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研 究 成 果

[研 究 目 的]

癌 の原 因 は 癌 遺伝 子 ・癌 抑 制 遺 伝 子 な どの 異 常 の 集 積 に よ るた め で あ る こ とが 明 らか に な っ

て き た。 しか し、 そ れ ぞ れ の種 類 の 癌 に どの 様 な遺 伝 子 異 常 が 関 っ てい る か は ほ とん どわ か っ

て い な い。 した が って 、 癌 の メ カ ニ ズ ム を理 解 す る に は 、遺 伝 子 異 常 を簡 単 に検 出 で き る方 法

の確 立 が 望 まれ る。 一 方 、 ヒ ト腫 瘍 の 病理 標 本 はパ ラ フ ィン ブ ロ ック と して 大 量 に 保 存 され て

い る た め 、 これ を材 料 と して遺 伝 子 解 析 が で き る よ うに な る と、 癌 の解 明 に 資す る とこ ろ が 大

き い。 遺 伝 子 異 常 を検 出 す る方 法 と して は、singlestrandconformationpolymorphism(SSC

P),RNaseAmismatchanalysis,denaturinggradientgelelectrophoresis(DGGE),

constantdenaturantgelelectrophoresis(CDGE),directsequencingな ど さま ざ ま な方 法

が報 告 され て い る。 この 中 で 、 我 々 はPCRとDGGEを 組 み 合 わせ たGC-clampedDGGE法 を応

用 してパ ラ フ ィ ン包 埋材 料 の 遺 伝 子 解 析 を行 っ た。 この 方 法 の利 点 は 、① 微 量 のDNAが あれ

ば よ く、組 織 切 片 か ら く り抜 い た 微 小 組 織 片 を対 象 とす る こ とが で き る こ と、 ② 放 射 性 同 位

元 素 を用 い な い た め に通 常 の 実 験 室 で で き る こ と、 ③ 同 時 に 多 数 の試 料 を調 べ る こ とが で き

る こ と、 ④ 遺 伝 子 異 常 の 検 出 が 迅 速 で 、せ い ぜ い1日 程 度 の時 間 しか 要 しな い こ とな どが あ

げ られ る。 我 々 は この 方 法 を用 い て ヒ ト、 ラ ッ ト、 マ ウス腫 瘍 に お け るK-ras遺 伝 子 、p53

遺伝 子 の解 析 を行 った 。

[研 究 計 画 ・方 法 ・結 果]

1.GC-c!ampedPCR-DGGE法 の礎 立

GC-clampedPCR-DGGE法 を確 立す るた め に 陽性 コン トロー ル と してK-rascodonl2の

firstpositionにG→Aの 変 異 を持 つA549細 胞 と正 常 ヒ ト胎 盤DNAを 使 用 した。K‐ras

exonlの 両 端 にPCRprimerを 設 定 し、5'側primerの5'側 に約30merのGCrich

sequence(GCclamp)を 添 加 した。 これ らのprimerを 用 い てPCRを 行 っ た と こ ろ、 予想 さ

れ た148bpの 単 一 のPCRproductが 増 幅 され た 。 次 に0～80%の 変 性 剤 の濃 度 勾 配 を含 む

10%polyacrylamidegelを 作 製 し、PCRproductをgradientと 直角 方 向 に泳 動 した。 変 性

剤 はureaとformamideを 用 い 、 そ れ らの濃 度 は7Murea,40%vol/volformamideを100%

と した。 泳 動 は150V、600Cの 条 件 下 で6時 間行 い 、泳 動 後gelを エ チ ジ ウム ブ ロマ イ ド染 色

してUV照 射 下 で 撮 影 した 。 そ の結 果 、K-rasex・n1を 含 むPCRfragmentは0-40%変 性 剤

の濃 度 範 囲 で は 、 ほ ぼ一 定 の 泳 動 度 を 示 した が 、40-60%の 範 囲 で は 急 速 に泳 動 速 度 が 低 下 し

た。 これ は変 性 剤 に よ りGCclamp以 外 のDNAが 単鎖 化 す る と と も に三 次 元構 造 を と るた め

で あ る。 一方 、 同様 の 条 件 下 で正 常DNAか ら増 幅 したPCRproductとA549細 胞 か らのPCR

productを 同 時 にDGGEを 行 っ た と ころ 、40-60%の 濃 度 勾 配 範 囲 で 両 者 は 明 らか に 異 な る泳

動 パ ター ンを示 した 。 これ は上 記 の三 次 元構 造 が 塩 基 配 列 の違 い に よ り微 妙 に 異 な る こ とに よ

る。 次 に 、40-60%の 濃 度 勾 配 ゲ ル を作 製 し、PCRproductを 濃 度 勾 配 と平 行 に 泳 動 した と こ

ろ、 正 常 とA549で は明 らか に異 な った 位 置 にバ ン ドを示 した 。 さ らにA549DNAを 正 常DNA
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で様 々の割合 で希釈 してPCRを 行 いDGGEを 行 った ところ、前者が1に 対 して正常DNAが

16倍 存在下で も異常バ ン ドが観 察 された。

2.と.み 擢藷 にお グるK-ras遺 疲 子の変異

K-rascodon12,13の 変異 は ヒ ト腫 瘍 で最 も高い頻度で検 出 され る癌 遺伝子 の異常 であ る。

その頻度 は腫瘍の種類 に よって異な り、膵癌、大腸癌 、肺癌 では高い が、肝 癌、乳癌 、腎癌 で

は低 い。一方 、胆 道癌 のK-ras変 異 につい ては、報 告者 に よって まちま ちで、0%か ら100%

まで大 きな開 きが ある。我 々は この差 は検 出方法の感度 の違い に よるもの と考 え、GC-clamped

PCRDGGE法 で検討 した。材 料 は1979年 か ら1991年 ま での手術 お よび剖 検材料 で、 いずれ

もパ ラフィンブ ロ ック と して保存 され ていた もので ある。そ の内訳 は腫 瘍46例(胆 道癌22

例 、胆 道腺腫1例 、胆 の う癌18例 、胆 の う腺腫5例)、 腫 瘍様 病変10例(腺 腫様過 形成8

例 、 コレステ ロール ポ リ0プ1例 、腺腫様 胆の う炎1例)及 び過形成10例 であ る。 これ らの

診断基 準 はWHO分 類 に基 づいた。 これ らのパ ラフ ィンブ ロックか ら5μmの 連 続切 片 を作製 し

て、1枚 をH-E染 色 し、 も う一枚 か ら実体顕微鏡 下 で腫瘍細 胞 に富んだ部 分 を注射針 で く り

抜 いた。 これ らをtemplateと してPCRを 行 った ところ、いずれ の試料 か らも予測 された

148bpの バ ン ドが増 幅 され た。次 にPCRproductをDGGEで 解析 し、異 常が見 られ た試料 に

つ いてはoligonucleotidedotblothybridization法 によ り、K-rascodon12の 塩基配列

を決定 した。そ の結果 、胆道癌 では46例 中22例(47.8%)、 胆の う癌で は18例 中6例

(33.3%)に 変異 が見 られ 、それ らは主 にglycine→serineへ の変化 であった。 また、一つ の

腫瘍 で2種 類 の変異 が見 られ た例や 、原発 巣 と転移 巣でK-ras変 異が異 なった例 も見 られた。

これ らの こ とは、一つ の癌 がK-rasに 関 して異 な った遺伝 子型 を持 つ癌細胞 か ら構…成 されて

いる ことを示 してい る。一方 、胆 の う腺腫 で も5例 中3例 でK-ras変 異 が見 られ た ことか ら、

この異 常は必ず しも悪性 の指標 にはな らない ことが明 らか になった。 また、K-ras変 異の有 無

は様 々な病理学的、臨床的パ ラメー ター とは相関 しない ことが判 明 した。

3.籾 疲産 生縦涯ジと遼7営型 嬢霧 のK一 宏∂S,ρ53置 疲 子

粘液産生膵 癌 はVater乳 頭 か らの粘液 の漏 出、膵 管 の著 しい拡張 、浸潤 ・転移 がまれ な こ

と、予後 良好 な ことが特徴で、病理像 、臨床像 が通常型 膵癌 と大 き く異な る。 この よ うな違 い

は、それ ぞれ に関与す る癌 関連 遺伝 子の差 に よ るもの と考 え られ る。通 常型膵癌 に 関 して は、

K7rascodonl2の 変異 がほぼ100%の 例 で検 出 され る こ とが知 られ てい る。 しか し、粘 液産

生膵癌 のK-rasに つ いては報 告が乏 しく、 またp53に つい ての報告 はない。我 々 は粘液 産生

膵癌16例 と通常型膵癌20例 についてGC-clampedPCR-DGGE法 に よ りK‐ras,p53の 変異

を検索 した。 これ らはいずれ もパ ラフ ィンブ ロックと して保 存 され ていた病 理標 本 で、上記 と

同様 に実体顕微鏡 下で腫瘍細胞 に富んだ部位 を く り抜 き、それ をPCRtemplateと して使 用 し

た。p53に 関 してはexon5か らexon8ま でをそれ ぞれ増幅 して検 索 した。そ の結 果、K-

rascodonl2の 変異 は粘液産 生型16例 中全例 に、通常型20例 中19例 に検 出 され た。一

方、p53の 変異 は通 常型の4例(20%)に 検 出 され たが、粘液産 生型 では全例陰性 で あった。
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p53変 異 の 検 出 され た4例 に つ い て はPCRproductをTAク ロー ニ ン グベ ク タ ー に組 み 込 み 、

塩 基 配 列 を決 定 した 。 そ の 結 果 、3例 にcodon272,273のmissesensemutationが 見 られ 、

他 の1例 で はcodon285-286の1basedeletionで あ った 。 ま た 、p53の 免 疫 染 色 で は 、

missesensemutati・nを 示 した 通 常 型3例 で 陽 性 で あ っ た が 、 粘 液 産 生 型16例 を含 む 他 の

例 で はい ず れ も陰 性 で あ った 。

4.ラ ソ み茄『i発)痙翅こお 〆プる 」053契～翠

ヒ ト肝癌 ではp53変 異が高頻度 に見 られ、 しか も地域 に よってそのcodonが 異な るこ とが

報告 され てい る。 これ は発 癌因子 の差 による もの と考 え られ る。 ラッ ト肝化 学発癌 は多段階発

癌モデル として古 くか ら解 析 されてお り、p53変 異に関 して発癌剤 の種類 に よる影響 のみで な

く、initiation/promotion/progressionの いずれ の段 階で 関与す るか につ いて も解析 で きる

もの と期待 され る。我 々 はSolt&Farber法 にて誘発 した前癌結節 、肝 癌組織iおよび肝 癌細

胞株 か らmRNAを 抽 出 し、RT-PCR法 に よ りexon4-6,exon6-10の 範 囲 を増幅 してDGGE法

に よ り解 析 した。 さらに、変異 が見い出 された試料 につ いてはsequencingを 行い 、塩基配 列

を決 定 した。 その結果 、前癌結節12例 、肝 癌6例 ではいずれ もp53変 異 は検 出で きなか っ

た。 しか し、肝 癌細胞株 では10株 中6株 でp53変 異が認 め られた。次 に3'-Me-DAB,MNU,

aflatoxinB1,DENの4種 類 の発癌剤 で誘発 した肝 癌、肝 前癌病 変 につ い て も解 析 を行 った。

これ らの材 料 につい てはホル マ リン固定、パ ラフィン包埋 し、病 変部 を組織切 片か らくり抜 い

て検 索 した。 ラ ッ トp53遺 伝子 につい てはexon5とexon6が 融合 してい る ことがわか っ

たため、 この両exonを 同時 に増 幅 した。 しか し、 これ らの肝病 変58例 につ いては、p53変

異 は全 く検 出で きなか った。以上 の結果 は、p53変 異 は肝癌細胞株 の樹立時 に生 じた もの と考

え られ、 ラ ッ ト肝発癌へ のp53の 関与は乏 しいもの と考 え られ た。

5.ラ ソ み汐ラ『i発憂宮〆こお/プ るK二ras・ 契翼

ラ ッ ト肝 癌 で はK-rascodonl2の 変 異 が報 告 され て い る が 、 そ の 頻 度 は報 告 者 に よ っ て 著

しく異 な っ てお り、 ま た 検 出 方 法 も ま ち ま ち で あ る。 そ こで 上 記 の4種 類 の 発 癌 剤 で誘 発 した

肝 癌 お よび 前 癌 病 変 に つ い てパ ラ フ ィ ン切 片 か ら病 変 部 を く り抜 き 、DGGE法 に よ りK-ras

codon12の 変 異 を検 索 した 。 そ の結 果 、3'-Me-DABで 誘 発 した肝 癌 で は49個 中4個 に 、

af!atoxinB1で 誘 発 した 肝 癌 で は13個 中1個 にK-rascodonl2の 変 異 が検 出 され た 。 こ

れ に対 して 、DEN,MNUに よ る肝 癌31個 、 前 癌結 節38個 で は全 例 でK‐ras変 異 は 検 出 で き

な か っ た 。 した が っ て 、 ラ ッ ト肝 癌 で はK-rascodon12の 変 異 は一 般 に低 頻 度 で 、 しか も そ

れ は発 癌 剤 の種 類 に よっ て異 な る こ とが 明 らか に な った 。

6.マ クス,指ゾ腺 璃瑳獺 労廷16ク不死 ノZ　ブと ρ53

マ ウス細胞 はinvitroで 自然 に不死化 しやすい ことが知 られてい る。それ は一部の小数細

胞 に何 らかの突然変異 が生 じるため と考 え られてい るが 、未 だ詳 細は不明で ある。 この過程 で

のp53に つ いては、変異 が高頻度 に見つか る とい うもの とほ とん どない とい う正反対 の報告
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で あ る。 我 々 は この 点 を マ ウスp53のintronのpolymorphismを 利 用 して 検 索 した 。 す な

わ ち 、 我 々 はC3HとDBA2マ ウス で はintr・nlの 塩 基 配 列 が 一 部 異 な っ て い る こ と を偶 然

発 見 した。 そ こ でC3HxDBA2F1マ ウス か ら3T3,3T6,3Tl2な どの不 死 化 細 胞 株 を 多 数 樹

立 し、 これ らにつ い てp53LOHを 検 討 した。 方 法 はpolym・rphicsequenceを 含 む領 域 を

PCRで 増 幅 し、 ポ リア ク リル ア ミ ドゲル 泳 動 、 エ チ ジ ウム ブ ロマ イ ド染 色 した の ち、母 ま た は

父 由来 のバ ン ド有 無 に よ りLOHを 判 定 した。 この 結 果 、59株 中1例 の み にp53LOHが 認 め

られ た 。 さ ら に これ ら細 胞 株 に つ い て各p53exonを 増 幅 し、DGGE法 に よ りmutationの 有

無 を検 索 した とこ ろ 、LOHを 示 した1例 以 外 は 全 てp53遺 伝 子 は 正 常 で あ る こ とが 明 らか に

な っ た 。 した が っ て 、 マ ウス線 維 芽 細 胞 の 自然 不 死 化 に はp53の 不 活 性 化 は 関 与 しな い こ と

が判 明 した。

[総 括 と反 省]

GC-clampedPCRDGGE法 はパ ラフィン包埋 ヒ ト腫 瘍 の突然変異 の検 出に有効 であ ることが証

明 され た。材 料 は古い ものほ どPCRの かか りが悪 くな る傾向 が見 られ たが、今 回使 用 した 中

で最 も古い もので1979年 の もの であ り、上記 の 目的に十分かな うものであ った。 この方 法の

実施 に当た って今 回の研 究か ら気付 いた点 を上 げる と以下 の とお りであ る。

① 正常DNAを 用 いてPCRの 条件 を十分検 討 し、 目的以外 の非特異 的バ ン ドが出現 しない条

件 を選 ぶ ことが大切 であ る。 非特異バ ン ドが ある とDGGEの 結果の判 定が きわ めて難 しくな

る。

② それ ぞれの種類 のPCRfragmentに つい ては必ずperpendicularDGGEを 行 い、parallel

DGGEで のgradient濃 度 範囲 を決 定 してお く必要 があ る。 また 、parallelDGGEに つ いて

も泳動時間 を種々変 えて最 も適当な条件 を選ぶ ことが大切 であ る。

③DGGEで 変異 が検 出 された材料 につ いては再度 、PCRか らく り返 し、結 果 に再現性が有 るか

否 か を確 かめ るべ きであ る。

④ コンタ ミネ ー シ ョンを防止す るために、試薬や器 具の取 り扱い には十分注意 を払 う必要 が

あ る。

⑤ 腫 瘍組 織 につい ては間質成 分が混在す る と、wildtypeの バ ックグラ ウン ドが強 くな るた

め、変異 があって も検 出できない ことがあ る。 したが って、顕微鏡 下で腫 瘍細胞成分 を く り

抜 き、enrichmentを 行 うことが望 ま しい。

⑥DGGE法 は変異の有無 を判 定す る方法 であ るか ら、塩 基配列 を決 定す る手段 を準備 してお く

必要があ る。 その方法 としてはDNAsequencing(ベ クター を使 用す る方法 とdirect

sequencing)、 ・1igonucleotidehybridizationが 考 え られ るが、 これ らは 目的 に よ り適宜 、

使 い分け る。

⑦ 最近、DGGEを 簡素化 したCDGEが 報告 され てお り、条件設 定 を十分行 うとDGGEに 匹敵

す る検 出感度 を持つ とされ ている。 この方法 はgradientを 作製す る必要がないた め、gel

の作製 がDGGEよ りはるか に容易 とな るので今後、 この方法の応用 を検討す る必要が ある。
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