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論 文 内 容 の 要 旨

肝内胆管癌 (ICC)は原発性肝癌の中で肝細胞癌 (HCC)に継いで高頻度であるが,HCCにおけるウイルス感染のよう

な明確な発癌の背景因子はない｡それゆえにICCに関与する遺伝子変異を解明することは,予後の悪いICCの診断 ･治療

に寄与するものと考えられる｡本研究では仝ゲノムスケールでの遺伝子欠失を解析して癌抑制遺伝子候補を同定するととも

に,マイクロサテライト不安定性 (MSⅠ)の関与についても解析した｡またICCでは癌抑制遺伝子p53の変異の頻度が低

かったため,MDM2の高発現によるp53機能抑制の重要性について検討した｡

まず,ICCにおける包括的なヘテロ接合性消失 (LOH)の解析を目的として22例のICC症例において,216の蛍光標識

マイクロサテライトマーカーを用いて仝染色体上に2.5cMの間隔でヘテロ接合性消失 (LOH)解析を行った｡その結果,

仝例の30%以上にLOHを認める高頻度欠失部位が計21カ所同定され,そのうち6q(3loci),4q(2loci),9q,16q,

17pの8カ所は過去の同じマーカーを用いたHCC44症例の検討の結果と重複しており,HCCと共通の痛抑制遺伝子の関

与が示唆された｡LOH解析からICCの発癌に関与したと思われる候補癌抑制遺伝子はp73,IGFIIr,p15,p16,E-

cadherinであった｡症例毎のLOH頻度は,腫癌の個数,大きさ,臨床病期と相関して優位に高く,LOHの蓄積が腫癌の■

進展に関与していることが示唆されたが,ICCの最も重要な独立した予後因子であるリンパ節転移の有無とLOH頻度は相

関しなかった｡肉眼分類ではMF(腫癌形成型)typeに有意にLOH頻度が高く,ICCの肉眼型つまりは起源細胞の違いに

よって特徴的な遺伝子変化が存在すると考えられた｡

ついで同じ22例のICCにおいて8ローカスについてMSⅠの解析を行い,DNAミスマッチ修復機能の異常とICCの発癌

･進展の関係を検討した｡8マーカー中3マーカーでMSIが認められたものをMSⅠ陽性形質 (MSⅠ十)とした｡4例が

MSⅠ十で,肉眼分類は仝例MF+PI(胆管周囲浸潤型)typeであった｡この結果もICCの肉眼型による発癌過程の違いを

支持するものであった｡MSⅠ形質と予後 ･腫癌の悪性度との関連は認められなかった｡

多くのヒト癌では痛抑制遺伝子p53の変異によるp53蛋白の機能抑制が痛の進展に関与していることが知られているが,

今回ICC28例でp53遺伝子変異の解析を行ったところ,3例 (10.7%)に変異を認めただけであった｡そこで,p53転写

活性能抑制機構としてp53蛋白への癌関連蛋白MDM2の結合がICCの発癌 ･進展へ関与している可能性を探るために,

ICC60例のパラフィン切片で抗ヒトMDM2マウスモノクロナ-ルを用い免疫組織化学染色を行いその発現を調べるととも

に,60例中凍結標本の揃う22例で癌部 ･非痛部よりDNAを抽出してMDM2遺伝子の増幅をReal-timequantitativePCR

にて測定した｡

22例中7例 (31.8%),つまりMDM2の関与が大きいとされてきた軟部腺癌よりもICCでは高い頻度で痛部において

MDM2遺伝子の増幅が確認され,これらの症例はすべて蛋白レベルでもMDM2を強発現していた｡

さらにこれらの症例ではp53遺伝子の変異は認められなかった｡全60例中MDM2蛋白の強発現は25例 (41.7%)に認め

た｡以上からp53蛋白の活性異常がICCにおいて重要な役割をはたしていることを明らかにした｡

-701-



論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

肝内胆管癌の発生 ･進展に関与する遺伝子変化の解明を目的として,臨床検体を用いた包括的LOH解析,マイクロサテ

ライト不安定性 (MSⅠ)の解析とp53遺伝子の関与の検討が行われた｡

LOH解析では,癌抑制遺伝子の存在部位候補として,高頻度LOH部位が計21カ所同定された｡LOH頻度は,腫癌の個

敬,大きさ,臨床病期と相関して進行例に有意に高く,LOH蓄積の腫蕩悪性度への関与が示されたが,リンパ節転移の有

無とは相関がなかった｡肉眼型では腫痛形成型に有意にLOH頻度が高く,起源細胞の違いによって特徴的な遺伝子変化が

存在すると考えられた｡

MSⅠの解析では22例中4例がMSⅠ陽性形質で,すべて胆管周囲浸潤+腺癌形成型であった｡このことも肉眼型による発

癌過程の違いを支持するものであった｡MSⅠ形質と予後 ･腺癌の悪性度との関連は認められなかった｡

p53遺伝子の変異の頻度は他のヒト癌に比べ低かったため,他のp53転写活性能抑制機構の候補として癌関連蛋白

MDM2によるp53機能抑制について検討した｡p53遺伝子の変異を認めなかった症例の約40%にMDM2遺伝子の増幅も

しくは蛋白の高発現が認められ,MDM2蛋白との結合によるp53機能抑制が痛進展に重要であることが示唆された｡

以上の研究は予後の悪い肝内胆管癌の発癌 ･進展のメカニズムの解明に貢献すると共に,その診断 ･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14年1月16日実施の論文内容とそれに関連した研究分野なら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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