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背景

大腸低分化腺癌 ､ 粘液癌は ､ 頻度は低い が (5 % 程度) ､ 浸潤傾向が強く ､ 転移を

きた しやすい な ど生物学的悪性度が高 い こ とが知られて い る ｡ したが っ て ､ 低分化腺癌 ､

粘液癌を解析 し､ 悪性度 に関与す る因子 を明らか にすれば ､ 今後 ､ それ らの 因子 を治療

の タ ー ゲ ッ トに でき る可能性があ ると考えられ る ｡ こ れま で大腸低分化腺癌､ 粘液癌に

っ い て の報告は少 なく ､ 報告され て い る検討に お い ても ､ 少 な い症例数で の 臨床病理学

的検討が主 で あり ､ 遺伝子変化 つ い て の 報告は少 ない ｡ 本研究で は ､ 大腸低分化腺癌 ､

粘液癌 の遺伝子異常を明らか にす るた めに ､ g e n eti c な変化と e pig e n eti c な変化 を検討 し

た｡ まず g e n eti c な変化と して ､ L O H の解析を行な い ､ 次に epig e n eti c な変化と して ､ 胃

癌 ､ 乳癌 の 低分化腺癌 ､ 粘液癌で の 関与 がすで に報告され て い る E - c ad h e ri n の プ ロ モ ー

タ
ー 領域 の メ チ ル 化に つ い て 検討 した ｡ さ らに ､ 大腸癌の遺伝子変化 の中心 で ､ E - c a d h e ri n

と c o m ple x を形成す るβ
-

c at e ni n に つ い て そ の 発現を検討 した｡

目的

大腸低分化腺癌 ､ 粘液癌 の g e n etic および ep ig e n eti c な変化 を検討 し, 高分化腺癌

と の遺伝子学的な差異を明らか にする ｡

対象

対象は ､ 1 9 9 1 年 か ら 2 0 00 年 に東京大学第
一

外科 (現 腫癌外科) に て 外科切除

された大腸癌 6 6 例 で ､ 対象症例 の 癌組織お よ び 正常粘膜を
一 部採取 した ｡ 6 6 例 の うち ､

3 7 例は組織学的に低分化腺癌ある い は粘液癌と診断された症例で ､ 2 4 例 は 高分化腺癌 ､



5 例は 申分化腺癌と診断された症例で あ っ た｡ 低分化腺癌 ､ 粘液癌 のうち 9 例と 2 4 例の

高分化腺癌､ 5 例の 申分化腺癌は 1 9 9 8 年か ら 2 0 0 0 年に切除された凍結標本を用 い ､ そ

れ 以外 は ホ ル マ リ ン 固定､ パ ラ フ ィ ン包 埋 された標本を用 い た ｡ また ､ 本研究は倫理委

員会の 承認 を受けて施行 した ｡

方法

瓦 G e n eti c な変化

① 大腸癌で L O H の 頻度の 高い 4 つ の L o ci の マ
ー カ ー

(5 q: A P C D 5 S 3 4 6 ､ 2 p : M S H 2

D 2 S 1 2 3 ､ 1 7 p : p 5 3 ､ p 5 3 p e nt a ､ D 17 S 7 9
6
､
1 8 q‥ S M A D 4/D C C ､ D 1 8 S

4 7 4) ､ M SI 判定の

た めの マ ー カ ー ( D 17 S 2 5 0 ､ B A T 2 5 ､ B A T 2 6) お よび E I C a dh e ri n の L O H を調 べ るた

め に近傍の 3 つ の マ
ー

カ
ー ( D 1 6 S 3 0 2 5 ､ D 1 6 S 3 0 2 l ､ D 1 6 S 3 9 8) を用 い て L O H ､ M SI

に つ い て検討 した｡

② g e n o m i c i n s t ability の指標 とす る ため ､
T P 5 3 ､ D C C ､ S M A D 4 ､ 2 など大腸癌と関連の

深 い遺伝子 の存在する 1 7 番 ､ 1 8 番染色体に ほ ぼ 1 0 セ ン チ モ ル ガ ン ( c M ) 間隔で分

布す る 2 7 の マ イ ク ロ サテ ライ ト マ
ー カ ー を利用 し L O H を検討 した.

Ⅱ E pig e n eti c な変化

① E _ ｡ ad b ｡ d n の プ ロ モ ー タ ー 領域 の メ チ ル 化 を m et h yl ati o n sp e ci 丘c P C R ( M S P) に て 解

析 した ｡

② E - c ad b e d n とβ - c at e ni n の免疫染色 に よる発現 を検討 し､ 発 現パ タ
ー ン に より以下 の

よ うに分類 した｡

E - c a d h e d n

● n o r m al : 腫癌の 9 0 % 以上 で 正常の パ タ
ー

ン を示すも の

● n e g ati v e : 正 常な パ タ
ー

ン を示す細胞が 1 0 % 以下 ､ または 全く 正常な発現の

な い も の

● h et e r o g e n e o u s : 不均
一

な染色 パ タ ー ン を示すも の

● ab e r r a n t : 0 _ 9 0 % の 細胞 で ､ 斑状または部分的な発現を認 め る ､ あるい は通

常で は発現 の な い核や細胞質が染まるもの

正常 の 発 現 パ タ
ー ン を n o 皿 al と し ､ b et e r o g e n e o u s ､ a b e r r a n t o r n e g ati v e

e x p r e s si o n を ab n o rm al と 二 つ の サ ブグル
ー プに分類 したo

β - c at e ni n

● n ｡ m al : 細胞膜に沿 っ て 均
一

に染まる パ タ
ー

ン を示すも の

● n u cle u s : 核が強く染ま るも の るも の

● c yt opl a s m : 細胞質が強く染まるも の

● n e g ati v e : 全く正 常な発現の な い も の

正 常の 発現を示すも の を n o r m al と し ､ n u cl e a r ､ c yt opl a s m i c ､ n
eg ativ e e x p r e s

si o n

を a b n o rm al に分類 した｡

い ずれ も ､ 統計処理 は フ ィ ッ シ ャ
ー の 検定 (Fish e r

,

s e x a ct p r o b abili
ty t e s t ) を用 い ､ 群間

の 比較に は M an n - W hit n ey t e s t を用 い ､ とも に p 値が o ･
0 5 未満を統計学的に有意と した｡



結果

I G e n eti c な変化

① 4 つ の L o ci で の L O H と M S I の 検討で は ､ 全体的 に高分化腺癌と 比較 して低分化腺

病 ､ 粘液癌で は L O H の 比 率は高か っ たが ､ 統計学的に有意差が得られた の は ､ D 2 S 1 2 3 ､

D 1 8 S 4 7 4 の 2 つ の マ
ー カ ー だ っ た｡ なお ､ 3 7 例の うち 8 例(2 1 .6 % ) が M SI に分類さ

れ たo

② 1 7 番 ､ 1 8 番染色体に分布す る 27 の マ ー カ ー に よ る L O H - r ati o の解析で は ､ L O H -

r a ti o

の 平均が低分化腺癌 ､ 粘液癌 で 0 .7 0 ､ 申分化腺癌は 0 .4 3 ､ 高分化腺癌は 0 .2 4 で あ

り ､ 低分化腺癌 ､ 粘液癌と高分化腺癌 の間で統計学的有意差を認めた｡

Ⅱ E pig e n e ti c な変化

① M S P に よるメ チ ル化 の検討 で は ､ 3 7 症例 の うち2 2 例 で E - c a dh e ri n プ ロ モ ー タ ー

領域の メ チ ル化の有無が判定でき ､ 判定で きた低分化腺癌 , 粘液癌 2 2 例の うち ､ 1 2

例(5 4 . 5 % ) で E
- c ad b e d n プ ロ モ ー タ ー 領域 の メ チ ル化 を認 めた ｡

② E - c a dh e ri n の 免疫染色 で は ､ 低分化腺癌 ､ 粘液癌 の 7 8 . 6
0/. で異常な発現パ タ ー

ン を

示 した.
一 方 ､ β - c at e ni n の免疫染色で は ､ 6 2 . 2 % が異常発現を示 したo E - c ad h e ri n

とβ - c at e ni n の 発現を比較する と ､ 両者に統計学的に有意な相関を認 めたo 臨床病理

学的な検討 で は ､ E - c a d h e ri n お よびβ - c at e ni n の いずれもそ の発現と M S I や 組織型(低

分化癌と粘液癌 で の 分類) と に相関は認め られ なか っ たが ､ リ ン パ 節転移の 有無 と

β - c at e ni n の 異常発現とに有意な相関を認めた (p = 0 .0 2) 0 E - c a 血 e d n プ ロ モ ー タ ー

領域 の メ チ ル 化と ､ 免疫染色にお け る E - c ad b e d n の 異常発現は統計学的に有意な相

関を認 め た(p = 0 . 0 1 7) ｡
一 方､ E - c a dh e ri n 遺伝子 C D H l の 近傍の 3 マ

ー カ ー を用 い て

L O H を解析 した結果､ 判定でき た 2 0 例 の うち 9 例 (4 5 ,
0 % ) に C D H l の L O H が認

め られ たが ､ L O H の 有無と E - c a db e d n の 異常発 現に つ い て は有意な相関は認 められ

なか っ た (p
= 0 .3 8) 0

考察

L O H の解析 で は ､
S M A D 4/D C C と M S H 2 の 2 つ の l o c u s で 高分化腺癌に 比 べ ､

低分化腺癌 ､ 粘液癌で有意に L O H の 頻度が高か っ た ｡ こ れま で に S M A D 4/D C C の l o c u s

とリ ン パ 節転移や肝転移との 関連が報告され ､ こ の 領域にお ける L O H と悪性度と の関連

も示唆され て い る . 今回 S M A D 4 /D C C の l o c u s に 8 1 . 8 % に L O H が認 め られ た こ とか ら､

こ れ らの 遺伝子 の低分化腹痛 ､ 粘液癌 の発癌 - の 強い 関与が疑われた ｡ さ らに ､ 1 7 番 ､

1 8 番染色体に分布す る 2 7 の マ
ー カ ー に よ る L O H - r ati o の解析で は ､ 高分化腺癌に比 べ ､

低分化腺癌 ､ 粘液癌で有意に L O H - r ati o が高く ､ 低分化腺癌 ､ 粘液癌に お い て g e n o mi c

i n st ability の 関与が大き い こ とを示唆 して い る と考えられ ､ 腫癌の 進展 に したが っ て ､ 癌

抑制遺伝子 の機能が失われ ､ 逆 に転移 ､ 浸潤 の 能力 を獲得 して い く とい う可能性が考え

られた ｡

また ､ E - c a d h e ri n とβ - c at e ni n の免疫染色 で は ､ 両者 の 異常発現に有意な相関を認

め
､
in vit n o の 実験 で報告され て い た E - c a d h e ri n の 異常がβ - c at e ni n の シ グナ ル 伝達を促進

す ると い う結果を支持する も の だ っ た ｡ これ ま で の 高分化腺癌で の 報告と比較す
ると ､



E I C ad h e ri n は低分化腺癌 ､ 粘液癌で異常発現が多く (7 8 .6 % ) ､ β - c at e nl n は低分化腺癌 ､

粘液癌で異常発現を示すも の が やや少 な い 結果となり (6 2 .2 % ) ､ 高分化腺癌と異なり低

分化腺癌 ､ 粘液癌 の特徴と考えられた｡ さ らに ､ 低分化腺癌､ 粘液癌の 6 6 % に E - c ad h e ri n

プ ロ モ ー

タ
ー 領域 の メ チ ル 化 を認 め ､ こ れ は E - c ad b e d n の 異常発 現と相関 し たが ､

E - c ad b e d n の L O H と異常発現と に相関は なく , 低分化腺癌 ､ 粘液癌にお ける E - c ad b e d n の

機能消失は メ チ ル 化の 寄与 が大き い こ とが示唆された｡

結語

大腸低分化腺癌 ､ 粘液癌で は S M A D 4 /D C C と M S H 2 の 2 つ の l o c u s の L O H の 頻

度お よ び 1 7 番 ､ 1 8 番染色体に分布す る 2 7 の マ
ー カ ー に よ る L O H - r ati o は とも に高分化

腺癌に 比 べ ､ 有意に高率だ っ た ｡ これ らより大腸低分化腺癌､ 粘液癌で は ､ 高分化腺癌

に 比 べ ､ 発癌にお い て g e n o m i c i n st ability が より強く関与 して い ると考えられた｡ また ､

低分化腺癌 ､ 粘液癌 で は ､ 高分化腺癌に比 べ て E - c ad h e ri n の 異常発現の頻度が高く ､

E _ c ad b e d n の 異常発現と L O Ⅲ とは相関を示さなか っ たが ､ プ ロ モ
ー タ ー 領域の メ チル 化

とは相関が認められ ､ E -

c a dh e ri n の 機能低下は L O H で は なく ､ メ チル 化に よる影響が大

き い と考えられた｡




