
はじめに

癌細胞の基本的特徴はその浸潤能と転移能である．

特に，膵癌は周囲組織への浸潤傾向が強く，高率に肝

転移を認めるため，根治的治療が困難で，現在最も予

後が不良な癌の 1つである1）．血管新生は既存の血管

から新しい毛細血管網が形成される組織反応で，本来

生理的な現象であるが，固形腫瘍の増殖や転移におい

ても重要な役割を担っている2）．Intratumoral mi-

crovessel dencity（IMD）は血管新生の評価法として

1991年にWeidner ら3）によって報告されて以来，さま

ざまな固形腫瘍において肝転移や予後との関連が報告

され4）～8），現在最も有用な血管新生評価法であると考

えられている9）．一方，膵癌では高率に Ki-ras 癌遺伝

子10）や p53癌抑制遺伝子11）の異常および複数の増殖因

子の12）発現が報告され，これらが膵癌の進展に寄与し

ていると考えられている．この中で p53癌抑制遺伝子

は vascular endotherial growth factor（VEGF），basic

fibroblast growth factor（bFGF）およびThrombospon-

din―1（TSP―1）などの血管新生因子や血管新生抑制因

子を介して血管新生を制御していることが報告されて

いる13）～15）．本研究では膵管状腺癌切除例から IMDお

よび p53蛋白発現を免疫組織学的に評価し，再発，予後

および臨床病理学的因子との関連について臨床的検討

を行った．

対象と方法

1991年 4 月から1997年 8 月までに当科において切除

された膵管状腺癌97例を対象とした．性別は男性69例，

女性28例で年齢は43～80歳，平均61歳であった．腫瘍

主占居部位は Ph：76例，Rb：14例，Pt：7例で，術式

は膵頭十二指腸切除術：54例，幽門輪温存膵頭十二指

腸切除術：24例，膵体尾部切除術：18例，膵全摘術：

1例で，リンパ節転移の程度によりD1までのリンパ節

郭清が行われた．切除標本の分化度は高分化45例，中

分化45例，低分化 7例で組織学的進行度は stage II が

8 例，stage III が21例，stage IVa が52例，stage IVb

が16例であった．臨床病理学的因子および進行度の判

定には膵癌取扱い規約16）を用いた．また，経過観察中に

再発が確認された例，および 1年以上の無再発生存例

を対象に再発形式の検討を行った．再発形式の判定に

は主に computed tomography（CT）を用い，Ultra-

sonography（US），および腫瘍マーカー（CEA：car-

cinoembryo antigen，CA19―9：carbohydrate anti-

gen）を補助的に用いた．免疫組織染色はホルマリン固

定パラフィン包埋標本を用いた Lebelled Strepta-

vidine Biotin（SAB）法にて行った．1次抗体には抗CD

34マウスモノクローナル抗体MY―10（1：50，Becton

Dickinson，San Jose，CA），抗 p53マウスモノクロー
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ナ ル 抗 体DO―7（1：50，Novocastra Labolatories，

Newcastle，United Kingdom）を用いた．CD34染色で

は腫瘍先進部において血管密度の高い部位を 5視野検

索した後，200倍視野下に新生血管数を計数し，その平

均値を intratumoral microvessel density（IMD）とし

て血管新生の指標とした．IMDの計数方法はWeidner

ら3）の原法に基づき，染色された細胞は内腔の有無を問

わず，すべて新生血管として個々に計数した．p53染色

の判定では腫瘍先進部における腫瘍細胞を1,000個計

数し，染色された核のパーセンテージを p53 labelling

index（p53 LI）として求め，p53 LI が20％以上の場合

を p53染色陽性とした．

生存曲線の作成にはKaplan-Meier 法を，有意差検

定には Log-rank test を用いた．多変量解析にはCox

の比例ハザードモデルを用いた．2群の連続変数の検

定にはMann-Whitney U検定を，3群の連続変数の検

定にはKruskal-Wallis の検定を用いた．また，カテゴ

リー変数の検定には χ2検定を用い，危険率5％未満で
統計学的に有意差ありとした．

結 果

1）IMDと p53陽性率

CD34染色では腫瘍の間質組織に新生血管の染色を

認め（Fig. 1），IMDは1～171counts�0.74mm2で平均値
と標準偏差は47.8±36.2（中央値45）であった．以後の

検定のため，IMDを中央値で low-IMD群（n=49；

IMD≧45）と high-IMD群（n=46；IMD＜45）の 2群

に分類した．p53染色は腫瘍細胞の核にびまん性もし

くは顆粒状に認められ（Fig. 2）， p53 LI の平均値と標

準偏差は20.7±28.0で染色陽性率は47％（46�97）であっ
た．いずれの染色でも染色性の heterogeneity が認め

られ，腫瘍先進部において強く染色される傾向が認め

られた．

2）生存分析

p53染色陰性群の生存期間中央値および 1，3，5年

生存率はそれぞれ16か月，58％，16％，5％で p53染色

陽性群の10か月，37％，6％，0％に比べ有意に良好で

あった（Fig. 3）．一方 low-IMD群の生存期間中央値，

および 1，3，5年生存率はそれぞれ17か月，63％，18

％，4％で high-IMD群の 8か月，34％，4％，0％に比

べ有意に良好であった（Fig. 4）．生存期間に対する単

変量解析の結果，有意であったのは腫瘍部位，腫瘍径

（ts），静脈浸潤（v），膵内神経浸潤（ne），膵切除断端

（pw），Stage，p53蛋白発現，IMDの 8因子であった

（Table 1）．これらの因子間で多変量解析を行ったとこ

ろ，pw，IMDの 2因子が独立した予後因子（p=

0.003，0.017；hazard ratio=2.72，1.89：Table 2）で

Fig. 1 CD34 immunostaining in pancreatic cancer

（×200）. The highest density of vascular staining

was usually observed in interstitial stroma at the in-

vasive edge of cancer tissue（arrows）.

Fig. 2 p53 immunostaining in pancreatic cancer（×

400）. P53 staining was confined to the nuclei of tu-

mor cells.

Fig. 3 Survival rates by p53 protein expression
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Table 1　Univariate analysis for clinico-pathological variables, p53 protein ex-pression 
and IMD

P-value
Median
survival
（Months）

Code（cases）Variables

0.828613vs.11≦ 60（46） vs. ＞ 60（51）Age
0.493115vs.10Female （28）vs.  Male（69）Gender
0.030915vs.9Ph（76）vs. Pb, Pt（21）Tumor location
0.003116vs.8ts l, 2（73）vs. ts 3, 4（24）Tumor size
0.982813vs.10wel（45）vs. mod, por（52）Histologial grade
0.204314vs.9INF α ,  β （44）vs. γ （53）Infiltrating pattern
0.383111vs.10ly0.1（40）vs. ly2, 3（57）Lymphatic system
0.004117vs.16vs.9v0（27）vs. 1（37）vs. v2, 3（33）Venous system
0.009919vs.10vs.10ne0（14）vs. ne1（27）vs. ne2, 3（56）Intrapancreatic nerve
0.459113vs.13vs.8s0, 1（45）vs. s2（38）vs. s3（14）Anterior pancreatic capsule
0.165416vs.19vs.9rp0（35）vs. rp1（18）vs. rp2, 3（44）Retroperitoneal tissue
0.655413vs.11pl －（52）vs. pl ＋（45）Extrapancreatic nerve plexuses
＜ 0.000115vs.6pw －（97）vs. pw ＋ （18）Pancreas cut end
0.107913vs.11ew －（55）vs. ew ＋ （42）Dissected pancreatic tissue
0.167816vs.9Negative（35）vs. positive（62）Lymph node metastasis
0.130915vs.17vs.9t1（7）vs. t2（24）vs. t3（66）t Category
0.000916vs.11vs.6� ,  �（29）vs. � a（52）vs.� b（16）Stage
0.008516vs.10Negative（51）vs. positive（46）p53
＜ 0.000117vs.8low（49）vs. high（48）IMD

IMD；intratumoral microvessel density calculated by CD34 staining

あった．

3）再発に関する検討

再発形式として肝転移再発と局所再発に注目し，単

変量解析で有意であった前述の 8因子との関連につい

て検討した．今回検討した97例の観察期間内における

再発状況としては，1年以上の無再発生存例が 8例，1

年未満の無再発生存例が 1例，再発による死亡例が83

例，再発が確認されたものの生存中のものが 5例で

あった．したがって再発形式の検討は 1年未満無再発

生存例の 1例を除く96名で行った．このうち肝転移再

発が41例（43％）に，局所再発が62例（65％）に認め

られた．肝転移再発は IMD（p＜0.001），p53蛋白発現

（p=0.017），v因子（p=0.014）と有意な相関を認めた．

一方，p53蛋白発現，IMDおよび臨床病理学的因子と局

所再発との間には有意な関連を認めなかった（Table

3）．

4）臨床病理学的因子との関連

臨床病理学的因子との検討では p53蛋白発現および

IMDは v因子と有意な相関を認めた（p=0.011，

0.007）．また，IMDは後腹膜浸潤（rpe）とも有意に相

関していた（p=0.048；Table 4）．以上の結果から，IMD

および p53蛋白発現の静脈浸潤との関連を検討した．v

0群（n=27），v1群（n=37）および v2 or v3群（n=33）

の IMD平均値±標準偏差はそれぞれ29.7±29.2，51.6

±37.0，58.4±35.9で IMDと v因子との間に有意に相

関を認めた（p=0.003；Fig. 5）．また，v因子と p53 LI

との検討では，v0群，v1群および v2 or v3群の p53 LI

平均値±標準偏差はそれぞれ12.0±23.0，17.1±27.8，

32.0±29.1で有意に相関を認めた（p=0.011；Fig. 6）．

5）IMDと p53蛋白発現

p53染色陽性群の IMD平均値±標準偏差は61.0±

Fig. 4 Survival rates by IMD status
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Table 2　Multivariate analysis using the Cox’ s 
proportional hazard model among the variables 

that were significant in univariate analysis

Multivariate analysis

P95% CIHazard
RatioCasesVariables

Tumor location

76Ph

0.3490.70 � 2.761.3921Pb, Pt

Tumor size

73ts 1, 2

0.8140.58  �  2.001.0824ts 3, 4

Venous system

27v 0

 37v 1

0.1911.73  � 8.751.2833v 2, 3

Intrapancreatic nerve

14ne 0

27ne 1

0.8940.72 � 1.461.0256ne 2, 3

Pancreas cut end

79pw（－）

0.0031.41 � 5.232.7218pw（＋）

Stage

29� �
52� a

0.1460.90 � 1.991.3416� b
p53

51negative

0.4840.72 � 1.991.2046positive

IMD

49low

0.0171.12 � 3.181.8948high

IMD；intratumoral microvessel density obtained by CD34 

staining, CI；confidence interval

37.1で p53染色陰性群の35.8±31.1に比較して有意に高

かった（p=0.0004；Fig. 7）．

考 察

多くの悪性腫瘍において，IMDと臨床的悪性度との

間に相関関係があることが報告され，血管密度の高い

腫瘍は予後不良であると考えられている3）～9）．膵癌で

も high-IMD群は low-IMD群に比較して有意に予後

が不良であり，多変量解析でも独立した予後因子であ

ると報告されている17）18）．本研究でも high-IMD群は

low-IMD群に比較し有意に予後が不良で，多変量解析

でも独立した予後因子であった．その原因として IMD

と術後肝転移率との強い関連が考えられた．low-IMD

群の術後肝転移率は10％（5�49）であったのに対して

high-IMD群の術後肝転移率は77％（36�47）と有意に
高かった．また，臨床病理学的因子との検討において

IMDは静脈浸潤と有意に相関していた．以上から，膵

管状腺癌では腫瘍血管新生が腫瘍細胞の血流への流入

Fig. 5 Comparison of IMD among various degree of

venous invasion

Fig. 6 Comparison of p53 LI among various degree

of venous invasion

Fig. 7 Comparison of IMD between p53-positive and

negative tumors
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Table 3　Relationship between the variables that were significant in 
univariate analysis and recurrent form

Local recurrenceHepatic metastasis

PNoYesPaNoYesCasesVariables

Tumor location

2550423375Ph

0.5789120.74813821Pb, Pt

Tumor size

2745413172ts 1, 2

0.4607170.905141024ts 3, 4

Venous system

91820727v 0

1522231437v 1

0.69810220.014122032v 2, 3

Intrapancreatic nerve

8611314ne 0

819151227ne 1

0.17718370.213292655ne 2, 3

Pancreas cut end

2949463278pw（－）

0.4525130.4889918pw（＋）

Stage

1117181028��
1834302252� a

0.8525110.4147916� b
p53

1833351651negative

0.97916290.017202545positive

IMD

133644549low

0.0632126＜ 0.001113647high

IMD；intratumoral microvessel density obtained by  CD34 staining, CI；confidence 

interval

を容易にし，肝転移を促進した結果，予後を不良にし

ている可能性が示唆された．しかし，多変量解析にお

ける high-IMD群の死亡に対するリスク比は1.89で，

pw陽性群のリスク比2.72よりも小さく，IMDの予後

因子としての意義は治癒的因子を上回るものではない

と推測された．

腫瘍血管新生発現は活性化された血管内皮細胞から

のプロテアーゼによる基底膜と細胞外マトリックスの

消化，血管内皮細胞の遊走と増殖および管腔形成の段

階を経て進行することがよく知られており，この過程

が腫瘍細胞の 3次元的浸潤を容易にしていると考えら

れている2）．本研究では IMDは臨床病理学的因子の

うち後腹膜浸潤と有意な相関を認めた．また，IMD

と局所再発率との関係では統計学的有意差は認めな

かったものの（p=0.063），high-IMD群の局所再発率は

73％（36�49）と low-IMD群の55％（26�47）の比較し
て高い傾向が認められた．これらの結果から膵管状腺

癌において腫瘍血管新生が局所の進展にも関与してい

ることが示唆された．

p53癌抑制遺伝子はヒト癌腫においてもっとも高率

に変異が認められており19），ヒト悪性腫瘍の38％

に20），ヒト膵臓癌の約60％に変異が報告されてい

る21）．p53蛋白発現の予後因子としての意義は乳

癌22），肺癌23），などの各種固形癌において報告されて

いるが，膵臓癌では p53蛋白の過剰発現が予後と関連

しないという報告24）25）と予後不良因子であるという報

告26），とがあり，一定の見解が得られていない．本研究

では，p53陽性群の生存期間中央値は10か月で p53陰性

群の16か月に比較して有意に予後が不良であった．し

かし，多変量解析では p53蛋白発現は独立した予後因
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Table 4　Relationship between either IMD or p53 protein expression and 
cliniccopathological variable

p53IMD

P－＋PLowHighCasesVariables

Tumor location

3838413576Ph

0.2321370.26781220Pb, Pt

Tumor size

4132403373ts 1, 2

0.21710140.14291524ts 3, 4

Histrogical grade

2520232245well

0.58526260.913262652mod, por

Venous system

18920727v 0

2314172037v 1

0.00710230.011122133v 2, 3

Lymphatic system

1921192140ly 0, 1

0.40232250.619302757ly 2, 3

Retroperitoneal tissue

1817191635rpe 0

81013518rpe 1

0.66625190.048172744rpe 2, 3

Anterior capsule

2322252045s 0, 1

2117182038s 2

0.911770.6266814s 3

Intrapancreatic nerve

1049514ne 0

1116121527ne 1

0.17130260.481282856ne 2, 3

Extrapancreatic nerve

3022282452pl（－）

0.27821240.481212445pl（＋）

Pancreas cut end

4435423779pw（－）

0.1987110.27471118pw（＋）

Dissected margin

2926292655ew（－）

0.97322200.618202242ew（＋）

t Category

43437t1

101415924t2

0.46637290.337303666t3

Stage

1316181129��
3121252752� a

0.328790.25261016� b

IMD；intratumoral microvessel density obtained by  CD34 staining, CI；confidence 

interval
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子ではなく，予後因子としてはそれほど重要ではない

と考えられた．

これまでに in vitro において野生型 p53が強力な血

管新生抑制因子であるTSP―1の産生を促進し，血管新

生因子であるVEGFや bFGFの遺伝子発現を抑制す

る事が報告されており，野生型 p53は血管新生抑制に

働くと考えられている13）～15）．本研究において p53蛋白

発現は術後肝転移率と有意に相関し，臨床病理学的因

子との検討では静脈浸潤と有意に相関した．また，

IMDとの検討では p53陽性群では陰性群に比較して，

有意に IMDが高かった．本研究において p53の染色に

使用したDO―7は野生型および変異型 p53蛋白に対す

る抗体であるが27），野生型 p53蛋白は半減期が約20分

と短いため，免疫組織染色では検出されない28）．した

がって，DO―7に染色される細胞には変異 p53蛋白が発

現していると考えられる．以上より，膵管状腺癌では

変異 p53が血管新生を促進し，術後肝転移や予後に影

響を及ぼしている可能性が示唆された．

Pisters ら29）は術前 chemoradiation と術中 radiation

の組み合わせにより，膵癌術後の局所再発率は10％に

改善されたが，遠隔転移が60％の症例に生じ，将来的

には術後肝転移をターゲットとした全身化学療法が必

要になると主張している．この観点から，今後 IMD

と p53染色を肝転移危険群のスクリーニングに用いる

ことによって，膵癌術後の補助療法の選択に有用にな

るかもしれない．
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Clinicopathological Investigation of Tumor Angiogenesis and p53 Protein
Expression in Tubular Adenocarcinoma of the Pancreas

Shuichi Fujioka, Kazuhiko Yoshida, Satoru Yanagisawa, Yasuki Unemura, Susumu Kobayashi,
Takeyuki Misawa, Teruaki Aoki and Yoji Yamazaki

Deparment of Surgery, The Jikei University School of Medicine

Expression of p53（to calculate the p53 labelling index：p53 LI）and CD34（to calculate intratumoral mi-
crovessel density；IMD）was immunohistochemically investigated in 97 specimens of surgically resected tu-
bular adenocarcinoma of the pancreas. And these parameters were analyzed together with patient outcome
and the clinicopathological findings. Univariate analysis revealed eight significant factors：tumor site, tumor
size（ts），venous invasion（v），intrapancreatic neural invasion（ne），pancreatic cut-end（pw），stage, p53
protein expression, and IMD, and a multivariate analysis yielded two independent prognostic indicators：pw
and IMD（p＜0.05）．Comparison of hepatic recurrence and clinicopathological factors revealed that both IMD
and p53 protein expression were significantly correlated with the frequency of hepatic recurrence and venous
invasion（p＜0.05）．The data also showed a good correlation between p53 protein expression and IMD（p=
0.0004）．Thus, the probability was suggested that p53 abnormalites are likely to influence postoperative he-
patic metastasis by facilitatng tumor angiogenesis and venous invasion.
Key words：pancreatic cancer, prognostic factor, hepatic metastasis, intratumoral microvessel density, p53
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