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ヒ ト膵管痛 にお ける 膵トリ プ シ ノ
ー ゲ ン の 発現 に関す る

組織化学的研究

金沢大学医学部医学科解剖学第
一

講座 ( 主任 : 井 関尚 一 教授)

俵 友 恵

ヒ ト膵管痛の 外科材 料を用 い て
, 癌組織 内で の 膵 トリ プ シ ノ

ー

ゲ ン の 発現 と局在 を免 疫組 織化学的に検索 し
,

膵 トリ プ

シ ノ ー ゲ ン の 発現程 度と痛 の 進 行度 と の 関連 に つ い て検討 した . 対象は
,
1 9 8 8 年 1 月 か ら199 5 年6 月 まで の 7 .5 年 間に外 科的

治療が 行 な わ れ た4 6 例の 浸潤 性膵管痛で あ る . また
, 最近経験 し た7 症例 に 対 し て は全 R N A を抽 出 して 遺伝子 レ ベ ル で の 膵

トリ プ シ ノ ー

ゲ ン 発現の 検索 に 供 した . 抗 ヒ ト膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン マ ウ ス モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体を用い て の 免疫 染色の 結 果, 膵

管病原発 巣46 例中44 例 (96 % ) に膵 トリ プ シノ ー

ゲ ン に対す る軽度 か ら高度 の 免疫 反応 が見 ら れ た . また
, 原発 巣と 同様 に転

移リ ン パ 節30 病巣お よ び神経周 囲浸潤25 病 巣を検索 し た と こ ろ
,

その すべ て の 病巣 に 強い 免疫反応が 認め られ た . こ れ ら の

免疫 反応物 は微細 顆粒状 で
,

お もに癌細胞質 内の 核上 部 に見 ら れ た . 免疫電子顕微鏡法 に よ る と 痛細 胞に は酵 素原顆粒は なか

っ た が
,

免疫 反応 物は細胞 質に び まん性 に存在す る ほ か
,

ゴ ル ジ装置部分 に も局在 した . 逆 転写 ･

ポ リ メ ラ
ー

ゼ連 鎖反応を用

い た m R N A レ ベ ル で の 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン の 検索 で は
,
7 例の 膵管痛仝例に m R N A の 発現 を認 め た

. 以上 の 結 果か ら
, 確 か に

膵管癌 細胞 が トリ プ シ ノ ー

ゲ ン を産生 し分泌 して い る こ とが 示 さ れ た .
つ ぎに

, 原発 巣46 例中 , 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン に対 す

る免疫 反応が 無発現か 軽度発現 する低発現群 (n
= 1 6) と

,
中程度か ら高度発現す る高発現群 (n

= 3 0) と に2 大 別 し
,

膵管痛 に

お ける 膵 トリ プ シ ノ
ー

ゲ ン の 発現程度 と癌 の 進行度 を示す臨床病理学的諸因子 と の 関連 に つ い て 両群 閤で 比較検討 した が
, 明

らか な 差異は 見 られ なか っ た
.

以上 の 所見 より
,

膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン は浸潤性膵管痛 の 進行 度に は無 関係 に 高率 に 党規 して お

り
,
細 胞外マ トリ ッ ク ス 分 解酵素の

一

つ と して癌 の 浸潤 ･ 転移 に関 っ て い る 可能性 が示唆 さ れ た .

K e y w o r d s e x t r a c ell ul a r m atrix d e g r ad in g p r o t e a s e , i m m u n o h is t o ch e m is t r y , p a n C r e a ti c d u c t al

C an C e r
, p a n C r e ati c t r y p si n o g e n

, p Oly m e r a s e c h ain r e a c tio n

近年 , 癌細 胞の 局所浸潤な ら び に遠隔転移時 に お ける細 胞外

マ トリ ッ ク ス 分解 酵素の 役割 が注 目 さ れ て い る
1) 2)

. な か で も
,

癌 細胞 自身 に よ っ て 産生さ れ るセ リ ン 系 プ ロ テ ア
ー

ゼ の 1 つ で

あ る
,

ウ ロ キ ナ
ー ゼ プ ラ ス ミ ノ

ー

ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー

( u r o ki n a s e q ty p e pl a s m i n o g e n a c ti v a to r
,

u
-P A ) は

,
マ トリ ッ ク ス

メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ ( m at ri x m e tall o p r o t e a s e s
,

M M P s) な ど
,

他の 細胞外 マ トリ ッ ク ス 分 解酵素 の 活性 化 に関 与す る と 同時

に
, 自ら も細 胞外 マ トリ ッ ク ス を破壊す る作用が あ る こ と で 知

られ て い る
3) 4)

. さ ら に最近 で は
,

セ リ ン 系 プ ロ テ ア ー ゼ の一山

つ で ある 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン が
,

ヒ ト浸潤性膵管癌や 他 の 消化

器病さ ら に は 婦人科領域痛に も過剰発現 して い る こ と が報 告さ

れ て い る
5 卜 9 )

.
こ の こ と か ら

, 癌 の 浸潤 や転 移に 癌細胞自 身の

産生 する トリ プ シ ノ ー

ゲ ン が 関与す る可 能性 が 考え ら れ る . し

か し
,

こ れ らの ヒ ト痛 にお い て 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン の 細胞 内局

在を電子顕微鏡 (電顕) を用 い て検討 した報 告や
, 膵 トリ プ シ

ノ ー

ゲ ン の 発現の 程度 と臨床病理学的諸国子と の 関連 を検討 し

た 報告 は ない
. そ こ で 本研究で は

,
ヒ ト膵管癌細 胞で の 膵 トリ

プ シ ノ
ー

ゲ ン の 産生を確認する た め に
,

ヒ ト膵 管痛 の 多数 の 症

例 に つ い て 外科材 料を用 い て 黄白 お よ び m R N A レ ベ ル で 検索

し
,

その 局在を免疫電顕法 を用 い て検 討 した . さ ら に
, 膵トリ

プシ ー

ゲ ン の 発現程度 と痛 の 進行 度に 関する 臨床病理 学的諸国

子と の 関連をも検討 し た . そ の 結 果興味ある 二
,

三 の 知見を得

た の で報告 する .

対象 お よ び方法

Ⅰ . 対 象

19 8 8 年1 月 か ら 199 5 年6 J▲ほ で の 7 .5 年 間に
,

余沢ノく学医学

部第二 外 科学教室 にお い て 膵管癌 と診 断さ れ て 外科的治療が行

なわ れ た4 6 例 の 浸潤性 膵管病 症例を対 象と し た . 性別 は男性

28 例 , 女性18 例 で ある . 受診時年齢 は33 か ら7 8 歳ま で で平均

61 ± 10 歳で ある .
こ れ ら 浸潤性 膵管 痛の 組織 学的評価 による

進行 度 は 膵癌 取 扱 い 規 約
1 O)

に 従 え ば
,

S t a g e I と Ⅲ が 0 例 ,

S t a g e Ⅲ が 13 例 (2 8 % ) ,
S ta g e Ⅳ a が 19 例 (4 1 % ) ,

S t a g e Ⅳb が

14 例 (30 % ) で あり, 仝例が st a g e Ⅲ以 上 の 進行例 で あ っ た .

膵管痛 に お ける m R N A レ ベ ル で の 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン の 発

の 有無 をみ る た め
, 最近経験 し た 膵管痛7 症例 の 膿 瘍の

一

部を

直ち に
-

8 0 ℃ に凍結 保存 し全 R N A 抽 出用 に 供 した . こ の 他

胃癌 手術 時に 合併切除 した膵組織な ら び に 胆嚢 癌手術時に合併

平成1 0 年1 月 1 4 日受付
,

平成1 0 年 3 月 30 日受理

A b b r e vi ati o n s : D A B
,
3 ,3

,

- di am i n o b e n zidi n e; M M P s
,

m at rix m et all o p r o t e a s e s; R T I P C R , r e V e r S e t r a n S C ri p ti o n - P C R;

u - P A , u r O ki n a s e -ty P e P la s m in o g e n a ctiv at o r; 光顕
, 光学顕微鏡; 電顕 , 電子顕微鏡



膵癌に お け る膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の発現

切除した 肝組織 の
一

部 も直ち に凍結保存 し
, そ れ ぞ れ膵 トリ プ

シノ
ー

ゲ ン発現 の 陽性 と 陰性対照群と して 伺い た . ま た
, 膵 ト

リプシノ
ー ゲ ンを発現す る こ と で知ら れ て い るC ap 肌 1 ヒ ト膵管

癌細胞株
一l)

仏m e ri c a n T yp e C u ltu r e C o n e cti o n
,

R o ck v m e
,

U S A)

も陽性対照群 と して使用 した . さら に
, 腫 瘍の

一

部 を直ちに4 %

パラ フ ォ ル ム アル デ ヒ ド液で 固定 し
, 電顕観察用 に供 した .

Ⅰ. 研 究方法

1 . ヒ ト膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン の 免疫組織化学的染色

1 )
一 次抗体

使用 した
一 次抗体 は

,
抗 ヒト膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン マ ウ ス モ ノ

15 5

ク ロ ー ナル 抗体 (Ch e m i c o n
,

T o m e c u l a
,

U S A ) である . こ の
一

次抗体の 抗 ヒ ト膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン ある い は ト リ プ シ ン に対す

る 免疫 反応の 特異性 の 解析 に つ い て は
,

すで にT e r a d a ら
12)

に

よ り行なわ れ て い る .

2 ) 光学顕微鏡(光顕) 用染色法

外科 的 に切除 さ れ た標 本を10 % ホ ル マ リ ン で 固定し
, 腫壕

部分を 中心に 5 m m の 階段状 切片を作 成した. こ れ ら の 切片を

パ ラ フ ィ ン 包捜 して病理組織学的検索 に供 した . 痛の 肉眼的な

らび に組織学的進展 度の 診断 は前述した 膵痛取扱 い 規約
10)

に従

っ た .

T a bl e l ･ lm m u n o st ain l n g O f h um a n P a n C r e ati c d u c t al a d e n o c a r ci n o m a s wi th an ti - h u m a n p a n c r e ati c

tr y p s l n O g e n a n tib o d y
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1 5 6

光顕 レ ベ ル で の 免疫染 色に は
,
1 症例 あた り腫瘍部 分の 検索

剛 こ3 個の 代表切片 を
, 非腫落部分の 検索用に2 個の 代 表切片を

用い た . 免疫染色の方法と しては
, 各包埋 ブ ロ ッ ク よ り4 〃 m の

薄切切片を 作成 し
, 脱 パ ラ フ ィ ン 後に 既報の 手順

13 )
で 行 っ た ･

す な わ ち,
i .

一

次 抗体 の 細胞膜 透 過性 を冗 進 さ せ る た め
,

4 0 /Lg / m l の プロ テ ア
ー

ゼ K (B o e h ri n g e r M a n n h ei m
,

G m b h
,

G e r m a n y) と室温で 10 分間反応 さ せ る . ii . 0 ･3 % 過酸 化水 素加

メ タ ノ
ー ル 溶液と 室温 で30 分間反応さ せ る . iii . 正常 ヤ ギ 血清

(D a k o
,
S an t a B a rb ar a

,
U S A) の 2 0 倍希釈液と室温で 20 分間反

応させ る . i v . 抗 ヒ ト膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン ( C h e m i c o n ) の 1 0 0

倍希釈 液と 4 ℃ で
一

晩反応 させ る . Ⅴ . ビ オチ ン標 識 ヤ ギ 抗 マ

ウスIg G (D ak o) と室温で 60 分 間反応させ る . vi .
パ ー

オ キ シ

ダ ー ゼ標識 ス ト レ プ トア ピジ ン (D 血0) と 室温 で60 分 間反応 さ

せ る . vii . 免疫複 合体 反応物 を0 .0 1 % 過酸化水素加3
,
3

,
- ジ ア ミ

ノ ベ ン チ ジ ン (3 ,
3

'
- di am in o b e n zi di n e

,
D A B) βig m a C h e m i c al ,

俵

S t L o ui s
,
U S A) で 発 色させ

,
最 後 にメ チ ル グ リ ー ン で核染色し

,

脱水 ･ 封入を して光顕観 察を行 っ た .

3 ) 電顕用染 色法

外 科的に切 除 され た腫瘍部分を で きる だ け小 さく採取 し
, 直

ち に4 % パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド液 に4 ℃ で 4 時 間浸 し固定し

た .
つ い で

,
1 0 %

,
2 0 %

,
3 0 % サ ッ カ ロ ー ス 溶液で 順次瀧浄

した . 凍結 切片 作製 に は
, 固定標 本を -

2 5 ℃で 1 5 /｣ m の 厚さ

に切り,
ポ リ

･ エ ル ･ リ ジ ン で 表面処理 した ス ライ ド用プラ ス

チ ッ ク板 (武藤化 学薬 品, 東京) を使 用して
,

プ レエ ン ベ ッ デ

イ ン グ法
14 )

に よ り免 疫電顕 を行 っ た . す な わち
,
i . 正 常ヤ ギ

血清 (D 嶽 0) の 2 0 倍希釈 液と室温 で20 分間反応させ る . 五. 抗

ヒ ト膵 トリ プ シ ノ
ー

ゲ ン (C h e m i c o n ) の 10 0 倍希 釈液と4 ℃で

一

晩 反応 さ せ る . iii .
ビ オ チ ン 標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ スIg G 抗体

(D a k o) と 室温 で 1 時 間反応 させ る . i v . パ ー オ キ シ ダ ー ゼ標

識 ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン (D a k o) と室 温で 6 0 分 間反応 させ る .

Fig . 1 . I m m u n o h ist o c h e m i c al i d e n ti fi c a ti o n o f h u m a n p a n c r e ati c t ry p si n o g e n i n a p r l m a r y l e si o n o f th e i n v a si v e p a n c r e a ti c d u c tal

a d e n o c a r ci n o m a s . (朗 Am o w s in di c a te th e d a 止 b r o w n i sh an d fi n e g r a n u l a r p att e r n
,

W b i c h w a s s e e n in al m o s t a11 th e a d e n o c a n c in o m a

C ell s
,
th at i s c at e g o ri z e d a s th e st r o n g i m m u n o r e a c也vity .

× 4 0 . (B ) H i gh e r m ag n ifi c ati o n of F ig . 1 A
′

m e a r r o w
'

a
'

i n d e c a te s th e n u cl e u s

o f a c ell o f th e a d e n o c ar Ci n o m a s .
T h e ar r O W

`

b
'

in di c at e s d ar k b r o wn i s h i m m u n o stai n i n g i n th e 血I e g r an ul ar p att e rn a t th e s u p r an u Cl e a r

C ytO pl a s m o f t h e c ell . × 1 6 0 .

F ig . 2 . I m m u n oh isto c h e m i c al i d e n d fi c ati o n of h u m a n p an C r e ati c t r yp s in o g e n at th e m et a st a ti c l e si o n s in a p e ri p an C r e ati c けm p h n o d e a n d

i n a n e x t r a p an C r e a ti c n e u r al p l e x u s ■ T Yl e St r O n g i m m u n o r e a cti vity w a s o b s e rv e d a s a d ar k b r o wn i s h an d 五n e g r a n ul a r p atte r n at th e

m e ta st ati c l e si o n s 仲 甲 伽 a r r o Y S i坤 C 申) in th e c e n te r 9f th e p e ri p an C r e ati c l ym P h n o d e 仏 ,
× 1 0 0) 益d in th e e x tr ap a n c r e ati c n e u ral

Pl e x u s (B ,
× 12 0) . N 伍 n e rv e fi b e r 払s ci cl e; P n s, p e ri n e u r al 印 a C e .



膵癌に お ける 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン の 発現

Ⅴ. 免疫榎合体 反応物 を0 .0 1 % 過酸化水素加 D A B 溶液で 発色 さ

せる . vi . 0 .5 % チ タ ン オ ス ミ ウム 溶液 と 室温で 60 分間反応 さ

せ た後蒸留水 で 洗浄後, さ ら に , 0 .5 % 酢 酸 ウ ラ ン と 室温で 20

分間反応 させ る . vii . 最後 に エ タ ノ ー ル で 順次濃度をあ げつ つ

充分に脱水を行 っ た後 に エ ボ ン 81 2 樹 脂 に 包埋 し
,

超薄切片を

作饗して 電顕観察を行 っ た .

4 ) 光顕 レベ ル で の 免疫染色の 判定基準

腫瘍部分を含む 3 枚 の 代 表切 片を 鏡顕 し
, 腫瘍細胞 数の 染色

寧5 % 未満 の もの を発現 陰性
,

5 % 以 上 を 発現 陽性 と した . ま

た , 発現 陽性例 の う ち 染 色陽 性膿 瘍 細 胞 の 割 合 が 5 % 以 上

25 % 未満を軽度 発現例
,
2 5 % 以 上 50 % 未 満 を中等 度発現例 ,

50 % 以
._
とを高度発 硯例 に 区分 し た . さ ら に

,
免疫 染色無発 現

例なら び に 軽度 発現例を低 発現 群 に
,

中等 度な ら び に高度 発

現例を高発現 群と に2 大別 し, 両群 間に お け る免疫反応 陽性 率

の 差と 臨床 病理 学 的特徴 と の 関連 に つ い て カ イ ニ 乗 検定を 行

っ た .

2 . 膵 トリ プ シ ノ
ー

ゲ ン の m R N A レ ベ ル で の 検索

膵管将 にお ける 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン の m R N A レ ベ ル で の 検 討

は
, 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン の ア イ ソ フ ォ
ー ム

15 卜 17)
の 1 つ で ある

膵トリ プ シ ノ ー ゲ ン ー 1 ( p a n c r e a ti c t r y p si n o g e n
- 1

,
C ati o n i c

is o f o r m ) に つ い て 逆 転写 ･

ポ
l
) メ ラ

ー ゼ 連 銀 反応 (r e v e r s e

tr an S C ri pti o n -

p Ol y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n
,

R T P C R) 法で 行 っ た .

1 5 7

1 ) 全 R N A 抽 出法

-

8 0 ℃ に凍結 保存 した標 本か ら正 常 膵組織 が 含まれ な い よ

う に注意深く癌組織の み を分離 し
,

ホ ッ ト フ ェ ノ ー ル グア ニ ジ

ウ ム チ オ シア ネ ー

ト法
1 8)

に より仝 R N A を抽 出 した .

2 ) プ ラ イ マ
ー

ヒ ト 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン ー1 ( p a n c r e a ti c t r y p si n o g e n
- 1

,

c a ti o n i c i s of o r m ) の c D N A 塩基配列
19)

よ り
,

セ ン ス プ ライ マ
ー

と し て 5
'

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

(塩 基番号 294 q 3 1 1) ,

ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と して 5
,

¶ C T G G G C A C A G C C A T C A -

3
'

( 塩 基 番 号 6 5 7 - 6 7 4 ) の オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ

チ ド を 設 計 し た ･
ベ

ー

タ
ー

ア ク チ ン ( J
9 - a C ti n ) に 対 す

る m R N A 検 出 用 プ ラ イ マ
ー

は
,

セ ン ス 側 と し て 5
,

-

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

( 塩基番号 12 9 9 -1 3 1 9) ,
ア

ン チ セ ン ス 側 と して 5
'

- G T T G A A G G T A G m C G T G G H T 13
,

( 塩

基 番号 240 6 - 2 2 6 4) の オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ドを設計

した . こ れ ら の プ ラ イ マ ー の 合成 は 日 本 バ イ オ サ
ー ビス 株 式

会社 (新座) に依託 し た . なお
,

こ れ らの プ ライ マ
ー

は ジ
ー ン

バ ン ク (G e n B a n k) デ
ー

タ
ー ベ ー

ス で 佃 の もの と の 整合性 が 全

く な い こ と を確認 し た .

3 ) ⅣトP C R 法

仝R N A l /L g を 65 ℃ で15 分間変性 させ た 後,

一

本鑓c D N A 合

成 キ ッ ト(C L O N T E C H h b o r at o ri e s I n c
,

P al o A lt o
,

U S A ) を使

‥

ゝ

l

㍉

t
､

t

二 十
-∴ 二十

雪女

ノ

り

一■

･

■ヽ

.

･

ヰ
て

.

･

･

･

小

.

Fig ･ 3 ･ El e c tr o n m i c r o g r a p h s of a di 飴 r e n ti a te d t y p e of h u m a n p a n c r e a tk d u c tal a d e n o c ar Ci n o m a c ell s wi th i m m u n o h i st o c h e mi c al s t ai n in g
fo r h u m an P an C r e ati c try p si n o g e n ･ ㈱ Ⅷ e d a r k 魚n e g r a n u l a r i m m u n o r e a cti v e p a tt e rn i s dif fu s ely p r e s e n ti n th e s u p r a n u cl e a r c yt o s ol .

×

1 0 0 00 ･ Ⅰ
,
d a rk g r an ul a r i m m u n o r e a cd v e p atte r n ; M

,
m i c r o vi 11i; G

, g a p ju n c t 血 ; P
, p e r O Xi s o m e s ･ ( B) T n e d a 正 g r an u l a r p a tt e rn ap p e ar S

in t e n s el y at th e G ol gi ap p a r at u s a句a c e n t t o t h e n u cl e u s .
× 1 2 0 0 0 . N

,
n u Cl e u s .
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用 して 逆転写 反応 に よ っ て c D N A を 合成 し た
17 )

. す な わ ち,

2 0 0 ユ ニ ッ トの モ ロ ネ ー 白血 病 ウイ ル ス 逆転写酵素
,
0 .5 m M の

オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド (d A T P
,

d C T P
, d G T P

,

d T r P) 混合液
,

オ
1
) ゴ d T プ ライ マ

ー

,
R N a s e 阻害因子1 単位

,

T Yi s 塩酸緩衝液 (p H 8 .3) 5 0 m M
,

K C 1 7 5 m M
,

M g C 1 2 3 m M の 全

て を混合し37 ℃ で 90 分 間反応 させ た .

つ ぎに
, 各 m R N A に特異 的な プ ラ イ マ ー と T a q D N A ポ

1
) メ

ラ ー ゼ (宝酒造, 京都) とを用い て
,

･ D N A サ
ー

マ ル サ イ ク ラ ー

(P e rk i n
- E l m e r C e t u s

,
N o r w alk

,
U S A) で D N A を増幅 し た ･

P C R 反応 は1 サ イ ク ル
, 熱変性を9 4 ℃ で30 秒間

,
ア ニ ー リ ン

グ を60 ℃で 1 分間,
D N A の 伸 長を72 ℃で2 分間 と し て

, 膵 ト

リ プ シ ノ ー

ゲ ン ー 1 用 に は30 サ イ ク ル
,

ベ ー タ ー ア ク チ ン 用 に は

1 8 サ イ ク ル 行 っ た . 増幅 さ れ た P C R 反応液2 0 /∠ = こ対 し
,

2 /∠1

の ゲ ル 泳動横 衝液 (0 .2 5 % ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル
ー

,
0 ･2 5 % キ

シ レ ン シ ア ノ
ー ル F F

,
3 0 % グ リ セ ロ ー ル) を加 えて 撹拝 し

,
そ

の 10 〃1 を1 ･5 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル に注 入 し
,

電圧100 V で 25 分 間

電気泳動 し た . 泳動後 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色 を行 い
, 紫外

線 照射装 置
,

ト ラ ン ス イ ル ミ ネ
一

夕
ー

( フ ナ コ シ
,

束 京) で

P C R 産物 を観察 した .

成 績

Ⅰ . 膵 管癌 に お け る牌 トリ プシ ノ ー ゲ ンの 蛋 白 レ ベ ル で の

発現 に つ い て

1 . 光顕 レ ベ ル で の所見

1 ) 原発巣 で の 免 疫染色所見

4 6 例 の ヒ ト膵管病原発巣の 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン 免疫染色結果

を表1 に示 した . 4 6 例中44 例 (96 % ) の膵管病原発 巣は
, 膵 ト

リ プシノ ー ゲ ン に対 して軽度 か ら高度 の 免疫反応 を示 した . 図

1 A は高度免 疫反応 を示 した 症例 の 光顕所見 で あ る . その 強拡

写真 (図1 B) を見 る と
,

免疫反応物 は微細顆粒状で お もに 癌細

胞核上 部 に存在 した
. 発現陽性癌細胞の 組織 内分布 は

,
症例間

で 多少 の 違 い は あ るも の の
,

大部分の 症例で 痛先進部 に とく に

強く 発現 が 認め られ た . 内部陽性対照群 と して の 非腫瘍部 の 膵

腺房細胞は 全症例細胞 質が 顆粒状 に加染 し た
.

こ の こ と か ら全

て の 症例の 組織標本で 免疫 反応性 が保 た れ て い る こ と
,

免疫反

応 の 特異性 に問題が な い こ と が 示 され た
.

1 2 3 4

T ry p s l n O g e n l

β
- a Cti n

Fi g . 4 . E x p r e s si o n o f m R N A o f t h e h u m a n p a n c r e a ti c

t r y p si n o g e n
- 1 (也 e u p p e r p a n el) ,

a n d o f β
-

a C ti n (th e l o w e r

p an et) . T h e m R N A w e r e a m pliA e d b y m l P C R
,

a n d e x a m i n e d

th e s p e ci R city o f th e m R N A p r o b e s ･ P an C r e a ti c tr y p s in o g e n -1

w a s e x p r e s s e d i n n o r m al p an C r e a S O a n e s l an d 2) an d C a p an
-1

(1 a n e 4 ) ,
b u t n o t i n n o r m al li v e r (1 a n e 3) ･ β- a C ti n w a s

e x p r e s s e d i n a n th e s am Pl e s ･

2 ) 転移病巣で の 免疫染色所見

検索 した 転移 リ ン パ 節 30 病巣お よ び 神経周 囲浸 潤25 病巣の

す べ て に , 原発巣 と同様 に癌細胞 内の 核 上部 に 膵 トリ プシ ノ ー

ゲ ン の 発現 が認 め られ た (図2) .

2 . 電顕 レ ベ ル で の 免疫染色所見

図3 は膵管癌細胞 (表1 で の 症例35) の 免疫電顕像 で ある . 徴

繊毛 が見 える部 分が 癌細 胞の 管腔側で あ る . 免疫 反応物 は核上

部 の 細胞 質に び ま ん性 に見 られ
,

中で も核 に 隣接 する ゴ ル ジ装

置に も 一 致 して 強 い 免疫反応物 が 見ら れ た こ と が 特徴的であっ

た .
こ の 他 , 多く の 癌細胞 内を観 察 した が

,
正 常 脚泉房細胞で

見 られ る ような 酵素原顆粒 は全く観察 され なか っ た ･

Ⅰ . 膵管 癌 に お け る膳 トリ プシ ノ
ー

ゲ ンの m R N A レ ベ ル で

の 発現 に つ い て

まず, 使 用 した プ ライ マ
ー の 特異性を確認す る た め

, 膵トリ

プ シ ノ
ー

ゲ ン ー 1 発現 の 陽性対 照群と し て ヒ ト正 常 膵組織な らび

にC a p an
-1 細胞株か ら抽 出 した 仝 m R N A を , 陰性 対照群と して

ヒ ト正常肝組織 か ら 抽出 した 全 m R N A を使用 して R T IP C R 法で

検索 した . そ の 結果 , 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 蛋白 レ ベ ル で の 発

現が 確認 さ れ て い る膵組 織と C a p a n - 1 細胞株 で は
,

遺伝子レベ

ル で も発現 が確認 され
,

蛋白 レ ベ ル で 発現 の ない 肝組織 で は遺

伝子 レ ベ ル で も発現 は見 ら れ なか っ た (図4) . 以 上 の 所見より,

使用 した プ ラ イ マ
ー の 特 異性 が確 認さ れ た .

そ こ で
,

最 近経験 し た 膵管痛 7 症例 (表 1 で の 症例22
,
2 3

,

3 3 -3 5
,
4 1

,
4 2) を対 象に して

, 膵 トリ プシ ノ ー ゲ ン ー1 に つ い て
,

m R N A レ ベ ル で の 発現 の 有無を検討す る た め
,

正 常膵4 症例と

前述 の 膵管痛7 症例の 痛組織部分 か ら 抽出 し た全 m R N A を用い

てR T P C R 法 で検索 した と こ ろ
,

膵管痛 全例 に m R N A レベ ルで

の 膵トリ プ シ ノ ー

ゲ ン ー 1 の 発 現 が 認め ら れ た (図5) ■
こ れら7

症例 は い ず れ も膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 蛋白 レ ベ ル で の 過剰発現

が確 認さ れ て お り, 膵 トリ プ シ ノ
ー

ゲ ン の 蛋白 レ ベ ル と遺伝子

レ ベ ル で の 発現 は よく相 関 して い た .

Ⅱ . 牌管癌 に お ける牌 トリ プシ ノ ー ゲ ン の発現程度 と臨床病

理学的諸 因子 と の 関連 に つ い て

表2 は
, 膵管将 に お け る膵 トリ プ シ ノ

ー

ゲ ン の 発現率 を痛の

進行 度別 に 見た もの で ある . そ の 発現 は対象群 の st a g e Ⅲ ,
Ⅳa

,

Ⅳb の 中で は癌 の 進行度 と は 無関係 に 高率 に発現 して い た ･
つ

ぎに
,

膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 発硯の 程度 と個 々 の 臨床病理学的

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 11

T ry p s l n O g e n l

lう
･

a C ti n

Fi g . 5 . D et e cti o n o f P T - P C R a m pliA e d p r o d u c t s of m R N A of

th e h u m a n p an C r e a ti c t ry p si n o g e n
- 1 帥 e u p p e r p a n e D ,

a n d of

β - a C ti n (th e l o w e r p a n el) i n th e n o r m al p a n c r e a s a n d th e

i n v a si v e p a n c r e ati c d u ct al c a n c e r s ･ P an C r e ati c tr y p si n o g e n
･1

an d
ノ
9 -

a Cti n w a s e x p r e s s e d i n l an e S l -1 1 ･ T Y L e 丘r st l a n e & o m

th e l eft
,
Si z e m a k e r; 1 a n e s l -4

,
n O r m al p a n c r e a s fr o m s u rgi c al

s p e c i m e n s; l a n e s 5 - 1 1
,

i n v a siY e p a n C r e a ti c d u ct al

a d e n o c ar Ci n o m a s fr o m th e c a s e s of n o s
,
2 2

,
2 3

,
3 3 -3 5

,
4 1

･
a n d

4 2 qi s t e d i n T ab l e l) ,
r e S p e C ti v el y .



膵痛 にお ける膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン の発現

T a bl e 2 ･ E x p r e s si o n o f p a n c r e ati c try p s ln O g e n a n d cli ni c al st ag e s o f h u m a n p a n c r e ati c c a n c e r s

Cli nic al s ta g e
il)

N o ･ Of p a tie nts

N o
,( % ) o f p ati e n ts

P a n c r e atic try p sl n O g e n

N e g a ti v e P o siti v e

il)

c lin ic al s ta g e is e v alu ate d a c c o r din g t o t h e g e n e r al r u le s f o r th e s t u d y o f th e p a n c r e ati c c a n c e r b y th e

J ap a n e s e p a n c r e ati c s o c ie ty .

T a ble 3 ･ R e lati o n s h ip b e t w e e n l e v e ls o f p an C r e atic tr y p s l n O g e n e X p r e S Si o n a n d c lini c o p ath o lo g l C fb a t u r e s i n

i n v a si v e h u m a n p a n c r e a tic d u ct al a d e n o c ar cin o m a s

N o
. ( % ) o f p atie nts

V a ri a ble s
a) P a n c r e a ti c t ryp sl n O g e n

笠.昌討芯貰
H ig h e x p r e s si o n

g r o u p
C )

( n = 30 )

T u m o r si z e

≦4 .O c m

> 4 .O c m

T u m o r l o c ati o n

H e a d

B o d y/t ail

H is to l o gi c diff er e n ti ati o n

W e 11/ m o d e r ate

P o o r

A n t e rio r c a p s u l a r i n v a si o n

N e g a tiv e

P o sitiv e

R e tr o p e rit o n e al i n v a si o n

N e g a ti v e

P o siti v e

Ly m p h n o d e m et a st a sis

N e g a ti v e

P o sitiv e

Liv e r m et a st a si s

N e g a ti v e

P o siti v e

4 (2 5)

1 2 (7 5)

8 (5 0)

8 (5 0)

1 5 (9 4)

l ( 6)

4 (2 5)

1 2 (7 5)

1 ( 6)

1 5 (9 4)

2 (1 3)

1 4 (8 7 )

1 0 (6 2 )

6 (3 8 )

1 1 ( 3 7)

1 9 ( 6 3)

1 9 ( 6 3)

1 1 ( 3 7)

2 8 ( 9 3)

2 ( 7)

1 1 ( 3 7)

1 9 ( 6 3)

3 ( 1 0)

2 7 ( 9 0)

8 ( 2 7)

2 2 ( 7 3)

2 4 ( 8())

6 ( 3 8)

iI)

= i stol o gic fi n di n g s a re e v al u a t e d a c c o r di n g t o th e g e n e r al r ul e s fo r t h e st u d y o f th e p a n c re atic c a n c e r b y th e

b電器器霊蒜慧v ｡ C e1.s
,
｡ _2 5 %

C )

p r o p o rti o n o f s t ai n l n g- P O Sitiv e c e11 s
,
m O r e th a n 2 5 % ･

諸因子と の 関連 に つ い て の 結果 を表3 に 示 した . 膵 トリ プ シ ノ

ー

ゲ ン の 無発現例 な ら び に 軽度発現例 を低党規群 ( n
= 1 6) に

,

中等度な ら び に 高度発現例を高 発現 群 ( n
= 3 0) と に2 大別 し

,

腫瘍径, 腫壕の 占居部位,
分化度, 前方被膜浸潤, 後両組織浸

潤, リ ン パ 節転移お よ び肝転移の 有無 と両群 間と の 関連 に つ い

てカイ ニ乗検定を行 っ たが
,

こ れ らす べ て の 指標 に つ い て両群

間には有意の 差は 認め ら れ な か っ た .

考 察

膵トリ プ シ ノ ー

ゲ ン は元 剰拳の 腺房細胞 で合成 ･ 分泌され て
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い る 蛋白分解酵素で あるが , 消化器痛 や 稀人 件領域癌 の--- 一 部で

も過剰発現 して い る こと が最 近の 研究 で 知 ら れ て い る
5 卜 皇))

. 今

回の 研 究で は
, 元 来膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン を発現 しな い 障管上 皮

か ら発 生 した 膵管痛の 大部分の 症例が
, 揮 トリ プ シ ノ

ー

ゲ ン を

過剰発現す る こ とが 蛋白な ら び に m R N A レ ベ ル で確 認で きた .

膵管痛が 膵 トリ プ シノ
ー

ゲ ン を過剰発現 して い る こ と に つ い て

は
,

19 9 4 年に O b ta ら
5)
が すで に報告 して い る .

つ まり
,

浸潤性

膵管痛20 例 中15 例 (75 %) に膵トリ プ シ ノ ー

ゲ ン の 過剰発現を

認め た と して い る
. た だし

,
発現を認め なか っ た 5 症例は い ず

れ も非腫瘍部 の 膵腺 房細胞 にも発現 が見 ら れ ず,
した が っ て

,



1 6 0

腫 瘍部で 発現 して い ない の で は なく
,

切 除標 本を 固定 する ま で

に 時間が か か り過 ぎたり
,

あるい は固定 して か ら 切り出すまで

の 時間が か かり過 ぎたり し て
, 抗原が 失活 した可 能性 も否定で

きな い と考 えら れ た . そ こ で
, 今回の 研 究で は さ ら に対象症例

を重ねる と 共に
,

一

次抗体 の 膜透過性克進と抗 原の 賦 括化を目

的と して
, 新 た に プ ロ テ ア

ー

ゼ K 処理 を免疫 染色過程の 中に加

えた . こ の プ ロ テ ア
ー ゼ K 処理 に関 しては199 3 年の H u 由e s ら

20)

の 研究結果 を参考 に して
,

プ ロ テ ア ー ゼ 濃度 を種 々 変 えて染色

性の 程度を検討 した と こ ろ
, 前述 の 濃度お よび 37 ℃で 5 分 間あ

る い は室温 で1 0 分 間の 反応が 染色性が よく , 特異性 に も 問題

が な か っ た と の 結 果を得た , こ の 予備実験の 結果 を もと に
,

本

研究で は4 0 〃 g/ m l の プ ロ テ ア
ー

ゼ K を室温 で10 分間処 理 する

方法 を取り 入れ て 免疫 染色を行 っ た . そ の 結 果
,

4 6 例 中44 例

(96 % ) の 膵 管病 症例 の 原発巣 に膵 トリ プシ ノ ー

ゲ ン の 発現が 確

認 さ れ た . 転移 の 認め ら れ た リ ン パ 節30 病巣 な ら び に神 経周

囲浸潤25 病巣の す べ て に
,

原発巣 と 同様 に膵 ト リ プ シ ノ
ー

ゲ

ン の 過剰発現 が認 め られ た こ と は興味深い
.

そ こで
,

免疫電顕法を用 い て膵 トリ プ シ ノ
ー

ゲ ン の 癌細胞 内

で の 局在を見 る と
, 免疫 反応物 は細胞質 だけで なく核 に 隣接 し

た ゴ ル ジ装置 にも 一

致 して観察 さ れ た . すな わち
,

細胞 質内に

存在す る膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン は ピノ サイ ト
ー シ ス に よ っ て細胞

外 か ら細胞 内に取 り込まれ た の で は なく
,

癌細胞自 身に よ っ て

合成さ れた も の で あると考え られ た .

また
,
膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン に は 現在まで に 少な く と も3 つ の

アイ ソ フ ォ
ー ム が知 ら れ て い る

1 5)
､

1 7)
が

,
そ の 中 で も1 本 鎖あ

るい は2 本鎖 の 膵 ト1) プ シノ ー ゲ ン ー1 (p a n c r e a ti c tr y p si n o g e n
- 1

,

c a ti o n i c i s of o r m ) が 胃痛細胞株 で 発現 して い る こ と が 199 4 年

K o s bi k a w a ら
2 1)

に よ り報告 さ れ て い る . そこ で
,

本研 究で も最

近の 7 症例 の 新鮮材料か ら注意深く分離 した 癌組織 の 全 m R N A

を抽出し
,

R T P C R 法を用 い て m R N A レベ ル で の 膵 ト1) プシ ノ

ー

ゲ ン ー 1 の 発現 を検 討 し たが
,

免疫染色の 結果 と 同様 に全7 例

に遺伝 子 レ ベ ル で の 発現が確 認され た . すな わち
, 電顕 の 結果

と合わ せ て , 膵管癌細胞が 確か に トリ プ シ ノ
ー

ゲ ン を産生 する

こ と が 示 され た . し か し
, 癌細胞 には 膵腺 房細 胞 に見 られ る よ

う な酵素原 顆粒 は全く観察され なか っ た こ と か ら
,

癌細胞内で

合成さ れ た 膵 ト リ プシ ノ ー

ゲ ン は 脚泉房細胞と は 異なり, 長期

間細胞内に 貯留 され る こ と なく速や か に直接細胞外 へ 分泌さ れ

る可 能性が 示唆 され た .

つ ぎに
, 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン の 発現程度を2 大別 し
, 浸潤性

膵管痛の 進行度を示す 臨床病理 学 的諸因子と の 関連 に つ い て考

察 を加え て み た . 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン は st a g e Ⅲ 以 降の ほ と ん

どの 膵管病症例 で発現 が見 ら れ る こ と より
, 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ

ン の 無発現例 な ら び に軽 度発現例 を低発現群 (n
= 1 6) ,

中等度

なら び に高度発現例を高発現群 血 = 3 0) と して個 々 の 臨床 病理

学的進行度 と の 相関関係 を検討 したが
,

現時点 で は種 々 の 腫瘍

の 進展度 と 膵 トリ プシ ノ
ー

ゲ ン の 発現程度 と の 間に は 明 らか な

差異 は 見 ら れ な か っ た . か え っ て
,

膵 トリ プ シ ノ
ー

ゲ ン は

st a g e Ⅲ
,

Ⅳa
,

Ⅳb の 申 で は腫瘍 の 進展度 と は無 関係 に 高率 に

発現 して い た こ と か ら
,

さ ら に早期 ( st a g e I
,

Ⅱ) か ら発現 し

て く る可能性が あ る と思 われ た . この よ うに
, 膵管癌細胞 は痛

の 進展度 とは 無関係 に比較 的早 い 時期か ら 膵 トリ プシ ノ
ー

ゲ ン

を合成 ･ 分泌 し
,

その 膵 トリ プシ ノ
ー

ゲ ン は 細胞外 マ トリ ッ ク

ス 分解酵素 と し て
, 癌細胞 の 局所浸潤時や 遠隔転移時 に重要 な

役割を担 っ て い る可 能性が ある と 考えた .

と こ ろ で
, 癌細胞か ら 分泌 さ れ る膵 トリ プシ ノ ー

ゲ ン は膵ト

リ プ シ ン の 前駆体 で ある が
,

どの よ うな機序で 癌細胞外の 問質

内で 活性 型 の 膵 トリ プ シ ン に 変換 さ れ る の で あろ う か ? 最

近,
O b t a ら

13)
は

, 膵管痛 が 第3 の プ ロ ト ン ポ ン プ で ある液胞型

プ ロ トン ポ ン プ 吋a c u ol a r
-tY p e H

十
,ÅT P a s e

,
Ⅴ功T P a s e) を過剰

に発現 し て い る こ と を報告 し
,

こ の プ ロ ト ン ポ ン プ を介して排

出 さ れ る陽子 が
,

自動活性化 に より癌細胞 の 管脛側 で作 られる

微小 環境 内で 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン を トリ プ シ ン に 変換 すると い

う仮 説を立 て て
, 活性化 の 機序を解 明 しよう と して い る . 膵ト

リ プ シノ ー ゲ ン の ア イ ソ フ ォ
ー ム の 中で も

,
陽イ オ ン 型の 膵ト

リ プ シノ
ー

ゲ ン 1 が 酸性 b H 4 .5 -5) で 効率 よく自動活性化され

る こ と が
, 試験管 内の 実験 で 証明さ れ て い るか ら で ある

2 2)
. さ

ら に
, 膵管癌組織 中の 癌細胞 の み なら ず病巣周囲 に見 られ るマ

ク ロ フ ァ
ー

ジ が 産生 す る カ テ プ シ ン B
5)
に よ っ て も

, 膵 トリプ

シ ノ
ー

ゲ ン ー 1 が 活性 化 され る可 能性が 考え られ る .

一 般 に
,

痛 が 浸潤 ･ 転 移す る 際 に は
,

M M P s
,

u
- P A

,
プラ

ス ミ ン な どの 細胞 外 マ トリ ッ ク ス 分解 酵素が 特 に 重要で あり
,

u
-P A ･ → プ ラ ス ミ ン → M M P s 活性化 の カ ス ケ

ー

ド反応が 存在す

る と 考え ら れ て い る
2 2) 23 )

. しか し
,

M M P -9 は トリ プ シ ン G で

活性 化 さ れ る が
,

プ ラ ス ミ ン を 始め と す る他 の セ リ ン プ ロ テ

ア
ー

ゼ で は 活 性化 さ れ な い た め
24)2 5)

,
u - P A → プ ラ ス ミ ン →

M M P s 活 性化 の カ ス ケ
ー

ド反応以外 の プ ロ セ ス が 存在するも

の と考 え ら れ て い る . そ こ で
, 筆者 が 注目 した の は

, 今回の

研 究 で 明 ら か に した よう に 癌細 胞 内で 合成 され る 膵 ト リ プシ

ノ ー

ゲ ン の 存 在 で あ る . す なわ ち
, 膵 ト リ プ シ ノ ー

ゲ ンも上

述 し た よ う な機序 で 活性 体 に 変換 さ れ れ ば
,

細 胞外 マ トリ ッ

ク ス 分解 酵素 と して は 勿論 の こ と
,

u
-P A や M M P s な ど他の分

解酵 素 の 前 駆体 を直接 効率 よ く活性 化す る こ と が 可 能な わけ

で あり
,

トリ プ シ ン → M M P s の カ ス ケ ー

ド反 応も充分存在し

う る もの と 思わ れ た .

以 上
,

本研 究で 観察 し た
,

浸潤性膵管癌 の 原発巣 なら び に神

経周 囲浸 潤部 にお ける 膵 ト リ プ シ ノ
ー

ゲ ン の 過剰 発現 に つ い

て , 考察 を加 えた .

結 論

ヒ ト膵管癌 の 外科材 料を 用い て
,

癌組織内で の 膵 トリ プシノ

ー

ゲ ン の 発現を 蛋白お よ び m R N A レ ベ ル で検索 し, 膵 トリ プシ

ノ ー

ゲ ン の 発現程 度と 臨床病理学的諸因子 と の 関連 に つ い て検

討 し
,

以 下 の 知見を得 た
.

1 . 膵管病原発巣46 例 中44 例 (96 % ) に 膵 トリ プ シ ノ ー ゲン

に対 する軽度 か ら高度 の 免疫 反応 が 見ら れ た .

2 . 転移 リ ン パ 節30 病巣お よ び神 経周 囲浸潤 25 病巣 を検索

した と こ ろ その すべ て に強い 免疫 反応が 認め ら れ た .

3 . 免疫電顕法で 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン の 癌細胞内局在を見る

と
, 免疫反応物 は核上 部 の 細胞 質や核 に隣接 した ゴ ル ジ装置に

→ 致 して 観察 され たが
,

酵素原顆粒 は全く観察 され なか っ た･

4 . 逆転写 ･

ポリ メ ラ
ー ゼ 連鎖反応 を用 い た m R N A レ ベ ル で

の 検索で は , 7 例 の 膵 管痛全例 に 正常膵 と同程 度の 膵 トリ プシ

ノ ー

ゲ ン の 発現を認め た
.

5 . 検索例 で は
, 腫 瘍の 進展度 に は無関係 に高 率に膵トリプ

シ ノ ー ゲ ン の 発現 が見 ら れ た .

以 上 の 成繚 よ り, 膵管痛 は比較的早期か ら膵 トリ プ シノ
ー ゲ

ン を合成 ･ 分 泌 し
,

そ の 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン は細 胞外 マ トリ ッ

ク ス 分解 酵素 と して
,

癌細胞 の 局所浸潤 ･ 遠隔転移 に重要な役

俵
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剖を担 っ て い る可 能性 が示唆 され た ･
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68 27 -6 82 9
,
1 9 9 0

4) K o gh a S
,
H a rv e y S R

,
W e a v e r R M

,
M a rk u s G . I . o c ali z a ti o n

Of pl a s m i n o g e n a c ti v a t o r s i n h u m a n c ol o n c a n c e r s b y

i m m u n o p e r o xid a s e st ai ni n g . C a n c e r R e s 4 5 : 17 8 7 -1 7 9 6
,
1 9 9 1

5 ) O h ta T
,
T e r a d a T

,
N a g a k a w a T

,
T aji m a H

,
I to h H

,
F o n s e c a

L
,
M iy a z aki I . P a n c r e a ti c t ry p si n o g e n a n d c ath e p si n B i n h u m a n

P a n C r e ati c c a r ci n o m a s a n d a s s o ci a t e d m e ta s t ati c l e si o n s . B r J

C a n c e r 6 9 : 1 5 2 -1 5 6
,
1 9 9 4

6) O h ta T
,
T e r ad a T

,
N a g a k a w a T

,
K a y ah a r a M

,
N i sh i m u r a G

,

T s u ki o k a Y
,
T a ni g u c h i K

,
M iy a z ak i I

,
N u m at a M

,
Y a m a m o t o M

,

I s e ki S
,
K a n n o M . E x p r e s si o n of p a n c r e ati c tr y p si n o g e n i n

h u m a n e x tr a p a n c r e a ti c g a str oi n t e sti n al c a r ci n o m a s . O n c oI R e p l:

75 9 -7 6 4
,
1 9 9 4

7) K oiv u n e n E
,
H u h t al a M L

,
S t e n m a n U H . H u m a n o v a ri a n

tu m o r - a S S O Ci a te d tr y p si n .J B i oI C h e m 2 6 4 : 2 4 : 1 4 0 9 5 -1 4 0 9 9
,
1 9 89

8) K o s h ik a w a N
,
Y a s u m it s u H

,
U m e d a M

,
M i y a z a k i K .

M ultipl e s e c r e ti o n o f m a tri x s e ri n e p r o t e a s e s b y h u m a n g a s tri c

C a r Ci n o m a c ell li n e s
. C a n c e r R e s 5 2 : 5 0 4 6 - 5 0 5 3

,
1 9 9 2

9 ) H ir ah a r a F
,
M iy a gi Y , M i y a gi E

,
Y a s u m its u H

,
K o sh ik a w a

N
･
N a g a sh i m a Y

,
K t a m u r a H

,
M i n a g u ch i H

,
U m e d a M

,
M iy a z a ki

K ･ T ry p si n o g e n e x p r e s si o n i n h u m a n o v a ri an C a r Ci n o m a s .
I n t J

C a n c e r 6 3 : 1 7 6 -1 8 1
,
1 9 9 5
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11) M i s z c z u k J a m s k a B
,
M e rt e n M

,
G u y- C r tt e O

,
Am o u ri c M

,

C l e m e n te F
,
S c h o u m a c h e r R A

,
Fi g a r ell a C . C h a r a ct e ri z a ti o n of

h y p si n o g e n s l an d 2 i n t w o h u m a n p a n c r e a ti c a d e n o c a r ci n o m a

C ellli n e s; C F P A C -1 a n d C A P A N -1 . F E B S 2 9 4 : 3 : 1 7 5 -1 7 8
,
1 9 9 1

1 2) T e r a d a T
,

N a k a n u m a Y . I m m u n o h i s t o c h e m i c al

d e m o n s t r a ti o n o f p a n c r e a ti c al p h a
-

a m yl a s e a n d t r y p si n i n

i n tr a h e p a ti c bil e d u c t s a n d p e rib ili a r y gl a n d s . H e p a to l o g y 1 4 :

1 1 2 9 - 1 1 3 5
,
1 9 9 1

1 3) O h t a T
,
N u m a t a M

,
Y a gi s hit a H

,
T s u ki o k a Y

, Kit a g a w a H
,

K a y a h a r a M
,
N a g a k a w a T

,
M iy a z ak i I

,
Y a m a m o t o M

,
I s e ki S

,

O h k u m a S . E x p r e s si o n of 1 6 k D a p r o te oli pid o f v a c u ol a r
l tY p e H

A T P a s e in h u m a n p a n c r e ati c c a n c e r . B r J C a n c e r 7 3 : 1 5 1 1 -1 5 1 7
,

1 9 9 6

1 4) 渡辺 慶 一
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,
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1 5) S a m b r o o k J ,
F rit s c h E F

, M a ni a ti s T . M ol e c u l ar Cl o n i n g : a

l a b o r a t o r y m a n u al
,
2 n d e d

, p 7 .3 0 -7 .7 9
,
C ol d S p ri n g H a r b o r

I . a b o r at o ry ,
N e w Y o r k

,
1 9 8 9

1 6) G u y O
,
L o m b a rd o D

,
B a rtelt D C

,
Am i c J ,

Fi g a r ell a C . T w o

h u m a n tr y p s l n O g e n S . P u rifi c ati o n
,

m l e c ul a r p r o p e r ti e s
,

a n d N -

te r m i n al s e q u e n c e s . B i o ch e m i s tr y 1 7 : 1 6 6 9 -1 67 5
,
1 9 7 8

1 7) Ri n d e r kn e c h t H
,
R e n n e r I G

,
A b r a m s o n S B

,
C a r m a c k C .

M e s o
-tr y p Sl n : a n e W i n h ibit o r

- r e Si s t an t P r O te a S e h
･

o m a z y m o g e n

i n h u m a n p a n c r e a ti c ti s s u e a n d 山1i d . G a s tr o e n te r ol o g y 8 6 : 6 81 -

6 9 2
,
1 9 8 4
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,
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,

p l 1 5
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,
A c a d e m i c P r e s s

,
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,
1 9 6 8

1 9) E m i M
,
N a k a m u r a Y

,
O g a w a M

,
Y a m a m o t o T

,
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,
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,
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Ch a r a ct e ri z ati o n a n d n u cl e o ti d e

S e q u e n C e S O f t w o c D N A s e n c o d i n g h u m a n p a n c r e a ti c

tr y p si n o g e n s . G e n e
,
4 1 : 3 0 5 -3 1 0

,
1 9 8 6

2 0) H u gh e s S E
,
H all P A . I m m u n o l o c ali z ati o n o f fib r o b l a s t

g r o w th f a c to r r e c e p to r l a n d its li g a n d s i n h u m a n ti s s u e s . L a b

I n v e st 6 9 : 1 73 - 18 2
,
1 9 9 3

2 1) K o s h i k a w a N
,
Y a s u m it s u H

,
N a g a s h i m a Y

,
U m e d a M

,

M i y a z a ki K . I d e n tifi c a ti o n o f o n e
-

a n d t w o
-

C h ai n f o r m s o f

tr y p si n o g e n l p r o d u c e d b y a h u m a n g a st ri e a d e n o c a r ci n o m a c ell

li n e . B i o c h e m J 3 0 3 : 1 8 7 -1 9 0 ,
1 9 9 4

2 2) F i g a r ell a C
,
M i s z c z u k -J a m s k a B

,
B a r r e tt A J . P o s sib l e

ly s o s o m al a cti v ati o n o f p an e r e a ti c z y m o g e n s . B i oI C h e m H o p p e-

S e yl e r 3 6 9 : 2 9 3 -2 9 8
,
1 9 8 8

2 3) M i g n a tti P
,
R o b b i n s E

,
Ri此i n D B . T u m o r i n v a si o n th r o u gh

th e h u m a n a m ni o ti c m e m b r a n e : r e q u i r e m e n t f o r a p r o t e a s e

C a S C a d e . C el1 4 7: 4 87-4 9 8 , 1 9 8 6

2 4) M u r p h y G
,
W a r d R , H e m b r y R M , R e y n old s JJ ,

K u h n K ,

T r y g g v a s o n K . C h a r
･

a C t e ri z a ti o n o f g e l a ti n a s e f r o m p l g

p o ly m o rp h o n u cl e a r l e u c o c yt e s . B i o c h e m J 2 5 8 : 4 6 3 ･47 2
,
1 9 8 9

2 5) W ilh el rn S M
,
C olli e r I E

,
M a r m e r B L

,
E is e n A Z

,
G r a n t G A

,

G old b e r g GI . S V 4 0 -tr a n Sf o r m e d h u m a n l u n g fib r o b l a s ts s e c r e te

a 9 2 - k D a typ e Ⅳ c oll a g e n a s e w hi c h i s id e n ti c al t o th a t s e c r et e d

b y n o r m al h u m a n m a c r o p h a g e s . J B i oI C h e m 2 64 : 1 7 2 1 3 -1 72 21
,

1 9 8 9
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H is t o c h e m i c al S t u d y o n t h e E x p r e s s i o n o f P a n c r e a ti c T r y p s l n O g e n i n H u m a n P a n c r e a ti c D u c t al C a n c er s

T o m o e T a w a r a
,
D e p a r t m e n t o f A n a t o m y (Ⅰ) ,

S c h o ol o f M e d i ci n e
,
K a n a z a w a U n i v e r si ty ,

K a n a z a w a 9 2 0 - 8 6 4 0
-

J ･ J u z e n M ed

S o c .
,
1 0 7 , 1 5 4

-

1 6 2 ( 19 9 8)

K ey w o r d s e x t r a c ell u l a r m a tri x d e g r a d i n g p r o t e a s e
,
i m m u n o h i s t o c h e m i st r y , p a n C r e a ti c d u c ta l c a n c e r

･ P a n C r e a ti c

t ry p s l n Og e n
, P Oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n

A b st r a c t

T h is st u d y w a s d e si g n ed to e x a m i n e th e m R N A a n d p r o tei n l e v el s of p
a n c r e ati c t ry p sl n O g e n i n s u r g l C a ll y r e s e c t e d h u m an

p a n c r e ati c d u c t al a d e n o c a rci n o m a ti s s u e s ･ F i r s t
,
th e i m m u n o h i s t o c h e m i c al st ai n l n g W a S u S e d to e v al u at e th e p r o t ei n l e v el s of

p a n c r e a ti c try p sl n O
g

e n i n 4 6 c a s e s o f i n v a si v e p a n c r e ati c d u c t al c a n c e r ･ T h e n
,
th e r e v e r s e t r a n s c ri p t1 0 n

-

P Ol y m e r a s e ch ai n

r e a c ti o n te c h ni q u e w a s u s e d t o a ss e s s th e m R N A l e v els o f p a n c r a ti c tr y p s l n O g e n - 1 i n s e v e n c as e s o f i n v a si v e p a n c r e ati c d u c tal

c a n c e r a n d i n f b u r n o r m al p a n c r e a s e s ･

I m rn u n O hi s to ch e m i c a11 y ,
4 4 0 u t Of th e 4 6 c a s e s o f i n v a si v e d u c tal c a n c e r ( 9 6 % ) e x p r e s s e d p

a n c r e ati c t ry p si n o g e n i n a fi n e

g r a n ul a r p a tt e rn l o c ate d i n th e s u p r a n u cl e ar c y to p l a s m o f th e c ar Ci n o m a c ell s ･ I n a d di ti o n
,

a1l o f th e a s s o ci a t e d m e ta s tati c

l e si o n s i n cl u d i n g p e rl P a n C r e ati c ly m p h n o d e s a n d e x tr a p a n c r e a ti c n e u r al p l e x u s e s al s o e x p r e ss e d p a n c r e a ti c t r y p s l n O g e n

st r o n gl y L T h e e x p r e s si o n l e v el o f m R N A f o r p a n c r e a ti c t ry p s l n O g e n
- 1 i n th e s e v e n c a s e s of i n v a si v e d u c t al c a n c e r w a s

r o u g h l y t h e s a m e as th at i n th e n o rm al p a n c r e as e s ･ T h e s e fi n d i n g s s u g g e s t th a t i n v asi v e p a n c r e ati c d u c t al c a n c e r s e x p r ess

p a n c r e ati c tr y p s l n O g
e n

,
r al S l n g th e p o s si bility th at p a n c r e a tic t ry p sl n O g e n m a y Pl a y a n i m p o rt a n t r o l e i n c a n c e r i n v a si o n a n d

m e ta sta si s a s a n e x tr a c e11 ul ar m a tri x d eg r a d i n g p r o t e a s e ･


