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基底膜形成癌と肝転移

近畿大学第 1外科

久保 隆 一  喜 多岡雅典  赤 埴 吉 高  待 寺 則 和

肥田 仁 一  日 中  晃   進 藤 勝 久  安 富 正 幸

基底膜の構成成分であるlaninin(LN)の 免疫組織化学的染色を大腸癌 。胃癌に行ったところ LN

活性が癌組織の基底膜部分に認められる症例に高率に肝転移,肝 転移再発がみられることが明らかに

なった。また同じ基底膜成分であるtype IV collagen(CI V)の染色部位は LNと 一致し,LN陽 性

部位は基底膜であると考えられた。1987年よりLN染 色による大腸癌の肝転移再発の prospective

studyを行った結果,高 率に肝転移再発が予測できた。一方,LN陽 性で基底膜を形成する癌がなぜ高

率に肝転移するのかを解明するため培養細胞を用いた研究を行った。培養細胞でも基底膜を形成する

癌 としない癌があったが,い ずれの細胞 もLN,C IVを 産生していた。

以上より大陽癌 ,胃癌では基底膜を形成する癌 としない癌があ り,基 底膜形成癌 (basement mem‐

brane producing cancer,BMPC)が 高率に肝転移することが明らかになった.

Key words: basement membrane producing cancer, liver metastasis of colonic and gastric cancer,

laminin

はじめに

Laminin(以 下 LN)は ,Ⅳ 型 コラーゲン (以下 C

IV), ファイブPネ クチン (以下 FN), プ ロテオグリ

カンなどとともに基底膜を構成する糖蜜白である。な

かでもLNは 癌の浸潤,転 移に関与するとして注 目さ

れている。我々は FNの 研究からLNに 注目し,1984

年頃か らそれまでな とんど行われていなかった LN

の組織化学研究を行った。その結果,LN活 性が癌組織

の基底膜部分に認められる大腸癌 ・胃癌では高率に肝

転移 ・肝転移再発が見られることが現らかになった。

現在では大腸痛 ・胃癌では癌腺管基底部に癌細胞 自身

が分泌した基底膜構成成分による基底膜様構造を形成

する癌 としない癌があ り,基 底膜形成癌 (basement

membrane producing cancer;BMPC)が 高率に肝転

移再発を起こすことを報告している。本稿では現在ま

での研究結果 と基底膜形成性癌の概念について述べ

る。

ホ第41回日消外会総会シン林 1・消化器癌の新しい予

後因子―細胞生物学的並びに分子生物学的アプローチ
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研究対象 と方法

1.免 疫組化学的染色法

染色 は隣接切片 に LN染 色 とhematoxylin―eosin

染色 を行った。LN染 色 は avidin‐biotin‐peroxidase

complex(ABC)法 に準じて行った。 1次 抗体 (抗LN

抗体)は polyclonalウサギ抗 ヒトLN抗 体(Chemicon

社)を pH 7.2に調節した0.01Mリ ン酸緩衝液 (PBS)

で100倍希釈 して使用 した。ABC法 には Peroxidase

Rabbit lgCキ ット (Vector社)を 使用した。ホルマ

リン固定パラフィン切片を脱パラフィンし,0.3%H2

02加 メタノールで30分間処理 した後, トリプシン処理

を37℃40分間行った. ト リプシン処理液は蒸留水に

0.02%CaC12お よび0・02%ト ツプシン 1:250(Difco

社)を 溶解した液 (pH 7.8)を用いた。10%正 常ヤギ

血清により切片を被覆し,mOist chamber内 室温で20

分間インキュベー トした。Avidin―biotin,peroxidase

complex(Vector社 )で 30分間反応 させた後,3,3デ

Diaminobenzidine tetrahydrochloride(DAB)により

発色 させた。DAB発 色は0.02%DABの 0.01%H202

加 トリスパ ッファー溶解液に室温で 5分 間浸して行 っ

た。核染色には hematoxylinを用いた。

2.半J定基準

LN染 色性の判定は Fを。1の ごとく行った。すなわ
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Fig. l Distribution of larinin staining
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ち腫瘍の表層部すなわち正常組織の m・smに 相当す

る部位は染色が不安定な場合があ り, この影響を少な

くするため判定には用いず pm以 下腫瘍の最深部まで

を 2等 分し,中 間層,深 層 とした。中間層,深 層内で

そのどち らかあるいは両者に LNが 癌腺管の50%以

上染色された場合,陽 性症例 とした。

3. Retorospective study

Retrospective studyには1986年までに近畿大学第

1外科で手術された大腸癌341例,胃癌161例を用いた。

標本は癌病巣の中心を通る幅5mmの 小片を採取 し,採

取後ただちに10%中 性ホルマ リンで48時間固定後パラ

フィン包理 し,病巣の中心を通る6/mの 連続 3切 片を

作成 した。この切片に LN染 色,C IV染 色,HE染 色

を行い検鏡 した。大腸癌では LN染 色性 と転移を中心

にした病理学的諸因子について検討し,胃 癌では主に

組織型 とLN染 色性について検討した。

4, Prospective study

大腸癌の肝転移再発を予測するprospective study

を行った。対象は1987年1月 より1991年3月 までに近

畿大学第 1外科で手術された結腸 ・直腸癌の うち無作

為抽出された226例である。対象 となった症例の条件

ヤよ,

① 80歳末満の大腸癌症例

② 治癒切除症4/1j

③ 早期癌は除外

であ り,組 織学的に確認されたものを対象とした。こ

れらの条件を満たす症例を無作為に抽出し,手 術後早

期 (原則 1週間以内)に LN染 色を用いて基底膜形成

のある癌,な い癌の 2群 に分類 した。退院後は決めら

れたスケジュールに従って検査を行い,肝 転移再発の

最終診断は原則 として画像診断で行ったが,secOnd

iook operationで最終診断がついた症例 も2711あっ

亨そ=.

5.ヨ ラーダングル 3次 元培養法による培養細胞の

基底膜形成能の検討

Japanese Cancer Reseach Resourse Bank(JCRB)

より供与された13種類の癌細胞を用いてコラーゲング

ル 3次 元培養を行った (Fig.2).

103(2489)

Fig. 2 Collagen gel embedded culture method
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6.病 理組織学的分類

大腸癌取扱い規約
1)に

従って,各 症例の病理組織学

的分類を行った。

7.有 意差検定

た
2検

定により,p<0,01の 場合を有意差あ りと半」定

した。

結  果

1. Retrospective stuby

大腸癌におけるLN染 色性 と転移 との関係では,大

腸癌341例中 LN陽 性は115例 (33.7%)で あった。同

時性果時性肝転移例は83例であ り,LN陽 性 は67例

(80.7%)と高率であった.局 所再発,腹 膜播種は24例

であり, 5例 (20.8%)が LN陽 性であった。一方,

転移 ・再発のない症例は234例であ り,LN陽 性は43例

h    「
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Differentiation
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Depth of invasion
pm

ss. al

s. a2
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Venous invasion

v(― )

v(十 )

Lymphatic invasion
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(18.4%)であった (Table l).病理学的諸因子 との関

係で有意差は静脈侵襲にのみ認められた (Table 2).

胃癌161例では高 ・中分化腺癌1114/1tt LN陽性は43471

( 3 8 . 7 % ) , 低分 化 腺 癌5 0 例で は L N 陽 性 は 4 例

Table 2  Laninin staining in colorectal cancers

and clinicO‐patho10gical factors

(8.0%)で あ り全例充実包巣型であった (Table 3).

つ ぎに LN陽 性部位 は基底膜その ものではないか

とい う疑間を解決す るため,LNと 同様基底膜成分で

ある C IVを 用いた染色を行 った ところ癌腺管基底部

の LNと C IV陽 性部位は一致 し,LN陽 性部位は癌腺

管基底膜であると考えられた(F七.3)。この結果,LN

陽性例 とは基底膜を形成 している癌 (basement mem‐

brane producing cancer,BMPC)で あ り,LN陰 性

Fig, 3  Sites 、vhich stained positive for type IV

collagen (C IV)showed good correspondence to

the pattern obtained for laminin(LN),indicating

that LN‐positive sites cOrresponded to basement

membrane

(十)

49(43)

61(53)

5 ( 4 )

28(24)

45(36)

34(30)

12(10)

62(54)

53(46)

28(24)

87(76)

l y (一)

l y (十)

34(30)

81(70)

p<001

NS

%

Table 1 Comparison of laminin staining and metastatasis

Liver
metastasis

peritoneal
or local rec.

No metastasis
and rec. Total

laminin
nositive // cases

(positive rate)

67//83

80 7

5//24

20 8

お
/2拠
18 4

止5/3狙

33 7

rec:recurrence

( ― )

109(48)

108(48)

9 ( 4 )

57(25)

88(39)

64(28)

17 (8)

125(55)

101(45)

112(50)

114(50)

78(35)

148(65)

Table 3 Laminin positive rate in the gastric cancer without or with liver metastasis

Histological type
Primary lesion

Total cases
Without liver metastasis With liver metstasis

Well and moderately
differentiated'type

Poorly

solid type

medullary type

scirrhous type

20/21

2/2

23/90

2/2

0/28

0/18

4 3 / 1 1 1

4/4

0/28

0/18

23/23 47/161
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例とは基底膜を形成していない癌であると考えられ

ブ( 二 .

2. Prospective stuby

大腸癌172例で行った prOspective studyでは LN

陽性で基底膜形成を認めた癌464/11,基底膜形成のな

かった癌126例であった(Table 4)。この結果,大 腸癌

の基底膜形成能の有無で肝転移再発を予測するstuby

の sensitivityは895%, specincityは 81.0%と なっ

た。

3.株 化細胞の コラーゲングル 3次 元培養

13種類の株化細胞を コラーゲングル内で 3次 元培養

Table 4 Prospective study (1987. 1～ 1990. 3)

Liver inetastasis and basement membrane

productiOn

Liver
metastasis

Basement membrane
in prll■ary cancer

Total cases

( 十 ) ( 一 )

( 十 )

( 一 )

17

29

2

124

19

153

172

105(2491)

した(Table 5).LNは 検討 したすべての細胞で陽性で

あった。 4種 類の細胞は基底膜様構造を細胞塊周囲に

形成 し, この部位が LN陽 性であった。その他の細胞

では細胞塊周囲に LN陽 性の頼粒状分泌物 を認めた

が基底膜様構造は形成 しなかった(Fig.4)。 さ らにこ

Fig。4 1n culture, COL0 201 established from

cancer M′ith liver metastasis formed basement

membrane,、 vhereas S Vヽ837 did not

Sヽヽ「837

Table 5 Human cell lines

Cell line Origin (primary tumor) Histology

COL0 201 colon well diff.
Metastases were present in the liver

COL0 320DM sigmoid colon 蹴嘉ま称usde,serosal ttyer)
LoVo colon moderately well diff.

established from a lymph node meta

S Vヽ837 rectum 盤欺品塩rom a ttmph nOde meta
DLD‐ 1 sigmoid colon moderately-poorly diff .

VヽiDr rectosigmoid moderately well diff

RCW【‐1 rectum well dir

CCK‐ 81 colon
g翌獣鮒掛塩maけmph node meta

Cl colon well dit
WIetastases、vere present in the lung

MKN‐ 1 stomach adenosouamous cell carcinoma
established from a lymph node meta

MKN‐ 7 stomach well diff.
established from a lymph node meta

MKN‐ 28・6TG stomach well diff.
established from a lymph node meta

KATO‐ III stomach 盤黙路品豊組甜替ま絲新
1豊udon



れらの細胞に C IV染色を行ったところ,C IVは 検討

した細胞全例で陽性であ り,陽 性部位は LNと 一致し

た。この結果,検 討した癌細胞はすべて LN,C IVを

分泌しており,基 底膜様構造を形成する癌細胞 と形成

しない癌細胞が存在すること, また基底膜様構造の形

成はそれぞれの癌細胞 自体の性質によることが明らか

になった。

考  察

結腸 ・直揚癌や胃癌の肝転移は予後を左右する重要

な因子であり, さまざまな面から検討されてきた.病

理組織学的に静脈侵襲や壁深達度が肝転移 と関係が強

いことが知 られている。静脈侵襲 と肝転移の研究では

最近 2つ の流れがある。 1つ は従来からの弾性繊維染

色を用いてより詳細に静脈侵襲を検討するものであ

りのω,も う1つ は LNや 第VIll因子を用いてより小さな

静脈への侵襲を検討しようとするものである。~。.い

ずれの研究もある程度の成果をあげているものの不十

分である。何か別の因子が肝転移 と関係しているので

はないかと考えられた。

松田らのゆは基底膜の nbronectin(FN)が癌組織では

消失 していることを報告 した。FNの 消失が基底膜破

壊に関係しており癌の浸潤に関係しているのではない

かと考えた。 し かしこれだけで基底膜 と転移の関係を

説明するには不十分であった,そ こで同じ基底膜成分

であるLNの 検討を行った.

著者 らいの検討では癌腺管基底膜 LNの retrospec‐

t市e studyにおいて LN陽 性例は肝転移 と強い関係が

認められたが, リンパ節転移や腹膜播種転移 とは関係

がなかった。この結果は FOrsterらの報告1いと相反す

るものであった.転 移に関して Forsterらは原発巣の

LN陽 性例では8/27(30%)に遠隔転移を認め,陰 性例

では19/23(83%)に遠隔転移を認めることからLN消

失例が遠隔転移を起こしやすいとした。しかし彼らの

報告には症例に偏 りがあ り,retrospective ttubyで

あったため,著 者 らは1987年よりLN染 色で肝転移再

発を予預Jするprospective studyを行った。

Studyを開始する前に LN陽 性部位が基底膜そのも

のであるのか検討するために C IV染 色を LN染 色 と

同時に行い陽性部位を検討 した。この結果,LN陽 性部

位とC IV陽性部位は一致し,LN陽 性部位は癌腺管の

基底膜であると考えられた111す なわち癌の基底膜は

LN,C IV陽 性で FN陰 性である。LN陽 性癌 とは基

底膜形成のある癌 (基底膜形成癌)で あると考えられ

た。また胃癌でも大腸癌 と同様の結果が得られた。胃

日消外会誌 26巻  10号

癌の基底膜電成は充実包巣型であ り,肝 転移と関係が

強かった12)13).

Prospective studyでは術後 3年 経過症例で sensi―

tivity 89.5%,specncity 81 0%と良好な結果であっ

た。特に偽陰性症例の少なさが特徴的であった。この

studyにより基底膜形成癌が高率に肝転移することが

明らかになった。現在大腸癌の肝転移再発は多数42jが

予測できている。

臨床的には基底膜形成癌が肝転移 と強い関係がある

ことは明らかになったが種々の問題が残っている。癌

の基底膜はどのようにして造られ,正 常基底膜 とどの

ような違いがあるのか,そ してなぜ基底膜の形成のあ

る癌が転移するのかである.

癌の基底膜がどう造 られるのかを検討する目的で株

化細胞を用いた検討を行った。培養にはコラーゲンゲ

ル 3次 元培養を用いた。この培養法は通常の培養法 と

異なり細胞の伸展や偏平化を防ぎ,生 体内環境に近い

細胞増殖が期待できる。 こ の結果培養細胞でも基底膜

様構造物を形成する癌 と顆粒状物質を認めるのみで基

底膜様構造を形成しない癌が認められた。しかしLN,

C IVは すべての癌に陽性であった1。
.す なわち基底膜

形成癌は自らが分泌 した LNや C IVを 用いてそれぞ

れの癌 自身の性質により癌基底膜を形成するかしない

かが決定されると考えられた.

基底膜形成癌の肝転移はどのようにして起こるので

あろうか。従来癌の進展は基底膜の破壊から始まると

され基底膜成分の分解酵素も発見されている。またこ

れらの酵素は癌細胞が産生していることも証明されて

いる。確かに基底膜形成のない癌は局所で浸潤性に発

育するのである。 し かし肝転移は基底膜形成のある癌

と関係が強い。このことは基底膜分解酵素は癌の浸潤

において議論できても転移はこれだけでは説明できな

いことを示 している。すなわち癌の転移能の獲得は,

癌の悪性度がより高まった先にあるという従来の考え

方では説明がつかない.な ぜならば病理学的に悪性度

が高いとされる低分化腺癌ではむしろ基底膜形成能は

低 く,逆 に高 ・中分化腺癌では低分化腺癌に比べ基底

膜形成能が高いからである。そして前述のごとく基底

膜///成のある癌は高率に肝転移するのである。このこ

とは癌の基底膜形成能は病理組織学的な分化度とは異

なる因子であることを示しているばか りか,外 科医で

あれば誰でも経験的に知っている高分化な癌に転移が

多 く低分化な癌にはむしろ転移は少ないという臨床的

事実の説明がされるのである。

基底膜形成癌と肝転移
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基底膜形成癌の概念からすれば大腸癌 ・胃癌では痛

本来の性質は浸潤能であ り,転 移能は正常組織が癌化

する過程である形質 (基底膜形成能)が 残った癌に特

別にそなわった性質であると考えられる。

文  献

1)大腸癌研究会編 i大腸癌取扱い規約.改訂第4版,

金原出版,東 京,1985

2)稲 田 潔 ,下川邦泰,池田庸子ほか :大腸癌の静脈

侵襲に関する臨床病理学的研究.日 消外会誌

21 : 2278--2286, 1988

3)白 井 聡 :大腸癌の肝転移に関する臨床病理学的

研究.日本大腸肛門病会誌 44!1005-1018,1991

4)久 保隆一 :Lamininの免疫組織化学の静脈染色ヘ

の応用と癌の静脈侵襲半J定における意義.近 畿大

医誌 15:259-270,1990

5)久 保隆一,松田泰次,肥田仁一ほか :Lamininの免

疫組織化学による癌の静脈侵襲に関する研究. 日

本大腸肛門病会誌 431172-177,1990

6)諸 富立寿,自水和雄,磯本浩晴ほか :大腸癌の静脈

侵襲半」定への第ⅥI因子関連抗原の応用。日本大腸

肛門病会誌 38:355-358,1985

7)松 田泰次,浜田 宏 ,安富正幸 t大腸組織における

酵素抗体法によるibronectinの組織化学的研究.

107(2493)

日消外会誌 1511798-1806,1982

8)松 田泰次,安 富正幸 i大腸疾患 とフィブロネクチ

ン.最 新医 39:2070-2075,1984

9)波 江野善昭 t大腸癌原発巣 と肝転移巣における

lamininの局在に関する免疫組織学的検討.近 畿

大医誌 14:361-372,1989

10)Forster SJ, TalbOt iC, Claiton DG et ali

Tumor basement membrane  laminin  in

adenocarcinoma of rectum i an ilnmunohisto‐

chemical  study  of biological  and clinical

slgnlflcance.Int J CanCer 37 i 813-817, 1986

11)肥 田仁-1大 腸癌基底膜におけるtype IV col‐

lagenの免疫組織学的研究,近 畿大医誌 16:

339--351, 1991

12)坂 コ隆啓 :胃癌原発巣お よび転移巣における

lamininの免疫組織学的研究.近 畿大医誌 14:

537--551, 1989

13)松 田泰次,坂日隆啓,肥田仁一ほか :胃癌における

lamininの免疫組織学的検討.日 消外会誌 221

2778--2783, 1989

14)赤 埴吉高,松 田泰次 !ヒ ト腫瘍細胞株 と大腸癌組

織におけるlamininの免疫組織学的研究および転

移との関連.近 畿大医誌 17i249-263,1992

The Basement Membrane oI Colonic and Gastric Carcinoma and Liver Metastasis
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Colonic and gastric carcinomas were studied by immunohistochemical staining of laminin 0-N), a structural
component of the basement membrane. High rates of liver metastasis and recurrence of liver metastasis were found
in cases in which LN activity was noted in the basement membrane of cancer tissue. In addition, sites which
stained positive for type IV collagen (CIV), likewise a component of basement membrane, showed good

correspondence to the pattern obtained for LN, indicating that LN-positive sites correspondd to basement
membrane. Prospective studies on the recurrence of liver metastasis associated with colonic cancer, performed by
LN staining since 1987, indicated that the recurrence of liver metastasis was able to be predicted in a high
proportion of cases. Cell culture studies were additionally performed to investigate why carcinomas with LN-
positive basement membrane have a high rate of liver metastasis. In culture, some carcinomas formed basement
membrane whereas other did not, but all cells elaborated LN and CIV. The foregoing results demonstrated that
some carcinomas of the colon and stomach form basement membrane while others do not. Basement membrane-
producing cancers @MPC) were found to be associated with a high rate of liver metastasis.
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