
1．はじめに

大腸癌は他癌に比べ，比較的予後良好な疾患である

が，肝転移を伴う症例の予後は不良である．そのため

異時性肝転移を的確に予測し，早期に補助療法を施行

することが重要と考えられる．異時性肝転移の予測に

関する検討は，従来組織型，深達度，脈管侵襲などの

臨床病理学的因子との関連から行われてきたが，癌悪

性化と遺伝子異常の関係や，肝転移のメカニズムが解

明されるに伴い，癌遺伝子や関連抗原との関連から検

討されるようになった．今回，著者らは大腸癌肝転移

の高危険群を抽出する目的で，肝転移と癌の増殖能，

浸潤能，血管新生に関わる因子との関係を分子生物学

的および免疫組織的手法を用いて検討した．

（1）matrix metalloproteinase―9（MMP―9），urok-

inase type plasminogen activator（uPA），tissue inhibi-

tor of metalloproteinase（TIMP）の発現と肝転移との

関係

対象：大腸癌48例（結腸癌28例，直腸癌20例）を対

象とした．病期進行程度は stageI 5例，stageII 17例，

stageIIIa+IIIb 18例，stageIV 8例であり，同時性肝転移

陽性例は 8例であった．

方法：新鮮癌組織から total RNAを抽出後，逆転写

法にて complementary DNA（以下 cDNA）を合成し

た．これを鋳型としてMMP―9，uPA，TIMPに特異

的なプライマーを用いて polymerase chain reaction

（PCR）を行った．PCRには thermal cycler（Takara

社）を用い，DNA denaturation；94℃，60秒，primer

extension；72℃，60秒を 1サイクルとし，MMP―9では

35サイクル，uPAでは30サイクル，TIMPでは25サイ

クル行った．MMP―9，uPA，TIMPのプライマーは既

報に記載された塩基配列をもとに合成されたものを使

用した．増幅DNAの同定は2.0％アガロースゲル電気

泳動法により行った．なお，統計学的有意差検定は，

χ2検定あるいはMann-Whitney の U検定を行い，期待
値が 5未満の場合はFisher の直接確率検定法を用い

て行った．危険率 5％未満を有意差ありと判定した．

結果：全症例でのMMP―9発現率は54.2％，uPAは

70.8％，TIMPは89.6％であった．各遺伝子発現の有無

と年齢，性別，占居部位，組織学的病期，組織型，組

織学的壁深達度との間に明らかな関連は認められな
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かった．同時性肝転移陽性群のMMP―9発現率は100

％で，陰性群の45.0％に比べ有意に高値を示した．uPA

発現率は転移陽性群では100％で，陰性群の65.0％に比

べ有意に高率であった．TIMP発現率は転移陽性群が

75％に対して陰性群は92.5％であったが両群間に有意

差は認められなかった．MMP―9と uPAを組合わせた

発現率と肝転移との関係をみると，MMP（＋）uPA

（＋）群では30.8％（8�26）に肝転移がみられたのに対
し，その他群〔MMP（＋）uPA（－），MMP（－）uPA

（＋），MMP（－）uPA（－）〕では0％（0�22）であり，
MMP（＋）uPA（＋）群で有意に肝転移発現率が高かっ

た．MMP―9と TIMPの組合せでは，MMP（＋）TIMP

（＋）群の肝転移率が100％であったのに対し，その他

群〔MMP（＋）TIMP（－），MMP（－）TIMP（＋），

MMP（－）TIMP（－）〕では13.0％であり，MMP（＋）

TIMP（＋）群で有意に肝転移率が高率であった．

（2）p53，PCNA，CD44，nm23，c-erbB-2の発現性

と異時性肝転移との関係

対象：大腸癌異時性肝転移33例（以下，転移群）と

術後 5年以上経過した無再発生存例中，転移群と占居

部位，組織型，壁深達度を1：2で度数マッチングさせ

た66例（以下，対照群）を対象とした．転移群の病期

進行程度は stageI 1例，stageII 6例，stageIIIa+IIIb 26

例であり，非転移例では stageI 6例，stageII 14例，stage

IIIa+IIIb 46例であったが，両群間の症例の偏りに有意

差は認められなかった．

方法：切除標本のホルマリン固定パラフィン包埋ブ

ロックより4µmの薄切切片を作製し，脱パラフィン

後，p53，c-erbB-2，CD44，nm23は ABC法で，PCNA

は EPOS法で染色した．1次抗体として p53は DO―7，

PCNAは PC10，CD44は DF1485，nm23，c-erbB-2は

polyclonal antibody を使用した．判定法は，p53は癌細

胞の核が集簇的に染色されるものを，c-erbB-2と CD44

は細胞膜が染色されたものを，nm23は細胞質が正常細

胞以上に濃染されたものを陽性とした．PCNAは核が

染色されたものを陽性とし，腫瘍最深部における癌細

胞500個中の陽性細胞数の割合を百分率で表示し，

PCNA LI とした．PCNA LI は receiver operating cha-

racteristic（ROC）曲線を描き，左上隅に最も近い値，

すなわち60をカットオフ値とし高値群，低値群の 2群

に分類した．また，転移群と対照群の各因子の染色陽

性率より，単独および組み合わせによる検査陽性時の

異時性肝転移確率を算定した．検査前確率は本研究期

間における異時性肝転移発生率とした．

結果：転移群では PCNA-LI 高値群が63.6％にみら

れ，対照群の28.8％に比べ，有意に高率であった．CD44

は対照群で33.3％であったのに対し，転移群では66.7％

と有意に高率であった．一方，nm23発現率は対照群の

71.2％に対し，転移群では45.5％と低率であった．

p53，c-erbB-2については両群間で差がみられな

かった（Fig. 1）．有意差が認められた PCNA高値，

CD44陽性，nm23陰性の組合せによる異時性肝転移の

確率をVecchio ら1）の方法を用いて算定した．単独で

は PCNA≧60が0.23と最も高い確率であったが，2項

目では PCNAと nm23の組合せが0.62と最高値を示し

た（Table 1）．

（3）血管新生関連因子（VEGF，PD-ECGF，MVD）

と肝転移との関係

対象：同時性肝転移例30例（同時性群），異時性肝転
Fig. 1 A comparison of positive rates for CD44, nm

23, p53, c-erbB-2 and PCNA-LI evaluated by immu-

nohistochemical staining between the metachro-

nous metastasis group and the control group. me-

tachro：metachronous metastasis
Table 1 Acomparison of immunohistochemical stain-

ing positive predictive value for metachronous liver

metastasis ammong negative nm23, positive CD44

and PCNA LI≧60.
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移例35例（異時性群）および術後 5年以上経過した無

再発生存例66例（非転移群）を対象とした．

方法：原発巣のホルマリン固定パラフィン包埋標本

より薄切切片を作製し，vonWillebrand Factor（VWF），

VEGF，PD-ECGFをABC法で免疫組織染色した．

VEGFはプレパラート全体の染色陽性率と細胞質の

染色性から 4段階に評価し，PD-ECGFは判定部位を

間質と癌細胞に分けて評価した．またMVDはVWF

にて染色された腫瘍内微小血管の200倍視野による

hot spot 5 視野の平均断面数で表示した．

結果：同時性群のMVDは他群より有意に高く，ま

た異時性群では非転移群より有意に高値を示した

（Fig. 2a）．MVDはリンパ節転移や静脈侵襲とも正の

相関を認めた．またVEGFとの関係では，VEGFの染

色性が増強するとともに同時性，異時性群が増加し，

非転移群は減少した（Fig. 2b）．一方，MVDとVEGF

との間には有意な相関は認められなかった．

（4）RT-PCR法による腫瘍還流血中の遊離癌細胞検

出

対象：対象は大腸癌42例（結腸30，直腸12例）で，進

行程度の内訳は stageI 4例，stageII 13例，stageIIIa+

IIIb 17例，stageIV 8例であった．また経過観察期間の

中央値は 1年 6か月であった．

方法：手術時に腫瘍還流静脈血を10ml 採取し，比重

分離液にて単核球層を分離後，total RNAを抽出した．

cDNAを抽出後，CEAと CK―20に特異的プライマー

を用い，nested RT-PCRを CEAは20サイクル，CK―20

は30サイクルで行った．

結果：CEA，CK―20がともに陽性例は stage I で

0 ％，stage II で15.4％，stage III で23.5％，stage IV

で100％と病期の進行とともに高率となった（Fig. 3）．

CEAと CK―20がともに陽性であった根治度Bの 7例

中，stageIIIb の 2 例で異時性肝転移が認められた．

考 察

（1）MMP―9，uPA，TIMPの発現性と肝転移との

関係について

癌転移の基底膜破壊の段階にはMMPが不可欠であ

り，とくにMMP―9は基底膜の主要構成部分である IV

型コラーゲンに対する強い分解能を有することか

ら2），転移の初期段階で重要な役割を演ずると考えら

れている．uPAはセリンプロテアーゼのひとつで，非

活性型MMP―9を活性化する作用を有する3）．一方，

TIMPはMMPの特異的 inhibitor であるが，現在 3種

類同定されており，とくにTIMP―1，TIMP―2のMMP―9

活性に対する強い抑制作用が知られている4）．今回の

検討では，肝転移とMMP―9，uPAとの間には有意の

相関が認められ，両者が肝転移に関与している可能性

が推察された．しかし，TIMPに関しては大部分の症例

で発現がみられ，単独では肝転移との関連は乏しかっ

た．緒方ら5）は TIMPとMMP―9産生のバランスが肝転

移を規定すると報告している．

（2）p53，PCNA，CD44，nm23，c-erbB-2の発現性

と異時性肝転移との関係について

検討した 5項目中，非転移群との間に有意差が認め

られたのは，PCNA，CD44，nm23の 3 項目であった．

Fig. 2 a）Relationship between the time of appear-

ance of liver metastasis and MVD. b）Relationship

between the time of appearance of liver metastasis

and VEGF. synchro：synchronous metastasis, me-

tachro：metachronous metastasis , no meta：no

metastasis

Fig. 3 The relationship between free cancer cells de-

tected by RT-PCR in mesentric vein blood draining

from tumors and the histological stage.
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PCNAは G1後期から S期前半に存在する細胞増殖期

関連核蛋白であり，そのカットオフ値は平均値や中央

値を用いた報告が多い．

著者らは各 PCNA-LI 値における異時性肝転移の感

度と特異度からROC曲線を用いて解析し，カットオ

フ値を60とした．この値は大腸癌のDukes 分類や

DNA ploidy を有意に判別する値と同一値であり6），

妥当な値と考えられた．そして PCNA-LI が60以上の

高値例では有意に異時性肝転移が多かった．

CD44は standard form（CD44s）と variant form（CD

44v）が存在し，CD44v の発現は癌の進展に関連すると

報告されている7）．著者らはCD44s を検索したが，転

移群のCD44陽性率は66.7％と有意に高率であり，

Ichikawa ら8）と同様の結果であった．マウスメラノー

マ細胞から単離された nm23は，癌抑制遺伝子の 1つ

と理解されている9）．著者らの検討では異時性肝転移

例で有意の染色性低下を示し，肝転移に対しても抑制

的に働いていることが示唆された．しかし，腺腫から

進行癌まで一貫して発現が認められるとの報告10）もあ

り，進行過程により作用が異なる可能性が推察される．

有意差の得られた 3項目を用いて異時性肝転移予測確

率を算出したところ，1項目では PCNA LI が，2項目

では PCNA LI と nm23の組み合わせが最も高い確率

を示し，異時性肝転移の予測手段としての有用性が示

唆された．

（3）血管新生関連因子と肝転移との関係について

腫瘍の転移，増殖には血管新生は不可欠であり，種々

の血管新生因子の関与が報告されている．VEGFは

KDR receptor を介して血管内皮細胞に対しmitogen

として働き11），PD-ECGFは Thymidine Phospholilase

と同一物質で，血管内皮細胞の成長と遊走を促し，血

管新生を誘導すると考えられている12）．MVDおよび

VEGF発現と同時性肝転移，異時肝転移，非転移との

間には，それぞれ経時的に有意な相関が認められた．

MVDとVEGFとの間にも有意の相関がみられるとの

報告が多いが13），著者らの検討では明らかな相関は得

られなかった．同一症例での検討でも，VEGFの発現

は血管密度の高い部位よりも，新生血管が未発現の腫

瘍先進部で高発現しており，腫瘍増殖能に差が存在す

る可能性が示唆された．またVEGFにより血管新生が

誘導された後に，VEGFが逆に枯渇した状況となる可

能性が推察された．

（4）RT-PCR法による腫瘍還流血中の癌細胞検出に

ついて

RT-PCR法を用いて癌の微小転移を検索する試みが

多く報告されているが14），その精度や臨床的意義につ

いては議論も多い．著者らは客観性を持たせる目的で

2種の上皮性マーカーとされるCEAと CK―20を用

い，腫瘍還流血中の癌細胞の検出を行った．その結果，

検出率は病期の進行とともに上昇し，stageIV 症例で

は全例で陽性であった．今後予後との関係を明らかに

することが重要であるが，現時点で，根治度Bの陽性

例 7例中，stageIIIb の 2 例に肝再発が認められた．

以上の結果，大腸癌肝転移にはMMP―9，uPA，

PCNA，nm23，CD44が関与していることが示唆さ

れ，これら因子の発現性の検索とRT-PCRによる腫瘍

灌流血中の癌細胞検出法は，肝転移高危険群の抽出法

として有用であると推察された．
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Study of a High Risk Group for Liver Metastasis of Colorectal Cancer Evaluated by
Molecular Biology and Immunohistochemistry Approach

Katsuyuki Kunieda, Hisashi Kohmura, Jun Sano, Kazuya Yamaguchi, Shinichiro Aoki,
Fumichika Kitamura, Yasuyuki Sugiyama and Shigetoyo Saji

The Second Department of Surgery Gifu University School of Medicine

［Purpose］To facilitate identification of a high risk group of colorectal cancer patients with liver metasta-
sis, we studied the relationship between gene products and liver metastasis by the PCR method and immuno-
histochemical staining.［Results］1）Expression of MMP―9, uPA, and TIMP mRNA as assessed by RT-PCR
was studied in relation to liver metastasis in 48 colorectal cancer patients. The incidence of gene expression of
MMP―9 and uPA was significantly higher in cases with liver metastasis, and MMP―9（＋）and uPA（＋）, and
MMP（＋）, and TIMP（－）, were significantly linked to metastatic spread to the liver. 2）Immunohistochemi-
cal expression of p53, c-erbB-2, CD44, nm23, and PCNA-LI was compared in 33 cases with metachronous liver
metastasis（metastasis group）and 66 cases without liver metastasis（control group）, and the incidences of
CD44（＋）, nm23（－）, and PCNA-LI≧60 were found to be significantly higher in the metastasis group than in
the controls. 3）Study of angiogenic factors also showed VEGF and MVD to be significantly associated with
liver metastasis. 4）Detection of free cancer cells in mesenteric veinous blood draining tumors by PCR using
CEA and CK―20 primers showed that the positive rates increased with clinical stage. Seven patients in the
group without obvious liver metastasis were positive, and metachronous liver metastasis was observed in 2 of
them.［Conclusions］MMP―9, uPA, TIMP, VEGF, PCNA, nm23, and CD44 have significant correlations with
liver metastasis by colorectal cancer, and analyzing them is considered useful for identification of cases at
high risk of liver metastasis along with use of the PCR method to detect free cancer cells in the mesenteric
veins draining tumors.
Key words：liver metastasis of colorectal cancer, angiogenic factor, MMP―9
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