
グリオーマにおけるDNAメチルトランスフェラーゼ
mRNAの発現

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/9186URL



9 4 金沢大学十全医学 会雑誌 第1 05 巻 第1 号 94 -

1 0 1 (1 9 9 6)

グリ オ ー マ に お ける D N A メ チ ル トラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ m R N A の 発現

金沢大学医学 部医学科脳神経 外科学 講座 (主任 : 山下純宏教授)

岡 田 由 恵

グ リオ ー マ に お ける 分子生物学的異常の
一

つ を 解 明す るた め に
, 腫瘍 の 悪性度 と D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 発

現 と の 関係を 調 べ た ∴ 定量的逆転写
-

ポ リ メ ラ ー

ゼ連鎖反 応(r e v e r s e t r a n s c ri p ti o n- P C R , R T- P C R ) 法 に よ り
, 微量な 標本中の

D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ m R N A の 発 現量を 測定す る こ と が可 能で あ っ た . 対象は

, 手術的 に摘出 され た グ リオ
ー

マ 組

織12 例 (星 状細胞塵 4 例 , 退形 成性 星状細胞腫 6 例 , 膠芽腫 2 例) ,
グ リ オ ー マ 培養細胞 4 系列お よ び 正 常脳2 例 で あ っ た . 正

常 脳組織 と比較 して D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ m R N A の 発現量は ∴悪性度 の 低い グ リ オ ー マ で は1 6倍 か ら55 倍 . 悪性

度の 高い グ リ オ ー マ (退形成性星状細胞腫 お よ び膠芽塵) で ほ8 0 倍か ら450 倍 と有為 に 上 昇 し てお り ,
ま た培養細胞 で は450 倍以

上 と 著明に 上 昇 して い た .
パ ラ フ ィ ン 包唾 した阻織標本 を用 い て 行 っ た D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ

ー ゼ m R N A に 対す る阻

織 内 ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー シ

ョ
ソ の 結果で も悪性度 の 高 い グ リ オ ー マ で シ グ ナ ル 強 陽性 の 所 見 を認 め た . 以上 二 つ の 方法 で

,

D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 遺伝子は 悪性度の 低い グリ オ ー マ でも高 い レ ベ ル で発現 して お り , 特に 悪性の グ リ オ
ー マ

で は 過剰発現 して い る こ とが 示 され た .
こ の よ うな D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 過剰発現 は

一
D N A の 異常な メ チ ル 化を

もた ら し , グリ オ ー マ に おけ る遺伝子不 安定性 の
一

役 を担 っ て い る可 能性が あ る .

K e y w o r d s g li o m a
,
D N A m e t h y lt r a n sf e r a s e

,
C p G m et h yl ati o n , q u a n tit ati v e R T - P C R

,
i n sit u

h y b ridiz atio n

動物細胞 の D N A を構成す る 4 種頼 の 塩基の うち C G 配列を

持 つ シ ト シ ソ の 60
-

7 0 % ほ メ チ ル 化 され て い る こ とが 知 られ て

い る
1)

. こ の C G 配列を 持つ シ ヤ シ ン の 5 位を 選択的 に メ チ ル

化す る酵素 と して
, 哺乳動物で 唯 一 知 られ て い る の が D N A メ

チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ で ある
2)

. メ チ ル 化 を 受 けた シ ト シ ソ

は 脱ア ミ ノ 化 に よ り チ ミ ン に 変異 しや すい . また ク ロ マ チ ン 構

造変化 に よ り転写 因子結合に 影響を 及ぼすた め , D N A の メ チ

ル 化は 遺伝子発現 を抑制す る . さ らに 近年 D N A の メ チ ル 化 に

よ る遺伝子発現調節 は ゲ ノ ム イ ン プリ ン テ ィ ン グ ( 母 方 由来 と

父方由来の 対立遺伝 子が 区別 され , 異なる 発現 レ ベ ル を示 す現

象) の 原因と して 注 目され て い る
3)

. こ の ように D N A の メ チ ル

化 に 関 して は様 々 な 生物 学的意義が 考え られ て い る
4 卜 lら)

. 発癌

との 関係に つ い て も
, 肺癌,

大腸癌 , 乳癌な どで D N A の メ チ

ル 化の パ タ ー ン や程 度の 異常 が報告 され
,
腫瘍抑制 遺伝子や 分

化抗原の 発現抑制 との 関連が示唆 され てい る
18 ト 29 )

臨床的に グ リ オ ー マ と 診断され たも の の 中に は 様 々 な 分化段

階 の も の が 存在 し , 癌遺伝子の 増幅 , 癌抑制遺伝子の 異常や 染

色体 の 欠失と い っ た 幾 つ か の 異常 が多段階に 作用 し
, 腫瘍 の 発

生 ･ 増殖 に 関与 して い ると 考え られ て い る
30 卜 瑚

. グ リ オ
ー

マ に

お い ても D N A メ チ ル 化 の 異常は報告 され て お り (東北大上 野

ら
, 佐賀 医大 福 山 ら

,
私信) ,

遺伝 子 の 変 異 や 発 現 異 常 に

D N A メ チ ル 化 の 異 常が 関与 して い る可 能性が 十分に あ る . 本

研究 で は グ リ オ
ー マ に おけ る分子生物学 的異常 の 一 端を 解 明す

平成 7 年1 2 月1 2 日受付, 平成 8 年 1 月1 1 日 受理

A b b r e via ti o n s : b p ,
b a s e p ai r ; E G F R

,
e p id e r m al

るた め に
,

D N A メ チ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ に着 目 し
, 定 量的

逆転 写
一 ポ リ メ ラ

ー ゼ 連 鎖 反 応 (r e v e r s e t r a n s c rip ti o n
- P C R

,

R T - P C R) 法お よび 敵織内 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ 法 を 用 い
,

D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の m R N A を特異 的 に 検 出す

る こ と に よ っ て
,

D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ と グ リ オ ー

マ の 悪性度 と の 関係 を解析 した ,

材料 および方法

Ⅰ . 材 料

1 99 4 年か ら1 99 5年 の 間に 当科 お よ び関連病院で 手術切除され

た グリ オ ー マ 1 2 例を 用い た . そ の 病理観織学的悪性度分類 に つ

い て は
, 世界保 健機関( W o rld H e a lth O r g a. ni z a ti o n

,
W H O ) 脳腫

瘍分類(19 9 3 年)
35)

に 従 っ た . 内訳は
,
星状細胞腫( a s tr o c y t o m a ,

g r ad e Ⅱ) 4 例 , 退形成性星状細胞腫 ( a n a pl a sti c a s tr o c y t o m a
,

g r ad e Ⅲ) 6 例 , 膠 芽腰 (gli o b l a s t o m a , g r a d e Ⅳ) 2 例で あ っ

た . R N A 抽出用 標本は 手術摘出後 速や か に 液体窒素 で 凍結 し
,

使用す る まで - 8 0 ℃に て 保 存 した . 組 織 内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ
ン 用 標本ほ

,
4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に て 固定後 パ ラ

フ
ィ

ン 包唾 した .
ヒ トグ リ オ

ー マ 由来 の 細胞株 と して U 8 7 M G ,

U 2 5 1 M G , U 3 7 3 M G , T 9 8 G の 4 種頼 を使用 した . 各細胞 の 培養

に ほ ,
1 0 % ( v/ v) 牛 胎 児 血 清 (f e t al b o v i n e s e r u m

,
F B S)

( G I B C O
, G r a n d I sl a n d

,
N Y

,
U S A ) ,

0 .3 m g/ m l グ ル タ ミ ソ ( 日水

製薬 , 東京) ,
1 0 0 U/ 血 ペ ニ シ リ ン (和光 純薬 , 大 阪),

1 0 0 鵬/

g r o w th f a c t o r ; G 3 P D H
,

G ly c er al d e h y d e - 3 -

p h o s p h at e

D eh y dr o g e n a s e ; L O H , l o s s of h e t e r o z y g o sit y ; P B S , p h o s p h at e - b u ff e rd s al in e ; R T
,

r e V e r S e t r a n S C rip tio n ;

S S P E
,

S ali n e s o diu m p h o s p h a t e e th yl e n e di a m i n e t et r a a c eti c a cid ; T B S
,

t ris - b uff e r e d s ali n e ; T N E
,

T ris - H CトN a CトE D T A ; W H O
,
W o rld H e alt h O r g a niz a tio n



グリ オ ー マ に お ける D N A M T a s e 発現

血 ス ト レ プ ト マ イ シ ン (和光純 薬) を含 ん だ ダ ル べ
ッ

コ 改変

イ
～ グル 培地(D u lb e c c o

'

s m o difi e d E a gl e m e d i u m
,
D M E M ) ( 日

水製薬) を用 い
,

5 % C O 2 濃度
,
3 7 ℃ の 条件下で 培養 した .

対照 と して ほ
‥ 脳腫瘍 以外の 手術で 得 られた正 常脳組織を用

い た .

Ⅱ . R T - P C R 反応

全 R N A ほ IS O G E N ( ニ
ッ ポ ン ジ ー ン

, 東京) を用い て の 抽 出

し
,

R T - P C R 反応 は G e n e A m p T h e r m o s t a b l e r T th R e v e r s e

T r a n s c rip t a s e P C R キ ッ ト (P e r ki n
-

E l m e r C e t u s
.
N e w Y o r k

,

U S A ) を 用 い て 行 っ た . 反 応 に は 遺 伝 子増 幅 装 置 A S T E C

P C - 8 00 ( サ イ メ デ ィ ア
, 東京) を 使用 した . ヒ ト D N A メ チ ル ト

ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ c D N A の 塩基配列 2 ) よ り セ ン ス プ ラ イ マ ー

と して 5
'

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

(3 5 ト37 0) ,
ア ン

チ セ ン ス プ ラ イ マ ー

と して 5
'

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

C T- 3
'

(6 2 7 一 朗6) を設 計 した . 合成 は 日 本 バ イ オ サ ー ビス (埼

玉) に 依託 した . グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ー3 - リ ン 酸塩脱 水葉酸素

(gly c e r ald e h y d e- 3 -

P h o s p h a t e d e h yd r o g e n a s e
,
G 3 P D H) の プ ラ イ

マ ー

ほ 市 販 の も の (C L O N T E C H L a b o r a t o ri e s
,

P al o A lt o
,

U S A ) を 使用 した . そ の 塩基 配 列 は セ ン ス プ ラ イ マ ー

は

5
'

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

(5 8 6-6 0 5) ,
ア ン チ セ ン ス

プ ラ イ マ ー は 5
'

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

(1 01 8-

1 0 3 7) で あ っ た . P C R 反応の 温度条件は
, 9 4 ℃ で 1 分間 ,

6 0 ℃

で 2 分間の 2 ス テ ッ プ を 1 サ イ ク ル と した . m R N A の 発現量

を 定量す るた め に
,
各試料 に つ き反 応 サ イ ク ル 数 が 5

, 1 0 ,

乱 20
,
2 5

,
3 0 の も の を作成 した .

Ⅲ . サ ザン プロ ･

ソ ト分析

サ ザ ン プ ロ ッ トの た め の プ ロ ー ブ用 オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドは
,

D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ
エ ラ ー ゼ に 対 して ほ 5

'

- T A G C C C C A-

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

(4 5 6 -4 8 5),
G 3 P D H に

対 して は 5- T C T C C T C T G A C T T C A A C A G C G A C A C C C A C T -

3
'

(3 3 88- 3 41 7) を設 計 し
, 合成は 日 本バ イ オ サ ー ビ ス に 依託 し

た
.

プ ロ ー

ブ D N A O .1 p g に 対 し 2 m M 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム
,

0 ･1 M カ コ ジル 酸ナ ト リ ウ ム ( p H 7 .0) ,
5 0 p C i [ α

- 3 2 P ] デ オキ シ

シ チ ジ ン 三 リ ン 酸( A m e r s h a m
,
B a c k i n g h a m s h ir e

,
U K ) , 1 0 単位

タ ー ミ ナ ル デ オ キ シ ヌ ク レオ チ ジル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ お よ び

滅菌蒸留水を 加え て 全量 20 〟1 と し , 3 7 ℃ に て 2 時間反 応 さ せ

3
'

末端を 標識 した 後 ,
8 0 pl の 1 0 m M ト リ ス 塩酸 ( T ris- H Cl)

(p H 7 ･5) -1 0 0 m M 塩化 ナ ト リ ウ ムーI m M E D T A ( T N E ) を 加え
,

S e p h a d e x G -5 0 (P h a r m a ci a , U p p s al a
,
S w e d e n ) に て ゲ ル 濾過

し
,

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン に 使用 した .

増幅後の D N A を 2 % ア ガ ロ
ー

ス ゲル に て 電気泳動 し
,

ナ イ

ロ ン メ ソ プ レ ソ フ
ィ ル タ ー ( H yb o n d - N

+

) ( A m e r s h a m ) に 転写

し
, 紫外線 に て固定 した . つ い で フ ィ ル タ ー

を 5 × 食塩 -

リ ン

酸ナ ト リ ウ ム ー エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 液 (s ali n e s ｡ di ｡ m

P h o s p h a t e eth yl e n e d i a m i n e te t r a a c e ti c a cid
,
S S P E ) , 5 × デ ン

ハ ル ト液(0 . 1 % ポ リ ビ ニ ー ル ピ ロ リ ドン
,
0 . 1 % ウ シ ア ル ブ ミ

ン
∫ 0 ･ 1 % フ ィ コ ー ル),

0 .5 % S D S
,
2 0 FL g/ m I 変性 サ ケ精子 D N A

(和光純薬) か ら なる溶液で55 ℃ , 1 時間 プ レ ハ ブ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン した 軋 標識 プ ロ ー ブ液 0 .4 % ( Ⅴ/ v) を 加え て55 ℃
,
1 6 時

間の ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ ョ ソ を 行 っ た .
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ

ソ 軋 フ ィ
ー ル タ ー

を 2 ×S S P E
,
0 .1 % ( w / v) S D S で室 軋 10

分軋 1 ×S S P E
,
0 .1 % ( w / v) S D S で55 ℃

,
1 5 分 軌 1 ×SS P E

,

0 ･1 % ( w / v) S D S で55 ℃
, 1 0 分間洗浄 し ,

バ イ オイ メ ー ジ ア ナ ラ

95

イ ザ ー

F U JI X B A S 2 0 0 0 (富士 フ ィ ル ム
, 東京) に て放射活性を

測定 した .

Ⅳ . 組織 内ハ イ プリダイ ゼ
ー

シ ョ ン

1 . プ ロ ー ブの 作成

R T - P C R に よ り増幅 した D N A メ チ ル ト メ チ ル ト ラ ン ス フ エ

ラ ー ゼ c D N A を 精 製 し
, p G E M - T ベ ク タ ー (P r o m e g a

,

M a d is o n
,
U S A ) に ク ロ ー

ン 化 した . オ ー ト シ ー ク エ ソ サ ー

( A L F D N A S e q u e n c e r
,
P h a r m a ci a) で塩基配列を調 べ

, 正 しい

方向に 目的の 配列が欠損なく挿入 され て い る こ と を確認 した .

R N A カ ラ ー

キ ッ ト( A m e r s h a m ) を用 い て D N A メ チ ル ト メ チ

ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の m R N A に対す るセ ン ス およ び ア ン チ

セ ン ス R N A プ ロ ー ブを 合成 し
, 蛍光標識さ れ た デオ キ シ ウ リ

ジ ン 三 リ ン 酸で 標識 した .

2 . 切片の 作成と 前処理

4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド入 り リ ン 酸緩衝食塩水(p b o s p h a t
-

e
- b uff e r e d s ali n e

,
P B S ) (p H 7 .2) で 4 ℃ 固定後 ,

パ ラ フ ィ ン 包唾

した ブ ロ
ッ ク を ミ ク ロ ト

ー ム を 用 い て 厚 さ 4 〟 m に 薄切 し , あ

らか じめ ポ リーし リ ジ ン (和光純薬) で コ
ー

テ ィ
ン グ して お い た

ス ラ イ ドグ ラ ス に 張 り付け37 ℃ で 乾燥 した . 乾燥 した 切片を キ

シ レ ン で 脱 パ ラ フ ィ ン 後 ,
エ タ ノ ー

ル 系列を 通 し P B S で 洗浄

後 ,
1 恥g/ m l プ ロ テ ア

ー ゼ K (宝酒造 , 大津) で37 ℃
,
2 0 分処理

した ･ 次 に 4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド入 り P B S で再 び固定 し
,

0 ･2 M 塩 酸 で 1 0 分 間 ,
0 .1 M ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン

一 塩 酸

( p H 8 .0) で 1 分間,
0 .2 5 % 氷酢酸入 り 0 .1 M トリ エ タ ノ ー ル ア ミ

ン
一 塩酸 で1 0 分間処理 し

,
エ タ ノ ー

ル 系列 で 脱 水後 ,
風 乾 し

た .

3 .
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ

8 5 ℃
,

3 分処理 した標識済み プ ロ
ー

ブを 50 0 n gル1 に な る よ

う に ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 緩衝 液( A m e r s h a m ) に 希釈 し
, 切

片 の 上 に の せ60 ℃
,
1 6 時間 , 湿箱 中で ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン

を 行 っ た .

4 . 洗浄

ハ イ プリ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 後 の 洗浄 は
,

ま ず50 % ホ ル ム ア ミ ド

入 り 2 × S S C で 5 0 ℃ , 3 O 分行 っ た 後 ,
1 0 m M ト リ ス 塩 酸

(p H 7 ･5)T5 0 0 m M 塩化ナ ト リ ウ ムー1 m M E D T A で3 7 ℃
,
1 0 分行

い
,
次に R N A 分解酵素(rib o n u c r e a e A

, 宝酒造) 10 FLg/ m l 入

り T N E で37 ℃
,
3 0 分行 い

, 再 び T N E に 3 7 ℃ , 1 0 分戻 し た

後, 最後 に 2 ×S S C で50 ℃
,
2 0 分1 臥 0 .2 ×S S C で50 ℃ , 20 分

2 回行 っ た
.

5 . 発色

ま ず 1 00 m M ト リ ス 塩 酸 (p H 7 .5)- 40 0 m M 塩化 ナ ト リ ウ ム

(tris - b u ff e r e d s al in e , T B S) に 5 分間な じま せ た 軋 0 .5 % ( w /

V) ブ ロ ッ キ ン グ溶液( A m e r s h a m ) 入 り T B S で 室温 , 1 時間ブ

ロ
ッ キ ン グ し , 再び T B S に 5 分 間な じ ま せ た 後 ,

0 .5 % ( w /

V) 牛血 清 ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e r u r n alb u m i n
,
B S A ) で1 00 0 倍希

釈 した 抗体 ( a n ti -fl u o r e s c ei n alk ali n e p h o s ph a t a s e c o nj u g at e)

( A m e r s h a m ) を の せ ∴ 湿箱中で 1 時間反応さ せ
,
T B S で洗浄 し

た . 次に 発色用緩衝液(1 0 0 m M トリ ス 塩酸(p H g .5) , 1 0 0 m M 塩

化ナ トリ ウ ム
, 50 m M 塩化 マ グネ シ ウ ム) に 5 分間な じませ た

軋 ニ ト ロ 青テ トラ ゾ リ ウム ( nit r obl u e te tr a z oli u m
,
N B T) と ブ

ロ モ ク P ■ロ イ ソ ド キ シ ル リ ソ 酸 (5 - b r o m o
- 4 -

C hl o r o
-3 - in d o x yl

p h o s p a t e
,
B C I P ) を 発色緩衝液で希釈 した発色液を の せ 斜光湿

箱中で24 時間反応 させ た . 最後に蒸 留水 で反応を 止め
,･ メ チ ル

グ リ ー

ン で 核染色を 行い
,

グ リセ リ ン ー P王3S で 封入 した . 封入
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後速や か に 検鏡 , 撮影 した .

成 績

Ⅰ .
R T - P C R に よる 解析

1 . ヒ ト グ リオ
ー マ 由来培養細胞 U 251 M G よ り抽 出 した 全

R N A に 対 し R T - P C R を 行 い 反応条件 の 検定を 行 っ た . 反応産

物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル に電気泳動 した 結果,
D N A メ チ ル ト ラ ン

ス フ エ ラ ー ゼ で は2 9 6 塩 基 対 (b a s e p ai r
,
b p) ,

G 3 P D H で ほ

45 2 b p の 目的と す るバ ン ドが検 出され た . 各 バ ン ドに 対す る長

さ 20b p の プ ロ ー ブ を用 い た サ ザ ン プ ロ
ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン の 結 果 ,
D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ⊥ ゼ お よ び

G 3P D H と もに 増幅 D N A 断片が 単
一 バ ン ドと して検 出され た .

検出さ れた増幅 D N A 断片を , 相補結合 した プ ロ ー ブ D N A の

放射活性を測定す る こ と に よ っ て 定量 した . 図1 ほ D N A メ チ

ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ に対す る プ ラ イ マ ー

で R T-P C R を 行 い

反応産物を定量 した 場合の
, 反応 サ イ ク ル 数依存性 を 見た もの

で ある . 横軸 に 反応 サ イ ク ル 数 , 縦軸 に増幅産物 の シ グナ ル 強

度を プ ロ ッ ト して あ る . 図に示す と お り増幅反応は25 サ イ ク ル

ま で は 直線的に進 行 し
,
2 5 サ イ ク ル 以 上 で は プ ラ ト

ー

に 達 し

た . 次に グリ オ ー マ 切除標 本 よ り 抽 出 した 全 R N A に 対す る

R T-P C R を , 増幅反応が 直線的に 進行す る と考え られた15
･

2 0

･ 2 5 サ イ ク ル に て 行 い
,

3 例に つ い て グ ラ フ に した もの が 図 2

で ある . 図 に 示 す如く15 か ら25 サ イ ク ル の 間で ほ 増幅反応ほ 直

線 を描き ,
そ の 傾 きは サ ン プ ル に よ らず

一

定 で あ っ た . 手術的

A 5 1 0 1 5 2 0 2 5 3 0 3 5 4 0 C y cl e s

｢ ､､■
.

I

閑古

0 00

0 00

1 00

10

1

1 0

1

〔

E
∈

∋

王

者
主
0

苫
弓
巴

ち

き
s

⊂
0

芸

B

0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0

C y cl e $

F i g . 1 . Q u a n tit a ti v e r e v e r s e tr a n s c rip t a s e
-

p Oly m e r a s e c h ai n

r e a c ti o n ( R T- P C R) a n aly sis of D N A m e th yltr a n sf e r a s e

m R N A f o r th e d e t e r m in a ti o n of th e e x p o n e n tia l r a n g e of

C y Cl e n u m b e r s . A 11 s e q u e n ti al c y cle s w e r e i n iti a t e d w ith

2 0 0 n g of t o t al R N A f r o m U 2 5 1 M G gli o m a c e lls . ( A )
A u t o r a di o g r a m s of S o u th e r n bl o t s p e rf o r m e d o n R T- P C R

p r o d u c t s wi th 5 -4 0 cly c l e s . ( B) S ig n al i n t e n siti e s o f

R T - P C R p r o d u c t s a r e e x p r e s s e d a s th e a r bitr a r y l o g a rith m

V al u e s of i n t e n sity o f r a di o a c ti vit y a n d pl o tt e d a g ai n s t th e

n u m b e r s of a m plifi c a ti o n c y cl e s . R ad i o a c ti vi ti e s o f

h y b ridi z a ti o n b a n d s w e r e m e a s u r e d wi th a s F uji B A l OO

B i oI m a g e a n aly z e r a n d d e s c rib e d in a r biti a r y u n it s ( A U )

p e r m m
2

･

に 摘 出され た グ リ オ ー マ 1 2 例 の 腫瘍組織 ,
ヒ ト グリ オ ー マ 由来

培養細 胞 4 種類 ,
正 常脳 2 例 よ り抽 出 し た 全 R N A に 対 し

R T-P C R を 行 い
,

D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ お よ び

G 3P D H の
`

m R N A の 発現 を検討 した . 図3 ほ
1
D N A メ チ ル ト

ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ お よ び G 3 P D H に 対す る プ ラ イ マ
ー

を用 い
,

R T - P C R 反応 を20 サ イ ク ル 行 っ た 後 , 各 々 に 対す る特異 的 プ

ロ
ー

ブ を用 い て サ ザ ン ブ ロ
ッ テ ィ ン グを 行 っ た 結果で ある . サ

ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ に よ り全 例 に お い て G 3 P D H の r n R N A に

由来す る4 52塩 基対の 増 幅 D N A 断 片が 検 出され た . D N A メ チ

ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ の m R N A に 由来す る29 6 塩 基 対の 増 幅

D N A 断片 ほ 1
-

5 お よ び1 7
,

1 8 で は わ ず か し か 認 め られ な

か っ た が
, 全例に お い て 検出 され た .

こ こ で D N A メ チ ル ト ラ

ン ス フ エ ラ ー ゼ の m R N A に 由来する増幅 D N A 断片 の 放射活

性 を直接比較す る こ と ほ
, 鋳型に 用 い る全 R N A 量 の わ ずか な

誤差が R T-P C R と い う手法 で増幅 され ると い う理 由で 正 確 さ

を欠くの で ▲ 補正 比較の 方法と して
,

どの よう な阻織 で も
一

定

の 発現 レ ベ ル を 保 っ て い る G 3 P D H を コ ン ト ロ ー ル と し て 用

い
,

G 3 P D H に 対す る D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ の 比 を

算出 し
, そ の 値を 比較検討 した . 検出 され た 断片 の 放射活性を

測定 し
, 各 サ ン プ ル に つ い て G 3 P D H に対す る D N A メ チ ル ト

ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ の 放射活性比を 求め た結 果が蓑 1 で ある . 正

常脳 で ほ D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ m R N A の 発現量ほ

G3 P D H め10 0 0 分 の 1 しか発現 して い な か っ た が
,

グ リ オ ー マ

で は 悪性度 の 低 い 星状細胞歴 (a s tr o c y t o m a , W H O g r a d e I ) で

ほ G 3 P D H の5 0 分の 1 か ら20 分 の 1 程度 , 悪性 度の 高い 退形成

性星 状細胞腫 (a n a pl a s ti c a st r o c yt o m a
,
W H O g r a d e Ⅲ) や 膠芽

歴( glio bl a st o m a
,
W H O g r a d e Ⅳ) で は G 3 P D H の 5 分の 1 か ら

4 倍以上 と
,

正 常脳組織 の16 倍か ら450 倍に 上 昇 して お り ,
し

か も悪性 の も の ほ ど D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ m R N A

の 発現が 高い 債 向に あ っ た . また 培養細胞で は D N A メ チ ル ト

ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ m R N A の 発現量は G 3 P D H の 4 倍 以上
,

な

か に は30倍 もの 高値 を示 すも の も あり , 過剰発現を 認め た . こ

れ は 正 常脳組 織 と 比較 す る と4 50 倍以 上 も の 高値 で あ っ た .

W H O 分類 で g r a d e Ⅱ 以下の 星状細胞腫を 良性 ,
W H O 分類で

A B

官
長
∋
王

と
-

ヱ
l

岩
○

胃

巴
-

○

ゝ

室
竺

岩
掌
-

∧

U

O

▲

ロ

(

V

∧

リ

0

■

U

O

O

1 0 云
1 0 1 5 2 0 2 5

C y ¢tO S

F i g . 2 . Q u a n tit a
,
ti v e r e v e r s e tr a n s c rip t a s e- p Ol y m e r a s e c h ai n

r e a c ti o n ( R T- P C R) a n aly si s of D N A m e th ylt r a n sf e r a s e

m R N A I e v el s i n s u r gi c al s p e ci m e n s f r o m 3 p a ti e n ts . ( A )

A u t o r a d i o g r a m s of S o u th e r n b lo t s p e rf o r m e d o n R T- P C R

p r o d u c t s w ith 1 5- 2 5 c y cl e s . ( B) Si g n al i n t e r siti e s of

R T - P C R p r o d u c t s a r e e x p r e s s e d a s th e a r bit r a r y l o g a rith r n

V al u e s of i n t e n sity of r a d i o a c ti v it y a n d plo tt e d a g a in s t th e

n u m b e r s
,

Of a r n plifi c a ti o n c y cl e s . R a di o a c ti vi tie s of

h yb rid i z a ti o n b a n d s w e r e m e a s u r e d wi th a F uji B A l O O

B i oI m a g e a n aly z e r a n d d e s c rib ed i n a r biti a r y u nit s ( A U )

p e r m m
2
: ⑳ ,

C a S e l ; ×
,

C a S e 2 ; ○ ,
C a S e 3 .



グ リ オ ー マ に おけ る D N A M T a s e 発現

g r a d e Ⅲ 以上 の 退 形成性星状細胞 腫お よ び膠芽應 を 悪性 と し

て 2 群に 分け ,
D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ m R N A の 発現

量と悪性度と の 相関を 検討 した結果 t 有意差を認 め た 個 4 ) .

T ab le l ･ S a m ple lists an d re lati v e a m o u n t o f D N A m e th y ト

tr an S fb r as e ( M T a s e) m R N A

R el ati v e a m o u n t o f

D N A M T as e m R N A
e)

G li o m a

As tr o c yto m a
a)

1
b)

2

3

4

A n apl a s ti c as tr o c yto m a

5

6

7

8

9

10

G li o bl a s t o m a

l l

1 2

G li o m a c ell li n e

N o r m al h u m an b r a in

5

0

′

h

U

5

5

3

1

3

0

0

0

0

0

0

0

0

5

2

7

7

4

0

つ
】

4

1

0
0

2

4

3

0

つ
】

′

0

つ
J

5

0

L

O

O

L

4

0 .8 23

2 .00 9

U 3 73 M G
ぐ) 4 .49 3

T 9 8 G 4 .9 5 5

U 2 5 1 M G 7 ,6 5 2

U 8 7 M G 3 0 .8 6 8

A
d)

0 .0 0 1

B o .0 0 Ⅰ

a) W o rld H e alth O r g a ni z ati o n ( W H O ) cl a s si n c ati o n .

b) , d) C a s e n u m b e r .

C) N am e O f c e11 1 in e .

e) TTl e rel a ti v e a m o u n t o f D N A m e th yltr a n s ft r a s e m R N A w a s

a n aly z e d b y q u an t ati v e r e v e rs etr a n s c n pt a s e p c R m e th o d a n d

S t an d a r diz e d by t h e a m o u n t o f gly c e r al d e hy d e 3 -

p h o s h a t e d e-
h y d r o g e n a s e m R N A a s an in t e m al c o n t r ol .

1 2 3 ヰ 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 け 1 8

Fi g ･ 3 ･ A u t o r a di o g r a m s o f S o u th e r n bl o ts p e rf o r m ed o n

r e V e r S e tr a n s c ri p t a s e- p Oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n ( R T- P C R)
p r od u c t s f r o m 2 0 0 n g of t ot aI R N A f r o m s u r gi c al s p e ci m e-
n ts a n d c u ltu r e d gli o m a c ell s ･ E a c h s a m pl e w a_S tr a n S C rib-
e d a n d a m plifi e d b y 2 0 c y cl e s of P C R . U p p e r l a n e s a r e

2 9 6 b a s e p ai r (b p) f r a g m e n t s of D N A m e th ylt r a n sf e r a s e

m R N A a n d l o w e r la n e s a r e 4 5 2 b p f r a g m e n t s of gly c e r ald -

e h yd e 3 -

P h o s p h a te d e h yd r o g e n a s e ( G 3 P D H) a s a n i n t e r n al
C O n tr ol : 1 a n e s l -1 2

,
th e l an e n u m b e r s a r e th e s a m e a s th e

glio m a c a s e n u m b e r s li st e d i n T a bl e l ; l a n e 1 3
,
U 3 7 3 M G

glio m a c ell li n e ; 1 a n e 1 4
,

T 9 8 G gli o m a c ell li n e ; 1a n e 1 5
,

U 25 1 M G gli o m a c el1 1i n e ; 1 a n e 1 6 , U 8 7 M G gli o m a c ell
li n e ; 1a n e 1 7

】 n O r m al h u m a n b r ai n c a s e A ; I a n e 1 8
,

n O r m al h u m a n b r ai n c a s e B .
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Ⅲ . 組織内ハ イ プ リダ イ ゼ
ー

シ ョ ン

R T-P C R に よ る半定量の 結果 と
一

致 し て
, 悪 性の も の で ほ

D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ m R N A に 対する 組織 内 ハ イ

プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン に お い て シ グ ナ ル 陽性 所見 を認 め た 個

5) .

3

ゝ
l

写
芋
O

q

O

苛

巴

0

>

軍
帽
-

○

正

2

N o r m al b r ai n G r a d 0 11 G r a (始 ‖ & l V

( n = 2 ) ( n = 4) ( n = 8)

F i g ･ 4 ･ C o m p a ri s o n of t u m o r g r a d e a n d D N A m e th yltr a n s
-

f e r a s e rn R N A e x pr e s si o n . T h e r el a ti v e a m o u n t of D N A

m e th ylt r a n sf e r a s e m R N A w e r e a n aly z e d b y q u a n t a ti v e

r e v e r s e tr a n s c rip t a s e- P Oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n (R T - P C R)
m e th o d a n d s t a n d a r di z e d b y th e a m o u n t of g ly c e r ald e h y d e

3 -

p h o s p h a t e d e h yd r o g e n a s e ( G 3 P D H) m R N A a s a n i n t e r n al

C O n t r Ol ･ M alig n a n t g r a di n g is a c c o r di n g t o th e cl a s sifト

C a ti o n d et e r m in e d b y th e W o rld H e alth O r g a niz a ti o n .

C ol u m n s
,

m e a n V al u e s of e a c h g r o u p ; b a r s
,
S D ;

*
, P < 0 .0 5

b y T-t e St .

F ig ･ 5 ･ I n sit u h y b ridi z a ti o n wi th a n tis e n s e R N A p r o b e f o r

D N A m e th yltr a n sf e r a s e m R N A in gli o bl a s t o m a.
. P o sitiv e

h yb ridi z a ti o n is s e e n i n t u m o r c ells ( a r r o w ) . ◆O rigi n al

m a g n ific ati o n ,
× 4 00 .
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考 察

D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ ほ , D N A の シ ト シ ソ 残基を

5 一 メ チ ル シ ト シ ソ に メ チ ル 化す る酵素 で ある
2)

. しか も こ の シ

トシ ソ の メ チ ル 化ほ
,
5

'
- C -

p
- G - 3

'

と い うパ リ ソ ド ロ ー ム 配列を

形成する相補鎖 D N A の シ ト シ ソ に 限られ て い る . 哺乳動物で

は 約 5 ×10
丁

個の C G 配列 が存在する
4)
が

,
こ の C G 配列中の シ

ト シ ソ の 約60 % が メ チ ル 化 されて い る と い わ れ て い る
1)

. 脊 椎

動物の C G 配列 ほ , ゲ ノ ム の 中できわ め て 不均 一 に 分布 して お

り ,
C G 島と呼ぶ 長 さ100 0 か ら20 0 0 塩基対の 特定 の 領域 に

, 平

均 の10 か ら20 倍 の 密度 で 存在 す る
5)

. C G 島ほ い わ ゆ る ン､ ウ ス

キ ー ビ ン グ遺伝子 (h o u s e k e e pi n g g e n e
, 細胞の 存 在に 不可 欠 な

多数の 蛋白質 を コ
ー

ド し
,

そ の た め ほ とん どの 細胞 で 発現 され

る遺伝子) な どの 遺伝子 の 5
'

上 流プ ロ モ
ー タ ー 周辺 に あ る . こ

の プ ロ モ
ー タ ー 部分 の C G 配列の シ ト シ ソ の メ チ ル 化 は

t
ク ロ

マ チ ン の 構造変化を もた ら し た り , 転 写因子 の 接近 を 阻害 し

て
, 遺伝 子発現を 抑制す ると 考え られ て い る

6 ト 1 0)
. した が っ て

メ チ ル 化の 程度 の 低 い C G 島を 5
'

上流 に 持つ 遺 伝子は転 写発

現され
,

一

方 C G 島の シ ト シ ソ が過 剰に メ チ ル 化 さ れ て い る遺

伝 子の 発現は抑制 され る . こ の よ うに メ チ ル 化の 軽度を変化 さ

せ る こ と で
, ある種 の 遺伝子 の 発現 は調節 されて い る ら しい .

た と えば発生途中で は
, 受精後

一

旦 ゲ ノ ム 全体が 脱メ チ ル 化さ

れ た後 ,

ハ ウ ス キ
ー ビ ン グ遺伝子以外の 多くの 遺伝子は 新た な

メ チ ル 化受ける . そ の 後再び各遺伝子に 固有 の 覿織 ･ 時期特異

的メ チ ル 化 パ タ ー

ン を 獲得 す る
11)

. D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ

ラ ー ゼ を ノ ッ ク ア ウ ト した変異 マ ウス が胚発生中期 に 致死 とな

る こ とも ,
D N A メ チ ル 化 に よ る遺伝子発現調節機 構 が

, 発 生

過程 で重要な 役割 を果 た し て い る こ と の 反 映 と 考え られ て い

る
3)

. ま た
,

メ チ ル 化 され た シ ト シ ソ は 脱 ア ミ ノ 化 に よ り チ ミ

ン へ の 突然変異を起 こ しやす い
馴 )

. 例 えばある種 の 癌 で ほ
, 癌

抑制遺伝子 p 53 の 点突然変異の80 % が C G 配列の シ ト シ ソ か ら

チ ミ ン へ の 変異で あ り ,
D N A メ チ ル 化に よる遺伝 子発 現異 常

の 機 序 の
一 つ と し て 注 目 さ れ て い る

1 刷 5)
. 癌細 胞 に お け る

D N A メ チ ル 化の 異常 は これ ま で に も報告 され て い た が
, 近 年

に な っ て ゲ ノ ム イ ン プ リ ン テ ィ ソ グ (父 方由来 と母 方 由来 の 対

立 遺伝子が 区別 され , 異な る 発現 レ ベ ル を 示 す 現象) に D N A

の メ チ ル 化が 関係 して い る こ と が 明らか に な り
8)

, そ の 遺伝 子

発現調節機序 の 研究が 再び 注目 され る ように な り
, 詳細な 検討

が な され始 めて きた . 文 献的 に C G 配列の シ ト シ ソ の メ チ ル 化

充進が 報告され て い るもの ほ
, 大腸癌お よ び卵巣癌 の 染色体17

番短腕
l針 ～ 川)

, 肺癌の 染 色体17 者短腕お よ び 3 番短腕と カ ル シ ト

ニ ン 潰伝子
1 8)1

㌔ リ ン パ 腫 の カ ル シ ト ニ ン 遺伝子
1 9)2 0)

, 乳癌 の エ

ス ト ロ ゲ ソ 受容体遺伝子 の C G 島
21) 狗

, 網膜 芽細 胞腫 の 癌 抑制

遺伝子の プ ロ モ ー

タ
ー 部分

23)
な どで ある . 新 しい 細胞 周期抑 制

遺伝子と して注 目されて い る C D K N 2/ p1 6/ M T S l 遺伝 子 に 関

しても , 種 々 の 癌細胞 で C G 島の メ チ ル 化 と p1 6 遺伝 子 の

m R N A 発現抑制が報告 され て い る
Zl 卜 28)

. ま た グ リ オ ー マ に お い

て ほ
,

グリ オ ー マ の 分化抗原の 一 つ と考え られ悪性度 が高 い ほ

どそ の 発現が低下す る と考え られて い る神経膠原線維性酸性蛋

白( gli al fib ri all y a cidi c p r ot ei n , G F A P) の プ ロ モ ー

タ
ー

部分 の

C G 配列で シ トシ ソ の メ チ ル 化充進が 明らか に されて い る (佐

賀医大福山ら, 私信) . こ の ような腫瘍細胞に お ける痛抑制遺伝

子や 分化抗原の プ ロ モ ー タ ー 部 分 の シ ト シ ソ の メ チ ル 化 先進

は , そ れらの 遺伝子 発現 の 抑制を もた らすもの で あり
, 癌化 の

メ カ ニ ズ ム の
一

端を 担 っ て い る もの と考 え られ て い る . それ と

同時に C G 配列で の シ ト シ ソ の メ チ ル 化 を触媒す る酵素で ある

D N A メ チ ル トラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ もい く つ か の 腫瘍 で過 剰発現

して い る こ とが 報告 されて い る . 1 9 8 6 年 に は K a u ti n ai n e n ら

が
, 培養細胞に つ い て の 調べ た と こ ろ , 腫瘍細胞で ほ 非腫瘍細

胞 に 比 べ D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 活性 が 4 倍か ら

300 0 倍 も高 い も の が あ っ た こ と を 報 告 し て い る
2T)

. そ の 後

B a yli n ら は大腸癌に お い て , 正常 大腸粘膜 ･ 腺魔性 ポ リ
ー

プ ･

癌鼠織 の D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ m R N A レ ベ ル を比

較 した と こ ろ , 悪性度 に 比 例 して D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ

ラ ー ゼ m R N A の 発現が 上 昇 して い る こ とを 見 い 出 し た
珊

. ま

た こ の m R N A の 発現量が D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の

酵素活性 と比例 して い る こ と は 同グ ル ー

プ に よ っ て既 に 証明 さ

れ て い る
29)

. 今 回著者 ら は グ リ オ ー マ の 手術摘 出組 織 に お け る

D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ m R N A の 発現 レ ベ ル を 定 量

的 R T - P C R 法 に て 測定 し
,. 腫瘍 の 悪性度と の 関係を 検討 した

結果,
グ リ オ

ー

マ に おけ る D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ

m R N A の 発現量ほ悪 性度 の 低 い も の でも正 常組織 と 比較す る

と増加 して お り
,

また 腫瘍 の 悪性度に 相関 して増加 してい る こ

とが 判明 した . 定量的 R T-P C R 法 は
▲ 微量の 標本か ら抽出 した

全 R N A か ら , ある遺伝子 の 発現量を 間接的に 測定 でき る方法

で あ り
, 特 に 本研究 の 脳腫瘍標本の よ うに

, 場合 に よ っ て は ご

く わ ず か な 標 本 しか 入 手 で き な い 時 に は 有用 な 方 法 で あ

る
抑

､ 33 )
. D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ

ー ゼ の 遺伝子 ほ染色体第1 9

番 に 存在する
2)34)

. そ の c D N A 配列は マ ウ ス の も の が B e st o r ら

に よ っ て1 98 8 年 に 決定 され
錮)

, 続い て1 9 92 年 に ヒ ト の c D N A 配

列が B a yli n らの グ ル ー プ に よ っ て 決定 され た
2)

. D N A メ チ ル ト

ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ が C G 配列の シ ト シ ソ を メ チ ル 化す る こ とに

よ り遺伝子 の 発現 調節 を して い る こ とほ 以前よ り 明 らか で あ っ

たが
,
D N A メ チ ル トラ ン ス フ エ ラ

ー ゼ 自信の 発現 調節機構や
,

本酵素と 発癌の 関係お よ び 腫 瘍 に お け る 働き は ま だ
一 部 が わ

か っ た 程度で あ り, そ の 全容ほ 解明 され て い な い
38 卜 39)

. そ もそ

も D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ は D N A の メ チ ル 化 を維持

す るた め の 酵素で ある か ら
,

そ の 遺伝子の 発現は細胞 周期 に 依

存 して お り
,
細 胞増 殖 が 盛 ん で あれ ば そ の 発 現 は 促 進 さ れ

る
40)4 1 )

. よ っ て 細胞分裂能の 高い 悪性の グ リ オ
ー マ で , 本酵素が

ある程度増加 して い る の ほ当然 の こ とか も しれ な い . しか しな

が ら本酵素の 発現畳増加 の 程度 は腫瘍 に よ っ て 様 々 で
,

わ ずか

の 増加 しか 示 さない もの か ら著 明に 増 加 し て い る もの ま で あ

り
21)2 T) 各腫瘍の 増 殖能 と特 に相 関関係 の 認め られ な い こ とか ら

,

単 に増殖能の 差の み を反 映 して い る だけと は 考え られ な い
, 更

に 正 常大腸粘膜の よ うに 細胞分裂 が非常に 盛ん と 考え られ る観

織 に おけ る本酵素の 発現量ほ ごくわ ずか で
, 腫瘍細胞 の 比 では

な い こ とも知 られて い る
抑

. また
, 本酵素 の 発現量 の 増加 と 腫

瘍の 悪性度との 相関が 明 らか に 示 され た の は
, 現在ま で の と こ

ろ B a yli n らの 報告 した 大腸癌
28)2 g)

と本研究の グ リオ
ー マ の みで

ある . 本研究で ほ い く つ か の 症 例に つ い てほ 増殖中の 細胞 に 見

られ る核抗原 K ト67 に対す モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 で ある M IB -1

の 陽性率も調 べ
,
D N A メ チ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ m R N A の 発

現量 と比較 した が
, 必ず しも正 の 相 関を示すわ けで は か っ た .

ま た M I B
-

1 陽性細胞を ほ と ん ど認 め な い も の で も 正 常 脳 と比

較す る と 明らか に D N A メ チ ル トラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ m R N A の

発現量 は増加 して い た が ,
これ は腫瘍 の 初期に お け る変化の 一

つ かも しれ ない . 臨床的 に グ リ オ ー マ と 診 断 され た も の に も



グリ オ ー マ に おけ る D N A M T a s e 発現

様 々 な悪性度 ･ 分化度の もの が 存在 する . W H O 分類
35)

で は 4

つ の g r a d e に 分類 さ れ て い る .

一 般 に 膠 芽鷹 ( W H O g r a d e

Ⅳ) は
, 最初か ら悪性 の も の と して 発生 した もの と

, 退形成 性

星 状細胞腫( W H O g r a d e 皿) や 星状細胞腫 ( W H O g r a d e Ⅱ) か

ら悪性化 した もの が ある と考え られ て い る .

一 方 , 同 じ星状細

胞に起源を 持 つ も の でも , 毛様性星状細胸臆( W H O g r a d e I) の

悪性化は 稀で ある と言わ れ て い る
42)

. ま た
,

グ リ オ ー マ ほ 分 子

生物学的に も様 々 な遺伝子異常 を呈 す る . 頻度の 多い 遺伝子 異

常と して ほ
, 痛抑制遺伝子 p53 変異や 欠失

, 染色体 17 p
･ 1 0 ･ -

9 p
･1 9 q の ア レ ル の 欠失(l o s s of h e t e r o z y g o sity , L O H ) や 上 皮増

殖因子受容体 ( e pi d e r m al g r o w th f a c to r r e c e p to r
,
E G F R) 遺伝

子の 増幅,
M D M 2 遺伝子 の 異常が 報告 されて い る

欄 ～ 48)

.
これ ら

の 異常を 腫瘍 の g r a d e 別に整理 す る と
, p 5 3 の 異常 や 17 p の

L O H ほ比較的早期 に 起 る ら しく , 1 0 や 9 p の L O H は退形成性

星状細胞腫か ら膠芽腫に 悪性化す る段階で
,

ま た E G F R 遺伝

子 の 増幅は膠芽腫形成の 比較的遅 い 時期に 起 こ っ て い るよ うで

ある ･ L a n g らは グ リオ ー マ 6 5 例の 分子生物学的検討 に よ り
,

悪 性化 へ の 3 つ の 経路 を 捷 唱 し て い る
18)

. 第 1 は 進 行経 路

(p r o g r e s si o n p a th w a y) で
, もと もと p5 3 遺伝 子に 変異を 持 っ て

い た もの が
,
もう

一

方の 17 p L O H を お こ した ため に 腫瘍化 し
,

9 p
･ 1 3 q

･ 1 9 q の L O H を経て悪性化 し
, 第10 染色体 の L O H

･

E-

G F R 遺伝子の 増幅 ･

M D M 2 遺伝子の 増 幅に よ っ て 最も悪性と

なる経路 で ある ･ 第 2 は新経路(d e n o v o p a th w a y) で
, p 5 3 遺

伝 子 ほ 正 常 で あ っ た が 第1 0 染 色 体 ･

1 9 q
･

1 7 p
･ 9 p の L O H や

E G F R 遺伝子の 増 幅を重ね て 行く う ち に 悪 性化す る も の で あ

る ･ 第3 は別経路 (alt e r n a t e p a th w a y) で
, 前者 2 経 路以外 の

様 々 な L O H に よ り悪性化す るもの で ある . こ の ように
, 癌遺

伝子 の 増幅 ･ 癌抑制遺伝子の 異常 ･ 染色体 の 欠失と い っ た い く

つ か の 異常が 多段 階に 作用 し ト 腫瘍 の 発生や 悪性化に 関与 して

い る と考え られ て い る . D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 過

剰発現が もた ら した D N A メ チ ル 化の 異常は
, 先に 述 べ た よ う

に 遺伝子 発現抑制や 点突然変異 を引き起 こ し
, 遺伝 子の 不 安定

性 (g e n o m ic i n st a bility) を もた らす . グ リ オ ー マ の 初期の 生物

学的変化の
一

つ と して D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 発現

増加が存在 し
,

そ れ に よ る D N A メ チ ル 化の 異常が 起 これ ば
,

こ の 変化ほ 以後続 い て 発生する様 々 な 遺伝子 異常 の 原因若く は

誘因の
一

つ に な っ て い る可能性も十分あ る . そ して何 らか の 磯

序で D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ が さ ら に 増 加 す る と ,

D N A メ チ ル 化の 異常 とそ れ に 伴う遺伝子異常が 次 々 と 惹起 さ

れ
ト 悪性度の 高い グ リオ ー マ へ と 変 化 して い く の か も しれ な

い
･ 例え ば培養細胞系 の 実験で NIH 3 T 3 細胞 に D N A メ チ ル ト

ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ を 強制発現 さ せ る と 細胞 の ト ラ ン ス フ ォ
ー

メ
ー

シ ョ ン が 誘導 され る こ とが 既 に 報告 され て い る
欄

. 通常 ほ

D N A メ チ ル 化 の 維持 の み に 働 く D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ

ラ ー ゼ が過剰発現す る磯序 お よび過 剰発現 した 結果 , 新 た に 異

常な メ チ ル 化を もた らす磯序の 解明ほ
ト 腫瘍化 シ グナ ル の

一

端

の 解明でも あると 考え られ る .

本研究の 結果 , グリ オ
ー

マ に お い て も D N A メ チ ル ト ラ ン ス

フ エ ラ ー ゼ が 過剰発 現 してい る こ と が 明らか に な り, 本酵素が

グリオ ー マ の 多様な遺伝子異常 の 誘 因と な っ て い る 可能性が 示

唆された . 培養細胞系 でほ
,
D N A メ チ ル 化の 阻害剤で ある 5 -

ア ザ シ チ ジ ン を投与 した り D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ 遺

伝子に対す るア ン チ セ ン ス D N A を発現 させ る こ と に よ る腫瘍

抑制効果が 認め られ て い る
胡)49)

. 細胞 分裂 の 起 こ ら な い 神経細

99

胸で は D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ は必要な い と考え られ

るの で , グリオ ー マ に 対 し
,
D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ

ア ン チ セ ン ス D N A や ア ン チ セ ン ス D N A 発現ベ ク タ ー

を 局所

投与する こ とに よ っ て
, 神経細胞 に ほ 影響 を及ぼ すこ と なく ,

腫瘍細胞 を選択的に 抑制す る こ と が で きるか も しれな い . また

悪性度の 低 い グリ オ ー マ に 投与す る こ と に よ っ て ∴悪性化 を予

防す るこ とが でき るか も しれ な い
･ こ れ ら の 治療応用 ほ

, 今

軋 動物実験で検証する必要が ある
.

い ずれ に して も D N A メ

チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 過剰発現と D N A の メ チ ル 化の 異常

ほ
, 個 々 の 癌抑制遺伝子の 発現抑制を 一 元的に 説明 で きるもの

の ひ と つ の 可 能性が あり今後の 研究が期待 され る .

結 論

グ リ オ ー マ に お け る D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ

m R N A の 発現 を
, 定量的 R T - P C R 法 およ び魁織内 ハ イ プリ ダ

イ ゼ ー シ ョ ソ を用い て検討 した .

1 ･ 正 常脳 お よ び グ リ オ ー マ 摘 出組 織全例 で
,
2 9 6 塩基対

D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ m R N A 由来 の 増幅 D N A 断片

を得た .

2 ･ D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ
叫 ゼ m R N A の 発現量ほ 星状

細胞歴(g r a d e Ⅱ) で は 正常脳の20 倍か ら50 倍 ∴遇形成性星状細

胞腫 (g r a d e Ⅲ) で ほ20 0 倍か ら450 0 胤 膠芽塵( g r a d e Ⅳ) で は

80 0 倍か ら200 0 倍と 掛 こ悪性度の 高い もの で 過剰発現 が 認め ら

れ た ･ 星状細胞腫を良性, 退形成性星 状細胞歴お よ び膠芽腫を

悪性 と し て 比較す る と
I

D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ

m R N A の 発現量に 有為差を認め た .

3 ･ D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ m R N A に 対 す る

R N A プ ロ ー ブを用 い た組織内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン の 結果 ,

定量結果 に
一

致 して悪性 の グ リ オ ー マ で 強陽性 の シ グ ナ ル を認

め た
.

以上 の 結果か ら , グリ オ ー マ で は D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ

ラ ー ゼ m R N A は 良性の もの で も発現 して お り , ま た悪性の も

の で過剰発現 して い る こ と が示 され た .
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Hi s t ol o gi c al T y p in g of T u m o r s of th e C e n tr al N e r v o u s

S y s te m
,
2 n d e d ･

, p ll
-3 0

,
S p ri n g e r V e rl a g , B e rli n . 1 9 9 1 .

3 6) L e o n h a r d t
,
H ･ & B e s t o r

,
T . H . : S tr u c t u r e , f u nムti o n

a n d r e g ul a ti o n of m a m m ali a n D N A m e th ylt r a n sf e r a s e . I n J .

J o s t & H ･ S al u z ( e d s ･) ,
D N A M et h yl a ti o n : M ol e c ul a r B i ol o g y

a n d B i olo gi c al Si g nifi c a n c e
,

l st e d .
, P l O 9

-1 1 9
,

B ir k h a u s e r

V e rl a g B a s e
, S w itz e rl a n d

,
1 9 9 3 .

3 7) B e s t e r
,
T ･ H ･ & V e r di n e

,
G . L . : D N A m e th yltr a n sf e

-

r a s e ･ C u r r e n t O pin i o rl i n C ell B i ol o g y ,
6

,
3 8 0- 3 8 9 (1 9 9 4) .

38) R o ul e a u
,
J ･

,
M a c L e o d

, A ･ R . & S z yf ,
M . : R e g u la ti o n

Of th e D N A m e th yltr a n sf e r a s e b y th e R a s- A P-1 si g n ali n g

P ath w a y ･ J ･ B i ol ･ C h e m .
,
2 7 0

,
1 5 9 5 -1 6 01 (1 99 5) .

3 9) B r q n d el s
, M ･ , F r a n k

,
D .

,
K e s h e t

,
Ⅰ.

, S i e gf r i e d
,

Z .

M e n d el s o h n
,

M ･
, N e m e s , A ･

,
T e m p e r

,
V .

,
R a z i n

,
A . &

C e d a r ･ H ･ : S pl el e m e n t s p r ot e c t a C p G i sl a n d f r o m d e n o v o

m eth yl a ti o n ･ N a t u r e
,
3 7 1

,
4 3 5 -4 3 8 (1 9 9 4) .

4 0) L e o n h a r d t
,
H ･

,
P a g e

,
A ･ W ･

,
W ei e r

,
H . & B e s t o r

,
T .

H ･ : A t a r g e ti n g s e q u e n c e dir e c t s D N A m e th yltr a n sf e r a s e t o

Sit e s of D N A r e pli c a ti o n i n m a m m ali a n n u cl ei . C ell
,

7 1
,

1 01

8 6 5 -8 7 3 (1 9 9 2) .

4 1) B l o w
,
J ･ J

･
: M e th yltr a n sf e r a s e in f o ci ･ N a t u r e

,
3 6l

,

6 8 4 -6 8 5 (1 99 3) .

4 2) R u s s ell
･

D ･ S ･ & R u bi n s t ei n
,

L ･ J
･ ‥ P a th ol o g y o f

T u m o r s o f th e N e r v o u s S y st e m
,
5 th ed ･

, P 1 2 9
-1 3 2 , p 2 2 4-2 2 6 ,

W i11i a m s & W ilki n s
,
B olti m o r e , 1 9 8 9 .

4 3) O k a z a ki ･ H ･ : F u n d a m e n t als of N e u r o p a th ol o g y .

M o r p h ol o gi c al B a si s of N e u r ol o gi c al D i s o rd e r s
,

2 n d e d .
,

p 20 5
- 2 07

,
I g a k u

- S h oi n M e di c al
,
N e w Y o rk , 1 9 8 9 .

4 4) S c h w a rt z A ･ M ･ & G h a th k
,

N ･ R ･ : M ali g n a n t

tr a n sf o r m a ti o n of b e ni g n c e r e b e11 a r a s tr o c yt o m a . C a n c e r
,
6 5

,

3 3 3- 3 3 6
,
1 9 8 9 .

4 5) S z e n a s y ･ J ･ & S l o w i k
･

F ･ : P r o g r e s si o n of b e nig n

C e r e b ella r a s tr o c y to m a s i n c hild r e n ･ C hild s B r ain
.

10
,
3 g -4 7

,

1 9 9 2 .

4 6) L a n g ,
F ･ F ･

･
M ill e r

,
D ･ C ･

,
K o sl o w

,
M . & N e w c o m b

,

E ･ W ･ : P a th w a y s le a d i n g t o gli o bl a s t o m a m ultif o r m e : a

m ol e c ul a r a n al y si s of g e n e ti c alt e r a ti o n s i n 6 5 a s tr o c yti c

t u m o r s ･ J ･ N e u r o s u r g リ
81

,
4 2 7 -4 3 6 (1 9 9 4) .

4 7 ) W u
,
J ･

,
l s s a

, J ･
, H e r m a n

,
J ･

,
B a s s e t t

, D . E .
,
N el ki n

,

B ･ D ･ & B a yli n
,

S ･ B ･ : E x p r e s si o n o f a n e x o g e n o u s

e u k a r y otic D N A m e th ylt r a n sf e r a s e g e n e i n d u c e s tr a n sf o r m a t-
i o n of N I H 3 T 3 c e ll s ･ P r o c ･ N a tl ･ A c ad ･ S ci ･ U S A , 90

,

8 8 91-8 8 9 5 (1 99 3) .

4 8) R ai rli e r
,
S ･ & F e i n b e r g ,

A . P . : C a p t u r e a n d c h a r a c t-
e riz a ti o n of 5- a Z ar2

㌧d e o x y c ytidi n e-tr e a t e d C 3 H/ 1 0 T l/ 2 c ells

P ri o r t o t r a n sf o r m a tio n ･ P r o c ･ N a tl ･ A c a d ･ S ci . U S A
,

8 5
,

6 3 84 - 6 3 8 8 (1 9 8 8) .

49 ) M a c L e o d , A ･ R ･ & S z yf ,
M . : E x p r e s si o n of a n ti s e n s e

t o D N A m et h yltr a n sf e r a s e m R N A i n d u c e s D N A d e m e th yl ati-
O n a n d i n hibit s t u m o rig e n e sis . J . B i ol . C h e m .

, 2 7 0
,
80 3 7-8 0 4 3

(1 99 5) .

H i gh E x p r e s si o n o f I ) N A M e t h y lt r a n s Lb r a s e G e n e i n H u m an As t r o c y ti c T u m o r s Y o sh i e O k a d a
,
D e p a r t m e nt of

N e u r o s u rg e r y ･
S c h o ol of M e d i ci n e

,
K a n a z a w a U ni v e rsity ,

K a n a z a w a 9 2 0
-

J ･ J u z e n M e d S o c ･
,
1 0 5 , 9 4

-

1 0 1 (1 9 96)

K e y w o r d s gli o m a
,
D N A m e th yl tr a n s fb r a s e

, C p G m eth y l a ti o n
･ q u a n tita ti v e R T - P C R

,
i n sit u h y mi di z a ti o n

T o c h a r act e ri z e o n e o f th e g e n e ti c e v e n ts u n d e rly i n g th e d e v el o p m e n t o f a str o c y tl C t u m Or
,
th e r el a ti o n s hi p b et w e e n th e

g r a d e of a str o c y tl C t u m O r a n d t h e e xp r e ssi o n o f D N A m e th y l tr a n s f e r a s e g e n e w as e x a m i n e d
. T h e l e v els o f D N A

m ethy ltr a n sft r as e m R N A w e re stu di e d b y q u an tify i n g g e n e e x p r es si o n i n s m all s a m p l es o f R N A
,
i n s u rg lC al sp e ci m e ns o f 1 2

a St r O C y ti c t u m o rs (f o u r a st r o c y t o m a s
,
Si x a n a

p
l a s ti c a str o c y t o m a s a n d t w o gli ob l a s to m as) ,

fb u r gli o m a c ell li n es a n d t w o
n O r m al b r ai n tis s u es ･ I n c o m p aris o n t o n o r m al b r ain tiss u e s

,
th e l e v el s of D N A m e th y ltr a n sft ra s e m R N A w er e 1 6 - tO 55 - fbl d

h i gh e r i n l o w g r a d e a st r o c yt o m a s
,
Sig nific a ntl y (8 0 - t O 4 5 0 - f ol d i n c re a s e d i n h ig h g r a d e a st r o c y to m a s ( a n a p l a stic

a St r O C y t O m a S a n d gli obl a s t o m a s) a n d striki n gl y ( m o r e th a n 4 5 0 -f ol d) i n c r e a s e d in gli o m a c e11 1i n e s ･ U si n g i n si t u

h y b ri d iz at 血 w ith p ar a 岱 n - e m b e d d e d s u rgi c al s p e ci m e ns o f h u m a n a st r o c y ti c t u m o rs
,
D N A m e th y ltr an Sf b r as e ni R N A w a s

ab u n d a n d y e x p r e s s e d i n hi g h g r a d e a s B o c y t o m as ･ T h u s
,
it w a s d e m o n s u ate d th at D N A m e th y ltr an S fb r as e g e n e n ot o nl y

e XP re S Se d i n l o w g r a d e as tr o c y to m a s b u t al s o e xp r e ss e d p r o mi n e n tl y in a n a pl astic a st r ∝ yt m O S a n d gli obl a st o m a s . m es e

p r O mi n e nt e xp r es si o n s o f D N A m e th yltr a n sfb r a s e g e n e m a y alt er D N A m e th yl ati o n p atte m s a n d pl ay a r ol e i n th e g e n eti c
i n sta bili ty of h u m an a Str ∝ y tlC t u m Or S .


