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Apoptosisヮ CD 44は大腸癌の予後因子になりうるか ?

一化学療法の有効性を含めた検討一

立川大介 *1'幼
ヮ有馬純孝

*1ヽ
岩下明徳

*の

癌転移にはリンパ節転移,血行性転移,播種性

転移の主な 3ルー トがあるが,血行性転移の過程

は複雑で原発巣からの癌細胞の離脱,周囲組織へ

の浸潤,脈管侵入,接着,遠隔臓器への移動血管

内皮への接着,浸潤・増殖の経路をとる1ヽ この経

路のなかでいずれかを阻止できたときに転移抑制

が可能になることが考えられる。そこで血流中の

癌細胞が遠隔臓器内で定着するためには血管内皮

細胞に対する接着能が克進していなければならず,

いくつかの細胞接着分子が関与していることが示

唆されてきた.そ のなかの一つである CD 44は 多

くのアイソフォームからなリタイプIVコ ラーゲン,

フィプロネクチン,ヒ アルロン酸などの細胞間基

質の蛋白と結合し癌の浸潤転移・造血 。リンパ球

フォーミングなどの多様な現象に関わっていると

報告されている20.ま た Apoptosisは 個体発生

における器官形成などに生理的にみられる現象で

あるが癌の発生に対しては一種の防御機構になっ

ているものと考えられ■の近年癌細胞の増殖克進

とともに Apoptosisか らの回避が癌のプログレ

ッションに重要であることが明 らかになってき

た7-".

今回筆者らは転移をとりまく微小環境因子の一

つとして CD 44と Apoptosisと の関連 と化学療

法の有用性を検討する目的で,癌化学療法におけ

る TS(thymidylate synthase), TSIR

(thylnidylate synthase inhibition rate)も イ井せて

検討した.

対象と方法

福岡大学筑紫病院外科にて 1987年から 1993年

の間に,術前画像診断にて根治術可能と判断され

た大腸癌治癒切除例 66例 を対象とした.術前 3日

から7日 間 tegafur― uracil(UFT;TAIHO phar―

maceutical company)600 mgの 連日経口投与を

行い切除標本の一部を採取し,ただちに凍結し腫

瘍組織内 TS,TSIRを測定した。TSIRは Spears

ら10の変法により総 TS量 と遊離 TS量から計

算 した。術後 の維持化学療法 として tegafur

uraci1 400 mgの 連日経口投与を2年間行った.

CD 44染色 :主病巣部位の 20%ホ ルマリン固

定パラフィン包埋標本を 4μmに薄切後脱パラフ

ィンし,0.01Mク エン酸緩衝液下マイクロウェー

ブ loo°Cで 20分加熱処理し抗原賦活を行った。一

次抗体 として抗ヒト食細胞グリコプロテインマウ

スモノクローナル抗体 (DF 1485;DACO社 )を室

温で 60分反応させたのちLSAB法を行いヘマ ト

キシリンで核染色した.

Apoptosis検 出 :CD 44に 用いた同一切片で

TUNEL法 (物 sグ加 cell death detection kit,AP

Boehriger Mannheim社 )を用いた。20%ホ ルマ

リン固定パラフィン包埋標本を 4μmに薄切後脱

パラフィンし, トリプシン処理 (37°C30分間),

TdT加 ビオチンdUTP(37° C60分間),アルカリ

ホスファターゼ標識ヒツジ抗フルオンセイン抗体

(37°C30分間)を反応させメチルグリーンで核染*1)福 岡大学筑紫病院外科,・
21同病理
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Fig. 1 CD 44 staining ( x 100)
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Fig.2 Apoptosis staining ( x 100)
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Tab:e l Clinicohistopathological factor(CD 44) Table 2 Clinicohistopathological factor
(Apoptosis)

Factor 1警lt華, (+撃ツ聟十)P vdue
1警lt軍, (+撃ぎ摯軍+)Pv」
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色した.

CD 44,Apoptosis陽 性細胞の判定は陽性に染

まった核および細胞質の発現程度および分布状況

で,一 :陰性,1+:軽度散在性,2+:中等度局所

性,3+:高度びまん性 と4段 階に判定 した.

Apoptosisに 関しては 0.5× 0.5mmの面積内に

存在する陽性細胞数を測定し単位面積 lmm2ぁ

たりの細胞数に換算し,上記と比較したが特異的

な変化を認めないため上記判定法を用い,― ,1+

を negative,2+,3+を positiveと した (Fig.1,

2).

統計学的処理はχ
2検定および log rank testを

用いて危険率 5%未満を有意 とした.生存率は

Kaplan― Meier法 を用いた。なお臨床病理学的因

子の分類は大腸癌取 り扱い規約
11)に 従つて記載

した.
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l       pく
0.05       1

41.10± 16.81

31.58± 12.66

85

TSiR(%)
60

Recurrence

Non recur-
rence

7

31

17

11

70。 8

26.2

Total 42.4

p<0.01

Tab:e4  Relationship between Apoptosis and recur‐

rence
non recurrence

n =36
recurrence

n =19

Total

p ( 0.01

Table 5 Relationship between CD 44 and Apoptosis

CD 44 staining

Fig. 3 Relationship between TSIR and recurrence

TS!R(%) p< 0.1

60

0
Apoptosis pOsitive

n=27

Apoptosis and TSIR

Apoptosis negative
n=28

Fig.4  Relationship between

(p<0.05)(Fig.3).

⑤  CD44と Apoptosis

CD 44陽性例 は陰性例 に比 して Apoptosis陰

性 例 が 多 く有 意 差 を 認 め た (p<0.05)

(丁ab:e5).

⑥  TSIRと Apoptosis

TSIRは Apoptosis発 現 陽性 例 38.92± 16.48

%,陰性例 30.17± 10.54%と 陽性例で高値 を示す

傾向を示 した (p<0.1)(Fig.4).

⑦  CD44と TSIR

TSIRは CD 44発現陽性例 33.03± 13.70%,陰

性例 41.24± 16.91%に比 して低値 を示す傾向を

示 した (p<0.1)(Fig.5).

③ CD44と生存率

CD 44発現陽性例で 5年生存率 46.4%と 陰性

例 81.6%に 比して有意に予後不良であった (p<

0.001)(Fig.6).

:警1守,(+撃ツ摯軍+) 盟防
Recurrence      21
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reCur_16

12.5

61.9

ApoptOsis staining 
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,,Potitiu9,, Total
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(+撃ブ髯十)

Total

p<0.05

結 果

① 臨床病理学的因子とCD 44,Apoptods各

因子との間に関連は認めなかった (丁able l,2).

② CD44と 再発

CD 44発 現陽性は再発例 70。 8%と 非再発例

26.2%に 比 べ 高 値 を示 した (p<0.01)

(Table 3).

③ Apoptosisと 再発

Apoptosis発 現陽性は非再発例 61.9%と 再発

例 12.5%に比べ高頻度に発現しており有意差を

認めた (p<0.01).特に強陽性例には再発は認め

なかった (Table 4).

④ TSIRと再発

TSIRは 非再発例 41.10± 16.81%と 再 発例

31.58± 12.66%に 比 して有意に高値 を示 した

38.92± 16.48

30.17± 10.54
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!    pく 0.l    l
41.24± 16.91

100

(%) pos itive

negative n =37

CD44 negative
n=32

CD44 positive
n=23

5 r0
Time after operation

I 5 (years)

(Kaplan- Meier)

Fig.5 Relationship between CD 44 and TSIR

5 10
Time after operation

Fig.7 Comparison Of survival(Apoptosis)

より多 くisoformが つくりだされているe CD44

の発現 と転移能に関しGunthertら 10は ラット膵

癌由来細胞株において,転移能を有する細胞株と

転移能をもたない細胞株の遺伝子解析にて転移能

をもつ細胞株にはCD 44分子 162個 のア ミノ酸

が挿入した変異がみられ,こ の変異 CD 44を転移

能のない細胞株に導入すると,高頻度で転移がみ

られたと報告した.

大腸癌におけるCD 44お oformの 発現 をい く

つかの variant exonに対する抗体を用いて免疫

組織学的検索した報告もみられ,Wielengaら 10

はvariant exon v 5, v7, v8-10を (量 む CD 44

variant formは 早期大腸癌にも存在するのに対

して,v6を含む CD 44は Dukes'C,Dに おいて高

率に発現することより,こ の CD 44 v6が転移と

関係し予後因子 となりうると報告している.しか

しv6,7を含むCD 44 variant蛋 白は発癌の早期

にみ られるとの逆の報告 もあ り10,い かなる

isoformが転移に関与しているかは不明である.

今回筆者らは CD 44sの み検索したが,CD 44 v

との同時発現例では細胞外に高分子複合体を形成

し抗原性が高 くなると報告されており10,ま た挿

入配列の部位によってはCD 44 v自 体が CD 44s

の免疫組織学的発現例にCD 44 vの 発現例 も含ま

れる可能性が十分考えられ,CD 44の免疫組織学

的検討は有用と思われる.Tanabeら 1つ は大腸癌

にはCD 44 variantが 存在し,正常粘膜に対して

原発巣や転移巣での発現が強いことを明らかにし

予後予測に役立つことを示唆した。Yamaguchi

n=38

n=28

I 5 (years)

(Kapl an - Mei er)

Fig.6 Cornparison of survival(CD 44)

⑨ Apoptosisと 生存率

Apoptosis発 現陽性例で 5年生存率 89.7%と

陰性例 48.6%に比して有意に予後良好であった

(p<0.001)(Fig.7).

考 察

癌転移因子 として CD 44に 注目し,免疫化学的

検討 を行い予後および Apoptosisと の関連 につ

いて検討 したe CD44は ヒアルロン酸の発現がみ

られる血管内皮細胞 と癌細胞 との接着に関与 し,

早期の癌細胞接着であるrolling現象に深 く関与

しているとされている。 CD 44は standard form

(CD 44s)と variant isofOrm (CD 44v)が 存在

し,CD 44 vの 発現は癌の進展 と関連するとされ

ている12). cD 44 standard fOrrnの
リガンドはヒ

アルロン酸であるが,alternative splicing機 構に



ら10は CD 44v8～ 10の発現がリンパ節転移,血
行性転移で有意に高 くみられ,CD 44陽性例で 5

年生存率,10年生存率はそれぞれ 56.9%,41.9%

とCD 44陰性例 79.8%,79.8%に 比 して予後不

良であり多変量解析で独立した予後因子となるこ

とを示唆した.

今回の検討でも同様にCD 44発現陽性例で有

意に再発例が多 く血行性転移のマーカーおよび独

立した予後因子になるものと考えられた.

大腸癌の転移・浸潤に関 して Holmgrenら 1"

は大腸癌の患者は多 くの場合原発巣を除去された

際にすでに微小転移が形成されていることが多 く,

潜伏した微小転移は原発巣除去後接着や血管新生

を介した微小環境因子が癌細胞の Apoptosis減

少によって再び活動をはじめるのではないかと報

告している.Qin Yuら 2の は乳癌細胞において

CD 44が腫瘍浸潤を促進し,CD 44を抑制するこ

とで Apoptosisを誘導すると幸艮告している.筆者

らも同様に CD 44と Apoptosisの 関係について

CD 44陰性例 にApoptosis発 現陽性例が多 くみ

られるという結果を得た.ま たフッ化ピリミジン

系抗癌剤の抗腫瘍効果は5 FUの リン酸化で生成

された代謝産物である,5-fluorodeoxy uridine

monophosphate(FdUMP)が dTMP生成酵素で

あるTSを競合的に阻害 しDNA合成阻害2120

を引き起こすといわれており,TSIRが抗腫瘍効

果の指標 となりうるとの報告20も ある。

本研究で もTSIRが Apoptosis発 現陽性例 に

高値 を示 しtegafur一 uracilに よるApoptosisの

誘導が示唆 された.ま た CD 44発 現陰性例 で

TSIRが高値 を示 したことが CD 44発現を抑制

し接着能を阻害させていると考えると,tegafur一

uracilは DNA合成阻害作用だけでなく細胞接着

阻害を介した転移抑制作用も併せもつことが示唆

された。これらの結果はマウス高肝転移株2り
,マ ウ

ス腎癌株20ぉ ょびヒト乳癌株2つ を用いた れ υ′υθ

および動物実験でのtegafur uracilの 強い転移

抑制作用を支持するものであった。

最近の研究で Yonekuraら 2め はマウス腎細胞

株で tegafur―uracilが 強い血管新生阻害作用を

もつことを明らかにしており,今後血管新生や血
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小板凝集能についても追加検討が必要と考える.
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