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博士論文の要旨

　【背景と目的】　　　　　　　　　　．
P・6（INK4a）はCDK　1　cychn複合体に作用し・cel　cycleのG・→S・期の進行を

制御する癌抑制遺伝子として知られている。このP16遺伝子のメチル化は多くの，

癌で認められ、肝細胞癌でも35～72．7％に認められると報告されている・しかし・

肝細胞癌を発生した背景肝においてこのP16遺伝子のメチル化を検討した論文は

少なく、また、定量的に評価した論文はほとんど無い・本研究の目的はこれら肝

細胞癌の高危険群である慢性肝疾患におけるP16遺伝子プロモーター領域のCpG

islandのメチル化の程度を定量rea1－time　PCRを用い定量化し・正常肝のそれと

比較することでこれが肝細胞癌の発生母地としての肝高発癌状態のマーカーとな

りうるか検討することである。

【対象および方法】

　肝細胞癌28例、それに対応した癌背景肝29例、慢性ウイルス性肝炎組織10

例、正常肝12例を対象とし、以下の方法を用いてP16遺伝子のプロモーター領

域のメチル化を解析した。①定量Rea1疽me　methylation　specific　PCR（以下

Rea1．time　MS・PCR）：各組織から抽出したDNAをbisu］五te処理した後・メチル

化されたまたはメチル化されないP16遺伝子領域に各々特異的なプライマーを用

いrea1．time　PCRを施行した。この際、　SYBR　Green　Iを用いたインターカレ三
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ター法と、Ta　qM　anプローブ法の2種法を施行した。各々の方法において既知濃

度のControl　templateとの比較からメチル化の程度を定量化し・メチル化

index（methy1／methyl＋unmethy1：以下Mと略）を算出することでP16のメチル

化程度の数値的指標とした。②bisu1丘te　sequencing：メチル化に関係ない部位の

プライマーを用いPCRを行った後、その産物をクローニングし・その複数のクロ

ー一
唐��ﾍすることでメチル化されているCG　siteの数・部位を解析した・③

RTPCR：P16mRNAの発現量を定量PCRを用いて測定し・P16遺伝子のメチル

化との相関を比較検討した。

【結果】

1．メチル化頻度およびmethylation　index（MI）

　メチル化頻度の解析ではSYBR法で肝細胞癌71％、癌背景肝55％・正常肝33％

のメチル化を認めた。またTaqManプロー一ブ法では各々64％・28％・0％のメチル

化を認め、これら組織間で有意差を認めた（P〈0．01）。また皿の解析ではSYBR

法で肝細胞癌6．121、癌背景肝0．437、正常肝0．027、TaqManプローブ法で各々

15．000、1．759、0であり両方法において組織間に有意差を認めた（ともにP〈0・01）・

　SYBR法とTaqManプローブ法ではメチル化頻度、メチル化指数に差を認めた・

これはSYBR法が両端のプライマーのみに存在するメチル化・非メチル化CG　site

を反映しているのに対し、TaqM旦2垣三ブ法ではプライマーおよびプローブ双

方に存在するメチル化、非メチル化CG　siteを反映しており、よりアニーリング

の条件が厳しいためと考えられた。従ってSYB　R法は感度に勝り・Ta　qM　anプロ

ーブ法は特異度に勝る測定法であると考えられた。

　肝細胞癌ではstageが進行するほど、また癌背景肝では線維化の進行した群に

おいてメチル化頻度およびMIの高い傾向を認めたが、有意差を認めなかった・

　etiology別の検討ではTaqManプローブ法において、　B型・及び非B非C型に¶

比してC型肝炎ウイルス感染を背景とした肝細胞癌で各々メチル化頻度および

MIが有意に高値であった（p＝0．024，p＝0．037）。

2．bisulfite　sequencingの結果

　肝細胞癌ではほとんどのCG　siteでメチル化を認めたのに対し、癌背景肝・正

常肝では10ヶ所のCG　siteを含む10クローンのうち各々1ヶ所、2ヶ所のCG　site

のみメチル化を認め、両者において差を認めなかった。

3．rea1・time　RT・PCRの結果

　癌背景肝、正常肝におけるP16mRNAの発現を調べた結果、両組織間において

有意差を認めなかった。
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【考察と結論】

　定量的Rea1・time　MS・PCRで正常肝、癌背景肝、肝細胞癌の順にP16のメチル

化頻度、及びMIの増加を認めた。従って、肝発癌の背景肝では正常肝に比して

P・6のメチル化の雛が上昇しており、いわゆる高発癌状態に関係している可能

性があることがわかった。しかし癌背景肝、正常肝におけるbiSuHite　SequenC並9

を用いた比較ではP16のメチル化の頻度に差がなく、これらにおけるP16のメチ

ル化された細胞数の違いはごくわずかであると推測された・また・P16mRNAの

発現レベルはほとんど差がなくこの結果を反映していると考えられた・

＿方、肝細胞癌ではよりstageの進そ丁した群でP・6のメチル化鍍およびMI’

が高く、今後このMIを指標とした腫瘍進展度や予後予測に有用な情報を与えて

くれるものと期待したい。また上述の如く、癌背景肝、慢性肝炎などの前癌病変‘

の状態においては正常肝に比して、P16　CpG　islandに部分的メチル化頻度の元進

を認めるが、増加している細胞はごくわずかであり、従って慢性肝炎のP16　CpG

islandのメチル化と肝発癌の関係については今後更なる検討が必要であると考え

られた。

（論文審査の要旨）

慢性肝疾患は肝細胞癌の高危険群である。そこで申請者らは・P16がん抑制

遺伝子プロモーター領域のCpG　islandのメチル化が慢性肝疾患肝では正常

肝と比べ、充進しているかどうかを検討した。すなわち・このメチル化の程

度の比較評価が肝高発癌状態のマーカーとなりうるかどうかを検討してい

る。その方法として、定量real・time　PCR及びbisulfite　sequencingを用い

た。

結果：P16メチル化の頻度は正常肝に比し癌背景肝で有意に高く・またメチ

ル化の定量を反映するメチル化指数も組織間に有意差を認めた・しかし・

bisulfite　sequencingでは、多くのCG　siteでメチル化を認めた肝細胞癌に対

し、癌背景肝、正常肝ではごく少数のCG　siteのみメチル化を認め・両者に

おいて有意差は認められなかった。同様にreal・time　RT・PCRでも・癌背景

肝、正常肝におけるP16mRNAの発現に有意差を認められなかった・

　以上の結果から申請者は以下のような推論を行なっている・肝癌背景肝で

は正常肝に比しP16遺伝子のメチル化の程度が上昇しており・高発癌状態に

関係している可能性があることがわかった。しかし、メチル化された細胞数

はごくわずかであり、慢性肝炎のP16－CpG　islandのメチル化と肝発癌の関係

については更なる研究が必要であると考えている。この点に学位論文として1

の価値を認めた。


