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膵液中♪5 3 痛抑制遺伝子変異 の 検出と

そ の膵癌診断 へ の応用 に関する研究
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膵癌 で は 胃痛 や大腸痛 の よ う に生検が行えない 事が , そ の 早期診断や鑑別診断 にお い て大きな陸路 にな っ て い る の で ,

膵液中D N A 診断 に大きな期待 が寄せ ら れ ,
膵液 中K 州 断層遺伝子変異の 検出が試み られ て い る . しか し

,
そ の 陽性率 は高い も

の の
,
偽陽性が か なり見 られ

,
痛特異性 が問題 と な っ て い る . こ の 様 な 点を補完 し , 膵液中 D N A 診断の 向上 を目指 して , 内

視鏡下 経乳頭的に採取 した膵液 か ら D N A を抽出 し, ♪5 3 痛抑制遺伝子変異の 有無を検討 した. 更に
,
路 用 ぷコ ド ン12 変異の 有

無も同時に検討 し, その 対比よ り膵液中♪53 遺伝 子分析の 臨床的意義 を明ら か に し よう と した . ♪5β遺伝子分析に用い た P C R

非 ラ ジ オア イ ソ ト ー プ ー
ー

本鎖高次構造多型分析 (P C R n o n r a di o i s ot o pi c - Si n gl e s tr a n d c o nf o r m a ti o n p o ly m o r ph i s m a n al y si s ,

n o n RI
- S S C P) 法 の 検 出感度 は , 細 胞株を用 い た検討で正常 D N A に 対 して変異D N A の 割合が0 .1 % ま で変異 バ ン ドの 検出が 可

能であ っ た . 本法に よ る 卵β遺伝子変異 は膵癌の 42 .3 % (2 6 例中11 例) に認め られ , 3 例で 塩基配列 が決定 され得, 2 例 は ミス

セ ン ス 変異, 1 例 は 停止 コ ド ン ヘ の 変異で あ っ た .

一 方 , 粘液産生月劉撞瘍 (腺腫) 4 例 と慢性膵炎16 例の 膵液 の 何れ にも♪郎 遺

伝子変異 は検出され なか っ た . 膵癌 の 膵液中K 刊那 遺伝子変異の 検討で は , 痛特 異性 に問題 はあ るが , 検出感度に優 れ て い る

改変P C R 制 限酵素断片長多塑分析 ( m o diB e d P C R r e st ri c ti o n h
･

a g m e n t l e n g th p ol y m o r ph i s m an al y si s , P C R
･ R F u り 法で 84 .0 %

(2 5 例 中21 例) , 定量的方法で痛特異性 に優れ て い る ハ イ プ
1
) ダイ ゼ

ー

シ ョ ン プ ロ テ ク シ ョ ン 分析 (h y b ri di z a ti o n p r o t e c ti o n

a s s a y , H P 現 法で65 .3 % (2 6 例 中17 例) に変異が 検出 され た . ♪53 遺伝子と K 明ほ 遺伝子変異の 有無を組み合わせ て検討する と ,

K 明 貯 遺伝子分析 にP C R-R F L P 法 ,
H P A 法何 れを用 い た場合でもP 53 遺伝子変異単独陽性が2 例ず つ に見ら れ , 両者 の 併用診断

率 は前者で 92 .0 % (2 5 例 中23 例) , 後者で 73 .1 % (2 6 例中19 例) に まで 向上 し た . 以上 より膵癌に お ける膵液中♪53 遺伝子変異

の 痛特異性 は非常 に高く ,
K 雅 軋遺伝子変異陰性例 にも♪5 β遺伝子陽性例 が見 ら れ, K 刊 邪 道伝千変異 と組 み合わせ る こ と によ

り, 膵癌 の 遺伝子診断 の向上する こ と が 示唆さ れ た .

K e y w o r d s p 5 3 , K YtlS , p a n C r e ati c c a n c e r , p a n C r e ati cju i c e , g e n e tic di a g n o sis

膵痛 は 悪性腫瘍 の ■--l] で も最も予後不良の 疾患 の
一

つ で ある .

それ は , 痛の 治療戦略の 基本 であ る早期診断が極 め て 難 しく,

多く の 場 合根治的治療 の 困難 な進行痛 の 段階で初め て発見 され

る場合の 多い こ と に 帰す ると こ ろ が大きい
1)

.
こ の 間題の 解決

の た め に
,
こ れ まで も画像診断や膿瘍 マ ー カ ー

な どに お い て鋭

敏で
, 確実 な 診断法 の 開発に多く の 努力が な さ れ て きた が , 未

だ有効性 の 高い もの は な い と い っ て も過言で は な い . 特に , 癌

の 診断に お い て 最も竜要な生検 や細胞診 な どの 病理学的診断法

に関 して , 膵癌 にお い て は胃痛や大腸癌の よ う に非観血的で簡

便に質的診断を得 られ る 方法が確立さ れ て い ない こ と が 大きな

制約 にな っ て い る .

山

方 , 近年痛 の 分子生物学的研究の 進歩に

よ っ て
, 膵癌 で 種 々 の 癌 関連遺伝子異常 の 発現する こ と が 明

らか に さ れ
, 特 に E -

γαぶ 痛遺伝子 コ ド ン 12 の 点突 然変異 が膵

噂組織 で75 -

1 0 0 % と高頻度 に発現 し て い る こ とが 報告 され て

い る
2)~ 5】

. 当教 室で は
,
従来 より膵疾患患者 か ら 内視鏡的 に採

取した膵液中の 生理 痛性物質や腫瘍 マ
ー

カ
ー を分析し各種膵疾

患 の 診断法 に応用 し よう とす る研究 が行わ れ て きた
6) 即

. こ の

よう な経験 を踏まえて , 膵 液中 の K 明 兆 痛 遺伝子 コ ド ン12 の 点

突然変異の 分析 を試 み た と こ ろ , 改変P C R 制限酵素断片艮多

型分析( m o d ifi e d P C R -r e Stri cti o n 丘
-

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) 法で , 8 0 % 以 上 に 変異の 検= しうる と い

う 成 績が 得ら れ , 膵痛 の 新 た な質的診断法と し て, 内外よ り人

き な注目 を集め て い る
り) 12)

. そ の 後, 多く の 追試 の 報告が な さ

れ て い るが
‖) 17〉

, 検出感度を高め る と, 粘液細胞過形成 に由来

す る K -

r αぶ 変異も検出 され る こ と が 明ら か と な り
1占)

, 偽陽性の

出 る こ とが 問題と な っ て い る
川 冊

. こ の 様 な点を補完 す る ため ,

膵液 中の 痛特異性の 高い 指標 と し て , 他の 癌関連遺伝--r
一 の 分析

が 如何 に有用で ある か を明 ら か に す る こ と は 重要 な課題であ

る
.

痛 抑制遺伝子 の 代表的存在であ るが3 遺伝子 は
2 岬 )

,
点突然

変異な どによ る 異常 を起 こ す こ と に よ っ て正 常p 53 蛋白の 機能

が 失わ れ , 細胞 周期に お い て G l 停 止を回避 し, さ ら に ア ポ ト

平成8 年9 月3 0 日受付, 平成8 年11 月 5 日受理

A b b r e vi ati o n s : A E , a C ri di niu m e s t e r; b p , b a s e p air; E R C P , e n d o s c o p ic r et r o g r a d e c h ol an gi o p an C r e at O g r ap h y ; H P A ,

H yb ridi z atio n p r o t e cti o n a s s a y; n O n RI
qS S C P , n O n r adi ois ot o p ic

- Sin gl e str a n d c o n fo r m a ti o n p oけm o rp hi s m a n al y si s;

R F I. P
,
r e St ri cti o n 血

･

a g m e n t l e n g 也 p oけm o r p his m ; RI , r a di ois ot o p e
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ー シ ス を 阻害 し癌化を引き起 こ すと 考えら れ て い る
22)2 :i)

.
こ れ

ま で の ヒ ト膵癌 の 組織 レベ ル の 検討 で は , ♪5 3 遺 伝子変異 は

40 - 7 6 % に 認め る と 報告 さ れ て い るが
2Ll】1L :-2 1

,
障液 中♪53 遺伝

子変異 に つ い て検討 さ れ た報告 は未だ無い .

本研究 で は膵疾患患者 より内視鏡的に採取 し た 純膵液か ら

D N A を抽出 し
, ♪5 3 遭伝千変異の 有無 を検索 し, そ の 膵癌診断

にお ける有用性 を検討 し た. さ ら に , K 呪ば 遺伝 子 コ ドン 12 変

異の 有無も同時 に検討 し
,
それ ら の 対比 に より膵液中♪5β遺伝

子分析の 臨床的意義も明ら か に し ようと した .

対象翁 よび方法

Ⅰ. 実験に 用 い た 培養細胞樵

基礎的検討 に と 卜由来膵癌培養細胞株4 株P a n c
- 1
,
B x P C -3

,

M LA P a C a2
,
H P A F を用 い た . P a n c -1 , B x P C

- 3
,
H P A F に つ い

て は 米国標準保存機関 (R o c k vill e , M a r yl a n d , U S A) より供給

を受け
,
M I A P a C a 2 はJ C R B #椚包バ ン ク (痛研究振興財団 ,

束

京) よ り供給を受けた . B x P C -3 は R P M I -1 6 4 0 培 地 (日 水製# ,

東 京) に 牛胎児 血 清 10 % を 加 え た 培養液を用 い ,
P a n c - 1

,

H P A F
,
M I A P a C a 2 に つ い て は ダル ベ ッ コ 改変イ ー

グ ル 培地 (日

水 製薬) に牛 胎児血清 (大日本製薬, 大阪) 10 % を加えた 培養液

に て37 ℃
,
5 % C O 2 イ ン キ ュ

ベ ー

タ
ー 内で 培養 し, 充 分増殖 し

た 時点で細胞を回収 した .

Ⅰ . 月琴液及び膵癌組織

198 3 年か ら199 7 年4 月まで の 間に金沢大学が ん研究所内科及

びその 関連施設を受診 した陣痛患者26イ札 粘液産生揮腫瘍 (腺

艦) 患者4 例, 慢性膵炎患者16 例 より内視鏡的 に採取 した 純膵

液を対象と した . 膵 液採取 に際 して は , 全 員に イ ン フ ォ
ー ム ド

コ ン セ ン ト が 行わ れ
,
了解を得た . 膵癌 症例中12 例 は , 手術

例な 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
,
他 の 1 4 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 鏡的逆行性障

管胆管造影 (e n d o s c o pic r etr o g r a d e ch ol a n gi o p a n c r e a t o g r a p h y ,

E R C P) の 所 見に より診断 され , 診 断後い ずれ も1 年以 内に 死亡

した こと が確認さ れ て い る . こ れ らの 膵癌症例 に つ い て は 腫瘍

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)
:-3)
に従 い 分類 した . 粘液産生 膵腫瘍 に つ い て は , 仝例手

術が施行さ れ
,
摘出標本 につ き病理組織学的 に良性腺腫と確認

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 .

膵液採取 は空腹時 に十 二 指腸内視鏡J F l O , J F I T l O , J F 2 3 0

T a bl e l . P C R p ri m e rs f o r P 53 g e n e a m p li fic ati o n

( オリ ン パ ス 社, 東京) の い ず れ かを用 い , 経乳頭的に膵管内に

カ ニ ユ ー レ を 挿 入 した .
つ い で 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
ì卜 8)

手術 な い し剖検 が行わ れ た 膵癌症例 の
一

部 で は t
摘 出標本の

パ ラ フ ィ ン 包埋 ブ ロ ッ ク より組織標本 を作製 した . そ れ に へ マ

トキ シリ ン
ー

エ オ ジ ン 染 色 を行 い
,
検 鏡下 に癌組織 を確認 し

,

そ れを対照 と して 無染色 の 連続切片か ら18 G 注射 針に て 癌組織

の み を切り出 して ( マ イ ク ロ ダイ セ ク シ ョ ン 法) , D N A を抽出

し実験 に供 し た .

刀r . D N A 抽出

採取 し た膵液 を遠心分離 して得 ら れ た洗濯ま た は 膵癌組軌

培養細胞 は , B o w tell やJ e a n pi 6 r rさの 方法を改変 して処理 し
:う■1)35)

,

フ ェ ノ
ー

ル/ ク ロ ロ ホ ル ム 抽出, エ タ ノ
ー ル 沈殿 に て D N A を抽

出 し, 2 6 0 n m 吸光度 の 測定 に より, 定量 し た .

Ⅳ . P C R 非 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ ー 一 本鎖 高次構造多型分析

(P C R n o n r a di o i s o t o pi c -

Si n gl e s t r a n d c o n fo rm a ti o n

p o l y m o r p h i s m a n al y si s . n ? n R l
- S S C P) 法

P C R の プ ラ イ マ
ー は

, 卵3 遺伝子 の 突然変異が最も高頻度に

認め ら れ る エ ク ソ ン 5 .6 .7 .8 の 領域 に つ き
22)3 ;̀ )

, 各 エ ク ソ ン の 上

流, 下流 の イ ン ト ロ ン 部 分に 設定 し , エ ク ソ ン5 は 21 0 塩基対

O ) a S e P ai r , b p) エ ク ソ ン6 は14 4 b p , エ ク ソ ン7 は14 4 b p , エ ク

ソ ン8 は1 6 5 b p の P C R 産物が 得 ら れ る よ う設計 した (表1) . オ

リ ゴ ヌ コ レ オ チ ドは 金沢大学遺伝子実験施設 に委託 し, D N A

合成器 サ イ ク ロ ン プ ラ ス (M i11i g a n / B i o s e a r c h , M ilf o rd ,

U S A ) に て 作 製 し た .
こ れ ら の プ ラ イ マ

ー を 用 い , 摘出 し た

D N A を鋳型 と して
,
P C R キ ッ ト (P e rk i n - El m e r C e tu s , F o s te r ,

U S A ) を 用 い ,
鋳 型 D N A 約 10 0 / L g , プ ラ イ マ

ー

1 0 p m ol ,

Am pli T a q
T M ポ リ メ ラ ー ゼ

,

一

部サ ン プ ル に は Am pliT a q G ol d̀
IIM

ポ リ メ ラ
ー ゼ (P e rk i n - El m e r C e tu s) 2 .5 単位 にd N T P , P C R 反応

裾衝液, 超 純水を加え全量10 - 5 0 /∠1 と して 反応液 を調製 した･

そ して サ
ー

マ ル サ イ ク ラ
ー

PJ l O O O (P e r ki n - El m e r C e tu s) , また

は T a K a R a
TM
M P M T 3 0 0 0 (宝酒造, 京都) を用い て , 前加熱1 分

30 秒 , 変性95 ℃ 1 分間, ア ニ
ー

リ ン グ52 ℃ 1 分 間, 伸 長73 ℃1

分 間を1 サ イ ク ル と し て 40 サ イ ク ル 行う P C R 反応 を 行 っ た .

なお Am pli T a q G old
TM ポ リ メ ラ

ー ゼ 使用例 に は 前加熱 を9 分間

に延長 し, 4 5 サ イ ク ル の 反 応と し た . 得 ら れ た P C R 産物は2 %

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 ct s , R o ck l a n d ,

U S A ) を用 い ,
T ri s 一氷酢 酪E D

r

r A ( T ri s - H C 1 4 0 m M (p H 8 .0) , 氷

酢酸20 m M ,
E D T A 2 m M ) 泳動用緩衝液に て 電気泳動 を行い ,

Si z e

G e n e P ri m e r S e q u e n c e (5
'
-3
'

) a m Plifi e d

( b p)

E x o n 5 S e n s e

A n tis e n s e

E x o n 6 S e n s e

A n tis e n s e

E x o r17 S e n s e

A n tis e n s e

E x o n 8 S e n s e

A n tis e n s e

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

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

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

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

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

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

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

T C C T G C T T G C T T A C C T C G C T
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ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド(0 . 5 ′絹 / m l) 染色を行 っ て 単m一の バ ン ド

が得 ら れ る こ と に よ り 増幅 を確認 し た . こ の P C R 産物5 /∠ = こ

0 .0 5 % プ ロ ム フ ェ ノ
ー ル ブ ル

ー

,
0 ,0 5 % キ シ レ ン シ ア ノ

ー ル を

加えた 95 % ホ ル ム ア ミ ド液5 〃1 を加 え, 8 0 ℃1 0 分間熱変性 さ

せ た後
,
直ち に急冷 し, 5 - 2 0 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドダ ラ ジ ュ

ント ゲ ル パ ジ ェ ル
TM
N P U 5 20 L ( ア ト

ー

(株) , 束京) ま た は15 %

ポ
1
) ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル

バ ジ ェ ル
T M
N P U 1 5 L ( ア ト ー ) を用い

て4 ℃ 15 0 V l O - 1 2 時間の 条件で循環冷却恒温装置 ス
ー パ ー ス

タ ッ ト ミ ニ PI D ( ア ト
ー

) , 緩衝 液循環式熱交換機テ ン ブ コ ン

( ア ト
ー

) に接続 し た二 連式 ミ ニ ス ラブ ゲ ル A E 6 4 1 0 ( ア ト
ー

) に

E x o n 5 : H P A F

★

E x o n 6 : B x P C - 3

M

榊 増浄

M
鵬 牒沙

E x o n 7 : M I A P a C a - 2

E x o n 8 二 P a n c -1

増
澄
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て50 m M T ri s - グリ シ ン (T ri s M H C 1 5 0 m M ( p H 8 .3) , グ 1) シ ン

38 4 m M ) 電 気泳動用緩衝†酎こ て電気泳動を行 っ た . そ の 後 ゲ ル

に 銀染色 キ ッ ト2 D 一銀染色試薬 □( 好
一

化学薬品, 東京) を用 い

て 銀染色を行 っ て バ ン ドを検出 し, 野性 型と 異な る泳動度を認

め た バ ン ドを変異 バ ン ドと した
詔巨 ｣ 1)

. 画像解析 に は画像解析装

置デ ン シ トグ ラ フ ( ア ト
ー

) を用い た .

Ⅴ . 直接 シ
ー

クエ ン ス 法に よ る塩基配列の決定

1 . 鋳型D N A

培養細胞株 に つ い て は , 抽出 した D N A を直接鋳型に用い た .

膵 液, 障噛組織か ら得ら れ た D N A に つ い て は , n O n RI -S S C P

C A C A T C C C C G C C C (3 G †

(3 C C 仁 一 Q T くI A Q C

甘
脚

蓉尊

r G A A C T G G A G G (

G A G G T G C A T Q T T T G T

C o d o n 1 5 1

W : C C C

轟
M : T C C

C o d o n 2 2 0

W :T A T

姦
M : T G T

C o d o n 2 4 8

W : C G G

轟
M : T G G

C o d o n 2 7 3

W : C G T

妄
M : C A T

Fi g . 1 . N o n R I -S S C P a n al y si s of e x o n 5
- 8 0f th e p 5 3 i n p a n c r e ati c c a n c e r c el1 1i n e s a m pl e s (朗 a n d s e q u e n c e a n aly si s o f th e s a m e s

a m pl e s

( 臥 ㈱ D N A fr o m c ell li n e m ar k e d b y st ar S h o w s m u t an t b an d s (o p e n a r r o w s) w hi c h i n d i c ate diff e r e n t m o biliti e s & o m w
ild ty p e b a n d s

(cl o s e d a r r o w s) o n e a c h e x o n . M
,
m u t a n t; W , wi 1 d ty p e . (B ) S e q u e n c e a n al y si s i n p a n c r e ati c c a n c e r c ell li n e s a m pl e s c

o r r e s p n d i n g t o Fi g ･

1 .(瑚 .



5 3 6

に よ っ て得 られ た 変異 バ ン ドをカ ッ タ
ー

ま た は フ ナ ゲ ル チ ッ プ

( フ ナ コ シ , 東京) を 周い て 切 り出 し , 2 .5 % チ オ 硫酸 ナ トリ ウ

ム 及び 1 % フ ェ リ シ ア ン化 カ リ ウム を混合 した脱色液500 /ノ = ニ

て5 分 間震塗 し, 脱色 した 後, 超純水50 0
′
" 1 に て5 分 間震塗洗

浄を5 回線り返 し, 最後 に蒸留水30 /∠1 を加 え, 鋸 ℃ 1 5 分 間加

熱 して ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル より P C R 産物を摘出 した . こ の 抽

出液また は 培養細胞株 D N A を鋳型 と して 同様 の プ ラ イ マ
ー を

用い
,
前述 と 同様 の 条件 で 再度P C R を行 い , D N A を 増幅 させ ,

P C R 産物 を得 た . 得 られ た P C R 産物は2 % N u si e v e
T M
G T G ア ガ

ロ ー ス ゲ)L/ (F M C ) にて 30
-

4 5 分 間電気泳動を行 い ,
P C R 産物

P a C a 2 H P A F 5 0 % 1 0 % 1 % 0 . 1 % 0 .0 1 %

F i g . 2 . S e n s iti vi t y o f n o n R I
- S S C P a n al y si s f o r P 5 3 . T o

i n v e s ti g at e th e s e n siti vity o f n o n RI
-S S C P a n al y si s f o r P 5 3 ,

D N A s a m pl e s fr o m M I A P a C a2 ( m u t a n t i n e x o n 7) w a s mi x e d

w i th tt l e W il d ty p e D N A o f H P A F ( n o m u t a n t i n e x o n 7) a t

c o n st a n t r ati o s o f th e wi 1d ty p e D N A a n d u s e d a s th e t e m pl e t e

f o r P C R . M u ta n t b an d (o p e n a r r o w s) w a s d e te c t ab l e at O .1 % o f

th e m u ta n t i n th e wi l d ty p e ( cl o s e d a r r o w s) .

と 未反応 の プ ライ マ ー を 分離 し, P C R 産物 の バ ン ドの み を カ ッ

タ
ー ま た は フ ナ ゲ ル チ ッ プ ( フ ナ コ シ) を用 い て 切り出 した .

切り出 した ゲル 片を D N A 抽出膜T a K a R a S u p r e c
-0 1 (宝 酒造) を

用い て , T ri s - E D T A (1 0 m M T h s - H Cl (p H 7 .5) , 1 m M E D T 勾 緩

衝液を加え, 遠心操作を3 回線り返 し, D N A の 精製を行 っ た .

得 られ た精製 c D N A は26 0 n m 吸光度を測定 し て D N A 量を 算出

し
,
鋳型 D N A と して シ ー

ク エ ン ス 反応 に供 した .

2 . シ
ー

ク エ ン ス 反応

鋳型 D N A 約10 0 n g に , ダ イ
･ タ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル シ

ー

ク エ ン ス 反応キ ッ ト (P e r ki n - El m e r C e tu s) の 反応 液9 .5 p l , 鋳

型 D N A に
一

致 し た エ ク ソ ン の P C R に用 い た も の と 同
一

の プラ

イ マ
ー

3 .5 p m ol , 超純水を適量加えて全量20 /∠l と して 反応液を

調製 した. こ れ に T a K a R A
TM
M P F T 3 0 0 0 (宝 酒造) を用 い て, 変

性 95 ℃1 分 間, ア ニ
ー

リ ン グ60 ℃1 5 秒 間, 伸 長73 ℃4 分間を

1 サ イ ク ル と して 25 サ イ ク ル の P C R 反応を行 っ た . 得 ら れ た反

応液を精製用ス ピ ン カ ラ ム C e n t ri s e p (P e r ki n - El m e r C e t u s) を

用い て 未反応の 過剰 な蛍光色素を除去 して 精製 し, 減圧乾燥し

た
･
こ れ に 色素加硬衝液 ( ホ ル ム アミ ド83 % ,

E D T A 1 6 %
, キ

シ レ ン シア ノ ー ル 0 .5 % , ブ ル
ー デ キ ス ト ラ ン0 .5 % ) 3 .5

.
" 1 ない

し4 .5 〃1 を 加えて 溶解 し た . こ れ をサ ン プ ル と し
, 尿 素40 % を

加えた 6 .7 5 % L o n g R a n g e r
T M
ア ク 1) ル ア ミ ドゲ ル (東洋紡 , 東

京) を作 成 し , 自動 シ
ー

ク エ ン ス 解析装置 A BI 3 7 3 A (P e r ki n -

El m e r C e t u s) に よ っ て 24 0 0 W , 14 時 間の 条 件で 電気泳動 を行

T ab le 2 . ♪5 3 g e n e a n d K
-

r a S g e n e m u tatio n s i n p a n c r e a tic j u ic e fr o m p ati e n t s w ith p a n c r e atic c a n c e r

C a s e A g e

n o . (y e a r)
S e x L o c ati o n S iz e ( T S ) S t a g e

P 5 3 m u t ati o n K 77 1S m u t ati o n

S S C P ( e x o n) C o d o n S e q u e n c e P C R- R F L P H P A p at t e m
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,
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膵液中♪丘ヲ遺伝子変異の 検出と膵痛診断 へ の 応用

う シ
ー

ク エ ン ス 反応 を行い
,
塩 基配列 を決定 した.

Ⅵ . E -

r α g 遺伝子 コ ドン 12 変異の検討

1 . P C R - R F L P 法

鋳型D N A は n o n RI
- S S C P に用 い た もの と同様 の もの を用い た .

P C R プラ イ マ
ー

は膵癌に お い て K 朝邪 道伝子変異の 大多数 を占め

る コ ドン12 の 上流, 及 び下流の イ ン トロ ン に, 制限酵素月扉N I の

認識するC C T G G を含 むよう な人工 的な不
一 致 を含んで 設定 し

42)

,

こ れ により135b p の P C R 産物が 得ら れ る よう設計 した (セ ン ス :

5 ㌧A C T G A m A C T T G T G G T A G T T G G A £C T 3
'

,
ア ン チセ ン

ス : 5
,

卿 A C A A G A r r m C C T C -3
'

. 下 線は

K 朝 那 塩基配列 に対す る不
一

致を示す) . P C R 反応 は前述の 方法

に準 じ変性95 ℃ 1 分 ,
ア ニ

ー

リ ン グ52 ℃ 1 分 , 伸長73 ℃ 1 分の

条件で 40 サ イ ク ル に て行 っ た . 得 ら れた P C R 産物をβ扉N I にて

60 ℃ 1 2 時 間 処 理 し た . そ し て 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) に て1 × T ri s - ホ ウ酸一

E D T A 〔n
･

i s 9 0 m M
,
ホ ウ 酸90 m M

,
E D T A 2 .5 m M )電気 泳動用

横衝液に て 50V 1 4 時間電気泳動 を行 っ た . 変異の 無 い 野生 型

D N A は B s t N I 処理 に よ り106 b p と 29 b p の フ ラ グ メ ン トに分 か

れる が
,
変異を有する D N A は消化 さ れ ず13 5 b p の まま残存す

C a S e 1 6

W

巾 ･ ･
･
-
･

C a S e 2 1

域 巨

≪㌃
- - -

tis s u e

M

離

Tis s u e P P J

A
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る た め
,
こ の 電気泳動で 10 6 b p に

一

致す る バ ン ドを野生型,

1 3 5 b p に
一

致する バ ン ドを変異陽性 と判定 し た
1̀ り

.

2 . ハイプ1) ダイゼ
ー

ショ ン プロ テクシ ョ ンア ッ セイ(h yb ridi z ati o n

p r o te c ti o n a s s a y , H P A ) 法

こ の 方法の 原理 は
,
ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル ( a c ri di ni u m -

e st e r
,
A E) に よ っ て標識 した D N A プ ロ

ー ブを用 い て , プ ロ
ー

ブ に
一 致 し た 塩基配列 を有する場合 に は A E は 塩 基間 に挿入

(i n te r c al a ti o n ) さ れ る の に対 し, 不
一

致が あ る場合 に は挿入 さ

れ ない . こ の 状態 で 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 る こ と に より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 り集活す

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
l
ル ミ ノ メ ー タ ー で検 出する と い う もの で ある

伯)
.

方法は , K 刊 邪 遺伝子 コ ドン 12 を前述の 力1去に準 じP C R に よ

り増幅さ せ ,
1 00 ℃10 分間熱変性 し た後, P C R 産物10

.
u l にA E

標識 を行 っ た野生 塑 ( G G T : グリ シ ン ) 及び コ ド ン12 の 変異型

6 種類 仏G T : セ リ ン , C G T : ア ル ギ ニ ン , T G T : シ ス テイ ン ,

G ∬r : ア ス パ ラ ギ ン
,
G C r : ア ラ ニ ン , m : バ リ ン) に

血

致

し た計7 種類 の D N A プ ロ ー ブ 50
ノ
∠∠1 を 各々〟

山

本ず つ の チ ュ ー ブ

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

∴ ▼

.

■

■.
下 し1 1 (i T

A し ぃ

_■
1 し1 1 しi

C o d o n 2 4 8

W : C G G

遠
M : C C G

C o d o n 1 4 4

W : C A G

㊨
M : T A G

Fi g . 3 , N o n RI
- S S C P a n al y si s of P 5 3 i n P PJ & o m p a ti e n ts wi th p a n c r e a ti c c an C e r (朗 a n d s e q u e n c e a n al y si s of th e s a m e s a m pl e s (B ) ･ ㈱

M u t a n t b a n d s w e r e f o u n d a s e x t r a b a n d s ( o p e n a r r o w s) ab o v e o r b e n eith b a n d s o f wi 1d t yp e (cl o s e d a r r o w s) ･ S ta r m ar k i n d i c a te s D N A

fr o m th e P PJ o f c a s e 1 6 . I n c a s e 2 1 an d 2 5 ( c ol u m n 2 , 3) , m u ta n t b a n d s w e r e f o u n d a t th e s a m e m o bility p o siti o n i n D N A s a m pl e s fr o
m

b o th P PJ a n d c a n c e r ti s s u e . (B ) S e q u e n c e an al y sis o f th e p 5 3 0 f P PJ 正o m p a ti e n t s w i th p a n c r e a ti c c a n c e r c o r r e s p o n di n g t o Fi g ･ 3 ･ ㈱ ･ I n

C a s e 2 1 an d 2 5
,
S a m e S e q u e n C e C h a n g e s w e r e o b s e rv e d i n P PJ a n d c a n c e r ti s s u e s a m pl e s ･ M , m u t a n t; W , W ild t y p e ･



5 3 8

にて 添加 し
,
6 5 ℃

,
1 5 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 水分解用緩衝液( ト リ ト ン Ⅹ- 1 0 0 1 0
-

5 0 m l/1 , ホ ウ髄 ナ トリ ウ ム 0 .1 5
- 0 .2 0 m o l/1) 2 5 0 〃1 を加 え,

6 5 ℃
,
5 分 間加水分解反応を行 っ た後 , 急冷 し, 2 種類 の 検出

反応液( Ⅰ: 0 .1 % 過酸化水素 ,
1 m m ol/l 硝酸, Ⅲ: 1 m ol/1 水酸

化ナ トリ ウ ム) を順次加えて化学発光をル ミ ノ メ
ー タ ー Le a d e r

l ( G e n - P r ob e , I n c , S a n D i e g o , U S A) に て 測定 した
11)

.

成 績

Ⅰ . 培養細胞株 に 別ナるp 5β遺伝子の検討

基礎検討 と して
,
4 種の ヒ ト由来膵痛細胞株を用 い て , n O II RI -

S S C P 法 にてi>5 3 遺伝子変異 に つ い て 検討 した . 図1 . ( 現 に示す

よう に H P A F は エ ク ソ ン 5 , B x P C -3 は エ ク ソ ン6
,
M I A P a C a 2

は エ ク ソ ン 7
,
P a n c - 1 は エ ク ソ ン 8 に野生塑き5 3 遺伝子 と移動

度 の 異なる バ ン ドの 出現を認 め た .
こ れ らの バ ン ド より D N A

を抽 出 , 精 製 し, 直接 シ
ー

ク エ ン ス 法 に よ り , 分 析 す る と

H P A F は コ ドン 15 1 に C C C -
→ T C C ( プロ

1) ン → セ リ ン) , B x P C -

3 は コ ド ン 2 2 0 に T A T → T G T ( チ ロ シ ン → シ ス テ イ ン) ,

M I A P a C a 2 は コ ドン 24 8 に C G G一斗 T G G ( ア ル ギ ニ ン → トリ プ シ

ン) , P a n c -1 は コ ドン 27 3 にC G T
→ C A T ( ヒ ス チ ジ ン → ア ル ギ ニ

ン) へ と変 化する点突然変異を確認 した (図1 . (B ))
44)

.
こ れ ら

に より変異 バ ン ドが点突然変異を反映する こ と が確認され た .

更 に , 泳動度 の 異なる2 種類の培養細胞株即ち エ ク ソ ン 7 に

お い て変異を有す る M IA P a C a2 と エ ク ソ ン7 で 変異を有さな い

T ab l e 3 . R el ati o n s hip b et w e e n P 5 3 g e n e m u ta tio n in p an C r e a tic
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H P A F を用 い て
,
本 法の 検出感度 を 以 下 の ご と く検討 し た.

H P A F よ り抽出 した D N A に対 し, M I A P a C a 2 より 同様に抽出し

た D N A が そ れ ぞ れ5 0 % ,
1 0 %

,
1 %

,
0 .1 %

,
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 反応を行 い
,

n o n R I - S S C P 法 に て分析す る と図2 に示す よ うに 上 方の H P A F 由

来 の の バ ン ド に 対 し下 方 の M I A P a C a 2 由 来 の 変異 バ ン ドは

D N A 濃度0 .1 % まで確 認され た .

Ⅰ . 牌 胤 こお け るp 5 3 遺伝子の 検討

膵癌患者2 6 例 よ り内視鏡下経乳頭的に採取 した 膵液に お い

て n o n R I -S S C P 法 でP 5 3 遺 伝子の 変異 に つ い て検 索 した と こ ろ,

表2 の 如く エ ク ソ ン 5 で3 例 , エ ク ソ ン 6 で 2 例 , エ ク ソ ン7 で3

例 ,
エ ク ソ ン8 で 3 例 に 変異 バ ン ドが 認 め られ た . 結局, 膵癌

全体で は2 6 例 中11 例 (4 2 .3 % ) が 変異陽性であ っ た .

一

方 , 粘

液産生脾腹瘍(腺腫) 4 例 及び慢性膵炎患者16 例 か ら採取 した膵

液に お い て は, 検索 した い ず れ の エ ク ソ ン にお い て も♪5 β遺伝

子の変異 バ ン ド は検出 され なか っ た .

上 記の 異常 バ ン ドを検出 した 症例 の 内3 例 に つ き直接 シ ー

ク

エ ン ス 法 に て塩基配列を検討 し得た ( 図3) . 症例 16 は エ ク ソ ン

5 の コ ド ン 15 6 に C G C
･
→ C A C ( ア ル ギ ニ ン

→ ヒ ス チ ジ ン) の 点

突然変異 を認め た . 症例2 5 は エ ク ソ ン 5 の コ ドン 14 4 に C A G →

m G へ の 変化 を認 め た . こ れ は グル タ ミ ン か ら停止 コ ドン へ 変

化す る ナ ン セ ン ス 変異で あ っ た . 症例21 は エ ク ソ ン 7 の コ ド ン

24 8 が C G G → C C G ( ア ル ギ ニ ン → プ ロ
1
) ン) へ の 変異 を認め た .

上 記3 例 中2 例 は G : C
･
→ A : T へ の 変化で あり

,
ま た 同様 に2

例 は シ ト シ ン , グ ア ニ ン が こ の 順 に配列す る C p G サ イ トの 変

異で あ っ た . 症例1 8
,
2 1

,
2 2

,
2 3

,
2 5 に お い て は , マ イ ク ロ

ダイ セ ク シ ョ ン 法 にて 組織標本か ら摘出 した D N A に つ い て 卵3

遺伝子 の 解析を行 っ た と こ ろ , 何れ も膵液標本 の もの と
一 致 し

た . 膵 液 中変異陽性 であ っ た 症例 21 , 2 5 に つ い て は n o n R ト

SS C P に て 膵液 と 同様の 変異 バ ン ドを認め , シ
ー

ク エ ン ス の 結

果も
一

致 して い た .

一

方膵液中変異陰性であ っ た 症例18 , 2 2 ,

2 3 で は変異 バ ン ドは認め ら れ ず, 念の た め に 施行 した シ
ー

ク エ

ン ス 分析で も, 野生型 の♪5β遺伝子塩基配列を示 し た .

次 い で , 膵 液中♪53 遺伝子変異の 有無 と臨床病 理学的事項と

の 関連 に つ い て 検討 し た (表3) . 腫 瘍径 と の 関係 に つ い て み る

と
,
2 c m 以 下 の ノJ ､ 膵癌 で あ る TS l は1 例の み で し か検討 し得な

か っ た が
, ♪53 遺伝 子変異 は陰性 であ っ た . 2 c m 以 上 の 膵癌で

は♪5 3 遺伝 子変異の 有無 と腫瘍径の 間 に は仙′
一

定 の 傾向は 認め ら

れな か っ た . 臨床病期 と の 関係 でも進行度 Ⅰ は1 例 しか なか っ

た が , ♪5 3 遺伝子変異の 有無 と の 間に は特定 の 関連性 は見 られ

な か っ た . 更 に , 腫瘍 の 占拠部位と の 関係 を見て も,
一 定 の 傾

向は 明ら か で は なか っ た .
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膵液中♪53 遺伝子変異の 検出 と膵癌診断 へ の 応用

Ⅱ. 膵液中 K -

r 耶 遺伝子 コ ドン 1 2 の 変異に 関する検討 .

♪53 遺伝子を検討 し た 陣痛患者 の 膵液 の 同
一 の 検体 に つ い

て
, ♪53 遺伝子 と 共に K 刊 那 遺伝子 コ ド ン12 の 変異 に

つ い て も

検討 した . P C R - R FI∬ 法で は , 症例26 で は検討 し得 なか っ た が ,

表2 に示す如く膵痛症例2 5 例 中2 1 例 ( 弘 0 % ) に変異 バ ン ドを

認め た . ま た 一 H P A 法で は 測定結果 は相対光度単位 (r el a ti v e

ligh t u n it , R L U) と して表 示 され , 既報
11】
の 如く10 ,0 0 0 R L U を

カ ッ ト オ フ 備 に設定す る と, 膵癌26 例 中17 例 (65 .3 % ) が 変異

陽性 と判定 され た . 変異 パ タ
ー ン で は ア ス パ ラ ギ ン が 15 例 と

圧倒的 に多く ,
ア ル ギ ニ ン が 2 例

,
シ ス テ イ ン が 1 例 に認 め ら

れ た . こ の 内
,
症例10 は 表2 に示す如く2 種 の 変異が 同時 に認

められ た .

Ⅳ. 膳液 中〆β遺伝子 と 払 r α g 遺伝子 コ ド ン 1 2 変異の 有無

に関す る比較検討

膵癌患者膵液 の , 同
一

検体 で♪5 3 遺伝子変異と 路 γαざ遺伝子

変異の 有無を比較 した 結果を表4 に 示 した . K 明 朴遺伝子 の 分析

をP C R - R F L P で 行 っ た場 合 には , ♪53 , K - r a S W 者遺伝子共 に変

異陽性を示 し た の は25 例 中9 例で あり ,
両者共陰性 の もの は2

例で あ っ た . ま た
, ♪53 遺伝子 の み 陽性 が 2 例 に見 られ , K 刊 那

遺伝子 の み 陽性 は12 例で あっ た . そ して 両者 い ずれ か が 陽性

であっ た もの は 全体 の 2 5 例 中2 3 例 で , 併 用 に よ る 陽性率 は

92 .0 % で あ っ た .

H P A 法 に より K 明 方 遺伝 子を分析 した 場合 に は, ♪∂3 遺伝子 ,

K 明邪 道伝子両者共 に変異陽性 を示 した の は2 6 例中9 例 で あり ,

両者共陰性 の もの は7 例 で あ っ た . ま た
, 卵3 遺伝子 の み が 陽

性を示 し たも の が 2 例 に見 ら れ ,
K 刊 邪 道伝子の み 陽性は8 例で

あ っ た . そ して 両者 い ずれ か が 陽性で あ っ た もの は 全体 の 2 6

例中19 例で 併用 によ る 陽性率は73 .1 % で あ っ た .

考 察

膵癌 の 早期診断に は多く の 努力が傾注 さ れ て い る に も拘 わ ら

ず有効 な診断体系が確立 され て い な い
1)

. そ の 最も大き な理由

の
一

つ と して 臨床的に生 検が 困難 で , 確 実な 質的診断が得 られ

難い 点が 挙げら れ る .
こ の 様 な点 を 克服 しよ うと して ,

こ れ ま

で教室で は 膵液中の 各種腫瘍 マ
ー カ ー の 測定や , 脱落 して 膵液

申に混入する癌細胞か ら D N A を抽出 し, K 和 ぶ遺伝子 コ ド ン12

の 変異の 有無 を検討する こ と な どで 膵癌診断の 向上 に寄与 しう

る検査法を開発を し よう と して き だ
i) 1封

. 本研 究は そ の
一 環と

して
, 現在各種癌の 発癌過程 にお い て 最も普遍的で重要 な役割

を果たす と され て い る痛抑制遺伝子♪5 3 の 変異を内視鏡~F
一

経乳

頭的に採取 した 膵液で検討す る こ とが , 膵癌 の 診断 に如何 に有

用であ るか を明ら か に しよう と し た もの で ある.

卵3 遺伝 子の ヒ ト痛 にお け る変異率 に つ い て み る と , 膵癌 に

おける K 刊 那 遺伝 子 を別 と し て , 他 の 痛抑制遺伝子, 癌遺伝子

に比べ 際立 っ て 高い 変異頻度 を示 し, 且 つ 広範囲な痛 で見られ

る . 1 99 4 年 G r e e n b l a tt ら
23)
の ま と め た 文献的集計 に よ る と ,

化器痛組織 で は 食道癌27 9 例 中45 % , 胃痛314 例中41 % , 大腸

嘱960 例 中50 % , 肝細胞痛716 例 中29 % , 膵癌170 例 中44 % と

い う変異率が報告さ れ て い る . 今回の 著者 らの 膵癌の 膵液中の

検討 で は2 6 例中11 例 ,
4 2 . 3 % と い う♪53 遺伝子 の 変異検出率

が得 られ た . こ れ は
,
上 記の 膵痛組織 の そ れ に匹敵する成績で

あり, 膵液中 に含まれ る痛細胞の 少ない こ とを考慮すれ ば , 非

常 に良好 な検出率 とも云え よう . しか し
,
1 9 9 4 年以後の 報告

では
, 膵痛 で5 0 % 以 上 に♪5 3 遺伝 子変異率を認 め て い る 場合

539

が 多く
5)2 B) 2 9)

, 最 近の R o z e n b l u m ら
5)
の 報告 で は , 膵癌 の 7 6 %

(3 1 / 4 1) と非常 に 高い 卵β遺伝子の 変異率 が報告さ れ て い る .

これ は
,
マ イク ロ ダイ セク シ ョ ン 法 によ り組織 より癌細胞を慎

重 に選択 し
, 非癌細胞 の 混入を極力少なく した 材料か ら D N A

を抽出す る方法の 普及
,
及び分析法の 感度や糖度 の 向上 に よ る

面 が大きい と思わ れ る . 膵液の 検出 におい て もこ の よう な方向

で種 々 の 工 夫を行えば, 検出率は も っ と向上する こ と も期待で

き よう.

膵癌 の K 刊 那 遺伝子変異が , エ ク ソ ン1 コ ドン 12 に殆 ど集中

して起 こ る の に対 し, ♪∂3 遺伝子 に は この ような ホ ッ トス ポ ッ

トが存在 しない . しか し
,
ヒ トか らカ エ ル まで 高度に保存され

て い る ドメ イ ン Ⅲ一 Ⅴを コ ー

ドする エ ク ソ ン 5 - 8 ( コ ド ン12 8 ･3 0 6)

に 変異が 集中す る と言 わ れ て お り
21) 3 6)

, 従 来の 多くの 卵3 遺伝

子変異を検討 した研究は専ら エ ク ソ ン5 一鋸 二束申 して い る の で ,

そ の よう な文献 を多く含 む集計 で は 約98 % が こ の 領域 に変異

が見 ら れ る
22)

. しか し
, 卵βの 全領域 に つ い て検討 した論文に

限 う て 集計する と , ♪5 3 遺伝子変異陽性痛560 例中 エ ク ソ ン 5 -8

に含 ま れ る 変異 は全体 の 87 % で , 残り は エ ク ソ ン 4 に は8 % ,

エ ク ソ ン 10 に4 % の 変異が 見ら れ て い る
23)

. 従 っ て , 膵 液中

卵3 遺伝子の 変異 の 検討に お い て も, エ ク ソ ン 5
-8 に 変異の 見

られ ない 場合 には , エ ク ソ ン4 と10 に つ い て も検討す れ ば検出

率 は更 に向上す るもの と思 わ れ る .

一

方 , 体液中にカ5 3 遺伝子

変異 を検出 し , 痛 の D N A 診 断に 応周 し よう と す る 試 み に は ,

肺 癌 に お け る 喀痍 の 検討 に て 1 5 例 中2 例 に変異陽性を検出

し
45)

,
ま た

,
膀胱癌 に お ける尿をサ ン プ ル と した検討 にて18 例

中11 例 に 変異陽性 を検出 した報告
46)

が あるが , 今回の 著者の 検

討 は こ れ ら に 充分匹敵 しう るもの で ある. 膵液中よ り♪占3 遺伝

子 を検出 し, 膵癌 の 診断 に応用 しよ うと した報告 は内外 を通 じ

て 未 だ無く, 今回の 著者の 検討が初め て で ある .

膵癌 にお い て は , 胃癌, 大腸癌の 場合と異 な り, 生 検が 殆 ど

不可能で , 腫瘍 が 小さく なれ ば な る 程, 画像 で は 良悪性の 鑑別

が国難と なり
,
早期診断 には 大きな限界がある . こ の よう な問

題 を解決 しよう と し て, 膵液中の 細胞診や ブ ラ ッ シ ン グ細胞診

が 以 前か ら 行わ れ て きたが , 膵液中の 蛋白分解酵素の 影響 な ど

で 細胞が変性 しや すい ため か , 細胞診の 11~- で も判定が最も匝順位

で
t 報告者 により陽性宰の 差が 大きく, しか も頭部領域 に比較

し
, 体尾部噛で の 陽性率が低い こ と こ と な どか らJよく普及す る

に 至 っ て い な い
17 ト ｣刷

. I s h i m a r u ら
5(J)
は
,
E R C P に て主膵管の 狭

窄を認 め た場合, そ の 部位 の ブ ラ ッ シ ン グ を行い , 得 ら れ た細

胞 にp 53 蛋仁l 免疫染色を行い , 膵痛20 例中18 侍り(90 % ) に 染色

陽性を認め ,
一

方慢性膵炎8 例 に は1 例も染色陽性 を認 め な か

っ た と 報苦 し て い る . こ の 方法 は 従来の 細胞診の 判定が鏡検者

の 主観的判断に由来 して い る の に 対 し, 免疫染色と い う客観的

な方法を導入 し た点 は利点で ある が ,
細胞核が 少 しで も染色さ

れ れ ば 陽性 と判定す る こ と に大き な問題があ る . p 5 3 蛋白 染色

法 に は, 抗体 が 野生 塑蛋白と変異蛋白の 構造 を区別できな い ,

非癌細胞 にも散発的に染色 され る もの が あり , 染色 パ タ
ー

ン か

ら陽性
,
陰性の 判定に客観性が保 ち にく い ,

ナ ン セ ン ス 変異や

欠失 に より蛋白が 産生 され ない 場 合は検出できない
51)

,
な どの

欠点 が ある . 実際 に p5 3 蛋白染色陽性 と判定 され て も, 塩基配

列を検討す る と野生型である例も認め ら れ る .
こ れ ら の こと よ

り , 最 近で は 当該細胞 の20 % 以 上 に細胞核が染色され た 時 に,ノ

p 53 蛋白過剰発現 と表現 され, 染色陽性 と判定 され る
べ き だと

す る意見 が多い . また
,
ブ ラ ッ シ ン グ法 は, 該当部位 に ブ ラ シ
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を挿入 で き る場合 に は
,
細胞が 多量 に得ら れ る 利点 がある が ,

障管開口 部か ら離れ た部位 にな る ほ ど該当部位まで ブ ラ シ の 挿

入 が 難 しくなり, 成功率 は低く な る, 採取部位 は殆 ど主膵管 に

限 られ , 分枝由来 の 小膵癌な どの 膵野型膵癌 の ブ ラ ッ シ ン グ は

不可能, な ど の 欠点もある. こ の 点, 著者の 膵液中の 脱落細胞

か ら D N A を抽 出す る方法 で は ,
理論的 に は膵管 の い ず れ の 部

位か ら脱落 した癌細胞 でも検討が 可 能 であ る . ま た
, ♪丘β遺伝

子変異を直接検出す る た め, 免疫染色で問題 と な る 偽陽性 は な

い
. しか し

,
得 られ た細胞の 内

,
正 常細胞 が圧 倒的多数で癌細

胞が極少数であ っ た場 合
,
変異遺伝子が 正 常遺伝子に希釈 され ,

遺伝子異常が検出感度以 下 と なる 可 能性 はある . い ずれ に して

も
,
ブ ラ ッ シ ン グ細胞診が容易に可能な場合に は ,

そ の 利点を

大 い に活用す べ きで あ ろう. また
, p 5 3 蛋白染色 の 有用な点も

利用す るこ と は 大切であ る. すなわ ち
, 膵液 の 細胞沈液 の ス メ

ア にまずp 53 蛋 白の 免疫染色を行い ,
陽性 と な っ た細 胞の み を

マ イ ク ロ ダイ セ ク シ ョ ン によ っ て分 離 し
,
また

,
染色 され な い

場合 に は沈渡 の 全体 から D N A を抽 出 して♪53 遺伝 子 の 変異 に

関する分析をすれ ば , そ の 検 出率は よ り向上す るもの と思 わ れ

る .

♪53 遺伝子変異 が発癌 の ど の 時期 に発現する か に 関 して は,

臓 器 に より様 々 な相違 が報告さ れ て い る . 大腸 痛 に 関 して は

V o g el st ei n ら
52)
は 腺塵一 癖 シ

ー

ク エ ン ス の 過程 で A P C , K -

r a S
,

♪β3 , 刀C C な ど複数 の 遺伝子異常が集積 し, 発癌過程 の 進展す

る こ と を提唱 した .
こ の モ デ ル に お い て

, ♪53 遺伝子 は腺膿 か

ら明 ら か な痛 へ と 進行する段階で変異が生ず る とさ れ て い る .

一

方 , M o ri ら
53)
は
, 腺脛を経ない d β 鋸 〃♂の 大腸癌 にお い て は

,

正 常粘膜か ら痛が 発生す る際 の 早期 の イ ベ ン トと して♪5β遺伝

子変異が認め られ る と 述 べ て い る . また
,
扁平 上 皮痛 の 内

,
肺

癌の 中 に は様 々 な段階の 組織変化, すな わ ち軽度, 中等度 , 高

度デ イ ス プラジ ア ,
上 皮内痛, 進行 癌が 同時 に見 られ る こ と が

あり
,
これ らを検討する と, 組織学的 に異型度を有す る部位 は

既 に♪5 3 遺伝子変異が見 られ
5d)
, 更 に

一

部の 口腔痛 や 食道癌 に

お い て は担痛患者 の 非痛部粘膜 に既 に卵3 遺伝子変異を認 め て

い る な ど
55)5 8)

,
扁平 上 皮痛 にお い て は発癌過程の 極 め て早期 に

♪5 3 遺伝子変異 の 生 じる こ と が 推定 され て い る . 膵癌 の 発疇 で

は どの 段 階で♪53 遺伝子変異 が生ず る の か に つ い て 未 だ十分な

研究 が集積 され て い ない が , S c ar P a ら
26)
や B e r r o z p e ら

27)

は 膵癌

の 原発巣 より転移巣 で♪53 遺伝子変異の 陽性率が高 い と報告 し

て い る . また
,
N a k am O ri ら

57)
は 臨床 病期 Ⅳ で よ り多くの P 53 遺

伝子変異を認め , さ ら に分化度も より低分化で より変異が多い

こ と を挙げ
, j 娼3 遺伝子変異 は, 発癌 の 比較的進行 した 時期 に

発現 し易い の で は な い か と述 べ て い る . しか し
, 大腸 癌な どで

は腺腫内に発生 した 極早期 の痛を含 め種 々 の 段階 の サ ン プル に

つ い て検討す る機会が多い の に対 し, 通常 の 膵癌 で は こ の よう

な早期病変を入手する機会に恵ま れず
, 膵痛 の 初期病変や , い

わ ゆ る 前痛病変 にお ける♪5β遺伝子変異の 検索が蓄積 されて い

ない . 但 し , 膵癌 の 特殊型である が
,
その 腺腫 一 癖 シ ー

ク エ ン

ス の モ デ ル で は な い か と も言 わ れ て い る 粘液産生膵腫瘍 に つ

い て み る と
, 今 回 の 著 者の 膵液 で の 検討 で は膵管内乳頭腺腫

で あ っ た4 例 に は が∂遺伝子変異 は認め ら れ なか っ た . ま た
,

E o s h i ら
58)
は 同腫瘍 につ き良性群 に つ い て はj時β遺伝子変異を

認めな か っ たと報告 し て い る が, E 扇n o ら
59)
は
, 病理 学的 に腺

脛 と確認さ れ た 2 例 に♪5β遺伝子変異 が発現 して い る と 報告 し

て い る . ま た
,
S e s s a ら

60)
は粘液産生膵腫瘍26 例を組織学的悪

制度別 に p 53 蛋白染色を検討 した と こ ろ, 膵管 内乳頭腺腫4 例

に は陽性例 は な か っ た が
,
境界病変 と さ れ た膵管内乳頭腫壕 で

22 % (2/ 9) , 膵 管内乳頭痛 で29 % (2/ 7) , 粘液浸潤を伴う乳頭

痛で 40 % (2/ 5) , 腺管 内浸潤を伴う乳頭痛 で100 % (1/ 1) にp 53

蛋白過剰発現を認め て い る . 以上 の よう な報告 か らみ ると
, 頻

度 はそう高く な い が , 境 界病変か ら既 に♪53 遺伝子 の 変異が生

じ
,
進展する に従い 漸増す る の で は ない か と も思 わ れ る . また

,

先述 した よ う に
,
他 の 臓 器痛 で は 発癌 の か なり早期 に♪53 遺伝

子変異 の 起 こ る こ とか らす れ ば
, 膵癌 で前橋病変も含め た 早い

時期 にβ5 β遺伝子変異 の 生ず る場合もか なりある よ う に思わ れ

る
. しか し, 今回の 著者 の 検討 で は

,
こ の よ うな早期の 痛 につ

い て 検 討す る機会 が な か っ た の で
,
こ の 点 に つ い て は 今衡

種 々 の 病変 に お い て 膵液採取 の 症例を増 や して 明 らか に して い

きた い . 慢 性膵炎の , ♪53 遺伝子 の 発現 に つ い て検 討 した 報告

は少ない が , 組織サ ン プル に お い て 検索 し た15 例で は 仝例 が

陰性 であり
61)

,
また

, 慢性膵炎患者の 膵管 ブ ラ ッ シ ン グ により

得 ら れ た細胞 に お けるp 53 蛋白免疫染色 にお い て も, 全例陰性

である
50)

. 今回 の 著者 の 慢性膵炎16 例 の 膵液 にお ける検討でも

が3 遺伝子 は仝例陰性 であ っ た . 以上 の よう に
, 粘液産生 膵腫

瘍以外 の 非癌性膵病変 で♪5 3 遺伝 子変異 の 発現す る こ と はな

く , 膵 液中♪53 遺伝子変異の 検出 は痛特異性 は極め て 高 い もの

と考えら れ る .

今 回少5 3 遺伝 子変異 の 検出法 に用 い た n o n R I -S S C P 法 は , 検

出サ ン プ ル の 塩 基の 長 さ と して , 3 0 0 b p 程度ま で が 可 能で ある

が
,
1 2 0 b p 程 度の 長 さ が 最適 と さ れ て い る

62】
. 著 者の 実験で は

エ ク ソ ン 5 が 21 0 b p と若 干長め の c D N A を用 い て い るが , 1 5 %

と漉度 の 濃 い ゲ ル を用 い
,
1 0 時 間以上 の 長時間の 泳動 を行う こ

と に よ っ て 明瞭 に 泳動度 の 差 を検出 し得 た . ま た
,
S S C P 法は

泳動時 の ゲ ル 温 度 に よ っ て 一 本鎖 D N A の 泳動度 に差 が 生 じ,

変異 バ ン ドの 分 離能が変化す る た め
37)

,
用い る サ ン プ ル や ゲル

に応 じ た 至適温度 を設定す る必要 が あ る . 今 回 の 実験 で は ,

種々 の 温度 に て 電気泳動 を試み , 至 適温度 は4 ℃ で ある と いう

結果 を得 た . 用い た2 連 式ミ ニ ス ラ ブ電気泳動槽 は泳動中, 緩

衝液を温度可変式熱交換機 を介 し, 泳動槽 の 中を 環流させ る こ

と に より泳動槽内を こ の 温度 に保 つ こ とが 可 能 で あ っ た . 従来

SS C P の 検出 は オ ー

トラ ジ オ グ ラ フ イ が 用 い ら れ てき た が
,
ラ

ジ オ ア イ ソ ト
ー

プ ( r a d i o i s o t o p e , RI) を用 い な けれ ば な らず,

専用の 実験室 が必要であ る こ と
,
現像 に時間が か か る こ とな ど

の 欠点 が あ っ た . 本研究 で は
,
R I の 代わ り に 銀染色を用 い た

n o n R I -S S C P 法 に て 試み た . 銀 染色は , RI を用い ず に行う こ と

が 出来 るた め , 通 常の 実験室で検出が 可 能 で あり,
■
そ の 検 出感

度 に お い て RI に 遜色が 無 い , 約2 時間ほ ど で 染色が終了する.

廃液処理も容易な こ と な ど多くの 利点があ る . S u z u k i ら
39)
は オ

ー

トラ ジ オ グ ラ フ イ を 用 い た S S C P の 検出感度 は変異型 D N A

の 割合 が3
-

5 % と して い るが
, 今 回著者 の 用い た条件 下 で の

異常 バ ン ドの 検 出感度 は , 培養細胞株を用 い た 検討 であるが ,

図2 に示 した如く正常 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 には 正 常細胞

500 個 に癌細胞1 個 が 含ま れ る程度 でも検出可能で ある こ とを

意味 してお り
,
極 め て鋭敏 な検出能と い よ う.

シ
ー

ク エ ン ス 反応 に つ い て は, 鋳型 D N A に P C R 産物 を用い

た が, こ の 反応を正確 に行なうた め に は P C R 産 物か ら未反応

の プライ マ ー を取り除く精製を如何 に行うか が 最も重要な点で

ある . 著者 ら の ア ガ ロ
ー ス ゲ ル を用 い て P C R 産物を精製する



膵液中♪53 遺伝子変異の 検出と膵癌診断 へ の 応用

方法は や や 煩雑で あり , ゲ ル か らの D N A の 回収率も約40 % と

やや 低い が , 電 気泳動に て 未反応 プ ラ イ マ
ー

は ほ ぼ 完全に 除去

する こ と が 出来 る た め, 非常 に純度 の 高 い 精製が 可 能で あ っ た .

そ して , この よ うな 方法 で精製骨行 っ た た め に, シ
ー

ク エ ン ス

反応 の 際も
一 連 の P C R 反応 で 用い て きた も の と 同

一

の プ ラ イ

マ
ー を用 い る こ と が 可能であ っ た .

一 般 に シ ー

ク エ ン ス 反応の

際に は ,
プ ライ マ ー の 干 渉を防ぐた め に , 最 初 の P C R 反 応の

プラ イ マ
ー の 位置 よ りも10b p ほ ど内側 に 新 しい プ ライ マ

ー を

設定す る必要があ る. しか し
, 今回行 っ た実験系 にお ける プ ラ

イ マ ー は 各 エ ク ソ ン の イ ン トロ ン部分 に 設定 し, か つ S S C P の

解析が 可 能 とな る よう, P C R 産物が 200 b p 程度 にな る よう に設

計 して い るが , こ れ より 内側 に プ ライ マ
ー を設定す る と エ ク ソ

ン部分 に
一

部 プ ラ イ マ
ー

が かか っ て しま い
,
こ の 部分 の シ ー

ク

エ ン ス の 解析が 出来 なく な る可能性があ る . 著 者は
,
上 述 し た

よう な精製を充分 に行う こ と に より プ ラ イ マ
ー の 除去が 十分可

能であっ た た め に プラ イ マ
ー の 変更を行う こ と な しに 良好 な結

果を得 る こ と で きた . た だ
, 今 回の 検討 で は , 使用 した膵液サ

ンプ ル の 約半数 は過去 に採取 さ れ , 少量 ず つ 分注 して冷蔵庫 に

保存してあ っ た が , 各種膿瘍 マ
ー

カ
ー

や K 朝那 遺伝子な ど の 分

析に使用 さ れ, サ ン プル の 余裕 が な か っ たり, ゲ ル か ら 回収 し,

精製中に 枯渇 した もの もあ っ た た め ,
直接 シ ー

ク エ ン ス 法 に よ

り塩基配列 の 変異を確認 し得た の は3 例 の み に 止ま っ た .

膵癌 の 痛関連遺伝子を分析 して膵癌 の 診断 に応用 しよう とす

る ア プ ロ
ー チ と して , 既 に K 刊 那 遺伝子 に つ い て広く行 わ れ て

い るの で , こ れ と の 関連 で膵液中♪53 遺伝子を分析する意義を

論じ る こ と が 重要である .

一

般に , 単
一

の 遺伝子異常がある癌

で高頻度 に起 こ る こ と は 希で ある が , 膵癌 で は K 刊 那 遺伝子 コ

ド ン12 の 点突然変異が 75 - 1 0 0 % と 例外的に高頻度 に発現す

る
2 卜 5)

. 当教室 で は こ れ に注目 し
,
当初 ア レ ル 特異的オ リ ゴ ヌ

ク レ オチ ド(all el e s p e ci丘c oli g o n u cl e oti 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 法 に て 膵液中 K -

γαざ 遺伝 子 コ ド ン 12 の 変 異 を分析 し た と こ ろ , 膵 癌 で 55 %

(1 1/ 2 0) に 陽性 で , 慢性 膵炎18 例 で は何 れ も陰性 であ っ た
別
.

その 後, 内外で多く の 報告があり
1:-)

､ 1 7)

, 中に は検 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 う成績もみ ら れ
1= …

,

当教室で もP C R - R F L P 法 で81 % (2 1 / 2 6) と い う K r a s 遺伝子変

異の 陽性率を得 て い る
l(り

. しか し
,
検 出法の 感度 を 上げ ると ,

慢性膵炎で も約 20 - 3 0 % に K - γαざ遺伝 子 コ ド ン12 の 変異が 陽

性に な る こ と が 判明 し
,
K 朝 那 遺伝 子変異 の 痛特異性が 大きな

問題 に な っ て い る . 膵管 内乳東腺艦や そ の 腺艦内痛 でも K - γα5

遺伝子変異が高率 に み ら れ る の に 加え, Y a n a gi s a w a ら
l 岬
は慢

性膵炎組織 の
一

部 に見 ら れ る 粘液細胞過形成 上皮 に K 刊 邪 道伝

子コ ド ン 12 の 変 異が 高頻度に見 ら れ る こ とか ら , 粘液細胞過

形成 一

腺 鹿
一

癖腫の シ
ー

ク エ ン ス の 概 念を分子的側面よ 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 那 遺伝子の 変異 は こ の よう 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 っ て きて い る .

しか し , 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 一 昭 ぷ遺伝 子の

変異があ っ て も, 正常 上 皮 に由来 し た多く の野生型 K 潮 路 遺伝

子に希釈 さ れ, 検 出さ れ にくく, 検出感度 の 高 い 分析法 を用い

た時の み に 陽性 に な る の で あろう.
こ れに対 して

,
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 と考えられ

541

る . 教室 で は ,
K 朝 野 遺伝子 コ ド ン 12 に対応 した プ ロ

ー

ブ に ア

ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル を標 識 し , 膵癌 よ り抽出 し た D N A の

P C R 産物 を反応 させ , 生 じ る化学発光 より K 刊 那 遺伝子変異の

有無を定量的 に測定できる H P A 法を開発 して い る
11)

. こ の 方法

で 測定 し た ⅢP A 値 は, 膵癌で は著明な高値を示す場合が多い

の に対 し
,
慢性膵炎で はP C R - R F L P 法 で 陽性を示 した例 で も殆

ど が低値を示すと い う成績が得 られ て い る .
つ まり, 検 出感度

の 高い 定性的な方法で は慢性膵炎で もⅩル" 遺伝 子変異 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 来の多く

の腫瘍 マ
ー

カ
ー

の ように 適切 な カ ッ ト オ フ 僅 を設定す る こ と に

より
, 癌特異性の 高い 指標と して用 い る こ と が 出来ると考えら

れ て い る .

今回の 著者の 膵癌 における K 朝 お 遺伝子 コ ドン 12 変異 の 検 出

率 は , P C R - R F L P 接が 84 .0 % で あ る の に対 し , H P A 法 で は

6 5 .3 % で あ っ た . 前述の よう に検出感度の 高い P C R - R F L P 法 で

は 陽性率 は高い が , 偽 陽性 は 少な か らず見ら れ る の で , P C R -

R F L P 法の 84 .0 % は痛 の ス クリ
ー

ニ ン グ 的な 意味 を有する こ と

に な ろう .

一 方
,
H P A 法で は 陽性率 は 65 % と劣 る が ,

滴特 異

性 に は 優れ て お り
,
痛 の 質的診断的な有用性 は高い と考えら

れ る . ま た前述 し たよ うに陣痛 にお ける♪53 遺伝子変異 は K 明 兆

遺伝子変異 に比 して , 陽性率 は低い が , 慢 性膵炎で は認 め られ

ず, 極 め て痛特異性が高 い と考え ら れ る . 更に , ♪53 遺伝子と

E 一 用 ぷ遺伝子 コ ド ン 12 の 変異 の 有無を対比す る と ,
P C R - R F L P

法 , H P A 法何 れ の 場合 にも♪53 遺伝子 の み 陽性 が2 例ず つ に認

め ら れ
,
両者を併用す ると , そ れ ぞれ84 .0 % → 9 2 .0 %

,
6 9 .2 %

→ 7 3 .1 % に陽性率が 上 昇 した .
こ の 事 は ス ク リ ー ニ ン グ法, 特

異 的診断法何 れ の 目的 に使用す る に し ても, 同者 を併用する こ

と は 診断率の 向上 をもた らす こ と を示すもの で あり, 膵液 中

j婚β遺伝子変異 を分析する こ との 意義 の 重要性 が窺える と い え

よう .

結 論

膵癌患者26イ軋 粘液産生膵腫瘍4 イ軌 慢性膵炎1 6 例 より内

視鏡下経乳頭的に純膵液 を採取 した 沈遮 より D N A を抽出 し,

♪5 3 癌抑制遺伝子の 変異の 検出 を試 み た . さ ら に K -

γα5 癌 遺伝

子変異の 有無とも比較 し, 以 下 の 知見を得 た.

1 . n o n R I -S S C P 法 の 検 侶感度は培養細胞株 を月] い た検討 で,

正 常 D N A に対 し て変異型D N A の 割 合が0 .1 % ま で変異 バ ン ド

の 検出が呵 能 であ っ た .

2 . n o n RI -S S C P 法に よ る膵液中P 53 遺伝子変異 は膵癌患者の

42 .3 % (2 6 例 rP l l 例) に 認め ら れ た . 3 例で 塩基配 列が決定さ れ ,

2 例 は ミ ス セ ン ス 変異, 1 例は 停 止 コ ド ン ヘ の 変異で あ っ た .

一

方 , 粘液産生 膵腫瘍 (腺腫) 4 例 , 慢性膵炎16 例の い ずれ にも

♪53 遺伝子変異 は認め ら れ な か っ た .

3 . 膵癌患者 の 卵β遺伝子変異の 有無 と臨床病理学的事項 と

の 関連 を検討 した が , 特定の 関連性 は認め ら れ なか っ た .

4 . K 刊 邪 道伝子変異分析で は
,
膵癌患者 にお い てP C R ･R F L P

法で は84 .0 % (2 5 例 中21 例) , H P A 法で は65 .3 % (26 例中17 例)

に K 弧 姓 遺伝子変異が検出さ れ た .

5 . 卵3 遺伝子と K 朝 祁 遺伝子変異 の 有無を組 み合 わせ て検討

す る と, K 刊 閑 適伝子分析 をR F L P 法で 行 っ た場 合に は 膵癌2 5

例 中両者陽性9 例, K 明 甘遺伝 子か♪5 3 遺伝子の み 陽性 はそれぞ

れ 12 例と2 例 で あり両者を組み合わ せ る と, 9 2 .0 % (2 5 例 中23

例) が 陽性 と な っ た . H P A 法 に より K 明相 通伝子分析を行 っ た



5 4 2

場合 に は , 両者陽性 9 例
,
K 刊 那 遺伝子か♪53 遺伝 子の み 陽性は

そ れ ぞ れ8 例 と2 例 で あり
,
両者を併用する と

,
7 3 .1 % (2 6 例中

19 例) が 陽性 と な っ た .

以上 よ り
, 膵癌 に お ける 膵液中♪53 遺伝子変異 の 痛特異性 は

非常 に高く ,
K - γα∫遺伝 子変異陰性例 にも♪53 遺伝 子変異陽性

例 が見 ら れ
,
E 一 昭 ぶ遺伝子変異と組 み合わ せ る こ と に より膵癌

の 遺伝子診断の 向上 する こ とが 期待さ れ る .
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M u t ati o n s i n th e p 5 3 t u m o r s u p p r e s s o r g e n e : Cl u e t o c a n c e r

eti ol o g y a n d m ol e c u l ar p a th o g e
n e si s . C an C e r R e s 54 : 4 8 55 A 8 7 8 ,

19 9 4

24) B a r to n C M , S ta d d o n S L , H u g e s C M , H all P A , 0
'

s ulli v an C
,

K16 p p el G , T h ei s B , R u s s el R C G , N e o pt ol e m o s J , W illi a m s o n

R C N
,
L a n e D p , L e m oi n e N R . A b n o r m al iti e o f th e p 5 3 t u m o r

s u p p r e s s o r g e n e i n h u m an p an C r e ati c c a n c e r ･ B r J C an C e r 64 :

1 07 6 -1 0 8 2 , 1 99 1

2 5) K o n d o h S , N a k a m u r a M , H ar i m a K , N o g u c hi T , A 最y am a

T
,
O kit a K . A b e r r a ti o n of th e p5 3 g e n e i n h u m a n p a n c r e a ti c

d u c tal a d e n o c ar Ci n o m a s . G a s tr o e n te r oIJ p n 2 8 : 1 3 4 , 19 9 3

2 6) S c a r p a A , P a ol a C , M u k ai K , Z a m b o n i G , O d a T , I a c o n o C ,

H i r o h a sh i S . P a n c r e a ti c a d e n o c a r ci n o m a s fr e q u e n tl y sh o w p 5 3

g e n e m u t ati o n s . Am J P a th 01 1 4 2 : 1 5 3 4
- 1 5 4 3

,
1 99 3

27) B e r r o z p e G , S c h a ef k r J , P ei n a d o M A , R e al F X , P e ru C h o M ･

C o m p a rti v e a n al y si s o f m u ta也o n s i n th e b 5 3 an d K r a s g e
n e s i n

p a n c r e ati c c a n c e r . I n t .J C a n c e r 5 8 : 1 18 5
- 1 9 1 , 1 99 4

2 8) P ell e g at a N S , S e s s a F , R e n a u lt B , B o n a t o M , Le o n e B E ,

S oI c i a E
,
R e n z a n i G N . K - r a S a n d p 5 3 g e n e m u t a ti o n s i n

p a n c r e a ti c c an C e r: d u ct al a n d n o n d u c tal t u m o r s p r o g r e s s th r o u gh

diffe r e n t g e n eti c l e si o n s . C a n c e r R e s 54 : 1 5 5 6
- 1 5 60

,
1 9 9 4

2 9) R e d s to n M S , C ald a s C , S e ym O u r A B , H ru b an R 牲 d a C o st a

L
,
Y e o CJ , K e rn S E . P 5 3 m u t ati o n s in P an C r e ati c c a r ci n o m a an d

e vi d e n c e of c o m m o n i n v oI v e m e n t of h o m o c o p ol y m e r t r a c ts i n

D N A m i c r o d el e ti o n s . C a n c e r R e s 54 : 3 0 2 5 -3 0 3 3 , 1 9 9 4

3 0) D i Gi u s e p p e J A , H ru b a n R H , G o o d m a n S T , P ol a k M , V a n

d e n B e r g F M , A lli s o n D C , C a m e r o n J L , O ff e r h a u s , G J A .

O v e r e x p r e s si o n o f p 5 3 p r o t ei n i n a d e n o c a r ci n o m a o f th e

p a n c r e a s . Am J Cli n P ath ol l O l : 6 8 4
- 6 8 8

,
1 9 94

31) Z h a n g S Y , A g a r w al P , S o rli n g F , O b ar a T , U r a H , N am i ki

M
,
K l ei n - A z a n t o AJ P . I m m u n o h i st o c h e m i c al a n al y si s of p 5 3

e x p r e s si o n i n h u m an p an C r e ati c c ar Ci n o m a . A r c h P ath ol h b M e d

l1 8 : 1 5 0 - 1 5 4
,
1 9 94

3 2) C h ri s t o p h e r J N , R all CJ N , Y a n Y X , G r a e m e
- C o o k F

,

B e a u c h a m p R , Y a n d ell D W , P o v o s ki S P , R u stgi A K ･ Ki -

r a S a n d

p5 3 m u t a ti o n s i n p a n c r e a ti c d u c t al a d e n o c a r ci n o m a . P a n c r e a s

1 2 : 1 0 -1 7
,
1 9 9 6

3 3) J a p a n P a n c r e a s S o ci e t y . C l a s sifi c a ti o n o f P a n c r e a ti c

C a r ci n o m a
,
1 st E n gli sh e d , p 3

-1 4
,
K a n e h a r a & C o L td t T o k y o ,

1 9 9 6

34) B o w t ell D D L . R a pid i s ol ati o n o f e u k aly o ti c D N A . A n al .

B i o ch e mi str y 1 6 2 : 4 6 3
-4 6 5 , 1 9 8 7

3 5) J e a n pi昌r r占 M .
A r a pid m e th o d f o r th e p u ri五c ati o n of D N A

& o m bl o o d . N e u cl ei c A ci d s R e s 1 5 : 9 6 1 1 , 1 9 8 7

3 6) L e v i n e A J , M o m a n d J , F i nl a y C A . T h e p 5 3 t u m o r

S u p p r e s s o r g e n e . N at u r e 35 1 : 4 5 3
-4 5 6

,
1 9 9 1

3 7) O rit a M , I w a h a n a H , K a n z a w a H , H a y a sh i K , S e k i y a T ･

D e t e c ti o n o f p o ly m o r p h i s m s o f h u m a n D N A b y g el

el e c tr o p h o r e si s a s 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 ･

P r o c N a tl A c ad S ci U S A 8 6: 2 7 6 6 -2 7 7 0 , 1 9 8 9

3 8) O rit a M
,
S u z u k i Y

,
S e ki y a T , H a y a s h i K . R a p id a n d

S e n siti v e d e t e cti o n o f p oi n t m u t 鵬 o n s an d D N A pl o ym O rp h i s s m s

u s m g th e p o けm e r a s e c h ai n r e ati o n . G e n o m i c s 5 : 8 7 4 - 8 7 9
,
19 89 ･

39) S u z u k i K , S e kiy a T , H a y a s h i K . j ul el e - S p e Ci丘c p ol y m e r a s e

5 4 3

C h ai n r e a cti o n : a m e th o d f o r a m plifi c a tti 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 t u r e o f

S e q u e n C e V ar i a n t s . An al B i o ch e m 1 9 2 : 8 2
-8 4

,
1 9 9 1

40) A i n s w o rth PJ , S u r h L C , C o u lt e r r M a ki e M B . D i a g n o sit c

Si n gl e str an d c o n fo r m ati o n al p ol y m o r ph i s m , (S S C P): a Si m plifi e d

n o n 十r a di o i s o t o pi c m e th o d a s s p pli e d to a T a y
-S a c h s B I v a ri a n t .

N e u cl ei c A cid s R e s 1 9 : 40 5 q4 0 6
,
19 9 1

4 1) O t o M , M iy a k e S , Y u a s a Y . O pti m i a z ati o n o f

n o n r a di oi s o t o pi c si n gl e s tr a n d c o n f o r m a ti o n p ol y m o r p hi s m

a n al y si s w ith a c o n v e n ti o n al m iili sl ab g el el e ct r o p h o r e si s

ap p ar a tu S . An al B i o c h e m 2 1 3 : 1 9
-2 2

,
19 9 3

4 2) L e v i S , U r b a n o -I s pi z u a A , G ill R T h o m a s D M ,

G ilb e rt o s o n J , F o st e r C . M ulti pl e K r a s c o d o n 1 2 m u tati o n s i n

c h ol a n gi o c ar Ci n o m a d e m o n st r a te 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 cti p n t e ch ni q u e . C an C e r R e s 5 1 : 3 4 9 7
-3 5 0 2

,
1 9 9 1

4 3) A r n o ld J r H , H a m m o n d P W ,
W r e s e W A

,
N el s o n N C .

As s a s y f o r m at s i n v ol vi n g a c ri di ni u m
-

e St e r - 1 a b el e d D N A p r o b e s .

C li n C h e m 3 5 : 1 5 8 8 - 1 59 4
,
1 9 8 9

4 4) Si m o n B , W e i n el R , H o h n e M , W at z J , S c h m id t J , K o rtn e r

G
,
A r n old R . F r e q u e n t alt e r ati o n s o f th e t u m o r s u p p r e s s o r g e n e s

P 5 3 a n d D C C i n h u m a n p an C r e ati c c a r ci n o m a ･ G a str o e n t e r ol o g y

l O 6 : 1 6 4 5 -1 6 5 1 , 1 9 9 4

4 5) M a o L , H ru b a n R H , B o yl e J O , T b ck m a n n M , Sid r a n s k y ,

D . D e t e c ti o n o f o n c o g e n e m u t a ti o n s i n s p u t u m p r e c e d e s

d i a g n o si s of l u n g c an C e r . C a n c e r R e s 5 4 : 1 63 4
-1 6 3 7

,
19 9 4

4 6) S i d r a n s k y D , V O n E s c h e n b a c h A , T s a i Y C , J o n e s P ,

S u m m e r h a y e s I , M ar S h al 1 F , P a ul M , G r e e n P , H am m il to n S R ,

F r o s t P
,
V o g el s t ei n B . I d e n tifi c a ti o n o f p5 3 g e n e m u t ati o n s i n

b l a d d e r c a n c e r s an d u ri n e s a m pl e s . S ci e n c e 2 5 2 : 7 0 6-7 0 9 , 1 9 9 1

4 7) M itc h ell M L , C a rn e y C N . C y t ol o gi c c rit e ri a f o r di a g n o sis o f

p a n c r e ati c tu m o r . Am J Cli n P a th o1 8 2 : 1 7 1 -6 , 1 9 8 5

4 8) G o o d al e R L , G ajil -P e c z al a k a K , D r e s s el T , S a rn u el s o n J ･

C y t ol o gi c s tu di e s f o r th e di a g n o si s o f p a n c r e a ti c c a n c e r ･ C a n c e r

4 7 : 1 6 5 2 -1 65 5
,
1 9 8 1

4 9) N a k ai z u mi A , T a s t u t a M , U e h a r a H . Y a m a m o t o R
,

T a k e n a k a A
,
K i sh i g a m i Y , T ak e m u r a K , Ki ta m u r a T , O k

u d a S -

C y t ol o gi c e x a m i n a ti o n o f p u r e p a n c r e a ti c j ui c e i n th e di a g n o si s of

p a n c r e a ti c c a r ci n o m a . C a n c e r 7
0 : 2 6 1 0 -2 61 4 , 19 9 2

5 0) I s h i m a r u S , It o h , M , H a n a d a K , T s u c h id a A , I w a o Y ,

K aji y a m a G . I m m u n o c yt o c h e m i c h al d e te c ti o n o f p 5 3 p r o t ei n

f r o m p a n c r e a ti c d u c t b r u s h i n g i n p a ti e n t s w ith p a n c r e a ti c

c a r ci n o m a . C a n c e r 7 7 : 2 2 3 3
-2 2 3 9

,
1 9 9 6

5 1) H al 1 P , L a n e D P . p 5 3 i n t u m o r p a th ol o g y: C a n W e tr u S t

i m m u n o h i st o c h e m i st o r y? J . P ath ol 1 7 2 : 1 -4 , 1 9 94

5 2) V o g el s tei n B , F e a r o n E R , H a m ilt o n S R , K e r n S E , P r ei si n g e r

A C
,
I , e p p e rt M , N ak a m u r a Y , Wh ite R , S m it s A M ,

B o s J L ･ g e n eti c

al te r a ri o n s d u ri n g c ol o r e ct aL t u m o r d e v el o p m e n t . N E n gl J M e d

3 1 9 : 5 2 5 -5 3 2
,
19 8 8

5 3) M o ri T , N a g a s e H , A o ki T , A r ak a w a H , Ni sh ih a r a T , M o ri

S
,
N a k am u r a Y . T h e A P C ( ad e n o m at o u s p ol y p o si s c oli) g e n e : a

n o v el m u t ati o n i n a n F A P p a ti e n t a n d a D d el p o b T m O r P hi s m i n 5
'

n o n c o di n g r e gi n . H u m M u t a t 2 : 2 4 0 -2 4 3
,
1 9 9 3

5 4) N u o rv a E , S oi n i Y , E a m el D , A u ti o
- H a rm ai n e n H

,
Ri st eli L

,

Ri st e仏J , V a h al ( an g a S K 軋 P a ak k o P . C o n c u r r e n t p 53 e x p r e s si o n



5 4 4

i n b r o n c h i al d y s pl a si a s a n d s q u a m o u s c ell l u n g c a n c e r . Am J

P a 也 01 1 4 2 : 7 2 5て32
,
19 9 3

5 5) B o yl e J O , H a ki m J , K o c h W , V a n d e r Ri e t P , H ru b an R H ,

R o a R A
,
C o r r e o R

,
E b y Y J , R u p p e rt J M , S id r a n s k y D . T h e

i n cid e n c e of b 5 3 m u t ati o n i n c r e a s e s wi th p r o g r e s si o n of h e a d a n d

N e c k c a n c e r . C a n c e r R e s 5 3 : 44 7 7
-4 4 8 0

,
1 9 9 3

5 6) B e n n ett W , H oll st e i n M C , M e t c alf R A , W e l s h J A , H e A ,

Z h u S , K u s te r s I , R e s a u J H , T m m p B F , b n e B P , H a r ri s C C . p 5 3

m u t a ti o n a n d p r o t e i n a c c u m u l a ti o n d u ri n g m u l ti s t a g e

h u m a n e s o p h a g e al c ar Ci n o g e n e si s , C a n c e
r R e s 5 2 : 1 7 8 3 -1 7 8 7 ,

1 9 9 3

5 7) N a k a m o ri S , Y a s h i m a K , M u r a k a m i Y , I s h i k a w a O ,

O h i g a s h i H , I m a o k a S , Y a e f a s h i S , K o n i s h i Y , S e k i y a T .

A s s o ci a ti o n o f p 5 3 g e n e m u t a ti o n w i th s h o rt s u r vi v al i n

p a n c r e a ti c a d e n o c a r ci n o m a .J p n J C an C e r R e s 8 6 : 1 7 4
-1 8 1

,
1 9 9 5

5 8) H o sh i T , I m ai M , O g a w a K F r e q u e n t K r tz s m u t a ti o n s an d

a b s c e n c e of p 5 3 m u t a ti o n s i n m u ci n p r o d u ci n g tu m o r s o f th e

p an C r e a S . J S u r g O n c o1 5 5 : 8 4 -9 1 , 1 9 9 4

5 9) K ai n o M ,
K o n d o h S

,
O k it a S

,
R y o z a w a S , H a t a n o S ,

S ih i r ai s h i K
,
K ai n o S

,
A k i y a m a T , O k it a K , K a w a n o T . P 5 3

m u t a ti o n s i n t w o p a ti e n t s wi th i n t r a d u c tal p a pill a r y a d e n o m a of

th e p a n c r e a s . J p n J C a n c e r R e s 8 7 : 1 1 9 5 -1 1 9 8 , 1 9 9 6

6 0) S e s s a F , S oI ci a E , C a p ell a C , B o n a t o M , S c a r p a A , Z a m b o ni

G
,
P ell e g at a N S , R a n z an i G . N

,
Ri ck a e r t F

,
I q o p p el G . I n tr ad u ct al

p a p pi11 a r y
-

m u Ci n o u s t u m o u r s r e p r e s e n t a d i s ti n c t g r o u p of

p a n c r e a ti n c n e o pl a s m m : a n i n v e s ti g a ti o n o f t u m o u r c ell

diff e r e n ti a ti o n a n d K -

r a S
, p5 3 a n d c

-

e rb B -2 a b n o r m aliti e s i n 2 6

p ati e n t s . V i r c h o w s ar C h 4 2 5 : 3 5 7
-3 6 7

,
1 9 9 4

6 1) C a s ey G , Y a m a n a kn Y , F ri e s s H , K ob ri n M S , L o p e z M E ,

B u c hl e r M , B e g e r H G , K o r c M . p 53 m u t a ti o n s a r e c o m m o n o n

P a n C r e a ti c c an C e r an d a r e a b s c e n t i n c h r o n i c p an C r e a titi s . C an C e r

k 仕 6 9 : 1 5 1 - 16 0
,
1 9 9 5

6 2) H a y a sh i K . P C R -S S C P : a Si m pl e a n d s e n siti v e m e th o d f o r

d et e c ti o n o f m u ta ti o n i n th e g e n o m i c D N A . P C R m e th o d s A p pl l :

3 4 -3 8
,
1 9 9 1

6 3) Y a n a gi s a w a A , K at o Y , O h t a k e K , Ⅲt a g a w a T , O h a sh i 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 c te c ta ti c typ e m u ci n o u s c y s ti c n e o pl a s m o f th e p an C r e a S .J p n J

C an C e r R e s 82 : 1 0 5 7 -1 0 6 0
,
1 9 9 2

D e t e cti o n of M u t a ti o n s of p 5 3 T u m o r S u p p r e s s o r G e n e in P a n c r e a ti c J uic e a n d It s A p p li c ati o n t o I )i a g n o si s of

P a ti e n t s w it h P a n c r e ati c C a n c e r Y a s u s h i Y a m a g u c hi , D e p a r t m e n t o f I n t e rn al m e d i ci n e , C a n c e r R e s e a r c h I n sti tu te ,

K a n a z a w a U n i v e r sity K a n a z a w a 92 0
-

J . J u z e n M e d S o c .
,
1 0 6

,
5 3 3 - 5 4 4 ( 19 9 7)

K e y w o r d s p 5 3 , K
-

r a S
, P a n C r e a ti c c a n c e r , P a n C r e a ti c ｣ u l C e , g e n e ti c di ag

n o sis

A b s t u ct

B e c a u s e th e d i ff i c ul ty i n o b tai ni n g b i o p s y s p e ci m e n s f r o m p ati e n t s w ith p a n cr e ati c c a n c e r ( P C) i s a g r e at r e s tri c t o n f o r

e a rl y a n d d i ff e r e n ti a l d ia g n o si s , i n c o n tr a st t o g a s tri c c a n c e r a n d c ol o r e ct al c a n c e r , g e n eti c d i a g n o si s i n p u r e p a n c r e a ti c J u l C e

( P P J) i s e x p e ct e d t o b e u s e fu 1 i n th e di a g n o si s of P C ･ P ri m a rily , d e te cti o n o f m u t a to n s o f K
-

r a S C O d o n 1 2 i n P P J h a s b e e n

t ri e d ･ A c tu all y d e te cti o n o f K
-

r a S m u t a ti o n h a s a h i g h s e n si ti v l ty , b u t , r e C e n tl y , n O t a ft w f al s e p o siti v e s h a v e b e e n r e p o r te d ･

T o i m p r o
v e th e g e n eti c d i a g n o si s u s l n g P P J , d e te c ti o n o f m u t a ti o n o f p 5 3 tu m o r s u p p r e ss or g e n e i n P P J w a s s t u d i e d ･ P P J

s a m p l
e s w e r e t a k e n fr o m th e o ri fi c e of th e p a p ill a V a te r u s l n g a d u o d e n al e n d o s c o p e ･ F u r th e r m o r e

,
tO V e rif y th e u s e f ul n e s s o

f

th i s m e th o d , K ィ a s m u t ati o n s a t c o d o n 1 2 w e r e al s o s tu d ie d f o r th e s a m e s a m p l e a n d a c o m p a ris o n b e t w e e n th e m w a s m ad e r

N o n R I - S S C P a s s ay w a s u s e d f o r d e te c ti o n o f p 5 3 m u t a ti o n ･ W i th c u lt u r e c el1 1i n e D N A
,
th e m u ta n t b a n d c o ul d b e d e te c te d i n

th e s a m p l e c o nt ai n l n g O n ly O ･1 % m u ta nt w ith i n th e w il d ty p e ･ O f th e t w e n ty si x c a s e s o f P C , P 5 3 m u t a ti o n s w e r e d e te c te d i n

l l c a s e s ( 4 2 . 3 % ) . I n d i r e c t s e q u e n c i n g a n aly sis , th r e e c a s e s h a r b o r e d p oi n t m u ta ti o n s . T w o h a d m i s s e n s e m u t a ti oh s a n d o n e

C h a n g e d t o s t o p c o d o n ･ O n th e o th e r h a n d
,
n O m u ta ti o n s w e r e s e e n i n f o u r c a s e s w i th m u ci n p r o d u ci n g t u m o r o f th e p a n c r e a s

( ad e n o m a) o r 1 6 c a s es w i th c h r o ni c p an C r e ati ti s . I n K
-

r a S a n al y si s wi th P C R
- R F L P w h i c h h a d a h ig h s e n si ti v i ty i n s p i te o f

s o m e f al s e p o siti v e s , 8 4 .0 % of P C c a s e s ( 2 1/ 2 5) w e r e m u t a ti o n p o siti v e . B y H P A w hi c h w a s a q u a n ti t a ti v e m e th o d h a vi n g th e

a d v a n t a g e o f h i g h s pe Ci 丘city f o r c a n c e r , m u t a ti o n w a s d e t e ct e d i n 6 5 . 3 % of P C c a s es ( 1 7 /2 6) ･ U si n g c o m bi n a ti o n a s s a y
wi th

p 5 3 a n d
K - r a S m ut ati o n

, g e n e ti c ab n o r m aliti e s w e r e s e e n i n 9 2 ･0 % w i th P C R N R F L P a n d 7 3 ･ 1 % w ith H P A ･ I n b o th m e th o d s ･

p 5 3 al o n e w a s p o siti v e i n t w o c as e s ･ F r o m th e s e r e s u lt s , th e s p e ci 丘ty o f p 5 3 m u t ati o n f o r P C is v ery h i g h , a n d s o m e c a s e s

e x hi bit o nly p 5 3 m u t ati o n w ith o u t K
r

r a s m ut ai o n ･ T h e r e f o r e
,
t O e n h a n c e th e g e n e ti c d i a g n o si s of P C , Si m u lt a n e o u s a

n al y si s of

P 5 3 a n d K
-

r a S m ut a ti o n is s u g g es te d .


