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ss廣'靖勲こJ愚ヤするurokinase‐type plaslninogen activatorと

type l plaslninogen activator inhibitor`り発現

一肝再発予測因子としての有用性
一
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胃癌肝転移における組織線溶系酵素の関与につき検討した。深達度 ssの胃癌根治切除例中,肝再発

群14例と無再発で5年以上生存した対照群30例を比較すると,再 発群の方が高齢でリ
ンパ節転移が高

度であつたが,他の病理学的因子や PCNA標 識率に両群間の差はみられなかった。免疫組織染色
によ

るurokinase type plasminogen activator(u‐PA)の 陽性率は,肝 再発群が64.3%と ,対 照群の40.0%

より高い傾向にあり,逆 にtype l plasminogen activator inhibitor(PAI‐1)の 陽性率はそれ
ぞれ

28.6%,36.7%で あつた。u‐PAと PAI‐1とを組み合わせると,u,PA(十 ),PAI‐1(一 )の 症711は肝

再発群において35.7%と対照群の6,7%に比べ有意に高頻度だつた。また肝再発の有無に関す
る判別分

析では,有用な説明変数としてu‐PA,PAI,1,リ ンパ節転移,手術時年齢が選択され,u‐
PAは 有意に

肝再発に関わつていた.以 上よりu‐PAお よびPAI‐1の染色性は肝再発を予測する上で有用な因子
と

考えられた。

Key words: gastric cancer, liver metastasis, fibrinolytic activity, urokinase type plasminogen activator,

type 1 plasminogen activator inhibitor

はじbに

胃癌の肝転移は髄様型の乳頭腺癌または低分化腺

癌,α ‐fetoprotein(AFP)産 生胃癌などの症例に多く

みられるがl121,根治切除後の肝再発例を予測するのは

必ずしも容易ではない。癌の血行性転移は癌細胞の遊

離,血 管内進入,転 移先血管壁への接着,血 管外脱出,

微小転移巣形成,増殖という過程を経て形成されるが,

近年,そ れぞれのステップに影響する因子について検

討されている。。.こ のうち初期の遊離,血 管内侵入の

段階ではさまざまなプロテア
ーゼを産生し,線 溶活性

を高めうる癌細胞が転移に有利であることが報告され

ている'ω。今回,腹 膜播種性転移が比較的少なく,か

つ進行程度がある程度
一定になるように,深 達度が衆

膜下層であつた胃癌 (ss胃癌)症 例を対象とし,セ リ

ンプロテアーゼであるurokinase type plasminogen

activator(u‐PA)と そのインヒビタ
ー,type l plas・

minogen activator inhibitor(PAI‐1)を 免疫組織学的

に染色し,局 所の線溶系酵素が肝再発に及ぼす影響を

<1995年 3月 8日受理>別 刷請求先 :冨松 聡
一

〒359 所沢市並木 3-2 防 衛医科大学校第 1外科

調べ,肝再発予測における両因子の有用性を検討した。

対象および方法

1978年から1993年までに当科で切除された胃癌症例

1,242例中,根 治度 Aま たはBの 切除が施行されたも

のは904例で,深 達度が ssの症例は169例だつた.こ の

うち15例 (8.9%)で 肝臓 に再発が認 められ,65例

(38.5%)は 5年以上再発なく生存していた。今回,標

本のホルマリン固定時間が48時間以内であった肝再発

例14例および 5年 以上無再発例30例について,そ れぞ

れ肝再発群,対 照群として以下の検討を行った。なお

根治度 A,B症 例904例中の肝再発 の頻度 は32例

(3.5%)で あつた。

1.臨 床病理学的検討

両群の臨床病理学的な比較を
“
第12版胃癌取扱い規

約
ルのに基づいて行った。腫瘍マ

ーカーについては,血

清中 carcinoembryonic antigen(CEA)値は5ng/ml,

血清中 AFP値 は20ng/mlを cut‐off値とした。

2.免 疫組織染色

局所線溶能の指標として u‐PA,PAI‐1に対する免疫

組織染色を行った. 1次 抗体として u、PAは 抗ヒトu‐

PAモ ノクローナル抗体であるMUKl(Blopool社 ),
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Table 1 Clinical characteristics of gastric cancer
with subserosal invasion between the patients
who showed recurrence in the liver and the
patients who survived five years or longer without
any recurrence

Controlb)
(n=30)

Sex(male i female)
Average ase.(y/o#)
Location

C

M

A

Gross appearance

type 0

type 1,2

type 3,4

CEA positive")

AFP positiveo)

Tumor s ize(cm #)

1 3 : 1

542± 138

8(267%)

17(566%)

5(167%)

11(367%)

8(266%)

11(367%)

3(100%)

1(33%)

49± 25

a) RL;patients、 vhO sho、ved recurrence in the liver

b)ContrOl i patients、vhO survived ive years or iOnger

、vithout any recurrence

C)Cases、 vith positive serum CEA cOncentration

d)Cases、 vith positive serum AFP cOncentratiOn
・;p<005 井 i meanttsD

た。CEA陽 性症例は肝再発群で 1例 ,対照群に3例 で,

同様に AFP陽 性症例はそれぞれ 2例 , 1例 と両群で

差がなかった(Table l).リ ンパ節転移を比較すると,

肝再発群ではn2(十 )症 例が35。7%と 対照群の10.0%

に比べ高頻度で (p<0.05),転 移個数の平均値も対照

群の2.2±2.8個に対し肝再発群では6.7±7.8個と有意
に多かった (p<0.05)。 またリンパ管侵襲について肝

再発群の方が高度の症例が多かったが (p<0.05),組

織型,間 質量,静 脈侵襲,お よび原発巣の PCNA標 識

率に差を認めなかった (Table 2).

2.局 所線溶系酵素の染色性

胃癌において u‐PAお よび PA11は ,腫 瘍細胞の細

胞膜および細胞質が染色され,特 に腫瘍先進部に強く

染色された(Fig.1,2).ま た u‐PAに ついては一部の

腫瘍で間質細胞が染色された。

u‐PAの 染色陽性率は,肝再発群は64.3%で ,対照群
の400%よ り高い値を示し,一 方 PAI、1陽性率は肝再

発群の28.6%に 対 し,対 照群の方が367%と やや高
かったが,い ずれも有意な差ではなかった(Table 3).

しかしu PAと PAI_1を組み合わせて検討すると,局

所線溶能が最 も高いと考えられるぃPA(十 )か つ

PAI‐1は 抗 ヒトPAI‐1モ ノクローナル抗体 MA112

(Biopool社)をそれぞれ200倍に希釈して使用した。原

発巣のパラフィン包埋組織切片を4″mで 作製,正常兎
10%血 清で20分ブロッキングした後,お のおの 1次抗

体を室温で120分反応 させた。以降の過程はstrept‐

avidin‐biOtin法 (SAB法 )に より, ビオチン標識抗マ

ウス抗体に10分間,ペ ルオキシダーゼ標識ストレプト

アビジンに5分 間反応させ,発 色はジアミノベンチジ

ン (DAB)を 用いた。染色性は,腫 瘍細胞が染色され

た範囲が腫瘍全体の10%以 上の場合陽性,10%未 満の

場合陰性と判定した。また同様の方法で,腫 瘍増殖能
の指標 として pr01iferating cell nuclear antigen

(PCNA)の 免疫染色を行った。線溶系酵素の染色に用
いた切片と連続した切片において,50倍 希釈した抗ヒ

トPCNAモ ノクローナル抗体 PC10(DAKO社 )を 1

次抗体として染色を行い,200倍 視野で腫瘍細胞約500

個をカウント,PCNA陽 性細胞の割合をPCNA標 識

率 (%)と して表した。

なお統計学的解析にはStudentも t_testおよびχ
2

testを用い,危険率 5%未 満を有意差ありと半J定した。
3.判 別分析

u‐PA,PAI‐ 1染色性が肝再発の予測に寄与する度合
いを検討するために判別分析3)を試みた。説明変数に

は,u‐PA,PAI‐ 1の染色性の他に手術時年齢,組 織型,

腫瘍径,リ ンパ管侵襲,静 脈侵襲,間 質量,INF,組 織

学的リンパ節転移,お よび PCNA標 識率の11項目を

選択した。変数選択は変数増減法により行った。なお

上記因子のうちカテゴリー項目については下記のごと

く数値化した.

(1)u‐PAの 染色性 ;染色部分が腫瘍の10%未 満 :

1,腫 瘍の10%～ 50%:2,腫 瘍の50%以 上 :3,(2)

PAI‐1の染色性 ;染色部分が腫瘍の10%未 満 :1,腫

瘍の10%～ 50%:2,腫 瘍の50%以 上 :3,(3)組 織

型 ;pap, tubl, tub2: 1, porl, por2, muc, sig i

2,(4)リ ンパ管侵襲 i lyO:1,lyl:2,ly2:3,

ly3: 4,(5)青 争別Rを記ヨ阜i vO: 1,vl: 2,v2: 3,v3:

4, (6)間 質量 i medullary: 1, intermediate: 2,

scirrhOus:3,(7)INF, INFα :1,INFβ :2,

INFγ :3,(8)リ ンパ節転移 ;no:1,nl(十 ):2,

n2(十 )以 上 :3.

結  果

1.臨 床病理学的背景

肝再発群は,手 術時平均年齢が有意に高かったが,

腫瘍の占居部位,肉眼型,最大腫瘍径に有意差はなかっ

28:1

619±73

4(286%)

4(286%)

6(428%)

2(143%)

5(35,7%)

7(500%)

1(71%)

2(143%)

53± 26
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Table 2 Pathological characteristics of gastric

cancer between RL grOup and control group

Controlb)
(n:30)

49(1669)

ng. l  lmmunohistochemical staining of u‐ PA in

gastric cancer(× 200)                   i

Fig. 2 Immunohintochemical staining of PAI'1 in

gastric cancer (x200)

Fig. 3 Combination immunohistochemical analy-

sis for fibrinolYtic activitY

Stage of lymph node metastasist

n0

nl

n2

Histologic classiflcation

Direrentiattd

undirerentiated

Venous invaslon

vO,1

v2,3

Lymphatic invaslon・

lyO,1

ly2.3

Stromal type

med

i n t

SCi

Metastatic lymph nodes#

PCNA(%祥 )

u‐PA

RL     (n=14)

Control (n=30)

PAI‐1

RL     (n=14)

Control (n=30)

12(40.0%)

15(50,0%)

3(100%)

10(333%)

20(66.7%)

22(733%)

8(267%)

19(633%)

11(367%)

5(16.7%)

14(466%)

11(36.7%)

2 . 2±2 , 8

2 8 . 1±8 2

a ) RL; patients who showed recurrence in the liver

b) Control; patients who survived five years or longer

without any recurrence
* i p ( 0 . 0 5  # i m e a n + S D

Table 3 Immunohistochemical staining for u'PA

or PAI-1

negative

5(35.7%)

18(600%)

10(714%)

19(633%)

RL
(n‐14)

ＣＯｎｔｒ。
＜ｎ〓
３０，

「
」
‐∃

PAI‐1(―)の症例の頻度は肝再発群において35.7%と

対照群の6.7%に比べ有意に高かった(p<0.05)(Fig.

3 ) .

3.判 別分析

肝再発の有無を判別するのに有用な説明変数とし

て,変 数増減法によりu―PA,PAI-1,リ ンパ節転移,

手術時年齢が選択され,な かでもu―PAは 有意に肝再

発に関わつていた (p<0.01)(Table 4).本 解析の精

度は判別的中率89.7%,誤 判別の確率18.6%と良好で

あった。

=p<0,05,u―PA(十)&PA卜1(―)VS the others

考  察

胃癌根治切除後に肝再発をきたす頻度は,全 胃癌症

例の3%～ 6%と 報告されている
の.わ れわれの検討

でも同様で,深達度を弱に限ると8.9%で あつた.肝転

移を予測することは,術 後のより強力な補助化学療法

の必要性を判断する上で非常に重要であるが,手 術標

本の病理組織学的所見から予測することは困難であ

2(143%)

7(50.0%)

5(35.7%)

6(429%)

8(57.1%)

9(643%)

5(357%)

4(286%)

10(714%)

2(14.3%)

6(429%)

3(21.4%)

6 _ 7±7 . 8

31.8■7.9

9(643%)

12(400%)

4(286%)

11(367%)



u-PA staining

PAI-1 staining

Stage of lymph node metastasis
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おり, ともに予後に悪影響を与え,か つ両者間の発現
には正の相関があるとする報告が多い1の1ゆ2い。

胃癌においても組織抽出液中の線溶酵素を測定した

報告がみられる。すなわち西野らは組織 u_PA抗 原量

は癌周囲正常部より癌組織で有意に高値を示し,ま た

リンパ節転移陽性例では陰性例に比較しPAI-1が高値
であったが,u‐PAは 腫瘍進行度と関連がなかったと

している21l Nakardaら も組織抽出液の抗原量を別の

方法で測定しほぼ同様の結果を報告している2り。_方 ,

丁らは u‐PAの 活性を検討し,正 常組織より胃癌組織
の方が活性が低かったとしている23L当 教室で胃癌組

織をホモジネー ト,遠 沈し,m■ OchOndHa分 画の単位

蛋白当たりの u PA活 性を測定したところ,深 達度 ss

以上, リンパ節転移陽性,未 分化型組織型でそれぞれ

高値を示した。また PAI‐1活性は活性の見られる腫瘍
と見られない腫瘍があり,PAI‐1活性陽性の腫瘍では

u‐PAと の間に正の相関がみられた241

Romerら はヌードマウスにヒト乳癌を移植 したと

ころ,腫瘍側からは腫瘍由来の u‐PAが 発現しており,

間質からは反応性にマウス由来の u‐PAが 発現してい

ることを明らかにした2D.胃癌の場合,腫瘍によっては

間質量が多く,マ クロファージゃ線維芽細胞由来の線

溶系酵素を無視しえない。腫瘍抽出物を測定する方法

では,間 質細胞の産生を同時に判定することになり,

腫瘍固有の特性が反映されない可能性もある[

そこでわれわれはu PAお よび PAI‐1を免疫組織学

的に染色し,腫 瘍そのものの染色性を検討した。ぃPA

の免疫組織染色において,間 質細胞が染色された症例
がみられたが,染色性の判定は腫瘍細胞のみで行った。
MUKlは u‐PAの A‐chainに 対するモノクローナル

抗体で,線 溶活性をほとんど持たないぎngle、chain

u、PAと 活性型の high m01ecular weight u‐PAの 両方
が染色され,抗 PAI‐1モノクローナル抗体 MA112も 活

性型優位であるが,潜 在型も染色される。したがって

今回の癌細胞の染色性は必ずしも腫瘍局所の線溶系酵

素の活性をそのまま反映するとはいえないが,Takai

らは,抗 u PAモ ノクローナル抗体による検討で u‐PA

染色陽性細胞割合の大きい腫瘍ほど練溶活性が高かっ

たと報告している20.

われわれは対象の深達度 ssに限り,局所線溶酵素の

染色性が肝再発に及ぼす影響を検討した.そ の結果,

肝再発群で,浸 潤 ・転移に局所線溶環境上最も有利と

考えられるu PA陽 性で PAI‐1陰性の染色性を示す症

例が対象群に比べ有意に多かった。前田らも,ぃPAの

Table 4 Multivariate discriminant analysis for
recurrence after curative gastrectomy

る。

今回われわれは腫瘍局所の線溶系酵素に着目し,セ
リンプロテアーゼでぁるu PAと そのインヒビターで

あるPAI‐1の肝再発に及ぼす影響を検討した。癌細胞
が産生するu‐PAは ,ォー トクリン的,またはパラクリ
ン的に癌細胞表面ぃPA受 容体 と結合する。これによ

り活性化されたプラスミノーゲンは,プ ラスミンやプ
ロメタロプロティナーゼを次々と活性化し,癌 細胞周

囲のマ トリックスを構成するコラーゲンやゼラチン,
および血管の基底膜を効率よく分解し,癌細胞の遊離,

遊走,血管内侵入を容易にすると考えられる1の1'.さら
に局所の線溶酵素はvascular endothelial growth

factOr,basic abroblast grOwth factOr等の血管新生

因子によって活性化され,血 管新生の初期に重要な役

割 を担っている といゎれ る1幼1ゆ。また hepatOcyte

growth factOr(HGF)は 細胞の遊走に関与するscat‐

ter factOrと同一であることが判明しているが,u‐PA

はこの HGFを 活性化することが報告されており14ち

u、PAが 癌細胞の遊走にも関与する可能性を示唆する

ものであろう,

腫瘍局所のこれらの作用はu PAの みでなく,u,PA
の受容体,お よび PA活 性 を阻害するインヒビター

(PAIs)により複雑に待」御されている。り1。. PAIsに つ

いては現在 4種 類知られているが,PAI‐ 1は他 と比較
して極めて高い反応速度で効率よくぃPAを 失活させ

ること,PAI‐1は PAの 特異的インヒビターであるの

に対し,他 の PAIsは PA以 外にも抑制を受けるター

ゲットがありうることなどの知見からPAI‐1がもっと

も重 要 な u ‐P A の イ ン ヒビターと考 え られ て い

るl D l 。.

u、PA,PAI‐ 1は癌の増殖,浸 潤,転 移の面から乳

癌1の1めや大腸癌lり2のでょく研究されている。両酵素は
いずれも癌細胞やその周囲の間質細胞などで発現して
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免疫組織学的染色性は血行性転移 と相関した と報告 し

ている2つ。多変量解析の結果からも,u‐PAお よび PAI‐

1の染色性 は肝再発 を予測する上で重要な因子 と考 え

られ,術 後に抗癌剤の肝動注など積極的な補助療法を

行 う上で有用な指標 となろう.
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Expression of Urokinase-Type Plasminogen Activator and Type L Plasminogen Activator
Inhibitor in Gastric Cancer with Subserosal Invasion
-Predictive Significance for Recurrence in the Liver-

Soichi Tomimatsu, Takashi lchikura and Shoetsu Tamakuma
First Department of Surgery, National Defense Medical College

The purpose of this study was to determine the correlation between tissue fibrinolytic activity and
recurrence in the liver after curative resection for gastric cancer. Among the patients who underwent
curative resection for gastric cancer with subserosal invasion, 14 patients who showed recurrence in the
liver (RL group) and 30 who survived for five years or longer without any recurrence (control group) were
compared clinicopathologically. Paraffin-embedded tissue sections were stained immunohistochemically
for urokinase-type plasminogen activator (u-PA) and its inhibitor (pAI-1) by the streptavidin-biotin
method. The staining was judged as positive when 10ft or more of the cancer cells were stained. Although
higher incidences of metastatic involvement in distant nodes and that of moderate and severe lymphatic
invasion were observed in the RL group than in the control group, there were no differences in the rate
of proliferating cell nuclear antigen positive cells in the cancer and other pathological factors between the
groups. The staining for u-PA was positive in 64.3% of the RL group and 40.0% of the control group. The
PAI-I staining was positivein2S.6% of the RL group and 36j% of the control group. Positive staining
for u'PA and negative staining for PAI-I was observed in 35 .7% of the RL group and 6 .7% of. the control
group (p ( 0 .05, chi-square test). Multivariate discriminant analysis revealed that the positive staining for
u-PA and negative staining for PAI-I were useful predictors for hepatic recurrence along with nodal
involvement and age at operation. We believe the immunohistochemical staining for u-PA and PAI-1 is
a useful predictor for recurrence in the liver after curative resections for gastric cancer.

Reprint requeets: Soichi Tomimatsu First Department of Surgery, National Defense Medical College
3-2 Namiki, Tokorozawa, 359 JAPAN




