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輪文内容 の 要 旨

勝目光鋪症例のうち 7白%以上は表在性務illJ'(;癌であ号、治療として経尿道的内視鏡下切除が施行されるa しかし、内視鏡手術

が施行されても 50%以上の痕伊jに2年以内の勝脱内再発を、 5-25%の疲例に浸溜性癌への進援を認める。このため、勝統

内再発を予測する分チマーカーの採索は箆床上主重要である。本研究では表在位勝統癌の再発を予測する分子マーカーを同定

することを目的とし、 cDNAマイクロアレイ法を用いて表在住勝E悲痛における網羅的遺伝子発現解析を行った。京都大学

附属病院泌尿器科にて 2000-鈎04年の間に経尿道的内視鏡下切除を受けたま提在性勝脈癌患者のうち、術後 1年以上の経過

観察が行われた 27症例に対して cDNA"イタロアレイ解析 (Paci畳cEd富eBiotechnology社製 :3万遺伝子収載)を施行

した。更に cDNAマイクロアレイ解析の対象拡伊jとは異な晶表在性勝股癌検体を用い半定費量的リアルタイム PCR

(se盟i-qRT-PCR)法(昌畠疲例)および免疫染色法(103疲例)Iこで評価を行った。勝腕内再発の脊無については、術後3

ヶ月毎に綴統鏡と細胞診にて検査した。 1年以内に務統内再発した症例を早期再発群と定義したところ、 27症例中路伊jが

早期再発群に群分けされた。 cDNAマイクロアレイ解析の結巣、早期再発群 16Jl'lJとそれ以外の 11伊jとの闘で有意(p<O.OOll

に発現量が異なる遺伝子 25 個が同定された。これらの遺伝子の中で Pakll~着目し..盟ト喧RT-PCR法および免疫染色法で

の解析を行った。 Paklは細胞の遂動性や付着、浸潤性などの機能が示唆されている遺伝子である。iE常移行と皮 7例にお

ける Pakl白血RNAの発現量を舘阻国電RT阻 PCRにで解析し、その最大発現量よりも高値を示す症例を P.. 孟1高発現症例と定

義した。 Pakl高発現l立高異型度宜主伊tlCGrade3)や鯨E党内再発率と有怠iこ栴隠していた (p=O.O側、 O.∞01)。抗Pakl抗体

による免疫染色法では、強染色域が腫童話の 20%以上である症例]を抗Pakl強陽性群と定義したところ、強題性群で勝統的再

発率lま有意に高かった (p=私自00自〕。勝E車内再発に関する多変量解析では、 Pakl免疫染色性と態語喜多発性とが独立した予

後因子であった。次iこ勝島監腐締胞における P政 lの機能解析後行った。勝目悲痛細胞株における Pakl発現震を W朗 tom-blot 

法にて検討したところ、253J株では低鍍を、EJ株では高債を示した。このため、253Jに対しては叩凹拙曲velya曲.veあ酷

である T423E-Pakl吾、 EJIこ対してはお田血田.tne冨説明島田であるK29錦町 Paklをそれぞれ遺伝子導入し、コントロ

ールとして vectorのみの遺伝子導入を行った細胞を用いた。表現形の解析としては、ピベットの先で作成した傷の治癒の程

度を評伍する woundh.alin富assayとM... 岡宮.1を用いた血富ration拙 sayを用いた。 Wo岨 dhealin富assayでは 253Jコン

トロール株iこ比較してT423E.P誌 1導入株において傷のi治癒が促進され、必?、EJコントロール株に比較してK2鈎R.Pakl

導入株で抑制されたoMigra桓onassayでも 253Jコントロール株に比較し T423E.Pakl導入株で細胞の浸樹が促進吉れた。

以上の結果から Paklの発現は表在性務般車監の務統内再発の予測因子となりうる可能性が示唆された。

論文審衰の結果の喪皆

表在性跨脱癌の治療上の問題点的一つに経尿道的内視鏡下切除術後の勝隊経内再発があり、経内再発を予説iするマーカー

の関発は重要である。
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本研究では cDNAマイクロアレイ法にて表在性勝統癌における発現遺伝子を解析し、術後綾内再発iこ関連する遺伝子を

検討した。まず表在性務耽癌 27伊jを対象として 1年以内の腔内再発の有無iこて 2群に分類し、統計学的に関連するお候補

遺伝子を悶定した。次に継股接着・細胞運動・細胞周期などに関係する PaklI~着目し綾内再発との関連性を検証した。検

量E方法は定量的 PT-PCR法(症例数路側)および免疫組織染色法(主主伊j数 1031JilJ)を用いたが、何れの鮮析方法において

も Pakl の発現冗進が経内再発と有意I~相関していた。多重正量解析にて Pak1 高発現(免疫組織染色法〉は腔内再発に関す

る独立した予後回下であったロ

次に勝脱癌細胞株 253J株と EJ株を用い、官oW1dhe必血富assay法と盟1富ratlona醐 ay法にでPaklの機能を解析Ltι。

活性化型Pak1の導入は勝脱痛細胞の細胞運動能を充進させるのに対し、キナーゼ不活型Pak1の導入は細胞運動能を抑制

した。これらの結果から Paklは表在投勝股癌の捜内再発に関孫し般内再発抑制の標的分子となると考えられた。以上の研

究は表在性勝脱癌における腔内再発の機序解明に貢献し、表在性際競鮮に対する個llUイヒ治療の擁立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、平成均年 12月四日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合格と認められたもめ

である。




