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To clarify the relation between biological characteristics and growth patterns of colorectal
 

epithelial neoplasia,we performed immunohistochemical staining for cyclooxygenase-2(cox-
2).A total of 104 lesions(53 polypoid and 51 flat),ranging from 3 to 18 mm in diameter,
resected with colonoscopy were classified histologically as low-grade or high-grade neoplasia.
Intense immunoreactivity for cox-2 was significantly more frequent among polypoid lesions
(81%)than among flat lesions(47%).However,we could find no correlations among tomor

 
size,tumor histologic grade,and immunoreactivity for cox-2.Our findings suggest that cox-
2 contributes to the polypoid growth of colorectal epithelial neoplasia and further suggest that

 
nonsteroidal anti-inflammatory drugs would be effective for preventing polypoid colorectal

 
epithelial neoplasia.

(Tokyo Jikeikai Medical Journal 2003;118:375-83)

Key words:colorectal neoplasia,cyclooxygenase-2(cox-2),immunohistochemical staining

 

I. 緒 言

食生活の欧米化に伴い，日本人の大腸がんの罹

患率は増加傾向にある ．がんの病態を解明し，い

ち早くその成果を臨床治療へ応用することが現在

望まれている．最近の分子生物学的研究から，が

ん関連遺伝子あるいは細胞周期関連分子の

geneticあるいはepigeneticな異常が多段階的に

蓄積することで，がんは悪性度を増し，浸潤なら

びに転移をしていくことが明らかにされてき

た ．

一方，発がんの予防の見地から，関節リウマチ

でNSAIDsを内服している者に大腸がんの罹患

率が低いことが示され，NSAIDsの有する

chemopreventive effectが注目されつつある ．

NSAIDsは prostaglandinの 合 成 に 関 わ る

cyclooxygenase(以下，cox)に対して抑制的に

働き，細胞増殖に関わるprostaglandinの産生を

抑制することでchemopreventive effectを発揮

するものと考えられている ．coxにはcox-1お
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よびcox-2のisomerがある ．cox-1は多くの臓

器で普遍的に発現していることが明らかになって

いる ．これに対して，cox-2は炎症細胞やがん細

胞において発現が高くなることが示され ，大腸

がんの発がん過程でのその分子の役割が注目され

ている ．azoxymethane投与のマウスモデルに

おいて形成された大腸腫瘍は，非がん粘膜に比し

cox-2の発現が高まっていることが示されてお

り，cox-2は大腸の発がんに関与していることが

明らかにされている ．実際に，臨床的に切除され

た大腸腺腫を対象とした免疫組織学的検討におい

て，cox-2は検討病変の77%にその発現が確認さ

れている ．したがって，cox-2は大腸がんの発が

ん過程に深く関与している．

一方，大腸がんは，形態学的に隆起の発育形式

をとるpolypoid growth(PG)typeならびに隆

起せず平坦のまま発育していくnon-polypoid
 

growth(NPG)typeとの2つに分類される ．

p53ならびにki-67の免疫組織化学的検討より，

NPG typeの方がPG typeに比べ構造異型が高

まっており，増殖活性が高いことが示されてき

た ．また，Ki-ras 遺伝子の遺伝子変異は，PG
 

typeの方がNPG typeに比し高頻度であること

も報告されている ．すなわち，PG typeならび

にNPG typeは同じ大腸腫瘍であっても各々異

なった性格を有する腫瘍であることが明らかにさ

れている．一方，隆起性の発育形態をとる大腸腺

腫が，PG typeのがんになることは明確なことで

あるが，平坦型の腺腫がそのままNPG typeのが

んになるかあるいはPG typeのがんになるかは

大腸腫瘍の自然史の検討からも明らかにされてい

ない ．

今回，我々は，根治治療を目的に内視鏡的に切

除された大きさ18 mmまでの大腸上皮性腫瘍を

対象にcox-2の免疫組織化学的染色を行い，腫瘍

の発育形態とその生物学的特徴との関連につき検

討した．今回の検討病変は腺腫主体であったため，

大腸がんで使われているPG type・NPG typeの

分類を適用せず，新たに以下の分類を用いた．す

なわち，非がん粘膜の2倍以上の高さで隆起の形

態をとる病変をpolypoid typeと分類し，これ以

下の高さの病変をflat typeとした．今回の検討に

より，cox-2は Ki-ras 遺伝子と同様に腫瘍の発

育形態に深く関与していることが示された．

II. 材料ならびに方法

1. 臨床検体

対象は2001年から2002年にかけて東京慈恵会

医科大学の関連病院で治療を目的に内視鏡的に切

除された大腸上皮性腫瘍104病変である．これら

はいずれも肉眼所見ならびに病理組織学的所見と

もに良好に判定できる病変であった．今回，腫瘍

の発育形態を病理組織学的に，非がん粘膜の2倍

以上の高さで隆起の形態をとる病変をpolypoid
 

typeとし，それ以下の高さのものをflat typeと

分類した．すべての病変はフォルマリン固定の後，

パラフィン包埋がなされた．パラフィン包埋ブ

ロックから4μmの薄切標本を作成し，引き続き

ヘマトキシリン･エオジン染色を施して病理組織

学的評価を行った．腫瘍の異型度はウイーン分

類 に従い，low-grade neoplasiaとhigh-grade
 

neoplasiaに分類した．low-grade neoplasiaに

は，軽度および中等度異型腺腫が含まれ，high-

grade neoplasiaには，高度異型腺腫，粘膜内がん

およびsm浸潤がんが含まれる．

2. 免疫組織化学染色ならびにその評価法

cox-2の免疫組織化学的染色はChapple KS

ら が報告した方法に従い実施した．すなわち，

まず4μmの薄切標本を脱パラフィンの後，0.3%

HO を用いて内因性ペルオキシダーゼの阻害を

行った．標本を10 mmol/Lクエン酸バッファー

(pH 6.0)に浸し，10分間180 W のマイクロウ

エーブによる処置を施した．正常ブタ血清

(DAKO Japan,Kyoto)を用いて非特異的反応を

抑制した．薄切標本は抗cox-2抗体 (PG27B,1:

100;Oxford Biochmedical Reserch,MI)と4℃

で一晩反応させ，引き続きビオチニル化2次抗体

（Vector Laboratories,Biotylated anti-mouse
 

IgG,Burlingame,CA）と30分反応させ，最後に

アビヂン･ビオチン複合体形成試薬（Vectastain
 

Elite ABC reagent,Vector Laboratories）を用

いた．3,3′Diaminobenzidine-tetrahydrochloride

で12分間呈色反応を行い，ヘマトキシリンで核染

色した．

免疫組織化学的染色の評価に関しては次のよう

に行った．cox-2の影響が明らかに及んでいる病
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Fig.1.Histological findings of polypoid type colorectal neoplasia
 

A:HE staining(×2.5).
B:Immunohistochemical staining with the monoclonal antibody against cox-2.
The tumor cells showed intense immunoreactivity(×50).

B
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Fig.2.Histological findings of flat type colorectal neoplasia
 

A:HE staining(×10).
B:Immunohistochemical staining with the monoclonal antibody against cox-2.
The tumor cells showed faint immunoreactivity(×50).

A

 

B



変を抽出するために，腫瘍全体に明瞭に免疫反応

性が検出された場合を陽性と評価した．そして腫

瘍全体に希薄に免疫反応性が検出された場合，あ

るいは，腫瘍全体に免疫反応性を示さなかった場

合は陰性と評価した (Fig.1,2)．

3. 統計学的解析

統計学的解析に関しては，Stat Viewを用いて

χ 検定あるいはFisherの直接法により2群間の

検定を行った．p＜0.05をもって統計学的に有意

差ありと判断した．

III. 結 果

1. 腫瘍の発育形態と大きさとの関連

腫瘍の発育形態から隆起状のpolypoid typeと

平坦状のflat typeとに大別した．polypoid type
 

53病変は15病変 (28%）が大きさ1-5 mmであ

り，21病変 (40%)が大きさ6-10 mmで，17病変

(32%）が大きさ11 mm以上であった (Table 1)．

flat type 51病変は14病変 (28%）が大きさ1-5
 

mmであり，20病変 (39%）が大きさ6-10 mm

で，17病変 (33%）が大きさ11 mm以上であっ

た．

2. 腫瘍の発育形態と異型度との関連

polypoid type 53病変ではlow-grade neo-

plasiaが31病変 (59%)，high-grade neoplasia

が22病変 (41%)であり，low-grade neoplasia

が多くみられた．flat type 51病変ではlow-grade
 

neoplasiaが20病変 (39%)，high-grade neo-

plasiaが31病変 (61%)であり，high-grade neo-

plasiaが多くみられた (Table 2)．すなわち，flat
 

typeではpolypoid typeと比較して異型度が高度

であった (p＝0.0493)．

3. 腫瘍の大きさと異型度との関連

polypoid typeでは，大きさが10 mm以下の36

病変ではlow-grade neoplasiaが29病変 (81%)

で，high-grade neoplasiaが7病変 (19%)であ

り，low-grade neoplasiaが多くみられた．大きさ

が11mm以上の17病変ではlow-grade neo-

plasiaが2病変 (12%)のみで，high-grade neo-

plasiaが15病変 (88%)であり，high-grade neo-

plasiaが多くみられた．すなわち，polypoid type

においては腫瘍の大きさが大きくなるほど異型度

が高度であった(p＞0.001）（Table 3)．flat type

においても，大きさが10 mm以下の34病変では

low-grade neoplasiaが19病変 (56%)で，high-

grade neoplasiaが15病変 (44%)であり，low-

grade neoplasiaが多くみられた．大きさが11
 

mm以上の17病変ではlow-grade neoplasiaが

1病変 (6%)のみで，high-grade neoplasiaが16

病変 (94%)であり，high-grade neoplasiaが多く

みられた．すなわち，flat typeにおいても腫瘍の

大きさが大きくなるほど異型度が高度であった

(p＝0.006）（Table 3)．したがって， polypoid
 

typeならびにflat typeともに，腫瘍の大きさが

大きくなるほど異型度が高度であった．
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Table 1.Relationship between tumor size and
 

tumor growth
(mm)

1-5  6-10  11＜

polypoid type(n＝53) 18  18  17
 

flat type(n＝51) 16  18  17

 

Table 2.Relationship between histological atypia
 

and tumor growth
 
low-grade neoplasia  

high-grade neoplasia
 

polypoid type(n＝53) 31  22
 

flat type(n＝51) 20  31
 
p＝0.0493

 

Table 3.Relationship between histological
 

atypia and tumor size
 

polypoid type  low
-grade neoplasia  high-grade neoplasia
 

1-10(n＝36) 29  7
 

11＜ (n＝17) 2  15

(mm) p＜0.001

 

flat type  low-grade neoplasia  high-grade neoplasia
 

1-10(n＝34) 19  15
 

11＜ (n＝17) 1  16

(mm) p＝0.006



 

4. 腫瘍の発育形態とcox-2に対する免疫組織学

的反応性との関連

polypoid typeでは，cox-2の免疫組織学的反応

性が陽性例は43病変（81%)で，陰性例は10病変

（19%）であった．一方flat typeでは陽性例が24

病変（47%）で，陰性例が27病変（53%）であっ

た (Table 4)．すなわち，統計学的に，polypoid
 

typeの方がflat typeに比してcox-2に対する免

疫反応性が強い病変が有意に多かった（p＝

0.003)．

5. 腫瘍の大きさとcox-2に対する免疫組織学的

反応性との関連

polypoid typeでは，大きさが1-10 mmの36病

変のうち，cox-2の免疫組織学的反応性が陽性の

ものは30病変（83%)で，陰性のものは6病変

（17%)であった．大きさが11 mm以上の17病変

では13病変（77%)が陽性で，4病変（23%)が陰

性であった．一方flat typeでは，大きさが1-10
 

mmの34病変のうち，cox-2の免疫組織学的反応

性が陽性のものは11病変(32%)で，陰性のものは

23病変(68%)であった．大きさが11 mm以上の

17病変では12病変(71%)が陽性で，5病変(29%)

が陰性であった (Table 5)．腫瘍の大きさとcox-

2に対する免疫組織学的反応性との間に，flat
 

typeでは腫瘍が大きいほど反応性が強かった

(p＝0.0163)．

しかし，polypoid typeではcox-2に対する免

疫組織学的反応性の点で大きさによる差はみられ

なかった．

6. 腫瘍の異型度とcox-2に対する免疫組織学的

反応性との関連

polypoid typeでは，low-grade neoplasiaの31

病変のうち，cox-2の免疫組織学的反応性が陽性

のものは24病変(77%)で，陰性のものは7病変

(23%)であった．high-grade neoplasiaの22病変

では19病変(86%)が陽性で，3病変(14%)が陰性

であった．一方，flat typeでは，low-grade neo-

plasiaの20病変のうち，cox-2の免疫組織学的反

応性が陽性のものは10病変(50%)で，陰性のもの

も10病変(50%)であった．high-grade neoplasia
 

31病変では14病変(45%)が陽性で，17病変

(55%)が陰性であった (Table 6)．すなわち，腫瘍

の異型度とcox-2に対する免疫組織学的反応性

との間には相関は認められなかった．

IV. 考 察

cox-2の大腸がん多段階発がん過程における役

割は現在のところ明確にされていない．APC 遺

伝子のknock out mouseであるMin mouseにお

いて，さらに cox-2 遺伝子もknock outすること

で小腸に形成される腫瘍の数量ならびに大きさが

ともに減少することが示されている ．また，Min
 

mouseにcox-2選択的阻害剤を投与すると，やは
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Table 4.Relationship between immunor-

eactivity for cox-2 and tumor
 

growth
 

negative  positive
 

polypoid type(n＝53) 10  43
 

flat type(n＝51) 27  24
 
p＝0.003

 

Table 5.Relationship between immunoreac-
tivity for cox-2 and tumor size

 
polipoid type  negative  positive

 
1-10(n＝36) 6  30

 
11＜ (n＝17) 4  13

(mm) NS

 

flat type  negative  positive
 

1-10(n＝34) 23  11
 

11＜ (n＝17) 5  12

(mm) p＝0.0163

 

Table 6.Relationship between immunoreactivity
 

for cox-2 and histological atypia
 

polipoid type  negative positive
 

low-grade neoplasia(n＝31) 7  24
 

high-grade neoplasia(n＝22) 3  19
 
NS

 
flat type  negative positive

 
low-grade neoplasia(n＝20) 10  10

 
high-grade neoplasia(n＝31) 17  14

 
NS



り腫瘍が縮小することも示されている ．これら

のことより，cox-2は APC 遺伝子などとともに，

大腸がんの多段階発がん過程で比較的早期 (腫瘍

形成期)に関与していることが明らかにされてき

た．一方，肝臓への高転移性を示す大腸がん細胞

株を用いたimplant modelで，cox-2の選択的阻

害剤を投与すると，肝転移能が抑制されることも

示されている ．すなわち，cox-2は大腸がんの多

段階発がん過程の比較的晩期 (腫瘍の浸潤・転移

期)にも関与していることが明らかにされてき

た．以上述べたとおり，cox-2は様々な機能を有し

ているため，大腸がん多段階発がん過程における

その分子の役割は現在のところ完全には明らかに

されていない．

一般的に，大腸上皮性腫瘍のうち，腺腫および

早期がんにおいては，平坦型に比して隆起型の方

が多くみられることが知られている ．腫瘍の発

育形態とその特徴についてIkegamiは，大腸sm

がんをPG typeおよびNPG typeに分類し，とり

わけNPG typeは大きさが10 mm以下の小さな

病変であっても粘膜下層に浸潤しやすいことを報

告している ．すなわち，大腸腫瘍の形態は，その

病変の悪性度を示唆する指標のひとつとなり得る

ことを明らかにした．今回，我々は，隆起型を

polypoid type，平坦型をflat typeと分類し，各々

の発育形態に応じた生物学的特徴の相違を明らか

にする目的で，病変を無作為に抽出し両者のサン

プル数を大きさ別に揃え，cox-2に関して免疫組

織化学的染色を行った．

腫瘍の発育形態と異型度との関連については，

polypoid typeは異型度が低く，flat typeは異型

度が高いことが示された．smがんにおいては，

PG typeに比して，NPG typeは悪性度が高いこ

とが報告されている ．smがんの前がん病変と

考えられる上皮性腫瘍においても同様で，隆起の

形態をとるものは異型度が低く，平坦の形態をと

るものは異型度が高いことが明らかになった．

腫瘍の大きさと異型度との関連について，腫瘍

径が増大するに従い異型度は有意差をもって高く

なっていた．このことは，工藤らの報告に一致し

ており，腫瘍の発育の過程で多段階の遺伝子の変

異が加わり異型度が高くなるものと考えられ

る ．

cox-2の発現様式は，腫瘍全体に明瞭に免疫反

応性が検出されたもの，腫瘍全体に希薄に免疫反

応性が検出されたもの，そして，腫瘍全体に免疫

反応性を示さなかったものに分類した．明瞭に免

疫反応性が検出されたものを陽性例に，希薄に免

疫反応性が検出されたもの，あるいは，腫瘍全体

に免疫反応性を示さなかったものは陰性例とし

た．その理由としては，cox-2の影響が明らかに及

んでいる病変を抽出することにより，大腸上皮性

腫瘍に対するcox-2の作用が明瞭になると考え

たからである．

cox-2の発現はflat typeに比しpolypoid type

の方が高頻度であった．すなわち，腫瘍の隆起状

の形成にcox-2が関与していることが考えられ

る．すでに，Ki-ras 遺伝子の遺伝子変異が腫瘍の

隆起状の形成に関与していることが示されてお

り ，cox-2の発現もこれに類似するものと考え

られた．最近，Fujitaらは大腸腺腫においてKi-

ras 遺伝子の遺伝子変異ならびにcox-2の発現と

の関連につき検討を行い，両者の間に相関を認め

ている ．すなわち，Ki-ras 遺伝子に遺伝子変異

がある病変はcox-2の発現も高まっていること

が示されている．ただし，彼らは大腸腺腫の形態

とこれらの関連については言及していない．これ

らのことより，cox-2の発現は Ki-ras 遺伝子の

遺伝子変異と深い相関があり，腫瘍の隆起状の形

成に関わっていることが十分に考えられる．Ki-

ras 遺伝子の遺伝子変異のみならずアポトーシス

も大腸腫瘍の発育形態に関与することも示されて

いる ．すなわち，隆起型のものは平坦型に比して

アポトーシスが目立たないということが示されて

いる．ラットの腸上皮粘膜の培養細胞株での検討

において，wild-typeではアポトーシス誘導で

Bcl-2の発現が低下しアポトーシスが促されるこ

とが明らかにされている．これに対して，cox-2を

強制発現したtransfectantではアポトーシス誘

導でBcl-2が持続的に発現しアポトーシスが抑

制されることが明らかにされている ．すなわち，

cox-2の発現は抗アポトーシス効果を有し，

polypoid typeにおいて高頻度となり，今回の結果

に一致する．

腫瘍の大きさとcox-2に対する免疫組織学的

反応性との間においては，flat typeにおいての

381大腸上皮性腫瘍におけるcyclooxygenase-2(cox-2）の発現



み，両者間の相関を認めた．すなわち，腫瘍の大

きさが大きくなるほどcox-2の発現が高くなっ

ていた．これに対して，polypoid typeでは両者間

に相関が認められなかった．その理由としては，大

きさが10 mm以下のpolypoid typeでもcox-2

が高発現しているためであった．このことは腫瘍

の発生初期の隆起形成にcox-2が重要な役割を

果たしていることを意味している．

現在，多発性の大腸腺腫の患者に，がんの

chemopreventionを目的にNSAIDsの投与がな

されている．今回，大腸上皮性腫瘍では，polypoid
 

typeの方がflat typeに比し，cox-2の発現が増

強していることが明らかになった．すなわち，

NSAIDsの投与はpolypoid typeの腫瘍に対して

は有効であると期待できるが，cox-2の発現の低

いflat typeの10 mm以下の病変に対する

NSAIDsの投与はむしろ意味のない投与となっ

てしまう場合があることも考えなくてはならな

い．したがって，今回の検討結果から，大腸腺腫

になされているchemopreventionの適応につき

検討する必要性があることも示された．

腫瘍の異型度とcox-2に対する免疫組織学的

反応性との間には相関が認められなかった．

Azumayaら は，大腸腺腫の異型度とcox-2に

対する免疫組織学的反応性との関連を検討し，両

者の間に相関があったことを報告している．

Azumayaらの検討した病変は低異型度の腺腫が

多く，高異型度の腺腫は少なかった．すなわち，対

象としたサンプルの偏りが，腫瘍の異型度と免疫

組織学的反応性との相関に寄与しているものと考

えられた．今回，我々が検討したhigh-grade neo-

plasiaの病変数はAzumayaらのおよそ3倍であ

り，これにより腫瘍の異型度と免疫組織学的反応

性との間に相関がみられなかったものと推測され

た．したがって，今後，多数の病変を対象に腫瘍

の異型度と免疫組織学的反応性との関連を検討す

ることが望まれる．

V. 結 語

1.大腸上皮性腫瘍104病変を対象に，poly-

poid typeおよびflat typeに分けてcox-2の免

疫組織化学的染色を行い，腫瘍の発育形態とcox-

2の免疫反応性とに関し検討した．

2.腫瘍の形態と異型度との関連については，

polypoid typeに比してflat typeの方に高異型度

の病変が多くみられた．

3.腫瘍の大きさと異型度との関連について

は，polypoid typeおよびflat typeともに，腫瘍

の大きさが増大するに従って腫瘍の異型度が低異

型度から高異型度へと移行していた．

4.cox-2の免疫組織学的反応性は，flat type

に比しpolypoid typeの方が強かった．

5.腫瘍の大きさとcox-2に対する免疫組織学

的反応性とに関しては，flat typeでのみ両者間に

相関が認められた．

6.腫瘍の異型度とcox-2に対する免疫組織学

的反応性とに関しては，polypoid typeおよびflat
 

typeともに相関が認められなかった．

稿を終えるにあたり，ご指導，ご高閲を賜りました

東京慈恵会医科大学内科学講座戸田剛太郎教授に深

甚なる謝意を表します．また，本研究を行うにあたり

ご協力を頂いた病理学講座の皆様に深謝いたします．
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