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膵胆管合流異常における

松原 俊 樹  笹 山 可 則

落合 正 宏  船 曳 孝 彦

はじめに :膵胆管合流異常症では膵液の胆道内逆流

に基づき高率に胆道癌が合併する。われわれはこれら

の発癌機序を遺伝子レベルで検討することは重要であ

ると考え,合 流異常の胆道粘膜におけるK―ras系遺伝

子の突然変異について解析を行った。

対象 :膵胆管合流異常忠者11例 (癌合併 3例 ,非 癌

8例 )の 胆裏および胆管組織を癌部,非 癌部 (過形成

または化生部,正 常部)に 分け,非 合流異常患者 3例

の胆婁 と比較検討 した。

材料 と方法 :材料は外科的に摘出し,ホ ルマリン回

定後パラフィン包埋 したブロックから5～7/mの 薄切

切片よりH,E染 色標本 をもとに目的 とする胆道粘膜

を実体顕微鏡下で選択的に切 り出し,セパジーン・キッ

ト(三光純薬)を用いて DNAを 抽出した。K‐ras,exon

lに対するpttmerを DNA合 成機 (ABI MOdel1391)

にて作製 し,DNA l〃 1とo,7unitのtaq polymerase

(宝酒造)および15pmolず つの[α‐32P]dCTPを 用い,

polymerase chain reaction‐singie strand conforma―

tion p01ymorphism (PCR‐SSCP)法 1)により点突然変

異の有無について検索 した。PCRは DNA増 幅装置

(MI Research)を 用いて,94度 05分 ,55度 1分 ,72

度 2分 を35回行った。5〃1の PCR反 応液にホルムアミ

ド色素液 (95%formamide,20mM EDTA,0.5%

bromOphenol blue, 0.o5°/。xylene cyanol)45μ lしリノ青

釈液 を加 え,80度 で 2分 問熱変性後,2″1ずつ 5%

polyacrylamide gelに注入 し40W,1.5～ 3時間,室 温

の条件で電気泳動を行った。次に SSCPゲ ルより異常
バ ンドを切 り取 り50″1の蒸留水で溶解 し (80度30分

間)DNAを 抽出した。その20″1を templateとして2.5

u n i t のT a q  p o l y m e r a s e と5 0 および5 p m o l のp r i m e r
を用 い て9 4 度0 . 5 分, 5 5 度1 分 , 7 2 度 2 分 の a s y m ‐

m e t r i c  P C RによるDN Aの 増幅を行った。エタノー

ル沈殿後, Uitrafree C3GC niter(Milllpore Ltd)に

よる未反応の塩基および primerの除去を行い,[α 32

P]dCTPを 用いた Sequenase Version 2.0(United

states BiOchemical COrp.)によるシークエンス反応を

行った。PCR産 物は60W,1,5～ 2時間,室 温の条件で
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行い,6%polyacrylamide gelに て電気泳動した.

結果 :コ ントロールとした腎組織および非合流異常

の胆嚢粘膜のバンドに対 し,合 流異常の胆道粘膜は癌

部,過 形成部,化 生部,正 常部の検体でともに異常バ

ンドが検出され (Fig.1に 結果の一
部を示す),drect

sequenceに よ る塩 基 配 列 びヽヤまcodon 12に こβヤナる

GGTの glyが aspに す な わ ち GATへ の mutation

を認 めた。この点突 然変異 は癌部 で 3例 中 3例

(100%),過 形成部および化生部で 6例 中 5例 (83%),

正常部で10例中 6例 (60%)に 認めた。

考察 :膵胆管合流異常症 におけるK―ras遺伝子の

変異に関する詳細な報告はない。今回の検討では非合

流異常の胆道粘膜ではK‐ras遺伝子の変異では認め

られないのに対 し,合 流異常の胆道粘膜では癌部のみ

ならず非癌部においても認められることが判明し,す
でに発癌準備状態にあることが示唆された.今 後合流

異常 と共に先天的に遺伝子変異が存在 しているのか,

合流異常の病態が後天的に遺伝子変異をおこすのか,
それはいつかなどの検討を行いたい。
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