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胆管癌における転移抑制遺伝子産物nm23/NDP

kinaseの免!疫組織化学的検討

佐々木亮孝

村上 雅 彦

玉沢 佳 之

はじめに

近年,癌 転移の研究領域において,癌 転移抑制遺伝

子に大きな関心が寄せられている。nm23は Steegら 1)

によリマウスmelanoma細 胞の高転移株で発現低下

がみられる新しい癌転移関連遺伝子として報告されて

以来,乳癌ほかいくつかの癌で,癌組織内のnm23の 発

現の多寡が転移および予後に深く関与していることが

明らかにされ,新 しい予後因子としての有用性が期待

されている2ド0.今 回われわれは胆管癌においても

nm23が 乳癌などと同様に転移および予後の指標 とな

りうるか否かを知る目的で,免 疫組織学的にnm23の

2種類のアイソフォームを同定し,各 種病理組織学的

因子,予 後および肝転移との関連を検討したので幸R告

する。

対象および方法

当科における胆管癌切除例54例を対象とした。材料

はホルマリン固定パラフィン包埋ブロックより厚さ4

μmの 連続切片を作成した。脱パラフィン後0.3%H2
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胆管癌切除54例を対象 としnm23の 2種 類のアイソフォームの発現 と各種臨床病理学的因子,予 後

および術後肝転移 との関係について検討 した。組織 nm23‐Hlの 発現率は79.6%,H285。 2%と 高率で

あった。nm23の 発現 と各種臨床病理学的因子では,十二指腸浸潤陽性例で有意にnm23‐Hlの 発現が低

下 していたが深達度,リ ンパ節転移,膵 浸潤では有意の差を認めなかった。nm23の 発現 と予後 との関

係では,nm23‐ Hl,H2と もに有意の差を認めなかった(p=0.79,p=063).nm23の 発現 と術後肝転

移の関係では肝転移症例の nm23の 発現はnm23‐Hl,H2と もに3年 以上無再発健存例,5年 以上無再

発症例 と比べ有意の差を認めなかった。以上より,胆管癌においてはnm23の 組織内発現はリンパ節転

移,予 後および肝転移 とは明らかな関連はなく,転 移予後の予測因子 としては有用でない可能性が示

唆された。

Key words: bile duct carcinoma, nm23, nucleoside diphosphate kinase, immunohistochemistry

害し免疫染色を行った。 1次抗体はおのおの抗 nm23-

Hlお よび H2モ ノクローナル抗体 (長崎大腫瘍医学,

浦野 健 先生供与)のゆを用いて 4°C一 晩反応 させ,酵

素抗体 strepto‐abidin‐blodn(SAB)法 にて免疫染色を

行った.染 色結果の判定は,腫 瘍細胞の50%以 上が褐

色に染色されたものを陽性 と判定した。染色結果の検

討 として,組 織内発現率,各 種臨床病理学的パラメー

ターとの関連,予 後 との関連および肝転移 との関連に

ついて検討した。

各種臨床病理学的因子は,胆 道癌取扱い規約りに従

い検討した。予後 との関連の検討では,治 癒切除例44

例中直死 2例 および他病死 3例 を除いた39例について

検討した.

遠隔成績における生存率はKaplan‐Meier法 にて算

出し,統 計学的有意差の検定にはχ
2検

定を,生 存率の

差の検定には log iank testにより行い,↓ ずゝれも危険

率 5%未 満を有意 とした。

結  果

1.胆 管癌におけるnm23の 組織内発現率 と局在様

式

胆管癌54例にお ける組織 nm23‐Hlの 発現 は43例

(79.6%),nm23‐ H2の 発現は46例 (85.2%)で あった。
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nm23‐Hlの 発現 と各種病理組織学的パラメーター

の検討では,組 織型で,乳 頭状腺癌が72.2%(18例 中

13例),高 分化型管状腺癌88,9%(9例 中 8例 ),中 分

化型管状腺癌94.7%(19例 中18例),低 分化型管状腺癌

50,0%(6例 中 3例 ),ま た,粘 液癌の 1例 では発現が

みられ,腺 扁平上皮癌の 1例 では発現がみられなかっ

た (Table l)。他の病理組織学的パラメーターの検討

では,十 二指腸浸潤陰性例が85.4%,陽 性例が33.3%

と,陽性例では有意にnm23‐Hlの 発現が低下 していた

(χ2検定,p<0.05)。 また,深 達度で策膜浸潤陽性例,

リンパ節転移陽性例,膵浸潤陽性例でも組織 nm23‐Hl

の発現 は低下 していたが有意 の差 を認 めなかった

(Table 2).

nm23‐H2は ,組 織型で乳頭状腺癌が77.8%(18例 中

14例),高 分化型管状腺癌66.7%(9例 中 6例 ),中 分

化型管状腺癌100%(19例 全例),低 分化型管状腺癌

83.3%(6例 中 5例 ),粘 液癌,腺 扁平上皮癌は各 1例

であつたが発現が認められた。他の病理組織学的パラ

メーターの検討では,腫 瘍長径の大きな症例および進

行癌で高い陽性率を示 したが有意の差 を認めなかっ

た。

3.nm23の 発現 と予後 との関係

nm23‐Hlの 発現 と予後 との関係では,nm23‐Hl陰 性

例の 5生 率は21.4%で ,陽性例の5生率51.4%に 比べ低

かつたが有意の差を認めなかった(p=0.79)(Fig.2).

nm23‐H2の 発現 と予後 との関係では,nm23‐H2陰 性

例の 5生 率は66.7%で ,陽性例の 5生 率42.7%に 比べ,

nm23‐Hlと は逆に高かったが有意の差 を認めなかっ

た (p=0.63)(Fig。 3).

4.nm23の 発現 と肝転移 との関係

術後経過観察中,肝 転移が認められた症例は12例で

あった。また, 3年 以上無再発健存例は17例,う ち 5

年以上無再発症例は10例であった。 これ らの nm23の

局在様式では,nm23は お もに細胞質に染色 されたが,
一

部では核内にも陽性像 を示 した (Fig。1)。

2.nm23の 発現 と各種病理組織学的パ ラメーターの

検討

Fig. l lmmunOhistOche■ lical staining of nm23 A:

Brown positive images are seen mainly in the

nucle1 0f the cancer cells (nm23‐Hl staining, ×

250) B:Expression of nm23 are observed in the

cytOplasm or the apical pOrtion (nm23‐H2stain‐

ing, ×250)

Table 1 Expression of nm23 and histological types

Histological type No. of
cases

″″23‐Hl %物 23‐H2

No of
positive cases

(%)
Nc Of

positive cases
(%)

papillary adenoca.
tubular adenoca.

well dif{erentiated
moderately differentiated
poorly differentiated

mucinous ca.
adenosquamous ca.

72 2

88 9

94 7

50 0

100

0

77 8

66 7

100

83 3

100

100

Total



Table 2 Correlation between clinicopathological factors and the expression of nm23

factors No. of
cases

%物23・Hl %物 23‐H2

No. of
positive cases %

No. of
oositive cases % 1' test

tumor length

<2cm

21-4 0cm

>4cm

depth of invaslon

s(一)

s(十)

LN metastasis

n(―)

n(十)

panc lnvaslon

panc(一)

panc(十)

duod invasion

d (―)

d (十)

stage

I

II

III

IV

２４

２２

６

　

２ ５

２９

　

４２

‐２

　

２９

２５

　

４８

６

　

６

２０

‐９

‐９

５

　

２ ‐

２２

　

３５

８

　

２５

‐８

　

４ ‐

２

　

４

‐８

79 2

79 2

83 3

84 0

75 9

83 3

66 7

86.2

72 0

85 4

33.3

66 7

90 0

N S

N S

N S

N.S

p<005

NS

17

23

6

‐９

２７

　

３４

‐２

　

２２

２４

　

４０

６

　

４

５８

79 0

93 1

81 0

100

75.9

96 0

83 3

100

66 7

75 0

N S

N S

NS

N S

N S

N S

70 6

81 8

16

11

94.1

100

Total 79 6 85 2
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発現につき検討した。肝転移症例のnm23‐Hlの発現率

は12例中9例 (75,0%), 3年以上無再発健存例は17例

中14例(82.4%), 5年以上無再発健存例は10例中8例

(80.0%)で あり,有 意の差を認めなかった。

nm23‐H2で もおのおの100%,88,2%,90.0%と 有意

の差を認めなかった (Table 3).

考  察

nm23遺伝子は1988年Steegら1)によリマウスmel・

anoma K‐1735細胞の高転移株で発現低下がみられる

新しい癌転移関連遺伝子として報告されたものであ

る。1990年にはnm23翻 訳産物はnucleoSde diphos‐

phate(以 下,NDP)kinaseと 同一であることが判明

し1の
,1991年 Leoneら の nm23高 転移性メラノーマに

対するnm23遺 伝子導入実験により,nm23に 転移抑制

作用があることが確認された111また,Stahlら
1りによ

りnm23に は 2つ のアイソフォームがあることが発見

され, ヒ ト乳癌あるいはヒト乳癌由来癌細胞では 2種

類のアイソフォームのうちの一方 (nm23-Hl)力 S転移

能に関連 して発現低下を示すと報告されている。

その後,種 々の臓器 の腫瘍 において転移形質 と
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Table 3 Correlation between the expression
nm23 and liver metastasis after operation

ぇ
2 teSt

nm23す なわち NDP kinase発 現 との相関が検討され,

とくに乳癌においてその発現が転移予後の判定の良い

指標になることが報告されている2ド41し かし消化器

癌における検討はいまだ散見されるのみDOで,胆 管癌

における検討 もみられない。そこで今回われわれは胆

管癌においてもnm23が 乳癌などと同様に新 しい予後

因子 となりうるか否かを知る目的で,免 疫組織学的に

nm23の 2種類のアイソフォームを同定 し,各種病理組

織学的因子,予 後および肝転移 との関連を検討した。

陽性の判定基準であるが,nm23の 染色をみると,す

べての症例で比較的多 くの細胞で明瞭に褐色陽性像を

示した。予後因子 としての有用性をみるには症例数に

極端な偏 りがないように群分けするのが適当と思われ

る。一方,半 分以上の細胞が陽性像を示す症例を陰性

と判定するのも適当でないと判断し,50%を 陽性,陰

性の分かれ日とした。

nm23の 臓器別の発現率をみると,Hennesyら かは乳

癌での nm23‐mRNAの 検討で71例中31例 (43.7%)と

述べており,Higashiyamaら 10は
肺腺癌での免疫組織

学的検討で88例中39例 (44%)が 陽性 と述べている。

今回の胆管癌での検討ではnm23‐H1 796%,nm23‐

H285.2%で あり,胆 管癌では乳癌,肺 癌より高率に

nm23が 発現していた。

nm23と 病理組織学的パラメーターとの関連では,十
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Of   二 指腸浸潤陽性例で nm23‐Hlの 発現が有意に低下 し

ていたのみで,深 達度, リンパ節転移,膵 浸潤など他

の因子では有意の関連を認めなかった。今回の検討で

はなぜ十二指腸浸潤でのみ nm23‐Hlが 有意に低下 し

ていたかの解釈は困難であるが,他 の因子がすべて有

意の関連がないことからみて nm23の 発現は胆管癌の

NS   浸 潤増殖およびリンパ節転移に関与 しないものと考え

られた。

病理組織学的パラメーターおよび予後 との関連につ

いて他の報告をみると,先 の Hennesyら のは乳癌で組

織学的に分化型の腫瘍で nm23‐mRNA発 現が有意に

高 く, リンパ節転移 とnm23‐mRNA発 現 との間には

逆相関を認め,nm23‐mRNA発 現症例の disease free

survival,overall survivalともに長かったと報告して

いる。一方,Higashiyamaら りは肺腺癌では病理組織

学的パラメーターとの明らかな関連はなく,ま た予後

との関連 もな く予後因子 としての意味は持たないと報

告しており臓器によって結果はまちまちである。われ

われの胆管癌での検討では Hl,H2と もに有意の差を

認めず,ま たリンパ節転移 との関連 もみられず胆管癌

ではnm23は 新 しい予後因子 としての有用性は期待で

きないと考えられた。

さらにnm23の 発現 と術後再発 との関連について,

Hirayamaら 。は抗ラットNDP kinase抗 体を用いた

免疫組織染色法によって染色強度 と乳癌患者24例の 5

年生存率 との相関を調べた結果,強 陽性群では再発が

みられないのに対 し,弱 陽性群では 7例 中 4例 に再発

が観察された と報告 している。われわれはnm23の 発

現 と術後肝転移の関係について検討 したが,術 後肝転

移症例の nm23の 発現は,3年 以上無再発健存例,5年

以上無再発症例 と有意差を認めず,胆 管癌においては

再発の予知因子 としても有用性は持たないと考えられ

た.

nm23は とくに乳癌においてその発現低下が転移予

後 と逆相関し,優 れた予後の指標 となりうることが国

際的に受け入れられつつあるり`41し かしながら,最近

種々の臓器癌での検討で正の相関を示すもの51elゃ
,相

関が認められないもののが報告されている.わ れわれ

の胆管癌での検討でも予後および肝転移 とは一定の関

係を認めなかった。癌におけるnm23の 転移抑制のメ

カニズムは現在全 く不明であるうえ,研 究者により方

法や用いた抗体,評 価法がまちまちであり,転 移予後

の指標 としての有用性については今後の検討が必要 と

思われる。

N S

cases with liver metastasis

cases with no recurrence

cases with no recurrence

cases with liver metastasis

cases with no recurrence
over 3 years n:

cases with no recurrence
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本論文の要旨は第94回日本外科学会総会(1994年3月 ,東

京)に て発表した。
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Immunohistochemical Analysis of nrn23 Gene Product/NDP Kinase Expression in

Bile Duct Carcinoma -Lack of Prognostic Value-

Ryouko Sasaki, Senji Kanno, Takayrrki Suto Hiroyuki Nitta, Masahiko Murakami,

Yoshiro Hayakawa, Yutaka Shimada, Hidenobu Kawamura,
Yoshiyuki Tamasawa and Kazuyoshi Saito

Department of Surgery 1, Iwate Medical University School of Medicine

The expression of nm23 gene products, that is, NDP kinase were investigated immunohistochemical-

ly in 54 resected cases using monoclonal antibodies for two types of isoform. The expression rate of

nm23-HlwasTg.6Yoandthat of nm23-H2wasSS.2To.Theexpressionrateof nm23-Hlwassignificantly

lower in the cases of duodenal invasion, but there were not significant relation between the expression of

nnx23 and depth of invasion lymph node metastasis and pancreatic invasion. There was no significant

correlation between the expression of nm23-Hl and nm23'H2, and prognosis (p:0.79 and p:6.63'

respectively). The expression rate of nm23 was not significantly different among patients with no

recurrence over 3 years, those with no recurrence over 5 years and those who had liver metastasis after

surgery. These results suggest that there is no significant correlation between the expression of nm23 and'

lymph node metastasis, prognosis and liver metastasis, and nru23 may lack value as an indicator of

prognosis or metastasis in bile duct carcinoma.
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