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チ ミ ジ ル 離合成酵素 (th ym id yl a te s y n th a s e , T S) は , デ オ キ シ ウ リ ジ ン
ー

燐酸を還元的メ チ ル 化反応に よ っ て デ オ キ シ

ナ ミ ジ ン
ー 燐酸 に代謝す る酵素である と と もに フ ツ 化 ビリ ミ ジ ン 系抗癌剤 の 標的酵素である ･ 本研 究で は, 胃癌手術摘出標本

39 例 と大腸癌手術摘出標本32 例 を対象 と して , 抗 TS 抗体を用 い た 免疫組織染色法 に よ る TS 黄白定量の 膚頼性 を検討 し た･

すなわ ち
,
免疫組織染色法 に よ るT ゝ染色髄度を透過光顕微鏡･画像解析装置を用い て 定量 し･ その 値を従来用い ら れ て きた

パ

イ ン デ イ ン グア ツ セ イ法 に よ るT S 蛋白量と 比較 した . また , 胃癌手術摘出標本80 例 と大腸痛手術摘出標本50 例を対象と して

耶 染色強度 と臨床病理学約因子と の 関連 に つ い て 検討 した . さ ら に
,
細胞周期制御因子である p53 , p2 1 野生 型 p53 活性化因

子1/ サ イ ク T) ン 依存性 キ ナ
ー ゼ 相互 作用蛋白1 (p 2 1 w il d t Y p e p 5 3 a cti v a te d fr a g m e n t l / cy cli n d e p e n d e n t ki n a s e i n t e r a c ti n g

p r o t ei n l , P2 1
W Al 7 1/ CIP l

) , p1 6 サ イ クリ ン依存性 キナ
ー

ゼ4 a 阻害因子 b 16 i n hibit o r o f c y cli n d e p e n d e n t k in a s e 4 a , p 16
1 N K 4

り･ サ イ

ク リ ン D l
,
網膜芽細胞腫蛋白質 (r e ti n o bl a s t o m a p r o t ei n , P R B ) , お よ び 増殖細胞核抗原 b r olif e r a ti ng c ell n u cl e a r an ti g e n ,

p c N A ) の 発 現 を免疫組織学的 に評価 し, 耶 染色強度 と の 関連 に
つ い て検討 した ･ 胃癌組軌 大腸癌組織 ともに 耶 染色強度

と 耶 蛋白量と の 間に は 有意な正 の 相 関を認 め た. 胃痛症例 , 大腸癌症例 ともに, 臨床病期が進行する ほ ど 邪 染色強度が低値

を示 した , また , 予後と の 関連で は T S 染色陽性例 の 予後が陰性例 に比 べ 良好である傾向を認め た ･ 細胞周期制御因子の発現

と 耶 染色強度の 関連 に つ い て は ,
胃癌 に お い て p 16

I N E 4 a
陽性例が 陰性例 と比較 し有意に高い 染色強度を示 した ■ 大腸癌 にお け

るT S 染色 強度は p 53 陽性例, p 1 6
I N K 4 a
陽性例, P C N A 陽性例 に お い て 各々 陰性例 に比べ 有意に高い 染色強度を示 した ･ 以 上 よ

り, 抗 耶 抗体を用 い た免疫組織染色法は T 針蛋白量の定量法と して高 い 信頼性 を有 して
い る もの と思 わ れ た ･ また , 胃痛 ･ 大

腸癌 ともに , 耶 蛋白質の 発現は p R B 腐 写 因子E 2F 系以 外の 調節を受け て い るもの と 考えられ た ▲ 大腸癌 にお い てT 針蛋白量 と

p 53 の 過剰発現 は高 い 相関性を示 し, 大腸癌 で は 耶 蛋白発現先進 の 背景 の 1
つ にp 5 3 遺伝子の 変異が関与 して い るもの と思 わ

れ た .

R e y w o r d s g a st ric c a n c e r , C Ol o r e c t al c a n c e r , th y m id yl at e s y n t h a s e , 5
-fl u o r o u r a cil･ C ell c y cl e

r e g ul at o r

消化管 に発生 す る悪性腫瘍の 治療体系 にお い て , 外科的切 除

は現在もなお そ の 中心 に位置 し て い る . し か し
,
外科的切 除の

限界 を超え て進行 した 症例 に遭遇す る こ とも稀 で なく ,
ま た

,

治癒切除と判定 さ れ た 手術後に再発 をきたす進行癌症例も少 な

くな い . か か る 症例に は ,
延命と ク オ リ テ ィ オ ブ ラ イ フ の 改善

を目的と して 化学療法が選択さ れ る こ と が 多い . と り わ けフ ツ

化 ビ リ ミ ジ ン 系 抗癌 剤 で あ る 5 - フ ル オ ロ ウ ラ シ ル ( 5 -

fl u o r o u r a cil
,
5 - F U) は , 進行

･ 再発 消化器癌 に最も頻繁 に用 い

られ て きた 薬剤 であ る . 近年, 5 - F U の 作用部位 と腫瘍細胞 に

よる耐性獲得櫻序が解明 され , そ の 抗腫瘍効果をより高め る 試

みが 盛ん に行 わ れ て い る
1)2)

. 5 ゼU の 標 的酵素であ る チ ミ ジル

酸合成酵素 (th ym id yl a t e s y n th a s e , T S) は , デ オ キ シ ウ リ ジ ン
ー

燐酸 (d e o x y u ridi n e 5
,
-

m O n O ph o s p h at e , d U M P ) を還元的メ チ ル

化反応 に よ っ て デ オ キ シナ ミ ジ ン ー 燐 酸 (d e o x y th y m id i n e 5
'
-

m o n o p h o s ph at e , d T M P) に代謝する酵素である･
こ の 反応で メ

チ ル 基 の 供 与体 と な る メ ナ レ ン テ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸 (5 ,1 0-

m e th yl e n e t et r a h yd r of ol a te , M E T H F A) は , 5
- F U の 括性型で あ る

フ ツ 化 デ オ キ シ ウ 1) ジ ン州
･

燐酸 (5 - fl u o r o -2
'
-d e o x y u rid i n e 5

'
-

m o n o p h o s ph at e , F d U M P) がT S と結 合し て こ れ を不満化す る際

に必須である . T S は
,
F d U M P の 五 位に 存在す る フ ッ 素を メ チ

ル 基 に置換す る こ とが で きず , M E T H F A と と も に鎖固な不

性三 者結合体 (t e r n a r y c o m pl e x) が 形成さ れ る . 以 上が 5 -F U q)

主た る 作用機序 と解釈 さ れ て い る T S の 阻害様式 であり
3 卜 5)

,

そ の 阻害効率は紺胞質内の T S , F d U M P お よ び M E T H F A の 濃

度 に 規定さ れ る . な かで も5 - F U に よ る 阻害効率 に最も影響す

る の は 膿瘍組織内の チ ミ ジ ル 酸 合成酵素蛋白 (th y m id yl a t e

s y n th a s e p r o tei n , p T S) の 量と考えら れ てい る
6)

L

l O)
･ したが っ て ,

腫瘍 内p TS 量を化学療法前 に知 る こ とが で きれ ば , 個 々 の 症例

平成1 1 年 4 月 2 日受付, 平成1 1 年 6 月 8 日受理

A b b r e vi ati o n s : M E T H F A , 5 ,1 0
- m e th yl e n et e tr ah y d r of ol at e; Cd k , C y Clin d e p e n d e n

t ki n as e; C Y T O A D , C y t O p la s m

a v e r a g e o p ti c al d e n sit y; D A B , 3 ,3
,
- di a m in ob e n zidin e t et r ah y d r o c hl o ri d e; d T M P , d e o x y th ym idi n e 5

,
- m O n O P h o sp h ate ;

d U M P
,
d e o x y u ri di n e 5

,
- m O n O P h o s p h at e; F d U M P , 5

-fl u o r o - 2
,

-d e o x y u ridin e 5
,
- m O n O P h o s p h at e; 5

- F U , 5 - fl u o r o u r a cil;
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にお け る抗癌剤感受性 ,
すなわち化学療法の 効果 を予 測する こ

と が 可能 と考えられ る .

一 方
,
近年の 痛 の 分子生物学的研究の 進歩に より

,
サ イ ク リ

ン と サ イ ク
1) ン 依存性 キ ナ ー ゼ ( c y cli n d e p e n d e n t ki n a s e , C d k)

を中心と した細胞周期制御機構の 異常が細胞 の 癌化 に探く関与

して い る こ と が 明ら か に な っ て き た
1 1 卜 1 4)

. 紳胞周期 に お ける

G l ブ ロ ッ ク は
, 網膜芽細胞腫蛋白質 (r e ti n o b l a st o m a p r o t ei n ,

p R B) の 1) ン 酸化 に伴 い , P R B か ら転写因子 E2 F が解 離す る こ

と により解除さ れ る
15 )1 6)

. p5 3 , p2 1 野生 型p53 活性 化国子1/ サ

イ ク リ ン 依存性 キ ナ ー ゼ 相互 作間蛋白1 ( p 2 1 w il d t y p e p 5 3

a c ti v a t e d f r a g m e n t l / c y cli n d e p e n d e n t ki n a s e i n t e r a c ti n g

p r o t ei n l , p 2 1
W A F l/ C IP l
) , P 1 6 サ イ ク リ ン依存性キ ナ

ー ゼ 4 a 阻害

国子 b 16 i n hibi to r o f cy cl in d e p e n d e n t ki n a s e 4 a , p1 6
T N K 4 a

) , サ

イ タ リ ン D l な どは p R B の リ ン 酸化を制御す る蛋白 と考え ら れ

て い る
17卜 2 6)

. した が っ て
,
こ れ ら の 細胞間期制御因子 の 異常

は
,
T S に代 表さ れ る S 期特異性蛋白の 発現 に影響 を与える と

推測 され る .

本研究 で は , 胃痛 と 大腸癌を対象 と して 腫瘍内 TS レ ベ ル の

測定 を定量的免疫組織染色法を用 い て 行い , そ の 信 頼性 を従来

用い ら れ て きた パ イ ン デ イ ン グ ア ツ セ イ 法と の 比 較 に よ っ て検

討 し た . さ ら に
,
G l 制御 にか か わ る 癌関連遺伝子, お よ び増

殖細胞核抗原 b r oliL t r ati n g c ell n u cl e a r a n ti g e n , P C N A) の 発現

を免疫雑織学的 に評価 し
,
腫瘍内p T S レベ ル と の 関連 に つ い て

評価 し た .

Ⅰ . 対象
対象および方法

198 9 年1 月 か ら19 9 2 年12 月 まで に金沢大学医学部第 一 外科

学講座
,
およ び その 関連施設で術前化学療法を行 わずに外科的

治療を施行 した 胃痛80 例 と大腸癌50 例 を対象と した . 胃痛症

例 の 男女比 は11 : 5
,
年齢 は33 歳 ～ 8 5 歳 (平均64 .1 歳) , 大腸

癌症例の 男女比 は14〉: 1 1
, 年齢は4 3 歳

～

8 3 歳(平均 65 .6 歳) で

あ っ た . なお
, p T S 量 の 測定 に は対象症例 の うち凍結標本が保

存され て い た 胃痛39 例 と大腸癌32 例 を用い た .

Ⅰ . p T S 量 の測定

1 . 青田 肉腫か ら の チ ミ ジ ン 燐酸化酵素 (th y m i di n e k i n a s e ,

T Iq 溶液の 調 製

青田肉腫2 g に4 倍量の T K 周懸濁壌衝液 [0 .2 5 M 庶糖 ,
5 m M

塩 化マ グネ シウ ム
,
1 m M ジチ オ ス レイ ト ー ル

,
5 0 m M T ri s - H Cl

(p H 8 .0) ] を加え破砕 し, 1 0 5
,
0 0 0 g , 60 分間遠心分離 し た. こ

の 上清を上述 の 綾衝液 に て1 晩 透析後, 1 0
,
0 0 0 g , 2 0 分 間遠心

分離し
,
上 清 をT 鋸容液 と した .

2 . 酵素反応 によ る3ⅠもFd U M P の 生成と分離

トリ チ ウ ム 標識 フ ル オ ロ デ オ キ シ ウ リ ジ ン (
3
H ふ n u o r o -2

,
-

d e o x y u ri di n e) (1 7 ･9 C i/ m m ol , 1 m Ci/ m l , N E N , 東京) 50 0 FL C i を

ロ ー

タ リ
ー

エ バ ボ レ ー

タ
一

にて 減圧乾固 し, T E 用神 国子溶液

[0 ･ 1 M 塩 化 マ グ ネ シ ウム を含む0 .5 M T ri s - H Cl (p H 8 .0) 溶乳

100 m M A T P 落 胤 12 0 m M α
- グ
1
) セ ロ

ー ル 燐酸溶液の 1 : 1 :

1 混合液] 0 .2 m l を加 え溶解 した .
こ れに 上 記の T K 溶 液0 .8 m l

を加え37 ℃で 1 時間反応させ た . そ の 後蒸留水1 m l
,
2 0 % トリ

ク ロ ロ 酢酸 (t ri c hl o r o a c eti c a cid , T C A) 0 .5 m l を加 え3 00 0 r p m ,

1 0 分間遠心分離 し上 清 にT C A 除去剤 (17 .7 % ト
1
) -

n
r オ ク チ ラミ

ン を含む1 ,1 ,2 - トリ ク ロ ロ トリ フ ル オ ロ エ タ ン 溶液) 2 ～ 3 m l を

加 え1 0 分間振塗 し, 3 0 0 0 r p m , 5 分 間遠心分離 し た.
こ の 上 清

を セ ル ロ
ー ス プ レ

ー

ト(M e r c k , フ ラ ン ク フ ル ト , 独) に ス ポ ッ

トし1 M 酢酸 : 1 M 塩化 リ チ ウ ム 混液 (1 : 1) で 展 開しF d U M P

画分 を か きと り0 .2 M 蟻酸 ア ン モ ニ ウ ム (p H 5 .0) 2 m l を加え抽

出, 遠心分離 し
3
鈷ゼd U M P を得 た .

3 .
パ イ ン デ イ ン グ ア ツ セ イ法 に よ るp TS 量の 測定

P TS 量の 測定 はS p e a r s ら
27)
の 方法に準 じて 行 っ た . すなわち

,

腫瘍組織30 0 ～ 5 0 0 m g を4 倍量 の T S 周懸 濁緩衝液 [0 .2 M T ri s _

H C l (p H 7 ･4) , 2 0 m M 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
,
1 5 m M C M P

,

1 0 0 m M フ ツ 化ナ トリ ウ ム] で 破砕 し, 1 0 5
,
0 0 0 g で 6 0 分間遠心

分離後
,
その 上 清 を 酵素溶液 と した . こ の 酵 素溶液0 .1 m l に緩

衝液A [0 .6 M 炭酸水素ア ン モ ニ ウム (p H 8 .0) , 0 .2 M メ )L/ カ ブ

ト エ タ ノ
ー ル

, 0 .1 M フ ツ 化 ナ トリ ウ ム
,
1 5 m M C M P] 0 .1 m l

,

3
H - F d U M P O .1 m l

, 補因子溶液 B [2 m M テ ト ラ ヒ ドロ 葉軌

1 6 m M ア ス コ ル ビ ン 酸塩 , 9 m M ホ ル マ リ ン
,
1 5 m M C M P

,

2 0 m M メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
,
1 0 0 m M フ ツ 化 ナ トリ ウ ム

,

2 % 仔牛血 清 ア ル ブ ミ ン , 5 0 m M 燐酸 カ リ ウ ム 綬衝液 b H 7 .4)]

0 .0 5 m l を順 次加え増枠 し, 3 0 ℃で 2 0 分 間反応 させ T S ,
3
H -

F d U M P
,
M E T H F A の 三 重結合体を形成させ た. こ の 反応液に

10 % T C A O .3 5 m l を加え反応を停止 さ せ 遠心分離し, さ ら に沈

殿を5 % T C A 2 m l で2 回懸 濁 ･ 遠心 した . 分 離 した沈殿 に蟻酸

0 . 5 m l を加 え, 全量 を バ イ ア ル に入 れ A C S - II シ ン ナ レ ー

ク
ー

( ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン
,
束京) 10 m l を加え シ ン チ レ

ー

シ ョ ン

カ ウ ン タ
ー

( ア ロ カⅠ5 C - 1 0 0 0 , ア ロ カ , 東京) に て 放射活性を

測定 し, 組織 1g あたり の p T S 量 を測定 した.

Ⅱ . 各種 蛋白質の免疫組織染色

1 . 各種蛋白質 に対す る抗体

抗 ヒ ト組 み 換え型 T S ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗体 は 大鵬薬品工業

(株) 第 二 痛研究所 より供与を受け た. また
,
抗 p 5 3 抗体 ,

抗

p 2 1
W A F l/ C rP l
抗 体 , 抗p 1 6

I N K 4 a
抗 阻 抗 サ イ ク リ ン D l 抗体 ,

抗

p R B 抗体, 抗 P C N A 抗体 に は 以 下 の も の を 用 い た . 抗 ヒ トp 53

モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 ( マ ウ スI g G 2 b , ク ロ
ー ン D O - 7 , ダ コ

･ ジ

ャ パ ン
,
京都) ; 抗 ヒ トp 2 1

W A F l/ C rP l
モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗 体 ( マ ウ

スIg G l , ク ロ
ー ン 2 G 1 2

,
P h a r m i n g e n , S a n D i e g o , U S A) ; 抗ヒ

ト p1 6
I N E 4 a
モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 ( マ ウ ス I g G l , ク ロ
ー

ン G 1 7 5 -

4 0 5
,
P h a r m i n g e n) ; 杭サ イ ク リ ン D l モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 ( マ

ウ スI g G 2 a , ク ロ
ー ン 5 D 4

,
M e di c al & B i ol o gi c al L a b o r at o ri e s

C O
リ 名古屋) ; 抗 p R B モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 ( マ ウ ス I g G 2 a JC ,

ク ロ
ー

ン 3 H 9
,
M e d i c al & B i ol o gi c al L ab o r at o ri e s C O .) ; 抗

P C N A モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 ( マ ウ スI g G 2 a 〝 ,
ク ロ ー ンP C l O

,

D A K O
,
Gl o st ru P , D e n m a rk ) .

2 .
′

r S の 免疫組織染色

ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包埋 さ れ た 標本 を4 〃 m の 厚さ に

薄切 し, シ ラ ン コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド (武藤化学, 東京) に付

着 させ , 1 0 0 % キ シ レ ン (和光純薬 ,
大 阪) にて 10 分間, 3 回の

脱 パ ラ フ ィ ン を行 っ た 後 ,
9 9 .5 % エ タ ノ ー ル (和 光純薬) 中で

20 回振 返を3 回,
■

9 0 % エ タ ノ
ー

ル 中で 20 回振盤 を1 回, 7 0 % エ

タ ノ ー ル 中 で20 回振漁を1 回の 脱水を行 っ た . 水道水 で1 分間

M od , m O d e r at el y di鮎 r e n ti at e d a d e n o c ar Ci n o m a; M u c , m u Cin o u s a d e n o c ar Ci n o m a; P C N A p r olife r atin g c ell n u cle ar

血鹿 e n; P R B , r e ti n o bl a st o m a p r o t ei n ; P T S , th ym id yla t e s y n th a s e p r ot ei n ; T C A , t ri ch lo r o a c e tic a cid ; T 軋 th ym idin e

kir m $ e; T S , th ym id yl at e s y n d l a S e; W ell , W ell di飴 r e n 也at e d ad e n o c ar Ci n o m a
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洗浄後, P B S (p H 7 .5) ( ダル ベ ッ コ P B S O , 日水製薬, 東京) で

5 分間洗浄した , 次 い で抗原既活処理 と して0 .1 M ク エ ン 酸後衛

液 b H 6 .0) 中で5 00 W ,
5 分間

,
3 回の マ イ ク ロ ウ エ ー ブ処理を

行い ,
室温 に なるま で放置 した後 ,

P B S で 5 分 間洗浄した . 次

に室温で20 分間0 .3 % 過酸化水素加 メ タ ノ ー ル に浸 し, 内因性

ペ ル オキ シ ダ
ー ゼを 阻害した . P B S で 5 分 間

,
3 回洗浄 し, ウ

シ血清ア ル ブ ミ ン ( ダ コ
･ ジ ャ パ ン) を用 い て20 分間ブ ロ ッ キ

ン グを行っ た 後, P B S に て10 0 0 倍 に希釈した抗 ヒ ト組み 換え

型T S ポ 1) ク ロ ー

ナ ル 抗体 (54 9 FL g / m l) と4 ℃で
一

晩反応 させ

た . 続 い てP B S で5 分間, 3 回洗浄した後 ,
ビ オチ ン標識抗 マ

ウス
,
抗ウ サ ギ ･ ヤ ギ抗体 ( ダ コ ･ ジ ャ パ ン) を 用い て室温 で

10 分間反応さ せ た . P B S で 5 分間, 3 回洗 浄し, ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ標識 ス ト レプト ア ビ ジ ン ( ダコ
･

ジ ャ パ ン) にて 室温で10

分間反応 させ た . P B S で5 分間, 3 回洗浄 した後, 四 塩酸3 ,3
'

ザ

ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3 ,3
'
- di a m i n ob e n zi di n e t et r a h yd r o c h l o ri d e ,

D A B ) (和光純薬) を用 い て , 4 分間室温で発色反応 させ た . 水

道水で10 分 間流水洗浄した後, マ イ ヤ
ー

･ ヘ マ トキ シリ ン (武

藤化学) に て 核染色 を行 っ た . 全過 程終了後
,
脱水

,
透徹 し,

封入した.

3 . そ の 他 の蛋白質の免疫組織染色

ホ ルマ リ ン 固定パ ラ フ ィ ン包塊 さ れた 標本を4
′
u m の 厚 さ に

薄切 し, シ ラ ン コ
ー

テ ィ ン グ ス ライ ドに付着 させ
,
1 0 0 % キ シ

レ ン に て10 分間
,
3 回の 脱 パ ラ フ ィ ン を行 っ た 後, 9 9 .5 % エ タ

ノ ー ル で20 回撮塗を3 回, 9 0 % エ タ ノ ー ル 中で20 回振漁を1 回,

7 0 % エ タ ノ
ー ル 中で20 回振迭を1 回の 脱水を行 っ た . 水道水 で

1 分間洗浄後, P B S で 5 分 間洗浄 した . 次 い で 抗原 既括処理 と

して
, p 5 3 , p 2 1

W A Fl/ C IP l

, p 1 6
1 N K 4 a

,
サ イ ク

7
) ン D l , p R B の 染色

は
,
0 .1 M ク エ ン 酸横衝液 (p H 6 .0) 中で50 0 W , 5 分間, 4 回 ,

P C N A は5 分 吼 3 回の マ イ ク ロ ウ エ
ー

ブ処理 を行 っ た . 次 に
,

室温に なる まで放置 し, P B S で5 分 間洗浄 した . 室温で 20 分間

0 .3 % 過酸 化水素加メ タ ノ ー ル に浸 し, 内因性 ペ ル オキ シ ダ
ー

ゼを 阻害 した . P B S で 5 分 吼 3 回洗浄 し, ウ シ血 清 アル ブ ミ

ンを用い て 20 分間ブ ロ ッ キ ン グを行 っ た後,
一 次抗体 と4 ℃で

一

晩反応 させ た . こ の 際, 抗p 5 3 抗体 ,
抗 p2 1

W A F l/ CI Pl
抗体 , 抗

P C N A 抗体は100 倍 , 抗サ イ ク
7
) ン D l 抗体, 抗p R B 抗体 は200

倍
,
抗p 1 6

1 N K 4 a
抗体で は50 倍にP BS にて 希釈 した . 続い て P B S

で5 分 間
,
3 回洗 浄 し た 後 ,

ビ オナ ン 標 識抗 マ ウ ス ,
抗 ウ サ

ギ ･

ヤ ギ抗体を用い て 室温で20 分間反応さ せ た . P B S で 5 分間
,

3 回洗浄し, ペ ル オキ シ ダ
ー

ゼ 標識 ス ト レ プ トア ピジ ン にて 室

温で 20 分間反応さ せ た . P B S で5 分 臥 3 回洗浄 し た後, D A B

を用い て
,
5 分間室温で発色反応さ せ た . 水道水 で10 分間流水

洗浄し た後, マ イ ヤ
ー

･ ヘ マ トキ シ リ ン にて核染色を行 っ た .

全過程終了衡 脱水, 透徹 し, 封入 した .

Ⅳ. 免疫組織染色の定量化

透過光顕微鏡画像解析装置 C AS 2 0 0 イメ
ー ジ分析装置 (C ell

An al y sis S y ste m , El m h u r st , U S A) を用い て 免疫組織染色強度を

定量的に測定した.
マ イヤ

ー ･ ヘ マ トキシ リ ン に よ る核染色は

620 n m の波長で 測光し, D A B の 染 色強度は 500 n m の波 長で 測

光した.

1 .
′

指
, p 16

I N E 4 a
の染色強度の 測定

TS
, p 1 6

IN K4 a
の染 色強度 の測定 に は細胞計測プ ロ グ ラム を用

い
,
コ ン ピ ュ ー タ ー モ ニ タ ー 上 におけ る細胞質の 1 画素あたり

の平均吸光度 ( cy t o bl a s m a v e r ag e o p ti c al d e n sity , C Y T O A D) を

測定 した . 染色標本の 平均吸光度測定 に は腫瘍の任意の視野を

383

選択 し
,
1 5 ､ 2 0 視野で 行っ た . この 結果得 られたC Y T O A D を

平均 し
,
染 色強度と した . また

,
全症例 の 染色強度 の 平均値を

求 め
,
平均値以上を陽性例

, 平均値未満を陰性例とした.

2 . p 53 , P 2 1
W AF l/ C 削

, サ イクリ ン D l , p R B , P C N A の 染色率

の 測定

p 53 , p 2 1
W A F l/ C IP l

, サイ クリ ン D l , P R B , P C N A の 染色率 の

測定 に はE R/ P R 定量分析法を用い
,
全核面積 に対す る D A B で

発色した核 の面積比 (陽性面積比, % p o sitiv e a r e a) の 測定を行

っ た . 測 定は腫瘍 の 任意 の 視野を選択 し, 1 5 ～ 20 視野で行 っ

た . この 結果得られ た陽性面積比を平均し, 染色率と した. ま

た
,
全症例の 染色率の平均値を求 め, 平均値以上を陽性例, 平

均値未満を陰性例 と した .

Ⅴ
. 臨床病理学的因子

胃癌 の 記載 は胃痛取り扱 い 規約
28 )
, 大腸癌の記載 は大腸席取

り扱 い 規約
29)
に従 っ た . 臨床病理学的因子と して性別, 組織型,

臨床病期 ,
腫瘍の 壁深遠度, 派管侵∃軋 リ ン パ節転移度! 肝転

移を選択し
, 各因子 に つ い て

′

r S の 染 色強度を比較検討 した .

Ⅵ
. 統計学的処理

免疫組織染色にお ける 染色強度, お よ び 染色率は, す べ て平

均値 ± 標準偏差 で示 し た . 平均 値 の有意差検定 に は ,
M a n n -

Wh it n e y の U 検 定を用い た . 多群 間の 有意差検定 には K m sk al ･

W al 1i s 検定を用い た . 生存率 は K a pl an
･ M ei e r 法 にて 算出 し, そ

の 有意差検定は b g r a n k 法に て行 っ た . また
,
相関の 有意性の

検定 は P e a r s o n の 相 関係数を求 め行 っ た . い ず れ も危険率が

5 % 未満の 場合 b < 0 .0 5) を統計学的 に有意差ありと判定した.

成 練

Ⅰ . 胃癌

1 . 免疫組織染色

痛細胞, お よ び正 常粘膜 の 細胞質 にT S が 染色さ れ , そ の 染

色性 は比較的均
一

な もの か ら 不均
一

な もの まで 様 々 で あ っ た

(図1 A) . T S 染色強度は0 .0 1 か ら 0 .3 4 1 平均0 .1 8 士 0 月5 で あ っ

た . p 5 3 は , 痛細胞 の 核 に のみ 染色さ れ ,
正 常粘膜細胞も含め

た 他 の 細胞 に は認め ら れ な か っ た (園1 B) . p 5 3 染 色率は0 .2 %

か ら74 .3 %
,
平均21 .7 ± 2 1 .0 % で あっ た . p 2 1

W A F l/ C IP l
は痛維 臥

お よ び正 常粘膜 の 核 にお い て強く染色 され た が, 細胞質が淡く

染色さ れ る例もあっ た (図1C) . p2 1
W A F l/ CIP l

染 色率 は0 .3 % か ら

64 .4 %
, 平均11 .4 ±1 3 .1 % で あ っ た . p 1 6

1 N K 4 a
は癌細胞, お よ

び正 常粘膜の 細胞質に染色され , そ の 染色性は比較的均
一

であ

っ た ( 図1 D) . p 1 6
I N K 4 a
染 色強度 は0 .1 0 か ら0 .3 9 , 平均0 .2 0 ±

0 .0 6 で あっ た . サ イク リ ン D l は 痛細胞, お よ び正 常粘膜 の 核

に 染色さ れ たが
,
細胞質が淡く染色さ れ る例もあ っ た (図1E) .

サ イ ク リ ン D l 染 色率は1 .4 % か ら66 .4 %
, 平均12 ･9 ± 1 7 ･2 % で

あ っ た . p R B , P C N A と も, 癌細胞, 正 常粘膜の核 に染色さ れ

た (図1F
･

G ) . p R B の 染色寧は0 .3 % か ら80 .6 %
,
平均3 5 ,1 ±

2 3 .5 %
,
P C N A の 染 色率は10 .4 % か ら98 .6 %

,
平 均44 .7 ±

1 4 .7 % で あっ た .

2 . T S 染 色強度とp TS 量の相関

TS 染 色強度とp
′

指 量の 関係をみ る と, 両者 の 間に は有意な

正 の相関関係が認 め られ た (r = 0 .5 8 , p < 0 .0 1) (図2) .

3 . 腫瘍組織と正常組織 にお けるT S 染色強度の比較

胃痛症例80 例中2 3 例 に つ い て腫蕩組織と正常組織の1S 染色

強度を比較した. 腫瘍組織 の平均染色強度は0 .1 6 , 正常組織の

平均染色強度 は0 .1 5 で あり, 有意差 を認め なか っ た .



宇 野

Fig . 1 . I m m u n o h i st o c h e m i c al st ai n i n g o f T S , p 5 3 , p 2 1 , P 1 6 ,

C y cli n D l , p R B a n d P C N A i n g a st ri c c a r ci n o m a . (A ) T S

i m m u n o r e a cti vity i s s e e n i n cy t o p l a s m o f g a st ri c c a r ci n o m a

C ell s . 作) p5 3 i m m u n o r e a cti vity is s e e n i n n u cl ei o f g a st ri c

C a r Cin o m a c ell s . (C ) p 2 1 i m m u n o r e a c ti vity i s s e e n in rl u Cl ei of

g a st ri c c ar C in o m a c ells . (D ) p 1 6 i m m u n o re a cti vity i s s e e n in

C y t O Pl a s m o f g a st ri c c a r ci n o m a c e11 s . ( E) C y cli n D l

i m m un O re a C ti vity i s s e e n in n u cl ei of g a s tri c c a r cin o m a c dl s ･

( F) p R B i m m u n o r e a cti vi ty i s s e e n i n n u cl e i o f g a st ri c

C a r C in o m a c ell s . ( G) P C N A i m m u n o r e a c ti vity i s s e e n i n n u cl ei

Of g a st ri c c a r ci n o m a c ell s ･ B ar in di c at e s lO O p m .
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Fig . 5 . I m m u n o hi s to ch e mi c al s t ai ni n g o f T S , P 5 3 , P 2 1 , p 1 6 ,

C y cli n D l , p R B a n d P C N A i n c ol o r e c tal c a r ci n o m a . (A ) T S

i m m u n o re a c tivi ty i s s e e n in cy t o pl a s m o f c ol o r e c tal c a r ci n o m a

C ell s . (B ) p 5 3 i m m u n o r e a c ti vi ty i s s e e n i n n u clei of c ol o r e ct al

C a r C in o m a c ells . (C) p 2 1 i m m u n o r e a c ti vit y i s s e e n in n u cl ei o f

C Ol o r e ct al c ar C in o m a c ell s . ( D ) p 1 6 i m m u n o r e a cti vi ty i s s e e n in

C y t O p l a s m o f c ol o r e c t al c a r ci n o m a c ell s . ( E ) C y cli n D l

i m m u n o r e a cti vi t y i s s e e n i n n u cl ei o f c ol o r e ct al c a r ci n o m a

C ell s . (F) p R B i m m u n o r e a cti vi ty i s s e e n in n u cl ei of c ol o r e ct al

腿 r C in o m a c ells . (G ) P C N A i m m u n o r e acti vi ty i s s e e n i n n u cl ei

O f c ol o r e ctal c ar Ci n o m a cell s . B ar i n di c at e s l O O f L m .
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4 . 臨宋病理学的因子 と の 相関

表1 に各臨床病理学的因子別の TS 染 色強度を示した . 性 別,

組織塑 によ る 差 は認 め なか っ た . 臨床病期で は , I a 期0 .2 1
,

I b 期0 .18 , Ⅲ期0 .18
,
Ⅲ a 期0 ユ8 , Ⅲb 期0 .17 , Ⅳ a 期0 .15 , Ⅳb

期0 . 1 6 と病期 の 進行に伴っ て , T S 染色強度が低下す る傾向を

認 め , I a 期 とⅠも, Ⅲb , Ⅳa , Ⅳb 期 との 間に有意差 が認め ら

れ た . 腫瘍の 壁深遠度で は ,
Si 癌を除く と壁深遠度が進むに伴

い TS 染 色強度 が低値 となる傾向を認 め , m 癌 と s s , S e 痛 と の

軌 およ び s 叫 皿p , S S 満 と s e 満 との 間に有意差を認め た . 眠

管侵襲で は, リ ン パ 管侵襲あ る い は静脈侵襲陽性例 の T S 染 色

強度が
,
おの おの 陰性例と比較 して低値であっ たが 有意差は認

めなか っ た . リ ン パ 節転移で は
,
転移度が高度 にな る につ れ て

′

I S 染 色強度が低値 となり, n O と n 3 , n O と n 4 の 間に有意差が み

ら れ た . 肝転 移で は , 転移 陽性例 の方が TS 染 色強度 が陰性例

と比較して低値であ っ た が 有意差 は認めなか っ た .

胃痛80 例の うち , 非治癒切除, 術 死 , 予 後不明例を除 い た

65 例 に つ い て p T S の 発現 と生存率の関係を検討した. なお
, 全

症例 の TS 染 色強度の平均値 は0 ユ8 で あっ た た め
,
0 .1 8 以上 の

症例を陽性, 0 .18 未 満の 症例を陰性 と した . 6 5 例全例 に つ い て

検討す る と, 術後5 年生存率は
′

指 陽性例 (31 例) で 78 .2 % , 陰

性例 (34 例) で は56 .3 % で あり, 陽性例 は陰性例 に比 べ 有意 に

予後良好であ っ た ゎ < 0 .0 5) (図3) . ま た , 65 例 のう ち進行癌

49 例 につ い て検討す る と
,
術後5 年生 存率は

′

I S 陽性例 (20 例)

で6 6 .4 %
, 陰性 例 (29 例) で45 .2 % で あり, 有意差 は な い もの

の T S 陽性 例 は陰性例 に比 べ 予後良好 であ る傾向を認 め た ( 図

4) .

3 . 細胞周期制御国子と の 関連

つ い で
, p T S 発現 と細胞周期制御因子の発現と の 関連を検討

した . すなわ ち, P 5 3 , p 2 1
W A Fl/ C .P l

, p 1 6
[ N K 4 a

,
サ イ ク1) ン D l

,

p R B , お よ びP C N A の染 色強度 と
′

I S 染色強度を比較検討した .

なお , P 5 3 , P 2 1
W A F l/ C IP l

, サ イ ク リ ン D l , p R B , P C N A に お け

る 全症例 の 染色率の平均値は各々 21 .7 %
,
1 1 .4 % , 1 2 . 9 %

,

3 5 .1 %
,
4 4 .7 % で あり, そ れ ぞれ の 平均値以上 を 陽性 , 平均 値

(
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Fig . 2 . R el a d o n sh ip b et w e e n p T S l e v el an d cy t op l a s m a v e r ag e

O P ti c al d e n sit y (C Y r O A D ) o f T S in g a st ri c c a r c in o m as . n e

伽 e r re g r e s si o n 也I e fo r m e d fr o m th e d ata p oi n ts i s d l O W n

T S p r ot e in l e v d v e r s u s C m A D o fT S (r 声 0 .5 8 , p < 0 .0 1 ) .

野

未 満を陰性 と した . ま た
, p 1 6

IN K 4 a
に お け る全症例 の 染色強度

の 平均値 は0 .2 0 で あり
,
0 .2 0 以 上 を陽性, 0 .2 0 未満を陰性とし

た . その 結果
, p 5 3 , P 2 1

W A F l/ C t P l

,
サ イ ク リ ン D l

, p R B , およ

びP C N A に つ い て は
,
陰性 例 と陽性例 の間 にT S 染色強度の 差

を認 めなか っ た .

一

方p 1 6
IN K 4 a
で は

, p 1 6
IN K 4 a
陽性例 は陰性例と

比較し有意 に高 い T S 染 色強度を示 した b < 0 .0 1) (表2) .

Ⅰ. 大腸癌

1 . 免疫組織染色

各免疫組織染色像は胃痛 にお けるもの と同様であ っ た . 各染

色像を図5 に 示 した . 1 S 染色強度は0 .1 0 か ら0 .2 7
, 平均0 .1 7 ±

0 .0 4 で あ っ た . p 5 3 染 色率は0 . 3 % か ら8 0 .9 %
,
平均3 5 .4 ±

2 6 .5 % で あ っ た . p 2 1
W A F l/ C IP l
染 色率 は0 .

4 % か ら42 .7 %
, 平均

9 . 1 ± 1 0 .7 % で あ っ た . p 1 6
1 N K 4 a
染色強度は0 .0 9 か ら0 .3 4

,
平均

釦
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C u r a ti v e r e s e c ti o n .

･ ･ ･

,
T S p o siti v e c a s e s ( n = 3 1);

-

,
T S

n eg a ti v e c a s e s (n = 3 4) . * p < 0 .0 5 b y I . o g r an k t e s t .
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0 ,2 0 ± 0 .0 5 であ っ た . サ イ クリ ン D l 染色率は0 .3 % か ら72 ･3 % ,

平均12 .6 ± 1 6 .9 % で あ っ た . p R B の 染色率 は0 ･8 % か ら84 ･8 % ,

平均4 2 .1 ± 2 4 .0 % , P C N A の 染色率は 17 ･7 % か ら88 ･8 % , 平均

45 .6 ± 1 6 .5 % で あっ た .

2 . T S 染色強度 とげrS 量 の 相 関

TS 染色 強度 と p T S 量 の 関係を み る と, 胃癌 の 場合 と 同様 に

両者の 間に は有意な正 の 相関関係 が認 め られ た (r = 0 ･5 5 , p <

0 .01) (図6) .

3 . 腫瘍組織 と正 常組織に お けるT S 染色 強度の 比較

大腸癌症例50 例 中17 例 に つ い て膿瘍組織 と 正常組織 の TS 染

色強度を比較 した . 腫瘍組織の 平均染色強度は 0 .1 7 , 正 常組織

の 平均染色強度は0 .1 5 で あり
,
胃癌 の 場 合と 同様 に有意差を認

めなか っ た .

3 8 7

4 . 臨床病理学的因子と の 相関

表3 に各臨床病理学的因子別 の T S 染色強度を示 し た. 性 別,

組織型 に よ る差は 認め な か っ た . 臨床病期で は, 病期が 進行す

る に伴 い T S 染色強度が低下す る傾向 が み ら れ た が , 有意差 は

な か っ た . 膿瘍 の 壁深遠度 で は
,
壁深 遠度が進 む に従 い TS 染

色強度 が低下す る傾向を認 め たが , 有意差はなか っ た . ま た
,

脈管侵襲の 有無, リ ン パ 節転移 の 程度, 肝転移の 有無に つ い て

もT S 染色強度 に有意な差 を認 めなか っ た .

大腸癌 50 例 の うち , 非治癒切除, 術死, 予後 不明例を除い

た3 9 例 に つ い て T S の 発現 と生 存率 の関係を検討 し た. な お
,

仝症例 の T S 染色強度の 平均値は 0 .1 7 で あっ た た め ,
0 .1 7 以 上

の 症例を陽性
,
0 .1 7 未満の 症例を陰性 と した . 3 9 例会例 に つ い

て検 討す る と, 術 後5 年生存率 はT S 陽性例 (21 例) で 83 .1 % ,

T abl e l . R el ati o n s hip b et w e e n th e C Y T O A D o f T S a n d clin ic o p a th 0l o gi c al f a ct o rs in 80 g as tri c c a r c in o m a
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J
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0 .1 8 ±0 .0 5

0 .1 8 ± 0 .05

0 .1 7 ±0 .0 4

0 .2 1 ± 0 ,06

0 .1 7 士0 .0 4

0 .1 7 ± 0 .0 4

0 .16 ±0 .0 1

0 .19 ±0 .0 4

0 .2 1 ±0 .0 6

0 .18 ±0 .0 4

0 .1 8 ± 0 .0 4

0 .1 8 ± 0 .0 4

0 .17 ± 0 .0 5

0 .1 5 ± 0 .0 3

0 .1 6 ±0 .0 4

0 .2 2 ± 0 .0 7

0 .1 9 ± 0 .04

0 .1 8 ±0 .03

0 . 17 ± 0 .0 4

0 . 14 ± 0 .05

0 .19 ±0 .0 3

0 .19 ± 0 .0 5

0 ,17 ± 0 ,0 4

0 ,1 8 ± 0 .0 5

0 ,1 6 ± 0 .0 4

0 .1 9 ± 0 .0 5

0 .1 8 ± 0 .0 4

0 .1 7 ± 0 .0 3

0 .1 5 ± 0 ,0 4

0 .1 4 ±0 .0 2

0 .1 8 士 0 .0 5

0 . 16 ± 0 .0 4

C Y T O A D , C yt O Pl a s m a v e r a g e o pti c al d e n s lty; T S ･ th y m i dy la te s y nt
h a s e ･

C li ni c o p at h o Io gi c al f a ct o rs in cl u di n g cl in ic al st ag e a n d ly m p h n o d e in v o Iv e m e n t w e r e e v al u ate d a c c o rdi n g

t o th e g e n e r al ru 1e s f o r t h e g a st ri c c a n c e r st u d y b y th e J
a p a n e s e r e s e a r c h s o ci et y f o r g a s tric c a n c e r ･

a) P a p , P a Pill a ry a d e n o c ar Cin o m a; W ell , W ell
di ff e r e n ti at ed a d e n o c a r cin o m a; M o d , m Od e r at ely diffe r e nti ate d

a d e n o c a r ci n o m a; P o r , P O O rly di ff e r e n ti a
t e d a d e n o c a r ci n o m a; M u c ･ m u Ci n o u s ad e n o c ar Cin o m a; S ig , S lg n eト

n n g c ell c ar Ci n o m a .

b) m
l
in tr a m u c o s al c a r cin o m a; ･

S m
･
S u b m u c o s al c a r cin o m a; m P ･ C ar Ci n o m a

.

i n v a di n g in to th e m u s c u I ar is

p r o p rl a; S S , S u b s e r o s
al c ar cin o m a; S e , S er O S al c a r ci n o m a; Si ･ C ar Ci n o m a i nfiltr atl n g t h e oth e r o rg an ･

*
p < 0 ･0 5 ,

* * < 0 ･O l b y K ru S k al
- W a llis t e st ･
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T a ble 2 ･ R ela tio n s hip b etw e e n th e C Y T O A
D o f T S a n d e x p r es s i o n o f p5 3 , P 2 1 , P 1 6 , C y Cli n D l , P R B , a n d

P C N A i n 8 0 g a stric c ar Ci n o m a c a s e s

F a ct o r

C Y T O A D of T S

斥 ± S D )

p 5 3

p 2 1

p 16

C y cli n D l

p R B

P C N A

N e g ati v e

P o s iti v e

N e g ati v e

P o siti v e

N e g ati v e

P o siti v e

N e g a ti v e

P o siti v e

N e g a tiv e

P o siti v e

N e g a tiv e

P o siti v e

0 . 17 ± 0 .0 4

0 . 18 ±0 .0 5

0 . 17 ±0 .0 4

0 . 19 ±0 .0 5

3:壬…≡3:3; ] *

0 .17 ±0 .0 5

0 .18 ± 0 .0 4

0 .1 7 ± 0 .0 6

0 .1 8 ± 0 .0 5

0 .1 8 士0 .0 4

0 .1 8 ± 0 .0 5

P C N A
, P r Olif e r at ln g C e11 n u cle a r a n tl g e n ･

*
p < 0 .05 b y C hi
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･

O m

th e d a ta p oi n t s i s s h o w n i n T S p r o t e in 1 e v el v e r s u s C Y T O A D
of

T S (r = 0 .5 8 , p < 0 .0 1) .

陰性例 (18 例) で 61 .8 % で あり , 有意差は ない も の の 陽性例は

陰性例 に比 べ 予後が良好である傾向を認め た ゎ = 0 .0 6) (図7) .

ま た , 3 9 例の うち進行癌37 例 に つ い て検討する と ,
術後5 年生

存率は TS 陽性例 (20 例) で82 .0 % , 陰性 群 (17 例) で 58 .0 % で

あり
, 有意差 は ない もの の陽性例は陰性例 に比べ 予後良好 であ

る傾向を認め た (国8) .

3 . 細胞周期制御因子との関連

つ い で
, p T S 発 現と細胞周期制御因子の 発現と の 関連を検討

し た . す なわ ち , p 5 3 , p 2 1
W A F l/ C IP l

, p 1 6
IN K 4 a

,
サ イ ク リ ン D l

,

p R B , お よ びP C N A の 染色強度と 雨 染色強度を比瞭検討した ･

なお
, p 53 , p 2 1

W A F l/ C IP l

,
サ イク リ ン D l

, p R B , P C N A に お け
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0 .17 ± 0 .0 4

3:;…≡呂:3芸] *

38 9



3 9 0 野

る 全症例 の 染色率 の 平均値 は各々 3 5 . 4 % , 9 . 1 %
,
1 2 .6 %

,

4 2 .1 %
,
4 5 .6 % で あり

,
それ ぞ れ の 平均値以上 を陽性 ,

平均 値

未満 を陰性 と し た . また
, p 1 6

I N E 4 a
に お ける全症例 の 染色強度

の 平均値 は0 .2 0 で あり, 0 .2 0 以 上を陽軌 0 .2 0 末摘 を陰性 と し

た . p 2 1
W A F l/ CI P l

,
サ イ ク リ ン D l , お よ びp R B に つ い て は･

, 陰

性例 と 陽性例の 間 にT S 染色強度の 差を認めな か っ た が , p 53 ,

p 1 6
IN 臨

,
P C N A で はお の お の 陽性例が陰性例に比べ 有意 に高 い

T S 染色強度を示 した (p 5 3 , p < 0 .0 5 ; p1 6
I N K 4 a

, p < 0 .0 5 ;

P C N A
, p < 0 .0 1) (表4) .

考 察

T S は 分子量6 5 ,0 0 0 ､ 7 0
,
0 0 0 の 蛋白質で

,
細胞 質内 で は 同性

二量体と し て存在する
3 0)

, そ の 立体構造 はすで に明 ら か に され

て お り, F d U M P お よ び M E T H F A は 複数 の 水素結合 に よ っ て

T S の 活性中心近辺 と結 び つ く
3 1)

. F d U M P は T S に よ る 還元的

メ チ ル 化を受けない ため , こ れ ら三 者の 間に形成され た 水素結

合 は解除されず, T S 本 来の 基質であ るd U M f
,
の 結合 が 妨げ ら

れ る こ と に な る . した が っ て
,
靴旧 M P

,
すなわ ち5 - F U に よ る

T S の 競 合的阻害効率 は , T S , F d U M P , M E T H F A 三者 相互 の

量的関係 に依存す る と解釈 さ れ る . 腫瘍細胞質内 の p T S 量 に比

し てF d U M P お よ びM E T H F A の 双 方が 量的優位 にあれ ば , T S

の 阻害は ほ ぼ完全 に達成 され る .

一 方 , F d U M P と M E T H F A の

どち ら か - 者 で も不 足 して い る と T S 阻害 に よ る細胞死 を惹挺

す る こ と はで きない .
T S の 不完全阻害 下 で は ,

T S m R N A か ら

pT S
へ の 翻訳が 持続 し, T S の 遊離基質結合部位に変化を認めな

い こと が報告 されて い る
物

.

近年, 欧米で は 5 - F U と フ ォ リ ン 酸 カ ル シ ウ ム の 併用療法が

大腸癌 に対す る標準的な化学療法 と な っ て い る
3 3) 3 4)

. フ ォ リ ン

酸投与 に引き続く腫瘍細胞内還元型葉酸濃度の 上 昇が ,
5 - F U

の 抗腫瘍効果を著しく増強す るも の と 考え られ て い る . ま た
,

シス プラチ ン も細胞膜 に お ける中性 ア ミ ノ 酸の 能動輸送阻害 に

端 を発する
一

連 の 代謝を修飾す る こ と に より, 還元型葉酸濃度

を上昇させ て5 - F U の 抗腫瘍効果を増強する こ と が 明 らか に さ

れ た
35 卜 3 7)

. 癌 の 化 学療法 に新境地を開 い た 生化学的調節

匝io ch e m i c al m o d u l ati o n) の 概念 に立脚 した これ ら
一 連の 化学療

法は, 進行 ･ 再発 大腸痛 な どの 治療成績 を確実 に向上 させ て い

る
3 8)

, しか し
,
その 一 方で 5 - F U と その 調節因子 を併用 した 化

学療法 が無効であ る腫瘍も相当数存在する , か か る 調節因子 の

併用下 にみ られ る5 ゼ U 抵抗性 は , 主 と して腫瘍組織 に お け る

p TS 量の 高値 に 由来す るもの と 思わ れ る
39)

. トポ イ ソ メ ラ
ー ゼ

Ⅰ 阻害物質な ど の 新規抗癌剤が 臨床 に用 い 始 め ら れ た 現在

40】41)
, p T S 量高値の 腫瘍 に は作用機序の 異な る薬剤を選択す べ

きであ る. した が っ て
, 腫瘍組織 に お けるp TS の 発現 を評価す

る こ とは癌化学療法の戦略構築上極 めて 大き な意義をもつ こ と

にな る.

従来
,
腫瘍内の p T S 量の測定 に は パ イ ン デ イ ン グ ア ツ セ イ法

が 用い ら れ て きた
4 2)

. しか し
,
こ の 方法 に よ る p T S 量 の 測 定に

は い く つ か の問題点がある . 第 1 に , こ の 方法 で は300 m g 以上

の 組織量を必要とする
3 2) 43 )

. この ような大量の 検体 は , 進行癌

手術摘出標本か ら しか得 る こ とが で きない . したが っ て
,
術前

化学療法予定症例や切除不可能 な進行癌症例 に対す る生 検組

毒軋 ある い は腫瘍組織量の 少ない 早期痛で はp 耶 量を測定す る

こ とは不可能 である . 第2 に
,
この 方準で は検体内 に含まれ る

問質細胞や 炎症細胞も測定の対象 とな るた め , 純粋 に腫瘍細胞

だけの p T S 量 が 得 られ な い . 第 3 に , 測定 に は 新鮮標本 を必要

とする た め ,
ホ ル マ リ ン 固定標本を用い た 多数例 を対象 とする

レ ト ロ ス ペ ク テ ィ ブ な研究 は不 可能であ る. こ れ ら の 問題点を

解決す る た め に , J a s tr eb o ff ら
44 )
やJ o h n st o n ら

45) 4 6)
に より抗T S

抗体 が作成され , パ ラ フ ィ ン 包埋ブ ロ ッ クを用 い た免疫組織染

色 に より臨床例 の 検討が行わ れ た
47)

. しか し , 免疫組織染色 に

お い て は
,
そ の 評価 が 定性的か つ 判走者 の 主観 に依存する点 に

問題 があ っ た . そ こ で 本研究 にお い て は, 免疫組織染色強度を

透過光顕微鏡画像解析装置で ある C A S 2 0 0 イ メ
ー

ジ分析装置を

用 い て定量的 か つ 客観的 に判定 した . 胃痛症例 で は ,
すべ ての

腫瘍組織 で TS が 染色 さ れ ,
C A S 2 0 0 に よ っ て 定量化 した 染色強

度と パ イ ン デ イ ン グ ア ツ セ イ法 よ り得 られ た p T S 量と の 間に は

有意な相関関係が み られ た . ま た
,
大腸 癌症例 を用い た 検討で

も同様 であり, T S の ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 を用 い た 免疫組織染

色法が p T S の 定量法 と し て高 い 信頼性を有 して い るも の と思わ

れ た . 今後
,
本研 究で 用 い た方法 に よ っ て測 定 し た膿瘍内p TS

量 と5 ぜU を用 い た化学療法 の 効果と の 関係 や , 化学 療法中の

腫瘍内 卵 発現量 の 変化な どを検討する必要がある .

T S は
, 前述 し た如く ,

d T M P を 生成す る ビリ ミ ジ ン の 新た

な 合成系律速酵素である . した が っ て
,
高 い 増殖能を有する腫

瘍組織で はp TS の 発現量が 高 い と予想 さ れ る . J o h n s to n ら
47)
は
,

T S に対 する モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体を用 い て 直腸病症例 の 免疫組

織染色を行 っ た 結果, 腫瘍内がS レ ベ ル と腫瘍 の 悪性度は相関

し
, p T S 発現 の 程度 は直腸癌 の 予後因子に な り得 ると 結論 して

い る .
と こ ろ が

, 本研究 で は逆 の 結果が得 ら れ た . 胃癌 で は
,

臨床病期 が進行す る ほ どT S 染色 強度, す な わ ち腫瘍内p T S 量

が 有意な低値を示 し た . 臨床病期を構成する因子 に つ い て も同

様であり, 壁深遠度が深く な る ほ ど, リ ン パ 節転移度が高くな

る ほ ど に腫瘍内 p TS 量 が有 意に低値を示 した . ま た , 肝転移の

有無 に つ い て は転移陽性例 の 方が 陰性例 よりも低値 を と る傾向

が み られ
,
脈管侵襲に関 して も同様であ っ た . 大腸癌 で は有意

差 は認 めない もの の , 臨床病期が進行す る に 従い p T S 量が 低値

と な る傾向を認 め た . 腫瘍 の 壁深遠度, リ ン パ 節転移, 肝転 乱

脈管侵襲な どの 個 々 の 因子 とp TS 量の 間に は 有意 の 相関関係 は

み られ なか っ た . 腫瘍組織内p TS 量と 予後 と の 関連 をみ ると ,

胃痛で は , T S 陽性例 の 予後 が陰性例 に 比 べ 良好 で あり , 大腸

癌で は , T S 陽性 例 の 予後が 陰性例 と比較 し て 良好 であ る傾向

を認め た . すな わち
,
胃癌 ･ 大腸 癌に お い て は 腫瘍内p TS 発現

量 と膿瘍 の 生物学的悪性度 は逆相関を示す 可能性 が示唆 さ れ

た .
こ の 結果はJ o h n st o n ら

4 7)
の 報 告と 解離 した 成績である が,

腫瘍組織 に お ける p
′

柑 発現量 と そ の 悪性度の 関係 に つ い て定説

はなく, ま た, 種族 の 追 い や 異 な っ た 食習慣 な どが 成績の 違い

に 関与 して い る 可 能性 があ る . ま た
,
T S は

,
癌細胞 に 特異的

な蛋白で は なく ,
正常細胞 でも発現 が み ら れ る . 本研 究で は ,

胃痛
･ 大腸癌 の 腫瘍組織内 の p T S 量 と正 常組織内の p T S 量 に有

意な差 は な か っ た .

一 方
,
近 年の 分子生物学的研究 の 進歩 に より , 細胞周期制御

機構 の 破綻 が細胞癌化の 重要な原因の
一

つ で ある こ と が 明らか

に され た
1 1 卜 14)

. さ ら に
,
亜瘍細胞 に み られ る細胞周期制御因

子の 異常の 有無が腫瘍 の 生物学的悪性度を規定する因子となる

ことが 報告され て い る
48)

､ 5 3)
. T S はS 期特 異性蛋白 の

一 つ であ

る ため
, 細 胞周期制御機構の 破綻は p T S の発 現に 影響を及ぼす

可能性が高い . そ こ で 本研究 で は , p T S 発現 と細胞周期制御因

子発現の 関連 に つ い て 免疫組織学的 に検討を加えた .



胃癌 ■ 大腸癌 にお ける TS と 細胞周期制御因子 の 発現

cdk は細胞周期制御機構の 中心的役割を担 っ て い る . G l サ イ

ク リ ン は , C d k の 活性 化を介 して 標的蛋白質の リ ン 酸化を誘導

する .
こ れ に よ 畑, 細 胞は G l 期 を 進行 しS 期 へ と 移行す る ･

高等動物の 場合 ,
サ イ ク リ ン D と サ イ ク リ ン E が G l サ イ ク リ

ン に相当 し, サ イ ク リ ン D は c d k 4 と c d k 6 , サ イ ク リ ン E は

c d k 2 と 複 合体 を形成 し各々 を 活性化す る . サ イ ク リ ン D

/ c d k 4 / c d k 6 複合体は , p R B の
1) ン厳 化酵素 と して 作用す る

2 4)
､

2 6)
. 網膜 芽細胞腫の 原因遺伝子 と し て ク ロ

ー

ニ ン グ さ れ た癌抑

制遺伝子の 産物であ るp 吼B は
5 4) 55 )

,
そ の リ ン 酸化に伴 っ て転 写

因子E 2 F と解 離 し, 細胞周期 はS 期 に 入 る
15) 16)

一 p R B より解 離

したE 2 F は , サ イ ク リ ン E の 発現を誘導す る . サ イ ク リ ン E は

cd k 2 と 複合体を形成 し, p R B の リ ン酸 化を より完全 なもの と

し, S 期特 異性蛋白質 の 翻訳 が継続す る こ と に なる･ かか る G l

ブロ ッ ク 解除機構の な か で ,
サ イ ク リ ン/ c d k 複合体 は さまざ

まな cd k イ ン ヒ ビタ
ー

に よ っ て 活性 が 制御 さ れ て い る
56)

. 高等

動物に お け る cd k イ ン ヒ ビタ
ー

は
, p 2 1 フ ァ ミ リ

ー

と p1 6 フ ァ

ミリ
M の 2 つ に分類 さ れ る . p 2 1 フ ァ ミ リ

ー は サ イ ク リ ン/ c d k

複合体 に村 し特異性 が低く, 幅広 い 種類 の サ イ ク リ ン/ c d k 複

合体 と結合 して そ の キ ナ
ー ゼ 活性を阻害す る

55) 57)
.

一

九 p 1 6

フ ァ ミリ
ー

は c d k に対す る 特異性 が高く, C d k 4 ある い は cd k 6

との み 結合 し , その 活性を阻害す る
2 6) 5 8)

. 紫外線や Ⅹ線な どに

より核内染色体の D N A が損傷 さ れ た場合, 細胞周期の Gl 期ま

た は G 2 期 で 細胞の 増殖 が
一

時休止す る .
こ の 間 に, 損傷 さ れ

たD N A は修復 さ れ る が , 特に Gl 期 に お け る休止 には 癌抑制遺

伝子産物 であ る p53 蛋白質 が必須 であ る . p 5 3 蛋白 質は , そ の

半減期が約20 分 と短 い た め 正 常細胞内 の 発現量は低 い . しか

し
, 種々 の 刺 激で D N A が損傷を受ける と 細胞内p 53 の 濃度が

急速に上 昇 し, 下流遺伝子 であるp 21
W A F l/ CtP l

な どの 転写活性化

を介 し て cd k の 阻害 が 成立す る . その 結 果, 細胞周期上で G l

期か らS 期 へ の 移行 が妨げ られ , p 5 3 の 痛抑制遺伝子と し ての

機能が発揮 さ れ る と考え られ て い る
17)

､ 2 3)

こ れ まで 痛抑制遺伝子 ,
サ イ クリ ン/ c d k 複合体や cd k イ ン ヒ

ビタ ー の 異常 が種 々 の 膿瘍で 発見 され て きた . p 5 3 遺伝子異常

は
,
あ ら ゆ る 種類 の ヒ ト癌 に お い て み ら れ , そ の 頻度 は約

50 % に達 し
59)
, 胃痛

4 8)
,
乳痛

49)
,
肺癌

50)
な どに お い て もそ の 発

現例 は予後不良と さ れ て い る . ま た乳癌
6 0)
, 食道痛

61)
で サ イ ク

リ ン D l 遺伝子 の 増幅と そ れ に伴う蛋白過剰発現が報告 さ れ て

おり, 試験管内 でもサ イ ク リ ン D l 遺伝 子の 導 入 に より細胞が

悪性転化する こ と が 確認 され て い る
11) 1 2)

. さ ら に
,
脳腫瘍 にお

い て は c d k 4 遺 伝 子 の 増幅例 が報告 さ れ て い る
6 2)

.

山

方 ,

p1 6
1 N E 4 a
の 発現 の 異常は , ホ モ 接合性欠失 だけで なく

63 卜 6 5)
, 点

変異
,
小領域 の 欠失

,
遺伝子 の メ チ ル 化 に よ る 転写抑制 な ど,

様々 な機構 に よ っ て 起 こ る こ と , 異常 の 頻度 や タ イ プ に臓器,

組織特異性があ る こ と が 解明 され て い る
餌 巨 6即

. こ れ に対 して
,

同 じcd k イ ン ヒ ビ タ ー で あ るp 2 1
W A F l/ CtP l

に 関 して は , 発癌 へ の

直接的な関与 は明ら か にな っ て い な い . p2 1
W A F l/ CII

'
1
ノ ッ ク ア ウ

ト マ ウ ス に は大き な異常 は認め られ ず, 痛の 発生 頻度も高くな

い
6 9)

. 癌 に お け る遺伝子 の 異常も ほ と ん ど報告 され て お ら ず,

摘発症 と遺伝子の 異常の 相関は低い と考えられ てい る . しか し
,

p2 1
W A F l/ CI Pl

は p 5 3 に よ っ て その 発現 が誘導さ れ ,
D N A の 損傷修

復 に関与する た め
,
発癌 に 関与す る可 能性を完全 に は否定でき

ない . ま た
, p R B に 関 して は, 食道癌

6 1) 70)
や 大腸癌

7 1 卜 7 4) を含

む様々 な癌腫で そ の 欠失, 変異が報告 され て い る .

本研究で は 腫瘍内の 細胞周期制御因子と p T S 量 の 関係 に つ い

39 1

て 免疫組織学的 に検討を行 っ た . そ の 結 果, 胃痛 で は p 5 3 ,

p2 1
W A F l/ CI P l

,
サ イ ク リ ン D l

, p R B , P C N A の 檎性例と 陽性例 と

の 間 で 腫瘍内p TS 量 に差 は なか っ た . p 5 3 , p 2 1
W A F l/ CIP l
な どの

細胞周期制御因子の 発現程度や そ の 異常の み な らず, S 期 を中

心とす る細胞分画に特徴的 に染色 され るP C N A の 染色性と p T S

の 発現 と の 間にも相関が み られ なか っ た こ と は興味深い .

一 方
,

p lぜ
N K 4 a
陽性例は 陰性例 と比較 して 有意 に高 い p T S 量を示 した ,

p 1 6
I N E 4 a
は- G l ブ ロ ッ ク 機構 の 解除を抑制す る 因子 で あり ,

p 1 6
1N K 4 a
陽性例で はp T S 量が 低 い と予測 され たが ,

逆の 結果が

得 られ た . 胃痛で は , p 5 3 , p 2 1
W A F l/ CIP l

, p R B の 発現程度がF rS

の 発 現 に影響 を及ぼさず, p 1 6
I N K 4 a
高発現 例で 有意 に高い p T S

発 現が み られ た こ とか ら, T S 発現 に対する p R B
- E 2 F 系 の 関与

が希薄 である こと が 示唆 され た .

大腸癌 に お い て は, p5 3 陰性例 よりも陽性例 の方が , また ,

P C N A 陰性例 よ りも陽性例の方が高い 腫瘍内p T S 量 を示 し た ,

野生型p 53 遺伝子 か ら誘導さ れ るp 5 3 蚕自の 半減期が20
～

3 0 分

で あ る の に対 し, 変異型p 53 遺伝子 か ら誇導され る p 53 蛋白の

半減期 は 6 ～ 7 時 間と長く
7 5)

,
免疫組織染色 で同定 さ れ る p 5 3

蛋白 はそ の ほ と ん どが 変異型であ る. 野 生型 p 53 は ,
′

相 通伝 子

の 転写抑制作用を有する と報告さ れ て おり
76 )
, 本研 究の 結果は

そ れを支持す るもの で あ っ た . また
, p 5 3 の 下 流遺伝子である

p 21
W A F l/C IP l

や p R B の 発現程度と pT S 発現量 との 間 には 関連が み

ら れ な い こ と よ り
,
変異型p53 発現例 に認め られ たp T S 発現克

進 は p R B - E 2 F 系を介 した現象で はない と 解釈 さ れ た . さ らに 大

腸癌 でもp16
I N K4 a
高発現例が有意に高い p 耶 発現を示 して お り,

胃痛 と 同様p TS 発現 に柑 してp R B - E 2 F 系の 関与 が希薄 であ る こ

と が 示唆 され た . p T S 自身がT S m R N A の翻訳を調節す る と の 報

告が あり, p T S 発現調節機構は複雑 か つ 特異で ある と推測 され

る
77)

.

種々 の 異な る作用機序 を有す る新規抗癌剤が臨床 に応用 され

つ つ ある 4
( 腑 ) 7 8)

. しか し
,
それ ら と 全く異 な る作用機序 を有 し,

か つ 腫瘍細胞内環境 を修飾する こ と に よ っ て 菜剤耐性 にも対処

が 可 能 な 5 - F U は
,
癌の 化学療法の 分野 に お い て 今後も重要な

地位 を保 つ もの と 思わ れ る . 本研 究で 行 っ た抗 TS ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 によ る 免疫組織染色と そ の 染色性の 定量化は , 微量検

体 に よ る p T S の 定量を可 能に する もの と 思わ れ た ･ また , p T S

発現量 とp 21
W l/ C Il

'1

, p 1 6
IN 馳 1

, p R B の 発現程度, お よ び p 5 3 過

剰 発現 と の 関係より, P T S 発現は p R B - E 2 F 系以外 の 調節 を受i†

て い る もの と考 え られ た . 今後, P T S 発現調節機構を よ り明 ら

か に する こ と が必要である と思 われ る .

結 論

胃痛80 例 , 大腸癌50 例を対象に ,
.
p 5 3 , p2 1

W A Fl/ C I P l

･ P 1 6
7N K 4 a

,

サ イ ク
1) ン D l

, p R B , P C N A , p T S 発現 を定量的免疫組織染色

法を用 い て測定 し た . ま た
,
こ の う ち胃痛39 例 , 大腸癌32 例

を対象 に餌S 量を測定 し, 以 下 の 結論 を得 た.

1 . 胃痛 ,
大腸癌 と も に, パ イ ン デ イ ン グ ア ッ セ イ法 に よ り

測定 さ れ た p T S 量と 定量的免疫組織染色法に よ る T S 染色強度

は正 の 相関関係 にあり, 抗T S ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体を用い た 定

量的免疫組織染色法が信頼性を有す るもの で ある こ とが 示 され

た .

2 , 胃痛 で は, 臨床病期が進行する ほ どT S 染色強度 が有意な

低値を示 した . 臨床病期を構成す る因子 に つ い ても同様であり,

壁深遠度が深く な る ほ ど, リ ン パ 節転移度が高くな る に つ れて
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T S 染色強度が有意に低下 し た .

3 . 大腸癌 で は 有意差 は認め な い もの の
,
臨床病期 が進行す

る に従 い TS 染色 強度 が低下する傾向 を認め た . 腫瘍 の 壁深速

度 ,
リ ン パ 節転移の 国子と T S 染色強度の 間 には 有意 の 相関関

係 はみ られ なか っ た .

4 . 胃癌 で は ,
T S 陽性例 の 予後が陰性例 に比 べ 良好 であり,

大腸癌で は
,
T S 陽性例 の 予後 が陰性例 と比較して 良好 であ る

傾向を認め た .

5 . 胃痛 ■ 大腸癌 とも に, p 1 6
I N K 4 a
陽性例 で は 陰性例 よりも高

い TS 染色強度を呈 して お り, p T S 発現 はp R B - E 2 F 系以 外の 調

節 を受け て い るもの と考えら れ た .

6 . 大腸癌 に お い て p T S 量と p 5 3 の 過剰発現 は高い 相関性を

示 し, 大腸癌 で は p T S 発現克進の 背景の 1 つ にp 5 3 遺伝 子の 変

異が関与 して い る もの と 思わ れ た .
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r o u p s h o w e d a b e tt e r s u r

v i v al r a t e t h a n th e n e g a ti v e g r o
u
p

･ I n th e

g astri c c ar Ci n o m a p ati e n ts , th e T S C Y T O A D i n
th e p 1 6

1 N K 4 a

p o siti v e g r o u p w a s s l g n i n c a n tly hi g h e r th a n th
a t in th e p 1 6

I N K 4 a

n e g a ti v e g r o u p ･ I n c o l o r e c t al c a r ci n o m a p a ti e n
ts
,
th e T S C Y T O A D i n th e g r o

u p p o si ti v e t o p 5 3 , P 1 6
IN K 4 8

,
a n d P C N A w a s

sl g n ifi c a n tl y
h ig h e r th a n th a t o f th e r e sp e c

ti v e n e g ati v e g r o u p ･ T h e s e fi n d i n g s s u g g e st th a t q u a nti t a ti v
e i m m un O hi st o c h e m i c al

s tai n l n g O
f T S i s a u s e fu 1 m e th o d fb r e v al u a ti o n o f th e p r o d u c ti o n of T S p r o tei n ･ I n a d d iti o n

,
e X P r

e S Si o n of T S p r o te i n mi gh t

n o t b e r e g u l at e d b y o n ly p R B
- E 2 F i n g ast ri c an d c o l o r e c tal c

a r ci n o m a tis s u e s ･ F u rth er m o r e
,
th e f a ct th a t th e T S p r o tei n l e v el

c o rr el a te s p o siti v el y a n d si g
n i n c a n tl y w ith p 5 3 p r o t ei n e x p r e ss

i o n i n c ol o r e c t al c ar ci n o m a ti ss u e s s u g g e s ts th at o v e re
x p r e ssi o n

o f T S p r o t ei n i n c ol o r e
c t al c ar Ci n o m a ti ss u e s m ay b e d u e

t o a m u t a ti o n o f th e p 5 3 g
e n e ･


