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大腸癌における癌胎児性ibrOnectinと正常型 IIbrOnectinの局在

一とくに組織学的進行度,肝 転移および予後との関連性について一
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大腸癌および大腸癌肝転移で切除された原発巣99例と肝転移巣12例について癌胎児性齢rOnectin

(oncFN)お よび正常型 abrOnectin(norFN)の免疫組織化学的染色を行い,oncFNと norFNの 局

在と進行度,肝 転移および予後との関連を検討した。染色性を陰性 (一),陽 性 (十),強 陽性 (‖)

と3群 に分け判定した。oncFNの 発現形式は nOrFNと 異なり,carcinoembryonic antigen(CEA)

などの分泌型抗原の様相を呈した,oncFN染 色性は,stageの進行と正の相関を認めた。また肝転移

例原発巣の oncFNの 強陽性率は53%で あ り,非 肝転移例の13%と 比較し有意に高率であった (p<

005).肝 転移巣での oncFN陽 性率は92%で あった。stage IIIおよびIV41例におけるoncFN染 色性

と術後 5生率は,oncFN(一 )!88%,oncFN(十 ):35%,oncFN(十 )125%と 有意差を認めた(p<

001)。一方 nOrFNの 染色性は進行度,肝 転移および予後 とは相関がみられなかった。以上より

oncFNは 癌の生物学的悪性度と関連し,大 腸癌術後の予後因子として有用であると考えられた。
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はじめに

F i b r O n e c t i n ( 以下, F N と 略 記) は 1 9 4 8 年に

Morrisonl)によりはじめてヒト血漿中より抽出され,

その後 RuosiahtF湾),Yamada。らが培養線維芽細胞よ

り抽出した分子量200,000～250,000の高分子糖蛋自質

と,免 疫化学的に同種の蛋自であることが報告され。,

Kuuselaらのにより両者をあわせて FNと 名付けられ

た。培養細胞を用いた研究によるとの
～1いFNは ,細胞外

マ トリックス成分として細胞一間質問の接着に関係

し,線維芽細胞が transfOrmをおこすとFNが 減少す

るという報告1のを含め,malignant transforlnationに

も関与するといわれている。

1985年にMatsuuraら 1のは, この細胞外マ トリック

スを形成する糖蛋白質であるFNに は,正 常型 (nOr‐

mal)FN(以 下,nOrFNと 略記)と癌胎児性(oncOfetal)

FN(以 下,oncFNと 略記)の 2つ の型があることを
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報告した。oncFNは ,Matsuuraら により樹立された

ヒト肝癌より抽出された FNに 対するマウスIgG抗

体 FDC‐6により認識される,分 子量310,000～335,000

の高分子 glycoproteinである.こ れまでに,さ まざま

な腫瘍細胞および胎児性組織に oncFNの 発現が認め

られることが示されているが121～1つ,大 腸癌における

oncFNの 発現を詳細に検討した報告は見られない。

今回我々は oncFNと norFNの 大腸癌原発巣 と大

腸癌肝転移巣における局在について,免 疫組織化学的

染色を行い,そ の発現程度と組織学的進行度,肝 転移

および予後 との関連の有無を比較検討 した。また

oncFNと 同様に癌胎児性抗原である,carcinoem‐

bryonic antigen(以下,CEAと 略記)も同じ症例で免

疫組織染色を行い oncFNと 比較検討したので,若 干

の文献的考察を加えて報告する。

対象と方法

1.組 織材料

1986年5月 から1989年6月 までの間に当科において

大腸癌および大腸癌肝転移 (同時性,異 時性を含む)
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で切除された原発巣99例と肝転移巣12例の組織標本の

ホルマリン固定切片を用いた。大腸癌の組織学的分類

は大腸癌取扱い規約
1めに従った。

2.抗 体

抗 oncFN抗 体 (FDC‐6)5μg/m10.01M phosphate

buFer saline(以下,PBSと 略記),市 販の抗 FNモ ノ

クローナル抗体 N‐2941の(Oncogene Science社)5μg/

m l  P B S , および抗 C E A モ ノクロナール抗体 A 5

B7(DAKO社 )(1:10 PBS dilution)を それぞれ用

いた。

3.免 疫組織染色

免疫組織化学的染色は ABC kit(Mouse lgG kit,

Vector社 )を 用いた。4μmの 薄切切片の脱パラ後,

0.3%H202加 メタノール処理後,0.02%ト リプシン処

理を37℃で30分間行った。次に 1次抗体で over nig比

incubationした。 2次 抗体および avidin,viotin cOm‐

plexサ逸】里イ災, 3・3′diaminobenzidine  tetra‐

hydrochloride,lmg/ml,pH 7.2に より発色させた。

核染色にはhematoxylinを 用いた。

4.染 色の判定

染色性の半」定は,染 色陽性癌細胞が全癌細胞の20%

未満を占める場合を陰性(一),20%以 上50%未 満を占

める場合を陽性(十),50%以 上を占める場合を強陽性

(十)と した。

5.統 計学的処理

結果の統計学的処理にはた
2検定を用い,p<0,05を

有意と判定した。術後 5年 生存率の算出には Kaplan‐

Meier法 を用い,検 定は logrank testを 用いた。

結  果

1.oncFNの 染色性

oncFNは 正常組織部では認められなかった。癌部で

は腺腔側細胞表層,細 胞質内,基 底部に顆粒状に認め

られた。また陽性癌組織に隣接する結合織には,拡 散

によると思われる染色が認められた (Fig.1,2).

原発巣癌部での,oncFN発 現程度(一),(十 ),(+)

は,そ れぞれ stage Iでは58%,26%,16%,stage II

では62%,24%,14%,stage IIIで は33%,50%,17%,

stage IVでは13%す 48%,39%,stage Vで は17%,

44%,39%と ,stageが進行するに従い高くなり,正 の

相関関係がみられた (Table l).

2.oncFNの 染色性と肝転移

大腸癌原発巣99例のうち,術 後の異時性を含む肝転

移pllは計30例であった。 こ れら肝転移例の原発巣にお

けるoncFN強 陽性率は53%で あ り,非 肝転移例の
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Fig. 1 Expression of oncofetal fibronectin on
colon cancer. The positive oncFN expression is
present at luminal border, basement membrane

and cytoplasm of the cancer cells. (x50)

Fig. 2 Higher power appearance of the same case
as Fig. 1. The positive oncFN expression is pres-

ent in the connective tissue in the stroma around
the cancer cells. ( x 200)

13%と 比べて高率であった (p<0.05)。また肝転移巣

での oncFN強 陽性率は50%で あった (Table 2).

3.oncFNの 染色性と予後

oncFN染 色性と術後 5年生存率は,(一)188.8%,

(十)i44.3%,(十 )36.0%であり,強 陽性群で有意に



stage

Antigen oncFN norFN CEA

Exp 十 十 十 十 十 十

I(19cases)

II(21)

III(18)

Ⅳ(23)

V(18)

Total(99) 2
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(%)

Fig. 3 Expression of normal fibronectin on nor-
mal colon tissue. The positive norFN expression
is present at basement membrane of the epithelial
cell and blood vessel endothelial cell. (x50)

(Table l,2)。また norFN染 色性と術後生存率は,相

関しなかった (Fig。10).

5,CEAの 染色性

CEAは 98%が 陽性であった。細胞間の局在性は

oncFNと 類似であり,癌細胞の管腔側と細胞質内に認

められたが,細 胞の基底部にも弱く染色された。強陽

性癌細胞の周囲間質には拡散によると思われる染色が

認められた。また正常上皮でも腺腔狽J細胞表層に顆粒

Table 1 Expression of oncofetal FN, normal FN and CEA in primary colorectal
cancer

Exp.: Expression

Table 2 Expression of oncofetal FN and normal
FN on liver metastasis and primary tumor of
colorectal cancer

Expression (%)
・
p<005

低率であった (p<0.01)(Fig,7)。 stage lttI1 41例

におけるoncFN発 現程度別の術後 5年 生存率は,

(一)i95.8%,(十 )!90.0%,(十 )183.3%で あり,

強陽性群で生存率が低い傾向がみられた (F七.8).

stage IIIttIV 41例におけるoncFN染 色別の術後 5年

生存率は,(一 ):87.5%,(十 ):35.3%,(十 )25.0%

であり,強 陽性群に有意の生存率低下を認めた (p<

0.01)(Fig.9).

4.norFNの 染色性

norFNは 正常組織では,粘 膜上皮基底膜,血 管基底

膜,間 質結合組織に陽性に染色された。癌組織では上

皮細胞の腺腔側に類粒状に発現し,癌 周囲間質にも認

められたが,癌 腺管の基底膜には発現は認めなかった

(Fig,3,4)。また norFNの 癌組織における染色性は

癌の進行度,肝 転移 とは関係が認め られなかった

Sampls

Antigen oncFN norFN

Exp + ‖

Primary tumor

Without

liver metastasis
(69cases)

With

liver metastasis
(30cases)

「
―
―
―
―
―
ヨ

Liver

metastatic lesion
(12cases) 酌 8
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Fig. 4 Expression Of nOmal flbronectin On colon

cancer The positive norFN expression is present

at luminal border of cancer glands.(× 50)

Fig. 5 Expression of CEA on normal colon tissue.

The positive CEA expression is present at
luminal border of the epithel ial cel ls. rv50)

53(887)

Fig. 6 Expression of CEA on colon cancer. The
positive CEA expression is present at luminal

border, the basement membrane and in cyto-
plasm of cancer cells and that is present in the

connective tissue of stroma around the cancer
cel ls. (x50)

Fig. 7 Expression of oncofetal fibronectin and
prognosis of whole colorectal cancer patients.

The oncFN expression was positively correlated

with the 5 year survival rate after surgical opera-

tion.
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状の染色が認められるものが66%に あった.し かし上

皮基底膜,血 管基底膜,間 質結合組織には染色性は認

められなかった (Fig.5,6)。 CEAの 染色性は組織学

的進行度 (Table l),肝転移および予後とは有意な相

関がみられなかった。

考  察

OncFNは ,FNの A鎖 に存在するIIICS領域内の

hexapeptide(Val‐ Thr_His‐ Pro‐Gly‐Tyr)の

threonine Fこ α・N、acetylgalactosamineが 0‐

glycosnationした構造を特徴とし,肝細胞癌や大腸癌

などの腫瘍組織および胎児結合組織や胎盤や羊水など

の胎児性組織に発現が認められる12)～1の.
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また,Lockwoodら は胎盤や羊繊毛膜の胎生細胞に

存在するoncFNが ,glycOsylationにより他の細胞外

マ トリックスとの結合能力が減退するため,妊 娠末期

の早期破水時に頸管粘液や座粘液中に oncFNが 抽出

されることを報告した2の21)。このことを利用して妊娠

末期の早期破水の臨床診断に oncFNの 使用が進めら

れている。

今回の検討によると,oncFNは 正常組織では発現せ

ず,癌 腺管上皮の腺腔側に強く染色され, このほか細

胞質内と基底部に陽性の類粒を認めた。oncFNの 発現

形式は nOrFNと は異な り,接 着因子 としてよりも

CEAや 2‐fetOproteinなどの分泌型抗原の所見を示

すことが分かった。

Rosaら 2りは,乳癌79症例の免疫蛍光組織染色におい

て,oncFN活 性と組織学的悪性度との間に正の相関関

係があると報告している。大腸痛に関する本研究でも,

oncFN活 性と進行度との間に相関性がみられた.また

oncFNは 肝転移のある原発巣での強陽性が53%と ,肝

転移のない原発巣の oncFN強 陽性13%に 比べ有意に

高率であった。また肝転移においては50%が 強陽性で

あった。以上よりoncFNが 分泌型抗原 として腫瘍

markerと しての性格をもっているばかりでなく,組

織染色学的活性と癌の生物学的悪性度との関連が示唆

された。また,大 腸癌での stage IIIttIVにおける

oncFN活 性は術後 5年 生存率 とも関連 が有 り,

oncFN強 陽性では25%と ,陰性の88%と 比べ有意に低

く,oncFNが 大腸癌の予後因子としても意義があるこ

とが示された。

FNは A鎖 とB鎖 が disuinde結合した,各 domain

にフィブリン,ヘ パ リン,ゼ ラチン, コラーゲン,細

胞などが結合する多機能接着蛋白質である。また複数

の細胞接着部位の存在とそれに対するレセプターも多

数発見されてきている
231-2ゆ
.今 回の検討によると,

norFNは ,正 常大腸粘膜では,腺 管基底膜,血 管基底

膜,間 質結合組織に発現を認めた。norFNが 上皮細胞

内には認められず基底膜にだけ存在 した ことは,

norFNは 組織構築に関与しの` 1の,細 胞一細胞間の接

着
2のょりもむしろ細胞一基底膜の接着に関係するとい

う説20を裏付けるものである。

大腸癌におけるnorFNの 局在について,松田ら
2の3い

は大腸癌の基底膜には FNは 認められず,線 維茅細胞

が transfOrmをお こす とFNが 減少す るとい う報

告
11)と一致すると述べている.ま た間質細胞の FN反

応は癌組織あるいは正常組織にかかわらず陽性であ

００

鈍

側

刊

６８

５８

４８

価

郷

相

０

へ
ま
ヽ

こ

吾

Ｅ

湯

Fig.8 Expression of oncofetal fibronectin and
prognosis of stage I*II colorectal cancer
patients. There was no correlation between
oncFN expression and the 5 year survival rate
after surgical operation.

Fig. 9 Expression of oncofetal fibronectin and
prognosis of stage III+N colorectal cancer
patients. The oncFN expression was positively

correlated with the 5 year survival rate after
surgical operation.
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Fig. 10 Expression of normal fibronectin and
prognosis of colorectal cancer patients. There
was no correlation between norFN expression
and the 5 year survival rate after sugical opera-
tion.
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り,む しろ癌組織では正常粘膜の間質に比べて強い反

応を示すことが多く, これは腫場による結合織の増生

に伴 うものであると報告している。今回の検討でも,

norFNは 癌腺管の基底膜には認められず,間質結合組

織で陽性であり,癌 の間質では正常と比べ強い染色性

を示すことが多かった。

腫瘍細胞の FN産 生性に関しては意見が分かれて

いる。Labat・Robert31)は,組 織学的検討から,癌 細胞

は FNを 産生しないとしているが,Smithり,Taylor‐

Papadimitriou3のは,FNが 細胞表層に蓄積されないた

め組織学的には認められないが,実 際には産生してい

ると述べている。今回の検討では,nOrFNは 癌腺管上

皮の腺管側に類粒状に局在していたことから,癌 細胞

が norFNを 産生していることを示すことができた。

癌の悪性度は,増 殖 ・浸潤 ・転移などの,癌 細胞の

持つ生物学的特性で判定される。Terranovaら
3めが

FNを 除去した培養癌細胞の浸潤能と転移能が減退す

ることを報告しているように,FNは 癌の悪性度と直

接関係するとも考えられる。しかし今回の検討では,

norFNの 発現程度は組織学的進行度,肝転移および予

後とは相関が認められなかった。

CEAは 1965年,Gold303Dによりはじめてヒト結腸癌

組織より,大 腸癌に特異的な抗原であるとして分離さ

れた。しかしその後,CEAの 大腸癌特果性は否定され,

現在用いられているCEAは
一種の腫瘍関連抗原と考

えられ,血 清診断,組 織での発現性,予 後との関連性

などにつきほぼ評価が定まっている。い
～3り。

正常の大腸粘膜上皮が産生するCEAは
4い
,ぃ ゎゅ

るfecal CEAとも呼ばれるごとく,糞 便中には認めら

れるが血中には流出しない。癌上皮における極性の喪

失,間 質への遊離,腫 瘍管腔内への貯留が大腸癌患者

の血中 CEAの 上昇の原因とも考えられている
3の41つ
.

今回の検討でもCEAは ,正 常上皮の腺管側に顆粒状

に染色された。癌腺管上皮では oncFNと 同様に管腔

側,細 胞質内,基 底部に顆粒状に発現を認めた。今回

の検討では,CEAの 染色活性は組織学的進行度,肝 転

移および予後とは相関が認められなかった.

大腸癌原発巣と大腸癌肝転移巣における,oncFNの

活性と組織学的進行度,肝 転移および予後との関連を

検討 した報告は,本 報告以外には見当た らない。

oncFNの 発現形式はnOrFNと は異なり,CEAな どの

分泌型抗原の様相を呈した,ま た oncFN活 性と進行

度 との間に相関性がみられ,肝 転移例原発巣での

OncFNの 強陽性率が,非肝転移例と比べ有意に高率で

55(889)

あり,そ の組織染色学的活性と癌の生物学的悪性度と

の関連が示唆された。また大腸癌 stage III ttIVにおけ

るoncFN活 性は術後 5年 生存率 とも関連があ り,

oncFN強 陽性群は陰性群と比べ有意に低 く,oncFN

が大腸癌の予後因子としても意義があることが示され

ブこ.
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Expression of Oncofetal and Normal Fibronectin in Colorectal Cancer -Correlation with Stage'

Liver Metastasis and Prognosis-

Masato Nakamura, Haruhiko Inufusa, Toshiyuki Adachil), Katsuhisa Shindo,

Masayuki Yasutomi and Hidemitsu Matsuura2)
r)First Department of Surgery, Kinki University School of Medicine, Surgery, Torigata Hospital

2)Program of Molecular Medicine, Pacific Northwest Research Foundation

Immunohistological staining (ABC method) of normal fibronectin (norFN) and oncofetal fibronectin (oncFN)

was performed on 99 cases of colorectal cancer and 12 with liver metastatic lesions to determine the character of

expression and the relation to stage, metastasis and prognosis of the disease. The staining reaction was graded as

(-), (+), (#), as the grade of expression. oncFN expression in colorectal cancer showed a secretory antigen-like

pattern such as CEA. Histological stage and oncFN expression were positively related as follows: stage I, 42Vo;II,

3890; III, 67Vo;lY,87V0,Y,8370. In the cases with liver metastasis 5370 of the primary lesions were oncFN positive,

hence l37o positive without liver metastasis (p<0.05). In liver metastatic lesions, the oncFN expression was found

in 92Vo of the 12 cases. In stage III and IV, the oncFN expression was positively correlated with the S-year survival

rate: (-), 88%; (+), 35% and (1t), 25Vo (p<0.01). On the other hand, there was no correlation between norNF

expression and stage, liver metastasis or survival rate. These results reveal that the expression of oncFN and the

biological malignant grade of the colorectal cancer are significantly correlated, and that oncFN is a useful marker

for the prognosis of colorectal cancer.
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