
博 士 （ 医 学） 本 多 昌 平

    学位論文題名

The methylation status of RASSFIA promoter

    predicts responslVeneSStOChemotherapy

andeVentualCurelnhepatoblaStomapatientS

（肝芽腫における予後因子RA、SSFIAメチル化の意義）

学位論文内容の要旨

  【背景・目的】

    肝 芽 腫 は 稀 な 小 児 悪 性 肝 腫 瘍 で あ る 。 近 年 外 科 的 手 術 と 化 学 療 法 の 組 み 合 わ せ に よ り 予 後

  は 改 善 し て き た が 、 今 な お 2～ 3割 の 症 例 は 悲 惨 な 結 末 を た ど る 。 更 な る 治 療 成 績 の 向 上 の

  為 に は 、 治 療 開 始 前 に 、 治 療 に 対 す る 反 応 を 予 測 し 、 患 者 を り ス ク に よ り 層 別 化 し て 治 療 す

  る こ と が 重 要 で あ る 。 し か し な が ら 、 現 在 ま で に 、 予 後 を 正 確 に 反 映 す る 分 子 生 物 的 マ ー カ

  ーは知られていない。

    こ れ ま で 肝 芽 腫 で は ロ カ テ ニ ン (CTNNBI)を 除 い て 、 癌 遺 伝 子 お よ び 癌 抑 制 遺 伝 子 の 変 異

  が ほ と ん ど 見 つ か っ て い な い 。 が ん で は DNAメ チ ル 化 が 癌 抑 制 遺 伝 子 を 不 活 化 さ せ る エ ピ

  ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 異 常 と し て 知 ら れ て い る が 、 我 々 は 肝 芽 腫 の 発 生 や 進 展 に メ チ ル 化 異 常 が

  関 与 し て い る の で は な い か と 考 え た 。 本 研 究 で は 肝 芽 腫 に お け る 候 補 癌 抑 制 遺 伝 子 の メ チ ル

． 化 異 常 を 調 べ 、 そ の 臨 床 病 理 学 的 因 子 と の 関 連 か ら 治 療 効 果 お よ び 予 後 を 反 映 す る 有 カ な 分

  子 マ ー カ ー を 確 立 す る こ と に あ る 。 そ れ に よ り 、 化 学 療 法 に 不 応 な 腫 瘍 や 治 療 後 、 再 発 ・ 転

  移を生じる腫瘍を予知し、治療方針の決定に役立てることが目標である。

  【対象・方法】

    肝 芽 腫 97例 お よ び 正 常 肝 8例 の 検 体 を 用 い て 、 RASSFIA， エ SfOCSI， CA． SP8， RUNX3， RIZ1，

  BLJH鍬 イ 9， H鰡 エ ṕ 飢 蝋 ṕ 制 艀 ， DC， m， 刪 駆 F朋 ， 〃 〇 RE捌 の 13遺 伝 子 に っ き 、

  conVentionalmethylation・ speciflcPCR（MSP） 法 にて メ チ ル 化 解析 を 行 っ た 。´ M駆 Hイ に関 し て

  は 定 量 的 メ チ ル 化 解 析 （ Qua11titativeMSP法 ） に て メ チ ル 化 程 度 を よ り 詳 細 に 検 討 し 、

  reverse‐ tra恥 cnption（ RT） ‐ PCRに よ っ て 発現 と の 関 連 につ い て 調 べ た。 ま た Cm小田 ´ 変 異 を

  直 接 塩 基 配 列 決 定 法 に よ っ て 解 析 し た 。 メ チ ル 化 お よ び C孤 嬲 ´ 変 異 と 臨 床 病 理 学 的 因 子

  との関連について検討した。

  【結果】

  1． 13の 癌 候 補 抑 制 遺 伝 子 に つ い て そ れ ぞ れ 20検 体 で メ チ ル 化 を 調 べ た と こ ろ 、 凡 4エ 竪 豎 H瓜

  s〇 CW、 Cイ ェ 豎 朋 に 異 常 メ チ ル 化 を 認 め た 。 そ の 他 の 10遺 伝 子 に は メ チ ル 化 を 認 め なか っ た 。

  次 に こ の 3遺 伝 子 に つ い て 97検 体 を 対 象 に し て メ チ ル 化 解 析 を ConVemionalMSPに て 行 っ

  た。凡4恥F．M、．如 c^ 鉗、Cイ．豎Pぷのメチル化は97例中30（30．9％）、32（33．0％）、15（15．5％）に

  そ れ ぞ れ み ら れ 、 朋 駆 朋 イ の メ チ ル 化 は 予 後 不 良 と 相 関 し た が （ 尸 く 0． 001） 、 舶 CW、 匸 那 珊

  の 両 遺 伝 子 に つ い て は メ チ ル 化 と 予 後 と の 間 に 関 連 が な か っ た 。 多 因 子 解 析 で は 病 期 の み が

  独 立 し た 予 後 予 測 因 子 と な り 、 朋 ． 鍜 Wイ メ チ ル 化 は 有 意 な 予 後 因 子 で は な か っ た 。

  2． JM． 鐇 朋 イ メ チ ル 化 の 予 後 因 子 と し て の 有 効 性 を 詳 し く 調 べ る た め に quantitativeMSP法 に

  て 解 析 す る と 、 完 全 メ チ ル に 対 す る メ チ ル 化 程 度 が 2． 5％ 未 満 の 症 例 が 半 数 以 上 を 占 め 、 そ

  れ 以 上 の メ チ ル 化 程 度 を 示 す 症 例 は 比 較 的 均 等 に 分 布 し て い た 。 メ チ ル 化 程 度 に よ っ て

  0‐ 5％ 、 5・ 30％ 、 30％ 以 上 の 3群 に 分 類 す る と メ チ ル 化 程 度 が 上 が る に っ れ 病 期 お よ び 予 後 の
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増 悪 を 認 め た 。 RT-PCRに よ っ て 、メ チ ル 化 程度 が 11％ を 越 え る検 体 で は RAエ SSFIAの 発 現

を認 め ず 、 1％ 未満 の検体 （正常 肝含む ）では 明らか に発現が みられ た。4％ 台の2検 体では 薄

くバ ン ド が 描出 さ れ る 程度 で あ り 、RASSFIAの メ チ ル化 と 発 現 消失 の関 係が示 された 。様々

な 異 な る ヌ チ ル 化 程 度 で 2群 に 分 けKaplan-Meier法に て 予 後 との 関 係 を 検討 す る と 、メ チ

ル化 症 例 の カッ ト オ フ 値を 4.8％ 以 上に 設 定 す るこ と に よ って 最 も 効果的に 予後を 反映す る

こと が 分 か った (P<O.OOOOl)。 こ の カッ ト オフ値 に基づ くと97例 中43例(44.3％）が メチル 化

症 例 と 分 類 さ れ た 。 こ れ よ り後 の RASSFIAメ チ ル化 と 臨 床 病理 学 因 子 との 解 析 は この 値 を

用いて行った。

3．  97例 中 19例（ 19.6％ ） に CTNNB1の 点 変異 ないし 欠失を 認め、 異常部位 は全例 がアミ ノ酸

32から45番目までのりン酸化部位を含んでいた。

4． 97例 の 肝 芽腫 に つ い て臨 床 病 理 学的 因 子 と 予後 と の 関 連を 単 因 子解析に て調べ ると、 年

齢2歳以上(Pく0.001）、non fetal-type (P-O．044)、PRETEXT4（尸ヒ0.003)、3B．4病期(P<O.OOl）、

シ ス プ ラ チ ン (CDDP)抵 抗 例 (P-O.Oll)、 RASSFIAヌ チ ル 化 （ ． Pく 0． 001)、 CTNNB1変 異

(P=0.030)はいずれも予後不良因子であった。

5． 予 後 不 良 で あ る 3B・ 4病 期 の 33例 に 限 定 し Kaplan-Meier法 に て 解 析 し た 場 合 に も

RASSF lAメ チ ル 化 は 予 後 予 測 因 子 と し て 有 用 で あ っ た 。更 に 予 後 良好 で あ る 1-3A病期 の

64例に限定した場合にも予後不良例を反映することが分かった。

6．  RASSFIAメ チ ル 化 お よ び CTNNB1変異 と さ ま ざま な 臨 床 病理 学 的 因 子と の 関 連 につ い て

分 析 す る と 、 RAエ SSFIAヌ チ ル 化 は 年齢 2歳 以 上 、 3B． 4病 期 、 シ スプ ラ チ ン 抵抗 性 、 予 後

不 良 、 CTNNB1変 異 あ り の 症 例 と 有 意 に 相 関 を 示 し た が 、 組 織 型 、 PRETEXTと の 関 連は み

ら れ な か っ た 。 CTNNBI変 異 は 予 後不 良 お よ びRAエ SSFIAメ チ ル化 と の み 相関 を 示 し た。 多

変量解析において病期(PL―0．002；Relativerisk（RR）7．67）、凡4駆朋イメチル化（尸ー―0．043；RR9．39）

はい ず れ も 独立 し た 予 後予 測 因 子 とな る こ と が分 か っ た 。CmW8́ 変 異 は 多変 量 解 析 にお い

て有意な予後因子ではなかった。

【考察】

  肝 芽 腫の 治 療 は 完全 切 除 に 持ち 込 め る かど う か が 予後 を 決 め る最 も 重 要 なフ ァ ク タ ーで

ある 。 CDDPべ ー スの 化 学 療 法と 外 科 的 手術 の 組 み 合わ せ に よ り予 後 は 改 善さ れ て き たが 、

今な お 転 移 、再 発 の み られ る 症 例 では 満 足の いく結 果が得ら れてい ない。 治療効 果を予 知可

能な 分 子 マ ーカ ー が 確 立さ れ れ ば より 効 果的 な治療 方針の選 択が可 能とな り、更 なる予 後の

改善 に っ な がる と 期 待 され る 。 今 回解 析 を 行 った 13の候 補 癌 抑 制遺 伝 子 の うち メ チ ル 化を

認めたの はJM． ヱS剛瓜 5，〇CW、 CA．豎朋 の3遺伝 子であ り、そのうち凡4エ弧Wイのみが予後と

の関 連 を 示 した 。 兄 4． 5ぢ FZ4は 3p21に位 置 す る 癌抑 制 遺 伝 子で あ り、多 くの癌 で異常 ヌチ

ル 化 に よ り 不 活 化 し て い る こと が 知 ら れて い る 。 この 研 究 で は肝 芽 腫 に おい て ´ M馴 イ の

ヌチ ル 化 を 定量 的 に 解 析す る こ と によ ル メチ ル化が 様々な予 後不良 因子と 有意に 相関し 、ま

た 多 変 量 解 析 に お い て も 独 立し た 予 後 予測 因 子 で ある こ と が 証明 さ れ た 。進 行 し た 3B． 4

病期 に 限 定 した 解 析 で も凡 4駆 冂 イ メ チル 化 症 例 は予 後 予 測 に有 用 であり 、更に メチル 化症

例は CDDPベ ー ス の化 学 療 法 に対 し て 抵 抗性 を 示 す こと か ら 、 進行 肝 芽 腫 のう ち ｜ Mエ 鑑 Hイ

メ チ ル 化 を 呈 す る 症 例 に 関 して は 現 在 1stラ イ ン と して 行 わ れ てい る CDDPベ ー ス の化 学 療

法を 早 期 よ り他 の レ ジ メン に 変 更 する こ と に よっ て 予 後 を改 善 で き るの で は な いか と 考 え

る。

【結論】

  JM駆 Wイ メ チ ル 化 は 、 特 に 3B． 4病 期 患 者 の 治 療 法 の 選択 に 有 用 なマ ー カ ー とな る 可 能

性がある 。今後 臨床試 験にて prospectiveに｜ Mエ竪S鬥 イのヌ チル化を解析し予後因子としての

有用 性 を 確 認し た 上 で 、患 者 の 層 別化 に 用い 、メチ ル化例に は新規 の治療 方針を 試みる べき

である。
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学位論文審査の要旨

主査  教授  有賀  正
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    学位論文題名
The methylation status of RAS・5FYApromoter
    prediCtSreSponSlVeneSStOChemotherapy
andeVentualCurelnhepatoblaStomapatientS

（肝芽腫における予後因子RASSFIAメチル化の意義）

  DNAメチル化は癌抑制遺伝子を不活化させるエピジェネテイックな異常として癌との

深い関わりが知られており、肝芽腫においてもその発生や進展にメチル化異常が関与して

いると考えられる。本研究では肝芽腫における候補癌抑制遺伝子のメチル化異常を調べ、

その臨床病理学的因子との関連から治療効果および予後を反映する有カな分子マーカーを

確立することにある。肝芽腫97例および正常肝8例の検体を用いて、Conventional

methylation-specific PCR (MSP)法にてメチル化解析を行ったところ、13の候補癌抑制遺伝

子のうちRAエSSFIA、ぷ〇（§んCAェSP8に異常メチル化を認めた。RASSFIAのヌチル化は予後

との相関を認めたが、SOC,舛、CAェSP8はともにメチル化と予後との問に関連がなかった。

多因子解析では病期のみが独立した予後予測因子となり、RASSFIAメチル化は有意差を認

めなかった。RASSFIAメチル化の予後因子としての有効性を詳しく調べるために

Quantitative MSP法にて解析すると、完全メチルに対するメチル化率が2.5％未満の症例が

半数近くを占め、それ以上のメチル化率を示す症例は比較的均等に分布していた。

Reverse-transcription (RT)-PCRによってRA．SSFIAメチル化と発現との間に逆相関を認めた。

メチル化のカットオフ値を4.8％に設定することによって最も効果的に予後を反映するこ

とが分かり（Pく0.00001)、それに基づくと97例中43例(44.3％）がメチル化症例と分類され

た。RA．SSFIAメチル化は予後不良因子である年齢2歳以上、3B．4病期、シスプラチン抵

抗性、CTNNB1変異ありの症例と有意に相関を示した。多因子解析において病期（尸しー0.002;

Relative risk (RR) 7.67)、RASSFIAメチル化(PLーo．043；RR9139）はいずれも独立した予後予測

因子となることが分かった。予後不良である3B．4病期の33例に限定しKaplan＿Meier法

にて解析した場合にも凡4船冂イヌチル化は予後予測因子として有用であった。更に予後良

好である1‐3A病期の64例に限定した場合にも予後不良例を反映することが分かった。メ

チル化率によって0・5％、5－30％、30％以上の3群に分類するとメチル化率が上がるにっれ
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病期および予後の増悪を認めた。以上よりRAエSSFIAのメチル化は病期に関わらず予後予測

因子として有用であり、メチル化症例ではシスプラチン抵抗性を示すことから、メチル化

がみられる場合にはシスプラチン以外のレジメンを早期より考慮する必要性が示唆される。

今後clinical trialにてprospectlVeに朋駆鬥イのメチル化を解析し予後因子としての有用性

を確認した上で、患者の層別化に用い、メチル化例には新規の治療方針を試みるべきであ

る。

  公開発表後、まず副査の畠山教授より＠13の候補癌抑制遺伝子を選んだ理由、◎転写レ

ベルで抑制されているが蛋白レベルではどうか、◎鯔｜S9n4がどのような機序で癌の悪

性度の増幅に関わっているのか、＠ロカテニンの変異につしゝて質問があった。以上に対し

＠他の小児癌（神経芽腫、Wilms’腫瘍）や大人の癌で異常メチル化がみられる癌抑制遺伝子

であり、特に肝芽腫のアレル異常が起きやすい領域に存在していれば優先的に選択した。

◎蛋白レベルでの解析は行っていないが、脳．5ぢFZ4はほば全ての組織で発現しており、

メチル化によって蛋白レベルでの発現抑制が起きることが報告されている。◎兄4S9凡4

の作用機序としてアポトーシス、細胞周期の制御、微小管の安定化が知られており、特に

アポトーシスや細胞周期制御の破綻は直接癌の悪性度に関わりうる。＠ロカテニンは

degradation部位のin．血ameshift変異を受け、分解されないで細胞内に蓄積するgainof

functionmutationである、と回答した。次に佐々木教授から＠ロカテニン変異と

兄4．5SFZ4メチル化との関係について、◎シスプラチン抵抗性となる機序についての質問

があった。これらに対し◎ロカテニン変異が先に起こると思われること、◎直接の機序に

ついては分からないが同じくgermce11tumorでも鯔＆野Mメチル化とシスプラチン抵

抗性との関連が報告されており共通した機構が存在すると思われると返答した。次に主査

の有賀教授より化学療法によるメチル化への影響について質問があったが実際に術前化学

療法を施行した群と施行していない群との間でメチル化症例の頻度が変わっていないこと

からその影響は考えなくてもよいと思われると説明した。有賀教授からはstageに関わら

ず鯔＆野Y4のメチル化が分子学的マ一カーとして有用であることは非常に意義深い、と

のコメントをいただいた。最後に藤堂教授より今後臨床的に役立たせるためにメチル化を

調べる意義についてのコメントがなされ、網羅的なメチル化の解析を行い明らかにメチル

化の頻度が高い症例を選別できれば脱メチル化剤を使用するテイラーメード的な治療法の

選択にっなげられる可能性があることを意見として述べた。いずれの質問に対しても、申

請者は概ね妥当に回答した。

  鯔SS凡4のメチル化は肝芽腫の予後予測因子として有用であり、治療方法の選択基準

のひとつとして今後臨床に役立つ可能性が示唆された。審査員一同は、これらの成果を高

く評価し、大学院課程における研鑽や単位取得なども併せ申請者が博士（医学）の学位を

受けるのに充分な資格を有するものと判定した。
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