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論文内容の要旨

【目的】

癌細胞ではしばしば genetic あるいは epigenetic な DNA の変化が認められる。その解析法のーっとして restric­

tion landmark genomic scanning (RLGS 法)がある o これはゲノム DNA を，数種の制限酵素による切断と電気泳

動の組み合わせにより一枚のゲル上に二次元に展開して，約3000個のスポットに分離し，その位置および強度の変化

から DNA の変化を捕らえようとするものであるo ヒト肝細胞癌 (HCC) 症例に RLGS 法を適用し，同一症例の癌

部の DNA とその対照部である非癌肝部の DNA の展開像を比較すると，複数症例の癌部 DNA において 5 個のスポッ

トで強度が増強し， 60個のスポットで強度の減弱ないし消失が見られる。本研究では， HCC で生じている DNA の

変化を明らかにするため，これらのうち，消失が見られる頻度の高いスポットをクローニングし，スポットの消失の

原因となっている DNA の変化を明らかにすることを目的とした。さらにそれらの変化が生じている領域と遺伝子と

の関係を明らかにするため，染色体上の局在およびその塩基配列の決定を行った。

【方法ならびに成績】

1) RLGS ゲル上のスポットからの DNA フラグメントのクローニング:本研究では， 16例の HCC 症例中高頻度に

消失ないし強度の減弱がみられた 5 個のスポット(# 7 , #58, #25, #22, #10) について解析を行った。これら

のスポットが非癌部肝組織と同様に存在するヒ卜リンパ芽球細胞株 GM06061 C のDNA を用いて， クローニングを

行った。スポットをゲルから切り出し DNA に溶出した後，その末端にアダプターをライゲーションし，アダプター

に特異的なプライマーを用いて PCR による増幅を行った。増幅された目的とする DNA フラグメン卜はアガロース

ゲルにて分離，回収した後ベクターに組み込んだ。

2 )ヒト HCC 細胞株を用いた DNA 変化の検討:クローニングした DNA フラグメントをプローブとして， 目的と

するスポットが存在する GM06061 C と，消失している HCC 細胞株の DNA を用いてサザン解析を行った。 Not 1 

と Hinf 1 の組み合わせで， コントロールの GM06061 C で見られるバンドが HCC 細胞株の DNA において上方にシ

フトしていたo Hinf 1 単独での切断では両細胞株間で差は認められず，そのサイズは Not 1 と Hinf 1 で処理した

HCC 細胞株の DNA におけるバンドのサイズと一致していた。この結果から HCC 細胞株の DNA では Not 1 サイト

において切断できなくなっていると考えられた。
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3 )ヒト切除 HCC 症例を用いた DNA 変化の検討:外科切除にて得られた 11症例について同様のサザン解析を行っ

た。複数症例の癌部 DNA で， HCC 細胞株と同様の変化が見られた。

4) Not I サイトにおける点突然変異の有無の検討: Not I サイトにおいて切断ができなくなっている原因を明らか

にするため， PCR 産物を用い Not I の認識配列が保存されているかどうかを検討した。その結果，認識配列は保存

されており， HCC で見られた変化は Not I サイトにおけるメチル化に由来すると考えられた。

5 )他の制限酵素認識部位におけるメチル化の状態:メチル化の状態によりその切断能が異なるイソ制限酵素である

A1sp I と HpαH を用いて， Not I 認識配列以外でのメチル化の状態を調べた。その結果から，得られたフラグメン

トの近傍領域は Not I 認識配列以外の配列においても， HCC でより高度にメチル化されていた。

6 )得られたフラグメントの染色体上の局在の検討: HCC でメチル化が生じている領域の染色体上の位置を F18H

により検討した。フラグメント# 7 , # 58, # 25, # 22, # 10はそれぞれ16P 13. 1, 4 q 21, 1 q 12, 17 q 25, 12 q 

13に存在することが決定された。 4 q 21, 1 q 12, 17 q 25, 12 q 13は，今回初めて癌でのメチル化が認められた領域

であった。

7) 5 個のフラグメントの塩基配列の決定:塩基配列を決定し，データベースへの登録の有無を調べた。フラグメン

ト #7 は 8TAT induced 8TAT inhibitor-1 (881 -1 )の遺伝子の読みとり枠の一部と一致していた。フラグメン

ト #58は既報の cytokine gene cluster の配列の一部と一致していた。またフラグメント #58の一部はコンビュータ

解析にてアミノ酸をコードしている可能性が示唆されたが，現時点では対応する遺伝子は報告が認められなかった。

フラグメント #25， #22および #10の塩基配列はデータベースに一致するものが見られなかった。

【総括】

ヒト肝細胞癌 DNA にRLG8 法を適用することにより， ヒト肝細胞癌で高頻度にメチル化が生じている 5 つの新た

な領域を明らかにし，さらにメチル化を受けている遺伝子として 8TAT induced 8TAT inhibitor-1 (881 -1 )の

遺伝子を同定した。遺伝子周辺領域に regional に生じたメチル化によりその領域の遺伝子発現が抑制されると考え

られており， 881 - 1 を含め，これらの領域に存在する遺伝子がメチル化により発現抑制され， ヒト肝細胞癌の形質

に関与している可能性が考えられる o

論文審査の結果の要旨

近年癌における DNA の異常について，従来から行われている genetic な変化に加え， メチル化に代表される epi­

genetic な変化についての研究が進められている。本研究はヒト肝細胞癌に restriction landmark genomic scanning 

法を適用し， ヒト肝細胞癌で高頻度に消失しているスポットから DNA のクローニングを行い，その解析を行ったも

のである。その結果スポットの消失が DNA のメチル化に由来するものであることを明らかにし， ヒト肝細胞癌にお

ける新たな高メチル化のホットスポットの局在およびメチル化を受けている遺伝子として 8TAT induced 8TAT inｭ

hibitor - 1 遺伝子を同定したものである o 肝細胞癌の遺伝子異常を明らかにするうえで新たな知見を提示したもの

であり，学位を授与するに値すると考える o
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