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論文内容要旨

                研究目的

  膵管内乳頭腫瘍 (intraductal papillary-mucinous tumor of the pancreas 以下 IPMT) は

 膵管上皮を発生母地と し, 緩徐に過形成, 異形成そして癌へと進展する特徴を有 している。 この

 ため, IPMT の染色体・遺伝子変異を検索することは通常型膵管癌の発生メカニズムを理解する

 てがかりになると考え られる。 既に我々は SM141)4 を含む 18q の欠失が IPMT において膵癌と

 同程度の高い頻度で見られること, この現象が IPMT のなかで比較的異型度の軽い病変から見

 られること, を明らかにしており, 18q の欠失が膵管上皮の異形成変化に関与し, その変化が発

 癌につながるのではないかと考えている。 しかし, 仮に 18q の異常が膵癌の発生過程における初

 期変化であったと しても, その標的遺伝子が S砿4D4 であるか否かは不明である。 そこで膵癌

 の発生初期における SM配)4 の役割を明らかにするために IPMT における 18q の検索と SM}41)4

 の変異の検討を行った。

                研究方法

  症例 は東北大学第一外科とその関連病院で 1988 年1月から 1993 年8月までに経験 した IPMT

 切除症例のうち, 浸潤を伴わない異形成病変である mild dysplasia (前癌病変に相当) 4例,

 severe dysplasia/carcinoma `π s`施 (上皮内癌に相当) 14 例の合計 18 例を用いた。 ホルマリ

 ン固定されたパラフィンブロックからLCM (laser capture microdissection) により腫瘍細胞

 と正常細胞を採取, DNA を抽出後, 18q にマップされている3種類のマイクロサテライトマー

 カー (D18S462, D18S474, D18S451) を用いて LOH解析を行い, 更に PCR-SSCP による

 S肱4 D4 の遺伝子異常を検討 した。

                研究結果

  LOH の頻度はD18S451 で31% (4/13), D18S474 で 50% (7/14), D18S462 で 31% (3/10)

 でD18S474 で最も頻度の高い欠失が見られた。 Sハ4、4D4 は最も高頻度の欠失が見られた

 D18S474 から2.33cR セントロメ ア側に位置 している。 従って, 膵の発がん過程における膵管上

 皮の異形成変化に SM湾1⊃4 の異常が関与する可能性が示唆された。 そこで, LOH 解析に用いた

 IPMT 症例 16 例を含んだ 18 例で PCR-SSCP を行ったところ, 症例5のエクソン8 (コ ドン

 337) に変異がみられた。 これは GAG が GAA となる変化であったが, コー ドするアミノ酸は

 いずれもグルタミン酸であった。 多型の可能性も考え, この症例の正常の塩基配列を調べたが,
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 GAG であった。 このことから症例5のコ ドン337 で見られた変化は体細胞変異であるが, コー

 ドするアミノ酸は変わらず, 遺伝子に機能的な異常をもた らすような変化ではないと考え られた。

 病変組織に Sハ4}4D4 のホモ欠質がないことを確認するため, この実験に用いた症例の免疫染色

 を行ったところ, 全例の病変部で SMAD4 抗体の染色を確認した。 この事は病変部に SMAD4

 タ ンパクがホモ欠質 していないというひとつ の根拠と考え られた。

                結論

  IPMT 症例を用いた 18q の LOH 解析では SMAD4 近傍で高頻度の欠失が見られ, その異常と

 膵管上皮の異形成変化との関連が疑われた。 しかし詳細な解析を行ったところ SMAD4 遺伝子

 の機能異常をもたらすような変化は認められなかった。 これらのことから SMAD4 の異常は膵

 癌の多段階発癌過程において, 初期の段階で関与する可能性は低く, 高頻度の欠質を示した

 SMAD4 近傍の 18q 領域には膵癌の初期発生に関与する未知の遺1云子が存在する可能性が示唆さ

 れた。
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 審査結果の要旨

  膵管内乳頭腫瘍 (intraductal papillary-mucinous tumor of the pancreas以下 IPMT) は
 膵管上皮を発生母地と し, 緩徐に過形成, 異形成そして癌へと進展する特徴を有している。 この

 ため, IPMT の染色体・遺伝子変異を検索することは通常型膵管癌の発生メカニズムを理解する

 てがかりになると考え られた。 既に SM、4 1)4 を含む 18q の欠失が IPMT において膵癌と同程度

 の高い頻度で見られること, この現象が IPMT のなかで比較的異型度の軽い病変から見られる

 ことから, 18q の欠失が膵管上皮の異形成変化に関与し, その変化が発癌につながるのではない

 かと考えた。 しかし, 18q の異常が膵癌の発生過程における初期変化であったとしても, その標

 的遺伝子が 8砿4D4 であるか否かは不明であったため, 膵癌の初期の病態における Sル飢D4 の

 役割を明らかにする目的で IPMT における 18q の検索と Sハ4}4D4 の変異の検討を行った。

  対象症例は, IPMT 切除症例のうち, 浸潤を伴わない異形成病変である mild dysplasia (前

 癌病変に相当) 4例, severe dysplasia/carclnoma `π sε臨 (上皮内癌に相当) 14例の合計18例

 を用い, LCM (1aser capture microdissection) で腫瘍細胞と正常細胞を採取した。 DNA を抽

 出後, 18q にマップされている3種類のマイクロサテライ トマーカー (D18S462, D18S474,

 D18S451) を用いて LOH 解析を行い, 更に PCR-SSCP による SM}41)4 の遺伝子異常を検討し

 た。

  LOH の頻度は D18S451 で31% (4/13), D18S474 で50% (7/14), D18S462 で31% (3/10)

 で D18S474 で最も頻度の高い欠失が見られた。 SM}4D4 は最も高頻度の欠失が見られた

 D18S474 から 2.33cR セントロメ ア側に位置 していることか ら, 膵の発がん過程における膵管上

 皮の異形成変化に Sハ4、41)4 の異常が関与する可能性が示唆された。 そこで, LOH 解析に用いた

 IPMT 症例16例を含む18例の PCR-SSCP を行ったところ, 症例5のエクソン8 (コ ドン337) に

 異常がみられた。 これは GAG が GAA となる変化であったが, コー ドするアミノ酸はいずれも

 グルタミン酸であった。 この症例の正常細胞の塩基配列は, GAG であったことから症例5のコ

 ドン337で見られた変化は体細胞変異であるが, コー ドするアミノ酸は変わらず, 遺伝子に機能

 的な異常をもたらすような変化ではないと考えられた。 病変組織に S肱4D4 のホモ欠質がない

 ことを確認するため, この実験に用いた症例の免疫染色を行ったところ, 全例の病変部で

 Sル飢 D4 抗体の染色を確認 した。

  IPMT 症例を用いた 18q の LOH 解析では 翻4}41)4 近傍で高頻度の欠失が見られ, S肱AO4 の

 異常と膵管上皮の異形成変化との関連が疑われた。 しかし SルL41)4 遺伝子の機能異常をもたら

 すような変化は認められず, 免疫染色で病変組織に正常組織と同様の染色がみられたことか ら,

 Sル猶1)4 の異常は膵癌の多段階発癌過程において, 初期の段階で関与する可能性は低く, 高頻度

 の欠質を示 した Sλ4}4D4 近傍の 18q 領域には膵癌の初期発生に関与する未知の遺伝子が存在す

 る可能性が示唆された。

  この様に, 膵癌の初期病変を意識して行われた IPMT を用いた 18q の異常の検索は今までな

 されておらず, 更に, そこに新しい癌抑制遺伝子の存在する可能性を示唆した点で本研究は独創

 的であ り, 学位に値するものである。
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