
はじめに

スキルス胃癌は広範な癌細胞の浸潤増殖と著明な線

維性間質の増生を伴うことを特徴1）2）とし，予後不良で

いまなお治療に難渋しているが3）4），その形成機序に関

しては一定の見解が得られていないのが現状である．

その形成機序および特性を解明することは治療法の確

立ひいては予後の向上に資するものと考える．今回，

著者らは癌細胞に過剰発現し，間質形成に関与する5）6）

増殖因子である transforming growth factor-β（以下，
TGF-β）7）の役割に注目して，胃癌とくにスキルス胃癌
との関連について検討した．

肉眼型が 4型で硬性型・浸潤性増殖を示すものをス

キルス胃癌とし，教室の胃癌症例を対象としてTGF-

βの発現状態とTGF-βmRNA過剰発現の有無につい
て検索した．さらに，TGF-βは現在まで 5つのアイソ
フォームの存在8）が知られているが，ヒトにおいて発現

がみられるのはTGF-β1がほとんどである9）．そこで，

胃癌術前患者の血漿中TGF-β1値を enzyme-linked im-
munosorbent assay（以下，ELISA）法を用いて測定し

その測定の意義についても検討を加えた．なお，スキ

ルス胃癌以外の進行胃癌を非スキルス進行胃癌として

検討した．

対象と方法

1）免疫組織化学染色

対象は教室の切除胃癌症例92例で，早期癌18例（m

癌 9例，sm癌 9例）進行胃癌74例であり，進行胃癌の

うちスキルス胃癌が35例，非スキルス進行胃癌が39例

である．対象としたスキルス胃癌患者は男性17例・女

性18例で，非スキルス進行胃癌患者は男性22例・女性

17例であった．進行胃癌患者の進行度は stage Ib が 7

例（スキルス胃癌：3例，非スキルス進行胃癌 4例），

stage II が 6 例（スキルス胃癌：2例，非スキルス進行

胃癌 4例），stage IIIa，bが39例（スキルス胃癌：17

例，非スキルス進行胃癌22例），stage IVa，bが22例

（スキルス胃癌：13例，非スキルス進行胃癌 9例）で

あった．また，総合的根治度A，B症例を治癒切除と

し，総合的根治度Cを非治癒切除と判断して，治癒切

除例が46例（スキルス胃癌：13例，非スキルス進行胃

癌 9例），非治癒切除例が28例（スキルス胃癌：13例，

非スキルス進行胃癌 9例）であった．

方法は以下のごとくである．すなわち20％ホルマリ

ンにて固定後，パラフィン包埋された胃癌切除標本の

代表的な組織形態を示す切片を選択し，ミクロトーム
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にて4µmの厚さに薄切したものに免疫組織化学染色
を行った．免疫染色は間接酵素抗体法10）にて以下のよ

うに行った．すなわち，脱パラフィン後0.3％H2O2を含

むメタノール溶液にて内因性ペルオキシダーゼ反応を

阻止し，さらに，非特異的染色をブロックするため10

％正常ウサギ血清を室温で30分間反応させた．つぎに，

抗ヒトTGF-βポリクロナールニワトリ γ-globulin
（RSD社，200倍希釈）を 1次抗体として，4℃にて一晩

反応させた．2次抗体は，ペルオキシダーゼ標識抗ニワ

トリ IgQ抗体（ZYMED社，100倍希釈）を使用し，室

温で60分間反応させた．これを phosphate buffered sa-

line（以下，PBS）で 5分間 3回洗浄し，DAB・H2O2

発色液（3,3’―diaminobenzide・4HCl（和光純薬）20

mg，0.05M Tris-HCl 緩 衝 液100ml，30％H2O2 17µl，
pH 7.6）と 5分間反応して発色させた後，Hematoxyline

により核染色を行った．なお，陰性対照試験は，1次抗

体として PBSを用い，同様の操作を行った．1次抗体の

特異性は吸収試験にて確認した．TGF-β発現陽性の判
定は，癌進展先進部における染色陽性癌細胞の発現頻

度が10％以上のものを陽性と判定した．

2）RT-PCR解析によるTGF-β1 mRNAの発現
免疫組織化学的にTGF-βの発現がみられた症例の
うち，低分化型，硬性型の進行胃癌10例を対象とした．

方法は，胃癌新鮮標本を試料とし，グアニジンイソシ

アネート�セシウムクロライド法（GTC-CsCl 法）11）にて
超遠心機（33,000rpm）を用い total RNAを抽出した．

その5µg（mRNA約500ng 相当）からAMV trans crip-
tase（Boehringer-Mannheim 社）を 用 い て comple-

mentDNA（以下，cDNA）を合成した．合成した cDNA

の1�10量を template として，TGF-β1増幅用 primer

および β―アクチン増幅用 primer を用いて polym-
erase chain reaction 法（PCR法）12）に準じて遺伝子増

幅を行った．すなわち，PCRは DNA Thermal Cycler

（Perkin Elmer Cetus）を用いTGF-β1は25サイクル（94
℃ 2分，55℃ 2分，72℃ 2分），β―アクチンは22
サイクル（94℃ 2分，55℃ 2分，72℃ 2分）反応さ

せた．反応生成物の解析には3％アガロースゲル電気泳

動法を用い，エチジウムブロマイド（EtBr）で染色し

て紫外線照射（254nm）によりバンドを検出した．コン

トロール量として β―アクチン量を用い，腫瘍組織での
TGF-β1mRNA出現の有無についての判定は，同一患
者の腫瘍組織と正常組織でのTGF-β1mRNA発現量の
比較によって行った．

3）ELISA法による血漿中TGF-β1値の測定
対象は，当科に入院した基礎疾患を有しない胃癌患

者40例である．その内訳は早期胃癌患者14例，進行胃

癌患者26例（スキルス胃癌患者：15例，非スキルス胃

癌患者：11例）であった．免疫組織化学での対象症例

と対応すべく治癒切除例（総合的根治度A，B症例）16

例，非治癒切除例（総合的根治度C症例）10例を抽出

して検討症例とした．なお，健常人12例を control とし

た．

方法は，患者血漿250µl を0.1％BSA-PBS（BSA 0.1
g（SIGMA社）を PBS（－）で溶解し，100ml に調整）

にて 8倍に希釈した後，その希釈液250µl に 4 倍容の
HCl-ethanol（1：1，vol�vol，4℃）を添加後，4℃で 6
時間静置して試料を抽出し－80℃で真空凍結乾燥し

Fig. 1 Immunohistochemical staining of TGF-β（×
200）

Fig. 2 TGF-β expression in gastric carcinoma pa-

tients
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た．さらに，Danielpour ら13）の方法に準じて処理し測定

試料を作成した．

すなわち，HCl-ethanol で抽出し真空凍結乾燥させた

各検体に溶解液（4mMHCl，150mM NaCl，2mg�
mlBSA結晶）0.5ml を加えて攪拌した後，同量の中和

用緩衝液（200mM Tris-HCl（pH 7.6），150mM NaCl，

0.1％Tween20）を加え，測定試料を作成した．各試料

の測定はELISA法（TGF-β ELISAシステム，キング
醸造）にて行い，recombinant TGF-β1で同時に作成し
た標準検量線からTGF-β1濃度を算出した．なお，健常
人血漿に既知量のTGF-β1を加えてHCl-ethanol 抽出
の回収率をELISA法で求めると90～95％であった．

本稿では臨床病理学的諸因子は胃癌取扱い規約（第

12版）14）に準じた．また，免疫組織化学的検討の結果は，

χ2検定により有意差検定を行った．症例の経過観察期
間は約 8年であり，生存率はKaplan-Meier 法にて算

出し，その有意差検定を log-rank test にて行った．さ

らに，TGF-β1値の測定結果は平均値（Mean）±標準偏
差（standard deviation：以下 SD）で表し，統計学的有

意差の検定はWilcoxon 検定にて行った．いずれも危

険率5％未満を有意差ありとした．

結 果

1）スキルス胃癌と非スキルス進行胃癌における

TGF-β発現の差異
Fig. 1にスキルス胃癌におけるTGF-β発現陽性例を
示す．TGF-βは癌細胞の細胞質にび漫性に染色されて
いる．TGF-β発現陽性率は早期胃癌11.1％（2�18），非
スキルス進行胃癌38.5％（15�39），スキルス胃癌74.3
％（26�35）でありスキルス胃癌で有意に高率であった

（Fig. 2）．

2）スキルス胃癌と非スキルス進行胃癌における

TGF-β発現の有無と腹膜再発例の検討
対象症例のうち，組織学的に治癒切除の得られたス

キルス胃癌症例20例と非スキルス進行胃癌26例につい

てTGF-βの発現状態と腹膜再発の有無を検討した
（Fig. 3）．腹膜再発をきたしたスキルス胃癌15例のうち

TGF-β陽性例は12例（80％），腹膜非再発 5例のうち
TGF-β陽性例は 1例（20％）であり，腹膜再発例は非
再発例よりTGF-βの発現が有意に高率であった（p<
0.05）．さらにスキルス胃癌に比べてTGF-β発現率が
低率であった非スキルス進行胃癌においても，腹膜再

発をきたした12例のうちTGF-β陽性例は 8例（66.7
％）で，非再発14例のうちTGF-β陽性例は 1例（7.1
％）であり，腹膜再発例は非再発例よりTGF-βの発現
が有意に高率であった（p<0.01）．

3）TGF-β発現状態からみた遠隔成績
したがって，組織学的に治癒切除がえられたもので

も，TGF-β発現陽性例は陰性例に比べて有意に予後不
良であった（Fig. 4）．

4）RT-PCR法によるTGF-β1mRNA発現状態の検討
免疫組織化学的にTGF-βの過剰発現がみられた10
症例に対し，蛋白レベルだけでなくmRNAレベルで

の発現も同時に認められるか否かを，RT-PCR法を用

いて検索した．Fig. 5に 3症例のRT-PCR解析の結果

を示す．3症例とも切除胃の正常組織に比べ，腫瘍組織

でTGF-β1mRNAの発現が亢進していた．また，他の
7症例においても同様に，腫瘍組織でTGF-β1mRNA
発現の亢進がみられた．

5）胃癌患者における血漿中TGF-β1値の比較
早期胃癌患者・スキルス胃癌患者・非スキルス進行

胃癌患者における血漿中TGF-β1値を比較検討した．な

Fig. 3 Relationships between peritoneal recurrence

at gastrectomy and TGF-β expressions in the 46 pa-
tients with curative resection.

Fig. 4 The Kaplan-Meier plots demonstreted signifi-

cantly worse prognosis in patients with positive for

TGF-β expression（p=0.017 by log-rank test）
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lane M : Φx174-Hae III digestion maker.�
lane1 : negative control�
（case1）lane2 : carcinoma tissue. lane3 : normal tissue.�
（case2）lane4 : carcinoma tissue. lane5 : normal tissue.�
（case3）lane6 : carcinoma tissue. lane7 : normal tissue.�
lane8 : Normal peripheral blood.

お，コントロールとして健常人（n=12）の血漿中TGF-

β1値を測定した（Fig. 6）．その結果，健常人：3.5±1.9
（ng�ml），早期胃癌患者：2.1±1.6（ng�ml），非スキル
ス進行胃癌患者：8.6±8.3（ng�ml），スキルス胃癌患
者：17.8±11.7（ng�ml）であり，スキルス胃癌患者は
早期胃癌患者・非スキルス進行胃癌患者・健常人に比

べて有意に高値であった．

考 察

TGF-βは正常の組織細胞に広く存在し，その作用は
きわめて多岐にわたっている15）．その作用としてほと

んどの正常細胞の増殖を阻害すると報告16）されている

が，Kimchi ら17）は retinoblastoma 細胞において検討し

た結果，正常細胞の腫瘍性変化によりTGF-βのタイプ
Iレセプターが消失し，そのためTGF-βの増殖阻害作
用が脱落することを報告した．また，近年TGF-βの細
胞内シグナルは Smadと総称される一群の分子により

伝達され18），変異 Smadはレセプターに安定して結合

することにより野生型 Smad2および Smad3のリン酸

化を阻害することから，Smadの突然変異が単に Smad

を失活させるだけでなく，TGF-βのシグナル伝達を
dominant-negative に抑制されることが報告され

た19）．このように，多くの癌細胞でTGF-β本来の増殖
阻害作用を失うことが自律性増殖の一因であると考え

られている．すべての胃癌細胞株にTGF-βmRNAの
発現20）が認められており，田原21）は，とくにスキルス胃

癌症例では90％において正常胃粘膜より高いTGF-

βmRNAの発現がみられるとしている．
また，胃癌組織中におけるTGF-βの細胞外マトリッ

クス（以下，ECM）に対する作用として，中田22）は，

KATO-III と MKN―28の cell cyele 各期の conditioned

mediumを線維芽細胞に添加し，線維芽細胞のコラー

ゲン合成能を検討したところ，KATO-III 株の S期に

おける conditioned mediumが線維芽細胞のコラーゲ

ン合成を増加させたと報告している．さらに，田原6）は，

epidermal growth factor（以下，EGF）とTGF-βのヒ
ト線維芽細胞HEL株のコラーゲン合成能に及ぼす影

響を分析した結果，EGF+TGF-βを添加した併用群は
プロコラーゲン合成能を著明に亢進したことより，ス

キルス胃癌の線維化の主体を担うのは，癌細胞由来の

増殖因子に刺激された線維芽細胞であると考察してい

る．われわれも，免疫組織化学的にTGF-βの過剰発現
がみられたものは低分化型・硬性型の進行胃癌におい

て高率であり，血漿中TGF-β1値の測定結果はこれを反
映するものであることを報告してきた23）．さらに，血

漿中TGF-β1値は CD3，CD4陽性細胞数と有意な負の
相関を示し，血漿中TGF-β1値高値例では細胞性免疫能
の低下を示唆するものであることも報告してきた24）．

今回，著者らはスキルス胃癌の発育進展機序を解明

する目的で，進行胃癌をいわゆるスキルス胃癌とそれ

以外の非スキルス進行胃癌とに分けて検討した．その

結果，TGF-βの発現陽性率は進行胃癌のなかでもスキ
ルス胃癌が非スキルス進行胃癌に比べて有意に高率で

あった．また，スキルス胃癌の再発形式の特徴は高率

に腹膜再発をきたすことである．今回組織学的に治癒

切除がえられた進行胃癌のうち，スキルス胃癌の80％

にTGF-β発現を認めた．さらにスキルス胃癌に比べて

Fig. 5 TGF-β1 mRNA expression in carcinoma tis-
sues of the stomach.

Fig. 6 The TGF-β1 concentrations in scirrhous gas-
tric carcinoma patients compared to non-scirrhous

gastric carcinoma patients
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TGF-βの発現率が低率であった非スキルス進行胃癌
においても腹膜再発例は非再発例よりもTGF-βの発
現が有意に高率であった．これらの結果から，TGF-β
は豊富な線維増生を伴うスキルス胃癌の発育・進展に

深く関与しており，その特徴である腹膜再発の形成機

序に重要な役割を担っているものと推察された．

免疫組織化学的にTGF-βの発現がみられた症例，特
にスキルス胃癌では，蛋白レベルのみでなくRT-PCR

法を用いた解析でmRNAの過剰発現も観察された．

このことは細胞の形質転換によりシグナル伝達系に異

常をきたした胃癌細胞が自律性増殖能を有するように

なり， TGF-βを過剰産生している可能性が考えられ，
過剰に産生されたTGF-βがECMに作用して線維性
間質の増生をもたらすものと推察された．このように，

スキルス胃癌では広範囲に浸潤性増殖を示す胃癌細胞

が，結果としてTGF-βを過剰に産生して，これが線維
芽細胞のコラーゲン合成を刺激することによって著明

な間質増生が形成されるものと考える．

さらに，腹膜再発の有無がTGF-βの発現の有無と関
連がみられたことは，術中に散布された胃癌細胞の中

でもTGF-β発現例では，TGF-βの特徴である足場非
依存性の増殖能（anchorage-independent growth）25）を

有しているため腹膜再発の礎になるものと推察され，

TGF-β発現の多募は胃癌患者における予後の指標に
なりえると考えられた．したがって，TGF-β発現のみ
られた進行胃癌症例では，治癒切除を行いえても術後

腹膜再発の高度危険群と考え，積極的な腹膜再発防止

策を講ずることが必要であると思われる．

また，5つのアイソフォームのうちヒトにおいて発現

がみられるTGF-β1をはじめとして，それぞれのアイソ
フォームの発現は独立に制御され26），TGF-β1,2,3はいず
れも活性をもたない潜在型として産生される27）という

きわめて重要な特徴をもっている．そこで著者らは，

酸アルコール抽出法を用いて血液サンプルの前処置を

行うことによって，血中のTGF-β1をすべて活性型とし
その特異性を高めた後，ELISA法を用いて測定した．

その結果，進行胃癌患者のうちスキルス胃癌患者は健

常人・早期胃癌患者・非スキルス進行胃癌患者に比べ

て有意に高値であった．このTGF-β1の測定結果は，著
者の行った切除胃癌組織標本におけるTGF-β発現状
態を反映するものであり，スキルス胃癌患者では癌細

胞がTGF-β1を過剰に産生するため，潜在型あるいは活
性型のTGF-β1が血中に増加しているものと考えられ
た．

以上の結果から，TGF-βはスキルス胃癌の発育・進
展に深く関与しており，その発現の有無は術後腹膜再

発の予測，さらには予後の指標になりえると推察され

た．また，血漿中TGF-β1値の測定は，胃癌の進展様式
を術前検査で推察するのに有用あると考えられた．

本論文の要旨の一部は第99回日本外科学会総会で発表し

た．
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Transforming Growth Factor β（TGF-β）May Contribute in Part
to the Mechansism of Formation for Scirrhous Gastric Carcinoma

Masami Niki, Eiji Nomura, Hideaki Mabuchi, Motoyuki Nakamura, Kanji Nishiguchi,
Masaaki Okuzawa, Masayuki Ohta and Nobuhiko Tanigawa

Department of General and Gastroenterological Surgery, Osaka Medical College

The majority of studies examining the role of TGF-β in gastric carcinoma have focused on scirrhous car-
cinoma. We therefore undertook a retrospective immunohistochemical study of gastric carcinoma in order to
characterize the TGF-β expression in malignant gastric lesions and to determine whether expression of TGF-
βwas related to disease progression. On immunohistochemical analysis. TGF-β expression in scirrhous gastric
carcinomas was significantly higher than in non-scirrhous gastric carcinomas. In the patients with curative re-
section, TGF-β expression in scirrhous gastric carcinomas was significantly higher in patients who developed
peritoneal recurrence after surgery than those who did not develop such recurrence, and TGF-β expression
in non-scirrhous gastric carcinomas was significantly higher in patients who developed peritoneal recurrence
than those who did not develop such recurrence. In an attempt to clarify the mechanism of the prevalence of
the peritoneal dissemination of scirrhous gastric carcinoma, the present investigation examined not only the
protein expression of TGF-β but also TGF-β1 mRNA expression in gastric carcinomas. The plasma TGF-β1
concentrations in scirrhous gastric carcinomas patients was significantly higher than in non-scirrhous gastric
carcinomas patients. These data suggest that TGF-β may contribute in part to the mechanism of formation
for scirrhous gastric carcinoma.
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