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前立腺癌微小転移診断への分子生物学的アプローチ

－ リンパ節転移および骨転移の検討－
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MOLECULAR APPROACH TO DETECTION OF MICROMETASTATIC PROSTATIC 

    CANCER CELLS IN THE LYMPH NODES AND THE BONE MARROW
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   We detected micrometastatic prostate cancer cells in lymph nodes and bone marrow using reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCT) specific for prostate-specific antigen (PSA). RT-
PCR revealed PSA mRNA in two lymph nodes obtained from two patients with negative histological 
and immunohistochemical analyses for lymph node metastases. Of 26 patients with negative bone 
scan imaging, 7 had PSA mRNA detected in the bone marrow by RT-PCR. The RT-PCR will be a 
relevant tool to allow a more accurate clinical assessment of lymph node and bone metastases in 

patients with prostate cancer. 
                                             (Acta Urol. Jpn.  42: 787-790, 1996) 
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緒 言

Reversetranscriptase-polymerasechainreaction

(RT-PCR)は,mRNAか らreversetranscriptaseに

よ りcDNAを 合 成 し,さ らにcDNAよ りDNA

polymeraseに よ りDNAを 増 幅 する方法であ り,細

胞に発現 するmRNAの 解析 お よび微量 のmRNAの

検 出に応 用 されて い る,前 立 腺特 異抗 原(prostate-

speci丘cantigen,PSA)は,前 立腺 組織特異抗 原であ

るが,前 立腺 癌 において も高率 に発 現 し,血 清PSA

の測 定は前立腺癌 の診断や前立腺癌患者 のfollow-up

に有 用で あ り,転 移性腫瘍 ではPSAの 発 現が前立腺

原発であるこ との証明 に利用 されてきた.そ して新た

にRT-PCRに よるPSAmRNAの 検 出を指標 とした

前立腺癌細胞 の検出法が開発 され,そ の前立腺癌微小

転移診断へ の応用が なされつつあ るト10)今 回,本 法

によ りリンパ 節 お よび骨髄 におけ る前立腺癌微 小転

移の検 出を試み,本 法の前立腺癌微小転移診断の可能

性 を検討 した.

対 象 お よ び方 法

1)RT・PCRに よ るPSAmRNA検 出 の基礎的検討

(Figs,1,2)

培 養 細胞 および臨床材料 よ りoligo(dT)-cellulose

を 用 い てmRNAを 抽 出 し,逆 転 写 酵 素 に よ り

cDNAを 合 成後,PSAの 遺 伝子 の塩基配列 の一部 に

相 補 的 なoligonucleotideをPCRの 伸 長用primer

と してRT-PCRを 行 った.そ して アガロースゲル電

気泳動 に よ りPSAのcDNAの 塩 基 配列 よ り予測 さ

れる増幅 され た754bpのDNA断 片 を観察 した.さ

らに,internalprobeを 用 い たSouthernblothybri-

dizationに よ り目的 とす るDNA断 片 の増 幅 であ る

ことを確認 した.

2)RT・PCRに よ る前立 腺癌 リンパ節微小 転移の検

出

前立腺癌 の リンパ節転移診断への応用 の検討 は,臨

床病期D2の 前立腺癌患者1例 よ り生検 によ りえた頸

部 リンパ節1個 お よび前 立腺癌患 者21例(臨 床病 期

AIl例,A26例,Bl7例,B25例,C2例)の



788

cellS

mRNA5'

泌尿紀要42巻10号1996年

@
↓ … 　 ㎞

1ststrandcD闘A3'

↓

3'

re》ersetransc「iption

1ststrandcDNA3,

2"dstrandcD髄A

↓

5'

polymerasechainreaction

5'

5'

PCRproducts

primeri

↓
3'碑 皿 皿 巫 皿1:

5'3'

5・』LLL⊥L皿 工コ3・

Fig.LPrincipleofRT-PCRassay.

骨盤内 リンパ節郭清術 および前立腺全摘 除術時 に選択

した43個 の リ ンパ節 を対象 と し,RT-PCRに よ る

PSAmRNAの 検 出 と,抗PSA抗 体 に より免疫組織

化 学による検索 を含む従来の病理組織学的検討 との比

較によ り行 った.

3)RT・PCRに よ る前立腺癌骨微小転移の検出

前立腺癌 の骨転移診 断への応用 の検討は,新 鮮前立

腺癌患 者35例(臨 床病 期A24例,BOl例,Bl5

例,B28例,C7例,DIl例,D29例)の 腸骨稜

か ら え られ た骨 髄 穿 刺 液か ら のRT-PCRに よ る

PSAmRNAの 検 出による骨髄転移診断 と骨 シンチグ

ラフィーを含 む従来の画像診断法による骨転移診断 と

の比較 によ り行 った。

結 果

1)RT・PCRに よ るPSAmRNA検 出 の基礎的検討

RT-PCRに よ り前 立腺癌 培養 細胞株(LNCaPと

PC-3)お よび55例 の 前立腺 生検 材料 か ら目的 とす る

PSAのDNA断 片の増幅が観察されたが,腎 細胞癌

株(ACHN),移 行上皮癌株(HT-1376)お よび5例

の腎細胞癌患者 と5例 の膀胱腫瘍患者からえられた臨

床材料か らDNA断 片 の増幅 は観 察 されず,RT-

PCRに よるPSAmRNAの 発現の検出は,前 立腺癌

細胞検出に特異的であった.ま た,腎 細胞癌,膀 胱腫

瘍およびBPHの 手術時にえられた14個 のリンパ節で

のPSAmRNAの 発 現 も認め られ なかった.RT-

PCRの 前立腺癌細胞の検出感度の検討では,LNCaP

前立腺癌培養細胞 より抽出したmRNA1.84×10-7

μgま でPSAmRNAの 検 出が可 能で あ り,そ の

mRNA量 はLNCaP細 胞の0.1個 に相当 し,ま た,

末梢血単核球106個 に混入 させた場合には,LNCaP

細胞1個 までPSAmRNAの 検出が可能であった.

2)RT・PCRに よる前立腺癌 リンパ節微小転移の検

出

通常の病理学的検討により前立腺癌細胞の転移を認

め,抗PSA'抗 体により免疫組織化学的にPSAの 局

在が確認され,病 理組織学的に前立腺癌のリンパ節転

移と診断された4例 においてRT-PCRに よりPSA

mRNAが 検出された.さ らに病理組織学的および免

疫組織学的に前立腺癌細胞の転移を認めない異なる2

症例よりえられた2個 のリンパ節からもRT-PCRに

よりPSAmRNAが 検出され,前 立腺癌のリンパ節

転移 と診断 された(Tablel).残 りの16例 において

は,病 理学的検討 とRT-PCRに てそれぞれ前立腺癌

細胞 とPSAmRNAの 発現 とを認めず,リ ンパ節転

移なしと診断された.

3)RT・PCRに よる前立腺癌骨微小転移の検出

骨シンチグラフィーにて骨転移が疑われ臨床病期

D2と 診断された9例 中5例 で骨髄穿刺液 中にPSA

mRNAが 検出された.従 来の画像診断法にて骨転移

を認めない臨床病期Cの7例 中4例,臨 床病期B2の

8例 中2例 および臨床病期Dlの1例 中1例 において

骨髄穿刺液中にPSAmRNAが 検出され,前 立腺癌

の骨転移 と診断された.一 方,臨 床病期Blお よび
ギ

A2と 診断された10例 において骨髄穿刺液中にPSA
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Tablel.DatafbrpatientswithpositiveRT-

PCRassayresults

症例 リンパ節
リンパ節転移

組織学的 免疫組織学的RT-PCR

1頸 部

2

3

4

右内腸骨

右外腸骨

左閉鎖

右内腸骨

左内腸骨

右内腸骨

左内腸骨

5左 内腸骨

6 右内腸骨

右閉鎖

左内腸骨

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

Table2.Detectionofbonemarrowmetastasis

byRT-PCRassay

臨床病期 症例数RT-PCR陽 性症例数

全摘除術術前の末梢血でのRT-PCR法 陽性例で,摘

出組織において前立腺癌の被膜浸潤と切除断端陽性例

が有意に多く3),さ らに,観 察期間は短いものの術前

RT-PCR法 陽性例で術後に再発な し生存率がRT-

PCR法 陰性例より有意に低いと報告されているlo)

このように,RT-PCR法 による限局性前立腺癌 のよ

り正確な術前の病期診断および術後の再発のリスクの

高い症例の選択の可能性が示されている.ま た,前 立

腺全摘除術時に採取 した末梢血におけるRT-PCR法

による前立腺癌細胞の検出の試みから,手 術操作によ

り前立腺癌細胞が血行性に播種 していることが示され

ている9)し かしなが ら,今 回の検討症例 を含め,こ

のようなRT-PCR法 により検出される微小転移が前

立腺癌の経過 予後において,ど のような臨床的意義

を持つかは現時点では確立されていない.し かしなが

ら,前 立腺癌の微小転移の検出が可能 となることで,

より正確な病期診断が可能となり,よ り適切な治療が

なされ,前 立腺癌の予後の改善に寄与するものと期待

される.

D2

Dl
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9

1
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mRNAは 認 め られなかった(Table2).

察

結

考

今回の検討からRT-PCRに よるPSAmRNAの 検

出を指標とした前立腺癌細胞の検出方法は,特 異性に

優れ,高 感度であり,従 来の病理学的検索あるいは画

像診断法では検出困難なリンパ節あるいは骨への微小

転移の診断も可能であることが示された.本 法と同様

のRT-PCRに よる微小骨転移の他の検討によれば,

従来の画像診断法にて転移病変を有さず前立腺全摘除

術が施行された症例では,骨 髄のRT-PCR法 陽性例

の摘出組織において,病 理学的に前立腺外へ進行 した

癌症例の割合が,陰 性例 と比較 して有意に増加すると

報告されてお り,RT-PCR法 による骨髄穿刺液中の

PSAmRNAの 検出が前立腺癌のより正確な病期診断

に寄与するものと考えられている5)ま た,RT-PCR

法による前立腺癌患者の末梢血からの前立腺癌細胞の

検出では,遠 隔転移のある前立腺癌患者のみならず,

限局性前立腺癌患者か らもPSAmRNAあ るいは

Prostate-speci丘cmembraneantigenmRNAが 検 出

されており前立腺癌細胞の末梢血での存在が示 されて

いる7).限 局性前立腺癌患者においては根治的前立腺

語

RT-PCR法 による前立腺癌細胞の検出法は,従 来

の病理学的方法あるいは画像診断法に比較して高感度

の検出法であり,前 立腺癌微小転移の検出には最適な

方法 と考えられる.前 立腺癌の微小転移の検出が可能

となることで,よ り正確な病期診断が可能となり,よ

り適切な治療がなされ,前 立腺癌の予後の改善に寄与

するものと期待される.
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