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Ⅰ 緒言

癌細胞の 血液中 へ の 流出は ､ 転移巣 を形成す る重要 なス テ ッ プで あり ､ 血管

内を循環する腫癌細胞を同定する こ とは ､ 血行性に よる 遠隔転移を予測 する上

で 有用な方法 と考 え られ る ｡ これ まで ､ 血液 中の 癌細胞 を同定する試みが多く

なされ ､ 特に 大腸癌にお い て は､ 解剖学的理 由か ら末梢血 の みな らず門脈血中

の 癌細胞を同定する方法も行われ て きた ｡ 近 年で は癌細胞が特 異的に 発現す る

とされる 蛋白や酵素の R TL P C R 法を用 い た測定が ､ 優れ た感度をも つ 検出法とし

て導入され るよう にな っ た ｡ 具体的に は ､ c a r ci n o e m b y o ni c a n tig e n やサイ トケラ

チ ン 1 9 , サイ トケ ラチ ン 2 0 ､ g u a n ylyl c y cla s e C が R TLP C R 法に より大腸癌患者

の 末梢血 ､ 門脈血 にお い て検 出され た と報告されて い る ｡ しかし ､ こ れ らの マ

ー

カ
ー はい ずれも少数なが ら健常者 にお い て も検出さ れ る こ とが報告さ れて い

る ｡

テ ロ メ ラ ー ゼは触媒サ ブユ ニ ッ ト T E R T と逆転写 の ための 鋳型 R N A 部分 ､ さ

ら に安定化の ため の 蛋 白か らな る逆転写酵素で ある ｡ 正 常細胞 にお い て は細胞

分裂 ごと に染色体末端の テ ロ メ ア と呼ばれ る T T A G G G と い う塩基配列 の 繰り返

し部分が短縮す る 結果､ 細胞死 に至 る ｡ それ に対 して テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性を持つ

細胞は鋳型 R N A か らテ ロ メ アが連続的に逆転写されて D N A 末端が伸長され る

こ とに より細胞の 不死化に寄与す る と言われ て い る ｡ テ ロ メ ラ ー ゼ は悪性腫疲



の 大部分に発現 して い る
一

方 ､ 生殖細胞や活性化 リ ン パ 球 に もわずかなが ら発

現 して い る ｡ 最近 ､ 乳癌患 者にお ける 末梢血中 の 腫癌細胞 の 同定法 と して ､ リ

ンパ 球を除い た上で テ ロ メ ラ
ー ゼ活性 を測定す る方法が 紹介さ れたが ､ 現在ま

で 健常者の 血液 で はテ ロ メ ラ
ー ゼ活性が検 出されて い な い ｡ 故 に ､ テ ロ メ ラ

一

ゼ は最も優れ た癌細胞特異性を示す マ
ー

カ
ー と して ､ 大腸癌患者にお い て も血

液 中の 癌細胞の 同定や遠隔転移の 予測 に 用 い られう ると考えられた ｡

本研 究で は ､ 大腸癌患者にお い て腫療の ドレナ
-

ジ血管で あ る 門脈 ､ および

末梢血管か ら採血 を行 い
, 癌細胞 由来の テ ロ メ ラ

ー

ゼ活 性を測定して従来の 臨

床病理学的因子 との 相関を解析し ､ 遠隔転移の 予測が 可能か どうか を検討した ｡

Ⅱ 方法

1 . 対象

東京大学医学部附属病院大腸月工門外科で 20 0 1 年 1 1 月か ら 2 0 0 4 年 1 月 に 手術

され た原発性大腸癌 1 3 4 症例 を対象 とし ､ 健常人 6 人を対 照群 と した ｡

2 . 採血方法

開腹時 の 門脈血採血 に つ い て は ､ 腫療 の ド レナ
-

ジ血管の うち腸間膜に ある

辺線静脈 より中枢側 にて 1 0 c c を採取 し ､ 同時に末梢静脈か らも 1 0 c c の 採血を行

っ た｡ 健常人からは末梢静脈より採血 10 c c を行 っ た｡

3 . I m m u n o m ag n eti c s o rti n g による 上 皮細胞の 回収

Fic oll - P a q u e を用 い て 採血検体か ら上皮細胞を含む層を分離 し ､ 磁気 ビ ー ズを

付加 した抗 h u m a n epith elial a ntig e n ( H E A ) 抗体 と反応さ せた ｡ これ を磁 石に 装

着さ せ た M A C S カ ラム ( M ilt e n yi B iot e c G m b H ) に通 し , カ ラ ム を磁石 か ら外す

こ と で 上皮細胞を回収した ｡

4 ･ T R A P a s s ay

T R A P a s s ay に よる テロ メ ラ ー ゼ活 性測定は T el o T A G G G T el o m e r a s e P C R E L I Z A

P L U S kit ( R o c h e D i ag n o s ti c s G m b H ､ M a nh ei m ､ G e r m an y) を用 い て行 っ た .

回収した上皮細胞を 5 0 [L l の 蛋 白溶解液 を用 い て 蛋白成分を抽出した o うち上

澄み 3 〟1 に ピオチ ン標識した 5
'

側プライ マ
ー

を加え ､ 2 5 ℃3 0 分の 逆転写 反応 を

行 っ て t el o m e ri c r ep e at を複製 した｡ 次 に 3
'

側 プライ マ ー を加 えて P C R した(9 4 ℃

3 0 秒､ 5 0 ℃3 0 秒､ 7 2 ℃9 0 秒を 3 0 サイクル) ｡ 反応液 の うち 2 .5 J↓1 を str ep t a vidin

で コ ー

トされ た 9 6 穴プレ
ー

トに移し､ d e n at u r e を行い
､ dig o xig e ni n で ラ ベ ルさ

れたt elo m e ri c r e p e at を標的とする プロ
ー ブと反応さ せ た ｡ 最後に , h o r s e r ad dish

p e r o xid a s e が触媒す る発色反応を分光光度計で 測定し､ 4 5 0 n m で の 吸光度を求め

た ｡ コ ン トロ ー ルテ ン プ レ ー

ト ( T T A G G G の 8 回繰り返 し配列) を基質と して

P C R 反応を行 っ て 得られ る 4 5 0 n m で の 吸光度も測定し ､ こ れ に対す る検体 の 相
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対 的なテ ロ メ ラ
ー ゼ活性 R T A (r el ativ e t el o m e r a s e a c ti vit y) を算出し ､ こ の 値を解析

に用 い た ｡

Ⅲ 結果

1 . 臨床病理学的背景

対象患者 1 3 4 例 の 平均年齢は 6 5 .3 歳, 男性 7 8 例 ､ 女性 5 6 例で あ っ た ｡ 腫療

の 深達度は T N M 分類にお ける T ≧3 が 1 0 0 例､ T ≦2 が 3 3 例だ っ た( T X が 1 例) 0

3 9 症例 (2 9 .1 % ) に 同時性又 は異時性の 遠隔転移が認め られ た (2 4 例肝転移､

1 2 例肺転移 ､ 9 例が遠隔t｣ ンパ 節転移､ 重複例あり) ｡ 肉眼的治癒切除を行 っ た

症例で術後再発を示した症例は計 3 1 例 (2 4 .4 % ) で あ っ た ｡

2 . R T A と臨床病理学的因子 (遠隔転移 を除く)

健常人 の 末梢血 R T A は 0 -3 2 .7 % の 分布を示 し ､ 以 降は こ の 最大値 3 2 .7 をカ ッ

トオ フ 値 として 採用 し､ それより高い もの を R T A 陽性, 低い も の を陰性と したo

対象患者 1 3 4 例 の R T A の平 均値 は門脈血 で 3 8 .3 % ､ 末梢血で 4 3 . 2 % で あ っ た o

5 0 例 (3 7 . 6 % ) が 門脈血 R T A 陽性を示 し ､ 3 7 例 ( 2 7 . 8 % ) が末梢血 R T A 陽性と

判定され た｡

門脈血 ､ 末梢血 双方の R T A と相関が認 められ たの は腫癌の 深達度 ( それぞれ

p
- o .o o 1 0 ､ p

- 0 .0 0 0 7) ､ 術中に切除され た局所リ ンパ 節転移( それぞれ p
< o .o o o 1 ､

p
= o .o ll) ､ 病期 (共 に p

< o .o o o 1) で あ っ た o 静脈侵蓑は門脈血 R T A との み有意

な相関を示 した (p
- o . o 25) 0

3 . R T A と遠隔転移

同時性 ､ 異 時性の 双方を含む転移全般にお い て は転移陽性例 の 門脈血 R ⅡA は

平均 83 3 % , 末梢血 R T A は平均 1 0 8 .6 % で あり ､ 陰性例 ( そ れぞれ の R T A 平均値

が 1 9 ･5 % ､ 1 6 .4 % ) より も高値を示 した (共 に p
< 0 .0 0 0 1) ｡ 臓器別 で は肝転移 陽

性例の 門脈血 R T A は平均7 7 .
4 % ､ 末梢血 R T A は平均 1 13 . 0 % で あり , 陰性例 (そ

れぞれ 2 9 ･7 % ､ 2 8 . 0 % ) より も高値 を示した ( 共に p
< o .o o o 1) ｡ 同様に肺転移陽

性例 の 門脈血 R T A は平均 6 3 . 8 % ､ 末梢血 R T A は平 均7 0 .8 % で あり ､ 陰性例 ( 門

脈血 R T A の 平均3 5 , 8 % ､ 末梢血 R T A の 平均 4 0 .5 % ) よりも高値を示 した ( 各々

p
= 0 .0 1 1 ､ p

= 0 . 0 1 2) 0

さ らに 同時性と異時性に分類 して R T A との 相関を検討した ｡ 門脈血 R T A と有

意な相関を示 した項 目は同時性肝転移 (p
- o . o 49) ､ 共時性肝転移 (p

- o .o o 5 5) で

あり ､ 末梢血 R T A と有意な相関 を示 した項 目は異時性肝転移 (p
- o .o o 3 7) ( い ず

れも転移陽性群で R T A 高値) で あ っ た .

4 . R T A と予後

K apla n
-

M ei e r 法に よる 生存曲線 によ る比較で は ､ 門脈血 R T A 陽性例は陰性例
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に 比較 して有意に低い 3 年無再発生存率を示 した ( 陽性 5 0 .8 % v s . 陰性 8 5 .3 % ;

p
< o ･o o o 1) . 同様 に末梢血 R T A に つ い て も同様の 結果が得 られ た ( 陽性 4 9 ･ 9 % v s ･

陰性 8 0 .8 % ; p
- 0 .0 0 0 1) . c o x r eg r e s si o n h a z a rd m o d el を用い た多変量解析で は ､

門脈血 R T A 陽性 (h a z a rd r ati o ; 2 . 9 1 ､ p
- 0 .0 3 8) お よび局所リ ンパ 節転移 (h a z a rd

r ati o ; 3 . 2 7 ､ p
- 0 .0 1 2) が術後再発の 有無に影響を及 ぼす因子で ある と判定され た o

再発に対す る 陽性適中率は門脈血 の R T A 陽性が 4 1 % ､ 局所リ ンパ 節転移陽性が

4 3 % で あ っ た｡

Ⅳ 考察

本研 究は大腸癌手術患者 にお ける 門脈血 ､ 末梢血 の テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性 と臨床

病理学的因子 や遠隔転移 と の 関係 を示 した初めて の 研 究で ある ｡ 本研究 にお け

るテ ロ メ ラ
ー

ゼ活性測定法の 感受性は ､ 門脈血 R T A 陽性が 3 7 . 6 % ､ 末梢血 R T A

陽性が 27 .8 % で あり , 以前に報告され た方法 とは ぼ同様の検 出率で あ っ た ｡

一

方

で 健常人の 採血検体を基準にテ ロ メ ラ
ー

ゼ活 性の カ ッ トオ フ 値を設定した の で ,

特異性は 1 0 0 % となる ｡ 従 っ て 総合的に は本法 が , 現在の と こ ろ最も優れ た血中

の 癌細胞の 検出方法 の 1 つ と考え られた ｡

血液 の テ ロ メ ラ ー ゼ活性 と腫療 の 深達度､ 局所リ ン パ 節転移 ､ 病期が相関す

る とい う今回の 結果は ､ 原発巣で の 高い テ ロ メラ ー ゼ活性が ､ 転移 , 病期 ､ 予

後不良と相関する と い う過去 の 報告 と矛盾しな い ｡ 門脈血 の テ ロ メ ラ ー ゼ活 性

が静脈侵襲 と相関する とい う結果 ､ 同時性 ､ 異時性肝転移と相関す る とい う結

果は s e e d a n d s oil th e o r y に合致する o

一 方､ 末梢血テ ロ メ ラ
ー ゼ活性は特に異時

性肝転移 との 相関が強く認 め られ た ｡ こ の 結果は全 身を循環す る癌細胞が , , 後

に肝に トラ ッ プされて 異時性肝転移が顕在化 す る可能性を示 唆して い る ｡ 術後

再発例で は門脈血 ､ 末梢血 と も R T A が高値で あ っ たが ､
これ は癌細胞が様々 な

ル ー

トで再発巣 を形成しう る こ と を示唆して お り ､ 最終的に 生命予後の 低下 に

つ なが る と考え られた ｡

本研究の 多変量解析で は ､ 再発 に相関する 独立 因子 は 門脈血 の テ ロ メ ラ
ー ゼ

活性陽性と手術時の リ ンパ 節転移 の 存在で あ っ た . 従 っ て 門脈血 の テ ロ メ ラ
-

ゼ活性は ､ 将来の 再発全般 を予測する とい う点で 末梢血 の テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性よ

りも優れ ､ 他 の 臨床病理 学的因子 に も勝る 指標とな る こ とが示さゎ た ｡ 通常な

ら補助化学療法の 対象 とな らな い ような 比較的早い 病期に分類され る 患者か ら

門脈血 の テ ロ メ ラ
ー

ゼ活性が 高い 患者を選別 して術後療法を加 える こ と に より

本当 に予後が改善す るか は ､ 今後の 興味深 い 研究課題で ある ｡
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