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2, 3型 進行胃癌に対するp53異常蛋白発現の臨床的意義と予後

県立がんセンター新潟病院外科

梨本  篤   佐 々木毒英  国 中 乙 雄

筒井 光 広  土 屋 嘉 昭  牧 野 春 彦

他病死を除いた 2, 3型 進行胃癌106例を対象に,p53蛋 自の異常発現を免疫染色法 (ABC法 )にて

解析し,臨 床病理学的諸因子と対比しながら予後因子になりうるか否か検討した。なお,p53陽性細胞

が10%以上を陽性,10%未 満を陰性と判定した。成績 :① p53蛋自の陽性率は472%で あった。② p53
陽性例の遠隔成績 (5生率400%)は ,p53陰性例 (5生率60.7%)よ り明らかに不良であった。③単

因子解析ではリンパ節郭清度,占 居部位,T因 子,N因 子,P因 子,H因 子,t因 子,n因 子,ly,v,

根治度,p53が予後因子であった。④ COxの比例ハザードモデルによる多変量解析では,根治度>>リ

ンパ節転移(n)>占居部位の順に予後に影響を与えていた。結語 :免疫組織染色による検討にて,p53
は独立した予後因子にはなりえないが,予 後不良な2, 3型 進行胃癌症例の予測が可能であり,拡 大
リンパ節郭清などの拡大手術やintenttve chemotherapyの適応を決定する上で参考となりうる.
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はじめに

癌抑制遺伝子は,細 胞の増殖 ・分化に関連した遺伝

子であり,突 然変異や対立遺伝子の欠失により正常な

機能が欠落することによって癌化に関与していると考

えられている。癌抑待」遺伝子の 1つ であるp53遺伝子

は,染 色体の短腕 (17p)に 存在する.ま た,p53遺 伝

子の産物であるp53蛋白発現は核内に局在し,細 胞周

期の負の待J御,DNAの 複製・転写の調節などに関与し

ているとされている1)。その野生型 p53蛋白は細胞周期

が Gl期 からS期 への回転を抑制するため,細 胞増殖

を抑制し,ア ポトーシスを促進するが2ち変異型 p53蛋

白はアポトーシスを促進する能力を失い,癌 化誘導能

があるとされている。早期胃癌の遠隔成績は良好であ

り,進 行胃癌でも4型 の遠隔成績は特に不良である。

進行胃癌の中で 2, 3型 は最も遭遇する機会が多い。

p53蛋白発現がこれらの予後因子になりえるならば,

化学療法効果自体が contrOvercialな状況下ではある

が,intenttve chemotherapyの適応を決定する上での

参考になると思われる。

そこで今回は進行胃癌の中でも最も頻度が高く,腫

瘍細胞が豊富で密なため検索がしやすい 2, 3型 進行

胃癌に対象とした。p53蛋白異常発現の有無をホルマ
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リン固定切除標本を用いて解析し,臨 床病理学的諸因

子と対比しながら2, 3型 進行胃癌の予後因子になり

えるか否か検討した。

対象と方法

1.対 象

1988年 1月 からの 2年 間に県立がんセンター新潟病

院外科で連続して切除された 2,3型 進行胃癌122例の

うち,他 病死を除く106例を対象にした。術後の観察期

間は中央値76年 (6.4年～86年 )で あり,全 例術後 5

年経過例である。男女比は70対36で,平 均年齢は62.7

歳 (27～88歳)で あった。術式は胃全摘41例,胃 亜全

摘65例で,リ ンパ節郭清度はD01,12例 ,D258例 ,D3

36例であった。手術的進行度はStage lb 12例,Stage

I18例 ,Stage IIIa 17例,Stage IIIb 23例,Stage IVa

8例 ,Stage IVb 38例であり,総 合的根治度は根治度

A27例 ,根 治度 B57例 ,根 治度 C22例 であった.

2.p53蛋 白免疫組織染色

免疫組織学的検索はマウス抗ヒト抗 p53蛋白モノク

ロナール抗体 D01(IMMUNOTECH社 製)を 用い

た。まずホルマリン固定されたパラフィン包埋薄切標

本の脱パラフィン操作を行い, トリプシン処理を37°C

で10～20分行った。次に,10mMク エン酸緩衝液 (pH

6)に いれ, 5分 マイクロウェーブオーブンにかけ 3

～ 4回 繰 り返して加熱処理し,p53蛋 自の抗原の賦活

をイ子った。D01を 用 い て avidin‐blotin peroxidase
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complex法 (ABC法 )にて免疫組織化学染色 し,DAB

にて発色 して検鏡 した (Fig.1)。 1次 抗体 DO‐1は100

倍希釈液 を用いて 1時 間反応 させた。核が明瞭 に染

まった割合が50%以 上を(l「r),lo以上50%未 満を(+),

10%未 満を (十),陰 性を (一)と して,(+)以 上,

Fig. l  lmmunohistoche■ lical staining for the p53

protein using l■aonoclonal antibody DO-1(× 400)

(a)A H′ ell differentiated tubular adenocar‐

cinoma with high p53 ilnmunoreactivity in the

majority of cancer cell nuclei (b)A well

differentiated tubular adenocarcinoma 、vith loMr

p53 immunoreactivity in the only a few tumor

cell nuclei

Table 1 Grade of p53 immunoreactivity of positive

tumor cell nuclei in 106 specimens of gastric

adenocarcinoma

(一)i negative,(十):less than 10%, 0キ ):mOre than

10%and iess than 50%,付 卜)i mOre than 50%
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すなわち,p53陽 性細胞が10%以 上を陽性,10%未 満を

陰性 と半」定した。

統計学的な有意差検定はχ
2検
定,Student t検 定を

用い,生存曲線はKaplan Mder法 ,その生存率解析は

log rank testを 用い,p<0.05を 有意差ありと判定し

た。なお,記 載形式は胃癌取扱い規約12版
3)に準じた。

成  績

1,p53蛋 白陽性率

p53陰性群は (―)が 43例,(十 )が 13例であり,p53

陽性群は (十)が 28例,(‖ )が 22例で計50例 (p53陽

性率472%)で あった (Table l).

2.p53陰 性例とp53陽性例の臨床病理学的な特徴

Table 2 Preoperative clinicopathological charac―

teristics comparing p53 positive group and nega‐

tive grOup

療|■t

b

Variable "維瑞ド
e W鮮輔
W

LN dissection
D0,  1
D2,3

t 2 .

4

( - /
( + )

( - )
( + )

( )
( + )

2
3 . 4

( )
( + )

T

P

H

N

t

ly

O , 1
2 , 3

( ― )

(十)

stage

I ―I I I
IV

curability

A , B , C

location

A , M , C
AMC

7(14%)
43(86%)

37(74%)
13(26%)

41(826/6)
9(18%)

43(86%)
7(14%)

4(8%)
46(92%)

18(36%)
32(64%)

9(18%)
41(32%)

30(60%)
20(40%)

30(60%)
20(40%)

25(20%)
25(50%)

37(74%)
13(26%)

46(92%)
4(8%)

5(9%)
51(91%)

44(79%)
12(21%)

48(86%)
8(14%)

52(93%)
4(7%)

6(11%)
50(89°/。)

21(38%)
35(62%)

14(25%)
42(75°/。)

38(68%)
18(32%)

31(55%)
25(45%)

33(59%)
23(41%)

47(84%)
9(16%)

55(98%)
1(2%)

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

negatlve positive

( 一 ) ( 十) (斗十) (十‖)

No. of
specimens

( % )
4 3 1 1 3

(528%) (47 2%)
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Fig. 2 Survival curves of type 2, 3 advanced gastric cancer
surgical resection according to the presence or absence of p53
pression

patients after
protein overex.

%

SURVIVAL CURVES

‐p53‐positive RLs.p53日negative‐

log‐rank test

pく 0.05
p53 positive(ni56)

40.0%

免疫組織染色の結果にて p53陰性群 と陽性群にわ

け,両 群間の臨床病理学的な背景因子 (性別,年 齢,

術式,占 居部位, リンパ節郭清度,T因 子,P因 子,

H因 子,N因 子,肉 眼型,t因 子,n因 子,ly,v,進

行度,根 治度,組 織型,腫 瘍マーカーなど)に ついて

比較検討したが,ど の因子にも有意差はみられなかっ

た (Table 2).

3.遠 隔成績

① 対象症例全体の遠隔成績

1生率は755%, 5生 率は50_9%であった。

② 肉眼型別遠隔成績

2型胃癌では1生率770%, 5生 率557%で あり,

3型 胃癌では50%生存期間3.2年,1生 率73.3%,5生

率444%で あった。 3型 胃痛に比べ2型胃癌の予後が

若千良好であったが,両 群間に有意差は見られなかっ

た。

③ p53蛋白発現別遠隔成績

p53陰性群の遠隔成績 は,1生 率82.1%,5生 率

60.7%で あり,p53陽 性群では50%生 存期間26年 , 1

生率68,0%,5生 率40_0%で あった。p53陰性群の遠隔

成績はp53陽性群に比べ明らかに良好であった (p<

0.05)(Fig. 2).

4.予 後因子に対する単因子解析

種々の臨床病理学的な因子を単因子解析 したとこ

ろ,リ ンパ節郭清度,占居部位,T因 子,N因 子,P因

子,H因 子,t因 子,n因 子,ly,v,根 治度,p53が予

Months offollow up

後因子であるとの結果を得た。しかし,腫 場マーカー

(CEA,CA19_9,CA125),年 齢,性 別,術 式,他 臓器

合併切除,肉 眼型,組 織型と予後との相関は認められ

なかった。また,進 行度は種々の因子を含んでいるた

め今回は検討項目から除外した (Table 3).

5,多 変量解析

リンパ節郭清度,占居部位,P因 子,H因 子,t因 子,

n因 子,v,根 治度,p53の 9因子を選択し,Coxの 比

例ハザードモデルを用いて多変量解析を施行したとこ

ろ,2,3型 進行胃癌に対しては,根 治度,n因 子,占

居部位が独立した予後因子であることが確認された。

しかし,p53は 独立した予後因子としては認められな

かった (Table 4).

考  察

p53遺伝子の変異は癌腫において最も多くみられる

遺伝子変異の 1つ であり,癌 腫の発生,増 殖に関与し

ているとされている。日常の病理組織検索に用いてい

るパラフィン固定標本での p53免疫組織学的染色の結

果は,迅 速標本での免疫組織学的染色や遺伝子レベル

の解析とよく相関する。このことは,p53質 自の検討方

法として,一 般病院でも日常の病理組織学的検査で使

用しているパラフィン固定標本での免疫組織学的染色

が利用できることを意味 し,胃 癌に対するp53スク

リーエングが容易になってきたことを意味する。p53

蛋白遺伝子コードの変異が p53異常発現を引き起こし

癌腫の予後不良の一因になっているとされている。

p53 negat ive (  n=50 )



LN dissection

T

P

H

N

t

n

l y

stage

curabi l i ty

location
p53

age
gender

ope. procedures

combined resection
of other organs

gross type

histology

CEA

CA19 9

AF'P

DO,l   ws   D2,3

T2,3   vs   T4

(― )   vs   (十 )

(― )   vs   (十 )

(― )   vs   (十 )

t2      vs     t3,4

(― )   vs   (十 )

0 , l   v s   2 , 3

(― )   vs   (十 )

I^ヤIII   vs    iV

A,B   vs   C

A,M,C,  vs  AMC

(―)   vs   (十 )

lllalc     vs    feinale

total    vs  subtotal

20(822)

Table 3 Univariate analysis of the relationship

between clinicopathological chracteristics and sur-

vival in 106 patients with type 2,3 advaced gastr ic

cancer.

Clin icopathological  var iable
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と密接に関連していたとの報告
4)～0が多 く,肝 転移や

遠隔転移とも関連しているため,早 期再発死亡を予測

する指標になり得ると指摘されている。しかし,一 方

でリンパ節転移 との関係はなかったとの報告
の～】いも

少なくない.組 織型ではintestinal typeにp53陽性率

が高い
6)7)9)とする一方で,dittuse typeとの間に差はな

く組織型は関連がなかったとしており
10,わ れわれの

結果でも組織型との関連はなかった。Kakejiら
いは,

p53陽性群にDNA ploidy patternで はaneuploid力
ゞ

高率であり,腫 瘍の増殖活性の指標であるKl‐67の陽

性細胞率も高率であることより,変 異型 p53陽性胃癌

は高度増殖活性を有しているとしている。深達度につ

いてもp53との関連については賛否両論に分かれてい

る。Gabbertら
9)は静脈侵襲およびリンパ管侵襲とp53

の関連が認められ,か つ静脈侵襲 とリンパ管侵襲は胃

癌に対し独立した予後因子であるとしている。われわ

れもp53陰性群とp53陽性群に分けて,性 別,年 齢,術

式,占 居部位,リ ンパ節郭清度,T因 子,P因 子,H因

子,N因 子,肉 眼型,t因 子,n因 子,ly,v,進 行度,

根治度,組 織型,腫 瘍マーカーなどの臨床病理学的諸

因子とp53との関係を検討したが,ど の因子にもp53

との関連性は認められなかった。

2.p53異 常蛋自の発現率

免疫組織化学的染色法の進歩により,腫瘍マ
ーカー,

増殖因子や癌遺伝子なども容易に染色されるように

なってきた.モ ノクローナル抗体 D01は 野生型 p53蛋

白にも変異型 p53蛋 白にも反応するが,癌 腫周囲の正

常胃粘膜とは反応しなかった。野生型 p53蛋 白は半減

期が数十分と非常に短 く,実 際には半減期の長い変異

型 p53蛋白が主に免疫組織染色される。p53遺伝子異常

は免疫染色でもPCR解 析でも検索できる。Isobeら
11)

は免疫染色によるp53の異常蛋白の発現は予後因子に

なりえたが,PCR解 析によるp53遺伝子突然変異は予

後因子にはなりえなかったとしている。しかし,p53の

遺伝子変異とp53異常蛋白の発現は必ず
一致するとは

限らないものの,一 致率は66.7%～ 846%と 高率であ

るl ll~10.胃癌に対するp53遺伝子の免疫組織学的な検

討では39.0%～ 575%の 発現率であり。
～1の
,ゎ れわれ

の症例でも472%の p53免疫染色陽性率を得た.遺 伝

子 レベルの解析では PCR SSCP法 で26%1劾,PCR

DGGE法 で37%1',17pの 対立遺伝子の欠失解析で

33.3%1め,に p53遺伝子の突然変異 (point mutation)

を認めている。以上の結果をみる限りp53遺伝子異常

の検索では,免 疫組織学的検索のほうが遺伝子レベル

p < 0 0 1

p<001

p < 0 0 1

pく001

p<005

p < 0 0 1

p<005

p<001

p < 0 0 1

p < 0 0 1

p<001

p < 0 0 5

p<005

NS

NS

NS

type 2

d i f f

≧5 0

≧4 0

≧1 0

type 3

undiff
<  5 . 0
< 4 0

< 1 0

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｓ

Ｎ

Ｎ

Ｎ

Ｎ

Ｎ

Ｎ

Variables Coeffi-
cient χ

2 p-value

Curability

Nodal metastases

Tumor location

Liver metastases

Nodal dissection

Depth of invasion

p53

Peritoneal
dissemination

Venous permeation

1 97

0 93

1 16

0 84

0 45

0 26

0 1 1

0 15

0 06

19 51

5 77

3 97

3 02

1 03

0 46

0 14

0 1 1

0 03

988E‐006

0 016

0 046

0 082

0 309

0 498

0 7 1

0 735

0 867

Table 4 Multivariate analysis (Cox proportional

hazards model, P to remove 0.05)of prognostic

covariates of survival in 106 patients with type 2,3

advanced gastric cancer.

p53蛋白がすでに確立しているどのような予後因子と

関連しているのか,ま た,p53蛋白が胃癌の予後因子に

成 りえるのか否かを中心に検討を加えた。

1.臨 床病理学的因子との関連

胃癌においてはp53蛋自の異常発現がリンパ節転移
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の解析よりもやや高率にでるようである。p53陽性率

は肺癌54%14ち43.0%19,大 腸帰610%1の ,42_0%1つ,

乳癌27%lゆなどであり他臓器の癌でも同様の機序が想

定される。

3.予 後因子

腫瘍の占居部位については,胃 上部の予後が不良で

あったとの報告はあるものの,占 居部位は予後に関連

がないとの報告ゆりのほうが多い。われわれは胃全体を

占める胃癌の予後が,胃 上部,中 部,下 部を占居部位

とする腫瘍よりも予後不良であるとの結果を得た。進

行度, リンパ節転移,遠 隔転移などの因子は予後と密

接な関連をもっているとする報告
4)0つ―l lllが

多い。われ

われも2, 3型 進行胃癌に限定はしているものの,根

治度, リンパ節転移,腫 場の占居部位が予後因子であ

ることを確認した。p53蛋白がこれらの予後因子 と関

連が深ければ,p53蛋 白が予後に影響を及ぼすのは当

然のこととして理解できる。しかし,Martinら 5)ゃ

Joypaulら
1のは多変量解析の結果にてリンパ節転移,

進行度,遠 隔転移の有無,な どの予後因子とは全 く独

立した質の異なる予後因子であるとしている。しかし,

Starzynskaら4)ゃvictorzOnらのはp53異常蛋白陽性

群の予後は不良であるが,p53が 独立した予後因子に

は成 りえないとしている。われわれの解析でも同様に,

単因子解析ではp53異常蛋白発現は予後不良因子とな

りえたが,多変量解析の結果では,p53は予後不良因子

とは断定できず,独立した予後因子とはいえなかった。

胃癌以外の癌腫 (ラL癌,肺 癌,大 腸癌,肝 癌など)に

おいてもp53蛋自の異常は確認されており,p53が予後

不良因子であるとの報告
11)15)16)l働が多いものの,予 後

との関連
″
性はなかったとの幸R告

1りもあり,まだ contr()_

versialな状態である.

分子生物学の進歩により癌関連遺伝子の研究が飛躍

的に進歩し,消 化器癌の分野でも新しい癌遺伝子の研

究が進められている。しかし,そ の臨床応用がなされ,

十分に日常の診療に取 り込まれているとは言いがた

い,生 検材料からp53異常蛋白発現を知ることができ

れば, 2, 3型 進行胃癌の中でも予後不良な症例を術

前より予測することができ,十 分なリンパ節郭清を初

めとする拡大手術や intensive chemOtherapyの適応

を決定する上で参考になりえる。今後,一 般施設でも

臨床診断や治療の面で手軽に利用できるよう体制が整

備されることを期待したい。

稿を終えるにあたり,ご多忙な中,パラフィンrtl定標本で

のp53蛋白免疫組織染色および検鏡を快く引き受けていた

21(823)

だいた当院研究部病理科の本間慶
一先生に深謝致 します.
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Significance of Abnormal Expression of p53 Protein as a Prognostic

Factor in Patients with Type 2, 3 Advanced Gastric Cancer

Atsushi Nashimoto, Juei Sasaki, Otsuo Tanaka, Mitsuhiro Tsutsui,

Yoshiaki Tsuchiya and Haruhiko Makino

Division of Surgery, Niigata Cancer Center Hospital

The prognostic value of overexpression of p53 protein was evaluated in 106 consecutive patients with

type 2, 3 gastric cancer. Formalin-fixed paraffin-embedded tissues of gastric adenocarcinomas were

stained with anti-p53 protein monoclonal antibody DO-1 and immunohistochemical study was carried out

by the avidin"biotin complex method. Results: A high level of immunoreactivity (more thanl0'% of the cell

nuclei staining positively) was shown in 50 patients (47.2%), suggesting the presence of a mutated form

of p53 . No correlation betrveen p53 overexpression and clinicopathological factors was found. In univar-

iate analysis, p53 immunoreactivi ty correlated signif icantly with survival (p<0.05) .  The 5-year survival

rate in the p53 high level group was 40.0%o compared with 60.7%' in the p53 low level group. In

multivariate analyses, curability, lymph nodal metastases and tumor location emerged as independent

prognostic factors, whereas p53 immunoreactivity did not (p:0.71). In conclusion, p53 overexpression is

not an independent prognostic factor in patients with type 2, 3 gastric cancer. But the analysis of p53

overexpression will be useful for the selection of high-risk patients and for indication for postoperative

intensive therapy.
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