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1989年から1991年までに切除された17例の食道癌を組織材料として int‐2,hst‐1遺伝子の増幅,RB

遺伝子の Loss of heterozygodty(以下,LOHと 略記)の有無を検索し,臨 床病理学的因子との相関,

予後因子としての有用性を検討した。1)int 2,hst‐1遺伝子の増幅はそれぞれ59%,53%の 症例に認め

られた。増幅例は組織型や進行度とは相関なく,男 性,遠 隔転移陽性例,v因 子,ly因 子陽性例に有意

に高率にみられた。また増幅例は生存率も低い傾向が認められ, 4倍 以上の高度増幅例は特に遠隔転

移を来しやすく予後不良であった。2)RB遺 伝子の LOHは 56%に 認められ,リ ンパ節転移,v因 子,

進行度と相関が認められたが生存率の解析では一定の傾向は認められなかった。以上よりint_2,hst‐

1遺伝子増幅は従来の組織学的悪性度とは独立した生物学的指標 として有用であると考えられた。
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はじめに

従来食道癌の悪性度は組織学的な検索によりなさ

れ,予後を規定する因子としてはこの組織学的悪性度,

あるいは癌の進行度 を中心 に検討が行 われて き

たlν)。しかし個々の症例の生物学的な態度をこれらの

指標のみで論ずることは困難であり新たな生物学的指

標が望まれるところである。近年分子生物学の進歩に

より癌の発生,進 展過程において複数の遺伝子変化が

生じている鋤
～1。ことが明らかにされており癌患者の

予後と遺伝子異常の有無は密接な関連が存在すると予

想される。

そこで著者らは食道癌における癌遺伝子 (int_2,hst

l)の 増幅,癌 抑制遺伝子 (RB)の ヘテロ接合性の消

失 (loss of heterozygosity;以下, LOHと 昭靖己)の

有無を解析し生存率や組織学的因子などの臨床特性 と

比較することにより, これら癌関連遺伝子からみた食

道癌の悪性度の評価と予後因子としての有用性を検討

した。
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対象と方法

1989年から1991年までに当院で切除された術前未治

療の原発性食道癌の組織で-80°Cで保存されていた17

例を材料として使用した.hstⅢl,int 2遺伝子の増幅は,

slot blot hybridization法により, RB遺 伝子の LOH

は S o u t h e r n  h y b r i d i z a t i o n 法により測定した。

1)Slot‐blot hybridization

腫瘍組織をprOtdnase K処 理後 phenOl法により

DNAを 抽出し,ア ルカリ変性中和後ナイロンフィル

ターに トランスファーし,32Pで 標識 したプローブ

(humanint‐2, SS6, 0.9kb, Sacifragment, human

hst l, probe C, 0.7kb EcORIfragment)と ハイブリ

ダイズさせオー トラジオグラフィーにより増幅倍率の

強度を正常組織との対比で測定した. 2倍 以上の強度

が得られたものを増幅ありと判定した (Fig.1).

2)Southern hybridization

腫瘍組織から抽出した DNAを 制限酵素 RsaIで消

化し,0.8%ア ガロース電気泳動し,ナ イロンフィル

ターに トランスファーした。クローエングされた32P

標識 cDNAプ ローブ (p7F12;13q 142に 位置する

R B 遺伝 子 の3 線J のr e s t r i c t i o n  f r a g m e n t  l e n g t h

p o l y m o r p h i s m マーカ
ー) と ハイブリダイゼイション
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Fig. 2 Loss of heterozigosity by Southern hybridi-
zation. N, normal adjacent esophageal tissue. T,
primary tumor tissue. In a normal tissue upper
and lorver bands u'ere defined as alleles 1 and 2,
respectively. Allele 2 was lost in primary tissue.

T N

-2.lkb

の因子の相関は Kendall testで評価した.生 存率の算

出 は K a p l a n ‐M e i e r 法( 有意 差検 定 はg e n e r a l i z e d

Wilcoxon testによる)を 用いた。

結  果

1.int‐2遺伝子の増幅と臨床病理学的因子との相関

int‐2遺伝子の増幅は17例中10例 (59%)に 認められ

た。各因子との相関ではint 2遺伝子の増幅は年齢,腫

瘍径,組 織型,深 達度,リ ンパ節転移の有無,ie因 子,

進行度とは相関を認めなかった。性別では男性は13例

中10例 (77%)に 増幅が認められたのに対し女性は4

例すべて増幅が認められなかった (p<0.01).遠 隔転

移陰性例では13例中 6例 (46%)の 増幅率にとどまっ

たのに対し遠隔転移陽性例では4例 全例に増幅を認め

た (p<001)。 また ly因子陰性例では 6例 中 1例

(17%)に ,ly因 子陽性例では10例中 9例 (90%)に 増

Fig.  1 Slot  b lot  hybr id izat ion analysis of  int -2

and hst-1 genes. N, normal adjacent esophageal

tissue. T, primary tumor tissue. In primarl' tumor

t issue of  ampl i f ied case,  the degree of

ampl i f lcat ion of  int -Z and hst-1 are 3.4- fo ld and

2 .7 -Iold, respectively.

A88plified

U n a m p  I  i  f  i e d

int-2    hst-1

を行った後オー トラジオグラフィーを行い,LOHの

有無を検索した (Fig.2).

なお使用したプローブは遺伝子バンク (JCRB)よ り

入手した。

対象症例17例の内訳は男性13例,女 性 4例 で平均年

齢は61.4± 119歳 であった。占居部位はCe:2例 ,

Iu:3例 ,Im:8例 ,Ei:2例 ,Ea:2例 であった。

深達度は pm:2例 ,ali l例 ,a2:11例 ,a3:3例 で,

リンパ節転移度はno:4例 ,n2:8例 ,n3:4例 ,n4:

1例 であり,食 道癌取扱い規約に基づく組織学的進行

度はstage II:1例 ,stage III:8例 ,stage IV:8

例であった (Table l).

以上17例について int‐2,hst‐1遺伝子の増幅の有無,

RB遺 伝子の LOHの 有無と臨床病理学的因子,す な

わち年齢,性 ,腫 瘍径,遠 隔転移の有無,組 織型,深

達度,リ ンパ節転移の有無,ly因 子,v因 子,ie因 子,

組織学的進行度との相関関係および予後との関連を検

討した。

なお,統 計学的解析については,癌 関連遺伝子と他

Table 1 Clinicopathological features of 17 patients

Age Sex Locat ion Depth of
Invasion

Ｎ 。ｄ

ｅｔａｓｔＭ stage

614± 119

(McanttSD)

Ｍ

Ｆ

Ｃｅ

Ｉｕ

Ｉｍ

Ｅｉ

Ｅａ

pm:2

a l i l

a2: 11

a3:3

I : 0

1 1 : 1

111:8

1V:8
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幅を認め (p<0,01),v因 子陰性例では 9例 中 3例   の 結果となった。すなわち性別 (p<0,01),遠 隔転移

(33%)に ,v因 子陽性例では7例全例に増幅を認めた  の 有無 (p<0.01),ly因子(p<0.01),v因 子(p<0.01)

(p<0.01)(Table 2).                 に 相関を認めた (Table 2).

2.hst‐1遺伝子の増幅と臨床病理学的因子との相関    3.RB遺 伝子の LOHの 有無 と臨床病理学的因子

hst-1遺伝子の増幅は17例中 9例 (53%)に 認められ   と の相関

int‐2遺伝子の増幅とほぼ同様の結果を示した.各 因子    RB遺 伝子は,正 常組織で heterozygosityを示した

との相関でもhst‐1遺伝子の増幅は,int‐2遺伝子と同様   9例 の informadve caseのうち 5例 (56%)に LOH

Table 2 Correlation between clinicopathological factors and int-2, hst-1, and RB
genes, respectively

Factors
RB

Amplined/total(%) Amplined/total(%) LOH/1nformative(%)

Total

Age

<65
>65

Sex

M

F

Tumor size
(  5 .Ocm
>5 .Ocm

Dist. metastasis

M ( - )

M ( + )
Differentiation

well

moderate

Depth of

Invasion
pm

a l

^ ,
Lymph node

n ( - )

n ( * )

ly
( - )
( + )

( )
( + )

ie
( )
( + )

stage

II

n
IV

1 0 / 1 7 ( 5 9 )

4/ 8(50)

6/ 9(67)

10/13(77)

0/ 4( 0)と

5/ 7(71)

5/10(50)

6/13(46)

4/ 4(100)

4/ 7(57)

6/10(60)

1/ 2(50)

0/ 1( 0)

7/11(64)

2/ 3(67)

1/ 4(52)

8/13(62)

1 / 6 ( 1 7 )

9/10(90)Ⅲ

3/ 9(33)

7/ 7(100)

5/10(50)

2/ 3(67)

0/ 1( 0)

4/ 8(50)

6/ 8(75)

9 / 1 7 ( 5 3 )

4/ 8(50)

5/ 9(56)

9/13(69)

0/ 4( 0)車,

4/ 7(57)

5/10(50)

5/13(38)

4/ 4(100)・

4/ 7(57)

5/10(50)

0/ 2( 0)

0/ 1( 0)

7/11(64)

2/ 3(67)

1/ 4(25)

8/13(62)

1/ 6(17)

8/10(80)・・

3/ 9(33)

6/ 7(86)ⅢⅢ

5/10(50)

1/ 3(33)

0/ 1( 0)

4/ 8(50)

5/ 8(63)

5/9(56)

3/5(60)

2/4(50)

4/6(67)

1/3(33)

3/5(60)

2/4(50)

4/8(50)

1/1(100)

2/4(50)

3/5(60)

2/2(100)

0/1(50)

2/4(50)

1/2(50)

0/2( 0)

5/7(71)Ⅲ

1/2(50)

4/6(67)

1/4(25)

4/4(100)・お

2/4(50)

2/3(67)

0/1( 0)

1/3(33)Ⅲ

4/5(80)

'p<005 4■
p<o.01
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Amplification

Ｍ

Ｍ

a2、n3i

a2,n2
M(十 )

Ｍ

Ｍ
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Fig. 3 The cumulative survival curves by Kaplan-
Meier method. Panel A. curves for patients
g r o u p s  w i t h  a n d  w i t h o u t  i n t - 2 l h s t - 1
coamplification. Panel B. curves for patients
groups with and without LOH.

A

の 1例 は治癒切除が行われたが術後肺,骨 に転移を認

め 6か 月で再発死亡した (Table 3).

5.生 存率の解析

Kaplan‐Meier法 による生存率ではint‐2,hst‐1遺伝

子の増幅群は非増幅群に比べて悪い傾向を示したが有

意の差は認められなかった。一方,RB遺 伝子は
一
定の

傾向は認められなかった (Fig。3).

考  察

int‐2遺伝子はマウス乳癌ウイルス (MMTV)が マウ

スに感染して乳癌を起こす際に活性化させる遺伝子の

1つ として同定され
3ちまた hst‐1遺伝子はマウス繊維

芽細胞である NlH3T3細 胞をトランスフォームする

活性のある遺伝子としてヒト胃癌材料よリクローエン

グされた41そ の後 int 2,hst,1遺伝子は染色体1lq13領

域に隣接して存在しD,乳癌0,胃癌的などさまざまなヒ

ト癌で増幅していることがわかった,一方,RB遺 伝子

は網膜芽細胞腫 (Rednoblastoma)の 原因となる遺伝

子として発見された癌抑制遺伝子である。相同染色体

上の両方の RB遺 伝子が失活すると癌になりやすくな

り,骨 肉腫や肺癌,乳 癌などさまざまなヒト癌で13

q14,17p領 域の RB遺 伝子の失活が確認 されてい

る7 )～9 1 .

その後の研究により食道癌においても高頻度にint‐

2/hst‐1領域の増幅あるいは RB遺 伝子の LOHが 認め

られる1の
～1りことがゎかったが,腫 瘍の進展,あ るいは

予後とのかかわりについて言及した報告はいまだ数少

なく,ま た従来悪性度の指標とされてきた組織学的因

子を含めた臨床的因子との関係は詳細には検討されて

いない。著者らはこの点を明らかにするために凍結食

道癌組織を用いて int‐2,hst‐1遺伝子の増幅の有無,RB

遺伝子の LOHの 有無を検討した。

int‐2遺伝子の増幅は17例中10例 (59%)に ,hst‐1遺

伝子の増幅は17例中 9例 (53%)に 認められ,Tsuda

ら10,Wagataら 1りの報告とほぼ同様の値であった。ホ

ルマ リン固定パラフィン標本を用いた Kitagawaら

の検討
11)では28%,Moriら 121の検討では24%と 若干増

幅率が低い傾向を示した。

0

と

０
ヽ
Ｌ

『
と
こ
ぅ
の

を認めた,各 因子との相関では,年 齢,性 別,腫 瘍径,

遠隔転移の有無,組 織型,深 達度,ly因 子,ie因 子,

など相関は認められなかったがリンパ節転移陽性例で

は7例 中 5例 (71%)に ,v因 子陽性例では 4例 すべて

に LOHを 認めた (p<0.05,p<0.01)。 また進行度に

従って LOHの 頻度が増カロした(p<0.05)(Table 2).

4.int-2,hst-1遺伝子の高度増幅例

int‐2遺伝子,hst‐1遺伝子の増幅が 4倍以上認められ

た症例を示した。2例 はいずれもstage IVと高度進行

例であった。 1例 は術前から肝,肺 に転移を認め,他
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背景因子との相関を見ると,int‐2,hst‐1遺伝子は65

歳以上と65歳未満ではその増幅率に有意差は認められ

なかった。性別による比較では,男 性ではそれぞれ

77%,69%と 高率に増幅が認められたのに対し,女 性

では全 く認められなかった.これはTsudaら
1のが指摘

するように食道癌が高率に男性に発生することと符号

し,int‐2,hst‐1遺伝子の増幅が食道癌の発生段階に関

与しているとも考えられ,興 味深い結果であると考え

られる。

その他の因子では腫瘍径,組 織型,深 達度, リンパ

節転移,組 織学的進行度などとは相関性は認められな

かったが,遠隔転移,ly因子の有無,v因 子の有無とそ

れぞれ有意の相関を示した.換言するとint‐2,hst‐1遺

伝子増幅例は腫場の進行度によらずリンパ管,静 脈に

浸潤しやすいが, リンパ節転移とは相関性がないこと

から,主 に静脈を介した遠隔転移を来しやすいと言え

る。int‐2/hst‐1遺伝子のタンパク質はそのアミノ酸配

列が線維芽細胞増殖因子 (FGF)と 高い相同性を示す

ことが推測されている
lDが
,今 回の検討結果もint_2,

hst‐1遺伝子タンパク質が増殖因子 としての生化学特

徴を有することを裏付けている。

リンパ節転移とly因子 との関係は解離しているが

この理由はリンパ管に浸潤した腫瘍細胞がリンパ節に

転移を来すには腫瘍免疫など宿主側の要因も関与する

ためであろう.転移 リンパ節においてはほぼ100%の 増

幅率を示す
1のという事実はint 2,hst l遺伝子増幅がリ

ンパ節転移に何らかの形で関与していることを示唆す

るものであり,腫瘍狽1因子としてはint‐2,hst・1遺伝子

増幅例は潜在的にリンパ節転移を来しやすい状態にあ

ると推察される.

RB遺 伝子の LOHは 正常組織で heterozygosityが

認 め られ た 9 例 の i n f o r m a t i v e  c a s e のうち 5 例

(56%)に 認められた。LOHの 有無は年齢,性 ,腫 瘍

径,遠 隔転移の有無,組 織型,深 達度,ly因 子,ie因

子 とは相関が認められなかったが リンパ節転移の有

無,v因 子,組 織学的進行度と有意の相関が認められ

た。Wagataら
14)は311列に対しLOHと リンパ節転移,

深達度,進 行度,組 織型について検討し,有 意な差は

認められなかったものの進行した症例や組織型では低

分化型に LOHの 頻度が高かったとしている。

予後との関連ではint‐2,hst‐1増幅例は非増幅例に比

べ生存率が低い傾向が認められた。これはint_2,hst‐

1増幅例が非増幅例に比べ有意に遠隔転移の頻度が高

いことに起因すると考えられる。特にint‐2,hst l遺伝

5(1883)

子が 4倍 以上の高度増幅を認めた症例 は, 1例 は術前

に肝,肺 転移が確認され,1例 は治癒切除後早期に肺,

骨転移が確認 され,術 後 6カ 月で死亡 し予後不良で

あった。 このことから増幅の有無のみならず増幅の強

度 も腫瘍の悪性度を反映 した重要な予後因子ではない

か と考えられる。

RB遺 伝子の LOHの 有無による生存率 は
一
定の傾

向は認められなかった。Vogeisteinら
1のは大腸癌にお

いてすべての染色体上の LOHを 検索 し,染 色体の欠

失の頻度が増加 している症例では予後不良であつた と

報告 してお り,今 後食道癌においてもさらなる綿密な

遺伝子の解析 と症例の蓄積により次第に明 らかにされ

るであろう.

本論文の要旨は第93回日本外科学会総会において発表し

た。
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A Cytogenetic Analysis of Human Esophageal Carcinomas in term with Their Prognosis
Using int-2, hst.1 and RB Gene Probes

Yasuyuki Kureyama, Makoto Kataoka, Yoshiyuki Kuwabara, Hiroshi Iwata, Taketoshi Kashima,
Noriyuki Shinoda, Atsushi Sato, Koji Hattori, Koichiro Nakano,

Naoki Nishiwaki and Akira Masaoka
Second Department of Surgery, Nagoya City University Medical School

We analyzed the correlation between clinicopathological factors and int-2 and hst-1 gene amplification and
RB'LOH in 17 patients with esophageal carcinoma who underwent surgery from 1989 to 1991. The rates of int-2
and hst-1 gene amplification were 59% and 53%, respectively. Int-2 and hst-l amplification were not correlated with
histological type or clinical stage, but were significantly correlated with sex, distant metastasis, venous invasion
and lymphatic invasion. Patients with amplification of these genes especially with more than 4-fold amplification
had poorer prognosis due to distant metastasis than those without amplification. The incidence of RB-LOH was
56%. RB-LOH was correlated with lymphnode metastasis, venous invasion and clinical stage, although RB-LOH
showed no tendency in the analysis of survival. These results reveald that int-2 and hst-l gene amplification is a
useful biological indicator that is not related to histological malignancy.
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