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特集 胆と膵VoL　27（3）p．151～155，2006

膵癌診断の将来展望

膵液中のSA　RP2遺伝子のメチル化測定による

　　　　　　　　膵癌診断へのアプローチ＊

渡邊弘之1）・大坪公士郎1）・岡田源作1）
毛　利　久　継1）・土　山　智　也1）・澤　武　紀　雄1）

要約：Secreted　apoptosis－related　protein　2（SARP2）は，膜貫通型frizzled　proteinの

cysteine－rich　domain（CR：D）に対する相同物であり，　Wnt癌化シグナル伝達系に対して抑

制的に作用し，さらにapoptosisに対して誘導的に作用するとされる。　SARP2のプロモー

ター領域のメチル化による転写抑制により，ヒト癌では，Wntシグナル系の活性化が生じ，癌

化が促進されることが明らかにされている。膵液上清中のSARP2メチル化の検討では，　MSP

法で，膵癌で75％（24／32），IPMN悪性群で82回目9／11），良性群で89％（8／9），慢性膵炎で

5％（1／19），コントロール群で0％（0／10）であり，IPMN以上の病変で有意に陽性率が高かっ

た。さらに，Real－timeを用いた定量的：MSPでは，ある程度，癌特異性を高めることが可能で

あった。このように，今後，膵液や十二指腸液を用いたSARP2メチル化の測定は，膵腫瘍性

病変のスクリーニング法として期待される。

：Key　words：SARP2メチル化異常，膵癌，　IPMN，膵液

はじめに

　今日，各種画像診断法の向上により，ある程度の大

きさの膵癌の診断能は向上したが，依然として根治切

除可能な症例は少なく，また，自己免疫性膵炎をはじ

めとする腫瘤形成性膵炎や嚢胞性膵疾患など良悪性の

鑑別困難な症例も少なくない。これは，膵癌では，胃

癌や大腸癌のように生検が容易でなく，また膵液細胞

診もいまだ十分な診断感度を有していないことによる

ところが大きい。最近，正常膵管上皮より膵管上皮内

腫瘍を経て，浸潤性膵管癌に進展する新しい病理分類

（PanIN分類）が提唱され，遺伝子異常との対比も活発

に検討されている。最近では，K－rasコドン12やp53

変異，欠失などのgeneticな異常のみならず，各遺伝子

の発現調節に関わるepigeneticな因子にも変化がみ

られることが明らかにされている。

　膵管上皮由来の膵管癌は，膵液に異常が反映されや

すいことより，膵液遺伝子検査は，臨床的な膵癌の早

期診断法や確定診断法として期待されている。われわ

れも，これまで，膵液中のK－ras変異，　p53変異，　p16

変異，mesothelin　mRNAなどの検出による膵癌診断

の有用性を報告してきた1”’11）。

　最近，ジョンズホプキンス大学から，microarrayを

用いたメチル化の検討により，SARP2のメチル化は

膵癌細胞株で91％（20／22），切除膵癌組織で95％（40／

42）にみられたが，正常膵組織ではみられず，膵癌の

phenotypeとして注目されている12）。

　本稿では，膵液中SARP2のメチル化測定による膵

癌診断へのアプローチについて解説する。

1．メチル化異常と癌との関連

’　Measurement　of　Aberrant　Methylation　of

　SARP2　in　the　Pure　Pancreatic　Juice　for　the

　Diagnosis　of　Pancreatic　Neoplasms

1）金沢大学がん研究所腫瘍内科（〒920－8641金沢市

　宝町13－1）

　最近の発癌機構において，DNAメチル化のような

epigeneticな変化の重要性が注目されている。すなわ

ち，遺伝子変異を生じなくても，遺伝子のプロモーター

領域のCpG配列部位が高メチル化されることにより，
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表1各種膵疾患における膵液中SARP2メチル化の
　　　陽性率

表2MSP法による膵液中SARP2のメチル化の陽
　　　性率と膵癌の臨床病理学的因子との対比

膵疾患 膵液 SARP2メチル化の陽性率

膵癌

IPMN悪性群
IPMN良性群

慢性膵炎

コントロール群

清
坦
坦
清
清
計
清
清

上
士
合
上
上
合
上
上

750／o　（24／32）

750／．　（15／20）

790／o　（26／33）

820／o　（9／11）

890／o　（8／9）

850／．　（17／20）

50／o　（1／19）

oo／．　（o／lo）

ホ」

臨床病理学的因子 膵液中SARP2メチル化
　　　の陽性率

＊

IPMN　：　intraductal　papillary　mucinous　neoplasm

＊：p〈O．OOI

プロモーター結合蛋白の結合が抑制されることで，遺

伝子の転写が抑制され，不活化される。したがって，

これに伴って癌抑制遺伝子の転写が抑制され，発癌や

癌の進展が促進される。

腫瘍径（TS）

　　　TS，S2．0　cm

　2．0〈TS，＄4．0　cm

　4．0〈TS，　S　6．0　cm

　6．0〈TS，　＄8．0　cm

占拠部位

　頭部

　体部

　尾部

臨床病期

　I

　II

　III

soo／．　（1／2）

730／o　（11／15）

860／o　（12／14）

1000／．　（2／2）

780／o　（14／18）

830／．　（10／12）

670／o　（2／3）

1000／．　（1／1）

　oO／．　（O／2）

67％　（2／3）

850／o　（23／27）

II．　SA　RP2の機能・作用

　Secreted　apoptosis－related　protein　2（SARP2）は，

膜貫通型frizzled　proteinのcysteine－rich　domain

（CRD）に対するhomologueであり，　Wnt癌化シグナ

ル伝達系に対して抑制的に作用し，さらにapoptosis

に対して誘導的に作用するとされている13）。SARP2

のプロモーター領域のメチル化による転写抑制によ

り，ヒト癌では，Wntシグナル系の活性化が生じ，癌

化が促進されることが明らかにされている。このよう

に，Wntシグナル系の負の調節因子としてのSARP2

の役割は，癌化の過程で重要な意味を持つ。

　SARP2遺伝子をトランスフェクトされたヒト乳癌

細胞株（MCF　7）は，細胞内β一カテニン濃度が低下し，

TNFやセラミドのような前アポトーシス刺激に対す

る感受性が充進ずる13）。一方，メチル化によるSARP2

の転写抑制は，アポトーシスに対する抵抗性を獲得し，

癌細胞の増殖能を高める作用がみられる。

　このSARP　familyは，　secreted　frizzle－related

protein（SFRP）familyと同一であることが判明し，

さらにSARP2はSFRP－1と同一であることが確認

された13）。

　最近，SFRP－1のメチル化が大腸癌14）や食道癌15）で

高頻度にみられることが報告されており，さらに

SFRP－1の転写抑制が前癌性病変ともされる大腸粘

膜のaberrant　crypt　foci16）やBarrett食道15）でも検出
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表3定量的real－time　MSP法を用いた膵液中
　　　SARP2メチル化の陽性率（カットオフ値：8×

　　　10－11）

膵疾患
定量的real－time　MSP法による

　SARP2メチル化の陽性率

膵癌

IPMN悪性群
　　　良性群

慢性膵炎

i灘i｛に聾

ミ
心
や

IPMN　：　intraductal　papillary　mucinous　neoplasm

廓：p＜0．05，　ホゆ：p＜0．005

図2SARP2に対する定量的real－time　MSPの標
　　　準曲線（Mia　PaCa－2希釈系列）と純膵液サン

　　　プルの蛍光曲線（上段）ならびに検量線（下段）
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図3各種膵疾患患者膵液中のSARP2メチル化定量値／GAPZ）H定量

　　　値の比による片対数グラフ

　　　平均値±標準偏差（×10－11）

されている。さらに，糞便中SFRPのメチル化の検出

による大腸癌のスクリーニングに応用を試みた報告も

みられる17）。

III．　MSP法による膵液中SARP2

　　メチル化の検討

　膵癌細胞株と各種膵疾患患者から十二指腸内視鏡下

経乳頭的に採取した純膵液をもとに，methylation－

specific　PCR（MSP）法18）を用いて検討した成績を示

す19》。すなわち，膵癌細胞株や膵液上清からDNAを抽

出後，sodium　bisulfite処理を行い，　SARP2のコアプ

ロモーターを含む領域についてmethylated　primers

とunmethylated　primersの2組を用いて，　PCRを行

い，PCRバンドの有無により，メチル化の有無を判定

する方法である。

　図1に，MSP法による膵癌細胞株と各種膵疾患別

の膵液を用いて，SARP2のメチル化状態を電気泳動

図として示した。図1に示した膵癌細胞株では，全て

メチル化されており，非メチル化のPCR産物はみら

れなかった。9種類の膵癌細胞株中PANC－1を除く8

株（89％）にメチル化がみられた。

　一方，膵液を用いた検討では，メチル化されていな

いDNAを有する正常膵管上皮細胞の混入のため，非

メチル化PCR産物は，必ず検出される。したがって，

メチル化DNAのPCR産物の有無により，SARP2の
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メチル化遺伝子の有無を判定することになる。膵癌と

Intraductal　papillary　mucinous　neoplasm　（IPMN）

でメチル化バンドが高率にみられたが，一方，慢性膵

炎や結果的に膵疾患のみられなかったコントロール群

では，メチル化バンドはほとんどみられなかった。

　表1に，各種膵液中SARP2遺伝子のメチル化異常

の頻度を示した。MSP法を用いた膵液の検討では，膵

癌で79％（26／33），膵管内乳頭粘液腫瘍（IPMN）で

85％（17／20）［悪性群で82％（9／11），良性群で89％

（8／9）］，慢性膵炎で5％（1／19），コントロール群で0％

（0／10）との成績が得られ，有意に膵管内乳頭粘液腫瘍

以上で高頻度にみられた。なお，IPMNの悪性群は，

手術組織で境界病変以上であった3例と，各種画像診

断で，①主面管径7mm以上，②嚢胞径30　mm以上，

③壁在結節6mm以上のいずれかを認めた8例の計

11例とし，良性群は，手術組織で，腺腫あるいは過形

成であった2例と，前述のいずれも満たさない7例の

計9例とした。また，表2に示すように，膵液中

SA　RP2メチル化の陽性率と膵癌の腫瘍径，占拠部位，

臨床病期との間には，有意な相関はみられず，膵癌の

早期段階から検出された。

IV．　Rea1－time　MSP法を用いた膵液中

　　SA　RP2メチル化の定量的検討

　LightCycler⑧を用いたreal－time　MSP法により，

SARP2メチル化の定量的測定を行った成績を示

す19）。図2には，MiaPaCa－2を陽性コントロールに用

いた希釈系列による標準曲線により検量線を求め，5

桁以上の定量性を確認した。膵液サンプルについても，

標準曲線と同様なパターンを示した。GAPDHについ

ても定量値を求め，膵液上清中のSARP2メチル化の

定量値と内部コントロールのGAPZ）Hの定量値の比

を片対数グラフにプロットした（図3）。平均値と標準

偏差を求め，Welch’s・t－testを用いた検討では，膵癌と

慢性膵炎の間に有意差がみられた。さらに，8×10－11を

カットオフ値に設定すると，表3に示すように，膵癌

で58％，IPMNの悪性群で55％，良性群で33％，慢性

膵炎で11％となった。膵癌と慢性膵炎の間ならびに

IPMNの悪性群と慢性膵炎の間に，有意差がみられ

た。

　以上のように，十二指腸内視鏡下経乳頭的に採取し

た膵液中のSARP2のメチル化は，　IPMNと膵癌で

80％前後の高率に検出されたのに対して，慢性膵炎や

コントロール群では陽性率がきわめて低率であった。

さらに，Real－timeによる定量的MSPでは，　SARP2

のメチル化は慢性膵炎に比し，膵癌やIPMNの悪性群

で，有意に高率であり，癌特異性をある程度高めるこ

とが可能である。一方，ジョンズホプキンス大学の成

績では，手術中に採取した膵液の検討で，SARP2のメ

チル化は，膵癌で46％（11／24）にみられるが，慢性膵

炎8例の膵液では，全例陰性であると報告されてい

る12）。

　したがって，今後，内視鏡下に採取した膵液や十二

指腸液を用いて，SARP2のメチル化を測定すること

は，膵腫瘍スクリーニング法として期待されると思わ

れる。また，一般的にメチル化は，癌化の早期段階で

生じるものが多い傾向にあるが，DNA　microarrayに

よる解析などから，より癌特異性の高いメチル化マー

カーの登場も期待される。
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