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Carcinoembryonic Antigen mRNA Measurement by Using the Transcription-Reverse Transcription Concerted 

Method for Peritoneal Lavage Fluid Collected during Colorectal Cancer Surgery 

Azusa HIRANO， Akiyoshi SESHIMO and Shingo KAMEOKA 

Department of Surgery II， Tokyo Women's Medical University 

We evaluated the cytology and measured the carcinoembryonic antigen (CEA) mRNA in peritoneallavage 

fluid samples collected between 2006 and 2011， by using the transcription-reverse transcription concerted (TRC) 

method. Prewash samples were obtained from 80 primary colorectal cancer patients during laparotomy. Cytol-

ogy and CEA mRNA of 14 colorectal cancer patients were examined twice， in prewash samples collected imme-

diately after opening the peritoneal cavity and in postwash samples collected just before closing the abdomen. In 

patients positive for cytology or peritoneal dissemination in prewash samples， the incidence rate for detecting 

CEA mRNA by using TRC was 100%. TRC had a sensitivity of 100% and a specificity of 93.3%. There was a sig-

nificant relationship between prewash CEA mRNA number and tumor site， invasive growth pattern， and liver 

metastasis. Detection of CEA mRN A in the postwash sample was associated with recurrence. Determination of 

CEA mRN A seemed to be more sensitive than cytology for the detection of cancer cells， and therefore， detecting 

CEA mRN A may be a useful method for predicting recurrence. 
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緒昌

大腸癌治癒切除後の初発再発部は肝 (7.1%)，肺

(4.8%) ，局所 (4.0%) とされ，腹膜播種はその他

(3.8%)の中に分類され，その頻度は少ない1)腹膜

播種の早期診断を目指して術中腹腔内洗浄細胞診が

行われているが，その臨床的意義については現在コ

ンセンサスが得られておらず，大腸癌取り扱い規約

第 8版2)でも， r洗浄細胞診で癌細胞を認めた場合の

臨床的意義は現在不明であるので その旨を記載す

るのにとどめる」とされている.しかし大腸癌腹

腔洗浄細胞診の臨床的意義について，松井ら3)が33

文献を対象としたシステマティックレビューで，全

再発，腹膜播種再発，局所再発の予測因子であると

報告されている.

一方で，再発の指標として，癌胎児性抗原 (carci-

noma embryonic antigen : CEA)血中値は腫湯量の

増減を反映することから，癌の診断，治療のモニター

として利用されている.近年では，消化器癌におけ

る腹水，腹腔洗浄液中の遊離癌細胞 Gsolatedtumor 

cells) ，リンパ節中に散在する癌細胞をより鋭敏に検

出するために，その遺伝子である CEA-mRNAを測

定し転移診断に役立てようとの試みが報告されて

いる4)5) その測定方法である TRC(transcription re-

verse transcription concerted reaction)法は従来か

らの polymerasechain reaction (PCR)法と比較し

より迅速で簡便な遺伝子増幅法で， PCR法の約 3

分の 1の時間で測定ができ術中診断に用いることも

可能である.

今回，腹腔内洗浄細胞診とともに， TRC法を用い

たCEA-mRNAの測定を行い，その臨床的意義につ

いて才食言すした.
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対象およびび、方法

200ω6 年 lロ2 月 ~2011 年 3 月に当科で

大腸癌関腹手術症例 (ω473例)で，筆者が検体を採取

した術中洗浄液の，細胞診およびTRC法による

CEA-mRNAを測定した結腸癌 54例と直腸癌 26

例，合計80例について検討した(開腹時測定).ま

た直腸癌 26例中 14例で，病変切除再建後の骨盤内

洗浄液についても検討した(直腸再建後測定). 

検討項目は，男女比，手術時病変部位，細胞診，

深達度，組織型，浸潤増殖様式， リンパ管侵襲，静

脈侵襲， リンパ節転移，肝転移，肉眼的腹膜播種，

再発の有無とした.

臨床病理学的所見の記載は大腸癌取り扱い規約第

8版勺こ従って記載した.再発形式は身体所見，およ

び画像診断検査にて判断した

本稿において，細胞診陽性または肉眼的腹膜播種

陽性を術中播種所見陽性と定義し細胞診陰性かっ

肉眼的腹膜播種陰性を術中播種所見陰性と定義して

干食言すをおこなった.

TRC法による CEA-mRNAの測定は次のように

行った6)-9)

大腸癌手術時，開腹直後に腹腔内を生理食塩水

100 mlで洗浄し回収した.回収液のうち 10mlを

TRC法による CEA-mRNA測定用， 10mlを細胞診

用としたまた，直腸癌の病変切除再建後の骨盤内

洗浄液も同様に採取した

TRC用に採取された洗浄腹水は RNeasyMini Kit 

(QIAGEN社)を用いて RNAを抽出した.これに

CEA-mRNAに対する反応試薬および酵素試薬とし

てTRCRtestCEA-m (東ソー株式会社)を加え

TRCRリアルタイムモニター TRCRapid-160(東

ソー株式会社)に投入し約 20分間の測定分析を

行った.

陽性コントロール (1X 104コピー/5μL)の10重測

定を行い，検量線より得られた測定値の平均は

11，694コピー(最大値:16，669コピー，最小値:

8，025コピー)であった10)

CEA-mRNAコピー数のカットオフ値について，

花田ら8)の報告より CEA陽性株での希釈直線を確

認した結果，下限値である測定感度は 100.0コピー

(細胞数5個)であったため，これに準じてカットオ

フ値を 100コピーとし 100コピー以上を TRC陽性

とした.

細胞診は， Papanicolaou分類にて class分類を行

い， classV以上を陽性とした.診断結果は，病理診

断科の細胞診診断報告書の記載を引用した.統計解

析ソフトは JMP11.0.0 (SAS institute J apan株式会

社)を使用し単変量解析 (χ2検定)および多変量解

析(ロジスティック回帰分析)の結果を求めた.い

ずれも p値 0.05以下を有意差ありと判定した.

本研究は東京女子医科大学倫理委員会の承認を得

ている.

結果

関腹時洗浄群 80例の背景因子 (Table1)は，年齢

中央値が 66.5 歳 (34~94 歳)で，性別は男性 47 例，

女性 33例であった.占拠部位は結腸癌が54例，直

腸癌 26例，壁深達度は SS以深が59例(73.8%)，組

織型は高分化・中分化腺癌が70例(87.5%)，リンパ

節転移陽性例が26例 (32.5%)を占めていた.肉眼

的腹膜転移陽性例は 5例(6.3%)，肝転移陽性例は 7

例 (8.6%)であった.また，結腸癌症例 54例中 2

例は，病巣非切除例(試験開腹・人工旺門造設)で

あった.また，全例の平均追跡期間は 42.4ヵ月であ

り， 3年間の追跡率は 88.8%であった.

1.開腹時測定

1)臨床病理学的因子との関連

80例中 TRC陽性は 10例 (12.5%)であった (Ta-

ble 1). 

TRCと臨床病理学的因子との間で単変量解析を

行い，病変部位 (p= 0.0035)，浸潤増殖様式 (p=

0.0230) ，肝転移の有無 (p= 0.0321)との間に有意な

関連性を認めた.

細胞診・肉眼的腹膜播種を除いた項目で多変量解

析を行い病変部位 (p= 0.0216)だけに有意な関連性

を認めた.

2) TRCと細胞診・肉眼的腹膜播種の関連

細胞診陽性4例，肉眼的腹膜転移陽性5例はすべ

てTRC陽性であった(Table1).細胞診陽性症例は，

すべて肉眼的腹膜播種陽性症例であった.細胞診と

肉眼的腹膜播種転移は，いずれも TRC法と単変量

解析で有意な関連性を認めた (p<O.OOOl)(Table 

1). 

TRC法と<方法>で定義した術中播種所見との

関連を検討した (Table2). TRC法の術中播種所見

に対する感度は 100%特異度93.3%であった.偽陰

性は認めなかった.

3)再発・臨床病理学的因子の検討

開腹時測定の再発について 手術施行時に遠隔転

移陰性であった 66例で検討した (Table3).術後再

発を 10例に認めた.再発の内訳は肺転移4例，肝転
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Table 1 The characteristics of the colorectal cancer patients with positive or nega-

tive TRC findings 

Total 
n=80 

Univariate Multivariate 
p value p value 

TRC 
Positive 
n=lO 

TRC 
Negative 
n=70 

Gender 

Male 47 

33 Female 

Tumor site 

Colon 54 

26 Rectum 

Depth of invasion 

M~MP 

SS~ 

unknown 

Histological grade 

tub1. 22) 

20 

59 

ハU

Q

d
可

i

司
t

other 

unknown 

INF2) 

a 

b 

A
吐

O
O
F
b
q
J

t
I
R
U
 

C 

unknown 

Lymphatic invasion 

0， 1 

2 

Q

d

A
吐

F
b

つ白

戸

h
u

守

E
i

3 

unknown 

Venous invasion 

0， 1 

2 

3 

unknown 

Lymph node 

NO 

つ臼

q
t
u

つd

ワ山

門

i

つU
F

O

ワ
u

FD
つ山NO~N3 

NX 

Liver metastasis 

HO 73 

7 H1 ~3 

Cytology 

negatlve 

positive 

76 

4 

Peritoneal dissemination 

negative 

posltive 

75 

5 

<0.0001 

8 

2 

39 

31 

n.s 

0.0035 0.0216 10 

0 

44 

26 

n.s 

n.s 

0.0230 0.2259 

t
i
Q
d
A
U
 

19 

50 

n.s 

n.s 

n.s 

0.0321 

<0.0001 

The 80 patients colorectal cancer were divided into 2 groups: positive TRC and negative 

TRC， and logistic regression was performed 

tub1: Well differentiated adenocarcinoma2) 

tub2: Moderately differentiated adenocarcinoma2l 

INF: invasive growth pattern2) 

移3例，腹腔内リンパ節転移2例，肝転移・腹膜播

種再発1例であった

リンパ節転移陽性が単変量解析(p= 0.0272)，多変

量解析 (p=0.0194)ともに，有意な関連性を認めた

(Table 3). TRC陽性で再発は 4例中 1例 (25%)に

o
o
n
r臼
ハ
U

62 

7 

5 

3 

q
J

つd

つ
山
っ
“

t
i
R
U
 

5

2

2

1

 

4

2

3

 

F
h
U

可

i

8 

0 

a且
τ
円
く
U

円

L

P
O
 

5 

4 

47 

22 

7 

3 

66 

4 

6 

4 

70 

0 

5 

5 

70 

0 

認め， TRC陰性で 62例中 9例 (14.5%)に認めた.

TRC陽性で再発が多い傾向を認めた.また細胞診

は，再発例のすべてで陰性であった

2. 直腸切除後測定

直腸癌症例で病変切除再建後の骨盤内洗浄液を回
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Table 2 Relationship between cytology or 

peritoneal dissemination and the results 

obtained by using the transcription-reverse 

transcription concerted (TRC) method 

Total 
n=80 

TRC positive 

n=10 

TRC negative 

n=70 

Peritoneal washing cytology 
or 

Peritoneal dissemination 

Positive Both negative 
n=5 n=75 

5 5 

。 70 

TRC sensitivity. 100% (5/5); TRC specificity. 93.3% 

(70175). 

収した 14例について検討した(Table4). 14例全例

が細胞診陰性かつ 遠隔転移陰性の症例であった

14例中 TRC陽性が5例， TRC陰性が9例であっ

た TRC陽性例で，壁深達度が深く，リンパ管侵襲・

静脈管侵襲・リンパ節転移が陽性となる頻度が多

かったが，症例が少なく統計学的検討は行えなかっ

た 3例の再発を認めたが，再発例はすべて TRC

陽性であり， TRC陰性に再発を認めなかった.再発

の内訳は肝転移 1例，肝転移・腹膜播種 1例，腹腔

内リンパ節 1例であった.

Table 3 Risk factors for recurrence among 66 colorectal cancer patients 

Gender 

Male 

Female 

Tumor site 

Colon 

Rectum 

Cytology 

negatIve 

positive 

Depth of invasion 

M~MP 

SS~ 

Histological grade 

tub1. 2 

other 

INF 

a 

b 

C 

unknown 

Lymphatic invasion 

O. 1 

2 

3 

Venous invasion 

O. 1 

2 

3 

Lymph node 

NO 

N1 ~3 

TRC 

negative 

posltive 

Total 
n=66 

39 

27 

40 

26 

66 。
20 

46 

60 

6 

14 

49 

2 

54 

11 

63 

2 

1 

47 

19 

62 

4 

Recurrence 
positIve 
n=lO 

5 

5 

4 

6 

10 。
1 

9 

9 

。
9 。

7 

3 。
10 。。
4 

6 

9 

Recurrence 
negatlve 
n=56 

34 

22 

36 

20 

56 。
19 

37 

51 

5 

14 

40 

2 。
47 

8 

53 

2 

43 

13 

53 

3 

Univariate 
p valus 

n.s 

n.s 

n.s 

n.s 

n.s 

n.s 

n.s 

n.s 

0.0272 

n.s 

Multivariate 
p value 

n.s 

0.0194 

Logistic regression was performed with data from 66 colorectal cancer patients divided into 2 

groups: recurrence-positive and recurrence-negative groups. 

tub1: Well-di旺'erentiatedadenocarcinoma2). 

tub2: Moderately di旺'erentiatedadenocarcinoma2). 

INF: Invasive growth pattern2). 
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Table 4 The characteristics of the rectal cancer pa-

tients with positive or negative postwashes TRC 

Total 
n=14 

postwashes 
TRC 

Positive 
n=5 

postwashes 
TRC 

Negative 
n=9 

Gender 

Male 9 2 7 

Female 5 3 2 

Depth of invasion 

M~MP 4 。 4 

SS~ 
‘ー

10 5 5 

Histological grade 

tubl， 2 12 4 8 

other 2 1 (muc) 1 (pap) 

INF 

a 1 。 1 

b 13 5 8 

C 
。 。 。

Lymphatic invasion 

negative 2 。 2 

positive 12 5 7 

Venous invasion 

negative 10 3 7 

positive 4 2 2 

Lymph node 

negative 9 2 7 

posltive 5 3 2 

Recurrence 

negative 11 2 9 

positive 3 3 。
postwashes TRC: post rectal reconstruction TRC. 

tub1: Well di旺erentiatedadenocarcinoma2l. 

tub2: Moderately differentiated adenocarcinoma2l. 

muc: Mucinous adenocarcinoma2l. 

pap: Papillary adenocarcinoma2l. 

INF: invasive growth pattern2l. 

考察

大腸癌治癒切除後の腹膜再発の頻度は少なく，平

井ら11)の報告によれば，大腸癌治癒切除術後の累積5

年の腹膜再発率は1.7%と報告されている. Hara 

ら凶は大腸癌の腹膜播種再発率が低い原因は，腹腔

内に遊離する大腸癌細胞が少ないためではなく，大

腸癌細胞が胃癌細胞と比較し腹膜上に生着する能

力が低いためである可能性を報告している.

大腸癌取り扱い規約第8版2)でも腹水細胞診で癌

細胞を認めた場合は Cy1とするが，病期診断には反

映させないと記載され腹腔洗浄細胞診での臨床的

意義は，現時点では未定で、ある.しかし前掲のシ

ステマティックレビュー3)では大腸癌腹腔洗浄細胞

診は全再発，腹膜播種再発，局所再発の予測因子で

あると結論し，また Hommaら13)も大腸癌治癒切除

例771例を対象とした検討で，腹腔洗浄細胞診は全

29 

再発の予測因子であると報告している.そこで本研

究では，腹腔洗浄細胞診よりも少数の癌細胞を検出

できる方法として TRC法を用いた腹腔洗浄液の

CEA-mRNA測定を行い，その意義を検討した.

まず細胞診と開腹時測定TRC法の陽性率を比較

すると，自検例では細胞診の陽性率が5.0%，TRC 
陽性率が 12.5%であり 諸家の報告による細胞診陽

性率平均 5.1%ペ Hayamaら凶の報告による大腸癌

腹腔洗浄液の TRC陽性率の 19.9%と大きく矛盾し

ない結果であり いずれも TRC陽性の頻度が高

かった.自検例では細胞診陽性症例はすべて TRC

陽性であり，術中播種所見に対する感度は 100%で

偽陰性は認めなかった.また，癌細胞の有無を術中

に機械的に判定できれば，病理の迅速診断や細胞診

のための人的資源を必要とせず，臨床的にはきわめ

て有用となると考えられる.

開腹時測定TRC法と病理的所見の関係では，

TRC陽性の 10例はすべて結勝症例であった.これ

は，腹膜反転部より虹門側の直腸癌では腹腔内に病

巣が露出しないため，腹腔内への癌細胞の遊離が少

ないことが一因と考えられた. TRC陽性 10例中 9

例が柴膜浸潤 (SS)以上の深達度であり，これまで

の腹腔洗浄細胞診の報告と同様である玖築膜浸潤

(SS)症例でTRC陽性となる機序について，西らl勺ま

紫膜面に露出した部分を組織学的に確認することが

困難であり，実際にはどこかで柴膜に露出していな

がら組織標本上柴膜浸潤(SS)と診断される場合や，

柴膜直下に達した癌細胞が柴膜をすり抜けて腹腔内

に遊離している可能性を指摘している.また，転移

リンパ節から脂肪細胞に癌が侵入し腹膜播種を生じ

る可能性が，胃癌で提示されており 16) 大腸癌でもリ

ンパ節転移が多いものに細胞診陽性が多いとされて

いる17) 今回は浸潤増殖様式，肝転移の有無でも有意

な差を認め， TRC法による腹腔洗浄液CEA-mRNA

測定は，深達度だけでなく，癌の様々な進行度が反

映される可能性が考えられた開腹時測定TRC法

の再発への影響では，今回の遠隔転移陰性66例の検

討において，開腹時測定TRC陽性 (1/425%)は陰

性(9/6214.5%)より再発が多いが，腹膜播種再発，

全再発ともに有意差は認められなかった.また細胞

診は，再発例のすべてで陰性であった.

次に直腸再建後測定TRC法についてであるが，

TRC陽性となった 5例は開腹時測定では細胞診・

TRC陰性であり，手術操作により腫蕩周囲の剥離面

より癌細胞が散布されたと考えられる.この 5例中，

。。
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3例に再発を認めたが，細胞診はすべて陰性であっ

た.直腸再建後測定 TRC法は，全体の症例数が 14

例と少なく，統計学的検討は困難であったが， TRC 

陽性群での再発率が 60%(3/5)， TRC陰性群での再

発率が0%であり，直腸再建後 TRC陽性が，癌細胞

の遺残を反映し直腸癌の再発の予測因子となりう

る可能性が示された

再発への影響について，室野ら町ま大腸癌腹腔洗

浄細胞診に対する 12文献で症例数の結果への影響

を報告している.それによると対象が 100例以上の

8文献では 5文献で細胞診陽性が予後不良因子であ

り， 100例未満の 4文献では予後不良因子ではない

とされていた.やはり予後の検討ではある程度以上

の症例数が必要であることを指摘している.今回，

開腹時測定 TRC法は再発の危険因子とならなかっ

たが， Hayamaら叶ま 161例の検討で， TRC陽性は

腹膜再発および予後不良因子であると報告してい

る.

今回の検討では， TRC法の予後因子としての可能

性が示唆され，今後より多くの症例での検討が必要

と考えられた.

結論

TRC法は，従来の細胞診より，実際の診断で有効

性が高い可能性があり，また同時に，全再発の予測

因子としての有用性も示唆された.
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