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論文内容の要旨

(目的)

腫蕩の発生進展には様々な遺伝子異常が関与していることが明らかとなっているが， p53遺伝子はその不活化が広範

なヒト腫壌の発生に関与していると考えられる癌抑制遺伝子である。乳癌においても p53遺伝子の点突然変異や一方

のアレルの消失などの遺伝子変異が高頻度に生じており， p53遺伝子の異常は乳癌の発生進展に不可欠なものと考えら

れている。しかし p53遺伝子そのものの変異が認められない乳癌も存在しており， p53遺伝子を不活化する別の機構

の存在が予想される。ヒト肉腫においては MDM2遺伝子が増幅し，高度に発現した MDM2蛋白が p53蛋白と結合し

不活化させることが知られている。乳癌組織において p53遺伝子変異と MDM2遺伝子の増幅の関連を解析し， MDM2 

の乳癌の発生進展への関与と p53 の不活化機構を明らかにすることを目的とした。

(方法ならびに成績)

32例の乳癌患者から外科手術により得られた乳癌組織と転移リンパ節および末梢血リンパ球を入手し高分子 DNA

を抽出した。

まず， MDM2の遺伝子増幅をサザン法で解析した。それぞれの組織から得られた5μg の DNAを制限酵素 EcoRI

で切断し，アガロースゲル電気泳動後，ナイロンメンブレンにサザントランスファーし， 32p で標識した MDM2 cDNA 

をプローブとしてハイブリダイズさせ，シグナル強度をデンシトメトリーで測定した。末梢血リンパ球と乳癌組織，転

移リンパ節でのシグナル強度を比較することで遺伝子増幅を解析した。コントロールプローブとして pL5.71 -3 と

pEKZ19.3 を用いて， DNA量とトランスファーの均一性の補正を行った。 2倍以上の遺伝子増幅を示したものについ

ては MDM2遺伝子と同じく 12 番染色体上にある 2種のフ。ローブをそれぞれ同様にハイブリダイズし，染色体の非特

異的なポリソミーを否定した。その結果， 32例中 4 {7IJにおいて 2-6倍の遺伝子増幅を検出した。しかもそのうちの 3

例では乳癌組織よりも転移リンパ節に増幅の程度が高くなる傾向を認めた。

次に p53遺伝子変異の検討を行った。 p53遺伝子の変異好発部位であるエクソン 4から 9 を 4領域に分割し 32例の

DNAを鋳型とし PCR法にて増幅し RNase フ。ロテクション解析を施行した。 RNase フ。ロテクション解析で変異を認
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めた PCR 断片をプラスミドベクターにクローニングし Dideoxy 法により 35S を用いてシークエンス解析を行った。

先に MDM2遺伝子増幅を示した 4例については， 4領域すべてでシークエンス解析を行い p53遺伝子変異の有無を確

認した。 32 例中 6 {91jで p53遺伝子の変異を検出し， MDM2遺伝子増幅を示した 4 {9IJ には p53 変異は認めなかった。

さらに 17番染色体短腕のヘテロ接合性の消失 (LOH : loss of heterozygosity) の有無をサザン法にて解析した。

5μg の DNA を制限酵素 TaqI または BamHI で切断し， 1.0%アガロースゲル電気泳動の後ナイロンメンブレン

にトランスファーし， 32pで標識した pYNZ22 または pBHP53をプローブとしてハイブリダイゼーションを行った。ヘ

テロ接合性を示した 27例のうち 7 {9IJで LOH を認めたが、 MDM2遺伝子増幅を示した 4例ではヘテロ接合性は保たれ

ていた。

(総括)

乳癌において MDM2遺伝子の増幅している症例が確認され，さらにこれらの症例では明らかな p53遺伝子の異常は

認められず，乳癌においても MDM2遺伝子増幅を介した p53 の機能消失を生じる経路の存在が示唆された。また

MDM2遺伝子増幅とリンパ節転移の関連性も示唆された。これらの知見は今後， p53 の作用機序や乳癌の発生進展の

機構を解明する上で有用な知見であると考える。

論文審査の結果の要旨

本研究は，乳癌組織において MDM2遺伝子増幅と p53 遺伝子変異の関連を解析し MDM2遺伝子の乳癌の発生進

展への関与と p53の不活化機構を明らかにすることを目的としたものである。その結果，一部の乳癌組織では MDM2

遺伝子が増幅していることが明らかとなり，さらにこれらの腫壌では p53遺伝子の異常は認められず，乳癌においても

MDM2遺伝子を介した p53 の機能消失を生じる経路の存在が示唆された。また MDM2遺伝子増幅を認める乳癌組織

では，乳癌組織よりも転移リンパ節で増幅の程度が高くなる傾向を認め， MDM2遺伝子増幅の程度がリンパ節転移と関

連していることも示唆された。本研究は，今後， p53抑制遺伝子の作用機序を解明する上で重要な示唆を与えており，

乳癌のみならず広く一般の腫蕩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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