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フローサイトメトリーを用いた大腸癌ならびに

大腸腺腫におけるアポトーシスの検討

鳥取大学医学部第 1外科

木村  修   山 根 成 之  菅 村 健 二

牧野 正 人  前 田 迪 郎  貝 原 信 明

大腸癌の進展とアポトーシスとの関連を検討するため,大 腸腺腫24病巣,大 腸癌69病巣,な らびに
転移巣37病巣 (肝転移巣21, リンパ節転移巣16),計 130病巣におけるアポトーシスの発現をフローサ
イトメトリーを用いて測定した。アポトーシスはApoptodc lndex(AI)を 算出して検討し,AI値 は
正常粘膜27.0±16.8,腺 腫28.2±260,大 腸癌15.2±12.0と,大 腸癌では正常粘膜,腺 腫に比べてア
ポトーシスが有意に低下し,進 行度,脈 管侵襲が高度なものほど低値を示した。また,AI値 が低値を
示す症例は高値を示すものに比べて有意に予後不良であった。一方,原 発巣と転移巣との比較では,
転移巣の AI値 は原発巣に比べてより低値を示す傾向にあり,同 一症例の比較においても同様の結果
が得られた。

これらのことから,ア ポトーシスは大腸癌の発育,進 展のみならず,そ の予後にも密接に関与する
とともに,大 腸癌の悪性度を示す有用な指標の 1つ になりうると考えられた。
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はじめに

アポトーシスは組織発生,形 態形成のみならず,癌

の増殖,進 展にも深 く関与することが明らかとなりつ

つありl121,また,抗 癌剤投与による癌巣内におけるア

ポ トーシス誘導,な らびにそのメカエズムに関する研

究も盛んに行われている3ンち
一方,ア ポトーシスの検索には従来,光 学顕微鏡に

おける細胞核の形態学的変化が用いられて来たが,近

年, 断 片 化 され た D N A 鎖 の3 ′末 端 を t e r m i n a l

deoxynucleotidyl‐transferase (TdT)―mediated

dUTP‐biOtin nick end labeling(TuNEL)法を用い

て容易に検出できるようになった。.さ らに,最 近で

は, この TUNEL法 をフローサィ トメトリー (FCM)

に応用し,ア ポトーシスをより客観的,定 量的に測定

する方法が確立され注目を集めている。つ.

そこで,本 研究では大腸腺腫,大 腸癌ならびに転移

巣のアポ トーシスをTUNEL法 を応用 した FCMに

よつて測定し,ア ポトーシスと大腸癌の進展,転 移と
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の関連を検討したので報告する。

対象および方法

1983年 1月 より1990年12月までの間に,鳥 取大学第

1外科で切除された大腸癌347例中,FCMに よるアポ

トーシスの検索が可能であった原発巣69例,肝 転移巣

21病巣, リンパ節転移巣16病巣,な らびに同時期に経

験した大腸腺腫24病巣 (軽度異型12,中 等度異型 5,

高度異型 7)の計130病巣を対象とし,対 照として正常

粘膜 5例 を用いた。

アポトーシスの検索部位は各病巣の中心部をとおる

組織切片において,周 辺の正常組織を除 く病巣全体と

した。

1.組 織切片を用いた TUNEL法 による染色

ホルマリン固定パラフィン包埋標本より3μm薄 切

切片を作製し,TUNEL法 的にてアポ トーシス細胞の

検索を行った。薄切標本を脱バラフィン,親水後,2%

過酸化水素水加メタノール液で室温,20分 間反応して

内因性ベルオキシダーゼをブロックした。流水にて水

洗し,100mM T拭 s butterに室温, 3分 間浸した.20

″g/ml PrOteinase Kにて除蛋白後,流 水にて水洗し,

TdT緩 衝液 (100mMカ コジル酸カリウム,2mM塩 化
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ヨバル ト,0 2mMジ チオ トンイ ト
ール,pH 72)に

3分 間浸 した.次 いで,TdT緩 衝液に03U/μ l TdT

A

―

― ― ― ― ― ―       ― -   1

` 一一一 虫

(Gibco Bri Life l｀echnologies lnc, USA)と 004

nmolわ1ビオチン標識 dUTP(Boehringer Mann

heim,Germany)を 加えた TdT反 応液で37°C,90分

間反応後,緩 衝液 (03M塩 化ナトリウム,30mMク エ

ン酸ナ トリウム)に 15分問浸して TdT反 応を停止し

た. リン酸緩衝食塩水 (PBS)で 洗浄し,10%正 常ウ

サギ血清 (生化学工業,東 京)で 10分問反応後,ペ ル

オキシダーゼ標識ストレプトアビジン (生化学工業)

を30分間反応させた。PBSで 洗浄の後,過 酸化水素水

を添加した3′3‐ジアミノベンチジン基質 (生化学工業)

で発色,メ チルグリーンで後染色を行った。Apoptotic

lndex(AI)は 細胞核1,000個中の TUNEL染 色陽性細

胞の割合で現した.

2,TUNEL法 を応用した FCMよ るアポ トーシス

の検索

Hedleyら りの方法に準 じて100/mパ ラフィン切片

より細胞核を単離し,PBSに て洗浄後,TdT緩 衝液に

3分 間浸した.次いで,TdT緩 衝液に0_3U/〃l TdTと

0 04nmo1/μ l FITC標 識 dUTP(Cambridge

Research Blochemicals Ltd,UK)を カロえた TdT反

応液で37°C,90分 間反応した。PBSに て洗浄後,細 胞

核10,000イ固の蛍光量を FCMを 用いて測定した。陰性

対照は, 0.04nmolわ l FITC標 識 dUTPカ ロTdT緩 衝

液で37°C,90分 間反応させた。蛍光量は,対 象と陰性

対照の平均蛍光量 (チャンネル数)の 差を陰
″
性対照の

平均蛍光量で除した値をApoptotic lndex(AI)と し

て算出し検討した (Fig。1).

なお,用 語および臨床病理学的所見は大腸癌取扱い

規約
1のならびにDukes分 類

11)に
従い,統計学的処理は

ぇ
2検
定および t検定を用いて行い,p<0.05の 場合に

有意差ありと判定した.

結  果

1.FCMと 免疫組織化学的染色法によるAI値 の比

較

Fig. 1 The FITC-dUTP incorporation histograms

detected by flowcytometry (both use linear

scales) (A) and immunohistochemical staining
by TdT reaction of same case (x200) (B) .
A. The upper inset represents unlabeled cells
(mean channel is 47.39) and lower inset repre-

sents labeled cells (mean channel is 56.25). AI

calculated by this histograms is 18.7'%. B. AI

calculated by immunohistochemical staining is

8 . 5 5 % .
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無作為に抽出した原発巣16例を対象に,組 織切片と

FCMに よるAI値 を同一病巣において比較検討した

(Fig. 2).

両者に,ま有意な相関が認められ(p<o.05),FCMに

よるAI値 の算出は組織切片と同様の傾向を示した。

2.大 腸腺腫の AI値

大腸腺腫の AI値 は平均28.2%で あり,正 常上度の

27.0%と ほぼ同様の値を示し,大 腸癌の152%に 比ベ

て有意に高値を示した。また,異 型度別の検討では,

軽度異型19.9%,中 等度異型42.4%,高 度異型324%

と,軽 度異型では中等度,高 度異型に比べて低値を示

したが有意差はみられず,異 型度 とAI値 との間には
一
定の傾向は認められなかった (Table l).

3.大 腸癌原発巣の AI値 と臨床病理学的所見 との

'鶴交

大腸癌原発巣の AI値 と臨床病理学的所見との関連

を比較検討した (Table 2).組織型別では,中 分化腺

癌で6.3%と 高分化ならびに低分化腺癌に比べて有意

に低値を示した (p<0.001,p<0.05)。 また,深 達度

別に比較すると,m,sm 20.3%,mp,ss 12 4%,s,

si 14.2%と深達度が深 くなるにつれて AI値 が低下す

る傾向にあったが有意差は認められなかった。しかし,

進行度別では,Dukes A,B症 例はDukes C,D症 例

に比べて AI値 が高値を示し,両 者の間に有意な差が

認められ,進 行度が進むにつれてアポトーシスは減少

する傾向にあった。さらに,脈 管侵襲との関連では,

リンパ管侵襲ならびに静脈侵襲陽性例の AI値 は陰性

例に比べて有意に低値を示した (p<0.05).
一方,アポトーシスと予後との関連を検討するため,

AI値 が10%以 下をアポ トーシス低値群,11%以 上を高

値群 として術後 5年 生存率を比較検討した (ng.3).

ただし,同 時性多発癌 9例 はこの検討から除外した。

全症例では,ア ポトーシス高値群89。1%(n=28),低

値群41.7%(n=32)と 両群の間に有意差が認められ

(p<0.01),ア ポ トーシス高値例の予後は低値例に比

べて良好であった。また,治 癒切除例を対象に,進 行

度別の検討を行 うと,最 も対象症例,再 発例の多い

Dukes C症 例では,高値群100°/。(n=5),低 値群467%

(n=12)と ,有 意差は認められないものの,高 値群の

予後は低値群に比べて極めて良好であった。

4.原 発巣と転移巣の比較

肝転移巣21病巣, リンパ節転移巣16病巣とその原発

巣におけるAI値 を比較検討した(Table 3).肝転移例

では原発巣88%,転 移巣5.5%, リ ンパ節転移例では

9 (971)

Fig. 2 Comparison between AI calculated by flow
cytometry and immunohistochemical staining of
paraffin sections.

F C M

20

Y = 2 1 0 4■ 1  5 6 2 X

P < 0 0 5

1 0
l | l m n o h  i s t o c h q i c a l  s t a i n  i  n 9

Table I Al of the normal mucosa, adenoma and
colorectal carcinoma

Apoptotic lndex(9る)

27 0±16 8a)

2 8 2 ±2 6 0 b )

1 9 9 ±1 5 2

4 2 4 ±4 0 4

32 4コL21.8

1 5 2 ±1 2 0 。

a  v s  c :  p ( 0 . 0 5 ,  b  v s  c :  p ( 0 . 0 1

Table 2 Relationship between Al and clinicopath-
ologic characteristics in colorectal cancer

Apoptotic Index(96)

Histologic type

1 8 1±1 2 7り

6 3± 3 2り

1 2 _ 6±8 3 C )

2 0 3±1 4 8

1 2 4±8 6

1 4 2±1 1 7

2 0 1±1 3 5 0

2 1 1±1 2 5°)

9 5± 8 7 0

1 0 7±6 9 9

1 7 _ 1±1 2 9 h )

10 2±79i)

18 6■12 6j)

1 2 1 ±1 0 7 ゆ

a  v s  b :  p ( 0 . 0 0 1 ,  d  v s  g ,  e  v s  f ,  e  v s  g :  p ( 0 . 0 1 ,
b  vs  c ,  d  vs  f ,  h  vs  i ,  j  v s  k :  p<0 .05

Normal mucosa (n-  5)
Adenoma (n-24)

Mi ld atypia (n:12)

Moderate atypia (n= 5)
Sever atypia (n- 7)

Carcinoma (n - 69)

Depth of invasion

m,  sm  (n -15 )

mp, ss (n-19)

s,  s i  (n=35)

Dukes' stage

A  ( n - 2 1 )

B (n-  13)
C  ( n - 1 7 )

D  (n -18 )

Lymphatic invasion

Negative (n = 48)
Posi t ive (n:21)

Venous invasion

Negat ive (n=31)

Posi t ive (n-38)
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Fig. 3 Survival curves for patients with low AI

and high AI.
A. Overall cases. B. Cases with colorectal car-
cinoma at Dukes stage C.

A B

さらに,AI値 が 5%以 上を (十), 5%未 満を (―)

として,同
一症例における原発巣から転移巣への AI

値の変化を検討した (Table 4).原 発巣から転移巣ヘ

とアポトーシスが陰性化するものは,肝転移例で43%,

リンパ節転移例で31%と 高率であったのに対し,陽 性

化したものは,肝 転移例 9%, リ ンパ節転移例13%と

低率であり,肝 転移例では陰性化するものが陽性化す

るものより有意に多かった (p<0,01).

考  察

腫場の発育,進 展は細胞の増殖と死滅のバランスの

上に成 り立っており,ア ポトーシスはその腫瘍の細胞

死をコントロールする因子の 1つ として注目を集めて

いる。また,癌 腫においては,bc1 2を代表とする遺伝

子によリアポトーシス,細 胞死が抑制され,癌 細胞を

長期間生存せしめていると考えられている
1幼
。このた

め,ア ポトーシスの解明は癌の発育,転 移を探る上に

極めて重要であり,そ の検索方法も急速に進歩してい

る。
～31.

Bromidgeら 6)はDigoxigenin標識 dUTPを ,Gorc‐

zycaら 7)はBlotin標識 dUTPを 単離細胞 における

TdT反 応に応用して FCMに よるアポ トーシスの測

定を行った。我々は,FITCを 標識した dUTPを TdT

反応に応用して FCMに よるアポトーシスの測定を行

い,組 織切片を用いたアポトーシスの測定結果と良好

な相関を得ることができ,本 検索法がアポトーシスの

測定に有用な方法であることを確認した。

正常上皮,腺 腫のアポトーシスに関しては,発 現が

少ないとする報告
1。1つも見られるが,Bediら

lDは
,大

腸の正常上皮,腺 腫,癌 腫のアポトーシスを生検材料

の FCMを 用いて比較し,正常上皮,腺腫,癌腫の順に

アポ トーシスが高値を示したと報告し,ま た,Tsu‐

jttaniら
10はde novo癌 ,腺腫内癌,腺腫内癌における

腺腫成分におけるアポトーシスを比較検討し,癌 腫で

は腺腫に比べてアポトーシスが有意に低値を示すこと

を報告している。本研究においても,正 常上皮,腺 腫

のアポトーシスは癌腫に比べて有意に高値を示し,癌

腫においてはアポトーシスによる細胞死が有意に減少

していると考えられた,

Kasagiら 1のは胃癌症例を対象に,進行の遅いと考え

られる高分化腺癌と進展の早いほ分化腺癌のアポトー

シスを検索し,高 分化腺癌では低分化腺癌に比べてア

ポトーシスが有意に高値を示すことを報告している。

また,菊地ら
1的は,進行が遅 く,生物学的悪性度が低い

とされる甲状腺癌では大腸癌,胃 癌,乳 癌などに比較
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( % )

1 0 0

-  A p o p t o s i s
-  A p o p l o s r s

1 2 3 4 5

Postoperattve yoora

( 十) A ! > 1 0 %
(―)Alこ 10%

Al≧5%(%)

Liver metastases

Pr imary lesion (n-21)

Metastatic lesion (n - 2l)

Lymph node metastases

Primary lesion (n: 16)

Metastatic lesion (n=16)
10(63)

7 ( 4 4 )

Table 4 Relationship between primary and metas-

tasized tumors in terms of occurrence of
ADODtOSiS

Primarv
tumor

( ― )

( 一 )

( 十)

( 十)

Metastatic
tumor

Lymph node
metastases

( 一 )

( 十 )

( 一 )

( 十 )

4 [ 2 5 ]

2 [ 1 3 ]

5 [ 3 1 ]

5 [ 3 1 ]

[ ] : %

(十):Al≧ 5%,(― ):Al<5%,a vs bip<001

原発巣9,8%,転 移巣51%と ,いずれも転移巣の AI値

は原発巣に比べて低値を示す傾向にあったが有意差は

認められなかった。また,AI値 が 5%以 上を示した症

例の割合を検討すると,AI値 と同様,転移巣では原発

巣に比べて低値を示すものが多い傾向にあり,肝 転移

例では有意差が認められた (p<0.05).

Table 3 Al of primary and metastatic lesion

a  v s  b :  p ( 0 . 0 5

8 8 ± 6 8

5 5± 5 0

9 8± 8 6

5 1± 5 9
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して,ア ポ トーシスがより強く発現していたと報告し

ている。自験例でも,従 来,悪 性度が低いとされる高

分化腺癌では中分化腺癌に比べてアポトーシスが有意

に多く,癌 の増殖速度にもアポトーシスによる細胞死

の多寡が関与しているものと考えられた。

癌のリンパ節転移,進 行度とアポトーシスとの関連

について,Ikenagaら 19)は,リンパ節転移陽性の大腸痛

では陰性のものに比べてアポトーシスが有意に低値を

示し,ま た,腫 瘍径が2cm以 上のものは2cm以 下のも

のに比べて有意に低値を来したと報告している。また,

Sierraら2のは,字L癌において,ア ポトーシスを抑制す

ると考えられる Bcl‐2の発現を検索し, リンパ節転移

陽性例では陰性例に比べて Bcl‐2蛋白が有意に高値を

示し,癌 腫の進行度が進むにつれて Bcl‐2の発現が強

くなる傾向にあったと報告している。今回の検索にお

いても,リ ンパ節転移,遠 隔転移を有する高度進行例,

ならびに脈管侵襲陽性例では,ア ポトーシスが有意に

低値を示した。また,ア ポトーシスの少ない症例の予

後は多いものに比べて有意に不良であり,同 一進行度

で比較しても同様の傾向であった。これらのことから,

アポトーシスの少ない癌腫は細胞増殖が旺盛で, リン

パ節転移,遠 隔転移を来しやすく,予 後不良であると

考えられた。

また,転 移巣のアポトーシスに関する報告は極めて

少なく唯一,Tatebeら 21)は,大腸癌のリンパ節転移巣,

肝転移巣のアポトーシスを原発巣と比較し,転 移巣で

は原発巣に比べてアポトーシスが有意に元進すると報

告している。しかし,転 移巣においては,原 発巣に比

べ種々の遺伝子異常が増強し,癌 腫の悪性度も元進し

ているものと考えられるが2か,FCMを 用いた自験例

の検索では,転 移巣のアポトーシスは原発巣に比べて

低値を示す傾向にあり,転 移巣にはアポトーシスの少

ない悪性度の高い細胞が多いのではないかと考えら

れ,今 後,さ らに詳細な検討が必要であると考えられ

る.

以上のことより,ア ポトーシスは大腸癌のリンパ節

転移,遠 隔転移,な らびに予後との密接な関連が認め

られ,大 腸癌の悪性度を示す有用な 1指標になりうる

ことが示唆される。

本研究の一部は文部省科学研究費(課題番号08671443)の

援助を受けた。
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We assessed the occurrence of apoptotic cell death in 24 colorectal adenomas, 69 colorectal car-

cinomas and 37 metastatic lesions, which included 2I of the liver and 16 of lymph nodes, in order to

investigate the possible relation between apoptosis and clinicopathological features and to evaluate

apoptosis as a possible prognostic factor. The apoptotic index (AI) was calculated by flowcytometry using

terminal-deoxynucletidyl-transferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling. The median values of AI

were 27 .0 in normal mucosas, 28.2 in adenomas and 15.2 in colorectal carcinomas. The AI was signifi-

cantly lower in colorectal carcinomas than in normal mucosas and adenomas. Apoptosis of colorectal

carcinomas was less frequently observed in tumors with higher malignant potential, such as tumors at

advanced stages and with venous and lymphatic invasion. Moreover, the patients with a low AI had

significantly poorer survival than those with a high AI. In comparing apoptosis between primary and

metastatic lesions, AI was significantly lower in the latter. These results suggest that less apoptosis might

result in greater progression of colorectal carcinomas and that the rate of apoptosis might be an indicator

of the degeee of malignancy.
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