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緒  言

リンパ節転移 (以下,nと 略記)は腹膜播種,血 行性

転移と並び,胃癌の最も重要な進展経路の 1つ である。

原発巣におけるリンパ管侵襲 (以下,lyと 略記)は ,

リンパ節転移の際に必須のステップであり,病 理学的

にlyを検索することは,nの 補助診断として癌の進行

度の判定において有効であると考えられてる。
一方,

癌細胞が浸潤,転移能を獲得するためには,細胞接着,

蛋自分解,運 動能など様々な細胞生物学的特性が関与

しており,数 多くの遺伝子の変化が必要であると考え

られる。今回,特 に細胞接着として E‐cadheHn(以 下,

ECDと 略記)を,細胞運動性として autocttne motility

factor receptor(以下,AMFRと 略記)を 選び,こ れ

らの胃癌における発現の変化を免疫組織学的に検討

し,lyの メカニズムを明らかにしようと試みた。また,

臨床応用の可能性について,術前生検標本で lyの予測

*第 51回日消外会総会シンポ3・ 胃癌における脈管侵

襲の意味

<1998年 7月22日受理>別 刷請求先 :土岐祐一郎

〒5650871 吹 田市山田丘 2-2 大 阪大学医学部第

2外科

31(10):2162～ 2166,1998年

胃癌のリンパ管侵襲におけるE―c a d h e r i n , a u t o c r i n e

m o t i l i t y  f a c t o r  r e c e p t o rの関与について

大阪大学第 2外科,総 合加納病院外科
キ

土岐祐一郎  塩 崎  均   川 西 賢 秀  五 福 淳 二
率

矢野 雅 彦  辻 仲 利 政  井 上 雅 智  門 田 守 人

癌細胞の細胞接着能を E cadhe五n(ECD)で 運動能をautocHne motilたy factor receptor(AMFR)

にて評価し,胃 癌のリンパ管侵襲 (ly), リンパ節転移 (n)の術前予測が可能であるかどうかを検討し

た。ECD,AMFRの 発現は切除標本および術前生検標本の免疫染色にて評価し,同 時に末梢血中の

E‐cadherin可溶
′
性fragment(SECD)を ELISAに て測定した。

分化型の胃癌ではECDの 発現は ly,nの 有無 と負の相関を示したが,低 分化型では関連を認めな

かった。AMFRの 発現は深達度と相関を示すが,ly,nとは相関を認めなかった。また,ECDと AMFR

の発現は負の相関を示し,両 者の共発現パターンで分けるとECD(― )/AMFR(十 )の症例が最も悪

性度が高いと考えられた.nと lyの有無が
一致しない症例が21%に 認められたが,ECD,AMFRの 発

現性では不
一致症例を予測できなかった。しかし,SECDは nま たは lyが陽性の症例で高値を示して

おり,n,lyの 術前予測の指標 として今後臨床応用が期待された。

Key words: E-cadherin, autocrine motility factor receptor, lymphatic involvement in gastric cancer

が可能であるかどうか,nと lyの不一致例についてど

う解釈するかについて考察した。

対象と方法

1993年12月より1996年10月までの間に大阪大学第 2

外科で根治切除術を受けた術前未治療の胃癌症例137

例を対象とした。正常上皮を含む癌の先進部の新鮮凍

結切片を作成し, 4%parafolmardehydeに て固定し

た後,ABC法 による免疫組織染色を行った。1次抗体

として抗 ヒトECD抗 体 (HECDl,宝 酒造),抗 ヒト

AMFR抗 体 (3F3A,群 馬大,渡 辺先生より供与)を

使用した。染色性の評価はECDに 関しては,正常と同

様にECDを 膜に発現する症例を陽性 (十)と し,ECD

の発現が減弱または,消 失する症例を陰性 (一)と し

た。AMFRに 関しては染色陽性細胞が全体の50%以 下

の症4711を陰性 (―),50%以 上の症例を陽性 (十)と し

た。また,末梢血より血清中 E‐cadherin Fragment(以

下,SECDと 略記)の 測定をサンドイッチ ELISA法

(宝酒造)にて行った.コ ントロールとして健常人20名

より血清サンプルを得た。

ECD,AMFRの 発現性および SECD値 とn,lyを 含

めた臨床病理学的因子 との関連を検討 した。また,
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ECD,AMFRの 相互関係も調べた。統計解析には統計

解析用ソフトゥェアパッヶ―ジ (statview ver 4.1)

を用い,t検 定およびスピアンの順位相関検定にて危

険率 5%以 下 (p<005)を 有意であると判定した。

結  果

(1)ECDの 染色性と臨床病理学的因子

正常胃粘膜では上皮細胞間に一致して ECDの 発現

を認めた (Fig.lA).癌 では正常と同様に膜に強 く染

まるECD(十 )症 例を46%(63例 )に ,減 弱消失する

ECD(― )症例を54%(74例 )に認めた (Fig.lB,C)。

ECDの 発現と深達度,組 織型,n,lyと の間に有意な

関係は認めなかったが,組織型別にECDの 発現とn,

lyとの関係を再検討する (Fig.2)と ,分 化型 (tub,

pap)で は,ECD(― )が ECD(十 )に 比べて有意に

高頻度にリンパ管侵襲陽性 ly(十 )を 示 した (p<

005)。 しかし,低 分化型ではECD発 現の違いによる

lyの有無に差は認めなかった。同様の傾向はリンパ節

転移 nに たいしても見られ,分化型においてのみ ECD

発現 とnと の間に逆相関関係が認められた。

(2)AMFRの 染色性と臨床病理学的因子
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Fig. 1 Immunohistochemistry of ECD and AMFR in normal and cancerous
tissue: The expression of E-cadherin (A.B.c.) and AMFR (D.E.F.) was showrr
by dark staining. Normal epithelium : (A.D.), Moderately differentiated tubular
adenocarcinoma with ECD (+)/AMFR (-) :  (8.E.) and poorly dif ferentiated
adenocarcinoma with ECD (-)/AMFR (+) :  (C.F.).
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正常腺上皮 にはAMFRの 染色 を認 めなかった

(Fig。lD)。一方,胃 癌では癌細胞の細胞質にAMFR

の発現を認めたが,染 色陽性細胞の割合はさまざまで

あった.50%を cut Offとすると59例 (43%)が AMFR

(十)に 78例 (57°/。)が AMFR(― )に分類された (Fig.

lE,F).臨 床病理学的因子 と比較するとn,lyと

AMFRの 発現性との間に有意な関連は認めなかった。

しかし,深 達度の深いもの,低 分化型のものにAMFR

(十)が 多 く存在し,両 者の間には統計学的に有意な

(p<0.05)関 係が存在した (Fig。3).

(3)ECDと AMFRの 発現の相関について

ECDと AMFRの 発現の相関を検討すると,ECD

(十)症 例にはAMFR(― )が 多く (46/63,73%),

逆に,ECD(― )症 例にはAMFR(十 )が 多 く (42/

74,57%),両 者の間には負の相関が存在 した (p<

0.01)(Table l)。 つまり,こ れらの蛋白は両方とも正

常か,両 方同時に異常パターンを示すことが多いこと

が示された。ECDと AMFRの 共発現パターンとlyと

の関係を検討すると正常と同じ発現パターンである

ECD(十 )/AMFR(― )症 例では,両 蛋白に異常の見
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Co‐expression pattern of

lymphatic invaslon

Fig. 2 The association of ECD expression with ly

and n in differentiated (A) and undifferentiated
(B) cancers. The numbers in each bar indicate

the percentage of each group.

Table 2 Association of
ECD and AMFR with

F ig .  3  The re la t ionsh ip  o f  AMFR wi th

clinicopathological features. The numbers in

each bar indicate the percentage of each group.

! urn1r1
Z mrael

Table l  Correlation between the expressions of ECD

and AMFR

( p < 0 0 1 )

られるECD(― )/AMFR(十 )に 比べてly(十 )の 頻

度が低いことが示された (p<0.05)(Table 2).

(4)ECD発 現減弱と血清中E‐cadherin Fragment

癌組織におけるECDの 発現減弱とSECDと の関係

を検討した (Fig。4). ECD(一 )は細分化し, ECDは

減弱するが多少とも発現するものを (土)全 く発現消

失するものを (一)と した。SECD値 はECD(十 )群

で平均3,522ng/ml,またECD(一 )群で平均3,610ng/

mlと ,健 常者の平均2,517ng/mlと比較すると軽度上

昇を示すのみで有意な差は認めなかった。一方,胃 癌

p < 0 . 0 5

Fig. 4 The association of serum SECD amount
with the expression of E-cadherin in gastric can-

cer patients.

normal

n=20

E―cad(十 ) E―cad(士 ) E‐cad(― )
n‐30     n=23     n‐ 10

症例の37%は ECD(士 )に分類される力S, SECDの 平

均は6,225ng/mlと著明に上昇していた (p<0.001).

(5)n,lyの 不一致例

nと lyの有無は一致することが多いが,17例 でn

(一)/1y(十),12例でn(十)/1y(一)と,合計29例(21%)

で nと lyの一致を見なかった。ECDと AMFRの 発

現性より,nま たはly陽性を同時に予測することが可

能であるかどうかを検討したが,有 意な結果は得られ

なかった。一方,組 織型別にSECDよ り検討すると,

分化型においてSECD濃 度はn(一)/1y(―)症例では

平均3,158ng/mlと正常に比べて軽度上昇を示すのに

対し,nま たはlyが (十)の 症例では著明に上昇して

いた [n(十 )/1y(十 ):平 均4,789ng/ml,n(十 )/1y

(―):平 均7,219ng/ml,■(一)/1y(十):平 均5,21lng/

ml]。 しかし,低 分化型ではn,lyの 有無に関係なく

SECDの 上昇を示した (Fig.5).

(6)術 前生検による評価

今回検討した中の20例を用いて切除標本と術前生検

におけるECDと AMFR染 色性を比較検討した。今回

の基準で陽性,陰 性を規定した場合,染 色の一致率は

ECD 90%,AMFR 85%で あった。

考  察

癌細胞は原発巣でリンパ管内に侵入し, リンパ節で
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Fig.5 The assOciatiOn Of serum sECD amOunt

with ly and n in differentiated (A)and undiffer‐

entiated(B)cancers

A                  B

n/1y  十′+ +′‐ ‐′十 ‐′‐ normal

ditterentiated type

+/+ 十′‐ ‐/十 ‐/‐ norma!

unditterentiated type

転移巣を形成する。この過程には癌細胞の様々な細胞

生物学的特性が関与しているが,細 胞問接着の減弱と

運動能の元進は最も重要な因子と考えられる。

癌におけるECDの 発現低下はnぉ ょび lyを きた

しやすい傾向にあったが,単 独では有意差を得るには

至らなかった。興味深いことに,症 例を癌の分化度で

分けると分化型ではECDの 発現減弱は ly,nと 相関

関係にあったが,低 分化型では有意な関係は存在しな

かつた。これは低分化型の癌ではECDの 蛋白発現が

認められても遺伝子の変異や細胞質内の関連蛋自のリ

ン酸化などのためそれらは殆ど機能していないため,
つまり低分化癌ではECD発 現の有無に関わらず細胞

間接着が障害されているためと考えられる11最近,低

分化癌を生じる家族性胃癌の原因遺伝子が ECDで あ

ることが報告されておりり,ECDは 癌の進展のみなら

ず,癌 化そのものに関わっている可能性が示唆されて

いる.一 方,分 化型の癌では,ECDの 発現性は細胞間

接着の強さに比例すると考えられる.ECD発 現減弱の

メカニズムはほとんど解明されていないが,遺 伝子の

変異だけではなく,プ ロモーター領域のメチレーショ

ン。や低分子 G蛋 白の関与りも最近取 り沙汰される。

我々は,こ れとは別にプロテアーゼによる分解を有力

な候補と考えている。実際,多 くの症例で原発巣にお

けるECDの 発現減弱と末梢血中の SECD上 昇を示し

たことは,こ の考えを支持する有力な傍証と考えられ

た。最近,癌細胞の培養上清中にECD分 解活性を見い

だしており,ECD分 解酵素の同定を急いでいるところ

である.

AMFRの 癌の浸潤転移における働きは繊毛癌,勝批

癌,食 道癌,前 立腺癌,大 腸癌さらには胃癌でも報告
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されているD。しかし,今 回の検討ではAMFRの 発現

性とn,lyと の間に有意な関係は存在しなかった。培養

細胞による基礎実験で ECDに よる細胞間接着は,

mRNA転 写レベルで AMFRの 発現を抑制すると報

告 されてお りの,実 際の臨床材料で もこの ECDと

AMFRの 負の相関は確認されているめ。今回の結果も

これに合致していた。また,低分化癌で AMFRの 発現

が上昇しているという事実は,前 述した低分化癌では

ECD発 現の有無に関わらず細胞問接着が障害される

という仮説にもよく一致しており興味深いところであ

る。

nと lyは本来一致すべきものであるが,約 2割 の症

例で一致しなかった,最 も大きな要因は,組 織の割面

を HEで 染色し頭微鏡で観察するという病理組織検

査の限界があると考えられる.こ れに対し最近では割

面を増やしサイ トケラチンで免疫染色する方法や

RT‐PCRに よる方法的などで検出感度を上げると,新

たにn,lyが 検出されるという報告が多くある。即ち,

■(―)/1y(十)や n(十 )/1y(一)という症例はtechnical

faもe negadveで ある可能性が大きいと考えられ, リ

ンパ節転移診断の補助診断としてのリンパ管侵襲の実

用性を考えると,n(十 )ま たは ly(十 )の すべての症

例を検出しうるような指標が必要だと考えられる。

SECDは 原発巣の ECDの 発現をよく反映しており,

n,lyと 相関すると考えられる。今回の結果では,SECD

は nま たは lyに対 して ECDの 免疫染色より優れた

指標であった。これは,免疫染色によるECDの 評価は

腫瘍の一部分に過ぎないのに対 しSECDは 腫瘍全体

の性格を反映しているためかもしれない。

臨床応用を考えるとn,lyと も手術後時間が経過し

てから結果が得られるものであり,手 術術式に遷元す

ることは不可能である。術前生検で切除標本の ECD,

AMFRの 発現性を予想することは可能であったが,や

はり腫瘍のごく一部しか見ておらず,サ ンプルの採取

も,免 疫染色もやや煩雑で,評 価法も主観的で再現性

に乏しいところがある.SECDは 術前に評価可能であ

るうえに,採 血で簡単に測定され,評 価も客観的で再

現性にも優れているという利点を持っている。今後幅

広い臨床応用が期待される。

このような生物学的特性による検索は,現 在のとこ

ろ肉眼的,顕 微鏡的な形態学の補助的な診断にとど

まっている。しかし,形 態を規定するのは生物学的特

性にほかならず,近 い将来両者の関係が逆転し,腫 瘍

を生物学的特性で表現し形態学は補助診断として併記
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されるような時代が来るもの と思われる。

AMFRの 関与について
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Implication of E-cadherin and Autocrine Motility Factor Receptor in

Lymphatic Involvement of Human Gastric Cancers

Yuichiro Doki, Hitoshi Shiozaki, Kenshu Kawanishi, Junnji Gofuku*, Masahiko Yano,

Toshimasa Tsujinaka, Masatoshi Inoue and Morito Monden

Department of Surgery II, Osaka University Medical School
*Department of Surgery, Kano Comprehensive Hospital

Lymphatic involvement (1y) and lymph node metastasis (n) were predicted by immunohistochemical

evaluation of the expression of E-cadherin (ECD), a representative cell adhesion molecule, and autocrine

motility factor receptor (AMFR) in gastric cancer patients. Soiuble fragments of E-cadherin (SECD) in the

peripheral blood were simultaneously measured by the ELISA method. In the differentiated type of
gastric cancers (tub, pap), ECD expression was negatively correlated with ly and n, but there was no such

correlation in the undifferentiated type (por, sig). AMFR expression was carrelated with depth of

invasion and tumor differentiation, but not with ly nor n. Interestingly, expression of ECD and AMFR was

negatively correlated, and the ECD(-)/AMFR(*) tumors showed the highest incidence of ly and n. There

was inconsistency in the evaluation of n and \y in2lfu patients, and predictions could not be made on the

basis of either ECD or AMFR expression. However, elevation of SECD levels was more sensitively

associated with the presence of either ly or n than ECD or AMFR expression. Thus, the immunohisto-

chemical expression of ECD and AMFR can partly predict the presence of ly and n. SECD were easily

measured preoperatively, and the measurements were reproducible, objective, and more sensitive in
predicting ly nad n. Thus, clinical application of SECD is expected in the future.
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