ,特に9p21-22領域には高頻度に欠失がみられ,新たな痛抑制遺

伝子が存在する可能性がある｡ 細胞周期の調節因子であるp16遺伝子とp15遺伝子はこの領域に存在 し,勝耽癌を含む多く

の癌細胞株でホモ接合性欠失が報告され,癌抑制遺伝子として注目されている｡ また新たな遺伝子不活化機構としてp16遺

伝子のプロモーター部位のメチル化が関与していることが明らかにされた｡

今回の論文では,尿路上皮癌におけるp16,p15遺伝子の構造異常 (geneticalterations)およびメチル化 (epigenetic

alterations)を解析し,尿路上皮発癌への関与について考察した｡

【方法】

原発性尿路上皮癌38例 より抽出 した DNA を用いて,9p2ト22領域のマイクロサテライ トマーカーで LOH を,

PCR-SSCP法およびsequence法でp16,p15遺伝子の突然変異を,Southernblot法でホモ接合性欠失を解析 した｡p16遺伝

子のメチル化は,メチル化感受性酵素HhaI,HpaIIを用いたPCR-basedme血ylationassayで解析した｡また,p16遺伝子

の発現を免疫組織染色で解析した｡

【結果】

9p21-22領域のLOHはIFNA領域で50%に認めたが,突然変異はp16遺伝子 exon2における塩基置換の 1例 (2.6%)

のみであった｡この症例はgrade2の表在性腫癌で,IFNAおよびD9S171領域でLOH も認めた｡ホモ接合性欠失は,

p16遺伝子で6例 (16.2%),p15遺伝子で5例 (13.5%)にみられ,5例はp16,p15遺伝子両方のホモ接合性欠失を示した｡

これらOjgeneticalterationsは悪性度,進達度の病理学的所見と有意な相関を認めなかった｡epigeneticalterationsとして

p16遺伝子のメチル化は,12例 (37.5%)で認めたが,やはり病理学的所見とは有意な相関を認めなかった｡ またLOHを

示した11例中4例でメチル化がみられた｡

免疫組織染色では23例 (60.5%)でp16遺伝子の発現が消失していた｡geneticalterationsを認めた症例では仝例が,メ

チル化を認めた症例では12例中9例で発現が消失していた｡また,遺伝子変異を検出しえなかった7例でも発現が消失して

いた′｡

【考察】

尿路上皮癌におけるp16遺伝子の変異は,epigeneticalterationsであるメチル化の頻度が最も高 く (37.5%),尿路上皮

発癌に重要な役割を果たしていると考えられる｡geneticalterationsであるホモ接合性欠失の頻度は16.2%,突然変異は

2.6%と低いものであった｡これらの変異はいずれも病理学的所見と相関を認めず,p16遺伝子の変異は尿路上皮発癌の早
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期に起こると考えられる｡ 免疫組織染色におけるp16遺伝子の発現消失の頻度は,検出しえたすべての遺伝子変異を越える

ものであった｡プロモーター部位のメチル化による転写抑制はメチル化の密度に相関すると考えられるが,今回の実験法で

は使用したメチル化感受性酵素HhaI,HpaIIの切断部位のみでメチル化を解析しており,詳細なメチル化のmappingを子

よりメチル化の頻度はさらに高くなると考えられる｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

尿路上皮癌における第9染色体の異常,特に9p2ト22領域の欠失は高頻度にみられ,この領域にある細胞周期調節因子,

p16遺伝子 (以下p16)は多くの癌細胞株で変異が報告され,痛抑制遺伝子として注目されている｡p16は従来の痛抑制遺伝

子と異なり,プロモーター領域のメチル化というepigeneticな変異が遺伝子の不活化に関与することが示唆されている｡ 本

研究では,尿路上皮癌におけるp16のメチル化を中心とした変異とその遺伝子発現について解析し,発癌過程での役割につ

いて考察した｡

勝朕痛細胞株ではp16のメチル化と発現消失に一定の相関を認め,続いて行った原発性尿路上皮癌38例におけるp16の解

析では,塩基置換 1例 (2.6%),ホモ接合性欠失 6例 (16.2%),メチル化12例 (37.5%)の計19例 (50%)に変異が認め

られ,メチル化の頻度が最も高い結果となった｡これらの変異は癌の悪性度や深達度と相関せず,発癌の早期におこる変異

であることを示唆する｡ 免疫組織染色におけるp16の発現消失の頻度は23例 (60.5%)で,検出しえたすべての遺伝子変異

を越えるものであった｡これは,メチル化による転写抑制はその部位,程度,密度が関与し,詳細なメチル化のmapping

の必要性を示唆する｡以上,p16の遺伝子変異,特にプロモーター領域のメチル化は尿路上皮発癌に一定の役割を果たす可

能性が示された｡

以上の研究は尿路上皮発癌における遺伝子変異の解明に貢献し,今後の尿路上皮癌の診断,治療に寄与するところが多い｡

したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学位授与申請者は,平成12年4月5日実施の論文内容とそれに関連した研究分野並びに学識確認のための試問を

受け,合格と認められたものである｡
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