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論文内容要旨

  神経芽細胞腫は小児において最も高頻度に発症する悪性固形腫瘍の一つであり, その頻度は約

 8000 出生に一人であるとされる。 しか し, 新生児マススクリーニングによる早期発見の努力や

 末梢血幹細胞移植などを背景とした強力な化学療法を施行するな ど, 臨床的には様々な努力が行

 われているにもかかわらず, 進行例での予後は今なお不良である。 神経芽細胞腫の背景にある細

 胞 レベルあるいは分子 レベルの病因を解明すること は, その治療にとって非常に重要であるが,

 様々な検討にも関わらず, 真にその病因を説明するような報告は現在のところなされていない。

  本研究では, 神経芽細胞腫の原因となる遺伝子を同定 し, その病態の解明に寄与することを目

 的として, 神経芽細胞腫に見られる第 14 番染色体長続 (14q) の染色体欠失 (loss of heterozy-

 gosity, LoH) に着目してその詳細な検討を行った。 神経芽細胞腫における 14q LoH は, 比較

 的高頻度であることが以前より報告されているが, いずれも RFLP マーカーによる報告であり,

 その限定される領域は広く, 詳細な検討を行ったものはなかった。 これらの検討により, 同領域

 に存在すると考えられる神経芽細胞腫関連遺伝子の単離・同定のための第一歩とすることが本研

 究のメ イ ンテーマであ る。

  用いた症例は, 1988年9月より 1995 年6月までの間に東北大学医学部附属病院, 埼玉がんセ

 ンター, および, それらの関連施設において切除術の施行された原発性神経芽細胞腫 54 例で,

 これらを用いてマイクロサテライ ト解析を行った。 用いたマーカーは 14q32 領域由来の 10 個を

 含めたマイクロサテライ トマーカ一計 12 個で, PCR-LOH 法によるマイクロサテライ ト解析を

 行った。 その結果, 17例 (31%) に 14q での染色体欠失を認めた。 欠失を示した 17 例中 15 例

 は, 14q での ユarge deユetion を示していたが, 2例は 14q32 上で 三nterstitiaユ deletion を示 して

 おり, 共通欠失領域は, マイクロサテライ トマーカーD14S62 と D14S987 との間の約 1cM であ

 ると想定された。 Interstitial deletion を示 した2例について, この染色体欠失を別の方法で検

 証するために, 欠失を示 したマイクロサテライ トマーカーを含むコスミ ドまたは BAC クロー ン

 と, それに隣接 し欠失を示さなかったマーカーを含むクロー ンをプローブと して fluorescence ∫η

 s五蝕 hybridization (FISH) を行い, allclic imbalance としてその欠失を確定する事ができた。

 今回認められた 14q32 上での染色体欠失と発症年齢, ステージ, ploidy, および My「0/V 増幅と

 いった臨床的な特徴との間には, 有意な相関関係は認められなかった。 今回検討された神経芽細

 胞腫の 14q32 上での LOH は, 同一の症例での解析では, 第1番染色体短腕 1p32領域 (DIS197)

 の LQH とは同時に存在しない傾向を認め, 14q32 上には 1p loss とは関係のない神経芽細胞腫

 の病態に関与する遺伝子が存在する可能性が示唆された。 また, RI による LOH の検討の際, 同
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 時にマイクロサテライトの長さに関する情報を得たが, informativeなケースについて, その長

 さに関して変化を示 したマーカーは全く存在しなかった。 すなわち, microsatellite instabili七y

 (MSI) を示す症例は一例も存在せず, MSI が神経芽細胞腫の病態に関わっている可能性は低い

 と考え られた。

  今回同定された共通欠失領域に存在すると考えられる, 神経芽細胞腫の発生・進展に関与する

 と思われる遺伝子を検索するために, 我々はこの領域をカバーする sequence-ready BAC contig

 を作製した。 このコ ンティ グによるとマイクロサテライ トマーカーの相対的な配置は, 14cen-

 D14S62-D14S987-D14S1067-D14S979-D14S65-D14S998-D14S1019-D14S267-14qter で あ っ た。

 Contig の解析では, 共通欠失領域は少なくとも6個の BAC クローンによってカバーされ, その

 物理的距離は約しIMb程度であることが, pulse field gel elec七rophoresis (PFGE) によって

 確認された。 今回の研究では, この 1.1Mb 内に, 神経芽細胞腫の発生・進展に関与する遺伝子

 が存在することが強く 示唆された。
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 審査結果の要旨

  様々な検討にもかかわらず, 神経芽腫の病態は未だに解明されていない。 病態が不明であるこ

 とが進行例での予後を改善 しない原因の一つとなっていると考えられ, 神経芽腫の病態の究明が,

 予後改善には必要不可欠である。

  神経芽腫では, 染色体欠失の研究から, 特に 1p や 14q において, 関連する癌抑制遺伝子の存

 在が以前より強く示唆されてきた。 中でも, 1p での検討は予後との関連から数多くなされてい

 るが, 一方で 14qでの検討は, 欠失が22～50%と高頻度でありながら進んでおらず, 詳細な欠

 失領域の報告や候補遺伝子の検討はなされていなかった。 今回著者は検討の進んでいない 14q

 に焦点を当て神経芽腫の癌抑制遺伝子についての研究を行った。

  まず始めに, 著者は, 神経芽腫切除例 54 例について, 14q32 領域由来の 10個のマイクロサテ

 ライ トマーカーを用いてマイクロサテライ ト解析を行った。 その結果, 17 例 (31%) に 14q で

 の染色体欠失を認めた。 欠失を示 した 17 例中 15 例は, 14q での 1arge deletion を示 していたが,

 残りの2例は 14q32 上で interstltial deletion を示しており, その結果から共通欠失領域は

 D14S62 とD14S987 との間の約 1cM であると想定された。 これら2例については, fluorescence

 ̀π s∫戯 hybr呈dization (FISH) 法により allelic 呈mbalance としてその欠失が確定された。 14q32

 LOH と発症年齢, ステージ, ploidy, およびMyo/▽増幅との間には, 有意な相関関係は認め

 られず, また, 1p32 領域 (DIS197) のLOH の結果から1p LOH と 14q32 LOH とは同時に存

 在しない傾向があり, 14q32 には lp loss とは関係のない神経芽腫関連遺伝子が存在する可能性

 が示唆された。

  さらに著者は, 同定された共通欠失領域をカバーする sequence-ready BAC (bacterial artifi-

 cial chromosome) contigを作製 し, 解析した。 その結果, 共通欠失領域は最少で6個の BAC

 クローンによってカバーされ, その物理的距離は約 LIMb 程度であり, 同領域内にはまた, 〈10乙

 1s舵 が2カ所存在することが確認された。

  以上本研究では, 神経芽腫に関与する未知遺伝子の存在についての検討を, 14q32 に焦点を当

 てて詳細に行い, その結果約 IMb という狭い領域に癌抑制遺伝子の局在が強く示唆された。 今

 後のさらなる検討を必要とするものの, 神経芽腫の持つ生物学的多様性についての新たな一面も

 示 している。 本研究は豊富な実験結果によって神経芽腫の新たな知見を示 しており, 学位論文に

 値する ものと考え られ る。
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