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緒言 

 

 WT1遺伝子は 1990年に Wilms腫瘍におけるがん抑制遺伝子として初めて

同定された 1, 2。WT1 は腎・中皮・性腺といった中胚葉由来組織の分化・発

達を制御しており 3, 4, 5、中胚葉由来の健常組織および悪性新生物において

発現していると報告されている。白血病では 44-93%6, 7、中皮腫では

72-100%8-14、卵巣癌では 45-100%11, 13, 15, 16 の症例に WT1 が発現していると

報告されている。そのため、WT1 の mRNA は白血病の微小残存病変の指標

として測定されており 6、WT1 に対する免疫組織化学染色は胸腔内腫瘍が中

胚葉由来の中皮腫であるか内胚葉由来の肺癌であるかを区別する手段とし

て利用されている 8, 10-13, 15, 16。 

また一方で、WT1 は中胚葉由来組織の“がん”だけでなく、内胚葉およ

び外胚葉由来組織の様々な固形がんにおいても過剰発現しているとされ、食

道癌では 45-95%17, 18、胃癌では 42%18、大腸癌では 69-89%18, 19、肝細胞癌

では 95%20、胆管癌では 68%18、膵癌では 65-75%18, 21、甲状腺癌では 95%22、

前立腺癌では 25%18、肺癌では 30-83%18, 23、乳癌では 26-87%18, 24-26、脳腫瘍

では 88-96%18, 27 の頻度と報告されている。こうした固形がんで過剰発現し

ている WT1 は野生型と考えられており 19, 22, 23, 27、この野生型 WT1 はがん

免疫療法の理想的な標的抗原として多くの研究者の関心を集めている。米国

国立癌研究所（National Cancer Institute）は、がん免疫療法において WT1 が

最も有望な標的タンパクであると結論付けている 28。これまでに様々な悪性

腫瘍を対象とし、野生型 WT1 を標的とする特異的がん免疫療法の臨床試験

が行われてきた 29-36。 

 一般的に、固形がんにおける WT1 発現は免疫組織化学染色で検討されて

いる。しかし、WT1 に対する免疫組織化学染色法は、用いる抗体やコント

ロールあるいは核・細胞質などの陽性基準が各研究によって異なり、その解

析方法が確立しているとは言えない。免疫組織化学染色では標的タンパクの

分子量やアミノ酸配列を知ることができないので、染色結果だけで特異的な
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染色と非特異的な染色とを客観的に区別することができない。そのため、適

切なコントロール下に染色の結果を別の実験モダリティーから得られる結

果と照合する必要がある。WT1 の検出方法の精度を高めることは特異的が

ん免疫療法の適切な施行にとってきわめて重要である。本研究は WT1 に対

する合理的な免疫組織化学染色の解析方法を確立し、その方法を用いて食道

癌・胆管癌・膵癌・肺癌における WT1 発現を再評価することを目的とした。 

 結論として、固形がんに対する WT1 の免疫組織化学染色において細胞質

染色は非特異反応の可能性がある。また、食道癌・胆管癌・膵癌・肺癌にお

いて WT1 発現は細胞質にはほとんど認められないことが明らかになった。  
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略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

aa  amino acids 

bp  base pairs 

cDNA  complementary deoxyribonucleic acid 

GFP  green fluorescent protein 

mRNA  messenger ribonucleic acid 

PCR  polymerase chain reaction 

qRT-PCR quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction 

SCC  squamous cell carcinoma  

WT1  Wilms tumor 1 
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実験方法 

 

 本研究は「医の倫理委員会内規」（北海道大学大学院医学研究科・医学部

医学科）・「ヘルシンキ宣言」・「人を対象とする医学系研究に関する倫理指針」

（文部科学省・厚生労働省）・「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指

針」（文部科学省・厚生労働省・経済産業省）に則って施行され、すべての

ヒトサンプル提供者から書面でインフォームド・コンセントを得ている。 

 

【細胞株】 

 

 本研究で使用した 35 種類のヒト細胞株を表 1 に示す。 

 

表 1 本研究で使用した 35 種類のヒト細胞株 
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 293FT は Invitrogen（Carlsbad, CA, USA）から購入した。K562・HMMME・

ACC-MESO-137・ACC-MESO-437・JHOS-2・JHOS-3・HeLa・TFK-1・HcCCT1・

TKKK・RBE・HuH-28・PANC-1 は Riken Bio Resource Center Cell Bank （筑

波）から購入した。TE-2・TE-4・TE-5・TE-8・TE-9・TE-1438 は西平哲郎氏

（東北大学）よりご提供を受けた。SGF739 は斉藤智裕氏（富山医科薬科大

学）よりご提供を受けた。HEC4640 は峠哲哉氏（広島大学）よりご提供を受

けた。PCI-641 は北海道大学大学院医学研究科病理学講座分子病理学分野よ

りご提供を受けた。KP-1N・SUIT-2・A549・RERF-LC-MS・RERF-LC-OK・

ABC-1・VMRC-LCD・H226・LK-2・PC10 は Japanese Cancer Research Resource 

Bank（東京）から購入した。AsPC-1・BxPC-3 は American Type Culture 

Collection（Manassas, VA, USA）より入手した。 

 293FT は Dulbecco’s Modified Eagle Medium（Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, 

USA）で、その他の細胞株は Roswell Park Memorial Institute medium-1640 

（Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, USA）で培養した。それぞれの培地にウシ胎

仔血清を 10%，ペニシリンとストレプトマイシンをそれぞれ 1%分付加した。

すべての細胞株について 5% CO2 を含む 37℃の加湿環境で培養し、0.25%ト

リプシンを使用して継代した。 

 

【Tissue microarray サンプルの作成】 

 

 1994年から 2005年にかけて北海道大学病院消化器外科 IIで切除を施行し

た 552 症例（食道癌 101 症例、胆管癌 96 症例、膵癌 99 症例、肺癌 256 症例）

から得られた癌組織と正常上皮組織を使用した。それぞれのサンプルを 10%

ホルマリンで固定後パラフィンに包埋し、Manual Tissue Arrayer（Beecher 

Instruments, WI, USA）で径 0.6mm の円柱状に組織をくり抜いて新たなパラ

フィンブロックに包埋した。サンプルごとに 3-4 個の小円柱サンプルをくり

抜き、全サンプルを 25 個のパラフィンブロックに集約、これを免疫組織化

学染色に使用した。ヒト組織サンプルにおける WT1 発現の陽性対照候補と
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して、腎・胸膜中皮・精巣・胸膜中皮腫・卵巣漿液性腺癌を使用した。 

 

【遺伝子クローニングとトランスフェクション】 

 

 遺伝子クローニングとトランスフェクションにより WT1 発現の陰性対照

と陽性対照を作成した。Internal ribosome entry site と GFP の cDNA を

pcDNA3.1(+) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)のマルチクローニングサイトに

クローニングした（Empty Vector）。Human Kidney QUICK-Clone cDNA

（TaKaRa，大津）を鋳型とした PCR で WT1 の cDNA を増幅し、Empty Vector

にクローニングした（Vector WT1）。各プラスミドの塩基配列は

single-nucleotide primer extension method で確認した。Lipofectamine 2000

（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を使用して Empty Vector と Vector WT1 を

293FT・K562・HeLa にトランスフェクションした。トランスフェクション

の可否は GFP の蛍光観察により確認した。Empty Vector と Vector WT1 を導

入した細胞株を、それぞれ WT1 タンパク発現の陰性対照・陽性対照として

使用した。WT1 の mRNA は RNA スプライシングにおいて skip されうる配

列を少なくとも 2 か所持っているため、WT1 タンパクには少なくとも 4 つ

の isoform が存在する（図 1）。すなわち、exon 5 の全配列（配列 17AA）、

と exon 9 の C 末端の 9 塩基対（配列 KTS）の欠失如何により 4 つの isoform

（WT1[++], WT1[+-], WT1[-+], WT1[--]）が生ずる。本研究ではこれらに対応

する 4 種類の陽性対照を作成した。 
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図 1 WT1 の 4 つの isoform と本研究で使用した WT1 抗体・qRT-PCR 用プ

ライマーの詳細 

WT1 には 4 種類の isoform が存在し、それぞれに対応する 4 つの陽性対照を作成した。

本研究で使用した 3 種類の WT1 抗体の認識部位と qRT-PCR 用プライマーの結合部位

を図示してある。 

 

 次に、WT1 タンパクの細胞内局在を確認するために、GFP と WT1 の融合

タンパク（GFP-WT1）を作成した。pcDNA3.1(+)のマルチクローニングサイ

トに GFP の cDNA をクローニングした（Vector GFP）。Vector GFP の GFP 

cDNA 部分の C 末端の stop codon を欠失させ、同部位に WT1 の cDNA をク

ローニングした（Vector GFP-WT1）。Vector GFP-WT1 の塩基配列は

single-nucleotide primer extension method で確認した。Vector GFP と Vector 

GFP-WT1 を Lipofectamine LTX（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を使用して

293FT・K562・HeLa にトランスフェクションした。これらの遺伝子導入細

胞はそれぞれ GFP、GFP-WT1 を産生すると期待できる。既述の通り、WT1

には 4 つの isoform が存在するので、それぞれに対応する Vector GFP-WT1

とその遺伝子導入細胞を作成した。 
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【免疫組織化学染色】 

 

 培養細胞は 0.25%トリプシンで遊離し、遠心分離で clot とした。培養細胞

の clot またはヒト組織サンプルを 10%ホルマリンで固定し、パラフィンブ

ロックに包埋した。これを 2μm 厚に薄切し、組織切片をパラフィン除去後

に加水して圧力釜で抗原を賦活化した（pH7.0 のクエン酸緩衝液、100°C、2

気圧、2 分間）。WT1 抗体として 6F-H2 を使用する場合に限って、圧力釜

の処理の前に、組織切片を 10% Proteinase K Ready-to-use enzyme（Dako、京

都）に室温で 5 分間曝露した。圧力釜処理後の組織切片をメタノールで希釈

した 0.3%過酸化水素に室温で 15 分間曝露した。その後、組織切片を 10%ヤ

ギ血清（Nichirei Corporation、東京）に室温で 30 分間曝露した。1 次抗体と

して、市販のWT1抗体である 6F-H2（mouse monoclonal, Dako, 京都）、ab89901

（rabbit monoclonal, Abcam, Cambridge, UK）、C-19（rabbit polyclonal, Santa 

Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA）を使用し（図 1）、Antibody Diluent（Dako、

京都）でそれぞれ 1:100，1:200，1:100 に希釈して組織切片に 4℃で 12 時間

曝露した。1次抗体に対する陰性対照として Mouse IgG1 (Dako、京都)と rabbit 

polyclonal IgG (Abcam, Cambridge, UK)を使用した。その後、組織切片を 2 次

抗体としての Histofine Simple Stain MAX-PO MULTI（Nichirei Corporation、

東京）に室温で 30 分間曝露した。最後に、組織切片を Histofine Simple Stain 

DAB Solution（Nichirei Corporation、東京）に 4 分間に曝露し、ヘマトキシ

リンで対比染色した。 

 細胞株の免疫組織化学染色においては、核全体・核小体・細胞質に着目し

てそれぞれ独立に染色スコアを算出した。図 2 に示すように、核全体と細胞

質を染色陰性（0）から強陽性（3）までの 4 段階に、核小体を陰性（0）と

陽性（1）に分けて評価し、各細胞の染色強度の平均値を染色スコアとして

算出した。染色スコアは、1 人の病理医の指導のもと 2 人の外科医が独立に

算出し、その平均値を各サンプルの最終的な染色スコアとした。 
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図 2 免疫組織化学染色における染色強度の指標  

WT1 に対する免疫組織化学染色における染色強度を核全体・核小体・細胞質それぞれにお

いて独立に定義した。核全体と細胞質は 0-3 の 4 段階、核小体は 0-1 の 2 段階で判定した。

矢印は代表的な染色強度を示す細胞を示している。 

 

【ウェスタンブロッティング】 

 

Triple-detergent lysis buffer を使用して細胞内の総タンパクを抽出した。

Protein assay kit （Bio-Rad, Hercules, CA, USA）を使用して Bradford method

でタンパク濃度を測定した。タンパクを抗原賦活化のため 100℃で 2 分間処

理した後、ポリアクリルアミドゲルで電気泳動分離し、Hybond-ECL 

nitrocellulose membrane（GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA）に

転写した。Membrane を 5%スキムミルクに 4℃で 12 時間曝露し、希釈した
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1 次抗体に室温で 1 時間曝露した後、希釈した 2 次抗体に室温で 1 時間曝露

した。1 次抗体は免疫組織化学染色で使用したのと同じ 3 種類の WT1 抗体

（6F-H2，ab89901，C-19）と mouse monoclonal GFP antibody（Clontech、大

津）、actin C4 antibody（MILLIPORE, Billerica, MA, USA）を使用した。2 次

抗体は Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG H+L antibodies

（Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA）あるいは

peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG H+L antibodies（Jackson 

ImmunoResearch, West Grove, PA, USA）を使用した。プロテインバンドを

ECL-Plus Western Blotting Detection System（GE Healthcare Life Sciences, 

Piscataway, NJ, USA）と Detector Lumino Imaging Analyzer model FAS-1000

（TOYOBO、大阪）を使用して可視化した。プロテインバンドの強度を

ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/)を使用して定量化し、サンプルごとに対応す

る actin バンドの強度で補正し、Vector WT1[--]を導入した 293FT 細胞のプロ

テインバンドを 1 として相対化した。ポリアクリルアミドゲルにアプライす

るタンパク量と 1 次抗体・2 次抗体の希釈率については表 2 に示す通り 2 種

類の実験条件 A，B を使用したが、プロテインバンド強度の比較は同一条件

下で行った。 

 

表 2 ウェスタンブロッティングにおける 2 つの実験条件 
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【qRT-PCR】 

 

TRI Reagent（Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, USA）を使用して培養細胞の

総 RNA を抽出した。混入しうる DNA を RQ1 RNase-Free DNase（Promega、

東京）で除去した後、β アクチンに対する PCR によって DNA の混入がない

ことを確認した。SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit（Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA）を使用した逆転写反応により mRNA から cDNA を合成した。合

成した cDNA を再蒸留水で 20 倍に希釈し定量 PCR の鋳型として使用した。

定量 PCR は Power SYBR Green PCR Master Mix（Applied Biosystems, 東京）

を使用した intercalator-based method と、TaqMan Universal Master Mix II

（Applied Biosystems, 東京）を使用した fluorescent probe–based method の 2

通りを施行した。PCR の反応条件は「94℃、30 秒間＋60.4℃、30 秒間＋72℃、

30 秒間」を 1 サイクルとし 40 サイクル施行した。定量 PCR の結果を ABI 

PRISM 7000 Sequence Detection System（Applied Biosystems, 東京）で解析し

た。各サンプルの WT1 mRNA の発現量を β アクチン mRNA の発現量で標準

化し、K562 における WT1 mRNA の発現量を 1 として相対化した。 

使用したプライマーとインターナルプローブの塩基配列は以下のとおり

である。 

WT1 センスプライマー：5’-TGCGGAGCCCAATACAGAATACAC-3’ 

WT1 アンチセンスプライマー：5’-TCAGATGCCGACCGTACAAGAG-3’ 

WT1 インターナルプローブ：

5’-FAM-AGAGGCATTCAGGATGTGCGACG-TAMRA-3’ 

β アクチン センスプライマー：5’-CAACCGCGAGAAGATGACCC-3’ 

β アクチン アンチセンスプライマー：5’-ACCGGAGTCCATCACGATGC-3’  

β アクチン インターナルプローブ：
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5’-FAM-CCAGGCTGTGCTATCCCTGTACGC-TAMRA-3’ 

WT1 に対するプライマーは exon 6 の C 末端と exon 7 の N 末端に結合す

るよう設計しており、理論的には WT1 の 4 つの isoform すべてを検出でき

るようになっている（図 1）。β アクチンに対するプライマーは exon 3 の C

末端と exon 4 の N 末端に結合するよう設計している。 

 

【統計学的解析】 

 

2 変数群の相関を StatView Version 5.0 software（SAS Institute Inc.）を使用

してスピアマンの順位相関係数で評価した。|r| > 0.4 かつ p < 0.05 で統計学

的に有意な相関ありと評価した。  
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実験結果 

 

【遺伝子導入細胞株における WT1 発現】 

 3 種類のヒト由来細胞株 293FT・K562・HeLa それぞれに 4 種類の WT1 

isoform を遺伝子導入して 12 種類の WT1 強制発現株を作成した。これらに

対して 3 種類の WT1 抗体を使用した免疫組織化学染色とウェスタンブロッ

ティングを施行した結果を図 3 に示す。293FT，K562，HeLa に対するウェ

スタンブロッティングはそれぞれ表 2 に示す条件 A，A，B で施行した。 
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図 3 遺伝子導入細胞株に対する免疫組織化学染色とウェスタンブロッテ

ィングの結果 
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293FT，K562，HeLa 細胞株に対して 3 種類の WT1 抗体を用いて免疫組織化学染色とウェ

スタンブロッティングを行った。WT1 を遺伝子導入した細胞では核染色と 50-55kDa のバ

ンドを認めた。  

 

ウェスタンブロッティングでは、3 種類の細胞株全てにおいて、かつ、3

種類の WT1 抗体全てにおいて、分子量 50-55kDa に相当する強いプロテイ

ンバンドを認め、これは WT1 の 4 種類の isoform 全てに共通であった。免

疫組織化学染色では、3 種類の細胞株全てにおいて、かつ、3 種類の WT1

抗体全てにおいて、強い核染色を認め、これは WT1 の 4 種類の isoform 全

てにおいて共通であった。この強い核染色はウェスタンブロッティングにお

ける 50-55kDa の強いプロテインバンドと完全に同調して認められた。一方

で、細胞質染色は Empty Vector 導入細胞株において Vector WT1 導入細胞株

と同等に認められ、強い核染色に付随するものを除くとプロテインバンドと

の明らかな関連はなかった。 

これらの結果から、強制発現 WT1 は核において認められ、免疫組織化学

染色における細胞質染色は外因性 WT1 の発現量とは無関係であると考えら

れる。Empty Vector 導入細胞株と Vector WT1 導入細胞株を、以降の実験に

おける WT1 タンパク発現のそれぞれ陰性対照、陽性対照として使用した。 

 

【ヒト細胞株に対する免疫組織化学染色・ウェスタンブロッティング・

qRT-PCR の結果とその関連性】 

 

免疫組織化学染色の内因性 WT1 に対する特異性を検討するために、その

染色結果を同一サンプルに対するウェスタンブロッティングと qRT-PCR の

結果と照らし合わせた。図 4 は 35 種類のヒト細胞株に対する免疫組織化学

染色、ウェスタンブロッティング、qRT-PCR の結果を示す。ウェスタンブ

ロッティングは表 2 における条件 B で施行した。‘Non-treated’はベクターや
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遺伝子導入に必要な試薬を一切作用させていないサンプルであり、‘No 

Vector’は遺伝子導入に必要な試薬のみを作用させたサンプルである。‘Vector 

WT1’はVector WT1導入細胞株から抽出したタンパク 1μgと Empty Vector 導

入細胞株から抽出したタンパク 19μg からなる（条件 B で Vector WT1 導入

細胞株から抽出したタンパク 20μg を使用するとプロテインバンドの強度が

過剰になるため）。6F-H2 による 60kDa，57kDa，50-55kDa のプロテインバ

ンドをそれぞれ A，B，C、ab89901 による 60kDa，50-55kDa のプロテイン

バンドをそれぞれ D，E、C-19 による 60kDa，50-55kDa のプロテインバンド

をそれぞれ F，G と定義する。 
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図 4 35 種ヒト細胞株に対する免疫組織化学染色、ウェスタンブロッティン

グ、qRT-PCR の結果 
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A）免疫組織化学染色における代表的な染色像。B）ウェスタンブロッティングの結果。

使用した抗体と分子量に応じて、7 種類のバンド（A-G）を認めた。C）qRT-PCR の結果。

灰色の棒グラフは intercalator-based method で解析した WT1 mRNA 量、白の棒グラフは

fluorescent probe–based method で解析した WT1 mRNA 量、Error bar は標準偏差。 

 

免疫組織化学染色では核全体、核小体、細胞質それぞれにおける染色スコ

アを独立に算出した。ウェスタンブロッティングでは抗体により 7 種類の

様々な分子量のプロテインバンドが認められ（図 4B）、それぞれの染色強度

を定量化した。qRT-PCR では 2 種類の検出方法で WT1 mRNA 量を算出した。

表 3 にこれらの定量値を示す。表 3 で示した各群の統計学的相関を表 4 に示

す。  
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表 3 35 種ヒト細胞株における免疫組織化学染色スコア、ウェスタンブロッ

トバンドの強度、WT1 mRNA 発現量 
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表 3 （続き） 
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表 4 35 種ヒト細胞株に対する免疫組織化学染色、ウェスタンブロッティン

グおよび qRT-PCR の定量的結果における統計学的相関  
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ウェスタンブロットバンドの強度（バンド B を除く）と WT1 mRNA 発現

量はどれも統計学的に強い正の相関を示した。6F-H2 による核全体の免疫組

織化学染色はウェスタンブロットバンドの強度（バンド B を除く）と WT1 

mRNA 発現量と統計学的に強い正の相関を示した。ab89901 による核全体の

免疫組織化学染色は、6F-H2 による核全体の染色やウェスタンブロットバン

ドの強度、WT1 mRNA 発現量の複数の群と統計学的に有意な正の相関を示

した。対照的に、C-19 による核染色と 3 種 WT1 抗体すべてにおける細胞質

染色はウェスタンブロットバンドの強度および WT1 mRNA 発現量と一切有

意な相関を示さなかった。統計学的に有意な負の相関（r < -0.4 かつ p < 0.05）

は確認されなかった。 

これらの結果から、ウェスタンブロッティング（バンド B を除く）と

qRT-PCR の結果は内因性 WT1 発現の指標として信頼性が高く、これらと高

度に同調する 6F-H2 による核全体の免疫組織化学染色は内因性 WT1 に特異

的な染色と評価できる。ab89901 による核全体の免疫組織化学染色も 6F-H2

ほどではないが、内因性 WT1 発現を反映していると言える。一方で、C-19

による核染色と、少なくとも本研究で使用した 3 種類の WT1 抗体による細

胞質染色は、ウェスタンブロッティング、qRT-PCR と有意な相関を示さず、

内因性 WT1 を特異的に検出しているとは言い難いと考えられた。 

 

【融合タンパク GFP-WT1 の細胞内局在】 

 

WT1 タンパクの細胞内局在を別の方法で検討するため、融合タンパク

GFP-WT1 を作成した。Vector GFP-WT1 導入細胞株における融合タンパク

GFP-WT1 の特異的な発現はウェスタンブロッティングで確認した（図 5）。

GFP と WT1 の分子量はそれぞれ 27kDa，50-55kDa と考えられ、融合タンパ

ク GFP-WT1 の分子量は 77-82kDa と予想される。3 種 WT1 抗体および GFP
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抗体によるウェスタンブロッティングにおいて、77-82kDa の特異的なプロ

テインバンドを認めた。293FT，K562，HeLa に対するウェスタンブロッテ

ィングはそれぞれ表 2 の条件 A，A，B で施行した。図 6 に融合タンパク

GFP-WT1 強制発現細胞株の蛍光顕微鏡像を示す。GFP を導入した細胞株に

おいて緑色蛍光は核または細胞質に確認されたが、GFP-WT1 を導入した細

胞株においては緑色蛍光が核のみに確認された。   
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図 5 融合タンパク GFP-WT1 強制発現株に対するウェスタンブロッティン

グ 
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GFP-WT1 を遺伝子導入した細胞では、融合タンパク GFP-WT1 の推定分子量に相当する

77-82kDa のバンドを認めた。  

 

 

図 6 融合タンパク GFP-WT1 強制発現細胞株の顕微鏡像 

GFP を遺伝子導入した細胞では細胞全体に緑色蛍光が観察されるが、GFP-WT1 を遺伝子

導入した細胞では核に緑色蛍光が集中して観察された。  

 

【ヒト組織サンプルにおける WT1 発現】 

 

ここまでの検討から 6F-H2 抗体を用いた評価法が妥当と考えられ、以降

の検討では 6F-H2 抗体を用いて検討した。食道癌・胆管癌・膵癌・肺癌の

552症例から得た癌組織とそれに対応する正常上皮組織に対して 6F-H2によ

る免疫組織化学染色を施行した。図 7 に代表的な染色像を、表 5 に核染色と

細胞質染色の結果を示す。 

6F-H2 による免疫組織化学染色において、胸膜中皮腫・卵巣癌・腎・胸膜

といった中胚葉由来組織で核染色を認めたが、食道・胆管・膵・肺の癌組織・

正常上皮組織では核染色をほとんど認めなかった。これらの結果は食道癌・

胆管癌・膵癌・肺癌における WT1 発現が正常組織を含む中胚葉由来組織と

比較してきわめて低いことを示している。一方、食道癌・胆管癌・膵癌・肺

癌において細胞質染色は高い頻度で認められた。   
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図 7 ヒト組織に対する 6F-H2 による免疫組織化学染色像 

“+”は核染色陽性を、“-”は核染色陰性を示す。中胚葉由来組織には核染色を認めるが、食

道・胆管・膵・肺組織にはほとんど核染色を認めなかった。  

 

表 5 ヒト組織に対する 6F-H2 による免疫組織化学染色の結果  
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考察 

 

 WT1は 1990年に Wilms腫瘍で同定された中胚葉由来組織の成長に関わる

転写調節因子である 1-5。Wilms 腫瘍と関連が強い Denys-Drash 症候群と

Frasier 症候群において、WT1 遺伝子における特異的な遺伝子変異が同定さ

れている。すなわち、前者においては exon 8-9 のヘテロ接合ミスセンス変

異が、後者においては intron 9 のスプライシングドナーサイトのヘテロ接合

性変異を認め、変異 WT1 タンパクが正常 WT1 タンパクの作用を阻害する

ことで標的 DNA への結合能が低下するために腎症が発症し、Wilms 腫瘍が

発生すると考えられている 42-44。特発性 Wilms 腫瘍においては、15%に WT1

遺伝子の変異が認められる 45。WT1 遺伝子を細胞株に導入すると、動物に

移植した腫瘍の成長が抑制されることがわかっている 46, 47。分子生物学的に

は、WT1 がアポトーシスを促進する BAK を刺激したり 48、上皮成長因子受

容体を抑制して腫瘍細胞死を促進することが確認されている 49。これらの研

究結果に基づいて、WT1 遺伝子は当初がん抑制遺伝子と考えられた。一方、

2000 年以降、WT1 が内・外胚葉由来がんにおいて広く過剰発現していると

報告されるようになり 17-27、これらの WT1 に変異が確認されない 19, 22, 23, 27

ことも加えて、WT1 遺伝子にはがん遺伝子の一面もあると考えられるよう

になった。現在、野生型 WT1 を標的としたがん免疫療法が既に施行されて

いる 29-36。WT1 遺伝子ががん遺伝子であり、かつ、がん抑制遺伝子である

という解釈は一見矛盾しており、その二面性を十分に説明する決定的な理論

と実証はない。 

本研究は固形がんに対する WT1 標的治療を適切に行うために、WT1 に対

する免疫組織化学染色の解析方法を確立することを目的とした。そのために、

遺伝子レベルで陰性対照、陽性対照を作成し、複数の WT1 抗体を用いたウ

ェスタンブロッティングや qRT-PCRでWT1遺伝子産物に対して多角的にア

プローチし、その結果を数値化した。これらを統計学的に検討した結果、免

疫組織化学染色における核染色が特異的な WT1 発現を反映し、細胞質染色

は非特異的な反応である可能性を示した。融合タンパク GFP-WT1 が核に偏
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在する結果は、WT1 が核に移行する強い能力を有していることを示唆して

おり、免疫組織化学染色において核染色が特異的で細胞質染色が非特異的で

あることを支持する結果となった。また、食道癌、胆管癌、膵癌、肺癌に対

する免疫組織化学染色で核染色はほとんど認められず、一方で、細胞質染色

は高い頻度で認められた。 

WT1 に対する免疫組織化学染色において、中胚葉由来組織では核染色を

認め、中胚葉由来でない組織では核染色をほとんど認めず細胞質染色を高頻

度に認めるという結果は、本研究を含め多くの研究で共通している 8-16, 17-23, 

27。転写因子である WT1 タンパクは原則的に核に存在すると考えられてお

り、少なくとも 2 つの特異的な核移行シグナルが同定されている 50。このた

め、病理学分野の研究者らは WT1 の免疫組織化学的な細胞質染色を一般的

に非特異反応と捉えており、WT1 は中胚葉由来でない固形がんにおいてほ

とんど発現していないと結論付けている（大腸癌で 0%11,15、膵癌で 0%16、

甲状腺癌で 0%11、前立腺癌で 0%11、肺癌で 0-20%8-15、乳癌で 0-7%11,13,15）。

それゆえ、胸腔内腫瘍における胸膜中皮腫と肺癌の鑑別 8, 10-14 や悪性腹水の

原発臓器検索における卵巣癌と膵癌の鑑別 16 に WT1 が使用されている。一

方、固形がんに対する WT1 標的治療に従事する研究者たちは、免疫組織化

学染色における細胞質染色を根拠として、中胚葉由来でない様々な固形がん

において WT1 が過剰発現していると考えている 17-28。つまり、固形がんに

おける WT1 発現に関する結論の相違は、免疫組織化学染色における細胞質

染色の解釈に依存しているが、細胞質染色が WT1 発現を反映するかどうか

を検証した決定的なエビデンスはない。本研究では多角的かつ統計学的な検

証結果に基づき、WT1 の免疫組織化学的な細胞質染色が非特異反応である

可能性を示すことができた。すなわち、本研究結果は WT1 が中胚葉由来で

ない悪性腫瘍にほとんど発現していない可能性を示唆しており、WT1 をが

ん遺伝子と捉える見解に疑問を投じるものである。健常腎、中皮で WT1 の

強い核染色が認められる点も踏まえ、中胚葉由来でない固形がんに対する

WT1 標的治療はその論理的な整合性に再検討が必要であると考える。 

本研究における今後の検討課題として以下の 3 点が考えられる。まず、本
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研究では、これまでも数多くの基礎研究で使用されているプラスミドベクタ

ーと遺伝子導入を利用して WT1 発現の厳格な陽性対照・陰性対照を作成し

た。本研究において、遺伝子導入細胞株はそれ自体に対する発現解析によっ

て WT1 発現に関する明瞭な知見を提供し、細胞株における解析においても

陽性対照・陰性対照として機能した。遺伝子発現解析において、遺伝子導入

による陽性対照・陰性対照の設定は正確な知見を得るのに有効な手段である

が、遺伝子導入細胞株が産生するタンパクは外因性であり、その性質や発現

の程度が内因性タンパクと異なる可能性があることに留意すべきである。ま

た、本検討では WT1 に対する免疫組織化学染色を、ヒト細胞株を対象とし

て複数の実験モダリティーを使用して検証したが、ヒト組織サンプルに対し

ては免疫組織化学染色の結果しか提示していない。細胞株と組織とでは

WT1 タンパクの局在が異なる可能性があるため、ヒト組織サンプルを対象

としたウェスタンブロッティングや qRT-PCR を施行した方が信頼性の高い

データが得られる可能性がある。しかし、組織サンプルは中胚葉由来である

間質や血球を含んでおり、これらは WT1 タンパクを発現しうるため、その

結果の解釈は容易でないと思われる。腫瘍組織サンプルへの非腫瘍成分の混

入は、qRT-PCR においてきわめて重要な問題となる。さらに、腫瘍の不均

一性のために、同じ腫瘍であっても採取部位によって WT1 発現が異なる可

能性を考慮すべきである 51。また、腫瘍細胞の核と細胞質を分離してウェス

タンブロッティングを施行するのも理想的だが、他分画成分の混入を回避す

る技術的な解決策が必要である。本研究は WT1 のノックアウト実験も施行

しておらず、mRNA 発現とタンパク発現が必ずしも相関する必然性がない

こと、WT1 が核と細胞質の間を移行する分子生物学的なメカニズム、WT1

の局在や isoform による半減期の相違などの詳細には踏み込んでいない。さ

らに、本研究は細胞質染色を認める固形がんに対して WT1 を標的とした免

疫療法が特異的に作用するかどうかは検討していない。細胞質内に少量の

WT1 タンパクが存在するとして、WT1 特異的がん免疫療法が機能するには

それで十分である可能性は否定できない。細胞質染色陽性患者を対象とした

WT1 標的免疫治療の臨床試験が多施設で展開されているが、その有効性に

関する研究結果によっても、更なるエビデンスが集積されると考えられる。  
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総括および結論 

 

① 本研究から得られた新知見 

・WT1 を標的とした免疫組織化学染色において、核染色は特異的に WT1 発

現を反映するが、細胞質染色は非特異的な反応である可能性を示唆した。 

・今回の実験系では、食道癌、胆管癌、膵癌、肺癌における WT1 はほとん

どが細胞質での染色であった。 

② 新知見の意義 

・WT1 に関連した免疫組織化学的な細胞質染色を非特異反応と考える病理

学分野における見解と一致するものであった。 

・WT1 に関する免疫組織化学的な細胞質染色が非特異的な WT1 発現とした

場合、WT1 特異的がん免疫療法の有用性につき再検討が必要である。 

③ 新知見に基づき今後展開されうる研究  

・WT1 の免疫組織化学染色で核染色を認めず、細胞質染色を認める腫瘍細

胞に対し、WT1 免疫療法が特異的に作用するか否かを検討する研究が望ま

れる。 

④ 今後の課題 

・本研究はヒト組織サンプルに対しては免疫組織化学染色しか施行していな

い。ヒト組織サンプルに対するウェスタンブロッティングや qRT-PCR とい

った多角的な発現解析を行う必要がある。 

・腫瘍細胞の核と細胞質の分離技術を確立し、それぞれの WT1 タンパク発

現を検討する研究が期待される。
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