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大阪 大 学医 学 雑 誌
第48巻第6� 12�}平成8tド12fj 

乳癌の浸潤・転移 におけるウロキナーゼ型 プ ラスミノーゲンアクチ

ベーターシステムの活性化の意義

The Significance of the Activation of Urokinase Type Plasminogen 
Activator System in Breast Cancer Invasion and Metastasis 

大阪大学医学部附属バイオメディカ ル教育研究センター腫場外科学研究部

Oivision of Surgical Oncology， Dept. of O ncology， Biomedical Research Center， Osaka Univ 

Med. School 

金 昇晋
Shoushin Kim 

(指導:高井新一郎教授)

(、ドIJ文8�I�lOJJ 9 rL2H) 
The aim of this study is to evaJuate the significance and the prognostic vaJues of u-PA system in 

cancer Invaslon釘，d metastasis. u-PA and u-PAR expression in 94 breast cancers was 

investigated immunohistochemicaJly using monoclonaJ antibodies against u-PA and u-PAR with 

LS A B  method. u-PA expression was mainly observed on cancer cells， and LトPAR

expressions was both on cancer cells and stromaJ cells. Patients with high u-PA expression in 

cancer cells h剖high r剖apse rates compar ed to patients with low u-PA expression by the 

Kaplan-Meier method ( p<0 .001) . Patients with high u-PAR expression in cancer cells or 

stromaJ cells had high relapse rates compared to patients with low u-PAR expression ( p=O 013 

and 0. 014， respectively) . This study has shown that pericellular proteo l ysis Induced by the 

activation of u-PA system accelerates breast cancer invasion and metastasis 

Key word : u-PA， u-PAR， breast cancer， invasion and metastasis， 

progn ostic factor， immun ohistochemistry 
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緒言
近年、 癌の浸潤・転移にプロテアーゼが深く関

与することが乳癌1.2)、 大腸癌3.4)、 胃袋5 6)などで

報告されている 。 その中でも中 心的役割を演じる

のが‘セリンプロテアーゼの一つである urokinase

type plasminogen activator (u-PA)である 。 u-PA

の大部分は、 癌細胞や周囲の間質 細胞など から一

本鎖の不活性型u-PAとして分泌され 、 嬉細胞や

間質 細胞の細胞表面に存在する u-PA特異的受容

体 (u-PAR) と結合 することにより二本鎖の活性

型u-PAへ と変換され る。 こ の活性型u-PAが、

plasmin ogen を分解 し plasmln へ 変換し、 変換さ

41 
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れた plasminが prometallo・proteaseを分解し、

活性型の metallopr oteaseに変換する。 また活性

型 u-PAは、直接 metalloproteaseをも活性化す

る。 最終的には、 これら活 性 化された metaJlo ­

proteaseが、 extrocellular matnxを分解 して癌の

浸潤・転移を促進すると考えられている2.7 8)。 従

って、 癌の 浸潤・転移にとって u-PAシステムの

活性化 は主要 なメカニズムの一つで あると推察で

きる。 実際 、 乳癌組織中の u-PAや u-PARの抗

原量を測定し、 高値群は低f直群に比べ有 意に予後

不良であったとする報告がなされているふ1針。しか

し、 免疫組織学的に u-PAシステムの役劃や予後

との関係について検討した報告はない。

今回私達は、 乳痘組織中での u-PA、 u-PARの

局在を免疫組織学的に明かにし、 乳癌の 浸潤・転

移にお いて u-PAシ ステムがいかに関与するの

か、 また u-PA と u-PARの発現が乳癌において

新規の予後 因子となり得るかについて検討した。

患者と方法

対象は、 1988年 1月"'1989年 12月の聞に当

科において乳癌線治術を受 け、 病理組織倹査にて

浸潤性乳癌と診断された 94 人。 平均年齢は 4 7.5

歳(2 7 '" 73歳 )で、 閉経前が 69人、 閉経後が2 5人

であった。 観察中 央値は 569カ月。

染色方 法は、 パ ラフ ィン包埋標本を使用し、

labeled streptavidln- b lotln method(L8AB法 )にて

行った。 まず 4μmの切片を作製し、 脱パラフィ

ンの後 、 マイクロウェーブ処理を行った叫。 以後

の染 色 は、 市販の し8AB染色キット (Dako

Corporatlon， code no K681) の手順に従った。 一

次 抗体の反応は、 抗ヒト u-PA モノク口ーナル抗

体 と 、 抗ヒト ル PA R モ ノ ク 口一ナ ル 抗体

(Amencan Dlagnostlc Inc， # 3689および#3936)を

用いて、 4"Cで 16.-...， 18時 間反応させた。

評価方 法は、 ス ライドの任意の 4点をモニター

上に映し、 各視野で約 2 50個の癌細胞をカウント

し、 その内の陽性の細胞の割合 を計算した。 u-PA
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で は 、 陽 性率に染 色 強 度を加味し 8taining

Inten slty Index (811=無染色率X O+弱陽性率X 1+中

等度陽性率X 2+ 強度陽性率X 3 ) を算出した。 811

< 12 7 の例 を低発現群、 811孟 1.2 7 の例を高発現

群とした。 u-PARは、 癌細胞と間質細胞の両方で

の発現について評価した。 癌細胞では、 陽性細胞

の割合 を計算し 10%未溝を低発現群、 10%以上

を高発現群とした。 間質細胞では、 染色 強度から

陰性、 弱陽性、 強陽性の 3群に分類した。 u- PA と

u-PARのカ ットオフ値は、 それぞれ予後 に最も影

響を及ぼす値を選んだ。 読影に際し、 検者には患

者背景が分から ないように、 検体はナンバー リン

グした。

臨床病理学的因子としては閉経、 服窟リンパ節

転 移 、 腫癌径 、 estro g en recepto r (ER)、

progesterone recepto r ( PgR)、 術後 補助療法を

検討した。 E円、 PgRは、 dextran- coated charcoal 

法で測定し、 カットオフ値はそれぞれ 5.0、 10.0

f.mol/ mg protem で あった。

統計学的解析には、 ABACU8社のコンビュー

ターソフト (S tatV iewおよび SurvivaJ Tools) を

使用し、 u-PA 及び u-PA Rの発現 と臨床病理学

的因子 との関係につ い てはχ 2 test、 Mann ­

WhitneyのU検定で、 術後健存率はKaplan -

Meier 法 で 、 単変量と多変量解 析は Cox比例ハ

ザードモデルで行った。 有意差検定には、 logrank

testを用いた。

結果
u-PAは、 おもに癌細胞の細胞質に( Fig 1 )、 u­

PARは癌細胞と周囲のマクロファージや線維芽

細胞などの間質 細胞に発現が認められた( Fig2 )。

癌細胞において、 u-PAは 2 3%、 u-PARでは 38%

の症例が高発現群であ った。 間質細胞にお ける

u-PA Rの発現は、 弱陽性、 強陽 性を合わせると

67 0 0で、 癌細胞に比べより高率に発現が認められ

た。 各因子の局在 に関して、 u-PAは癌細胞の細

胞質に、 u-PARでは癌細胞の細胞質に加え細胞膜
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にも 認められた。 また、 u-PARの間質 細胞にお

ける発現は、 癌の 先進部により 強く認められた。

u-PA、 u-PARの発現と臨床病理学的因子との関

係をTable1に示す。 u-PA、 u-PARとも閉経の有

無、 リンパ節転移の有無、 E円、 PgRの有無、 腫

宿径、 術後 補助療法とは有 意の関係は 認めな か っ

た が 、 再発の有無とのみ有 意の相関関係を 認めた。

( 22 3% )であった。κaplan-Meler 法による術後健

存率の検討では、 u-PAの高発現群は低発現群に比

べ有意に予後不良であった(pく0 001)0 u-PARは、

癌細胞にお いて高発現例は、 低 発現例 に比べ有

観察期間中 に再発をき たしたのは、 2 11 94 例

に予後不良で あ り( p=O 01 3 )、 間質細胞にお ける

発現でも 強陽性例は、 陰性・ 弱陽性例 に比べ有

に予後不良で あった( p=0.01 4 )(Fig 3)。 さらにψ

PA と u-PARの癌細胞での発現 を合わせて検討

Table 1 Correlation of u-PA and u-PAR with the c1inicopathological features 
in 94 invasive breast cancer patients 

u-PA u-PAR 
cancer cells cancer cells stromal cells 

low high p value* low high p value* IOW'1 high11 P value* 

No. of cases 72 22 58 36 82 12 

Menopausal status 

戸宅 53 16 42 27 62 7 
NS NS 

post 19 6 16 9 20 5 

Lymph node involvement 

negatlve 45 9 34 20 47 7 
NS NS 

poS\tlV巴 27 13 24 16 35 5 

ERJ) 

negatJve 24 7 19 12 27 4 
posltJve 26 12 NS 31 17 NS 40 8 

unknown 12 3 8 7 15 O 
PgR" 

negalIve 25 8 22 11 26 7 
posltlve 25 11 NS 28 18 NS 41 コ

unknown 12 3 8 7 15 O 
Tumor size (cm) 

三五2.0 19 3 13 9 19 3 

2.0<・2玉5.0 45 17 NS 38 24 NS 53 9 

>5.0 8 2 7 3 10 O 
Adjuvant therapy 

none 11 2 6 7 10 3 

tamoxifenσAM) 10 7 4 10 

chemotherapy 16 6 
NS 

12 10 
NS 

19 3 

TAM+chemo出巴rapy 35 13 33 15 43 5 

Recurrence 

yes 5 16 8 13 15 6 

67 6 
p<O 00 1 23 p=O 012 

6 no 50 67 

1) a low group was consisted of a negative and a weak expresslon groups 
2) a high group was consisted of a strong expression group 
Cutoff points = 3) 5.0 f.mo1/mg protein. 4) 10.0 f.mol/mg proteln 
本; p values were caJculated wlth the x ' lest or lhe Mann-Whitney U tesl. NS = p> 0.05 
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NS 

NS 
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NS 

pO 014 
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Fig.5 Evaluating the comhination of the 1I.PAR 

exoression in cancer ccl1s anù stromal cells， the diff巴rence

of D時between paticnts with thc high expression (both 

high in cancer cel1s and strong in stromal cells) (5 / 10 

events) and patients with th巴 low expr巴ssion (bolh low in 
cancer cel1s and wcak or negative in stromal cel1s) (7/56 
events) became larger (p = 0.004). The differenccs were 
assessed with the logrank test. 
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Table 2 The ufÙvariate and muJt:ivariate regression analysis of the disease-free survival 
in 94 invasive breast cancer patients 

univariate multivariatc 

p value 

u-PA expression 
<0.001 

cancer cel\s (high vs \ow) 

u-PAR expression 

cancer cells (high vs low) 0.018 

stromal cells (hígh vs low) 0.020 

Hormone receptor 
ER (negative vs positive) 0.434 
PgR (negative vs posítive) 0.324 

Lymph node involvement 
0.007 

(positíve vs negative) 

Tumor size 
T2 vs T l  0.741 
1'3 vs TI 0.096 

a;950ノConfïdence Interval 

すると、両者がともに 高発現の症例は 12 例中 9例

が再発したのに 対し、両者が低発現であった症例

では 4 8例 中1 例 に しか再発を認めなかった( Fig. 4)。

同様に 、 u-PAR の癌 細胞と間質細胞における発現

を合わせて 検討すると、 癌 細胞高発現 かつ間質 強

陽性例 は 10例 中 5例に再発を認めたのに対し、癌

細胞低発現 かつ間質 陰性・弱陽性例は 56例中 7例

にのみ再発を認めた(Fig. 5)。 臨床病理学的因子で

は、 臆寓 リンパ節 転移を有する症例 が、 転移の 無

い症例 に 比べ有意 に 予後不良であった( p=0 .004)。

しかし、 閉経の有無、 E 円、 PgRの有無、腫癒径、

術後補助療法の種類などでは、 術後健存率に有 意

差を認めなかった。

比例ハザードモデル を用いた単変量解析では 、

リンパ節 転移の有無、 u-PA、υ-PAR での癌 細胞お

よび間質細胞に おける発現が有意 のp値を示し 、

再発に 影響を与えたσable2 )。 多変量解析 に お い

て も、 リンパ節 転移の有無、 u-PA、 u-PA円 の癌

細胞と間質細胞に おける発現の 4 因子が有 意のp

値を示し、 こ れらが独立した予後因子であるこ と

が判明した(Tab l e2 )。

考察

陀lative risk 
p value relative risk 

(95% cn (95% C1') 

1330 (4.85 - 36.47) <0.001 1 0.27 (3.65・28.90)

2.90 (1.20・7.02) 0.047 2.88 (1.02・8.(7)

3.1 0 (1.20 - 8.00) 0.003 3.19 (1.70・14.47)

0.63 (0.20 - 1.99) 0.437 0.632 (0.20 - 2.01) 
0.56 (0.18・1 .77)

3.73 (1.45 - 9.64) O ∞5 5.60 (2.1 6・14.48)

0.84 (0.30 - 2.38) 0.57 1 0.74 (0.26 - 2.(2) 
3.06 (0.82 - 11牛�) 0.014 5.00 (1.38 - 18.06) 
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癌 の浸潤・転移には、 1 )原発巣からの離脱と浸

潤、 2 )脈管系 への侵入、 3 )脈管からの浸出、 4 )

転移臓器 への生着と 増殖 の過程 が考えられるが、

各過程 において 基底膜や細胞外マト リックス の分

解が必要である14)。 そのためには、u-PAによって

線洛系 が活性化 されなけれ ばなら ない 。 事実、 現

在 までに癌 組織中の u-PAの抗原量が高値な症例

ほど予後が悪いとする報告 が、 乳癌 を始めとして

機々な癌 組織で なされている。 しかし、 u-PAが そ

の機能を発現するためには、u-PAR との結合によ

って 起こ る u-PAシス テムの活性化が必要不可欠

と 考えられている則的。 u-PAは実際の組織中では、

u-PAR や u-PA の特異的 インヒピター である

plぉmlnog en activator inhibitor type 1 (PAI-1) と 複

合体 を形成している。 こ れら しJ-PA/u-PA円、 υ蝉

PAん-PAR/PAI- 1 な ど の纏合体の方が、 より u-PA

システムの活性を反映し、 総 u-PAや u-PARの

レベルより も、 より 強く予後 と 相関すると考えら

れている11)0 今回 の検討に 用いた抗 u-PA、 抗 u­

PARモノクローナル抗体は、それぞれ fr eeu-PA、

u-PA/u司PAR(一本鎖及び二本鎖 )と、 fr eeu-PA円、

u-PA/u-PA円、 u-PA/u-PAR/PAI-1 を認識する。 従

って、 こ の免疫組織学的検討において 、 u-PAや
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u-PA Rの高発現 例が低発現例に比べ有意に 予 後

不良で あった ことは、 癌の浸潤・ 転移に u-PA シ

ステムが 強く関与 していることを支持するもので

ある。 u-PAはおもに癌細胞に 、 u-PARは癌細胞

と周囲の 間質細 胞 に局在 し てい た こ とは、 u­

PA/u-PA円 結合による u-PAシス テムの活性化が、

癌組織周辺の限局された範囲で起 こっていること

を証明している 。 特に、 癌の先進部において、 間

質細胞に u-PA円 の 強い発現が認 められた ことは 、

pencellular pr oteolyslsにより効率よく癌の浸潤

が生じていることを示している11.19. 20)。 さらにこ

の現象は、 最近指摘されているように、癌の浸潤・

転移にとって癌細胞と 間質細胞の相互干渉が非常

に重要であることをも示唆している21問。

また今回の結果より、 u-PA、u-PARの免疫組織

学的な発現の程度は、 各因子単独の検討でも、 乳

症の有用な独立した予後因子で あることが 判明 し

た 。 また u-PAと u-PAR(いずれも癌細胞 ) 、

u-PARの嬉細胞と 間質細 胞での発現の二者を組

み合わせて予後を検討するとさ らに強力な予後因

子となり得ることが示された。 既存の因子では 、

乳癌において現在愚も “有用かつ信頼されてい る

予後因子" であ る臓寓リンパ節転移が 、 本検討に

おいても術後健存率、 単変量 およ び多変量解析 で

有用な独立した予 後因子であることが証明された 。

し かし u-PAは、 そのインパクトにおいてリンパ

節転移にも優っ ていた 。 本方法は、 癌組織中の抗

原量の測定と比較 して、 微量なサンプルで 、 さ ら

に retrospectlveにも検討で きるため広く臨床応

用できうると 考える。 今後は、 prospective な検討

で 、リンパ節無転移群や有転移 群などの亜分類に

おいて、 u-PAや u-PA円 の発現により予後不良群

をふるい分け 、 同群に対 して適切な術後補助療法

を行う ことにより 、 乳癌の予後を改善できると 考

えている。

結語

字し癌の浸潤・転移において、 u-PA と u-PARの
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結合 による u-PAシステムの活性化が重要な役割

を演じており 、u-PAと u-PARの免疫組織学的な

発現の程 度は、 事し癌の新規の有用な予後 因子とな

り得る。
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和文抄録
手L癌組織中の u -PAと u-PARの免疫組織学的にそ

の発現を 調べ 、 事L癌の 浸潤・転移 における u -PA

システムの 意 義と 、 予後因子としての有用性に つ

いて検討 し た。対象は、 浸潤性乳癌患者 94例 。 染

色方 法は 、 パラフィン切片を抗 u-PA、 抗 u -PA円

モノク口一ナル抗体を用いてし S AB 法 で行った。

u-PAはおもに癌 細胞に 、 u -PARは癌 細胞と間質

細胞に それらの 発現が認められた。間賞細胞では 、

癌の 先進部で u -PA円の 発現が強く 認められた 。

Kaplan- M eler法による術後健存率の検討 では、 u­

PA、 u -PA円の癌 細胞と間賞細胞において高発現 例

あるいは 強陽性例 は、 低発現 例 や弱陽性 ・陰性例

に 比べ有 意に 予後不良 であった。 u-PAシステムが

48 

強 く 発 現 し ている症例で は、 p ericellu lar

pro teolysisの 作用によ り 癌の 浸潤・転移 が促進さ

れていると考えられた。

(þ 

Fig. 1 Immunohistochemical expression of u-PA in invasive breast cancer. 

Staining of u-PA in cancer cells was strong in the cytoplasm and celI-surface 

(original magnification: X 50). 
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Fig. 2 Staining of u-PAR in stromal cells around the invasive foci was 

obscrved strongly (<:コ) ，and that in the cytoplasm of cancer cells was weakly 

stained (<;::J) (original magnification: X 80). 
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