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ヒト胃癌におけるepidermal grOwth factor receptorとtransforming

growth factOr α産生に関する免疫組織化学的検討

加藤 道 男

神戸大学医学部第 1外科

吉川 恵 造  島 田 悦 司  斎 藤 洋 一

ヒト胃癌組織を用いて免疫組織化学的にepidermal growth factor receptor(EGFR)とtransform‐

illg growth factor α(TCF‐2)を 認めた腫瘍の病理組織学的特徴を検索した。

EGFRは 凍結切片に抗 EGFRモ ノクローナル抗体を,TGF″ はパラフィン切片に抗 TGF‐α抗体

を用いて染色し,病 理学的所見 と比較 した。

その結果,ECFR陽 性例は69例中18例 (22.8%)で ,分 化型癌には49例中17例 (437%)と 多かっ

た。また TGF‐α陽性例は86例中24例 (279%)で ,未 分化型癌には38711中18例(474%)と 多かった。

そして両者の検討が可能であった36例では EGFR陽 性で TGF‐αも認めた症4/1は3例 (8.3%)で すべ

て進行癌であった。

したがって,EGFRは 胃癌細胞の分化度 と関連 し,分化型胃癌増殖に EGFが 影響を与える可能性が

考えられた.ま た EGFR陽 性腫場に TGF 2産 生細胞を認めた ことか ら, ヒ ト胃癌にもautOcrine

mechanismで 増殖する腫瘍のあることが示唆された。

Key words: gastric cancer, immunohistochemistry, epidermal growth factor receptor, transforming
growth factor a, autocrine mechanism

はじめに

上皮増殖因子受容体 (epidermal grOwth factOr

receptor:以下 EGFR)は 多 くのヒト腫瘍で多量発現

していること1)が報告 されており,特 に食道扁平上皮

癌ではしばしば多 く産生されているのことが知 られて

いる。また字L癌ではエス トロゲンレセプター陰性例に

ECFR陽 性例が多 くめ,大 腸癌では高分化型の腫瘍細

胞に EGFR陽 性例が多い。と報告されている。胃癌に

おけるEGFR産 生に関しては低分化型癌に多 く発現

している。との報告や高分化型癌に多い1)との報告が

あり意見の一致をみていない。そこで今回われわれは,

培養扁平上皮細胞に対して増殖抑制効果を有するとい

われている抗 EGFR抗 体のを用いて胃癌細胞の分化度

や胃癌の進行度 とEGFR発 現 との関連性を免疫組織

化学的に検討した。そしてさらにEGFRの リガン ドで

あるtransforming growth factOr α(以下 TGF 2)ゆ

の胃癌における産生 も同様に検索 し,胃 癌における

EGFRと TGF α 産生の両者を比較できた症例におい
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て,そ れぞれの存在から, ヒ ト胃癌細胞増殖におl―lる

autocrine mechanismりの可能性について検討を試み

た.

対象 と方法

対象には神戸大学第 1外科ならびに関連施設で外科

的に切除された胃癌標本を用いて,免 疫染色は EGFR

とTGF‐2に 特異的な抗体を 1次 抗体 とす るavidin‐

viotin perOxidase cOmplex法(ABC法 )1いを用いた。

すなわち,EGFRの 染色には胃切除後に胃癌組織の

1部 を速やかにアセ トン ドライアイスにて凍結 し,標

本作成まで-80℃ の deep freezerに保存 した組織を

用い, クリオスタットで薄切した切片を風乾 した後,

冷 アセ トンで10分固定 した。つづいて冷 phosphate

burered saline(以下 PBS)で 洗浄した後,0.3%H2

02添加 メタノール液に30分浸漬 して内因性ペルオキ

シダーゼをブロックした。さらに冷 PBSで 洗浄 した

後, 3%正 常ヤギ血清に30分浸漬 して非特異的抗体の

結合を防いだ。次に 1次抗体 として抗 EGFRマ ウスモ

ノクロナータレ抗体 (OncOgene Science lnc., GR01)

と1時間室温で反応させた後,冷 PBSで 洗浄した。そ

の後 3%正 常ヤギ血清と30分反応 させて非特異的抗体
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の吸着を防いだ後, 2次 抗体 として30分 HRP標 識抗

マウスIgGヤ ギ抗体 (DAKO Inc。 ,)と 30分反応 させ

た。つづいて冷 PBSで 洗浄 した後,DAB‐ H202(10

mM‐ NaN2)で 発色し,水洗の後にメチルグリーンで核

染色を行い,脱 水 ・封入して検討した.な お陽性対照

としては EGFRが 多 く発現 しているとされるヒト胎

盤11)を用い,陰 性対照 としては 1次 抗体の代わ りにマ

ウスモノクロナール  を 用いた。

また TGF‐αの染色には通常のホルマ リン固定パラ

フィン切片の胃癌組織を用いた。すなわち,薄 切標本

を脱パラフィンし,0.3%H202添 加メタノールで30分

処置 して内因性ベルオキシダーゼを失活 させた。冷

PBSで 洗浄の後,3%正 常ウサギ血清で30分処置し非

特異的抗体の吸着を防いだ。 1次 抗体 としては合成

TGF‐α12jに対 して得 られ た抗 TGF‐α ヒツジ抗体

(Triton BiOscience lnc。,T5842)を 4℃ で 1晩 反応

させ,冷 PBS(lM‐ NaCl)で 1晩 洗浄した,3%正 常

ウサギ血清 と30分反応 させて非特異的吸着を防いだ

後,2次 抗体 としてビオチン化抗 ヒツジIgGウ サギ抗

体 (DAKO Inc,,)と 30分反応させた.次 に冷 PBSで

洗浄した後 ABC complex(VectOr lnc.,Elite kit)

と反応 させP tt PBSで 洗浄 した後,DAB‐ H202(10

mM‐ NaN2)で 発色した。さらに水洗 した後,ヘ マ トキ

シリンで核染色,脱 水・封入して検鏡に用いた。なお,

陰性対照 としては 1次 抗体の代わ りにヒツジ抗体を用

い  .

病理組織学的項 目は胃癌取扱い規約1めに従った。ま

た組織分類は中村 菅 野分類14ゆにより乳頭腺癌 と高

分化型管状腺癌 と中分化型管状腺癌を分化型に,低 分

化腺癌 と印環細胞癌 と膠様腺癌を未分化型に分類 し

成  績

EGFRの 発現が多いとされる満期産分娩時に採取

した胎盤11)の染色結果ではすべての微繊毛の表面が褐

色に染色された(Fig。1)。そして胃癌組織の染色結果

でも腫瘍細胞の細胞質が褐色に染色されたのは胃癌79

例中18例 (22.8%)で あった (F七.2,3,4)。 しかし

非癌部胃粘膜や間質に染色される細胞はなかった。そ

こで主腫瘍組織における腫瘍細胞の EGFR陽 性の有

無と胃癌の進行程度および組織型 との関連性を検討す

ると,早 期癌22例中陽性例は 1例 (4.5%)で ,進 行癌

の57例では17例 (29。7%)と 進行癌に陽性例を多 く認

めた (p<0.01).組 織型別では,早 期癌においては分

化型癌の14例に 1例 (7.1%)の 陽性例を認めたが,低

FiS. I Epidermal growth factor receptor positive

placenta (controls) x 100.

Fig. 2 Epidermal growth factor receptor positive
differentiated adenocarcinoma x200.
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Fig。 3  Hematoxylin eosin stain of the same speci‐

men with Fig.2 × 100.

Fig. 4 Epidermal growth factor receptor positive
differentiated adenocarcinoma x200.

Fig. 6 Transforming growth factor a positive

undifferentiated adenocarcinoma x 200.
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differentiated undifferentiated

early 1 14(7 1%) 0810%| 122145%| 〕

advanced 16/35(457%) 1122(45%) 17‐571297%ヽ

t o t a l 17149(347%) 1‐30(33%) 18‐791228%

・
p<001
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Table 1 The incidence of positive stainig of

epidermal g::owth factor receptor in gastric

cancer.
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differentiated undifferentiated total

ear ly 1'14(71%) 114(25%' 2181111%)

advanced 5,34(147%) 17'34150%) 226は 1324° 。

total 6148(125%) 1838r474%) 24861279%)

'p<001

分化型癌の 84/1には陽性例はなかった。また進行癌に

ついて組織学的 にみ る と分化型癌 の35例では16例

(457%)に 陽性で,低 分化型癌の22例では陽性例は 1

451(45%)のみと,分 化型癌に EGFR陽 性例を多 く認

めた (p<001)(Table l).

次に TGF,2の 染色結果では(Fig.5,6),胃 癌細胞

の細胞質が褐色に染色されたのは86例中241/1(27.9%)

で,非 癌部胃粘膜に染色される細胞はなかった。そこ

で主腫易組織における腫瘍細胞の TGF‐α陽性の有無

と目癌の進行程度および組織型との関連性を検討する

と,早 期癌の18例中陽性4/11は2例 (11.1%)で ,進 行

癌の684/1では22例 (32.3%)と 進行癌に陽性例を多 く

認めた (p<001).組 織型別では,早 期癌においては

分化型癌 と未分化型癌にそれぞれ 1例 の陽性例を認め

た。進行癌については分化型癌34711では 5例 (147%)

が陽性で,未 分化型癌344/1では17例 (500%)で ,未

分化型癌に陽性rrlが多かった (p<001)(Table 2).

ところで腫瘍細胞自体が産生する増殖因子とその増

殖因子に対する受容体が同時に陽性の場合はその腫瘍

細胞に自己増殖機構の存在することが推定されるが,

このような関係にあると考えられるEGFRと TGF‐α

の両者を同時に検索できた36例では, 3例 (8.3%)に

陽性例が観察された(Fig.4,5)。また両者 ともに陰性

例は17471(472%)で あった (Table 3).

Table 3 Combined anal]'sis of staining results

TGF α

TOtal

EGFR ―

EGFR

T o t a l

31839ち

101278°。)

13(361%,

6137%

171472%

23(639%

9`250%)

27(750%)

36(100%)

考  察

腫瘍細胞がその細胞増殖のための因子を産生して発

育するautocrine mechanism"が提唱され,増 殖因子

とその受容体の分析に興味がもたれている。また眼裂

開大因子である上皮増殖因子 (epidermal growth fac‐

tori EGF)が胃酸分泌抑制物質であるウロガス トロン

と同一種類の物質であること15)が報告 され, 胃癌にお

いて EGFの 受容体であるEGFRの 産生とその臨床病

理学的意義が注目されている.と ころが諸家の報告 し

た胃癌におけるEGFR産 生腫瘍S汚)の病理組織学的特

徴に関しては必ずしも一定の傾向が得られていないの

が現状である.そ こで今回われわれは胃癌における

EGFRの 発現 とその リガン ドであるTGF‐αゆを産生

する胃癌の特徴とその臨床病理学的意義について考察

を加えることとした。

胃癌において EGFR産 生を免疫組織化学的検討 し

た報告に関 して,パ ラフィン切片を用いて検索 して

EGFRは 低分化型癌に多く,EGFR陽 性冒癌は予後不

良である5)との報告や同様にパラフィン切片を用いて

いるが EGFRは 高分化型に多い傾向ある。との報告が

あるが,研 究者によって用いた抗体が異なり,得 られ

る結果も異なっている。

この EGFRの 免疫染色に関 しては特に抗体に注意

する必要があるようで,Childら
l。は発表 されている

抗 EGFR抗 体には血液型関連糖鎖を抗原決定基 とす

る抗体があると報告 し,Gullickら
1のもSigma社 の抗

EGFRモ ノクP一 ナル抗体29。1,1は 血液型の A型

物質 と反応するため免疫組織学的研究には不適当と報

告 して い る, ま た, O h s h i o ら
1 8 ) もT r a n s f o r m i n g

Research lnc.(以下 TRI)社 製の抗 EGFR抗 体を際

癌組織の検索に用いたところ,血液型が A型 とAB型

患者由来の組織 しか EGFRは 染色されず,検出された

EGFRは A型 と密接に関連していることから,得られ

た結果の解釈に注意が必要であると報告 している。さ

らに胃癌細胞における血液型物質発現を免疫組織学的

に検討 した Tichyら】りによれば,血液型が A型 の症例

Table 2 The incidence of positive

transforming growth factor a

cancer.

staining of

in gastric
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では Lauren分 類2いからみた diruse typeすなわち胃

癌取扱い規約における低分化腺癌の多 く2つの腫瘍細胞

に A型 物質が均一によく染色される症例を多数認め,

また 0型 の症例にも抗 A型 抗体で染色される腫瘍細

胞が存在すると報告している。したがって,A型 物質

と反応する抗体を用いた場合には誤って低分化型の胃

癌にEGFRが 多いと判定する可能性があ り,抗 EGFR

抗体を用いる場合には特に,そ の抗体がなにを抗原決

定基とし, どのような作用を有 しているかを注意深 く

検討して使用 して結果を解釈する必要があると考えて

いる。

今回われわれが用いた抗体は,EGFRを 多く発現す

るA431細 胞に対 しての EGFの 増殖促進効果を阻害

する抗体のに相当するもので, ヌー ドマウスに移植 し

た A431細 胞の増殖を阻害する2りと報告されている。そ

こで,免疫組織化学的に検出された EGFRが 生体内の

腫瘍細胞においても重要な機能を担 うと考えられ,非

腫瘍細胞ではあるが多 くECFRが 発現 しているとい

われる胎盤組織にてもEGFRの 存在を確認できた抗

体を利用 して検索 したものである。

ヒト腫瘍におけるECFRの 発現に関 しては Brad‐

leyら。が,大 腸癌細胞株において高分化癌および中分

化癌では低分化癌 と比較 して,癌細胞の持つ EGFRの

量が多いと報告 している。逆に Nealら 2りは勝眺癌で

は低分化癌は中分化癌に比較 して EGFR陽 性例が多

いと報告している。胃癌においては,TRI社 製抗体を

用いた米村 ら511ま未分化型癌に EGFRが 多いと報告 し

ているが,OncOr lnc.社 製の抗体を用いた Yasuiら ゆ

は逆に高分化型癌に EGFR陽 性4/11が多い傾向にある

ことを報告 している。われわれの結果では明らかに分

化型癌に多 くEGFRが 染色された。 ところでハムス

ターやマウスの腫瘍細胞を薬剤耐性することで性質を

変化させるとEGFRが 増加 し,同時に細胞は分化傾向

を示す2つと報告されている。したがって,腫瘍の発生母

組織により形態学的分化度 とEGFR発 現 との関係は

異なる可能性が存在するが,ECFRは 形態学的な細胞

分化 と密接に関連 して発現する膜蛋白と推定される。

また腫瘍の進展 とEGFRの 発現に関 しては,Neal

ら2つは勝批癌では表在癌 より進行癌に EGFRが 多い

と報告 している。胃癌においては Yasuiら のもEGFR

は早期胃癌よりも進行胃癌に明らかに多 く発現してい

ると報告している.われわれの結果でもEGFRは 早期

胃癌よりも進行胃癌に明らかに多 く陽性であった。 し

た がって E G F R をコー ドす る癌 遺 伝 子 で あ る

5(199)

erbB12"は細胞を腫易化するよりも,腫易化した細胞の

増殖進展に関与 していると推察される。

次に検索 した TGF‐αは Todaroら 2のがゥィルスで

形質転換 した細胞が産生する物質としてみいだされ,

種々の ヒト腫瘍細胞から分泌され EGFRを 介して形

質転換 と腫瘍細胞の増殖に促進的に働 くこと2のが報告

され,Anzanoら
2めによって分離命名されたものであ

る。また腫易化した細胞が増殖する過程で増殖因子の

産生能が誘導されると考えられていることから,今 回

胃癌細胞における産生状態を検討 した。

TGFoα 蛋白産生に関して免疫組織化学的にその存

在様式を詳細に検討した報告はみられず,最 近の分子

生 物 学 的 技 術 の進 歩 に よ り, む しろm e s s e n g e r

ribonucleic acid(以下 m‐RNA)の 検出によりその発

現を検索 した報告が多い。その中でどのような臓器に

TGF‐2の m‐RNAが 発現しているかに関して Deryn,

ckら 2のは,食 道癌や腎癌さらには肝臓癌などで TGF‐

2の m‐RNAが 検出されるが,血 液細胞では発現して

いなかった と報告 してい る。また 胃癌 に関 しては

Beauchampら 3いが10例の胃癌組織を検索 し,高 分化

型の 5例 と低分化型癌の 1例 に TGFセ の m‐RNAが

検出され,こ れは radioimmunoassayに よる定量結果

と一致する成績であったと報告 した。さらに Yoshida

ら31)は15例の胃癌組織におけるTGFセ の発現を m_

RNAで 検索 して周辺粘膜の値 と比較 した結果,高 分

化型の症例に限らず低分化型胃癌の多 くの症例にも腫

瘍組織の TGFセ 量が高い症例のあることを報告 して

いる。 と ころで胃組織に関 して TGF,α の m‐RNAを

測定 した Bennettら3分は19例の胃癌組織では 9例 に

多 くの m‐RNAを 検出し,非 癌粘膜にも過半数の症例

で TGF‐αの m‐RNAを 検出したことを報告している

が,い まだ多数の症例を分析した報告がなく,組 織の

分化度や進行度に関して一定の見解が得られていない

のが現状である.

われわれの免疫組織化学的検討結果では非癌粘膜細

胞には TGF‐″は認められず,腫 瘍細胞の形態学的分

化度に関しては EGFRの 結果 とは逆に未分化型の多

くで陽性であった。 しか し,進 行程度 に関 して は

EGFRと 同様に早期癌よりも進行癌に多 く,進 行癌で

は約30%の 症例で TGF‐αが陽性であった.こ のこと

からは腫瘍組織において m‐RNA量 が多い との諸家

の報告を考慮するとTGF‐2も 腫瘍化 した細胞の増殖

進展に大きく関与 していると推定される。

ところで腫瘍細胞がその細胞増殖のための因子を産
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生して発育するautocrine mechanism的が提唱され,

増殖因子とその受容体の分析に興味がもたれている。

胃癌組織 において m‐RNAに よ りEGFRと TGF‐α

両者 の発現 を検 索 した Bennettら3らは19例中 7例

(8.3%)に 同時発現を報告 している。また同様に胃癌

に関 して同時発現を検索 した Yoshidaら31)は検索 し

た1 5 例全 例 の 腫 瘍 組 織 に E G F R と T G F ‐αの m ‐

RNAを 検出したことを報告 している。われわれの免

疫組織学的検討では両者の存在は,検 索できた36例中

3例 (8.3%)に のみ検出可能であり,若 干例といえど

もautOcrine inechanisH19)による腫瘍増殖機構が ヒ ト

胃癌にも存在する可能性が示唆された。

ところで,これら両因子の検出頻度の差に関しては,

免疫組織学的方法ではかなり多量に産生されている症

例のみしか陽性と判定できないとい う検出感度の低 さ

が一因となったと考えられる。 しかしながら,今 回わ

れわれが用いた抗 EGFR抗 体は細胞増殖に密接に関

連するEGFR抗 原決定基と反応するのと報告されてお

り, リガン ドであるEGFと 結合 した EGFRは 細胞内

に移行するとい う内部化の生じる。ゆことが知られてい

ることから,TGF-2と 反応 した EGFRも 内部化する

ことによって代謝 された結果,EGFRが 検出不能で

あった症例が存在 した可能性も考えられる。したがっ

て,産 生された蛋白質と同時にm‐RNAの 発現を組織

化学的に同定することにより,今 後個々の腫瘍細胞の

持つ機能を詳細に検討することが必要 と考えている。

以上, ヒ ト胃癌に関して増殖因子 とその受容体の発

現を免疫組織化学的に検討を加えた. この両者を検出

する臨床的意義に関しては,細 胞に EGFRと TGF‐α

の両者を発現させると細胞増殖が著明に促進 される。つ

との報告や,受 容体が存在する細胞に TGF‐αあるい

は EGFが 作用すると細胞分裂前期の静止期にある細

胞が核酸合成期に入る35jとの細胞回転に関する報告を

考慮すると,核 酸合成能の高い腫瘍細胞ほど抗腫瘍剤

が有効に作用することが推定 される。この観点か ら

Amagaseら 3いは, ヌー ドマウスに移植 した EGFR保

有腫瘍細胞に EGFを 前投与 して5‐IluorOuracilや,

cis,platinumを投与すると抗腫瘍剤の効果が増強され

ることと同時に,腫瘍細胞の EGFRが 多いほど有効率

が高いことを報告している。以上のような報告を考慮

すると,EGFRを 認めた腫瘍では TGF-2が 同時発現

していなくても生体内に存在する内因性の ECFに よ

り腫瘍細胞が DNA合 成期に移行する可能性があるこ

とや,さ らに TGF-2を 認めた症例では受容体の細胞

内移行によりEGFRが 検 出 されていない可能性が考

えられる。したがって,EGFRあ るヽヽは TGF‐ 2の いず

れかが陽性であった症例では,DNA合 成期に作用す

る5‐aucrouracilな どの代謝措抗剤を可及的に長期間

投与す ることが望 ましいのではないか と考 えてお り,

今後はこのような観点からの成長因子関連物質からみ

た抗腫瘍剤の有用性を検討す る必要がある と思われ

る。

なお本論文の要旨は第15回国際癌学会1990年Humburg

において発表した。
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Immunohistochemical Study of Epidermal Growth Factor Receptor and Transforming
Growth Factor a in Gastric Cancer

Michio Kato, Keizo Kikkawa, Etsuji Shimada and Yoichi Saitoh
First Department of Surgery, Kobe University School of Medicine

The expression of epidermal growth factor receptor (EGFR), which is coded by oncogene erb 81, and
transforming growth factor o (TGF-a) in human gastric cancer were compard with histological findings. The
possibility that tumor cell growth is controlled by an autocrine mechanism was also investigated. EGFR was
detected by staining frozen sections of gastric cancer by the immuno-histochemical method using antiEGFR
monoclonal antibody and TFG-c by similarly staining paraffin sections with antiTGF-c polyclonal antibody. The
results were compared with histopathological findings. EGFR was positive in 18 of 79 cases (22.8%): 17 of 49 cases of
the differentiated type (U.7%) were positive, but only I of 30 cases of the undifferentiated type (3.3%). TGF-o was
positive in24 of.86 cases (27.%):6 of 48 anses of the differentiated type (12.5%) and 18 of 38 cases of the
undifferentiatdtype(47.4%). Of 36 cases examined for both EGFR and TGF-o, both were positive in 3, all of which
were advancedgastric cancer. These results suggest an association between the expression of EGFR and the degree
of differentiation of gastric cancer cells. Therefore, it is possible that epidermal growth factor affects the
proliferation of the differentiated type of gastric cancer cell. Of the tumor specimens expressing EGFR, some also
produced TGF o. This indicates that some human gastric cancer cells may control their own growth by an
autocrine mechanism.
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