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論文内容の要旨

(目的)

近年，分子レベルで多段階発癌の解明が進み，腫蕩の発生進展機構が明らかにされつつあるO 副腎褐色細胞臆でも

分子レベ、ルの解析からその発生進展に複数の遺伝子の関与が示唆されている。副腎褐色細胞腫は約 10 %が遺伝性で

その多くは多発性内分泌腫蕩症 2A 型 (MEN 2 A) に合併する o MEN 2 A 原因遺伝子はリンケージ解析より第 10

番染色体動原体近傍に存在することが明らかになったが，副腎褐色細胞腫では第10番染色体での欠失頻度は低く，む

しろ第 1 番染色体短腕および第22番染色体長腕で欠失頻度が高い。このことから副腎褐色細胞腫の発生進展に関与す

る腫蕩抑制遺伝子が第 1 番染色体短腕および第22番染色体長腕に存在するものと考えられているO それら腫蕩抑制遺

伝子の座位を限定すること，および両者の相互関係を明らかにすることを目的として以下の研究を行なった。

(材料と方法)

1 )腫蕩及び正常組織;副腎褐色細胞腫 22 例を対象とした (MEN 2 A に伴う遺伝性; 9 例，散発性; 13 例)。腫療

は摘出後，直ちに液体窒素で凍結し -80
0

Cで保存し，対応する正常組織として同一患者より末梢血を採取しデキスト

ラン法で白血球を分離した。

2 )高分子量 DNA の抽出，制限酵素による切断とプロッティング;腫療を液体窒素で凍結しながら乳鉢でパウダー

状に粉砕し，ライシスバッファー中でプロテアーゼK を反応させ高分子量 DNA を抽出した。分離した白血球からも

同様に高分子量 DNA を抽出した。抽出した高分子量 DNA 各 5μg を制限酵素で完全に切断した後，アガロースゲ

ル電気泳動にて断片を分離し，サザン法にてナイロンフィルター上にプロットした。

3) プロープ;第 1 番染色体の多型性プロープを 13 種(短腕上 :11 種長腕上: 2 種) 第 22 番染色体長腕の多型

性プロープを 11 種用いた。

4 )ハイブリダイゼーション; [α_32PJ dCTP を用いてランダムプライマ一法でプロープをラベルし， 7 % PEG-

10 % SDS 液中で 65 0Cの条件下でのハイブリダイゼーション後オートラジオグラフィーを行った。バンドの濃淡を

比較しアレルの欠失を判定した。

(結果)

1 )副腎褐色細胞腫で第 1 番染色体短腕および第 22 番染色体長腕での欠失の頻度はそれぞれ 55 % (12/22) , 40 % 

(8/20) であった。
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2) 第 22 番染色体長腕で欠失を認める 8 例の内 7 例は第 1 番染色体短腕でも欠失を認め有意の相関が認められた (p=

0.049. Fisher's exact test)。逆に第 1 番染色体短腕で欠失を認める 12 例の中 7 例に第22番染色体長腕で欠失を認め

たが， 5 例には欠失を認めなかった。

3) 遺伝例および散発例の第 1 番染色体短腕での欠失の頻度はそれぞれ 56 % (5/9) , 54% (7 /13) で，第22番

染色体長腕での欠失の頻度は 57 % (4 / 7 ), 31 % (4 /13) でありいずれも両者の聞には有意の差はなかった。

4) 第 1 番染色体短腕および第22番染色体長腕上の共通欠失領域はそれぞれ D 1873 一 D 1 863 , D22824 -D228 1 で

あった。

5 )染色体の部分欠失の有無と性別，発症年齢，腫蕩の大きさとの間には明らかな相関はみられなかった。

(総括)

1 )第 1 番染色体短腕および第22番染色体長腕での欠失の頻度はそれぞれ 55 % (12/22) , 40 %であり，第 22 番染

色体長腕より第 1 番染色体短腕で高い傾向にある。また，第 22 番染色体長腕で欠失を認める症例はほとんど第 1 番

染色体短腕でも欠失を認めることを考え合わせると第 1 番染色体短腕上の腫蕩抑制遺伝子の失活が第 22 番染色体長

腕上の腫虜抑制遺伝子の失活より先行するものと推定されるO

2) 遺伝例と散発例で第 1 番染色体短腕および第22番染色体長腕での欠失頻度に差がないことから第 1 番染色体短腕

および第 22 番染色体長腕上の腫虜抑制遺伝子は遺伝性，散発性に関係なく発生進展に重要であるO

3) 神経芽細胞腫は副腎褐色細胞腫と同様に neural-crest 由来の腫蕩で，第 1 番染色体短腕で欠失を高頻度に認める

が，神経芽細胞腫の第 1 番染色体短腕上の共通欠失領域と今回限定し得た領域 (D 1 873 一 D 1 863) は異なり，第 1

番染色体短腕上には neural-crest 由来の腫療に関与する腫蕩抑制遺伝子は少なくとも 2 個存在するものと推測され

る。

4) 神経線維腫症 2 型および髄膜腫も副腎褐色細胞腫と同様に neural-crest 由来で，神経線維腫症 2 型の原因遺伝子

は D228-D22828 に，髄膜腫に関係した抑制遺伝子は D22815-qter または MB-qter，あるいは D2281 -D22815 に

存在すると報告されているが，今回限定し得た領域 (D22824-D228 1 )とは異なることが明らかとなった。第 22 番

染色体長腕上にこれらの腫療の発生に関与する腫蕩抑制遺伝子は複雑存在するものと推測される O

論文審査の結果の要旨

本研究は、腫療におけるヘテロ接合性の消失 (LOH) を検討することによって，副腎褐色細胞腫の発生・進展に

関与する癌抑制遺伝子の座位を明らかにしようとしたものであるO その結果，第 1 染色体短腕上 (1 p) では D1863一

D1873 の間および第 22 番染色体長腕上 (22q) ではD22810-D2281 の聞に癌抑制遺伝子の座位が限定され，さらに，

1p 上の LOH と 22q 上の LOH が互いに関連するこが明らかとなった。これらの結果より副腎褐色細胞腫の発生・進

展には第 10 番染色体上の MEN2A 遺伝子の変異以外に， 1p 及び 22q 上の癌抑制遺伝子が関与しており， これら複

数の遺伝子の多段階的変異が必要であるものと考えられた。また，共通欠失領域の検討により， 1p 上の癌抑制遺伝

子は神経芽細胞腫に関与する抑制遺伝子と， 22 p 上の癌抑制遺伝子は神経繊維腫症 2 型や髄膜腫に関与する抑制遺伝

子とは異なる可能性も示唆された。本研究は，今後，本疾患のみならず広く一般の腫療の発生進展機構の解明にも大

いに寄与するものであり，学位に値するものと考えられる。
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