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慶應 医学 ・81(2):T87～T100,2004

学 位 論 文

子宮体癌におけるDNAミ スマッチ修復遺伝子異常 と

マイクロサテライ ト不安定性 の解析

慶應義塾大学医学部産婦人科学教室

   (指導:野 澤志朗教授)

   阪 埜 浩 司

(平成15年12月15日 受付)
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      instability

 婦人科悪性腫瘍の中で子宮体癌は生活様式の欧米化と

環境の変遷に伴い近年増加の一途をたどり,我 が国にお

いても子宮癌全体の約40%に 迫る勢 いである.本 邦 に

おいて罹患実数および罹患率ともに増加傾向にあり,国

際的にもさらに増加が予想 されている.し か しながら,

その発癌機構,進 展形式はいまなお不明な点が多いのも

事実である.以 前より,子 宮体癌では肥満や高エス トロ

ゲ ン状態などといった環境因子がその発癌に重要な役割

を担っていると考えられていた.し かし,そ の一方で,

子宮体癌患者には重複癌が多いこと,子 宮体癌患者に家

系内に癌集積性が認められる事実か ら,そ の発癌に環境

因子ばかりではなく遺伝的素因 も密接に関与 しているこ

とが推測されていた.近 年,家 族性腫瘍である遺伝性非

ポリポーシス大腸癌(hereditary nonpolyposis colo-

rectal cancer;HNPCC)の 女性患者において,高 率に

子宮体癌が合併する事実が明 らかとなり,家 族性腫瘍と

しての子宮体癌が存在することが明 らかとなってきた.

 HNPCCは,1971年 にLynchに よりその概念が提唱

された疾患で1),近 年,分 子遺伝学的にその病態の解析

が進んでいる常染色体優性遺伝形式をとる家族性腫瘍の

一つであ る2).1990年 にはHNPCCのInternational

Collaborative Group(ICG)-HNPCCに より,① 家系内

に3名 以上組織学的に確認 された大腸癌患者がお り,

その うち1人 は他の2名 に対 し第一度近親者であるこ

と,② 大腸癌の発生が2世 代にわたること,③ 少な く

とも1人 は50歳 未満で大腸癌 と診断 されていること

とい う古典的アムステルダムクライテ リアといわれる

HNPCCの 臨床診断基準が示された3).

 その後,1999年 のICG-HNPCCに おいてアムステル

ダムクライテ リアが改訂され新アムステルダムクライテ

リア(ア ムステルダムクライテ リアII)が 成立 した4)

(第1表).こ の新 アムステルダムクライテ リアでは,

それまで大腸癌のみが診断基準の対象癌であったのに加

え,子 宮体癌,小 腸癌,尿 管癌,腎 臓癌などもHNPCC

関連腫瘍として診断の対象癌として含まれるように改訂

された.こ の改訂により,子 宮体癌の一部に家族性腫瘍

として発症する症例が存在することが初あて国際的にも

認識された.

 また,1993年 には このHNPCCの 原 因遺伝子 が

DNAミ スマッチ修復(DNA mismatch repair;MMR)

酵素をコードする遺伝子であることが判明した.こ の事

実 より,子 宮体癌の一部 はHNPCC同 様のMMR遺 伝

子異常により発生すると推測され,子 宮体癌の原因遺伝

子の候補として特にMMR遺 伝子群が注目されてきた.

 細胞 におけるDNAの 突然変異は放射線や変異原物質

などの外的因子の影響ばか りでなく,細 胞自身のDNA

 本 論 文 は,Banno K, Susumu N, Hirao T, Yanokura M, Hirasawa A, Aoki D, Udagawa Y, Sugano K, Nozawa S:Iden

tification of germline MSH2 gene mutations in endometrial cancer patients not fulfilling the new clinical criteria for he-

reditary nonpolyposis colorectal cancer. Cancer Gent Cytogenet 146:58・65,2003の 一 部,お よ び 阪埜 浩 司,進 伸 幸,

平 尾 健 岩 田 卓,平 澤 晃,青 木 大 輔,野 澤 志 朗:遺 伝 性 非 腺 腫 症 性 大 腸 癌(HNPCC)と 子 宮 内 膜 癌 家 族 性 腫 瘍3:62-67,

2003の 一 部 を含 む
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第1表HNPCCの 臨床診断基準

Amsterdam Minimum Criteria(1990)
 1.At least 3 colorectal cancer in relatives(pathological verified)
 2.One is a first degree relative of other two
 3.At least two successive generations should be affected
 4.One colorectal cancer diagnosed before the age of 50 years
 5.FAP should be excluded

Revised Amsterdam criteria II(1999)
 1.At least 3 relatives with an HNPCC-associated cancer(cancer of colorectum, endometrium, small bowel, ureter

  or renal pelvis)
 2-5:same

1999年 の改訂 によ り子宮 体癌を含 む4種 の癌がHNPCC関 連腫瘍 として診断 の対 象癌 と して追 加 された.(阪 埜 浩司,

他:家 族性腫瘍,3:62-67,2003の 表1よ り許可 を得 て転載)

複 製 時 の エ ラー に よ って も生 じる こ とが 知 られ て い る.

こ の よ うなDNAの 変異 は蓄 積 す る と細 胞 に癌 化 な ど の

重 大 な変 化 を 引 き起 こす と推 測 さ れ て い る.DNA修 復

機 構 と は こ の よ うな細 胞 に生 じたDNAの 変 異 を細 胞 自

身 が 取 り除 き修 復 さ せ る 機 構 で あ る.細 胞 に お け る

DNAの 修 復 には様 々機 構 が 存 在 す る と考 え られ て お り,

そ の 一 つ がDNA複 製 時 の エ ラー を検 出 し,修 復 を行 う

DNAミ ス マ ッチ修 復(MMR)機 構 で あ る.こ の機 構

を担 うの はDNAミ ス マ ッチ修 復 酵 素(MMR enzyme)

群 とよ ば れ る蛋 白 で あ る.MMR遺 伝 子 の解 析 は大 腸 菌

で 最 も 歴 史 が 長 く,以 前 よ りMut s, Mut Lな ど の

MMR遺 伝 子 が 同定 され て い た.そ の後,こ れ らの 遺 伝

子 が種 を越 え て保 存 され て い る事 実 が わ か り,現 在 まで

に6種 のMMR遺 伝 子(hMSH2, hMLH 1, h.MSH3,

hMSH6, hPMSI, hPMS2)が 同 定 さ れ,こ のMMR遺

伝 子 こ そ がHNPCCの 原 因 遺 伝 子 で あ る こ と が 明 らか

と され て い る5).ヒ トにお いて これ らのMMR蛋 白 は複

合 体 を形 成 し機 能 す る と推 測 され て い る.DNA複 製 時

に 生 じた塩 基 の ミス マ ッ チ をhMSH2蛋 白が 認 識 し,

他 のMMR蛋 白 と複 合 体 を形 成 し修 復 を 行 う.そ の 際,

1お よ び2塩 基 の ミス マ ッチ に 対 して はhMSH2蛋 白 と

hMSH6蛋 白 の複 合 体 が,2か ら4塩 基 の欠 損,挿 入 に

はhMSH2蛋 白 とhMSH3蛋 白 の 複 合 体 が 認 識 す る.

さ らにhMLH1蛋 白やhPMS2蛋 白 と結 合 しDNAの 修

復 が 行 わ れ る と考 え られて い る6).

 MMR遺 伝 子 に異 常 が あ る と, DNA複 製 時 に 生 じた

塩 基 の ミス マ ッチ を正 し く修 復 す る こ とが で きず,長 さ

の 異 な っ たDNA鎖 が生 じる こ とに な る.こ の 現 象 は,

ヒ トゲ ノ ム の 中 の 数 塩 基 を1単 位 と す る繰 り返 し配 列

の 連 続 領域 に特 に生 じやす く,マ イ ク ロサ テ ラ イ ト不 安

定 性(Microsatellite insyability;MSI)と 呼 ば れ る.

MSIが 生 じると発癌に関与する標的遺伝子異常の発生

頻度が上昇 し,そ の結果として細胞が癌化すると想定さ

れている.こ のMSIは 全大腸癌の約15%程 度 に認め ら

れている.こ のMSI陽 性大腸癌の約25%程 度に家族性

腫瘍であるHNPCCが 存在 していると推測されており,

MSI解 析 はHNPCCの 有用なスクリーニング法 として

期待 されている.6種 のMMR遺 伝子の中で も第3番

染色体短腕 のhMLHI遺 伝子 と第2番 染色体短腕の

hMSH2遺 伝子の生殖細胞変異がHNPCCの 原因の大部

分(約60%)を 占めると考えられているが,遺 伝性腫

瘍 としての子宮体癌において も同様の機構や遺伝子異常

がどの程度関与 しているかについてはいまだ不明である.

MMR機 構異常の標的癌関連遺伝子の候補としては,現

在までHNPCCに おいて細胞増殖抑制に関与するTGF一

ﾟtypellR遺 伝 子 や ア ポ トー シス誘 導 に関 与 す る:' 遺

伝子などが報告されている7,8).これ ら遺伝子以外 にも

標的遺伝子の候補と しては,E2F遺 伝子9)MSH310),

TCF-4遺 伝子")な どの報告 もあるが,子 宮体癌におけ

る遺伝子異常の頻度はどれも低 く,臓 器によって発癌に

関与す るMMR機 構異常の標的遺伝子が異なり子宮体

癌独特の標的遺伝子が存在する可能性 も示唆されている.

 HNPCCと 同様の発癌機構により生 じる子宮体癌には,

通常の子宮体癌の自然史とは異なる発癌機構 と,独 特な

生物学的特性の存在が推測 される.す でにHNPCCに

関 しては,北 欧諸国や米国を中心に国家レベルでの多施

設共同研究のための組織が構築され,質 の高いデータの

蓄積が進み12～18),全大腸癌の約5%程 度にHNPCCが 存

在すると推測 されている.さ らにHNPCCに 関 しては

臨床病理学的に①若年発症である,② 右側大腸に好発す

る,③ 低分化腺癌,粘 液性腺癌が多い,④ 予後が良好で

ある,等 の特徴が明らかとされている.こ れに対 し,家

  ..
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族性腫瘍としての子宮体癌に関する解析は世界的にも報

告が極あて少なく,遺 伝浸透率も含めその病態や臨床病

理学的特徴は全 く不明である.家 族性腫瘍 としての子宮

体癌の病態解明には我が国における疾患の頻度や家族歴

といった詳細な疫学的調査のみならず,分 子 レベルの病

態機構の解析,い わゆる分子疫学的解析が不可欠 と考え

られる.

 本研究では,HNPCCの 関連腫瘍としての視点で子宮

体癌をとらえ,家 族性腫瘍としての子宮体癌の病態を我

が国で初めて分子疫学的に解析することを目的とした.

当科にて1991年?2002年 の間に治療を行った子宮体癌

385例 に対 し,詳 細な家族歴,既 往歴等の疫学的調査を

実施 した.さ らに,そ の中で同意を得られた39例 に対

し,DNAミ スマ ッチ修 復(MMR)遺 伝子 であ る

hMLH1遺 伝子 とhMSH2遺 伝子 の異常に着 目 しMSI

解析を含む分子生物学的解析を実施 し,家 族性腫瘍とし

ての子宮体癌の病態 とMMR遺 伝子異常の関連性を検

討 した.

 本研究は,文 部科学省 ら3省 庁合同の 「ヒトゲノム ・

遺伝子解析研究に関する倫理指針」,8学 会合同の 「遺

伝学検査に関するガイ ドライン(案)」 および家族性腫

瘍研究会の 「家族性腫瘍における遺伝子診断研究 とこれ

を応用 した診療に関するガイ ドライン」を遵守 して実施

した.本 研究計画は施設内倫理委員会にて審査され,承

認を受けている.

実験方法

1. 子宮体癌症例における家系調査および既往歴調査

 慶'/[-¥義塾大学病院産婦人科 にお いて1991年 か ら

2002年 までの間に治療を実施 した子宮体癌患者385例

より,同 意を得た上で詳細な家族歴 ・既往歴を面接によ

り聴取 した.発 端者から第3度 近親者までの血縁者 に

っいて,性 別 ・悪性腫瘍の罹患部位および罹患年齢 ・現

年齢 ・生存期間等にっいて調査 した.た だ し,不 確定な

内容 は除外 し家系図を作成 した.家 族性腫瘍で ある

HNPCCの 新アムステルダムクライテ リアを満たす症例

を子宮体癌385例 から抽出し,子 宮体癌における家族

性腫瘍の頻度を調査 した.

2.子 宮 体 癌 組 織 お よ び正 常 組 織 か らのDNAの 抽 出

 患 者 の 同意 の もと,当 科 にて 手 術 的 に摘 出 した 子 宮 体

癌 組 織39例 を 無 菌 的 に液 体 窒素 中 に保 存 した.ま た 正

常 組 織 は,同 一 症 例 の 末 梢 血 を 採 取 し,ロ イ コプ レ ップ

を 用 い て 白血 球 を 単 離 し,マ イ ナ ス20℃ で保 存 した.

DNAの 抽 出 に っ い て は,子 宮 体 癌 組 織 お よ び末 梢 血 中

の 白 血 球 をProteinase Kで 処 理 し た 後, SS-

phenol/chloroformに て フ ェ ノ ー ル抽 出 し,3M酢 酸 ナ

ト リウ ムお よ び エ タ ノー ル を加 え てDNAを 沈 殿 させ,

ペ レ ッ トを 乾 燥 させ た後TE bufferに 溶 解 し4℃ で 保

存 し実 験 に使 用 した.

3.マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト不 安 定 性(MSI)解 析

 同 意 が 得 ら れ た 子 宮 体 癌39例 に お い て,末 梢 血 か ら

抽 出 し たDNAと 子 宮 体 癌 組 織 か ら抽 出 し たDNAを,

そ れ ぞ れ1)25123・1)3S1284・D5S404・DgS162・

hMSH2 in tronl2の5領 域 でPCR増 幅 し た(第2表).

1)2S123・1)351284・D5S404・1)9S162はCAリ ピ ー

トを 含 む マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト領 域 で あ る.プ ラ イ マ ー は

Research Genetics社 製 の も の を 使 用 し,ア ン チ セ ン

ス 鎖 用 の プ ラ イ マ ー の5'端 をCy5 amidite

(indodicarbocyanine)で 蛍 光 標 識 し た. PCRで は,

Taq Polymeraseお よ びbufferは す べ てParkin Elmer

社 のampliTaqを 用 い て,以 下 の プ ロ ト コ ー ル で 実 験

を 行 っ た.D2S123・D3S1284・D5S404・1)9S162に

関 し て は,Premixture液24ｵ1(蒸 留 水16.125ｵ1,

1.25mM dNTP 4ｵ1,10xbuffer 2.5ｵ1,0D2.2 forward

Primer O.625ｵ1,0D2.2 Reverse Primer O.625ｵ1, Taq

第2表 マ イ ク ロサ テ ライ トマ ー カ ー の プ ライ マ ー配 列

Locus Forward primer Sequence Reverse primer Sequence Size(bp)

D2S123

D3S1284

D5S404

DgS162

hMSH2 intronl2

5'AAACAGGATGCCTGCCTTTA 3'

5'GGAATTACAGGCCACTGCTC 3'

5'GATCACCACATTCCACCTAAT 3'

5'GCAATGACTTAAGGTTC C'

5'GATGTTCCACATCATTACTG 3'

5'GGACTTTCCACCTATGGGAC 3'

5'GGAATTACAGGCCACTGCTC 3'

5'GATCACCACATTCCACCTAAT 3'

5'GCAATGACCAGTTAAGGTTC 3'

5'GTGGTTCCACATCATTACTG 3'

197-227

155-177

.! ..

172-196

182

実 験 に 使用 した5種 の マ イ ク ロサ テ ラ イ トマ ー カ ーの プ ラ イ マ ー配 列 とそ のPCR産 物 を 示 す. hMSH2 intronl2は モ ノ ヌ ク レ

オ チ ドマ ー カ ー,そ れ 以 外 の4種 の マ ー カー は ダイ ヌ ク レオ チ ドマ ー カ ー で あ る.(Banno K et al:Cancer Genet Cytogenet

146:58-65,2003のTable1よ り許 可 を 得 て 転 載)

  ..
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Polymerase O.125ｵ1)に0.1ｵg/ｵ1の 検 体DNA(鋳 型)

1ｵ1を 加 え て 計25ｵ1と し,95℃5分 で一 本 鎖 に解 離 さ

せ た 後,95℃30秒,55℃40秒,72℃40秒 を計40サ

イ ク ル行 って 増 幅 し,更 に72℃ で7分 加 熱 した 後4℃

に 冷却 し保 存 した.

 hMSH2 intronl2は, PolyA配 列 を 含 む マ イ ク ロサ

テ ライ ト領 域 で あ り,プ ラ イ マ ー は,DNA合 成 機 にて

作 成 し,セ ンス お よ び ア ンチ セ ンス鎖 用 の プ ラ イ マ ーの

5'端 をCy5 amidite(indodicarbocyanine)で 蛍 光 標

識 した.PCR条 件 は, Premixture液24ｵ1(蒸 留 水

16.125ｵ1,1.25mM dNTP 4ｵ1,10xbuffer 2.5ｵ1,

OD2.2 forward Primer O.625ｵ1,0D2.2 Reverse

Primer O.625ｵ1, Taq Polymerase O.125ｵ1)に0.1ｵg/

ｵ1検 体DNA(鋳 型)1ｵ1を 加 え て 計25ｵ1と し,95℃

5分 で一 本 鎖 に解 離 させ た後,95℃30秒,55℃40秒,

72℃40秒 を 計40サ イ ク ル行 って増 幅 し,更 に72℃ で

7分 加 熱 した後4℃ に冷 却 して 保 存 した.

 マ イ ク ロサ テ ライ ト領 域 の 複 製 エ ラー を み る た め,

D2S123・1)3S1284・D5S404・DgS162に つ い て は増

幅DNAを ホ ル ム ア ミ ド変 性 後7M尿 素 入 り8%ア ク リ

ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い てALFred DNA Sequencer

(Pharmacia)で 電 気 泳 動 し,正 常 組 織(白 血 球)由 来

DNAと 子 宮 体 癌 組 織 由 来DNAの 各 領 域 の波 形 の 違 い

を比 較 した.泳 動結 果 の解 析 に は,同 社 の解 析 ソフ トウェ

ア,Fragment managerを 用 い た. hMSH2 intronl2

にっ い て は増 幅DNAを ホ ル ム ア ミ ド変 性 後12%ア ク

リル ア ミ ドゲ ル を 用 い てALFred DNA Sequencerで

電 気 泳 動 し,正 常 組 織(白 血 球)由 来DNAと 子 宮 体 癌

組 織 由 来DNAの 波 形 の違 い を 比 較 した.泳 動 結 果 の 解

析 に は同様 にFragment managerを 用 い た.

 以 上 の よ う に1症 例 に っ き最 大5種 の マ イ ク ロサ テ

ラ イ ト領 域 に お い て マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト不 安 定 性

(MSI)を 解 析 し,1領 域 で も複 製 エ ラ ー を認 め た もの

はMSI陽 性(MSI+)と 判 定 した.解 析 したす べ て の

領 域 で 複 製 エ ラ ー を 認 め な い 症 例 はMSI陰 性

(Microsatellite stability;MSSま た はMSI-)と 判 定

した.

4.MSI陽 性子宮体癌と臨床病理学的情報 との関連性の

検討

 MSI陽 性子宮体癌 とMSI陰 性子宮体癌 において発症

年齢,分 化度,臨 床進行期,重 複癌の有無の各事項にっ

いて統計学的手法(Fisherの 直接確率計算法)を 用い

て関連性があるか検討 した.更 に予後 との相関を解析す

るために生存率に差異があるかについて検討 した.

5.免 疫 組 織 化 学 的 解 析

 MSI解 析 を 実 施 した子 宮 体 癌39例 中 同 意 の得 られ た

28例 の子 宮 体 癌 手 術 検 体 パ ラ フ ィ ン包 埋 ブ ロ ック を使

用 し,MMR遺 伝 子 が コ ー ドす るhMLH1お よ び

hMSH2蛋 白 の 発 現 を 抗 体 に よ る免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ

り解 析 した.

 ホ ル マ リ ン固 定 され た子 宮 体 癌 部 を含 むパ ラ フ ィ ン包

埋 ブ ロ ック を3ｵmに 薄 切 し,ス ライ ドガ ラス に貼 り付

け た 後60℃ で 一 晩 乾 燥 さ せ た.キ シ レ ンに て15分 間

脱 パ ラ フ ィ ン し,100%エ タ ノー ル よ り段 階 的 に脱 キ シ

レ ン処 理 後,ク エ ン酸 バ ッフ ァー(pH 7.0)に よ り121

。C10分 間 オ ー トク レ ー プ処 理 し抗 原 性 の賦 活 化 を行 っ

た.さ ら に 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 除 去 の た め

PBSに 溶 解 した3%H,0、 にて室 温 で5分 間 イ ンキ ュベ ー

ト し た 後,一 次 抗 体 と反 応 さ せ た.hMLH 1蛋 白 と

hMSH2蛋 白 に対 す る一 次 抗 体 と して 抗hMLH1抗 体

(G168-15, Pharmingen社, San Diego CA, USA)と

抗hMSH2抗 体(Polyclonal, Santa Crutz Biote-

chnology社, CA, USA)を そ れ ぞ れ30倍,300倍 に

希 釈 して 実験 に用 い た.

 染 色 はVectastain ABC kit(Vector Laboratories

社,Burlingame CA,USA)を 使 用 し, diaminoben-

zidine(SIGMA社, St.Louis MO, USA)で 発 色 させ た.

PBSで 洗 浄 後, Mayer heatoxylineに て 核 染 色 を 行 っ

た.

 免 疫 組 織 化 学 的 解 析 は1症 例 あ た り複 数 回 実 施 し,

周 囲 の正常 子 宮 内膜腺 や間質 細胞 の核 の染色 性 を イ ンター

ナル コ ン トロ ール と して子 宮 体 癌 部 の染 色 性 を評 価 し,

陽 性 ま た は 陰 性 と 判 定 し た.hMLH 1蛋 白 お よ び

hMSH2蛋 白 とMSIと の 関 連 性 を統 計 学 的 に解 析 した

(Fisherの 直 接 確 率 計算 法).

6.hMLHI遺 伝 子 お よ びhMSH2遺 伝 子 の生 殖 細 胞 変

異 解 析(PCR-SSCP法)

 12例 のMSI陽 性 症 例 にっ い て はHNPCCの 主 な原 因

遺 伝 子 と さ れ るMMR遺 伝 子 のhMLHI遺 伝 子 お よ び

hMSH2遺 伝 子 に っ い て生 殖 細 胞 変 異 の 有 無 をPCR-

SSCP法 に て検 査 した.本 実 験 は施 設 内 倫 理 委 員 会 にて

審 査 され,承 認 の後 に,十 分 な説 明 と書 面 に よ る同 意 の

も と実 施 され た.hMLHI遺 伝 子 お よ びhMSH2遺 伝 子

の 各 エ ク ソ ンに つ い て プ ライ マ ー を作 成 し,末 梢 血 白血

球 由 来DNAを そ れ ぞ れPCR増 幅 した. Premixture

液24ｵ1(蒸 留 水16.125ｵ1,1.25mM dNTP 4ｵ1,10×

buffer 2.5ｵ1,0D2.2 forward Primer O.625ｵ1,0D2.2

Reverse Primer O.625ｵ1, Taq Polymerase O.125ｵ1)
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阪埜:子 宮体癌 とDNAミ スマ ッチ修復遺伝子異常

第3表 hMSH2遺 伝子 のPCR・SSCP解 析用 の電気 泳動

   条件

Exon Time(h) Water temperature(°C)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

4

4

6

4

3

4

4

3

4

6

3

4

6

4

4

4

8

8

8

8

8

8

8

8

8

0

8

8

0

6

6

6

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1
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 「1,Pレ

hMSH2遺 伝 子 の 各 エ ク ソ ンご と の電 気 泳 動 時 間 と温 度 条

件 を 示 す.(Banno K et al:Cancer Genet Cytogenet

146:58-65,2003のTable 2よ り許 可 を得 て転 載)

に0.1ｵg/ｵ1検 体DNA(鋳 型)1ｵ1を 加 え て 計25ｵ1

と し,95℃5分 で 一 本 鎖 に解 離 さ せ た 後,95℃30秒,

55℃30秒,72℃30秒 を計35サ イ クル行 って増 幅 し,

更 に72。Cで7分 加 熱 した 後4℃ に下 げて 保 存 した.

 hMLHI遺 伝 子 の 各 エ ク ソ ンのPCR増 幅 産 物 は7.5

%ア ク リル ア ミ ドゲ ル(AA:BIS=30:1,10×Tris-

Glycine)内 を電 圧200V,15℃ 下 で2時 間 電 気 泳 動 し

た の ち 銀 染 色 して 異 常 バ ン ド の 出 現 を 解 析 し た.

hMSH2遺 伝 子 に つ い て も各 エ ク ソ ンのPCR増 幅 産 物

は10%ア ク リル ア ミ ドゲ ル(AA:BIS=30:1,10×

Tris-Glycine)内 を電 気 泳 動 した後,銀 染色 して 異 常 バ

ン ドの 出 現 を 解 析 し た.た だ しhMSH2遺 伝 子 に っ い

て は エ ク ソ ン ご との 泳 動 温 度 ・時 間 が 異 な る た め,第3

表 の条 件 で 電 気 泳 動 を実 施 した.
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7.hMLH1遺 伝子およびhMSH2遺 伝子の生殖細胞変

異の検出

 上記のPCR-SSCP法 にて異常バ ンドが検出されたエ

クソン部位についてはオー トシークエ ンサーにてDNA

塩基配列を解析 し,hMLH1遺 伝子およびhMSH2遺 伝

子の既知の正常配列 と比較することにより,hMLHI遺

伝子およびhMSH2遺 伝子の生殖細胞変異を検出 した

(第1図).検 出された生殖細胞変異が機能的変異 とし

て報告されているかにっいて,文 献検索および遺伝子変

第1図 hMLHIお よ びhMSH2遺 伝 子 のDNA構 造 と プ

 ライ マ ー 配 列.上 段 にDNA構 造 を,下 段 に シー ク エ ン

 ス用 の プ ライ マ ー配 列 を示 す。hMSH2遺 伝 子 は16の エ

 ク ソ ンか ら,hMLHI遺 伝 子 は19の エ ク ソ ンか ら構 成 さ

 れ て い る.(Banno K et al:Cancer Genet Cytogenet

 146:58-65,2003のFig 1よ り許 可 を得 て 転 載)

異のデータベース上の登録の有無を調査 した.

 本研究は,文 部科学省 ら3省 庁合同の 「ヒトゲノム ・

遺伝子解析研究に関する倫理指針」,8学 会合同の 「遺

伝学検査に関するガイ ドライ ン(案)」 および家族性腫

瘍研究会の 「家族性腫瘍における遺伝子診断研究とこれ

を応用 した診療に関するガイ ドライン」を遵守 して実施

した.

結 果

1.新 アムステルダムクラィテ リアをみたす家族性子宮

体癌症例の頻度

 我々は,当 院にて1991年2002年 の間に子宮体癌治

療を行 った385例 に対 し,詳 細な家族歴,既 往歴の調
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第2図 新 アムステルダムク ライテ リアを満たす症例Aの

 家系 図./は 発 端者で ある子宮体癌症例 であ る.○ は

 女性,口 は男性 を示す.0お よびEnは 子宮体癌,○

 およびCCは 大 腸癌,○ はその他の癌腫 を示す(Gは

 胃癌,Proは 前立 腺癌, Heは 肝臓癌, Cxは 子宮頸癌,

 Btは 脳腫瘍, Laは 喉頭癌 を表す).数 字 は診断時 の年 齢

 を示す.斜 線 は死 亡 した家 系構成員 を表 す.左 の ローマ

 数 字 は世代 を表 す.発 端者 を含 め,第 一度近親者以 内 に

 5例 のHNPCC関 連腫瘍 を認 めた.母 親 も子宮体癌 と大

 腸癌 の重複癌症例であ った.(阪 埜浩司,他:家 族性腫瘍,

 3:62-67,2003の 図1よ り許可 を得て転載)

査を実施 した結果,385例 中2例(0.5%)がHNPCC

の新アムステルダムクライテリアをみたす家族性子宮体

癌症例であっだg).

 症例Aは54歳(2妊2経)の 子宮体癌症例で1998

年に当科にて手術治療を受けている.病 理学的診断は類

内膜腺癌の低分化型(G3)でFIGOの 手術進行期はIb

期であった.彼 女の母親および2名 の子供の大腸癌の

既往歴があり,こ れらを含めると第三度近親者以内に6

例 もの大腸癌患者を認め,そ のうち3名 は30歳 以下 と

いう極めて若年で発症 していた(第2図).症 例Bは 比

較的若年発症である41歳(2妊2経)の 症例で,1991

年に当科にて手術治療を受けている.病 理学的診断は異

型子宮内膜増殖症であった.本 症例の姉 も比較的若年の

42歳 で子宮体癌に罹患 していた.父 親,祖 父を含め,

第三度近親者以内に5例 の大腸癌症例を認あ,癌 集積

性のある家系であった(第3図).

i
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第3図 新 アムステル ダムク ライテ リアを満 たす症例Bの

 家 系図./は 発端者で あ る子宮体癌症例 であ る.○ は

 女性 口 は男 性を示す. ○ およびEnは 子宮体癌,

 ○ およ びCCは 大 腸癌,○ はそ の他 の癌 腫 を示 す

 (Leuは 白血病 を表す).数 字 は診断時 の年 齢 を示 す.斜

 線 は死亡 した家系構 成員 を表 す.左 の ローマ数字 は世代

 を表 す.発 端者 は41歳 とい う比較的 若年 で子 宮体癌 を

 発症 してい る.発 端者 を含 め,第 一度近親者以 内に3例

 のHNPCC関 連腫瘍 を認 め た.(阪 埜浩司,他:家 族性

 腫瘍,3:62-67,2003の 図2よ り許可を得て転載)

_

T

第4図 症 例1に お け るMSI解 析.腫 瘍 部 由来 のDNAに

 認 あ られ た異 常 な 波 形 を矢 印 で 示 す.最 大5領 域 の マ イ

 ク ロ サ テ ラ イ トマ ー カ ー に よ り解 析 し,1領 域 以 上 で 複

 製 エ ラ ーに よ る異 常 波 形 を認 め た症 例 をMSI陽 性 と判 定

 した.(Banno K et al:Cancer Genet Cytogenet 146:

 58-65,2003のFig 2よ り許 可 を得 て転 載)
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第4表 子宮体癌39例 にお けるMSI解 析

Case Age at

operation

Histological

  type Grade Stage

Double     D2

cancer
D3 D5 D9 IN

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

8

6

5

5

0

2

5

4

0

6

6

4

5

5

5

5

6

6

5

5

5

5

6

4

E

E
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酪

E

E

E

E

E

E

E

E

2

1

2

3

1

2

3

1

1

2

1

2

G

G

G

G

G

G

G

G

G

G

G
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血
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E:Endometrioid adenocarcinoma, AS:Adenosquamous carcinoma,

S:Serous adenocarcinoma, OC:Ovarian cancer, BC:Breast cancer,

CC:Colorectal cancer, D2:D2S123, D3:D3S1284, D5:D5S404, D9:DgS162,

IN:hMSH2 intron 12, ND:not done

子 宮 体 癌39例 のMSI解 析 の結 果 と臨 床 病 理 学 的 情 報(発 症 年 齢,臨 床 進 行 期,分 化 度,重 複 癌 の 有 無)を 表 に ま とめ た.解

析 の 結 果,12例 のMSI陽 性 腫 瘍 を認 め た(MSI陽 性 率30.7%).(Banno K et al:Cancer Genet Cytogenet 146:58-65,

2003のTable 3よ り許 可 を得 て転 載,一 部 改 変)

 以上の2症 例に関 して は,遺 伝子 レベルの解析 に対

する同意が得 られず,そ の後の解析は実施できていない.

2.子 宮体癌におけるマイクロサテ ライ ト不安定性

(MSI)解 析

 第4図 に示すように,白 血球由来DNA(Normal)

と子宮体癌組織由来DNA(Tumor)を 最大5種 類のマ
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イ ク ロサ テ ラ イ ト領 域 に お い て マ イ クロ サ テ ラ イ トマ ー

カ ー を用 い てPCR法 に よ り増 幅 し,電 気 泳 動 に よ り正

常 組 織 由来 のPCR産 物 に は存 在 しな い異 常 な ピー クが

出 現 した と き,マ イ ク ロサ テ ライ ト不 安 定 性(MSI)陽

性 と判 定 した.こ の 結 果,解 析 した子 宮 体 癌39例 中12

例(307%)か マ イ ク ロ サ テ ライ ト領 域5領 域 中 少 な

く と も1領 域 以 上 の複 製 エ ラ ー を 認 め,MSI陽 性 症 例

て あ る と判 定 さ れ た20).子 宮 体 癌 の発 症 年 齢,病 理 組 織

学 的 所 見,重 複 癌 の 有無 な とを調 査 し表 に ま と あ た(第

4表).こ れ らの結 果 か らMSI陽 性子 宮 体 癌 の 臨 床 病 理

学 的 特 性 を検 討 した.発 症 年 齢 か50歳 以 下 の 子 宮 体 癌

はMSI陽 性 子 宮 体 癌 て2例, MSI陰 性 子 宮 体 癌 て5例

認 め た かMSI陽 性 子 宮 体 癌 に お い て有 意 に若 年 発 症 か

多 い傾 向 は認 め られ な か った(p=063).他 臓 器 の 重

複 癌 に 関 し て,MSI陽 性 子 宮 体 癌 は12例 中4例

(333%)に お い て卵 巣癌,大 腸 癌 な ど の他 臓 器 癌 の重

複 を認 め,MSI陽 性 子 宮 体 癌 はMSI陰 性 子 宮 体 癌(27

例 中4例,14。8%)に 比 べ て 頻 度 か 多 い 印 象 か あ った

ものの統 計 学 的 に有 意差 は認 め られ なか った(p=018).

ま た,病 理 組 織 学 的 分 化 度 との 関連 に つ い て はG2お よ

ひG3腺 癌 か そ れ ぞ れ12例 中4例(333%)お よ び3

例(25%)と 合 計 て7例(58.3%)ど 過 半 数 を 占 め た

かMSI陰 性 子 宮 体 癌 に お け るG2お よ びG3腺 癌 は29.

6%に 認 め られ る に過 きず,MSI陽 性 子 宮 体 癌 に お いて

はG2お よ びG3腺 癌 か 多 い傾 向 を 示 した(p=0.09).

FIGO臨 床 進 行 期 と の 関 連 て は, MSI陽 性 子 宮 体 癌 の

416%(12例 中5例)か 転 移 を 示 すIII期 お よ ひIV期

て あ った か,統 計 学 的 にMSI陽 性 子 宮 体 癌 と転 移 の有

無 との 関 連 は証 明 さ れ な か っ た(p=086).予 後 と の

比 較 に お い て は,MSI陽 性 例 て12例 中1例 の 死 亡

(167%)に 対 し,MSI陰 性(MSS)例 て は27例 中5

例(18.5%)の 死 亡(う ち1例 は乳 癌 に て死 亡)て あ

り,生 存 率 に よ る予 後 との 関連 性 は認 め られ なか った.

3.子 宮体癌におけるhMLHIお よひhMSH2蛋 白の

免疫組織化学的発現解析

 MSI解 析を実施 した39例 中28例 の子宮体癌症例

(MSI陽 性例12例, MSI陰 性例16例)の 手術標本を

用 い,抗hMLH1抗 体およひ抗hMSH2抗 体 による免

疫組織化学的にそれぞれの発現を解析 した(第5図) .

その結果,MSI陽 性子宮体癌12例 中8例(667%)に

おいて抗hMLH1抗 体の染色性の消失か認め られたの

に対 し,MSI陰 性子宮体癌16例 においてはわずか1例

て しか抗hMLH1抗 体の染色性の消失か認められず,

統計学的にMSI陽 性子宮体癌 とhMLHI蛋 白の発現低

下との関連性か示された(p=00012)(第5表) .-h,

抗hMSH2抗 体の染色性の消失は, MSI陽 性子宮体癌

12例 中2例(167%)に しか認め られず,MSI陰 性子

宮体癌16例 においても抗hMSH2抗 体の染色性の消失

は認められなか った.

hMLH1染 色性(+) hMLH1染 色性(一)

鎌蟹
症 例13 59歳

Endometrioid Adenocarcinoma

G1、 Ila期 、 MSI陰 性 症 例

症 例5 60歳

Endometrioid Adenocarcinoma

G1, l b期 、 MSI陽 性 症 例

第5図 子宮体癌におけ るhMLH1蛋 白の発現低下 抗hMLH1抗 体を用いたMSI陰 性症例(症 例13)お よひMSI陽 性

症 例(症 例5)の 免疫組織化学染色の結果 を示す 右図の症例5に お いて は子宮内膜癌部の核 にお ける抗hMLH1抗 体 の染

色性か消失 している なお,両 症例 とも癌周 囲の正常部 は染色 されている(倍 率X100) .(阪 埜 浩司,他 家族性腫瘍,3
62-67,2003の 図5よ り許 可 を 得 て 転 載)
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阪埜 子宮体癌 とDNAミ スマ ッチ修復遺伝子異常

第5表 子宮体癌 におけるMSIとhMLHI蛋 白の発現低

    下 との関連

第6表.hMLHI遺 伝子 およびhMSH2遺 伝 子の生殖細胞

    変異

抗hMLH1抗 体 による癌部 の染色性                 計(例)

  十

Case  Exon   Genomic DNA  predicted effects

    affected     alteration        Ccodon)

MSI(+)

MSI(一)

4

5

 

1

00

1

9
臼

ハ0

1

1

i

     (p=0.0012Fisher's exact probability test)

MSI(+)例 に お け るhMLHI蛋 白 の発 現 低 下 率=8/12

1列 (66.7%)

MSI(一)例 に お け るhMLH1蛋 白 の発 現 低 下 率=1/16例

(6.3%)

子 宮 体 癌28例 に お け るMSIと 抗hMLHI抗 体 の 染 色 性

と の 関 連 を 示 す.MSI陽 性 子 宮 体 癌 に お い て 有 意 に

hMLHI蛋 白発 現 低 下 が 認 め られ た(p=o.00iz).(阪 埜

浩 司,他:家 族性 腫 瘍,3:62-67,2003の 図4よ り許 可 を

得 て転 載,一 部 改 変)

11

12

Exon 13

(hMSH2)

Exon 7

(hMSH2)

Exon 3

(hルfLHI)

ATG to ATA  Met(688)Ile

CTT to TTT   Leu(390)Phe

CGA to TGA  Arg(100)Term

MSI陽 性 子 宮 体 癌12症 例 中3例 のMMR遺 伝 子 の 生 殖 細

胞 変 異 を 検 出 した.症 例1で はhMSH2遺 伝 子 の コ ドン

688に,症 例11で は コ ドン390に1塩 基 の 変 異 が 同 定 さ

れ た.症 例12で はhMLH1遺 伝 子 の コ ドン100に ナ ンセ

ンス 変 異 が 同定 され た.(Banno K et al:Cancer Genet

Cytogenet l46:58-65,2003のTable 4よ り許 可 を 得 て

転 載,一 部 改 変)

4.MSI陽 性 子 宮 体 癌例 に お け るhMLHIお よび

hMSH2遺 伝子生殖細胞変異解析

 MSI陽 性子宮体癌12例 において,施 設内倫理委員会

の承認 と書面 による同意の もとDNAミ スマッチ修復

(MMR)遺 伝子であるhMLHIお よびhMSH2遺 伝子

の生殖細胞変異を解析 した.そ の結果,12例 中2例

(症例1と 症例11,16。6%)でhMSH2遺 伝子の生殖細

胞変異を2。),1例(症 例12,8.3%)でhMLHI遺 伝子

の生殖細胞変異を認め,合 計 としてMSI陽 性子宮体癌

の25%にhMLHIお よびhMSH2遺 伝子の生殖細胞変

Normal Case 1

hMSH2 exon 13

Normal Case 11

1診ル歪5」砿2exon 7

第6図 PCR-SSCP解 析 の 結 果. hMSH2遺 伝 子 のPCR・

 SSCP解 析 の 結 果,異 常 な バ ン ドを示 した 症 例 を示 す.

 左 図 に症 例1の エ ク ソ ン1を,右 図 に 症 例11の エ ク ソ

 ン7の 結 果 を 示 す.異 常 な バ ン ドを 矢 印 で 示 した.

 (Banno K et al:Cancer Genet Cytogenet 146:58-65,

 2003のFig 3よ り許 可 を得 て転 載)

1

II

皿

第7図 症例1の 家系図.hMSH2遺 伝子 の コ ドン688に

 生殖細胞遺 伝子変異 を認 めた症例1の 家系 図を示す.矢

 印 は発端者 であ る子宮体癌 症例 である.○ は女 性,口 は

 男性 を表 す.∈)お よ びEnは 子宮体 癌, Gお よびcc

 は大腸癌,○ はその他 の癌腫 を表す(Gは 胃癌,Brは

 乳癌 を表す).斜 線 は死亡 した家系構成員 を示 し,数 字 は

 癌の発症年 齢又 は死亡年齢 を示す.左 のn一 マ数字 は世

 代 を表す.(Banno K et al:Cancer Genet Cytogenet

 146:58-65,2003のFig 4よ り許 可を得 て転載,一 部

 改変)

異 を検 出 した(第6図).こ の3例 はhMSH2遺 伝 子 の

コ ド ン688のatgがata(MetがIle)へ の1塩 基 変 異,

コ ドン390のcttがttt(LeuがPhe)へ の1塩 基 変 異

お よ びhMLH1遺 伝 子 の コ ド ン100の ナ ンセ ンス 変 異

(ArgがStopコ ドン)と 推 測 され た(第6表).こ れ ら

の3症 例 は い ず れ も家 族 内 癌 集 積 傾 向 を 示 した も の の,

新 ア ム ス テ ル ダ ム ク ラ イ テ リア は満 た して い な か っ た

(第7図).症 例11で は発 端 者 の2名 の 妹 も子宮 体癌 に

罹 患 して お り,こ の2名 に お い て も今 回 検 出 され た コ
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1

II

 60CC    40 En    55 En

 66En    60 CC

第8図 症例11の 家系 図.hMSH2遺 伝子 の コ ドン390

 に生殖細胞遺伝子変 異を認め た症例11の 家系 図を示す.

 矢印 は発端者 であ る子宮体癌症 例であ る.○ は女性,口

 は男性を表す.∈)お よびEnは 子宮体癌Gお よびcc

 は大腸癌を表 す.斜 線 は死亡 した家系構成員 を示 し,数

 字は癌の発症年齢又 は死亡年齢 を示す.左 の ローマ数字

 は世 代を表す.発 端 者を含 め3姉 妹が子宮体 癌 に罹患 し

 ており,発 端者 も大腸癌の重複癌を認めてい る.(Banno

 Ket al:Cancer Genet Cytogenet 146:58-65,2003

 のFig 5よ り許可を得て転載,一 部 改変)

ドン390のcttがtttへ(LeuがPhe)の 変異と同様の

生殖細胞変異を認めた(第8図).症 例12は 子宮体癌

の手術時に回盲部大腸癌の重複癌が発見 された。症例

12で は抗hMLH1抗 体を用いた免疫染色により子宮体

癌部のみならず,重 複癌の回盲部大腸癌の粘液性腺癌部

においても染色性の消失を認あ,子 宮体癌部および回盲

部癌部におけるhMLH 1蛋 白の発現低下を確認 した.

考  察

 HNPCCは 常染色体優性遺伝形式をとる家族性大腸癌

であり,従 来 は大腸癌患者を発端者として分子遺伝学的

アプローチによる解析が実施されてきた.し かしながら,

HNPCC患 者における第一度近親者内の大腸癌以外の癌

腫の発生頻度としては子宮体癌が最 も多 く,欧 米では約

9～19%と 報告 されている21).我 が国における1994年

までのHNPCC34家 系167例 の解析で も10例(6.0%)

に子宮体癌の発生を認めている22).1999年 のアムステ

ルダムクライテリアの改訂により子宮体癌の一部が家族

性腫瘍であること,そ の発癌機構はHNPCC同 様MMR

遺伝子の異常が関与 している事実が明らかとなってきた.

子宮体癌において以前よりその発生に遺伝的素因の関与

が指摘されていたこと,家 族性腫瘍であるHNPCCに

おいて子宮体癌の発生率が高いこと,罹 患後の生存率 も

比較的高い癌腫であることなどを考えると,二 次発癌へ

の予防対策や家系内の血縁者へのサーベイランスといっ

た家族性腫瘍独特な治療戦略の視点からも家族性子宮体

癌の病態解析 は重要な意味を持っと考え られているが,

分子疫学的なアプローチによる病態の解析はいまだなさ

れていない.

 今回,著 者 は報告 としては現時点で国内最大数の子宮

体癌385例 を対象と した家系調査を実施 し,HNPCC

の新 アムステルダムクラィテ リアを満たす2例(0.5%)

の家族性子宮体癌家系を発見 した.現 在まで,我 が国の

家族性腫瘍としての子宮体癌の頻度に関 しては本研究以

外 にはわずか1件 しか報告 されていない.Sagawaら

は本研究 よ り少 ない子宮体癌161例 を調 査 し2例

(L5%)が 新アムステルダムクライテ リアを満た したと

報告 している23).いずれの結果 も5%程 度にHNPCCが

存在すると報告 されている大腸癌に比べるとはるかに低

頻度であった.こ の新アムステルダムクライテリアには

HNPCCと 関連すると報告されている卵巣癌や胃癌が診

断基準の対象癌に含まれていないという問題点が指摘さ

れており,こ のような理由により新アムステルダムクラ

イテ リアでは家族性子宮体癌のごく一部の症例 しか抽出

できていない可能性がある.今 後,我 が国における家族

性腫瘍 としての子宮体癌の頻度を明 らかにするためには

地域性による発生頻度の差が生 じている可能性 も含め,

大規模かつ全国的な子宮体癌症例の家系調査が必要であ

ると考えられた.

 家族性腫瘍であるHNPCCの 発癌はDNAの ミスマッ

チ修復(MMR)機 構の異常により生 じると考えられお

り,こ れは原因遺伝子 とされ るMMR酵 素遺伝子の生

殖細胞変異 に起因す ると推測されている.こ のMMR

機構の異常はマイクロサテライ ト不安定性(MSI)と し

て検出することができる.実 際にHNPCCで は90%以

上でMSIを 示すため, MSI解 析はHNPCCの スクリー

ニング法として も期待されている24).本研究において著

者は,子 宮体癌38例 を対象として最大5種 類のマイク

ロサテライ トマーカーを用いてMSI解 析を実施 した.

解析 した38例 中12例 にMSI陽 性を認め,子 宮体癌が

30.7%と いう高いMSI陽 性率を示す事実が明らかになっ

た.こ のMSI陽 性率の結果 は大腸癌(19%),肝 癌

(14%),乳 癌(4%)な どの報告25)と比較 して も高率で

あり,子 宮体癌の発癌にMMR異 常が深 く関与 してい

ることを示唆 している.

 高率にMSI陽 性を示すHNPCCの 臨床病理学的特徴

は近年の解析により明らかとなりっつある.一 般的にそ

の特徴は①若年 に発症する(平 均42歳),② 右側大腸

に発生する,③ 同時性,異 時性に大腸癌が好発する,④

低分化型腺癌が多い,⑤ 粘液性腺癌が多い,⑥ 予後良好

である,と の6項 目にまとめることができる26).一方,
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MSI陽 性子宮体癌の臨床病理学的特徴に関 して,我 が

国における報告はわずかで,統 一された結論は得られて

いない.本 研究においてMSI陽 性子宮体癌 と臨床病理

学的特徴との関連を統計学的に解析 したが,家 族性腫瘍

で一般的に認あ られる若年発症や重複癌の傾向は認めら

れなかった.又,病 理組織学的な分化度との関連にっい

てはHNPCC同 様, MSI陽 性子宮体癌 において はG2

およびG3腺 癌 といった低分化腺癌が多い傾向を示すと

い う知見を得た(p=0.09).一 般的に,子 宮体癌で最

も高頻度な高分化型子宮内膜癌は肥満や高エス トロゲン

状態などの環境因子が発癌に密接に関与 していると考え

られており,こ の結果はMMR異 常による発癌機構が

通常の子宮体癌 とは明らかに異なる機序 と生物学的特性

を有 していることを示唆 しており興味深い.今 後さらな

る症例数を検討することで,MMR異 常と低分化型腺癌

の発癌機構の関連を明らかにできる可能性が示された.

 HNPCCに おけるMMR異 常の主たる原因遺伝子 は

MMR酵 素をコー ドするhMLHIお よびhMSH2遺 伝

子 と推測されている.本 研究において著者は子宮体癌と

MMR異 常 との関連を免疫染色によるhMLH 1蛋 白お

よびhMSH2蛋 白の発現とhMLHIお よびhMSH2遺

伝子の生殖細胞変異により解析 した.

 免疫染色による子宮体癌部 におけるhMLH 1蛋 白お

よびhMSH2蛋 白の発現を検討では, MSI陽 性子宮体

癌12例 中8例(66.7%)と 高率にhMLH 1蛋 白の発現

低下が認められ,子 宮体癌で高率に認められるMSIの

多 くはhMLH1蛋 白の発現低下に起因 していることが

示唆された.さ らに統計学 的にMSI陽 性子宮体癌 と

hMLH1蛋 白の発現低下が強 く相関 したことより(p=

0.0012),hMLH1蛋 白の免疫染色が子宮体癌における

MSIの 簡便な検出法として代用できる可能性を初めて

示 した.

 著者 はさらにMSI陽 性子宮内膜癌12例 において,

DNAミ スマ ッチ修 復(MMR)酵 素 遺伝子 で ある

hMLH1お よびhMSH2遺 伝子の生殖細胞変異を解析 し

た.そ の結果,12例 中3例(25%)でhMLH1お よび

hMSH2遺 伝子 の生 殖細 胞 変異 を認 めた.2例 が

hMSH2遺 伝子の1塩 基の変異であり, hMSH2遺 伝子

の コ ドン688のatgがata(MetがIle)に,コ ドン

390のcttがttt(LeuがPhe)に 変異 していた.1例

はhMLH 1遺 伝子のコドン100のcgaがtgaへ 変異す

るナンセンス変異(ArgがStopコ ドン)で あった.本

研究により検出されたこれらの生殖細胞変異はアメリカ

の遺伝子変異のデータベースである

 Human Genome Database(HGMD)(http://

archive.uwcm.ac.uk/uwcm/mg/hgmdO.htm)に 登録

されており,今 回検出されたものと同様の生殖細胞変異

が国際的にはHNPCC症 例 において既 に報告 されてい

る27^29).また現存する遺伝子多型のデータベース上にも

登録 されておらず,機 能的な遺伝子変異と推測される.

一方 ,2例 のhMSH2遺 伝子の1塩 基の変異は遺伝子多

型であるという可能性も完全に否定できない.我 が国を

は じめ と してhMLHIお よびhMSH2遺 伝子 などの

MMR遺 伝子の健常人における遺伝子多型解析の報告と

データの蓄積が非常に少ない状況では正確な判断は難 し

いといえ る.最 近,症 例1と 同様の生殖細胞変異 は

Nomuraら によって 日本人のHNPCC症 例 において も

検出された'8).こ の報告において,コ ントロールの日本

人158例 ではhMSH2遺 伝子のコドン688は 全て野生

型を示 し,変 異を認めなかったと報告 しており,断 定は

できないものの機能的なミスセンス変異の可能性を指摘

している.症 例11に おいては,発 端者の妹2名 にも子

宮体癌の罹患歴が確認されたばか りでなく,そ の妹2

名にも同一のhMSH2遺 伝子コ ドン390の1塩 基変異

が同定 された.こ の1塩 基変異が遺伝子多型 とすれば,

日本人において極めて高率に生 じている遺伝子多型とい

うことになる.こ の発端者および妹の1名 にも大腸癌

が発症 したという強い癌集積性をもっ家族歴から推測す

ると機能的な変異である可能性 も否定はできず,今 後さ

らに症例を検討 してい く必要がある.hMLHI遺 伝子の

ナンセンス変異が認められた症例12に おいては,回 盲

部大腸の粘液性腺癌が重複 していたこと,子 宮体癌部お

よび回盲部大腸癌部でhMLH1蛋 白の発現が低下 して

いたこと,発 端者の妹にも同様の生殖細胞変異が検出さ

れたことか らも明 らかな機能的遺伝子変異であると考え

られ た.hMLHI遺 伝子の生殖細胞変異 に起因す る

MMR機 構の異常により子宮内膜や腸管に癌腫が発生 し

た症例と推察される.

 1999年 まで にICG・HNPCCに は134例 のhMLHl

遺伝子変異が,87例 のhMSH2遺 伝子変異が集計 され

ている.変 異の種類としてhMLHI遺 伝子は ミスセン

ス変異が多 く,hMSH2遺 伝子ではフレームシフト変異

が多いと報告されている30).本研究により子宮体癌では

HNPCCで は頻度が比較的低いとされるhMLHI遺 伝子

のナンセンス変異 とhMSH2遺 伝子の ミスセ ンス変異

が検出されたという事実 は,MMR遺 伝子の遺伝子変異

型により発生する癌腫の表現型が異なる可能性を示 して

いる.今 後,解 析を進め,子 宮体癌の発生と特異的に関

連す るMMR遺 伝子の種類および遺伝子変異型を明 ら

かとしたい.
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 本研究においてMMR遺 伝子であるhMLH1遺 伝子

およびhMSH2遺 伝子で生殖細胞変異を認めた3例 は

家系内癌集積傾向を認めたものの,い ずれの症例 も新ア

ムステルダムクライテ リアを満たしていなかった.こ の

結果からも新アムステルダムクライテ リアでは我が国の

家族性子宮体癌の一部 しか抽出できない事実を確認 し,

この診断基準を満たす症例以外にもさらに多 くの家族性

子宮体癌の存在が推察 された.現 在の臨床的診断基準で

ある新アムステルダムクライテリアに代わる精度の高い,

我が国独自の家族性子宮体癌の診断基準の確立が必要で

あると考え られた.ま た,MSI陽 性子宮体癌の25%に

MMR遺 伝子の生殖細胞変異を認めたという事実は,家

族性子宮体癌症例のスクリーニング法としてMSI解 析

が大腸癌 と同様に有用である可能性を示 した.家 族性子

宮体癌の診断 として,仮 に新アムステルダムクライテリ

ァを満たさない症例であって もMSI陽 性であり,か っ

家族内癌集積傾向を認 める症例に対 しては積極的に

MMR遺 伝子を対象とした遺伝子解析を実施するべきで

あろう.

 前 述 した よ う にMSI陽 性 子宮 体 癌 に高 頻 度 に

hMLH1蛋 白の発現低下が認められた. hMLHI蛋 白の

発現低下が認められた8例 中hMLHI遺 伝子の生殖細

胞遺伝子変異 はわずか1例 であ った.こ の結果よ り,

子宮体癌で生 じている高頻度のhMLH1蛋 白の発現低

下 は生殖細胞変異 に起因しない遺伝子の不活化機序によ

るものと推測された.最 近になってDNAの プロモーター

領域のメチル化異常 といったエピジェネティックな変化

によ る遺伝子 発現 の消 失機構 が注 目されてお り,

hMLH1遺 伝子のプロモーター領域に高頻度に異常メチ

ル化が生 じている事実が報告された3').この報告か らも

子宮体癌におけるMSIに はhMLH1遺 伝子のエピジェ

ネティックな変化である異常メチル化異常が深 く関与 し

ている可能性が高い.今 回,MSI陽 性子宮体癌におい

て家族性腫瘍で一般的に認あ られる若年発症や重複癌と

いった傾向が証明されなかった事実もこの可能性を支持

している.

 子宮体癌の発癌に関与するMMR遺 伝子の候補 とし

て本研究では多 くのHNPCCに おいて生殖細胞変異が

生 じているhMLHI遺 伝子およびhMSH2遺 伝子 に着

目し解析 した.し か しながら,本 研究結果において,こ

の2種 の遺伝子異常 は確か に存在 し関与 しているもの

の,hMLHI遺 伝子およびhMSH2遺 伝子の異常 という

機序だけではMMR異 常のすべてを説明できるもので

はなく,さ らなる別のMMR遺 伝子の関与 も予測され

る.HNPCC遺 伝子の原因遺伝子 として, MMR遺 伝子

は現 在 までhMLHI遺 伝子, hMSH2遺 伝子以外 に

hMSH3遺 伝子, hMSH6遺 伝子, PMSI遺 伝子および

PMS2遺 伝子の計6種 が同定されている.そ のなかで

も最近hMSH6遺 伝子の生殖細胞変異がHNPCCで 同

定 された.hMSH6遺 伝子変異例では子宮体癌,卵 巣癌

を合併すると報告 され32.33),特に子宮体癌の発癌との関

連性でhMSH6遺 伝子 は注 目されはじあており,今 後

の研究において重要な遺伝子 として位置づけられる.

 子宮体癌の一部 が家族性腫瘍 であ り,そ の発癌 に

MMR遺 伝子異常が深 く関与 している事実は,発 癌機構

が一部不明であった子宮体癌の生物学的特徴を理解する

うえで貴重な知見と考えられ,本 研究のようなこの種の

子宮体癌症例の抽出と解析 は重要な意義があると考えら

れる.今 後,本 研究で得 られた知見を基盤として家族性

子宮体癌の精度の高い臨床診断基準やサーベイランス法

が確立 されれば本疾患の早期発見や早期治療が可能とな

る.ま た家族性子宮体癌の遺伝子診断法が確立されれば,

発症前診断が可能 となり,患 者本人のみならず広 く家系

構成員の癌予防にも寄与できる.さ らに本研究が発展 し,

将来的にMMR遺 伝子変異型 と表現型との関連より子

宮体癌の臨床病態が予測できるようになれば,症 例に応

じた子宮体癌治療個別化の実現も期待 される.

総  括

 我が国における家族性腫瘍としての子宮体癌の病態を

分子疫学的手法にて解析す るたあ,当 科にて1991年

2002年 の間に治療を行 った子宮体癌385例 に対し疫学

的調査を実施 し,さ らにイ ンフォーム ド・コンセントの

得られた39例 に対 してMMR遺 伝子異常 との関連性を

検討するため分子生物学的解析を行い,以 下の事項を明

らかとした.

 1.新 アムステルダムクライテ リアを満たす家族性子

宮体癌は全子宮体癌の0.5%に 存在する.

 2.子 宮体癌症例において30.7%と 高率にMSI陽 性を

認め,子 宮体癌の発癌にMMR異 常が密接に関与 して

いる.

 3.MSI陽 性子 宮体 癌12例 中8例(66.7%)に

hMLH1蛋 白の発現低下が認められ,統 計学的にも強く

相関 した(・1.0012).よ ってhMLH 1蛋 白の免疫染

色が子宮体癌 におけるMSIの 簡便な検出法 として代用

できる可能性がある.

 4.MSI陽 性子宮体癌はG2やG3と いった低分化型

腺癌が多い傾向を示 し,MMR異 常による子宮体癌は高

エス トロゲン状態などの環境因子が発生に寄与するとさ

  .・
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れる高分化型子宮内膜癌とは異なる発癌機構と生物学特

性を有する.

 5.MSI陽 性子宮体癌12例 中3例(25%)でMMR

遺伝子であるhMLHIお よびhMSH2遺 伝子の生殖細

胞変異を検出 した.い ずれの症例 も新アムステルダムク

ライテリアを満たしてお らず,家 族性子宮体癌に関 して

この診断基準の問題点を具体的に明 らかとした.ま た,

我が国においては新アムステルダムクライテリアを満た

さないさらに多くの家族性子宮体癌の存在が推測された.

 6.家 族性子宮体癌 に関 して,新 アムステルダムクラ

イテ リアを満たさない症例であってもMSI陽 性および

家系内癌集積傾向がある症例に対 してはMMR遺 伝子

を対象とした遺伝子診断の実施は有意義と考え られる.

 稿を終えるにあたり,御 指導,御 校閲を賜りました慶慮

義塾大学医学部産婦人科学教室野澤志朗教授に深謝致しま

す.ま た,御 指導いただきました栃木県立がんセンター菅

野康吉博士,藤 田保健衛生大学医学部産婦人科宇田川康博

教授,慶 慮義塾大学医学部産婦人科学教室進 伸幸専任講

師に感謝致します.さ らに本研究に多大な御協力をいただ

きました慶鷹義塾大学医学部産婦人科学教室の諸先生方に

厚 く御礼申し上げます.

 本研二究の一部は,第54回 日本産科婦人科学会学術講演

会(2002年,東 京)第55回 日本産科婦人科学会学術講演

会(2003年,福 岡)お よび第62回 日本癌学会学術講演会

(2003年,名 古屋)に おいて発表した.

 なお,本 研究の一部は平成13年 度文部科学省科学研究

費補助金,特 定領域C「 分子疫学的解析に.よる遺伝性子宮

内膜癌の病態解明」および平成15年 度文部科学省科学研

究費補助金,特 定領域 「分子疫学的手法を用いた家族性子

宮内膜癌の病態解明と遺伝子診断」によった.
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