
はじめに

熱ショック蛋白（heat shock protein：以下，HSP）は

発熱やさまざまなストレスにより誘導される一群の蛋

白質として発見され1），蛋白質の新生，成熟，輸送，機

能全般の介助などの分子シャペロンとしての機能2），

免疫監視機構への関与3），細胞増殖制御機構への関与

などの機能4）を持つとされる．HSPの多くは非ストレ

ス下でも構成的に発現しているが，HSP70ファミリー

のうちHSP73も，細胞内に構成的に出現しており，ス

トレス誘導性のHSP70と区別して heat shock cognate

73（以下，HSC73）と呼ばれる．このHSC73を過剰発

現させると細胞増殖が抑制されるといった報告から細

胞増殖抑制機構への関与が示唆されている5）．

一方，細胞周期の進行は cyclin と cyclin dependent

kinase（以下，CDK）によって制御され，G1�S 期にお
いてはこれらの複合体が retinoblastoma protein（以

下，RB）をリン酸化することで細胞周期を進行させて

いることが知られている6）．

最近，HSC73と RBが分子レベルで会合することが

明らかになり，細胞周期切御と密接に関っている可能

性が示唆された7）．

本研究では食道扁平上皮癌におけるHSC73と RB

の発現を免疫組織学的に検索し，細胞増殖の指標とさ

れるKi-678）の発現率および予後を含めた臨床病理学

的因子と比較検討し，HSC73が腫瘍の増殖・進展に関

与している可能性を細胞周期の側面から探索すること

を目的とした．

対 象

1988年から1998年の間に当教室にて切除した他病

死・術死を除いて予後調査が可能であり，治癒切除が

可能であった食道扁平上皮癌71例を対象とした．性別

は男性62例，女性 9例であり，年齢は42歳から81歳ま

でで平均61.5歳であった．占居部位はCe 4 例，Iu 4

例，Im 36例，Ei 21例，Ea 6 例であり，病理組織型では

高分化型癌16例，中分化型癌37例，低分化型癌18例で

あった．臨床病理学的進行度では stage 0 15例，I 3 例，

II 8 例，III 25例，IV 20例であった9）．

方 法

すべての食道切除標本について，10％緩衝ホルマリ

ンにて24時間以上固定した後，パラフィン包埋し，4

µmの連続切片を作製した．免疫組織化学染色には
streptavidin-biotin complex（SAB）法を用いた．脱パ

ラフィン後HSC73と RBはmicrowave にて抗原賦活
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を10分間行った．その後，H2O2加 PBSにて12分間反応

させ，内因性ペルオキシダーゼの不活性化を行った．

非特異反応のブロッキングは PBSにて洗浄後，10％家

兎正常血清を室温で30分間反応させて行った． 1次抗

体としてHSC73（018―15551：和光縄純薬工業社），RB

（RB-1：DAKO社），Ki-67（MIB-1：IMMUNOTECH

社）を用い，4℃で24時間反応させた．PBSにて洗浄後

biotin 化抗mouse IgG を反応させ，再度 PBSにて洗浄

し，peroxidase-conjugate streptavidin と反応させた．

発色はH2O2加 diaminobezidine にておこなった．posi-

tive control として各実験毎にHSC73, RB, Ki-67染色

が強陽性に認められる組織を同時染色した．また

negative control として10％mouse 正常血清を反応さ

せた．

染色の判定は光顕的に行った．組織標本上腫瘍最深

部の腫瘍先進部において200倍の倍率にて 5視野を観

察し，すべての視野で腫瘍細胞の20％以上が染色され

るものをHSC73陽性，RB陽性と判定した．Ki-67の判

定については，組織背景の非特異的反応の基準として

それより強く核が染色されているものを陽性とし，

1,000個以上の細胞を計測して陽性細胞の100分率を

もってKi-67陽性細胞率（Ki-67-positive cell index：以

下，Ki-67-PI）とした．

臨床病理学的因子については食道癌取扱い規約第 8

版9）に従って分類を行った．年齢は，性別，部位，分化

度，内眼型，境界，増殖様式，深達度，リンパ節転移，

リンパ節転移個数，腹膜転移，肝転移，ie 因子，ly

因子，v因子，腫瘍径，stage の計17因子について検討

を行った．

統計学的検定には t検定および χ2検定を用いた．ま
た，累積生存率の算出にはKaplan-Meier 法を用い，累

積生存率の検定には generalized Wilcoxon 検定を用

いた．危険率が5％以下のものを有意差ありと判定し

た．

結 果

HSC73は47例（66.2％）に陽性で，腫瘍細胞の細胞質

および核に局在が見られた（Fig. 1a）．RBは52例（73.2

％）に陽性で，腫瘍細胞の核に局在が見られた（Fig.

1b）．また，MIB1抗体を用いたKi-67は全例に発現が見

られた（Fig. 1c）．HSC73と RBの同時陽性例は26例

（36.6％）あり，両者の発現部位が一致している症例は

13例（18.3％）で，そうでない症例は13例（18.3％）存

在し，その割合は同数であった．

臨床病理学的因子との比較では，高分化型癌にHSC

73陽性率が高く，低分化型癌にHSC73陽性率が低かっ

た（p<0.05）（Fig. 2）．また，リンパ節転移陽性例にHSC

73陽性率が低く，陰性群にHSC73陽性率が高かったが

（p<0.05）（Fig. 3），リンパ節転移個数との相関は認めな

かった．臨床病理学的進行度との比較ではHSC73陽性

Fig. 1 （a）Immunostaining with anti-HSC73 protein
monoclonal antibody（×600）．（b）Immunostaining

with anti-RB protein monoclonal antibody（×400）．

（c）Immunostaining with anti-Ki-67 protein polyclo-

nal antibody（×400）．
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率と Stage との間に相関は認めなかった（Fig. 4）．術

後累積生存率とHSC73の関係では，HSC73陽性群は陰

性群と比較して予後良好であった（Fig. 5）．また，HSC

73陽性群は陰性群に比べてKi-67-PI が低かった（p<

0.05）．

RBの発現は臨床病理学的因子，術後累積生存率と

関連がなかったが，RB陽性群に限ってHSC73と Ki-

67-PI の発現を見てみると，同時陽性群はRB陽性かつ

HSC73陰性群に比べてKi-67-PI が低かった（Fig. 6）．

考 察

Heat shock protein（HSP）は，熱によって誘導され

る一群の蛋白質であり，幅広い生物種の細胞に共通に

保存されている．最近熱以外の種々の環境ストレスに

より誘導されることが明らかとなり，注目されるよう

になった10）．HSPはその分子量より10数種類のファミ

リーに分類され10），分子シャペロンとしての機能2），

抗原提示機能3），免疫抑制剤との結合機能11），抗癌剤

耐性に関する機能12），感染抵抗性に関する機能13），細

胞周期制御への関与4）などさまざまな働きをもつとさ

れる．

腫瘍とHSPに関するこれまでの研究では腫瘍細胞

におけるHSP増加の報告があり，大腸癌14），乳癌15）で

は HSPの発現レベルが低い例では高い例に比較して

予後が不良であると報告されている．しかし現在まで

のところ腫瘍におけるHSPの発現の意義については

いまだ明らなかではない．

本研究ではHSPの細胞周期抑制への関与に注目し，

Fig. 2 Relations between HSC73 expression and his-

tologic classification

The expressions of HSC73 were more prominent in

well differentiated or moderately differentiated car-

cinomas in comparison with those in pooly differen-

tiated cancers. The probability values were calcu-

lated by χ2 model.

Fig . 3 Relations between HSC73 expression and

lymph node metastasis

The HSC73 positive ratio of the part of Lymph node

negative group was high in comparison with the

Lymph node positive group. The probability values

were calculated by χ2model.

Fig. 4 Relations between HSC73 expression and his-

trogical stage

The expression of HSC73 did not relate to clinical

stage. The probability values were calculated by χ2

model.

Fig. 5 Survival rate for HSC73

Survival rate was signigicantly worse in the patients

with HSC73 negative tumors than in those with HSC

73 positive tumors. The probability values were calcu-

lated by Generalized Wilcoxon test.
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その意義を明らかにする目的で，HSP70ファミリーの

うち細胞に構成的に発現しているHSC73と RBに着

目し，細胞増殖力の指標とされるKi-67とあわせて，予

後を含めた臨床病理学的因子と比較検討を行った．

RBは細胞内で細胞周期の進行を抑制する脱リン酸

化型RB（以下，pRB）と細胞周期を進行させるリン酸

化型RB（以下， ppRB）の 2種類の形で存在しており，

最近HSC73が ppRBとは会合せず，pRBとのみ会合す

ることが示された7）．pRBは ppRBと比べて不安定で

あり，代謝を受けやすいことが示唆されており，HSC

73は不安定な pRBと結合して pRBの安定化を図って

細胞増殖抑制効果を持つものと推測されている5）．ま

たHSC73は非ストレス下では細胞質に局在が見られ

るが，ストレスが加わると核内に移行することが知ら

れている5）．自験例では細胞質と核内の両方にHSC73

の局在が見られたが，癌細胞も何らかのストレスを受

け，HSC73が核内に移動し，pRBと結合して細胞周期

を安定化させてみずからの増殖を制御する可能性も考

えられた．

今回の検討では，HSC73陽性率は低分化型癌に低く，

高分化型癌に高かったこと，Ki-67-PI が HSC73陰性群

に高かったこと，リンパ節転移陰性群でHSC73陽性率

が高かったことから癌に対して進行を抑制する働きを

持つものと推測される．また，HSC73の発現は臨床病

期と相関せず，陽性群は陰性群に比べて予後良好だっ

たことより，食道扁平上皮癌において，HSC73の発現

は独立した予後因子となる可能性が示唆された．

RBは52例（73.2％）に陽性であったが，このうち

HSC73と同時陽性例は26例存在した．そして，その発

現部位であるが，連続切片を用いた検索で発現部位が

一致しているものとそうでないものの比率はおのおの

13例と同数であった．また，今回使用した抗体は pRB

と ppRBの両方を認識しているとされる．RB陽性か

つHSC73陽性群はRB陽性かつHSC73陰性群よりも

Ki-67-PI が低いという成績から，この同時陽性群では，

HSC73は RBのうち pRBのみと会合しているので，

HSC73が pRBの安定化を介して細胞周期を制御して

いる可能性が示唆された．

以上より，食道扁平上皮癌においてHSC73は癌の進

行に対して抑制的に働き，細胞周期を抑制している可

能性が示唆された．

今回の検討ではHSPの細胞周期制御への関与に着

目し，RB, Ki-67，予後，臨床病理学的因子と比較した．

しかし，HSPの働きは多岐にわたっており，今後細胞

周期制御のみならず，腫瘍免疫や恒常性維持の側面か

らのさらなる検討が必要であると思われた．
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Immunohistochemical Study of HSC73, RB and Ki-67 Expression
in Esophageal Squamous Cell Carcinomas

Kenichi Sakurai, Satoshi Hata, Sadao Amano and Masahiro Fukuzawa
1st Department of Surgery, Nihon University School of Medicine

We examined the immunohistochemical expressions of HSC73 RB protein and Ki-67 in samples of esopha-
geal squamous cell carcinoma from 64-cases, and these expressions were studied along with clinicopathologic
factors and the survival rate. The expressions of the HSC73 and RB were recognized in 47.9％and 70.4％re-
spectively, while the average of Ki-67 positive ratio was 53.3％. The expressions of HSC73 were more promi-
nent in well differentiated or moderately differentiated carcinomas in comparison with those in poorly differ-
entiated cancers. Survival rate was significantly worse in the patients with HSC73 negative tumors than in
those with HSC73 positive tumors. The expression of RB did not relate to histologic classification, growth pat-
tern, and lymphatic invasion. The RB positive and HSC73 negative groups revealed the lower Ki-67-PI than
RB positive and HSC73 positive proups. We guessed that cell cycle regurators were stabilized with HSC73 in
squamous cell carcinoma of the esophagus.
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