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内視鏡下 経乳頭的 に膵管より採取 した純膵液 にお い て K 刊 那 コ ド ン12 の 変異が 膵癌で高率に検出され る こ とよ り, 揮液

中K 朝那 変異 の 検 出は膵癌 の 診断法 と して大きな期待が寄せ られ て い る . しか し , 慢性 膵炎でも高感度 な検出法を用い る と粘

液細胞過形成 に由来す る K 朝 那 変異 の 検 出さ れ る場合があり, その 癖特異性が問題とな っ て い る . また
, 純膵液採取 には

一

定

の 技術を要す る の み で なく ,
被検者 に加重な負担を与え る. そ こ で , 誰 にで も容易 に採取できる十二指腸液に お い て K 刊那 コ

ド ン 12 の 変異 を3 種の 検 出法を用い て 検討 し, 膵胆道痛の 診断 に お い て い か なる意義を有する か を明 らか に し よう と した .

内視鏡的逆行性胆道膵管造影 ( e n d o s c o pi c r e t r o g r ad e c h ol an gi o p a n c r e a t o g r a p h y , E R C P) 後ス コ
ー

プの 吸引装置を利用 して 回

収した十二 指腸液 より抽出 した D N A にお い て変異ア レ ル 特異的増幅 ( m u t an t all el e s p e ci丘c am pliB c ati o n , M A S A ) 軋 P C R 制

限酵素断片長多塑分析 (P C R r e s tri cti o n fr a g m e n t l e n g th p ol y m o r ph i s m a n al y si s , P C R - R F L P) 法 , ハ イ プ
1) ダイ ゼ ー シ ョ ン プ ロ

テク シ ョ ン 分析 Oly b ri di z ati o n p r o te c ti o n a s s a y , H P A ) 法 を用い て K m s = ド ン 12 の 変異 の 検索を行 っ た . 十 二 指腸液中

コ ドン 12 の 変異 は膵癌 に おい て P C R : R F I , P 法 で42 % (1 6/ 3 8) , H P A 法 で37 % (1 4/ 3 8) , M A S A 法で66 % (2 5/ 3 8) に検出さ れ た .

また
,
胆道痛 で はP C R - R F L P 法で32 % (7/ 2 2) , H P A 法 で32 % (7/ 2 2) , M A S A 法 で55 % (1 2/ 2 2) に検 出さ れ た .

一 方
, 慢性膵

炎でもP C R - R F I .P 法で 16 % (6/ 3 8) , H P A 法 で13 % (5/ 3 8) , M A S A 法で32 % (12 / 38) に 認め られ たが , 胆嚢腺筋腫症20 例 , 胆

石症22イ軋 対照群20 例 で は P C R , R F L P 法 , M A S A 法 い ず れ に て も総 て陰性 で あ っ た . 純膵液中で の K r a s コ ド ン12 の 変異を

検討す ると 膵癌 で は P C R R F L P 法で7 8 % (2 9 / 37) , H P A 法で66 % (1 9/ 2 9) , M A S A 法で 81 % (2 6/ 3 2) に検 出さ れ , 膵液 に比 し

て十二 指腸液 にお け る場合の ほ うが , い ずれ も低率であ っ た . 以 上 の よう に
,
E R C P 直 後に膵癌患者より簡便 に採取 し た十二

指腸液で の K - Y u S = ド ン12 変異 の 検 出頻度は , 純粋 膵液の 場合 に比 し て低 い が , 高感度 の M A S A 法を用 い る と K r a s コ ド ン 12

変異が かなり高率 に検出可能 で
,
十二 指腸液中K 刊 那 変異 の 検出 は, 膵癌 の み な らず胆道痛の ス ク リ

ー

ニ ン グ にも有用な こ と

が 示唆 さ れ た .

E e y w o r d s K r as , p a n C r e ati c c a n c e r , b ilia r y t r a ct c a n c e r , d u o d e n alj ui c e , p a n Cr e ati cj ui c e

近年各種画像診断法 の 進歩 や様 々 な腫瘍 マ
ー

カ
ー

の 開発 な ど

により
,
あ る程度進行 した 膵癌 の 診断能は非常 に向上 した が ,

依然と して 早期診断は難 しく , 治癒率 の 向上 は あまり み ら れ て

いない . ま た
, 膵 生検 は胃 や 大腸癌 の 場合 の よう に容易に行 え

ない た め
, 慢性 膵炎 な ど と の 鑑 別困難例も少 なくない . 一っブ,

近年癌に関する分子生物学的研究の 進歩に より , 膵癌 で 種 々 の

痛遺伝子, 痛抑 制遺伝子異常 の 発現す る こ と が 明 らか に さ れ ,

軌こ
,
ヒ トの 膵癌 の 大部分を占め る 膵管痛 で K 朝 那 コ ド ン12 の

点突然変異が膵癌組織で7 5
-

1 00 % と 高率 に発現する こ と が 明

らか にされ て
i)

､ 1 1)
, 発癌 と の 関わり の み な らず, 臨床応用の 点

からも注目 され て い る . 当教室で は 膵の 病的状態で増加する物

質は血液よりも膵液 へ より反映 され 易い の で はな い か とい う観

点より
, 十二 指腸内視鏡下 経乳頭的 に採取 し た純粋膵液中の

種々 の 腫瘍マ
ー

カ
ー

や 各種生 理活性物質を測定 し, 膵疾患の 診

断 へ 応 用 しよ う とす る研究 を行 っ て 来 た
1 2

､

1 4)
. こ の よう な経

験 を踏え て
l
陣痛組織で K 刊 那 コ ド ン 12 の 点突然変異が高率 に

発現す る こ と に注目 し, セ ク レチ ン 刺激に よ る 内視鏡下経乳頭

的 に採取 し た純粋膵液 に おける K 刊 那 コ ドン 12 の 一互突然変異の

検出が膵癌診断 に有月ヨである こ と を報告 して き た
1 5､ 1 日)

.
こ の

方法 で は十 二指腸内視鏡下経乳頭的 に膵管 に選択的に カ ニ ュ
ー

レ を挿 人 し, セ ク レ チ ン 刺激下に採取 し た純膵液を使用する の

で
,
こ の よう な場合の 術者は十 二 指腸内視鏡検査 に関 して経験

の 深 い 専門家 であ る必要がある . 加え て, 患者 に と っ て も加重

な負担 に な る検査法である .

そ こ で , 本稿 で は膵液の み で は なく ,
胆汁

,
十二 指腸自身か

ら の 分泌液, 胃液 なども含有する が ,
誰 に で も容易 に採取でき
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る十二 指腸液 にお い て K 刊那 コ ド ン 12 変異の 有無 を検討 し, 陣

痛の み な ら ず胆道痛 にお い て もい か なる 診断的意義 を有す
るか

を解明 し よう と した . ま た
,
K 攻が コ ドン 12 の 検 出法に関 し て

は種 々 の 方法が 試み られ て き たが
弼

～

2 1)
,
N a k a m u r a ら

21)
に より

開発 さ れ た 変異 ア レ ル 特 異的増幅 ( m u t a n t all el e s p e
cifi c

a m pliA c a ti o n , M A S A) 法 は検出感度が非常 に高
い と 言わ れ て い

る もの の , 測定 条件 が微妙 で , 必 ず しも普及 して い ない ･ そ こ

で
,
M A S A 法 の 有用性 に つ い て , P C R 制限酵素断片長多型分析

(P C R r e st ri c ti o n 血
･

a g m e n t l e n g th p ol y m o r ph i s
m a n aly si s ･ P C R :

R F L P ) 法 や ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン プ ロ テ ク シ ョ ン 分 析

Ol yb rid iz a ti o n p r o t e cti o n a s s a y , H P A ) 法な ど他 の 方法とも比較

し て そ の 有用性 につ い ても明ら か に しよう と し た ･

対象お よ び方法

Ⅰ . 払 r α g 変異 の検出法に関する基礎白勺検討 に用 い た培養細

胞株

各検出法の 基礎的検討 を行う た め に ,
陽性 コ ン ト ロ

ー ル と し

て K r a s コ ド ン 12 に G G T- → T G T へ の 変異 を有す る ヒ ト 由来膵

癌培養細胞株 であ る P a C a
- 2 を

,
陰性 コ ン トロ

ー ル と して K 刊 那

コ ド ン12 に 変異を有 さな い B x P C -3 を用 い た . P a C 計 2 に つ い て

はJ C R B 細 胞 バ ン ク (痛 研究振興財団, 東 京)
より 供給 され ,

B x P C _ 3 に つ い て は大 日本製薬 (大 阪) より購 入 した . P a C a -2 は

D . M E M 培地 (大 日本製薬) , B x P C
-3 はR P M I 1 6 4 0 培地 (大日 本

製薬) に牛 胎児 血清 (大日 本製薬) 1 0 % を加 え て 培養液 に て

37 ℃
,
5 % C O 2 イ ン キ ュ ベ

ー

タ
ー 内で 培養 し, 十分増殖 し た時

点で珊胞 を回収 した .

I . 十 二 指腸液

19 9 4 年9 月か ら 19 9 8 年6 月ま で の 間に 金沢大学 が ん 研究所

内科及び関連施設を受診 した 膵癌患者38 例 ,
慢性 膵炎38 例 ,

胆 道癌2 2 例 ,
胆嚢 腹筋腫症20 例 ,

胆石症2 2 例 , 膵 胆道系 に

は 疾患が なく ,
悪性疾患を否定 され た比較対照群2 0 例 の 合計

160 例を対象 と した . 膵癌症例中23 例 は , 手術 な い し剖検時

の 摘出標本の 病理組織学的診断 に よ り 確認 さ れ た ,
他 の 15 例

は 腹 部超音波 と腹部 コ ン ピ ュ
ー タ ー 断 層 撮影 ( c o m p u t e d

t o m o g r a p y , C T) の 所 見に 加え, 内視鏡的逆行性胆道膵管造影

( e n d o s c o pi c r et r o g r a d e c h ol a n gi o p a n c r e at o g r a p
h y , E R C P) の

所見 に よ り診断 さ れ ,
こ れ らの 膵癌症例 に つ い て は 膿瘍 の 大

き さ, 占拠部位 ,
臨床病期 に つ い て膵癌取扱規約 (膵癌研究会

編)
2 2)
に従 い 分類 した . 胆道痛 に つ い て は仝例手術 な い し剖検

時の 摘出標本 に つ き病理学的に確認 さ れ た . 慢 性膵炎 に つ い

て は
,
日 本膵臓学会 の 診断基準

23 )
に 基づ き診断 さ れ ,

い ずれ

も確診 に
一

致 して い た .

十二 指腸液 の 採取方法 は空腹時 に十二 指腸内視鏡J F
- 1 0

,

J F I T - 1 0
, J ト2 3 0 ( オ リ ン パ ス , 東京) の い ず れ か を用 い て ･

E R C P 後 ス コ
ー

プ抜去時 に ス コ
ー プの 先端部を十二指腸乳頭部

の 近傍 に置 い て セ ク レチ ン 注射 を行わ ずに , ス
コ ー プ の 吸引装

置を利用 して 十二 指腸液2
～ 5 m l 吸引採取 した ･

≠ . 牌さ夜

199 0 年4 月 か ら 199 7 年4 月 まで の 間 に金沢大学が ん研究所内

科 お よ び 関連施設を受診 し た膵癌3 2 例 , 慢性膵炎
20 例 よ り採

取 した 純膵液を対象 と し た . 膵癌症例中20 例 は , 手術 な い し

剖検時の摘出標本 の 病理組織学的診断 に より確思 され , 佃 の 12

例 は腹 部超音汲と C T お よ び E R C P の 所見 に より診断 さ れ た ･

慢性膵炎 に つ い て は , 日本膵臓病学会の診断基準 に基 づき診断

され
,
い ずれ も確診 に

一 致 して い た ･ 膵液の 採取 は空腹時に十

二指腸内視鏡J F -1 0 , J F I T
-1 0

, J F -2 3 0 ( オリ ン パ ス) の い ずれか

を用 い て
,
経乳頭的 に膵管内 に カ ニ ュ

ー レ を挿 入 し, セク レバ

ン ( エ
ー

ザ イ , 東京) 1 U / k g を静注 し, 膵液分泌開始後5 分毎4

分画に 分割 して 計20 分間 にわ た り膵液 を採取 した
12 ､一1 4)

Ⅳ . D N A 抽 出

採取 した 十二 指腸液, 膵 液を遠心分離 して 得 ら れ た沈達に,

プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ K (和 光純薬工業 K K , 大阪) で処理 後, フ ェ ノ

ー

ル . ク ロ ロ ホ ル ム 柚 軋 エ タ ノ
ー ル 沈殿 に て D N A を抽出し

,

2 6 0 n m の 吸 光度測定 によ り, D N A 濃度 を測定 した
2 4) 25)

Ⅴ . M S A 法

M 瓜 A 法は, セ ン ス プ ライ マ
ー の 3

'

末端の 変異D N A の み を高率

にPC R に て増幅 して 点突然変異を検出 しようと する方法である
21)

.

正 常型で は, 3
,

末端が
一

致 して い ない た め に, P C R にて 増幅の効

率が低下す る.
こ の ような 原理を基づ い て, セ ン ス プライ マ

ー の

3
,

末端をⅠ 細 コ ドン 12 の 第
一 塩基部位ならび に第二 塩基部位に設

定 した . そ して各変異塩基 ごと に変異体に特異的な プ ライ マ
ー

を

合成 し
,
ア ンチ セ ン ス: 5

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

-

3
,

; セ ン ス ‥ 5
･
- A C T T G T G G T A G T T G G A G C T A

-3
'

,
5
'
-

m m T n G G A G C r C 3
,

,
5
'

m m G m

3
･

,
5
,

一 C T T G T G G T A G T T G G A G C T G A
- 3
,

,
5
,
- C T T G T G G T A G T

T G G A G C T G C - 3
,

,
5
,
- C T T G T G G T A G T T G G A G C T G T

-3
,

･
こ れら

の プ ラ イ マ
ー

を 用 い て , まず 第1 塩基 , 第2 塩 基の 3 種類の プ

ライ マ
ー をそ れ ぞ れ 混合 させ 1 セ ッ ト に し て , 抽 出 した鋳型

D N A l O O n g , プ ラ イ マ
ー

2 0 p m o l , A m pli T a q
T M ポ

1
) メ ラ

ー ゼ

(P e rki n - El m e r C e t u s , N o I W alk , U S A) 2 ･5 単位, d N T P (
P e rki n

El m e r) 1 0 0/L M , 1 0 × P C R 反応緩衡液 ( K C1 5 0 0
m M

,
T ri s-H C l

l OO m M p H 8 .3 , M g C l 2 1 5
m M g , 0 ･1 % ゲ ラチ

ン) 5 FLl , 超純水を

加え全量50 FLl と し て反 応液を調整 し た ･ T A K A R A
T M T P 3 0 00

(宝酒造, 京都) を 用い た , 前 加熱94 ℃1 分間･ 変性94 ℃30 秒,

ア ニ
ー

リ ン グ63 .5 ℃ 1 分30 秒 , 伸長70 ℃1 分30 秒 を1 サ イクル

と し て4 0 サ イ ク ル P C R 反応を行 っ た . 得 ら れ たP C R 産物は

2 % N u S i e v e
T M G T G ア ガ ロ

ー ス ゲ ル ( F M C B i o P r o - d u c ts ･

R ｡ C k l a n d , U S A ) を用 い ,
T ri s 一 氷酢 酪E D T A (T ri s-II C1 4 0 m

p H 8 .0 , 氷酢酸20 m M , E D T n 2 m M ) 泳動用頼衡液
に て 電気泳動

を50 V , 1 時間行 い ,

エ ナ ジ ウム ブ ロ マ イ ド(0 ･5 〃 g/ m l) 染色を

行 っ て , バ ン ドが 得 られ る こ と に よ り 変異を確認 した ･ そ して

変異 が認 め られ た もの に つ い て は ,
さ ら に ,

プ ライ マ
ー をそれ

ぞ れ 単独 に月] い て , 前 述 の 方法で 再度P C R で 増 幅 し, ア
ガロ

ー ス ゲ ル 電気泳動後, エ ナ ジ ウム ブ ロ マ イ ド染色 に て変異し
た

塩基配列を同定 し た
21)

.

実 際の 泳動図 を用 い て 説明す る と , 第1 塩基部位 に変異を設

定 した 3 種 の プ ライ マ
ー を1 セ ッ トに して

,
P C R を施行後に電

気泳動を行う と, 図1 に示す よ う に セ ッ ト1 の 混 合プ
ラ イ マ

ー

によ り レ ー ン 2
,
3 に変異帯 (17 9 b p) が検 出さ れ ,

第1 塩基の部

位 に変異 の ある こ と が判明す る･ 同様 に 第2 塩基の 部位に変異

を設定 し た3 種 の プ ラ イ マ
ー を セ ッ ト2 の 混合 プ ライ マ

ー とし

て P C R 後 に 電気泳動を行う と レ
ー ン 1

,
5 で変 異帯 (17 8b p)

が

検出さ れ , 第2 塩基の 部位 に変異 が存在す る と判定さ れ
る ･ 次

に変異が 陽性 と判定 さ れ た もの に つ い て , プ ラ イ
マ

ー をそれぞ

れ 単独 に用 い て 再度P C R を行 っ た 後 に泳動を行う と･ 図
2 に示

す よ う に レ
ー ン 2 は C G T , レ

ー ン 3 はT G T
,
レ

ー ン1 と5 は

G 肝 の プ ラ イ マ
ー と 反応 して 変異帯が み られ , 各 々 の 症例

の変

異パ タ
ー ン も確 認する こ と が 可能である .
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Ⅵ . P C R - R F I ガ 法

K ah n ら
19)
に従 い

,
K 刊那 コ ド ン 11 の 1 番目 に位置する セ ン ス

プライ マ
ー

の 3
'

末端 に G → C の ミス マ ッ チ を導入 す る こ と によ

i) , 正常型 K 和 ぶの P C R に よ る増幅産物 は , 制限酵素β裏 NI
の

認識配列 であ る C C T G G を 含 む の で , B s t N I に よ り12 8 b p
と

29 b p に切 断さ れ る が , 変異型 D N A は 認識 さ れ ずに 切断 され な

い の で
,
1 5 7 b p の ま ま残 る よう に プ ラ イ マ

ー

を設定 した (セ ン

ス: 5
,

A C T G A だ m A A C T r G T G G T A G T T G G A C C
r

I 13
'

,
ア ン チ

セン ス: 5
,

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

) . こ れ ら の プ ライ

マ ー を 用 い て , 抽 出 し た D N A を鋳 型 と し て , 鋳型 D N A 約

200 n g , プ ラ イ
マ

ー 1 0 p m ol , Am pli T a q
T M ポ リ メ ラ

ー ゼ (P e rki n -

El m e r C e t u s) 2 .5 単位, d N T P (P e r k i n
- E l m e r) 2 0 0 FL M , 1 0 ×

P C R 反応績衡液 (K C1 5 0 0 m M , T ri s
- H C I p H 8 .3 1 0 0 m M , M g C 1 2

1 5 m M , 0 .1 % ゲ ラ ナ ン) 10 / ∠1 , 超純水を加え反応液量を100 ′" 1

となる よう に 調整 し, ミ ネ ラ ル オ イ ル 75 /∠1 を 重層 し た後, サ

ー

マ )L, サ イ ク ラ
ー

PJ l O O O (P e r ki n -E l m e r C e t u s) を用い て , 前

知熱94 ℃1 分 ,
変性 94 ℃48 秒 , ア ニ

ー

リ ン グ56 ℃1 分30 秒 ,

伸長72 ℃ 2 分35 秒 を1 サ イ ク ル と し て4 0 サ イ ク ル 行うP C R 反

応を行 っ た . 得 ら れ た P C R 産物21
.
′∠‖ニ対 し10 × 牛血 清ア ル ブ

ミン3fL g , B s t N I ( N e w E n gl a n d B i o h b s , B e v e rl y , M A) 3 0 U を

加え, 反応液量が 30 〃1 と なる よ うに 調整 し , 6 0 ℃ で 12 時間反

応させ た .
こ れ ら の サ ン プ ル を3 % N u Si e v e

T M G T G ア ガ ロ
ー

ス

ゲル (F M C B i o P r o d u c t s) に て 1 × T ri s
- ホ ウ 酸 - E D T A (T ri s

9 0 m M
,
ホ ウ酸 90 m M , E D T A 2 .5 m M ) 電気泳動用績衡液 に て

50V
,
4 時間電気泳動 を行 い ,

エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色後
,

路γαざ コ ドン 1 2 の 点 突然変異 の 有無を検討 した . 囲3 は P C R -

R F L P で の ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル の 電気泳動図 であり
,
野生型 は制限

酵素B st N I に より128 b p と29 b p 切断 され , 1 2 8 b p の 位 置に バ ン

ドを認め る が ( レ
ー ン5 . 7 . 8 . 1 1 . 1 2) t 変異型 は 励f N I に より切

断されない の で
,
1 5 7 b p の 位置 に変異 バ ン ド を認め る ( レ

ー

ン 4 ･

6 . 9 . 1 0) . K 刊 那 コ ドン 12 に変 異を有す る膵痛培養細胞株P a C む 2

を陽性コ ン ト ロ ー ル ( レ
ー

ン 2) , K 刊 那 に変異を有 さ な い B x P C -

3 を陰性(野生 型) の コ ン トロ
ー ル と して用 い た ( レ

ー ン3) .

Ⅶ . E P A 法

こ の 方法 の 原理 は , ア ク 1) ジ ニ ウ ム エ ス テ ル ( a c ri di n i u m

e st e r
,
A E) が 標識 さ れ た D N A プ ロ

ー ブ は ハ イ プ 1) ダイ ゼ
ー

シ ョ ン に 際 し て
,
プ ロ ー プ に- 一 致 し た塩基配列 を有す る場介

にはA E は塩基間 に挿人 (i n t e r c al a ti o n ) さ れ る の に対 し, イく
･

S e t l S et 2

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 M

Fig ･ 1 ･ M A S A an al y si s o n K r a s m u t a ti o n s at c o d o n 1 2 sh o w n

b y a g ar O S e el e c tr o p h o r e si s ･ S e t l , P ri m e r s f o r th e 血
･

S t -1 e tte r

m u ta ti o n s; S et 2 , p ri m e r
･

S f o r th e s e c o n d -l e tt e r m u t a ti o n s;

L a n e s l - 3
,
d u o d e n al a s pi r a t e D N A f r o m p a ti e n t s w it h

p a n c r e a ti c c a n c e r; L a n e 4 , d u o d e n al a s pi r a t e D N A f r o m a

p ati e n t w it h c h r o n i c p a n c r e a ti ti s; L a n e 5 , d u o d e n al a s pi r a te

D N A fr o m a p a ti e n t wi th b ili a r y tr a c t c an C e r; M , m Ol e c ul a r si z e

m a rk e r s ( ¢ Ⅹ17 4 D N A di g e s te d b y H i n c II) .

致 の 場合 は挿 入 さ れ な い こ と に基 づ い て い る . そ の 後 に加水

分解 反応 を行うと , 塩 基が
一 致 して い る 場合 は挿入 さ れ た A E

が 加水分解 か ら保護 さ れ る が ,
ミ ス マ ッ チ を有 す る場合 は ,

A E が 加 水分解に よ り失活す る . そ して 加水分解 か ら保護 さ れ

た A E を 過酸化水素 下 で 化学発光 さ せ ,
ル ミ ノ メ

ー

タ で 検 出

す る と い う も の で あ る
20)

. プ ラ イ マ ー

に は セ ン ス : 5
,
-

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

,
ア ン チ セ ン ス : 5

'
-

G T C C T G C A C C A G T 九椚偶 T G C -3
,

を用 い た , 十二 指腸液 お よ び

膵液 より抽出 し た D N A 2 0 0 n g を鋳 型 と し て ,
プ ラ イ マ ー

5 0 p m ol , Am pliT a q
T M
ポ
T
) メ ラ

ー ゼ (P e rki n - El m e r C et u s) 2 .5 単

位
,
d N T P (P e rki n - E l m e r) 2 0 0 FL M , 1 0 × P C R 尉■El緩 衝液 ( K C 1

5 0 0 m M
,
T ri s - H Cl p H 8 .3 1 0 0 m M , M g C1 2 1 5 m M , 0 .1 % ゲ ラ ナ

ン) 10 /∠l , 超純水を加 え反応液量 を100 〃1 とな るよ う に調整 し,

サ ー

マ ル サ イ ク ラ
ー

PJ l O O O (P e rk i n - El m e r C et u s) を用 い て ,

前加熱94 ℃1 分 , 変性94 ℃1 分 , ア ニ
ー

リ ン グ55 ℃1 分 , 仲 良

72 ℃ 1 分 を1 サ イ ク ル と し て40 サ イ ク ル 行 うP C R 反応を行 っ

た . 1 0 0 ℃10 分間熱変性 し た後, P C R 産物10 /Jl に A E 標識を行

っ た野生 塑 (G G T , グリ シ ン) 及び K 刊 那 コ ド ン12 の 変異型6 種

類 (A G T , セ リ ン ; C G T , ア ル ギ ニ ン ; T G T , シ ス テ イ ン ;

G A T
,
ア ス パ ラギ ン ; G C T , ア ラ ニ ン ; G T r , バ

1
) ン) に

一 致

した 7 種類 の D N A プ ロ
ー

ブ5 0 〃1 を各 々
一 本ず つ の チ ュ ー ブ に

涼加 し , 6 5 ℃ 15 分 間 ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン を行 っ た . そ し

て各チ ュ
ー

ブ に 加水分解用権衡液 ( トリ ト ン Ⅹ
-1 00 1 0 ･5 0 m l/1 ,

ホ ウ酸 ナ トリ ウ ム 0 .1 5 -0 .2 0 m ol/1) 2 5 0
′
∠∠l を加 え, 6 5 ℃5 分間加

水分解処理 を行 っ た後 , 急冷 し, 2 種 類の 検 出反応液 ( Ⅰ :

S et l S et 2

A C T A C T A C T A C T M
~■■~ ■■■･ - ■■■■~■~
2 3 1 5

17 9 b p
→

← 1 7 8 bI

F ig . 2 . M A S A a n al y s I S O n K
-

r a S m u t a ti o n s a t c o d o n 1 2 w i th

m u ta n t s p e ci五c p rl m e r S ･ S e t l , m u t a n t S p e Ci丘c p r l m e r S f o r th e

fi r s t -1 ett e r m u t a ti o n s (A , A G T ; C , C G T ; T , T G T) ; S e t 2 , r n u ta n t

s p e cifi c p ri m e r s f o r th e s e c o n d
-1 e tt e r m u t ati o n s (A , G A T ; C ,

G C T ; T , G T T) ; M , m Ol e c u l a r si z e m a r k e r s ( ¢ Ⅹ17 4 D N A

d ig e st e d b y H i n c II) .

1 2 3 4 5 6 7 8
~ 9 10 1 1 1 2

F ig . 3 . P C R
q R F L P a n al y si s o n K

-

r a S m u t a ti o n s a t c o d o n 1 2 ･

P C R p r o d u c t s w e r e di g e s t ed w i th B s t N I . I . a n e l; m Ol e c u
l a r

si z e m a rk e r s ( ¢Ⅹ17 4 D N A d i g e st e d b y H i n c II) . L a n e 2;

P a C a -2 a s a p o siti v e c o n t r ol . L a n e 3; B x P C
-3 a s a n e g ati v e

c o n t r o l . L a n e s 4
,
6
,
9 a n d l O; C a S e S W i th p a n c r e a ti c c a n c e r ･

L a n e s 5
,
7
,
8
,
1 1

,
a n d 12; C a S e S W i th c h r o ni c p a n c r e atiti s .
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0 .1 % 過酸化水素 ,
1 m m ol/l 硝酸, Ⅲ : 1 m ol/l 水酸 化ナ トリ ウ

ム) を 順次加え, 化 学 発光 を ル ミ ノ メ
ー タ ー L e a d e r I ( G e n -

P r o b e
,
I n c

,
S a n D i e g o , U S A ) に て 測定 し, カ ッ ト オ フ 値 は

10
,
0 00 相対光度単位 (r e l ati v e li gh t u n it , R L U) と し た

1 7)
.

Ⅷ . 統計 的処理

ズ
2

検定を用い て 有意差検定を行 い ,
P < 0 ,0 5 を有意差あり と

判定 した .

成 績

Ⅰ . M A S A 法に 関する基礎的検討

M A S A 法 の 感度 は非常 に高 い が , P C R の 際の ア ニ
ー l) ン グの

S e t l S e t 2

1 2 3 4 M

1 7 9 b p →

A

S e t l S e t 2

1 2 3 4 M

1 7 9 b p →

1 7 9 b p →

← 1 7 8 b p

B

S e tl S et 2

1 2 3 4 M

温度に より特異性が微妙 に影響 さ れ る の で , 陽性 コ ン ト ロ ー ル

と し て 膵癌培養細胞株P a C a -2 を , ま た , 陰性 コ ン ト ロ
ー

ルと

して B x P C - 3 を用 い て , ア ニ ー リ ン グ の 温度 を60 ･0 ℃ , 6 1 .0 ℃ ,

6 2 .0 ℃
,
6 3 .0 ℃

,
6 3 .5 ℃

,
6 4 .0 ℃と 変えて ,

至 適温度の 検討を

行 っ た . 図4 (朗 , (B) , ( C) , ( D) に示 すよう に ア ニ
ー

リ ン グ温

度 が6 0 .0 ℃ ,
6 1 .0 ℃

,
6 2 .0 ℃

,
6 3 .0 ℃ で は特 異的 の み ならず

,

非特異的な バ ン ドも認 め ら れ た が , 63 .5 ℃で は 図4 の (E) に示

す よう に K 刊 那 コ ドン 12 にT G T と変異 を有する陽性 コ ン トロ ー

ル と 第1 塩 基部位 に変異を設定 した3 種 の プ ラ イ マ
ー を含むセ

ッ ト1 と の 間に の み 特異 バ ン ドが 認め ら れ た . 6 4 .0 ℃まで上げ

る と
,
図4 (F) に示 すよ う に い ず れ に も バ ン ドが 認め ら れず,

S et l S et 2

1 2 3 4 M

1 7 9 b p →

← 1 7 8 b p 1 7 9 b p →

← 1 7 8 b p

D

S et l S e t 2

1 2 3 4 M

E

S e t l S et 2

1 2 3

Fig .
4

.
D e te r m i n a ti o n o f th e o p ti m al t e m p e r a t u r e f o r a n n e ali n g o f M A S A , u Si n g D N A i s ol a t e d fr o

m P a C a -2 ( m u t a nり a n d B x P C
･3

b o n m u t an O c e11 s . T e m p e r at u r e s f o r a n n e ali n g: ( A) 6 0 ℃ ･ (B ) 6 1 ℃ ･ (C) 6 2 ℃･ (D ) 6 3 ℃ ･ (E) 6 3 ･5 ℃･ 椚 64 ℃ ･ S et l
, P ri m e r s

f o r th e

G r sも1 e tt e r m u t a ti o n s; S e t 2 , p ri m e r s f o r th e s e c o n d
-1 ette r m u ta ti o n s; L an e S l an d 3 , D N A & o m P a C a

-2 c ell s; h n e 2 a n d 4 , D N
A 如 m

B x P C -3 c ell s . M : m Ol e c ul ar Si z e m a 止 e r s ( ¢Ⅹ174 D N A d i g e s te d b y H i n c II) .

t
一

●
t

:
.

.･

･

･
･･
･-
･
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この 温度で は プ ラ イ マ
ー

に 関係 な くP C R が 進展 し にくく な る

もの と思わ れ た ･ 以 上 より, ア ニ ー リ ン グ温度 は63 ･5 ℃が 至適

温度である とみ な し, 以 後の 検討は こ の 条件 下 で行 っ た ･

次 に , 本 法 の 検 出感度を 明ら か に し よ う と し て ,
同 様 に

p a c a
-2 と B x P C -3 をそ れ ぞ れ 陽性 と陰性 コ ン ト ロ

ー ル に用 い て

以下 の ご と く検討 した ▲ B x P C - 3 よ り抽 出 した D N A に対 し ,

p ac a ･2 より 同様 に抽出 した D N A が それ ぞ れ 100 % , 1 0 % , 1 % ,

0 .1 % , 0 .0 1 % , 0 .0 0 1 % の 割合と なり, か つ 両 者の D N A を合わ

せた量が
一

定 と なる よう に2 種 の D N A を 混合 した , こ れ を 鋳

型D N A と して P C R を行い ,
M A S A 法 にて 分析す る と 図5 に 示

すように変異 バ ン ドは D N A 濃度が0 ･0 1 % まで 明瞭 に検出 され ,

さら に, 0 . 0 0 1 % で もわ ず か に検出 さ れ て お り , 検出感度は

0 .01
～ 0 .0 0 1 % の 間 にある と考えら れ た .

Ⅰ . 十二 指腸液に お ける E -

r 耶 コ ドン 1 2 の変異

1 . M A S A 法 に よ る検討

十二指腸液に お い て M A S A 法に より K r a s = ド ン12 変異 に つ

い て検索 した と こ ろ, 悪性疾患で は 膵癌38 例 中25 例 (66 % ) で ,

胆道痛で は22 例中12 例 (55 % ) で 変異 バ ン ドを認め た . 良性疾

患で は慢性障炎38 例 中12 例 (32 % ) で 変異 バ ン ドを認 め た が ,

胆嚢腺筋腫症20 例 , 胆石症2 2 例 , 対照群20 例 で は い ずれ に も

検出さ れ なか っ た . M A S A 法 で 変異陽性 と判定さ れ た 膵癌, 胆

道癌お よ び慢性膵炎 にお い て各々 の 変異型 に つ い て 検討する と

1 0
ユ
1 0
1
1 0
0
1 0

● 1
1 0

一 ユ

1 0
~,
1 0
■
M ( % )

Fig . 5 . E v al u ati o n o f th e s e n sitiv ity of M A S A a n aly si s o n K
-7 u S

m ut ati o n s at c o d o n 1 2 . D N A 丘
･

O m P a C a -2 ( m u t a n t) c ell s w a s

m i x e d wi th th at fr o m B x P c - 3 ( n o n m u t a n t) c ell s at th e c o n st a n t

r ati o s a n d u s e d a s a t e m pl a te f o r P C R . M : m Ol e c ul a r si z e

m a rk e r s ( ¢ Ⅹ1 74 D N A di g e st e d b y H i n c II) .

3 4 9

表1 に 示す ごと く, 変異型は さ まざまであり, い ずれ の 疾患群

に お い ても
,
G A T ( ア ス パ ラ ギ ン) の 変異型を示す頃度が最も高

率であ っ たが
,
疾患 により特定の パ タ ー ン は認め ら れなか っ た .

2 . P C R - R F L P 法に よ る検討

M A S A 法 との 場合と 同様 に, 変異を有するP a C a -2 と 変異 を有

さ な い B x P C
- 3 を用い て , 希釈系列を作 り, こ れ を鋳型 D N A と

して P C R を行い ,
P C R - R F L P 法の 感度 に つ い て 分析す る と図6

に示す よう に変異 バ ン ドの D N A 濃度は0 .1 % まで確認 され た .

十 二 指腸液に お い て K 刊那 コ ド ン12 の 変異に つ い て検討 した

と こ ろ
,
悪性疾患で は 膵癌38 例中16 例 (42 %) , 胆道痛2 2 例中

7 例 (32 % ) に 変異 バ ン ドを認 め た . 良性 疾患で は慢性膵炎38

例 中6 例 (16 % ) に 変異 バ ン ドを認 め が ,
胆嚢腺筋腰症20 例

,

胆石 症22 例 及び対照群の 20 例で は ,
い ず れ にも K 刊 那 遺伝子の

変異 バ ン ドは検出さ れ な か っ た .

3 . H f A 法に よ る検討

H P A 法 に よ る 測定値 は R L U s と して表示 さ れ , 既報
17)
に従 い

1 0
,
0 0 0 R L U s をカ ッ トオ フ 値 に設定 し, 十 二 指腸液中 K 刊 那 変異

の 有無 を検討 した . 図7 に示すよ うに 膵癌38 例月コ14 例 (3 7 %) ,

胆道痛22 例 中7 例 (32 % ) が 変異陽性 と判定 さ れ た . - 一 方 , 慢

性膵炎3 8 例 の 患 者か ら採取 した 十二 指腸液 で の 検討で は, 3 8

例中5 例 (13 % ) が 変異陽性と判定 され たが , 胆嚢腺筋腫症20

例 で は 変異陽性例 は認 め られ なか っ た . M A S A 法 の 成績と 対比
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-

r a s m u t a ti o n s a t c od o n 1 2 . D N A 丘
･
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し て検討す る と
,
H P A 法で 陽性と され たもの で

,
M A S A 法 で 陰

性 と さ れ た もの は
,
い ず れ の 疾患群に お い て も1 例も認 め ら れ

な か っ た .

一

方 , M A S A 法で 陽性 と判定 され たが , H P A 法で 陰

性 と さ れ た もの は , 膵癌25 例 中1 1 例 (44 % ) , 胆道癌12 例 中5

例 (42 % ) , 慢性 膵炎12 例中7 例 (58 % ) と , か な り 高率 に認 め

ら れ た .

一

方 , 胆 嚢腺筋腫症20 例 で は M A S A 法 , H P A 法 い ず

れ に お い て も仝例陰性であ っ た .

Ⅱ . 十 二 指 腸液中 E ザα ぷ コ ドン 1 2 変異 の 各測定法 に よ る 検

出頻度の比較

十二指腸液中E 一 和 5 遺伝 子変異の 測定法 に よ る 検出頻度 を比

較す る と 表2 に示 す ご と く, 膵癌 , 胆道痛 で の 陽性率 は P C R -

R F L P 法 , H P A 法 に 比 して , M A S A 法 で高 率で あ っ た . ま た
,
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慢性膵炎でも同様 に M A S A 法 で高率で あ っ た .

Ⅳ . 十 二 指腸液 と純粋膵液 に お ける E ィ α g コ ドン 1 2 変異の

積出頻度 の比較

十二指腸液と純膵液中 にお ける E 一 和 S 変異の 頻度を比較した

と こ ろ (表3) , 膵癌群 に お ける 検討で は, い ず れ の 方法 にても

十二指腸液 に比 して膵液で高率 に K 朝 那 変異が 検出 さ れた . 慢

性膵炎群に つ い て み る と , 膵 液と 十二 指腸液 に明 らか な差異は

認め られ な か っ た .

Ⅴ . 十 二 指腸液中 K r αβ 変異の 有無 と膵癌の臨床病理学的事

項 との 関係

M A S A 法 に よ る十 二 指腸液中K 刊 那 変 異の 有無 と 臨床病理学

的事項 と の 関連 に つ い て検討 した (表4) . 腫 瘍径 と の 関係につ
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Fi g . 7 ･ R el a ti o n b e t w e e n l e v el s o f c h e m il u m i n e s c e n s e b y H P A a n d p o si ti vity b y M A S A f o r K
-

r a S m u ta ti o n s at c o d o n 1 2 i n d u od e n al

a s pi r at e s 血
･

O m P ati e n t s wi th p a n c r e a ti c c an C e r (P C a) , b ili a r y t r a c t c a n c e r (B T C a) , C h r o ni c p a n c r e a titi s (C P) a n d a d e n o m y o m at o sis of th e

g allb l a d d e r (A M G) . ● , C a S e S wi th K r a s m u t a ti o n s d e t e ct e d b y M A S A . 0 , C a S e S W ith o u t K -

m S m u t a ti o n s .

T ab l e 2 . C o m p a ri s o n o f t h e i n cid e n c e of K
-

r a S m u t ati o n s at c o d o n 1 2 i n d u o d e n al a s pl r a t e fr o rn P a ti e n ts w it h

p a n c r e a ti c c an C e r , bili a ry tr a c t c a n c e r , C h r o n ic p a n c r e a titis , a d e n o m y o m a t o sis o f g a11bl a d d e r ,

C h ol e c y s toli th i a si s a n d c o ntr o I s u bj e c ts b y M A S A , P C R - R F L P a n d H P A
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1 4 (3 7) 25 (6 6)

5 ( 1 3) 1 2 (3 2)

7 (3 2) 1 2 (5 5)

0 ( 0 ) 0 ( 0 )

n .d . 0 ( 0 )

n .d . 0 ( 0 )

R F L P
,
r e Stri c ti o n 丘

■

a g m e nt l e n gth p o ly m o rp hi s m ; H P A , h y b ri di z atio n p r o te cti o n a s s a y ; M A S A , m u ta n t

all el e sp e cifi c am Plifi c a ti o n ; n . d . , n O t d o n e .
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T ab le 3 ･ C o m p ar is o n of th e i n cid e n c e o f K
-

r a S m u t a tio n s a t c o d o n 1 2 i n d u o d e n al a s p lr ate a n d p u r e

P an C r e atl C Ju lC e n
■

O m p a tie n ts p a n c r e a ti c c a n c e r a n d c h r o n ic p a n c r e a titi s b y M A S A , P C R
- R F L P a n d H P A

In ci d e n c e ( % ) of K - r a S m ut ati o n a t c o d o n 1 2

3 5 1

D is e a s e D u o d e n al j u l C e P a n cr e ati c ｣ u l C e

R F L P H P A M A S A R F L P H P A M A S A

P an C r e atic c a n c e r 4 2 ( 16/3 8)
a)
3 7 ( 1 4/ 3 8) 6 6 (2 5/3 8) 7 8 ( 29/3 7) 6 6 ( 1 9/ 2 9) 8 1 ( 2 6/3 2)

C h r o n i c p a n c r e atitis 1 6 ( 6/ 3 8) 1 3 ( 5/ 3 8) 3 2 ( 12/3 8) 1 3 ( 5/ 40) 4 ( 1/ 2 6) 25 ( 5/2 0)

a) N o . of K
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r a S m u tati o n - P O Siti v e c a s e sh l O . Of c a s e s t e ste d . R F L P , r e Stri ctio n fta g m e n t le n g th p oly m o r ph is m

; H P A , h y b rid i z a ti o n p r ot e c tio n as s a y ; M A S A , m ut a n t all el e s p e cifi c a m plifi c a ti o n .

T a ble 4 . R el ati o n s hip b et w e e n K
- r a S m u t a tio n s in d u o d e n al a s p lr at e b y M A S A an d th e siz e , Cli n ic al st a g e a n d

l o c a tio n of p a n c r e ati c c a n c e r s
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M A S A , m u t an t all ele s p e cific am Plifi c a tio n ; T S ] ≦2 ･O c m , 2 ･ O c m < T S っ ≦4 ･O c m , 4 ･O c m < T S 3 ≦ 6 ･O c m ,

6 .O c m < T S 4 ; + , m u t ati o n
-

P O Siti v e ; - , m u t ati o n - n e g ati v e ･

いてみ る と
,
T S l ( ≦ 2 c m ) は やや 低 か っ た が ,

T S 2 以上 で は差

異は認め ら れ なか っ た . 臨床 病期 に つ い て み る と ,
ス テ

ー ジ

(s ta g e) Ⅰ の 症例 は 含まれ て ない が , ス テ
ー

ジ Ⅳで K r a s の 変 異

の陽性率が高い 傾向が み ら れ た . さ ら に
,
腫瘍の 占拠部位 と の

関係に つ い て み る と, K -

γαざ変異の 陽性率 に差異 は認 め ら れ な

かっ た .

考 察

一

般に単
一

の 遺伝子変異があ る痛で高頻度 に検出 され る こと

は稀で ある が
,
1 9 8 8 年Al m o g u e r a ら

1)
に よ り K r a s コ ド ン12 の

点突然変異は ヒ ト膵癌組織 で22 例中21 例 (95 % ) と い う驚く べ

き高頻度 に生 じて い る こ とが 初め て 報告 さ れ て以 来, 多くの 研

究者により追試 さ れ ,
7 5 - 1 00 % と 高率な 変異率が報告 され て

いる
1 卜 11)

. 1 9 8 9 年B o s
2 6)
の γαざ痛 遺伝子の ヒ ト各種痛組織 にお

ける突然変異 の 頻度 に つ い て纏 め た文献的集計 に よ る と, 膵管

噴は82 % (1 2 8/ 1 5 6) , 大腸 癌 は43 % (1 1 9 / 2 7 7) , 肺癌 は 30 %

(1 9/6 3) , 甲状腺痛 は2 9 % (1 6/ 5 5) , 膀胱 癌 は10 .4 % (7 / 6 7) ,

腎臓痛は1 0 % (3/ 3 0) , 肝痛 は9 . 7 % (3 / 3 1) , 子宮 癌 は6 . 6 %

(7/ 1 0 6) , 乳癌 は2 .3 % (2 / 8 6) , 食 道痛 は0 % (0/ 2 5) , 胃痛 は

Q % (0/ 33) で あり
,
膵癌で は例外的 に高頻度 に発現 して い る こ

とが利か る . ま た
,
K はp pl e

2 7 吻 19 9 4 年 の 総 説 にお い て も膵癌

は75 - 9 0 %
, 大腸癌 は3 0 -5 0 % , 卵巣癌 は4 5 % , 胆 道痛上部 は

9 %
, 下 部は4 1 %

, 肺癌は 15 - 3 0 % , 乳頭部痛 は 仙30 % , 胃痛

は< 5 % で あり
, 膵癌 の K 明 朗 点突然変異 の 頻度 はも っ と も高

い
. ま た

,
ヒ ト膵癌 で検出 され る の は K 朝那 の みで

,
H 一 和ぶや N 一

用 5 の 検 出さ れ た報告例 はな い . さ ら に ,
ヒ トK 刊 鮎 の 変異 は コ

ドン 12
,
1 3

,
6 1 に起 こ る が , 陣痛 で は ほ と ん ど コ ド ン 12 に限

ら れ て い る 点で も, 臨床 応用 と い う観点 か ら 都合が よ い
2 6)

当教 室で は こ れ に注 目 し, 膵癌 の 大部分 は膵管上皮由来の 膵

管癌で ある こ と よ り, 発生 し た膵癌細胞 の
一

部 は , 容易 に膵

液中 に脱落す る と い う想定 の 下 で ,
セ ク レ チ ン の 分泌刺激 に

て
,
内視鏡 下 経乳頭的に採取 した 純粋膵液中 に お い て K -

γαぶ

コ ド ン 12 の 点突 然変異の 有無 を検索 し , そ の 診 断的意義 を

検討 し て きた
1 5 卜 ほ )

. 教室 の 渡辺 ら
1 5)
は ア レ ル 特異的 オ リ ゴ

ヌ ク レ オ チ ド (all el e s p e cifi c oli g o n u cl e o ti d e , A S O ) プ ロ
ー

ブ を用 い た ド ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン (d o t b l o t

h yb ri di z ati o n) 法で膵液中の K
-

r a S = ドン 12 変異を分析 し
,
膵癌

で 55 % (1 1 / 2 0) に 変異が 陽性で , 慢性膵炎18 例で は い ずれ も

陰性であ っ た こ と を 初め て報告 した . そ の 後内外 で多くの 追試

があり
2 8 卜 33 )

,
K o n d o ら

33) は 6 0 % (2 6/ 4 3) , B e r th 61 e m y ら
29)
は

7 7 % (1 7 /2 2) に膵癌 にお い て K 刊 那 コ ド ン12 の 変異率を報告 し

て い る . また , 当教室で もP C R - R F L P 法 で 飢 % (2 1/ 2 6) に 粗

相 5 コ ド ン 12 の 変異を認 めて い る
1 6)

. さ ら に
, 検出感度の 高い

方法で分析す る と, 1 0 0 % に検出 し得 た と い う T a d a ら
31)
(6/ 6)

や m m p e r ら
28 )
(1 6/ 1 6) の 成績もみ られ る . しか し

,
検 出感度

を上 げる と , 慢性膵炎 でも約20 - 3 0 % に K 刊 那 コ ドン12 の 変異

が 陽性 にな る こ とが 判明 し
30)
,
Ⅸ正 邪 遺伝子変異の 癌特異性が

大き な問題 とな っ て い る . 膵管 内乳頸腺腫 やその 腺膿内癌 でも
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K _

r a S # 異 が 高率 に み ら れ る の に加え, Y a n a gi s a w a ら
34 )3 5)
は
,

慢性膵炎組織 の
一

部 に み られ る粘液過形成上皮 よりマ イ ク ロ ダ

イ セ ク シ ョ ン 法 で 抽出 し た D N A に E - γαぶ コ ド ン 1 2 の 変 異が

63 % (1 0/ 1 6) と い う高頻度 にみ られ る こ とを明 ら か に し, 粘液

珊胞過形成
一 腺腫 一 癌腫 の シ ー ク エ ン ス の 概念を分子生物学的

側面 より支持す るもの で ある と 述べ て い る .
こ れ ら の こ と よ り

,

良性 疾患 の 膵液 に見 られ る K 刊 が の 変異 は こ の 様 な 過形成 上皮

の 混 入 した こ とを反映する と 考えら れ る よう に なり , 苦 労して

採取 した 純膵液中 の K 刊 郡 コ ドン 12 の 変異を検出 して もス ク リ

ー ニ ン グ的な意味 しか ない と い う意見もみ ら れ る よ う にな っ て

い る .

一

般 に , 純膵液の 採取 に は十二 指腸内視鏡下経乳頭的 に膵管

に選択的に カ ニ ュ
ー レを挿 入 し, セ ク レ チ ン 刺激下 に採取す る

方法で行わ れ て い る . こ の 様 な方法 に は十二 指腸内視鏡を用 い

て
, 膵胆道 へ の ア プ ロ

ー チ が 円滑 に行え得 る経験 の 深 い 内視鏡

の専門家が必要で ある . 加 えて , 本 法は患者 に と っ て 苦痛を伴

う こ と が多く, 時 に偶発症として乳頭炎や急性膵炎を惹起 させ

る場合 があ る . こ の 様 な こ とよ り, 本研 究で は , 誰 に で も容易

に採取でき る十 二指腸液で K 刊 那 変異 の 有無 を検討す る こ とが

どの 様 な診断的有用性 を有す るか を明 らか に しよ うと し た . 日

常臨床 の 実際的な面も考慮 して, E R C P 後 の ス コ
ー プ抜去後に

ス コ ー

プの 先端部を十二指腸乳索郎 の 近傍 に置 い て , セ ク レ チ

ン や セ ル レ イ ン な どの よ うに 膵液や胆汁分泌を刺激す る よ うな

薬物 は用 い ず に, ス コ
ー プの 吸引装置 を利用 して 十二 指腸液を

2 ～ 5 m l 吸引採取す る と い う 簡便な採取法を用 い た . 当然 なが

ら
,
十二指腸液 は膵液の み で なく , 胆 れ 十二指腸自身か ら の

分泌軌 胃液な ども含有する の で , 膵臓の み で なく, 胆道系の

D N A 診断も行え る可能性 が期待できる が , 膵 液 はか な り希釈

さ れ る た め
,
臨床検査法 と して 用い る に は, K 明 兆 変 異の 検 出

法 の 感度が重要な要素 に な る と想定 さ れ る . 著者 の 方法 で採取

した十 二指腸液 に お ける K 朝 野 変異の 成績 に つ い て み る と , 膵

癌 で はP C R R F L P 法で 38 例中16 例 (42 % ) , H P A 法で3 8 例 中14

例 (37 % ) で ある の に 対 し, M A S A 法 で は38 例 中25 例 (66 % )

と か なり高 い K 刊 那 変 異の 検出率 が得ら れ た . さ ら に
,
胆道痛

で は
,
P C R ･R F I∬ 法で 22 例中7 例 (32 % ) , E P A 法で 22 例 中7 例

(32 % ) で ある の に対 し, M A 弘 法 で22 例 中12 例 (55 % ) と 同様

に最も高 い 検出率 が得 られ た .

一

方 , 慢性膵炎でもP C R - R F L P

法で 38 例中6 例 (16 % ) , E P A 法で38 例 中5 例 (13 % ) で ある の

に 対 し
,
M A S A 法で 3 8 例中12 例 (3 2 % ) と 同様 に か なり高い

陽性寧が み ら れ た . 前 述 した よ う に , 十二 指腸液 の 採取 は セ

ク レチ ン な どの 分泌刺激剤を使 わず に, E R C P 造影後 に吸引採

取 した もの なの で ,
十二 指腸液中 に含ま れ る 膵液 の 量 は か な

り少ない も の と 想定 され る が ,
M A S A 法 に よ り得 ら れ た 十 二

指腸液中の K 朝 鮎 変異 の 検 出率 は膵, 胆道痛 い ず れ に お い て も

50 % を超 えて お り , そ の 検 出率 は期待 以上 に高い の で は ない

か と思 わ れる .

十二 指腸液中K 朝 那 コ ド ン12 の変異 につ い て , Ⅰ即 C h i ら
36)
は
,

セ ク レチ ン刺激 に て 施行す るセ ク レチ ン テ ス ト下 に採取 し た十

二 指腸液を用 い て ,
一

本鎖 高次構造多型分析 ( si n gl e st r a n d

c o n f o r m a ti o n p ol y m o r p h i s m , S S C P ) 法 で 膵癌 に お い て 63 %

(1 2 / 1 9) に K ィ αぶ変異 が 検出 され たと報告 し て い る ･ ま た ,

W il e n t z ら
3 7)
は 膵十二 指腸 の 手術時 に直接採取 し た十 二 指腸液

におい て
,
膵滴 で2 5 % (1 3 /5 1) にK 朝 那 変異を検出 した と報告

して い る . 前者 で は独自に セ ク レチ ン テ ス ト用 の チ ュ
ー ブ を挿

入 し, セ ク レチ ン刺激下 に 長時間 にわ たり, 十 二 指腸液を採取

して い る . した が っ て
,
セ ク レチ ン に より膵液 を積極的に分泌

させ て い る の で , 膵液を高濃度 に含有す る利点 はあるが , 採取

法 と して は 簡便 で は なく, 時 間も要す る . さ ら に
,
セ ク レ チン

に よ り膵液分泌を刺激 し て採取 して い る に もか か わ らず, 検出

法の 感度 の 違い の せ い か ,
K 刊 那 変 異の 陽性率も若干低い . 後

者で は 検出率が非常 に低 い の み なら ず, 手術時 に採取さ れた十

二 指腸液を使用 して い る の で , 臨床検査法 と して の 優劣を比較

し て論ず る対象で は ない . 著者 の 用い た十二 指腸液は , E R C P

造影後 で は あ る が ,
膵液 や 胆汁 の 刺激剤を用 い ず に , 2 ～

5 m l

の 少量を
一

瞬に採取 した もの で あり, 本法 は通常 の 上 部消化管

の 内視鏡検査時 に十二指腸まで に挿入 し, 十 二指 腸液を簡便に

採取す る方法に匹敵す るもの で ある と思 わ れ る . にもかか わら

ず
,
膵癌で 66 % , 月旦道痛 で 55 % に K 刊 那 コ ド ン 12 の 変異を検

出 し得 た著者の 成績は注目 に催す るもの で あ ると い えよう.

一 方
,
胆 道系悪性腫瘍 の 組織 レ ベ ル で の E - γα5 コ ド ン12 の

変異 に つ い て 検 討 した 従来 の 成績 を み る と , 当初 , 胆 管癌
,

胆嚢 癌 に は E ィα 5 変異 は ほ と ん ど認 め ら れ ない と い う報告も

あっ た
38) 3 9)

. そ の 後 M o t oji m a ら
40 )
は
,
K -

r a S = ド ン 12 の 変異

が 胆道痛で 22 .9 % (1 1 / 4 8) に認 め , 部位 別 に み る と ,
上部

9 % (2/ 2 3) , 中部0 % (0/ 6) , 下 部4 7 . 4 % (9/ 1 9) と 下 部に多

い こ と を報告 し て い る . I m ai ら
4 1)
は 変性勾配 ゲ ル 電気泳動法

(d e n a tu ri n g g r a d i e n t g el el e c t r o p h o r e si s) を用い て , 胆道痛で

57 % (1 3/ 2 3) , 胆嚢痛で 39 % (9/ 2 3) に K 朝那
コ ド ン12 の 変異を

検出 して い る . ま た
,
S t o rk ら

42)
は月旦道痛で 66 % (4/ 6) にm Ⅶ

コ ド ン 12 の 変異を検出 して い る . さ ら に , 高感度 の 検出法を

用 い た b vi ら
43 )
は胆 管癌 で10 0 % (1 5 / 1 5) , 渡遮 ら

4 4)
は胆嚢癌

で5 5 % (6/ 1 1) , 胆管癌 で 1 00 % (2/ 2) , 胆管細胞癌で 100 %

(2/ 2) に K 珊 那 コ ド ン12 の 変 異 を検出 し て い る .
こ の ように,

検 出 法の 感度 の 向上 と 共 に胆道痛 にも K - γαざ変 異 は かなり高

率 に発現 し て い る こ と が 明 ら か に な っ て い る . さ ら に
,

M a t s u b a r a ら
45 )
は P C R , S S C P 法 を用い て , 膵胆 管合流異常を伴

っ た 胆道癌組織 の 癌細胞 より マ イ ク ロ ダイ セ ク シ ョ ン法で抽出

し た D N A で 80 % (4/ 5) , 過 形成ある い は 異形成 上皮より同様

に抽出 した D N A で 58 % (7/ 1 2) に K 刊 那 変異が 認 め ら れた
こと

か ら
,
K 甘 郎 の 変 異 は過形成や異形成 の よう な前癌性病変の段

階でも既 に起 こ っ て い る の で は な い か と 述べ て い る .

一 方
,
胆

汁中 K 朝粥 変異 に つ い て 検討 した 成績をみ る と , 郎ki ら
46) の経

皮経肝総胆管 ドレ ナ
ー

ジ b e r c u t a n e o u s tr an Sh e p a ti c ch ol e d o c al

d r ai n a g e , P T C D ) に よ っ て採 取 し た胆汁中 の K
-

r a S 変異は20 %

(1/ 5) と か なり低 い が , Le e ら
47)
の E R C P 時 に採取 し た胆汁中K

･

γαざ の 変 異 は67 % (2/ 3) にみ ら れ た と報告 し て い る ･
さら に･

I t｡ ら
48)
は F r C D に より採取 し た月封1 坤 で 著者 ら と 同様 にM AS A

法 を 用い た 検討で , 胆道 痛で 79 % (1 1 / 1 4) に K 刊 那 変異が検
出

し得 た と報告 して い る . こ の よう に
,
胆汁中 にお い て も高感度

な検出方法 を用 い れ ば ,
胆道痛 で もⅨル " コ ド ン1 2 の 変異が高

率に検出でき る こ と が 明ら か にな っ て い る . 今 回の 著者の 十二

指腸液 にお ける 胆道系疾患の検討 で は , 胆道痛で P C R - 貯 ば 法

にて 32 % (7/ 2 2) , H アA 法 にて 32 % (7/ 2 2) , M A 弘 法 にて
55 %

(1 2/ 2 2) に K 朝 那 コ ド ン 12 の 変 異が検出 さ れ た の に対 し, 胆
秦

腺筋腫症 20 例 , 月旦石症22 例 , 対 照群 の 20 例 で は ,
M A S A 法を

含むい ず れ の 方法 にて もす べ て 陰性 であっ た ･
こ の よう に, 高

感度 の M A 弘 法 を用 い れ ば, 胆道痛 にお い ても胆汁や膵液
の分

泌刺激剤な どを用 い ず に 簡単 に採取 し た十 二指腸液 にお
いて
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も , & 仰 変異の 検 出が か な り高率 に可 能で あ る と い う 成績が

得られた ･

M A S A 法 は , 3
,

末端が 変異特異的塩基 に な る よう設定 した合

成オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプラ イ
マ

ー を用 い , 厳密 な条件設定 の も

と にP C R 反応 を行う と , 多量 の 正 常遺伝子中 に混在す る ごく

少量の 変異遺伝子を特異的に検出する こ と が で きる と い わ れ て

いる
21)

. 当初著者 は, N a k a m u r a ら
21) の 原著 に従 っ た条件設定

でM AS A 法を行 っ た が ,
良好 な結果は得 ら れ なか っ た .

一

般に ,

P C R の 際の ア ニ
ー リ ン グ に よ っ て

一

本鎖 の D N A が 再結合する .

こ の 際ア ニ
ー リ ン グ温 度を 上げ る と P C R の 効率 が 下 が るが ,

特異性が 上が る , 逆 に ア ニ
ー

リ ン グ 温度 を 下 げ る とP C R の 効

率が上 が るが , 特異性が 下 が る . そ こ で
,
種 々 の 条件 下 でP C R

を試み, 囲4 で示 した よ う に63 .5 ℃が 筆者 の 用 い た 実験装置 に

おける ア ニ
ー

リ ン グ の 至適温度であ る と い う結果が得 ら れ た .

さらに , 検 出感度を調 べ る た め に, 変 異細胞株 P a C a -2 と 非変

異株B x P C - 3 を用 い て検討す る と , 図5 に示 す よう に変異型の

割合が0 .0 1
～ 0 .0 0 1 % にま で検出可能な結果が得 ら れ た . これ

は正常細胞10 ,0 0 0 ～ 1 0 0
,
0 0 0 個 に癌細胞1 個が 含ま れ る ま で 検

出可能である こ とを意味 して おり , 検 出感度 が極 め て高 い 方法

である こ と が確認 さ れ た . ま た
,
実際 に十二 指腸液に お い ても

今回検討 し た三 つ の 検 出法 の 中で M A S A 法 で最 も高い K - r a S #

異の 検出率が得 ら れ た . さ ら に , K 朝 鮎 コ ド ン 12 変異 の 測定法

と して報告 さ れ て い る A S O 法
4 9)
や S S C P

50)
法な ど他 の 検出法 の

感度と比較 して も, こ の 様 な 高い 感度 は得 られ て い な い . 従 っ

て
,
M A S A 法 は K , r a S 変異 の 検出法 と し て 高度な感度が要求 さ

れる
, 十二指 腸液 にお ける K 刊 ∬ 変異 の 検 出 には 最も適 した 方

法であり
,
さ ら に変異型をも同時 に検出で き る利点が あ る .

M A S A 法を 用い て 十二 指腸液中 K -

r αざ コ ド ン 12 変異 の 検討 で

は
,
表1 に示 した よう に

,
K 刊 那 の 変異塾は さ ま ざま である が ,

膵癌, 胆道癌, 慢性膵炎 い ず れ の 疾患群 に お い て もG A T ( ア ス

パラ ギ ン 酸) が 半分弱の 割合を示 し, 良悪性疾患 で パ タ
ー

ン の

差異が み られ なか っ た .

P C R - R F L P 法 に つ い て は, 変異 し た塩基配列の 種類を同定で

きない が
,
従来変異型の 割合が 0 .1 % で も検出 できる と い わ れ

てい る
49)
,
今回の 著者 の 用 い た条件下 にお ける本法 の 検出感度

も
, 培養細胞株 を用い た検討で

,
図6 に示 す よう に 正 常 D N A

に対し
, 変異型D N A の 割合が 0 .1 % に含ま れ るま で検出可能で

あっ た . こ れ は
, 理論 的に正 常細胞100 0 個 に癌細胞 が1 個 が含

まれるまで検出可能である こ と を反映 して おり ,
か なり高 い 検

出能と い よう . しか し
,
十二 指腸液に お け る K 刊 那 変異 の 検 出

率は, 前述 した ご とく M A S A 法 に比 して か なり低率であり , 十

二指腸液の K 朝 お 変異の 検出 に は適 さ な い と 思わ れ る . H P A 法

は当教室で開発さ れ た 方法であり
,
短時間内で定量的に測定が

可能で
,
か つ

, 変異型も同時 に測定できる利点を有する が , 検

出感度 は5 % と低 い
17)

. し た が っ て , 十 二 指腸液 の E 一

和 ぶの 測

定にB P A 法 は 適 さ な い こ と は い う ま で も な い .

一

般 に慢性膵

炎に伴う過形成 は膵管上皮 の
一

部 に しか 存在 しない た め , 膵液

中にその よう な上 皮 に由来 し た K 刊 鮎 遺伝子 の 変異があ っ て も,

正常上皮 に由来 した多く の 野生型 路γαぶ遺伝子 に希釈 さ れ , 検

出されにくく なり
,
検出感度 の 高い 分析法 を用 い た時 にの み 陽

性になる と思 わ れ る .

一 方
,
膵癌で は癌細胞 の 絶対量が多い た

め
,
K 刊 鮎 遺伝 子変異を有す る膵癌細胞 の膵液 へ の混 入す る割

合が高くなり
, 検出され 易い と推定さ れ る . H P A 法は プロ

ー

ブ

にアクリ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル を標識 し, D N A の P C R 産物 と反応

させ 生 じ る化学発光値 より K 朝 那 変 異の 有無 を定量的 に短時間

に測定で きる . こ の 方法で 測定 し た H P A 値 は , 膵癌で 著明な

高値を示す場合が多い の に射し, 慢性膵炎 で は 図7 に示す よう

に多く は低値を示す と い う成績が得 ら れ る .
つ まり

, 検 出感度

の 高い M A S A 法 の よう に定性的な方法 で は慢性膵炎でも

変異 はか なり検出 さ れ るが
,
H P A 法 の よう に定量的に測定し,

従来の 腫瘍 マ ー カ ー の よう に適切な カ ッ ト オ フ 催 を用 い る と ,

痛特異性 の 高い 検査法と して用い る利点が考えら れ る .

今回の 著者 の K 明 朗 コ ドン 12 変異の 検出率 は, 十二 指腸液を

用い る と, 膵痛で は P C R ,R F L P 法 , H P A 法 , M A S A 法で そ れ ぞ

れ 42 %
,
3 7 %

,
6 6 % で ある .

これ に対 して純膵液で はそ れ ぞ

れ 78 %
,
6 6 %

,
8 1 % で あり ,

い ず れ で も純膵液で の 検出率が

優れ て い る . 後者で はセ ク レチ ン 刺激下に純膵液の み採取す る

の に村 し, 前者で は その ような刺激剤 を用い ず に採取 し, 膵液

以外 の 他 の 液体成分も含んだもの に つ い て検 討 して い る こ とか

ら
,
こ の 様な結果 は当然である . しか し

,
この 様な条件で採取

した十 二 指腸液 でも M AS A 法を用い る とか なり高い 陽性率 が得

ら れ る こ と は注 目 さ れ よう.

一 方
,
慢性膵炎 にお い て も

,
十二

指腸液で の K 刊 那 コ ド ン12 の 変異検出率 は そ れぞ れ 16 % , 1 3 % ,

3 2 % で ある の に対 し, 純膵液で はそれ ぞ れ1 3 % ,
4 %

,
2 5 % で

あり, 偽 陽性率は む しろ 十二 指腸液で高い と い う成績が得 られ

た . そ の 原 因 は 判然 と し な い が , 今 回 用 い た 十 二 指腸液 は

E R C P 後 に 回収 し たも の で , 造影剤注入 に伴 い , 膵管上 皮の 障

害や脱落が 生 じや すく, K 刊 鮎 変異の 生 じて い る 過形成上皮が

膵液中 に脱落 しや すくな る な どの 要素が 複合 して い る の か もし

れ ない .

以上 の ご とく , 十二 指腸液をE R C P 後 に ス コ ー プ の 先端部 を

十二指腸乳頭部近傍 に置い て , ス コ
ー

プの 吸引装置を利用 して

採取す る方法 は, 経乳頭的 に膵管 に挿管 して セ ク レチ ン 刺激下

に行う純膵液採取法 に比 して ,
患者 に与え る苦痛も少なく

,
誰

に で も容易 に短時間内で採取できる簡便な方法である . 十二 指

腸液 は勝液 の み で は なく
,
胆汁

,
十二 指腸自身か ら の 分泌物 ,

胃液な ども含有す るが
,
高感度な検出法である M A S A 法を用 い

れ ば ,
K 刊 那 コ ド ン12 変異を 高率 に検出可能で , 膵癌 の み でな

く , 胆道痛 の ス ク リ
ー

ニ ン グにも応用できる と考え られ る .

結 論

膵癌患者38 例 , 胆道痛22 例 , 慢性膵炎38イ軋 胆嚢腺筋腫症

20 例
,
胆石症22 例

,
対照群20 例

,
合計1 60 例 よ り E R C P 施行

後セ ク レチ ン 刺激を行わずに
,
ス コ ー プ の 吸引装置を利用 して

採取 し た 十二 指腸液 より D N A を抽出 し, K 明 指 摘遺伝子 の 変異

を M A S A 法 , P C R - R F L P 法 , H P A 法の 3 種 の 検 出法を用 い て検

討 し, 以 下 の 結論を得 た.

1 . M A S A 法 に よ る K -

r a S コ ド ン 12 変異の 検出に お ける P C R

の 条件設定 を培養細胞株を用い て 検討 し た と こ ろ, ア ニ
ー

リ ン

グ の 至 適温度 は63 ,5 ℃で あ っ た . また , そ の 検出感度は培養細

胞株を用 い て検討 で , 正 常 D N A に対 して 変異型D N A の 割合が

0 .0 1
～

0 .0 0 1 % まで 変異 バ ン ドの 検 出が 可 能で あ っ た .

2
. 十二 指腸液中K Yt2 S コ ド ン12 変異は 膵癌患者 でP C R -R F L P

法 で 42 % (1 6/ 3 8) , H P A 法 で37 % (1 4 /3 8) , M A S A 法 で66 %

(2 5 / 3 8) に検 出 さ れた . ま た
,
胆道 癌で は

,
P C R - R F L P 法 で

3 2 % ( 7/ 2 2) , H P A 法で は3 2 % (7/ 2 2) , M A S A 法 で は 55 %

(1 2 / 2 2) に検 出さ れた .

一 方
,
慢性膵炎で も

,
P C R ･ R F L P 法で

16 % (6/ 3 8) , H P A 法 で 13 % (5/ 3 8) , M A S A 法 で は 32 %



3 5 4 阿 依 古 麗

(12/ 3 8) に検 出さ れ た が ,
胆蕪腺筋腫症20 例 , 胆石症22 例 , 対

照群20 例で は ,
P C R - R F L P 法 , M A S A 法 い ず れ に て も総て陰性

であ っ た .

3 . 十 二 指腸液中膵癌患者 の K 朝 那 コ ドン 12 変異 の 有 無 と臨

床病理学的事項 との 関係を検討 した と こ ろ, 膿瘍の 大き さ , 占

拠部位
,
病期な と で 特定の 関連性は認 め られ なか っ た ･

4 . 純膵液 中で の K 潮 那 コ ド ン 12 変 異 を検討 し た と こ ろ , 膵

癌 患者 で は , P C R - R F L P 法 で 7 8 % (2 9 / 3 7) , ⅢP A 法 で 66 %

(1 9/ 2 9) , M A S A 法で 81 % (2 6/ 3 2) に 検出さ れ ,
い ず れ の 検出

法を用い て も, 十二指 腸液の 場合に比 して , 純 膵液 で の 検出 の

ほ うが高率で あっ た .

以 上 より
,
E R C P 施 行直後にセ ク レ チ ン な ど の 分泌刺激 を行

わず に
,
ス コ ー プの 吸引装置を利周 して簡便 に採取 した十 二指

腸液 に お い て も, 高感 度の M A S A 法を用 い れ ば ,
K r a s コ ド ン

12 の 変異が か なり高率 に検出する こ と が 可 能で , 膵胆道痛 の ス

クリ
ー ニ ン グ に有用な こ とが 示唆さ れ た .
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2 8) 廿 u m p e r L H , B u r g e r B , V O n B o n i n F , H i n tz e A , V O n B l o h n

G
,
P f r e u n d s c h u h M

,
D a u s H . D i a g n o si s o f p a n c r e a ti c

ad e n o c ar Ci n o m a b y p ol y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n fr o m p a n c r e ati c

S e C r e也o n s . B r J C a n c e r 7 0 : 2 7 8 -2 8 4 , 1 9 9 4

29) B e r th 61 e m y P , B o u i s s o n M , E s c o u r r o u J , V a y s s e N ,

R u m e a u J L , P r a d a y r oI L . I d e n ti点c ati o n o f K
-

r a S m u t a ti o n s i n

p a n c r e a ti c ju i c e i n th e e a rl y d i a g
･

n O Si s of p a n c r e a ti c c a n c e r . An n

I nte m M ed 1 2 3 : 18 8 -1 9 1 , 1 9 9 5

3 0) U e h a r a H , N a k ai z u m i A , B a b a M , Ii s hi H , T a t s u t a M ,

Kit am u r a T
,
O hi g a s hi H , I s h ik a w a O , T a k e n a k a A , I s hi g u r o S

-

D i ag n o si s o f p a n c r e a ti c c a n c e r b y K
-

r a S p Oi n t m u t a ti o n a n d

C ytOl o g y of p an C r e a ti c j ui c e . Am J G a s tr o e n t e r o1 91 : 1 6 1 6
-1 6 2 1

,

1 99 6

31) T ad a M
,
O m a ta M , K a w ai S , S ai s h o H , O h t o M , S aiki R K ,

S n in s k y JJ . D e te c ti o n of 7 u g e n e m u t ati o n s i n p a n c r e ati c j ui c e

a n d p e ri p h e r al b l o o d of p ati e n t s w ith p a n c r e ati c a d e n o c a r ci n o m a ･

C a n c e r R e s 53 : 2 4 7 2 -2 4 7 4
,
1 9 9 3

32) K o n d o H
,
S u g a n o K , F u k a y a m a N , K y o g o k u A , N o s e H ,

S hi m a d a K
,
O h k u r a H

,
O h t s u A

,
Y o s h i d a S

,
S h i m o s a t o Y ･

D et e cti o n o f p oi n t m u ta ti o n s i n th e K
- r a S O n C O g C n e at C O d o n 1 2 i n

p u r e p a n c r e a ti c j ui c e f o r d i a g n o si s o f p a n c r e a ti c c a r ci n o m a ･

C a n c e r 73 : 1 5 8 9 -1 5 9 4
,
1 9 9 4

33) K o n d o H
,
S u g an O K , F u k a y a m a N , H o s o k a w a K , O h k u r a H ,

O h ts u A
,
M u k ai K

,
Y o sh id a S . D e te c ti o n o f K - r a S g e n e m u ta ti o n s

a t c o d o n 1 2 i n th e p an C r e ati c j ui c e of p a ti e n ts w it h i n tr a d u c t al

p apill a r y m u ci n o u s t u m o r o f th e p an C r e a S . C an C e r 7 9‥ 9 0 0
-9 0 5

,

1 99 7

3 5 5

34) Y a n a gi s a w a A , O h t a k e K , O h a sh i K , H o ri M , Ki ta g a w a T ,

S u g a n o H , K a to Y . F r e q u e n t c
- Ki ー

r a S O n C O g e n e a Cti v a ti o n i n

m u c o u s c ell h y p e r pl a si a s of p a n c r e a s s u ff e ri n g f r o m c h r o n i c

i n fl am m ati o n . C a n c e r R e s 5 3 : 9 5 3 -9 56
,
1 9 9 3

3 5) Y an a gi s a w a A , K at o Y , O h t a k e K , Kit a g a w a T , O h a s hi K ,

H o ri M
,
T a k a gi K , S u g a n o H . c

- K i - r a S P Oi n t m u t a ti o n s i n

d u ct e c ta ti c t yp e m u ci n o u s c y sti c n e o pl a s m o f th e p a n c r e a s . J p n J

C a n c e r R e s 8 2 : 1 0 5 7 - 10 6 0
,
1 9 9 2

3 6) I g u c h i H , S u g an O E , F u k ay a m a N , O h k u r a H , S a d a m o to K ,

O h k o s h i K
,
S e o Y

,
T o m o d a H

,
F u n a k o s hi A

,
W a k a s u gi H .

An al y si s of K
-

r a S C O d o n 1 2 m u t a ti o n s i n th e d u o d e n al jtli c e o f

p a ti e n t s wi th p a n c r e a ti c c an C e r . G a str o e n t e r ol o g y l l O : 2 2 1
-2 2 6

,

1 9 9 6

3 7) W il e n t z R E , C h u n g C H , S tu r m P D , M u sl e r A , S o h n T A ,

O ff e rh a u s GJ
,
Y e o CJ

,
H ru b a n R H , Sl eb o s RJ . K r a s m u t ati o n s i n

th e d u o d e n al fl u id o f p a ti e n t s w i th p a n c r e ati c c a r ci n o m a . C a n c e r

8 2 : 9 6-1 03 , 19 9 8

3 8) T a d a M ,
Y o k o s u k a O

,
O m a t a M

,
O h t o M

,
I s o n o K .

An al y si s of 和 5 g e n e m u ta ti o n s i n bili a r y a n d p a n c r e a ti c tu m o r s

b y p ol y m e r a s e c h ai n r e a cti o n a n d di r e c t s e q u e n ci n g . C an C e r 6 6:

9 3 0 -9 3 5
,
1 9 9 0

3 9) 多田 稔, 小俣政 男. 膵胆道腫瘡 の 和 5 遺伝子異常 と その

診 断的意義 . 胆 と膵 13 : 2 53 -2 5 7 , 1 99 2

4 0) M ot oji m a K , T s u n o d a T 牒 血 e m at s u T , N ag at a Y , U r an O T ,

S h i k u H . D i s ti n g u i s h i n g p a n c r e a ti c c a r c i n o m a f r o m o th e r

p e ri a m p ull a ry c ar Ci n o m a s b y a n aly si s o f m u t a ti o n s i n th e Ki r st e n
-

r a s o n c o g e n e . An n S u r g 2 1 4 : 6 57
-6 6 2

,
1 9 9 1

4 1) I m ai M , H o s h i T , O g a w a K . K -

m S C O d o n 1 2 m u ta ti o n s i n

b ili a r y tr a c t t u m o r s d e t e c t e d b y p ol y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n

d e n at u ri n g g r ad i e n t g el el e c tr o p h o r e si s . C a n c e r 7 3 : 2 7 2 7
-2 7 3 3

,

1 9 9 4

4 2) S t o rk P , b d a M , B o s a ri S , W il e y B , P o p p e n h u s e n K , W olf e

H . D e te c ti o n of K - r a S m u t ati o n s i n p a n c r e a ti c a n d h e p a ti c

n e o pl a s m s b y n o n
-i s o t o p l C m i s m a t c h e d p ol y m e r a s e c h a i n

r e a c ti o n . O n c o g e n e 6 : 8 5 7
-8 6 2

,
1 9 91

4 3) Le vi S , U rb a n o
-I s pi z u a A , G i11 R , T h o m a s D M , G ilb e rt s o n J ,

F o s t e r C
,
M a r s h all CJ . M ultipl e K , r a S C O d o n 1 2 m u t ati o n s i n

c h ol a n gi o c a r ci n o m a s d e m o n s tr a t e d w ith a s e n siti v e p ol y m e r a s e

c h ai n r e a c ti o n t e c h n i q u e . C a n c e r R e s 5 1 : 34 9 7 -3 5 0 2 , 1 9 9 1

4 4) 渡遵 雅男, [1] 中淳司, 政 氏 伸夫 , 松 浦 淳 , 木lJ｣ 善 雄,

森井 健
,
直原 徹, 斎藤雅雄, 比 嘉敏夫, 笠井iE 晴 , 浅香正

博
,
宮崎 保. 胆道系悪性腫瘍 にお け る K - r a S g e n e C O d o n 1 2 に

お け る点突然変異の 検出. 日 本消化器病学会雑誌 90 : 7 8 9-7 94 ,

1 9 9 3

4 5) M a t s u b a r a T , S ak u r ai Y , S a s a y a m a Y , H o ri H , O c hi ai M ,

F u n a bik i T
,
M at s u m o t o K

,
H i r o n o I . K r a s p o i n t m u ta ti o n s i n

c a n c e r o u s a n d n o n c a n c e r o u s b ili a rY e pith eli u m i n p a ti e n t s w ith

p an C r e a ti c ob ili a r y m a月u n cti o n . C a n c e r 77 : 1 7 5 2 -1 7 5 7
,
1 99 6

4 6) Ajik i T , O n o y a m a H , Y a m a m o t o M , F t扇i m o ri T , M a e d a S ,

S ait o h Y . D et e c ti o n o f p oi n t m u t ati o n s i n K r a s g e n e at c o d o n 1 2

i n b il e f r o m p e r c u t a n e o u s t r a n s h e p a ti c c h ol e d o c h al d r ai n a g e

t u b e s fo r di a g n o si s of b ili ar y St ri ct u r e s . I n t J P a n c r e at ol 18 : 21 5
-

2 2 0
,
1 9 9 5

4 7) L e e J G , Le u n g J W , C ot to n P B , L a yfi eld U ,
M a n n o n PJ ･
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Di a g n o sti c u tilit Y O f K rtl S m u ta ti o n al an al y si s o n b il e o b t ai n e d b y

e n d o s c o pi c r e tr o g r a d e c h ol a n gi o p a n c r e at o g r a p h y . G a s tr oi n t e st

E n d o s c 4 2 : 3 1 7 -3 2 0
,
1 9 9 5

4 8) It o R , T a m u r a K , As h i d a H
,
N i sh i w a ki M

,
N i s h i o k a A

,

Y am a m O t O Y
,
F u ru y am a JI , U t s u n o m i y a J . U s e fu 1 n e s s of K 用 S

g e n e m u t a ti o n a t c o d o n 1 2 i n b il e f o r d i a g n o si n g b ili a r y

S hi c tu r e s . I n tJ O n c ol 1 2 : 1 0 1 9 -1 0 2 3 , 1 9 9 8

4 9) H ali a s s o s A , C h o m el J C , G r an dj o u an S , E n lh J , 恥pl an J C ,

Ki tzi s A D e te c ti o n o f mi n o ri b T p Oi n t m u t ati o n s b y m o difi e d P C R

t e c h n i q u e : a n e W a p P r O a Ch f o r a s e n siti v e d i a g n o si s of t u m or .

P r O g r e S Si o n m a rk e r s . N u cl ei c A ci d s R e s 1 7 : 8 0 9 3 -8 0 9 9
,
1 9 89

5 0) S u z u ki Y
,
S e ki y a T , H a y a s hi K j ul el e

-

S p e Ci五c p oly m e r a s e

C h ai n r e a c ti o n : a m e th o d f o r a m pli fi c a ti o n a n d s e q u e n c e

d e t e r m i n a ti o n o f a si n gl e c o m p o n e n t a m o n g a m i x tu r e of

S e q u e n C e V a ri an tS . An al B i o c h e m 1 92 : 82 q8 4
,
19 9 1

I) et e cti o n of K -

T u S P oi n t M ut ati o n s a t C o d o n 1 2 i n I ) u o d e n al As pi r a t e a n d its D i a g n os ti c S i g nifi c a n c es A ig uli

H a
,
D ep ar t m e n t O f I n t e rn al M e di ci n e a n d M e d i al O n c o l o g y , C a n c e r R e s e ar C h I n s tit u t e , K an a Z a W a U n i v e r sity , K a n a z a w a 9 20 -

0 9 3 4
-

J ･ J u z e n M ed S o c .
,
1 0 7

,
3 4 5

-

3 5 6 ( 1 99 8)

K e y w o r d s K
- r a S

, P a n C r e a ti c c an C e r , bili ar y tr a C t C a n C e r , d u o d e n al j u i c e , P a n C r e a tl Cj u l C e

A b s t r a ct

T h e p r e v al e n c e of K
-

r a S m u t ati o n s ( K R M ) a t c o d o n 1 2 i n p u r e p a n c r e a ti c j u i c e ( P P J) as p i r at e d fr o m th e o ri n c e of p a pill a

O f V at e r t h r o u g h e n d o s c o p IC C an n ul a h a s b e e n r ep o rt e d t o b e m o r e th a n 8 0 % , S u g g eS ti n g K R M i s a p r o m l Sl n g P O te n ti al m a rk e r

f b r p an C r e ati c c a n c e r ( P C a) ･ H o w e v e r , a C O n Sid e r abl e n u m b e r o f r ep o rts h a v e i n dic a te d th a t K R M , W h i c h i s d e ri v e d fr o m

m u c o u s c ell h y p er pl asi a , i s al s o d e te c t e d i n P P J fr o m c h r o n i c p a n c r e a ti ti s ( C P) p ati e n ts w h e n u si n g hi g h ly s e n si ti v e m e th od s ,
r a lS ln g a q u e S ti o n a s t o its s p e c ificit y t o p a n c r e ati c c a n c e r ･ F u rt h e r m o r e , a SP l r ati n g P P J n o t o nl y r e q u l r e S t e C h n i c al s kill , b u t it

i s al s o e x h a u s tl n g fb r p ati e n ts ･ T h i s st u d y w as p e r f o rm e d to e v al u a te w h eth e r d e te c ti o n o f K R M a t c o d o n 1 2 i n d u od e n al

a sp i r at e ( D A) , W h i c h i s a n e asil y c oll e c t a b l e s a m pl e , i s u s e fu 1 f or th e di a g n o si s o f p a n c r e a ti c o
- b ili a ry c a n c e r . D A w a s

a s pi r a t e d i m m e di a t e l y a ft e r e n d o s c o p i c r e tr o g r a te c h ol a n gi o p a n c r e at o g r a p h y ( E R C P) v i a d u o d e n al e n d o s c o p e w i th o u t

S e C r e t O ry S ti m ul a ti o n , S u C h as b y s e c r eti n ･ D N A w a s e x tr a c t e d fr o m th e D A
,
a n d th e s a m p l e s w e r e a n al y z e d f b r K R M at

C O d o n 1 2 b y m u t a n t all el e sp e c i n c am P lifi c ati o n ( M A S A) , re St ri cti o n 血
･

ag m e n t l e n g th p
o ly m o r p hi s m a n aly sis f oll o w e d by

p oly m er a s e c h ai n r e a cti o n ( P C R
- R F L P) , a n d h y b ri d i z a ti o n p r ot e cti o n as s ay ( H P A) . T h e i n c id e n c e of K R M d e te c te d i n th e

D A 丘o m p ati e n t s w i th P C a w a s 4 2 % ( 1 6 / 3 8) b y P C R - R F L P
,
3 7 % (1 4 / 3 8) b y H P A a n d 66 % ( 25/3 8) b y M A S A . F o r D A

S am P l e s f r o m p ati e n ts w ith b ili a ry tr a c t c a n c e r th e i n ci d e n c e w a s 3 2 % ( 7 /2 2) b y P C R
- R F L P

,
3 2 % ( 7 /2 2) b y H P A a n d 5 5 %

( 1 2 /2 2) b y M A S A ･ O n th e o th e r h a n d
,
f o r D A s a m p l e s f r o m p a ti e n ts w ith C P , K R M w as d e te c t e d i n 1 6 % ( 6 / 3 8) b y P C R

-

R F L P
,
1 3 % (5 /3 8) b y H P A a n d 3 2 % ( 1 2/ 3 8) b y M A S A . N o m u tati o n s w e r e f o u n d b y P C R

- R F L P o r M A S A i n a n y D A

S a m P l e s f r o m p a ti e n ts w i th ad e n o m y o m a to si s o f t h e g allb l a d d e r ( n = 2 0) , C h ol e c y st oli thi a si s ( n = 2 2) , O r i n th e c o n t r oI s u bj e cts

( n = 2 0) ･ M o r e o v e r , K R M at c o d o n 1 2 w e r e a ls o s tu di e d i n P P J c oll e c t e d th r o u g h c a n n u l a i n t o th e p a n c r e ati c d u c t w ith s e c r eti n

Sti m ul a ti o n fr o m p ati e n ts w i th P C a a n d a c o m p a ri s o n o f th e d e t e c ti o n r a t e s w a s m a d e b e t w e e n P P J a n d D A . K R M w a s f o u n d

in P P J fr o m P C a p a ti e n ts a t r at es o f 7 8 % (2 9/3 7) b y P C R
- R F L P

,
6 6 % ( 19/2 9) b y H P A a n d 8 1 % ( 2 6 /3 2) b y M A S A , i n di c ati n g

th at f o r P C a t h e m e th o d s w ith D A h a v e a l o w e r s e n siti vit y th a n th o s e w ith P P J ･ A lth o u g h th e p r e v al e n c e o f K R M i n p ati e nts

W ith P C a i s l o w er i n th e D A th a n i n th e P P J
,
K R M i s d e te c t a b l e i n c o n si d e r a b l y hi g h fr e q u e n ci e s i n D A fr o m p a ti e n ts w ith

P C a o r b ili a r y t r a ct c a n c e r w h e n u s l n g a hi g hl y s e n si ti v e m e th o d s u c h a s M A S A ･ T h e p r e s e n t st u d y s u g g e st s th a t a n al y
si s of

K R M i n D A i s u s e fu 1 f o r s c r e e n l n g n O t O nl y f o r P C a b u t als o f o r bili a ry t r a c t c a n c e r ･
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