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要旨

【目的】大腸癌の死亡者数は全悪性腫瘍のうち上位を占め日本でも年々増加しているが、

早期に発見し内視鏡的切除や外科的切除による治療が行われれば生存率は極めて良好

である｡現在､大腸癌検診法として便潜血反応検査が広く普及しているが､便中の微量な

ヘモグロビンを診断するものであり大腸癌を特異的に診断してはいない｡以前我々は

epitheIialceIladhesionmolecuIe(EpCAM)抗体が結合した磁気ビーズ(イムノピーズ)を用
いて自然排泄便から癌細胞を回収する方法を報告した｡そこで本研究は便分離細胞を用

いた新しい大腸癌検診法の開発を目的とした。

【方法】はじめに、自然排泄便の保存条件を検討した｡便を当日処理群､4°Ｃで1,2,3日

間保存群､37°Ｃで1,2,3日間保存群の７群に分け､それぞれから便中剥離細胞を分離

回収しＤＮＡおよびRNAを抽出後､核酸量の比較を行った｡つぎに､便から効率よく剥離

細胞を回収するイムノビーズの検討を行った｡粒子径の異なるビーズに性能の異なる

EpCAM抗体を結合させ､それぞれのイムノピーズによる培養細胞の回収効率と大腸癌患

者便を用いた便分離細胞数の比較を行った｡最後に､大腸癌患者166名と健常者134名

の自然排泄便を対象として､便分離細胞のｍＲＮＡを抽出し､定量性祀al-timeRILPCRに

よる遺伝子発現解析を行った。

【結果】4°Ｃで３日間保存した便からは当日処理群と比べて同等の細胞が回収可能だっ

た｡一方､37°Ｃで保存した便は１日間でも有意に回収細胞量が減少していた｡便中剥離

細胞を効率よく回収するためには粒子径が小さく､性能の良いEpCAM抗体を結合させた

イムノビーズが最も有用であった｡ｍＲＮＡ量が極端に少ない症例を除外し､遺伝子発現

解析が検討可能であった大腸癌患者127例､健常者101例について､４種類の遺伝子を

用いて検討すると感度58.3％および特異度88.1％という結果であった｡また感度は原発腫

瘍の占拠部位(P=0.01)および腫瘍径(P=0.02)と関連があったが､深達度(P=0.06)や進

行度(P=0.37)とは関連がなかった。

【考察】便中剥離細胞は冷蔵保存可能であり多くの検体を処理する癌検診が可能であるこ

とが示された｡粒子径の小さいビーズは１個あたりの磁性体量は少ないが､細胞１個に対

して多量のビーズが効率よく結合できるために結果として粒子径の大きなビーズよりも便

中剥離細胞を効率よく回収できたと推測された｡便29から回収した細胞のRNA量は極微

量であり､約２５％は検討不可能であるため､標的遺伝子は癌に高発現している遺伝子

で､なおかつ発現量も高いものが望まれる｡一方で癌細胞と正常細胞が混在した検体か

ら一括してRNAを抽出することは癌に高発現している遺伝子であっても平均化されてしま

い､結果として感度が低下することが考えられる｡便分離細胞のＲＮＡを用いた遺伝子発

現解析は大腸癌検診にはまだまだ不十分であると考えている｡この改善には細胞１個を

診断する細胞診が有用であると考え､引き続き検討を行っている。

【結論】自然排泄便中の癌細胞を対象にした大腸癌検診について研究した｡遺伝子発現

解析のための便の保存と回収用イムノビーズに関しては至適条件を確認できたが､診断

方法としては遺伝子発現解析以外の診断法の検討が必要である。
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SSCP:singIestmndconfbrmationpolymo巾his、
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第１章研究の背景と目的

1．大腸癌

大腸癌は世界で年間約108万人が罹患し､約64万人が死亡する癌である(ＷＨＯ統計

2004)(1)｡先進国では常に癌死亡率の上位であり、日本でも生活様式の欧米化に伴って

増加傾向にあり､国立がんセンターがん対策情報センターの統計では､全悪性腫瘍のう

ち年間約，，万人が罹患し､約４万人が死亡している(2)(表1,2)。しかし一般的に早期発

見し､内視鏡的切除や外科的切除による治療ができれば生存率が極めて良好な癌である

(2,3)(表3)｡従って､早期発見･早期治療のためのスクリーニング検査が重要である。

表1.世界および日本における悪性腫瘍の騒患数(上位5疾患）表2.世界および日本における悪l生慰癌の死亡数(上位5疾患）

世界(万人､2004)(、 日本(万人､2002)(２） 世界(万人､2004)(1) 日本(万人､2006)(２）
全体 全体癌

癌
鶴
癌
痛

肺
乳
大
関
肝

噸“繩癩醗

”醜擁癩噸

繩髄鐸聴噸

144.8

110.0

1080

93.3

63.2

10.7

10.5

７．４

4.1

21

132.3

80.3

63.,

61.0

５１．９

３
０
１
４
３

●
●
●
●
●

６
５
４
３
２

男性 男性

データ左し 胃癌

大腸癌

肺癌

前立腺癌

肝癌

肺癌

胃癌

肝癌

大腸癌

肺癌

胃癌

肝癌

大腸癌

２
２
２
９
８

●
●
●
Ｏ
●

７
６
５
２
２

94.3

49.9

41.8

33.6

６
３
３
３

凸
●
●
白

４
３
２
２

駝道癌３３．１ 膵癌１．３
女性 女性

データなし 大腸癌

乳癌

胃描

肺癌

肝癌

辮砿辮蠅》

大腸癌

胃癌

肺癌

乳癌

肝癌

４．３

４．２

３．５

２．２

１．３

51.7

38.1

30.4

30.3

26.8

９
８
７
１
Ｉ

Ｃ
●
●
①
●

１
１
１
１
１

表3.臨床病期別5年相対生存率

臨床病蟻 5年相対生存率(％
■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■￣￣￣

UICCDukes結腸癌直腸癌

ＡＩｌｓｔａｇｅ
ｌＡ

ＩＩＢ

ＩＩＩＣ

ＩＶＤ

74.6

98.1

94

77.4

20.1

73.7

96.9

86.4

71.7

16.3

参考文献(2)より－部改変引用

2.大腸癌検診としての便潜血反応検査

現在､大腸癌検診法として簡便で安価な便潜血反応検査が世界中で広く普及している
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が､便潜血反応検査には大きく分けて便潜血化学反応検査と便潜血免疫反応検査があ

る｡ヘモグロビンのぺルオキシダーゼ反応を用いた便潜血化学法は欧米で￣般的な検査

であり､より安価であるが､ヒトヘモグロビン以外にも食事中の肉､鉄剤などの影響を受ける

ため一般的に感度.特異度が低いと言われている｡全症例に大腸内視鏡を施行した被験

者を対象とした最近の大規模臨床研究において便潜血化学反応３日法の感度は

advancedneoplasiaにおいて11～24％程度であり､invasivecancerでも25～50％程度であ

ることが分かってきた(4-6)(表4)。一方で日本においては抗ヒトヘモグロピン抗体を用いた

便潜血免疫法による大腸癌検診が行われており､欧米でも感度および特異度が高い便

潜血免疫法に替わりつつある(7,1)｡２万人規模の全症例に大腸内視鏡を施行した検討が

日本から報告され鵡便潜血免疫反応，日法の感度はadvancedneoplasiaにおいて27.1％

であり､invasivecancerでは65.8％であると報告された('2)(表4)。さらに､便潜血免疫法は

,回よりも２回､３回繰り返して行うことで感度が高くなるとも報告されている(7)｡また､便潜

血検査を用いた大腸癌検診により大腸癌の死亡率が約70%低下したという報告もある

(13)｡しかし`便潜血反応検査は便中の微量なヘモグロビンを診断するものであり大腸癌を

特異的には診断していない｡また早期癌の診断率は50％程度である('2)｡それゆえ､癌特

異的な診断法の開発研究が多くの施設で行われている。

表４便潜血反応検査と大腸内視鏡検査の比較試験

感度(%､陽性例/全症例
報告者 報告年度対象者症例数便潜血法AdvancedNeoplaSiEI￣~IilvEi5iv5-C面面557

LiebermanDA(4)

SungJJ(う）
ImperialeTF(6)
MorikawaFI2）

無症状

無症状

無症状

無症状

2,885名

505名

4,404名

21,805名

化学反応3日法

化学反応3日法

化学反応3日法

免疫反応１日法

2001

2003

2004

2005

23.9％(73/306）

14.3％(,/63）

10.7％(47/441）

27.1％(1,7/530）

50.0％(12/24）

２５．０％(Ｗ）

12.9％(4/31）

65.8％(52/79）

3．自然排泄便を対象とした大腸癌診断法

大腸癌の発生には1991年にVbgelsteinらが提唱したように正常大腸粘膜が腺腫となり

大腸癌が発生するというadenoma-ca1℃inomasequenceと呼ばれる発癌形式があり(14,15)、

ApC(16Ｊ7)やＫ自、s(18)､p刀(１，)など複数の遺伝子異常の蓄積により大腸癌が発生すると考
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えられている｡一方で大腸癌は大腸粘膜から発生し常に便と接しているため､便中に大腸

癌由来の剥離細胞自体や癌細胞由来のＤＮＡやＲＮＡ､タンパクが含まれている｡この便

DNAを用いて大腸癌特異的な遺伝子変異を探索することで大腸癌を診断する方法がい

くつか報告されている(20-24)が､便ＤＮＡに含まれる癌細胞由来のＤＮＡはごくわずかであり

検出が困難である｡また､便にはタンパク質､食物繊維､ヘモグロビンなどのＰＣＲ

(polymerasechainreaCtion)阻害物質が含まれており､分子生物学的手法をさらに困難な

ものとしている｡以上の理由で､便ＤＮＡを用いた遺伝子診断法には限界がある。

4.イムノビーズを用いた便中剥離細胞分離法

以前より我々の研究室では便中に剥離した大腸癌細胞そのものに着目し､便中でも大

腸癌細胞は生存していると報告してきた(25)｡当初はパーコールを用いた密度勾配遠心法

を用いて､便中の剥離細胞を分離していたが､手技が煩雑で回収効率も不十分であづ

た゜そこで､末梢血遊離癌細胞(CTC,circulatingtumorceus)の回収などに使用されてい

るEpCAM(epithelialceUadhesionmolecule)抗体付加イムノピーズを用いた便中剥離大

腸癌細胞分離を検討した(図１)。EpCAMは､上皮系の接着分子の一つで大腸において

hiIIiiiliil蕊iifi;ji＃ 鱒
磁石

癌細胞を含む上皮系細胞

図1.細胞分離法の原理

細胞分離法の原理｡EpCAM抗原を発現している癌細胞
を含む上皮系細胞に､EpCAM抗体を付加したイムノビー
ズを結合させ､磁石にて細胞一ビーズ複合体を回収する。
乞言I-P-上皮糸細胞に、1二ｊＰＣＡＭｍＰＦを付刀Ⅱしたイムノピー 図2.大腸癌組織の免疫組織化学染色

ズを結合させ､磁石にて細胞一ビーズ複合体を回収する。大腸癌組織のEpCAM染色像｡大腸癌手術組織をマウス
杭ﾋﾄEpCAM抗体(CloneVU-1D9)にて免疫組織化学染
色を施行した｡癌部および非癌部ともにEpCAM陽性。
Scalebar:Z001Lmo

は正常大腸上皮で発現を認め､大腸癌では強発現している(26)(図2)｡このイムノピーズと

特殊な緩衝液を用いて､便中剥離細胞を効率よく回収する便中細胞分離法を確立し､報
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告した(27)(図3)。

珂便検体均質化 ｡)磁石で分離 e)洗浄･回収c)ビーズと反応b)ろ過

麹…－

－１－，－１１'腿'一瞳便(２８）
ハンクス液40mＩ

5121｣ｍのフィルター

図3.細胞分離法の概略

ａ)便検体(29)に対して40mlの10％FBS添加ハンクス液(ｐＨ7.35)を加えて十分均質化する｡ｂ)s121unのナイロン
メッシニフイルターでろ過し､残漉を取り除く｡c)80ULのイムノピーズを加え､室温で30分反応させる｡d)磁石を用いて
細胞一イムノピーズ複合体を分離する｡c)洗浄し､便分離細胞を回収する。

5.便分離細胞の遺伝子変異解析

便中剥離細胞の分離･回収に引き続き､大腸癌診断法の検討を行った｡病理学的に大

腸癌と診断され､外科的切除予定の大腸癌患者''６名と､大腸内視鏡検査にて正常であ

った健常者83名の自然排泄便を対象に､便中剥離細胞をイムノビーズで分離し、

genomicDNAを抽出し､直接シークエンス法にてAPC､Ｋ自、sおよびp53の遺伝子変異

解析を行った｡結果は感度７１％で､特異度88％であると報告した(27)(表5)。

表5.大腸癌患者と億常人での便分離細胞の遺伝子変異

腸癌Ｉ

対象遺伝子陽性数感度(９５％信頼区間） 陽性数特異度(95％信頼区間）
全対象者

大腸癌患者(116名）
健常者(83名）

名
名
名
名

２
７
３
５

８
４
３
４

Combmedmarker

APC

圧ｍｓ

ｐ５３

峰
略
略
陥

71％(62-79）

41％(32-50）

28％(20-38）

39％(3048）

８８％(79-94）

99％(93-100）

99％(93-100）

93％(85-97）
1J〆l７Ｚｌ ﾛﾛ

6.本研究の目的

本研究の目的は､新しい大腸癌スクリーニング検査法の開発である｡そのために、自然

排泄便中から剥離細胞を回収するまでの最適保存条件(時間と温度)、便中剥離細胞を
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効率よく回収するのに適したイムノピーズの特徴を明らかにすることを目的とした｡さらに、

癌検診には感度､特異度が高いことはもちろん､簡便､容易で安価な検査法が必要であ

る｡便から分離した大腸癌細胞を対象に直接シークエンス法による遺伝子変異の解析は

手技が煩雑で工程が多く､一検査あたりのコストが高いという欠点があった｡そのために、

更なる検討としてｍＲＮＡを用いた癌特異遺伝子の発現解析を行い､大腸癌検診としての

可能性を検討することとした。
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第２章対象と実験方法

１．便の保存条件の検討

1）対象

病理学的に原発性大腸癌と診断され､国立がんセンター中央病院にて外科的切除

術を施行された１２症例が対象であり、自然排泄便は大腸癌切除前の入院時に提供さ

れた｡すべての患者は十分に説明され､書面による同意を得た。

2）自然排泄便の保存条件

自然排泄便429を29ずつ２１個に小分けし､各群３個ずつの７群に分けた｡０群は

検体が到着してすぐに細胞分離処理を行い､それ以外の検体は滅菌されたStomacher

LabBlenderbags(SewaId,Thetfbrd,ＵＫ)に入れ､そ表6.便検体の保存条件

れぞれ異なる保存条件下に保管された(表６)｡それ

ぞれの保存条件は以下の通りである｡1Ａ群は4°Ｃで

２４時間、１Ｂ群は３７°Ｃで２４時間､2Ａ群は４°Ｃで

４８時間､ＺＢ群は３７°Ｃで４８時間､3Ａ群は４°Ｃで

72時間､３Ｂ群は37°Ｃで７２時間である。

保存条件群

Ｏ当日処理

1Ａ４°Ｃで24時間保存

lＢ３７°Ｃで24時間保存

2Ａ４°Ｃで48時間保存
ＺＢ３７°Ｃで48時間保存

3Ａ４°Ｃで72時間保存

犯３７°Ｃで72時間保存

3）自然排泄便からの細胞分離法

便検体に４０mＬの１０％ウシ胎仔血清(FBS)添加Hanks液を加えて､StomacherLab

BIender(Seward)にて十分均質化した｡51211ｍの孔のあいたナイロンﾒｯｼｭでろ過した

便溶液に市販のEpCAM抗体付加イムノピーズ(DynabeadsEpitheIialEnrich,Dynal，

Oslo,Norway)を80}LL加えて､室温で30分間反応させた後に､室温で１５分間磁石を

用いて細胞一ビーズ複合体を回収し､生理食塩水で２回洗浄してペレットの状態で検

計まで-80°Ｃで保存した(図3)。
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4）大腸癌組織検体

全ての大腸癌患者は国立がんセンター中央病院にて根治術を施行された｡１２症例

中６症例は大腸癌の腫瘍径が小さいなどの理由で新鮮組織検体を得ることができなか

った｡残りの６症例について得られた新鮮組織検体は液体窒素中で検討まで保存し

た。

5)genomicDNAおよびtotaIRNAの抽出､cDNAの合成

便分離細胞のgenomicDNAおよびtotalRNAの抽出はAIlp妃pminikit(Qiagen，

Valencia,ＣＡ)を用いて行われた｡新鮮凍結組織検体は1.4ｍｍのｾﾗﾐｯｸビーズを内

包したチューブ(BcrtinTbchnologies,Saint-Quentin-en-YveIinesCedex,France)に入

れ､Percellys24device(BertinTbchnoIogies)を用いて6,000rpm50秒にて破砕した後、

細胞と同様にAIlprBpminikitを用いてgcnomicDNAおよびtotalRNAを抽出した。

ｃＤＮＡの合成はHighCapacitycDNAReverseTiぼ､scriptionKitwithRNaselnhibitor

(AppliedBiosystems,FostenCA)を用いて行った。

6）定量的脂aI-timePCR

genomicDNAの1℃al-timePCRは､genomicDNA中の繰り返し配列であるＡｌu配列

を対象とした(表7)｡４ＩＩＬのgenomicDNAtemplate､101ＬＬのTaqManFastUniveM

PCRMasterMix(AppliedBiosystems)、500nＭのfblwaldおよび尼verseprimer、

250,ＭのＰｍｂｅを表7.Alu-｢eaI-timePCRのprimerおよびprobeの塩基配列

全容量201ＬＬとし 薗某配列

Forwardprimer５，－ＴＡＧｍｄＬＧＡＧＡＣＧＧＧＧＴＩＴＣＡＣＣＴＴ℃-3’

て、AppliedReve庵eｐｎｍｅｒ５i-AGCTTGCAGTGAGCCGAGAT-31
D

mManQpmTDhE
Biosystems7500

」Ⅱ］■Ｐｒと、【

FastReaI-Time末端にquencherdyeとしてMGB(minorgroovebinder)を結合している。

PCRSystems(AppliedBiosystems)を用いたreal-timePCRを行った(表8)｡ＰＣＲ条件

は９５°Ｃで２０秒の前処理後に､９５°Ｃで３秒のdenaturationと６２°Ｃで３０秒の
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annealing/extensionを25cycle繰り返した(表8)。ＤＮＡ量の比較のために､各ＰＣＲの

反応系にはTHqManContmlGenomicDNA(AppliedBiosystems)をlongからlOOfgま

で段階希釈したサンプルを同時に反応させて標準曲線を作製し､絶対的定量法を用い

た。

表8.ADu-reaI-timePCRの条件

|…
ＶｏＩｕｍｅｍＬ

genomicDNAtemplate
TaqManFastUniversalPCRMasterMix

TaqManprimenprobemixmre
Distilledwate『

20秒

;i蟇〕

４
ｍ
ｌ
ｓ

２５cycIes

Total 2０

TbtalRNA量の比較は､１８ＳｒＲＮＡを対象とした｡４１ＬのcDNAtemplate､ｌＯｕＬの

TtlqManFastUnivelmlPCRMasterMix、１ＵＬの２０ｘThqManEukaryoticl8SIRNA

primers/pmbemixm℃(AppliedBiosystems)を全容量201ＬＬとして､AppliedBiosystems

7500FastReaI-TimePCRSystemsを用いた1℃aI-timeRILPCR(1℃versetlYhnscriptase

PCR)を行った(表，)｡ＰＣＲ条件は９５°Ｃで２０秒の前処理後に､95°Ｃで３秒の

denaturationと62°Ｃで30秒のannealing/extensionを40cycle繰り返した(表，)｡ＲＮＡ

量の比較は､Ｃt(TbにsholdCycle)値を用いた相対的定量法(comparativeCtmethod）

で行った(表10)。

表,､Real-timeRILPCRの条件

|嚇菱
CDNAtempIate

TaqManFastUniversalPCRMasterMix

TaqManprimeIｿprobemixture
Distilledwater

20秒

jli薯〕

４
ｍ
ｌ
ｓ

４０cycIes

Total 2０

表10.相対的定量法(comparativeCtmethod)の計算式

(各群のＡｃｔ値）＝（各群ｉｍｔ値）－（0群のCt値

(各群の相対発現量）＝２－(各群の△Ct値）

Ct:thresholdcycle,Ａｃｔ:deltaCt．

各保存条件下でのＤＮＡ量およびＲＮＡ量は､0群でのＤＮＡ量およびＲＮＡ量を

IC0％として数値化した。
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7）遺伝子変異解析(直接シークエンス法）

ＡＰＣ遺伝子のコドン1270から1594と､p53遺伝子のエクソン5,6,7および８，Ｋと、５

遺伝子の。ドン１２を対象とし

て､癌特異遺伝子変異解析

を行った｡表１１に各種遺伝

子のPCRprimerとsequence

primerを示す。それぞれの

PCRprimerを用いて増幅し

たＰＣＲ断片はsequence

primerとBigDyeT1erminator

v3」(AppIiedBiosystems)を

用いてsequencePCR反応を

行い、ABIprism3100

analyzerにて測定した。

NCBI(TheNationaICenter

fbr Biotechnology

lnfbnnation）GenBankに公

開されている塩基配列を利

用して、遺伝子解析ソフト

SequcncherVen47fbr

Windows(GeneCodes,Ann

ArbonMI)を用いて遺伝子

変異解析を行った。

表11.遺伝子変異解析用のPCRprimerおよびSequence
primerの塩基配列

対象遺伝子塩基配列

PCR用primer
APC

Forward

Revemse

p,j
Forward

Reve庵e

KLms

Forward

Reverse

5ＬＡＡＧＡＴＧＧＧＣＡＡＧＡＣＣＣＡＡＡＣＡＣ－３’

5LＴＴＣＡＡＣＡＣＡＡＴＡＣＡＣＣＣＧＴＧＧＣ－３０

50-ＡＡＣＴＣＴＣＴＣＴＡＧＣＴＣＧＣＴＡＧ－３０

５ｌ－ＴＣＣＡＴＣＧＴＡＡＧＴ℃ＡＡＧＴＡＧＣ－３,

5'一ＣＴＧＧＴＵＧＡＧＴＡＴＴＴＧＡＴＡＧＴＧ－３０

５１－ＣＣＣＡＡＧＧＡＡＡＧＴＡＡＡＧＴＴ℃-31

Sequence用primer
APC

Seqence-l５Ｉ－ＡＡＡＣＡＣＣＴＣＡＡＧＴｒＣＣＡＡＣＣＡＣ－３，

Seqence-2Ｓ０－ＣＡＡＡＡＧＧＣＴＧＣＣＡＣＴTGCAAAG-3l

Seqence-3ｓ１－ＡＡＡＡＴＡＡＡＧＣＡＣＣＴＡＣTGCTG-3l

Seqence-4５'一ＧＡＡＴＣＡＧＣＣＡＧＧＣＡＣＡＡＡＧＣ－３０

Ｓｅｑｅｎｃｅ-５５，ＴＡＣＴＧＣＡＧＣＴＴＧＣＴＴＡＧＧＴＣ－３０

Ｓｅｑｅｎｃｅ－６５ｖ－ＴＴＴＧＧＡＧＧＧＡＧＡＴＴＴＣＧＣＴ℃-31

Seqence-7５ｉ－ＣＡＴＡＴＴＧＧＡＧＴＡＴＣＴＴＣＴＡＣＡＣ－３，

Seqence-8５ｉ－ＯＧＴＡＡＴＩＴＴＧＡＡＧＣＡＧＴＣＴＧＧＧＣ－３０

p53Exon5

Seqence-1５ＬＧＣＣＧＴＣＴＴＣＣＡＧＴＴＧＣＴＴＴＡＴ－３１

Ｓｅｑence-2５Ｉ－ＣＣＡＡＡＴＡＣＴＣＣＡＣＡＣＧＣＡＡＡＴ－３１

ｐ５３Ｅｘｏｎ６

Ｓｅｑｅｎｃｅ－Ｉ５Ｉ－ＣＡＴＧＡＧＣＧＣＴＧＣTCAGATAG30

Seqence-2５，－ＴＧＣＡＣＡＴＣＴＣＡＴＧＧＧＧＴＴＡＴＡＧ－３１

ｐｌ３Ｅxon7

Seqence-1Ｓｉ－ＣＴＴＧＧＧＣＣＴＯＴＧＴｒＡTCTCCTA-31

Seqence-2５'一ＡＧＡＡＡＴＣＧＧＴＡＡＯＡＧＧＴ℃OG-30

p53Exon8

Seqence-1５１－ＡＣＣＴCTTAACCTGTGGCTTC-30

Seqence-2ｓ１－ＴＡＣＡＡＣＣＡＧＧＡＧＣＣＡＴｒＧTC-31
AGms

Seqence-1５１－CＴＵＧＴＵＧＡＧＴＡＴＴＴＧＡＴＡＯＴＧ－３１
＝IUr
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2．新規EpCAM抗体付加イムノピーズの開発･検討

l）新規EpCAM抗体付加イムノピーズの作製

はじめに、粒子径の異なる磁`性ビーズを準備した。1.8,3.3,3.91Ｌｍのpolymer

microsphereの核に鉄酸化物を重層し､さらに親水性のポリグリシジルメタクリル酸を重

蕊

llliiiiIiIl1l1iillliilllliiiiiil1iimDi1lliII
層すると､粒子径がそれぞれ3.0,

4.9,5ｇｕｍの均一な磁性ビーズ

が得られた(図４)。抗体の結合

は､まずｱﾐﾉ基を介してヤギ抗マ

ウスIgG抗体(Millipore,Billerica，

ＭＡ)を結合させて､さらに市販の

マウス杭ヒトEpCAM抗体(ｄｏｎｅ

ＶＵ－１Ｄ９，AbDSeroteqOxfbrd，

UK)を結合させた(表12)。

蕊
欝蕊
鱗:！

3.ＯＵｍｌｌ４９１－Ｌｍ

ｺﾞ，ｕｍ`;;'識『

図4.磁性ビーズの電子顕微鏡像

粒子径の異なる磁性ビーズ｡それぞれ3.0}1ｍ､4.911ｍお
よびS91Lmの比較的均一な粒子径のビーズを準備した。
Scalebarは501JLm。

つぎに、親和性の異なる抗ヒト表12.新規イムノビーズの種類

Beads粒子径(Um）抗ﾋﾄEpCAM抗体
EPCAＭ抗体の作製を行った｡免疫原

としてrecombinanthumanEpCAM/Fc

chimera(Ｒ＆ＤSystems，Minneapolis，

ＭＮ）をcompleteFruend,sadjuvant

(Difbo,DetroiLMI)と共にＢALB/cマ

ウス(CharlesRiverJapan，Shizuoka，

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ
Ｅ
Ｆ

０
９
９
０
０
０

●
●
■
■
己
■

３
４
５
３
３
３

ＶＵ－ｌＤ９

ＶＵ－１Ｄ９

ＶＵ－１Ｄ９

Ｃｌｏｎｅｌ－２

ＣｌoneB8-4

CloneB8-7

CloneVU-lD9:市販されている抗EpCAM抗
体､Clonel-2およびCloneB8-4､CloneB8-7：

今回作成した抗EpCAM抗体。

Japan)の腹腔内に注入した｡その後､RIBIadjuvantsystem(Corixa,Seattle,ＷＡ)を用

いて３週毎に計７回の追加免疫を行い､抗原を静脈投与でブーストしたのちに､脾臓を

摘出した｡摘出した脾臓細胞はmyeloma細胞と細胞融合を行わせ､dilutionmethodに

て目的のハイブリドーマクローンを得た｡ハイブリドーマクローンをCD1-Foxnlnuマウス

(CharlesRiverJapan)の腹腔内に投与し腹水を産生させ､腹水中の抗体はproteinG
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affinitychrDmatography(GEHealthcareLifeScience,PiscatawaybNJ)を用いて精製し

た。

新規EpCAM抗体の親和性を確認するために､EpCAM抗原陽性の大腸癌細胞株

Hm9細胞とEpCAM抗原陰,性の膀胱癌細胞株UMUC-3細胞を対象に､FACSCalibur

(BD,FranklinLakes,ＮＪ)を用いたflowcytometly(FCM)を行った。

最終的に､新規EpCAM抗体は最適粒子径の磁性ビーズに結合した(表12)。

2）シミュレーション実験

便中の細胞を回収するのに適したイムノピーズの条件を解明するために､大腸癌細

胞株Ｈｍ９を用いたシミュレーション実験を行った｡２９の便を40mＬの１０％ＦＢＳ添加

HankS液中で十分均質化し１x105個のHTL29細胞を加え､疑似大腸癌患者便溶液を

作製した｡51211ｍの孔のあいたナイロンﾒｯｼｭでろ過した便溶液に表12で示した各種

EpCAM抗体付加イムノピーズを8OIL加えて､室温で30分間反応させた後に､室温で

15分間磁石を用いて細胞一ビーズ複合体を回収し､生理食塩水で２回洗浄した｡細胞

数はNuclcoCounter(ChemoMetecA/S,AlIellzd,Denmark)を用いて計測した｡また､各

種イムノピーズと細胞の結合度を観察するために､細胞一ビーズ複合体をパパニコロウ

染色した。

3）対象

病理学的に原発性大腸癌と診断され､国立がんセンター中央病院にて外科的切除

術を施行された４０症例が対象であり、自然排泄便は大腸癌切除前の入院時に提供さ

れた｡１９症例はイムノピーズの粒子径に関する検討を行い､２１症例はイムノピーズに

付加したEpCAM抗体の性能に関する検討を行った｡すべての患者は十分に説明さ

れ､書面による同意を得た。

4）臨床検討
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便検体は29ずつに分けられ､各種ビーズを用いて便中剥離細胞が回収された｡細胞

一ビーズ複合体は検討まで-80°Ｃで保存された。

ＤＮＡの抽出はAIIprEpminikitを用いた｡ＤＮＡ量の検討は本章1-6)と同様に､Ａｌｕ

配列を対象とした定量的1℃al-timcPCRを行い､絶対定量法で比較した。

3.ｍＲＮＡを用いた便分離細胞の遺伝子発現解析

表13.患者および健常者の背景
1）対象

病理学的に原発性大腸癌と

診断され､国立がんセンター中

央病院にて外科的切除術を施

行された大腸癌患者166症例

と、国立がんセンターがん予

防･検診研究センターにて大腸

内視鏡検査を施行され､過形

成ポリープを含め､大腸腺腫、

大腸癌など異常が発見されな

かった健常者134症例が対象

である。健常者の平均年齢は

60歳で､男性59症例､女性７５

症例だった(表１３)。癌患者の

平均年齢は63歳で､男性108

症例､女性５８症例だった｡大

腸癌の局在は､直腸８２症例、

Ｓ状結腸３４症例､下行結腸７

腸癌患者健常者

背景 ＝134＝１６６

年齢､歳

平均

範囲

性別､症例数(％）

男性

女性

腫瘍局在､症例数(％）

盲腸

上行結腸

横行結腸

下行結腸

ｓ状結腸

直腸

腫瘍径､ｍｍ

平均

範囲

組織型､症例数(％）
Ｗ/Ｄ

Ｍ/Ｄ

Ｐ/D

MucinouscaIcinoma

Carcinoidtumor

腫瘍進達度､症例数(％）
Ｔ１

Ｔ２

Ｔ３

Ｔ４

Ｄｕｋｅｓ分類､症例数(％）
Ａ

Ｂ

Ｃ

63

32-83

60

40-70

59(44.0）

75(56.0）

108(65.1）

５８(34.9）

７(4.2）

21(17.5）

７(4.2）

７(4.2）

34(20.5）

82(49.4）

38

10-160

89(53.6）

67(404）

４(2.4）

５(3.0）

ｌ(0.6）

１８００．８）

３９(23.5）

106(63.,）

３０．８）

46(27.7）

41(24.7）

66(31.8）

Ｗ/、:welldifTbrantiatedadenoca“inoma,Ｍ/Ｄ:moderately

difTbrentiatedadenocaminoma,Ｐ/Ｄ:poorlydifYb肥ntiated
adenocarcinoma
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症例､横行結腸７症例､上行結腸29症例､盲腸７症例だった｡平均腫瘍径は３８mｍ

で､Dukes分類を用いた大腸癌の進行度は､stageAが46症例､stageBが４１症例、

stageCが66症例､stageDが１３症例だった(表13)｡すべての患者および健常者は十

分に説明され､書面による同意を得た。

2)便検体からの細胞分離

癌患者の自然排泄便は大腸癌切除前の入院時に提供され､健常者の自然排泄便は

大腸内視鏡施行日より２，３週間経過してから提供された｡29の便は本章1-3)で述べた

細胞分離法を用いて剥離細胞を回収した｡細胞一ビーズ複合体は検討まで-80°Ｃで保

存した。

3)totaIRNA抽出とcDNA合成

便分離細胞からのtotaIRNAの抽出はRNeasyminikit(Qiagen)にて行い､cDNA合

成はHighCapacitycDNAReverseTmnscriptionKitwithRNaselnhibitorを用いて行っ

た。

4）定量的real-timeRILPCR

遺伝子発現解析を行うにあたり､過去の報告やmicmarrayの結果より､15種類の候補

遺伝子を選定した(表１４)｡また､Ｂ２Ｍ遺伝子(beta-2-miclDglobuIin)は内部コントロー

ルとして使用した｡Real-timeRILPCRの条件は､本章1-6)と同じ条件であり､すべての

遺伝子に関して､市販のTtlqManpnmersandprobemixture(ApplicdBiosystems)を用

いた｡遺伝子発現解析は内部コントロールであるB2Ｍ遺伝子に対する相対発現量を相

対的定量法(compamtiveCtmethod)で計算した(表15)。
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表14.遺伝子発現解析の候補遺伝子および内因性コントロール遺伝子

GenesymbolFullsDell

対象遺伝子

Ｃ〃Z/735chromosomelopem巴adingfmamel35
CDC`JLcelldivisioncycle45-Iike

C且4Ｃ,４Ｍブcarcinoemblyonicamtigen-reIatedceIIadhesionmolecule5

DDX7ノＤＥＡＤ/Hboxpolypeptidell

ERCC5Lexcisionrepaircmss-complementingrodentrepairdeficiency,complementationgmup6-Iike
GJ４０ノ glutamatedecarIDoxyIasel

ノGF2BP3insuIin-likeglowthfactor2mRNAbindingprotein3
KlUSKirstenmtsa1℃omaviraIoncogenehomoIog
KRmOkerａｔｉｎ２０

ＬＡＭ４５lamininalpha5《
ＭＭＰ７matrixmetallopeptidase7
A‘ZBL2myeIoblastosisviraloncogenehomologIike2
PnGE2 pmstaglandin-endoperoxidesynthase2
nMEM〃８tmnsmembranepmteinll8
７Ｐ”ｍｍｏｒｐｍｔｅｉｎｐ５３

内因性コントロール遺伝子
B2Mbeta-2-micro21obulin

表15.遺伝子発現解析に用いた相対的定量法の計算式

（各種遺伝子のＡｃｔ値）

(各種遺伝子の相対発現量）

(各種遺伝子のCt値）

２－(各種遺伝子の△ct値）

(B2MのCt値）

Ct:threshoIdcycle,ACt:deltaCt,Ｂ２Ａｆ:betaP2-microglObulin．

4.統計解析

便の保存条件に関する解析のうち､ＤＮＡ量やＲＮＡ量の比較はFisher，sexacttestを

用いた。ビーズの検討で、シミュレーション実験の細胞回収効率はTUkey-Kmmer

multiplecomparisonstestを用い､臨床検体でのＤＮＡ回収量の比較はMann-Whitney

Utestを用いた｡遺伝子発現解析で､各種遺伝子の測定感度と各種条件における感度

はFisher，scxacttestを用い､患者と健常者の各種遺伝子の相対発現量の比較は

Mann-WhitneyUtestを用いた｡すべての統計解析はStatⅥewvel85fbrWindows

（AbacusConcepts,BerkeleybCA)にて行い､Ｐ<0.05を有意とした。
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第３章結果

１．便の保存条件の検討

l)Ａｌｕ配列を対象にしたAIu-real-timePCRの測定感度と正確'性

２９の便から回収された細胞のＤＮＡおよびＲＮＡは極微量であるために､real-time

PCRを用いて抽出量を確認した｡GenomicDNA量の解析にはＡ]u配列をターゲット

としたprimer/probekitを用いた｡ThqManControlGenomicDNAを段階希釈して

Alu-real-timePCRを行った結果､DNAtemplate量がlongから100fgまでreal-time

PCRによる検出が可能であった｡一方､蒸留水を加えた陰性コントロールでは検出で

きなかった(図５a)｡また､TnqManControlGenomicDNAの段階希釈系列とＣｔ値の

間には相関係数Ｒ２=0.9982の正の相関を認めた(図５b)。
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図5.Alu-real-timePCRの測定感度と正確度

ａ)各濃度のＣＯn面olgenomicDNAを使用したAlu-real-timePCRの測定感度｡Linel：long/ILL,lme2:１，９/ｌＬ,line
3:１００pg/UL,line4:lOpg/ⅡL,line5:ｌｐｇ/ⅡL,Iine6:l00fg/uLoNegativecon亡Ｃｌ(distilledwater)は検出されな
かった。緑線はThresholdを示している｡ｂ)各濃度のcontrolgenomicDNAを用いたAlu-real-timePCRの正確度。
DNA濃度とCt値の間には正の相関を認めた(R2＝09982)。

2）各種保存便におけるgenomicDNAおよびtotalRNAの保存効率の比較

各種条件(表６）で保存した便から回収した細胞のｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ量は、

Alu-real-timePCRを用いて､当日処理群(GroupO)との比較を行った｡０群､１Ａ群、

ｌＢ群､２Ａ群､ＺＢ群､３Ａ群および3Ｂ群でのＤＮＡ保存効率は､それぞれ100±5６

(％､平均士標準偏差)､８７士１２８，１３±20,130士216,24±５８，１１３士174および1４
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±３２であった(図６a)。ＤＮＡの保存効率に関して､当日処理の0群と4.Ｃで保存し

た1Ａ群､2Ａ群および3Ａ群では有意な差を認めなかった｡一方で､37°Ｃで保存し

たｌＢ群､2Ｂ群および3Ｂ群は0群と比べてＤＮＡ回収効率は有意に低下していた

(P<0.01)。
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図6.GenomicDIVAおよびtotaIRNAの保存効率

表6に示した条件で保存した便中剥離細胞の比較を行った。ａ)0群(当日処理群)と比較した各種保存条件群にお
ける便分離細胞からのgenomicDNA保存効率。ｂ)0群(当日処理群)と比較した各種保存条件群における便分離細
胞からのtotaIRNA保存効率。0群と比較して､lB群､2B群および3B群間には有意差を認めた(な,Ｐ＜0.01)。

TbtaIRNAの保存効率は､l8SribosomalRNAを対象にしたrcal-timeRILPCR法を

用いて同様に解析した｡０群､1Ａ群､ｌＢ群､2Ａ群､2Ｂ群､3Ａ群および3Ｂ群での

RNA保存効率は､それぞれ１１２±５４６（％､平均±標準偏差)､120±175,26±

30,140±14743±87,137±184および20±３１であった(図６b)｡ＤＮＡの保存効

率と同様にＲＮＡにおいても､当日処理の0群と4°Ｃで保存した1Ａ群､2Ａ群およ

び3Ａ群では有意な差を認めなかった｡一方で､37°Ｃで保存したｌＢ群､2Ｂ群およ

び3Ｂ群は0群と比べてＲＮＡ保存効率は有意に低下していた(P<0.01)。

3）各種保存便における遺伝子変異解析

ＤＮＡ量やRNA量に関して便の保存は4°Ｃが良いが､癌組織と同じ遺伝子変異を

厳しい条件で保存した便からの分離細胞でも保存されて検出可能かどうかを検討し

た｡手術時の癌部および非癌部組織由来のＤＮＡと､各種条件で保存した便分離細

胞由来のＤＮＡがすべてそろっている６例のうち､癌組織中に遺伝子変異を認めた４

症例に関して便分離癌細胞の遺伝子変異解析を行った｡ＡＰＣ遺伝子に遺伝子変異
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(C3602A)を認めた－症例を図７に示した｡便中に含まれる剥離細胞のポピュレーシ

ョンはそれぞれの便サンプルにて異なるために､各種保存条件ごとに３個ずつのサ

ンプルを検討した｡癌組織と同じ遺伝子変異が便分離細胞でも認められ､それは最

も厳しい保存条件である37.Ｃで３日間放置した便分離細胞でも認められた｡全症例

における遺伝子変異の種類とそれぞれの保存便の分離細胞における遺伝子変異の

検出を表１６に示した｡原発腫瘍の局在が右結腸(盲腸)にあった症例４においては

いずれの条件でも分離細胞中に遺伝子変異を確認できなかった｡その他の症例に

おいては､当日処理群､４°Ｃ保存群､３７°Ｃ保存群いずれでも遺伝子変異を確認でき

た。

/ＷｌＷＶ１Ｍ /WWW１Ｍ
組織(癌部）

Ｗ八/wwl /Ｗ/Ｗ八
ﾀーウ

剛 VWVLv
組織(非癌部）

'/ＷＶ１Ｍ
便分離細胞(1A群） 便分離細胞(2A群） 便分離細胞(3A群）

Ｍ）ﾊﾉWﾊハ ハ

ﾊﾊﾊﾙ

ＷＭﾊハ vWY（Ⅳ／
‘、

′１

便分離細胞(0群） 便分離細胞(lB群） 便分離細胞(zB群） 便分離細胞ＤＢ群）

図7.厘Rn蘭組織と便分l霞細胞における遺伝子変異の一例
表16に示した症例lにおけるAPC遺伝子変異｡大腸癌組織において`IPCcodon3602の点突然変異が罷められる。
この変異によりAPCのアミノ酸はセリン(TCA)から終止。ドン(TAA)に魁き換わっている｡この変異は正常大腸粘膜
部では観察されなかった｡同様の遺伝子変異は0群､ｌＢ群､2A群､ZB群および3B群においても認められた｡矢頭
(▼)は変異を鴎めた部位を示す｡赤線､宵線､緑線および黒線はそれぞれＴ(lhymine)､Ｃ(cytosine)､Ａ(adenine）
およびＯ(guamine)を示す。
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表16.便分離細胞における大腸癌関連遺伝子変異と臨床病理学的特徴

呆存

nJ1iLm71JiiJ7i二
る。

2.新規EpcAM抗体付加イムノピーズの開発･検討

１）粒子径の異なるビーズを用いた細胞回収率の検討

我々は､３つの異なる粒子径のビーズを作製した｡ビーズＡ､ビーズＢおよびビーズ

Ｃの粒子径はそれぞれ､3.0ILm､4.911ｍおよび5911ｍだった(表１２および図４)｡細

胞回収に最も適した粒子径を見出すために､市販のEpCAM抗体であるクローン

VU-1D9をそれぞれの粒子径のビーズに結合した(表12)｡培養細胞とボランティア

便を用いたシミュレーション実験において､ビーズＡ､ビーズＢおよびビーズＣの細

胞回収率はそれぞれ､６５．９±1.4(％､平均±標準偏差)、６１」±1.0および57.1±

０．８であった｡ビーズＡ(最も小さなビーズ)を用いた細胞回収率は粒子径の大きなビ

ーズＢ(P=0.0001)およびビーズＣ(P<0.0001)よりも有意に優れていた(図８a)。ビー
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ズにて回収された細胞を光学顕微鏡下に観察すると､粒子径の大きなビーズＢやビ

ーズＣに比べて粒子径の小さなビーズＡはより多くのビーズが細胞を取り囲んでいた

(図８b)。

蕊 霧

鑿
〃

b）
a）１００

９０

８０

中｡

蟻△

軍７０
，－'

Bi+６０
昼５０

：40
里３０

２０

１０

０

￣■■■■■

!;鍵鑪懲灘鍵蕊ＷＭｗ

ＦＲＥ］

霧灘ALi繍議lqh： １」

ビーズＡｌビーズＢ､

０２F
1０

蕊蕊
no

ﾋﾞｰｽﾞＣｌ＆;iliW
刀

,￣

鴬態』

ビーズＢビーズＣビーズＡ ＰⅡ此琶転卍ｍＥｎ稗F卍挿貼、

笹ざ軍議灘議議露晶器jj…;溌鍵轤鍵驚鍵霞蕊

図8.粒子径の異なるイムノピーズのシミュレーション実験による性能検討

ａ)細胞回収率の検討｡ビーズＡ(最小径、3.0Ⅱ､)、ビーズB(中等径､4.91｣、)およびビーズC(最大径､Ｓ９Ｕｍ)を
使用した細胞回収率はそれぞれ､６５．９±1.37(％､平均±標準偏差)、６Ｌ１±0.98および57.1±0.75であった。有

意差はアスタリスク(*,Ｐ＝0.0001,＊*,Ｐ＜00001)にて示す｡ｂ)イムノピーズで回収したHT29大腸癌細胞株の
Papanicolaou染色像｡矢頭(▲)は細胞一ビーズ複合体を示す｡粒子径の小さなビーズAは最も強固に細胞と結合し
ている。Ｓｃa]ｅｂａｒは50Ⅱ、。

2）異なる親和性を持つ新規EpCAM抗体

我々は､クローン１－２､Ｂ８－４およびＢ８－７というマウス抗ヒトEpCAMモノクローナル

抗体を樹立した｡ＦＣＭの解析結果よりクローン１－２は低親和性の抗体であり､Ｂ８－４

およびＢ８－７は高親和性抗体であった(図，)。それぞれの抗体は最適粒子径

（3.0}1m)のビーズに結合された(表12)。
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図，､ＦＣＭによる菊観EpCAM抗体の性能検討
新規EpCAM抗体の親和性はnowcytometry(FCM)にて検討した｡EpCAM抗原陽性のHT29細胞株とEpCAM抗
原陰性のUMUC3細胞株を使用した。白色､黒色､濃灰色および淡灰色はそれぞれ､nOn-specifIcmouse,gGlmAb、
clonel-2、ｃ]oneB84およびcloneB8-7を示す。
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3）性能の異なる抗体を結合したビーズを用いた細胞回収率の検討

培養細胞とボランティア便を用いたシミュレーション実験において､ビーズＤ､ピー

ーラ⑪市十、レプ0Ｗ。●－－－卑而グフ、⑰、ロムﾛ旧=Ｔ １００「中

ｒ
Ⅱ
Ⅱ
０
０
Ⅱ
宗
Ⅱ
１
－
－
－
」

（叩亜）（叩叩）（叩叩》
旭
９
８

ズＥおよびビーズＦの細胞回

収率はそれぞれ、４．５士1.0

(％､平均士標準偏差)、７３．５

士２．０および７１．２±３．４であっ

た。高親和性の抗体を結合し

たビーズＥおよびビーズＦを用

いた細胞回収率は低親和性の

抗体を結合したビーズＤ

(P<0.0001)よりも有意に優れて

いた(図１０)。
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図10.結合抗体の異なるｲﾑﾉﾋﾟｰｽﾞのｼﾐｭﾚｰｼｮﾝ実
験による性能検肘
細胞回収率の検討。ビーズＤ(低親和性抗体Clonel-2

結合型)、ビーズE(高親和性抗体CloneB8-4結合型)およ

びビーズF(高親和性抗体CloneB8-7結合型)を使用した
細胞回収率はそれぞれ､４．５±0.98(％､平均±標準偏

差)、73.5±1.96および71.2±3.39だった｡有意差はアス

タリスク(*,Ｐ＜0.0001)にて示す。

4）臨床検体における新規イムノビーズの細胞回収能力

ビーズの粒子径に関する研究で､臨床検体の２９の便から細胞を回収し､抽出され

たgenomicDNA員の中央値はビーズＡ､ビーズＢおよびビーズＣを用いるとそれぞ

れ､1.50,9(範囲0.09-8.12)、058,9(範囲0-4.23)、0.25,9(範囲0-4.62)であった

（図１１a)。ビーズＡとビーズＢの間に有意差はなかった(P=0.09)が､ビーズＡとビ

ーズＣでは有意差を認めた(P=0.02)。一方､抗体の性能に関する研究では､抽出さ

れたＤＮＡ量の中央値はビーズＤ､ビーズＥおよびビーズＦを用いるとそれぞれ、

0.75,9(範囲0.03-3.65)、L66ng(範囲0.12-5.74)、099,9(範囲0.08-5.67)であっ

た(図1lb)。ビーズＤとビーズＥの問には有意差を認めた(P=001)。

-２６－



b）

⑳
（
圏
く
い
輪
Ｎ
面
白
）
劇
く
ｚ
Ｑ

1０

「申－
１

０

（
堅
く
い
、
【
画
巨
）
噸
く
ｚ
Ｄ

ODI
ビーズ、ビーズＥビーズＦビーズＡビーズＢビーズＣ

図11.臨床検体を使用した各穂ｲﾑﾉﾋﾟｰｽﾞの細胞回収龍
ａ)粒子径の異なるイムノビーズを使用した細胞回収能の検討｡２グラムの便から回収されるDNA量は､ビーズA(最
小径、3.011m)、ビーズＢ（中等径、411｣､)およびビーズＣ(最大径、s9Um)を使用したときにそれぞれ､1.50,9(範
囲;0.09-8.12)､0.58,9(範囲;0-4.23)およびO25ng(範囲;0-4.62)であった｡b)結合した抗体の異なるイムノピーズ
を使用した細胞回収能の検討｡２グラムの便から回収されるDNA量は、ビーズ､(低親和性のCIonel2を付加)、
ビーズE(高親和性のCloneB8-4を付加)およびビーズF(高親和性のCloneB8-7を付加)を使用したときにそれぞれ、

0.75,9(範囲;0.03-3.65)、1.66,9(範囲;0.12-5.74)および0.”ng(範囲;0.08-5.67)であった。

3.ｍＲＮＡを用いた便分離細胞の遺伝子発現解析

1）対象遺伝子の選定

遺伝子発現解析を行う候補遺伝子１５種類(表１４)から対象遺伝子を選定するに

際し､大腸癌患者３１症例の新鮮凍結組織のうち癌部由来のＲＮＡと非癌部由来の

ＲＮＡを用いた遺伝子発現量の比較を行った(表１７)｡対象遺伝子は､非癌部より癌

部において高発現していることが求められる｡さらに､予備実験において､便２９から

抽出可能なRNA量は微量であり､内因性コントロール遺伝子であるＢ２Ｍにおいても

そのＣt値は30前後であることが解っているため､Ｂ２Ｍと比べても十分に発現量の多

い遺伝子である必要がある。以上の条件に合致した遺伝子としてＣＥ,4Ｃ４Ｍ,、

MMP7,MYEL2､PZ1GR2および7P53を遺伝子発現解析の対象遺伝子と選定した。

-２７－



表17.癌部および非癌部組織RNAの遺伝子発現解析

Ｃﾙﾉﾌﾟqr35CDC4工ＣＥＡＣ4」Ｍ５ＤＤＸＪノ且RCC`ＬＧ４ＤノノＧＦ２ＢＰ３ＫｑＵＳ

癌部Ａｃｔ値

非癌部△Ct値

癌特異度

7.67

9.29

28/3１

８．２１

8.99

23/3１

-0.13

0.23

2OＢＩ

６．２２

6.65

23/3１

７．０９

6.89

17/3１

11.39

13.99

25口Ｉ

13.66

14.96

18/3１

4.79

4.22

9/3１

ＸＲｍＯＬＡＭ４５Ｍ'MＰ７Ｍ】/ＥＬ２ＰＴＵＳ２７】v面MIJ８ＺＰ５３

癌部Act値

非癌部Ａｃｔ値

癌特異度

2.65

0.09

0/3１

6.90

7.24

19/3１

6.17

11.67

３１/3１

２．９０

4.36

27/3１

6.42

７．９１

２３/3１

13.03

14.04

23/3１

５．８８

ｄ５３

２１Ｂｌ

Ａｃｔ値:対象遺伝子のCt値と内因性コントロール遺伝子(ｍ」M)のCt値の差｡癌特異度：
(非癌部よりも癌部での遺伝子発現が高い症例数)/(全症例数)。

2)Real-timeRTLPCRを用いた各種遺伝子の検出率

表１８に各種遺伝子の検出率を示す｡大腸癌患者での内因性コントロール遺伝子

であるＢ２Ｍの検出率は表18.便中剥離細胞における各種遺伝子の検出率

76.5％(127/166)であり､億 大腸癌患者健常者
、

常者の75.4％(101/134)と、Ｍ
検出数(％）

有意差を認めなかった平均Ct値
ＣＥ４Ｑ４Ｍ，

(P=0.89)。一方でＢ２ﾉＭに検出数(％）
平均Ct値

おけるＣt値の平均値は、MMP７
検出数(％）

大腸癌患者が30541であ平均Ct値
ＡｎＢＬ２

り健常者は32.194と有意検出数(％）
平均Ct値

差を認めた(P<0.0001)。P7nS2
検出数(％）

これは､29の便に含まれる平均Ct値
ＺＰ５３

剥離細I包は大腸癌患者の検出数(％）
平均Ct値

127(76.5）
３０．５４１

101(75.4）
32.194 0.89

125(75.3）
30.229

98(73.1）
32.023 0.61

39(23.5）
３４．３８１

6(4.5）
37.612 <0.0001

40(24.1）
33.949

1(0.7）
33.708 <0.0001

84(50.6）
33.529

１６(11.9）
34.892 <0.0001

49(29.5）
35.467

７(52）
36.361 <0.0001

方が3倍程度多いことを示

している。

Ｐvalue:Fisher1sexacttestで解析し､Ｐ<0.05を有意とした。

対象遺伝子のうちＣＥＡＣ４Ｍ,遺伝子の検出率は大腸癌患者で75.3％であり､健常

者で73.1％と有意差を認めなかった(P=0.69)。それ以外のMMP7,MyBL2､ＰTひ３２

およびか５３遺伝子における大腸癌患者での検出率は､それぞれ23.5％､24.1％、
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50.6％および29.5％であり､健常者の4.5％､0.7％､11.9％および5.2％より有意に高か

った(P<0.0001)。

3）各種対象遺伝子の相対発現量

B2jVが検出可能だった大腸癌患者127名と健常者101名を対象とした｡大腸癌患

者のCEdCdM5､MMP7,MYBL2､P71GS2およびＺＰ５３の相対発現量の平均値はそ

れぞれ1.706,0.008,0.023、0.137および0.003であった。一方、健常者の

CEACdM5、表11.便中剥離細胞における各種遺伝子の相対発現量

ＭＭＰ７、

MYBL2、Ｐ７１ＧＳ２

およびＴＰ５３の

相対発現量の平

均値はそれぞれ

1.290,0.0003,

9.648×10-8,

0.015および

0.0002であった

大腸癌患者健常者
対象遺伝子 ＝127 ＝l０ＤＰｖａｌｕｅ

Ｃｚ４ＣＡＭ５

平均相対発現量

範囲
ＭＭＰ７

平均相対発現量

範囲
MXBL2

平均相対発現量

範囲
ＰＺｎＳ２

平均相対発現量

範囲
ｚＰ５３

平均相対発現量

範囲

1.706

0-20.224

1.290

0-12.527 0．２１

0.008

0-0.166

0.0003

0-0.021 0.0009

9.648ｘ108
0-0.000009＜0.0001

06023

0-1.728

0.137

0-2.539

0.015

0-0.409 <0.0001

0.003

0-0.048

0.0002

0-0.010 <0．０００１

Ｐvalue:Mann-Whimeytestで解析し､Ｐ<0.05を有意とした｡－－￣
（表１１）。

CE'4CAM，の発現量は大腸癌患者と健常者で有意差を認めなかった(P=0.21)。そ

れ以外の対象遺伝子においては大腸癌患者と健常者の間に有意差を認めた

(P<0.001)。

4）大腸癌細胞を同定するための各種遺伝子発現量の域値設定

大腸癌細胞を同定する最適な域値をそれぞれの遺伝子において設定するため

に、各種遺伝子について相対発現量を用いたヒストグラムを作製した(図１２)。

CEACdM5､MMP7,MXBL2､P71GS2およびTP刀において特異度95％を確保するた
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齢の最適な域値はそれぞれ､Ｚｏａ０“03,0.90001,0.06および0.001以上であった。

しかし､UEH“噸において､この域値での感度はわずか142兜であった。
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図】2園各種遺伝i子窺現丘のﾋｽﾄｸﾞﾗﾑ

大腸癌患者および健常者の便中剥離細胞における漣Ｍこて補正した各種遺伝子の相対発現堂を用いたヒストグラ
ム｡a)ＧＥ兇“擁遺伝子発現量”ヒストグラム｡特異度９３％以上を確保する適切な城値(2.8以上)では､感度14％だっ
た｡ｂ)A狐ZP7遺伝子発現量のヒストグラム｡特異度９３％以上を確保する適切戦域値(q0003以上〕では､感度31％だっ
た。ｓＷｙＨＬ２遺伝子発現量のヒストグラム｡特異度,5%以上を確保する適切な域値(”､001以上)では､感度32髄
だった。。)Ｐ71932遺伝子蕊現壁のヒストグラム｡特異度93％以上を確保する適切な域値〔0.06以上)では､感度34％
だった。ｅ)汀懸遺伝子発現量のﾋｽﾄｸﾞﾗﾑ｡特異度95帖以上を確保する適切な域値(q００１以上)では､感度29％
だった⑥

5）遺伝子発現解析の感度と特異度

便中剥離細胞でのＣｌＥｉ`;(“蝉発現量は大腸癌患者と健常者で差を認めなかった

ため､遺伝子発現解析を行う対象遺伝子はA4nfP7､ji`1,22､PZ1GS(2およびrP夕3の

４遺伝子とした｡４遺伝子を併用した感度は58.3％であり､特異度は88.1髄であった
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(表２０)｡MMP7,MYBL2､P71GS2およびか５３における各遺伝子の感度はそれぞ

れ､30.7％､31.5％､33.9％および29.1％であった。

表Ｚｏ・便中剥離細胞を用いた遺伝子発現解析の感度と特異度

建常者(Ｎ＝１０１腸癌患者(Ｎ＝１２７

特異度(％）感度(％）
95％信頼区間陰性数対象遺伝子陽性数（95％信頼区間

8188.1(802-93.7）

9695.1(888-93.7）

101100(96.4-100）

9594.1(87.5-97.8）

58.3(49.2-67.0）

30.7(22.8-39.5）

31.5(23.6-40.3）

33.9(25.7-42.8）

Ｃｏｍｂｉｎｅｄｍａｒｋｅｒｓ

ＭＭＰ７

ＭＸＢＬ２

ＰＺひS２

４
９
０
３

７
３
４
４

［[､_００【

上)､Ｐ7℃S2(0.06以上)およびZP53(0.001以上)。

つぎに４種類の遺伝子ｾｯﾄを用いて､原発腫瘍の局在､腫瘍径､深遠度および

大腸癌の進行度別に感度を検討した(表２１)｡原発腫瘍が右側結腸(盲腸､上行結

腸､横行結腸)に存在した症例と左側結腸(下行結腸､ｓ状結腸､直腸)に存在した

症例における感度は､40.5％と65.6％であった｡原発腫瘍が小さな腫瘍(35ｍｍ以上）

の症例と大きな腫瘍(35ｍｍ以上)の症例における感度は､46.7％と68.7％であった。

原発腫瘍の壁深達度が浅い(固有筋層までにとどまる)症例と深い(固有筋層を越え

て浸潤した)症例における感度は､452％と64.7％であった｡比較的早期の大腸癌

(Dukes，stageAおよびＢ)の症例と進行した大腸癌(Dukes，stageCおよびＤ)の症例

における感度は、63.6％と55.7％であった。原発腫瘍の局在(P=0.01）と腫瘍径

(P=0.02)には有意差を認めた｡腫瘍の浸潤度(P=0.06)と大腸癌の進行度(P=0.4）

には有意な差を認めなかった。
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表21.腫蕩局在､腫癌径､深逮度および進行度別の感度

感度(％）
易性数（95％{言韓

l薗源

右側結腸(Ｎ＝37）

庵錘
諏ｍ

ｍｍ

ｍ７２唾３”７２》”
“ 極

唖 処
ｍ

Ｐ
疵
ｍ

か
）

応
４
３
７
８
”
お
刀
茄
氾

40.5(24.8-58.0）

10.8(30-25.4）

8.1（17-219）

189(8.0-35.2）

ZL6(9.8-38.3）

656(54.8-75.3）

38.9(28.8-49.7）

41.1(309-520）

40.0(29.8-50.9）

32.2(22.7-429）

左側結腸(Ｎ＝90）

腫膓径

３５ｍｍ以下(Ｎ＝60）

0.02

Combinedmarkers

MMP7

｣MYBL2

PTび３２

ZⅢ５３

Combinedmarke盾

ＭＹＭＰ７

ＭＸＢＬ２

Ｐ７ひS２

ＺＰ５３

８
１
３
７
４
６
８
７
６
３

２
１
１
１
１
４
２
２
２
２

46フ(33.7-60.0）

18.3(9.5-30.4）

21.7(12.1-34.2）

28.3(17.5-41.5）

23.3(13.4-361）

68.7(56.2-79.5）

41.8(29.9-545）

40.3(28.5-530）

388(27.2-51.5）

34.3(23.1-46.9）

35ｍｍ以上(Ｎ＝67）

腫瘍深達度

Ｔｌ､ｍ(Ｎ＝42）

0.06

庵
曙脆

錘
矼

、
ｍ瓠

、７２》”蝿７２》”
ｗ“

““
ｍ（
し

の
８
Ⅲ
、
９
蒟
別
刀
訓

45.2(29.8-61.3）

19.0(8.6-34.1）

26.2(13.9-42.0）

28.6(15.7-44.6）

21.4(10.3-36.9）

64.7(53.6-74.8）

36.5(26.3-47.6）

34.1(24.2-453）

36.5(26.3-47.6）

32.9(23.1-44.0）

、､Ｔ４(Ｎ＝85）

2８

Dukes分類

StageA､Ｂ(Ｎ＝66）

0.37

応
庵

に
錘

矼ｍ
ｍ

ｍｍ７２》””７２唖
蠅蝿

“岬
、〔
」

ｐ
ご

63.6(509-75.1）

27.3(17.0-39.7）

31.8(209-44.5）

409(29.0-53.7）

28.8(183-41.3）

55.7(42.5-68.5）

34.4(22.8-47.7）

31.1(19.,-44.3）

26.2(15.8-39.1）

２
８
１
７
９
４
１
９
６

４
１
２
２
１
３
２
１
１

StageC､、(Ｎ＝６１）

ＩⅡⅡ Ｗ･ZII】ＩⅡⅡⅡ

P7US2(0.06以上)およびZP53(0.001以上)｡Ｐvalue:Fishefsexacttestにて解析
し､Ｐ<0.05を有意とした。
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第４章考察

Ｌ自然排泄便を用いた大腸癌診断法

大腸癌の死亡率を低下させるためには､癌検診を含めた早期診断が最も重要であ

る｡現在の大腸癌検診法は便潜血反応検査(化学法や免疫法)、注腸二重造影検査

および大腸内視鏡検査(s状結腸内視鏡検査や全大腸内視鏡検査)が主たるものであ

るが､AmericanCancerSocietyが推奨する大腸癌検診には､2008年よりオプションとし

てStooIDNAtestとCTcolonoscopyが加えられた(28)｡一方で､大腸癌が直接触れる自

然排泄便を対象に､便潜血反応検査に替わるべく新しい検査法が世界中の多くの研

究施設において検討されている｡便ＤＮＡではAPC､ＫＬｍｓ､p幻などの癌関連遺伝子

変異解析(20-24)や癌関連プロモータ領域のメチル化解析(29,30)､DNAintegrity(3''32)など

があり､便中腫瘍Ｍ２ピルピン酸キナーゼ(TilmorM2-PK)(33~35)や便ＲＮＡを用いた遺

伝子発現解析(36,37)なども報告されている｡＿方で､我々の研究室では便中に剥離した

大腸癌細胞を対象に大腸癌診断法の検討を行っており､報告をしている(25,27,38)｡研究

当初はパーコールを用いた濃度勾配遠心法にて剥離大腸癌細胞を回収しており､便

の中でも細胞が生きていると述べてきた(25)｡その後､血中を流れるcirCUlatingtumOr

ceIl(CTC)をEpCAM抗体付加したイムノピーズを用いて回収する方法を改良して､便

中に剥離した大腸癌細胞の回収とそれに続く大腸癌診断法を報告した(27)｡診断法は

ＡＰＣ､Ｋと'zJs､p53を対象にした遺伝子変異解析を報告したが､ｌ検体あたりの検査コスト

が高く手技も煩雑という短所があったため､より低コストで簡便なｍＲＮＡを用いた遺伝

子発現解析を検討することとした｡実際､計算上は直接シークエンスを用いた遺伝子変

異解析は１検体あたり約12,000円であり定量性1℃al-timePCRを用いた遺伝子発現解

析は3,000円と約1/4のｺｽﾄである｡癌検診(スクリーニング検査)は､感度や特異度も

重要であるが､簡便で安価な検査が必要であり､各種診断法に対する費用対効果の報

告も散見される(39.41)。
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２自然排泄便中の大腸剥離細胞

大腸癌は大腸粘膜上皮に発生するため､早期より便に接している｡また､正常大腸上

皮細胞を含めて､大腸癌細胞も便中に剥離するため､剥離細胞を対象とした大腸癌診

断法の開発は有用であると思われる(27,38)｡しかし便分離細胞から抽出したＤＮＡや

ＲＮＡは微量であり､通常の分光光度計を用いた核酸量の計測は不可能である｡そのた

め､抽出量の測定は虚aI-timePCRを用いることとした｡培養細胞の段階希釈系列から

それぞれＤＮＡを抽出し､glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase(GAPDH)やbeta

actin(ACTB)にてreal-timePCRを行うと､100個以下では検出限界以下であった。

short-inte1nspe病edelements(SINE)に分類されるＡｌu-1℃peatは300bp程度の配列で－ゲ

ノム中に140万コピー存在し(42,43)､ゲノムＤＮＡの10％程度を占めるとされている(44)｡こ

のAlu-repeatをreal-timePCRのtalgetprimerとすることで､微量なＤＮＡ量の測定が可

能となった(図5)｡今回､大腸癌患者の自然排泄便２９から細胞を回収して抽出した

ＤＮＡ量は個人差があるがl0pg～10,9であり､これは約１０個～10,000個の剥離細胞

が大腸癌患者の便２９に含まれていることを示している｡また､健常者においては大腸

癌患者の1/3程度の細胞数である。

3．大腸癌診断に適した自然排泄便の保存条件

我々の研究の対象は、自然排泄便に剥離している大腸癌細胞である｡また､将来的

な大腸癌検診法の確立を目的としており、自然排泄便の保存条件を検討することは重

要である｡今回の検討で､ＤＮＡやＲＮＡの抽出量に関して4°Ｃで保存できれば72時

間まで当日処理群と有意差なく検討可能であることが示された(図6)。これは、自宅で

排便後にクール便などを利用して検体処理施設への輸送が可能であることを意味して

おり､将来的な自然排泄便を使用した、自宅にいながらの大腸癌検診法の可能性があ

る｡各種保存条件の遺伝子変異解析においては､最も厳しい条件である37°Ｃで３日間

保存した自然排泄便からでも遺伝子変異を同定可能であった(図７および表16)。しか
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し､ＤＮＡ量が特に少ないこの条件での直接シークエンスにはnestedPCRなどの個別な

手技が必要であり､遺伝子変異解析を含めて分子生物学的検査法で大腸癌細胞を同

定するにはＤＮＡおよびRNA量が十分に抽出できる4°Ｃでの保存が最も適していると

思われた。

４便中剥離細胞を効率よく回収する至適イムノピーズ

保存条件と同様に､より多くの細胞を回収するためにはイムノビーズの開発研究が必

要である｡ＣＴＣを効率よく回収するために､通常のイムノビーズ以外に抗体をカラムに

結合させて回収する方法も報告されている(45)が、自然排泄便は血液と異なり､残漉が

多いためイムノビーズによる剥離癌細胞の回収を改良することとした｡はじめにビーズの

粒子径を検討した｡当初はビーズが大きいほど鉄の含有量が増えるため､より強力に磁

石に結合し､細胞の回収率が向上すると考えていた｡しかし､結果は粒子径の小さいほ

ど回収率が高かった(図8aおよび図11a)｡顕微鏡像において､粒子径の小さなビーズ

は細胞を完全に取り囲み､癌細胞1個あたりに多くのビーズが結合していた(図8b)。一

方で粒子径の大きなビーズは細胞への結合がまばらであった｡ビーズ1個あたりの鉄含

有量は粒子径の大きなビーズが多いが､細胞１個あたりのビーズ結合量が異なるため

に結果として粒子径の小さなビーズの方が細胞１個あたりの鉄量が多い結果となり､回

収率向上につながったと考えている｡つぎにビーズに結合させる抗体について検討し

た｡ビーズに結合させる抗体は上皮性接着抗原であるEpCAMを対象とした｡今回の検

討で､我々はafTinityの異なる複数のEpCAM抗体を作成し(図9)､これらを最適粒子

径である３．０}1ｍのビーズに結合させると､afTinityの高い抗体を結合したイムノピーズが

最も回収率に優れていた(図10および図11b)｡血液中のＣＴＣを効率よく回収する方

法はいくつか報告されているが､便中の剥離細胞を回収するための検討は我々以外に

報告はなく､便を対象とした大腸癌検診法にとって有意義な検討であると思われる。
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5.便中剥離細胞を用いた遺伝子発現解析

大腸癌とｍＲＮＡを用いた遺伝子発現解析の報告は散在している｡多くは末梢血(46~so）

や門脈血(47)､腹水洗浄液(47-50)およびリンパ節(51,52)を対象にしたものであり遠隔転移や

予後の予測として用いられている｡我々の最終目的は大腸癌死亡率の低下であり､そ

のためには大腸癌の早期診断が重要であり､同じ目的で便ＲＮＡを使用した遺伝子発

現解析も報告されている(36,37)｡対象遺伝子はＣＥ`4(CEdQ4M5)やCK20(KRmO)、

COX2(PZ1GS2)が多い｡今回の研究では過去の報告に加えて我々のﾏｲｸﾛアレイから

選択した計15種類を候補遺伝子とした(表14)｡便中剥離細胞から抽出するごく微量の

ＲＮＡを用いた解析であるため､対象遺伝子は発現量が高い必要がある｡また､正常細

胞よりも癌細胞において高発現している必要があるため､遺伝子の選別をはじめに行っ

た｡すると､明らかに発現の弱いものもあり対象から除外した(表17)。一方でＫＲｍＯは

高発現であったものの癌部よりも非癌部において高発現しており､今回の検討には不

適切であった｡そこで５種類に絞り込んだ後に､便中剥離細胞での遺伝子発現を検討

した｡ＣＥ`ｉＣ４Ｍ５を除き他の４遺伝子は検出頻度も癌患者の方が高値であった(表

１９)｡CEAC4jM5に関しては､発現量が高く､多くの研究においてもＣＴＣの診断に有用

であると報告されている(53,54)が健常者の便中剥離細胞においても高発現しており､そ

の発現量は癌患者と有意差がない｡末梢血や門脈血､腹水洗浄液に含まれる上皮系

細胞はほとんどが癌細胞であり､正常上皮細胞は皆無である｡そのため､これらの検体

を用いて癌細胞診断するには上皮系マーカーで検出感度が高いものであることが重要

で､決して癌特異マーカーである必要がないと思われる｡つまりＣＥＡＱＷ５やＫＲｍＯ

は正常上皮細胞でも高発現しており､上皮系マーカーであり我々が求める大腸癌マー

カーとはならず､便中剥離癌細胞診断には有用ではなかった｡最終的にMMP7、

ＭｍＬ２､PZ1GS2､TP53の４遺伝子を合わせた便中剥離細胞の遺伝子発現解析は､感

度58％で特異度88％であった(表20)。以前我々が報告した直接シークエンスによる遺

伝子変異解析(27)よりもやや劣っており､SSCｐによる遺伝子変異解析(38〕に比べてはや
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や良好な結果であった｡細胞回収率を改善し､さらなる有用なマーカーの組み合わせ

によりこの便中剥離細胞の遺伝子発現解析は将来の大腸癌検診となり得る可能性があ

る。
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第５章将来の展望

１．便分離細胞から抽出した核酸を用いた大腸癌診断の問題点

前章までに述べたようにEpCAMビーズで便中の剥離細胞を回収する方法は､便そ

のもののＤＮＡやＲＮＡを抽出するよりも効率よくﾋﾄ大腸細胞由来の核酸を抽出可能で

ある｡しかし､EpCAM抗原は正常大腸粘膜にも発現しており(図２)、現在のイムノピー

ズを用いた細胞回収では剥離大腸癌細胞のみならず正常剥離細胞も回収されている。

そのヘテロな細胞集団の中で癌細胞が多く正常細胞が少ない条件であれば遺伝子変

異解析でも遺伝子発現解析でも検討可能であるが､正常細胞数の方が多い検体では

癌特異遺伝子の変異や高発現が正常細胞により平均化されてしまい､せっかく癌細胞

が回収されても結果として正常と判断されてしまう可能性がある(図１３)。より効率よく癌

細胞のみを回収する癌特異抗体を用いて細胞を分離する方法も考えられるが､afflnity

が強くなおかつ癌特異

的である抗体はほとん

どない。これでは回収

率が低下するだけであ

り､もともと微量な細胞し

か含んでいない便など

の検体ではさらに抽出

核酸量が少なくなる｡そ

こで､さらなる検討として

剥離癌細胞そのものに

着目した。

正常細胞
…,…………歩

癌細胞
日銭

正常細胞

および癌細胞
………………優

ＣＧＣＡＧＴＡＴ

/WWW（
図13.ヘテロな細胞集団でDNAやRNAを用いる問題点

癌細胞にのみ遺伝子変異を認めるが､正常細胞が多く

混在した細胞集団では癌特異的遺伝子変異が検出され

ない。

2.腫瘍マーカーとしてのCD44v6

以前の検討で､便分離細胞の細胞診を報告した(27)｡この細胞診は便分離細胞をパパ
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ニコロウ染色し､細胞診技師

２人による検鏡を用いてい

た。その結果は感度２８％と

報告したが、細胞数自体が

少ないうえに変性しており、

確実に剥離癌細胞と認めら

れるものは多くなかった。そ

こで､癌特異的抗体による免

疫染色を用いてもっと簡便に

lllll鱗1iiii1i1ill鍵
非癌部組織(－）非癌部組織(±）非癌部組織(＋）

鱗
蕊

毎
聯
蝕
醗
認

癌部組織(±）癌部組織(＋）癌部組織(2＋）

図14.CD44V6による免疫組織化学染色
癌部および非癌部の凍結切片における免疫組織化学

染色像｡免疫染色の判定は染色強度を使用し、（－)、
(±)、（＋)、(2＋)の4段階で評価した。

癌細胞を診断する方法を検討した｡今回検表22.CD44v6の免疫組織化学染色

計したのはCD44v6抗原である｡CD44v6

は大腸癌(25,55)､頭頚部癌(56)､乳癌(57)､膀

胱癌(58-60)､食道癌(61)などさまざまな癌腫で

染色強度(Ｎ＝３８）

(－）（±）（＋）（2＋）

癌部

非癌部

尼
０1３

２３

９
７

０
８

高発現していることが報告表23.臨床病理学的特徴とCD44v6免疫染色強度

されている。今回我々は

大腸癌凍結組織切片

(N=38)を用いたCD44v6

の免疫組織化学染色を行

った(図１４)。染色強度は

(－)から(2＋)までの４段

階で評価し、（＋）および

(2＋)を陽性と診断した結

果、CD44v6陽性症例は

染色強度(Ｎ＝38）

(－）（±）（＋）（2＋）Ｐvalue

腫瘍局在

右側結腸(Ｎ＝5）

左側結腸(Ｎ＝33）

腫瘍径

３５mm以下(Ｎ＝13）

３５ｍｍ以上(Ｎ＝25）

腫瘍深達度

Ｔｌ､Ｔ２(Ｎ＝１１）

Ｔ３､Ｔ４(Ｎ＝27）

Dukes分類

StageA､Ｂ(Ｎ＝22）

0.16

４
，

０
０

1

12

０
９

0．５１

３
ｍ

３
６

７
９

０
０

0.6］

６
ｍ

０
０

３
ｍ

２
７

0.88

０７５１０

StaReC､、(Ｎ＝16）０６４６

Pvalue:Ｘ２検定にて解析し､Ｐ<0.05を有意とした。

癌部で６６％(25/38)であり非癌部では１８％(7/38)であった(表２２)。染色強度と大腸癌

の臨床病理学的特徴を解析したが､有意な差がなく早期のものからCD44v6は発現し

ていた(表23)。これは､過去の報告同様にCD44v6は腫瘍マーカーと考えられることを
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意味している｡￣方で正常組織におけるCD44v6発現は基底層に限局しており(58)､正

常組織の剥離面にはほとんど発現していないため､CD44v6を便中剥離癌細胞の診断

に用いることは有用であると考える。

3．蛍光標識癌特異抗体を用いた自動細胞診の可能』性

細胞診を用いて大量の検体を診断するには多くの細胞診技師が必要であり､診断の

自動化は必要な条件と思われる。また、陽'性陰性を区別する手段として蛍光標識した

抗体を使用することで､蛍光強度の域値を設定し自動化できると考えた｡また､残澄な

どの非特異的な蛍光を区別するために、APIなどで核染色を行い､細胞であることの確

認が必要である｡イムノピーズは便中の剥離細胞を回収するには必要だが､細胞観察

には不要である。よって、切り離すことのできるイムノピーズ(CELLectionEpithelial

EnrichDynal)を使用して検討した(図１５)。また､将来的なマススクリーニングのため

に､回収した細胞は96wellplatcに固定して染色した(図１６)｡詳細な検討は不＋分で

あるが、－部の症例において便中の状態回収細胞遊離免疫染色核染色

はCD…体陽性繩胞が目…蝋i鶴』'蕊Ｉ辮辮
動で認識できた(図１７)。さらな

…嚢『し蕊ｷﾙ擢仁■､蕊･謬
る検討が必要であるが､将来の

残籏など…ｲ瀞。｢繊丁……
大腸癌検診法の樹立さらには

大腸癌死亡率の低下を目標に図駕;#;I』W:M蕊1M濡剥離正常繩.と残…:含ま
れている｡細胞回収用のビーズは細胞観察時にはリリース

今後も検討を続けていく。する｡癌特異抗体で免疫染色後に核染色を行い､細胞で
あることを確認する。
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a)便検体均質化 b)ろ過 c)ビーズと反応 ｡)磁石で分離 e)洗浄･回収

蝿

ｉｉｉｉｌＷ･Ｉ
ハンクス液４０m］#蕊議Ｉ

80ｕＬのビーズ

：。〃鰯！》瞳

田

s121LLmのフィルター

、細胞のﾘリース g)g6wellplateへの固定ｈ)免疫染色 i)核染色 j)観察

⑥-ｃ－
ＩｒＩ

Z蕊議i鱗

､APIなど癌特異抗体

図16.便中剥離細胞を対象にした自動細胞診の概略図

ａ)～e)図3と同様に便中の剥離細胞を､イムノビーズを用いて分離回収する。自動細胞診に使用するビーズはリ

リース可能なビーズ(CELLectionEpithelialEnrich)を使用する６０回収に使用したビーズをリリースする｡g)96ｗｅⅡ
pIatcへ固定する｡ｈ)蛍光標識した癌特異抗体にて免疫染色を行う｡DDAPIなどを用いて核染色を行う｡j)DAPIおよ
び細胞質の蛍光強度･大きさなどを計測し､癌細胞の診断を行う。

a)陽性症例 b)陰性症例

最
中

191

鱗臘
篭

oひ

，
▼7，▼7，

CD44v6/、ＡＰＩ

図17.自動細胞診の実施例
、便中剥離細胞を対象に､CD44v6-Alexa647抗体を用い

た自動細胞診｡a)74歳､男性､Dukes，stageBの直腸癌患
者｡便分離細胞の細胞診にてCD44v6陽性と診断した｡ｂ）
66歳､女性､Dukes，stageCの横行結腸癌患者｡便分離細
胞の細胞診にてCD44v6陰性と診断した。
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第６章結語

大腸癌の死亡率を低下させるために、自然排泄便中に剥離した大腸癌細胞を対象に

新しい大腸癌検診法の検討を行った。自然排泄便は4°Ｃで３日間は保存可能であり自宅

に居ながら大腸癌検診を受けることができる可能性がある。自然排泄便から効率よく剥離

細胞を回収するイムノビーズの特徴は､粒子径が小さく高親和性の抗体を結合したビーズ

であった｡便分離細胞のｍＲＮＡを用いた遺伝子発現解析は感度58%で特異度88％であ

った゜将来的な大腸癌検診法のために､現在は自動細胞診の可能性を研究している。

－４２－



参考文献

WOrldHealthOrganization(WHO).Theglobalburdenofdisease2004,Available

fi℃、:http://WWW,whojnt/healthinfb/globaLburdendisease/e､/indexhtml

TheEditorialBoardoftheCancerStatisticsinJapan,CancerStatisticsinJapan2008

Tbkyo:FoundationfbrPromotionofCancerResearch;2008．

BosmanFmPrognosticvalueofpathologicaIcharacteristicsofcolorCctalcancel8EurJ

Cancerl915;３１Ａ:1216-l22L

LiebelmanDA，WeissDGOne-timescreeningfbrcolorectalcancerwithcombined

fecaloccult-bloodtestingandexaminationofthedistalcoIondNEnglJMed2001；

345:555-560．

ＳｕｎｇＪＪ,ＣｈａｎＦＫ，ＬｅｕｎｇＷＫ，ｅｔａＬＳｃ泥eningfbrcolorectalcancerinChinese：

comparisonoffecaloccultbloodtesLflexiblesigmoidoscopybandcolonoscopy6

Gastroenterology2003；124:608-614．

ImperialeTERansohofTDEItzkowitzSH,TUmbullBA,RossMEFecalDNAversus

fecaloccultbloodfbrcolorectal-cancersc泥eninginanaverage-risｋpopulation,N

EnglJMed2004;351:2704-2714．

LeviZ,RozenBHazaziR,etaLAqUantitativeimmunochemicaIfbcaloccultblood

tcstfbrcolo1℃ctalneoplasia・AnnlntemMed2007;１４６:244-255．

ＳｍｉｔｈＡ,ＹｂｕｎｇＧＲＣｏｌｅＳＲ,BamptonPLComparisonofabmsh-samplingfecal

immunochemicaltestfbrhemoglobinwithasensitiveguaiac-basedfecaloccuItblood

testindetectionofcoloTectalneoplasia・Cancer2006;107:2152-2159．

AIlisonJE,ＳａｋｏｄａＬＣ,ＬｅｖｉｎＴＲ,ｅｔａＬＳｃ媚eningfbrcolo1℃ctalneoplasmswithnew

fbcaloccultbloodtests：updateonperfbrmancecharacteristicsJNatlCancerInst

2007;９９:1462-1470．

BrownLEFraserCGEfTbctofdelayinsamplingonhaemoglobindeteminedby

fhecalimmunochemicaltests・AnnClinBiochem2008;４５:604-605．

RaoSLSchillingTESequistTD・ChallengesintheManagementofPositiveFecal

OccultBloodTbsts・JGenlntemMed2009，

MorikawanKatoJ,YamajiYlWadaR,MitsushimaT;ShimtoriYAcomparisonof

theimmunochemicaIfecaloccultbloodtestandtotalcolonoscopyinthe

asymptomaticpopulation・Gastroenterology2005；129:422-428．

LeeKJ,ＩｎｏｕｅＭ,OtaninIwasakiM,SasazukiS,msuganeS・Colorectalcancer

sc1℃eningusingfecaloccultbloodtestａｎｄｓｕｂsequentriskofcolorectalcancer:a

pIDspectivecohortstudyinJapan・CancerDetectPIw2007;３１：3-1Ｌ

ＣｈｏＫＲ，VbgelsteinBSuppressorgenealtemtionsinthecolo1℃ctal

adenoma-carcinomasequence､JCellBiochemSuppll992；１６Ｇ:137-141.

1．

2．

3．

4．

5．

６．

7．

8．

9．

10.

11.

1２．

1３．

1４．

-４３－



ＣｈｏＫＲ，VbgelsteinB・Gcneticaltemtionsintheadenoma-cauncinomasequence・

Cancerl992;７０:l727-l73L

PowellSM，ＺｉｌｚＮ，BeazeﾄBamlayY；etaLAPCmutationsoccurearlyduring

colo妃ctaItumorigenesis・Natu妃1992;359:235-237．

KinzlerKW6VbgelsteinBLessonsfiDmhereditalycolorectalcancel:CeIll996;８７：

159-170．

VbgelsteinB，ＦｅａｒｏｎＥＲ，ＨａｍｉｌｔｏｎＳＲ，etaLGeneticaltemtionsduring

colorectal-tumordeveIopment・NEngIJMedl988;３１９:525-532．

BakerSJ，ＦｅａｍｎＥＲ，ＮｉｇｒｏＪＭ，etaLChromosomel7deIetionsandp53gene

mutationsincolo1℃ctalcarcinomas､Scicncel989;244:217-221．

SidranskyD,TbkindnHamiItonSR,etaLIdentificationofrasoncogenemutationsin

thestooIofpatientswithculnblecoIorectaltumolB・Sciencel992;256:’02-105．

AhlquistDA，SkoIetskyJE，BoyntonKA，ｅｔａＬＣｏｌｏ1℃ctaIcancerscIEeningby

detectioｎｏｆａＩｔｅｒｅｄｈｕｍａｎＤＮＡｉｎｓｔｏｏｌ：ｆもasibilityofamuItitaIgetassaypa､eL

GastmentemIogy2000；１１９:1219-1227．

RengucciC,MaioloRSalagoniL,ZoliW;AmadoriD,CalistriDMultipledetection

ofgeneticaltelntionsintumo応andstooLCIinCancerRes2001；７:590-593．

TYaversoQShuberA,ＬｅｖｉｎＢ,ctaLDetectionofAPCmutationsinfbcaIDNAfiom

patientswithcoIo1℃ctaltumors・NEngIJMed2002;346:311-320．

TinveImQShuberA，OIssonL,ｅｔａＬＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐ1℃ximalcolo1℃ctalcance庵

throughanalysisoffhecalDNA・Lancet2002;359:403-404．

YamaomMatsumulaY;ＳｈｉｍａｄａＹ;etaLAbnormaIexp1℃ssionofCD44variantsin

theexfbliatedceIIsinthcfecesofpatientswithcoIomectaIcancel：Gastroenterology

l998；114:’196-1205．

WinterMJ,NagtegaaIID,ｖａｎＫｒｉｅｋｅｎＪＨ,LitvinovSVThcepitheIiaIcelIadhesion

molecuIe(Ep-CAM)asamorphoreguIatolymoIecuIeisatooIinsulgicalpathology・

AmJPathol2003；163:2139-2148．

MatsushitaH,MatsumuraY;MoriyaY;etaLAnewmethodfbrisolatingcolonocytes

肋mnatulaIlyevacuatedfbcesanditsclinicaIapplicationtocoIorectalcancer

diagnosis・GastmenteroIogy2005；129:1918-1927．

SmithRA,CokkinidesMBrawleyOWBCancersc1℃eningintheUnitcdStates,2009:a

meviewofcurrentAmericanCancerSocietygUideIinesandissuesincancerscreening、
CACancerJClin2009;５９:27-41．

ItzkowitzSH，JandorfL，ＢＴａｎｄＲ，ｅｔａＬＩｍｐｒｏｖｃｄｆｂｃａＩＤＮＡｔｅｓｔｆｂｒｃｏｌ０１℃ctaI

cancerscreening・CIinGastroenterolHepatol2007;５:111-117．

ＺｏｕＨ,HanPingtonJ,ＲｅｇｏＲＬ,AhlquistDA・Anovelmethodtocaptu1℃methylated

humanDNAfiPomstool：implicationsfbrcoloにctalcanccrscreening・ClinChem
2007;５３：1646-1651．

BoyntonKA,ＳｕｍｍｅｍａｙｅｓｌＣ,AhlquistDA,ShuberAPLDNAintegrityasapotentiａＩ
－４４－

1５．

1６．

1７．

1８．

1９．

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

３１．



markerfbrstooI-baseddetectionofcolo妃ctalcanceⅨClinChem2003；４９：

1058-1065.

32．ＺｏｕＨ,HalTingtonJJ,KlattKK,AhlquistDAAsensitivemethodtoquantifyhuman

longDNAinstooI：Idevancetocolorectalcancerscreening・CancerEpidcmiol

Biomarke尼Ｐ妃ｖ2006;１５：1115-1119.

33.HaugU,RothenbacherD,WenteMN,SeilerCMStegmaierC,BrennerH・Tmmour

M2-PKasastoolmarkerfbrcolo妃ctalcancer:comparativeanalysisinalaxgesample

ofunseIectedolderadultsvscoIorectaIcancerpatients・BrJCancer2007；９６：

1329-1334.

34．ＨａｕｇＵ，ＨｕｎｄｔＳ，BrennerHSensitivityandspecificityoffaecaltumourM2

pyruvatekinasefbrdetectionofcolorectaladenomasinalalgescにeningstudyBrJ

Cancer2008;９９：133-135.

356ShastriYM，LoitschS，HoepfTherN，etaLComparisonofanestablishedsimple

office-basedimmunologicalFOBTwithfbcaltumorpyruvaｔｅｋｉｎａｓｅｔｙｐｅＭ２

（M2-PK）fbrcoIo1℃ctalcancerscreening：prospectivemuIticenterstud)AAmJ

GastlDenteroI2008;103：1496-1504.

36．KanaokaS,YOshidaK,ＭｉｕＩａＮ,SugimumH,KajimuraM・PotentialusefUlnessof

detectingcyclooxygenase2messengerRNAinfecesfbrcoIorectaIcancerscreening・

GastroenteroIogy2004;127:422427.

37．LeungWK，ＴｂＫＥＭａｎＥＲｅｔａＬＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｈｙｐｅｒｍethylatedDNAor

cyclooxygenase-2messcngerRNAinfbcalsamplesofpatientsWithcolo1℃ctalcancer

orpoIyps・AmJGastroenterol2007;102:1070-1076.

38．OnouchiS,MatsushitaＨ,MoriyaY;ctaLNewmethodfbrcolorectalcancerdiagnosis

basedonSSCPanalysisofDNAfomexfbliatedcolonocytesinnaturallyevacuated

feces・AnticancerRes2008;２８：145-150.

39．PickhardtPJ,HassanC,LaghiA,ＺｕｌＩｏＡ,ＫｉｍＤＨ,MoriniS・Cost-efTectivenessof

coIorectalcancerscreeningwithcomputedtomographycolonogInphy:theimpactof

notreportingdiminutiveIesions・Cancer2007;109:2213-2221.

40.ParekhMFendrickAM,LadabaumU・AstestsevoIveandcostsofcancerca1℃rise:

reappraisingstooI-basedscrecningfbrcolorectalncoplasia・AIimentPharmacolTher

2008;２７:697-712.

41．HassanC，ＺｕｌｌｏＡ，ＷｉｎｎＳ，MoriniS、Cost-efTbctivenessofcapsuIeendoscopyin

scにeningfbrcolorectalcancenEndoscopy2008;４０:414-421.

42．ＨｗｕＨＲ,RobertsJW;DavidsonEILBrittenRJ,Insertionand/Ordeletionofmany

rppeatedDNAsequencesinhumanandhigherapeevoIution.ProcNatlAcadSciUS

Al986;８３:3875-3879.

43．ＧｕＺ，WangHNekrutcnkoA，LiWHDcnsities，lengthpmportions,andother

distributionalfeatur巳sofrepetitivesequencesinthehumaｎｇｅｎｏｍｅｅｓｔｉｍａｔｅｄｆｍｍ

４３０megabasesofgenomicsequence・Ｇｅｎｅ2000;259:８１－８８．

－４５－



44.LanderES,LintonLMBirI℃､B,etal,Initialsequencingandanalysisofthehuman

genomeNature2001;409:860-921.

45．NaglHthS,SequistlMMaheswamnS,ｅｔａＩ・IsolationofrarecircuIatingtumourcells

incancerpatientsbymicmchiptechnology6Natu妃2007;450:1235-1239.

46．Guada部iEKantorJ,AloeS,etaLDetectionofblood-bomeceIlsincoIorectaIcancer

patientsbynestedlwersetmnscription-polymelasechainreactionfbr

ca1℃inoembryonicantigenmessengerRNA：longimdinalanalysesanddemonstlation

ofitspotentialimpoItanceasanadjuncttomuItipleserummarkelsCancerRes2001；
６１：2523-2532.

47．GulIerU,ZaiacRSchniderA,etaLDisseminatedsingletumorceIlsasdetectedby

rcal-timequantitativepolymerasechain１℃action１℃presentaprognosticfhctorin

patientsundergoingsurgelyfbrcolorectalcancenAnnSulg2002；236：768-775；
discussion775-766.

48．SchusterR,ＭａｘＮ,ＭａｎｎＢ,etaLQuantitativereal-timeRPPCRfbrdetcctionof

disseminatedtumorcellsinperipheralbloodofpatientswithcolorectalcancerusing

differentmRNAmalkerslntJCancer2004;108:219-227.

49．ＧｕｏＪ,ＸｉａｏＢ,ＪｉｎＺ,ctaLDetectionofcytokemtin20mRNAinthcperiphelalbIood

ofpatientswithcolo1℃ctalcancerbyimmunomagneticbeadenrichmentand妃al-time

泥ve応etmnscriptase-polymeraschainreaction・JGastmenterolHepatol2005；２０：

1279-1284.

50．ＬｌｏｙｄＪＭ，ＭｃｌｖｃｒＣＭ，StephCnsonSA，ＨｅｗｅｔｔＰＪ，RiegerN，HardinghamJE

Identificationofearly-stagecolorectalcancerpatientsatriskofrelapsepost-resection

byimmunobeadmeversctmnscription-PCRanaIysisofperitonealIavagefIuidfbr

malignantceIls・ClinCancerRes2006;１２:417-423.

51．ＯｂｅｒｇＡＮ，LindmarkGE，IsraelssonAC，HammarstromSqHammarstmmML・

DetcctionofocculttumourceIIsinIymphnodesofcoIoにctalcancerpatientsusing

妃al-timequantitativeRILPCRfbrCEＡａｎｄＣＫ２０ｍＲＮＡＳ・IntJCancer2004；111：

１０１－１１０．

５２．OhlssonL,ＨａｍｍａＩ召ｔｌＯｍＭＬ,IsmelssonA,ｅｔａＩ・Biomarkerselectionfbrdctection

ofocculttumourcellsinlymphnodcsofcolorectaIcancerpatientsusingreal-time

quantitativeRILPCR・BrJCancer2006;９５:218-225.

53．ＷａｎｇＪＹ；ＬｉｎＳＲ，ＷｕＤＣ，etaLMuItiplemoIecularmarkelBaspredicto庵of

colorectalcanccrinpatientswithnoImalperioperativeserumcaminoembIyonic

antigenlevels・ClinCancerRes2007;１３:2406-2413.

54ＳｈｅｎＣ,ＨｕＬ,ＸｉａＬ,LiYPuantitativereal-timeRILPCRdetectionfbrsurvMn，

CK20andCEAinperipheraIbloodofcolorectalcancerpatients､ＪｐｎＪＣｌｉｎＯｎｃｏｌ

2008;３８:770-776.

55.CoppolaD,HyacintheMFuL,etal,CD44V6expressioninhumancoloにctal

carcinoma・HumPathoI1998;２９:627-635．

’－４６－



56．KankeM,FUjiiM,KameyamaK,etaLCIinicopathologicalsignificanceofexpression

ofCD44variantsinheadandnecksquamouscellca1℃inoma・JpnJCancerRes2000；

９１：４１０－４１５．

５７．TbkueYBMatsumuraY;KatsumataN,WatanabenTnrinD,KakizoemCD44variant

Tsofbrmexpressionandb定astcancerprDgnosis・JpnJCancerResl998;８９:283-290.

58．SugiyamaM,ＷＯｏｄｍａｎＡ,SuginometaLNon-invasivedetectionofbladdercancer

byidentificationofabnormalCD44proteinsinexfbliatcdcancercelIsinurine・CIin

MolPatholl995;４８:Ml42-M147.

59．RossJS,delRosarioAD,ＢｕｉＨＸ,KaIIakuryBMOkbyNIFiggeJ・Expressionofthe

CD44celladhesionmolecuIeinurinaIybIaddertransitionalcellcarcinoma・Mod

Patholl996;，:854-860.

60．IkegamiH,IwasakiH,OhjimiYmlkeuchiⅢAriyoshiA,KikuchiM・Ｓａ１℃omatoid

carcinomaoftheurinarybladder：aclinicopathologicandimmunohistochemical

analysisofl4patients・HumPathoI2000;３１：332-340.

6LGotodanMatsumulnY;ＫｏｎｄｏＨ,etaLExpressionofCD“variantsandplognosis

inocsophageaIsquamousccllcarcinoma・Gut2000;４６:14-19..

－４７－


	表題

	目次
	要旨
	Summary

	発表論文ﾘスト
	謝辞
	略号
	第１章 研究の背景と目的
	1．大腸癌
	2. 大腸癌検診としての便潜血反応検査
	3．自然排泄便を対象とした大腸癌診断法
	4. イムノビーズを用いた便中剥離細胞分離法
	5. 便分離細胞の遺伝子変異解析
	6. 本研究の目的

	第２章 対象と実験方法
	１．便の保存条件の検討
	1）対象
	2）自然排泄便の保存条件
	3）自然排泄便からの細胞分離法
	4）大腸癌組織検体
	5) genomic DNAおよびtotal RNAの抽出､cDNAの合成
	6）定量的real-time PCR
	7）遺伝子変異解析(直接シークエンス法）

	2．新規EpCAM抗体付加イムノビーズの開発･検討
	1）新規EpCAM抗体付加イムノビーズの作製
	2）シミュレーション実験
	3）対象
	4）臨床検討

	3. mRNAを用いた便分離細胞の遺伝子発現解析
	1）対象
	2)便検体からの細胞分離
	3)total RNA抽出とcDNA合成
	4）定量的real-time RT-PCR

	4.統計解析

	第３章 結果
	1. 便の保存条件の検討
	1)Alu配列を対象にしたAlu-real-time PCRの測定感度と正確性
	2）各種保存便におけるgenomic DNAおよびtotal RNAの保存効率の比較
	3）各種保存便における遺伝子変異解析

	2. 新規EpCAM抗体付加イムノビーズの開発･検討
	1）粒子径の異なるビーズを用いた細胞回収率の検討
	2）異なる親和性を持つ新規EpCAM抗体
	3）性能の異なる抗体を結合したビーズを用いた細胞回収率の検討
	4）臨床検体における新規イムノビーズの細胞回収能力

	3.mRNAを用いた便分離細胞の遺伝子発現解析
	1）対象遺伝子の選定
	2) Real-time RT-PCRを用いた各種遺伝子の検出率
	3）各種対象遺伝子の相対発現量
	4）大腸癌細胞を同定するための各種遺伝子発現量の域値設定
	5）遺伝子発現解析の感度と特異度


	第４章 考察
	1. 自然排泄便を用いた大腸癌診断法
	2. 自然排泄便中の大腸剥離細胞
	3．大腸癌診断に適した自然排泄便の保存条件
	4. 便中剥離細胞を効率よく回収する至適イムノビーズ
	5. 便中剥離細胞を用いた遺伝子発現解析

	第５章 将来の展望
	1. 便分離細胞から抽出した核酸を用いた大腸癌診断の問題点
	2. 腫瘍マーカーとしてのCD44v6
	3．蛍光標識癌特異抗体を用いた自動細胞診の可能性

	第６章 結語
	参考文献



