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はじめに

癌の進展度を正確に判定することは,切 除範囲の決

定や予後の推定,そ れに基づく術後補助療法の選択な

ど治療方針を決定する上で極めて重要なことである。

従来,進 展度の判定は特に消化管の癌において,腫 瘍

の深達度や浸潤の程度, リンパ節転移の程度など,術

前の画像診断,術 後は摘出標本の詳細な病理組織学的

検索に基づき行われてきた。しかし,画 像診断や病理

組織学的診断では把握できない癌の進展も存在し,必

ずしも臨床経過が正確に反映されない場合も少なから

ず経験される.そ の原因として,従 来の病理組織学的

診断などでは見逃されていた微小癌病巣の存在が考え
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大腸癌細胞の分子生物学的特性を利用し,血 液中やリンパ節内の微小癌病巣の検出が遺伝子レベル

で可能であるか検討した.血 液中癌細胞の検出は,末 梢血および腫瘍部位からの流出静脈血中でのサ

イトケラチン19および20遺伝子発現を指標として行い, リンパ節内の微小癌病巣の検出は,パ ラフィ

ン包埋材料を用い,原 発巣と同
一の K‐ras,p53遺伝子変異がリンパ節において認められるかを検討し

た.そ の結果,22例 中 4例 の大腸癌患者で血液中癌細胞の存在が認められた。サイ トケラチン免疫染

色による細胞診は,全 例陰性であった。また,病 理組織学的にn(― )と 診断された109例の大腸癌中

20例のリンパ節に原発巣と同一遺伝子変異が検出され,う ち13例に再発が認められた。以上より,分

子生物学的手法を用いることにより,従 来の方法では検出されなかった微小癌細胞が証明され,そ の

臨床応用の可能性が示された。

Key words: genetic diagnosis, micrometastatsis, colorectal cancer

司

明

洋

卓

弘

らオ竹る。

最近,癌 の分子生4/J学的研究の進歩により,癌 の分

子生物学的特性が明 らかにされつつあ り,ま た,

polymerase chain reaction(PCR)法 のような微量検

体の解析が可能となる技術が確立されてきている。こ

のような理解や手法に基づき,血 液中やリンパ節に存

在する微小癌病巣を検出し,癌 の進展度判定をより正

確に行い,治 療法の決定などに役立てようとする研究

も盛んに行われつつある
l121。
今回,わ れわれは大腸癌

において,癌 細胞の持つ分子生物学的特性を利用する

ことにより,遺 伝子レベルで血液中やリンパ節内の微

小癌病巣の診断が可能か否かを調べ,そ の進展度指標

としての臨床的意義を検討した。

対象と方法

1.血 液中癌細胞検出

大腸癌切除例22例を対象とした。その内訳は,stage

I:1例 ,stage II:7例 ,stage III:4例,stage IV:
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7例 ,肝 または肺転移切除例 :3例 である.手 術直前

に末梢血,開 腹直後に腫瘍存在部位からの流出静脈血

をそれぞれ20mlヘ パ リン加採血し,半 量の10mlか ら

単核球成分のみを分離 しRNAを 抽出し解析に用い

た。肝または肺転移切除例は末梢血のみを採取した。

また,対 照として健常人14名の末梢血を用いた。

癌細胞の存在は上皮細胞特異的に発現するサイトケ

ラチン (CK)19お よび20mRNAの 発現を指標とした。

分離 した単核球成分か らRNAを 抽 出 し,reverse

transcriptase(RT)PCR法 によ り, CK19お よび20

mRNAの RT‐PCR産 物を増幅,ア ガロース電気泳動

を行いゲル上でエチレンブロマイドに染色されるバン

ドとして CK増 幅産物を検出することにより判定 し

た。偽陽″性例を避けるため,判 定はduplicateにて行

い,両 回とも検出された場合を血液中癌細胞陽性 [bc

(十)]と判定した。同時に,採 取血液の半量の10mlを

用いて抗サイトケラチン抗体による免疫染色細胞診を

併せて行った。

2.リ ンパ節内微小癌病巣検出

手術後の病理組織学的診断によリリンパ節転移陰性

[n(一 )]と 診断された大腸癌切除例109例のパラフィ

ン包埋材料を用いた。その内訳は経過観察中に再発が

認められた29例と,同 時期に手術が行われ術後 5年以

上経過し現在まで再発が認められていない80例であ

る。まず,原発巣からDNAを 抽出し,原発巣における

K‐ras,p53遺伝子変異を検索した。K‐rasの遺伝子変異

はコドン12, 13, 61の部分をMutant Allele Spechc

Amplttcadon(MASA)法 めにより検出,p53遺 伝子変

異に関しては,PCR法 により増幅したエクソン5～ 8

の部分を直接シークエンスすることにより検出した。

原発巣にK‐ras,p53遺 伝子変異を認めた症例につい

て,パラフィン包埋したリンパ節よりDNAを 抽出し,

原発巣 と同一遺伝子変異の検出をMASA法 により

行った。リンパ節に遺伝子変異の認められた場合を分

子遺伝学的リンパ節転移陽性 [gn(十 )]と 判定した.

結  果

1.血 液中癌細胞検出

健常大14例の末梢血中,第 1回 目の判定では3例 に

CK19の RT‐PCR産 物が検出された。しかし,RT‐PCR

反応を再度行うと,3例 では RT‐PCR産 物は検出され

ず,他 の 1例 に検出された。しかし,duplicateに て

CK19RT‐ PCR産 物が検出された症例 は認められな

かった。CK20RT PCR産 物は,健常人において 2回 の

反応とも検出されなかった (Table l).
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Table I Detection of CK RT-PCR product in
peripheral blood samples from 14 healthy con.
trols

Fig. 1 Profiles of the detection of CK RT-PCR
product in blood sample obtained from drainage-
vein (D) and peripheral-vein (P) of colorectal
cancer patients. Arrows indicate the detected CK
RT-PCR products. Upper: detection for CK19.
Lowere: Detection for CK20. Right lane : Molecu-
lar size marker

CK19

CK20

大腸癌22症例の血液中の CK遺 伝子 RT‐PCR産 物

の検出を行った (Fig.1). 4例 の腫瘍部位流出静脈血

中において duplicateでCK19RT‐ PCR産 物が検出さ

れ bc(十)と判定され,う ち 1例 は末梢血中でもCK19

が検出された。また, 4例 中の 2例 はCK20も bc(十)

であった。一方,22症 例の血液細胞診は,抗 サイトケ

ラチン抗体による免疫染色細胞診では全例陰性であっ

た (Table 2).な お,腫 瘍部位からの流出静脈血が bc

(十)で あった 4例 のうち, 1例 はstage II, 3例 は

stage IVの症例であり,stage IVの 1例 は,末 梢血も

bc(十 )と 診断された症例であった (Table 3).

［ＤＰ［ＤＰ［ＤＰ［ＤＰ



Assay

No. of RT-PCR product detected/
No. of samples tested

No. of  posi t ive/
No. of samples tested

CK19 CK20 lmmunocytologyo)

Peripheral Drainageb) Peripheral Drainageo) Peripheral Drainage

ｌＳｔ

２ｎｄ

Ｂ。ｔ [bc(十 )]

6 / 1 9

5/19

4/19

2 C ) / 1 9

2C)/19

2C)/19

0/22
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Table 2 Detection of CK RT― PCR product

patients
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in blood samples from 22 colorectal cancer

") i  Single test
b) : Three patients who underwent resection for distant metastasis were omitted
o : CK19 RT'PCR was also detected

Table 3 Results of CK RT-PCR assay according to
the clinical stase

N o .  o f  b c ( + ) /
No. of patients tested

Peripheral

Distant metastasis (n - 3)

0 / 1

0/7

0/4

lb)/7

0/3

nt:Not tested
a):According to the criteria of the Japanese Research

Society for Cancer of the Colon and Rectum
bl:Drainage vein was also bc(十)

検討した22症例は手術後 1か ら3年 の経過観察中で

あり,stage IVで bc(十 )と なった 3症例は遠隔転移

巣が切除不可能であった根治度 Cの 症例で,化 学療法

の効果無 く手術後 1年以内に死亡した。なお,stage II

で bc(十 )で あった 1例 は,術 後20カ月の現在も再発

を認めていない.ま た,bc(一 )で あった15例 (stage

I～III:11例,stage IV根 治度 B:1例 ,遠 隔転移切

除 i3例 )は現在まで無再発生存中であるが,bc(一 )

でもstage IV根 治度 Bの 1例 は局所再発で,根 治度

Cの 2例 は,肝 および肺転移で死亡した。

2.リ ンパ節内微小癌病巣検出

原発巣パラフィン包埋材料より腫瘍部分のみを採取

し,DNAを 抽出した。その DNAを 用い,K‐rasまた

はp53遺伝子変異を検索した。K―rasに関しては,全例

PCR法 により遺伝子増幅が可能であり,38例に点突然

変異が認められた。p53遺伝子変異は,K‐ras遺伝子変

異が認められなかった71例に関して検索を行った。1/

3程しか PCR法 による遺伝子増幅が可能ではなく,6

Fig. 2 Frequency of gene mutation in the primary

tumors and lymph nodes.

(n=109)

例にエクソン 5か ら8の 間に遺伝子変異を認めた.

K‐rasまたはp53遺伝子に変異を認めた44症例に関し

て,パラフィン包埋したリンパよりDNAを 抽出し,原

発巣と同
一の遺伝子変異があるかを検索した。その結

果20例のリンパ節において原発巣と同
一遺伝子変異が

見出され gn(十 )と 診断された (Fig。2).

K ras遺伝子またはp53遺伝子に変異を認めた44症

例について,gnの 有無別の背景因子は年齢,性 ,原 発

腫瘍存在部位,組 織分化度,深 達度,脈 管侵襲の有無,

郭清したリンパ節の個数に差は無かったが,再 発の有

無に有意差を認め,gn(十 )の 20例中13例 (65%)に

術後再発があったにも関わらず,gn(一 )の 24例には

再発例を認めなかった (Table 4).

また,gn(十 )の 20例の各リンパ節群における遺伝

子変異検出の程度は, 1群 にのみ認めたものが 4症 例

であり, 2群 以上に遺伝子変異を認めたものは16例も

存在した。再発した13例の再発部位は,11例 が肝また

は肺の遠隔転移であり, 2例 が局所再発であった。 1

群 リンパ節のみが gn(十 )で あった症例の再発部位は

すべて遠隔臓器であり,局 所再発した 2例 は, 2群 以

上のリンパ節が gn(十 )で あった (Table 5).

考  察

流血中の癌細胞を検出し,転 移の予測や癌の転移機

的
り岬てｎ≡４

gn(■)(ni20)
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Table 5 Extent of gn positir.e lymph nodes and
patterns of disease recurrence

a):According  to  the  criteria  of  the

Japanese Rcscarch Soctety for Cancer Of
the Colon and Rectum

構を解明しようとする試みはかなり以前から行われて

いたが,形 態的特徴を指標とする細胞診による診断の

ため,診 断基準のあいまいさから客観性に問題があっ

た。さらに,近 年,従 来の形態学的手法と異なるアプ

ローチとして,RT PCR法 を用いた特異性および感度

のより高い手法での血液中の癌細胞検出が可能となっ

たが4海),臨床的意義はいまだ定まっておらず,検 出方

法や判定法に関してはまだ解決されるべき点は多 く

残っている。今回の検討でも,か なり進行した大腸癌

症例にbc(十 )例 が多く,化 学療法などの治療効果の

判定に利用できる可能性が認められた。しかし,bc

(十)で転移再発を来さない症例やすでに遠隔転移を認

める進行癌で bc(一 )例 もあり,血 液中の癌細胞検出

を臨床応用するためには,今 後さらに多くの症例で臨

床経過との対比を行い,臨 床的意義を検討していく必

要がある。

今回は RT PCR法 を利用した血中の大腸癌細胞の

検出マーカーとして,大 腸癌に特異的に発現する有用
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Table 4 Clinicopathologic Features according to gn status

\ -ar i  ables" ' [ミJ昂| 占J剰 P va lueb)

Sex (man/u'oman)

Age(years;  meanstSD)

Tumor locat ion(r t .  colon/ l t .  colon/rectum)
Histologl' (rvell/mod, por)

T  s tage ( t 1 .2 / t 3 ,  1 )

Lymphat ic inr .asion I l ] . ( -  )  / l ] . (  -  )  l
venous  i nvas ion  I r ' ( - ) / v (+ )  I
No.  o{  lymph nodes dissected(mean+SD)

Disease recurrence (Yes/No)

1 ( ) / 1 0

6 1 5 = 7 9

9 / 3 / 8

13/7

14/6

14/6

15/5

1 7 8 ±1 1 8

1 3 / 7

1 6 / 8

5 9 0 ±1 2 4

8 / 9 / 7

19/5

11/13

15/9

17/7

1 5 8 ±7 8

0 / 2 4

0 42

0 44

0 25

0 48

0 19

0 84

1 00

0 50

0 00

') I According to the criteria of the Japanese Research Society for Cancer of the Colon
and Rectum
b) : Student's test or Chi square test

なマーカーはないことから,乳 癌
4)ゃ
肺癌
5)での報告に

準じて上皮系細胞の指標であるCK19を 用いた。また,

最近 CK20が 上皮細胞の中でも大腸上皮にかなり特異

的に発現することが報告され。,CK19と 併せて検出

マーカーとなりえるか検討した。

大腸癌培養細胞を健常人血液に加えて行った検出感

度実験で CK19お よび CK20と もに末梢血単核球細胞

106個あたり1個 (ほぼ血液数 mlぁ たり1個 に相当)

癌細胞を検出可能 となるような PCR反 応の増幅回数

を今回の検討では選択したが, この感度では,一 部に

健常人末梢血中にCK19増 幅産物が検出された。線維

芽細胞や血管内皮細胞での CK19の 発現の報告 もあ

り,RT‐PCR法 のような感度の高い検出法を用いる限

り,採 血時混入した線維芽細胞や血管内皮細胞からや

血液系細胞からのごくわずかな CK19を 検出する可能

性も完全に否定できない。また,今 回の検出感度では,

同一サンプルで CK19が 検出されたりされなかったり

することから,混 入程度はアッセイ法の検出感度限界

にあるものと考えられる。したがって,わ れわれが今

回行ったようにduplicateでRT‐PCR反 応 を行いと

もに検出された場合を陽性と診断したり,CK20は 健常

人では検出されなかったことから,CK20の 検出も同時

に行い, どちらも検出された場合を陽性と判定するな

ど,擬 陽性例を減らし特異性を上げる工夫が,今 後本

法を臨床応用していく上では必要であろう。

なお,CK19,20と もに PCR増 幅回数を増すことで,

さらに10倍ほど検出感度を上げることが可能であった

が,健 常人血液におけるCK増 幅産物の検出率も同時

に上がり特異性に問題が生じた。さらに,高 感度とな

ることにより,採 取した血液中の癌細胞の割合がよく

Recurrence status

No recurrence

Recurrence

Local

Distant

≦
禅と,1
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わずかでも検出が可能となるが,当 然,採 取血液量も

増やさなければならない。したがって,臨 床応用のた

めには,わ れわれが用いたアッセイ法程度の感度が至

適なのかもしれない。また,こ れまでの RT‐PCR法 を

利用した血液中癌細胞の検出は定性的な判定であり,

今後判定法に客観性を持たすよう定量的な検討も必要

となると思われる。現在,competition PCR法 を用い

た CK増 幅産物検出の定量化の検討も行っているが,

CKmRNA発 現細胞が血液数 mlに 1個程度存在を定

量するまでのところには至っていない.

このほか,検 出法の工夫として,大 腸癌に特異的な

マーカーが無い現段階において, リンパ節中の癌細胞

検出に用いたようにK‐ras,p53遺伝子変異を利用する

ことも可台とと考えられる。しかし,全 DNAに 占めるこ

れら遺伝子の大きさを考慮すると,DNAを 用いた場

合の検出率は計算上極端に低 くなる。検出率を上げる

ためには,血 液中の癌細胞 を検出 した際 と同様 に

mRNAを 本U用した RT―PCRを 行う必要があり,現 在

その条件を検討中である。

これまで, リンパ節転移の微小な癌病巣を見出すに

は,連 続切片の作製や免疫染色による検索が行われて

きたが,多 くの労力と時間が必要であった。今回,わ

れわれは,大腸癌において高頻度に認められるK―ras,

p53遺伝子変異を指標 とすることで, リンパ節中の微

小癌病巣の検出が可能であることを報告した。Retro‐

spective検討であることから,保 存したパラフィン包

埋した材料から薄切を行い DNAを 抽出したが,実 際

に臨床応用する場合は,摘 出した リンパ節から直接

DNAを 抽出し,PCR法 で増幅し電気泳動後染色して

判定すればよいことになる。PCR法 や電気泳動は容易

に行える簡便手法であり,手 術前に生検材料を用いて

原発腫瘍の遺伝子変異が判明している限り,PCR法 の

条件の設定さえ確立していれば,特 別な経験や技術無

しでリンパ節転移を診断できる可能性がある。DNA

を用いることからRNAの ように取 り扱いに注意する

必要もなく,最 も手間のかかるDNA抽 出の段階も自

動 DNA抽 出装置の使用が可能となっており,現 在の

ような病理標本作製システムと同様な規格化されたシ

ステムが整備されれば,よ り迅速で効率化した診断が

可能であろう。

しかしながら,K rasや p53遺伝子変異は大腸癌

80%程 度にしか見いだせないので,す べての大腸癌に

本法が利用できるわけではない。また,K‐rasや p53遺

伝子変異の低い胃癌や乳癌には応用することには問題

87(895)

がある。さらに,リ ンパ節中に K‐rasや p53遺伝子変異

が検出されても,す べてが転移巣を生 じているのでは

な く,リ ンパ節中の血液細胞 に呑食 された癌細胞 の

DNA断 片を検出している可能性 もある。決 して,リ ン

パ節中の遺伝子変異検出イコール リンパ節転移 という

公式にならないことを理解 してお くべきである。

リンパ節 中の遺伝子変異検 出について は,retro―

specttve検討中ではあるが,gn(十 )伊 Jの
一
部に再発

例が見 られ,gn(一 )例 には再発が認められなかった。

したがって, リ ンパ節における遺伝子変異の検出が必

ずしもリンパ節転移 を示 していな くとも,gnの 判定結

果が癌細胞の拡が りの程度をある程度反映 していると

考えられる。今後,n(― )大 腸癌の術後補助療法など

の決定 を選択する上での指標 とな りえる可能性 は高

↓ゝ.

最後に,今 回報告 したような遺伝子診断は,現 在行

われつつある prospecdve検 討によりその臨床的意義

は最終的に決定されるべきものと考える。 しかしなが

ら,少 な くとも現行の病理診断に基づいた癌の進展度

判定を補助するものであることは確実であろう。消化

器癌の領域においては,遺 伝子を扱 うことはいまだ特

別なことのように考えられ実験室 レベルでの研究の域

を越 えていない。モノクロナール抗体 の技術が腫瘍

マーカーのように一般的な検査室レベルのものになっ

たように,ま た,PCRの 技術が細菌検査に応用される

ようになった現在,今 後,癌 の遺伝子診断のより実用

的な技術やシステムの構築を臨床の場で進めてい く必

要があろう。

なお,本 論文の要旨は第48回日本消化器外科学会総会シ

ンポジウム 1-消 化器癌の遺伝子診断とその治療への展開

―において発表した。
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Genetic Detection of Circulating Cancer Cells and

Micrometastasis in the Lymph Node
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We investigated the possibility of genetically detecting the rare colorectal cancer cells in blood and
lymph nodes histologically negative for metastasis. Using an RT-PCR assay system for the detection of
rare circulating colorectal cancer cells, employing cytokeratin (CK) mRNA expression as a marker, four
of 22 samples were found to be positive for CK. One stage II patient and three stage IV patients were
positive for CK in drainage-vein blood. One of the three stage IV patients was positive for CK in both
drainage-vein and peripheral blood. None of the d22 samples examined were immunocytologically
negative for anti-CK antibody. We also screened 109 colorectal cancers from patients without his-
tologically detectable lymph node metastasis for mutations of the K-ras or p53 oncogene and identified
44 tumors as being positive for one of the two mutations. Among the 44 patients with mutation positive
tumors, 20 had the same mutation in lymph nodes as in the primary tumors. Furthermore, among the 20
patients with genetically positive lymph nodes, 13 had recurrences within 5 years after surgery, while none
of the patients with genetically negative lymph nodes developed recurrence. These data indicate that the
rare colorectal cancer cells in blood or lymph nodes, histologically negative for metastasis, are geneticaly

detectable. This genetic detection system may be clinically applicable for stratifying patients who are at
high versus low risk for recurrence.
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