


大腸 腫瘍性 病変 のK-ras codon12の 点突然変異

山 形 誠 一



描音

大B4癌の発癌過程における adenoma-carcinomasequencel～)は広く認められ

ているが､1987年以降､Vogelstein ら6'8)によって分子生物学的な解析がなされ

てきた.そしてこれまでに.Ape,Kィas,PS3,DCC,MCC.HNPCCgene6~.8)らの

多数の遺伝子異常が発見され､これらの異常の蓄棟により.大浦癌の発癌･発育･

進展がなされると推測されるに至っている.

これらの解析において､K-rasiA伝子変異は発癌過程の比較的早期に起こるとさ

れてきた.しかし.浸潤癌における変異頻度がホ度異型腺腫に比較して低率である

ことから,このモデルとは異なる､K-resiI伝子変異を伴わない発癌経路の存在も

想定されている7･19). 特に.表面平坦～陥凹型の早期癌において K-ras変異が全<

扱められないという報告がなされるに至 りZO).通常の隆起型病変における

adenoma-carclnOmaSeqUenCe とは異なる発癌経路の存在が強く示唆されるよ

うになった.

flatadenomaは1984年､武蘇らの報告川以来､通常の polypoldadenomaに

比較して癌化串が高率であること､粘凍前板が薄いことから容易に粘康下浸潤を程

こすと考えられること､また.近年の大AI内視鏡の進封 こより以前より多数発見さ

れるようになったことから.重要な前癌病変として注目を♯めてきた～2'27㌔ しかし.

これまでに前癌病変として分子生物学的な解析のなされた対象は､全て polypoid

adenomaであリ､flatadenomaにおける解析はほとんどなされていない.

そこで､本研究では flatadenoma.polypoldadenomaそして.浸潤癌につい
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ての K-rascodonlZの点突然変異を解析し.主に形態学的な側面との比較検討か

ら､大Jl癌発生の経為について考察を加えた.



対象と方法

東京大学兼一外科､徳洲会岸和田病院.三薫病院において.外科手術あるいは内

祝銑的に切持された264病巣 (248症例)を対象とした.その内訳は､polypold

adenoma95病巣.flatadenoma62病巣.浸潤癌101病巣 (sm 癌 39病巣.

prn癌 33病巣､ss以上の癌 29病巣 )･これらの病巣と別に･i*砧性大AI炎に合

併した癌6病巣である.FamlllaladenomatouspolypolSIS(FAP)の症例は含ま

れていない.また.controlとして大場正常粘膜10例 (大腸癌切除標本口側断端)

を用いた｡いずれもホルマリンEEl定後パラフィン包埋され､6カ月～15年間保管さ

れたブロックを使用した｡

病理粗描事的検索

各ブロックから3JLmの H.E.染色切片を作成し.WHOの異型度判定基準28)に基

づいて.mlldatypia,moderateatypla.SevereatyPfa,InVaSIVeCarClnOrna

に分類した.flatadenomaは創面において､病巣の粘康芯が正常粘膜の2倍を超

えないものとし26)､さらにその形態を大浦癌取校規約29)に準じて､Ila(n=27).IIb

(n=17),llc(n=8),llc+lla(n=7),llb+lla(n=3).に分類した.flatadenornaに

Etしない adenomaを polypoidadenomaとし.やはり割面よリIp(lon9

stalk),lsp(Shortsta一k),ls(broadbase,sesslle)に分類した.割面による判

定が耗しい病巣については.内視鏡所見を参考にした (FIg1,2)｡
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sm癌および pm癌については.隆起型病変を TypcIとし (TypeI:sm癌16.

pm癌9)､その他の講砧型､平坦型 (1例)を発育形態により下田らの分類叫に準じ

て.Polypoidgrowth群 (PG群 :sm癌4､pm 癌11)と Non-polypold

grOWth群 (NPG群 :sm癌17,pm癌13)に分類した (Flg･3).sm癌の2例

(IIa,Ila+ls)は分類困難群とした｡ss以上の進行癌については.発育形態の判定

がJILいため隆起型 (TypeI)とiA頼型にのみ分類した｡

以上の形態分類と K-ras変異の関連性について検討した｡

DNA抽出

5-10JLmの隣接切片から鏡検下に病巣を確認しながら､adenomaにおいては

最も異型の襲い部分を､浸潤癌においては浸潤部を中心に性病細胞が密に増殖して

いる部分を､約10mm2切り出した｡それぞれの棟本には104-105の細胞が含まれ.

その80%以上が組拝学的に異型細胞と考えられた｡切り出した模本は.脱パラフィ

ン後.ProtelnaSe K により消化し､phenol-chlorofornl抽出.ethanol沈ĥに

よリDNAを抽出杵製した31)｡抽出した DNAの1/10Jを使用して.K-ras変異を

解析した (Flg.4).

K-rascodonlZの解析

比較的感度の高いとされる Zstepの PCRIRFLP法 (polymerasechaln
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reaction-restriction fragment length polymorphISm)】～Iを用いた｡まず.

codonllにIJf基置換を有する変異 pnmerにより PCRを行うことで､wIId

typeの codonlZに対して.制限酔兼 〃valの診托配列を斗入した.この際

codon12に変異がある a"eleには.Mvalの診托配列は斗入されない｡-回目の

PCRの産物を 〃va/で処理し.再び PCRを行うことで mutantを選択的に増幅し.

その産物を Mva/で処理.8%polyacrylamlde gelによる電気泳動の移動度の差

によLJ K-rascodonlZの点突然変異の有無を解析した.それぞれの反応には

negatlVeCOntrOlとしてtDNAを入れない検体と正常 DNA (正常胆IEより抽出)

を含め.contaminat10∩ 及び.制限辞兼の消化不良による falseposltlVeのな

いことを確促した (Flg 5,6.7).

さらに､変Jt隅性とされた大場癌の2検体について最終産物を polyacrylamlde

gelより切り出して DNAfragmentを精製し.pCR日に組み込み､clonlngの後､

dldeoxy法によりSequencingを行い K-rascodon1Zの変異を確促した｡

Titratl0n experiment

2-step-PCRIRFLP の感度を検定するため､Gly-Ser の変異を有する肺癌の

celHlneA54933)から抽出した DNAを正常 DNAによリ希釈して検討した.

大腸進行癌における K-rasmutat10nの heterogeneltyの検討

大腸進行癌の病巣内における即位による heterogeneltyを調べる目的で､浸潤
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部において変異陽性の11病変､変異陰性の4病変それぞれについて辺縁部2-5箇所

からDNAを抽出し､K-rascodonlZの変異を解析した｡
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結果

(l) 基礎的検討

Titration experiment の結果､2-stepIPCR-RFLP の sensitivity は1/100

(100倍の wiIdtypeの中の mutantalleleを検出できる)であった｡control

の正常粘膜は全て変異陰性であった｡sm 癌で変異陽性と判定された2病巣について､

PCR産物を cloning の後､Sequenclng を行ったところ､Gly-Asp､Gly-Val

への変異が確認された (Flg.8,9)｡

(2) polypoidadenomaと flatadenomaの比較検討 (Table1.2)

polypoidadenomaにおける K-rascodon12の点突然変異は67% (65/95)

に認められたのに対して､f一atadenomaにおいては21% (13/62)にしか認めら

れなかった (P<0.Ol､ xZtest)｡これを､各異型度別でみたところ､それぞれ

の異型度において flatadenomaの K-ras変異はpolypoidadenomaに比べて有

意に低率であった (mildatypia,severeatypra:P<0.01,moderateatypia:

P<0.05)｡ 大きさにより,5mm以下､6-10mm､ll-20mm.21mm以

上の4群に分けて比較しても､それぞれの群において polypoidadenomaの K-

ras変異頻度は flatadenomaよりも高率であった (5mm以下､6-10mm:P･

0,05､ll-20mm:Pく0.01)｡polypoidadenomaは､mlldatypiaでも60%

(25/42)､5mm 以下の小さなものでも57% (8/14)に K-ras変異が認められ､
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異型度､大きさが増すに連れてさらに高率となる傾向が認められたが､統計学的に

有意差は認められなかった｡poJypoidadnomaのなかで.severeatypiaあるい

は20mm 以上の villous/tubulo-∨川ousadenomaには.そのほとんどに変異

が認められた (9/9､ll/12)｡しかし.vi"ous/ tubulo-vHousadenoma と

tubularadenomaの間で K-ras変異頻度に差は認められなかった｡なお.flat

adenomaは全て tubularadenomaで､∨川ouspatternを示すものはなかった｡

(3) 形態と K-ras変異頻度との関係

i)adenomaについて (Table3)

adenomaの形態との関係では､poJypoidadenomaの Ip､Isp､Isの各形態間

に K-ras変異頼度の差は認められなかった｡-方､flatadenomaでは､隆起を示

す Ilaと ‖b+lla型腺腫においては10/30(33%)と.平坦､陥凹型の Ilb､IIc型

腺腫 (Z/25:8%)に比べて高率であった (P<0.05)｡

ii)浸潤癌について (Tabfe4,5)

浸潤癌における K-ras変異頻度は､sm癌33%､pm癌45%､ss以上の癌で

62%であった｡sm癌の各発育形態における K-ras変異の頻度は､Typel56%

(9/16)､PG群 50%(2/4).NPG群 6%(1/17)と､TypelとNPG群の間で著

明な差がみられた (P<0.01)｡ pm癌においても､Typelで7/9(78%)と高頻度

に K-ras変異がみられたのに対して､NPG群では23%(3/13)と低率であり(P･

0.05)､PG群では45% (5/ll)であった｡ss以上の進行癌では隆起型の2例と潰

8



*型の59%(16/27)に変異が控められた.

(4) K-ras変異の heterogeneltyについて (Fig.10,Table6)

進行癌における K-ras変異の heterogeneltyを調べたところ,変異陽性例日

病変の内.5病変では解析した部位全てに.Z病変で3/5.3/4に変夫が見られたの

に対して.4病変ではhL砧の深部でのみ変Jtが毘められた｡heterogenelty を認め

た4病変はいずれも4cm以上の丘珠であった｡また.浸潤部における変異陰性例4

例は.辺掻部においても K-ras変異は検出されなかった｡

(5) 沈痛性大hI炎癌化例における K-ras変異について (Table7,FIg ll)

沈砧性大AI炎に合併した癌6病兼の内､K-ras変異がF.められたのはl病巣のみ

であった.このl病巣は他の病巣と異なり肉眼型がl型の隆起型で､組持学的には

vlllouspattern のホ分化腺癌であった.



考察

1987年の Forresterら､Bossらの報告618)以来､多数の研究者により大浦の

polypoidadenomaの K-ras変異について検討がなされ polypoidadenomaの

大きさ.Jt型度が増加するときに K-ras変JtがB4与すると推測されてきた6101191

叫.これに対して.今回の我々の検討では.5mm以下の小さな adenomaあるい

は.佐井型Elの adenomaにおいてもすでに約60%とホ事に K-ras 変異を認め､

大きさ､異型度の付加に伴い変異頻度が潮岬する傭向が見られた.McLeHan ら3～)

も1cm以下の adenomaでも72%に.低異型度の adenomaでも68%に､

FujimorI ら36)も低異型度の adenonlaの50%に K-ras変異が惣められたとして

いる.このように.研究者により K-ras変異の検出率にばらつきがみられること

の第-の原田としては.各研究で用いられた K-ras変異検出方法の感度の差をあ

けることができる｡我々は小さな病巣から抽出した少JLの DNAからも確実に.し

かもホ感度で変異を検出できることから 2-step-PCR-RFLP 法を用いた｡本法の

感度はおよそ100倍数の wlldtypeaFreleの中の mutantを検出できるものであ

tJ.従来用いられてきた PCR-As° (aHele speclfic ollgOnUCleotlde

hybndizat10n assay)3637).1-step-PCR-RFLPl').PCR-dlreCt SeqUenCe3S)

に比べておよそ5-10倍高感度である.このことと､従来の報告および今回の結果

をあわせて考えると.小さな adenoma.低異型度の adenomaには従来の方法で

は検出しJIい少数の mutantが存在し､大きさ､異型度の上井につれて adenoma

の中での割合がtf加するのではないかと推測された｡また.同一病巣内での K-ras
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変異の heterogeneityの存在も､K-ras変異検出率のばらつきの第二の原因かも

しれない｡我々は polypoidadenomaにおける最も異型度の高い部分から選択的

に DNAを抽出したが､Sohら34)によると､おなじ polypoidadenoma内でも異

型度の異なる領域で K-ras変異に差が見られ､heterogeneityの存在が示唆され

ている.大腸腺腫では､異なる異型度の腺管が複雑に混在することが稀ではないこ

とは光顛的にも明らかであるので､病巣のどの部位を測定したかということが K-

ras 変異の有無に影響する可能性は十分に考えられる｡

polypoidadenomaをさらに組織型により､tubularadenomaと tubulo-

villous/vi川ousadenomaに分類したが K-ras変異頻度における差は認められ

なかった｡組織型による比較は Vogelstelnら7)､McLe‖an ら35)により報告され

ている｡Vogelstein らは tubularadenomaにおいては4%と tubulo-∨川ous/

villousadenomaにおける44% /45%に比べて変異頻度が低いことを報告してい

るが､tubularadenomaのほとんどが FAPに伴う異型度の低い小さなものであり

単純に比較できないと考えられる｡一方. MacLellan らは大きさ.異型度を含め

た解析で粗拝型は K-ras変異と関連性は認められないとしている｡今回の我々の

検討においても McLellan らとおなじ傾向がみられたが､vHIouspatternの腫疎

のうち手術適応となる大きな (4cm 以上)viHoustumorでは､90%に K-ras

codon12の変異がみられた｡大腸腫痛の K-ras変異の12-26%をしめる7･35･38)

codon13 について解析していないことを考慮すれば､∨Houstumorの殆ど全て

に K-ras変異がみられると言ってよいと思われる｡従来よリ K-ras変異頻度が低
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宰であるとされている兼務性大bl炎の癌化例39■1)についての今回の検討でも,6例

中唯一の K-ras変異絶佳例は vlllouspattem のJI砧であり.vl"Oustumorが

発育する上で K-ras変異はI要な役割を果たしているものと考えられる｡

polypoldadnomaが油管の内Jf方向への稚Riを特徴とする垂直発育型42)とすれ

ば.それと対照的に側方向.あるいは深食尽へのql籍をしめす水平発育型が flat

adenomaおよび flatadenocarclnOmaらの表面型病変である.polypold

adenomaに高率に K-ras変異が控められたのに対して.flatadenomaにおける

K-ras変異はZl%と有意に低率であった｡しかもこの傾向は病変の大きさ.粗描学

的A型BEと関連を招めなかった｡最近.MlnarT10tO-3)らも43例の表面型病変 (flat

adenoma:31例,lntramUCOSalcarclnOma:6例,srn癌:6例)について K-ras

変異頻度は16%と低率で.大きさ､異型度と関連性はないと報告している｡このこ

とから､K-ras変異が低率であることは flatadenomaのiA伝子レベルにおける

特徴であると考えられる｡

flatadenomaの中でも ‖a､Ilb十日aといった隆程のあるものでは33%とやや

変Jt類度がホく.ILb.IIc の平iE里陥凹型では8%と極めて低率であった｡flat

adenomawithsevereatyplaとした intramucosalcarclnOmaに限って検討

しても.変異を認めたのは Ila､IIb+lla 計3病変中l病変であり.Ilb (4病変)."C

(l病変)JIc+lla(l病変)に変異はみられなかった.この結果は､13病変の Hb病

変 (highgradedysplasia)に K-ras変異が全<控められなかったという

FuJImOrl らの報告36)と合致する｡以上のごと<､大絹膿JIにおいて polypold
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adenoma.Ila. ‖b+lla.=b, "Cと隆起傾向が滋少するに従って.K-ras変Jt頻

丘が低下し.K-ras変異と発育形態には密接な関連性が辞められた.Lynchら25)

は flatadenomaは小さな polypoidadenomaの初期糠に過ぎないと推測してい

る.Kィas変共の観点からみると､変異強度がややXい､Ila."b+lta の中にはそ

の様なものが含まれている可能性が否定できないが.K-ras変異がほとんど見られ

ない Ilb.Hcは polypoldadenomaとは異なる範Ltの病変であると考えられる.

sm 癌における K-ras変異頻度は.TypeI:57%､NPG群 :6%と書しい差が乾

められた.NPG群の大柵癌はその形態から表面型病変由来であることが推測されて

いるが.K-ras変異頻度の上からも､NPG-sm 癌と polypoldadenomaとはかけ

廿れており､adenoma-carclnOmaSequenCeにおいては flatadenomaとりわ

け Hb､IIc 由来であることが推測される｡ここで.denovO型発癌30･… 6)につい

て触れる必要がある｡adenoma-carclnOmaSeqUenCe が､adenoma(mIId,

moderateatypia)→ IntramUCOSalcarclnOma- Sm 癌の pathwayであるの

に対して.denovO型発癌は正常粘凍 - IntramuCOSalcarclnOma- Sm 癌の

pathwayである｡大輔癌においてどちらがより重要であるかという論争は.現在

においても事吉韓は出されていない｡個々の大娘癌において､adenoma由来である

か denovo型発癌であるかの吉l台は.腺Jlのi土残の有無によってなされており､両

者の pathwayにおけるiA伝子変化上の差異は兼だ発見されていない｡癌巣に伴う

異型の弱い腺管をいかに診断するかは.病理学者によっても意見が分かれる点であ

るが 7).Hb.Hcの flattypeの IntramUCOSalcarcinomaに抜1内癌は少な
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くdenovO型発癌の根拠とされている48･49)｡今回われわれが検討した NPG-sm 癌

がどちらの pathwayをたどったものであるにせよ､ flattypeとりわけIlb､IIc

の intramucosalcarcinoma(=f一atadenomawithsevereatypia)から進展

してきたことは.K-ras変異の上からも確かであろう｡さらにさかのぼって.

mi一d,moderateatypiaの flatadenoma由来であるか否かを解明するためには.

f一atadenomaあるいは denovo型発癌に特異的な遺伝子変化の発見が必要であ

る｡ここではむしろ､平坦陥凹型病変かつ K-ras変異の関与が小さい pathway

があるということを認舌鼓する事がもっとも重要であろう.

Typelのsm癌は､K-ras変異頻度が高率でありpolypoldadenoma由来と考

えられた｡sm 癌全体の K-ras変異頻度は33%となったが､これは､一般の sm

癌における NPG-sm 癌の頻度 (20-40%)30･45)に比し､本研究での NPG-sm 癌の

頻度(17/39-44%)が高かったために.実際の価より低く見積もられていると考え

られる｡なお.NPG-sm 癌は PG-sm 癌に比べて sizeが小さかったが､これは小

さいうちに sm 浸潤を起こすという特性を反映しているものと考えられる｡

pm 癌における K-ras変異頻度は45%であり､従来の報告(27-68%)6-9111･19･34･

35･38)と同様の結果であった｡このなかで､TypeIの K-ras変異は78%と高率で.

Typelの sm 癌からの進展が想定された｡これに対して NPG群における K-ras

変異は23%と有意に低率であった｡このことから､MPG-pm 癌の多くは平坦陥凹型

病変の pathwayをたどってきた事が推測さる｡しかし､NPG-sm 癌の Kィas変

異率6%に比べると17%の上昇がみられることから､一部は PG-sm癌由来である､
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あるいは NPG-pm 癌へと進展する際に KイaS変異を捷印した.といった可能性も

考えられる.PG-pm 癌､PG-sm 癌の K-ras変Jtは約半数に惣められたが.K-

ras変Jtからこれらの由来を推定することは国JIである.形態からは､"a､Isが

その候補としてあげられ K-ras変異孝とも矛盾しないが､さらに別のマーカーが

必事と考えられる.ss以上の謙疲型進行癌においては59%と比較的ホ事に変異が

検出された.下田ら30)は.進行癌の78%が NFG型であリdenovO型発癌であると

したが.Kィas変JtのB8与が小さい平坦陥凹型病変の pathvvayが主体であれば.

進行癌の K-ras変異頻度はかなり低<なると考えられ今回の結果とは合致しない.

隆起型から兼銭型への形態変化が pm晩期におこるという病理粗描学的推論と5･SO)

ss以上の進行癌では周堤の<ずれなど形態の変化が著しく PG群と NPG群との判

定がしばしば困難であることを考え合わせると.NPG型とされる ss以上の進行癌

の中に PG型由来のものがかなL)含まれているのではないかと推定される｡

heterogenelty の存在については三つの解釈が可能であろう｡第-の解釈は､姓

dFの発育後期に K-ras変異を稚許したとするもの.第二の解釈は､もともと K-

ras変Jt隅性の並痔に K-ras変異陰性のAI嫉細胞が発生しせき換えて行ったとす

るもの.第三の解釈は adenomaの時期から存在した K-ras変異の

heterogeneity がそのまま保持されているとするものである.この点について明ら

かにするために.NPG型進行癌を中心に K-ras変異の heterogeneltyについて

検討した.その結果.11病変の K-ras変異障性進行癌の内.4病蜜において連銭

の1部分.矧 こ深部にしか変異が見られないという heterogeneltyが認められた｡
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また,淡潤部で変異の見られなかった病変は他の部分でも変異は毘められなかった｡

この結果は.JL額が深辞へ浅瀬L,てい<過程において K-ras変JEを穣許した可能

性を示唆していると考えられた.また.K-ras変異が無秩序な細胞叫柾に関連して

いるという研究報告Sl)があることを考え合わせると,heterogeneity の存在につい

ては素-の群釈がJLも妥当と思われる.一万.7病変においてはJt珠の広範囲に K-

ras変Jtが惣められ､比較的早期に変異を種市した可能性が強いと考えられた.

沈癌性大Al炎の癌化例における K-ras変異は.通常の大腸癌に比べて頻度が低

い(8-24%)ことが従来より報告されているが 9-叩､我々の検肘においても6症例

中 polypoldgrowthを示す V[IEoustumorの1例のみに変異を認め.non-

polypoldgrowthの5例には変異をRZl･めなかった｡一般に漬珠性大腸炎の癌化例は

iL井の大浦癌と異なL).肉眼形態が取扱規約の3､4.5型といった non-poFypord

growthを示す没潤型が多いことが知られているが 2153).iB伝子変化においても隆

起型膿DLを介した発癌経路と異なる事が考えられた｡その一方で.K-ras変異を認

めた vlHoustumorの1例は､漬嫉性大腸炎の癌化例におけるVogelstelnモデル

の発癌経路の存在を示唆しているのかもしれない.これまでのiA残任大腸炎の癌化

例における K-ras変異についての報告では漉疎の形態については触れられておら

ず.今後の検討が待ち望まれる｡

大hIJI功は K-rescodonlZの変異がよく見られるとされてきたが.そのなかに

ち.とくに変異頻度がホ軍である vIIloustumor､polypoidadenoma.Type1

の srn､pm 癌.変異頻度が低率である NPGISm 象 "bJIc型腺腫･漬癌性大
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AI炎癌化例などさまざまなタイプがあリー様ではない.また.加瀬内における K-

ras変Jtの heterogeneityの存在は間JZをさらに横雑にしている.adenoma-

carcinomasequenceと denovo型発癌の筈争は.時代ともに.flat

adenoma､"b､IIc 病変の発見をへて変遷してきた54).我々は K-rascodonl2

の点突然変異をマ-カーとして一つの解釈をStみたが.今後この方面の分子生物学

的研究の進歩によLJ､denovo型発癌と =b,Ik型 adenomaのiA伝子変化の差異.

新たな暮要な遺伝子異常の発見などによりさらに解明が進むと考えられる.
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まとめ

非iA伝性大AtJI功263病巣 (flatadenoma62.polypoldadenoma95,連濁

店100,iA4位大AI炎癌化例 6)の切除Bl本パラフィン包埋ブロックよりDNAを抽

出し､2-step-PCR-RFLP法によtJ K-rescodon12における点突然変異につい

て解析し以下の括黒をitた.

1) polypoldadenomaにおいて67% (65/95)に K-ras変異が認められたの

に対して､flatadnomaにおいてはZl% (13/62)と有意に低率であった.

polypoidadenomaのうち.vl"oustumorの K-ras変異頻度は90%と纏めて高

率であった.

2) f[atadenomaのなかでも平坦 ･陥凹型 川b,IIctype)の K-ras変異は

8%と.Ila,llb+llatypeの33%に比して低率であった.

3) sm 癌､pm 癌の K-ras変異頻度は.Typel･(sm癌 :57%,pm癌 :

78%).polypoldgrowth群 :(sm癌 :50%,pm癌 :45%)､non-porypold

growth群 :(sm痔 :6%,pm癌 :23%)､とTypeEとNPG群の間に差が認めら

れた.

4) ss以上の進行癌においては62%に K-ras変異を認めた.

S) K-ras変異Bt性の進行癌11例について.JI妨内の3-6箇所の K-ras変異を

調べたところ.4例においてはDL砧の深部にしか変異がみられない heterogenelty

を扱めた.

6) 溝dE性大腸炎の癌化例6例のうち Kィas変異を認めたのは,VIHoustype
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の陸起型病変1例のみであった.

括替

K-ras変Jtに関して大AIJI軌 ま一様ではなく.vi‖ous tumor.poJypold

adenoma､Typel漢潤痔において変Jt頻度がホ畢であるのに対して. NPG-sm /

pm 癌.Ilb.IIc型波並.淡痔性大JI炎射 ヒ例では変異頻度が低事であることが明

らかになった.また､同一JfA内で.K-ras変異の heterogeneltyが存在する18

台があることも示唆された.大甥癌の発癌過程としては､Vogelsteln らの脚 昌し

た K-ras変異が密接に関与する polypoldadenomaを介する経路とは別に.K-

ras変異を伴わない平坦 ･陥凹型病変を介する経路が存在すると考えられた.
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a)Pく005byXZ仏Lh)P<001h)rFt如 r●､Ic､l









Tab)e6 lntralumoralhelerogene)lyorK-ra.ImuLJt10nm udviLnCedcolorecLilI
CanCerS

Macrt汚COPlC DcpLhof
Age Sex apFX.llCnCC Slzc(cm) toGltion lnヽ･.ullOn K-r〝JHctcrt)gcncIL)

46 F I)rpc2 1駄目) S pm (11

5L F typc2 27x26 Rb pn1 03

73 F typc1 2 i)x25 S pn- 1)3

7(1 M lypc2 36･Y23 R pm O3

27 M typc2 2･2x2･O Rb pm 3,5

5-I F I),pc1 28x2･2 S pm 4 ll

5() F typc2 28x22 R.I S13 55

72 M Lypc2 3)x2.() T iS 55

41 M typc2 35.T3.0 S ss

55 F typc2 35.Y33 A ss

71 F lypc2 4O.T4り Rtl Pn1

28 F Lypc1 45x3.5 Rb pm

7(1 M L)PCL Jjx40 S pm

47 F L)pe2 50,T4O S s:S
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49 M I)pe1 70x56 S pm 16
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Table7 K-rasmutatlOnSITlCancelsaSSOC)utedWtthulcerill)VeCOIltlt,

Q C S- 器 慧 c Gro-ntypc S叫 叫 h- I.m E霊 ouJ K一- muLnl…

49 M Lypc5 NPG L3xOB C pm

6%i M Ih NPG 3日5x25 Rb sc

52 M LIa NPG 30x2(】 Rb m

42 F Lypu4 NPG 14日5x50 S bu
44 F Lypt･I(vl】b鵬) PG 7Lh5月 D hS 十

Jl) M hrrM;4 NPG 16JSx55 Rs ss
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FlgUre4 DNAの抽出

パラフィン切片 (5-lOlJrn)より病巣を切り出す(104-105ceHs)

l
脱パラフィン

l
ProteinaseKにより消化 (37℃,48hrs.TEBufferwith1% SDS.pH9.0)

l
Phenoトchloroform抽出､eta∩ol沈澱

l



FlgUre5 PCR-RFLPの原理

codon 10 11 12

cIKr-ras12 ----ACTGAATATAAACTTGTGGT̂ GTTGGA

変異 Prlmer 5L ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGA回

CTGGTGGCH一一一

CT-3'

変異 prrmerによる PCRにより､codonllの第-塩基が G-Cに置換され､

wlldtypeの COdon12は制限酵素 Mva/の詑稚配列 (CCTGG)が中人され切断される｡

mutantの COdon12は Mva/による切断を受けない｡



TrlS-HCI1 T3



M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 】0 ll

■r･･■muLarlt
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FlgLITe7 ELecrrophoresLSOr2-step-PCR-RFLP

Jm cM ¢X174/Flue//IDNAnlarker
lGallb】adder
2.normalmucosa
3,4:natadenoma
5-7:FX)IyFX)idadenonla
8-10:advancedcanccT
llH20

1-且ne5,7,8,10arepsILIVeForK-raymutatLOn





Cancer Gallblader

AGCIAGCI
-･ー

･+ ど - N雷

● -
一■■■■ー ___

KlaS COdon12 Vi11 Gly

F[gureg PCR産物の SequenClngの結果､正常値変における K-rafcodon12の

noncodlngSt｢andが ACC(Glyclne)であったのに対して､2-step-PCR-RFLP陽性の

sm癌 においては第2塩基 (左矢印)にC- Aの変異 Nallne)が認められた｡

1.8%poりacryramFdegelよりbandを切り出し､crashLDNAーragmentを溶出 (0.5MNH.OAc.

10rTIMMg(OAc)2,1mMEDTA.0.1%SDS.37℃.DVernighl).phenoトchloT○foTrn抽出.ehLa∩ol浅瀬に

よリ捕製

2.DNAfra9rTtentを pCRllにljgatjon(DNA2∩9,PCRH10ng.T.ligase350U.lmMATP,60mM

Ths-HCL,6mMMgCl2.10mMDTT.lotaH0LJl,10cc.overnight)

3. 1/2IにてE_.=oli.DH5C'80l川 10'tTa∩SformanVLJ9PMHC3)を tlanSformatlOnt0℃30rnin- 42

を使用)

6. PlasmidDNA1.5LJgを7ルカリ変性譲.)Zpで5■東塔を模鼓した Prlnlerを用い､dldeoxy法に

よリsequencingを施行 (sequenclngPrlmer:TCTGAATTAGCTGTATCGTC.DNApdypmerase.

BtaBESTT'ADNAp叫 meraseHMEGALABEL.LkaBEST1一DldeoxySequenc.n9KjttT血ara.Kyoto)





1 2 3

Edj t l1 2 3 4 5 M

FigureJO-2 HeterogeneLLyorK-raSmu(atio■linadyanccdcancer(2)
aMacroscoplcappearenceorLLlmOT
bCutonLllelinesE-FandG-H.

C:DNAswereextractedFrom5sitesrespeCLlVely･
dOnly2sal1叩les(Iand2)coTltalnCdK-rasmutation.
Tnthiscase,heleroge]leLtyOrK-rafmuLall01lWasObserved
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