
はじめに

細胞周期は一連のサイクリン依存性キナーゼ

（CDK）ファミリーの活性のバランスによって制御さ

れている．p27Kip1（以下，p27と略記）は1994年 Polyak

らによりクローニングされた27kDa の核蛋白で，CDK

阻害因子であり cyclin A-Cdk2，cyclin D2-Cdk4，cy-

clin E-Cdk2複合体のキナーゼ活性を阻害し，Rbのリ

ン酸化を抑制することによりG1期から S期への移行

を抑制する1）2）．また，p27は TGF-βや細胞接触により
誘導され細胞周期をG1期に停止させる1）3）ことから細

胞外調節因子と細胞周期調節因子との関連からも重要

である．また，一部の塩基配列は p21WAF1（以下，p21

と略記）と相同性を持つことも知られている3）．このよ

うな細胞増殖抑制因子である p27のノックアウトマウ

スは下垂体腫瘍を形成したり，巨体化することから，

p27発現の低下は発癌，腫瘍増殖に関し重要な役割を

果たすと考えられている4）．しかし，ヒト癌では p27

の遺伝子変異は非常にまれで2）5），その発現低下は蛋白

へ転写されたのち，蛋白分解に関与するプロテアソー

ムの活性に関係があるといわれている5）．臨床的には

乳癌において p27の発現低下が無病期間の短縮と10年

生存率の低下に関連し6），さらに，p27の発現低下と

cyclin E の発現増強が10年生存率を低下させることが

報告された2）4）．また，消化器癌においては大腸癌7）や

胃癌5）においても p27の発現低下がリンパ節転移をは

じめとした悪性度と関連することが報告された．

一方，p53は放射線や化学物質によってDNAが損傷

を受けると発現量が増加し，p21の発現を誘導し8）9），

おおくの cyclin�Cdk 複合体に結合しキナーゼ活性を
抑制することで，G1停止やアポトーシスを誘導するこ

とが知られている8）10）11）．p53の変異はヒトがんの約50

％に認められ，細胞周期関連遺伝子の変異や発現調節

の異常は癌の増殖・進展にとって重要であることが示

唆されている．

そこで我々は胃癌において，p27，cyclin E の発現と

臨床病理学的因子や予後との関係を明らかにした．ま

た，その臨床応用を考えるうえで，内視鏡的粘膜切除

術の適応，胃切除時におけるリンパ節郭清の範囲など

臨床上大きな問題となる sm浸潤胃癌のリンパ節転移

に対し，これらの因子が有用な指標と成りえるかどう

かについて検討した．

対象と方法

1．対象

当科の粘膜癌を除く胃癌切除症例178例を対象とし

た．男女比は男性118例（66％），女性60例（34％），年
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Table 1　Relationship between clinicopathological pa-
 r   a  m  e t e r s  a n d   27kip1  ex pres si o n  in  ga stric  c  a rc in o m  a s

p27kip1 expression

pLowHighTotal

＜ 0.0001（56%）60（45%）50110Diff.Histology

（87%）59（13%）968Undiff.

＜ 0.0001（48%）33（52%）3669smDepth

（71%）20（29%）828mp

（69%）25（31%）1136ss

（89%）25（11%）328se

（94%）16（6%）117si

0.2223（62%）51（38%）3182（－）n

（71%）68（29%）2896（＋）

0.0021（53%）47（47%）4188�stage

（75%）18（25%）624�
（80%）32（20%）840�
（85%）22（15%）426�

0.0061（51%）18（49%）1735αIFN

（64%）47（36%）2774β

（81%）52（19%）1264γ

（71%）127（29%）51178Total

齢の中央値は66歳（36歳～89歳）であった．組織型で

は分化型110例（62％），未分化型68例（38％），リンパ

節転移は陽性82例（46％），陰性96例（54％），INF

は α 35例（20％），β 74例（43％），γ 64例（37％），ま
た stage は I 88例（49％），II 24例（13％），III 40例

（22％），IV 26例（15％）であった．なお，178例中 5例

については INF不明であった．

このうち sm癌症例は69例で，男女比は男性52例（75

％），女性17例（25％），年齢の中央値は66歳（43歳～

88歳）で，分化度では分化型56例（81％），未分化型13

例（19％），リンパ節転移陽性症例は21例（30％，n1：

15例，n2： 3 例，n3： 0例，n4： 3例）であった．

2．免疫組織化学染色

すべての切除標本は，10％ホルマリン固定後4µm
厚パラフィン包埋切片を作成し，脱パラフィン・クエ

ン酸緩衝液（10mM，pH6.0）内でマイクロウエーブ処

理を行った後，DAKO社製 SABキットで発色には

DAB（3, 3'-Diaminobenzidine tetrahydrochloride）を使

用し免疫組織化学染色を施行した．1次抗体として，p

27にはTransduction Laboratories 社製モノクローナ

ル抗体，cyclin E には PharMingen 社製モノクローナ

ル抗体，p53にはDAKO社製モノクローナル抗体

（DO―7），p21には PharMingen 社製モノクローナル抗

体を用いた．各細胞周期調節因子の発現は顕微鏡下に

評価し，p27は腫瘍部での染色陽性腫瘍細胞が20％，

cyclin E は50％，p53は30％，p21は5％以上を高発現

症例，その他を低発現症例とし，2群に分類して臨床病

理学的因子と比較検討した．

3．統計学的検討

各細胞周期調節因子について，その発現の高低と，

それぞれ組織型，深達度，リンパ節転移，stage につい

て相関の有無を統計学的に検討した．有意差の検討に

は χ2検定を用い，p<0.05をもって統計学的有意差あり
とした．また，予後についてはKaplan-Meier 法により

生存率を算出し，Log-rank test で有意差検定を行っ

た．なお，記載方式は胃癌取扱い規約第12版12）に従っ

た．

結 果

1．胃癌における p27，cyclin E の発現

p27の発現は胃癌細胞では核に種々の程度の発現を

認めた．また，癌細胞以外にも炎症細胞，線維芽細胞，

正常腺管の底部領域などの細胞核にも程度の差はあれ

発現を認めた．p27高発現であった症例は178例中51

例（29％）で，癌症例の71％で発現の低下が認められ

た．これらの発現は腫瘍の先進部では低下する傾向が

認められ，腫瘍の深達度が深いほど（p<0.0001），また，

stage が進むにつれ（p=0.0021）発現の低下が認められ

た．さらに，未分化型腺癌では分化型腺癌と比べ，陽

性率は低下していた（p<0.0001）．浸潤様式に関しては

浸潤型（INFγ）において低下していた（p=0.0061）（Ta-
ble 1）．予後について検討したところ発現の高低によ

る有意差は認められなかった（Fig. 1）．

次に，cyclin E の発現について検索した．cyclin E

も癌細胞の核に発現を認めたが，程度の差はあれ炎症

細胞，線維芽細胞の核にも発現を認めた．cyclin E 高発

現を示したものは178例中40例（22％）で，リンパ節転

移陽性症例が有意に多く認められたが（p=0.0206），予

後については発現の高低による有意差は認められな

かった（Fig. 1）．その他分化度，stage，深達度との関

係は認められなかった（Table 2）．

また，p27，cyclin E の発現を組み合わせてリンパ節

転移，予後について検討した．p27低発現・cyclin E

高発現症例は28例（16％），p27高発現・cyclin E 低発現

症例は39例（22％）であった．p27発現と cyclin E 発現

の間には有意な相関は認められなかったが，p27低発

現・cyclin E 高発現症例においてリンパ節転移が有意

に高度であったが（p=0.0005）（Table 3），予後に有意な
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差は認められなかった（Fig. 1）．

2．sm癌における p27，cyclin E，p53，p21の発現

69例の sm癌に関しては分化度，リンパ節転移，蛋白

間の相互作用について検討した．

まず，p27高発現を示した症例は69例中36例（52％）

で，胃癌全体の高発現率（29％）より高率であった．

p27高発現の症例は，高分化な症例が多く認められた

（p=0.0032）が，リンパ節転移との関連を検索すると，

転移陽性症例が多く認められた（p=0.0342）．

また，cyclin E の発現について検討すると，高発現の

ものは69例中19例（28％）で，リンパ節転移陽性のも

のが多く認められた（p=0.0135）．

一方，p53，p21の発現について検索すると，p53は癌

細胞の核に発現を認め，p21は癌細胞では核に，一部の

正常腺管では基底層の細胞質に顆粒状に発現を認め

た．p53高発現の症例は69例中32例（46％）で，pap

を除く分化型症例での発現が高率（55％）であったが，

pap では11％と未分化型症例の38％よりも発現率が低

かった（p=0.0042）．また，リンパ節転移との関連は認

められなかった．一方，p21高発現症例は69例中15例

（22％）で，分化度との関連は認められなかったが，リ

ンパ節転移陽性症例で高発現の傾向が認められた（p

=0.0538）．p53と p21の発現の間には関連性は認めな

かった（Table 4）．

考 察

本研究では，胃癌における p27，cyclin E の発現の

意義を検討し，p53，p21の発現も同時に検討すること

で sm浸潤胃癌のリンパ節転移予測の可能性について

検討した．

胃癌における細胞周期調節因子の発現と臨床病理学

的因子の比較検討は多数報告されている．p53に関す

る報告では，免疫組織学的に発現が認められるものは

野生型と変異型の分解消失時間の差により変異型と考

えられており，その変異型 p53の発現がリンパ節転移

Fig. 1 Survival curve with p27Kip1, cyclin E expression in gastric carcinomas. P, Log-

rank test.（A）Survival rate with p27Kip1 expression.（B）Survival rate with cyclin

E expression.（C）Survival rate with the interaction between p27Kip1 and cyclin E ex-

pression.
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Table 2　Relationship between clinicopathological pa-
rameters  a n d   cyclinE expression in  gastric carcino-

mas

cyclinE expression

pLowHighTotal

0.2253（75%）82（25%）28110Diff.Histology

（82%）56（18%）1268Undiff.

0.7405（72%）50（28%）1969smDepth

（79%）22（21%）628mp

（83%）30（17%）636ss

（79%）22（21%）628se

（82%）14（18%）317si

0.0206（85%）70（15%）1282（－）n

（71%）68（29%）2896（＋）

0.9306（80%）70（20%）1888�stage

（75%）18（25%）624�
（75%）30（30%）1040�
（83%）20（17%）426�

0.0367（63%）22（37%）1335αIFN

（84%）62（16%）1274β

（81%）52（19%）1264γ

（71%）127（29%）51178Total

Table  3 　Inter a  c tion  b e t w e e n  p27kip1  and   c y  c li n E  in g a s-
t r i c c ar cinomas

p27kip1 and cyclinE expression

pHL2）LH1）Total

0.0005（81%）25（19%）631（－）n

（39%）14（61%）2236（＋）

（58%）39（42%）2867Total

1） LH, low expression of p27kip1 and high expression of cy-

 cli nE. 2） HL, high expression of p27kip1 and low e x p r e s sion 

of cyclinE

Table 4　Relationship between the expression of cell 
cycle regulators and histology and lymph node 

metastasis in gastric carcinomas with sm invasion

a）  p27kip1

p27kip1 expression

pLowHighTotal

0.0032（39%）22（61%）3456Diff.Histology

（85%）11（15%） 213Undiff.

0.0342（56%）27（44%）2148（－）Lymph node

（29%） 6（71%）1521（＋）metastasis

（48%）33（52%）3669Total

b）  cyclinE

cyclinE expression

pLowHighTotal

0.4912（70%）39（30%）1756Diff.Histology

（85%）11（15%）213Undiff.

0.0135（81%）39（19%）948（－）Lymph node

（52%）11（48%）1021（＋）metastasis

（72%）50（28%）1969Total

c）  p53

p53 expressionTotal

pLowHigh

0.0042（89%）8（11%）1 9papHistology

（62%）8（38%）513por1, sig

（45%）21（55%）2647tub1,2

0.8911（54%）26（46%）2248（－）Lymph node

（52%）11（48%）1021（＋）metastasis

（54%）38（46%）3269Total

d）  p21W AF1

p21WAF1 expression

pLowHighTotal

0.7183＊（77%）43（23%）1356Diff.Histology

（85%）11（15%）213Undiff.

0.0538＊（85%）41（15%）748（－）Lymph node

（62%）13（38%）821（＋）metastasis

（78%）54（22%）1569Total

に関係があったとの報告13）もあれば，全く関係が無

かったとの報告14）もある，また，p27発現とヒト癌の臨

床病理学的因子との比較の報告では，乳癌では予後と

の関係が2）4）6），大腸癌では Loda7）らが p27の発現減弱

は蛋白転写後の減少であり生存率の低下と相関するこ

とを報告した．また，安井ら5）は胃癌においては組織型，

深達度，進行度，リンパ節転移など悪性度と有意な相

関があり，さらに cyclin E の発現と逆相関が認められ

ることを報告した．cyclin E に関してはAkama ら15）が

遺伝子増幅と発現増強が胃癌悪性度と関連することを

報告した．しかし，現在までに症例を sm胃癌に限定し

詳細に検討した報告はない．

まず，全胃癌症例を対象として p27について検討す

ると，発現低下と深達度，リンパ節転移など悪性度の

指標との相関が認められた．対象を sm胃癌を除くmp

以深の胃癌に対象を限定しても，同様の結果であり，

おおよそ諸家の報告と一致していたが，p27と cyclin
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Eの相互関係については関連を認めなかったことが異

なっていた．

cyclin E はリンパ節転移陽性症例において発現の増

強が認められた．cyclin E 遺伝子の増幅とリンパ節転

移に関して，Akama ら15）は胃癌の15.6％に cyclin E 遺

伝子の増幅が認められ，リンパ節転移と関連していた

と報告している．今回は cyclin E 蛋白の発現の検討で

あるが，一般的に遺伝子増幅とそのコードする蛋白の

高発現とは関係しているといわれており，cyclin E 高

発現がリンパ節転移と関連する可能性が高いと考えら

れた．

p27と cyclin E の発現を組み合わせて検討すると，

理論的には p27低発現，cyclin E 高発現症例で細胞周

期の回転が促進され，悪性度が増加すると考えられる

が，今回の検討においても p27低発現，cyclin E 高発現

症例において有意にリンパ節転移が高率であった．し

かし，p27，cyclin E の発現と予後との関係を検討した

結果，発現の違いによる予後の差は認められなかった．

p27が深達度・リンパ節転移などと相関し，cyclin E

もリンパ節転移と相関することから，それぞれ発現の

違いによる予後の差が認められることが予想された

が，今回の検討では全症例に対する sm胃癌の割合が

高かったため予後の差が現れにくかった可能性があ

る．

次に対象を sm胃癌に限定し，その特徴を検討する

と，分化度に関しては同様に p27低発現症例に未分化

型が多く認められ，p27発現と細胞分化の間の密接な

関係が推察された．また，高分化な症例で変異型 p53

が高率に発現していた結果を考えると，p27発現の方

が細胞分化に関してより強く作用している可能性があ

る．ここで興味深いのは pap での変異型 p53の発現で，

tub1・2 の55％と比較してわずか11％の症例で高発現

であった．これが生物学的違いを意味するかどうかは

不明である．

次に sm胃癌のリンパ節転移について検討してみる

と，転移陽性症例では p27，cyclin E，p21が高発現で

あり，cyclin E 高発現とリンパ節転移との関連が認め

られた．しかしながら，細胞増殖抑制因子である p27，

p21もリンパ節転移陽性症例で高発現していた．Yasui

ら16）の p21は増殖抑制因子でありながら悪性度の高い

症例において高発現であったと報告しており，今回の

p27，p21の理論的には矛盾した発現は，cyclin E つま

り細胞増殖促進因子の高発現に相対する増殖抑制因子

の feedback による可能性が示唆された．今回対象とし

た症例が，全胃癌で分化型62％，sm胃癌で分化型81

％と分化型偏在傾向の可能性もあるが，sm胃癌症例

を，分化型・未分化型に分けて検討しても，いずれも

リンパ節転移陽性症例において p27高発現であったた

め，分化型偏在傾向による可能性は低いと思われる．

この正・負の細胞周期調節因子間の feedback は種々

の細胞株での研究で証明されている．例えば Sgam-

bato ら17）は HC11（non-transformed mouse mammary

epitherial cell line）に cyclin E cDNAを過剰発現させ

ると p27が誘導され細胞増殖を抑制し，Hanら18）は HC

11に cyclin D1 cDNAを過剰発現させると p27が誘導

されることを報告している．また，Kitahara ら19）は食道

癌細胞株で cyclin D1蛋白の過剰発現がある株は p27

蛋白の過剰発現が認められ，Chen ら20）は p21により

cyclin D1が誘導されることを報告した．また，逆にAr-

ber ら21）は大腸癌細胞株にアンチセンス cyclin D1

cDNAを発現させると cyclin D1の発現が減少し，ま

た，p27の発現も減少したと報告した．今回の結果は細

胞株での結果が原発性のヒト癌についても成立する可

能性があることを示唆するものであると考えられる．

また sm胃癌の p27，cyclin E 発現別の予後について

は，基本的に sm胃癌の 5年生存率が90％以上である

ことから，今回は検討を行っていない．

以上，胃癌全体を対象とすると p27は分化度，深達

度，リンパ節転移，進行度などの悪性度と非常によく

相関し興味深い結果を示すが，sm浸潤胃癌のリンパ

節転移を予測するために対象を限定して検討すると，

各調節因子による細胞周期の制御は複雑に絡み合い，

必ずしも理論どうりの結果とはならないことがわかっ

た．細胞周期調節因子の間には feedback 機構が備わっ

ており，1つの因子でのみの検討では不十分であり，

さらには，細胞周期調節因子のみの検討ではリンパ節

転移をはじめとした癌の生物学的特性を明らかにする

ことは難しいと考えられた．今後，細胞接着因子，血

管増生因子などの検討をすすめ，これらを総合して多

角的に判断していくことにより，癌の悪性度の指標と

成りえる因子を明らかに出来ることを期待している．

なお，本研究の主旨は第52回日本消化器外科学会総会（平

成10年 7月）において発表した．
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The Expression of Cell Cycle Regulators and Malignant Potential of Gastric Carcinomas
―especially, Gastric Carcinoma with Submucosal（sm）Invasion―
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Toshihiro Hirai and Tetsuya Toge
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In this study, we analysed the relationship between the expression of cell cycle regulators and clinicopa-
thological parameters of gastric carciomas. We examined the expression of p27Kip1（p27）, cyclin E, p53 and p
21WAF1（p21）in gastric carciomas, especialy in order to predict lymph node metastasis of gastric carciomas
with sm invasion. One hundred and seventy eight gastric adenocarcinomas were examined and Immunohisto-
chemical staining was performed with p27, cyclin E monoclonal antibodies. Sixty nine gastric carciomas with
sm invasion were also stained with p53, p21 monoclonal antibodies. The relationship between the grade of ex-
pression and clinicopathological parameters was examined. Low grade expression of p27 was detected in un-
differentiated type, the cases with lymph node metastasis, and advanced stage. Moreover, low grade expres-
sion of p27 and high grade expression of cyclin E had a strong correlation with lymph node metastasis. The
prognosis of these patients had no correlation with grade of expression of p27 or cyclin E. On the other hand,
in gastric carciomas with sm invasion, high grade expression of p27 correlated with differentiation and lymph
node metastasis. High grade expression of cyclin E and p21 also showed correlation with lymph node metasta-
sis. Further analysis should be performed in order to predict lymph node metastasis of gastric carcinomas
with sm invasion.
Key words：gastric carcioma, submucosal invasion, p27Kip1, cell cycle regulator, lymph node metastasis
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