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原発性非小細胞肺癌における Rb 蛋白および

p 5 3 蛋白発現 の予後因子として の 意義

金沢大学医学部医学科外科学第
一 講座 ( 主任 : 渡辺洋字教授)

横 山 浩

悪性腫瘍 の 発生, 進展 に関与 して い る Rb お よ び p 5 3 経路 の 肺 癌に お ける意義を明ら か にす る 目的で本研究を行 っ た .

原 発性非小細胞肺癌Ⅰ期153 例 を対象にRb (r e ti n o bl a s to m a) 蛋白 お よ び p 53 蛋白の 発 現を免疫組織学的 に検出 し, 臨床病 理学

的国子お よ び予後 との 相関を検討 した . 免疫組織染色 の 判定は , 透過光顕微鏡画像解析装置 C A S 2 0 0 を用 い た定量分析法 に て

陽性面積比 を測定 し, 各標本の 陰性 コ ン トロ
ー ル の それ の 2 倍以上 を 陽性 と し た . 臨床病理学的因子 と しで 性別

,
年 齢

,
組織

型, T 因子, 分化度 ,
リ ン パ 管お よ び静脈 へ の 脈管侵襲 を選択 した . Ⅰ期 症例全体 にお ける 甜) 蛋白発現率は 62 .7 % (9 6 / 15 3

例) で あ っ た . 馳 蛋白発現率は各臨床病理学的因子 の うち組織型 で扁平上皮痛 幻.0 % (4 4 / 5 2 例) と腺病49 .4 % (4 4 / 8 9 例) と

有意差を認め た (p < 0 .0 0 0 1) .
一 方Ⅰ 期症例全体 に お ける p53 黄白発現率 は54 .9 % (8 4 / 1 5 3 例) で あり , p 53 蛋白発現率は各臨

床病理学的因子の う ち組織型で扇平 上皮痛67 .3 % ( 3 5 / 5 2 例) , 腺病4 7 .2 % (4 2 / 8 9 例) と有 意差を認め た (p < 0 .0 5) . 分化度

別で は 申分化型 お よ び低分化型の p 53 蛋白発現率 68 .6 % (3 5 / 5 1 例) , お よ び 71 .4 % (1 5 / 2 1 例) は高分化型の 発現率42 .0 %

( 3 4 / 8 1 例) と比 べ 有意差 を認め た(各々 p < 0 .0 0 5 , p < 0 .0 5) . また ∴ 肋 蛋白発現率 と p53 蛋白発現率の 間 には 有意 な相関は認

め なか っ た . R b 蛋白発現と予後と の 検討で は ,
Ⅰ期症例全体で は 5 年生存率 が Rb 蛋白陽性例75 .7 % , 陰性例59 .2 % と 陰性例

に生存率の低 下傾向がみ られ た (p = 0 .0 5) . これ を組織型別 にみ た 場合, 扁平上 皮痛で は有意差を認 め な か っ た が , 腺 病 にお い

て 5 年生存率は Rb 蛋白 陽性例88 .6 % , 陰性例6 0 .9 % と Rb 蛋白陰性例が有意 に不良であ っ た (p < 0 .0 0 5) . T 因子 別に み る と ,

T 2 で は有意差を認 めなか っ た が
,
T l にお ける 5 年 生存率 は Rb 黄 白陽性例 91 .0 % , 陰性例 68 .6 % と 陰性例 が有意 に不良で

あ っ た (p < 0 .0 1) . さ ら に組織型別に T 因子を再分類 して み る と, 腺痛 T l の 5 年 生存率 は Rb 蛋白陽性例 100 % , 陰性例

69 .2 % と 陰性例 が有意 に不良で あ っ た ( p < 0 .0 0 5) . しか し腺病 T 2 , 扁平 上皮痛で は有意差を認 め な か っ た . また p 5 3 蛋白発

現と予後と の 検討で は, 症例全体で は 5 年生存率 が p 53 蛋白陽性例63 .1 % , 陰性例77 .7 % と 陽性例 で生存率の 低下 傾向を認め

た (p 功 .0 取 組織型別の 検討で は, 扁平上皮癌 で は 有意差を認め なか っ たが , 腺痛 の 5 年生 存率 は p53 蛋白陽性例60 .2 %
,
陰

性例88 .9 % と陽性例 が有意 に予後不良であ っ た ( p < 0 .0 0 5) . T 因子別 に み る と
,
T l に お け る 5 年生 存率は p 53 蛋白陽性例

75 .1 %
,
陰性例90 .5 % と 陽性例 に予後不良な傾向であ っ た (p = 0 .0 7) . 組織型別 に T 因子を再分類 して み る と , 腹痛 T l の 5 年

生存率は p 53 黄白陽性例74 .2 % , 陰性例96 .9 % , 腺痛 T 2 の 5 年生存率は陽性例20 .8 % , 陰性例69 .3 % と い ずれ も陽性例で有

意に不良であ っ た (各々 p < 0 .0 5) . さ ら に Rb 蛋白発現 お よ び p 5 3 蛋白発現を組 み合 わせ て 4 群 に分類 し予後を検討 した . 症

例全体で は, R b 蛋白陰性 か つ p5 3 蚤白陽性群の 5 年生存率37 .9 % は他 の 3 群 に 比べ 有意 に予後不良であ っ た (p < 0 .0 1) . 組織

型別 に み る と扁平上皮痛で は 有意差を認 め な か っ た が , 腺病で は Rb 蛋白 陰性 か つ p 5 3 蛋 白陽性群の 5 年生 存率35 .4 % は他 の

3 群 より有意 に不良であ っ た (p < 0 .0 0 5) . さら に腺病をT 因子で 再分類す る と ,
腺 痛 T l 例 で R b 蛋白 陰性 か つ p 5 3 蛋白 陽性

群の 5 年生存率42 .9 % は 他の 3 群 より有意 に不良 であっ た ( p < 0 .0 0 1) . R b 蛋白発現, p 5 3 蛋 白発現, T 因子, リ ン パ 管お よ

び静脈侵襲 に つ い て多変量解析 に より予後 へ の 関与度を検討 した . 全体で は Rb 蛋白陰性
,
T 2 が独 立 した 予後不良因子 であ

っ た . 腺病で は Rb 蛋白陰性
, p5 3 蛋白陽性お よ び T 2 が 独立 した 予後不良因子であ っ た . し か し扁平上 皮痛 で は リ ン パ 管侵襲

陽性 の み が 予後不良因子 であ っ た . 以 上の 結果か ら , Ⅰ 期原発性非小細胞肺癌 ,
特 に腺痛 に お い て , R b 蛋白発現と p 53 蛋白

発現 は予後規定周子と思 われ た . また
,
両者 を組み合わ せ検討す る こ と で予後不良群を推定する 可 能性が示唆 され た .

E e y w o r d s n o n - S m all c ell l u n g c a
n c e r

,
R b p r o te

i n
, P 5 3 p r o t ei n , p r O g n O S ti c f a c t o r

肺癌 は 近年増加傾向 にあり, 1 9 9 3 年に男性 にお い て は 胃悪性

腫瘍を抜き痛死因の 第 1 位 となり
1)
,
1 9 鍼 年 には 男女合計 の 死

亡数は 5 万1 千人 と され痛死亡 の 第1 位とな っ た . 原発性肺癌

は Ⅰ期症例で も 5 年生存率が 60 ～ 7 0 % と佃臓器痛 と比 べ て 予

後不良であり , 臨床病理学的因子以外 の 分子生物学的因子 の 予

後 へ の 関与 が 示唆 され , 予後改善の た め に は Ⅰ期症例 の なか か

ら予後不良群を抽出する必要性 がある .

さまざまな研究者 に よ っ て種々 の 悪性腫瘍 と各種痛関連遺伝
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肺癌に お ける Rb
, p 5 3 蛋白発現の 意義

子 の 関与 が研究 さ れ て きた が ,
悪性 腫瘍 の 発生, 進 展 に は

,

R b (r e ti n o b l a st o m a) 遺伝子を中心とす るRb 経路お よ びp 5 3 遺伝

子を中心とす るp 53 経路 の 両経路 が重要な役割 を果た して い る

こ とが 判明 した . R b 経路 の 変異は 異常増殖能の 獲得 に必要で

あり, p 5 3 経路 の 変異は ア ポ ト ー シ ス 防止 の た め に必要と さ れ

る .

R b 遺伝子 は肺病 に お い て は小細胞肺癌 の ほ ぼ 仝例 で遺伝子

の 不活性化が み ら れ る の に対 し
, 非小細胞肺癌で は遺伝子の 不

活性化は 10 ～ 3 0 % と 低頻度 であり
,
予後 と の 関連も低 い と の

報告もあ る
2)

. 十 九 p 5 3 遺伝 子 に 関 し て は 小細胞肺癌の 約

75 % に
, 非小細胞肺癌で は 約半数 に遺伝子異常が み られ ると報

告さ れ て い る
3}

. 現段 階で p 5 3 遺伝子 は , 癌抑制遺伝子 の 中で

痛の 発生 ,
進展 に最も関与が深 い と さ れ, 遺伝子治療 にも用い

られ て い る
4)

. そ こ で 本研究 で は , 原発性非小細胞肺癌 に お け

る Rb 遺伝 子 とp 53 遺伝 子の 発現を免疫組織学的染色を用 い て

検出 し, 臨床病理学的因子お よ び そ の 予後 との 相関 に つ い て 検

討 した .

対象お よび方法

Ⅰ. 対象

198 7 年1 月 か ら1 99 1 年12 月 まで に 金沢大学医学部外科学第
一

講座 に て
,
絶対治癒切除術 を施行 し た術後病理病期Ⅰ期の 原

発性非小細胞肺癌153 症 例 を対象と し た . 切 除材料は病院病理

部に て ホ ル マ リ ン 固定後 パ ラ フ ィ ン 包埋 ブ ロ ッ ク と して保存 さ

れ て い るもの を使用 した . 性別は 男性 100 例
,
女性53 例

, 年齢

は41 歳か ら80 歳 ( 平均 64 .9 歳) で あ っ た . 肺痛 取扱 い 規約改訂

第4 版
5 )
に基づ く分類で は , 組織 型 は扇平上皮癌52 例

,
腺癌

89 例
,
そ の 他12 例で あ っ た . T 因子 は T 1 9 1 例 , T 2 6 2 例

であ っ た . 分化度 は高分化型81 例
,
申分化型51 例 , 低分化型

21 例で あ っ た .

11 . 方法

1 . R b 蛋白お よ び p 5 3 蛋白に対する免疫組織染色法

パ ラ フ ィ ン 包塩 され た癌組織 を4 〃 m の 厚 さ に 薄切 し, シラ

ン コ ー

テ ィ ン グス ライ ド(武藤化学, 東京) に付着 させ , 1 00 %

キ シ レ ン (和光純薬, 東京) で10 分間, 3 回の 脱パ ラ フ ィ ン を行

っ た .
つ い で

,
1 0 0 % 3 回

,
9 0 %

,
7 0 % エ タ ノ

ー ル (和光純黄)

に て 親水 し , 流 水 水洗 し た . 次 に , 0 . 0 1 M ク エ ン 酸緩衝液

(p Ⅲ6 .0) に て50 0 W , 5 分 間, 3 回の マ イ ク ロ ウ エ ー

ブ 処理 を

行 っ た . 2 0 分 間室温 に て 冷却 した 後, 3 .0 % 過酸化水素(和光純

薬) 加P B S で15 分間内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 阻害 した . 流水

水洗後, iE 常牛血 清 ( ダ コ ジ ャ パ ン , 京都) を用 い て , 非特異

的反応の ブ ロ ッ キ ン グを室温で 10 分 間行 っ た .
つ い で

, 抗R b

蛋白抗体 ( cl o n e 3 H 9) ( ダコ ジャ パ ン) はP B S に て30 倍 に希釈

し, 抗p 5 3 蛋白抗体 ( D O -7) ( ダ コ ジ ャ パ ン) は P B S に て 10 0 倍

に希釈 し
,
4 ℃で 一

昼夜 反応 させ た . 続 い てP B S にて 5 分間
,
3

回洗浄後 ,
ビオ ナ ン 標識抗 マ ウス , 抗 ウ サ ギ抗体 ( ダ コ ジャ パ

ン) を用 い て室温 にて 20 分 間反応 させ ,
P B S にて 5 分 間, 3 回

洗浄衡 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 標識ス ト レ プ トア ピジ ン ( ダ コ ジ ャ

パ ン) を室温 に て2 0 分 間反応 さ せ た . P B S に て 5 分間, 3 回洗

浄後
,
発色剤 を用い て 発 色させ た . 発色剤 は, 四塩 酸3 , 3

,
- ジ ア

ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3 , 3
,

- di a m i n o b e n zi d i n e t e t r a h y d r o c h l o ri d e ,

D A B ) (和 光純薬) 30 m g を15 0 m l の P B S に溶解濾過後, 3 0 p l の

30 % 過酸化水素水を加えて作製 した . 発色 の状態 を顕微鏡で確

認 しな が ら3 ～ 6 分反応 させ
,
流水で 10 分 間水洗後 ,

2 0 秒 間へ

56 9

マ ト キ シリ ン に て核染色を行 い , 1 0 分間流水水洗 によ る色出し

を行 っ た後t l O O % エ タ ノ
ー

ル で3 回脱水
,
1 0 0 % キ シ レ ン に て

3 回透徹 を行い , マ リ ノ
ー

ル (武藤化学) にて封 入 した .

2 . Ⅰ払 蛋白お よ び p5 3 蛋白に対する免疫組織染色 の 判定

免疫組織染色 の 定量的測定に は透過光顕微鏡画像解析装置で

あ る C A S 2 0 0 イ メ ー ジ 分 析装 置 (C ell A n aly si s S y s t e m 華,

E l m h u r s t
,
U S A ) を用 い た .

ヘ マ ト キ シ リ ン に よ る核染色 は

620 n m の 波長で 測光 し, D A B の 吸光度 は500 n m の 波長で 測光

した . R b 蛋白お よ び p5 3 蛋白の 発 現率の 測定 は定量分析法を用

い
,
全核 面積 に村す る D A B で 発色 した 核 の 面積比 (陽性面積

比, % p o siti v e a r e a) を求め て行 っ た . 測定 は染色良好な部位 よ

り400 倍 で1 5 ～

2 0 視野 で おこ ない 平均値 を求め た . 判定 は各

標本の 陰性 コ ン ト ロ ー ル の 陽性面積比 との 比を求め , 2 倍以上

を陽性 ,
2 倍未満を陰性と した .

3 . リ ン パ 管侵襲 およ び 静脈侵襲 の 判定

脈管侵襲 に つ い て は
, 各症例の 原発巣 に近接 した 周辺部 にお

け るリ ン パ 管お よ び静脈内の 腫瘍細胞侵襲 の 有無を検討 した .

リ ン パ 管侵襲 と静脈侵襲は両者とも内皮細胞 に裏打ち され た 管

艦内 へ の 集塊状, 腺構造横の 癌細胞 の 存在と して認 め られ , 癌

細胞群と内膜内皮細胞と の 間の 空隙の 有無や管脛壁 の 弾性線維

の 存在の 有無な ど によ っ てリ ン パ 管侵襲 と静脈侵襲 とを区別 し

た . 分類 に当た っ て は E E 染色と エ ラ ス チ カ ブ ア ン ギ ソ ン 染色

を併用 して判定 した .

Ⅱ . 統計学的処理

測定値 は平均偲 ± 標準偏差値 で示 した . 各臨床病理学的因子

に つ い て 軋 p 53 蛋白発現率 の 差 の 検定 に は ズ
2

検定 を用 い た .

た だ し期待度数が 5 以 下 の セ ル があ る場合に は Fi s b e r の 直接確

率計算法を用い た . 生 存率は K a pl a n
- M ei e r 法 に て算出 し

,
有

意差検定は Le g - r a n k 法 にて行 っ た . また 生存率 へ の 関与度に つ

い て の 多変量解析に は
,
C o x 比例 ハ ザ ー

ドモ デ ル を用い た , い

ず れも危険率 5 % 未満の 場合 (p < 0 .0 5) を統計学的 に有意差あ

り と判定 した .

成 績

1
. R b 蛋白発現の検討

1 . R b 蛋白発現摩

症例全体 で の 陽性面積比の 平均値 は1 2 .6 7 ± 1 0 .1 6 % で あ っ

た . R b 蛋白免疫組織染色像を図1 に
,
C A S 2 0 0 に よ っ て得 られ

Fi g . 1 . I m m u n o h i st o c h e m i c al s t ai n i n g f o r R b p r o t ei n i n

epi d e r m oid c ar C in o m a . T h e n u cl ei o f R b p r ot ei 叩 O Sid v e c ell s

W e r e St ai n e d s tr o n gIy . S c al e b ar , 5 00 i L m .
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s p e ci m e n / % p o siti v e a r e a of c o n t r ol) f o r R b p r o t ei n wi th a

C A S 2 0 0 i m a g e a n a b TZ e r . □ , R b p r o t ei n
-

n e g a ti v e c a s e s; 田 , R b

P r Ot e in
⊥

P O S 氾v e c a s e s ･

た 陽性 面積 比 と 各標本の 陰性 コ ン トロ
ー

ル の そ れ と の 比の 分布

を図2 に示す .
1 5 3 例 中96 例 (6 2 .7 % ) でⅠ払 蛋白陽性 であ っ た .

2
.
R b 蛋白発現 と各臨床病理学的因子 と の 相関

各臨床病理学的因子別 の Rb 蛋白発現率を表 1 左 欄 に 示す.

性 弧 年齢別, T 因子別 ,
分化度別

,
リ ン パ 管侵襲お よ び静脈

侵襲別で は 発現率 に有意差 は認 めなか っ た . 組 織型別 の Rb 蛋

白発現率 は, 扁平 上皮痛52 例 中44 例 (8 3 .0 % ) , 腺痛 約 例中44

例 (4 9 .4 % ) と 扁 平上 皮痛 で有意 に高 い 発現率 であ っ た (p <

0 .0 0 0 1) .

3 . R b 蛋白発現 と予後

症例全体 の 5 年生存率 は , R b 蛋白陽性例 で は75 .7 % , 陰性

例 で は 5 9 . 2 % と ,
陰 性例 で 生存率 が不良な傾向 が み ら れ た

(p 孤 05) ( 図3 - A ) . 組織 型別で は , 腺 病 の 5 年 生存率 は 馳 蛋白

陽性例で88 .6 ウら
,
陰性例で 60 .9 % と 陰性例で有意 に生存率が不

良 であ っ た ( p < 0 .0 0 5) ( 図3 - B ) . しか し扁平上 皮痛 の 5 年生存

率 は Rb 蛋 白陽性例で 71 .5 %
, 陰性例で 55 .6 % で あり生存率 に

有意差 は認 め なか っ た ( 図3
t C ) . T 因子別で は , T l の 5 年生

存率は Rb 蛋 白陽性例 で9 1 .0 % , 陰性例 で6 8 .6 % と 陰性例 の 生

存率は有意 に不良 であ っ た (p < 0 .0 1) ( 図4) . T 2 で は Rb 蛋白

発現率 と予後 に有意差は み られ なか っ た . 分 化度別で は , 高分

化型の 5 年生存率 は Rb 蛋白 陽性例で 84 .4 %
, 陰性 例で 61 .0 髄■
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と陰性例 は 有意に生存率が不良であ っ た (p < 0 ･0声) ( 図5) ･ 申分

化型
,
低分化型で は 有意差 を認め な か っ た .

さ ら に組織型別 に T 因子を再分類 して み る と ,
腺病 T l の 5

年生存率は Rb 蛋 白陽性例 で 100 % , 陰性例 で 69 .
2 % で あり陰

性例 は有意 に生 存率が不良であ っ た ( p < 0 .0 0 5) . 腺病 T 2 , 扁

平 上皮痛 T l , T 2 の い ず れも 生存率に有意差は認 め ら れ なか

っ た( 表2) .

Ⅱ . p 5 3 蛋白発現の検討

1 . p 5 3 蛋 白発現率

症例全体 で の 陽性面積比 の 平均値 は 15 .1 5 土 1 4 .7 8 % で あ っ

た . p 5 3 蛋白免疫組織染色像 を図6 に , C A S 2 0 0 に よ っ て 得ら れ

た 陽性面積比 と各標本 の 陰性 コ ン トロ
ー ル の そ れ と の 比の 分布

を図7 に示す. 1 5 3 例中84 例(5 4 .9 % ) にp 5 3 蛋白 陽性であ っ た .

2 . p 5 3 蛋白発現率 と臨床病理学的国子 との 相関

各臨床病理学的因子別の p 5 3 蛋白発現率 を表1 右欄 に 示す.

性 別, 年齢 別, T 国子別, リ ン パ 管便襲お よ び静脈侵襲別で は

発現率 に有意差 は認 め な か っ た . 組織型別の p5 3 蛋白発現率 は,

扁平上 皮痛52 例 中35 例 (6 7 .3 % ) , 腺病89 例 中42 例 (4 7 .2 % ) と

扁平上 皮痛 で有意 に高 い 発現率であ っ た (p < 0 .0 5) . 分化度別

の p 53 蛋白発現率は , 高分化型81 例 中34 例(4 2 .0 % ) , 申分化型

51 例年35 例 (6 8 .6 % ) , 低 分化型19 例 中15 例 (7 8 .9 % ) と 分化度

が高くな る に つ れ 発現率の 低下 が み ら れ , 高分化型 は申分化型,

低分 化型 に比 べ 有意差 をも っ て 発 現率 の 低 下 を認 め た ( 各々

p < 0 .0 0 5 , p < 0 .0 5) .

3 . p 5 3 蛋白発現 と予後

症例全体 の 5 年生存率 は p 53 蛋白陽性例で は63 .1 %
, 陰性例

で は77 .7 % と
,
陽性例 で 生存率が不良 な傾向 を示 し た (p = 0 .0 8)

( 図8 A ) . 組織型別で は , 腺病 の 5 年生存率ほ p 53 蛋白 陽性例で

60 .2 % , 陰性例 で88 .9 % で あり陽性例で有意 に生 存率が不良で

あ っ た (p < 0 .0 0 5) ( 図8
- B ) . しか し扁平 上 皮痛の 5 年生存率 は

p 53 蛋白 陽性例 で 72 .3 % , 陰性例で 58 .8 % で あ り生 存率 に有意

差 は認 め な か っ た ( 図8 - C ) . T 因子別 で は ,
T l の 5 年生 存率

はp53 蛋白陽性例 で7 5 .1 % , 陰性例で 90 .5 % で あり, T l で は

陽性例 の 生 存率 は不良な傾向を示 し た (p = 0 .0 7) . T 2 で は 差は

み ら れ なか っ た . 分 化度別で は, 高分化型 の 5 年生存率 はp 53

蛋白陽性例 で64 .3 % , 陰性例で84 .4 % と陽性例 は有意 に予後が

不良で あ っ た (p < 0 .0 5) (図9) . 申分化型, 低分化型 で は有意差
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を認 め なか っ た .

さ ら に組織型別 にT 因子 を再分類 して み る と , 捉癌 T l の 5

年生存率は p53 蛋白陽性例で 74 .2 % , 陰性例で 96 .9 % で あり 陽

性例 で 有意に 生 存率が不良であ っ た (p < 0 .0 5) . また 腺癌T 2

の 5 年生 存率 はp 53 蛋白陽性例で 20 .8 % , 陰性例で 69 .3 % と ,

陽性 例で 有意 に生 存率が不良であ っ た (p < 0 .0 5) . しか し扁平

上皮癌で は, T l , T 2 の い ずれ で も予後に有意差 は認め な か

っ た( 表3) .

皿 . R b 蛋白発現 と p 5 3 蛋白発現 との 相関

症例全体 で Rb 蛋白 陽性例 と陰性例の 間 に p 53 蛋白発現率 の

差は 認め られ な か っ た . ま た組織型別でもR b 蛋白陽性例と陰

性例 の 間にp 53 蛋白発現率の 差は 認め ら なか っ た .

R b 蛋白発現 お よ びp 5 3 蛋白発現を組み合わせ て予 後の 検討を

行 っ た . す なわ ち
,
R b 蛋白陽性, 陰性お よ び p5 3 蛋白陽性, 陰

性 で 4 群 に分け た. 症例全体で の 5 年生 存率は Rb 蛋白 陰性 か

つ p 5 3 蛋白陽性で3 7 .9 % と他 の 3 群 に比 べ 有意 に生存率が不良

であ っ た (p < 0 .0 1) ( 図10 - A ) . 組織型別で は, 腺病で の 5 年生

存率 は Rb 蛋白陰性か つ p 5 3 蛋白陽性群 で3 5 .4 % と他 の 3 群 よ

り有意に生 存率が不良であっ た (p < 0 .0 0 5) (図10 - B ) . しか し扁

平上 皮痛 で は 4 群間に差 を認め な か っ た (図10 - C) . ま た腺痛 T

1 に お ける 4 群間の 比較で は, R b 蛋白陰性 か つ p5 3 蛋白陽性群

の 5 年生存率 は42 .9 % と他 の 3 群よ り有意に生存率が不良で あ

っ た(p < 0 .0 0 1) (囲10 - D ) .
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Ⅳ . 多変量解析 に よ る予後不良因子 の解析

症例全体 にお け る Rb 蛋白陰性 , p5 3 蛋白 陽性, T 2 , リ ン
パ

管侵襲陽性 お よ び 静胱侵襲陽性の 各因子 に つ い て 多変量解析を

行 い
,
予 後 へ の 関与度に つ い て検討 した ( 衷4) . そ の 結果 ,

症

例 全体で は 馳 蛋白陰性 (p < 0 .0 5) と T 2 (p < 0 ･0 0 5) が 独立 した

予後不良因子 であ っ た . p 53 蛋白陽性 は予後不良因子 の 傾向を

示 し た . さ ら に 腺痛
,
扁 平上 皮痛 に つ い て も同様 に検討 した

( 表5 , 6) . 腺 病で は Rb 蛋白陰性 (p < 0 .0 5) , p 53 蛋白陽性 (P <

0 .0 5) お よ び T 2 ( p < 0 .0 1) が独立 した予後不良因子 であっ たが ,

扁平上 皮痛 で は リ ン パ 管侵襲陽性 (p < 0 月1) の み が 独立 し た予

後不良国子であ っ た .
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考 察

癌抑制遺伝子 は細胞 の 癌化を抑制す る遺伝子群 の 総称であ

り
,
そ の 機能 が 失活す る こ と に よ っ て 痛 が 発生, 増 殖する

6)
.

現在報告 され て い る癌抑制遺伝子 に は
,
R b 遺伝子, p 53 遺伝子,

A P C ( A d e n o m a t o u s p o ly p o si s c oli) 遺 伝子, p 1 6 遺伝子, A T M

(A t a xi むt el a n gi e c ta si a m u ta te d) 遺伝子な どが あるが , R b 遺伝子

は198 6 年に W ei n b e r g ら
7)
によ り最初 に単離さ れ た癌抑制遺伝

子 である . R b 遺伝子 は 第13 染色体 の q 1 4 上 に 存在 し, 産物で

ある 馳 蛋白 は核 に局在す る分子量約 110k D a の 蛋白質で ある
8-
.

R b 蛋白 の 働 き は非燐酸化状態で S 期 の 開始 に必要 な転写因子

E2 F ( E 2 p r o m o t o r f a c to r) と複合体を形成 し E2F の 働 きを抑制 し

細胞周期を G l 期で 止め る こと で あ る
別 ､ 10 )

. 馳 蛋白が 燐酸化を

受けE2 F と の 結合が は ずれ る と , 細胞周期 が S 期 に 進行す る.

R b 蛋白を中心と し た増殖調節機構 が Rb 経路で あり, こ の 経路

に異常 が生 じる と細胞周期が G l/ S 期 に お い て 制御不能 となり

異常増殖 をきたす可能性がある .

R b 遺伝子 の 産物 であ る Rb 蛋 白は 半減期が 6 時間以上の安定

575

な核 内蛋白質であり, ほ とん どの 正常組織 で発現 して い る .
こ

れ まで に Rb 遺伝子 の 異常 は網膜芽細胞腫, 骨 肉腫, 乳癌
,
膀

胱痛 , 膠芽腫
,
白血 病な ど5 0 % 以上 の 悪性腫瘍で報告 さ れ て

い る
7) 1 い 14 )

. 肺痛 に お ける異常 は小細胞肺癌 で は ほ ぼ100 % に

み ら れ る の に村 し, 非小細胞肺癌で は 10 ～

3 0 % と比較的低頻

度 であり
, 非小 細胞肺癌で は Rb 遺伝子 の 関与が乏 しい と の報

告が多い
2 )

.

p 5 3 遺伝子 は , 1 9 8 9 年 に Rb 遺伝子 に つ い で 2 番目 に 同定さ

れ た痛抑制遺伝子 であり
,
種々 の 悪性腫瘍 でもっ とも高頻度 に

遺伝子変異が検出され て い る
15)

. p5 3 蛋白 の 主 な機能は, G l 期 ,

G 2/ M 期で の 細胞周期 の 停止
16l

,
アポ ト

ー シス の誘導
17)
で あり

,

遺伝子 の 守護神 とも呼ばれ て い る
18)

. こ の p5 3 蛋白を中心とし

た機構 が p53 餐 路で あ る. p 5 3 経路 の 異常 に より ア ポ ト
ー シ ス

を 回避 した細胞 は永久増殖能を獲得 し突然変異 ･ 遺伝子増幅 ･

染色 体異常が 蓄積 し, よ り悪性度が高くな るもの と 推定 され

る
1 gj

.

p5 3 遺伝子 に は野生型 (正常型) と変異型 がある . 野生塑 p53

遺伝子 の 産物である野生型 p53 蛋白 の 半減期 は5 ～ 2 0 分 と非常

に短い . p 53 蛋白が M D M ( M o u s e d o u bl e mi n u te) 2 蛋白と結合

す る こ と に よ っ て ポリ エ ビキ チ ン 化 され 分解を受ける た め であ

る
20) 21)

.

一 般 に変 異型p 53 蛋白 は野 生型p 53 蛋白の 機能を有 し

て い な い . 変異型p 53 蛋白に よ っ て は M D M 2 蛋 白の 転写が 行

わ れず ,
エ ビキ チ ン 化の 傷害 が お こ る の で 半減期 は2 0 時間以

上 と非常 に長くなり細胞内に高濃度に蓄積す る傾向がある
22)

.

本研究で 用い た モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 ( D O -7) で は野生塑, 変異

型p 53 蛋白の い ずれ も染色 さ れ る が , 半減期 の 長 さ か ら免疫組

織染色 にて 同定 さ れ る の は変異型p 53 蛋白 と考えて差 し支え な

い . 肺癌に お ける p 53 遺伝子 の 異常 は小細胞肺癌で 75 ～ 8 5 %
,

非小 細胞肺痛で4 5 ～ 5 0 % で あり
2 3 卜 2 5)

,
現段 階で は肺癌の 発生,

進展に 関与する確率 がも っ と も高 い 痛抑制遺伝子である .

本研 究で は
,
R b 蛋白の 発現異常 を免疫組織学的 に評価 し,

臨床 病理学的因子 や予後 と の 関連を p53 蛋白発現 と合 わせ て検

討 した . 免疫組織染色 によ る検索 に お い て , 同
山

の 痛組織内で

発現異常 が腫瘍 の 辺緑 にの み
,
ある い は局所性 にみ られ る例が

少な くな い . 標本周辺は免疫染色 の 際の 乾燥等で 生 じる偽陽性

の た め
, 検討 より除外 した . R b に 関 し てⅩu ら

2 6)
は
,
異常 Rb

蛋白 は核内 に進 入 で きな い た め 免疫染色 で は Rb 遺伝子変異 は

Rb 蛋白 欠損 と表現 さ れ る と述 べ て い る . ま た正 常 Rb 遺伝子ノを

有する 腫瘍細胞 は異 な っ た 染色性を示すが , こ れ は 細胞周期 に

よ りR b 蛋白量が 異 な る こ とか ら 免疫染色で陰性か ら強陽性と

な りう る た め と も述 べ て い る . p 5 3 遺 伝子 に つ い て は 海老名

ら
2 7I
は
, 細胞内P C R を用 い て 同 一 の 肺 癌組織内に お ける 免疫

組織染色陰性 の 癌細胞 にも陽性細胞 と同 じ遺伝子変異があり
,

免疫染色能 の 差 は m R N A 量 の 差で ある こ と を示 した . こ れ らの

結果か ら
,
免疫組織染色の 判定 に関して は標本周辺以外の 免疫

染色陽性 の 部分 を選択 し評価の 対象と した .

免疫組織染色 の 判定 には 透過光顕微鏡画像解析装置である画

像解析装置C AS 2 0 0 を使用 し た . 従来の 光学顕微鏡を用い た 判

定で は , 陽性 ･ 陰性の 判定や染色 の 強弱の 判定 に は測定者の 主

観や経験 に依存 し, 測定者に より測定値 にば ら つ きが あ ると い

わ れ て い る . そ こで
,
画像解析装置 C A S 2 0 0 を用い る こと で 染

色強度を数値化し免疫組織染色 の客観的 な評価 , 検討を行 っ

た .

腫 瘍の 発生, 進展 に Rb 遺伝 子異常が重要な役割を果た して
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い るが
,
腫瘍 に よ り関与の 段階は さまぎまであ る･ 骨肉腫

飾
や

網 膜芽細胞腫
7 -
な どで は腫瘍の 発 生段階で関与す る と さ れ る ■

一一 方肝細胞癌
蝕
や 陣耽墳

1 21
な どで は進行癌 へ の 段階 で 関与す

る と され る . さ て肺癌で は河野ら
:1(})
は異形威か ら発癌 へ の 碑路

にR b 遺伝子の 不括化が関与す ると 述べ て い る .

R b 黄白発現率 と予後と の 関連 をみ る と , 症例 全体 で は 陰性

例で予後不良な傾向が認め ら れ, 組織型別で は瞳癌で陰性例が

有意に予 後不良であ っ た . しか し , 扁平上 皮痛で は 予後の 差を

認めず, Ⅰ 期非小淵胞肺癌 で は, 特 に腹痛 にお い て Rb 蛋白発

現は予篠因子 と な りう るもの と思わ れ た . ま た多変量解析 によ

り
,
症例 全体お よ び 腺癌 にお い て , R b 蛋白 陰性 は独立 した 予

後不良因子 である こ と が 判明し た . 非小細胞肺癌 で は 馳 遺伝

子異常 と予後と の 関連がない とす る報告が多 い
2 仙

. しか しⅩu

ら
32-
は
,
Ⅰ期

,
Ⅲ 期10 1 例の 非小細胞肺癌 に つ い て R b 蛋 白発

現は独立 し た 予後因子 であ っ た と 述べ て い る . ま た D o s a k a -

A kita ら
33I
は
,
9 1 例 の Ⅰ期か らⅢ A 期の 非小細胞肺癌 に つ い て

全体で は Rb 蛋白発現 と予後 との 相関 を認めなか っ た が , 腺病

胡 例で は陰性例は予複不良の 傾向であ っ た と述 べ て い る . 本研

究 では Ⅰ期 に絞 っ て検討 した が, 症例全体お よ び腺病 に お い てt

R b 蛋白陰性は独立 した予後不良因子と の 結果を得 ,
Ⅰ 期 の 早

期非小網胞肺痛でも予後因子の 可能性が示唆 され た .

本研究で は ,
T l

,
T 2 の R b 蛋白発現率 に有意差 を認 め な か

っ たが
,
T l の み に つ い て み る と Rb 蛋白陰性例 の 予後 が有意

に不良であ っ た .
これ を組織型別 でみ ると , 扁平 上皮痛で は 差

が み られ な か っ た が , 腺 痛で は Rb 茸白 陰性例 で予後に有意差

が み られ た .
こ れ は 非小細胞肺癌, 特 に腺病 にお い て Rb 遺伝

子異常が癌化の 比較的早期か ら 関与 し, よ り悪性度を高め る こ

と に 関与 し て い る可能性を示すも の と考え られ た . しか し T 2

で は Rb 蛋白発現 に よ る 予後の 差を 認め なか っ た が , その 原因

と して
,
腫瘍の 進行 に伴 い Rb 蛋白発現以外の 因子 の 関与が よ

り大きく なり予後 の 差 と して 現れ なく な っ たも の と考え ら れ

た . 教室の 高島
紬
は原発性非小椰胞肺癌384 例 の 検討 で , 癌の

進行度 ,
リ ン パ 管侵襲は T 因子 と 関連があ る と述 べ て い る が ,

腫瘍 の 増大に伴 い 諸因子が こ の 時点で関与が大きく な る もの と

思わ れれ る .

･爪一 方
, p 5 3 遺伝子異常は ヒ ト腫瘍 に おい て 最も高頻度に認め

られ て おり
, 種 々 の 悪性腫瘍に お い て発現の 意義が検討 され て

き た . 胃痛 , 乳将 にお い て はp 5 3 は 悪性度 の 増強 に 関与 し,

p5 3 黄白発現 は予後不良因子とい われ
: 朋 6}

,
大腸で は p 5 3 遺伝子

異常が腺聴 か ら早期滴 へ の 進展 に関与し て い る こ とが 明ら か に

され た
3 7)

. 肝細胞痛 で は癌化の 早期の 段階で は関与 して い な い

と報告さ れ て い る
2 9 )

. 肺に おい て は F r a n kli n ら
3 β)

が気 管支 に お

け る過形成部位か らp 53 の 変異を報告 して おり ,
ま た 横 田 ら

3 0)

は
,
正常細胞か ら異形成 へ の 変化 にp53 が 関与 し て い る と 述べ

て い る . 肺病 にお い て は p 5 3 遺伝子異常 は早期 の 段階か ら 関与

し てい る もの と思 わ れた .

肺病 にお けるp53 蛋白発現 と予後と の 関連 に つ い て は ,

一 般

に 非小細胞肺癌 で の 発現例 は予後不良とす る 報告 が 多 い .

N i sb i o ら
軌
は 非小袖胞肺癌208 例 に つ い て検討 し, 症例全体で

は 有意差を認 め な か っ たが 腺疇100 例で は 予後国子 と なり得 た

と 述べ て い る . 教室 の 家接
4 0)
,
大竹
軸 もⅠ 期か ら Ⅳ期 の 原発性

非小細胞肺癌の 検討 でp 53 蛋白陽性 は予後不良因子となりう る

と結論 し て い る . しか しⅠ 期の 早期痛 につ い て は議論 が分かれ

て い る . 教 室の 家接
仙
,
H o ri o ら

42 )
,
M its u d o m i ら

43 )
は Ⅰ 期で

は有意差 を認 めな い と 報告 し て い る の に対 し, Q u i nl a n ら
4 4-

,

I s o b e ら
45

＼ H a r p ol e ら
46 }
は予後不良因子 であ っ た と報告 して い

る .

本研 究で は p 5 3 蛋白陽性 は予後不良な傾向が認め ら れ た が ,

有意差 は得 られ なか っ た . 組織型別 にみ る と, 腺病 に お い て 陽

性例 は有意 に予後不良であ っ た が ,
扁平上 皮癌で は相関を認め

なか っ た . R b 蛋白党規, p 53 蛋白発現, T 因子 お よ び脈管侵襲

と の多変量解析 に よ り晩痛 に お い ては p5 3 蛋白陽性 は独立 し た

予後不良因子で ある こ と が判明 した .

R b
, p 5 3 の 蛋白発現 を個別に検討 した 報告で は , 予 後因子 で

ある と する もの と , そ うで は な い とす る もの が あり, 統
一

した

見解 ほ得られ て い な い . R b 蛋 乱 p53 蛋 白双方の 異常例は , 異

常増殖能 を有 し, ア ポ ト
ー

シ ス を回避 し遺伝子異常が蓄積し
,

より悪性度が高く な る こ とが 予想 さ れ る
2 6)

.
D o s a k a - A kit a ら
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はⅠ か ら Ⅲ A 期 の 非小細胞肺癌 に つ い て R b 蛋白, p 5 3 蛋白お よ

びr a s p 2 1 蛋白 の 発 現と 予後 の 検討で , 個 々 で は有意差を認め

なか っ たが
,
R b 蛋白と r a s p 2 1 蛋白, ま た は Rb 蛋白と p 5 3 蛋白

を組み合わ せ る こ と で 生 存率 に有意差を認め た と報告 し, 予後

国子 と し て の 可 能性 を示 し た . また Ⅹu ら
26)3 2 )

も同様に , R b 蛋

白 陰性 か つ p 5 3 蛋白陽性群は予後不良因子であ っ た と報告 して

い る .

本研究で Rb 蛋白発現, p 5 3 蛋白発現 の 両者を組 み合わせ て予

後の 検討を行 っ た と こ ろ , R b 蛋白 陰性 か つ p5 3 蛋白l敵性群が他

の 3 群 より有意 に予後不良であ っ た . 組織型別に検討す る と,

扁平上 皮痛 で は 有意差 は み ら れ な か っ た が ,
腺痛 で は Rb 蛋白

陰性か つ p 5 3 蛋白陽性群が有意に予後不良であ っ た . 腺病 をさ

ら に T l に 絞 る と こ の 差 は 顕著 であ っ た .
こ れ ら の 結果 か ら ,

原発性非小細胞肺癌 Ⅰ期 に お い て , R b 蛋白 , p 5 3 蛋白発現 は こ

れ ら を組み 合 わせ る こ と で予後不良群の 抽出の 可能性が示唆さ

れた . ま た腺痛 で は ,
こ の 傾 向は さ ら に明確と なり, 臨床的 に

有用で あ る と 思 わ れ た .
X u ら

2別
は 扁平 上 皮癌 で も Rb 蛋白,

p 53 蛋白発現 の 組み 合わ せ は 予後国子で あ っ た と 報告 し て い る

が
, 本研究 で は 扁平上皮癌 にお い て は そ の 様 な傾向は確認す る

こ と が で き な か っ た . 今 回の 検討 に お い て は 扁平上 皮痛 は Rb

蛋白 , p5 3 蛋白発現の い ずれ も予後規定因子と は な ら なか っ た ･

教室の 大竹
41 I
は
,
扁平
_
ヒ皮癌 に お い て B cト2 蛋白が~㌢後国子

･

で

ある 可 能性を示唆 し てお り, 今後の 検 討時に は 非小袖胞月市塙を

一 括せ ず, 組織型 に より分類 して検討すべ きで ある と も思わ れ

た .

以 上 の 結果 より ,
Ⅰ期 原発性非小細胞肺癌, 特 に腺病 にお い

て ∴馳 蛋白, p 53 蛋白 は 早期の 癌化の 段階か ら関与 し, ま た哺

の 悪性度 の 増強 にも関連 して い る 可 能性が示唆 され た . 多変義

解析 に よ り 各々 は 独立 し た予後規定国子と な りう る こ と もホ唆

さ れ た . さ ら に 両者 を組み 合 わせ 検討す る こ と で ,
Ⅰ期症例の

中か ら予後不良群の 推定 が で きる可 能性 が示唆 さ れ た .

結 論

原発性非小細胞肺癌 Ⅰ期153 例 を対象 に免疫組織染色法に て

馳 蛋白お よ び p 5 3 蛋白発現を検出 し, 臨床病理 学的因子お よ び

予後 との 関連を検討 し, 以 下の 緒論 を得た .

1 .
Ⅰ 期症例全体 に お ける Rb 蛋白発現率 は 62 . 7 % ( 9 6 / 1 5 3

例) で あ っ た .

2 . 症例 全体 で は R b 蛋白陰性例 は 予後不良 な傾向を認 め

(p = 0 .0 5) , 組織型別で は 腺病 の 馳 蛋白陰性例 は予後不良であ っ



肺癌 にお ける Rb , p 53 蛋白党規 の 意義

た (p < 0 .0 0 5) . T 因子 別で は T l の Rb 蛋白 陰性例が有意 に予

後不良であ っ た (p < 0 .01 ) . 組織型別 に T 国子 を再分類する と
,

腺癌 T l に お い て R b 蛋白陰性例 は有意 に予後不良で あ っ た

(p < 0 .0 0 5) .

3 . 工期 症例全体 に お ける p 53 蛋白発現率 は 54 .9 % (8 4 / 1 5 3

例) で あ っ た .

4 . 症 例 全体 で は p 5 3 蛋 白陽性例 は予後不良な傾向を認 め

(p
= 仇0 8) , 組織 型別で は腺病 の p 5 3 蛋白陽性例 は予後不良であ

っ た (p < 0 .0 0 5) . T 因子別で は T l の p5 3 蛋白 陽性 が予後不良

な傾向であ っ た ( p = 0 .0 7) . 組織型別 に T 因子を再分類する と,

腺病 T l お よ び T 2 にお ける p5 3 蛋白 陽性例は有意 に予後不良

であ っ た (p < 0 .0 5) .

5 . R b 蛋白発現 と p 53 蛋白発現 と の 間の 相 関 はみ ら れ な か っ

た .

6 . R b 蛋白発現お よ び p53 蛋白発現の 組み 合わせ に よ る予後の

検討で は , Ⅰ 期症例全体で ほ Rb 蛋 白陰性か つ p 5 3 蛋白 陽性群

は他の 3 群 より予後不良であ っ た (p < 0 .0 1 ) . 腺痛 お よ び 細分

類 によ る腺病 T l で も 同様 に予後不良であ っ た ( 各々 p < 0 .0 0 5 ,

p < 0 .0 0 1) .

7 . 多変量解析の 結果 , 症例全体 で は Rb 蛋白 陰性 お よ び T 2

が独 立 した予後不良因子であ っ た . 腺病 で は 馳 蛋白陰性
, p 53

蛋白陽性 お よ び T 2 が独立 した予後不良国子 であ っ た . しか し

扁平 上皮痛 で は リ ン パ 管侵襲陽性 の み が 独立 し た予後不良因子

であ っ た .

以 上
, 原発性非小畑胞肺癌 Ⅰ期, 特 に 腺将 にお い て

,
R b 蛋

白お よ び p 5 3 蛋白発現 は予後規定因子 と して の 可 能性 が示唆 さ

れ た . また
,
両者を組 み合わ せ て 検討す る こ と で 予後不良群 の

推定が 可 能 と思わ れ た .
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