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胃癌におけるpr01iferating cell nuclear antigenおよび

c‐met遺 伝子産物発現の意義

神戸大学医学部第 1外科

田中 賢 一  中 村  毅   中 江 史 朗  斎 藤 洋 一

我々は胃癌組織におけるc‐met遺 伝子産物,prOlreradng Celi nuclear antigen(PCNA)を 免疫

組織学的に比較検討した。PCNAは 組織型,腫 瘍径,深 達度,脈 管侵襲,Stageと の関連を認めた。

c‐metは ,深達度,脈管侵襲,Stageと の関連を認めた。c‐metと PCNAと の関係を検討すると,PCNA

高値群で c‐met陽 性例が多かった。c‐met陰 性群においては,n(― )例 ,vOュ例で PCNA低 値群が多

かった.PCNA高 値で c metが 陽性の群とPCNA低 値で c‐metが 陰性の群に分けると,前 者の群に

それぞれ深達度,リ ンパ節転移,脈 管侵襲,Stageが 進んだ例が多かった,c met,PCNAと もに臨床

病理学的予後規定因子と相関しており,腫瘍の発育進展を反映する因子と考えられた。また,c metと

PCNAを 併せて検討することにより,さ らに詳細な悪性度判定が可能になると考えられた。
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はじめに

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)は ,

DNA polymerase δ の補助蛋白で細胞周期の Gl後期

からS期 にかけて細胞核内に蓄積する分子量36kDの

非ヒストン蛋白である11抗 PCNA抗 体がホルマリン

固定パ ラフィン切片で使用可能であることか ら,

PCNA陽 性細胞の割合は腫場の増殖マーカーとして

注目されてきている分ゆ。また,増 殖因子の 1つである

hepatOcyte grOwth factor(HGF)は細胞増殖促進 ・

細胞運動性元進 ・管腔形成の誘導などの生物活性を有

しておりD～め,そ の受容体をコードしている。c‐met遺

伝子を併せた HGFた 、met系 が癌組織において癌細胞

の様々な増殖進展に関与している可台摯性が示唆されて

いる。

今回,胃癌組織に見られる増殖進展におけるPCNA

あるいはc‐met遺 伝子産物の意義を明らかにするた

めに,胃 癌におけるこれらの発現を免疫組織学的に検

索し,既 存の臨床病理学的因子との関連や両者相互問

の関連を検討した。

対象および方法

1993年1月から1994年5月 までに当科で切除した胃

癌62例を対象とした。平均年齢67歳で,男 性38例,女
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性24例,早 期胃癌25例,進 行胃癌37例であった。

すべての胃切除標本について,10%緩 衝ホルマリン

にて24時間固定した。通常の HE染 色による病理学的

な観察を行い,腫 瘍最深部の切片を検討対象とするこ

ととした。poly‐L lysineでコーティングしたスライド

ガラスを用い,腫 瘍中心部の 3ミ クロン薄切切片を作

成して免疫組織染色用の検体 とした.抗 PCNA抗 体

の 1次 抗体 として,モ ノクローナル抗体 であ る

PC10(DAKO)を 20倍希釈で使用した。抗 c‐met抗 体

の 1次 抗体 としては,ポ リクローナル抗体であるC‐

12(Santa Cruz Biotechno10gy)を 100倍希釈で使用

した。染色はDAKO社 LSAB Kitに て Labelled Strc

ptavidin Blotin法 (LSAB法 )で 行った。 1次 抗体の

反 応 時 間 は 4°C, 24時 間 と し, 3‐amino 9-

ethyicarbasole(AEC)で 発色させ,マ イヤーヘマ トキ

シリンで核染色を行った。

判定は光学顕微鏡的所見より,PCNAは 核が褐色に

されたものを陽性とした。腫瘍先進部の染色が均一で

ある部分で,1,000個 の癌細胞のうち陽性細胞の数をカ

ウン トしPCNA‐ Labelling lndex(PCNA‐LI)と し

て%で 表わした。c metは細胞膜が染色されたものを

陽性とした。PCNA‐ LI,cmet発 現の有無をそれぞれ

臨床病理学的因子と比較した。さらに,PCNA LIと

c‐met発 現 との関係について検討した。なお病理学的

所見の項目と表現は胃癌取扱い規約のに従った。



Fig.l The expression Of PCNA(× 400)
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Table I Correlat ion between PCNA-LI and
cl inicopathologic factors

PCNA― LIが 40.5±13.4%,v2,3は48。7±13.3%と それ

ぞれ脈管侵襲程度が強いほど,PCNA‐ LIは 高値を示

した(p<0.05),Conclusive stage II以下の PCNA‐ LI

は38.6±14.0%で あった 力ゞ,Stage IIIa以 上 で は

48.1±11,8%と有意に(p<o.05)高値を示した (Table

l).

(2)c‐met発 現 と臨床病理学的因子との検討

数値は平均値土標準偏差で表示し, 2群 間の差の検

定はStudentの t検定で行った。 2要 因の数計値の解

析にはχ
2検
定ならびにFisherの直接確率計算法を用

いた。

結  果

(1)PCNA発 現と臨床病理学的因子との検討

全62症 例 の PCNA‐ LIは 43,0± 13.8%で あった

(Fig.1)。肉眼型別に PCNA‐ LIを 検討すると,限局型

の PCNA‐ LIは 48.4±10,6%,浸 潤型の PCNA‐ LIは

47.0±14.8%で ,両 者に有意な差は認めなかった。表

在型の PCNA LIは 38.1±13.3%と 限局型,浸 潤型両

者より有意に低値であった (p<0.05).腫 場径を5cm

で分 けて検討すると5cm未 満の PCNA‐ LIは 41.2±

13.8%で あったのに対 し,5cm以 上 の PCNA‐ LIは

46.3±13.4%で あったが,有 意な差はなかった。組織

型別にpap・tubl・tub2を分化型, porl・pOr2・sig・

m u c を未分化型 とす ると, 分 化型 の P C N A ‐L I は

49.0±117%,未 分化型の PCNA、 LIは 353± 126%

と,分 化型で有意に高値を示した (p<0.01).浸 潤増

殖様式の相違によるPCNA‐ LIは ,α ・β・γの順に

50.3±12.3・44。4±13.8・44.2±14.2と低下したが,

統計学的な有意差は認められなかった。間質の割合の

相違によるPCNA、 LIの 値はmedが 52,2±8.5と最 も

高値を示したが,int・並iと有意な差は認められなかっ

た,深 達度については,進 行癌の PCNA L1 46.5士

13.0%は ,早 期癌の37.9±13.5%に よヒ較して有意に高

い値を示した (p<0.05).リ ンパ節転移についてみる

と, リンパ節転移陽性例の PCNA LIは 46.3±12.7%

と,陰 性例の39.8±14,3%よ り高い値を示したが有意

差は認められなかった。脈管侵襲については,lyは1の

PCNA‐ LIが 39.8±12.6%,ly2,3は46.8±14.3%,v。,1の

factors PCNA‐ LI p value

Macroscopic type

superficial type

localized type

invasive type

381± 133(n=30)

484± 106(n=15)

470± 148(ni 17) ] く
0 0 5

HistO10gical type

pap

tubl

tub2

pOrl

por2

sig,muc

525± 56(n=4)

488± 107(n=17)

482± 143(n=14)

369± 117(n=9)

357± 136(n=16)

251± 51(n=2)

司
向
判

「
―
日
∃

Depth of invasion

m

SM

mp

SS

se, sel

343± 133(n=9)

400± 136(n=16)

457± 131(n=12)

414± 107(n=16)

494± 138(n=17)

く

孔
引

「
―
日
コ

Tumor size
(5cm

25cm

412± 138(n=40)

463± 134(n=22)
N S

Cancer'stroma relationship

med

ｉｎｔ

　

ＳＣｉ

522± 85(n=8)

428± 140(n=31)

436± 144(n=12)

N S

Patterns of iniltrating grOwth

INFα

INFβ

IFNγ

503± 123(n=6)

444± 138(n=23)

442± 142(n=22)

N S

Lymph node metastasis

negative

positive

398± 143(n=31)

463± 127(n=31)
N S

Lymphatic invasion
t , ,

lY ","

398± 126(n=33)

468± 143(n=29) ]  <o.os

Venous invasion

405± 134(n=43)

487± 133(■=19) ]  <o.os

Conclusive stage

l a  I I

IIIa‐IVb

386± 140(n‐33)

481± 118(n=29) ]  <o.os
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ng. 2  The expression of c‐ met proto‐o■cOgene

product(× 400)

c‐metは 細胞膜のみが染色される症例は認められ

ず,細 胞膜と同時に細胞質も染色された(ng。2)。本

検討では細胞膜が染色された例をc―met陽 性とし,細

胞質のみが染色されたものは陰性とした.こ の結果,

c‐metは 62例中30例 (48.4%)に 発現を認めた.

c‐metの 発現の有無と臨床病理学的因子を比較検討

すると,深 達度がm,sm例 25例のうち,c―met陽 性例

は5例 (20.0%)で あったのに対し,mp以 深の例では

c‐met陽 性が37例中25例 (67.6%)に 認められ,c―met

は早期胃癌より進行癌で高率に発現していた (p<

0,05)。肉眼型,組 織型,腫 瘍径,浸 潤増殖様式,間 質

の割合,リ ンパ節転移についてはc,metの発現に統計

学的な有意差を認めなかった。脈管侵襲については,

ly。,1例33例中10例(30.3%),v。,1例42例中17例(40.5%)

のc‐met発 現率に対し,ly2●例29例中20例 (70.0%),

V2,3例20例中13例 (65.0%)に 発現を認め,い ずれも脈

管侵襲程度が強いとc‐metの 発現も高率となってい

た (p<0.05).Stage男 いこ検討すると,Stage IIま で

の33例中c‐met陽 性が11例 (33.3%)で あったのに対

し,Stage IIIa以 上の例で29例中19例 (65.5%)に

c‐metの 発現を認め(p<0.05),Stageが 進むとc―met

の発現も高率であった (Table 2).

(3)PCNA‐ LI,c‐met発 現の有無と臨床病理学的因

子との検討

PCNA‐ LIと c‐met発 現の関係を検討した.PCNA‐

LIの 中央値である46で全症例を2群 に分け,c―metの

発現との関連をみると,PCNA‐ LIが 46以下のPCNA‐

L I 低値 群 にお いてc ‐m e t 陰性 例 は3 1 例中2 2 例

(71.0%)を 占め,PCNA― LIが 46以上のPCNA‐ LI高

値群においてc‐met陽 性例は31例中21例 (67.7%)を

23(1605)

Table 2 Correlatio■  between c‐ Inet  proto,

oncogene product expression and clinicopathi

ologic factors

占め,PCNA,LI高 値群でc‐met発現は高率であった

(Table 3).

c‐met発 現が陰性の症例についてPCNA‐ LIを検討

すると,リンパ節転移において,PCNA‐ LI低値群では

転移陰性例が22例中16例 (72.7%),PCNA‐ LI高値群

では,転移陽性例が10例中8例 (80.0%)と,PCNA‐ LI

高値群で有意に高いリンパ節転移率を示した (p<

0.01).静脈侵襲においても,PCNA― LI低値群ではv。,1

が22例中20例(90.9%),PCNA‐ LI高値群では,v2ゃが

10例中4例 (40.0%)と PCNA‐ LIが高値の群で静脈侵

襲が高度な傾向を示した(p<0.06,Table 4a)。 c‐met

factors C辞
路脳
°
と監:憾播l e value

Macroscopic type

superficial type

localized ty'pe

invasive type

9/30(300%)

9/15(600%)

12/17(706%)

NS

Histological type
differentiative type
undifferentiative type

19/35(54,2%)

11/27(407%)
N S

Depth of invasion
early

advanced

5/25(200%)

25/37(676%)

Tumor size
(Scm

)Scm
16/40(40.0%)

14/22(63.6%)
NS

Cancer-stroma relatiorship

med

int

sci

6/8(75.0%)

16/31(516%)

6/12(500%)

N S

Patterns of innitrating growth

INF2

1NFβ

IFNγ

1/6(16.7%)

14/23(60.9%)

14/22(636%)

N S

Lymph node metastasis

negative

positive

13/31(419%)

17/31(548%)
N S

Lymphatic invasion

lyo,'

lyr.'

10/33(30.3%)

20/29(70.0%)
く005

Venous invasion

17/42(405%)

13/20(650%)
く0.05

Conclusive stage

l a ‐I I

IIIa‐IVb

11/33(33.3%)

19/29(65.5%)
<005
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PCNA‐ LI
p value

<460 ≧460

negative
posi t ive

22(710%)

9(290%)

10(323%)

21(677%)
<0005

24(1606)

Table 3 Corrlation between PCNA-LI and the
expression of c-met proto-oncogene product

Table 4-a Corrlat ion between PCNA-LI and
clinicopathologic factors in the negative group of
c-met proto-oncogene product expression

Table 4-b Corrlation between PCNA-LI and
clinicopathologic factors in the positive group of
c-met proto-oncogene product expression

PCNAお よびc‐met遺 伝子産物発現の意義 日消外会誌 29巻  7号

Table 5 Corrlation between PCNA-LI & c-met
proto oncogene product and clinicopathologic
factors

factors
PCNA‐L1low
& c , m e t (―) 篭堪結『(寧やp value

Histological type

differentiative type

undiff erentiative typ€

9(409%)

13(591%)

18(857%)

3(143%)
<0005

Depth of invasion

early

advanced

16(727%)

6(273%)

5(238%)

16(762%)
<0005

Tumor size
(5cm

l5cm

18(818%)

4(182%)

13(619%)

8(382%)
NS

Lynph node metastasis

negatlve

positive

16(727%)

6(273%)

9(429%)

12(571%)
<007

Lymphatic invasion

l y o ,

1Y,."

17(773%)

5(227%)

6(286%)

15(714%)
<005

Venous invasion

20(909%)

2(81%)

12(571%)

9(429%)
<002

Conclusive state

l a  I I

IIIa IVb

18(818%)

4(182%)

9(429%)

12(511%)
<002

発現が陽性の症例については,PCNA‐ LIの 高低によ

る臨床病理所見の差は認められなかった (Table 4b).

PCNA‐ LIが 46未満でかつ c‐met発 現が陰性の症例

と,PCNA LIが 46以上でかつ c‐met発 現が陽性の症

例について,臨 床病理学的因子 との関連をみると,

PCNA― LI高 値で c met発 現陽性例では分化型 ・進行

癌 ・リンパ節転移陽性 ・脈管侵襲高度 ・Stage IIIa以

上の症例の割合が高 く,逆 に,PCNA― LI低 値かつ c

met発 現陰性例では早期癌 ・リンパ節転移陰性 ・脈管

侵襲軽度の割合が高かった (Table 5)。

考  察

PCNAは 1978年,全身性エリテマ トーデス患者の自

己抗体に対する増殖細胞の核内抗原として発見され

た1い。1981年には Bravoら が増殖細胞に特異的に見ら

れる分子量36kDの 蛋白質をcycttnと名付け
11),1984

年 Leeら はpolymerase δの活性を著しく高める補助

蛋白因子
1りを分離し,さ らにこれら3つ が同一のもの

と判明した
lD.PCNAは

細胞周期の Gl後 期からS期

にかけて細胞核内に存在し,増 殖期関連抗原として癌

腫の増殖活性の 1因 子として有望視されている.我 々

の検討では,PCNA、 LIは 組織型では分化型の症例で

factors
PCNA‐ LI

p value
<46 ＞

〓

Depth of invasion

ear ly

advenced

Tumor size
( 5cm

] 5cm

Lymph node metastasis

negative

positive

Lymphatic invasion

lYo,,

lYr,.

Venous invasion

4

6

6

4

2

8

6

4

6

4

N S

NS

<001

NS

く0 0 6

factors
PCNA― LI

p value
<46 ＞

一

Depth of invasion

early

advenced

Tumor size
(Scm

Z5cm

Lymph node metastasis

negative

positive

Lymphatic invasion
t , ,
t f  0 .1

lY "',
Venous invasion

0

9

3

6

4

5

4

5

5

4

N S

N S

NS

N S

N S
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高い値を示した。また,深 達度は深いほど,脈 管侵襲

は高度なほどPCNA‐ LIは 高値を示し,Stageが 進む

につれ PCNA― LIも 高値をとった。米村らは,PCNA‐

LIと リンパ節転移,DNA ploidy patternと の関連を

報告しているが,組 織型においては有意差は認められ

なかったとしている1り。_方 ,稲 田らは肉眼型の浸潤

型,組 織型における低分化型,INF γ ,sd.に おいて,

PCNAの 発現が低かった としている1ゆ.組 織型 と

PCNA‐ LIと の関連は報告者によって異なり,私 達の

検討では分化型で高値という結果であった。既知の増

殖 関連 因子 として挙 げ られ るc erbB10,EGF,

EGFRlの は,す べて分化型で高値をとると報告されて

おり,分化型で PCNA‐ LI高 値 という本検討結果は,こ

れらの事実と合致するものと考えられる。

なお,肝 転移 ・腹膜播種については,そ れぞれ 2例

ずつで,肝転移例の PCNA LIは 50.6±11.6,腹膜播種

例は44.1±21.8であった。大腸癌においては肝転移と

の強い関連が認められている1ゆが,本 検討においては

症例が少なく統計学的な有意差の検討はできなかっ

た。

c―met遺 伝子は,NIH/3T3細 胞の transfecdon分析

による化学的に発癌処理されたヒト骨肉腫細胞から発

見された1".こ の c met遺伝子とHGF遺 伝子は両者

とも第 7染色体長腕に位置しており2の,c_met proto‐

oncogene産 物が HGFの 膜表面レセプターであるこ

とが判明している。.

HGFは ,肝細胞以外にも,他 の上皮系細胞の増殖を

促進する働きを持っており。の,ま た,種 々の上皮系細

胞の細胞運動性を促進する機能。に加えて管腔形成を

促進するといった生物活性を併せ持つゆ。このため,

HGFた ‐met系 の腫瘍の増殖進展への関与が示唆され

ている。

胃癌におけるc‐metの 意義については,遺 伝子レベ

ルでの検討結果の報告は散見されるが,蛋 自レベルで

の検討結果はいまだ報告されていない。c‐met遺 伝子

の増幅は胃癌では20%程 度の症例で認められ,特 にス

キルス型胃癌では40%近 くの症例で増幅していると報

告されている21とさらに,c‐met遺 伝子増幅は早期癌で

は見られず,Stageが 進むにつれ頻度が増すとされて

いる21)。 ま た,c met mRNAの 発現は,6,Okbと 7.0

kbに 認められるが,6,Okb mRNAは 胃癌に特異的で

あり,こ の発現は癌の Stage,深達度,リ ンパ節転移程

度 と相関するとされている211ゎ れわれの行った c‐

met蛋 白レベルの検討では,62例 中30例にその発現を
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認め,遺 伝子レベルでの発現より高率であった。 こ れ

はc‐met遺 伝子においては,遺 伝子増幅,欠 失,過 剰

発現が,c‐met mRNAに おいては6.Okb transcriptの

発現がスキルス癌に多 くみられるのに対 し,7.Okb

transcriptの過剰発現は高分化型腺癌で高頻度にみら

れるなど,多岐にわたる現象がみられ2か,遺伝子増幅と

蛋白発現率に差がでる結果となっていると考えられ

る。c‐met賓 自発現と臨床病理学的因子との検討では

遺伝子レベルの結果とほぼ同様に,深 達度,脈 管侵襲,

Stageと の関連を認めた。今回の検討では,遺伝子ンベ

ルでの検討結果 として報告されているような scirr‐

hous癌 との明瞭な関連は示されなかったが,間質量で

は,medullaryに 'ヒ較して intermediate・scirrhousで

高いc‐met陽 性率を呈していた.

リンパ節転移との関連は認められなかったが, リン

パ管侵襲は高度なほどc‐met蛋 自の発現は高率に認

められた。また,肝 転移例の 2例 においては,c metの

発現が陽性陰性 1例 ずつで統計学的に検討できなかっ

たが,これに関連すると思われる静脈侵襲については,

侵襲が強 くなるほどc‐met蛋 白も高率に発現してい

た。腹膜播種の 2例 は, ともに発現を認めなかった.

このように,PCNA、 LI,c‐met蛋 白はそれぞれ内容

は異なるが胃癌の進展と関連を有しており,さ らに,

PCNA‐ LIで 代表される増殖活性の高い胃癌ではc―

metの 発現も高率であった。この 2つ の因子を併せて

検討すると,臨 床病理学的因子との関連がより強 くな

り,特 に,PCNttLI低 値かつ c met蛋 白発現陰性の群

と,PCNA‐ LI高 値かつ c‐met蛋 白発現陽性の群 との

比較では,そ の差が最も明らかであった。これは,既

存の臨床病理学的因子に加えてこれらの因子を検討す

ることで,既 存の因子では同程度と評価された症例の

癌腫の生物学的な悪性度あるいは発育進展程度に差を

見出し,予 後診断をより正確にできる可能性が示唆さ

れた。比較検討のためには標本の固定条件を一定にす

ることが必須であるため2ゅ2り,対 象症例が最近のもの

に限られ,こ れらの症例の予後については追跡期間が

短 く,現 段階では検討できない。しかしながら,既 存

の臨床病理所見がすべて同一の症例でもPCNA‐ LIが

高値あるいはc‐metが 陽性の症例 とそれらが低値あ

るいは陰性の症例とでは予後に差のある可能性が考え

られ,今 後,予 後を検討することで,そ の有用性が評

価できるものと思われる。
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Expression of Proliferating Cell Nuclear Antigen and the c-met Proto-oncogene
Product in Gastric Cancer
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Expression of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and the c-met proto-oncogene product in
gastric cancer lesions was examined immunohistochemically. The expression of PCNA was related to
histological type, tumor size, depth of cancer invasion, vessel invasion and stage. The expression of the
c-met proto-oncogene product was related to depth of invasion, vessel invasion, and stage. The rate of
c-met expression was significantly higher in the group with a high labeling index of PCNA than in the
group with a low labeling index. The group with expression of c-met and with a high PCNA labeling
index had a significantly greater depth, a higher grade of lymph-node metastasis, a higher grade of vessel
invasion and more advanced stage than the group without expression of c-met and with a low PCNA
labeling index. These results suggest that c-met and PCNA are closely related to the progression of
gastric cancer and that combined examination for both of them could yield further information about the
grade of advance in gastric cancer.
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