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食道癌におけるmatrix metalloproteinase‐2(MMP‐ 2)の 発現を免疫組織学的に検索し,そ の臨床

的意義について検討した。対象は術前未治療の胸部食道癌89例 (表在癌47例,進 行癌42例)で ,パ ラ

フィン包埋切片を使用し,MMP‐ 2のポ リクローナル抗体を用いて免疫組織化学染色により検討し,以

下の結果を得た。1.非 癌部正常食道上皮では MMP‐ 2は全例陰性であった。2.癌 部では28例(31.5%)

に発現を認め,腫 瘍先進部や癌胞巣辺縁に強い発現を認めた。3.MMP‐ 2発現 と臨床病理学的諸囚子

との検討では,深 達度 (p<0.05),脈 管侵襲 (p<0.01),腫 瘍先進部浸潤形式 (p<0.05),術 後再発

(p<0.01)と の間に有意な関連が認められた。

以上よりMMP,2は 食道癌の浸潤・転移に深 く関与 していることが示唆され,細胞外マ トリックス分

解酵素からみた癌腫の悪性度指標 となりうるものと考えられた。
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はじめに

悪性腫瘍は浸潤,転 移 という特異な能力を有 してい

るが,癌 細胞が浸潤 ・転移するためには基底膜を破壊

し,続 いて癌細胞の原発巣よりの離脱,脈 管系へ進入,

さらに脈管系を受動的に運ばれて末梢管控の塞栓ない

し管腔側壁へ接着 し,再 び管腔外へ脱出して,分 裂増

殖するといった一連の過程が推測されている1)。この

過程には,細 胞の運動性や接着性,細 胞外マ トリック

スの分解 とい う能力が不可欠であるが,基 底膜や細胞

外マ トリックスを分解するproteaseは,浸潤転移の第

1段階として重要な役割を演じていると考えられてい

る分～。.なかでもmatrix meta1loproteinase‐2/type IV

collagenase(MMP‐2)。
～のは,基 底膜の主構成成分で

あるtype IV collagenを特異的に分解し,癌 の浸潤 ・

転移能 との高い相関性が報告されている。しかし, こ

れらの報告の多 くは in vitrOによる実験結果に基づ く

ものが多 く,in vivoにおいて検討したものは比較的少

ない81-10,そこで今回われわれは,生 物学的悪性度が
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高いとされる食道癌において,免 疫組織学的手法を用

いて MMP‐ 2の発現 とその臨床的意義に関して検討し

た。

対象および方法

術前未治療で,食 道の全割病理組織の詳細な検索を

施行した胸部食道癌89例 (表在癌47例,進 行癌42例)

を対象とし,MMP‐ 2の発現と組織病理学的所見,リ ン

パ節転移,組 織学的進行度,術 後再発に関して検討を

行った。

1)MMP‐ 2の免疫組織学的染色

MMP,2の 発現は既報のごとく11),通常のホルマ リン

固定後にパ ラフィン包埋 したブロックを用い,ABC

法121にて免疫組織化学染色を行い検索した.まず,切片

を脱パラフィンした後,0.3%H202水 溶液にて内因性

ペルオキンダーゼ反応を阻害し, さらにブロッキング

用血清 (ウサギ正常血清)を 20分間反応させ,非 特異

的反応を阻止した。次にとトリウマチ滑膜細胞より抽

出,精 製 した prOMMP,2を ヒツジに免疫化 して作成

し, リン酸緩衝液 (PBS)で 400倍に希釈 した抗 ヒト

proMMP‐ 2ポ リクロナール抗体l"を1次抗体 として,

4℃ にて 1晩反応させた。 2次 抗体はピオチン化 ウサ
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ギ抗 ヒツジIgGを用い60分間反応 させ, さらにABC

試薬 (Vector社)と 60分間反応 させ た。発色 は3,3

diaminobenzidine tetrahydrochlo ride (DAB) に て

行い,癌 胞巣が明瞭に染色された癌腫を MMP,2発 現

陽性と判定した。

2)組 織病理学的検討

食道癌取扱い規約1'に基づき,深達度,組織型,脈管

侵 襲 に 関 し て 検 討 を 行 った. 脈 管 侵 襲 は

hematoxylin‐eosin(HE)染 色, elastica Van Cieson

(EVG)染 色を参考 として,4段 階に分類した。すなわ

ち,脈管侵襲がないものを ly。もしくは vO,脈管侵襲が

1～ 2個 あるものを lylもしくは vl, 3～ 4個 あるも

のを ly2もしくはv2,5個 以上あるものを ly3もしくは

V3とした・

3)癌 の浸潤形式

発育先進部における癌腫の浸潤形式を,食 道癌取扱

い規約の増殖様式 と浸潤度(INF)に組み合わせたもの

に相当すると思われる山本 ・小浜の浸潤度分類11)1'1的

を応用 し, これに準 じて検討 した。すなわち,grade

l(Gl)は 膨張型で,INF2相 当,grade 2(G2)は 中

間型で,INFβ 相当,grade 3(G3)は浸潤型で INFβ,

grade 4はさらヤこcord like pattern(G4C)とdilfuse

type(G4D)に 亜分類し,前 者は癌細胞が索状に配列

し,INFγ に相当,後者は scirrhousに浸潤増殖するも

のとし,Gl,G2を 非浸潤型,G3以 上を浸潤型 とした

(Fig。 1).

4)統 計学的検定

ぇ
2検定により有意差を検定 し,p<0.05を 有意差あ

Fig.l lnvasion mode at the marginal area of the tumor.Gl:well dinned

boコderline,G2;less marked borderline,G3;group of cells,no distinct border,

line,G4C;diffuse invasion of cord、like type,G4D;difuse invasion of schirrous

type(HE,× 40)
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りと判定した。

結

1.MMP‐ 2の発現頻度

89f7j中28例 (31.5%)に MMP‐ 2の発現を認めた。癌

部では癌細胞の胞体が明瞭に染色 された。癌胞巣では

胞巣中心部 よりも辺縁部に (Fig.2B), また,腫 瘍全

体か らみ ると先進部あるいは辺縁部 の小型索状胞巣

に,陽 性細胞を多 く認めた。
一方,非 癌部健常食道上

皮は陰性,あ るいは基底層から傍基底層がわずかに染

色 される程度であった (Fig。2A).

2.組 織学的進行度 (stage)と MMP‐ 2の発現

stage IVでは56.2%に MMP‐ 2の発現を認めたが,

stageと MMP‐ 2の発現 との間には有意 な関連性はみ

られなかった (Table l).

3.深 達度 とMMPⅢ 2の発現

ep癌 (2471),mm癌 (13例)で は全711 MMP‐2の発

Fig. 2 1nlmunoreactive MMIP‐ 2 expression in

esophagus Light lnicrographs indicate neglibible

expression of NIMIP‐2 in normal esophageal epith―

elitlll■(A, ×20),and MMP‐ 2 expression in

squamous celi carcinoma(B, × 100)

3 (3)

Table 1 Correlation between MMP-2 expression

and histologic stage in esophageal carcinomas
/ o / \
\ / o )

Table 2 Correlation between MMP-2 expression

and depth of invasion in esophageal carcinomas
/o/  \
\ / o )

Depth of No. of  MMP-2
negative cases

No. of  MMP-2
positive cases

TOtal

ｅｐ

ｍ ｍ

ｓｍ

ｍ ｐ

ａ‐

ａ２

ａ３

御巧Q∞め
23(71 9)

8(72 7)

1(50 0)

11(45 8)

3(60 0)

‖コ0 ( 0 0 )
9 ( 2 8 1 )

3(27 3)

1(50 0)

13(54 2)

2 ( 4 0 0 )

(p<005)

現を認めなかった.一 方,sm癌 では28%(9/32例)に,

mp癌 では27.3%(3/11例),al以 上では51.6%(16/31

4/1)と,深達度が高度になるほどMMP‐ 2の発現頻度は

増加し,両 者の有意な関連性が認められた (p<0,05)

(Table 2).

4.組 織型 とMMP‐ 2の発現

89症例中85例が扁平上皮癌であった,こ れらを分化

度別にみると,高 分化型では35.7%(10/28例 ),中 分

化型では27,7%(13/47例 ),低 分化型では50.0%(5/

104/1)と,低 分化型に MMP‐ 2の発現を多く認めたが,

組織型 とMMP‐ 2の間には有意な関連性はみ られな

かった。なお,癌 肉腫 (3例 ),未 分化癌 (1例 )で は

MMP‐ 2の発現はみられなかった (Table 3).

5.リ ンパ管侵襲 とMMP‐ 2の発現

ly。では91%(3/33例 ),lylで は35.5%(11/31例 ),

ly2では412%(717例 ),ly3で は87.5%(7/8例 )と ,

リンパ管侵襲程度 とMMP‐ 2の発現 との間に有意な相

関性が認められた (p<0.01)(Table 4).

6.静 脈侵襲 とMMP‐ 2の発現

v。では13.5%(5/37例 ), vlでは34.5%(10/29例 ),

V2では556%(8/14711),v3で は556%(5/9例 )と ,静

Histologic
sLdtsc

No. of  MMP-2
negative cases

No. of  MMP-2
positive cases

TOtal

Ｏ

Ｉ

ＩＩ

‐Ｉ‐

即

28(82 4)

2(50 0)

4(80 0)

18(66 7)

9(47 4)

6 ( 1 7 6

2 ( 5 0 0

1(20 0

9(33 3

10(52 6
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Table 3 CorrelatiOn

and histologic type

between MMP-2 expression
in esophageal carcinomas
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Table 4 Correlation betrveen MMP-2 expression
and lymphatic invasion in esophageal car-
cinomas

Table 6 Correlation between MMP-Z expressin
and mode of invasion in esophageal carcinomas

Table 7 Correlation between MMP-2 expression
and lymph node metastasis in esophageal car-
cinomas

Table 8 Correlation between MMP-2 expression
. and post-operative recurrence

2の発現を認めたが,リ ンパ節転移 とMMP‐ 2の発現と

の間には統計的に有意な関連性はみられなかった。し

かし, リンパ節転移を認めた MMP‐ 2発現例16例中 9

例 (56.3%)が n3以上の高度遠隔転移例であったのに

対 し,非 発現例のそれはわずか 8例 (28.6%)で あっ

た (Table 7).

9.術 後再発 とMMP‐ 2の発現

術後再発は21例に認められ,MMP‐ 2発現例が12例,

非発現例は 9711であった。再発率からみるとMMP,2

発現pllでは429%,非 発現例ではわずか10.1%で ,

MMP‐ 2発現例の再発率が有意に高値を示 した (p<

0.05).一 方,再 発形式では MMP‐ 2発現例,非 発現例

Table 5 Correlation between

and blood vessel invasion

cinomas

MMP-2 expression
in esophageal car-

い。Ｓ‐Ｏｎ
和Ｗｉｎｖａ

No. of  MMP-2
negative cases

No. of  MMP-2
positive cases Total

V0

Vl

V2

V3

32(86 5)

19(65 5)

6(44 4)

4(44 4)

5 ( 1 3 5 )

10(34 5)

8(55 6)

5(55 6)

(p<001)

脈侵襲においてもMMP‐ 2発現 との間に有意な関連性

が認められた (p<0,01)(Table 5).

7.浸 潤形式 とMMP‐ 2の発現

非浸潤型は334/11(Gl:7例 ,G2:26例 ),浸 潤型は

54例で (G3126例 ,G4C:28例 ,G4Di2例 )で あっ

た。MMP‐ 2の発現は,非 浸潤型であるGlで は14.3%,

G2で は115%で あった が,浸 潤 型 で あ るG3で は

38.5%,G4Cは 429%,G4Dで は100%と ,発育先進部

浸潤形式 とMMP‐ 2の発現には有意な関連性が認めら

れた (p<0.05)(Table 6).

8. リンパ節転移 とMMP‐ 2の発現

リンパ節転移陽性444/1中,16例 (57.1%)に MMP・

No. of  MMP-2
negative cases

No. of  MMP-2
positive cases

10(35 7)

13(27 7)

5(50 0)

0 ( 0 0 )Others 1   4(1000)

Carcinosarcoma

Undifferentiated
carcinoma

(%)

Mode of No. of  MMP-2
negative cases

No. of  MMP-2
positive cases Total

Ｇ

Ｇ

Ｇ

Ｇ

Ｇ

6(85 7

23(88 5

16(61 5

16(57 1

0 ( 0 0

1 4 3 )

1 1 5 )

38 5)

42 9)

100)

(p<005)

Lymphatic
lnvaslon

No. of  MMP-2
negative cases

No. of  MMP-2
positive cases Total

l y 0

l y l

l y 2

l y 3

30(90 9)

20(64 5)

10(58 8)

1 ( 1 2 5 )

3 ( 9 1 )

11(35 5)

7 ( 4 1 2 )

7(87 5)

(p<001)

(%)

Lymphnode
metastasis

No. of MMP-2
negative cases

No. of MMP-2
positive cases Tctal

33(73 3)

5(83 3)

15(71 4)

4(36 4)

4(66 7)

1 2 ( 2 6 7 )

1 ( 1 6 7 )

6(28_6)

7(63_6)

2(33 3)

4 cases(44.426)

6 cases(66.7%)

0 cases( 0.0%)

4 cases(33.3%)

6 cases(500%)

2 cases(167%)
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との間に差は認められなかった (Table 8).

考  察

帥Iatrix llletallopreteinase(hIMIP)12)とは, zn2+依

存性で,Ca2■ゃ Mg2+に より活性化され,EDTAや tis‐

sue inhibitor of metalloprOteinase(TIAIIP)などに

より阻害される一群の酵素で,癌 の浸潤転移に深 く関

与するといわれている。なかでもMMP‐ 2は,type IV

collagenaseとも呼ばれ,Liottaら
1のが基底膜の type

IV colagenを 特異的に分解 し,癌 細胞に存在するこ

とを証明し, さらにmouse melanomaと T241 sar,

coma由 来の高肺転移株 (puimonary metastatts of

the T241 sarcoma:PMT sarcoma)を 用いた実験
lゆ

から本酵素活性と転移能 との相関性を明らかにして以

来,多 くの報告がなされている。そこで,パ ラフィン

包埋切片を用いて免疫組織化学的染色を行い,in vivo

における食道癌の MMP2発 現 とその臨床的意義につ

いて検討した。

非癌部食道痛平上皮では,MMP‐ 2は陰性もしくは基

底層から傍基底層にかけてわずかに染色される程度で

あった。D'Ericcoらゆは乳癌,大腸癌の凍結切片を用い

て,Hewittら
1いは大腸癌の凍結切片を用いて type IV

collagenaseの発現を検討しているが,非 癌部正常上

皮ではわれわれと同様にいずれも陰性であったと報告

している。一方,今 回の検索で,癌 部では894/11中28421

(315%)に MMP‐ 2の発現を認めた。MMB2は 癌細胞

の胞体内が明蹟に染色されたが,病 巣内のすべての癌

細胞が染色されることは少なく,癌 先進部の索状,あ

るいは小型癌胞巣の, しかも胞巣の辺縁部に強 く発現

する傾向が認められた。Carbisaら
1りも,乳癌組織で検

討 した結果,癌 の辺縁や浸潤部位 にtype IV col‐

lagenaseを多く認めたと報告してお り,周 囲組織を破

壊・浸潤する過程において,癌細胞が MMP‐ 2をより活

発に産生分泌していることを強 く示唆するものと考え

られた。一方,Hewittら
1いは大腸癌の免疫組織学的検

索の結果,癌 細胞自身よりも癌胞巣周囲に多 くの col‐

lagenaseの発現を認めたことから,胞 巣周囲の間質細

胞 と癌細胞 との相互作用により,間 質細胞から分泌さ

れたのではないかと推察している。癌胞巣辺縁部は癌

細胞 と間質系細胞 とが直ちに接する点で,間 葉系細胞

である線維芽細胞2いゃ血管内皮細胞21)が腫瘍細胞 と同

様に MMP‐ 2を産生分泌し,また,間質に漫潤 したマク

ロファージや リンパ球 が腫 瘍 細 胞 に作 用 しcol、

lagenaseの産生や活性を誘起す ることが指摘 されて

いる22Ⅲ20.最近では,乳 癌細胞が肥満細胞を介して線

5 ( 5 )

維芽細胞の collagenase活性を増強 させた とい う報

告2,もあり,癌 細胞一間葉系細胞の細胞間相互作用に

関する研究は新しい展開を見せている。 し かし,多 く

の悪性腫瘍
20～2りにおいて MMP‐ 2の産生が報告 され

ており,今 回の MMP‐ 2の免疫組織学的検索において

も癌細胞の胞体が明瞭に染色された。さらにわれわれ

は,in vttroで食道のヒト扁平上皮癌培養細胞が本酵

素を産生分泌することを,Western blot法 ならびに

gelatin zymogramより報告 (著者 らが第36回日本消

化器外科学会,第 80回日本病理学会にて発表)し てき

た, これらの結果から推察すると,食 道癌においても

癌細胞自身が MMP2を 産生分泌 しているものと考え

られた。しかし,MMP2の 産生,活 性化に関する機序

はいまだ不明な点も多 く,増殖因子や cytokineととも

に癌細胞一間質系細胞を介した相互作用も深 く関与し

ているものと考えられる。

さて,MMP‐ 2の発現と臨床病理学的諸因子 との関係

をみると,深 達度 (p<0.05),脈 管侵襲 (p<0.01),

腫瘍先進部浸潤形式 (p<0.05),術 後再発 (p<001)

との間に有意な関連を認めた。

深達度では,粘 膜下層 (sm)以 上に浸潤 した癌の

30～50%に MMP,2の 発現を認め,脈 管侵襲では,ly。

およびvOでは MMP‐ 2の発現は10%前 後 ときわめて低

いが,高度脈管侵襲4/1,とくに ly3では87%と 高頻度に

MMB2が 発現していた.癌 の浸潤度からの検討では,

癌の発育先進部の索状,あ るいは小型癌胞巣に MMP‐

2の発現を強 く認め,リンパ節転移では有意差はないも

のの,MMP‐ 2発現例では n3(十)以上の遠隔転移陽性

例が50%を 占めていた.以上の結果から,sm以 上に浸

潤 した食道癌では,癌 先進部において MMP‐ 2を活発

に産生分泌し,周 囲組織を破壊 ・浸潤, さらに脈管基

底膜を破壊して転移するという一連の浸潤 ・転移メカ

ニズムが想定され,MMP‐ 2がその過程に深 く関与して

いることが示唆された.ま た,言 い換えれば,MMP‐

2の発現が認められた癌腫は,浸潤傾向が強 く,脈管侵

襲をきたしやすい形質を獲得したきわめて生物学的悪

性度の高い癌腫 と考えられ,治 療方針の決定や術後の

経過観察において, よリー層の配慮が必要であると思

われる.

近年,細胞核 DNA量 や増殖因子,細胞動態などさま

ざまな方面より癌細胞の生物学的特性や悪性度が検討

されるようになってきたが30,MMP,2は 細胞外マ ト

リックスを直接分解 ・破壊 し,癌 の浸潤 ・転移に関与

する重要な酵素 と考えられ, しかも通常のパラフィン
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Immunohistochemical Detection of Matrix Metalloproteinase'2,/Type IV

Collagenase in Esophageal Carcinoma

Ichiro Shima, Kakegawa Teruo, Hideaki Yamana, Hiromasa Fujita,
Yasuyuki Sasaguri* and Minoru Morimatsu*

The First Department of Surgery and The Second Department of Pathology*,
Kurume University School of Medicine

Matrix metalloproteinases (MMPs) are a gene family of zinc enzymes capable of degrading almost all the

extracellular matrix macromolecules in vitro. In particular, MMP-2/type IV collagenase (MMP-2) is believed to be

responsible for tumor invasion and metastasis. The expression of MMP-2 in 89 esophageal carcinoma samples was

investigated by immunohistochemical staining (ABC method), which was performed on surgical specimens by

using a monosp€cific polyclonal antiMy against human proMMP-2. Also the relationship between MMP'2

expression and clinico-pathological factors was examined. Twenty-eight tumors (31.8%) showed significant

immunoreactivity, as defined by cytoplasmic positivity, and the immunoreactivity of MMP'2 was detected mainly

in small cancer nests of the deeply invasive andlor marginal portion of the tumor. However, no immunoreactivity

was observed in normal esophageal epithelium. Good correlation between MMP.2 expression and depth of tumor

invasion (p<0.01), vascular invasion (p<0.01), mode of invasion (p<0.05), and post-operative recurrence (p<0.05)

was observed. These results suggest that MMP-2 may be associatd with tumor invasion and vascular invasion of

esophageal carcinoma through destruction of basement membranes and extracellular matrix components, and may

be useful for evaluation of malignant potential in esophageal carcinoma.
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