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Thymidine phosphorylase(TdRPase)is an enzyme that phosphorylizes thymidine;
human TdRPase has an amino-acid sequence identical to that of platelet-derived endothelial

 
cell growth factor,which is involved in vascularization.Furthermore,TdRPase enzyme

 
activity is significantly elevated in carcinomas of the stomach,colon,rectum,and breast.
Clinically,TdRPase has been investigated as a potential index for proliferation and metastasis

 
of carcinoma cells.We studied the relations between clinicopathologic factors(pathologic

 
grade and stage and survival rate)and anti-TdRPase antibody staining in resected tumor

 
specimens from 58 patients with renal cell carcinoma.Furthermore,the quantity of nuclear

 
DNA was analyzed with flow cytometry to determine whether the ploidy pattern(diploid or

 
aneuploid)was correlated with anti-TdRPase antibody staining.No correlations were found

 
between anti-TdRPase antibody staining and pathologic grade or stage.However,prognosis

 
was poorer in cases with an anti-TdRPase staining rate of 80% or greater.

(Tokyo Jikeikai Medical Journal 2004;119:159-63)

Key words:renal cell carcinoma,DNA ploidy,thymidine phosphorylase

 

I. 緒 言

Thymidine phosphorylase(TdRPase）は

DNA合成過程でのthymidineの再利用に関与す

る酵素であり，また最近では血小板由来内皮細胞

増殖因子（platelet derived endothelial cell
 

growth factor;PD-ECGF）とアミノ酸配列が

まったく同一であることも明らかとなった ．ま

た本酵素は血管新生作用の面からも注目されてお

り，DNA合成の活発な組織に高く，そのため胃

癌 ，大腸癌 ，乳癌 などでは癌細胞の増殖，浸潤，

転移の指標となる可能性が検討されている．

今回我々は腎細胞癌に対し，抗TdRPase抗体

を用いた免疫組織化学染色を行い，予後と関連す

る臨床的諸因子との関係について検討した．同時

に，様々な悪性腫瘍において，その生物学的特性

を反映するとされている核DNA量 について

も，flow cytometryを用いて併せて解析をすすめ

た．

II. 実験対象症例および方法

1. 対象症例の臨床病理学的特徴

1987年1月から1997年12月末までに，東京慈

恵会医科大学附属青戸病院で手術施行された腎細

胞癌患者58名を検討対象とした．平均観察期間は

38.6カ月（0.5～122カ月）．9例が癌死しており，1
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例は他因死であった．患者背景はTable 1に要約

して示した．腎摘時採取した腫瘍組織より作成し

たホルマリン包埋ブロックを検討材料として用い

た．

2. 免疫組織化学染色手順

1) 抗体

1次抗体には抗ヒトTdRPaseモノクローナル

抗体654-1（日本ロッシェ）を用いた．この抗体は，

ヒト大腸癌HCT116 xenograftより精製したヒ

トTdRPaseを抗原として得られたものである．

2次抗体はニチレイ社製ヒストファインSAB-

PO(M）キットを用いた（ビチオン標識抗マウス

IgG＋IgA＋IgM抗体を10μg/ml含有してい

る)．

2) 試薬

ブロッキング試薬Iは3%過酸化水素加メタ

ノールを，ブロッキング試薬IIはSAB-PO(M）

キットの10%ウサギ正常血清をそれぞれ用いた．

酵素試薬は同キットのぺルオキシダーゼ標識スト

レプトアビジン100μg/ml含有のものを用いた．

発色試薬（DAB）は同キットの3,3ジアミノベン

チジン・4HCL，トリス塩緩衝液，0.6%過酸化水

素水を混和したものを用いた．リン酸緩衝生理食

塩水（PBS）の組成は（PH-7.4,137NaCl,3KCl,

15NaHPO・PHO,2KHPO）（mM）であった．

3) 染色法

ホルマリン固定パラフィン包埋ブロックを，ミ

クロトームを用いて4μmに薄切し，スライドに

付着させた．95%以上のキシレンで10分間，2回

脱パラフィン後，エタノールで親水化（95%,70%,

50%各5分ずつ）し，水洗した．マイクロウエー

ブにて95°C，14分間加熱処理を行い，抗原性を増

強した．室温で自然冷却した後，ブロッキング試

薬Iに30分間，ブロッキング試薬IIに20分間反

応させ非特異的抗原をブロックした．PBSで洗浄

後，1次抗体である抗TdRPaseモノクローナル

抗体で37°C，1時間反応させた．PBSで洗浄し，

2次抗体を室温で30分間反応させた．PBSで洗

浄，20分間酵素試薬で標識をし，洗浄後DABに

て発色させ，ヘマトキシリンで対比染色した後，封

入し鏡検した．

核染色性の評価:TdRPaseの発現は染色性で

評価した．強拡大視野（200倍）にて1視野中の細

胞数に対する染色された細胞数の比率を計算し0

～20%を（－)，20～50%を（＋）50～80%を（ )，

80～100%を（ ）の4段階に分類し評価した．

3. 核DNA量の分析手順

1) 標本

ホルマリン固定パラフィン包埋ブロックを60

μmに薄切し，1腫瘍につき2～4個の検体（平均

3個）を作成し，染色法で述べた方法に準じて脱パ

ラフィン，親水化を行った．1%ペプシンに37℃，

120分間反応させ核懸濁液を調節した．VindelΦv

の方法 に準じてRNaseで処理後，Propidium
 

Iodideにて細胞核のDNA染色を行った．

4. 核DNA量の解析

FACScan(Becton Dickinson,USA）を使用し

た．測定条件は核の流速を毎秒150個前後になる

ように設定し，20,000個の核のDNA量をヒスト

グラムとして表示した．細胞周期の解析はコン

ピュータ解析ソフト（Cell FIT Cell Cycle Analy-

sis）を用いて行った．

5. DNA ploidyの判定

判定は九嶋麻らの報告 に準じて行った．すな

わち，DNA indexが0.8～1.2でG2/M期細胞の

割合が10%未満のものをDNA diploidとし，他

はDNA aneuploidとした．同一腫瘍の検索で，

1ヵ所でもaneuploidを認めた症例はaneuploid

症例と判断した．

6. 統計学的解析法

有意差検定はχ 検定で行い，累積生存曲線の

作成にはKaplan-Meier法を用い，その検定は

Log-lank法に従い，危険率5%以下を有意と判

断した．

なお，stageおよびgrade分類は腎癌取扱い規

約第3版 に準じた．

III. 結 果

1. TdRPaseの染色性とgradeの関連（Table 2）

TdRPaseの染色性は，（－）が15例(25.9%)，

（＋）が22例（ 37.9% )，（ ）が18例（31.0%）

（ ）が3例（5.2%）であった．Table 2に染色性

と組織学的異型度（grade）との関連を示す．

grade Iでは（－）が37.1%と最も多く，grade II

では（＋）が48.2%を占めていた．grade IIIでは

（ ）が50%を占めており，gradeの上昇に伴い
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TdRPaseの染色度が強くなる傾向を認めた．し

かし，いずれも統計学的有意差は認められなかっ

た．

2. TdRPaseの染色性とpT-stageの関連（Table
 

3）

pT-stageを7 cm以下（pT1）の群と，それ以

上（pT2以上）の群に分け，それぞれのTdRPase

の染色性を検討した．遠隔転移例はpT1群に3

例，pT2以上の群に7例含まれている．TdRPase

の染色性とpT-stageの間に，一定の傾向は見ら

れなかったが，（ ）の3例のうち2例がpT2以上

であった．

3. TdRPaseの染色性と核DNA ploidyの関連

（Table 4）

TdRPaseの染色性はdiploid群，aneuploid群

ともに（＋）がやや多い傾向であった．また（ ）

の染色性を示した3例はすべてaneuploidであっ

た．しかし，TdRPaseの染色性と核DNA ploidy

の間には，一定の傾向は見られなかった．

4. TdRPaseの染色性と予後の結果（Fig.1）

( ）の染色性を示した3症例の生存率はその他

の染色性を示した症例に比較して有意に予後不良

であった．しかし，その他の染色性を示した症例

群間の生存率には，有意差を認めなかった．

IV. 考 察

最近ではproliferating cell nuclear antigen

(PCNA),bromodeoxyuridine(BrdU),Ki-67な

どDNA合成に関与する活性物質を解析すること

で，腫瘍の有する生物学的特性との関連について

TdRPaseは腎細胞癌の予後因子となり得るか

Table 2.Relationship between the expression of
 

TdRPase and Grade

 

grade  anti-TdRPase antibody staining（%）

（－） （＋） （ ） （ ）

I
(n＝27） 10(37.1） 9(33.3） 7(25.9） 1(3.7）

II
（n＝27） 4(14.8）13(48.2） 9(33.3） 1(3.7）

III
（n＝4） 1(25.0） 0(0) 2(50.0） 1(25.0）

total  15  22  18  3

 

Table 1.Patient and tumor profile in 58 cases
 

Characteristics  No. (%)

Sex
 
Male  49  84.5

 
Female  9  15.5

 
Age(years)

Average  59
 

Range  38～84
 

Tumor size

～4 cm  15  25.9
 

4～7 cm  31  53.4
 

7～ cm  12  20.7
 

Cell type
 
clear cell  32  55.2

 
granular  13  22.4

 
mixed  12  20.7

 
spindle  1  1.7

 
Pathological grade

 
I  25  43.1

 
II  28  48.3

 
III  5  8.6

 
pT stage

 
pT1  37  63.8

 
pT2  3  5.2

 
pT3  16  27.6

 
pT4  2  3.4

 

Table 3.Relationship between the expression of
 

TdRPase and pT-Stage

 

pT-Stage  
anti-TdRPase antibody staining（%）

（－） （＋） （ ） （ ）

pT1
（n＝37） 8（21.7） 14（37.8）14（37.8） 1（2.7）

pT2～
（n＝21) 7（33.3） 8（38.1） 4（19.1） 2（9.5）

total  15  22  18  3

 

Table 4.Relationship between the expression of
 

TdRPase and DNA ploidy

 

ploidy  anti-TdRPase antibody staining（%）

（－） （＋） （ ） （ ）

diploid
(n＝19） 5（26.3） 8（42.1） 6（31.6） 0（0)

aneuploid
（n＝39） 10（25.6）14（35.9）12（30.8） 3（7.7）

total  15  22  18  3
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多くの検討結果が報告されている ．一方，

TdRPaseは，DNA合 成 の 過 程 に お い て

Thymidineを加リン酸分解しThymineに変換

し，細胞内の過剰なThymidineの蓄積を防ぐ役

割を果たしている．そのため，TdRPaseの活性は

DNA合成の活発な組織で高く，胃癌 ，大腸癌 ，

乳癌 などの腫瘍組織は陽性を示す．ELISA法を

用いた定量測定の結果，腫瘍組織が正常組織に比

較して有意に高いTdRPase酵素活性が認められ

ている．しかし，免疫組織染色を用いた検討はい

まだ少なく，とくに腎細胞癌については一定の見

解を得ていない．そこで今回手術切除した腎細胞

癌に対し，抗TdRPase抗体を用いた免疫組織化

学染色を施し，その染色性の強度と組織学的

grade,pT-stage,DNA ploidy patternとの関連

性について検討した．

腎細胞癌において，組織学的grade,pT-stage

は重要な予後決定因子と考えられており，実際に

今回の症例群では，有意差は認めなかったが

High grade,High stageの症例がLow grade,

Low stageの症例に比べて予後不良の傾向で

あった．組織学的gradeとTdRPaseの染色強度

について検討した結果，組織学的gradeの上昇に

伴い，TdRPaseの染色強度も増大する傾向が認

められた．一方，pT-stageとTdRPaseの染色強

度との関連は，pT1症例とpT2以上の症例で一定

の関連は認められなかった．この結果は今園ら

の，TdRPaseの発現は組織学的gradeに相関関

係を認めるものの，他の臨床病理学的因子とは有

意な相関を認めないとの報告と一致している．ま

たTdRPaseの発現と臨床病期についての関連に

ついては，川田ら がpT-stageではなくRobson

分類を用いて検討しており，Robson III以上の症

例がRobson II以下の症例に比べて有意に

TdRPaseの発現率が高いと報告している．

一方，予後とTdRPaseの染色性との検討にお

いて，TdRPaseの染色性が（ ）の群はそれ以下

の群に比較して，有意に生存率不良であった．Im-

azonoら もTdRPase高発現が独立した予後因

子であると報告しており，本酵素の染色強度は腎

癌において予後決定因子として有用である可能性

が示唆された．

TdRPaseの染色強度と核DNA量に関しては，

有意な関連は認められなかった．この結果につい

ては，TdRPaseの染色性は腫瘍最深部を鏡検し

ているが，今回は症例数の関係でDNA ploidyの

patternをdiploid群とaneuploid群の2群に大

別しており，clonal heterogenityの検討も必要で

Fig.1.The survival curve after surgery
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あると考えられた．しかし，染色性（ ）の群は

すべてDNA anueploid群であったという興味深

い結果も認められ，今後のより正確な算定方法の

検討など課題を残した．

V. 結 語

腎細胞癌において，抗TdRPase抗体を用いた

免疫組織化学染色を行い，TdRPaseの発現が

80%以上と高い群は予後不良でかつすべてDNA
 

anueploid群であり，抗TdRPase抗体の染色性

が重要な予後因子となり得ると考えられた．
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