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頭 蓋内胚細胞性腫瘍 にお け る細胞周期制御因子 の 発現 と

そ の 遺伝子異常の 解析

金沢大学医学部脳神経外科学諦座 ( 主任 : 山下 純宏教授)

岩 戸 雅 之

頭蓋 内胚細胞性膿瘍は
, 組織学的 に は

, 精巣胚細胞性腫瘍 と極め て 類似 して い る . 精巣胚細 胞性腫 揚に お け る分子生物

学的背景 と して p 5 3 お よ び m d m 2 ( m u ri n e d o u bl e m i n u t e 2) の 異骨 が報告 されて い るが
,

頭蓋 内胚細 胞性腫瘍 にお ける
, p 5 3 ,

m d m 2 に 関 して は未 だ解 明さ れ て い ない
･ 本研 究で は

, 頭蓋 内胚細胞性 腫瘍 の膿 瘍化 の メ カ ニ ズ ム を 明 らか に す る た め に
,

p 53 遺伝子変異
,

m d m 2 遺伝子増幅
,
I N K 4 a/ A R F (i n hibit o r of c y cl in d e p e n d e n t k i n a s e 4 a / alt e r a ti v e r e a di n g fr am e) 遺伝子異常

を蛍光1 本鎖 D N A 高次構造多型P C R 法
,

弁別 的P C R 法お よ び 直接 シ
ー

ク エ ン ス 法 を用い て 検討 した . さ ら に
, P 5 3 蛋白お よ

び m d m 2 蛋白 の 発現を免疫組織化学的 に検討 した . 手術標本 より得ら れ た頸蓋 内胚細 胞性腫瘍21 例 (胚細胞鹿10 例
,

奇形濫7

例, 卵黄嚢腫瘍2 例, 絨 毛癌 2 例) を対象と した . 2 1 例 中1 例 におい てp 53 遺伝子 エ ク ソ ン 5 に点突然変異 を認 め た . m d 皿 2 遺

伝子増幅 は
,

2 1 例中3 例 に認 めた . p 53 黄白は
,

P a b 1 8 0 1 (抗p 53 抗体) で20 例 中2 例 に
,

D O 7 (抗p 5 3 抗体) で20 例 中15 例 に陽

性反応を示 し
,

m d m 2 蛋白は
,
I F 2 (抗 m d m 2 抗体) で20 例 中16 例 に陽性反応 を示 した . I N K 4 a/ A R F 遺伝子異常 は

,
2 1 例 中14

例 に相同的欠失 が認 め られ
,

1 例 に点突然変異を認 め た . I N E 4 a/ A R F 遺伝子異 常は
, 胚細胞腫 群 (10 例 中9 例) の 方 が , 非胚

細胞腫 群(11 例中6 例) より高頻度 に存在する 傾向 に あっ た b = 0 .0 9) . p 5 3 遺伝子
,

m d m 2 遺伝子 お よ びIN K 4 a/ A R F 遺伝子 の 遺

伝子群の 中で
,

少なくと もひ と つ 以上 の遺伝子 に異常を認 め た もの は 21 例中17 例 で あ っ た . 以上 よ り
, 頭蓋内胚細胞性腫瘍

にお ける p 53 お よ び m d m 2 の 発現お よび 遺伝 子異常 の パ タ
ー

ン は 精巣胚細 胞性 腫瘍と類似 して お り
,

両者 は
, 組織 由来 が 同

一

で ある こ と が推察され
, p 14

A R F

b 14 alt e rn a ti v e r e a di n g 血
･

a m ) -

m d m 2 -

p 53 腫 瘍抑 制経 路 に関わ る遺伝子異常を高頻度 に認 め る こ

とか ら
,

こ の腫瘍抑制経 路の 崩壊 が頭蓋 内胚細胞性腫瘍 の腫瘍化 に 関与 して い る こと が 示唆 され た .

瓦 野 W O r d s i n tr a c r a ni al g e rm C ell t u m o r s
, p 5 3 ,

m d m 2
, I N I包 a/ A R F l o c u s , C ell c y cl e r e g ul at o r

頭蓋内胚 細胞性腫 瘍 (i n tr a c r a ni al g e r m c ell tu m o r s
,
I C G T)

は
,
比較的稀 な頭蓋 内原発 の 脳腫 瘍で ある . 仝脳腫瘍 中に お け

る そ の 発生 頻度 は
, 欧米 で は0 .3 % か ら3 .4 %

,
本邦 で は2 .1 %

か ら12 .7 % と報告 さ れ
, 本邦で 発生頻度が 高い の が

一

つ の 特徴

と なっ て い る
1)

､ 8)
. 組織 学的に生 殖器原発 の 腫瘍 群 と極 め て類

似 の像 を呈 し
,

そ の時微 か ら5 型 [ 胚細胞腫 鹿e r m i n o m a) ,
奇

形臆 (t e r a t o m a) , 卵 貴 重膿瘍 ( y ol k s a c t u m o r) , 胎児 性癌

(e m b r y o n al c ar Ci n o m a) , 絨毛癌 ( ch o ri o c ar Ci n o m a)] に分類 さ

れ て い る
7)9 )

. こ れ ら の 腫瘍群 に 対 して は 手術 , 化学療 法, 放

射線療法を含 む集学 的治療が 行わ れ て い る が
,

そ の 治療反応性

お よ び 臨床的予後は , その 組織型 に依存 して 異 な っ て い る
3) 10)

すなわ ち
,

胚細胞腫 の 大部分 は
,

化学療法お よ び放射線療法 に

て 完全 寛解 と な る が
,

一

方で 胚 削 包腫以外 の 胚細胞性 膿瘍 (奇

形鹿
, 卵黄 葵腫瘍, 胎児性病, 絨 毛癌) は

,
化学療 法お よ び放

射線療法 に抵抗性を示す
8)

. しか し, I C G T の 細胞増 乱 発生原

因の 分子生物学 的背景 に 関 して は
, 不明な 部分が 多く

,
その 分

子生物学的背景 の 相違 が
, 胚細胞 腫 と胚細 胞腫以外 の 胚細胞性

腫 瘍間の 治療 反応性 に関与 して い る と考 えら れ る .

近年, 悪性腫瘍 の 分子 生 物学的研究の 進歩 に よ り, 様 々 な腫

瘍化 の 機構 が 解明 さ れ つ つ あ る . 特 に
, p 5 3 とp 1 6 サ イ ク リ ン

依 存性 キ ナ ー ゼ4 a 阻害因子 (p 1 6 i n hib it o r of c y cli n d e p e n d e n t

ki n a s e 4 a
, p 1 6

I nk 4 a

) を 中心 と した細胞周期制御 因子の 異常が 腫瘍

化 , すなわ ち増殖能 およ び 不死 化の 獲得 に深く 関与 して い る こ

と が 明 らか に な っ て きた
11 卜 16)

. 細胞周期 にお ける Gl 期か らS

期 へ の 移行 は
, 網 膜芽細 胞腫 蛋白 質 (r e ti n o bl a s t o m a p r o t ei n

,

p R B ) の リ ン 酸化 に伴 い
, p R B か ら転 写因子 E2 F が 解離す る こ

と に よ っ て進行す る
17n 8)

. p 53 , p 1 6
h k 4

a な ど は
, p R B の リ ン 酸化

を制御 する こ とで 細胞周期 を制御す る と考 えら れ て い る
1 9 卜 21)

さ ら に
, p 5 3 は 多機 能性 の 蛋白 質で あり

,
そ の 過剰発現 に より

ア ポ ト
ー

シ ス を誘発 する こ と が 知 られ て い る
1 1 卜 13)

. 最近 に な

りp1 6
Ink 4 a

を コ ー ドす るI N K 4 a 遺伝子 の 遺伝 子座 [9 番染色体短

腕 (9p) 2 1] に は
,

こ の 遺伝 子の エ ク ソ ン 2 と エ ク ソ ン3 を共有

す る他 の 遺伝子 ,
A R F (al t e rn a ti v e r e a di n g fr a m e) 遺伝子 も存在

す る こ と が 明ら か にな っ た
2 2)2 3)

( 図1) .
ヒ ト にお い て

, p 1 6
I n k 4 a

平 成1 1 年11 月 2 5 日受付, 平成 1 2 年1 月 1 4 日受理

A b b r e vi a ti o n s : A P R T ･ a d e ni n e p h o s p h o rib o s y l t r a n sf e r a s e; A R F
,

alt e r n ativ e r e a d in g fr a m e ; D R
,
d o p a m i n e

r e c e p t o r; I C G T , i n tr a c r a nial g e rm C ell t u m o r s; I N K 4 a
,
in hib it o r of c y clin d e p e n d e n t ki n a s e 4 a; m d m 2

,
m u rin e d o u b le

m i n u t e 2; N G G C T
･

n O n -

g e r m i n o m a t o u s g e rm C ell t u m o r s; P G
,

`

p u r e g e m in o m a s; p R B
,
r etin obl a s t o m a p r o t ei n ; P 1 4

A R F

,
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は156 の ア ミ ノ 酸か ら なる 蛋白で あり
,

A R F 遺伝子が コ
ー ドす

るp 1 4
A RF

b 1 4 alte rn a ti v e r e a di n g fr a m e) は13 2 の ア ミ ノ 酸か ら

な る蛋白 で ある . そ の 遺伝子座 は
,
I N K 4 a/ A R F 遺伝 子座と 呼

ばれ て お り
, 多くの 種類の 腫瘍 にお い て

, そ の 遺伝子座 の 異常

が 高頻度で ある こ と が 報告され て い る
1 5)1 6)

. 最 初p 1 4
A 肝

は マ ウ

ス p 1 9
A 肝

b 1 9 alt e r n ati v e r e a d i n g & a m e) の ヒ ト相同体 と して発

見 さ れ た .
こ の 蛋白 は p 1 6

1 N K4 a と は異 な る プ ロ モ
ー

タ
ー

領域 を

有 し
,

そ の 機能は
,

m d m 2 蛋白( m u ri n e d o u b l e m i n u t e 2) がp5 3

を エ ビキ チ ン 化 し, p 5 3 の 分解 を進め る 作用を抑制す る こ と に

ょりp 53 の 活性 レ ベ ル を上 げる こと で あ る
2 4 ト 2 8)

. こ の 一 連 の

相互関係を示す経路 b 14
A I( F

-

m d m 2 -

p5 3 p a th w a y) の 異常が膿

瘍化 に 関与 して い る考え られ て い る
29 )

.

本研 究で は
,
I C G T を対象 と して p 5 3 蛋白 お よ び m d m 2 黄白

の 発現を免疫 組織化学 法を用 い て検 討 し
,

さ ら に p 5 3 遺伝 子,

m d m 2 遺伝子 お よ びI N K 4 a/ A R F 遺伝子 の 異常を弁別 的P C R 法 ,

1 本 鎖 D N A 高 次 構 造 多 塑 ( si n gl e s t r a n d c o n f o r m a ti o n

p ol ym O r p h i s m
,
S S C P) P C R 法お よ か直接 シ ー ク エ ン ス 法を用 い

て検討 した .

対象 お よび方法

Ⅰ . 対 象

198 8 年か ら19 9 8 年ま で に 金沢大学脳 神経外科 学教 室で 外科

的切除 さ れ たIC G T 2 1 例 を村象と し た . その 病理組織学的分類

につ い て は
, 世 界保健機構 ( W H O) 脳 腫瘍分腰 に従 っ た

3 0)
. 内

訳 は胚細 胞腫10 例
,

奇形腫7イ軌 卵 黄嚢腫瘍2 例 , 絨毛癌2 例

で あ っ た . 免疫組織化学 用に は
,

4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドに

て標本を固定後 パ ラ フ ィ ン にて 包埋 した .

Ⅱ . 免疫組織化学

1 . 各種蛋白質 に対す る抗 体

抗 p 53 抗体
,

抗 m d m 2 抗体 に は
,

以下 の もの を用 い た . 抗 ヒ

ト P 5 3 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体2 種 ( マ ウ ス I g G l
,

ク ロ
ー ン

P a b 1 8 0 1
,

O n c o g e n e R e s e a r c h P r o d u c t s
,

C a m b rid g e
,

U S A お

よ び マ ウ スIg G 2b
,

ク ロ ー ン D O t7
,

ダ コ ･ ジ ャ パ ン
,

京都) ;

抗 ヒ ト m d m 2 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体( マ ウ スI g G 2 b
,
ク ロ ー ンI F 2

,

O n c o g e n e R e s e a r ch P r o d u c ts
,

C a m b rid g e
,

U S A) . 抗p 5 3 抗体

は
,

い ず れ も野生型p 53 お よ び変異型 p 53 の 両 者を認 識す る抗

体で あ る .

E x o n s: 1β 1 α Z 3

Fi g . 1 . Ⅵl e I N K 4 a/ A R F l o c u s . G e n o m i c s e q u e n c e s e n c o d in g

p 1 6
T N K 4 a

a r e d efi n e d b y c o m pl e tel y fill e d r e gi o n s w ithi n th e

b o x e s d e si g n ati n g e x o n s l
,
2 a n d 3

,
W h e r e a s th e s e g m e n ts of

e x o p s l β a n d 2 th a t e n c o d e A R F ar e d e 血I e d b y s h a d e d a r e a s ･

U n 五11 e d p o r ti o n s of th e e x o n s c o r r e s p o n d t o
J
n O n C O di n g 5

'

an d

3
,

r e gi o n s . S pli ci n g b e t w e e n th e e x o n s i s i n di c a t e d b y th e

c o n n e c ti n g li n e s
,

a n d e x o n l a n d■1 β a r e i n d i c a t e d t o h a v e

S e p ar a t e p r O m O te r S .

4 9

2 . 免疫組織染色

4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで 固定後,
パ ラ フ ィ ン に包捜 して

厚 さ4 〃 m の 切片を作 製 し,
ポ リ

ー

L
-

リ ジ ン (和 光純薬,
大

阪) 処理 ス ライ ドグ ラ ス 上 に貼り付 け乾 燥 させ た . キ シ レ ン

(和光純薬) を用い て 脱パ ラ フ ィ ン し
,

0 .1 M P B S (p H 7 .4) で 洗

浄篠,
0 .0 1 M ク エ ン 酸緩衝液 (p H 6 .0) 中で 500 W

,
3 分間の マ イ

ク ロ ウ エ
ー

ブ処理 を7 回繰り返 し
, 抗 原性 の 賦備 化を行 っ た .

0 .3 % 過酸化水 素加 メ タ ノ ー ル で 内 因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ を失

晒させ
,
P B S で 洗浄後, 非特異的反応抑制の た め

,
ブ ロ ッ キ ン

グ抗体 (正常 ウ サ ギ 血清) を室温 で20 分作用 さ せ た . 次に
, 抗

体 希釈用緩衝液 (D A K O) で 抗 ヒ トP 5 3 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 (ク

ロ ー ン P a b 1 8 0 1) は10 0 倍に希釈, 抗 ヒ トP53 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗

体 (ク ロ
ー

ン D O -7) は10 0 倍 に希釈 , 抗 ヒ ト m d m 2 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体(ク ロ ー ンI F 2) は20 倍 に希釈 し
,

こ れ ら
一 次抗体を室

温で 2 時間反応 させ た . さら に
,

二次抗 体の ビオ ナ ン 化ウ サ ギ

抗マ ウス Ig G 抗体 Ⅳe ct o r L a v o r a t o ri e s I n c .
,
B u rli n g a m e

,
U S A)

を室温 で1 0 分反応 させ た . ア ピ ジ ン ー ビオ チ ン ー ペ ル オ キ シ

ダ
ー ゼ 複合体 (a vi di n e

-bit in -

P e r O Xid a s e c o m pl e x) 法 と0 .0 0 5 % 過

酸化水素加0 .
0 2 % ジア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (Si g m a

,
S t . L o ui s

,
U S A)

処理 によ り発色さ せ
,

ヘ マ トキ シリ ン で核 染色を行 っ た . 抗 ヒ

トP 53 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体の 陽性 コ ン トロ ー ル と して は
, 肺癌

の 頭蓋 内転移の 標本を用い
, 抗 ヒ ト m d m 2 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体

の 陽性 コ ン ト ロ
ー

ル と して は
, 軟部組織 肉腫 の 標 本を用 い た .

ま た陰性 コ ン トロ
ー

ル は
,

一 次抗体を抜い た もの と し た .

3 . 免疫組織染色 の 評価

各抗体 の 免疫組織標本 に つ い て 腫瘍細胞巣を含 む200 倍の 鏡

検視 野3 箇所 にお い て それ ぞ れ 100 個 の 細胞 中の 陽性細胞数を

計 測 し
,

その 平均 を百分 率で 評価 した . 陽性 率が1 0 % 以 上
,

1 0 % 未満 の 標本をそれ ぞれ 陽性 , 陰性 と定義 した .

Ⅱ . 弁別的 P C R 法お よび1 本鎖 D N A S S C P - P C R 法 お よ び

直接 シ ー クエ ンス 法に よる遺伝子異常の 解析

1 .
D N A の 摘 出

腫瘍標本か らの D N A の 抽出は
,

N e u b a u e r ら
31)

,
H ru Z a ら

3 2)
の

方法 に従 っ た . 4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで固定後
,

パ ラ フ ィ

ン に包埋 し た厚 さ4 〃 m の 切片をH E 染色 し, 腫瘍細胞巣が 含ま

れ て い る こ と を確認 し た . 1 標本あ たり 未染の 連続切片3 枚を

月ヨい
,

ス ラ イ ド グラ ス 上 よ り切片を剥が し
,

キ シ レ ン に て脱パ

ラ フ ィ ン を した . 上 清を捨 て た後99 .5 % エ タ ノ
ー

ル (和光純薬)

で 再拝速さ せ洗浄後, 微量高速冷却遠心器 ( ト ミ
ー

精工
, 東京)

に て10 0 0 0 r p m ,
5 分間,

4 ℃の 遠心分離 を2 回行 っ た . 上 清を

捨 てた 後1 9 9 .8 % ア セ ト ン (和光純薬) を加え
,
1 0 0 00 r p m

,
2 分

間
,

4 ℃ で 遠心分離 した . 上 宿を可 及的 に除去 衡 50 ℃で10 分

間振 盟 乾 燥 さ せ た . プ ロ テ ナ
p ゼ K (Q I A G E N

,
H il d e n ,

G e r m a n y) を加 え
,

5 5 ℃ で3 時 間振漁後,
9 8 ℃ で10 分振盤 させ

プ ロ テ ナ
ー

ゼ E を失宿 させ た .

一 部を取り260 n m の 吸光度を測

定 し て D N A 濃度を計算 した .

対照と して健 常人の D N A を用 い た .
D N A の 抽出 は

, 末梢血

5 m l を採取 し
,

室温で4 00 0 r p m
,

1 0 分 間遠心分 推 した . 中間層

(リ ン パ 球層) を採取 し
,
Q 仏a m p Ti s s u e K it (QI A G E N ) を用 い

て D N A を抽 出 し た .

一 部 を取り2 60 n m の 吸 光度を測 定 し て

D N A 濃度を計算 した
.

p 14 al t e rn ati v e r e a din g fr a m e; p 1 6
I n k 4 a

, p 1 6 in h ibit o r of c y cli n d e p e n d e n t kin a s e 4 a; S S C P
,

Sin gl e st r an d c o nf o rm atio n

p ol y m o rp his m ; T G T
,
t e Stic ul ar g e r m c ell t u m o r s
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2 . プ ラ イ マ ー の 作 成

p53 遺伝子 ,
m d m 2 遺伝子 お よ びI N E 4 a/ A R F 遺伝 子 の 塩基配

列 はゲ ノ ム デ
ー

タ ベ 山 ス ( G e n o m e D at e B a s e
,
B al ti m o r e

,
U S A ) ,

ま た は 文献
21)

か ら引用 した . ま た P C R プ ライ マ
ー

は 文献
33 卜 3 6)

より引用 し
,

プ ライ マ
ー の 合成は Am e r s h a m P h a r m a cia Bi ot e c h

(東京) に委託 し
,
各プ ライ マ

ー は5
き

末端 に ヨ ー

ドジ カ ル ポ チ ア

ミ ン (i n d o di c a r b o c y am i n e
,
C y5 ,

Am e r s h am P h ar m a Ci a B i o te c h
,
東

京) の 蛍光色素 にて 標識 した . 表1 に使 用 した プ ライ マ
ー の 部位

,

塩基配列, P C R 産物の 大きさを 一

覧に して示す.

3 . 弁別的P C R 法
3 7)

m d m 2 遺伝子増幅 お よ びIN K 4 a/ A R F 遺伝子 欠失 の 解析 を行

っ た . 内部 コ ン ト ロ ー ル は
,

m d m 2 遺伝子 に対 して は
,

ド
ー パ

ミ ン 受容体 (d op a mi n e r e c e pt o r
,
D R) 遺伝子を用 い

,
I N K 4 a/ A R F

遺伝 子に対 して は
,

ア デ ノ リ ボ シル 転移酵 素 ( a d e n i n e p h o s p
-

h o rib o s ylt r an Sf e r a s e
,
A P R T) 遺伝子 を用い た . 各プ ライ マ

ー セ

ッ トはセ ン ス プライ マ
ー の み 蛍光色素で 標識 し

,
ア ン チ セ ン ス

プ ライ マ ー は非標 識と した .

P C R 反応 に は
, 抽 出 した染色体 D N A の うち2 n g を1 回の 反応

の 鋳 型と して用 い た . 反応 液は
, 終濃度が5 p m ol の 標 的遺伝 子

の プラ イ マ ー と内部 コ ン トロ
ー ル 遺伝子 の プラ イ マ

ー の 2 セ ッ

ト
,

2 0 0 i L M の 各 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド (d A T P
,

d C T P
,

J コ

d G T P
,

d T T P) ,
0 .2 5 単位 の T a q D N A ポ リ メ ラ

ー

ゼ (P e r ki n
-

El m e r A p pli e d B i o sy st e m s D iv i si o n
,

N o r w alk
,

U S A ) ,
P C R 反

応緩衝液 [ 終濃度10 m M T ri s - H Cl (p H 8 .3) ,
5 0 m M K C l

,
0 .0 1 %

ゼ ラチ ン] (P e r ki n
- El m e r A p pli e d B i o s y st e m s D i vi si o n) お よ び

1 .5 m M M g C12 (P e r ki n
- E l m e r A p pli e d B i o s y s te m s D i vi si o n) に

,

滅菌蒸 留水を加 え全量 10 /∠‖こ調整 した .
こ れ に15 〃1

の ミネ ラ

ル オ イル (P e r ki 汁 E l m e r A p pli e d Bi o s y s te m s D i vi si o n) を重層 さ

せ
, 堰 酸増幅装置 タ カ ラサ

ー

マ ル サ イ ク ラ
ー

Cr a kn r a T h e r m al

C y cl e r) 4 8 0 (宝 酒造
,

大津) で P C R 反応 を行 っ た
. 反 応 は

,

9 5 ℃で 3 分 間の 熟変性 し
,
各プ ラ イ マ

ー セ ッ トの ア ニ
ー

リ ン グ

温度 に応 じ たサ イ ク ル プ ロ グ ラ ム を行 い
, 最後に 72 ℃10 分間

の 伸長反応 を行 っ た
. 表2 に標 的遺伝子 と 内部 コ ン トロ ー

ル の

各プライ マ ー セ ッ トの 観み 合 わせ
,

サ イ ク ル 条件と サ イ クル 数

を 一 覧 に し て 示 す .
P C R 反 応 後 , 増 幅 産 物 を 反 応 停 止 液

仏m e r sh a m P h a r m a ci a B i o t e c h) にて 希釈 し
,

オ
ー

トシ
ー

ク エ ン

サ ー

(A L F r e d D N A S e q u e n c e r
,
P h a r m a ci a B i ot e ch

,
M il w a u k e e ,

U S A ) にて 解 析 した . シ
ー

ケ ン ス ゲ ル は L o n g R a n g e r 5 0 % G el

S ol u ti o n (F M C B i o P r o d u c ts
,
宝酒造

,
東京) と尿素 ( am e r S h a m

p h ar m a Ci a b i o t e c h ) を用 い て作 成 し
,

ゲ ル 板 は 恒温循 環装置

( M u lti T e m p Ⅲ
,

P h a r m a ci a B i o t e c h) に て4 5 ℃ の 定温 に した .

1 × T 出s ヰ ウ 敵E D T A O B E ) 緩衝液に て34 W 定電圧で 泳動 した ,

T ab le l . O lig o n u cl e oti d e p ri m e T S u S e d f o r th e an a ly s e s o f th e p 5 3
,
m d m 2

,
I N K 4 a/ A R F

,
D R an d A P R T 豆e n e s

G e n e S e n s e p rl m e r S e q u e n C e S A n tis e n s e p r l m e r S e q u e n C e S
P r o d u c t

S iz e ( b p)

p5 3 e x 5 a

p5 3 e x 5b

p5 3 e x 6

p5 3 e x 7

p 5 3 e x 8

nl d l11 2

IN Ⅸ.4 a/ A R F e x l α

IN K 4 a/ A R F e x 2 A

IN E 4 aノA R F e x 2 】∋

I N E 4 a/ A R F e x 2 C

I N K 4 a/ A R F e x 3

I N K 4 a/ A R F e x l βA

I N K 4 a/ A R F e x l βB

D R

A P R T

5
,

- T C A A C T C T G T C T C C T T C C T C -3
-

5
1

M G T G G G T T G A T T C C A C A C C C C - 3
.

5
,

- A G G C C T C T G A T T C C T C A C T G - 3
1

5
1

_ G G G C C T C A T C T T G G G C C T G T G - 3
-

5
一
- A A A T G G G A C A G G T A G G A C C T G - 3

r

5
-
q G A G G G C T T T G A T G T T C C 甘G A -3

.

5
1
- G G G A G C A G C A T G G A G C C G - 3

'

5
一
- A G C T T C C T T T C C G T C A T G C - 3

-

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

5
T

- T G G A C G T G C G C G A T G C - 3
■

5
l

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

5
.

- T C C C A G T C T G C A G T T A A G G G - 3
r

5
,

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

5
I

- C C A C T G A A T C T G T C C T G G T A T G - 3
T

5
一

- C A G G G A A C A C A T T C C T T T G C - 3
一

5
.

- C T G T G A C T G C T T G T A G A T G G - 3
1

5
■

- A A C C A G C C C T G T C G T C T C T C -3
r

5
.

r A G A G A C C C C A G T T G C A A A C C , 3
'

5
一

_ A G A G G C T G G G G C A C A G C A G G C C A G T G - 3
T

19 1

5
一

- A C C G C T T C T T G T C C T G C T T G r 3
.

2 2 5

5
,

- G C T A C T A G A A G T T G A T G G C - 3
.

1 43

5
一

- A G T C G C C C G C C A T C C C C T - 3
T

20 4

5
一

一 G C A G C A C C A C C A G C G T G - 3
,

2 0 4

5
一

- C C A G G T C C A C G G G C A G A - 3
1

1 4 7

5
,

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

1 89

5
r
- C T G T A G G A C C C T C G G T G A C T G A T G A - 3

1

1 6 9

5
.

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

1 7 4

5
T

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

2 1 2

5
.

- G T G T G G C A T A G T A G T T G T A G T G G -3
1

1 1 3

5
一

- T G G G A A A G C T G T T T A C T G C G - 5
.

13 4

m d m 2
,

m u ri n e d o u bl e m i n u t e 2; I N K 4 a/ A R F
,
i n hi bit o r of c y cli n d e p e n d e n t ki n a s e 4 a/ alt e m ati v e r e a di n g fr a m e ; D R

,
d o p a m i n e r e c e p t o r;

A P R T , a d e n in e p h o s p h o ri b o s yl tr a n sf er a s e; e X
,
e X O n ･

T a bl e 2 . C o n diti o n s f o r diffe r e n ti al P C R

D e n at u r ati o n A n n e alin g E x te n sio n

G e n e [ T e m p er atu r e ( ℃) [ T e m p e r at u r e ( ℃) 【T e m pe r atu r e ( ℃) C y cle

/ D u r ati o n ( S e C) の u r ati o n ( s e c) n ) u r ati o n (s e c)

m d m 2 a n d D R

I N K 4 a/ A R F e x 2 A

a n d A P R T

D R
,
d o p a m i n e r e c e pt o r; e X

,
e X O n ; A P R T ,

a d e ni n e p h o sp h o ri b o s yl t ra n sf tr a s e ･



頭 蓋内胚細胞性腫瘍 にお ける細胞周期制御因子の 解析

m d m 2 遺伝 子 増幅の 判 定 は
,

D N A 定 量 ソ フ ト (All eli n k s

v e r si ｡ n l .0 ,
P h a r m a ci a Bi o te c h

,
M il w a u k e e

,
U S A) を用い た ･

m d m 2 遺伝子 お よ び D R 遺伝子の D N A 断片の 泳動距離 に相当す

る蛍光強度 ピ ー

ク 領域 の 面積を各々 測定 し
,

P C R 増幅産物量と

し た . 健常 人の D N A を対照 と して m d m 2 遺伝子 と D R 遺伝子の

p c R 増幅産物量の 比 匝d m 2/ D R) の 平均値 区 = 0 ･9 7) お よび標準

偏差 βD = 0 .2 2) を求め
,

盲+ 4 S D 以上 を遺伝子増幅 あり と した ･

同様に
,
I N K 4 a / A R F 遺伝子欠失 の判定 は

,
I N K 4 a/ A 肝 遺伝

子 エ ク ソ ン 2 と A P R T 遺伝子 の P C R 増幅産物 量の 比 ( エ ク ソ ン

2/ 亜 叩 の 平均値 区 = 0 ･9 9) お よ び 標準 偏差 (S D = 0 ･1 8) を求

め
,

､ 更
-

4 S D 以 下を遺伝子 に相同的欠央 ありと した ･ また
,

遺

伝子の 相同的欠失の 陽性 コ ン ト ロ ー ル に は
,

グリ オ
ー

マ 培養細

胞系列U 25 1 を用 い た .

4 . 蛍光SS C P - P C R 法
3 5) 38)

1 本鎖 の D N A はそ の 塩基配 列 に従 っ て 独 自の 立体構 造を と

る .
こ の た め

,
1 塩基 で も異なる もの が あれ ば

,
たと え 同 じ長

さ の D N A 断片で あっ て も, 非変性 ゲ ル で 電 気泳動 を行う と 異

な る 泳動 度 を 示 す. こ の 原 理を 利 用 し て p 53 遺 伝子 お よ び

I N E 4 a/ A R F 遺伝子 に多型性 が ある か どう か を検討 し た ･ 各プ

ライ マ
ー セ ッ トは セ ン ス プライ マ

ー

,
ア ン チ セ ン ス プライ マ

ー

ともに 蛍光色素で標識 した .

p c R 反応 に は
, 抽 出した染色体D N A の う ち2 n g を1 回の 反応

の 鋳 型 と して 用 い た . 反応 液 は終 膿度 が 5 p m ol の プラ イ マ
ー

1 セ ッ ト ,
2 0 0 FL M の 各デ オ キ シ l

) ボ ヌ ク レ オ チ ド ( d A T P
,

d C T P
,

d G T P
,

d T T P) ,
0 .2 5 単位 の T a q D N A ポ リ メ ラ

ー ゼ

(P e r ki n
- El m e r A ppli e d B i o s y s t e m s D i vi si o n) ,

P C R 反応横筋 液

[ 終濃度10 m M
r

n
･

i s
- H Cl (p H 8 .3) ,

5 0 m M K C l
,
0 ･0 1 % ゼ ラチ ン]

(P e r k in - El m e r A p pli e d Bi o s y s te m s D iv i si o n) お よび p 5 3
エ ク ソ

ン 5
,

エ ク ソ ン 7 お よ び エ ク ソ ン 8 の 場 合は 終濃 度1 ･2 5 m M の

M g C l 2 , P 5 3 エ ク ソ ン6 とI N K 4 a / A R F 遺伝 子 の 場合 は 終濃度

1 .5 m M の M g C1 2 に
, 滅 菌蒸留水 を加 え全量10 FL l に調 整 し た ･

また
,
I N K 4 a/ A R F 遺伝子の P C R に 対 して は

, 終濃度10 % ジメ

チ ル ス ル ホ キ シ ド [di m e 仇勇 s ulf o xid e
,

D M S O (和光純薬)] を

加えた
.

こ れ に15 p l の ミネ ラ ル オ イ ル (P e rk i n
- El m e r A p pli e d

T a bl e 3 . C o n diti o n s f o r S S C P - P C R

5 1

Bi o s y st e m s D i vi si o n) を重層 させ , 核酸増幅装置 タ カ ラサ
p

マ

ル サイ ク ラ
ー

4 8 0 (宝酒造) で P C R 反応を行 っ た . 9 4 ℃で3 分間

の 熱変性 の 後, 各プラ イ マ ー の ア ニ
ー

リ ン グ温度 に応 じた サ イ

ク ル プロ グラ ム を行 い
,

最後 に72 ℃ 10 分 間の 伸 長反応を行 っ

た . 表3 に各 プ ライ マ
ー の サ イク ル 条件 と サイ ク ル 数を

一

覧 に

し て 示す . P C R 反応後, 増帽 産物を 反応停 止 液 ( a m e r s h a m

p h ar m a Ci a b i o te c h) に て希釈 し
,
9 5 ℃5 分間の 熱変性を行 っ た ･

熟変性後氷水 にて 急速冷却 し
,

オ
ー ト シ

ー

ク エ ン サ
ー

(A L F r e d

D N A S e q u e n c e r
,

P h ar m a Ci a Bi o te c h) にて解析 した･ シ
ー

ケ ン

ス ゲ ル は
,

2 % N N
,

- メ テ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 溶 液

(a m e r s h a m p h a r m a ci a b i o t e c h) と40 % ア クリ ル アミ ドIE F 溶液

( a m e r s h a m p h a r m a ci a b i o te c h) を用 い て ビ ス アク リ ル ア ミ ドと

ア ク リ ル アミ ドの 比が1 村99 の 8
-

1 4 % ポ リ アク リル ア ミ ド濃度

勾配ゲ ル を作成 した . ゲ ル板 は恒温循環装置(M d m m p Ⅲ) にて

16 ℃ の 定温にし
,
1 × T B E 緩衝液にて4G W 定電圧で 泳動 した .

5 . P C R 直接 シ ー ケ ン ス 法 に よ る塩基配列 の決定
3 9)4(})

P C R 法 に より増幅した D N A 断片の うち
,
蛍光1 本鎖 D N A 高

次構 造多型 P C R 法で 異な る泳動度を示 した 症例対 し
,

P C R 直

接 シ ー ケ ン ス 法 に よ る塩 基配列 の 決定を行 っ た . D N A サ イ ク

ル シ ー ケ ン ス キ ッ ト (P e r k i n
- E l m e r A p p li e d B i o sy s t e m s

D i vi si o n
,

C alif o r ni a
,

U S A) を用 い て シ
ー

ケ ン ス 反応 を行い
,

D N A シ
ー

ケ ン サ
ー

3 7 3 (P e rk i n
- E l m e r A p pli e d B i o s y st e m s

D i vi si o n
,

C al if o r n i a ,
U S A) にて 解析 し た . シ

b

ケ ン ス プ ライ

マ
ー

には 各 P C R プラ イ マ
ー を その まま使用 し

,
鋳 型 には 反応

後 の P C R 反応 液よ り,
マ イク ロ コ ン ー1 0 0 (宝酒造, 東京) に て

過剰 な プライ マ ー や塩 を除去 した もの を使用 した . 反応は 核酸

増 幅装 置 タ カ ラ サ
ー

マ ル サ イ ク ラ
ー

4 8 0 (宝酒 造) を 使用 し
,

9 5 ℃で 3 分 間の 熱 変性 の 後,
変性 95 ℃3 0 秒 ,

ア ニ
ー

リ ン グ

50 ℃4 0 秒 , 伸 長反応72 ℃40 秒 の プロ グラ ム で30 サイ ク ル 行 っ

た 後, 最後 に72 ℃10 分間の 伸長 反応を行 っ た ･ 反応後は フ ェ

ノ ー ル / ク ロ ロ ホ ル ム 抽出に て過剰な プ ライ マ
ー

,
蛍光色素を

除去 し
,

エ タ ノ ー ル 沈殿に て反応産物を回収 した ･
シ ー ク エ ン

ス ゲ ル は L o n g R a n g e r (A T B i o c h e m
, 束洋紡績, 束京) を用い

1 × T B E 緩衝液 にて40 W 定電圧 で 泳動 した .

D e n atu r ati o n A n n e ali n g

G e n e [ T e m p e r at u r e ( ℃) 【T e m p e r atu r e (℃)

D u r ati o n ( s e c) の u r a ti o n ( S e C)

p5 3 e x 5 a

p 5 3 e x 5 b

p 5 3 e x 6

p 5 3 e x7

p 5 3 e x 8

I N K 4 a/ A R F e x l α

I N K 4 a/ A R F e x 2 A

I N K 4 a/ A R F e x 2 B

IN K 4 a/ A R F e x 2 C

IN K 4 a/ A R F e x 3

IN K 4 a/ A R F e x l βA

IN K 4 a/ A R F e x l βB

9 4/ 3 0

9 4/3 0

9 4/3 0

9 4/3 0

9 4/3 0

9 4/3 0

9 4/3 0

9 4(30

9 4/ 30

9 4/3 0

9 4/4 0

9 4/4 0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

仲

仙

∵
仲

仙

∵
仲

皿

∵
西

伯

∵
〃

皿

1

3

1

1

1

0
′

0

0

つ
】

8

′

0

′

b

′

b

/

b

′

b

′

b

5

′

b

5

5

5 8/5 5

5 6ノ55

E x t e n si o n

[ T e m p e r at u r e ( ℃)

n ) u r a ti o rl (s e c )

0

0

0

0

0

0

0

0

0

雛

糾

糾

雛

糾

鍋

肌

雛

糾

7

7

7

7

7

7

7

7

7

7 2/4 0

7 2/5 5

7 2/5 5

edyC

5

5

5

5

5

0

0

0

0

3

3

つ
J

3

て
｣

4

4

4

4

40

40

40

S S C P
,
S in gl e s tr a n d c o n f o r m ati o n p o ly m o rp hi s m ; S e C

,
S e C O n d; e X

,
e X O n ･



5 2 岩 戸

Ⅳ . 統 計学的検討 t u m o r s
,

N G G C T) # に分 け
,

両者の 比較検討 を行 っ た . 2 群 間

統計学 的検 討 は
,

胚細胞腫 b u r e g e r m i n o m a s
,

P G ) 群 と胚 の 比 較は フ ィ ッ シ ャ
ー 法 (Fi s h e r

'

s e x a c t p r o b a bilit y t e st) の 検定

細胞 腫以 外 の 胚細 胞性 腫瘍 ( n o n
-

g e r m i n o m a t o u s g e r m c e ll を行 い
,
5 % 未満 を有意差あり と し た ･

T a bl e 4 . p5 3 e x p r e s si o n a n d g e n e s t a tu s
,

m d m 2 e x pr e s si o n a n d g e n e a m plific ati o n
,

a n d I N K 4 a/ A R F l o c u s alt er ati o n s i n i n tr a c ra ni al

g e r m c ell tu m o r s

T u m o r

ty p e 篭
e

A g e/S e x/S it e D i a g ･ 璧 還 冨 :器≡
Ⅰ

:器
F

P G

2 6 6 5 16/ M / P P G
-

/ + W T O .5 8 H D

2 8 3 2 Ⅰ6/ F/ S P G - / + W T + 0 .2 2 H D

2 8 5 3 2 1/ M /S P G
-

/
-

W T + 0 .3 9 H D

2 9 6 2 1 6/ M / P P G - /
-

W T O .1 4 H D

2 9 8 5 2 0ノM / P P G H /
-

W T {

.
+ 1 .1 4 H D

3 2 4 1 1 9/ M / P P G - / + W T + 4 .3 5 * W T

34 0 8 6 0/ M / P P G -

/ + W T + l .3 2 H D

3 4 37 1 8ノM / P P G + / + W T + 2 .4 8 * H D

3 4 77 1 9/ M / P P G
-

/ + W T O .0 2 H D

35 73 7/ M / P P G - / + W T + 2 .6 3 * H D

N G G C T

35 16 11 / M / P M T N E W T N E l .5 3 H D

33 7 8 1 5/ M / P M T
-

/ + W T + 0 .2 1 W T

2 6 26 2 5ノM / P M T
q

/ + W T + 0 .8 1 H D

26 3 3 1 5/ M / P M T
･ -

/
-

W T + 0 .3 4 W T

26 3 0 4 几4/ P I T
-

/ + W T + 0 .0 8 W T

3 3 84 5/ M n
) I T -

/ + W T ･ 0 .2 9 H D

3 4 13 14/ M 仲 IT 十/ + e x o n 5 + 1
.0 1 II D

C 4 5 1(C ｣> W T

T) P 1 5 15

25 77 10/F/P セs
-

/ + W T + 0 .7 8 H D

3 47 5 18/ M n
) Y S - / + W T + 1 .5 5 I N K 4 a :

,
C 2 2 6 in s T/ D 7 6 x

A R F :

C 2 9 3i n s T/ R

9 8 fs- > 1 6 0 x

25 9 1 1 2/ M / S C H
-

/
-

W T + 0 .8 3 H D

3 2 3 4 7/ M / P C H N / + W T + 0 .6 7 W T

P G
, p u r e g e r m in o m as; N G G C T

,
n O n -

g e r m i n o m at o u s g e r m c ell tu m o r s;

m d m 2
,
m u ri n e d o ble m in u te 2; I N K 4 a

,
i n h ibit o r of c y cli n d e p e n d e n t ki n a s e 4 a;

A R F
,
alt e r n ati v e r e a din g f王a m e; D i a g .

,
di a g n o si s ; am P .

,
a m Plifi c ati o n; P

, P in e al r e g o l n ;

S
,
S u P r aS ella r r e g l O n; P G

, P u r e g e r mi n o m a; M T
,

m at u r e te r at O m a;

IT
,
i m m at u r e t e r a t o m a; Y S

, y Olk s a c tu m o r; C H
,
C h o ri o c ar cin o m a; N E

,
n O t e X a m i n e d;

-

, i m m u n o n e g ativ e; 十
,
i m m u n o p o siti v e; D R

,
d o p a m in e r e c ep to r; W T

,
W ild ty p e;

H D
,
h o m o z y g o u s d ele tio n .

* C a s e o f m d m 2 g e n e a m plifi c ati o n .

T a ble 5 . S u m m a r y o f p 5 3 e x p r e s si o n a n d g e n e s t at u s ,
m d m 2 e x p r e s si o n a n d g e n e a m p lific ati o n

,
a n d

I N K 4 a/ A R F l o c u s alt er ati o n s fr e q u e n c ie s in 2 1 in t r a c r a ni al g e r r n c e 11 t u m o rs

T u m o r p 5 3 IH C p 5 3 m d m 2 IH C m d m 2 g e n e I N K 4 a/ A R F

ty p e [ P a b 1 8 0 1( % )n ) 0 7 ( % )] m u ta tio n( % ) [IF 2( % )】 a m plin c ati o n( % ) l o c u s alt e r a tio n( % )

I C G T

( n = 2 1)

P G

(n = 10)

N G G C T

( n = 1 1)

1 0/ 7 5 4 .8 80 1 4 .3 7 1 .4

10/ 7 0 0 70 3 0 .0 9 0 .0

1 0/8 0 9 .
1 9 0 0 5 4 .5

I C G T
,
in tr a c r a n ia l g e r m c e11 t u m o r s; P G

, P u r e g e r m in o m a sミN G G C T
,
n O n

-

g e r m i n o m at o u s g e r m c e11 t u m o rs ･



頭蓋内胚細胞性膿瘍 にお ける 細胞 周期制御 因子の 解析

成 績

表4
,

表5 に全症例 の 免疫組織化学 , p 5 3 遺伝子変異 ,
m d m 2

遺伝子増幅 お よ びI NI也a/ A R F 遺伝 子異常 の 解析結 果を示す ･

Ⅰ . 免疫組織化学

正 常 コ ン ト ロ ー

ル と して p 5 3 蛋白 は , 肺 癌の 頭蓋内転移巣の

腫瘍細胞核 に
,

m d m 2 蛋白 は
,
軟 部組織 肉腫の 膿瘍細胞核に陽

性反応 を 認め た . I C G T に お い て腫瘍 細胞核に p 53 蛋白の 発現

が 認め ら れ
,

P a b 1 8 0 1 抗体 で は 20 例 中2 例 (1 0 % ) (胚細胞腫

1イ札 未熟奇形腫1 例) に陽性反応 が 認 め ら れ
,

D O 7 で は20 例

中1 5 例 (75 % ) (胚 馴 包腫7 例, 音形 腫2 例 , 未熟寄 形艦3イ札

卵 黄 嚢 腫 瘍 2 例 , 絨 毛 癌 1 例) に 陽 性 反 応 が 認 め ら れ た ･

P a b 1 8 0 1 抗体 に 陽性を示 し た2 例 は
,

D O 7 抗体 に お い て も陽性

を示 した
. ･

山

方 ,
m d m 2 蛋白 の 発現 は

,
同様に腫瘍椚胞核 に認

め られ ,
2 0 例中16 例 (80 % ) (胚細胞腫 7 例

,
成熟寄 形腫3 例,

未熟奇形膿2 例, 卵黄嚢膿瘍2 例
,

絨毛癌2 例) に 陽性 反応が 認

め ら れ た . 図2 に抗 p 5 3 抗体 お よ び抗 m d m 2 抗 体 に陽性反応を

示 した 代表例 の 組織像を示 す. I C G T に お い て p 5 3 蛋白お よ び

m d m 2 蛋白 は高頻 度に 発現 し てお り , p 5 3 蛋白お よ び m d m 2 蛋

Fi g . 2 . R e p r e s e n ta ti v e c a s e s o f i m m u n o r e a cti vity a g ai n st a n ti -

p 5 3 a n d a n ti -

m d m 2 a n ti b o di e s . (朗 I m m u n o st ai ni n g of p 5 3

( D O 7) i n a p u r e g e r m i n o m a ( c a s e 2 6 6 5) ･ 田) I m m u n o s t ai n i n g

o f m d m 2 wi t h I F 2 i n a y ol k s a c t u m o r ( c a s e 3 4 7 5 ) ･

I m m u n o r e a cti vi ty i s r e s tri ct e d to th e n u cl ei o f th e tu m o r c ell s

i n b o th c a s e s ∴ m e s c al e b a r s a t th e b o tto m i n di c at e 2 0 FL m ･

53

白両者の 発現が
,
2 0 例 中12 例 に認め ら れ た が

, p5 3 蛋白の 発現

と m d m 2 蛋白の 発現 に統計学的相関 関係 は認 め ら れ なか っ た .

成熟 奇形魔 の 1 例 で標本 が極微量 の た め に
,

免疫組織化学的検

討 を加 える こ とが で きなか っ た .

Ⅰ . p 5 3 遺伝子変異の 検出

IC G T 2 1 例 に蛍光SS C P - P C R 法を用い て p53 遺伝子 の 変異を

解析 し た .
I C G T 2 1 例の うち

, 抗p 5 3 抗体 の P a b 1 8 0 1 と D O 7 の

両者 に 陽性 反応を示 した未熟奇形脛の 1 例 (4 .8 % ) の み ,
エ ク

ソ ン 5 に異常 バ ン ドの ピ ー

クが 認め られ た . 同症例 に直接 シ ー

)0

q
_一_一

T u m o r

皿

口
/

∩

′

3 0 0 3 2 S 3 5 0

Ti m e( m i n)

E x o n 5

Fi g . 3 . A c a s e c a r r yi n g p 5 3 m u t a ti o n (c a s e 3 4 1 3
,
i m m at u r e

t e r at o m a) . 仏) Fl u o r e s c e n c eJ b a s e d si n gl e st r a n d c o n f o r m ati o n

p oly m o r ph i s m b o th 血
･

O m th e s a m e p ati e n t s h o w s a d ifE e r e n t

m o b ilitY S hift ( a r r o w s) i n e x o n 5 i n th e t u m o r a s c o m p ar e d wi th

bl o o d . T h e h o ri z o n t al a x i s s h o w s el e c tr o p h o r eti c ti m e ( m i n) .

7 Y l e V e rti c al a xi s sh o w s fl u o r e s c e n ti n te n sity 肝I) (%) . (B) T h e

s e q u e n c i n g a n al y si s of th e t u m o r D N A r e v e al s a o n e
-b a s e

s u b s tit u ti o n 打o m C t o T .
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ク エ ン ス 法に よ り遺伝子変異配列を決定 した . 対 照の 血 液と 比

較 した 異常 バ ン ドの ピ
ー

ク と p 5 3 エ ク ソ ン5 の 直接 シ ー

ク エ ン

ス の 解析結 果を 図3 に示 した . p 5 3 蛋白 の 15 1 番 目 の プ ロ リ ン

b r oli n e
,
P r o) を コ

ー

ドす る C C C が セ リ ン (s e ri n e
,
S e r) を コ ー

ドする T C C へ と 変異 して い た .

∬ . m d m 2 遺伝子増幅の検 出

弁別的P C R 法 を用い て m d m 2 遺伝子増幅を解析 した . I C G T

2 1 例 の う ち
,

抗 m d m 2 抗 体 に 陽性 反応 を示 し た 16 例 中3 例

(14 . 3 % ) [ 胚 細胞 腫3 例] に m d m 2 / D R 値 の 高値 (症例 324 1 ;

4 .3 5
, 症例 34 3 7; 2 .4 8

, 症 例35 3 7; 2 .6 3) を 示 し
,

こ の 3 例 に

m d m 2 遺伝子増 幅を認 め た . 遺伝子増幅の 解析結果 の 代 表例 を

図4 に 示 し た . 抗 m d m 2 抗体 に 陰性 反応 を示 し た 4 例 中 に

m d m 2 遺伝子 増幅は 認め ら れ な か っ た . ま た
,

m d m 2 遺伝子 増

幅 を認 め た3 例 は 全例抗p 53 抗体 (D O 7) に 陽性 反応を示 した
.

しか し
,

m d m 2 遺伝子増幅と p 53 蛋白 の 発現 に統 計学 的相 関関

係 は認め られ なか っ た . m d m 2 蛋白の 発現が 認 め ら れ た症例 の

一 部 に m d m 2 遺伝子増幅を認め た .

Ⅳ. ⅠⅣⅨ4 a/ A R F 遺伝子異常の検 出

弁別 的P C R 法お よ び 蛍光S S C P - P R C 法を用い てI N K 4 a/ A R F

遺伝子異常 を解析 した . 弁別的P C R 法 に お い て
,
I C G T 2 1 例中

14 例 (67 .7 % ) [ 胚細胞腫 9 例
,

成熟奇形鹿 1 例
,

未熟裔 形腫

Fi g . 4 . A r e p r e s e n t a ti v e c a s e c a r r yi n g m d m 2 g e n e

a m pliB c ati o n (c a s e 3 24 1
, p u r e g e rm i n o m a

,
m d m 2 / D R = 4 .3 5) .

N o t e t h e d a t a 血
■

O m b l o o d (u p p e r p a n el) a n d t u m o r (l o w e r

P a n el) w e r e o b t ai n e d f r o m r e sp e c ti v e s a m pl e s o f th e s a m e

P a ti e n t th a t w e r e dil u t e d i n di 鮎 r e n t v ol u m e s . m e h o ri z o n tal

a x i $ S h o w s el e ct r o p h o r eti c ti m e ( m i n) . T h e v e r ti c al a x i s

S h o w s fl u o r e s c e n ti n te n sitY CF I)(96) .

戸

2 例 , 卵黄嚢腫瘍 1 例, 絨毛癌 1 例] に相 同的欠尖 が認 め ら れ た
.

相 同的欠失 の 解 析結果 を図5 に示 した
. ま た蛍 光SS C P - P C R 法

に お い て
, 卵 黄裏 腹瘍1 例 (4 .8 % ) で エ ク ソ ン2 に 異常バ ン ドの

ピ
ー

ク が 認め られ た . 同症例 に お い て 直接 シ
ー

ク エ ン ス 法 に よ

り遺伝 子変異配列を決定 した . 村照の 血 液 と比較 した異常 バ ン

ドの ど ー

ク とI N K 4 a/ A R F 遺伝子 エ ク ソ ン 2 の 直接 シ
ー

ク エ ン

ス の 解 析結 果 を 図 6 に 示 し た . 1 塩 基 T の 挿 入が 認 め ら れ
,

I N K 4 a 蛋白の 76 番 目の ア ス パ ラ ギ ン酸 ( a s p a r a gi ni c a cid
,
As p)

を コ
ー

ドす る G A C が ス ト ッ プ コ ド ン を コ
ー

ドす る T G A へ と 変

異 し て い た . さ ら に
,

A R F 蛋 白の 9 8 番 目 の ア ル ギ ニ ン

( ar gi mi n e
,
A rd) を コ

ー ドす る C G A が フ レ ー ム シ フ ト し
,

ロ イ シ

ン O e u ci n e
,
Le u) を コ

ー ドす る C T G へ と変異 し
,

9 8 番目か ら全

く異な る ア ミ ノ 酸配列 に変 化 し, 本来132 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な

る 蛋白が ,
1 6 0 番 目 にス ト ッ プコ ド ン をコ ー ドす る m G を有す

るもの へ と 変異 し て い た .

I N E 4 a / A R F 遺 伝子 異 常 に 閲 し
,

P G 群 で は 1 0 例 中 9 例

(90 % ) に 遺伝 子欠 失が 認 め ら れ
,

N G G C T 群 で は1 1 例 中6 例

(54 .5 % ) に遺伝子 欠失ま た は 変異が認 め ら れ た . 両群 にお ける

I N K 4 a/ A R F 遺 伝子異常 の 比 較 にお い て統 計学 的有意差 は認 め

られ な か っ た (p = 0 .0 9) . しか し
,

P G 群 の 方 が N G G C T 群 よ り

IN K 4 a/ A R F 遺伝 子異常の 頻度が 高 い 傾向 に あっ た .

(

諜
)

一

]

Ti m e( m i n)

Fi g . 5 . D i 飴 r e n ti al P C R -

a n al y si s f o r h o m o z yg o u s d el e ti o n s o f

th e I N E 4 a/ A R F g e n e s . R e p r e s e n t a ti v e c a s e w i th (c a s e 2 66 5
,

p u r e g e r m i n o m a) o r wi th o u t (c a s e 3 23 4
,
C h o ri o c a r ci n o m a) th e

I N I (4 a/ A R F g e n e s h o m o z y g o u s d el e ti o n s w i th b l o o d a s

n e g a也v e c o n t r o l an d u 2 5 1 gli o m a c ell li n e o f p o siti v e c o n t r ol .

N ot e th e d a ta & o m b l o o d
, gli o m a c ell li n e u 2 5 1 a n d t w o tu m o r s

W e r e O b t ai n e d 血
･

O m r e S p e C ti v e s a m p l e s th a t w e r e d il u t e d i n
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3 4 7 5
, y Olk s a c t u m o r) . (朗 Fl u o r e s c e n c e

-b a s e d si n gl e st r an d

C O n f o r m a ti o n p o l y m o r p h i s m b o th f r o m th e s a m e p ati e n t

s h o w e d a di ff e r e n t m o b ili ty s h ift (a r r o w s) i n I N K 4 a/ A R F

e x o n 2 i n th e tu m o r a s c o m p a r e d w ith b l o o d . T h e h o ri z o n t al

a x i s s h o w s el e ct r o p h o r e ti c ti m e ( m i n ) .
T h e v e r ti c al a x i s

s h o w s fl u o r e s c e n t i n t e n sity (F I)( %) . (B ) T h e s q u e n ci n g

a n al y si s o f th e tu m o r D N A r e v e al e d a o n e
- b a s e n u cl e o tid e

i n s e rti o n T .

考 察

IC G T は組織学的に その 時微か ら5 塑 (胚 細胞腫 , 寄形阻 卵

貴幸腫瘍, 胎児性病, 絨毛痛) に分類され て い る
7) 9)

. ま たその

組織由来 は原始生殖細胞か ら分化する と考えら れ て おり
,
精巣

胚細胞性膿瘍 (te s ti c ul ar g e rm C ell tu m o r s
,

T G T ) と 同 じ起源で

あ る と推測され て い る
43 )

L 45)
. N a k a g a w a ら

咽
は

,
免疫組織化学

的研究 に お い てI C G T は
, 組織学的所 見か ら T G T と 区別す る こ

と は難 しい と報告 して い る .

近 年,
Fl ei s c h h a c k e r ら

4 7)
やR i o u ら

4 8)
や G uill o u ら

49)
は

,
T G T

に お ける p 5 3 お よ び m d m 2 の 分子生物学的異常 を報告 した . そ

れ らは
, p 5 3 蛋白の 発現頻度 は高 い が p 5 3 遺伝子変異 は稀 で あ

り
,

m d m 2 の 遺伝子増幅を伴う場合 も含 め m d m 2 蛋白の 発現頻

度が 高い 傾向に ある と述べ て い る .

一

般 的に多く の 腫瘍 の 病態 に
, p 5 3 蛋白の 不活性 化が 重要な

役割を担 っ て い るが
,

ほ と ん ど の タイ プの 膿瘍で は
,
そ の原因

は p 53 遺伝子 の 異 常で ある こ とが 報告 さ れて い る
5 0)

. p 5 3 張白

の 不活性化 の 他 の原 田と して野生 型 p53 蛋白に対す る m d m 2 蛋

白,
ヒ ト パ ピ ロ ー

マ ウイ ル ス E6 蛋白
,

ア デノ ウイ ル ス EI B 蛋

白な どの 作用 に よ る場合が 確認 され て い る
50 )

. その 中で もとく

に
,

m d m 2 蛋白 は野生型p 53 蛋白 に 対 し エ ビキ チ ン リ ガ
ー ゼ と

して働 き
,

野生 型p 53 蛋白 と結合 し速や か にそれ を分解 する こ

と で 不活性化す る
5 1)52)

. さ ら に m d m 2 蛋白 は
,

野生型p53 蛋白

を転写活性化因子 と して有 して おり
, p 5 3 と m d m 2 の 間に自己調

節フ ィ ー ドバ ッ ク ル
ー

プを形成 して い る
5 3卜 5 6)

. M o m a n d ら
57) は

,

肺癌や 乳癌 な ど代表的な悪性腫瘍 は
, p 5 3 遺伝子変異 (30 .0 -

7 0 .0 % ) より も m d m 2 遺伝子増幅 (0
-

6 .0 % ) の 頻度が 低い が
,

T G T お よび 軟部組織腫瘍 はp53 遺伝子変異 (0 - 1 4 .0 % ) よりも

m d m 2 遺伝子増幅(10 .0
-

3 3 .0 % ) の 頻度が 高い と い う特徴 的な

性格を有す ると 報告 して い る .

本研究 にお い て
,
I C G T 2 1 例中p 5 3 遺伝子変異が1 例 (4 .8 % ) ,

m d m 2 遺伝子増幅が3 例 (14 .3 % ) に認 め られ た (表5) . p 53 遺伝

子変異よりも m d m 2 遺伝子増幅の 頻度が高い と いう結果は
,

上述

した如く多くの 腫瘍組織型の なか でも特異的であり ,
m O u ら

亜)
や

G u i1l o u ら
4 9)

が T G T の p 5 3 遺伝子 変異は 0
-

4 %
4 8) 4 9)

,
m d m 2 遺

伝 子増 幅は 12 %
48)

と 報告 して い る点 と類 似 し てい た . さ ら に

免疫組織 化学的検討 の 結果
,
I C G T は p5 3 と m d m 2 の 発 現頻度

[抗p 5 3 抗体 (P a b 1 8 0 1) で 10 %
,
抗 p5 3 抗体 (D O 7) で75 %

,
抗

m d m 2 抗体 (IF 2) で80 %] に 関 してもT G T の そ れ ら [抗p 5 3 抗

体 (P a b 1 8 0 1) で3 5 %
4 9)

, 抗 p 5 3 抗 体 ( D O 7) で 6 7 %
`I 8)

,
抗

m d m 2 抗体 (IF 2) で 73 %
49)
] と類似 の 傾向 を 示 して い た

.
こ

れ ら の 結果 はIC G T と T G T が 同 一 の 組織 由来 で ある と い う仮

説
43 卜 45)

を支持する もの と考えら れ た .

こ れ ま で に
,
I C G T にお ける p 5 3 の 遺伝子 異常 に 閲 し,

F e n g

ら
5 8)

や N o z ak i ら
59)

が 次の よ う に 報告 し て い る . F e n g ら
58)

は
,

p 5 3 遺伝子変異が 33 % と高頻度 に認 め る と報告 して い る ･ こ の

報告 の 中 の 症例 の 多く は 放射線 治 療後 の 摘 出サ ン プ ル で の
,

p 5 3 遺伝子 変異 で あり , 放射線 治療 後 に遺伝子 の 損傷が 加わ っ

た 結果を と らえ て い る可能性を否定 で きな い
. N o z a ki ら

59)
は

,

I C G T にp5 3 遺伝子変異 は認 め て お らず ,
こ の 点で は本研究結

果 と合 致す る . ま た
,

い ず れ の 報告 も m d m 2 蛋白 の 発 現や

m d m 2 遺伝子増幅 に関 して 検索 され て お らず
,

そ の 点で 本研究

と は比較不能で あ っ た .

多く の 腫瘍組織型の 免疫組織化学 的検索 にお い て
, 細胞内で



5 6

変 異型p 53 蛋白 の 蓄 積が 報告 され て い る .
こ れ は

,
変 異型p 53

蛋白が 野生 型 に比 べ よ り安定 した状 態で あ る た め で あ る
6 0) 61)

しか し
,

T G T を含む い くつ か の 腫瘍組織型に お い て は不安 定な

野生塑p 53 蛋白の 発現 を高頻 度に 認め て い る
47 卜 4 9) 62 卜 65)

. 本研

究 にお い て もp 53 遺伝子 変異 は4 .8 % と稀で あ っ た が
, p 5 3 蛋白

の 発現は
,

P a b 1 8 0 1 (抗 p5 3 抗体) で 10 %
,

D O 7 (抗p5 3 抗体) で

7 5 % と遺 伝子変 異 に 比 べ て高 頻度 で あ っ た . こ の こ と よ り

I C G T にお い て も野 生型p 53 蛋白 の 発現が 主で あ る と 考 えら れ

た . 2 種 類 の 抗 体に よ る陽性 率の 相違 の 理 由は
,

R i o u ら
嘲

や

G u ill o u ら
49)

やS e r th ら
6 6)

が述 べ て い るよ うに
,
2 つ の 抗 p 5 3 抗体

の 感受性 の 遠い に よる もの と考え られ た .

一

方 ,
m d m 2 蛋 白 は

,
m d m 2 遺伝 子 増 幅 を 認 め た 3 例

(14 .8 % ) を含め
,
I C G T の8 0 % に発現 して い た . K el e ti ら

6n
は

,

横 紋筋肉腫 細胞系列 に お い て
,

m d m 2 蛋白の 発現 は 野生型 p 53

蛋白の 蓄積 に より自 己調節 フ ィ ー ドバ ッ ク ル ー プが 働 い た こ と

によ る と報告 し てい る
. 本研究 に お ける免疫組織化学 の 結果 は

,

p 5 3 と m d m 2 の 間の 自己調節 フ ィ
ー

ドバ ッ ク ル
ー

プ の 働き に よ

りp 5 3 蛋白と m d m 2 蛋 白の 間者 の 発現 をみ た も の と 考え ら れ

る . しか しなが ら
,
4 例(20 % ) で m d m 2 蛋白の 発現を認 め る が

,

p 5 3 蛋白の 発現 を認めず
,
3 例 (15 % ) で m d m 2 蛋白 の 発現 を認

め ない が
, p 5 3 蛋白の 発現 を認 め る症例が あ っ た (表4) . m d m 2

蛋白は
, p 5 3 蛋白 に対 し エ ビキ チ ン リ ガ ー ゼ と して 機能 し, 野

生型p 53 蛋白 は m d m 2 蛋白 に より速 や か に分 解され る
51) 5 2)

と い

う最近の 報告 か ら前者 の 4 例 に つ い て は 説明 で き る . しか し
,

後者の3 例 に つ い て は
, p5 3 蛋白と m d m 2 蛋白 の 相 互 関係 の 機

序で は説明 困難 で あり , 両 因子 の相互 関係 にお ける未 知の 作用

機序の 存在が 考 えられ る .

以上 よりIC G T にお い て は
, p 5 3 蛋白と m d m 2 蛋白 の 相互 関係

の 生理的 バ ラ ン ス の 崩壊 が示唆 さ れ
,

その こと が p53 黄白 を 中

心とす る腫瘍抑制 の 機序 に悪影響を及ぼ して い る と考え られ る
.

I N E 4 a/ A R F 遺伝子座 は2 つ の プロ モ ー

タ
ー 領域を持ち

,
全く

異なる2 つ の 輩自 由16
IN K 4 a

蛋白
, p 1 4

A Ⅳ
蛋白) を コ ー ドす る こ と

が報告 され て い る
2 2)2 3)2 9)

. p 1 6
I N K 4 a

蛋白は
,

サイ ク リ ン 依存性 キ

ナ
ー ゼ の 機 能を阻害す る こと で p R B の リ ン 酸化を抑制 し細胞周

期 をG l 期 で停 止させ
19 卜 2 1)

, p 1 4
A RF

蛋白 は
, p 5 3 蛋 白の 分解 に

関与す る m d m 2 蛋白 の 機能を 阻害する こ と で
, P 5 3 蛋白 の 働 き

を安定化 する 役割 を担 っ て い る
23 卜 2 6)

. 肺痛,
メ ラ ノ

ー

マ お よ

び 神経膠芽鹿 な ど に お い て この I N K 4 a/ A R F 遺伝子 座 の 遺伝子

異常が高頻度 (43 - 8 6 % ) に存在 し
,

そ の 多くが 相 同的欠失で

あ る こ と が 報告さ れ て い る
1 5) 16)

. K a m 的 ら
2 8) 68 )

は
, p 1 4

A Ⅳ
蛋白

の 腫瘍抑 制機 能 は野 生型p 53 が 存 在す る こ と が 必 要条 件 で あ

り
,

さら に
,

A R F 遺伝子 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は 中枢神経系 に

腫瘍 (神経 膠腫
,

神経鞘鹿
,
髄膜 腫) が 発生 しや す い 傾 向に あ

る と報告 して い る .

本研究に お い て
,
I C G T の 2 1 例 中15 例 (71 .4 % ) (P G l O 例中9

例 ,
N G G C T l l 例 中6 例) でI N K 4 a/ A R F 遺伝子異常が 認 め られ

た . その 内訳 は
,

P G の 1 0 例 中9 例 (90 % ) ,
N G G C T の 1 1 例 中

5 例 (4 5 .5 % ) で 遺伝子 の 相 同的欠失
,

N G G C T の 1 1 例 中1 例

(9 .1 % ) で1 塩基挿入 の 遺伝 子変異で あっ た .

M iy a k o s hi ら
69)

は
,
I N K 4 a 遺伝子が 欠失 して い る マ ウ ス の 線

維 芽細胞 に 遺伝子 導入 しp16
I N K4 a

蛋 白を強制発現 さ せ る と
, 放

射線 に対す 為感受 性が 増強す る と報 告 して い る . こ の 報告 は
,

I C G T に お い て は
,

I N K 4 a / A R F 遺伝子異 常を 高頻度 に 認 め る

P G の 方が
,

N G G C T より放射線療法また は化 学療 法に 良好 に反

戸

応 す る と い う事実 に反 す る もの で ある . しか し
,

一 方
,

T a d a

ら
70)

は
,

悪性 脳腫瘍 にお い て は
,

変異型p 53 蛋 白を有す る方 が
,

放 射線 療法に 対 し て の 感受性 が 高い と 報告 して い る
. 本研究 に

お い て
,

P G で は 高頻度 にI N K 4 a/ A R F 遺伝 子異常 を認 め る と い

う こ と は
,

そ れ に 引き続く野 生型p 53 蛋白 の 速や か な失括 を意

味 し
,

こ の 点 に お い て
, T a d a ら の 報 告 と

一

致す る と 考え ら れ

る . 以上 よ り
,

P G に お ける 高い 放射線感 受性 の 原 因の ひ と つ

の 解釈と して
,

P G にお い て は
, P 1 4

A R F
蛋白か ら p5 3 蛋白に 至る

腫瘍抑制経路 の 異常 が放 射線感受性 に関 し て は優位 に働 い て い

る もの と考えられ た .

I C G T は
, p 5 3 と m d m 2 の 発 現, p 5 3 遺伝 子異常 ,

m d m 2 遺伝

子増幅の 頻度 に 閲 しT G T と極め て類似
48) 4 9)

して お り
,

そ の 結果

は両者 の 同 一

組織 由来に 関す る説
43 卜 45) を支持 する もの で あ る

.

しか し
,
I N m a 価 F 遺伝子異常 に関 して は

,
T G T はIC G T と異 な

り遺伝子 の 相 同的欠失や遺伝子変異は稀 (0
-

5 % ) で ある
71 卜 73)

こ の 結果 と
,

A R F ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は 中枢神 経系に 腫瘍

(神経膠腫
,
神経鞘 鹿

,
髄膜膿) が発生 しや す い 傾向に ある

68 )
と

い う報 告か ら 考 えて
,
I N K 4 a / A R F 遺伝子異常 が 胚細胞性 腫瘍

に お ける発生 部位 に 影響 を与えて い る 可能性が 考え られ た .

p 1 4
A R F

蛋白か らp 53 蛋白 に至 る 腫瘍 抑制 経路 に 関 わ る 蛋白

の 遺伝子 異常 は P G で 10 例 中10 例 (I N E 4 a / A R F 遺伝子 異常
,

9 例 ; m d m 2 遺 伝 子 増 幅 ,
3 例) ,

N G G C T で 1 1 例 中7 例

(I N K 4 a/ A R F 遺伝子座 の 異常,
6 例 ; p 5 3 遺伝子 異常 1 例) に認

め ら れ た (表4) .

ま た
,

遺 伝子異常 を認 め なか っ た4 例 中3 例 は
, 免疫組織化

学法 にて m d m 2 黄白の発 現を認め
,

蛋白 レ ベ ル で の 異常 を含め

る と21 例 中20 例 (95 .2 % ) に こ の 経路 に何 らか の 異常 を認 め る

こ と に な る .
こ の こと より ,

I G C T の 発生 に 関 して は
, p 1 4

A R F
-

m d m 2 -

p5 3 経路 の 異常が
, 重 要な役割を担 っ て い る こ と が 示唆

され た .

結 論

I G C m l 例 (胚細胞腫10 例
,

奇形腫7 例
,
卵 黄裏腹瘍2 例, 絨

毛癌2 例) に お けるp 53 遺伝子 異常
,

m d m 2 遺伝子増 幅
, p 5 3 お

よ び m d m 2 の 発現
,
I N K 4 a / A R F 遺伝子異常 を免疫組織化学法,

弁 別的P C R 法
,

蛍 光S S C P - P C R 法
,

直接 シ ー ケ ン ス 法 に て検討

し
,

以 下 の 結論 を得た .

1 . I C G T に お い て p 5 3 蛋白お よ び m d m 2 蛋白 の発 現を高頻

度 に認め た . p 5 3 遺伝子変異 は 極め て稀 で あり
,

m d m 2 遺伝子

増幅よ りも頻度が 低か っ た .

2 . I C G T に お い てI N K 4 a/ A R F 遺伝子異常 を高 頻度 (15/ 2 1
,

7 1 .4 % ) に認 め た . また
,
I N K 4 a / A R F 遺伝 子異常 は

,
N G G C T

群よ りP G 群 の 方が 高頻度で あ っ た b = 0 .0 9) .

3 , I C G T にお い て p 1 4
A R F

蛋白か ら p 5 3 蛋白 に至 る 腫瘍抑 制

経路 に 関与 す る蛋 白を コ
ー

ドす る 遺伝子 (I N K 4 a / A R F 遺伝子 ,

m d m 2 遺伝子
, p 5 3 遺伝 子) の 異常 が

, 極 め て 高頻 度 (17/ 2 1
,

8 0 .9 % ) に認 め ら れ た
.

以上 の 結 果 より ,
I C G T の 組織由来 は

,
T G T と 同

一

で ある こ

とが示 唆さ れ た . また p1 4
A 即

蛋白か らp 5 3 蛋白 に 至る 腫瘍抑制

経路 の 相 互 関係 の 生 理 的 バ ラ ン ス の 崩壊 が 腫瘍 化 に関与 して い

る可能性 が示 さ れ た .
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,
R o s s G W

,
R o s s A N

,
臥1 bi n st ei n

U . I m m u n o h i s t o c h e m i c al diff e r e n c e s b e t w e e n i n t r a c r a n i al

g e mi n o m a s an d th ei r g o n a d al e q ui v al e n ts : an i m m u n o p e r o x id a s e

St u d y o f g e r m c ell t u m o r s w ith e pi th eli al m e m b r a n e a n ti g e n
,

C yt O k e r ati n
,
a n d vi m e n ti n . J P a th 01 1 5 6 : 6 7 - 7 2

,
1 9 8 8

4 7) Fl e i s c h h a c k e r M
,
S t r o h m e y e r T

,
I m a i Y

,
S l a m o n D J ,

K o e fn e r H P . M u t ati o n th e p 5 3 g e n e ar e n O t d e t e ct a bl e i n h u m a n

t e sti c ul ar t u m O r S . M o d P a th 01 7 : 4 3 5 A 3 9
,
1 9 9 4

4 8) Ri o u G
,
B a r r oi s M

,
P r o s t S

,
T e r ri e r M J

,

′

m e o d o r e C
,
Le vi n e

AJ . T h e p 5 3 a n d m d m
-2 g e n e s i n h u m a n t e sti c u l a r g e r m c ell

t u m o r s . M oI C a r ci n o g 1 2 : 1 2 4 -1 3 1
,
1 9 9 5

4 9) G u ill o u L
,
E st r ei c h e r A

,
C h a u b e rt P

,
H u rli m an n J ,

K u rt A

M
,
M e tth e z G

,
I g g o R

,
G r a y A C

, Ji ch li n s ki P
,
L ei si n g e r H J ,

B e n h a tt ar J . G e r m c ell t u m o r s of th e t e s ti s o v e r e x p r e s s wi 1 d -b Tp e

p 5 3 . A m J P a 払 01 14 9 : 12 2 1 - 12 2 8
,
19 9 6

5 0) Le vi n e A
,
P e r r y M

,
C h an g A

,
Sil v e r A

,
D itt m e r D

,
W u M

,

W el s h D . m e 19 9 3 W al te r H u b e r t Le ct u r e : th e r ol e of th e p 53

tu m o r
-

S u p P r e S S O r g e n e i n t u m o ri g e n e si s . B r J C a n c e r 6 9 : 4 0 9 -

4 1 6
,
1 9 9 4

5 1) M a ki C G
,

H u i b r e g t s e J M
,

H w l e y P M . I n v i v o

u b iq ui ti n ati o n a n d p r o t e a s o m e
-

m e di at e d d e g r a d a ti o n of p 5 3 .

C an C e r R e s 5 6 : 2 6 4 9 -2 6 5 4
,
19 9 6

5 2) H o n d a R
,
T a n ak a H

,
Y a s u d a H . O n c o p r o tei n M D M 2 i s a

u bi q uiti n li g a s e E 3 fo r t u m o r s u p p r e s s o r p 5 3 . F E B S Le tt . 4 2 0 :

2 5 - 27
,
1 99 7

5 3) B ar a k Y
,
J u v e n T

,
H a f h e r R

,
O r e n M . M D M - 2 e x p r e s si o n

i s i n d u c e d b y wi 1 d -t yp e p 5 3 a cti vi b T
.
E M B O J 12 : 4 6 1 -4 6 8

,
1 9 9 3

5 4) M o m a n d J ,
Z am b eth G

,
0 1 s o n D

,
G e o r g e D

,
Le v i n e A . T h e

m d m 2 0 n C O g e n e p r O d u c t f o r m s a c o m pl e x w ith th e p5 3 p r ot ei n

a n d i n h ib it s p 5 3
-

m e d i at e d tr a n s a cti v a ti o n . C e l1 6 9 : 1 2 3 7 -1 24 5
,

1 9 9 2

5 5) 0 1i n e r J ,
K i n l e r K

,
M el tz e r P

,
G e o r g e D

,
V o g el s t ei n B .

Am plifi c a ti o n o f a g e n e e n c o di n g a p 5 3
-

a S S O Ci a t e d p r o t ei n i n

h u m a n s a r c o m a . N a t u r e 3 58 : 8 0 -8 3
,
1 9 9 2

5 6) W u X
,
B a yl e H

,
O I s o n D

,
L e v i n e A . T h e p 5 3

-

m d m 2

a u t o r e g u l a to r y f e e d b a c k l o o p . G e n e s D e v 7 : 1 1 2 6 -1 1 3 2
,
1 9 9 3

5 7) M o m a n d J , J u n g D
,
W il c z y n sk i S

,
N il a n d J . T h e M D M 2

g e n e a m pli丘c a ti o n d a te b a s e . N u cl ei c A cid s R e s 2 6 : 3 4 5 3 -3 4 5 9
,

1 9 9 8

5 8) F e n g X
,
Z h a n g S

,
I c h i k a w a T

,
K o g a H

,
W a s h i y a m a K

,

M o t o y a m a T
,
K u m a ni s h i T . I n t r a c r a n i al g e r m c ell t u m o r s :

d et e c ti o n of p 5 3 g e n e m u t a ti o n b y si n gl e
-

St r a n d c o n f o r m ati o n

p ol y m o r p h i s m an al y si s . J p n J C a n c e r R e s 8 6 : 5 5 5 N5 6 1
,
1 9 9 5

59) N o z a ki M , T a d a M
,
M a t s u m o t o R

,
S a w a m u r a Y

,
A b e H

,

I g g o R D . R a r e o c c u r r e n c e o f i n a c也v ati n g p 5 3 g e n e m u ta ti o n s i n

p ri m a r y n o n - a S t r O C yti c t u m o r s of th e c e n tr al n e rv O u S S y S te m S :

r e a p p r ai s al b y y e a s t fu n c ti o n al a s s a y . A c ta N e u r o p a th 01 9 5 : 2 9 1 -

29 6
,
1 9 9 8

60) I g g o R
,
G att e r K

,
B a r te k J ,

L a n e D . I n c r e a s e d e x p r e s si o n

Of m u t a n t fo r m of p 5 3 0 n C O g e n e i n p ri m ar y l u n g c an C e r . L a n c e t

33 5 : 67 5 -6 7 9
,
19 9 0

61) Le g r o s Y
,
M e y e r A

,
O r y K

,
S o u s si T . M u t a ti o n i n p 5 3
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p r o d u c e a c o m m o n c o n f o r m a ti o n al eff e c t th at c a n b e d e t e c te d

wi th a p n el of m o n o cl o n al a n tib o di e s di r e ct e d to w ar d th e c e n t r al

p a rt o f th e p r ot ei n ･ O n c o g e n e 9 ‥3 6 8 9 -3 6 9 4
,
1 9 94

6 2) M a r c h etti A
,
B u ttit ta F

,
P ell e g ri ni S

,
M e rl o G , C h ell a A

,

An g el e tti C ･ M D M -2 g e n e a m plin c ati o n a n d o v e r e x p r e s si o n i n

n o n
- S m all c ell l u n g c a r ci n o m a s w ith a c c u m u l a ti o n o f th e p 5 3

p r o tei n i n a b s e n c e o f p 53 g e n e m u t a ti o n ･ D i a g n M oI P a th 01 4‥

9 3 -9 7
,
1 9 9 4

6 3) P ru n e ri G
,
Pi g n a t ar O L

,
C a r b o n i N

,
I J u m i n a ri S

,
C a p a c ci o P

,

N e ri A
,
B u f h R . M d m -2 0 n C O p r O t ei n o v e r e x p r e s si o n i n l ar y n g e al

s q u a m o u s c ell c a r c i n o m a : a S S O Ci a ti o n w i th wi 1 d - ty P e p 5 3

a c c u m ul a也o n . M o d P a th 01 10 : 7 8 5 -7 9 2
,
1 9 9 7

6 4) S c h e n k m a n N
,
S e s t e r h e n n I

,
W a s h i n gt o n L

,
T o n g Y

,

W e gh o r st C
,
B u z a r d G

,
S ri v a st a v a S

,
M o u l J ･ I n c r e a s e d p 5 3

p r o t e i n d o e s n o t c o r r el a t e t o p 5 3 g e n e m u t a ti o n s i n

m i c r o di s s e c t e d h u m an t e Sti c u l a r g e rm C ell t u m o r s . J U r ol 1 5 4 :

6 1 7 - 6 2 1
,
1 9 9 5

6 5) Z h o u M
,
Y e a g e r A

,
S m i th S

,
F i n dl ey H : O v e r e x p r e s si o n of

th e M D M - 2 g e n e b y c h il d h o o d l y m p h o bl a s ti c l e u k e m i a c ell s

e x p r e s si n g th e wi 1 d -t y p e p 53 g e n e . Bl o o d 8 5 : 1 60 8 ･1 6 1 4
,
1 9 9 5

6 6) S e rth J
,
K u c zy k M

,
D e r e n d o rf L

, J o n a s s o n J ,
A llh o ff E

,

J o n a s U . I d e n tifi c a ti o n o f f r e q u e n t p 5 3 g e n e alt e r a ti o n s i n

t e s ti c u l a r c a n c e r b y i n si t u m o l e c u l a r g e n e ti c a n d

i m m u n o hi st o c h e m i c al an aけSi s . J U r ol 1 5 1 : 4 0 8 A
,
1 9 9 4

67) K el e ti J , Q u e z a d o M M
,
A b a z a M M

,
R a 鮎1 d M

,
T s o k o s M ･

59

¶ l e m d m 2 0 n C O p r Ot ei n i s o v e r e x p r e s s e d i n r h b d o m y o s a r c o m a

c ell li n e s an d st a bili z e s w ild -ty P e p 5 3 p r o t ei n . Am J P a th 01 1 4 9 :

1 4 3 -1 5 1
,
1 99 6

6 8) K a m ii o T
,
B o d n e r S

,
V a n d e K a m p E

,
R a n dl e D H

,
S h e r r CJ .

T n m o r s p e ct r u m i n A R F - d e丘ci e n t m i c e . C a n c e r R e s 5 9 : 2 2 1 7 -

2 2 2 2
,
1 9 9 9

6 9) M i y a k o s hi J ,
氾 ta g a w a K

,
Y a m a gi s h i N

,
O h t s u S

,
ⅢR D

,

T a k e b e H . l n c r e a s e d r a d i o s e n siti v ity o f p 1 6
-d el e t e d h u m a n

gli o m a c ell s a ft e r tr a n sf e c ti o n wi th w ild - ty p e P 1 6 g e n e . J p n J

C a n c e r R e s 8 8 : 3 4 -3 8
,
1 9 9 7

7 0) T a d a M
,
M a ts u rn O tO R

,
I gg o R D

,
S hi r a t o H

,
S a w a m u r a Y

,

S h i n o h e Y . S el e c ti v e s e n si ti vi ty t o r a d i a ti o n o f c e r e b r al

g li o b l a st o m a s h a r b o ri n g p 5 3 m u t ati o n s . C a n c e r R e s 5 8 : 1 7 9 3 -

1 7 9 7
,
1 9 9 8

7 1) C h a u b e r t P
,
G u ill o u L

,
K u rt A

,
B e r th ol et M

, M e tth e z G
,

Le i si n g e r H
,
B o s m a n F

,
S h a w P

.
F r e q u e n t p 1 6I N K 4 ( M T S l)

g e n e i n a c tiv ati o n i n t e sti c ul a r g e r m c ell t u m o r s . Am J P a th ol
,

1 5 1 : 8 5 9 -8 6 5
,
1 9 9 7

7 2) H a tt a Y
,
H i r a m a T

,
T a k e u c h i S

,
M el m e d S

,
K o e ffl e r H ･

A lt e r a ti o n s o f p 1 6 (M T S l) g e n e i n t e s ti c ul a r
,

O V a ri a n
,

a n d

e n d o m et ri al m alig n a n ci e s . J U r ol 1 54 : 1 9 54 -1 9 5 7
,
1 9 9 5

7 3) A x el H
, J a v a P G

, J u d d W M
,
S hi v S . M ol e c ul a r a n al y si s of

p 1 6
i n k 4

/ C D K N 2 a n d p 1 5
i n k 4b

/ M T S 2 g e n e s i n p ri m a r y h u m a n

te s ti c ul a r g e r m c ell t u m o r s . J U r ol 1 5 9 : 1 72 5 -1 7 3 0
,
1 9 9 8

M ol e c ul a r G e n e ti c al A n al y si s of C ell C y cl e R e g u l at o r s i n I n t r a c r a ni al G e r m C ell T u m o r s M a s a y u k i I w at o
,

D e p a r t m e nt of N e ur os u r g e ry ,
S ch o ol of M e di ci n e

,
K a n a z a w a U n i v e r sity ,

K a n a z a w a 9 2 0 N 8 64 0 -

J ･ J u z e n M e d S o c ･
,
1 0 9 ,

4 8
-

5 9 ( 20 0 0)

K e y w o r d s i ntr a c r a ni al g e r m c ell t u m o r s
, P 5 3

,
m d m 2

,
I N K 4 a/ A R F l o c u s

,
C ell c y cl e r e g ul ato r

A b s t r a c t

I n t r a c r a ni al g e r m c ell t u m o r s ( I C G T) a r e u n c o m m o n n e o p l a s m s ･ T h e h i s t o l o g
i c al a p pe a r a n C e O f a n I C G T i s

i n di sti n g u i sh a b l e fr o m th at o f th e u s u a l t e s ti c ul a r g e r m c ell tu m o r ( T G T) ･ R e c e n tl y ,
S e V e r al r ep o rts h a v e r el a te d m ol e c u l a r

ab n o r m ali ti e s o f p 5 3 a n d m d m 2 i n T G T t o th e m ali g n a n c y ･ H o w e v e r
,
li ttl e i s k n o w n a b o u t th e s e m ol e c ul a r ab n o r m ali ti e s a n d

th e m ol e c ul ar m e Ch a n i s m s r e s p o n sib l e f o r th e d e v el o p m e n t o f I C G T ･
W e a n a ly z e d a s e ri e s o f 2 1 I C G T s ( g e r m i n o m a l O

,

t e r a t o m a 7
, y O l k s a c t u m o r 2

,
C h o ri o c a r ci n o m a 2) f o r p 5 3 a n d m d m 2 g e n e al t e r ati o n s

, P r O tei n e x p r e s si o n a n d I N K 4 a / A R F

g e n e alt e r a ti o n s . F i fte e n ( 7 5 %) o f 2 0 I C G T r e a c t e d wi th a n a n ti -

p 5 3 a n tib o d y ( D O 7) ,
a n d l ( 4 ･8 % ) o f 2 1 1 C G T s c a r ri e d a

T P 5 3 g e n e m u tati o n . S i x t e e n (8 0 % ) o f 2 0 I C G T r e a c t e d w i th a n a n ti -

m d m 2 a n tib o d y (I F 2) ,
a n d 3 ( 1 4 ･3 % ) o f 2 1 I C G T

e x hi b i t e d m d m 2 g e n e a m p li fi c a ti o n . F if te e n (7 1 .4 % ) o f 2 1 I C G T d i sp l a y e d I N K 4 a/ A R F g e n e al te r a ti o n s
,
i n cl u d i n g 1 4

h o m o z y g o u s d e l e ti o n s a n d l fr a m e s hi ft m u t ati o n ･ T h e f r e q u e n c y o f th e alt e r ati o n s w a s hi g h te r i n p u r e g e r m i n o m a s ( 9 0 f l O
,

9 0 % ) th a n i n n o n
-

g e r m i n o m at o u s g
e r m c ell tu m o r s ( 6 0f l l

,
5 4 ･5 % ) (p = 0 ･ 0 9) ･ S e v e n te e n ( 8 0 ･9 %) o f 2 1 I C G T di s p l a y e d g e n e

alt e r a ti o n s i n at l e a st o n e o f th e th r e e g e n e s
,
T P 5 3

,
m d m 2 a nd I N K 4 a/ A R F ･

T h e l o w f r e q u e n c y o f th e T P 5 3 g e n e m u ta ti o n

c o m p ar e d w ith th e m d m 2 g e n e a m p lifi c a ti o n
,
a n d th e 丘e q u e n c y o f e x p r e s si o n o f p 5 3 a n d m d m 2 p r ot ei n s

,
a r e Si m il a r to c a s e s

of T G T : It i s t e m
p
tl n g tO SP e C u l at e t h a t I C G T m ig h t h a v e th e s a m e c ell ul a r o n g l n S a S T G T w ith ab n o r m ali ti e s i n p 5 3 a n d

m d m 2
,
a n d th at a b r o g ati o n o f th e A R F -

m d m 2 -

P 5 3 p a th w a y c o u l d p l a y a n i m p o rt a n t r ole i n th e tu m o m g e n e si s o f I C G T ･


