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広範腫瘍抑制 蛋白p 16/ M T S l ( m u lti pl e t u m o r s u p p r e s s o r l
,
M T S l) は

,
R B 蛋白 の リ ン 酸化を抑制す る こ と で細胞周期で

の G l 期か らS 期 へ の 移行を調節 し て い る . p 1 6/ M T S l の 発現異常 は 種々 の 痛細胞株や 臨床検体で 報告され て い るが
,

予後因

子 と して 臨床的な重 要性 を検討 した 報告は 少 ない
. 本研究で は

, 非小袖脂性肺痛67 例 を対 象と し て p1 6/ M T S l 遺伝子 とそ の

蛋白発現異常 を調 べ
,

臨床病理 学的国子と の 関係 及び予後 との 関連に つ い て検討 した . p1 6/ M T S l 遺伝子 変異 の 有無 は
, P C R -

S S C P を用い て 判定 した . ま た ヘ テ ロ 接合性の 欠失 q o s s o f h et e r o z y g o s ty ,
L O H ) は

, 染色体9 p2 1 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ トマ
ー

カ

ー で あ る D 9S 1 7 1 とI N F A を用 い て 検索 し た
. さ ら に , p1 6/ M T S l 発現 は 免疫組織化学的 に検討 し

,
そ の 免疫反応性 の 測定は

C AS 2 0 0 イ メ
ー

ジ分析 装置を用い
, 定量 プ ロ グ ラム に従い 陽性 面積比, 陽性染色比 で 表 した . p 1 6/ M T S l 遺伝子の 構造異常は

15 例 (22 .4 %) に認め られ た . また 26 例 (38 .8 %) に L O H がみ ら れ た . p 1 6/ M T S l 遺伝子構造異常や L O H の 有無 と臨床病理学的

因子 と に相 関を認 め な か っ た . p 1 6/ M T S l の 陽性面積比
, 陽性染色比 は全症例で1 5 .2 ± 9 .4

,
2 0

.8 ± 12 .9 で あ っ た .
こ の 結果

に基づ き
,

陽性面積比 の 15 .0 以 上 をp 1 6/ M T S l 高発現,
1 5 .0 未満をp16/ M T S l 低発現と し た . 病期別 に陽性面積比, 陽性染色比

をみ ると
,

Ⅰ期 で は それ ぞれ 24 .3 ± 1 1 .4
,

3 0 .7 ±1 2 .8
,

Ⅲ期で は23 .8 士 1 0 .5
,
2 9 .1 ±1 1 .9

,
Ⅲ a 期 で は9 .3 ± 7 .5

,
1 4 .7 ± 1 0 .0

,

Ⅲb 期 で は4 .6 ± 2 ■4
,

8 ･7 ± 4
.6 , Ⅳ 期で は 0 .6 ± 0 .6

,
1 .1 ± 0 .9 で あり病期進行 とと も に有意 な低下 を示 した ゎく0 .0 5) . T 因子と

の 関連で は
, p 1 6/ M T S l の 陽性面積比 , 陽性 染色比 とも にT 因子の 増大と と もに有意 な低下を示 した (p < 0 .0 5) . 組織型別に み

ると
, 扁平上 皮痛で はN 因子 の 増 大に と もな っ て

, P 1 6/ M T S l の 陽性面積 比 陽性 染色比は 有意な低下 を示 した ゎ< 0 .05) .

一

方腺痛で は
, 高分化型症例 の 陽性 面積比 は 中, 低分化型症例 に比 し有意な 高値を示 した (p < 0 .0 5) . また

, p 1 6/ M T S l の 陽性面

積比
,

陽性染色比 と p1 6/ M T S l 遺 伝子構造異常と の 相関を認め な か っ た . L O H を認め た群 の 陽性面積比, 陽性染色比は そ れ

ぞ れ 10 .0 ± 9 .2
,

1 8 .5 ± 9 .0 で あり
,

L O H を認 め ない 群 の 18 .5 ± 9 . 1
,

2 5 .1 ± 1 0 .9 と 比較 して 有意な 低値を呈 し た (p < 0 .0 5) .

p 1 6 / M T S l 高発現群 の 3 年生 存率 は62 .5 %
, p 1 6/ M T S l 低発現群 の 3 年生 存率は40 .5 % で あり p16/ M T S l 高発現群が 有意に 高 い

生 存率を示 した (p < 0 .0 5) . 以 上 の 結果か ら
,

非小細胞性肺癌 にお ける p 16/ M T S l 発現 は
,

そ の 予後予測国子となりう る と思 わ

れ た
.

E e y w o rd s p 1 6/ M T S l , n O n
-

S m a11 c ell lu n g c a n c e r
,
L O H

,
P C R - S S C P

,
I m m u n o h is t o c h e m ic al

St aini n g

癌 の 診断 と治療 にお ける近年の 進歩 は
,

い く つ か の 癌腫の 訂

正 死亡率を減少 に転 じ させ た . しか し
,

原発性肺癌の 死 亡 率は

い まだ に急激 な増加 を示 して お り, 癌腫別死 因の 首位 を占め る

に至 っ た . し たが っ て
, 原発性肺癌の 治療戦略 には 根本的 な見

直 しと改善が 求め ら れて い ると い える . そ れ に は適 切 な手術術

式や有効 な補助療法 の 開発 はも ち ろん
, 信頼性の 高い 予後予測

法の 確立が 必須で あ る . と り わけ
,

近年急速 な進歩を遂げた 分

子生物学 的研究分野 は
, 肺癌細胞の 浸潤能や 増殖能 に関する 多

くの 情報 をもた らすもの と期待 され る
1)

.

最近, 細胞周期 の 調節機構が 解明 され つ つ あり, そ れ に関与

する諸 国子の 異常 は
,

発癌 を は じめ と す る種 々 の 病態 に深く関

与して い る と考え ら れ て い る
. 細胞分裂 はサ イ ク リ ン 依存性キ

ナ ー

ゼ (C y cli n d e p e n d e n t ki n a s e
,
C d k ) の 活性化 と

, 網膜芽細胞

腫蛋白質 (r eti n o bl a s to m a p r o t ei n
, p R B) の リ ン 酸化に よ り 調節

さ れ て い る
2)‥i)

. 細胞㈹期 の 各別に は それ ぞ れ に 特異的 な C dk

が 存在 し,
C d k は サ イ ク リ ン と複 合体 を形成 し活性化Jl人態と な

る . さ らに
,

C dl(も引生は 多数の 抑制国子 によ り負の 調節を受け

て い る こ と が 判明し て い る
上1) 6)

. G l/ S 期に活性化す るC dk 4 に

特 異 的に 結 合 し
,

そ の キ ナ
ー

ゼ 活性 を抑 制 す る 蛋白 p 16 が

S e r r a n o ら
5)

に よ っ て 単 離 さ れ た . そ の 翌 年 K a rn b ら
7)

と

N o b o ri
8)

ら の 二 つ の グル ー プが
,

悪性黒色腫の 培養細胞株 の 第

9 染色体短腕 (9 p2 1 領域) か ら遺伝子の 単離に成功 し
,

多種の ヒ

ト腫瘍細胞株 にお い て 高頻度 に変 異が み い だ さ れ , p 1 6/ M T S l

( m u lti pl e t u m o r s u p p r e s o r l) と命名 した . こ の 遺伝子 は こ れま

で にS e r r a n o ら
5)

に よF) 単離 され た p 1 6 と 同
一

で ある こ とが わ か

り
, 細胞周期制御 と痛抑制遺伝子 の 関連が 注目 され

, 基礎的実

平成1 1 年 7 月 29 日受付, 平成 11 年9 月 2 9 日受理

A b b r e vi atio n s : C d k , C y Clin d e p e n d e nt kin a s e; D A B , 3
,
3 - dia m in ob e n zidi n e t etr ah y d r o ch lo rid e; E 2 F , E 2 p r o m ot o r

f a ct o r; L O H
,
l o s s of h e t e r o z y g o sit y ; p R B

,
r e ti n o b la st o m a p r o t ei n; N S C L C

,
n O n - S m all c el1 1 u n g c a n c e r; M T F H R ,
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験 や 臨床で 応用 が検 討さ れ つ つ ある . 本研究は
, 肺癌切除標本

に お い て p1 6/ M T S l 遺伝 子異常 の 有無と そ の 免疫 反応性 を検索

し
, 臨床病理学 的因子お よ び 予後と の 関連 に つ い て 検討す る こ

と を目的と した .

対象お よ び方法

Ⅰ . 対象

198 8 年1 月 ～ 1 9 9 1 年12 月 の 期 間に金沢大学 医学部 第
一

外科 で

切 除さ れ た原発性非 小細胞性肺癌 (n o n - S m all c e11 1 u n g c a n c e r
,

N S C L C) 6 7 例 を対象と した . 切除後直ち に約1 g の 痛組織 を採

取 し
,

D N A 抽 出 に 用い る た め 液体 窒素を用 い て 瞬 間凍 結後-

8 0 ℃ で保存 した . 免疫染色用 に は
,

ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン

包埋 ブ ロ ッ ク と して 金沢大学医学部 附属病院中央検査 部に保 存

さ れ て い るも の を周 い た . 村 象の 組織 学的内訳 は
, 腺 病39 例

で 平均 年齢64 .0 歳 , 扁平 上皮痛 が28 例で 平均 年齢67 .8 歳 で あ

っ た . 腺将 に比 べ 扁平上 皮癌に おい て 女性が 有意 に少な か っ た .

水

臨床病理 学 的因子 と して は
, 肺癌取扱 い 規約

9)
に より 原発腫瘍

の 大き さ や部位 の 指標 と な る T 因子 , 所属リ ン パ 節 の 転移 の 指

標 と な る N 因子 ,
遠隔転 移の 指 標と な る M 因子で 分け検討 し

た . さ ら に痛胞巣 ある い は癌細胞 の 形態 に より
, 各組織型を さ

ら に細分 して 高分化
,

申分化
,

低分化 の 3 つ に分 け検討を加え

た
.

こ れ ら に よ っ て 定ま る病期 分類の 内訳は Ⅰ期26 例
,

Ⅱ期6

例,
Ⅲ A 期 22 例 ,

Ⅲ B 期11 例 ,
Ⅳ期2 例 で あ っ た (衷1) . なお

対 照に は痛組織 と 同時に採取 さ れ た正 常肺組織を用 い た
.

Ⅰ . 新鮮標本 か ら の D N A 抽 出

D N A の 抽 出は フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ ホ ル ム 法 を用 い て 行 っ た .

す なわ ち 凍結 し た組 織1 g を ハ サ ミ で 細切 し
, 緩衝 液｣ 20 m M

T ri s
- H Cl (p H 7 .5) ,

0 .1 M 塩化ナ トリ ウ ム
,

1 ,5 m M M g C 1 2】(和光

純 薬工 業, 大阪) 中で ホ モ ジ ナ イ ザ
ー を用 い 破砕懸 濁 した . 次

い で
, 懸濁 液を チ ュ

ー ブ にい れ 15 0 0 回転
,
5 分間遠心分離 した .

上 清を捨 て水 冷T N E 溶液 【10 m M T ri s - H Cl (p H 7 .5) ,
0 .1 M 塩化

ナ ト]) ウム
,
1 m M E D T A】(和 光) 4 m l を加え懸濁 し,

1 0 % S D S

T ab le l . C li ni c o p ath ol o g l C al fi n di n g s i n n o n
-

S m a l c e ll l u n g c a n c e r c a s e s

C li ni c o p a th ol o g l C al
N o . o f c a s e s ( % )

fin di n g s
A ll A d e n o c a ･ E pi d e r m oid c a ･

5 1 ( 7 6 .1)

16 (2 3 .9)

2 0 ( 2 9 .9)

3 1 ( 4 6 コ)

9 ( 1 3 .4)

7 ( 1 0 .4)

3 6 ( 5 3 .7)

8 ( 1 1 ､9)

1 9 ( 2 8 .4)

4 ( 6 .4)

)

)

5

5

5

4

q
ノ(

(

4

3

′

0

2 6 (3 臥8)

6 ( 9 .0)

2 2 ( 3 2 .8)

1 1 ( 1 6 .4)

2 ( 3 .0)

D ifft r e n ti ati o n

W e 11 2 1 ( 3 1
､3)

M o d er at ely 2 5 ( 3 7 .3)

P o o r 16 ( 2 3 .
9)

2 6 ( 6 6 .7) 25 ( 8 9 .3)

1 3 ( 3 3 .3) 3 ( 1 0 .7)

1 3 (3 3 .3) 7 ( 2 5 .0)

1 7 ( 43 .6) 1 4 (5 0 .0)

4 ( 1 0 .3 ) 5 (1 7 .9)

5 ( 1 2 .8) 2 ( 7 .1)

19 ( 4 8 .7) 1 7 (6 0 ,7)

4 ( 1 0 .3) 4 (1 4 .3)

12 (3 0 .8) 6 (2 l .4)

4 ( 1 0 .3) 1 ( 3 .6)

3 8 ( 9 7 .4)

1 ( l .6)

)

)

q
ノ

1

2

7

0
ノ

/
-

1
＼

(

′

h
U

つ
】

ヘ

ノ
ー

15 ( 3 8 .5) 1 1 (3 9 .3)

2 ( 5 .1) 4 ( 1 4 .3 )

1 2 ( 3 0 .8) 1 0 (3 9 .7)

9 ( 2 3 .1) 2 ( 7 .1)

1 ( 2 .6) 1 ( 3 .6)

15 ( 3 8 .5)

1 0 ( 2 5 .6)

1 1 ( 2 臥2)

)

)

)

4

`
U

凸
7

1

3

7

2

5

1

(

(

(

′
h

U

5

5

1

A d e n o c a ･
,
a d e n o c a r ci n o m a; E pid e r m oi d c a .

,
e Pi d e r m oid c a r ci n o m a .

m e th y l e n e t et r a h y d r of ol at e r e d u c t a s e; M T S l
,

m ultip l e t u m o r s u p r e s s o r l; S S C P
,
Si n g l e q s t r a n d c o n f o r m a ti o n

p ol ym O r p h is m
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T ab le 2 ･ P 1 6/ M T S I p ri m e r s fo r P C R -S S C P u s e d i n this s t u d y

E x o n

A m plifie d

S e g m e n t

( b as e p air s)

A n n e alill g

t e m p ar at u r e

( ℃)

S e q u e n c e ( 5
'

- 3
'

)

1 20 4

2 A 2 0 4

2 B 1 4 7

2 C 18 9

3 16 9

6 3 F o w ar d

R e v e r s e

5 5 F o w ar d

R e v e r s e

5 5 F o w ar d

R e v e r s e

5 5 F o w ar d

R e v e rs e

6 0 F o w ar d

R e v e rs e

G G G A G C A G C A T G G A G C C G

A G T C G C C C G C C A T C C C C T

A G C T T C C T T T C C G T C A T G C

G C A G C A C C A C C A G C G T G

A G C C C A A C T G C G C C G A C

C C A G G T C C A C G G G C A G A

T G G A C G T G C G C G C G A T G

G G A A G C T C T C A G G G T A C A A A T T C

C C G G T A G G G A C G G C A A G A G A

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

T a bl e 3 ･
P ri m e rs o f m i c r o s atellite m a r k e r u s e d i n this st u d y

M ic r o s at ellite
A m plifie d An n e alin g

m a rk e r s

(農芸s)

t e m

冒琶;
t u r e S e q u e n c e ( 5

'
~ 3

'

)

I N F A 1 6 8

D 9 S 17 1 2 0 2

5 5 F o w a rd

R e v e rs e

5 5 F o w a rd

R e v e rs e

A C C C T A G C A C T G A T G G T A T A G T C T

A G C T A A G T G A A C C T C A T C T C T G C T

A G C T T C C T T T C C G T C A T G C

G C A G C A C C A C C A G C G T G

5 0 5 1 5 2 5 3 5 4 5 5 5 6 5 7 5 8

[ [ [ [ [ [ [ [ [

T N T N T N T N T N T N T N T N T N

Fi g . 1 . P C R - S S C P a n al y si s of e x o n 2 A o f p1 6 / M T S l g e n e . A n

ab n o r a m lly s hifte d b a n d w a s n o te d i n c a s e 5 1 . T
,
t u m O r ti s s u e;

N
,
n O r m al l u n g ti s s u e n e a r th e t u m o r site .

( 和光) 20 0 /∠l
,

1 0 m g/ dl の プ ロ テ ナ
ー

ゼ K 溶 液 (和光) 60
′
′ノ1 を

加え
, 5 0 ℃で 12 時間撹拝反応 さ せ た . T ri s

q E D
′

m 緩衝液飽和

フ ェ ノ
ー

ル (和 光) 4 m l を加え4 時間穏や か に撹拝 し
,
3 00 0 回転

,

2 0 分間遠心 分離 し D N A を抽出 した
.

T ri s
- E D T A 櫨衝液飽和 フ

ェ ノ ー ル 4 m l に て 1 回 (30 0 0 回転,
3 0 分) ,

T ri s - E D
r

r A 緩衝液飽

和フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム (1 :1) 4 m l に て1 回 (30 0 0 回転,
2 0

分) , ク ロ ロ ホ ル ム 4 m l に て1 回 (30 0 0 回転,
1 0 分) 遠心 し上 層

を回収 し た . 0 .1 M の 酢 酸ナ トリ ウ ム 溶液 (和光) を加え た エ タ

ノ ー

ル を10 m l 加え撹拝後
, - 8 0 ℃ で2 時間放置 しD N A を沈殿

させ た . さ ら に4 ℃
,
1 5 0 0 0 回転20 分 間遠心 し上 清を取り除き

70% エ タ ノ ー ル で 洗浄 し た . 得 られ た D N A を1 m M E D T A を含

む10 m M T ri s
- H C l 緩衝 液 ( p H 8 .0) に 溶解 し,

4 ℃ で 保存 した
.

各D N A は26 0 n m の 吸光度 を測定 し
,

1 0 D を50 FL g/ m l と して

D N A 濃度を計算 した .
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X . P C R - 1 本 鎖 構 造 多 型 ( P C R - S i n g l e
- S t r a n d

C o n fb rm a ti o n P ol ym O r P h si m
,
P C R -S S C P ) 法

P 1 6/ M T S l の 点突然変異の ス ク リ
ー

ニ ン グに は P C R -S S C P 法

を用 い た . プ ラ イ マ
ー

は報告さ れ て い る p1 6/ M T S I c I) N A の 塩

基配列5) に 基づ き
,

エ ク ソ ン 1 に1 組
,

エ ク ソ ン 2 に3 組 ,
エ

ク ソ ン3 に 1 組設定 した (表2) .
こ の 塩基配列の オ リ ゴ ヌ ク レ オ

チ ドプ ライ マ
ー

( バ イ オ ロ ジカ
, 名古屋) を20

′

′∠ M の 濃度に 調

製 し各 プ ラ イ マ
ー

3
′

′山 二対 して
,

1 0 × リ ン 酸化横衝液 (50 m M

T ri s- H C l ( p H 7 .6) ,
1 0 m M M g C 1 2 . 5 m M ジ チ オ ト レ イ ト ー ル

,

0 ･ 1 m M ス ペ ル ミ ジ ン
,

0 ･ 1 m M E D T A ) (和 光) 1 . 5 /Ll
, 【γ

=～2

p] A T P (3 0 0 0 ,
, L C i) ( ア マ シ ャ ム ■ ジ ャ パ ン

, 東京) 5 /Ll
,

T 4 ポ

リ ヌ ク レ オ チ ドキナ ー ゼ (和 光) 1 5
′
′J l 単位ず つ を加 え

,
3 7 ℃で

30 分間保温後,
6 5 ℃ で 1 0 分間加熱 し酵 素を失活 させ プ ラ イ マ

ー の 5
'

末端 を~
lヱ
p で 標識し た . 鋳型D N A 5 0 n g (l O O /L g/ m l) に 対 し

て 1 0 × P C R 反応綬衝液(1 0 0 m M T ri s L H Cl ( P H 8
.
8) , 5 00 m M K Cl ,

1 5 m M M g Cl ヱ,
1 % T rit o n X l O O) ( 和 光) 0 .5 / 1l

,
d A T P

,
d G T P

,

d C T P , d T T P 各1 O n m ol
,
T a q D N A ポ .) メ ラ

ー

ゼ0 .0 5 単位( 和光) ,

ジ メ チ ル ス ル オ キ シ ド (di m e th yl s ulf o xi d e
,

D M S O) (和光) 0 .2 5

′
′J l お よ び標 識 プラ イ マ

ー を20 p m ol ず つ 加え
,

滅菌蒸留水 を

加えて 計5 /11 と し た
.

ミ ネ ラ ル オイ ル (Si g m a
,
S t .L o ui s

,
U S A)

3 0 〃1 を 重層 し
,

P R O G R A M T E M P
.
C O N T R O L S Y S T E M P C -

8 0 0 ( ア ス テ ッ ク
, 福岡) を使用 して

,
9 4 ℃30 秒間の 熱変性,

プ

ラ イ マ
ー

に 応 じて55 ℃ また は60 ℃ま た は63 ℃4 0 秒間の ア ニ ー

リ ン グ
,

7 2 ℃1 分間の D N A 伸長反応 を1 サ イ ク ル と し
,

3 5 サ

イ ク ル の 増幅を行っ た . P C R 反応終了私 P C R 産物 の うち2 FJ

･1 を とり
,

ホ ル ム ア ミ ド色素溶液 (95 % ホ ル ム ア ミ ド
,
0 .0 5 % ブ

ロ モ フ ユ ノ ル ブ ル ー

,
0 .0 5 % キ シ レ ン シ ア ノ ー ル

,
2 0 m M

E D T 瑚 (各和光) を4 8 / J l を加え80 ℃で3 分 国加熱後
,
急冷 した .
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これ に50 % グリ セ ロ
ー ル (和光) を加えて 6% ポ リ ア ク リ ル ア ミ

ドゲ ル (和光) 0 .5 × 甘i s
一 ホ ウ 酪E D T A 績衝液中で 電気泳動 した

(1 ふ2 .O k V
,

2 - 4 時 間) . 泳動 に は 潅流式 泳動槽 を 用 い て 4 ℃
,

1 5 ℃の 2 種類 の
一

定 温度を保 っ た . 泳動後,
ゲ ル を 乾燥 さ せ イ

メ
ー

ジ ン グ プ レ
ー

ト B A S C A S S m E 2 04 0 (富士 フ イ ル ム
,

東

京) に1 時間露光 した . こ れ をバ イ オ イ メ ー

ジ ン グ ア ナ ラ イ ザ

ー ･

B A S - 1 5 0 0 (富 士 フ イ ル ム) を 用 い て読 み 取 り ,
M a c B A S

V e r .2 .2 ( 富士 フ イ ル ム) を用い 画像化 した
. 腫壕 D N A に よ る バ

ン ドがiE 常 D N A の そ れ と 異な る 移動 度を示 した 場 合 , 腫瘍

D N A が 遺伝子構造異常をも つ と判定 した .

N .
ヘ テ ロ 接合性 の 欠失 (l o s s o f h e te r o zy g O S ty , L O H ) の

検 出

今回, 第9 染色体短腕 の 21 部位 (9 p 2 1) の マ イ ク ロ サ テ ラ イ

ト マ
ー

カ
ー

で あ るI N F A と D 9 S 1 71 を用い て
, P 1 6/ M T S l 遺伝子

近傍 の の L O H を検索 し た (表3) . 各々 の プ ライ マ ー ( バ イ オ ロ

ジカ) 1 .5 〃l ず つ に【γ
:! 2
p] A T P ( ア マ シ ャ ム) 5

′
" 1

,
1 0 × ポ リ ヌ

ク レ オ チ ドキ ナ
ー

ゼ績衝液 1 .5
′
" l

,
ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキ ナ

ー

ゼ

(和光) 1 .5
.
` ∠1

, 蒸留水を4
′
∠∠1 で 反応 させ 標識 した . こ の 標 識さ

れ た プ ライ マ
ー を0 .2 5

,
u l

,
1 0 × 緩衝液を0 .5 〃1

,
d N T P 混 合液

を0 .
4

,
u l

,
T a q D N A ポ 1) メ ラ

ー ゼ (和 光) 0 .0 5 /L l
,

標 本

D N A O
.5 〃= ニ蒸留水を加えて計5 /

∠1 の 系 にミ ネラ ル オ イ ル を20

,
,1 1 重層 しP C R 反応を行 っ た . P C R 反応は94 ℃30 秒 ,

5 5 ℃ 40

秒 ,
7 2 ℃1 分を35 サ イ ク ル で 行い

, 終 了後4 ℃ に保存 し た . こ

れ にホ ル ム ア ミ ド色素液45 〃1 加え
,
うち4 /∠1 を90 ℃に加 熱後

急冷 した もの を尿 素0 .6 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル (和光) 中で

150 0 V で4 - 5 時 間電気 泳動 した. ゲ ル を乾燥 させ イ メ ー

ジ ン グ

プ レ ー ト B A S C A S S m E 2 0 4 0 に2 時間露光 した .
こ の プ レ ー

トをB AS -1 5 0 0 で 読み 取り画像化 し た . 2 つ の マ イ ク ロ サ テ ライ

ト マ
ー

カ
ー

( D 9 S 1 7 1
,
I N F A) の 泳動結 果をそ の ラ ダ ー パ タ ー ン

で 判定した . 1 検体 に つ き2 つ の ラ ダ
ー パ タ ー ン が 認め ら れ る

が どち らか が 欠け て い る場合L O H と判定 した .

V . p1 6 / M T S l に対 す る免疫組織化学染色法

ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包捜 さ れ た標 本 を ミ ク ロ ト
ー ム 4

一
〃 m の 厚さ に薄切 し

,
シラ ン塗装さ れ た ス ライ ド に付着 させ た .

こ れ に つ い て 10 0 % キ シ レ ン に て 10 分間, 3 回 の 脱 パ ラ フ ィ ン

を行 っ た私 100 % エ タ ノ ー ル に て20 回振放を3 回
,

9 0 % エ タ ノ

ー ル にて20 回振造 を1 回,
7 0 % エ タ ノ ー ル にて 20 回振 漁 を1 回

の 脱水を行 っ た . 水道水で1 分間洗浄後,
P B S に浸 し た

,
0 .1 M

ク エ ン 酸堰衝液 (p H 6 .0) 中で50 0 W
,

5 分間,
3 回の マ イ ク ロ ウ

1 2 3

[ ｢ ｢ [

N T N T N T

】68 bp
一 一 ･

Fi g . 2 . L O H a n al y si s o f m i c r o s a t ellit e m a rk e r I N F A o n 9 p 2 1

l o c u s . C a s e 3 s h o w s L O H
,
W h il e o th e r c a s e s s h o w n o L O H . T

,

tu m o r ti s s u e; N
,
n O r m al l u n g ti s s u e n e a r th e t u m o r sit e .

水

ェ
ー

ブ処理 を行 い
, 室 温ま で放 置 した後 , 新 し い P B S に浸 し た .

次 に0 .39ら過酸 化水素加 メ タ ノ ー

ル にて 20 分間室温 で 内因性 ペ

ル オ キ シ ダ
ー

ゼ を阻害 し
,

1 0 分間水道水 で洗 浄 した . 続 い て
,

1 0 分間ブ ロ ッ キ ン グ を行 っ た後 ,
抗 ヒ トp 1 6 モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗

体 ( マ ウ スI g G 2 b
,

ク ロ ー ン G 1 7 5 -4 0 5
,
P h a r m i n g e n

,
S a n D i e g o

,

U S A ) をP B S で 10 0 倍 に 希釈 し
,

室温 で1 時間 反応 させ た . 次

にP B S に て 5 分 間3 回洗浄 し ,
ビオ ナ ン 標識抗 マ ウ ス お よ び抗

ウ サ ギ イ ム ノ ダ ロ ブ リ ン ･

ヤ ギ 抗体 ( ダ コ ･ ジ ャ パ ン
, 東京) を

用い 室 温に て 20 分 間反応 させ
,

P B S に て 5 分間3 回洗浄 し
,

ペ

ル オ キ シ ダ
ー

ゼ 標識ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン ( ダ コ ･ ジ ャ パ ン) に て

室 温で20 分間反応 さ せ た . P B S に て5 分間3 回洗浄後 ,
ヂ ア ミ

ノ ベ ン ヂ ジ ン (3 ,
3 - di a m i n o b e n zidi n e te t r a h y d r o c hl o rid e

,
D A B)

(和光) にて 顕微鏡 で 発色状態 を確認 し なが ら約5 分 間室温で 反

応 さ せ た . 水道 水で 10 分 間洗 浄 した あ と
,

ヘ マ トキ シ リ ン に

て 核染 色を 行 っ た
. 全過程終了後, 脱水

,
透徹 を 施行 し封入 し

た .

Ⅵ . 免疫染色 の判 定

免疫 染色 を 行 っ た 後 , 判 定 は 透 過 光顕 微 鏡 画像 解析 装置

C A S 2 0 0 イメ ー

ジ 分析装置 (c ell p

a n al y si s
-

S y St e m
,
El m h u r s t

,
U S A)

を 用い 組織 にお け る免疫反応性を定量 的に 測定 した .
ヘ マ トキ

Fi g . 3 . I m m u n o hi s to c h e m i c al st ai ni n g of p 1 6/ M T S I p r o t ei n i n

a d e n o c a r ci n o a 仏) a n d e pid e rm Oid c a r ci n o m a (B ) of th e l u n g ･

Al m o s t all c a r ci n o m a c ell s s h o w str o n g p o siti v el y fb r a n ti -

P 16

p r o tei n m o n o cl o n al a n ti b o d y . S c al e b a r s i n d i c at e s 2 0 0 / L m



非小細 胞性肺癌 にお ける p16/ M T S l の 検討

シ1] ン に よ る核 染色は 620 n m の 波長 で 測光 し, D A B の 染色強

度は500 n m の 波長で 測光 した . p 1 6/ M T S l の 発現 に よ る免疫反

応性は 全核面積 に対す る D A B で 発色 した 核の 面積比 すな わ ち

陽性面積比 (% p o siti v e a r e a) の 測定 に よ っ て評価 し た . 染色標

本の 500 n m に お ける平均吸光度測定は 腫瘍辺 緑部の 任意 の 視野

を選び
,

1 0 -1 5 視野 で行 っ た . 陰性標準 標本 の 平均吸 光度測定

は5 標 本か ら任意選択 した10 -1 5 視野で 行 っ た
. さ ら にD A B で

発色 した p1 6/ M T S l 陽性 部分 の 核 の 50 0 n m 吸 光度 の 総和 を対象

視野 にお ける全 ての 核 の 50 0 n m 吸光度の 総和 で わ っ た 陽性染色

比(% p o siti v e s tai n) も合わせ 検討 し た .

Ⅶ . 統計学的処理

p16/ M T S l の 免疫反応性は すべ て平均値 ± 標準偏差 匝± S D)

で 示 した . 平均値 の 有意差検定 に は
,

M a n n
-

W hi t n e y の U 検定

を用い た
, 離 散量 に対 して は

ズ
2

検 定を用 い た . ま た
,

多罪間

の 有意差 検定 に は K r u s k al - W alli s の 検定 を用 い た
. 生 存率の 算

出 は K a pl a n
- M ei y e r 法 を 用 い

,
そ の 有意 差検 定 に は 一 般 化
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W i‡c o x o n 検定 を用 い た .
い ず れも

,
危険率 ( p 億) 5 % 未満を有

意差ありと した .

成 績

I . P C R -S S C P 法 に よる点突然変異の検 出

p16/ M T S l 遺伝子の エ ク ソ ン 2 を2A
,
2 B

,
2 C の 3 つ に わ け,

1
,
2 A

,
2 B

,
2 C

,
3 の 5 つ の 領 域 にお け る遺伝 子変異 をP C R -

S S C P 法に よ っ てス ク リ ー ニ ン グ した . D N A が
一

本鎖の 核酸 と

し て泳動 さ れ た場合,
1 塩基対で も違 えば 核酸の 高次 構造に変

化が 生 じゲ ル の 中で の 抵抗が 変化 し移動度 に差 が生 じ る .
こ の

こ と を利用 し腫瘍D N A と 正常 D N A をM
一

本鎖 に し て泳動し異な

る移動度 を示 した場合
, 高次 構造 の 遠 い が考 えら れ

,
この 領域

の 遺伝子異常 が示唆さ れ た (図1) .

全症例中,
エ ク ソ ン1 に2 例

,
エ ク ソ ン2 A に5イ札 2B に2イ軋

2 C に2 例 ,
エ ク ソ ン3 に4 例 の 計15 例 (22 .4 %) の 構造異常 を認

め た . そ の 組織型 で は 扁平上 皮確 が7 例 (25 .0 % ) , 腺病 が8 例

T a ble 4 ･ C o r r el ati o n s b e t w e e n cli ni c o p a t h ol o gi c al fin din g s a n d e x p r e s si o n s of p 16/ M T S l i n 6 7 p ri m a ry n o n-
S m all c ell l u n g c a n c e r c a s e s

C li ni

霊㌘
ic al

N o ･ Of c a s e s
%

言詣
t

㌫冒,

fo r %

芸諾宗誌
h r

H is to lo g l C al

A d e n o c a . 3 9

E pid e r m oi d c a . 2 8

S e x

M ale

F e r n ale

T fa ct o r

1

2

3

4

N f a c t o r

O

1

2

3

A

B

e

I

Ⅱ

Ⅲ

Ⅲ

gt aS

D iff e r e n ti ati o n

W ell

l
′

L

U

5

1

0

1

0
ノ

7

2

ュ
J

′

0

0
0

∩

フ

4

つ
J

l

′

n
)

′
h

U

2

1

2

つ
ん

2

1

4

3

エ
U

2 1

M o d e r ately 2 5

P o o rly 1 6

1 7 .6 ± 2 0 .8

1 2 .0 ± 1 7
,
1

1 3 .9 ± 1 7 .7

1 9 .3 ± 2 4 .3

2 4 .3 ± 2 5 , 4

15 .9 ± 1 8 .3

1 9 .5 ± 2 l .0

25 .1 ± 2 3 .6

5

Q
O

乙
U

4

L

O

5

4

つ
】

(

ノ
】

1

±

±

±

±

2

4

｣

9

0

0

0
0

n
U

5

15 .9 ± 1 9 .6

1 .7 ± 2 .0

1 8 .3 ± 2 1 ,7

1 1 .3 士 19 .7

13 .1 士 13 .9

2 4 .2 ±2 4 .8

2 2 .2 ±2 3 .8

1 6 .1 ±2 0 .7

1 0
,
2 ± 8 .

2

2 l .6 士2 3 .1

3 .0 ± 3 .4

2 5 .3 ± 26 .4

1 4
.2 ± 2 1 .4

1 9 .9 ± 17 .7

A d e n o c a ･
,
a d e n o c ar Ci n o m a; E pid e r m o id c a .

,
e Pid e r m oid c a r ci n o m a .

*
p < 0 .0 5 .
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(2 0 .5 %) で あり両者の 間に有意差は認め なか っ た
.

T 分尋乳 N 分

類 ,
M 分 類 , 病 期 別 分 類

,
分 化 度 の い ず れ の 項 目 も

,

p 1 6/ M T S l 遺伝 子構 造異常の 有無と の 間に有意 な関連を示 さ な

か っ た . なお
,

正常 D N A に は構造異常は認め なか っ た .

Ⅰ . L O Ⅲ の検 出 と臨床病理 学的因子

ヒ トの 細胞 は 父方 由来と 母方由来2 つ の 相同染色体 をも つ 2

倍体細胞で ある . こ の2 つ の 相 同染色体 の うち どち らか
一

方 が

欠央 して い る状態 を ヘ テ ロ 接 合性 の 欠失と し
, 発癌過程 に お い

て重 要な役割 を果た し て い る . D N A 上の 繰り返 し配列で ある

マ イ ク ロ サ テ ライ ト マ
ー カ ー は個 々 人 にお い て多塑性 をも っ て

おり
,

父方 と母方で その繰り返 し配列の 鎖長が異 なり 区別 で き

る . 正常 組織 と癌組織 の D N A にお い て それ ぞ れ の 相同染色 体

の どちら か が 欠失 して バ ン ドと して 認め な けれ ばL O H と判 定

した (図2) .

L O I‡が 認め ら れ た症例 は26 例 (38 .8 %) であり, 扁平 上皮痛は

11 例 (3 9 .3 %) ,
腺癌 は 15 例 (3 8 .5% ) で 両者の 間に有意差 は 認め

なか っ た . T 分 類, N 分類,
M 分類, 病期別分類,

分化度 の い

ず れ の 項 目 も,
L O H の 有 無 と有意 な 関連 は 示 さ な か っ た .

p 1 6/ M T S l 遺伝子 の 構造異常を認め た15 例 中
,

L O H が存 在 し

た症例 は7 例 (4 2 .0 %) で あ っ たが
,

そ れ らの 症例 に臨床 学病理

的な特徴 は認め られ な か っ た . p 1 6/ m l 遺伝子 の 構 造異常 を

水

認 め な か っ た 52 例 中
,

L O H が 存在 した 症例 は19 例 (36 .5 % ) で

あ っ たが , そ れ ら の 症例 に 臨床 学病理的な特徴 は認 め ら れ な か

っ た .

刀L p1 6/ M T S l 発現

1 . p 1 6/ m l 免疫組織 染色像

肺扁 平上 皮 痛 と肺腺癌 の p 1 6/ M T S l 免 疫組 織染色像を 図3A
,

B に示す. p 1 6/ M
′

指1 は細 胞質
,

核の 双方 に染色 され た . また
,

腫瘍 中心部 に比 べ
,

腫瘍辺緑部 で は核 が よ り強く染色 され る傾

向が あっ た . G e r a d t s ら
1 0)

は p 1 6 / M T S l に つ い て ウ エ ス タ ン ブ

ロ ツ テ ィ ン グと 免疫染色 に よ る細胞核 と 細胞質の 免疫反応性を

比 較 した場 合,
ウ エ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン グと 細胞核 の 免疫反応

性 と の 間に よ り高 い 相 関を認 め た 報告 して い る . し たが っ て本

研 究 にお い て細胞 核の 染色 率 をC A S 2 0 0 の 定量 プ ロ グ ラム を用

い 測定 した . 正常肺組織 で も 一

部の 気管支腺
,

肺胞上 皮 に淡い

p 1 6/ m l の 染色 をみ た .

2 . 各臨床 病理学的因子別 にみ たp16/ m l の 発 現

N S C L C 全 体で の p 1 6/ M T S l 陽性面積 比は 15 .2 ± 9 .4 で 同じく

陽性染色比 は20 .8 ± 1 2 .9 で あ っ た . 組 織型別で は
, p 1 6/ M T S l

陽性面積比 は腺痛 で 17 .6 ± 1 0 .4
, 扁平上 皮痛 で の 12 .0 ± 7 .1 で

あり, 両者 の 間に 有意差 は認 め られ なか っ た . p 1 6/ M T S l 陽性

染 色比 は腺 痛で 24 .3 ± 1 2 .7
, 扇平上 皮 痛で 1 5 .9 ± 9 .7 で あり

,
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非小細胞性 肺癌 にお けるp 16/ M T S l の 検討

同様に両者の 間 に有意差は 認め なか っ た . 病期別分類 で は
, Ⅰ

期の p 1 6/ M T S l 陽性面積 比は23 .8 ± 1 1 .4
,

Ⅱ 期は 24 .3 ± 1 0 .5
,

ⅢA 期 は9 .3 ± 7 .5
,

ⅢB 期 は4 .6 ± 2 .4
,

Ⅳ期 は0 .6 ± 0 .6 であり,

病 期 進行 と と も に 有 意 な低 下 を 示 し た (p < 0 . 0 5) . 同様 に

p16/ M T S l 陽性染色 比で もI 期 は 30 .7 ± 1 2
. 8

,
II 期 は29 .1 ±

1 1 .9
,

ⅢA 期は 14 .7 ± 1 0 .0
,

Ⅲ B 期 は 8 .7 士 4 .6
, Ⅳ期 は1 .1 士

0 .9 で あり, 病 期進行と と もに有意 な低 下 を示 した b < 0 .0 5) . T

分類で は p 1 6/ M T S l 陽性面積比
, 陽性染色比 とも にT 因子が 増

大する と と も に有意 な低下 を示 した b < 0 .0 5) . 性別, 年齢 (60

歳以 上
,

6 0 歳未満) N 分類 , M 分類
,

分化度 に よ る差 は認め な

かっ た (表4) .

組織型 別に検討 を加 える と
, 扁平上 皮癌 で は N 因子が 増大す

る と と も に
, p 1 6/ M T S l 陽性 面積比, 陽性染色比 の 双方が 有意

に低下 し た (p く0 .0 5) . 性 別
, 年齢 (60 歳以 上

,
6 0 歳末滴) ,

M

分類, 分化度 によ る差は 認め なか っ た (表5) . 腺痛で は高分化

型の p 1 6/ M T S l 陽性面積比 は23 .8 ± 1 1 .8
, 申分化型+ 低分化型

の そ れ は 1 0 . 9 ± 8 . 8 で あ り
,

分 化 度 が 低 く な る に つ れ

p 1 6/ M T S l 陽性面積 比は 有意に低値 を示 した b < 0 .0 5) . 同様 に

p 1 6/ M T S l 陽性 染 色 比 も分 化 度 に よ っ て 有 意差 を 認 め た

b く0 .0 5) . 性別
, 年齢 (6 0 歳以 上

,
6 0 歳未満) N 分類 , M 分類

,

分化度 に よ る差 は認め なか っ た (表6) .

54 1

3 . p 1 6/ m l 発現 と L O H と の 相 関
,

遺伝子構造異常

N S C L C 仝症例 で L O H を認 めた 症例 の p 1 6/ M T S l 陽性面積比

は1 0 .0 ± 9 . 2 で あり
,

L O H を認 め ない 症例の そ れ の 18 .5 士 9 .1

に対 し低値 で あっ た ( p < 0 .0 5) . p 1 6/ M T S l 陽性染色比 にお い て

もL O H を 認 め た 症 例 は 認 め な い 症 例 に 比 し低値 で あ っ た

(p < 0 .0 5) . p 1 6 / M T S l 樽造異常の 有無 と p 16/ M T S l 発 現の 指標

で ある陽性面積比及び 陽性染色比 との 間に 相関関係 は認め なか

っ た . また
, p1 6 / m l 構造異常 の 有無 とL O H の 有無 との 間に

相関 は認め なか っ た .

4 . L O H
, p 1 6/ M T S l 遺伝子構 造異常 の 有無別にみ た生 存率

の 検討

N S C L C 全症例 に対 し
,

L O H の 有無で そ れ ぞ れ の 術後3 年お

よ び5 年生存率 を算 出 した . L O H を認 め た症例 と認め なか っ た

症例 と の 間に生 存率 に差を認め な か っ た . さ ら に
, P 1 6/ M T S l

遺伝子 の 構 造異常 の 有無 で それ ぞ れ の 術後3 年 お よ び5 年生存

率 を算出 し た . p 1 6/ M T S l 遺伝子の 構造異常を認め た 症例と認

めな い 症例と の 間に生存率 に有意な差 は認 めなか っ た
.

5 . p 1 6/ M T S l 発現か らみ た生存率の 検 討

p1 6/ M T S l 発現 と予後と の 関係 を陽性面積比値 を2 群 に分 け

検 討 し た . 全症 例 をp 1 6/ M T S l 陽性 面積 比 が 1 5 . 0 以 上 の

p1 6/ M T S l 高発現乳 15 .0 未満 の p 1 6/ M T S l 低発現群 と し
,

そ
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れ ぞ れ の 3 年 生存 率を算出 した . そ の 結果, p 1 6 / M T S l 高発現

群 の 3 年生 存率62 .5 %
,
5 年生存率62 .5 % に対 し

, p 1 6 / M T S l 低

発現群で は そ れ ぞれ40 .5 %
,

19 .2 % と p1 6 / M T S l 高発現群 で 有意

に生 存率が 高か っ た b < 0 .0 5) (図4) . 症例を組織 別に分 け ると
,

扁平上 皮癌 に お い て p 1 6/ M T S l 高発現群とp 16/ M T S l 低発現群

に差 は な か っ た . 腺 痛で は p 1 6/ M T S l 高 発現群 の 3 年生 存率

74 .1 % ,
5 年生 存 率74 .1 % で ある の に村 し, P 1 6/ M T S l 低発現群

で は そ れ ぞ れ 37 .5 %
,

0 % で ありp 16/ M T S l 高発現群 で 有意 に生

存率が 高か っ た b < 0 .0 5) (図5) .

考 察

細胞 の 増殖速 度を調節す る機構の
一

つ に細胞周期 の 制御が あ

る ‥ アデ ノ ウイ ル ス D N A 上 E 2 遺伝子の プロ モ ー タ ー 部位 に結

合する細 胞由来の 因子で ある E2 F はp R B より解離 し括性型 E2 F

と なり
,
増殖 関連遺伝 子 の 転写活性化 し細胞周期を G l 期か らS

期 に進 行す る
2) 1 即 4)

. こ の p R B を特異 的に リ ン 酸 化す る活性 を

も つ サ イ タ リ ン と C dk の 複合体 が あげ られ る . C d k は単独 で は

活性 が なく , 特異 的な調節サ ブ ユ ニ ッ トで ある サ イ ク リ ン が結

合 する こ と で は じめ て 活性を発揮す る こ と に なる . 哺乳類細胞

で は 数種類 の サ イ ク
1
) ン と Cd k が 報告 さ れ て い る が

,
G l/ S 期

移行 に働く も の と し て現 在ま で にサ イ ク リ ン D/ C d k 4
･

C d k 6
,

サ イ クリ ン E/ C d k 2 の 2 種 の 複合体 が 知 られ て い る
3)4)

. c d k 自

身 は
,

種々 の サ イ ク リ ン に よ っ て 正 の C d k 阻害因子 に よ っ て負

の 修 飾を受 けて
,

D N A の 複製 や 修復 を調節 し て い る ･ 近年,

C d k の 活性 を阻害す る イ ン ヒ ビ タ
ー の 存在 が 明ら か に な っ た .

こ れま で報 告され た イ ン ヒ ビ タ
ー は2 つ の グ ル

ー

プ に 大別 さ れ

る . 1 つ は p 2 1 , p 2 7 , p 57 の フ ァ ミリ p で
,
サ イ ク リ ン D / C d k 4

,

C d k 6
,

サ イ ク リ ン E/ C d k 2
,

サ イ ク 1) ン A/ C d k 2 の 活性を阻害

する . 2 つ 目 は 阻害活性が サ イ ク リ ン D/ c d k 4
,

6 に特異的なイ

ン ヒ ビタ
ー でIN K 4 (i n h ib ito r of C d k 4) と呼 ば れ る もの で ある .

こ の フ ァ ミリ
ー

に属す る
一

連の 蛋白の うち
,

最初 に 同定 さ れ た

も の が p 1 6/ M T S l で ある
5】

.

p 1 6 / M T S l は 当初 C dk 4 に 結合す る 細胞内 蛋白と し て そ の 存

在 が確 認さ れ た . こ の 後, p 1 6 / M T S l 遺伝 子の c D N A が ク ロ ー

ニ ン グ さ れ
,

そ の 蛋白は 4 回の 練 りい返 しか ら な る ア ン キ シリ ン

リ ピ
ー

ト構 造を も つ こ と が 明 ら か にな っ た
7)

. p 1 6/ M T S l を強

制発現さ せ た細胞 の うち ある もの は G l 期で 増殖 を停止す るが
,

そ の 効 果 は 用 い た 細胞 の p R B の 状態 に依 存す る . す な わ ち
,

p R B を発現 して い ない 細胞株 にp 16/ M T S l を 強制発現 させ ても

増殖 の 停止 は み られ な い 13) 14)
.

こ れ は , p 1 6 / M T S l の G l -S 移行

制御作用 が p R B - E 2 F 系を 介 した もの で ある こと を裏付け るもの

で ある . ま た
, p 1 6/ M T S l の 機能 に異常 が ある と C d k 4 / サ イ ク

リ ン D l の 活性 が 阻害 さ れ ず, p R B と E 2 F の 結 合が 障害 さ れ
,

細 胞の 分萱軋 増殖サ イ ク ル が克進 して癌化 に 及ぶ と 予想 さ れ る ･

C d k 4 遺伝子 を培 養細胞で 過剰発現 さ せ
, p 1 6 / M T S l に対 し量

的優位 な状 態 に導 く と G l 期は 短縮 し細胞増殖 が 促進す る と の

報告もあ る
1 5 卜 1 7)

一 方
,

第9 染色体 短腕の 異常 は 以前 よ り種 々 の 癌 細胞株で高

頻 度に 認め る と 報告 さ れ て い た
1 即

､

2 (-)
. こ れ らの 遺伝子 異常は

9 p2 1 に認め
, 癌細胞 の み で欠失 して い る こ と か ら こ の 部位 には

痛抑 制遺伝子が 存在す る だ ろ うと 考え られ て い た ･
こ の ような

中で
, p 1 6 / M T S l 遺伝 子 は

,
ヒ ト悪性 黒色腫 の 培 養株 の 第9 染

色体短 腕 の 共 通 ホ モ 欠失 領域 か ら 単離 さ れ た
7) 8)

･ こ の 道伝子

に よ っ て コ
ー

ドさ れ る 蛋白質が C d k 4 晴性 を阻害す るp 16/I N K 4

と
一 致 する こ と が わ か っ た . さ ら に多くの ヒ ト癌 馴 包株で も同

遺伝子 廃位 に お け る ホ モ 接 合性 欠尖が 高度 にみ つ か っ てき たた

め
, p 5 3 遺 伝子 に 匹敵す る広範 な 痛抑 制遺伝子 と して 注目を集

め た
7) 17)

. 臨床材 料で は 細胞 株 より そ の 頻度 は 少な い も の の 食

道凰 膵癌 ,
グリ オ

ー

マ
,
白血病な どで 異常が 検出され た

21)~ 28)

p1 6/ M T S l 遺伝子 異常 の 形 態で あ る が
,

グ リ オ
ー

マ
, 膵癌,

白血 病 に み ら れ るp 1 6/ M T S l 遺伝子異常 は ヘ テ ロ 接合性の 消失

や ホ モ 接合性 欠失 に よ る 場合 が多い
.

一 方
,

肺 胤 頭 頸部癌,

食道癌で は 塩基配列 の 変 異に 起因する p16/ M T S l 遺伝子異常が

多く報告 さ れ て い る
2 3)2 4) 28)2 9)

. 他 の 癌抑制遺伝子 で は ナ ン セ ン

ス 突然変異 や ミ ス セ ン ス 突然変異が 多い の に比 し
, p1 6/ M T S l

遺伝子の 異常 は 痛の 種類 に よ っ て遺伝子異常 の 形態 が 大きく異

なり組織特異性 が あ る こ と が判明 して い る . 肺痛細胞株を用い

た検 討で は
, 約80 % に p 1 6/ M T S l が 異常発現 して お り,

そ の 半



非小細胞性肺癌 にお け る p 1 6/ M T S l の 検討

数に P1 6/ M T S l 遺伝子異常が 認め られ た . ま た
, 肺癌 臨床検体

で は 約3 0% の 遺 伝子 異常 を認め た と 報告 さ れ て い る
28)

. し か し

p 1 6/ M T S l 遺伝 子の 変異と 臨床病理学的因子 と 関連 や予 後 に及

ぼす 影響 を検討 した研究 は 少な い
30)

. 本研究 で は
,

肺癌臨床検

体を用 い て p 1 6/ M T S l 遺伝子の 塩基配列 の 異常をP C R -S S C P 法

によ っ て検索す る と と もに
,

ヘ テ ロ 接 合性 の 欠失を多形性 マ
ー

カ
ー に より検索 した . P C R S S C P 法 は

,
ゲ ノ ム D N A 中の 異 な っ

た塩 蓼配列 に より 生 じ る
一

本 鐘D N A の 高次構造 の 遠い を ポリ

アク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気 泳動 に よ る移動度 の 差 と し て検出す る

方法 で ある
:与1)

. しか し
,

P C R -S S C P 法 に よ っ て
一

回の 泳動で 解

析で きる D N A の 長さ は制 限さ れ る . 一山 方
,
4 0 0 塩基村以下 であ

れ ば高 い 検 出効率が 保た れ る ため
,

本研 究で は 5 紙の プ ライ マ

ー を設定 しp 1 6/ M T S l 遺伝子全長を検索 し た . ま た ,
マ イ ク ロ

サ テ ラ イ ト マ
ー

カ
ー

の 多型を用い たL O H - P C R 解析 で は
, 痛抑

制遺 伝子の 存在 する 染色体部 位の ヘ ミ 欠失をL O H と い う形で

高頻度で 検出す る こ と が で きる . 以 上 の 特性 を利用 し
,

9 p 2 1 に

存在する 多形性 マ
ー カ ー

で あるI N F A
,

D 9 S 1 7 1 を用 い て L O H

を検出 し た
. さ ら に

,
免 疫染色 に よ る p1 6/ M T S l の 免疫反応性

はC A S 2 0 0 を用 い て 定量的 に分析 した . C A S 2 0 0 で は
,

染色され

た光顕標本の 顕微鏡画像 か ら二 つ の 異 な る 中心波長 を持 つ バ ン

ドパ ス 光学 フ ィ ル タ
ー を 介し て測光す る こ と に より, 免疫組織

染色陽性部分 の 吸光度を定量的 に求め る こ とが 可能で あ る . し

た が っ て
,

C A S 2 0 0 によ る定量で は
,

測定者 の 主観を取 り除く

こ とが 可 能で あり
,

染色性の 微弱 な部分 に対 し ても客観的 な測

定が 行え る
34)

.

p1 6/ M T S l 遺伝子 は 3 個 の エ ク ソ ン と2 個の イ ン トロ ン か ら

なり
,

m R N A の サ イ ズ は 981 塩基対で ある
5 )

. そ の 蛋白 質の 分

子量 は15 . 8k D で あり
,

1 5 6 個の ア ミ ノ 酸 か ら な る . p 1 6/ M T S l

遺伝子の 仝塩基配列に しめ る グ ア ニ ン ( G) と シ ト シ ン (C) の 割

合は70% を越え
,

C p G ジ ヌ ク レ オ チ ドの 割合も他の 痛抑 制遺伝

子に 比べ 高 い
.

こ れ に伴 うP C R 反応 の 効率低 下 が 臨床検 体 を

用い たp 1 6/ M T S l 遺伝子異常の 検索 に 難渋す る
一 因と 考え ら れ

て い る
33)

. こ れ を 回避す る ため
, 本研究で は P C R バ ッ ブ 7

一

に

D M S O を加え ,
P C R 反応 にお け るC G 重合 を防止 し増幅効率の

向上 を図 っ た . また
,

C p G ジ ヌ ク レ オ チ ドは メ チ ル 化 され た シ

トシ ン (C) か ら チ ミ ン m へ の 転位 が お こ る こ とが 知 られ て お

り
,

事実p 1 6/ M T S l 遺伝 子の 点突然変異は C p G 部位 に多発 して

い る
34)

. 興味あ る こ と に こ れ ら の 変異 は エ ク ソ ン2 に 集中 して

おり, 同程度 の 頻度で C p G が 存在す る エ ク ソ ン1 で は 突然変異

はほ と ん どみ ら れ な い と 報告さ れ て い る
3 3 ㈲

. 本研 究で は
,

エ

ク ソ ン2 に 変異 の 78 .3 % が 集 中し て お り , そ れ を支持す る結 果

が得 られ た .

N S C L C の 原 発巣と 転移巣 で p1 6/ M T S l 遺伝 子の 異常を検 索

したと こ ろ
, 原発巣で は 異常が 検出さ れ なか っ た の に対 し

, 転

移巣 で は27% に異常が 認 め ら れ た と報 告 され て い る
1 7)

. こ の 結

果か ら は
, p 1 6 / M T S l 遺伝子 は N S C L C の 癌 化の 後期段 階と 進

展に関与す る可 能性が 示唆 され た .

一 方で p 1 6/ M T S l 発現の 変

化を メ ラ ノ ー

マ で検索 した 検討 で は
,

前癌病 変の 100 % に そ の

発現 が検 出さ れ た の に対 し, 原発巣で は 52 % , 転移巣 で は72 %

で 発 現 を 認 め な か っ た と 報告 さ れ て い る
3 5 )

. 以 上 よ り

p16/ M T S l 遺伝子や p 16/ M T S l ? 発現 は痛 の 進行 に付 随 して 変

化す るもの と予想 さ れ る . 本研究 で は
, p 1 6/ M T S l の 発現 をそ

の 免疫反応性で 検討す る 限り
,

全症例 で T 因子 や 病期 の 進行 に

つ れそ の 発現 は低下 を示 した . 特 に扁平上 皮痛 で ほ
,

N 因子 が

543

進行す ると と もに 有意な発現低下 が認め られ た
. 腺癌 症例 で は

,

p1 6 / M T S l 発現 は分化度と相関 した .

か か る 現 象 は N S C L C の 個 々 の 癌 細 胞 で 何 ら か の 原 因で

p1 6/ M T S l が 低量と なり
,
個 々 の 癌細胞 の 増殖 が進み 最終曲 に

腫 瘍径 の 増 加を起 こ しT 因子 に 影響を 及ぼ す こ と が 示唆 さ れ

る . 同様 に N 因子の 進行 で もp16/ M T S l 異常細胞が
1
) ン パ 節に

移動 し増殖する た め に より速い 細胞周期回転を必要 と して い る

こ と も示唆 され る . しか L 組織塑で の 相違や痛 の 転移や 浸潤に

お ける p16/ M T S l の 働き は細胞 周期 制御 だ けで説明で きず, 今

後 の 研究 にそ の 解明を期待 され る .

こ の よう にp 1 6/ M T S l は い く つ か の 臨床病理 学的因子 と相関

す る こ と か ら
, P 1 6 / M T S l の 発現 を知 る こ と に よ っ て

,
そ の 痛

組織 の 特性を知り予後を予測で きる 可能性が期待 でき る .

本研 究で はp 1 6/ M T S l の 免疫反応性 を2 群 に分け肺癌切除篠

の 予後 と検討 した と こ ろ
, 腹痛で は p 1 6/ M T S l 発現低値群は 高

値 群 に比 し有意 に生存率が 低 か っ た . また
, 扁平上 皮痛 で は

P 16/ M T S l 発現と 臨床病理 学的諸因子 は相関 した が
, 予後と の

相 関は 認め られ なか っ た . なお腺病 で は p 1 6/ M T S l 発現と臨床

病理学 的諸因子と の 間に相関は認 め られ なか っ た . した が っ て

P1 6/ M T S l は現在用い ら れ てい る 臨床病理 学的因子と 関連を有

さ ずに そ の 予後 に関与 して い る と考 え られ た . また p 1 6/ M T S l

遺伝子 の 構造異常の 有無 によ る生 存率 で は有意 な差を認め なか

っ た . しか し , p 1 6 / M T S l 遺伝子異常と 臨床 病理 学的因子 と の

相 関は認 め られ な か っ た .

一

方 , p1 6/ M T S l の 発現 とp 1 6/ M T S l 遺伝子異常 の 相 関に つ

い てみ ると
,

L O H が 認め られ た もの はp 1 6/ M T S l 発現が 有意な

低値 を示し た . しか し
, 蛋白発現 が低値を示す症例 の 中で遺伝

子異常 を証明で きな い 症例が お よ そ20% あ っ た . こ れ ま で にも
,

約 8 0 % の 細 胞 株 で p 1 6 / M T S l が 欠 損 し て い る も の の
,

p 1 6/ M T S l 遺伝 子の 異常 はそ の 約 半数の 409らで 確 認さ れ た の み

で あ っ た と の 報告が ある
1 7)

. 蛋白 の 発現異常,
と り わ けそ の 発

現低 ド
●

が コ
ー

ドさ れ て い る遺伝子 の 異常 に起因 しな い 症例が 存

在す る こ と は確実で あ る . か か る事象の 説明と して
,

プ ロ モ ー

タ ー

部位 の 塩基配列 異常 ,
D N A の メ チ ル 化 に よ る発現 の 変化,

P1 6/ M T S l 自体の 変性 過程 に対す る 抵抗 性の 発生 な どが 考え ら

れ る
. p 1 6/ M T S l に つ い て は

, 月齢軋 喪頚部痛 , グリ オ
ー

マ に

お ける 党規低下 は 翻訳部位の 異常 よ りも む L ろ そ の プ ロ モ ー タ

ー

部位 の メ チ ル 化 に起関する 頻度が 高い と の 報告カゞある
:i4

｡
) :叫

プ ロ モ
ー

タ
ー

部位の メ チ ル 化 は
, 1) 1 6/ M T S l の み な らず他 の 癖

抑制遺 は子の 不活化の 1 つ の メ カ ニ ズ ム と し て 注 = され る . メ

チ ル 化 を生 じる 酵素の 一

つ に メ ナ レ ン テ ト ラ ヒ ドロ 柴l駿還ノ己酵

素 ( m e th yl e n et e tr ah y d r of ol a te r e d u c ta s e
,
M T H F R) が ある .

毒 の K a mi y a ら
:一7)

は
,

こ の M T H F R 過信f ･ の 多形性 に 注目 し
,

p 1 6 / M T S l 発現 と の 相関 関係 を検 討 し た . N S C L C 5 7 例を

M T H F R の 多型部位の ア ミ ノ 酸配列 に よ っ て 3 つ の グ ル ー プ に

分 け た . そ の 結 果ある ア ミ ノ酸配列を示す グ ル
ー

プ が ほ か の グ

ル ー

プ に比 べ 有意に低い p 1 6/ M T S l 発現 を示 した と 報告 して い

る .
こ の 事実 は

, p 1 6/ M T S l 発現 異常 に M T H F R 遺伝子 の 多形

性が 関与 し て い る 可 能性を示 して い る . すなわ ち
,

M T Ii F R が

p 1 6 / M T S l 遺伝 子の メ チ ル 化を引き起 こ しp 1 6/ M T S l 発現低 下

に より細胞周期 や発癌過程 の 異常を発生 させ る と推測さ れ る .

本研究で 用い た D N A は
, 新鮮標本よ り抽出 した た め 変性な ど

の 影響 は ほ と ん ど 受 け て い な い も の と 思 わ れ る . し か し
,

p 1 6 / M T S l 遺伝子異常 の 検 出率 は過去 の 報告 に比 べ 低率で あ っ



5 4 4

た . これ に は
,

正 常細 胞が混 入 しL O H の 頻度が 過 少評価 さ れ

て い る 可能性 も考えら れ る . 膿瘍を ヌ
ー

ド マ ウ ス に 移植 し, 混

入 正常細胞 を除去す る方法 な ども報告 され て い る
2 5) 38)

以 上 本研究 で は p 1 6/ M T S l 発現低下 が N S C L C の 病期進行

と深く関 わり, P 1 6 / M T S l 発現低値 症例 の 予後 は高値症例 に比

し不良で ある こ と が 判明 した .
こ の こ とか らp 1 6/ M T S l は細胞

周期制御 因子 の ひ と つ と して N S C L C の 発癌過 程や 病期進行 を

反映 し
,

予後を予 測する 重要な因子 の
一

つ で ある こ と が 明ら か

と な っ た . 今 回の 研究 で はp 1 6/ M T S l 遺伝子異常 は N S C L C の

病期進行や 予 後 に相関を認めず
, 蛋白発現に お ける結果 と の 解

離を示 し た . すな わちp 16/ M T S l 発現異常が そ の 遺伝子異常 の

み に起 因し な い こ とが 予想さ れ る . 今後p16/ M T S l 発現 に 影響

を与え る他の メ カ ニ ズ ム の 解明が必須 と考えら れ る .

結 論

N S C L C 6 7 例 を対象 にp 16/ M T S l 遺伝子異常 と 蛋白発現 を検

索 し以 下の 結論 を得 た .

1 . N S C L C 6 7 例 中
, p 1 6 / M T S l 構 造異常を15 例 (22 .4 %) に

,

染色体9p 2 1 の L O H を26 例(38 .8 瑚 に認 めた .

2 . 仝症例 にお い て
, p 1 6 / M T S l 染色率は 臨床 的病期 の 進行

と とも に
,

またt 因子の 増大 と とも に有意に低下 した .

3 . 扁平上 皮痛 に お い て
, p 1 6/ M T S l 染色率は N 因子 が増 大

と とも に有意 に低下 した . 腹痛 にお い て
, p 1 6/ M T S l 染色率 は

低分化症例 が 高分化症例 に比 し有意に低値で あ っ た .

4 . p 1 6/ M T S l 遺伝子構造異常 や染色体9 p 2 1 の L O H の 有 無

と N S C L C の 臨床 病理 学的因子と に相関 を認 め なか っ た .

5 . p 1 6/ M T S l 染色率 とp 16/ M T S l 遺伝子構造異常 と の 相関

を認 めなか っ た . p 1 6/ M T S l 染色率 は
,

L O H を認 め た 群は 認め

な い 群 に比 べ 有意 に低値で あ っ た .

6 . p 1 6/ m l 遺伝子構造異常や L O H の 有無と 生存率 と に相

関を認め なか っ た .

7 . N S C L C
,

と りわ け腺将 に お い て p 1 6/ M T S l 高発 現群 は

低発現群に比 べ 有 意に 良好 な生 存率 を示 した . 肺 腺癌 にお い て

p 16/ 肌 1 発現は予 後予測 因子 とな りうる こ と が示唆 さ れ た .
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p r ot ei n w ith m a m m ali a n D Jtyp e C y Cli n s . C el1 7 3 : 4 8 7 -4 9 7
,
1 9 9 3

4 ) Pi n e s J . C y c li n s a n d th ei r a s s o ci a t e d c y cli n qd e p e n d e n t

ki n a s e s i n th e h u m a n c ell c y cl e . Bi o 血 e m S o c T r an S 2 1 : 9 2 1 -9 2 5
,

19 93

5) S e r r an O M
,
H a n n o n GJ ,

B e a d l D . A n e w r e g ul a t o r y m o tif

水

i n c ell -

C y Cl e c o n t r oI c a u si n g s p e ci五c i n hib iti o n of c y cli n D / C D K 4 .

N a tu r e 3 6 6: 7 04 -7 0 7
,
1 9 9 3

6 ) H a r p e r J W
,
A d a m i G R

,
W ei N

,
K e y o m a r si K

,
Ell e d g e SJ .

′

m e p 2 1 C d k -in t e r a cti n g p r o t ei n C ip l i s a p o t e n t i n h ibit o r of G I

C y Cli n
-d e p e n d e n t ki n a s e s .

C el1 7 5 : 8 0 5 -8 1 6
, 1 9 9 3

7 ) K a m b A
,
G ru i s N A

,
W e a v e r F eld h a u s J ,

Li u Q ,
H a r s h m an

K
,
T a v ti gi an S V

,
S t o c k e rt E

,
D a y R S r

,J o h n s o n B E
,
S k ol ni c k M H

.

A c ell c y cl e r e g ul at o r p o t e n ti all y i n v oI v e d i n g e n e si s o f m a n y

ttl m O r ty p e S . S ci e n c e 2 6 4 : 4 3 6 -4 4 0
,
1 9 9 4

8 ) N o b o ri T
,
M i u r a K

,
Wh DJ ,

L oi s A
,
T b k a b a y a s hi K

,
C a r s o n

D A . D el e 也o n s of th e c y cli n
- d e p e n d e n t ki n a s e

- 4 i n hib ito r g e n e i n

m ul ti pl e h u m a n c an C e r S . N at u r e 3 6 8 : 7 5 3 -7 5 6
,
1 9 9 4

9 ) 日 本肺 癌学会編. 臨床 ･ 病理: 肺癌取り扱 い 規約, 改訂第4

版
,
2 3 - 30 頁

,
金原出版

,
東京

,
1 9 9 5

1 0) G e r a d t s J ,
K r a t z k e R A

,
N i e h a n s G A

,
Li n c o l n C E .

I m m u n o h i s to c h e m i c al d e te c ti o n of th e c y cli n
-d e p e n d e n t k i n a s e

i n h ibi to r 2/ m ulti pl e tu m o r s u p p r e s s o r g e n e l (C D E N 2/ M T S l)

P r O d u ct p 1 6 I N K 4 A i n a r c hi v al h u m a n s olid t u m o r s: C O r r el a ti o n

W ith r eti n o bl a st o m a p r o t ei n e x p r e s si o n . C a n c e r R e s 5 5 : 6 0 0 6 -

6 0 1 1
,
1 9 9 5

1 1) 安 田秀 世. 哺乳類細胞 の G l/S
,
G 2 / M 転移 と サ イ ク リ ン ･

c d c 2 キ ナ
ー ゼ . 細胞 24 : 2 74 -2 7 8

,
1 9 9 2

12) Xi o n g Y
,
Z h an g H

,
B e a c h D . S u b u nit r e a r r a n g e m e n t of th e

C y Cli n - d e p e n d e n t k i n a s e s i s a s s o ci a t e d w it h c ell u l a r

t r an Sf o r m a ti o n . G e n e s D e v 7 : 1 57 2 -1 5 8 3
,
1 9 9 3

1 3) K o h J ,
E n d e r s G H

,
D y n l a c h t B D

,
H a rl o w E . T u m o u r

-

d e ri v e d p 1 6 all el e s e n c o d i n g p r o t ei n s d e f e c ti v e i n c ell -

C y Cl e

i n h ibiti o n . N at u r e 3 7 5 : 5 0 6 -5 1 0
,
1 9 9 5

1 4) G u an m .
, J e n ki n s C W

,
Li Y

,
N i c h oI s M A

,
W u X

,
0

'

K e ef6

C L
,
M a t e r a A G

,
Ⅹi o n g Y . G r o w t h s u p p r e s si o n b y p 1 8

,
a

p1 6I N K 4/ M T S l 一 an d p 1 4I N K 4 B / M T S 2 -

r el a te d C D K 6 i n hib ito r
,

c o r r el at e s wi th w ild -tY P e p R b fu n cti o n . G e n e s D e v 8 : 2 9 3 9 -2 9 52
,

1 9 9 4

1 5) O tt e r s o n G A
,
K r at z k e R A

,
C o x o n A

,
K i m Y Ⅳ

,
K a y e FJ ･

A b s e n c e o f p 1 6I N K 4 p r o t ei n i s r e s tri ct e d t o th e s u b s e t of l u n g

c a n c e r li n e s th a t r e t ai n s w ild ty p e R B . O n c o g e n e 9 : 3 3 7 5 -3 3 7 8
,

1 99 4

1 6) S c h u l z e A
,
Z e rf a s s K

, S pitk o v sk y D
,
H e n gl e i n B

, J a n s e n

D u r r P . A c ti v a ti o n o f th e E 2 F tr a n s c ri pti o n f a c to r b y c y cli n D l is

b l o c k e d b y p 1 6 I N K 4
,
th e p r o d u c t o f th e p u t a ti v e t u m o r

s u p p r e s s o r g e n e M T S l , O n c o g e n e 9 : 3 4 7 5 -3 4 8 2
,
1 9 9 4

1 7) O k a m o t o A
,
D e m e tri c k D J ,

S pill a r e E A
,
H a gi w a r a K

,

H u s s ai n S P
,
B e n n e tt W P

,
F o r r e s t e r K

,
G e r w i n B

,
S e r r a n o M

,

B e a c h D H . M u t ati o n s a n d al t e r e d e x p r e s si o n of p 1 6I N K 4 i n

h u m a n c a n c e r . P r o c N a tl A c a d S ci U S A 9 1 : 1 1 0 4 5 -1 1 0 4 9
,
19 9 4

18) C h e n g J Q
, J h a n w a r S C ,

L u Y Y
,
T e s t a J R . H o m o z yg o u S

d el e ti o n s w ith i n 9 p 2 1 -

p 2 2 i d e n tify a s m all c riti c al r e gi o n of

c h r o m o s o m al l o s s i n h u m a n m alig n an t m e S O th eli o m a s . C a n c e r

R e s 5 3 : 4 7 6 1 -4 7 6 3
,
1 9 9 3

1 9) K o w al c zy k J ,
S a n d b e r g A A . A p o s sib l e s u b g r o u p of A L L

wi th 9 p
一

. C a n c e r G e n et C y to g e n e t 9 : 3 8 3 - 3 8 5
,
1 9 83

2 0) D i a z M O
,
R u b i n C M

,
H ar d e n A

,
Zi e m i n S

,
I m s o n R A

,
I ･ e

B e a u M M
,
R o w l e y J D . D el e ti o n s of i n t e rf e r o n g e n e s i n a c u t e

l y m p h o b l a sti c l e u k e mi a . N E n gl J M e d 3 2 2 : 7 7 -8 2
,
1 9 9 0



非小細胞性肺癌 にお けるp 16/ M
′

指1 の 検討

21) C ai r n s P
,
M a o L

,
M e rl o A

,
L e e D J ,

S c h w a b D
, E b y Y

,

T o ki n o K
,
Ⅴ an d e r R et P

,
B l a u g ru n d J E

,
Sid r a n sk y D . R a t e s of

p1 6 ( M T S l) m u ta ti o n s i n p ri m a r y t u m o r s wi th 9 p l o s s . S ci e n c e

2 6 5 : 4 1 5-4 1 7
,
1 9 9 4

22) S p ru C k C H r
,
G o n z al e z Z u lu e ta M

,
S hib at a A

,
S i m o n e a u A R

Li n M F
,
G o n z al e s F

,
T s ai Y C

,
J o n e s P A . p 1 6 g e n e i n u n c ult u r e d

tu m o u r s . N at u r e 3 7 0 : 1 8 3 -1 8 4
,
1 9 9 4

23) Z h o u X
,
T a r m i n L

,
Yi n J , Ji a n g H Y

,
S u z u ki H

,
R h y u M G

,

A b r ah am J M
,
M elt z e r ST . T h e M T S l g e n e i s 血

･

e q u e n tl y m u t a te d

in p ri m a r y h u m a n e s o p h a g e al tu m o r s . O n c o g e n e 9 : 3 7 3 7 - 3 74 1
,

19 9 4

24) M o ri T
,
M iu r a K

,
A o k i T

,
N i s hih i r a T

,
M o ri S

,
N ak am u r a Y .

F r e q u e n t s o m ati c m u t a ti o n of th e M T S l / C D K 4I ( m ul tipl e

t u m o r s u p p r e s s o r/ c y cli n -d e p e n d e n t ki n a s e 4 i n h ibit o r) g e n e i n

e s o p h a g e al s q u am O u S C ell c a r ci n o m a . C a n c e r R e s 5 4 : 3 3 9 6 -3 3 97
,

19 9 4

25) C ald a s C
,
H ah n S A

,
d a C o st a I J

,
R e d st o n M S

,
S c h u tt e M

,

S e y m o u r A B
,
W ei n s t ei n C L

,
H r u b a n R H

,
Y e o CJ ,

K e r n S E .

F r e q u e n t s o m a ti c m u t ati o n s a n d h o m o z y g o u s d el e ti o n s of th e

p1 6 (M T S l) g e n e i n p a n c r e ati c ad e n o c a r ci n o m a . N at G e n e t 8 :

2 7 -3 2
,
1 9 9 4

2 6) J e n J ,
H ar P e r J W

,
Bi g n e r S H

,
B i g n e r D D

,
P a p a d o p o ul o s N

,

M a止 0 wi tz S
,
W ill s o n J K

,
Ki n zl e r K W

,
V o g el s t ei n B . D el eti o n o f

p 1 6 an d p 1 5 g e n e s i n b r ai n t u m o r s . C a n c e r R e s 5 4 : 6 3 5 3 - 6 35 8
,

1 99 4

2 7) U e ki K
,
R u bi o M P

,
R am e Sh V

,
C o r r e a K M

,
R u tt e r J L

,
V O n

D ei m li n g A
,
B u c kl e r A J ,

G u s ell a J F
,
Le u i s D N . M T S l/ C D K N 2

g e n e m u t a ti o n s a r e r a r e i n p ri m a r y h u m a n a s tr o c yt o m a s w ith

all eli c l o s s of c h r o m o s o m e 9 p . H u m M oI G e n e t 3 : 1 8 4 1 -1 8 4 5
,

1 99 4

2 8) H a y a shi N
,
S u gi m o t o Y

,
T s u c hi y a E

,
O g a w a M

,
N ak a m u r a

Y . S o m a ti c m u ta ti o n s o f th e M T S ( m ulti pl e t u m o r s u p p r e s s o r)

1/ C D K 41 ( c y cli n
-d e p e n d e n t k i n a s e

-4 i n h ibit o r) g e n e i n h u m a n

p ri m a r y n o n
-

S m a11 c el1 1 u n g c a r ci n o m a s . B i o c h e m B i o p h y s R e s

C o m m u n 2 0 2 : 1 4 2 6 - 1 4 30
,
1 99 4

2 9) Z h a n g S Y
,
Kl ei n S z a n t o A J ,

S a u te r E R
,
S h af a r e n k o M

,

M it s u n a g a S
,
N o b o ri T

,
C a r s o n D A

,
Ri d g e J A

,
G o o d r o w T L .

H i g h e r f r e q u e n c y of al t e r ati o n s i n th e p 1 6/ C D K N 2 g e n e i n

S q u a m O u S C ell c a r ci n o m a c ell li n e s th a n i n p ri m a r y t u m o r s of th e

5 4 5

h e a d a n d n e c k . C an C e r R e s 54 : 5 0 5 0 -5 0 5 3
,
19 94

3 0) T a g a S
,
O s a k i T

,
O h g a m i A

,
I m o t o H

,
Y o s h i m a t s u T

,

Y o s h i n o I
,
Y a n o K

,
N a k a n i s h i R

,
I c hi y o s hi Y

,
Y a s u m o t o K .

P r o g n o s ti c v al u e o f th e i m m u n o h i s t o c h e m i c al d e t e c ti o n o f

p 1 6I N E 4 e x p r e s sio n i n n o n s m al l c ell l u n g c a r ci n o m a . C a n c e r 8 0 :

3 8 9 - 3 9 5
,
1 9 9 7

3 1) O rit a M
,
I w ah a n a H

,
K a n a z a w a H

,
H a y a s hi K

,
S ek i y a T

.

D e t e c ti o n o f p o l y m o r p h i s m s o f h u m a n D N A b y g el

el e c t r o ph o r e si s a s si n gl e
M

S tr a n d c o nf o r m a ti o n p ol y m o r p hi s m s .

P r o c N a d A c ad S ci U S A 8 6 : 2 76 6 -2 7 7 0
,
1 9 8 9

3 2) 永里敦. 甲状腺分化痛 の 再発 因子 に関す る分子生 物学的

研究一免疫組織学的研 究-

. 十全医会誌105 : 3 5 0 -3 6 2
,
1 99 6

3 3) O k a m o t o A
,
H u s s ai n S P

,
H a gi w a r a K

,
S pill a r e E A

,
R u si n

M R
,
D e m etri c k D J ,

S e r r a n o M
,
H a n n o n GJ ,

S hi s e ki M
,
Z ar i w al a

M . M u t a ti o n s i n th e p 1 6 I N K 4/ M T S l / C D K N 2
, p 1 5 I N K 4 B

/ M T S 2
,

a n d p 1 8 g e n e s i n p ri m a r Y a n d m e t a st ati c l u n g c a n c e r .

C a n c e r R e s 5 5: 1 4 4 8 -1 4 51
,
1 9 9 5

3 4) M e d o A
,
H e r m a n J G

,
M a o L

,
Le e D J ,

G a b ri el s o n E
,
B u rg e r

P C
,
B a yli n S B

,
S id r a n s k y D . 5

'

c p G i sl a n d m e th yl ati o n i s

a s s o ci a t e d w it h t r a n s c ri p ti o n al sil e n ci n g o f th e t11 m O u r

S u P P r e S S O r P 1 6/ C D E N 2 / M T S l i n h u m a n c an C e r S . N at M e d l :

6 8 & 6 9 2
,
1 99 5

3 5) R e e d J A
,
L o g a n z o F

, J r .
,
S h e a C R

,
W al k e r GJ ,

Fl o r e s J F
,

G l e n d e n i n g J M
,
B o g d a n y J K

,
S h i el M J

,
H al u s k a F G

,
F o u n t ai n

J W . L o s s o f e x p r e s si o n o f th e p 1 6 / c y cli n - d e p e n d e n t ki n a s e

i n h ib i t o r 2 t u m o r s u p p r e s s o r g e n e i n m el a n o c y ti c l e s i o n s

C O r r el at e s w ith i n v a si v e st a g e of t u m o r p r o g r e s si o n . C an C e r R e s

5 5 : 2 7 1 3 -2 7 1 8
,
1 9 9 5

3 6) 大野厚子. 新 し い 痛抑制遺伝子p 16/ C D K N 2/ M T S l g e n e

の 肺癌 にお ける 異常. 日 本臨床 54 : 5 0 3 -5 0 6
,
1 9 9 6

3 7) K a m i y a H
,
K a w a k a m i K

,
M i y a n a g a T

,
O m u r a K

,
O d a M

,

M u r a k a m i S
,
W a t a n a b e Y . A m e t h yl e n e t e t r a h y d r of o l at e

r e d u c ta s e p ol y m o r ph i s m i s a s s o ci a t e d w ith e x p r e s si o n of p 1 6 i n

h u m a n l u n g c a n e e r . O n c oI R e p 5 : 9 1 1 -9 1 4
,
19 9 8

3 8) C ai rn S P
,
P ol a s cik ¶ ,

E b y Y
,
T o ki n o K

,
C alif a n o J ,

M e rl o A
,

M a o L , H e r a th J , J e n k i n s R
,

W e s t r a W . F r e q u e n c y o f

h o m o z y g o u s d el e ti o n at p 1 6/ C D K N 2 i n p ri m a ry h u m a n tu m o u r s .

N at G e n e t l l : 21 0 -2 1 2
,
1 9 9 5
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p 1 6/ M T S I G e n e Al t e r n a ti o n i n N o n
- S m a lI C e11 L u n g C a n c e r T a m o n M i y a n a g a

,
D e

p a rt m e n t o f S u r g e ry (Ⅰ) ,

S c h o o l o f 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 - 8 8 6 4 0 -J ･ J u z e n M e d S o c ･
,
1 0 8

,
5 3 5 - 5 4 6 ( 1 9 9 9)

K e y w o r d s n o n
-

S m all c e11 l u n g c a n c e r
, P 1 6/ M T S l

,
P C R - S S C P

･
L O H

,
i m m u n o h i st o c h e m i c al s t ai n l n g

A b s t r a c t

T h e p r o d u c t o f
p
1 6 / M T S I c o n tr oI s th e c ell c y c l e t r a n si ti o n f r o m t h e G I p h a s e to th e S -

P h a s e b y i n h i b i ti n g th e

P h o sp h o ry l ati o n o f th e re ti n o b l a st o m a g e n e p r o d u c t ･ A l a c k o f p 1 6 / M T S l e x p r e s si o n h a s b e e n r e p o rt e d i n v a ri o u s c a n c e r c ell

li n e s a n d t u m o r s . H o w e v e r
,

O n ly a f e w s tu d i e s o n th e
p

r o g n o s ti c s lg n i丘c a n c e o f p 1 6 / M T S l al te r a ti o n h a v e b e e n r e p o rte d ,

T hi s st u d y e x a m i n e d p 1 6 / M T S l g e n e alte r a ti o n s i n 6 7 n o n p s m all c e l1 1 u n g c a n c e rs b y P C R - S S C P a n d L O H a t c h r o m o s o m e

S e g m e n t 9 p 2 1 u s l n g th e m i c r o s a t e11i t e m ar k e r s D 9 S 1 7 1 a n d I N F A ･ I n a d di ti o n
,
e X P r e S Si o n o f p 1 6 / M T S I w a s d e t e r m i n e d b y

th e i m m u n o h is t o c h e m i c al m e th o d a n d q u a n tifi e d w i th a C A S 2 0 0 i m a g e a n al y z e r p r o g r a m . T h e % p o siti v e a r e a a n d %

P O Si ti v e s tai n p a r a m et e r s w e r e c al c u l a te d a s th e s t ai n i n g d e g r e e ･ F i ft e e n c a s e s ( a d e n o c a r ci n o m a s
,
8 c a s e s; e Pi d e r m o id

C a r Ci n o m a s
,
7 c a s e s) s h o w e d s hifte d m o b ility b y S S C P a n al y si s . T w e n ty

-

Si x c a s e s ( a d e n o c ar Ci n o m a s
,
1 5 c as e s; e Pi d e r m oid

C a r Ci n o m a s
,
1 1 c a s e s) h a d L O H o n c h r o m o s o m e s e g m e n t 9 p 2 l ･ T h e r e w as n o c o r r el a ti o n b e t w e e n cli n i c o p a th ol o g i c a l d a ta a n d

th e r e s u lt s o f th e S S C P a n d L O H an al y si s o f 9 p
2 1 . S tai n i n g r a t es o f p 1 6/ M T S l ( % p o siti v e a r e a a n d % p o si ti v e s t ai n) w e r e

1 5 . 2 ± 9 .4 a n d 2 0 . 8 ± ユ2 . 9 (嘉 ± S D) ,
r e S p

e C ti v el y
･ T h e s t ai n i n g

r a t e s o f p 1 6/ M T S I si g n i fi c a n tly d e c r e a s e d a s th e st a g e of th e

di s e a s e p r o g r e s s e d ( p < 0 .0 5) .
A s th e tu m o r s b e c a m e l ar g e r

,
th e s tai ni n g r a te s o f p 1 6 / M T S l al s o b e c a m e l o w e r ( P < 0 .05) . T h e

St ai n l n g r at eS Of p 1 6 / M T S l i n e p id e r m oi d c a r ci n o m a s sl g n i fi c a n tl y d e c r e a s e d a s n o d al m et a st asi s p r o g r e s s e d . T h e st ai n l n g

r a te s o f p 1 6/ M T S l i n w ell -dif ft r e n ti a t e d a d e n o c ar Ci n o m a s w e r e sl g n i蔦c a n tl y h i g h e r th a n th o s e i n o th e r d i ff e r e n ti a te d ty p e s .

T h e re w a s n o c o r r el a ti o n b et w e e n th e st ai n l n g r a te S Of p 1 6/ M T S l a n d th e r e s u l ts of th e S S C P a n d L O H a n al y si s o f 9 p 2 l . T h e

St ai n l n g r a t e S O f p 1 6r M T S I w ith L O H w e r e l O ･0 ± 9 ･ 2 a n d 1 4 ･l ± 1 1 ･6 ･ T h e s e r at e s w e r e l o w ? r th a n th o s e w ith o u t L O H ･

T h e s u r vi v al r a t e w a s c al c u l a te d f o r th e c a s e s di vi d e d i n t o l o w p 1 6/ M T S I st ai n i n g r a te ( < 1 5 .0) (l o w p 1 6 / M T S l) a n d h ig h

p 1 6/ M T S I s t ai n i n
g r ate g r o u p s ( ≧1 5 .0)( h i g h p 1 6 / M T S l) . T h e l o w p 1 6 / M T S l g r o u p si g n i凸c a n tl y s h o w e d a p o o r e r s u r v i v al

r a te th a n th e h i g h p 1 6/ M T S l g r o u p ･ S tai n l n g r at e O f p 1 6 / M T S I w a s c o n si d e r e d t o b e cl o s e ly r el a te d t o th e p r o g n o si s i n

P ati e n ts w i th n o n
-

S m all c ell l u n g c a ll C e r .


