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論 文 内 容 の 要 旨

癌における遺伝子変異の一つに血液系腫癌でしばしば検出される,染色体の相互転座による融合遺伝子の形成という変異

がある｡近年,細胞遺伝学及び分子遺伝学的解析の進歩により,この転座型変異が固形腫癌においても,その発生,進展に

関与していることが分子レベルで明らかにされてきている｡

脂肪肉腫は40-60才の成人の悪性軟部腫癌の中で最も頻度が高いものである｡いくつかの亜型分類の中で,粘液型と円

形細胞型は病理組織学的に移行型が存在しており,また共通の染色体異常 (t(12;16)(q32;q16))を持っ ｡1993年,この

変異の本体が,12qのCHOP遺伝子の上流に16qのTLS遺伝子が転座し融合遺伝子を形成していることが,明らかにさ

れ,その後の解析により,TLS/CHOP融合遺伝子の形には二つのmajorなタイプと1つのrarevariantがあることが報告

されている｡本研究の目的は,まず臨床サンプルの解析により,新たなrarevariantを検出し,融合遺伝子において癌化に

とって重要な領域を同定する手がかりを得ること,そして切断点周辺のゲノムに何らかの共通した特徴が存在していないか

を検索するという2点である｡

9例の粘液型脂肪肉腫及び3例の円形細胞型脂肪肉腫に対して,サザンブロッティング,RT-PCR及びゲノムlong-dis-

tancepCRの3つの方法でTLS/CHOP転座について解析した｡まずサザンプロッティングでは12例申11例で,TLS遺伝

子とCHOP遺伝子の融合を示す結果が得られた｡RT-PCRでは,4種類の異なる融合転写産物が検出され,そのうちの2つ

は新規の構造をもっものであった｡1つはCHOP遺伝子のエクソン2を欠くもので,もう1つはTLS遺伝子のエクソン5

の3'領域を欠くものであったOこれらの領域はこれまで単離された全ての融合遺伝子で存在していたが,この結果はこの

領域の重要性を否定するものである｡ 後者の変異は後述するゲノム切断点の解析より,エクソン内の切断･融合により新た

にスプライシング認識部位が作り出されたものであることが判明した0

次にゲノムlong-distancePCRにより融合点を含む断片を増幅,塩基配列を決定し,TLS及びCHOP遺伝子座の正常塩

基配列と比較することにより,切断点を決定し,周辺ゲノムの特徴を解析した｡結果としてまず10例でTLS及びCHop遵

伝子の切断点の位置を同定することができた｡切断点の位置と,ヒト反復配列であるAlu配列との間には,明確な関連性は

認められなかった｡転座点周辺の配列が詳細に解析できた6例の結果より,転座点にはいくつかの特徴があることが判明し

た｡まず単純な転座はなく,常に欠失,重複,挿入などの池の構造異常を伴っていた｡欠失あるいは重複した断片の両側に

は短い塩基配列の繰り返しが認められた｡転座点周囲の配列と既知の組換えに関与すると考えられているDNA結合蛋白の

認識配列とのhomology解析を行った｡その結果,リンパ性白血病における切断点に結合する蛋白であるトランスリンの認

識配列と高いhomologyをもっ配列が2例で検出された｡更に,DNA修復に関連した酵素であるトポイソメラ-ゼⅠⅠαの
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認識配列に類似性をもつ配列が6例全例検出された｡以上の結果より,TLS/CHOP転座変異の発生には,トランスリンやト

ポイソメラーゼⅠⅠ等の組換え関連因子が関与しており,転座が発生する部位はrandomではなく,何らかの特徴をもってい

ること示唆された｡

論 文 辛 査 の 結 果 の 要 旨

TLS及びCHOP遺伝子間での相互転座による融合遺伝子形成は粘液型及び円形細胞型脂肪肉腫における特異的な遺伝子

変異である.その変異機構を理解するために,サザンプロッティング,RT-PCR及びゲノムPCRにより,融合遺伝子の構造

及び切断点近傍の塩基配列を解析した｡その結果,まず融合遺伝子の構造としては,2種類の新規融合遺伝子が検出され,

その特徴より融合遺伝子の機能上必要な部位に関する情報が得られた｡切断点塩基配列の解析では,＼解析できた全例で欠失,

重複,挿入など何らかの付加的な遺伝子変異が存在していること,更に切断点近傍の配列は,DNA修復に関連するトポイソ

メラーゼⅠⅠ及び白血病の転座機構に関与する蛋白であるトランスリンの認識配列が存在することを兄い出した｡これらの結

果は,TLSlニHOP融合遺伝子がDNA切断,修復,接合など複雑な過程を経て形成され,その過程にはトポイソメラ-ゼⅠⅠ
あるいはトランスリンなど複数の蛋白が関与していることを示唆すると考えられた｡

以上の研究は相互転座の発生機横を分子レベルで理解するための臨床材料におけるデータとして重要なものであると考え

られるo

L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11年6月8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のであ

る｡
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