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論文の内容の要旨

（目的）

　肝内胆管癌，h協hep説ic　cho且angi㏄ard独oma（ICC）の発症には地理的依存性がある。タイ国民にとって

ICCは、主な死因のひとつになっている。特に北東部ではICCを起こす肝吸虫，0躰肋㈱肋∫伽鮒伽左（OV）

の感染が世界で最も蔓延しており，住民の7割に感染が認められる。ICCの病因は多元的であると考えられ

るが，OV感染は最も重要な原因になっている。

　近年，腫瘍形成の初期遇程でDNAミスマッチ修復（MMR）の欠損が生じる事が報告されている。主に

hMS貫2，hML肥などのMMR遺伝子の欠失は，短い繰り返し配列であるマイクロサテライト（MS）のゲ

ノム不安定を引き起こす。細胞核DNA（nDNA）でのMSの変化は，MS長が変化するMS不安定性（MSI）

やヘテロ接合の一方のアリルの喪失（LOH）によって特徴付けられる。

　これまでのところ，ICCの発癌につながる初期過程や分子レベルのメカニズムの知見は少ない。特に，肝

吸虫感染を伴う症例ではICCの発生におけるMS異変にDNAMMRシステムの役割は分かっていない。そ

こで，タイ王国の胆管癌症例におけるゲノム不安定性の解析を通じてDNA　MMR活性が胆管癌の発症に関

与しているか検討した。

（対象と方法）

　症例。ICCと対応する正常部分を含む新鮮標本24症例，ホルマリン固定パラフィン包埋組織！3例はタイ

国立癌研究所の許可の元に入手し，また本研究は筑波大学の倫理審査委員会の許可の下に行った。

　DNA抽出。新鮮なサンプルについては，DNAは通常のフェノール／クロロホルム抽出方法によって調整

した。パラフィン包埋組織からのDNA抽出は10pm厚切片2枚を，iO㎜MT㎡s－Hα，pH8．3，1mMEDTA

0．5％Tweeト20，1mgprot幽aseKを含む200plのdigest1㎝b雌er中で5．5℃で2－3日問i㏄むbateし、そ

の後9蛇で10分加熱し，12，000xgで15分間遠心して上清を回収した。

　MSの検出。nDNAと耐DNAのゲノム不安定性を蛍光PCRとレーザー検出装置によって解析した。
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烈DNAのMSマーカーとして5つの「Bethes由マーカー」に多型頻度の多い7つのマーカーを加えた，

BAT－25，BAT－26，D2S119，D2S123，D3S1277，D3S1298，D3S1561，D3S1611，D5S346，DllSg04，

D17S250，TP53の12アリルを用いて評価した。また，ミトコンドリアのDループの非コード領域にある（C）n

繰り返し配列，NADH脱水素酵素サブユニット（ND）1およびND5遺伝子のコード領域にある（C）n，（C）

n／（A）n繰り返し配列によりさらに評価した。新鮮標本についてはD3S1277，DllSg04，D一玉oopを単一プラ

イマーセットでPCRを行い，他はマルチプレックスPCRを行った。パラフィン包理組織については「ND亙，

ND5」をマルチプレックスPCRで行った以外は全て単一プライマーセットでPCRを行った。増幅産物は，

自動DNAシークエンサー（ABIP則SM377，Ap凶edBiosystems，FosterCi蚊，CA）を用いて，2．5時問電

気泳動を行った。結果はGe鵬Sc獅とGenotyper（App遍ed　Biosyste㎜s）により解析した。

（結果）

　解析した12のMSマーカーの中で，MS亙はBAT－25で1／37症例（2．7％），D2S123で6／36症例（16．7％），

D3S1611で1／35症例（2．9％），DuSgO盗で1／35症例（2．9％），D17S250で2／32症例（6．3％）であった。

LO亘はD3S1298で4／22症例（亙8．2％），D3S1561で2／11症例（18．2％），D5S346で6／18症例（33．3％），

TP53で3／24症例（12．5％）であった。他の症例ではMSの異常は検出されなかった。また，BAT26と

D2S119，D3S五277の3つのマーカーでは全症例でMSの異常は検出されなかった。3種のミトコンドリアマー

カーについてはふたつのコード領域マーカーでは全症例でピークの変化は検出されなかったが，1症例でD

ループのCリピートに変化が認められた。

（考察）

　ICCにおけるゲノムの不安定性を棚NAにおける5つのBethes由マーカーを含む12のMSマーカーを

用いて評価したところ，9症例で少なくとも1つのマーカーでのMSIが検出された。その内2症例では2

か所のマーカーでMS亙を認めた。Bethesda基準によれば，五2箇所のマーカーのうち1箇所（8％）又は2

箇所（五6．7％）の症例は，低頻度MSI（MSLL）として分類される。さらに3箇所のミトコンドリアマーカー

を用いてMSI－Lであるか検証したところ，変異を起こしやすい赦DNAのDループの非コード領域でさえ

MS亙の頻度は37症例中1症例であり，旭NAよりも低頻度であった。

　日本のICC症例ではMS亙が報告されており，それらの研究で用いられた8箇所のMSマーカーのうち6

箇所が本研究と同じゲノム上の位置である。日本の症例でもMSIの頻度は低かった，ただしタイ症例で検

出されなかったD5S346において高頻度（22．7％）にMSIが検出された（フィッシャー検定＝O．O053）。現

在の所，日本とタイの症例間での矛盾の原因は分からないが，日本の症例では見られないOV感染によるリ

スクも一因かもしれない。さらに最近報告された○V感染が関係したICC症例の解析は3か所のマーカー

しか用いていないが本研究と同様の結果を示している。ただし，D2Su9で彼等は高頻度（20％）のMSIを

認めているが（フィッシャー検定＝O．0029）今回の症例では検出されなかった。BAT－25やBAT－26のよ

うな一塩基繰り返し配列マーカーについては，一般にMSI－Lの腫瘍では変化がほとんど見られないとされ

ており，本研究の結果と一致している。さらに班Cおよびp53（鵬53）遺伝子の変異は，MS安定（MSS）

な大腸がんで頻繁に見つかるが，本研究では，MSI－LまたはMSSである亙CCの9症例で〃0（D5∫346）

あるいはp53遺伝子のMSマーカーのいずれかでLOHが検出された。

（結論）

　DNAMMRシステムの関与は，我々の解析したICC症例の一部でしか見つからなかった。タイ王国の肝

吸虫感染が関与したICC症例はMSI－LあるいはMSSであり，DNAMMRシステムはこの発がんにおいて

重要な役割を果たしていないという結論に至った。
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審査の結果の要旨

　本研究は，タイ王国で主な死因のひとつとなってる肝吸虫症に合併する肝内胆管癌の発症機序を解析する

ことを目的とし，肝内胆管癌症例の新鮮標本または，ホルマリン固定パラフィン包埋標本からDNAを抽出し，

ゲノム安定性を検討し，国際基準に照らし合わせて，低頻度MSIまたはMS安定と分類されることを明ら

かにした。また，対象とした37例中9例（24．3％）で搬Cまたはp53遺伝子領域のいずれかにL○貰が検

出されることも示している。

　肝吸虫症に合併する肝内胆管癌の発症機序をゲノム安定性の観点から解析した研究として評価される。今

後，ゲノム安定性以外の観点からの発症機序の解析が期待される。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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