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論 文 内 容 要 旨

RNAの 構成成分 としてメチル化,異 性化などの修飾を受 けた修飾核酸が天然に存在す ることが知 られ

て いる。修飾核酸は特にtRNA中 に多 く存在 し,tRNAが 受容するアミノ酸の変換 やコ ドンーア ンチコ

ドン認識の正確 さの向上など生命活動を営む上で必須の機能の一部 を担 っている。 これ らの修飾核酸 は

tRNA分 子骨格形成後になされる転写後修飾により生成 し,大 多数の修飾核酸 はモノ堺クレオ シ ドまで

分解 された後,核 酸の再利用経路であるサルベージ回路に入ることなく細胞外に放出される。これらの遊

離 した修飾核酸は種々の生理活性を有す ることが知 られ,石 田らは,マ ウスのエール リッヒ癌性腹水中に

存在す る1一メチルアデノシンや5一メチルシチジンが免疫抑制活性を有す ることを報告 している。

尿中に排泄された修飾核酸にっいては,腫 瘍マーカーとしての応用性が検討されてきたが,こ れまで,

尿中の修飾核酸の定量には主にHPI.C(HighPerfoml即ce孕iquidChromatography)が 用い られ,

癌患者尿中に修飾核酸が増加することが示 されてきた。一方,当 研究室では,モ ノクローナル抗体を用い

たEHSA(enzyme-1inkedimmunosorbentassay)法 を確立 し,尿 中シュー ドウリジンと1一メチルア

デノシンが癌患者,特 に白血病や リンパ腫患者のスクリーニングに有用なことを証明 してきた。

ところで,血 清中の修飾核酸の腫瘍マーカーへの応用性にっいて も検討がなされてきた。血清検体を用

いた場合,1)尿 検体で必要 とされるクレアチニン補正を行 う必要がないこと,2)小 児や腎障害を有す

る患者でしばしば認あられる偽陽性例が発生しにくいこと,さ らに,3)動 物モデルを作製 した場合に試

料の採取が容易であること,な どの利点があげられる。しか し,検 出感度上の問題か ら血清中の修飾核酸

量の検討 はほとんどシュー ドウリジンに限られ,ま た,迅 速性と簡便性に優れるE:LISA法 による測定 も

なされていなかった。血清中の修飾核酸の分析 は腫瘍マーカーへの応用性の証明のみならず,修 飾核酸の

体内動態の解析にも応用可能であり,非 常 に興味深い検討事項 と考えられる。

著者 はこれらの研究背景を踏まえ,尿 中及び血清中の修飾核酸の腫瘍マーカーとしての有用性を明 らか

にするため検討を行い,以 下に述べる知見を得た。

1.尿 中修飾核酸量の検討

(1)尿 中修飾核酸定量法 の白血病 モニタ リングへの応用

健常人33人 の尿中 シュー ドウ リジ ン,1一 メチルアデ ノシン量 の平均値 は31.2±9.9nmol/μmolク レア

チニ ン,1.91±0.66nmol/μmolク レアチニ ンで あった。そ こで,平 均値 に2SD(SD:標 準 偏差)を 加

えた値 であ る51.Onmol/μmolク レアチニ ン,3.23nmo1/μmolク レアチニ ンを それぞれ カッ トオ フ値 と

して設定 し,こ の値以上の症例 を陽性 とした。

白血病激 び リンパ腫患者全例 の尿 中 シュー ドウ リジン量の平均値 は61.6-82.8nmol/μmolク レアチ ニ

ンであ り,健 常人 と比較 して有意 に高値 であ った。同様 に1一 メチ ル アデ ノ シ ン量 の平均 値 は3.70-4.90

nmol/μmo1ク レアチニ ンであ り,健 常人 との差 は有意 であ った。 白血病及 び リンパ腫患者の尿 中 シュー

ドウ リジンの陽性率 は77%(46/60),1一 メチルアデノシンの陽性率 は62%(37/60)で あった。 シュー ド
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ウリジンあるいは1一メチルアデノシンのいずれかが陽性であったものは87%(52/60)で あった。

次に,疾 患の状態と尿中修飾核酸量の関係を検討 した結果,寛 解が導入されたほとんどの症例で尿中修

飾核酸量がカットオフ値以下にまで減少 した。一方,再 発が認められた症例では尿中量の増加がみられた。

これらの結果か ら,尿 中シュー ドウリジン,1一メチルアデノシン量は疾患の種類よりも,疾 患の状態を

良 く反映することが明 らかになった。尿中シュー ドウリジンと1一メチルアデノシンの白血病及 び リンパ

腫のモニタリングに対する有用性が示されたものと考えられる。尿検体を用いる本法は,骨 髄穿刺などの

方法に比べて,苦 痛を与えずかっ簡便に実施できるため,患 者病態のモニタリングへの癒用が可能であり,

従来の診断法の相補的な診断法 として有用であると思われる二

② 健常人の尿中修飾核酸量の詳細な検討

尿中修飾核酸の腫瘍マーカーへの応用性を検討する際に基礎となる,健 常人の尿中量の変動を検討 した。、

健常人300人 以上を対象 とし,尿 中シュー ドウ リジン,1一メチルアデノシン量の性差,年 齢差を検討 した

が,い ずれも有意差は認められなかった。また,日 内変動,日 差変動 も認められなかった。 これらの結果

から,尿 中 シュー ドウリジン,1一メチルアデノシン量は腫瘍以外の内的あるいは外的要因の影響を受 けに

くく,腫 瘍マーカーとして高い特異性を有 していることが明 らかになった。

2.血 清中修飾核酸定量法の開発

血清試料は,尿 試料 と比較 して生体に対する侵襲があるという短所を持っ反面,前 述のように,1)ク

レアチニン補正が必要ないこと,2)腎 障害を有する患者や小児で も偽陽性例が認められないと考え られ

ること,さ らに,3)実 験動物を利用す る場合,定 時の試料の採取が容易であり,基 礎的検討が可能であ

ること,な どの長所を持 っている。そこで,ま ず,血 清中1一メチルアデノシンの定量法を確立 した。

(1》高感度1一メチルアデノシン定量法の確立

従来の1一メチルアディシンの阻害ELISA法 に以下の改良を加えた。

1)ブ ロッキング剤 として1%BSA/0.05%Tween20含 有PBSを 用い,2次 抗体添加前に二回目の

ブロッキングを行 った。

2)二 次抗体の標識酵素として西洋わさびペルオキシダーゼ(HRP)を 利用 し,・テ トラヂチルベ ン

チジンを発色基質とした。 ・ ・

本改良法により得 られた検量線 は1-1000ng/mlの 範囲で良好な直線性を示 し,従 来法 に比べ検出感度

が10倍 上昇 した。

② 血清の前処理法の確立

血清の前処理法としてセ ントリコンー10(分 画分子量10000)を 用 いた遠心限外ろ過法を検討 した。限

外ろ過操作により検体中の1一メチルアデノシン濃度が変化 しないことを確認す るため,前 処理前血清へ

の添加回収試験を行 った。血清の限外ろ過前に標準品30ng/m1を 添加 した試料にお ける回収率 は87 .0-

112%で あり,良 好な値を示 し!た。.

(3)再 現性試験.
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血清試料 の同時再現性の変動 係数(C.V.)は9.84-13.5%,日 差 再現 性 の変動 係数(C.V.)は2.70-

8.39%で あ り,い ずれ も良好 な再現 性が認 め られた。本 測定法 が信頼性 の高 い測定法で あることが明 らか

になった。

3.担 癌 マウス血清中修飾核酸 量の検 討

(1)腹 水癌 モデル

BA:LB/cマ ウスに同系 マ ウス由来 のMethA線 維芽細胞腫細胞 を腹腔 内移植 し腹水 癌 モデルを作 製 し

た。腹腔内で の癌細胞の増殖 は移植後5日 目以 降に観察 された。非担癌 マ ウス血清 中の1一 メチ ルァ デ ノ

シン,シ ュー ドウ リジン量 はそれぞれ88.5±53.Ong/皿1,3.17±0.37μg/mlで あ った6担 癌 マ ウス血 清 中

の1一メチ ルアデ ノシン量 は移植後5日 目まで は変化が認 め られなか ったが,そ の後増 加 し,12日 目に は

正常値 の:4.6倍 の404±118ng/mlに 達 した。一方,シ ュー ドウ リジ ンは移植後9日 目以降 に増加 し,12日

目の血 中量 は正常値 の1.8倍 の5.82±0.29μg/m1ま で上 昇 した。'.

② 固形癌 モデル

BAI.B/cマ ウスにMethA細 胞 を皮内移植 し,固 形癌 モデルを作製 した。腫瘍 は移 植 後5日 目に観察

され,21日 目まで ほぼ一定 の速 さで増大 した。血清中の1一 メチルアデノ シンは移植 後5日 目以降増加 し,

19日 目には正常値 の2.6倍 の112±5ng/mlに 達 した。その後22日 までの3日 間 に急 激 に増加 し,正 常値

の5.9倍 の235±9ng/mlに 達 した。他方,血 清中 シュ」 ドウ リジンは11日 目に正 常値 の3.0倍 の7.16±

0.41μg/狙1ま で増加 した後,8日 後の ユ9日 にわずか に増加 し,19日 目以降 に再 び増加 が認 め られ,22日

目には正常値 の4.1倍 の10.0±1.0μg/m1な る高値を示 した。

癌細 胞の増殖 に伴 い,血 清中の修飾核酸量 は増加 し,血 清 中修飾核酸が腫瘍 マーカーと して有用 であ る

ことが予想 された。腹水癌 モデル と固形癌 モデルを比較す ると,血 清中の修飾核酸量 はいずれ も5日 目以

降増加傾 向を示す が,増 加速度 は腹水型の方 が大 きか った。 これは,腫 瘍細胞が皮内 に比 して腹腔 内にお

いて よ り速 く増殖す るため と考え られ る。

4.健 常人及 び癌患者血清中修飾核酸量の検 討

(1)健 常人及 び癌患者血清中修飾核酸量 の検 討

健常人 の血清 中1一メチルアデ ノシンの平均値 は28.3±7.9ng/ml,シ 皇一 ドウ リジ ンの平 均値 は1。28±

0.27μg/m1で あ り,年 齢差及 び性差 は認 め られなか った。そ こで,カ ッ トオフ値 と して平均 値 に2SDを

加 えた値 であ る44.1ng/ml(1一 メチルアデ ノシン),1B2μg/ml(シ ュー ドウ リジン)を 設定 した6

固形 癌及 び白血 病患 者 の血清 中,尿 中1一 メ チル アデ ノ シ ンの陽性 率 はそれぞ れ16%(4/25),44%

(11/25)で あ った。血清中1一 メチル アデノ シンが陽性を示 したの は肝細胞癌2例,大 腸癌1例 で あ った。

同 じ検体 の血清 中,尿 中 シュー ドウ リジ ンの陽性 率 はそれぞれ36%(9/25),64%(16/25)で あ ザた。

血清 中 シュー ドウ リジンが陽性を示 したのは,肝 細胞癌,胆 管癌,大 腸癌各2例,胃 癌,・卵 巣癌,子 宮癌

各1例 で あった。 ズ
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癌患者血清であっても尿中で認められるほど高い陽性率が得 られなかった理由 として以下の ことが考え

られる。1一メチルアデノシンの分子量は281.3,シ ュー ドウリジンの分子量は244.2と いずれ も小 さく,

限外ろ過によりその濃度が変化 しないことか ら明 らかなように血清中のタンパク質との相互作用 もない。

従って,血 清中のこれらの修飾核酸は血清中に保持されることなく速やかに尿中に排泄され,検 出 しうる

量的差異 として現れてこないものと思われる。 しか し,血 清中1一メチルアデノシン,シ ュー ドウリジン

はC型 肝炎ウィルス陽性の肝癌患者や大腸癌患者で陽性例が認められてお り,こ の様 な病態の検討 には

応用可能であると考えられる。

)

＼
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審 査 結 果 の 要 旨

RNAの 構成成分 として知 られる修飾核酸は,tRNAの 機能保持等に関与するとともに遊離型 として免

疫抑制活性を示すなど,生 体機能の維持に重要な働 きをしている。著者は,こ れらの修飾核酸が腫瘍患者

尿中に多 く排泄されることか ら,尿 中及び血清中の修飾核酸の腫瘍マーカーへの応用性について詳細に検

討 した。これまで,尿 中の修飾核酸の定量には主にHPLCが 用いられているが,本 論文 では,迅 速かっ

簡便で,感 度に優れ,マ ススクリーニングの可能なモノクローナル抗体によるELISA法 を用いて検討 し,

以下の知見を述べている。

1.尿 中修飾核酸量の検討

まず,健 常人と白血病及びリンパ腫患者の尿中 シュー ドウ リジンと1一メチルアデノシン量を定量 した。

白血病及びリンパ腫患者では有意に高い値が示され,尿 中シュー ドウ リジンの陽性率 は77%,1一 メチル

アデノシンの陽性率 は62%で あり,い ずれかが陽性であったものは87%で あった。次に,疾 患 の状態 と

尿中修飾核酸量の関係を検討 した結果,寛 解が認められたほとんどの症例で尿中修飾核酸量が減少 した。

一方,再 発が認められた症例では尿中量の増加が認められた。さらに,健 常人300人 以上を対象 とし,尿

中 シュー ドウリジン,1一メチルアデノシン量の性差,年 齢差,日 内変動及び日差変動にっいて検討 したが,

いずれ も有意差は認め られなかった。

2.血 清中修飾核酸定量法の開発

これまで,感 度の問題か ら測定法の無かった血清中1一メチルアデノシンの定量を目的 とす る分析法を

確立 した。血清の前処理にセ ントリコンー10を用いた遠心限外ろ過法を導入 し,ブ ロッキ ング剤 として1

%BSA/0.05%TWeen20含 有PBSを 各抗体添加前に用い,さ らに発色系 として西洋わさびペルオキシダー

ゼとテ トラメチルベ ンチジンを用いた阻害EI.ISA系 を開発 した。同法 は1-1000ng/mlの 範囲で良好な

直線性を示 し,従 来法 に比べ検出感度が10倍 上昇 した。回収率,同 時及び日差再現性 に優れ,信 頼性高

い定量法の開発に成功 した。

3.血 清中修飾核酸量の検討

BALB/cマ ウスへのMethA細 胞の移植モデルを用いた検討 において,癌 細胞 の増殖に伴 う,血 清中

の各修飾核酸量の増加が認あられ,血 清中修飾核酸の腫瘍マーカーとしての有用性が示された。

健常人の血清中の1一メチルアデノシン及びシュー ドウ リジンを定量 した結果,性 差 は認め られなか っ

た。固形癌及び白血病患者の血清中,尿 中1一メチルアデノシン及びシュー ドウリジンの陽性率 は,そ れ

ぞれ16%,44%で あった。陽性率の低 い要因として速やかな尿中への排泄が考えられた。

以上,著 者 は本論文において,尿 中1一メチルアデノシンとシュー ドウリジンの白血病及び リンパ腫の

診断及びモニタリングへの有用性を明確にした。また新規に,血 中1一メチルアデノシンとシュー ドウ リ

ジンの阻害ELISA系 を構築 し,迅 速,簡 便かっ高感度な血中濃度の測定を可能にした。その結果,動 物

レベルでは,血 中濃度が癌の病態を反映 しうるものと考えられたが,患 者血中の測定では十分な陽性率が

得 られないことを明らかにし,そ の理由として速やかな尿中への排泄を提案 した。これ らの結果 は,臨 床

上応用可能な重要な知見であり,方 法及び結果の新規性 も認められる。よって,本 論文は博士(薬 学)の

学位論文として合格 と認める。
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