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研究成果

は じめ に

が ん細胞 の浸潤 ・転移 課程 では,細 胞 外 基 質(細 胞 外 マ トリ ック ス,extla-
cellularmatrix:ECM)へ の 接 着 と移 動 に 加 え て ,酵 素 によ るECMの 分 解 が

必 須 で あ る1).す な わ ち,粘 膜 内で 発 生 した 癌 がIV型 コ ラー ゲ ンが そ の 骨 格

をな す 基 底 膜 を越 え,ECMを 破 壊 し浸 潤 して い く に はECMを 分 解 す るmatrix

metalloproteinases(MMPs)が 重 要 な 役 割 を演 じて お り,特 にMMP-2は 基 底 膜

を構 成 す るIV型 コ ラ ー ゲ ンの 分 解 酵 素 の ひ とつ と して注 目され て い る2)・3).

さ らに,そ のMMPsに 対 す る特 異 的 な イ ン ヒ ビ タ ー の ひ とつ と してtissue

inhibitorsofmetalloproteinases(TIMPs)の 存 在 も明 ら に され て い る4).ま た,

syndecan-1は 細胞 一細 胞 間 ,細 胞 一ECM間 接 着 に 関 与 す る膜 貫 通 型 の プ ロテ

オ グ リカ ンで あ り子宮 頚癌や 頭頚部癌 にお いて,細 胞 の悪 性 変化 に伴 いそ の

発 現 が 低 下 す る ことが報告 されて いる5)6).す で に わ れ わ れ は 肝 癌 にお い て

syndecan-1の 発 現 低 下 が 組 織 学 的 分 化 度 や 転 移 に関係す る ことを報告 した7).

そ こで,早 期 大 腸 癌 を対 象 にMMP-2,TIMP-2の 蛋 白発 現syndecan-1の 発

現 と臨 床 病 理 所 見 との 比 較 検 討 を行 った.

方 法

1.MMP-2,TIMP-2の 発 現

ホ ル マ リ ン 包 埋 切 片 を3μmに 薄 切 し,1次 抗 体 と してMonoclonalanti-hu.

manMMP-2・TIMP・2mouseIgG抗 体(FujiPhalm .Japan)を 使 用 し,ABC法

に て 染 色 した.判 定 は 腫 瘍 細 胞 が 正 常 大 腸 上 皮 細 胞 よ り も 強 く染 色 さ れ た も

の を 陽 性 と し た.

2.syndecan-1の 発 現

1と 同 様 に1次 抗 体 と し て 抗syndecan-1抗 体(B-B4,SerotecLtd .)を 使 用 し,

ABC法 に て 染 色 し た.腫 瘍 細 胞 が 全 く染 色 さ れ な い も の を 一
,25%未 満 を

± ・25～75%を+,75%以 上 を++と し ,+以 上 を 陽 性 と し た8).ま た,m-

RNAの 発 現 は 既 報 の ご と く9)
,syndecan-1cDNAを 用 いtemplateDNAを 作

製 後 ・Digoxigenin。RNAlabellingkit(BoehringerMannheim,Germanny)を 用 い

SP6・T7RNApolymeraseに よ りセ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖RNAプ ロ ー ブ

を 作 製 し,insituhibridizationを 行 っ た .

結 果

1.MMP-2,TIMP-2の 発 現

腺 腫55病 変,早 期 癌60病 変(m癌29,sm癌31)で 検 討 を 行 っ た .早 期 癌 の

内 訳 は 隆 起 型(lp,Isp,Is)23病 変,表 面 隆 起 型(Ila)17病 変 ,表 面 陥 凹 型(IIc,
Ila+IIc)は20病 変 で ,平 均 腫 瘍 径 は そ れ ぞ れ12.8±8.Omm,14.3±9.1mm ,8
.1±5.Ommで あ り ,表 面 陥 凹 型 癌 は 他 の 形 態 よ り有 意 に 小 さ か っ た(そ れ

ぞ れP<0.05,P<0.01).
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MMP-2とTIMP-2は 細 胞 質 に 染 色 さ れ た.MMP-2の 発 現 は腺 腫 の10・9%(6/

55),癌 の25.0%(15/60)に 認 め,癌 で そ の 発 現 は 高 い 傾 向 に あ っ た ・TIMP-2

の発 現 は腺 腫 で16.4%(9/

55),癌 で51.7%(31/60)に

認 め,癌 で そ の 発 現 は有

意 に 高 か っ た(p<0.001).

早 期 大 腸 癌60病 変 に

つ い て 肉 眼 形 態 別 に

MMP-2とTIMP-2の 発 現

をみ る と,MMP-2の 発 現

は 表 面 陥 凹 型 が 隆 起 型,

表 面 隆起 型 に比 べ て 有 意

に高 く(そ れ ぞ れp<0.05,

p<0.01),TIMP-2は 隆 起

型 で 最 も高 く表 面 隆 起 型

との問 に有意 差 を認 めた

(1)(2)
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属1MMP・2とTIMP・2蛋 白の 見 珊 一(1)岨 織N聾 度 瑚.{2)肉 眼 形 飯 刎

(P〈0・05)(図1-(1))・MMP・ ㌫ 〉二㌣:::配餐.＼ ＼

2/TIMP-2発 現 陽 性 率 比 は 、∵ 憲 ＼sl

隆 起 型,表 面 隆 起 型,i表 ・ ざ ＼∵

1毅議難 賑膨
醗鷺羅 獺 臓藩》
で あった(図1。(2),図2:際

難難 灘翻

灘1
魏 静凹蜥 図3:隆嚇 聯 騨 撫

麟含'顕 巌雛醤鵜鋸亀bけ ・-M矯o・tむ1慨btwsc鐵

灘 臨
魏 雛 轍

糞

羨:i

暇MP卜 ¢{噌〉

簡3纏 無繰驚に魯"る 観瀞 闇2亡τ欄 卜2⑩ 醤磁
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2.syndecan-1の 発 現

1霧難盤簸l
syndecan・1の 発 現 と 臨 床e'"'〃^s'

灘1纏 識麟難
出 を 認 め る 病 変 で 有 意 邸 単勘六鷹獲における鋤 翻 繊 掴 薮白の発籍

に 低 下 し て い た(そ れ ぞa・9:H"E"ts・b:syndecaB"pttr.d:syl}decatsltsrr

れp<0.05,p<0.01,表1早 期畑 癌におけるsy・decan・1蛋白の発現と鯨 艇 所見の関係

p<0.05).一 方,腫 瘍 径 や

リ ン パ 管 ・静 脈 侵 襲 と のAg・(med・an・・ang・)

間 に 相 関 は 認 め な か っSex嬰

た.ま た,肉 眼 型(隆 起1hmo「siZe(median'「ange)

型 癌 と 表 面 型 癌)と の 間M珈 柳1嚇 需綴 綴 舳

にも相関は認めなかっNl窯 、

た ・insituhyb「idiZati・nに 鞠 鵠 も
、.、㎞_m、よ る

mRNAの 発 現 は アMo盤 菱器 離 。繭m

ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ で のL・mphaticpernieati・・ 婿一3

みsignalを 認 め,そ の 局v。sselp・・m…i・n・ ・
vl・3

在 もsyndecan-1蛋 白 の 発b曲 、ne器 監

Synd㏄ 皿 ・10】rpreSSIon

pos血ve(++or+)negahve(士or■)P。va】ue

　さくおむめ

釜
15(5・32)

1蓬

3S

28

11

丑

27

る　く　 ぐヨラ

含
20(540)

子多

含

、δ

、8

12

7

P冨05604

P呂03332

p冨01857

p闇06805

PuOO479

p=OOO63

p躍0.2394

p=06563

現 とよ く一致 して いた 一一 ニー 一一」亜L-一 ユー 一一 一__L」 遭竺L

轟購鷺癬 難劉 購1
例,肝 転移例,低 ・中分

騰灘灘 縷礎1
に 相 関 は 認 め な か っ たge靴 大髄 にn{t6$yndecsts}一 自OBMeta

sn"hyt}na;tatti。n(表2)
.さ ら に,syndecan- 9::i翻釜総1警認灘欝㌔!繍畿欝 畿艦鍵性
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1の 発 現 と予 後 と の 関 連 を み る と,蛋 白 発 現 陰 性 例 は 陽 性 例 に 比 べ て 有 意 に

予 後 が 悪 か っ た 表2大 腸癌における・y・d・1・a・・1蛋白の発現と嚇 病理所見の関係

(Kaplan-Meier法,

P<0.005)(表3).ま

た,比 例 ハ ザ ー ド

モ デ ル に よ る 多 変

量 解 析 を 行 う と,

syndecan-1蛋 白 の

Syndecan・1expression

Age(meantS】 巳)

Sex

夢
Tumorsize(mcan±SE)

　だ　ロ　ア

搦

発 現 は 独 立 し た 予Mac…

後 因 子 で あ る こ と 獣3

が 明 ら か と な っ たLiye「metastasis
十

(Hazard比2.9,

95%CI1.28-6.64)臨 灘 欝 鵠 ㌍ 一 一

(表4).雌e剛 姻8伽 曜 伽ma

1〕《〕6itive(++or+)

64(35。81)

窪葦

25(5-120)

竪

4
1
《
」

《
♂
-
る

7
・
∩乙

6

一-

∩乙

爲」

り」

ncga廿ve(±or●)P.value

68(40-82)p=O.2154

子2

25(5-90)

58

p富0.3332

p昌0.4576

p=O.3719

1},.。 .。,、9

32

P.。.。 、、6

2§
p=O.0020

以 上 の 結 果 か

ら,大 腸癌 におけ

るsyndecan-1の 発 溜

現低下は、転写前

に制御 されて いる

と考 えられ,そ の

発現低下は大腸癌

の悪性化や転移 に50

関与 して いる こと

が推測できる.さ

らにsyndecan-1の

発現低下は大腸癌

の予後マーカー とo

しても有用である

と考えられた.

表3大 腸癌におけるsyndecare1蛋 白の発現と予後(Kapbn-Meier法)

0

syndecan.-1(+)or(++)(n=69)

pニ0.0036

↓

syndecan-1(一)or(士)(n=36)

5

表4大 腸癌における予後因子の解析

(比例ハザー ドモデルによる多変量解析)

10(year)

hazardratio95%C.1.

T30r4tumor

Withlymphnodemetastasis

Withlivermetastasis

Syndecan-lnegativecarcinoma

25.98

2.35

3.24

2.91

3,49-193.64

1.04-5.30

1.26-8.36

1.28-6.64
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考 察 ・今後 の展望

MMP-2,TIMP-2の 発現の結果か ら,が ん細胞では腺腫 に比べてMMP-2蛋

白の発現が強 くみ られるものの同時にTIMP-2の 発現 も腺腫 より強 く引き起

こされていることがわかった.し か し,肉 眼型別 にみると,MMP-2!皿MP-2

蛋 白の発現陽性率比は腫瘍径が最 も小さい表面陥凹型で最 も高いという結果

であった.す なわち,表 面陥凹型癌では他の形態 と比べてMMP-2の 発現に

比 し,そ の特異的inhibitorで あるTIMP-2の 発現が相対的に低 いことを意味

し,腫 瘍径が最も小さな内に浸潤を来すという本腫瘍の生物学的特徴 をうま

く説明できる可能性がある.今 後 はinsituhybridiZationに よるmRNA発 現の

確認が必要であるが,最 近TIMP-2は 活性型MMPだ けではな く潜在型MMP

とも結合 し,MMPの 働きを阻害す る ことが解 明されてきてお り,今 後は

zymographyに よる活性型の検討 も必要である.

syndecan-1は 早期大腸癌 においては肉眼形態間での発現の差は認めなかっ

たが,リ ンパ節転移,癌 の低分化,細 胞 の籏出 と有意な相関を認めた.す な

わち,今 回の研究結果で証明されたsyndecan-1の 発現低下は,が ん細胞が転

移能の獲得 に必要な細胞 一細胞間,細 胞 一ECM間 の接着能の低下を意味 し,

本研究 における予測結果 を証明する ことが出来 たと考 え られ る.さ らに,

syndecan-1は 独立 した予後因子 となることも明 らか とな り,大 腸癌の新たな

予後マーカー とな りうる可能性が示唆された.

今後 は浸潤 ・転移能の高い大腸癌細胞株へのTIMPsやsyndecan-1の 遺伝子

導入実験を行 い,細 胞特性の変化 を検討 していくことが課題である.

本研究内容の詳細を論文として添付する。
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MMP-2とTIMP-2は 細 胞 質 に 染 色 され た.MMP-2の 発 現 は腺 腫 の10・9%(6/

55),癌 の25.0%(15/60)に 認 め,癌 で そ の発 現 は 高 い傾 向 に あ っ た.TIMP-2

の発 現 は腺 腫 で16.4%(9/

55),癌 で51.7%(31/60)に

認 め,癌 で そ の発 現 は有

意 に高 か っ た(p<0.001).

早 期 大 腸 癌60病 変 に

つ い て 肉 眼 形 態 別 に

MMP-2とTIMP-2の 発 現

をみ る と,MMP-2の 発 現

は 表 面 陥 凹 型 が 隆 起 型,

表 面 隆起 型 に比 べ て有 意

に高 く(そ れ ぞ れp<0.05,

p<0.01),TIMP-2は 隆 起

型 で最 も高 く表 面 隆 起 型

との 間 に有意差 を認め た

(1)(2)

(%)P・ …(%)!IE1O・1k6105.o.。1
3025 .060

50.0
ね

MMP・240 　　ロ　 　ヨノ　
10

6/5520題5.9'ono

OO
adernmacarcinoma隆 起型 表面隆起型 表面陥凹型

00

9/555!17

2・16 .42010120㎜
・231160C。1SX2329 .4

ね

ω ・L・ 禽es250'0

(%)P《0.001
Pく0.05

国1MMP・2とTIMP・2蚤 自の 兜規 一{t)岨 織 員 型度 刎,(2)肉 眼 形態 刷

(P<0・05)(図1-(1))・MMP"ぜ.こ 謹1チ〔叙 、

2/TIMP-2発 現 陽 性 率 比 は 縞 雪蘇∵

讐瀦塾灘 黙 春∵ ・滋lll

辮難 鍵鵜
で あ っ た(図1。(2),図2ゴ:1"

1mo・ 窒{昏;

齢

鑑
琴

τ磁 鱗1・)

騒
躍㎜

謝 凹蜥 図3:隆起欝噸 騨 鞠
脇含嶺 巌雛聾競鋸におけ愚隅響 ・セ占r1購郭錨 糞鱗

ー著
粛

"・.・
・

糖 灘灘i
l灘 難 懸i難

TIMP-2{.i)

勝3纏 無饗懸に魯"る 鰯NR-2こTINP.2の 醤灘
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2.syndecan-1の 発 現

灘畿勲 鍵
syndecan・1の 発 現 と 臨 床e

騰纒灘難
出 を 認 め る 病 変 で 有 意 邸 単期穴篇艇における$卿 繊 掴

に 低 下 し て い た(そ れ ぞa・c:-Enes・b:SSfndecan"ptit.d:sylKlecatsltsrr

れp<0.05,p<0.01,表1早 期畑 癌におけるsymd。ca・・1蛋白の発現と臨床艇 所見の縣

、A、%v,v♂ ゲ ピ㌧ち ノ

難幾
・薮白の欝籍

p<0.05).一 方,腫 瘍 径 や

リンパ管 ・静脈侵襲 との ㎏。伽㎞・rang・)

間 に 相 関 は 認 め な か っSex碧

た.ま た,肉 眼 型(隆 起 ㎞ 伽 伽画 ㎜9句

型 癌 と表 面 型 癌)と の間M㎜Plc帥 噛鵠 綿 曲

にも相関は認めなかっ 期窯、

た ・insituhyb「idiZati・nに 臨留 臨 臨
働_一よ る

mRNAの 発 現 は アM"踏 拙 盟 。蜘m、

ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ で のLymph・tiCP・nneation齪 一3

みsignalを 認 め,そ の 局Vesselp・ ・meati・…
v1・3

在 もsyndecan。1蛋 白 の 発b。ddin、 鵬器

帥 ・・(幹触 騨4卿 躍 器,(.。,うP-.瓠ue

お ゆヨ　　め

そ蚤

15(5●32)

1K

1
4

6
9

8
7

1
4

7

3

2

1
1

2
1

2

る　　 けヨラ

暑
20(540)

そ蜜

0
二
〇

5
0

《
」
0

0
5

1

ーム

ー

7

p富0.5604

P=03332

p躍01857

p呂06805

PuOO479

p呂00063

p躍0.2394

p=06563

現とよく一致していた　

黙欝繕纏醗舞 羅1
例,肝 転移 例,低 ・中 分

1辮穣灘_嚢麟
に 相 関 は 認 め な か っ たeralEMIXNEze3St6$yndecmts}避 白¢nmein

sn"hytooi;tati。n(表2)
.さ ら に,syndecan- 9::i翻釜瓢聖認認臨 瀦麗欝 畿離欝 性
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1の 発 現 と 予 後 と の 関 連 を み る と,蛋 白 発 現 陰 性 例 は 陽 性 例 に 比 べ て 有 意 に

予 後 が 悪 か っ た 表2大 腸癌における・y・dtib・n-1蛋自の発現と臨床病理所見の関係

(Kaplan-Meier法, Syndecan・1expression

P〈・.・・5)(表3).まAg,(mean.SE,圃 塞器 → ㎎ 諾 封)講

た,比 例 ハ ザ ー ドs,,

モ デ ル に よ る 多 変 夢 髪 そ9P=O'3332

量 解 析 を 行 う と,撫6ナi・ ・(… ・SE)25(5-・20)eS(5・90)P・O・4576

syndecan-1蛋 白 の 搦1乙18p.・ .37・,

発 現 は 独 立 し た 予Nfa・ …

後 因 子 で あ る こ と 認3{窒1}p・ ・.・3・9

畿 能 な綺 聖醐 雪 逡 一
95%CI・ ・28-6・64)廊 襯 欝 謁 ㌍ …-li2§

P.。.。。2。
(表4).diffe「entiatedadcnoca「cinoma

以 上 の 結 果 か 表3大 腸癌に鮒 るsyndeca"1蛋 白の発現と予後(Kaplan-Metar法)

ら,大 腸 癌 に お け

るsyndecan・1の 発 ㈹ユ　
現 低 下 は 、 転 写 前syndecan-1(+)or(++)(n=69>

に 制 御 さ れ て い る

と 考 え られ,そ のp=0 .0036

↓発 現 低 下 は 大 腸 癌

の 悪 性 化 や 転 移 に50syndecan-1(一)・r(±)(n=36)

関 与 し て い る こ と

が 推 測 で き る.さ

ら にsyndecan-1の

発 現 低 下 は 大 腸 癌

の 予 後 マ ー カ ー とo

して も 有 用 で あ る0510tyear)

と考 え られ た.

表4大 腸癌における予後因子の解析

(比例ハザー ドモデルによる多変量解析)

hazardratio95%C.1.

T30r4tumor

Withlymphnodemetastasis

Withlivermetastasis

Syndecan-lnegativecaエcinoma

25.98

2.35

3.24

2.91

3.49-193.64

1.04-5.30

1.26-8.36

1.28-6.64
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考察 ・今後 の展望

MMP-2・TIMP・2の 発現の結果か ら,が ん細胞では腺腫 に比べてMMP-2蛋

白の発現が強 くみ られるものの同時 にTIMP-2の 発現 も腺腫よ り強 く引き起

こされていることがわかった .し か し,肉 眼型別 にみると,MMP.2/TIMP-2

蛋 白の発現陽性率比は腫瘍径が最 も小さい表面陥凹型で最も高いという結果

であった・すなわち,表 面陥凹型癌では他 の形態 と比べてMMP-2の 発現に

比し,そ の特異的inhibitorで あるTIMP-2の 発現が相対的に低いことを意味

し,腫 瘍径が最も小さな内に浸潤を来す という本腫瘍の生物学的特徴をうま

く説明できる可能性がある.今 後 はinsitUhybridiZationに よるmRNA発 現の

確認が必要であるが,最 近TIMP-2は 活性型MMPだ けではな く潜在型MMP

と も結合 し・MMPの 働 きを阻害す ることが解明 されてきてお り
,今 後は

zymographyに よる活性型の検討 も必要である.
syndecan-1は 早期大腸癌 においては肉眼形態間での発現の差は認めなか

ったが
,リ ンパ節転移,癌 の低分化,細 胞 の籏出 と有意な相関を認めた .す なわち
,今 回の研究結果で証明 されたsyndecan-1の 発現低下は,が ん細胞が転移能
の獲得 に必要な細胞 一細胞 間,細 胞 一ECM間 の接着能の低下を意味し,

本研究 にお ける予測結果 を証明す る ことが出来た と考 え られ る.さ らに,
syndecan-1は 独立 した予後因子 となる ことも明 らか とな り

,大 腸癌の新たな予後
マーカーとな りうる可能性が示唆された .

今後は浸潤 ・転移能の高い大腸癌細胞株へのTIMPsやsyndecan.1の 遺伝子

導入実験を行 い,細 胞特性の変化 を検討 していくことが課題である
.

本研究内容の詳細を論文として添付する。
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