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王nordertounveilaToteofthegenomicinstaLbiiiもy‖ossofheもerozygosity,LOW

andreplicationeTrOT,RER上 も如 meraseactivityandfucosylatedspeciesofa豆pha-

fetoprotein(fucosylationindex,FI)withitsenzymaticbackgroundinhepaもocaLTe豆n0-

genesis,theyweresimultaneouslydeterminedinhepatoce呈lularcaTCinoma(HCC),sur-

roundingnon-tumoTOuSliver(SL),normallivey猶L)andpatientssera.LOHwassig-

nificantlyfrequentinHCC-comparedwithSLorNL.Incontrast,RERwasdetectedat

randomlociandnotsignificantlyfrequentinHCC.BothorLOHandRERweretended

toappearpreferentiallyinSLthaninNL.Themeanrelativetelomeraseactivityinpa -

t､ientssufferingfromearlyrecurrencesaftersurgerywassignificantlyhigherthanthat

inpatientsWithoutintrahepaticrecurrence.Theanalysisormultipleco-variatesinthe

pTO冨nOSticfactorsbytheCox'SproportionalhaZaTdsmodeishowedthatF王wasoneof
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theindependentprognosticfactors,WhenthetentativediscriminatinglineofFIwasset

at18%,themeansurvivalrat.eint･hegroup,whoseFIwashigherthan18%,wassig-

nificantlylowerthananothergroup,whoseFIisequaltoorlessthan18%,bythegen-

eralizedWilcoxonandthelogranktests.Theseresultssuggesttllatmeasuringthesein-

dicatorsservesasnew prognosticandpredietivefactorsandmayimproveprognostic

est.imatesandappraisaloftherapeuticoutcomeforpatientswithfiCC.

Iteywords:Alpha-fet･oprotein,Fueosylationindex,Iiepatoeellularcat-(.inoma,

PrognostiCfactor.GtさnOmicinstability.Telomeraspactivity

遺伝子不安定性.テロメラーゼ活性

は じ め に

近年発噛機構の-つとして,癌遺伝子,痛抑制遺伝子

の増幅や欠失に加え.ゲノムの不安定化が注 目されてい

る 11.また,細胞分裂を制御する因子としてのテロメア

の意義 も合わせて報告されている2ト 4)

肝細胞噛 (HCC)においてはこれまで,その発癌 に

特徴的な癌遺伝子や癌抑制遺伝子の存在は明らかにされ

ておらず,HCC全体に共通する発癌の危険因子は,節

娘における慢性炎症と考えられている.これら,慢性炎

症に伴 う複製回転克進の持続は,ミスマッチ修復系 に異

常がなくともゲノムの不安定性 とテロメアの短縮を引き

起こし,HCCの発癌に関与 している可能性が推察 され

る.他方,著者 らは.癌化に伴うLtll清糖蛋白の変異.特

にア)i,フアブェ トプロテ イン (AFPl糖鎖の7コシル

化 とその HCC早期診断における意義ならびに予知の

可能性につき報告 しできが ト 12).本研究においでは,

HCC とその間辺非噛部 (SL),ならびに非担噛慢性肝

疾患組織 (NL)における replieat.ionel･1･Or(RER)

と lossofheterozygosity(LOH)の傾度を測定 し,

発噂過程にゲ ノム不安定性 (Genomieinstabilit_V.

GI)が生 じているかどうか,ならびにテロメラーゼ活

性 とテロメア濃が HCC発癌の危険率 を示す指標 とな

りうるかとを検討 した.さらに,これらの組織 中におけ

る7コシル化の酵素学的背景である a1-6fueos1, 1 -

transferaseLaFT)の活性測定の検討 と多分岐化 を

担 うグルコサ ミン転移酵素 (GnT)Ⅲ,Vならびにブ

コシル化 AFPの Prognosticindicat､orとしての評

価を合わせて行った.

対 象 と 方 法

対象 :B型,C型肝硬変合併 HCC,SL.NL なら

びに正常肝組織を用いて検討 した.AFPのブコシル化

翠,各種糖転移酵素活性は HCC および良性肝疾患患

者血清ならびに血祭を周いて測定 した,

方法 :1. マ イクロサテライト不安定性の検討,蛍光

標識 した18のマ イクロサテラ [トマーカー (MS:DI

S204.D2S123.D3S1768.DLIS1625,D6SIOOT,D

7S1793,D8SllO6.D9S266.DIOS1208.DllS1392.

D12S375, D14S53. D15S165, D16S748. D19S601,

D21S1437.D22S683.DXS121)を用いた PCR 反応

の産物を DNA シークエンサーで分離 し.各組織 と同

従い検討 した日.

2.テロメラーゼならびにテロメア長の検討.HCC

とその SL,ならびに末梢血自血球 (PBD よ りゲ ノ

ム DNA を摘出後ナ イロンメンブ レンにスロ･ソトプ

ロットし,32p-dATPで標識 した d(TTAGGG)3と

d(CCTl6でハイブリダイズした.前者で得 られた放

射活性 を後者 のそれで除 し,単位 DNA 当た りの

Telomericrepeatseont･ent(TC)とL,肝組織中の

TCを同一個体の PBLにおける TCで除 した健 を肝

組織中の Relati＼でTC(RTC)とした13).Terminal

resもTieもionfragment(TRY)は既報の方法 3)に従

い.高分子量のゲノム DNA を MspIと RsaIで完

全消化後 1%アガロースゲルにて分離 L,ナ 11ロンメン

ブ レンへ の転写 産物 を32p-dATP で 標識 した d

(TTAGGG)3でハイブリダイズした.その後,イメー

ジアナライザ-でシグナルインテ ンシティ-を計測 しテ

最大値の部分を平均テロメア長とした.テロメラーゼ活

性は既報のごとく蛍光プライマ-を用いた TRAP 法

で検出した13).

3.AFPブコシルイヒ分画の測定,レンズマ メレクチ

ン存在下の親和性電気泳動法により5)結合分画,非結
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表1 再発の有無よi)ふた HCC組織の RTA活性

Case 年令 性 併存病変 TNM 癌部組職型 もw vp 再発の有無 RTA

1 61 M CH Le) T2NOMO

2 66 M CH (C) T4NOMO

3 42 F Le(B) T3NOh:10

4 朗 F LC(C) TINO九:IO

5 58 F LC(C) T3NOMO

7 53 F CH (BI T3NOMO

8 62 M CH (a) T4NOMO

9 48 M CH (C) T4NOMO

IO 19 F LC(BI T2NOMO

l1 43 M CH (a) T2NOMO

12 65 M CH (C) T2NOMO

13 63 M A1eoholicLC T4NOMO

14 66 M CH (C1 T4NO入:10

15 46 M CH LB) T2NOMO

16 68 M CH (C) T2NOMO

17 68 M AIcoholi(･LI T3NOMO

18 68 M CH LNBNC) T2NOMO

19 64 F CH (C) T2NOMO

20 65 M CH (CI TINOMO
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:･;･:･HCC切除症例を RTAの高い服に示す.約 ま年以内に再発した早期再発例 (caseNo.1-6,

8,9,19)の RTA は36.4士27.8で,非再発酵ならびに後期再発群の RTA (9.84±7.65)に

比較して有意な上昇を認め,tw や vpfactorより.優れた指標であることを示している.CH,

Chronichepatitis:LC,livercirrhosis:LI.li＼･erinjury:mod,moderatelydifferentiated:

For,poorlydifferentiated;well,welldirferentiatedHCC.+.再発有i).-.再発なし.

文献13より引用

合分画を定量し.総 AFP に対する結合性画分の割合

をブコシル化率と定義し日 9),HCC590例 ,各種画像

診断ならびにサンプル採取より6ケ月の経過観察により

HCC の存在が否定された肝硬変了慢性肝炎を主体 とす

る良性肝疾患 270例を対象に測定 した.ブコシル化

AFPの prognosticindicatorとしての検討は Cox

の比例ハザードモデルを用いて行い,生存準の差のはカ

プランーマイヤー法により検定した.

4. αFT,IIl型.V型 GnTの酵素活性測定,αFT

の酵素基質としては.トランスフェリンより pronase

消化と ToyopearlHWl40S のゲル溝過により.糖

ペプチ ド分画を得,水溶性蛍光標識試薬 pNSNB を用

い標識し,さらに,sialidase.′13-galaetosidase消

化により agalaeto-biantennaryform として用い

た141.GnT測定開基質は トランスフェリン糖錆をヒド

ラジン分解後,直接 2-アミノピ1)ジンを用い標識した.

つぎに,それぞれ,GDP-FU仁,UDP-GIcNAe存在

千,各種酵素源を用いて反応系を構成し,活性測定は,
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逆相系高速液体クロマ トゲラ7イー (HPLC)カラム

TakaraもypeR一MB を断 ､測定した15ト17)

結 果

1. マイクロサテライト不安定性の検討,RER ある

いは LOH が出現する確度 (GI%)は HeC.SL,NL

でそれぞれ mean±SD が 19.1± 10.4%,ll.1±8.3

%,3.2±3.0%であり,各群間に有意差がみられた.B

型肝炎では C型肝炎に比べ GI%が高い傾向にあった.

また痛部の組織型別の G1%は,分化度が低いほ ど G1

%が高い傾向にあった.GI%と年齢,AFP,血小板数

に有意な相関は認められなかった.

2. テロメラーゼならびにテロメア長の検討,正常肝.

良性肝疾患ならびに HCC組織中における RTC を検

討した.正常肝,非担癌慢性肝疾患肝組織中における

RTC はそれぞれ 1.08±0.08(∩-4),0.89 ± 0.15

(∩-10)で有意に非担塙慢性肝疾患肝組織中で減少し

ていた.さらに,担滴非癌部における RTC は0.65±
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図 1 内科的治療を行った HCC(302例巨ぐのフコシル化宰18%以上群と未満群での Ⅰくaplan-Meier

法による生存曲線の比較,ブコシル化率18%以上野は未満群に比較して有意な生存率の低下を認

めた.同様の生存率の低下は.TumorStageをIl,Ⅲ.IVA.nrBに限っても認められ,7コシ

ル化率の多寡は,単なる解剖学的進展度を示すものではなく,膿癖の生物学的悪性度を反映する

ものと考えられた

文献20より引用

0.14(∩-8)であり.非担痛憤性肝疾患組織中に比 し

有意に減少 していた18).一方,HCCにおいては,ばら

ロメラーItf活性の程度と腫壕の転移巣形成との関係をマ

ウスの細胞系列を伺い検討 した.マウスの繊維肉腫の

MST細胞系列より非転移株,静注 した時にだけ転移可

能な株,さらに皮下注でも転移する株をそれぞれ複数ク

ローニングし,各クローンのテロメラーゼ活性を半定量

的に測定 した.各クローンの HeLa細胞に対す相対的

テロメラーゼ活性値は,それぞれ 0.093±0.031(n-

4),0.15± 0.039(∩-4).0.39士0.20(∩-5)で.

より転移能の高い株ほど高い値を示 した.また,各濃壕

の皮下注局所 と転移先で活性を測定 した結果では,いず

れの棟においても転移先で高値を示 した.さらに外科的

に切除された HCC中のテロメラ←ゼ活性 を,一定量

の内部コントロールに村する相対値として半定量的に評

価 した.その結果 表 1に示す ように,術後 1年程度で

残肝再発の認められた早期再発群と認められなかった非

再発群の RTA はそれぞれ36_4±27.8(n-9),9.84

±7.65(n-ll)で.有意に早期再発群で高値を示 し

た13).

3.AFPブコシル化分画の測定.HCC590例,良性

肝疾患 270例のブコシル化率の検討では,HCC 群のフ

コシIL,化率は37±31% (mean±SD)で良性肝疾患群

の4±7%に比較 して統計学的に有意な上昇を認めた.

早期の HCCである最大径3cm 以下で AFP値1.000

ng/ml以下62例,3cm 以下で400ng/ml以下41例,

2cm 以下で 1,000ng/ml以下31札 2cm 以下で 400

ng/ml山下17例においてもそのブコシル化率はおのお

の30±30.32±30,31±29,30±31%と良性肝疾患群

に比較 して統計学的に有意な上昇を認めた19).

4. αFTの酵素活性測定,αFT活性はヒトトラン

スフェリンより蛍光標識 した agalacto-biantennary

型基質を用い,incubationtimeとした 2時間以内で

は.構成 した reaction mixtureで時間依 存性 に

HPLC上の productの位置に潜出された.同ピーク

は｡-rucosidase消化により acceptorの位置に複す

る事を確認 した.ヒト HCC 組織由来の αFT の至適
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pH はほぼ中性領域で,非癌部に比較して痛部に活性の

上昇を認めた.血華中のαFT 活性は HCe や慢性肝

疾患で,健常コントロール例に比較 して上昇を示す例を

認め,αFT と AFP ブコシル化率と有意な相関を示

した,また,HCC群における GnTⅢ は肝硬変了慢性

肝炎群に比較して有意に高値を示し17),GnTV 活性な

らびにその発現は転移や門脈浸潤と相関した.さらに

Coxの比例ハザ-ドモデルを用いた結果では,ブコシ

ル化 AFP は prognost-icindiL.atOrと見なされ,18

%以上群は,18%以下群に比較して有意に survivalの

短縮を認めた (図1)203

考 察

これまで HCC における RER の頻度は比較的低い

と報告されているが,多くの報告は対照として既にエラ-

が蓄積 していると思われる SL を用いてお り,正確な

GIの評価がなされていない可能性がある.本来ゲノム

の不安定性は,正常組織との比較により評価されるべ き

もので,著者らは同一個体の末梢血白血球を対照として

用いた.このことにより,HCC のみならず慢性肝炎,

肝硬変における GIの評価 も可能なものとなった.さ

らに,組織ごとにエラーの蓄積度を算出し,半定量的に

評価することを試み,非担癌肝に比し担癌肝においてエ

ラーの蓄積度が有意に増加していることが示された,こ

のことはエラーの蓄磯という観点から癌発生母地を評価

することで,発癌のリスクを数億化できる可能性を示唆

している.また.ゲノムの不安定化は特定の染色体に限

られた現象ではなく,ゲノム全体に生じているものと推

察された.また,テロメアは了慢性肝疾患の段階では肝

細胞の壊死と再生の歴史を反映して減少し了慢性肝疾患

肝組織率のテロメア長の減少度を測定することで,

HCC の発癌 リスクを評価できる可能性が示唆された.

また,高いテロメラーゼ活性を有するクローンは生体内

における種々の選択過程で生き延びる確率が高く,結果

的にテロメラーゼ活性の程度は,腫藤の悪性度を示す良

い指標となる可能性が示唆された13).さらに,担癌非痛

部のテロメア長の有意な短縮は,発生母地としての肝硬

変の malignantpotentialを評価する竜要な悶･f-で

あることが示された18).

他方,HCC において産性される代表的な腫堵マーカー

である AFP おいては,その分子内に一個の二分岐複

合型アスパラギン結合糖錐を持つことが知られている.

著者らは,HCC 由来 AFP において良性肝疾患由来

AFP に比較してレンズマメレクチン結合性分画が有意

301

に増加を示すこと.この結合性分画の molecularba-

sisが還元末端側aト 6フコシル化であること5)6)頼 ,

ならびに,同様の糖鎖変異が生理的な蛋白であるalア

ンチ トリプシンなどでもおきていることを報告 してき

た2臣 24).さらに,この糖鎖変異が HCC の画像診断

による指摘以前に認められる例も存在し,その早期診断,

ならびに予知の可能性もあわせて報告してきた12).現在

この AFP ブコシル化分画測定は L3分画として保険

収載されている.今回.多数例の検討を行いその診断的

意義を再確認すると同時に,その酵素学的背景である,

ヒトHCC 由来dFT活性測定の基礎的臨味的検討を

行った.その結果.αFT による AFP ブコシル化分

画の酵素学的背景の説明が可能と考えられた.さらに,

フコシル化 AFP ならびに GnT＼･｢ は陣痛の Ilュa -

1ignant･pot･entialを示す指標となる可能性が示され.

治療選択の上で重要な情報を与えることが期待された.

以上述べた,HCC におけるゲノム不安定性 と担痛非

癌部におけるテロメアの短縮ならびに糖鎖変異とその酵

素学的背景である糖転移酵素の検討は,mul症Sもep

carcinogenesisの観点より Hee 予知および早期診

断 予防などの strategyを考える上で重要な情報を与

えるものと思われた.
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