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要 約

エクト型酵紫である E

位に存在しい， 脱リン酸イ化ヒlにこ関与する O 日-NPPには 3

つ るが，その生体内での
け
川
ノアブ

分布や働きについては十分にはわかっていない。

近年， E-NPP3はさまざまな細胞や腫療に存在する

とともに，その発現が腫蟻浅j閏能と関係していること

が明らかになってきた。今回我々はヒ卜の大腸癌にお

ける日削NPP3の発現および、局在について検討した。

免疫組織学的には，日-NPP3は正常大腸組織にはわ

ずかな発現を認めるのみであったが臆癖細胞で

側から基底膜側にかけて強い発現を認め，細胞内にお

ける局在の差は見られなかった。癌の進行度別である

Dukes分類別に発現を検討したが， は見られ

なかった。またウエスタンプロットでは進行大腸癌で

は血清中にも E-NPP3の高発現を認めたことから，

日-NPP3が大腸儲の発痛に関与しているとともに，血

中の日-NPP3が大腸癌の腫犠マーカーとなる可能性

が示唆された。

緒雷

エ ク卜型 NPPCゃnucleotide pyrophospha tase / 

phospho-diesterase 1 )は PPi活性を示し， ATP， 

NAD， Nucleotide sugarなどのリン酸ジエステル結

合の加水分解に関与する酵素である 1)口 NPPは2

であり，肝臓，小腸，腎臓を中心

に生体に広く分布している 2)。

日-NPPには 3つの蛋白質ファミリー(日-NPP1，-2， 

-3)が存在する 3)4)0 E-NPPlは形質細胞膜上に

する糖蛋自 PC-lとして発見され 5)，へその後腎臓や

肝臓，血管など種々の臓器に発現していることが報告

された E-NPP1は2型糖尿病におけるインスリン

抵抗性と関係していることが報告されてきたが 8)，ヘ

は後縦靭帯骨化症の原因遺伝子であることが同

定されlヘ骨化の制御分子として機能していることが

解明されたl九日開NPP2はPDNP2CPD-Iα) として

ラット脳からクローニングされた12)。日-NPP2は網膜

色素細胞，脈絡叢上皮細胞，乏突起腰細胞に分布し，

臆場細胞走化性促進活性を有することが分かつて

いるね)14)。これに対して日-NPP3はうット脳から gp

130RB13-6としてクローニングされ，神経豚細胞の分イじ

ゃ臆犠浸j間能に関与することが報告されている

日削NPP3は肝細胞の基底膜側や牌臓の腺房細胞の管腔

側など，さまざまな臓器に局在することが分かってい

るヘ最近では大腸癌細胞株にも存在することが報告

され，我々はその臨床的応用を検討するため， ヒト大

腸痛におけるその発現と局在について検討した。

方法

【大腸癌症例】

標本は神戸大学医学部附属病院で外科切除を施行さ

れた大腸桔患者106Ø~ CDukes A ; 32例， Dukes B ; 

42例， Dukes C ; 32例)の切除標本を使用した。組

織は切除後すぐに腫療部，非腫療部に分けて液体窓素

で凍結し Westernblotに用いた。また同時に通常の

中性ホルマリンに固定し，免疫組織染色に使用した。

さらに，大腸癌患者血清中の日開NPP3の発現を検

討するため，同意告得られた手術前患者から採血を行

いWesternblotに使用した。

キーワード:日欄NPP大腸痛， Dukes分類，免疫組織染色，ウエスタンプロット
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【免疫組織染飽】

免疫染色にはホルマリン闘定，パラフィン包壊され

た標本を 4μmに薄切した切片を用いた。キシレンに

で脱パラフィンした後，エタノールにで脱水，風乾し

た。さらに 3%過酸化水素にて内悶性ベルオキシダー

セをブロックした。免疫染色はラットポリクローナル

抗日-NPP3抗体と l時間室温でインキュベー卜した

後 LargeValue DAKO LSAB Kit (ダコ社)を用

いて行った。結果の判定は除性(-)，弱陽性(+)， 

強陽性(+十)に分けて評価した。

【Westernblotting】

凍結された標本をうイシスバッファーで可格化した

後3000回転で 5分間違心し，上清を回収した。

Bradford Assay Iこより蛋白定麗した後，各標本より30

μgずつ使用した。血清についても同様に張白定最し，

濃度調整を行った後30μgずつ使用した。 10%ポリアク

リルアミドゲルを用いて SDS讃白電気泳動を行い，ニ

トロセルロース膜 (HybondECL，アマシャム社)上に

した。 5%スキムミルクで60分間ブ、ロッキングを行っ

た後，抗ヒトポリクローナル日削NPP3抗体を用いて 40C

で 1晩反応させた。 enhanced chemil uminescence 

western b10tting detection system (アマシャム社)

を用いて増!惑させた後 x線フィルム (Hyperfilm-

ECL，アマシャム)に可視化した。

結 果

【Westernb10tting法による E鵬 NPP3蛋白の発現】

ヒト大腸備における日珊NPP3讃白の発現在確認す

るために， ヒト E-NPP3に対するそノク口…ナル抗

体を用いて Westernblottingを行った。外科的に切

2 

130kDa酬炉

i i 
T N 

除された大腸癌患者の癌部および非癌部より蛮白を抽

出し，各讃白30μgを10%ポリアクルアミドゲル上に

電気泳動したり大腸癌組織では130kDaの一本鎖B

NPP3叢自を認め，いずれの症例においてもその発現

は非癌部に比べて癌部に強い傾向が認められた(図1)。

分化度による発現の差を検討するために，分化度の異

なる 3例の腫癖組織を用いた;高分化型腺痛(図 1:1 

ane 1， 2)，中分化型腺癌(図 1:lane 3， 4)，低分化

型腺痛(図1:1ane5， 6)が，分化度別による発現の

られなかった。

【大腸癌組繊lにこおける E

ヒト大腸癌組織lにこおける日B閉 NPP3の周在を検討す

るため，外科的に切除された大腸癌組織を用いて

E-NPP3の免疫染色を行った。検討した106例のうち

102例 (96%)において腫懐細胞での発現が認められ，

うち55例は強発現であった。 Dukes分類による各進

行度別では， Stage A (31/32;97%)， Stage B (41/ 

42;95%)， Stage C (31/32;97%) と各進行度別での

発現率に明らかな差は認めなかった。 Dukes分頼別

に見た強発現の割合も有意な差を認めなかった

(Stage A 18/30; 60%， Stage B 23/38; 61%， Stage C 

14/30;47%) (表1)。

表1.【免疫染色〕

(十十) (十) (一)

Dukes' A 18/32 12/32 1/32 

Dukes' B 23/42 15/42 2/42 

Dukes' C 14/32 16/32 1/32 

(十十):強陽性， (+):弱陽性， (…) :陰性

3 4 S 6 

i i 
す N Y N 

T : tumorヲ N: normal 

【図 1]Western blot による大腸癌組織中の E-NPP3の発現

lane 1，2 ;高分化腺痛， lane 3，4 ;中分化腺癌， 1ane 5，6 ;低分化腺痛

日-NPP3は各分化度の大腸痛組織において正常組織に比べて高発現していた
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【図 2】大腸癌組織での E-NPP3の局在を検討した。

A:大腸癌組織， B:正常大腸粘膜組織

癌組織の細胞膜および細胞質内での払NPP3の強発現を認めた

130kDa欄砂

2 3 4 

【悶 3】Westernblotによる大腸路患者血清中の払NPP3の発現

lane 1，2 ;健常者血清， lane 3，4 ;大腸癌思者血清

E-NPP3は健常者に比べ大腸癌患者血清に強発現していた

腫鶴細胞lこおいては， ιNPP3は細胞膜および細胞

またいずれも

発現を認めた(悶 2)。非癌部の正常大腸組織では，

R叩 NPP3はほぼ除性であった。なお大腸癌の進行度お

よび臆療の分化度による E-NPP3の発現に明らかな

惹は見られなかった。

【大腸癌患者血清中の E-NPP3発現】

切除手術前の大腸癌患者血清中の E-NPP3につい

ても併せて検討した。 Westernblotting法では，健

常人においても130kDaの硝い E-NPP3蛋白を確認し

たが，大腸描患者ではいずれもその発現の冗進を認め

た(図 3)。

考嬢

日-NPP3は 1995年に Diesslerらによって rat

glioma differentiation antigen; gp130RB13-6としてク

ロ…ニングされた15)。現在では1998年に Mauriceら

によりラット肝臓からクローニングした basolateral

surface of hepatocyte-spe配叩Cl出f臼icantigen; B10 カが)~同同百司司~-一……….冊叩……….冊……….叩……侃……ゐ

の分子であることがわかつている.Q18) 0 O 

グリオーマ細胞における検討から， E-NPP3の強制

発現により強い浸潤能を獲得することが分かつてお

り16) われわれは大腸癌においても浸潤能との関連を

検討した。大腸痛ではその進行により浸潤傾向が増強

するため19) 我々は Dukes分類に基づいて大腸癌の

進行度と日NPP3の発現検討も併せて行った。管腔

を形成する腺癌細胞では日-NPP3は強い発現を認め，

ウエスタンブロットでもそれは確認された。しかし

Dukes分頼別での有意差は認めず，明らかに

能との関連は示されなかった。すなわち DukesAの

( 107) 
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弱い浸潤能の組織にも高い発現を示すことから，腫犠

のもの るので、はないかと り

れたO

E-NPP3は極性をもっ細胞内の局在とも深い関連を

もち，肝細胞では間管腔側に，また腸管では成熟した

腸管細胞にはほとんど発現を認めないが小腸および十

一指腸の刷子縁に強い発現をもっとされているω。わ

れわれは大勝においても発現検討安行ったが，これま

と同様に正常大腸組織では腸管細胞にはほと

んど発現を認めなかった。大腸癒において E聞 NPP3

は大腸痛細胞株である MDCK細胞と Caco削 2細胞に

もその発現が示されているが，その局在は細胞内輸送

によって基底膜側から管腔側へ移動することが分かつ

ている17)。このため我々はヒ卜大腸癌においてもその

いであわせて検討し

その発現が克進していたが，

その細胞内局在はび慢性であった。基本的に日小~PP3

は基底膜側で産生され管腔側に移動することから，過

剰に産生された E-NPP3が基底膜側に留まらずに管

腔側へも移動し，免疫組織学的にはどちらの側にも捕

えられたのではなし、かと考えられた。

E“NPP3は組織中とともに血清や阻汁などにも分泌さ

れて存在することがわかっている。特に阻管結敦ラット

や胆管痛を自然発痕する LECCLong-Evans Cinnamon) 

ラットではその血中蛋白鷺が増加しており，胆管癌マー

カーとしての応用が示唆されているヘ我々はヒト大

腸癌患者血清においてもその発現を検討した口ウエス

タンプロットではその発現は対象群に比べて冗進して

おり，血中における E-NPP3，立大腸痛マーカ…とし

ての可能性も示された O 組織での結果と同様に

Dukes分類別での発現の差は見られなかった。ラッ

トでは血清中の E-NPP3は125KDaと組織中の 130

kDa乱NPP3よりもやや小さな蛋白であることが分

かつており，細胞膜から cleaveされた分泌型である

ことが推測されている 18)。我々の検討では，

日開NPP3は130kDaと組織中の議自と同じであった。

ラットとヒトの種の違いによることも考えられるが，

今後の検討が必要である。

日-NPP3は腫携の没潤能との関連は示されているが

その詳細なメカニズムは解明されておらず，また発簡

との関連はわかっていなL、今凹の

検討では，日開NPP3は大腸協の滋行度とは関連なく

現在認め，細胞の悪件阜元化そのものに関連しているこ

とが推測された。日-NPP3は腫場以外にも様々な疾患

と関連があり， ヒト動脈平滑筋細胞にも強い発現が見

られ，この発現低下によって全身動脈の石灰化がおこ

る特発性乳児動脈石灰化舵 CIdiopathicinfantile 

artery calcification; IIAC) の原因遺伝子であるこ

とが明らかになっている。また日-NPP3に対するモ

ノクロ…ナル抗体97A6が活性化好晦基球そ認識する

マーカ…として有用との報告もある山九今後は大腸

癌における臆虜マーカーとしての臨床応用も期待され，

さらなる応用が可能と考えられた。
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ABSTRACT 

165 

Ectかnucleotidepyrophosphase/phosphodiesterase-l enzyme (E-NPP) is ine of type n 

transmembrane proteins， and cleaves phosphodiester and phosphosulfate bonds of a variety of 

substrates including deoxynucleotides. NAD， and nucleotide sugars. Mammalian E-NPP 

consists of three closely related family proteins: E-NPPl (PC-l)，日-NPP2(PDNP2/PD-lα/ 

autotaxin)， and E-NPP3 (CD203c/PDNP3/PD-l s /日10/gp130RB13-6)， and they express in 

different cell types or in different localization even in a same cell.日-NPP3is reported to be 

associated with malignant subversion and invasive properties.In this study， we investigated 

the expression and localization of E-NPP3 in human colon carcinomas. E日J

expressed in cancer tissues by western blot analysis. lmmunohistochemically 日制NPP3was 

expressed not only in the apical but also in the basolateral plasma membranes of cancer cells. 

We had no prominent pattern of intracellular localization. There was no relationship between 

clinical stage and E-NPP3 expression. Western blot analysis also revealed the strong 

expression of E 

E-小トNPP3was associated with carcinogenesis of human colon cancer and serum E拘 NPP3might 

be a possible tumor marker as colon carcinomas. 
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