
原 著

術後肝転移のリスク要因としての大腸癌間質における
osteopontin 陽性 tumor-associated macrophage の局在

近畿大学医学部外科

石丸英三郎 今野 元博 奥野 清隆
塩崎 均 大柳 治正

はじめに：進行大腸癌術後の異時性肝転移発生は予後を大きく左右するため，その high risk
群を選別することが重要である．Osteopontin（以下，OPN）は腫瘍の転移・増殖などに関与す
る細胞接着配列を有するリン酸化糖タンパクである．そこで，大腸癌における肝転移と OPN
の発現の関連について免疫組織化学的に検討した．対象と方法：進行大腸癌切除症例を同時性
肝転移群 30 例，異時性肝転移群 17 例と非肝転移群 54 例の 3 群に対して抗 OPN，CD68，CD105
抗体を用いた免疫組織化学的染色を行った．結果：OPN の主な発現は腫瘍細胞ではなく，腫瘍
周囲間質に浸潤するマクロファージ（tumor associated macrophage；以下，TAM）の一部に認
められた．TAM における OPN 陽性 TAM の割合（OPN�TAM），ならびに微小血管密度（以
下，MVD）を腫瘍周囲間質の局在別に検討したところ，異時性肝転移群を対象とした単変量解
析の結果，中心部の MVD ならびに先進部と中心部の OPN�TAM の 3 因子に有意差を認めた．
この 3 因子を用いた多変量解析では，先進部間質および中心部間質の OPN�TAM が異時性肝
転移の危険因子である可能性が示唆された．考察：進行大腸癌術後異時性肝転移発症の high
risk 群選別の一助として，切除標本の腫瘍先進部間質ならびに中心部間質の OPN�TAM の検
討の有用性が示唆された．

緒 言
進行大腸癌に対して根治手術が行われても

40％ の患者に再発が生じ，その中でも特に肝転移
の発生は 33％ にも及ぶ１）．肝転移巣に対する最も
有効な治療法は肝切除であるが，肝切除後の残肝
再発は 40～50％ で２），また 5 年生存率はおおむね
25～40％ である２）～６）．しかし，最近では大腸癌肝転
移に対する肝切除後の 5 年生存率が 50％ を超え
る報告も散見される７）８）．したがって，今後大腸癌
の予後をより向上させるためには肝転移のハイリ
スク群を選別し，厳重な観察を行う必要がある．

Osteopontin（以下，OPN と略記）は GRGDS
（Gly-Arg-Gly-Asp-Ser）細胞接着配列を有するリ
ン酸化糖タンパクであり９），その働きは細胞接着や

細胞遊走活性，骨代謝など多岐にわたる１０）．また，
Vascular Endothelial Growth Factor（以下，VEGF
と略記）と協調して働くことで血管新生に関わっ
ていることでも注目されている１１）．OPN は胃・大
腸・乳腺・肺など種々の腫瘍細胞でも発現してい
る１２）～１４）．最近，これら腫瘍細胞が産生する OPN
は腫瘍の転移・増殖に関連していると報告されて
いる１５）～１７）．さらに，腫瘍細胞以外での OPN の発現
は主に腫瘍間質に浸潤するマクロファージである
とされている１３）１８）．このマクロファージは tumor
associated macrophage（以下，TAM と略記）と
呼ばれ，腫瘍の増殖に関連する因子を産生する１９）．

しかし，OPN を発現した TAM と癌の悪性度と
の関連についての研究は，Pub Med で 1985 年か
ら 2005 年までの発表論文を対象に「Osteopon-
tin」，「colorectal cancer」，「liver metastasis」，

「macrophage」をキーワードに文献検索したとこ
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Fig. 1 Macroscopic features at the cut section con�
taining the deepest site of tumor penetration in co�
lorectal cancer. We showed the marginal area and 
central area in the figure 1. CD105 and CD68 chose 
a field of view the same as OPN in consecutive cut 
sections.

Table 1 Characteristics of the patients

n＝101

59maleSex
42female

63.01±11.18（Mean±SD）
 8CecumLocation
 6Asc.
10Trans.
 2Des.
34Sigmoid
41Rectum
39wellHistological type
55mod
 7por, muc
17mpDepth of tumor invasion
51ss, a1
30se, a2
 3si, ai
56.38%n（－）Lymph node metastasis
43.61%n（＋）
33.67%ly（－）Lymphatic invasion
66.32%ly（＋）
64.58%v（－）Venous invasion
35.42%v（＋）
12stage IPathological stage
33stage I I
24stage I I I
32stage I V

ろ，皆無である．
そこで，TAM における OPN の発現が，大腸癌

切除後の肝転移のリスク要因となることを明らか
にするために本研究を行った．

対象と方法
1）症例
1990 年より 1999 年の間に進行大腸癌の診断で

原発巣の切除手術を施行した 101 症例を対象とし
た．対象症例は男性 59 例，女性 42 例で平均年齢
63.0±11.2 歳，組織型は高分化腺癌 39 例，中分化
腺癌 55 例，低分化腺癌とその他が 7 例，腫瘍占居
部位は結腸癌 60 例（盲腸 8 例，上行結腸 6 例，横
行結腸 10 例，下行結腸 2 例，S 状結腸 34 例），直
腸癌 41 例であった．これらの症例を手術時にすで
に肝転移が存在した同時性肝転移群（synchro-
nous hepatic metastasis 群；以下，S 群と略記）30
例，術後に肝転移を発症した異時性肝転移群（me-
tachronous hepatic metastasis 群；以下，M 群と

略記）17 例と，術後 5 年を経過しても再発・転移
を認めない非肝転移群（non-hepatic metastasis
群；以下，N 群と略記）54 例の 3 群に分けて検討
した．肝転移の有無は腹部 CT または超音波検査
のいずれでも診断できる症例とした．また，大腸
癌取扱い規約第 6 版２０）による組織学的病期分類で
は stage I 12 例，stage II 33 例，stage III 24 例，
stage IV 32 例であった（Table 1）．

2）免疫組織化学染色方法
手術摘出標本を 10％ 中性ホルマリンに 12～24

時間固定後，パラフィン包埋し 4µm の連続切片を
作成した．この連続切片について，通常のヘマト
キシリン・エオジン（HE）染色に加え，抗 OPN
抗体と主にマクロファージを認識する抗 CD68 抗
体は Envision＋法２１），腫瘍増殖に伴って新生した
微小血管を認識する抗 CD105 抗体には CSA Sys-
tem 法２２）に基づく免疫組織化学染色を行った．1
次抗体であるマウス抗 CD68 モノクロナール抗体

（DAKO JAPAN，Kyoto，JAPAN）は 100 倍に希
釈，抗 OPN ポリクロナール抗体は 700 倍に希釈
し 4℃，overnight で反応させた．抗 CD105 抗体は
2,000 倍に希釈し，15 分間反応させた．また，腫瘍
間質部で OPN を発現している細胞を同定するた
めに，抗 OPN 抗体と抗 CD68 抗体，両者を用いた
ENVISION＋，ENVISION�AP 法２３）に基づく 2 重
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Fig. 2 Immunohistochemical staining for OPN anti�
gen in cancer tissue of the colorectal cancer. For 
OPN positive cells（white arrows）infiltrated can�
cer stroma, we counted the number of immunore�
active cells with a microscopic field of×200.

Fig. 3 Double immunohistochemistry for OPN and 
CD68. Double staining with OPN and CD68 anti�
body demonstrated revealed the OPN positive 
cells were also CD68 positve macrophages. The 
white arrows showed CD68 positive macrophages.

Fig. 4 Immunohistochemical staining for CD105 an�
tigen in cancer tissue of the colorectal cancer. Ex�
pression of CD105（white arrows）was shown by 
dark brown staining at microvessels.

免疫組織化学染色を施行した．
3）測定方法
1：腫瘍間質部の OPN 発現細胞数の測定
腫瘍先進部間質（marginal area；以下，MA

と略記）ならびに腫瘍中心部間質（central area；
以下，CA と略記）で OPN 発現が多く認められる
部位はそれぞれ 2～4 か所存在した．その部分の画
像をコンピュータに取り込み，単位面積（0.045
mm2）当たりの OPN 発現細胞数を計測した（Fig.
1）．

2：腫瘍間質部の CD68 発現細胞数の測定
連続切片を抗 CD68 抗体を用いて染色し，OPN

検討部位と同一部位の単位面積（0.045mm2）当た
りの CD68 発現細胞数を測定した（Fig. 1）．

3：上記で得られた結果をもとに各測定部位に
おける CD 68 発現細胞マクロファージに占める
OPN 発現細胞の割合（％）（以下，OPN�TAM と略
記）を求めた．

4：腫瘍間質部の微小血管密度の測定
抗 CD105 抗体を用いて連続切片を染色し，標識

された微小血管をカウントすることにより，単位
面積（0.045mm2）当たりの微小血管密度（Mi-
crovessel density；以下，MVD と略記）を計測し
た（Fig. 1）．

4）検討項目
免疫組織化学染色の結果は，以下の項目を腫瘍

内局在部位（MA と CA）に分け，各群間で比較検
討した．

1：2 重免疫組織化学染色による間質浸潤 OPN
発現細胞の同定

2：腫瘍間質における CD105 陽性新生血管
3：OPN�TAM と肝転移との関連
4：MVD と肝転移との関連
5：MVD と OPN�TAM との関連
6：単変量解析および多変量解析による肝転移

危険因子の選別
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Fig. 5 The relationship between OPN/TAM（%）（a）, 
MVD（b）and hepatic metastais.

（a）

（b）

5）統計処理
2 群間の比較には Mann-Whiteny-U 検定を，相

関分析には Speamann の相関分析を用いた．単変
量・多変量解析にはロジスティック回帰分析を用
いた．いずれの検定においても危険率 5％ 未満で
統計学的に有意差ありと判断した．

結 果
切除標本での OPN の主たる発現は大腸癌細胞

そのものではなく，主に間質に存在するマクロ
ファージ様細胞の細胞質に，微細または粗な顆粒
像として観察された（Fig. 2）．

1）OPN 発現細胞の同定
HE 染色および OPN と CD68 による 2 重免疫

組織化学染色の結果，OPN を標識する DAB とマ

クロファージのマーカーである CD68 を標識する
Fuchsin は同一細胞内に観察された．したがって，
腫瘍間質部で OPN を発現している細胞の大部分
が CD68 陽性マクロファージと推測された（Fig.
3）．

2）腫瘍間質における CD105 陽性新生血管
CD105 抗体で認識される新生血管は，微小で主

に腫瘍近傍間質に存在した（Fig. 4）．
3）OPN�TAM と肝転移との関連
OPN�TAM（平均±標準偏差）を MA と CA

で比較すると，N 群では CA に有意に高値であっ
た（MA：4.4±4.8・CA：11.2±11.2）．S 群では両
者間（MA：28.0±23.4・CA：35.2±22.6）に差は
認めなかったが，M 群では有意に CA で高値

（MA：17.0±18.0・CA：34.2±21.1）で あ っ た
（p＜0.05）．

N 群と S 群を比較すると，MA，CA ともに S
群に有意に高値であった．N 群と M 群の比較でも
MA，CA とも M 群に有意に高値であった．しか
し，S 群と M 群を比較すると，MA ならびに CA
とも両群間には差は認められなかった（Fig. 5a）．

M 群 17 例の中で肝転移を術後 1 年以上経過し
た後に発症した症例は 11 例であった．この 11 例
での OPN�TAM は MA：15.8±11.9，CA：36.5±
25.0 で，N 群との比較では MA，CA とも有意に高
値であった（p＜0.05）．

また，M 群 17 例中 stage I，II の症例は 10 例で
あった．この 10 例の OPN�TAM は MA：10.9±
6.4，CA：38.5±25.8 で，N 群との比較では MA，
CA とも有意に高値であった（p＜0.05）．

4）MVD と肝転移との関連
各群の MA の MVD と CA の MVD を比較す

ると，MA（S 群：18.4±23.4・M 群：17.1±14.0・
N 群：20.2±25.1），CA（S 群：27.5±16.1・M 群：
31.4±17.9・N 群：18.5±21.0）と S 群 と M 群 の
CA での MVD が有意に多く認められた（p＜
0.05）．

また，CA の MVD を S 群と N 群で比較すると，
S 群に有意に多く認められ，M 群と N 群の比較で
も M 群で有意に多く認められた（p＜0.05）（Fig.
5b）．
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Fig. 6 Correlation between OPN/TAM and MVD（a～b）
There is a significant correlation between OPN/TAM and MVD in metachronous hepatic me�
tastasis in central area.（ρ＝0.708, p＜0.05）（number of vessels/0.045mm2）

5）MVD と OPN�TAM との相関
S 群，M 群に関わらず MA では OPN�TAM と

MVD の間に相関を認めなかったが（Fig. 6a, b），
OPN�TAM が高い CA では M 群のみに相関係数
ρ＝0.708，p＝0.0046 で正の相関が認められた（Fig.
6c, d）．

6）単変量解析および多変量解析による肝転移
危険因子の選別

進行大腸癌術後肝転移に影響を及ぼす因子を選
別するため，M 群を対象にロジスティック回帰分
析を用いた単変量・多変量解析を行った．単変量
解析では臨床病理学的因子に有意なものはなく，
CA の MVD ならび に MA の OPN�TAM と CA
の OPN�TAM，計 3 因子に有意差を認めた．さら
に，この 3 因子を多変量解析で検討したところ，
MA の OPN�TAM は p＝0.0077，odds 比 1.204，
CA の OPN�TAM は p＝0.0083，odds 比 1.121 と
なり，これらは異時性に肝転移を来す危険因子で
ある可能性が示唆された（Table 2，3）．

考 察
腫瘍の転移には血管新生が大きく関与し２４），

Folkman ら２５）は固形腫瘍が 2mm を超えて増殖す
るためには血管新生が不可欠であると述べてい
る．大腸癌が肝転移を引き起こすにも血管新生は
不可欠であり，Takahashi ら２６）は大腸癌において
は血管新生に関わる MVD と血行性転移の発生頻
度は相関すると報告している．

大腸癌の血管新生には癌細胞そのものだけでは
なく癌周囲間質も大きな役割を担っているとされ
ている．一般に，固形腫瘍は腫瘍細胞と周囲の血
管内皮細胞や線維芽細胞などの間質を含んだ細胞
外マトリックスにより成り立っている．ここには
リンパ球，好中球，マクロファージなどの炎症細
胞も浸潤している．特に，マクロファージは多く
の腫瘍間質においてかなりの割合で存在し，これ
らのマクロファージは TAM と呼ばれている２６）．
大腸癌，乳癌などいくつかの腫瘍において腫瘍間
質に浸潤する TAM は血管新生に関連すると報告
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Table 2 Univariate analysis of risk factors by logistic regression

95%CIp valueOdds ratioVariables

2.918e―9.694e0.97065.319e
Histological type
　　　well+mod vs por, muc

0.532―5.5660.36521.72
Depth of tumor invasion
　　　mp, ss vs se, si

0.461―4.4570.53451.433
Lymph node metastasis
　　　negative vs positive

0.873―13.6210.07733.448
Lymphatic invasion
　　　negative vs positive

0.416―4.9080.57111.429
Venous invasion
　　　negative vs positive

0.929―1.1680.48551.042
OPN
　　　marginal area

1.131―1.5410.00041.32　　　central area

0.966―1.0210.62550.993
MVD
　　　marginal area

1.002―1.0550.03351.028　　　central area

1.090―1.3590.00051.217
OPN/TAM
　　　marginal area

1.051―1.1720.00021.110　　　central area

Table 3 Multivariate analysis of risk factors by logistic regression

95%CIp valueOdds ratioVariables

0.952―1.0520.97851.001
MVD
　　　central area

1.050―1.3800.00771.204
OPN/TAM
　　　marginal area

1.030―1.2190.00831.121
OPN/TAM
　　　central area

されており２７）２８），TAM により産生される血管新生
因子は VEGF２９），bFGF３０），TNFα３１）などが報告され
ている．

一方，OPN は分子量 58 から 62kDa のリン酸化
糖蛋白質で，分子のほぼ中央に（Gly-Arg-Gly-Asp-
Ser）GRGDS 細胞接着配列を有しており９），リガン
ドとして αvβ3３２）を代表とする種々の integrin３３）の
ほかに CD44３４）などが報告されている．OPN は骨
芽細胞，腎尿細管，マクロファージ，活性化 T
細胞，平滑筋などで発現しており３５），その働きとし
て細胞接着や細胞遊走活性，骨代謝ならびに
VEGF と協調して働くことで血管新生に関わっ
ていることでも注目されている１１）．さらに，大腸，
胃，十二指腸，膵臓，乳腺，肺などのヒト癌組織
での発現も報告されている１３）．

我々はこの両者に注目し，その関連について検
討した．まず，大腸癌間質に浸潤する OPN 発現細

胞の同定を HE 染色および 2 重免疫組織化学染色
を行うことにより試みた．その結果，これらの細
胞はマクロファージ由来と考えられた．続いて
OPN�TAM と肝転移との関連につき検討した．

腫瘍間質は宿主との関わりが最も密接に表われ
る tumor-host interface と称される腫瘍の先進部
と，その関わりが最も少ない腫瘍中心部に分類す
ることができる．大腸癌において TAM は宿主と
の関わりに大きく左右され，Ohtani ら３６）の報告に
もあるように，その局在に差が存在する．したがっ
て，大腸癌の TAM を検討する際には，宿主との
関わりを考慮し腫瘍先進部と中心部に分けて検討
することが肝要と考えられる．

また，一般的に形態学的手法を用いて得られた
結果を半定量化する場合には，組織より数個の部
位を選択し，その部位で研究者の用いたパラメー
ターに則った計測が行われる．この結果は，検討
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サンプルであるプレパラート上の組織すべてを測
定して得られたものではなく，当然，選択か所に
より異なる成績が出る可能性がある．そこで，我々
は連続切片を異なる 1 次抗体を用いて染色し，同
じ部位での測定を行い，おのおのの標本から得ら
れた結果の絶対値ではなく比率を用いて検討し
た．この方法を用いることにより，抗 OPN 抗体で
染色した標本以外の標本（抗 CD68，CD105 抗体を
用いて染色した標本）の測定部位決定に研究者の
意向は反映されない．さらに，比率を用いて検討
することにより，生じるかもしれない結果に対す
る研究者のバイアスをより軽減できると考えた．

我々の結果から，切除時に肝転移がない症例で
間質（特に中心部）の OPN�TAM が高値ならば，
異時性の肝転移発症が高率に疑われた．M 群の中
で，本来，肝転移の可能性が低い stage I と II の 10
症例を比較検討しても同様の結果を得たことは，
症例数が少ないながらもこの結論をより支持して
いると考えられる．また，肝転移の確認は腹部 CT
と超音波検査で行ったが，M 群の中で，これらの
検査で臨床的に指摘できない転移を有する症例が
存在する可能性が考えられた．そこで，肝転移が
術後 1 年以上経過した後に出現した 11 例での比
較検討を行ったが同様の結果であった．これは，
M 群には画像診断では描出できない微小な肝転
移が原発巣切除時にすでに存在していた可能性が
考えられた．

次に，OPN�TAM と血管新生の関連を検討し
た．MVD 測定に必要な微小血管内皮細胞の検出
には，第 VIII 因子関連抗原や CD34 に対するモノ
クロナール抗体を用いた免疫組織化学染色法が行
われてきた．しかし，第 VIII 因子関連抗原や抗
CD34 抗体を用いた染色では正常粘膜に認められ
る微小血管も染色されてしまう．腫瘍の転移に関
わる血管新生（angiogenesis）とは，何らかの刺激
により主に細静脈の血管内皮細胞が反応して，既
存の血管から新しい血管網を形成する現象であ
る．腫瘍が誘導した新生血管は基底膜が薄く，分
断されやすいなど血管形成が未熟なため，腫瘍細
胞の血管内侵入を容易にすることで，血行性転移
経路として重要と考えられている３７）．さらに，血管

新生によって構築された新生血管網を利用して，
腫瘍は増殖に必要な栄養や酸素の供給，あるいは
遠隔臓器への転移を行っている３８）．

そこで，我々は腫瘍増殖に伴って新生した微小
血管を特異的に同定することができる抗 endo-
glin（CD105）モノクロナール抗体を用いて CSA
system に基づく免疫組織化学染色３９）を行い，
MVD を測定した．過去における第 VIII 因子関連
抗原や CD34 に対するモノクロナール抗体を用い
た報告では MVD は肝転移と相関すると報告され
ているが，これは腫瘍間質全体を測定したもので
あり，先進部や中心部など間質の局在につき検討
したものは見当たらない．もちろん，腫瘍増殖に
伴って新生した微小血管を特異的に同定すること
ができる抗体を用いた検討はない．

今回の検討では MVD は N 群と比較して，M
群ならびに S 群の CA で有意に高値であった．ま
た，同部位での OPN�TAM と MVD の関係を
Spearman の順位相関法で検討したところ M 群
の CA でのみ正の相関が認められた（p＜0.05，ρ＝
0.708）．これは，肝転移の成立には血管新生が不可
欠であるが，同時性肝転移症例では血管新生はす
でに完成しており，CD105 で認識されるような幼
弱な血管は少なく，今回測定した MVD との関連
が認められないと考えられた．一方，原発巣切除
時に肝転移を発症するポテンシャルを持つ群，つ
まり M 群にはすでに CD105 で認識されるような
幼弱な新生微細血管が増生しており，これを中心
部に存在する OPN�TAM が促進している可能性
が考えられた．

続いて，進行大腸癌術後に肝転移を引き起こす
危険因子を選別するため，これらの因子に臨床病
理組織学的因子を加えて，M 群に対してロジス
ティック回帰分析を用いた単変量・多変量解析を
行った．大腸癌の肝転移発生に関する危険因子と
して深達度や静脈侵襲などが諸家により報告され
ているが４０）～４２），本研究での単変量解析では臨床病
理組織学的因子に有意なものはなく，MA ならび
に CA の OPN�TAM および CA の MVD で有意
差を認めた．これら三つのパラメーターに対し多
変量解析を行った結果，MA（p＝0.0077，odds
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比 1.204）ならびに CA（p＝0.0083，odds 比 1.121）
の OPN�TAM に有意差を認めた．よって，この二
つの因子は進行大腸癌根治術後の異時性肝転移発
生の独立した危険因子と考えられた．

一方，大腸癌の予後を規定する他の因子である
リンパ節転移について検討した．N 群 54 例を病理
組織学的リンパ節転移陽性群：19 例，陰性群：35
例 に 分 け，各 群 の CA な ら び に MA の OPN�
TAM を比較した．また，リンパ節転移陽性 19
例を転移が 1 群リンパ節にとどまるもの：10 例，
2 群リンパ節以上に及ぶもの：9 例に分類し同様
に検討した．その結果，OPN�TAM は CA ならび
に MA とも，リンパ節転移の有無，リンパ節転移
の程度に関わらず，各群間で有意な差は認めな
かった（データ非表示）．したがって，リンパ節転
移と OPN�TAM との間には関連性が少ない可能
性が示唆された．しかし，限られた症例の解析結
果であり，さらなる検討が必要と考えられる．

肝転移を伴う大腸癌患者の予後は向上してきた
が，一般的には肝切除術後でも 5 年生存率はおよ
そ 25～40％ である．しかし，我々は肝転移巣切除
後 に Interleukin 2，mitomycin（MMC），5-
fluorouraci（5-FU）を用いた肝動注療法を付加す
ることにより 5 年生存率を約 80％ に向上せしめ
た４３）．本研究より，術後標本の OPN�TAM が高値
で異時性の肝転移発症が高率に疑われる症例に対
し，厳重な経過観察を行うことができる．つまり，
肝転移を早期に診断・治療することで，さらなる
予後の向上を図ることができると考えられる．

今回の我々の検討結果から，術後肝転移発症の
ハイリスク群選別の一助として，大腸癌切除標本
の腫瘍先進部間質ならびに中心部間質の OPN�
TAM の検討が有用であると考えられた．

稿を終えるにあたり，終始熱心な御助言を賜りました加
藤道男博士に深甚なる謝意を表しますとともに，本研究に
御協力いただきました近畿大学外科学教室の諸先生方，実
験助手の鎌田房子女史に心から感謝致します．
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Local Existence of Osteopontin Positive Tumor-Associated Macrophages in Colorectal
Cancer Stroma as Risk Factors of Postoperative Hepatic Metastasis

Eizaburo Ishimaru, Motohiro Imano, Kiyotaka Okuno,
Hitoshi Shiozaki and Harumasa Ohyanagi

Department of Surgery, Kinki University School of Medicine

Introduction：Metachronous hepatic metastasis following radical surgery for advanced colorectal cancer has
a decisive influence on prognosis, thus screening of high risk patients is important. Osteopontin（OPN）is a
phosphorylated glycoprotein with a cell adhesion sequence that is associated with tumor metastasis and pro-
liferation. In the present study, we investigated the relationship between the incidence of hepatic metastasis
and OPN expression using a immunohistochemical method in patients with colorectal cancer. Subjects and
Methods：Patients with advanced colorectal cancer who underwent radical surgery were divided into 3
groups：those with synchronous hepatic metastasis（n＝30）, those with metachronous hepatic metastasis

（n＝17）, and nonmetastatic cases（n＝54）. Immunohistochemical staining was performed using anti-OPN,
CD68, and CD105 antibodies. Results：OPN expression was mainly observed in tumor associated macro-
phages（TAM）that had infiltrated the tumor surrounding the stroma, whereas it was not seen in the tumor
cells. The ratios of OPN-positive TAM（OPN�TAM）and microvessel density（MVD）were determined for
each location. As a result of univariate analysis in the metachronous hepatic metastasis group, significant dif-
ferences were observed for the following 3 factors：MVD in the central area of the cancer stroma, and OPN�
TAM ratios in the marginal and central areas. Results of multivariate analyses of those 3 suggested that the
OPN�TAM ratios in the marginal and central areas of the cancer stroma might be risk factors for metachro-
nous hepatic metastasis. Discussion：We concluded that OPN�TAM ratios in the cancer stroma in the mar-
ginal and central areas of excised colorectal specimens are useful for screening patients with a high risk of
postoperative hepatic metastasis.
Key words：colorectal cancer, liver metastasis, osteopontin, tumor-associated macrophage
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