
博 士 （ 医 学 ） 渡 辺 直 樹
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（トリソミー11を伴う先天性間葉性腎芽種におけるFISH法による

微小転座t (12;15) (p13;q26)の検出とIGF2アレル発現分析）

学位論文内容の要旨

  先天性問葉性腎芽腫は小児腎腫瘍の5％を占める予後良好な腫瘍である。病理組織学的に

富細胞型と線維型に分類されるが、前者にのみ手術後再発する症例が知られている。富細

胞型には特異的な染色体異常として11トリソミー、分子生物学的異常としてETV6

-NTRK3融合遺伝子が知られており、これらは同時に起こるとされている。しかしながら

ETV6 -NTRK3融合遺伝子を形成するt(12;15)(p13;q26)は、転座切断点である12p13と

15q26がともに染色体末端に位置するため従来の染色体分析では通常検出できない。今回、

ETV6，tVTRK3，11番 セン ト ロメ ア をプ ローブ に用いてFISH分析 を行い、

t(12;15)(p13;q26)及び11トリソミーを検出した。次にトリソミー11とETV6-MR駒融

合遺伝子が同時に発生する理由にっいて、11番染色体上で通常父性発現する鰡F2の両性

発現（インプリンティングの喪失くLOI））が関与していると考え′GF2アレル発現分析を

行った。またトリソミー11を伴った急性骨髄陸自血病では11番染色体上の朋：己己の再構

成がみられるため、トリソミー11を伴う先天性問葉性腎芽腫において同様の所見が存在す

るかどうかを知るためにサザン分析を行った。

く対象・方法＞対象は1985年から2001年に先天性問葉性腎芽腫と診断された日本人小

児6例である。患者年令は新生児から生後4カ月で、性別は男児4例、女児2例であった。

病理組織型は富細胞型が2例、混合型が1例、線維型が3例であった。En儼Nm．めを

それぞれ含むプローブ，11番染色体セントロメアプローブ，15番ペインティングプローブを

用いてFISHを行なった。またRT．PCR法でEア珊f．NZRめ転写産物の有無を分析した。

冗iF2中のRFLP部位をはさむプライマーと腫瘍DNA，RNAを用いてPCRを行い、アレ

ル発現を分析し、LOIの有無を検討した。サザン法で働Z己再構成を分析した。

く結果＞問期核FISH法でEルひNZRあお融合シグナルを富細胞型及び混合型の全3

症例に証明した。うち2症例は、分裂期FISHで従来の染色体分析では明らかにできなか
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っ た 染 色 体 転 座 を 明 ら か に で き た 。 1例 は t(12;15)(p13;q26)微少 転座 、も う 1例 は

ins(12;15)(p13;q22q26)挿入 であ った 。線 維型 の全 3症例ではETV6-MRあおのシグナル

融 合 を 認 め な か っ た 。 RT． PCR法 に よ り 、 En侮 ‐ MRめ 融 合 mRNAを 富 細 胞 型 と 混 合

型の3例に証明したが、線維型には証明できなかった。 11番染色体セン卜ロメアプローブ

を 用い たFISHで En侮 ．MR轟ぢ 融合シグナルを伴う富細胞型及び混合型の3症例は全て、

n卜リソミーまたはテトラソ ミーを示した。比預2アリル の発現を、富細胞型及び混合型

の 2症 例， 線維 型2症 例に つい て解析し、全例LOIを示さ なかった。またサザン分析の結

果、全例が働：己己再構成を示さなかった。

く 考 案 ＞ 染 色 体 分 染 法 で 、 こ れ ま で 多 数 分 析 さ れ た 先 天 性 間 葉 性 腎 芽 腫 に お い て

t（12；15）（p13；q26）を明らかにできたのはわずか1例に過ぎない。今回、我々はFISH法を

用いる事によって、従来の 染色体分染法では解析が困難であった染色体転座を明らかにで

きた。その異常は、1例がt（12；15）（p13；q26）微少転座、もう1例がiI18（12；15）（p13；q22q26）

挿 入であった。先天性間葉性腎芽腫においてEn侮のプロ ーブのみを用いて転座を論じた

報 告は ある が、 E襾 僞NZR轟ロ のプ ロー ブを 同時 に使 い 、En侮・MR轟ロ融合遺伝子の存

在 を 染 色 体 レ ベ ル で 明 ら か に で き た の は 今 回 が 初 め て で あ る 。 ま た FISH法 に よ り

En′伊贓：あロ融合遺伝子 とトリソミーまたはテ卜ラソミーnを同時に検出する事ができ

た。

RT．PCR法 によ って もEn侮 ‐Mm．ろお融合皿RNAを富細胞型と混合型の3例に確認した。

合 わ せ て MR轟 3田 n侮 mRNAの 有 無 を 検 討 し た が 、 過 去 の 報 告 同 様 に こ の mRNAは 証

明 さ れ な か っ た 。 Knezevichら に よ る と NTRK3． ETV6蛋 白 は ETV6． NTRK3発 癌 蛋 白

に対し抑制的に作用するの ではないかと推測している。なぜ先天性問葉性腎芽腫において

全例でこのNZRあぉ田襾侮mRNAが欠落するのか今後検討が必要である。

先 天 性 問 葉 性 腎 芽 腫 で は EWひ MRめ 融 合 遺 伝 子 に 伴 っ て ト リ ソ ミ ー 11を ほ ぼ 全 例 で

認める。ウイルムス腫瘍や 横紋筋肉腫などの胎性期癌では、n番染色体上で通常父性発現

する′GF2の両性発現（インプリンティングの喪失，LOI）が生じており、腫瘍の発生や進

展に関与している。同様の 所見が先天性問葉性腎芽腫においてみられるかどうか分析を行

っ たが、LOIは認められなか った。父由来の11番染色体の増加により′GF2が過剰発現し

ている可能性は否定できな ぃが、このことから凡節2は 、先天性問葉性腎芽腫において腫

瘍の発生や進展に大きな役割を果たしてるとは言えないと考えた。

またトリソミー11を伴った 急性骨髄性自血病では11番染色体上の朋：己己の再構成がたび

たび報告されている。トリ ソミー11を伴う先天性間葉性腎芽腫にも同様の所見がみられる

かどうかを検討するため3例にサザン法を用いて朋：己己分析を行ったが、朋：己己再構成は

認められなかった。

卜リソミーを認める腫瘍、 例えばトリソミー21を伴う急性骨髄性白血病では21番染色体長

腕上の遺伝子4眦ヱの変異を認めるなど該当する染色体 上の癌関連遺伝子の異常が指摘さ

れ る事 が多 い。 トリ ソミ ーnを 伴う 先天 性間 葉性 腎芽 腫では今回n番染色体上の遺伝子

比 珊と 朋Z己に っい て検 討 を行 い、 これ らに 異常 を認 めなかった。しかしn番染色体上

に何らかの異常を有する遺 伝子が存在している可能性が高く、今後検討する必要がある。

19



この研究により、FISH法により、富細胞型及び混合型と線維型の鑑別を、細胞遺伝学的に

容易に行える事を明らかにできた。今後、先天性間葉性腎芽腫の診断に活用できると考え

る。
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Cryptic translocation t (12;15) (p13q26) producing ETV6-NTRK3

     fusion gene and no loss of IGF2 imprinting in congenital

          mesoblastic nephroma with trisomy 11:FISH

                      and IGF2 allelic expession analysis

（トリソミー11を伴う先天性間葉性腎芽種におけるFISH法による

微小転座t (12;15) (p13;q26)の検出とIGF2アレル発現分析）

  先天性問葉性腎芽腫は小児腎腫瘍の5％を占める予後良好な腫瘍である。病理組織学的に富細胞型

と線維型に分類されるが、前者にのみ手術後再発する症例が知られている。富細胞型には特異的な染

色体異常として11トリソミー、分子生物学的異常としてETV6 -N孤K3融合遺伝子が知られてお

り、これらは同時に起こるとされている。しかし、En′6ーN孤K3融合遺伝子を形成する

t（12；15）（p13；q26）は、転座切断点である12p13と15q26がともに染色体末端に位置するため従来

の染色体分析では通常検出できない。申請者は、En′6，卜「TRにヨ，11番セントロメアをプローブに

用いたFISH分析を行い、t（12；15）（p13；q26）及び11トリソミーの検出を試みた。さらにトルソミー

11とE丁レ6ーMRK3融合遺伝子が同時に発生する理由について、11番染色体上で父性発現する賂F2

の両性発現（imprintingの喪失（LOI））の可能性をIてT丶lPCR法で、また卜リソミー11を伴った急

性骨髄性自血病では11番染色体上のM‘L己の再構成があることから、その関与を考えMI工再構成

をサザン分析で行った。対象は1985年から2001年に先天性間葉性腎芽腫と診断された日本人小児

6例で、病理組織型は富細胞型2例、混合型1例、線維型3例である。問期核FISH法でE丁レ6―MRK・3

融合シグナルを富細胞型及び混合型の全3症例に証明した。うち2症例は、分裂期FISHで従来の

染色体分析では明らかにできなかった染色体転座で、1例はt（12；15）（p13；q26）微少転座、もう1例

はins（12；15）（p13；q22q26）挿入であった。線維型の全3症例ではEコV6←N刀マK・3のシグナル融合

を認めなかった。Erレ6―NTRK，3融合mW乢へは富細胞型と混合型の3例に認めたが、線維型には認

めなかった。11番染色体セント口メアプロープのFISHでE丁レ6ーN7RK・3融合シグナルを伴う富細

胞型及び混合型の3症例全てに、llトリソミーまたはテ卜ラソミーを認めた。KiF2アリルの発現は、

富細胞型、混合型および線維型の全例にIDIを認めなかった。またサザン分析の結果、全例がML．己再
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構成を示さなかった。これまで染色体分染法で多数分析された先天性間葉性腎芽腫において

t(12;15)(p13;q26)を明らかにできたのはわずか1例に過ぎない。申請者は今回のFISH法で、従来

の染色体分染法では解析が困難であった染色体転座を明らかにした。1例はt(12;15)(p13;q26)微少

転座、もう1例はins(12;15)(p13;q22q26)であった。また、FISH法でETV 6-NTRK3融合遺伝子

の存在を染色体レベルで初めて明らかするとともに、卜リソミーまたはテトラソミー11も同時に検

出する事ができた。ETV 6-N丁RK・3融合mRNA発現を富細胞型と混合型の3例に確認したが、その

reciproca1転写産物であるN丁RK3―田V6m融乢Aは、過去の報告同様に証明されなかった。KneZevich

らによるとNTIuく3－mV6蛋白はETV6－NI、RK3発癌蛋白に対し抑制的に作用するのではないか

と推測している。なぜ先天性間葉性腎芽腫において全例でこのN丁、RK3―En′6m尉乢へが欠落する

のか今後検討が必要である。先天性間葉性腎芽腫ではE丁レ6一MRK，3融合遺伝子に伴ってトリソミ

ー11をほぽ全例で認める。ウイルムス腫瘍や横紋筋肉腫などの胎性期癌では、11番染色体上で通常

父性発現するKiF2の両性発現（LOI）が生じており、腫瘍の発生や進展に関与している。しかし、

先天性問葉性腎芽腫では、LOI・は認められなかった。ただし、父由来の11番染色体の増加によりJGF2

が過剰発現している可能性は否定できない。またトリソミー11を伴った急性骨髄性自血病では11番

染色体上のML己の再構成がたびたび報告されているが、先天性聞葉性腎芽腫ではML己再構成は認

められなかったことから、この遺伝子の関与は否定される。トリソミーを認める腫瘍、例えばトルソ

ミー21を伴う急性骨髄性自血病では21番染色体長腕上の遺伝子A^ 矼jの変異を認めるなど該当す

る染色体上の癌関連遺伝子の異常が指摘される事が多い。トリソミー11を伴う先天性間葉性腎芽腫

では今回11番染色体上の遺伝子KiF2とML己に異常を認めなかったが、11番染色体上に何らかの

異 常 を 有 す る 遺 伝 子 が 存 在 し て い る 可 能 性 が 高 く 、 今 後 検 討 す る 必 要 が ある 。

  公開発表に際し、副査の今村教授から、転座の違いと予後の関係、11番染色体トルソミー検出率、

癒合遺伝子と11番染色体トリソミーがおこるメカニスム、診断治療における有用性について、の質

問があった。ついで、副査の佐々木教授から、富細胞型と線維型腫瘍の異同について、過去の報告と

異なる今回の結果の解釈、11番染色体の重要性について、鑑別診断についての質問があった。最後

に、主査の小林教授から、reciprocalfusion遺伝子が検出されない理由とその意義、ト1jソミーと遺

伝子融合が同時に起こるメカニスムに関する質問があったが、何れに対しても、自らの実験結果と文

献を引用し、概ね妥当な回答を行った。

  この研究は先天性間葉性腎芽腫の鑑別や組織的に鑑別困難な明細胞肉腫を、細胞遺伝学的に容易に

行える事を明らかし、今後、先天性間葉性腎芽腫の診断・予後判定に活用できると期待される。

  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鑽や取得単位なども併せ申請者

が 博 士 （ 医 学 ） の 学 位 を 受 け る の に 十 分 な 資 格 を 有 す る も の と 判 定 し た 。
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