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大腸早期癌 にお ける血管新生お よび

V E G F; P D
- E C G F 発現 の 検討

一

深遠度お よ び P G と N P G の 差異
-

金沢大学が ん研究所外科部 (主任 : 磨伊正 義教授)

溝 口 雅 之

大腸癌 に お い て 血 管新 生なら び に血 管内皮増殖因子 G Ta S C u l a r e n d o th eli al g r o w th f a c t o r ･ V E G F) や 血 小板由来内皮細胞

増殖因子 b l a tel et -d e riv e d e n d o th eli al c ell g r o w 血 f a c t o r , P D
-E C G F) 等 の 血 管新生 因子は ･ 転移や 増殖 と密接 な関係を持 っ て

い

ると 報告さ れ て い る .

一

方大腸癌 は腺腫か ら転移 を伴う痛ま で, そ の 発育過程が分子生物学的に明ら か に さ
れ る と と もに腺腫

の 時期を綾 な い 新規 (d β 循抑 β) 痛 の 存在も注 目 さ れ て い る ･ 今回筆者は大腸早期痛 の 血 管新生 の 意義を探 る べ く , 深 遠度 や発

育形態別 にみ た 血管新生の 差異の 有軌 こつ い て検討 し, 大腸癌 の 発育過程 に血 管新生 が ど
の よ うに 関わ っ て い るか に つ い て 考

察 した . 対象 と し て教室で摘除 さ れ た 大腸早期痛 64 例 [ 粘膜内 (i n t r a m u c o s al c a r c
i n o m a s) ( m ) 痛35 例 , 粘膜下 層浸潤癌

(s u b m u c o s al i n v a si v e c ar Ci n o m a s) (s m ) 痛29 例] , 固有筋層浸潤痛 ( m u s c ul a ri s p r o p
ri a i n v a si v e c ar Ci n o m a s) ( m p) 痛33 例 な ら

び に 大腸腺膿2 5 例 , 計12 2 例 を用い た .
こ の うち大腸癌97 例 は下 田 らの 分類法 に従 い ポ

1) ポ イ ド発育型 (p ol y p oi d g r o w th

ty p e , P G) と 非ポ リ ポ イ ド発育型 (n o n p ol y p oi d g r o w th t y p e ･ N P G) と に分類 し
た

･
こ れ ら切除標本 の ホ ル マ

1
) ン 固定 パ ラ フ ィ

ン 包塩切片に お い て フ ァ ク タ
ー

Ⅷ を用い た微小血管密度 吋e s s el c o u n t , V C) の 測定 ,
血 管新生 因子 と して V E G F と塩基性線維

芽細胞増殖因子 O ) a Si c B b r o b l a s t g r o w th f a c t o r , b F G F) , P D
- E C G F の 免疫染色を行 っ た ･ V C は W eid n e r らの 方法に 準 じ, 最も

血 管密度 の 高 い 部分を200 倍 で観察 し, 1 視野 当た りの 血管の 数を測定 し た･ Ⅷ G F とb F G F に つ い て は染色程度 に応 じて 0
～

3 + ま で に分類 して 評価 した .
P D - E C G F の 染色強度 に つ い て も同様 に浸潤細胞の 染色程度に よ り0

～ 3 + で評価 した ･
これ らの

v c と Ⅶ G F
,
b F G F

,
P D - E C G F の 発現程度 と進行度 と の 関係 , なら び に P G と N P G の 差異 に関 して検討 した ･ そ の 結果

,
V C

で は
,
腺脛 12 .7 ± 6 .7 , m 痛11 ･8 ± 8 ･3 , S m 痛3 5 ･0 ± 1 7 ■5

,
m p 痛3 5 ･2 ± 1 8 ･8 で あり, m 癌 と s m 痛の あ

い だ に は 有意差 を認 め

た が
,
腺脛 と m 痛

,
S m 痛と m p 痛 の あい だ に 差は 認 め ら れ なか っ た ･ 血管 新生因子で は , 痛 剛 包か ら の V E G F と 浸潤細胞 か

ら の P D - E C G F の 発 現程度 が V C と 良く相関す る と と も に, や は り 同様 に m 痛 と s m 痛 の あ
い だで 差が 認 め ら れ た他 は P D -

E C G F 発現 にお い て s m 癌と m p 痛 の あい だ に 有意差 を認 め た ･
こ れ に 対 し

,
b F G F で は V C と の 相関関係や , 深遠度別で の 差

異を認 めなか っ た . 大腸早期癌 に お ける発育形態別 にP G と N P G の 差異 をみ た と こ ろ V C に お
い て は新規発育 と して 注目 され

る N P G で 有意 に克進 して い た (P G = 1 5 .4 ± 1 2 .7
,
N P G = 4 0 ･1 土 2 8 ･1

,
P < 0 ･0 0 0 7) ･ V E G F , P D - E C G F の 発現 に つ い て も N P G で

有 意に 高い 成績が得 ら れ た (P < 0 .0 5 , P
= 0 .0 0 1) ･ 以上 の 結果 か･ら , 大腸早期癌に お ける 血管新生の 意義 と して m 痛 か ら s m 痛

へ の 移行時 に必要性 が高い と考えられ た . また
,
大腸早期新規痛の 特徴の ひ と つ とさ れ る, よ り速 い 進行癌 へ の 移行 に 血管新

生が関与 して い る 可 能性が強く示唆 され た . そ して 大腸早期癌 の 血 管新生 は癌細胞 か ら の Ⅷ G F の 発現 と癌細胞周囲の 浸潤珊

胞か らの P D - E C G F の 発硯 によ っ て 調節さ れ て い る こ と が 判明 した ･

鮎 y w o r d s e ar ly c olo r e ct al c a r ci n o m a s , a
n gi o g e n e sis , V a S C ul a r e n d o th elial g r o w 血 f a ct o r , p la t elet

d e ri v e d e n d o th elial c ell g r o w th f a ct o r , d e n o v o c a n c e r

より早期 の 大腸癌 の 肉眼形態 に関する研究 は こ れま で 数多く

報告 さ れ ,
な か で も表面型腫瘍の 存在が急速進展を示す大腸進

行癌の形成 に重要である と の 意見が相次 い で 出され て い る
l 卜 4)

一 般 に 大腸早期痛 の 発育 は そ の 形態 か ら ポ リ ポ イ ド発育型

(p o l y p o i d g r o w t h t y p e , P G ) と 非 ポ リ ポ イ ド発育型 ( n o n

p ol y p oid g r o w th t y p e ,
N P G ) に 分けら れ て い る

5) 6)
･
こ の 分類 に

ょ っ て 腺腫を含 む隆起型起源の 痛 と表面平坦
･ 陥 凹型 起源の 痛

が 分けられ
,
腺腫 二 癌腫連鎖(a d e n o m a c ar Ci n o m a s e q u e n c e) によ

る痛 と新規 (dβ 椚 β) 痛と を区別できる と 考えら れ て い る
5)

･ 大

腸癌 の 圧倒的多数を占め る 2 型進行癌の 多く は新規痛 で , 表面

平成9 年1 1 月2 5 日受付 ,
平成 10 年1 月8 日受理

A b b r e vi a ti o n s : b F G F , b a si c A b r ob l a st g r o w th f a ct o r; 1y , 1y m p h atic in v a si o n ; N G S ･
n O rm al g o at s e ru m ; N H S ,

n o r m al h o r s e s e ru m ; N P G , n O n P O 加 Oid g r o w th t y p e; P D
- E C G F , pl at ele b d e riv ed e n d o th eli al c ell g r o w t h f a ct o r; P

G
,

p oly p oid g r o w t h t y p e; T P , th y m idi n e p h o sp h o r y
r a s e; V , V e n O u S in v a si o n ; V C , V e S S el c o u n t; V E G F ,

V a S C ul a r

e n d o th eli al g r o w th 血ct o r
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平 坦
･ 陥 凹型病変 に由来す る と 推論 す る研究も少 なく な

い
5 ト ー0)

. そ し て ,
こ の 進 行癌 に お い て 最も重要 な問題 は転移

であ る .
この 転 移の 間竜を含め た 難治性 の 痛患者は跡を絶 た

ず, 癌 の 絶対死亡者数 は確実 に増加 して お り , 従来の 外科的

治療や癌化学療法 の み で は 完治を望 めない の が 現実で ある .

しか し最近の 分子生物学 の 導入 に よ り , 痛 の 発生
,
浸潤 ,

転 移機構 に新しい 局面を迎え つ つ あ る . すな わ ち癌 の 浸潤 ,

転移 の 過 程 に は 細胞間 の み な らず, 癌 細胞 と 宿主側 の 問質細

胞と の 情報交換 を介して の 安定 し た複合体 を形成 し, こ れ ら

の 微小環境が痛 の 浸潤, 転移 に大きく関与 して い る こ と が 分

子 レ ベ ル で 判明して い る . なか で も堰 と血 管新生 に 関する テ

ー

マ は
,
今後 の 分子標的 を目的 と した 腫瘍制御, そ して 臨床

展開 に発展 しう るも の で ある . な ぜ な ら 癌 の 増殖 や転移 は ,

血 管新 生 に依存 L て い る か ら で あ る . 痛細胞 は宿主 の 血 管か

ら 自分 の方 に向か っ て新生 血 管 の 形成を促進 し
,
こ の 新生し

た 血 管内皮 は未成熟で血管透過性も克進 し
,
自 ら血 管内侵入

を容易 に して い る . こ の 新生 血 管網形成 に は 種 々 の 血 管新生

因子 が関 わ っ て い る こ と が 解明さ れ て お り, 現在で は 塩基性

線推芽細胞増殖因子 (b a si c fib r o b l a s t g r o w th f a c t o r , b F G F) ,

イ ン タ ー

ロ イ キ ン ー 8 (i n t e rl e u ki n - 8) , 血 ′ト板 由来増殖因子

(pl a t el e t d e ri v e d g r o w th f a c to r) , 血 ′ト板由来内皮細胞増殖因子

b l a tel et -d e ri v e d e n d o th eli al c ell g r o w th f a ct o r , P D - E C G F) , プ ロ

ス タ グ ラ ン ジ ン イ ー

1
,
イ ー

2 (p r o st a gl a n di n s E l , E 2) , 変換

成長因子 アル フ ァ , ベ ー

タ (tr a n sf o m li n g g ro w th f a c to r α , I3) ,

腫瘍壊死因子 ア ル フ ァ (tu m o r n e c r o si s f a ct o r α ) , 血管 内皮増

P G ty p o

殖 因 子 / 血 管 透 過 性 因子 (v a s c u l a r e n d o th eli al g r o w th

fa ct o r/ v a s c ul a r p e r m e ab ili ty fa ct o r , V E G F/ Ⅵ叩) , 酸性線練芽細

胞増殖因子 (a cidi c 丘b r o b la st g r o w th 血c to r) , ア ン ジ オ ゲ ニ ン ,

肝細胞増殖因子 m ep at o c yt e g r o w th 払ct o r) など , 数多くの因子

が報告 さ れ て い る
11)1 2〉

. そ して 乳癌
13)

, 前立腺 痛
1 1)

, 皮膚癌
15)

,

頸 謀部痛
川

, 肺癌
1 7)1 8 )

, 食道 癌
19)

, 胃痛
叩

や 大腸癌
21 卜 23) な ど

種 々 の 腫蕩 に お い て , 血管新生と転移とは深く結びつ い て い

る と報告 さ れ て い る .

T 独 a h a sb i ら
24)
は ヒ ト大腸癌点者 にお け る転移 ･ 増殖と, 微

小血 管密度 匝e s s el c o u n t , V C) な らびに V E G F と が強 い 相 関が

あ る こ と を示した . また
,
P D - E C G F にお い てもそ の 発現が大

腸癌 の 血 管新生 に関 わ っ て い る こ とを裏付けた
25)

. F r a n k ら
2 り

は リ ン パ 節転移陰性大腸癌手術切除症例の追跡調査 にお い て,

切 除標本の パ ラ フ ィ ン 包埋切片 に お ける V C と術後再発率が 正

の 相 関をす る こ とを示 し, また , V C と術 後5 年生 存率 とが 逆

相関す る こ とを つ きと め
,
これ らの 結果か ら血 管新生は大腸癌

患者 の 予後を左右する重要な フ ァ ク タ ⊥ の ひ とつ で ある と述 べ

て い る . ま た W a r r e n ら
26)

は 3 0 個 の ヒ ト 大腸癌肝転移中の

V E G F 発現 を調 べ ,
V E G F が ヒ ト大 腸堰肝転移内で よく見られ

る血 管新生 因子 であり, V E G F レ セ プ タ
ー

は肝腫瘍発 生 に付随

して高発現す る こ と を つ きと めた . しか し こ れ ら の 研究は
,
主

に 進行性 の 痛 を対象 に して おり
,
早期の 大腸癌 に対する 血 管新

生を論 じた論文は皆無である .

癌 は1 ､ 2 m m 以 上 の 大き さ に な る た め に は血管新生 が 必要

であり
,
そ の た め に増殖に不可欠な栄養源の 補給を得 る必要が

N P G ty p e

C I a $ $ifi c a ti o n o f c u ト 亭u rf a c e o f c o l o r o c t a l c a n c o r

Fi g ･ 1 . n e m at e ri al s w e r e
■
di vid e d i n t o t w o ty p e s; p Ol yp oid g r o w th ty p e (P G) f r o m i n tr a m u c o s al p r o 地 r ati o n o f a d e n o m a o r c a r ci n o m a ,

an d n o n p olyp oid g r o w th ty p e (N P G) w ith o u t in tr am u C O S al p r o tu b e r an t g r O W 血 .



l
668 溝 口

あ る
27)

. 従 っ て , よ り早期 の大腸癌 の 発育 ･ 進展 に は 血 管新生 今回 の 研究で筆者 は大腸早期痛 の 血管新生の 意義 を探 る べ

が 大きく関わ っ て い る こ とが予想さ れ, また 発育進展様式別 に く
,
深遠度や発育形態別(P G と N P G) に み た 血管新生 の 差異の

み た悪性度を規定する因子と して も血管新生 の 関与は注目され 有無 に つ い て検討 し
,
大腸癌 の 血 管新生が どの 様 に関連して い

なけれ ばならな い .
る か に つ い て考察 した .

Fig . 2 . I m m u n o hi s t o d l e m i c al stai n in g of in t r am u C O S al c a r c in o m a 仏, C , an d E ) a n d s u b m u c o s al i n v a si v e c a r ci n o m a (B , D , an d F) wi th

a Jltib o d y t o 血ct o r Ⅷ 仏 an d B) , V E G F (C an d D ) an d P D
- E C G F (E an d F) . V e s s el c o u nt in t h e s u b m u c o s al i n v a si v e c ar C in o m a ( B) w a s

h igh e r th an th e i nt r a m u co s al c a r ci n o m a ㈱ . n e s u b m u c o s al in v a siv e c a r c in o m a O)) 血 o w e d s t r o n g e r p o siti v e st ai n in g fo r V E G F (3 +)

t h a n di d th e i n t r a m tl C O S al c a r ci n o m a (0 ; C) . 7 h e s u b m u c o s al in v a si v e c ar Ci n o m a の 血o w e d p o siti v e st ai ni n g fo r P D
- E C G F o n in Blt r a h n g

c ells
,
血 e r e a s th e r e w a s n o P D - E C G F e x p r e s si o n in th e i nt r a m u c o s al c a r ci n o m a (E) ･ 仏)

一 肝) ×2 0 0 ･
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対象お よび方法

Ⅰ . 実験対象

教室で摘除 され た 大腸癌97 例を大腸癌取り扱い 規約
28】
に よる

分類法 に準 じ
,
探 速度別 に粘膜内 (i n t r a m u c o s al c a r ci n o m a s)

( m ) 痛 , 粘膜下 層浸潤 (s u b m u c o s al i n v a si v e c ar Ci n o m a s) (s m )

痛 , 固有筋層浸潤 ( m u s c u l a ri s p r o p ri a i n v a si v e c a r ci n o m a s)

( m p) 痛 と に 分類 した . そ の 内訳は m 痛 35 例 , S m 痛29 例 , m P

痛33 例で ある . そ して 大腸腺腫25 例を加え, 計12 2 例を対象

と した . こ の うち リ ン パ 節転移陽性例を s m 痛4 例 (13 .8 % ) ,

m p 痛5 例 (27 .3 % ) の 計9 例 (14 .5 % ) に認 め た . ま た
,
リ ン パ

管侵襲 O y m p h a ti c i n v a si o n , 1 y) と 静脈侵襲 付e n o u s i n v a si o n , V)

に つ い て は s m 痛 で はIy 陽性症例4 例 (1 3 .8 % ) , Ⅴ 陽性症例3 例

(10 .3 % ) , こ れ に 対 し m p 痛で は1y 陽性 症例9 例 (27 .3 % ) , Ⅴ 陽

性症例4 例 (12 .1 % ) で あ っ た . 大腸癌97 例 は下 田 ら
2)
の 分類法

に従 い P G と N P G と に分類 した . すなわ ち痛粘膜部の 厚さ が辺

縁粘膜 (多く は過形成性粘膜) より明 らか に丈が 高 い もの をP G

と し
, 痛の 粘膜厚が辺緑過形成粘膜と同等かあ るい は 薄くな っ

て い る もの をN P G と し た (図1) .

Ⅰ . 免疫 組織化学

免疫染色 は各症例 に つ い て 最も典型的な パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク

を用 い ,
4 /ノ m 厚 に薄切連続切片 を を作製, H E 染色 の 後, 以 下

の 抗体 を用い て 免疫染色を行 っ た .

1 . 抗第Ⅷ 因子関連因子 ( フ ァ ク タ
ー

Ⅷ) を 用い た免疫染色

脱 パ ラ フ ィ ン を施行 し た後 ,
0 .1 % トリ プ シ ン溶 液に て トリ

T a ble l . V e s s el c o u n t i n ad e n o m as , i n t r a m u c o s al c a r ci n o m a s ,

S u b m u c o s al in v a si v e c a r ci n o m a s , m u S C ul a ri s p r o p rl a i n v a si v e

C ar C l n O m a S .

D is e a s e
N o . o f V e s s el c o u n t

C a S e S ( 貢 ±S D )

A d e n o m a s

m

S m

m p

5

5

∩
ツ

■
■つJ

2

3

つ
′
l

つ
J

1 2 .7 ± 6 .7

1 1 .8 ± 8 .3

3 5 .0 ± 1 7 .5

3 5 .2 ± 1 8 .8

m
,
i n t r a m u c o s al c ol o r e c t al c a r c i n o m a s ; S m , S u b m u c o s al

in v asi v e c oI o r e ct al c a r cin o m a s; m p , m u S C ula ri s p r op n a i n v a si v e

c ol o r e c t al c a r ci n o m a s .
* P < 0 .0 5 .
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プ シ ン 処理 し, 0 .3 % 過酸化水素水 に て 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー

ゼ を不晴化 させ た後 ,
1 0 % 正常 ウ マ 血清 (n o r m al h o r $ e S e ru m ,

N H S) に て ブ ロ ッ キ ン グを し,
一 次抗 体と して モ ノ ク ロ

ー

ナル

ネ ズ ミ抗 ヒ ト フ ォ ン ビル ブ ラ ン ドフ ァ ク タ ー

(D A K O , G l o st ru p ,

D e n m a r k) を5 % N H S で 40 倍 に希 釈 して 使用 した (4 ℃ ,
d 昼

夜) . 二 次抗体は ビ オテ ン化抗ネズ ミI g G (V e c t o r , B u rli n g a m e ,

U S A ) を10 % N H S で2 0 0 倍 に希釈 して 使用 (室温30 分) , ス ト

レ プ トア ピジ ン
ー ビ オナ ン

ー ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 複合体は ヒ ス ト

フ ァ イ ンS A B - P O (呵 キ ッ ト ( ニ チ レイ, 束京) 付属の ペ ル オ キ

シ ダ
ー

ゼ標識 ス ト レ プ トア ピ ジ ン を用 い た (室温30 分) . 発色

は 0 .0 5 M トリ ス 一 塩酸 バ ッ フ ァ
ー

b h 7 .6) , 過酸化水素水20 / 上1

と
,
3 -3

,

ダイ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン (3 - 3
,

di a m i n ob e n zi di n e) の 溶液に

て 行 っ た (室温5 分) . 核染色 は マ イ ヤ ー の ヘ マ トキ シリ ン を用

い た .

2 , 抗 V E G F 抗体を用い た免疫染色

上記方法 と同様に脱パ ラ フ ィ ン , トリ プ シ ン処理, 内因性 ペ

ル オ キ シ ダ
ー

ゼ の 不治化の 後, 1 0 % 正 常ヤ ギ 血清 (n o r m al g o a t

S e r u m
,
N G S) に て ブ ロ ッ キ ン グ , ポ リ ク ロ

ー

ナ ル ウサ ギIg G

(S a n t a C ru Z Bi o t e ch n ol o g y , S a n t a C r u z , U S A ) を5 % N G S にて

20 0 倍希釈 し
,
4 ℃で 一 昼夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した .

二 次抗

体 は ヒ ス トフ ァ イ ンS A B -P O (町 キ ッ ト ( ニ チ レ イ) 付 属の どオ

ナ ン 標識ヤ ギ抗 ウ サ ギI g G , 酵素試薬 は同様 に ペ ル オ キ シ ダ
ー

セ 標識 ス トレ プ トア ピジ ンを用い た .

3 . 抗b F G F 抗体を用い た免疫染色

脱パ ラ フ ィ ン
,
トリ プ シ ン 処理

,
内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー セ の

不法化 の 後
,
1 0 % N G S に て ブ ロ ッ キ ン グ

,
ポ リ ク ロ

ー

ナ ル ウ

サギI g G (Si g m a c h e m i c al , S t . b ui s , U S A ) を5 % N G S にて 200 倍

希釈 し
,
4 ℃ で

一

昼夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した . 二 次抗 体は ヒ

ス ト フ ァ イ ンS A B - P O (和 キ ッ ト ( ニ チ レ イ) 付 属の ビ オナ ン標

識ヤ ギ抗 ウサ ギIg G , 酵素試薬 は同様に ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ 標識

ス ト レ プ トア ピジ ン を月] い た .

4 . 抗P D - E C G F 抗体を用い た 免疫染色
2t"

脱 パ ラ フ ィ ン
,
トリ プ シ ン 処理

,
内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の

不満化 の 後
,
0 .1 M ク エ ン 酸緩衝液 (p H 6) を用い て マ イ ク ロ ウ

エ
ー ブ を施行 した (5 分 × 2 回) . 1 0 % N H S にて ブ ロ ッ キ ン グ

,

1 % ス キ ム ミ ル ク 含 有燐酸綬衝食塩水 (p h o s p h a t e
-b u ff e r e d

s ali n e) で室 温 に て30 分イ ン キ ュ ベ
ー

シ ョ ン し
,
モ ノ ク ロ M

ナ

ル マ ウ ス 杭P D
- E C G F 抗体 (日 本ロ シ ュ 社 よ り供9 -) を5 % N H S

で10 0 0 倍希釈 し, 4 ℃で
一

崖 夜イ ン キ ュ ベ ー

シ ョ ン し た .
二次

T a bl e 2 . C o rr e la tio n b e t w e e n e x p r e s si o n o f V E G F , P D
- E C G F , b F G F in h u m a n c ol o r e ct al c a rci n o m as a n d

a d e n o m a s

D is e a s e
N o . o f

C a S e S

E x p re s s i o n
a )
( 盲 ±S D ) o f

P D - E C G F b F G F

A d e n o m a

n l

S m

m p

5

5

(

u
ノ

3

つ
]

3

つ
】

3

0 .6 ±0 .4 0 ,9 士 0 .6

冒;……§;喜]
*

…;……≡‡…∃…;
0 .7 ±0 .6

0 .8 ±0 .6

l .1 ± 0 .9

1 .0 ±0 .6

V E G F
,
V a S C u la r e n d oth eli al g r o w th f a c to r; P D

- E C G F
, pl a t ele t

- d e riv e d e n d oth eli al c ell g r o w th f a c to r; b F G F ,

b a si c fib r o bl a st g r o w th f a ct o r; m , i ntr a m u c o s al c ol o r e ct al c a r cin o m a s; S m , S u b m u c o s al in v a si v e c ol o r e c tal

C a r C in o m a s; m P , m u S C u la ri s p r o p n a in v a si v e c ol o r e ct al c a r cin o m a s ･
a) In t e n s lty O f st ai n l n g fb r V E G F , P D

-

E C G F a n d b F G F w a s g r a d ed o n s c al e o f O
- 3 +

,
W i th O r e p r e s e nt l n g n O d e t e ct ab le s tai n an d 3

+ r ep r e s e ntin g

th e str o n g e s t st ai n .
* P < 0 .0 0 1

,

* * p < 0 .0 1 .
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抗 体 は ビ オ テ ン 化抗ネ ズ ミIg G (V e c t o r) を10 % N H S で2 0 0 倍

に 希釈 し て 使用 し (室温3 0 分) , ベ ク タ ス テ イ ン A B C キ ッ ト

P E -6 1 0 0 Ⅳe c t o r) の ア ピ ジ ン
ー ビオ テ ン複合体で室温 にて 30 分

間イ ン キ ュ ベ
ー

シ ョ ン した 後, D A B に て発色 し (5 分) , 核洗,

脱水, 封入 を行 っ た .

Ⅱ . 免疫染色の評価

染色程度 の 評価 は各切片 に お ける腫瘍先進部の 最も濃染 さ れ

た部分を用い て行 っ た .
V E G F とb F G F の 膿瘍細胞 で の 染色強

度は 0 か ら3 十の ス ケ ー ル で等級化 した . すなわち0 は 全く染色

され な い もの , 3 + は 強染色 され たも の で , その 間 の 1 + は 弱染

色, 2 + は中等度染色 であ る . 痛細胞周囲 の 浸潤細胞 で の P D
-

E C G F の 染色強度もま た同様 に0 か ら3 + で 表 した . す な わち0

は 浸潤細胞 に全くP D T E C G F 染色陽性細胞が無 い もの ,
1 + は わ

ずか に 陽性細胞 の 見 られ るもの ,
2 + は 中等度 に陽性細胞 が見 ら

れ るもの
,
3 + は浸潤細胞 の多く が P D - E C G F 陽性 と な っ て い る

もの で あ る.

Ⅳ . V C の評 価

V C は W ei d n e r ら
30)
の 方法 に準 じ, 光学 顕微鏡を用 い ,

ま ず

低倍率で腫瘍内の 最も血管分布 の 高 い 部分を検索 し, 次 にそ の

部位を200 倍 (0 .7 3 平方 ミ リ メ
ー ト ル) で観察 して 1 視野当 たり

の 血管 の 数 を測定す る方法 で行 っ た .

Ⅴ . 統計分析

膿瘍 の 深達度別 ,
発 育形態別 に よ る V C の 平 均値な ら び に

V E G F
,
b F G F

,
P D - E C G F の 発現の 平均値 の 比較はS tu d e n t の t

検 定 を用い て 行 っ た . V C が 30 以 上 の 症例 に つ い て V E G F が3 +

と2 + 以下 の 症例 と で P D - E C G F の 発現程度 の 比較を, 対応 の あ

るt 検定を用 い て 行 っ た .
V C と V E G F , b F G F , な ら び にP D -

E C G F の 発現 強度 と の 相関関係 は ス ピ ア マ ン 順位相関計数検定

に よ っ て 行 っ た . 全 て の 統計解析 に つ い て有意差 の レ ベ ル は 危

険率0 .0 5 以 下 に設定 した . こ れ ら の 統計解析 は全て統計用 ソ フ

T abl e 3 . V E G F
,
b F G F a n d P D - E C G F e x p r e s si o n , V e S S el c o u n t in n o n m et a st ati c a n d m et a s ta ti c t u m o rs

V e s s el

占;㌫e ati o n c as e s
a)

( 謂詣)
T y p e o f N o ･ O f

E x p r e s si o n (支 ±S D ) o f

b F G F V E G F P D - E C G F

R eg io n al

l y m p h n o d e

m e ta s ta si s

L y m p h ati c

l n V a Sl O n

V e n o u s

l n V a S l O n

+ 9 46 .6 ± 27 .8

-

5 3 3 2 .3 士 19 .1

+ 13 4 0 .0 ± 15 .8

-

49 3 3 .3 ± 2 2 .2

+ 7 3 0 .4 ±1 4 .8

- 55 3 3 .9 ±2 2 .0

1 .1 ± 0 .6

0 .9 ± 0 .7

0 .9 ± 0 .6

0 .9 ± 0 .7

0 .8 ± 0 .5

1 .0 ± 0 .7

二

二
_

2 .3 ±0 .8

1 .8 ± 0 .7

2 .2 ± 0 .9

1
.7 ±0 .7

2 .3 ± 0 .9

2 .1 士 1 .1

2 .3 ±0 .7

2 .1 ±0 .9

2 ,2 ± 0 .6

2 .0 ± 0 .8

V E G F
,
V a S C u l a r e n d o th e lia l g r o w th f a c to r; b F G F , b a s ic fib r o bl a st g r o w th fa ct o r; P D

- E C G F
, Pl at ele トd e riv e d e n d oth eli al

c e ll g r o w th f a c to r .
a)
s u b m u c o s al i n v as iv e c o l o r e ct al c a r ci n o m a s ( S m ) a n d m u s c ul a ris p r o p ri a i n v a si v e c ol o r e c ta

l

C a r Ci n o m a s ar e i n clu d e d . +
, P O Sitiv e;

-

,
n e g ati v e .

* P < 0 .0 5 .

F ig . 3 . G r o w 血 ty p e o f s u b m u c o s al i n v a si v e c ol o r e c tal c a r c
i n o m a ( H & E) ･ ㈱ P ol y p oid g r o wi h b TP e 血

･

O m i n tr a m u c o s al p r olif e r ati o n of

c ar Ci n o m a . β) N o n p o pl y p oi d g r o w ぬ t yp e wi th o u t i n t r am u C O S al p r o t u b e r an t g r O d h ･ (朗O 3) × 5 ･
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ト ウ エ ア , ス タ ッ ト ビ ュ
ー ( A b a c u s C o n c e p t I n c , C u p e r ti n o ,

U S 朗 を用い て行 っ た .

成 績

Ⅰ . 深達度別に み た V C の 比較

腺腫
,
m 癌 ,

S m 痛 ,
m p 痛 そ れ ぞ れ の V C の 平均 値を比較 し

た(表 1) . V C は 腺腫12 .7 ± 6 .7
,
m 痛1 1 .8 ± 8 .3 , S m 痛3 5 .0 ±

1 7 .5 , 皿 p 痛35 .2 士 1 8 .8 で あり
,
m 痛 と s Ⅱl 癌 の 間に有意差 を認

め た(P < 0 .0 5) . 腺脛 と m 痛 , S m 癌 と m p 癌の 間に有意差 は認 め

なか っ た . 図2 (A , B ) に 皿 痛 とs m 痛の V C の 比較 にお ける典型

的な症例を提示 した . 提示症例の うち s m 病症例 (B) で は膿瘍

内微小 血管が数多く み ら れ る が ,
m 病症例 仏) で は ほ と ん ど観

察さ れ ない .

Ⅰ . 深 達度別 に み た V E G F
.
b F G F

.
P D - E C G F 染色程度の

比車交

膿瘍細胞 の 細胞質 で の V E G F 発現 は m 痛0 .9 ± 0 .7
,
S m 痛

1 .7 ± 0 .9
,
m p 痛 1 .8 ± 0 .8 と , m 痛 と s m 癌の 間の み に有意差を

認め た (P = 0 .0 0 0 8) .
一

プf , b F G F 発現 は m 癌0 .8 ± 0 .6
,
S m 癌

1 .1 ± 0 .9
,
m p 癌1 .0 ± 0 .6 と , 各深達度別 に有意 な差は見 られ

な か っ た . P D - E C G F に お い て は腫瘍細胞周囲の 浸潤細胞で よ

く染ま るも の の 腫瘍細胞自体 は全く染色 さ れ なか っ た . こ の 膿

瘍細胞周囲 の 浸潤細胞 か らの P D - E C G F 発 現 は m 痛1 .2 ± 0 .8
,

S m 痛1 .9 ± 0 .9
,
m p 痛2 .5 ± 0 .9 と m 癌 と s m 痛の 間と , S m 痛 と

m p 癌 と の 間で有意差 が認め ら れ た (P = 0 .0 1
,
P = 0 .0 2) (表2) .

図2 ( C
～ F ) に m 癌 と s m 痛の V E G F 染色 と P D - E C G F 染色 の 典

型例を提示 した . V E G F 染色 に お い て , ほ と ん ど染色 さ れ て い

ない m 癌 症例 (C) に対 し, S m 癌症例 ( D) は腫瘍細胞質が よく

671

染ま っ て い る . P D - E C G F にお い て も同様 に
,
全 く染色 さ れ な

い m 病症例 ( E) に対 し, S m 病症例 (F) は腫瘍細胞周囲の 浸潤

細胞が よ く染色 さ れ て い る .

Ⅱ . V C とV E G F
.
b F G F ならび に P D - E C G F との 相関性

V C は V E G F お よ び P D - E C G F と 正 の 相 関関係 を持 っ て い た

匹 = 0 .6 0 2 . P = 0 .0 0 1
,
R = 0 .4 3 6 . P = 0 .0 2) . しか しb F G F と V C

と の 間 に相関は認 めなか っ た .

Ⅳ . リ ン パ 節転軌 1y 因子 ,
Ⅴ 因子 の 有無 に よ る V C な らび

に V E G F
.
b F G F

,
P D - E C G F 発現強度の比較

リ ン パ 節 転移陽性症例 と陰性症例 に お い て V C と V E G F
,

b F G F
,
P D - E C G F の 比較を行 っ た と こ ろ, V E G F 発現 は リ ン パ

節転移陽性症例 で有意 に高 い 成凍を示 した ( N 十, 2 .6 ± 0 .7 ; N
-

,

1 .6 ± 0 .8 . P < 0 .0 5) が , b - F G F とP D - E C G F 発現で は有意な差 は認

め な か っ た . V C に お い て は転移陽性症例 で高 い 傾向 にあ るも

の の 有意差 は認め ら れ な か っ た . ま た
,
1 y 因子, Ⅴ 因子 はそ の

有無 に お い て V C と V E G F , b F G F , P D - E C G F 発 現程度 に関連

は見 られ なか っ た (表3) .

Ⅴ . 大腸早期癌な らびに大腸 m p 癌の 発育形態別に み た V C

とV E G F
,
b F G F なら びに P D - E C G F 発現の 比較 ( P G :

N P G )

大腸早期痛 ( m 痛 , S m 癌) と m p 癌の V C をP G とN P G に 分

( 図3 , 表4) して 比較す る と, P G 1 7 .5 ± 1 3 .8
,
N P G 4 2 .6 ±2 3 .8

(P < 0 .0 0 0 1) と , N P G の 症例 はP G の 症例に 比べ 有意に高 い 成績

が得 ら れ た . 次 に血 管新生国子の 発現 を比較す ると , V E G F の

発現 はP G l .2 士 0 .8
,
N P G 2 .0 士0 .9 (P = 0 .0 0 0 3) , P D - E C G F の

発現 はP G l .6 ± 1 .0
,
N P G 2 ,2 ± 0 .9 (P < 0 .0 0 0 1) と , 両者共 に

N P G で 有意 に高い 成績が得 られ た . しか しb F G F の 発硯 で は発

T a ble 4 . V E G F
,
b F G F a n d P D - E C G F e x p r e s si o n a nd v e s s el c o u n t in P G a n d N P G c o lo r e c tal c a r ci n o m a s

N o . o f V e s s el E x p r e s si o n
a)
( 盲 ±S D ) of

D i s e a s e
c a s e s

c o u n t

( 盲 ±S D) V E G F b F G F P D - E C G F

P G 6 3 1 7 .5 ±Ⅰ3 .8

N P G 3 4 4 2 .6 ± 2 3 .8

1 .2 ± 0 .8

2 .0 ± 0 .9 ]
* ニ巨 こ:;≡3二; ;二;≡こ二;] *

V E G F
,
V a S C u l ar e n d o th eli a l g r o w t h f a c t o r; b F G F , b a sic fib r o b la st g r o w th Fa c t o r; P D- E C G F , Pl a t ele トd e ri v e d

e n d o t h eli al c ell g r o w th f a c t o r; P G , P Oly p oid g r o w th t y p e ; N P G ,
n O n P O ly p o id gr o w th ty pe .

* P < 0 .0 0 0 1
,

* * P < 0 .0 0 1 .

T a ble 5 .
P D - E C G F e x p r e s si o n i n i n filt r atl n g C ells in th e p atie n t s w it h hig h v es s el c o u nt

*

V E G F

St ain l n g

i n t e n s lty

N o . 0 1
r

C a S e S

N o . o f c a s e s s h o w i n g diffe r e n t

i n t e n sity of P D
- E C G F i n

i nfilt r atlrl g C ell s

N e g ati v e l + 2 + 3 +

≦2 + 3 9 1 2

3 + 2 1 1 6

10 2 6 2 .5 ±0 .5

6 8 1
.6 ± 0 .9

P D - E C G F , P la tel et
- d e riv e d e n d o t h eli al c ell g r o w th fa ct o r; V E G F , V a S C ul a r e n d oth eli a l gr o w th f a ct o r; 1 + , Sli gh tly

p o s iti v e; 2 + , W e a kl y p o siti v e; 3 + , S tr O n gly p o siti v e .
*
v e s s el c o u n t ≧3 0 p e r hig h p o w e r fi eld .

* * P < 0 .0 5 .
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育形態別に有意 な差は認め られ なか っ た ･

~Ⅵ . V C が高 い 大腸癌症例 ⅣC ≧3 0) に お け るV E G F 発 現強

度別 に み た P D - E C G F 発現程度の比較

V C が3 0 以上 の 大腸癌症例 にお い て V E G F の 発現 が 3十 の も の

と 2 + 以下 の もの と に分けて P D - E C G F 発現 程度 の 比較 を行 っ

た . そ の 結果 V E G F 発 現 が 2 + 以 下 の 症例 の P D
- E C G F 発 現 が

2 .5 ±0 .5
,
V E G F 発現 が 3 + の 症例 で は 1 .6 ±0 .9 と , V E G F 発 現

が2 + 以 下 の 症例 で P D - E C G F 発現 が 有意 に高 い 成績を示 した

(表5) .

考 察

腫瘍 は血 管新生 に よ っ て 構築 さ れ た 新生 血 管網を利用 し て ,

増殖 に必要な栄養や酸素 の 倶給 ,
ある い は遠隔臓器 へ の 転 移を

行 っ て い る .
こ の こ と は腫瘍 の 増殖 と転移と が血管新生 に 依存

し て い る こ とを意味す る とと もに , 腫瘍 血 管新生 の 機序を解明

しそ の 制御法の確立 が痛治療成横 の 向上をもた ら すもの と考え

ら れ る .

血 管新生 と は ,
既存 の 血管か ら新 しい 血 管が 形成 され る組織

反応である . 近軋 予後 と の 関係の 研究が進め られ , 乳痛組織

の V C と予後 と の あ い だ に 明ら か な関係 の あ る こ と が 報告 さ れ

た
13-

. また
,
他臓 希痛 に お い て もV C は進行度, リ ン パ 節 転移,

遠 隔転移の ある も の で 高値を示 し, 腫瘍の V C は再燃や 生 存率

の 予後因子 と さ れ 診断的価値 が高い と 報告 さ れ て い る
14 卜 23)

･
こ

の 血 管新生 の 過程 に つ い て は次の よ う なもの で あ る･ まず血 管

内皮細胞の 周圃 にあ る基底膜 を マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア
ー

ゼ ( m a tri x m e tall o p r o t ei n a s e) に より分解 し, 次 い で外 に遊走 し,

これ らが 増殖 し
,
そこ で 管腔形成 に至 る .

こ れ ら の 過程 が 繰り

返 さ れ る こ と に よ り多数の 新 しい 血 管が 網目 の 様 に作 られ て い

き
,
標 的細胞 へ の 酸素や 栄養の 移送が豊富 にな っ て い く ･ 血管

新生を誘導す る因子 と して , b F G F や V E G F な ど約2 0 種類 の 生

体内物質が こ れ まで に 報告 され て い る
1 1)1 Z)

. こ れ ら は
,
癌細 胞

自体 が転移能や 血 管新生能 と相関 し て 発現分泌 して い る場合

と
, 癌細胞 に より刺激を受けた肥満細胞や マ ク ロ フ ァ

ー ジ な ど

が 藍生す る場合がある . ま た基底膜 に貯蔵さ れ て い た 血管新生

因子が癌細胞 に よ る 基底膜 の 分解 に よ っ て 放出 され る場合もあ

る .
こ れ ら の 血 管新生国子 の な か で V E G F は血管内皮細胞特異

的
,
か つ 血 管新生の す べ て の 過程 に 関与す る強力な内皮増殖因

子で ある , また , ヒ ス タ ミ ン の 50 ,0 0 0 倍 の 血 管透過性 をもち,

内皮細胞 や膿瘍細胞 の 増殖の 基質と な る ワ イ プ リ ン を問質 に析

出させ る
:il)

. v E G F に は4 つ の 構造異型があり
32卜 :情)

,
V E G F 1 2 1 ,

V E G F 1 6 5 が 主 に腫瘍細胞か ら分泌 さ れ る . V E G F 1 2 1 は ヘ パ リ

ン 結合能の ない 酸性 ポリ ペ プチ ドで あり, 遊離蛋白 と して存在

す る叩 . V E G F 1 6 5 は ヘ パ リ ン結 合能を有する塩基性 ポ リ ペ プチ

ドで あ る が
,
V E G F 1 8 9 , V E G F 2 0 6 よ りもその 作用 は弱 い

: 樹

V E G F の 血管特異性を担うもの は そ の 受容体の 発現 で , V E G F

受容体 は 血 管内皮細胞 に特異的 に発現 して い る . V E G F は こ れ

らの 受容体と結合 して そ の 作用を発揮す る . ま た抗 V E G F 抗体

に より腫瘍の増殖阻害も見ら れ る
39卜 Jl】

. M a e d a ら
4 2)
は 胃痛 に お

い て V E G F の 発現 と V C が 相 関す る こ と を つ きと め ,
ま た , リ

ン パ 節転移な ら び に肝転移と V E G F 発現 の 相関関係を示すと と

も に V E G F が 胃痔 における重要な予後国子で ある こ と を証明 し

た . T a k a h a s h i ら
24)4 3)
は 大腸癌 , 胃痛 (i n t e sti n al ty p e) で は

V E G F 甘1k ･1/ E D R 系が 腫瘍の 進展に重要 である ことを示 して い

る . また
,
E 皿 g ら

両)
は大腸癌に お けるV E G F 発現 と微小血管密

度と の 相関関係 を示す とと も に, V E G F 発現 と 血行性転移が 正

の 相関関係をも っ て い る こ と を証明 した . 今回 の 筆者 の 研究 に

お い てV E G F の 発現 はリ ン パ 節転移と相関 を示 し た が ,
リ ン パ

管侵襲 な ら び に脈管侵襲 と は相関関係 は見出せ な か っ た ･ なお
,

対 象症例を m , S m , な ら び に m p の
一

部 (比較的小型 で , か つ

粘膜内病変部 の 保 た れ て い る もの) に 絞 っ た た め血 行性転移症

例は含ま れ なか っ た . 他 臓器癌 に お い て は 乳癌
4 馴 6)

,
卵 巣掛

7)

,

皮膚癌
4 8)

,
頭 頚部痛

49)

, 腎痛
抑

, 食道癌
51)
な どに お い て 腫瘍内

V E G F 発現 と腫瘍 の 増殖 , 転移 と は深く むすび つ い て い る と 言

わ れ て い る . ま た , b F G F は 増殖因子 と して は 最も古典的なも

の の ひ と つ で , そ の 試験管内, 生 体 内の 実験系に お け る顕著な

血管新生作用も早く か ら指摘 され て い た
52)

. 免疫組織化学的検

索に よ る と, こ の b F G F は多く の 臓器の 血 管 お よ び 上 皮の 基底

膜に集中 して 分布 し て おり ,
い く つ か の 癌細胞株 の 培養上溝中

お よ び細胞外 マ ト リ ッ ク ス に もF G F 蛋白 質が 存在 して い る
5‥i)

･

ま た
,
血 管新生 の 見 ら れ な い 組織も含 め ほ と ん どの 組 織 にお

い

て産 生 さ れ 血管に乏 しい 軟骨 にも大量 に存在する こ と もわ か

っ て い る .

一

方 P D - E C G F は 核酸代謝 に関与す る血 管新生酵素

であり
54卜 56)

,
そ の 機序 の 1 つ と して チ ミ ジ ン の 代 謝産物であ る

2 _ デ オキ シ_ D _ リ ボ
ー ス が血 管 新生 作用を発揮す る と考えら れ て

い る . P D _E C G F は微小血 管内皮細胞の 増殖促進作用 は無い が ,

ケ モ タ キ シ ス を誘導す る. さ ら に, 血 管新生部位 に集族する マ

ス ト細胞 の ケ モ カ イ ネ
ー シ ス や ヒ ス タ ミ ン遊 離 を促進 し, 血 管

透過性にも関与 し
57)

,
血 管新 生 に 有利 な環境 を作り出すと思 わ

れ る . 注 目さ れ る の は , こ れ が チ ミ ジ ン フ ォ ス フ ォ リ ラ
ー ゼ

(th y m i di n e p h o s ph o ry r a s e , T P ) と い う酵素と同
一

蛋白質で ある

こ とが 明 らか にな っ た こ とで あ る
5 場

. T P は ビリ ミ ジ ン ヌ ク レオ

チ ド代謝 に関係す る酵素であり､ , P D
- E C G F と して の 血 管新生

の た め に は こ の T P の 酵 素活性 が必要で ある と さ れ て い る . ま

た
,
P D - E C G F は種 々 の 固形痛 に存在す る こ と が 知 られ てお り,

血管新生 の 観点か ら非常 に興味深 い 因子と考え られ て い る ･ そ

して こ の P D - E C G F は腫 瘍周囲 の 問質細胞, 特 に マ ク ロ フ ァ
ー

ジか ら多く産生 さ れ ,
こ れ が 補足的 に大腸癌 の 血管新生 に 関与

し て い る と 言 わ れ て い る
25】

. 免疫組織化学 に よ る P D - E C G F の

発現 は乳癌 に お い て は主 に膿瘍細胞 に認 め ら れ る . しか し大腸

癌に お い て は 腫瘍綱胞 は ほ と ん ど染色さ れ な い と す る報告もあ

り
25)

, 実 際 , 筆者 の 今 回の 実験 にお い て も腫瘍細胞の 染色 は全

くみ られ な か っ た .

こ の よう に 大腸癌 の 増殖や転移 と血 管新生 , 特 に痛 細胞か ら

の V E G F の 発 現 と , 浸 潤細胞 か ら の P D - E C G F の 発現 は深 い 関

わ りが ある こ と が角卒明 され て い る が ,
そ れ で は 大腸早期癌 にお

い て
,
よ り悪性度 の 高 い 凰 すな わ ち進行癌 に移行 しや す い 痛

の 臨床病理学的特徴を血管新生の 観点か ら推測す る
こ と が で き

な い だろうか . そ こ で筆 者 は大腸早期癌 の 血 管新生 の 意 義 を探

る べ く, 深遠度や 発育形態別 (P G と N P G) にみ た 血 管新生 の 差

異の 有無 に つ い て 検討 し, 大腸癌 の 発育過程 に 血 管新生 が ど
の

様 に絡 み 合 っ て い る か に つ い て 考察 した .

M u t o ら
5机 の 報告以 来, ほ と ん ど の 大 腸癌 は腺腺 か ら 発生す

る とい う腺腫 一 癖腫連鎖説 が広く受け入 れ られ て きた が ,
近年

大腸内視鏡 の 発達 に よ り腺腫成分を伴わな い 小 さ な大腸癌 が発

見 され る よう に な り, 新規発生説も有力視 さ れ る よ う にな っ て

きた . S h i m o d a ら
6)
は 粘膜 内痛成分の 隆起性発育 の 有無 に より

p G と N P G の 2 つ の 発育形態 に分類 し解析する こ と で ,
大腸癌

の 新規発生説を支持 した . そ し て N P G 癌 は 表面型由来 の 痛で ,
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小 さ い うち か ら s m に浸潤 しや すく, 進行 癌の 初期病変 と して

重要 である と報告 して い る .

大腸腫蕩と そ の 発育 ▲ 進展 に つ い て は こ の ほか にも多施設で

研究が盛 ん に 行わ れ て い る . 工 藤 ら
6 岬 )
の 表面陥 凹 型病変の 業

績
,
微 小病変の 病理 組織学的な研究

62 将 )

, 分子生 物学的 な研究,

注腸 二 重造影像の 逆経過追跡例 によ る検討
朗卜 66) など で ある . ま

た
,
T a n a k a ら

67)
は大腸 s m 痛 を発育形態別 (P G , N P G) , 組織型

別 に分類 し, リ ン パ 節転移 の 有無を検討 した .
こ の な かで 発育

形態的に は N P G , 組織 型で は 中
～ 低分化型痛 に リ ン パ 節転移

が多く認め ら れ た . しか しこ の 分類法 はあくま で そ の 粘膜面 の

発育形態が 温存 さ れ た症例 に限 っ て適応 さ れ る べ きもの で ある

と して い る . す なわ ち早期痛 お よ び 粘膜病変 の 保 た れ た 小型

m p 将 に限 る とい う こ と で ある . 松井 ら
fi5)
は 隆起型, 表蘭 隆起型

と表面陥凹型にお い て 深遠度が m か ら m p まで の 症例で は隆起型

と表面隆起型は P G 発 育 し, 表面陥凹型痛 は N P G 発育する こ と

を確か め , 更に s s 以探 に浸潤 した痛 にお い て は粘膜病変部が崩

壊 して しまう た め に初発病変 の 推定 は困難とな ると して い る .

今 回筆者は大腸癌97 例 ( m 痛35 例 ,
S m 痛29イ札 m p 癌33 例)

を下 田 ら
2) の 分 類法 に従 い P G と N P G に 分類 し, V C と V E G F ,

P D - E C G F , b F G F 発現 程度をP G , N P G 間で 比較 した . そ の 結

果, 大腸 早期噛 に お い て 新規発育 と して 注目 され て い る N P G

痛で , m 痛 , S m 痛 ,
m p 痛 の い ずれ の 痛 にお い ても血管新生が

完進 して い た こ とか ら新規癌 の 特徴 の ひ と つ と さ れ る ,
より速

い 進行癌 へ の 移行 に血管新 生 が 関与 し て い る 可能性 が強く示唆

され た . ま た筆者 は大腸早期痛 の 血管新 生を深遠度別に比較 し

考察 した . そ の 結 私 大腸早期痛 に お ける 血 管新生の 意義 と し

て
,
m 痛 か ら s m 癌 へ の 移 行時 に必要性 が高い もの と考えら れ

た . す なわ ち大腸早期痛 に お い て も進行癌 と同様 に, 血 管新生

が重要 な役割を担う と と もに , こ の 血 管新生 を制御す る血 管新

生因子 と して V E G F が 有力 な候補 である こ と が 判明 した . また

P D - E C G F に つ い て も V E G F と 同様 に大腸早期痛 に お ける 重要

な 血 管新生国子 の ひ と つ で ある こ と が 証明 さ れ たが , V E G F 発

現と の 間 に相関性 は見ら れ なか っ た . 更 に 筆者の 実験で は P D -

E C G F の 癌 細胞 か ら の 発現 は 全く見 ら れ な か っ た . そ して V C

の 高 い 症例を
,
V E G F の 発現 が低 い もの と 高い もの に分 け て検

討 し た と こ ろ, V E G F が低 い もの で P D - E C G F の 発現が 有意 に

高い 傾向が認め ら れ た . すな わち V C が 高い の に V E G F が 低 い

症例 で は ,
P D - E C G F が 大腸癌 の 血 管新生 を制御 して い る, 換

言す れ ば V E G F をP D - E C G F が 補足 す る様 に働 い て い る1[1J
'

能性

が 示唆 さ れ た . -
一 方

,
T a k eb a y a s h i ら

叫 は大腸癌細胞の 42 .9 %

まで が P D-E C G F 陽性で あ っ たと 報苦 し て い る . ま たP D -E C G F

と V E G F の 発現 が 相関す る と い う もの も少な か らず存在す る .

こ の よ うな 矛盾が 生 じる 原因は未だ解明 され て い な い が , こ れ

か ら 十分に検討 さ れ, 論議 さ れ る べ き問題であ る.

筆 者は 大腸早期痛の 血 管新生 と リ ン パ 節転移 な ら び に耽管侵

襲と の 関係 に つ い て も検討を加えた . 大腸癌 に お い て は血 管新

生が リ ン パ 管新生 に も関与す る と さ れ ,
V C と リ ン パ 節転移の

相関関係 を示 し た研究も多い が
2:i) 銅)

, 筆 者 の 実験 に お い て も

V E G F 発現 と リ ン パ 節 転移 の あい だ に有意な相関が認 め られ ,

リ ン パ 節 転移陽性症例 で V C が 高い 傾向 に あ っ た . しか し
,
血

管新生 と リ ン パ 管侵襲 や静脈侵襲 と の あい だ に 相関関係 は認 め

られ な か っ た .

今 回の 研 究で筆者は大腸早期痛 と血管新生 との 関わり合い を

深速度別 , 発 育形態別に検討 した . その 結果, 大腸早期痛 の 悪

性度を判定す るうえで , さら に予後 を推測す る にお い ても血管

新 生 と種 々 の 血 管新生因子の 検索 は よ い 判定材料 の ひ とつ と 考

え られ た . す な わ ち進行度 が速い と さ れ る新規発育を呈する

N P G で 血 管新生が克進 して い た こ と か ら
,
悪性度判定上 , ま

た 予後因子と して血 管新生 が 重要である こ と が確認 さ れ た . ま

た m 痛 と s 皿 痛 と の 閤で 血管新生 に大きな開きがあ っ た と い う

こ と は 大い に興味深 い もの で あ っ た . すなわ ち, 現在 の 大腸癌

にお け る 内視鏡的切除術 の 適応が壁深適度が m に と どまるもの

と い う条件を血管新生の 面か ら裏付け るもの で あっ た .
こ れ ら

の 結果をふ まえた大腸早期癌 の 注意深い 観察は , 大腸 早期塙 の

治療法選択の
一 助に な る とと もに

,
切除後の 定期的な術後検索

を行ううえでもそ の 選択 上重要な因子 の ひ と つ に なる もの と考

えられ た .

結 論

大腸早期痛 に お け る血管新 生 の 意義を探 る べ く ,
V E G F

,

b F G F
,
P D - E C G F の 免疫染色を行 い

,
そ の 染色程度を深遠度別,

発育形態別に比較検討 し
,
大腸癌 の 発育過程 に血管新生 が どの

よ う に関わ っ て い る か に つ い て 検討を行っ た結果以 下 の 成績 を

得た .

1
. 大 腸癌 の 深 遠度別 に V C , V E G F , b F G F な ら び に P D -

E C G F の 免疫染色 の 比較を行 っ た 結果 ,
V C

,
V E G F なら び に

P D - E C G F の 発現 にお い て m 痛と s m 痛 の あい だ で 有意な差 が認

め られ た こ と か ら
,
大腸早期痛に お ける血 管新生 の 意義と して ,

m 痛か ら s m 痛 へ の 移行時 に必要性 が高 い もの と 考えら れ た .

2 . 大腸早期癌 の 発育形態別 に V C , V E G F , b F G F な ら び に

P D -E C G F 発硯の 比較を行 っ た結果, V C , V E G F , な ら び にP D -

E C G F 発現 に お い て 新規発育 と し て注目 され て い る N P G で 血管

新生 が克進 し てい た こ とか ら , 新規痛 の 特徴 の ひ と つ と さ れ る

よ り 速 い 進行癌 へ の 移行 に血管新生 が 関与 して い る可能性が強

く示唆さ れ た .

以 ヒの 鏡果 か ら, 大腸早期痛に お い て も進行癌 と同様 にそ の

発育進展に血 管新生 が 重要な役割 を担う と と もに , こ の 血 管新

生 を制御する血 管新生因子と して V E G F と P D - E C G F が 有力な

候補で あ る こ とが 判明 した .
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,
V a S C u l a r e n d o th eli al

g r o w th f a c t o r , a n d it s r e c ep to r ( K D R) i n i n t e s ti n al - ty p e g a st ri c

C a n C e r . Cli ni c C a n c e r R e s 2 : 1 6 7 9 - 1 6 84
,
1 9 9 6

4 4) K a n g S M ,
M a e d a K

,
C h u n g Y S . V a s c ul a r e n d o th eli al

g r o w th f a c t o r e x p r e s si o n c o r r e l a t e s w i th h e m a t o g e n o u s

m et a st a si s an d p r o g n o si s i n
･

C Ol o r e c t al c ar Ci n o m a . O n c oI R e p o rt

4 : 3 8 1 -3 8 4
,
1 9 9 7

4 5) T oi M , I n a d a K , S u z u ki H , T o m i n a g a T . T u m o r

a n gi o g e n e si s i n b r e a s t c a n c e r : It s i m p o rta n c e a s a p r o g n o sti c

i n di c a t o r a n d th e a s s o ci a ti o n w ith v a s c u l a r e n d o th eli al g r o w th

f a ct o r e x p l
･

e s si o n . B r e a s t C a n c e r R e s T r e at 3 6 : 1 9 3 - 20 4
,
1 9 9 5

4 6) R elf M ,
Le j e u n e S , S c o tt P A , F o x S , S m ith K , L e e k R ,

M o g h a d d a m A , W h it e h o u s e R , B i c k n e ll R , H a r ri s A L .

E x p r e s si o n of th e a n gi o g e ni c f a c to r s v a s c ul a r e n d o th eli al g r o w th

f a c to r
,
a Cid i c a n d b a si c fib r o bl a s t gl

■

O W th f a c t o r
,
t u m O r g r O W th

f a c t o r b e t a -1
, pl at el e t

-d e ri v e d e n d o th e li al c ell g r o w th f a c to r ,

pl a c e n t a g r o w th 丘IC t O r , a n d pl ei o tr o pi n i n h u m a n p ri m a ry b r e a st

C a n C e r a n d it s r el ati o n t o a n gi o g e n e si s . C a n c e r R e s 5 7 : 9 6 3 -9 6 9
,

1 9 9 7

4 7) 石 井康徳.
ヒ ト卵 巣腫瘍 な ら び に 噸腫瘍病変に お け る血

管内皮増殖因子 ⅣE G F) の 発現と そ の サ ブタ イ プ の 発現様式お

よ び そ の
′受様 体 に つ い て . 1 レ紅塵科婦 人科学会雑誌 47 : 1 3 3 -

1 40
,
1 9 9 5

4 8) K e v i n P C , L a wr e n C e F B , L u i c e F D A
,
K a thi T

,
Ki a n g T Y ,

E l e a n o r J M , H a r old F D . E x p r e s si o n o f v a s c u l a r p e l
-

m e a bility

f a c t o r/ v a s c u l a r e n d o th eli al g r o w th f a c t o r b y m el a n o m a c ell s

i n c r e a s e s t u m o r g r o w th , a n gi o g e n e si s , a n d e x p e ri m e n t a l

m e t a s t a si s . C a n c e r R e s 5 6 : 1 7 2 -1 8 1
,
1 9 9 6

4 9) T a k a n o S , Y o sh ii Y , K o n d o S , S u z u ki H , M a r u n o T , S hi r ai S ,

N o s e T . C o n c e n tr a ti o n o f v a s c ul a r e n d o th eli al g r o w th f a ct o r i n

S e ru m a n d t u m o r ti s s u e o f b r ai n t u m o r p a ti e n ts . C a n c e r R e s 5 6 :

2 18 5 -2 19 0
,
1 99 6

5 0) Ni c oI D , H ii SI , W al s h M
,
T e h B

,
T h o m p s o n L , K e n n e tt C ,

G o tl e y D . V a s c u l a r e n d o th eli al g r o w th f a c t o r e x p r e s si o n i s

i n c r e a s e d i n r e n al c ell c ar Ci n o m a . J U r ol (P a ri s) 1 5 7 : 1 4 8 2 -1 4 8 6 ,

1 99 7

6 7 5

5 1) I n o u e K , O z e k i Y , S u g a n u m a T , S u gi u r a Y , T a n a k a S .

V a s e u l a r e n d o t h eli al g r o w th f a c t o r e x p r e s si o n i n p ri m a r y

e s o p h a g e al s q u a m o u s c ell c a r ci n o m a . A s s o c i a ti o n w ith

a n gl O g e n e Si s a n d t u m o r p r o g l
･

e S Si o n . C a n c e r 7 9 : 2 0 6 -2 13
,
1 9 9 7

5 2) M o n te s a n o R , V a s s alli J D
,
B ai r d A

,
G u ill e m i n R

,
O r ci L .

B a si c fib r o b l a st g r o w th f a c t o r i n d u c e s a n gi o g e n e si s i n vi v o .

P r o c N atl A c a d S ci U S A 8 3 : 72 9 7 -7 3 0 1
,
1 9 8 6

5 3) 吉田 輝彦. 血 管新生 と F G F フ ァ ミ リ ー

. 実験 医学 12 :

9 9 7 -1 0 0 3 , 1 9 9 4

5 4) I s hik a w a F
,
M iy a z o n o K , H ell m a n U , D r e xl e r H , W e r n S te d t

C
,
H a gi w a r a K , U s u k i K , T a k a k u F , R i s a u W , H e ld i n C H .

I d e n ti fi c a ti o n o f a n gi o g e n i c a c ti v it y a n d th e cl o n i n g a n d

e x p r e s si o n o f pl at el e t
- d e ri v e d e n d o th eli al c ell g r o w th f a ct o r .

N at u r e 3 3 8 : 5 5 7 - 5 6 2
,
1 9 8 9

5 5) F u r u k a w a T , Y o s h i m u r a A , S u m i z a w a T , H a l
･

a g u c h i M ,

A k i y a m a S , F u k u i K , I s h ih k a w a M , Y a m a d a Y . A n gi o g e n i c

f a ct o r . N a tu r e 3 56 : 6 6 8 1 9 9 2

5 6) M o gh a d d a m A
,
Z h a n g H T , F a n T P , H u D E , L e e s V C ,

T u rl e y H , F o x S B , G a tt e r K C , H a r ri s A L
,
B i c k n e ll R .

T h y m idi n e p h o s p h o r yl a s e i s a n gi o g e n i c a n d p r o m o t e s t u m o r

g r o w th . P r o c N atl A c ad S ci U S A 9 2 : 9 98
-1 0 0 2

,
1 9 9 5

5 7) G r u b e r B L , M a r ch e s e M J , K e w R . A n g i o g e n i c f a c t o r s

S ti m u l a te m a s t - C ell m i g r a ti o n . Bl o o d 8 6 : 2 4 8 8
･2 49 3

,
1 9 9 5

5 8) M i y a d e r a K , S u m i z a w a T , H a r a g u c hi M . R ol e o f th y m i di n e

p h o s ph o r yl a s e a c ti vity in th e a n gi o g e ni c e ff e ct o f pl a tel et - d e riv e d

e n d o t h eli a l c ell g r o w th f a c t o r/ t h y m i d i n e p h o s p h o r yl a s e .

- C an C e r R e s 55 : 1 6 8 7
-1 69 0

,
1 9 9 5

5 9) M u t o T , B u s s e y HJ R , M o r s o n B C . T h e e v al u ati o n o f

C an C e r O f th e c ol o n a n d r e c tu m . C a n c e r 3 6 : 2 2 5 ト2 2 7 0
,
1 9 7 5

6 0) 工 藤 進 英 , 武 藤 輝世∴ 大 腸ⅠI c 型 早 期痛 の 検 討 .

G a s tr o e n te r oI E n d o s c 28 : 2 8 1 1 - 2 81 3
,
19 9 4

61) 工 藤進英. 早執 大腸癌一平 田 ･ 陥 凹 型 へ の ア プ ロ ー

チ .

医学書院: 19 9 3

6 2) 下田 忠和, 池上 椎博, 口川1 知行. 表面型人腸 L二劇 生腫瘍の

肉眼分甥と そ の 病理 学的問題一特 に微小痛 に つ い て . 胃 と腸

2 9: 1 9 -2 6
,
1 9 9 4

6 3) 和Ⅲ ~7
,
大 行花†軋 娼 田枠▲∴ 人腸病 の 糾織発′とと 進

展一微小痛か ら進行痛 へ . 大腸J｣[ 門誌 46 : 2 5 9 -2 6 4
,
1 9 9 3

6 4) S p r
-

a tt J S J r , A c k e r m a n L V . T h e g r o w t h o f c ol o ni c

C ar Ci n o m a . A m S u r g 2 7: 2 3
-2 8

,
1 9 61

6 5) 松 井敏幸, 八 尾建せ｣ 竹lい凶r町 長而他人腸癌 の 発育進

展- Ⅹ線学的検討. 胃と腸 3 0 : 1 91 -2 0 6 , 1 9 9 5

6 6) 牛尾 掛軋 石川 勉, 宮川国久. X 線像に よ る表面聖人腸腫

壕 の 発育進展. 胃と 腸 30 : 1 7 9-1 8乳19 9 5

6 7) T a n a k a S , H a r u m a K , T ei x ei r a C R , T a ts u t a S , O h ts u N ,

H i r a g a Y , Y o s hi h a r a M , S u m ii K , K aji y a m a G , S h i m a m o t o F .

E n d o s c o p i c tr e a t m e n t o f s u b m u c o s al i n v a si v e c ol o r e c t al

C a r Ci n o m a w ith s p e ci al r ef e r e n c e t o ri sk f a ct o r s f o r ly m p h n o d e

m e ta s ta si s . J G a s b
･

O e n t e r O1 3 0: 7 1 0 -7 1 7
,
1 9 9 5

6 8) T a k eb a y a s hi Y , A ki y a m a S , A k ib a S , Y a m a d a K , M iy a d e r a

K
,
S u m i z a w a T

,
Y a m a d a Y

,
M u r a t a F

,
A ik o u T . C li n i c o -

p ath ol o gi c a n d p r o g n o sti c si g ni丘c a n c e of a n an gi o g e ni c f a c t o r ,

th y m id i n e p h o s p h o r yl a s e , i n h u m a n c ol o r e c t al c ar Ci n o m a . J N atl

C a n c e r I n st 8 8 : 11 1 0 -1 1 1 7
,
19 9 6
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E x p r es si o n of V a s c u l a r E n d ot h eli al G r o w t h F a ct o r a n d P l at el e t
･ D e ri v e d E n d ot h eli al C ell G r o w th F a ct o r i n H u m a n

E ar 1 y C ol o r e c t al C a r ci n o m a s a m o n g D iff e r e n t G r o w t h T y p e s a n d I) e p t h s o f I n v a si o n M a s a y u k i M i z o g u c h i ,

D ep a rt m e n t of S u r g e r y , C a n c e r R e s e ar
C h I n s tit u te

,
K a n a z a w a U n i v e r sl ty , K a n a z a w a 9 2 0 - J ･ J u z e n M e d S o c ･

,
1 0 6

,
6 6 6 - 6 7 6

( 1 9 9 7)

K e y w o r d s e ar 1y c ol o r e c tal c a r c i n o m a s , a n g l O g e n e Si s , V a S C u l a r e n d o th eli al g r o w th f a c to r , P l a t el e t
- d e ri v e d e n d oth eli al

C ell g r o w th f a c t o r

A b st r a ct

T h is s t u d y w a s p e rf o r m e d t o d et e r m i n e w h e th e r d i ff b r e n t g r o w th ty p e s a n d d e p th s o f i n v a si o n o f c ol o r e ct al c a r ci n o m a

ty p e s ar e r el a te d to d iff t r e n t st ai n l n g l n t e n S
lty O f s o m e a n g l Og e n i c f a c to r s i n th e s e tu m or s ･ I m m u n o h i s t o c h e m i c a l a n aly s I S

u si n g a n tib o di e s a g ai n s t v a s c u l a r e n d ot
h e li al g r o w th f a c t o r ( V E G F) , b a si c 丘b r o b l a s t g r o w th f a c t or ( b F G F) , Pl at el e t

- d e ri v e d

e n d o th eli al c ell g r o w th f a c to r ( P D
- E C G F) , a nd f ac t o r V III w e r e c a r ri e d o u t o n ar C hi v al s p e ci m e n s of 9 6 h u m a n c o l o r e c t al

C a r Ci n o m a s ( 3 5 i n tr a m u c o s al c a r c i n o m a s , 2 9 s u b m u c o s al i n v a si v e c a rci n o m a s , 3 3 m u s c u l a ri s p r o p ri a i n v asi v e c a r ci n o m a s)

a n d 2 5 ad e n o m a s . V e s s el s w e r e q u a n tita te d b y li g h t mi c r o s c op y ( × 20 0) , a n d th e i n t e n sity o f st ai ni n g f o r V E G F , b F G F , a n d

P D - E C G F w e re a ss e s s e d o n a s c al e o f O - 3 + . H i st ol o g l C ally , th e c as e s of c ar Ci n o m a s w e r e di vi d e d i n to t w o ty p e s; P Ol y p oi d

g r o w th ty pe ( P G) fr o m i n tr a m u c o s al p r olife r a ti o n o f c ar ci n o m a , a n d n o Ⅲ P Oly p oi d g r o w th t y pe ( N P G) w ith o u t i n t r a m u c o s al

P r O t u b e r a n t g r o w th . V E G F a n d b F G F w e r e e x p r e s s e d i n t u m o r e pith eli u m ･ O n th e c o nt r a st
,
P D - E C G F w a s e x p r e s s e d i n

i n filt r a tl n g C ells i n all o f t h e c ol o n c a r ci n o m a sp e ci m e n s ･ T h e
r e s u l ts i n d i c at e t h a t th e m e a n v e s s el c o u n t

,
i nt e n s lty Of V E G F

a n d P D - E C G F s t ai n l n g W er e n O t Sig n ifi c a n tly g r e a te r i n p a ti e n ts w i th i n tr a m u c o s al c ar Ci n o m a s th a n i n t h o s e w ith a d e n o m a s .

T h e s a m e r e s ul t r e v e al e d th at th e m e a n v e s s el c o u n t
,
i n te n sl ty O f V E G F a n d P D - E C G F st ai n l n g b e t w e e n s u b m u c o s a l i n v asi v e

C a rCi n o m a s a n d m u s c u l a ri s p r o p r l a i n v asi v e c a r ci n o m a s . P D - E C G F s t ai n i n g a s s l g n ifi c a n tl y g r e a te r i n p a ti e n t s w i th

m u s c ul ar i s p r o p n a in v a si v e c a rci n o m a s th a n i n p ati e n ts w ith s u b m u c o s al i n v a si v e c ar C i n o m a s ･ H o w e v e r
,
th e m e a n v e s s el

C O u n t
,
i n te n sity o f V E G F a n d P D

- E C G F s t ai n l n g W e r e Sl g ni fi c a n tly g re at e r i n p a ti e n t s w i th s u b m u c o s al i n v a si v e c a r ci n o m a s

th a n i n p ati e n t s w i th i ntr a m u c o s al c ar C i n o m as . V e s s e l c o u n t , i n te n s lty O f V E G F a n d P D
- E C G F s tai n l ng W e r e g r e at e r i n N P G

C ar Cin o m a s th a n i n P G c a rci n o m a s . T h e m e a n v e s s el c o u n t w a s n o t sl g n ifi c a n tl y g r e at e r i n p a ti e n t s w ith n o d e p o siti v e

C Ol o r e c t al c ar Ci n o m as t h a n i n th o s e w i th n o d e n e g a ti v e c o l o r e c ta l c ar Ci n o m a s . I n c o n t r a st , a C O r r e l a ti o n w a s n o t e d b e t w e e n

V E G F e x p r es si o n a n d r e g 1 0 n al l y m p h n o d e m e ta st asi s . B u t th e l y m p h a ti c i n v a si o n a n d th e v e n o u s i n v a si o n w a s n o t c o r r el a t e d

W ith th e m e a n v e ss el c o u n t
,
i n t e n s lty Of V E G F , b F G F a n d P D

- E C G F st ai n l n g . T h e s e r e s u l ts s u g g e s t th at th e p r olif e r ati o n of

m i c r o v e s sel s a n d th e s e a n g 1 0 g e n i c f a c t o r s a r e n e c e s s a ry at t h e ti m e o f s u b m u c o s al i n v a si o n . F u rth e rm O r e
,
th e s e fi n d i n g s

S u P P O
rt th e h y p oth e si s th a t N P G e a rly c ol o r e ct al c a r ci n o m a s p r og r e s s t o a d v a n c e d c a r c i n o m a s m o r e e a sil y th a n P G e a rl y

C Ol o r e c t al c ar Ci n o m a s .
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