
はじめに

細胞が分裂増殖する際に，染色体末端のテロメアが

短縮する1）．細胞分裂を繰り返すとテロメア長は次第

に短縮し染色体の安定性が保持できなくなる．正常細

胞でテロメア長がHenley の臨界点に達した場合に

は，さらに増殖することができなくなり，増殖を停止

するかアポトーシスに陥る2）3）．一方，癌細胞ではこの

テロメア長を維持するテロメラーゼ活性が観察されて

いる．癌組織におけるテロメラーゼ活性の発現は，多

くの癌腫で約90％前後の高い率で認められている4）．

残り約10％の症例ではテロメラーゼ活性の発現を見て

いない．この現象を解明するにはテロメラーゼ活性の

発現に関する調節機構の研究を行う必要がある．

この調節機構については現在まで，テロメラーゼを

構成する鋳型要素である human telomerase m-RNA

（hTR）5）やテロメアの合成の触媒作用を有する human

telomerase reverse transcryptase m-RNA（hTERT）6）7）

などが単離されている．これらのテロメラーゼ関連物

質の発現に関しては，発見当初細胞の癌化との関連が

示唆されていたが，研究が進むに従いテロメラーゼ活

性，hTR，hTERTなどは癌細胞に特有なものではな

く，増殖能の高い生殖細胞や造血細胞のみならず正常

の細胞や組織にも認められることが判明した8）．

さまざまな知見がテロメラーゼ活性やその関連物質

に関してえられているが，依然テロメラーゼそのもの

は単離合成されていない上に，これらの発現を調節す

るメカニズムに関しても不明である．最近，テロメラー

ゼの発現を制御する物質の一つとして，telomeric re-

peating binding factors（TRFs）9）～17）が発見された．本

研究ではTRFs の癌組織内発現とテロメラーゼ活性

との関連について検討し，さらに胃癌の臨床病理学的

所見と比較した．

対 象

対象は平成 9年から平成11年に手術を行った胃癌症

例中の51例である．胃癌手術時，胃摘出後直ちに腫瘍

の先進部より癌部以外の組織をできるだけ除いた胃癌

組織100mg以上を採取し 2分した．また，癌から5cm

以上離れた非癌部組織も採取した．2分した一方と非

癌部組織を10％中性緩衝ホルマリンで24時間固定後，

パラフィン包埋し組織学的検索のためのHE染色と免

疫組織学的検索のための切片を作製した．2分した癌

組織の残りをテロメラーゼ活性の検索のために－80℃

で凍結保存した．採取した胃癌症例の組織学的分類18）

では分化型19例（乳頭状腺癌 1例，管状腺癌18例），未

分化型32例（低分化腺癌27例，印環細胞癌 5例）であっ

た．深達度別では，T0・1；4例，T2；20例，T3；18

例，T4；9例であった．
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Table 1　Correlation between telomerase activity and differentiation, 
depth of invasion

Average valueExpression ratio（－）（＋）Telomerase activity

 88.7 ± 215.278.4%1140Total

 70.9 ± 69.3

 101.8 ± 279.6

89.5%

71.9%

2

9

17

23

Differentiated

Undifferentiated

 87.3 ± 104.3

 143.0 ± 341.1

 45.9 ± 44.8

 67.4 ± 91.4

50.0%

75.0%

83.3%

88.9%

2

5

3

1

2

15

15

8

T0・1

T2

T3

T4

方 法

テロメラーゼ活性：胃癌組織から1×CHAPS lysis

buffer により蛋白を抽出し，蛋白量を1µg に調整後，
TRAP-ezeTM Telomerase Detection Kit（Oncor 社）を

用い Fluorescence-based Amplification Protocol（F-

TRAP）法で測定した．活性の定量にはALF Ex-

pressTM DNA sequencer（Pharmacia Biotech）を用い

久富らの方法19）によって半定量値を測定した．このテ

ロメラーゼ活性値は PCR法により組織中のテロメ

ラーゼによって産生された物質の蛍光を測定し，内部

標準とした蛍光と比較して数値化している半定量値で

表示した．

hTR：試料より Isogen（和光純薬）を用いて total

RNAを抽出し，1µg を検査に用いた．この total RNA
に対しDNase 処理後，randomprimer により cDNA

を合成した．TLM-F primer と TLM-R primer および

TLM-P probe を含むPCR溶液を用いて real-time PCR

を行った．real-time PCRはABI PRISMTM 7700 DNA

Sequencer（PE Apllied Biotech，CA，USA）により，

95℃�45sec.，60℃�45sec.，72℃�30sec.：50cycle の条
件下で行った．Standard RNA1013から102copies 由来の

発光値とサンプル由来の発光値を比較し定量化を行っ

た．その算出されたコピー値の対数の指数値を活性値

として判定した．

hTERT：試料より Isogen（和光純薬）を用いて to-

tal RNAを抽出した．RNA量を1µg に調整し，DNase
処理後，random primer により cDNAを合成した．

BABO-F primer と BABO-R primer および BABO-P

probe を 含む PCR溶液を用いて real-time PCRを

行った．PCRはABI PRISMTM 7700 DNA Sequencer

（PE Apllied Biotech，CA，USA）により，95℃�30sec.，
60℃�30sec.，72℃�30sec.：53cycle の条件下で行っ
た．Standard RNA106から102copies 由来の発光値とサ

ンプル由来の発光値を比較し定量化を行った．その算

出されたコピー値の対数指数値を活性値として判定し

た．

TRF1およびTRF2：パラフィン包埋組織より4µm
の切片を作製し，脱パラフィン後，マイクロウェーブ

処理（100℃，5分）し，免疫組織化学的検査を行った．

方法は PAP法で，一次抗体は抗TRF1抗体（Santa

Cruz 社製），抗TRF2 抗体（Santa Cruz 社製）を200

倍に希釈して用いた．これらの 1次抗体の反応は4℃で

24時間行った．1次抗体反応後 PBSで洗滌し，ABC

キット（フナコシ社製）を使用して，添付のマニュア

ルに従って免疫組織化学的染色を行った．核染色はメ

チルグリーンを用いて行った．

おのおのの癌組織において，対物レンズ40×の顕鏡

下に腫瘍内の近接しない部位を 3から10視野観察し，

合計1,000個の癌細胞内の核内所見を検討した． また，

同一切片内に存在するリンパ球で認められる所見と同

等である局在所見を認める癌細胞を数えおのおのの陽

性率を算出した．

判定基準：テロメラーゼ活性は，半定量値が測定で

きた場合を陽性，測定値が得られない場合を陰性とし

た．また，これらの各因子の平均値は，陽性症例のみ

の半定量値の平均である．統計学的検定は，陽性・陰

性間の検定には χ2検定を用い，半定量活性値の比較に
は Student’s t-test および Welch’s t-test を用い p＜

0.05を有意差ありと判定した．

結 果

（1）テロメラーゼ活性：癌組織でのテロメラーゼ活

性は，51例中40例（78.4％）に認められた．活性陽性例

での半定量活性値は，6.3U�µg protein（以下，単位省
略）から1,356.2であり，活性の平均は88.7±215.2であっ

た．組織型との関連では，分化型において19例中17例

（89.5％）にテロメラーゼ活性を認めたのに対して，未
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Table 2　Correlation between hTR and differentia-
tion, depth of invasion

Average valuehTR

 8.49 ± 0.79Total

 8.53 ± 1.13

 8.22 ± 0.49

Differentiated

Undifferentiated

 7.97 ± 1.39

 8.56 ± 1.05

 8.98 ± 0.44

 8.59 ± 0.38

T0・1

T2

T3

T4

Table 3　Correlation between hTERT and fifferentiation, depth of 
invasion

Average valueExpression ratioNegativePositivehTERT

3.05 ± 0.6596.1%249Total

3.40 ± 0.60

3.04 ± 0.65

94.7%

96.7%

1

1

18

31

Differentiated

Undifferentiated

3.32 ± 0.98

3.20 ± 0.65

3.12 ± 0.67

3.22 ± 0.53

100.0%

90.0%

100.0%

100.0%

0

2

0

0

4

18

18

9

T0・1

T2

T3

T4

分化型では32例中23例（71.9％）であった．分化型の場

合の方が，テロメラーゼ活性の発現率が高かったが有

意差は認めなかった（p=0.26）．また，テロメラーゼ活

性値に関しても差は認めなかった．テロメラーゼ活性

陽性例の活性値では，分化型で6.7から249.5で平均70.9

±69.3であったのに対して，未分化型では6.3から

1,356.2で平均101.8±279.6であった．深達度との関連に

おいては，各深達度におけるテロメラーゼ活性発現率

はT0・1；50.0％，T2；75.0％，T3；83.3％，T4；88.9

％であり深達度が進んだ症例ほど活性発現率が高かっ

たが有意差は認めなかった（Table 1）．

（2）hTR：癌組織での hTRは，51例中50例（98.0

％）に認められた．半定量値は5.32log copies�µg total
RNA（以下，単位省略）から10.76で平均は8.49±0.79

であった．組織型別では hTR半定量値は，分化型で

5.32から10.76で平均8.53±1.13であったのに対して，未

分化型では7.46から9.49で平均8.22±0.49であり，組織

型で差は認めなかった．深達度との関連においては，

各深達度における平均 hTR値はT0・1で7.97，T2で

8.56，T3で8.98，T4で8.59であり，深達度が進んだ症

例ほど hTR値が高かったが有意差は認めなかった

（Table 2）．

（3）hTERT：癌組織での hTERT活性は，51例中49

例（96.0％）に認められた．半定量値は1.78 log copies

�µg total RNA（以下，単位省略）から5.26で平均3.05
±0.65であった．組織型との関連では，hTERT活性陽

性例は分化型において19例中18例（94.7％），未分化型

では32例中31例（96.9％）と両者に差を認めなかった．

また，陽性症例の hTERT値に関しては，分化型で2.72

から5.26で平均3.40±0.60であったのに対して，未分化

型では1.78から4.65で平均3.04±0.65であり組織型で差

は認めなかった．各深達度別に hTERT活性発現率と

活性値をみるとT0・1で3.22，T2で3.20，T3で3.12，

T4で3.22であり差は認めなかった（Table 3）．

（4）TRF1の局在：癌組織における核内局在は全症

例で認め，発現率は0.9％～88.6％であり，平均45.1±

23.7％の癌細胞に認められた．また，非癌部組織におけ

る腺管での発現率は3.8％～99.0％であり，平均70.6±

23.3％であった．癌部において有意に低い発現率で

あった（p＜0.001）．組織学的分類での比較では分化型

での核内陽性細胞率は平均で62.5±20.1％であり，未分

化型では核内陽性細胞率の平均は34.7±19.3％であっ

た．組織型別では分化型の方が有意に発現率が高かっ

た（p＜0.001）．深達度別では，T0・1の早期癌で核内

陽性細胞率は63.7％，T2；51.6％，T3；43.3％，T4；

25.7％であった．深達度が進むほど陽性率が低下して

いて，T0・1およびT2が T4と比較して有意に高値で

あった（p＜0.01）（Fig. 1，2）（Table 4）．

（5）TRF2の局在：癌組織における核内局在はTRF

1と同様に全症例に認め，発現率は6.9％～85.0％であ

り，平均42.9±22.1％の癌細胞に認められた．また，非

癌部組織における腺管での発現率は17.1％～95.3％で

あり，平均65.6±20.7％であった．癌部において有意に

低い発現率であった（p＜0.001）．組織学的分類での比

較では分化型で核内陽性細胞率は平均で61.0±16.8％
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Table 4　Correlation between positive cell ratio for TRFs and differentiation, depth of invasion

Expression ratio（%）

TRF2TRF1

Non-cancerous tissueCancer tissueNon-cancerous tissueCancer tissue

65.6 ± 20.742.9 ± 22.170.6 ± 23.345.1 ± 23.7total

67.3 ± 20.0

64.6 ± 64.6

61.0 ± 16.8

32.1 ± 17.3

74.3 ± 17.8

68.5 ± 26.0

62.5 ± 20.1

34.7 ± 19.3

Differentiated

Undifferentiated

63.1 ± 20.7

63.1 ± 21.8

74.4 ± 16.2

54.8 ± 22.3

62.6 ± 17.9

49.1 ± 19.2

44.0 ± 21.3

14.4 ± 6.6 

66.2 ± 26.4

70.4 ± 21.6

71.2 ± 22.4

72.0 ± 30.7

63.7 ± 20.1

51.6 ± 21.9

43.3 ± 22.4

25.7 ± 21.0

T0・1

T2

T3

T4

＊ p ＜ 0.01

＊

＊

＊

＊

＊

＊

＊ ＊

であり，未分化型では核内陽性細胞率は平均で32.1±

17.3％であった．組織型別では分化型腺癌で有意に高

率であった（p＜0.01）．深達度別では，T0・1の早期癌

で核内陽性細胞率は62.6％，T2；49.1％，T3；44.0％，

T4；14.4％で，これもTRF1と同様にTRF2陽性細胞

率はT0・1およびT2が T4と比較して有意に高値で

あった（p=0.01）（Fig. 3，4）（Table 4）．

（6）テロメラーゼ活性と hTRおよび hTERTとの関

連：テロメラーゼ活性を認めた胃癌40例における

hTR陽性率は100％，hTERT陽性率は100％であり，テ

ロメラーゼ活性陰性例11例におけるおのおの90.9％，

81.8％に比較して，テロメラーゼ活性陽性例でいずれ

も高率であったが発現率に有意差は認めなかった．

hTRは 1例を除いた症例で発現を認めた．hTR値を中

央値で 2分し，高値群と低値群で比較検討すると，高

値群でのテロメラーゼ活性陽性率は92.6％，低値群62.5

％で有意に hTR高値群で高かった（p＝0.04）．hTERT

に関してはテロメラーゼ活性陽性例で hTERTの測定

値が平均3.27，テロメラーゼ活性陰性例では2.74と有意

にテロメラーゼ活性陽性例で高く（p＝0.03），また，

hTERT陰性例ではテロメラーゼ活性を認めなかった

（Table 5）．

（7）テロメラーゼ活性とTRF1，TRF2との関連：

テロメラーゼ活性を認めた胃癌40例におけるTRF1陽

性細胞率は平均で46.1％，TRF2陽性細胞率は43.1％で

あり，テロメラーゼ活性陰性例11例におけるおのおの

41.2％，42.0％に比較して，テロメラーゼ活性陽性例で

いずれも軽度高率であったが有意差は認めなかった．

また，テロメラーゼ活性値とTRF1陽性細胞率および

TRF2陽性細胞率との間に相関関係は認めなかった．

（8）TRF1と TRF2の関連：癌組織におけるTRF1

と TRF2の発現率の相関係数は0.68であり高い相関関

Fig. 1 Immunohistochemical staining for TRF1 on

differentiated type gastric cancer（tub.×40）
Fig. 2 Immunohistochemical staining for TRF1 on

undifferentiated type gastric cancer（por.×40）
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Table 5　Correlation between telomerase activity and differentiation, depth of invasion

hTERThTR

Average valueJowHighAverage valueLowHighTelomerase activity

3.27 ± 0.61

2.74 ± 0.66

17

9

23

2

8.68 ± 0.63

7.79 ± 0.97

15

9

25

2

（40 case）

（11 case）

Positive

Negative

65.4%92.0%62.5%92.6%
Telomerase activity

　Positive ratio

＊ p ＝ 0.04
＊＊ p ＝ 0.03

＊ ＊＊

係を示した．一方，非癌部組織においてはTRF1と

TRF2の発現率の間に相関関係は認めなかった．

考 察

近年さまざまな癌腫や不死化細胞でテロメラーゼ活

性が測定され，その結果大多数の癌腫や不死化細胞で

テロメラーゼ活性が認められた．さらに，TRAP法の

開発により，容易にテロメラーゼ活性が測定できるよ

うになった．このため本邦でもここ数年の間に，癌組

織でテロメラーゼ活性を測定した報告が増加してい

る20）～25）．消化器系臓器別のテロメラーゼ活性は，食道

癌で52～87％，胃癌で74～90％，大腸癌で66～89％，

肝臓癌で72～86％と報告されている22）～25）．今回の，

我々の胃癌におけるテロメラーゼ活性の発現率は78.4

％で，他の報告例と差は認めなかった．一方，組織型

別でのテロメラーゼ活性の発現に関して，分化型と未

分化型に 2分して比較すると，食道癌では未分化型で

高率であり，胃癌や大腸癌では分化型で高率であった

と報告23）～25）されている．今回の胃癌での検討でも分化

型で発現率が未分化型よりも高率であり同様の結果で

あった．胃癌の分化度別でテロメラーゼ活性の発現が

異なることの説明として，未分化型胃癌は一般的に浸

潤性に増殖するため，単位体積当たりの癌細胞数が少

ないことが考えられる．しかし，テロメラーゼ活性値

として比較した場合には組織型による差は認めていな

い．テロメラーゼ活性値に差がないことから，未分化

型ではテロメラーゼ活性の発現が少なく，テロメラー

ゼに依存しないで不死化能を獲得している可能性もあ

る．テロメラーゼ活性陰性細胞でも長いテロメア長を

有する場合があることが報告26）27）されていることから

も，未分化型でテロメラーゼに依存しない不死化の獲

得の可能性を示唆するものである．

テロメラーゼの鋳型となる hTRに関して，当初は

hTRがテロメラーゼ活性の構成要素の中心であり癌

細胞でのみ高い発現を認めると報告されていた．しか

し，研究が進むにつれ，hTRの発現は不死化細胞や癌

細胞に特徴的なものではないことが示されつつある．

今回の検討でも98％の症例で hTRの発現を認めた．こ

の hTR陰性の 1例ではテロメラーゼ活性を認めな

Fig. 3 Immunohistochemical staining for TRF2 on

differentiated type gastric cancer（tub.×40）
Fig. 4 Immunohistochemical staining for TRF2 on

undifferentiated type gastric cancer（por.×40）
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かった．hTR発現例において，その発現レベルは5.3

～10.8と約10万倍の差であった．このため，中央値で 2

分し比較したところ，テロメラーゼ活性の発現に関連

を認めた．hTRは，その発現量の増加に伴ってテロメ

ラーゼ活性発現の誘導を行っている可能性が示され

た．すなわち，hTRはテロメラーゼ活性の発現に必要

ではあるが，その多募によってテロメラーゼ活性の発

現を制御している可能性があるものと考えられた．

次に，hTRからテロメアを逆転写するために必要な

要素である hTERTに関しては，2例を除く96.1％に発

現を認めている．この hTERT陰性の 2例は，ともにテ

ロメラーゼ活性を認めていない．hTERTの陽性でテ

ロメラーゼ活性陰性例の hTERT値は平均2.73であ

り，テロメラーゼ活性陽性例での平均3.27と比較して

有意に低値であった．このことから，hTERTの発現量

がテロメラーゼ活性の発現を制御している可能性も示

された．

最近テロメアの末端を安定化させる物質の一つのテ

ロメア結合蛋白としてTRF1がクローニングされ

た9）～11）．TRF1過剰発現はテロメア長を短縮させ

TRF1がテロメラーゼの伸長反応を抑制しているとの

in vitro での実験が報告されている．今回の胃癌症例で

の検討で，TRF1の局在は癌細胞の多くに認められた．

しかし，そのTRF1局在所見は微細顆粒状でごく弱い

局在を示す場合や，核内に均等に局在所見を認める場

合があった．局在所見の対象とした同一切片上のリン

パ球では，細胞の核内に均等なTRF1局在所見を認め

た．このためTRF1の局在判定は細胞の核内に均等に

局在を認めた場合のみを陽性とした．一部の癌症例で

認められる核内の一部に微小な局在を認める場合は陰

性とした．このTRF1陽性細胞の発現率は平均で45.1

％であり，非癌部組織の70.6％に比較して癌部で有意

に発現が低かった．このことから，癌細胞ではテロメ

ア末端がフリーの状態にあり，テロメラーゼの影響を

受けやすいとともに不安定な状態であることが推測さ

れる．この傾向は未分化型でよりTRF1の発現率が低

いことから，未分化型がより不安定な状態の染色体を

有している可能性がある．このため変異を受けやすく，

悪性度の高い状態に陥る可能性が高いと考えられる．

一般的に未分化型の方が分化型に比較して悪性度が高

いと報告されていることと一致する．一方，TRF1の発

現率とテロメラーゼ活性の発現の間に相関を認めず，

さらにテロメラーゼ陽性例・陰性例での間でTRF1の

発現率においても差を認めなかった．このことから，

TRF1がテロメラーゼ活性の発現と関連している可能

性は低いと考えられた．

2番目にクローニングされたテロメア結合蛋白

TRF2はテロメア末端の構造を維持することによりテ

ロメアを保護し，染色体の安定性を保持するとの in vi-

tro での実験が報告されている13）14）．今回の胃癌症例

ではTRF2の局在もTRF1と同様に癌組織の方が低率

であり，平均で42.9％であった．また，TRF2も TRF1

と同様にテロメラーゼ活性との明らかな関連は認めら

れず，組織型では，未分化型で正常組織に比較して発

現率が低かったことから，TRF2に関しても癌細胞で

その発現が減少し，染色体末端の保護機構が減少して

いることを示している．さらに，低分化型において

TRF2の発現率がより一層低いことから，低分化型が

より不安定な染色体の状態である可能性が示された．

TRF1と TRF2は癌組織において，ほぼ同様に発現が

低下していた．さらに同一症例でのTRF1と TRF2の

発現率を比較すると高い相関関係を認めた．これは

TRF1と TRF2を制御する因子が同一である可能性が

高いことを示していると考えられる．

今回の胃癌組織の検討において hTRと hTERTが

テロメラーゼ活性の発現に強く関連していることが明

らかになった．TRF1と TRF2の関連については，これ

を支持する研究結果は得られなかった．
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Correlation between Telomerase Activity and Compornents in Gastric Cancer

Naoyuki Tanaka, Kazuhito Miyachi and Masakatsu Sunagawa
First Department of Surgery, Dokkyo University School of Medicine

The correlations between telomerase activity in gastric cancer and two groups of factors , hTR and
hTERT, and TRF1 and TRF2 were compared and analyzed. Telomerase activity was semi-quantatively
measured by the F-TRAP technique in 51 gastric cancer patients, and hTR and hTERT activity was quanti-
fied by the real-time PCR technique. TRF1 and TRF2 were also analyzed immunohistochemically to deter-
mine the frequency of these factors in cell nuclei. Telomerase activity was detected in 78.4％ of the cancer tis-
sue samples, and the mean activity value was 88.7. hTR activity was detected in 98.0％ of the cancer samples,
and its mean activity was 8.349：hTERT activity was detected in 96.0％ of the cancer samples, and its mean
activity was 3.05. TRF1 and TRF2 were detected in the cell nuclei of 45.1％ and 42.9％, respectively, of the
cancer samples. The frequency of telomerase activity detection was significantly higher among the samples
with high hTR activity（p=0.04）, and the frequency of telomerase activity detection was significantly higher
among the samples with high hTERT activity（p=0.03）. However, no correlations were observed between te-
lomerase activity and either TRF1 or TRF2 expression. These findings suggested that hTR and hTERT are
correlated with the expression of telomerase activity.
Key words：telomerase, hTR, hTERT, TRF1, TRF2
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