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Recent studies indicate that soluble tumor DNA and microsatellite alterations have been identified in the
 

peripheral blood of small cell lung cancer patients. There is a possibility that these might be useful for
 

preoperative diagnosis,deciding on treatment strategy and postoperative evaluation as a new biomarker to
 

detect genetic alterations originating from primary cancerous lesions in the peripheral blood of non-small cell
 

lung cancer patients.The purpose of this study was to determine whether genetic alterations in resected
 

cancer tissue could be identified in the preoperative peripheral serum by microsatellite DNA analysis.Our
 

preliminary data,however,showed that no microsatellite alterations in tumor DNA could be found in the
 

preoperative serum DNA of non-small cell lung cancer patients.Shinshu Med J 47 : 489―495, 1999
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は じ め に

肺癌を含む悪性腫瘍は，遺伝子異常の蓄積によって

多段階的に発生進展すること（癌の多段階発癌説）が

明らかにされてきた 。肺癌における遺伝子異常に関

しては，染色体3p，9q，13q，17p領域のヘテロ接合性

の消失（LOH:loss of heterozygosity）や，Rb，p16，

p53，K-ras遺伝子の異常が報告されている 。これら

の肺癌の遺伝子異常を，術前に明らかにすることがで

きれば，肺癌の発見や生物学的悪性度の分子生物学的

指標として臨床的に役立つことが期待される。

従来から，担癌患者血清中に，血清DNA総量が増
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加しており ，癌細胞由来の遊離DNAを含んでいる

ことが示唆されていた 。肺癌担癌状態においても血

清DNA総量は増加し，血中CEA（carcinoem-

bryonic antigen）濃度と正の相関関係を示すことから，

血清DNA量は，腫瘍マーカーとしての意義があるこ

とが指摘されていた 。最近になり，肺小細胞癌患者

の血清DNA中に，正常細胞にはない癌と同一のマイ

クロサテライト変異を検出しうるとの報告 がなされ

た。マイクロサテライトとは，ヒトゲノムDNA全塩

基配列の約25％を占め散在するshort tandem repeat

（STR)領域 のうち，(A)n，(CA)n，(GTAT)nな

どの１塩基から数塩基単位の配列が，数回から数十回

繰り返された部分であり，その長さは，非常に多型性

に富んでいる 。この領域のPCR（DNA polymerase
 

chain reaction）により，注目するゲノムDNA領域

の癌化に伴う変化を，比 的簡便に検出できる利点を

有している 。その後，手術症例の大部分をなす非

小細胞肺癌についても，一部の症例に血清DNAを用

いた癌の遺伝子診断が可能であるとする報告 がなさ

れたことから，末梢血を検体とした遺伝子検査で，肺

癌の診断ができる可能性がでてきたのである。

今回我々は，非小細胞肺癌手術症例において，マイ

クロサテライトDNA分析法によるLOHやRER

（replication error）の検索で，肺癌組織と同一のマ

イクロサテライト変異を，術前の末梢血血清DNAを

用いて検出しうるか否かを検討したので報告する。

材料と方法

A 材 料

1995年10月から1997年3月までに，インフォームド・

コンセントの後，当科で切除された原発性肺癌手術症

例57例（扁平上皮癌23例，腺癌33例，大細胞癌１例）

の術前血清と，摘出標本の癌部組織，および非癌部肺

組織を材料とした。非癌部肺組織は，摘出標本内の同

一肺葉内で癌組織から最も遠い部分を切除し，－80℃

で凍結保存した。術前血清は，肘静脈より7ml採血し，

４℃で静置後，3,000回転，15分，４℃で遠沈し，そ

の最上層を2ml分取し，－80℃で凍結保存した。

B 方 法

１ ゲノムDNAの調整

凍結組織標本を，液体窒素下に乳鉢ですりつぶし粉

末化した後，トリス緩衝液に溶解した。プロテネース

Ｋ処理，フェノール/クロロホルムにて除蛋白後，エ

タノール沈殿でDNAを精製回収した。回収した

DNAは，0.8％アガロースゲル電気泳動にて確認定

量し，100ng/μlの濃度に調整した。

２ 末梢血血清DNAの調整

凍結保存された血清1mlから，QIAamp Blood Kit

（QIAGEN）を用いて末梢血血清DNAを精製した。

３ PCR

マイクロサテライトは，肺癌において高頻度の

LOHが報告されている次の４つのSTR領域を指標

とした（括弧内は，Genome Data Baseのaccession
 

numberを示す)。

①染色体3p12のD3S1284［Z16804］ ，②染色体

3p21.1のFHIT（fragile histidine triad）遺伝子内に

あるD3S1300［Z17006］ ，③染色体17p13.1のp53

遺伝子近傍にあるHSCARP 53L［X61505］ ，④肺

小細胞癌や頭頸部扁平上皮癌において血清DNA中に

癌組織由来のマイクロサテライト変異の存在が報告さ

れた染色体21q22.2のD21S1245［L16332］ 。

PCRに用いたプライマーは，①forward: 5’-

GCCTTGGGGGTAAATACTCT-3’, reverse: 5’-

GGAATTACAGGCCACTGCTC-3’,②forward:5’-

GCTCACATTCTAGTCAGCCT-3’, reverse: 5’-

CATGACGTTCCTTTGTAGTGT-3’, ③forward:

5’-AATTCCCACTGCCACTCCTT-3’, reverse:5’-

GATACTATTCAGCCCGAGGT-3’,④forward:5’-

GTCAGTATTACCCTGTTACCA-3’, reverse: 5’-

GTTGAGGATTTTTGCATCAGT-3’であった。

各プライマーの5’末端を，Texas-Red Labelling
 

Kit（Amersham）で，蛍光標識した。

PCR反応は，ゲノムDNA100ng，上記プライマー，

PCR premixture kit（サワディー・テクノロジー）か

らなる50μlの反応液で，DNA MiniCycler（MJ
 

RESEARCH）により，95℃１分・55℃１分・70℃１

分を35サイクル行った。

４ 変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動

各PCR産物を，Hitachi SQ5500DNA sequencer

（日立）により，５％ポリアクリルアミド／6Ｍ尿

素／50％ホルムアミド変性ゲル上で電気泳動し，同一

症例の非癌部肺組織を比 対照として，LOHとShift

を検索した。バンドの信号強度が50％以上減少した場

合をLOH陽性と判定し，非癌部肺組織とは長さの異

なるバンドが出現した場合をShift（RER陽性の可能

性あり）と判定した。腫瘍本体のゲノムDNAが

LOH陽性またはShift陽性であった症例の血清DNA

に関しては，さらに３回以上のPCRと電気泳動を行
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肺癌血清DNAのマイクロサテライト分析

表１ 非小細胞肺癌におけるマイクロサテライト分析

扁平上皮癌

ID 年齢 性別 組織型 TNM 分類 病理病期 D3S1284 D3S1300 HSCARP53L D21S1245 Brinkman 術 後 転 帰

TNM 腫瘍／血清 腫瘍／血清 腫瘍／血清 腫瘍／血清 Index
1 53 男 中分化型 200 IB  R／ R／ －／ －／ 500 33ヵ月担癌生存中（脳転移）

2 69 男 中分化型 100 IA  LOH／R －／ LOH／R －／ 980 40ヵ月無再発生存中

3 37 男 中分化型 420 IIIB －／ R／ R／ －／ 680 33ヵ月癌死

4 66 男 中分化型 300 IIIA  LOH／R －／ R／ －／ 1750 4ヵ月癌死

5 73 男 中分化型 100 IA  R／ －／ R／ －／ 500 25ヵ月他病死（呼吸不全）

6 54 男 高分化型 220 IIIA  R／ －／ R／ －／ 1700 15ヵ月生存

7 70 男 中分化型 100 IA  LOH／R －／ LOH／R －／ 400 27ヵ月無再発生存中

8 76 男 高分化型 100 IA  LOH／R  LOH／R  R／ －／ 2320 38ヵ月無再発生存中

9 76 男 中分化型 300 IIB  R／ LOH／R  LOH／R －／ 1120 25ヵ月無再発生存中

(同時性多発癌) R／ R／R  R／R －／

10 79 女 低分化型 100 IA  LOH／R  Shift／R  R／ R／ 890 25ヵ月無再発生存中

11 74 男 中分化型 201 IV  LOH／R －／ R／ －／ 不詳 ３ヵ月癌死

12 74 男 中分化型 200 IB －／ －／ R／ －／ 1000 25ヵ月無再発生存中

13 58 女 中分化型 200 IB  R／ R／ R／ －／ 1050 29ヵ月無再発生存中

14 78 男 中分化型 100 IA  LOH／R  R／ LOH／R －／ 不詳 18ヵ月他病死（心不全）

15 68 男 中分化型 300 IIB  R／ －／ R／ －／ 1470 31ヵ月無再発生存中

16 73 男 高＋中分化型 401 IV －／ －／ －／ －／ 765 不詳

17 76 男 低分化型 200 IB  LOH／R  R／ R／ －／ 570 癌死（胃癌手術先行，期間不詳）

18 47 男 中分化型 100 IA  R／ R／ －／ －／ 560 31ヵ月無再発生存中

19 69 男 中分化型 120 IIIA  R／ －／ －／ －／ 980 10ヵ月他病死（呼吸不全）

20 68 男 中分化型 100 IA  R／ R／ R／ －／ 1920 31ヵ月無再発生存中

21 69 男 低分化型 220 IIIA  LOH／R  R／ －／ －／ 220 19ヵ月癌死

22 70 女 低分化型 220 IIIA  R／ R／ －／ －／ 不詳 6ヵ月死亡（原因不詳）

23 79 男 中分化型 200 IB  LOH／R －／ LOH／R －／ 1400 19ヵ月無再発生存中

腺癌

ID 年齢 性別 組織型 TNM 分類 病理病期 D3S1284 D3S1300 HSCARP53L D21S1245 Brinkman 術 後 転 帰

TNM 腫瘍／血清 腫瘍／血清 腫瘍／血清 腫瘍／血清 Index
1 73 男 低分化型 100 IA  LOH／R －／ LOH／R －／ 1000 38ヵ月無再発生存中

2 72 女 高分化型 100 IA －／ R／ －／ －／ 0 27ヵ月他病死（心筋梗塞）

3 60 女 高分化型 320 IIIA  R／ R／ －／ －／ 0 不詳

(同時性多発癌) R／ R／ －／ －／

4 74 女 高分化型 100 IA －／ R／ R／ －／ 0 41ヵ月無再発生存中

5 69 男 中分化型 300 IIB  R／ R／ －／ －／ 900 41ヵ月無再発生存中

6 77 女 高分化型 220 IIIA －／ R／ －／ －／ 0 24ヵ月生存

7 61 女 高分化型 100 IA －／ R／ R／ －／ 0 41ヵ月無再発生存中

8 68 女 中＋低分化型 4×0 IIIB  R／ －／ R／ －／ 0 21ヵ月癌死

10 75 男 中＋低分化型 200 IB  R／ －／ R／ －／ 400 30ヵ月無再発生存中

11 43 女 低分化型 100 IA －／ R／ －／ －／ 0 37ヵ月無再発生存中

12 60 女 高分化型 200 IB  R／ R／ －／ －／ 0 37ヵ月無再発生存中

13 58 女 高分化型 100 IA  R／ －／ －／ －／ 0 29ヵ月無再発生存中

14 63 女 高分化型 100 IA  LOH／R －／ －／ 0 37ヵ月無再発生存中

15 61 女 中分化型 100 IA －／ R／ R／ －／ 140 36ヵ月無再発生存中

16 76 女 高分化型 100 IA  R／ R／ －／ －／ 0 33ヵ月無再発生存中

17 59 女 中分化型 1×0 IA  R／ R／ R／ －／ 0 27ヵ月無再発生存中

19 74 男 中＋低分化型 100 IA  R／ －／ －／ 0 34ヵ月無再発生存中

20 68 男 中分化型 200 IB  R／ R／ R／ －／ 620 37ヵ月無再発生存中

21 67 女 高分化型 100 IA  R／ R／ R／ －／ 0 34ヵ月無再発生存中

23 66 男 高分化型 100 IA  R／ R／ －／ －／ 600 33ヵ月無再発生存中

24 53 女 高分化型 100 IA  R／ R／ －／ －／ 0 34ヵ月無再発生存中

25 57 男 低分化型 421 IV  R／ －／ －／ －／ 1200 2ヵ月癌死

26 59 男 高分化型 200 IB  R／ LOH／R －／ 200 28ヵ月無再発生存中

27 72 男 高分化型 420 IIIB  R／ －／ R／ －／ 不詳 20ヵ月担癌生存（多発肺転移）

28 75 女 高分化型 100 IA －／ R／ R／ －／ 0 30ヵ月無再発生存中

29 69 男 高分化型 200 IB  R／ R／ R／ －／ 1080 27ヵ月無再発生存中

30 70 女 高分化型 100 IA －／ －／ R／ －／ 0 19ヵ月無再発生存

32 71 女 高分化型 200 IB －／ R／ R／ －／ 0 29ヵ月無再発生存中

33 64 男 高分化型 100 IA －／ R／ R／ －／ 0 27ヵ月無再発生存中

34 75 女 高分化型 100 IA  R／ R／ R／ －／ 0 26ヵ月無再発生存中

35 72 女 中分化型 100 IA －／ －／ R／ －／ 0 25ヵ月無再発生存中

36 45 男 低分化型 400 IIIB  R／ R／ －／ －／ 500 28ヵ月担癌生存（脳転移）

37 73 男 低分化型 100 IA  R／ R／ R／ －／ 1000 27ヵ月無再発生存中

大細胞癌

ID 年齢 性別 組織型 TNM 分類 病理病期 D3S1284 D3S1300 HSCARP53L D21S1245 Brinkman 術 後 転 帰

TNM 腫瘍／血清 腫瘍／血清 腫瘍／血清 腫瘍／血清 Index
22 64 男 210 IIB －／ R／ R／ －／ 1260 ４ヵ月他病死（気管支瘻・肺炎）

LOH：ヘテロ接合性の消失，R:LOHのないへテロ接合体（Retention)，－：ホモ接合体（not informative)。

空欄は，PCR未施行もしくは不能例。

病理病期は，日本肺癌学会臨床病期分類およびTNM 分類委員会からの報告（1997年12月）に従った。
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い，血清DNA中のLOHとShiftを検索し，結果の

再現性を確認した。

結 果

各症例の臨床病理学的因子と，腫瘍本体および術前

血清DNAのマイクロサテライト分析の結果を表１に

まとめた。病理病期は，日本肺癌学会臨床病期分類お

よびTNM 分類委員会からの報告（1997年12月）に

従った。

LOH陽性ないしShift陽性の頻度は，D3S1284，

D3S1300，HSCARP53L，D21S1245の順に，扁平上

皮癌ではそれぞれ53％（19例中10例)，18％（11例中2

例)， 29％（17例中５例)， 評価できず（１例中０例）

であった。腺癌では，それぞれ９％（22例中２例)，

４％（23例中１例)，６％（18例中１例)， 評価でき

ず（全例ホモ接合体）であった。大細胞癌の１例には，

D3S1300とHSCARP53Lの領域にLOHやShiftを認

めなかった。少なくとも，１つのマイクロサテライト

領域について，LOH陽性ないしShift陽性の頻度は，

扁平上皮癌で50％（22例中11例)，腺癌で９％（33例

中３例）であり，腺癌と比べ，扁平上皮癌に高頻度の

LOH陽性例を認めた。

臨床病理学的因子と腫瘍本体のLOH陽性率との関

係については，喫煙者のLOH陽性率が35％（31例中

11例）であるのに対して，非喫煙者のLOH陽性率が

５％(20例中１例)にすぎないことから，喫煙とLOH

の発生に直接の因果関係のあることが推測された。病

理病期とLOH陽性率との関係については，症例数が

少ないため評価はできないが，各病期ごとのLOH陽

性率をまとめると 期26％（39例中10例)， 期25％

（4例中１例)， 期18％（11例中２例)， 期50％

（２例中１例）という結果であった。

次に，腫瘍本体がLOH陽性の症例の血清DNAに

ついて，マイクロサテライト変異を検討した変性アク

リルアミドゲル電気泳動図を図１に示す。LOH陽性

例のいずれの症例においても血清DNA中に，肺癌組

織と同一のLOHやShiftを見出すことはできなかっ

た（表１)。

検索されたすべての肺癌症例の内，扁平上皮癌の症

例10においてのみ，FHIT 遺伝子内にあるD3S1300

領域でShiftを認め，RER陽性例であることが示唆さ

れた。しかし，その末梢血血清DNA中においても，

腫瘍本体と同一のShiftは認められなかった（図１)。

考 察

今回我々が用いたマイクロサテライトDNA分析法

図１ 変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動図

矢印は，癌組織で欠失しているアレルの位置を示す。各レーンの下に，PCRに用いた鋳型DNAの由来（Ｎ：正

常肺組織，Ｔ：肺癌組織，Ｓ：血清，SCC：扁平上皮癌，ADC：腺癌）と症例番号を，括弧内にマイクロサテライ

トマーカーを示す。SCC#９のT1とT2は，同時性重複癌である。SCC#10（D3S1300）の癌組織だけが，Shift
 

bandを示した。
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では，肺扁平上皮癌の染色体3p領域のLOHが高頻度

である上に，さらにLOHと喫煙量との関連性を認め

た。マイクロサテライト不安定性を示唆するShiftは，

57例中１例に認められただけであり，非小細胞肺癌に

おいて，DNA修復異常 の関与は非常に稀と思われ

た。また，同時性多発癌２例のうち，扁平上皮癌症例

９では，D3S1300とHSCARP53Lの２つのマーカー

で，腫瘍間のclonarityの違いを鑑別でき，病理組織

診断が同一であっても，同時性重複癌である可能性が

示唆され，マイクロサテライト分析法が，病理組織学

的に同一である多発癌において個々の腫瘤の分子生物

学的独立性の判定に役立つことを示すものであった。

以上の今回得られた結果は，いずれの点においても他

施設からの報告 と一致するものである。つまり，

今回用いたマイクロサテライト分析法が，肺癌の腫瘍

本体の遺伝子変異を検索する方法として，妥当であっ

たことを示すものといえる。

今回検討された染色体21qのD21S1245 の検索

では，ヘテロ接合性を示す症例が稀であったことから，

日本人では，D21S1245は，polymorphismの頻度が

低い領域であると考えられた。

以上の点から，今回の検討において血清DNA中に

腫瘍本体のマイクロサテライト変異を見出し得なかっ

た理由は，分析方法によるものではなく，血清DNA

そのものに起因するものと思われ，特に，症例数の70

％が腫瘍量の少ないStage であったことを考えると，

血清DNA中の癌由来のDNA濃度が低く，本法の検

出限界以下であったことによるものと推測するのであ

る。また，肺小細胞癌は，非小細胞肺癌とは異なり，

神経内分泌腫瘍の性質をもち，異常遺伝子の頻度は高

く，未治療の場合，短期間のうちに急激に増大し早期

に胸腔内播種や遠隔転移を起こすことや，初期の放射

線化学療法に対する反応性は良好であるが，再発は必

至で，５年生存率は約５％と極めて予後不良であるこ

とから，全肺癌の中で最も臨床的悪性度が高い 。さ

らに，組織学的に高頻度の分裂像と広範なネクローシ

スを伴う ことから，腫瘍量の急激な増大と共に，細

胞死の後，多量の小細胞癌由来のDNA断片が，血中

へ流入することが予想される。これらの生物学的悪性

度の違いにより，血清中の癌細胞由来のDNA量に大

きな差を生じるため，癌細胞由来のマイクロサテライ

ト変異を，肺小細胞癌では検出しやすく，非小細胞肺

癌では検出できなかったものと考える。

他施設におけるマイクロサテライト領域を指標とし

た血清DNA診断の結果 は，染色体3pの４種のマ

ーカー（D3S1038，D3S1611，D3S1067，D3S1284）

について，22例の非小細胞肺癌を調べ， 期扁平上皮

癌の２例と 期腺癌の１例に腫瘍本体と同一のLOH

を血清DNA中に見出している。しかし，それ以外の

４例に，腫瘍本体にはないLOHやShiftを血清

DNA中に検出した（偽陽性)。偽陽性例の存在は，

小細胞肺癌 ，頭頚部扁平上皮癌 やメラノーマ に

おいても，問題視されており，その原因は，腫瘍本体

が異質なクローンからなることによるものと解釈され

ている。しかしながら，非小細胞肺癌において，真陽

性例よりも多い偽陽性例の事実 は，癌の存在診断の

特異度を下げ，本法の実用化を妨げるものと思われる。

このことからも，非小細胞肺癌では，今回用いた血清

DNAのマイクロサテライト変異の検出法は，肺癌治

療の支援技術として成り立ちにくいといえる。今後は，

非小細胞肺癌においては，末梢血を検体とした時，マ

イクロサテライト以外の分子指標や検出手段を模索せ

ざるをえない。

肺癌関連遺伝子のエクソン領域の遺伝子変異を指標

とした場合，血清DNA中のK-ras遺伝子の検索が，

大腸癌 と膵臓癌 に関して行われているが，

非小細胞肺癌では，腫瘍本体のK-ras遺伝子の変異

が約10％ と低頻度であるため，K-ras遺伝子を標

的にした血清DNAのマススクリーニングへの応用は，

困難といえよう。

最近の興味深い報告としては，４種の肺癌関連遺伝

子(p16,death-associated protein kinase,glutathione
 

S-transferase P1, O6-methylguanine-DNA-meth-

yltransferase）のプロモーターの異常高メチル化領域

を指標にした，メチル化特異的PCR法による血清

DNAの分析 がある。それによれば，非小細胞肺癌

の68％の腫瘍が陽性で，そのうちの73％に血清DNA

の陽性例を認め，非常に高感度である点，今後の発展

が期待できる。

末梢血中のmRNA（messenger RNA）の利用も考

えられ，すでにサイトケラチン19に対するnested RT

（reverse transcriptase)-PCRによる半定量法により，

有核血液細胞10個中の１個の肺癌細胞を検出可能で

あるとする報告 がある。この方法によれば，非小細

胞肺癌症例の約40％の末梢血に陽性例を認め，高い感

度と特異度を有する方法であるとされている。しかし，

mRNA自体がDNAと比べ半減期の短い不安定分子

であることから，採血から検体処理にいたるまでの不
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特定期間，普遍的に存在するRNaseから血中mRNA

を迅速に安定に保つ細やかな工夫が臨床現場で必要に

なるものと思われる。

したがって，末梢血を用いた肺癌の遺伝子診断のた

めには，PCR法そのものに検出限界があることを念

頭に置きつつ，注目する染色体やマイクロサテライト

領域の数を拡大し，より多重的に検出感度や特異度を

あげるか，あるいは，分子標的を，マイクロサテライ

ト領域とは異なる別の新たなDNA領域や，肺癌関連

遺伝子のmRNAを対象にする必要があるものと思わ

れる。

結 語

今回の検討からは，非小細胞肺癌に認められた同一

のマイクロサテライト変異を，術前の末梢血血清

DNA中に検出しえなかった。
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