
緒 言

大腸癌は臨床的に胃癌とともに発生頻度の高い消化

管の悪性腫瘍であり，さらに近年，生活様式の欧米化，

人口の高齢化とともに，その発生率も増加傾向にある．

大腸癌の発生，進展は種々の遺伝子異常と関連してい

ることが多くの研究から明らかになりつつあるが，持

に癌抑制遺伝子として知られる p 53 との関連性は有

名である．現在，遺伝子 p 53 蛋白質は細胞周期のG 1

後期から S期への移行部を制御する機能を持ち，重要

な癌抑制遺伝子と考えられており，野生型と変異型の

2種類があることが知られている．野生型 p 53 は細胞

増殖抑制作用を有し癌の生長を抑制するが生体内で半

減期が非常に短い．一方，変異型は p 53 遺伝子の正常

機能を阻害し，腫瘍細胞内に蓄積して，免疫染色によ

り強陽性の所見が認められる1. この原理を利用した

p 53 の発現に関する臨床病理学的研究が多数認めら

れる．一方，programmed cell death として necrosis

とは区別される細胞死の状態は apoptosis として知ら

れており，細胞における遺伝子支配を受けた細胞死と
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Abstract

In order to elucidate the relationship between tumor growth and various kinds of gene ex-

pression and the occurrence of apoptosis in the front portion of neoplastic invasion, 57 advanced

colorectal cancers were studied by immunohistochemical staining of p53, c-erb B-2, the TUNEL

method and electron microscopy. Light microscopically, the columnar epithelial cells of adenocar-

cinoma frequently showed a decrease in high and a fall off into the lumen in tumor invasive fore-

front. Immunohistochemically the positive rate of p 53 and c-erb B-2 in tumors with high vascular

invasion were higher（p<0.05）than in those with low vascular invasion. There was a close corre-

lation between the vascular or lymphatic invasion and positive immunoreactivity of p 53 and c-erb

B-2. The apoptosis index was demonstrated to be related to vessel invasion, over expression of

p53 and inflammatory cell infiltration around the front portion of the tumor invasion. These re-

sults suggested that p53, c-erb B-2 and the apoptosis index should be evaluated in conjunction

with the prognostic factors in colorectal cancer. The infiltrative inflammatory cells may induce

apoptosis of the tumor cells.（J Nippon Med Sch 1999；66：181―187）
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考えられている2．特に p 53 の陽性率と apoptosis の

発現との関連性については近年注目されている3.

Apoptosis は腫瘍細胞に対する宿主の防御装置の一

部と考えられている．種々の状況下に見られる apop-

tosis は共通の形態学的変化を呈するだけではなく，そ

の調節には共通の遺伝子群が関与している．そして腫

瘍細胞の apoptosis の発現機構と癌抑制遺伝子などの

各種遺伝子の関連性に関する解析は，病理領域におい

ても盛んに行われている．

そこで我々は，近年腫瘍浸潤の先進部における脈管

侵襲を含めた増殖様式や腫瘍関連の種々の遺伝子の発

現が患者の予後に密接に関連していることが注目され

ていることより，進行大腸癌の浸潤先進部位を中心に，

癌遺伝子 c-erb B-2，癌抑制遺伝子 p 53 が腫瘍の脈管侵

襲を含めた腫瘍の進展とどのように関連するかを検索

した．さらにこれらの因子と apoptosis 発現様式との

関連についても検索し，腫瘍の予後推定因子としての

有用性を持つかについて形態学的，細胞生物学的に検

討した．

研究対象および方法

（1）研究対象

平成 6年 3月から平成 7年 6月までの間に，当院で

手術された進行大腸癌（浸潤度 pm以上）57 例を対象

とした．対象例は 31 歳から 87 歳（平均 63±14.8），性

別は男性 33 例，女性 24 例である．腫瘍の占拠部位は

直腸：20 例，S状結腸：17 例，盲腸：3例，その他の

結腸：17 例である．病理組織診断は高分化腺癌：22

例，中分化腺癌：27 例，低分化腺癌：8例である．ま

た，v 2 以上の著明な脈管侵襲を伴うもの：38 例，ly

2 以上の著明なリンパ管侵襲を伴うもの 35 例，リンパ

節転移を認めるもの 25 例である．なお，癌の血管浸潤，

リンパ管浸潤の程度は大腸癌取り扱い規約にしたがっ

たが，統計学的処理のために無―低脈管浸潤群（v0-v1，

ly0-ly1）と高脈管浸潤群（v2-v3，ly2-ly3）に分類した．

（2）研究方法

1）免疫組織化学染色

病理組織診断に用いた標本より，腫瘍の壁内浸潤の

先進部と腫瘍中心部がある標本を選び，パラフィンブ

ロックより連続切片を作成した．Avidin-Biotin Com-

plex 法を用いて，全症例につき p 53（1：1500；Novo-

castra，UK）c-erb B-2（1：100；DAKO，Carpinteria，

CA，USA）を染色し，腫瘍浸潤の先進部を中心に脈管

侵襲との関連性を検討した．染色結果の判定は腫瘍細

胞の中に占める陽性細胞の割合が 20％以上発現して

いる症例を陽性とし，20％以下の症例と発現の認めな

いものを陰性とした．腫瘍組織の脈管浸潤の程度の異

なる群における，上記の抗体の陽性率をそれぞれ算出

し，有意差検定は χ2 検定を用いた．

2）Terminal deoxynucleotidyl-mediated dUTP-nick

end labeling（TUNEL）法染色

全例，腫瘍のパラフィン包埋薄切標本を Proteinase

K 37℃，20 分前処理した後，TdT（MBL）37℃1 時間

反応させて，DABにて発色した．49 例の高分化および

中分化腺癌の浸潤先進部と中心部における腫瘍細胞

1,000 個の中に占めるTUNEL染色陽性細胞の百分率

を apoptosis 標識率として表し，腫瘍の血管侵襲，分化

度，p 53，c-erb B-2 の陽性率および腫瘍先進部周囲にお

ける炎症細胞の多寡により分類し，これらの各群にお

ける apoptosis 標識率を算出し，有意差検定は t検定を

用いた．なお，低分化腺癌（8例）については先進部に

おける炎症細胞と腫瘍細胞の同定が難しく，検索の対

象から除外した．

3）電子顕微鏡的検索

16症例では新鮮標本から採取した微小組織片を2.5％

glutaraldehyde 液で固定した後，型のごとくEpon 包

埋標本を作成し，超薄切片作成後 osmium tetroxide で

後固定，酢酸ウランとクエン酸鉛の二重染色を施行し

てHitachi-7100 を用い apoptosis 細胞の超微形態およ

び腫瘍周囲間質内における炎症細胞の種類を観察した．

結 果

1．光顕所見

全例腺癌に相当する組織像を示した．腫瘍組織浸潤

先端部において，腫瘍細胞のたけの減少とともに，腺

腔を形成する腫瘍細胞が脱落，消失する傾向が多く見

られ（Fig. 1 a），その現象は特に高分化および中分化腺

癌といった腺管形成の明らかな腫瘍群で著明であっ

た．多くの症例の浸潤先端部周囲間質内には炎症細胞

浸潤が目立った（Fig. 1 b）．浸潤する炎症細胞内には特

に組織球，リンパ球，好中球などを認めた．

2．免疫組織化学染色

（1）p 53 免疫染色

一部の症例では，腫瘍細胞の核に強陽性を示した

（Fig. 2）．陽性率は 57 例中 34 例，59.6％であった．p 53

の染色態度と腫瘍の脈管侵襲の関係を Table 1に示

した．p 53 陽性率は脈管侵襲の程度の軽い症例群に比

べ，血管，リンパ管侵襲の高度な症例群において，有

意に高値を示した．
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（2）c-erb B-2 免疫染色

c-erb B-2 は細胞質内に陽性像を示し，特に細胞膜上

に強い局在を認めた（Fig. 3）．陽性率は 57 例中 45

例，78.9％であった．c-erb B-2 の染色態度と腫瘍の脈管

侵襲の関係を Table 1に示した．c-erb B-2 の陽性率は

脈管侵襲の程度と正の相関を示した．

3．TUNEL法染色

TUNEL法による染色で陽性を示した apoptosis 細

胞（Fig. 4）の標識率を腫瘍の血管侵襲，分化度および

2種類の抗体による免疫染色結果との関係は Table 2

に示した．血管侵襲の程度によって分類した群の

apoptosis 標識率を比較したが，血管侵襲の程度の軽い

症例にTUNEL陽性細胞は有意に多く見られた．しか

し，腫瘍組織の分化度（高分化腺癌と中分化腺癌）と

apoptosis 標識率との間には差異は認められなかった．

p 53 陽性群より陰性群の apoptosis 標識率が高いが，

これは危険率 5％以下をもって有意差があると判定さ

れた．c-erb B-2 の陽性群と陰性群間には有意差は見ら

れなかった．

腫瘍浸潤の先端部周囲には多数の炎症細胞浸潤が見

られた．その炎症細胞浸潤と apoptosis 標識率の関連

性を Table 3に示した．腫瘍浸潤の先端部と中心部の

apoptosis 標識率には，統計学的に有意差を持って相異

が見られ，腫瘍中心部より浸潤先端部の apoptosis の

Fig. 1 a The tumor cells decrease in height and fall
off in invasive forefront.（HE×100）

Fig. 1 b Marked inflammatory cell infiltration is
noted around the tumor cell front.（HE×100）

Fig. 2 Immunohistochemical staining of p 53 protein
in carcinoma. p 53 is expressed in the nuclei of
tumor cells.（ABC method ×200）

Fig. 3 Immunohistochemical staining of c-erb B-2.
c-erb B-2 is noted especially at the membranes
and in the cytoplasm of tumor cells .（ABC
method ×200）

Fig. 4 Apoptosis cells are observed among glandular
portion of the carcinoma（arrow）.（TUNEL
method ×400）
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Table 1　Correlation between immunohistochemical expression and vessel invasion

c-erb B-2p53

－
12（21.1%）

＋
45（78.9%）

－
23（40.4%）

＋
34（59.6%）

n
57

Vascular invasion
4（10.5%）34（89.5%）11（  29%）27（  71%）38　High（v2  -v3）

＊＊

8（42.1%）11（57.9%）12（  63%）  7（  37%）19　Low（v0  -v1）

4（11.4%）31（88.6%）11（  31%）24（  69%）35
Lymphatic invasion
　High（ly2  -ly3）

＊＊＊

8（36.4%）14（63.6%）12（  63%） 10（  45%）22　Low（ly0  -ly1）
＊ ：p ＜ 0.01　＊＊ ：p ＜ 0.05

Table 2　Correlation between apoptosis index and 
various parameters

P valueapoptosis indexn ＝ 49

Vascular invasion
2.3831　High

 p ＜ 0.05
2.908　Low

2.5122
Grade of differentiation
　Well

NS
2.5527　Moderately

2.3830
p53 staining
　Positive

p ＜ 0.05
2.8119　Negative

2.6241
c-erb B-2 staining
　Positive

NS
2.438　Negative

Table 3　Correlation between apoptosis index 
and inflammatory cell infiltration

P valueapoptosis indexn

32Inflammation
　（strongly）

2.77　　Front
 p ＜ 0.01

2.21　　Center

17Inflammation
　（weakly）

2.41　　Front
NS

2.10　　Center

49Total
2.56　　Front

 p ＜ 0.05
2.13　　Center

標識率が高かった．特に先端部において炎症細胞が多

い症例では，先端部と中心部の apoptosis 数に著明な

差異が見られ，危険率 1％以下をもって有意差を認め

た．炎症細胞浸潤の少ない症例では，先端部と中心部

の apoptosis に差が少なく，統計学的有意差は見られ

なかった．

4．電顕的所見

腫瘍細胞は腺上皮細胞に特徴的な構造が見られ，核

小体の明瞭な大型核およびミトコンドリアやポリゾー

ムといった豊富な細胞小器官を有する胞体を示した．

その腫瘍細胞間には核内クロマチンの核膜周辺への凝

集を示し，胞体にも軽度の収縮像を示す apoptosis に

陥った腫瘍細胞が認められた（Fig. 5）．腫瘍周囲間質

には，組織球，好中球，そして形質細胞など炎症細胞

浸潤も見られた．

5．生存率に関して

当院開院から現在まで 5年未満のため，観察期間は

未だ 40 カ月に留まるが，p 53，c-erb B-2，血管侵襲など

各項目に対する生存率を計算してみた（Fig. 6）．40

カ月の生存率は p 53，c-erb B-2 の陽性群と陰性群，脈

管侵襲の程度に関して差は認められなかった．

考 察

近年，大腸癌の生物学的悪性度の指標の一つとして

腫瘍先進部の組織学的浸潤様式，細胞生物学的因子の

発現様式が注目されている．これは多彩な組織像およ

び細胞生物学的特徴を有する大腸癌の腫瘍組織の中に

おいて，浸潤増生の役割を担う先進部の腫瘍組織の特

徴を解析することで，腫瘍細胞の生物学的な特徴をよ

り詳細に解析することが可能になると考えられること
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による．大腸癌浸潤先端部においては宿主の炎症細胞

が先進部周辺へ浸潤する像が見られるが，これは宿主

の腫瘍組織に対する抵抗性を示すと考えられる現象で

ある．本研究では組織学的に腫瘍細胞のたけの減少と

腺腔を形成する腫瘍細胞が脱落，消失するといった通

常腺管や腺腫には認められない所見が浸潤先端部に目

立つ点に注目した．さらにTUNEL法を用いた先進部

の apoptosis 細胞の出現頻度については，腫瘍浸潤の

先進部と中心部間の apoptosis 標識率の相異が腫瘍周

辺部間質への炎症細胞浸潤の程度と関連することが示

唆された．炎症細胞の浸潤が腫瘍細胞の apoptosis の

促進に関与することが示唆された．最近，腫瘍細胞に

対する組織球の細胞障害性が一酸化窒素を介して行わ

れていることが知られ，さらに一酸化窒素の細胞障害

性の機序の一部に，apoptosis が関与する可能性も指摘

されている4, 5．そのほかに cytotoxic T lymphocyte は

target 細胞の apoptosis を誘導することが知られてい

る6, 7．以上のことから，今回の実験において示された

所見は，腫瘍先進部位に見られる多彩な炎症細胞浸潤

が腫瘍細胞の apoptosis 発生を誘導している可能性を

示唆するものと考えられた．

次に本研究では p 53 陽性率と apoptosis 標識率の逆

相関の関係が見られ，脈管侵襲とは正の相関を示した．

緒言にも記したように免疫染色で強陽性を示す

p 53 は，変異型 p 53 の過剰発現を示唆しているものと

考えられており，さらに変異型 p 53 は apoptosis を抑

制するとの報告も見られる8－12．したがって，免疫組織

化学的に p 53 陽性例では p 53 の変異が高率に見ら

れ，p 53 遺伝子自身は不活化されるため癌の増生進展

を抑制することができず，より強い増殖性を示すもの

と考えられる．本研究においても，進行大腸癌の 59.6

％といった高い頻度に検出された．特に脈管侵襲の高

度な症例では p 53 陽性率は 71％と高く，脈管侵襲の

乏しい症例と比較し統計学的に有意差を示した．変異

のため不活化される p 53 を多く含む腫瘍では脈管侵

襲に代表される侵襲力が強いと考えられ，p 53 の高い

陽性率を示し，大腸癌の強い進展傾向との関連性が示

唆され，腫瘍の血行性転移促進に関連していると推察

された．

一方，p 53 陰性例では apoptosis 標識率が高く，野生

型 p 53 が apoptosis の発生に有利な条件を提供してい

ることが示唆された．Apoptosis には正常組織の形成

と腫瘍発生に関連するものが知られており13－15，その

発生は細胞周期依存性と非依存性に分類されている．

前者においては p 53，Rb，bcl -2 などの遺伝子の発現と

関連し，後者においては種々の細胞障害性因子（放射

線，炎症など）との関連性が示唆されており，特に今

回の研究結果は apoptosis 標識率に対し，p 53 や炎症

細胞浸潤との関連が見られ，その理論に沿ったものと

考えられる．細胞周期依存性を持つ apoptosis 細胞は

Fig. 5 Electron micrography of tumor. Apoptotic cell
（arrow）is characterized by the margination
of condensed chromatin and the irregular in
cell shape.（×4000）

Fig. 6 a Survival curves with p 53 expression

Fig. 6 b Survival curves with vascular invasion

Fig. 6 c Survival curves with c-erb B-2 expression
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p 53 に誘導されているが，細胞周期非依存性の apop-

tosis 発生は他の因子により誘導されたと考えられる．

近年細胞表面に存在する death domain に相当する

Fas（APO-1�CD 95）に，炎症細胞（活性 cytotoxic
T 細胞，NK細胞，組織球）の表面に発現するFas L

が結合することで，apoptosis が誘導されることが知ら

れている16．本研究でも腫瘍先進部の apoptosis につ

いて炎症細胞の誘導が存在する可能性が示唆された．

c-erb B-2 は EGFレセプタ－遺伝子に類似した癌遺

伝子で，腺癌においては過剰発現していることが知ら

れており，予後因子としての重要性が示唆されてい

る17－19．本研究の結果は c-erb B-2 の染色態度と p 53

の染色態度は一致した．高度脈管侵襲群では高い陽性

率を示し，p 53 の陽性率と同じ意味で予後推定に関連

することが示唆された．

腫瘍の侵襲力の一部は，脈管侵襲に関連している．

本研究の結果は，脈管侵襲の程度の強い症例は apop-

tosis 指数において低くなり，両者の逆相関を認めた．

強い腫瘍侵襲力は apoptosis の発生に抑制的に作用し

ていると考えられ，この結果はこれまでの報告にも一

致していた20.

p 53 遺伝子は脈管侵襲を含む腫瘍の増殖能の抑制

および apoptosis の誘導などの作用を示したが，特に

p 53 に関する生存率は陽性症例の方が低くなるとい

う報告があり，p 53 は腫瘍進展の重要な予後推定因子

であることが示唆された21－23．しかし，p 53 と生存率

の関連はないとする報告も見られ24, 25，その関連性に

ついてはさらに検討する必要がある．本研究では p 53

陽性症例の術後 40 カ月の時点での生存率は 67.8％

で，陰性症例の 82.7％と比較してやや低かったが，統

計学的には有意差は認めなかった．その理由の一つに

は観察期間が未だ短いためと考えられ，今後 5年生存

率についてさらに follow up が必要と考えられる．

結 論

進行大腸癌の組織学的所見における増殖形式，p 53，

c-erb B-2 の局在との間の関連性およびTUNEL法と

電顕から見た apoptosis 細胞との関連性を検討した．

1）腫瘍の脈管侵襲を含めた腫瘍進展は，p 53，c-erb

B-2 との間にそれぞれ正の相関性が見られ，予後推定

因子になりうることが示唆された．

2）大腸癌の浸潤先端部に見られる腫瘍細胞にたけ

の減少と細胞の脱落，消失するといった現象は，癌細

胞における apoptosis の発生が関与している可能性が

示唆された．

3）Apoptosis の発生は癌抑制遺伝子 p 53 の陽性率

ならびに腫瘍組織の侵襲力との間に逆相関の関係が見

られ，予後推定因子となる可能性が示唆された．

4）腫瘍周辺部に見られる炎症細胞浸潤が腫瘍細胞

の apoptosis の誘導に関与する可能性が示唆された．

本研究に対し，多大なご協力を頂いた千葉北総病院病理

部の技師諸兄に深謝致します．
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