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Ⅰ．研究目的 

 誘導型一酸化窒素合成酵素（induced Nitric Oxide Synthase: iNOS）の発現誘導に伴い過剰に生成さ

れた NOは生体自らの DNAを障害し、突然変異を誘発するなど、癌発生に強く関与すると考えられている。

近年、大腸癌、胃癌などの固形癌において iNOS が癌細胞周囲の血管内皮細胞、癌細胞自体に過剰発現し

ている報告例が散見され、悪性腫瘍の臨床像および予後などと iNOS 発現との関係が検討されている。しか

し、頭頸部悪性腫瘍を対象とした検討はほとんどおこなわれていない。一方、腫瘍の増殖、進展には血管新

生が必要不可欠であるが、この血管新生に関与する重要な因子として p53 癌抑制遺伝子や腫瘍細胞からも

分泌される血管内皮増殖因子（Vascular Endothelial Growth Factor：VEGF）があげられる。p53 癌抑

制遺伝子は血管新生を強力に抑制し、同時に VEGF の発現も抑制するといわれている。さらに、p53 癌抑

制遺伝子の別の機能として iNOS mRNA の転写抑制があるが、変異型 p53 はこの抑制作用を持たないため

iNOS 誘導亢進に伴う 過剰な NO 産生が恒常的に持続することが知られている。また NO は VEGF 発現

の上流のシグナルであると推測され、 腫瘍組織の血管新生を促進させることで腫瘍の増殖、進展を誘発す



- 2 - 

ることが示唆される。したがって、腫瘍組織の血管新生には p53 癌抑制遺伝子、VEGF、およびＮＯの相

互が密接に関与する可能性が推測される。 

 本研究では様々な喉頭病変における iNOS の発現の有無を検討し、その癌化過程や血管新生においてどの

ように関与しているか免疫組織学的手法を用いて解析した。さらに臨床因子、予後との関係についても検討

した。 

 

Ⅱ．材料・方法 

1. 患者検体 

 1990 年から 2001 年までに旭川医大耳鼻咽喉科・頭頸部外科にて治療を行ない、追跡可能であった喉頭

扁平上皮癌（喉頭 SCC 群）63 例（男性 58 例、女性５例、中央値 67 歳）を対象とした。原発部位別分類

では声門上が 30 例（48%）、声門が（41%）、声門下が（11%）であった。TN分類では T1 が 20 例（32%）、

T2 が 29 例（46%）、T3 が 6 例（10%）、T4 が 8 例（12%）であり、N(-)が 47 例（75%）、N(+)が 16 例（25%）

であった。治療方法は 63 例中 25 例（40%）に放射線単独療法を施行した。38 例（60%）は喉頭全摘術を

行ない、N(+)の症例については頸部郭清術を合わせて施行した。全症例の平均観察期間は 31 か月（2-135

か月）であった。さらに 5 例の正常喉頭上皮、7 例の喉頭ポリープ、20 例の喉頭異形成（9 例が

mild/moderately dysplasia、11 例が severe dysplasia）も本検討の対象とした。研究使用にあたっては

患者より十分な説明をおこない同意を得た。 

2. 免疫組織学的解析 

 治療前の生検時もしくは初期治療時に採取された組織のホルマリン固定パラフィン包埋切片を材料にし

て iNOS、p53、VEGF、及び血管新生の程度を表す微小血管密度（Micro Vessel Density：MVD）の指標

として CD31 を免疫組織学的に検討した。まず脱パラフィン後、内因性ぺルオキシダーゼのブロッキング

を行なった。次に iNOS、p53、VEGF、CD31 に対する抗体を 4℃で一晩反応させた。さらにぺルオキシ

ダーゼ標識ポリマーで反応させ、DAB にて発色した。免疫組織の結果判定は以下の基準にしたがった。iNOS

は染色強度（200 倍で検鏡）をスコア 0:染色なし、スコア 1:弱陽性、スコア 2:中等度陽性、スコア 3:強陽

性の 4段階にスコア化し、さらに領域（40 倍で検鏡）をスコア 0:染色陽性なし、スコア 1:染色陽性の腫瘍

細胞が 25%未満、スコア 2:25%以上 50%未満、スコア 3:50%以上 75%未満、スコア 4:75%以上の 5段階に

分類した。染色強度と領域の和を iNOS スコア（0-7）として算出し、iNOS スコア 3以上を iNOS 発現陽

性とした。p53 は腫瘍細胞の 10%以上の核が濃染し過剰発現していたものを陽性とした。VEGF は腫瘍細

胞の 25%以上の細胞質が濃染し過剰発現していたものを陽性とした。MVD は 40 倍検鏡下で血管新生の最

も盛んな部位を同定したのち、200 倍検鏡下で一視野中の微小血管数を算定した。これを各部位について 3

回行ない、その平均数を微小血管密度とした。 

3. 統計解析 
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 2 因子間の検定にはMann-Whitney の U検定、カイ 2乗検定または Fisher exact test を用いた。iNOS

スコアと微小血管密度（MVD）との相関は Spearman の順位相関検定を用いた。無病生存率については

Kaplan-Meier 法による解析と Cox 比例ハザードモデルによる単変量解析と多変量解析をおこなった。い

ずれも p< 0.05 を有意とした。 

 

Ⅲ．成績 

１． iNOS、p53 および VEGF の発現 

 正常喉頭上皮（5 例）、声帯ポリープ（7 例）では iNOS、p53 および VEGF の発現をいずれも認めなか

った。しかし、mild/moderately dysplasia（9 例）では、iNOS の発現は 2 例（22％）、p53 の発現は 2

例（22％）、VEGF の発現は 2 例（22％）に認めた。severe dysplasia（11 例）では、iNOS の発現は 4

例（36%）、p53 の発現は 3例（27%）、VEGF の発現は 4例（36%）に認めた。喉頭扁平上皮癌では 63 例

中、iNOS の発現は 36 例（57%）、p53 の発現は 28 例（44%）、VEGF の発現は 30 例（48%）に認めた。

iNOS、p53 および VEGF の発現陽性率はいずれも喉頭病変がmild/ moderately, severe dysplasia, 扁平

上皮癌と重症化するに伴って増加していた（p=0.0012、p=0.042、p=0.029）。 

２． 喉頭粘膜異形成と喉頭扁平上皮癌における iNOS、p53、VEGF、MVDの発現の関与 

 喉頭粘膜異形成において p53 陽性例は p53 陰性例に比較して iNOS スコアが有意に高かった（iNOS 

score= 3.00: 3.00-4.50 vs 0.00: 0.00-2.00, p= 0.0007）。また、VEGF 発現も p53 陽性例では p53 陰性例

に比較して有意に高かった（p= 0.0004）。一方、喉頭ＳＣＣ症例では VEGF 陽性例は VEGF 陰性例に比較

して iNOS スコアや MVD が有意に高かった（iNOS score= 4.00: 0.00-6.00 vs 0.00: 0.00-3.00, p< 

0.0001；MVD= 48.0: 34.0-60.0 vs 24.0: 19.8-30.3, p< 0.0001）。さらに、iNOS スコアとMVDとの間

に有意な正の相関を認めた（r= 0.869, p< 0.0001）。しかし、p53 の発現と VEGF、 iNOS スコアおよび

MVDとの間に相関は認められなかった。 

 3.  予後 

 年齢、性別、TN 分類、stage 分類はいずれも局所再発および遠隔転移に何ら関連を認めなかった。組織

学的分化度、初回治療、p53 発現も局所再発および遠隔転移に関連を認めなかった。しかし、初回治療後の

局所再発および遠隔転移を生じた症例は、局所再発および遠隔転移を生じなかった症例に対し iNOS スコア

やMVDや VEGF 発現が有意に高かった（iNOS score= 4.00: 3.00-6.00 vs 2.00: 0.00-4.00, p= 0.001；

MVD= 49.0: 35.0-56.8 vs 27.5: 22.0-45.0, p= 0.003；VEGF= 82.4% vs 34.8%, p= 0.001）。Kaplan-Meier

法による解析を行なったところ、iNOS 発現陽性群（p= 0.01）、VEGF 発現陽性群（p= 0.003）、高MVD(≧

50)（p=0.035）ではそれぞれ iNOS 発現陰性群、VEGF 発現陰性群、低 MVD(＜50)に比較して有意に 5

年無病生存率が低下していた。また、単変量解析の結果、これらの iNOS 発現陽性群（ハザード比 5.571, 95%

信頼区間 1.273-24.383, p=0.0226）、VEGF 発現陽性群（ハザード比 5.312, 95%信頼区間 1.525-18.502, 
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p=0.0087）、高MVD(≧50)（ハザード比 2.706, 95%信頼区間 1.036-7.070, p=0.042）は有意に無病生存

率の低下と関連していた。さらに多変量解析で iNOS 発現陽性群（ハザード比 6.668, 95%信頼区間 

1.126-39.476, p=0.0364）と VEGF 発現陽性群（ハザード比 4.953, 95%信頼区間  1.124-21.827, 

p=0.0345）が無病生存率を規定する独立した予後因子であることが判明した。 

 

Ⅳ．考案 

 本研究においては iNOS、p53、および VEGF の発現が正常喉頭組織や喉頭ポリープでは認められず、

mild/moderately dysplasia から severe dysplasia、癌組織へと病変が重症化するにつれて発現が上昇し、

癌組織で最も発現が高いことが明らかとなった。このことは以前に報告された胃粘膜組織での検討（1）と

同様のものであり、iNOS、p53、および VEGF の発現増強が喉頭組織の癌化を促進させる早期の重要な役

割を果たすことを示唆するものであった。また、iNOS、p53、および VEGF の発現がどのように血管新生

に関与しているか検討したところ、喉頭癌組織において iNOS と VEGF の発現の間に有意な相関が認めら

れた。NO は VEGF の上流のシグナルと言われ癌組織において血管新生を促進させることで癌の増殖を引

き起こすとの報告がある（2）。本研究の結果を考慮すると喉頭扁平上皮癌組織において iNOS の発現増強は

VEGF の発現増加を来たし、その結果として血管新生が誘発されることが示唆された。一方、喉頭扁平上

皮癌組織において p53 の発現は iNOS 発現や血管新生のいずれにも関連がなかった。本研究において予後

因子について検討したが、p53 過剰発現は予後と関連性を認めなかった。p53 遺伝子変異の検索には免疫組

織学的に p53 過剰発現を指標とするより遺伝子変異を直接シークエンスする方が正確であると言われてお

り（3）今後の検討課題であると考えられた。iNOS 発現の予後的価値は十分に検討されておらず、特に頭

頸部領域においては報告も少ない。本研究では iNOS 発現が喉頭扁平上皮癌における無病生存率に対する独

立した予後因子であることを示したものである。今回の成績は治療前の喉頭癌組織における iNOS の発現を

解析することで、予後の推測や症例によっては喉頭を温存できる否かを予見できる可能性を示唆するもので

あった。加えて治療前における iNOS 発現の解析することで、癌再発の高リスク群を抽出したり、術後の補

助療法を必要とする症例を探る上での有益な情報を得る可能性が示唆された。 

 

Ⅴ．結論 

1.  iNOS、p53、および VEGF の発現が正常喉頭組織や喉頭ポリープでは認められず、mild-moderately 

dysplasia, severe dysplasia, 癌組織 の順に発現は高くなっていた。 

2.  喉頭粘膜異形成において p53 陽性例と iNOS スコア、VEGF 発現に有意な関連を認めた。 

3.  喉頭扁平上皮癌では VEGF 陽性例と iNOS スコアやMVDに有意な関連を認めた。さらに、iNOS ス

コアとMVDとの間に有意な正の相関を認めた。 

4.  初回治療後の局所再発および遠隔転移を生じた症例は、iNOS スコア、VEGF、MVDが有意に高値で
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あった。 

5.  予後因子を解析したところ、iNOS 発現陽性群、VEGF 発現陽性群、高 MVD(≧50)群において有意

に 5 年無病生存率が低下していた。多変量解析で iNOS 発現陽性群と VEGF 発現陽性群が無病生存率

を規定する独立した予後因子であることが判明した。 

6. 以上の結果より iNOS 発現が喉頭癌組織における血管新生、予後に重要な役割を果たしていると考えら

れた。喉頭癌組織の iNOS 発現を治療前に解析することは、癌再発の可能性を予測したり、術後に補助

療法を必要とするのかを判断するうえで有用であることが示唆された。 
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