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　　　　　　　　　 緒　 　言

　酵素 テ ロ メ ラーゼ は染色体の 末端 に存在す るテ

ロ メ ア配列5「−TTAGGG −3fを特異的に認識 し延長

反 応を行い
， テ ロ メ ア長を維持 す る機能 を有 して

い る
1，
，テ ロ メ ラ

ーゼ活性は生殖系 ， 造血系 を除 く

正常細胞で は存在せ ず ， 細胞分裂 に伴 うテ ロ メ ア

の 短縮 は 最終的 に細胞 を死滅 させ る ．

　近年 ， 不死 化 した細胞株 ， 癌組織由来細胞 で は

テ ロ メ ラ
ーゼ活性が検出 され る事実が報告され ，

テ ロ メ ラ ーゼ活性 の 発現 と癌細胞 の不死化の 関連

性 を明 らか に す る こ とは発癌過 程 を解析す る うえ

で 大変重 要 で あ る．我々 は最近 開発 さ れ た PCR

を 用 い た 高 感 度 の テ ロ メ ラ
ーゼ ア ッ セ イ

（telomeric 　repeat 　amplification 　protocol　assay ：

TRAP ア ッ セ イ）法 に よ り
2）

， 子宮癌 に お け るテ ロ

メ ラーゼ活性 を検討 した の で 報告す る．

　　　　　　　　　 研究方法

　対象 は 広島大学医学部附属病院で 治療 した子宮

頚癌 8例 （扁平上皮癌 6例 ， 腺癌 2例／臨床進行期

Ib期 5 例 ，
　Hb 期 2 例 ，

皿 b期 1 例）， 子 宮体癌 10例

（腺癌 8 例 ， 腺棘細胞癌 2 例／臨床進行期 Ia期 2

例 ，
Ib 期 3例 ，

　 ll期 2例 ，
　 m 期 3例）で ， 癌組織

な らびに 同
一

症例 の対応す る正常子 宮組織 を用 い

た．方法 は
一80℃ に凍結保存 した組織 を細切 し

，

CIIAPS （3・［（3cholamidopropyD −dimethyl−

ammonio ］−1・propanesulfonate ） を含 む溶解バ ッ

フ ァ
ー

で溶 解し ， 遠沈後上清中蛋白を Coomassie

Brilliant　Blueア ッ セ イで 測定 し た ．　 TRAP ア ッ

セ イ 法 は 1検体 あ た り細胞 抽 出液6μg 蛋 白 に

PCR バ ッ フ ァ
ー

， α
一32P −dCTP 　4μ Ci／ア ッ セ イ ，

Ts プ ラ イ マ ー （5
’−AATCCGTCGAGCAGAGTT −

3’

）， Taq 　DNA 　po】ymerase を加 え，テ ロ メ ラ ー

ゼ に よ る プ ラ イ マ ー上 で の TTAGGG 鎖 の 延長

を20℃ 30分 間行 っ た．反 応後 Cx プ ライ マ ー （5J−

CCCTTACCCTTACCCTTACCCTT ∠鰯3
’
）を加

え 31サ イ クル の PCR で テ ロ メ ラ ーゼ産物 を増 幅

した ．こ れ を電気泳動 しオ ー
トラ ジ オ グ ラ フ ィ

ー

に て 40bases の バ ン ド を起 点 に GGGTTA の 6

basesの Iadder（46，52…）を検出 した例 をテ ロ メ

ラーゼ陽性 と した
2｝．

　　　　　　　　　 研究成績

　子宮頚癌 8 例の 全例 ， 子 宮体癌の 10例中 Ia 期 1
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40bases−→

1　 　2

TRAP ア ッ セ イ法 に よ る 子 宮癌の テ ロ メ ラ ーゼ活性

3　 4　 　5

　　 写真 1　 子 宮体 癌例 の テ ロ メ ラ
ーゼ 活性

40bascs の バ ン ドを 起点 に 6bases （GGGTTA ｝ の

ladder形 成が 症 例 ユ，3 ，4 ，5 の 腫瘍組織 に検出 さ

れ た．症 例 2 は 陰性例．

例 を除 い た 9 例 に 6bases 　ladder を検 出 し た が

（写真 1）， 正 常な子宮組織 で は認め られ な か っ た．

ま た テ ロ メ ラ ーぜ 活性が検出 された子宮癌 は発生

部位 （頚部，体部），組織型 ， 臨床進行期 に よ る 差

はな か っ た．

　　　　　　　　　 考　 　察

　TRAP ア ッ セ イ法 と い う高感 度測定 法 の 開発

に よ りテ ロ メ ラ
ーゼ活性の検 出は ，   細胞抽出液

の 調整 が簡単な こ と，  少量 の アイ ソ ト
ー

プ量 で

済 む こ と ，   非 RI で も可能 な こ と ，   サ ン プ ル 量

が少量 で 済む こ と ，   操作 が 短 時間で ある な ど の

利点 に よ り容 易 とな っ た
3｝
．テ ロ メ ラーゼ は 鋳型

RNA を もっ た RNA 酵素で あ り， テ ロ メア DNA

日産 婦 誌 48巻 4 号

部分の 3’末端 をプ ライ マ ー とし て 6bases ず っ を

一
つ の 単位 として延長 す る 1種の 逆転写酵素で あ

る．そ の 結果，TRAP ア ッ セ イ法で は テ ロ メ ラ ー

ゼ活性が あ る と 6bases ご と の ladder が 形成 さ

れ る （写 真 1）．

　今回子 宮癌 に お い て体癌 の 1例 を除 き ， テ ロ メ

ラ ーゼ活性が 検出され ， 正 常組織で は認 め られ な

か っ た．子宮癌か らも他臓器癌 と同様 ， 高頻度 に

テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性 が検 出 さ れ た こ とで
2 〕

， 細胞 の

不死化 を反 映す るテ ロ メ ラーゼ活性の 測定 は癌の

診断に有 用 と思われ た．
一

方 ， 子宮体癌の 1 例 に

テ ロ メ ラーゼ活性が検 出され な か っ たが ， こ の症

例で は い まだ癌細胞 の 不死化が起 こ っ て い な い の

か
， 保存期間中の テ ロ メ ラ ーゼ活性 の失活で あ っ

た の か 今後検討が 必要で あ る．

　以 上 ， TRAP ア ッ セ イ法 に よ る子宮癌 の テ ロ メ

ラ
ー

ゼ活性の 検出 は前癌病変 にお い て は細胞の 不

死 化 を起 こ す発癌段階の 検索 に も有用 で あ り ， 将

来的に は 遺伝子 診断へ の 応用 が期待 さ れ る。
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