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要 ヒー
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癌遺伝子 の 脱 メ チ ル化が ヒ ト 肝癌 発生 に ど の よ う に 関 与 し て い る か を 明 ら か に す る た め ， 本研究 では ， 肝癌

症例 の 肝癌組織 と 非癌部肝 組織， 肝癌 を 合併 し な い慢性肝疾患組織， コ ン ト ロ ー ル肝組織 を 対象 と し て ， そ れ

ら に お け る 三 種の癌 遺 伝 子 c-myc, c-Ki-ras, c・Ha- ras の メ チ ル化状態 を 比較検討 し た 。 肝癌組織18例 中 13例

( 72 . 2% ） ， 非癌部肝 組織34例 中 29例 （ 85 . 2% ） ， 肝癌 を 合併 し な い慢性肝疾患組織34例 中 25例 （ 73 . 5% ） に お い て

c- myc 遺伝子 の 第 2 エ ク ソ ン の CCGG 部位の完全脱 メ チ ル化 を 認め た 。 一方， コ ン ト ロ ー ル肝組識31 例 中 3

例 に お い て の み 同 CCGG 部 位の 完全脱 メ チ ル化 を 認め， 残 り の28例 に 部分 的脱 メ チ ル化 を 認め た 。 完全脱 メ

チ ル化 を 認め た 患者 3 例 は ， 0 '  14, 23 歳 の 若年者であ り ， 一方部分的脱 メ チ ル化 を 認め た 患 者28例 は 25歳か

ら 83歳であ り ， こ れ は 肝癌 患 者 お よ び慢性肝疾患患者 と ほ ほ、同様の年齢分布 であ っ た 。 ま た 完全脱 メ チ ル化 を

有す る 頻度 は ， 肝硬変 で肝癌 を 合併す る か 否 か で明 ら か な 差 を 認め ず ， 慢性活動性肝 炎 で も 同 様 で、 あ っ た 。 肝

癌組織18例 中 7 例 （ 38 . 9% ） に c- myc 遺伝子 第 3 エ ク ソ ン の 脱 メ チ ル化が生 じ て お り ， 13例 （ 72 . 2% ） に c-K1- ras

遺伝子の 脱 メ チ ル化が生 じ て お り ， 非癌部肝組織， 慢性肝疾 患組織， コ ン ト ロ ー ル肝組織に お い て は 脱 メ チ ル

化が生 じ て い な か っ た 。 肝癌 組織13例 （ 72 . 2 % ） に お い て 同 じ 症例 の非癌部肝組織 と 比較 し て c-Ha-ras 遺伝子

の 脱 メ チ ル化が生 じ て い た 。 ま た 肝癌組織18例 中 1 6例 （ 88 . 9% ） に お い て ， 三つ の う ち い ず れか の癌遺伝子 に 脱

メ チ ル化が生 じ て い た 。

c- myc 遺 伝 子 第 2 エ ク ソ ン の CCGG 部位 の 脱 メ チ ル化 は ， 持 続す る 肝 細 胞 壊 死 と そ れ に 対す る 代償 的 な 再

生 を き た す慢性肝疾患に お け る 病 態 と 関連 を 有す る と 考 え ら れ る 。 そ こ に 肝癌が発生す る 過程で c- myc 遺伝子

の 第 3 エ ク ソ ン あ る い は c-Ki -ras, c-Ha- ras 遺伝子の脱 メ チ ル化等が生 じ る と 考 え ら れ る が， こ れ ら の癌遺伝

子 の 脱 メ チ ル化 が肝癌 発生の 原 因 であ る の か 結 果 で あ る の か は ， 本研究では 明 ら か に す る こ と が 出 来 な か っ た 。

は じ め に
る 酵素 反応 を 介 し ， DNA 構成塩基 の一つ であ る シ

ト シ ン が， 5 ー メ チ ル シ ト シ ン に 変化す る こ と に よ

り 起 こ る も の で あ る I,
'z ） 。 ほ乳類の DNA に お い て

は ， 5 ー メ チ ル シ ト シ ン の み が， メ チ ル化 の修飾 を

脊椎動物の DNA は メ チ ル 化 に よ る 修飾 を 受 け て

い る 。 こ の修 飾 は ， DNA ト ラ ン ス メ チ ラ ー ゼに よ

唱EAqJ

 



愛場 信康， 南 部 修二， 井上 恭一， 佐 々 木 博

受 け た 塩基 で あ り ， 5 ー メ チ ル シ ト シ ン の90% 以上

は CG （ シ ト シ ン ・ グ ア ニ ン ） の 塩 基 配例 に 認 め ら

れ る 。 ま た CG の塩基配列部分の日 ～ 70% は メ チ ル

化 し て い る と き れ， こ の た め特 に CG 配列 の シ ト シ

ン の メ チ ル 化 の 修 飾 が 意 義 が あ る と さ れ て い る 。

DNA の メ チ ル化 の 生物学的 な 意義 と し て は ， 遺伝

子 の転写の調節や ク ロ マ チ ン 構造 の 変化 な ど が あ げ

ら れ て お り ， DNA の メ チ ル化 の程度 の低下， す な

わ ち 脱 メ チ ル化 に よ り ， 遺伝子 の 転写活性が高 ま る

こ と が示唆 さ れ て い る I 3 ）
。 ま た 近年， 種 々 の 臓器

の癌細胞や癌組織に お い て ， 特定の遺伝子 の 脱 メ チ

ル化が認め ら れ る こ と よ り ， DNA の 脱 メ チ ル化 と

発癌 と の 関連性が示唆 き れ る よ う に な っ て き た2, 4） 。

一方， 発癌過程に お い て 細 胞癌 遺伝 子 の 活性化が

重 要 な 役割 を 果 た し て い る と さ れ て い る 5 ） 。 近年 ヒ
司 6) 7 ) 

ト 肝組胞癌 （ 肝癌 ） 組織 L お い て も ， lea , hst , 
N-ras8） と い っ た ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ遺伝子が見出

き れ， 加 え て c- myc 遺伝子8ー 1 1 ） と ras 遺伝子8, 10 ） の

発現の増加 も 報告 さ れ て い る 。 し か し な が ら ， ヒ ト

肝癌発生に お け る 癌遺伝子 の役割 に つ い て は ， ま だ

完 全 に 明 ら か に さ れ た わ け では な い 。 い く つ か の 遺

伝 子 の 活性 化 に は ， DNA の メ チ ル化の程度 の 変化

も 関与 し て い る と さ れ 4 ） ， 最近肝癌組織に お け る 上

皮 成長 因子受容体遺伝子12） の 脱 メ チ ル化が， 加 え て

c- myc 遺伝子12), 13） の 脱 メ チ ル化が報告 さ れ て い る 。

肝 癌 は 慢性肝疾患 と り わ け 肝硬変に し ば し ば合併

し ， 肝硬変 を 肝癌 の 前癌病変 と み な す 考 え 方 も あ る 。

肝硬変 あ る い は慢 性 肝 炎 で あ る 非癌部肝組織 に お い

て ， c- myc 遺伝子 の 脱 メ チ ル化12), 13 ） が報告 き れて い

る が， 肝癌発生 の 高 危 険群 と し て の， 肝癌 を 合併 し

な い 慢性肝疾患組織 に お い て は メ チ ル化状態 が検討

さ れ て い な い 。 ま た ， C嶋 myc 遺伝子に よ っ て コ ー ド

き れ る 蛋 白 質 は 核 内 に 存在 し ， DNA の 複製 に 関与

す る と さ れ て い る 14） 。 一方， ras 遺伝子 は ， そ の コ

ー ド さ れ る 蛋 白 質が細胞膜の 内 側 に 存在 し ， 細 胞 の

外か ら 中 へ の 情報伝達 に 関与す る と さ れ て お り 15) '

こ れ も 肝癌 発生 に 何 ら か の 関与 を し て い る 可能性が

考 え ら れ る 。

そ こ で癌遺伝子 の 脱 メ チ ル化が肝癌発生 に ど の よ

う に 関与 し て い る か を 明 ら か に す る 第一 歩 と し て ，

本研究では ， 肝癌症例 の 肝癌組織 と 非癌部肝組織，

肝癌 を 合併 し な い慢性肝疾患組織， コ ン ト ロ ー ル肝

組織 を 対 象 と し て ， そ れ ら に お け る 三種の癌遺伝子，

c- myc, c Ki r邸， c-Ha-ras の メ チ ル化状態 を 比較検

討 し た 。

対 象

肝癌患者34症例， 肝癌 を 合併 し な い慢性肝疾患患

者34症例 お よ び他疾 患 の 患者31症例 よ り ， 針生検，

剖 検 あ る い は 外科手術 に よ り 得 ら れ た 肝 組織 を 対 象

と し た 。 肝癌患者18例 に つ い て は 肝癌組織お よ び そ

の 近 傍 の 非癌部肝組織の 両 方 を 検索 し ， 残 り の 16例

に つ い て は 非癌部肝組織の み を 検索 し た 。 各組織 は ，

そ の一部 を 病理組織標本作製 の た め に 供 し ， 残 り の

組織は DNA 抽 出 に 用 い る た め ， 液体窒素 で急速凍

結 し た の ち ， 使用 時 ま でー80℃ に て 保存 し た 。 組織

学 的 に は ， 非癌部肝組織は 肝硬変26例， 慢性活動性

肝 炎 8 例 であ っ た 。 ま た 肝癌 を 合併 し な い慢性肝疾

患組織は， 肝硬変14例， 慢性活動性 肝 炎 14例， 慢性

非 活動性肝 炎 6 例 で あ っ た 。 さ ら に 他疾患の患者 よ

り 得 ら れ た 肝組織 は 軽微 な 変化 を 呈す る に と ど ま り ，

コ ン ト ロ ー ル と し て 使用 し た 。

方 法

1 )  DNA の抽出

高 分子 DNA は ， Shafritz ら の 方 法16 ） に よ り 調 製

し た 。 す な わ ち 各 組織 を 50mM Tris-HCl ( pH7 . 5 ) , 

150mM NaCl, 2mM EDTA, 1 . 0% sodium dodecyl 
sulfate (SDS） 内 で ホ モ ジ ナ イ ズ し た 後， プ ロ テ イ ナ

ー ゼ K を 終濃度500µg/ml と な る よ う に 加 え ， 37℃ ，

4 時 間 反 応 き せ た 。 つ い で， フ ェ ノ ー ル抽 出 ， エ タ

ノ ー ル沈殿 を 行 っ た 後， 得 ら れ た 核酸 を 50mM Tris

HCl ( pH7 . 5 ) ,  lOOmM NaCl, 2mM EDTA に 溶解 し

た 。 次 に 加 熱処理 を し た RNase A を 終濃度30µg/

ml と な る よ う に 加 え ， 37℃ ， 2時間反応 さ せ て RNA

を 除 い た 。 さ ら に ， プ ロ テ イ ナ ーゼ K を 終 濃度50µg

/ml と な る よ う に 加 え ， RNase A を 不活化 さ せ た 後，

フ ェ ノ ー ル抽 出 ， エ タ ノ ー ル沈殿を 行 い ， 適 当 量 の

lOmM Tris-RC! ( pH7 . 5 ) ,  lmM EDTA に 溶解 し ，

使用 時 ま で 4 ℃ で保存 し た 。

2 ） 制 限 酵素処理， 電気泳動， Southern blottmg 

得 ら れ た DNA の 約 1 5µg を ， ま ず 制 限酵素 Hpa II

（ タ カ ラ 酒造 ） ま た は Msp I （ ニ ッ ポ ン ・ ジ ー ン ） で

内ノ“。。
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処理 し た 。 処理は ， 各供給会社の指定条件下， 20U/

µg DNA の I農 度 で

消化が完全 で、 あ る カ注 否 カミ は ， 制 限酵素の 量 を 10, 1 5, 

20U/µg DNA の 濃 度 で段階 的 に 増 量 し ， 電気泳動 の

ノ マ タ ー ン に 変化 が な い こ と に よ り 確認 し た 17 ） 。 さ ら

に c myc 遺伝子 の 第 2 ， 第 3 エ ク ソ ン の メ チ ル化状

態 を 検索 す る た め に ， Hpa II ま た は Msp I で処理

し た DNA を EcoR I （ タ カ ラ 酒造 ） で処理 し た 。

反 応 は 指定条件下に lOU/µg DNA の 濃 度 て、行 っ た 。

制 限酵素に よ り 処理 さ れ た DNA は ， 40mM Tns

acetate, 20mM sodium acetate, 2mM EDTA ( pH 

7 . 9 ） の 緩衝液 中 に お い て 0 . 8% ア カロ ー ス ゲル電気

泳動 を 行 い ， 分子量 の 大 き さ に よ り DNA 断 片 を 分

離 し た 。 さ ら に ア ル カ リ 変性 に よ り DNA を 一本鎖

に し た の ち 中 和 し ， Southern の 方 法18） に よ り ニ ト

ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転写 し た の ち ， そ れ を 真空下80℃

で焼 き 付け を 行 う こ と に よ っ て DNA を 固 着 き せ た 。

3 ） 使用 プ ロ ー プ

本研究に お い て は ， 4 種類 の プ ロ ー ブ を 使 用 し た 。

す な わ ち c-myc 遺伝子の コ ー デ イ ン グ領域 を 含む 第

2 ， 第 3 エ ク ソ ン を 検索す る た め Rye-?.419 , 20) （ ヒ ト

c- myc 遺伝子 の cDNA の一部分の ク ロ ー ン ， Dr. C. 

M. Croce よ り 供与， Fig. l ） を ， c- myc 遺伝子の 2

カ 所の 転写 プ ロ モ ー タ ー が存在す る 第 1 エ ク ソ ン 周

辺 の メ チ ル化状態 を 検索 す る た め Probe-121 ) （ ヒ ト

c- myc 遺伝子 の 第 1 エ ク ソ ン を 含 む Pst I - Sac I 断

片 ， Oncor 杜 ； Fig. 1 ） を ， c-Ki - ras 遺伝子 を 検索 す

る た め pSW 1 1 - 122l （ ヒ ト c-Ki- ras 遺伝子 の cDNA

ク ロ ー ン ， Oneor 杜 ； Fig. 4-b ） を ， c-Ha- ras 遺伝子

を 検索す る た め pT24-C323l （ ヒ ト c・Ha- ras 遺伝子

の ゲ ノ ム DNA ク ロ ー ン ， Oneor 杜 ； Fig. 5・b ） を 使

Fig. l Structural map of the human c- myc gene and 

two probes used in this study. The boxes represent 

ex ons, the black marks translational reading frames. 

Pl and P2 denote the two promotors of the c- myc 

gene 

用 し た 。 こ れ ら の プ ロ ー プは， イ ン サー ト の部分 を
24) ,  25) 

切 り 出 し た の ち ， Feinberg ら の 方 法 に よ り

〔 α＿32p〕dCTP ( Amersham ） で ラ ベ ル し て 使 用 し た 。

4 ） ハ イ プ リ ダ イ ゼー シ ョ ン

ま ず ， DNA を 固 定 し た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を 50

% ホ jレム ア ミ ド， 4 × SSC ( 1 × SSC = 1 50mM T、�aCI,

1 5mM sodium citrate ) ,  50mM H EPES-OH ( pH7 . 0 ) ,  

10× Denhardt solution, 25µg/ml yeast RNA, 25µg 

/ml 熱変性サケ精子 DNA を 含 む 溶液 中 で 42℃ ， 6

時 間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼー シ ョ ン を 行 っ た の ち ，

32p で ラ ベ ル し た プ ロ ー ブ を 加 え ， 同一溶液中 で42

℃ ， 18～ 20時間ハ イ ブ リ ダ イ セ、、ー シ ョ ン を 行 っ た 。

そ の 後 ， 室 温 に て 2 × SSC, o . 1 % SDS 中 で10分間

2 回 洗浄 し ， き ら に 50℃ に て 0 . 2 × SSC, O . 1 % SDS 

中 で20分間 3 回 洗浄 し た 。 風乾 し た の ち ， －80℃ に

て 増感紙 を 用 い て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。

5 ） メ チ ル化の状態の検出原理

本研究に お い て は ， 制 限酵素 Hpa II と Msρ I の

使 用 と Southern 法18） を 組み合 わ せ る こ と に よ り メ

チ ル化 の 状態 を 検討 し た 。 そ の 原理はつ ぎ の と お り

で あ る 。 制 限酵素 Hpa II と Mゆ I は ， CG 配列 を

含む塩基配列 CCGG を 認 識 し ， 切 断す る が， Hpa II 

は CCGG 配列 の 内側 の C が メ チ ル化 き れ て い る と

こ の 配列 を 切 断 で き な い 26） 。 し た が っ て ， も し あ る

遺伝子 内 あ る い は そ の 近 傍 の CCGG の 内側 の C が

メ チ ル化 き れ て い れ ば Hpa II で処理 し た DNA の

ほ う が Mゆ I で処理 し た DNA よ り も 大 き な 遺伝

子 DNA 断 片 を 生 じ る こ と に な る 。 こ の よ う に し て ，

遺伝子 の メ チ ル化 の 状態 は Hpa II ま た は Msp I を

用 い て DNA を 切 断 し Southern 法 を 行 う こ と に よ

っ て 解析 で き る 。

結 果

1 )  c- myc 遺伝子の第 2 ， 第 3 エ ク ソ ン の CCGG

部位の メ チ ル化

肝癌組織， 非癌部肝組織， 慢性肝疾患組織， コ ン

ト ロ ー ル肝組織 の い ず れ の DNA に お い て も ， Msp

I + EcoR I で 消 化 し た と き ， Southern 法 に よ る

解析では約 2 . 2kb と l . Okb の バ ン ド が検 出 さ れ た

( Fig. 2・a ） 。 こ の 2 木の バ ン ド は ， お そ ら く ， Fig. 2・b

内、υqd
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Fig. 2 Methylation at the CCGG sites in the second 

and third exons of the c-myc gene in each liver tissue 

group 

a) Representative autoradiographs of Southern 

hybridization patterns of H仰 II + EcoR I 一digested

(H) and Msp I + EcoR I -digested ( M) DNAs from 

the liver tissues are shown. Nos. 1 and 2 are HCC 
cases. N = non tumor l iver tissue. T ニ HCC tissue 

Nos. 3, 4 and 5 are chronic liver disease without 

HCC. Nos. 6, 7 and 8 are control livers. b) Map of 

the region containing the second and third exons of 

the c- myc gene, showing the Hpa II -Mψ I sites 

(CCGG) and Ryc-7.4 probe and indicating how the 

observed fragments can be generated 

に 示 し た CCGG 部位27), 28 ） と 3 ’ 側 の EcoR I 部位 が

切 断 さ れ た た め に 検 出 さ れ た も の と 考 え ら れ た 。 一

方， 同ーの DNA を Hρα II + EcoR I で 消 化 し た

と き ， Southern 法 に よ る 解析 で は 3 . 8kb, 3 . 2kb, 

2 . 2kb, 1 . 0kb の 4 本 の バ ン ド の 組 み 合 わ せ か ら な

る パ タ ー ン でバ ン ド が検 出 さ れ た （ Fig. 2-a ） 。 こ の

4 本 の バ ン ド は お そ ら く ， 3’ 側 の EcoR I 部位 と

Fig. 2・b に 示す よ う な CCGG 部位が脱 メ チ ル化 し て

い る た め 的α II に よ り 切 断 き れ 検 出 さ れ た も の と

考 え ら れ た 。 し か し な が ら ， Southern 法は DNA

の 大 き さ の違 い が わ ず か な 場合， 両 者 の 区別 は 不能

で あ る の で， 第 2 エ ク ソ ン の 3 ケ 所の CCGG 部位

と 第 1 イ ン ト ロ ン の 3’ 側 の CCGG 部位 に つ い て は
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い ず れ の CCGG 部 位 が 脱 メ チ ル 化 さ れ て い る か は

判 定 で き な か っ た 。

以上の結果 よ り ， 第 2， 第 3 エ ク ソ ン の CCGG 部

位は メ チ ル化 に よ る 修飾 を 受 け て い る こ と が明 ら か

と な っ た 。 ま た 肝組織の c- myc 遺伝子 は 第 2 ， 第 3

エ ク ソ ン の CCGG 部位 の メ チ ル 化 状 態 の 異 な る 複

数の subpopulation か ら 構成 さ れ て い る こ と が示唆

さ れ た 。 す な わ ち Hpa II  + EcoR I の 消 化 に よ り ，

3 . 8kb と 3 . 2kb の 2 本 の バ ン ド を 示 す 肝組織 は， 2 

種類の メ チ ル化状態 の 異 な る 細 胞 集 団か ら な り ， 組

織 レ ベルでは， 第 2 エ ク ソ ン が部分 的 に 脱 メ チ ル化

し ， 第 3 エ ク ソ ン は 脱 メ チ ル化 し て い な い と み な さ

れ る 。 3 . 2kb の 1 本 の バ ン ド を 示 す 肝組織 は ， 1 種

類 の メ チ ル化状態 の 細 胞集 団 か ら な り ， 組織 レ ベ ル

で は ， 第 2 エ ク ソ ン が完 全 に 脱 メ チ ル化 し ， 第 3 エ

ク ソ ン は 脱 メ チ ル化 し て い な い と み な さ れ る 。 3 . 2kb,

2 . 2kb, 1 . 0kb の 3 本 の バ ン ド を 示す 肝組織 は ， 2 

種類 の メ チ ル化状態 の 異 な る 細 胞 集 団 か ら な り ， 組

織 レ ベルでは， 第 2 エ ク ソ ン が完全 に 脱 メ チ ル化 し ，

第 3 エ ク ソ ン は 部分的 に 脱 メ チ ル化 し て い る と み な

さ れ る 。 こ の よ う に し て c” myc 遺伝子の 第 2 ， 第 3

エ ク ソ ン の CCGG 部 位 の メ チ ル 化 の 状 態 を 検 討 し

た 。

2 )  c- myc 遺 伝 子 の 第 2 エ ク ソ ン の CCGG 部位

の メ チ ル化の程度の比較

肝癌組織18例 中 1 3例 （ 72 . 2 % ） ， 非癌部肝 組織34例

中 29例 （ 85 . 2 % ） ， 肝癌 を 合併 し な い 慢性肝疾患組織

34例 中 25例 （ 73 . 5% ） に お い て 第 2 エ ク ソ ン の CCGG

部位の完全脱 メ チ ル化 を 認め た 。 さ ら に ， 肝癌 患 者

18例 中 4 例 に お い て ， 肝 痛 組 織 で 第 2 エ ク ソ ン の

CCGG 部位 の部分的脱 メ チ ル化 を 認め， 同一患者 よ

り 得 ら れ た 非癌部肝組織で完全脱 メ チ ル化 を 認め た 。

一方， コ ン ト ロ ー ル 肝組織31例 中 3 例 に お い て のみ，

同 CCGG 部 位 の 完 全 脱 メ チ ル化 を 認め， 残 り の28

例 に 部分的脱 メ チ ル化 を 認め た 。 完 全脱 メ チ ル化 を

認め た 患 者 3 例 は 若年 者， す な わ ち 0 , 14, 23歳 で

あ っ た 。 部分的脱 メ チ ル化 を 認め た 患 者28例 は25歳

か ら 83 歳 で あ り ， こ れ は ， 肝癌患者 （ 39歳か ら 86 歳 ）

お よ び慢性肝疾患 患 者 （ 34歳か ら 80 歳 ） と ほ ぼ同 様 の

年齢分布 であ っ た 。

さ ら に ， 非癌 部肝組織お よ び慢 性 肝疾患組織 を 組
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Table 1 .  Methylation State in the second Exon of the c- myc Gene 

Group 
Full demethylation 

（ % ）  

Partial demethylat10n 
（ % ）  

HCC tissue 1 3/ 18 ( 72 . 2 ) 5/ 18 ( 27 . 8 ) 

Non-tumor tissue 
from H CC patient 

Cirrhosis 
CAH 

29/34 ( 85 . 3 )  

22/26 ( 84 . 6 )  
7/ 8 ( 87 . 5 )  

5/ 34 ( 14 . 7 ) 

4/26 ( 1 5 . 4 )  
1 /  8 ( 12 . 5 ) 

Chronic liver disease 
without HCC 

Cirrhosis 
CAH 
CIH 

25/34 ( 73 . 5 )  

1 1 / 14 ( 78 . 6 )  
10/14 ( 7 1 . 4 )  
4/ 6 ( 66 . 7 )  

9/34 ( 26 . 5 ) 

3/ 1 4  ( 21 . 4 )  
4/ 14 ( 28 . 6 )  
2 /  6 ( 33 . 3 ) 

Control 3/31  ( 9 . 7 )  28/ 31 ( 90 . 3 ) 

HCC ; hepatocellular carcinoma 
CAH ; chronic active hepatitis 
CIH ; chronic inactive hepatitis 

Table 2. Methylation State in the third Exon of the c myc Gene 

Group 
No demethylation 

（ % ）  

Partial demethylation 
（ % ）  

HCC tissue 1 1 / 18 ( 61 . 1 )  7 / 18 ( 38 .  9 )  

Non-tumor tissue 
from HCC patient 

34/ 34 ( 100 . 0 )  0/34 ( 0 . 0 )  

Chronic liver disease 
without HCC 

34/ 34 (  100 . 0 )  0/34 ( 0 . 0 ) 

Control 3 1/31 ( 100 . 0 )  

HCC ; hepatocellular carcinoma 

織型 で分類 し ， 第 2 エ ク ソ ン の メ チ ル化状態 を 検討

し た （Table 1 ) 。 そ れ に よ る と 慢性非活動 性 肝 炎 お

よ び慢性活動性 肝 炎 の 多 く の 症例 で第 2 エ ク ソ ン の

CCGG 部位の 完全脱 メ チ ル化 を 認め た 。 ま た ， 完全

脱 メ チ ル化 を 有す る 頻度 は ， 肝硬変 で肝癌 を 合併す

る か 否 か で明 ら か な 差 を 認め ず ， 慢性活動性 肝 炎 に

つ い て も 同 様 で あ っ た 。

0/31 ( 0 . 0 )  

3 )  c- myc 遺伝 子 の 第 3 エ ク ソ ン の CCGG 部 位

の メ チ ルイじの程度の比較

肝癌組織18例 中 7 例 （ 38 . 9 % ） に お い て 3 . 2kb,

2 . 2kb, l . Okb の 3 本 の バ ン ド を 認め た 。 非癌部肝

組織， 慢性肝疾患組織， コ ン ト ロ ー ル肝組織の い ず

れ の DNA に お い て も ， Southern 法 に よ る 解 析 で

は 3 . 2kb の 1 本 のバ ン ド か ， 3 . 8kb と 3 . 2kb の 2

本 の バ ン ド を 認 め た 。 こ れ ら の 結果 よ り ， 非癌部肝

F同U今、u
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組織， 慢性肝疾患組織， コ ン ト ロ ー ル肝組織では 第

3 エ ク ソ ン の CCGG 部位は 脱 メ チ ル化 し て お ら ず ，

肝癌組織の約40% に お い て 部分 的 に 脱 メ チ ル化 し て

い る と い え た （ Table 2 ） 。

4 )  c- myc 遺伝子 の 第 1 エ ク ソ ン 周 辺 の CCGG 部

位の メ チ ル化の程度の比較

肝癌組織， 非癌部肝組織， 慢性肝疾患組織， コ ン

ト ロ ー ル肝組織の い ず れの DNA に お い て も ， Msp

I で消化 し た と き ， Southern 法 に よ る 解 析 で は 約

0 . 6kb と 0 . 8kb の バ ン ド が検 出 き れ た （ Fig. 3-a ） 。

こ の 2 本 の バ ン ド は ， お そ ら し Fig. 3-b に 示 し た

CCGG 2s) . 29） が切 断 さ れ た た め に 検 出 さ れ た も の と

Fig. 3 Methylation at the CCGG sites in the area sur

rounding the first exon of the c- myc gene in each 

liver tissue group. a) R巴presentative autoradiographs 

of Southern hybridization patterns of HjXl II -digested 

(H) and Mゆ I -digested (M) DNAs from the liver 

tissues are shown. N os. 1 and 2 are HCC cases. N = 

non-tumor liver tissue. T = HCC tissue. Nos. 3, 4 and 

5 ar巴 chronic liver disease without HCC. Nos. 6, 7 

and 8 are control l ivers. b) Map of the area sur

rounding the first exon of the c - m戸 gene, showing 

the HjXl II -Msp I sites (CCGG) and Probe-1, and 

indicating how the observed fragments can be gene 
rated 
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Fig. 4 Methylation at the CCGG sites of the c-K1・ ras
gene in each liver tissue group 

a) Representative autoradiographs of Southern 

hybridization patterns of H仰 II-digested (H) and 

Msp I -digested (M) DN As from the liver tissues are 

shown. Nos. 1, 2 and 3 are HCC cases. N = non 

tumor liver tissue. T = HCC tissue. Nos目 4, 5 and 6 

are chronic liver bisease without HCC. Nos. 7, 8 
and 9 are control l ivers 

b) Map of the c-Ki ras gene and human c-K1 -ras 
cDNA clone pSWll-1 

考 え ら れ た 。 ま た ， 制 限酵素地 図 よ り こ の ほ か に も

分子量の小 さ な ノ 〈 ン ド が検 出 き れ る は ず で あ る が，

そ の 大 き さ が非常 に 小 き い た め に ハ イ ブ リ ッ ド の 形

成が悪 ＜ ， Southern 法 で は 検 出 で き な か っ た も の

と 考 え ら れ た 。 一方， 同 ー の DNA を Hρα II で消

化 し た と き も ， Southern 法に よ る 解析 で は 約0 . 6kb

と 0 . 8kb の バ ン ド が検 出 さ れ た （ Fig. 3-a ） 。

以上の結果 よ り ， い ず れ の 肝組織 に お い て も 第 1

エ ク ソ ン 周 辺 の CCGG 部位 の う ち 少 な く と も 4 ケ

所が脱 メ チ ル化 し て お り ， c- myc 遺伝子の メ チ ル化

の程度に つ い て は ， 肝癌 組織， 非癌部肝組織， 慢性

肝疾患 組織， コ ン ト ロ ー ル肝組織 の 聞 に 顕 著 な 相違

は な い と 考 え ら れ た 。 し か し ， い ず れ の CCGG 部

位が脱 メ チ ル化 し て い る か に つ い て は ， こ の 領域に

は 多 く の CCGG 部位が近接 し て 存 在 し て い る た め，

Southern 法に よ る 解析 は で き な か っ た 。

5 )  c-Ki ・ras 遺伝 子 の CCGG 部位の メ チル化の程

度の比較
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Fig. 5 Methylation at the CCGG sites of the c・Ha-ras

gene in each liver tissue group 

a) Representative autoradiographs of Southern 

hybridization patterns of H仰 II-digested (H) and 

Mゆ I -digested (M) DNAs from the liver tissues are 

shown. Nos. 1 ,  2 and 3 are HCC cases. N = non

tumor liver tissue. T = HCC tissue. Nos. 4, 5 and 6 

are chronic liver disease without HCC. Nos. 7, 8 and 

9 are control livers 

b) Map of the c-Ha-ras gene and human c・Ha-ras

genomic clone pT24-C3 

1干宿 組織， 非情部肝組織， 慢性！！干疾患組織， コ ン

ト ロ ー ル肝組織の し 、 ず れ の DNA に お い て も ， Msp

I で消化 し た と き ， Southern 法 に よ る 解 析 で は 約

4 . 6kb, 2 .  7kb, l .  5kb. 1 .  2kb の 4 本 の バ ン ド が検

Table 3. Methylation State of the c-Ki ・ras Gene 

出 さ れ た 。 一 方 ， 同 ー の DNA を Hpa ll で消化 し

た と き ， Southern 法に よ る 解析 で は 24kb よ り 大 き

な バ ン ド ， 9 . 4kb, l . 9kb, l . 2kb の 4 本のバ ン ド の

組み合わせ か ら な る パ タ ー ン でバ ン ド が検 出 さ れ た

(Fig. 4-a ） 。 非癌部肝組織， 慢 性 肝疾患組織， コ ン

ト ロ ー ル肝組織の い ず れ の DNA に お い て も ， 24kb

よ り 大 き なノ 〈 ン ド の み が認め ら れ た 。 一方， 肝癌組

織18例 中 1 3例 （ 72 . 2% ） に お い て 24kb よ り 大 き な ノ 〈

ン ド に 加 え て ， 9 . 4kb, 1 .  9kb, 1 .  2kb の 3 干重要買 の ノ 〈

ン ド の う ち 1 本 の み ， あ る い は 2 本， あ る い は 3 本

と い う よ う に い く つ か の バ ン ド の組合せ で認め ら れ

た 。 残 り の 5 例 の 肝癌組織に つ い て は ， 24kb よ り 大

き な バ ン ド の み を 認め た 。 9 . 4kb, l . 9kb, 1 . 2kb の

3 種類のバ ン ド の組合せ に つ い て は ， と く に 明 ら か

な 規 則 を 認め な か っ た 。 こ れ ら の 結果 よ り ， 非癌部

肝組織， 慢性肝疾患組織， コ ン ト ロ ー ル肝組織では

c-Ki -ras 遺伝子 の CCGG 部位は 脱 メ チル化 し て お ら

ず ， 肝癌組織の 約70% に お い で あ る 程度 脱 メ チ ル化

し て い る と い え た 。 し か し ， c・Ki -ras 遺伝子 の ど の

CCGG 部 位 が 特 異 的 に 脱 メ チ ル化 し て い る か は，

今 回 用 い た プ ロ ー プでは 決め る こ と が で き な か っ た

( Table 3 ） 。

6 )  c-Ha- ras 遺伝子 の CCGG 部位の メ チ ル化の

程度の比較

肝癌 組織， 非癌部肝組織， 慢性肝疾 患組織， コ ン

ト ロ ー ル肝組織 の い ず れ の DNA に お い て も ， Mゆ

I で 消 化 し た と き ， Southern 法 に よ る 解析 で は 明

Group No demethylation Partial demethylation 
（ % ）  （ % ） 

HCC tissue 5/ 18 ( 27 . 8 )  1 3/ 1 8  ( 72 . 2 ) 

Non tumor tissue 
34/ 34 ( 100 . 0 )  0/34 ( 0 . 0 )  

from HCC patient 

Chronic liver disease 
34/34 ( 100 . 0 )  0/34 ( 0 . 0 )  

without HCC 

Control 31/31 ( 100 . 0 )  0/31 ( 0 . 0 ) 

HCC ; hepatocellular carcmoma 
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Table 4. 

Ana plastic 
Grades 

Gross Anatomic 
Types 

Serum 
H BsAg 

Case 
No. 

Hypomethylation of 
myc 2 myc 3 Ki-ras Ha- ras 

＋
十
十
十
十

十
＋ 

＋ 

＋ 
十

＋
＋
＋
＋
＋

 
十

十
十

＋ 

十

＋
＋
＋
＋
＋
十

十
＋
十
十
十

＋ 

＋
＋
＋

 

＋
＋
＋
＋
＋

 

＋ 
＋ 

＋ 

H
H
H
H
m
m
m
H
m
H
H
H
H
H
H
I
I
m

 

nodular 
diffuse 
diffuse 
nodular 
nodular 
nodular 
nodular 
nodular 
nodular 
口rnssive
nodular 
nodular 
diffuse 

＋ 

massive 
nodular 
nodular 
nodular 
nodular 

＋ 
十

ーょ

っL

qu

aはZ

FU

FO

可i

oo

ny

nU

Tよ

ワu

qu

Aq

Fhd

ハb

門，4

00

唱『ム

守1よ

司自A

唱EA

噌Ei

守1よ

司EA

可’ム

可’i ＋ 

HCC ; hepatocellular carcmoma 
myc 2 ; the second ex on of the c- myc gene 
myc 3 ; the third exon of the c myc gene 

＋ ＋ 

伝 子 第 3 エ ク ソ ン ， c-Ki- ras, c-Ha- ras 遺伝子 の 脱

メ チ ル化 を 同 時 に 認 め た 。 一方， 1 8例 中 1 6例 （ 88 . 9

% ） に お い て ， 三つ の っ ち い ず れ か の癌遺伝 子 に ，

脱 メ チ ル化が生 じ て い た 。 以 上 よ り 癌 遺伝子 の 脱 メ

チ ル化 は ， 慢性肝疾患か ら 肝癌が発生す る 過程 に お

い て 高頻度 に 生 じ る 遺伝子の変化の一つ であ る と 考

え ら れ た 。 そ れ ぞ れ の癌遺伝子の 脱 メ チ ル化 の 有無

と ， 肝癌 の 肝 臓 内 の進展度 を あ ら わ す 肉 眼分類31 ） ’

肝癌 細 胞 の分化度の指標 で あ る Edmondson の 細 胞

異型度32 ） ， お よ び慢性肝疾患 と 肝癌 の 発生に B 型 肝

炎 ウ イ ル ス がか か わ っ て い る か 否 か の指標 であ る 血

瞭 な ノ 〈 ン ド は 検 出 さ れなか っ た 。 一 方， 同 ー の DNA

を Hpa ll で消化 し た と き ， 24kb よ り 大 き な ノ 〈 ン ド

お よ び症 例 に よ り 若 干 異 な る 数 本 の バ ン ド の 組み

合 わ せか ら な る パ タ ー ン で検 出 さ れ た ( Fig. 5-a ） 。

Hρα II お よ び Mゆ I に よ る 消 化 で＇， c-Ki- ras 遺 伝

子 に 比較 し て 明 瞭 な バ ン ド が得 ら れ な か っ た の は ，

c-Ha- ras 遺伝子 上 に 切 断部位が 多 数 あ る た め と 考 え

ら れ た 30） 。 肝癌組織18例 中 13例 （ 72 . 2 % ） に お い て

同 じ 症例 の 非癌部肝組織 に は 認め ら れ な い ，

分子のバ ン ド が認 め ら れ， c-Ha- ras 遺伝子上 の 部位

は決め ら れな い が， い ず れか の CCGG 部位が肝癌組

織 に お い て 非癌 部 と 比較 し て よ り 脱 メ チ ル化 し て い

よ り 低

清 HBs 抗 原 の 有 無 の 聞 に 明 ら か な 傾 向 を 認め な か

っ た （ Table 4 ） 。

ま た 今 回 対象 と し た 肝癌症例 の 大 多数 は ， 量， 投

与 方 法 に 個 々 の 違 い は あ る に せ よ ， ア ド リ ア マ イ シ

ン ， マ イ ト マ イ シ ン C 等 の 抗癌 剤 の 投与 を 肝 組織採

取前 に 受 け て い た 。 抗癌 剤投与の有無に よ り 癌 遺伝

子 の 脱 メ チ ル化 に ち が い が あ る か ど う か の，

癌組織 に お け る 検討 は 実際上 困 難 と 思 わ れ る た め，

る と み な さ れ た 。 残 り の 5 例 の肝癌組織に つ い て は ，

同 じ 症例 の 非癌 部肝組織に 認め ら れ た も の と 同様 な

バ ン ド の組み合わせか ら な る パ タ ー ン で検 出 さ れ た 。

ヒ ト 肝
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c- myc 遺

7 )  c- myc, c-Ki- ras, c-Ha-ras 遺伝子の CCGG

部位の メ チ ル化の程度の 同時比較

肝癌組織18例 中 4 例 （ 22 . 2% ） に お い て ，
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今後 そ の よ う な 検索 を 行 う 場合， ラ ッ ト の実験肝癌

な ど が適 し て い る と 考 え ら れ る 。

考 察

本研究に お い て， 若年者の コ ン ト ロ ー ル肝 組織に お

い て c-myc 遺伝子第 2 エ ク ソ ン の CCGG 部位は メ

チ ル化 さ れ て い な か っ た が， 中 高年齢層 の コ ン ト ロ

ー ル肝組織に お い て は す べ て 部分 的 に メ チ ル化 さ れ

て い た 。 こ れ と 同 様 な 傾 向 は ， マ ウ ス の正 常 肝 の

c- myc 遺伝子 に お い て も 報告 き れ て い る 33 ） 。 加 え て ，

ヒ ト 胎 児肝 の c- myc 遺伝子 の 第 2 エ ク ソ ン が メ チ ル

化 さ れ て い な い こ と も 認め ら れ て い る 12） 。 こ れ ら の

事 よ り c- myc 遺伝子の こ の部 位 は ， ヒ ト 正常 肝 に お

い て も 加 齢に よ り メ チ ル化の修飾 を 受 け て い る と い

え よ う 。 一方， 非癌部肝組織， 慢性肝疾患組織の両

方 に お い て ， 第 2 エ ク ソ ン の CCGG 部位が， 中 高

年齢層 の コ ン ト ロ ー ル肝組織に 比べ て ， よ り 強 〈 脱

メ チ ル化 し て い た 。 非癌部肝組織 と 肝癌 を 合併 し な

い慢性肝疾患組織の 聞 で こ の部位の 脱 メ チ ル化 の 頻

度 に 明 ら か な 差 を 認め な か っ た 。

以上の結果 よ り ， c- myc 遺伝子 の 第 2 エ ク ソ ン の

CCGG 部位 の 脱 メ チル化 は 慢 性肝疾患 に 本質 的 に 関

係 し て お り ， 肝癌の合併 の 有 無 に 影響 き れ な い の で

は な い か と 考 え ら れ る 。 ま た ， 正常肝が慢性肝疾患

に お か さ れ る と ， お そ ら く そ の メ チ ル化状態 は 幼 児

期 あ る い は 胎 児期 の 肝 の メ チ ル化状態 に も ど る の で

は な い か と 考 え ら れ る 。

何例 か の 肝癌組織に お い て c- myc 遺伝子の 第 3 エ

ク ソ ン と c-Ki- ras 遺伝子の CCGG 部位 の 脱 メ チ ル

化か認め ら れ た が， 非癌部 肝組織， 慢性肝疾 患組織，

コ ン ト ロ ー ル肝 組織に お い て は 認め ら れ な か っ た 。

ま た 何例 か の 肝癌組織に お い て ， 同 じ 症例 の 非癌部

肝 組 織 と 比 較 し て ， c-Ha- ras 遺伝子の CCGG 部位

が， よ り 脱 メ チ ル化 し て い た 。 こ の こ と よ り ， 肝癌

が 発 生 す る 過 程 で c- myc 遺 伝 子 の 第 3 エ ク ソ ン と

c-Ki - ras, c-Ha- ras 遺伝子 の CCGG 部位の 脱 メ チ ル

化が生 じ る の では な い か と 考 え ら れ る 。 加 え て ， 何

例 か の 肝癌組織 に お い て 二つ も し く は 三つ の 癌 遺伝

子が脱 メ チ ル化 し て い た こ と は ， ト ラ ン ス フ ォ ー メ

ー シ ョ ン に 複数の癌遺伝子 の 活性化が必要 で、 あ る と

い う こ と 34） と 関 係が あ る か も し れ な い 。

肝癌の み な ら ず慢性肝疾患 に お い て ， ど の よ う に
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し て DNA の 脱 メ チ ル化が起 き る か は， 以下 の よ う

に 考 え ら れ る 。 DNA 上の CG 部位の メ チ ル化状態

の パ タ ー ン は DNA 合成後 も ト ラ ン ス メ チ ラ ーゼに

よ っ て 維持 き れ， 一旦確立 さ れ る と ， 次 の 細 胞 に も

引 き 継が れ る 35, 36 ） 。 慢性肝疾患す な わ ち 肝硬変 と 慢

性 肝 炎 は ， 持続す る 肝細 胞壊死 と そ れ に 対す る 代償

的 な 再生 を 病 態 と す る 。 こ の 結果 と し て 起 こ る 細 胞

分裂 と DNA 合成の充進が， DNA の メ チ ル化 の 低

下 を 引 き 起 こ す 可能性が あ る 。 事実， 化学発癌 に よ

っ て で き た ラ ッ ト 肝 の 前癌 病 変37, 38） お よ び肝癌 組織 ）

の み な ら ず ， 部分肝切 除後の再生肝37, 38） に お い て も

DNA の メ チ ル化 の低下が認め ら れ て い る 。

こ こ で， は た し て 脱 メ チ ル化 さ れ た 癌 遺伝子が肝

癌 お よ び慢性肝疾 患 に お い て 活性化 き れて い る か 否

か と い う 疑問 が生 じ る 。 DNA の 脱 メ チ ル化 は 遺伝

子 の転写活性 を 高め た り ， ク ロ マ チ ン 構造 を 変化 さ

せ た り す る こ と に よ り ， 癌 の 発 生 に 影響 を 及 ぼ し て

い る と さ れ て い る 39 ） 。 し か し 一方， DNA の 脱 メ チ

ル化 は 遺伝子 の 活性化に い た る 多 く の ス テ ッ プ の ひ

と つ であ り ， あ る 種の 遺伝子 の 活性化の た め に は 必

要 条件 と な る が十分 条件 と は な ら な い と も 考 え ら れ

て い る 40 ） 。 本研究では c- myc 遺伝子 に 関 し て は ， 第

2 ， 第 3 エ ク ソ ン ， す な わ ち c- myc 蛋 白 に 翻 訳 さ れ

る 部分 に お い て は 肝癌 あ る い は 慢性肝疾患 に お い て

脱 メ チ ル化 を 認 め た も の の， 転 写 プ ロ モ ー タ ー が存

在す る 第 1 エ ク ソ ン 付近 は ， そ れ ぞれの組織の 聞 で

差 異 を 認 め な か っ た 。 加 え て ， c-Ki - ras, c・Ha- ras

遺伝子 に 関 し て は ， 遺伝子 の ど の部位 で脱 メ チ ル化

が生 じ て い る の か ま では 明 ら か に 出 来 な か っ た た め ，

こ れ ら の癌遺伝子 に お い て 脱 メ チ ル化が転写活性の

増 大 に 関与 し て い る の では な い か と い う 有力 な 結果

は 得 ら れ な か っ た 。

最近， 肝癌組織お よ び非癌部肝硬変組織に お い て ，

正常肝お よ び慢性肝炎組織 に 比較 し て c- myc 遺伝子

の 発現が増加 し て お り ， 肝癌組織 と 非癌部肝硬変組

織の あ い だ では 明 ら か な 差が認め ら れ な い と い う 報

告が さ れ て い る 11 ） 。 一方， 本研究では 肝硬変 と 慢性

肝 炎 の あ い だ で c- myc 遺 伝 子 の 第 2 エ ク ソ ン の

CCGG 部位 の 脱 メ チ ル化 の 頻度 に 明 ら かな 差が認め

ら れず， 当 教室 の 南部 ら 13 ） がす で1こ 指摘 し た よ う に

肝癌組織に お い て の み c- myc 遺伝子 の 第 3 エ ク ソ ン

の CCGG 部 位 の 脱 メ チ ル 化 が認め ら れ た 。 そ れ ゆ
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え ， c- myc 遺伝子 の 脱 メ チ ル化 と 発現は 必ず し も 結

び つ い て お ら ず ， 第 2 ， 第 3 エ ク ソ ン の CCGG 部

位 の 脱 メ チ ル化 は c- myc 遺伝子の活性化の十分条件

と は な っ て い な い の では な い か と 考 え ら れ る 。

c -myc 遺伝 子 第 2 エ ク ソ ン の CCGG 部位の 脱 メ

チ ル化 は ， 持続す る 肝細 胞壊死 と そ れ に 対す る 代償

的 な 再生 を き た す慢性肝疾 患 に お け る 病態 と 関 連 を

有 し て お り ， そ こ に 肝癌 が発生す る 過程で c- myc 遺

伝子の 第 3 エ ク ソ ン あ る い は c-Ki- ras, c-Ha- ras 遺

伝子の脱 メ チ ル化等が生 じ る こ と が考 え ら れ る が，

こ れ ら の癌遺伝子 の 脱 メ チ ル化が肝癌発生 の 原 因 で

あ る のか 結果であ る の か は ， 本研究では 明 ら か に す

る こ と が 出 来 な か っ た 。 そ れ ゆ え ， こ の研究に 加 え

て さ ら に 以下 の こ と が行 わ れ る べ き であ る 。

第 一 に ， 肝癌お よ び慢性肝疾 患 に お け る 癌遺伝子

の 発現増加 の 有無 を Northern 法や 免疫組織化学的

方 法 に よ り 検討す る こ と ， ま た ， 脱 メ チ ル化 き れ た

癌 遺伝子に ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ活性があ る か 否か

も ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 に よ っ て 検討す る 必要が

あ ろ う 。

第二に ， 実験肝癌 に お け る 肝癌 組織お よ び前癌病

変， あ る い は ヒ ト の他臓器の癌 組織 と 前癌病変， 例

え ば大腸癌 組織 と 大腸 ポ リ ー プ等 を 対象 と し て ， ど

の段階で癌遺伝子 の 脱 メ チ ル化が生 じ る か を 見 る こ

と ， 加 え て ラ ッ ト の部分肝切 除 後 の再生肝 で ヒ ト の

慢性肝疾患 と 類似 し た 癌 遺伝子 の 脱 メ チ ル化が見 ら

れ る か 否 か の確認が必要 と な ろ う 。

第 三 に ， 本研究 では c- myc 遺伝子 に 関 し ては， 第

1 か ら 第 3 エ ク ソ ン ま での範囲 を 検討 し ， c-K1- ras,

c-Ha- ras 遺伝子 に 関 し て は， 遺伝子の ど の部位で脱

メ チ ル化が生 じ て い る か ま では 言 及 で き な か っ た が，

一般に 転写活性の 調 節 に は 遺伝子の5’ 側 が関係 し て

い る と さ れ て い る の で， 今後 プ ロ ー プ を 工夫 し て こ

れ ら の 遺伝子の5’ i則 の メ チ ル化状態 を 検討す る 必要

が あ ろ う 。

第 四 に ， 今 回 メ チ ル化 の 修飾 に 意義 を 有す る と さ

れ る CG 配列 の う ち ， 制 限 酵 素 Hpa II を 用 い て

CCGG 配列 の み を 見 て い る が， こ れ の み ですべ て の

CG 配列 を 検 討 し た と は い え な い 。 そ こ で， GCGC

配列 の メ チ ル 化 状 態 を 検 討 で き る 制 限酵素 Hha I 

な ど も 用 い る 必要が あ ろ う 。

第 五 に ， 本研究 では 対 象 と し て 肝 組織 を 用 い た が，

肝組織に は 肝細 胞 以 外 の 細 胞 も 若干 含 ま れ て い る た

め， 肝 細 胞 の メ チ ル化状態 を よ り 明 瞭 に 見 る た め に ，

今後肝組織か ら 分離 さ れ た 肝細 胞 あ る い は cell line 

を 用 い る こ と も 考慮すべ き で あ ろ う 。

ま た ， 本研究 では ， c-Ki -ras お よ び c-Ha- ras 遺伝

子 の 脱 メ チ ル化 を 肝癌組織に お い て 比較的高頻度 に

認め た が， 肝癌 の 分子生物学的 診断 と い う 臨床的 な

立場か ら も ， 遺伝子の 脱 メ チ ル化 に 限 ら ず ， 感受性

お よ び特異性 の 高 い 癌 遺伝子の変化 を 今後検索 し て

ゆ く べ き であ ろ う 。

40 -

本研究 を 行 う に あ た り ， 終始適切 な 助 言 を ］頁 い た

富 山 医科薬科大学和 漢薬研究所病 態 生化学部 門 ， 荻

田 善一教授 に 深謝致 し ま す 。 さ ら に Ryc-7.4 プ ロ ー

ブ を 供与 し て 頂 い た The Wistar Institute, Dr. C. M. 
Croce， 肝 組 織 を 提供 し て 頂 い た 富 山 医科薬科大学

病理学 第 I ， 第 2 教室， 外科学 第 l ， 第 2 教室 に 感

謝 い た し ま す 。
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