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Detection of PTEN nonsense mutation andヅ PTEN

  express10nlnCentralnerVOuSSyStenlhigh‐ grade

aStrOCytiCtumorSbyayeaSt‐ baSedStopCOdonaSSay

  （中枢神経系悪性星細胞腫におけるPTEN遺伝子ノンセンス変異及び

    偽遺伝子ヅPTENの発現を検出するための

    酵 母 ス ト ッ プ ・ コ ド ン ・ ア ッ セイ に 関 す る研 究 ）

学位論文内容の要旨

  Glioblasめn弧は中枢神経系腫瘍のうち最も頻度の高いもののーつであり，かつ非常に悪性度が高

く，いまだ予後不良の疾患である。GhoblaSめmaにおける遺伝子変異はこれまで数多く報告されて

いるが，なかでも染色体10qの欠損は約70ワ。の症例においてみられている。同部位には三つの腫

瘍抑制遺伝子（PrDI，DMBT・1，humanne弧d捌）の存在が同定されており，近年注目されてい

る。PrEN遺伝子の異常はGhoblaStomaの他，前立腺癌，乳癌，腎癌など多くの癌において発見さ

れ，ヒト細胞の癌化に重要な役割を果たしていると考えられている。PTEN遺伝子は，403のアミ

ノ酸配列からなる，tenSinと高い相同性を持つ脱リン酸化作用を有する蛋白質をコードする腫瘍抑

制齢汗であり，この蛋白質はph偽phatidyunosit013，4，5‐mphosphate冊）を標的とし，舛贓nkmaSe

B/Aktpamwlyを介して，細胞のGl停止やapopめsisを誘導することが証明されて来た。これまで

発見された本遺伝子異常の多くはnonsense変異であるため，我々は，腫瘍組織における阿EN

nonsenSe変異の検出が有用であると考え，短時間で効率良くnonsenSe変異が検出可能なaSsay法，

「酵母を用いた阿ENstopoodonaSsay」を開発した。本aSsりは，検体からpCR増幅したP1EN遺

伝子を酵母内にv餓orと相同組み合わせ，nEN：：ADE2Chimera蛋白を発現させる事で酵母を発色

させる。P1Di遺伝子が野生型の場合は酵母は白色を，nonSense変異が存在する場合は赤色を呈す

る。また，臨床sampleを用いて検証したところ，本assayでは検体においてジ鬥rEN遺伝子が発現

された場合は酵母はピンク色を呈することも判明した。

  本aSsay法の確立のために，まず特異的vedor‘‘pMr19”を作製した。既存のVedorpい381のの℃

prom噺の後に両端BamHIsi忙を持つPTENopen刪ing蝕meを挿入し，KニRmuぬgenesisにて

P1EN：：ADE2移行部のP1EN遺伝子ambercodonを3つの餌ycmeに入れ替えた。これをBglHn恤eI
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酵素で linearizeし，codon40と365にPvuHsi他を持つ阿ENcDNAと組み換え出仰19を得た。本

assaLyで使用する際には，p・Mr19をPvuu酵素でlineariZeし，calfin他s曲出aumbnephosphataSeにて

断端処理し安定化させた。

  検体からmRNAを抽出し，Supe6c印tH酵素にて逆転写し，Pんp01yrrle閲se酵素にてpCR増幅

にて得たcI）r岨とv鰍orと共に酢酸リチウム法にてm）E2欠損酵母株yPH857に導入した。Ura欠

損adatne制限培地にて30℃3日間培養後，酵母からplaSmidを抽出した。これをXし1blueEcoh

に 導 入 し 増 幅 後 ， AB1377auめ matedsequencerを 用い て 全 長塩 基 配 列の 決 定 をし た 。

  まずc泣marヴpepMn9とPVuuにてbne面zedぢpepMr19をそれぞ加麟き母株に導入し，本aSsり

のbaCkgmundを検討した。CbularpMT19の方は大量の（平均500以上l／プレート）白色コロニ

ーを呈 するに対し，m噺捌pMT19の方は僅かの（平均約5個／プレート）白色コロニーを呈し

た。両方とも赤色コロニーの発育は見られなかった。次に，市販の健常人…pIe成人・胎児各臓

器cDNAを用いてassaヴを行ったところ，成人では7．士1．4％，胎児では2．9士0．5ワ。の赤コロニーを示

し，本aSsりの赤色コロニーのbackgmundがlO％以下であることを確認した。本aSsりの定量陛に

ついては，塩基配列の確認されたnonsense変異と蜥亅dりpeとのP1ENcI）NAを，その比O，10，20，30，

4050，75，100ワDに混合し検討した。その結果，それぞれ1，8，16，26，38，49，72，99鍬6回の平均偽と混

合率とほほ同等の赤色コロニーが出現し，本aSsayの定量性が確認された。

  j：廴上の基礎実験を踏まえ，aSロocリlcmmor42例の臨床検体を用いて本aSsayを行った。腫瘍組織

の内訳は，piloc如caSnwリonla¢A）m珊O：gr甜eD6例，asロ・リoma（AS）（gr甜eめ8例，anaplaS血

asロ∞ゆma（AA）（g剛e珊10例とghoblasめnlaほiM（g剛eM18例である。

  赤色コロニーが10％以上の場合を陽陸と判定し，腫瘍nonSensemut面onを有すると判断した。

心闘ヴの結果：Lowg剛eaS臓noma14例中は，すべて陰陸であった。一方，AAで1例（lO％），GBM

では6例（33％）が陽性を示した。また，PAl例（17％），AS3例（37ワ。），AA2例（20％），GBM9例く50翻

においては，ピンクコロニーの発現が見られた。塩基配列決定：赤色のコロニーは7例全例で遺伝

子変異の存在を確認した。うち4例はexonskjpによる簡meShmを示し，P11三N遺伝子変異の多く

はexonsbpによる鹸meShmであることが確認された。ピンクコロニーも同様に塩基配列を検討し

たところ，これは，染色体9p21に位置するP1ENの偽遺伝子ジ阿1三Nであることが確認された。

ジ阿ENは P1EN遺伝子 と高い 相同性を持ち，僅か10個のアミノ酸が異なるだけであり，PIEN

蛋白質との三汐く元神b宣の変化によルコロニーがpinkになると考えられた。さらに，GlioblaSめmaに

おいては白色コロニーも検討したが，1例においてmissense変異がみられた。以上から，GBMで

は計7例（39ワ。）において阿EN変異が確認された。これはこれまで報告されたとほぽ同等であった。

ジnEN発現はlowgradeasu．∞舛omaに比べGBMで多い傾向を示した。また興味深いことに，ジP1EN

発現は ，1例を除き 全てWEN変異のない症例に認められ，冴叮EN発現とPTDI変異とは互いに

相補的な傾向が希嚢された。
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  このstop codonassayを用いることにより臨床検体におけるP1EN遺伝・テ診断を簡便にできると

期待される。
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学位論文審査の要旨
主査  教授  岩崎喜信
副査  教授  長嶋和郎
副査  教授  守内哲也

    学位論文題名

Detection of PTEN nonsense mutation andレ PTEN

  express10nlnCentralnerVOuSSyStemhigh‾ grade

aStrOCytiCtumorSbyayeaSt‐ baSedStopCOdonaSSay

  （中枢神経系悪性星細胞腫におけるPTEN遺伝子ノンセンス変異及び

    偽遺伝子ヅPTENの発現を検出するための

    酵 母 ス ト ッ プ ・ コ ド ン ・ ア ッ セ イ に 関 す る 研 究 ）

PTEN遺伝子異常はGlioblastomaの他，前立腺癌，乳癌，腎癌，子宮内膜癌など

多くの癌において発見され，ヒト細胞の癌化に重要な役割を果たしていると考え

られている。これまで発見された本遺伝子異常の多くはnonsense変異であるため，

我々は，腫瘍組織におけるPTEN nonsense変異の検出が有用であると考え，短時

間で効率良くnonsense変異が検出可能なassay法，「酵母を用いたPTEN stop codon

assay」を開発した。ヒトPTEN cDNAをRT―PCR増幅し，線形化したvector(pMT19)

とともにURA3，ADE2欠損酵母株yPH857に導入し酵母内でgap repairを起こさ

せ，Ura欠損，adenine制限培地にて30℃，3日間培養する。酵母体内で被険cDNA

をADE2とのキメラ蛋白としてADE2欠損酵母株に発現させ，nonsense変異があ

ればADE2部以前に蛋白への翻訳が停止し，酵母代謝物蓄積のため酵母コロニー

は赤色を呈する。酵母コロニーからプラスミドを回収し変異の確認のため塩基配

列の解析を行った。Vector及びRT－PCRのbackgroundについて検討した結果，本

assayのbackgroundは100h以下であることが分かった。赤色コロニーがI0%以上の

場合は陽性と判定し，腫瘍検体がnonsense変異を有すると判断し，astrocytic tumor 42

例のPTEN遺伝子における変異に関し検討した。腫瘍組織の内訳は，pilocytic

astrocytoma (PA)(WHO: gradeI）6例，astrocytoma (AS)(graden）8例，anaplastic

astrocytoma(AA) (grade 111) 10例とglioblastoma (GBM) (grade IV) 18例である。

  Assayの結果：Low grade astrocytoma14例中は，すべて陰性であった。一方，AA



で1例（10010)，GBMでは6例(33u/o)が陽性を示した。また，PAl例（17％），AS3

例（37ワD），AA2例(200/o)，GBM9例（50ワ0）においては，ピンクコロニーの発現が見

られた。塩基配列決定：赤色のコ口ニーは7例全例で遺伝子変異の存在を確認し

た。うち4例はexon skipによるframe shiftを示し，PTEN遺伝子変異の多くはexon

skipによるframe shiftであることが確認された。ピンクコ口ニーも同様に塩基配列

を検討したところ，これは，染色体9p21に位置するPTENの偽遺伝子ジPTENで

あることが確認された。ジPTENはPTEN遺伝子と高い相同性を持ち，僅か10個

のアミノ酸が異なるだけであり，PTEN蛋白質との三次元構造の変化によルコロニ

ーがpinkになると考えられた。さらに，Glioblastomaにおいては白色コ口ニーも

検討したが，1例においてmlssense変異がみられた。以上から，GBMでは計7例

(39c%）においてPTEN変異が確認された。これはこれまで報告されたとほぽ同等で

あった。ジPTEN発現はlow grade astrocytomaに比ベGBMで多い傾向を示した。

また興味深いことに，ジPTEN発現は，1例を除き全てPTEN変異のない症例に認

め られ， ジPTEN発現 とPTEN変異とは互いに相補的な傾向が示唆された。

  この発表に際して，長嶋和郎教授よりPTEN遺伝子変異と腫瘍発生の関係につ

いて質問があった。次いで守内哲也教授よルジPTENの機能について質問があった。

岩崎喜信教授からはジPTENとPTEN遺伝子の相補関係について質問があった。い

ずれの質問に対しても，申請者は自らの研究に基づく経験や過去の論文の内容を

引用し，豊富な知識に基づぃて明解に解答した。

  この論文は，PTEN遺伝子のnonsense変異を簡便かつ的確に診断する方法を確立

した点が高く評価され，今後臨床におけるPTENの早期診断による腫瘍発生の予

測と対策において役立っものと期待される。

  審査員一同はこれらの成果を高く評価し，大学院課程における研鑚や取得単位

なども併わせ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するもの

と判定した。


