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金沢大学十全医学会雑誌 第101 巻 第2 号 21 ト 22 6 (1 99 2)

大腸腫瘍 に お け る K -

r a S 遺伝子 の 点突然変異 と

腫瘍細胞増殖能 に 関す る 臨床病理学的研究

金沢大学医学部病理 学第
一

講座 (主任 : 中西功夫教授)

田 中 松 平

(平成4 年1 月22 日受付)
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5 9 症例の 大腸腫瘍(癌53 病変 , 腺塵21 病変) に つ い て ポ リ メ ラ
ー ゼ ･ チ ェ

ー

ソ 反応( p ol y m el a s e c h ai n r e a c ti o n
,
P C R) お

よ び ド ッ トプ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法を 用い て K ィ a s 癌遺伝子 の12
,
1 3 お よび61 コ ド ン の 点突然変異 の 有無を検索 し

た ･ また 抗増殖細胞核抗原( p r olif e r a ti n g c ell n u cl e a r a n ti g e n
･
P C N A )/ サ イ ク リ ソ ( c y cli n) モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 (19 A 2) を 用
い て 組織学 的に 腫瘍細胞の 標識率 を算 出し

, 腫瘍 の 増殖能を 評価 した ･ 癌 で は42 症例中12 症例 (28 . 6 % ) に1 2 コ ド ン あ る い は

13 コ ド ン に 点突然変異を , 腺腫 で は15 症例中 3 症例(20 ･ 0 % ) に 同 じく12 コ ド ン あるい ほ13 コ ド ン に 点突然変異を 認めた . 対照
正 常粘膜 に は点突然変異を認 め なか っ た ･ P C N A / サ イ ク リ ン 標識率ほ 胤 腺鷹で それ ぞれ57 . 1 ±11 . 0 %

,
5 5 . 0 ±1 0 . 0 % で あ っ

た ･
こ れ らの 値は 正 常粘膜(46 ･ 0 ±6 ･ 6 % ) に 比 べ て 有意に 高か っ た( p < 0 ･ 0 5 ; p < 0 ･ 01 ) ･ K ィ a s 点突然変 異の 有無と臨床病理学

的な 検討 で ほ
‥
点突然変異 陽性群 は 陰性群 に 比 べ て 年齢 が高く (p < 0 ･0 5) , また , 静脈侵襲 の 頻度が 高か っ た ( 5 / 1 2 対1 / 3 0

,

p < 0 ･ 0 0 5) L 癌に お ける P C N A/ サ イ ク リ ン 標識率 と臨床病理 学的検討 で は
, 左半結腸に 発生 した癌の 標識率は 他の 部位に 比べ

て 有意に 高か っ た (p < 0 ･ 0 5) ･ 分化度 の 低下 と問質 へ の 浸潤度の 増 加に つ れ て P C N A/ サ イ ク リ ン 標識率 が 高くな る とい う傾 向
が み られ た (p < 0 ･ 0 5) ･ 大腸癌に お い て は

,
K- r a S 点突然変異と P C N A/ サ イ ク リ ン 標識率と の 間に 統 計学 的な 相関 は な か っ

た ･ む しろ
,
K-r a S 点突然変異 と静脈侵襲, 細胞増殖活性 と問質 へ の 浸潤 ,

とそ れ ぞれ別個の 因子 と して 癌 の 進展 に 関与 して い

るもの と思わ れ
,

こ れ らは独立 した 予 後因 子 に な りう ると考 え られ た .

K e y w o r d s Kr r a s p oi n t m u t a tio n
, p r Olif e r a ti o n r at e

, p r Olife r a ti n g c ell n u c l e a r a n tig e n/ c y clin ,

Cli n i c o p a t h o lo g i c al a n a ly sis
,

C Ol o r e ct a l c a r T C e r a n d a d e n o m a

大腸癌は
, 現在ま で の と こ ろ

, 少なく とも 3 段 階の 進展過程

を経て 発生す ると考 え られ て い る . す なわ ち
, まず最初に 大腸

粘膜上 皮の 局所 的な増生 が お こ り ょ 小 さ な 腺管腺 腫が 発 生す

る ･ 次い で
,

そ の なか で 強 い 異常増殖能 を獲得 した腺腫 は増大

し
, 異型性も増 してく る . そ して

, 最終的 に は , 周 囲組織 へ の

破壊 ･ 浸潤性増殖 お よび 遠隔転移 と い っ た 癌の 性格を 有す る腰

掛こな ると い うも の で ある ( 腺腫¶癌相関)
l)2)

. 最 乱 大腸癌 発

生過程に お け る種 々 の 遺伝子の 異 常 に 関す る研究が急速 に 進行

し
, 癌発生の 分 子機構が 明 らか に され つ つ あ る . なか で も癌遺

伝子の -

つ で ある K- r a S 遺伝 子の 点突然変異が 高率 に 大腸癌で

証明 され て 注 目 をあび た
…

. こ の 点突然変異 は , 癌発生過程の

第2 段階, す なわ ち 腺魔の 時期 に 生ず る と 報告 さ れ て い る
4}

.

培養細胞 へ の ヒ ト癌遺伝子 の D N A の 導 入 や 動 物実験 な ど の

r a s 遺伝子産物 に 関す る研究 か ら
, 変異 r a s 遺 伝子 に よ っ て

コ ー ドされ る変異 r a s 蛋白は 細胞増殖 の シ グナ ル 伝達 を促 し
,

細胞の 異常増殖を 引き起 こす こ と が わ か っ て い る の で
6)

, 大腸

腺脛に おけ る K-r a S 遺伝 子 の 変異は
, 腺腰の 発育を促進 し , 癌

発生に 一 役を 担 っ て い る と考 えられ て い る
7)

. しか し ,
K -r a S 遺

伝子 の 変異を 生ず る こ と に よ り
, 実 際に 大腸腫 瘍 の どの 時期

に
,

どの 程度 の 細胞増殖率が増 し ト 腫瘍 の 進展や 生物学的態度

に 影響を 与え るの か に つ い て の 臨床 医学 に お け る研究は なされ

て い な い
.

本研究で は , 大腸腫瘍に お け る K- r a S 遺伝子 の 点突然変異 の

有無と腫瘍細胞の 増殖率に 着 目 し
,

両者 の 関連に つ い て 臨床病

理 学的事項 を含め て 解析 し
, さ らに 臨床的に 予後決定因 子 と な

り うる か どうか を統 計学的に 検討 した .

対象お よび 方法

1 . 対 象

1 990 年 6 月 か ら199 1 年4 月 ま で に 小松市民病院外科▲ 有松中

央 病院外科お よ び石 川済生会病院で 経内視鏡的あるい は 手術的

に 切除され た 大腸腫瘍59 症例,
7 4 病変を 対象と した (蓑1 ) . 男

性33 例 , 女性26 例 で
, 腺腰21 病変 , 早期大腸癌11 病変, 進行大

腸癌42 病変 で あ っ た . 腺鷹お よ び早期癌と もに 平坦型あるい ほ

隋 凹型腫 瘍は なか っ た . 1 症例 に 複 数腫瘍 を 認 め た も の は

K -

r a S 点突然変異を認め た症例を 代表 と して 選び
,

1 症例 1 病

A b b r e v i a ti o n s : A B C-P o
,

a V idi n-bi o tin c o m pl e x- p e r O Xid a s e ; C V
,

C O e ffic ie n t of v a rie n c e ; E . Ⅴ . G .

,
e la stic a

V a n Gi e s o n ; G A P
･ G T P a s e a c ti v a ti n g p r ot e i n ; G D P

, g u a n O Si n e dip h o s p h a t e ; G T P
, g u a n O Si n e t rip h o s p h a t e ; H

& E
,
h e m a t o x yli n a n d e o sin ; L I

,
1 a b elin g in d e x ; P B S

, p h o s p h a t e b u ff e r e d s ali n e ; P C N A
, p r Olif e r a tin g c e ll

n u cl e a r a n tig e n ; P C R
, p O ly m el a s e c h ai n r e a c tio n ; S L E , S y S t e m ic lu p u s e ry t h e m at o s u s
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変 に 単純化 して統計学的処 理 を 行 っ た . 次い で
, 複数病変を 認

め た症例を 対象と して
,

K- r a S の 点突然変異率 と腫瘍細 胞 の 増

殖率の 2 項目 に 関 して
, 単発の 病変 しか 認め なか っ た症例 に 比

べ て 異 なる特徴 を有す るか どうか を検討 した .

Ⅱ . 方 法

以下
, 特に 会社名 の 記載 の ない 試 薬類 は和光純 薬工 業株式会

社 (大阪) か ら購入 した .

1 . 新鮮切除標本 の 取 り扱 い と病 理組織学的検索

新鮮切除標本の
一

部を
,
病 理 診断 に 支障 の な い 程 度 で 切 除

し
,

これ を半割 した .

一 方を 液体窒素 に て 凍結 し
,
D N A 抽出用

に
-

8 0 ℃ で保存 した . もう 一 方 は メ タ カ ル ソ 固定液 ( メ タ ノ ー

ル 6
,

ク ロ ロ フ ォ ル ム 3
, 酢酸 1) に て 固定 し

, 後 に 述 べ る増殖

率算定の た め の 免疫染色用と した . 対照の 正 常大腸粘膜に 対 し

ても同様な処理 を 行 っ た . 以上 の 実験材料を採取 した 後の 標本

は10 % 緩衝 ホ ル マ リ ン に て 固定 し, 大腸癌取扱 い 規約
8)

に 従 っ

て , 病理組織学的診断用 に標 本を切 り出 し
,

へ マ トキ シ リ ン と

ェ オ ジ ン (h e m a t o x yli n a n d e o si n
,
H & E ) 染色 お よび

, 静脈侵

襲 の 診断用に エ ラ ス チ カ ･ ワ ン ギ p ソ ソ ( el a s ti c a v a n G i e s o n
,

E . Ⅴ . G .) 染 色を施 した .

肉眼型お よ び観織学的診断は 大腸癌取扱い 規約
別

に 従 っ た .

浸潤増殖様式に よ る 分類 は胃癌取扱 い 規約
9)

に 従 っ て 行 っ た .

2 . D N A 抽 出

大腸腫 瘍 お よ び 正 常粘膜 か ら の D N A 抽出 は H e r r m a n &

F ri s h a 正
10)

の 方法 に 従 っ た . すな わ ち
, 阻織片 0 . 0 6 ～ 1 . 8 g を ホ

モ ジ ナ イ ズ 用 緩衝 液 (1 0 m M T ris- H C l
,
6 0 m M N a C l

,
1 0 m M

di s o di u m e th yl e n e d i a mi n e te tr a a c e t a t e-2 H 2 0 ,
E D T A

,
1 m M

e th yl e n gly c ol - bi s
- N

,
N

,
N

'

,
N

'
qt e tr a a c e ti c a cid

,
E G T A

,
0 . 5 %

T rit o n X-1 00
,
1 5 0 m M ス ペ ル ミ ソ

,
1 5 0 m M ス ペ ル ミ ジ ン

,

p H 7 . 4) 2 ～ 1 5 m l 中 に て ホ モ ジナ イ ズ したも の を 4 ℃ で1 5 0 0 回

転 , 1 0 分間遠心 した . 沈殿物 を プ ロ テ ア ー ゼ 瓦 緩衝 液 (10 m M

T ri s- H C l
,
2 0 m M N a C l

,
2 5 m M E D T A

,
1 % S D S

,
5 0 0 FL g/

m l プ ロ テ ア
ー ゼ K

, p H 7 . 5 ; プ ロ テ ア
ー ゼ K

,
B o e h ri n g e r

M a n n h ei m
,

F . R . G .) に 浮遊 さ せ て , 5 0 ℃ で 2 時間, イ ン キ エ

ペ ー ト した後 , さ ら に 一 晩 , 3 7 ℃ で イ ン キ ュ
ベ ー ト した . こ れ

に フ ェ ノ ー

ル (1 M T ri s- H C l
, p H 8 に て 飽和ずみ) を 加 え ,

1 0 分

間振漁混和 した後 ,
3 0 0 0 回 転,

3 0 分間遠心 し
,

上 清 の み を 別 試

験管に 移 した . 等量 の フ ェ ノ
ー

ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム ･ イ ソ ア ミ ル

ア ル コ
ー ル (2 5 : 2 4 : 1 ) を 加え , 1 0 分間振返混和 , 3 0 0 0 回 転 ,

3 0 分間の 遠心 を繰 り返 し
, ま た上 清 の み を 別試験管 に 移 した .

こ れ に 等量の ク ロ ロ ホ ル ム ･

イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー

ル ( 2 4 : 1 )

を 加え
, 同様の 抽 出操作を 繰 り返 した . 次い で 2 . 5 倍 量 の エ タ

ノ ー ル を 加え
, - 2 0 ℃ に て 1 時間保存 し∴凝集 した線維状物を

別の 試験管に 移 し, 半乾燥 さ せ た . こ れ に プ ロ テ ア ー ゼ Ⅹ緩衝

液 2 m l を 加え , 再び
,

一 晩 , 3 7 ℃ に てイ ン キ エ
ペ ー ト した . そ

の 後,
R N a s e A (1 0 m g/ m l

,
B o e h ri n g e r M a n n h ei m ) を 加 え ,

3 7 ℃ で 1 時間 ,
イ ン キ ュ

ベ ー

ト した . 再度 ,
プ ロ テ ア ー ゼ Ⅹ に

て 蛋白分解処理 し
,

フ ェ ノ
ー ル 抽出を行 い

,
エ タ ノ

ー ル に て凝

集 させ D N A を 抽出 した .

3 . ポ リ メ ラ ー ゼ ･ チ ュ
ー

ン 反 応 ( p ol y m 壱1 a s e c h ain

r e a c ti o n
,
P C R) お よび ド ッ ト ブ ロ む トハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ

に よる Ⅹィ a s 遺伝子変異の 検出

K ィ a s 遺伝子 の 12
,
1 3 お よび61 コ ドン に 関 して 点突然変 異 の

有無を検索す るた め に12 , 1 3 コ ドン と61 コ ドン を そ れ ぞれ含 む

111 塩基配列に 対 して
,
P C R 法

川 12)

を 用い て 特異的に増幅 した .

各標本 よ り抽出 した D N A O . 5 FL g に d 対 の 増幅用 プ ラ イ マ ー

3 0 p m ol と , 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-t ri_

p h o s p h a t e
,
d A T P ) , デ オ キ シ グ ア ノ シ ソ 三 リ ソ 酸 (d e o x y g u a-

n o sin e-tri p h o s p h at e
,

d G T P ) ,
デ オ キ シ チ ミ ジ ン 三 リ ン 酸

(d e o x y th y mi di n e-t ri p h o s p h a t e
,
d T T P ) , デ オ キ シ シ チ ジ ン ≡ リ

ン 酸(d e o x y c y tid i n e-t ri p h o s p h a t e
,
d C T P ) を 各 1 0 n m ol および

T a q ポ リ メ ラ
ー ゼ ( P e rk i n- E l m e r C e t u s

,
C A

,
U S A ) 2 .5 単位

を 反応緩衝液 (1 0 0 m M T ris- H C l
,
5 0 0 m M K C l

,
1 5 m M M g C12 ,

0 . 0 1 % ゼ ラ チ ン
, p H 8 . 3) に 加 え て 50 FL l と した . D N A

T h e r m al C y cl e r ( P e r k i n- E l m e r C e t u s) を使用 し て
, 変性 を96

℃
,

ア ニ
ー

リ ン グ を56 ℃
,
D N A の 合成伸長を74 ℃ で 行い

,
これ

を 1 サ イ ク ル と し て 4 0 サ イ ク ル 行 っ た . P C R の 試 薬 は

Clo n t e c h 社 ( C A
,

U S A ) 製 o n c o-1y z e r P C R c o r e kit お よ び

p ri- m a t e a m pli m e r s e t を 使用 した . P C R 後 ,
9 FL l を 2 % ア ガ

ロ ー

ス ゲ ル に て電 気泳動 し
, 紫外線照射に よ る11 1 塩 基 の 長さ

を持 つ 蛍光バ ン ドを確認 した後 ,
2 0 〟1 を ド ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ

プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 用 に 使用 した .

増幅 した D N A を ニ ト ロ セ ル ロ
p

ス 膜(S c h l ei c h e r & S c h u ep

ll
,

N Y
,
U S A ) 上 に M i n if old I ( S c hl ei c h e r & S c h u ell) を使用

して ス ロ
ッ ト し

,
8 0 ℃ で

,
2 時 間 ,

ベ イ キ ン グ し固定 した .

K- r a S 遺伝 子の 第12
,
1 3

,
6 1 の 各 コ ド ン に 関 して 点突然変異を

生 じた場合に 起 こ り うる 正 常 型 ア ミ ノ 酸以外 の 塩 基配 列は第

1 2 , 1 3 コ ドン で はそ れ ぞれ 6 種類 で , 第61 コ ドン で は 7 種類存

在するた め
, 第12 コ ド ン に 対 して 7 枚 , 第13 コ ド ン に 対 して 7

枚 , 第61 コ ド ン に 対 し て 8 枚 の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 増幅

D N A を 全例 ス ロ
ッ ト した . また 正 常型を 含め て 計22 種類 の プ

ロ
ー

ブ を使用 し て ド ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を施

行 した .

ハ イ プ リ ダ イ ゼ p シ ョ ン に 際 し て CI o n t e c h 社製

m u t a-1 y z e r oli g o n u cl e o tid e p r o b e p a n el を使用 し
,
C l o n t e c h 社

の プ ロ ト コ ー ル に 従 い
,

ア イ ソ ト ー プ
32
P で標識 した 各 プ ロ ー

ブの 濃度 を 1 × 1 0
6
c p m / m l に 調節 して ノ ､ イ ブ リ ダイ ゼ ー

シ ョ

ン を42 ℃ で
一

晩 行 っ た . 洗浄は 3 M 塩化 テ ト ラ メ チ ル ア ン モ ニ

ウ ム を 用 い て63 ℃ , 2 0 分 を 2 回 行 っ た . オ
ー

ト ラ ジオ グ ラ ム は

増感紙を使用 し
, 1 時間 の 露光 で 行 っ た .

4 . 抗 ヒ ト 増 殖 細 胞 核 抗 原 (p r olif e r ati n g c ell n u cl e a r

a n tig e n
,
P C N A )/ サ ク リ ソ ( c y cli n) 抗体(1 9 A 2) を 用い た免疫艶

織化学

抗 ヒ ト P C N A/ サ イ ク リ ソ マ ウ ス I g M 抗 体 (19 A 2) は

A m e ric a n B i o t e c h (P la n t a ti o n
,
F L

,
U S A ) 製 を使用 した . 免疫

染色は G o w n ら
,3 )

の 方法 に 従 い
,

a V idi n-bi o ti n c o m pl e x･VP e r O X-

i d a s e ( A B C- P o) 法に て 行 っ た .
メ タ カ ル ソ 固定 ,

パ ラ フ ィ ン 包

哩 切片を 脱 パ ラ
,

ア ル コ ー ル 系列 に お い て 脱水 し
,
0 . 1 % ア ザ

イ ドの 入 っ た0 . 1 % 過酸化水素水に て 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ

の ブ ロ
ッ ク を 行 っ た 後,

非特異的反応 を抑制す るた め に
,
1 0 倍

希釈 の ヤ ギ 正 常血 清を30 分 , 室温 に て反応 さ せ た .

一 次抗体と

して80 0 0 倍希釈 の 1 9 A 2 を 4 ℃ に て
一

晩反応 させ た後 ,
二 次抗

体と して 40 0 倍 希釈 の ビ オ チ ソ 化 抗 マ ウ ス ヤ ギ I g M 抗体

( V e c t o r L a b o r a t o ri e s
,
B u rli n g a m e

,

_
C A

,
U S A) を30 分 ,

室温に

て 反 応 さ せ た . 次 い で
,

A B C- P o ( V e c t o r L a b o r a t o ri e s
,

B u rli n g a m e) を30 分反応 さ せ た . 各反応の 後 に冷 0 . 0 5 M リ ソ 酸

緩衝食塩水 ( ph o s p h at e b u ff e r eq s a lin e
,
P B S) に て10 分間,

3

回 の 洗浄を 行 っ た . 発色 ほ 0 . 0 5 M T ri s 緩衝液( p H 8 . 0) に ジア

ミ ノ べ t

ン チ ジ ン を溶解し た も の に 過酸 化水 素水 を 加 え て 行 っ

た .. 今 回
, 白黒写真 で撮夢して も陽性細胞 が判定 でき るように
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H s u ら の 方法
14)

に 従 い
,

ジア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 反応液に 塩化 ニ
ッ

ケル を加 えて ニ
ッ ケ ル 増感 を行 っ た . 核 染色は メ チ ル グ リ

ー

ン

に て 行 っ た .

5 .
P C N A/ サ イ ク リ ン 標識率の 算 出

P C N A/ サ イ ク リ ン 免 疫染 色陽性 の 核 は 均 一 に あ る い は 斑

状, 核小体は 黒褐色に 染ま っ た ･ 染色態度は 各標 本に よ っ て 異

な り ,
同 一 標本上 で も染色 され る濃度に 濃淡 の バ ラ ツ キ が認め

られた の で
, 濃淡に 関係なく 弱陽性を 含 め陽性 と判定 して 陽性

鮒胞を 数えた . 腺腰お よび 癌の P C N A / サ イ ク リ ソ 標識率 は 5

視野を50倍 で白黒 フ ィ ル ム に 撮影 し
, 5 倍 に 焼 き付け た 写真

で , 陽性腫瘍細胞数/ 総腫瘍細胞数 (% ) を算 出した ･ 5 視野 の
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33 芸慧
A

Fi g ･ 1 ･ P a n el of p oi n t m u t a ti o n s i n c o d o n 1 2 , 1 3 a n d 6l of

th e K-r a S O n C O g e n e ( K 1 2
,

K 1 3 a n d K 6 1) i n c ol o r e ct al

C a n C e r S a n d a d e n o m a s , O n e h u n d r e d t hirt e e n a m plifi e d

D N A f r a g m e n ts a r e d ott e d o n t o t w o diff e r e n t m e m b r a n e s
,

a n d e a c h m e m b r a n e i s h yb ridiz e d t o 2 2 k i n d s of olig o n u clu
e o tid e p r o b e s . T h e n u m b e r s o n th e l ef t sid e a r e c a s e

n u m b e r ･ E a c h p air of t u m o r D N A a n d n o r m al m u c o s a

D N A e x c e p t f o r c a s e 6 is t e s t e d ･ P o siti v e si g n al s of
S a m pl e s a r e d e t e c t e d b y th e oli g o n u cl e o tid e p r o b e s

C O r r e s p o n d i n g t o th e w ild t y p e s e q u e n c e G G T ( al 1 s a m pl e s

S h o w e d p o siti v e si g n al s) ; th e m u t a t e d G A T s e q u e n c e
,

f o u r p o siti v e c a s e s (P a ti e n t s l
,

3 4
,

3 7
,

a n d 5 4) ; th e

m u t a t e d G T T s e q u e n c e , Si x p o siti v e c a s e s ( P ati e n ts 6
,
8

,

29
,
45

, 5 6 , a n d 5 8) of K 1 2 ; th e w ild t y p e s e q u e n c e G G C

( a u s a m pl e s s h o w ed p o siti v e si g n al s) ; th e m u t a t e d A G C
S e q u e n c e

, O n e p o siti v e c a s e (P a ti e n t 3 2); th e m u t a t e d G A C
S e q u e n c e

,
th r e e p o si ti v e c a s e s (P a ti e n t s 31 , 3 3 , an d 4 4) ;

th e m u t a t e d G T C s e q u e n c e
,

O n e p O Siti v e c a s e ( P a ti e n t 2 2)
Of K 1 3 ; th e w 塁1d t y p e s e q u e n c e C A A ( al 1 c a s e s s h o w e d

p o siti v e si g n als) of K 61
,

r e S p e Cti v ely .

21 5

選び 方は顕微鏡の テ ー ブ ル 上 の 定規を利用 し
, 標本上 に m 行 n

列の 格子を想定 し
, 乱数表を使用 して 無作為 に 5 視野を抽 出 し

た . た だ し抽出 した視野 に50 % 以上 腫瘍細胞 が ない 場合や 標本

作成 上 の 人工 的破損や腫瘍壊死がみ られ た場合 は こ の 視野 を除

外 し
, 良好な視野が得 られ るま で 抽出作 業を続けた . なお血 管

内の 好中球ほ常に 陰性で あJ た . 正 常粘膜 で は腺管が 縦断され

て い るもの を 5 腺管選び
, 同様 に 標識率を 算出 した .

6 . 統計学的解析

得 られ た 計算値は 全て 平均値 ± 標 準偏 差 (s t a n d a r d d e vi ati-

O n
,
S D ) に て 表記 した . 癌 , 腺腫 , 正 常粘膜の 3 群間の 平均値

の 差 の 検定に ほ B a rtl e tt 検定 を行い
, 等分散の 場合 ,

1 元配置

分散 分析 法を 用 い
, 異分散 の 場合 ,

K r u sk a l- W alli s
'

o n e w a y

a n aly si s of v a ri a n c e w ith H oll a n d e r
- W olf e

'

s m u ltipl e c o m p a rト

s o n を用 い た . 臨床病理 学的諸 国子 と して , 年齢, 性別
,
腰瘍 占

拠部位 卜 睦瘍最大径 ‥ 陸瘍の 肉眼的分煉 , 大腸癌 の 進行程度 ,

組織学 的分類 , 組織学的深遠度 , 癌の 浸潤増殖様式 ∴阻織学 的
r

リ ン パ 管侵襲 , 組織学的静脈侵襲, 組織学的 リ ン パ 節転移 , 肝

転移 , 腹膜転移 ,
そ の 他 の 臓 器転移 を 対象 と した . 各項 目 毎

に
, 連続 量に 対 して ほ S c h eff 6 s r n u lti pl e 検定 を

, 離散量に 対 し

て は X
2

検定ま たほ Fis h e r 直接確率計算法を行 い
,
K- r a S 点突

然変異陽性群 と陰性群 とを 比較 した . 臨床病理 学的困子 の 各項

目毎に 2 群あ るい は 数群に 分け , そ れ ぞれ の P C N A/ サ イ ク リ

ソ 標識率を算出 し各項 目で 差が生 じ るか どうか を 検討 した .

P C N A/ サ イ ク リ ン 標識率 に お ける
,
癌 , 腺腰

,
正常粘膜 の 3

群間の 標 識率 の バ ラ ツ キ度 を 検討す るた め に F 値 (F = S 〇.

2

/

S D 2

2

,
た だ し S D l > S D 2 とする) を計算 し

,
F 検定を 行 っ た . さ

ら に 同 一 標本に おける 5 視野間の 標識率の バ ラ ツ キ度を 数韻化

す るた め に 変 動係数 (c o effi cie n t o f v a ri a n c e
.

C V) (C V = 1 0 0

× S D/ 平均値) を 求め
,
癌

, 腺腫
,
正 常粘膜の 3 群 間で 差が 生 じ

る か どうか を検討 した .

検定は 両側検定 で 行い
, 有意水準 を 5 % と した .

成 績

Ⅰ . K ィ a s 遺伝子 の第1 2
,
1 3 お よび61 コ ドン の 点突然変異

K- r a S 遺伝子の 点突然変異を 検索 し得た 大腸癌42 例中1 2 例 ,

2 8 . 6 % に 点突然変異を 認め た . 腺腫 に 関 して は1 5 例 中 3 例
,

2 0 . 0 % に 点突然変異を 認め た ( 図1 1 . そ の 内訳は ∴ 第12 コ ド ン

に 関 して は , 癌 8 症伊り, 腺腫 2 症例 の 計10 症例に
, 第13 コ ドン

に 関 して は , 痛 4 症例, 腺腫1 症例 の 計5 症例に 点突然 変異 を

認 め た . 第61 コ ドン に 関 して は 点突然変 異は認 め な か っ た . 点

突然変異の 認め られ た 症例 で は
,

コ ド ン の G G 対の 2 番目 の G

が A に 変化 して い る G- A ト ラ ン ジ ッ シ ョ ン が15 症例中 7 症例 ,

4 6 . 7 % に 認め られ た . 正 常粘膜 で 点突然変異 を認 め た も の は な

か っ た .

rl .
P C N A/ サ イ クリ ン 標識率

1 . 正 常大勝粘膜

各症例 に お い て 数えた 総細胞数は554 個 か ら183 9 個 で あ っ た .

正 常腺管 で は P C N A / サ イ ク リ ソ 陽性細胞が 下 2/ 3 に 分布 し
,

下1 / 3 が強く染色 され 中1 / 3 で は 染色性が 薄く な る とい う規

則性が 認められ た (図 2) . 正 常大腸粘膜 の 平均 P C N A/ サ イ ク

リ ソ 標識率 は45 . 9 ±6 . 6 % で あ っ た , また
,
正常粘膜の C V 値

は12 . 4 ±4 . 5 % で あ っ た (蓑 2 ) .

2 . 痛

各症例に お い て癌細胞を , 41 9 6 個か ら約35 個数 え た . 核に お



2 1 6
田 中

Fi g ･ 2 L T w o a dj a c e n t s e c ti o n s o f n o

T
m al c ol o n m u c o s a st ai n e d w ith H & E (a) a n d i m m u n o s t ei n e d f o r P C N A / c y cli n (b) ･ T h e

p o siti v e s tai ni n g f o r P C N A/ c y cli n l S r e S tri c t e d t o th e c ell n u cl e u s i n th e l o w e r a n d m id dl e th ir d s o f th e c r y p t ･ I n t h e lo w e r

thir d ｡f th e c , y P t t h e r e a r e m o r e P C N A/ c y cli n
-

P O Siti v e c ell s i n n u m b e r w h i c h a r e d e n s e r th a n i n th e m id dl e th ir d of th e c ry pt

( c o u n t e r s t ai n e d w ith m e th yl g r e e n
.

× 5 0) ･

F i g . 3 . H & E ( a
,

C) a n d ir n m u n o p e r o xid a s e (b ,
d) st ai ni n g s of c olo r e c t al c a r ci n o m a s f o r P C N A / c y cli n u si n g m o n o cl o n al a n tig e n

1 9 A 2 . lm m u n o r e a c ti v e (d a rk b r o w n i n th e fi g u r e s) a n d u n s t ai n e d (1i g h t g r e e n) n u cl ei c a n b e e a sil y id e n tifi e d ･ H & EA S t ai n e d

ヲ
e C ti o n ( a) of a w ell -diff e r e n tia t e d a d e n o c a r ci n o m a

･
W i th c o r r e s p o n di n g P C N A / c y cli n i m m u n ol o c aliz a ti o n (b) ,

d e m o n s tr a tin g

lr r e g ul a r d is trib u ti o n of r e a c ti v e c ell n u cl e u s g r o u p ( × 2 5) ･ H & Er s t ai n e d s e c tio n ( c) of a p o o rly
- diff e r e n ti a t e d a d e n o c ar ci n o m a

･

wi th c ｡ r r e S p O n di n g P C N A/ c y c li n i m m u n ol o c al i z a ti o n (d) d e m o n st r a ti n g a t u m o r w ith a hi gh p r olif e r a tiv e g r a d e ( × 2 5) ･

F i g . 4 . T w o a dj a c e n t s e c ti o n s of t u b ul a r a d e n o m a wi th m o d e r a t e a ty pi a

-

st ai n e d wi th H & E ( a) a n d i m m u n o st ei n e d f o r

c y cli n (d) ,
d e r n o n st r a ti n g r el a ti v ely r e g ul a r d is trib u ti o n of r e a c ti v e c ell n u cl ei ( ×2 5) ･

P C N A/
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ける P C N A/ サ イ ク リ ン の 染色性 は
N 様 で な く ▲ そ の 分布も正

常腺管 で み られ た規則性は 失わ れ て い た ･ 腫瘍⊥
正 常粘膜 の 境

界部や 最深部な ど場所 に よ る P C N A/ サ イ ク リ ン 標識率に 差 ほ

みられ な か っ た ( 図3) . P C N A/ サ イ ク リ ン 標識 率は5 7 ･ 1 % で

あっ た . 癌の P C N A/ サ イ ク リ ン 標識率 は 正常粘膜 の そ れ と 比

較して 有意に 高値 で あ っ た ( p < 0 ･ 0 1) ･ そ の 範 囲ほ31 ･ 1 % か ら

76 . 4 % で
,
S D も11 . 0 % と バ ラ ツ キ が 大きか っ た ･ 正 常粘膜 に

比較 して 癌の P C N A / サ イ ク リ ン 標識率は バ ラ ツ キ は大きか っ

た(F = 2 .7 7
, P < 0 . 05 ) . 癌 の C V 値は17 . 5 ±7 . 4 % で正 常粘膜

と比較 して 5 視野間の バ ラ ツ キが 大きか っ た (p < 0 . 0 1)( 表 2) ･

T a b le 2 . S t a ti sti c al a n aly si s of P C N A/ c y cli n
-

P O Siti v e

c ell i n cid e n c e b e t w e e n c a n c e r
.

a d e n o m a a n d n o r m al

m u C O S a

N ｡ r m a. m u C ｡ S a…≡≡……;……‡喜≡…き云駆｡5
･

C a n c e r

A d e n o m a

F v al u e

C a n c e r
-

n O r m al m u c o s a 2 . 7 7 p < 0 .0 5 †

A d e n o m a
-

n O r m al m u c o s a 2 . 2 7 N S †

C a n c e r
-

a d e n o m a l . 2 2 N S †

…致｡ ｡ ｡ S a ……;………:…∃:;:

] p < 0 冊

] p < 0 冊

*
K ru S k al - W al 1i s

'

o n e w a y a n aly s is o f v a ri a n c e w it h

H o11 a n d e r
- W olf e

'

s m ulti pl e c o m p a ri s o n

† v a ri a n c e r a ti o t e s t (F t e s t)
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3 . 腺 腫

腺腫 の 染色態度 は癌 と比較 し て 明 らか な 差 は 認め なか っ た

が
,
P C N A / サ イ ク リ ン で 染色 され る核 が 均等 に 配置す る 傾 向

が あ っ た ( 図4) . 腺魔 の P C N A/ サ イ ク リ ソ 標識 率 は55 . 0 ±

1 0 . 0 % で あ っ た . こ の 数値は癌 と正 常粘膜 の 間に 位置 し
, 腺腰

の P C N A / サ イ ク リ ン 標識率と正 常粘膜の P C N A/ サ イ ク リ ン

標識率の 間に ほ 統計学的な有意差が 認め られ た (p < 0 . 0 5) . し

か しな が ら , 腺魔の P C N A/ サ イ ク リ ン 標識率 と癌 の P C N A/

サ イ ク リ ン 標識率 との 間に は p
= 0 . 0 9 2 と統計学 的有 意差 は 生

じな か っ た . 腺歴 と正 常粘膜の F 値 は2 . 2 7 で 有意差は なく, 腺

歴 と正 常粘膜 の 間に は バ ラ ツ キ 具合 で 差は 認め られ な か っ た .

腺歴 と癌の F 億 は1 . 2 2 で 有意差は なく , 腺歴と癌 の 間に は変動

係数 に 関 して 差 は生 じなか っ た (表 2 ) .

Ⅲ . K ィ a s 点突然変異の臨床病理 学的因子に 関す る検討

乳頭管状腺病42 症例お よ び15 腺腫 (絨毛状腺腫 1 症 例 , 管状

腺慮14 症例) を対 象と して 臨床病理学 的諸 因子に 関 して 検討 し

た .

1 . 大腸癌 (表 3 A)

年齢 に 関して K ィ a s 点突然変異陽性群 は72 . 9 ±7 .6 歳 で あ る

の に 対 して
,

K ィ a s 点突然変異陰性群 は64 . 6 ±1 5 . 5 歳で あり ,

点突然変 異陽性癌は 有意に 年齢が 高か っ た ( p < 0 . 0 1) .

病期に よ る分類に 関 して 明 らか な統計学 的有 意差は 認め な

か っ た が , 病期が進行する に 従 っ て K ィ a s 遺伝子 の 点突然変異

率が 高く な る傾 向が み られ た . 点突然変異の ある症例に 組織学

的静脈侵襲を み る こ とが 多く ‥ 点突然変異の 有無 と艶織学 的静

脈侵襲の 有無 と の 2 因子 に 関 して p < 0 . 0 0 5 と統 計学的 有意差

を 認めた . そ の 他の 臨床病理学的因子 と K- r a S 点突然変異 の 有

無 と の 間に 統 計学的有意差 ほ認め られ なか っ た .

2 . 腺腫 (蓑 3B)

T a b le 3 A . C o r r el a ti o n b e t w e e n K -

r a S p Oi n t m u t a ti o n a n d cli ni c o p a th ol o gic al c h a r a c t e ri sti c s i n

4 2 c a n c e r c a s e s

r a s N o r a s

M u ta ti o n s M u ta ti o n s
P v al u e

A g e ( m e a n
, y r)

S e x ( m al e : f e m ale)

L o c a ti o n ( R t : L t)

T u m o r siz e ( m e a n
,

C m )

M a c r o s c o pi c f e a t u r e ( el e v a te d : u l c e r a t e d)

T u m o r s t a g e

Ⅰ

¶
山

Ⅲ

Ⅳ

V

T u m o r diff e r e n ti a ti o n

P o o rly diff e r e n ti a t e d

M o d e r a t ely diff e r e n ti a t e d

W e u diff e r e n ti a t e d

D e p th of i n v a si o n ( ≦S M : ≧P M )

I N F ( α : β+ r)

ly (p r e s e n t : a b s e n t)

V ( p r e s e n t : a b s e r lt)

n (p r e s e n t : a b s e n t)

M e t a st a s e s (p r e s e n t : a b s e n t)

(N o . of c a s e s)

1 4

1 6

6

0

6

(N o . o f c a s e s)

4

3

4

1

2

7 2 . 9 士7 . 6 6 4 . 6 ±1 5 . 5 p < 0 ,01
*

7 : 5 1 3 : 1 7 N S †

5 : 7 1 2
■

: 1 8 ､ N S †

5 . 5 ±2 . 6 4 . 4 士2 . 3 N S
*

1 3 : 9 1 0 : 2 0 N S‡

3

4

2

0

3

0

0

1

0
0

7

7

9

1

0

5

7
●

･

･

･

･

●

●

･

●

●

●

■

2

4

5

5

3

2

2

0

0

9

5

0

1 1

1 2

4

0

3

4

8

1 7

‥

‥

‥

‥

‥

‥

0
0

0

0

1

5

0

1

1

N S‡

N S‡

N S‡

N S‡

p < 0 .00 5‡

N S‡
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T a bl e 3 B . C o r r e la ti o n b et w e e n K ィ a s p oi n t m u t a ti o n a n d cli ni c o p a th ol o gi c al c h a r a ct e ris ti c s i n

1 5 a d e n o m a c a s e s

M u芸｡ n S ばと;芸s
p v al u e

A g e at o p e r a ti o n.(r n e a n , ,y r)

S e x ( m al e : f e m al e)

L o c a ti o n (R t : L t)

L e n g th ( m e a n
.

c m )

H i st ol o g y

V i1l o u s ad e n o m a

T u b ul a r a d e n o r n a

T u b ul a r a d e n o m a

T u b ul a r a d e n o m a

(N o . of c a s e s)

l

w ith s e v e r e at y pi a 3

wi th m o d e r a t e a t y pi a 5

wi th mi ld a t y p l a 6

5 4 - 3 ±7 . 5 5 7 . 8 士1 4 . 4 N S *

3 : 0 9 : 3

0 : 3 1 : 1 1

1 . 9 ±2 . 2 1 . 3 ±0
. 6

O

1

0

2

1

2

5

4

N S
*

N S
,

n O t Si g nifi c a n t ; S M
,

S u b m u c o s a ; P M
.

m u s c ul a ri s p r o p ri a ; S t a g e g r o u pi n g a c c o rdi n g t o

J a p a n e s e r e s e a r c h s o ci e ty f o r c a n c e r o f c ol o n a n d r e c t u m ; I N F
,
i n filt r a ti v e g r o w th a t

p e ri p h e r y o f th e t u m o r
,

Cl a s sifi c a ti o r l a C C O rd i n g t o J a p a n e s e r e s e a r c h s o ci e ty f o r g a s tri c

c a n c e r ; α
,

e X P a n di n g t y p e ; β, i n t e r m e di a t e ty p e ; T .
i n filt r a ti n g t y p e ; l y ,

h i st ol o gi c al ly m p h oid

i n v a sio n ; V
,
hi s t ol o gl C al v a s c ul a r i n v a si o n ; n

,
hi s t ol o gi c al m e ta s t a sis o f ly m p h n o d e

*
S c h effるs m u lti pl e t e s t

†C hi -

S q u a r e t e S t

‡Fi s h e r

'

s e x a c t p r o b a billit y t e s t

K ィ a s 点突然変異 の 有無と 臨床病理 学的諸因子 との 間 に 相関

は なか っ た .

Ⅳ . P C N A/ サ イ ク リ ン 標識率の 各臨床病理 学 的項 目に お け

る解析 (表 4 )

1 . 癌

癌の 占拠 部位 で右 半結腸 と左半結腸の 2 群に 分けた と こ ろ ,

前者 の P C N A/ サ イ ク リ ソ 標識率が51 . 9 士1 2 . 5 % で ある の に 対

して , 後者の P C N A / サ イ ク リ ン 標識率は59 . 9 ±9 . 3 % と 左半結

腸癌 の P C N A / サ イ ク リ ソ 標識率 が有 意に 高か っ た (p < 0 ･ 0 5) ･

腫 瘍長径 の 中央値 ,
4 . 5 c m を 境 に 2 群 に 分け た と こ ろ

,
4 ･ 5

c m 未満 の 群の C V 値は1 3 . 5 ±7 . 1 % で
,

4 . 5 c m 以 上 の 群 の

C V 値 は21 . 5 ±5 . 7 c m で あ っ た . 腫瘍径が 4 . 5 c m 以 上 の 群ほ

5 視野 で P C N A/ サ イ ク リ ン 標識 率の バ ラ ツ キ が 腫 瘍 径 4 ･ 5

c m 未 満 の 群 に 比 べ て 大き くな る と い う傾 向 が 認 め ら れ た

( p < 0 .0 0 5) .

病 理 組織 学的 に は
, 腫 瘍の 分 化度 が 低く な れ ば な る ほ ど

P C N A/ サ イ ク リ ソ 標識率が 高く な る と い う 傾 向が 認 め ら れた

(p < 0 . 0 5) . 深遠度に 関 して粘膜下層以 内に と どま っ て い た症例

と 固有筋層以下 に 浸潤 して い た症例 の 2 群に 分け て 検 討 した と

こ ろ
, 統計学的な 有意差は 生 じな か っ た も の の ( p

= 0 ･ 0 5 3) ,

C V 備 に 関 して 粘膜 下層 以内 に と ど ま っ て い る 癌 は 1 2 ･ 3 ±

3 . 7 % で あ る の に 対 し て
, 固 有筋層 以下 に 浸潤 して い る 癌は

18 . 8 ±7 .5 % と , 後 者の C V 値が 比較的高く , 腫瘍 が大 きく な

る と核酸合成期前後 に あ る細胞 の 分布 に ム ラ が 生 じ る可能性 が

考え られ た . 癌の 浸潤増殖様 式に よ る分類に お け る P C N A/ サ

イ ク リ ン 標識率 の 検討で は , 癌 巣が 浸 潤性 の 増殖 を 示 す ほ ど

P C N A/ サ イ ク リ ソ 標識率が よ り高くな る と い う傾 向が み られ

た ( p < 0 . 0 5) .

2 . 腺 腫

P C N A/ サ イ ク リ ソ 標識率 と臨床病理学 的諸 因子 と の 間 に 相

関は なか っ た ,

3 . 正 常大腸粘膜

採取 した部位で 右 半結 腸 と左 半結腸に 分 けて 検 討 した と こ

ろ ,
C V 備 に 関 して

,
前者が10 . 1 ±3 . 8 % で あ っ た の に対 して

,

後者は1 3 . 6 ±4 . 5 % と
,

左半結腸 に 位置 した 粘膜 の 方 が 5 視野

間の 核酸 合成 期前 後 の 細胞 数 に バ ラ ツ キ が 認 め ら れ た (p <

0 . 0 5) .

Ⅴ . K -

r a S 遺 伝子 に お け る 点突然 変異 の有無 と P C N A/ サイ

ク リ ン 標識率 との 相関

1 . 癌

K→r a S 遺伝子 に おけ る点突然変異陽性群の P C N A/ サ イ ク リ

ソ 標識率は57 . 6 ±9 . 2 % で あ るの に 対 して
, 点突 然変 異陰性群

の P C N A / サ イ ク リ ン 標識率は57 . 8 ±1 3 . 0 % で あ っ た ･
K-r a S

遺伝 子に おけ る点突然変異 陽性群 の 標識率 と陰性 群の 標識率と

の 間に 有意差 を認 め な か っ た . ま た
,

F 値 ,
C V 値 の 検討で も

有意差は 認め な か っ た ( 表5 ) .

K- r a S 遺伝 子 に お け る点 突 然変 異 の 有 無 に 関 す る 検索と

P C N A/ サ イ ク リ ン 標識 率の 算 出の 両 方が 施行 で きた31 腺癌を

対象と して
, 組織学的静脈侵襲 に 関す る検 討を 行 っ た ･

K-r a S

遺伝子に おけ る 点突然変異を 有す る11 症例 中 5 症例 (45 ･ 5 % )

に 組織学 的静脈 侵襲 を 認めた の に 対 して
,

K- r a S 遺伝子 に おけ

る点突然変異を 認め な か っ た20 症例 で は阻織学的静脈侵襲は1

症例 に しか 認め なか っ た (5 . 0 % ) .

組織学的静脈侵襲を 認め た癌 ( 31 症例 中6 症例 ,
1 9 ･ 4 % ) の

P C N A/ サ イ ク リ ン 標識 率は61 . 7 士8 . 9 % で あ っ た .

一 方 , 組蘭

学的静脈侵襲を 認め な か っ た 症例(31 症例中26 症例 ,
8 0 ･ 6 % ) の

P C N A/ サ イ ク リ ソ 標識 率は54 . 3 ±8 . 7 % と組織学的静脈侵襲陽

性痛 が P C N A/ サ イ ク リ ン 標識率 は高い 傾向に あ っ た が
,
統計

学的 な 有 意差 は 生 じ な か っ た (S c h eff 6 s m u ltipl e t e st
, p

=

0 . 1 9 4) .

2 . 腺 鹿

11 腺管腺魔 の うち K ィ a s 遺伝子･に お け る点突然変異陽性症例

は 2 症例 で
,

P C N A/ サ イ ク リ ソ 標識 率は 52 . 8 ±8 ･ 9 % で あ っ

た .
K- r a S 遺伝 子 に お け る点 突 然変 異 陰 性 症 例 は 9 症 例で

p c N A/ サ イ ク リ ソ 標識率 は49 . 6 ±8 . 2 % で あ っ た ･
こ の 2 群の

p c N A/ サ イ ク リ ン 標識 率の 間に は統計学 的有意 差 ほ 認め られ

な か っ た . ま た , F 値 ,
C V 値 に 関す る検討 に お い て も有意差

は 認め られ な か っ た (表 5 ) .
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整

羞
腎



大腸腫瘍 の K -

r a S 点突然変異と P C N A 標識率

Ⅵ . 大腸腫瘍複数症例の 検討

同時に 癌ある い は 腺塵が 発見され た 7 症例か ら
,
2 2 病変 を採

取し,
K- r a S 遺伝子に お ける点突然変異と P C N A/ サ イ ク リ ン

標識率と の 検索 を行 っ た ･ 表 6 に そ の
一

覧 を示 す ･ 複 数の 大勝

腫瘍を 認め た症例 に お け る検討で は , 7 症例中 3 屈 例 , 4 2 ･ 9 %

に K ィ a s 遺伝子に おけ る点突然変 異が認 め られ た の に 対 して
,

単発大腸腫瘍症例 で は51 症例中1 2症例 ,
2 3 ･ 5 % に K- r a S 遺伝子

の 点突然変異を 認めた に す ぎな か っ た . しか し
, 大腸腫瘍同時

多発症例 の 例数が少く , 統計学 的有意 差 を 認 め る に は 至 ら な

か っ た .
P C N A/ サ イ ク リ ン 標識率 に 関 し て は 多発症 例 , 単発
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症例 の 間に 統計学的有意差を認め な か っ た .

考 察

R a s 遺伝子 は 現在 まで ヒ トで は HT r a S
,

K- r a S
.

N- r a S と名付

け られた 3 種類が 発見され て い る . そ の 産物 ( p2 1) は 分子量約

21 , 0 0 0 で 細胞膜の 細胞質側に 局在す る
15-

. r a s 蛋白 は グ ア ノ シ

ソ 三 リ ソ 酸 (g u a n o si n e trip h o s p h a t e
, G T P ) 結合蛋白を コ ー

ド

し
,

こ の 蛋白は細胞の 増殖お よ び分化に 関与す る こ と が知 られ

て い る
18-

. 大腸癌 の K- r a S 遺伝子 の 点突然変 異は欧米で は40 %

以 上 の 頻度
3卜 5-

で起 こ り
, 特に r a s 遺伝子 の 活性化 ほ第12

,
1 3

,

T ab le 4 .
C o r r ela ti o n b e t w e e n P C N A/ c y cli n a n d cli n i c o p a th ol o gi c al v a ri a bl e s

N o . of c a s e s (% ) L .Ⅰ. (% ) P v a l u e F v al u e P v al u e C V ( % ) P v al u e

32 c a n c e r c a s e s

A g e (yr)

< 6 7

≧67

S e x

M al e

F e m al e

L o c a ti o n

R t

L t

T u m o r siz e ( c m )

< 4 .5

≧4 .5

M a c r o s c o pi c f e a t u r e

el e v a t e d

ul c e r a t e d

T u m o r s t a g e

I

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

V

T u m o r diff e r e n ti a ti o n

W ell diff .

m o d e r a t ely diff .

p o o rl y diff .

D e p th of i n v a si o n

≦S M

≧P M

I N F

α

β

葛
べ

亀
腎

整

羞
腎

r

ly

p r e s e n t

a b s e n t

V

p r e s e n t

a b s e n t

n

pr e s e n t

a b s e n t

M e t a s t a s e s

p r e s e n t

a b s e n t

1 6 ( 5 0) 6 0 . 5 士1 0 . 4

1 6 (5 0) 5 3 . 8 士1 0 . 9

1 7 (5 3 . 1) 5 4 . 4 士1 1 . 7

1 5 (4 6 . 9) 6 0 . 2 士9 . 7

1 1 (3 4 . 4) 5 1 . 9 ±1 2 . 5

2 1 (6 5 . 6) 5 9 . 9 ±9 . 3

1 5 (4 6 . 9) 6 0 . 7 士1 1 . 2

1 7 (5 3 . 1) 5 4 . 0 ±1 0 . 0

9 (2 8 . 1) 5 4 . 5 士1 4 . 3

2 3 (7 1 . 9) 5 8 . 2 士9 . 6

9 (2 8 . 1) 5 8 . 8 士1 1 . 4

1 5 (4 6 . 9) 5 6 . 7 ±1 2 . 3

4 (1 2 . 5) 6 1 . 6 ±4 . 6

0 (0)

4 (1 2 . 5) 5 0 . 5 土8 . 9

1 7 (5 3 . 1) 5 5 . 2 士1 1 . 4

1 3 (4 0 . 6) 6 0 . 2 士1 1 . 1

2 (6 . 3) 5 3 . 8 士1 . 2

6 ( 18 . 8) 5 9 . 2 士1 3 . 7

2 6 (8 1 . 2) 5 6 . 7 士1 0 . 5

1 2 (3 7 . 5) 5 1 . 9 士1 1 . 8

1 6 (5 0 . 0) 5 9 . 7 士9 . 8

4 ( 12 . 5) 6 2 . 7 士8 . 7

1 0 (3 1 . 3) 5 8 . 9 士9 . 6

2 2 (6 8 . 7) 5 6 . 3 士1 1 . 7

6 ( 18 . 8) 6 0 . 5 ±8 . 5

2 6 (8 1 . 2) 5 6 . 4 士1 1 . 5

5 ( 15 .6) 6 1 . 2 ±4 . 1

2 7 (8 4 .4) 5 6 . 4 士1 1 . 7

4 ( 1 2 . 5) 5 0 . 4 士9 . 0

2 8 (8 7 . 5) 5 8 . 1 士11 . 1

N S
*

1 . 1 0 N S†

N S
*

1 . 4 6 N S†

p < 0 .0 5
*

1 . 7 9 N S†

N S
*

1 . 25 N S†

N S
*

2 . 23 N S†

r s =
- 0 .1 1 9 2

N S‡

r s
= 0 .3 3 6

p < 0 .0 5‡

N S
*

1 . 7 0 N S†

r s = 0 .3 7 3

p < 0 .0 5‡

N S
*

1 . 4 9 N S†

N S
*

1 . 8 5

N S
*

8 . 3 4

N S
*

1 . 5 2

1 6 . 0 士6 .5 N S
*

1 9 . 0 士8 . 1

1 9 . 4 士6 .8 N S
*

1 5 . 4 士7 . 7

2 1 . 0 士7 . 3 N S
*

1 5 . 7 ±6 . 9

13 . 5 ±7 . 1 p < 0 .00 5
*

2 1 . 1 土5 . 7

14 . 5 土8 . 4 N S
*

18 . 7 士6 . 8

13 . 8 士6 . 4 r s
= 0 ,43 1

17 . 4 土7 . 9 N S‡

20 .3 士4 . 1

2 3 . 5 土7 . 0

1 6 . 0 士7 . 8 r s
= 0 ,2 8 4

2 0 .4 士5 . 7 N S‡

12 .6 土1 1 . 3

1 2 .3 ±3 . 7 N S (p = 0 .0 53)
*

18 .8 土7 . 5

5 1 . 9 土1 1 . 8 r s = 0 .1 2 9

5 9 . 7 土9 .8 N S‡

82 . 7 士8 . 7

1 8 . 0 土5 - 9 N S
*

1 7 . 4 ±8 .1

N S† 19 . 2 士7 .8 N S
*

1 7 . 2 土7 . 4

N S† 20 . 4 土3 . 5 N S
*

1 7 . 0 土7 . 8

N S† 23 .5 ±7 . O N S
*

16 .7 土7 . 2
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1 2 a d e n o r n a c a s e s

田 中

A g e ( y r)

< 5 6

≧56

S e x

M al e

F e m al e

L o c a ti o n

R t

L t

T u m o r si z e ( c m )

< l .0

≦1 .O

M a c r o s c o pi c f e at u r e

s e s sil e

p e d u n cl a t e d

D e gr e e o f a ty pi a

m il d

m o d e r a t e

S e V e r e

6 (5 0) 5 2 . 7 士1 0 . O N S
*

6 (5 0) 5 7 . 2 土工0 . 3

9 (7 5) 5 3 . 6 士8 . 5 N S
★

3 (2 5) 5 9 . 2 士1 4 . 8

1 (8 . 3) 4 3 . 2

11 (9 1 . 7) 5 6 . 0 士9 . 7

5 (4 1 . 7) 5 4 .4 士10 . 4 N
■

S
*

7 ( 58 . 3) 55 . 4 士1 0 . 4

6 (5 0) 5 4 . 5 土9 . 5 N S
*

6 (5 0) 5 5 . 4 ±1 1 . 3

6 (5 0) 5 2 . 1 士1 3 .1 r s
= 0 ･01 7

3 ( 25) 5 2 . 9 ±6 . 5 N S‡

3 (2 5) 5 0 . 3 土4 . 9

1 . 0 5 N S† 15 . 8 ±7 . O N S *

17 .8 ±3 . 6

3 . 0 3 N S † 16 . 2 ±5 . 9 N S
*

1 8 .ち士3 . 8

1 7 .5

1 6 .7 ±5 . 7

1 . 0 0 N S † 17 . 1 ±7 . 6 N S
*

1 6 . 5 ±3 . 9

1 . 4 2 N S† 16 . 6 土7 . 2 N S
■

1 6 . 9 士3 . 6

1 7 . 5 ±7 .7 r s =
- 0 .0 8 0

1 7 . 1 ±2 . 6 N S‡

17 . 9 士9 . 9

4 4 n o r m a
,
l r n u c o s a s

A g e (yr)

< 6 6

≧66

S e x

M a le

F e m ale

L o c a ti o n

R t

L t

1 5 ( 4 4 . 1) 45 . 2 士6 . 8 N S
*

1 9 ( 5 5 . 9) 4 6 . 5 ±6 . 6

1 9 (5 5 . 9) 5 4 . 4 土1 1 . 7 N S
*

15 (4 4 . 1) 6 0 . 2 ±9 . 7

1 1 ( 32 . 4) 47 . 1 土6 . 7 N S
*

2 3 ( 6 7 . 6) 4 5 . 4 ±6 .7

1 . 0 9 N S† 11 . 8 ±4 . 5 N S
*

1 3 . 0 士4 . 6

1 . 4 6 N S† 19 . 4 士6 . 8 N S *

1 5 .4 ±7 . 7

1 . 7 9 N S† 10 . 1 士3 .8 p < 0 .0 5
*

1 3 . 6 士4 . 5

N S
,

n O t Si g n ifi c a n t ; S M
,

S u b m u c o s a ; P M
,

m u S C u l a ris p r o p ri a ; S t a g e
-

g r O u pi n g a c c o r di n g t o J a p a n e s e r e s e a r c h s o ci e t y f o r c a n c er

o f c ol o n a n d r e c t u m ; I N F
,
i n filtr a ti v e g r o w th a t p e ri ph e r y of th e t u m o r

,
Cl a s sifi c a ti o n a c c o r di n g t o J a p a n e s e r e s e a r c h s o cie ty

f o r g a s tri c c a n c e r ;
.

α ･
e
予p a n d i n g t y p e ; β･ i n t e r m e di a t e ty p e ; T ･

i n filtr a ti n g ty pヲ
; 1 y ･

hi s t oI o gi c al 1 y m p h oid i n v a sio n ; V
･

hi st ol o gi c al v a s c u l a r l n V a Sl O n ; n
,
h is t ol o gi c al m e t a s t a si s of l y m p h n o d e ; r S

･
S p e a r m a n s r a n k c o r r el a ti o n

*
S ch eff i s S t u d e n t t t e st

† v a ri a n c e r a ti o te s t

‡ S p e a r m a n
'

s r a n k c o r r el a ti o n t e s t

T a b l e 5 . S ta ti s ti c a n al y sis o f P C N A/ c y cli n l a b eli n g in di c e s o f K ィ a s p oi n t

m u t a ti o n p o siti v e a n d n e g a ti v e t u m o r s

C a n c e r N o . of c a s e s ( % ) L .Ⅰ. ( % ) P v al u e

r a s m u t a ti ｡ n l l (3 5 . 5) 5 7 . 6 土9 . 2 N S
*

n o r a s m u t a ti o n 2 0 (6 4 . 5)

A d e n o m a

5 7 . 8 ±1 3 . O

F v al u e P v al u e

l .9 9 N S†

C V ( % )

2 0 . 3 土8 . 2

1 6 . 7 ±6 . 3

P v al u e

N S
*

N o . of c a s e s (% ) L .I . (% ) P v al u e

r a s m u ta tio n 2 ( 18 . 2) 5 2 . 8 ±8 . 9 N S +

n o r a s m u t ati o n 9 ( 8 1 . 8) 4 9 . 6 土8 . 2

F v al u e P v al u e

l .1 8 N S†

C V (% )

1 3 . 6 土1 . 1

1 9 . 4 土6 . 8

P v al u e

N S
*

*
S c h eff e

'

s S t u d e n t t t e st

† v a ri a n c e r a ti o t e st
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6 1 番目 の ア ミ ノ 酸 に 対応する塩基配列の 突然変異 に よ るも の と

されて い る
-2) 川

. すな わ ち , 正 常 r a s 蛋白は細胞外 シ グ ナ ル を細

胞 内 に 伝 え た 後 ,
G T P 分 解 酵 素 活 性 化 蛋 白 ( G T P a s e

a c ti v a ti n g p r o t ei n
,

G A P ) と結合 し, 自 己の 持 つ G T P 分解酵

素の 活性化に よ り素早く G T P → グア ノ シ ソ ニ リ ソ 酸 ( g u a n o s -

i n e d ip h o s p h a t e
,

G D P) 交換反応が起 こ り , 元 の 不 括化 r a s 蛋

白に 戻 る . しか し
, 変異 r a s 蛋白ほ G A P に よ る脱 リ ソ 酸化活

性促進 が起 こ らな い た め
, p 21

･ G T P 型 に 長く留ま り , 増 殖信

号を 継続 して 伝 え て しまうと考 え られ て い る
6l

. そ の 結 果 , 変

異活性型 r a s 遺伝子ほ 大腸腫瘍 に お い て 増殖率を 高め
, 癌 発生

の 過程 , 特 に 腺腫 の 発生 に 関与 して い る と 考 え られ て い る
4}

･

一 九 大腸癌に お ける腫瘍細胞の 増 殖能 を評価す る方法 と して

ほ
,

フ ロ
ー

サ イ ト メ ト リ ー に よ る腫瘍細胞 の D N A 量の 測定が

あ り,
そ れ に よ っ て 示 され る細胞増殖活性 は癌 の 病期や 阻織型

に 関 係 の な い
, 別 の 予 後 国子 と な り う る と 報 告 さ れ て い

る
18 卜 20 )

. 近年 ,
G a r c i a ら

2))
は

,
腫瘍細胞を 抗 ヒ ト P C N A/ サ イ ク

リ ソ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を 用 い て 免疫染色 し
,

こ れ を 半定 量的

に解析 した結 果,
D N A フ ロ ー サ イ ト メ ト リ

ー

に よ る 解析 結果

と きわ め て 高い 相 関を示 す こ とを 報告 した . そ し て ,
P C N A /

サ イ ク リ ン が 増殖細胞 の マ ー カ
ー

の
一

つ と して 有用 で あ ると 結

論 した . そ こ で
, 本研究で は

,
まず , 大腸腫瘍匿 お け る K ィ a s

遺伝 子の 点突 然変 異 を 分子生 物学 的手法 を 用 い て 解 析 し ,

K ィ a s 遺伝子の 点突然変 異の 存在が 腫瘍 の 異常細 胞増殖活 性 に

っ なが っ た の か どうか に つ い て
,

P C N A/ サ イ ク リ ン 抗体 を 用

い て免疫組織学的 に そ の 増殖能を 検討 した . 次い で
,

K -

r a S 遺

伝 子の 点突然変異お よ び P C N A/ サ イ ク リ ン 標識率と 臨床病理

学的諸 国子 との 関連を 検討 し
,

こ れ ら二 つ の 国子 が 予後決定因

子と な りう るか 否か を 統計学 的手法を 用い て 検討 した ･

本研 究に お い て
,

K ィ a s 遺伝子1 2
,
1 3

,
6 1 コ ド ン に お け る 点

突然変異は大腸癌42 症例中1 2 症例 ,
2 8 . 6 % に 認 め られ た ･ こ の

陽性率は V o g el st ei n ら
3)

,
B o s ら

4)
お よ び F o r r e s t e r ら

5'

が 報告

した約40 % と い う数値 よ り低か っ た .
K o b a y a s hi ら

22 '

は 日本人

の 肺癌を 対象 と して67 腺癌 中10 症例, 1 5 % に K- r a S 遺伝子12 コ

ド ン に 点突然変異を 証明 したが
, や は り ,

R o d e n h ui s ら
23 '

の 報

告 した31 % よ りも低値 で あ っ た . 原発臓器 に よ り癌 の 点突然変

異率に 差異 は ある と思わ れ る が
,

K- r a S 遺伝子の 点突 然変 異率

に は 人種 に よ っ て も差が 存在 し
,

日本人 の 方が 欧米 人 に 比較 し

て 低率なの か も しれ な い .

点突然変異を認 め た 大腸腫瘍15 症例 の うち 7 症例 と過半数近

く が
‥ 点突然変 異の 塑と して G G 対の 2 番目 の G が A に 変 異す

る トラ ン ジ ッ シ ョ ン で あ っ た . こ の 塑の 変異は
一 般に 化学 発癌

剤 で ある ア ル キ ル 化剤の 投与 と 関連 して 認 め ら れ るも の で あ

り
抑

, 大腸腫瘍 に お い て も こ の 発癌物質が 関与 して い る の か も

しれな い . K- r a S 遺伝 子に おけ る点突然変異の 有無と 臨床病 理

学的因子との 統計学 的検討で ほ
, 年齢 に 関 して

,
K - r a S 遺伝 子

の 点 突 然 変 異 陽 性 群 と 陰 性 群 と の 間 に 有 意 差 を 認 め た

(S c h eff e
'

s S t u d er lt t te St
, P < 0 . 0 1) . 高齢者 は ,

ア ル キ ル 化剤

を含 めた さ ま ぎま な 発癌物質に 長期間さ ら され る磯 会が 多く
,

こ の た め腺腫や 痛 の 発生を増加 させ るの み ならず ,
お そ らく そ

れに つ なが る K - r a S 遺伝子の 点突然変異の 危険性を 増大 させ て

い るもの と推定 され る .

今回 の 研究で は K -

r a S 遺伝子 に お い て 点突然変異 を認 めた 大

腸癌に 有意に組織学 的静脈侵襲が多 か っ た . ま た
,

K ィ a s 遺伝

子に 点突然変異を 認め なか っ た 大腸癌30 症例に お い て ほ 1 症例

も遠隔転移を 認め な か っ た の に 対 して
,

K- r a S 遺伝 子に 点突然

変異を認 め た大腸癌12 症例中 2 症例に 遠隔転移を 認め た こと は

特筆すべ きこ と で あろ う . さ ら に
,

K ィ a s 遺伝子の 点突然変異

陽性症例は病期 が進行 して い る こ とが 多か っ た
!
S l e b o s ら

25)

は

肺癌の な か の 腺 病に お い て ,
K- r a S 遺伝 子の12 コ ドン の 点突然

変異を 認め た患 者の 予後 は
, 同部位 の 点突然変異を 認めな か っ

た 患者 の 予後 に 比較 して 有 意 に 5 年生存 率 が 悪 か っ た (p =

0 .0 0 2) と報告 して い る . また
,
L u b b e rt ら

26)

は , 子供 に おける

急性 リ ン パ 球性白血 病患者の な か で ,
N- r a S 遺伝 子 の12 ある い

は1 3 コ ド ン に おけ る点突然変異を 認め る頻度 は少 な い もの の
,

点突然変 異を認 め た症例 は再発率が 高く( p
= 0 . 0 1 )

, 寛解に 導

入 で き る率も低 い 傾 向に あ っ た ( p = 0 . 0 7) と報告 して い る . し

たが っ て
,
K-r a S 遺伝子 の 点突然変異は患者 の 予後 に 対 し て 影

響 を与 え る因子 で あ る可 能性 が ある .

近年 の 分子生物学の 発達に よ っ て , 細胞 の 癌化 に は 癌遺伝子

の 活性化 と癌抑制遺伝子 の 喪失が 深く 関与す る こ とが 明らか に

され だ
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.
こ の う ち 大腸癌 に お い て は

I
K-r a S 遺伝 子 の 点突

然変異が発癌 の 初期 ,
i n iti ati o n の 段階 で起 こ る と考 え られ て い

る
射

. した が っ て
, 腺腫 の 発生 に は特 に 関与す る と思わ れ るが

,

本研究に 示 され る ごとく , 腺 腫 の K- r a S 遺伝 子点 突然変異は

20 . 0 % , 癌の そ れ は28 . 6 % で あ り , 欧 米の 腺腫 , 大腸癌 で の

40 % 以上 の 陽性率 とは 大きな差異 が あ っ た . こ れ は 腺腫
一

癌相

冒乱 すな わ ち
,
腺塵を 経て 癌 へ 発 育増殖す る と い う大腸癌が欧

米で は多 く
,
逆 に 腺腫を 経ずに 発育する d e n o v o c a n c e r が日本

で は か な り多 い と い う こ とを 意味 し,
d e n o v o c a n c e r の 場合 ,

K ィ a s 遺伝子 に お け る点突然 変異 が必 ず しも先行 しな い と い う

こ とに よ るの か も しれ な い
. 中村

34)
は癌組織診断基準を客観化

す るた め に 異型度の 数値変換 を試み
, 核 一 細胞 質比(N/ C ) の 数

値化 と構造異型の 数値 化と して腺管密度 との 2 変量か ら線型判

別関数を 導き出 した . こ の 診断基 準に よ っ て 癌 と判別され た部

分を 有す る大き さ 2 c m 以下 の 病変314 個の 解析 で は
, 日本人の

大腸癌 の う ち70 - 8 0 % が 腺腫観織の 認め られ な い
, すな わ ち大

腸粘膜 か ら 直接 発生 し た d e n o v o c a n c e r で あ り
,

残 り20 -

3 0 % が腺腫 の 癌 化で ある と結論 して い る . 今回 の 検討 で は 大腸

癌 に お ける K- r a S 遺伝 子の 点突然変異率は 従来の 報 告
…

よ り

低く , 2 8 . 6 % で あ っ た . おそ らく前述 の ように 人種 に よ る相違

に 加 え ,
d e n o v o c a n c e r が 今回 の 検索 の 中 に 含 まれ て い るとす

れ は
,

K ィ a s 遺伝 子の 点突然変異 率が 比較的低値 で あ っ た こ と

の 説明 に な る と思わ れ る .

近年 , 臨床 医学 に お い て 大腸内視鏡検査 の 技術的進歩は 目覚

ま しく , 最近 で は 最大径5 m m 以下の 微小大腸癌 を発見で きる

よ うに な っ た . 工 藤ら
35)

は 4 年10 ケ 月 の 期間 で 早期 大腸癌273

病変 を 発 見 して い る . うち7 3 病 変が 微 小癌 で あ り , 最 大径

10 m m 以下 の 小癌 は183 病変 で あ っ た . こ の よう な微 小 臥 小

癌を 対象 と した K ィ a s 遺伝 子 の 有無 と癌の 浸潤発育様式 の 解析

が
,

こ の 問題 に 対す る手が か りを 与え て くれ るか も しれない ･

P C N A は19 7 8 年 ,
M iy a c hi ら

38)
が膠 原病患者血 清 中に 見い出

した核抗原 で ある . 彼 らは 蛍光抗体法 で70 症例 の 全身性 エ リテ

マ ト ー デ ス ( s y st e m i c l u p u s e r y th e m a t o s u s
,
S L E ) 患者血清を

調 べ
, その 中の 3 症例 に 増殖細胞 の 核と の み特 兵的 に 反応する

自己抗体が存 在する こ と を発見 した , そ の 抗体 に 対応す る抗原

は p r olif e r a ti n g c eIl n u cl e a r a n ti g e n (P C N A ) と名付けられ た I

1 9 8 1 年 に B r a v o ら
37-

は 二 次元電気泳動法 で
, 増殖細胞に 特異的

に 出現す る分子量 36k D の 酸性蛋白質を 見い だ し∴細胞周期の
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早く 回 転す る 細胞 ほ ど多量 に 検出 さける こ とか ら
,

サ イ ク リ

ン ( c y cli n) と 名付 け た . 1 9 8 4 年 に M a th e w s ら
38)

に よ っ て

P C N A とサ イ ク リ ン が 同
一

物質 で ある こ とが 証明され た た め ,

サイ ク リ ン に 対す る抗体 と して 抗 P C N A 抗体が用 い ら れ る よ

う に な っ た .
こ の 時点 で 両 者 の 研究 は 合 流 し

,
そ の 物 質 は

P C N A/ サ イ ク リ ン と呼 ばれ る こ とが 多く な っ た .
こ れ らと は

全く独立に 研究 され た D N A ポ リ メ ラ ー ゼ ∂補助蛋 白質 ほ
, 当

然なが ら D N A ポ リ メ ラ ー ゼ の 研究か ら派生 した もの で ある .

1 9 76 年に ウ サ ギ の 赤 芽球過形成骨髄 か ら分離され た D N A ポ リ

メ ラ
ー ゼ ほ従来の D N A ポ リ メ ラ

ー ゼ α とは異 な り
,
3

'

-5
'

ユ キ

ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 持 っ て お り ,
B y r n e s ら

39)
は こ れ を

D N A ポ リ メ ラ ー ゼ 6 と名付けた . 1 9 8 4 年 に L e e ら
40)

が 子 ウ シ

胸腺か ら D N A ポ リ メ ラ ー ゼ ∂を精 製する 過程 で D N A ポ リ メ

ラ ー ゼ ∂ コ ア 活性を 著 しく 高め る補助蛋白質が 分離 され ,
T a n

ら
41)

に よ っ て 詳 しく解析 され た . そ し て198 7 年に P r eIic h ら
42)

と

B r a v o ら
榔

に よ っ て
,

これ が P C N A / サ イ ク リ ン お よ び S V 4 0

複製国子と 同 一 の もの で ある こ とが 証 明 さ れ た .
P C N A/ サ イ

ク リ ソ は 36 k D の 蛋白質で細胞回 転 に お い て G l 期か ら核内に

増え始め
,

G l/ S 移行期 に 最も増 え
,
G 2 期に 減少 し

, M 期お よ

び GO 期 に は 免疫学 的に 検出 で きな い と い う特徴
44)4 5 )

が ある . し

たが っ て
, 抗 P C N A/ サ イ ク リ ン 抗体(1 9 A 2) は増殖 して い る細

胞を標識する , きわ め て 有用 な抗体 と して 評価 され て い る
21)

.

本研究で は
,
P C N A / サ イ ク リ ソ 抗体 を用 い て3 4 正 常 大腸粘

膜,
1 2 大腸腺腫 お よび32 大腸癌を 免疫染色 し

, 無作為抽出 した

5 視野を 鏡検
, 白黒写真 で撮影 し

,
P C N A/ サ イ ク リ ン 標 識率

を算出 した . そ の 結果 , 癌の P C N A/ サ イ ク リ ソ 標識率57 . 1 ±

1 1 .0 % お よ び腺魔の P C N A / サ イ ク リ ン 標識 率55 . 0 ±1 0 . 0 %

ほ
,
正常粘膜の P C N A / サ イ ク リ ン 標識率46 . 0 士6 . 6 % に 比較 し

て それぞれ 有意 に 高値を 示 した (p < 0 . 0 1 , p < 0 . 0 5) . しか し ,

癌と腺腰の P C N A/ サ イ ク リ ソ 標識率 との 間に は統計学的 な 有

意差は認め られ ず ,
P C N A / サ イ ク リ ン 標 識率 の 多寡 を も っ て

癌と腺魔の 判定根拠 に 利用 する こ とは 難 しい と 思わ れ た . 癌と

正常粘膜間の P C N A / サ イ ク リ ン 標識率の F 検定 で は癌の 方 が

バ ラ ツ キが 多く (p < 0 . 0 5) , また 各視野 に お け る バ ラ ツ キ 具 合

を見た C V 値 で の 検討 に お い て も癌 の み が 正 常粘膜 と比較 して

有意に バ ラ ツ キ が大き い (p < 0 . 01 ) と い う結果が 得 られ た . 癌
一

腺腰 , 腺腫 一

正 常粘膜間に は F 値 , C V 値 ともに 有意差 を 認

め ず
, 変動係数 をも っ て 良悪性 の 判別 に 利用 する こ とも難 しい

と思われ た .

P C N A / サ イ ク リ ン 標識率 と臨床病 理学 的諸 国子 と の 解析 で

ほ
, 癌 に お い て 占拠部位に 関 して

▲
P C N A / サ イ ク リ ン 標識率

に 左右差を 認め た ( p < 0 . 0 5) こ と は 興味深 い . 症例 を よく検討

して み ると
, 右半結腸濫 発生 した 癌は11 症例中8 症例 ▲

7 2 .7 %

が高分化型腺癌 で あ っ た の に 対 して
, 左半結腸に 発生 した 癌は

21 症例中 9 症例 (42 . 9 % ) が 高分化型腹痛 , 1 2 症例 (57 . 1 % ) が

申分化 型腺病 で あ っ た . 癌 の 分化 度が 低 く な れ ば な る ほ ど

P C N A / サ イ ク リ ン 標識 率が高くな る (p < 0 . 0 5) と い う傾向 が

あるの で
,

こ の 組織型 の 差が癌 の 占拠部位 に お ける P C N A/ サ

イ ク リ ン 標識率 に 影響 を与え た もの と思わ れ る .

本研究 で
,
P C N A/ サ イ ク リ ソ 標識 率と 大腸癌 の 組織 学的深

速度と の 間に統計学的有意差を見 い 出せ ず ,
ま た

,
リ ン パ 節転

移および 同時性遠隔転移 に 関 し て も統計 学的 有意差 を 認 め な

か っ た . 臨床 的に は い ずれ も患者 の 予後に 大きく関与す る因子

であるが
, 癌細胞 の 増殖塵と 臨床病理学的諸因子に 関す る諸家

の 報告も, 病期
,

リ ン パ 節転移お よ び他臓器転移 との 間に 統計

学的有意差 を認め て い な い
Ig)2 0 )4 6 ト 48 )

. 病期 は 患者 の 予 後に 関連す

る最も重要 な指標 で あるが
, 癌細胞個 々 の 悪性度を 表現 して い

るわ け で は ない . 今 臥 検討 した症例数が 少く
, 統計学的有意

差を 認め る に 至 らなか っ た が
,
P C N A / サ イ ク リ ソ 標識率 の 高

い 癌症例が浸潤性の 高度な癌(浸潤様式β , r ) で ある傾 向が あ

り , 他臓器 へ の 直接浸潤と 関連する可 能性が ある .

K- r a S 遺伝子 の 点突然変異陽性大腸癌 は異常細胞増殖活性 を

獲得
, 保持 して 特異な進展 を取 るの か どうか を 明らか に す るた

め , K- r a S 遺伝 子 に お け る 点突 然変 異 陽 性群 と 陰性 群 と の

P C N A/ サ イ ク リ ン 標識率を 比較 し
, 統計 学的 に検 討 した , 今

回 の 方法で は K -

r a S 遺伝子に おけ る点突然変異と P C N A/ サ イ

ク リ ン 標識率 で 評価 した腫蕩増殖 率と の 間に 統計学的に 有意な

関連性は な か っ た . しか し 細胞増殖 因子 の 作用や い く つ か の

癌遺伝子の 発現に よ っ て 人工 的に 開始 させ た紳胞の D N A 複製

が
,

r a S 蛋白中和抗体の 敏江入 に よ っ て 阻害 され る 事実
49】50)

か

ら
,

r a S 遺伝子が 細胞増殖の 調節 に 関連する こ と は疑 い の な い

こ と で ある . 活性化 r a s 蛋白の 効果が 及ぶ 最終標的は
, 核 内に

お ける転写 ･ 複製調節困子群に ある と考え られ るの で
,

こ れ に

至 る ま で い く つ か の 他 の 因子と の 共同作用 を 必要 と す る
6}

. し

た が っ て
, 癌細胞の D N A 合成促進 に は K ィ a s 点突然変 異以外の

複数 の 因子が関与 し
, 細胞増殖能と K ィ a s 遺伝子 の 点突然変 異

は 直接結び つ か な か っ た もの と 思われ る . 今回 の 研究に お い て

は K- r a S 遺伝子 の 点突然変異を 認め た癌 に 静脈侵襲が 多く , 病

期の 進展が み られ た こ と , また
,

おそ らく化学発癌剤の 曝露や

腺厳 に 引き続い て 発生す る高齢者の 大腸癌に K- r a S 遺伝子 点 突

然変異が 有意に 高率で あ る こと が わ か っ た .
こ れ は

,
P C N A /

サ イ ク リ ン 標識率の 高い 癌の 特徴,
つ ま り , 問質反応を伴 い

,

低分化型 で 浸潤性に 富む 大腸癌と は少 し趣を 異 に す るよ う に み

え る . した が っ て
,

K- r a S 遺伝子点突然変異 と高い 癌細胞増 殖

活性 とほ む しろ別 々 の 予後に 影響を 与え る因子と推定され る .

結 論

大腸腫瘍に おけ る K-r a S 遺伝子 の 点突然変異を分 子生物学的

手法を用い て 解析 し,
K-r a S 遺伝子 の 点突然変異 に よ る腫瘍 増

殖率 へ の 関与の 有無を P C N A/ サ イ ク リ ン 標識率 を指標 に して

検討 した . ま た
,
K- r a S 遺伝子 に おけ る点突然変異と P C N A /サ

イ ク リ ン 標識率が 臨床的に 予後決定国子 とな り う るか どうか を

統計学的に 検討し
,

以 下の 結論を 得た .

1 . 癌 で は42 症例中12 症例, 2 8 . 6 % に1 2 コ ド ン あるい は13 コ

ド ン に 点突然変異を 認め た . 腺腫ほ15 症例中 3 症例 , 2 0 .0 % に

同 じく12 コ ド ン あるい は1 3 コ ドン に 点突然変異を 認めた . 点突

然変異を 認め た15 症例の う ち 7 症例,
4 7 % ほ

,
コ ド ン の G G 対

の 2 番 目の G が A に 変化 して い る G- A ト ラ ン ジ ッ シ ョ ン で

あ っ た .

2 . P C N A / サ イ ク リ ン 標識率は痛 , 腺腫, 正 常粘膜 で そ れぞ

れ57 . 1 ±1 1 .0 % ,
5 5 .0 ±1 0 . 0 % ,

4 6 . 0 ± 6 . 6 % で あ っ た . 癌 一

正

常粘膜 , 腺脛一正常粘膜間に 標識率に 関 して そ れ ぞれ 有意差 を

認め た (p < 0 . 0 5 , p < 0 . 0 1) ,

3 .
K ィ a s 点突然変異の 有無 と臨床病理学的な検討で は

,
点

突然変異陽性群が 陰性群 に 比 べ て 年 齢 が 高い 傾 向が み られ た

(p < 0 . 0 5) . また
‥ 点突然変異陽性痛 に 組織 学的静脈便 襲が 高

か っ た (p < 0 . 0 0 5) .

4 .
P C N A / サ イ ク リ ソ 標識率 と臨床病理 学的検討 で は 左半
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結腸 に 発生 した 癌 の 標識率 が 右半 結腸癌 に 比 べ て 高 か っ た

(p < 0 . 05) . 分化虔が 低く な る ほ ど P C N A / サ イ タ リ ン 標識率 が

高 くな り (p < 0 . 0 5) ,
また

, 問質 へ の 浸潤増殖が 強 くな る ほ ど

P C N A / サ イ ク リ ン 標識 率が 高く な る と い う 傾 向が み ら れ た

(p < 0 . 0 5) .

5 . 統計学的 に は
,
K- r a S 点突然変異と P C N A/ サ イ ク リ ソ 標

識率と の 間 に 相関は 認め られ なか っ た .

6 . 大腸腫瘍 同時多発症例に お い て K -

r a S 遺伝子 の 点突然変

異率が42 . 9 % ( 3 / 7 ) と 大腸腫瘍単発症例 の23 . 5 % (1 2/ 5 1) に

比 べ て 高か っ た .

以上 よ り
,
大腸癌 に お い て は K ィ a s 遺伝 子の 点突然変異 と腫

瘍 の 細胞増殖能 と ほ別個 の 予後因子 に な りうる と 思わ れ た ･ お

そ ら く ∴ルr a s 遺伝子の 点突然変異 と腺腫発生 お よび 阻織 学的

静脈侵襲 , 高い P C N A/ サ イ ク リ ソ 標識率 と問質 へ の 浸潤 増殖

と い う 2 両性 を も っ て 大腸癌 は進展するもの と 推定 され る .
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a n ti o n c o g e n e s . C a n c e r R e s . , 45 , 1 4 3 7-1 44 3 (1 9 8 5) .

28) B i s h o p ,
J . M . : T h e m ol e c ul a r g e n e ti c s of c a n c e r .
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,
N i g r o

,
J . M .

,
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S .
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原謙 一 編) , 第 2 版 ,
1 1 8 7-1 21 6 頁 , 教育社 , 東京 ,
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,
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K a n a z a w a 9 2 0
-

J ･ J u z e n M ed
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リ
1(Il , 2 1 1
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2 2 6 (1 9 9 2)

K e y w o r d s K - r a S p Oi n t m u t ati o n
, p r Oli fe r ati n g r at e

, p r Oli f e r a ti n g c ell n u cl e ar an ti g e n/ C y Cli n
,

Cli n ip o p a th 0l o gi c al

a n aly si s
,
C Ol or et al c an C er an d a d e n o m a

A b s t r a ct

K -r a S g e n e m u t ati o n i n c ol or e c tal t um O rS (5 3 c ar Ci n o m as
,
2 1 a d e n o m a s) 打o m 5 9 p a ti e n ts w a s i n v e stig ate d u si n g oli g o nu -

cl e oti d e p r o b e s sp e ci B c f or a m ut a ti o n at c o d o n 1 2
,
1 3

,
O r 6 1 0f th e K - r aS g e n e b y p ol y m e r a s e c h ain r e a c d o n an d olig o n u -

cl e otid e h y bri di z ati o n t e c h n iq u e s
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an d th ei r p r oli 知 a ti v e a c ti v i ty w a s as s e ss ed i m m un O hi st o c h e m i c all y b y u si n g th e an ti -

P r O -

1i 知 a d n g c ell n u cl e ar an ti g e n ( P C N A)/ c y cli n ( 19 A 2) ･ P oi n t m u ta ti o n s a t c o d o n 1 2 0 r 1 3 w er e o b s e rv e d i n t w el v e of 4 2 c ar -

ci n o m a s ( 2 8 .6 % ) an d th r e e of 1 5 a d e n o m as ( 2 0 % ) . N o p oi n t m u t a ti o n w a s d e te c te d i n c o n tr ol m u c o s as ･ L ab elin g i n d e x (L ･

1 .) of P C N A /c y clin in c ar cin o m a c ells a n d a d e n o m a c ells w as 5 7 ･1 ±1 1 ･0 % an d 5 5 ･0 ±1 0 ･0 % r e sp ec ti v ely ･
T h e s e in dic e s

w er e sig ni丘c an tly hig h er th a n th e L .1 . of th e n o rm al m u c o s a (4 6 ･0 ±6 ･6 % )(p < 0 ･0 5; P < 0 ･0 1) ･
R a s g e n e m u t ati o n -

p OSiti ve

c as e s t e n d ed t o b e old er th a n th o s e w i th o ut m ut ati o n s i n c an C er S (p < 0 .05) . M i cr os c op ic a11y ,
C ar Cin o m as p o siti v e f o r K - ra S

p oi nt m u t ati o n s t e n d e d t o sh o w th e pr e s e n c e of v e n o u s in v asi o n (5/1 2 v s ･ 1/3 0 , P < 0 ･ 00 5) ･ C a n c er s l ∝ at ed in th e left c olo n

w er e g e n e r al 1y ch ar a ct e ri z ed b y in c r e a s ed n um b e rs of p r olif er ati n g c ells (P < 0 ･0 5) ･ M o r e o v er
,
a m O n g 4 2 ad e n o c ar Ci n o m as a

si g ni鮎 an t i n v e rs e c or rel a ti o n w as d e m o n str at ed b et w e e n L ･1 ･ O f P C N A/ c y cli n an d th e d e g r e e of di 飴 re n ti a d o n (p < 0 ･0 5) ,
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P C N A/ cy clin - d e ri v e d pr olife r ativ e a cti vity b et w e e n K -r a S P Oi n t m u t atio n p o si ti v e c a n c ers a n d K - r a S p Oin t m ut ati o n n e g ati ve

c an C er S ･ T h e p re s e nt d at a s u g g e st th at p o ln t m u t ati o n al a cti v ati o n o f K -r aS g e n e i n c ol or e c t al c a r cin o m a s i s c o rr el at ed w i th

v e n o u s in v a si o n
,
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,
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er s f or t u m or p r o g n o si s ･


