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論文内容の要旨

【目的】

悪性黒色腫は、水平方向に進展するのみで皮下にほとんど浸潤しなければ (RGP) 外科切除でほとんど治癒する

が、皮下への浸潤が始まると (VGP) 遠隔転移巣を形成し個体を死に至らしめるようになる。このことから、悪性

黒色腫は RGP から VGP に進展 (progressÍon) する過程で浸潤転移能を獲得すると考えられているが、その過程に

おける遺伝子発現の変化は十分に理解されていない。本研究では、マウス悪性黒色腫より単離した新規遺伝子雌，ZE

のヒトホモログの悪性黒色腫標本における発現を免疫染色で調べ、この遺伝子の発現と RGP から VGP への pro­

gression との関係を検討した。

【方法ならびに成績】

ヒト悪性黒色腫の progression モデルとしてマウス悪性黒色腫細胞株 B16-FI0 と B16-BL 6 を選んだ。 B16-

BL6 は B16-FI0を勝脱壁浸潤させるセレクションにより得られた細胞株で、 B16-FI0が持たない自然転移能を獲

得している。これらの細施の転写産物を差分化ライブラリーで比較し、 B16-BL 6 で多く発現されている遺伝子と

して 8 種類の遺伝子を同定した。この中の 1 つであるマウス新規遺伝子 MLZE のマウス細胞株における発現をノザ

ンプロットで調べたところ、正常メラノサイト由来の細胞株では発現が見られず、マウス悪性黒色腫由来の細胞株で

は転移能の充進とともに発現の上昇が見られた。

この遺伝子のヒトホモログをヒト HeLa cDNA ライブラリーより単離した。塩基配列を決定したところ、ロイシ

ンジッパーと核移行シグナルを有する508アミノ酸をコードすると推定された。 GFP 融合蛋白の細胞内局在を蛍光顕

微鏡で調べたところ、細胞質における分布が見られた。核移行シグナル自体には核移行活性が見られたため、この蛋

白は細胞の条件によって核内に移行する可能性が示唆された。 MLZE遺伝子の発現をヒト多臓器ノザンプロットで調

べたところ、気管と牌臓のみで微量の発現が見られた。ゲノム遺伝子の断片をプロープとした FISH により MLZE

遺伝子のヒト染色体座位を調べ、第 8 染色体長腕24.1- 2 に同定した。この領域は悪性黒色腫や卵巣癌、脳腫蕩、乳

癌、肺癌で増幅されていることが報告されている。

MLZE がコードする蛋白質 (Mlze) の細胞内におけるはたらきは不詳であるが、発現様式と染色体座位の結果か

らこの遺伝子が悪性黒色腫の progressÍon に関与していると考え、 Mlze に対するポリクローナル抗体を作成し、手

術摘出標本を用いた免疫染色を行った。悪性黒色腫26例について免疫染色を行ったところ、 8 例 (31%) で陽性であっ
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た。一方、正常皮膚のメラノサイト、およびメラノサイトの良性腫蕩である真皮母斑は染色されなかった。悪性黒色

腫の症例を浸潤度に基づいて RGP 群と VGP 群に分けて発現率を調べると、 RGP 群では15例中 2 例(13%) で陽性、

VGP 群では11例中 6 例 (55%) で陽性であり、陽性率は VGP 群で高かった。一方、比較対照として悪性黒色腫の

progression とともに発現が上昇すると報告されている c-Myc の抗体を用いた免疫染色を連続切片で行ったところ、

RGP 群では15例中 3 例 (20%) 、 VGP 群では11例中 4 例 (36%) で陽性であった。陽性率は VGP 群の方が高かっ

たが、その差は統計学的に有意でなかった。その他に、腫蕩内部での発現分布を調べてみると、 c-Myc 陽性 7 例中

6 例で腫場全体の一様な染色が見られ、 1 例については腫蕩先進部における染色の低下が見られた。一方、 Mlze 陽

性 8 例中 6 例で腫蕩全体の一様な染色が見られ、 2 例については腫蕩先進部における染色の増強が見られた。

【総括】

マウス悪性黒色腫 B16-BL 6 から B16- F10を差分化したライブラリーよりマウス品1LZE 遺伝子を単離した。そ

のヒトホモログの悪性黒色腫標本における発現を免疫染色で調べたところ、 RGP 群は 2/15例、 VGP 群は 6/11例

陽性で、有意にVGP 群で陽性率が高かった。一部の症例においては腫蕩浸潤部での発現が腫蕩表層部と比較して増

強していた。

悪性黒色腫は Clark level n と level m の間で予後が悪化する。 Mlze の発現はこの level を境界として有意に陽性

例が増えたことから、 MLZE遺伝子発現上昇が悪性黒色腫の RGP から VGP への progression を惹起する遺伝子変

化の一つである可能性が示唆された。さらに、悪性黒色腫の浸潤部における良好な染色性は、 HMB45抗体などの既

存の抗体が持たない特徴であり、浸潤度の正確な診断に有用であると考えられた。

論文審査の結果の要旨

悪性黒色腫は、 RGP から VGP へ移行する過程で浸潤転移の形質を獲得することが知られているが、これに伴う

遺伝子変化は十分に理解されていな L、。本研究では、この過程における遺伝子変化を調べるために、異なる浸潤転移

能を持つマウス悪性黒色腫細胞株 B16-F10 と B16-BL 6 に注目し、サプトラクション技術を用いて高浸潤転移性細

胞株 BL6 で発現が高い新規遺伝子 MLZE を単離した。 MLZE遺伝子は RGP 群の患者よりも VGP 群の患者で高率に

発現されていたことから、 MLZE遺伝子の発現上昇が浸潤転移を惹起する遺伝子変化の一つである可能性が示唆され

た。 MLZE 遺伝子の座位が示された第 8 染色体長腕24.1- 2 は、悪性黒色のみならず卵巣癌、脳腫蕩、乳癌、肺癌に

おいても染色体増幅が報告されている領域であり、 MLZE遺伝子の浸潤転移への関与は卵巣癌、脳腫湯、乳癌、肺癌

においても想定された。さらに悪性黒色腫の免疫染色は、腫虜先進部を良好に染色する傾向が見られたことから、悪

性黒色腫の正確な診断の補助として役立つものと期待された。以上より、本研究は浸潤転移の研究における今後の発

展性が期待され、学位の授与に値すると考えられる。
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