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大腸癌における新しい癌抗原 coagulant cancer antigen lの発現

近畿大学医学部第 1外科

犬房 奉 彦  足 立 俊 之  中 村 正 人

進藤 勝 久  安 富 正 幸

癌特果性抗原 coagulant cancer antigen l(CCA・1)は われわれが発見した血液凝固第X因 子を直

接活性化する新しい serine proteaseである。CCA‐1を認識し,そ の凝固活性を特果的に抑待」するモノ

クローナル抗体 A118抗体を用いて大腸癌および大腸腺腫におけるCCA‐1の発現を免疫組織学的に検

討し,CEAと 比較検討した,大 腸癌におけるCCA‐1の発現率は92%で あり,CEAは 98%で あった。

しかし,注 目すべきはCCA‐1がすべての症例で正常大腸組織には認められなかったのに対し,CEAで

は72%の 正常大腸粘膜にも発現が認められたことである.大腸腺腫内癌と大腸腺腫においては,CCA‐

1の発現は約半数に認められた。正常組織におけるCCA・1の発現は成人,胎児ともに扁平上皮,気管支

粘液腺,胃 固有線の一部分に認められたにすぎない。その生物学的特性が明らかなCCA‐1は,大 腸癌

に特異性の高い新しい抗原である.

Key words: colorectal cancer, coagulant cancer antigen 1, immunohistological staining, unbalanced

haemostasis in cancer, direct factor X activator

はじめに

癌患者において血液凝回活性が上昇することはよく

知られており,この凝固異常は癌の転移機構に関与し,

癌末期患者に生じる播種性血管内凝固症候群 (DIC)の

原因になると考えられている1).癌細胞の産生する血

液 凝 固活 性物 質 は, 組 織 囚子の
～。お よび c y s t e i n

protease A(CPA)。
～つの報告があるにもかかわらず詳

細は明らかではない。一方,大 腸癌の関連抗原として

は糖蛋白抗原 carcinoembryonic antigen(以下,CEA

と略記),糖鎖抗原 CA19‐9および NCC‐ST‐439などが

あり,臨床的有用性が認められている助
～1い。特に CEA

は大腸癌患者の血液中および大腸癌組織に高率に存在

するが,現 在用いられている抗 CEA抗 体を用いた免

疫組織学的検討では正常大腸粘膜にも存在するlD。ま

た CEA以 外の癌抗原は大腸癌思者の血中および癌部

での発現率が50%以 下と低値であるい 11).

われわれは ヒ ト扁平上皮癌細胞株 LK52を 樹立

しlり,この細胞株が血液凝固因子 factOr Xを直接活性

化するserine prOteaseを産生することを発見した.そ

の serine proteaseを単離精製した特性よりみて,従来

の組織因子や CPAと 異なることを報告してきた1つ.
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また,この並rine proteaseに対するモノクローナル抗

体を作成し, この抗体がヒト癌細胞株のみに反応する

ことよりこれを coagulant cancer antigen(以下,

CCA‐1と略記)と名づけた
13)。ccA‐1の発現を多臓器原

発癌で検討したところ,食 道癌, 胃癌,大 腸癌などの

消化器癌に高率に発現していることが明らかとなっ

た1つ。抗 CCA‐1抗体を用いて大腸癌におけるCCA‐1の

発現を免疫組織学的に検討したところCCA,1は CEA

と同様に高率に発現が認められ,CEAよ りも癌特異性

が高いことが認められたので報告する。また成人およ

び胎児の正常組織におけるCCA‐1の発現を検討した

結果,癌 胎児性抗原とは異なる新しい腫瘍抗原である

ことが示唆されたので若子の文献的考察を加えた。

材料および方法

1)モ ノクローナル抗体

1.抗 CCA‐1抗体.CCA‐1抗原を認識し,CCA‐1の凝

固活性を特異的に抑制するA118(IgM)細 胞の培養上

清 (抗体濃度5″g/ml)を 用いた.ヨ ントロ
ールには親

株であるSP2の培養上清を用いた,また A118と同様に

C C A ‐1 抗原 を 認 識 し, 同 様 の 特 性 を 有 す る

A151(IgGl)抗体についても一部の大腸癌症例で検討

した。

2 . 抗 C E A 抗 体. 組 織染色用 の抗 C E A 抗 体 A 5

B7(Dako, Ca, USA)を phosphate buffer saline(以
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で37℃,30分 処理後に染色を行い,そ の影響を検討し

た.また一部の症例ではCEAと 同様にtttpsin処理を

行い染色性への影響を検討した。

4)成 人および胎児の正常組織

CCA‐1抗原の正常組織における局在を検討するため

に,成 人の正常な皮膚,肺 ,食 道, 胃,十 二指腸,肝

臓,際 臓,胆 嚢,胆 管,お よび胎生約10週の胎児のパ

ラフィン包埋切片を脱パラフィン後免疫組織染色し

た。

5)抗 原の発現程度の判定

大腸癌原発巣におけるCCA-1お よび CEAの 発現程

度は,組 織切片の癌組織に発現が全く認められないも

のを陰性,発 現の面積が,1/3以下のものを弱陽性,1/

3から2/3のものを中等度陽性および2/3から3/3のもの

を強陽性と判定した。また正常大腸粘膜ではわずかで

も発現の認められた症例は陽性とした。大腸癌肝転移

巣においては原発巣と同様に判定した。

腺腫および腺腫内癌の症例におけるCCA‐1の発現

はどの部位にも発現の全く認められないものを陰性と

し,ごく軽度でも発現の認められる症例は陽性とした。

結  果

1)大 腸癌原発巣におけるCCA‐1の発現

大腸癌 におけるCCA‐1の発現を立age別 に示す

下,PBSと 略記)で 10倍希釈して用いた。コントロー

ルには付属の bovin seruln albumin溶液を用いた。

2)大 腸組織

近畿大学医学部第 1外科で切除手術, または内視鏡

的ポリペクトミーを行った大腸癌原発巣100例,大腸癌

肝転移巣 7例 ,腺 腫内癌15例,腺 腫11例のパラフィン

包埋切片を脱パラフィン後,免 疫組織染色に供した。

大腸癌の stageおよび組織学的分類は大腸癌取扱い規

約
lDに
従った.大 腸癌症例の内訳は stage I,20例 ,

stage II, 21471, stagd III, 18711, stage Iヽア, 42例, stage

V,17例 であり,組 織学的分類では高分化型腺癌 3例 ,

粘液癌 1例 である。

3)免 疫組織染色

ABC kit(Vector,USA)に より行った。すなわち

1次 抗体に上記の抗体を用い,発 色は DABで 行った。

DAB発 色後の核染色は Hematoxylinで 行った。

CEAの 大腸癌組織における染色性を高めるために,

脱パラフィン後1.Omg/ml,tttpsin(PBS)で 37℃,30

分処理を行った.

CCA‐ 1抗原は酵素阻害剤 diisopropyi nuorophOS‐

phate(以 下,DFPと 略記)お よび HgC12で その凝固

活性が制名されることより,一 部の症例では組織切片

を脱パラフィン後,1.OmM DFPま たは1.OmM HgC12

Table 1 CCA-I expression on colorectal cancer with immunohistological detection

Expression
(Stained

cancer area) Stage I Stage II Stage II】 Stage IV Stage V Total

Strongly positive

Moderately positive

Weakly positive

Total positive

Negative

(2/3-3/3)

(1/3-2/3)

( <1/3 )

( 0 )

11(550%)

1(50%)

6(300%)

18(900%)

2(10.0%)

13(620%

4(19.0%

4( 19_0%

2 1 ( 1 0 0 0 %

0

12(66.7%

5(278%

1( 55%

18(1000%

0

12(50.0%)

1(42%)

6(25,0%)

19(792%)

5(108%)

8(471%)

3(17.6%)

5(294%)

16(941%)

1(59%)

56(560%)

14(140%)

22(22.0%)

92(92.0°/c)

8 ( 8 . 0 % )

Non speciflc staining 0 0 0

Total cases

Table 2 CEA expression on colorectal cancer with immunohistological detection

Expression
(Stained

cancer area) Stage I Stage II Stage III Stage IV Stage V Total

Strongly positive

Moderately positive

Weakly positive

Total positive

Negative

(2/3-3/3)

(1/3-2/3)

( <1/3)

( 0 )

12( 60 0°/。

6(300%

2(100%

20(1000%

0

17(810%

4(190%

0

21(1000%

0

7(38.9%)

8(445%)

2(111%)

17(945%)

1(55%)

17(708%

7(292%

0

24(1000%

0

11(647%)

5(294%)

0

16(94.1%)

1(5.9%)

64(46.0%)

30(300%)

4(40%)

98(98.0%)

2(20%)

Non speciflc staining 14(700% 13(619% 14(778%) 19(792% 12(706%) 72(720%)

Total cases



1993年12月

(Table l).癌部における発現はいずれの stageにお

いても79.2%か ら100%と高率で,全体では92%の 陽性

率であった。このうち中等度以上の陽性を示したもの

は70%で あった。正常大腸組織におけるCCA‐1の発現

はすべての症例で認められなかった。CEAで は stage

により94.1%か ら100%に発現が認められ,全 体では

98%の 陽性率であった.し かしながらCEAで は正常

大腸組織での発現が72%の 症例に認められ,そ れらの

ほとんどの症例が大腸粘膜における発現であった

(Table 2).同一症例の連続切片におけるCCA‐1と

CEAの 染色性は,Fig。1,2に 示す症例では,写 真右

2/3の癌部分ではCCA‐1とCEAは その発現程度や発

現面積に大きな差は認められない。しかし隣接する正

常大腸粘膜では CEAが 発現し,CCA‐ 1は認められな

もヽ.Fig。3,4の症4211も同一症例の連続切片の染色であ

るが,癌 が正常粘膜下に漫潤している。この症例では

CEAの 癌組織での発現はほとんど認められないが,

CCA‐1は癌組織で強い発現が認められる。 こ の症421に

おいてもCEAは 表面の正常粘膜に認められた。

CCA‐1は癌細胞膜に最もつよく発現し,細 胞質の中

の顆粒状物質にも認められた。また一部の症例では癌

細胞核にも発現が認められた(ng.5).CCA‐ 1の発現

率や活性は,高 分化型腺癌と中分化型腺癌において大

きな差は認められなかった。

2)大 腸癌肝転移巣におけるCCA‐1の発現

大腸癌肝転移症4/117例の肝転移巣におけるCCA‐1

の発現はいずれも中等度以上の陽性であった.正 常肝

Fig. l Hist010gicai nndingS of CCA‐l expression

on a colon cancer. Cancer tissue of the sectiOn

was strongly stained 、vith A118 antibody. NO

reaction was Observed on nOmal epitherial tis_

sue.(×100)
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Fig. 2 Histological findings of CEA expression on
a colon cancer (same case as Fig. 1). Cancer and
normal epitherial gland were strongly stained
with anti-CEA antibody. ( x 100)

Fig. 3 Histological findings of CCA-I expression
on a rectal cancer. Cancerous tissue under the
normal epithelial glands was strongly stained
with AI18 antibody. ( x 100)

臓組織においてもCCA‐1の発現はすべての症例で認

められなかった。同様に CEAの 発現も7例すべてに

中等度以上の発現を認めた。

3)大 腺腺腫および腺腫内癌におけるCCA‐1の発現

大腸腺腫においてもCCA‐1は約半数の症例で発現

が認められた (Table 3)。大腸腺腫内痛においても
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Fig. 4 Histological findings of CEA expression on
a rectal cancer (same case as Fig. 3). Cancerous
tissue was weakly stained and normal epithelial
glands over it were also positive for CEA. ( x 100)

CCA‐1の発現は同様であり,CEAは ほとんどの症例で

発現が認められた。腺腫内癌におけるCCA・1の発現は

その組織学的果型度の高い部分に局在する症例と腺腫

の多くの部分に発現が認められる症421があり,そ の発

現形式は一定ではなかった。一方,CEAの 発現は,ほ

とんどの症4/1で組織学的異型度に関係なく全体に発現

していた。

4)正 常組織におけるCCA‐1の発現

成人では皮膚,食 道の重層扁平上皮,肺 気管支の繊

毛上皮と粘液腺,膵 管および胃,十 二指腸粘膜下層の

固有腺のそれぞれ一部分に CCA‐1の発現が認められ

た.胎 児においては体表,肺 気管支上皮ならびに胃上

皮のそれぞれ一部分に発現が認められた。上記以外の

大腸癌における新しい癌抗原CCCA‐1の発現 日消外会誌 26巻  12号

Fig. 5 Histological finding of CCA-I expression
on a colon cancer.
Cell surface, glanules of cytoplasm and some of
the nuclei were stained with AI18 antibody. (x

400 )

組織では成人,胎児とともに発現は認められなかった。

5)A118抗 体 とA151抗体の大腸癌組織における反

応性および酵素阻害剤の影響

204/11の大腸癌組織切片での検討で,抗 CCA‐1抗体

A151はAl18抗体と全く同様の組織染色性を示した.

DFPま たは HgC12処理を行った大腸癌組織切片で

は,処 理を行わなかったものと比較 して A118および

A151抗体により認識されるCCA-1の発現に差は認め

られなかった。また Trypsin処理による影響も認めら

れなかった.

考  察

癌患者において,血 液凝固能が克進していることは

古くから知られている1).癌細胞が産生する血液凝固

Table 3 CCA-I and CEA expression on colorectal adenoma and cancer
in adenoma

CCA-l expression CEA expression
Total cases

Positive Negative Positive Negative

Adenoma

Cancer in adenoma
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を活性させる物質については,組 織因子I)～りのほかに,

GordOnら に よるウサギ VX2腫 瘍 よ り抽出された

CPAD～のおよび最近 Pangasnanらにより報告された

マウスIlbrosarcomaより抽出した serine proteaseの

報告1。がみられる.と くに CPAに 関しては,抗 CPA

抗体を用いて担癌患者の血中での抗原測定により腫瘍

マーカーになる可能性が示唆されているの。しかし,ヒ

ト大腸癌を用いた検討で,大 腸癌 よりの抽出物中に

CPAの 活性が認められないという報告1つおよび大腸

癌凍結切片を用いた免疫組織染色より癌細胞局所では

直接的凝固活性化が認められなかったとの報告lゆもあ

リー定の評価は得られていない。 ヒ ト扁平上皮癌細胞

株 LK52り よ り精製 した serine proteaseは分子量

11～20KDaで ,そ の凝 固 活 性 は Russell's viper

venom(RVV)と 同様の限定分解であり,RVVよ り

強い凝固活性をもつことが確認されている。その切断

部位はヒトfactor X heavy chainの52残塩基目Arg

と53残塩基目Ileの間である1ゆ。また,この凝固活性は

酵素阻害剤を用いた検討で DFP,Leupeptineお よび

HgC12で失活する。この serine protease活性は過去に

報告のある癌産生性の血液凝回活性物質のいずれとも

異なり,新しいプロテアーゼである.この新しい serine

proteaseを認識するモノクローナル抗体 A118(lgM)

を作成し,そ の発現を検討したところヒト肺癌および

大腸癌細胞株の80%に 発現を認め, ヒ ト肺および大腸

由来の繊維茅細胞およびマウス癌細胞株では発現を認

めなかった。以上の結果よりこの serine proteaseを

coagulant cancer antigen l(CCA‐1)と 名付けた1め.

また,食 道癌,胃 癌,乳 癌,肺 癌,際 頭部癌,十 二指

腸乳頭癌,大腸癌を試験的に A118抗体で免疫組織染色

を行った結果56%か ら100%の 発現率であった141.

今回の大腸癌におけるCCA‐1抗原の発現の検討で

は癌に特異的な発現が認められた。CEAで は72%の 症

例で正常の大腸粘膜にその発現が認められたのに対し

て CCA‐1では大腸の正常粘膜およびその他の組織に

おいてもその発現は認められなかった。また大腸癌に

おけるCCA‐1の発現率も全体で92%と 高率であった。

CCA‐1の発現は,大 揚癌の進行度や組織型と関係なく

発現することより,CCA‐ 1は大腸癌全般に特異的に高

く発現する抗原であることが考えられた。一方,CEA

の発現率も98%と ,同 じ抗体を用いた他の報告11)より

も高かった。これは Tttpsin処理により染色性が向上

したためと考えられる。しかし,CEAは 正常大腸粘膜

で72%と 高率に発現していた。近年 CEAは 詳細な研

81(2813)

究が進められ,15KDaの CEAは 正常大腸粘膜に多く

存在することが判明しており1り,今 回の結果は用いた

抗体が15KDaの CEAも 認識しているものと考えら

れる。

CCA‐1が正常大腸腺組織で全 く発現が認められな

かったにもかかわらず,大 腸腺腫および腺腫内癌では

約半数の症例で発現が認められたことより,果 型化の

早期に発現することが想像されるが, この点について

はさらに詳細な検討が必要であると考えられる。

ヌードマウスで転移能の異なる肺腺癌細胞株
21)を用

いた検討で転移能の高い細胞株は低い株 と比較 して

CCA,1の 発現が強いことがすでに示されているlり。大

腸癌肝転移巣でも全例に高い発現を認めたことより,

CCA‐1の発現が大腸癌転移にも関与していることが推

預Jされる,す なわち癌細胞が血液中に流出した際に

CCA‐1の血液凝固活性により,細 胞表面でフィブリン

形成が生じるとすれば癌細胞が毛細血管で着床するの

に有利であろう。

CEAや CA19‐9の各抗原は癌細胞の接着に関与して

いるとの報告があるが21レリ,生 体内の癌細胞において

の実際の機能は明らかではない。これに対しCCA‐1は

ヒトfactor Xの直接的活性化という生物学的特性が

あることも従来の腫瘍抗原とは異なっている。

CCA‐1の凝固活性を抑制するDFP,HgC12の 酵素阻

害剤処理を行っても組織染色ではその発現に影響が認

められなかったことより,CCA‐ 1は安定した膜蛋白と

して存在するものと考えられる。また,A118抗 体は

CCA‐1の活性部分も認識しているが,今 回の検討では

活性が抑制されていてもA118抗体は CCA‐1抗原を認

識できることが明らかなになった.

大腸癌組織では直接的な血液凝回が認められないと

いう報告があるが1め,A118抗体は CCA‐1の凝固活性を

有する部分を認識していることより,生 体内での大腸

癌組織表面で CCA,1に よる血液凝固が生じているの

か,ま たは CCA,1が 膜蛋白に結合している状態ではそ

の血液凝固活性が機能しないのかについては,今 後

CCA‐1抗原の痛細胞膜における活性の検討が必要であ

る。ヒト大腸癌において,組織因子や CPA以 外の血液

凝回活性物質の存在を確認したのは本報告が初めてで

ある。

成人および胎児の正常組織においては CCA‐1抗原

は,扁 平上皮,肺 上皮,胃 ,十 二指腸上皮の一部など

に発現が認められ,両者に多きな差はなかった。CCA‐

1抗原が胎生期に一時的に発現する可能性は否定でき
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ないが,成 人 と胎児における局在がほとんど同一の部

位であることよ りCCA‐1抗原 は少 な くともCEAや

AFPな どの癌胎児性抗原 といわれる癌抗原 とは異な

ると考えられる。

正常 ヒト組織における CCA‐1の局在を認めた こと

より,生 体内において CCA‐1が何 らかのの酵素学的役

害Jをはたしているものと考えられる。近年,A型 イン

フルエンザウイルスやセンダイウイルスが生体内活性

化されるには factOr Xaが必要であることが明らかに

なっているが,ウ イルス感染部位で factor XをXaに

変換する酵素はいまだ同定されていない23レ4)。今回,正

常気管支および肺胞上皮に CCA‐1の局在を認めた こ

とより,気 道でのウイルス感染の活性化に CCA‐1が関

与 している可能性が考えられた。

以上,大 腸癌において新 しい癌抗原 CCA‐1の発現を

免痩組織学的に検討 した結果 より,CCA‐1抗原は CEA

や CA19‐9な どと異な りその生物学的特性が明 らかな

新 しい癌抗原であ り,大 腸癌においては CEAよ りも

癌特果性が高い抗原であることが明らかになった。 ヒ

ト大腸癌の多数の症例において血液凝固を直接活性化

するセ リンプロテアーゼの存在を認めたのは本報告が

最初であ り,大 腸癌による CCA‐1の産生は癌患者で臨

床的に生 じる血液凝固能元進や血管内播種性凝固症候

群の一因になることが考えられた.
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Expression of a Novel Cancer Antigen Coagulant Cancer Antigen 1 on Colorectal Cancers

Haruhiko Inufusa, Toshiyuki Adachi, Masato Nakamura, Katsuhisa Shindo and Masayuki Yasumtomi
The First Department of Surgery, Kinki University School of Medicine

The cancer specific antigen coagulant cancer antigen 1 (CCA-l) is a novel serine protease that has a srong
potential to activate Factor X directly. The monoclonal antibody AI18, which recognizes CCA-1 and has a specific
inhibitory effect on CCA-I coagulant activity, was used for the immunohistological detection of CCA-I on colorectal
cancer tissues, and for comparison to CEA expression. CCA-L expression on colorectal cancers was detected in 92%
of the patients, while CEA was found in 98% of patients. Expression of CCA-1 on normal colorectal tissues was not
observed, hence CEA was expressed in 72% of patients. Half the cases of colorectal adenoma and cancer'in-adenoma
showed positive CCA-1 expression. CCA-I expression was observed partially on squamous epithelial cells, gastric
glands and bronchial mucoglands of normal adults and fetuses. CCA-I is a novel cancer-specific antigen with
well-characterized biological activity.
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