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はじめに

大腸癌の術後再発のなかで,肝 転移再発は頻度が高

く,大 腸癌の治療成績向上を妨げているll~り
,し かし,

最近では,大 腸癌肝転移再発に対して積極的な肝切除

術が行われるようになり,良 好な成績が報告されるよ

うになったり0.し たがって,今 後さらに大腸癌の治療

成績を向上させるためには,切 除可能な肝転移再発例

を早期に発見することができわめて重要な課題であ

る。

そこで,わ れわれは,大 腸癌の悪性度を反映する因

子のひとつとして認められている腫瘍核 DNA量 ,お

よび乳癌。・胃癌つにおいて予後 と密接に関連すると報

告されているc,erbB‐2蛋白発現の有無を検索し,臨 床

病理学的所見とともにこれらが大腸癌肝転移再発の予

知因子になるいるか否かを検討したので報告する。

対象 と方法

1980年1月 から1990年12月までに教室で治療 した大

腸癌32171J中(結腸癌190例,直 腸癌131例)大 腸癌肝転
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移は73例 (結腸癌48例,直 腸癌25例)で あった。この

うち c‐erbB‐2蛋白発現および腫瘍核 DNA量 を検索

しえた同時性肝転移29例,初 回治癒切除 6か 月以上経

過 して肝転移が発見された異時性肝転移16例について

検索した。対照として術後 5年 間以上経過し現在まで

肝転移を認めていない治癒切除大腸癌45例を用いた。

各症例の大腸癌原発巣切除標本パ ラフィン包埋 ブ

ロックを用い,連 続する3/mの 薄切切片と7町mの 厚

切切片を作製した。前者を c‐erbB‐2蛋白免疫組織染色

用,後 者を DNA ploidy解 析用の試料 とした。

1)c‐erbB_2蛋白発現の検索

3″mの 薄切切片を脱パラ ・風乾 し 1%H202加 メタ

ノールで処理後, 3%正 常 ヒツジ血清を室温で20間反

応させた。 1次抗体 として抗 ヒトc‐erbB-2蛋自ポ リク

ロナール抗体 (Nichirei社,OPG 02003,×50)を 用い

4℃ で 1昼夜反応 させた。その後 2次 抗体としてビオ

チン化抗ラビット抗体 (BloGenex社 )で37℃30分間処

理後,ア ビジンー ビオチンーペルオキシターゼ複合体

試薬 (Vector社)を 反応させた。発色はジアミノベン

チジンで行い,ヘ マ トキシリンで核染色した。

この標本を検鏡 し,病 巣全体の25%以 上の癌細胞膜
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肝転移性陰性大腸癌45例と肝転移大腸癌45例について病理組織学的所見 とともに c―erbB‐2蛋白発

現,DNA ploidyを 検索し肝転移再発予知について検討した。肝転移陰性群に比べ有意差を認めた因

子は,同 時性肝転移群で壁深達度, リンパ節転位 (n(十 )i62.1%),脈 管侵襲 (ly(十):65.5%,v

(十)i41.4%),組 織学的進行度,DNA ploidy(aneuploidy!89.7%),c‐erbB 2蛋白(陽性 !20.7%)

であった (p<005).異 時性肝転移群では,脈 管侵襲 (ly(十):75,0%v(十 )i31.3%),c‐erbB_2蛋

白 (陽性 :43.8%)で あった (p<0.01).従 来の脈管侵襲因子に加えc―erbB‐2蛋白発現が,肝 転移再

発予知因子として有用であることが示された.ま た,脈 管侵襲因子とDNA ploidyとの間に相関はな

く,異 時性肝転移で v(一)であった11例の うち aneuploidyが6例 に認められ,ly,v,c‐ erbB,2蛋白

とともにDNA ploidyの検索も肝転移再発予知能を上げる可能性が示唆された.
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Fig. 2 Picture of fluorescent stain with
propidium iodide (A), and histogram of DNA
content, (B)
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または細胞質が褐色頼粒状に染色された場合に免疫染

色陽性とした。また,陽 性例の うち新鮮組織が得られ

た ものについては,EcoRIを 用いた Southem blot

hibridization法で c‐erbB‐2遣伝子が増幅 しているこ

とを確認した (ng.1).

2)腫 瘍核 DNA量 の測定

原発巣の H‐E染 色像からの腫瘍部分の変性が少な

い部分を トリミングして検体 とし,石 津ゆの方法に準

じて単離細胞浮遊液を作成 した。裸核処理は,0.5%

日消外会誌 24巻  12号

pepsin(pH=15)溶 液を用いた酵素処理(37℃,30分 )

を行った。propidiurn iodide(Sittna社)で核染色後,

3ow cytOmeter(cytoauorograf system 50H,Ortho

社)で DNA ploidyを 解析した。DNA index(DI値 )=

1.00をdiploidyとし,それ以外を aneuploidyとした.

複数の aneuploid peakを認める場合は,細胞数が最も

多 い aneuploid peakの DI値 をその腫瘍 の DI値 と

し,coettcient of variation(CV)が7.0以上の症例は

除外した (Fig。2).

なお,用 語および臨床病理学的所見は第 4版 大腸癌

取扱い規約めに従い,統 計学的検討は z2検定およびt

検定を用い危険率5%以 下を有意 とした。

成  績

1.病 理組織学的所見

肝転移の有無 と原発巣の組織型,壁 深達度, リンパ

節転移 (n), リンパ管侵襲 (ly),静脈侵襲 (v),組 織

学的進行度との関係をみると,肝 転移陰性群 と陽性群

の間に組織型の差を認めなかった。しかし,壁 深達度,

n,ly,v,組 織学的進行度のいずれも肝転移陰性群 と

同時性肝転移群の間に有意差 (p<0,05)を 認めた。ま

た,異 時性肝転移群 と肝転移陰性群 との間に有意差

(p<0.01)を 認 めた のは ly因 子 とv因 子 で あった

(Table l).

2.原 発巣 c‐erbB‐2蛋自発現

c‐erbB,2蛋自発現陽性例には,癌 巣全体が陽性所見

を示すものと,陽 性部分が現在 しているものがあ り,

染色性にheterogeneityが認められた。発現陽性頻度

大腸癌における肝転移再発の予知

Fig. 1 Positive stain of c-erbB-2 oncoprotein (A, B), and analysis of south-
ern blto hybridization (C).

A and B showing cancer cell membrane stained positively. C-3 and 4 showing
ampldfication of c-erbB-2 gene in colon cancer tissue of A and B respectively.
A : colon cancer without liver metastasis, B: colon cancer with liver metas-

tasis, C-l : normal colon mucosa, C-2,3, 4: colon cancer (C-3: A, C-4 : B)
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Table l Histopathologic

lesion with and without

colorectal cancer

findings of primary

liver metastasis from

Liv.r mt.. (+)
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Table 3  Relationship between liver metastasis

and nuclear DNA ploidy pattem
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Fig. 3 Relationship
erbB-2 oncoprotein
pattern

between expression of c-
and nuclear DNA ploidy

転移陰性群53.3%,肝 転移群では,異 時性62.5%,同

時性89.7%に 認められた。同時性肝転移群で他の 2群

に比べ有意に aneuploidyの出現頻度が高かった (p<

0,05).Aneuploid例 におけるDI値 は肝転移群で高値

となる傾向を認めたが有意差はなかった (Table 3).

4.c―erbB‐2発現 とDNA ploidy

c‐erbB,2蛋白発現陽性例の うち異時性肝転移の 2例

を除 く全例が aneuploidyであった.し かし,肝 転移陰

性・陽性の各群において,c‐erbB‐2蛋白発現の有無にお

けるaneuploidyの出現頻度に有意差を認めなかった

( n ヒ. 3 ) .

5.脈 管侵襲 とc‐erbB_2発現およびDNA ploidy

組織学的因子の中で異時性肝転移群 と肝転移陰性群

の間 に有意差を認めた ly,vの 脈管侵襲因子 とc―

erbB‐2蛋白および DNA ploidyと の関係を検討 した。

ly因子の有無により肝転移陰性群 と果時性肝転移

群間の c‐erbB‐2蛋白発現率に有意差はなく,各 群での

ly因子陽性例に発現率が高いといった結果は得 られ

なかった。また,DNA ploidyに ついてもaneuploidy

の出現率に有意差を認めなかった (Table 4).

一方,v因 子では,v因 子陰性例において異時性肝転
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は,肝転移陰性群4.4%,肝 転移群では,異時性43.8%,

同時性20.7%で あり,肝 転移群で c‐erbB‐2発現頻度が

有意に高率であった (p<0.05)(Table 2).な お,蛋

白発現陽性例中 4例 (肝転移陰性 1例 ,異 時性肝転移

1例 ,同 時性肝転移 2例 )の 癌巣新鮮組織がえられた

が,い ずれもSouttem b10t法で c‐erbB-2の増幅が認

められた。

3.原 発巣 DNA ploidy

原発巣の p10idy patternをみると,aneuploidyは肝
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Table 6 Mean period up to recurrence of meta-

chronous liver metastasis (n = 16) in the factors

of small vessels involvement (ly, v), positive

c-erbB-2 expression and aneuploidy

Factors Poriod up to rgcurrsnce
(mcan iS.E.  months)

ly (+)

v ( + )

c‐erbB‐ 2(+)

aneuploidy

c‐o「bB‐2(+)
+

aneup:oidy

30.3±4.8

20.8±5.6

26.1±5.0

24.4±4.3

24.2±5.7

6.肝 転移再発期間

肝転移再発までの期間は 6か 月から65か月であり,

初回手術後 2年 以内に発見された症例が半数を占め,

平均26.2±5.2(meanttS.E.)月 であった。

異時性肝転移群におけるly(十 ),v(十 ),c‐erbB‐

2(十),aneuploid例の各平均肝転移再発期間をみると

v(十 )例 が最短で20。8か月であったが,他 の因子との

間に有意差は認められなかった (Table 6).

考  察

肝転移再発の予知因子として,従 来から腫瘍長径 ・

壁深達度 ・リンパ節転移 ・脈管侵襲などが重要視され

てきた1い1).さ らに,こ れら臨床病理学的因子を数量

化して肝転移再発予知を試みた報告l。1。や,臨 床検査

データか らの判別式 を用 いた アプ ローチ19,CEA

slope analysisl。1のなどが報告されている。しかし,癌

遣伝子,核 DNA量 の面からの検討は少ない。

まず,肝 転移大腸癌の病理組織学的背景を検討する

と,同 時性肝転移では,壁 深達度, リンパ節転移陽性

頻度,脈 管侵嚢陽性頻度,組 織学的進行度のいずれも

肝転移陰性群に比べ有意に高度な結果がえられ,従 来

の大腸癌肝転移には リンパ節転移 と壁席達度が大きく

関係するという報告1の1めと同様であった,脈 管侵襲の

有無 とその程度は肝転移と強い関連があるとの報告1'

がある反面,そ れほど相関を認めなかったとしている

ものがあるが1の1ゆ
,教 室例では同時性のみならず果時

性肝転移群においてもly o vの脈管侵襲因子揚性頻度

が有意に高率であった。すなわち,肝 転移再発の予知

という面からすると,脈 管侵襲は肝転移の成立に関与

する重要な因子であることが判明した,

仙波 ら19)によって胃癌細胞核からクローニングされ

た tylosine kinase familyに属するc‐erbB‐2癌遣伝子

Table 4 Relationship between lymphatic inva-
sion and c-erbB.2 expression 1), nuclear DNA
ploidy pattern 2) in colorectal cancer without
liver metastasis and with metachronous liver
metastasis

l) Lymphatic invarion and c-erbB-Z

2) Lymphatic invasion and DNA ploidy

Table 5 Relationship between vascular invasion

and c-erbB-2 expression 1), nuclear DNA
ploidy pattern 2) in colorectal cancer without
liver metastasis and with metachronous liver
metastasis

Vascular invaSion and cerbB-2

2) Vascular invasion and DNA ploidy

移群 の c―erbB‐2蟹 白発現率が有意 に高率であった

(p<0.01)が ,異 時性肝転移群におけるv因 子の有無

とc―erbB-2蛋白発現率に有意差は認められなかった。

同様に,DNA ploidyと の関係をみると,v因 子陰性

例で diploidyとaneuploldyの比率がほぼ同率である

のに対し,v因 子陽性例では aneuploidyの比率が高率

であった(Table 5).v因子陰性異時性肝転移11例の う

ち c―erbB-2陽性,あ るいは aneuploidyであった症例

がおのおの 6例 認められた。

33(733)  0

10(22)  2(44)

3 ( 1 8 7 )   , ( S 3 )

6 (37 5)     6 (37 5)

17(373)  16(355)

4(39)  3(,73)

1 ( 6 3 )   5 ( 3 , 2 )

3 (10 7)     7 (43 8)

5(312)  6(375)

1(63)  4(250)
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の産物は185Kdの 糖蛋白で,epidemal growth factor

receptor(EGFR)と アミノ酸配列上50%の 相同性を示

すが,EGFと は異なる何らかの増殖因子に対する受容

体であると考えられている2り
。_般 に癌遺伝子増幅と

その産生発現は相関す ることが知 られているが,

Venterら21)は乳癌で c‐erbB‐2遺伝子が増幅していな

い例でも蛋白発現例がかなりあると報告している。し

かし今回,c‐erbB‐2免疫染色陽性であったものの うち,

新鮮組織を用いて Southern blot法で検索しえた 4例

はいずれもc‐erbB‐2遺伝子の増幅が認められ,免 疫染

色陽性の判定が確実性をもっていることが示された。

c‐erbB‐2遺伝子増幅の面から,大 西2りは大腸癌肝転

移の原発巣および肝転移巣を検索 し,増 幅陽性率は

12%で ,増 幅例では原発巣 ・肝転移巣の両者で増幅を

示 し,そ の程度もほぼ同じであったことからc‐erbB‐2

遺伝子増幅と大腸癌の肝転移には強い相関はないと報

告 している。しかし今回の免疫染色の成績をみると,

肝転移陰性大腸癌での発生陽性率は4.4%で ,Amanda

ら2つの報告 と同程度の頻度であったが,果時性。同時性

肝転移群 とも肝転移陰性群に比べ蛋自発現頻度は有意

に高 く,c―erbB‐2蛋白は大腸癌の肝転移に関与し,また

肝転移再発予知因子 としての可能性が示唆された。一

方,肝 転移群の うちで同時性肝転移群ではむしろ発現

頻度が低い傾向にあったが,異 時性肝転移の多 くが時

間学的に潜在性の同時性肝転移 とみなせば,c‐erbB‐2

発現は肝転移成立過程の初期段階に関与 している可能

性が考えられる。また,同
一腫瘍内に複数の癌遺伝子

産物発現が認められるとの報告
20もあ り,異 時性およ

び同時性肝転移に関与している癌遺伝子の差果につい

ては, さらに数種の癌遺伝子からの解析が必要であろ

う。

大腸癌の予後因子として有用性が報告されている核

DNA量 2ゆ～2つの検討では,同 時性肝転移群が他の 2群

に比べ有意に aneuploidyが多 く,同 時性肝転移は生

物学的悪性度が高いと考えられる。 し かし,異 時性肝

転移例の p10idy pattemは肝転移陰性群 と差がなく,

DNA ploidy単 独では肝転移再発予知因子として有用

とはいえない。 ま た,DNA ploidyと c‐erbB‐2との関

係をみると,蛋 白発現例に aneuploidyが多い傾向に

あったものの有意差を認めなかった。 こ の点について

は DNA plo廻 yと 癌遺伝子はそれぞれ染色体の量的

異常と質的異常 というまった く異なる現象を検出する

ものであり,相 関菌係が認められないのが当然なのか

も知れない。核 DNA量 と癌遣伝子の関係を検討 した
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報告はなく,今 後さらに多数例について検討する必要

があると思われた。

肝転移再発予知因子の 1つ であることが示された脈

管侵襲因子 と,c‐erbB-2および DNA ploidyと の関係

を果時性肝転移群 と肝転移陰性群について検討す る

と,ly因 子 との間には一定の関係を認めなかったが,

v因 子陰性例では果時性肝転移群で有意にc‐erbB‐2蛋

白発現頻度が高率であった.こ のことは,再 発予知因

子 として c‐erbB‐2因子を加えることによりv因 子で

予知 されなかった11例の異時性肝転移中 6例 が再発

high risk群として拾い上げられることになり,再発予

知因子 として有用性が改めて認識 された。v因 子 と

DNA ploidyと の間にも同様の傾向が認められ,DNA

ploidy単独では再発予知因子 としての意義は少ない

ものの,予 知能を高めるという点での有用性はあると

考えられた。
一方,肝 転移再発までの期間をみると, 2年 以内に

発見された症例が50%に および,平 均期間は26。2か月

であった。これは,山 口らの報告
2ゆと同様の結果であ

り,胃 癌の血行性転移再発平均期間14.5か月2りに比べ

て長 く,大 腸癌の slow growingな性質を反映 してい

た。そこで再発発見までの期間を ly,v,c―erbB‐2,DNA

ploidyの因子で検討したが,肝 転移再発発見までの期

間が,c‐erbB‐2,DNA ploidyを 加えることで短縮され

ることはなかった。このため特に肝転移再発 high risk

群に対しては,少 なくとも3年 間は厳重に経過観察を

行 う必要があると考えられる。

以上,従来の ly,v因子に加えDNA p10idy,c―erbB‐

2蛋白発現を検索することで,より客観的に大腸癌の肝

転移再発の予測が可能 となることが示された。大腸癌

に対する有効な補助化学療法がない現時点では,肝 転

移再発予知因子によって拾い上げ られる肝転移 high

risk群に対し注意深い follow upを行い早期発見につ

とめるとともに,積 極的に肝切除を行 うことが,大 腸

癌の治療成績向上に寄与するものと思われる。

なお,本 論文の要旨は第36回日本消化器外科学会総会お

よび第45回日本大腸肛門病学会総会において発表した。
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Prediction of Hepatic Metastasis after Resection of Colorectal C,arcinoma -From the
Veiwpoint of Pathologic Features, c-erbB-2 Oncoprotein

Expression and Nuclear DNA C,ontent-

Kazuyoshi Ohmori, Junichi Uchino, Yukifumi Kondou, Yuji Sawaguchi, Hiroshi Shiroto,
Hiroyuki Masuko, Shirou Nakano, Shyouhei Ohsawa, Masao Kondou,

Osamu Nishida and Fumio Sano
First Department of Surgery, Hokkaido University School of Medicine

In 45 cases of colorectal carcinoma without hepatic metastasis, and 29 cases with synchronous and 16 cases
with metachronous hepatic metastasis, the risk of hepatic metastasis from colorectal carcinoma was investigated
by determining pathologic features, c-erbB-2 histochemical staining and nuclear DNA content. There was a
correlation between synchronous hepatic metastasis and the depth of invasion, lymph node metastasis,
involvement in small vessels (ly, v), histological stage, aneuploidy, and c-erbB-2 expression. There was a close
correlation between metachronous hepatic metastasis and involvement in the small vessels and c-erbB-2 expression
(p<0.01). These three factors appeared to be important predictors of hepatic metastasis after resection of colorectal
carcinoma. On the other hand, there was no correlation between DNA ploidy pattern and involvement in small
vessels, and because six of eleven cases with metachronous hepatic metastasis which did not have vascular
invasion were aneuploidy. The findings suggests that the DNA ploidy pattern may develop the capacity to predict

hepatic metastasis.
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