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2 1 4 金沢大学十全医学 会雑 誌 第106 巻 第 2 号 21 巨 23 5 ( 1 99 7)

原発性 ･ 転移性肺腫瘍 に お ける 接着分子C D 4 4 発現 に 関す る 研究
-

P 53 蛋白発現と K r a s 点突然変異と の 関連 -

金沢大学医学部 医学科外科学第 1 講座 (主任 : 渡辺洋字数授)

春 原 智 之

C D 44 分子 は 選択 的ス プ ラ イ シ ン グ機構 に よ り
,

標 準型C D 4 4 ( C D 4 4 s t a n d a r d f o r m
,
C D 4 4 s) と変 異型 C D 4 4 ( C D 4 4

V a ri a n t f o r m
,
C D 4 4 v 6) を発現 し, 痛転移 に 関連 して い る と い わ れ て い る . 原発性非小細胞肺癌11 6 例

, 転移性肺腫瘍90 例 を対

象にC D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6
, p 5 3 蛋白発現を免疫組織 染色法 を用 い 測定 し, また , K r a s 点突然変異 ( コ ドン12) の 有無を ド ッ トプ ロ

ッ トハ イ プリ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン法を行 い 検索 し
, 各因子間の 相関, 臨床病理 学的因子と の 関連を検討 した . 原発性非小細胞肺癌

に お ける 各因子 の 陽性 率はC D 4 4 s
,
3 4 .5 % (腺病,

3 0 .9 %
, 扁平上 皮痛 ,

3 9 .6 %) ,
C D 4 4 v 6

,
6 0 .3 % (腺 病

,
4 4 .1 %

, 扁平上 皮痛 ,

幻 .3 %) , p5 3 蛋白
,

4 9 .1 % (腺 胤 38 .2 %
, 扁平上 皮す軋 64 .6 %) ,

& r a s 点突然変異33 .0 % (腺 病,
4 2 .6 %

, 扁平上 皮痛
,

2 0 .0 % ) で あ

っ た
･

C D 4 4 s 発 現 は 高分化 型で 有意 に 高く (p < 0 .0 5) ,
C D 4 4 v 6 発現 は 腺病 に 比 べ 扁 平上 皮痛 で 有 意 に 高か っ た (p < 0 .0 5) .

C D 4 4 v 6 の 発現 とリ ン パ 節転軌 遠隔転移 の有無 の 相 関は認 め ら れ な か っ た が
, 腺病 で はp 5 3 蛋白陰性症例,

K r a s 野生 型症例

の 両者 で
,

C D 4 4 s 発現 はリ ン パ節 転移陰性症例
,
遠 隔転 移の な い 症 例で 有意 に高 か っ た b < 0 .0 5) . K r a s 点突然変異 とC D 4 4 s

,

C D 4 4 v 6 発現 に は 相関は 認め ら れ なか っ た . 治癒切除症例74 例 の 検討で は
,

C D 4 4 s 発現 の 低 い 症例 の 予後 は 有意に 不良で あ っ

た ゎ< 0 .0 5) . 転移性肺臆壕 にお ける各因子 の 陽性 率は C D 4 4 s
,
2 4 .4 % ( 上 皮性腫壕

,
3 4 .7 %

, 非 上 皮性腫壕,
1 2 .2 % ) ,

C D 4 4 v 6
,

3 5 .6 % ( 上皮性 腫瘍,
4 乱0%

, 非上 皮性 腫瘍 ,
1 9 .5 %) , p 5 3 蛋白, 3 5 .6 % ( 上 皮性 腫瘍

,
3 4 .7 %

,
非上 皮性 腫瘍 ,

3 6 .6 %) ,
K r a s 点 突

然変異
,
3 3 .3 % ( 上 皮性腫瘍 ,

4 7 .7 %
, 非上 皮性膿 瘍,

1 6 .2 %) で あ っ た . C D 4 4 s ,
C D 4 4 v 6 発現 と もに非上 皮性腫瘍肺 転移 巣に 比

べ 上皮性膿瘍月市転 移巣で 有意に高 か っ た b < 0 .0 5) . 特 に 大腸 ･ 直腸痛, 頭腰 部痛 の 肺転移巣で 発現 が高く
,

反面
,

腎癌
,
軟 部

組織悪性 腫瘍 , 骨 . 軟骨悪性腫瘍の 肺転移巣で 発現が 低 か っ た . K r a s 点突然変異の 頻度 は非 上 皮性 腺癌腫瘍肺転移巣 に比 べ

上 皮性膿 劇市転移巣で 有意に 高く b < 0 .0 5) , 特 に大腸 ･ 直腸痛肺転移巣で 高か っ た . 無再発生 存率 は
,

上 皮性腫瘍 に比 べ 非 上

皮性腫瘍 で 有意 に低く b く0 .0 5) ,
非上 皮性腫瘍 で はp 5 3 蛋白発現 陽性例 で 有意に低 か っ た (p < 0 .0 5) . 原発巣別 にみ る と大腸 ･

直腸痛で は
, C D 4 4 s 陽性例で 有意 に低く (p < 0 .0 5) , 軟部組織悪性腫 瘍, 骨 ･ 軟骨悪性腫瘍 で は p53 蛋 白陽性例で 有意 に低 か っ

た b < 0 .0 5) . C D 4 4 v 6 発現と無再発 生存率の 間に相 関は なか っ た
. 以 上 の 結果か ら

,
原発性 肺腺痛 にお い て は

, p5 3 遺伝子 異常 ,

K -

r a S 点突 然変異 の ない 症例 で は C D 4 4 s 発現 は転移を抑制す る働 きを して い る こ と が 示唆 さ れ
,

原発性 非小細胞 肺癌で は

C D 44 s
,

C D 4 4 v 6 の 発現は 予後予測因子 に なりう る こ と が 示唆 され た .

一 方 , 転移性肺腫瘍 で は
,

非上 皮性腫瘍 でp 53 蛋白の

発現が
,

大腸 ･

直腸痛で C D 4 4 s 発現が肺転移 の 発生 に 関与 して い 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 lu n g c a n c e r
,
m e t a St ati c l u n g t u m o r

,
C D 4 4

, p 5 3 p r o t ei n
,
K r as

悪 性腫瘍 の 大 きな 特徴 の ひ と つ に転 移能 の 猿 得が あ げら れ

る . 転移 は悪性腫瘍 の 治療 を困雉な もの に し て い る大 き な要因

で あり
, 複雑 な生物硯 象の 結果と して 成立す る転移 の メ カ ニ ズ

ムを解明す る ため
, 多く の 研 究が 行わ れ てき た . 最 近で は

, 分

子生 物学 の 急激な進歩 に より こ の 分野 の 研究 も大 きな 進展をみ

せ て おり
,
特 に

,
接着 分子群と痛 転移 の 関連 に つ い て さ ま ざま

な 知見が 集積さ れ つ つ ある . 接 着分子 は構造上 の 類似性 か らイ

ン テ グ リ ン フ ァ ミ リ
ー

,
カ ド ヘ リ ン フ ァ ミリ

ー

,
セ レ ク チ ン フ

ァ ミ リ ー

, イ ム ノ ダ ロ ブ リ ン ス パ ー フ ァ ミ リ
ー

, C D 4 4 フ ァ ミ

リ
ー

の 5 種類 に分類 さ れ
, そ の 機能は多様 で ある . 転移と の 関

連 と して は
, 食道癌 , 胃痛, 乳癌に お ける カ ドヘ リ ン の 発現減

弱お よ び カ テ ニ ン の 異常
1)

,
大腸 癌, 肺癌 にお ける 糖鎖抗原 と

セ レク チ ン の 関連
2 川

, 肺癌 , 腎痛,
大腸痛 にお ける イ ン テ グり

ン
4) ti)

,
な どが 報告 され て い る .

C D 44 は接 着分子 の ひ と つ で あり, そ の 遺伝子 に は 少 なくと

も20 の エ ク ソ ン が 認 め ら れ る . m R N A の 成熟過程で
,

エ ク ソ ン

1 ､ 5 (1 s
､ 5 s) と エ ク ソ ン16 ､ 2 0 (6 s

～ 1 0 S) が 選択 的ス プ ライ シ

ン グ に よ り発 現 し た 糖蛋 白質が 標準型C D 4 4 (C D 4 4 声t a n d a r d

f o r m
,
C D 4 4 s) で ある . C D 4 4 s で は党規 さ れ な い エ ク ソ ン6

､

- 1 5

(1 v
､

1 0 v) が 選択 的ス プ ラ イ シ ン グ に より エ ク ソ ン5 s と6 s の 間

に挿 入 され 発 現 し た 分 子が 変異 型C D 4 4 (C D 4 4 v a ri a n t f o r m
,

C D 4 4 v) で あり
,

そ の 中で も特 に エ ク ソ ン6 v が 挿入 さ れ 発現 し

た 分子がC D 4 4 v 6 と 呼 ばれ
,

エ ク ソ ン8 v
～ 1 0 v が 挿人 され 発現 し

た 分子は 上 皮型C D 4 4 (C D 4 4 e pith eli al f o r m
,
C D 4 4 E) と呼 ばれ

る
7)

. 1 9 9 1 年 ラ ッ ト膵痛由来細胞 株 に お い て
, 転移 能を有す る

細胞株と 転移能 を有 さ な い 細胞 株の 遺伝子解析 に て
, 転移能 を

平成 8 年1 2 月 9 日受付, 平成 9 年 2 月 4 日受理

A bb r e vi ati o n s : C D 4 4 E , C D 4 4 e pi th eli al f o r m ; C D 4 4 s
,
C D 4 4 s t an d ar d f o r m ; C D 4 4 v

,
C D 4 4 v aria n t f o r m ; C D 44 v 6

,

C D 4 4 v ari an t f o r m e x p r e s s e d e x o n v 6; D A B
, 3 ,3 1

- di a m i n o b e n zidi n e t e tr ah y d r o ch lb rid e; D F S
,
d is e a s e - fr e e s u rv i v al;

P B S , p h o sp h at e -b u 鮎 r ed s al in e; 3 生率, 3 年生存率 ; 5 生率, 5 年生存率



肺腫 瘍に お けるC D 4 4
, p5 3 蛋白, K - r a S

有す る細胞株 に はC D 4 4 分子 の 変異が 見 ら れ ,
こ の 変異型C D 4 4

を転移能が ない 細胞株 に導 入 する と高頻度 に 肺転移巣を 形成す

る こ と が報 告さ れ た
8,

. 以 軋 C D 4 4 分子 と 転移と の 関連が 注目

され, 特 に エ ク ソ ン6 v の 挿 入 さ れ た変 異型C D 4 4 (C D 4 4 v a ri a n t

f ｡ r m e X p r e S S e d e x o n 6
,
C D 4 4 v 6) と 転移と の 関連が 種 々 の 悪性

腫瘍で報告 さ れ た . しか し
, 原発性非 小細 胞肺癌 にお い て は い

まだC D 4 4 と 転移と の 関係 は 明白で なく 予後 に及 ぼ す影響も未

知で あ る . また
, 細胞株 を用い た実験 に お い てC D 4 4 の 発現 を

制御 し て い る 因子 と し て痛 遺伝子r a s が あげら れ る
桝

.
r a s 遺伝

子は点突然変異 に より活性化 し
,

さま ざま
.
な正 常細胞 に悪性形

質を 付与 し て 転 移能 を獲 得 さ せ
, 悪 性 腫 瘍 の 転 移能 を 増強

する
-叫 1 2)

. ま た
,

痛抑制遺伝子p 53 の 不活化 に よ るp5 3 蛋白過剰

発現 と と もに
,
原発性非小細胞肺癌 にお い て 発病 機構に 重要な

役割を担 っ て い る と 考えら れ て い る
1:l)■1 7)

. しか しな が ら
,

原発

性非小細胞 肺癌に お け るr a s 遺伝子活性 化, p 5 3 遺伝子不油化と

C D 4 4 発現の 3 者の 関連 に つ い て の 報告 は な い
.

悪性腫瘍 の 転移 にお い て
, 肺に 転移 しや すい 腫瘍, 肝 に転移

しやす い 腫 瘍, 骨 に転移 しや すい 腫瘍,
リ ン パ 節 に転移 しや す

い 腫瘍 な ど
,

転 移の 臓器特 異性が ある こ と が 知 られ て い る
18)

･

マ ウ ス を 用い た実験 で は
, 肺 に転移性 を有す る細 胞株とC D 4 4

2 1 5

の 発現 の 関連性が 報告 され
1tり~ 21)

, C D 4 4 と 臓器特異的転移 の 関

連 が 示唆さ れ て い る . 臨席的に み る と転移性肺睦瘍 に お い て
,

上 皮性腫瘍 の 肺転移 に比べ
, 非上 皮性腫瘍の 肺転移 は2 次的な

所 属リ ン パ 節転移をき た しにくく
32I

,
切除後の 予後も非上 皮性

腫瘍 で 不良で ある と い う事実が ある
2:-)

.
こ の 相違 を

,
生物学的

ア プ ロ ー チを 用 い 明らか に した報告 は少 なく
,
転 移性肺腫瘍 に

つ い て C D 4 4 の 発甥 を検索 した 報告も極め て 少ない
2d)

.

本研究 は
, 原発 性非小細 胞肺癌 に お ける C D 4 4 s と C D 4 4 v 6

の 発現を検索 し, 臨床病理学的因子, 転移お よ び予後と の 関連

を明 らか に し
,

さ ら にK -

r a S点突然変異と C D 4 4 発現
, P5 3 黄白

発現 と C D 4 4 発現 に 関連が ある か どう か を検討 した . また , 転

移性肺膿瘍 に つ い て 同様 な検討 を行い
,

これ を上皮性腫瘍肺転

移巣 と非上 皮性腫瘍肺転移巣 に分け検討を行う こ と に よ り
,

両

者 の 生物学的相違 を明 らか に し
, 肺に形成 され る 悪性腫瘍 にお

け る C D 44 , p 5 3 蛋白,
K r a s 点突然変異 の 役割 を明ら か にする

こ とを 目 的と した .

対象お よ び方法

.
l . 対象

1 98 8 年
～

1 9 91 年 の 期間 に金沢大学医学部 第1 外科で 切 除さ れ

T a bl e l ･ C li ni c o p a th o lo g l C al fi n di n g s i n l1 6 p ri m a ry n o n - S m all c el1 1u n g c a n c e r c a s e s

C li n ic o p a th ol o g l C al

fi n dillg S

N o . ( % ) of c as e s

Al 1 A d e n o c a . E pi d e r m oid c a .

N o . o f c a s e s

e x a m i n e d

A g e

S e x

M ale

F e m ale

e

A

B

g

I

Ⅱ

Ⅲ

Ⅲ

Ⅳ

t aS

T f a c t e r

T I

T 2

T ニミ

T 4

N f a c te r

N O

N l
､

N 3

M f a c t e r

M O

M I

D ifft r e n ti ati o n

W ell

M o d e r at ely

P o o rly

1 1 6

66 . 4 ± 1 0 .4
射

8 4 (7 2 .4)

3 2 (2 7 .6)

3 2 (2 7 .6)

1 5 ( 12 .9)

3 3 (2 8 .
4)

1 4 ( 1 2 .1)

2 2 ( 1 9 .0)

3 0 ( 2 5 .9)

5 1 ( 4 4 .0)

16 ( 1 3 .8)

19 ( 1(i .4)

5 1 (4 4 .0)

6 5 (5 6 .0)

9 6 ( 8 2 .8)

2 0 ( 17 .2)

4 4 ( 3 7 .9)

43 ( 3 7 .
1)

29 ( 2 5 .0)

6 8 (5 8 .6)

6 4 .8 ± 1 1 .3
l̀)

4 4 (6 4 .7)

2 4 (3 5 .3)

2 3 (3 3 .8)

8 (1 1 .8)

1 5 (2 2 .1 )

8 (1 1 .8 )

1 4 ( 2 0 .6)

2 4 ( 3 5 .3)

2 8 ( 4 l .2)

6 ( 8 .8)

1 (〕( 1 4 .7)

3 0 (4 4
,l)

3 8 (5 5 .9)

5 6 (8 2 .4)

1 2 ( 17 .6 )

3 5 ( 5 1 .5 )

1 8 ( 2 6 .5)

15 ( 2 2 .
1)

48 ( 4 1 .4)

6 8 .6 ± 8 .3
a1

4 0 (8 3 .3)

8 (1 6
.7)

*

9 ( 1 8 .8 )

7 ( 1 4 .6)

1 8 (3 7 .5 )

6 ( 1 2 .5 )

8 ( 1 6 .7)

6 ( 1 2 .5)
*

2 3 ( 4 7 .り)

10 ( 2 0 .8)

り( 1 8 .8)

2 1 (4 3 .8)

2 7 (5(う.3)

4 0 ( 83 .3)

8 ( 1 6 .7 )

9 ( 1 8 .8 )
*

2 5 ( 5 2 .1)
*

14 ( 2 9 ,2)

A d e n o c a .
,
a d e n o c a r ci n o m a ; e Pid er m o id c a ･

,
e Pid e r m oid c a r c in o m a ･

a)
Y e a r s . 言±S D .

*

p < 0 .0 5 .



2 1 6

た原 発性非 小細胞肺癌1 16 例
,

お よ び1 9 8 1 年 ､ 1 9 9 6 年 の 期間 に

同施設 で切除 さ れ た転 移性肺腫瘍90 例を対象と し
,

ホ ル マ リ ン

同志 パ ラ フ ィ ン 包捜 ブ ロ ッ ク と して 金沢大学 医学 部付 属病院中

央検査 部に保存 さ れ て い る もの を用 い た . 原発性非小 細胞肺癌

の 組織学 的内訳 は腺痛68 例 (平均年 齢64 .8 歳
,
男性44イ軋 女性

24 例) , 扁平上 皮痛48 例 (平均 年齢6 8
.6 歳 , 男性4 0 例

,
女性8 例)

で あり
,

腺痛 に比 べ 扁平 上 皮痛 にお い て 女性 が有 意に 少 なか っ

た
. 肺癌取扱 い 規 紆

5)
に よ る病期分類 の 内訳 は

, 腺痛 で は Ⅰ 期

23 例 , Ⅲ 期8 例
,

ⅢA 期1 5 例
,

ⅢB 期8 例 ,
Ⅳ期14 例 で あり

,
扁

平上 皮囁で は Ⅰ期9 例
,

Ⅲ 期7 例
,

ⅢA 期18 例 ,
ⅢB 期6 例 ,

Ⅳ期

8 例で あ っ た
. m M 分類 に よ る各因子 の うちT l 症例 が晩 癌に 比

べ 扁平 上皮痛 で 有意 に少 な か っ た が
,

N 因子,
M 因子 は 各組織

間で 有意差は な か っ た . 組織分 化度 で は
, 高分化型お よ び 申分

化型が 腺将 に比 べ 扁平上 皮痛で 有意に 少 なか っ た (表1) . 転移

性 肺腫瘍90 例 の うち上 皮性 膿瘍は49 例 (平均 年齢55 . 9 歳
,

男性

30 例
,
女性19 例) , 非上 皮性腫瘍 は41 例 (平均年齢39 .0 嵐 男性

23 例 , 女性1 郎瑚) で あり
,

非上 皮性腫瘍 で平均 年齢が 有意 に 低

か っ た . 上皮性腫 瘍の 原発巣別内訳 は
,

大腸 ･ 直腸21イ札 腎11

例
, 子宮5 例, 乳腺4 例

,
卵 巣1 例

,
精巣3 例

, 頭頚部4 例で あ っ

た . 非 上 皮 性 腫瘍 で は
,

骨1 3 例
, 軟骨4イ机 軟部 組 織2 3 例 ,

子宮1 例 で あ た . 各原 発巣 に お ける 組織学 的内訳 を 表2 に示 し

た .

Ⅰ . C D 4 4 s
.

C D 4 4 v 6 に対 する 免疫組織化学染色法

ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包埋 さ れた 標本を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, 帝 京) に付

着させ
,
1 0 0 % キ シ レ ン (和 光純 薬

,
大阪) に て1 0 分 間,

3 回の

脱 パ ラ フ ィ ン を行 っ た 後
,

9 9 .5 % エ タ ノ ー ル (和光) にて20 回振

塩を3 臥 90 % エ タ ノ ー ル に て20 回振 漁を1 臥 70 % エ タ ノ ー

ル

に て20 回振漁 を1 回の 脱水 を行 っ た
. 水道水で1 分 間洗 浄後, リ

ン 醸綬衝食塩水 (p h o s p h a t e
-b u ff e r e d s ali n e

,
P B S ) b H 7 .5) ( ダ ル

ベ ッ コ P B S (-) ,
日 水製薬, 東京) に浸 し, 0 .1 M ク エ ン 酸積衝液

(p H 6 ･0) 中で50 0 W
,
5 分間,

2 回の マ イ ク ロ ウ エ
ー ブ 処理を行い

,

室温ま で放 置 した 後
,

新 しい P B S に浸 した . 次 に0 .3 % 過酸化

水素加 メ タ ノ ー ル に て20 分間室温で 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼを

阻害 し
,

1 0 分 間水 道水で 洗浄 し た . 続 い て
,

ウ シ血 清 ア ル ブミ

ン ( ダ コ ･ ジ ャ パ ン
, 京都) に て20 分間 ブ ロ ッ キ ン グを行 っ た

後,
C D 4 4 s 染色 で は 抗 ヒ トC D 4 4 s モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗 体 ( マ ウス

I g G 2 a
･

ク ロ ー

ンS S F - 2 ; B e n d e r M e d S y s t e m s C O ･
,
L T D

.
,

V i e n n a
,
A u s tri a) を

,
C D 4 4 v 6 染色で は抗 ヒ トC D 4 4 v 6 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 ( マ ウ スI g G l
,

ク ロ
ー

ンV F F 7 ; B e n d e r M e d S y st e m s

C O . , m ,) をP B S で10 0 倍 に希釈 し
,
4 ℃ で【

一

晩 反応 させ た . 次

にP B S にて5 分 間3 回洗浄 し
,

ビ オ ナ ン標識抗 マ ウス お よ び抗ウ

サ ギ イ ム ノ ダ ロ ブ リ ン ･

ヤ ギ抗 体 ( ダ コ ･ ジ ャ パ ン) を用い 室

温 にて30 分間反応 さ せ
,

P B S に て5 分 間3 回洗浄 し
,

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) に て 室温で

3 0 分間反応 させ た . P B S に て 5 分間3 回洗浄後
,

四塩 酸3
,
3i - ジア

ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3 ,
3 1 - d i a m i n o b e n

,
Zi di n e t e t r a h y d l

･

O C h l o ri d e
,

D A B ) (和 光) に て 顕微鏡で 発 色状態 を確 認 し なが ら約5 分間室

温で 反 応さ せ た . 水道水で10 分間洗浄 した あと
,

へ マ トキ シリ

ン に て 核染色を行 っ た
. 全過程終 了後, 脱水, 透徹を施行 し封

入 し た . 判定 は
, 光学顕微鏡 を用 い 定性 的に 以 下 の よ う に分類

した . すな わち
,

1) 腫瘍細 胞が ま っ たく 染色さ れ な い もの
,
2)

腫瘍細胞 の10 % 未満 が 染色 さ れ た もの
, 3) 腫瘍細胞の 10 % 以 上

50 % 未満が 染色 さ れ た もの
,
4) 腫瘍細胞の 50 % 以 上 が 染色さ れ

た もの に分類 し
,

そ れ ぞ れ を0
,

1
,

2
,

3 と ス コ ア 化 した
.

ス コ

ア0 , 1 を陰性
,

2
,

3 を 陽性 と判 定 した .

T a bl e 2 ･ C li n i c o p a th o l og l C al fi n di n g s i n 9 0 p atie n t s w ith m e ta st ati c l u n g t u m o r s

O rig l n H is t ol o g y N o ･ O f c a s e s

(急
N o . ( % ) o f c a s e s

M aI e F e m ale

A ll

E pith eli al ti s s u e s

N o n
-

e Pith eli al tis s u e s

E pith eli al t u m o rs

C ol o n a n d r e c t u m

K id n e y

U t e r u s

B r e a s t

O v a r y

T e s tis

H e a d a n d n e c k

N o n
-

e Pith eli al t u m o r s

B o ll e

C artil ag e

S o ft tis s u e s

U te r u s

A d e n o c a .

R e n al c e11 c a
.

S q u a m o u s c e ll c a .

A d e n o c a .

I n v e r si v e d u c t al c a .

A d e n o c a .

E m b r y o n al c a r ci n o m a

S q u a m o u s c ell c a .

A d e n oid c y s ti c c a r in o m a

O ste o s a r c o m a

C h o n d r o s a r c o m a

S a r c o m a

M F H

M ali g n a n t S c h w a n o m a

M ali g n a n t m el a n o m a

L ei o m y o s a r c o m a
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,
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,
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,

iv e r si v e d u c t al c a r ci n o m a ; M F H
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肺腫瘍 にお けるC D 4 4
, p5 3 蛋白 ,

K - r a S

Ⅱ . p 5 3 に 対する免疫組織化学染色法

ホル マ リ ン 固定パ ラ フ ィ ン 包捜 され た 標本を4 u m の 厚 さ に薄

切 し
,

シ ラ ン コ
ー テ ィ ン グ ス ライ ドに付 着 させ

,
1 0 0 % キ シ レ

ン に て10 分 間
,

3 回の 脱 パ ラ フ ィ ンを行 っ た後,
1 0 0 % エ タ ノ ー

ル に て2 0 回振盟を3 回 ,
9 0 % エ タ ノ

ー

ル に て20 回撮 盟 を1 回
,

70 % エ タ ノ ー ル に て20 回振盟を1 回の 脱水を行っ た . 水道水で1

分間洗 浄後, P B S に浸 した
,
0 .1 M ク エ ン酸緩衝液 b H 6 ･0) 中で

50 0 W
,
5 分間,

4 回の マ イ ク ロ ウ エ
ー

ブ 処理 を行い
, 室温まで

放置 した後, 新 しい P B S に浸 した . 次 に0 .3 % 過酸化水素加 メ

タ ノ ー ル にて20 分間室温 で 内因性 ペ ル オキ シ ダ ー ゼ を 阻害 し
,

1 0 分 間水道水 で 洗浄 した . 続 い て
,

ウ シ血 清ア ル ブ ミ ン ( ダ

コ
･ ジ ャ パ ン) にて20 分 間ブ ロ ッ キ ン グ を行 っ た 後, 抗 ヒ ト

p 53 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 ( マ ウ スI g G 2 b
,

ク ロ ー ンD O -7 ; ダ コ
･

ジ ャ パ ン) を P B S で10 0 倍に希釈 し
, 室温 で1 時間反応 させ た .

次 に P B S に て5 分 間3 回洗浄 し
,

ビオ チ ン 標識抗 マ ウ ス お よ び

抗 ウ サ ギ イ ム ノ ダ ロ ブ リ ン ･ ヤギ 抗体 ( ダ コ
･ ジ ャ パ ン) を用

い 室温 に て20 分間反応 させ
,

P B S にて5 分間3 回洗浄 し
,

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) に て室

温で20 分間反応 させ た . P B S にて5 分間3 回洗浄後
,

D A B (和光)

にて 顕微鏡 で発 色状態 を確認 しなが ら約5 分 間室温で 反応 させ

た . 水道水で10 分間洗浄 したあ と
,

ヘ マ トキ シリ ン に て核染色

を行 っ た . 全過程終 了後 , 脱水, 透徹 を施行 し封入 した . 判定

は
, 光学顕微鏡を用い 定性的に以 下 の よう に分類 した ･ すな わ

ち
,

1) 腫瘍細胞が ま っ たく染 色さ れ ない も の
,

2) 腫瘍細 胞の

10 % 未満 が染色 され た もの
,
3) 腫瘍細胞の 10 % 以上50 % 未満が

染色さ れ た もの
,
4) 腫瘍細胞の50 % 以 上 が 染色 され たも の に分

類 し
,

そ れ ぞ れ を0
,
1 , 2

,
3 とス コ ア 化 した ･

ス コ ア0
,

1 を陰

性,
2

,
3 を陽性 と判定 した .

Ⅳ . ホ ル マ リ ン固定 パ ラ フ ィ ン 包埋組織 か らのD N A 抽出

ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包埋 され た標本1 検体 に つ き10p m

の 厚 さ に薄切 した もの を6 枚作製 し
,

3 枚 づ つ 1 .5 皿1 の マ イ ク ロ

遠心チ ュ
ー

ブ に入れ た . そ れぞ れ の チ ュ
ー

ブ に キ シ レ ン1 m l を

加え
,

10 分間振盟撹拝器 にて 増枠 衡 15 00 0 回転 室温 で3 分間遠

心 し上 清 を捨 て る 作業を3 固練り返 し脱 パ ラ フ ィ ン を行 っ た ･

次 に99 .5 % エ タ ノ
ー ル を1 m l加 え

, 5 分間撮迫柁拝器 にて撹拝後,

1 5 0 0 0 回転室温で3 分 間遠心 し上 浦を捨 て る作業 を3 回線り返 し

余分 な キ シ レ ン を取り除 い た . 2 0 分 間風乾後
,

1 0 m g / m l の プ ロ

テ ナ
ー ゼ K (和光) 溶液8 .4 m l

,
2 0 ×S S C (和光) 50 0 pl , S D S (和

21 7

光) 1 m l
,

蒸留水8 .
4 m l を混じ た溶液を各3 00 pl分注 し,

4 8 ℃で48

時間反応させ た
.

こ の 反応中約12 時間毎に10 m g / m l プ ロ テ ナ
ー

ゼ K 溶液 を5 /∠l 追加 し た . 次 に平衡化 し た中性 フ ェ ノ ー ル (和

光) 50 0 pl 加え1 時間室温で穏 や か に根幹 し
,
1 5 0 0 0 回転室温で3

分 間遠心後水層 を 別の チ ュ
ー

ブ に移 し
,

さら にこ の 操作 をもう

一 度 フ ェ ノ ー ル
,

ク ロ ロ ホ ル ム (和 光) ,
イ ソ ア ミ ル ア ル コ

ー ル

(和光) を25 : 2 4 : 1 の 割合で 混合した溶液 を用い 繰り返しD N A

を抽 出 した . 抽 出後 は0 .1 M の 酢酸 ナ ト リ ウム 溶液 (和光) を加

えた エ タ ノ
ー ル を1 m l 加え撹拝 後,

-8 0 ℃で2 時間 エ タ ノ ー ル沈

殿を行 っ た . 次 に
,
4 ℃ , 1 5 0(氾回転20 分間遠心 し

,
上 清を取り

除 き7 0 % エ タ ノ ー ル で 洗浄 後乾燥 さ せ
,

1 m M E D T A を含 む

10 m M 廿i s
- H Cl緩衝液 b H 8 .0) に溶解 し

,
4 ℃ で保存 した . D N A

の 濃度は260 n m の吸光度を測定 し求め た .

Ⅴ . P C R 反応

鋳型 D N A O .5 p g に対 して10 ×P C R 反応嬢衝液 (10 0 m M T ri s
-

H Cl
, p H 8 .8

,
5 0 0 r n M K Cl

,
15 m M M g C1 2 ,

1% トリ トロ ンⅩ-1 00 ) 5 pl ,

d A J P
,
d G T P , d C r P

,
d T I T 各10 n m ol

,
T a q D N A ポ リ メ ラ

ー ゼ

1 .
25 単位 ( い ずれ も和光) お よ び

, 表3 に示す塩基配列の オリ ゴ

ヌ ク レオ チ ドプ ラ イ マ
ー

( バ イ オ ロ ジ カ
t 名古屋) 50 p m o げ つ

を加え
,

滅菌蒸留水 を加えて 計50pl と した . 蒸発 を防 ぐた め ミ

ネ ラ ル オ イ ル (Si g m a
t
S t .L o u i s

,
U S A) 3 0 pl を 重 層 し ,

P R O G R A M T E M P . C O N T R O L S Y S T E M P C -8 0 0 ( ア ス テ ッ ク
,

福 岡) を使用 して
,
9 4 ℃ 1 分間の 熟変性,

5 0 ℃ 2 分間の ア ニ
ー

リ ン グ
,

7 2 ℃ 1 分 間の D N A 伸長 反応を 1 サ イ ク ル と し
,

40 サ

イ ク ル の 増幅を行 っ た . P C R 反応終 了後
,
1 p g/ m l の エ チ ジ ウ

ム ブ ロ マ イ ド (e th idi u m b r o m i d e
,
和光) を含む

,
4 % ア ガ ロ

ー ス

ゲ ル (和光) に て電気泳動 を行 い
, 紫外線照射 にて増幅 さ れ た

D N A 断片 を検 出 した .
D N A サ イ ズ マ

ー

カ
ー

と して
,

M a rk e r 4

(≠Ⅹ17 4 / H a e Ⅲdig e st) (和光) を 用い た ･
プラ イ マ

ー は
,
k -

r a S

の12 番 目の ア ミ ノ 酸 コ ドン を含 む領域が 特異的に増幅で き るよ

う に設計 した . ま た
,
鋳型D N A と して r a s

- M u t a n t S et
,

C
- Ki -

r a S

c o d o n 12 (宝酒造
,
京都) を用い 同

一

の 条件で P C R 反応を行い
,

後述の7 本の プ ロ ー ブに 対する陽性 対照D N A と した .

Ⅵ . ドッ トプロ ッ トハ イ プリ ダイゼ ー シ ョ ン 法

P C R 産物 を9 5 ℃ で10 分 間加熱 した 衡 水中で 急速冷却 し増

幅 した D N A を1 本鎖と した . 次に H yb o n d N + ( ア マ シ ャ ム ･

ジ ャ パ ン
, 東京) を適 当な 大き さ に切り1 c m 角に 区切 っ た 後,

上 記 D N A l .2 5 pl ,
お よ び陽性対照 D N A I plを マ イク ロ ピペ ッ

T a bl e 3 . K -

r a S ( C O d o n 1 2) g e n e p ri m er s a n d p r o b e s u s e d in t his st u d y

P ri m e r/p r o b e

C o d e d p r o t ei n o f L e n gth

c o d o n 1 2 (b a s e p air s)
S eq u e n c e

P ri m e r

P r o b e

F o r w a rd

R e v e rs e

G ly ( W ild ty p e)

A rg

C y s

S e r

A l a

V al

A s p

1 0 8 ( P r O d u ct)

2 0

20

2 0

2 0

2 0

2 0

2 0

2 0

2 0

G A C T G A A T A T A A A C T r G T G G

C T A
r

r r G T T G G A T C A T A T T C G

G T rG G A G C T G G T G G C G T A G G

- C G T -

- T G T -

- A G T 一

一 G C T -

- G T T -

- G A T t

A r g ,
a r gl n i n e ; C y S

,
C y Stei n e ; S e r

,
S e ri n e ; ala

,
al a n in e ; V al

,
V ali n e ; a S P ･

a S P ar ati c a cid ･



2 1 8 春

タ
ー

で 膜上 に ス ポ ッ ト し
,

D N A を膜 に 固定す るた め紫外線 を

St r at al in k e r U V C r o s sli n k e r ( 東洋紡
,
大阪) にて12 0OJ 照射した .

次 に
,

で き あ が っ た 膜 を ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン バ ッ ク

( E a p a k C o ･
,
M i n n e ap oli s

,
U S A ) に 入れ

,
5 × D e n h a r d t 液 (和

光) ,
0 ,1 % S D S

,
5 ×S S C

,
1 00 p g / m l 変性サ ケ 精子D N A (和光)

を膜馳 m
2

に対 し1 m l加 え
,

ハ イ プリ グイ ゼ ー

シ ョ ン オ
ー

ブ ン(岩

城硝子
,

千葉) 内で 静か に撹 拝しながら50 ℃で 5 時間保 温 した .

プ ロ ー

ブ は
,

7 種類 全 て オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドプ ロ ー

ブ で あ る

r a s ジ ー ン プ ロ ー

ブ セ ッ ト
,

C
一 犯 イ a S / 1 2 (宝酒造) を使 用 し た .

塩基配列 は表3 に示 した . 各プ ロ ー ブ10 p m ol に対 して
,
1 0 × リ

ン酸化後衛液 (50 m M n i s
- H C l (p H 7 .6) ,

1 0 m M M g C1 2
,
5 m M ジ

チ オト レイ ト ー ル
,
0 .1 m M ス ペ ル ミ ジ ン

,
0 .1 m M E D T n) (和光)

1pl , 【γ
-
32
p] A T P ( ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン) 1 8 5 k B q ,

T 4 ポ リ ヌ ク

レ オ チ ドキ ナ ー

ゼ (和光) 10 単位 ず つ を加え
,

3 7 ℃ で30 分間保

温後
,
7 0 ℃で10 分間加熱 し酵 素を失 宿させ ブ ロ ー

プ の5
,

末端

を
3

智で標識 した . この 標識 プ ロ ー ブ を前述 の ハ イ プリ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン バ ッ フ ァ
ー

4 m l に対 し1 pl 加え
,

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン

オ ー ブ ン 内で 静 か に操拝 しなが ら50 ℃ で1 晩保 温 した
. 次 に

,

0 .3 M 塩化 ナ トリ ウ ム (和光) , 17 .3 m M リ ン酸2 水素ナ トリ ウム2

B

Fig ･ 1 ･ I m m u n o h i st o ch e m i c al C D 4 4 s an d C D 44 v 6 stai ni n g o f

C ell m e m b r a n e i n p ri m a r y l u n g a d e n o sq u a m o u s c a r ci n o m a .

( A ) S t ai n e d b y C D 4 4 s m o n o cl o n al a n tib o d y ( ×2 0 0) , ( B )
S t ai n e d b y C D 4 4 v 6 m o n o cl o n al an ti b o d y ( ×10 0) .

原

水和物 (和光) ,
2

･5 m M E D T A (和光) ,
0 .1 % S D S 中で15 分間2 回

室温で 抜渡 しな が ら 洗浄 し た . 続 い て
,
3 M 塩化 テ トラ メ チ ル

ア ン モ ニ ウム (和光)
,
5 0 m M T ri s

- H C l (p H 8 .0) ,
2 m M E D

′

m
,

0 ･1 % S D S 中で62 ℃30 分間1 回, 64 ℃30 分間1 回振 逸 しな が ら洗浄

した . そ の 後, 膜 を イ メ ー ジ ン グプ レ ー ト B A S C A S S m

2 0 4 0 (富士 フ イ ル ム
, 東京) に3 0 分間露光 し

,
バ イ オ イ メ ー

ジ

ン グ アナ ライ ザ ー
･ B A S -1 5 00 (富士 フ イ ル ム) で 画像を読み 取

り
,

M a c B A S V 2 .2 (富士 フ イ ル ム) を 用い 画像化 した.

Ⅶ . 統計学 的処理

C D 44 s
,

C D 4 4 v 6
, p 5 3 の ス コ ア はす べ て 平均値 ± 標準偏差

区士S D) で 示した ･ 平均値 の 有意差検定 に は
,

M an n
- Wh it n e y

の U 検定を用 い た
,

離散 量に 対 して は カ イ2 乗 ( ズり 検定を用い

た ･ また
, 多群 間の 有意差 検定に は K ru Sk al - W alli s の 検定を用

い た ･ 生存 率, 無再発生 存 率の 算出は K a pl a n
- M ei e r 法を用い

,

そ の 有意差検定 に は
,

一 山

般化 W il c o x o n 検定 を用 い た . ただ し
,

原発性肺癌 の生 存率 の 検討 は
, 治癒切 除

26)
の 行 われ た74 例の み

に つ い て 行 い
,

相対 的 非治癒切 除14 例 (Ⅰ 期4 例
,

ⅢA 期5 例 ,

ⅢB 期1 例 ,
Ⅳ 期4 例) お よ び 絶対的非治癒切除28 例 (ⅢA 期5 例

,

ⅢB 期5 軌 Ⅳ期18 例) は検討 か ら除外 した .
い ずれ も

, 危険率

B

Fig ･ 2 ･ lm m u n o h i s t o c h e m i c al C D 4 4 s an d C D 4 4 v 6 stai n in g o f

C ell m e m b r a n e i n p ri m a r y e pi d e r m oid l u n g c a n c e r . 仏) S tai n e d

b y C D 4 4 s m o n o cl o n al an ti b o d y ( ×1 0 0) . ( B ) S t ai n e d b y
C D 4 4 v 6 m o n o cl o n al an tib o d y ( ×1 00 ) .



肺腫瘍 にお け るC D 4 4
, p 5 3 蛋白,

K r a s 2 1 9

b 値) が0 ･0 5 以 下 を有意差ありと した ･

成 績

l . 原発性肺癌

1 .
C D 4 4 s

,
C D 4 4 v 6 お よ び p 53 蛋白免疫組織 染色像

腺扁平上 皮癌 の C D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6 免疫組織染 色像 (図1 ) , 扁

平上 皮癌 お け る C D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6 (国 2) , p 5 3 蛋白 免疫組織染色

像(国3 ) を示す. C D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6 染色 陽性例 は
, 腫瘍辺緑部

で は細胞膜 に沿 っ て強く染 色され
,

腫瘍 中心部 に 向かう に つ れ

て細胞質が 淡く染色 さ れ る傾 向が あF) ,
こ の 傾 向は 扁平 上皮痛

で 強く認 め ら れ た . ま た
,

正常組織で も 一

部の 気管支腺
,

Ⅲ 型

肺胞上 皮が 染 色さ れ た .

一

方 , p 5 3 蛋白免疫 組織染色 陽性例 で

は, 腫瘍細胞 の 核が 染色さ れ 非腫瘍部 で は 核染色像は 認め ら れ

なか っ た .

2 . 各臨床病 理 学的 因子 別 にみ た C D 4 4 s ,
C D 4 4 v 6 お よ び

p5 3 蛋白の 発現(表4 )

原発性 非小細胞肺痛1 16 例 全体で は
, 各染色 ス コ ア はC D 4 4 s

l .1 9 ±1 .0 0
,

C D 4 4 v 6 1 .8 1 ± 1 .1 1 , p 5 3 蛋白 1 .4 3 士1 ･3 1 で あ っ た ･

組織別 に み る と
,

C D 4 4 s 党規 は腺病 と扁平上 皮痛 で差 は な か っ

たが
,

C D 4 4 v 6 の 発現 は腺 病1 .3 8 ±1 ･0 9
, 扁平上 皮痛2 -4 2 ±0 ･8 2

と 扁平 上皮席 で 有意 に 高く b < 0 .01) , p 5 3 蛋白発現も腺病1 ･1 8 土

1 .
2 8

, 扁 平上 皮痛1 .7 9 ±1 .2 9 と 扁平 上 皮癌 で 有意 に高 か っ た

(p < 0 .0 5) . ま た
,

C D 4 4 s の 発現はT3 症 例に 比べT l症例 で有 意に

高く (p < 0 .0 5) ,
分化度で は申分 侶凱 低分化型 に比 べ 高分化型

で 有意 に 高か っ た (p < 0 ,0 5) . 性別, 病別,
N 田子,

M 因子に よ

聯
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Fig . 3 ･ I m r n u n o h i s t o c h e mi c al st a i ni n g o f p 5 3 p r o t e i n u si n g

m o n o cl o n al a n tib o d y . p 53 p r o tei n p o siti v e n u cl ei w e r e st ai n e d

h o m o g e n e o u sl y ( ×2 0 0)

T a ble 4 . C o r r el ati o n s b e t w e e n clin ic o p a th ol o g l C al fin di n g s a n d e x p r e s si o n s o f C D 4 4 s
,
C D 4 4 v 6 a n d p 5 3

p r ot ein i n 1 1 6 p ri m a r y n o n - S m all c e11 lu n g c a n c er c a s e s

Cli n ic o
-

p at h o l o g lC al
e x a mi n e d

fi n di n g s

N o . o f c a s e s
S c o r e (支±S D )

C D 4 4 v 6 p 5 3 p r o tei n

A ll 1 1 6 1 .1 9 ± 1 .00

H is t ol o gy

A d e n o c a .
6 8

E pid e r m oi d c a ･ 4 8

S e x

M ale

F e m al e

e

A

B

g

I

Ⅲ

Ⅲ

Ⅲ

Ⅳ

t aS

T r a c t e I
･

T I

T 2

T 3

T 4

N f a c t e r

N O

N l
､

N 3

M f a c t e r

M O

M I

Di ff e r e n ti ati o n

W ell

M o d e r at eI y

P o o rly

つ
ん

5
｢

J

4

つ
】

ュ
J

I
r

J

l

つ
一

3 0

5 1

1 6

1 9

5 1

65

9 6

2 0

4 4

43

2 9

1 .1 5 ± 1 .0 3

l .2 5 ± 0 .9 6

1 .19 ± 0 .9 8

1 .19 ± 1 .0 6

1 .5:ち±l .08

l .2 7 ± 0 .8 8

1 .1 5 ± l .
0 0

0 .7 9 ± 0 .9 8

0 .
9 6 ± 0 .8 4

1 .67 ± 1 .0 3

1 ,1 2 ± 0 .9 3

0 .8 1 ± () .9 1

0 .9 5 ± 0 .9 7

1 .2 8 ± 1 .1 0

1
.
Ⅰ2 ± 0 .9 I

l .2 6 ± 1 ,0 3

0 .85 ± 0 ,7 5

Ⅰ.5 7 ± 0 .97

1 .0 0 ± 0 .95

0 .9 0 士0 ,
9 4

1 .8 1 ± 1 .1 1

主:……≡ム:冒…] 輌

l .8 6 ± 1 .1 3

1 .6 り±l .()6

2 .0 0 ± l .1 1

1 .8 7 ± 0 ,9 9

1 .7 3 ± 1
.1 5

1 .2 9 ± 1 .1 4

1 .
9 6 ± 1 .〔)9

l .7 7 ± l .1 q

* 2 .()0 ± 1 .()()

1 .4 4 ± 1 .21

1 .6 8 ± 1 .1()

1 .7 7 ± 1 .
1 6

1 .8 5 ± l .0 8

1 .7 7 ± 1 .1 1

2 .0 0 ± 1 .1 2

1 .6 8 土 1 .1 0

2 .0 9 ± 1 .1 0

1 .5 9 ± 1 .
2 1

A d e n o c a .
,
a d e n o c ar ci n o m a ; e P id e r m oid c a ･

,
e P id e r m o id c a r ci n o m a ･

*

p < 0 ･0 5
1

* *
p < O tO l ･

1 .43 ± 1 .3 1

;二諾≡::…… ] *

t .5 7 ± 1 .3 5

1 .0 6 ± 1 .1 6

l .3 4 ± 1 .2 1

l .8 0 ± 1 ,3 2

l .4 9 ± 1 .4 4

1 .7 9 ± 1 .3 7

1 .0 0 ± 1 .2 0

1 .2 7 ± l .2 り

1 .5 5 ±Ⅰ.2 り

1 .4 4 ± l .4 1

1 .5 7 ± 1 .4 2

l .3 7 ± 1 .2(i

l .4 8 ± 1
.
3 6

1 .5 1 ± 1 .3 2

1 .0 5 ± 1 .23

1 .1 6 士 1
.
24

1 .7 2 ± 1
.
3 7

1 .
4 1 ± 1 .3 0



2 2 0

る 各ス コ ア 間の 有意差は 認め なか っ た .

3 ･ P 5 3 蛋白発 現別 に み た C D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6 の 発現 (表 5
,

6 )

症例全体で は
,

C D 4 4 s ス コ ア はp 5 3 蛋白 陰性例 で や や 高か っ

た が 有意差 は 認め な か っ た ･ C D 4 4 v 6 ス コ ア で は逆 にp 5 3 蛋白

陽性例 でや や高 か っ た が 有意差は認 め なか っ た . 組織 別 にみ る

と
･

C D 4 4 v 6 ス コ ア はp 5 3 蛋白 陽性 , 陰性 に関 わ ら ず
, 腺病 に

比 べ 扁平上 皮 癌 で 有意 に 高か っ た (p < 0 ･0 5) . ま た
, p 5 3 蛋 白陰

性例 で は C D 4 4 s ス コ ア は M l 症例比 べ M O 症例で 有 意 に高く

b < 0 ･0 5) ,
低分化型 に比 べ 高分型で 有意 に高か っ た b く0 .0 5

, 表

5 ) ･ 次 に
,

腺病 に 限 っ て C D 4 4 s とp5 3 蛋白の 発現 を検 討す る

と
, P 5 3 蛋白陰性例 で は N 卜 N 3 症例 に比 べ N O 症例 で C D 4 4 s

ス コ ア が有意 に高く
,

M l 症例 に比 べ M O 症 例で
, ま た , 低分

化 型 に 比 べ 高 分 化 型 で C D 4 4 s ス コ ア が 有 意 に 高 か っ た

(p < 0 ･0 5
, 表 6 ) ･ しか し

, p 5 3 黄白陽性例
,

C D 4 4 v 6 ス コ ア
, 扁

平 上皮病症例 に 関 して は こ の よう な関係 は認め られ なか っ た .

4 ･ & r a s ( コ ドン12) 点突然変異の 解析

原発性 非小細胞肺癌11 6 例の う ち
,

P C R 反応後 の 電 気泳動で

108 塩基対 の 核酸 断片の 増 幅が 認め ら れ た の は94 例 で あ っ た(図
4 ) ･ こ の 9 4 例を対 象 に ド ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ

ン を行い 路 r a s 点 突然変異 の 有 軋 お よ び変 異の 塩 基配列 を決

定 した ･
ハ イ プ リ ダ イ ゼ

ー

シ ョ ン を行う際 に
,

必ず検体 と共に

7 種類 の 変 異既知 陽性対 照 D N A を ナ イ ロ ン 股上 に ス ポ ッ ト

し
,

こ の 陽性 対照 の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン の 程度と 検体の そ

れ を比較 し 判定 し た (図 5 ) ･ K ィ a s 点突然変 異 を認 め た の は
,

症 例全体で は94 例中31 例 (33 ･0 %) で あり
, 腺病 で は54 例中23 例

(42 ･6 % ) , 扁 平上 皮痛 で は4 0 例 中綿り(2 0 .0 % ) で腺 病 に有意 に多

か っ た (p < 0 ･0 5) ･ 次 にK - r a S 点突然 変異 の 種類で ある が
,

K _

r a S

の コ ドン12 の 塩基 配列は 野生型で は 一 G G T ｣ で あり グ リ シ ンを コ

ー

ドし てい るの に対 し
,
1 番目の 塩 基が シ ト シ ン に変異 し_ C G Tし

と なり ア ル ギ ニ ン を コ
ー

ドする よ う に変異 した もの が31 例の 点

突然変異中11 例 (腺病8 例
, 扁平上 皮痛3 例) で あ っ た . また

, 2

T abl e 5 C o rr e la tio n s b et w e e n cli ni c o p ath o l o gi c al B n di n g s a n d e x p r e s s io n s of C D 4 4s o r C D 4 4 v 6 di vid e d i h t o p 5 3 ( + ) gr o u p a n d p5 3 ( 1
g r o u p i n l 1 6 p ri m a r y n o n

-

S m all c ell l u n g c a n c e r c a s e s

C li n ic o
-

p at h ol o g l C al

fin di n g s

N o ･ O f c as e s N o , ( % ) o f p5 3 ( + )
e x a m in e d c a s e s

A ll

H is t ol o g y

A d e n o c a .

E pi d e r m oid c a .

N f a ct e r

N O

▲N 巨､

N 3

M f a ct e r

M O

M I

D i 恥 r e nti ati o n

W e11

M o d e r atel y
P o o rly

C D 4 4 s s c or e ( 盲± S D)

p 5 3 ( 十) c a s e s p 5 3 (
-

) c a s e s

1 16 5 7 ( 4 9 . 1) 1 .1 2 ± 1 .0 4 1 .2 5 ± 0 .9 6

6 8

4 8

5 1

6 5

9 6

2 0

44

43

2 9

2 6 ( 3 8 .2)

3 1 ( 6 4 .6)

2 5 ( 49 . 0)

3 2 ( 49 .2)

5 0 ( 5 2 .1)

7 ( 3 5 .0)

1 7 ( 3 8 .6 )
2 6 ( 6 0

.5 )
1 4 ( 48 .3 )

1 .0 0 ±l .0 1 1 .2 4 ±0 .9 8

1 .2 3 ± 0 .9 9 1 .29 ±0 .9 2

1 .0 4 ± 1 .1 4 1 .5 0 ±1 .0 3

1 .1 9 ± 0 .9 7 1
.0 6 ± 0 .8 6

王:王三≡去:冒呂 去:三三≡3二3≡] *

1 .4 7 ± 1
.0 7 1 .6 3 ± 0 .93

0 .9 6 ± 0
.92 1 .0 6 ± 1 . 03

1 .0 0 ± 1 1 .8 0 .8 0 ± 0 .6 8

C D 4 4 v 6 s c o re ( ヌ±S D )

p 5 3 ( + ) c a s e s p 5 3 ( - ) c a s e s

1 .9 3 ± 1
.1 0 1 .70 ± 1 .1 2

去:……≡去:冒;] * 去:宣言≡去二三H *

1
.8 4 ± 1 ,18

2 .0 0 ± l .05

1 .9 2 ± l .0 9

2 .0 0 ± 1 .2 9

1 .6 7 ±Ⅰ.0 0

2 .2 3 ± 0 .8 6

l .6 4 ± 1 .2 2

1 .6 9 ± 1
.
1 6

1 .7 0 ± 1 .1 0

1 .6 1 ± 1 .1 3

2 .0 0 ± 1 .0 8

1 .7 1 ± 1
.2 6

1 .8 8 ± 1
.2 2

1 .5 3 ± 1 .2 5

p5 3 ( + ) , P 5 3 p r o t ein -

P O S iti v e ; p 5 3 (
嶋

) , P 5 3 p r o te in - n e g ati v e ･ A d e n o c a ･
,
a d e n o c a r ci n o m a ; e pid e r m oid c a ･

,
e pid e r m o id c a r ci n o m とl .

*

p < 0 .0 5 ,

T ab le 6 t C o rr e lati o n s b et w e e n c li ni c o p a t h ol o gi c al fi n di n g s a n d C D 4 4 s e x p re s si o n di v id e d i n t o p5 3 ( + )
g r o u p ,

a n d p 5 3 (
-

) g r o u p i n 6 8 p ri m a ry l u n g a d e n o c a r c in o m a

C li ni c o -

P ath ol o g l C al

f 血di n g s

N o . o f c a s e s

e x a m i n e d

N fa ct e r

N O

N l ､ N 3

M f a ct e r

M O

M I

D iff e r e n ti ati o n

W ell

M o d e r ate ly

P o o rly

3 0

5 8

5 6

1 2

3 5

18

1 5

N o . ( % ) 0■r

p 5 3 ( + ) c a s e s

1 2 ( 40 .0)

1 4 ( 3 6 .8)

2 4 ( 4 2 .9)
2 ( 1 6 .7)

1 2 (3 4 .3)

8 ( 4 4 .4)

6 (3 7 .5)

C D 4 4 s s c o r e ( 盲±S D )

P5 3 ( 十) c a s e s
p 5 3 (- ) c as e s

1 .0 0 ± 1 .2 8

1 .0 0 士 0 .9 6

1
.0 0 ±1 . 10

1 .0 0 士 1 .4 1

1 .4 2 ± 1 .1 7

1 .3 8 ± 0 .7 4

1 .38 ±0 .7 4

1 .6 1 ± 0 .9 4

0 .8 0 ± 1 .0 3

0 .8 0 士 1 ､0 3

P 5 3 ( + ) , P 5 3 p r o t ei n
v

p o siti v e ; P 5 3 (
-

) , P 5 3 p r o t ein -

n e g ati v e c a s e s .

*
p < 0 .0 5 .



肺腫瘍 にお けるC D 4 4
, p 53 蛋白,

K -

r a S

番目の 塩基 が チ ミ ン に 変異 し
,

- G m と なり バ リ ン を コ ー ドす

るよう に変 異し た もの が20 例 (腺病15 例
,

扁平上 皮痛5 例) で あ

っ た . そ の 他 の 変 異は 認め な か っ た
.

路 r a s 点突然変異 の 頻度

と臨床病理 学的因子と の 間 には 有意な相 関は 認め られ な か っ た

(表7) .

5 .
K -

r a S ( コ ド ン12) 点突然変異 の 有無と C D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6

の 発現(表8)

K r a s 点突 然変異症例 の C D 4 4 s は ス コ ア は1 .3 6 ±1 .
2 0 ,

K -

r a S

野生 型症例で は1 .1 1 ± 0 .9 4 で あり 路r a s 点突然変異症例で や や

高く
,

また
,

C D 4 4 v 6 ス コ ア は K -

r a S 点 突然変異症例で1 ･6 1 ±

1 .1 7
,

K r a s 野生 型症例で は1 .9 2 ±1 .0 2 と 逆に K r a s 野生 型症例

で高か っ た が 有意差を認め る に は至 ら な か っ た . 組織別に に み

る と
,

C D 4 4 v 6 ス コ ア は K r a s 点突然 変異の 有無 に関わ ら ず腺

痛に比 べ 扁平上 皮痛で 有意 に高 か っ た (p く0 .0 5) . ま た , 腺病 に

限 っ て み る と
,

K r a s 野生 型症例に お け る C D 4 4 s ス コ ア は N l

～ N 3 症例 (0 .59 ±0 .6 2) に比 べ N O 症例 (1 .4 3 ±0 .9 4) で 有意 に高

く (p < 0 .0 5) ,
M l 症例 (0 .5 0 ±0 .54) に比 べ M O 症例 (1 ･1 3 ±0 ･9 2)

で有意差 こ そ認 めな い もの の 高い 傾向を認め た b = 0 ･0 9) ･ また
,

分化度に お い て も申分化型 (0 .5 6 士0 .5 3) , 低 分化型 (0 -4 0 ±0 ･5 5)

に 比 べ 高 分化 型 (1 .3 5 ± 0 . 9 3) で 高 い 傾 向を認 め た (p = 0 ･ 0 6
,

p
= 0 .07) . しか し

,
K - r a S 点突然変異症例

,
C D 4 4 v 6 ス コ ア

,
お

よ び扁平 上皮病症例 に 関 して は こ の よう な 関係 は認め られ なか

っ た .

6 . C D 4 4 s
,

C D 44 v 6 の 発現 と生 存率 の 検討 (表 9)

生 存率の 検討は
, 治癒切 除の 行わ れ た74 例の み に つ い て行 っ

た . 腺痛, 扁平上 皮痛 をあ わせ た74 例会体 の 検討 で は
,

C D 4 4 s

陰性例 は3 年生 存率 (3 生 率) 31 .8 %
,

5 年生 存率 (5 生率) 25 ･0 % で
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2 2 2

あり ,
C D 4 4 s 陽性例 の 3 生率89 .7 %

,
5 生率55 .3 % に比 べ 有意 に予

後不 良 b < 0 .0 5) で あ っ た (図 6 A) . ま た
,

C D 4 4 v 6 陰性 例は3 生

準30 .0 %
,
5 生 率23 .4 % であ り, C D 4 4 v 6 陽性例の 3 生率48 .8 %

,
5 生

率34 .9 % に 比 べ 有 意差 こそ 認め なか っ た が
,

予 後不 良 の 傾 向

b = 0 .0 6) を認め た (図6 B) . 次 に
,

C D 4 4 s と C D 4 4 v 6 の 両者の 発

項の 有無と 予後に つ い て 検討する と
,

C D 4 4 s 陰性か つ C D 4 4 v 6

陰性 例 は3 生 率2 9 .2 %
,

5 生 率2 0 .8 % で あり
,

C D 4 4 s 陽性 か っ

C D 4 4 v 6 陽性例 の3 生 率60 ･9 %
,
5 生率3 9 ･1 % に比 べ 有意 に予後不 良

(p < 0 ･0 5) で あっ た (図7 ) . 腺病 に限 っ て み る と
, C D 4 4 s 陽性例

と陰性例の 間に は 有意差 は認 め な か っ た が
,

C D 4 4 v 6 陰性例は

3 生 率3 3 ･4 %
,

5 生 率29 ･1 % で あり
,

C D 4 4 v 6 陽性例 の3 生率57 .9 %
,

5 生 率3 6 ･8 % に比 べ 予 後不 良 の 傾 向 (p = 0 .0 6) を認 め た . ま た
,
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肺腫瘍 に お けるC D 44
, p 5 3 蛋白 ,

K r a s

c D 4 4 s 陰性 か つ C D 4 4 v 6 陰性例 は3 生 率31 ･6 %
,
5 生 率26 ･3 % で あ

り
,

C D 4 4 s 陽性か つ C D 44 v 6 陽性例の 3 生 率66 ･7 %
,
5 生 率33 ･3 %

に比 べ 予 後不良 の 傾 向 (p ご 0 ･0 6) を認 め た ･ 扁平上 皮痛で は
,

c D 4 4 s 陰性例 は3 生 率20 ･0 % ,
5 生率13 ･3 % で あり･

C D 4 4 s 陽性例

の3 生 率5 3 . 3 % ,
5 生 率4 0 ･0 % に比 べ 有 意 に予 後不 良 で あ っ た

脚 05) ･ C D 4 4 v 6 陽性例 と陰性例 の 間に は 有意差 は認め なか

っ た が
,

C D 4 4 s 陰性か つ C D 44 v 6 陰性例 は3 生 率20 ･0 %
･
5 生率

0% で あり,
C D 44 s 陽性か つ C D 4 4 v 6 陽性例 の3 生 率57 ･

1 % ,
5 生

率42 .9% に比 べ 予後不良の 傾向 b = 0 ･
06) を認め た ･

7 . p 5 3 蛋白発現,
K -

r a S 点突然変異 の 有無別 にみ たC D 4 4 s
,

c D 4 4 v 6 発現 と 生存率の 検討 (表10)

治癒 切 除 症 例全74 例 に お い て
I p 5 3 蛋白 陽 性 症例 で は ,

c D 4 4 s 陽 性症 例 と 陰性 症例 の 間 に 生 存率 に 有意 差 は な く ･

3 5

Y e a r s aft e r r e s e c ti o n

Fi g . 6 . S u rv iv al c u r v e s of 7 4 p ati e n t s w ith n o n
-

S m al 1 c ell l u n g

c a n c e r aft e r c u r a ti v e r e s e c ti o n ･ (A ) D i vi d e d i n t o w ith a n d

w ith o u t C D 44 s e x p r e s si o n ･

･= ･･･
･

,
C a S e S W ith C D 4 4 s e x p r e s si o n

(n = 3 0); -

,
C a S e S W ith o u t C D 4 4 s e x p r e s si o n ( n

= 4 4) ･ (B )

D i vid ed in t o w ith an d w ith o u t C D 4 4 v 6 e x p r e s si o n ･= - -･････,
C a S e S

w ith C D 44 v 6 e x p r e s si o n ( n = 4 3); -

･
C a S e S W ith o u t C D 4 4 v 6

e x p r e s si o n s (n = 3 1) ･

★

p < 0 ･ 0 5
,

★ ★

p < 0 ･ 1 0
･
b y g e n e r ah z e d

W il c o x o n te s t .
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3 5
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- S m al 1 c ell l u n g

c an C e r a a e r C u r ativ e r e s e cti o n ･

, ･ " ･ P " ･ ･

,
b o th C D 4 4 s p o sitiv e a n d

c D 4 4 v 6 p o siti v e c a s e s ( n
= 2 3); 岬

,
b o th C D 4 4 s n e g a ti v e an d

c D 4 4 v 6 n e g a ti v e c a s e s ( n = 2 4) ･

*

p < 0 ･ 0 5
,
b y g e n e r al i z e d

W il c o x o n te st .

2 2 3

C D 4 4 v 6 発現 に お い て は
,

陰性例 の3 生 率25 .0 %
,
5 生率12 ･5 % に

比 べ
,
陽性例 で は3 生率44 ･0 % ,

5 生 率32 ･0 % と有意差は 認め な い

も の の 陰性例で 予後不 良の 傾向 を認 め た (p ニ 0 ･0 8 , 図 8 A) ･

C D 4 4 s 陽性か つ C D 4 4 v 6 陽性症例 と C D 4 4 s 陰性か つ C D 4 4 v 6

陰性症例 の間 に は生 存率に有意差 は認 め なか っ た ･

一

方 , p5 3

蛋白陰性症例 で は
,

C D 4 4 s 陰性例の 3 生率35 ･3 %
,
5 生率29 ･4 % に

射 し, 陽性例 で は3 生 率60 ･0 %
,
5 生率46 ･7 % と有意 に C D 44 s 陰性

例で 予後不良で あ っ た b < 0 .0 5 , 囲8 B) . C D 4 4 v 6 発現陽性例 ･

陰性例の 間に は生存率に有意差 は認め な か っ た t C D 4 4 s 陽性か

っ c D 4 4 v 6 陽性症例と C D 4 4 s 陰性 か つ C D 4 4 v 6 陰性症例 の 間

に は 生 存率に有意差 は認 めな か っ た ･ K r a s 点突然変異陽性症

例,
陰性症例の 間で も同様 の 検討を 行っ たが

･ 各群間で 生存率

に有意差は認め なか っ た ･

Ⅰ . 転移性肺腫瘍

1 . C D 4 4 s ,
C D 4 4 v 6 およ び p5 3 蛋白免疫組織染色像

転移巣に お けるC D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6
, P 5 3 蛋白 の 各染色性は

･
原

発性肺癌の 場合と ほぼ 同様で あっ たが
,

大腸癌肺転移巣で は細

胞質が 染色さ れ る もの が 多か っ た ･ 各転移巣の 染色像を図 9
･

図10 に示す .

2 . 原発巣別 にみ たC D 4 4 s ,
C D 4 4 v 6

, p 5 3 蛋白の 発現(表11)

肺転移巣90 例全体 で は ,
C D 4 4 s ス コ ア は0 ･7 5 士0 ･9 6

･
C D 4 4 v 6

ス コ ア は1 .0 7 ±1 . 17 , p 53 蛋白 ス コ アは1 ･1 6 ±1 ･1 6 で あっ た ･ 上

皮性腫瘍 と非上 皮性腫瘍に分 ける と
,

C D 4 4 s ス コ ア は非上 皮性

腫瘍の 0 .4 2 ±0 . 紬 こ比べ
,

上 皮性腫瘍 は1 ･0 2 ±0 ･9 6 で あり上 皮

性腫瘍 で有意 に高 か っ た (p < 0 ･0 5) ･ また
･

C D 4 4 v 6 ス コ ア も非

上 皮性腺瘍の0 .63 ±0 .8 6 に比 べ
,

上 皮性腫瘍 は1 ■5 2 ± 1 ･12 で あり

上 皮性腫瘍で 有意 に高か っ た (p < 0 ･0 5) ･ しか し
, p 5 3 蛋白で は

有意差は認 め なか っ た ･ 次に
, 原発巣別 に各ス コ ア を比較 して

Fig 8 ･ S u r vi v al c u r v e s of p a ti e n t s w i th n o n
-

S m all c ell l u n g

c a n c e r afte r c u r ati v e r e s e cti o n ･ ㈱ F o r p 5 3 p r o t ei n p o siti v e

c a s e s .

" ･ " ･【

･
･ ･ ･ ･ ･

,
C a S e S W ith C D 4 4 v 6 e x p r e s si o n (n

= 2 5); -

,
C a S e S

wi th o u t C D 4 4 v 6 e x p r e s si o n s ( n
= 1 6) T (B ) F o r p 5 3 p r o t ei n

n e g a d v e c a s e s ･

･ ･

･
･ ･ ･ ･ ･ ･ - ･

･
C a S e S W i th C D 4 4 s e x p r e s Si o n ( n = 1 6);

-

,
C a S e S W ith o u t C D 4 4 v 6 e x p r e s si o n ( n

= 1 7) ･

★

p < 0 ･ 0 5
･

* '

p < 0 ･ 10 ,
b y g e n e r au z e d W il c o x o n te s t ･
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み る と
, C D 4 4 s ス コ ア は 腎癌0 .3 6 ±0 . 6 7

, 軟 部組 織悪 性腫 蕩

0 ･6 5 ±0 .9 8
, 骨 ■ 軟骨悪性腫瘍0 .1 2 ±0 .4 9 に対 し

, 大腸 ･ 直腸痛

1 ･2 9 ±0 .9 6
, 頭頚部痛1 .7 5 ±0 .5 0 と前 3 者に対 し後 2 看 で 有意 に

高 か っ た (そ れ ぞれp < 0 .0 5) . C D 44 v 6 ス コ ア は
, 腎痛0 . 餌 ±1 .03

,

軟部組織悪性腫瘍0 .7 8 ±0 .9 5
,

骨 ･ 軟骨悪性腫瘍0 .4 7 ±0 .7 2 に 対

し
, 大腸 ･ 直腸痛 が1 .5 2 ±1

.1 2 と有意 に高く (そ れ ぞ れp く0 .0 5) ,

腎癌 , 軟部組織悪性腫瘍 に対 し
,
子宮癌 が2 .4 0 ±1 .3 4 と有 意 に

高く (それ ぞれp < 0 .0 5) ,
また

,
軟部組織悪性腫瘍 に対 し頭 頚部

癌2 ･2 5 ±1 ･5 0 と有意 に高 か っ た b く0 .0 5) . p 5 3 蛋白 ス コ ア は 腎痛

0 ･4 6 ±0 ･5 2 に対 し
, 頸頚部痛1 .7 5 ± 0 .9 6

,
精巣痛2 .3 3 ±0 ,5 8 と 有

意 に高か っ た (そ れ ぞれp < 0 .0 5) .

3 ･ p 53 蛋白発現 別 にみ たC D 4 4 s
,

CI) 4 4 v 6 の 発現 (表12)

肺転移巣90 例全体 で は
,

C D 4 4 s ス コ ア はp 53 蛋白陽性例 で は

0 ･8 1 ±1 .00
, p 5 3 蛋白陰性例 で は0 .7 1 ±0 .9 4 で あり, 両群 間に有

意 差 は認 め な か っ た . C D 4 4 v 6 ス コ ア はp 5 3 蛋 白陽 性例 で は

1 ･1 6 ±1 .1 4
, p 5 3 蛋白陰性例 で は1

.0 2 ±1 ,1 9 で あり,
こ ちら も両

群 間に有意差は 認め なか っ た . こ れら を上 皮性腫 象 非上 皮性

腫瘍性 にわ けて検討す る とp 53 蛋白陰性例で C D 4 4 s ス コ ア は上

皮性腺疹1 ･0 6 ±0 .9 8
,

非上 皮性腫瘍0 .2 7 ±0 .6 7 で あり上 皮性腫瘍

B

Fig ･ 9 ･ I m m u n o hi st o c h e m i c al st ai ni n g of C D 4 4 s a n d C D 4 4 v 6

i n m e ta st a d c a d e n o c ar C in o m a of l u n g 舟o m c ol o n . (朗 B o th c e11

m e m b r a n e s a n d c yt o p l a s m a r e s t a i n e d b y m o n o cl o n al

a n tib o d y o f C D 4 4 s ( ×2 0 0) ･ (B ) C y t o pl a s m s a r e s tai n e d b y

m o n o cl o n al an tib o d y of C D 4 4 v 6 ( ×1 0 0) .

で 有意 に高 か っ た ( p < 0 ･0 1) ･ ま た
,

C D 4 4 v 6 ス コ アも上 皮性腺

凱 44 ±1 ･2 7
, 非 上 皮性腫 瘍仇5 0 ±0 ･8 6 で あり

,
上 皮性腫瘍で 有

意 に高 か っ た (p < 0 .0 1) . 原発 巣 別で は
, p 5 3 蕉白 陽性例 で は

C D4 4 s
･ C D 4 4 v 6 ス コ アと も有意差は なく

, P 5 3 蛋白陰性例で は
,

C D 4 4 s ス コ ア は大腸 ･ 直腸痛1
.4 2 ±0 .9 0

, 頸頚部癌2 . 00 ±0 .0 0 で

あり･ 腎癌0 ･3 6 ±0 ･6 7
･ 軟部組織悪性腫蕩0 ･3 3 ±0 .2 7

, 骨 ･ 軟骨

悪性腫 瘍0 ･2 0 ±0 ･6 3 に 比 べ 有意 に高 か っ た ( そ れ ぞ れp < 0
.0 5) .

C D 44 v 6 ス コ ア は 大腸 ･ 直腸癌1 .4 2 ±1 .1 7
,

子宮癌2 .0 0 ±1 .7 3 で

あり
･ 腎癌0 ･ 餌 ±1

･0 3
,
軟部組織悪性腫瘍0 -7 3 ±1 .0 3

, 骨 ･ 軟骨

悪性腫瘍0 ･2 0 ±0 ･4 2 に比 べ 有意 に 高く ( そ れ ぞ れp く0 .0 5) , 骨 ･

軟骨悪性腫瘍 に 比 べ頭 頚部 癌3 .0 0 ±0 .0 0 と 有意 に高 か っ た .

4 ･ K r a s (c o d o n 1 2) 点突然変異 の 解析(表13)

肺転移巣90 例 の うち P C R 反応後 の 電 気泳動 で 増幅 の 確認で

き た の は81 例で あっ た . こ の 飢 例 を対象 にE -

r a S 点 突然変異の

解 析を行 っ た ･ 飢 例 中 K ィ a s 点 突然 変異 を 認め た の は27 例

(33 ･3 %) で あり, そ の 種類 は1 番 目 の 塩基 が グ ア ニ ン か ら シ トシ

ン に変異 し- C G T ｣ と な り
,

ア ル ギ ニ ン を コ ー

ドする よ う に な っ

た もの が 8 例
,

1 番目 の 塩 基が ア デ ニ ン に 変異 し - A G T と なり

セ リ ン をコ
ー

ドす るよ うに な っ たも の が 3 例 ,
2 番目 の 塩基が

B

Fig ･ 1 0 ･ I m m u n o h i st o c h e m i c al s t ai ni n g o f C D 4 4 s a n d p 5 3

p r o t ei n o f m e t a st a ti c l u n g t u m o r . (A ) M e t a s t a ti c l u n g

a d e n o c a r ci n o m a f r o m b r e a s t i s s t ai n e d b y m o n o cl o n al

a n ti b o d y o f C D 4 4 s( ×4 0 0) . C e ll m e m b r a n e s a r e s tr o n g l y

St ai n e d ･ ( B) M e t a s tati c o st e o s ar C O m a O f l u n g i s st ai n e d b y

m o n o cl o n al a n tib o d y o f p 5 3 p r o t ei n ( ×2 0 0 ) . p 5 3 p r o tei n i s

p r e s e n t i n n u cl ei .

･･
･･-
･-.･■
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･
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e x a m i n e d

A ll
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N o n - e Pith elial t u m o r s
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1

1

5

4

4

3

1

2

1

3

7

1

2

1

0 .7 5 ± 0 .9 6

ム:2…≡3:冨≡] *

1 .
2 9 ± 0 .9 6

0 .3 6 ± 0 .6 7

1 .2 0 ± 1 .3 0

0 .7 5 ± 0 .9 6

1 .7 1 ± 0 .5 0

0 .3 3 ± 0 .5 8

2 .0 0 ± 0 .0 0

0 .6 5 ±0
.
9 8

0 .
1 2 ± 0 .4 9

0 .0 0 ±0 .0 0

S c o r e ( X ± S D )

p r

冒f竺?
~

㌫ 二

C D 44 v 6 p 5 3 p r ot ei n

1 .0 7 ± 1 .1 7 l .1 6 ± 1 .1 6

ム:喜…≡ムニ去喜] *
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1 .05 ± 1 .2 6

1 .5 2 ± 1 .1 2 l .38 士 1 .2 4

0 .64 ± 1 .0 3 0 .4 6 ± 0 .5 2

2 .4 0 ± 1 .3 4 1 .2 0 ± 0 .8 4

2 .0 0 ± 1 .4 1 1 .5 0 ± 1 .0 0

2 .2 5 ± 1 .5 0 1 ,
7 5 ± 0 .9 6

0 .0 0 ± 0 .0 0 2 .3 3 ± 0 .5 8

2 .0 0 ±0 .0 0 1 .0 0 ±0 .00

0 .7 8 ±0 .
95 1 . 04 ±1 .19

0 .4 7 ± 0 .72 1 .12 ± 1 .4 1

0 .0 0 ±0 .00 0 .0 0 ±0 .0 0

*
p < 0 .05 .
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チ ミ ン に変異 し バ リ ン を コ
ー

ドするよ う にな っ た もの が16 例で

あ っ た . 点突然変異 の 頻度 は上 皮性腫 壕21例 (47 .7 %) ,
非上 皮

性腫瘍 6 例 (16 .
2 %) で 上 皮性腫瘍 で 有意 に高か っ た ( p < 0 .0 5) .

原発巣 別に 点突然 変異の 頻度を み る と
, 大腸癌が13 例 (6 5 .0 %)

で あり, 軟部組織 悪性 腫瘍4 例 (19 .0 %) , 骨 . 軟骨 悪性腫瘍2 例

(13 .3 %) に比 べ 有意 に高く (そ れ ぞ れp < 0 .0 5) , 骨 ･ 軟骨悪性腫瘍

に比 べ 子宮が 3 例 (60 .0 %) と有意に高 か っ た(そ れ ぞ れ p < 0 .0 5) .

5 . K -

r a S ( コ ド ン12) 点突然変異の 有無 とC D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6 の

発現 (表14)

肺 転移巣81 例全体 に お ける K r a s 点突然変異症例 の C D 4 4 s ス

コ ア は1 .0 4 ±1 .0 2
,

K -

r a S 野生 型 症例 で は0 .5 9 ±0 .8 4 で ありK r a s

点突然 変異症例 で 高 い 傾 向 を認 め た (p = 0 .0 7) ,
ま た

,
C D 4 4 v6

ス コ ア はK r a s 点突然 変異 症例で1 .3 0 士1 .2 0
,

路 r a s 野 生 型症例

で は0 . 9 3 ±1 .1 5 で あり 有意差 は認 め なか っ た
.

上 皮性膿瘍, 非

上 皮性腫瘍 にわ けて み る と
,

K -

r a S 野生型症例 に お い てC D 4 4 s

ス コ ア は上 皮性腫瘍0 .9 1 ± 0 .8 5
, 非上 皮性腫瘍0 .3 6 士 0 .7 6 であり

上 皮性 腫瘍 で 有意 に高く (p < 0 .0 5) ,
C D 4 4 v 6 ス コ ア も上 皮性腫

瘍1 .4 8 ±1 .3 4
, 非 上 皮性腫瘍0 .5 2 ±0 .7 7 と 上皮性 腫瘍で 有意に高

か っ た b < 0 .0 5) . K -

r a S 点 突然 変異症例 で は C D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6 と

も に上 皮性腫瘍群
,

非上 皮性腫瘍群 で 有意差は な か っ た . 原発

T a ble 1 2 . C o IT ela tio n s b et w e e n e x pr e s si o n s o f C D 4 4 s o r C D 4 4 v 6 a n d e x p r e s sio n of p 5 3 p r o t ei n i n 9 0 m e t a s ta ti c l u n g tu m o r s

N o . o f c as e s N o .( % ) o f

e x a m in e d p 5 3 ( + ) c a s e s

C D 4 4 s s c o r e ( 盲±S D) C D 4 4 v 6 s c o r e ( X ± S D )

P 5 3 ( + ) c a s e s p 5 3 ( - ) c a s e s p5 3 ( + ) c a s e s p 5 3 (
-

) c as e s

A ll

E pith eli al

tis s u e s

N o n - e pith eli al

tlS S u e S

E pitb eli al

t u m O rS

C ol o n a n d r e ct u m

K id n e y

U te ru S

B r e a s t

H e a d a n d n e c k

T e s tis

O v a ry

9 0 3 2 ( 3 5 .6)

4 9 1 7 ( 3 4 .7)

4 1 1 5 ( 3 6 .6)

1

1

5

4

4
つ
J

1

2

1

N o n - e Pith elial

tu m o rs

S o 魚tis s u e s 2 3

B o n e a n d c a rti l a g e 17

U t e r u s l

9 ( 4 2 .9)
0

2 ( 4 0 .0)

l ( 2 5 .0)

2 ( 5 0 .0)

3 ( 1 0 0)

0

8 ( 3 4 .8)

7 ( 4 1 .2)

0

0 .8 1 ± 1
.0 0 0 .7 1 ± 0 .9 4

0 .9 4 ± 0 .9 7 1 .0 6 ± 0 .9 8

0 .67 ± 1 .05 0 .2 7 ± 0 .6 7

1 .1 1 ± 1 .0 5

0 .0 0 ±0 .0 0

1 .0 0 ± 1 .4 1

0 .0 0 ± 0 .0 0

1 .50 ± 0 .7 1

0 .3 3 ± 0 .5 8

0 .0 0 ± 0 .0 0

1 .4 2 土 0 .9 0

0 .3 6 ±0 .6 7

1 .3 3 ± 1 .5 3

1 .0 0 士 l .0 0

2 .0 0 ± 0 .0 0

0 .0 0 ± 0 .0 0

2
.0 0 ±0 .0 0

1 .25 ± 1 .1 7 0 .3 3 ±0 . 27

0 .0 0 ± 0 .0 0 0 . 20 士0 .6 3

0 .0 0 ± 0 .0 0 0 .0 0 ± 0 . 0 0

1 . 16 ± l .1 4 1
.0 2 士 1 .1 9

1 . 4 1 ± 1 .3 3 1
.
4 4 ±1

.
2 7

0 .
■8 7 ± 0 -8 3 0 .5 0 ±0 .8 6

1 .6 7 ±1 .1 2

0 . 0 0 士 0 .0 0

3 .0 0 ±0 .0 0

0 .0 0 ± 0 .0 0

1 .5 0 ± 2 .1 2

0 .0 0 ± 0 .00

0 .00 ± 0 .0 0

1 ,4 2 ± 1 . 17

0 .6 4 ± 1 .0 3

2 .0 0 ± 1 .7 3

2 .6 7 ± 0 .5 8

3 .0 0 士0 .0 0

0 .0 0 ± 0 .0 0

2
.0 0 ± 0 .0 0

0 .88 ± 0 .8 4 0 .7 3 ± 1 .0 3

0 .8 6 ± 0 .9 0 0 .2 0 ± 0 .42

0 .0 0 ±0 .0 0 0 .0 0 ± 0 .0 0

P5 3 ( + ) , p 5 3 p r e o t ei n
-

p O Sitiv e ; P 5 3 ( - ) , P 5 3 p r o te in -

n e g ati v e .

*
p < 0 ■0 1 .
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肺腫瘍に お けるC D 4 4
, p 5 3 蛋白,

K r a s

巣別に み る と
,

C D 4 4 s ス コ ア は K -

r a S 点突然 変異症例
,

K -

r a S

野生 型症例 の どち ら も各原発巣 間で 有意差 は なか っ た
, また ,

C D 4 4 v 6 ス コ ア は K -

r a S 点突然変異症例 で は 各原発巣 間で 有意

差は な か っ たが , & r a s 野生 型症例で は子宮痛3 .0 0 士0 .0 0
, 乳癌

2 .5 0 ±0 .7 1 で あり, 腎痛0 .1 7 ±0 .4 1
, 軟部組 織悪性腫瘍0 .5 3 ±

0 .8 0
,

骨 ･ 軟骨 悪性 腫瘍0 .54 ±0 .7 8 に 比 べ 有意 に高く (そ れ ぞ れ

p < 0 .0 5) , 軟部組織悪性腫瘍 に比 べ
, 頭頭部痛2 ･2 5 ±1 ･5 0 と 有意

に高か っ た b < 0 .0 5) .

6 . C D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6
, p 5 3 蛋白発現 お よ びK r a s 点突然変異の

有無 によ る 無再発生存率 の 検討

原発巣手術日 か ら , 肺転移巣確認 日ま でを無再発生 存期 間と

し
, 各測定値項目別, 原 発巣 別に無再 発生存 率を K a pl a n

- M ei e r

法にて 算出 し比較検討 した (表15
,
1 6) . 肺転移巣90 例全 体の 1

年無再発 生 存率は
,

6 8 .3 %
,

3 年無再 発生 存準 は42 .0 %
,

5 年無

再発 生 存率は23 .8 % で あ っ た . 上 皮性腫瘍49 例 の 1 年無再発生

存率 は77 .0 %
,

3 年無再発生 存率 は49 .8 %
,

5 年軽再発生 存率 は

32 .4 % で あり
, 非 上 皮性 腺瘍41 例 で は

,
1 年無再 発生 存率 は

58 .0 %
,

3 年無再発生存寧 は32 .8 %
,

5 年無再発生 存率は14 .0 % で

あり
,

上 皮性腫瘍 に比 べ 非 上皮性腺填 で 有意 に無再発生 存率は

低か っ た b < 0 .0 5
,

図11) . 次 に
, 各測 定項目別に み る と

,
症例

全体で はp 5 3 蛋白陽性症例 が 陰性 症例 よ り 無再発生存率 が有 意

に低く b <0 .0 1
, 図12 A) , 非上 皮性腫瘍性で もp 53 蛋白陽性例 が

陰性例 より 無碍発生 存率が 有意 に 低か っ た ( p < 0 .0 5
,

図12 B) .

上 皮性腫 瘍で は各測定項目 間で 無再発生 存率 に有意差 は認め な

か っ た . 原発巣 別で は
,

大腸 ･ 直腸痛 で C D 4 4 s 陽性例が 陰性

例に 比 べ 無再発生 存率が 有意 に低く (p < 0 .0 5 , 図13 A) , 軟部組

織悪性腫瘍 で はp 53 蛋白陽性例が 陰性 例 に比 べ 無 再発生 存率が

有意 に低 い 傾 向 を示 し た (p = 0 .0 8
, 図13 B) . 骨 ･ 軟骨悪性腫瘍

でもp 5 3 蛋白 陽性例 が 陰性例 に比 べ 無再発 生 存率 は 有意 に低か

っ た b < 0 .
0 5 , 国13 C) .

考 察

C D 4 4 は約9 0k D a の 膜質通型蛋白 質で あり, 細胞 間接着 お よ

び細胞 と細胞 間基質の 凝着 を司る 分子で ある . C D 4 4 s 遺伝子は

S e e d ら
27)

,
G old s t ei n ら

ヱ8)
によ り ヒ ト か ら ク ロ

ー ニ ン グさ れ た .

分子 構造 は
,

細胞 外 ド メ イ ン34 1 個 , 膜貫 通部21 個 ∴ 細 胞質部

分7 2 個 の 計4 34 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な り,
こ れ か ら37k D a の コ ア

蛋白 が 形成さ れ る
.

こ の コ ア 蛋白質は C D 4 4 s 分子の 約40% にす

ぎず, 残り の60 % は0 型 お よ びN 軋糖鎖 で あり
,
糖鎖修飾 とり ガ

ン ドの 結合部位の 相違 によ りさ ま ぎま な機能が も た ら さ れ ると

い わ れ て い る
7)

. 細胞内領域 は 類似蛋白 キ ナ
ー ゼC , G T P の 会

合を行う部位ヤ ア ン キ リ ン を介 して ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト に 会

合す る 部位が 存在 して い る
2リ)

. ま た
,

セ リ ン 残基の 1 郡 はC キ

ナ
ー

ゼ の 基質と な りう ると 剛寺にG 蛋 白質 フ ァ ミリ ･ - と の 相同

性を1 部 に有 し
,

G 蛋白 質と結合 しう る こ と も報告さ れ て おり
,

こ れ らを 介す る情報伝達が ,
リ ガ ン ドの 1 つ で あ る ヒ ア ル ロ ン

酸 と の 接 着 に 関与す る と 考え ら れ て い る
叩､ =～2)

. 前述 の よ う に

m R N A の 成熟過程 で 選択的 ス プ ラ イ シ ン グ に より エ ク ソ ン 6 v

が エ ク ソ ン 5 s と 6 s の 間に挿入 され 発現 した 分子が C D 4 4 v 6 で

ある . 現在で は 変異型 C D 4 4 は20 種類 以 上 見出 さ れ て お り
:i:i )

,

その 分子 構造 は ス プ ラ イ シ ン グに よ り挿入 され 発現 した 部位 に

コ ン ドロ イ テ ン硫酸付着部位が 多数認め られ る . C D 4 4 s の リ ガ

ン ドと し て現在考 えら れ て い る の は
,

ヒ ア ル ロ ン 酸
34)

,
Ⅰ 塑 コ

ラ ー

ゲ ン
,

Ⅳ型 コ ラ
ー

ゲ ン
,

フ ィ プ ロ ネ ク テ ン
35) な ど で ある .
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ヒ ア ル ロ ン酸 は全 身の 組織の 脈管基底膜や , 細胞外 マ トリ ッ ク

ス に 含ま れ ,, 肺 は そ の 発現 の 最も活 発 な と こ ろ と し て 知 られ

て い る
= 畔 7)

. こ の 事実は 原発性肺癌, 転 移性肺 腺瘍の 両者,
つ

まり肺 に形成 され る悪性腫瘍 にお け る C D 4 4 s の 役割を考え る

と き に非常 に重 要で ある . ま た
,

ヒ ア ル ロ ン 酸と の 接 着に お い

て 活性型と 非活性型が 存在す る と い わ れ て お り
‥榊

,
ヒ ア ル ロ ン

醸 へ の 凝着能の 克進 は C D 4 4 s の 発現 量の 変化を伴 わ な い と い

わ れ てい る
:珊

.

一 方 , C D 4 4 v 6 を 含め た 変異型 C D 4 4 の リ ガ ン

ドは
, 選択 的ス プ ラ イ シ ン グ機構に より挿入 され た 遺伝子 に応

じて C D 4 4 s と は リ ガ ン ドが 異な る こ とが 示唆 され て い る もの

の
1 詳珊は 今の と こ ろ不明で ある . C D 4 4 s の 癌 関連以 外の 機能

と し て リ ン パ 球 ホ
ー

ミ ン グ リ セ プタ ー

と し て の 働き 岬 l】

,
造 血

に関 わ る働き
42)

が 知 られ て い る . リ ン パ 球 ホ ー ミ ン グと は血液

中 の リ ン パ 球が 血管壁を通過 し
,
輸 出リ ン パ 管, 胸管か ら再び

血液 中に 戻り 再循環する こ と で
欄

,
こ の 際,

リ ン パ 球が リ ン パ

節 の 皮 質と髄質の 間に存在する 高内皮紳 静脈 (hi g h e n d o th eli al

v e n u l e
,
H E V) 内皮 に接着する こ と が必須 で ある . C D 4 4 は こ の

接着 に 関連 し て い る と され る . 癌 細胞も転 移の 過程で 標 的臓器

で脈 管内皮細胞に接 着 し
, 脈 管を通過 し標的臓器 に生者す るが

,

こ の 類似性が C D 4 4 と 転移の 関連 が注 目され るよ うに な っ た 1

つ の 要因で ある .

一 方
,

C D 4 4 v 6 に関 して は痛転移 に 関係す る

こ と 以外その 機能は 不明であ る
.

原発性非小細胞肺癌 に お け るC D 4 4 党規 に 関する 報告 は現在

まで い く つ かな さ れて い る . 大神ら
44)

は
,

腺病18例
, 扁平上 皮

痛12 例 にお い て C D 4 4 の m R N A 発現 を検討 して い る . そ の 結

果 C D 4 4 s 発現 は 痛組織 ,
正 常組織 共に 全例 で 認め ら れ たが ,

ヒ皮型 C D 4 4 で あ る C D 4 4 E は痛 組織 全例で 認め られ た もの の

正 常組織 で は2 例 に しか 認め ら れ ず, 臨床病期お よ び 他の 背景

因子 と こ れ ら の 発現 と の 間 に は 相関を認 め な か っ た と し て い

る .
A ri z a ら

4 5)
は

, 免疫組織染色を用 い 非 小細胞癌 と小細胞癌

に お け るC D 4 4 s
,

C D 4 4 v 3
,

C D 4 4 v 6 蛋白発現 を検討 し
,

非小細

胞癌 で は32 例日】28 で3 者の うち 少なく と も1 つ が 発現 して お り,

小郡川包痛で は3 者 と も全く 発現が なく
,

小細胞痛で は 転移の メ

カ ニ ズ ム は C D 4 4 に依存 L な い と して い る . G iv e h c hi a n ら
柚

は
,

正 常肺組織
,

肺癌 組織, 所属 転移 リ ン パ 節を対 象と し 逆転 写

P C R ( r e v e r s e tr a n s c rip ti o n P C R ,
R T P C R) , 免疫糾織淡 色を刷 い

C D 4 4 s
,

変異型 C D 4 4 の 発現 を検討 し た結果,
m R N A レ ベ ル

,

蛋白 レ ベ ル の 両者で C D 44 s お よ び C D 4 4 v 5
,

C D 4 4 v 6 の 党規 は

L[ 常 肺組織, 扁= り二疫病 で 高く, 転移能 の 高 い 小網胞 埴で は

C D 4 4 の 発現 は み ら れ な か っ た と し て い る . ま た
,

帳場 にお い

て は C D 4 4 s の 発現は 他組織に 比 べ 低く
,

こ れ らの 結 果か ら呼

吸器系の 組織 で は
,

変異型 C D4 4 は 気管 上皮 へ の 分化に 重要な

役割 を果た し
,

転移 と は無関係 で ある と して い る .

今 回の 検討で は
,

原発性非小細胞肺噛臨床検体 を対象と し て

免疫組織染色を月] い C D 44 s
,

C D 4 4 v 6 蛋白 発現を検討 した . 腫

瘍細 胞の10 % 以 ヒが 染色さ れ た もの を 陽惟 とす る と
, 陽性率 は

C D 4 4 s
,
3 4 .

5 % (腺病30 .9 %
, 扁平上 皮痛39 .6 %) ,

C D 4 4 v 6
,
6 0 .3 %

(腺病44 .1 % , 扁平上 皮癌83 .3 %) で あ っ た . C D 44 s 発現 は高分化

型 で 有意に高く ,
C D 4 4 v 6 発現は 扁平上 皮癌で 有意 に高か っ た

が
, それ以 外 の 臨床病理学的因子と の 関連は なく従来の 報告と

ほ ぼ 同様で あ っ た . しか しなが ら
,

治癒切除症例 に お い て腫

瘍組 織の C D 4 4 s 発現
,

C D 4 4 v 6 発現 の 低い 症例は と もに予後不

良で あり
,

こ れ は 本研究で 得 られ た 新 しい 知見であ る . 従来の

C D 4 4 に つ い て の 研 究は C D 4 4 v 6 を含む変異型 C D 4 4 と転移 と
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の 関連が 中心 で あり
,

変異型 C D 4 4 の 発現 は転移 と相 関 し予後

不良で ある と い う報 告が 中心で あ っ た . しか し
, 肺 に 関 して は

上 述 の よ う に 変異型 C D 4 4 発 現そ の もの は 痛 に 特異 的で は な

く, 必ず しも癌 の 進 展や 転移 に関与 して い る と は い えな い
. む

し ろ
, 正 常細胞 の 分化な ど生 理 学的な 役割を担 っ て い る可 能性

が 考え られ る . 最近 , 喉頭癌 に お い て C D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6 の 発現

減弱は 予後不 良因子 で ある と い う本知 見と 同様 の 報告
d7】

が な さ

れ た こ とを考 える と
,

こ の 結果は 呼吸器系組織の 特徴 と い える

か も しれ な い
.

p5 3 遺伝子 は 痛抑制 遺伝子で あり
,

そ の 異常 は細胞 の 癌 化に

お い て重要 な役 割を して お り
, 多くの 痛で 高頻度 に変異 を 起 こ

して い る こ と が 知 られ て い る
岬

. そ の 生 理 機能は D N A が 損傷

を受 けた と き細 胞周期を G l 期に
一

時的 に停止 させ る こ と と さ

れ て い る . p 53 遺伝子 に変異が 生 じ る とp 53 蛋白 の 半減期 が 長く

なり
,

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用い た免疫組織 染色 に よ っ てp 5 3

蛋 白を染色す る こ と が可 能に なりp 53 遺伝子異常 を有す る 細胞

を検 出で き る よう に な る . p 5 3 蛋白発現 と C D 4 4 発現 に 関する

報告 は肺癌 に 関 して は極 め て少な い が
,

大腸痛 にお い て は 良性

腺腰 か ら の 癌化 (a d e n o m a
-

C a r Ci n o m a s e q u e n c e) と の 関連 で い

く つ か 報告さ れ て い る . M ul d e r ら
4U)

は
,

初期の 腺腫
,

晩期の 腺

膿 ,
D u k e s 分類A

,
B の 癌 お よ び D u k e s 分類C

,
D の 痛 に お い て

p 5 3 蛋白発現 お よ び C D 4 4 v 6 発現 を免疫組 織染色 に て調 べ 正 常

大 腸粘膜と 比較 し た と こ ろ
, p 5 3 蛋白発現,

C D 4 4 v 6 発現 とも

に 正常 粘膜 に 比 べ 有意 に 高く , 腫壕 が悪性化す る に した が っ て

増 加 した こ と よ りp 53 蛋白,
C D 4 4 v 6 発 現 は大腸癌 の 良性 腺漉

か ら の 癌化 に 重要 な 役割 を して い る と報告 して い る . J a c k s o n

ら
50)

,
Ⅲ m ら

51) も ほ ぼ 同様の 報告で あり大腸 癌 にお い て は 両者

は発癌 機構 に 重要 な役割を果 た して い る よう で ある . 肺癌 にお

い て は 臨床 的に 良性腫瘍検体を得 る こ と が難 しく
,

本研究 にお

い て
~
も上記 の よ う な検討 は行えな か っ た

. 原発性非 小細胞肺癌

と予後 と の 関連 に つ い て 教室の 家接
52)

は腺療 治痛切 除症例 にお

い てp 5 3 蛋白陽性例 の 予後が 有意 に 不良で あ っ た と 報告 して い

る . 今回の 検討 で は
, p 5 3 蛋白 陽性 群, 陰性群 に わ け

,
そ れ ぞ

れ の 群 でC D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6 発現 と予 後を比 較検討 し た結 果か ら

p 53 蛋白陽性群 で は C D 4 4 v 6 陽性例 の 予後が 良好で ある 傾向を

示 し
, p 5 3 蛋白陰性 群で は C D 4 4 s 陽性例の 予 後が 有意 に良好で

あ っ た . 肺 癌患者 の 予後 は さま ざま な 因子 に よ っ て 左 右 さ れ そ

の 予測は 牲 しい が
,

C D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6
, p 5 3 蛋白発現 を組み 合 わ

せ る こ と に よ り
,

従来 より細 かく予後 の 予測 を しうる こ とが 示

唆 され た
.

r a s 遺伝 子 は
,

H - r a S
,

K ィ a s
,

N - r a S の 3 種 が 知 ら れ て お り ,

その 遺伝子産物 は G T P を介 した細 胞内伝達 に関与 する と考 え

られ て い る . r a s 遺 伝子の 点突然 変異は コ ドン1 2
,

コ ド ン61 に

起 こ り
,

12 番 目
,

6 1 番目 の ア ミ ノ 酸が 置換 され る 場合が 圧 倒 的

に多い が
, 低頻度で は ある が コ ド ン13 に も変異が 起 こ る こ と が

知 ら れて い る
53)

.
ヒ ト原発性非小細 胞肺癌で は15 ～ 5 0 % の 額度

で 腺痛に か な り特異的 に r a s 点突然変異が 認め られ
,

H -

,
K

,
N →

3 種の r a s 遺伝 子の うち K r a s の コ ドン12 の 点突然変異 が圧 倒

的 に多い
別 卜 60)

. それゆ え本研究 で は
,

K r a s コ ドン12 に し ぼ っ

て 点突然変異を検索 し
,

原発性肺 癌に お い て 点突然変異発 生率

33 .0 % (腺痛42 .6 %
,
扁平 上皮痛20%) の 結果を得た

.

点突然変異 の 検索手法と して ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包塊

標 本か ら D N A を抽 出 し
,
P C R 反応 で K r a s

コ ドン12 を含 む領

域を増幅後, 塩化 テ トラ メ チ ル ア ン モ ニ ウム を洗浄 に周 い た ド

ツ トプ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法を 行 っ た
帥

. 本法 は点

突然 変異の 有無 と同時 に そ の 変異塩基配列を決定 で き る こ と が

特徴 で ある が
,

1 塩 基対 の 遠い を検出する に は
, 点突然変異が

プ ロ ー

ブ の 中央 に位置す る よ うに 設計 した ア レ ル 特異 的オリ ゴ

ヌ ク レ オ チ ド ( all el e s p e cifi c oli g o n u cl e o ti d e
,
A S O ) プ ロ ー ブを

使用 し
,
塩 化テ トラ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム に よ る厳 しい 洗 浄条件

の 設定が 必要 と な る
61)

.
こ の 洗浄条件 の 設定 に 時間 を要す点が

難 点 で あ る が
,

D N A の 1 本 鎖 高 次 構 造 多型 ( si n gl e
-

S t r a n d

C O n f o r m a ti o n p ol y m o r p hi s m
,
S S C P) を用い た 点突然変異解析法

で は そ の ままで は変 異塩 基配列が 決定で き な い こ と
,

直接 シ
ー

ク エ ン ス 法で は 大量 の 検 体を処理 す る に は費用 と 時間が か かる

こ と を考え る と 良い 方法で あ る と思わ れ る . ま た
,

ホ ル マ リ ン

固定 パ ラ フ ィ ン 包埋 標本 か ら D N A を抽出 し検索 をお こ な っ た

こと によ り
, 同

一

標 本の 免疫組織染色 と あわせ 各因子と 長期予

後と の 関連を検討 しえ た こ と は特記 さ れ る べ きで ある .

r a s 遺伝子 は 点突然変異 に より 晴性 化 し
,

活性 化 した r a s 遺

伝子の 導入 発現 は ある 種の 正 常細胞 に悪性形 質を付与 し
, 種々

の 癌細胞 の 転移 能を実験 的に 増強 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る .

現在まで に
, 活性化 Ⅲィa s 導 入 NI H 3 T 3 継代培養 マ ウ ス 線維芽

細胞の 転移能獲得
I O‖2)

, 活性化 H - r a S 導入 R E F 初代培養 ラ ッ ト

胎児線維芽細胞 の 転移能獲
Il)

, 活性化 K r a s 導入 B A L B / c 3 T 3 マ

ウ ス 線維芽 細胞t2)
の 転移能獲得 な どが 報告 さ れ て い る . また

,

活性化 r a s 導入 R E F 細胞 で は C D 4 4 s と C D 4 4 v の 異常発現が み

ら れ
別

,
こ れ ら の 事 実か ら 本研 究 にお い て 臨床検 体で K r a s 点

突然 変異 を調 べ 検討 した が
,

C D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6 党規 の 両者とも

に K J a s 点 突然 変異 と 有意 な 相関 が み ら れ なか っ た .
こ れ は

r a s 活性化 に よ る C D 4 4 発現の 制御 は悪性 形質を獲得 した 細胞

に普遍 的な もの で なく, 個 々 の 細胞 の 性 質に よ る もの で ある こ

と を 示唆 して い る . K -

r a S 点突然変異 の 有無 と予 後の 関連 に つ

い て は
, 治癒切 除, 非治癒切 除に 関わ ら ず K r a s 点突然変異症

例 の 予後 が不 良で あ る と い う報告
58)

,
治癒切 除症例 に 限る と K

r a s 点 突然変異 症例 の 予 後が 不良で あ る と す る報 告
5～"

,
リ ン パ

節転 移の な い 治癒切 除症例 に 限 る と K ィ a s 点 突然変異 症例の 予

後 が不 良で ある と い う 報告帥

,
ⅢA 期症例に 限る と K r a s 点突然

変 異症例 の 予後 が 不 良で ある と する 報 腎
i2)

, Ⅰ 期 に 限る と K -

r a s 点突然変異症例 の 予 後が 不良で あ る と い う報賞
朋

な どが あー)

一

定 した見 解は な い . 今 回の 検討 で は
, 治癒切除症例 にお い て

K r a s 点突然 変異 の 有無で 予後 に有意叢 は認 め なか っ た .

原発性非小細 胞肺 癌に お い て
,

C D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6 発現をp53 蛋

白の 発現別 ,
K ィ a s 点突 然変異 の 有無 別 に検討 し た結 果か ら

,

特 に 腺病 にお い て p5 3 蛋白 陰性 症例お よ び K r a s 野生 型症例で

は
,

リ ン パ 節転 移の 有無 お よ び遠 隔転 移の 有撫 と C D 4 4 s の 発

現 の 間に 有意 な 相関を認 め
,

こ れ ら の 症例で は C D 4 4 s 発現 は

リ ン パ 節転 移
,

遠隔転移を抑 制 して い る こ とが 示 さ れ た . 癌細

胞の 転移 は
,

1) 癌細 胞 の 原 発巣か ら の 離脱
,

2) 原発巣付近 の

脈 管 (血 管 ･ リ ン パ 管) 基底膜 へ の 浸潤 と脈 管内 へ の 侵入
,

3)

標的臓 器内脈 管内皮 へ の 接着 と脈管外 へ の 脱 出,
4) 標 的臓 器内

で の 生者 と多く の 段 階を経 て 成立す る . 従来 ,
C D 4 4 は各段 階

の 中で3) にお ける ヒ ア ル ロ ン 酸の 発現 の 認 め ら れ る 血 管内皮 と

の 接着 に 関す る 部分 へ の 関与 が 有力 視 され て き た
29)

. しか し ,

今回の 検討 の 結 果 は C D 4 4 s 発 現が 減少す る と 転移が 生 じやす

い とい う もの で あり
, 従 来の 見解で は 説明で きな い

. もと もと
,

C D 4 4 s の 機能 は前述 の よう に細胞 間凝 着お よ び細 胞と 細胞 間基

質の 接着で ある .
こ の 働 きは肺 癌細胞 に お い て もp 53 遺伝子異



肺腫瘍 に お けるC D 4 4 , p 5 3 蛋白,
K -

r a S 2 3 1

常 ,
& r a s 点突然変異 の ない 症例 で は 正 常 に機能 して い る と 仮

定する と こ の 結 果を理 解 しや す い
. す な わ ちp 53 遺伝子異常 ,

K r a s点突然変異 の な い 症例 に お い て は C D 4 4 s は 癌細胞間,
あ

る い は癌細胞 と基質 間の 接着 に重安な働 きを し
, その 発現の 減

弱は痛締胞 の 原発巣か ら の 離脱を容易 に し転 移が 成立 しや すく

なる
,

と い う仮 説が 考え られ る . しか しp5 3 遺伝子異常,
K r a s

点突然変異の あ る症例 で は
,

こ の C D 4 4 s の 接着能が 保存 され

てい る の か どう か は今回 の 研究か ら は 明 らか にで きな か っ た
.

次 に , 転移性 肺膿 瘍に お ける外 科的問題の 1 つ と して 転移巣

か らの 2 次的 な肺所属リ ン パ 節転移が あ る
.

上 皮性腺 劇市転移

巣はリ ン パ 節転移 を伴い や すく
,

そ れ ゆえ手術時 にリ ン パ 節郭

痛が 必要で あ るが
,

非上 皮性腫瘍肺転移巣 か ら の リ ン パ 節転移

はまれ で リ ン パ 節転移 はあまり考慮せ ず部分切 除で 十分で あ る

と い わ れ て い る
2 2)t;4 )

. ま た
, 肺転移巣 術後の 非上 皮性 腫瘍の 予

後は 上皮 性腫瘍 に比 べ て不 良で ある な ど
23)

,
両者の 間 に は臨床

面に さ ま ざまな相違が ある . 本研究 に お い て は
,

こ の 相 通を生

物学的に 明ら か に する こ と も大 きな目的の 1 つ で あ っ た . 結 果

はC D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6 発現
,

K -

r a S 点突然変異 の 頻度 とも に上皮性

腺瘍肺転移巣 に比 べ 非上 皮性腫瘍月市転移巣で 有意 に低く, 転移

巣 にお ける各因子 の 発現を原発巣別 に見 る と
,

C D 4 4 s 発現は 大

腸 ･ 直腸癌
,

頭頚部癌で 高く, 腎痛, 軟部組織悪性腫瘍, 骨
･

軟骨悪性 腫壕 で低 か っ た . C D 4 4 v 6 発現 は 大腸 ･ 直腸
,

子宮
,

頭頚部 で 高く腎, 軟部 組織 , 骨 ･ 軟骨低 か っ た . p 5 3 蛋白発現

は腎 の み低 か っ た
,

路 r a s 点突然変異 の 頻度 は大腸 ･ 直腸で 高

く軟部 組織骨 ･ 軟骨で 低 か っ た . 各原発巣 に お ける C D 4 4 s お

よ び C D 4 4 v 6 の 発現 と 転移 の 関係を検討 した報告をみ る と
, 大

腸癌 で は
,

C D 4 4 v 6 の m R N A 発現が 肝転移 の ある原発巣で 有意

に高か っ た と い う報告
29)

,
蛋白発 現を免疫組織 染色 を行い 検 討

し大腸 癌原発 巣に お い て C D 4 4 v 6 を発現 する症例 ほ ど予後不良

であ る と い う 報告が あ る
65)

. 腎癌 で は
,

C D 4 4 v 6 の 発 現は 全く

認 め ら れ ず, C D 4 4 v l O の 発現 が 悪性度 と 相関す る と い わ れ て

い る
66)

. 腎癌 は本研究 にお い て も
,

上 皮性 腫瘍で あり なが ら非

上皮性 腫瘍性 に近 い 発現 パ タ
ー ン を仝 測定 因子 にお い て 示 し

た . 頭頭 部癌 で は 前述の よう にC D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6 の 発現減弱 は

予後不 良因子 で ある と い う報賢
一7)

が ある
一

方で
,

C D 4 4 v 6 の 発

現 して い る症例 は予後不良で ある と い う報告もある
佃)

. しか し
,

軟都税 織
,

骨 ･ 軟骨悪性腫瘍 で はC D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6 発現 に 関す

る まと ま っ た報告 は さ れ て い ない .

痛の 転移は
,

痛の 種類 によ っ て そ れ ぞ れ 転移 しや すい 臓器が

存在する こ と が 知 られ てい る . こ の 癌転移 の 臓器特異性 を説明

す るもの に,
以 前か ら 機械 説及 び

,
種 と土 壌 ( s e e d a n d s oil) 説

の 2 つ が 知 ら れ て い る . 機械説 は
,

原発巣 と 標的臓 器の 解剖学

的位置関 胤 動静脈 シ ャ ン ト の 存在
,
標 的臓 器と脈管 系の 位置

関係 な ど
,

主 に物理 的国子 に着目 して癌転 移の 臓 器特 異性 を説

明し よ うと した もの で あ る .
こ れ に 対 し, 種 と土 壌 (s e e d a n d

s oil) 説 は19 8 9 年 に P a g e t
" 一)

によ っ て 提 唱さ れ た 説で あり
, 標 的

と なる臓 器,
組織 に は 特異的な微小 環境が あり

,
そ の 環境に 適

する癌細 胞が そ の 臓 器
,

組織 で 転移巣 を形成す る とい うもの で

ある
. 熊 谷ら

19)､~ 21)
は

,
マ ウ ス

,
ラ ッ トを用 い た実験 的転移モ デ

ル で
,

ヒ ト C D 4 4 s に相当する C D 4 4 は C ol o n 2 6
,

3 L L などの 代

表的な血行性 転移を示 す膿 瘍群で 認 め られ
,

ヒ トC D 4 4 E に相

当す る と思わ れ る分子 は
, 皮下 接種 に よ っ て リ ン パ 節 な ら び に

肺 に転移を形成する 腫瘍群で発現 が み られ た と して い る . ま た
,

血 行性 ,
リ ン パ 行性 両経 路 で 肺 に 転 移 を形 成す る腫 瘍 で は

C D 4 4 s
,

C D 4 4 E の 両者の発 現が 認め られ
, 肺 に転 移形成 を認

め ない 刑包株で は C D4 4 の 発現を全く認め な か っ た と述べ 即 '̀)

,

C D 4 4 s の リ ガ ン ドで ある ヒ ア ル ロ ン 酸の 発現が 肺に お い て最も

活発 であ る こ と か ら
,

ヒ アル ロ ン酸分布の 臓器特異性が C D 4 4 s

を発現す る痛細胞の 肺 転移 に関与 して い る と報告 して い る
.

今回の 検討で は
, 転移性肺腫瘍 の 無再発生存寧の 検討に お い

て 非上皮性腺壕 は上 皮性腫瘍 に比べ 有意 に低く
,

さ らに 非上皮

性腫瘍性 の 中で はp 5 3 蛋白陽性例が 有意 に低 か っ た . 原発巣別

で は
,
軟部粗織悪性 腫瘍

,
骨 ･ 軟骨悪性腫瘍でp 53 蛋白が 無再

発生 存率 と有意な相 関を認めた. C D 4 4 s 発甥 と無再発生 存率の

間に 有意差 を認め た の は 大腸 ･ 直腸痛 の み で あり
,

C D 4 4 v 6
,

K r a s は 無再発生存撃 と は 関係 が なか っ た . 今回の 検討で は 原

発 巣に お ける検索 は行 っ て い な い の で
, 各因子と 転移巣 形成 に

つ い て 詳 しい 考察を行う こ と は で きな い が
,

非上 皮性腫瘍で は

p 53 蛋白発 現が 肺転移巣形成 に関与 し て い る可 能性 が あり
,

大

腸 ･ 直腸痛 で は前述の 熊谷ら の 説の ごとくC D 4 4 s 発現が 肺転移

巣形成 に関与 して い る 可能性が 示唆 された . また
,

9 0 例と い う

ま と ま っ た 症例数を対象 に肺転移巣 に お い てC D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6

発現を検討 し
, p5 3 蛋白発現とK -

r a S 点突然 変異 の 有無を含め 検

討 した報告 は他 になく特記さ れ る べ きで あり
,

本研 究に より上

皮性腫瘍 と非上 皮性腫瘍の 生物学 的特徴 の 1 部が 明 らか に でき

た と考える .

悪性腫瘍 の 転移 は複雑な 生物現 象の 結果 と し て成立する もの

で あり
,

また
,

1 つ の 腫瘍で も痛細胞 は部位 に よ っ て 形態学 的

にも生化学 的に も異な っ て い る
. そ れ ゆえ

,
ある幾 つ か の 国子

の み をと っ て こ の 複雑 な現象 を簡潔に説 明す る こ と は不可 能で

あ る . しか し
,

近年続 々 と癌転移 に関係する 分子が 同定 され て

お り, 各 々 の 分子が癌 転移 の プ ロ セ ス の ど こ に どの よう に働い

て い る の か 1 つ づ つ 解明 して い く こ とが 重要 で ある . 本研究で

は
, 原発性肺腺痛 に お い てp 5 3 遺伝 子異常

,
K r a s 点突 然変異 の

な い 症例で は C D 4 4 s 発現 は転移 を抑制 す る こ と
, 原 発性非小

細胞肺癌に お い て C D 4 4 s は予後因子 と な る こ と
,

C D 4 4 v 6 は 転

移と 関係は なく
,

K - r a S 点突然変異は C D 4 4 発現調節と は 関係

な い こ とが ホさ れ た
. また

, 転移性肺腫瘍 にお い て は非 L 皮性

腫瘍 で はp 53 蛋白党規 が
, 大腸 ･ 直腸癌で は C D 4 4 s 発現が 肺転

移 巣形成 に関与･

し て い る 叶能性 が 示唆 され た
.

結 論

原 発性 非小 細 胞 肺癌1 16 例
,

転移 性 肺腫 瘍9 0 例 を 対 象 に

C D 4 4 s
,
C D 4 4 v 6

, p 5 3 蛋白発現を免疫組織染色法を和い 測定 し,

また
, 匡仁

一

検体 でD N A を抽出 しK - r a S 点突然変 異の 有無を検索

し
,

以 下 の 結 論を得た .

原発性非小細胞肺癌で は
,

l . C D 4 4 s の 発現は 高分化型で 有意 に高く
,
C D 4 4 v 6

, p 5 3 蛋

白 の 発現 は腺癌 に比 べ 扁平 上 皮痛 で 有意 に 高か っ た . 逆 に K ･

r a s 点突然変異 ( コ ド ン12) は扁平上 皮将 に比べ 腺病 で有意 に多

く み ら れ た . C D 4 4 v 6 の 発現と リ ン パ 節転移, 遠隔転 移の 有無

の 相 関は認 め られ なか っ た .

2 . 腹 痛で はp53 蛋白 陰性例 ,
路r a s 野 生 型症例 の 両者で ,

C D 4 4 s 発現は リ ン パ 節転移陰性例, 遠隔転移の ある症例で有意

に高か っ た .

3 . K -

r a S 点 突然変異 に よ るK -

r a S 遺伝子 活性化 とC D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6 発現 には 相関は認め られ なか っ た .

4 . 治癒切除症例74 例の 検討 で は
,

C D 4 4 s 発現の低 い 症例の



2 3 2

予 後は 有意 に不良で あり
,

C D 4 4 v 6 発現 に お い て も同様の 傾 向

で あっ 美 .

J また
,

C D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6･ の 両者 と もに発現 し て い な

い 症例 の 予後 は 有意 に不 良であ っ た .

5 . p5 3 蛋白 陽性 例 で は
, C D 4 4 v 6 発現 の 低 い 症例 は 予後不

良の 傾向を認め
, p5 3 蛋白陰性症例で は

,
C D 4 4 s 発 現 の 低 い 症

例で 予後が有意 に不 良で あ っ た .

転移性肺腫瘍 で は
,

6 . C D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6 発現 とも に非上 皮性腫瘍肺 転移巣 に比

べ 上 皮性腫瘍肺 転移巣で 有意 に高か っ た . 特 に大腸 ･ 直腸
,

頭

頚部原発の 肺転 移巣 で 発現が 高く
, 腎 , 軟部組織, 骨 . 軟骨 原

発の 肺転移巣で 発現 が低 か っ た .

7 . 路 r a s 点突然変異 の 頻度は 非上 皮性腫瘍腫壕 肺転移巣 に

比 べ 上皮性腫瘍肺 転移巣で 有意 に高く, 特 に大腸 ･ 直腸癌肺転

移巣で 高か っ た
.

8 . 無再発 生存率 は
,

上 皮性腫瘍 に比 べ 非上 皮性腫瘍 で有 意

に低く, 非上 皮性 腫瘍 で はp 53 蛋 白発現陽性例で 有 意 に低 か っ

た . 原発 巣別 に み る と大腸 ･ 直腸痛で は
,

C D 4 4 s 陽性例 で有 意

に低く,
軟部組織, 骨 ･ 軟骨で はp53 蛋白陽性例 で 有意 に低 か

っ た . C D 4 4 v 6 発現 と無再発生存率の 間に 相関は な か っ た .

以 上 の結果か ら
,

原発性非小細胞肺癌 で は C D 4 4 s
,

C D 4 4 v 6

の 発現 は予後予測因子 に なりう る こ とが 示唆 さ れ
,

腺病 に お い

て は
, p 5 3 遺伝子 異 常

,
K -

r a S 点突 然 変 異 の な い 症例 で は

C D 4 4 s 発現 は 転移 を抑 制す る働 きを して い る こ と が 示唆 さ れ

た . 転 移性肺腫瘍 で は
, 非上 皮性膿 瘍で はp 53 蛋白 の発 現の 有

無 が
, 大腸 ･ 直腸痛 で は C D 4 4 s が転 移成立 に関係 して い る こ

と が示唆 さ れた .
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