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緒 言 が国において は１９６４年か らの約３０年間 に大腸癌死

近年， 大腸 癌の死亡率 は増 加し， 特 に多くの先 亡者 の数 は約６，６００人 が ら約２８，０００人と 約逐 倍の

進諸国聞にお いては大きな 問題となって いる．
わ 増 加を示 し， 現在ではそ の全癌に占める 死亡の割
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合 は１０％ を 超 完 る１〕．

大腸癌は臨床 的症状を呈 しだ段階 では， 良好な

予 後が得ら れないことが多 い
．
しか し， 早期に発

見 することによ り， 外科的また は内視鏡 的に切除

する ことが可能 であり， 予後 の改善につ ながると

考 え ら れ る．

し た カミっ て， 早 期 発 見 の た め の 大 腸 癌 マ ス ・ ス

ク リ ー ニ ン グ が 重 要 と な っ て く る． そ の ス ク リ ー

ニ ングの一つであり， 非侵襲的 な方法と して 便潜

血 反 応２）～４）が あ る カミ， 大 腸 憩 室 症 や 出 血 性 胃 潰 瘍

な どの疾 患において も陽性反応 を示し， 非特 異的

で あ る．
一方， 最近の大腸癌 遺伝子関連 の研究により，

その発癌 からの過程 が明らかにさ れつつあり，
少

な く と も ５ つ の 遺 伝 子 （４ つ の 癌 抑 制 遺 伝 子

ＡＰＣ５）， Ｍ ＣＣ， ｐ５３
６〕
， ＤＣＣ と １ つ の 癌 遺 伝 子 Ｋ一

欄７）８）） の 異常 がその 発生進 展過程 に関 与 して い

る と 考 え ら れ て い る９〕． 特 に
Ｋ一 燃 遺 伝 子 の 変 異

は， 腺腫 が高度異型 性を示す過程 に，ｐ５３遺伝子の

変異 は， 大腸 腺腫が大腸癌 に移行する過 程に関与

し て い る こ と が 示 唆 さ れ て レ） る呈０）１１）
．

近 年， 代謝異 常や血液疾 患における遺伝 子の異

常 を同定して疾 患の診断に臨床 応用される 段階に

至り， 便中に Ｋ 珊∫遺伝子点 突然変異を 同定 し，

大腸腫瘍の有無を診断できる可能性を示唆した報

告 が 散 見 さ れ る よ う に な っ た
１２）１３）
．

便 申 より Ｋ・㈱ 遺伝 子 点 突然 変 異 を同 定 す る

従 来 の 方 法 は Ｓ ㎝ｔｈｅｍ 法， ｐ１ａｑｕｅ ｈｙｂｒ三ｄｉｚａｔｉ㎝

法 亘２） あ る い は ｍ 耐 ａ ρｔ－ａ１Ｉｅ１ｅ－ｓｐ ｅｃ 閉 ｃ

ａｍｐ１ｉ畳ｃａｔｉ㎝ （Ｍ ＡＳＡ） 法
三３〕に て 施 行 さ れ た． し

かし， こ れらの方法 は， 臨床応用 する場合に以 下

の 点 に お い て 考 慮 す べ き 点カ§認 め ら れ た． Ｓｏｕｔｈ－

ｅｍ 法， ｐ１ａｑｕｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉ㎝ 法 は， 放 射 性 プ ロ ー

ブを用いる ばかりでなく， 操作が複雑 であるため

ルーチ ン化カミ困 難 で あ る
．
こ れ に 対 し ＭＡＳＡ

法五４〕は操 作カミ簡 便で， Ｋ一燃 遺 伝子 点突然 変異 を

同定する際， 理論上感度 も高いが， ＰＣＲ 条件のわ

ずかな違いによ り対応する 変異以外の点 突然変異

も 増幅 さ れて しまう こ とカ滴 る な どの 問 題カミあ

り， またｐ５３遺 伝子な ど癌抑制 遺伝子 の検出 には

困難 であること が考えられた．

著 者は， 新花 に迅 速か つ容 易 に便 申よ り ＰＣＲ

グ レードの ＤＮＡ を抽 出 し， Ｋ一燗 遺伝子 点突 然

変異 を検出 する ばかり でなく， ｐ５３遺伝 子 な どの

癌抑制遺伝子も比較的容易に検出できる可能性の

あ る ｎｏｎ ｒａｄｉｏｉｓｏｔｏｐｉｃ ｐｏ１ｙ ｍ ｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ

ｒｅａｃｔｉｏ 阯ｓｉηｇ１ｅ ｓぽａｎｄ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏ列 ｐｏｌｙｍ ｏｒ－

ｐｈｉｓｍ ａｎａ１ｙｓ１ｓ （ｍ 篶 ＲＩ ＰＣＲ－ＳＳＣＰ 法
１５｝洲 ） を

用 い， 大腸 癌患者の 便申の Ｋ・郷 遺伝 子点突然変

異 の検出を行っ た．

対 象

１９９５年４～６月 までに， 東 京女子 医科大学第二

外科 学教室にて 手術を施行 した 大腸癌１０例 を対象

と し， 切除さ れた 大腸癌組織， およ び手 術， 検査

時に前 処置のた め緩下剤を内服 し回収さ れた 便を

材 料 と し た．

性別 は男性９， 女性 １， 年齢分布 は２８～７１歳（平

均 年 齢５５，６歳） で あ っ た．
占 居 部 位 は 直 腸 ３ 例，

Ｓ 状結腸 ４例，下行 結腸３例 であっ た．分化度別 で

は， 高分 化腺癌５例， 中分化腺癌 ５例であった．

深 達 度 別 で は， ｍ ２ 例，ｓｍ １ 例， ｍｐ １ 例，ｓｓ（ａ１）

４例， ｓｅ（ａ２）２例 であっ た． 組織 学的進行程度 別

分 類 で は， ＳｔａｇｅＯ： ２ 例，
ＳｔａｇｅＩ： ２ 例， Ｓｔａｇｅ

ＩＩ； １ 例， ＳｔａｇｅＩＩＩａ； １ 例， ＳｔａｇｅＩＩＩｂ： ２ 例，

Ｓｔａｇｅ ＩＶ ： ２ 例 で あ り， ま た Ｄ以ｋｅｓ 分 類 で は，

眺 ｋｅｓ Ａ ： ４ 例， Ｄｕｋｅｓ Ｂ ： １ 例，
Ｄ 故ｅｓ Ｃ ： ３

例， Ｄ 赦ｅｓ Ｄ ： ２ 例 で あ っ た．
リ ン パ 節 転 移 ま た

は肝転移陽性 は１０例中５例 で， 陰性 は５例であっ

た （表）．

方 法

１
．
材料 の採取

１） 腫瘍

切 除標本 より腫 瘍組織 の 一部 を肉 眼的 に約１００

㎜ｇ 程切除 し， 検 査に供す るま で一８０℃下 で凍 結

保 存 し た．

２） 糞便

手術， 検査時に前処 置と して緩 下剤 （ニフ レッ

クス⑮２Ｚまた はマグコロ ール⑧２５０ｍ１） を服用 し排

泄さ れた 泥状 ～水様 便１０ｍ１を減 菌ス ピッツ 管 に

取り， ４℃ ３，０００ｒｐｍ２０分にて遠心 分離し沈殿物

を検査に供 するまで一８０℃ 下で凍結保 存した
．
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表 対 象 と した 大 腸 癌 患者 の 内 容と Ｋ一燗 遺 伝 子 に対 す る ｎｏｎ ＲＩＰＣＲ・ＳＳＣＰ 法に よ る 解析 結 果

Ｐａｔｉｅｎｔ Ａｇｅ／ｓｅｘ Ｔｕ 獅ｏｒ ｌｏｃａｔｉｏ胴 Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ
Ｓｔａｇｅ／ 丁鶯獅ｏｒ

Ｔｕ㎜Ｏｒ ㎜ 泌ａ之ｉＯｎ
漱ｕｔａｎｔ 椛８

Ｄむｋｅｓ ＳｉＺｅ（Ｃ㎜） ｇｅｎｅｉｎ Ｓｔ００１

王 ７１／Ｍ Ｓｉｇ細０ｉｄ ｗｅＨ ｄ雌 ｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ａｄｅ河ｏｃａｒ一 ０／Ａ ４．５ ×２．８ 十 十

ＣｉｎＯ ｍ ａ 三な ｔｕｂｕ玉０ＶｉＨ ＯｕＳ （ｃｏｄｏη １２， ｙａ一） （ｃｏｄｏ藺 １２， Ｖａｌ）

ａｄｅｎＯ㎜ａ ｍ，螂（一）

２ ６７／Ｍ Ｓｉｇ伽０ｉｄ ｗｅｕ ｄ 附ｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ａｄｅｎｏｃａｒ一 互／Ａ ５．２ ｘ３．３ 令 半

ＣｉηＯｍａ Ｓｍ， ｎ（一） （ｃｏｄｏｎ 玉２， Ｖａｌ） （ｃｏｄｏｎ 玉２， Ｖａｌ）

３ ６３／Ｍ ｒｅｃｔ㎜ ㎜（Ｒａ１，） ｒｎ Ｏ ｄ ｅｒ ａ ｔｅ 玉ｙ ＞ ｐ ０ ０ ｒｌ ｙ ＩＶ／Ｄ ４．５
×３
，５

十 十

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｒｎａ （ ｍ 耐 ａ ｔｉ Ｏ ｎ （ 獅 ｄ ｔ ａ ｔｉ Ｏ ｎ

ｓｓ， ｎ２
（十），

鐵３ ｅＸＣｅｐｔ ｅｘｃｅｐｔ

ｃｏｄｏｎ １２ ｃｏｄｏｎ １２）

→ ｃｏｄｏｎ １３ Ａｓｐ）

４ ４９／Ｍ ｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇ ｒｎＯｄｅｒａｔｅｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ Ｉ／Ａ ３．２ ×２．９ 斗 一

ａｄｅｎＯＣａｒＣｉｎｏ ㎜ａ ｍ ｐ， ｎ（一） （ｃｏｄｏ Ｈ ２，
Ｖａｌ）

５ 逐３／Ｍ ｒｅｃｔｕ ｍ（Ｒｂ２〕） ｒΩｏｄｅｒａｔｅｌｙ ｄｉ符ｅｒｅΩｔｉａｔｅｄ ＩＩＩｂ／Ｃ ４．Ｏ×
３
．５

十 一

ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｒｎａ ａ１，ｎ１（斗） （ｃｏｄｏｎ １２，
Ａｓｐ）

６ ５琴／Ｍ ｄｅＳＣｅｎｄｉｎｇ ｗｅ１ｌ ｄ 附ｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ａｄｅηｏｃａｒ・ 互Ｖ／Ｄ 些、５×３．
５ ’ ’

ｃ１ｎｏ棚ａ ｓｓ， ｎ
（一）
，
Ｈ３

７ ５６／Ｍ ｒｅＣｔｕ ㎜（Ｒａ
１〕） ｒＧ０ｄｅｒａｔｅ玉ｙ ｄｉｆｆｅｒｅηｔ三ａｔｅｄ Ｉ夏Ｉａ／Ｃ ３，６×３．３ … 凹

ａｄｅ狐ｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｓｅ，ｎ
１（中）

８ ２８／Ｍ ｄｅｓｃｅ 舳 ｎｇ ｒ㍑Ｏｄｅｒａｔｅ－ｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ Ｉ五童ｂ／Ｃ ７．０×６．０ ’ ’

ａｄｅれｏｃａｒｃｉｎｏｒｎａ ｓｅ，ｎ
３（十）

９ ６３／Ｍ Ｓｉｇ㎜０ｉｄ ｗｅＨ ～ ㎜ｏｄｅｒａｔｅｌｙ ｄｉ 旋ｒｅｎｔｉａｔｅｄ Ｉ茎／Ｂ 近、５×３．０ 一 一

ａｄｅｎＯＣａｒＣ１ｎＯ㎜ａ ＳＳ，ｎ（一）

１０ ６４／ Ｆ ｓｉｇｍｏｉｄ ｗｅｕ ｄｉ符ｅｒｅｎｔ呈ａｔｅｄ ａｄｅｒ１ｏｃａｒ・ ０／Ａ ４．０×１．５ ’ ’

ＣｉηＯ醐ａ 獅， “ 一）

１） 賄 ： 上 部 直 腸， ２） Ｒｂ： 下 都 直 腸．

２
．
ＤＮＡ の抽出

１） 腫瘍

腫 瘍 組 織１０～１５㎜ｇ を ｃ 鮒ｉｍｏｘ－１４⑧
１８） （Ｉｏｗａ

Ｂｉｏｔｅｃｈ亙ｏｌｏｇｙ） １ｍ１ に 入 れ 組 織 を ホ モ ジ ナ イ ズ

じ た． ポ Ｃ １５，Ｏ００ｒ 卿 ５ 分 に て 遠 心 分 離 し， 不 溶

物 を 取 り 除 い た．
上 溝 を 取 り 出 し， 再

び ４℃

１５
，
０００ｒｐ㎜ ５ 分 に て 遠 心 分 離 し た． 沈 殿 物 に２Ｍ

塩化 リチウム５００μ１を加え溶解さ せ， ぺＣ１５，０００

ｒｐｍ ５ 分 に て 遠 心 分 離 し た．
上 溝 に イ ソ プ ロ ピ ル

ア ル コール６００μ１を 加 乏，一８０℃ に て ５ 分間 静 置

後， ４ ℃ １５，Ｏ００ｒｐ㎜ １０分 に て
遠 心 分 離 し た． 沈 殿

物 に７０％エ タ ノ ール５００μ１を 加 え 洗 浄 し， ４℃

１５，０００ｒｐｍ ５ 分 に て 遠 心 分 離 し た． 沈 殿 物

（ＤＮ Ａ） を 乾 燥 さ 竜， ＴＥ 溶 液 （Ｔｒｉｓ－ＨＣ１ ［ｐＨ

７．５］， １ｍ
Ｍ ＥＤＴＡ） ５０μ１ に 溶 解 し た．

１） 糞便

便サ ンプル １ｇ に対し， １㎜１の ＴＥｂ雌ｅｒ（１００

㎜ Ｍ Ｔｒｉｓ羽 Ｃ１ｐＨ ８．５， １０ｍ
Ｍ ＥＤＴＡ） を 加 え 約

３０秒 間 ｖｏｒｔｅｘ を か け た．
室 温 で１０分 以 上 静 置 後，

４ ℃ １５
，
０００ｒｐｍ ５ 分 間 遠 心 分 離 し た． 上 清５０μ１

に Ｃａｔｒｉ㎜ｏｘ・１４⑧ ５００μ１ を 加 え， 撹 拝 し， 室 温 で１０

分以上静置 した 後，４℃ １５，
０００ｒｐｍ ５ 分間遠心分

離した．沈
殿物に２Ｍ 塩化リチウム５００μ１を加乏溶

解させた 後， ４℃ １逐，
０００印ｍ ５分 間遠 心分 離 し

た． 上 溝 にイ ソ
プロ ピ ル ア ル コー ル５００μ１を 加

完
，
一８０℃ に て ５ 分 間 静 置 後，

ポ Ｃ １５，０００ｒｐｍ １０

分間遠心分離 し花．沈殿物に７０％ エタノー ル５００μ１

を加え洗浄 し，４℃ １５，０００ｒ卿 ５分問 遠心分離 し

た
．
沈 殿 物 （ＤＮ Ａ） を 乾 燥 さ せ， ＴＥ ｂｕｆｆｅｒ５０μ１

に 溶 解 し た．

３
．
Ｐｏ１ｙｍ６ 醐ｓ③ ｃｈａ鮎 肥 銚 愉ｏ㎜ （ＰＣＲ） 法

１） 腫瘍より抽 出された ＤＮＡ

（１） １ｓｔＰＣＲ 反応

Ｋ 明ｏ∫ 遺 伝 子 ｃｏｄ ㎝ １２，五３を 含 む２１０ｂｐ を ＰＣＲ

法 に て 増 幅 し た． す な わ ち， 抽 出 し 花
Ｄ Ｎ Ａ ５μＩ を

ｔｅ ｍ ｐ１ａｔｅ と し， ｐ 凶 鰍 ｅｒ ｆｏｒ ｗ ａｒｄ ［弘

ＧＴＧＴＧ ＡＣＡ ＴＧＴＴＣＴＡ Ａ ＴＡＴ ＡＧＴＣＡ－３つ

（２０ｐｍｏ１／μ１） を１μ１， ｐｒ
ｉｍｅｒ ｒｅｖｅｒｓｅ ［５㌧

ＧＧＴＣＣＴＧＣＡＣＣＡＧＴＡ ＡＴＡ ＴＧＣ・３戸］（２０ｐ㎜ｏ１／

μ１） を１μ１， ２．５㎜
Ｍ ｄＮ ＴＰ を８μ１， １０×ｂリ 旋 ｒ（１００

ｍ Ｍ Ｔｒｉｓ－Ｈ α ｐＨ ８．９， ５００ｍ Ｍ Ｋ α， １５ｍ Ｍ

Ｍｇα。） を１０μ１， Ｈ．０ ７６μＩ を 加 え， 全 量 を９９μ１ と

し た． ７５μ１ の ミ ネ ラ ル オ イ ル を 重 層 し， サ ー マ ハ

サ イ ク ラ ーＰＪ ２０００ （Ｐｅｒｋｉη Ｅｌｍｅｒ Ｃｅωｓ） を 使

一 ９３０ 一



５９

用， ８０℃ １０分 間 加 温 し，２．５繊ｎ１ｔ／μ１Ｔａｑｐｏ１ｙｍｅｒ－

ａｓｅ（Ｔａｋａｒａ） を 最 終 的 に１μ１ 加 え， ｄｅｎａ 鮒 ｅ９ 舵

３０秒， ａ ㎜ｅａ１５５℃ ３０秒， ｅｘｔｅ鮒ｉ㎝ π Ｃ１ 分 の 条

件 で３０サ イ ク ル の ｐｏ１ｙｍｅｒａｓｅ ｃ血ａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏ篶

（ＰＣＲ） を 行 っ た．

（２）２飼 ＰＣＲ 反応

増 幅されてい るのを確認 の後１ｓｔＰＣＲ 町ｏｄ㏄ｔｓ

１００μ１ の 内１μ１ を ｔｅ㎜ｐ１ａｔｅ と し，
Ｋ・ 燗 遺 伝 子

ｃｏｄｏｎ １２，１３を 含 む７１ｂｐ を ＰＣＲ 法 に て 増 幅 し た．

つ ま り ｐｒｉ㎜ｅｒ ｆｏｒｗａｒｄ ［５
１－Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ａ

ＴＡＴ ＡＡ ＡＣＴ ＴＧＴＧＧ－３
１］ （２０ｐｍｏ１／μ１） を１μ１，

５味 端 を螢 光 色 素 ロー ダミ ン Ｘ⑧で ラ ベ ル した

ｐｒｉｍｅｒ ｒｅｖｅｒｓｅ ［５
１
－Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ π Ｇ Ｔ Ａ Ｔ

ＣＧＴＣＡＡＧ・３つ （１０ｐｍｏ１／μ１） （Ｔａ炎ａｒａ） を２〃 加

え， 上記１ｓｔＰＣＲ と同様の条 件にて２ｎｄＰＣＲ を施

行 し た．

２） 糞便より抽 出された ＤＮＡ

１ｓｔ ＰＣＲ 反 応， ２ｎｄ
ＰＣＲ 反 応 と も ＰＣＲ を４０サ

イ クル繰り返 す以外は， 条件は全て 同じである．

４
．
Ｎ ｏｎ ｒａａｉｏｉｓｏｔｏｐｉｃ ｓｉｎｇ１⑧ ｓｔごａ皿ｄ ｃｏｎｆｏｒ一

㎜ 飢ｉｏｎ ｐｏ蚊 ｍｏ 叩ｈｉｓｍ ３ｍａｌｙｓｉｓ （ｎｏ篶 ＲＩ ＳＳＣＰ

法） による解析

腫 瘍 お よ び 糞 便 よ り の Ｋ一燃 遺 伝 子 ＰＣＲ

ｐｒｏ 曲ｃｔｓ を９５％ ｄｅｉｏｎｉｚｅｄ ｆｏｒｍａｍ三ｄｅ， ２０㎜
Ｍ

ＥＤＴ Ａ， Ｏ．０５％ ｘｙ１ｅ以ｅ ｃｙａ烈ｏ１ を 含 む ホ ル ム ア ミ

ド色 素 溶 液 で２０倍希 釈 す る． 希 釈さ れ た 試 料 を

８０℃ ５ 分 間 加 熱 し， １ レ ー ン 当 だ り１μ
１ を， ０．５×

ＴＢＥ ｂ 雌 ｅｒ （９０ｍ Ｍ Ｔｒ三ｓ， ９２㎜ Ｍ ｂｏｒｉｃ ａｄｄ，

２．５ｍ Ｍ ＥＤＴＡ） を 含 む ５ ％ ｐｏ
丑ｙａｃｒｙ１ａ㎜ｉｄｅｇｅ１

（ａｃｒｙ１ａ㎜ｉｄｅ： ｂｉｓａｃｒｙＩａｍｉｄｅこ９９；１） ２００ｍ ㎜

（幅）×４７５㎜ ｍ （長 さ） ×０１３ｍ ㎜ （厚 さ） に 入 れ る．

電気泳動 条件は， ４℃３０
Ｗ にて１，５～２時間 泳動

し， Ｆ Ｍ ＢＩＯ・１００ｓｙｓｔｅｍ
⑧ （Ｔａｋａｒａ） を 用 い て 検

出 し た．

５．
Ｍ 耐 ａ 耐 一ａ１１⑧１⑧・ｓ 脾 ｃ冊 ｃ ａｍｐ１ｉ脆 枇ｉｏｎ

（ＭＡＳＡ） 法による検 出

腫 瘍 組織 に Ｋ一燗 遺伝 子 点突 然 変異 が 認 め ら

れ 花症 例の 糞便 にお け る 同変 異 の検 出 に 際 して

ＰＣＲ・ＳＳＣＰ 法 にて解析 した後， ＭＡＳＡ 法 でも再

検討 を行っ花．
ＭＡＳＡ 法は，

ＰＣＲ 条件の少 しの違

いによ り非特異 的な変異カ§増 幅されて しまう こと

があるな どの 問題カ§ある ものの， 理論上 感度カ塙

いた め，
ＭＡＳＡ 法でも再検討 を行った．

上 記 方 法 に て 抽 出 増 幅 さ れ た１ｓｔＰＣＲ ｐｒｏｄ㏄ｔｓ

の う ち王μ１ を ｔｅ㎜ｐ１ａｔｅ と し， Ｋ・ 燃 遺 伝 子 ｃｏｄｏｎ

１２の変 異 を検出 す るよう デザイ ンさ れた ｐｒｉ㎜ｅｒ

ｆｏｒｗａｒｄ 〔５１・ＡＣＴ ＴＧＴ ＧＧＴ ＡＧ↑ ＴＧＧＡ ＧＣＴＣ－

３１
，
５１－Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ ＧＣ Ｔ Ｔ－３

１
，
５１－

Ａ Ｃ Ｔ π Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ・３
１
， ５
１
・

Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ π Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ ＧＣ－３㌧ ５１－

Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ－３’， ５
１－

ＣＴ ＴＧＴＧＧＴ ＡＧＴＴＧＧ ＡＧＣＴＧＡ・３１〕 （１０ｐｍｏ１／

μ１） を１μ１， 町ｉ㎜ α ｒｅｖｅｒｓｅ 酎一ＣＴＣＡＴＧ ＡＡＡ ＡＴ－

ＧＧ↑ＣＡＧＡＧＡ ＡＡＣＣ－３
１］（１０ｐｍｏ１／μ１） を１μ１，２．５

㎜ Ｍ ｄＮ ＴＰ を４μ１， １０ｘｂ 雌 ｅｒ（１００ｍ Ｍ Ｔｒｉｓ－ＨＣ１

ｐＨ ８．９， ５００ｍ Ｍ ＫＣ１， １５ｍ Ｍ Ｍ ｇα。） を５μ１，

２
．５篶ｎ
ｉｔ／μ１ Ｔａｑ ｐｏ１ｙ㎜ｅｒａｓｅ （Ｔａｋａｒａ） を１μ 加

え， 全 量 を５０μ１ と し た． ７５μ１ の ミ ネ ラ ル オ イ ル を

重 層 し，
Ｇｅｎｅ Ａ ㎜ｐ ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ ９６００ を 使 用 し た．

ＰＣＲ 条 件 は ｄｅなａｔｕｒｅ ９４Ｃ ３０ 秒， ａｎ篶ｅａＩ６駁Ｃ ３０

秒， ｅｘｔｅ砒ｉ㎝ ７２℃ ３０秒 で３０サ イ ク ル 行 い， Ｋ・ 雌

遺伝子ｃｏｄ㎝ １２点突然変異 を特異的に増 幅した．

ＰＣＲ ｐｒｏ釦ｃｔｓ の う ち１０μ旦 を ４ ％ ＮびＳｉｅｖｅ ａｇａｒ・

ｏｓｅ ｇｅ１ （１ｘ ＴＡＥ） で１００ｙ， ２５分 電 気 泳 動 し，

ｅ 嚇 ｄｉｕ㎜一ｂｒｏｍｉｄｅ で 検 出 し た．

結 果

Ｎ㎝ ＲＩＰＣＲ－ＳＳＣＰ 法にて検 討した大腸 癌組織

１０例 中５例 に Ｋ一燃 遺 伝子点 突然 変異 を認 めた．

大腸癌 組織に変異 を認めた５症 例中３症例 の糞便

に お いて も 大 腸癌 組 織と 一 致す る Ｋ・伽 遺伝 子

点突 然変異を認 めた
．
図１～ ３は大腸癌 組織およ

び 糞 便 に 対 す る ηｏ公 ＲＩ ＰＣＲ・ＳＳＣＰ 法 に よ る 解 析

結果 である．

図 １ は， Ｎｏ． １か ら Ｎｏ． ３は 大 腸 癌 組 織 と 糞 便

に お いて 一 致 する Ｋ・㈱ 遺伝 子 点 突然 変 異 が認

め られた症例 である．

Ｎｏ． １ ： Ｔ Ｍ７１Ｔ → ㎜ 砒ａｔｉ０Ｒ （十）

ＴＭ７１ＳＤ → ｍｕｔａ腕ｎ （十）

Ｎｏ． ２ ： Ａ Ｍ６７Ｔ → ｍ 軌ａｔｉｏｎ （十）

Ａ Ｍ６γＳＤ → ㎜ｕｔａｔ五〇篶 （十）

Ｎｏ． ３ ： Ｍ Ｙ６３Ｔ → ｍｕｔａｔｉｏｎ （十）

ＭＹ６３ＳＤ → ㎜砒ａｔｉ㎝ （十）
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６０

Ｎｏ工

１ ２ ３ ４

Ｎｏ２

１ ２ ３ ４ １ ２ ３

Ｎｏ３

４ ５ ６ ７ ８ 夢

一

臓←
蛸 、 ’ 渥寺

じ

饒

む
■’

讐， ‘」
’
、 、十坤、

。饒 繕

１＝ｃ◎ρ脈三旦 ＧＧγ （Ｇ蚊） １：ｃ双ｏ脈ｏｉ ＧＧＴ （Ｇ１ｙ） １：ｃ◎倣 ◎１ＧＧＴ（Ｇ蚊），
２： ＣＧＴ（ 鞠 ）、

３： ＧＣＴ（拙劃）

２： ＧＴＴ （Ｙ剣） ２： ＧＴＴ （Ｙ釦） ４： ＴＧＴ （ｃｙｓ）、
５１ＡＧＴ（ｓｅぎ） ，

６：ＧＡＴ（Ａ卵）

１，２二獲一燗ｓｃ◎ｄｏ像 韮２ １
，
２： Ｋ一 棚 ｃｏ伽ｎ １２ ７： ＧＴＴ （Ｖ叡） １～？： Ｋ イ 郷 ｃｏｄ◎双１２

３： 腫 瘍 ： ＴＭ ７岬 ３： 腫 瘍 １ ＡＭ ６π ８：腫 瘍 ； ＭＹ６３Ｔ

４二 糞 便 ： ＴＭ ７王ＳＤ ４： 糞 便 ： Ａ Ｍ ６７ＳＤ ９： 糞 健 ： ＭＹ ６３ＳＤ

図 １ ｎ ㎝ Ｒ互 ＰＣＲ・ＳＳＣＰ 法 に よ る 解 析

腫 瘍 と糞 便 に 同一 の Ｋ・ 伽 遺伝 子 点 突然 変 異カミ認め ら れた 症 例

図 ２ は， Ｎｏ． ４お よ び Ｎｏ． ５は Ｋ 棚ｓ 遺 伝 子 点

突然変異カ状 腸癌組織に は認められた が糞便にお

いては認め られ菅かっだ症 例である．

Ｎｏ． ４ １ ＮＳ遂９Ｔ → ｍｕｔａｔｉｏｎ （十）

ＮＳ盗９ＳＤ → ｍ 雄ａｔ三〇篶 （一）

Ｎｏ． ５ ： Ｈ Ｎ４３Ｔ → ｍａｔａｔｉｏ篶 （十）

Ｈ Ｎ４３ＳＤ → ｍｕｔａｔｉｏｎ （一）

図 ３ は， Ｎｏ． ６お よ び Ｎｏ． ７は Ｋ一 燃 遺 伝 子 点

突然変異が大 腸癌組織にお いて認めら れず， よっ

て 糞便におい ても認めら れなかった症例 である．

Ｎｏ．６ ： Ｋ ０５２Ｔ ＆ Ｋ０５２ＳＤ → ㎜ 雌ａｔｉｏｎ （一）

Ｎｏ，７ ： ＹＳ５６Ｔ ＆ ＹＳ５６ＳＤ →’ｍｕｔａｔｉｏｎ （一）

Ｎｏ， １よ り Ｎｏ， ５の Ｋ一 ㈱ 遺 伝 子 点 突 然 変 異 の

種 類は同時に泳 動したコ ントロールバ ンドと比較

す ると以下の 変異カミ考え られた．

Ｎｏ． ！ ： Ｔ Ｍ７１Ｔ ＆ Ｔ Ｍ７１ＳＤ ；

Ｇ１ｙ （ＧＧＴ） → ｙａ１（ＧＴＴ）

Ｎｏ． ２ ： Ａ Ｍ６７Ｔ ＆ Ａ Ｍ６７ＳＤ ；

Ｇ豆ｙ （ＧＧＴ） 叫 Ｖａ１（ＧＴＴ）

Ｎｏ． ３ ： Ｍ Ｙ６３Ｔ ＆ Ｍ Ｙ６３ＳＤ；ｃｏ
ｄ ㎝ 亙２以 外 の

ｍｕｔａｔｉｏｎ が 考 え ら れ ｓｅｑｕｅｎｃｅ の 結 果， ｃｏｄｏｎ１３

の Ｇｌｙ（ＧＧＣ） が Ａｓｐ（ＧＡＣ） に変異 したもの で

あ る こ と カミ同 定 で き た．

ま だ， Ｎｏ． １の Ｔ Ｍ７１Ｔ に つ い て ｓｅ叩ｅ双ｃｅ を 施

行 し た 結 果， ｃｏｄｏｎ１２ＧＧＴ → ＧＴ Ｔ（Ｇ１ｙ →
Ｖａ１）

の変異が得 られｎ㎝ ＲＩＰＣＲ－ＳＳＣＰ 法 の結果と一

致 し た．

Ｋ一燃 遺伝子ｃｏｄ㎝ １２に対して ＭＡＳＡ 法で再

検討した結果 は以下の通り である．

Ｎｏ．ヱ： Ｔ Ｍ７１ は ｍ ｎ ＲＩ ＰＣＲ－ＳＳＣＰ 法 に て 大

腸癌 組 織 と糞 便に お いて 一 致す る Ｋ 伽ｓ 遺伝 子

点突然変異 Ｇｌｙ（ＧＧＴ） → Ｖａ１（ＧＴＴ） が認めら

れた 症例 で，ＭＡＳＡ 法でも 同一の変異カ
ミ認められ

た
．

Ｎｏ． ２： Ａ Ｍ６７は 忍ｏｎ ＲＩ ＰＣＲ－ＳＳＣＰ 法 に て 大

腸 癌 組 織と 糞 便に お いて 一 致す る Ｋ一燃 遺伝 子

一 ９３２ 一
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ｉ：ｃｏ伽施１ Ｇ（１…Ｔ（Ｇ蚊） ｉ：ｃ６皿蜘三 ＧＧＴ（Ｇ蚊）

２１ Ｇπ Ｗ銚） ２１ Ｇ 飢 （冷菊）

亘
，
２１ Ｋ一む郷 ｏｏｄｏｎ ｉ２ 工，２：Ｋ一 篶郷 ｃｏ

ｄｏ皿 ｉ２

３： 腫 瘍 ： ＮＳ４９Ｔ ３： 腫 瘍 ： ＨＮ４ 打

４： 糞 便 １ ＮＳ４９ＳＤ ４： 糞 便 ： 甑 禍 ＳＤ

図 ２ η ㎝ ＲＩ ＰＣＲ－ＳＳＣＰ 法 に よ る 解 析

腫瘍 の み に Ｋ一伽 遺 伝 子点 突 然 変 翼 を認 め た症 例

ｉ… 鮒 ㈱１ＧＧＴ（Ｇ蚊）
１：・㎝腕ｉＧＧＴ（酬

匿一 欄８ ζｏｄｏ皿 １２Ｋ一 嫡∫ ｃ◎ｄ◎ｎ １２

２１ 腫 瘍 ：Ｋ◎ 駆 丁
２： 腫 瘍 ： ＹＳ５６Ｔ

３＝ 糞 便 ：匿◎５２ＳＤ ３… 糞 便 ：ＹＳ５６ ＳＤ

図 ３ ｎｏｎ ＲＩ ＰＣＲ・ＳＳＣＰ 法 に よ る 解 析

腫 瘍， 糞 便 と も に Ｋ一燃 遺 伝 子
点 突 然 変 異 を 認 め な

かっ た 症 例

点突然変異 Ｇｌｙ（ＧＧＴ） → ｙａ１（ＧＴＴ） が認め ら

れた症例 で，ＭＡＳＡ 法でも同
一の変 異が認め られ

た
．

Ｎｏ． ４お よ び Ｎｏ． ５は， ｍｎ ＲＩＰＣ
Ｒ－ＳＳＣＰ 法 に

て Ｋ一㎜∫ 遺伝 子 点突 然 変 異 が大 腸癌 組 織 には 認

め られたが糞 便においては認 められながった 症例

で あ る．

Ｎ ｏ． ４： 大 腸 癌 組 織
Ｎ Ｓ４９Ｔ の 変 異 は Ｇ１ｙ

（ＧＧＴ）→ Ｖａ１（ＧＴＴ）と考え られるが，糞便
ＮＳ４９

ＳＤ に おい て， ＭＡＳ
Ａ 法で も 変異 は 認 め ら れ な

か っ た．

Ｎｏ． ５： 大 腸 癌 組 織 Ｈ Ｎ４３
Ｔ の 変 異 は Ｇｌｙ

（ＧＧＴ） → Ａｓｐ （ＧＡＴ） と 考 え ら れ る が， 糞 便

ＨＮ４３ＳＤ において， ＭＡＳＡ 法でも変 異は認 め
ら

れ な か っ た．

以 上， ｎｏｎ
ＲＩ ＰＣＲ－ＳＳＣＰ 法 に て Ｋ一 舳 遺 伝 子

点突然変異 が認めら れなかった検体 は，ＭＡＳＡ 法

でも変異 は認められ なかった．

Ｎｏ． ６： Ｋ０５２は ｎｏｎ ＲＩＰＣ
Ｒ－ＳＳＣＰ 法 で Ｋ一κ０３

遺伝子点 突然変異 が大 腸癌組織にも 糞便において

も 認 め ら れ な かった 症 例 で あ る． Ｋ０５２の 糞 便

Ｋ０５２ＳＤ において ＭＡＳＡ 法でも変異 は認め られ

な か っ た．

よっ て 糞便 中 にお け る 癌細 胞 およ び 癌遺 伝 子

は，大 腸癌組織より脱落，剥 離
し移行 した ものであ

り， 大腸 癌組織にお い
て Ｋ一舳 遺伝子 点突然変異

が存在 しなければ，糞便において も認め
ら れない

．

腫 瘍 か ら の ＤＮＡ に Ｋ一㎜ｓ遺 伝 子 点 突 然 変 異

が認め られた５症例の 内訳は以下 の通りである．

占居部 位は直腸２例，Ｓ 状結腸２例，下
行結腸！例

で あ っ た．
Ｓｔａｇｅ０： １ 例， ＳｔａｇｅＩ： ２ 例， Ｓｔａｇｅ

ＩＩＩａ： ！ 例， ＳｔａｇｅＩＶ ： １ 例 で あ り， ま た
Ｄ 故 ｅｓ

分 類 で は、 Ｄ 故 ｅｓ
Ａ ： ３ 例， Ｄｕｋｅｓ Ｃ： １ 例，

Ｄ 故 ｅｓ Ｄ ： １ 例 で あ っ た． 分 化 度 別 で は， 高
分 化

腺癌２例， 中分化腺癌３
例 であった．

深達度別 で

は， ｍ １ 例， ｓｍ
王 例， ㎜ｐ １ 例， ｓｓ （ａ１） ２ 例 で

あった．
リ ンパ節転 移または肝転 移陽性は２例 で

あ っ た （表）．

一 ｇ３３ 一
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５ 症 例 の う ち 腫 瘍 か ら の ＤＮＡ に Ｋ・伽 遺 伝

子点突 然変異が認 められ糞便に おいても一 致した

変 異カ書認め ら れる３ 症 例 の内 訳 は以 下 の通 り で

あった．
占居部位 は直腸１例，Ｓ 状結腸２例 であっ

た
．
Ｓｔａｇｅ Ｏ ： １ 例，

Ｓｔａｇｅ Ｉ： １ 例 ，
Ｓｔａｇｅ Ｉｙ ：

１ 例 で あ り， ま た Ｄｕｋｅｓ 分 類 で は， Ｄ 故 ｅｓ Ａ ： ２

例， Ｄ 故 ｅｓ Ｄ １ １ 例 で あ っ た． 分 化 度 別 で は， 高

分 化腺癌２例，
低分化腺癌１ 例であった．

深達度

別 で は， ㎜ １ 例， ｓ㎜ １ 例、 ｓｓ（ａ１） １ 例 で あ っ た．

リ ンパ節 転 移ま た は肝 転 移 陽性 は １例 で あった

（表）．

今 回， 新 淀 に ｃａ ぬ ｍｏｘ－１４
⑮ を 用 い て 便 サ ン プ ル

よ り 簡 易 に， 約 １ 時 間 以 内 で
ＰＣＲ グ レー ドの

Ｄ；ＮＡ を調整 するこ とが でき， 全過 程にお ける 時

間の短 縮を計ること 淡できた．

考 察

大腸癌 マス・スクリ ーニ ングの 非侵襲的検査 方

法と して便潜血反応カ書あり， 広く
一般に使わ れて

いる．
しかしなが ら， 胃潰瘍や大 腸憩室症な どの

疾 患においても陽性 反応を示 し， まだ， 偽陰 性率

３７．５％
１９）と の 報 告 も あ り， 便 潜

血 反 応 は， 非 特 異 的

で あ る
．

これに対 し最近 の大腸癌遺伝 子関連の研 究によ

り，その発
癌からの過程 が明らかにさ れつつあり，

Ｋ一欄，ｐ５３遺伝 子な ど少なく とも５つの遺伝 子の

異 常カミその発生 進展過程に 関与 している と考えら

れ１Ｏ）１１）， こ れ ら の 遺 伝 子 異 常 を 指 標 と し て 病 理 学

などにおいて癌 に対する診 断カは り合目 的なもの

に な り つ つ あ る．

今 回検 出 を目 的 と し淀 Ｋ一郷 遺 伝 子の 点 突 然

変異は， 腺腫
が高度異型性 を示す過程 に関与して

いる と 考 えら れて い る． 伽 遺 伝 子ｆａ赫１ｙに は

Ｋ一燃 遺 伝子，
Ｈ・燗 遺伝子，

Ｎ一燗 遺伝 子という

構 造 の 類 似 し た ３ つ の 遺 伝 子カ 蛎 り２０）２１）， 大 腸 癌

に関与する 湖ｓ遺 伝子の８８％ は Ｋ一伽 であり， そ

の ｈｏｔｓｐｏｔ は ｃｏｄ ㎝ １２， １３ あ る い は６１に 存 在 し，

その大部 分はｃｏｄ㎝１２に存在する． その 郷 遺伝

子変異 は， 径１ｃ㎜ 以上の腺 腫では５８％， 大腸癌 で

は４７％ に 認 め ら れ る と の 報 告 が あ る２２）．

Ｋ一κ㎜ 遺伝子点 突然変異 を検出す る方 法と して

プ ロ ー ブ を 用 い る Ｓｏｕｔｈｅｍ 法１７）お よ び ｐ１ａ叩 ｅ

ｈｙｂ洲ｉｚａｔｉ㎝ 法，点突然変異に 対して特異 的に結

含 するよう にｐｒｉｍｅｒを設計 し目的 とする 変異 の

み を 増 幅 す る Ｍ ＡＳＡ 法１４〕， ＤＮ Ａ を 変 性 さ せ 単 鎖

化 し１塩基配列 の差を単鎖の バン ドの移 動の違い

と し て 検 出 す る ＳＳＣＰ 法玉５）な どカミあ る． Ｓ ㎝ｔｈｅｒｎ

法 お よ び ｐ１ａ 卯ｅ ｈｙｂｒｉｄ
ｉｚａｔｉ㎝ 法 は 変 異 を 検 出 す

る 際， 相補 的に
変異に対応 するオリ ゴヌク レオチ

ド・プ回一 ブをハイ ブリ ダイ ゼーショ ンさ せる繁

雑 な操作 を必 要とするため ルーチ ン化 は困難であ

る
．
ＭＡＳＡ 法は， 操作 は簡 便で理論 上感 度は高い

も の の， ｔｅ㎜ｐ１ａｔｅ と な る Ｄ
Ｎ Ａ の 精 製 条 件 や

ＰＣＲ 条件（特に ａｍｅａ１温度）によって 対応する変

異以外の 点突然変異も増 幅されて しまう恐れカミあ

る な ど の 問 題 が あ る． ま た
Ｓｏｕｔｈｅｍ 法 お よ び

ｐｌａ 叩ｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ 法， Ｍ ＡＳＡ 法 は， い ず れ も

多部位 における数 塩基対 の欠失， 挿入 を伴うｐ５３

遺伝子 などの癌抑制遺 伝子の検出 に際して， そ れ

らに 対応する プロー ブ， プライマ ーの数を準傭 し

な ければならず癌抑 制遺伝子 の検出は困難 である

こ と淡考えられた．
ＳＳＣＰ 法は変性単 鎖化さ れた

１ 本 鎖 Ｋ・郷 遺 伝 子点 突 然変 異 のバ ン 汽を明 確

に 分離するに は， ゲル内温度 をある
一定温度 に保

た なけれ ばな らない が， Ｋ・燃 遺 伝子 ばがり でな

く ｐ５３遺伝子 な どの癌抑制 遺伝子 の検 出も比 較的

容易 に行え， かつ
一度に大 量の検体を扱う ことが

できるな どの利 点も併せ持っ ている． した がって

今回， ＳＳＣ
Ｐ 法にて Ｋ・燃 遺 伝子点突然変 異の検

出 を 行 っ た．

今 回 篶ｏｎ ＲＩＰＣＲ・ＳＳＣＰ 法 に て， １０検 体 の う ち

５検体 の腫瘍 に Ｋ一燃 遺俵 子点突 然変 異 を認 め，

頻度は他の報 告と比 し大き な相違はな かっ た． 腫

瘍と 糞 便 に同 一 の Ｋ・燃 遺 伝子 点 突然 変 異 を認

めた３症例のう ち２症例 の腫瘍は， リ ン
パ節転移

を伴 わ ない壁 深 達 度 鰯 およ びＳ触 の早 期 癌 で検

出 す る こ と が で き た （表）．
し た カミっ て， ｎ㎝ ＲＩ

ＰＣＲ－ＳＳＣＰ 法 にて糞 便 申よ り Ｋ一郷 遺伝 子 の 変

異 を 検 出 す る 方 法 カ§， 大 腸 癌 マ ス
・ ス ク リ ー ニ ン

グに応用さ れること により早期発見 につながる 可

能 性 カミ示 唆 さ れ た．

Ｎ㎝ ＲＩ ＰＣＲ－ＳＳＣＰ 法 に て 腫瘍 に Ｋ一燗 遺伝

子点突然 変異を認めだ ５症例のうち ２症例 は， 糞

一 ９３４ 一
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便 申に は点突 然 変 異 を検 出す る こ とが でき ず，
ＭＡＳＡ 法 でも再検 討した が検 出す るこ とは でき

な か っ た． し た が っ て， 糞 便 中 よ り Ｋ一 燃 遺 伝 子

の変異 を検出 するに あたって， 本法 は ＭＡＳＡ 法

と同様に感度 の点で優れた 方法とい完る．

上 記の 糞便 中 に Ｋ一伽 遺 伝 子点 突 然 変異 を 認

め なかった２ 症例の原因につ いて検討 して みる．

Ｈ Ｎ４３は 占 居 部 位 １ 下 部 直 瘍 （Ｒｂ）， ａｎａ１ｖｅｒｇｅ よ

り４．５ｃｍ で直腸指 診にて 触診 でき た症 例で あり，

糞便 は緩下剤 にて急激に排泄さ れ， かつ肛門 付
症

であった ために， 剥離， 脱落 した 大腸癌組織 が均

等に混 じらなかった ことが原因 の一つとして考 え

ら れ る． ま た， ＮＳ迎９は 占 居 部 位 ： 下 行 結 腸， 腫 瘍

径３．２×２．９ｃｍ で あ り， 腫 瘍 に Ｋ一 狐 遺 伝 子 点 突

然変異 を認めた５検 体のうち最小 の腫瘍径であっ

た． 腫瘍 が小さく， 低 い隆起性病 変のため十分な

量の大腸 癌組織が剥離， 脱落しな かっ たことが原

因 の 一 つ と し て 考 え ら れ る
．
よ っ て， 糞 便 中 に

Ｋ・郷 遺伝子点突然 変異を検 出する 際に影 響を与

え る 要 因 と し て， ｎ ㎝ ＲＩ ＰＣＲ－ＳＳＣＰ 法 に て 糞 便

中に も 腫瘍 と 同 じ Ｋ 伽∫ 遺伝 子 点 突然 変 異 を検

出し 得た ３症 例の 場合 と を 合わ せ 検討 して みる

と， ①糞便の採 取方法， ② 腫瘍の大きさ、 ③腫瘍

の 形状（内腔への隆起程度）， ④腫瘍存在部 位な ど

カミ考 え ら れ た．

し た が っ て， 今 後 改 善 を 加 え， Ｒ０篶
ＲＩ ＰＣＲ・

ＳＳＣＰ 法 に て， さ ら に 検 出 率 を 上 げ る た め に は，

ｐ５３遺 伝子な どの 癌抑制 遺伝 子を検出 する ばか り

でなく， 糞便の採取 方法も検討 する必要カミ考 完ら

れ た
．

従 来， 糞便サ ンプルより ＰＣＲ グレードの ＤＮＡ

の調節 は， 多段階のステ ッ プが あり， 多くの 時間

カミ必 要 とさ れた． 便 より
ＤＮＡ を抽 出し ＰＣＲ 施

行する場 合，便サ ンプル申に は核 酸分解酵素 の他，

特 に 多 糖 類 等 の 逆 転 写 酵 素 と Ｔａｑｐｏ１ｙｍｅｒａｓｅ の

両 方 を 阻 害 す る 因 子 カミ存 在２３〕す る た め， 通 常 の 方

法 でＰＣＲ グレー ドの ＤＮＡ を調 整 する こと は困

難 で あ り， こ れ ま で は，
ｈｅｘａｄｅｃｙ１ ｔｒｉｍｅｔｈｙ１

ａｍ ｍｏｎｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ（ＣＴＡＢ）２ξ）が 用 い ら れ た． し

がしながらこ の方法は， 多く のステッ プを必要と

する ため，ＰＣＲ グ レー ドの大腸癌 ＤＮＡ の 調整に

約１２時間以 上の時間カミ必要であった． しか し陽イ

オ ン 界 面 活 性 剤 で あ る ｃａｔｒｉｍｏｘ－１４⑱ を 用 い る こ

と に よ っ て， Ｃｏ雄ａ㎜ｉ蝸ｔ
ｉＯｎ の 可 能 性 を 低 く し た

ばがり でなく， 便サ ン プルか ら ＰＣＲ グ レードの

ＤＮＡ の調 整に約 １時間 以内 で抽出す るこ とが で

き るようになり， 全過程 における時問の 短縮を計

る こ と カミで き た．

また， 放射性 同位元素 を用 いず螢光色素ロ ーダ

ミ ン Ｘ⑮を用いて検 出できたこ とによりこの 方法

は， 汎 用 性 が 高 め ら れ た．

さ らに，ＳＳＣＰ 法は点変異 ばかりでなく，小欠 失

や 挿入 の よう な ＤＮＡ 多 形 性 を容 易 に 同 定 で き

る． よ１って大腸癌発 生進展過程 に関与している と

示唆さ れている癌抑制 遺伝子， 例 えば ＡＰＣ， ｐ５３

遺伝子 などの変異の有 無の同定 は， 他の方法より

容 易 で あ る
．
し た カミっ て， ｎｏｎ ＲＩ ＰＣＲ－ＳＳＣＰ 法

にて糞便 申より大腸癌遺 伝子を検出 する方法は
，

大腸癌の 検出率を高める ことが できる と考えら れ

る
．

最 後に， 大腸癌にお いて ｐ５３遺伝 子な ど高率に

変異を認める 遺伝子はある が，１００％の 発現率を示

す遺伝子は認 められていな いのカミ現状 である． し

か し，ｎ㎝ ＲＩ ＰＣＲ－ＳＳＣＰ 法 に て 糞 便 中 よ り Ｋ一 燃

遺伝子変異 を検出するこの 方法は， 変異カ
ミ検出さ

れた 場合， 有力 な大腸腫瘍の 存在診断につ なカ
ミる

情 報が得られ
，
この点が従来の 方法とは明 らかに

異 な る 点 で あ る
．

結 語

大 腸癌手術症例１０例において， 大腸癌組織 およ

び術 前の糞便より ＤＮＡ を抽 出し， ｎ㎝ ＲＩＰＣＲ－

ＳＳＣＰ 法による Ｋ一欄 遺伝子点突然 変異の検出 に

つ い て 検 討 し た
．

１
．
Ｎｏ篶 ＲＩ ＰＣＲ－ＳＳＣＰ 法 に て 検 討 し た 大 腸 癌

組 織１０例 中５ 例 の大 腸 癌 組 織 に Ｋ一燃 遺 伝子 点

突然変異 を認め， うち ３例の便中にお いても大腸

癌 組織 と一 致 す る Ｋ一燃 遺 伝子 点 突 然変 異 を認

め た． ３ 例 中 ２ 例 は， 壁 深 達 度 ｍ お よ び ｓｍ の 早

期 癌 で あ っ た．

２． Ｎ ㎝ ＲＩ ＰＣＲ・ＳＳＣＰ 法 に て Ｋ一 燃 遺 伝 子 点

突 然変異が大 腸癌組織に は認められたカ漢 便 には

認 められな かった ２検体の 糞便にっいて， ＭＡＳＡ

一 ９３５ 一



６４

法でも再 検討したが， 変異を検出す ることはでき

なかった．
こ れは本法が，

ＭＡＳＡ 法 と同様に感度

の点 で優 れた 方法とい 完る
．

３． 便 か ら
ＰＣＲ グ レー ドの ＤＮＡ を 抽 出 す る

過程は， 従来， ＣＴＡＢ を用いても約五２時間以上必

要 と さ れ た の に 対 し， ｃａｔｒｉｍｏｘ－１４
⑧ を 用 い る こ と

に よ り 約 １ 時 間 で 行 う こ とカミで き， ｎｏ篶 ＲＩ
ＰＣＲ－

ＳＳＣＰ 法 で点突然変異 の有無を確認 するの に要す

る総所要 時間は， 約１５～２０時間 であっ た．

Ｎ ㎝ ＲＩ ＰＣＲ・ＳＳＣＰ 法 に て 糞 便 申 よ り Ｋ・ 燗

遺伝子 変異を検出する本 法は， 変異 が検出さ れた

場合， 大 腸腫
瘍の存在 が非常に強く 疑われ， 大腸

癌マス・スク リーニ ングにおける有カ な検査方法

の 一 つ と し て 発 展 す る こ とカミ期 待 さ れ る．

本稿を終えるにあたり， 御指導と御校閲を賜わった
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ｄｅｖｅｌｏｐ 雌 雄．
Ｎ 臨 ｇ１Ｊ Ｍｅｄ３１９：５２５－５３２． １９８８

２３） Ｗｉ１曲 ３
，
醐６ ㎝ Ｊ，

Ｙｏ１ｋｅふ Ｒ 説 ３１： Ｒｅ㎜ｏｖａｌ

ｏｆ ｉ 曲ｉｂｉｔｏｒｙ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｆｒｏ ｍ ｈｕ ｍ ａｎ ｆｅｃａ１

ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ ｆｏｒ ｄｅ蛇ｃｔｉｏａ ｏｆ ｇｒｏｕｐ Ａ ｒｏｔａｖｉ畑 駝ｓ

ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ ａｎｄ ｐｏＩｙ亘ｎｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ

ｒｅａｃｔｉｏ饒ｓ．Ｊ
Ｃ１五烈 Ｍｉｃｒｏｂ三〇１２８：１３００－１３０７． １９９０

２４） Ｗ ａｍｇ Ｊ，
地 ｍｇ ＸＩ，

珊 珊 ㎝ ｅ 亙 Ｐ 軌 ａ１：

Ｓｅ 叩 ｅ苅ｃｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｓｍ ａ１１， ｒｏｕｎ
ｄ－ｓｔｍ ｃｔｕｒｅｄ

∀ｉ醐ｓｅｓ 赫 曲ｅなｏ「ｗａｌｋ ｖｉ㎝ｓｇｒＯｕｐ．Ｊ
Ｖｉｒｏ１６８：

５９８２－５９９０
．
１９９４

一 ９３７ 一


