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研究成果の概要（和文）：ルーチンの病理組織標本を対象として葉酸代謝関連蛋白の発現を再現
性よく検出するのは困難であった。しかし、①免疫染色はピリミジン合成酵素や細胞死マーカ
ーの発現を解析できる有用な方法である、②胃癌、大腸癌および子宮頸癌はチミジンキナーゼ
1、チミジル酸合成酵素をともに高発現する、③S-1 投与前の活性型カスパーゼ 8発現レベルが
治療効果を反映する、④活性型カスパーゼ 9 発現は胃癌に、LC3 発現は大腸癌に優位であるこ
とが証明された。 
 
研究成果の概要（英文）：Reproducible detection of folate metabolism-related proteins in 
routine and pathological samples presented difficulties. However, immunostaining was 
useful for analyzing expression of pyrimidine-synthesizing enzymes and cell death markers. 
High expression of thymidine kinase-1 and thymidylate synthase was detected prominently 
in gastrointestinal and uterine carcinomas. Spontaneous levels of cleaved (active) 
caspase-9 (CC9) correlated with antitumor effect of S-1, an oral fluoropyrimidine. 
Gastric carcinomas outnumbered in CC9-positive tumors while colorectal carcinomas in 
LC3-positive tumors. 
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効果予測、免疫組織化学 
 
１．研究開始当初の背景 
 

個別化癌化学療法において、治療効果を予
測するためには、投与薬剤に対する感受性規
定因子を化学療法施行前に検索することが
必須である。現在、5-fluorouracil (5-FU)
およびそのプロドラッグからなるフッ化ピ

リミジンは、消化器癌、乳癌などに最も汎用
されている抗癌剤である。フッ化ピリミジン
の抗腫瘍効果を高めるには、多グルタミン酸
化 を 受 け た 還 元 型 葉 酸 、 thymidylate 
synthase（TS；5-FU の標的酵素）および
fluorodeoxyuridine monophosphate (FdUMP、
5-FU の活性体)からなる三重複合体の効率的



な形成と安定化が必要である。葉酸および葉
酸代謝拮抗剤は、細胞膜に局在する folate 
transporter-1 (FT-1)によって細胞内に取り
込 ま れ る 。 そ の 後 、 folylpolyglutamyl 
synthase (FPGS)によりポリグルタミン酸化
を受けると、細胞内での滞留性が高まる。ポ
リグルタミン酸化を受けた葉酸塩や葉酸代
謝拮抗剤は、γ-glutamyl hydrolase (GGH)
によりポリグルタミン酸残基が外れて元の
状態に戻る(単グルタミン酸化される)。した
がって、FPGS と FT-1 の発現増加および GGH
発現の減少がフッ化ピリミジン感受性に関
与することが示唆される。われわれはこれま
で、TS の免疫組織化学的検出（免疫染色）に
おける至適条件を確立し、胃癌および大腸癌
のフッ化ピリミジン化学療法において TS 高
発現が治療抵抗性の重要な指標であること
を発表してきた。しかし、TS 低発現が正確に
フッ化ピリミジン感受性を意味するもので
はなく、効果予測の精度をより高めることが
望まれていた。一方、FPGS、GGH および FT-1
発現の免疫組織化学的検討に関する論文は
われわれの知る限りではほとんどない。こう
した背景から、免疫染色を用いて FPGS、GGH、
FT-1 および TS の発現を総合的に評価するこ
とにより、フッ化ピリミジンの効果を正確に
予測できるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 

申請時における当初の研究目的は以下の
内容であった。まず抗 FPGS 抗体、抗 GGH 抗
体および抗 FT-1 抗体を作製する。次いで、
FPGS、GGH および FT-1 に対する免疫染色の至
適条件を確立する。そして、胃癌・大腸癌の
生検材料および手術切除標本における FPGS、
GGH および FT-1 の発現を TS の発現と比較し
ながら検索する。その上で、フッ化ピリミジ
ンによる術前化学療法の効果、術後補助化学
療法施行例における再発率や生存率との関
連性を明らかにする。すなわち、フッ化ピリ
ミジン耐性因子であることが明らかな TS と
FPGS、GGH および FT-1 を組み合わせることに
より、免疫染色による高精度なフッ化ピリミ
ジン効果予測の可能性を追究・評価する。 

しかしながら、4. 研究成果の(1)で述べる
ごとく、FPGS、GGH および FT-1 の免疫染色を
病理組織検体へ応用するのは困難であると
いう結論に至った。そこで、研究計画には含
まれていなかったが、以下を目的とする研究
を実施することになった。いずれも申請時の
研究テーマと関連性をもった独創的研究で
ある。研究の方法と成果についてはテーマご
とに記載する。 
・TS とともにピリミジン合成に関わる
thymidine kinase-1（TK-1）について、諸臓
器の癌および非癌組織における発現の特徴

を明らかにし、TK 阻害剤 TAS-102（臨床試験
中）の有効性を考察する。 
・p53 遺伝子解析とアポトーシス実行酵素
caspases の免疫染色によってフッ化ピリミ
ジン系抗癌剤 S-1の感受性を予測することが
可能かを検討する。 
・胃癌および大腸癌における細胞死経路の特
徴を免疫組織化学的に解析し、抗癌剤治療の
視点からアポトーシスとオートファジーの
関わりを考える。 
 
３．研究の方法 
 
(1) FPGS、GGHおよびFT-1の至適免疫染色条
件の確立と特異性の確認 
FPGS、GGH、FT-1それぞれに特異的なアミノ

酸配列からペプチドを合成した。得られた合
成ペプチドについて、ウシサイログロブリン
をキャリア蛋白とし、それぞれ2羽のウサギに
接種した。十分な力価に達したことを確認し
た後、採血し、抗血清を得た。そして、それ
らの抗血清をアフィニティー精製した。 
すべてのアフィニティー精製抗体について、

パラフィン切片への応用の可否を検討すると
同時に至適染色条件を確立すべく、諸工程に
おける条件を比較検討した。すなわち、まず、
活性ないしmRNAレベルが高いxenograft腫瘍
組織を対象として、抗原賦活化処理（加熱処
理、蛋白分解酵素処理および蟻酸処理）、抗体
の反応時間、固定液の種類や固定時間の影響
などを検討した。発色には3,3’-diamino- 
benzidine（DAB）溶液を、核染色にはマイヤ
ーのヘマトキシリン液を用いた。ルーチンで
使用している検出法であるアミノ酸ポリマー
法ではパラフィン切片への応用が不可能と判
断された場合は、超高感度法であるcatalyzed 
signal amplification（CSA）法を実施した。
なお、TSの染色条件はすでに確定している。 
免疫染色の特異性を確認するため、免疫に

使用した抗原ペプチドを用いて免疫吸収試験
を行った。さらに、免疫組織化学的発現と活
性値との相関性を評価した。 
 
 (2) 諸臓器の癌および非癌組織におけるピ
リミジン合成酵素の発現 
 対象は、計 175 例の進行癌手術切除標本
（舌癌 12 例、甲状腺癌 12 例、肺癌 23 例、
乳癌 14 例、食道癌 12 例、胃癌 18 例、大腸
癌 14 例、肝癌 12 例、胆嚢癌 15 例、膵癌 10
例、腎癌 10 例、膀胱癌 13 例および子宮頸癌
10 例）のホルマリン固定パラフィン切片で
ある。アミノ酸ポリマー法を用いて、TK-1
および TS に対する免疫染色を実施した。予
備実験の結果によって選択された最適な抗
原性賦活化処理、すなわち、1 mM EDTA 溶液
（pH 8.0）中での加熱処理を実施した。使用
した一次抗体は抗 TK マウスモノクローナル



抗体（クローン F12）および抗 TS ウサギポ
リクローナル抗体で、いずれも室温にて一晩
インキュベートさせた。 
 全癌細胞のうちの 30％以上の癌細胞が陽
性を示した場合を高発現、陰性を含め陽性細
胞が 30％未満であった場合を低発現に分類
した。 
 
(3) p53 遺伝子解析とアポトーシス実行酵素
caspases の免疫染色によるフッ化ピリミジ
ン系抗癌剤 S-1 の感受性予測 
 計 22 例のヒト癌細胞株 (肺癌 6 例、胃癌
6例、大腸癌 2例、膵癌 2例、乳癌 6例) に
ついて、ダイレクトシーケンス法により p53
遺伝子解析を行った。次いで、癌細胞をヌー
ドマウスに移植し、xenograft 腫瘍モデルを
作製した。S-1 を 14 日間経口投与し、腫瘍
成 長 抑 制 率 （ tumor growth inhibition 
rate；TGIR）を求めた。 
 非投与群の腫瘍を摘出し、ホルマリン固定
パラフィンブロックを作製した。それらの薄
切 切 片 に 対 し 、 cleaved (activated) 
caspase-8（CC8）、cleaved caspase-9（CC9）
および cleaved caspase-3（CC3）の免疫染
色を行った。CC8 および CC9 はそれぞれアポ
トーシスのレセプター経路およびミトコン
ドリア経路における誘導型 caspases であり、
CC3は両経路に共通した実行型caspaseであ
る。あらかじめ選択した最適な加熱溶液（CC8
および CC3 に対しては 1 mM EDTA 溶液、pH 
8.0；CC9 に対しては 10 mM クエン酸緩衝液、
pH 7.0）に浸漬し、加熱による抗原性賦活化
処理を行った。使用した一次抗体は抗 CC8
ウサギモノクローナル抗体（クローン 18C8）、
抗 CC9 ウサギポリクローナル抗体および抗
CC3 ウサギポリクローナル抗体で、室温にて
一晩反応させた。CC8 と CC3 に対してはアミ
ノ酸ポリマー法を、CC9 に対しては超高感度
CSA 法を用いて陽性反応を検出した。 
 光学顕微鏡下で癌細胞をカウントし、各マ
ーカーの陽性細胞率を求め、それぞれ CC8 
labeling index（LI）、CC9 LI および CC3 LI
とした。p53 変異型群と p53 野生型群に分け
て、各 LI と S-1 腫瘍成長抑制率との相関性
を解析した。 
 
(4) 胃癌および大腸癌における細胞死経路
の免疫組織化学的解析 
 胃癌80例および大腸癌75例のホルマリン
固定パラフィンブロックから薄切切片を作
製した。(3)の研究でも検出対象とした CC8
および CC9 に加え、apoptosis-inducing 
factor (AIF；caspase 非依存性アポトーシ
スのマーカー)および LC3（オートファジー
のマーカー）も免疫染色により検出した。あ
らかじめ選択した最適な加熱溶液に浸漬し、
抗原性賦活化処理を行った。使用した加熱溶

液は、CC8、CC3 および LC3 に対しては 1 mM 
EDTA 溶液（pH 8.0）、CC9 に対しては 10 mM
クエン酸緩衝液（pH 7.0）、AIF に対しては
10 mM クエン酸緩衝液（pH 6.0）である。使
用した一次抗体は、抗 CC8 ウサギモノクロー
ナル抗体（クローン 18C8）、抗 CC9 ウサギポ
リクローナル抗体、抗 AIF ウサギポリクロー
ナル抗体および抗 LC3 ウサギポリクローナ
ル抗体であり、それぞれを室温で一晩反応さ
せた。CC8、AIF および LC3 に対してはアミ
ノ酸ポリマー法を、CC9 に対しては超高感度
CSA 法を用いて陽性反応を検出した。 
 CC8、CC9 および LC3 の陽性細胞がそれぞ
れ＞15％、＞5％、＞10％の場合を陽性とし
た。AIF については、核に局在する場合のみ
（caspase 非依存性アポトーシスの指標）を
陽性と判断した。多数の陽性細胞が確認され
た代表的症例については、連続切片法を用い
て複数マーカーの同一細胞内発現も検索し
た。 
 
４．研究成果 
 
(1) FPGS、GGHおよびFT-1の至適免疫染色条
件の確立と特異性の確認 
アフィニティー精製ポリクローナル抗体

（FPGS は A、B、Cおよび 219 の 4 種、GGH は A、
Bおよび Cの 3種、FT-1 は 52 の 1 種）が作製
された。10％ホルマリン固定ないし 4％パラホ
ルムアルデヒド(PFA)固定パラフィン切片を
対象とした FPGS 免疫染色は、加熱処理、蛋白
分解酵素や蟻酸による抗原性賦活化処理を加
えても不可能であった（図 1）。 
一方、EDTA 液中での熱処理を加えることに

よりパラフィン切片を対象とした GGH 免疫染
色が可能であったが、ホルマリン固定よりも
PFA 固定の方が染色性に優れていた。3時間固
定と 24 時間固定の間には、GGH 染色性に顕著
な差はみられなかった。GGH-A 抗体を用いた場
合が最も陽性反応が強く、コントラストも良
好であった。PFA 固定腫瘍組織に対する GGH
免疫染色の特異性は免疫吸収試験により確認
された。また、大腸癌 xenograft における GGH
免疫反応性は GGH 活性と相関していた。すな
わち、GGH 活性が高い腫瘍では比較的多くの陽
性細胞が認められたが、低い腫瘍では陰性な
いしごく弱い染色性を示すのみであった（図
2）。 
FT-1 の免疫染色は、ホルマリン固定パラフ

ィン切片では不可能であった。しかし、PFA
固定標本では EDTA 液中での加熱処理により
FT-1 抗原性が賦活化された（図 3）。PFA 固定
腫瘍組織に対するFT-1免疫染色の特異性は免
疫吸収試験により確認された。 
以上の検討結果から、FPGS、GGH および FT-1

の免疫染色をルーチンの（ホルマリン固定パ
ラフィン包埋された）病理組織検体へ応用す



る後向き研究の実施は残念ながら困難である
と判断される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 ホルマリン固定大腸癌 xenograft 腫瘍
に対する FPGS 免疫染色。抗原性賦活化処理な
し。 
 癌細胞に陽性反応は認められない。帯状の
着色部分はマウス骨格筋に対する非特異反応
による。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 ホルマリン固定大腸癌xenograftに対
するGGH免疫染色。EDTA液中での加熱処理。 
 GGH 活性が高い腫瘍（左）では細胞質に陽
性反応が確認されるが、低い腫瘍（右）では
陰性である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 PFA 固定大腸癌 xenograft に対する
FT-1 免疫染色。EDTA 液中での加熱処理。 
 一部の癌細胞に陽性反応が観察される。 
 
(2) 諸臓器の癌および非癌組織におけるピ
リミジン合成酵素の発現 
TK-1およびTSの発現パターンは癌種によっ

て大きく異なっていた。すなわち、TK-1高発現
は、胃癌、大腸癌（図4）、食道癌および子宮頸
癌にしばしば認められた。胃癌、大腸癌および
子宮頸癌ではTSの高発現も伴っており、
salvage経路とde novo 経路の両者を介してピ
リミジン合成が活性化されていることが示唆
された。対照的に、甲状腺癌、肝細胞癌、膵癌

および腎細胞癌の大部分はTK-1、TSともに陰性
であった。 

現在、胃癌および大腸癌を対象とした第Ⅱ相
臨床試験中にあるTAS-102の主成分である
trifluorothymidine（TFT）は、TK-1によって
活性体TFT monophosphateに変換される。その
ため、癌組織内TK-1レベルがTAS-102の効果を
決定する上で重要である。一方、冒頭で述べた
ように、TSの発現レベルが高いとフッ化ピリミ
ジンに対する抵抗性の原因になることが示唆
されている。TAS-102は、TS発現の程度に関わ
らず、胃癌および大腸癌に加えて、食道癌や子

宮頸癌に対しても有効かもしれない。 
図4 大腸癌におけるTK-1およびTSの発現 
 TK-1およびTS陽性癌細胞が多数観察される。 
 
(3) p53 遺伝子解析とアポトーシス実行酵素
caspases の免疫染色によるフッ化ピリミジ
ン系抗癌剤 S-1 の感受性予測 
 p53 遺伝子変異（mt p53）は 22 例中 18 例
の癌細胞株に認められ、うち 16 例が点突然
変異、2例が欠失変異であった。すべての変
異がエクソン 4～8 に局在していた。残りの
4例は p53 野生型（wt p53）であった。mt p53
群と wt p53 群の間に S-1 TGIR の有意差はな
かった。 
全xenograft腫瘍において、S-1 TGIR はCC8 

LI と相関していたが（r = 0.56、p = 0.01）、
CC9 LI や CC3 LI との間には相関関係はなかっ
た。mt p53 腫瘍に限定した場合においても
S-1 TGIR と CC8 LI との相関が証明され、そ
の相関係数は全腫瘍を対象とした場合よりも
高かった（r = 0.62、p = 0.02；図 5 および
図6）。しかし、CC9 LIおよびCC3 LIは S-1 TGIR
との有意な相関を示さなかった。一方、wt p53
腫瘍に限定した場合は、いずれの LI も S-1 
TGIR と相関を示さなかったが、サンプル数が
少なかった（4例）。 
S-1 の感受性を正確に予測でき、臨床的にも

受け入れられるバイオマーカーは見出されて
いない。抗癌剤のほとんどは主に caspase 依
存性アポトーシスを誘導することによって抗
腫瘍効果を発揮する。また、p53 遺伝子の機能
を欠いた癌細胞ではレセプター経路でアポト
ーシスが誘導されることが報告されている。
したがって、p53 遺伝子型が S-1 誘導性細胞死
の経路を決定していると考えられる。われわ
れの結果は、固形癌（とくに mt p53 を有する



腫瘍）における自発性の CC8 発現レベルが S-1
によるアポトーシスの誘導能力をよく反映し
ており、CC8 免疫染色が S-1 化学療法の効果予
測に有用であることを示唆している。しかし、
対象数（とくに wt p53 腫瘍のサンプル数）を
拡大した追加研究を実施して、本研究で得ら
れた結果を確認する必要がある。 
この研究成果について、論文投稿準備中で

あり、また臨床検体（術前化学療法施行大腸
癌）への応用を計画中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 p53 変異を有する xenograft における
CC8 LI と S-1 TGIR との相関性 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 S-1 反応性の胃癌 xenograft（左）およ
び S-1 抵抗性の乳癌 xenograft（右）に対する
CC8 免疫染色。いずれも p53 遺伝子に変異あり。 
 S-1 TGIR が 69％であった腫瘍（左）では多
数の CC8 陽性癌細胞が観察されるが、S-1 TGIR
が 34％であった腫瘍（右）は CC8 陰性を示し
ている。 
 
(4) 胃癌および大腸癌における細胞死経路
の免疫組織化学的解析 

AIF のアポトーシスへの関与を表す核内陽
性像は極めてまれであり、全症例が陰性と評
価された。胃癌、大腸癌の間で CC8 発現の有
意な差はなかったが、胃癌の CC9 陽性率は大
腸癌よりも明らかに高かった（p ＜ 0.0001）。
また、胃および大腸の非癌部粘膜上皮は CC8
および CC9 に陽性であった。一方、リンパ球
およびマクロファージの一部は CC9 を発現し
ていたが、CC8 は陰性であった。これらの結果
から、アポトーシス経路は癌の原発部位や細
胞種によって異なることが強く示唆される。
さらに、胃癌では CC8 と CC9 がときに同一細
胞に発現することが確認された（図 7；矢印）。
この所見から、胃癌におけるアポトーシスで

はレセプター経路とミトコンドリア経路が相
互に活性化されていると考えられる。 

CC9 に関する結果とは対照的に、LC3 高発現
は胃癌よりも大腸癌に優位であった（p ＜ 
0.0001）。また、LC3 陽性大腸癌細胞は例外な
く CC8 陰性であった（図 8）。Caspase 依存性
アポトーシスを回避できる癌細胞は抗癌剤に
抵抗性を示す。また、オートファジーは、高
レベルの傷害下では細胞死につながる一方で、
抗癌剤や放射線によるストレス状態に対して
は細胞を適応させることによって防御機構と
して働くことが報告されている。われわれが
得た所見はこの報告を裏付けるものである。 
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) この研究の成果は、英文論文として海外の
雑誌に投稿中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

r = 0.62、p = 0.02

 

図 7 胃癌における CC8 および CC9 の発現 
 CC8 および CC9 陽性細胞が多数観察される。
一部の癌細胞は両者を同時発現している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 大腸癌における CC8 および LC3 の発現 
 CC8 陽性癌細胞と LC3 陽性癌細胞はまった
く一致していない。 
 
 以上の研究成果を要約すると、まず、ホル
マリン固定パラフィン切片を対象として葉
酸代謝関連蛋白の発現を体系的に検索する
のは、残念ながら困難であった。しかし、本
研究の軌道に若干の修正を加えることによ
って、1) 免疫染色はピリミジン合成酵素や
細胞死マーカーの発現を解析できる有用な
方法であること、2) TK-1 および TS の発現パ
ターンは癌種によって大きく異なっており、
胃癌、大腸癌および子宮頸癌では TK-1、TS
ともに高発現を示すこと、3) 自発性の CC8
発現レベルが S-1化学療法の効果をよく反映
すること、および 4) CC9 発現は胃癌に優位
で、逆に LC3 発現は大腸癌に優位であること
を証明することができた。 



 最後に、日本学術振興会科学研究費補助金
によるご援助に厚くお礼を申し上げたい。 
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