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【背景】

D N A メチル 化 は転写制御 ･ ク ロ マ チ ンリ モ デリ ン グ ･ ゲノ ム の安定性 に重要な役

割 を果た して おり ､
D N A メチ ル化の 変化は発がん に寄与す る主要 な エ ビジ ェ ネ テ ィ

クス 機構の ひ とつ で ある ｡ ヒ トが んに 通常認め られ る D N A メチル化 の 変化は額域特

異的な高メチル化と 5 メ チル シ トシ ン総量の 減少で ある ｡

が んにお ける嶺域特異的な異常高メチル化は ､ 腫疾抑制遺伝子 の 発現消失を介 して

発が んに寄与す る ｡ しか し異常高メチル化の 原因とな る詳細な分子機構はい まだ充分

に は解明され て い な い Q D N A メチ ル トラ ンス フ エ ラ
ー

ゼ 1 (D N M T l) は体細胞中に最

も豊富に存在する D N A メ チル化酵素で ある ｡ 最近 D N M T l は D N A メチル化 の維持

の みならず d e n o v o メ チル化に も働く可能性が示唆されて おり ､ そ の 発現 の 変化はが

んにお ける D N A メ チル化 の 異常を 引き起 こす原因とな る可能性が あ る ｡

一 方異常低

メチル化は ､ E S 細胞や マ ウス モ デル を用 い た実験に より , 染色体不安定性を惹起 し

て発が んを誘導す る こ とが知られて い る ｡

尿路上皮がん にお い て は p 1 6 や E - カ ドヘ リ ンな どの 遺伝子が プロ モ ー

タ
ー 街域

C p G アイ ラ ン ドの 異常高メチル化により発現が消失する こ と ､ C p G アイ ラ ン ドの メ

チ ル化 の頻度と予後の 相関な どが報告されて い る ｡ しか しなが ら､ 尿路上皮がん の 組

織学的な多様性や前がん病変を十分考慮した上 で の D N A メチル化 の変化 に つ い て の

検討は い まだ十分になされて い な い ｡ また ､ D N A 異常高メチル化 の原 因の ひ とつ で

ある可能性が ある D N M T l 蛋白発現 の 変化に つ い て も こ れ まで報告はな い ｡ さ らに ､



尿路 上 皮がん に お ける異常低メ チル化 の 意義 に つ い て も未だ十分に解明され て い な

い ｡

本研 究は, 尿路上皮がん の 多段階発生過 程や多様な発生経路に対応するさま ざまな

組織検体を用 い て
､ ( 1 ) D N M T l 蛋白発現 の変化な らび にそ の 細胞増殖能と の 関係

に つ い て 検討す る こ と ､ ( 2 ) 嶺域特異的な異常高メチル化な らびにそ の D N M T l 蛋

白発現 の 変化と の 関係に つ い て検討す る こ と ､ ( 3 ) 傍セ ン トロ メ アサ テライ ト領域

の 異常低メ チル化な らび に そ の 尿 路上 皮が ん に特徴的な他 の 分子 生物学的な変化と

の 関係に つ い て検討す る こ とに より ､ 尿路上皮がん の 診断や治療に D N A メ チル化 の

変化を利用する こ と を将来的な視野 に入 れ つ つ ､ そ の 基礎として 尿路上皮の 多段階発

がん過程にお ける D N A メチル化の 変化の 意義に つ い て の 理解を深める こ とを目的と

す る ｡

【対象と方法】

< 1 > 勝朕移行上 皮の 多段階発がん過程にお ける D N M T l 蛋白発現 の 変化

膜耽全摘術を施行 した膜脱が ん症例 1 0 3 例の ホル マ リ ン 固定パ ラ フ ィ ン包埋標本

か ら作成 した ､ 組織学的に特記す べ き所見 を示 さな い 移行上皮 8 9 検体 ･ 異形成 上 皮

7 8 検体 ･ 移行上皮がん (乳頭状 がん , 上皮内がんな らび に浸潤が ん) 1 7 4 検体 の組織

切 片､ な らび に
､

正 常対 照 として ､ 非尿路上皮が ん症例 の 手術 ある い は剖検で得 られ

た正常移行上 皮 6 1 検体に つ い て 検討した ｡ 抗 ヒ ト D N M T l ポリク ロ
ー

ナル抗体なら

びに 抗ヒ ト P C N A モ ノ ク ロ
-

ナ ル抗体を用 い て 免疫組織化学染色を行い ､ そ の 結果

に つ い て 相互 の 関係な らび に臨床病理学的な諸因子 との 相関を検討し た｡

< 2 > 膜状移行上 皮の多段階発が ん過程 にお ける C p G アイ ラ ン ドの メチ ル化 の 変化､

な らびにそ の D N M T l 蛋白発現の 変化と の 関係

膜脱がん症例 5 5 例の ホル マ リ ン 固定パ ラ フィ ン包埋標本か ら ､ 組織学的に特記す

べ き所見 を示さな い 移行上皮 2 3 検体 ､ 移行上 皮がん (乳頭状が ん ､ 広汎進展上皮内

がんな らび に浸潤が ん) 7 0 検体 の D N A を マイ ク ロ ダイセク シ ョ ン法 にて 回収 した｡

正常対照 と して骨盤内臓全摘術 を施行 した直腸がん症 例 1 2 例 か ら得られた正 常移行

上皮 1 2 検体か ら抽出した D N A を検討 に加 えた ｡ D N A をバイサ ル フ ァ イ ト変換に供

した後､ メチル化特異的 P C R ( M S P ) あ る い はバ イサル フ ァ イ ト変換 一 制限酵素処理

( C O B R A) 法に より p 1 6
,
D e at h - a s s o ci at e d p r ot ei n ki n a s e ( D A P K) 遺伝子な らびに

M I N T 2
,
1 2

,
2 5

,
3 1 ク ロ

ー

ン の 各 C p G ア イ ラ ン ド( こ れ らは消化器が んを対象 とした

研究 にお い て 年齢依存性で なくが ん特異的に メチ ル化が 克進す る こ とが知られて い

る) の メチ ル化の 状態を解析した ｡ こ れ らの 結果 に つ い て 臨床病理学的な諸因子 と の

相関を検討 した ｡

< 3 > 尿路上皮が んにお ける異常低メチル化 の 意義

勝脱が ん 1 3 例 ･ 尿管が ん 5 例 ･ 腎孟がん 9 例 ､ 計 2 7 例 の 尿路上皮が ん症例 の 手

術摘出標本か ら採取したがんな らびに非が ん組織の 新鮮凍結組織か ら高分子量 D N A

を抽出 した｡ M s p I ある い は H p a II にて 処理 した D N A に対 して サ テ ライ ト 2 ･ 3 の

各々 に対するオリ ゴヌ ク レオチ ドブロ
ー

ベ を用 いて サザ ンブロ ッ テ ィ ン グを行 っ た ｡

9 番染色体上 の 6 部位 の マ イク ロ サテ ライ トマ
ー

カ
ー ( D 9 S 7 7 5

,
D 9 S 9 2 5

,
D 9 S 3 0 4

,



D 9 S 3 0 3
,
D 9 S 2 8 3

,
D 9 S 7 4 7) にお ける ヘ テ ロ 接合性喪失 ( L O H) の 有無 を ､ 蛍光 ラベ

ル したプライ マ
ー を用 い た P C R を利用 して解析した ｡ これ らの 結果 に つ い て 相互 の

関係ならび に 臨床病理学的な諸因子 との 相 関を検討 した ｡

【結果】

< 1 > 勝朕移行上 皮の 多段階発が ん過程 における D N M T l 蛋白発現の 変化

正常移行上皮 ･ 膜脱がん症例か ら採取した組織学的に特記す べ き所見 を示さな い 移

行上皮 ･ 異形成上皮 ･ 移行上皮が んと進展する に 伴い D N M T l 蛋白発現は有意に克進

した (p
< 0 . 0 0 0 1) ｡ 特に ､ 前が ん段階に ある可 能性の ある膜脱が ん症例の 組織学的に

特記 す べ き所見 の な い 上 皮にお い て 既に 正常移行上皮に 比 べ て D N M T l の 発現 の 有

意な克進が見 られた ( p < 0 . 0 0 0 1) ｡ 膜脱がj u 症例か ら採取 した組織学的に特記す べ き

所見を示さな い 移行上皮で は D N M T l の 発現と P C N A 標識率の 間に有意な相関は見

られなか っ た｡ 非乳頭状がんは乳頭状が んに比 べ て D N M T l を有意に高発現 して おり

( p
= o . o o o 1) ､ 非乳頭状がん の 中で も特に D N M T l を高発現して い た の は悪性度の 高

い 結節性浸潤が ん の 前駆病変で ある広汎進展上 皮内がんで あ っ た｡

< 2 > 勝朕移行上皮の 多段階発がん過程にお ける C p G アイ ラン ドの D N A メチル 化

の変化, な らびにそ の D N M T l 蛋白発現の 変化と の 関係

正常移行上 皮､ 膜脱がん症例か ら採取 した組織学的に 特記す べ き所見 を示さ な い 移

行上 皮､ 移行上皮がん にお ける各 C p G アイ ラ ン ドの D N A メチ ル化 の頻度はそれぞ

れ p 1 6 ( 0 %
,
1 7 %

,
2 1 % ) ､

D A P K ( 1 3 %
,
3 3 %

,
2 9 % ) ､

M I N T 2 ( 5 6 %
,
6 0 %

,
7 6 % ) ､ M I N T 1 2

( o %
,
6 %

,
3 0 % ) ､ M I N T 2 5 ( 2 5 % , 2 7 % , 3 5 % ) ､

M I N T 3 1 (4 5 %
,
5 6 %

,
7 9 % ) で あり ､ 概

ね 正常移行上皮か ら前が ん状態 に ある組織学的に特記 すべ き所見 を示 さ ない 移行上

皮､ 移行上皮が ん へ と進展する に つ れて 各 C p G アイ ラ ン ドの D N A メチル化の 頻度

は克進 して い た ｡

3 箇所以上 の C p G アイ ラ ン ドが 同時にメチル化され る事象の 頻度は､ 正常移行上

皮か ら ､ 膜脱が ん症例か ら採取 した組織学的 に特記す べ き所見 を示 さ な い 移行上 皮 ､

移行上皮がん へ と進展す る に つ れて 有意に 克進し ( P = 0 . 0 0 4 3) ､ 特に膜脱 がん症例か

ら採取 した組織学的に特 記す べ き所見 を示 さな い移行上皮の 段階で既 に正 常移行上

皮と 比較 し て 有意 に 克 進し て い た ( P = 0 . 0 4 5 5) ｡ C p G ア イ ラ ン ドメ チ ル 化形 質

( C I M P ; がん にお い て 同時 に 3 箇所以上 の C p G ア イ ラ ン ドが メチル化 され る とき

C I M P 陽性と定義) は乳頭状がん に比 べ て非乳頭状がん にお い て有意に 高頻度に見ら

れた ( P = 0 . 0 1 4 3) ｡ 全検体を用 い て検討した とき､ 同時に 3 箇所以上 の C p G アイ ラ

ン ドが メ チ ル 化 さ れ る事 象 は D N M T l 蛋 白発現 の 克 進 と 有意 に 相関 し て い た

( P = 0 . 0 1 6 7) 0

< 3 > 尿路上皮が ん にお ける低メチル化の 意義

サテ ライ ト 2 ･ 3 の 低メチル化はそれぞれ非がん組織の 7 % ･ 0 %
, 尿路上皮が んの

4 1 % ･ 4 4 % に見 られ ､ がん の 組織学的異型度(P = 0 .0 0 1 2 ､ 0 . 0 0 4 3) ､ 深達度( P = 0 . 0 0 5 5
､

0 . 0 2 2 8) ､ 組織構築 (乳頭状がん対結節性浸潤が ん ､ P = 0 . 0 1 6 1 ､ 0 . 0 2 9 7) と有意に 相

関して い たo 少なく とも 1 箇所以上 の マ イ ク ロ サテ ライ トマ
ー

カ
ー にお ける L O H は

移行上皮が んの 5 2 % に認め られ ､ サテ ライ ト2 ･ 3 の 低メチル化と の 間に有意な相関



が見 られ た ( P = 0 . 0 0 9 8 ､ 0 . 0 0 3 4) ｡

【結i論】

D N M T l 蛋 白発現 の 克進 は 単に 細胞増殖能の 克進 に 伴う 二 次的なも の で はなく ､ 勝

耽尿路上皮の 多段階発が ん過程にお い て 細胞増殖能の 克進に先行し
､ 多数 の C p G ア

イ ラ ン ドの メチル化 の 克進を惹起する可能性が ある ｡ D N M T l 蛋白発現ならびに C p G

アイ ラ ン ドにお ける D N A メチル化は ともに ､ 尿路上皮にお ける多段階発がん過程早

期 の 前がん段階か ら既に克進 し ､ 特に乳頭状が んが発生す る過程よりも広汎進展上皮

内がん を経て 悪性度の 高い 結節性浸潤が んが発生す る過程に寄与する可能性が ある ｡

尿路上皮が んにお い て 傍セ ン トロ メア サテ ライ ト嶺域 の 低メチ ル化は ､ 尿路上皮が ん

に高頻度に見 られ る 9 番染色体の L O H の 原因 とな っ て い る可能性があ る ｡




