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大腸癌におけるCu/Zn‐およびMn―superoxide dismutase

藤田保健衛生大学外科

岩瀬 克 己  辻 村  享   花 井 恒 一

神保  慎   三 浦  復

Superoxide radicals(02)を 02と H202に変換するCu/Znお よび Mn superoxide dismutase

(SOD)の 大腸における生理的意義を検討する目的で,大腸痛組織26例の10%formalin固定 parattn包

埋薄切標本を材料 として両 SODの 細胞内局在を免疫組織化学的に検索 し,ま たこれらの病変の凍結

保存組織を材料 として組織内酵素濃度を酸素免疫測定法により測定した。

両 SODは 正常粘膜に比べ,癌組織でより明瞭に染色され,高分化型腺癌で高頻度に明瞭な染色陽性

を示 した。組織内濃度は,Mn sODが 癌組織で明らかな高値を示し,高 分化型腺癌でより高 く,Cu/

Zn SODに 対するMn SODの 比 も高分化型で高値を示した。Cu/Zn SODは 正常粘膜の基底部優位か

ら,腫 瘍の細胞質全体への分布 と細胞内局在が変化 した。両 SODは 腫場の発育に関わ り,特 にMn

SODは 腫瘍の分化に関与すると思われた。
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緒  言

Superoxide dismutase(SOD)は ,細 胞内で生成さ

れるsuperoxide(02)を 02と H202に 変換する酵素

で,酸 素毒に対する細胞内防御因子 として重要な役割

を果たす ものと考えられている11生
体内にはCuと

Znを 有 し,細 胞質 に存在するとされるCu/Zn SOD

と,Mnを 有 しミトコン ドリアに局在するとされ る

Mn SODと がある劾。 こ れまでに腫瘍をはじめ種々の

病態における血中ならびに組織中の本酵素活性が変化

することが報告され3ドo,ま た発癌過程にも関与する

とされているが7),両
酵素の役割はいまだ明らかにさ

れていない。

今回,我 々は大腸癌におけるSODの 意義を検討す

る目的で,高 度に精製された抗 ヒトSOD抗 体を用い

て,大 腸痛組織内の SODの 局在を免疫組織化学的に

検索するとともに組織内濃度を測定 し,臨 床病理所見

と比較検討 した。

材料 と方法

組織材料 i外科手術により得 られた大腸癌組織26例

(上行結腸癌 5,横 行結腸癌 6,S状 結腸癌 8,直 腸癌

7)と 癌症例の切除腸管断端部正常粘膜組織 8の 合計

34組織を本研究の対象とした。組織の一
部は切除後一
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80°Cに 凍結保存 し,ま た,他 の一
部は10%formalinで

固定 し,組 織学的ならびに免疫組織化学的検索に供 し

た。凍結保存した組織 (0.5～1.Og)は 5mM EDTAを

含む50mM Tris HCl buFer(pH 75)を 溶媒 として

Polytron hOmogenizerを 用いて10%homogenateを

作製 し,さ らに4°Cで 20,000×g20分 間遠心分離し,

その上澄をSOD濃 度の測定
8)に

供 した。

免疫組織化学 i Cu/Znと Mn sODの 組織内局在は

PAP法 を用いた免疫染色により検索 した91各
病変の

代表的害」面のホルマリン固定,パ ラフィン包埋薄切切

片 (5μm)を 材料 として,attnity c01umn chromatogra‐

phyに より高度に精製された抗 ヒトCu/Zn soD(赤 血

球)な らびに抗 ヒトMnsOD(肝 )抗体 (ポリクロナー

ル)助を用いて免疫染色 を行った。 1次 抗体の反応 は

4°C終 夜,他 のステップは常温で20分間の反応 とし,

発色には3,3′‐DABを 用いた。それぞれの精製 SODで

飽和 した抗体による染色所見をコントロールとし,染

色の特異性を確認 した。染色の程度を陰性 (一),弱 陽

性ないし部分的陽性 (十),明 瞭な染色 を示す強陽性

(十)の 3段 階に評価 し,各 病変の染色所見を比較検討

した。

組織 SOD濃 度測定 :大腸癌組織内 Cu/Znな らび

にMnSOD濃 度の測定は,加藤 らIの11)の
開発した高感

度酵素免疫測定法により行った。SOD濃 度はそれぞれ

の精製 SODを 標準試料 とし,ng/mg proteinで算出し
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Table I Immunohistochemical stainins of SOD in
the colorectal cancer

-, not stained. t, weakly or partly stained. *f, stronhly
stained. #, adjacent normal mucosa to each cancer

Fig. 1 Immunohistochemical staining of Cu/Zn
SOD in the normal mucosa of colon ( x 80).
Cu/Zn SOD was stained weakly in the normal
mucosa of colon, and local ized predominantly in
the basal part of them.

た。試料は各組織の細胞質分画 (20,000×g上 澄)でそ

れぞれ 2検 体ずつ測定した,

その他 :精製 SOD濃 度は Lowryも Fohn法 12)によ

り,各 試料の質白量は Blo‐Rad PrOtein Assayキ ッ

ト1りを用いて行った。統計学的解析はnOn paired Stu‐

dent'st_testで行い p<0.05を 有意 とした。

結  果

Cu/Zn SOD免 疫染色所見 :各組織標本 における

Cu/Zn SODの 染色程度を評価 し,隣 接する正常大腸

粘膜 と大腸癌組織を比較検討した (Table l).Cu/zn

SODは ,検 索対象26例中17例の腫瘍部分に染色陽性

で,内 9例 は大部分の腫瘍細胞に明瞭な染色を認めた。

正常粘膜細胞は 4例 に弱い染色を示 したが,他 は陰性

であった (Fig。1).細 胞内局在については,正 常粘膜

および弱い染色を示した腫瘍細胞では間質側の基底部

に優位に存在する傾向を示したが,染 色強陽性を示 し

た腫瘍細胞 では細胞質全体 に一
様 な分布 を示 した
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Fig.2 1mmunOhistOchemical staining of Cu/Zn

SOD in the c010n cancer(× 80)

Cu/Zn SOD was stained in many c010‐rectal

cancers, and 、vas strOngly stained in the 、vell

proliferative cells sho、ving homogenOus 10caliza、

tion in the cytOplasm

Fig. 3 Immunohistochemical staining of Mn SOD
in the colon cancer ( x 40).
Mn SOD nas stained in all colo-rectal cancers,
and was stained granularly in the cytoplasm.

(Fig。2).

Mn SOD免 疫染色所見 :Cu/Zn SODの 場合 と同様

に,そ の染色程度を評価 し,比 較検討 した(Table l).

Mn SODは 21例に染色陽性 となり,こ の内13例は大部

分の腫瘍細胞に明瞭な染色を示 した。しかし,隣 接す

る正常粘膜細胞は全例染色されなかった.MnSODは

細胞内に顆粒状に分布 し,腺 腔側に優位に存在する傾

向を示した (Fig.3).Cu/Znぉ ょび MnSODと もに

腫瘍組織において不均一な分布を示したが,腫 瘍先進

部 と中心部で染色程度に明らかな差は認めなかった。

組織 Cu/Zn,MnsoD濃 度 :大腸癌および隣接する

正常粘膜組織中の Cu/Znな らびに Mn SOD濃 度を高
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感度酵素抗体法により測定 した (Table 2).Cu/Zn

SODは ,正 常粘膜 と癌組織で違いはなかったが,Mn

SODは 癌組織で高値を示 し,特に高分化型腺癌で著明

であり,そ れぞれの組織におけるCu/Zn SODに 対す

るMn SOD濃 度の比 も高分化型腺癌で正党粘膜組織

のそれに'ヒベて有意に高値を示 した。

臨床病理学的所見 との対比では,高 分化型腺癌22例

中 Cu/zn SOD 164711,Mn soD 21例が染色陽性 となっ

たのに対 し,そ の他の 4例 ではそれぞれ 3例 , 4例 が

染色陰性を示した。患者の年齢,性 ,腫 瘍の占居部位,

大 きさ,進 行度による両酵素の染色の違いは認めな

かった.

考  察

これまでの SODに 関する研究は,主 として super

oxide radicaに(02)に対する細胞内防御因子 という観

点から,種 々の腫瘍ならびに諸臓器の機能異常を対象

として,そ の組織中ならびに血中の SOD活 性のよヒ較

検討が行われてきた3た0101D。しかし,そ の結果は報告

により必ずしも一定 しておらず,本 酵素の細胞内防御

因子 としての特性 も明らかにされるに至っていない。

ヒトではCu/Zn SODと Mn SODの 2種 類の SODが

存在するが,そ れぞれの諸臓器における分布はさまざ

まで,ま た動物種によって SODの 種類や分布 も異な

るなど種特異性,組織特異性 も存在 し2),類
似した病変

でも組織によって異なる結果が得られており5)lωlの
,各

SODの 生理的作用の解明を困難にしている。

今回の研究では,大 腸癌組織を対象 として,高 度に

精製された抗 ヒトCu/Zn soDお よび Mn SOD抗 体

を用いて,免 疫組織化学的手法により両酵素の組織内

分布を形態学的に観察 し,高 感度酵素免疫測定法によ

りその組織内濃度を測定した。その結果,大 腸癌組織

において,SODは 正常粘膜細胞に比べ特に高分化型腺

癌細胞で明らかに高頻度に染色陽性の所見が得られ,

大腸粘膜細胞の分化や腫瘍細胞の増殖に関与すること
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が示唆された。 しかし,組 織内濃度においては,Mn

SODで は同様に癌組織で正常粘膜組織 に比べ高値を

示 したものの,Cu/Zn SODは 両者に差は認められな

かった。これには試料に含まれる粘膜細胞以外の成分,

すなわち同酵素が豊富に存在する血液成分が相対的に

大きく影響 した可能性 も考えられる。

腫瘍 とSODの 関連では,発 癌の過程で本酵素は抑

制的に作用するとされ4)1の
,ま た癌が増殖する過程で

は,腫 瘍 により増加 した細胞毒性のあるsuperoxide

radicah(02)に対応 して酵素の誘導が起 こり,そ の酵

素活性が高 くなると解析 している16)。また,腫瘍に対す

る放射線や抗癌剤治療の作用機序 として 02の産生に

よる組織障害性を挙げ,腫 瘍の SOD活 性の高低がそ

の治療に対する感受性に関連する可能性を推定する報

告もある1。15)18)。近年,腫瘍の増殖に関して多 くの研究

がなされ,大 腸癌においても種々の増殖因子や癌関連

遺伝子の関与が報告されている1"～2の
.癌細胞は増殖因

子あるいは増殖抑制因子を過剰発現 し,癌 細胞ならび

に間質細胞 との間にオー トクリンあるいはパラクリン

ループを構成し,そ の形態形成や増殖に深 く関与 して

いるとされている2022)。これら増殖因子の発現は臓器

組織によりその種類や程度が異なることも知 られてい

る2の
,ぁ る種の増殖因子は組織内 free radicalの産生

と密接に関連 して発現することが知 られ23ち
今回検討

した SODも これ ら増殖因子の発現 とも関連 しなが

ら,腫 瘍細胞の増殖分化に影響を及ほしていることが

推定される。
一般的には酵素活性はその濃度 と相関すると考えら

れるが,必 ずしもその濃度変化が生理的活性の違いに

つながらない可能性を指摘する報告 もある16)241すな

わち,さ らに何らかの局所的要因により,そ の作用発

現のスイッチ on oFが成される可能性 もある.本 研究

では,Cu/Zn SODに おいて,そ の細胞内局在が変化す

ることが示されたが,そ のような局所的な変化が,全

Table 2 The concentration of SOD in the tissue of colorectal cancer

Thc values are expressed by mean t S D

井,adjacent normal mucosa tO cach cancer
4,pく〔0 01 statistically signillcant,compared to that in nOrmal mucosa(Student'

s  t  t e s t )

Histological
d iagnosis
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Cu/An SOD
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well diff. ca.
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3 8 ( )±1 0 1

3 7 2±1 0 0

3 4 2±1 0 0

4 5 7±1 1 3
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5 0 1±2 5 6
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体の濃度変化ばか りでな く生理的作用発現に重要な関

連 を持つ可能性 も考えられる。

近年,諸 臓器における SODの 研究が進むにつれ,本

酵素がさまざまな細胞機能に関わっている可能性が推

定 されている2D26).す
なわち,こ れまで本酵素の役割が

主に病的状態における細胞毒,superoxide radicaも に

対する防御因子 としてとらえられてきたが,superox‐

ide radicaもの果 たす生理作用の解明が進 む ととも

に,そ の代謝酵素である本酵素 も,そ れによって産生

される H202の 役割
2のな ど,生 体諸臓器の本来の細胞

機能の中での作用の解明が課題 となってきている。本

研究では,大 陽癌細胞 の増殖や細胞分化 に伴 って両

SODの 濃度のみならず細胞内分布 も変化す る結果が

得 られた。SODが 大腸癌の発育過程で果た している細

胞内機能のメカニズムについて,今 後 さらに詳細な検

討が必要である。

稿を終えるに当たり,本 研究の御指導を賜わり,快 く抗

SOD抗 体を供与下さいました愛知県コロニー発達研究所

生化学加藤兼房先生に深謝いたします。
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Superoxide Dismutase in the Colo-rectal Cancer

Katsumi Iwase, Toru Tsujimura, Tsunekazu Hanai, Shin Jimbo and Kaoru Miura
Department of Surgery, Fujita Ilealth University School of Medicine

The localizations of Cu/Zn and Mn superoxide dismutase (SOD), which catalyzes the dismutation of
superoxide radicals (Or) to O, and HrOr, were studiecl in 26 colo-rectal carcinomas by an immunohisto-
chemical technique. We employed l0'% formalin fixed paraffin embedded thin sections and used anti-
human Cu/Zn' and Mn-SoD antibodies. The concentrations of both SoDs in these tissues were also
measured by a sandwich enzyme imrnunoassay technique- Both Cu/Zn and Mn SOD were more clearly
immunohistochemically stained in cancer cells than in the normal mucosal layer of the large intestine.
Among cancer tissues, both stained more clearly in many well-differentiated carcinomas. The concentra-
tion of Mn SOD was significantly elevated in cancer tissues, especially in well-differentiated malig-
nancies. The ratio of the tissue concentration of Mn SoD to that of cu/zn SoD was also high in the
well-differentiated carcinomas. Cu/Zn SOD changed its intra-cellular localization from a predominance
in the basal portions of normal mucosal cells to a homogeneous distribution in the cytoplasm of cancer
cells' In conclusion, both SODs appear to be related to tumor growth, and Mn SOD may play a role in the
differentiation of colo-rectal carcinoma.
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