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内 容 要 旨

ヒト大腸における肝型脂肪酸結合蛋白 (L-FABP)の

標本82例を用いて抗 L-FABP抗体による免疫染色を行

い,臨床病理学的所見と比較検討した.また,悪性度の

指標の--つとして r)NAploidypattern も検索 し,L-

FA.BP染色性との関連も検討した.組織学的分額では,

高 ･中分化腺癌で FABP高染色群が,低分化型癌で低

染色群が多く.りンパ節転移では転移のない症例iこ高染

色群が多く.組織学的進行程度分類では stageの進ん

でいない症例iこ高染色群が有意に多かった,DNAploidy

patternのなかの diploid群で FABP高染色群が有意

に阜かった.5年生存率は,FABP高染色群で71.09も'

低染色群で28.5%,diploid群で73.59｡aneuploid

群で43.1%と有意差がみられ,高染色取 離ploid群

で良好であ一:,た.以上の結果より,FABPは大腸癌の

予後の指標となりうる可能性が示唆きれた.

Ⅰ. 緒 言

脂肪の吸収や代謝に密接な閑適を持つと考えられてい

る肝型脂肪酸結合蛋白 (lil,erfatt).acidbindingpro-

tein,以下 l:FABP)は.肝細胞や腸上皮細胞に存在

することが知られているl)2)3).酒井らぼ,ラット肝ホ

モ十ト-卜上清より精製 した L-FABPをウサギに免疫

して作製 した抗ラ､ソトL-FABP抗休が,ヒト腸組織と

も免疫学的交叉性を持つことをも̀いだし,この性質を利

用して,ヒト腸管切除標本を用い免疫組織化学的に正常

腸管粘膜iこおける LIFABPCpT)分布と局在を検索 し▲1㌧

陽性領域でその定量を行った.その結果,ヒト大腸では

下部′ト腸とほは同程度 L-FABP量が存在することが初

めて明らかiこされた5､.また,FABPはアゾ発癌色素

とも親和結合性を有していることが報告されており6)7㌧

として,大腸癌の臨床病理学的所見と LF､ABP染色性

との関連を比較検討 した.さF-)に,大腸癌 の 悪 性度の指

標の一つとされる DNA ploidypattern s)~121を同L.

標本を用いflowcytometryにて検索し,L-FABP染
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色性との関連を比較検討した.

ⅠⅠ. 対象および方法

1. 対 象 症 例

当教室で切除された大腸癌82例を対象とした.組織型

の数の違いで, 高分化腺癌. 中分化腺癌は1984年から

1988年までの間に切除された症例のそれぞれ31例,33

例,低分化腺癌,印環細胞癌,粘液癌は1975年から1985

年までの間iこ切除された症例のそれぞれ7例,4例.7

例である.男女比 1.3:1で年齢は26-84歳,平均 60.9

歳であった.

2.検 索 方 法

切除標本のホルマリン固定パラフィソ包埋プロッタよ

り,厚さ 4FLm と 50/Lm の切片をそれぞれ5枚-3つ作

製 し,4/′m の切片は FABP染色に,50Jfm の切片は

i)NAploidypatternの計測に用いた.

ll FABP免疫染色

作製した4FLmの切片5枚のF)ち1枚は Hematoxylin-

Eosin染色を. 4枚は Sterntx!rgerらの Peroxidas e-

antiperoxidase(以下 PAP)法13､に準した辞素抗体法

による免疫染色を施行した.-次抗体はウサギ抗ラット

LFABP抗体200倍希釈液を用いた.二次抗体にはブ

タ抗rL7サギ Iglニ抗体 (DAKO 杜)を使用した.一次

抗体を4℃iこて約 8時間反応させた後,二次抗体を室温

で30分. PAP (DAKO 社) を室温で30分反応させ

diaminot父nZidine(SIGMA 祉)で発色させた.内因

性 rxProxidase反応の除去は0.39も過酸化水素加メタノー一

･して ,比核染色は1,06Jmeth1,1greenで行った.

染色程度の判定方法は抗 L-FABP抗体で染色された

癌細胞が癌細胞全体に占める割合から,次の4つの段階

に分類した.染色された癌細胞が全くない症例を (-),

染色された癌細胞が10%以下の症例を (±),染色され

た癌細胞が80-.100%の症例を (十+)とし,(±)と

(++)との問の症例を (+)とした.(-)と (±)を

低染色群,(+)と (十十)を高染色 (Fig.1)とし,

臨床病理学的所見と比較検討した.

2) DNAploidypattern

作製 した 50FLm の切片を,Schutteの方法14)に準
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Fig.I IntensityorFABPimmunostainingincolorectalcancer
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Fig.2 DNA histogram incolorectalcancer
a)diploid, b)aneuploid
DI:DNA index,CV:coe爪cienceofvariation
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して細胞の裸核化を行った.すなわち.xyleneによる

脱 ベラ7 (ン, ethanol蒸留水による再水和後, 37℃

waterbus内で約 8時間 trypsinization を行い,その

後.Vindel¢Vの方法15-で prol)idium iodide染色 を

行った.測定は,FACScannow eytometerを用い,

10.OOO個L')検索 より DNA histogl･mllを作成 した.標

本内に含まれる正常 T)ンバ球を内部標準とし,瞳癌細胞

index値を定めた. DNA index1.0を diploid, 1.0

以外を aneuploidと定義 し検討 した (Fig.21.

3. 統計学的処理法

術後の累積生存率は.tくapla11-Meier法で解析 し,そ

の検定には generalizedWilcoxon法を用いた.また,

2群間の差の統計学的検定は ,r2 あるいは t検定で行っ

たやおのおの危険率5%未満を有意と判定 した.

ⅠⅠⅠ. 結 果

1. FABP染色性と臨床病理学的所見

F̂ BP免疫染色では､82倍畔)大腸癌のうち55例67.1

.%が高染色群,27例32.9%が低染色群であ--,た. こIl

t､)L':)FABP の染色性 と大腸癌取扱い規約16､による臨

床病理組織学的講田子との関連性i･こついて検討を行-､た

結果を示す (Tablel).

1) 年齢 (歳.Illeall±SD)と性

高染色群の平均年齢は61.8±1こ).4歳.低染色群の平

均年齢は60.()±12.9歳で差はも らわなかった.男性47

例のうち高染色群は31例66.O?b低染色群は16例34.0%,

女性35例のうち高染色群は24例68.60,.低染色群は11例31.4

96で,性別による差はふられなかった.

2) 占居部位

結腸29例の うち高染色群は22例75.9%低染色群は7

例 24.1%.直腸53例J)うち高染色群は33例62.3Q,.低染

色群は2O例37.70｡で,占罵部位による差はムLT-わなか-i

た.

31 肉眼的分叛

1型∠l作帰り･"7%.,高染色群は 1例25.00｡低染色群は3

例75.00｡. 2型64例のうち高染色群は47例 73.▲190低染

色 群 は 17例26.6?0,3型13例の･"招,,高染色群は7例53.8

9も低染色群は6例√16.20pd, fl型は低染色群が 1例であ

り,肉眼的分類による差は.tLJ､-)かなかった.

射 最大径 (clll,mean±SD)

高染色群し･')､ド均最大径は 5.76±2.O9日Tl,低染色群

の平均最大径は 5.50±2,(姫em で差はふiL)れなかった.

5) 組織学的分頓
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高分化腺癌31例cT)うち高染色群は24例77.4%低染色

群は 7例22.6.9,6:,中分化腺癌33例のうち高染色群は24

例72.7%ノ低染色群は9例27.3,0/6/,低分化型癌11例 (低

分化腺癌7例+印環細胞癌4例)のうち高染色群は4例

色群は3例42.9P/o低染色群は4例57.1,Q｡であった.高 ･

中分化腺癌は低分化型癌iこ比べて高染色群が有意 に 多 か っ

た (p<0.05).

6) 壁深達度

pm 8例のうち高染色群は4例50.09,6｣低 染 色 群 は 4

例 50.0%,ss･a143例の ･')ち高染色群 (･･ま32例 74.400

低染色群は Il例25.6.9,6㌦S･こ1227例の う ち 高 染 色 群 は

17例 63,0061氏染色群は10例 37.000,sl･a, 4例 L')うち

高染色群は2例LW.0Qp6低染色群は2例50.0/Q｡で あ --.､た .

壁深速度による差はふらわなか-.,た.

71 脈管侵襲

V｡48例のうち高染色群は37例77.1_0占低 染 色 群 は 11例

22.9JQ6㌦vl26例CT)P)ち高染色群は 14例 53.8qbl低 染 色

群は12例46.2%,V2.38例の,I)千)高染 色 群 は 4例 50.0

0･6低染色群は4例 50.0%であり.1y｡35例 の ･>)ち 高 巣

色群は24例 68.6%低染色群は11例 31.4%,ly128例の

･'7ち高染色群は22例 78.6,9/61/低染色群は 6例21.40bp､

例 52.6%であった.静脈侵襲および りンべ管夜襲ミこよ

る運はみられなかった.

8) 1)ソバ節転移

13.8%',n127例の ･'7iL)高染色群は18例 66.70,6低染色

群は9例 33.3%.n･1.3.a26例cT_)p'lち高染色群は12例 46.2

,%低染色群は14例 53.8Qbであ-I,)た. りンバ節転移のな

い症例はある症例に比べて有意に高染色群が多かった

(p<().ol).

9) 組織学的進行程度分類

st.とlgeI･t727例の うち高染色群は24例88.90占低染

色群は3例 11,1%,stagem2O例(T)うち高染色群は14

例7O,O9,0'低染色群は6例 3O.OQ6.stageⅣ15例のうち

V20例のうで)高染色群は10例50.00･･d低染色群は10例50.0

%であー･1た.stageLTl進んだ症例は有意iこ高染色群が少

なかった しp<0.011.

2. FABP染色性と予後

FABP染色の程度の違いで 5年生存率を比較すると,

高染色群は 71.Oq｡､低染色群は 28.50-bLと高染色群で有

意に5年生存率が良好であ1た (p<O.(淵1)(Fig.3),
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Table1

Clinicopathologicalfactors Hightintensity Low intensity Statistical
group group significance

Age(yearsー 61,8±13.4* 60.0±12.9* NS

maleSex fernalc 3124 16ll NS

colonSiteofinVolVement rectum 2233 720 NS

MaXimum diameter(cm) 5.76±2.09* 5.50±2.06* NS

i 五 3 NS
2GTOSS廊 曽 3 477 176

4 0 1

pm 4 4 NS
髄離hofimV舶ion SS,盈まS†aヱ 3217 ll10

Sト al 2 2

well 24 7 ∫2-8.480

modHistologiぐtype pOr'Slg 24 94 7 p<0.05

muCl 3 4

Vo 37 ll NSVenousinVasion Vl 14 12

V2'V斗 4 4

lyo 24 m NSLymphaticinvasion lyl 22 6

ly2.1y3 9 lO

no 25 4 ∫2-10.628p<0.05
Nodem.etastasis nl 18 9

n2●n3.n4 12 14

I.汀 24 3 x壬-ll.364

mH呈S磁 軸 esもa窟e 野 14 6

7 8 P〈O.01【

+:melln±SD NS:notsignificant

82症例のうち治癒切除となった症例は60例であり,こ

のうち高染色群は45例,低染色群は15例であった.この

治癒切除症例に限って5年生存率を比較すると,高染色

に有意に良好な結果が得られた Lp<0.00い (Fig.4).

-j3-.阻敵学的分類によって5年生存率を比較すると,

高分化腺癌のうち高染色群24例の5年生存率は73.8%,

低染色群7例の5年生存率は 38.1%で,高染色群で高

い5年生存率であったが.統計学的有意な差はみられな

かった.中分化腺痛では高染色群24例の5年生存率は00.6

%.低染色群 9例の5年生存率は22.2%で.有意の差

がみられた (p<0.05).低分化型癌では高染色群4例

の5年生存率は 100.0.%,低染色群7例の5年生存率は

22.2.9,6pITl,有意の差がふLt)れた (p<0.001).粘液癌で

は,染色程度の違いによる5年生存率の差はみられなかっ

た (Fig.5).
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1 2 3 4 5 (Years)

Fig.3 (｢Olllparisonofcumulativepostopprativesurvivalmtebelwetm high
intensit-ygroupandlow intensitygroupin82p壬It･ients

1 2 3 4 5(Team )

Fig.4 Cornparisonofcumurativepostoperativesurvivalratebetween
high intensity groupand low intensitygroupin60patients
withcllrativeresection
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1 2 3 1 5(Y←… ) 1 2 3 1 5(Y●m )

Fig.5 Comparisonofeumulativpp()stoperativesurvivalratebet､Wpen
highintensitygroupandlow int･ens恒･groupsubdividedac-

eordingtohist()logictypein82patients
a~)welldifl､erel一CiatedadpIl()earCin()rrla

blmoderatelydifrereneiat.eda(lenocareinoma
c)poorlydi恥renciatedadenoearcinomaandsigneトringCell

CarClnOrna

dlmueinouscarcinoma

Table2

∫2-ll.548 p<0.01

また,組織学的進行程度分額においては,stageI･

･Ⅲのうち高染色群24例の5年生存率は82.9%.低染色

群3例の5年生存率は33.0%であったが.有意の差は

みられなかった.

stageⅢでは高染色群14例の5年生存率92.3%｢,低

染色群6例の5年生存率は25.0,Obで,有意の差がみら

れた (p<0.0日.stageⅣでは高染色群7例の5年生存

率は85.7%,低染色群8例の5年生存率は37.506で.

有意の差がふLT,わた (p<0.05).stageVになると高染

色群10例の5年生存例はなく,低染色群10例の5年生存

率は20.0%で.有意差はふLL,)わなかった (Fig.6).

3. I)NA p)oidypattern と FABP染色性

82症例のうち80例において DNA ploidypatternが

検索でき,36例45.09･O'カミdiploid,44例55.0%が aneu-

ploidであった.diploid群36例のうち FABP 高染色

群44例のうち高染色群は22例50.0%低染色群は22例50.0

9,-左であった.dipl()id群は aneuploid群に比べて有意

に高染色群が多く,低染色群が少なかった (p<0.01)
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1 2 3 I 5 (YA rJ) I 2 3 I S(Y●m )

Fig.6 Comparisonofcumulativepostoperativesurvi､ralratebetweenhigh
intensity groupan(pllow intensit･ygroupsubdivided accordingto
histologicstagein82pat･ients
a〕stage I･11. blstageul. ClstagpIV. dlstageV

1 2 3 4 5(Years)

Fig.7 C,omparisonofcumulativepost･operativesurvivalratebetweenDNA
diploi(1groupandaneuploidgroupin80patients
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1 2 3 4 5 (YeaLrS)

I/ill.8 (~1()I-叩nrisonofcutnulatiヽでPOStOpPmti､･･(.StlrViv壬･llr;二Itefl【nOngdiploid
(ln(ihit,hint,(､nsit･_vi,rOuP,aneuPloi(1;こ1n(~1h痕hint(ゝnsit･ygr･oup.diploid
(qn(ilo＼＼･intpns恒･group.EHl(Il･lntluPl(.)i(i(I-ln(ilt川 int･pnsitygroup

●- ● :ln(i.uploi(･~1之lTulhig･hintpns恒･group(n-22う

∴r i r)ipl(_)illl川(1lo＼＼･intt-nsitJ,grouptn-51

∴〉-1H Az-lPuPloidfin(llow

(TablL.2).
i)NAploidypLltterllの連いて5年牛存率を比較す

ると,diplt~_lid群36例の5i招:jf'･率は73.59(i,こlnPuPl()id

群44例の5年!仁存率はL13.1OOて.有意にdidoi(l群で

また,I)NAploidl･pこlttL,m上1-:ABP染色程度の組

合せi･こよi)5年生存率を比べてjlるL diploid-高染色

群は2封札aneuploid一･････低染色群 は 1)2例 で,それぞれの

5年二･生存率は暇に,75.SOB/.60.0 90. 66.190,26.5.9pJ6

であ一一た.diploid･-一高染色群. aneuploid-高染色群と

p<0.01),dipoid弓高染色群で 最 も 良 好で. aneupoid

群の中でも高染色群の方が有意 に 5年 生 存率がよかった.

ⅠⅤ.考 察

FABPは,1972年 Ockneri-1'171によってIrj･ソトの

肝臓および小腺より抽出されたことが報告されて以来,

その研究が盛んとなり,特に脂肪の吸収に大きく関与す

intensityi,rOuP(､n-22~1

る1､2＼':r.ことがわか･-_､てきた.また. ヒト消化管におけ

る L∴FA13f)の局在も研究さIl11巧1H＼ ヒトでは食道.

胃は存在せず,十二指腸,小腸.大腸i･こすi:lr:.するこしL:が

つきとめL､'ナlた.潤井目 1191は 同部 てL')定鼠を子~h､,

大腸にも下部小腸と同程度(I)1...-ドAliP が存在すること

を報吾した.

元来ヒトで甘 脂肪酸LT)吸収くま-1三に上部′ト腺で行われ

ら-10､211上されてお(),その吸収に大きく関与 してし､る

L･FABP が大腸にも存在するこしL:.に興味がもたれる.

酒件ll,19､は,犬を用いた実験で大腸かLL.-も脂肪酸が吸

収 されることを示唆 Lた. しか し, 大腸からの脂防酸

の吸収は-般的をこ非生理的と考えられること,および,

報告されていることから,大腸における LIFABP Lプう役

割は脂肪の吸収以外にもあると考え,L-FABP と入腸

癌との関連を,当科で切除された標本iこ抗 LFA13P抗

体を用いた免疫染色を施行 して検討した.

この抗体は.ニラリト肝ホモジネ一一-卜上清よi.)構製 した

L-FABP を抗原として家兎に免疫 して得られ Ouehter-
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沈降線を形成するのみならず,ラット腸管粘膜,ヒ汁肝

を形成する.またこLIl抗体を抗原として用いたラ･!卜L-

FABPで予め吸収 しておくと,沈降線はみとめられな

い.すなわで)ニC')抗体はラ､リ卜1:FA13Pに特異性を有

するとともに,ヒトの肝および腸管に存在するヒトL-

FABP と免疫交叉性を持つものである.

その結果,組織学的分煩で,分化度の高い高 ･中分化

腺癌では,分化度tr)低い低分化腺癌,印環細胞癌;:･=比べ

て高染色群が多く.逆に低分化腺癌や印環細胞癌では低

染色群が皐か-_,た.こし7)二王は.Suzukiと､-.)2312小が.

著者と同 Lt抗 L I F A13P抗体を用い同様に PAP 法く･こ

より肝芽瞳.肝細胞癌を免疫染色し.ともに分化度の高

い万に L.-FA_BI〕陽性細胞の出現確度の高いことを報告

病の再生上皮でも,吸収上皮細胞-の分化する前の幼君

細胞に既に FABPが出現 し.炎症LT)改善にともな--/J'LL

細胞が成熟するにつれその慶が増えてくることも報告5)

25)されている.このことから,FABPは分化の程度が

進むにしたがって畳も増加するものと考えられ,分化慶

の高い癌をこ高染色群が多かったも鞄と思われた.さらに,

鼠織学的分察別の5年生存率で,粘液癌を除き予いずれ

も高染色群LT)方が高い傾向を示 し LFig.5),高染色群

の方が予後がよいことが示された,このことから,FABP

の機能的な面を考えると,同じ組織塾でも高染色群はよ

り分化度が高いと推定され,そのため予後が良好であっ

たと考えられた.

Hンバ節転移において転移の左し､症例に.組織学的進

行程度分頓においても stageLT)進′ucL.いたし､症例に,

高染色群が有意に多か-I,た.5年生存率は全症例でも,

治癒切除症例でも.高染色群の方が有意iこ良好な結果が

得i-ちかた (Fig.3.4).組織学的進行程度別の5Jl.F･生存

率も stageV症例を除きいずれの stageでヰ)高染色群

で高い傾向を示した (Fig.6).stageV と圭一-)た要田

は,肝転移,腐膜播種,n壕(+)などで,このような因

子陽性症例では FABPの染色程度に開床なく,予後不

良であった. しかしなが上:),stageVを除いた症例では

高染色群の予後は有意に良好であり.FABl)は予後に

関する歯周な因子となりうると考えられた.

近年ホJL,マりン固定 べラフ(ン包埋切片よi)DNAploidy

patteI･nを検索することができる/i･')にな i)1-1)15}26l,

大腸蟻の r)NA ploidypattcrn は悪性度CT)指標とし

てほほ確立されていることかLT).この 1)NAploidyを
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FABP染色と同じ標本を開いて検索 し(Fig.2).diplojd

群とEuleuPloid群の5年生存率を検討する上 diploid

群の万が aneuploid 群よE)有意iこ5年生存率が高 く

(Fig.7)l諸家の報吾8ト 12㌦L_一致 した.そこで.i)NA

r)loidypattern と FABP梁≡色性と(:r)関連を調べたと

こ7).悪性度の低い diploid群では悪性度の高い aneu-

ploid群と比較 して 有意に高染色群が多く,低染色群が

色群の万が低染色群よりr-後が良好であー･〕た (Fig.Lil.

このことからも,FAt･-P染色性も大腸癌の悪性度(.rl指

標の 一つになるうると考えt､-,)I.lた.

本研究は人腺癌組織L').L-ド̂ ⅠミPの免疫染色性と臨床

病理学的所見上をretrospect.i＼.eに解析 したもので基り.

以上のような興味ある結果が得られた. 現在, FABP

は そ の 観 織 内 濃 度 を 測定できる5)19)ようになっており,

今後大腸癌L･')組織内 FABPを定罷することによ畑 よ

り正確な評価が出来,腰痛マーカー的な役割として予 後

の指標の-つになるうると思われた.また,Kanぬ ら27)

を測定 し,FABPが血中に逸脱することを報告 してお

り.FABPtT)逸脱酵素的な画も臨床応用できる可能性

中の FABP濃度の測定計こより,術前をこおける太腺癌の

悪性度や予後の評価がなされ,治療成練の向上や改善が

期待されると思われる.今後さらに,FABPの役割に

ついて検討 しなければならないと考えている.

稿を終えるにあたり御指導.御校閲を賜-言こ武藤

嘩一･一一教授,ならびに直接御指導.御教示頂いた第 --･

外科畠山勝義講師.酒井靖夫博士に深 く感謝申し上

げます.また.本研究に御協力頂いた畑野高四,樋

尚.本研究の要旨の一部は第46回F]本大腸旺F~l判考

学会総会,第33回日本消化器病学会大会で発表 した.
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