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胆裏癌の生物学的悪性度とその臨床的意義
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胆要癌切除72例の主病巣のホルマ リン固定後パラフィン包埋切片を用いて,癌 細胞核 DNA量 を

now cytometryにて測定するとともに,増 殖細胞核抗原 (PCNA),c‐ erbB‐2,c‐myc,K‐ ras,p53,

abronectin(FN),laminin(LN),tenascin(TN)を それぞれ ABC法 にて免疫組織化学的に染色し,

これら各種分子生物学的パラメーターの臨床的意義や予後因子 としての有用性について検討 した。

Aneuploidや K‐ras陽性例は進行例に多 く,累 積生存率もDiploidやK―ras陰性例に比し有意に不良

であって,特に K‐rasは従来の組織学的因子では困難であった癌深達度 ss以上の進行胆嚢癌の予後判

定に有用であった。また Aneuploidでかつ PCNA陽 性例,c‐mycと p53の同時陽性例,あ るいは TN

陽性でかつ FN陰 性例は極めて生物学的悪性度が高 く,い ずれも切除後 2年 以内に死亡していた。さ

らにこれらの因子の うち,PCNA標 識率や細胞外マ トリックスは相対非治癒以上の切除後の再発時期

や再発様式の判定にも有用であった。
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はじめに

近年,細 胞工学や遺伝子工学の手法を応用すること

により,腫 瘍の持つ生物学的悪性度の評価が可能 とな

り,消化器癌においても癌細胞核 DNA量 や増殖因子,

癌遺伝子や癌抑制遺伝子,さ らには細胞外マ トリック

スなどが検索され,多 くの知見が集積されつつある。

しかるに胆襲癌は消化器癌のなかでも最 も予後不良の

疾患であるのにもかかわらず,い まだこの分野での研

究はほとんど行われていない。

そこで,今 回われわれは胆嚢癌切除例を用いて種々

の生物学的悪性度の指標を検索し, これらと従来の病

理組織学的因子 との相関関係や,そ の予後因子 として

の有用性について検討したので報告する。

I.対 象 と方法

教室ならびに関連施設で経験 した胆嚢癌切除例の う

ち,病 理組織学的所見や遠隔成績の検索を詳細に行 う

ことができた72例を対象とし, これらの主病巣のホル

マ リン固定後パラフィン包埋切片を用いて以下の検討

を行った。
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1.病 理組織学的検索

胆嚢癌の組織型,癌 深達度, リンパ節転移 (n), リ

ンパ管浸潤 (ly),静脈浸潤 (v),神 経周囲漫潤 (pn)

の 6項 目について H.E.染 色による組織標本にて検索

し,そ の記載は 「胆道癌取扱い規約」Dに従った。なお

組織型の うちpap,tublを高分化,それ以外のものは低

分化 と規定 した。

2.分 子生物学的因子の検索

核の増殖能の指標 としては癌細胞核 DNA量 ,増 殖

細胞核抗原 (PCNA)を ,癌 遺伝子 ・抑制遺伝子 とし

ては c‐erbB‐2,K‐ras,c‐myc,p53を , さらに細胞外

マ トリックスとしては Fibronectin(FN),Laininin

(LN),Tenascin(TN)の 計 9項 目を検索した。癌細

胞 核 DNA量 は Hedleyら分の 方 法 に 準 じて nOw

cytometryにて測定し,GOGlピークが正常 リンパ球の

それとほぼ等 しく単一なものを Diploid(Dp),それ以

外のものを Aneuploid(Ap)と判定 した。他の各因子

はいずれ もモ ノクローナル抗体 としてそれぞれ抗

PCNA抗 体 (Novocastra),抗c‐erbB‐2抗体 (Cam_

bridge Reserch Biochemicals),抗K‐ras抗体 (On_

cogene Science), 抗 c―myc士売体(Cambridge Reserch

B i o c h e m i c a l s ) , 抗p 5 3 抗体 ( N o v o c a s t r a ) , 抗F i ―

bronectin抗体 (Biomedical Techn01ogies), 抗
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Laminin抗 体(Chemicon)および抗 Tenascin抗体(理

化学研究所,坂 倉照好博士より供与)を用いて ABC法

にて免疫組織化学的に検索した。なお,染 色性の判定

ヤよPCNA, c‐ erbB‐2, K‐ras, c‐myc, p53, FN, LN

は癌巣の30%以 上の細胞が染色 された ものを陽性,

TNは 癌巣の間質の30%以 上が染色されたものを陽性

と判定 した。また PCNAに ついては癌細胞500個あた

りの陽性細胞数を計測して標識率 (%)を 算出した.

3.統 計学的検索

各因子間の相関関係や陽性率の比較はぇ
2検定で,生

存率は Kaplan…Meier法 による累積生存率によって算

出し,群 間検定は generalized‐Wilcoxon法 にて行い,

いずれもp<0,05を 有意 と判定した。

H.成   績

1.分 子生物学的因子の陽性率ならびに病理組織学

的因子 との相関関係 (Table l)

1)腫 瘍増殖能の指標

Ap(陽 性率55.6%)で は Dpに 比 し,癌 深達度 ss以

上の進行癌の頻度が有意に高率で,ま た n(十 )をはじ

め,ly,v,pnの 陽性頻度がいずれも有意に高 く,ま た

PCNA陽 性例 (陽性率37.5%)で は陰性Falに比 しly

(十)と v(十 )の 頻度が有意に高率であった。

2)癌 遺伝子および癌抑制遺伝子

c‐erbB‐2陽性例 (陽性率40.3%)で は陰性例に比し,

組織型が高分化のものや,癌 深達度が m・pmの 早期癌

の頻度が有意に高率であったのに対 し,K‐ ras陽 性例

(陽性率25.0%)で は陰性例に比 して n(十 )や ly(十 )

が有意に高率であった。一方,c‐mycや 癌抑制遺伝子

p53の 陽性率はそれぞれ37.5%,13.9%で あって,こ れ

らの発現の右無 と各種病理組織学的因子との間には明

らかな相関関係は認められなかった。

3)細 胞外マ トリックス

Table l  Correlation bet、veen  histopathological

and molecular biological factors

FNの 発現(陽性率30.6%)と 病理組織学的因子 との

間には一定の傾向はなかったが,LN陽 性42j(陽性率

417%)で は v(十 )が ,TN陽 性例 (陽性率44.4%)

ではn(十)がそれぞれ陰性例に比 し有意に高率に認め

られた。

2.病 理組織学的ならびに分子生物学的因子 と遠隔

成績

1)病 理組織学的因子 と累積生存率

組織型を高分化 と低分化,癌 深達度を m・ pmと ss

以上,n,ly,v,pnは 陽性例 と陰性例 とに分けて累積

生存率を対比 してみると,組 織型別では有意差はな

かったが,他 の病理組織学的因子にはいずれも有意差

(p<0.01)が 認められた.

2)分 子生物学的因子 と累積生存率

前述 した分子生物学的因子 9項 目の うち,累 積生存

率に有意差が認められたものは DNA ploidy pattem

の Apと Dp(p<0,01)(Fig,1)お よび K‐ras発現の

Fig. l Cumulative suwival rate in galibladder

carcinoma according to nuclear DNA ploidy

pattem

1    2    3    4    5 1years)
※excludin9 2 operaHve death

Fig。 2 Cumulative survival rate in gallbladder

carcinoma according to expression of K‐ras on‐

胆菱癌の生物学的悪性度とその臨床的意義 日消外会詰 26巻  10号

働
１００

「
―
―

係
―
―

ヨ

cogene

K‐ras(‐)(n_18)

05

lD : significant correlation (p<0.05)



1993年10月

有無 (p<0.05)(Fig.2)の 2項 目のみであった。な

お,各 種分子生物学的因子を組み合わせて累積生存率

を検討 したところ,Apで かつ PCNA陽 性例 (16例)

や,c‐mycと p53の同時陽性例(5例 )(Fig。3),あ る

いは TN陽 性でかつ FN陰 性例 (24例)は いずれも切

除後 2年 以内に全例死亡 していた。

3)進 行胆嚢癌の予後因子

前述の累積生存率の検討で,予 後を左右する因子 と

Fig。 3  Cmulative survival rate in c‐myc‐positive

tumors according to expresslo■  of p53 anti‐

oncogene

(%)

1

)(n=22)

+)(n=5)
pく0.05

」
1 2 3 4 S(years)

Fig. 4 Histopathological and molecular biologi-
cal factors influencing survival after resection of
gallbladder carcinoma with depth of caner inva-
sion of the subserosal layer or more

|  |:survived more than 3 years(n=9)

て :died oftumor recurrence wた hin 2 years(n=42)
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して示された n,ly,v,pnの 病理組織学的因子および

癌細胞核 DNA量 ならびに K‐rasの分子生物学的因子

は m・pmで はいずれも陰性 (癌細胞核 DNA量 は Dp)

であった。

しかし,癌 深達度が ss以上の進行胆裏癌をとりあ

げ, このうち切除後 3年 以上生存例 9例 (長期生存例)

と2年 未満癌死例42例 (短期死亡例)と の間で, これ

らの因子の陽性率を対比 してみると,病 理組織学的因

子の陽性率や Apの 頻度には有意差はみられなかった

が,K‐ras陽性率は長期生存例では 0%で あったのに

対し,短 期死亡例では71.4%と 有意に (p<0.01)高 率

であった (Fig。4).

4)再 発時期や再発様式 と分子生物学的因子 との関

係

相対非治癒以上の切除48例中,再 発死亡例17例の再

発までの期間と癌細胞核の増殖能 との相関について検

討した。癌細胞核 DNA量 により測定 した S期 細胞比

率や DNA indexと はいずれも一定の関係は認められ

なかったが,PCNA標 識率と再発までの期間との間に

は r=-0.52で 有意の (p<0,05)負 の相関を示 してお

り,PCNA標 識率が20%以 上のものではほとんどが 2

年以内に再発していたが,20%未 満の 3例 は 3年 以降

に再発していた(Fig.5)。また再発様式の うち特に頻

n七.5 Correlation between PCNA labeling index

and tiine of turnor recurence after radical resec‐

tion

Fig. 6 Correlation between expression of

extracellular matrix and mode of tumor recur‐

rence after radical resection

Local recurrence(n=12)       日Y♀t3燃 ら古srぃ_7ヽ
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度の高かった局所再発や肝肺転移再発 と細胞外マ ト

リックスの陽性率 との関係をみると,局 所再発例では

TNの 陽性率が75,0%と LN(33.3%)や FN(167%)

の陽性率に比 し,有 意に高率であった.な お肝肺転移

再発例では有意差はないものの LNの 陽性率が高率

であった (Fig。6).

III.考  察

近年の分子生物学的研究の進歩に伴い,消 化器癌の

領域においても種々の分子生物学的パラメーターが検

索され,個 々の腫瘍の持つ生物学的特性が次第に明ら

かになりつつある。なかでも癌細胞核 DNA量 の解析

はaow cytOmetryの普及に伴って最 も進んでお り,胆

嚢癌においても後藤 らつの Feulgen染色による検討以

来,報 告が増加している。すなわち Yamamotoら りは

Dpの 症例は早期癌に比較的多かったが,p10idy pat‐

temは 組織型や予後 とは相関 しなかった と報告 して

いる.一 方,佐 藤 ら5)はApは 組織型では por,癌 深達

度では ss以上の進行癌,あ るいは脈管・神経浸潤や リ

ンパ節転移陽性frllに高頻度に認められ,予 後 もDpに

比べて有意に不良であったと述べており,今 回のわれ

われの検討でもほぼ同様の結果であった.

また,最 近では癌細胞核 DNA量 とは別に K167,

BrdU,PCNAな どの増殖関連核抗原を免疫組織学的

に染色し,核 の増殖能を評価する試みが盛んに行われ

ているが,胆嚢癌における検討は少なく,黒崎ら6)が高

異型度癌では低異型度癌に比 しBrdUや PCNAの 標

識率が高率であったと報告しているにすぎない.わ れ

われの検討では PCNAは lyおよび vと 有意に相関し

てお り,また Apの なかでもPCNA陽 性4/1は特に生物

学的悪性度が高 く予後不良であって, さらにその標識

率は癌再発時期の予測に有用であった。

胆嚢癌における癌遺伝子の発現については多田らの

は polymerase chain reactionにて 9例 で検索 したと

ころ,K‐rasの pOint mutationは全 く認められなかっ

たと報告 しているのに対 し,元 島ゆは免疫組織学的検

討の結果,27例 中21例 (78%)の 高率に K,rasの発現

が認められ, さらに stageが高度なものや リンパ節転

移陽性例でその陽性率が高かったと報告 している。ま

た武藤 らりは c‐myc,c‐fOsおよび c‐Ha,rasを免疫染

色したところ,そ の陽性率は68～84%と 高率であった

が,進 行度との間には一定の傾向は認められなかった

と述べている。われわれの検索では c‐mycは 武藤 らと

同様の結果であったが,c‐erbB2は早期癌で,逆 に K‐

rasは進行例で陽性率が高 く,癌 の進行度により発現
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す る癌遺伝子の種類が異なっていた。また K‐rasは従

来の病理組織学的因子では予測困難であった癌深達度

弱 以上の進行癌の予後の指標 として有用であった。
一

方,胆 嚢癌における癌抑制遺伝子については検索 した

かぎりでは報告はな く,われわれの p53の検討では,そ

の陽性率は13.9%と 低率であったが,同 じく核内タン

パ クを コー ドす る癌遺伝子 c‐mycと の同時陽性例で

は全例 2年 以内に死亡 していた とい う興味深い結果が

得 られてお り,癌 遺伝子 と癌抑制遺伝子相互の関連性

について,今後は定量的な解析の必要性が指摘 された。

また,最 近では癌実質細胞の動態のみならず,癌 細

胞近傍の間質や基底膜成分である細胞外マ トリックス

の役割が注 目されている。柿 田ら1いは胆嚢癌では FN

の染色性は癌深達度にかかわ らずほぼ同様であった と

報告 しているが,今 回のわれわれの検討でも FNに 関

しては一定の傾向は認め られなかった。
一方,TNの 発

現は局所再発 と,LNの 発現は肝肺転移再発 と比較的

密接に関連 してお り,ま た TNが 陽性で,か つ TNの

作用に結抗するとされ る FNll)が陰性の ものは全例 2

年以内に死亡 しているなど,胆 裏癌の浸潤 ・転移の進

展過程において細胞外マ トリックスが重要な役割を呆

た しているものと考 えられた。

本研究の一部は平成 4年 度科学研究費補助金一般研究

(C)(研 究課題番号04670775)によった。
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Molecular Biological Degree of Tumor Malignancy and lts Clinical
Signilicance in Gallbladder Carcinoma

Masami Tabata, Yoshifumi Ogura, Masayoshi Ido, Koji Takahashi, Takashi Noguchi,
Yoshifumi Kawarada and Ryuji Mizumoto

First Department of Surgery, Mie University School of Medicine

The molecular biological degree of tumor malignancy and its clinical significance were examined in 72 resected

cases of gallbladder carcinoma. The nuclear DNA ploidy pattern was measured using flow cytometry, and
immunohistochemical staining of cancer cells was performed by the avidin-biotin peroxidase complex (ABC)

method for the following factors: proliferating cell nuclear antigen (PCNA), c-erbB-2, c-myc, K-ras, p53, fibronectin,
laminin and tenascin. Patients with aneuploid andlor K-ras-positive tumors showed a significantly higher
incidence of advanced carcinoma and a significantly lower survival rate than those with diploid and/or K-ras'
negative tumors. In patients with depth of cancer invasion to the subserosal layer or more, expression of K-ras
provided more significant prognostic information than histopathological factors. All patients who had tumors that
were aneuploid and PCNA-positive, c-myc-positive and pS3-positive, or tenascin-positive and fibronectin-negative

died of tumor recurrence within 2 years. Moreover, the PCNA labeling index and the expression of extracellular
matrix were considerted to be valuable indicators of the time and mode of tumor recurrence after radical resection.
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