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Identification　 of　a　New　 Breast　 Cancer-related　 Gene　 by　 Restriction　 Landmark

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Genomic　 Scanning

　　　　　　　　(ゲノムニ次元電気泳動法による新たな乳癌関連遺伝子の同定)

麻　賀 創　太

内容の要旨

　 ゲ ノムニ 次 元竃 気泳 動 法(以 下RLGSJは ゲ ノムDNAを 制 限醒 素

で切 断 し亀 気泳 動 を行 うことで、DNA断 片 を平 面上 に スポ ッ トとし

て描 出す る手 技で ある。RLGSの 利 点 と して、第 一 に.ゲ ノム検 累の

効串 が よい とい う.aが あn,第 二 にス ポ ッ トの変 化 が様 々 な遭伝 子

変化 を反 映 し.特 に制限酵 粛Nα1を 使用 すれ ば 、遺 伝 子の メチル 化

を捉 え られ る とい う点 があ る。今 回は 乳価 お よび 正常 乳 腺組織 を対

象にRLGSを 行い、そ の分析 に よ り新 たな乳鋸 関連 遺伝 子 を同 定 した

ので轍 告す る。

　 まず 、RLGSに は14$+1の 乳 癌切除 検体 か ら得 られ た癌.組織 と正常乳

線 組織 を用 いた。続 いて遺 伝子発 現 を確紹 す るため に行 ったR㍗PCR

に は、6種 顕 の ヒ ト乳 癌 細胞 株、MCF・7、　MDAニMB・435..　 T・47D、

MDA.MB-23且 、　SK-BR-3、 　BT・20と9例 の 乳 癌組 織 を用 い た。　RLGS

で は、 まず ゲノムDNAをNot　 1で 処理 後5'・蝿 をrzPで 標 戯 し、　WvII処

理 を行 い、 第1回 目の 電気 泳動 を行 った。 絡 了後Ps竃:処 理 を行 い.

平面状 の ゲルで2回 目の 電気 泳動 を聴 行 し、 オー トラ ジオ グ ラフ ィ

でス ポ ッ トを描 出 した。 癌組織 と正 常紐 織 の スポ ッ ト変化 を 目視 で

分 折 し、特徴的 変化 のあ るスポ ッ トにっ きNalト ラ ッパー を用い て

ク ロー ニン グ し塩 基配 列 を同 定 した。Webで 遺 伝 子領 域 を検 素,発

現 をRT・PCRで 碗認 した。

　 RLGSの 結 果、 特徴 的 なa化 を鋸 め た ス ポ ッ トの うち2個 に注 目

し、 スポ ッ トA,Bと 命名 した。 ス ポ ッ トAは4例 の疵組 織 で のみ認

め られ た。 スポ ッ トBは す べ ての 癌 組織 な らびに 正 常乳 腺 で認 め ら

れ たが.4例 の 癌組織 で は濃 い スポ ッ トとな っ た。 クロー ニ ン グの

縞 果.ス ポ ッ トAはvolmgedependent　 calcium　channel　a1Hsubunit　 gene

(CACNAIf{)の 領 城 に98%aの 相 同 性 が、 スポ ッ トAは17y12R｢11$<,

Gr67　geneの 近 傍 に98%の 相同 性 が認 め られ た。　RT-PCRの 結 果、3

租 の ヒ ト乳 筋細 胞 株 と6例 の 乳癌 組織 でCACNAlHの 発 現 が確 認 さ

れ た。

　 メチル 化に よるRLGSの ス ポ ッ ト変化 では、 その濃 度差 が周 囲の2

ra以 下 とな り、 遣伝 子増 幅 では 一般 に それ 以 上 となる。 ス ポ ッ トA

の 濃度 は他 と131Tgrし く、CACNAIH遺 伝子 の メ チルflヒを反 映 して

い る と鑑 湖 され る。CACNA田 の メチ ル化 は成人 ↑紹胞 白血 病 で銀告

が あ る。 一 方ス ポ ッ トBは 著 明に 濃 度が 高 く、遣 伝 子 増幅 を表 現 し

て い る と推 測 され る。17rl2領 域 には ¢rbB2遣 伝子 が 存在 し、乳 癌 で

この 遺伝 子の 増幅 が認 め られ る とき周 辺 遺伝 子 も同 時に 噌幅 す る こ

とが 知 られ てお り、スポ ッ トBの 領 域 もこ こに 含 まれ る。

　 今 回 乳癌 にお け るCACNAIHの 発 現 が 確 認 され た。 卵 状 腺 酋 様

癌,消 化 管原発 神経 内分 泌腫as、 網 膜 芽細 胞腫 で この遺 伝子 の 発現

が碗認 され てい るが.乳 瘤 で はS日8el昭 の確錫 が され てい るの みであ

る。 なお この漉 伝 子 の機 億 につ い て は 今後 更 な る検 討 が 必要 で あ

る。

　 RLGSに よ り、乳癌 に お いてCACNAIIIと 巳7r:2領 域 の 蛮 化 が確 昭

され た。 前者 は メ チル 化 に よる遺 伝子 発現 が 示唆 され.後 者 は遺 伝

子 の増幅 が示 唆 され た。続 い てRT-PCRに よ7CACNAII.1の 乳 癌 にお

ける発現 が確認 され た。

瞼文審査の要旨

　 乳 癌 にお い て は、 これ まで に檬 々 な 迫伝 子変 化 が 綴告 され.特 定

の遭 伝子 を ター ゲ ッ トと した 治療 法 もす で に 闘 発 され 始 め てい る

が、 なお 米 知 と され る部 分 も大 きい。 本 研 究 では 、まず ヒ ト乳癌 組

asと 同 一 患 者 の 正 常 乳 腺 組 織 を 用 い て ゲ ノ ム ニ 次 元 電 気 泳 動 法

(RLGS》 を行 い、 そ こか ら得 られ るprofile上の ス ポ ッ ト変 化 を検 案

し、 変化 を隠 め る スポ ッ トの ク ロー ニ ン グを行 うこ とで、 乳 癌に お

け る迫 伝 子 変 化 に つ い て 検 討 を 行 っ た。 ク ロ ー ニ ン グ の 絃 果.

Voltage・dependrni　Wcium　 channel　a1H　 su6unil　gmc(CACNA巳H)　 と

Grb7近 傍の17q且2領 城 に一 致 した た め.こ の結 果 を も とにCACYAIH

の発 現 をer-i℃R法 で検討 し、 ヒ ト乳癌 細胞擁 と乳癌 組織 の 両方 で発

現を 砲認 した。

　 審 査では 、 まずRLGSに お ける スポ ッ ト変 化が いか な る遣 伝 子変 化

を反映 してい るかに つい ての 質問 がな され た。RLGSに お い て制限酵

;{cNOi　l断片 を標識 して い る こ とか ら.癌 組繊 で スポ ッ トの 出 現 を認

め るCACNAIHで は 税 メ チ ル 化 が,ス ポ ッ トの 漠 度 上 昇 を認 め る

17甲2領 域 で は増幅 が示 唆 され る と回 答 され たが 、脱 メチル 化 の碗 認

につ い て はな お 不十 分 な 点 が あ る と指摘 され た。 次 に 、CACNAIH

の発 現が 乳癌 にお い て 果た してい る意 義 にっ い て質 問 がな され た。

CACNAIHは 神経 細胞 にお い て 発現 し.紳 経伝 遼物 質 の 分泌 にIYIr

して い るが、 乳癌 に お いて発 現 してい るとい う報 告 が これ まで に な

い こ と、co　chonnel　blocker'である ベ ラバ ミル によ っ てMCF-7の 増 堕

抑制 がaeめ られ た との 組 告は ある が、　CACNAIHの 関 与 につ い て は

不明 で あ る との 回笄 が な され た。 さ らに 、CACNAIIIの 発 現 と患 音

背 景 との 悶に 何 らか の 槽関 が あ るか否 か につ い て質 問 が され た。 こ

れ につ い て は、RLGSで ス;,:ッ トの 出 現 を認 め た症 倒 とRT・PCRで

CACNAIHの 発 現 を 認 め た 細 胞株 は い ず れ も日ζ陽 性 で あ った が 、

CACNAIHの 発 現 を昭 めra乳 癌組 織 の 中にER陰 性 の もの が含 衷 れ て

n7,ERと の充 分 な櫓 関性 は確 認 で きなか っ た と回 答 され た。 しか

し.碗 寧的 に はERA性 でCACNAIHの 発 現 が多 く認 め られ てお り、

症 例 の蓄 留に よ り有 意 差が 出 る可 能性 が あ る と助 言 され た。 今 回 の

研 究 では2つ の スポ ッ トしか検 討 して い ない点 に つ いて 質問 が な さ

れ た が、 これ に対 してia,さ らにい くつ か の変 化 を認 め る スポ ッ ト

につ いて も検 肘 したe,充 分 な 結果 がsaら れ なか う た こ と.理 由は

不 明 であ るが 肝細 胞 螂 な どと比較 し乳癌 で は スポ ッ ト変 化 に乏 しい

こ とが 挙げ られ る と回答 され た。 この回 答 に対 し、乳 癌 で スポ ッ ト

変 化が 乏 しい 理由 と して.乳 癌 にお い て は、肉 眼的 に癌組 織 と考 え

られ る部分 で あっ て も、間 質 な どの 正常 部 分の 混 入 が多 い こ とが 挙

げ られ る との指 摘 がな され た。

　以 上 の よ うに、本 研 究 では なお 検 肘す べ き課題 を残 して いる もの

の 、糺 癌に お いて これ ま で未 知 で あ ったCACNAIHの 発 現 がtJJめ て

確認 され た とい う点 にお い て、有 意嚢 な研 究で あ る と詳価 され た.
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