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逆転写反応 お よ び特異的 D N A 増幅反応準を用 い た 胃癌の

内視鏡的生検覿織 に お ける c
-

e rb B - 2 m R N A の 特異的検出
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宮 致

逆転写反応 (r e v e r s e tr a n s c ri p ti o n
,
R T) お よ び特異的 D N A 増幅反 応 (p oly m e r a s e c h ai n r e a c tio n

,
P C R) 法を 用 い キ

m R N A の 特異的検 出方法に よ り胃癌 に おけ る c- e rb B- 2 m R N A の 発現を 調べ
, 胃癌に お ける予後の 予測因子 と して の 有用性を

検討 した . ヒ ト胎児肺繊維芽細 胞(h u m a n e m b r y o ni c l u n g fib r o b l a s t , H E L ) ,
ヒ ト胃癌培養細胞 M K N-7 ,

ヒ ト成熟胎盤,
ヒ ト

胃癌切除組織24 例 , 内視鏡的生検鼠織24 例よ り全 R N A を抽出 し
,

A M V 逆転写酵素 と ア ン チ セ ン ス プ ライ マ ー E R B-3 を用い

て C- e r b B-2 r n R N A に 対す る cD N A ( c
-

e r b B - 2 c D N A ) を 合成 した . c
-

e rb B-2 c D N A は
,

P C R プ ラ イ マ ー E R B - 2 お よ び

E R B - 3 を用 い た P C R 法に よ っ て 増幅後 サ ザ ン プ ロ
ッ ト 法 に て 解析 した ( R T - P C R 法) . そ の 結果 ,

H E L 細胞 で ほ 12 n g ,

M K N -7 細胞で は 100 p g の 全 R N A よ り c- e r b B - 2 m R N A の 検 出が 可能で あ っ た . M K N- 7 細胞 の c
- e r b B- 2 m R N A の 発 現量

は ,
H E L 細胞 に 対 し7 2 . 6 倍で あ っ た . 2 4 例の 胃癌切除標本 に お い て は

,
成熟胎盤に 比 し2 倍以上 の cT e rb B - 2 m R N A の 発現が

認め られ た 症例ほ 3 例あ り
,

こ れ らの 症例で は い ずれ も免疫組織染色に よ っ て c- e rあB -2 タ ン パ ク の 染色性が確認 され た . また

24 例の 胃癌症例の 内視鏡的生検 覿織 に おけ る c
-

e rb B -2 m R N A 発現量 と術後 の 臨床病理 学的所見を 比較 した と こ ろ
,

C
-

e r b B-2

m R N A 発現量 が多い 症例で は リ ン パ 節転移が認め られ る傾 向が あ っ た . 以上 よ り R T - P C R 法を 用い る m R N A の 特異的検出

は
,
高い 検 出感度と 定量性を 有 して い た . 本法は

, 少量の 胃癌 の 内視鏡的生検材料に 適用可能 であ り術前 に 胃痛進行度を 診断

するた め に 有用 な 方法で ある と考え た .

K e y w o rd s c - e r b B - 2 m R N A e x p r e s si o n
, p Oly m e r a s e c h ai n r e a ctio n

,
r e V e r S e t r a n S C rip ti o n

,

g a st ri c c a n c e r ,
e n d o s c o p ic bio p sy

近年の 胃癌に 対する治療の 進歩 は め ざま しく 死 亡率ほ 年 々 減

少 して い る
l)

. そ の 理 由と して ほ
, 診断術 の 向上

, 外科手術 およ

び化学療法の 進歩が 考え られ る
2) ～ 4 )

. 特 に 早期胃癌 は
l 胃癌全体

の 約30 - 3 5 % を 占め
,
90 % 以上 の 5 年生存率が 得られ る よ うに

な っ てき た
2)5)

. 早 期胃癌 の リ ン パ 節 転移率 は1 1
-

1 3 % で あ

り
恥 7)

, 大半の 症例 は , 病巣 の 局所切除や 内視鏡的治療に よ っ て

も根治可 能で ある . しか し実 際の と こ ろ
, 術前 の 画像診 断 で

は
一 癌 の 微小転移巣 の 検出は不 可 能で あ り

, 定型的な 領域リ ン

パ 節の 郭清を伴 っ た 胃切除術 が 標 準術式 と し て 行な わ れ て い

る
T)

. 即ち胃癌の 予 後 を左右する 因子で ある リ ン パ 節 へ の 徴小

転移の 有無を 予知す る こ と に よ り , 症例 に 応 じた適切な 治療法

の選択が可 能と な る . 近年胃癌 に おけ る種 々 の 遺伝子 異常と癌

の悪性度の 関係が注 目 され て い る . 本研究 で は
,
胃癌 の 悪性度

を規定する癌遺伝子と して c - ♂rあB-2 遺伝子に 注 目 し ∴逆転写反

応 (r e v e r s e tr a n s c ri pti o n
,
R T ) お よ び 特 異的 D N A 増 幅反 応

(p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n
,
P C R) 法を応用 した 微量の 内視鏡的

生検組織に おけ る c
-

g r占B-2 遺伝子 発現の 検出法を 開発 し , そ の

有用性を検討 した .

材料および 方法

Ⅰ . 培養材料

本研究で ほ ヒ ト胃癌培養細胞 と し て M K N イ (福 島医科大学

第二 病理 学教室鈴木利光先生よ り供 与) ,
お よ び 非腫 瘍性細胞

と し て ヒ ト 胎 児 肺 繊 維 芽 細 胞 (h u m a n e r n b r y o ni c l u n g

fib r o bl a s t
,
H E L ) (金沢大学が ん 研究所 ウイ ル ス 都 田中淳之博士

よ り供与) を 用 い た . 各細胞の 培養に ほ 10 % (V / V) 非働化ウ シ

胎児血清 (f e t al c al王 s e r u m
,
F C S ) (G I B C O , G r a n d I sla nd , N Y ,

U S A ) と 0 .3 m g/ m l グ ル タ ミ ン ( 日 水 製 薬 ,
東 京) を 含む

R P M I -1 6 40 培地( ニ プ ロ
, 大阪) を 用い

,
5 % C O 2 濃度, 3 7 ℃ の

条件下で培養 した . 対数増殖期に
,
0 .0 2 % ト リ プ シ ソ (G I F C O

,

D et r oit
,
M i c h

リ
U S A ) -0 .2 % エ チ レ ン ジア ミ ン 四酢酸 ニ ナ トリ ウ

ム ( e th yl e n e d ia m i n e t e tr a a c e ti c a c id , E D T A ) を含む 0 .1 5 M リ ソ

酸緩衝生理 食塩液 (p h o s p h a t e-b uff e r e d s ali n e
,
P B S ) を用 い て

細胞を 剥離 し
, さ らに 0 .1 5 M P B S に て 2 回洗浄 し

, 得られ た

細胞浮遊 液を 1
,
0 0 0 r p m 川 分間遠 心 し て 細胞 を 単 離 し , 全

R N A を抽出 した . 臨床材料 と して19 9 0 年4 月か ら1 99 3 年 4 月

ま で に 金沢大学医学部附属病院第 二 外科に て 手術 を施行され た

胃癌症例24 例の 癌部組織 およ び199 1 年 4 月 よ り1 99 3 年 4 月 ま で

に 金沢大学医学部附属病院第二 外科 に て 上部消化管内視鏡検査

の 施行され た 胃癌症例24 例 よ り得 られ た 胃癌 の 内視鏡 的生検組

織を 用い
,
R T -P C R 法に よ り c

-

e r b BL2 m R N A の 発現を検討 し

た . 組織 の 採取は生検銀子を 用い て 行 い
▲ 1 症例 あた り3 -

4

個 の 組織 を採取 した . 遺伝子 発現の 比較対象と して ほ
l 成熟胎

盤を 用い た . 全て の 組織は採取直後に 液体窒素を用 い て 瞬間凍

平成 5 年1 2月1 5 日 受付 , 平成 6 年1 月1 9 日受理

A b b r e vi atio n s : A G P C
,

a Cid g u a nidi ni u m t hi o c y a n at e
-

p h e n o トc hlo r of o r m ; d A T P ,
d e o x y a d e n o s in e

5
'

q

t rip h o s p h at e ; d C T P
,

d e o x y c y tidi n e 5
,

-t rip h o s p h a t e ; d G T P
,

d e o x y g u a n o si n e 5
'

-

t rip h o s p h at e ; d T T P ,

d e o x y t h y m idi n e 5
,

- t rip h o s p h a t e ; E D T A
,

e th y le n e dia m i n e t et r a a c e tic a cid ; E G F R
,

e p id e r m al g r o w t h f a ct o r
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結 し
, 使用する ま で

-

8 0 ℃に て 凍解保存 した ･ 切除胃癌 の 一 部

は10 % 緩衝 ホ ル マ リ ン 液に て 固定 し, 胃癌取扱 い 規約
8〉

に 従 っ

て 病理 組織学的診断用の 標本を作成 した . 上 部消化管内視鏡検

査の 施行 され た24 例は ▲ 後 に 金沢大学医学部附属病院第 二 外科

に て手術を施行 し , そ の 臨床病理学的事項 に つ い て ほ 胃癌取扱

い 規約
さ)

に 準 じて 記載分類 し表 2 に 示 した ･

Ⅰ . 全 R N A の抽 出

R N A の 抽出は
,

グ ア ニ ジ ン 酸 ･ フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム

( a cid g u a nidi n i u m th io c y a n at e
-

p h e n ol -

C hl o r of o r m , A G P C ) 法を

用 い て 行 っ だ
)

. 凍結 した 組織 は
,

メ ス を用い て細切後 ,
4 m l の

グア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ
ー

ト( g u a nid i n e th i o c y a n at e
,
G T C) 溶液

[ 4 M G T C (和光純薬工 業 , 大阪),
2 5 m M ク エ ン 酸ナ トリ ウ ム

,

0 .5 % N- ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ソ 酸ナ ト リウ ム
,
0 .1■M 2

- メ ル カ プ

ト ニ タ ノ ー ル] 中で 破砕懸濁 した . また 細胞 は ,
4 m I の G T C

溶液中に て 十分 に 懸濁 させ た . 懸濁 した試料に 40 恥1 の 2 M 酢

酸 ナ トリ ウ ム 緩衝液( p H 4 .0) を加え撹拝 した . さ ら に 由一1 の 飽

和 フ ェ ノ
ー ル を加 え据拝 した後 ,

8 0 恥1 の ク ロ ロ ホ ル ム を 加え ,

携拝後水中に15 分 間静置 した . 氷冷後4 ℃ , 7 ,0 0 0 r p m
, 2 0 分間遠

心 した . 氷層に 4 m l の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を加え ,

- 2 0 ℃ に 1 時

間放置 した 後 4 ℃ ,
7

,0 0 0 r p m の 条件下で20 分間遠心 し
,
R N A を

沈澱さ せた . 得 ら れ た R N A は 500 pl の G T C 溶液 に 溶 解 し

た . さ らに 等量の イ ソ プ ロ パ ノ
ー ル を加え

,

-

2 0 ℃ に 1 時間放

置 した 後 4 ℃
,
7

,
0 0 0 r p m で2 0 分間遠心 し,

R N A を 再度沈澱 させ

た . R N A ほ
1
8 0 % の エ タ ノ ー ル 1 m I で洗 っ た後 , 滅菌蒸廃水

に 溶 解 し た . 各 R N A の 2 60 n m に お け る 吸 光 度 ( o p ti c al

d e n sit y ,
O D ) を 測定 し

,
1 0 D を 40FL g/ m l と して R N A 濃度 を

計算 した .

Ⅲ . プ ライ マ
ー

お よびプ ロ ー ブ用オ リ ゴ ヌク レオ チ ドの 作成

183 塩基対の ヒ ト c
-

C r b B - 2 遺伝 子 cD N A を 特異的に 増幅する

P C R プ ラ イ マ ー と して E R B , 2 (3 4 2 4-3 4 4 3) : 5
'

- G A T G T A T T -

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

と E R B - 3 (3 5 8 7 -3 6 0 6) : 5
'

- A T C T G G -

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

,
お よび プ ロ p ブ用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ

チ ドと して E R B - 1 1 (3 4 8 8 -3 5 1 7) : 5
'

一 A C C C C A G C C C T C T A C A -

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

を ヒ ト c
-

e r b B -2 遺伝子 cD N A の 塩

基配矧
8)

よ り選定 した . ま た98 塩基対の ヒ ト β- ア ク チ ン 遺伝子

cD N A を 特 異 的 に 増 幅 す る P C R プ ラ イ マ ー と し て は

β- A C T-4 (2 2 3 3 - 2 2 5 2) : 5 ㌧A T C A C C A T T G G C A A T G A G C G-3
'

と β, A C T -5 (2 4 0 6 - 2 4 25) : 5
'

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

3
'

,
お よ び プ ロ

ー

ブ 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て β-A C T -6

(2 2 6 5-2 2 8 4) : 5
'

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

を ヒ ト β- ア

ク チ ン 遺伝子配列
川

よ り選定 した . プ ライ マ
ー

お よ び プ ロ
ー

ブ

用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は
I

D N A 合 成 装 置 P C R メ イ ト

( A p pli e d B i o s y s t e m s
,
C A , U S A ) に よ り合成 した . プ ロ ー ブ

D N A 1 3 p m o l に 対 し [ T-
32
P ] A T P 5 0 p C i ( A m e r s h a m ,

G r e e n w hi c h
,
C T

,
U S A ) ,

ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキ ナ ー ゼ 緩 衝 液

[ 50 r n M T ris ⊥H C l (p H 7 .6) ,
1 0 m M 塩化 マ グネ シ ウ ム

,
5 r n M ジ チ

オ ト レイ ト
ー ル

,
0 .1 m M ス ペ ル ミ ジ ソ お よ び 0 .1 m M E D T A

(p H 8 .0)] ,
1 0 単位 T 4 キ ナ

ー ゼ(宝酒造l 京都) お よび滅菌蒸留

水を 加え全量 2 恥1 と し
,
3 7 ℃に お い て45 分間反応 させ 5

'

末端

標識 した 後 ,
ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ

ョ
ソ に 用い た .

Ⅳ . 逆転写 (R T ) 反応

全 R N A は ,
イ ー

ス ト R N A を 用 い て 段 階 希 釈 し た . 各

R N A サ ン プ ル を9 5 ℃ 5 分間 加 熱 し た 後 水 中 に て 急 冷 し
,

m R N A の 高次構造を崩 した . さ らに P C R 反応緩衝液 [10 m M

T ris - H C l (p H 8 .3), 5 0 m M 塩化 カ リ ウ ム
,
1 .5 m M 塩化 マ グネ シ ウ

ム
,
0 . 0 1 % ゼ ラ チ ン (S ig m a

,
S T . L o u is

,
M O , U S A ) , 0 ･0 5 % ポ

リオ キ シ エ チ レ ン (2 0) ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ
ー

ト (和光
, 大

阪)] ,
デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混合液 [ デ オ キ シ ア デ ノ シ ソ

三 リ ン 酸(d e o x y a d e n o si n e 5 ㌧trip h o s p h a te
,
d A T P) ,

デ オ キ シ グ

ア ノ シ ソ 三 リ ン 酸(d e o x y g u a n o si n e 5
'

- trip h o s p h a t e , d G T P ) ,
デ

オ キ シ シ チ ジ ン 三 リ ソ 酸 (d e o x y c y tidi n e 5
'

-tri p h o s p h a te
,

d C T P ) ,
デ オ キ シ チ ミ ジ ン 三 リ ソ 酸 (d e o x yt h y m idi n e 5

'

-

t ri p h o s p h a t e
,
d T T P) 各 12 5 p M ] ,

5 m M ジ チ オ ト レイ ト ー

ル
,

R N A 分 解 酵 素 阻 害 因 子 ( Rib o n u cl e a s e i n h ib it o r
,
R N a si n)

( P r o m e g a B i o t e c
,
M a d is o n

,
W I

,
U S A ) 4 単位 ,

ニ ワ ト リ骨髄芽

球症 ウ イ ル ス 由 来 逆 転 写 酵 素 (a vi a n m y el o bl a s t o sis vi r u s

r e v e r s e tr a n s c ri p t a s e) 1
一
単位 ,

5 0 p m ol の ア ン チ セ ン ス プ ラ イ

マ p で ある E R B - 3 また は β
- A C T- 5 を 加え , 滅菌蒸留水 に よ り

全量 20 pl に 調整 した . 室温 に て10 分間放置 し m R N A に ア ン チ

セ ン ス プ ラ イ マ ー

を結合 させ た の ち
,
4 2 ℃に お い て6 0分間反応

させ
,

C D N A を 合成 した .

Ⅴ . P C R 反応

逆転写反応に よ り得 られ た c D N A 溶液を95 ℃ に お い て 5 分

間加熱処理 し逆転写酵素を 失括 させ た後 ,
デオ キ シ リボ ヌ ク レ

オ チ ド(d A T P
,
d G T P

,
d C T P , d T T P ) 各 22 5FL m Ol ,

セ ン ス およ

び ア ン チ セ ン ス プラ イ マ q 各 50 p m ol
,
T a q D N A ポ リ メ ラ ー ゼ

2 . 5 単 位 (P e rk i n - E l m e r C e t u s
,

N o r w alk
,
C T

,
U S A) を 含 む

80 pl の P C R 反応緩衝液を 加え , 全量 100 FLl に 調整 した . 加熱

の 際に 起き る反応液の 蒸発を防 ぐた め
, 反 応液 に 5恥1 の ミ ネ

ラ ル オ イ ル (Sig m a) を 重層 した . 反応に は D N A サ ー マ ル サ イ

ク ラ ー (P e r ki n- E l m e r C e t u s) を 使用 し
, 熱 変性 を94 ℃

,
1 分

間
,

ア ニ ー

リ ン グ を48 ℃ ,
2 分間,

D N A の 伸長を72 ℃
,
1 分間

と し ,
こ れ を 1 サ イ ク ル と して

,
2 5 サ イ ク ル 繰 り返 した . 反応

終了 後 ,
ク ロ

･

ロ ホ ル ム 1 5 0 /Jl を 加え 振と う し, 上 層 の P C R 反

応溶液を 採取 した .

Ⅵ . 増幅 D N A 断片 の検出

増幅後の D N A 溶液 に 10 J上l の 3 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム ( p H 5 ,2)

お よび 30 恥1 の エ タ ノ ー ル を加 え
,

-

8 0 ℃
,
3 0 分間放 置 した

後,
4 ℃

,
1 5

,
0 0 0 r p m に て20 分間遠心 し,

D N A を 沈澱さ せ た .

D N A は
,
8 0 % エ タ ノ ー ル 3 0 恥1 に て 洗浄 した 後 , 減圧乾燥 し,

試料溶解液 (0 .0 6 % プ ロ ム フ ェ ノ ー

ル ブル ー

,
0 . 06 % キ シ レ ン

シ ア ノ ー

ル お よ び6 . 7 % グ リ セ ロ
ー ル を 含 む ト リ スーE D T A

(T E) 緩衝液) 恥l に 溶解 した . 各試料ほ 0 .5 鵬/ m l ェ チ ジウ ム ブ

ロ マ イ ドを含 む泳動緩衝液(40 m M ト リス
,
2 0 m M 酢酸ナ トリ

ウ ム
, 1 m M E D T A , P H 7 .2) 中 ∴定電圧 100 V に お い て2 . 5 % ア

ガ ロ ー

ス ゲ ル で電気泳動を 行 っ た . 泳動後の ゲ ル は
, 紫外線照

射下に 写真撮 影を行 っ た 後 ,
サ ザ ン 法

12)
に 準 じて 転 写を 行 っ

た . 即 ち
, 泳動終 了後 の ゲル を ア ル カ リ変性液(0 .5 M 水酸化ナ

ト リ ウ ム
,
1 .5 M 塩化 ナ ト リ ウム) 中で30 分間振 とう し D N A を

変性 させ た 後 , 中和液 (3M 塩化 ナ ト リ ウ ム
,

0 .5 M T ris- H Cl
,

r e c e p t o r ; G T C , g u a nidin e t hio cy a n at e ; H E L
,
h u m a n e m b r y o nic l u n

芦
fib r o bl a st ; O D

,
O p ti c al d e n sit y ; P B S

,

p h o s p h at e - b u ff e r e d s ali n e ; P C R
, p Oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n ; R T

,
r e V e rS e t r a n S C rip tio n ; S D S

,
S O di u m d o d e c yl

s ulf a t e ; S S C
,

S alin e - S O diu m cit r a t e ; T B S
,
t ris - b u ff e r e d s ali n e



胃癌 に お け る c
-

e r b B- 2 m R N A 発現 の 特異的検出

p H 7 ･2) 中で15 分間振 とう した ･ 中和操作を 2 回 繰 り返 した 後,

D N A は 20 × 食 塩 ･ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (s ali n e- S O di u m

cit, a t e
,
S S C) (3 M 塩化 ナ ト リ ウ ム

,
0 ･3 M ク エ ン 酸ナ ト リ ウ

ム) を 用 い て ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー (H y b n d- N ,

A m e , S h a m ) に 転写 した . 転写 の 終了 した ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ

フ ィ ル タ
ー に1 0 分間紫外線を 照射 して

,
D N A を フ ィ ル タ ー に

固定 した ･ フ ィ ル タ
ー は ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩衝 液 [ 6

×S S C
,
D e n h a r d t

'

s 液
Ⅰ3}

(0 .1 % ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ドン
,
0 ･ 1 % ウ

シ 血 清ア ル ブ ミ ン
,
0 . 1 % フ ィ コ

ー ル 4 0 0) ,
1 0 % 硫酸 デ キ ス トラ

ソ
,
0 . 1 % ドデ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム ( s o di u m d o d e c yl s u lf a t e

･

s D S) ,
およ び 0 .1 m g/ m l サ ケ 精子 D N A ] 中 , 恒温水槽に お い

て 1 時間の プ レ ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ を 行 っ た ･ そ の 後 ,

0 朋 % ( Ⅴ/ V)
32
p 標識プ ロ ー ブを 加え , 1 6 時 間の ハ イ プ リ ダ イ

ゼ ー シ ョ ソ を 行 っ た . プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ
ソ お よ び ハ イ

プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン は l プ ロ
ー ブ E R B -1 1 に 対 して は55 ℃

,
プ

ロ
ー ブ β- A C T -6 に 対 して ほ48 ℃で 行 っ た ･

ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ソ 後の フ ィ ル タ M は 2 ×S S C お よ び 0 ･1 % S D S を 含む溶液

中で
,
1 5 分間 2 回 の 洗浄を行な い

,
引き続き 0 ･1 × S S C お よ び

0 .1 % S D S を 含む溶液中 で 1 時間の 洗浄を 行 っ た . 洗浄の 温度

は ,
プ ロ ー ブ E R B-1 1 に 対 して は55 ℃

,
プ ロ ー ブ β-A C T

-

6 に

対 して ほ48 ℃ で 行 っ た . 洗 浄後 Ⅹ 線 フ ィ ル ム ( K o d a k ,
N e w

Y o r k , U S A ) を 用い て - 8 0 ℃に て 4
-

5 時間の 感光を 行 っ た ･

P C R 増幅 D N A 断片に 相補結合 した プ ロ
ー ブ の 放射活性 を

,
バ

イ オ イ メ ー ジア ナ ラ イ ザ ー

(富士 フ ィ ル ム
, 東京) に よ り測定 し

た .

Ⅶ .
仁一

e r 腸 - 2 タ ンパ ク の免疫組織染色

c- g rわB
-2 タ ン パ ク に 対す る免疫組織 染色 ほ ビオチ ソ 標識 ス ト

レ プ トア ピ ジ ン (l a b ell e d st r e pt o a vid in
-b i o ti n

,
L S A B ) 法に て

行っ た . ホ ル マ リ ン 固定 した24 例の 胃癌切 除標本ほ
,

パ ラ フ ィ

ン 包哩 し
,
4 /J m に 薄切後脱 パ ラ フ ィ ン 処理 した . 1 % 過酸化水

素添加無水メ タ ノ ー ル に て20 分間処理 後 ,
1 0倍希釈 の 正 常ヤ ギ

血清を20 分間反応 させ た . 次 に
一

次 抗体 と し て2 0 倍 希釈 の C-

e r 柑-2 タ ン パ ク に 対 す る ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 ( T rit o n

B i o s ci e n c e I n c .
, A l a m e d a ,

C A
,
U S A ) を 4 ℃

,
24 分間反応 させ

た後 , ト リ ス 緩衝食塩水 ( T ri s-b uff e r e d s a li n e
,
T B S) に て1 0 分

間3 回洗浄 した . 二 次抗体と して ビ オ チ ン 化 ヤ ギ 抗ウ サ ギ Ig G

(D A K O c o r p o r a ti o n
,
C a r pi n te ri a , C A , U S A ) を10 0 倍 希釈 して

30 分間反応 させ た . T B S に て1 0 分間 3 回洗浄後 , 1 0 0倍希釈の

ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 標識 ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン ( D A K O c o r p o r a-

ti o n) を30 分間反応 させ た . T B S に て10 分間 3 回洗浄後 ,
1 %

過酸化水 素加0 . 0 3 % ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (di a mi n o b e n zid i n e
,

D A B) で20 - 3 0分 間発色反応を行 っ た . 水 洗後0 . 3 % メ チ ル グ

リ ー

ン 染色 し封入 した . 細胞膜 に 明瞭な 染色性 を示 す例を 陽性

と判定 した . 各症例 の C- g rあB-2 タ ン パ ク 発現程度 を強陽性≠
,

陽性+
, 陰性 一 に 分け 表1 に 示 した .

Ⅷ . 統計学的検討

C
-

e r b B -2 m R N A 発現量と 臨床病理所見 との 相関の 検定 に は
,

ス ピ ア マ ン 検定法 (S p e ar m a n t e s t) を 用 い
, 危険率 5 % 未満を

有意な 相関 1 1 0 % 未満 を優向あ りと した .

成 績

Ⅰ . ヒ ト増 養細 胞 に お け る e
-

e r占B - 2 お よぴ β- ア ク チ ン

m R N A の 発現

ヒト胃癌培養細胞 M K N - 7 と 非腫 瘍性細 胞 H E L に お け る

199

c- e r b B -2 お よ び β- ア ク チ ン m R N A の 発現を 観察す るた め に
,

各細胞由来 R N A の 段 階希釈系列 を作成 し
,
R T - P C R を施行 し

た .
ア ガ ロ

ー

ス ゲル 上 で電気泳動後 , 各 P C R 産物を エ チ ジ ウ

ム ブ ロ マ イ ド 染 色法 に よ り 解 析 し た 結 果 ,
E R B- 2 お よ び

E R B-3 の プ ラ イ マ
ー ペ ア で は c

-

e r b BT 2 m R N A 由来の18 3 塩 基

対の 増 幅 D N A 断片が検出 され , β- A C T -4 お よ び β- A C T- 5 の

プ ライ マ ー ペ ア で は βT ア ク チ ン m R N A 由来 の98 塩基対 の 増幅

D N A 断片 が 検出 さ れ た (図 1 ) . プ ロ
ー

ブ ( E R B-1 1 ま た は

β- A C T -6) を 用 い たサ ザ ン ブ ロ ッ い ､ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法

に よ り , 増幅 D N A 断片の 解析 を行 っ た . そ の 結果 H E L およ

び M K N-7 と も に 鋳型 R N A 量に 比 例 し た c- e rb B- 2 ま た ほ

β- ア ク チ ン m R N A 由来増幅 D N A 断片 が単
一 バ ン ドと して 検

出され た .

一 方試料 R N A の 希釈に 用 い たイ
ー

ス ト R N A か ら

は P C R 増幅産物は検出 され な か っ た . ま た 同時 に 反応液中 に

逆 転写酵素を添加せ ずに H E L お よび M K N -7 の 全 R N A に 対

して R T - P C R を 施行 した と こ ろ増幅 D N A 断片ほ 検出され ず,

; lq
l
ロ
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胃癌に お け る c- e r b B-2 m R N A 発現の 特異 的検出

本法で 検出され た D N A 断片ほ R N A 試料中に 混入 した ゲノ ム

D N A よ り増幅され たもの で は なく m R N A よ り逆転写 され た

c D N A に 由来す る こ とが 確認 された ･ C
-

e rb B-2 m R N A の 検 出

は ,
H E L で は 約 3p 4

p g (1 2 n g) ,
M K N - 7 でほ 約 圧｢

4

p g (1 0 0 p g)

の 全 R N A よ り可 能で あ っ た ･ 検出 され た P C R 産物量ほ 相補

結合 した プ ロ
ー ブ D N A の 放射活性を 測定する こ と に よ り定量

した . 両対数グ ラ フ の 横軸に 鋳型 と した 全 R N A 量 , 縦軸に 検

出された P C R 産物 量を プ ロ ッ トす る と 両者 は 直 線関係 と な

り
,
直線の 傾 きは H E L と M K N-7 に お い て 同 じで あり本法の

高い 定量性が示 さ れ た ･ こ れ に よ り M K N-7 は H E L に 比 べ

72 . 6 倍の C
-

e rb BT2 m R N A を過剰発現 して い る こ と が確認 され

た .

一 方遺伝子発現 の 内部標準と した β
一 ア ク チ ン の 発現量 に 差

は認め られ な か っ た ( 図2) .

Ⅱ . 臨 床 胃 癌 組 織 に お け る e ･ e r 腿 - 2 m R N A 発 現 の

R T - P C R に よ る解析

1 . 胃癌切除標本 に おけ る発現

手術的に 摘出さ れ た胃癌症例24 例の 胃癌観織 お よび ヒ ト成熟

胎盤よ り抽出した 全 R N A を 段階希釈 し R T -P C R を 行 い
,

C-

e r b B - 2 お よび β
- ア ク チ ン m R N A の 発現を 検討 した( 国3) . 胃

癌組織2 4 例全例 に お い て cT e r b B - 2 m R N A に 由来 す る増 幅

D N A 断片が 検出され た . 検出され た P C R 産物量 を相補結合 し

た プ ロ ー ブ D N A の 放射活性に よ り測定 し, 各症例 の 成熟胎盤

に 対す る c- e rb B
-

2 お よ び β- ア ク チ ン m R N A 発現量を 比較 し

た . 各症例に おけ る c- e rb B -2 m R N A の 発現 量を β- ア ク チ ン

m R N A 発現量 で 補 正 し た 結 果 ,
2 4 例 中 4 例 (16 ･7 % ) に c

-

e rb B-2 m R N A 過剰発現が 確認 され た . そ れ ら4 例の C- e r b B -2

2 01

m R N A 発現は成熟胎盤に 比べ て 各 々1 . 7
.
5倍 , 2 . 2 5倍 , 1 4 . 1 倍お

よび22 . 8 倍過剰で あ っ た (表 1 ) .

パ ラ フ ィ ン 包唾標本の 免疫阻

織 染 色に よ り c
-

e rみB-2 タ ン パ ク 発現 を 調 べ た 結果 で は
,

C-

g rわB-2 タ ン パ ク 発現は24 例 中 3 例 (12 .5 % ) に 観 察 さ れた . c
-

g r占B -2 タ ン パ ク発現を認 めた 3 例 (第 1
,

2 お よ び 3 症例) は
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い ずれも R T - P C R 法 に よ り成熟 胎盤 に 比 し
,

2 倍 以上 の C
-

e rb B- 2 m R N A 発 現 の 先進 が 観 察 され た 症 例 で あ っ た . c
-

e T
･

b B - 2 m R N A 発現が14 . 1 倍お よ び22 . 8 倍克進 して い た 2 症例

で は
,

C
-

g rムB - 2 タ ン パ ク の 染色性は 強陽性 ,
2 . 25 倍 の 症例で は

弱陽性で あり
,

m R N A 発現量 と染色性は
一 致 した .

2 . 内視鏡的生検標本 に お ける 発現

上部消化管内視鏡検査 の 施行 され た胃痛症例24 例 の 胃癌艇織

の 内視鏡的生検敵織 に お ける c- e rあB-2 の 発現を 同様 に 検討 し

た . 胃痛組織24例 全例に お い て c
-

e r b B ,2 m R N A の 発現が 認め

られた . 各症例に おけ る c- e rあB-2 皿 R N A の 発現量を β- ア ク チ

ン m R N A 発現量で 補正 した 結果 , 成熟胎盤 に 対 して 1 倍以上

の c- e rb B - 2 m R N A 発現の 充進を 認 め た 症 例は
, 2 4 例中 5 例

(20 .8 % ) で あ っ た . 内 視 鏡 的 生 検 組 織 に お け る ぐ g rあB - 2

m R N A 発現量を 手術施行後の 臨床病理 組織所 見 と比 較検 討 し

た (蓑 2) . 各症例の C- e r b B - 2 m R N A 発現量と リ ン パ 節転移 の

有無と の 相 関を検討 した と こ ろ
,
有意な相関は 認め られ なか っ

たが
,

C
-

e rb B- 2 m R N A 発現量の 高い 症例 で は
,

リ ン パ 節転移 し

やす い 傾 向が 認め られ た (図4 ) .

考 察

c
-

g rわB-2 遺伝子 は
,

Ⅴ
-

e r占B 遺伝 子や
き

上 皮増殖 因 子 受容 体

( e pid e r m al g r o w th f a c t o r r e c e p t o r
,
E G F R) 遺伝子 と極め て 相同

な チ ロ シ ソ リ ソ 酸 化塩基 配列 を もつ 遺伝 子 と して 同 定 さ れ

た
1 叩 4 卜 l¢)

. c
-

e r占B -2 遺伝子は
, 第17 染色体長腕 (q 21) に 位置す

る
W )

. 乳癌
15)

, 唾液 腺癌
l 刷

, 胃癌 よ 大腸癌
18)

な どの 腺 上皮覿織 由

来の 種 々 の ヒ ト痛 に おい て c
-

g rあB
- 2 遺伝子 の 増 幅 が 確認 さ れ

た . ま た マ ウ ス の 非腫瘍性細胞 NI H 3 T 3 に c
-

e r b B - 2 遺伝子を

導入 して 過剰発現 させ ると 形質転換お よ び造腫瘍性の 獲得 が引

き起 こ され る こ と が 確認され
t 9)2 0)

,
C

-

e rあB-2 遺伝子 は
, 癌遺伝子

と して 注 目 され る よう に な っ た . 特 に 乳癌で は
,

C
-

♂r占B -2 遺伝

子 の 増幅 が10
-

3 0 % に 認め られ
, 遺伝子増幅例は 予後不 良であ

ると され て い る
2り22)

. c- g rあB-2 遺伝子増幅例で は , C- g rあB-2 タ ン

パ ク の 過剰発現が 認め られ る
23)2 4 )

.
B e r g e r らは , 乳癌 に お け る

C
-

g r占B - 2 タ ン パ ク 発現 の 免疫 組織 染色 に よ る検 討 で c
-

e rむB -2

タ ン パ ク 陽性例 は
t 核異塑性が 強く ,

リ ン パ 節転移を 伴い
, 予

後不 良で ある と報告 して い る
24)

.

一

方胃癌 に お い て c- g r♭B -2 遺

伝子 の 増 幅ほ
,
5 . 4

-

7 . 8 % に 認め られ て い る
1 8)2 S)

. ま た c
-

e rあ且

2 タ ン パ ク に 対 して ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体を 用 い た 免疫紅織学的

検討 で Y o n e m u r a ら
26)

ほ
,

C
-

e r b B - 2 タ ン パ ク 陽性例ほ260 例中

31 例 (1l .9 % ) で あ り, そ の 染色性 は
t 胃癌 の 壁深達度,

リ ン パ

節転移度 ,
リ ン パ 節転移再発率 と相関 し

,
C

-

e r占B -2 タ ン パ ク陽

性例ほ 陰性例 に 比 し有意に 予後不 良で あ ると して い る . 特に早

期胃癌で は
,

C
-

e rあB-2 タ ン パ ク 陽性例ほ220 例中22 例(10 %) で

あり ,
C

一

♂rあB-2 タ ン パ ク 陽性例は 陰性例に 比べ
,

リ ン パ 節転移

率が約 3 倍高率 で あ っ た と して い る
2T)

. 以上 の 事実 よ り胃癌 に

お ける C
-

e r占B - 2 遺伝子 の 発現性ほ 胃癌の 悪性度 , 特に リ ン パ 節

転移を予測す る 因子 と して 注目 され て い る . c
- g r ほ-2 タ ン パ ク

ほ , 分子量 185 k D a の チ ロ シ ソ キ ナ
ー ゼ 活性を 有す る受容体塑

タ ン パ ク で ある . c
-

♂rあB -2 タ ン パ ク の リ ガ ソ ドと して は
一 分子

量的 44k D a の 糖 タ ン パ ク とす る考 え が 有力で あ る
28)2 9 )

. P el e s

ら
28)

,
H ol m e s ら

29)
ほ こ れ をそ れ ぞれ n e u diff e r e n tia tio n f a c t or

(N D F ) , H e r e g u lin ( H R G ) と命名 した が
,
同 一

の 物質 である事が

判 明した
30)

. c
-

g rあB -2 タ ン パ ク は細胞膜に 位置 し悪性度 の 高い

腫瘍細胞で は
, 発現が克進 して い るた め 癌治療 に おけ る標的と

しての 応用も期待 され る . 近年 c
-

e rあB - 2 タ ン パ ク に 対す るモ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗体を 用 い た 癌治療実験が 試み られて い る
31 ト 33)

.
こ
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胃癌 に お ける c- e r b B -2 m R N A 発現の 特異的検出

れ らの 知見 よ り c
-

g r 娼 - 2 遺伝子発現の 検索は
, 癌の 悪性度の 評

価お よび 治療法の 選 択に 有用 な もの 考え られ る ･ しか しこ れ ま

で の 臨床癌に おけ る c
一

βr 柑 -2 遺伝子 に 関す る報告 は ▲ 全て 切除

標本を用い て お り
, 術前に c- g r 摘

- 2 遺伝子の 発現性に つ い て 検

討した報告は な い
. 術前に 胃癌組織を 採取す る方法と して 胃内

視鏡を用い た生検 が あるが
, 内視鏡的生検蔽織 ほ小 さく

, 通常

の 免疫蔽織染色や ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト 法 の 材料 と して は 適 さ な

い . 近年徴量の R N A よ り遺伝子 発現 を 検 出す る 方 法と し て

R N A の 逆転写 に よ り得 られ た cD N A を P C R に よ り増幅 して

検出する方法(R T-P C R 法) が 開発 され
34 棚 )

, 定量的な遺伝子 発

現の 解析法 と して の 有用 性が 示 され た
3 佃 0}

･ 本研究 で は
,
極 小

量 の 内視鏡 的生検鼠 織 に お け る CT e rb B - 2 m R N A の 発 現 を

R T-P C R 法 に よ り 解析 し検 討 し た .
c

-

e r b B- 2 遺 伝 子 は
,

E G F R や c
-

e r b B- 3 遺伝子 と極 め て 相 同性の 高い 遺伝子 で あ る

ため c
-

e r b B-2 m R N A 増幅用 プ ラ イ マ ー と して用 い た E R B-2 お

よび E R B-3 ほ
,
E G F R や c

-

e rb B -3 遺伝子 と最も相同性 の 低い

自己 リ ソ 酸化部位 よ り 選定 した
41)4 2 )

.
ヒ ト胎 児肺緻 維 芽細 胞

H E L お よ び胃癌培養細胞 M K N- 7 由来 の C
-

e rb B -2 m R N A を

R T - P C R 法に よ り特異的に 増幅後 サ ザ ン プ ロ
ッ ト ハ イ プ リ ダ

イ ゼ ー シ ョ ソ 法に よ り検出 し
,
R T - P C R 法 の 感度 と定量性に 関

する基礎的検討を 行 っ た . 両 対数 グ ラ フ の 横軸に 鋳型 と した全

R N A 量 ,
縦軸 に 検 出され た P C R 産物量 を プ ロ ッ トす る と両者

は直線関係 とな り , 直線 の 傾きも H E L と M K N - 7 に おい て 同

じで あ り本法 の′高 い 定 量性が 示 され た . M K N 7 に お け る c
-

♂rあB -2 遺伝子の 増幅 と過剰発現 が報告 され て い る が
17)

, 今回 の

検討で は M K N -7 ほ H E L に 比べ c - e r b B q2 m R N A を72 . 6 倍の

過剰発現 して い る こ とが 確認 され た .
H E L で は 3

~ 4

p g (1 2 n g),

M K N -7 で は 10- 4

p g (1 0 0 p g) の 全 R N A より cr e r b B- 2 m R N A

の 検出が可 能で あり , 本法は極め て 高感度で あり
,
極小量の 材

料に 対 して も適応 可能 であ る事 が 示 唆 され た .
R T-P C R 法で

は ∴試料 R N A に 混入 した ゲ ノ ム D N A が増幅 され , 検出され

る こと が懸念 される . ゲ ノ ム D N A に おけ る c- e rb BT2 遺伝子の

完全な 塩基配列は 未だ解 明 され て い な い . 本論文中に は結果を

示 さな か っ た が
, 成熟胎盤由来の D N A を プ ラ イ マ ー E R B -2 お

よび E R B- 3 を用 い P C R 法に よ り増幅 した 場合,
プ ラ イ マ ー

E R B-3 の 直前に1 41 塩基対の イ ン ト ロ ン が 存在する こ と が 確認

された . 以上 よ り本法に お い て 試料中に 混入 した D N A は
, 検

出され た 増幅 D N A 断片 の 長 さの 違 い に よ り区別可能 で ある .

胃癌24 例の 切除標本 を用い た検討 で は
,
全例に お い て c

-

g rあB - 2

m R N A の 検 出 が 可 能 で あ っ た . 胃 癌 に お け る cT e rb Br 2

m R N A 発現 は
,
成熟胎盤に 比べ て 全体 に 低 レ ベ ル で あっ た が

,

R T -P C R 法に て 成熟胎盤に 比 して 2 倍以上 の C
-

e rb B - 2 m R N A

の過剰発現が 認め られ た症例で は 免疫 観織染 色 に よ っ て も c-

g rわB-2 タ ン パ ク の 発現が 認め られ た . 内視鏡的生検組織ほ 手術

摘出阻織と比 べ て 微量で あるが A G P C 法を 用い る こ と に よ り

3 -

4 個の 生検組織よ り充分量の 全 R N A の 抽出が 可能 で あ っ

た . 症例数 が少な い た め c
-

e r b B - 2 m R N A 発現量と 臨床病理 所

見と の 間に
, 明 らか な 相関関 係は 認 め られ な か っ た が ,

C- e r占

B -2 m R N A 発現量の 高い 症例で は t
リ ン パ 節転移が 発生 してい

る傾向が 認め られた .

以上 よ り R T - P C R 法を用 い た m R N A の 特異的検出ほ
, 検 出

感度が高く定量性 に 優れ , 極小量 の 材料 に 於い て も適用可能 で

ある事が示 され た . 本法 の 胃癌の 内視 鏡的生 検蔽織 へ の 応用

は
, 胃痛の リ ン パ 節転移 の 術前予測 の 一 助に な る もの と期待さ

203

れ る .

前癌病変や早期胃癌に お け る遺 伝子 上 の 変化 を 調 べ る こ と

は
, 発癌の メ カ ニ ズ ム の 解明や 癌の 悪性度の 診断に 重要な意義

を 持 つ と思わ れ る . 本法ほ
, 極小量の 内視鏡的生検材料にも適

用 可 能で あり
, 胃内の 微小病変に お ける遺伝子発現の 解析や

,

術前 の 胃癌 の 進行度 の 診断予測お よび治療法の 選択 に 有用で あ

る と考え られ る .

結 論

c
-

e r b B-2 遺伝 子発現の 解析法と して R T -

P C R 法に よ る 特異

的且 つ 定量的 m R N A 発現 の検 出を試行 し
, 感度 およ び定量性

に つ い て検討を 行うと 共に
, 本法 に よ り胃癌に お ける c

-

βrあB - 2

m R N A の 発現 を解析 し
,

そ の 予後予測因子 と して の 有用 性 を

検討 した . 得 られ た成績は 以下の 如く で ある .

l . プ ラ イ マ ー ペ ア E R B -2 お よ び E R B -3 の 阻 み合わせ に よ

り183 塩基対 c
-

e rb B-2 m R N A 由来の 増幅 D N A 断片を得 た ,

2 . R T- P C R 法に よ り ヒ ト胎 児肺織 推 芽細 胞 H E L で は

12 n g ,
ヒ ト 胃癌細胞 M K N -7 で は 10 0 p g の 全 R N A よ り cT

e rb B -2 m R N A の 検出が 可 能で あ っ た .

3 . M K N 7 細胞の c
-

e rb B - 2 m R N A の 発現量 は
,
H E L 細胞

に 対 し72 . 6倍 で あ っ た .

4 . R T- P C R 法 に よ り24 例の 胃癌切除組織 にお ける c- e r b B-2

m R N A 発現 を観察 した . 成熟胎盤に 比 し2 倍 以上 の c
-

e r b B -2

m R N A の 発現が 認め られ た症例ほ 3 例 あり
,

こ れ らの 症例 で

ほ い ずれも免疫組織染色に よ っ て c
-

g rあB-2 タ ン パ ク の 染 色性

が 確認され た .

5 . 2 4 例 の 胃癌症例 の 内視 鏡的 生検観織 に お け る c-βrみB-2

m R N A 発現量 と術後の 臨床病理 学的所見を比較 した と こ ろ
,

c
-

e rb B -2 m R N A 発現量が 多い 症例 で は リ ン パ 節転移 が 認め ら

れ る傾向が あ っ た .

以上 の 結 果よ り , R T- P C R 法 を用 い た cT e r b B -2 遺伝子 発現

の 解析法ほ , 十分な 感度と 定量性を 備え て い る こ と が 明 らか と

な っ た . また 本法に よ り胃癌 に お ける c- e r占B-2 遺伝子発現と リ

ン パ 節転移と の 関連性か ら
,

C- g r占B-2 遺伝子発現の 予後予測因

子 と して の 有用性 が示 さ れた .
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