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論文内容の要旨

色素性乾皮症 (xeroderma pigmentosum:XP) の患者は正常人の数千倍の頻度で皮膚癌が発症することが知られ

ている O これはヌクレオチド除去修復 (NER)能が欠損しているため紫外線による DNA 損傷を除去できず，突然変

異が高度に蓄積されることが原因と考えられている。我々は XP の病態の分子機構を個体レベルで、詳細に解析するた

めにA群 XP 遺伝子欠損マウス(以下 XPA 欠損マウス)をジーンターゲティング法により作成した。紫外線発癌実

験により XPA 欠損マウスは XP 患者と同様に紫外線に対し高感受性を示し，低線量の紫外線照射によって高頻度に

皮膚癌を生じることが明らかになった。そこでこの皮膚発癌における分子病態を明らかにするため， XPA 欠損マウ

スの皮!膏腫虜組織を用いて， ヒトの nonmelanoma skin cancer の約50%に認められる p53遺伝子の突然変異について

詳細に解析した。

【方法ならびに成績】

紫外線照射後， XPA 欠損マウスの皮膚に発生した皮膚腫蕩40検体を対象にした。それらの腫療の内訳は高分化型

扇平上皮癌19例，中分化型扇平上皮癌18例，低分化型扇平上皮癌 1 例，乳頭腫 1 例，線維肉腫 1 例であった。変異型

p53蛋白の多くは核内に蓄積することが知られており， p53遺伝子の突然変異の有無を探るため抗 p53ポリクローナル

抗体 (CM5) を用いて免疫組織学的解析を行った。躍蕩40例中26例 (65%) に癌細胞の核内にp53蛋白が蓄積してい

るのが観察された。癌細胞塊の周囲に存在する前癌状態の領域では明らかなp53の蓄積像は認められなかった。これ

らの観察により XPA 欠損マウスの皮膚発癌では高頻度にp53遺伝子の突然変異が起こり， その変異は主に発癌過程

の後期に生じていることが示唆された。次に腫蕩を含んだパラフィン切片を用いて Microdissection 法により腫虜部

分を摘出してのち DNA を抽出した。 PCR 法により p53遺伝子を増幅後， Direct seq uence 法によって塩基配列を決

定した。 p53の DNA 結合ドメインの大部分を含むエクソン 5 からエクソン 8 の領域を調べ，腫蕩40例中19例 (48%)

に突然変異が認められた。その内訳は tandem m u ta ti tion 8 例を含んだG ・ C→A • T transi tion が 28例， G. C 

→T ・ A transversion が l 例， T. A→G ・ C transversion が 1 例ですべて点突然変異であった。さらに検出され

た点突然変異30例中29例が dipyrimidine site での変異であったことから，それらの突然変異は紫外線による主要な

DNA 損傷であるシクロブタンピリミジンダイマー， 6-4光産物によるものと推定された。これまで報告されている野
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生型マウスの紫外線誘発皮膚癌におけるp53遺伝子の突然変異の大部分 (92%) が非転写鎖の DNA 損傷に由来した

ものであるのに対し， XPA 欠損マウスでは29例中21例 (72%) が転写鎖に生じた DNA 損傷に由来する突然変異で

あった。さらに， XPA 欠損マウスで検出された突然変異の DNA 結合ドメイン上で、の分布をこれまで報告された野

生型マウスのものと比較すると，種間で保存された 4 番目と 5 番目の領域に集中する傾向が見られたものの，明らか

なホットスポットは認められなかった。ヒトの紫外線誘発皮膚癌における p53遺伝子の突然変異のホットスポットは

DNA 鎖上の修復速度の遅い部位とほとんど一致するという報告がある o XPA 欠損マウスでは NER 能が欠慣してい

ることにより，野生型マウスではほとんど起こり得ない部位にも突然変異が紫外線により誘発されると考えられた。

【総括】

XPA 欠損マウスの紫外線誘発皮膚腫壌における p53遺伝子の突然変異を詳細に解析した。 XPA 欠損マウスにおい

て検出された点突然変異は野生型マウスのものとは対照的に転写鎖に生じた DNA 損傷によるものが優位に見出され，

分布上明らかなホットスポットが認められなかった。これらの結果はp53遺伝子の突然変異に関して XPA 欠損マウ

スと野生型のマウスでは頻度ばかりでなく質的な違いがあることを示し， XP 患者の皮膚癌の発症機序を解明する上

でも重要な知見であると考えられた。

論文審査の結果の要旨

本研究は XPA 欠損マウスの紫外線誘発皮膚癌における p53遺伝子の突然変異のスペクトラムを詳細に解析して，

この皮膚発癌の分子病態を明らかにすることを目的としたものである。 XP 患者の皮膚癌における p53遺伝子の突然、

変異についてはこれまで報告はあったものの，患者の相補性群に関してはほとんど不明であった。その意味で，

XPA 欠損マウスを用いて単一の相補性群で解析したことにより明瞭で意義のある知見が得られたと考える。 XP 患

者の高皮膚発癌性は紫外線による DNA 損傷を除去できず，突然変異が高度に蓄積されることが原因と考えられてい

る。しかし，野生型マウスとは対照的に， XPA 欠損マウスでは転写鎖の DNA 損傷により誘発された突然変異が非

転写鎖由来のものに較べて優位であったこと，および明らかなホットスポットが認められなかったことより，両者に

は頻度ばかりでなく質的な違いがあることを示している o この結果は XP の高頻度皮膚発癌の病態を解明する上で重

要で新しい知見であると考えられ，さらには発癌過程でおこる誘発突然変異に対するヌクレオチド除去修復の新たな

重要性を明らかにしたという点で学位の授与に値する研究と考えられる。
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