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大腸癌におけるc‐erbB‐2蛋白発現と臨床評価

神戸労災病院外科

中江 史 朗  裏 川 公 章  植 松  清

大腸癌でのc‐erbB,2蛋白発現と臨床病理学的諸因子,DNA ploidy pattemと の関係を検討した。

大腸癌切除44例の凍結標本でモノクロナール抗体を用いてc‐erbBⅢ2蛋白を染色し,aOw cytOmeterで

核 DNA量 を解析した。蛋白陽性率は25/44(56.8%)で,組 織型では高分化型19/21,中分化型4/7,

低分化型1/2,粘液痛1/1,深達度別ではmO/1,sm 1/2,pm 1/2,ss(al)6/10,s(a2)15/23,si(ai)

2/6であった。リンパ節転移ではn(一)16/26,n(十)9/18と差はなく,脈管侵襲ではly(一)2/8,ly(十)

23/36と侵襲例の染色率が高い傾向がみられ,stageでは11/4,I111/16,II1 3/6,IV 1/8,V/9/10

で,stage VではI～IVに 比べ揚性率が有意に高かった,DNA ploidy pattem別では,diploidy l1/

14,aneuploidy 14/28で差はなかった。stage Vで発現頻度が有意に高かったことから大腸癌におけ

るc‐erbB-2蛋自の発現は遠隔転移と関連し,DNA ploidyと は独立した悪性度の指標となる可能性が

推察された。
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はじめに

近年,c‐erbB,2遺伝子産物の発癌への関与,悪性度 と

の関連などが注 目されているが',大 腸癌に関する報

告は少ない。今回われわれは,大腸癌におけるc‐erbB、

2蛋 自の発 現 と臨床病 理学 的諸 因子 お よび DNA

ploidy patternとの関係について検討したので報告す

る.

対象 と方法

1991年4月 より1992年2月 までの11か月の間に当科

で経験 した大腸癌切除症421144例(結腸癌31例,直 腸癌

13例)を 対象とした。新鮮組織を癌巣部より採取後直

ちに-80℃ に凍結 し,以 下の解析の試料 とした。

1)c―erbB,2蛋白発現の検索

4″の凍結組織切片を風乾 し,冷アセ トンにて 5分 間

固定後10%正 常豚血清を20分間反応 させた。 1次 抗体

として抗 c‐erbB‐2蛋自モ ノクロナール抗体 (Triton

Biosciences社×10)を用い37℃で 1時 間反応させた。

その後 2次 抗体 としてペルオキシターゼ標識抗マウス

抗体(TAGO社 )で37℃ 1時 間処理後,DABに て発色

し,メ チルグリーンで核染色した。この標本を検鏡 し,

細胞膜に明瞭なDABの 反応を示す例を陽性とした。

2)腫 瘍核 DNA量 の測定

<1992年 7月 6日受理>別 刷請求先 :中江 史 朗

〒661尼崎市南武庫之荘2-4-28

凍結標本組織を解凍後lmm3に 細切 し,0.05%col―

lagenaseで37℃で30分間 incubateし,さ らにステン

レスメッシュで濾過し,単 離細胞を得た。細抱浮遊液

に A液 (trypsin spemine)を加え分室温で15分間静置

した。次に B液 (tttpsin_inhibitor,RNase)を加えり

室温にて15分後に propidium lodideで核染色後,aOw

cytolmeter(FCAScan,BECTON DICKINSON社 製)

で DNA ploidyを 解析 した。DNA ploidyは CV値 が

8%未 満の GO/Glピークが 1つ のものを diploidyと

し,明 らかなGO/Glピークが 2つ 以上認められるもの

を alleuploidyとした。なお,用語および臨床病理学的

所見は大腸癌取扱い規約"に従い,統 計学的検討は ぇ
2

検定および t検定を用い,度数 5未 満の場合 Fisherの

直接確率計算法を使用し,危 険率 5%未 満を有意 とし

た.

成  績

c‐erbB‐2蛋 白 ヤまFig. 1(ヽ Vell diterentiated

adenocarcinoma,ss,n(―),PO,H3の 症例)の よう

に大陽癌細胞膜に,あ るいは症例によっては細胞質に

も認められた。病巣全体に陽性所見のみられるものと

一部にみられるものがあ り,heterogeneityがみ られ

たが,部 分的にみられた症例でも病巣の50%以 上に揚

性所見がみられた.こ のような陽性所見を示す症例は

全44例中25例 (56.8%)で あった。 6例 (うち 5例 が

富白陽性力こつきerbB‐2遺伝子の増幅の有無を South・
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Table 1 Relationship between tumor size and
expression of c-erbB-2 oncoprotein

Table 2 Relationship between histological type
and expression of c-erbB.2 oncoprotein

Table 3 Relationship between depth and expres-
sion of c-erbB-2 oncoprotein

Table 4 Relationship between nodal status and
expression of c-erbB-2 oncoprotein

0.1)が みられた (Table 5).

6)静 脈侵襲

染色陽性率はv。9/17(52,9%),v17/10(70%),

V20/10(60,0%),v33/7(42.9%)と 静脈侵襲の程度

による明らかな差はみられず,静 脈侵襲 との関連はみ

られなかった (Table 6).

7)組 織学的進行程度

stage別 に染色揚性率をみると11/4(25%),I111/

16(68.8%), II13/6(50%), IV1/8(12.5%), V9/

Fig. 1 Immunostaining of c.erbB-2 protein was
observed in the membrane of colonic cancer cells.

em blotting法にて検索 したが,全 例遺伝子の増幅は

み られなかった。臨床病理学的諸因子お よび DNA

ploidy pattemとc‐erbB‐2蛋白発現との関連は以下の

ごとくであった。

1)腫 瘍径

c‐erbB・2蛋 白陰 性 例 の腫 瘍 径 は58± 2.lcm,c‐

erbB‐2蛋白陽性例の腫瘍径は5.9±2.4cmで 両群間に

有意な差はみられなかった (Table l).

2)組 織型

c ‐e r b B - 2 蛋白 陽 性 率 は 高 分 化 腺 癌 で は1 9 /

34(559%),中 分化腺癌では4/7(571%),低 分化腺

癌1/2,粘 液癌では1/1であ り,高 分化腺癌 と中分化腺

癌の間で差はみられなかった (Table 2)。

3)深 達度

深達度別染色陽性率は mo/1,sm 1/2,pm 1/2,ss

(al)6/10(60%), s(a2)15/23(652%), si(ai)2/

6(33.3%)と 統計学的に有意ではなかったが,深 達度

ss(al)以上の症例では23/39(59.0%)と pm以 下の症

例の2/5(40%)に 比べやや陽性率が高かった (Table

3 ) .

4)組 織学的 リンパ節転移

リンパ節転移陰性例の染色陽性率は16/26(61.5%)

で, リンパ節転移陽性例の染色陽性率9/18(50%)と

の間に有意な差はみられず, リンパ節転移 との関連は

みられなかった (Table 4).

5)リ ンパ管侵襲

染色陽性率は ly0 2/8(25%),lyl 10/16(62.5%),

ly2 710(70.0%),ly3 6/10(60%)で あり, リンパ

管侵襲陽性例 (ly1 3)の染色陽性率23/36(639%)は

リンパ管侵襲陰性例 (lyO)より染色率の高い傾向 (p<

計揺tヨ H最
Mean± SD.(cm)

c-erbB-2 staining

Well differentiated

Moderately diff erentiated
Poorly differentiated

Mucinous

Depth
c-erbB-2 staining

Negative Positive

ｍ
ｓｍ
脚一軸
Ｓ，ａ２Ｓｉ，ａｉ

１

２

２

一

・０

２３

６

‖3 ‖



Lymphatic

vessel invasion

c-erbB-2 staining

Negative Positive

l y 0

l y l

l y 2

l y 3

6

＜

■
＝
―
Ｉ

Ｊ

一
　

　

２

・
―

～

一

１

1992年11月

Table 5  Relationship between lymphatic ves受 1

invasion and expression of c‐erbB・2 oncoprotein

Table 6 Relationship between venous invasion

and expression of c-erbB-2 oncoprotein

Table 7 Relationship between stage and expres'

sion of c-erbB-2 oncoprotein

10(90%)と stage Vでは stage I～IVの 陽性率16/

34(47.1%)よ り有意に (p<0.05)高 かった。stage

Vの 陽性 9例 の内訳は H22例 ,H31例 ,Pl l例 ,

P33例 ,H2P21例 およびM(十 )(肺 転移)1例 で

あった (Table 7).

8)DNA ploidy pattern

Aneuploidyの 出現は不明 2例 を除 くと42例中28例

(66.7%)に み られた。これを stage別 にみると 13/

4(75.0%), I16/16(37.5%), II15/5(100%), IV7/

7(100%),V7/10(70%)と stage III～ Vの 19/

22(86.4%)は stage l, IIの9/20(45%)に 比べ aneu,

ploidyの割合が有意に(p<0.02)高 かった(Table 8).

c‐erbB‐2蛋白陽性率はdiploidy l1/14(78.6%),aneu、

ploidy 14/28(50.0%)で c‐erbB‐2蛋白染色性の有無

とaneuploidy出 現 との間に関連は認め られなかった

87(2757)

T a b l e  8  R e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  s t a g e  a n d  D N A

ploidy pattem

Table 9 Relationship between DNA ploidy pat-

tern and expression of c-erbB'2 oncoprotein

(Table 9).

考  察

近年, さまざまな悪性腫瘍において癌遺伝子の発現

と予後 との相関が報告 され41-の,中 には神経芽細胞腫

における N・myc遺 伝子のように予後判定の重要な指

標 となっている遺伝子も存在するゆ朗.c‐erbB‐2遺伝子

は乳癌や胃癌などの腺癌において増幅が報告され1い
,

胃癌 におけるc‐erbB‐2遺伝子 の増幅は Parkら 11)は

7.8%に ,日 原 ら1のは11.1%に みられた としてお り,

c‐erbB‐2蛋白は Falckら 1めによれば胃癌の19%に ,米

村 ら10によれば11.9%に 発現がみられたとしている。

最近,c‐erbB‐2蛋自の発現 と乳癌の悪性度が相関する

ことが知 られるようになり1'1の
,米 村 ら1。は胃癌でも

予後 と有意に相関すると報告 している。大腸癌に関す

る検討は少ないが,大 森 らW)はパラフィン包埋 ブロッ

クを用 いた検討で蛋 白発現頻度 は肝転移陰性群で

44%,肝 転移群では,異時性43.8%,同時性20.7%で

あり,異時性・同時性肝転移群とも肝転移陰性群に比

べ蛋白発現の頻度が有意に高 く,c‐erbB‐2蜜白は大腸

癌の肝転移に関与している可能性があると報告 してい

る。

われわれの成績では染色陽性率は56.8%と 大森 ら1つ

の報告より高かったが, これは抗原性の失活の少ない

凍結標本を使用したため1ゆと思われる。また Southem

blotting法によるc・erbB‐2癌遺伝子の増幅の有無の検
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16)Walker RA,Gullickヽ VJ,Valey JM: An evalu‐

ation Of immunoreactivity for cerbB‐ 2 protein

as a marker Of poor shOrc‐ terln prognosis in

breast cancer.Br J Cancer 60:426-429, 1989

17)大 森一吉,内野純一
,近藤征文ほか 1大腸癌におけ

討では検討対象の 6例 中 5例 が蛋白陽性であったにも

かかわらず,全 例遺伝子の増幅は認められなかった。

乳癌では c‐erbB‐2 DNAが single copyでも免疫組織

学的に検索すると細胞膜にc‐erbB‐2蛋白が認め られ

る例がある1りとしてお り,こ のような癌におけるc,

erbB‐2質白は DNAの 増幅していない例でも発現 して

いると考えられる。

臨床病理学的諸因子 との検討では stage I～IVに お

いては stageの進行 とともにc‐erbB‐2蛋自の発現の

頻度が高 くなる傾向はなく,stageを 規定する因子 と

しての深達度,組 織学的 リンパ節転移 とも有意な関連

はみられなかった。しかし遠隔転移を有するstage V

では stage I～Vに 比べ染色陽性率が有意に高かった。

これは前述 した大森 ら1つの肝転移に関する報告 と同様

の傾向であ り,c‐erbB‐2蛋自の発現が遠隔転移に関与

している可能性が推察された。組織型に関して胃癌で

は分化型腺癌に有意に発現が認められ2の
,c_erbB‐2蛋

自の発現は胃癌細胞の分化度を反映 している2いと述べ

ている報告もみられる。今回の大腸癌の検討では高分

化腺癌 と中分化腺癌の間で差はみられなかった.

DNA ploidyは 多 くの腫瘍において患者の予後因子

として重要であると報告 され21レリ,大 腸癌でもリンパ

節転移 の高度 な症例や病期 の進 んだ症 471でaneu―

ploidyの出現率が高いとする報告20ゃaneuploidyは

diploidyより予 後 不 良 とす る報 告 が多 くみ られ

る2め-20.著
者 らの検討でもstage III～Vで は大部分の

症例が aneup10idyであった。DNA p10idyと c‐erbB―

2蛋白発現に関し大森 ら1のは染色体の量的異常 と質的

異常 とい う異なる現象を検出するもので相関関係は無

いと述べているが,わ れわれの症例でも同様の結果で

あった。

以上 より大腸癌において c‐erbB‐2蜜白発現が遠隔

転移に関与 している可能性が推察され,DNA ploidy

とは独立した悪性度の指標 となることが示唆された。

今後症例を重ね,予 後 との関連の有無も明らかにして

いきたいと考えている。
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Correlationship Between c'erbB'2 Protein Expression and

Clinical Outcome in Colorectal Cancer

Shiro Nakae, Tomoaki Urakawa and Kiyoshi Uematsu
Department of Surgery, Kobe Rosai Hospital

Forty-four frozen samples of surgically removed colorectal cancer were subjected to: (1) c-erbB-2 protein

staining with a monoclonal antibody to c-erbB-2 protein and (2) analysis of nuclear DNA content by flow cytometry.

The overall c-erbB-2 protein-positive rate was 25/44 (56.8%).There was no significant difference in the rate between

well.differentiated adenocarcinoma (19/34), moderately differentiated aden@arcinoma @/7). In relation to the

depth of cancer, the incidence of c-erbB-2 protein was 0/1 in m cases, 1/2 in sm cases,l/Zin pm cases,6/10 i ss (ar)

cases, 15/23 in s (a2) cases, and 2/6 in si (ai) cases. There was also no significant difference in the rate between

patients without (16/26) andthose with lymph node metastasis (9/18). The incidence tended to be higher in cases

with lymphatic vessel invasion: 2/8 in lys cases, 23136 in ly1-3 cases. The incidence was 1/4 at stage I' 11/16 at stage

ll,3/6 at stage III, 1/8 at stage IV and 9/10 at stage V. Aneuploidy was observed in28/42 cases. The incidence of

c-erbB-2 protein did not differ significantly in diploidy cases (11/14) from that in aneuploidy cases (14128). These

results suggest that the expression of c-erbB-2 protein in colorectal cancer is associatd with distant metastasis,

and that it serves as an index of the malignancy level of colorectal cancer independent of DNA ploidy patterns.
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