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大腸癌原発巣のラミエン染色と肝転移に関する研究

近畿大学第 1外科

松田 泰 次  赤 埴 吉 高  足 立 俊 之

肥田 仁 一  森   亘 平  安 富 正 幸

大腸癌原発巣1924alと肝転移巣17例について, ラミニン (LN)の 免疫組織学的研究を行い LNの 局

在性 と痛の浸潤 ・転移との関係について検討した。大腸癌原発巣での腺管基底膜の LNの 局在は,症

例によっても,同 一切片内でも均一ではなかった.そ こで病巣を 3層 に分類し, 3層 の うち 2層 以上

が LN染 色 (十)の ものを LN陽 性症421と半J定基準を決定 した。肝転移例原発巣では LN陽 性率は

831%(59/71)と 非肝転移471119.0%(23/121)に比べ有意に高率であ り, しかも先進部で強い LN染

色性を示すのが特徴であった。肝転移巣では,LNは 94.1%と 高率にモンかも均一にみとめられた。肝転

移巣が LN陽 性で原発巣が陰性の症例では原発巣の LN(十 )の部分の組織型が肝転移巣 と類似 してい

た。以上よりLN陽 性のものほど肝転移をおこしやす く,LNは 癌に付随する物質であって,壁内進展

のバ リアーと考えがたい。
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I. は じめに

ラミニン (LN)″まtype IV collagen(CIV)などと

ともに,基 底膜の主要構成成分である.基 底膜は形態

学的に上皮組織 と間質結合織の境界に位置することか

ら,浸 潤の最初のバ リアーと考えられてきた。Liotta

ら1)は
,癌 細胞が間質結合織内に浸潤するためには,

matrix degrading enzymeによる基底膜破壊が必要

であるとし,こ の説をうけて,Forsterら,Burtinらゆは

免疫組織学的研究により,LN消 失例ほど浸潤能,転移

能が高いことを報告している.
一方,これら

`基
底膜破壊説|と異なる報告も多くみら

れる。元来 LNは 接着能を持つ細胞外マ トリックス

で,培 養細胞に加えることにより転移能が増強したこ

とり,ぁ るいは LNレ セプターに結抗阻害する LNフ

ラグメン トにより肝転移が抑制 したこと。が報告され

ている。さらに,数多 くのヒト腫瘍細胞が LN,CIVを

産生し,基 底膜形成能を持つことが明らかになってき

た6j―ゆ.以上のことから,基底膜は癌の漫潤に対するバ

リアーで, この破壊が転移 と一元的に因果関係にある

とする考え方には無理がある,
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そこで,本 研究では LNの 免疫組織学的研究を行

い,大 腸癌原発巣および肝転移巣におけるLNの 局在

性の相違を明らかにするとともに,LNの 局在性 と癌

の浸潤,転 移の関係を明らかにしようとした。

H.対 象および方法

最近 9年 間に教室で切除された大腸痛で,壁 深達度

が固有筋層以上 (Dukes B,C)の 1924/11を対象とした。

うち肝転移471(異時性,同 時性を含む)は 71例である。

肝転移巣17例についても検討を加えた,

切除材料は直ちに10%中 性ホルマ リンで48時間固定

し, 1個 は病巣の中心を通る少なくとも3個 の小片を

採取 し,パ ラフィン包埋 ブロックを作成 した.厚 さ6

″mの 切片を作成 しLN染 色を行った。LN染 色 は

avidin‐biOtin‐perOxidase complex(ABC)法
りに準じ

て行った.方 法を Table lに示すが,重 要ポイン トを

あげると,酵素処理は,0.02%CaC12お よび0・02%ト リ

プシン (l i 250,Difco社)の 混合溶液 (pH 7.8)を

用いて,37℃ ,40分 間処理 した。 1次 抗体はウサギ抗

LN抗 体 (Chemicon社 )(1 1 100in PBS)を 用いて

37℃,90分間インキュベー トした。ABC法 には Perox‐

idase Rabbit lgGキット(Vector社)を 使用した。そ

の他,内因性ベルオキシダーゼ阻上のため,脱パラフィ

ン後,03%H202加 メタノールで30分間処理し,非特異

的反応阻止の目的で, 1次 抗体で処理する前に10%正
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Table 1 Technical procedures of immunohistochemical

staining for lamimin (ABC method)

Formalin fixed, paraffin embedded sections

J (192 cases of colorectal cancer)
Deparaffinization

J
Treatment with 0.3'% HzOz in methanol

.l (room temperature. 30 minl

Treatment with 0.02 % trypsin (37'C, 40 min)
j

Incubation with polyclonal anti lamimin antibody

diluted I : 100 in PBS

I (37"C, 90 min)

Incubation with biotinylated anti rabbit IgG antibody
di luted I  :200 in PBS

J (room temperature, 30 min)
Incubation with avidin-biotin peroxidase complex

J (room temperature, 30 min)
lncubation in 0 .01 %" llz O: and 0.02 fu diaminobenzidine

tetrahydrochloride in 0.05 N,l 'lris 
buffer

j
N L . ^ l ^ ^ -  ^ l ^ : - i - ^
r \ u L r q a r  s r d ' r u r ' ! i

Fig. 1 The normal colo-rectal tissue. Linear stain-
ing is present at the basement membrane of the
epithelium (-) and blood vessel (-) . (LN

staining x80)

常山羊血清により,37℃,20分間インキュベー トした。

対照試験には 1次抗体に換えて非免疫血清 (正常ウサ

ギ IgG)を 使用 し,他 の操作は同様に行った。
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大腸癌の組織型,壁 深達度などの病理組織学的所見

の記載は 「大腸癌取扱い規約」1のに従った。

統計学的処理は χ
2検

定により行い,p<0.05の 場合

を有意差ありと半」定 した。

I I I . 結 果

1.正 常大腸癌におけるLNの 局在

正常大腸組織では,LNは 腺管上皮基底膜に明瞭に

連続性に見られた。他に血管基底膜,筋 肉組織基底膜

にも認められた(Fig。1)。したがって,癌 組織におけ

るLN染 色性は対照群と比較して判定 したが,同 時に

同一切片内の正常腺管上皮基底膜および血管基底膜

に,LNが 明瞭に染色されていることを条件 とした。

2.大 腸癌原発巣の LNの 局在

1)LNの 腫瘍内分布と染色性判定基準

大腸癌原発巣の LNの 局在は,主 に癌腺管上皮基底

膜 (基底部)と 血管基底膜に認められた。血管基底膜

は常に陽性であったが,腺 管基底部の LN反 応は症例

により,あ るいは同一切片内でも表層部と深部でしば

Fig. 2 Heterogeneity of LN staining
mary lesion. A. In the mucosal and
part, linear staining is present at
stromal border (-) . B. In the part
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Fig. 3 The deep zone of the primary
liver metastasis. Linear staining
around the glondular structure(-)-
ing x 200)
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Table 2 Distributlo■ Of laminin staining in c010‐

rectal canccr

Table 3 Relationship between laminin staining and
liver metastasis
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Fig. 4 The deepest part of the primary lesion.
Linear staining is present around the glandular

structure(-). A. one patient, B. another patient
(LN stainingx600)

Fig. 5 The deepest part of the primary lesion. LN
staining is present around the small nest of tumor
cells ('), although the glandular structure is
destructed. A. one patient, B. another patient
(LN stainingx800)

み LN(十 )で あ り,中 間層,深 層は LN(一 )で あっ

た。すなわち LN染 色性は粘膜下層 と筋層を境界に変

化する傾向があった。

2)組 織型および壁深達度 とLN染 色性

高分化腺癌の LN局 在性はすでに述べたが低分化

腺癌では癌細胞質内,癌 細胞周囲,間 質細胞のいずれ

にもLNは 認め られなかった,組 織型別 LN陽 性率

は,高 分化腺癌402%,中 分化腺癌44.0%,低 分化腺

痛で 0%と 高,中 分化型で LN陽 性率は高率となった

(p<001).

壁深達度 とL N 陽 性率 との関係は, p m で 3 8 . 8 %

(14/36), ss(al)43_3°/。(26/60), s(a2)45,2°/。(33/

7 3 ) , s i ( a i ) 3 8 . 8 % ( 8 / 2 3 )であ り,両 者の間に相関

は認められなかった。このことは対象症4/ 1がすべて

*  p 1 0 . 0 1

lesion with
is present
(LN stain.

■ 静 |
||||||||
|が|IⅢⅢ■|

しば差果がみられた (Fig。2)。そこで,腫 瘍を Table

2に 示すように 3層 に分け,周辺の正常組織の粘膜,粘

膜下層に一致した部分を表層 とし,筋 層に一致した部

分から癌先進部までを 2等 分し,中 間層,深 層 と分類

した。各層別の LN染 色性は50%以 上に反応が認めら

れる場合に LN(十 )と判定 した。症1/11としての LN染

色性の判定は, 3層 の うち 2層 以上が LN(十 )のもの

を LN陽 性例 とし, 2層 以上が LN(一 )の場合に LN

陰性例 とした.こ の判定基準 に よるLN陽 性率は

42,7%で あ る。LN陽 性例 の744%は すべての層で

LN(十 )で あった.一 方 LN陰 性例の882%は 表層の

With
liver mctattasis

23/121(190%) 59/71(831%)
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Fig. 6 Tumor cells invading blood vessels. LN
staining is present around the small nest of tumor
cells (-). Basement membrane of the blood
vessel is also stained strongly ( - ). A. one
patient, B. another patient (LN stainingx600)

Fig. 7 The liver metastasic lesion. LN staining is
present around the grandular structure (-). A.
Tumor nest adjacent to hepatic cells, B. Tumor
nest surrounded by the connective tissue (LN

stainingx 400)

pm以 上であり,LN染 色の不均一性が粘膜下層 と筋層

を境界にして認められることからも導びかれる.

3.肝 転移 とLN染 色性の関係

1)肝 転移症例原発巣の LN局 在性

肝転移711原発巣の LN陽 性率は831%(59/71)で

あった(Table 3)。LNは 表層,中 間層のみならず深層

にも認められた(Fig.3),さ らに先進部でも強い反応

がみられたことが特徴である。Fig,4は 先進部の腺管

構造が保たれた症例である。主病巣から離れた部位の

小腺管にも腺管基底部に連続性に LNを 認める.肝 転

移例の分化型腺癌ではこのタイプが最も多かった。し

かし分化型腺癌でも先進部で腺管構造を示さないもの
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もある。こういった症例でも,先 進部で数個の癌細胞

塊あるいは single cellに近い形で,間 質内に浸潤 して

いる癌細胞の周囲に LN染 色を認めた(Fig.5).Fig.

6は 先進部で細静脈を侵襲 している癌細胞で,細 胞周

囲に LNの 局在を認めた。

2)肝 転移巣における癌 LNの 局在

肝転移巣における癌腺管基底部 の LN陽 性率は

941%と 高率であった。肝転移巣では,原 発巣と異な

り組織型もLN染 色性もほぼ均一であ り,LNは 標本

全野にわた り癌腺管基底部に強陽性を示すものがほと

んどであった.増 殖先端部では類洞内に癌細胞が脈管

侵襲のごとく存在することもあるが,肝 細胞を置換性

に浸潤 していることも多い(Fig.7a).腫瘍中心部で,

腺管周囲が間質結合織でおおわれている部位で も,

LNの 局在はかわらなかった (Fig.7b).

IV.考   察

LNの 免疫組織学的研究は現在までのところ検索方

法も確立されておらず,十 分解明されているとはいえ

ない。従来の研究結果によると,Burtinら。は蛍光抗体

法,Forsterら
2)は酵素抗体法を用いて,大 腸癌の全症

例で先進部の LNが 完全消失 し,LN陰 性例ほど浸潤

能,転 移能が高いことを報告 している。しかし,本 研

究結果はこれらの報告 と大きく異なっていた。すなわ

ち,先 進部での LNの 完全消失は全pllにみられず,し

かも, この先進部陽性例が肝転移例に多 くみられたこ

とである.し かも,肝 転移例では先進部の癌の腺管構

造が維持されているものが多 く,そ の周囲に LNが 強

陽性にみられた,さ らに間質内に浸潤 した癌細胞塊あ

るいは静脈を侵襲 した癌細胞塊にも,周 囲を取 り囲む

ように LNの 局在を認めた。

この相違の原因として, 1つ は染色方法, もう1つ

は判定方法があげられる。まず,染 色方法に関して,

著者 らもForsterらのと同様にホルマ リン固定切片を

用いた。ホルマ リン固定切片は酵素処理を十分に行 う

ことが必要である。著者 らは0.02%ト リプシン溶液中

に,37℃ ,40分 間処理 したが, これが最適条件 と考え

る。ところで,LNに 限らず免疫組織学的研究では固定

法などの不良により染色されにくい標本がある。しか

し,LN染 色では適正な標本ならば,必ず正常腺管およ

び血管基底膜が染色される特徴があるので2カ),これら

が染色されない場合は除外した。このことは非常に重

要である。次に半」定法について述べる。著者 らは For‐

sterらかと同様,原 発巣内での基底膜 LN染 色性が均

質でないことに注目した。LN染 色の不均質性は主 と

賊中・ギ轟曲騨鞭
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して腸管垂直方向で見られ, しかも,多 くは粘膜下層

と筋層に一致 した部位で変化 していた。このことは

Burtinらめ,Forsterらのも言及している。とすれば,

彼 らのように LN染 色性の半」定を層を無視 して腫瘍

全体に占める割合で決定した場合には,壁 深達度のす

すんだ症例では,当 然腫易全体に対 して表層の占める

害」合が減少するため LN陽 性部の占める害J合が低 く

なり,LN陰 性例 と半J定される。つまり,彼 らの主張す

る『LN陰 性例ほど予後不良』とい う結論に達すること

は当然である。そこで,著 者 らはこの不合理性を除去

するため,先 進部の反応性を重視 して,前 述した判定

規準をもうけた。

ところで,従 来の報告では肝転移 との関係について

述べながら,肝 転移巣の LN局 在性についての記載は

少ない1ll~10.本
研究では,肝 転移巣の LNの 局在はほ

ぼ均一であり,陽 性率は94.1%と 高率であった.転 移

巣で LN陽 性となったことに関しては,標 的臓器の特

殊性に影響された結果ではないかという議論がある。

山鹿1ゆは,転 移性肝癌では癌細胞は基本的には非癌部

類洞内を浸潤性に増殖することから,癌 腺管が類洞壁

に被覆されているのではないかと報告 している。著者

らの観察では,先 端部の増殖様式は必ずしも類洞型だ

けではないこと,中 心部の間質結合織で覆われた部分

でも腺管基底部が LN染 色されていることから,す べ

ての腺管が類洞壁に覆われながら膨張性増殖するとは

考えられない。また,転 移巣が LN陽 性で原発巣が陰

性の場合でも,原 発巣は LN陰 性部分と陽性部分があ

り,陰 性部分が優勢なために LN陰 性と判定したが,

原発巣の LN陽 性部分の組織型は肝転移巣 と類似 し

ていた。これらの研究結果から,LN陽 性のものほど肝

転移を起こしやす く,原 発巣の LN染 色性が不均一な

場合には,LN陽 性癌細胞が転移を形成すると推察 さ

れる。
一方,従 来の生化学的研究1)1の1のでは,転 移形成の第

1段階 として LN,CIVを 破壊することが必要であ り,

CIV分 解能が高いものほど転移能が高いとされて き

た。はたして癌の進展,転 移に基底膜浸潤 (破壊)が

必要不可欠であるのか,高 分化腺癌は基底膜を温存 し

ながら壁内を進展する.も しも,壁 内進展に基底膜浸

潤が不可欠ならば,基 底膜を温存する高分化腺癌は壁

内進展できないことになる。高分化腺癌でも先進部で

基底膜浸潤がおこって壁内進展すると仮定するなら

ば,基 底膜浸潤部のみが先駆 して,基 底膜温存された

癌腺管を誘導することにな り,不 合理である。また,
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従来 より高分化なものほど肝転移を,低 分化ほど腹膜

播種を起 こしやすいとい う事実があるが18～2い
,基 底膜

浸潤の強いものは低分化型になることから,彼 らの論

理では低分化なものほど肝転移を起 こしやすいことに

な り矛盾す る.

最近,基 底膜破壊が転移の第 1段 階 として必要であ

るとい う考 え方に反論す る生化学的研究が多 くみ られ

る。Sasら 21)は
培養細胞 に3Hラ ベル した CIVを 加 え

た実験で,低転移細胞株の方がより高度の CIV分 解能

を示 した こと,Irimuraら
2のは大腸癌組織 と正常粘膜

の間には,CIVase活 性に差がなかった ことを報告 し

ている。 また吉野 ら2りは clvase活 性は リンパ節転移

と相関 した としているが,肝 転移 との相関は認めてい

ない。Schorら 24jは
癌細胞が CIVase活 性を有す るこ

とな く, コラーゲングル中を遊走す ることが可能であ

り,必ず しもCIVが ノミリアーとは考えられないとして

いる。 さ らヤこ, 振おこyOrc sac tumor6), adenoid cystic

carcinomaり,胃 癌細胞つ,basal cell carcinomaゆなど

数多 くの ヒ ト腫瘍細胞が LN,CIVを 産生 し,基底膜を

形成する能力を持つ ことが報告 されている。

以上の文献的考察,お よび本研究において,肝 転移

例での癌先進部での腺管構造の維持, さらに数個の細

胞塊および single cell周囲に LNを 認めた ことか ら,

高分化腺癌が腺管構造を維持 して壁内進展する浸潤過

程では,基 底膜の破壊,基 底膜構成成分の消失は必要

でな く,し かも,LNは 癌に付随す る特質であって,バ

リアーとい うよりは接着能を持った機能的な物質であ

ると考えている。
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Immunohistochemical Studies on l,aminin in Basement Membrane of Colo-rectal Cancer

Taiji Matsuda, Yoshitaka Akabane, Toshiyuki Adachi, Jinichi Hida,
Kohei Mori and Masayuki Yasutomi

First Department of Surgery, Kinki University School of Medicine

In 192 patients with colorectal cancer and 17 with liver metastatic lesions, immunohistological study (ABC

method) of laminin (LN) was made to clarify the relation of localization of LN and invasion or metastasis of the
cancer. LN was commonly localized on epithelial basement membrane of normal colonic tissue in all cases, but
unevently stained over the primary lesion of colorectal cancer. Therefore, the foci were divided into 3 layers:
superficial, intermediate and deep layers. Positive cases were defined as those with positive LN staining in all or 2
of 3 layers. The positive staining was found in 83.390 of primary lesion with liver metastasis with significant
difference from the rate of 19.090 in those without liver metastasis (p<0.01). The cases with liver metastasis were
characterized by remarkable LN staining at the deepest part of invasive lesion, which frequently maintained
glandular structure. LN staining was also found around the small nests invading stroma or veins. In liver
metastatic lesions, LN was almost uniformly stained at the basal part of glandular structure in 94.1% of the cases.
From the above results, cases with positive LN staining frequently develop liver metastasis, and LN is concomitant
with cancer and unbelievable to be a barrier to intramural invasion.
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