
p53癌抑制遺伝子変異検索の膵癌診断

言語: Japanese

出版者: 

公開日: 2017-10-05

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 渡邊, 弘之, 山口, 泰志, 澤武, 紀雄

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/40638URL



特集 胆と膵Vo1．20（9）p．757～763，1999

膵癌の分子生物学一その基礎，診断と治療の展望一

P53癌抑制遺伝子変異検索の膵癌診断＊

渡邊弘之1）・山口泰志・澤武紀雄

要約：膵癌では胃癌や大腸癌のように生検が行えないことが，その早期診断や鑑別診断を困難

にしているが，K－rαsコドン12の変異が高率にみられることに注目し，膵液中K：一・rαs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，偽陽性がかなりみられ，癌特異性

が問題になっている。このような点を補完し，膵液中DNA診断の向上を目指して，私共は，

p53癌抑制遺伝子変異の有無をnon－RI－SSCP法にて検討している。本法によるp53遺伝子

変異（エクソン5～8）は膵癌の42．3％（11／26）に認められている。一方，粘液産生膵腫瘍（腺

腫）4例と慢性膵炎16例の膵液には同変異は検出されず，その癌特異性は非常に高い。また，

K－rαs変異陰性例にもp53変異陽性例がみられ，　K－rαs変異と組み合わせることにより，膵癌

の遺伝子診断が向上する。

Key　words：p53，　K－ras，膵液，膵癌

はじめに

　膵癌では早期膵癌や小膵癌の段階で診断される症例

は依然として少ないので，その発生・進展過程におけ

る遺伝子異常を系統的に検索する機会に乏しく，他の

消化器癌に比較して遺伝子異常について不明な点も多

い。しかし，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，膵癌の95％以上を占める膵管

癌では，K－ras癌遺伝子コドン12の点突然変異が膵

癌組織で75％～100％と高頻度に発現することよ

りト4），内視鏡下経乳頭的に採取した膵液においてK－

rαs変異の分析が行われている5）。これまでに報告され

ている膵液中K－ras変異の頻度は検出法の感度など

によりその陽性率は異なるがト15），検出感度を高める

と，粘液細胞過形成に由来するK－ras変異も検出され

ることが明らかとなり16），偽陽性の高いことが問題と

なっている11・12）。定量的なK－ras変異測定により，癌

特異性を高めることが可能であるが，検出感度はやや

低下する15）などの問題が残る。本稿では，膵癌における
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p53癌抑制遺伝子異常について概説し，膵液中p53変

異の検索する意義をK－ras変異のそれと対比しなが

ら述べる。

1．膵癌組織におけるp53癌抑制

　　遺伝子の異常

　癌抑制遺伝子の代表的存在であるp53遺伝子は，点

突然変異などによる異常を起こすことによって，正常

のp53蛋白の機能が失われ，細胞周期においてG1停

止を回避し，さらにアポトーシスを阻害し癌化を引き

起こすと考えられている。この変異は種々の癌で共通

してみられ，1994年Greenblattら17）のまとめた文献

的集計によると，消化器癌組織では食道癌279例中

45％，胃癌314例中41％，大腸癌960例中50％，肝細

胞癌716例中29％，膵癌170例中44％というp53変

異率が報告されている。K－rasの場合のように特別に

高率ではないが，他の遺伝子に比して高い変異率がみ

られている。表1は膵癌組織におけるp53変異率を遺

伝子レベルと蛋白レベルで検討した従来の成績をまと

めたものである。最近，切除膵癌の初代xenograftで

76％（31／41）と高い変異率も報告されている18）。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
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表1　ヒト膵癌におけるp53変異とp53蛋白発現
　　　（組織染色）の頻度

報告者 国年度 頻度
出
法

制
方

Casyら

Scarpaら＊

Berrizpeら

Redstonら

Pellegataら

Nakamoriら
Ruggeriら

Rozenblumら

アメリカ　　1993　33％（8／24）　　d

イタリア　1993　38％（8／21）　　b

日本　　　　1993　43％（6／14）　　　b

スペイン　1994　27％（8／30）　　b

アメリカ　　1994　70％（19／27）　　c，d

イタリア　1994　51％（18／35）　　a

日本　　　　1995　43％（16／37）　　　b

アメリカ　　1996　39％（53／136）　　b

アメリカ　　1997　76％（31／41）　　b

a：direct　sequence　of　PCR　products　with　DGGE

　　（Denaturing　gradient　gel　electrophoresis）

b　：　direct　sequence　of　PCR　products　with　SSCP

c　：　sequence　of　cloned　PCR　products

d　：　direct　sequence　of　PCR　products

宰イタリアと日本の膵癌それぞれ21例と14例を用いた

きにp53蛋白過剰発現と表現し，染色陽性と判定され

るべきだという意見が強い。

　粘液産生膵腫瘍を呈した腺腫（境界型）でp53等分

を認めたという報告24）もあるが，一般に過形成や腺腫

ではp53変異は認められず，膵癌においてもp53変

異は悪性腫瘍としての病理形態学的特徴が明らかと

なった時点で発現するとされている。p53変異陽性群

と陰性群には膵癌の臨床病理学的事項に差異はみられ

ないが，治癒切除群，非治癒切除群を問わずp53変異

陽性群で有意に予後が不良であるという報告25）があ

り，p53変異の検索が悪性度や予後判定の指標として

役立つ可能性はある。膵の他の腫瘍におけるp53変異

は，島細胞癌で12例中1例（8％）と例外的で，腺房

細胞癌でも22例中陽性例はないと報告されている。

〈免疫組織染色体〉

Casyら

Scarpaら＊

DiGiuseppeら

Zhangら

Leeら

Ruggeriら

Dergham

Satoら

（アメリカ）

（イタリア）

（日本）

（アメリカ）

（アメリカ）

（オーストラリア）

（アメリカ）

（アメリカ）

（日本）

（1993）

（1993）

（1993）

（1994）

（1994）

（1994）

（1996）

（1997）

（1997）

470／o　（16／34）

570／o　（12／21）

640／o　（　9／14）

400／．　（19／48）

370／．　（20／54）

630／o　（32／51）

56％　（76／136）

570％　（43／75）

700／．　（45／64）

料からDNAを抽出する方法の普及，および分析法の

感度や精度の向上により，検出率が高くなったことに

よると思われる。膵癌のK－ras変異はコドン12に集

中してみられるのに対し，p53にはこのようなホット

スポットは存在しない。しかし，いずれの癌において

もドメインII－Vをコードするエクソン5～8（コドン

128～306）に変異が集中しており19・20），従来の膵癌にお

けるp53変異の検索もエクソン5～8に限って検討さ

れた報告が多い21）。

　p53変異がみられるときにはそのほとんどで一方

の対立遺伝子座の欠画を伴っており，同時に変異型

p53蛋白は核内のheat　shock　proteinなどと結合し，

半減期が延長し，核内蓄積が起こるとされている22）。こ

のようなことを反映して，抗p53抗体により核が強く

染色されるようになる。ただし，実際には野性型蛋白

と変異型蛋白とを区別できる抗体はなく，非癌細胞に

も散発的に染色される場合が多い。また，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され

ないことに留意する必要がある23）。また，マイクロ

ウェーブ処理による抗原提示能の上昇に伴い，免疫染

色陽性率の上昇もみられている。これらのことより，

最近では癌細胞の20％以上に細胞核が染色されたと

II．膵液中p53変異の検索による

　　膵癌診断への応用

　膵癌のp53変異にはK－rasコドン12のような都

合のよいホットスポットがないので，分析法がK－ras

の場合に比して，煩雑である。このようなことを反映

してか，これまで遺伝子診断として体液中のp53変異

を検討した報告は，未だ少ない。肺癌患者の喀疾サン

プル15例中2例（13％）にp53変異がみられた報告26）

や肺癌組織にp53変異が確認された肺癌患者の気管

支肺胞洗浄液28例中11例（39％）に組織と同一の

p53変異が検出されたとの報告27）がみられる。さらに，

膀胱癌患者の尿サンプル15例中11例（73％）28），30例

中24例（80％）29）にp53変異がみられたという報告が

ある。

　膵液を用いた検討では，内外を通じて私共30）と広島

大学第一内科のグループ31～33｝のものだけである。ただ

し，後者は膵管ブラッシングによる細胞診のサンプル

を用いて，主としてp53蛋白染色により検索したもの

である。

　私共30）は膵癌患者26例より内視鏡下経乳頭的に採

取した膵液においてnonRI－SSCP法でp53遺伝子の

変異（エクソン5－8）について検索したところ，表2に

示すように，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

みられ，膵癌全体で26例11例（42．3％）にp53変異

がみられた。一方，粘液産生膵腫瘍（腺腫）4例，およ

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もp53遺伝子の変異バン

ドは検出されなかった。このように，膵癌における

p53変異は良性疾患では認められず，癌特異性は非常
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表2　膵癌患者の臨床病理学的因子と膵液中p53変異ならびにK－ras変異の成績

patient　no．　（yA№erj　sex　Locationa　（tisZgb　stage 53　mutationC －ras　mutationC

SCP　（exon）　Codon　Sequence　PCR－RFLP　HPA　pattern

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ゴ
　
　
　
　
ご
　
d
　
d
　
　
　

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

　
　
　
　
　
　
　
　
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
2
2
2
2
2
2

F
M
M
M
M
M
M
F
M
M
M
F
M
M
M
F
M
M
M
M
F
F
M
F
M

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

7
7
7
5
6
7
7
4
7
5
4
4
4
5
7
6
6
6
8
8
7
7
5
7
7

H
H
B
B
T
B
H
B
B
B
H
B
T
H
H
B
H
H
T
H
H
T
H
H
B

2
2
4
3
3
3
4
4
3
4
3
1
2
2
3
4
2
4
3
3
2
3
3
2
2

m
恥
陥
m
隔
…
…
m
置
旧
恥
恥
－
陥
H
恥
踊
m
鞭
罵
難
論
恥
肱
恥

　
　

　
　

O
7
ワ
」

　
（
　
　

十
十

　
　
　
　

8
だ
U

十
十

　
　
U
【
U

　
　

十
56　CGC－CAC

48　CGG－CCG

44　CAG．TAG

十
一
十
十
一
十
十
十
十
十
十
一
十
十
一
十
十
十
十
十
十
十
十
十
面

sp

sp

sp

sp

sp

Asp
ys，　Asp

Arg
Asp

sp

sp

sp

sp

sp

sp

sp

rg

H，　head；　B，　body；　T，　tail

TS　1＄2．0　cm　；　2．0　cm〈TS　2＄4．0　cm　；　4．0　cm〈TS　3＄6．0　cm　；　6．0　cm〈TS　4

十，　mutation　；　一，　no　mutation

Mutational　analysis　of　P53　was　performed　not　only　in　the　PPJ　but　also　in　the　pancreatic　tumor　tissue

高いと考えられる。上記の異常バンドを検出した症

のうち3例につき，直接シークエンス法にて塩基配

を検討し得た。表2に示すように，症例16は，エク

ン5のコドン156にCGC→CAC（アルギニン→ヒ

チヂン）への変異を認めた。症例25はエクソン5の

ドン144にCAG→TAGへの変化を認めた。これ

，グルタミンから停止コドンへ変化するナンセンス

異であった。症例21はエクソン7のコドン248が

GG→CCG（アルギニン→プロリン）への変異を認め

。また，症例18，21，22，23，25において，マイク

ダイゼーション法にて組織標本から抽出したDNA

ついてp53遺伝子の解析を行ったところ，いずれも

液標本のものと一致していた。

さらに，p53遺伝子を検討した膵癌患者の膵液の同

の検体について，K－ras癌遺伝子コドン12の変異

ついても検討した。PCR－RFLP法12）を用いると，表

に示すごとく膵癌症例25例中21例（94％）にK－ras

ドン12の変異バンドを認めた。K－ras変異の定量

測定法であると同時に，その変異型をも同定できる

PA法15・34）では，膵癌26例中17例（65％）が変異陽

3膵癌患者における膵液中p53変異と
　　K－ras変異の比較

）p53変異とK一舟変異（HPA法）との比較

53変異 otal

－ras変異
ゾ
2 7

置
9

ota1 1 5 6

）p53変異とK一螂変異（PCR－RFLP法）との比較

53変異 otal

一　ras変異 ゾ
9
倉

自
り
ρ

⊥
4

ota1 1 4 5

と判定された。変異パターンではアスパラギン酸が

5例と圧倒的に多く，アルギニンが2例，システイン

1例に認められた。症例10は，2種類の変異が同時

認められた。

さらに，膵癌患者膵液の，同一検体でp53変異とK－

as変異の有無を比較した成績を表3に示した。癌特

性の高い定量的な方法であるHPA法で測定した

と膵Vo1．20（9）1999 59
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ERCP

膵液細胞診：class　II

K－rasコドン12（HPA法）：
　　　　　　　　GGT（Gly）　．　GAT（Asp）

ρ53分析

PCR－SSCP法 シークエンス分析

切除組織 膵液

←
M

囲
二

←
M
←
M

耀
黛

輩
下
Ψ

i　JA．　一　A　C　9．Si．S｝　A　Goo－C－C

　コドン248
W　：　CG　G　（Arg）

　　　　　十

M　：　CCG　（Pro）

　　　　　　　図1膵液中遺伝子変異が有用であった膵癌症例

　膵管造影では明らかな異常所見は認められなかった。膵液の細胞診は陰性であった

が，膵液の遺伝子分析を行うとK一燃とp53の変異が陽性であった

K－ras変異の結果と対比してみると，両者ともに変異

陽性例は26例中9例であり，いずれか一方のみは

p53で2例，　K－rasで8例であり，結局いずれか陽性

であったものは26例中19例（73％）であったという

成績が得られている。また，癌特異性に問題はあるが

検出感度に優れているPCR－RFLP法で分析したK－

rαsとp53変異の結果を組み合わせると，両者ともに

変異陽性を示したのは25例中9例であり，いずれか一

方のみ陽性であったものは25例中23例（92％）にみ

られた。このように，特異的診断法，スクリーニング

法のいずれの目的に使用するにしてもK－rasとp53

変異の両者を併用することは診断率の向上をもたらす

ものであり，膵液中P53遺伝子変異を分析することの

意義の重要性が窺われる。

　ここで，膵液中の遺伝子変異検索が有用であった膵

癌2症例を提示する。

　症例1：症例は83歳，男性で，食欲不振にて来院し

た。血清アミラーゼとエラスターゼ1は正常で，腫瘍

マーカーはCEA　O．8　ng／dl，　CA　19－9〈6U／m1と正常

で，SCCのみ51　ng／m　lと上昇していた。　US・CTに
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i鎌駕
it棄1

ERCP

膵液細胞診：class　11

K－rasコドン12：
　　　　　PCR－RFLP法、 HPA法ともに陰性

ρ53分析

PCR－SSCP法

正常膵組織 膵液

M
‡
M

鼠騨顯

シークエンス分析

GGCACCC　ACG　TCCG
　　　oo一

　Codon　1　56

W　：　CGC　（Arg）

　　　　　，

M　：　CAC　（His）

　　　　　　　　図2膵液中p53変異が有用であった膵癌症例
　膵管造影では，膵頭部に尾側膵管の拡張を伴う主膵管狭窄と仮性嚢胞がみられ，慢性

膵炎との鑑別に難渋した。膵液中の細胞診とK－ras変異は陰性であったが，　p53変異は

検出された

て膵鉤部から体部にかけて径4．5cm大の腫瘍が認め

られた。しかし，図1に示すように，ERPでは，膵管

像に明らかな異常は指摘されなかった。膵液細胞診は

class　IIであったが，膵液中遺伝子分析を行うとK－

rasコドン12にGGT→GATの変異およびp53エ

クソン7のコドン248にCGG→CCG（アルギニン→

プロリン）への変異がともに認められた。本藍は低分

化型腺扁平上皮癌の組織像を呈したG－CSF産生膵癌

の症例で膵液中遺伝子分析が有用であった35）。

　症例2：症例は70歳，男性で，上腹部痛を主訴に来

院した。血液検査にて，血清アミラーゼとエラスター

ゼー1は正常で，CA　19－987　U／ml，　CEA　4．3ng／d1と

腫瘍マーカーの軽度上昇がみられた。US・CTにて，

主膵管拡張と膵頭部の軽度腫大が認められた。ERPで

は，図2に示すように，膵頭部主膵管の狭窄と尾側膵

管の拡張所見が認められた。狭窄部には仮性嚢胞もみ

られ，腫瘤形成性膵炎との鑑別に困った症例であった。

内視鏡下に採取した膵液細胞診はclass　IIであり，
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K－rasコドン12の変異はPCR－RFLP法とHPA法

ともに陰性であった。一方，p53変異はエクソン5の

コドン156にCGC→CAC（アルギニン→ヒスチヂ

ン）への変異を認め，膵癌と診断した。手術にて膵癌

と確認され，組織学的に低分化型腺癌であった。

　Ishimaruら31）は，　ERCPで主膵管の狭窄部位のブ

ラッシングにより得られた細胞にp53蛋白の免疫染

色を行い，膵癌20例中18例（90％）に染色陽性であ

るが，慢性膵炎8例ではすべて陰性であるという成績

を報告している。また，Iwaoら32）は，同様な検討で，

粘液産生膵腫瘍を呈し膵癌であった9例中7例（78％）

でp53蛋白染色は陽性を示したのに対し，腺腫6例に

はp53染色陽性例は認めなかったとしている。その

後，彼ら33）は症例数を増やして検討し，膵癌44例中パ

パニコロー染色による細胞診では27例（61％）が陽性

であったのに対し，p53蛋白の免疫染色では36例

（82％）が陽性であるという成績を得ている。一方，慢

性膵炎30例ではすべてp53蛋白の染色は陰性であっ

たと報告している。さらに，p53蛋白の免疫染色陽性

14例中12例（86％）にp53変異が分子生物学的解析

により検出されたと報告している。

　p53蛋白染色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はあるが，細胞核が

少しでも染色されれば陽性と判定することに問題があ

る。本法は，抗体が野生型蛋白と変異蛋白とを区別で

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，などの問題点も指摘される。

また，ブラッシング法では，該当部位にブラシを挿入

できる場合には細胞が多量に得られる利点があるが，

膵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る。さらに，採取部位はほとん

ど主膵管領域に限られ，分枝由来の小膵癌などいわゆ

る膵野型膵癌ではブラッシングは不可能である。一方，

膵液中の脱落細胞からDNAを抽出する方法では，理

論的には膵管のいずれかの部位から脱落した癌細胞で

も検討が可能である。ただし，得られた細胞のうち，

癌細胞が少数であった場合には変異遺伝子が野生型遺

伝子に希釈され，遺伝子異常が検出感度以下になると

いう欠点もある。いずれにしても，ブラッシング細胞

診が容易な場合にはその利点を活用すべきであろう。

また，p53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，ブラッシング細胞診か膵液の沈渣

のスメアにまずp53蛋白の免疫染色を行い，染色され

た細胞のみをマイクロダイセクション法により分離

し，染色されない場合には沈渣からDNAを抽出して，

p53の変異を分子生物学的に分析すれば，その検出粋

ならびに精度はより向上するものと思われる。
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