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舌癌の 悪性度に関する因子 に つ い て の検討

金沢大学医学部耳鼻咽喉科学講座 ( 主任 : 古川 便数授)

丸 山 裕 美 子

舌癌 の 潜在 的悪性度 を示す指標 と な りう る因子 を探 る 目 的 で マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア
ー ゼ

ー

2 ( m a t ri x

m e t all o p r o t ei n a s e
q2
,
M M P -2) , 1 型 膜性 マ ト

1
) ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア

ー ゼ ー ( m e m b r a n e t y p e l - m a tri x m et all o p r o t ei n a s e ･

M T l - M M P) , マ トリ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア
ー ゼ ー

2 の イ ン ヒ ビタ
ー

(ti s s u e i n h ibit o r of m et all o p r o t ei n a s e
-2
,
¶ M P -2) の 発現お

よ び血 管新生度 に つ き原発性舌癌56 症例及 び良性舌病変3 症例 を対象 に検討を行 っ た .
ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ イ

一

法で は 正 常

組織 や非転移性 リ ン パ 節 を含め た 全て の 組織 で滞在型 M M P
-2 の 酵素 活性を認 め た の に村 し , 原発腫瘍組織 , 転移性 リ ン パ 節

組織の み で活性化型 M M P -2 酵 素活性 の 上 昇が 認め られ た .
ノ ー

ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法 に よ り, 原 発組織 お よ び 転移性リ ン パ

節 にお い て M T l - M M P m R N A の 過剰発現を認 め た . また 51 症例
,
1 1 0 標本の 免疫組織学的検索 より, 病理 組織学的に悪性所見

を認 め る病変 で は
,
良性病変に比 して M M P -2 , M T l - M M P , T I M P - 2 の 各タ ン パ ク の 発現が 有意 に高 い こ とが 確認 さ れ た ･ さ

ら に癌細胞 に お い て M M P -2 又は M T l - M M P の 陽性 群, 及び 血管新生 が 高度で あっ た 群で は そ の 陰性群や低度血管新生群 に比

して 初発時の 所属リ ン パ 節転移例が有意に多く, か つ 有意 に予後不良であ っ た . さ ら に M M P -2 又 は M T l - M M P の 陽性群 で は

初回治療後 の 局所再発例, 所属 1) ン パ 節再発例また は遠隔転移で の 再発例が陰性群 に比 し て有意 に多か っ た ･ ま た M T l - M M P
,

M M P -2 の タ ン パ ク発現量お よ び微小血管数は そ れ ぞ れ 順相関の 関係 を示 して い た . 以 上 の 結果か ら, 舌病変 にお ける M M P -2 ,

M T l _ M M P の 評価 は病理組織学的な良性 ･ 悪性 の 補助診断 と し て 有用である こ と, 舌癌 症例 にお ける M T l
- M M P

,
M M P -2 発

現 及び血 管新生度の 評価 は患者 の 予後を予測する指標 と して 非常 に有用である こ とが 示唆 さ れ た ･

K e y w o r d s m e m b r a n e
-ty P e l

- m at ri Ⅹ m e t all o p r ot ein a s e ( M T I N M M P) , m at ri x m et allo p r o t ei n a s e 2

( M M P -2) , C a r Ci n o m a of t o n g u e , r e C u r r e n C e , P r O g n O Sis

頭頚部痛を含 め た 悪性腫瘍の 病期分類は , 患 者の 予後 を予測

し , 的確 な治療を行う上 で 必須であ る. 頭頚部の 悪性腫瘍 に つ

い て は
,
わ が 国で は

一 般 に国際的 に組織 さ れ た UI C C 分簸 に準

拠 し病期分類 が行 われ 診断, 治療, 予 後判定 が行 わ れ て い る .

しか し
, 早期 痛 に分類 され る症例 にお い ても予後不良 である症

例や
,
進行癌 に分類 さ れ て も予後良好であ る症例 が存在す る .

痛の 進展形式は複雑多岐な因子 の 影響を受 け る た め患者の 経過

と予後を予測す る こ と は 困難である .

一

般 に悪性腫瘍 の 特徴 と して ,
そ の 旺盛 な増殖能と浸潤転移

能 が挙げら れ る . 特 に 宿主を死に至 ら しめ る最大 の 原因 は浸潤

転移能 に よ る . 従 っ て 悪性腫瘍の 浸潤転移能を 正 確 に評価す る

こ と が悪性度の 評価 に際 し必要不可欠である が , 現在まで の と

こ ろ 的確 な評価法 は確立さ れ て い な い .

癌細胞 の 浸潤転移機構 は幾 つ か の 段 階に 分類 さ れ る . まず
,

E - カ ドヘ リ ン等 の い わ ゆ る接着因子の 発現低下 で あり ,
こ れ に

より癌細胞 の 遊離 が容易 になる . 続 い て お こ る基底膜 の 破壊 は

癌細胞が周囲正常組織 に浸潤す る た め に必須で ある . 次 に リ ン

パ 軌 血管 へ の 侵 入 が 起 こ る . その 際に も血管 へ の 侵 入 に は血

管の 基底膜を破壊 し なけれ ばならず, た と えリ ン パ 管か ら侵入

した と して も転移巣を形成する た め には癌細胞 が捕捉 され た血

管か ら転移標的臓器の 問質 へ の 侵 入 の 際 にや はり基底膜 の 破壊

が必要 となる . す なわ ち基底膜 へ の 浸潤能 は そ の 腫瘍 の 浸潤転

移能を評価す る た め の 重要な因子である .

基底膜を構成す る主要骨格 は Ⅳ 型コ ラ
ー

ゲ ン で ある .
こ の Ⅳ

型コ ラ ー ゲ ン を特異的 に分解する酵素 と して マ トリ ッ ク ス メ タ

ロ プ ロ テ ア ー ゼ ( m atri x m e t all o p r o t ei n a s e , M M P) 2 と 9 が 同定

さ れ て お り, 実際 こ れ らの 酵 素の 発現 と そ の 腫瘍の 転移能の 正

の 相関性 に つ い て 様 々 な報告 がある
1 卜 9)

. こ れ らの 酵素は 潜在

型酵素と し て分泌 さ れ る た め Ⅳ型 コ ラ
ー

ゲ ンの 分解能 を有する

活性化型と な る た め に は さ ら にもう
一

段階 の 修飾 を必要 とする ･

近年, S at o ら
1(】)
が M M P -2 を特異 的に活性化す る酵素, 1 型膜

塑 マ トリ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア
ー ゼ ( m e m b r a n e ty p e l - m a tri x

m e tal l o p r o t ei n a s e , M T l
- M M P) の 同定 に成功 し た こ と によ り,

M M P -2 の 発現 の み な ら ず, そ の 活性化因子 に つ い て の 評価も

可能とな っ た .

一 方
,
M M P -2 は イ ン ヒ ビタ

ー

(ti s s u e i n h ibit o r

of m e t all o p r o t ei n a s e
- 2
,
T I M P -2) に よ っ て 阻害さ れ る■ 正 常 な

組織 にお い て は ,
M M P の 活性化 と抑制の バ ラ ン ス が 保た れ る

こ と によ り組織 の 破壊 と修復 が コ ン ト ロ
ー ル さ れ て い るが , 炎

症 や 分化 ･ 成熟
1 1) 12)

,
そ し て 痛 の 浸 潤

･ 転 移 の 場 にお い て は

M M P の 発 現量 が相対的 に上 昇 して い る と さ れ て い る . こ れ ら
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マ トリ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア
ー ゼ と そ の 周辺

M M P の 発現 の 増加 は単 に組織の 破壊作用 の 増強 を意味す る の

で はなく, 組織の 再構築 を示 して い る と い わ れ て い る
1 3卜 1 5)

と こ ろで , 痛維月包巣 はそ の 直径が2 m 皿 以 上 に発育す ると 血 管

新生が必要となる . 癌細胞 が 増殖 し , 腫瘍 が 増大する た め に は

血管か ら の 十 分な栄養補給 が必要であり ,
また 腫場内や腰痛周

囲の 新生 血管 の 増大は膿瘍細胞の 体内循環 さ ら には 転移
の 機会

を増やす. すな わ ち 血 管新生 の 度合い と転移能と は相関する 可

能性があり, 実際 こ れ を示す報告もある
1 叩

･ また血 管新生自身

が
一 種の 組織 の 再構築であり, M M P と の 関連性も示唆 され る .

M M P - 2 は本来問質の 線維芽細胞か ら分泌 さ れ
1 4) 1 机 9)

,
上 皮系

細胞か ら は分泌 され ない と の 説もあ る･ さ ら に は癌細胞 は浸潤

転移龍 を獲得す る に つ れ て, 間葉系細胞 と して の 性質を獲得す

ると の 報告が ある
20)

. ビ メ ン テ ン 恒 m e n ti n) は 問質系組織 に特

異的に存在す る中間径 フ ィ ラ メ ン トで あり ,
乳癌 由来の 培養細

胞にお い て そ の 発現 と転移能 が相関す る こ と , さ らに ピ メ ン ナ

ンの 発現と M Tl - M M P の 発現 ,
M M P -2 の 活性化 と の 間の 関連性

を示唆す る報告が な され て い る
18)2 0 卜 2 2)

. しか し現在まで の と こ

ろ
,
臨床材料 によ る ビメ ンテ ン の 検討 に つ い て の 報告は な い ･

舌癌は 頭頚部領域の 悪性腫瘍の うちでもその 発生 部位の 性質

上
,
原発腫瘍 の 拡 がり m を比較的正確 に評価 でき, 初診時 の

T N M 分類 と手術後の p T N M 病理 学的分類 と の 間で 大差が生 じ

ない こ と が多い . そ れ にもか か わ らず, Ⅰ期, Ⅱ期 の 症例 に お

い ても初回治療後, 全身性 に転移再発 し, 予後不良な転機を た

どる症例もあ れ ば, 逆 に Ⅲ期 ,
Ⅳ期 の 症例 で あ っ て も, 治療 に

対する反応もよく, 経過 良好 な症例もあ る . 舌癌 は , 現 在行 わ

れ てい る 臨床学的
,
病理学的評価 で は予測 が困難 な, 癌 の ｢ 悪

性度｣ の 決定因子を検討す る にあた り適切 と考え られ る .

以上 に より本研究で は 舌癌 にお ける 痛の 悪性度の 評価の 指標

と なりう る国子と して浸潤転移に関連する因子 に焦点を絞り検

討した .

対象お よび方法

Ⅰ. ゼ ラ チ ン ザイ モ グラ フ イ ー

1 . 臨床材料

199 7 年4 月 か ら 199 7 年1 0 月ま で に 金沢大学医学部附属病院

耳鼻咽喉科及び富山県立中央病院耳鼻咽喉科で初期治療 と して

観血 的治療 を受け た舌癌患者7 例 に お い て 切 除 さ れ た腫瘍嫡変

部と同 一 患 者の 止常組織 の 新鮮標本を川い た . 病理 組織学的 に

は
,
い ずれ も高分化型扁平 ヒ皮癌 と診断さ れ た . また 頭部廓清

が施行さ れ た 7 例中の 3 例 に つ い て は リ ン パ 節に お け る M M P - 2

の発現 に つ い て も検討を加えた . そ の うち の 2 症例は 病理 学的

に転移性病変と の 診断を受けた.

2 . ゼ ラチ ン ザ イ モ グラ フ イ
一

法

各種 M M P が 分解可能 な基質の 差 に よ りそ れ らの 酵素 の 発現

を定量する こ と が 可 能で ある . M M P - 2 と M M P -9 の 2 種 は ゼ ラ

チ ン を特異的に分解す る た め ,
M M P -2 タ ン パ ク の 発現 の 定量

に はゼ ラ チ ン ザイ モ グラ フ イ ー

を用い た . 本実験 で は H e u s s e n

ら
23)
の 方法 に準 じて 行 っ た . すな わ ち, 切 除組織 を1 m g あた り

10 p l の 試 料溶解液 [10 m M T ri s r H C l , p H 7 . 6 .2 0 % グ リ セ ロ
ー

ル
,
2 % S D S , 0 .1 % ブ ロ モ フ ェ ノ

ー ル ブ ル
ー

] で 均 質化 し

37 ℃で2 0 分 間静置 した . そ の 後室温で 400 0 回転/ 分遠心 し た上

構を上記の 試料溶解液に て希釈 して 試料 を得 た.

試料2 0 〃1 を0 .1 % ゼ ラチ ン を含む 10 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド

ゲ ル でS D S - P A G E をお こ な っ た . 泳動 終了後 ,
ゲ ル を2 .5 % ト

65

ライ ト ンヱ10 0 に て30 分間室温で2 回洗浄 し, 反応 液 [50 m M

廿i s 月 Cl
, p H 7 .6 , 1 5 0 m M N a C l , 1 0 m M C a C1 2 , 0 .0 2 % ア ジ化

ナ トリ ウ ム ( N a N 3)] に て37 ℃ 24 時間反応 させ た . 反 応後
,
ゲ

ル を 染色液 [30 % エ タ ノ ー ル
,
1 0 % 酢酸, 0 .3 % ク マ シ

ー プリ

1
) ア ン トブ ル

ー G - 2 5 0 (S i g m a C h e mi c al , S t .L o u i s ! U S A)] に

て 室温時間染色 し, 1 0 % エ タ ノ
ー ル

,
1 0 % 酔醸 に て 脱色 して

ゼ ラ チ ン 分解能を観察 した .
ゼ ラ チ ン を含 む背景 は ク マ シ ー プ

リ リ ア ン ト ブ ル
ー

で 暗紫色 に染色さ れ る の に対 し, 分解 さ れ た

ゼ ラチ ン は 染色さ れ ず透明な バ ン ドと して検出さ れ る .

潜在 型及び活性化型 M M P - 2 はそ れ ぞ れ66k D a , 6 2 k D a の バ

ン ドと して 認識さ れ た .

Ⅰ . R N A の抽 出と ノ ー ザ ン ブロ ツ テ ィ ング法

1 . 臨床材料

199 7 年4 月か ら199 7 年10 月 まで に金沢大学医学部付属病院耳

鼻咽喉科を受診 し, 初期治療 と して 観血 的治療を行 っ た 苦痛患

者6 例 に つ き, 腫瘍組織 と正常組織 の 新鮮標本 を得 た . 腫瘍は

い ずれ も病理組織学的に高分化型扁平上皮痛 と診断され た . さ

ら に頚部廓清を施行 した6 例中3 例 に つ い て は リ ン パ 節に お ける

M Tl - M M P に つ い て も検討を加えた . 病理組織学的 には 1 例が

転移性 リ ン パ 節で あり, 残り2 例 は反応性の 病変であ っ た .

2 . R N A の 抽 出

新鮮組織100 m g あ たり1 m l の R N A 抽出用試薬アイ ソ ゲ ン ( ニ

ッ ポ ン ジ
ー ン

,
富山) を加えて十分 に均質化 した . こ の 材 料に

1/ 5 容量 の ク ロ ロ ホ ル ム を加え混和 し5 分 静置 した . その 後フ

ェ ノ ー ル 抽出を お こ な い , 水層 (上 層) に等量 の イ ソ プ ロ パ ノ

ー ル を加え10 分 静置 した 後で 4 ℃ , 1 2 0 0 0 回転/ 分 , 1 0 分遠心

した 後 エ タ ノ ー ル で 洗浄 し た . R N A の 沈殿 をジ ュ テ ル ピ ロ カ

ル ポ ネ
ー

ト (di e th yi p y r o c a rb o n at e) 処 理蒸留水 に て溶解 し, 分

光光度計 ( ペ ッ ク マ ン , D U -6 5 , 東京) を用い て 260 n m の 吸光

度を測定 し, 1 0 D を50 FL g/ m l と して 全R N A 濃度を測定 した･

3 .
ノ ー

ザ ン ブ ロ ソ テ ィ ン グ法

--
一検 体 に つ き20

′
′∠g の 仝R N A を用 い こ れ を42 % ホ ル ム ア ミ

ド, 1 7 % の ホ ル ム ア ル デ ヒ ドを含む2 % 3-N
- モ ル ホ リ ノ ー プ ロ バ

ン ス ル ホ ン 酸 ( m o r ph oli n o - p r O p a n e S ulf o ni c a cid , M O P S) , p H 7 ･0

に溶解 し , 6 5 ℃ で 5 分
･

間反応 させ た 後, 1 6 % ホ ル ム ア ル デ ヒ ド

を 含む1 % ア ガ ロ
ー ス ゲ ル に て 1 % M O P S 中で 電気泳動を行 っ

た . 泳動 彼 の ゲ ル を ハ イ ポ ン ド N メ ン プ ラ ン ( A m e r s h a m ,

B u c ki n g h a m s h i r e , U K ) に転写 し た . 車l :J‡彼の メ ン ブ ラ ン を

U V ス ト ラタ
ー リ ン カ ー 1 8 0 0 ( フ ナ コ シ , 東京) を用 い て 波長

2 54 n m の 紫外線1 20 0 マ イ ク ロ ジ ュ
ー ル を 照射 し

,
R N A を メ ン

ブ ラ ン に固定 した .

4 . プ ロ
ー

ブ の 作成

本実験で使用 し た3 .4 キ ロ 塩 基対 (kil o b a s e p ai r s , k b p) の

M T l , M M P プ ロ
ー

ブ川 c D N A は 金沢大学 が ん研究所 ウ イ ル ス 部

佐藤博博士か ら分与さ れ た
1 0)

.

こ の D N A を そ れ ぞ れ25 n g ず つ メ ガ プ ラ イ ム
･ ラ ベ リ ン グ

･

キ ッ ト ( Am e r s h a m , 東京) にて [ α
-3 2 P] d C T P 仏 m e r s h a m )

を用 い て標識 した.

5 .

ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン

紫外線固定後の メ ン ブ ラ ン を50 % ホ ル ム ア ミ ド, 4 倍 濃

度S C C , 5 倍濃 度 デ ン ハ ル ト液 (0 .1 % ポ リ ビ ニ
ー

ル ピ ロ リ

ド ン
,
0 . 1 % 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン , 0 . 1 % フ ィ コ

ー

ル) , 0 ･1 %

S D S
,
9 0 FL g/ m l 変性サ ケ精子 D N A (

ベ ー

リ ン ガ
ー

･ マ ン ハ イ

ム山之内
,
東京) か らな る プ レ ハ イ プ リ ダイゼ

ー

シ ョ ン液32 m l
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と 42 ℃で 5 時間反応 させ た . 反応終了後こ の 液 を捨 て , プ レ ハ

イ プリ ダイ ゼ
ー シ ョ ン液1 m l に標識 し た プ ロ

ー

ブを加えて メ ン

ブ ラ ン と4 2 ℃ で 2 4 時間反応 させ た . そ の 後 ,
メ ン ブ ラ ン を2

倍濃度S S C -0 .1 % S D S に て 室温で 洗浄 し, 0 .2 倍濃度S S C -0 .1 %

S D S に て 55 ℃ で.
30 分間 の 洗 浄を2 回行い ,

3 6 時間の オ ー

トラ

ジ オ グ ラ フ イ
ー を施行 した . 得 られ た バ ン ドの 放射活性 は バ イ

オ イ メ
ー

ジ ア ナ ラ イ ザ
ー

(B i o i m a g e a n al y z e r B A S 1 5 0 0 , 富 士,

東 京) を用い て 測定 した .

Ⅱ . 免疫組織染色法

1 . 臨床材料

19 8 4 年2 月 か ら 199 7 年1 0 月まで に前述の 施設 を受診 し, 切

除さ れ た 舌病変症例59 例 の う ち経過観察が 1 年 未満 の 5 症例,

腎痛 の 転移性舌癌1 症 例, 及 び経過観察が不十分 となっ た 2 症

例 を 除く51 例 に つ い て 検討を行 っ た . 内容 は 原発性舌癌48 症

例 , 良性 舌痛変3 症例 で あ っ た . 年齢 は 22 歳 か ら89 歳 , 平均

≡乱7 歳で あ っ た . 男性 34 例 (66 .7 % ) 女性17 例 (33 .3 % ) で , 病

理組織型分煩で は 高分化型扁平上皮癌 は37 例 (72 .5 % ) , 申分化

型 は4 例 (7 .8 % ) , 低分化型 は1 例 (2 .0 % ) , 分 化度不明扁平 上

皮痛4 例 (7 .8 % ) , 琉 贅痛 2 例 (3 .9 % ) , 良性 病変症例 は 3 例

(5 .9 % ) で あ っ た . 組織塑分類 は日 本頭頚部腫瘍学会の 分類 に従

っ た .

パ ラ フ ィ ン 包埋 ブ ロ ッ クを毎 m に薄切 し, 免疫 染色用 ス ラ

イ ド グ ラ ス で あ る プ ロ ー ブ オ ン プ ラ ス (Fi s h e r S ci e n tifi c ,

P itt sb u rg h , U S A) に付着させ パ ラ フ ィ ン 切片を作成 した .

2 . 免疫組織染色

免疫組織染色 は H s u ら
2 4)
の ア ピ ジ ン ･ ビオ チ ン 染色 ( a vid i n

bi o 血 p e r o xi d a s e c o m pl e x) 法に準 じて, ま たマ イ ク ロ プ ロ
ー ブ

シ ス テ ム ( M i c r o P r o b e s y s te m ) (F i sh e r S ci e n tiB c) を用 い て行 っ

た
25 )

. すな わ ち パ ラ フ ィ ン 切片を キ シ レ ン , エ タ ノ
ー

ル 系列 で

脱 パ ラ フ ィ ン し
,
エ ン ド/ ブ ロ ッ カ ー (B oi m e d a , F o st e r city ,

U S A) 溶液 に て 内因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ の ブ ロ ッ ク を37 ℃ で 5

分行 っ た の ち ,
ペ プ シ ン (Bi o m e d a) に て抗原性 の 賦活化 を行 っ

た . 1 次抗 体 と し て 抗 M M P - 2 抗体 (42 - 5 D l l , 富 士薬品工業 ,

高岡) , 抗 M T l - M M P 抗体 (11 3 -5 B 7 , 金沢大学 ガ ン研 究所 ウ イ

ル ス 部佐藤博士 より分与) , 抗 ¶M p - 2 抗体 (67 -4 B l l , 富 士薬品

工業
,
高 岡) , 抗 v o n W ill e b r a n d 因子 G TO n W ill eb r a n d f a c t o r ,

v w F) 抗 体 ( D A K O , G l o s t ru p , D e n m a rk) , 抗 ビ メ ン テ ン抗 体

Ⅳ9 , Z y m e d , S o u th S a n F r a n ci s c o , U S A ) を 用い てそ れ ぞ れ

37 ℃ 30 分で 反応 させ た . 2 次抗体 に は ユ ニ バ
ー

サ ル 2 次抗 体

(R e s e a r ch G e n e ti c s , H u n t s vill e , U S A ) を使 用 して37 ℃ 20 分で

反応させ た後 ,
ス ト レ プ トア ピ ジ ン

･ ビオ ナ ン
･ ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ 複合体 (D A K O ) と さ らに37 ℃ 30 分で 反応 させ た . 最後 に

ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3 ,3
,
- di a m i n o b e n zi di n e) 反応液 (R e s e a r ch

G e n e ti c s) で 5 分 間発色 させ た . 核染色 は メ チ ル グ 1)
M ン に て

行 い , 鏡 検 し た . 抗 M M P - 2 抗体 , 抗 M T l - M M P 抗 体 ,
抗

TI M P ･2 抗体, 抗 v W F 抗体に対す る陽性対照 と して 肺組織 を用

い
, 抗 ビ メ ン チ ン抗体に対 して は頚部廓清組織 を用 い た ,

ま た

陰性対照 と し て 1 次抗体希釈液 (p ri m a ry a n tib o d y d il u e n t) ,

(R e s e a r c h G e n eti c s) を1 次抗体の か わ りに使用 し同様 の 方法で

反応 を行 っ た .

3 . 免疫組織染色 の 評価

M T l - M M P
,
M M P -2

,
T I M P r2

,
ビ メ ン チ ン の 免疫組織標本

に つ い て は腫瘍細胞巣 を含む2 00 倍 の 鏡検視野2 箇所 に お い て

そ れ ぞれ 200 個 の 細 胞中 の 陽性細胞数を計測 し, そ の 平均 を 百

分率で評価 し た . さ ら に 陽性率が 50 % 以 上 ,
5 0 % 未満 の 標本

を それ ぞれ 陽性, 陰性 と定義 し た.

血 管新生 度検討 の 目的で , 抗 v W F 抗 体 に て 血 管を染色 した

標本に つ い て は ,
血 管内脛の 有無 に関わ らず, 腫瘍細胞巣部と

そ の 周囲の 微小血管 (毛細 血 管 と小静脈) に位 置づ け られ る血

管の 数を200 倍の 視野 に て 2 箇所計測 し, そ の 平均を微小 血管

数と し た . さ ら に評 価値が 50 以 上 を血 管新生高度 ,
5 0 未満 を

血 管新生低度 と志義 した .

4 . 統 計処理 法

各々 の 項 目 に つ い て の 群 間で の 有 意差検定 に は ズ
2

検定 及び

イ
ー エ ツ に よ る補 正法 を用 い た .

一 方生 存分析統計 には カ プ ラ

ン マ イ ヤ ー 法を 用 い て 危険率5 % 未満 (P < 0 .0 5) を 有意差あり

と し て 判定 した . ま た
,
対応 ある2 群 間の 比較 に はt 検定 法を

用 い , 対応 の な い 2 群間 の 比較 には M a n n - Wh it n e y の U 検 定を

用 い た . 多重比 較検定 に はS cb e 鮎
,

s F 検定 を用 い , ま た相関分

析 に はP e ar S O n の 相 関係数 を用 い た .

成 績

Ⅰ . 舌癌 に お け る M M P -2 タ ン パ クの発現

ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ イ
一 法 に て潜在型 M M P -2 の 発現 は

6 6k D a
, 活性 化型 M M P - 2 は6 2 k D a の 明瞭 な バ ン ド と し て認 め

られ た (回1 , 礼 滞在型 M M P
-2 の バ ン ドは 原発腫壊組織 ,

正

常 組織
,
転移牲リ ン パ 節組織 , 及び 非転移性 リ ン パ 節組織の い

ずれ の 組織 に お い て も認め られ た t こ れ に対 し活性化型 M M P ･

2 に つ い て は 原発巣組織 と転移性 リ ン パ 節組織 に お い て 明 らか

な バ ン ドを認 め た が ,
正常 組織 と非転移性反応性リ ン パ 節組織

C a s e l C a s e 2 C a S e 3

( k D a) T L N T L N T
N

← P r o M M ト2

＼
A c ti v e M M P - 2

ち

言 C a $ el C a S e 2 C a S e 3

__.. ■■■■■~■~■ ･ ■■■■■

8 T L N T L N T N

4 . 4 k b p
- 療. 囁

ゾTl
~ M M P

F ig . 1 . (郎 G el a ti n z y m o g r a ph y an al y si s o f M M P
-2 a cti v ati o n ･

(B ) N o rth e r n b l o t an al y si s of M T l
- M M P m R N A e x p r e s si o n i n

w ell diffb r e n ti a te d s q u a m o u s c ell c a r ci n o m a (S C C ) of t o n g u e ･

c a s e l
,
C a r C i n o m a w ith l y m p h n o d e m e t a s t a si s; C a S e 2 ,

c ar Ci n o m a wi th o u t ly m p h n o d e m e t a s ta si s; C a S e 3 , C ar Ci n o m
a

w h i c h h a d difB c ult y to b e d i sti n g ui s h e d S C C fr o m v e r ru C O
u S

c a r ci n o m a . T
,
t u m O r ti s s u e of p ri m a r y l e si o n ; L , 1 y m p h n o

d e

ti s s u e; N , n O r m al ti s s u e . C o n t r oI s h o w s M T l
- M M P m R N A

かo m M D j L M B -2 3 1 c ell li n e .



マ トリ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ とその 周辺

にお い て は検出され なか っ た ･ 病理学的 に琉賛痛 と診断さ れ る

舌癌は転移性 が低く, その 予 後が 良好 と され て
い る ･ 今回, 虎

贅癌と の 鑑別が 困難であ っ た 高分化型 の扁平 上皮痛の 1 症例 に

っ きザ イ モ グ ラ フ イ
一

によ る検討を行 っ た結果 ,
こ の 症例で は

潜在型 M M P
-2 の バ ン ドは 他の 腫瘍組織 の も の と 同様 に認め ら

67

れ た が
, 活性化塾 M M P -2 の バ ン ドは他 の腫瘍組織標本に比 し

て 微弱であ っ た .

Ⅰ. 舌癌 にお ける M T l - M M P m R N A の発現

舌痛症例 に おけ る M T l - M M P m R N A の 発現を ノ
ー ザン プ ロ ソ

テ ィ ン グ法 に て検出 し た (図1 , B ) . M T l - M M P m R N A の発現は

Fig ･ 2 ･ E x p r e s占i o n of p r ote in fo r M M P
-2 ( B) M T l - M M P (C ) TI M P -2 (D ) v i m e n ti n (E) an d v W F . ㈱ M et a st a ti c ly m ph n o d e o f sq u a m o u s

■C ell c a r c in o m a a s th e 岳 am e Sp e Ci m e n a s B an d C in h e m a to xli n
-

e O S in st a in in g .

* i n di c at e s c a n c 由
･

C ell ･ B ar in di c at e s l 00 FL m ･
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4
.
4 k b p の

バ ン ドと して 検出さ れ, 舌癌組織 に認め ら れ た もの の ,

正 常組織に は検出さ れ な か っ た . また
, 転 移性 リ ン パ 節に お い

て原発巣と同程度 の M T l - M M P m R N A が 検出さ れ た . こ れ に村

し反応性腫大を見た頚部所属リ ン パ 節組織で は 正常組織同軋

m R N A の検出 は認め られ なか っ た . 今 臥 床賛癌 との 鑑別が困

難であっ た舌の 高分化型扁平 上皮痛 の
- 症例 に つ い て も ノ

ー ザ

ン プ ロ ッ ト法 に よ る 検討を行 っ た と こ ろ ,
こ の 症例 に お ける

M Tl ● 皿 R N A の 発現量 は他 の腫瘍観織 に比 して微弱であ っ た t

Ⅱ . 免疫染色法に よ る舌癌症例の多角的検討

1 . 免疫組織染色法 に よ る組織内 の M M P -2
,
M T l - M M P

,

¶ M P 2
,
ビメ ン ナ ン お よ び血管の 局在

免疫組織染色 に より舌痛の 原発病変 , 及 び転移性 の リ ン パ 節

病変 にお い て腫瘍細胞で M M P
-2
,
M T l - M M P タ ン パ ク の 存在

が 確認さ れ た (図2 B , C ) . M M P
-2
,
M T l - M M P タ ン パ ク は い ず

れ も同 一 腫瘍組織内 に お い て も細胞に よ り染色性 の 違 い を認

め
,
特 に正常組織 へ の 浸潤部で強 い 発現を認め た ･ また 角化傾

向の 強 い 高分化型扁平上皮痛 にお い て は ケ ラチ ン 真珠 の 角下 直

前の 表層 に対応す る細胞でも こ れ ら の タ ン パ ク の 発現を認め

た . そ の他血管内皮細胞や炎症性細胞 ,
腫瘍瀾胞巣周囲の線椎

芽細胞で も M M P -2 , M T l
- M M P タ ン パ クの 発現 が 認め られ た ･

T I M P .2 もM M P -2 , M T l - M M P と 同様, 癌細胞で そ の 発 現を

認 めた (園2 , D ) . しか しその 陽性例 は認 め るもの の 全体 と して

発現は微弱 であっ た .

抗 ビメ ン ナ ン抗 体 によ る免疫染色で は , 血 管内皮細胞, 問質

の 組織球, 線椎芽細胞を含 め た 問質系組織 に ビメ ン チ ン の 特異

的染色を認 め る が , 舌癌 原発 の南平 上皮痛 の い ずれ の 腫瘍組織

に お い ても ビメ ン チ ン の 発現 は認め られ なか っ た (図2 , E) .

微小 血管 は鏡検 上 は その 内脛を認めない こ とも多く, その存

在の 確認 は通常 の ヘ マ ト キ シリ ン
･ エ オ ジ ン 染 色の 標本で は 困

難である (図2 , 刃 . 抗 v W F 抗体 によ る 血 管内皮細胞の 染色によ

り血 管構造の 明確な識別が可能 と な っ た (図2 , F) . 微小血 管の

密集 が腫瘍組織周囲 に認め られ た .

2 . 各症例の 初発原発巣標本 に よ る悪性度の 検討

対象 と し た 51 症 例 に つ き , 種々 の 因子 と M M P - 2
,
M T l -

M M P
,
T I M P 2 の タ ン パ ク の 発現の 陽性/ 陰性群 や血管新生度

高度群/ 低 度群 と の 相関性 に つ き検定を行 っ た ･ 尚 , この 検定

の際 に評価 の対象 と した 標本 は い ずれ もそ の 症例 に お け る初発

時に最も近い 原発巣 の切除標本, もしく は そ れ に準ず るもの と

した .

先 ず, 血管新生度 に つ い て の 検討で は血 管新生 が 高度と さ れ

た 群で は 有意に そ の 予後 は 不良であ っ た (P < 0 .0 0 1) . しか し ,

血 管新生 度の 高度群/ 低 度群間に お い て , 初診時 の リ ン パ 節転

移 の 有無 や , 再発 時 の 遠隔転移 の有無 と相関を示すも の の

(P < 0 .0 5) , そ の 他 の 因子 と は 明 らか な関連 は認 め られ なか っ

T a ble l ･ A n aly sis o f th e e x p r e s si o n o f M
M P - 2

,
M T トM M P an d T I M P - 2 an d th e g r a d e of an g l O g e n e Sis in r el ati o n t o

c lin i c al d ata o f to n g u e

C a n C e r

M M P - 2 M T l - M M P TI M P - 2 an g l O g e n e Si s

C h ar a Ct e ri stic s
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こ れ に対 し, M M P -2
,
M T l - M M P の 発現 は 血管新生 度と同

様, そ の 予後 と 明 らか な 相関関係を示すうえ に (P < 0 ･0 0 1) ,

M M P
-2
,
M T l - M M P は い ず れ も初発時 の リ ン パ 節転移の 有無

(P < 0 .0 5) と も関連を示 して
い た ･ さ ら にM M P -2 タ ン パ クの 陽

性群で は 初回治療後局所再発 ,
所属リ ン パ 節再発 と強く相関 し

b < 0 .0 0 1) ,
ま た遠 隔転移に よ る 再発 とも相関し て い た (p <

0 .01) . M T l
- M M P タ ン パ ク の 陽性群で は 所属リ ン パ 節再発例,

遠隔転移に よ る再発例が有意 に多く b < 0 .00 1) , ま た局所再発

とも相関 して い た b < 0 .0 1) (表1) .

¶ M P 2 の 発現に つ い て は い ずれ の 因子と も相関を示 さなか っ

た .

さ ら に初発時 の 原発巣 の 拡大 汀1
､

4) , 遠隔転移 ( M O , 1) ,

性別, 年齢 に つ い て も検討を行 っ た が ,
い ずれ の 因子 に つ い て

も M M P - 2 , M T l - M M P , T I M P 2 , 血 管新生 度 と の 間 に相関関

係は認め ら れ なか っ た .

カ プ ラ ン マ イ ヤ ー 法 に よ る生 存分析 にお い て は TI M P -2 の 発

現の 有無と予後に は 有意差を認め な か っ た が ,
M M P -2

,
M T l -

M M P の 陽性 群, お よ び血 管新生 が 高度な群で有意 に予後不良

であ っ た(国3) .

ビメ ン チ ン は舌痛腫瘍組織 にお い て そ の 陽性例が認め られ な

か っ た .

3 . 転移性リ ン パ 節 と 非転移性 リ ン パ 節 にお ける各タ ン パ ク

の 発現の 相違の 検討

次 に14 症例 に つ い て は 頚部廓清 に際 し , 転 移性リ ン パ 節と

非転移性反応腫大性リ ン パ 節と の 両種類 の リ ン パ 節標本 を得る

こ と が可能であ っ た こ と より リ ン パ 節 の 転移の 有無と M M P -2 ,

M T l - M M P
,
T I M P 2 の 発現 との 関連性 に つ い て検討 し た . 良性

反応性 リ ン パ 節 にお い て は い ずれ の 蛋白も発現が微弱であ っ た

が
, 転移性 リ ン パ 節 にお い て はそ の 発現を認 め, 転移性, 非転

移性の リ ン パ 節群間 に各タ ン パ ク の 発現量 に有意差 を認め た .

4 . 病理 組織学的診断結果と免疫組織染色結果 との 比較検討

病理診断結果 と M M P -2
,
M T l q M M P

,
TI M P 2 の 発現と の 関

連性 に つ い て
,
5 1 症例

,
1 1 0 標本 に つ き検討 を加え た.

こ れ ら
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2

の 標本 中に は臨床的 に悪性腫瘍 と の 鑑別が困難であ っ た良性潰

瘍 や異型性病変 の 症例 に つ い て の 生 検組織や , 舌癌症例治療後

の 経過観察中の 生検標本を含ん で い た .

まず
,
1 1 0 標本を病理組織学的診断上 で の 良性病変 (14 標本)

と悪性病変 (96 標本) の 2 群に 大別 し, 2 群 間にお い て そ れ ぞれ

の タ ン パ ク の 発 現量 の 差を認 め る か を 調 べ た . そ の 結果 ,

M M P -2
, M T l - M M P , T I M P 2 の い ず れ の タ ン パ ク に つ い ても

悪性標本 にお い て 有意に高い 値を示 した (図4) .

更に病理学的分化度, 即ち 同じ扁平上皮痛の 中で も高分化型,

申分化型, 低分化型の 分類に準 じて ,
そ れ ぞ れ の 蛋白の 発現性

が異なる か 否か に つ い て多重比較検定 に より検討 して み た とこ

ろ
,
各群間で明 らか な発現度の 差は 認め ら れな か っ た

5 . 各タ ン パ ク間の 発現 の 相関性 に つ い て の 検討

M M P p 2
, M T l - M M P , T I M P 2 , 新生 血管数の各因子の 評価値

が , そ れ ぞ れ 互い に 相関す る か を検定 した . そ の 結 果 M T l -
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Fig . 5 ･ T h e c o r r el a ti o n a m o n g e x p r e S Si o
n o f M M P - 2

,
th a t o f

M T l - M M P an d m i c r o v e s s el c o u n t ･ T h e e x p r e s si o n of M M P
- 2
,

th at o f M T トM M P a n d m i c r o v e s $ el c o u n t o f fif t y
･ fi v e

p a ti e n t s w e r e p
l o tt e d a c c o r d i n g t o th e e v al u a ti o n

a b o u t

ir n m u n o h i s t o c h e m i c al s t ai n i n g ･ T h e c o r r el a ti o n b
e t w e e n

e x p r e s si o n o f M T l
- M M P a n d M M P

-2 (軋 b e t w e e n e x p r e s si o n

｡ f M M P _2 an d m i c r o v e s s el (B ) a n d b e t w e e n e x p r e s si o n o f

M T l _ M M P a n d mi c r o v e s s el c o un t (C) . C o r r el ati o n c o e 伍 ci e n t,

r;
*

r
= 0 .9 1 6;

* *

r = 0 ･70 4 ;
* * *
r = 0 ･6 8 8 ･

M M P と M M P
-2 と が 最も強 い 順相関 の 関係 を示 し (P e a r s o n の

相 関係数, 0 β16) , 以 下 M M P
- 2 と 新 生 血 管数 ( 相 関係数,

0 .7 0 4) , M T l - M M P と新 生 血 管数 (相 関係数 ,
0 ･6 8 8) , M T l ･

M M P とTI M P 2 (相関係数 ,
0 .6 1 6) , T I M P 2 と M M P

-2 ( 相関係

数, 0 .5 6 5) , T I M P 2 と新 生 血管数 (相 関係数, 0 ･5 1 1) の 順 に順

相関の 関係を認 め た . す なわ ち M T l - M M P , M M P -2 お よ び新

生 血管数の 3 つ の 因子 の 間 には 互 い に比較的強い 順相関の 関係

が認め られ た の に対 して , T I M P -2 と 他の 因子 の 間 に お ける相

関は比較的弱か っ た (図5) .

考 察

良性膿瘍 は周囲正常組織 を圧迫 し つ つ 発育す る ･
こ れ に村 し

痛は そ の 旺 盛な 増殖力で増大 しつ つ 周 囲組織 を破壊 し, 浸潤し

て さ ら には 転移す る . 痛 の 早期診断早期治療 が可能 に な っ た現

在で も転移 し た痛 に対す る治療 は極め て 困難であ
る･ ま た

, 再

発 し た痛 は初期治療時に比 べ さ ら に高い 浸潤転移能を有 してい

る こ とが多く ,
こ の 時点 で の 根治的な治療 は さ ら に 困難 とな

る .

こ の よ うな 浸潤転移能 , 再 発性を含め た痛 の 悪性度を評価す

る指標 の 確立 が 求 め ら れ る 中 ,
近年 注目を浴 び て い る の が

M M P
l卜 3) で あり, 血 管新生 度

16) m で ある .

本研究で は最初に近年浸潤転移能 と の 相関 が報告 さ れ て い る

Ⅳ 型 コ ラゲ ナ
ー ゼ の 一 種で あ る M M P - 2 の 発現 レ ベ ル が 果 た し

て 舌癌 に つ い て も相関する か 否か に つ い て 検討を加えた ･

まず, 舌痛症例 の 新鮮標本 を用い て , ゼ ラチ ン ザ イ
モ グ ラ フ

ィ 一 法 に よ る滞在型 M M P
-2 と 活性化型 M M P -2 と の 酵素活性 に

っ い て の 検討 を お こ な っ た .
こ の 結果 , 滞在型 M M P - 2 は対象

と した 舌痛症例全例の 原発巣組織 ,
正 常組織 ,

転 移性 リ ン パ 節

組織 ,
及び 非転移性リ ン パ 節組織 に認 め ら れ た の に対 し･ 活性

化型 M M P - 2 は原発 腫瘍組織 と転移性 リ ン パ 節組織 に お
い て の

み認 め ら れ た . すな わ ち活性化型 M M P -2 は癌組織 に 特異的で

あり ,
こ れ は舌癌 の 悪性病変 にお い て M M P

-2 の 活性化因子が

作用 し て い る こ と を示唆す る結果 であ っ た ･ M T l - M M P は

M M P _2 を活性化す る と さ れ て い る
2) 8) 2 6) 27)

. そ こ で 次 に ノ ー ザ

ン プ ロ ッ ト法 に よ る M T l - M M P m R N A の 発 現を検討 した と こ

ろ
,
原 発 腫 瘍組 織 及 び 転移 性 リ ン パ 節 組織 で は M T ト

M M P m R N A の 発現が 認 め ら れ た の に 対 し , 正 常 組織及 び非転

移性 リ ン パ 節組織 に お い て は そ の 発現は検出さ れ な か っ た ･

次 に免疫組織染色法 に より パ ラ フ ィ ン 包埋の 組織切片 にお け

る M Tl _ M M P
,
M M P -2 及び TI M P -2 の 各タ ン パ ク の 発現 に つ き

検討 を加えた .

ま ず
,
M T l - M M P と M M P

- 2 と は 舌癌の 原発巣と転移性 リ ン

パ 節 の 腫瘍細胞 に お い て そ の 発現 を認 め た ･ 1 標本 に お ける発

現の 程度 に つ い てみ る と癌細胞巣 の 正常組織
へ の 浸潤先進部や

高分化型扁平上皮癌 に お ける ケ ラ チ ン 真珠の 角化直前の 表層 に

あた る細胞で そ の 発現 が 特 に強く現れ て い た ･
こ の こ と は同

一

癌組織内 にお い て も M T l
- M M P と M M P -2 と は そ の 働きを必要

とす る作 用点 に局在 して 機能 し て い る も の と 考 え ら れ
る ･

M T l _ M M P は 組織の 再構築 と関連 して そ の 発現 が 上 昇する こ と

が指摘 され て お り
1 3卜 15 )
M M P - 2 の 発現の 上 昇も考えあ わせ ると

浸潤先進部や角化直前 にお い て は 細胞外
マ トリ ッ ク ス の 破壊と

細胞内 の 急激な再構築 が行 わ れ て い る こ と が示唆 され
る ･

M T l _ M M P と M M P
-2 の 発現量 の 遠い は病理組織学的に は同

類 に分類 され る症例群内に お い て も認 められた･ すなわ ち病理
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組織学的に は 同じ高分化型扁平上皮痛と診断 され る 症例群であ

っ ても M Tl - M M P や M M P -2 の 発現 が 高度 な例か ら, 全く認 め

ない 例まで , そ れ ら の 発 現レ ベ ル は不均
一

で あ っ た .

そ こ で 病 理組織学的 に は 分類 し得 な い 悪性度 の 差が M T l -

M M P や M M P
- 2 等の 発現量の 差 に より判別可能か否か に つ き免

疫組織染色結果の 検討を行 っ た .

5 1 症例 の 初期の 舌病変の 免疫組織染色標本 に つ き レ ト ロ ス ペ

クテ ィ ブ に統計学的検索を行 っ た と こ ろ ,
M M P -2

, M T l - M M P

の 発現は初発時 の リ ン パ 節転移の 有無や , 初期治療後の 局所再

発
,
所属 リ ン パ 節 にお ける再発また は 遠隔転移 によ る 再発 の 有

無, さ ら に 予後 に つ い て有 意 に 相関 し て い た . ま た
,
M T l -

M M P と M M P - 2 と の タ ン パ ク発現量 の 間に は強 い 順相関の 関係

を認め た .

現在ま で肺癌, 胃痛 , 大腸 癌, 前 立腺癌 , 乳痛 そ し て 頭頚

部悪性腫壕 に つ い て M M P - 2 と M T l - M M P の 発 現 と腫壕 の 浸

潤能や転移能 と に つ い て の 相関性 が多く論 じ ら れ て き て い る

が
t) 2)5) 13)2 6) 2 8卜 3 0)

,
こ れ ら は標本採取時の 1 時点 に つ い て の 報告

であり
,
各症例 に つ い て の 経過, 再発 と の 関連性を検討 した報

告はない .

本研究 の 結果 は将来的 に舌癌の 初期病変の 生検時
,
も しくは

初回切除時の 標本 に つ い て の M M P .2 と M T l - M M P に よ る 免疫

組織染色が , そ の 後の 痛の 進行と 経過を予測す る にあた っ て の

指標の
一 つ にな る可能性を示唆する . た だ し この 免疫組織染色

で注意す べ き点 は M M P - 2 の 発現 は 活性化型 と滞在型 の 両

M M P - 2 の タ ン パ ク を検出 して い る こ と で ある . 今後 の 症例 の

検討 の 際 に は ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ イ 一 法 に よ る 活性化型

M M P - 2 の 評価 が 望ま し い が
,
こ の 方法 は新鮮材料を必要 とす

る と い う 欠点 が あ る . 今回 の 免 疫組織染色結果 の 検討 より

M Tl- M M P タ ン パ ク の 発現 を評価す る こ と に より , 活性 化型

M M P -2 の 存在が推測可能 であ る こ と が 判明 し た.

今回病理 学的に比較的予後良好と予測 さ れ る1 症例 の 新鮮標

本に つ き
,
ノ ー

ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法
,
ゼ ラチ ン ザ イ モ グラ フ

イ
一

法 , 及 び パ ラ フ ィ ン 切片 によ る 免疫組織染色法 によ る 検討

を行 っ た . こ の 結果, 前 述の 如く M T l - m R N A の 発現 と活性化

型M M P -2 の 発現 は他の 症例の 腫瘍組織 に比較 して 微弱であり ,

また免疫組織染色の 結果も こ れ に矛盾 しなか っ た . 以 ヒの 結果

か らも こ の 症例 にお け る再発の 可 能性 は低く, また 予後は良好

であ ると 予想さ れ る .

前述 の 如く M T トM M P と M M P-2 と の タ ン パ ク発現量 の 間に

は強い 順相関性 を認め た. S at o ら
2 7)
は M T l - M M P は M M P -2 を

活性化す るの み で なく, M M P -2 の 細胞 膜 へ の 接 着を促すこ と
,

M M P -2 が 完全 に活性化さ れ る た め に は細胞膜 に お ける M M P -2

の 一 定以上 の 濃度の 上 昇が 必 要で ある こ と を報告 して い る . 今

回の 結果 は M T l - M M P が M M P -2 を活性化する因子 である こ と

を裏付ける と と も に
,
M T l q M M P と M M P - 2 と が 腫瘍l勺で 同期

して増加す る こ と を示 し てお り
,
活性化 され た M M P - 2 が M T l -

M M P に対 してiE の フ ィ ー

ドバ ッ ク を か けて い る可能性 を示唆

してい る .

さ ら に免疫組織染色 を行 っ た11 0 標本を病理診断結果か ら 良

性群 と悪性群 と に大別 し, M M P - 2 , M T l - M M P の 発現 の 相違

の 有無を検討 した と こ ろ , 各タ ン パ ク の い ずれ に つ い て も悪性

群で有意 にそ の 発現 が 高か っ た . 今回用い た 良性病変と して の

模本と は 悪性腫瘍と の 鑑別が困難な良性潰瘍や異型性病乳 舌

癌患者の 経過観察中の 生 検病変の 標本 であ っ た た め
,
炎症を は

じ め と した 組織 の 破壊
,
修復が 組織上 で認 め ら れ た . M M P -2

や M T l - M M P は生 体 にお け る炎症や分化発育や退縮 の 際の 組織

の 破壊 と修復過程 の 場 にお い て もそ の 発現が 上 昇する
1 1)1 2)

. 本

検討 の 結果 は今回の ノ ー ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法と ザイ モ グラ フ

イ
一

法 との 結果を裏付ける と と もに悪性病変上 で起 こ る M M P -

2
,
M T l - M M P の 発 現の 上 昇は 良性病変 で の 変化 に此 して 明ら

か に大きい こ と を示 して い る . す なわ ち
, 病理組織学的検査 と

と もに M M P r 2
,
M T l - M M P に つ い て の 免疫組織検査を施行す

る こ と によ り , 良性
,
悪性 の 補助診断が可能と考え られ る .

なお
,
Y o sh i z ak i ら

13)
は分化魔 の 高 い 頭頚部悪性腫瘍 に M M P r

2 や M T l - M M P の 発現が 強い と の 結果を報告 して い る が
,
今 回

の 検索 にお い て は病理組織学的な分化度の 遠い と 各タ ン パ ク の

発現量 との 間 に有意差は認め られ な か っ た . こ の 理 由と して は

今回の 研究で はその 対象を舌癌症例の み に しぼ っ た こ と, 高分

化型扁平上皮痛の 全体 に占め る割合が (72 .5 % ) 申分化型, 低分

化型 の そ れ に比 して高か っ た こ と が考え られ る .

T I M P -2 は本来活性化型 M M P - 2 の 阻害因子 であ る. しか し少

量 の TI M P - 2 は M T l - M M P に よ る M M P - 2 の 活性化を促進す る

こ と が 見出 さ れ
,
M T l q M M P - T I M P -2 複 合体と結 合 し た

M M P - 2 を M T l - M M P が 活性化す る と い う モ デ ル が提 唱さ れ て

い る
3 1)3 2)

. 本研究 にお い ても痛組織 に お い て 軽度の TI M P -2 の

発現が 認め られ
,
そ の モ デ ル を支持す る結果が得 ら れ た .

組織 の 再構築を伴う血管新生 は M M P ヤ マ ト リ ッ ク ス セ リ ン

プ ロ テ ア ー ゼ ( m a rti x s e ri n e p r o te i n a s e) と の 相関が報告され て

い る . そ し て さ ら に血管新生が各種の 痛細胞に お い て浸潤転移

能, 悪性度 と相関す る こ とが 知 られ て い るた め
1 6) 17)

, 今回微 小

血 管 の 新生度 に つ い ても免疫組織染色法 に よ る 検討を加えた .

そ の 結果
,
血 管新生 は 発症時の リ ン パ 節転移の 有無や再発時の

遠隔転移巣 の 有軋 そ して予後 に有意 に相関 して い た . さ らに

M M P - 2 や M T l - M M P タ ン パ ク の 発現量と の 相関性 に つ い て 検

討 し た と こ ろ, 微小 血管数は M M P - 2 と は強 い 順 相関を , M T l -

M M P と は 弱い 順相関 を示 して い た . 微′J､ 血 管の 新生 に伴う組

織 の 再構築 に際 し, M M P -2 , M T l - M M P の 関与が 示唆 され た .

最後 に乳癌培養細胞に お い て ビ メ ン テ ン の 発現の 上 昇 と浸潤

転移能の 増加 と の 相関 が報告 さ れ て い る が
2 0卜 2 2)

,
本研究 にお

い て は 舌原発性の 扁平 ヒ皮哺 にお け る ビ メ ン テ ン の 発現 は認め

られ なか っ た . ビ メ ン ナ ン は咋l 間径 フ ィ ラ メ ン トの 1 種 であり,

間英 系細胞 の 特異的 マ ー カ , で あ る . M M P -2
,
M T l - M M P は

本来間葉系細胞で発現す る と さ れ て い る
18) 21)

. 乳嫡細胞で は

悪性度が増加す る過程で間葉系細胞と し ての 性質を発現する よ

う に な る と する 報告 が あ る
1 8) 22)

. 本研究 に お い て舌癌症例の 腫

瘍組織 に ビ メ ン テ ン の 発現 を認め なか っ た原因と し て は
,
乳癌

は腺病であ るの に対 し, 舌癌 は扁平上皮痛である こ と
,
本研 究

で は臨床材料 を用い た こ と な どが挙げられ る .

結
■

論

原発性舌癌55 症例 及び良性舌病変症例3 症例を対象に M M P -

2
,
M T l - M M P

,
T I M P - 2

,
ビ メ ン テ ン の 発現及 び血 管新生度を

検討 し, 以 下 の 結 果を得た .

1 .
ゼ ラチ ン ザ イ モ グラ フ イ

一 法 に より潜在型M M P -2 の 酵素

活性 は, 舌癌原発巣組織 , 正 常組織, 転移性リ ン パ 節組織お よ

び非転移性 リ ン パ 節の 全て の 組織で 認 め ら れ た . こ れ に対 し,

活性化型 M M P - 2 の酵素活性 は痛 の 原発巣組織及び転移性リ ン

パ 節組織の み で認 め られ た .
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2
.
ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ り舌痛原発巣組織及 び転移性 リ

ン パ 節組織 にお い て ,
M T l - M M P m R N A の 過剰発現 が認め られ

た .

3 . 免疫組織染色法 に よ る検討の 緒呆, M M P
.2
,
M T l - M M P ,

T I M P - 2 の 各タ ン パ ク は 主と し て痛細胞 に局在 し て い た .
ビ メ

ン ナ ン の 舌痛腫瘍細胞で の 発現は認め られ なか っ た .

4 . 免疫組織染色 に お ける M M P - 2 又 はM T l - M M P の タ ン パ ク

の 発現陽性群 , 及び 血管新生 が高度 な群で有意 に予後不良であ

り
,
また 初発時の 所属 リ ン パ 節転移 の 陽性例が有意 に多か っ た ･

また , M M P -2 や M T l - M M P の 陽性 群で 初期治療後 の 局所再発

例 , 所 属リ ン パ 節再発例, また は 遠隔転移で の 再発例 が有意 に

多か っ た .

5 . 免疫組 織染色の 結果か らM T l - M M P と M M P - 2 の 両 タ ン パ

ク の 発現量は強 い 順相関を示す こ とが確認 され た . ま た , 微小

血 管数もM M P - 2 や M T l - M M P の タ ン パ ク 発現量と順相関を示

した .

6 . 免疫組織染色結果 に お い て , 悪性病変に お ける M M P
-2
,

M T l - M M P 及 び TI M P -2 の タ ン パ ク の 発現量 は良性病変 の そ れ

に 比 して有意 に多か っ た .

7 . M M P - 2 お よ び M T l - M M P タ ン パ ク に対する免疫組織染色

は
, 舌癌の 悪性度 を評価す る上 で , 大変有用である こ とが 示唆

さ れた .
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o fi n v a si v e tu m o r c ell s . N a tu r e 3 7 0 : 6 1
- 6 5

,
19 9 4

11) 岡田保 典. マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア
ー ゼ と炎症･ 細胞

培養 19 : 3 8 6 -3 9 0 , 1 9 9 3

1 2) G ali s Z S , S u k h o v a G K , L a r k M W ,
Li b b y P ･ I n c r e a s e d

e x p r e s si o n o f m at ri x m e t all o p
r o t ei n a s e s a n d m at ri x d e g r a di n g

a ctiv ity i n vu 1 n e r al )1 e l e si o n s o f h u m a n a th el o s cl e r o ti c pl a q u e s ･J

Cli n I n v e s t 9 4 : 2 4 9 3 -2 5 0 3 , 1 9 9 4

1 3) Y o s hi z a ki T , S a to H , M a ru y a m a Y , M u r o n o S , F u ru k a w a M ,

P a r k C S
,
S eiki M . I n c r e a s e d e x p r e s si o n o f m e m b r a n e ty p e l

-

m at ri x m e t all o p r ot ei n a s e i n h e a d a n d n e ck c ar Ci n o m a ･ C an C e r 7 9 :

13 9 -1 4 4 , 1 9 9 7

14) O h ta n i H , M o t o h a sh i H , S a t o H , S eiki M , N a g u r a H ･ D u al

o v e r
l
e X p r e S Si o n p atte rn Of m e m b r a n e

-t y P e m e t all o p r ot ei n a s e
- 1 i n

c a n c e r a n d s t r o m al c e11 s i n h u m a n g a s tr oi n te sti n al c a r ci n o m a

r e v e al e d b y i n sit u h y b ri d i z a ti o n a n d i m m o n o e
l e c tr o n

m i c r o s c o p y . I n tJ C an C e r 6 8 : 5 6 5
-5 7 0

,
1 9 9 6

1 5) O k a d a A , B ell o c q J P , R o u y e r N , C h e n a r d M P , Ri o M C ,

C h a m b o n P . M e m b r a n e - ty p e m at ri x m e t all o p r o t ei n a s e ( M T
-

M M P) g e n e i s e x p r e s s e d i n s tr o m al c ell s o f h u m a n c ol o n , b r e a st ,

an d h e ad an d n e c k c a r ci n o m a s . P r o c N atl A c a d S ci U S A 9 2 : 27 3 0
-

27 3 4
,
1 9 9 5

1 6) W e id n e r N , S e m pl e J P , W el c h W r , F o lk m a n J ･
T u m o r

a n gi o g e n e si s an d m e ta s t a si s . N E n gl J M e d 3 2 4 : 1
-8
,
1 9 9 1

1 7) S ri v a st a v a A , L ai d l e r P , H u gh e s L E , W o o d c o c k J , S h e d d e n

Ej . N e o v a s c u l a ri z a ti o n i n h u m a n c u t a n e o u s m el a n o m a ･ E u r J

C an C e r & Cli n O n c o1 2 2 : 1 2 0 5 -1 2 0 9
,
19 8 6

1 8) P uly a e v a H , B u e n o J , P ol ett e P , B i r e m b a u t P , S at o H , S
eiki

M
,
T h o m p s o n E W ･ M T l - M M P c o r r el at e s w i th M M P

-2 a c tiv ati o n

p o t e n ti al s e e n aft e r e pith eli al t o m e s e n c h y m al t r a
n siti o n i n

h u m a n b r e a st c a r c in o m a c ell s . C li n E x p M et a st a si s 1 5 : 1 1 1
- 12 0

,

1 9 97
,

1 9) P o u l s a m R , P i g n at e 11i M ,
S t e v e n s o n W G S , Li o tt a L A ･

W ri gh t P A , J e ff e r y R E , L o n g c r of tJ M , R o g e r s L , S ta m p G W
H ･

S t r o m al e x p r e s si o n of 7 2 k D a ty p
e Ⅳ c oll a g e n a s e (M M P -2) a n d

TI M P -2 m R N As i n c ol o r e c t al n e o pl a si a . Am J P a th 01 14 1 : 3 89
-3 9 6

,

19 9 2

20) 7 n o m p s o n E W , P ai k S , B ru n n e r N , S o m m e r s C L , Z u g m ai e r

G
,
C l a 血∋R

,
S hi m a T B , T o r ri J , D o n a h u e S , Li p p m a n M E , M a rti n

G R
,
Di c k s o n R B ･ As s o ci ati o n o f i n c r e a s e d b a s e m e n t m e m b r a n e

i n v a si v e n e s s wi th a b s e n c e o f e st r o g e n r e c e pt o r a n d e x p r e s si o n
of
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マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ と その 周辺

vi m e n ti n i n h u m a n b r e a st c a n c e r c ell li n e s . J C ell P h y si ol 1 5 0 :

5 34
-5 4 4

,
1 9 92

2 1) T h o m p s o n E W , Y u M , B u e n o J , Ji n L , M aiti S N , P al a n -

M a r c o F L , P u l y e a v a H , T a m b o rl a n e J W , Ti r g a ri R , W al mi r I ,

A z z a m H . C oll a g e n i n d u c e d M M f
L 2 a c ti v a ti o n i n h u m a n b r e a st

匿 c a n c e r ･ B r e a st C a n c e r R e s T r e a t 3 1 : 3 5 7
-3 7 0

,
1 9 9 4

2 2) A z z a m H S , A r a n d G , Li p p m a n M E , T h o m p s o n E W .

As s o ci a ti o n o f M M P - 2 a c ti v a ti o n p o t e n ti al w ith m e t a s t a ti c

芸.
p r o g r e s si o n i n h u m a n b r e a s t c a n c e r c ell li n e s i n d e p e n d e n t of

墓 M M P - 2 p r o d u c d o n ･J N a d C an C e r I n s t 8 5‥1 7 5 8 - 1 76 4
･
1 9 9 3
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2 3) H e u s s e n C , D o w d l e E B . E l e c t r o p h o r e ti c a n a l y si s o f

pl a s m i n o g e n a c tiv a t o r s i n p o l y a m i d e g el s c o n tai ni n g s o d i u m

d o d e c yl s u l ph a te a n d c o p oly m e ri s e d s u b s tr at e s . An al B i o c h e m

lO 2 : 1 9 ♭20 2
,
1 9 8 0

24) H s u S M , R ai n e L , F a n g e n H . U s e o f a vi d i n -b i o ti n -

p e r o x id a s e c o m pl e x (A 月C) i n i m m u n o p e r o x id a s e te c n iq u e : a

c o m p a ri s o n b e t w e e n A B C a n d u n l a b el e d a n ti b o d y (P A P )

p r o c e d u r e .J Hi st o ch e m C yt o c h e m 2 9 : 5 7 7
-5 8 0

,
1 9 8 7

25) R e e d J A , M a n a h am U , P a rk C S , B ri g ati DJ . C o m pl e te o n e
-

h o u r i m m u n o c y t o
-

C h e m i s t r y b a s e d o n c a pill a r y a c ti o n .

Bi ot e ch ni q u e s 1 3 : 4 3 4
-4 4 3

,
1 9 9 2

26) T o k u r a k u M , S a to H , M u r a k a m i S , O k a d a Y
,
W at a n a b e Y

,

S eiki M . A c ti v a ti o n o f p r e c u r s o r o f g el a ti n a s e A / 7 2 k D a ty p e Ⅳ

C Oll a g e n a s e / M M P -2 i n l u n g c a r ci n o m a s c o r r el at e s w ith th e

e x p r e s si o n o f m e m b r a n e
-ty p e m a t ri x m e t all o p r o t ei n a s e ( M T J

M M P) an d wi th 1 y m ph n o d e m et a st a si s . I n t J C a n c e r 6 4 : 3 5 5 -3 5 9 ,

7 3

1 9 9 5

2 7) S a to H , T a ki n o T
,
K i n o s h it a T

,
I m ai K

,
O k a d a Y

,
S t a v e n s o n

W G S
,
S e i k i M . C e ll s u rf a c e b i n d i n g a n d a c ti v a ti o n o f

g el ati n a s e A i n d u c e d b y e x p r e s si o n of m e m b r a n e
-

ty p e
-1 - m at ri x

m e t all o p r o t ei n a s e ( M T M M P) . F E B S Le tt 3 8 5 : 2 3 8 -2 4 0
,
1 9 9 6

2 8) E m m e r t - B u c k M R , R o th M J , Z h u a n q B F , L i o tt a L A ,

S te v e n s o n W G S ･ I n c r e a s e d g el ati n a s e A (M M P -2) an d c a th e p si n

B a c ti v it y i n i n v a si v e t u m o r l e si o n s o f h u m a n c o l o n c a n c e r

S a m pl e s . Am J P ath ol 1 4 5 : 1 2 8 5 -1 2 9 0
,
1 9 9 4

2 9) 河田 了, 四 ノ宮隆, 安 田範夫, 竹中 洋
,
村上 泰. 頭頚部

扁平上皮痛組織の M a tri x m e t all o p r ot ei n a s e ( M M P ) -2 濃度 と そ

の 臨床的意義. 日耳鼻99 : 2 9 9 -3 0 5 , 1 9 9 6

3 0) P ul y a e v a H , B u e n o J , P ol e tte P , Bi r e m b a u t P , S a to H , S eik i

M
,
T h o m p s o n E W . M T l - M M P c o r r el a te s wi th M M P -2 a c ti v a ti o n

P O t e n ti a l s e e n a fte r e pith eli al t o m e s e n c h y m al tr a n siti o n i n

h u m a n b r e a s t c ar Ci n o m a c ell s . C li n E x p M et a s t a si s 1 5 : 1 1 1
-1 2 0

,

1 9 9 7
,

3 1) I m ai K , O h u ch i E , A o ki T , N o m u r a H , F 頑i Y , S a to H , S eik i

H
,
O k a d a Y . M e m b r a n e Nty p e m a t ri x m e t all o p r o t ei n a s e l i s a

g el a ti n ol y ti c e n z y m e a n d i s s e c r e t e d i n a c o m pl e x w i th ti s s u e

i n h ib ito r of m et all o p r o te in a s e 2 . C an C e r R e s 5 6 : 2 7 0 7 - 2 7 10
,
1 9 9 6

3 2) O h u c h i E , I m ai K , F ujii Y , S a t o H , S eik i M , O k a d a Y .

M e m b r a n e ty p e l m a trix m et all o p r o t ei n a s e di g e st s i n t e r s titi al

C Oll a g e n s a n d o th e r e x tr a c ell ul ar m at ri x m a c r o m ol e c ul e s . J B i oI

C b e m 2 7 2 : 2 4 4 ♭24 5 1
,
1 9 9 7

A n aly sis A b o u t t h e I n d i c a t o r t o P r e d i ct P r o g n o sis o f T o n g u e S q u a m o u s C ell C a r ci n o m a Y u mi k o M a r u y a m a ,

D e p a rt m e n t o f O to rh i n ol a ry n g ol o g y , S c h o ol o f M e d i ci n e , K a n a z a w a U n i v e r s l ty , K a n a z a w a 9 2 0 - 8 6 4 0
q

J . J u z e n M e d S o c .
,

1 0 7 , 6 4 - 7 3 ( 1 9 9 8 )

K e y w o r d s m e m b r a n e - ty P e ト m a t ri x m e tall o p r o t ei n a s e ( M T l
- M M P) , m a tri x m e t a1l o p r o t ei n a s e 2 ( M M P - 2) , C ar Ci n o m a

O f t o n g u e , r e C u r r e n C e , P r O g n O Si s

A b st r a ct

T h e p r e s e n t s t u d y w a s p e r f o r m e d t o s e a r c h f o r th e f a c t o r s w h i c h i n d i c a te th e p
r o g n o s i s o f t o n g u e c a r c i n o m a ･ T h e

e x p r e s si o n o f m a tri x m et a1l o p r o te i n a s e 2 ( M M P 2) , m e m b r a n e ty pe 1
-

m at ri x m e t all op r o t ei n a s e ( M T l - M M P) , ti s s u e i n h ib it o r

O f m e tall op r o t ei n a s e 2 ( T I M P 2) , V i m e n ti n , a n d m i c r o v e s s el w a s i n v e s ti g a te d i n s q u a m o u s c e11 c a r ci n o m a (S C C) o f th e t o n g u e ･

A n a c ti v e f o r m o f M M P 2 w a s d e t e c t e d i n s e v e n o f s e v e n to n g u e S C C s a m p l e s a n d t w o o f t w o m e t a s t a ti c l y m p
h n o d e s

W h e r e a s it w a s n o t d e t e c t e d i n eit h e r n o r m al ti s s u e o r i n fl a m m a to r y ly m p h n o d e s b y g el a ti n z y m o g r a p h y ･ I n c r e a s e d

e x p r e s si o n o f M T l
- M M P m R N A w a s al s o d e te c te d i n si x o f si x t o n g u e S C C a n d o n e o f o n e m e t a st a ti c ly m p h n o d e b u t w a s

d e te c te d i n n ei th e r n o r m al ti s s u e n o r i n fl a m m a t o ry ly m p h n o d e s b y N o rth e rn b l o t a n aly s I S ･ B y i m m u n o h i st o c h e mi c al s tai n l n g ,

th e p r o t ei n e x p r e s si o n of M M P 2 , M T l
- M M P

,
T I M P 2 0 n t O n g u e S C C w a s s l g ni fi c a n tl y h

i
g h e r i n th e m ali g n a n t g r o u p th a n i n

b e ni g n o n e s ･ T h e e x p re s si o n l e v e l o f M M P 2 , M T l
- M M P

,
a n d th e n u m b e r o f m i c r o v e s s el s i n d e p e n d e n tly c o r r el a t e d w i th

ly m p h
-

n O d e m e t a s t a si s a n d a p o o r o ut c o m e ･ M o r e o v e r
,
th e e x p r e s si o n o f M M P 2 a n d M T ト M M P al s o c o r r el a t e d w ith

l o c o r e g l O n al , di s ta n t m e t a s t a ti c r e c u r re n c e ･ T h e r e w a s n o c o r r el a ti o n b e t w e e n e x p r e s si o n o f v i m e n ti n a n d a n y cli n i c al f a c t o r s .

T h e s e r e s u l ts s u g g e st th at M M P 2 a n d M T l
- M M P ar e u S ef ul p a r a m e te r s fb r p r e di c ti n g p r og n o si s of to n g u e S C C p ati e n ts ･


