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はじめに

癌転移機構の解明は癌を制圧する上で残された最終

課題とされている.最 近の分子生物学の飛躍的な進歩

によりこの癌転移の機序も徐々に解明されてきた。し

かし,こ れらの基礎的研究の成果を如何に臨床に応用

するかは今後の課題 とされている。

われわれは癌の浸潤 ・転移に深 く関係するといわれ

ている接着分子 CD44変 異体に着目し,胃 癌組織にお

けるvariant exon 6を含む CD44変 異体 (CD44v6)の

発現を分子生物学的手法で mRNAの 発現量 として客

観的にとらえることを試み,そ の意義.臨 床病理学的

に検討した。さらに,術 前の内視鏡による生検材料検

索を行い,臨 床応用の可能性について検討した。

対象と方法

(1)胃 癌手術標本におけるCD44v6 mRNA発 現
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接着分子 CD44は atternattve sphcing機構により変異体を形成することが知られている。最近,こ

の CD44変 異体の発現が癌の浸潤,転移と深 く関連するといわれている。われわれは癌の遺伝子診断の

臨床応用として,vadant exon 6を含む CD44変 異体 (CD44v6)mRNAの 発現を胃癌において検討し,

術前内視鏡生検材料の検索で術後の転移や再発を予測することが可能であるかを検討した,胃 癌73症

例の手術標本の CD44v6 mRNA発 現量はリンパ節転移および肝転移と有意に相関した。また,再発例

の CD44v6 mRNA発 現量が増加し,高 発現群の予後は不良であった。25症例の生検材料の検討では

CD44v6 mRNA発 現は同症例の手術標本の発現とほぼ一致した。CD44v6 mRNAの 発現は術前の生

検材料でも十分,定 量可能であり,胃 癌の転移,再 発の危険性を予知する因子として術前の評価に利

用することが可能であることが示唆された。

1988年から1989年の 2年間に当科で切除した胃癌症

例 の うち予後が確認で きた73例 を対象 にCD44v6

mRNA発 現をRT‐PCR/Southern blot法 で定量し,

臨床病理学的に検討した。再発や予後についての検討

は73例のうち治癒切除 (根治度 A,B)の 行われた48例

を対象に検討した。

(2)胃 癌術前内視鏡生検材料 におけるCD44v6

mRNA発 現

1996年 1月 から6月 に当科で経験した胃癌25症例に

おいて術前の内視鏡施行時および手術時に標本を採取

し,そ れぞれの CD44v6 mRNA発 現量を検索し,比較

検討した。

(3)RT‐PCR/Southern blot法 を用いた mRNA発

現の定量化

胃癌組織および隣接非癌部組織からtotal RNAを

抽出,CD44v6に 特異的な PHmerお よび Probeを 用

い,RT‐ PCR/Southern blot法 を行った。得られたバ

ンドをImage analyzer(BAS2000)で 解析し, 数値化

した。癌組織での mRNA発 現を非癌組織の発現 と比



Probe v6 - r Primer v6 (anti-sense)
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Fig, l  Map of CD44 gene with pOsition ofI)rilners

and Probe

PHmcrsl:StCACACCTCCCCAAl GCCI「 rGATCCAC(I-3'

Primer v6 1 5打CCCTCTT6TCCAATCCCAGl CiT 31

Probc v6:StCTACAACCGAAGAAACACCTAC(iCACAAGCA 31

Fig.2 RT―PCR/Southern b10t analysis of surgical

specimens from 8 cases of gastric cancer patients

and the expression level of CD44v6 mRNA(T/N

ratio)
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Table 1 Correlation betrveen the expression level
of CD44v6 mRNA and clinicopathologic factors

14(MeanttSD)で あった.癌 部での CD44v6 mRNA

発現の増強は73例中,54例 で認められ,特 に肝転移症

例や肝再発症例で著明であった (Fig.2).臨 床病理学

的諸因子との検討では,CD44v6 mRNA発 現量はリン

パ節転移 と有無と肝転移の有無,stageと の間に有意

な相関が認め られ,特 に肝転移症例 の T/N比 は

3.84±15と 異常に増カロしていた(Table l),胃癌治癒

切除例48例中,19例 で再発が認められ,遠 隔臓器転移
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較することにより定量化を試みた。すなわち,癌組織/

非癌組織Iヒ (T/N比 )を 算出し,CD44v6 mRNA発

現量の指標とした,なお,すべての標本において inter

nal controlとしてβ aCtinの発現をPCRで 確認し,

cDNA量 の調整を行った。Fig.1に CD44の 遺伝子構

造 とPttmerと Probeの 位置を示すが,増 幅される

CD44v6の PCR産 物は理論上,す べて vahant exon 6

を含むものであり,バンドの長さは,最小396bpである

が,vlか らv5の exonの 挿入の有無により数種類のバ

ンドカミ検出されることとなり,Image analyzerによる

バンドの解析は,得 られたすべての長さのバンドに対

して行った。

結  果

(1)胃癌手術標本におけるCD44v6 mRNA発 現

CD44v6 mRNA発 現は,すべての癌組織および隣接

非癌部組織 で確認 され, T / N 比 の平均 は2 3 8 土

跡
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Fig. 4 Kaplan-Nleier survival cureves for cur-
ativell' resected gastric cancer.

0 1 2 3 4 5
Years after Curative Operation

*significant difference by Logrank test

Table 3 Multivariate analysis of prognostic fac-
tors for overall survival in 73 gastric cancer
patients using Cox proportional hazard model

Fig. 5 CD44v6 mRNA expresslon in gastric can―

ceri comparison bet、 veen biopsy and operated

specllllen

Blopsy Samples  Operation Specimens

CascA CascB CascC   CaseA CaseB CaseC

I  I l  l l  l    l  l l  l l  l
N  T N  T N  T  N  T N  T N  T

CD44v6

396bp 」ト

T/N ratio 152  192  1.77 140  180  165

6,actrn

内視鏡生検材料から得られた total RNA量 は98土

4 . 6 μg / s a m p l e であ り, R T  P C R の検 索 に十 分 な

RNA量 が得られた。同一症4711の生検材料 と手術標本

Fig. 3 Correlat ion between CD44v6 mRNA
expression and site of reccurence in 48 curatir,elt'
resected gastr ic cancer patients.
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Table 2 Correlat ion between CD44v6 mRNA
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CD41v6 mRNA
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T/N ratio<25 ≧25
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peritoneal
disseminat ion
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2 9 ( 1 0 0 )

7(100)

12(100)

2 4 ( 8 2 8 )

3(57 1)

1 ( 89)

5 ( 1 7 2 )

3(42 9)

1 1 ( 9 1 7 )

<0001

*chi-squere test

による再発が12例で,腹 膜播種性転移によるものが 7

例であった。胃癌再発 とCD44v6 mRNA発 現量の関

係は,再 発部位別にみると遠隔臓器転移例の T/N比

が379± 09で ,腹 膜播種性転移例の2.34±1.7,無 再

発例の1.60±1.0に比べ有意に高値であった (Fig。3).

また,T/N比 が2.5以上をCD44v6 mRNA高 発現群,

2.5未満を低発現群 とすると遠隔転移例12171中11例が

高発現群であり,無 再発例や腹膜播種例に比べ有意に

高発現群が多かった (Table 2).予 後 との検討では,

CD44v6 mRNA低 発現群の 5年 生存率は83%で あっ

たのに対し,高 発現群の 5年生存率は32%と 低値であ

り,有 意に予後不良であった (Fig。4),COX,ヒ 例ハ

ザードモデルを用いた多変量解析で検討すると,CD44

v6mRNA発 現の P値 は0.002と腹膜播種,肝 転移の

因子に次いで低値であり,独 立した予後因子としての

有用性が半」明した (Table 3).

(2)胃癌術前内視鏡生検材料 にお けるCD44v6

mRNA発 現

Variable Chi-square Hazard
ratr  o P

Histology

L1'mphatic in volvement

Vascular involvement

Tumor size

Gross appearence

Depth of inr.asion

Lymphnode netastasis

Peritoneal dissemination

Liver metastasis

CD44v6 mRNA expression

0 491

0 152

0 309

0 318

0 001

3 557

6 018

12 176

11 959

9 414

1 319

1 193

1 266

1 249

0 986

2 275

2 770

9 583

8 116

3 7 1 2

0 483

0 697

0 578

0 573

0 972

0 059

0 014

0 001

0 001

0 002
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Fig.6 Correlation of CD44v6 mRNFi expresslon

bet、veen biopsy and operated specimen (ciosed

circle i case with liver metastasis)

p<0.01

y=1025x+0132
r2_089

0 1 2 3 4 5

0pcration Specilncn(T/N ratio)

の CD44v6 mRNA発 現はほぼ同一の結果が得られた

(Fig。5)。それぞれの標本の CD44v6 mRNA発 現量の

相関について検討すると,有 意な相関関係が認められ

た。さらに,肝 転移症例においては手術標本同様,生

検材料でもCD44v6 mRNA発 現量の増加をみた(Fig.

6 ) .

考  察

癌の血行性転移は,癌 細胞の原発巣の離脱から始ま

り,血 管内への侵入,移 動,着 床から遠隔臓器での増

殖に至るまで多くのステップを経て形成される。これ

ら一連の過程にはさまざまな因子が関わっており,特

に接着分子の関与は重要な役割を果たしているといわ

れている11

接着分子 CD44は もともとリンパ球のホーミングレ

セプターとして認識された分子である。その構造は,

細胞外 ドメイン,膜 貫通部,細 胞質部分から成 り, リ

ガンドとの結合は,N末 端側に軟膏プロテグリカンの

コア蛋白質,あ るいはリンク蛋白質様のドメインが存

在し,ヒアルロン酸などへの結合を担うとされている。

また,CD44に は細胞外 ドメインの膜近傍域に alterna‐

tive splicing機構により最高10イ回の variant exonが

さまざまな組み合わせで挿入されて形成される変異体

の存在が知られているり。1991年にラット膵癌由来転

移性細胞株において CD44v6の過剰発現が報告されて

以来,ヒ トにおいても種々の癌種で CD44変 異体の発

現が癌の浸潤 ・転移に深 く関与することが報告されて

いる。.癌 の転移過程におけるCD44の 関与は,ヒ アル

ロン酸の発現が認められる血管内皮細胞 と癌細胞の接

81(889)

着に関する部分が有力視されている。

今回の胃癌手術標本における臨床病理学的検討で

は,CD44v6の 発現はリンパ節転移や肝転移と有意に相

関する結果が得られた。特に肝転移症例での発現は異

常に増強しており,胃癌においてもCD44v6は ,転移形

成に深 く関わっていることが判明した。さらに,再 発

とも有意に相関し,癌 組織において CD44v6発 現の増

強が認められる症例は,遠 隔転移による再発をきたし

やすく,予後も不良であった。再発例での CD44v6発 現

の増強はstage IIのような比較的早期の症例でも確認

されており(Fig.2,Case 3),ま た,今 回は示してい

ないが,リ ンパ節転移巣や肝転移巣の CD44v6 mRNA

の発現を検討すると原発巣と同じレベルの発現の増強

が認められている。 こ れらのことから癌細胞における

CD44変 異体の発現は,癌の増殖過程の比較的早期の段

階から原発巣の癌細胞が遺伝子変化をきたすことによ

り増強され,そ の結果,癌 細胞は転移能を獲得する
一

因となることが考えられる。それ故に原発巣の検索に

より転移に関する情報が得られる可能性が示唆され,

臨床応用として,術 前内視鏡生検材料での検討を行っ

た。生検材料のような微小な sampleで も検索に十分

な RNA量 が得られ,また,生検材料におけるCD44v6

mRNA発 現量は手術標本の発現量 とほぼ
一致する結

果が得られ,術 前の検索で胃癌の転移 ・再発の危険性

を把握することができる可能性があることが示され

た。CD44変 異体の予後との関係は,Mulderら
りが大腸

癌で,Kaufmannら
5)ヵ平し癌で報告している。いずれも

CD44v6に 対する抗体 を用いた免疫組織学的研究で

CD44v6の 発現が陽性例や強陽性例の予後が不良であ

るとしている。しかし,同 じ抗体で陽性率が異なる報

告もあり。,免 疫組織学的方法では発現の強弱の客観

的な判定や生検材料のような微小な sampleの 検索は

困難と思われる。今回の研究では RT‐PCR/Southern

blot法を用いることにより,微 小な sampleに おいて

もmRNAレ ベルでの発現を客観的にとらえることを

可能にした。癌の転移は複数の分子が複雑に関与し,

成立するものであり,CD44変 異体の発現のみで説明が

つくものではないが, この分子を正確にとらえ,臨 床

に応用することが癌の転移や再発の予防につながり,

さらには治療成績の向上をもたらすものと思われる。

なお,本 論文の要旨は第48回日本消化器外科学会総会シ

ンポジウ1-消 化器癌の遺伝子診断とその治療への展開

―において発表した。
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CD44 is a cell surface adhesion molecule involved in cell-cell and cell-matrix interactions. CD44 exists
in a standard form and in multiple isoforms, each generated by alternative splicing of up to 10 variant
exons (termed v1-v10) encoding parts of the extracellular domain. Expressions of CD44 and its variants
are associated with cancer progression and metastasis. We examined the expression of CD44 containing
a segment encoded by variant exon 6 (CD44v6) mRNA in 73 cases of gastric cancer using molecular
biological examination of surgical specimens. The level of CD44v6 mRNA expression was significantly
higher in patients with lymph node metastasis and liver metastasis. In 48 curatively resected patients, the
level of CD44v6 mRNA expression significantly correlated with recurrence. Furthermore, there was a
significant survival advantage in patients iwth a low level of CD44v6 mRNA expression as compared to
those with high expression. We also examined the level of CDA vG mRNA expression in endoscopic biopsy
specimens from 25 cases of gastric cancer. The expression of CD44v6 mRNA in biopsy specimens was
similar to that in surgical specimens from the same patient. These results suggest that the level of CD446
v mRNA expression is a potential prognostic indicator and may be useful as a preoperative predictor of
distant metastasis and recurrence in patients with gastric cancer.
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