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肺癌 にお ける チ ミ ジル 酸合成酵素の 発現 と そ の 臨床的意義

金沢大学医学部医学 科外 科学 第
一

講座 ( 主任 : 渡遠洋 字教授)

足 立 巌

チ ミ ジ ル 醸合成酵素 (th y m id yl at e s y n th a s e
,
T S) は

,
還 元的 メ チ ル 化 に よ っ て デ オ キ シ ウリ ジ ン ー 燐酸か ら デ オ キ シ テ

ミ ジ ン ー 燐酸 を生 成す る酵素で ある とと も に5 - フ ロ ロ ウ ラ シ ル (5
in u O r O u r a Cil

,
5 - F U ) の 標 的酵 素で もある

･ 近年5 - F U の 抗腫瘍

効果発現 に は ア ポ ト シ ス が 関与 し て い る こ と が 明 らか に さ れ た ･ b cl -2 は
,

ア ポ ト シ ス を抑制す る癌遺伝 子で あ る ･ ま た

p 53 は細胞周期 制御因子 の
一

つ で ある と と もに ア ポ ト シス を誘導する 働きも有 して い る
･ 本研究 で は非小細胞肺痛症例84 例

を対象 と して T S お よ びb cl ･2 蛋白
, P 5 3 の 免疫組織学 的染色を施行 し

,
各蛋白 の 発現 と臨床病理 学的因子 と の 関連 お よ び 予後

と の 関連 につ い て 検討 した . 職 責 自発現 陽性 率は
, 非小細胞肺病 全体で3 9 ･3 % ･ 腺病 で 32 ･6 %

･ 扁平上 皮痛で 47 ･4 % で あ っ

た . また
,

耶 値お よ び 耶 陽性率 と 臨床病理学 的因子 と の 間に は有意 な相 関を認 め な か っ た ･ 耶 値 と予後 と の 関連をみ ると
,

扁平上皮病症 例 にお い て病期 Ⅲ症例 の 予後 は
,

耶 陽性例で 陰性例 と 比較 して 有意 に不 良で あ っ た (p < 0 ･0 5) ･
b cト2 蛋白発現

陽性率は 非小 細胞肺癌全体で 27 .4 %
, 腺病 で2 1 .7 %

, 扁平 上 皮癌 で 34 ･2 % で あっ た ･ なお ･

,
各臨床 病理学的因子 とb cl - 2 蛋白

発現率 と の 間に は 関連を認 め な か っ た . P 5 3 過剰発 現率は非小細胞肺癌全体 で 61 ･9 %
,

腺病 で 52 ･
2 %

,
扁平上 皮痛で 73 ･7 % で

あり扁平上 皮癌 で 有意に 高率で あ っ た b < 0 .0 軌 各臨床病理学的因子と p 53 過 剰発 現率と の 間に も関連 を認 め なか っ た ･ 耶

値と p 53 発現量と の 間に は
, 非小細胞肺癌全体 で 有意な正 の 相 関関係 が 認め ら れ た b < 0 ･0 5) ･ また腺 病と扁平上 皮癌 に分 け

て検 討 して も同様 で あっ た . 多変量解析で は
,

非小 細胞肺癌全体 でb cl -2 蛋白発現 陰性, p5 3 過剰発現 ,
Ⅶ 以 上 が

,
腺癌症例

で は p 53 過剰発現 が
, 扁平上 皮痛症例で はb cト2 蛋白発現陰性,

Ⅵ 以 上 N l 以上 が 有意な予後不良 因子 と判定 さ れ た ･ 以 上 の

結果よ り, 非小細胞肺癌組織 を用い た 免疫染色 に よ る 偶 発現 の 評価 が可能 で ある こ と が判明 した ･ また 非小細胞肺癌 組織 に

おける TS と変異型p53 の相互 発現調節機構の 存在が示唆さ れ た
･

K e y w o r d s n o n - S m all c ell l u n g c a n c e r
,
th y m id yl at e s y n t h a s e

,
b cl- 2

, p 5 3 ,
i m m u n o hi st o ch e m i c al

St ai ni n g

肺癌は
, 他の 多く の 固形癌 で 治療成績 の 向上 を み る 中,

依然

極め て 不良な予後を示 して お り
,
臓 器別悪性腫瘍 の 死因で も第

一

位 と なっ た
1)

. 生体 か ら物理 的に 除去可 能な程度 の 腫 瘍細胞

数 と分布範囲 内で
,

あ る時期 に病巣が 発見さ れ れ ば
,

手術 に よ

っ て 治癒 に導く こ と が で き る . しか し
, 肺癌 に対す る手術術式

の 改 良
,

と りわ けリ ン パ 節郭清範 囲拡大 の 予複改善効果 に 関 し

て は その 限界 が 明 ら か に さ れ つ つ ある . 胃痛や 大腸癌 , 子 宮癌

な どと 比較 して
, 肺癌 を早期 に 発見す る手段 の 開発 が遥 か に 遅

れ て い る こ と は否 め ない
. そ の 結 果

,
肺癌 と診断 さ れ た 症例の

過半 数が 何 ら か の 非 治癒 因子を有 して お り, 化学 療法 や 放射

線 治療の 対 象と さ れ る . しか し, 肺癌の 大部 分を占め る非小細

胞肺癌 (n o n
-

S m all c ell l u n g c an C e r) に対 し明確な延命効果を示

す化学療法は 未だ に確立 さ れて い な い
.

こ の 現実 に立脚 し
,
現

在も非小細胞肺癌を標 的と し た新鹿抗癌剤開発 に莫大 な人力 と

費用が か け られ て い る .

一

方 ,
既存 の 抗痛剤 の 抗腫瘍効果 をよ

り 確実 に 発揮 さ せ る た め の 試 み も盛 ん に な され て い る
2)3 )

D o h d e n ら
4)

は
, 細胞 内の 遭元型葉 酸濃度が 5 - フ ロ ロ ウ ラ シ ル

(5 -fl u o r o u r a cil
,
5 - F U ) の 抗腫瘍 効果 に静 的

,
動的 に大き な影響

を 及ぼ す こ とを報告 した . また O m u r a ら
5) は

,
ラ ッ トを用 い た

実験で シス プ ラ チ ン投与 によ り腫瘍組織 内の 還元型 葉酸 が速や

か に上 昇す る こ と を報告 して い る . 托 が 国で は
,

こ の 理 論に基

づ い た 少量 反復 シ ス プ ラ チ ン と 5 - F U の 併用療法 が 普 及し
,
胃

痛 や結 腸癌
･ 直腸 痛 に高 い 奏 効率が 報告 さ れ て い る

6)
. ま た葉

酸 そ の も の で あ る フ ォ リ ン 酸 カ ル シ ウ ム (f o ri n a t e c al ci u m
,

1 e u c o v o ri n
,
L V ) は

, 欧米 で 広く5 - F U と 併用 さ れ
,

そ の 有用性

が 認め られ て い る
7 )

. 5 - F U は
,

5 - フ ロ ロ デ オ キ シ ウリ ジ ンー
ー 燐

酸 (5 - n u O r O
-2

,

- 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) に代謝

さ れ た 後 , 還 元 型 葉 酸 と と も に 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) に結 合 し

,
強固な 不活性三 者結 合体

仕e rn a ry C O m Pl e x) を形成する こ と に よ っ て抗 腫瘍 効果を発揮す

が . した が っ て
,

腫瘍細胞 内の 還元型葉酸 濃度を上 昇させ る

薬 剤を使 用 し た場 合
,

5 - F U の 抗腫 瘍効果 は腫瘍 内の T S 発現量

に 依存す る と 考 えら れ る . 以 前 よりT S の 測 定に は その 基質結

合部位 数を測定 する 結合 ア ツ セ イ 法が 用い ら れ て きた
9 )

. 5ゼU

平成 11 年 9 月 2 2 日受付 , 平成1 1 年1 1 月 5 日受理

A b b r e vi a ti o n s : D A B
,
3

,
3

･
- di a m i n o b e n zidi n e; F d U M P ,

5 欄 u o r o -2
,

- d e o x y u rid i n e 5
,

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

A u o r o u r a cil; I N
,
1 e u c o v o ri n; M T H F R

,
m e th yl e n e t e tr ah y d r of ol at e r e d u ct a s e ; P 1 6 /I N K 4 c y cli n - d e p e n d e n t ki n a s e -4

i n h ibit o r; T S , th ym idカat e s y n th a s e



肺癌に お けるチ ミ ジル 酸合成酵素の 発現

に よ るT S 阻害 の 作 用部位 を直接定 量す る こ の 方法 は
, 信頼性

が 広く 認め ら れ て い る 反面
,

多量 の 検 体を必 要とす る欠点を有

する ･ 切 除不可能で ある 進行癌症例 か ら 十分量 の 腫瘍組織を得

る こ と は容易 で は な い
. ま た仮 に かか る重量 の 検体採取が 可 能

な部位 に発生 した癌腫 で あっ て も
,

くり返す検体採取が 患者に

与える負担 は極 め て 大きい . 教室 の 宇 野
10 )

は
, 胃痛お よ び 大腸

癌を用い た検討 で
, 抗 T S ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗体を周 い た 免疫 染

色に よ っ て判定 した T S 億 が
, 結合 ア ツ セ イ 法を用 い て定量 し

た T S 値 と高 い 相関 を示す こ と を 明 らか に した . さ ら に 近年 ,

5 - F U の 抗腫瘍 効果発現 に ア ポ ト
ー

シ ス が 関与 して い る こ と が

明らか に な っ た
11)

. b cl - 2 は ア ポ ト
ー

シ ス を抑制する 痛遺伝子 で

ある . ま た p 5 3 は 細胞周期制御因子 の
一

つ で ある と と もに ア ポ

ト
ー

シ ス を誘導す る働 きも有 して い る
12)

. 本研 究で は
, 非小細

胞肺癌 に T S 蛋 白,
b cI N 2 蛋白お よ び p5 3 の 免 疫組 織学的染色を

施 し
,

各蛋白発現の 定量化を試み た
. さ らに

,
それ ら の 蛋白発

現 と臨床 病理学的因子や 予後と の 関連 ,
お よ び 各蛋白発現 間の

相関 に つ い て検討 した .

対象お よ び方法

Ⅰ. 対象

198 8 年 か ら199 1 年ま での4 年間 に
,

金沢大学附属病院 第
一

外

科 にお い て切 除 さ れ た 84 例 の 非小 細胞肺癌 症例 を対 象と した

(表1) ･ 平均年齢 は66 .2 ±9 .0 歳 (平均 士 標準偏差) ,
男性60 例

,

女性24 例 であり
,

組織 塑は腺痛46 例 , 類上皮痛38 例 であ っ た .

病期分類を肺癌取り扱 い 規約
13)

に従 っ て行 っ た と こ ろ
,

Ⅰ期22

例 ,
Ⅱ期19 例 ,

Ⅲ A 期20 例
,

Ⅲ B 期19 例 ,
Ⅳ期4 例 で あ っ た .

60 9

Ⅰ . 免疫組織化学 染色

各症例の パ ラ フ ィ ン 包埋 ブ ロ ッ クを4 〃m 厚 に 薄切 し
,

シラ

ン コ
ー

テ ィ ン グス ラ イ ド(武藤化学
, 束京) に付 着させ 切片を作

製し免疫染色を行 っ た .

1 ･ ポリ ク ロ ー

ナ ル お よ び モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体

免疫組織化学染色 に は
, 抗 TS ポ リ ク ロ ー

ナル 抗体 (大鵬薬 品

工 業, 東京 よ り俵与) , 抗B cl - 2 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 (Cl o n e

1 2 4) ( ダ コ ジ ャ パ ン) ,
抗p 5 3 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 の0 て) ( ダコ

ジ ャ パ ン) を用い た

2 . 抗T S ポリ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を用 い た免疫染色

切片を100 % キ シ レ ン で10 分 間
,
3 匝l の 脱 パ ラ フ ィ ンを施行

し た衡 100 %
,
1 0 0 %

,
1 0 0 % , 9 0 %

,
7 0 % の エ タ ノ

ー

ル に て

各3 分 間親水 し
,

流水水洗 した次 に0 .0 1 M ク エ ン酸緩衝液 (0 .1

M ク エ ン酸2 . 1 g を蒸留水10 0 0 m l に溶 か し
,

2 N の 水酸化 ナ ト

リ ウ ム に て p H 6 .0 に調整) に入 れ
,
5 0 0 W

,
5 分 軌 3 回 の マ イ

ク ロ ウ ェ イ ブ 処理 を行い 抗原の 賦活化を行 っ た . 次に , 0 .3 %

過酸化水素水 (H 2 0 2) 添加液中で 20 分間反応 させ P B S (p H 7 .
4)

で 洗浄 し内因性ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を失格させ た . 続 い て10 %

正 常 ウ シ血 清で10 分 間室温で静置 し2 次抗体の 非特 異的結合を

阻止 し た後
,

1 次抗体 と して 抗 T S ポリ ク ロ ー

ナ ル 抗体をP B S

にて 10 0 0 倍希 釈 した もの を用 い て 室温で 1 時間反応 させ た . 2

次抗 体 と し て ビ オ チ ン 標 識 抗 マ ウ ス 抗 ウ サ ギ
･

ヤ ギ 抗 体

P A K O
,
Gl o s t ru p ,

D e n m a rk ) を20 分間反応させ た後P B S にて 洗

浄 した . 次 に ス ト レ プ トア ピジ ン ･ ビ オチ ン ･ ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ 複合体 ( D A E O) に30 分間反応 させ た 後0 .0 4 % ジ ア ミノ ベ ン

チ ジ ン (3 ,
3

'
-d i a m i n ob e n zid i n e

,
D A B) (和光

,
東京) に て発色さ

T a bl e l ･ C li ni c al a n d p at h o l o g lC al c h a r a cte ris tic s o f p atie n t s

N o . o f p atie n ts ( % )

C h a r a c t e ri s ti c s
T o tal

( n
= 8 4)

A

乱

Lg e

e X

M

F e

al｡

m

S e

A

B

- 0

- O r

- O r

a g

I

Ⅲ

Ⅲ

Ⅲ

Ⅳ

玩

T l

m

耶

m

玩

N O

M

M

M

伽

M O

M l

t

6 6 .2 ± 9 .0

6 0 (7 1 .4)

2 4 (2 8 . 6)

2 2 (2 6 .2)

1 9 (2 2 .6)

2 0 (2 3 .8)

1 9 (2 2 .6)

4 (4 .8)

2 6 (3 1
.0)

23 ( 3 9
.3)

9 ( 1 0
.7)

16 ( 1 9 .0)

3 2 (3 8 .1)

2 0 ( 2 3 .8)

2 5 ( 2 9 .8)

7 ( 8 .3)

8 2 ( 97 .6)

2 (2 .4)

A d e n o c a r ci n o m a S q u a m o u s c ell c a

( n = 4 6)

64
.7 ± 9 .9

25 ( 5 4 .3)

2 1 ( 4 5 .7)

13 ( 2 8 .3)

9 ( 1 9 .6)

11 ( 2 3 .9)

11 ( 2 3 .9)

2 ( 4
.3)

18 (3 9 .1)

15 ( 3 2 .6)

5 ( 1 0 .9)

8 ( 1 7 .4)

1 8 (3 9 .1)

9 ( 19 .6)

1 4 (3 0 .4)

5 ( 10 .9)

4 5 (9 7 .8)

1 (2 .2)

( n
= 3 8)

6 7 .9 ± 7 .5

3 5 ( 9 2 .1)
*

3 ( 7 .9)

9 ( 23 .7)

1 0 ( 26 .3)

り(2 3 .7)

8 (2 1 .0)

2 (5 .3)

8 (2 l .0)
*

1 8 (4 7 .5)

4 (1 0 .5)

8 (2 1 .0)

1 4 (3 6 .9)

1 1 ( 2 8 .9)

1 1 ( 2 8 .9)

2 ( 5 .3)

3 7 ( 9 7 .4)

1 (2 .
6)

*

p < 0 .0 5



6 1 0

せ た . 核染色を ヘ マ トキ シ リ ン で 行 っ た後 I
流水 水洗 に て 10

分 間色出 しを を行 っ た
.

9 0 %
,
1 0 0 % ,

1 0 0 %
･

1 0 0 % の エ タ ノ

ー ル にて 各3 分間脱水を行 っ た 後,
1 0 0 % キ シ レ ン に より

,
3 回

の 透徹を行い
,

マ リ ノ ー ル ( 武藤 化学) に て封 入 し検鏡 した ･

陰性 コ ン トロ ー ル と し ては
, 非 免疫 マ ウス 血清 を用 い て

,
陽性

像 が得 られ ない こ と を確認 した ･

3 . 抗b ｡ト2 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体を用 い た免疫 染色

切 片を100 % キ シ レ ン で 10 分間,
3 回の 脱パ ラ フ ィ ン を施行 し

た後,
1 0 0 %

,
10 0 %

,
1 0 0 %

,
90 %

･
7 0 % の エ タ ノ

ー

ル にて 各

3 分間親水 し
,

流水水洗 し た次に0 ･0 1 M ク エ ン 酸権衡 液に 入 れ
,

5 0 0 W
,

5 分間,
3 回の マ イ ク ロ ウ ェ イブ 処理 を行 い 抗原 の 賦活

化 を行 っ た . 次に ,
0 ,3 % 過酸化水素水 田2 0 2) 添加液 中で20 分

間反応 させ P B S で 洗浄 し内因性ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ を失 活 させ

た . 撞い て 10 % 正 常 ウ シ血 清 で10 分間室温 で 静置 し2 次抗 体

の 非特異的結合を 阻止 し た後,
1 次抗体 と して 抗B cト2 モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗体をP】∋S に て1 00 倍 に希釈 し
,
室温 で1 時間反応 させ

た . 2 次抗体 と して ビオ チ ン 標識抗 マ ウ ス 抗 ウ サ ギ ･ ヤ ギ抗 体

を20 分間反応 させ た 後P B S に て洗 浄 し た . 次 に ス ト レプ ト ア

ピ ジ ン ･ ビオ ナ ン ･ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ複合 体 に30 分 間反応 さ

せ た 後0 .0 4 % D A B に て 発色さ せ た . 核染色 をマ イ ヤ
ー ･ ヘ マ

トキ シ1｣ ン で 行 っ た 後,
流 水水洗 に て 10 分 間色出 しを を行 っ

た . 9 0 %
,

1 0 0 %
,

1 0 0 % ,
1 0 0 % の エ タ ノ

ー ル にて 各3 分間脱

水を行っ た 後
,

1 0 0 % キ シ レ ン に より3 回の 透徹を行 い
,

マ リ

ノ
ー

ル にて 封入 し検鏡 した . 陰性 コ ン トロ ー ル と して は
,

非免

疫 マ ウス 血清を用い て 陽性像が 得 られない こ と を確認 した ･

4 . 抗p 5 3 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 に よ る免疫染色

切 片 を100 % キ シ レ ン で 10 分 間
,

3 回の 脱 パ ラ フ ィ ン を施行

した 後,
1 0 0 %

,
1 0 0 %

,
10 0 %

,
9 0 %

,
7 0 % の エ タ ノ

ー ル に て

各3 分間親水 し
,

流水 水洗 し た次 に0 .0 1 M ク エ ン 酸横衝 液に 入

れ
,

5 0 0 W
,

5 分 間
,
3 回の マ イ ク ロ ウ ェ イ ブ処理 を行 い 抗 原の

賦活化を行 っ た . 次 に ,
0 .3 % 過酸化水素水 (H 2 0 2) 添加液中で

20 分間反応 させ
,

P B S で 洗浄 し 内因性 ペ ル オキ シ ダ ー ゼ を失宿

さ せ た . 続 い て 10 % 正 常 ウ シ血清 で 10 分 間室 温で 静置 し2 次

抗 体の 非特異 的結 合を 阻止 した 後
,

1 次抗体 と して抗 p 53 モ ノ

ク ロ ー

ナ ル 抗体 をP BS に て10 0 倍 に希釈 して用 い て 室温で 1 時

間反 応 させ た . 2 次 抗 体 と し て ビ オ チ ン 標識 抗 マ ウ ス 抗 ウ サ

ギ ･ ヤ ギ抗体 を2 0 分 間反応 させ た 後P B S に て洗 浄 し た ･ 次 に

ス ト レ プ トア ピ ジ ン ･ ビオ チ ン ･ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 複合体 に30

分 間反応させ た 後0 .0 4 % D A B にて 発色 させ た . 核染色 を マ イ

ヤ
ー

･ ヘ マ ト キ シ リ ン で 行 っ た後 ,
流水水洗 に て 10 分 間色出

しを行 っ た . 9 0 % ,
1 0 0 %

,
1 0 0 %

,
1 0 0 % の エ タ ノ

ー

ル に て 各

3 分 間脱水を行 っ た 後,
1 0 0 % キ シ レ ン に より,

3 回 の 透徹 を行

い
,

マ リノ ー ル に て 封入 し検 鏡 した . 陰性 コ ン トロ ー

ル と して

は
,
非免疫 マ ウ ス 血 清を用い て 陽性像が得 ら れ ない こ と を確認

した .

Ⅱ . 免疫染色 の評価

免疫染色 の 評価 は透過光顕微鏡 画像解析 装置C A S 2 0 0 イメ ー

ジ分析装置 (C ell An al y si s S y s te m
,
El m h u r st

,
U S A) を用 い 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 横染色 の O D は 62 0 n m の 波長 で測 光 し
,

D A B の O D は

50 0 n m の 波長で 測光 した.

1 . T S の 染色 強度の 測定

TS の 染色強度 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 siti v e

立

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 0

～ 1 5 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 .

2 . もcl -2 の 染色強度 の 測 定

もcl -2 の 染色強 度の 測定に は 細胞計測プ ロ グ ラム を用い
, 細胞

質の 平均 吸光 度を測定 し た . 陰性標準標 本の 平均 吸光度測定は

5 標 本か ら任 意に 選択 した 10
～ 1 5 視野で 行 っ た . 染色標本 の 平

均吸光度測定 は腫瘍 の リ ン パ球 浸潤の 少ない 部分を任意 に選択

し
,

1 0 ～ 1 5 視 野で 行 っ た . 染 色標本 の 吸 光度 より 陰性標準標

本 の 吸光度 を引 い て得 ら れ た債 の 平均値 を求 め , 平均値 以上 を

陽性
,

平均値未満を 陰性 と 判定 した .

3 . p5 3 の 染色 強度の 測定

p 53 の 染色強度 の 測 定に は E R/ P R 定量分 析法 を用 い
,

仝核面

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 siti v e ar 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 0 ～ 1 5 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 ･

Ⅳ . 臨床病理学 的国子

肺癌 の 記載 は肺 癌取扱 い 規約 に従 っ た 臨床病理 学的因子と

し て性別, 組織 型
, 臨床病期

,
リ ン パ 節 転移度, p5 3 値お よび

b cl -2 値 を選択 し
, 各因子 に つ い て T S の 染色強度 を比較検討 し

た
.

Ⅴ . 統計学 的検 討

得 ら れ た催 はす べ て 平均 値 ± 標準偏差 で示 した . 統計 学的検

討 に は
, X

2

検定
,
対応の な い t 検 定,

S c h e fE e の F 検定を用い た ･

また相 関の 有意性 の 検定 は P e a r s o n n の 相 関係 数を求め 行 っ た ･

生 存率 は K a pl a n - M ei e r 法 に て 算出 し, そ の 有意差 検定 はl o g
-

r a n k 法 に て行 っ た . また 生存率の 関与度 に つ い て の 多変量解析

に は C ｡ Ⅹ 比例 ハ ザ ー

ドモ デ ル を用 い た . い ずれ も危険率5 % 未

満 の 場合 b < 0 月5) を統計 学的 に有意差ありと した ･

成 績

Ⅰ . T S 蛋白発現陽性率 と臨床病 理学 的因子 と の 相関

1 . 肺癌細胞 に お ける T S 蛋 白の 発現率

腺癌細胞
,
お よ び 扁平上 皮痛細月包の 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 ,
2) . C A S 2 0 0 イ メ ー ジ分 析装置 に よ っ て定量 化し た

痛組織の 耶 染色陽性面積比 (以下 ,
職 値) は

,
非小細胞肺癌全

体 で0 .0 8 8 か ら0 .2 1 8
,
平均 0 .1 4 3 ± 0 .0 2 9 で あ っ た . ま た腺病お

よ び 扁平上 皮痛 で は 各々 0 .1 4 0 士 0 .0 3 0
,

0 .1 4 6 ± 0 .0 2 8 で あり
,

両者の 間に 有意差を認 め な か っ た . 以上 の 結果 より , 癌組織に

っ い て は
′

指 値 が 全症例 の 平均値 で ある 0 .1 4 3 以 上 で ある もの を

T S 蛋白発現陽性 ,
0 .1 4 3 未 満 を陰性 と判定 した . こ の 基準 で判

定 した T S 蛋 白発現 陽性例 は
, 非小細 胞肺癌 で3 9 .3 % (8 4 例中

33 例) 腺病で 32 .6 % (4 6 例中15 例) , 扇平上 皮痛で 47 ･4 % (3 8 例

中18 例) で あ っ た . なお
,

正常肺 組織 にお け るT S 値 は 0 ･14 0 ±

0 .0 2 7 で あり ,
正 常組織 と痛組織 の 職 値 と の 間 に は差を認め な

か っ た .

2 . 臨床 病理学的因子 と の 相関

臨床病 期 別 の T S 値 は ! 非 小細 胞肺癌症 例全 体 で は ‡ 期が

0 .14 1 ±0 .0 2 5
,

Ⅱ 期 が0 ユ5 1 ± 0 .0 2 9
,

Ⅲ A 期が 0 .1 3 9 士 0 ･0 2 9 ,

Ⅲ B 期 が0 .14 0 ± 0 ,0 2 7
,

Ⅳ期 が 0 .1 2 8 ±0 .0 1 0 で あ っ た ■ また Ⅰ



肺癌 に お けるチ ミ ジル 酸合成酵素の 発現

期
,

Ⅱ 期 ,
Ⅲ A 期 ,

Ⅲ B 期
,

Ⅳ 期 症例 の T S 蛋白 陽性 率 は
,

各々 31 .8 %
,

6 1 .1 %
,

3 6 .8 %
,
4 7 .1 %

, 0 % で あり
,

T S 値
,
T S

蛋白陽性率 と もに各病期 間に有意差 は なか っ た
. なお 年齢

,
性

別, 組織 型
,

T 因子,
N 因子 ,

- M 因子 に つ い て も同様で あ っ た

(表 2) . 腺 痛 の T S 値 は I 期 が T S 値 0 . 1 3 7 ±0 . 0 2 7
,

Ⅱ 期 が

0 .1 5 0 ±0 .0 3 0 , Ⅲ A 期 が0 .1 2 9 ± 0 .0 2 7
,

Ⅲ B 期が 0 .1 4 6 ± 0 .03 6
,

Ⅳ期が 0 .1 3 0 士 0 .0 1 5 で あ っ た
. ま た Ⅰ期

,
Ⅱ期

,
Ⅲ A 期 ,

Ⅲ B

期
, Ⅳ期 症例 の T S 蛋 白 陽性 率 は

,
各 々 2 3 . 1 %

,
4 4 . 4 %

,

2 7 .3 %
,

4 5 .5 %
,

0 % で あり,
m 億 ,

T S 蛋白 陽性撃 とも に各病

期間に 有意差 は なか っ た . な お 年齢 , 性別, 組織 乱 丁因子
,

N 因子 ,
M 国子 に つ い て も同様で あっ た . 扁平 上皮 痛の T S 傭

は
,

Ⅰ期 が 0 .1 4 8 ± 0 .0 2 0
,

Ⅲ 期 が 0 .1 4 6 ± 0 .0 3 3
,

Ⅲ A 期 が

Fi g . 1 . I m m u n o hi sto c h e mi c al s tai n in g o f T S in ad e n o c a r c in o m a .

T S i m m u n o r e a c ti v ity i s o b s e rv e d s t r o n gl y i n th e c yt o pl a s m .

B a r i n di c a te s l O O /1 m .

61 1

0 .1 4 9 ± 0 .0 2 8
, Ⅲ B 期が 0 .1 4 9 ±0 .0 3 4

,
Ⅳ期 が0 .1 2 6 ± 0 .00 7 で

あ っ た . ま た Ⅰ期 ,
Ⅱ 期,

Ⅲ A 期
,

Ⅲ B 期
,

Ⅳ 期症例の T S 蛋

白陽性率 は
, 各々 44 .4 %

,
5 5 .6 %

,
4 4

.
4 %

,
6 2 .5 %

,
0 % で あ

っ た . 扇平上 皮痛 でも腺癌と 同様 に
, 病期, 年齢

,
性別

, 組織

塑
,

T 区l子
,

N 因子,
M 因子 に よ る T S 値 ,

T S 蛋白 陽性 率の 差

を認 め なか っ た .

3 . 臨床病期別 にみ たT S 値 と生存期間と の 相関

臨床病期別 に TS 値 と予後 と の 関連 をみ る と
,

病期 Ⅰ
, 病期

Ⅱ 症例で はT S 蛋白陽性例 と 陰性例 の 聞 に は予後 に差を認 め な

か っ た .

一

方 , 病期 ⅢA と Ⅲ B 症例 を合 わせ て 検討する と
, 扁

平 上皮病症例 に お い て
,

T S 蛋白陽性例 は 陰性 例と 比較 して有

意 に予後不良で あ っ た ゎ< 0 .0 5) (囲3) .

Fi g . 2 . I m m u n o h i st o c h e mi c al st ai ni n g o f T S i n s q u am O u S C ell

C a r Ci n o m a ･ T S i m m u n o r e a c ti v it y i s s e e n s t r o n gl y i n th e

C yt O pl a s m ･ B a r i n di c at e s l O O /J m .

T a ble 2 ･ C lin ic al a n d p a t h ol o g lC al c h a r a c t e ris ti c s o f p atie n ts a n d e x p r e s sio n o f TS

T S S c o r e ( m e a n ± S I))

C h a r a c te ris ti c s N o ･ Of p a ti e n t s A d e n o c a r ci n o m a S q u a m o u s c e 11 c a r ci n o m a

S e x

M al e

F e m a

a g e

I

=

Ⅲ

Ⅲ

Ⅳ

伽

A

B

t O

t O r

-O r

¶

m

ふ
U

¶

伽

N O

N I

M

M

伽

M O

M l

O -al

l

N

M

つ
ん

q
ノ

0

0
ノ

4

2

1

2

1

′

n)

3

∩

ツ

`
U

2

つ
J

l

2

0

5

7

3

2

つ
ム

つ
】

2

4

8

0
0

0 . 1 45 ± 0 .0 2 8

0 . 1 45 ± 0 .0 3 2

0 . 13 7 ±0 .0 2 7

0 . 15 0 ± 0 ,0 3 0

0 . 12 9 ± 0 .0 2 7

0 . Ⅰ4 6 ± 0 .0 3(う

0 . 13 0 ±0 .0 15

0 . 13 3 ± 0 .0 2 5

0 . 14 5 ± 0 .0 2 9

0 . 12 7 ±0 .0 23

0 . 15 2 ± 0
.0 4 1

0 . 13 9 ±0 .0 2 7

0 . 15 3 士0 .03 5

0 . 13 6 ±0 .03 3

0 . 12 6 ±0 .0 1 7

0 .1 3 9 ±0 .0 30

0 . 14 1

0 . 14 0 ±0 .0 3 0

0 .1 4 7 ± 0 .0 2 9

0 . 14 0 ± 0 .0 1 9

0 .
1 4 8 ± 0 .0 2 0

0 .1 4 6 ± 0 .0 3 3

0 ,1 4 9 ±0 .
0 2 8

0 .1 4 8 ±0 .0 3 4

0 .1 2 6 ±0 .0 0 7

0 .1 3 8 ± 0 .03 0

0 .1 4 5 ± 0 .0 2 6

0 .1 5 6 ± 0 .0 3 4

0 .1 5 3 士 0 .0 2 9

0 .1 4 4 ± 0 .0 26

0 . 15 1 ±0 .0 36

0 .1 4 9 士0
.
0 20

0 . 12 5 ±0 .03 8

0 .1 4 7 ±0 .0 2 8

0 .0 2 0

0 .14 6 ±0 .0 28



6 12

Ⅱ . b cl _ 2 蛋白発現陽性率 と臨床病理 学的因子 との 相関

b cl - 2 蛋白発現 陰性 標準 標本 の 吸 光度測定 に よ り得 られ た平

均 O D 侶 は0 .1 4 0 ± 0 .0 4 2 (n ニ 3 0) で あ っ た
.

以 上 の 結果よ り O D

値0 .1 4 0 以 上 をb el -2 蛋白発現陽性,
0 .1 4 0 未満をb cl - 2 蛋白発現

陰性 と判定 し た .
こ の 基準で 判定 したb cl - 2 蛋白発現 陽性率 は

非小細胞肺癌で 27 .4 % (8 4 例中23 例) ,
腺痛 で21 .7 % (4 6 例中

10 例) ,
扁平 上 皮痛 で 34 .2 % (3 8 例 中1 3 例) で あ っ た ･ 臨床病

期別の b cl - 2 蛋白発現 陽性率 は
,
非小細胞肺癌全体 で は

,
Ⅰ期

(

ま
)

曇
巴

扇
A
叫

己
n
S

0

0

6

0

0

4 0

2 0

0

1 0 2 0 30 40 5 0 6 0 7 0

M o n t h s aft e r s u r g e r y

Fi g . 3 . S u r v i v al c u r v e s o f p a ti e n t s w i th s q u a m o u s c ell

c a r ci n o m a i n s ta g e Ⅲ a ft e r c u r a ti v e r e s e cti o n .

･ ･ ･ ･ ･ ･

,
T S p o siti v e

C a S e S;
-

,
T S n e g a tiv e c a s e s .

*

p < 0 .0 5
,
b y l o g

-

r a n k t e st .

が 2 7 .3 %
,

Ⅱ期 が 42
.1 %

,
Ⅲ A 期 が2 5 .0 %

,
Ⅲ B 期が 15 .8 %

,

Ⅳ 期が2 5 % で あり , 病期 の 進行とb cl - 2 蛋白発現 陽性率と の 間

に は 一 定の 傾 向 を認め な か っ た . なお 年齢 , 性別 , 組織 型, T

因子, N 国子 ,
M 因子に つ い て も同様 で あ っ た (表3) . 腺病の

b cト2 蛋白発現 陽性率 は Ⅰ期 が 23 .1 %
,

Ⅱ 期が 11 ユ %
,

ⅢA 期

が 27 .3 %
,

ⅢB 期 が1 8 .2 %
,

Ⅳ期 が 50 % で あり
,

病 期の 進行

とb cト2 蛋白発現 陽性率 と の 間に は
一 定 の 傾 向を認 め なか っ た .

年齢, 性別
,

組織型
,

T 因子
,

N 因子
,

M 因子 に つ い て も同様

0

0

亡
U

5

0

0

つ
ム

l

0 .0 8 0 .1 0 0 .1 2 0 .1 4 0 .1 6 0 .1 8 0 .2 0 0 .2 2

T S

Fi g . 4 . R el ati o n sh i p b e t w e e n T S an d p5 3 . ¶l e li n e r r e g r e s si o n
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で あ っ た . ま た扁平上 皮 癌の b cト2 蛋白発現陽性率 は
,

Ⅰ期が

33 .3 %
,

Ⅱ 期が 70 .0 %
,

ⅢA 期が 22 .
2 %

,
Ⅲ B 期 が12 .5 %

,
Ⅳ

期が 0 % で あり腺 病と 同様 に 病期の 進行 とb cト2 蛋自発硯陽性

率と の 間に は
一

定の 傾 向を認 め な か っ た . なお年齢
,
性別

, 組

織型
,
T 因子

,
N 因子

,
M 因子 に つ い て も同様で あ っ た

.

Ⅱ . p 5 3 蛋白発現 陽性 率と臨床病理学的因子 との相 関

p 53 発現 陰性標準 標本の 吸光度測定 に よ り得ら れ た 平均 陽性
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面積比 は3 .6 2 ± 0 .4 4 ( n
= 3 0) で あ っ た . こ の 結 果か ら , 陽性面

積比3 ･6 2 以 上 をp 5 3 過剰発現
,

3 .6 2 未満 をp 5 3 正常 発現と 判定
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組織型別で は
, 扁平上 皮痛症例で 陽性率が 73 .7 % で あり, 腺病

症例 の陽性率52 .2 % に比 し有意 に高値 で あ っ た b < 0 .0 5) . 腺

痛のp 5 3 過剰発現率は Ⅰ期が 46 .2 %
,

Ⅱ期 が55 .6 %
,

Ⅲ A 期が

63 .6 %
, Ⅲ B 期が4 5 .5 %

,
Ⅳ期 が50 % で あり
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病期 の 進行 と p 53 過剰党規 と の 間に は 相関を 認め な か っ た . ま

た 年齢, 性別, 組織型
,

T 国 子
,

N 因子
,

M 囚ナ に よ る p 53 過

剰発現 率の 差を 認め な か っ た
. 扁 平上皮痛の p 5 3 過 剰発現率 を

み る と
,

Ⅰ 期が 55 .6 %
,

Ⅲ 期が 9 0 %
,

Ⅲ A 期が 55 .6 %
,

Ⅲ B

期 が8 7 .5 %
,

Ⅳ 期が100 % ) であり , 腺病症例 と 同様 に 病期の 進

行 と p 53 過剰発現 と の 間に は相 関を 認め な か っ た . な お 年齢,

性 別
,

組織 型
,

T 国子
,

N 因子
,

M 因子 に つ い て も同様で あ っ

た .

Ⅳ
.

T S 値 とb cl - 2 値と の相関

TS 倍 とb cl - 2 蛋白発現量と の 相関は
,

非小細胞肺癌全体
,
腺

病, 扁平上皮癌の い ずれ にお い て も認 め られ なか っ た
.

Ⅴ . T S 値 とp 5 3 億 との相 関

非小 細胞肺癌 に お い て T S 値 と p 5 3 発 現量 と の 間に は 有意な正

の 相 関関係が 認め ら れ た b < 0 .0 5
,

図4) . また
, 腹 痛と 扁平

上 皮将 に分 けて 検討 して も
, 各々 両者間 に有意な相 関関係が み

ら れ た .

Ⅶ . 単変量解 析に よ る非小細胞肺癌の 予後因子 の検討

単変畳解析で は
, 非小細胞肺癌 全体 でb cl -2 賓 自発硯陰性(図
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5) , p 5 3 過剰発現 (国6) , 病期Ⅲ以 上 , T 2 以上
,

リ ン パ 節転移

陽性が予 後不良因子と判定 され た . また 腺癌症例 で は p 53 過剰

発 軋 リ ン パ 節転移陽性, 病期 Ⅲ以 上 が
,
扁平上 皮病症例 で は

b cl _ 2 蛋白 発現 陰性 , 病期Ⅲ以上 が 予後不 良因子 と判 定さ れ た

(表5
,
6

,
7) .

Ⅶ. 多変量解析 に よ る非小網胸月市癌の予後因子の検 討

多変量解析 で は
,

非小 細胞肺癌 全体で b c l -2 蛋白発 現 陰性,

p 5 3 過剰発現
,

T 2 以 上 が 独立 した予後不良因子と 判定 され た ･

ま た腺癌症例で はp 53 過剰発現が
,
扇平上 皮痛で はb cl -2 蛋白発

現 陰性
,

T 2 以 上
,

リ ン パ 節転移陽性が 独立 した 予後 不良国子

と判定され た(表8
,

9
,
1 0) .

考 察

5 - F ロ は
,

様 々 な 因子 に より抗腫 瘍効果が 影響を受 け る薬剤

で あ る . 主 た る 細胞 毒性発揮 機序 で ある T S 阻害 の 成 立 に は
,

5 _ F U の 活性 型で ある5 一 フ ロ ロ デ オ キ シ ウ リ ジ ン1 燐酸 (5 -fl u o r o
-

2
,

-d e o x y u ri di n e 5
,
-

m O n O ph o s p h at e
,
F d U M P) に加 えて 十分量の

還 元型葉酸の 存在 が必須で あ る
9)

. さ ら に
,

5 - F U の 解毒 ･ 分解

に 与 る ジ ヒ ド ロ ビリ ミ ジ ン 脱水 素酵 素 (di h y d r o p y ri m i d i n e

d e h y d r o g e n a s e) の 活性 も5 - F U の 細胞毒性 に 影響 を及 ぼ す
1 4)

･

しか し
,

標 的酵素 で ある TS 蛋白 の 発現量 は
, 単独 で も5 ゼU を

中心薬剤と する 癌化学療法の 効果予測 に有用で ある と報告 さ れ

て い る
15 )

.

一

方 ,
T S 蛋白発現量 と 5ゼ U の 感受性試験 結果 と が

相 関 しな い と の 報告 もある
1 4)

. しか し , 種々 の 因子 に修飾 さ れ

る 5 - F U の 抗腫瘍効 果 を試験 管や ヌ ー ドマ ウ ス を用 い た 抗癌剤

感 受性試験 で 判定す る こ と自体 が 困難 で あ る . さ ら に
,

5 ゼU

は 投与速度 に よ っ て代謝 され る経路 が異な る こ とも感受性 試験

の 信頼性 を損 ねる
一

国で あろう . 通常 ,
ヌ

ー

ドマ ウ ス を用 い た

5 -F U に対す る感受性 試験 に は40 m g/ k g 前後 の 5 - F U が 短時間に

投 与さ れ る . 5 - F U は
,

こ の よう に急速 に投 与 さ れ た 場合 その

相当量が フ ツ 化 m A に代 謝 され
,

R N A の プ ロ セ ッ シ ン グ障害

な どを介して 細胞毒性を発揮 する と 考えら れ る . 現在我が 国で

は
,

5 -F ロ の 持続 投与 と腫瘍 内の 還元 型葉酸 を上 昇 させ る 調節

因子を併用す る化学療法が 主流 に な っ て い る
3) 6)

. 欧米で は
,

5 -

F U 療法 (5 - F U b a s e d c h e m o th e r a p y) とは 5 - F U とLN の 併用療法

を意味する
1 6)

.
こ れ らは

,
い ずれ も5 -F U によ る有効 なT S 阻害

の 成立を期待 して お こ なわ れ て い る化学療法で あ る . した が っ

て
,
5 - F U の T S 阻害 に よ る抗腫壕効果を評価 しない 感受性 試験

の 結 果が 臨床 成績と 異なっ て 当然と 言え る .
5 - F U に よ る T S 阻

害 に は
,

T S に 柑 す る 十分 量 の F d U M P と 同 じく 十 分 量 の

C H 2 F H 4 の 倶給 が必須 だか らで ある . こ れ ら の 条件 を み た せ ば
,

腫瘍の 由来臓 器や 組織塑な どに 関わ ら ず5 - F U は 明確 な細 胞毒

性を発揮す る と 考え られ る . 調節 因子 を併用 した5 - F U は
,

肺

癌 に対 す る補助 化学療法 と して 有用 で あ っ た と報告 さ れ て い

る
17 )

. した が っ て
,

腫瘍組織内で 発現 して い る TS 蛋 白量を把

握す る こ と は
,

非小細胞肺癌 に対す る化学療法の 治療戦略上 極

め て 意義深 い こと と 青える
.

本研 究で は
,

T S 東白の ポ リ ク ロ ー ナル 抗体を用 い た 免疫染

色 に よ っ て肺 癌組 織 に お い て もT S 蛋白 の 発現 が 観察 さ れ た .

また C A S 2 0 0 を用 い た TS 染色性 の 定量 が可 能で あ っ た . 抗T S

ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い た免疫染色は
,
生検標本 な どの 微量

検体を用 い て も施行 が可能であ る , した が っ て
,
切 除不能な 進

行 ･ 再発症例 に対 して も行 うミ と の で巷 る
,

有用 な T S 蛋白定

量法で ある と考 え られ る .

立

p 5 3 本 来の 機 能 を有す る野 生 型p53 は 半減 期が 短く ,
免疫染

色で の 検出 は しば しば困難 で ある
18)

.

一

方 , 変異型 p53 の 半減

期は その 2 0 倍程度 で ある た め
, 本研究で 陽性 と判 断さ れ た p 53

は そ の ほ と ん ど が 変異 型 で ある と 思 わ れ る
1 8)

. 本研 究で は
,

p 5 3 の 発現量 とT S 値の 間 に高 い 相関関係が 認め ら れ た
. したが

っ て
, 変異型p 53 発現症 例は 高 い TS 値を呈 する と 考え られ る

.

教室 の 宇野
1 0) も

,
ヒ ト大 腸癌組織 で 同様 の 相関を認 め た と報

告 し た .
こ の 現 象 に 関連 して

, 野生 型p 53 が 試験 管内 で TS の

プロ モ ー タ ー 活 性を 阻害 す る と の 報告が ある
1 9)

. ま た TS 蛋白

も m R N A と リ ボ 核 蛋白複 合体を形成 し
, p 5 3 の 発現を調節 して

い る と報告 さ れ て い る
2 0)

. こ れ ら の 知 見か ら
,

T S 値 と p5 3 発現

量 の 間 に見 ら れ る相 関 は野 生型 p 53 発 現の 低下 に 伴う TS の プ

ロ モ
ー

タ
ー

活性 上昇 に よ る もの と 推測 さ れ る . 本研究 に よ っ て
,

T S 蛋白と 野生型 p53 と の 間の 相互 発現 調節機構が 非小細胞肺癌

組織 に も存 在す る こ と が 強く示唆 さ れ た . これ ら細胞増殖の 調

節に 与る 蛋白の 変異が 連鎖 的に他 の 因子 の 発 現異常をも た らせ

ば
,
細胞 の 痛 化 に拍 車が か か るもの と考え られ る .

一 方 , 原 発巣 に お け る TS 蛋 白の 発現量 が そ の 悪性 度と 相関

す る と い う報告 が あ る
2 1)

. 本研究 で は
,

T S 蛋白 の 発 現量 は肺

癌取扱い 規約 に定 め ら れ て い るい ずれ の 臨床病理 学 的因子 とも

相関 しなか っ た . しか し
, 単 変量解析 に よ る 予後と の 関連 で は

,

扁平 上 皮痛 の 痛 期 Ⅲ A と病期 Ⅲ B 症例 で T S 蛋白高発 現症例が

有意 に低 い 術 後生 存率 を示 した . 非小細胞肺癌 で は
, 病期 ⅢB

まで が 切除 の 適 応と なる . 病期 Ⅱ に分類 さ れ る症例 の 数が 少な

い た め
,

手術適 応と なる 症例 の ほ と ん どが病期 Ⅰ ない しⅢ に含

まれ る . さ ら に , 後者 の 手術治療成頼 は
, 前 者の そ れ と 比較し

て 明確 に劣 っ て い る . し た が っ て
, 病期 Ⅲ症例 の なか で とりわ

け予後 の 不 良な 集団 を拾 い 上 げる こ と は
,

予後向上 を日的と し

た補助療法 を施 行する 有用な指標と な る
.

最近
,
進 行 ･ 再発非小細胞肺癌 に高 い 奏効率 を示す と報告さ

れ て い る 新 規抗 癌 剤 に ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ
｡ rr O P I ) 阻害剤

C F ｢ 1 1 フドある
2 2)

. c F ト1 1 は
,

T O P I 活性が 高値を示す腫瘍 に

ょり高い 抗腫瘍 効果 を発揮す る と され て い る が
2 3)

,
同 じS 期特

異性蛋白で ある T O P I と T S 蛋白の 発現 に は高 い 相 関が あると

推測 さ れ る . T S 値の 高 い 症 例 に は5 ゼU 療法 が 奏効す る割 合が

低 い こ と を考 えあわ せ る と
,

こ の よ う な症例 に は C F r l l を第

一

選択薬 剤 と す べ きで あ る .
こ の よ う な 治療 戦略 に よ っ て

,

T S 高値 を 示す病 期 Ⅲ症 例の 予 後を改善 で き る か に つ い て は 極

め て興味深 い
. 今後 の 臨床的検討 が望 まれ る .

細 胞が死 に 至 る過程は ネ ク ロ ー シ ス と ア ポ ト
ー

シス に大別さ

れ る . 前者 で は ミ ト コ ン ド リ ア の 障害や 細 胞膜 の 破綻 が 生 じ
,

細胞 膜の 流出 に伴 っ て周 囲に は 炎症が 惹起 され る . 後者 は
, 稗

の 凝縮に 引き続く断片化 が特徴 的で
,

形成 され た ア ポ ト
ー シス

小体は マ ク ロ フ ァ
ー

ジ に食食 さ れ 周囲 に炎症を生 じな い . アポ

ト
ー

シス に属す る細胞死 と して
,

個体の 発生 過程 で特定部位の

細胞が 死 滅 し形態形 成を遂行す る現象が あ る . こ れ は ｢計画さ

れ た細胞死 b r o g r am m e d c ell d e a th )｣ と称 さ れ て お り
,

その 制

御機構 に つ い て は 未 だ解 明され て い な い 部分 が多い
. さ ら に ,

成熟組織 の 細胞 交代 や 免疫 シ ス テ ム の 構築 , 有 害化 した細胞 の

排 除など に もア ポ ト ー シ ス は大 きな役割 を果た して い る .
ア ポ

ト
ー シ ス の 誘因と して は放射線や 温熱 に よ る細 胞障害,

ウ イ ル

ス 感 染, 細 胞の 癌化な どが 挙 げら れ る . 近年
,

抗癌剤 に よ っ て

障害を受けた 痛細胞の 死 もア ポ ト
ー シス の 過程 を た ど る こと が

判明 して い る
2弟

. 様々 な誘 因に よ っ て 惹起 され た アポ ト
ー シス



l
t

肺癌に お けるチ ミ ジル 離合成酵素 の 発現

の シ グナ ル は
,

完全 には 解明さ れ て い ない 情報伝 達経路 を通り

アポ ト
ー シス 決定機構 に伝え られ る . ア ポ ト

ー

シス を開始させ

る機構の 制御に は様 々 な遺伝子が 関与 し てい ると 考えら れ る .

b cl -2 は ,
ア ポ ト

ー シス を制御 する こ と に よ っ て
, 細胞の 癌化や

,

抗癌 剤 に 対す る薬 剤抵 抗 性 に 関 与す る 独特 な痛 遺伝 子 で あ

る
25 卜 27 )

. K ot y ら
28 )

は
, 非小細胞肺 癌由来の 継代 細胞株 を用い

た実験で
,
b cト2 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドによ っ て ア

ポ ト
ー

シス が誘 導され る と 報告 し た . 5 - F U の もた らす細胞死

もア ポ ト
ー

シス で あり
,
b cト2 蛋白の 発現 は 当該薬剤 に対する感

受性 の 低下 に 帰結す る もの と考 え られ る . 本研究 で は
,

5 - F U

の抗腫瘍効果 に深く関与する TS 値 とb cl - 2 蛋白発現 との 間 には

相関を認 め なか っ た
. した が っ てb cl - 2 蛋白の 発現 は

,
5 - F U に

対す る感受性低下 の 独立 し た因子 と し て作用す るもの と して 考

えら れ る . ま たb cl - 2 は
, 痛 化の 早期 に 関与する 遺伝子 で ある

と の 報告
2 9) 30 )

や
, 早 い 病期症例で 陽性率 が 高い と の 報告 もあ

る
29 )3 0)

. し か し本研究 で は
, 非小細胞 肺癌全体 にお い て も組織

塑別に検 討 して もb cl - 2 蛋白発現陽性率 と 臨床病期 の 間に は 相

関は認 め られ なか っ た .
b cl- 2 蛋白発現 と 予後と の 関連 に対する

諸家の 意見 は
一

致 して い な い . O h s a ki ら
2 9)

は
, 非小 細胞肺癌

を用い た 検討で b cト2 蛋白発現例 は生存期 間が 長か っ た と 報告

して い る . 本研究で は
,

b cl- 2 蛋白の 発現陽性 例は 陰性例 と比較

して 有意 に 良好な予後 を 示 し
, 多変量解析 に よ っ て独立 し た予

後因子と判定 さ れた . b cl -2 が悪性腫瘍 の 進展 に及ぼす影響の 機

序は 複雑 で ある と推測 され
,

その た め に種 々 の 結果が 報告 され

てい る もの と考え られ る .

p 5 3 は
, 細胞周期制御 因子の 一

つ で ある
. p 5 3 は G l 期 か らS

期 へ の 移行 に必須 で あ る E2 F l の 解離 に 制御 的に 働き, そ の 結

果細胞 は G l 期で 停止 す る
3 1 )

. ま た 多機能 蛋白で あ るp 5 3 は
,

アポ ト
ー

シス を誘導する 働きも有 して い る
31)

. 本研究 で は
, 変

異型p 53 の 発現 と T S 値 と の 間 に有意 な 正 の 相関 を認 め た . T S

の 高値 は
,

5 - F U に よ る細胞毒 性発揮 を阻害す る 重要な因子 で

あ る
. さ ら にT S 値 の 上 昇 に伴 っ て p 5 3 変異発生 率 が 高ま る と

すれ ば
,

こ れ ら の 因子 が 相ま っ て5 - F U の 抗腫瘍 効果 を減ず る

こ と に な る
. 大腸癌 で ほ

, その 発癌 過程で はた すp 53 変異 の 役

割が 解 明さ れ つ つ あ る
:iZ) 3 3)

. また そ の 他 の 癌 腫で もp 53 の 変異

が高率 に認め られ
, 予後l相子と して の 検討も数多く な さ れ て き

た . 家接
‥‡4)

は
, 非小細胞肺癌 を用 い た 検討で p 53 発現は 独立 し

た予後 不良国子で あ る と結論 付け た . 本研究 に お い て も
, p 5 3

発現例 は 有意に 不良な予 後 を示 した . ま たp 5 3 の 党規 は い ずれ

の 臨床病理 学的因了･ とも相関せ ず, 多変量解析に よ っ て独 立 し

た予後国子と 確認さ れ た .

T S の 周 辺 に は個体 の 健全性保持 に 重要 な代謝 過程が 複雉 に

入り組 んで い る . 還元型 葉酸代謝 に与 る メ ナ レ ン テ トラ ヒ ドロ

葉酸還元 酵素 ( m e th yl e n e t et r a h y d r of ol a t e r e d u c t a s e
,
M T H F R)

の 異 常 は ホ モ シ ス ナ ン 尿 症 の 原 因 と な る
3 5)

. ま た 同 じく

M T H F R の 酵素活性 異常 によ りも た ら さ れ る 高ホ モ シ ス ナ ン 血

症は
, 心血管系疾患発 生の 危険性を 著 しく高 め る

36)
. さ ら に

,

ホモ シ ス テ ン の 前駆体で あ るS ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン は
, 種々

の 物 質 を メ チ ル 化 す る 際 の 重要 な メ チ ル 基供 与 体 で あ る .

K a m i y a ら
3 7)

は
, 非小細 胞肺 癌組織 に お い て M T H F R の 活性が

低い 遺伝子型で はサ イ クリ ン 依存性 キ ナ
ー

ゼ4 阻害蛋白( c y cli n
-

d e p e n d e n t ki n a s e
-4 i n h ibit o r

, p 1 6 /I N K 4) の 発現が 高い と報告 し

た . 彼 ら は
,

か か る p 1 6/I N K 4 の 高発 現 はp 1 6/I N K 4 の m R N A

の プ ロ モ ー

タ
ー 額域の メ チ ル 化 の 制御 に 由来す る と して い る .
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p 1 6 /I N K 4 は
,

G l ブ ロ ッ ク制御 に対 し野生 型p 53 と 同様抑制的

に働く . しか し
,

教室 の 宇野は p 16/I N K 4 が 高発現 して い る胃

痛組織 で 有意 にT S 債 が 高い こ と を報告 した . T S 蛋 白自 身が

T S m R N A か ら の 蛋 白翻訳 を調節 して い る 可能性もあり
,

T S を

取り 巻く蛋白 の 発現調節機構 は 極 め て 複雑 で ある と 考え られ

る
. 本研 究で は

, 非小細胞肺癌 で
!

変異塑 p 53 の 発現 と T S 億

が 正 の 相関を有する こ とが 判明 した . 今後,
こ の 領域の 蛋白発

現 に関与す る因子をひ と つ ひと つ 解明 して い く こ とが, 複雑な

蛋白群 の 相互 発現調節機構を解明する うえで重要と 思わ れ る .

結 論

84 例 の 非小細胞肺癌症例を対象 と して T S
,
b cl - 2 蛋白お よ び

p 5 3 の 発現を免疫染色性の 数量化 に よ っ て 行 い
, 以下 の 結論を

得 た .

1 . T S 蛋白発現陽性率は
, 非小細胞肺痛 全体 で39 .3 %

, 腺痛

で32 .6 %
, 扁平上 皮痛で 47 .4 % で あっ た .

2 . T S 値お よ び TS 蛋白 陽性率 と 臨床病理学 的因子との 間 に

は 有意 な相 関を認め なか っ た .

3 . 扁平上皮痛 で
, 病期 Ⅲ症例 の 予後は TS 蛋白陽性例 で 陰性

例 と比較 して有意 に不良であ っ た
.

4 . b cト2 蛋白発現 陽性率は
, 非小細胞肺癌全体で 27 .4 %

, 腺

痛で21 .7 %
, 扁平上 皮癌 で34 .2 % で あ っ た .

5 . 各臨床病理 学的国子 とb cl -2 蛋白発現率と の 間に は 関連 を

認め な か っ た .

6 . p 5 3 過剰発現 率 は, 非小細胞肺 痛全体 で61 .9 % , 腺病 で

52 .2 % , 扁平上 皮癌で 73 .7 % で あ っ た .

7 . 各臨床病理 学 的因子 と p 53 過剰発現 率と の 間 に は 関連 を

認め なか っ た .

8 . T S 値と p 5 3 発現量 と の 間に は
, 非小 細胞 肺癌 全体 で 有意

な正 の 相関関係が 認め られ た . また
,

腺病 と扁平上 皮痛 に分け

て検討 して も
,
両者間 に有意な相関関係が み ら れ た

.

9 . 多変量解析で は
,
非小細胞肺癌全体でb cト2 蛋白発現陰性 ,

p 5 3 過剰発現,
T 2 以 上 が

, 腺病 症例 で はp 53 過剰発現が
, 扁平

上 皮痛 で はb cl -2 蛋白発現陰性,
T 2 以 上

,
リ ン パ 節転移陽性 が

有意な 予後不良因子 と判定さ れ た .

以 ヒよ り
, 非小細胞肺癌 に お ける TS 党規を 免疫組織 化学的

に評価 する こ と が 叶能で ある こ と が 判明 した . ま た T S はb cト2

の 発現 と は 相関 をホさ な か っ たが
, p 5 3 党規量と は有意 なlヒの

相関を示 し た
. 今後 , 種 々 の 細胞周期制御l軒f ･ とS 期特異性蛋

f
f
l の 相互 党規 調節機構を解明す る こ とが 重要と 思わ れた .
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e x p r e s si o n o f th e r e s p e c ti v e p r o t ei n s a n d th e cli n i c o p a th ol o g l C al f a c t o r s o r p r o g n o s e s o f p ati e n ts . T h e p o siti v e r a t e o f T S

P r O t ei n e x p r e s si o n w a s 3 9 ･3 % o v e r all p a ti e n ts w ith n o n
-

S m all c e ll l u n g c a n c e r s ･ W h e n p o si ti v e r a te s of T S p r o t ei n e x p r e s si o n

W e r e C l a s sifi e d b y th e h i s t ol o g l C al ty p e o f c a n c e r
,
3 2 .6 % o f p a ti e n ts w ith ad e n o c a r ci n o m a s w e r e p o siti v e

,
W h il e 4 7 .4 % o f

th o s e w ith s q u a m o u s c e11 c a r ci n o m a s w e r e p o si ti v e . M o r e o v e r
,
th e r e w a s n o s l g n i fi c a n t c o r r e l a ti o n b e t w e e n ei th e r th e l e v el o r

th e p o siti v e r a t e o f T S p r o tei n e x p
r e s si o n a n d th e r e s p e c ti v e cli nic o p a th o l o g l C al f a c t o r s . W h e n th e r el ati o n sh ip b e t w e e n th e T S

l e v el a n d
p r o g

n o si s o f
p

a ti e n t s i n cli n i c al s tag e Ⅲ w i th sq u a m o u s c ell c a r c i n o m a w a s e v al u a t e d
,
Si g n i fi c a n tly p o o r e r p r o g n o si s

W a S n O te d i n p a ti e n t s w h o w e r e p o si ti v e f o r T S p r ot ei n e x p r e s si o n c o m p a r ed to th o s e w h o w e r e n e g a ti v e (p < 0 .0 5 ) . T h e

P O Siti v e r a te s o f b cl - 2 p r o t ei n e x p r e s si o n w e r e 2 7 .4 % o v e r all p a ti e n ts
,
2 l ,7 % i n th o s e w ith a d e n o c a r ci n o r n a s

,
a n d 3 4 .2 % i n

th o s e w i th s q u a m o u s c ell c a r ci n o m a s ･ H o w e v e r
,
th e r e w e r e n o c o r r el ati o n s b e t w e e n th e r e s p e c ti v e cli n i c o p a th o l o g l C al f a c t o r s

a n d th e p o siti v e r a t e o f b c l - 2 p r o t ei n e x p r e s si o n . T h e r ate o f p 5 3 0 V e r e X P r e S Si o n w a s 6 l .9 % o v e r a ll p a ti e n ts
,
5 2 .2 % i n th o s e

W ith ad e n o c a r ci n o m a s
,

a n d 7 3 ･7 % i n th o s e w ith s q u a m o u s c e ll c a r ci n o m as ･ T h e r at e o f p 5 3 e x p r e s si o n w a s s l g n i fi c a n tl y

h ig h e r i n p ati e n t s w ith s q u a m o u s c e 11 c a r ci n o m a s th a n i n th e o th e r p a ti e n t s (P < 0 .0 5 ) . T h e re w a s n o c o r r el a ti o n b e t w e e n th e

r e s p e cti v e cli n i c o p a th o l o g lC al f a c t o r s a n d th e r a t e o f p
5 3 0 V e r e X P r e S Si o n . H o w e v e r

,
th e r e w a s a p o si ti v e c o r r el a ti o n b e t w e e n

th e T S l e v e l a n d th e p 5 3 l e v e l o v e r all p a ti e n ts w i th n o n - S m all c e11 1 u n g c a n c e r ( P < 0 .0 5 ) . M o r e o v e r
,

Si m il a r r e s u lt s w e r e

O b t a i n e d w h e n e v al u a ti o n s w e r e p e r f o r m e d a ft e r cl a s si fy i n g th e n o n - S m all c el1 1 u n g c a n c e r s i n t o a d e n o c a rci n o m a s a n d

Sq u a m O u S C e ll c a r ci n o m a s . M u lti v ar i a t e a n al y s I S r e V e al e d th a t n e g a ti v e e x p r e s si o n o f b c ト2
,

O V e r e X P r e S Si o n o f p 5 3 a n d t u m o r

St a g e a b o v e T I w e r e i n d e p e n d e n t p r e d i c to r s o f p o o r p r o g n o s i s i n o v e r all c a s e s . p 5 3 0 V e r e X P r e S Si o n w a s a n i n d e p e n d e n t

P r e di c t o r o f p o o r p r o g n o si s f o r a n a d e n o c a r ci n o m a
,
a n d n e g a ti v e e x p r e s si o n o f b c l - 2

,
tu m O r S ta g e a b o v e T l a n d p o si ti v e

l y m p h n o d e m e t a s t a si s w e r e i n d e p e n d e n t p r e di c t o r s o f p o o r p r o g n o si s f o r a s q u a m o u s c ell c a r ci n o m a ･ T h e s e r e s u lt s s h o w th at

T S p r o t ei n e x p r e s si o n c a n b e e v al u at e d b y i m m u n o hi st o c h e m i c al s t ai n l n g O f n o n
-

S m al 1 c el1 1 u n g c a n c e r ti s s u e s ･ M o r e o v e r
,

th e y al s o s u g g e s t th at s o m e m e c h a n i s m i s op e r a tl n g W h i ch r eg
u l a te s m u tu al e x p r e s si o n of T S a n d m u t a te d p 5 3 i n n o n

- S m all

C ell l u n g c a n c e r s .


