
論文 の 内容の 要旨

論文題 目 胃癌リ ン パ 節微小転移 の 研究 - r e al -

ti m e R T - P C R 法 の 応用 -

氏 名 久保 田啓介

Ⅰ . 背 景

リ ン パ 節転移 は胃癌 の 最大 の 転移 ･ 再発形式
､

予後規定因子 の ひ と つ で ある
｡
肉眼的に根治手

術が行われ た症例にお い て も ､ 術後 の リ ン パ 節再発が し ば し ば認 められ る
｡

こ の ような症例 で は

手術 の 時点 で 残 存するリ ン パ 節に既に微量 の 癌細胞が転移 ･ 生着 して い たと考えられ る｡ そ こ で

従来 の H & E 染色を用 い た病理学的診断よりも感度 の 高 い 微小 な癌細胞
･ 転移巣 の 検出方法が望

まれ て い たo
T N M ( 2 0 0 2) 分類 に お い て は m i c r o m e t a s t a s e s ( M M ) の 中で i s ol a t e d t u m o r c ell s

(I T C) が厳密 に 区別 され ､
I T C に限定す ると予後には影響 し な い とする考え方が優勢 で ある｡

微小転移 の 予後 - の 影響 に つ い て は今後p r o s p e cti v e な大規模研究により確認され る 必要が あ る ｡

こ の 為に も現時点 で は ､ 感度 ･ 特異度 の 高 い
､

正確で か つ 実用 的な検出法 を確立 して おく必要が

ある｡

リ ン パ 節中微量癌細胞
･ 転移巣 の 検出 の 為に 従来用 い られ て きた免疫組織学的方 法､ 分子生

物学的方法 に は 各 々 問題点 がある
｡
免疫組織学的方法で は 転移巣が割面外に存在す る こ とに起因

する偽陰性判定が存在 しうる｡ また診断 に は熟練された高度 の 専門的知識を必 要とする ｡ 従来 の

R T
-

P C R 法 に 代表され る分子生物学的方法 で は､
1) 測定手技に時間を要す る ､

2) 再現性 に難が あ

る
､

3) 定量性 が ほ と ん どなく
､ 発現 の 弱 い 検体 の 判定が主観的 に なりやす い

､ 4) 混入 し た単核球

等による m R N A 発現 の ため低頻度ながら偽陽性判定が出現する
､
など の 課題 が指摘され て きた

｡

最近 ､ 蛍 光プ ロ ー ブ を用 い て P C R 反 応 をリ ア ル タイ ム に モ ニ タ ー で き る 新 し い P C R 法

( r e al -

ti m e R T - P C R 法) が開発 され ､ 多検体 の m R N A の 定量 を簡便に行うこ とが可能とな っ

て きたo 胃癌リ ン パ 節中微量癌細胞
. 転移巣 の 検出 に r e al

-

ti m e R T
･

P C R 法 を用 い た報告 は これ

ま で になく ､ 特 に H & E 染色法 ､ 免 疫組織染色法 と比較 し て の 検討 は未だなされ て い な い
｡

Ⅱ . 目 的

本 研 究 で は
､ 胃癌リ ン パ 節中微量癌細 胞 ･ 転移巣 の 検出 に お け る Li g h t C y cl e r を用 い た

r e al -

ti m e R T ･ P C R 法 の 実用性
･ 有用性 を検討 し

､
H & E 染色法 ､ 免疫組織染色法と の 比 較 ･ 検

討に よりそ の 導入 の 意義を明 ら か に す る こ とを目的 と した
｡



Ⅲ . 方 法

患者 とリ ン パ 節

対象は 2 1 例 の 胃癌患者 か ら採取 し たリ ン パ 節 3 9 2 個｡ 深達度別 に は ､
M 癌 4 例 ､ S M 癌 5

例
､

M P 癌 3 例､
S S 癌 2 例 ､

S E 癌 5 例､
S I 癌 2 例｡ 病理組織学的リ ン パ 節転移は 1 1 例､

7 1

個に認 めた
｡ 対照 と し て 非癌手術症例 4 例 の 3 1 個 の リ ン パ 節を採取 し た｡ 全 て の リ ン パ 節は半

切 し
､ 半分を通常 の H - E と免疫染色に

､ 残 る半分を r e a l ･

ti m e R T - P C R に 用 い た
｡

免疫組織染色

免疫染色 は ､
A E l/A E 3 と C E A

､ C K 2 0 に対 し て ､ 腫癌原 発巣と全 て の リ ン パ 節に対 して 行

っ た
｡ 染色 強度は 3 段 階に 評価 した ｡

ス コ ア 1 : 染色されな い か
､

5 % 以下 の 少数個 の 癌細胞 の

み が染色 される ､
ス コ ア 2 : 中等度に染色され る､

ス コ ア 3 : ほ ぼ均 一 (8 0 % 以上) に染色され

る
｡

r e a l
-

ti m e R T I P C R

A G P C 変法を用 い て t ot al R N A を抽出 し た
｡ 抽出 し た t o t al R N A か らラ ン ダム - キサ マ

ー

､

逆転写酵素を用 い て 反応 さ せ
､ 得られた c D N A は

-

8 0 ℃ で保存 した
｡

ハ イプリ ダイゼ - シ ョ ン プ

ロ
ー

ブを用 い て
､

C E A
､

C I( 2 0
､

G A P D H に対する シ ン グ ル ス テ ッ プ の r e a l -

ti m e R T - P C R を行
っ た

｡
C E A の P C R は 9 5 ℃0 秒 ､

5 0 ℃ 1 0 秒 ､
7 2 ℃ 1 0 秒で

､
5 0 サイ ク ル の 増幅を行 っ た｡ C I( 2 0

と G A P D H にお い て は
､ 各 々 ア ニ

ー リ ン グ 5 5 ℃
､

エ ク ス テ ン シ ョ ン 2 0 秒で あ っ た ｡ 癌細胞 1

個か ら 1 Ⅹ1 0 5 個 に 相当す る
､

1 0 倍ごと に 段 階希釈 し た C E A m R N A
､

C I (2 0 m R N A の 外部標準
を用意 し た

｡
G A P D E m R N A の 外 部標準と して は ､ 細胞 1 Ⅹ1 0 2 個 か ら細胞 1 Ⅹ1 0 7 個相当 の 1 0

倍 ごと の 段 階希 釈溶液を用意 し た
｡ 毎回 の P C R は ､ 患者サ ン プ ル とともに ､ 6 個 の 外部標準と

､

1 個 の 対照 とを併せ て
､ 同時 に 行 っ た

｡ サ ン プ ル ごと の m R N A の 相対値は ､
ス タ ン ダ

ー

ドの 対

数値 に 対 し て プ ロ ッ ト して 検量曲線 を作成 し定量 し た｡

統計学的解析

m R N A 値 ､
C E A / G A P D H 比 の 群間 で の 有意差 の 検定 に M a n n

- W hit n e y の U 検定を､
m R N A

値 と免疫染色強度 の 相関性 の 解析 に S p e a r m a n の 順位相関解析を用 い た ｡ p 値 o .o 5 未満 で有意

差 ありと判 定 した
｡

Ⅲ . 結 果

免疫組織染色

H & E 染色 で転移陽性と して 判定され たリ ン パ 節は､ す べ て A E l/A E 3 染色にお い て も陽性 に

染色 され た｡
H & E 染色 で は 転移 を認 め な か っ たリ ン パ 節 3 2 1 個中 の 1 1 個 ( 3 . 6 % ) が A E l/A E 3

染色 に より陽性 と判定され ､
こ の うち の 2 個が M M

､
9 個が I T C と判 定された｡

A E l/ A E 3 に よ

る 免疫組織染色 に 比 べ
､

C E A と C I( 2 0 に よる免疫組織染色 で は染色性 は比較的弱 か っ た ｡

r e a l -

ti m e R T - P C R 法 の 評価

Li g h t C y cl e r を用 い た r e al
･

ti m e R T ･ P C R 法 は ､ 免疫組織染色法 の 様に専門的知識を必要 と せ

ず
､

基本的な分子 生物 学的手法 の み で 可能な簡便な方法 で あ っ た
｡

また
､
リ ン パ 節 の 処理開始 か

ら結果 の 解析ま で約 3 時間 を要する の み で
､

迅速な方法 で あ っ た｡ H & E 染色法 に よ る 病理学的

転移陽性 リ ン パ 節はす べ て r e al
･

ti m e R T
･

P C R 法 で も陽性 と判定され た ( 図)
｡

また ､ H & E 染色

法 に よ る病理学的転移陰性 リ ン パ 節 3 2 1 個中 の 6 8 個 (2 1 .2 % ) が r e a l
-

ti m e R T
-

P C R 法 陽性 と

判定 され た
｡
進行度別 の 検討 で は

､
壁深達度が深く なる ほ ど高 い 定量値が検出された

｡
対 照群で

は C E A
､

C K 2 0 とも に す べ て 定量値 0 で あり
､ すなわち非癌細胞 が発 現する m R N A を検出す る

こ と に 由来す る偽陽性判定は
一

切認 めな か っ た
｡ 検出率は

､ 標的 と して C E A m R N A を用 い る

方 (検出率 1 8 .4 % : 5 9/3 2 1) が
､

C X 2 0 m R N A を用 い る 場合 ( 検出率 1 0 .0 % : 3 2/ 3 2 1) と 比較 し

て よ り高 い 傾向 に あ っ た
｡

ただ し
､

C E A で 陰性 で C K 2 0 で 陽性 とな る リ ン パ 偉も
一 部に存在 し

た
｡

免疫組織染色法
､

r e al
-

ti m e R T
｣

P C R 法 の 関連性

r e al
-

ti m e R T
L
P C R 法 は 免疫組織染色法 と比較 して 陽性リ ン パ 節 の 検出能が高か っ たが

､ そ の



一

方 で 免疫組織染色法 に て 陽性と判定されるリ ン パ 節に対 し て r e al 也 m e R T
･

P C R 法 に て 陰性と

判定 され る検体が存在 し た (秦) ｡ 組織形態学的な M M
､
I T C の 判定結果 は ､ r e al

-

ti m e R T - P C R

法 の 定量値 の 結果と相関を認 めな か っ た｡
こ の こ と は組織形態 学的に は I T C と判定され る リ ン

パ 節 の 中に も
､ 実際 に は (I T C で は な い) M M と同程度 の 癌細 胞 ､ ある い は極端 な場合に は

m a s si v e な転移 の 含まれ て い るも の が存在する可能性が ある こ とを示唆す る
o すなわち単

一

ある
い は限 られ た切 片数 の 中で判定を行う H & E 染色法､ 免疫組織染色法には限界が あり､ リ ン パ 節
全体 の 癌細胞 の 転移状況 を把握するた めに は r e a l -

ti m e R T
-

P C R 法が必 要 で あ る
｡

r e a l -

ti m e

R T
-

P C R 法 に よ る m R N A の 定量値は 免疫組織染色強度と非常に よく相関 し て おり
､

上述 の ごと

き免疫組織染色法陽性 の リ ン パ 節で r e a l
-

ti m e R T - P C R 法陰性 と異なる判定が生 じ る原 因は ､ 標

的 m R N A の 発 現 の 低さが原 因と考えられた
｡

Ⅳ . 考 察

r e al -

ti m e R T -

P C R 法 に は 以下 の 利点 があ る ｡
1) 対象リ ン パ 節全体 の 検索が 可能 で あり ､ 基本

的な分子 生物 学的手法 の み で 判定可能で ある ｡
2) 再 現性が あり

､ 検出域が極めて 広く な る ｡ 3)
極 め て 迅 速な方法 で ある

｡
4)非常に高感度 で検出域が広 い

｡ 5) 定量的で あるた め
､ 客観的な判定

が 可能 で あ る ｡ 上記 の ごとく r e a l -

ti m e R T - P C R 法はリ ン パ 節中微量癌細胞 ･ 転移巣 の 検出 に応

用可能性 の 高 い 方法 で あると考えられる ｡

胃癌リ ン パ 節微小転移 の 予後に与 える影響に つ い て は
､

い まだ議論が分か れ る ｡ 近年で は
､

M M の 中で I T C を厳密に区別 し
､

I T C に 限定すると転移 ･

再発 ､ 予後 に は寄与 しな い と い う考
えが優勢 で ある｡ 今回 の 結果 か らは

､
1 切片 の み の 免疫組織染色標本で I T C と判定されるリ ン

パ 節に お い て
､ 切片外 の 部分 に M M を潜在的 に有 し て い る 可能性 がありう る こ とが示唆された

｡

リ ン パ 節全体 の 転移状況 の 把握に は r e al
-

ti m e R T-P C R 法が 必 要不可欠 で あ る と考えられ る
｡

対照リ ン パ 節 の 蓄積 に より将来的に は 0 以上 の カ ッ トオ フ値が設 定され る可能性 もあり得る

と思われ る
｡ 今回 の 方法 で は

､ 免疫組織染色法 にて 陽性 と判 定され るリ ン パ 節に 対 して r e al -

ti m e

R T
-

P C R 法 に て 陰性 と判定され る検体が存在 し
､ 今後 は高感度 ･ 高特異度を有する新規 の マ

ー

カ
ー

を導入す る必要 がある ｡ 今回 の 実験方法 で は リ ン パ 節 の 処理開始 か ら定量結果 を得 るま で 約 3

時間を有 した が
､ 近年報告され始めた T R C 法

､
L A M P 法な どの 新規手法 の 導入 に つ い て も検討

を要す る｡ 微小転移検出 の 予後 - の 寄与
､
またそ の 予測に基 づ い た追加補助化学療法 の 適応決定

な ど - の 応用可能性 は ､ r e al
-

ti m e R T
-

P C R 法 に よる定量値 の 解析と免疫組織染色法 の 結果とを

組 み合わ せ て 今後検討 ､ 実現 され て い く も の と考えられる
｡

Ⅴ . 結 論

I Jig h t C y cl e r を用 い た定量的 r e a l
･

ti m e R T
-

P C R 法 は
､ 胃癌リ ン パ 節中微量癌細胞

･ 転移巣 の

検出 に お い て
､ 迅速 ､ 簡便 で

､
安定 し た再 現性 を有する方法 で あ る

｡ 免疫組織染色法 と比 べ
､ 極

め て 高感度 で
､

更 に 定量的で ある こ と か ら臨床応用 しうる可能性が高 い
｡

H & E 染色法 ､ 免疫組織
染色 法 は 胃癌リ ン パ 節中微量癌細胞 ･ 転移巣 の 検出 に有力 な方 法 で は あるが

､ 単独 で はリ ン パ 節

全体 の 転移状況 の 把握に は 限界が あり
､
r e al

-

ti m e R T
-

P C R 法 の 導入
･ 併用が必要 と考えられ た｡

現 時点 で は r e al
-

ti m e R T
-

P C R 法 の 陽性判定が
､ 真に転移 の 存在を反映する か 否 か の 確証 は得ら

れ て お らず
､ 今後 の 課 題 で ある

｡ 当面は r e al - ti m e R T - P C R 法 の 結果を参考に して ､ 免疫組織染

色 法
､
8 & E 染色法を併用 しなが ら の 転移診断を行う こ とが臨床上最も応用可能性が 高 い と考えら

れ た
｡



図 免疫組織染色法と の 比較にお ける r e a l - ti n e R T
L
P C R 法に よる m R N A の 相対的定量値
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I H C : 免疫組織染色 ｡

表 免疫組織染色法と r e al ･ti m e R T L
P C R 法の 陽性リ ン パ節検出能の 比較

A E 1/ A E 3( +) A E 1/ A E 3( -) 計

C E A

陽性 9 5 0 5 9

陰性 2 2 6 0 2 6 2

8 2 4 3 2

3 2 8 6 2 8 9

複合解析

陽性

陰性

9 5 9 6 8

2 2 5 1 2 5 3

計 1 1 3 1 0 3 2 1




