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胃癌におけるlamininの免疫組織学的検討
一組織型および転移とlamininとの関連―
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I. は じめに

La n i n i nは分子量82万ダル トンの糖蛋白であ り,

abronectin,′proteoglycan,entactin,type IV c01lagen

などとともに,基 底膜構成成分の 1つである。最近,

培養細胞を用いた研究で,こ れ らの基底膜成分の質

的 ・量的変化が癌の漫潤 ・転移に関与するとして注 目

されている1ル).免疫組織化学的研究では,乳 癌3ン),甲

状腺癌助,大 腸癌611こぉぃて基底膜成分の破壊あるいは

消失が,浸 潤 ・転移能の強い癌にみられることを報告

している。これに対 し,われわれのは酵素抗体法による

lanininの免疫組織化学的研究を行い,大 腸癌では肝

転移pllほどlaminin陽性率が高いことを示してきた。

しかし,大 腸癌は高 ・中分化腺癌が大部分を占め,低

分化腺癌や未分化癌は極めて少数であるため,癌 の組

織型,laminin活性および肝転移の関係について検討
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胃癌切除例214例を対象とし,forlnarin固定 parattn切片について,avidin・biotin perOxidase com‐

plex法によるlaminin染色を行い,組 織型および肝転移との関係について検討した。組織型では,高
分化腺癌48.7%,中分化腺癌293%,低 分化腺癌7.2%で あ り,高分化な癌ほどlaminin陽性率は高かっ
た。低分化腺癌の陽性 6例 はすべて充実胞巣型であった。肝転移との関係では,laminin陽性率は肝転
移陰性例23.1%,肝 転移陽性例91.3%,肝 転移巣90,9%と肝転移例ほどlaminin陽性率が高く,低 分
化腺癌の肝転移陽性 4例 中 3例 は laminin陽性の充実胞巣型であった。以上より,lamininは肝転移を
促進 し,従 来の組織型 と肝転移の関係を lamininの面から解明できることを示唆した。

(ABC法 ),胃癌肝転移

することが困難であった。 し かも, 胃癌組織における

lamininの研究 に関 してはほ とん ど行われて いな

いゆ。そこで,本研究では胃癌組織におけるlamininの

免疫組織化学的研究を行い,lamininの 分布を明らか

にするとともに,組 織型および肝転移 との関係につい

て検討した。

II.対 象と方法

対象症421は1988年までに近畿大学第 1外科で切除さ

れた胃癌214例である。病理学的検討は「胃癌取扱い規

約」りに基づいて行った.初 回手術時に肝転移を認めな

かった症例は187例,肝 転移陽性4/j27例であった。

切除材料より, 1つ は病巣の中心を通る少なくとも

3つ の幅5mm標 本を採取 した。標本は直ちに10%fOr‐

malin液で48時間固定 し,parattn包 埋 ブロックを作

成した後,厚さ6″mの 切片を作成 した。脱 parattn後,

内因性 perOxidase活性を阻止するために,methanol

中0.3%過 酸化水素水で30分間処理 した。各切片 は

trypSnに よって37℃,20分間処理 した。Trypssin処理
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に は, 蒸 留 水 に0 . 0 2 % C a C 1 2 およ び0 ・0 2 % t r y p s i n

(DAKO, 1:250)を 溶解した液 (pH 7.80)を 用い

ブこ.

免疫組織学的染色は Hsu‐Ming(1981)1のにより開発

され た avidin‐biotin peroxidase complex法 (ABC

法ルこ準じて,以 下の操作を行った。(i)10%正 常ヤギ

血清 (2次 抗体を作成した動物 と同種の正常血清)を

滴下,切 片を被覆 し37℃,10分 間反応させ,(11)1次

抗体 として燐酸緩衝液 (PBS)で 200倍希釈 したウサギ

抗 laminin抗 体 (CR社 )を用い, 4℃ で12時間反応さ

せた。(iti)2次 抗体は biotin tt lgG(PBSで 200倍希

釈)を用いて,室 温,30分 間反応 させた。続いて,(iv)

ABCキ ット (Vectastain, VECTOR)を 用い, 30分

間室温で反応させた。各操作の終了ごとに PBSで 洗

浄 した。発 色 に は, 0 0 2 % 3 , 3 ′‐d i a m i n o b e n z i d i n e

(DAB)(和 光純薬),0005%H202を 加えた tris‐burer

液を用いた。

Lamininはすべての正常組織の基底膜 と血管壁で

陽性に染色された。正常胃上皮基底膜および血管壁に

lamininが明瞭に染色された切片に限 り適切であると

し,免 疫組織学的研究に用いた。本研究では,癌 腺管

上皮基底部および癌巣塊周囲 (以下に腫瘍一間質境界

とする)の laminin活性のみを評価の対象 とした (図

1).Laminin染 色陽性の判定は,わ れわれつの以前の
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研究結果ならびに Forsterの 判定規準10121を参考にし

て,数切片について検索 し,laminin活 性が各切片にお

ける癌病巣全体の50%以 上を占める場合に laminin陽

性と半」定した。

統計処理は,た
2検定を用いて,p<005の 場合を有意

差あ りと半」定 した。

I I I . 結 果

1.組 織型 とlaminin活性

冒癌原発巣の全体の laminin陽性率は24.3%(52/

214)であった。腫瘍一間質境界の laninin染色と組織

型 (分化度)の 関係を表 1に示す.Laninin陽 性率は

高分化腺癌で48.7%(19/39),中 分化腺癌29.3%(27/

92),低 分化腺癌13.3%(6/45)で あり,低 分化型にな

るほ ど有意 に laminin陽性例 は低 率 となった (p<

001).ま た膠様腺癌 と印環細胞癌ではすべて陰性で

あった。低分化腺癌におけるlanininの局在様式につ

いて詳細に検討するために,低 分化腺癌をさらに充実

胞巣型 (solid type),髄様型 (medullary type),硬性

型 (scirrhous type)の3つ に組織学的亜分類した (図

2).髄 様型,硬 性型は胃癌取扱い規約りに基づき,髄

様型は病巣内には結合織がほとんどなく髄様に増殖し

ているもの,硬 性型は線維成分を多 く含む間質結合織

の中に単一癌細胞が遊離した状態で増殖するもの, と

した。本研究で新 しく加えた充実胞巣型は,間 質結合

図 1 胃 高分化腺癌におけるlamininの局在

a.Laminin染 色陽性 !癌腺管基底部にlamnin染色を認める (×130).b.Laminin

染色陰性 t Laminin染色は血管壁に見られるが,腺 管基底部には認められない (×

100).
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織中に比較的膨張性に発育したいくつかの癌巣塊が島

状に存在するものとした。低分化腺癌の laminin陽 性

6例 はすべて充実胞巣型であった(表 2).充 実胞巣型

におけるlamininの 局在は,数 個以上の癌細胞塊を取

り囲むように線状にみられた。 し かし,髄 様型,硬 性

型では腫瘍間質境界にも,癌 細胞質にも認め られな

かった (図 2).

2.壁 深達度とlaminin染 色

癌の壁深達度を固有筋層までにとどまるもの (pm

以下)と ,固 有筋層を貫 くもの (ss以上)と に分類し

た,pm以 下の laminin陽 性率は17.4%,ss以 上では

26.2%と ,壁 深達度とlaninin陽 性率の間には相関が

胃癌におけるlamininの免疫組織学的検討

図 2 低 分化腺癌におけるlamininの局在.充 実胞巣型にのみ,
laminin染色がみられる (×200).

充実胞巣型          髄 様型

|ゎ

努‐

表 1 組 織型とlaminin染 色性

日消外会誌

腫瘍一間質境界に

硬性型

22巻 12号

曳

≡

暮

Ａ　
　
！　

！
！

一
・
一】
ｉ

‐汽
一．
，

，
■

・
卜
・．一「

・！ヽ

職
一

一■
蝿

二, 春| :

1警|

ヤゎ

1下曳

戒  A

表 2 低 分化腺癌の亜分類とlaminin染 色性
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表 3 壁 深達度とlaminin染 色性
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みられなかった (表3).

3.肝 転移 とlaminin染色性

肝転移陰性の胃癌原発巣 と肝転移陽性の原発巣の

laminin陽性率を比較 した (表4)。高 ・中分化腺癌で

は肝転移陰性群原発巣の laminin陽性率は23.1%(25/

108)であるのに対して,肝 転移例の原発巣では91.3%

(21/23),肝転移巣では90.9%(10/11)で あ り,肝 転

移例ほどlaminin陽性率は有意に高率であった (pく

0.001)(表4,図 3).低 分化腺癌でも同様の傾向がみ

られた が, 肝 転 移 陽性T r 1  4 例の うち 3 例 まで が
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組織型別にみた肝転移 とlaminin染 色性の比

ほ性例―
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高分化腺癌の肝転移巣におけるl a m i n i nの局

(×400 )

図 4 低 分化腺癌充実胞巣型の肝転移巣における

la m i n i nの局在 (×4 0 0 )
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IV.考   察

最近の培養細胞を用いた研究1ン)では,基 底膜を構成

して い るlamininや丘bronectinは接 着 能 を もった

glycoprOteinで,こ の消失が浸潤さらには転移に影響

することが報告されてきている.しかし,lamininの組

織学的研究に関しては,現 在までのところ十分ではな

く報告も少ない。しかも,従来の報告的~0はほとんどが

abronectinと同様,癌 の進行 とともに lamininが消失

し,癌 の浸潤が起こるとする報告である。たとえば,

Burtin6)は蛍光抗体法によって,大 腸癌の辺縁部では

lamininがほとんど完全に消失 していることか ら,

laminin消失例ほど浸潤 しやすいとしている。その後,

Forsterら11)1りは酵素抗体法によって,癌 腺管基底部

の laminin染色が遠隔転移と正の相関があり,laminin

染色性の低下した癌ほど肝転移を起こしやすいと報告

している。しかしながら,今 回のわれわれの研究結果

は,Forsterらの報告 と大きく異なることを示 した。わ

れわれは癌の肝転移 とlamininの関係を検討するため

には,肝 転移巣におけるlanininの局在を検索するこ

とが重要であると考えた。この結果,手 術時に肝転移

のない胃癌の laminin陽性率は15.0%で あるのに対

し,肝 転移を有する胃癌の陽性率は889%,肝 転移巣

は917%で あ り,laminin陽性の腫瘍ほど肝転移率が

高いことを示 した。Terranovaら1。1りは in vitroで好

転移細胞株 と低転移細胞株の type IV collagenに対

する接着について検討 した結果,lamininが転移過程

の うち,腫 瘍細胞の基底膜への接着を促進することを

示唆 した。Llottaら1'1。も同様 に培養細胞を用いた

lamininの生化学的測定により,lamininの存在が転移

を促進することを報告した。これらの結果は,laminin

陽性の癌細胞が転移 しやすいとい う本研究結果に一致

すると考えられる.し かし,転 移の第 1段階では基底

膜 の破 壊 が重要 で あ り,基 底膜構 成成 分 で あ る

lamininも消失する必要があるのではないかという反

論1)～いも多い。Liotta10の提唱 した`three step hypothe‐

sis'は癌の基底膜破壊 (=浸 潤)と 着床 (=転 移)と い

う一見相反する現象を矛盾なく,一 連の過程 として説

明している。すなわち,基 底膜の組織構築に関しては

type IV collagenが重要な役害Jをになってお り,癌 が

浸潤する際にはこの強固なcollagen networkを破壊

するmatrix分解物質を癌細胞 自体が分泌することが

必要である。この matrix分解物質にはplaSminogen

activator,cathepsin Bおよび各種の collagenaseが

あるが,type IV‐collagenを特異的に分解するtype

図 3
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laminin陽性例であ り, この 3例 はすべて充実胞巣型

であった(表4).低 分化腺癌の肝転移巣は 1例 のみし

か検索していないが,充 実胞巣型で数個の癌細胞塊の

周囲の腫瘍一間質境界に陽性染色がみられた (図4).
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唆 している。本研究では,従来おそ らく髄様型の範ちゅ

うに入れ られていた と考 える充実胞巣型に肝転移例が

多いことが半J明した。 しかも,充 実胞巣型は原発巣の

lamininが 陽性であるばか りでな く,静 脈内に侵襲 し

た癌細胞 も塊状形成をし,そ の周囲に lamininが存在

していた.以 上のことから,高 分化型,低 分化型を問

わず,laninin陽 性のものは塊状形成 しやす く,こ のこ

とが laminin陽性例ほど肝転移を起 こしやすいもう1

つの理由ではないかと考えた。それ とともに,従 来の

肝転移 と組織型の関係を lamininの面から裏打ちでき

ると考える。

壁深達度 とlamininに 関 しては,Forsterら
ll)1分は

壁深達度の深いものほ どlaminin陽性例が多い傾向を

示 しているが,本 研究結果では壁深達度 とlaminin陽

性率は相関 しなかった。いいかえれば,lamininは 血行

性転移の予測に関 しては壁深達度 とは別の因子である

と考える.

以上, 胃癌組織における lamininの 免疫組織学的研

究を行い, 胃癌肝転移 とlamininの関係を中心に述べ

た。さらに type IV collagenやその他の基底膜構成成

分,あ るいは matrix分 解酵素についての研究が必要

であることが考 えられるが, しか し,従 来の報告にな

く,laminin染 色性が肝転移 と密接に関係 し,laminin

陽性の癌 ほ ど肝転移 を来 しやすい ことを示す ととも

に,癌 の組織型 と血行性転移の関係を laminin活性か

ら解明で きることを示唆 した。
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係を検討することであった.組 織型別に laminin陽 性

率をみると,高 分化腺癌で48.7%で あるのに対し,低

分化腺癌では72%と ,分 化度が低いものほどlaminin

陽性率も低下 した。これは諸家の大腸癌い12)ゃ乳癌い。

における研究結果 と一致した。 し かし,本 研究では胃

癌を対象とすることによって,大 腸癌に比べより多 く

の低分化腺癌を検討することが可能 となった。われわ

れは低分化腺癌を従来の髄様型,硬 性型に充実胞巣型

を加えて, 3つ に分類 した結果,浸 潤度の低い比較的

膨張性増殖を示す充実胞巣型に laminin陽 性率が高

かった。以上のことから,分 化度の高いものほど,低

分化腺癌では浸潤度の低い充実胞巣型に laminin陽 性

例が多いことが判明した。

組織型 と肝転移に関しては,一 般に分化型ほど肝転

移例が多いとされてきた1つ1ゆ
.太 田ら1りは Hlで 75%,

H2で 90%が 分化型であった としている。一方,渡 辺

ら2いは動物実験により,血 行性転移は単一細胞ではな

く細胞群により形成されるとし,長 尾 ら21)も剖検例に

おける胃癌の血管侵襲 と血行性転移について検討し,

小静脈系侵襲では数十個以下,中 静脈系侵襲では数百

個以上が癌細胞塊を形成 していることが大多数である

ことより,細 胞群が血行性転移を起こしやすいとして

いる。安富ら2のは以上の報告 と自験例の検討を踏まえ

て,高 分化型が低分化型に比べ肝転移を来 しやすいの

は,細 胞群を形成するからであると指摘 している。ま

た曽和 ら2め
,木 村 ら2り

,高 橋 ら2"は
,低 分化腺癌でも髄

様型増殖をとる症例では肝転移陽性例が多いことを示
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