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概要 　21例 の 上 皮性卵巣癌症例 （漿液性 13例，粘液性 3例，類 内膜癌 2例，明細胞癌 3例 ）を対象 に ，
が ん抑制遺伝子 p53 お よ び第17染色体 の 欠失を検討 し た．同

一症例 か ら得 た 癌組織 お よ び 正常組織 か ら

高分子量 DNA を抽出 し，　 Southern　transfer 後，第 17染色体短 腕 （17p）上 に 存在す る が ん 抑制遺伝 子

p53又 は第17染色体 上 の 二 つ の VNTR ブ 卩
一ブ （pYNZ22 ，　 pTHH59 ）と・・イ ブ リ ダ イ ズ させ ，正常組

織 と癌組織 の バ ン ドを 比 較す る こ とで ，ヘ テ ロ 接合性 の 消失 （loss　of 　heterozygosity：LOH ） を 検 出 し

た．p53お よ び pYNZ22 で は そ れ ぞ れ，解析し得た 14例 中 5 例 （36％），20例中 9例 （45％）と高頻度の

LOH が認め られ た が，　 pTHH59 で は LOH は 7例中 1例 （14％） で あ つ た．

　以 上 の 成績よ り，上皮性卵巣癌の 発生 ・進展 に は p53の 欠失が関・与する例が ある こ とが示唆され た ．

Synops 誌　Twenty ・one 　human 　ovarian 　epithelial 　carcinomas （13　serous ，3　mucinous ，2endometrioid 　and 　3

clear 　cell 　type）were 　examined 　for　allelic 　losses　 of 　p53　tumor 　 suppressor 　gene ，　pYNZ220r 　pTHH590n
chromosome 　17，　 High −molecular −weight 　DNA 　was 　extracted 　from 　ovarian 　tumor 　tissues　and 　normal 　ones

obtained 　from 　the　same 　patients，　and 　was 　sublected 　to　Southem 　blot　analysis ．　 The 　mters　were 　hybridized

with 　p53　cDNA 　probe 　or　two 　VNTR 　probes　on 　chronlosome 　17（pYNZ22 ，　pTHH59 ）．　 By　comparing 　the

hybridized　band　pattem 　Df　the　normal 　tissue　with 　that　of 　the　tumor ，　loss　of　heterozygosity（LOH ）was

detected，　 Frequent　LOHs 　were 　detected　in　50f 　l4　informative　cases （36％）on 　p53　and 　in　g　of　20（45％）on

pYNZ22 ，　but　LOH 　on 　pTHH59 　was 　observed 　less　frequently　than　those　of　p53　and 　pYNZ22 〔one 　of 　7　cases ：

14％ ）．

　These　results 　suggest 　that　allelic 　loss　of 　p53　may 　play　an　important　role 　in　the　development 　and ／or

progression　of　ovarian 　carcinomas ．

Key　words ： Ovarian　cancer ・Tumor 　suppressor 　gene ・p53 ・Chromosome　17 ・Loss　Qf　heterozygosity

　　　　　　　　　 緒　　言

　が ん 遺伝子研究の 進歩に よ り， 多 くの ヒ ト腫瘍

で 組織特異的 に 又 は 複数 の 腫瘍 に 共通 し た 遺伝子

異常が明 らか に な つ て きた
1）−6）

．

　 ヒ ト卵巣癌で は こ の よ うな遺伝子 異常の 報告 は

少 な く ， わず か に c −myc の 遺伝子増幅 7，
や erbB2

増幅 8｝9）・過剰発現
9＞
一一11），K −ras の 活性化 12）

等の報告

が 散見 され る だ け で ，他 の 遺伝子異常の 出現頻度
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は非常 に低 い か 皆無で ある
13）
〜16）

．した がつ て ヒ ト

卵巣癌の 遺伝子 レ ベ ル で の 異常 の 解明 は ，他 の 腫

瘍に 比 べ 著 し く遅れ る こ と とな つ た ．

　が ん 遺伝子 は そ の 活性化に よ り癌化 を引 き起 こ

すの に 対 し，がん抑制遺伝子は 正 常機能 の 喪失（不

活化）に よ り細胞 を癌化 さ せ る遺伝子群で ある
17）．

こ の 遺伝 子 は
， 両親 由来 の

一対 の 遺伝子の 両 方が，

突然変異や欠 失に よ り共 に 不 活化 され る こ とで，

癌化や 癌 の 進展 の
一段階 を 担 うと 考 え られ て い

る
17）（Knudson の two 　hit説）．5Q種類近 く存 在す

る と考 え られ て い る がん 抑制遺伝子 の うち ， 現在

単離・同定 され て い る もの は わずか 8 種類で あ り，

同定されて い るもの に 関 し て も，個 々 の 症例 で の

不 活化 を解析す る の は 多大な労力を要する．そ こ

で 間接的 に 多型性 を示 す プ ロ
ーブを用 い た ヘ テ ロ

接合性の 消失 （loss　of　heterozygosity：LOH ）を

証明す る こ とに よ り，同部位又 は 近傍 に存在す る

が ん 抑制遺伝 子の 不 活化を推定可 能で あ る
18）．こ

の 方法に よ り ，
か つ て は 遺伝子 レ ベ ル の 異常が あ

ま り認め られ なか つ た ヒ ト卵 巣癌で も 3p
，

6q
，

11p，17p，17q の LOH が高頻度 に み つ か り
19）〜24），

こ れ らの 部位 に卵巣癌に 関与す る が ん 抑制 遺伝子

が存在す る可 能 性が 考 え られ る よ う に な つ て き

た ．

　 本研究で は こ れ らの うち第 17染色体 の LOH に

注 目 し ，
17p13 ，3 （pYNZ22 ） お よ び 17q23−

25（pTHH59 ）に お け る LOH の 検討を行つ た ．更

に 17p13．1に 存 在 す る が ん 抑 制 遺 伝 子 p5325
｝
の

LOH に つ い て も併せ て 検討 し，　 pYNZ22 に よ る

17p13．3の LOH の 結果 と比較検討す る こ とで
， 卵

巣癌 に お ける 第17染色体欠失 の 意義 に つ い て も考

察し た ．

　　　　　　 研究対象お よび方法

　 21例の 上 皮性卵巣癌症例 を 対象 と し た ，組織型

お よ び臨床進行期 は表 1 に 示す．

　 手術時 に 得 られた 卵巣癌組 織 と正 常組 織 よ り

SDS −proteinase　K 法 に よ り高 分子 量 DNA を 抽

出 し ， 制 限酵素 （BglII・Banll：p53 を ブ ロ
ーブ と

す る場合，BamHI 　：　pYNZ22 をプ ロ
ー

プ とす る場

合 ， 又 は PvuII ： pTHH59 を プ Pt 一ブ と す る 場

合 ；宝酒 造）で 切断後 ア ガ ロ
ー

ス 電 気泳動 を行 い ，

ナ イ Pt ソ フ ィ ル タ ー （日本 ポール ，　 Biodyne　A ）

に Southern　transferした． フ ィ ル タ
ーは 〔szP

〕

で 標識 した ブ ロ
ーブ と50％ formamide

，
5× SSC ，

5× Denhalt’s　solution ，0．25％SDS ，100μg／ml 変

性 サ ケ精子 DNA 溶液中で 37℃ で
一

晩 ハ イ プ リ ダ

イ ズ させ
，

1× SSCIO ．1％SDS 中室温 下で 20分 ×

4 回 ， 次 に e．1× SSCIO ．S％ SDS 中で 50℃ 1 時間

洗浄後，オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ／
一

を行 つ た．プ 卩
一

ブは human 　p5326
）

（Dr．L．　Crawford よ り供与），

pYNZ2227 ）
，
　 pTHH5927 ）（中村祐輔博士，　JCRB 遺

伝子バ ン ク よ り供与）を用 い ， こ れ ら の プ ロ
ーブ

の 認識す る遺伝子 の 第17染色体上 の 位置は 図 1 に

示 し た ．p53の BglII切断で は ，12kb （A1）又 は 9

kb （A ， ）の バ ソ ドが 染色体に よ り多型 性を示 すバ

ソ ドで あ り，3kb の バ ン ドは 常に み られる
28）．　 A1

お よび A2 が共 に み られた もの が ヘ テ 卩 接合性 で

片方 の み が ホ モ 接合性 と し た ．また Banll 切断 で

は 2．9kb （A ，）又 は 1．5／1．4kb （A2 ）の バ ソ ドが染

色体に よ り多型性を示す
2s）29）が ，

こ れ らが 共 に み

られた もの が ヘ テ 卩 接合性 で 片方 の み が ホ モ 接合

性 とした ．pYNZ22 と pTHH59 の VNTR プ ロ
ー

ブ
2η に お い て は

，
2 本 の パ ソ ドに 分か れ た も の を

22

2

pYNZ22

P53

　

59

　

闇

　

可

17
図 1　各 プ 卩

一ブの 第17染色体上 に お ける位置
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表 1　組 織型，臨床進行期 と loss　of 　heterozygosity

位　 置 17p13．1 17p13．3　　　17q23−25

No 組織型　　 臨床進行期 　　プ ロ ーブ P53 pYNZ22 　　pTHH59

制 限 酵素 Bglll BanllBamHIPvulI
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LOH の 頻度 5／14（36％） 9／20（45％）　　1／7（14％）

上 欄 に は 各 プ ロ
ーブ の 染 色 体 上 の 位 置 と分析 に用 い た 制 限 酵 素 を 示 して あ る．

組織型 　SPCA ； serous 　papillary　 cystadenocarcinoma ，　SPA ； serDus 　papil】ary 　 adenocar −

cinoma ，
　SCA ；serous 　cystadenocarcinoma ，

　SA ； serous 　adenocarcinoma
，
　MCA ；mucinous

cystadenocarcinoma ，　E ；endometrioid 　carcinoma ，　C ；clear 　cell　carcinorna ，　x ：homozygous ，
● ：heterozygous，○

・Ioss　of 　heterozygosity，　ND ： not 　determined

8 3 9 12

A1レ

A2レ

6

四　 丁　 湖　 7 　 四　
’
「　 四　 7

一

凹　 丁

；
軍 宅懿 鷲曩量纈、

− 23，1kb

難ll
　　　　　　　 図 2　 p53 の Bglll切 断 に よ る loss　of 　heterozygosity．

N ：正 常組織，T ：腫 瘍 組 織 A ⊥
お よ び A ， ：allelic な バ ソ ド，腫瘍組織で 消失 の み ら

れ る バ ン ドを ＊ で 示 した．上 段 の 数字 は 表 1 の No ．に 対応．
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ヘ テ ロ 接合性 ， 1本 し か み られない もの をホ モ 接

合性 とし ，
い ずれ の プ ロ ーブ も正常組織で ヘ テ ロ

接合性 の み られ た も の を informative， こ れ らの

うち癌組織 にお げる どち らか の 一方の バ ン ドの 消

失又 は 著 し い 濃度 の 減 少を LOH とみ な した，

　　　　　　　　　　研究成績

　p53を プ ロ
ーブ に 用 い た 場 合 ，

　BglII切 断 ，
　BanlI

切断を合わ せ て infQrmativeな もの は21例中 14例

あ り， その うち 5例 （No ，4， 6， 7， 8， 12， 36％）

に LOH を認め た （表 1
， 図 2 ・ 3 ）．　 pYNZ22 を

8 3 20 12

Al） ”

A2匚

閥　
’
「　　閥　　T 閥　 T　 凹　 了

鞴
欝鱈

辮

　 　 u 　　　　　 i

懇 羹　　 餐 、
尋

顕 　　　　き　 ：

護副 ・

耄；

一4．4kb

一2．3kb

　　　　　　　 一2．Okb

撫：：：：lll
　　　　　　図 3 　p53の BanII 切断に よ る loss　of 　heterozygosity．

N ：正 常組織，T ：腫瘍組織 A1 お よ び A1　：　allelic 　tg・ミン ド， 腫瘍組織で 消失の み ら

れ る バ ソ ドを ＊ で 示 した，上段 の 数字 は表 1 の No，に 対応．

2 14 8
N　 T

一2．3kb

1− 2．・kb

一一一〇，56kb

ー
ーー

舘

ぎ

慧

鬢

凹 T 　　N T
一2．3kb

一 2．Okb

一一1．1kb

一
〇．9kb

　　　　　　　　　図 4 　pYNZ22 の loss　of　heterozygosity．

N ：正常組織 T ：腫瘍組織，腫蕩組 織で 消失 の み られ る バ ン ドを ＊ で 示 した．上 段 の

数字は 表 1 の No ．に 対応 ，
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8 3

N T T

一2．3kb

攀 蟹 鱒
一2’°kb

監

麟 鼕鞭　　　 櫛

一一1．4kb

一1，1kb

一〇．9kb

　　 図 5　 pTHH59 の loss　of 　heterozygosity，
N ：正 常組織 T ：腫瘍組織 腫瘍組織で 消失の み られ

る パ ン ドを ＊ で 示 し た ．上 段の 数字は 表 工の No ．に 対

応．

プ ロ ープ に 用 い た場合，BamHI 切断 で informa −

tiveな もの は 20例あ り，その うち 9 例 （No ．2
，
4，

6
，

7
， 8，

10
， 11， 13， 14， 45％）に LOH を認め

た （表 1，図 4 ）．pTHH59 を プ ロ
ーブ に 用 い た 場

合 ，
PvuII 切断で informativeな もの は 7例 あ り，

その うち 1例 （No ．8， 14％）に LOH を認め た （表

1，図 5 ）．ま た 17p上 の 二 つ の プ ロ
ーブ

，
　 p53 と

pYNZ22 が両 方 とも informativeな もの は 14例 あ

り， そ の うち No ，4， 6， 7， 8の 4 例 で は p53 と

pYNZ22 で 同時に LOH を認め た が
，
　 No ，2， 13，

14の 3例で は pYNZ22 の み で ，　 No ．12で は p53 の

み で LOH が み られ ， 残 りの 6 例 は い ずれ の プ

ロ ーブ で も LOH を認め なか つ た ．

　x2検定 に よ る pYNZ22 お よ び p53の LOH の 有

無 と組織型又 は 臨床進行期 と の 関係 ，

一般化 Wil−

cQxon 検定に よ る pYNZ22 お よ び p53の LOH の

有無 と予後 と の 関係は 認め られなか つ た．

　　　　　　　　　考　　案

　近年の 癌 の 遺伝子 レ ベ ル の 研 究 の 進 歩に よ り，

癌 は 数 ス テ ッ プ の 遺伝予異常 の蓄積 に よ り発生 ・

進展 して い くとい う，多段階発癌説が定説 となつ

て ぎて い る．例 え ば Fearon　and 　Vogelsteinに ょ

つ て 提唱 された 大腸の 癌化の モ デ ル
3°）で は ，腺腫

の 発生に は 5qの 欠失が，腺腫の 進行に は K −ras の

突然変異や 18qの 欠失が ， 腺腫 か ら腺癌 へ の 移 行

に は 17pの 欠失す なわ ち p53 の 不 活化が ，更 に そ

の 進展 に は 別 の 遺伝子異常が関与 し て い る と考 え

られ て い る．現在で は こ の モ デ ル に もい くつ か の

修正が必 要 と い う議論 もあ る が
， 基 本的に は 種 々

の 腫瘍 で 類似 した モ デ ル が提唱 されつ つ ある． こ

れ らの 遺伝 子異常は
， がん遺伝子の 活性化 とが ん

抑制遺伝子 の 不活化 に 大別 され ， 個 々 の 腫瘍に お

ける モ デ ル の 提唱 に は ，多角的な 遺伝子異常の 検

索が必 須で ある．

　前述した よ うに ，
ヒ ト卵巣癌 で は が ん 遺伝子活

性化 の 報告が少 な い ．一方遺伝子欠 失に つ い て は
，

3p，6q，　11p，17p，17q に お け る高頻度 の LOH ユ9）〜24）

の 多数の 報告があ り， これ らの 部位又 は そ の 近傍

に は 卵巣癌 に 関与す る複数の が ん抑制遺伝子 が存

在す る可能性が考 え られ る ．今 回 の 検 討で は 17p

に 存在す るが ん 抑制遺伝 子 p53 の LOH は 36％に

の ぼ り
，

こ の 遺伝 子 の 不活化が癌 の 発生 ・進展 の

ひ とつ の 段 階を担 つ て い る例が ある こ とを 示 唆 し

て い る．そ して こ の よ うな遺伝子異常検索の 集積

が ヒ ト卵巣癌の 発癌 モ デ ル 提唱 に 貢献す る と思わ

れる．

　大腸癌の モ デ ル の 17p 欠失 の タ
ーゲ ヅ トが p53

で ある と い うこ と は，Baker　et 　al．3i ）が 同定 した 大

腸癌 の 17p の 共通 欠失部位は 17p12−17p13 ．3の 領

域で ， こ の 領域は p53を 含ん で い る と い う報告 に

よ り裏付 けられた ．し か し 同様 に高頻度 の 17pの

欠失が み られ る乳癌 の 共 通 欠失部 位 は 2 箇所 あ

り，ひ とつ は p53を含む領域 で あるが
， も うひ とつ

は p53 よ り テ ロ メ ア側 の 17p13．3で あ る こ とが 判

明 し
32 ）33 ）

，
17p13 ．3に は p53とは 異 な る が ん 抑制遺

伝子 の存在が推定 されて い る ，

　
一方 ヒ ト卵巣癌の 17p13．3の LOH に つ い て は

，

現在 の と こ ろ統 一見解は 全 く得 られ て い な い ．

我 々 の 成績で は ，pYNZ22 の LOH は 45％ ，
　p53の

LOH は 36％ と他の 報告
21 ｝〜24）と ほ ぼ一

致 し て お

り，ま た 両 プ ロ
ーブと も informative な も の の う

ち，4 例 ば共 に LOH を認 め た が
， 残 りの 4 例 は 一一．一

方 の み の 欠失で あつ た ， これ らの 結果 か ら は 両者

の 遺伝 子 欠失 の 関係 を 結論 付 け る こ と は難 し い
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が
， 以下 の よ うな 二 通 りの 解釈 が可能と思われ る．

　（1） pYNZ22 の LQH は p53 の LOH に 伴 い テ

ロ メ ァ 側が共 に 欠失 し た 状態で あ る が，本法で は

検 出で きな い p53の 微少領域の 欠失や 調節領域の

欠失 ， 又 は pYNZ22 プ ロ
ープで は 検 出し得 な い 微

少 な欠失 を見落 とし て い る可能性が考 え られ る．

す なわ ち 17p欠失 の タ
ーゲ ッ トは p53 で あ るが ，

本法 で 検出で き る 欠失は プ 卩
一ブ と ハ イ ブ リ ダ イ

ズす る領域を含み か つ 広範 囲の 欠失 に 限 られ て い

る た め ，p53 と pYNZ22 の LOH が完全 に
一

致 し

な か つ た とも考え られ る，

　（2）卵 巣癌 の 発 生 ・ 進 展 に は 少 な く と も17p

13．1に あ る p53 と，pYNZ22 と連鎖す るよ うな p53

とは異な る未知 の が ん抑制遺伝子が関与 して い る

可 能性 も考 え られ る ．こ の 遺伝子は
， 乳癌に お い

て 17p13．3に ある と推定 され て い る がま だ 同定さ

れ て い な い 遺伝子 と同
一

で あ る可 能性 があ る．

　以上 の よ うに
， 今回 の 成績か ら ヒ F卵巣癌の 発

生 ・進展 に ほ p53 の 欠失が 関与す る例 の あ る こ と

が 示唆 され た．ま た 17p13．3の 欠失 に つ い て は ，

p53 欠失 に 伴 い テ ロ メ ア側が 共 に 欠失 した 可能性

と，同部位 に卵巣癌に 関与す る別 なが ん 抑制遺伝

子の 存在す る可能性 の 二 つ が考 え られた ．今後第

17染色体 の 異常を よ り詳細 に検討 し，発癌や癌の

進 展に お け る意義を解明 して い く予定 で ある．

　稿を 終える に 当た り，プ ロ
ーブを 供与 して 下 さつ た Dr．

L．Crawford，癌研 究所 中村祐輔博士，　JCRB 遺伝 子 バ ソ ク

に 感謝 し， また 実験指導 して F さつ た 日本医科大学老人病

研 究所 野 村 信夫 助教授 ・小山美弥先生，並 び に 帝京大学医

学 部 細 菌 学 教 室 村 山珠 明 先 生 に 深謝 致 し ます．
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