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大腸上皮性腫瘍におけるmatrix metalloproteinase 9

(gelatinase B)の発現変化

久留米大学医学部第 1外科

緒方  裕   諸 富 立 寿  大 北  亮

白水 和 雄  磯 本 浩 晴  掛 川 暉 夫

大腸腺腫26例,早 期癌23例,進 行癌88例の腫瘍組織と正常上皮を対象にmatrix metalloprotdnase

9(MMP‐ 9)の免疫組織化学染色を施行した。進行癌においては MMP‐ 9の発現と病理組織学的因子と

の関係を検討した。腫瘍より遠隔の正常腺管細胞におけるMMP‐ 9の発現は認められなかったが,腫瘍

に隣接する腺管細胞ではMMP9の 発現がみられた。正常上皮,腺 腫,早 期癌,進 行癌の腫瘍細胞にお

けるMMP,9の 発現率はそれぞれ 9%,23%,43%お よび52%で あった。進行癌腫瘍細胞の MMP‐ 9発

現率は,分 化度が低い癌で高く,肝 転移の有無では肝転移 (―)31%,同 時性肝転移82%,異 時性肝

転移57%と 肝転移例に有意に高率であった。しかし, リンパ節転移その他の病理組織学的因子との有

意な関連性は認めなかった。以上より,大腸癌腫瘍細胞に発現するMMP、 9は細胞異型度の増加や癌の

進行に伴い,微 小環境の変化に応じて産生される肝転移形質のひとつであることが示唆された。
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はじめに

癌の血行性転移は癌細胞の原発巣からの離脱,原 発

巣血管内への侵入 (基底膜の破壊),血 管内移動,転 移

臓器血管内皮細胞への接着,血 管外脱出 (基底膜の破

壊),着 床・増殖など複雑な過程からなり,転 移形成に

はこれらの過程をclearすることが必要である1上高転

移性の腫瘍細胞はおのおの stepを clearするための

転移形質を微小環境の変化に応じ発現しているものと

推源rされる。浸潤 ・転移の分子機構のなかで癌細胞の

産生する蛋自分解酵素は細胞移動や血管基底膜の通過

の際など細胞外マ トリックスの分解に重要な役割を果

たしている分と考えられる.筆者らは,matrix meta1lo,

proteinase 9(gelatinase B/92kDa type IV coト

lagenase,以下 MMP9と 略記)が血管基底膜の主要構

成成分であるtype IV collagen,laminin,abronectin

に分解活性を有している
3つことから,転 移過程におけ

る血管基底膜分解酵素として癌の生物学的特性を規定

する可能性を注目している.

本研究では大腸正常上皮,腺 腫および癌組織におけ
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る MMP‐ 9の発現を免疫組織化学的に検索し,発 現度

と病理組織学的因子, とくに肝転移との関連を検討す

ることにより,大 腸腫瘍の発生,癌 化,発 育過程にお

ける大腸癌腫瘍細胞の産生するMMP9の 臨床的意義

について考察した。

対象と方法

1.対 象

大腸腺腫26例,早期癌23例および同時性肝転移23例,

異時性肝転移24例を含む進行癌88例の原発巣腫瘍組織

と周囲正常組織のホルマリン固定パラフィン包埋ブ

ロックより,3/mの 薄切切片を作製し免疫組織化学染

色を施行した。なお,腫 瘍組織の検討は可能な限り少

なくとも異なった 2個以上のブロックより薄切切片を

作製し行った。

2.免 疫組織化学染色

免疫組織化学染色は,筆 者がカンサス大学,永 瀬秀

明教授のもとで作製 した mOnospecinc anti human

MMP‐ 9 sheep lgGDを 1次抗体とした avidin biotin

peroxydase complex method(ABC法 )に より行っ

た。すなわち,脱 パラフィン後,0,3%過 酸化水素メタ

ノール (室温30分間)に て内因性ベルオキシダーゼを

プロック, PBS(phosphate buFered saline)に て洗
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Fig. 1 Immunohistochemical staining of MMP-9 in normal epithelial cells and

tumor cells

a) Normal epithelial cells remote from tumor are consistently negative for

MMP-9. ( x 100) b) Epithelial cells in close association with tumor are often
positive for MMP-9, ( x 200) c) and d) Adenoma (c) and adenocarcinoma (d)

cells are positive for MMP-9. Fine granules are observed in cytoplasm. ( x 200)

Fig. 2 Immunohistochemical staining of MMP-9 in modrately differetiated

adenocarcinoma cells and in stromal cells

a) Diffuse staining of MMP-9 was observed in moderately differentiated

adenocarcinoma cells. ( x 200) b) Fibroblasts l ike cells (A), monocyte-

macrophages (B) and neutrophils (C) are positive for MMP-9 diffusely in

cytoplasm. ( x 200)
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浄後, 2%正 常馬血清 (室温20分問)をかけover night

で 1次抗体を反応させた。PBSに て洗浄後,and sheep

lgG biotinated antibody(2次抗体, VECTOR社 )

を4 5 分間反応させた。P B S に て洗浄後, a v i d i n  b 1 0 t i n

per()xydase cOmplex solution(VECTOR社 )を 30分

間反応させ,3,3′diaminobenzidine(DAB,VECTOR

社)を 基質として発色させた。ヘマ トキシリンにて核

染後,脱 水封入した。

3.MMP‐ 9発現度の判定と病理組織学的諸因子との

関係

正常腺管細胞,腺 腫および癌の腫瘍細胞における染

色性を半J定した。すなわち少なくとも腺管単位あるい

は細胞集団として染色された症例をMMP9陽 性 と

し,そ れぞれの発現率を検討した。さらに,進 行痛に

おいては腫瘍細胞の MMP9発 現 と病理組織学的諸因

子との関係を検討した.統計学的有意差検定はぇ
2検
定

で行い,危 険率 5%以 下を有意差ありと判定した。臨

床病理学的事項は大腸癌取扱い規約的に従った.な お,

組織学的所見はすべて全割標本による総合的な判定と

し,炎症性細胞浸潤度の判定の働は,grade O:炎 症性細

胞がほとんど認められないもの,grade l:散 在
′
性に認

めら″しるもの,grade 2:層 状に粗に認めら十七るもの,

grade 3:悟 状に密に認められるもの, とした。

結  果

1.大 腸正常上皮および腫場組織におけるMMP‐ 9

の発現態度

MMP‐ 9は腫瘍遠隔の正常腺管細胞には認められな

かったが,腺 腫や癌など腫場に隣接した正常腺管では

発現する症例が認められた。腺腫および癌の腫瘍細胞

では腺管あるいは領域単位で発現が認められ,腫 瘍増

殖先進部にやや強い傾向がみられた。MMP‐ 9の発現は

正常腺管細胞,腺 腫や高分化型腺癌では細胞質に粗大

顆粒状に認められたが (Fig.1),中 低分化型腺癌では

細胞質に微細類粒状からびまん性に発現する傾向がみ

られた。また,好 中球,単 球―マクロファージの炎症

細胞や紡錘型の繊維芽細胞においても細胞質にびまん

性の発現力S認められた (Fig。2).

2,大 腸腫瘍および上皮におけるMMP‐ 9の発現率

MMP‐ 9が少なくとも複数の腺管あるいは集団とし

て腫瘍細胞に染色されたもの (腫瘍細胞では約10%以

上に相当)を 陽性171とすると,正 常上皮腺管細胞,腺

腫,早 期癌および進行癌の腫瘍細胞におけるMMP‐ 9

の発現率は,そ れぞれ 9%,23%,43%,52%と 細胞

異型度の増加や癌の進行に伴い有意 (p<001χ 2=

Values are number of cases, (%)
p(0.01 (1' �-46.479, standard chi-square test)

Table 2 Relationship between MMP-9 expression
and l iver metastasis

Valucs are numbcr Of cases,(%)

btp<001(χ 2〒13899)as compared to a

Cip<005(χ 2=3872)as comparcd to a

b  t t  C : p ( 0 0 1 ( χ2 = 1 1 3 9 6 ) a s  c o m p a r e d  t o  a

4 6 4 7 6 ) に 上昇 した ( T a b l e  l ) .

3.MMP9の 発現と肝転移

進行癌88例のうち術後 2年以上観察し肝転移のみら

れないものを肝転移 (―)例 とし,時 期を問わず術後

に肝転移がみられたものを異時性肝転移例とした。肝

転移有無別の MMP‐ 9の発現率は,肝 転移 (一)32%,

同時性肝転移82%お よび異時性肝転移58°/。と肝転移例

に有意に高率であった (Table 2).

3.MMP、 9の発現と他の病理組織学的因子

MMP9の 発現率は,高分化型腺癌45%,中 分化型腺

痛63%,低 分化型腺癌100%と 分化度が低 くなるほど高

率であったが,炎 症細胞浸潤度, リンパ節転移,静 脈

侵襲, リンパ管侵襲との明らかな関連性は認めなかっ

た (Table 3).

考  察

MMP9は 1974年,Sopataら
911こよって好中球に産

生される蛋自分解酵素 として報告され,そ の後単球
一マクロファージや繊維芽細胞などの問葉系細胞や

種々の トランスフォームした細胞,悪 性腫場系に産生

される1の
～121ことが明らかにされている。癌の浸潤・転

移過程における関与についてはその基質特異性から基

底膜の分解酵素として注目されているlD。しかし,理論

的あるいは実験的には,癌 の血行性転移における原発

巣での癌細胞の離脱,血 管内侵入,あ るいは転移臓器

での血管外脱出の過程で基底膜分解酵素としての重要

Table 1 The rate o{
epithel ial cel ls and

Epithelium Adenoma
Early Advanced

MMP,9(― )

MMF)‐9(十 )

99(91)

10( 9)

20(77)

6(23)

13(57)

10(43)

42(48)

46(52)

Liver metastasis

Negative' Synchronous" Metachronous'

M M P , 9 (一 )

M M P‐ 9 (十 )

2 3 ( 6 8 )

11(32)

4 ( 1 7 )

19(83)

1 0 ( 3 2 )

14(58)
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Table 3  Relationship betM′een MIMIP、9 expression

and histopathological factors

p-value
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過程で上記の産生制御に関わる遺伝子変化が起こる可

能性が考えられる.Satoら
19はMMP‐ 9の転写機構に

関して v sac oncoprOteinが,TNF2や IL‐1などの炎

症性サイトカインに誘導され結合するNFχ B,Spぃ1,

Ap‐1プロモーターサイトとは別の GT 6oxに 結合し,

independentにMMP9 mRNAの 転写を行 うpath‐

wayが あることを報告し,腫 瘍細胞の変異に基づ く

MMP‐ 9の産生メカニズムの存在を指摘している。今回

の細胞内 MMP‐ 9の染色態度は,正 常腺管や高分化型

腺癌細胞では粗大顆粒状に鮮明に認められたのに対

し,中 低分化型腺癌細胞,間 質の繊維芽細胞や炎症性

細胞では微細類粒状からびまん性の染色を示した。こ

れは,正 常腺管細胞 と間質細胞におけるMMP‐ 9合成

分泌機構の違いを示す所見と考えられ,癌 腫において

も分化度の低下や細胞異型度の増加に伴い,元 来の大

腸腺管細胞のもつ MMP,9合 成分泌機構に変化が生じ

た可能性が推測される。一般に大腸癌では高分化型に

比べ中低分化型は予後不良とされており,生 物学的悪

性度の違いが指摘されているが,中 低分化型腺癌症例

にMMP‐ 9の発現率が高かったこともこれを裏付ける

結果と思われる。血行性転移は分化度の高い癌腫に多

いと考えられているが,最 近,分 化度の低い癌に肝転

移が高率であるとする報告
】の1つや血行性転移例,再 発

例は原発巣癌先進部の中低分化型への形態変化例や中

低分化腺癌成分の多い例に高頻度にみられるとの報

告
101りもあり,今回の筆者らの結果を考え合わせると,

分化度の低い癌細胞は本来高い肝転移能を有する細胞

ではないかと思われる.

腫瘍組織では,腫 瘍細胞と繊維芽細胞をはじめとす

る間質細胞 との相互作用により,MMP9産 生元進物質

の分泌が高まり,autocrine,paracrineに 作用し,腫

瘍細胞や周囲正常細胞の MMP‐ 9産生を誘導したもの

と考えられる。特に,多 くの細胞系で MMP‐ 9産生を克

進させることが知られているIL‐1や TNFな どの炎症

性サイ トカイン。
2のぁるいは種々の増殖因子

21)が大腸

腫瘍組織, とりわけ腫瘍増殖先進部では豊富に分泌さ

れている可能性が推測される。しかし,今 回の結果で

は炎症性細胞漫潤度 と腫瘍細胞の MMP‐ 9発現率に関

連が認められなかった。この理由として,炎 症性細胞

浸潤度の判定が腫瘍全割切片により総合的に行われた

ため必ずしもMMP‐ 9の検索切片における炎症細胞浸

潤度とは一致しないことが挙げられる。事実,総 合的

な炎症細胞浸潤度が軽度な例でも局所的に浸潤に強い

部ではMMP‐ 9の発現が認められる例も少なくなかっ

p<005

ly6

l y l

l y 2

27/60(45)

12/19(63)

6/ 6(100)

17/33(52)

9/27(33)

14/18(78)

6/ 8(75)

4/10(40)

25/53(47)

8/12(67)

9/13(69)

14/27(52)

12/30(42)

12/18(67)

8/13(62)

lymphatic permeation

infiltration of inflammatory cells
grade 0-1
grade 2-3

22/32(69)

24/54(44)

性が指摘されているが,臨 床例についての十分な検討

はなされておらず,そ の意義については不明である。

また MMP‐ 9の産生は極めてまれと考えられている上

皮系の正常細胞が癌細胞へと変異していく過程におけ

る発現様式にいての詳細な系統的報告はない。

そこで筆者らは,肝 転移や肺転移など血行性転移の

克服が重要な課題であり,前 癌病変としての腺腫を経

て発癌する系が存在する
14)大腸癌を対象にMMP‐ 9の

発現状況を検討した.そ の結果,正 常上皮腺管細胞に

は通常発現は認められなかったが,腺 腫→早期癌→進

行癌と細胞異型度の増加や腫瘍増殖に伴って段階的に

MMP‐ 9の発現率が上昇した。また,恒 常状態では発現

の認められない上皮細胞でも,腺 腫や癌腫に隣接する

部ではMMP‐ 9の発現がみられる症例が存在 した。

MMP‐ 9の産生は,1)産 生の促進物質と抑制物質の有

無,2)こ れらシグナルのレセプター,3)核 への情報

伝達機構,4)転 写機構,5)蛋 白合成分泌機構,に よ

り制御 されると考 えるが,H‐rasな どで トランス

フォーム した繊維芽細胞が MMP‐ 9産生 を獲得す

る11)1りょぅに,正 常細胞が腫瘍細胞へと変異していく
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た。しかしながら,今 回の結果は単に炎症の強い部に

MMP‐ 9の産生が元進するのではなく,TGFβ などの

ように MMPsの 産生を抑制する因子も報告されてい

る2つことから,炎 症部でもMMP‐ 9産生を制御する正

と負の因子が複雑に関与していることが推測される.

さて,癌 細胞に発現するMMP‐ 9と リンパ節転移の

有無には関連がみられなかった。また,MMP… 9の発現

とリンパ管侵襲 との関係でもly2 3の侵襲高度例にや

や MMP‐ 9の発現率が高い傾向を認めるものの推計学

的には有意の関連性は認められなかった.一 方肝転移

例では,同 時性肝転移例,異 時性肝転移例いずれも肝

転移のみられない症例に比べ有意に MMP-9の 発現率

が高 く,大 腸癌腫瘍細胞に発現するMMP‐ 9は血行性

転移とのみ関連が認められた。このことは腫瘍細胞の

リンパ行性転移と血行性転移過程におけるマ トリック

スの破壊に違いがあることを示しており, リンパ管と

血管における基底膜の有無という構造上の違いがその

最も大きな点と考えられる。すなわち,腫 瘍細胞が産

生するMMP‐ 9は大腸癌の浸潤 ・転移において基底膜

の分解酵素としての意義が高いといえる。

以上,大 陽癌腫瘍細胞に産生されるMMP、 9は微小

環境の変化に応じて産生される血行性転移形質のひと

つであるが示唆され,臨 床的には,大 陽癌血行性転移

の予知因子としての可能性が期待される。特に異時性

肝転移の予知は微小肝転移巣を対象とした治療を積極

的に行うための重要な課題であり,今 後症例を重ねて

検討するとともに MMP‐ 9の発現と肝転移予知の pro‐

spectiveな研究が必要と思われる.ま た,組 織におけ

るMMPsの 活性は酵素の産生のみならず,活 性化機

構
20(非活性型として分泌される)や Tissue lnhibitors

of Meta1loproteinases(TIMPs)24)に代表されるイン

ヒビターによって制御されており,MMP-9の 活性化因

子20ゃTIMPsと の関係を検討することも今後の重要

な課題である。
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Alterative Expression of Matrix Metalloproteinase 9 (Gelatinase B) during
Colorectal Tumor Development and Progression

Yutaka Ogata, Tatsuhisa Morodomi, Akira Ookita, Kazuo Shirouzu,
Hiroharu Isomoto and Teruo Kakegawa

First Department of Surgery, Kurume University School of Medicine

We have studied the expression of matrix metalloproteinase 9 (MMP-9/gelatinase B) in colorectal
tumors at various developmental stages. A Total of 26 adenoma,23 early stage colorectal adenocar.
cinoma and 88 advanced cancer specimens were each fixed in formalin and embedded in paraffin. Then
3 pm sections were examined by immunohistochemical technique (avidin-biotin peroxydase complex
method) using anti-human MMP-9 sheep IgG, MMP-9 was demonstrated in tumor cells, neutrophils and
monocyte-macrophages in colorectal tumor tissue. Whereas normal epithelial cells of colonic mucosa
remote from the tumor were consistently negative for MMP-9, mucosal epithelial cells in close association
with adenoma or adenocarcinoma were often positive for this enzyme. The incidence of MMP-9 expres-
sion was 9!( in mucosal epithelial cells, 23)( in adenoma cells, 43/s in early stage adenocarcinoma cells,
and 52fu in advanced adenocarcinoma cells. In advanced cancers, the incidence of MMP-9 expression in
the tumor cells was 83% in cases associated with synchronous liver metastasis, 58% in cases of
metachronous liver metastasis, and 32%o in cases without liver metastasis. The rate of MMP 9 expression
in tumor cells was increased with decreasing grade of histological differentiation. However, there was no
relationship between MMP-9 expression in tumor cells and other histopathological factors. These results
suggested that MMP-9 was expressed according to tumor development and progression, and that MMP-
9 produced in tumor cells may play an important role in hematogenous metastasis in colorectal cancer.
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