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大腸癌細胞が核 D N A 異数僧体を有する こ とほ 周知の 事実であ る . 本研究で ほ , まず癌抑制遺伝子 j挿3 の 異常が 染色体

の 不安定性を来た し, 大腸進行癌の 核 D N A 異数倍体をもた らす可能性を検討 した . 続 い て , 染色体 7 , 8 , 1 0 , 1 7 お よび18

の 数的異常を蛍光標識固定細胞内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ
ョ
ソ (fl u o r e s c e n c e i n si t u h yb ridiz a ti o n , F IS H ) 法で 検索 し , さ ら に

P5 3 の 遺伝子座の ある 1 7 p お よ び D C C 遺伝子 座の ある 18 q の 異型 接合性の 消失 (l o s s of h et e r o z y g o sity . L O H) を 検 出 し

た . ク53 の 点突然変異の 結果 , 合成 される蛋白 は多くの 場合 , そ の 半減期が延長するた め 核内に蓄積 し, 免疫染色で検出可能

とな る . 本研究で は t p 5 3 蛋白の 核内異常音横 は60 例中3 2 例 (53 .3 % ) に 認め られ ,
こ れ は抗増殖細胞核抗原 ( p r olif e r a ti n g

c ell n u cl e a r a n tig e n , P C N A ) 抗体 を用 い て調 べ た細胞 の 増殖活性お よび 画像解析装置で調 べ た核 D N A の 異数倍体 とそれぞれ

有意の 相関 を示 した (それ ぞれ p < 0 .01) . 染色体 7 , 8 お よび10 の 数的異常は29 例中27 例 に 見 られ , その 全例が複製数 3 か ら 7

に 至 るポ リ ソ ミ ー で あ り, 腫瘍問 お よび 腫瘍内の 不 均
一 ｣

性が顕著で あ っ た . 1 8番染色体の モ ノ ソ ミ
ー

ほ 7 例に 認め られ , こ の

うち 1 例で ほ17 番染色体の モ ノ ソ ミ
ー

も同時に存在 した . 6 例中 3 例 の 染色体18 モ ノ ソ ミ
一

には 1 8 q の L O H が 認 め られ ,

βC C 遺伝 子の 半接合体が強く疑わ れ た . 1 8番染色体の モ ノ ソ ミ
ー

は進行大腸癌に比較的高頻度に認められ大腸癌 の 発展お よ

び増殖 ･ 進展を 知 る良好な染色体 マ
ー

カ
ー

と な る と結論された .

K e y w o r d s c h r o m o s o m al a n o s o m y , FI S H , alleli c lo s s , P 53 0 V e r e X p r e S Si o n , C Olo r e c t al

C a r Cl n O m a

病理形態学は ｢核 の ク ロ マ チ ン の 増 量｣ や ｢ 核 の 大小不 同｣

とい っ た癌細胞に 共通 した核 の 特徴や l ある種 の 癌細胞に 特徴

的な核の 形態を過去数世紀 にわ た っ て 記載 して きた . また そ の

後196 0年 代よ り始 ま っ た フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー

1)
に よ る細 胞核

D N A 量 の 測定 や198 0 年代 よ り導入 され た画像解析
抑
の 技術 ほ

核 D N A 量や 核の 大き さ ∴形態を よ り客観的に 計測す る こ と を

可能に して
, 痛 の 悪性度や , 増殖

･

進展 ,
予後と の 関係 に 関す

る多くの 情報 を提供 して きた .

一

方 , 近年 の 分子生物学の 進歩 ほ , 数 々 の 癌遺伝子 , 癌抑制

遺伝子の 発見 をもたら し , こ れ ら の 癌遺伝子の 増幅や癌抑制遺

伝子の 欠失はも と よ り , こ れ らの 遺伝子 の 点突然変異 をも検出

する こ とを 可能 に した
4)

. しか し こ の 形 態学 と分子生物学 の 接

点に ある細胞遺伝学 にお い て は
一

部 の 造血 器腫瘍に お ける特定

の染色体数や構造 の 異常が解明さ れ て い る 以外
5)

～ 8 )

, 充実 性腫

瘍にお ける染色体 の 変化 は い まだ不 明の 点が 多 い . そ の 理 由の

一

つ ほ従来の 染色体分染抜( c h r o m o s o m e b a n d a n al y sis) に よ る

染色体構造解析で は細胞 を培養 し , 核 分裂中間期に導入す る必

要があ り
, 充実性腫疹 で ほ こ の 操作が 困難か つ 煩雑で ある の み

平成 6 年1 2月1 6 日受付 , 平成 7 年2 月24 日受理

A b b r e via ti o n s : A P
,
a n e u Pl oid y ; b p , b a s e p air ;

な らず , 培養操作自体に よ る カ リ オ タ イ プ (k a r y ot y p e) の 変化

も認 め られ た た め で あ る
T卜IQ)

. しか し
,
ヒ ト染 色体 の セ ン ト ロ

メ ア と その 近傍に ほ a - サ テ ラ イ ト ( s a t elit e) 呼ばれ る個 々 の 染

色体 に固有な 5 か ら10 個の ヌ ク レ チ オ ドの 約 10
4

回に 及ぶ 繰 り

返 し配列がある こ とが 知 られ る ように な り
8)

,
こ の セ ン ト ロ メ

ア 特異的 α- サ テ ラ イ ト配列を プ ロ ー ブ に 用 い る固定細胞内 ハ

イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ソ と免疫蛍光色素法とを 組み 合わ せ た 蛍光

標準固定細胞内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ
ョ
ン (fl u o r e s c e n c e i n si t u

h yb ridiz a ti o n , F I S H) 法 は分裂間期の み な ら ず休止期の 細胞 の

染色体数も計測する こ とを 可能 と した . 現在, こ の FIS H 法を

用 い た 研究 ほ緒 に つ い た ばか りで あ り , 充 実 腫瘍 で ほ 膀胱

癌
10 卜 11)

, 脳腫瘍
12)

, 大腸癌
13)

, 乳癌
14) ～ 1 6)

, 卵巣癌
17)1 8)

, 頭 頭部癌
19)

,

胃お よび食道癌
2 側 )

, 前立 腺癌
21)

な どに つ い て報告が あるが ,
ま

だ
, 特定の 痛 に おける 固有の 染色体数変化に つ い て

一 致 した 意

見ほ な い .

こ れ まで の ヒ ト癌細胞 にお ける遺伝子異常の 研究に お い て ,

現在最も普遍的 に そ の 異常 の 知 られ て い る 癌抑制遺伝子 j婚3

ほ さ ま ざま な機能を有す る こ とが 報告 さ れ て い るが
22)2 3】

,
そ の

C D P K
,
C y Clin d e p e n d e n t p r ot ein k in a s e ; D A P I ,

dia m i n o p h e n yli n d ole ; F IS H , flu or e s c e n c e i n sit u h y b ridiz atio n ; F I T C , fl u o r e s c e n c e is o t hia c y a n at e ; L O H , l o s s

Of h e t elo z y g o sit y ; N O N
- A P

,
n O n

-

a n e u pl oid y ; P C N A , P r O lif e r a ti n g c e11 n u cl e a r a n tig e n ;- P I , P r O P idi u r n io did e ;

S U S - A P
,
S u S p icio u s a n e u p loid y ; V N T R , V aria ble n u m b e r of t a n d e m r e p e at
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中で最も注目され る の ほ 細胞増殖 の 監視(c h e c k p oi n t) 機能 へ の

関与で ある . こ れ ほ D N A に 損傷 を受けて い る細胞の 核分裂 サ

イ ク ル の g l 期 か ら S 期 へ の 進行 を 抑制す る機能 で あ っ

で
4)

～ 2 8)

,
こ の 機能が 破綻する と D N A 異常を有す る細胞 が容易

に 分裂増殖す る た め
, 次 々 と他 の 遺伝子異常や染色体異常が

増 幅 さ れ や す い 状 態 (g e n e ti c i n s t a bility
24)
, C h r o m o s o m al

i n s ta bility
3D )

) が 惹起 され ,
ひ い て は核異形度の 強い ,

す なわ ち

核 D N A の 異数倍体細腰 が出現す る こ とが推察 され る が , まだ

その 詳細 ほ不 明な点 が多 い . 本研究で ほ , 進行大腸癌を対象に

増殖期細胞 の 指標 と し て 増殖細胞核抗原 ( p r olif e r a ti n g c ell

n u cl e a r a n ti g e n , P C N A ) の 免疫組織化学的染色 と , 画像解析装

置を用 い た核 D N A 量測定を 行 い , ♪53 遺伝子の 異常が細胞増

殖活性 の 増加 を伴 っ て核 D N A の 異数倍体をもた ら して い る可

能性が な い か を検討 した , 次 に ,
F I S H 法を用 い てタ53 遺伝 子

の 存在す る17 番染 色体 の 数的異常 と大腸癌で高頻度 の 異常を指

摘 されて い る痛抑制遺伝子 βC C の 局在する第18 番染 色体 , お

よ び すで に 各種 の痛 に お い て 染色体数異常 の 報告 の あ る 第

7
珊 11 岬 T)2 D)

,
8
丁3)2 D)

,
1 0
2 0)
番染色体 の 数異常を FIS H 法 で検索 し

た . さ らに サ ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ シ ョ ゾl)32) お よ び P C R 法を 用

い て増幅 した D N A を 使 っ て 染 色体 の 異型接合性 (l o s s of

h e t e r o z y g o sit y , L O H) を み る P C R - L O H 法
32)34)3 5)
を 用 い て

,

｣縛3 遺伝子 ,
βC C 遺伝子が それ ぞれ 局在す る第17 染 色体短腕

(17 p) お よ び第18 染色体長腕(18 q) の 欠失に つ い て 検索 し, 相互

の 関係を解析 した .

対象お よび方法

Ⅰ
. 対 象

金沢大学 が ん研究所附属病院外科で , 1 9 9 2 年か ら199 3 年に 切

除 された進行大腸癌60 例 ( パ ラ フ ィ ン 包理 材料24 例 , 新鮮 切除

T a bl e l . D ifi niti o n of D N A pl oi d y p a tt e r n

Pl oid y p a tt e r n D efi niti o'n

N O N - A P T h e D N A v al u e of s t e m li n e

is i n sid e 2 C 士C V of

r ef e r e n c e c ell s .

S U S - A P T h e D N A v al u e of s t e m li n e

is i n sid e , i± C V of r e f e r e n c e

C ells (i = 4 C , 8 C , 1 6 C )

T h e D N A v al u e of s t e m li n e i s n o t

i n sid e , i土C V of r ef e r e n c e c ell

(i = 2 C , 4 C , B C , 1 6 C )

2 C
,
D N A c o n t e n t of n o r m al d ipl oid c ell ; C V . c o effi ci e n t

Of v a ri a ti o rl .

T a b l e 2 . P ri m e r s s e t s u s e d i n P C R - L O H a s s a y s

材料36 例) を対象 と した . 新 鮮材料 で は , 手術後直ち に0 . 1 か ら

0 ･8 g の 癌 組織 と正 常阻織を 採取 し , 癌細胞浮遊液 の 作製 と

D N A の 抽 出に用 い た . ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包理 材料か

ら は ,
H e d l e y ら

36) ゐ方法忙 よ っ て 単離細胞浮遊液 を調整 した .

すな わ ち ,
ミ ク ロ ト ー ム に よ り 60 叩 1 前後 の 切 片を 数枚薄切

し
,
キ シ レ ン に よ る脱 パ ラ フ ィ ン 後

!
ア ル コ ー ル 希釈系列 によ

り親水化 し, 0 ･ 5 % ペ プ シ ン に よ り 1 時 間消化 した . 新 鮮材料

ほ ハ サ ミ を 用 い て 細切後 ▲
0 .1 % コ ラ ゲ ナ ー ゼ (和光純薬 一 束

京) を 加 え た 5 % 牛 胎 仔 血 清 を 含 む最小基本培養液 (IC N

B i o r n ed i c al s
, 東京) 中 で 1 時間 消化 した 後 ,

5 0 FL m ナ イ ロ ン

メ ッ シ ュ に て 濾過 し , リ ソ 酸緩衝生理食塩水溶液 で 洗浄を行 っ

た . 細胞浮遊液は カ ル ノ ア 固定液( メ タ ノ
ー ル 3 : 酢酸1 ) 中

で
, 冷凍庫内( - 2 0 ℃) に 保存 した .

Ⅰ . 画像解析装置によ る核D N A 量の 測定

痛阻織 と正 常粘膜 よ り作製 した細胞浮遊液 を シ ラ ン 塗装 した

ス ラ イ ドグ ラ ス ( D A K O , G l o s tr a p , D e n m a r k) 上 の 離れた 部位に

それ ぞれ塗探 し
,
F e u lg e n 染色を 行 っ た . 細胞核 D N A 量分布

パ タ ー

ン ほ M I M A M E D D N A 画像分析機 (L eit z , W e tzla r ,

G e r m a n y)
2)

を用 い , 正常 大腸 上皮細胞核100 個を 対照 と して , 癌

細胞200 個を 測定 して 決定 した . 細胞核 D N A 量 分布 パ タ ー

ン

の 判定に 際 して ほ 同装置に内蔵の コ ン ピ ュ
ー タ ソ フ ト I D O R IS

に よ り表 1 の 判断基準で決定 した . す なわ ち細胞内 D N A 量に

よ り 非異 数 倍 体 ( n o n -

a n e u pl oid , N O N
- A P) , 疑 異 数倍体

( s u s pi ci o u s a n e u pl oi d , S U S - A P) , お よ び 異 数倍体 ( a n e u ploid ,

A P ) の 3 群 に 分類 した .

Ⅲ . p5 3 蛋白お よびP C N A の 免疫染色

FIS H 用 お よ び D N A 抽出用 の 観織を採取 した 部分に 最も接

近 した部分 の パ ラ フ ィ ン 包理切片を用 い て , p 53 蛋白に 対する

ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 C M -1 (5 0 0 倍希釈 ,
N o v o c a s tr a

,
N e w c a -

Sl e
,
E n gl a n d) , R S P 53 (1 0 0 0 倍希釈, ニ チ レ イ

, 東京) お よ び

P C N A に 対す る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 P C-1 0 (5 0 0 倍 希釈 ,

D A K O ) を 用い た 免疫染色を行 っ た . p5 3 免疫染色と P C N A 免

疫染色に ほ 同
一

ブ ロ ッ ク の 連続切片を用 い , 抗原 の 同定に はス

ト レ プ ト ア ピ ジ ン ･ ビ オ ジ ン ･ ペ ロ キ シ ダ ー ゼ 法 を 用 い

た
38)3ウ)

p 5 3 免 疫染色 の 評価 ほ瞭褐色 に 染色 さ れ る 核 を 計測 し ,

2 0 % ～ 5 0 % の 癌 細 胞の 核 が 染色 さ れ た 症例 を p 53 弱陽性,

5 0% 以上 の 癌細胞 の 核が 染色 され た症例 を p 53 強陽性 と し, 陽

性核 が20 % 以下 の 症例ほ p 53 陰性 と した .

P C N A 免疫 染色の 評価す る に あた っ て は p 53 陽性症例で は,

P C N A 染色切片上 で p 5 3 陽性部分に 一 致 した領域 で500個 の癌

細胞核を数えた . また p 5 3 陰性 症例 で は P C N A 染色 切片上

で , 任意 の 3 か 所を 選び そ れ ぞれ1 60 , 1 6 0 , 1 8 0 個 の 癌細胞を数

慧
m e r

慧碧
g

是慧豊岩
iz e

諾…
m O r P hi s 血 P ri m e r s e q u e n c e s

P Y N Z 2 2 1 7 0 - 8 7 0 V N T R 5
'
- C G A A G A G T G A A G T G C A C A G G - 3

'

5
'
- C A C A G T C T T T A T T C T T C A G C G- 3

'

D C C 3 96 M s pI R F L P 5 ㌧ T G C A C C A T G C T G A A G A T T G T -3
'

5
'

- A G T A C A A C A C A A G G T A T G T G -3
'

βC C 1 50
-

2 1 0 V N T R 5 ㌧ G A T G A C A T T T T C C C T C T A G - 3
'

5
'

- G T G G T T A T T G C C T T G A A A A G ･3
'



F I S H 法に よ る大腸癌の 染色体数的異常 の 研究

えた . 細胞核 に ジ ア ミ ノ
ベ ン チ ジ ン の 明瞭な 発色が見 られ る も

の を標識陽性 と し, 標識率50 % 以上 (25 0 個以上 に 陽性) を 示す

症例を P C N A 陽性 と した .

Ⅳ .
F I S H 法 に よ る第 7 . 8 , 1 0 , 1 7 お よぴ18 番染色体数の

計測

新鮮材料か ら調整 した 癌細胞 お よび 正 常粘膜上皮細胞を シ ラ

ン 塗装ス ライ ド上 に 塗探 したも の を 用 い た . ビオ チ ソ 標識ある

い は ジ ゴ キ シ ゲ ニ ソ 標識 α- セ ン ト ロ メ ア ブ ロ ー ブほ O n c o r 社

(G aith e r s b u r g , U S A ) よ り購 入 した も の を 用い た . F IS H 法は 同

社の 指示 に従 っ て行 っ た
8)

. すなわ ち
,
細 胞 を塗探 した ス ラ イ

ドを R N a s e で 1 時間処置後 エ タ ノ ー ル で 脱水 した後 , 7 0 ℃ で

2 分間変性 し, 同 じく熱変性 した プ ロ ー ブ と37 ℃ で
一 晩で 反応

させた . 反応 した プ ロ
ー

ブの 検 出に は フ ル オ レ ッ セ ン ス イ ソ テ

ア シ ネ
ー

ト(fl u o r e s c e n c e is o thi a c y a n a t e , F I T C ) 標識ス ト レ プ

トア ピ ジ ン (1 0 0倍希釈 , V e c t o r , B u rli n g a m e , U S A ) , あるい ほ

ロ
ー ダ ミ ソ 標識抗 ジ ゴ シ キ ゲ ニ ン ー

ヤギ F a b 分画(10 倍希釈,

B o e h rin g e r M a n n h ei m , M a.
n n h ei m

,
G e r m a n y) を 用い

,
必要な

場合は ビオ チ ン 化抗 ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン ー ヤ ギ 抗体 (10 0 倍希

釈 ,
V e c t o r) , ロ

ー

ダ ミ ソ 標識抗 ヤ ギ I g G - ラ バ 抗体 (10 0 倍希

釈 ,
C h e mi c o n I n t e r n a ti o n a ,1

,
T e m e c u l a

,
U S A ) を用 い て免疫艶
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織化学的増幅
4 0)

を行 っ た . また S a u t e r ら
41)
の 方法 に 従 っ て 第

17 染色体を ロ ー

ダ ミ ン
, 第18 染色体 を FIT C で 二 重標識 を行 っ

た . 核染色ほ プ ロ ビ ジ ウ ムイ オ ダイ ド(p r o pid i u r n i od id e , P I) ,

ある い は ジア ミ ノ フ ェ ニ ー ル イ ン ド ー ル (di a m i n o p h e n yli n d ol e ,

D A P I) を用い て 行い ▲ 観察ほ落射塑蛍光顕徽鏡(オ リ ン パ ス ,

東京) を使用 した .

Ⅴ
. p 5 3 遺伝子お よびD C C 遺伝子のL OI l の 検討

1 . D N A の 抽出

D N A は フ ェ ノ ー ル ･

ク ロ ロ ホ ル ム 法
閲
を用 い て抽出 した .

2 . p Y N Z 2 2 を用 い た サ ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ

タ5 3 遺伝子座 の ある 17 p1 3 .1 の 近傍1 7 p 1 3 .3 に 対する多塑的

D N A プ ロ ー ブ p Y N Z 2 2
31)32 )
を使 っ て サ ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン を 行 っ た . 1 0 鵬 の ゲ ノ ム D N A を 40 U の 制 限酵素

M s p I を 用い て 消化 し, 0 . 8 % ア ガ ロ - ス ゲル で電気泳動 した

後, ナ イ ロ ン 膜 へ 転写 し, 型 の 如く プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ

ン
,
ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ ョ ソ , 洗浄 を 行い オ ー

ト ラ ジ オ グ ラ

フ
ィ を施行 した

43)
. p Y N Z 22 ほが ん 研究財団(東京) を 通 じて入

手 し
,
ラ ン ダ ム プ ラ イ ミ ソ グ法

44)
を 用い で

2
P で標識 した .

3 .
P C R - L O H 法に よる分析

p Y N Z 2 2 領域 内の 変数く り か え し ( v a.ri a b l e n u m b e r of

F ig . 1 . P h o t o m i c r o g r a p h s o f p 5 3 ( A ) a n d P C N A ( B) i m m u n o r e a c ti viti e s i n s e rial s e c ti o n s ( c a s e 2 3) ( ×6 0) .

T a bl e 3 ･ C o r r el a ti o n
*

b e t w e e n o v e r e x p r e s si o n o f p 5 3
a n d D N A pl oid y p a tt e r n i n c ol o r e c t al c a r ci n o m a

P 53

0 V e r e x p r e s si o n

N u m b e r of c a s e s

A P & S U S - A P N O N - A P

p o siti v e 2 9 3

N e g a ti v e 1 2 1 6

*

F i sh e r
,

s e x a c t p r o b 且bilit y te s t , P < 0 .01

T a bl e 4 ･ C o r r el a ti o n
*
b e t w e e n o v e r e x p r e s si o n of p 5 3

a n d P C N A i n c ol o r e c t a】 c a r ci n o m a

p 5 3
N u rn b e r of c a s e s

O V e r e X P r e S S l O n
p c N A -

p O Siti v e
* *

P C N A -

n e g a ti v e

P o si tiv e 3 1 1

N e g a ti v e l O 1 8

*
F i s h e r

'

s e x a c t p r o b a bility t e st , P < 0 .01
…
P C N A -

p O Siti v e , 1 ab eli n g i n d e x > 5 0 %



2 8 6

t a n d e m r e p e a t , V N T R) 領 域
33)
,
1 8 q2 1 .3 に あ る V N T R 領

域
34)
, お よ び18 q 21 .3 内の 多塑的 (p ol y m o r p hi c) M s p I 部分を

含む M 2 領域
35〉
を , 表 2 に 示 すオ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドプ ラ イ マ ー

を 用 い て ,
P C R に よ り増 幅 し

, 前 2 者は そ の ま ま , 後 者 は

M s p I に よる 消化 を行 い2 . 5 % ア ガ ロ ー ス 上 に 電気泳動 した .

Ⅵ . 統計学の 処理法

確率 ( p) の 検定は フ ィ ッ シ ャ ー の 直接確率計算法 に よ り算出

し
45)
, 危険率 1 タ̀ 未満 をも っ て 有意と判定 した .

成 績

Ⅰ . p5 3 蛋白の 過剰発現 と核D N A 量

M I A M E D D N A 画像解析機 を使 っ た 核 D N A 量 分布 パ タ ー

ン

の 分析 でほ A P , S U S - A P お よび N O N- A P がそ れ ぞれ24 例 , 1 7

例
,
1 9 例で あ っ た . 2 種の抗 p 53 蛋白抗体を用い た免疫染色 の

結果は ほぼ同様 で , 癌細胞の 核に限局 して 黒褐色 の ジ ア ミ ノ ベ

ン チ ジ ン の 反応が 見 られた (図 1 A) . p 5 3 陽性細胞 の 分布 ほ さ

まざまで , 癌細胞 の ほ とん どすべ てが陽性であるもの や , 陽性

細胞の 胞巣 と陰性細胞 の 胸巣 が モ ザ イ ク 状に 分布するもの や
,

胸巣内に 陽性細胞 が散在す るも の が 認め られた . 正 常粘膜 の上

皮細胞 お よ び 問質 の 細胞 に 陽性細胞は見られ な か っ た . 画像解

析で見た核 D N A 量分布 パ タ ー ン の 異常 と, p 53 蛋白の 陽性率

の 結果を表 3 に 示 した . 両者 の 間 に は 有意 な相関 が見 ら れ た

(p < 0 .01) .

Ⅰ . p 5 3 蚤白の過剰発現 と P C N A 陽性率 との 相関

P C N A に 対す る免疫反応も p 53 と 同様に 核に 局在 し て 見ら

れ た (図 1 B) . 癌細胞以外 で は 腺窟基底部 の 増殖帯 の 細胞 お よ

び 粘膜固有層 の リ ン パ 濾胞 の 胚中心 の 細胞が陽性であ っ た . 正

常粘膜 上皮 の P C N A 陽 性率 ほ 30 .3 ±7 .2 % (平均 ± 標準偏差

n
= 6 0) で あ っ た . 5 0 % を 境と して 陽性 , 陰性に 分ける と

, 衰4

に 示 すと お り で
!
これ は p 5 3 蛋白 の 過剰発現 と有意の 相関を示

した (p < 0 .01) .

Ⅲ . F I S H 法 に よ る染色体数の計測

使用 した 5 種類 の 染色体プ ロ
ー

ブ , い ずれ で もそ れ ぞれの セ

ン ト ロ メ ア 領域 は休止期核内に 赤色 ( ロ ー

ダ ミ ン 標 識) ある い

T a b l e 5 ･ C h r o m o s o m al c o p y n u m b e r s d e t e r mi n e d b y F I S H a n aly si s , D N A pl oid y a n d
i m m u n o r e a c ti vi ti e s t o p 53 a n d P C N A of 3 1 c ol o r e ct al a d e n o c a r ci n o m a

C b r o 皿 0 5 0 m e

C a s e n u r n b e r

7 8 1 0 1 7 1 8

P l oid y
-)
p 5 3

b)
p C N A

C)
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2 2
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2 2/ 3/ 4
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2/ 3/ 4/ 5 2/ 3

2

2

2

2

2

2

2/ 3

2

2

2/ 3

2

2/ 3

2

2 2

2/ 3/ 4 1/ 2

2/ 3 2

2/ 3 2 /3

2 2

2 2/ 3/ 4

2 2

2 2

2/ 3/ 4 2

2 2

2 2

2/ 3/ 4 2/ 3

2 1/ 2

2/ 3/ 4 2

2 2

2 2 1/ 2

2/ 3/ 4 2/ 4 2

A

S A

A

N

S A

N

N

A

N

A

S A

N

N

A

A

A

A

N

A

S A

N

N

A

N

N

S A

A

A

A

S A

A
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+

一

+

一

一

+

一
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+

一
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+
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+

+

一
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+
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+

一

一

廿
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一

一

≠
一

一

一

一

≠

≠
一

≠

≠
一

+

+

≠
一

一

一

一

+

一

一

一

十

≠
一

一

一

a) P】oi d y p a tt e r n s : A , a n e u Pl oid ; S A ,
S u S Pi ci o u s a n e u pl oid ; N , n O n

-

a n e u Pl oj d .

b) p5 3 i m m u n o r e a c ti v ity : ≠ p o siti v e c ell s ≧5 0 % ; + . 2 0 % ≦p o siti v e c ell s < 5 0鱒;
-

, P O Si ti v e
C eil s < 2 0 % .

C) P C N A 血 m u n o r e a c ti vi t y ニ + , P O Siti v e c ell s ≧5 0 % ; -

. P O Siti v e c ell s < 5 0 % .
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28 8

は線色 (FI T C 標識) の 明瞭 な シ グナ ル と して認め られ た . 正 常

粘膜上皮細胞 お よ び リ ン パ 球細胞を用い た細胞 1 個 あた り の シ

ソ グ ナ ル の 平均値 ほ , 0 個 0 .7 ±1 .5 タ̀
,
1 個 11 .9 士2 4 .4 % ,

2 個

89 ･4 ±6 ･8 %
,
3 個 1 .3 士1 .5 %

,
4 個 が 0 .1 土0 .2 % で あり 5 個 以

上 ほ認め られ なか っ た . 本研究で は 癌細胞 で45 % 以上 の 細胞 に

シ グ ナ ル の 減少 が見 られた 場合を有意の 減少 とみ な し, モ ノ ソ

ミ ー

の ク ロ
ー

ン が存在す る と判断 し, 1 0 % 以上 の 細胞 に シ グ ナ

ル の 増加が 認め られ た 場合 を有意 の 増加 と し ポ リ ソ ミ ー の ク

C a $ e 7 C 8 $ ¢ 8 C a $ e 9 C a s e l O

N C N C N C N C

0 .5
~

サ

C a $ 0 2 1

日 C N

2 5

N

馳伽

C

2 3

N

馳C a

C

2 2

N

OC a

C

F i g ･ 4 ･ R e p r e s e n t a ti v e c a s e s of L O H a t 1 7 p1 3 .3 0 n C OI o n

C a r C in o m a s d e t e c t e d b y S o u th e n bl o t h y b rid i z ati o n w ith

p Y N Z 2 2 ( A ) a n d e le c t r o ph o r e si s of P C R q

p r o d u c t of hi g hl y

p ol y m o r p h i c V N T R s e g m e n t p Y N Z 2 2 (B ) . ( A) A

S p e C t r u m Of th e l p Oly m o r p hi c M S P I - r e S t ri c ti o n f r a g m e n ts
r a n gl n g f r o m O ･5 t o l ･4 k b p i s s h o w n i n a u t o r a,d i o g r a p h .
I n c a s e s 7 a n d 8 L O H i s f o u n d . I n c a s e 9 L O H is n o t

f o u n d a n d c a s e l O is u n i n f o r r n a ti v e . (B ) T w o b a n d s

b e t w e e n 1 7 0 b p a n d 8 7 0 b p a r e f o u n d in n o r m al ti s s u e s . I n

C a S e 2 3 th e l a r g e r b a n d i s l o s t i n c a n c e r ti s s u e . M ,

Qf x 1 7 4/ H a e Ⅲ m a rk e r f r a g m e n ts ; C , C a r Ci n o m a ; N ,

n o r m al ti s s u e .

ロ
ー

ン が あ りと判断 した ･ 結 果 は表 5 に 示 す 如く で ある . 第

7
,
8
,
1 0 染 色体 の 数的異常ほす べ て ポ リ ソ ミ ー

で
,
ト リ ソ

ミ ー

か ら へ ク サ ソ ミ
ー

(h e x a s o m y) まで に 及ん で お り , か つ 腫

瘍間で の 差異 が大きく
,
ま た 同

一

腫瘍 内で の 不 均 一 性も原著で

あ っ た (図 2 A , B ) ･ 染色体17 の モ ノ ソ ミ ー は 1 例(症例7) , 染

色体18 の モ ノ ソ ミ ー は 6 例 (症例 3
,
7

,
9
,
1 2

,
1 6 お よび

30) に つ い て 観察 され た ( 図 2 C) . 染色体17 , 1 8 に 対する プ ロ _

ブ を便 ? て 二 重標識を行 っ た結 乳 症例 3 , 7 , 9 , 1 2 , 1 6 お

よ び30 で ほ 同
一

核 内に18 番染色体 の シ グ ナ ル 1 個 と1 7 染色体の

T a b l e 6 . L O H of p 5 3 g e n e a n d D C C g e n e

p 5 3 p oly m o r ph i c sit e s D C C p oly m o r p hi c sit e s

C a s e

n u m b e r V N T R
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V N T R
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M 2
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a) V N T R p o ly m o r p h is m w a s d e te c t e d b y S o u t h e r n

h y b rid iz a ti o n u si n g p Y N Z 2 2 ( A ) a n d P C R - L O H (B ) .

b ) c) B o th V N T R a n d M 2 p oly m o r p h is m w e r e d e te c te d
b y P C R

- L O H .

A b b r e vi a ti o n s : H e
.
h e t e r o g e n o u s ; L O H . l o s s of h e t e r o z

･

y g o sit y ; U , u ni nf o r m a ti v e ; H o ( c) , h o m o g e n e o u sly c u t;
*
,
C a S e wi th c h r o m o s o m e 1 8 m o n o s o m y i n FI S H ; N . n ot

t e s t .

F i g ･ 2 ･ E x a m pl e s of F I S H o n n u cl e a r s m e a r s o f c o l o n c a n c e r u si n g c e n tr o m e r e
-

S p e Cifi c p r o b e s . T h e p r o b e s w e r e d e t e c t e d b y

F I T C a n d n u cl ei w e r e c o u n t e r s t ai n e d b y p r o pid i u m i o did e ･ ( ×6 0 0) ･ ( A) F o u r c a n c e r n u cl e u s wi th 4 si g n al s a n d a ly m p h o cy tic

n u cl e u s wi th 2 si g n al s a r e s h o w n ･ ( B) C a s e･ 1 7 s h o w s a cl o n e of c a n c e r c e u s w ith th r e e c e n tr o m e ri c c o pi e s of c h r o m o s o m e
8 ･

( C) FI S H of th e c h o m o s o m e 1 7 i n c a s e 7 d e m o n s tr a t e s a cl o n e of c a n c e r c ell s w ith si n gl e c e n tr o m e ri c c o p y of c h r o m o s or n e 17 ･

F ig ･ 3 ･ T w o c ol o u r- F IS H of c h r o m o s o r n e 1 7 (r h o d a m i n e d e t e c ti o n , r e d si g n al s) a n d c h r o m o s o m e 1 8 ( FI T C d e te c ti o n , g r e e n

Si邑n al s) ･ N u cl ei w e r e c o u n t e r st ai n e d wi th D A P I ･ D e t e c ti o n of t w o r e d s p o t s a n d o n e g r e e n･ sig n al in si n gl e n u cl ei i n di c at e s th e

P r e S S e n C e Of c o r r e s p o n d i n g c h r o m o s o m e s i n th e n u cl e a r s tr u c t u r e s ( c a s e 2 7) .
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F IS H 法に よ る大腸癌の 染色体数的異常の 研究

シ グ ナ ル 2 個を示 す細胞集団が確認 され た ( 図3) .

Ⅳ . 1 7 番染色体短腕の欠失

p Y N Z 2 2 を用 い た サ ザ ン
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法の 検索を

行 っ た29 例中26 例(89 .7 % ) で , 正 常粘膜 D N A に5 0 0 か ら17 0 0 塩

基対(b a s e p air s , b p) の 間に 2 本の バ ン ドが見 られ , 異種接合性

が認め られ た . 痛 D N A で こ の う ち 一 方 の バ ン ドの 明 らか な減

弱, 消失の 認 め られ た もの1 2 例(46 .2 % ) を L O H 陽性と した .

代表的な症例 を図 4 A に 示 した . P C R- L O H で は29例 の う ち23

例が 異種接合性 , すな わ ち 1 70 b p か ら 87 0 b p の 間に 2 本 の バ

ン ドが み られ , そ の うち 4 例
,
1 7 . 4 % に L O H が認め られ た .

代表的な症例を 図 4 B に 示 した .
サ ザ ン ハ イ プリ ダ イ ゼ ー

シ ョ

ソ 法お よ び P C R-L O H 法 に よ る1 7 p の L O H の 結果 ほ表 6 に 示

C a s e 3 C a s e 7 C a s 8 9 C a s e ll C a s e 16

M C N C N C N C N C N

C a I3 e 2 2 C a s e 2 3 C a s e2 6

C N C N C N

Fig ･ 5 L P C R - L O H of D C C g e n e i n c ol o n c a r ci n o m a s .

R e p r e s e n ti v e c a s e s of L O H a t V N T R ( A ) a n d M 2 (B ) a r e
S h o w n ･ (A ) s p e c tr u m of all el e s f r o m 1 5 0 t o 21 0 b p is

g e n er a t e d b y P C R ･ I n c a s e s 3 , 7 a n d 9 s tr o n g a u eli c

i m b aI a n c e i s s e e n in c ar ci n o m a s b u t n o t in n o r m al tis s u e s .

C a s e s l l a n d 1 6 a r e u nif o r m a ti v e . (B ) A m plifi c a ti o n of
th e M S P I R F L P sit e w hith i n D C C g e n e p r o d u c e d a

S e g m e n t 3 96 b p l o n g ; Cl e a v a g e r e s ult s i n f r a g m e n t s 2 5 7
a n d 1 3 9 b p l o n g ･ I n c a s e1 2 2 h e t e r o z y g o sit y i s n o t l o s t i n
C a n c e r tis s u e ･ I n c a s e 2 6 cl e a v e d (2 5 7 + 1 3 9 b p) a11 el e s
f o u n d i n n o r m al ti s s u e s a r e l o s t i n c a r ci n o m a

,,
th u s L O H is

p o siti v e . C a s e 2 3 i s u n if o r m a ti v e b e c a u s e D N A s a r e

h o m o g e n o u sl y c u t b y M s p I . C , C a r Ci n o m a ; N . n o r m a:1

tis s u e .
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す と う りで ある が
,
P C R- L O H で ほ サ ザ ン ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン 法で検出で きる対立遺伝子 の 変化の
一

部の み を 検出でき

る こ と を 示 してい る .

Ⅴ . 1 8 番染色体長腕 の欠失

正常組織 の D N A を用 い た V N T R 領域の 増幅で は29 例中1 7

例 (58 ･6 % ) で 15 0 b p と 21 0 b p の 間に 2 つ の バ ン ドが見 られ ,

異種接合体と考え られ
,
こ の17 例 中 → 方の バ ン ドが 癌 D N A で

著 しく減弱 して い る1 1 例 (64 .7 % ) を L O H 陽 性 と し た (図

5 A ) . M 2 部分の 増幅 で ほ29例全例で 癌部, 非癌 部 D N A か ら

39 6 b p の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドが 合成 され た . M s pl 消化 に よ っ

て 正 常 D N A に 3 9 6 b p の バ ン ドに 加え て257 と 13 9 b p に 切断さ

れ た バ ン ドの 確認できた1 0 例 を 異種接合体と し, そ の う ち 癌

D N A で 25 7 b p の 3 9 6 b p の バ ン ドの 消 失 し て い た 3 例 を

L O H 陽性と した (図 5B) . 癌 D N A で 39 6 b p バ ッ ドの 消失 した

もの は 認めな か っ た . V N T R , M 2 の 両者 ある い は 一 方に異種接

合性 の 見 られ た1 9 例 中 ,
L O H の み ら れ た1 3 例 (68 .4 % ) を

18 q 2 1 .3 の 欠失と した (表 6) .

考 察

癌抑制遺伝子 ♪53 ほ様 々 な癌 で 高頻度に ミ ス セ ン ス 突然変

異が起 こ る こ とが 知 られ て お り
,
そ の 結果合成さ れ る p 5 3 蛋白

ほ多く の 場合, そ の 半減期が延長するた め 核内に 蓄墳 し , 免疫

染色 で 検出可能 とな る
46)4 7)

. 本研究 で ほ こ の 事実を 利用 して ,
パ

ラ フ ィ ン 旬理切片 で も p 53 蛋白の 検出可 能で ある抗体 C M -1 お

よ び RS P 53 を用い て p 53 蛋白の 核 内蓄横を免疫組織化学的に

調べ た結果, p5 3 蛋白陽性例ほ32 例 ,
5 3 . 3 % に 見られた . こ の

結果 を M IM A M E D D N A 画像解析磯を用 い た 核 D N A 量の 測

定結果 と比較す る p53 核 内蓄積陽性群 で ほ 陰性群に 比 し て

A P お よび S U S - A P の 症例が 有意 に多か っ た (p < 0 .0 0 1) . さ ら

に p 53 の 核 内異常蓄積と50 % 以上 の P C N A 標識率と は 有意差

をも っ て (p < 0 .0 1) 正 の 相関を示 した . す なわ ち本研究 の 成績

は 間接的で は あ る が
, ♪53 の 点 突然変異 が , 染 色 体 不 安定

( c h r o m o s o m al i n st a bility) を伴 っ て 核 D N A 異常を も た らすと

い う仮説を強く支持するもの で あろう . 同様の 所見は 他の 研究

者 に よ っ て , 肝癌
48)

, 神経膠細胸腰
49)
お よび 肺癌

抑
に つ い て 報告

され てい る . P C N A は D N A ポ リ メ ラ ー ゼ 0
･

の 補酵素で あり細

胞増殖 サ イ ク ル に 従 っ て 増減す る こ と が わ か っ て お り
, 抗

P C N A 抗体を用 い た免疫染色で ほ Gl-S 期の 細胞核が強く染色

され , 休止期の 細胞核 ほ陰性と な る . こ の た め P C N A は
3
廿 チ

ミ ジ ン
,
プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン (b r o m o d e o x y u ridi n e).

K i-6 7 ある い ほ D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ α と 同様の 増殖細胞 の マ ー

カ ー の
一

つ と して 用い られ て きた
39)4 8卜 5 0)

. しか し
,
最近細胞増

殖の メ カ ニ ズ ム が 明 らか に さ れ に つ れ て ,
P C N A が 細胞増殖に

よ り直接的 に 関係 して い る こ と がわ か っ て きた
51)

. 細胞増殖 サ

イ ク ル の 各段階ほ数種 の サ イ ク リ ン 依存性蛋白 リ ン 酸化酵素

( c y cli n d e p e n d e n t p r o t ei n ki n a s e , C D P K) に よ っ て 制御 され て

い る が
,
W a g a ら

52)
に よ っ て発見 され た C D P K に 対す る抑制国

子 の 一

つ p 21 ほ , j咋3 に よ っ て 発 現誘導 を 受 け て お り ,

P C N A と直線結合す る事に よ り細胞増殖 を抑制す る こ と が 明

らか に な っ て きた . D uli c ら
53)
ほ 培養細胞 を用い た 実験 で 野性

塑の 卵3 を有す る細胞 を γ線照射 して D N A 損傷 を起 こ す と

p 21 が合成 され ,
D N A の 複製が 抑制 され るが , 変異型 P 53 を

有する細胞を r 線照射 して も, こ の 抑制 が効か な い こ と を 証明

して い る .
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次に 核 D N A 量 の 異 常と染色体 の 数的異常の 関係 に つ い て 検

討 した . D N A 画像解析 でほ N O N - A P と判断 された症例 が11 例

あ っ た が ,
F I S H 法 に よ る染色体分析で ほ10 症例で , 検 索 した

5 種類の 染色体の うち 少なく とも
一

種類 の 染色体に つ い て 数的

変化 が認められた . 従 っ て ,
F I S H 法 に よ る染色体分析 ほ画像

解析 と比 べ て癌細胞 の 核の 異常 を知 る た め の よ り鋭敏な検査法

と言えよう . 画像解析が核 D N A の 総量 を計測 して い る の に 対

し
, 実際に ほ 染色体 の増加も減少も起 こ っ て い る こ と , また ,

染色体1 個 の D N A 量は 総ゲ ノ ム の 趣く
一 部に しかすぎな い .

例えば第22 番染色体 1 個 の D N A 量 は 総 ゲ ノ ム の 0 . 6 8 % で あ

る
Ⅰ2)54 ) こ とを 考えれ ば ,

こ の こ と ほ容易 に理解が で き る .

大勝痛に お ける染色体 の 解析ほ染色体分染法 で もす で に 行 わ

れ て お り
55 ト印

,
M ul e ris ら

弼
は大 腸癌11 例 に つ い て 検討し , 全例

で17 染色体の 短腕が傍 セ ン ト ロ メ ア 領域 よ り切断 され 転位を起

こ して い る こ と
,
また10 例で18番染色体 の 転位を伴わ な い 相対

的欠失が あ っ た こ とを 報告 して い る .

一 方抽出 した D N A を 用

い た サ ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ソ 法や P C R - L O H 法 で は ,

少53 遺伝子 の あ る 1 7 p
4)l 嘲

～ 6 2)
,
お よ び βC C 遺 伝 子 の あ る

18 q
▲)5 畔桝4)
が 大腸痛で高頻度 に欠失 して い る こ と が わ か っ て い

る . 本研究 で も ほぼ諸家 の 報告 に
一

致 して ,
1 7 p の L O H ほ

51 . 7 % , 1 8 q の L O H は63 .2 % に見られた . 今 回の FI S H 法に

よ る染色体 の 検索 で ほ個 々 の 腫瘍の 間, ある い は 同
一 腫瘍内で

の染色体数 の 変化 の 多様性 が大きか っ た が , 染色体 7 , 8 お よ

び10 に 見られ た変化 はす べ て ポ リ ソ ミ
ー で あ っ た . 在 日す べ き

こ と ば18 染色体 の モ ノ ソ ミ ー が 7 例見られた こ と で あり , そ の

うち 1 例は1 7 染色体 の モ ノ ソ ミ ー を 伴 っ て い た . F I S H 法 で は

プ ロ
ー

ブの 核内 へ の 浸透の 不 良, 細胞核調整の 過程 で の D N A

の 欠 軋 核 D N A の 変性 の 不 良が 原因 で , シ グナ ル 数 の 減 少が

見 られ る こ とが 報告 されて い る
13)9)1 8 )

. しか し本研究 で は モ ノ ソ

ミ ー と判定 した 7 症例で は 1 例を除い て 二 重標識 に よ り同
一 核

に18 染色体 の ダ イ ソ ミ
'

-

が 認め られた の で , こ れらの 手技上 の

原困に よ る ア
ー チ フ ァ ク ー の 可能性は考えられな い .

セ ン ト ロ

メ ア 領域 の モ ノ ソ ミ ー ほ必ず しも短長腕を含 めた 染色体全体 の

モ ノ ソ ミ ー

を意味 しない
卿 冊 )
とされ て い るが , 今回認め られ た

染色体18 モ ノ ソ ミ ー の 7 例 の う ち P C R - L O H で 異種接合体 で

あ っ た 4 例中 3 例 で 18 q 2 1 .3 の L O H が認め られ , 少 なく とも

こ れ らの 3 症例 で は18 染色体長腕 の 欠失を伴 っ て い る こ と を示

して い る .
こ の こ と は FIS H 法 で見た 染色体18 の モ ノ ソ ミ

ー が

18 q 2 1 .3 上 の 遺伝子 βC C の 半接合体を間接的に知 る手段とな

り うる こ とを 示 して い る .
セ ソ ト ロ メ ア 特異性プ ロ ー ブを 用い

た FIS H
.
法 で ほ サ ザ ン･

ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ
ソ 法 や P C R -

L O Il 法 と異な り個 々 の 細胞単位の 染色体変化を知 る こ と が で

き , ま た魁織切片 へ の 応用が 可能である . 最近 M i c al e ら
65)
は

α
- セ ン ト ロ メ ア 特異性 プ ロ ー ブを 使 っ た FI S H 法を 乳癌組織 に

応用 し , 癌とそ の 近傍 の 乳管上皮の 過形成を 示 す領域 に 共通 に

染色体16 , 1 7 , 1 8 の モ ノ ソ ミ
ー が

, ま た浸潤痛とそ の 近傍わ非

浸潤痛に共通 に 1 番染色体の ポ リ ソ ミ
ー が頻繁に見られ る こ と

よ り ,
こ れらの染色体異常 がそれぞれ乳癌の発痛 , ある い は乳

痛の 増殖
･ 進展を知 るよ い 標識 にな る と して い る . 今回の 研究

で ほ染色体18 の モ ノ ソ ミ ー が大腸癌の 発病, 増殖
･

進展 の解明

に有用な マ ー カ ー に な る可能性 が高 い こ とが示酸された .

結 論

大腸癌細胞核の 異常を細胞形態学的手法 (画像分析に よ る 核

D N A 量 の 測定) , 細 胞遺伝学的手法( FI S H 法 に よ る染色体数の

増減) お よ び 分子生物学的手法 (p 5 3 蛋 白の 異常核内蓄積 ,

P C N A 標識 率
, P 5 3 遺伝子と D C C 遺伝子座の 欠失) を 使 っ て

解析を 試み , 以下め結果を待た .

1 . p 5 3 蛋 白 の 異 常核 内事績 と ,
P C N A 標 識率 お よ び 核

D N A の 異数倍体 , 疑異数倍体 と ほ い ずれも有意の 正 の 相関が

認め られ (p < 0 .0 1) , タ5 3 の 突然変異が染色体の 不安定性 を惹起

して
き 核異常を 増幅 し て い る可 能性が示唆 され た .

2 . 染色体数 の 変化 は腫瘍間 の 差異お よび 同
一 腫瘍内で の 不

均 一

性 が高 っ た . 染色体 7 , 8 , 1 0 に み られた 数的異常はすべ

て 染色体数 の 増加 であ っ た .

一 方染 色体1 8 に は 比 較的高頻度

(2 4 % ) に モ ノ ソ ミ
ー が 認め られた .

3 . が3 遺伝 子座の ある 1 7 p お よび βC C 遺伝 子座 の ある

18 q の L O H はそ れ ぞれ51 . 7 % ,
6 3 . 2 % に 見 られ た .

4 . 染色体18 の モ ノ ソ ミ
ー

が認 め られた 7 例 中4 例 に 18 q の

欠失が 認め られ , こ れ らの 症例で は ,
βC C 遺伝子 の 半接合体が

存在す る可能性が高か っ た .
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