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はじめに

胃癌の脈管侵襲は,転 移再発形式の予測に重要な情

報の 1つ であるが,こ れに基づいた治療方針決定のた

めには術前にある程度予測することが必要である。一

方,脈 管侵襲とは癌細胞が原発巣の微小な脈管に浸潤

した状態を示すものであり,転 移の分子生物学からみ

ると,そ の形成には血管新生,増 殖,浸 潤,接 着など

のプロセスをクリアーする必要がある1)。そこで,今 回

教室における胃癌症例の ly,v factOrの意義を再検討

するとともに,分 子生物学的手法を用いた生検組織に

おける各プロセスの転移関連遺伝子群の mRNA発 現

から,こ れらの脈管侵襲を予測が可能であるかどうか

を検討した。

対象と方法

1.胃 癌症例の転移形式の予測におけるly,v factOr

の意義

教室において1997年までに切除手術がなされた胃癌

1,374例を対象に,ly因 子,v因 子とリンパ節転移,肝
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転移,腹 膜播種りとの関連について検討した。

2.胃 癌生検組織中の転移関連遺伝子群の mRNA

発現 とly,v factorとの相関

胃癌の術前生検組織の内,mRNAが 存在すること

が確認された93例 (Table l)を対象に,既 報の in situ

hyb拭dizadon(ISH)法 により,転 移関連遺伝子群の

発現を検討した。用いた prObeは ,血 管新生因子とし

てbasic fibroblast gro、vth factOr(bFGF)と vascular

endothelial growth factOr(VEGF), 増 殖因子として

epidermal gro、vth factOr receptOr(EGFR), 浸 潤に

関わる因子 として血管内皮基底膜の破壊に不可欠な

type IV collagenase,接着に関連する因子として E‐

cadherinの 5種類 とmRNA全 量を反映するd(T)20

oligonucleotide(poly dT)の計 6つ を使用し,連 続切

片を用い同部位を染色 した。ISHは Fisher社の Mi

croprobeキ ットを用いた。この仕組みをFig。1に 示

Table l  The distribution of ly factor and v factor

of gastric cancer patients

胃癌の脈管浸潤の意義の再評価並びにその術前予測の可能性を検討した。胃癌手術症例1,374例によ

る検討では,ly因 子 とリンパ節転移と腹膜播種,v因 子 と肝転移との間に関係が認められた。次にly

因子,v困 子の術前予測を目的に,術前生検組織93例を対象に転移の分子機構から予測される理論的に

脈管浸潤に必要な因子である増殖因子として epidermal growth factor receptor(EGFR),血管新生

因子として basic fibrOblast growth factor(bFGF)とvascular endOthelial grOwth factOr(VEGF),

浸潤因子として type IV collagenase,接着因子として E‐cadhettnの転移関連遺伝子群の mRNAを

In situ hybridizatiOn(ISH)法による発現程度から検討した.そ の結果,ly因 子ではcollagenaseと

E,cadherin(減弱),v因 子はcollagenaseとVEGFが 単変量解析により陽性群と陰性群で有意の差を

認めた。以上から,本 法は胃癌の脈管浸潤の予測,ひ いては転移,再 発の予測に有用であると考えら

れた。
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Fig.1

すが,各プローブをビオチン化し,AB反 応を利用して

alkalinephosphataseで 赤 く染色させるものである。

具体的には,脱 パラフィンから始まり,各 prObeと の

接触を温度を上げることにより短い時間で行い,染 色

性を高める薬剤を使用しつつ,最 後に赤 く染色させる

ものである。いずれも1回 の操作で,20枚 のスライド

を染めることが可能であり,全 行程で約 3時 間で終了

する3)。

それぞれの probeの 発現値は,既 報
4)のごとくまず

それぞれの症例の 6つ の probeに よる染色程度 を

image analyzerに て OD値 で表現し,転移関連遺伝子

群の OD値 をそれぞれ poly dTの OD値 で除 した値

を,そ れぞれ遺伝子の発現指数とした。すなわち,そ

れぞれの遺伝子群が mRNA全 体 か らみて何%の

mRNAに 発現しているかを示すものである.次 に各

遺伝子の発現指数の平均値とly因子,v因 子 との関連

について統計学的に検討した。

成  績

1.ly因 子,v因 子 と各転移形式との関係

ly因子では,ま ずリンパ節転移との相関をみると,

lyOでは62%に 過ぎないのに対し,lyl,2,3と 上昇す

るに従い,72.3%,85.0%,99.8%と 高率を示し,強

い相関が認められた (Fig.2).特 に治療上問題 となる

3群 と4群 との関係を見ると,よ り鮮明であり,lyOの

症例は認められないのに対し,lyl,2,3で はそれぞれ

10.4%,19.4%,500%と 漸増していた.次 に肝転移

と腹膜播種との関係を見たが,肝 転移ではlyl,2,3で

いずれも10%内 外 と差が認められなかったが,腹 膜播

種ではlyOでは1.4%と 低率であるが,lyl,2,3で はそ

れぞれ11.8%,15。 9%,34.1%と 相関が認められた。

次にv因 子を検討したところ,ま ず肝転移との関係

をみると,vOで は1.4%で あるのに対し,vl,2,3で は

mRNA発 現からみた脈管侵襲の術前予測

Mechanism of ISH method. Fig. 2 Correlation between ly factor (lymphatic

*RED. invasion) and lymoh node

- metastasis of gastr ic cancer.
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Fig. 3 Correlation between v factor (vascular

invasion) and liver metastasis of gastric cancer.
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それぞれ101%,205%,500%と 著増しており,強

い相関が認められた (Fig.3)。しかしリンパ節転移や

腹膜播種とは相関は認められなかった。

以上から,ly因子ではリンパ節転移と腹膜播種,v因

子では肝転移 との関係が認められた。

2.転 移関連遺伝子群の mRNA発 現指数 とly因

子,v因 子との関係

各遺伝子群の発現指数の平均値とly因子,v因 子と

の関係を単変量解析にて検討した。ly因子 との関係を

みると,EGFR,bFGF,VEGFで はいずれもly十群は

ly一群に比し,発 現指数が高い傾向がみられるものの

有意差は認められなかった。これに対し,collagenase

は ly十群で74であったのに対し,ly一群では39と有意

差 を持って l y 十群 が高い発現指数 を示 した ( p =



ly十(n=67)

58(20-100)

61(18-96)
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74(32-90)

20(5-40)

ly一(n=26)

55(18-100)

53(15-80)

53(17-100)

39(0-64)

42(11-76)
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Table 2 ■ lRNA expression index Of metastasis‐

related genes in patients Mrith lymphatic invasion

positive and negative gastric cancer.

EGFR

bFGF

VECF

C o l l a g e n a s e

E‐cadherln

Table 3 mRNA expression index of metastasis-
related genes in patients with vascular invasion
positive and negative gastric cancer.

EGFR

bFGF

VEGF

C o l l a g e n a s e

E‐cadherin

p=00006

p=001

0,05)。 また E‐cadherinは逆にly十群で20,ly一群で

42と有意差を持って発現が減弱していた (p=0.01)

(Table 2).

これに対しv因 子では,VEGFが v十群で76,v―群

42と明らかに陽性芋で高値を示した (p=0.0006).ま

た,collagenaseも v十群で72,v一 群41と陽性群で有

意に高い発現が認められた。これに対 し,EGFR,

bFGFに おける発現指数の元進や E‐cadhe拭nの 発現

減S]は認められなかった (Table 3).

考  察

胃癌におけるly因子,v因 子は数多くの病理情報の

中でその意義が埋没していたが,元 来リンパ節転移を

生ずるためにはリンパ管に癌細胞が入ることが不可欠

であり,ま た血行性転移には癌細胞が静脈に浸潤する

必要性が高いものと考えられる。つまりこれらの因子

は,臨 床的な転移の少し前のステップを直接みること

ができるものであり,当 然,転 移,再 発の予測に有用

なものであることは容易に予測がつく.実 際,今 回の

検討でも,ly因子とリンパ節転移,v因 子と肝転移との

間には強い相関が認められ,こ れらの因子の程度が高

まるにつれて,転 移の率も上昇していた。しかしこの

ような転移,再 発の良い指標も,術 後病理成績を待っ

て初めて知ることができるため,術 前,術 中からの治

療応用に使うことは不可能であった。そこで求められ

るのが,こ の ly因子,v因 子を必然的に予測できる因
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子を検索することである。
一方,無 秩序にみえた癌の転移も分子機構の飛躍的

な発展により,か なり詳細に解明されてきた。すなわ

ち,あ る種の癌遺伝子により転移能を獲得した癌細胞

が,血 管発生を高めつつ増殖能を増し,血 管内皮細胞

の基底膜を分解して血管内に進入し,大 循環を経て標

的臓器に到達する。標的臓器ではその血管内皮に接着

し,基 底膜を分解して臓器に進入し,血 管新生を高め

て増殖することにより転移が完成する。この中で,ly

因子,v因 子は原発臓器で脈管に浸潤した像を頭微鏡

的にみるものである。つまり理論的には,こ の脈管浸

潤までに必要なステップをクリアーしなければならな

い.そ こで,増 殖因子,血 管新生因子,基 底膜を分解

する因子などの元進,さ らに細胞が遊離するための接

着因子の減弱などの有無から予測することが妥当と考

えられる.

ここでまず問題となるのがどのような因子を検討す

べきかということであるが,こ れまでの数多くの胃癌

を中心とした報告から増殖因子として EGFRD,血 管

新生因子としてbFGFと VEGFの ,基 底膜分解酵素と

して基底膜の主成分であるtype IV collagenを分解

す るtype IV collagenaseの,接 着 因子 として E‐

cadherinゆを選択した。次の問題 として,これらの因子

の発現をどのような方法で検討すべきかということが

挙げられるが,小 さな生検組織を用いること,簡 便で

あること,よ り客観的な評価が可能であることなどか

ら,Fidlerら が開発した ISH法 を選択した.こ の方法

では20枚の切片の各プローブの mRNAの 発現を約 3

時間で染色することが可能である。また各プロープの

特異性に関してはすでに詳細な検討がなされており,

大腸癌を中心にいくつかの報告がなされている。

以上からISH法 により,胃 癌生検組織を用いた,各

種の転移関連遺伝子群の検索を行い,そ の発現程度か

らly因子,v因 子の予測が可能であるかを検討した。

その結果,ly因 子ではtype IV c01lagenaseと E‐

cadherin, v因子はtype IV collagenaseとVEGFが

単変量解析により陽性群 と陰性群で有意の差を認め

た.さ らに ly因子,v因 子の程度により,さ らなる発

現の差を認めた. 2つ の遺伝子群を組み合わせること

により,そ れぞれ70%の 予測が可能と考えられたが,

今回の検討は少数でもあり,今 後これらの遺伝子群を

中心に症例を重ねて ly因子,v因 子の予測の設定条件

を確立させる必要があると考えられた。

教室では,以 前から再発形式を予測した 「術中先回

v十 (n=30)

60(24-100)

5 8 ( 1 8 9 2 )

76(38-100)

72(30-90)

35(5-72)

v― (n=63)

54(18-100)

55(15-56)

42(17-86)

41(10-72)

32(12-76)
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り免疫化学療法」を提唱 し,肝 転移には術中肝動注,

腹膜播種には腹腔内高濃度化学療法などを施行 し,そ

れぞれ再発率の低下や生存期間の延長 を得ているの.

この治療の重要なポイントは,そ れ らの再発ハイリス

ク症例 をどのように設定すべ きか ということである

が,今 回の ISH法 によりly因 子,v因 子の予測は,こ

のハイリスクをより効率的に選択するために多いに有

用なものになるもの と期待される。
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Multiparametric in Situ mRNA Hybridization Analysis for Gastric
Biopsies to Predict Lymphatic Invasion and Yascular

Invasion in Patients with Gastric Carcinoma

Yutaka Takahashi
Department of Surgical Oncology, Cancer Research Institute, Kanzawa University

We determined the level of expression several genes that regulate different steps in the process of
gastric cancer metastasis (growth lepidermal growth factor receptor: EGF-R], angiogenesis fbasic
fibroblast growth factor: bFGFI and vascular endothelial growth factor: VEGF]), invasion (type IV
collagenase), and cell adhesion/cohesion (E-cadherin) in biopsy specimens of primary human gastric
carcinomas by using the in situ hybridization (ISH) method to predict lymphatic invasion and vascular
invasion. Our results showed that higher expression of type IV collagenase and lower expression of
E-cadherin significantly related to lymphatic invasion, and higher expression of type IV collagenase and
VEGF were significantly correlated with vascular invasion, These results suggest that our ISH method
for gastric biopsy specimens will be useful to predict lymphatic invasion and vascular invasion followed
by metastasis and recurrence of gastric cancer.
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