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緒言

　自然発症モデルは、系統選抜を繰り返してその形質を固定したもの、系統維持の

途中に突然変異個体として出現したものを系統として樹立したものである。その自

然発症モデルは、多くの場合に表現型も安定し、　「遺伝子に変化を伴わない実験発

症モデル」のように、実験の都度の処理も不必要である。それと共に、その動物を

用いたポジショナルクローニング（positional　cloning）、位置的候補遺伝子探索法

（positional　candidate　approach）などの方法を用いて、突然変異を起こした遺伝子の

同定が可能である。さらに、そのモデル動物を通じて解明されたそれらの突然変異

の責任遺伝子を用いて、ヒト疾患への応用、疾患の原因究明、治療法、遺伝子診断

等が可能になってきている1）。

　ヒト腎細胞癌（Renal　cell　carcinoma）は米国において癌を原因とする死亡の6番目

にあたり、成人における悪性腫瘍の3％を占める2）。2001年には約32，000人のアメ

リカ人が腎細胞癌で死亡し、そのうち、約40％が転移のために死亡している3）。ま

た、本邦においても平成16年厚生労働省人口動態統計によれば、日本人の死因のう

ち癌が第1位の31．3％である。そのうち、腎細胞癌は腎に発生する原発性腫瘍の中で

はもっとも多く、約90％を占めており、すべての癌の約2％を占めるといわれてい

る。その癌化の原因はわかっていないが、喫煙が病因のひとつと考えられ、また、

遺伝性要因も病因のひとつと考えられている4）。ヒトの腎細胞癌の発症と進展に関

与する遺伝子群は、1990年ごろまではほとんど不明で、癌に関連して発現が元進し

ている遺伝子（TGIFβ等）が解明されているのみであった。その後、いくつかの癌

遺伝子と癌抑制遺伝子群（レ肌（von　hippel－lindau病）遺伝子、c－Mα遺伝子、朋（Fumarate

hydratase）遺伝子、7M（Tuberous　sclerosis）遺伝子や】脱2遺伝子）がヒト腎細胞癌の

発生進展に関与することが明らかとなった5）。

　著者らは毒性試験のために飼育していたSprague－Dawley（SD）系ラットの中に腎

癌を自然発症するものを偶然見出し、この癌が遺伝性であることを確認し、“Nihon

ラット”と命名し、さらに腎癌発症の病因について遺伝子生物学的研究を行った。

　本論文では、まず“Nihonラット”の発見の経緯、繁殖・維持過程で得られた病理

学的、遺伝学的知見を記述し、次に腎癌の病因候補遺伝子（酬加η遺伝子）を探索す

るための染色体地図の作成とポジショナル・クローニング（位置的候補遺伝子探索）

法による染色体領域の特定、さらに特定した染色体領域における、腎癌の有力な病

因性候補遺伝子の一つと考えられるB∬Dホモログ遺伝子の単離と変異の解析につい

て記述し、最後に本ラットの自然史について詳細な病理学的観察を行い、遺伝性腎

癌モデル動物としての有用性を考察した。
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第1章　“Nihonラット”における腎癌病変のメンデル遺伝

1－1　はじめに

　1954年にノルウェーのEkerらによって発見されたラット群（Ekerラット）にお

ける腎癌は、メンデルの法則に従った単一遺伝子の変異（乃。2遺伝子変異）による

常染色体優性遺伝形式をとる最初の遺伝性癌モデルであった6）。その後、Ekerラッ

トの病因遺伝子は、ラット染色体10番にマップされ7）、樋野らとYeungらのグルー

プによってその遺伝子（乃。2）が単離・同定された8－10）。

　著者らはEkerラットとは明らかにその組織像が異なり（Ekerラットの組織像は細

胞密度が高く、弱塩基性胞体をもつ腺管構造をつくる腺管型（tubular　type）と、や

や細胞密度が低く、核の大小不同が目立ち、好酸性胞体をもつ特別な構造をつくら

ないcompact　typeである11）。）、空胞状あるいは淡明な細胞質の淡明型（clear　t）ワe）、

あるいは好酸性の細胞質の好酸性型（acidophilic　type）が充実性または管状に、さら

に一部拡張した尿細管腔内に乳頭状に増殖する乳頭状型（papillary　type）よりなる遺

伝性腎癌をSD（Sprague－Dawley）系ラットから偶然発見し、その動物を繁殖・交配、

100例を超える交配成績の結果から、そのラットが新規の遺伝性腎癌モデルである

ことを見出し、“Nihonラット”と命名した。本章ではそのモデルラットの発見の

経緯から繁殖、腎腫瘍の病理学的特徴、さらに親動物を用いた遺伝的解析結果につ

いて報告する。

1－2発見の経緯

　著者らが発見した腎癌ラットは、同一の繁殖場から購入した7～16週齢の若齢SD

系ラット群で、ほぼ同じ時期に実施した5つの毒性実験よりなる343例中15例に認

められたのが最初である。その動物には多発性、両側性の腎細胞腺腫と過形成尿細

管がみられた。肉眼的には両側性かつ多発性に腎臓表面に直径1mm前後の小型のシ

ストあるいは黄白色結節が認められ、組織学的には空胞状あるいは淡明な細胞質を

有する淡明型（clear　type）、あるいは好酸性の細胞質を有する好酸性型（acidophilic

type）の尿細管上皮細胞由来の腫瘍細胞が充実性または管状に増殖している像が観察

された。また、一部拡張した尿細管腔内に乳頭状に増殖する像も散見された。細胞

型の中では特に淡明型の腫瘍が主体を占め、過形成腺管から腺腫、腺癌に至るまで

の多段階的な組織像を示していた。通常の自然発生性腫瘍は、散発性、単発性、お

よび片側性で老齢に認められることから、上記の発生状況と病理所見から、ラット

群にみられた腎腫瘍は遺伝性の腎細胞腫瘍であると推察された。

その後、同一の繁殖場から開腹手術によって腎表面に多発性シストが確認された雌2

例の元親（Parent）　（以下Pと示す。）を得ることができ、大日本製薬安全性研究

所の施設内で繁殖・維持を開始した。そのシストのみられた雌1例と正常のSD系
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雄ラットとを交配して、雄8（うち1匹死産）、雌9（うち1匹死産）例のFO仔が

得られた。このFO動物を10週齢の時点で開腹手術したところ、腎表面に多発性シ

ストが雄2、雌8例で観察された。このシストを有する雄2例を用いて、FO雌との

兄妹交配を行い、F1動物23例（雄11、雌12例）が得られた。このF1について8

週齢の時点で開腹手術を行い、雄11例中7例、雌12例中6例に腎表面に多発性シ

ストをもつ動物が確認された（Fig．1）。同様な方法での兄妹交配を続けることによ

り、現時点でF16代まで進んでいる。

　“Nihonラット”は上記のことから遺伝性に腎腫瘍を発生するラットであり、常染

色体優性の遺伝形式をとることが明らかとなった。

1－3材料および方法

1）動物

搬入した元凶【P雌1例；33週齢の時点でシストを確認し、キャリアーとして搬入（64

週齢）］、ならびにFOの雌8例【10週掛でシストを確認（29～34週齢）】、　F1の雄3例【10

週齢でシストが確認できなかった（26および30週齢）】、およびF1雌雄各1例【8週齢

でシストを確認（8週齢）1、合計14例を剖検し、腎臓の病理組織学的検査を実施し

た・さらに、FO雄（10週齢でシストを確認）と正常の雌ラット【♂（RC／＋）×♀（＋

／＋）］との交配で得られた4週齢の17例（N1）についても同様に剖検し、腎臓の病理

組織学的検査を実施した。

2）飼育環境

動物は温度21～25℃、湿度45～65％、換気回数20回／時間、照明時間6～18時間の

環境下で飼育した。動物は金属製ケージに1匹ずつ収容し、餌はγ線照射滅菌した固

型飼料（CR－LPF、オリエンタル酵母工業㈱）を自由に摂取させ、水は吹田市水道水

を給水ビンに充填し、自由に摂取させた。

3）病理組織学的検査

病理組織学的検査に供した動物は、ベントバルビタールナトリウム麻酔下で、放

血によって安楽死させた後に剖検し、全身の器官・組織を10％中性緩衝ホルマリン

液に固定した。各組織は常法に従いパラフィンに包埋後薄切し、HE染色標本を施し

て病理組織学的に検査した。一部の例についてはPAS、アルシアンブルーの特殊染

色も実施した。

4）遺伝的解析

元親である雌（P）について、腎臓および尾を採取して癌研・実験病理部において

それぞれ以下の方法を用いて遺伝子解析を試みた。ヒトの腎癌を合併する結節性硬

化症の病因遺伝子であり、Ekerラットの病因遺伝子である蹄。2遺伝子および結節性

硬化症のもう1つの病因遺伝子である恥c1遺伝子については、サザンプロット法と

ノーザンプロット法ならびにPCR－SSCP法9・12－15）で、　von　Hippe1－lindau病の病因遺

3



伝子であるレ肌遺伝子はPCR－SSCP法16）で、　c一脈θ’遺伝子については菊池博士より譲

渡されたプライマー【Ac㏄ssion　No．　ABO12279（エクソン17のプライマー）、ABO12280

（エクソン18のプライマー）およびABO12281（エクソン19のプライマー）］を用い

て、PCR－SSCP法でいずれもgemline　mutationの有無について解析した。

1－4結果
1）剖検所見

　N1（4週齢）：シストはみられなかった。

　F1（8暦齢）：腎臓の皮質表面に直径1mm前後のシストが両側性および多発性に

　　　　　　　　みられた（Fi8．2A）。

　PおよびFO雌（64週齢および29～34週齢）：腎臓の皮質表面のシストがそれぞれ

　　　　　　　　33および10週齢の開腹手術時に比べてさらに大きく、数も増加し

　　　　　　　　てみられた。また、1～3㎜の黄白色結節あるいは黄白色巣が多

　　　　　　　　発してみられた（Fig．28）。

　F1雄（26および30週齢）：10週齢でシストがみられなかったが、この週齢におい

　　　　ても肉眼的な異常はみられなかった。

2）病理組織学的所見

　N1（4週齢）：17例中8例（47％）に単発あるいは多発性の淡明細胞（clear　cell）

　　　　あるいは好酸性細胞（acidopbilic　cell）の過形成腺管がみられた。

F1（8週齢）：尿細管上皮の腫瘍性病変が両側性および多発性にみられた。淡明細

　　　　胞（clear　cell）および好酸性細胞（acidophilic　cell）の異型尿細管上皮およ

　　　　び過形成（Fig．2C，20）、ならびに小型の腺腫が腎皮質表層に認められた。

　　　　過形成の多くはclear　typeで、核は小型でクロマチンに富み、細胞質は空胞

　　　　状を呈した。これら空胞状の細胞質はPAS染色で一部陽性を示した。淡明

　　　　細胞（dear㏄ll）と好酸性細胞（acidophilic　ceU）を混じた過形成尿細管も

　　　　まれに認められた。腺腫は主に好塩基性細胞（basophilic　cell）により構成

　　　　され、核は比較的大型で、拡張した尿細管腔内に乳頭状に増殖した像を呈

　　　　した。

PおよびFO雌（64週齢および29～34週齢）：腫瘍病巣は好酸性（acidophilic）、空

　　　　胞状および淡明な（clear）細胞質を有する尿細管上皮細胞の充実性、管状

　　　　（Fi齢2E）あるいは好塩基性（basophilic）の細胞質をもつ腫瘍細胞が拡張

　　　　した尿細管腔内における乳頭状の増殖（Fig．2F）として認められた。これ

　　　　らの組織像の特徴として、淡明なcle鍵type（F　i鼻2H）の腫瘍細胞が多く、

　　　　また、淡明細胞（clear　cell）と好酸性細胞（acidophilic　cell）との混合型

　　　　（Fi8．2①もしばしば認められた。好塩基性腺腫には、刷子縁様の構造を

　　　　有する腫瘍細胞も時折みられた。これらの腫瘍は過形成腺管から腺腫およ
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　　　び腺癌に至るまでの多段階的な発癌過程として認められた。

F1雄（26および30週齢）：腎臓に異常はみられなかった。この雄3例は正常ホモ接

　　　合体であると考えられた。

3）遺伝子解析

　Pの雌を用いたサザンプロット法、ノーザンプロット法およびPCR－SSCP法での

器c1、乃。2、レ肌遺伝子および。一心θ’遺伝子はいずれも変異はみられなかった。

　1－5小謡
　世界で唯一の腎癌モデルラットであるEkerラットは、1954年ノルウェーのEkerに

よって見出され、癌研の樋野らによって病因遺伝子が単離・同定された（1995年）。

著者らはSD（Sprague－Dawley）系ラットから新たな遺伝性腎癌ラットを発見し、

“Nihonラット”と命名した。その“Nihonラット”の発見は、同一の繁殖場から購

入した7～16週齢の若齢SD系ラット群の343例中15例に認められたのが最初である

が、その後、同一の繁殖場から雌2例の元親を得て大日本製薬安全性研究所の施設

内で繁殖・交配を開始した。繁殖・交配の成績から本“Nihonラット”は、　Ekerラッ

トと同様にメンデルの法則に従った単一遺伝子の変異による常染色体優性遺伝形式

をとる遺伝性腎癌モデルであると考えられた。

　“Nihonラット”およびEkerラットの腎癌の組織表現型を比較した場合、　Ekerラッ

トでは肉眼的に明瞭な結節は8ヶ月齢になるまで認められない11）。組織学的には生

後約2ヶ月から変異尿細管（phenotypically　altered　renal　tubules）が出現し始め、この

病巣は腺管構造を示すtubular　typeと、特別な構造をつくらないcompact　typeに分けら

れ、この2つのタイプの変異尿細管が過形成腺腫を経て癌腫になる。その細胞起源

は、多くは刷子縁（bruch　border）をもつ正常尿細管との移行像がみられることから、

腫瘍の大部分が近位尿細管由来と考えられている17’18）。

　一方、著者らの発見した“Nihonラット”は、1）肉眼的に8週齢あるいはそれ以前

に腎表面に多発性シストを認めること。2）組織学的に過形成腺管は4週齢あるいは

それ以前から認められ、腺腫および腺癌へと進行していくと考えられること。3）さ

らに、“Nihonラット”にはEkerラットにはみられない淡明細胞型（clear　cell　type）

の変異尿細管が多く、高週齢の動物では淡明細胞型の腺腫および癌までの多段階像

が観察されるという点でEkerラットとは異なる特徴を有していた。“Nihonラット”

における腫瘍細胞の発生起源としては現段階では、好塩基性（basophilic）の腫瘍細

胞は近位尿細管と考えられ、淡明細胞型の腫瘍細胞は近位尿細管以外に集合管由来

の可能性が考えられた19）。また、ヒト腎癌の病因遺伝子として同定されている器C1、

乃。2、　E肌遺伝子および。一望ε慮伝子について遺伝的解析においても変異は見出せな

かった。
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　以上のように“Nihonラット”はEkerラットとは異なる表現型（発生時期および組

織像の相違）を示し、Ekerラットの病因遺伝子である乃。2遺伝子変異が見出せない

ことから、新規の腎癌モデルラットであることが強く示唆された。
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図表
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P O(+/+) Q(RC/+)

Fo

Fi

OODDO

---!-Q-p-g-Qoooo 1--Deeeeeoo
    Fig.1 Pedigree chart of Nihon rats.
  P;generation derived from Jcl:SD starin. D:Male,O:Female,

  i :Male with multiple cysts, e:Female with multiple cysts.

   -:Underlines represent animals examined histopathlogically.
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第2章　“Nihonラット”の腎癌発症に関与する“1W加〃遺伝子”探索

　　　　　　　　　　　のための染色体地図の作成

2－1　はじめに

　Ekerラットはメンデルの法則に従った単一遺伝子（7馳2遺伝子変異）による常染

色体優性遺伝形式をとる唯一の遺伝性腎癌モデルであった。一方、第1章で著者ら

の発見した“Nihonラット”は、　Ekerラットとは異なることから新規の遺伝性腎癌

モデルになり得ると考えられた20）。さらに、繁殖・交配成績の結果から、“Nihon

ラット”の変異ホモ接合体は胎生10日前後には致死すること、ヘテロ接合体の浸透

率は100％腎細胞癌を生じ、淡明細胞（clear　ce11）タイプを優位に発症し、生後3週

齢という早期から前がん病変が出現し、8週齢までに腺腫を、6ヶ月齢に至っては腎

細胞癌を呈することも確認された21）。よって、“Nihonラット”における腎癌発症

に関しては、メンデルの法則に従った単一遺伝子による常染色体優性遺伝形式をと

ると考えられた20・21）（Fig．1）。

　そこで、本章では“Nihonラット”の病因遺伝子を同定するための最初のステップ

として、113例の戻し交配ラットを作製し、遺伝的リンケージ解析を実施した。

ラットを用いた突然変異体の病因遺伝子を連鎖解析に基づくポジショナルクローニ

ング法で同定することは、たいへん困難な作業であるが、通常の方法として、すで

にラット全ゲノムをカバーする遺伝子多型マーカーが開発されており、そのマーカ

ーを用いて実施した。まず、ゲノムワイドスクリーニングを行い、次に染色体の平

均10～20cM断片をカバーする各多型マイクロサテライトマーカーの遺伝子型と、

病的形質を呈した個体数（陽性個体数）とのassociation　studyをZ2乗検定し、その

値の高いマーカーがある染色体を選び、その候補染色体上のマーカーを基点として、

その近傍にある病因遺伝子にできるだけ近いマーカーを求めた（リンケージ解析）。

その結果、“Nihonラット”の病因遺伝子がラット染色体10番の遠位部にマッピン

グされることが明らかとなった。

2－2材料および方法

　“Nihonラット”の腎癌遺伝子はクローズドコロニーであるSD系ラットより発生

したことから、変異を伝達していない系統で、近交系であるBrown　Norway（BN）ラ

ット（日本チャールズ・リバー㈱）を用いて、“Nihonラット”と交配し、　F1動物を

作製した。

　交配に使用した“Nihonラット”は、第1章と同様に開腹手術により片側の腎臓表

面のシストを確認したキャリアー動物を用いた。それから、ヘテロ接合体であるF1

の雄1例を用いて、雌BNラットと次々に交配し【F1｛sD（Nihon／＋）×BN（＋／＋）｝×

BN（＋／＋）】、113例の戻し交配動物を作製した（Fig．2）。その後、13週齢の時点で剖

10



検して組織学的検査を実施した。その結果、多発性の腎細胞腫が63例（雄：30、雌：

33例）に認められ、50例（雄：24、雌26例）が腎細胞腫を認めなかった。この発生

率は遺伝学的な期待値である50％で有意差を示さなかった。なお、正常動物におい

ては13週齢では決して腎腫瘍の発生はみられないことから、この週齢とした。

　13週齢の時点で113例の戻し交配動物の尾を採取し、直ちに液体窒素で凍結し、使

用するまで一80℃で保存した。そして、尾から2％硫酸ドデシルナトリウム／proteinase

Kで蛋白を消化し、DNAをフェノール抽出した。　PCR（polymerase　chain　reaction）法に

より、SD系ラットとBN系ラットの多型性を示すDNAマーカーを用いて、　SD系ラッ

トに特異的なDNAバンドが“1W加〃遺伝子”を伝達したラットにみられるかどうか

連鎖解析した。

　ラットのすべての染色体をカバーするラットDNAマーカー（“MAP　PAIRS”）を

Research　Genetics社（Carlsbad、　Califbmia州）から購入した。　PCR反応は50ngのゲノ

ムDNA、1pmol／μ1のプライマー、0．5－1．25mMのMgC12（ToYoBo社製、大阪）、

100－200μMのdNTPmix（ToYoBo社製）および0．5unitの7bgポリメラーゼ（ToYoBo

社製）からなる10μ1の混合反応で実施した。それぞれ、熱変性が92℃、60秒、アニ

ーリングが55℃、60秒、伸長反応が72℃、90秒からなる25－35サイクルでthemlal

programmer（Quick　Themlo　Personal；Nippon　Genetics社製、東京）を用いて増幅した。

PCR産物は3－3．5％の低融点（LMP）アガロースゲル（Gibco　BRL）で電気泳動し、

エチジウムブロマイドで可視化した。

2－3結果
　最初にラット染色体1番から20番までをカバーする121のDNAマーカー（マイク

ロサテライトマーカー）で検討した。そのうち、Nihon（SD系統）とBN系統の間で

多型性がみられた63のDNAマーカーを用い、スクリーニングを開始した。67例の戻

し交配動物を用いた最初のスクリーニングにおいて、ラット染色体10番の

D10Rα∫27というDNAマーカーがもっとも小さな組み換え率（7／67＝10％）を示

した。第1章で記したように、“Nihonラット”はEkerラットと同様に、常染色体優

性遺伝形式をとり、単一遺伝子の変異で腎癌を生じると考えられることから、もっ

とも組み換え率の低いラット染色体10番に焦点をあてた。ラット染色体10番に局在

する加加1ηα55飽1り訂52（器。2）遺伝子、傭εr18癩〃一3（1L－3）遺伝子、二二1②8’傭

」α搾麗¢1811♪遺伝子の局在、ならびに〃3yo5’〃舵α四。加砺θ〃め’yoπ’c　5んθ1伽’〃躍5cJθ

（㎜εE）遺伝子がNihon（SD系統）とBN系統の間で明らかな多型性を示し、組み換

え率はそれぞれ、0．257（29／113；Z2＝25．6、　P＜0．0001、ロッド値＝6．10）、0．044

（5／113；Z2＝93．6、　P＜0．0001、　ロッド値＝25．16）、0．009（1／113；Z2＝109．0、

P＜0．0001、　ロッド値＝3156）、0．053（6／113；Z2＝90．6、　Pく0．0001、　ロッド値＝23．87）

であった。ラット染色体10番における4つの局在の連鎖関連と“一二。η遺伝子”の変

11



異をhblo　1とFi8．3に要約した。

　今まで述べてきたように、“Nihonラット”は遺伝的に近交系ではないSD系ラッ

トであり、㎜∫E遺伝子局在には“Nihonラット”間でさえも多型性を示した。従

って、㎜∫E遺伝子局在で“Nihonラット”の腎癌（4例の腎癌のうち3例）にヘテ

ロ接合性の消失（mH；Lρss　of　heterozygosity）がみられた（F　i　g．4）。そして、重

要なこととして、BNラットとF1（Nihon／BN）ラットのDNA型から判定されるよう

に、すべて3例ともwild－typeの対立遺伝子が欠失していた。このことは、　Knudsonの

“2ヒット説”に合致している。つまり、“Nihonラット”の腎癌形成に関しては、

新規のがん抑制遺伝子の変異によって生じると考えられた。興味あることに、Eker

ラットの病因遺伝子である7詑2遺伝子は同じ染色体10番の近位部に局在する7’8）。

従って、腎癌に関連した遺伝子はラット染色体3番に7苫c1遺伝子と町1遺伝子、ラッ

ト染色体4番にレ肌遺伝子と。－1幅ε∫遺伝子、ラット染色体10番に7bc2遺伝子と‘厩魏。π

遺伝子”が局在することとなる。

2－4小幅
　日本におけるSprague－Dawley（SD）系ラットのコロニーから新規の遺伝性腎癌モ

デルラットを発見し、“Nihonラット”と命名した（第1章）。本章では113例の戻

し交配ラットを用いて“Nihonラット”の腎癌の病因遺伝子をマッピングした。その

結果、“Nihonラット”の病因遺伝子はラット染色体10番の’η∫ε71ε癩〃一3（1L3♪遺伝

子（ヒト染色体5番長腕23－31）（Z2＝93．6、ロッド値＝25．16）、1θ伽」‘2，8∫4π∫」α押αε

（L1811♪遺伝子（ヒト染色体17番短腕11．2）　（Z2＝109．0、ロッド値＝31．56）、およ

び〃2ッ05’肋εα四。加’η，ε〃3わ’：yoη∫c∫κθ1ε’α1〃2κ∫c18（㎜5E）遺伝子（ヒト染色体17番短腕

13．1）　（Z2＝90．6、ロッド値＝23．87）の間にマップされ、それぞれの距離は4．4cM、

0．9cMおよび5．3cMを示し、ラット染色体10番の遠位部に位置していることが明らか

となった。本章の結果からは“Nihonラット”の病因遺伝子がヒト染色体5番か、17

番に合致するか不明であった。
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第3章“Mhonラット”の腎癌発症に関与する“∬ノ加刀遺伝子”の単離

3－1　はじめに

　第2章で“Nihonラット”の病因遺伝子がラット染色体10番のπ3画面子（ヒト

染色体5番長腕23－31）と〃811遺伝子（ヒト染色体17番短腕11．2）∠物乃∫θ遺伝子

（ヒト染色体17番短腕13．1）局在にマップされ、それぞれ、4．4cM遠位、0．9　cM／

5．3cM近位の位置であることがわかった22）（Fig．1）。その時点では、対応するヒ

ト染色体が5番か17番か判明していなかった。しかもこの領域ですでに同定されて

いる遺伝子で、腎癌の発生に関連する遺伝子はなかった。しかし、同一時期に腎癌

を高いリスクで発生するBHD症候群（Birt－Hogg－Dub6　syndrome）の未知の病因遺伝

子がヒト染色体17番短腕11．2あるいは17番短腕12一長腕11．2にマップされた23’
24）。

　通常の病因遺伝子同定の方法として、疾患遺伝子の染色体上の位置をできるだけ

詳細に定め、次にその領域から新規の候補遺伝子を見つけ出し、その疾患に共通に

その遺伝子に変異があることを確認するという段階をとる（位置的候補遺伝子探索

法）。

　本章では、ヒト染色体17番短腕11．2に相同するラット染色体10番の領域に“Nihon

ラット”の病因遺伝子局在を狭め、腎癌表現型の原因となる変異、ラットβEDホモ

ログの同定を試みた。

3－2　材料および方法

1）組織標本、マッピング及び腎癌から分離した培養細胞

　ラットの腎臓を塗材し、直ちに液体窒素で凍結し、使用するまで一80℃で保存した。

“Nihonラット”の腎癌遺伝子はSD系統のラットで伝達されていることから、第2

章でも述べたように遺伝的な関連がなく、また変異もない近交系のBrown　Norway

（BN）ラット（チャールズ・リバー社産）を用い、雄“N血onラット”　（Nihon／＋、

SD系統）と交配することによってF1動物を作製し、113例の戻し交配動物（F1｛SD

（Nihon／＋）×BN（＋／＋）｝｝×BN（＋／＋））を得た。そのうち、13週齢の時点での組

織学的検査によって多発性腎腫瘍を持つ63例（56％、雄；30例、雌；33例）と腎

腫瘍を持たない50例（44％、雄；24例、雌；26例）が得られた（第2章）。

　“Nihonラット”から分離した腎癌の培養細胞を限界希釈法でクローニングして

（1細胞／1well／96　we11プレート）確立し、　DMEM（Dulbe㏄o’s　modified　Eagle’s

medium）／high　glucose／10回線胎児血清で培養した。1つの腫瘍培養細胞、　Ekerラ

ットから分離したLkgd（t）はDMEMとHam’s　F－12倍地の等量／牛胎児血清にラット

尾線維でコートしたプラスチックのペトリプレートで培養した25）。
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2）RNA単離、ノーザンプロット法及びcDNA増幅

トータルRNAはトリゾール試薬（lnvitrogen社製）で単離した。ノーザンプロット

法とRT－PCR法はEkerラットで行った以下の方法で実施した9）。ノーザンプロット

法は、RNAサンプルをホルマリン液からなる1％アガロースゲルにより分離し、ナ

イロン膜（Poll　BiosupPort社製）上に転写・固定した。プレハイブリダイゼーション

を65℃で1mM　EDTA・1％BSA・7％SDS（pH7．2）および0．2M燐酸緩衝山内で実施

した。32Pラベルされたプローブで標識後、ハイブリダイゼーションを同一の液で

実施した。その後、フィルターは室温で15分間1×SSC（0．15M　NaCl、15mMクエ

ン酸ナトリウム）、0．1％SDSで2回洗浄し、65℃で15分間0．2×SSC、0．1％SDSで

洗浄した。RT－PCR法は、1st　strand　cDNAを20μ1の反応混合液でランダムヘキサ

マーを用いて1μgのポリ（A）の付いたRNAから合成した。すべてのPCR反応は、

1μ1の1st　strand　cDNAテンプレート、25pmo1のそれぞれのプライマー、200μm

dNTPs、1mM　MgC12、およびPCRバッファーからなる25μ1にTth　DNAポリメラー

ゼ（Ph㎜acia－Biotech社製）を加えて実施した。　PCR反応はQTP　Hサーマルサイク

ラー（Nippon　Genetics社製）を用いて以下のように実施した。最初に93℃、3分間

の熱変性、次に93℃で1分間の熱変性、55℃で1分間のアニーリング、そして72℃

で1．5分間の伸長反応で35サイクル行い、72℃で3分間の最終伸長反応を行った。

マウス勘4遺伝子断片の増幅については、マウス胎齢13．5日の胎児から抽出したト

ータルRNAを用いて、以下のプライマーセットを設計した。

　primer　set　l　B2－46A：5’一CAAGAAGTCGGACATGTGTG－3，（forward）

　　　　　　　B2－46B：5’一CCCACAAGTrGTCATCA（πG－3’（reverse）、

　primer　set　2　B2－50A：5’一TCATGGGGAATCAGGTGATC－3’（forward）

　　　　　　　B2－50B：5’一CGTCATCCAG飴㎝CAGCA－3’（reverse）

ラットB層遺伝子断片の増幅については、以下のプライマーセットを設計した。

　　p㎡mer　set　l　BHDRII　5’一CCααGCCA㎝αGCGA－3’伽肛d）

　　　　　　　BHDRG：5，一AAGCCATGTrGCTCATCACC－3’（reverse）

　　primer　set　2　BHDRA：5’一GCACCCAGGTrATATCAGTC－3’（fbrward）

　　　　　　　BHDRB：5，一AGACAGGTrσrGGTrGGTCA－3’（reverse）

　　prinler　set　3　BHDRH：5’一TrGTGGTGACCAGCGGTAG－3’（forward）

　　　　　　　BHDRF：5’一CrCCGTGACTCTGTAGCTG－3，（reverse）

増幅したcDNA断片はダイレクトシークエンス解析を行った。5’一and　3’一RACE法

（cDNA末端高速増幅法）は以前にEkerラットで実施した方法15）で行った。簡単

に言えば、5・．RACE法は、　first　strandのcDNAを1つのプライマーであるBHDG7

（5・一GGCrGACGTACrrGATAGAG－3・）でラット胎児のトータルRNAを用いて合

成した。RNAリガーゼによる連結の後、逆転写反応は以下のプライマーセットで実

施した。
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　　BHDG8（5’一CAAGAAGTCAGACATGTGCG－3’，　forward）

　　BHDG9（5’一㎝CαCAGCαGαC飴C－3’，　reverse）

それから・第1のPCR産物は以下のプライマーセットを用いて第2のPCRで実施

した。　　　BHDRA

　　　　　　BHDG10（5’一GAGCGTGTAGAACCTCCGT－3，　reverse）

3’一RACE法については、　first　strandのcDNAは以下の1つのプライマーを用いて合

成した。cDNA－1　（5’一GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAACTAGTGCGGCCGC
TTTTrTTrrrrrrrrrrr．3’）。

第1のPCRと第2のnested　PCRは、以下のプライマーを用いた。

第1のPCR　BHDRH：5’一TTGTGGTGACCAGCGGTAG－3’（forward）

　　　　　　　NOT3－1：5’一AG飴αAGTGCGGCCG㎝一3，（reverse）

第2のPCR　BHDRK：5’一CAAGGAGGACACCCAGAAG－3’（fbrward）

　　　　　　　NOT3－1

RACE法によって増幅されたcDNA断片は、直接に、またプラスミドベクターのサ

ブクローニングの後、両方ともシークエンスした。

3）DNA分離、サザン法及びLOH（ヘテロ接合性の消失）解析

　13週齢の113例の戻し交配した動物の尾からDNAを抽出した（第2章）。DNA

はEkerラットで実施したように9）、proteinase　Kで蛋白を消化し、フェノール／クロ

ロホルム抽出して単離した。サザンプロット法はEkerラットで実施した方法で、制

限酵素消化後、DNAは1％アガロースゲルで分離し、アルカリ化でナイロン膜上に

転写・固定した。プレハイブリダイゼーションとハイブリダイゼーションを1×SSC、

0．1％SDSによる洗浄を省いた上記のノーザンプロット法と同一方法で行った。ゲノ

ムPCR法は第2章と同様な方法で実施した9）。ゲノムPCR法でLDH検出のために

用いたプライマーは以下の如くであった。

　　BHDG5：5’一ATCATC（TITCT（πCAGCCrGTGG－3’（forward）

　　BHDG6：5’一CGGAATGGACAAGGTrCACATσrC－3’（reverse）

ゲノムPCR法による“C　tract”の生殖細胞挿入の解析のために、以下のプライマー

を用いた。

　　BHDRI
　　BHDRJ（5’一CTCGCACATGTCTGA（■TCT－3’，　reverse）

セカンドヒット変異の探索には、ゲノムPCR法と直接シークエンス解析は腫瘍から

抽出したDNAと正常部腎臓組織から抽出したDNAを用いて実施した。ラットβ雇

遺伝子（エクソン3から13）の完全コード領域の変異スクリーニングを実施した。

用いたプライマーをTahlo　1に示す。

4）抗体産生物及びウエスタンプロット法による解析

　ヒトフォリクリン（ヒトエクソン14）の15アミノ酸残基に対する抗体
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（Leu－Met－Ser－Thr－Val－Arg－Ser－Pro－Thr－Ala－Ser－Glu－Ser－Arg－Asn）　を免疫したウサギ

で作製し・この塩基配列はラットの配列（ラットエクソン13）と1残基異なってい

る。抗体は血清からアフニティにより精製した。細胞抽出物はSDS．PAGE法で同じ

バッファーで溶解して得られ、蛋白濃度はDC蛋白アッセイ（Bio－Rad社）で決定し

た。βメルカプトエタノール添加後、蛋白と同量をSDS．PAGE法（10％ゲル）で分

離し、ナイロン膜上に転写・固定した。一次および二次抗体の反応と化学ルミネッ

センス検出法26）で実施した。

3－3結果
1）詳細なマッピングによりゼロ組み換えとなるラットB雇遺伝子領域を同定

　本章では、“ハ励。π遺伝子”局在に近いマーカーを用いて、詳細なマッピングに

より第2章で実施した“Nihonラット”の連鎖解析を継続し、2つの局在、（29DCE9

遺伝子（ヒト染色体不明）とCOPS3遺伝子（ヒト染色体17番短腕11．2）でゼロ組

み換え率（0／113）となった22）。解析を実施している間、ヒトB猛D遺伝子とそのマ

ウスホモログ（相同遺伝子）の病因遺伝子が同定された23・24・27）。マウスB履遺

伝子のcDNA断片を増幅して、ラットゲノムにおける相同配列を決定するための連

鎖解析用プローブとして用いた。推定されるラットBHD相同遺伝子（β駕）と“Nihon

ラット”の腎癌表現型との間に完全な分離の一致がみられた。従って、ラットβ屈

遺伝子はラット染色体10番に局在し、“Nihonラット”の病因遺伝子に極めて近く

にリンクすることがわかった（ゼロ組み換え率、Fig．1）。興味あることに、　Eker

ラットは同じラット染色体10番の近位部に位置している8）。従って、第2章でも記

載したように、ラットにおける腎癌に関連する遺伝子は染色体3番に乃c1遺伝子と

泌1遺伝子が、染色体4番に吻1遺伝子と。一側θ’遺伝子が、そして、染色体10番に

乃。2遺伝子と“Nihonラット”の病因遺伝子が局在することがわかった。

2）“Mhonラット”でのラットBゐ4ホモログの生殖細胞変異及び腫癌でのLOH

　NCBI（2002年7月21日に更新された）のラットゲノムデータベースを検索する

ことによって、2つのBACクローン、　CH230－13G20とCH230－61A17がヒト／マウ

スB履遺伝子のcDNA配列と相同性を示すことを見出した。ヒトBHD遺伝子のエ

クソン5からエクソン13までの類似した配列集団を検出した（データは示していな

い。）。これらラットBACで推定されるエクソン配列とヒトおよびマウスB鋸遺伝

子コード領域の5’一および3’一端末との相同性を考慮して、これらのプライマーセッ

トがRT．pCR法および5’一および3’．RACE法でラット勘4遺伝子cDNAを増幅する

ために設定した。これらのプライマーでラット働4遺伝子cDNAの増幅に成功し、

シークエンス解析で予想される1つの遺伝子2846ヌクレオチドが同定された。その

ラットβ雇遺伝子は579アミノ酸残基の遺伝子産物（フォルクリン）をコードする

と考えられ、ヒトフォルクリン（GenBank　a㏄ession　no．　NP659434）とマウスフォル
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タリン（GenBank　accession　no．　AAH25820）とそれぞれ93％および97％の相同性を

示した（データは示さず；ラットB屈遺伝子産物、GenBank　a㏄ession　no．　ABO96213）。

データベースの検索でラットβ屈遺伝子に2つの5・末端のコードしないエクソンが

みられた（Fi齢2）。一方、ヒト朋D遺伝子では3つのコードしないエクソンがみ

られる27）。

　プローブとしてこれらのcDNAを用いたサザンプロット法、およびイントロン8

にみられる配列長多型（SLP）　（ヒトゲノム配列ではイントロン9に一一致する）を

利用したゲノムPCR法によって、原発腎癌と“Nihonラット”（雄、10ケ月齢）か

ら培養した腎癌の培養細胞（NRs）でB層遺伝子局在のヘテロ接合性の消失（LOH）

を検査した（Fi8．3）。11例の原発腫瘍（“Nihonラット”4例）とNRs（1つの腫

瘍から得られた7つの培養細胞）を検査した。11例の腫瘍で10例とすべてのNRs

で勘4遺伝子局在にLOHがみられた。重要な点は、　LDHを示したすべてが“Nihon

ラット”の変異アレルを保有していることであった（Fi8．3）。

　LOHのみられた腎癌培養細胞と正常腎臓組織からRNAを抽出し、ラットB裾遺

伝子ホモログの発現を解析した。翫4遺伝子プローブを用いて正常腎臓組織で1つ

の主要な3キロベースのバンドがノーザンプロット法によって検出された。異常な

Bh4遺伝子のmRNAは検出されず、B層遺伝子の発現量は正常組織に類似していた。

類似した長さのcDNA断片が正常組織と腎癌培養細胞の両方でRT－PCR法により増

幅した。これらの断片をシークエンス解析すると、腎癌培養細胞から得られたcDNA

のエクソン3の“Ctract”内に1つのシトシン（C）の挿入があることがわかった

（Fig．4A）。野生型アレルにみられる5つCせactの代わりに変異アレルには6つC

tractがみられた。この挿入の結果として、フレームシフトが生じ、開いた読み枠

（0翼F）がエクソン3のコドン17で破壊され、下流26のアミノ酸で早期の終止コ

ドンを引き起こし、その下流のアミノ酸が欠損していた。結果として変異蛋白は正

常なラット勘4遺伝子配列（フォルクリン）に重要な蛋白の大半を欠損しているこ

とになる（Fi8．4A）。腎癌を生じた個々の“Nihonラット”は生殖細胞変異として

この挿入をゲノムDNA配列に伝達していた（Fig．4B）。野生型アレルに欠失がな

く、LOHがみられなかった腫瘍の1例（F　i　8．3）では、ダイレクトシークエンス解

析でコドン209（Gluでストップ）で蛋白の早期終止の原因となるGからTへの塩

基転換（G926T）がエクソン6でみられた（Fi8．5）。従って、ラット励4遺伝子の

両方のアレルに不活性化が生じており、Knudsonの2ヒット説である腫瘍抑制メカ

ニズムを支持する結果となった。

　興味あることに、ラットにみられた変異型、1つのホモヌクレオチドにおける

1つのC挿入は、ヒトBHD症候群でもっとも多く認められる変異型である27）。複

製の間、DNAポリメラーゼの翻訳スリップはモノヌクレオチド路（tract）で変異を

生じるメカニズムとして示唆され、ゲノムDNAのそのような領域では高頻度に変異
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が起こる原因となる28）。ヒトBHD遺伝子のエクソン11で高頻度変異するCtract

はラット働4遺伝子ホモログでも同様にエクソン3で起こり、一塩基挿入（C挿入）

が生じていた。

3）抗フォリクリン抗体は切断された変異BHD蛋白を検出できない。

　次に、著者らはフォリクリン（ラットエクソン13、ヒトエクソン14）のカルポキ

シル基末端ペプチドを認識するウサギ抗フォリクリン抗体を作製した。そして、そ

の抗体はウエスタンプロット法でEkerラットから分離した腎癌培養細胞、正kgd（L）

の抽出物において約66キロダルトンの蛋白反応を示した（Fi8．68）。この分子量は

ラットフォリクリンの推定量64キロダルトンと同様である。対照的にLkgd（L）でみ

られた約66キロダルトンの蛋白はNR培養細胞では検出されなかった（Fi8．68）。

NR培養細胞はLkgd（L）の同じレベルでの変異アレルにおいて、　B屈遺伝子mRNAを

発現しているので（Fi8．6A）、この結果は生殖細胞の変異アレルは正常なフォリク

リンを産生しないことを示している。さらに、内部開始コドンから複製した異常な

産物の兆候もなかった。以上の結果からtwo－hitメカニズムによりフォリクリン機能

の消失が“Nihonラット”における腎発癌の重要な第1歩であると言える。

　著者らは雌雄キャリアーの交配で胎生14日においてホモ接合体の変異を検出し

たことがない。それは変異ホモ接合体では胎生期の早期に致死することを意味して

いる20）。

　BHD症候群は、　Birt、　Hogg、　Dub6によって1977年に最初に記載された29）。毛

包の過誤腫、腎腫瘍および自然気胸を特徴とする。近年、ヒトβ11D遺伝子27）の発

見はBHD患者の腫瘍形成のメカニズムを理解するのに重要な最初のステップであ

るが、・しかし、朋D遺伝子産物（フォリクリン）の機能は解明されていない。この

論文を作成している間に、イヌで腎嚢胞性腺癌と結節性皮膚線維症（RCND）を生

じる遺伝病でイヌ朋D遺伝子ホモログが同定された。このイヌβ11D遺伝子ではコ

ドン255で高い保存性のみられるヒスチジンからアルギニンへ変異したミスセンス

変異が生じている。しかし、イヌ腎腫瘍（腎嚢胞性腺癌）ではセカンドヒット変異

もK）Hも報告されていない30）。

　著者らは現在“Nihonラット”の表現型（腎腫瘍の発現）の抑制が可能であるか

どうかを確かめるために野生型翫4遺伝子で構築したトランスジェニック“Nihon

ラット”の作製を試みている。このトランスジェニック“Nihonラット”を用いた

回復試験により、“Nihonラット”における腎癌発症の病因遺伝子の同定が可能と

なる。

3－4小括
　“Nihonラット”の病因遺伝子のマッピングに引き続き、“Nihonラット”におい

て一塩基挿入を原因とするβ1の遺伝子（ラット染色体10番、ヒト染色体17番短腕

24



11．2）の生殖細胞に変異を見出した。一塩基挿入の結果、フレームシフト変異が生

じ、下流26アミノ酸で終止コドンを生じ、大半のアミノ酸が欠損する。また、ホモ

変異接合体はラット胎児期の早期に致死することを見出した。腎細胞癌（11例中10

例）にβHD遺伝子でLOH（ヘテロ接合体の消失）が高率に認め、さらにLOHを認

めなかった1例においても点変異（ナンセンス変異）を発見し、Knudsonの2ヒッ

ト説の適応が確認された。従って、“Nihonラット”は腎発癌に関連し、ヒトBHD

症候群の動物モデルとなる新規のがん抑制遺伝子として有用なモデルと考えられる。

　以上のことから、“Nihonラット”は朋D遺伝子機能および腫瘍発生メカニズム

を研究するのに有用な実験モデルであると考えられる。
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第4章　“Nihonラット”の自然史

4－1　はじめに

著者らは“Nihonラット”の病因遺伝子を同定するための最初のステップとして、

第2章においてマッピング（ラット10番染色体）に成功し22）、そして、第3章に

おいて病因遺伝子を単離し、“Nihonラット”がヒトBHD症候群のラットホモログ

であることを見出した31）。一方、Ekerラットは先にも述べたように、ヒト結節性

硬化症（乃。2）のラットホモログであるが、共通の表現型は腎癌のみ（ヒト結節性

硬化症は腎臓に主に血管筋脂肪腫である。）であり、Ekerラットでは2年間長期観

察すると脾臓の血管肉腫、子宮に平滑筋腫および平滑筋肉腫、ならびに下垂体腫瘍

が高率にみられる11）。また、最近、ヒト結節性硬化症と共通の表現型として脳病

変も報告されている32）。

　本章では、Ekerラットで実施したように、“Nihonラット”を長期観察すること

により、現在までのヒトBHD症候群との共通する表現型である腎癌以外の病変、あ

るいは、ヒトBHD症候群でみられる腎腫瘍以外の毛包の過誤腫および自然気胸等の

病変がみられるかどうかについて、さらに、“Nihonラット”では腎癌以外に発生

する病変が存在するのか否かを確認する目的で、“Nihonラット”のnatural　history

を病理組織学的に観察した。本章においては、ラットの寿命である2年間を予定し

て実施したが、本文中にも記載したように“Nihonラット”は1年齢近くから死亡

あるいは瀕死期例がみられ始めたため、当初の予定を変更し、55（F3代）および68

（F2代）潮齢で全例剖検した。

4－2材料および方法
　動物は“Nihonラット”の兄妹交配（ヘテロ接合体同士、およびヘテロ接合体×正

常ホモ接合体）より得られたF2代およびF3代で、雄118例、雌110例の合計228

例（実験群1）と繁殖・維持している“Nihonラット”のうち若齢時の“Nihonラッ

ト”103例および正常ラット49例（Wild　type）　（実験群皿）である（T8hlo　1）。

　動物は温度21～25℃、湿度45～65％、換気回数20回／時間に設定されたげっ歯類

の動物室で、アルマイト製ケージに個別に収容して長期間飼育した。餌は市販の固

型基礎飼料（CR－LPF、オリエンタル酵母工業㈱）を、飲料水は吹田市水道水を蒸気

加圧滅菌して自由摂取させた。死亡および瀕死期殺処分例を含む全例について、剖

検の後、全身臓器を10％中性緩衝ホルマリン液に固定した。固定後、常法に従って

脳、脊髄、心臓、大動脈、肝臓、脾臓、肺、腎臓、胃、十二指腸、空腸、回腸、盲

腸、結腸、直腸、膵臓、腸間膜リンパ節、膀胱、胸腺副腎、下垂体、甲状腺／上皮

小体、気管、食道、唾液腺、舌、精巣、精巣上体、前立腺、精嚢、卵巣、子宮、膣、
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胸骨／胸骨骨髄・大腿骨／大腿骨骨髄、骨格筋、坐骨神経、皮膚、乳腺、眼球、ハーダ

ー腺について切り出し、パラフィン包埋後、HE染色を施して光顕的に観察した。

　子宮に病変のみられた一部の例についてはPASおよびコロイド鉄染色を、心臓に

病変のみられた一部の例についてPAS染色を施して光顕的に観察した。

4－3結果
　1）腎腫痩の発症

　“Nihonラット”における腎腫瘍の発症は、肉眼的に早期より微細なシストを腎

表面に認め、週齢とともに腎表面のシストおよび結節が確認でき、その後、生後半

年ほど経過すると、シストの径も大きくなり充実性の白色から黄白色の結節が観察

されるようになる。さらに週齢が進むと、大きな黄白色腫瘤とシストが多発し、最

終的には腫瘤塊を形成した（Fi8．1）。

　実験群1において10ヶ月齢（42週齢）から死亡あるいは瀕死期動物がみられ始

め、約1年齢を超えたころ（68週齢）には38例（16．7％）が死亡した。そこで、“Nihon

ラット”および正常ラット（Wild　type）の同一週齢の組織像を比較するために、55

および68週齢の時点で全例を安楽死・殺処分して剖検した。

　死亡あるいは瀕死期動物の剖検において、38例中37例に腎癌の発症がみられた。

これら37例は、いずれも腎癌以外の重篤な病変を認めないことから、腎癌が死因と

考えられた。残り1例は下垂体腫瘍がみられ、また、腎癌の発症もないことから、

死因は下垂体腫瘍であり、正常ラット（wild　type）と考えられた。死亡例も含めた

腎癌の発症は226壷中141例（雄：69例、雌：74例）にみられ、メンデルの法則に

ほぼ一致した発生率を示した（T8blo　2）。

　2）腎止血の組織像

　第1章と同様に腎腫瘍の組織型は、clear（ヒト腎細胞癌の75％）／acidophilic　cell　type

とbasophilicでpapiUayなtype（ヒトの腎細胞癌の約15％）に分類でき、その組織

像が、変異尿細管、異型過形成、腺腫、腺癌へと多段階的な発癌過程を示してみら

れた。

　clear／acidophilic　cell　typeでは、未染色性の細胞質と小型の円形核をもった淡明な

clear　ce11と好酸性の穎粒状の細胞質と小型の核をもったacidophilic　cellの変異尿細管

が早期像であり、その後、cleal　cell　type、　addophilic　cell　typeともに週齢が進むにつ

れ、異型過形成、腺腫、腺癌へと多段階的な発癌過程を示した（Fi8s．2、3）。また、

しばしば、両タイプが混合したmixed　typeもみられた。いずれも充実性に増殖して

いくと考えられた。dear／acidophilic　cell　typeの起源はわかっていないが遠位尿細管か

らの移行像もみられることからdistal　tubuleと考えられた33）。

　もうひとつのタイプであるbasophilic／papillary／typeは、初期にはシステックな塩基

性の変異尿細管としてみられ、cleal／acidophilic　cell　typeと同様に週齢が進むと乳頭状
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に増殖した過形成となり・腺腫・腺癌へと多段階的な発癌過程を示していた（F鳳4）。

basophilicでpapillaryなtypeの起源は不明であるが、現在までのラット腎腫瘍の分類

から近位尿細管が考えられる34）。

　両タイプともに癌化すると多彩な像を示した（オンコサイト様の細胞型、システ

ィクに拡張した型・壊死、出血（ヘマトイジン等）、石灰沈着）　（Fi8．5）。

　3）腎癌以外の組織学的変化

　それぞれの発生率を丁曲lo　3に示す。

　a）腎癌内の異所性骨

　腎腫瘍の組織学的な特徴はcleal／acidophilicでsolidなtypeとbasophilicでpapillary

なtypeに分類されるが・clear／acidophilicでsolidなtypeにおいてのみ腎癌内に骨形

成がみられた。その発生率は42／141（29．8％）と高率であった。骨形成の組織像は、

癌細胞に接して類骨の形成がみられ、骨芽細胞が周囲を被っているものから、周囲

を厚い結合組織に囲まれるものまで様々であり、大きな骨形成の部分では骨髄腔を

形成し、骨髄細胞を認めるものもみられた（Fig．6）。

　b）心臓病変

　実験群皿において、心臓に淡明化した心筋細胞の辛労からなる病変がみられた

（Fig8．7A，73）。この病変は主に左右の心室と中隔壁内に散在性に認められ、正常

心筋との境界は不明瞭であった。病変を形成する細胞の核は大型で、核内には明瞭

な核小体を認め、細胞質は特徴的で空胞状に抜けて非染色性を示した。この抜けた

細胞質はPAS染色で一部陽性に染まることからグリコーゲン穎粒を満たしていると

考えられた。まれに、クモの巣状（spider　ce11）を示す細胞もみられた（F　i　g．78）。

　このような心臓病変はヒトの結節性硬化症でみられる心筋の横紋筋腫に類似して

いる。心臓の組織を経時的に観察したところ、興味あることに生後30週齢以下の腎

癌をもつ“Nihonラット”にのみに15／103（15％）みられた（T8blo　4）。

　c）子宮病変

　子宮では子宮内膜上皮および子宮腺上皮の一部に腎腫瘍と同様の細胞質が空胞状

で小型の円形核からなる細胞がみられた（Fig．7C、変異上皮細胞。初期像と考えら

れる。）。その発生率は20／72（27．8％）と高率であった。その後、子宮内膜上皮お

よび子宮腺上皮に同様の病変で多層化した異型過形成（dear㏄11過形成）へと進む

と考えられた。

　この過形成病変は萎縮した子宮、あるいは嚢胞性内膜過形成（cystic　endometrial

hyperplasia）を示す子宮にもみられた・そして・1例に内端に突出した腺腫（clear　cell

adenomaと診断）がみられた（F　i　gs．70，7E）。これらのclear　ce11はPAS染色で一部

穎粒状に陽性、コロイド鉄に陰性を示すことから、グリコーゲンと考えられた。
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　d）唾液腺病変

　唾液腺（顎下腺）の線状部円柱上皮の空胞化（clear　cell化）が17／141（12．1％）に

みられた（Fi8．7F）。

4－4小忌
　本章は“Nihonラット”に腎癌以外の腫瘍性病変の有無、さらに“Nihonラット”

特有の病変を見出すために“Nihonラット”を長期飼育し、病理組織学的に検討し

た。

　その結果、“Nihonラット”における腎癌の発症は病理組織学的に変異尿細管か

ら、異型過形成、腺腫、腺癌へと多段階的に進展していくことが明らかとなった（浸

透率100％）・腎癌の組織像は第1章でも述べたように、主にsolidでclear／acidophilic

cell　typeとpapillaryでbasophilic　cell　typeがみられた。腎癌以外には“Nihonラット”

特有と考えられる子宮内膜のclear　cell過形成／腺腫、若齢時における心筋横紋筋腫、

さらに腎癌内の異所性骨形成、まれに唾液腺の線状部円柱上皮のclear　cell化を認め

た。

　子宮内膜癌はヒト婦人生殖器でもっとも多く認められる悪性腫瘍であり、この病

変は子宮内膜腺癌（clear　cell　carcinoma）の前癌病変の可能性も考えられ、雌“Nihon

ラット”を生涯飼育することにより、腺癌への発生を明らかにする必要がある。

　心筋横紋筋腫の疫学および病因については今だわかっていない。ヒトでは、心筋

横紋筋腫はしばしば結節性硬化症に随伴して認められるが、その横紋筋腫は自然消

退する35・36）。この心筋横紋筋腫はしばしばブタとモルモット37－39）での報告が

あり、まれにイヌ40）および羊41）で報告されているが、ラットでの報告はない42）。

“Nihonラット”に特有の病変と考えられ、今後詳細な検討が必要であろう。

　腎癌内の異所性骨形成はまれであり、その確かなメカニズムはわかっていない43

－46）。腫瘍内の骨形成に関するメカニズムの説明として、いくつか理論があり；腫

瘍や周囲組織の化生や修復反応、腫瘍細胞自身の骨産生、あるいは以前に存在した

ムチンあるいは石灰化からの骨化等の仮説がある47》。一方、著者らの知るかぎり、

ラットにおける自然発生性腎細胞園内の骨化生は1例のみである48）。腎腫瘍内の

骨形成に関するメカニズムを解明するには、さらなる検討が必要であろう。

　これらの病変はSD系ラットを含め、ラットでの報告はまれ、あるいは未報告の

変化であり、“Nihonラット”に特有の病変と考えられた。従って、これらの病変

は“湿生π遺伝子”の変異に伴い、あるいは関連して認められたと考えられる。“Nihon

ラット”の病因遺伝子はヒトのBHD症候群のラットホモログであることが同定され

たが、ヒトBHD症候群では毛包の過誤腫、腎腫瘍および自然気胸を特徴とする病変

を生じる27・29）。本実験の結果からは、“Nihonラット”との共通の表現型は腎癌

のみであった。
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　以上のことから“Nihonラット”はヒトBHD症候群のラットモデルであり、　BHD

症候群の腎癌発症の分子機構に基づいたヒト腎癌の予防と治療法の開発モデルとし

て大きく貢献すると期待される。さらに“Nihonラット”に特有の病変である子宮

内膜のclear　cell過形成／腺腫と唾液腺の線状部円柱上皮のdear　cell化、心臓の心筋

横紋筋腫、ならびに癌内骨形成といった病変に関する研究にも有用であると考えら

れる。
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Fig. 1 Gross appearance of the Nihon rat

(A) Scattered cysts on the surface ofthe kidneys at 13 weeks ofage.

(B) Multiple cysts and nodules at 26 weeks ofage.

(C) Large masses and cysts at 49 weeks of age.
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Fig. 2 Histology of the Nihon rat (solid, clear cell type)

(A)Atypical tubule. HE stain x 160. (B) The transverse section of the

collecting duct was partly lined by clear cells. HE stain × 160.

(C) Atypical hyperplasia. HE stain ×20. (D) Adenoma. HE stain ×38.
(E) Carcinoma. HE stain x 6. (F)Carcinoma (at the higher

magnification). HE stain ×280.
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Fig. 3 Histology ofthe Nihon rat

(solid, acidophilic cell type & mixed cell type)

(A) Acidophilic cell adenoma. HE stain ×10. (B) Adenoma (at the

higher magnification). HE stain × 320.
(C) Atypical tubule of mixed eell type. HE stain x 190.

(D) Mixed cell adenoma .HE stain × 20.
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Fig. 4 Histology ofthe Nihon rat (papillary type)

(A)Atypical tubule. HE stain × 160. (B) Basophilic papillary adenoma.

HE stain ×20. (C) Basophilic papillary carcinoma. HE stain x20.
(D) Basophilic papillary carcinoma (at the higher magnification).

HE stain ×100. (E) Mixed papillary carcinoma. HE stain x100.
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   5 Histology of the Nihon rat (malignancy)

(A)Oncocytic carcinoma. HE stain ×100. (B) Oncocytic carcinom

  (at the higher magnification). HE stain × 225.

(C) Focal hemorrhage in carcinoma. HE stain × 55.
(D) Note the marked cellular and nuclear pleomorphism. HE stain x 12s.
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Fig. 6 Heterotopic ossification in a clear/acidophilic cell RCC

(A)Multiple ossifications. HE stain × 40. (B) Ossification (at the higher

magnification). HE stain × 150･ (C) Heterotopic ossification were immature with

osteoblasts surrounding irregularly deposited osteoid. HE stain × 330.

(D) Mature massive bone wtth bone narrow elements. HE stain × 60.
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Fig. 7 Extra-renal primary lesions in the Nihon rat

(A) & (B) Cardiac rhabdomyoma. HE stain x 100(A), × 220(B).
(c), (D) & (E) Clear cell hyperplasia/adenoma ofthe endometrium.

  HE stain ×210(C), ×19(D), ×260(E).
(F) clear cell change of the epithelium of striated portions of salivary gland.

  HE stain ×150.
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　ヒト腎細胞癌（Renal　cell　carcinoma）は、腎に発生する原発性腫瘍の中でもっとも

多く、約90％を占めており、すべての癌の約2％を占め、また、米国においては、

癌による死亡の原因として7番目に多く、成人における悪性腫瘍の3％を占めてい

る2）。これまでに、ヒトの腎癌の発症と進展に関与する遺伝子として、昭L　（von

Hippe1－Ljndau病）遺伝子、c－Mε∫遺伝子、FH（f㎜arate　hydratase）遺伝子、乃c1（Tuberous

sclerosis）遺伝子や7否。2遺伝子が明らかにされており、腎癌の発症メカニズムの解明

や遺伝子治療などの研究が行われている5）。その研究にはラット等の疾患モデルを

用いた研究が不可欠であるが、現在までのところ腎癌の自然発症ラットモデルは、

1954年ノルウェーのEkerによって見出されたEkerラットのみであり、さらなる疾患

モデル動物の開発が待たれるところであった。

　著者らは毒性試験のために飼育していたSprague．Dawley（SD）系ラットの中に腎

癌を自然発症するものを偶然見出し、この癌が遺伝性であることを確認し、“Nihon

ラット”と命名し、さらに腎癌発症の病因遺伝子について遺伝子生物学的研究を行

った。

　“Nihonラット”の発見は、同一の繁殖場から購入した7～16週齢の若齢SD系ラッ

ト群の343例中15例に認められたのが最初であるが、その後、同一の繁殖場から雌2

例の元親を得て大日本製薬安全性研究所の施設内で繁殖・交配を開始した。繁殖・

交配の成績から“Nihonラット”は、　Ekerラットと同様にメンデルの法則に従った単

一一笂`子の変異による常染色体優性遺伝形式をとる遺伝性腎癌モデルであると考え

られた。“Nihonラット”およびEkerラットの腎癌の組織表現型を比較した場合、　Eker

ラットでは肉眼的に明瞭な結節は8ヶ月齢になるまで認められず、組織学的には生

後約2ヶ月から変異尿細管（phenotypically　a豆tered　renal　tubules）が出現し始め、この

病巣は腺管構造を示すtubular　typeと、特別な構造をつくらないcompact　typeに分けら

れ、この2つのタイプの変異尿細管が過形成腺腫を経て癌腫になる1D。その細胞

起源は、多くは刷子縁（bruch　border）をもつ正常尿細管との移行像がみられること

から、腫瘍の大部分が近位尿細管由来と考えられている11）。一方、“Nihonラット”

は、肉眼的に6週齢には腎表面にシストを認め、組織学的に過形成腺管は4週齢か

ら認められ、腺腫および腺癌へと進行していき、さらに、Ekerラットにはみられな

い淡明細胞型（clear　cell　type）が優位に観察されるという点がEkerラットとは異なる

特徴であった。また、ヒト腎癌の病因遺伝子として同定されている乃c1、器。2、レ肌

遺伝子および。－1吻遺伝子の遺伝的解析においても変異は見出せなかった20）。

　このように“Nihonラット”はEkerラットとは異なる表現型（発生時期および組織

像の相違）を示し、Ekerラットの病因遺伝子である乃。2遺伝子変異が見出せないこ

とから、新規の腎癌モデルラットであることが強く示唆された。

　そこで、“Nihonラット”の病因遺伝子を探索するための遺伝子生物学的研究と

して、最初に腎癌の病因候補遺伝子（溺加π遺伝子と命名した。）を探索するため
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に113例の戻し交配ラットを用いて、マイマイクロサテライトDNAマーカーを用い

たPCR法による連鎖解析を実施した。

その結果、“Nihonラット”の病因遺伝子はラット染色体10番の∫膨71ε配ん’π一3（π3♪遺

伝子（ヒト染色体5番長腕23－31）（Z2＝93．6、ロッド値＝25．16）、18伽1‘2，8’απ〃α’槻θ

（Llg’1♪遺伝子（ヒト染色体17番面面11．2）　（κ2＝109．0、ロッド値＝3156）、およ

び〃2ッ05ε〃舵α四。加’η，θ〃2勿。ηεc5んε1θ観〃2〃5c1θ（MZ孤E）遺伝子（ヒト染色体17番短腕

13．1）　（Z2＝90．6、ロッド値＝23．87）の間にマップされ、それぞれの距離は4．4cM、

0．9cMおよび5．3cMを示し、ラット染色体10番の遠位部に位置し、1L3遺伝子とL1811

遺伝子の間に局在していることがわかった。但し、“Nihonラット”の病因遺伝子が

ヒト染色体5番か、17番に合致するかは不明であった22）。

　マッピングに引き続き、染色体地図の作成とポジショナル・クローニング（位置

的候補遺伝子探索）法による染色体領域の特定、さらに特定した染色体領域におけ

る、腎癌の有力な病因性候補遺伝子の一つと考えられる1㎜ホモログ遺伝子の単離

と変異の解析を実施した。

　マッピングされた“Nihonラット”の病因遺伝子の局在する染色体10番の相同領

域は、マウスでは染色体11番で、ヒトでは染色体5番、1番、17番に相当していた。

その領域の遺伝子における多型性の検討で、ggDCE9遺伝子とCOP53遺伝子で0組

み換え率まで絞られた。そして、ついにge皿一line　mutationを見出した。“Nihonラ

ット”の病因遺伝子はヒト染色体17番短軸11，2の領域に存在する、8HD遺伝子のラ

ットホモログであった。その変異は一塩基挿入を原因とするB且D遺伝子の生殖細胞

に変異を見出した。一塩基挿入の結果、フレームシフト変異が生じ、下流26アミノ

酸で終止コドンを生じ、大半のアミノ酸が欠損していた。また、腎細胞癌（11例中

10例）にBHD遺伝子でLOH（ヘテロ接合体の消失）が高率に認め、さらにLOHを

認めなかった1例においても点変異（ナンセンス変異）を発見し、K皿udsonの2ヒ

ット説の適応が確認された。　従って、“Nihonラット”は腎発癌に関連し、ヒト

BHD症候群の動物モデルとなる新規のがん抑制遺伝子として有用なモデルと考え

られた32）。

　最後に“Nihonラット”に腎癌以外の腫瘍性病変の有無、さらに“Nihonラット”

特有の病変を見出すために“Nihonラット”を長期飼育し、病理組織学的に検討し

た。

　その結果、“Nihonラット”における腎癌の発症は変異尿細管から、異型過形成、

腺腫、腺癌へと多段階的に進展していくことが明らかとなった（浸透率100％）。

腎癌の組織像は、主にsolidでclear／acidophilic　cell　typeとpapillaryでbasophilic　cell　type

がみられた。腎癌以外には“Nihonラット”特有と考えられる子宮内膜のclear　cell

過形成／腺腫、若齢時における心筋横紋筋腫・さらに腎癌内の異所性骨形成、まれ

に唾液腺の線状部円柱上皮のclear　cell化を認めた・
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　子宮内膜癌はヒト婦人生殖器でもっとも多く認められる悪性腫瘍であり、clear　ce11

過形成／腺腫が子宮内膜腺癌（clear　cell　carcinoma）の前癌病変とも考えられ、“Nihon

ラット”は子宮内膜腺癌の発生を明らかにするモデルになる可能性があると考えら

れた。

　心筋横紋筋腫の疫学および病因については今だわかっておらず、ヒトでは、しば

しば結節性硬化症に随伴して認められ、自然消退する。動物において、この心筋横

紋筋腫はしばしばブタとモルモットでの報告があり、まれにイヌおよび羊でも報告

されているが、ラットでの報告はない。“Nihonラット”に特有の病変と考えられ、

今後詳細な検討が必要と考えられた。

　腎癌内の異所性骨形成はまれであり、その正確なメカニズムはわかっていない。

腫瘍内の骨形成に関するメカニズムとして、いくつか理論があり；腫瘍や周囲組織

の化生や修復反応、腫瘍細胞自身の骨産生、あるいは以前に存在したムチンあるい

は石灰化からの骨化等の仮説がある。一方、著者らの知るかぎり、ラットにおける

自然発生性腎細胞癌内の骨化生は1例のみである。以上より、　“Nihonラット”は

腫瘍内の骨形成のメカニズムを解明するのに有用なモデルと考えられた。

　以上、子宮内膜のclear　ceU過形成／腺腫、若齢時における心筋横紋筋腫、さらに

腎癌内の異所性骨形成、まれに唾液腺の線状部円柱上皮のclear　cell化はSD系ラッ

トを含め、ラットでの報告はまれ、あるいは未報告の変化であり、“Nihonラット”

に特有の病変であった。従って、これらの病変は“1w加π遺伝子”の変異に伴い、

あるいは関連して生じた病変と考えられた。“Nihonラット”の病因遺伝子はヒト

のBHD症候群のラットホモログであることが同定されたが、ヒトBHD症候群では

毛包の過誤腫、腎腫瘍および自然気胸を特徴とする病変を生じる。本実験の結果か

らは、“Nihonラット”との共通の表現型は腎癌のみであった。

　“Nihonラット”の腎癌は、メンデルの法則に従った常染色体優性遺伝形式をと

り、その組織像はEkeπラットのそれよりもヒトで多く認められるclear㏄ll　typeに類

似し、また病変の発生がより早期に認められる特徴を持つ。“Nihonラット”の腎

癌の病因候補遺伝子‘厩疏。π遺伝子”は、ラット染色体10番の遠位部に局在し、そ

の遺伝子として翫4ホモログ遺伝子が有力であった。“Nihonラット”のβ雇ホモ

ログ遺伝子には一塩基挿入による生殖細胞系列の変異が存在し、本ラットの腎癌細

胞にはヒトと同様にβHD遺伝子のLOH（ヘテロ接合体の消失）が認められること

から、“Nihonラット”はKnudsonの2ヒット説を実証するモデルであると考えら

れた。

以上のことから、“Nihonラット”はヒトBHD症候群のラットモデルとなり、βHD

遺伝子機能や腎癌の発生とがん抑制遺伝子の関連について、有用な情報を提供する

ものと考えられ、ヒトの癌化機構の解明や遺伝子治療の開発に大きく寄与すると考
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えられる。さらに“Nihonラット”に特有の病変である子宮内膜のclear　cell過形成

／腺腫と唾液腺の線状部円柱上皮のclear　cell化、心臓の心筋横紋筋腫症、ならびに

癌内骨形成といった病変に関する研究にも有用であると考えられる。
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［論文要旨］

新規の遺伝性腎癌ラット“Nihonラット”に関する

　　　　病理学的および遺伝子生物学的研究

　ヒトの腎癌は、腎に発生する原発性腫瘍の中でもっとも多く、約90％を占めてお

り、すべての癌の約2％を占めるといわれている。米国においては、癌による死亡

の原因として7番目に多く、成人における悪性腫瘍の3％を占めている。これまで

に、ヒトの腎癌の発症と進展に関与する遺伝子として、レ肌（von　Hippe1－Ljndau病）遺

伝子、c－Mθ’遺伝子、朋（fumarate　hydratase）遺伝子、乃c1（Tuberous　sderosis）遺伝

子や乃。2遺伝子が明らかにされている。腎癌の発症メカニズムの解明や遺伝子治療

などの開発にあたっては、ラット等の疾患モデルを用いた研究が不可欠であるが、

現在までのところ腎癌の自然発症ラットモデルは、1954年ノルウェーのEkerによっ

て見出されたEkerラットのみであり、さらなる疾患モデル動物の開発が待たれると

ころである。

　著者らは毒性試験のために飼育していたSprague－Dawley（SD）系ラットの中に腎

癌を自然発症するものを偶然見出し、この癌が遺伝性であることを確認し、“Nihon

ラット”と命名し、さらに腎癌発症の病因について遺伝子生物学的研究を行った。

　本論文では、まず“Nihonラット”の発見の経緯、繁殖・維持過程で得られた病理

学的、遺伝学的知見を述べ、次に腎癌の病因候補遺伝子（国国π遺伝子）を探索する

ための染色体地図の作成とポジショナル・クローニング（位置的候補遺伝子探索）

法による染色体領域の特定、さらに特定した染色体領域における、腎癌の有力な病

因性候補遺伝子の一つと考えられる研のホモログ遺伝子の単離と変異の解析につい

て記述し、最後に本ラットの自然史について詳細な病理学的観察を行い、遺伝性腎

癌モデル動物としての有用性を考察した。

　　　　　　　　　　【第1章】

“Mhonラット”における腎癌病変のメンデル遺伝

　著者らは、同一の繁殖場から購入した7～16週齢の若齢SD系ラット群の343例中15

例に腎癌の発生を見出し、その後、同一の繁殖場から雌2例の元押を得て大日本製

薬安全性研究所の施設内で繁殖・交配を開始した。繁殖・交配の成績から本ラット

における腎細胞癌は、メンデルの法則に従った単一遺伝子の変異による常染色体優

性遺伝形式をとるものと考えられ、本ラットを遺伝性腎癌モデル動物として“Nihon

ラット”と命名した。これまでに報告されている遺伝性腎癌モデルラットは、1954

年Ekerにより見出されたEkerラットで、1995年に腎癌病因遺伝子として乃。2遺伝子
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が単離・同定されている。そこで、“Nihonラット”と　Ekerラットにおける腎癌の

組織表現型と遺伝子変異の特徴を比較した。その結果、“Nihonラット”の腎細胞癌

がclear　cell優位の組織像を示すのに対して、　Ekerラットのそれはnon－clear　cellにより

構成されるものであった。また、“Nihonラット”では腎臓における変異尿細管、異

型過形成、腺腫および腺癌といった多段階的な病変発生が、Ekerラットと比較して

いずれも早期に起こるという特徴を有していた。さらに、遺伝子変異の解析では、

Ekerラットに認められる乃。2遺伝子の変異はなく、ヒト腎癌の原因遺伝子として同

定されている】脱1、】脱2、レ肌遺伝子および。－Mε∫遺伝子にも変異は見出せなかった。

　以上のように“Nihonラット”は、腎癌の組織像や遺伝子変異においてEkerラット

とは異なることから、新規の腎癌モデルラットであることが強く示唆された。

　　　　　　　　　　　　　　　【第2章】

“Nihonラット”の腎癌発症に関与する“1W加π遺伝子”探索のための

　　　　　　　　　　　　染色体地図の作成

　‘短骨π遺伝子”を探索するための最初のステップとして、BNラットを用いた113

例の戻し交配ラットを作製し、ラット全ゲノムをカバーする既知の遺伝子多型マー

カーを用い遺伝的リンケージ解析を実施した。まず、ゲノムワイドスクリーニング

を行い、染色体の平均10－20cM断片をカバーする各多型マイクロサテライトマーカ

ーの遺伝子型と、病的形質を呈した個体数（陽性個体数）とのassociation　studyを

Z2乗検定し、その値の高いマーカーがある染色体を選び、その候補染色体上のマー

カーを基点として、その近傍にある病因遺伝子にできるだけ近いマーカーを求めた。

その結果、“1W加〃遺伝子”は、ラット染色体10番に存在している’η’8r1εμ耐η一3（1L3♪

遺伝子、1θ伽1‘2♪8’απ∫Zαηoε（L18」1♪および〃3ツ05加舵α剛。加’η，θ”3わ’：yoη∫c∫んε1ε雇

鷹駕∫c1θ（㎜3E）遺伝子のそれぞれから4．4cM、0．9cMおよび5．3cM離れた位置に座位

していた。すなわち、“1W加π遺伝子”は、ラット染色体10番の遠位部にあり、1L3

遺伝子とL18’1遺伝子の間に局在していた。

　　　　　　　　　　　　　【第3章】

“Nihonラット”の腎癌発症に関与する“用加π遺伝子”の単離

　第2章においては、ラット染色体10番における‘厩暁。η遺伝子”の詳細な位置特

定は不可能であった。ヒトでは1L3遺伝子、　Llg11遺伝子、㎜3E遺伝子はそれぞ

れ5番長岡23－31、17番短腕11．2、17番門戸13．1に局在しているが、この時点では、

ラット染色体10番に対応するヒト染色体が5番か17番か判明しておらず、この領

域の既知の遺伝子の中に、腎癌の発生に関連する遺伝子は認められていなかった。
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しかし・本実験と同一時期に、腎癌を高いリスクで発生するヒトのBirトHo99－Dub6

（BHD）症候群の未知の病因遺伝子（B11D遺伝子）がヒト染色体17番短腕11．2ある

いは17番短腕12一長握11．2に存在することが報告された。そこで本章では、ヒト

染色体17番感嘆11．2に相同するラット染色体10番の領域における“1伽。π遺伝子”

の局在とラット翫4ホモログ遺伝子の同定を試み、さらにその変異について検索し
た。

　その結果、“Nihonラット”において、染色体10番に働4ホモログ遺伝子の存在

をラットで初めて確認し、さらにこの遺伝子に一塩基挿入を原因とする生殖細胞系

列の変異を見出した。働4ホモログ遺伝子におけるこの一塩基挿入は、フレームシフ

ト変異を生じ、読み枠内に終止コドンを生じさせた。その結果、本翫4ホモログ遺

伝子の変異では大半のアミノ酸が欠損していた。また、ホモ変異接合体のラットは

胎児期の早期に致死に至ることも確認した。さらに、“Nihonラット”の11例中10

例の腎癌細胞にB11D遺伝子のLOH（ヘテロ接合体の消失）が認められ、　LOHを認

めなかった1例においても点変異（ナンセンス変異）を見出した。

　以上の結果から、“1励。〃遺伝子”は勘4ホモログ遺伝子と極めて近い関係にあ

り、本ラットにおける腎癌の発生は癌抑制遺伝子におけるKnudsonの2ヒット説を

実証するものであると考えられた。

　　　　【第4章】

“Nihonラット”の自然史

　本章では、”Nihon”ラットにおける腎癌以外の腫瘍性病変発生の有無、さら

に”Nihon”ラット特有の病変を見出すために“Nihonラット”を長期飼育し、全身組

織を病理組織学的に検討した。

　その結果、“Nihonラット”における腎癌の発症は病理組織学的に変異尿細管か

ら、異型過形成、腺腫、腺癌へと多段階的に進展し、浸透率は100％であった。腎

癌の組織像はclear　cellが優位であったが、　clear／acidophilic㏄llとpapillary　basophilic

㏄11typeもみられた。腎癌以外には子宮内膜のclear　cell過形成／腺腫、若齢時にお

ける心筋横紋筋腫、さらに腎癌内の異所性骨形成、まれに唾液腺の線条部円柱上皮

のclear㏄11化を認めた。

　今回確認された腎癌以外の病変は、SD系ラットを含め、ラットでの報告はまれ、

あるいは未報告であり、“Nihonラット”に特有の病変であり、　BED遺伝子の変異

に伴い、あるいは関連して発生したものと考えられた。ヒトBHD症候群では毛包の

過誤腫、腎腫瘍および自然気胸・肺シストを好発するが、“Nihonラット”とBHD

症候群の共通の表現型は腎癌のみであった。
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結論

　“Niレonラット”の腎癌は、メンデルの法則に従った常染色体優性遺伝形式をと

り、その組織像はEkerラットのそれよりもヒトに類似し、また病変の発生がより早

期に認められる特徴を持つ。“Nihonラット”の腎癌の病因候補遺伝子“躍加〃遺伝

子”は、ラット染色体10番の遠位部に局在し、その遺伝子としてβ屈ホモログ遺伝

子が有力である。“Nihonラット”のB砺ホモログ遺伝子には一塩基挿入による生

殖細胞系列の変異が存在し、本ラットの腎癌細胞にはヒトと同様にB正の遺伝子の

LOH（ヘテロ接合体の消失）が認められることから、“Nihonラット”はKnudson

の2ヒット説を実証するモデルであると考えられる。

　以上のことから、“Nihonラット”はヒトBHD症候群の動物モデルとして、また、

βHD遺伝子機能や腎癌の発生とがん抑制遺伝子の関連について、有用な情報を提供

するものと考えられ、ヒトの癌化機構の解明や遺伝子治療の開発に大きく寄与する

ものと考えられる。
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Pathological and Molecular Biological Studies on a Novel Inherited

          Nihon Rat Model of Renal Cell Carcinoma

-Kazuo Okimoto-

Background

   An adult onset malignancy arising from the epithelial cells of the renal

nephronisalmostrenalcellcarcinoma(RCC). RCCaccountsfor2%ofall
cancers. RCC is the sixth leading cause of cancer deaths in the United

States and accounts for 3 % of adult malignancies. To data, kidney

cancer-related genes were identified by positional cloning and candidate gene

approach: von Hipel-Lindau disease (vaL gene), papillary renal cell

carcinoma (214ET protooncogene), the Krebs cycle enzyme fumarate hydratase

(FH gene), tuberous sclerosis (7SCI and 7SC2 gene).

    To search for renal carcinogenesis and gene therapy, research by the

animal model is required. Until recently, the hereditary renal carcinoma

model was only the Eker rat, which was first described in the rat by Eker in

1954 in Oslo. The Eker rat model of hereditary renal carcinoma was the

first example of a Mendelian dominantly inherited predisposition to a specific

cancer in an experimental model, and has been contributing to the elucidation

of renal carcinogenesis. Recently, the author and collaborators found a

second hereditary RCC model in the Sprague-Dawley (SD) rat, in Japan in

2000. TheauthorandcollaboratorshavenamedthisnovelRCmodelthe
Nihon rat and perfOrmed the gene biological study.

    First, the author and collaborators described the origin, transmission

mode, and phenotypic and molecular features of Nihon rat in this study.

Next, the author and collaborators performed a genetic linkage analysis to the

Nihon mutation, as a first step toward its identification and narrowed the

Nihon locus to a region of the rat chromosome 10 homologous with human

chromosome 17pll.2, and the author and collaborators identified a rat BHD

homologue, mutations in which predispose to the renal cancer phenotype in

the Nihon rat. Finally, the natural history in the Nihon rat was conducted to

characterize RCC and extra-renal lesions histologically, and the author

discussed a valuable experimental tool for functional studies related to renal

carcinogenesis.
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              Chapter 1.

"Nihon rat" Model ofa Mendelian Inherited

         Renal Cell Carcinoma

    Bilateral, multicentric renal tubule tumors were found in a rat colony of

theSprague-Dawleystrain. Therenaltubuletumorswerefoundin15out
of 343 rats during 5 toxicity studies during the safety evaluation. These rats

had all obtained from the same supplier, and the age of the rats ranged from 7

to 16 weeks at termination of the treatment period in each of the studies.

After then, the supplier kindly provided 2 female founder rats and a carrier

femaleratwasusedinmatingwithanormalmaleSDrat. Fromthemating
and pedigree, this animal model is an example of a Mendelian dominantly

inherited predisposition for development RCC, and named the "Nihon rat".

Until recently, the hereditary renal carcinoma model was only the Eker rat,

which was first described in the rat by Eker in 1954 in Oslo. In 1995, Hino

and others isolated and identified a germ line mutation in the rat homologous

to the human tuberous sclerosis gene (7;SC2). When the characteristic

features of phenotype and genotype of the Nihon rat and the Eker rat is

compared, the Nihon rat characteristically shows clear cell type RCs

histologically, whereas the Eker rat dose not develop clear cell type RCs.

The heterozygous Nihon rat typically develops RCs through multiple stages

from early preneoplastic lesions (e.g., altered renal tubules and atypical

hyperplasia) to carcinoma, and occurs at an early stage rather than those of the

Eker rat. Besides, Southern blot, northern blot and SSCP analyses have not

revealed any change in the 7lscl, 7lsc2, V17L, and c-Met genes.

     In conclusion, the Nihon rat appears to be a novel hereditary renal cell

carcinoma model, phenotypically distinct from the Eker rat, and with no

mutation in the 71sc2 gene.

                 Chapter 2.

Chromosomal Mapping of the Predisposing Gene,

        "Alihon gene", in the Nihon rat

113

The author performed a genetic linkage analysis of the Nihon rat using

backcross animals, as a first step toward its identification. Rat DNA
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markers ("mo PAIRS"), covering whole rat chromosomes, were purchased

from Research Genetics, Inc. First, the author checked 121 DNA markers

covering rat chromosomes, then the author chose DNA markers clearly

showing polymorphism between Nihon (SD) and BN strains and started to

screen. One marker (DlORat2b showed the smallest recombination fraction

amongDNAmarkers. Therefore,theauthorfocusedandnarrowedtheNihon
locus to the rat chromosome 10.

    In conclusion, the predisposing inherited gene in the Nihon rat was

mapped to the rat chromosome 10 between interleukin-3 (LL3) (human

5q23-31) and lethal (2) giant larvae (LLGLI) (human 17pll.2)hayosin heavy

chain, embryonic skeletal muscle (MY7]rSE)(human 17p13.1) loci, away from

4.4 centimorgans (cM) distal and O.9 cM15.3 cM proximal, respectively.

                 Chapter 3.

Isolation of the Predisposing Gene,

              in the Nihon rat

"Mhon gene",

    The predisposing inherited gene in the Nihon rat was mapped to rat

chromosome 10 between n3 (human 5q23-31) and Llgll (human
17pll.2)Rlfyhse (human 17p13.1) loci, 4.4 centimorgans (cM) distal and O.9

cM15.3 cM proximal, respectively. At this time, the author did not know the

human chromosome to which it corresponded (e.g., human chromosome 5 or

17) and the predisposing gene associated with renal cancer had not located in

this locus.

 However, it was noted that the predisposing gene of the Birt-Hogg-Dube

(BHD) syndrome associated with renal cancer had been mapped to human

chromosome 17pll.2 or 17p12-qll.2.

    In this chapter, the author narrowed the Nihon Iocus to a region of the rat

chromosome 10 homologous with human chromosome 17pll.2, and the
author identified a rat BHD homologous, mutations in which predispose to the

renal cancer phenotype in the Nihon rat.

  From the result, complete concordance of segregation between putative rat

BHD homologue (Bhd) and renal phenotype of the Nihon rat was found.

Thus, rat Bhd was localized on rat chromosome 10 and tightly linked to the

causative gene of the Nihon rat. In addition, the author described a germ-line

mutation in Birt-Hogg-Dube (Bhd) (human 17pll.2) caused by the insertion of
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a single nucleotide in the Nihon rat, resulting in a frame shift and producing a

stop codon 26 amino acids downstream. The resulting mutant protein is

lacking the vast majority of the normal rat Bhd (fo11iculin) sequence. The

author found that the homozygous mutants condition was lethal at an early

stage of fetal life in the rat. The author detected a high frequency of loss of

heterozygosity (LOH) in primary RCs (10111) at the Bhd locus and found a

point mutation (nonsense) in one LOH-negative case.

  As mentioned above, the author identified a rat BHD homologue, `fNihon

gene". These results indicate that the loss of fo11iculin function by a

Knudson "two-hit" mechanism is a critical step for renal carcinogenesis in the

Nihon rat.

           Chapter 4.

The Natural History of the Nihon rat

    This chapter was conducted to characterize extra-renal lesions of the

Nihon rat, and to compare the phenotypes with those in the human BHD

syndrome, histopathologically.

    The heterozygous Nihon rat typically develops RCC through multiple

stages from early preneoplastic lesions (e.g., altered renal tubules and atypical

hyperplasia) to carcinoma, and penetrance for this Nihon gene was virtually

complete. Histologically,thephenotypeofRCsintheNihonratswasclear

celltypepredominant,thephenotypethatismostcommoninhumans. In
addition, the component showed clear/acidophilic cell and papillary basophilic

cell type. Investigation of extra-renal primary lesions occurring in Nihon

rats revealed clear cell hyperplasialadenoma of the endometrium, cardiac

rhabdomyomatosis at a young age, heterotopic ossification within renal cell

carcinoma, and clear cell change of the epithelium of striated portions of

salivaryglands. Tothebestofourknowledge,theselesionsareextremely
uncommon lesions in Sprague-Dawley rats or other strains of rats and are thus

clearly identifiable with the Nihon familial syndrome. Human BHD
syndrome, originally described by Birt, Hogg and Dube in 1977, is a rare

inherited autosomal genodermatosis characterized by benign tumors of the

hair follicle, and is associated with renal neoplasia, lung cysts, and

spontaneous pneumothorax. At this time, the author have not detected in

the Nihon rat skin tumor, lung cysts or spontaneous pneumothorax.
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Conclusion

   The Nihon rat is a model of a Mendelian dominantly inherited
predisposition for development of RCs, which are predominantly of the clear

cell type, and develop from earlier preneoplastic lesions than the Eker rat.

The author performed a genetic linkage analysis of the Nihon rat using 113

backcross animals, and found that the ATihon mutation was tightly linked to

genes,whicharelocatedonthedistalpartofratchromosome10. Finally,
the author identified a germ line mutation in the Birt-Hogg-Dube gene (Bhd)

rat chromosome 10, human chromosome 17pll.2 caused by the insertion of a

single nucleotide in the rat gene sequence, resulting in a frame shift and

producing a stop codon 26 amino acids downstream.

   Thus, the Nihon rat should be a valuable experimental tool for functional

studies related to renal carcinogenesis and a novel tumor suppressor gene BHD,

and the Nihon rat will contribute to search for renal carcinogenesis and gene

therapy.
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