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    学位論文題名

Two candidate tumor suppressor genes，MEOX2 and

SOSTDC1，identified ina7p21 homozygous deletion

    reg10nlna丶VilmStumor

    （ウイルムス腫瘍で発見された7p21のホモ欠失領域に，

  2つの候補腫瘍抑制遺伝子｜衄〇X2とS〇S珊ロが同定された。）

学位論文内容の要旨

【背景と目的】

    Wilms腫瘍 (WT)は乳 幼児 期に 発 症す る代 表的な胎児 性腫瘍であり、先天奇形の合併

例や家族性発症例が報告されて いる。WT細胞は様々な染色体異常を伴うことが知られ、発

生に 複 数の 遺伝 子異 常の 関与 が示 唆さ れて いる 。WTの原因遺伝子としてはWTl (llp13)

やtGF2 (llp15.5)、WT3 (16q24)、WTX (Xqlll.1）などが知 られているが、その他にWTで

は十7，7p・，i（7q）などの7番染色体異常が10―27％と高率に認められ、未知の原因遺伝子が同
領域 に 想定 され てい る。 本研 究で はSNPアレ イによりWT腫瘍細胞のゲノム増減を俯瞰的

に 解 析 し 、 7p領 域 の 遺 伝 学 的 解 析 に よ り 原 因 遺 伝 子 を 見 出 す こ と を 目 的 と し た 。

【対象と方法】

    両 側 性 3例 を 含む 97症 例の 同腫 瘍100検体 を対 象と し、 SNPア レイ 解析 によ り各 染
色体コピー数の増減を解析した 。7p21領域のホモ欠失が示された1例に対し、同領域と周

辺の5遺伝子しむ也｛己4’．どアレZDGばあm田〇X2S〇SZり〔HZ瓮B4八ロ3）のrea1―timePCR

法によるgenomeDNA定量を行った。さらに7p21ホモ欠失領域の10遺伝子
（己仇H勿J田澀田W，のG繦m刪1髄彪灰Z趨工〇ビ忽鰡犯己〇の勿伽7矼

顧粥ワル呪五〇（刀口口ご2タ［ワ［ワゑ4M囲ぬ勿について、WT細胞株3種類と胎児腎、正常腎細

胞を対象としてI汀・PCRを行っ た。彪閉X2，エ蛾銘りCYの両遺伝子についてはダイレクト

シークエンス法による変異解析 を行った。皿劭ワ．惣のプロモーター領域に位置する3つの
CpGislandにっ いて 、メチル 化特異的PCR法によるメチル 化解析を行った。朋劭ワ．ヌゑ

＆ 弼 ぼ Dの に つ い て WT腫 瘍 検 体 22例 で RT・ PCRに よ る mRNA発 現 解 析 を 行 っ た 。 以 上

の結果をStudent’s¢検定およ ぴZ2検定、Mann‐Whitney’sび検定を用いてStatce12ソフ
トを用いて統計学的に解析した。

【結果】

    SNPア レ イ 解 析で WT100例中 9例 の7p異常 （欠 失 ない しは 片親 性ダ イソ ミー ）を 認
めた 。 また 7p異 常9例中 1例で 7p21領域 のホ モ欠 失を 認め 、過 去 の別 な報 告におけるホ

モ欠 失 例と 2． lMbの 領域 で重 複し てい た。 ホモ 欠失領域の10遺伝子におけるWT腫瘍 株3

例と正常胎児腎を対象としたRTPCR解析では、彪灰瓰勿と＆ 粥′Zク匸コの2遺伝子で腫瘍
細胞でのmRNA発現が低下ないしは消失していることがわかった。WT腫瘍検体（n二二ニ100）

にて 両 遺伝 子の 変異 解析を行ったところ、2例に＆災デ7りCIのミスセンス変異（L50F、

Q129L）を 認め た。 2例に おけ るL50F変 異は 胚細 胞変異であることがわかった。皿及 鰯2
で は 転 写 開 始 点 よ り 十 105の CpGislandの メ チ ル 化 が 発 現 と 相 関 す る こ と が わ か り

（ヰ0．098）、WT腫瘍検体（n二二ニ22）に対するIば．PCRでは7p異常例（n二ニニ4）で彪研以2が有意に

低発現であることが判明した（P＝0．017）。また7p異常とS匸珂7りCワ変異を伴う群（n‘5）で



有意にSOSTDC1が低発現であった(P=0.056)。7p異常例(n=ニ9）において特異的な臨床像と
の相関はなかったが、7p異常の有無とtGF2｜増幅機構（インプリンティング喪失または片
親性ダイソミー）の有無とに相関を認めた(ニO．028）。
【考察】
    今回SNPアレイ解析により100例のWilms腫瘍のうち9例（9．0／0）に7pのへミ欠失
ないしは7pの片親性ダイソミーを認め、さらに7p21‐3・21．1領域に4．3Mbの微細なホモ欠
失があることがわかった。同領域は過去に報告のある別の4．1Mbのホモ欠失領域と一部重
複して茄り、10の遺伝子をコードしているが、このうち我々はWT細胞株におけるRT・PCR
で発現低下なぃしは消失を示した彪劭獄2とS匸珂ZD〔刃という2つの遺伝子に着目した。
    MEOX2の発現は転写開始点から十105の塩基から始まるCpGislandのメチル化によ
り制御されている可能性が示唆され、さらに7p異常例では有意に同遺伝子の発現が低下し
ていることが示された。朋駅）．惣は血管内皮細胞を制御し、特に静止細胞で発現することか
ら古くよりgrowtharrest‐specifichomeobox（Gaめgeneの別名でも知られてきた。近年、
同遺伝子はサイクリン依存性キナーゼ2の活性を減弱させる凹耐ぬ4を促進的に制御し
て、結果として血管平滑筋の細胞周期を抑制することがわかり、また¢D触fZ4とは別の経
路を介してアポトーシスを誘導することもわかってきた。さらに、｜鰡D惣tはNF‐忙Bの標
的遺伝子を抑制的に制御し、NF・KBの結合を妨げていることがわかった。こうした報告は、
同遺伝子の欠失が腫瘍組織における血管形成を促進する可能性を支持するものである。
    一方＆粥7りCワではWn00例中4例でミスセンス変異を認めた。変異を認めた塩基
が進化的に保存性が高いことがわかり、機能的に重要な変異である可能性があると考えられ
た。さらにょ災珂勿CY変異例または7p欠失例では同遺伝子の発現が有意に低下なぃしは
消失していた。SOSTDC1は骨形成蛋白（BMP）の拮抗体で、最近LDP6への結合を介し
てWntシグナル経路を抑制的に制御することが明らかになった。また同遺伝子が正常腎細
胞で高発現しているのに対し腎明細胞癌では発現が低下していることもわかった。Wntシ
グナル経路はロカテニンの蓄積やAPC／WTX複合体の形成など、Wilms腫瘍の腫瘍増殖
に関わる重要な経路であり、これらの報告は双鰐勿のの欠失や変異による発現低下が
Wntシグナルの活性化を導き、その結果腫瘍増殖シグナルを促進するという構図を支持し
ている。
    過去に7pの候補遺伝子としては、7p14に坐位するPOU6FやPTH．B1が報告されて
きた。今回の我々のデータとこれらの報告は、7p領域には複数の腫瘍抑制遺伝子が存在し、
各々の異常が多彩な病像やheterogeneousな病因を形成していることを示唆している。今
回の研究では、7pの異常と臨床像、WTlの異常との相関は示されなかったが、7p異常例
全例で何らかの兀珊増幅機構を合併していたことは興味深い。今回ホモ欠失を認めた例は
一卵性双胎発症例の一方の例であるが、両者で同じWT1変異があったのに対し7p欠失は
一方にしか認められなかった。過去の報告においても両側性WT例でWT1異常が両側に認
められるのに対し7p異常は片側にしか認められておらず、こうしたデータから7p異常は、
WT1やIGF2異常の後に引き続いて発生する遅発性のイベントであると考えられる。
【結果】
7p21に位置する彪閲惣、贓鋸りCYの両遺伝子がWilms腫瘍の腫瘍形成に関与する重要
な候補腫瘍抑制遺伝子であることが示された。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名

Two candidate tumor suppressor genes，MEO}′L2and

Sく）S7りCヱ，identifiedina7p21homozygousdeletion

    reg10nlna丶VilmStumor

    （ウイルムス腫瘍で発見された7p21のホモ欠失領域に，

  2つの候補腫瘍抑制遺伝子衄〇X2とS〇S田Cヱが同定された。）

  Wilms腫瘍(WT)の細胞は様々な染色体異常を伴い、原因遺伝子として知られている
PVTl (llp13)やTGF2 (llp15.5)、WTXくXqll.l)以外に+7，7p-，i(7qなどの7番染色体異常
が10・27％に認められ、未知の原因遺伝子が同領域に想定される。本研究では97例の同腫
瘍100検体を対象にSNPアレイ解析による各染色体コピー数解析を行い、得られた7p異
常例のデータを基に同領域に位置する候補遺伝子の解析を行ったものである。7p異常（欠
失ないしは片親性ダイソミー）例は9例（9％）で、さらに1例では7p21領域のホモ欠失を
認めた。real．timePCR法によるゲノム定量により示された4．3Mbの欠失領域に位置する
10の遺伝子に対し、WT細胞株と胎児腎、正常腎細胞における発現解析を行い、腫瘍細胞
のmRNA発現が低下していたn伍’〇ヌ2と駁：ぢ勿のの2遺伝子を解析対象とした。2例
で駅：格ZDのの胚細胞変異くL50F）を認めた。RT．PCRで7p異常例（片O．017）と、舩閲冠ワ
のプロモーター領域メチル化（P：0．098）が彪玖獄2の低発現と相関し、さらに7p異常と
＆苑りり〔刃変異群で有意にェ5りぢZDのが低発現であった（仁O．056）。また7p異常と′G瓰
増幅機構の有無に相関を認めた（ニ0．028）。朋夙翦2はp刀の転写因子として細胞周期を抑
制し、さらにNF．忙Bの標的遺伝子を制御しており、同遺伝子の欠失が腫瘍増殖や血管形成
が促進する可能性がある。またSOSTDClはWntシグナル経路を抑制的に制御しており、
発現低下が腫瘍増殖シグナルを導く可能性がある。7p異常例のー卵性双胎のWT発症例で
は7p異常が認められず、こうした2遺伝子の機能と併せ7p異常が腫瘍発生のlateevent
として機能していることが示唆されている。
  以上の研究結果を審査・質疑応答により検証した。質疑は1）WTの組織像との関連（田
中教授）、2）2つの遺伝子の機能解析などの展望（田中教授）、3）両側性WTにおける
WT1の変異（有賀教授）4）メチル化異常や胚細胞変異の有無とlateeventとしてのメカ
ニズム（有賀教授）、5）WTの発生におけるWTlと7p異常の構図の全体像（佐カ木教授）、
の5点であった。以下に各質疑に対する応答を記す。1）今回の対象症例には古い例が含
まれ、症例数が多く得られた反面、病理診断の細分類が一定しないというというデメリット
があった。日本ウィルムス腫瘍スタディグループの中央病理診断が得られているのは半数未
満であり、組織像との比較検討は難しい。予後不良因子であるAnaplastictumorは1例も
認めなかった。2）機能実験にっいては具体的な計画段階ではないが、特に敏：珂7りC一変
異にっいては細胞増殖との関連やSOSTDC1の蛋白結合性など、興味深いテーマが残され
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ており可能な限り取り組んでいきたい。3）両側性WTのWT1変異は記憶する限りでは両
側に認めていた。WT1はearly eventとして発生に関わる遺伝子であり、その個体に生じ
た胚細胞変異であると考えて矛盾しなぃ。4）エS'OS『TDC1の変異は胚細胞変異であるにも
関わらずlate eventとして考察することには確かに矛盾があり、機能実験も含め今後の課
題である。5）WTl, WTXの異常を有する症例は見解も異なり議論の最中ではあるが、現
時点では一個体の腫瘍発生イベントとしては必須の条件であろうと考えられる。ー方で
IGF2は単独で腫瘍が発生するようなイベン卜であるかというと疑問がある。今回のデータ
からは、7pの異常は腫瘍発生の独立した必要条件ではなく、また7pの責任領域も7p15-21
領域以外に7p14の候補遺伝子の報告があることから、heterogeneousな疾患であるWTの
腫瘍発生においてsupportiveに機能する複数の因子のーっとして捉えられるのではと考え
ている。
  以上の学位論文および公開発表の内容を検討し、この論文が小児の固形腫瘍である
Wilms腫瘍の発生・進展の原因となる遺伝的素因とエピジェネティクスな解析として高く
評価された。本研究が本腫瘍のメカニズムの全容の解明に寄与し、今後、今回扱われた2遺
伝子の発現低下、変異、メチル化の異常などを起因とするがん抑制遺伝子としての機能喪失
が、本腫瘍の増殖のみならず成人も含めた他の悪性腫瘍との関連が示唆される可能性も期待
される。
  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取得単位なども併
せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと判定した。
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