
Table 1　Patients characteristics

n ＝ 92

56Sex　male

36female

Age　　　　　　　　  63.3 ± 9.8

histological type

60well

24mod.

8others

Dukes classification

24A

23B

26C

19D

はじめに

癌における p53癌抑制遺伝子は癌の発生，進展に大

きく関与するものと考えられている1）．さらに，DNA

損傷，ストレスなどで p21（WAF1）（以下，p21），MDM―

2の転写活性を促し，細胞をG1期停止に導き，損傷

DNAの修復機会を増加させる．修復不能の場合には

Baxを発現し，bcl―2を抑制し，細胞にアポトーシスを

引き起こすと考えられている2）．以上より，p21は細胞

周期抑制機能の重要な仲介役を果たしているものと思

われる．大腸癌ではVogelstein ら3）により adenoma-

carcinoma sequence にもとづく遺伝子異常の研究に

よりAPC，K-ras，p53の異常が証明され，最近癌細胞

にもアポトーシスの存在が明らかになり4），誘導経路

についての報告も多い．今回，著者らは大腸癌におけ

るアポトーシスとその関連経路を解明する目的で種々

の機能を持ちアポトーシスの中心的機能を持つ p53と

下流にありG1期停止に誘導する p21を測定すること

により p53，p21の機能を明らかにするために検討を

行った．

対象と方法

対象症例は当院で経験した大腸癌92例である．内訳

は男性56例，女性36例で，平均年齢63.3±9.8歳，組織型

が高分化腺癌60例，中分化腺癌24例，その他の組織型

8例，進行度はDukes A 24例，Dukes B 23例，Dukes

C 26例，Dukes D 19例 で あ る（Table 1）．p53，p21

の各遺伝子は PCR-SSCP 法および免疫染色法にて測

定し，アポトーシスをアガロースゲル電気泳動法にて

DNA断片からなるラダーを検出し，3者の関連および

臨床病理学的因子との関係も併せて検討した．

p53点突然変異は Sanger 法にて測定した5）．直ちに

－70℃で凍結保存した0.5g の腫瘍片をはさみで細断
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Table 2　Relationship between p53 point mutation and pathology in colore-
ctal cancer

p53 point mutation
positive（n ＝ 47）

p53 point mutation
negative（n ＝ 45）

histological type

3129well

1311mod.

35others

depth of invasion

510mucosa ～ submucosa

55muscular propia

3730subserous ～ serous coat

lymphatic invasion

2020negative

2725positive

vessele invasion

3035negative

1710positive

lymph node metastasis

2328negative

2417positive

Dukes classification

915A

1310B

1610C

910D

し，TEN（10mM Tris-HCl pH8.0，100M NaCl，10mM

EDTA）2％SDS，1mg Proteinase K を加えて65℃で 1

時間反応した．さらに，37℃で一晩反応後，フェノー

ル・クロロホルム法にてDNAを抽出し，TE（10M

Tris-HCl pH8.0，1mMEDTA）に溶解した．p53遺伝子

の解析は変異が集中しているエクソン5―8を対象とし

た．100ng の DNAをテンプレートし，蛍光色素Cy5

（Amsham Pharmacia Biotech）を5’末端にラベルした

プライマーを用いて PCRにてエクソン5―8を増幅し

た．増幅した産物を80℃で 5分間熱変性し 1本鎖にし

た後，オートシークエンサーALF express（Amsham

Pharmacia Biotech）を用いて20℃の条件にて5％グリ

セロール�5％アクリルアミドゲルで電気泳動した．正
常コントロールとピークパターンを比較し異常の有無

を確認した．SSCP解析にて異常ピークが認められた

検体においては，それぞれのエクソンを PCRにて増幅

し，その増幅産物をプラスミドにクローニングした．

クローニングしたプラスミドを大腸菌に形質転換後，

アンピシリンを含む L液体培地で約12時間培養し，プ

ラスミドDNAを抽出した．プラスミドDNAをテン

プレートにシークエンスプライマー，32P，T7 se-

quencing kit（Amsham Phamracia Biotech）を用いて

シークエンス反応した．80℃で 5分間熱変性し，1本鎖

にした後尿素を含む6％アクリルアミドゲルで電気泳

動した．泳動パターンを正常コントロールと比較し，

詳細な変異を解析した．

Fig. 1 Result of p21 immunohistochemical staining in

colorectal cancers

p21 immunoreactivity was found in the nuclei of

carcinoma cells（×200）
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Table 3　Relationship between p21 immunohistochemical staining and 
pathology in colorectal cancer

over 20%
staining

under 20%
staining

negative

（n ＝ 19）（n＝ 41）（n＝ 32）

histological type

152520well

3129mod.

143others

depth of invasion

582mucosa ～ submucosa

163muscular propia

132727subserous ～ serous coat

lymphatic invasion

82111negative

112021positive

vessele invasion

153121negative

41011positive

lymph node metastasis

112416negative

81716positive

Dukes classification

6135A

31010B

5912C

595D

p21は，切除標本を20％ホルマリン液で固定し，パラ

フィンブロックは腫瘍中心部を通り，縦軸方向に2～3

µmの薄切を作製し，キシロールで脱パラフィン後，2
％過酸化水にて室温で10分間内因性ペルオキシダーゼ

除去を行い，抗原賦活のため0.01Mクエン酸緩衝液

漬・マイクロウェーブ照射を600W・5分間を 5回

行った．次に，DAKO社製マウス抗 p21モノクローナ

ル抗体を加え，4℃24時間にて反応させ，ビオチン化二

次抗体反応を室温にて30分間行った．ペルオキシダー

ゼ標識ストレプトアビジン反応を室温で30分間行い，

DAB溶液で室温 7分間処理し，ヘマトキシリンにて核

染色後脱水，封入し検鏡した．腫瘍核染色率が20％以

上のものを陽性例と判定した（Fig. 1）．

有意差検定は χ2検定，重回帰分析の STEPWISE 法
を用い，p<0.05をもって統計学的有意差ありと判定し

た．

成 績

1）92例の p53点突然変異出現の有無と臨床病理学的

因子との関連を検討したが，組織型，壁深達度，脈管

侵襲，リンパ節転移，進行度と有意な相関は認めなかっ

た（Table 2）．

2）p21の染色率を陰性，20％未満陽性，20％以上陽

性に群別し，臨床病理学的因子との関連を検討した．

組織型，壁深達度，脈管侵襲，リンパ節転移，進行度

と有意な相関は認めなかった（Table 3）．

3）DNAラダーは66例に測定を行ったが，進行度な

どの病理学的因子との相関は認めなかった．

4）p53，p21，アポトーシスの関連を検討した．p53

点突然変異の出現の有無と p21，DNAラダーの出現

との間には有意な関連は認めなかった．一方，p21と

DNAラダーとの間には p21陽性例にラダーの出現が

少なく，p21陰性例においてはラダーが統計学的有意

差をもって（p<0.0115）多く出現する傾向を認めた（Ta-

ble 4）．

5）p53，p21とアポトーシスの発生を検討した．p53

点突然変異を認めた症例群には一定の傾向は認めな

かったが，点突然変異が出現していない症例群では p

21陰性例においてDNAラダーが出現し，p21陽性例で

はDNAラダーが出現しない傾向がさらに顕著であっ

た（p<0.0015）（Table 5）．以上より，DNAラダーに対
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Table 4　Mutual relation of p53，p21 and DNA ladder formation

p21 immunochemical stainingp53 point mutation

n ＝ 28positive
n ＝ 35positive

n ＝  7negative

n ＝ 21positive
n ＝ 37negative

n ＝ 10negative

DNA ladder formationp53 point mutation

n ＝ 13positive
n ＝ 35positive

n ＝ 22negative

n ＝ 11positive
n ＝ 31negative

n ＝ 20negative

DNA ladder formationp21 immunochemical staining

n ＝  6positive
n ＝ 17positive

p ＝ 0.0112
n ＝ 11negative

n ＝ 36positive
n ＝ 49negative

n ＝ 13negative

Table 5　Correlation of p53，p21 and DNA ladder formation

p53 point mutation　　positive　　n＝ 35

n ＝ 4positive
ladder formationn ＝ 7p21 positive

n ＝ 3negative

n ＝ 18positive
ladder formationn ＝ 28p21 negative

n ＝ 10negative

p53 point mutation　　negative　　n＝ 31

n ＝ 2positive
ladder formationn ＝ 10p21 positive

p ＝ 0.0015
n ＝ 8negative

n ＝ 18positive
ladder formationn ＝ 21p21 negative

n ＝ 3negative

Table 6　Stepwise procedure for dependent ladder for-
mation in colorectal cancer

ladder formation
（probably）

0.1756histological type

0.7118depth of invasion

0.9154lymphatic invasion

0.2896vessele invasion

0.9081lymph node metastasis

0.1035Dukes classification

0.9387p53 point mutation

0.0334p21

する影響度を重回帰分析 STEPWISE 法にて臨床病理

学的因子，p53，p21に対して解析したところ p21のみ

が p<0.0334で有意差を認めた（Table 6）．

考 察

p53遺伝子変異は多くの癌に認められており6）～8），

その発現は各臓器によって異なることから，臓器別悪

性腫瘍の特異性と推測されている．大腸癌においても

強く関与しており，点突然変異は腺腫―早期癌の段階

から発生し，癌全体としては約50～60％程度9），loss of

heterozygosity（以下，LOH）は転移癌ではほぼ100

％に出現すると報告されている10）．p53は特定の塩基

配列に結合する転写因子としての多くの遺伝子群の発
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現抑制に関わっており，細胞周期調節，アポトーシス

の誘導などの生理機構を持っている11）．さらに，

thrombospondin―1の発現により vascular endothelial

growth factor（以下，VEGF）のプロモーター活性を抑

える作用も認められており12）13），癌の発生のみならず

進展，転移に大きく関与していることが推測される．

それらの作用による臨床病理との関係はまだ一定の見

解は得られていない14）15）．今回の検討でも臨床病理学

的因子との相関は認められなかった．これは癌の発生

過程に p53の点突然変異が大きく関与してもその後の

増殖にはあまり関与せず，むしろ進行度とともに出現

率の高くなる LOHによるところが大きいものと推測

される．また，予後に関しては独立した予後因子とし

て，p53遺伝子変異を認めた症例の予後が不良である

との報告が多く16），我々も再発との関連を報告してい

るが，現時点では生存との関係について結論はでてい

ない17）．これは p53が機能喪失により癌細胞が不死化

したり，VEGFなどを介して悪性度を高めていくため

に臨床病理学的因子とは全く独立した再発，予後因子

として存在していることを推測させる．

一方，p21は第 6染色体短腕に存在し，p53の下流遺

伝子で，細胞周期に促進的に働くCyclin-Cdk 複合体の

抑制蛋白を発現誘導し細胞周期のG1期の停止やDNA

複製の阻害に関与し，細胞周期抑制機能の重要な役割

を果たし，癌細胞においても抑制的に働いているもの

と思われる18）．この遺伝子の臨床病理学的な検討の報

告は少ないが，免疫染色法にて臨床病理学的因子・予

後との関連の報告があり，またmRNAの測定にて腺

腫の異型度や stage の進行に伴い減少する傾向がある

という報告もある19）．今回，著者らは免疫染色法で検

討したが明らかな傾向は認めなかった．p21の機能を

考えると，悪性度と p21の発現の低下に関連性は推測

できるが p53の下流遺伝子としての p21の機能は臨床

病理学的因子を左右するほどの機能がないか，または

全く独立した予後因子であることも考えられる．その

発現は p53ノックアウトマウスにて p21の発現とアポ

トーシスを認め，p53遺伝子に完全に支配されている

わけではなく，ストレスなどにより発現され，独立し

た活動機能も備えていることが推測されている20）．

アポトーシスは生理的な細胞死であり，正常組織ば

かりでなく癌細胞でも環境状態の悪化時や抗癌剤投与

時におけるアポトーシスが起こるとされている21）．ア

ポトーシスの判定には細胞のDNAを抽出し，アガ

ロースゲル電気泳動法を用いてリンカーDNAの部位

がエンドヌクレアーゼによって切断され，ヌクレオ

ソーム単位の断片化が起こり180塩基対の整数倍の分

子量を持つ梯子状泳動像（ラダー）を検出する方法が

もっとも確実に証明する方法である．しかし，個々の

アポトーシス細胞の断片化が確認できないことや定量

性がないことが欠点である22）．免疫染色法によるアポ

トーシスの検索はTUNEL法による検討が一般的で

アポトーシスインデックスを用いて定量的に測定する

方法である23）．著者らは p53遺伝子変異を検索した

DNAを用いたDNAラダーにてアポトーシスを検索

したため，同一癌組織内における遺伝子現象として評

価している．

一般に野生型 p53を持つ細胞においては，存在する

p53の量はごく微量であるが，癌細胞においては野生

型 p53，変異型 p53が大量に発現しているとされる24）．

同様に，正常細胞のDNAにダメージを与えるものを

作用させると，安定化されて量が増加してくる．そし

て転写活性化能をもつようになり，G1期停止かアポ

トーシスを誘導する．この選択がどのようにしてなさ

れるかということは大変重要な問題である．DNAに

ダメージが生じたときに，p53のある部位がリン酸化

され，それに応じた基本転写因子などが結合して，p

21が発現し，CdK2―サイクリンE複合体との結合を促

進し，CdK2の Rb蛋白のリン酸化阻害により転写因子

E2Fと Rb蛋白との解離が抑制され，G1期停止が起こ

る．しかし，DNAに別のタイプのダメージが生じたと

きには，p53の別の部位がリン酸化され，それに応じた

基本転写因子などが結合してアポトーシス関連の遺伝

子Baxなどが発現し，bcl―2の発現を抑制すると推測

されている25）．臨床では転写活性因子としての p53の

このリン酸化は多彩で，p21・Bax・bcl―2の発現と抑

制が複雑に関与しているものと思われる．

このような遺伝子の反応が癌細胞内で種々の遺伝子

異常が発生している中でアポトーシスへの誘導につい

ての報告は少なく著者らは検討を行った．アポトーシ

スは他にFas とそのリガンドに誘導されるものもあ

るが，p53が中心的存在であると考えられている．また

その際Baxが促進的に働く遺伝子であることが明ら

かであるが bcl―2との相互関係が考慮され，複雑な機

構が推測される．そのため今回DNA損傷が生じた際

に細胞周期を停止し，DNAの修復を行う機能を有す

る p21を測定することによりアポトーシスの経路を解

析した．その結果 p21発現による単独の作用機能を検

討したところ，アポトーシスへの誘導は有意に少なく，
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さらに p53点突然変異がない場合，p21の発現があれば

アポトーシスが認められず，p21の発現が少ない場合

にはアポトーシスが認められることにより大腸癌細胞

においても p53は細胞がDNAの障害を受けた際，p21

を転写活性した細胞周期停止によるDNAの修復を行

う経路が強いものと思われる．しかし p21の発現下で

アポトーシスを認める症例は，p21を介した細胞周期

停止によるDNAの損傷が修復できないたまたは他の

要因によりBaxが誘導されアポトーシスへ導かれる

ものと推測された．また，p21は p53非依存性にも誘導

されることがあり p21遺伝子単独で細胞周期を調節し

ている場合もあると考えられる．p53遺伝子変異のあ

る症例にも p21遺伝子が発現し，アポトーシスが誘導

されていない症例はその可能性を示唆しているが，p

21の発現は p53点突然変異を認める場合より有意差は

ないが少なく，p53に支配されている比重が多いもの

と思われる．

また，Kagawa ら26）や Kornelia ら27）は p53欠損の cell-

line において p21を注入するとG1期停止を認めるが，

p53を注入するとG1期停止の細胞はアポトーシスが誘

導されることを報告している．p21の機能に関しては

著者らと同様な結果であるが p53の機能が存在する場

合に異なる結果となっている．これは遺伝子の機能が

全く欠損した場合と野生型もしくは変異型 p53が存在

する場合の細胞環境との違い，cell line の進化上の変

化や，野生型 p53を持つアデノウイルスを導入した際

の遺伝子量の違い，野生型 p53の発現によってアポ

トーシスの誘導と細胞周期抑制経路が同時に活性化さ

れる可能性があり28），種々の癌により遺伝子表現の違

いに差があることによるものと思われる．今回，著者

らの検討では大腸癌においては p21の発現下では細胞

周期抑制に誘導されることが多いものといえる．しか

し，アポトーシスがBaxにより誘導されたものである

かは今回の検討では明らかではない．

アポトーシスそのものによる臨床病理学的因子や予

後に相関する結果は認められないが，抗癌剤および放

射線治療による腫瘍縮小効果はアポトーシスの誘導に

よるものと解明されており21）29），今回の検討より大腸

癌では野生型 p53の誘導により p21の発現下では細胞

周期抑制に誘導されてしまうため，p21の発現を抑制

する因子を併用すればアポトーシスを誘導でき，治療

効果を高めることが期待されるが，現時点では明らか

ではなく今後の研究にて解明することが必要である．
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Relationship between p53, p21 and Apoptosis in Colorectal Cancer
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In 92 colon cancer patients, point mutation of the p53 gene and expression of the p21 gene were deter-
mined to discuss about appearance of apoptosis. Point mutation of the p53 gene was determined by PCR-
SSCP. p21 expression was determined positive upon immunostaining when more than 20％ of the nucleus in
cancer cells were stained. Apoptosis was detected by DNA ladder sequencing. No correlation was noted be-
tween the presence of p53 gene mutation, expression of p21 gene and pathological factors, nor was correlation
noted between p53 gene mutation and p21 gene staining rate, by apperance of DNA ladder. However a cer-
tain trend was observed in those cells with p21 positive staining showing the least appearance of DNA ladder
（p<0.0115）. Among those without p53 gene mutation, DNA ladder did not appear when those p21 staining
was positive, and it was noted much when p21 staining was negative（p<0.0015）. From the above findings, it is
known that in the presence of the p21 gene DNA in repaired and induces no apoptosis, and that when the p53
gene functions normally, such a trend is further accelerated by the p21 gene.
Key words：colon cancer, p53, p21, apoptosis, DNA ladder
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