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大腸癌,胃 癌,肺 癌症例における癌抑制遺伝子 p53の免疫組織

学的検討およびSSCP法 による点突然変異検出との比較

岡山大学医学部第1外科,

片岡 正 文  岡 林

中谷  紳   上 平

折田 薫 三  能 見

はじめに

p53遺伝子は第17番染色体短腕に位置 し,そ の変異

が大腸癌1),肺癌力,肝細胞癌いなどの各種の悪性腫瘍に

おいて認められ,癌 化の段階に重要な役害Jをはたして

いることが示唆されている。臨床症4/1におけるp53果

常の検出法 としては,免 疫組織学的手法を用いた蛋自

レベルでの検出と,遺 伝子 レベルでの点突然変果の検

出の 2つ の方法が主に用いられている。しかし,,同一

症例において蛋自レベルおよび遺伝子 レベルの検討を

同時に行った報告は少ない。

今回,大 腸癌, 胃癌,肺 癌の手術切除T/11において,

p53蛋自の発現異常を免疫組織学的に検討するととも

に,大 腸癌症例については遺伝子 レベルでの変果の検

出を行い,そ の結果に基づいて両方法の信頼性,有 用

性を検討したので報告する。

対象 と方法

1991年10月より1992年7月 までに切除された大腸癌
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大腸癌,胃 癌,肺 癌の手術切除例において,p53蛋自の発現異常を免疫組織学的に検討し,さ らにそ

の結果が遺伝子変果をどの程度反映しているかを検討するために,reverse transcription‐polymerase

chain reaction‐single strand conformation polymorphism(RT‐PCR‐SSCP)法 および直接シーケ

ンスにて点突然変異の検出を行った。免疫組織染色は,マ イクロウエーブ固定標本を使用し,抗 p53蛋

白モノクローナル抗体 (PAb1801)を 用いて行った。大腸癌13421中9例 (692%),胃 癌 8例 中 5421

(62.5%),肺 癌 5例 中 4例 (80.0%)に 陽性所見が認められたが,臨 床病理所見との相関関係は認め

られなかった。RT‐PCR‐SSCP法 では大腸癌13421中6例 に異常を認め,両 方法間の一致率は846%で

あり,点 突然変異が免疫組織所見によく反映された。p53蛋自の発現異常は60%以 上の陽性率を示し,

幅広い腫瘍マーカーとしての可能性が示唆された。また,RT,PCR‐SSCP法 により点突然変異の検出

が簡便に行えた。

Key words p53 mutation of colon cancer and gastric cancer, PAb1801, polymerase chain reaction-single

stand conformation polymorphism

13例, 胃癌 8例 ,肺 癌 5例 を対象とした。

1.免 疫組織染色 t手術標本を,切除後直ちにアルデ

ヒド固定液 (2%ネ ルムアルデヒド,0.05%グ ルター

ルアルデヒド)と ともにマイクロウェーブ照射 (出力

500W,20秒 )による迅速固定。ゆを行ったのち70%エ タ

ノール中で脱水したものをパラフィン包埋 した.パ ラ

フィン切片を脱パラ後, 1次 抗体 として抗 p53蛋白モ

ノクローナル抗体 PAb18016)(。nCogene sctence社)

を使用し,ABC(avidin_biotin‐peroxidase complex)

法のによりDAB(3‐3′diaminobenzidine)を基質 として

免疫染色を行った。

2.RT‐PCR‐SSCP法 ゆ～1い:新鮮手術標本を直ちに

凍 結 した の ち- 8 0 ℃に て 保 存 し, A C P C ( a c i d

guanidium thiocyanate,phenol‐chloroform)法 11)″こて

全 RNAを 抽出した。 ランダムな配列を持つ 6マ ーの

オ リゴDNAを プライマーとして,逆 転写酵素にて

37℃で60分反応させ cDNAを 作成 したのち,点突然変

果 のh o t  s p o t l 分を 含 む エ ク ソ ン 4 ～ 9 の コ ドン

1 0 0 ～3 1 5 の領 域 を A 領 域 ( 1 0 0 ～2 0 9 ) , B 領域

(193～315)の 2領域にわけ PCR法 にて増幅した。A
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領 域 は CACAAAACCTACCAGGGCAG,

CATCCAAATACTCCACACCC, B領 域 ヤよCAT‐

CTTATCCGAGTGGAAGG, GAGCTGGTGTT,

GTTGGGCAGを プ ライマーと し13), denaturation

94℃で30秒,annealing 55℃で 1分,extension 72℃で

2分 の条件で40サイクルの PCR反 応を行った (Fig.

1)。SSCP法 は以下のごとく行った。PCR産 物を T4ポ

リヌクレオチ ドキナーゼを用い,〔γ‐
32P〕ATP(7,000

Ci/mmol,ICN社 )にて未端ラベルし80倍に希釈 した

のち,95%ホ ルムア ミドを含む dye solutionを等量混

ぜ,90℃で 3分加熱後氷冷 したものを,10%グ リセ P―

ルを含む 5%ポ リアクリルアミド:ビス (2911)ゲ

ル上で電気泳動を行った。ゲルを乾燥 して,イ メージ

ングプレー ト (フジフイルム)に 約 2時 間露光し,バ

イオイメージアナライザー (BAS2000)を 用いてバン

ドの解析を行った。

Fig。l Schema Of PCR area on p53 cDNA

p53 cDNA
codon 100      codon 315

region A
region B

―         COdOn 100～ 209

-  COdOn 193～ 315

p53の免疫組織学的検討およびSSCP法 による点突然変異検出  日 消外会誌 27巻  1号

region A: 325bp primer (:|♀など|1景♀Iな;:さR:R:な8)
reglon B: 365bp primer (:|::i:心千:♀♀さ♀千::さ:R8)

3 ,  シーケンス i  d s D N A  C y c l e  S e q u e n c i n g  S y t t e m

(GIBCO BRL)を 使用し直接シーケンスを行った1。
.

シーケンスプライマーは PCRプ ライマーと同様のも

のを用いた。 プ ライマーを〔γ‐
32P〕ATPで ラベルした

のち,PCR産 物を鋳型 とし,基 質にジデオキシヌクレ

オチ ド三 リン酸に加え1ゆ30サイクルの PCR反 応を施

行し,電 気泳動後,解 析を行った。

4.臨 床病理所見との比較 :大腸癌症4/1について,免

疫組織学的検討の結果 と大腸癌取扱い規約16)に
基づい

た リンパ節転移,漿 膜あるいは外膜浸潤,組 織学的進

行程度についてそれぞれ比較 し検討を行った。

結  果

1)免 疫組織染色

p53蛋自の免疫組織染色では,癌 細胞に特異的に陽

性所見が認められ,正 常細胞に染色は認められなかっ

た(Fig.2).陽 性例は大腸癌13421中9421, 胃癌 8例 中

Table l  lmlllunohistoche■lical analysis of p53

protein

Organ + 十 positive rate (%)

colon cancer
gastric cancer
lung cancer

4

3

1

69 2

62 5

80 0

- | carcinoma cell was not stained
* i positive staining in 10-50% of carcinoma cell

nuclei

*F : positive staining in more than 50% of carcinoma
cell nuclei

a-colon

Fig. 2 Immunohistochemical staining of p53 protein in colon (a) and lung (b) carcinoma.
Staining were performed with PAb1801 (oncogene Inc). In both cases, positive staining of
nuclei in carcinoma cells (T), whereas negative in normal cells (N).

b-lung
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Fig. 3 RT-PCR product: Expected size of product were obtained from all colon

cancer soecimens.
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Fig. 4 RT-PCR-SSCP analysis of colon cancers. Mobilities of DNA fragments

amplified from tumor samples(T) were different from those of normal tissue

samples(N) at region A in case 3, 7, 9, 11 and at region B in case 1, 5, 13.

N : nomal mucosa
T: cancer t issue
D: double strand DNA
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54/1,肺癌 5例 中 4例 であった (Table l).胃癌の 1

471,肺癌の 2421において全体の癌細胞に対する陽性細

胞の害」合が20～30%で あった以外は,陽 性例では80%

以上の癌細胞で陽性所見が認められ,陰 性4/1では陽性

細胞はほ とん ど認め られず (1%以 下),癌 巣内の

heterogeneityは少なく陽性,陰 性の判定は容易に行

えた。

2)RT‐ PCR・SSCP法

RT‐PCRに より全例で予想されるPCR産 物すなわ

ちA領 域で325bp,B領 域で365bpのバン ドを認め,

p53 mRNAの 発現が示された (Fig.3),大 腸癌134/1

1  2 3

p53の免疫組織学的検討およびSSCP法 による点突然変果検出  日 消外会誌 27巻  1号

中 A領 域で 4 Trl(症4/13, 7,9,10),B領 域で 3例

(症例 1, 5,13)に 正常部 と移動度の異なるバン ドを

認めた(Fig.4).シ ーケンスにより症例 1で はコドン

274(GTT,Val→ GAC,Asp), 275(TGT;Cys→

GCT;Ala), 281(GAC,ASp→ GGC;Gly)に , 症

夕」5で はコドン239(AAC,Asn→ GAC;ASp)に ,

症pl1 9ではコドン175(CAG;Arg→ CAC,His)に ,

症例13ではコドン273(CGT,Arg→ CAT,His)の

点突然変異が確認された (Fig.5).

3)免 疫組織染色とRT‐PCR‐SSCP法 との比較

RT‐PCR‐SSCP法 で A領 域,B領 域のいずれかにお
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Fig. 5 Nucleotide sequence analysis of amplified fragments of the p53 cDNA.
Two representative examples are illustrated by sense sequencing. Lane 1 and 3
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Table 3 Correlat ion between immunohisto-

chemical analysis and pathological findings of

colon cancer

p53 protein

positive negative

lymphnode

metastasis +

5

4

t -
: I N S
J-

serosal

invassion + l * t
Ｉ

Ｈ

Ш

ＩＶ

Ｖ |INS

well

moderately
poorly

;]NS

・H′ell:、vell diterentiated adenocarcinoma

noderately:  moderately  diterentiated

adenocarcinoma

poorly:  poorly  direrenciated  adenocar‐

NS i not signincant

いて癌部で正常部 と移動度の異なるバン ドすなわち点

突然変異を認めた症pllはすべて,免 疫組織学的検討で

も陽性例であった.免 疫組織学的に陽性所見を示 しな

が らRT、PCR‐SSCP法 で点突然変異が検 出 されな

かった 2症 例以外は,p53遺 伝子異常の有無の結果は

一致してお り,一 致率は84.6%で あった (Table 2).

4)臨 床病理所見との比較

リンパ節転移,深 達度などの臨床病理学的進行度,

あるいは組織型別にp53蛋自の発現について検討 した

ところ,有 意な相関は認められなかった (Table 3).

考  察

p53蛋白は,リ ン酸化された核内蛋白質であ り,細胞

75(75う

周期を調節することにより細胞の癌化に対して抑待」的

に作用していると考えられている1の。その具体的な機

能はいまだ明らかではないが,ア ミノ末端部には転写

を活性化する機能が認められてお り19,細 胞の trans‐

formationを抑待」する何 らかの物質の発現を促進する

ことなどが考えられている1"。そして,p53の 異常は

種々の癌において,発 癌や悪性度増加の過程において

重要な役害」を果していることが示唆されている.

癌抑待」遺伝子産物であるp53蛋白が癌細胞の核にの

み過剰に存在するのは,正 常 p53蛋自の半減期が非常

に短いのに対 し変果 p53蛋白は,DNA結 合能を失い熱

ショック蛋白と結合し複合体を形成して安定化するこ

とにより半滅期が延長するためと考えられている2い。

今回,蛋 白レベルでの過乗」発現または異常蓄積を検

出するため免疫組織学的検討を行い, さらに遺伝子 レ

ベルでの点突然変異検出法であるRT‐PCR‐SSCP法

を同一症例について行い検討した。免疫組織学的検討

では,p53蛋白陽性は癌細胞のみに認められ,非癌細胞

には陽性所見は認められなかった。使用 した抗 p53蛋

自抗体であるPAb1801は正常 p53蛋白,変 異 p53蚕白

のいずれにも反応するとされているモノクローナル抗

体であり,熱 シヨック蛋白と結合して安定化した変異

p53蛋自が検出されたものと考えられた。また,マ イク

ロウェーブ固定により蛋自の抗原性および組織構造 と

も良く保存され有用であった。

今回の検討では大腸癌, 胃癌,肺 癌のいずれにおい

ても60%以 上の陽性率を示してお り,臓 器に特異的な

傾向は示さなかった。これは,p53の変異が悪性化にお

いて最 も一般的におこる変化の 1つ であることが考え

られ,p53の 異常の検出が悪性化に対する一般的な腫

瘍マーカーとなりうる可能性が示唆された。

点突然変異を含む 1本鎖 DNAの とる高次構造は,

正常な 1本鎖 DNAと 異なるため, ゲル電気泳動にお

ける移動度の違いとして検出で きる。PCR SSCP法

Table 2 Relationship between immunohistochemical analysis and RT-PCR-SSCP

analysis in colon cancer

case No.

Immunohistochemical
staining of p53 protein

RT‐PCR‐SSCP  region A
analysis      region B

* : +cases showed positive staining in more than 50% of cancer cell nuclei
** : +was marked when point mutation was found at the region of the case
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は, このことを利用した簡便な点突然変果の検出法で

ある。p53遺伝子の点突然変果の hot spOtであるエク

ソン4～ 9の 領域を検出するためには,従 来の DNA

からの PCR‐SSCP法 では 1症 例につ き 6回 の PCR‐

SSCPを 行 うことが必要であるが,mRNAレ ベルで点

突然変異の検出を行 うことにより1症例につき2回 の

PCR‐SSCPで 検索が可能であった。さらに,バ イオイ

メージアナライザーを用いたオー トラジオグラフィー

で, より簡便に短時間で解析が可能であった。大腸癌

における検出率は53.8%であ り,諸 家の報告 とほぼ一

致するものであった。また,p53遺伝子には,生 物種間

で高度に保存 された 5つ の領域が存在 し21),点突然変

異の過半数がこの領域におこっていると報告されてい

るが12レ幼2め,今 回シークエンスにより確認された点突

然変異も,全 てこの高度保存領域にあった。RT‐PCR‐

SSCP法 で異常が検出された症例はすべて p53富白陽

性の症例であ り,p53遺 伝子が点突然変異をおこす こ

とによりp53蛋白が核内に異常蓄積 したことが示唆さ

れた。 しかし,免 疫組織学的検討では陽性所見を示し

たにもかかわ らず RT‐PCR‐SSCP法 では変異が認め

られなかった症例が 24/11あった。これは,PAb1801が

正常 p53蛋白にも反応するため,正 常 p53蛋白の過乗!

発現を検出している可能性と,PCR‐SSCP法 では検出

できなかった点突然変果が存在していた可能性,す な

わち今回調べた領域以外に点突然変異があった可能

性,あ るいは SSCP上 移動度に差がでない点突然変異

であった可能性が考えられる。このことを明らかにす

るためにはシーケンス法による詳細な検討が必要 と考

えられる。しかし,免疫組織学的手法は p53の変異を検

出する方法としてわずかな疑陽性所見の可能性がある

ものの RT‐PCR‐SSCP法 の結果 との一致率 も84.6%

と高 く,信 頼性の高いスクリーエング法であると考え

られた。

p53遺伝子は種々の悪性腫瘍において,発 癌あるい

は悪性度の増加の過程で最も普遍的に変化の生ずる遺

伝子の 1つであ り,今 後変異 p53が種々の悪性腫瘍の
一般的な腫瘍マーカーとなりうると考えられ,そ の検

出法の有用性,信 頼性,簡 便化などの検討が必要 と考

えられた。
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Study of p53 Protein in Colon, Gastric and Lung Cancer and

Comparison with the Study of Genetic Alteration by the Method of
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction Single

Strand Confirrmation Polymorphisms

Masafumi Kataoka, Takahiro Okabayashi, Akira Nakashima, Shin Nakatani, HirokiJohira,
Kunzo Orita, Takato Noumi* and Hiroshi Kanazawa*

First Department of Surgery, Okayama University Medical School
*Okayama University Department of Biotechnology, Faculty of Engineering Science

Aberrations of p53 protein were investigated in surgical specimens of colon, gastric and lung cancer
immunohistochemically, and to confirm the relation between immunohistochemical abnormality and genetic
alteration, mutations in the DNA from specimens of colon cancer were analyzed by reverse transcription-
polymerase chain reaction-single strand comformation polymorphism (RT-PCR-SSCP) method and subsequent
direct sequence. Microwave-fixed paraffin-enbedded specimens were stained by monoclonal anbibody (PAb 1801,
Oncogene Science Inc.) raised against p53 protein. Nine of 13 cases of colon cancer (69.2%), five of 8 cases of gastric

cancer (62.5%) and four of 5 cases of lung cancer (80.0%) showed positive staining in the cancer cell nuclei. No
significant correlation was found between immunohistochemical results and pathological findings. The RT'PCR-
SSCP method detected mutations in six of 13 cases of colon cancer. The same results were obtained in 11 of 13
patients (84.6%) between immunohistochemical study and RT-PCR-SSCP study. Abnormality of p53 would be a
good tumor marker because aberrant expression of p53 protein was found at a rate of more than 60% in each organ.
The RT-PCR-SSCP method will be easy to use and reliable in screening for p53 point mutations.
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