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早期胃癌におけるP C N A , l a m i n i n , p 5 3 , n m 2 3 , c‐e r b B‐2の

リンパ節転移高危険因子に関する検討

白子 隆 志

梅本 敬 夫

加藤 元 久

はじめに

近年,早 期胃癌症例の割合が増加 し治療成績が向上

しているが,早 期胃癌症例でもリンパ節転移陽性例が

存在 し不幸な転帰をとる場合がある。著者 らは当科に

おける胃癌症例における病理学的所見および各種免疫

組織学的パラメータと予後 との関連について先に報告

した1ン)。今回,早 期胃癌に注目し,分 子生物学的観点

からproliferating cell nuclear antigen(以下,PCNA)

標識率,laminin,p53,nm23お よび c‐erbB 2を免疫組

織学的に検索し, リンパ節転移摩性早期胃癌症例のそ

れらと対比 して転移陽性例の特徴を検索し,高 度危険

群の抽出を試みた.

対象 と方法

1977年から1992年までの16年間に教室で切除した胃

癌症例中, リンパ節転移の検索が十分施行された早期

胃癌は353例 (m癌 が220例,sm癌 が135例)で ,内 m

癌で 2例 (1.4%),sm癌 で23例 (173%)の 計25例に

リンパ節転移が認められた。今回,こ のリンパ節転移
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早期胃癌でもリンパ節転移陽性例が存在するが,こ の判定は縮小手術や術後補助療法適応の観点か

ら極めて重要である。そこで1977年から16年間に経験 したリンパ節転移陽性早期胃癌 (以下,■ (十))

25例 (mi2例 ,sm;23例 )を対象にパラフィン包埋ブロックを用い PCNA,laminin,p53,nm23,

c erbB‐2の免疫組織染色を行い,1982年 から3年 間のリンパ節転移陰性早期胃癌 (以下,n(一 ))56例

(m;44例 ,sm i 12例)のそれらと比較検討した。その結果,PCNA標 識率はn(十)群が53,0±20.0%

とn(一 )群 の35_0±21.4%に 比べ有意に高値で,nm23と c‐erbB 2の染色陽性率は■ (十)群 が有意

に高値であった。しかし,lamininと p53染色では有意差はみられなかった。

以上より,早 期癌でもPCNA標 識率が高 く,nm23と c erbB‐2染色が陽性を示す例ではリンパ節転

移が陽性 となる可能性が高いと推察された。
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陽性早期胃癌 (以下,n(十 )群 )25例 を対象 とし,術

後10年以上を経過 し予後が判明している1982から84年

までの胃切除症例で リンパ節転移陰性早期胃癌 (以下,

n(一 )群 )56例 を対照群 として以下の検索を行った。

1.臨 床病理学的所見の評価法

n(十 )群 とn(一 )群 の手術切除標本を用い,病 理

組織学的所見を胃癌取扱い規約りに基づき評価 し,n

(十)群 の特徴を検索した.

2.免 疫組織学的染色の方法

長期間保存された10%ホ ルマ リン固定,パ ラフィン

包埋ブロックから連続する薄層切片を作製し,以 下の

染色に供 した。

1)PCNA:脱 パラフィン,脱 キシロール後,3%過

酸化水素水にて内因性ペルオキシダーゼ処理 し,マ イ

クロウェーブ処理併用下にDAKO社 製 EPOS‐PCNA

( P C 1 0 ) を用 い6 0 分間 反 応 さ せ, 3 ・3 ‐d i a m i n o

benzidine・過酸化水素水反応液 (以下,DAB)で 発色

後,ヘ マ トキシリンで核染色した (Fig。1).判 定は,

光顕下 で癌細胞500イ固中の陽性細胞数 か ら陽性 率

(labeling index:以下,LI)を 求め, 3か 所の平均値

で表示した。



2)laminin:脱 パラフィン,脱 キシロール後0.01N

の HClで ペプシン処理 し,0,3%過 酸化水素水で内因

性ベルオキシダーゼ処理後抗 lamininポ リクローナル

抗体 (CHEMICON社 製 AB949)を 滴下反応させた。

次いで,ABC法 ,DABで 発色後ヘマ トキシリンで核

染色 した (Fig.2).判 定は光頭下で癌腺管基底膜の

50%以 上に連続性に染色が認められるものをlaminin

(以下,LN)陽 性 (n(十 )),50%未 満を陰性 (n(― ))

とした。

3)p53:上 記方法で内因性ペルオキシダーゼ処理

後マイクロウエーブ処理 し,抗 p53モ ノクローナル抗

体 (DAKO‐ p53,DO‐7)を滴下反応させ,ABC法 ,DAB

で発色後ヘマ トキシリンで核染色 した (Fig。3)。判定

は光顕下で全体の約30%以 上の癌細胞核内に染色性が
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Fig.3 DAKO p53,D07 immunostaining in early

gastric cancer(× 100) p53 staining was cOnaned

to the nuclel of tumor cells

Fig. 4 Cambridge Reserch Biochemicals, nm23
OA-11-8904' immunostaining in early gastric can-
cer (x100). nm23 staining was confined to the
cytoplasma and nuclei of carcinoma cells.

認められるものを陽性,30%未 満を陰性 とした。

4)nm23:上 記内因性ペルオキシダーゼ処理後,抗

nm23ポ リクローナル抗体 (Cambridge Research Blo‐

chemicals製 抗 ヒトnm23(Hl,H2)OA-11‐ 890A)を

滴下反応させ,ABC法 ,DABで 発色後ヘマ トキシリ

ンで核染色 した (Fig。4).

半」定は光顕下で Nakayamaら の方法めに準 じて 5

段階に分類 し,0,1,2を nm23陰 性群,3,4を 陽

性群に大別 した。

5)c‐erbB 2:上 記内因性ペルオキシダーゼ処理後,

TRITON社 製 pAblモ ノクローナル抗体 を用い滴下

反応させ,ABC法 ,DABで 発色後ヘマ トキシリンで

核染色した (Fig.5).判 定は光顕下で癌細胞膜および

細胞質に染色性が認められるものを陽性,そ れ以外を
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Fig。l PC 10 irnmunostaining

cancer(× loO)PCNA stainillg

the nuclei of tumor cells

in early gastric

was confined to

Fig. 2 CHEMICON AB494 laminin

ing in early gastric cancer ( x f00).

ing was confined to the basement

carcinoma gland and vessels.

immunostain-
Laminin stain-
membrane of
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Fig. 5 Triton, pAblc'erbB-2 immunostaining in

early gastric cancer ( x 100). c-erbB-2 staining
was confined to the cell membrane of carcinoma
cells.

陰性とした。

3.統 計学的検索法

得られた測定値はmean±standard deviation(SD)

で表示し,結 果の解析は2群間での連続数値変数にお
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ける分析にはunpared t検 定を,順 位のないカテゴ

リー変数による分析にはχ
2検

定を用い,危険率 5%未

満を統計学的有意差ありと判定した。

成  績

1.背 景因子

両群の背景因子で平均年齢はn(十 )群が60.9歳とn

(一)56群の56.4歳に比べ高かったが,有 意差はみられ

なかった。性別では女性の割合が n(十 )群 で12/25,

48,0%と n(― )群 の18/56,32,1%に 比べ多かった,

臨床病理学的所見では,腫 瘍の最大径はn(十 )群 が

4.51cmと n(一 )群 の3.93cmに 比べ有意 (p<0,05)

に大きく,深 達度はn(十 )群 で sm癌 の比率が23/25,

920%と n(― )群 の12/56,21.4%に 比べ有意 (p<

0.01)に 高率であった.ま た,ly(十 )例 はn(十 )群

で18/20例,■ (一)群 で5/50例であり,v(十 )例 は前

者で3/20例,後 者で0/55例に観察され,n(十 )群 はn

( )群 に比 べ有意 に高率 で あった (p<0.01,p<

005)。 その他,間 質量ではn(十)群で intermediate,

scirrhousの比率が有意 (p<0,01)に 高 く,浸 潤増殖

Table 1 Correlation between characteristics and lymph node metastases

positive (25 cases) negative (56 cases) p value

age years old 609± 136 564± 125 NS

male

female

NS

tumor size 451± 275 303± 228 p<005

depth of invasion p<001

invasion into
lymph-vessels

ly(十 )

ly(― )

unknown

p<0001

invasion into v ( 十 )

v ( ― )

unkno、vn

p<0.05

strorna

medullary

intermediate

scirrhous

unknown

p<001

INF

Ｗ

２

β

γ

ｎ。

p<001

histologic type *well

' *poor ly
NS

NS; not significant
* i well dif{erentiated adenocarcinoma ** ; Doorly differentiated adenocarcinoma
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様式では同様にn(十 )群 でβ,γ の比率が有意 (p<

0.01)に 高率であったが,癌 の組織型では両群間に差

を認めなかった (Table l).

2.免 疫組織染色の結果

1)PCNA

PCNA陽 性細胞の平均 LI値 は,n(十 )群 が530±

200%と n(一 )群 の35.0±21.4%に比 べ有意 (p<

0,001)に高値を示 した (Table 2).

2) larninin

laminin染色では,n(十 )群 の陽性例は25例中17例

(68.0%)と n(― )群 の56例中46例 (82.1%)に 比べ

低率であったが,両 群間で有意差は認められなかった

(Table 3).

3)p53

p53染色 で は,■ (十)群 の陽性例 は25例中 5例

(200%)で ,n(― )群 の56例中12例 (214%)に 比

べ差は認められなかった (Table 4).

4)nm23

nm23染 色では,n(十 )群 の陽性例 は25例中 7例

(28.0%)と n(一 )群 の56例中46例 (82,1%)に比べ

有意 (p<0,001)に低値であった (Table 5).

5)c erbB‐2

Table 2 Correlation between PCNA labeling

index and lymph nOde metastases

Table 3 Correlation between laminin and lvmoh
node metastases

Table 4 Correlation between p53 and lymph node
metastases
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c erbB 2染色では,n(十 )群 の陽性例は25例中11例

(440%)と n(― )群 の56例中12例 (21.4%)に 比べ

有意 (p<0_05)に 高値を示した (Table 6).

考  察

内視鏡をはじめとする画像診断法の進歩により胃癌

切除例における早期胃癌の割合が増加 し,治 療成績は

向上してきた。ところが,胃癌取扱い規約上りではリン

パ節転移の有無は不間で,壁深達度のみで m,sm癌 に

対 し早期癌 と命名されている。そのため早期癌でも,

m癌 で14～ 3.1%に 。~の,sm癌 で125～ 214%に '～つ

リンパ節転移陽性例が存在 し,こ れらの症例では早期

癌 といえども予後不良で,治 療法選択に際し厳重な注

意が必要である.

上記観点から,早 期癌におけるリンパ節転移陽性例

の臨床病理学的危険因子の探索が種女試みられてき

た。すなわち,伊 藤 ら8)は肉眼型で I,IIa+IIc,IIc十

111,腫瘍最大径で3cm以 上,深 達度で sm癌 ,組 織型

で低分化型腺癌を危険因子 として挙げている。著者 ら

の検討でも症例数が少ないが,n(十 )群 は腫瘍最大径

と組織型で n(― )群に比べ有意に進行例が多 く,ほ ぼ

同様所見を得ている。また,教 室の種村 らめによるsm

胃癌の臨床病理学的特徴の検索では, リンパ節転移は

sml,ゃの分類で粘膜下層への浸潤が深 くなるほど高率

で,肉 眼型では混合型 と隆起型で sm2 3の頻度が高

かったと報告している。これらの結果は,癌 の進行度

に依存 してリンパ節転移が増加するという当然の帰結

であるが,早 期癌で病理組織学的に進行度が同程度で

ある症例を対象 とした詳細な報告は少ない。

癌の増殖 ・浸潤 ・転移程度は腫瘍狽1の増殖因子 と宿

主側の生体反応により規定されているが,こ れらの機

Table 5 Correlation between dm23 and lymph

node metastases

Lymph node metastases
nrn23

p value
positive negative

positive (25 cases)

negative (56 cases)
p<0001

Table 6 Correlation between c-erbB"2 and lymph
node metastases

Lymph node metastases

positive (25 cases)

negative (56 cases)

laminin
p value

positive negative

positive (25 cases)

negative (56 cases)

17

46

8

10

NS

NS; not  s igni f icant

p value
positive negative

positive (25 cases)

negative (56 cases)

NS

NS; not  s igni f icant

c‐erbB 2
p value

positive negative

positive (25 cases)

negative (56 cases)

14

44

p<005
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腕の欠損,対 立遺伝子の点突然変異により正常 p53が

不活化されると考えられている22j.免
疫組織染色では

heat shock protein(Hsc70)との結合により半減期が

延長するp53の変異型を同定していると考えられてい

る2め
,p53変 異は早期胃癌から出現し,陽 性例では早期

から転移がみられ,予後不良と報告されている2の2つが,

著者 らの検索ではリンパ節転移陽性 と陰性間で差はみ

られなかった。なお,全 体 の発現率 は56例中25例,

446%で ,他の報告
2の24)と比べ遜色はみられなかった。

nm23遺 伝子は転移抑制遺伝子 として注目され H‐1

とH‐2の 2つ が分離されている2"。これまでに乳癌で

nm23発 現低下例はリンパ節転移の頻度が高 く有意に

予後不良で20,胃 癌では原発巣の80%以 上が組織型に

関係なく正常粘膜 より高い発現を示し,逆に転移巣 (特

に肝転移巣)で は原発巣に比べ著明な低下がみられた

との報告
3)がぁる。著者 らも進行 胃癌 を含 む症例で

nm23陰 性例の予後が陽性例に比べ不良で,リンパ節転

移の頻度 も有意に高いことを報告しため1。.田原ら2のは

nm23が 早期癌におけるリンパ節転移予測法 として臨

床応用の可能性を示唆しており,著 者らもこれを指示

する結果であった。

c  e r b B  2 遺伝 子 の産 物 で あ るc ‐e r b B - 2 雲白 は,

epidermal growth factor receptor(EGFR)と 構造

上類似 したチロシンキナーゼ活性を有する受容体膜蛋

自2ゆ～3のでぁる。c‐erbB‐2遺伝子の増幅や c‐erbB‐2蛋白

の発現は,乳癌のリンパ節転移や予後 との関連31),分化

型胃癌での発現や予後 との関連3り～3つが報告されてい

る。一般的には,c‐erbB 2遺伝子の発現は早期胃癌では

低いことか ら胃癌進展過程での関与が推察 されてい

る。嘉悦 ら3のは胃癌の初期段階から癌の浸潤や リンパ

節転移などに関与 していると報告しており,■ (十)群

が n(一 )群に比べ陽性率が有意に高かった著者 らの結

果 と一致 した。c‐erbB 2蛋白の発現は,早期胃癌でのリ

ンパ節転移を含む生物学的悪性度の一指標 として有用

である可能性が示唆されたと考えている。

以上の結果,早 期胃癌症例でも術前内視鏡生検ある

いは切除標本の検査で,PCNA標 識率が高 く,nm23の

発現が低値で,c erbB-2陽性 となる症例ではリンパ節

転移が陽性 となる可能性が高いと推察された。それゆ

え,こ れらの症例では縮小手術の適応や術後補助療法

の選択に当た り慎重に考慮すべき一指標であると考え

られた。
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PCNA標 識率が高値である群 をリンパ節転移高危険

因子 として挙げている.著 者 らも当科切除胃癌症例の

リンパ節転移をはじめとする病理学的因子および予後

とDNA ploldy pattern,PCNA,larninin,p53,nm23

な どのパ ラ メータ との 関連 性 に つ い て 報 告 し

た1ル)1働。今回著者 らは,早 期胃癌でリンパ節転移が陽

性 となる要因を PCNA,laminin,p53,nm23,c‐ erbB‐

2の免疫組織学的所見から評価 し,高度危険要因の探索

を試みた。

PCNAは ,DNA複 製に必須な増殖期関連核蛋自の

1つ で,発 現頻度により腫瘍増殖能の評価が可能 と考

えられている。ホルマリン固定標本でも検出可能のた

め,簡 便な増殖期細胞の同定法 として臨床応用が期待

されている1)1つ
.著 者 らも,長期保存中のホルマ リン固

定パラフィン包埋標本から薄層切片を作製 し,適 時マ

イクロウエーブ処理法
19を

併用することにより判読可

能な免疫組織染色標本を得ることができた。前田ら19

は術前内視鏡による生検材料を用いた検索で,PCNA‐

LIが 30%以 下の症例ではリンパ節転移陽性例がみら

れなかったことから,早 期胃癌症例で リンパ節転移の

予測法 と縮小手術選択指標 として,PCNA LI検 索の

有用性を示唆し,著 者 らの n(十 )群 が n(― )群 に比

べ有意に高値 となる結果 と一致 した。

lamininヤまnbrOnectin, proteoglycan, entactin,

type IV collagenなどと共に基底膜の構成成分の 1つ

で,培 養細胞での基底膜成分の変化が癌の浸潤 ・転移

に関与する可能性が指摘されている1り～21)。
今回著者 ら

はリンパ節転移陽性早期胃癌における癌腺管基底膜の

laminin染色性を検討 したが,n(一 )辞 との間に差が

みられなかった。一般に高分化腺癌は laminin染色性

が高いとされ21ち
癌の深部浸潤に伴って癌腺管基底膜

の破壊が進むため,粘 膜下層までの早期癌では 2群 間

に差がみられなかったものと考えている.

p53遺伝子は第17染色体短腕上にある癌抑制遺伝子

で,細 胞増殖に関わる様々な遺伝子を直接 ・間接的に

制御することにより細胞増殖を制御 し,第 17染色体短
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Metastases in Early Gastric Cancer

Takashi Shiroko, Shigetoyo Saji ,  Daizou Hukada, Ki ichi Miya, Takao Umemoto,
Katsuyuki Kunieda, Yasuyuki Sugiyama, Hiroshi Takao,

Motohisa Kato and Midori Nagata

Second Department of Surgery, Gifu University School of Medicine

The expression of PCNA, laminin (LN), p53, nm23 and c-erbB-2 detected by immunohistochemical
staining was investigated by using paraffin-embedded specimens obtained from 25 (m, 2; sm, 23) early
gastric cancer patients with lymph node metastasis (n*) for 16 years starting Ln1977 and compared with
those of 56 (m,44; sm, 12) early gastric cancer patients without lymph node metastasis n(-) for 3 years

starting in 1982 . The PCNA labeling index of n( * ) was 53 .0+20 .0% on average, which was significantly
h igher thantha to f  n ( - ) ,35 .0  +  2 I  .49 /o .  Thera teso f  pos i t i venm23andc-erbB-2of  n (+)weres ign i f i can t -
ly higher than those of n(-), while, there was no significant difference in the rates of positive laminin and
p53 between n(*) and n(-). As a conclusion, it is suggested that the investigation of PCNA, nm23 and
c-erbB-2 in early gastric cancer might be important in predicting tumor behavior and screening of the
patients as a higher risk factor in lymph node metastases.
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