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現在,
著 しい 分子 生物学の 発展 に 伴 い ヒ ト痛に お ける発癌 , 進展 , 転移 の メ カ ニ ズ ム が 遺伝子 レ ベ ル で 解明され つ つ あ

る . さ らに
, 遺伝子 異常の な か で も, 本来 の 機能を 失うこ と で正 常な 細胞 動態か らの 逸脱を引き起 こ す と考え られる遺伝子 ,

すな わ ち癌抑制遺伝子が 染色体異 常の 解析 に よ り各種発見 され
,
種 々 の 癌に お い て 検討 されて い る . しか しな が ら,

ヒ ト 胃癌

に お け る癌抑制遺伝子 の 解析ほ ほ と ん どな され て い な い の が現状で あ る . そ こ で 本研究で は
l

ヒ ト胃癌継代培養細胞株10 株を

用い て 癌抑制遺伝子 p 53 の 構造異常に つ い て 検討 した . まず各細胞株 か ら全 R N A を抽出 し,
ノ ー ザ ソ プ ロ ッ トに て p5 3 遺

伝子の 発現の 有無 を検討 した と こ ろ
, 培養細胞 株の う ちの 1 つ K A T O m で ほ全く発現を認め ず他の 9 株 で は 発現量 に若干差

は あ るもの の 塩基長 の 変化な どほ 認め なか っ た . そ こ で K A T O 皿 の 高分子 D N A を抽出 しサ ザ ン プ ロ
ッ トを行 っ た と こ ろ ,

p 5 3 遺伝 子の 完全欠失を 認め た . ま た
, 他 の 9 株で ほ

,
R N A サ ン プ ル を

一

度逆転写酵 素 (R T) を 用 い て c D N A に 変換 した

後 ,
P C R 法 で増幅す る R T - P C R 法 (ri v e r s e tr a n s c rip t a s e p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n) で 判別 で きる よ うな D N A 上 の 欠失 ,

挿入 ほ 認め な か っ た . 次 に S S C P 法 (si n gl e s tr a n d c o nf o r m atio n p o ly m o r ph i s m m e th o d) にて 構造異常 の 有無を検討 した と こ

ろ ,
K A T O Ⅲ を 除く 9 株 中4 株 に 易動度の 差を 認め構造異常の 存在 が示 唆 され た . 易動度の 差を 認め た 4 株 に つ い て ジ ･ デ

オキ シ 法に て塩基配列を 決定 した と こ ろ
,

そ の す べ て に 変異 ( 1 塩基置換) が み つ か っ た . ま た 同時に 抗 p 53 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗

体を 用 い て免疫観織染色を 行 っ た と こ ろ
, 変異の 認め られ た 4 株の み が染色陽性で p 53 遺伝子産物 の 存在を 確認 した . 本研究

に お い て ヒ ト胃痛細胞株1 0 株中5 株(5 0 % ) に構造異常を 認め た こ とか ら
, p 5 3 遺伝子 が ヒ ト胃癌に 関与す る主要な遺伝子で あ

る こ と が 初め て 明らか とな っ た .

K e y w o r d s p 5 3 m u t a ti o n s
, g a St ri c c a n c e r

,
R T - P C R - S S C P

,
i m m u n o hist o s t ai n i n g

近年 巨 細胞生物学 , 分子生物学の 著 しい 発展 に 伴 い 各種 ヒ ト

痛の 発生 , 進展の メ カ ニ ズ ム が 解明さ れ つ つ ある .

胃癌は 日 本を含 めた ア ジ ア お よ び 世界各国で癌 に よ る死因の

第1 位で あ るに もかか わ らず , 未だ 胃癌の 発生 , 進展 に 関する

知見ほ 少な い
.

胃痛細 胞 の ゲ ノ ム D N A を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 に て

NI H 3 T 3 細胞に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン する と , N I H 3 T 3 細胞 を

トラ ン ス フ ォ
ー ム す る遺伝子が あ り, そ れ らほ癌遺伝子 と命名

され て い る . すな わ ち
,

r a S 遺伝子 ,
h s t 遺伝子 ,

r af 遺伝子な

どが そ れ で ある が
,

これ ら遺伝子ほ ある 限 られ た 症例の み に み

られ るに と どま っ て い る
1 卜 3)

r a s 遺伝子の 活性化 は ,
マ ウ ス

,
ラ ッ ト等 の 発癌 モ デ ル の み

な らず各種 ヒ ト癌 で 報告 され て お り , 膵癌 で80 ～ 9 0 % , 大腸癌

で30 ～ 4 0 % と 高率 に 検 出され て い る . しか し胃癌 で ほ そ の 活性

化率ほ 3 ～ 1 0 % と低 く I
r a S 遺伝子の 関与 ほ少な い と考 え られ

て い る
4 ト T)

. また 癌遺伝子の 増幅に 関 して も , 乳癌で 高率に 検 出

され る c - e r b B 2 遺伝子 , 肺癌 で 検出 され る c- m y C 遺伝子 な どほ

胃癌 で は ほ と ん ど検 出されな い
8)g)

最近 , 癌遺伝子 とな らび p 5 3 遺伝子 , R B 遺伝子 , D C C 遺伝

子と い っ た 癌抑制遺伝子 の 存在が知 られ る よ うに な り各種 ヒ †

A b b r e via ti o n s : D A B
,
di a m i n o b e n zid in e ; E D T A

,

癌 に お い て 検討 され て きて い る
10)1 3)

. な か で も p 5 3 遺伝 子 は 肺

癌 , 大腸癌
,
乳癌 ▲ 肝細胞癌な ど の 癌で ヘ テ ロ 接合性の 消失 を

含め
, 構造異常が 認め られ て い る

1 2ト 1 5)
. そ こ で 著者は

,
ヒ ト胃

痛 に お け る p 5 3 遺伝子の 構造異常 に つ い て ヒ ト 胃痛細 胸株 を

用 い て 検討 した 結果を報告する .

材料お よび 方法

Ⅰ
. 培養細胞株

ヒ ト 胃癌継代培養細胞株 K A T O Ⅲ( Sl o a n K e tt e ri n g C a n c e T

C e n t e r
,
N . Y . の L J . 0 1d 博士 よ り供 与) ,

A Z 5 21 (J a p a n e s e

C a n c e r R e s e r c h B a n k よ り供与) ,
N U G C 2

,
N U G C 3

,
N U G C 4 (名

古 屋 大学 第 2 外 科 , 渡 辺 博 士 よ り 供 与) ,
M K N l

,
M K N 7

,

M K N 2 8 , M K N 4 5 , M K N 7 4 (福島医科大学 , 鈴木博士 よ り供 与)

の 10株 を用 い た . A Z 5 21 お よ び N U G C 4 はイ ー グ ル 変 法培地

( Ni s s u i
,
T o k y o) に

,
他 の 8 株 ほ R P M I-1 6 4 0 液 ( G ib c o

,
G r a n

I sl a n d
,
U .S . A .) に べ ニ シ リ ン 1 0 0 FL g/ m l

.
カ ナ マ イ シ ン 1 0 0

Jl g/ m l お よ び 非 働化牛胎 児血 清 (f e tal c alf s e r u m
,
F C S) を

10 % 濃 度に加えた 培養液 , 即 ち10 % F C S 加 R P M I 培地に て 培

養 した . 培養は い ずれも37 ℃
,

5 % C O 2 下 で お こ な っ た .

Ⅰ . サザ ン
･ プ ロ ッ ト ･ ハ イ プリダイ ゼ ー シ ョ ン

e th yl e n e dia m i n e t e t r a a c e ti c a cid ; F C S
,
f et al c alf s e ru m ;

P B S
, p h o s p h a t e b uff e r s ali n e ; P C R

l p Oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n ; R T - P C R , r e V e r S e t r a n S Crip t a s e -

p Oly m e r a s e

C h ai n r e a c ti o n ; S D S
,

S O diu m d o d e c yl s ul f a t e ; S S C P
,

Sin g le s t ra ,n d c o nf o r m a ti o n p o ly m or p his m



1 4 8

高分子 D N A を T a k a h a sh i ら
1 6)

の 方 法に 従 っ て 抽 出 し
,

そ

の 10 FL/ g を 制限酵素 で ある B a m H I ,
E c o Rl お よび Hi n d 皿 に

て切断 L O .8 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 を電気 泳動 さ せ た 後 , ナ イ ロ

ン メ ソ プ レ ソ フ
ィ

ル タ ー ( G e n e S c r e e n P l u s
,
D u p o n t 社 ,

B o s t o n , U .S . A .) へ ト ラ ン ス フ ァ
ー した . メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー

上 の D N A 断片ほ
32

P -d e o x y- C T P で 標識 した p5 3 D N A 断片

p h p 5 3 B ( A T C C
, M a r yl a n d , U .S . A .) を プ ロ ー ブ に 用い

,
6 5 ℃

て ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ソ を お こ な っ た .

ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン 液 は , 5 0 % d e x tr a n s ulf a t e 2 m l
,
1 0 % s o d i u m d o d e c yl

S u lf at e (S D S) 1 m l
,
5 M N a C1 2 r n l

,
2 M T ris ( p H 7 . 5) 2 5 0 FL l

蒸留水を加 えて全量を 1 0 m I と した もの を用 い た . 2 0 ～ 2 4 時 間

イ ン キ エ ペ ー ト後 メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー

を 洗 浄 し
,

-

8 0 ℃ で

オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー

を お こ な っ た .

一 方 ,
プ ロ ー ブ の 標識

に ほ マ ル チ プ ラ イ ム 法( m u ltip ri m e D N A l a b eli n g k it
,

ア マ シ ャ

ム 社 ,
B u c k i n g h a m s hi r e

,
E n gl a n d ) を 用い た .

Ⅲ . ノ
ー ザン プ ロ ッ ト ･ ハ イ プリダイ ゼ ー シ ョ ン

約 1 ×1 0
8

個 の 各培養細胞 よ り全 R N A を C h o m c z y n s ki ら
1 り

の グ ア ニ ジ ン フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム 法 に て 抽 出 した . 全

R N A 各20 /上 g を ホ ル ム ア ル デ ヒ ド , ホ ル ム ア ミ ドで変 性 させ
,

2 % ホ ル ム ア ル デ ヒ ド加1 % ア ガ ロ ー

ス ゲル 上 を 電気泳動後 ,

ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー に ト ラ ン ス フ ァ
ー

した (約20 時

間) .
メ ソ プ レ ソ フ

ィ ル タ ー

を 風乾後 , 8 0 ℃で 2 時間 べ -

キ ン グ

した , プ ロ ー ブは サ ザ ン ･ プ ロ
ッ ト と 同 じもの を 使用 し

,
メ ソ

プ レ ソ フ ィ ル タ ー 上 の R N A を42 ℃ で ノ ､ イ ブ リダ イ ゼ ー

シ ョ ン

さ せ た .

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 液 の 観成 は
,
f o r m a m id e 5 m l

,

50 ×D e n h a r t l m l
,

N a C 1 0 . 5 8 g ,
5 0 % d e x t r a n s ulf a t e 2 m l

,

1 0 % S D S l m l
,
2 M T ri s ( p H 7 . 5) 2 5 0 〃l ∴蒸留水 I m I の も の を

用い た . 2 0 ～ 2 4 時間イ ン キ エ
ペ ー ト した 後 メ ソ プ レ ソ フ ィ ル

タ ー を洗浄 し
,

- 8 0 ℃ で オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー

を お こ な っ

た . 同 じメ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー

を デ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン し

た 後 , β- ア ク チ ン に て ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を お こ な い 内

部 コ ン ト ロ
ー ル と した .

Ⅳ .
R T - P C R ( r e v e r s e t r a n s c rip t a s e

-

p O l y m e r a s e c h a i n

r e a c ti o n )

各細胞株の c D N A ほ
】 先 に抽出 した 全 R N A 3 〟 g か ら オ リ

ゴ d T プ ラ イ マ ー

を 用 い M- M L V 逆 転 写酵 素 ( B R L 社
,

G aith e r s b u r g ,
U .S .A ,) に て 作成 した . 図1 に 示 す如く p 53 の エ

ク ソ ン 5 か ら B を含 む 領域を A x D x
,
B x E x

,
C x F x の 3 つ に 分

け各 c D N A を 鋳型と し
,
P C R に て増幅 した . P C R に 用い た プ

ラ イ マ
ー

ほ 38 0 B D N A 合成 機 ( A p plie d B i o s y s t e m e 社 ,
N .

Y .
,
U .S .A .) に て 以下の 通 り作成 した .

セ ン ス 側 と し て
,

A x
,
5

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

A C A G C q3
'

; B x
,

5
'

- G G G G A T C C C A C C A T G A G C C G T G C T-

C A - 3
'

; C x
,

5
'

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

を
,

ア ン チ セ ン ス 側 と し て
,

D x
,
5

'

- G G G A A T T C A T T C C A -

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

; E x
,
5

1
- G G G A A T T C A A A C A C G C A CT

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

; F x , 5
'

- G G G A A T T C A T C C A T C C A G T G-

G T T T C -3
'

を用 い
,

セ ソ ス 側 プ ラ イ マ
ー

月こは B a m H I
,

ア ン チ セ

ン ス 側プラ イ マ ー に は E c o RI 切断部 を それ ぞ れ 付加 し た .

P C R ほ
,

th e r m al c y cl e r ( P r o g r a m T e m p C o n tr oI S y s t e m

P C -7 0 0
,
A st e c I n c .

,
F u k u o k a) を用 い

,
9 3 ℃

, 1 分間 : 50 ℃ ,

1 . 5 分間 ; 72 ℃
,

1 分 間を 1 サ イ ク ル と し
,
3 5 サ イ ク ル 行 っ た .

反応条件は
I

P E R K I N E L M E R C E T U S 社 ( N o r w alk
,
U .S . A .)

の プ ロ ト コ
ー ル に従 っ た .

V ･ R T - P C R - S S C P ( Si n g l e s t 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 )

R T - P C R ほ Ⅳ と同様 で ある が
,

こ の 際各 プ ラ イ マ ー の 5
'

末

端を[ T-
32
P ] A T P に て 標識 L ■ た も の を 用 い た1 . 標 識 され た

P C R 産軌 2 i Ll に0 . 1 % S D S
,
1t) m M e th yl e n e di a m i n e t et r a a c eL

ti c a cid (E D T A ) を 5 FL l , 色素溶液(95 %1 ホ ル ム ア ミ ド
,
2 0 m M

E D T A , 0 . 0 5 % キ シ レ ン シ ア ノ ー ル
,
0 . 0 5 % ブ ロ モ フ ェ ノ ー

ル

ブ ル
ー ) 7 /J l を 加 え

,
9 0 ℃

1
3 分間加熱変 性後 , 5 % グ リ セ

ロ ー ル 加 6 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲル 中で 電 気泳 動 した
. 電気

泳動ほ
,
4 0 W で 3 ～ 4 時 間,

空冷 しなが ら お こ な っ た . 泳動

後 ,
ゲ ル を 濾紙上 で 乾燥 し , 室温で オ

ー

ト ラ ジオ グラ フ ィ
ー

を

お こ な っ た (約12 時間) .
コ ン ト ロ ー ル に は

,
正常 ヒ トリ ン パ 球

を用 い た .

Ⅵ ∴ 塩基配列の 決定

S S C P 法 に て 変 異 配 列 を 検 出 し た P C R 産 物 は B a m H I ,

E c o RI で 消化後精製 し
, p B l u e s c rip t Ⅲ S K に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ

した . こ れ ら の D N A 塩基配 列は S e q u e n a s e v e r si o n 2 . O kit

( U S B
,
C l e v el a n d

,
U .S . A .) を 用い

,
ジ ･ デ オ キ シ 法 に て 決定 し

た .

Ⅶ . 免疫組織染色

各細 胞 株 を L a b - T e K ス ラ イ ド ( M I L E S 社 ,
N a p e r vill e

,

U .S .A .) に て 培 養 し
, 抗 p 53 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 P A b 1 8 01

( O n c o g e n e S ci e n c e 社 ,
N . Y

リ
U .S . A .) を 用 い

,
ス ト レ プ トア ピ

ジ ン
･ ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ 法 に て p 5 3 遺伝 子産 物 を 特異 的に 染

色 した . ま ず , 5 0 % ア セ ト ン 加 メ タ ノ
ー ル に1 0 分 間 固定 後

0 . 3 % メ タ ノ ー ル 加過酸化 水素 水に20 分 間浸 透 し
,

リ ソ 酸緩衝

液(p h o s p h a t e b u ff e r s ali n e
,
P B S ) で 挽浄 した . 次 に 正 常ヤ ギ 血

清に1 5 分間反応 させ た後 , p 5 3 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を
一

晩4 ℃

に て反 応 さ せ た . P B S で 洗浄 後 ,
ビ オ チ ン 化 ヤ ギ 抗 マ ウ ス

I g G 抗体に30 分 間反応 させ
,

つ い で ス ト レ プ ト ア ピジ ン
･ ビ オ

チ ン
･ ペ ル オ キ シ ダ ～ ゼ 複合体 に 6 0 分 間反応 させ di a m i n o b e-

n zidi n e ( D A B) で発色 した . 核 染色 は
,
0 . 3 % メ チ ル グ リ ー ン に

て お こ な っ た .

成 績

Ⅰ . ノ ー ザ ン プ ロ ･

ソ ト
･ ハ イ プ リダイ ゼ

ー

シ ョ ン に よ る

p 5 3 遺伝子発現の 解析

異な る胃 痛培 養細 胞株10 株 に つ い て R N A を 抽 出 し
, p5 3

C D N A プ ロ ー ブを 用 い て ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト ･ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン を 行 い
, 各細胞株 に お け る p 53 m R N A の 発現 を調べ た

(図 2) . 内部 コ ン ト ロ ー

ル と して β ア ク チ ン の 発 現を 同時 に 調

べ たが
, す べ て の 細胞株で そ の 発現を 認め た . しか し

, P 5 3 遺

伝 子の 発現ほ K A T O Ⅲ 株 で ほ全 く 認め られ な か っ た . そ の 他

9 株 に お い て は 発現量の 差は あ るもの の
, す べ て 2 . 8 k b に 単

一

8 x 【x

3 0 8 b p

F i g . 1 . G e n e c o n s t ru C ti o n of p 5 3 a n d th e p ri m e r s u s e d f o r

a m plifi c a ti o n . T h e r e gi o n s of p 5 3 c D N A a m plifi e d b y th e

u s e of th r e e s e ts of p ri m e r s ( A x D x
,

B x E x
,

C x F x) a r e

s h o w n .
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の バ ン ド しか認 め られ ず ,
ノ ー ザ ン プ ロ

ッ ト に て 示 唆され る よ

うな挿入 や 欠失 ほ認め られ な か っ た ( 図2 ) ･

1 . サ ザ ンプ ロ ､

ソ ト ･ ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ンに よ る p5 3 遺

伝子の 解析

先の ノ ー ザ ソ プ ロ
ッ トに て p 5 3 遺伝子 の 発現 を 認 め な か っ

た K A T O Ⅲ 高分子 D N A を 制 限酵 素 B a m H I
,
E c o RI

,
H in d

Ⅲ に て 消化 し,
サ ザ ン プ ロ

ッ ト ･ ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ

ソ を

行 っ た . 図3 に 示 す ように
, 対照 と して 用 い た 正 常 ヒ ト胎盤細

胞 の D N A で は
,

い ず れ の 制 限酵 素 消 化 に お い て も p 5 3

c D N A プ ロ ー ブ と 反応 す る バ ン ドが 認 め られ た . し か し ,

K A T O Ⅲ 株か らの D N A に お い て ほ どの 制限酵素消化 の 場合

で も p 53 の C D N A と反応す る バ ン ド は検 出 で きな か っ た ･

従 っ て K A T O Ⅲ 株 に お い て は , p 5 3 遺伝子領域 はす べ て 欠失

してい るも の と考え られ た ( 図3 ) .

Ⅲ . R T - P C R に よ る p 5 3 c D N A の増幅

3 組 の プ ラ イ マ ー を 用 い 1 0 株 か ら の c D N A を そ れ ぞ れ

R T -P C R に よ っ て増 幅 した と こ ろ , K A T O Ⅲ を除 く 9 株 で

は ▲ そ の 全て に 同 じサ イ ズの バ ン ド (す な わ ち A x D x
,
2 7 2 b p ;

B x E x
,
3 0 8 b p ; C x F x

,
2 3 3 b p) が 認め られ た . しか し K A T O

Ⅲ 株の c D N A か ら は l どの プ ラ イ マ ー

を 用 い た 場合で もバ ン

ドは検 出されな か っ た . 図4 に B x E x 領域に お ける増幅例を示

した (図4 ) .

Ⅳ . R T - P C R - S S C P によ る p5 3 遺伝子構造異常の検索

A x D x
,
B x E x

,
C x F x の 3 領 域 に お け る 構 造 異 常 を R T *

P C R - S S C P 法を 用い て ス ク リ ー ニ ン グ した . 図5 に A x D x 領

域の S S C P の 結果を 示 した が
,

M K N l 株 の み が コ ン ト ロ
ー ル

と して用 い た 正常 ヒ ト リ ソ パ 球と 異な る 易勤度を 示 し
,

こ の 領

域に おけ る M K N l 株の 構造異常が 示 唆 され た . ま た
,

図に は

示 さ なか っ た が
,
B x E x 領域で ほ N U G C 2 株 およ び M K N 2 8 株

が
,
C x F x 領域で は M K N 7 株に 易動度 の 差 を認め

, そ れ ぞれ に

構造異常 の 存在が 示 唆 され た .

Ⅴ . p 5 3 遺伝子変異配列の決定

S S C P 法に て 構造異常の み つ か っ た細胞株の p 5 3 c D N A フ ラ

グメ ソ ト を p B l u e s c rip t n C K に て サ ブ ク ロ
ー ニ ン グ し , そ の

中か ら 4 ～ 6 個の ク ロ ー ン を ひ ろ い 塩基配 列を 決定 した . 図 6

に 示す よ う に
,

N U G C 2 株 で は コ ド ン 24 5 の G G C が A G C に
,

また M K N 2 8 株 で は ,
コ ド ン1 8 4 の G T A が T A T に 変異 して

い た .
こ の 他の 細胞株に つ い ても調 べ た 結果を表 1 に示 した .

盛 観静
-

P 5 3
一

β a C ti n
-

佃･ 嶋 ■ -

2 .8 k b

F i g . 2 . N o r th e r n b l o t a n aly si s of p 5 3 m R N A . T h e 2 0 FL g Of

t ot al R N A i s ol a t e d f r o m l O g a s tri c c a n c e r c e11 1i n e s w a s

h y b rid iz e d wi th a
32
P -l ab el e d p 5 3 X b aI f r a g m e n t ･ T h e 2 ･8

kil o b a s e tr a n s c ri p t s w e r e d e t e c t e d b y th e p5 3 p r o b e i n

g a s tri c c a n c e r c el1 1i n e s e x c e p t K A T O Ⅲ ･ T h e s a m e

m e m b r a n e

l

w a s al s o h y b ridi z ed w ith b e t a a c ti n s p e cifi c

pr o b e f o r in t e r n al c o n tr ol .

1 4 9

ミ ス セ ン ス 変 異 が み ら れ た の は N U G C 2 株 ,
M K N l 株 ,

M K N 7 株 ,
M K N 2 8 株 ,

ナ ン セ ン ス 変 異 が み ら れ た の は

M K N 2 8 株で あ っ た . また M K N l 株で は , 1 塩基欠失に よ る フ

レ
ー ム シ フ トもみ られ た . 以上 の よう に

,
S S C P 法に て 異常 の

r ｢ ｢

･~
⊥

■二 = ｢ i i･
∴∴ ■･･･

∴■~■･■■■i

K P K P

Fi g . 3 . S o u th e r n bl o t h yb ri diz a ti o n of D N A f r o m K A T O Ⅲ

c e11 s . S o u th e r n bl o t a n al y sis of D N A e x tr a c t e d f r o m

K A T O Ⅲ a n d f r o m a n o r m al h u m a n pl a c e n t a (f o r c o n t r ol)

w e r e d ig e st e d wi th r e s tri c ti o n e n d o n u cl e a s e s
,

B a m H I
,

E c o RI a n d H i n d Ⅲ , a n d tr a n sf e r r e d t o n yl o n m e m b r a n e

af t e r el e c tr o p h o r e sis i n O .8 % a g alo s e g el . A m e m b r a n e

filt e r w a s h yb rid iz e d wi th a
32
P -1 a b el ed p 53 c D N A p r o b e ･

I n K A T O In
,

C O m pl e t e d ele ti o n of p 53 g e n e w a s s h o w n ･

K
,
K A T O Ⅲ; P

,
h u m a n pl a c e n t a .

F i g ･ 4 ･ P C R a n aly sis of p 5 3 c D N A f r a g m e n t f r o m l O g a s tric

c a n c e r c ell lin e s . A m plifi e d D N A f r a g m e n t s w e r e a n al y z e d

o n a 1 2 % p oly a c r yl a mi d e g el ･ D N A f r a g m e n t s a m plifie d

b y B x E x pri m e r w e r e s t a in e d wi th e thidi u m b r o mi d e ･ I n

th e c a s e of K A T O 恥 n o a m plifi e d D N A b a n d a t a r o u n d

3 0 8 b p w a s d e t e c t e d , I n th e o th e r c a s e s
,

all a m plifi ed D N A

b a n d d e t e c t ed a t 3 0 8 b p a n d n o o th e r b a n d w a s f o u n d ･



1 5 0

み られ た p 53 c D N A フ ラ グ メ ソ ト全て に 変異配列を 認め
, 細胞

株 に よ っ て は 複数 の 変異を持 っ て い た (図 6 よ び蓑 1 ) .

Ⅵ . 免疫組織染色

次 に p 5 3 遺伝子産物が そ れ ぞれ の 細胞株 に お い て 実 際 に 発

現 して い る か どうか を免疫組織染色で 調べ た . 細胞株1 0 株中構

造異常の み つ か っ た N U G C 2 嵐 M K N l 阻 M K N 7 株 , お よ

ぴ M K N 2 8 株の 4 例の み が抗 p53 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 染色陽性

で あ っ た(表 1 ) . 1 例と して M K N 2 8 株の 結 果を 図7 に 示 した .

図 7 の 例 にみ られ る ように
, 核が ほ ぼ 均 一 に 濃染 し細胞質 は染

ま らなか っ た .

F i g ･ 5 ･ D e t e c ti o n of g e n e alte r a ti o n s of p 5 3 g e n e s b y th e

S S C P a s s a y ･ A n e x a m pl e of S S C P a s s a y of R T - P C R

P r O d u c t s b y th e p ri m e r A x D x w a s sh o w n . P ri m e r s w e r e

la b el ed b y th e p o ly n u cl e o tid e ki n a s e r e a c ti o n wi th
32
P - r -

A T P ･ L a n e l ･ 4
,
7

,
1 0

･
1 3 a n d 1 6 w e r e R T- P C R p r o d u c ts

Of n o r m a l ly m p h o c y t e s c o n t ai n i n g n o r m al p5 3 s e q u e n c e f o r

n e g a ti v e c o n tr oIs ･ L a n e 9 (M K N l) sh o w e d s hif t e d m o bility
C O m p a r e d w ith n e g a ti v e c o rltr OI s ･ L a n e 2

, 3 , 5 , 6
,
8

,
11

,

a n d 1 2 w e r e K A T O Ⅲ
, A Z 5 21 , N U G C 2

,
N U G C 3

, N U G C 4
,

M K N 7
･ M K N 2 8

･
M K N 4 5

′
a n d M K N 7 4

,
r e S p e C ti v ely .

5

G

G
｢

し

G

G

C
A

T

G

C T A G

G A T C G A T C

5

〕
●

G

G

C

A

G

C

A

T

G

3

a

.
a

.2 4 5

( b )
F ig ･ 6 ･ S e q u e n c l n g a n al y sis o f N U G C 2 a n d M K N 2 8 . T h e

t e m pl a t e s u s e d f o r th e s e q u e n ci n g r e a c ti o n s c o n si s te d of

p o ol e d cl o n e s g e n e r a t e d f r o m P C R p r o d u c ts ･ S e q u e n c e

a nly si s w a s p e rf o r m e d b y d トd e o x y m e th o d . A G t o A

m u t a ti o n w a s d e t e c t e d at c o d o n 2 4 5 in N U G C 2 ( a),
a n d a

G t o T m u t a ti o n a t c o d o n 1 8 4 i n M K N 28 (b) .

T a bl e l ･ M u t a ti o n s i n th e p 53 g e n e i n h u m a n g a s t ri c c a n c e r c ell li n e s

C el1 1i n e H i st ol o g y
l)

慧蒜 p 53 g e n e d t e r a ti ｡ n S

K A T O Ⅲ

A Z 5 2 1

N U G C 2

N U G C 3

N U G C 4

M K N I

M K N 7

M K N 2 8

M K N 4 5

M K N 7 4

S l g

p O r

p O r

Si g

a d e n o s q

W / D

W / D

p O r

W / D

)

)

)

)

)

)

一

一

+

一

一

+

(

(

(

(

(

(

C O m pl e t e d el e ti o n

C O d o n 2 4 5 ; G G C → A G C ( G ly
- → S e r)

C O d o n 1 4 3 ; G T G → G C F ( V al → A l a)
C O d o n 1 5 9 ; a C d el e ti o n (f r a m e sh iL t)
C O d o n 2 78 ; C C T → T C T (P r o → S e r)
C O d o n 1 8 4 ; G A T → T A T ( A s p → T yr)
C O d o n 2 3 5 ; A A C → A A T (sil e n t)
C O d o n 2 5 1 ; A T C → C T C (Il e

→ L e u )

1) H i st oI o gi c al ty p e s w e r e a c c o rd i n g t o th e J a p a n e s e

C a n ? e r
, J p n J ･ S u r g .

,
1 1

.
1 2 7 -1 3 9 (1 9 8 1) .

R e s e a r c h S o ci e t y of g a s tri c

Si g ,
Si g n e t - ri n g c eII c a r ci n o m a ;

p o r
･ p O O rly diff e r e n ti a t e d t u b u l a r a d e n o c a r ci n o m a ;

W ,
W ell diff e r e n ti a t e d t u b u l a r a d e n o c a , Ci n ｡ , n a ;

･

a d e n o s q ･ a d e n o s q u a ･ m O u S C e 11 c a r ci n o m a ;
2) I m m u n o h i s to c h e m i s tr y b y a m o n o cl o n al a n tib o d y p 5 3 ( A b -2) .
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考 察

p 53 遺伝子ほ17 番染色体短腕に 位置 する遺伝子で , そ の 道伝

子産物は 核内に 存在 して 細胞増殖を制 御 して い る と考えられ て

い る . 発見当初は細胞 を ト ラ ン ス フ ォ
ー ム する こ とか ら癌 遺伝

子の
一 つ と考え られて い た が

, そ の ト ラ ン ス フ ォ
ー ム す る遺伝

子 は実は 変異 p53 遺 伝子 で あ る こ と が 判 明 した
柑)lg)

. 現在 ,

p 53 遺伝 子は
, 癌抑制遺伝子 の 1 つ と して 認め られて お り ヒ ト

各種癌に つ い て広く検討 され つ つ ある
20 ト 22)

. そ こ で 今回 ,
ヒ ト

胃痛継代培養株10 株を 用い て p 5 3 遺伝子 の 構 造異常 に つ い て

検討した .

サ ザ ン プ ロ
ッ ト法 に て K A T O Ⅲ 株 は p 5 3 遺伝子 の 完全欠失

で ある こ とが 判明 した . 癌細胞で は しば しば染色体17 番の 欠失

が対立 遺伝子 の 片方 に あり
,
残存す る もう 一 方 にも異常が ある

こ と が多 い が
,

K A T O Ⅲ 株 の 場合 , 対立 遺伝子の 両方 が 欠失

した もの と考え られ る .

慢性 骨髄性 白血 病 , あ る い は 肺癌 の 一 部 の 症 例 に お い て

p5 3 遺伝子 の 再構成 がみ られ ると さ れて い る
劉 別)

. しか し
, 今回

著者の 検索 した K A T O Ⅲ 株以外の 9 株で は p 53 遺伝子 の 増幅

お よび 再構成 はみ られ ず ,
R T - P C R 法 に て 検 出 さ れ 得 る よ う

な ,
よ り小さ な再構成もみ られ なか っ た .

P C R - S S C P 法 ほ
, 国立 が ん セ ン タ ー の O rit a ら

25)

が 開発 した

D N A の 構造異常を 迅速か つ 容易に 検出 しうる方法 で あ り ,
サ

ザ ン プ ロ ッ ト法 ,
ノ ー ザ ソ プ ロ

ッ ト法 ,
R T- P C R 法に て検 出不

能な 一 塩基の 異常さ え も検出可 能で ある . す な わ ち
,

D N A 断

片は 二 本鎖の まま 電気泳動 で分離す ると 断片の 長 さの み に 依存

した易動度を 示 すが
,

これ を
一 本鎖に 変性 する と塩基配列に 依

存 した高次構造を と り , そ の 高次構造の 差が 易動度 の 差と して

検出可能 とな る . p 5 3 遺伝子 は
1

r a S 遺伝子の よ うに ある
一

定の

Fig . 7 . A n e x a m pl e of th e i m m u n o s t ai ni n g of p5 3 p r o t ei n s

i n h u m a n g a st ric c a n c e r c e11 1i n e s ( M K N 2 8) . A l m o s t

h o m o g e n o u s n u cl e a r s t ai n in g w a s o b s e r v e d wi th a n ti- p 5 3

a n tib o d i e s p 5 3 ( A b-2) .

】
00 コI 】■▲

■

D ⊂正コ [廼:】 [:亙] [互】 c ｡ 桐 … d む q ･ ｡ n

F ig . 8 . L o c a ti o n of p5 3 m u t a ti o n s i n h u m a n g a stri c c a n c e r

c e11 1i n e s . E a c h i n di vid u al m u ta ti o n wi th a m i n o a cid

S u b s tit u ti o n s■
'

ミ

i岳i n d ic a t e d b y a n a rr o w . T h e fi v e c o n s e r v e d

r e gi o n s a r e al s o in di c a t e d .
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コ ド ン に 異常 がお き るの で は なく広 い 領域に わ た り異常がお き

るた め
,

そ の す べ て の 領域 の 塩基配列を 決定す る こ と は労力の

点 で並大抵で はな い
. そ こ で 今回 ,

P C R - S S C P 法を用 い て ス ク

リ ー ニ ン グを 行 っ た .

E A T O Ⅲ 株を 除く 9 株中4 株に 易動度 の 差を 認めた が
,

こ

の うち A x D x 領域 の M K N l 株 お よび C x F x 領域 の M K N 7 株

で は正 常 (陰性 コ ン ト ロ ー ル) と は異 な ると こ ろ に 一 本 の バ ン

ドの み が認め られ た . 通常 二 対の 対立遺伝子が あり ,
そ の

一

方

の み に 異常が ある な らば
,
もう 一

方の 正 常な 遺伝子 は 陰性 コ ン

ト ロ
ー ル と同 じ易動度を示 し

,

バ ン ドは 二 本認め られ るはず で

ある . ま た対立 遺伝 子の 両方に 異な る異常が ある な らば, 陰性

コ ン ト ロ ー ル と異な る 二 本の バ ン ドが 認め られ る はず で ある .

以上 よ り ,
これ らの 2 株は

一

方 の 対立 遺伝子 の 欠失を 伴 っ て い

る こ とが 示 唆され た . また SS C P 法に て 易動度の 差を 認め た他

の 2 株 で は , 陰性 コ ン ト ロ ー ル との バ ン ドが極め て 近接 して お

り欠失 の 有無の 評価ほ 困難で あ っ た .

S S C P 法に て易動度の 差を 認めた 4 株の 塩基配列を決定 した

と こ ろ
,

そ の すべ て に 構造異 常を 認 め た . M K N l 株 ,
M K N 7

株 ,
お よび N U G C 2 株で ほ

,
4 ～ 6 個の ク ロ

ー

ン す べ て に それ

ぞれ 同 じ構造異常 を認め
,

また これ ら の 細胞株 では p5 3 対立遺

伝子の 一 方 が欠失 して い るもの と考 え られ た . M K N 2 8 株 に つ

い てほ
,

2 種撰の 異な っ た構造異常 を有する ク ロ ー ン が認め ら

れ , p 5 3 遺伝子 の 対立 遺伝子両 方に 構造異常が あると 考え られ

た (表 1) .

ヒ ト p 5 3 遺伝子は ,
カ エ ル

,

マ ウス な ど に 種を超 えて 長く保

存されて い る5 個の 領域を 持 っ て い る が
25)

, 大腸癌を ほ じめ 肺

癌 , 乳癌, 脳腫瘍等 で は p 5 3 の 変異部位 ほ こ れ らの 中で 特に ホ

モ ロ ジ ー の 高い 領域 (Ⅰ
,

Ⅲ
,

Ⅳ
,

Ⅴ) に 存在 して い る
2丁ト 30)

. 今

回 構造異常を 認めた 4 株 (K A T O Ⅲ 株は 除く) で も , 図8 に 示

すよ うに ホ モ ロ ジ ー の 高い 領域の い ずれ か に 変異が 認め られた

(圃8 お よび表 1 ) . こ の よう に ホ モ ロ ジ ー の 高い 領域は p 53 遺

伝子の 機能 ドメ イ ン で あり ,
こ れ ら の ど こ か に 変異が 生 じる こ

と で正 常 p53 遺伝子 の 機能が 消失す ると考 え られ て お り , 今回

の 結果と 合致す る .

塩基の 置換に おい て , 肺癌で ほ G → T , 大腸癌 では G C リ ッ

チ な部位で の G → A へ の 変異が多 い の に 対 し
即 l)

, 今 回 の 胃癌

細胞株を 用 い た検討で ほ 一 定の パ タ ー ン を認め な か っ た
32)

. 今

後 , 多数の 臨床検体を用い た検討が 必 要と考 え られ た .

免疫観織学的検討で は
, 構造異常が 認め られ た 4 例で は 染色

陽性で あり構造異常が あ っ て も p 5 3 タ ン パ ク そ の も の は 巌織

に お い て存在する こ と が証明 され た . 今回 使用 した モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 は p 5 3 タ ソ バ ク の ア ミ ノ 酸32番 か ら79 番を認識 し
,
正

常 p 53 タ ン パ ク と反応する
瑚

.

一 方 , p 5 3 遺伝子の 変異部位は

そ の ほ と ん ど が ド メ イ ン [ , Ⅲ , Ⅳ ,
Ⅴ に 存在す る た め (図

8 ) , 変異 p 53 タ ン パ ク と こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体が 反応 した

も の と考え られ た . しか しな が ら ,
正 常細胞 では p 53 タ ン パ ク

の 半減期が 6 ～ 3 0 分と短い た め
34)

, 細胞内含量は 低く組織 染色

で は認識で きない . そ れ に 反 し変異 p 53 タ ン パ ク の 大半は半減

期 が数時間単位 に 延長 し
ZO)

, 細胞内含量も多く染色陽性 に な る

と考 え られ て お り , 今 回 の 結果 は それ を 証明 した こ と に な っ

た .

p 5 3 遺伝子の 構造異常 があ っ ても抗 p 53 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体

に よ る免疫組織染色 で そ の 異常タ ン パ ク を検 出で きた ことは
,

今後臨床検体を多数検討す る上 で免疫鼠織染色が 簡便で 有用な
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ス ク リ ー ニ ン グ法 に な り得 る と考え られ た .

結 論

ヒ ト胃癌継代培 葛細胞株10 株を 用い て
, 癌抑制遺伝子 p 53 の

構造異常に つ い て検 討 し, 以下の 結論を得た .

1 . ヒ ト胃癌継代 培養細胞株10 株中1 株 に p 5 3 遺伝子の 完全

欠失を
,

ま た他 の 4 株 に 1 塩基変異に よ る構造異常を 認め た .

2 . 構造異常 を認 め た 4 株 の 変異部位 ほす べ て p 5 3 遺伝子の

機能 ドメ イ ン 川 , Ⅲ
,

Ⅳ
,

Ⅴ) 上 に あ っ た .

3 . 抗 ヒ ト p 5 3 モ ノ ク ロ p

ナ ル 抗体 P A b 1 8 0 1 を 用い た免疫

組織染色の 結果 , 構造異常の p 5 3 タ ン パ ク と こ の 抗体は よく反

応す る こ と がわ か っ た . p5 3 遺伝 子構造異常の ス ク リ
ー ニ ン グ

に ほ
,

こ の 抗体 を用 い た免疫鼠織 染色が簡便で 有用 な 方法で あ

る と考え られ た .

4 . p 5 3 遺伝子 の 構造異常は
t

ヒ ト胃癌 に 関与す る 主要 な遺

伝子 変化の 1 つ で ある こ とが 明ら かと な っ た .
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