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テ ロ メ ア は染色体末端 に存在す る5
'

m G G G - 3
,

の 6 塩基対を基本構造 とす る繰り返 し配列で ある . 細胞が 分裂 を重 ねる

と テ ロ メ ア長 は次第 に短縮 し
, 染色 体の 安定性 が失 われ 細胞死 に帰結する . テ ロ メ ラ ー ゼ は テ ロ メ ア を伸長 させ る酵素で あり

,

そ の活性発現 に よ っ てテ ロ メ ア 短縮に伴 う染色体不安定化が 回避 され る こ と に な る . 肺痛を含む 多く の 痛組織 にお い て高 い テ

ロ メ ラ
ー ゼ活性が 報告 されて い る が

,
正常組織 の そ れ は極 め て低い

. テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 お よ びテ ロ メ ア長変化と痛 の 病態 との

関連性 に つ い て は現在盛ん に研究 され て い るが
, 特 に肺癌 に つ い て は 不明の 点が多い

. 本研究で は
,
非小細胞肺癌組織にお け

る テ ロ メ ラ ー ゼ 活性
,

テ ロ メ ア 長を測定 し
, 臨床病理 学的因子 汀 因子,

N 国子, 病期
,

組織 乳 静脈侵 襲
,

リ ン パ 管侵襲,

胸膜浸潤 , 分化度, 核分裂指数) と の 関係を検討 した . さ ら に肺癌患者の 喀痍 の テ ロ メ ラ ー ゼ活性 を測定し
,
肺癌 の ス クリ

ー

ニ ン グ検査 と し て の 有用性を検討 した
. テ ロ メ ラ

ー ゼ 活性 はT RA P e z e T el o m e r a s e D e te c ti o n K t を用 い た ト ラ ッ プ C el o m e ri c

r e p e a t a m plifi c ati o n p r o t o c ol
,
T M ) 法で 測定 し

, 半定量化 して相対的テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 (t o t al p r o d u c t g e n e r a t ed

,
T P G) を算出

した . テ ロ メ ア 長 は
,

テ ロ メ ア 反復配 列を プ ロ ー ブ と し た サ ザ ン 法 を用 い て 測定 し た . 非小細胞 肺癌組 織10 6 例 中75 例

(70 .8 %上 炎症性 肺組織5 例中1 例 (20 .0 %) が テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性陽性で あ っ たが , 隣凝正 常肺組織は 25 例会例が 陰性で あ っ た .

一

方
,
非小細胞肺癌組織 の T P G 値 は40 .1 ± 1 0 0 単私 隣接正 常肺組織 は0 .0 4 8 ± 0 .0 82 単位 , 炎症性肺 組織 (5 例) は0 . 13 5 ±

0 ･0 7 8 単位 で あり, 非小細胞肺癌組織 の TP G は 正常肺組織,
炎症性肺組織に比 し有意 に高値 を示 した b < 0 .0 1) . 非小細胞肺癌

組織 に お ける テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽性撃 と 臨床病 理学 的諸 国子 と の 相関 は認め られ なか っ た . しか しなが ら T P G 値 と T 因子 と

の 相 関 に つ い て は
,

T 2 症例 は T l 症例 に比 しT P G 値 が 有意 に高く (p < 0 .0 1) ,
T 3 -4 症 例 はT l 症例 に 比 し高 い 傾 向 にあ っ た

b = 0 .0 6) . T P G 値 と N 因子 と は相関 しな か っ た . 病期別に はⅠ期症例 に比 しⅢ期
,

Ⅲ- Ⅳ期症例が 高い T P G 値を示す傾 向にあ っ

た ゎ= 0 ･0 6) ･ ま た組織型 とT P G と の 相関は な か っ たが
, 胸膜浸潤陽性例は 陰性例 に比 しT P G が 有意な高値 を示 した (p < 0 .0 5) .

組織 型 別 に 分化 度 と T P G 値 の 相 関 を み る と
, 扇 平上 皮 癌 に お い て 中 , 低分 化型 は 高分 化型 に 比 し有意 に 高値 を示 し た

b < 0 .0 5) . ま た核分裂指数と T P G 値 と の 間に は有意な正 の 相関を認 め た b < 0 .0 1) . 非小細胞肺癌 鋸 例 の テ ロ メ ア 長は
, 隣接正

常肺組織 に比 して 延長例が 83 例中9 例 (10 .8 %) ,
短縮例が 17 例 (20 .5% ) ,

不変例が57 例 (68 .7 %) で あ っ た . テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性 に

つ い て は テ ロ メ ア 長 延長例 で は短 縮例 , 不変例に 比 し有意 に高い T P G 値を示 した . しか し
,

テ ロ メ ア が 延長 しか つ テ ロ メ ラ

ー

ゼ 活性陰性 の 症例 も見出 され た . また
, 肺癌患者24 例中14 例 (58 .3 %) で 喀疾 の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 が 陽性 で あ っ た . さ ら に

喀癌細胞診で ク ラ ス ト Ⅲで あ っ た 18 例中9 例 (50 .0 % ) が テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性 陽性で あ っ た
,

以 上 の 結果よ り
,

肺癌組織 の テ ロ メ

ラ
ー ゼ 活性 は腫瘍 の 増大や 周囲組織 へ の 浸潤 と とも に増加す る こ と

,
テ ロ メ ア 長の 維持 に は テ ロ メ ラ ー ゼ活性発現以 外の 機構

も存在する こ と が示唆 され た . また 肺癌患 者の 喀疲の テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性 の 測定 は肺癌の ス ク リ
ー

ニ ン グ検査 と して 有用であ る

こ と が 初め て示唆 さ れ た
.

K e y w o r d s n o n - S m all c el1 1u n g c a n c e r , t elo m e r e
,
t el o m e r a s e

,
T R A P a s s ay

テ ロ メ ア は
, 染色体 の 末端 に存在す る m G G G の 6 b の 繰り

返し配列で あり,
ヒ ト染色体で は 約1 0 K b の 長 さを有する

. 細

胞分 裂 に伴 う D N A 複 製 の 過程 で テ ロ メ ア は そ の 長 さ を減 じ

Ⅰ)
, 4 -6 E b に至 る と染 色体の 安 定性 保持が 困難 と なり細胞 は死

滅す る
2) 3)

. した が っ て
,

テ ロ メ ア の 伸 長 能をもた な い 細胞で

は
,

テ ロ メ ア 長に よ っ て 残余分裂 能が 規定 され る こ と にな る .

テ ロ メ ラ ー ゼ は テ ロ メ ア 配列を鋳型 と して染色体末端の テ ロ メ

アを合成, 追加 する逆転 写酵素で あ る
. テ ロ メ ラ ー ゼ の 発現 を

介 して 細胞分裂に付随す るテ ロ メ ア 長短縮が 防止さ れ れ ば
, 細

胞は 際 限の な い 増殖 能を獲得す る こ と に な る
4)

. ヒ ト細胞 の 場

合, 極め て 高い 増殖能をも つ 生 殖細胞 は強い テ ロ メ ラ
ー ゼ活性

を示す が
, 正 常体細胞 は通常活性をもた ない

5j
. また 種 々 の 臓

器の 痛組織に お い て テ ロ メ ラ ー ゼ活性が 高率 に発現 して い る こ

と が 報告さ れ て い る
6 卜 1 5)

. テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性の 陽性率は甲状腺

痛で は 50 %
6)

, 胃痛
7)

, 大腸癌
8)

, 膵癌
9 )

, 乳癌
1 0)

で は85 将5% で

ある .

平成11 年6 月 1 4 日受付
,

平成 1 1 年 7 月 21 日受理

A b b r e vi ati o n s : T W , t el o m e ric r e p e at a m p li五c ati o n p r o t o c ol; T P G
,
t Ot al p r o d u ct g e n e r a t e d; T N M

, th e t u m o r -

n o d e - m et a S t a Si s s t a g e
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肺 癌 に お い て は 非小 細 胞癌 で 78 - 8 4 %
11】12 )

,
小 細 胞癌 で は

100 %
11)

の 症例で テ ロ メ ラ
ー ゼ活性が 陽性で あ っ た と報告 さ れ

て い る . テ ロ メ ラ ー ゼ 活性や テ ロ メ ア長 の 変化と癌 の 臨床病 態

に つ い て は
, 現在盛 ん に研 究さ れ て い るが

, 特 に肺癌 に つ い て

は不 明の点 が多い
. 例 えば テ ロ メ ラ ー ゼ活性 と肺癌 の 予後 と の

相 関に 関 して Hi y am a ら
1 1)

は
,

テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性 の 高 い 腫瘍 で

は予 後が悪 い 傾 向が あ る と述 べ て い る . ま たY a s hi m a ら
1 6)

は
,

肺 の 上 皮内項 の テ ロ メ ラ
ー ゼ活性 は

,
進行癌 に比 べ る と低値 で

あ っ た と報告 して い る .

一 方
,

テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性 と予後 は相 関

しない とい う 報告
17) もある

. テ ロ メ ア長 に 関して も
,

テ ロ メ ア

長 の 変化 の み ら れ る症例 は 予後不 良で ある と い う 報告
17 )18 )

と
,

関連 しない と い う報告
1 2)

が ある .

また
,

ヒ ト テ ロ メ ラ
ー

ゼ の R N A コ ン ポ ー ネ ン ト (h u m a n

t el o m e r a s e R N A c o m p o n e n t
,
T E R C ) に対する ア ン チ セ ン ス オ リ

ゴヌ ク レ オ チ ドを反応 さ せ る こ と に より
,

ヒ ト癌 由来継代細 胞

株 に お い て テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性が 抑制 され
,

さら に細胞増殖 も抑

制され た と い う報告 もあり
19)

,
こ の よう な テ ロ メ ラ

ー

ゼ 活性 阻

害物 質が痛治療 に用 い られ る 可 能性 もある . テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性

と痛 の 臨床痛態 と の 関連性を明ら か に する こ と は
,

テ ロ メ ラ
ー

ゼ 阻害物 質に よ る療 治療が 臨床上応 用可 能か どう か を予 測する

一 助 にも な ろう . テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性が 痛組織で 高率 に発現 し
,

正常 組織 で は ほ と ん ど検出され ない と い う特徴か ら
,

テ ロ メ ラ

ー ゼ 活性 の 測定 は痛 の 早期診断 にも有用で ある こ と も期待 され

る .

本研 究で は
,
非小細 胞肺癌組織の テ ロ メ ラ

ー ゼ活性 とテ ロ メ

ア 長を測定 し
,

T
,

N 因子 , 病期, 組織 型, 静聴侵 襲
,

リ ン パ

管侵 襲, 胸膜侵襲の 有軌 核分裂指 数と の 関係に つ い て 検討 し

た . また肺癌患 者お よび 非肺癌患者の 喀疾の テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性

を測定 し
,
肺癌 の ス クリ

ー

ニ ン グ検 査と して の 有用性 を検討 し

た .

対象お よび方法

Ⅰ . 使用細胞及 び臨床材料

1 . 細胞培養 お よ び その 条件

ヒ ト痛由来継代細胞株 H C T 1 5 を直径6 c m の シ ャ ー レ 内で 培

養 した , 培養液に は R P M I - 1 64 0 培地 ( Gib c o
,
G r a n d i sl a n d

,
U S A )

に ウ シ胎児血清 (Gib c o) ,
1 0 0 単位/ m l ペ ニ シ リ ン ( コ ス モ バ イ

れ 東京) ,
1 0 0 〃 g/ m l ス ト レプト マ イ シ ン ( コ ス モ バ イ オ) を添

加 した もの を使用 した . 培 養細胞 は
,

5 % 二 酸化炭素通 気の 培

養 装 置内 に お い て 3 7 ℃ で 培養 し
, 対数 増殖期 に あ る 細胞 を

P B S に て 2 回洗 浄後,
ト リ プ シ ン E D T A [ 0 .0 5 % トリ プ シ ン

(Si g m a
,
S t . L o u i s

,
U S A ) ,

0 .5 3 m M E D T A (和光純 薬, 大 阪) ] で

採 取 遠心後
,

P B S に て
一 回洗浄を行 っ た . 遠沈 させ た 細胞 は

解析 に使用す るまで -

8 0 ℃で 保存 した .

2 . 組織検体

199 6 年10 月 か ら19 9 8 年6 月 まで に
,

金沢大学医学 部第 一 外

科学講座 に て 切除 さ れ た原 発性非小細胞肺癌106 例 お よ び炎症

性肺 疾慮5 例を対象とした .
い ずれ も術 前化学療 法は 施行 さ れ

て い ない
. 肺 癌症例 の 性別 は男性75 例 , 女性31 例 , 年齢 は25 -

9 0 才 (平均66 .6 才) ,
組織型 は腺痛65 例

,
扁平上皮痛31 例

,
大

棚胞 癌6 例 , 腺 扁平 上 皮滴 4 例 で あっ た . T N M (th e t u m o r
-

n o d e
-

m e ta St a Si s st a g e
,
T N M ) 2 0) 分類 に基づ く病期分類 は Ⅰ期

50 例
,

Ⅱ期 16 例
,

Ⅲ期3 8 例 ,
Ⅳ 期2 例 で あ っ た . 肺滴組織

,

隣接正常肺組 織お よ び炎症性肺組織は切 除後直ち に液体窒素 に

失

て急速凍結 し
, 解析 に使用 するま で - 餌 ℃ で保存 し た .

3 . 喀疾

199 8 年2 月 か ら同年7 月 まで に金沢大学 医学部第 一 外科学講

座 で 手術 を施 行 さ れ た 肺癌 症例24 例 と
, 同時期 に 入 院 し て い

た 非肺癌症例1 6 例 を村象 と した . 肺癌症例 の 組織 型は 腺痛15

例
,

扁平上 皮 痛5 例
,

小細 胞癌2 例 , 大和胞痛 1イ札 腺扁平上

皮 痛1 例 で あ っ た . 非肺癌 症例 は結 核8 例
, 気管支 炎2 例 , 肺

膿 瘍2 例 , 腺 腫様過 形成1 例
,

そ の 他3 例 で あ っ た . 自然 に喀

出さ れ た 喀痍 1 回分 を材 料 と した . 暗疲採 取後直ち に その
一

部

を細胞 診用 に ス ライ ドガ ラ ス 2 枚 に 塗沫 し
,

9 5 % エ タ ノ ー ル 固

定後パ パ ニ コ ロ ウ 染色を行 っ た . 残り の 喀疾 に トリ プシ ン 溶液

【0 .5 % トリ プ シ ン (Si g m a) ,
0 . 5 % 塩化 カ ル シ ウ ム (和光純薬) ,

0 .0 1 M P B S】 を加 え室温で 10 分間静置 した の ち
,
1

,
50 0 g で 5 分

間遠心 し た . 次 い で 上 清 を除き
, 沈殿 に氷冷 した P B S l O m l を

加 えて 洗浄後, 4 ℃
,
1

,
5 0 0 g で 5 分 間遠心 した . こ の 操作を2

回行 っ た後, 上 清を取り除 き沈殿を解析 に使用 する まで
-

8 0 ℃

で 凍結保存 した .

Ⅰ . テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性 の測定

テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性は 継代細胞 , 臨床検体 , 喀痍 よ り抽 出 した

蛋 白 を 用 い て
,

ト ラ ッ プ (t e l o m e ri c r e p e a t a m pli fi c a ti o n

p r o to c ol
,
T R A P) 法 にて 測定 した . な お

,
T R A P 法 に はT R A P e z e

T el o m e r a s e D et e c ti o n Ki t (O N C O R
,
G ai th e r s b u rg ,

U S A) を使用

した
.

1 . 蛋白の 抽出

継代 細胞株に つ い て は
,

2 × 1 0
6
の H C T 1 5 細胞 の 凍結沈殿を

キ ッ ト付属 の 1 × C H A P S 溶解液 (0 .5% C II A P S
,
1 0 m M n i s - H C l

,

1 m M 塩化 マ グネ シ ウ ム
,
1 m M E D T A

,
5 m M β

- メ ル カ プト エ タ

ノ ー ル
,
0 .1 m M ベ ン ザ ミ ジ ン

,
1 0 % グ リ セ ロ

ー

ル) 2 0 0 /∠1 で再

懸濁 し, 氷上 で3 0 分 間静置 した . そ の 後4 ℃ で 12
,
0 0 0 g ,

2 0 分

商連心 し
,

上 帝を蛋白抽 出液 と した . 組織検体 に つ い て は
,

ク

リ オス タ ッ トに て 薄切 した 凍結組織 50 /J g に キ ッ ト付属 の 1 ×

C H A P S 溶解 液20 0 FLl を加えて
,

マ イ ク ロ ホ モ ジ ナ イ ザ
ー

( コ ス

モ ･ バ イ オ) を用 い 10 秒 間ホ モ ジナ イ ズ した . ホ モ ジ ナ イ ズ 液

を氷上 で3 0 分間静 置 した 後,
4 ℃で 12

,
0 0 0 g ,

2 0 分 間遠心 し
,

上 清を蛋白抽 出液と した . 抽 出液の 蛋白濃度 をBi o R a d - P r o t ein

As s a y 染色液 (日 本 バ イ オ ラ ツ ド
,

東京) を用い て 測定 し
,

蛋白

濃度0 .5 〃 g / 〃1 に調整 した . 喀瘍 に つ い て は
, 凍結 沈殿 全量に

1 × C H A P S 溶解液20 0 〃1 を加 え
, 継代細 胞株 の 方法 に準 じて

蛋白抽 出 を行 っ た . す べ て の 蛋 白抽 出液は 解析 に 供す る ま で -

8 0 ℃で 保存 した .

2
,

T R A P 法

蛋白 抽出液2 /ノ1 (蛋白量1 〃g) に つ き
,

キ ッ ト付 属の T R A P

反応緩衝液 【20 m M T ri s - H C l (p H 8 .3) 5 FLl
,
6 8 m M 塩化カ リ ウ

ム
,
1 .5 m M 塩化 マ グネ シ ウム

,
1 m M E D T A

,
0 .0 8 %

′

I V e e n 2 0] ,

デ オキ シリ ボ ヌ ク レオ チ ド混合液(d A T P
,
d G T P

,
d C T P

,
d m 各

20 0 FL M ) ,
T S (t e l o m e ri c s u b s t r a t e

,
T S ) プ ラ イ マ

ー

(5
'

- A A T

C C G T C G A G C A G A G m 3
'

) 0 ･1 FL g ,
お よび プ ライ マ

ー

ミ ッ ク

ス 【R P プ ラ イ マ
ー

,
K l プ ラ イ マ

ー

,
T S E l テ ン プ レ ー

ト各0 .1

FL g を含 剤 各1 FLl
,

T a q ( 血 e r m u s a q u a ti c u s
,
T a q) D N A ポ リ メ

ラ ー ゼ (宝酒造, 京 都) 0 .4 単位を加え
, 滅菌蒸留水 に より 全量

50 /Jl と した . R P プ ライ マ
ー

は テ ロ メ ラ
ー

ゼ 生成物 を増 幅する

ア ンチ セ ン ス プ ライ マ
ー

で あり
,

K l プラ イ マ
ー

お よ びT S K l テ

ン プ レ ー

トほ3 6 b p の 内部標準 の 配列を増幅す る プラ イ マ
ー で

ある
.

P C R 反応 に は P r o g r am T e m p C o n t r oI S y st e m P C - 80 0 ( ア
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ス テ ッ ク
,
福 岡) を使用 し た . 3 0 ℃で 30 分 間テ ロ メ ラ

ー

ゼ に よ

る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド伸 長反応を さ せ た 後,
9 4 ℃5 分間で テ ロ

メ ラ
ー ゼ を失活 さ せ た . そ の 後9 4 ℃30 秒 間の 熱変性 ,

5 6 ℃30

秒間の ア ニ ー リ ン グ
,

7 2 ℃4 5 秒間の D N A 伸長反応 を1 サ イ ク

ル とす るP C R 反応を30 サ イク ル 行 っ た .
こ の P C R 産物50 〃l に

つ き5 /∠1 の 色素繚衝 液 【全量5 m l に つ き グリ セ ロ ー ル 2 .5 m l

(和光純薬) ,
1 .2 5 % ブ ロ モ フ ェ ノ

ー

ル ブ ル
ー

1 .O m l (和光純薬) ,

1 .2 5 % キ シ レ ン シア ノ
ー

ル 1 .O m l (和光純莱) ,
0 .5 M E D T A (p H

8 .0) 0 .5 m l】 を加え
,

12 % ポ リ ア クリ ル ア ミ ドゲ ル に て走 電圧

1 50 v
,
2 時 間の 電気 泳動 を行 っ た . 泳動 終了後 ,

1 0
,
0 0 0 倍 希釈

の S Y B R T M
G r e e n I 液 (M ol e c ul ar P r o b e s

,
O r e g o n

,
U S A ) にて染

色 し, 蛍光 イ メ ー ジア ナ ライ ザ
ー

SI ( モ レ キ ュ ラ
ー

ダイ ナ ミ ク

ス ジ ャ パ ン
, 東 京) に て 画 像 を 取 り 込 み , 画像 解 析 ソ フ ト

IM A G E Q U A N T (M ol e c ul a r d y n am i c s
,
C al if o mi a

,
U S A) にて濃

度解析を行 っ た .

3 . テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 の 半定量

定量化 コ ン トロ
ー ル の 信号強度を基準値 と して 以下 の 式を用

い て相対的 テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 (to t al p r o d u ct g e n e r a te d

,
T P G) を

計算 した .

T P G (U) =

(Ⅹ一礼1) / c

(r
-

ro) / c R

× 1 0 0

Ⅹ
,
非加熱処理 試料 の 信号 強度 ; Ⅹ0 , 加熱処理試料 の 信号強度 ;

r
,

コ ン ト ロ ー ル テ ン プ レ ー

ト CT S R 8 0 .1 a m ol) の 信号 強度 ; ro ,

テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陰性対 照の 信号強度 ; c
,
非加熱処理 試料 試科

内の 内部標準の 信号強度 ; c R , 定量化 コ ン トロ
ー ル の 内部標準

の 信号強度)

隣接 正 常肺 組織 25 例 の T P G の 平均 値 + 2S D [ 0 . 2 1 2 単位

Ⅳnits
,
ロ) 】 をカ ッ ト オ フ 値と し

,
そ れ よりT P G が 高値 であれ

ば テ ロ メ ラ
ー ゼ活性 陽性 と定義 し た . 略疲の テ ロ メ ラ

ー

ゼ活性

測定に お い て も, 凍 結検 体に 準 じて T P G
=

0 .
21 2 U 以 上を テ ロ

メ ラ
ー

ゼ活性陽性 と した .

4 . T P G 億の 定量性の 検 討

2 ×1 0
6
の ヒ ト癌 由来継代価胞株 H C T 1 5 細胞 か ら の 蛋白抽出

液を10 倍か ら10
4

倍 に段 階希釈 して T R A P 法 を行 い
,

T P G を測

定 して検量線を作成 した .

Ⅱ . テ ロ メ ア 長の 測定

テ ロ メ ア 長 の 測定 は
, 臨床検体 より ゲ ノ ム D N A を抽 出 し

,

制限酵素 で完全消化 した の ち ア ガ ロ ー ス 電気泳動を行 い
,

テ ロ

メ ア 反復 配列 をプ ロ
ー

ブ と し たサ ザ ン ハ イ プリ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン

法を行 っ て測定 した .

1 . ゲ ノ ム D N A の 抽 出

ク リ オ ス タ ッ ト にて 薄切 した凍結検体 50 〃 g を600 〃l の 水冷

ホモ ジ ナ イ ズ績衝液 【20 m M T h s H Cl (p H 7 .5) (Si g m a) ,
0 .1 M

塩化ナ トリ ウ ム (和光純 薬) ,
1 .5 m M 塩 化 マ グネ シ ウム (和光純

薬) 】 中で マ イ ク ロ ホ モ ジ ナ イザ ー を使用 して10 秒 間ホ モ ジ ナ

イ ズ した後
,

ホ モ ジ ナ イ ズ 液を 4 ℃
,

4
,
0 0 0 g で5 分間遠心分離

した . 上 清を捨 て沈殿 に T N E 溶液 【10 m M T ri s H Cl (p H 7 .5) ,

0 ･1 M 塩化 ナ ト
●

リ ウ ム
,
1 m M E D T A ] 6 0 0 FLl を加えて 懸濁 し

,

1 0% S D S (和光純薬) 30 / ∠1 お よび
,

1 0 m g / m l の プ ロ テ ィ ナ
ー

ゼ

E (S i g m め 6 〃1 を加え
, 混合後50 ℃で 16 時間加温 した .

こ れ に

T E 緩衝液【1 m M Tr i s H Cl (p H 8 .0) ,
1 m M E D T A] 飽和 フ ユ ノ →

ル6 0 0 〃1 を加 え室温で4 時間穏や か に転倒混和 し
,
1凰00 0 g ,

1 0

分間遠心 分離 した の ち水層を採取 し た . この 水層 にク ロ ロ ホ ル

ム 30 0 〃l ,
T E 緩衝液飽和 フ ェ ノ

ー

ル 3 0 0 〃1 を加 え2 時 間穏や か

に 転倒混和 し
,
1 5

,
0 0 0 g ,

1 0 分間遠心 分離 し水層 を分離 した .

分離 した水層約 600 /∠‖ニ対 し
,

エ タ ノ
ー ル 1 m l

,
3 M 酢酸ナ ト

リ ウ ム 2 0 /∠1 を 加 え
,

-

2 0 ℃で 1 6 時 間以 上 静置 し た の ち

15
,
0 0 0 g ,

4 ℃ ,
2 0 分間遠心分離 し

,
エ タ ノ ー ル 沈殿を行 っ た .

沈殿 させ た D N A は80 % エ タ ノ ー ル 1 m l で 洗浄 し
,

減圧乾燥 さ

せ T E 緩衝液100 FLl で 溶解 した . こ の D N A 溶液の 26 0 n m に お

ける吸光度を測 定し
,

D N A 濃度 を計算 した (1 0 D = 5 0 FLg/ m l) .

2 . プ ロ
ー

ブ の 標識

テ ロ メ ア 反復配列 【 m G G G】4 をプロ ー

ブ と して 用 い た . プ

ロ
ー

ブ1 5 0 n g に対 し
,

T 4 ポ リ ヌ ク レ オチ ドキ ナ
ー ゼ10 単位

(宝酒造) ,
1 0 × T 4 ポ リ ヌ ク レオ チ ドキ ナ

ー ゼ繚衝液 持00 m M

n i s H Cl (p H 8 .0) ,
1 0 0 m M 塩化 マ グネ シ ウム

,
50 m M D T T】5 FLl

,

【γ
-

32
p】 m l ,8 5 M B q ( ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン

, 東京) を加え
,

簡蒸留水 に て全量50 〃1 に し た . 3 7 ℃ で 60 分酵素反応 を行 い 5
,

末端 を標識 し, M i c r o S p i n
T M

G -2 5 C ol u m s ( フ ァ ル マ シ ア
･ バ イ

オ テ ク
, 東京) に て標識D N A を精製 した .

3 . サ ザ ン ハ イ プリ ダイゼ ー シ ョ ン

D N A 5 〃 g を制限酵素 餓好 Ⅰ(宝酒造) 50 単位 にて 完全消化 し

た . 消化 し た D N A 溶 液を10 〃1 に 調整 し色素液3 〃l を加 え
,

0 .7 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て定電圧100 V
,

6 時 間の 電気 泳動を行

っ た . 泳動後0 .5 /
上g / m l の エ チ ジ ウム ブ ロ マ イ ド液 (和光純薬)

に て染色 し
,

サ ザ ン法 に準じて トラ ン ス フ ァ
ー を行 っ た

. す な

わち染色後の ゲ ル を加水分解液 (0 .2 5 N 塩酸) に浸 し10 分 間穏

や か に振渡 した の ち
,

変性溶 液 (1 .5 M 水酸化 ナ トリ ウ ム
,

0 .5

M 塩化ナ トリ ウ ム) に浸 し室温で 30 分 間振塗 して D N A を変性

させ た . D N A は ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ ル タ
ー

H y b o n d
T M

- N
+

( ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン
,

東京) に
,

アル カ リ トラ ンス フ ァ
ー 繚衝

液 (0 .4 N 水酸化 ナ トリ ウム) を用い て ト ラ ン ス フ ァ
ー

した . 2

分 間の 紫外線照射を行 い
,

D N A を ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ ル

タ ー

に 固定 した .
フ ィ ル タ

ー

は プ レ ハ イ プ リ グイ ゼ ー

シ ョ ン緩

衝液 【2 × P r eh yb ri di z ati o n/ H yb ri di z ati o n B u ff e r ( Gib c o) 5 m l
,

0 .5 % S D S
, 蒸留水を加えて10 m l に調整] 中で 50 ℃で2 時間の

プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン を行 っ た . そ の 後, 標識 した プ ロ

ー

ブ を 加 え た ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン 硬 衝 液 [ 2 ×

P r e h yb ri di z ati o n / H y b rid i z a ti o n B u ff e r 5 m l
,

5 m M E D T A
,

0 .5 % S D S , 蒸留水を 加え て1 0 m l に調整] 中 で
,

5 0 ℃ で 4 時間

の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ンを行 っ た .

ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン

した フ ィ ル タ ー は4 × SS C (0 .1 8 M 塩化ナ ト7) ウ ム
,

1 8 m M ク

エ ン 酸ナ トリ ウ ム) お よ び0 .1 % S D S を 含む溶液中で 5 5 ℃ で30

分 間洗浄 し
, 引 き続 き2 × S S C 及 び0 .1 % S D S を含む 溶液中で

55 ℃ で30 分間洗浄 した . B A S -1 0 0 0 1 P pl at e ( 富士写真フ イ ル ム
,

東 京) に て オ
ー

ト ラ ジオ グラ フ イ
ー を行い

,
M a c B A S v e r 2 .0

( 富士写真フ イ ル ム) に て32 P 取り込み の ピ ー

ク を検出 し, そ の

移動度 を測定 して テ ロ メ ア長 と した . H i y a m a ら
11)

,
S hi r o t a n i

ら
2 1)

の 報告 に準 じ
, 隣接正 常肺 組織の テ ロ メ ア長 に対 する肺

癌 組織の テ ロ メ ア 長の 比が 1 .2 以上 を テ ロ メ ア長延長
,
0 .8 より

大きく1 .2 未満 を不変
,
0 .8 以 下を短縮と 定義 した .

Ⅳ
. 核分裂指数の 算出

腫瘍組織 の H E 染色標本を4 00 倍 の 視野で 鏡検 し, 腫瘍胡 胞

2
,
0 0 0 細胞中の 分裂中の 細胞の 数 を計測 し こ れを 百分率 で 表 し

た .

Ⅴ . 統計的処理

T P G お よ びテ ロ メ ア長の 測 定結果 は平均 値±標準偏差で 表 し
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た . T P G 値 と 臨床病理 学 的因子 と の 相 関の 検討 に お い て
,

2 群

間の 検 討 に は M a n n
- W h it n e y U 検 定 を

, 多群 間 の 検 討 に は

K r u sk alJ W al 1i s 検定 を用い た . T P G 値 と核分裂指数 , 年齢 と の

相 関関係 の 検 討 に は P e a s o n の 相 関係 数 を用い
,

T P G の 直線性

の 検討 に は回帰分析を用 い た . テ ロ メ ラ
ー ゼ 陽性率

,
テ ロ メ ア

長変化 と臨床病理 学的 因子 との 相関
,

暗疲の テ ロ メ ラ
ー ゼ活性

陽性 率の 差の 検定 に は
ズ

2

検定を用 い た . 腫瘍組織 と 正常肺組

織 の テ ロ メ ア 長の 差 の 検定 にはt 検定 を用い た . い ずれ も危 険

率5 % 未満を有意差ありと した .

成 績

Ⅰ . テ ロ メ ラ
ー ゼ活 性の検 討

1 . T P G の直線性 の 検討

H C T 1 5 細胞 の 抽 出液を段階希釈 して テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性を測

定 し (図1) , 作成 した T P G 検量直線 より
,

そ の 定量性 に つ い て

検討 し たと こ ろ
,

2 偶 の 細胞 か ら テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性 の 検 出が可

能で あり
,

既知細胞数 に対 する 蛋白抽 出液 の T P G は 細胞数2 個

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fi g . 1 . T el o m e r a s e a c d vi ty i n v a ri o u s c ell n u m b e r s of i n c ol o n

C a n C e r C ell li n e
,
H C T 1 5 .

L a n e l
,
4 × 1 0

4
c ell s; L a n e 2

,
4 × 1 0

3
c ell s; L a n e 3 ,

4 × 1 0
2

C e ll s; L a n e 4
,
4 0 c ell s; L a n e 5

,
4 c ell s; L a n e 6

,
h e a t t r e at e d

e x tr a c t 血
･

O m 4 × 1 0
3

c ell s; L an e 7
,
C E A P S b u ff6 r (a s n e g a ti v e

C O n tr Ol); L a n e 8
,

C O n t r Ol te m pl a t e CT S R 8 0 .1 a m ol e); L a n e 9
,

2 0 0 H C T l 1 5 c ell s (a s p o sitiv e c o n t r ol)

(

ミ

哲
【
)

〓
⊃

)

邑
分

署
じ

巾

じ

詔
J

①

召
0
-

∬
ト

Fi g . 2 . T o t al p r o d u ct s g e n e r a te d C r P G) ,
a S a m e a S u r e O f th e

l e v el o f t el o m e a s e a c ti vit y i n p ri m a r y n o n
-

S m a11 c ell l u n g

C an C e r . ¶ 1 e d o s e
- r e Sp O n C e C u rv e S h o w s th e c o n ti n uity of th e

a c tivi t Y . n l e S Olid li n e w a s o b t ai n e d 血
･

O m C O m P u t e r 丘tt e d d at a .

矢

か ら4 × 10
4

個 の 範 囲
,

T P G 億 は2 U か ら1
,
0 0 0 U の 範 囲で 正 の

相関関係が 得 ら れ た (図2) .

2 . 肺癌組織 , 隣接正 常肺組織, 炎症性肺組 織 にお け るテ ロ

メ ラ
ー

ゼ 活性

テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性 の 測定 は非小細胞肺癌 組織106 検体
, 隣接

正常肺組織25 検 体, 炎症性肺組織5 検体 に つ い て行 っ た
. 腫瘍

組織 で の W ア ツ セ イの 電気 泳動の 代表例 を 図3 に示 す.
レ

ー ン3 は 中等度 の テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性 陽性例 汀P G = 1 2 .O U) ,
レ ー

ン5 は テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 高陽性例 汀P G = 1 1 6 .3 U ) で あり

,
レ ー

ン7 は テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 陰性例 で ある . 非小 細胞肺癌組織の テ

ロ メ ラ ー ゼ活性 陽性 率 は70 .8 % で
,

隣接正常肺組織 に比 し有意

に高率で あっ た b < 0 .0 1) . ま た
,

非小細胞肺癌組織 の T P G の 平

均値 は 隣接 正常肺 組織, 炎症性肺組織 に比 し有 意に 高値で あ っ

た b < 0 .0 1) . なお
, 炎症性 肺組織 で は 1 例が テ ロ メ ラ ー ゼ 活性

陽性 で あ っ た が そ の T P G は 0 .3 5 ロ で 非小細胞肺 痛組織 の 平均

値 に比 べ 低値 で あっ た (表1) .

3 . 非小細胞肺痛組織の テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性 と 臨床 病理学的因

子 と の 相 関

テ ロ メ ラ ー ゼ活 性陽性率 と腫瘍径
,

T
,

N 因子
,

病期 と の 間

に相 関を 認め なか っ た . T P G に つ い て み る と
,

T 2 症例 は Tl 症

例 に 比 し有意 に高 い T P G 値を示 し･(p < 0 .0 1) ,
T 3 - 4 症例 もTl 症

例 に比 し高 い T P G 催を と る 傾 向に あ っ た ( p = 0 .0 6) . N 因子 と

T P G と の 間に相 関は認 め なか っ た . 病期 別 に検 討す ると Ⅰ期症

例 に比 し Ⅱ期 や Ⅲ - Ⅳ期 症例 が 高 い T P G を示 す傾 向 が あ っ た

(p = 0 .0 6) (表2) . 組 織型別 にT P G を比較 した が
, 扁 平上 皮痛 ,

腹痛ま 大神胞 痛 , 腺 扁平 上 皮痛 の 間で T P G 値 に有 意差 は認 め

な か っ た . ま た
,

リ ン パ 管 侵襲 , 静脈侵 襲の 有無 と T P G 値 と

の 間に も有意 な相関を認め なか っ た .

一

方 , 胸 膜浸 潤陽性例 は

陰性 例に 比 しT P G が 有意 に高値 で あ っ た b < 0 .0 5) (表3) . 腺痛

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0

Fi g . 3 . T el o m e r a s e a c ti vit y i n n o n
-

S m all c ell l u n g c a n c e r s b y

th e t el o m e ri c r e p e at a m pliB c a ti o n p r o t o c ol (T R A P a s s a y) .

L a n e l
,
2 0 0 H C T l1 5 c ell s ( a s p o siti v e c o n t r ol); L a n e 2

,
h e at

tr e at e d e x tr a ct fr o m 2 0 0 H C T 1 5 c ell s; h n e 3
,

n O n - S m all c ell

l u n g c an C e r wi th m o d e r a te tel o m e r a s e a cti vi t y Cr P G = 1 2 .O U );

l . a n e 4
,
h e a t tr e a te d e x t r a ct fr o m th e s a m e s a m pl e s a s l a n e 3;

L a n e 5
,

n O n
-

S m all c e ll l u n g c a n c e r w ith h igh t el o m e r a s e

a ctivi tY (T P G = 1 1 6 .3 U); h n e 6
,
h e a t t r e a te d e x tr a c t fr o m th e

S a m e S a m P l e s a s l a n e 5; L a n e 7
,
n O n

-

S m a11 c e11 l u n g c a n c e r

wi th n o t el o m e r a s e a c ti vi b r Cr P G = O U ); I . a n e 8
,
h e a t t r e a t e d

e x t r a c t f r o m th e s a m e s a m pl e s a s l a n e 7 ; L a n e 9
,

C O n t r Ol

t e m p l at e (T S R 8 0 . 1 a m o l e); L a n e l O
,
C H A P S b u ff e r (a s

n e g ati v e c o n tr ol)
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T a bl e l ･ T e lo m e r as e a cti v lt y l n P n m a r y n O n -

S m all c ell lu n g c a n c e r ti ss u e s
,
a dj a c e n t n o r m a1 1 u n g t lS S u e S a n d

in fl a m m at o ry lu n g tlS S u e S .

H ist ol o g y N o ･ O f s m ple s
N o ･ Of

謡冒昆冒
OSiti v e

て浩㌫
)

N o n - S m all c e11 1u n g c a n c e r

A dj a c e n t n o r m al lu n g tlS S u e

I n n a m m ato ry I u n g tl S S u e

7 5 (7 0 .8) 40 .1 ±1 0 0

0 .0 4 8 ± 0 .0 8 2

0 .13 5 ±0 .0 7 8

a) T P G
,
t Ot al p r o d u ct g e n e r a t e d .

*

p < 0 月1
.

T a bl e 2
･ C o m p a ri s o n o f t u m o r s! z e

,
t u m O r St a g e (T f a c t o r) ,

1y m p h n o d e m e ta s t a sis (N f a ct o r) a n d p a th ol o gi c al

St ag e W i th t el o m e r a s e a ctiv it y l n P n m ar y ,
r e S e Ct e d in n o n

-

S m all c e11 1 u n g c a n c e r

V a ri ab le s N o ･ O f s a m ple s
N o ' O f

謡 蒜冒
OSiti v e

貰去冨ミ
T ot al

T u m o r siz e

≦ 2 c m

> 2 c m

T ね c to r

T I

T 2

T 3 - 4

N f a c t o r

N O

N I

N 2

N 3

P a th 0l o gi c al st a g e

I

Ⅱ

Ⅲ - Ⅳ

1 0 6

2 1

8 5

3 6

3 9

3 1

4

0

8

4

′

O

1

2

0

′
h

U

O

5

1

4

7 5 (7 0 .8)

1 4 (6 7 .7)

6 1 (7 1 .8)

2 2 (6 1
.
1)

3 1 (7 9 .5)

2 2 (7 1 .0)

46 (7 1 .9)

5 (5 0 .0)

2 1 (7 5 .0)

4 ( 10 0)

35 (7 0 .0)

1 2 (7 5 .0)

2 8 (7 0 .0)

4 0 .1 ± 1 00

2 5 .1 ± 4 1 .5

4 3 .8 ± 1 10

1 5 .0 ± 2 6 .0

5 8 .5 ± 13 9

4 6 .2 ±9 4
.9

3 1 .8 ±7 2 . 1

3 8 .3 ± 6 9 .4

5 2 .4 ± 14 8

9 1 .5 ± 8 3 .O

1 7 .4 ± 3 4 .7

6 7 .1 ± 8 4 .5

5 7 .6 ± 1 47

*

p < 0 . 0 1 .

T abl e 3 . C o m p ar is o n o f t u m o r hist ol o g y ,
1y m p h a tic v es s el i n v a si o n

,
V e n O u S i n v a si o n a n d p le u r al in v a si o n

W ith t elo m e r a s e a c tiv lty l n n O n - S m all c ell l u n g c a n c e r

V a ri a ble s N o . o f s a m ple s

H is t o lo g y

S q u a m o u s c ell c a r c in o m a

A d e n o c a r ci n o r n a

L a r g e c e ll c a r ci n o m a

A d e n o s q u am O u S C a r Ci n o m a

L y m p h atic v e s s e l in v a s io n

ly (
-

)

1y ( 十)

V e n o u s i n v a si o n

V (
-

)

Ⅴ( + )

Ple u r a l in v a si o n

p O
- 1

p 2 t3

1

5

/
-

U

4

3

′

人

U

8

0
0

′
h

U

r

J

4 6

60

60

30

N o
. o f te lo m e r a s e p o siti v e T P G ( U )

S a m p le s ( % )

2 2 (7 1
.
0)

4 6 ( 7 0 .8)

4 ( 66 .7)

3 ( 75 .0)

49 ( 7 2 .1)

2 6 ( 6 8 .4)

3 1 ( 67 .
4)

44 ( 7 3 .3)

40 ( 6 6 .7)

25 (8 3 .3)

(豆±S D)

3 8 .9 ±6 3 .6

3 6 .6 ± 1 0 9

1 0 .4 ±2 0 .2

1 4 9 ± 19 9

4 8 .5 ±47

5 6 .1 ±3 3

3 1 .7 ±7 7 .3

4 6 .6 ±1 1 6

2 8 .6 ± 10 3

6 7 .1 土 10 8

*

p < 0 .0 5 .

4 4 7
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1

M it o ti c i n d e x ( % )

Fi g . 4 . C o r r el ati o n b et w e e n t el o m e r a s e a cti vi ty a n d m it o ti c

i n d e x . M it o也c i n d e x h a s p o siti v e a s s o ci ad o n t o T P G ( R = 0 .2 3 1
,

p く0 .0 1) .

矢

と扁平上 皮癌 に つ い て の 組織学約分化度 と テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 陽

性率 ,
T P G の 関係 を表4 に示 す. 腺病 で は分化度 と テ ロ メ ラ

ー

ゼ 活性 陽性率 お よ び T P G 値 と の 間 に相 関 は み ら れ な か っ た .

扁平 上皮癌 に お い て もテ ロ メ ラ
ー

ゼ活性 陽性率 と分 化度の 相関

は認 め な か っ た が
, 低分 化型

, 申分化塑は高分化型 に比 しT ? G

が有意 に高値 で あっ た b < 0 .0 5) .

4 . テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 と核分裂 指数と の 関係

核 分 裂 指 数 は テ ロ メ ラ
ー ゼ 活 性 陽性 症 例 で は 0 . 5 3 7 ±

0 .0 5 6 % , 陰性 症例 で は 0 .0 7 1 ± 0 .0 1 6 % で あり
,

陽性症 例の 核

分裂指数 は 陰性症例 に比 し有 意に 高率で あ っ た b < 0 .0 1) . また
,

核 分裂 指 数 と T P G 値 と の 間 に は 有 意 な正 の 相 関 を 認 め た

b < 0 .0 5) (図4) .

Ⅱ . テ ロ メ ア長 の 検討

テ ロ メ ア 長 の 測 定 は非小 細胞肺 癌組織8 3 検体 , 隣接 正 常肺

組織83 検体 に つ い て行 っ た . テ ロ メ ア 長 は非小 細胞肺痛 組織

で は平均 9 .0 1 ± 2 .7 k b
,

隣接正常肺組織 で は 平均 9 .4 4 ±2 .1 k b

で あり両群間で 有意差 は認 め なか っ た
. テ ロ メ ア長延長 は非小

冊胞肺癌観織 83 検 体中9 検 体 (10 .8 %) , 短縮 は 17 検 体 (20 .5 %)

に認め
,

5 7 検体 (68 .7 % ) で は テ ロ メ ア 長は 不変で あ っ た . テ ロ

メ ア長の 変化と臨床病理学 的諸 因子 との 間 には 相関 はみ られ な

T ab l e 4 . C o m p aris o n o f c ell di ff t r e n ci ati o n st ate in ad e n o c a r ci n o m a an d s q u a m o u s c e11 c a r cin o m a w ith

te lo m e r as e a c ti vity

H ist o lo g y N o . o f s am pl e s
N o . o f tel o m e r a s e p o siti v e T P G (U )

S a m ple s ( % ) (豆±S D)

A d e n o c a r ci n o m a

W ell di 圧
a)

M o d e r ate ly di ff .

P o o rl y di ff .

S q u am O u S C e11 c ar c in o m a

W ell di ff .

M o d e r at ely diff .

P o o rly diff .

5

n
7

4

つ
】

`
U

3

1

1

l

′

-

U

¢
0

7

3

1

46 (7 0 .8)

27 (6 9 .2)

8 ( 9 1 .7)

1 1 ( 9 1 .7)

2 2 ( 7 1
.0)

3 ( 5 0 .0)

13 (7 2 .2)

6 (8 5 .7)

3 6 .6 ± 1 0 9

2 4 .2 ±5 8 .5

8 5 .7 ± 2 1 3

2 0 .0 ±2 1 .1

3 8 .9 ± 6 3 .6

5 .4 5 ± 2 .2 2

4 6 .6 士 15 .8

5 0 .0 ± 2 9 .2

*
p く0 . 05 .

a) diff .
,
dif fe r e n c iat ed .

T a bl e 5 . C o m p a ri s o n of tu m o r s iz e
,
t u m O r S ta g e ( T f a c t o r) ,

1y m p h n o d e m et a sta s is ( N f a c to r) a n d p a th o lo gic al

St a g e W i th t e r m in al r es tri c ti o n f r a g m e n t le n g th

V ar i ab le s N o . o f s a m p le s

A lt e r ati o n o f t e r m i n al r e st ri cto n ft a g m e n t le n g th

R e d u c e d ( % ) N o al t e r atio n ( % ) E lo n g a t e d ( % )

3 ( 1 8 .8 ) 10 ( 6 2 .5)

1 4 ( 2 0 .9) 47 ( 7 0 . 1)

5 ( 1 7 .2) 20 ( 6 9 .0)

7 ( 2 1 .9) 23 ( 7 1 .9)

5 ( 2 2 .7) 14 ( 6 3 .6)

10 (1 9 .2) 35 ( 6 7 .3)

7 ( 2 2 .6) 2 2 (7 1 .0)

8 (2 0 .0) 27 (6 7 .5)

4 (3 0 .8) 8 (6 1 .5)

5 ( 16 .7) 2 2 (7 3 .3)

3 ( 18 .8)

6 (9 .0)

4 ( 13 .8)

2 (6 .3 )

3 ( 13 .6)

7 ( 13 .5)

2 (6 .5 )

5 (1 2 .5)

1 (7 .7 )

3 (10 .0)
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T a ble 6 ･ C o m p ar is o n of alte r a tio n o f t u m o r his tol o g y ,
1 y m p h ati c v e s s el in v a si o n

,
V e n O u S i n v a si o n

,
a n d p le u r al

i n v a si o n w ith t e r m i n al r e stri cti o n 丘
･

a g m e n t l e n gt h

V ari a bl e s N o ･
Of s a m pl es

A lt er ati o n o f te r m in al r e st ri c t o n f r a g m e n t le n gt h

R e d u c e d ( % ) N o alt er ati o n ( % ) El o n g at e d ( % )

4 4 9

H is to lo g y

A d e n o c ar cin o m a

S q u am O u S C ell c ar ci n o m a

L a rg e c ell c a r ci n o m a

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

L y m p h atic v e s s el i n v a si o n

ly (
~

)

1y ( + )

V e n o u s i n v a si o n

V (
-

)

Ⅴ( + )

P le u r a li n v a si o n

pO
- 1

p 2 - 3

1

5

3

4

5

つ
ん

4

q
/

5
▲

Z

8 ( 15 .7)

7 (2 8 .0)

2 (6 6 .7)

0 (0 .0 0)

1 2 ( 2 2 .2)

5 ( 1 7 .2)

3 6 8 ( 2 2 .2)

4 7 9 ( 1 9 .1)

5 0 10 ( 2 0
,0)

2 2 3 ( 1 3 .6)

4 0 (7 8 . 4) 3 ノ(5 . 9 )

1 4 (5 6 .0) 4 ( 16 .0)

l (3 3 .3) 0 (0 .0 )

2 (5 0 .0) 2 (5 0 .0)

3 5 (6 4 .8) 7 ( 13 .0)

2 2 (7 5 .9) 2 (6 .9 )

24 ( 6 6 .7) 4 ( 1 1
.1)

3 3 ( 7 0 ,2) 5 ( 10 .6)

3 5 (7 0 .0 ) 5 ( 1 0 .0)

16 (7 2 .7) 3 ( 1 3 .6)

T ab le 7 ･ C o m p a ris o n of alte r ati o n o f t er m i n al r e stri c ti o n fr ag m e n t l e n gth w ith tel o m er a s e a cti v lty

慧慧憲霊n gth
N o ･ O f s a m ple s

N o ･ Of

謡;昆ア
OSitiv e

て慧㌫
)

R e d u c e d

N o al t er ati o n

El o n g ate d

1 4 (8 2 .4) 3 4 . 4 ±6 9 .8

4 1 ( 7 1 .9) 4 0 ,2 ±1 14

8 ( 8 8 .9) 1 1 8 ± 1 4 7

*

p < 0 .0 5 .

T a ble 8 ･ T elo m e r a s e a ctl V lty Of s p u t u m o btai n e d fr o m l u n g c a n c e r p ati e n ts a n d n o n -1 u n g c a n c er p atie n t s

S a m ple s N o . o f s a m p le s
N o . o f t e lo m e r a s e

P O Siti v e s a m pl e s ( % )

S p u t u m of lu n g c a n c e r p ati e n t s 2 4 1 4 ( 5 8 .3)

S p u t u m of n o n
-I u n g c a n c e r p a tie n ts 1 6 3 ( 1 8 .8)

*

p < 0 .0 5 .

T a bie 9 ･ C o r r el ati o n b et w e e n s p u t u m c y t ol o g y a n d t el o m e r a s e

a c ti v lt y i n l u n g c a n c e r p atie n ts

S p u tu m c y t o lo g y N o ･ O f s a m ple s
N o . o f t elo m e r a s e

p o sitiv e s a m pl e s ( % )

Cl a s s I _ Ⅲ

C la s s Ⅳ - V

T ot al

か っ た (表5
,
6) .

軋 テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性 と テ ロ メ ア長 の 変化 との 相関

テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性陽性率と テ ロ メ ア長 の 変化 との 間 には 相関

は み ら れ な か っ た . テ ロ メ ア長 が 延長 して い た9 検体 の うち
,

8 検体が テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽性 ,
1 検体 が 陰性 で あ っ た (衷7) .

テ ロ メ ア 長が 延長 して い た検体で は
, 不変 で あ っ た検体 に比 べ

T P G は 有意に高値 を示 した ゎ<0 .0 5) .

Ⅳ . 喀疾の テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性

肺癌 症例 お よ び 非肺癌症例の 暗疾の テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性を表8

に示 す. テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性陽性症例 は肺癌症例 で は24 例中14

例 (58 .3 % ) , 非肺癌症例で は16 例中3 例 (18 .8 %) であ っ た . テ ロ

メ ラ
ー

ゼ 活性 陽性率 は肺癌症例 に お い て 有意 に高率 で あ っ た

(p < 0 .0 5) . 喀疾 の テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性 に よ る肺癌 診断 の 感度 は

0 .5 8 3
,

特異 度は0 .8 1 3
,
偽 陽性率は0 .1 8 8 で あ っ た . 肺癌症例

24 例 の 喀疾 の テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 と細 胞診 と の 関係を表9 に示

す. 喀癌細胞診 ク ラス ト Ⅲの 18 症例 中9 例 (50 %) が テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性 陽性 で あ っ た
.

一 方嗜癖細胞診 ク ラ ス Ⅳ - Ⅴ の 6 例の う

ち5 例(83 .3 %) が テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 陽性で あ っ た

.
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考 察

哺乳類細 胞の テ ロ メ ラ
ー

ゼ活 性の 測定 に は
,

1 9 9 4 年 に 氾 m

ら
22 ) に より報告 され たP C R を応用 した T R A P 法が

一 般 的に用 い

ら れ て い る . T M 法の 原理 は以 下 の 如くで ある . テ ロ メ ラ
ー

ゼ によ る D N A 伸長 反応 の 基質と なる 配列で あ るTS オ リ ゴ ヌ ク

レ オチ ドと テ ロ メ ラ
ー

ゼ 抽出液 を反応 させ る と
,

テ ロ メ ラ ー ゼ

が T S オリ ゴ ヌ ク レ オチ ドにテ ロ メ ア 配列を付加す る . 次 い で
,

T S オ l) ゴ ヌ ク レ オ チ ドをセ ン ス プ ラ イ マ
ー と して 用い た P C R

反応を行い
,

テ ロ メ ラ
ー ゼ 生成物を増幅 して 検出す る . 以 上 の

方法を用 い て癌組織 の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 を測定する 場合 の 問題

点 と して
,

第1 に各反応 ごと にP C R 効率 に差が 生 じ る た め異 な

る検体 間で の 活性 の 高低を比較 で きない こ とが 挙げ られ る . 第

2 に痛組織内 にP C R 反応の 阻害物質が 含まれ て い る場合 に は偽

陰性と な る 可 能性 が あり
,

か か る 阻害物質の 影響 の を除外 で き

な い こ と で あ る .
こ れ ら の 問 題 点 を解 決 す る 方 法 と し て

,

T R A P 反応系 に テ ロ メ ラ
ー ゼ の 基質 に は なら ず,

か つ T R A P 法

で 用 い る プ ラ イ マ ー に よ っ て 増幅 さ れ る D N A を内部標 準と し

て加え る方法が現在 用い られ て い る
23)

. 検体 にP C R 阻害物質が

含ま れ て い る と
, 内部標 準の 増幅 が 阻害 さ れ P C R 阻害物 質 の

有無が 判定で き る . ま た 内部標準の 増幅産物と テ ロ メ ラ ー ゼ 産

物 の ラ ダ
ー

の 濃度 を デ シ ン トメ ー

タ
ー

に より定量す る こ と に よ

っ て
,

テ ロ メ ラ
ー ゼ 活 性 を半定 量化 す る こ と も 可能 で ある .

W ri g h t ら
24)

は
,

ラ ッ トの ミオ ゲ ニ ン 遺伝子150 b p の 両端 に プ

ラ イ マ ー 配列 の 一 部を付加 した D N A を内部標準 と し て 用 い
,

乳癌由来 の不死化細胞株 (S C C 7 0) 1 0 0 細胞の テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性

を基準値 と して 比活性 を算出 し た .
こ の 方法で は

,
テ ロ メ ラ

ー

ゼ 活性の 高い 検体 に お い て 150 もp の 内部標準 に よ る バ ン ドが テ

ロ メ ラ
ー

ゼ 産物 に よ る ラ ダ
ー バ ン ドに重な る ため 濃度解析が 不

正 確 にな る . ま た細胞株 で の 活性を基準値と して い る た め
, 多

施設 間で の デ
ー

タ の 比較 が 困難 であ る と い う問題点が ある . 本

研究 で使用 した T R A P eze T el o m e r a s e D e te c也o n Kit で は36 b p の

内部標準 を使用 して い る た め
, 内部標準 産物 の バ ン ドと テ ロ メ

ラ
ー

ゼ 産物 の ラ ダ
ー バ ン ドと の 重なりが 回避 さ れ る . ま た

, 8

個 の テ ロ メ ア 繰り返 し配 列で 伸長 し た TS プ ラ イ マ
ー と 同

一

の

配列をも つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドT S R 8 を 定量 化 コ ン ト ロ ー

ル と

して 用 い
,

定量性を高 め て い る . H olt ら
2 5)

は
, 同キ ッ ト に よ る

測定 法と W rig h t ら
2 4)

の 測定法 を比 較 し
, 同キ ッ ト に よ る 測定

法 が定量性, 感度 と もに より優 れ て い ると 報告 して い る . 本研

究で はまず, 同キ ッ トを測定 に使 用す る に あた りT P G 値 が定

量性 をも つ 範囲を ヒ ト痛由来継代用胞 H C T 1 5 を 用い て 検討 し

た . そ の 結果T P G 値が2 U か ら1
,
0 0 0 U の 範囲で は 抽出蛋 白量

と T P G 億 と の 間に 直線性が 得 ら れ た . 大木 ら
2 6) も同様 の 検 討

を行 い
,

T P G 債 が1 U か ら1
,
0 0 0 U の 範囲内で 同様の 直線性 が

得 ら れ た と述 べ て い る . 本研究 にお い て 非小細胞肺癌106 例の

TP G の 最大値は7 91 U で あり
,

T P G を用 い て テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性

の 高低を比較す る こ とは 安当で ある と考え られ た .

本研究 で は
,

非小 細胞 肺痛106 例 中75 例 (70 .8 %) で テ ロ メ ラ

ー ゼ 活性が 陽性 で あっ た ∴Ⅲy a m a ら
1 1)

は
, 非小細胞肺滴125 例

中98 例 (7 8 .
4 % ) ,

瓜b a n ell ら
12)

は9 9 例 中84 例 (84 .8 % ) で テ ロ

メ ラ
ー ゼ活性 が 陽性 で あ っ た と報告 して い る . 本研究 で は

,
非

小細胞肺癌 の テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性 陽性 寧ほ H i y a m a
l l)

ら と 同程 度

で あっ た が
,

A lb a n ell ら
12)

よ り低か っ た . A lb an ell ら
12) は テ ロ

メ ラ
ー

ゼ 陽性 の カ ッ ト オ フ 借を明示 して お らず
,

カ ッ ト オ フ 値

矢

の とり方の 遠 い に よ っ て 陽性 率に差が 生 じた 可能性が あ る . ま

た本研究で は
!

各検体 の 加 熱処理抽出液の 信号強度を バ ッ ク グ

ラ ウ ン ドと して T P G 値の 計算 に用 い た が
,
A l b a n ell ら

12 )
は陰性

対照を用 い て い る . こ の た め本研究で はT P G 値が Alb a n ell ら
12)

よ り低く算 出さ れ た可 能性 も考 えら れ る .

炎症性肺 組織 の T P G は非 小細胞 肺癌組織 よ り有 意 に低値を

示 した . ま た
,

炎症性肺組織 の 5 例 中1 例 で テ ロ メ ラ ー ゼ活性

が 陽性 で あ っ た が
,

陽性例 の T P G は非小 細胞肺癌 租織 と比 べ

る と低値 で あ っ た
. 炎症性肺組織 に 弱い テ ロ メ ラ

ー

ゼ 活性を認

め た原因の 一

つ と して
, 組織 中の リ ン パ 球 の 影響が 考え られ る .

骨 髄中及 び末 梢 血 中 の リ ン パ 球 は弱 い テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性 を有

し,
マ イ ト

ー

ジ ェ ン 刺激 に て活性が 上 昇す る
27)

. ま た痛 の 転移

の な い リ ン パ 節 か らも テ ロ メ ラ
ー ゼ活性 が 検 出さ れ て い る

28 )
.

炎症性組織 に は抗 原刺激 を受けて 活性化 され た リ ン パ 球 が浸潤

して お り
,

こ の た め テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 が検出さ れ た可 能性 があ

る . また 表皮細胞 の 基底層
29)

や , 腸粘膜 の 陰裔 の 細 胞
3 0)

か ら も

弱い テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性が 検 出さ れ て おり ,

上皮細胞 の 基底層 に

あ る再生能をも っ た細胞 に テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性 が ある と 考えら れ

て い る . 気管支粘膜 の 基底層 に も同様 の 細 胞が あり
,

炎症組織

で は こ の 細胞の 増殖能 が克 進 して お り
,

か か る 細胞の 存在が 炎

症性組織 にお ける テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性陽性 例の 存在 に関与 して い

る可能性もあ る .

非小細胞肺癌組織 の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽性率 と臨床病理学的

因子と の 相関 に 関 して Alb a n ell ら
12)

は T 因子,
N 因子,

術後病

理病期 と の 間に は 相関を認 めな か っ た と報告 して い る . 本研究

で もテ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽性率 は い ず れ の 因子 と も相 関を認 めな

か っ た .

一

方 ,
T P G と 臨床病 理学 的 因子 と の 相 関 に 関 し て

,

A lb a n ell ら
12 )

は T 3 症例 はT l -2 症例 に 比 し,
N l -2 症例 は N O 症例

に比 し
,

術後痛理 病期 ⅢA 期症例 は Ⅰ期症例 に比 しT P G が 高値

で あ っ た と報告 し て い る
. 本研 究で は T 2 症例 は Tl 症例 に比 し

て TP G が有 意 に高値 を示 し
,

T 3 -4 症 例は T l 症例 に 比 して 高値

を示す傾向を認 め た が
,

N 因子 別 に は有意差 を認 め なか っ た
.

また
, 胸膜浸 潤陽性 例 は陰性 例 に比 べ T P G が 有意 に 高値を示

した . 病期別 に は Ⅲ 期 !
Ⅲ - Ⅳ期症例 は Ⅰ 期症例 に 比 しT P G が

高値を示す傾 向を認め た . す な わち , 多く の 肺癌組織 に お い て

テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 は 病 期 が 早期 の 段 階か ら す で に 認 め ら れ

,

T P G は 病期 が 進行 する に し たが っ て 高値 を示す こ と が 明 らか に

な っ た . 大腸癌
31)

や甲状腺 癌
32)

,
乳癌

33)
に お い て

,
テ ロ メ ラ

ー

ゼ 活性陽性例で は 陰性例 に 比 し
, 核 分裂 指数や 増殖細胞核抗原

( p r olif e r a ti n g c ell n u cl e a r an ti g e n) 染色率
,

K i -6 7 染色率が 高 い

と指摘 さ れ て い る . 本研 究の 非小細胞肺癌の 症例で も核分裂指

数に つ い て 同様 の 結果が 得 られ た
.

また
, 核分裂指数が 高値で

ある ほ どT P G も高 値を示 した . 不 死化細胞株 にお い て
,

テ ロ

メ ラ
ー ゼ 活性 は G l

,
S

"
G 2

"
M 期 で高く

, 細 胞周期を離脱 さ

せ G O 期 に誘 導す る と テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性 が 低下 する と 報告 さ れ

て い る
3 4)

. さ ら に 再び 細胞周期 に戻す と テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 の 再

上 昇が 認め られ る と さ れ て い る
. 従 っ て テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 は細

胞 の 分裂増殖 の 盛 ん な癌細胞 ほ ど高僧 を示すと 考え られ る . 本

研 究で み ら れ た 核分裂 指数 と T P G 値 の 相関 は
, 痛 組織 中で も

不死化細胞株 と 同様 に
, 分 裂増殖の 盛ん な癌細胞 を多く含む 組

織 ほ ど
, テ ロ メ ラ

ー

ゼ活性 は高値で あ る こ とを示 して い る .

肺扁平上 皮癌 と肺 腺癌 に つ い て組織 学的分 化度 と T P G 借の

相 関を検討 した と こ ろ
, 扁平上 皮痛 にお い て は高分化型 に比 し

中, 低分化 型で は T P G 催 が 有意 に 高か っ た . なお
,

申分化型
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と低分化型 の 間で は差 を認 め なか っ た . しか し
, 腺癌で は分化

度と T P G 億 と の 相関を認 め なか っ た . さ ら に分化度 と テ ロ メ

ラ
ー

ゼ活性 陽性率 と の 間に は腺癌
,

扁平上 皮癌 と もに相関を認

め なか っ た
.

Al b an ell ら
12)は肺 癌組織 の 分化度と T P G 借あ るい

はテ ロ メ ラ
ー ゼ活性 陽性率 と の 間に は相 関を認 め なか っ たと 述

べ て い る .

一

方藤原 ら
3 5)

は
, 肺腺痛 にお い て 申分化型, 低分化

型は高分化型 に比 しテ ロ メ ラ
ー

ゼ活性 が高か っ た と報告 して い

る
.

. 彼 ら は染色体 の 不安定性 も検討 して おり
,

中
, 低分化型で

は高分化型 に此 し染色体 の 不安定性 の 出現頻度 が高か っ たと 述

べ て い る . O k 野 a S u ら
31) は

,
大腸 癌 にお い て テ ロ メ ラ

ー ゼ 活性

は腫瘍径 や深遠度 と は相 関せ ず
,

分化度 や細胞増殖速度 と相関

する と述 べ て い る .

一

方 , 大腸癌で は そ の 分化度 と テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性 は相 関 しな い と する報告 もある
1 3)

. ま た
, 胃癌で は高分

化型で テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性 が 高い と の 報告 もあり
36 J

,
テ ロ メ ラ

ー

ゼ 活性 と膿瘍 の 分化度 と の 相 関に関 して は症例 数を増や して 更

なる検討 が必要 と考え られ る .

テ ロ メ ア長 の 変化 に つ い て は83 例 申26 例 で テ ロ メ ア 長の 変

化を認 め て おり延長例9 例 (10 .8 %) ,
短縮例17 例 (20 .596) で あ っ

た
. 肺 癌 の 手術材料 の テ ロ メ ア長 に つ い て Hi y a m a ら

1 8) は 延長

例3 %
, 短縮例23 %

,
創b a n ell ら

1 2)
は延 長例6 %

, 短縮例18 %

と報 告 し て お り
, 本研 究 の 症 例 よ り 延 長 例 が 少 な か っ た .

H i y a m a ら
18)

,
Al b a n ell ら

12 )
は

,
1 % の ア ガ ロ ー

ス ゲ ル を電気泳

動に使用 して い る が
,

本研 究で は0 .7 % の ゲ ル を使用 してい る .

D N A の 高分子 領域で の 分離 能は ゲ ル の 濃 度が 低 い ほ ど良く
,

この た め 高分子 領域 の 評価が異 な っ た こ と も ー 因であ ろう. テ

ロ メ ア 長の 変化 と
, 膿 瘍径, 組織型 , 病 期な どの 臨床病理 学的

因子と の 間に は有意 の 相 関を認め なか っ た .

テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性 と テ ロ メ ア長 の 変化 と の 相 関に つ い て
, 本

研究で は テ ロ メ ア長 延長例 の T P G 値 は 不変例 に比 し有意に 高

か っ た が
,

短縮 例 と 不 変例 と の 間 に は 差 を 認 め な か っ た .

A m a n ell ら
12)

,
平島 ら

17) は ヒ ト肺癌 に つ い て テ ロ メ ア長の 変化

とテ ロ メ ラ ー ゼ 活性と の 間に相 関を認め な か っ た と して い る .

また N ak a sh i o ら
37 )

も肝細胞痛 にお い て 創b a n ell ら
12)

と同様の 結

果を報告 して い る . テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性 は テ ロ メ ア長 を制御する

単独因子 で は な い
. テ ロ メ ア 長は D N A 複製 の 度 に起 こ る テ ロ

メ ア の 短縮
,

テ ロ メ ラ
ー

ゼ に よ る テ ロ メ ア の 伸 長
,

テ ロ メ ア 結

合蛋白 に よ る テ ロ メ ア 配列の 安定 化の 3 つ に より制御さ れ て い

る と 考 え ら れ て い る
: 抑

. 非小細 胞肺痛 の T P G 高値 症例で は
,

高い 分裂能を差 し引い て もテ ロ メ ラ ー ゼ に よ る テ ロ メ ア 長の 延

長が 認め ら れ た .

テ ロ メ ア 長変化の み ら れ た26 例中4 例 (短縮例3 例
,

延長例1

例) の テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 は 陰性で あ っ た . テ ロ メ ラ

ー ゼ 活性陰

性で か つ テ ロ メ ア 長が 短縮 して い る 症例 で は
, 腫瘍が テ ロ メ ラ

ー

ゼ活性 を獲得 して い ない 可 能性 が 考え ら れ る . しか し
,

テ ロ

メ ラ
ー

ゼ 活性が 陰性で あ る にもか か わ ら ずテ ロ メ ア 長が 延長 し

て い る症例の 存在は
,

テ ロ メ ラ
ー

ゼ に よ る テ ロ メ ア 維持機構の

み で は説明で き ない . 酵母で は
,

テ ロ メ ラ
ー

ゼ に よ らな い 染色

体組み 替 えに よ る テ ロ メ ア長 維持機構 の 存在 が 指摘 さ れ て い

る
39) 40)

. 哺乳類細胞で は こ の 機構の 存在 は具体的 に は証明さ れ

て い な い が
,

B Iγa n ら
4 1)

は テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性は 陰性で

,
テ ロ メ

ア長が 非常 に長か っ た ヒ ト腫瘍由来不 死化細胞株を あげ,
ヒ ト

細胞 での こ の 機構の 存在 を示唆 した . これ まで に 臨床検体 にお

い て テ ロ メ ラ ー ゼ 活性が 陰性か つ テ ロ メ ア 長が 延長 して い る痛

組織 の 存在を述 べ た報告 はなく,
そ の 意味で 本研究 に お けるか

か る症例の 存在 は貴重と い え る .

テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 は種 々 の 癌組織 で 高率に発現 し

,
正常組織

で は ほと ん ど発現 して い ない こ と か ら癌 の 早期診 断に応周で き

る可能性が ある . テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性 は
, 活性を有す る数個の 細

胞か ら検出可能で ある の で
, 極微量 の 検体 を用 い て判定す る こ

とが で きる . 肺癌 に 関 して は
, 気管 支洗 浄液 の テ ロ メ ラ

ー

ゼ 活

性を測定 した報告 が あり
,

そ の 陽性率は約 80 % で あ っ た
42) 43)

気管支洗浄液は 気管支鏡下 で採取 さ れ
,
多少なり とも侵襲 を伴

う. しか し
, 痛 の ス クリ

ー ニ ン グ検査 と して は非侵襲的方法が

望ま しく, 本研究 で は嗜癖の テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性測定の 有用性を

検討 し た . 本研究 で は喀疲採取後直ち に検体を トリ プ シ ン 処理

し
,

細胞ペ レ ッ トと して凍結保存 し
,

テ ロ メ ラ
ー

ゼ の 失活を防

止 した . そ の 結 果
,
肺癌症例24 例 中14 例の 喀痍 の テ ロ メ ラ

ー

ゼ 活性 が 陽性で あり , 感度 は0 .5 8 3 で あ っ た
. ま た

,
肺癌 症例

の うち細胞診で ク ラ ス Ⅰ - Ⅲ と診断され た 18 例 中9 例 が テ ロ メ

ラ
ー

ゼ 活性陽性 であ っ た . 早期肺癌 の ス ク リ
ー

ニ ン グに 最も有

用で ある と さ れ て い る喀癌細胞診 で 陰性 と 判定さ れ た症例 で
,

テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 陽性で あ っ た意義 は極 めて 大きい もの と 思わ

れ る
. 細胞診 で は採取 され た喀疲 の 一 部 しか 鏡検 しな い が

,
テ

ロ メ ラ ー ゼ は採取 され た 喀痍全体 の ペ レ ッ トよ り抽出 し測定す

るた め
, 細胞診 で は捕捉で きな か っ た痛細胞の テ ロ メ ラ

ー

ゼ活

性を検出で きたも の と考えら れ る . しか し
, 非肺癌患 者の 喀痍

で も16 例中3 例 (18 .8 %) で テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 が検 出され て おり

,

癌細胞以外の 活性化 マ ク ロ フ ァ
ー ジ や , リ ン パ 球な どの テ ロ メ

ラ ー ゼ 活性を測定 して い る 可能性 が ある .

一

方細胞診で ク ラ ス

Ⅳ一 Ⅴ と診 断さ れ た 6 例中5 例が テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性陽性,
1 例が

陰性で あ っ た . 陰性例 の 1 例 で は肺癌組織 の テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性

も陰性で あ っ た . 細胞診が クラ ス Ⅳ Ⅳ で テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性が陰

性で ある 他の 原因 と して
,

喀病 中で 癌細胞が 死 滅 しテ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性が 失活 する か , 剥維癌細胞 の 数が 非常 に少 ない 可能性が

考え られ る . 非癌細胞由来の テ ロ メ ラ ー ゼ活性を考慮 した 適切

な カ ッ トオ フ 値 の 設定や 検体 の 処理 お よ び保存方法,
テ ロ メ ラ

ー

ゼ 活性測定法 の 煩雑さな どの 問題点 を有す るもの の
,

喀疲中

の テ ロ メ ラ
ー ゼ活性測定は 今後肺癌 早期診断の 有用な 方法に な

るもの と 思わ れる
.

結 論

非小細胞肺癌 切 除例お よ び1掛接正 常肺 組織 に対 し テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性測定,
テ ロ メ ア 長測定 を行 っ た . また肺癌患者 の 喀疾r】‡]

の テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性を測定し
,

以~~ti
-

の よう な結論 を得た .

1 . テ ロ メ ラ 岬 ゼ描性 は
,

非小細胞肺 癌組織 で は70 .
8 % で 陽

性で あ っ た が
, 隣接 正常肺組織で はす べ て 陰性で あ っ た

.
T P G

は
, 非小細胞肺癌組織 で は隣接正 常肺組織 に比し 有意 に高値 を

示 した .

2 . 非小細胞肺癌組織 に おい て
,

テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性陽性率と

T
,

N 園子
,

病期
,

組織型
,

分化度 と の 間に相 関を認 め なか っ

た . T P G はT 因子や病 期が 進行 した 症例で 高値を示す傾向に あ

っ た
. また T P G 値 と核分裂指数 に は正 の 相関があ っ た

.

3 . 非小細胞肺癌組織 幻 例 中26 例 (31 .3 %) で テ ロ メ ア長の 変

化 を認 め た . 短縮例 は17 例 , 延長例は 9 例で あっ た . テ ロ メ ア

長 変化と T
,

N 因子, 病期, 組織型, 分化虔と の 相関は 認め な

か っ た . テ ロ メ ア長延長例で は不変例 に 止し有意 に T P G が高

偲 で あ っ た .

4 . 肺癌患 者24 例 中14 例 (5 臥3%) ,
非肺癌患者16 例 中3 例
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(1 8 .8 %) の 喀痛 が テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性 陽性 であ っ た . 肺癌患者24

例 中18 例 が 略癌細胞 診 ク ラ ス ト Ⅲ で
,

うち9 例 の 嗜癖 が テ ロ

メ ラ
ー

ゼ青苗性 陽性で あ っ た . 6 例が ク ラス Ⅳ- Ⅴで そ の うち 1 例

の 喀瘍 の テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性 は陰性で あ っ た .

以 上の 結 果より
,
非小 網胞肺痛で は比較 的早期 の 段 階か ら テ

ロ メ ラ ー ゼ活性 は 高率 に発現 し
,
病期 の 進行 と とも に

,
また 細

胞 増殖速度を 反映 して 高活性と な る こ と が 明らか に な っ た
. さ

らに 肺癌患者 の 暗疲 中の テ ロ メ ラ ー ゼ活性測定 は肺痛 の 早期 診

断に 有用であ る こ とが初 め て示唆さ れ た .
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C an C e r R e s 8 8 : 9 6 5 -9 7 0
,
1 9 9 7

3 3) h n d b e r g G
,
N i el s e n N H

,
E m e di n S O

,
C aj an d a r J ,

R o s s G .

T el o m e r a s e a c ti vit y i s a s s o ci a te d w ith c ell c y cl e r e g u l ati o n i n

b r e a st c a n c e r . C a n c e r R e s 5 7 : 5 4 9 -5 5 4
,
1 9 9 7

3 4) H olt S W
,
W ri g h t W E

,
S h a y J W . R e g ul ati o n of t el o m e r a s e

a ctivi t y i n i m m o rt al c ell li n e s . M oI C ell B i ol 1 6 : 2 93 2 -2 9 3 9
,
1 9 9 6

3 5) 藤原陸憲
,

岡安 勲
,

武村民 子, 押付 光男. 肺腺癌 の 分

化度 と テ ロ メ ラ
ー ゼ 活 性 ･ 染色体 異常 の 相 関 . 日本 臨床 5 6 :

1 2 5 8 - 1 26 3
,
1 9 9 8

4 5 3

3 6) 小川健 治, 若杉憤 司, 勝部隆 男, 広瀬 国隆∴梶 原哲郎 .

胃痛組織 にお ける テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性と臨床病理 学的諸因子 と の

関連. 日 本臨床 56 : 10 2 -1 0 6
,
19 9 8

3 7) N ak a sh i o R
,
K it a m o t o M

,
N ak a ni s h i T

,
T a h a r a H

,
I d e T

,

A s ah ar a T
,
K aji y a m a G . Alt e r a ti o n o f t el o m e ri c r e p e at l e n gth i n

h e p at o c ell ul a r c a r ci n o m a i s i n d e p e n d e n t of t el o m e r a s e a cti vity .

I n tJ O n c ol ll : 1 3 9 -1 4 3
,
1 9 9 7

3 8) G ri e d e r C W . T el o m e r e l e n g th r e g u l a ti o n . A n n u R e v

B i o c h e m 65 : 3 3 7 q 36 5
,
1 9 9 6

3 9) L u n b al d V
,
B l a ck b u r n E H . An alte rn ati v e p a th w a y 血 r y e a st

tel o m e r e m ai n t e n a n c e r e s c u e e stl -

S e n e S C e n C e . C el1 7 3 : 3 4 7 -3 6 0
,

1 9 9 3

4 0) W an g S S
,
Z aik a n V A . T el o m e r e

-t el o m e r e r e c o n bi n a ti o n

p r o vid e s an e X p r e S S p ath w a y f o r t el o m e r e a q ui siti o n
. N a tu r e 3 4 5 :

4 5 6 -4 5 8
,
1 9 9 0

4 1) B r y an T M
,
E n gl e z o u A

,
G u p u t a J . T el o m e r a s e el o n g ati o n i n

i m m o r t al h u m a n c ell w ith o u t d e t e ct a b l e t el o m e r a s e a cti v ity .

E M B O J 1 4 : 42 4 0 -4 2 4 8
,
1 9 9 5

4 2) Y a h a t a N
,
O h y a s h iki K

,
O h y a sh ik i J H e t al . T e l o m e r a s e

a cti vity i n l u n g c an C e r C ell s o b t ai n e d fr o m b r o n c h i al w a sh i n g s
. J

N a tl C a n c e r I n st 9 0 : 68 4 -6 9 0
,
19 9 8

4 3) 出 口博之
,

四 ノ 富成祥, 尾関雄
一

, 気管支 洗浄液の テ ロ

メ ラ ー ゼ活性測 定の 肺痛診 断に お ける 有用性 肺癌 38 : 8 1 5 -

8 2 3
,
1 9 98

T el o m e r a s e A cti vit y a n d T el o m e r e L e n g t h i n L u n g C a n c e r s . K a n a e T a w a r a y a
,
D e p a r t m e n t o f S u rg e r y ( Ⅰ) ,

S c h o ol o f M e d i ci n e
,
K a n a z a w a U n i v e r si ty ,

K a n a z a w a 9 2 0 - 8 6 4 0
-

J . J u z e n M e d S o c .
,
1 0 8

,
4 4 3

-

4 5 4 ( 1 9 9 9)

K e y w o r d s n o n - S m all c e ll l u n
g

c a n c e r
,
tel o m e r e

,
t el o m e r a s e

,
T R A P a s s a y

A b st r a ct

H u m a n t el o m e r e s a r e s p e ci ali z e d n u cl e o p r o t ei n s tr u c t u l
･

e S l o c a t e d at th e e n d s o f c h r o m o s o m e s a n d c o n t a i n l n g th e 5
,

-

T T A G G G L 3
,

r e p e a ts ･ C o n v e n ti o n a l D N A p ol y m e r a s e s c a n n o t r e p li c a te th e e n d s o f li n e a r c h r o m o s o m e s
,

r e S ul ti n g l n g r a d u al

t el o m e r e s h o rt e n l n
g a S a C ell d i vi d e s ･ T el o m e r a s e i s a s p e ci ali z e d D N A p o l y m e r a s e th a t i s a b l e t o s y n th e s i z e d e n o v o

t el o m e ri c D N A w h i c h c a n b e a d d e d to th e c h r o m o s o m e e n d s
,
th u s c o m p e n s a tl n g f o r th e n o r m al

, g r a d u al l o s s o f te l o m e r e s ･

H ig h t e l o m e r a s e a c ti v lty l S e X P r e S S e d i n m o s t h u m a n t u m o r s i n cl u di n g l u n g c a n c e r s b u t i s r a r e ly d e t e c t ed i n n o r m al s o m a ti c

C ell s ･ T h e p r e s e n t s t u d y w a s u n d e rt a k e n t o a s s a y f o r tel o m e r a s e a c ti v l ty a n d th e tel o m e r e l e n g th i n s u rg l C al s p e c i m e n s f r o m

n o n -

S m a11 c e ll l u n g c a n c e r p a ti e n t s a n d t o c o r r e l a te th e s e r e s u lts w ith v a l
･

i o u s c li n i c al a n d p a th o l o g i c al fi n d i n g s ( tu m o r

h i s t ol o g y , P a th o l o g i c al s t a g e
,
t u m O r S t a g e

,
ly m p h n o d e m e t a s t a si s

,
C ell d iff e r e n ti a l s t a g e

,
a n d m it o ti c i n d e x ) . W e f u r th e r

a s s ay e d f o r t el o m e r a s e a c ti v l ty l n S P u t u m S a m P l e s c o 11 e c t e d fr o m 2 4 l u n g c a n c e r p ati e n ts a n d th e r e s u lt s w e r e e v al u a t e d lb r

S ui t ab ility a s a n e a rly d i a g n o sti c t e s t ･

T h e t el o m e r a s e a s s a y w a s p e rf o r m e d a c c o r di n g t o th e t el o m e r皐C r e
P

e at a m
P
li fi c ati o n p r o t o c o l ( T R A P) a s s a y u si n g a

T R A P ｡Z ｡ T e l o m e r a s e d e te c ti o n k it . R e s u lt s w e r e
q

u a n tit at e d a s th e t o t al p r od u c t g e n e r a te d ( T P G) .
T h e t el o rn e r e l e n g th w a s

d e te r m i n e d b y S o u th e rn bl o t a n a ly s I S u S l n g t el o m e r e r ep e a ts D N A a s th e p r o b e ･ T e l o m e ra s e a c ti v l ty W a S d e t e c te d i n 7 5/ 1 0 6

( 7 0 ･8 %) o f ムo n
-

S m a11 c e ll l u n g c a n c e r ti s s u e s
,
b u t i n n o n e o f a dj a c e n t n o r rn al ti s s u e s . T h e te l o rn e r a S e a C ti vi ty l e v el ( T P G) o f

n o n
-

S m all c ell l u n g c a n c e rs ( 4 0 .1 ± 1 0 0 u) w a s si g n i 丘c a n tly hi g h e r th a n th a t o f ei th e r adj a c e n t n o r m al ti s s u e s (0 .0 4 8 ± 0 .0 8 2

u) o r i n fl a m m a t o r y l u n g ti s s u e s ( 0 ･ 1 3 5 ± 0 ･0 7 8) ■
◆S t a ti sti c a 11 y si g n ifi c a n t p o siti v e r el ati o n

-

Sh i p s w e r e d ef e C te d b e t w e e n th e

l e v el o f t e l o m e r a s e a cti v l ty a n d th e t u m o r s ta g e
, P a th ol o g l C al s ta g

e a n d m i to ti c i n d e x o f th e t u m o r c ell s . I n c o n t r a st
,

n O

Slg ni B c a n t r el ati o n
- S hi p w a s d et e c t e d b e tw e e n T P G a n d th e l y m p h n o d e m e t a s ta si s st a g e o r tu m o r h i st ol og y ･ H o w e v e r

,
tu m O r

ti ss u e s ft o m p ati e n t s w i th pl e u r al i n v a si o n s h o w e d g e n e r a 11 y h i g h e r T P G s ･ L e s s d iff e r e n ti a t e d s q u a m o u s c ell c a r ci n o m a
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e x
.
hibit e d h ig h e r T P G th a n m o r e di ff e r e n ti a te d c e lls . O f th e 8 3 n o n

- S m all c ell l u n g c a n c e r s p e c i m e n s e x a m i n e d
,
9 c a s e s

( 1 0 . 8 % ) s h o w ed el o n g at e d tel o m e r e l e n g th i n c o m p ar i s o n w i th th e a dj a c e n t n o r m al ti ss u e s
,
W h il e 1 7 c a s e s ( 2 0 .5 % ) s h o w e d

r e d u c e d a n d 5 7 c a s e s (6 8 .7 % ) u n al ter e d tel o m e r e l e n g th s ･ S t a ti sti c a11y hi g h e r t el o m e r a s e a c ti v ity w as a ss o ci ate d w ith l u n g

C a n C e r ti s s u e s w ith el o n g a t e d t el o m e r e l e n g th s . T e l o m e r a s e a c ti v ity w a s d e te c te d i n 1 4 /2 4 ( 5 8 .3 % ) s p u t u m sp e c i m e n s

C Oll e c te d 血
■

O m n O n
- S m all c ell l u n g c a n c e r p a ti e n ts a n d 3/1 6 ( 1 8 .8 % ) sp u tu m sp e c i m e n s ff o m n o n

-l u n g c a n c e r p a ti e n ts . 9/1 8

( 5 0 .0 % ) s p u t u m s p e c i m e n s f r o m cl a ss I - Ⅲ p
a tie n t s a n d 5/6 (8 3

.3 %) sp
u tu m s p e ci m e n s ff o m cl a ss Ⅳ - V p

a ti e n ts w e r e fb u n d

t e l o m e r as e p o si ti v e
,
t h e s e r e s u l ts s u g g e sti n g th e

p
o te n ti al u s e f ul n e s s o f a t el o m e r a s e as s ay o f s p u t u m a s a n o n -i n v a si v e

S Cr e e nl n g t e St f o r l u n g c a n c e r s .


