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第Ⅰ章 序論 

1.はじめに 

本論文は二つの研究からなる。一つは、舌扁平上皮癌における染色体 3p領域の

遺伝子異常について解析を行った。この染色体領域には高頻度に、VHLがん抑

制遺伝子を含む複数カ所の欠失が認められることを見いだした。二つ目は、VHL

がん抑制遺伝子の生殖細胞系列点突然変異を認めた舌扁平上皮癌の１症例につ

いて検討を行った。イントロン領域に見られた珍しい点突然変異が、VHL 

mRNAのスプライシング異常を起こすことをはじめて証明した。さらにこの症

例の VHL病の可能性、VHL病と舌癌との関連を考察した。これら二つの研究

成果から、VHLがん抑制遺伝子を含む 3p欠失が舌扁平上皮癌にどのように関

わるか､新たな遺伝子異常関与の可能性を提示する。 

	
 次に本研究で用いられる代表的用語につき、簡潔に説明する。 

①	
 がん抑制遺伝子とは 

がんの発症を抑える遺伝子を指す。一般的に DNAの修復、細胞増殖の抑制やア

ポトーシスを導く機能をもつ遺伝子をがん抑制遺伝子とよんでいる。 

② VHLがん抑制遺伝子とは 

von Hippel-Lindau (VHL)遺伝子は VHL病の責任遺伝子で 3p25.3に位置する
1, 2。3つのエクソンをもち、213個のアミノ酸を指定している。VHLタンパク

質の機能は、低酸素下で誘導される hypoxia-inducible factor (HIF) 1-alphaの

分解を導くことにある 3。HIFは vascular endothelial growth factor (VEGF)

などを誘導し、血管新生をうながす。従って VHLタンパク質は主に血管新生の

抑制に働く。また細胞周期制御にも関わっている 4。VHL病の臨床診断基準は

次の通りである 5。(1)中枢神経と網膜の血管芽腫を認める。(2)中枢神経か網膜

の血管芽腫に加えて腎臓、膵臓、肝臓の多発嚢胞もしくは褐色細胞腫もしくは

腎細胞癌を認める。(3)家族歴がある場合には上記関連病変のうち 1病変以上を

認める。 

③	
 LOH（loss of heterozygosity）とは 
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対立遺伝子欠失をさす(Fig.1A)。がん細胞で生じる様々なタイプの DNA障害の

なかで、本来 1対ある対立遺伝子のうちの片側の対立遺伝子が消失しているこ

とを示す。LOHの検出は、対立遺伝子が互いに異なる場合でのみ検出可能であ

るため、対象 DNA領域はヘテロ接合型を示す領域となる。本研究では、遺伝子

多型部位や遺伝子変異部位を含む領域について、蛍光色素標識しながら

Polymerase Chain Reaction (PCR)で増幅し、各対立遺伝子を区別、定量した。 

④	
 マイクロサテライトとは 

DNA上に広く散在する数塩基単位の反復配列である。CAリピートが有名で、

反復回数に個人差があり、多型のバリエーションも多い。反復回数の差、すな

わち PCR増幅断片の長さの違いで、２つの対立遺伝子が容易に識別できる利点

がある。ここでは蛍光標識された PCR増幅断片を電気泳動し、長さの違いで各

対立遺伝子を区別、蛍光強度で各対立遺伝子量を定量した。 

⑤	
 マイクロサテライト不安定性とは 

同一個体内でマイクロサテライトの反復回数にばらつきがみられることで(Fig. 

1B)、複製エラーを修復できない状況を示す。DNA複製の過程で誤った塩基が

複製されると、このミスマッチを修復する機能が細胞にはある。マイクロサテ

ライトは単純塩基反復配列のため、複製途中で DNA2本鎖の間でスリッページ

が起こることがあり、エラーを起こしやすい。ミスマッチ修復機能の喪失によ

り、このスリッページしたミスマッチを修復できずそのまま維持されると、そ

の後に分裂した細胞の反復回数が異なることになる。このようにミスマッチ修

復機能の喪失は、マイクロサテライトで検出しやすい。高頻度にマイクロサテ

ライト不安定性がみられる代表的な癌として、遺伝性非腺腫性大腸癌があげら

れる。 

 

2. がん抑制遺伝子研究の歴史 

がん抑制遺伝子の概念は 1969年に報告された Harris Hらが行った細胞融合実

験に始まった。つまり癌細胞と正常細胞の融合細胞は、正常細胞の表現形質を
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示すという結果であった 6。これは正常細胞内に癌の表現形質を抑制するものの

存在を示唆している。一方いくつかの遺伝性の癌で染色体の特定領域に高頻度

に欠失がみられることからもその存在が想定された。1971年に Knudson AGが

網膜芽細胞腫について報告している 7。網膜芽細胞腫は、散発性よりも遺伝性で

両側性、早期に発症しやすい。この発症時期の統計学的推測から、その発症に

は少なくとも 2つの遺伝子の変異で説明がつくと報告した。これが２ヒット説

と呼ばれ、現在までその考え方は支持されている。1980年代に入るとマイクロ

サテライトマーカーを用いた染色体の対立遺伝子欠失（LOH）部位の検出など

の技術進歩の結果、がん抑制遺伝子のクローニングが可能となった。1986年に

RB遺伝子ががん抑制遺伝子ではじめてクローニングされた 8。その後現在まで

p53遺伝子をはじめとした多くのがん抑制遺伝子が同定され、それぞれの機能

も解明されつつある。また細胞の癌化は多くの場合、複数の異なった遺伝子変

異の蓄積の結果発症する（多段階発癌）と考えられている。過去の文献では正

常上皮から大腸癌発症に至るまでに、APC遺伝子、K-ras遺伝子、DCC遺伝子、

p53遺伝子の変異が順次生じると報告されている 9。一般的にがん抑制遺伝子で

はその遺伝子機能の喪失によって細胞増殖や細胞周期の制御ができなくなり、

細胞不死化や無秩序な細胞増殖につながる。本論文でふれている代表的ながん

抑制遺伝子を表に挙げる（Table 1）。がん抑制遺伝子の解析が進み、DNAの欠

失や塩基の変異が確認された。その一方で欠失や変異がないにもかかわらず遺

伝子発現が強く抑えられているものも見つかった。1990年代後半からメチル化

による遺伝子発現の抑制を中心とした Epigeneticsの研究が報告されている 10。

がん抑制遺伝子の失活機構の 1つとして捉えられるようになった。2004年にヒ

トゲノムの全貌が報告されると、一塩基多型：Single Nucleotide Polymorphism 

(SNP)を指標とした全ゲノム関連解析が盛んとなり、がん感受性遺伝子が多数見

つかってきている 11-13。また次世代シーケンサ開発により、個々のがん細胞遺

伝子変化がゲノムワイドで解読できるようになってきた 14, 15。このような個別

のがんゲノム解読や解析は、今後がんの個別化治療の発展に寄与していくと期
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待されている 16。 

 

3. 研究の目的 

頭頸部癌は全癌の約５％を占めており、約 90%が扁平上皮癌である。国立がん

センターがん対策情報センターが公開しているがん情報サービス

( http://ganjoho.ncc.go.jp/public/statistics/ )によると、日本における 2001年の

口腔咽頭癌の罹患者数は 9612人で全癌の 1.69%を占めた。口腔咽頭癌の５年生

存率は約 50％で全癌の５年生存率とほぼ同等である。舌癌は口腔咽頭癌の中で

も代表的な疾患と言える。一般的に舌癌は高齢者に多いが、他の頭頸部癌に比

べて若年層での発症も多く散見される(http://seer.cancer.gov/)。飲酒、喫煙が癌

発症の危険因子であるが、特に若年層では慢性の歯牙刺激や環境要因に加え、

遺伝的背景の影響が考えられている 17。舌癌に対する治療は放射線療法、化学

療法、手術を単独もしくは組み合わせて行う。しかし、いずれも生理面、機能

面（嚥下、構音、味覚、唾液分泌）で後遺症を生じる。仮に癌細胞だけアポト

ーシスに導くことができれば、治療の後遺症を限りなく少なくすることが可能

と予想される。遺伝子治療や分子標的治療はその可能性を追求できる数少ない

選択肢の一つである。舌癌の遺伝子変化を解明し、遺伝子治療や分子標的治療

の発展に寄与することが研究の目的である。 

	
 口腔癌や頭頸部癌における遺伝子異常の解析では、染色体 3p（特に 3p14.2、

3p21.3、3p24）、9p21、17p13に LOHが多いとされている 18。これらの部位に

は、がん抑制遺伝子が存在している。まず 9p21、17p13にはそれぞれ p16遺伝

子、p53遺伝子が存在しており、双方ともに口腔癌や頭頸部癌において約 50%

の頻度で変異やメチル化などの遺伝子変化が報告されている 19, 20。頭頚部癌培

養細胞を用いて、これら p53遺伝子、p16遺伝子の機能喪失が細胞の不死化に

関係していることも示されている 21。一方、染色体 3p上で LOH頻度が高い部

位がある。それらの近傍に位置する代表的ながん抑制遺伝子には、Fragile 

histidine triad (FHIT)遺伝子(3p14)、MutL, E. coli, homologue of, 1(MLH1)遺
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伝子(3p21)、Transforming Growth Factor Beta Type II Receptor (TGFBR2)

遺伝子(3p24)、von Hippel-Lindau (VHL)遺伝子(3p25)などが挙げられる 22-29。

しかし、直接これらの遺伝子の異常が 2ヒット失活で証明されている報告は無

い。一般に、LOHが多い場所の近傍には癌と関係の深いがん抑制遺伝子の存在

が疑われる。本研究ではこの疑問を解明するべく、頭頚部癌の中でも舌癌に絞

り、染色体 3pの遺伝子変化に主眼をおいて検討を行った。 
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第Ⅱ章	
 舌扁平上皮癌における染色体 3p の遺伝子解析 

1. 序論	
  

第Ⅰ章の研究の目的でも述べたが、染色体 3p上のがん抑制遺伝子の異常の報告

が多数ある。しかし、これまでの報告には問題点がいくつか挙げられる。まず、

頭頸部扁平上皮癌を対象にしているものが多い点である。頭頸部領域は複数の

臓器で構成されており、それぞれの臓器の遺伝子変化には異なる特徴がみられ

る 30。従って頭頸部をひとくくりとして遺伝子異常を調査すると、各臓器の特

徴をとらえにくい可能性がある。次に VHL遺伝子の LOHはないと報告されて

いるが、VHL遺伝子近傍のマイクロサテライトマーカーである D3S1317では

高頻度に LOHが報告され、解離がみられる 28, 31。そこで本研究では染色体 3p

の遺伝子変化を次の２つの視点から再検討することにした。 

	
 (1)対象を舌癌に限定する。National Cancer Instituteの Surveillance 

Epidemiology and End Resultsの癌統計 (http://seer.cancer.gov/)によると、頭

頸部癌のうち 2005年から 2009年に喉頭癌と診断されたのは 12360人で舌癌の

12770人とほぼ同数であった。また年齢調整発生率も喉頭癌が 10万人対 3.4人

で、舌癌の 3.1人と同等であった。このうち 20歳以下、20-34歳、35-44歳の

占める割合は喉頭癌が0.0%、0.4%、2.7%であるのに対し、舌癌では0.1%、1.9%、

5.8%と喉頭癌に比べて若年層で診断される率が多い。日本でも舌癌は比較的若

年での発症例が、他の頭頸部癌に比べて多く散見される。2010年から 2012年

の 3年間で、日本大学医学部付属板橋病院において診断、治療された舌癌と喉

頭癌はそれぞれ 35人と 87人であった(Fig. 2)。喉頭癌の発症年齢は 50歳以上

90歳未満に分布しているのに対し、舌癌では 30代後半および 40代前半に各１

人ずつ発症しており、舌癌で若年発症の傾向がみられた。また 40歳未満の若年

女性の舌癌は著明に再発が多く、より短期間で再発したとの報告がある 17。こ

のように舌癌の発症にはその他の頭頚部癌と異なる遺伝子背景や発症機転があ

ると推測されるため、舌癌に限定して遺伝子変化を調査する意味があると考え
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られる。 

	
 (2) VHL遺伝子の LOHと変異解析を行う。以前の報告ではエクソン 1上の遺

伝子多型部位で Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)解析を行

っている 28。しかしこの方法では LOHの判定が定性的で欠失の検出に限界があ

る。また日本人では VHL遺伝子上で最もヘテロ型頻度の高い SNPはエクソン

3上にあるため、エクソン 1上の遺伝子多型部位で LOHを評価しても評価可能

症例が限られてしまう欠点がある。持田らは、VHL遺伝子エクソン 3上の SNP

を用いて、定量的に欠失を判定する方法を確立している 32。VHL遺伝子の LOH

を正確に検討し、同時に他の 3p領域の欠失と比較し、欠失の相互関係を明らか

にすることを試みた。 

	
 以上から、今回我々は舌扁平上皮癌に対象を絞り、舌癌に特徴的な VHL遺伝

子の異常､すなわち欠失に加え塩基配列異常が見いだされるかを検討した。また

同時に他の 3p 領域の遺伝子欠失とどのように関連するかを検討した。 

 

2. 材料および方法 

1) 対象 

対象は原発性舌扁平上皮癌患者 28例である。男性 12例、女性 16例で平均年齢

は 55.8歳(22~81歳)である。舌扁平上皮癌の臨床病理学的分類は cancer staging 

classification (6th edition) of the International Union Against Cancer (UICC)

に基づき行った。stage I は７例、stageⅡは 16例、stage Ⅲは 2例、stage Ⅳ

は 3例、grade 1は 20例、grade 2は 7例、grade 3は 1例である(Table 2)。

この中に家族性発症 1家系 2例が含まれている。研究を行うにあたり全員から

インフォームドコンセントを得た。 

 

2) DNA 抽出 

癌組織、非癌部組織を lysis buffer (50mM TrisHCl pH8.0 ; 0.1M NaCl ; 20mM 

EDTA pH8.0 ;1% SDS)中で250µg/ml proteinase Kにて37℃一晩の定温放置で
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組織溶解後、phenol/chloroformにて DNAを抽出した。非癌部組織が無い場合

は血液から John SWMらの方法で DNAを抽出した 33。 

 

3) VHL 遺伝子の LOH 解析 

持田らの方法に従って、VHL遺伝子エクソン3内のSNPの遺伝子型(SNPデータ

ベース：rs1642742)を定量解析することにより、LOHを決定した32 (Fig. 3)。

Table 3にPCRプライマー配列とSNaPプライマー配列を示す。各0.3µMのPCR

プライマー、100µMの4dNTP、2mΜのMgCl2、1単位のAmplitaq Gold (PE- 

Applied Biosystems, Foster City, CA)を含む反応溶液で100ngのサンプルDNA

を用いてPCRを行った。DNA Thermal Cycler 9700 (PE- Applied Biosystems)

を用いて、95℃5分の前加熱後、94℃30秒、50℃1分、72℃1分を35サイクル、

最後に72℃7分の追加伸長反応を行った。増幅産物をマイクロコン100（Amicon, 

Inc., Beverly, Mass.）にて精製した後、0.3pmolの増幅DNAと0.3pmolのVHL 

SNaPプライマーとSNaPshot ready reaction premix (PE- Applied 

Biosystems)を混合し、一塩基伸長反応を行った。一塩基伸長反応はDNA 

Thermal Cycler 9700 (PE- Applied Biosystems)を用いて、96℃10秒、50℃5秒、

60℃30秒を25サイクル行った。一塩基伸長反応サンプルをSigma spin 

post-reaction clean-up column (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)にて精製後、

ABI310 Genetic Analyzer (PE- Applied Biosystems)でSNPの遺伝子型を定性

定量解析した。ヘテロ接合型AGの症例で各マーカーのピーク面積比を求め、癌

部AG比が非癌部のAG比の60%未満をLOH陽性とした。 

一方、同一SNPについてRFLP法によるLOH検索も行った34。前述のPCR産

物200ngを、AccIにて37℃90分と55℃90分で制限酵素反応を行った。反応液を

4% Nusieve agarose gelにて電気泳動した。対立遺伝子Aは110 bp、対立遺伝子

Gは90 bpの断片を検出する(Fig. 4)。 

 

4) マイクロサテライトマーカーの LOHとマイクロサテライト不安定性 
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解析 

マイクロサテライトマーカーの forward primerに蛍光色素を標識し、reverse 

primerには tailed reverse primer (PE-Applied Biosystems) を使用し、PCR

後 ABI310 Genetic Analyzer (PE- Applied Biosystems)でフラグメント解析を

行った。検索したマイクロサテライトマーカーと使用したプライマーを Table 3

に示す。各 0.67µMのプライマー、240µMの 4dNTP、2.5mM のMgCl2、1.6U

のAmplitaq Gold (PE- Applied Biosystems)を含む反応溶液で60ngのサンプル

DNAを用いて PCRを行った。95℃10分の前加熱後、94℃15秒、52-60℃15

秒、72℃30秒を 24-30サイクル、最後に 72℃40分の追加伸長反応を行った。

各領域の PCRアニーリング温度とサイクル数、および産物の長さを、Table 3

に示す。LOHの判定は各マーカーのピークの面積比を求め、癌部の値が非癌部

の 66%以下を示したものを LOH陽性とした。 

 

5) 塩基配列解析 

以前に報告された方法に従って、３つのVHL遺伝子のエクソンおよびその周囲

をPCRにて増幅した35。各0.3µMのプライマー、100µMの4dNTP、1単位の

Amplitaq Gold (PE- Applied Biosystems)を含む反応溶液で100ngのサンプル

DNAを用いてPCRを行った。エクソン1については、10% dimethyl sulfoxide

存在下にPCRを行った。用いたプライマー配列は、Table 3に示す。DNA 

Thermal Cycler 9700 (PE- Applied Biosystems)を用いて、95℃5分の前加熱後、

95℃20秒、55℃2分、72℃2分を2サイクル、95℃30秒、60℃30秒、72℃1分を

38サイクル、最後に72℃7分の追加伸長反応を行った。PCR産物をMicrocon 100 

filter （Amicon, Inc. Beverly, Mass.）にて精製後、Big DyeTM Terminator Cycle 

Sequencing kit (PE-Applied Biosystems)を用いて塩基配列解析反応を行った。

ABI310 Genetic Analyzer (PE- Applied Biosystems)にて、塩基配列を決定した。 

 

6) 統計分析 
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全ての統計学的分析は SAS statistical software package (version 5.0; SAS 

institute, Cary, NC)を用いた。臨床病理学的組み合わせと染色体 3p や VHL 遺伝

子の LOH の有無との比較は、Fisher exact probability test を用いて評価した。 

 

3. 結果 

1) VHL 遺伝子の異常 

VHL遺伝子の LOHは、エクソン 3に存在する SNP (G or A)で決定した。28

例中 11例がヘテロ接合型で LOH解析が可能であった。そのうち 5例（45.5%）

で LOHを認めた (Fig. 3)。4例が対立遺伝子 Aの欠失であり、１例が対立遺伝

子 Gの欠失であった。制限酵素 Acc I を用いた RFLP法でも、この 5症例の癌部

で同一対立遺伝子の LOHが確認された(Fig. 4)。 

癌部の VHL遺伝子塩基配列解析では、異常は認められなかった。症例 No.52

でイントロン 1のスプライス供与部位近傍に点突然変異を認めたが、これは生

殖細胞系列点突然変異であり、体細胞突然変異ではなかった。第 III章でその詳

細を述べる。 

 

2) 染色体 3p の LOH 

VHL遺伝子での欠失とVHL遺伝子以外の染色体3pの遺伝子欠失が関連するか

を知るために、染色体 3p上のマイクロサテライトマーカーを使って LOHを同

時解析した。過去の報告から高頻度に LOHが報告されているマイクロサテライ

トマーカー3箇所ーD3S1609, D3S1612, D3S1300ーと VHL遺伝子近傍のマイ

クロサテライトマーカーーD3S1317―、更にマイクロサテライト不安定性でも

使用される AFM183yc3を用いて LOHを調べた 21, 35, 36。また陰性コントロー

ルとして、染色体 3p以外のマイクロサテライトマーカーについても検討した。

Fig. 5にその結果の代表例を示す。Fig. 6に染色体 3pの deletion mapを染色体

3p以外のものと比較してまとめた。VHL遺伝子と同様に高い欠失率を示したも

のは D3S1317（40%）、D3S1609（50%）、D3S1300(50%)であった。また３カ
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所以上ヘテロ接合型で LOH解析可能であった 19症例を見ると、１カ所でも

LOHが観察された症例は 12例（63.2%）で、そのうち複数カ所の片側対立遺

伝子欠失が観察されたものは 10例と高頻度であった (Fig. 7)。染色体 3p以外

の LOHと比較すると、染色体 3pの LOHが明らかに高い頻度で起こっている

ことがわかる (Fig. 6)。 

原発性舌扁平上皮癌 28例の VHL遺伝子と染色体 3pの LOHについて、症例

の背景因子との関連を調べた (Table 4)。40歳未満の若年者群で VHL遺伝子の

LOHが少ない傾向があった (p＝0.06 by Fisher’s exact probability test)。40

歳以上の高齢者群で VHL遺伝子の欠失との関連の可能性が示唆された。 

	
  

3)マイクロサテライト不安定性 

症例 No. 30 と No.165は、娘と母である。この家族性舌癌発症例は、各世代で

の発症年齢が若年化し重症化する、表現促進の傾向がみられた。この 1家系に

おける臨床経過を下記に示す。祖母が 89歳時に舌高分化扁平上皮癌を発症し、

舌部分切除術を受けた。母も 64歳時に舌高分化扁平上皮癌を発症し、舌部分切

除術を受けた。娘は 30歳時に舌高分化扁平上皮癌を発症した。初療時は３人と

もに Stage Ⅱであったが、娘は治療の甲斐なく亡くなった。3人の生活習慣は

同様であった可能性は否定できないものの、生活の場は別々であった。このよ

うにトリプレットリピート病のような表現促進現象がこの家族性舌癌症例にも

疑われた。そこで、複製エラーが起こりやすい癌かどうかをまず調べた。遺伝

性非腺腫性大腸癌のマイクロサテライト不安定性の評価に関する国際ガイドラ

インに基づき、5か所のマイクロサテライトマーカー―AFM093xh3, BAT25, 

BAT26, APC, Mfd15CA―について、複製エラーの有無を検討した 37。家族性症

例の No 30, No 165も含め、全例の舌癌症例でマイクロサテライト不安定性は

観察されなかった (Fig. 5B)。 

 

4. 考察	
  



 12 

今回我々は VHL遺伝子のエクソン 3内にある SNPを用いて、舌癌の VHL遺

伝子の片側対立遺伝子欠失(LOH)を検索した結果、45.5%と高頻度に欠失が起こ

っていることを発見した。しかも p値 0.06と統計学的有意差はなかったが、40

歳未満の若年症例では VHL遺伝子の LOHが少なく、高齢者症例に多い傾向が

あった。舌癌の発生や進展過程が、若年層と高齢層で異なる可能性が考えられ

た。VHL遺伝子異常の検討については、頭頸部腫瘍で二報ある。一つはWaber, 

PGらの報告で、頭頸部扁平上皮癌 26例を対象に調べている。このなかに舌癌

症例がどのくらい含まれているか不明であるが、VHL遺伝子の LOHや変異、

メチル化を調べており、一例も異常はなかったと報告している 28。彼らの LOH

検索は、VHL遺伝子のエクソン 1内の SNPを利用して SSCP法と RFLP法で

検討している。26症例中 18例で検討可能であった。以上からWaberらの報告

で VHL遺伝子の LOHが認められなかった理由として、次の２点が挙げられる。

１番目に対象症例が舌癌に限らず頭頸部の広範囲の扁平上皮癌だったため、

LOHを抽出できなかった可能性がある。2番目に VHL遺伝子内でも我々が調

べたエクソン３のように 3’端近傍で LOHを生じやすく、エクソン 1は保たれや

すい可能性が考えられた。もう一報は Partrige, Mらの報告である。口腔扁平上

皮癌 14症例における VHL遺伝子の塩基配列変異を検索しており、一塩基多型

を 1例に認めるだけで突然変異はない 29。今回の我々の検討結果も、VHL遺伝

子の翻訳領域を調べる限り舌扁平上皮癌の体細胞突然変異症例はなく、過去の

報告と矛盾しない結果であった。このように、舌扁平上皮癌に絞った解析は我々

が初めてであり、VHL遺伝子の LOHが高頻度に起こっていることが初めて証

明された。しかしがん抑制遺伝子の２ヒット説に従う現象は、舌扁平上皮癌の

VHL遺伝子には観察されなかった。VHL遺伝子の塩基配列変異が一例も見ら

れなかったため、VHL遺伝子の 2ヒット失活を証明できた症例はない。VHL

遺伝子の異常が高頻度に観察される散発性腎細胞癌でも、VHL遺伝子の 2ヒッ

ト異常を証明できるのは 44%にすぎない。32%は 1ヒットでそのほとんどが

LOHである 35。さらにそれら VHL遺伝子が 1ヒットの腎細胞癌でも、その下
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流の VEGF転写の抑制が効かず、mRNAの過剰発現が起こっていた 38。他の遺

伝子についても、LOHがその遺伝子発現の抑制に寄与することが知られている
39。以上のことから、VHL遺伝子の LOHもそれだけで、癌の進展に関与でき

ると考えられ、舌癌もまたその標的臓器になっていると考えられた。今後はVHL

タンパク質レベルの発現も調べ、片側欠失がどのような影響を与えるか検討す

ることが重要と思われる。 

	
 今回、さらに VHL遺伝子を含めた 6箇所で 3pにおける対立遺伝子欠失を評

価した。染色体 3p以外では欠失頻度が 0〜25%であるのに対し、染色体 3pで

は 27.3%〜50%と高頻度であった。また欠失が染色体 3pの広い範囲に及ぶ症例

が大多数を占めた。頭頚部扁平上皮癌を対象とした報告では、染色体 3p の LOH 

が高頻度に観察されている。たとえばD3S1609では 47%、D3S1612では 48%、

がん抑制遺伝子 FHITのイントロン 5内に位置している D3S1300では 32%で

ある 22, 25。口腔癌 を対象とした報告でも、D3S1300は 63%や 42%と報告され

ている 23, 40。我々の検討でも D3S1300は 50%であり、これらの報告とほぼ同

じ結果と考えられる。舌扁平上皮癌では頭頚部扁平上皮癌と比べて D3S1612の

欠失頻度が低く（舌扁平上皮癌 27%：頭頚部扁平上皮癌 48%）、D3S1300の欠

失頻度が高い（舌扁平上皮癌 50%：頭頚部扁平上皮癌 32%）傾向があるかもし

れない。今までの報告では舌癌発生に染色体 3pのどこが重要なのかが不明であ

った。今回我々はこれらを同時に検討できたことにより、「1ヵ所というよりは

むしろ染色体 3pの複数カ所で、対立遺伝子欠失が同時におこっていることが重

要である」可能性を示した。特に舌癌では VHL遺伝子を含め D3S1609(50%)

や D3S1300 (50%)が特徴的といえる。D3S1609近傍には TGFBR2遺伝子、

D3S1300は FHIT遺伝子イントロン 5内に存在する。この他、D3S1612近傍

には TGFBR2遺伝子や hMLH1遺伝子が存在する。これらがん抑制遺伝子の

LOHや遺伝子発現量低下の報告があり、舌癌発生に関与する可能性がある 22, 23, 

25, 41。口腔の前癌病変では、染色体 3pの LOHがあると癌化のリスクが高いと

報告されている 42。これは 3pの LOHが癌の結果ではなく、癌発生進展の要因
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として関与することを示唆する。 

	
 Comparative genomic hybridization(CGH)を用いた解析では、特徴的な遺伝

子欠失部位を染色体全域に渡って同時解析できる。CGHを用いた人固形癌にお

ける染色体変化解析によると、染色体 3pの欠失頻度が最も高い癌の中に頭頚部

扁平上皮癌が挙げられている 43。また頭頚部扁平上皮癌の原発部位別で CGH解

析を行った結果では、口腔癌で染色体 3pの欠失が最も特徴的であった。しかも

染色体 3p欠失症例のうち 3pの全域に欠失の及ぶ症例が 2/3以上を占めていた
30。また口腔扁平上皮癌 14例の array CGH解析では、3p14の広範囲にコピー

数減少がみられた症例は、3p24でも広範囲なコピー数減少がみられた 44。これ

らの報告は我々と同様の結果を示している。なぜ 3pの複数座位で同時欠失する

ことが、舌癌に高頻度に観察されるのか。舌癌の発癌の引き金には、染色体 3p

を標的とした特別な欠失機構が働く可能性が考えられた。これらが解明できれ

ば、遺伝子治療の標的の 1つとなりうるであろう。本稿ではマイクロサテライ

ト不安定性についても検討した。頭頚部扁平上皮癌 67例を調べたところ、7%

と低頻度であったという報告がある 24。また頭頚部扁平上皮癌の多発腫瘍群と

単発腫瘍群とで比較したところ、マイクロサテライト不安定性に差はなかった

24。染色体 3p上にあるミスマッチ修復酵素遺伝子 hMLH1について変異解析を

したが、異常は認められていない 25。我々の舌扁平上皮癌の結果を含め、頭頚

部扁平上皮癌発生にマイクロサテライト不安定性はほとんど関与しないものと

考えられた。 

	
 以上より、舌癌発生には、染色体 3pの複数のがん抑制遺伝子の機能喪失が関

連すると考えられる。今後、D3S1609や D3S1300の近傍のがん抑制遺伝子の

同定と、VHL遺伝子およびこれらのタンパク質レベルでの機能解析が舌癌発生

機構を知る上で必要となるであろう。 
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第Ⅲ章 VHL がん抑制遺伝子の生殖細胞系列点突然変異を認めた舌扁平

上皮癌の１症例について 

1. 序論 

前章で述べたように舌扁平上皮癌症例における VHLがん抑制遺伝子の異常解

析を行っている中、すでにスプライス供与部位の近傍で生殖細胞系列点突然変

異が起こっている症例を見出した。この症例の舌癌組織ではVHL遺伝子のLOH

も認めている。仮に点突然変異が原因でスプライシング異常が起こることにな

れば、この症例は変異 VHL遺伝子をもっており VHL病発症に関わることにな

る。その場合にはこの舌扁平上皮癌は VHL病関連腫瘍の１つとなるという、新

たな VHL病の病態が示されることになる。本来 VHL病(MIM# 193300)とは脳

脊髄や網膜に血管芽腫を生じるほか、腎細胞癌、褐色細胞腫などを発症する。

VHL病は有病率が 36,000人に 1人といわれ、20%が散発性で 80%が家族性で

ある 45, 46。VHL病家系ではVHL遺伝子の生殖細胞系列突然変異を有しており、

その半分以上がミスセンス変異といわれている 35, 47。また VHL病で発生する腫

瘍の 2ヒット目は LOHが多い。従って多くの VHL病の責任部位は VHL遺伝

子の翻訳領域であり、VHL遺伝子のスプライシング異常の報告は非常に少ない。

スプライス供与部位 (イントロン-1または+1)での点突然変異が観察された症例

でも、実際に VHL遺伝子のスプライシング異常による異常転写物を証明した報

告は稀である。また現在まで VHL病で発生する腫瘍として舌扁平上皮癌の報告

はない。本研究では、今症例の舌扁平上皮癌が VHL病関連腫瘍であるかという

疑問を解明すべく、次の点について解析を行った。(1)第 1ヒットとして変異対

立遺伝子で VHL mRNAのスプライシング異常を起こしているのか。(2)第 2ヒ

ットとして舌扁平上皮癌部での VHL対立遺伝子欠失(LOH)は、正常対立遺伝子

の欠失であるのか。 

 

2. 対象および方法 
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1) 対象症例 

Table 2の症例 No. 52を対象とする。55歳男性で、約１年来の舌の腫瘤を主訴

に当科を来院した。喫煙暦は 20本/日、35年で飲酒歴は 2合/日、35年であっ

た。胃潰瘍の既往がある。特記すべき家族歴はなかった。舌腫瘍の生検結果は

高分化扁平上皮癌であった。舌癌 T2N0M0の診断で根治手術を施行した。全身

検査では胆のうポリープと右腎嚢胞を２つ認める以外に異常を認めなかった。

その後現在まで 12年間無病生存中である。 

 

 2) Total RNA 抽出とリアルタイム RT-PCR 

癌部、非癌部組織を Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA)にて溶解後、取扱説明書

に従って total RNAを抽出した。DNase I処理の後、2 µgの total RNAから random 

primer 50 pmolと 5単位の AMV reverse transcriptase version 2.2 (Life Sciences, 

Florida, FL)を用いて cDNAを合成した。ABI7000 (Applied Biosystems)を用いて、

95°C15秒、60°C60秒を 40サイクルの SYBR Green PCR (Applied Biosystems)を行

った。使用したプライマーを Table 5に示す。コントロールとして glyceraldehyde 

3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 遺伝子を使用した。PCR産物を 2%アガロー

スゲルで電気泳動しフラグメントサイズを計測した。各々のフラグメントサイ

ズはイントロン PCRが 167bp、エクソン PCRが 144bpである。 

なお、DNA抽出、VHL遺伝子の LOH解析、塩基配列解析については、第Ⅱ

章の 2. 材料および方法で述べた。LOH解析 SNaPshotに用いた PCRプライマ

ー配列と SNaPプライマー配列を Table 5に示す。 

 

3. 結果 

症例 No. 52では癌部および末梢血の DNAともに、片側対立遺伝子の

c.340+5G>Cの点突然変異を認めた (Fig.8)。この変異はスプライス部位近傍に

あるため、スプライシング異常を生じる可能性があった。スプライシング異常

の有無を調べるため、癌部より total RNAを抽出し VHL遺伝子mRNAをリア
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ルタイム RT-PCR法で調べた (Fig.9)。症例 No. 52では正常にスプライシング

を受けた 144 bpの正常転写産物に加えて、167bpの異常転写産物が検出された

(Fig.9C)。半定量的検索で異常転写産物の量は、正常転写産物の約 1.5%と著し

く少なかった(Fig.9B)。VHL遺伝子mRNAから作製した cDNAを塩基配列解

析したところ、c.340+5G>Cの点突然変異に加えてイントロン配列が観察された

(Fig.10)。 

	
 さらにVHL遺伝子のLOHを検討した。既に前章にもあるように、症例No. 52

では VHL遺伝子のエクソン 3における LOHが観察されている (Fig.6)。Fig.11

に持田らの方法を用いて検討した結果を示す 32。SNPの遺伝子型定量から、癌

部で片側対立遺伝子 Aが欠失していることがわかる。ここではさらに突然変異

部位イントロン１において、どちら側の片側対立遺伝子が欠失しているのかを

検討した。Fig.11に示すように、点突然変異対立遺伝子 C側の欠失であること

がわかった。 

以上より c.340+5G>Cの点突然変異を認め、スプライシング異常を生じてい

ることを証明した。さらに癌部では VHL遺伝子の LOHを認めたが、変異対立

遺伝子が欠失しており正常対立遺伝子が残存していた。 

 

4. 考察 

今症例は、VHL遺伝子のイントロン 1のスプライス供与部位近傍にあたる

IVS1+5G>Cの生殖細胞系列点突然変異をもつ症例であった。VHL遺伝子

mRNAのRT-PCR解析ではスプライシングをうけていない異常転写産物が検出

された。さらに VHL遺伝子mRNAの塩基配列解析でイントロン 1の配列が確

認された。イントロン 1の５番目の塩基置換であるが、スプライシングに異常

をきたす重要な機能部位であることがはじめて示された。スプライシングをう

けない転写産物からは、35アミノ酸という短いペプチドが翻訳され停止コドン

となるため、VHLタンパク質としては機能しない産物が合成されると予想され

る。 
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一般にエクソン-イントロン連結部のコンセンサス配列は 5’-A(64%) G(73%) / 

G(100%) T(100%) A(62%) A(68%) G(84%) T(63%) -3’である。ここで（	
 ）内の％は、その部

位での塩基の出現頻度を示す。この配列は、スプライシングの第 1段階で U1 

snRNA (3’-UCCAUUCAUApppGm-5’) が結合する時に認識される重要な配列

である。U1 snRNAと 5’スプライス部位の相補性の限界は 4-6塩基といわれて

いる。VHL遺伝子のエクソン 1-イントロン 1連結部の場合 5’-AG/GTACGG-3’

であり、イントロン 1+4と+6の 2塩基（下線）が U1snRNAとミスマッチであ

る。従って VHL遺伝子では U1snRNAが結合してスプライシングを始める上

で、イントロン 1+5の G塩基が重要と考えられる。従って、今回のようなこの

部位の塩基置換がスプライシング異常をきたすことになったと推測される。 

それでは、このような VHL遺伝子イントロン 1の 5’スプライス部位の異常で

VHL病が報告されているであろうか？調べる限りVHL病で 11例の報告がある

(Table 6) 48-54。これら 11例は分子レベルでは同じ異常をきたすため、VHL遺

伝子イントロン1のスプライシング異常は確かにVHL病の１つの責任部位と言

える。しかし、今症例では同様のスプライシング異常があるにも関わらず VHL

病の臨床診断基準を満たしていない 5。また VHL病の家族歴もない。これらの

原因として 2つの可能性が考えられる。ひとつは VHL病をまだ発症していない

可能性がある。しかし今症例は現在 62歳であるが、舌癌以外は何の VHL病の

臨床病態も示していない。VHL病の平均発症年齢は 26歳で、65歳までに 97%

が発症する 55。また我々が調べた限りVHL病で舌癌を発症した報告はなかった。

今症例は VHL病を発症しない可能性の方が強いかもしれない。もうひとつは

IVS1+5点突然変異では発症しない可能性である。まれではあるが、VHL病家

系の未発症キャリア例の報告がある 56。今まで発症例が遺伝子解析対象になっ

ても、未発症例が遺伝子解析対象になることはほとんど無かった。従って、VHL

遺伝子異常があっても発症しない場合がどのぐらいの頻度であるかは不明であ

る。2ヒット目が標的組織に起こらない限り VHL病発症には至らないと考えれ

ば、今症例のように未発症症例はある確率で見出されて当然と考えられる。 
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もう 1つの疑問は、舌扁平上皮癌が VHL病関連腫瘍といえるのであろうか。

今症例の癌組織では生殖細胞系列点突然変異に加え LOHが認められ、一見する

と VHL遺伝子の 2ヒット症例にみえる。しかし実際には２ヒット目の LOHは

突然変異対立遺伝子の欠失で、正常対立遺伝子は依然として保存されている癌

であった。従って、舌癌は VHL病関連腫瘍ではなかったと言える。このように、

点突然変異部位で欠失の有無を証明しなければ、がん抑制遺伝子の 2ヒット失

活を正しく評価することはできない。今まで数多くの癌でがん抑制遺伝子の２

ヒットが示されているが、今回のような解析方法でがん抑制遺伝子の２ヒット

を再度評価し直す必要があるかもしれない。 

	
 以上のように、VHL遺伝子スプライス供与部位の生殖細胞系列点突然変異を

もつ舌扁平上皮癌症例を経験した。VHL遺伝子のスプライシングにおいては、

U1snRNAがコンセンサス配列を認識するうえで IVS+5が重要であることが判

明した。また一見してVHL遺伝子の2ヒット失活を生じている舌癌に見えたが、

実際には 1ヒットであったことが判明した。従って舌癌は VHL病関連腫瘍とは

言えないことが示された。VHL病未発症キャリアの存在も示し得たと思われる。

このように多彩な新知見をみいだすことができた貴重な 1症例と言える。 
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第Ⅳ章. 結語 

舌扁平上皮癌における染色体 3pの遺伝子異常について検討した。舌癌において

高頻度に VHL遺伝子の LOHが認められた。染色体 3pの広範囲な片側対立遺

伝子欠失が舌癌発症に関与することが推測された。1例で VHL遺伝子のイント

ロン 1スプライス供与部位近傍の点突然変異がみられ、スプライシング異常が

確認された。この症例では VHL遺伝子の LOHも認められたが、突然変異対立

遺伝子の欠失であったため結果的に 1ヒット症例であった。従って舌癌は VHL

病関連腫瘍ではなかった。 
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Ⅴ.図表 

Table 1  Tumor suppressor genes described in this article 

 

Gene Locus Hereditary tumor Sporadic tumor Function OMIM 

FHIT 3p14 腎癌？	
 食道癌、胃癌、大腸癌	
 DNA 複製制御、ストレス反応	
 601153 

MLH1 3p21 遺伝性非腺腫大腸癌	
 大腸癌、子宮体癌	
 DNA ミスマッチ修復	
 120436 

TGFBR2 3p24 遺伝性非腺腫大腸癌	
 胃癌	
 細胞分裂誘起反応	
 190182 

VHL 3p25 von	
 Hippel-Lindau 病	
 腎癌、血管芽腫など	
 転写制御、低酸素反応制御	
 608537 

APC 5q21 家族性大腸腺腫	
 大腸癌、胃癌など	
 細胞骨格	
 611731 

p16 9p21 悪性黒色腫	
 悪性黒色腫、膵癌	
 細胞周期制御	
 600160 

RB1 13q14 網膜芽細胞腫	
 骨肉腫、肺癌など	
 細胞周期制御、転写制御	
 614041 

p53 17p13 Li-Fraumeni 症候群	
 大部分の悪性腫瘍	
 細胞死制御、細胞周期制御	
 191170 

OMIM, Online Mendelian Inheritance in Man. 
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Table 2  Clinical features of 28 cases of tongue squamous cell carcinoma 
 

Case Age Sex Smoking Alcohol Stage Grade 
20 22 M - - Ⅱ 1 
21 25 M + + Ⅱ 1 
30 30 F - - Ⅱ 1 
31 30 F + - Ⅱ 1 
33 32 M - - Ⅳ 1 
34 34 M + - Ⅱ 1 
35 35 F - - Ⅰ 1 
36 38 F + + Ⅰ 1 
37 39 M + + Ⅰ 2 
51 54 F 

  
Ⅱ 1 

52 55 M + + Ⅱ 1 
53 56 F - - Ⅱ 1 

160 61 F - - Ⅱ 2 
161 61 M + + Ⅱ 2 
162 62 F - - Ⅰ 1 
164 63 F - - Ⅳ 2 
165 64 F + - Ⅱ 1 
166 64 F - - Ⅳ 1 
167 69 M - + Ⅲ 2 
168 66 M - + Ⅰ 1 
170 72 F - - Ⅰ 1 
171 73 M + + Ⅱ 2 
172 73 F + + Ⅱ 1 
173 76 M + + Ⅰ 1 
174 76 F - - Ⅲ 3 
176 79 F - - Ⅱ 1 
177 79 M 

  
Ⅱ 1 

178 81 F - - Ⅱ 2 
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Table 3  Primer sequences used in this chapter 

Gene Locus Dye 
Forward (5'-3') 

PCR bp 
Reverse (5'-3') 

VHL, LOH Ex3 (PCR) ctgcccattagagaagtattt 50℃, 35 cycles 110 

   
aattcccactgaattaggtata 

  
    (SNap) agtcaggacagcttgtatgtaaggaggttt 50℃, 25 cycles   

D3S1317 3p25 FAM tacaagttcagtggagaacc 60℃, 24 cycles 169-179 
      cctccaggccatacacagtca     

D3S1609 3p23 VIC tgctctacactgtggcttaatg 60℃, 24 cycles 254-262 
      atatccgtgggcaaatgg     

D3S1612 3p22 NED tcttttagtcagcagttatgtc 60℃, 24 cycles 211-217 
      cccattaagaaatgttactctac     

D3S1300 3p14 FAM agctcacattctagtcagcct 55℃, 27 cycles 206-244 
      gccaattccccagatg     

AFM183yc3 3p24 NED ggcagtaccacctgtagaaatg 59℃, 30 cycles 152-166 
      gagtaacagaggcatcgtgtattc     

AFM093xh3 2p16 VIC aaacaggatgcctgcctttta 59℃, 30 cycles 210-232 
      ggactttccacctatgggac     

BAT25 4q12 FAM tcgcctccaagaatgtaagt 59℃, 30 cycles 127-129 
      tctgcattttaactatggctc     

BAT26 2p VIC tgactacttttgacttcagcc 55℃, 24 cycles 122-125 
      aaccattcaacatttttaaccc     

APC 5q21 NED actcactctagtgataaatcg 55℃, 24 cycles 116-148 
      agcagataagacagtattactagtt     

Mfd15CA 17q11 FAM ggaagaatcaaatagacaat 52℃, 24 cycles 150-166 
      gctggccatatatatatttaaacc     

VHL, 
sequence 

Ex1 (PCR) aagaagacggcggggaggag 60℃, 38 cycles 320 

  
ggcttcagaccgtgctatcg 

  Ex2 (PCR) ctcccaaagtgctgggatta 60℃, 38 cycles 325 

  
gattggataccgtgcctgac 

  Ex3 (PCR) agtctgtcactgaggatttg 60℃, 38 cycles 250 

    ctgagatgaaacagtgtaag     
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Table 4  Comparison of clinical features of tumors with and without LOH at 

3p or VHL alone  

Feature 
 LOH of 3p (VHL) 

P 
 + - 

Age 
<40  1 (0) 4 (4) 0.180 

(0.061) ≥40  10 (5) 9 (2) 

Sex 
Male  5 (2) 5 (3)  

Female  6 (3) 9 (3)  

Smoking 
+  5 (2) 3 (1)  

-  4 (2) 10 (4)  

Alcohol 
+  5 (2) 3 (0)  

-  4 (2) 11 (5)  

Stage 

Ⅰ  1 (0) 4 (2)  

Ⅱ  9 (4) 6 (3)  

Ⅲ  0 (0) 2 (0)  

Ⅳ  1 (1) 2 (1)  

Grade 

1  9 (4) 9 (6)  

2  2 (1) 4 (0)  

3  0 (0) 1 (0)  

LOH, loss of heterozygosity; VHL, von Hippel-Lindau gene; 

UICC, International Union Against Cancer. 

The numbers in parentheses indicate those with LOH of the VHL 

gene alone.  
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Table 5  Primer sequences used in this chapter 

 

Region 

(Comment) 
Primer 

Forward (5'-3') 

Reverse (5’-3’) 
bp 

VHL 

Ex1-In1 

E1/I1F CACAGCTACCGAGGTACCG 167 

I1R GAATGCTCTGACGCTTACGA   

VHL 

Ex1/Ex2 

1/2F AGCTACCGAGGTCACCTTTG 144 

2/3R CAGAGTATACACTGGCAGTG   

GAPDH 

 
 

GGTCGGAGTCAACGGATTTG 231 

 
GCATCTCGCTCCTGGAAGAT   

VHL 

In1 

(LOH) 

 
AAGAAGACGGCGGGGAGGAG 320 

 
GGCTTCAGACCGTGCTATCG 

 
SNaP GCCGCATCCACAGCTACCGAGGTAC   

VHL 

Eｘ3 

(LOH) 

 
CTGCCCATTAGAGAAGTATTT 110 

 
AATTCCCACTGAATTAGGTATA 

 
SNaP AGTCAGGACAGCTTGTATGTAAGGAGGTTT   

Ex, exon; In, intron. 
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Table 6  VHL diseases with mutations at the splice site of VHL gene 

 

No. Site Mutation VHL disease Reference 

1 IVS1+1 G>A Type 1 Glasker S46 

2 IVS1+1 G>A Type 2B Olshwang S44 

3 IVS1-1 C>T Type 1 Olshwang S44 

4 IVS1-1 C>G Type 1 Olshwang S44 

5 IVS ins GGT Type 1 Stolle C45 

6 IVS1+1 del5 Type 1 Olshwang S44 

7 IVS1+5 G>C Type 1 Zbar B43 

8 IVS1+5 G>C Type 1 Stolle C45 

9 IVS1+5 G>C Type 1 Maher ER42 

10 IVS1+5 G>C Type 1 Zhou J48 

11 IVS1+5 G>C Type 1 Erlic Z47 

VHL, von Hippel-Lindau; IVS, intervening sequence. 
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Figure 1. Schematic diagram of LOH (A) and MSI (B). N, non-tumor; T, 

tumor; LOH, loss of heterozygosity; MSI, microsatellite instability. 
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Figure 2. The age structure at diagnosis for cancer of the tongue and the larynx in Nihon 

University Itabashi Hospital between 2010 and 2012. The total case number of tongue 

cancer and laryngeal cancer is 35 and 87. 
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Figure 3. Analysis of LOH of the VHL gene. We performed quantitative 

primer extension analysis using dye terminators at the A-to-G SNP at 

position c.1008 in the VHL gene. Arrows indicate reduced signals in the 

primer extension analysis due to LOH at this particular locus. Case No. 35 

did not show LOH at VHL and is shown as a control. N, non-tumor; T, tumor. 

The left peak indicates the G allele, and the right peak corresponds to the A 

allele. LOH, loss of heterozygosity; VHL, von Hippel-Lindau. 
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Figure 4. RFLP analysis of LOH in the VHL gene in samples of tongue 

squamous cell carcinoma. DNA sequences around the A-to-G SNP at position 

c.1008 in the VHL were amplified by PCR, and the PCR products were 

digested with the restriction enzyme AccI and subjected to electrophoresis 

through a 2% NuSieve / 1% agarose gel. Arrows indicate PCR fragments 

whose abundance was decreased in DNA isolated from tumor tissues 

compared to DNA isolated from normal tissue. N, non-tumor; T, tumor; 

RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism; LOH, loss of 

heterozygosity; VHL, von Hippel-Lindau. 
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Figure 5. LOH (A) and microsatellite instability (MSI) (B) analyses of 

microsatellites using PCR with fluorescent primers. Numbers in the graphs 

indicate the number of base pairs of the amplified allelic fragments. (A) 

D3S1317, 172/174; D3S1612, 211/215; D3S1609, 258/270; D3S1300, 224/234.  

Arrows indicate deletions in tumor tissues. (B) AFM093xh3, 215/217; 

Mfd15CA, 152/154. N, non-tumor; T, tumor; LOH, loss of heterozygosity. 
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Figure 6. Deletion map of 3p in tongue cancer. Closed boxes, LOH; gray box, 

retention of heterozygosity; open box, not informative. Due to limitations in 

the sample specimens from cases 34 to 37, LOH analysis was restricted to 

the VHL gene in these patients. LOH, loss of heterozygosity. 
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Figure 7. Frequency of simultaneous LOH at multiple microsatellite 

markers of 3p. The 6 loci of 3p that were investigated were categorized by the 

number of informative loci and, further, by the number of loci with LOH in 

the 23 cases that were informative at more than one locus on 3p. The 

numbers in the bar graph indicate the number of loci with LOH. The 19 

cases showing more than one LOH and more than two informative loci are 

shown in gray. LOH, loss of heterozygosity. 
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Figure 8. Sequence profiles of exon 1 to intron 1 of the VHL gene. We 

compared DNA sequence from the cancerous tissue (A) and the peripheral 

blood (B) of the SCC patient to those of a control patient (C). The DNA from 

the peripheral blood of the patient was also sequenced in the reverse 

direction (D). VHL, von Hippel-Lindau. 
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Figure 9. RT-PCR cripts. (A) Primer positions of intron and exon PCR. 

E1/I1F, 5’-CACAGCTACCGAGGTACCG-3’; I1R, 

5’-GAATGCTCTGACGCTTACGA-3’; 1/2F, 

5’-AGCTACCGAGGTCACCTTTG-3’; 2/3R, 

5’-CAGAGTATACACTGGCAGTG-3’. (B) Amplification plots of real-time 

PCR. We performed real-time PCR for cDNA from the cancerous tongue 

tissue from the patient and cDNA from non-cancerous tissue of the control. 

GAPDH mRNA was quantified as an internal control. (C) Agarose gel 

electrophoresis of real-time PCR products. The PCR product obtained from 

(B) was run on a 2% agarose gel for electrophoresis. Lane I, intron PCR (167 

bp); lane E, exon PCR (144 bp); lane G, GAPDH PCR; lane G (-), GAPDH 

PCR using DNase-treated RNA without reverse transcription as a template; 

lane M, HincII digests of φx174 phage DNA. GAPDH, glyceraldehyde 

3-phosphate dehydrogenase. 
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Figure 10. Sequence profile of the intron transcript. The sequence contained 

the mutated intron sequence. 
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Figure 11. LOH of the VHL gene. LOH was analyzed at the heterozygous 

point mutation G/C of the intron 1 splice donor site and at the SNP A/G of 

the exon 3 of the VHL gene using a quantitative genotyping method. 

Comparison of cancerous tissue (T) and the peripheral blood (B) of the SCC 

patient indicated that the cancerous tissue had lost the mutant C allele 

(arrow) and the SNP A allele (arrow). LOH, loss of heterozygosity; VHL, von 

Hippel-Lindau; SCC, squamous cell carcinoma. 
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