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Ras p21の発現とDNA ploidyか らみた大腸癌の検討

東邦大学第 1外科,Ⅲ同 第 2病理
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大腸癌103例について DNA ploidy pattemと 免疫組織学的にras p21の発現を検索し,病 理学的所

見および予後との関係について検討を行った。Ras p21の陽性率は癌の進行に伴い増加し,大腸癌の進

展にras p21の関与が考えられた。Ras p21の発現とDNA ploidy pattemとの間に相関は認められな

かった。Ras p21陽性で aneuploidyの癌は,ras p21陰性で diploidyの癌に比べ壁深達度, リンパ節

転移およびリンパ管侵襲所見において進行した症例が多かった (p<0.05)。予後の検討では,aneu‐

ploidyの癌はdiploidyの癌に比べ予後不良で(p<0.01),予 後判定に DNA ploidyの 検索が有用と考

えられた.ま た同じDNA ploidyの 癌でもras p21の発現によって予後が異なり,ras p21の発現が大

腸癌の予後の良悪を示す指標の 1つ になりうる可能性が示唆された。
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はじめに

ラットに肉腫をおこすレトロウイルスの癌遺伝子と

して発見された ras癌遺伝子は,細 胞の分化や増殖に

関与する癌遺伝子として注目をあつめてきた1レ)。そし

てその後の研究で,現 在ではヒト癌細胞の癌化(initia‐

tion)に 深 く関与している可能性が高いと考えられて

いるり0.し かし甲状腺では転移を起こしやすい櫨胞状

腺癌の方が,転 移を起こしにくい乳頭腺癌より高頻度

に ras癌遺伝子の活性化が認められたと報告されてお

り,癌 の転移能との関係も示唆される。.

大腸については,大 腸腫瘍の発生過程での関与とは

別に,進 行が高度で遠隔転移率も高く予後不良であっ

た大腸癌にras p21の発現が高かったとの報告もあり,

ras p21が大腸癌の進展に関与している可能性が考え

られる6)～8).

今回著者らは,ras p21モノクロナール抗体を 1次抗

体に使用して免疫組織学的に ras p21の発現を検索す

るとともに,同一検体の核 DNA量 を測定した。そして

DNA ploidy pattemと ras p21の発現との関係,両 者

からみた病理学的所見および予後との関係について検

討を行った結果,大腸癌の進展におけるras p21発現の

意義について,二 ,三 の知見をうることができたので
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報告する。

研究対象および方法

対象は Tumbullら りによる病期分類で,stage A 12

例,B32例 ,C32例 ,D27例 の計103例であった。方

法は,手 術摘出標本のパラフィン包埋ブロックより4

/mと 50″mの 切片を作製し,前 者を ras p21の免疫組

織染色に,後 者を核 DNA量 の測定に使用した。Ras

p21の免疫組織染色手順は, 1次 抗体に ras p21モノク

ロナール抗体を使用 して avidin biotin complex

(ABC)法 でおこなった (F七.1).判 定は癌部を視野

として40倍で検鏡し,半 分以上染色されているものを

陽性とした (Fig。2)。また核 DNA量 の測定について

は,Hedleyら 1いの方法に準じて行った.す なわち,50

/mの パラフィン包埋切片を xyleneにて脱パラ後,

100%,95%,70%の ethanol系列で親水化した。蒸留

水で洗浄後,0.5%pepsin液 にて37℃で90分処理し,細

胞単離,裸 核化を行った。蒸留水による洗浄と遠沈を

繰 り返し,lmg/ml RNaseを 加えて37℃30分処理した

後,遠沈し上清を捨て5%g/mlの propidium iodideに

て30分蛍光染色した。これらの試料を40μmの ny10n

meshで 濾過し,nOw cytOmeter(BectOn Dickinson

社 FACStar)に て 1検体につき1.5×105個の核DNA

相対量を測定し, ヒストグラムを作製した。内部標準

には検体中に含まれる間質のリンパ球をとり,単 一の

GOGl peakか らなるものをdiploidy,それ以外を
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Fig. 2 Colorectal cancer cells which are reactive
immunohistologically with anti-ras p21 mono-
clonal antibody (x100)

aneuploidyとし,peak値 の比を DNA index(D.I.)

とした。 な お coefncient of variation(CV)値が 8以

下を検討対象とした(Fig。3).病 理学的所見および予

後との関係については,ras p21発 現の有無 とDNA

ploidy pattemから下記の 4群 に分けて検討 も行っ

ブと,

I群 : r a s  p 2 1陽性で an e u p l o i d y

II群 :ras p21陽性で diploidy

Fig .3  DNA

aneuploidy
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F gヽ. l  Procedure of iHImunohistological stainning with anti・ras p21 monoclonal

antibody
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III君羊:ras p21陰 性で aneuploidy

IV群 :ras p21陰 性で diploidy

統 計学的検定 にはだ
2検定 を用 い,生 存 曲線 は

Kaplan,Meier法 にて求め,generalized Wilcoxon法

にて生存率の検定を行った.

成  績

(1)ras p21の発現とDNA ploidy pattem

Ras p21の発現は癌部を中心とした細胞質に染色さ

れ,そ の陽性率は51.5%(53/103)で あった.一 方,

DNA ploidyは 103例中の70例(68.0%)に aneuploidy

が認められ,33例 (32.0%)が diploidyであった (Fig.

2 ) .

Aneuploidy癌におけるras p21の発現は,ras p21陽

性が34例,陰 性が36例で,DNA ploidy pattemに よっ

て ras p21の発現に差は認められなかった。また DoI.

の平均値は,そ れぞれ1.472±0.231,1.374±0.232で,

D.I.値にもras p21の発現で差はなかった (Table l).

さらに対象をras p21の発現とDNA ploidy pattem

からI～ IV群に分類したところ,Table 2の ごとくI

群34例,H群 19例,IH群 :36例,IV群 14例で各群の症

例数に差はなかった。

(2)病 理学的所見との関係

ploidy pattem

diploidy



Table 1 Relationship between ras p21 expression and DNA ploidy pattern

Aenuploidy Diploidy

No % DI No. %

ras p21 positive

ras p21 negative
64 2Ⅲ

72.0・

35 8

28 0

1992年 5月

Table 2 Classification into I-IV groups by ras
p21 expression and DNA ploidy pattern

ras p21 positive and aneuploidy

ras p2l positive and diploidy

ras p21 negative and aneuploidy

ras p21 negative and diploidy

大腸癌の臨床病理学的所見は,大 腸癌取扱い規約11)

に従って記載した。壁深達度については深達度が pm

以下とss(al)以 上とに大ガ」して,前 述の I～ IV群の

分類にしたがって検討を行った。 I群 とIV群の 2群 間

において,壁 深達度とリンパ節転移およびリンパ管侵

襲でそれぞれ有意差を認めた (p<0.05)。 さらに壁深

達度では,II群 とIV群間でも差を認め (p<0.05), リ

ンパ節転移はras p21陰性のIII群に比べ,ras p21陽性

の I群 に多い傾向にあった。組織型は,高 分化腺癌60/

103例 (58.3%),中 分化腺痛34/103例 (33.0%)で ム

チン産生癌や印環細胞癌は少なく,組 織型によりras

p21や DNA p10idy patternに差はなかった。また病期

分類との関係では,対 象を stage A tt Bとstage CttD

にわけて検討をおこなったところ, I群 とIII群, I群

とⅣ群の間でそれぞれに有意差を認め,進 行大腸癌に

aneuploidy癌や ras p21陽 性癌が多 く認め られた

(Table 3).

(3)予後との関連について

予後との関連については,治 癒切除症例73例につき

検討を行った.ras p21陽性群と陰性群の 5年生存率は

それぞれ55,3%,70.2%で ras p21陽性群は陰性群に比

べ予後不良であったが,統計学的に差はなかった(F七.

4)。 これに対しDNA ploidy pattem別の 5年生存率

は, d i p l o i d y 群の8 8 . 0 % に比 べ a n e u p l o i d y 群は

50.6%と有意に低かった (p<0.01)(F七 .5).

さらに ras p21の発現とDNA ploidy pattemを組
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ⅢVS・Ⅲ i nOt SigniIIcant

+VS・+i nCt Signiflcant

合わせて分類した I～Ⅳ群の生存率は n36の ごと

くで,各 群の 5年 生存率はIV群91.7%,H群 84.6%,

III群60.7%, I群 351%の 順に不良で,統 計学的に I

群とII群, I群 とIV群,III群とIV群の間でそれぞれ有

意差を認めた。

考  察

Ras癌 遺伝子の活性化は,そ の他の癌遺伝子の活性

化や発癌抑制遺伝子の不活化などとともに癌細胞の発

癌や進展に大きく関与するものと考えられている1分.

Fabrizioらの1めの RAP,5モ ノクロナール抗体を使用

した検討によれば,ras p21の発現は腺腫によちセ異な
り,発現の高い腺腫ほど将来癌化の可能性が高ぐ,ras

p21の発現が大腸腺腫の悪性化を知る指標の一つとな

る可能性を報告した。またさらにras p21が大腸癌の悪

性度に関与している可能性を示唆するものとして,raS

p21の発現の高い直腸癌は遠隔転移が多く,予 後不良

であったとする報告もあるい)。本邦においては,中郷
10

が大腸癌の最大腫瘍径,壁 深達度および病期分類と

ras p21の陽性率が良く相関し,さ ら年その発現が狩抑
胞の進展能力の獲得の指標として大きな意味をもちて
いるとしている。今回われわれが行った検索たおt、tc

も,ras p21の発現は大場癌の進行とともに増prlし,1痛
部を主体とした細施貫に ras p21が強 く染色されたtま|

た症例によっては癌の先進部分にras p21染e細 胞が

多く認められたものヽわり興味ある知見と考えてい

る。しかしその一方で ras p21がほとんど染色されない

ものも見られ,癌細胞?増殖能とras p21発現の関係た
ついてはさらに検討を要するものも思われた。
癌の核 DNA量 は11993年に車ld19yら

1のが試料|に|

パラフィン包埋ブロッ々を使用した測定方法を報告し

てから,各 施設で簡単にその測定が行えるようになら

た。そして各種癌のretrospectiveな検討が重ねられ

て,癌 における核 DNA量 測定の意義に関する報告も

散見されるようになった。そしてこれらの報告によれ

ば,一 般にaneuploidy癌はdiploidy癌に比べ予後不

No

Ｉ

Ｈ

Ⅲ

Ⅳ
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group I IV

Depth of invasion

spm
>ss(a1)

Lymphnode metastases

n  ( _ )

(+ )
unknown

Lymphatic vessel invasion

lY  ( - )

( + )
unknown

Venous invasion

v  ( - )

( + )
unknown

Histological type

wel

mod

others

unknown

Stagee)

A

D
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6

30(83 3)
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1
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3
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13(37 2)

2(57)

1
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10

4(28 6)++
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7
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0

8

6(42 9)

0

9 ( 6 4 3 )

3 ( 2 1 4 )

2 ( 1 4 . 3 )

0

: コ
9
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Total
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Table 3 Pathological findings in view of ras p21 expression and DNA ploidy pattern

Stage A: Tumor confined to the colon and its coat

B : Tumor extension into pericolic fat

C : Tumor metastasis to regional mesenteric lymphnodes

D: Tumor metastasis to liver, lung, bone, seeding of tumor, irremovable

because of parietal invasion; adjacent organ invasion
,vs 4ⅢⅢ:p<0.05
・'VS''':p<005

+vs+十  : pてくo05

OVS00t p<o.05

4 vs4↓ :p<005

1 Vs41+:p<001

良で,予 後判定の重要な因子の
一つとも考えられてい

る151-17j.そこで今回著者らは,癌 の増殖能に関与する

と思われるras p21に対して,感 受性の高いモノクロ

ナール抗体を 1次抗体として免痩組織学的にその発現

を検索し,さ らに同連続切片を使用して DNA ploidy

pattemの 測定を行った。そして DNA ploidy pattem

とras p21の発現との関係および両者からみた病理学

的所見と予後について検討を行った。

A n e u p l o i d y は対 象 の6 8 . 0 % に認 め られ, a n e u ‐

ploidyおよび diploidy症例の ras p21の陽性率はおの

おの64.2%,72.0%であった.統計学的には ras p21の

発現とDNA ploidy pattemの両者の間に
一定の関係

は認められなかった。 さ らに DNA ploidy pattemと

ras p21の発現なら対象を I群
一ras p21陽性でaneu‐

ploidy,II群
一ras p21陽性でdiploidy,HI群一ras p21

陰性でaneuploidy,IV群一ras p21陰性でdiploidyの

4群に分類し検討を行ったところ, I群 はIV群に比べ

壁深達度とリンパ節転移所見において有意に進行した

症例が多く認められた。また同じDNA ploidy pattem

を示した症例でも,ras p21陰性に対し陽性症例で壁深

達度やリンパ節転移が進んだ症例が多く認められる傾

向にあり,大腸癌の生物学的悪性度の判定にras p21の

発現の検索が意味あるものと考えられた。

予後との関係では,aneuploidy癌はdiploidy癌に

比べ有意に予後不良で,予 後判定に核 DNA量 の検索

が有用であることが示唆された。またras p21の発現の
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Fig. 4 Relationship between ras p21 expression
and survival rates Ras p21 negative group
showed better survival rate than positive group,
but there is no significance between two groups.

5  l 0
time (years)

Fig. 5 Relationship between DNA ploidy pattern
and survival rates Diploidy group showed better
survival rate than aneuploidy group, significantly
(p<0.01).

100 diproidy 88 0%(n=26)

aneuploidy 50.6%(n=47)

p<0_01(generatized Wilcoxon test)

5
time (years)

Fig. 6 Survival rates according to ras p21 expres.
sion and DNA ploidy pattern There are
significant differences between four groups: I vs
II  (p<0.05), I  vs IV (p<0.01) and II I  vs IV (p(
0 . 0 1  ) .
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有無からの検討では,ras p21陽性癌は陰性癌に比べ予

後は不良であったが,統 計学的には有意差は得 られな

かった。さらに I～ IV群に分類 して予後を検討 してみ

ると, I群 ,III群,II群 ,IV群 の順に予後不良で,統

計学的には I群 とII群,III群とIV群, I群 とIV群間で

有意差を認めた。この差は主に DNA pioidyに よるも

のが大 きいと考えられたが,DNA ploidy pattemが 同

じ症例でもras p21陽性癌は陰性癌に比べ予後不良で

あった.したがって ras p21の発現が大腸癌の予後の推

定因子にな りうる可能性が示唆 された。
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Study of Ras p21 Expression and DNA Ploidy Pattern in Colorectal Cancer

Kimihiko Funahashi, Kazunori Tsujita, Masashi Watanabe, Yasushige Nagasawa, Tadahisa Otryai,
Kazuo Kobayashi, Kenzo Yanagita and Toshifumi Yoshio

First Department of Surgery, Toho University Schml of Medicine

Shiro Tsujimoto
Second Department of Pathology, Toho University School of Medicine

We studied ras p21 expression immunohistologically and DNA ploidy in 103 colorectal cancer patients. There
was no correlation between the incidence of ras p21 expression and DNA ploidy pattern. Ras p21 was detected with
higher frequency in advanced colorectal cancers. In the patients with both positive ras p21 expression and DNA
aneuploidy, deep invasion, lymph node metastasis and lymphatic vessel invasion was reveald more frequent than
in those who were negative for both parameters (p<0.05). Patients with negative ras p21 expression had a better
outcome than those with positive ras p2l expression in the same DNA ploidy pattern. These results suggest that
the prognosis of colorectal cancer is related to the presence or absence of ras p2l expression.
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