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ヒ ト線維肉腫細胞 ( 汀ト10 8 0) の肺転移形成過程 に おける

タ イプ1 ･ プラ ス ミ ノ ー ゲ ン ･ ア クチ ベ ー

タ
ー

･

イ ン ヒ ビ タ ー ( n M -1) の役割に つ い て の 考察

金沢大学医学部医学科整形外科学講座 ( 主任 : 富 田勝郎教授)

松 田 英

ヒ ト線推肉腫細胞( H T l O 8 0) か ら限界希釈法に よ っ て種 々 の タ イ プ1 ･ プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ･ ア ク チ ベ ー タ ー ･

イ ン ヒ ビ

タ
ー

(吋p e l pl a s m i n o g e n a c也v at o r i n hib it o r , P A I -1) レ ベ ル を発現する ク ロ
ー ンを作製 した. そ れ らを ヌ ー ド マ ウ ス の 尾静脈 に

接種徽 肺の 表面に形成 され る肺転移 コ ロ ニ ー の 数を測定する こ と に よ っ て各ク ロ
ー ン の 肺転移能を評価 し, 同細胞 にお ける

P AI - 1 と肺転移能と の 関係 に つ い て 考察 した . 線 溶系の 各因子の 抗原 レ ベ ル の 測定は
,
E LI S A に よ っ て 行 い , 安定 し た P A ト1

と ウ ロ キ ナ
ー ゼ タ イ プ ･ プラ ス ミ ノ

ー

ゲ ン ･ ア ク チ ベ
ー

タ ー (u r o ki n a s e -ty P e pl a s m i n o g e n a c d v at o r , u - P A). の 発現を呈 した 4

つ の ク ロ
ー ン を実験 に用い た . 各ク ロ

ー ン の 組織因子 (ti s s u e f a c to r , T F) 活性 は, 細胞表面 にプロ ト ロ ン ビン 複合体を加え る

こ と に よ っ て 活性化 され る プ ロ トロ ン ビ ン複 合体中の 活性型第Ⅹ因子 が特異的に分解す る合成基質を測定す る こ と に より評価

した. 各ク ロ ー ン の P 封 -1 と u -P A の m R N A レ ベ ル は
,
抗 原 レベ ル と 一 致 して い た . 腫瘍細胞を ヌ ー ドマ ウ ス の 尾静脈 へ 接種

して 3 週間後に形成 され た肺転移 コ ロ ニ ー の 数の 測定 に よ り評価さ れ た肺転移能 は, 各ク ロ
ー ン 間に有意 な差が認め られ , 高

P』止1 お よ び T F 活性を発現する ク ロ ー ン ほ ど高肺転移能を有 して い た . 高転移型 ク ロ ー ン は 低転移型と比 べ , 内皮細胞 へ の

接着能 に関 して は 差異が認め られ なか っ た が , 腫瘍細胞 が肺内の 血 管壁 に接着後 は
,
高転移型 ク ロ ー ン の 方 が接着部位 に より

長く停留し続け る こ とが 分か っ た . 停 留に引き続く, 細胞外基底膜 へ の 浸潤能に関 して は
,
ク ロ

ー ン 間にお い て 差が なか っ た .

接着部位 に停留す るた め に決定的な要因である と さ れ る腫瘍周囲の 血栓形成 を阻止す る目的で , ヘ パ リ ン を腫瘍細胞接種後 に

ヌ ー ドマ ウ ス に投与 した と ころ
,
P 瓜 1

,
T F 共に低 レベ ル で低転移型 の ク ロ

ー

ン で は
, 薬剤 の 効果 は有意 で はなか っ たが

,
高

P AI -1 お よ び T F 活性 を発現する高転移型 ク ロ ー ン を接種 した マ ウ ス で は
,
静往復, 4 8 時間の 時点で 肺内 に停留する腫瘍細胞

数 は著滅 し, 肺転移 コ ロ ニ
ー

の 数も低下 した . P A ト1 活性を抑制す る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 の 投与 によ っ て も ヘ パ リ ン と 同様な

効果が認め ら れ た . こ の 結 果, こ の 細胞系 にお い て腫瘍細胞の Ⅲ 一1 お よ び T F 活性は
,
そ の 肺転移能 の 決定的な要因である

こ とが 明 らか と なり
,
両因子 の 抑制 に より こ の 細胞系 の 肺転移形成 が抑制 でき る こ とが 示 され た .

E e y w o r d s h u m an 丘b r o s a r c o m a (H T l O8 0) , 1 u n g m et a st a sis , p la s m i n o g e n a cti v at o r , ti s s u e f a ct o r ,
t y p e l

-

p la s m in o g e n a cti v at o r i n hibit o r

腫瘍細胞が , 原発巣 より血 行性 に転移する際
,
個 々 の 腫瘍細

胞 の 持 つ 血液凝固活性お よ び線溶活性が そ れ ら の 遠 隔転移経と

密接な関連を持 つ こ と は, 諸家 によ り報告さ れ て い る . その 多

く の 報告で ウ ロ キ ナ ー

ゼ タイ プ ･ プラ ス ミ ノ
ー

ゲ ン ･ ア ク チ ベ

ー タ ー

(u r o k in a s e -ty P e Pl a s m i n o g e n a c tiv a t o r , u -P A) や u - P A 受

容体 (u -P A r e c e p to r , u - P A R) 等に より惹起 され る 高線溶活性が ,

転 移 の プ ロ セ ス に お い て 重要 な要因 であ る と し て い る が
,

T s u c hi y a ら は ヒ ト線椎肉腫細胞 田T lO 8 0) をヌ
ー

ド マ ウス の 生

体 内で継代する こ と に より低お よ び 高転移能を有す る細胞 亜系

株 (ⅢT lO 8 0 - P 2 , P 4 , P 6) を選択 し, それ らの 肺転移能 は む し

ろ線溶活性 を抑制す る タイ プ1 ･ プラ ス ミ ノ ー

ゲ ン ･ ア ク チ ベ

ー

タ ー ･ イ ン ヒ ビタ ー

他p e l -Pl a s m i n o g e n a c ti v a to r i n hi bit o r ,

P Al -1) なら び に組織因子 田s s u e 払c t o r , T F) と 強い 相 関関係 を

持 つ こ と を 報告 し た
l)

. 今 回の 実験 で は
,
まず複数株の H T -

10 8 0 の ク ロ ー ン を 作成 し, しか る 後 P AI -1 レベ ル に よ る ス ク リ

ー

ニ ン グを行 な い , そ れ ら の P A I -1 レ ベ ル お よ び T F レ ベ ル が

肺 転移能と相関する か 否か を考察 し た . さ ら に肺転移形成にお

ける P Aト1 と T F の 役割を検討す る と 共に , 両 レ ベ ル の 抑制に

よ り肺転移抑制が可能 か どう か を検討 し た .

材料 お よび方法

Ⅰ . 腫瘍細胞 と培養法

本研究 に は ヒ ト線維肉腫細胞株 H T -1 0 8 0 [ A m e ri c a n T y p e

C ult u r e C oll e c ti o n 仏T C C) , R o c k vi 11 , U S A か ら購 入】を使用し

た . また こ の H
′

ト10 8 0 細胞株 か ら ク ロ
ー

ン を限定希釈法 ( マ イ

ク ロ ウ ェ ル 法)
2)
に よ り作製 し使用 した . すなわ ち

,
5 個/ m l に

平成 8 年9 月2 0 日受付, 平成 8 年1 1月2 9 日受理

A b b r e vi ati o n s : B S A , b o vi n e s e r u m alb u m i n ; F C S , f e t al c alf s e rtl m ; G A P D H ,
･

g l y c e r ald e h y d e p h o s p h at e

d eh yd r o g e n a s e; H U V E C , h u m a n u m b ilic al v ei n e n d o th elial c占11; m A b , m O n O Clo n al an tib o d y ; N K , n at u r al kille r; P A

Pl a s m i n o g e n a c tiv at o r; P AI
-1
,
t y p e l -p la s m i n o g e n a cti v at o r in h ib it o r; P B S , p h o s p h at e Tb u 鮎 r e d s alin e; P C I , P r O t ei n C



肺転移形成過程 にお ける n M - 1 の 役割 に つ い て

希 釈 し た 細 胞浮 遊 液 を9 6 ウ
ェ ル ･ プ レ

ー

ト (C o s t e r ,

c a m b ri d g e , U K ) に て 1 ウ ェ ル あた り50 FL l , 3 7 ℃ の 恒 温器

( 5 % C O 2) で 静置培養 し･ 2 週間後, 正 円形
の コ ロ ニ

ー を 一

つ

だけ形成 した ウ ェ ル を 顕微鏡下 で確認後分離 した ･ た だ し こ の

操作で は, 得 られ た 細胞株が ク ロ
ー ン で ある こと を直接確認で

きない た め ,
ク ロ

ー ン で ある 確率 を高 め る た め に 同 じ操作を ,

分離され た ク ロ
ー ン に対 し 2 回線り返 した ･ ク ロ

ー ン は10 回継

代され , そ の 間 m I
-1 お よ び u 一 弘 の 抗原 レ ベ ル の 測定 を繰り

返し, 安定 した発現をする こ とを確か め た .
10 回の 継代 の 間に,

安定 した抗原 レ ベ ル を示 さ なか っ た細胞株 に対 して は レ
ベ ル が

安定するまで ク ロ
ー ン の 分離動作 を繰り返 した ･ 最終 的に 4 つ

の細胞株 (1 -3 B , 1 - 3 C , 2 3 -4 B
'

,
2 6 -6) が 安定 した ク ロ

ー ン で あ

るこ と を確認 し, 実験 に使用 した . 抗原 レ ベ ル の 億 は 4 回目の

継代か ら16 回目 の 継代ま で, 計 5 回の E LIS A 汀e c h n o cl o n e I n c ･ ,

Ⅵ e n n a
,
A u st ri a) に よ る 測定で得 た値 の 平均 と標準偏差をと っ

た .

こ れ らの 細胞は10 % 非働化牛胎児血清 (由t al c al f s e ru m , F C S ,

H y C l o n e , U t a h , U S
A ) と 1 % ペ ニ シ リ ン

･ ス ト レ プト マ イ シ

ン液 (Gi b c o , N e w Y o rk , U S A ) を含 有す る R P M I 1 6 4 0 培地

(Sig m a , S t . L o ui s , U S A) を用い ,
3 7 ℃ の 恒温器 ( 5 % C O 2) で

培養 した .

Ⅱ . 払 お よぴ P A I - 1 抗原 レ ベ ル の 測定

腫瘍細胞 の 持 つ 組織 プ ラ ス ミ ノ
ー ゲ ン ･ ア ク チ ベ

ー

タ
ー

田s s u e -ty P e pl a s m i n o g e n a c ti v a to r , t -P A ) , u
- P A お よ び PA l -1 レ

ベ ル の 評 価は
,
検査培地中の各抗原 レ ベ ル を E LI S A に よ っ て

測定す る こと によ り行なっ た . 検査培地 は無血清 R P M I 培地を

増殖期 の 腫瘍細胞存在下 で24 時間培養 し た後 に 回収 し, 低速遠

沈(20 0 0 g , 4 ℃ , 5 分) に よ り細胞片等 を除去 した もの で あ る･

検査培地 は測定 に用い られ る まで
-

7 0 ℃で保存 した . E L IS A の

検出限度は , t- P A お よ び u - P A で は 1 n g / m l 未満 ,
P A ト1 で

3 n g/ m l 未満で あり, t- P A E LI S A で は ,
遊離型お よ び結合型 t -

P A が 測定され, u - P A E LI S A で は , 1 本鎖お よ び 2 本鎖結合型

u-P A が ,
P A I -1 E L IS A で は

, 活性型お よ び滞在型 P AI -1 と , 結

合型P AI -1 が測定 され る .

Ⅱ . 1 下 溝性の 測定

細胞表面の T F 活性 は, S c h o e r e r ら の 方法に改良を加え て行

っ た
3)

. 簡潔 に記載す る と, 2 4 ウ ェ ル ･ プ レ
ー

ト (C o s te r) とに

培養 し た腫瘍細胞を燐酸緩衝 生 理 食塩水 (p h o s p h a t e -b u ff e r e d

s ali n e , P B S ) (p H 7 .4 ) に て 洗浄後, プ ロ ト ロ ン ビ ン 複 合体

(C a C 1 2 含有第 Ⅲ/ Ⅶ/ Ⅸ/ Ⅹ;疑固因子複合体 , Si g m a) を加 え,

37 ℃ に て15 分培養 し た後 に, E D T A 含 有 T ri s 綾衝液 に て 反応

を終了させ た . 反 応後, T F と プ ロ ト ロ ン ビ ン 複 合体 の 反応に

よ っ て生 じ た活性型第 Ⅹ因子を, そ れ によ っ て 特異的 に分解さ

れる 合成基質 S - 2 2 22 (F n B I Di a g n o sti c a , S t o c k h ol m , S w e d e n)

の 吸光度 か ら測定 し た . 2 m l の 蒸留水 に よ っ て溶解 した 1 バ イ

ア ル の 組織 ト ロ ン ポ プ ラス ナ ン (Si g m a) を 1 U/ m l の T F 活性と

みな して標準曲線を作成 し, 各腫壕細胞 の T F 活性 を定量化 し

た
.

Ⅳ . m R M の 解析

全 R N A は
,
フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出法に より抽出 し

4)

,

各 m R N A レベ ル は ノ ー ザ ン ･ ブ ロ ツ テ ィ ン グ に より視覚化 し

737

た . 簡潔 に記載す ると , 全 R N A を 6 % ホ ル ム ア ル デ ヒ ド含 有

1 .2 % ア ガ ロ
ー ス ･

ゲ ル に て 電気泳動後 , 非荷電型 ナ イ ロ ン ,

デ ュ ラ ロ ン U V (S tr at ag e n e , I . a J o11 a , U S A) , に1 0 ×S S C を媒

介 と して 毛管転写 させ ,
し か る 後 , 紫 外線 ク ロ ス リ ン カ

ー

(S t r a t a g e n e) を用 い て R N A プ ロ ッ トを ナイ ロ ン に 固定 した ･

ヒ ト P AI
-1
,
ヒ ト u -P A

,
ヒ トu - P A 受容体 b -P A r e c e pt o r , u

-P A R) ,

ラ ッ ト G A P D H 鹿1y c e r al d e h y d e p h o s p h a t e d e h y d r o g e n a s e) の

c D N A は
,
ウ ィ

ー ン 大学生理 医学研究所 B . R . B i n d e r 教授より

倶与さ れ たも の を使用 した . こ れ らの c D N A をラ ン ダム プ ライ

マ
ー

D N A ラ ベ リ ン グキ ッ ト 仏m e r s h a m , B u c k i n gh a m s hi r e ,

U K ) を用い て
32
p -d C T P ( D u P o n t , B o s t o n , U S A) で標 識し, プ

ロ ー プ を 作成 した . R N A を 固定 した ナ イ ロ ン を57 ℃ で 1 時

間 ,
プ レ ハ イ プ リ ダイゼ イ シ ョ ン し た 後

,
各 c D N A プ ロ

ー

ブ を 含有 し た ハ イ プ リ ダイ ゼ イ シ ョ ン 緩 衝液 に て ,
5 7 ℃で

一 晩 ハ イ プ リ ダ イ ゼ イ シ ョ ン を 行 な い ,
そ の 後 ナ イ ロ ン を

5 % S D S
,
0 .2 × S S C に よ っ て57 ℃で10 分間洗浄 し, 乾燥後,

ⅩA R フ イ ル ム に 露 出 し た
5)

. 現 像 し た フ イ ル ム を 密 度計

( Hi r s c h m a n n , E b e r sl o d t , G e r m a n y) に て ス キ ャ ン し , ラ

ッ ト G A P D H メ ッ セ
ー

ジ を 対照 と し て ,
m R N A レ ベ ル の 定

量化を行 な っ た .

Ⅴ . Ⅲ _ 1 お よび u ･ m 抗体を用い た免疫組織染色

腫瘍蘭胞の 発現す る P AI -1 お よ び u - P A を視覚化する た め に

ア ピ ジ ン ビ オ ナ ン ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 複 合体 ( a v id i n -b i o ti n -

c o m pl e x i m m u n o p e r o x id a s e , A B C) 法 を用い て免疫組織染色を

行 っ た
6)

. 各ク ロ
ー ン の 細胞浮遊液 をカ バ ー ･ ス リ ッ プ 上 に メ

タ ノ
ー ル ･ ア セ ト ン ( 1 : 1 ) 混合液 に より固定後 (

-

2 0 ℃
,
2

分) , P B S に よ り洗浄 し, 1 % 牛 胎児血 清 ア ル ブ ミ ン (b o vi n e

s e ru m alb u m i n , B S A) 含有 P B S を ス ラ イ ド上 に加え37 ℃ で30

分培養 した . そ の 後, 抗 ヒ トP Aト1 マ ウ ス I g G ある い は抗 ヒ ト

u
-P A マ ウ ス I g G Cr e ch n o cl o n e I n c .) を加え37 ℃で 1 時間培養 し

た . 対照実験 と し て ,
非特異的に結合する抗 ヒ トプ ロ テ イ ンC

イ ン ヒ ビ タ
ー

( p r o t e i n C i n h ib i t o r , P C I) マ ウ ス I g G

Cr e c h n o cl o n e I n c .) を P A I -1 お よ び u
-P A 抗体 の 代わ り に便用 し

た . 予 め 汀T lO 80 が PC I を分泌 しな い こ と は, P C I モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体を利用 し た E LI S A によ り確 かめ た . 抗体 と 反応 させ

た 後, 前回 と同様に洗浄し, 抗 マ ウ ス I g G ビ オナ ン 化ロ バ I g G

( Am e r s h a m ) を加え, 37 ℃ に て培 養する . 1 時間後, 再度洗浄

し
,
ス ト レ ブ タ ピ ジ ン ー ビ オ ナ ン 化 過酸化 酵素複 合体

( A m e r s h a m ) を加 え37 ℃ で 1 時間培養 した後, 結合 し た過酸化

酵素の 存在 は, 0 .0 5 % 3
,
3 - ジア ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ジ ン

･ テ トラ

ハ イ ドロ ク ロ ラ イ ド (Si g m a) と0 .0 1 % 過酸化水素水含有 0 .0 5 M

T ri s 綬衝液の 混合液を加える こ と に より, 視覚化 した .

Ⅵ . 肺転移 コ ロ ニ
ー 形成能の測定

各ク ロ
ー ン の 肺転移能の 評価 は , W e xl e r の 方法 に 従 っ た

7)

.

3 ×1 0
5

個 の 腫瘍細胞を含有する 0 .2 m l の 細胞浮遊液を ヌ
ー

ド マ

ウ ス (B A L B / c n u / n u , 5
～ 6 週齢, 以 降で 使用 さ れ る マ ウ ス

も同 じ) の 尾静脈内に接種し, 3 週 間後 に剖検 し肺を摘出 して ,

気管内に黒 イ ン ク ( パ イ ロ ッ ト , 東京) 15 m l , 蒸留水 85 m l , ア

ン モ ニ ア 水(Si g m A) 2 涌か ら な る染色液を約 2 血1 ゆ っ くり注入

後, F e k e te 固定液 (70 % アル コ
ー ル 1 0 0 m l

,
3 7 % ホ ル ム ア ル デ

ヒ ド液 (Si g m a) 10 m l , 酢酸 (Si g m a) 5 m l) に よ っ て 固定 し, 実

in hib it o r; T F , ti s s u e f a ct o r; t - P A , 也s s u e
- ty p e Pl a s mi n o g e n a cti v at o r; u

- P A
,
u r O kin a s & ty p e pl a s m i n o g e n a ctiv at o r; u

- P A R ･

u -P A r e c e p t o r
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体顕微鏡 ( ×2 0) に て , 形成 さ れ た コ ロ ニ ー を観察 し た .
コ ロ

ニ ー は肺 表面 に白く抜 け て 見え
, 直径 50 〃 m 以 上 の も の を 数

えて 肺転移数と した . 肺転移数の 測定に は 各ク ロ ー ン あた り6
､

9 匹の マ ウ ス を使用 し, そ れ らの 平均 お よ び標準偏差 をと っ

た .

Ⅶ . 接着能及び浸潤能 の測定

腫瘍細胞 の ヒ ト臍帯静脈内皮細胞 (h u m a n u m b ili c al v ei n

e n d o th e ri al c ell
,
H U V E C ) へ の 接着能 はD ej a n a ら

呵
の 方法 に よ

り評価 し た.

51

c r (【
51

c r]- S o d i u m ch r o m i u m , D u P o n t) に よ っ て

標識 さ れ た腫瘍朝胞 を無血清培地中に浮遊 さ せ
,
H U V E C が 飽

和状態 と な っ て い る24 ウ ェ ル ･

プ レ
ー

ト上 で
,
通常 の 培養条件

で培養 した . 3 0 分後, 培地を回収 し 1 % B S A 含有 P BS にて 2

回洗 浄 し
,
しか る後 1 M 水酸化 ナ トリ ウ ム ー

0 .5 % S D S に て
,

腫瘍細胞 の 接着 した H U V E C を溶解 し た . 回収培地
,
洗 浄液

,

R U V E C 溶 解 液の 合計 に よ っ て 得 ら れ た 全放射能 に対す る

0

0

0

0

0
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望
¢
｡
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○

も
u
)

u
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署
u
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肌 Ⅶ C 溶解液中の 放射能 の 百分率で接着能 を表 した . 接着能

の 値は 3 回の 実験 の 平均 お よ び標準偏差 を と っ た .

基底膜 へ の 腫瘍細胞の 浸潤能 の 評価 は R e p e s h
B)
の 方法 に従 っ

た ･ 簡 潔に 記載 す る と ,

1 25
Ⅰ(【
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Ⅰ] -i o d o p2
,
-d e o x y u ri di n e

,
D u

P o n t) によ っ て 標識 され た 腫瘍細胞を
,
1 0 % F B S 含有培地中に

浮遊 さ せ
,
合 成 基底 膜 で あ る マ ト リ ゲ ル ( C o ll a b o r a ti v e

R e s e ar C h
,
B e d fo r d

,
U S A) によ っ て コ

ー

トさ れ た トラ ン ス ウ ェ

ル ･ チ ャ ン バ ー ･ プ レ ー

ト(C o st e r) の 上 部 チ ャ ン バ ー

で
, 通常

の 培養条件で培養 した ･ 7 2 時間後
,
合成基底膜 を貫通 し た下部

チ ャ ン バ
ー

の 培養 液中の 腫瘍細胞お よ び トリ プ シ ン に よ っ て解

離 さ せ た股 下 部 に 付着 して い た 腫瘍細胞を ガ ン マ ･ カ ウ ン ト

し, 全放射能 と の 百分率に よ り浸潤能を表 した (浸潤能 ( % ) =

下 部チ ャ ン バ ー の 培養 液中お よ び股 下部 に付着 して い た 腫瘍細

胞 ( c p s) ×1 0 0 / 仝放射能 ( c p s)) . 浸潤能の 値 は 3 回の 実験 の 平

均お よ び標準偏差をと っ た .

1 - 3 B l -3 C 2 3 - 4 B
■

2 6 - 6

C I o n e

C

箸
琶
ト

○

こ
⊃
)

倉
>

笥

ヱ
ト

8

6

4

2

0

1 -3 B l - 3 C 2 3 ヰ B
t

2 6 - 6

C 1 0 n e

Fi g ･ 1 ･ Le v el s o f P A an ti g e n s (A = m d P A l - 1 an ti g e n (B ) i n m e di a c o n diti o n e d f o r 2 4 h a n d T F a c ti vit y (C) o n c ell s u rf a c e o f 4 d iff e r e n t H T
l O 8 0 cl o n e s ･ P A a n ti g e n s ( 口 ･ t - P A; 血 , u - P A) a n d P AI -1 w e r e e v al u a te d b y m e a s u ri n g a n ti g e n l e v el s i n m e di a c o n d it 血 e d f o r 2 4 h u si n g
E LI S A ･ V al u e s sh o w n i n thi s 丘g u r e i n d i c at e a v e r a g e s a n d st a n d ar d d e vi a ti o n s o f r e p e at e d a n ti g e n m e a s u r e m e n ts b e t w e e n th e 4 th a n d
1 6 th p a s s a g e s o f th e m o n o cl o n al c ell l in e s ･ T F a c ti vi ty o n th e c ell s u rfa c e w a s e v al u at e d b y m e a s u ri n g p r o th r o m b i n c o m pl e x f o r m a ti o n
a n d ch r o m o g e n i c s u b $ tr a t e C O n V e r Si o n ･ V al u e s sh o w n i n thi s 短 u r e i n di c a te m e a n s a n d st a n d a r d d e v i ati o n s h

･

O m th e th r e e e x p e ri m e n ts .

1 2 3 4

1 2 3 4

G A P D H -

E x p r e s sj o n ( % o f G A P D H)

CIo n e Of P Ar -1 m R N A

3 ･2k b p 2 .3 kb p

1 ･3 B 1 4 .7 3 2 .0

ト8 C l O .2 4 6 .6

2 3 - 4 B
-

2 9 .6 5 7 .5

2 6 -6 5 0 . 6 6 7 .4

E x p r e s $io n ( % o f G A P D H)

C Jo n e Of u - P A m R N A

1 .O kb p
-

G A P D H -

1 2 3 4
E x p re s sio n ( % of G A P D H)

C1 0 n e Of u -P A R m R N A

Fi g ･ 2 ･ N o rth e rn b l o t a n al y si s f o r P AI
-1 (刃 -

,
u

-P A (B ) -

an d u ･

P A R ( C) - S P e Cifi c m e s s a g e s i n 4 diff e r e n t H T -1 0 8 0 cl o n e s .

T o tal R N A w a s i s ol a t e d b y g u a ni d i u m th i o c y a n a t e
-

ph e n ol
-

C hl o r of o r m e x t r a c ti o n a n d si z e fr a c ti o n a te d o n fo r m al d e h y d e
-

a g a r o s e g el s . R N A w a s t r a n sf e r r e d a n d h yb ri di z e d w ith
32

P -

1 a b el e d c D N A p r o b e s fo r .
h u m a n n M -1

,
u - P A

,
u - P A R

,
a n d r at

G A P D H
,
W a S h e d a n d a s s e s s e d b y a u t o

-

r a di o g r a p h y ･ h n e l ,

Cl o n e l -3 B ; 1 a n e 2
,
Cl o n e l -3 C ; 1 a n e 3 , Cl o n e 2 3

-4 B
,

; 1 a n e 4 ,

Cl o n e 2 6 -6 .



肺転移形成過程 にお ける P AI -1 の 役割に つ い て

Ⅶ .
ヌ ー ドマ ウ ス の 循環内に移行 した 腫瘍細胞の経時的観察

ヌ
ー

ドマ ウス に静注後の 腫瘍細胞の 循環内で の 動向 を Fidl e r

らの 方法 によ り観察 しt
lO)

.

1 2 5
I (【
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Ⅰトi o d o - 2

'

- d e o x y u ridi n e , D u

P o n t) に よ っ て 放射能標識 され た腫瘍細胞 を ヌ
ー

ド マ ウ ス の 尾

静脈に静注後, そ れ ぞ れ10 分 , 90 分 , 6 時間, 2 4 時間, 4 8 時間

C o n trol

(2 3 - 4 B
T

+ P C l m A b)

B

C o n tr oI

(2 3 -4 B
'

+ P C l m A b)

73 9

で 剖検 し, 肺 , 肝臓 を摘出 し, 臓器 を7 0 % エ タ ノ
ー ル によ っ て

3 日 間洗浄 し, 酸可 溶性の
1 25

Ⅰ を洗 い 流 した後, 細胞内 に取り

込まれ て い る放射活性の み を カ ウ ン ト した . 静注 した腫瘍細胞

の 全放射活性中の
,
摘出臓器 の 放射活性の 百分率を腫瘍胡胞の

標的臓器 へ の 着床率と して 評価 した .

cI o n e l -3 B cI o n e l - 3 C c[ o n e 2 3 - 4 B
.

cI o n e 2 6 - 6

C暮o n e l -3 B c1 0 n e l - 3 C cf o n e 2 3 - 4 B
I

cl o n e 2 6 - 6

Fi g . 3 . P h o to m i c r o g r a ph s o f 4 d iff e r e n t H T
-1 0 8 0 cl o n e s i m m u n o s t ai n e d u si n g a n ti

- P A I - 1 m o n o cl o n al a n tib o d y (A ) a n d a n ti , u - P A

m o n o cl o n al a n ti b o d y (B) ･ S u s p e n d e d tu m o r c ell s w e r e 丘x e d oT gl a s s
slid e s u si n g m eth a n ol

-

a C e t O n e an d i n c u b a t e d w i th eith e r m o u s e

m o n o cl o n al I g G a g ai n s t h u m a n P A I
-l o r u - P A ･ I n c o n tr ol e x p e rl m e n t , th e c ell s w e r e i n c u b a t e d w ith a n ti P C I m o n o e

l o n al a n tib o d y (P C l

m 助) . ¶1 e P r e S e n C e Of b o u n d a n tib o di e s w e r e vi s u ali z e d u si n g th e a vidi n
-b i o ti n c o m pl e x m eth o d ･ S c al e b a r s , 1 0 /L m ･

T a ble l . E n d ot h eli al c e11 a d h e si o n
,
in v a si v e p o t e n ti al a n d n u m b e r o f p u l m o n a r y c ol o ni e s r e

s u lti n g f ro m

i nt r a v e n o u s lr U e Cti o n o f H T
- 10 8 0 cl o n e s

Cl o n e

A d h e s si v e n e s s

t o E C ( % )

1n v a si v e p o t e nti al N u m b e r o f p ul m o n a ry

th r o u g h M a t r lg el
⑳

c olo n ie s 3 w e e k s aft e r

( % ) i nj e cti o n ( C Ol o ni e s/l u n g)

ト3 B

ト3 C

23 - 4 B
■

2 6 - 6

6 4 .1 ± 1 , 0

7 1 .1 ± 3 .5

6 5 .9 ± 2 .1

7 2 .3 ± 1 .5

2 7 . 6 ± 3 .6

23 ,5 ± 0 .8

2 7 .9 ± 4 .4

2 2 .0 ± 1 .6

A d h e si v e n e s s o f [
5 1
c 叶1 a b ele d tu m o r c e 11 s to H U V E C s w as e v alu a t e d b

I n v as iv e p o te n ti al o f [
1 25

Ⅰ】
-l a b ele d tu m o r c ells w as te s te d u s in g M a trig

4 .3 8 ± 8 .4 0

12 .5 士 1 2 .1

2 2 6 ± 1 4 2 *

5 5 6 =土2 7 2
*

a m o n ol ay e r a b h e sio n a s s a y ･

c o ate d a rtifi ci al m e m b r a n e s .ご‡∋
N u m b e r of p ul m o n ar y C O1 0 n ie s fb rm e d o n n u d e m o u s e lu n g w as c o u nt e d u n d e r dis s e cti

n g m ic r o s c o p e ( × 2 0) ･

S ta tisti c al diff e r e n c e w as p r o v e d b y u n p ai r e d トte s t (
*

p < 0 ･0 0 1 v er s u s b o th cl o n e l - 3 B a n d l -3 C ) ･ V al u e s

r e g ar di n g a d h e s si v e n e s s a n d in v a s iv e p ot e n ti al in di c at e m e a n s a n d st
a n d ar d d e vi ati o n s fr o m th e th r e e

e x p e ri m e n ts ･ V alu e s r e g ar d in g n u m b e r o f p u l m o n a r y c ol o n ie s in d
i c at e m e a n s a n d s ta n d a r d d e vi ati o n s fr o m

th e ni n e e x p e ri m e nt s .
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Ⅸ . 肺転移形成 に及ぼす ヘ パ リ ン に よる凝固活性 の抑制と抗

ヒ トP A ト1 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 に よ るP AI - 1 活性 の抑制

の効果

ヌ ー

ド マ ウ ス に対 し, 膿瘍 細胞 の 静注 に伴 っ て ヘ パ リ ン

(R o ch e , B a s el , S w i s s) も しく は抗 ヒ ト P AI - 1 モ ノ ク ロ ー

ナ ル

抗体, 5 P AI 1 2 Cr e ch n o cl o n e I n c .) , の 投与を行い , 膿瘍細胞 の

肺毛細 血管床 へ の 着床 (静注4 8 時間後) お よ び そ の 後の 肺転移

巣形成 (11 日後) に対 す る効果を判定 した . 事前 に 5 P A I 1 2 の

P AI -1 活性 に 対す る抑制効果は , E L IS A に より確認 した (デ
ー

タ表示 せず) . ヘ パ リ ン (5 0 ユ ニ ッ ト) は , ネズ ミ腹腔内 に腫瘍

細胞 の 静注後直後 と 6 時間後 に投与 し, 5 P A I1 2 (1 8 0 〃 g) は ,

腫瘍細胞 の 静注後, 直ち に静注 した.

成 績

Ⅰ . Ⅳト1 0 8 0 ク ロ ー ン の作製

H T l O 8 0 の 親株か ら 4 つ の ク ロ ー ン が 樹立 され た . タ ロ
ー シ

1 - 3Ii は
, 高い u -P A レ ベ ル と

, 低い n M -1 レ ベ ル を示 し
,
ク ロ

ー ン 1 -3 C は
,
u
- m

,
n 射 -1 共 に低 い 抗 原レ ベ ル を発現 し た1 ク

ロ
ー ン 2 3 t 4 B

'

は
,
両 者共 に 高い 抗原 レ ベ ル を 示 し, ク ロ ー ン

2 6 - 6 は
, 低い u - P A レ ベ ル と

,
高 い n u -1 レ ベ ル を 示 した (図

l ) . t - P A 抗原 レ ベ ル はい ずれ の ク ロ ー ン に お い て も
,
u- P A レ

ベ ル よ り 低く , 爾 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ･ ア ク チ ベ
ー

タ
ー

b l a s m i n o g e n a c ti v a t o r , P A) 中の t -P A の 占め る割合 は, 約10 %

で あっ た . T F レ ベ ル の 発 現に 関 して は, ク ロ ー ン 2 6 - 6 が 最も

高く ク ロ ー ン 1 -3 C が最 も低く, P』心1 レ ベ ル と の 間 に正 相関が

認め ら れ た (r = 0 .9 7 5) .

Ⅱ . 各 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 細胞株の m R M レ ベ ル の発現

P Al - 1 の メ ッ セ
ー

ジ は3 .
2 お よ び 2 ,3 k b p の 2 カ所 に バ ン ドを

形成 し (図 2 A) , 高 い 抗原 レ ベ ル を発現 した ク ロ ー ン 2 3 -4 B
,

お

よ び 26 -6 は
,
高 い m R N A レ ベ ル を示 した . 各 ク ロ ー ン 間の

P AI -1 レベ ル の 差が 主 に 3 .2 k b p の バ ン ドに表れ て い る こ と が 顕

甘
噌

○
一

層
膏
旦
首
-

○

ポ
)

ひ
u
コ

盲
芯
-

可
リ

ー

○

∈
コ
l

勺
○

電
場

ヒ
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(ip) P Å一

宕√
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著であり
,
P Al - 1 の 発現 に 関 して抗原 レ ベ ル と m R N A レ ベ ル が

一

致する こ と を認 め た . u
- P A の メ ッ セ

ー

ジ は
,
2 .5 k b p の 部位

に バ ン ドを形成 し, ク ロ ー ン 1 - 3 B お よ び 23 -4 B
,

に お い てそ の

発現 が 比較的高く ,
P 瓜 1 と同級 抗原 レベ ル と の 間に正 相関

が確認 され た (図 2 B) . u - n は は L O k b p の 部位 に 発現が認め ら

れ
,
ク ロ

ー ン 1 -3 C の み 他 の 3 つ の ク ロ ー ン よ り
,
そ の 発現が

Ti m e ( h r)

Fi g . 4 . A r r e st e d t u m o r c ell s ( cl o n e s l -3 C a ri d 2 6 - 6) i n n u d e
m i c e l u n g s a ft e r t ail v ei n i nj e c ti o n . T u m o r c ell s (3 ×1 0

5

)
1 a b el e d b y [
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I]-d e o x y u ridi n e w e r e i n o c ul a t e d i n t o th e tail
V ei n s o f n u d e m i c e . M i c e w e r e a u t o p si e d at l O m i n , 9 0 m i n , 6

h
,
2 4 h an d 4 8 h afte r i n o c ul a ti o n . T h ei r l u n g s w e r e c oll e c te d

an d w a s h e d in 7 0 % e th a n ol f o r 3 d a y s b e f o r e g a m m a
-

C O u n ti n g .

L u n g r a di o a cti v it y w a s e x p r e s s e d a s th e p e r c e n t a g e o f t o tal

r a di o a c ti v it y . 0 , Cl o n e l - 3 C ; ○ , Cl o n e 2 6 - 6 . S t a ti s ti c al

diff e r e n c e w a s p r o v e d b y u n p ai r e d t
- t e St (

★

p < 0 . 0 5 v e r s u s

Cl o n e l - 3 C
,

★ ★

p < 0 .0 1 v e r s u s c l o n e l - 3 C ) . V e rti c a l b a r s

i n di c a te 盲 ±S D (n = 5) .
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Fi g ･ 5 ･ E 鮎 c t o f h e p a ri n an d an ti - P Al
-1 m o n o cl o n al a n tib o d y (P A l -1 m A b ) o n th e r e te n ti o n of tu m o r c ell s i n n u d e m i c e l u n g s (朗 a n d o n

l u n g m e t a s ta si s f o r m a ti o n (B) . M i c e w c r e tr e at e d w ith eith e r s ali n e a s c o n tr ol o r h e p a ri n o r r e c o m bi n a n t P A L l m A b . ¶1 e e 鮎 c t of e a ch

P r e tr e at m e nt W a S t e St e d o n b o th th ei r i niti al a r r e s ts i n th e l u n g v a s c ul at u r e ( u si n g 【
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肺転移形成過程 にお ける P AI -1 の 役割 に つ い て

低く, 他の 3 つ の ク
ロ

ー

ン の 間 に差 は な か っ た (国 2C) ･ ク ロ

ー ン 1 _3 C は他 の P A I -1 お よ び u-P A に お い て も m R N A レ
ベ ル

が低か っ た .

欄L 免疫組織染色

P 〟
-1 抗体を結合 させ た場合は , ク ロ

ー ン 2 3 -4 B
'

お よ び 2ふ6

におい て , より 濃厚 な染色が観察 され (図 3 朗 ,

一

方 ,
u
- P A 抗

体を用 い た場合は , ク ロ
ー

ン 1 -3 B と 23-4 B
'

で
,
よ り濃厚な染

色が見 られ た (図 3 B) . 各ク ロ
ー

ン の 免疫組織染色の 結果 は
,

抗原 レ ベ ル お よ び m R N A レ ベ ル と矛盾 し なか っ た ･

Ⅳ . 各 ク ロ
ー

ンの 肺転移コ ロ ニ ー 形成能

腫瘍細胞を ヌ
ー

ドマ ウ ス の 尾静脈 に接種後 に形成 され る肺転

移コ ロ ニ
ー の 数は

,
4 つ の ク ロ

ー ン の 間に 明ら か な有意差が認

め られ た (表1 ) . ク ロ
ー ン 1 -3 B お よ び 1 -3 C が 接種さ れ た 際は

,

肺表面上 に は , 極め て僅 か な コ ロ ニ
ー

しか 形成 され な か っ たが ,

ク ロ
ー ン 2 3 -4 B

,

の 静注後 は著明 に多数の コ ロ ニ
ー

が観察 さ れ,

ク ロ
ー ン 2 6 - 6 で は

,
さ ら に 多数の コ ロ ニ ー が 形成 さ れ た . 各

ク ロ
ー ン の 肺転移 コ ロ ニ

ー 形成能 と , P A l -1 レ ベ ル お よ び T F

レ ベ ル と の 間に 強い 正 の 相関が認 め ら れ た (そ れぞ れ r = 0 .9 7 ,

r
= 0 .9 8) . い ずれ の ク ロ

ー

ン も肝転移 コ ロ ニ
ー

は形 成 しな か っ

た .

ヤ . 各 ク ロ
ー

ンの接 着能お よ び浸潤能

各ク ロ
ー

ン の 持 つ 内皮細胞 へ の 接着能 は , 6 4 % か ら73 % を示

し
,
ク ロ

ー ン 間に有意差 は認め ら れ なか っ た (表 1 ) . 合成基底

膜 ( マ ト リ ゲ ル) へ の 浸 潤能 に関 し て も4 つ の ク ロ
ー ン は

,

20 % か ら32 % の 間で有意差の ない 値 を示 した .

Ⅵ . 腫瘍細胞接種後 の肺内腫瘍細胞数の経時的観察

実験 には , 特 に P A I -1 , T F そ し て肺転移能 に如実 な差が認め

ら れ た 2 つ の ク ロ
ー ン 1 -3 C と ク ロ

ー ン 2 6 -6 が 用 い られ た . 静

注後1 0 分 で ほ と ん どの 膿瘍細胞が肺 の 毛細= 鳳管床 に 着床 し (80

T u m o ｢ C ell

74 1

､

1 0 0 % ) , 9 0 分後ま で は ク ロ
ー

ン 1 -3 C と 26 -6 の 間 には有意差

は見ら れ なか っ たが , 6 時間後の 計測で ク ロ
ー ン 2 6 -6 の 方が

,

よ り 多く肺血管内 に停留 し ( p < 0 .0 5) , 4 8 時間後, そ の 差 は
一

層明 らか とな っ た (p < 0 .0 1) . 肝 内の 腫瘍細月包致も同時 に測定

さ れ た が
,
こ の 腫瘍細胞 は肝内に ほ と ん ど停留 しない ようで あ

っ た (図4 ) .

臥 肺転移形成に及ぼす ヘ パ リ ン に よ る凝固活性の抑制 と抗

ヒ ト P A I - 1 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 に よる P A I ･ 1 活性の 抑

制の効果

ク ロ
ー ン 1 -3 C を接種 した マ ウ ス で は , ヘ パ リ ン の 腹腔内投

与 お よ び抗 n u -1 抗体の 静脈内投与の 効果は対照 の 生食水処置

と比 べ て
,
有意で はなか っ たが , ク ロ ー ン 2 6 -6 で は

,
ヘ パ リ

ン の 腹腔内投与 に より静注4 8 時 間後 に肺血 管中 に観測 さ れ た

135

Ⅰ一 腰瘍朝胞 の 数は 生 食水処置 マ ウス の もの と比 べ て 有意な減

少が認め られ た ゎ< 0 .01) (図 5 刃 . さ ら に腫瘍細胞静注後11 日

目の 肺転移コ ロ ニ
ー

の 形成数もヘ パ リ ン 投与群の 方が 有意 に少

な か っ た b < 0 .0 1) (図 5 B) . 抗 P A ト1 抗体 の 静脈内投与に よ っ

て も
,
ク ロ

ー ン 2 6 -6 を接種 し た マ ウ ス で は 静注48 時 間後 に肺

内 に観測さ れ た 腫瘍細胞の 数お よ び細胞静注後 に形成 され る肺

転移 コ ロ ニ ー の 数 の 両方 の 減少 が認め ら れ た (そ れ ぞ れ p <

0 .0 5
, p < 0 .01) .

考 察

癌 の 病態に お い て 凝固系お よ び線溶系が深く関わ っ て い る こ

と は
, 痛患者に お け る血 栓症の 合併率が高 い こ とか ら, 前世紀

よ り注目 さ れ て い た
11)

. しか し
,
実際 にそ れ らが 痛の 悪性度に

どの よう な役割 を果た してい るの か が 解明さ れ始 め た の は腫瘍

細胞 レ ベ ル で の 凝匝卜系及び線溶系の パ ラ メ
ー タ ー の 測定が 可 能

にな っ た10 数年前か ら であ る . そ もそ も線潜系は凝固系が活性

T u m o rt h r o m b u s

Fi g . 6 . T h e p r o p o s e d s e q u e n c e of th e a r r e st an d e x t r a v a s ati o n p o rti o n i n th e m e t a s
t ati c c a s c a d e ･ GA) A d h e si o n p h a s e ･ A tu m o r c ell i s

i n iti a11 y a r r e s t e d b y cl o s e c o n t a ct w i th e n d o th eli al
-t u m O r C ell pl a s m a m e m b r a n e ･ (B) L o d g e m e n t p h a s e I ･ A ctiv ati o n a n d

.
a g g r e g a ti o n o f

pl at el e ts o c c u r i m m e di at el y afte r th e t u m o r c ell ar r e St . (C) L o d g e m e n t p h a s e Ⅱ .
A pl at el e t th r o m b u s i s d e v el o p e d i n a s s o ci

ati o n wi th

a r r e st e d t u m o r c e ll . (D ) I n v a si o n p h a s e I . E n d o th eli al c ell s a r e s e p a r a t e d w ith tu m o r c ell l o d g e m e n t t o b a s e m e n t m e m
b r a n e ･ (E )

I n v a si o n ph a s e Ⅱ . T um O r C ell s p r olif e r a te i n th e v e s s el . (F) I n v a si o n ph a s e Ⅲ . B a s e m e n t m e m b r a n e i s di s s oI v e d ･
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化 さ れ た末の 最終生産物 である フ ィ プ リ ン塊 を P A が プ ラス ミ

ノ ー

ゲ ンを 活性化 し溶解す る シ ス テ ム で ある . P A に は他 に プ

ラ ス ミ ンを介 して 血 中 に存在する潜在性の メ タ ロ ブ ロ テ ナ ー ゼ

( コ ラ ゲ ナ ー ゼ
, ゲ ラ チ ナ

ー ゼ
,
ス ト ロ メ リ ジ ン) を活性化 し基

底膜の 構成成分 である コ ラ ー

ゲ ン
,
ラ ミ ニ ン

,
フ ィ ブ ロ ネク テ

ン
,
エ ラ ス テ ン

,
ビ トロ ネク テ ン 等を 分解す る働きもある . ゆ

えに P A を大量 に生産す る腫壊細胞は基底膜を高能率 に分解 で

きる た め周囲組織 へ 浸潤する こ と が容易であり
,
そ の 結果 ,

遠

隔転移を形成 しヤす い . m に は トP A と u -P A の 2 つ の タ イ プ

が ある が , 臨床 上
,
悪性度 と 関連が深 い の は u - P A レ ベ ル の 方

で あり ,
これ は , u -P A の 前駆体が

,
そ の 抑 制体 であ る n u -1 に

抑制 され ない こと, トP A に は u - n 互R の ような細胞表面の 受容

体がない こ とな ど が要因と して考え られ る . 比較的作用機序 の

解明さ れて い る u -P A に対 し, P A ト1 の 方は
,
腫瘍学で の 分野で

の 役割 は
,
未だ 解明 され て い ない . む し ろ臨床的悪性度 と相関

の 高 い u 一 弘 を抑 制す る た め 良好な予後との 関連 に つ い て 触れ

て い る報告 の 方 が多い が
,
近年 に な っ て , P A I - 1 と膿瘍 の 悪性

度と の 関連 に, 徐 々 に 注目 が集め ら れ て きて い る . J a ni c k e ら

と R eill y ら は , 乳癌患者 の 切除組織中の u - P A ･

P Al - 1 抗 原 レ ベ

ル の 高さ と 臨床的悪性度 が相関す る こ と を指摘 し て い る が
,

P A ト1 の上 昇 は ひP A の 上昇 に村す る フ ィ
ー

ド バ ッ ク機構 で は な

い か と 結論 して い る
12)1 3】

.

一 方
,
乳癌 の 予後

14)1 5)
や 胃痛 の 遠 隔リ

ン パ 節転移を起 こす頻度 が 均
1 刀

, 痛 の 組織中の P 山 一 1 の 抗原 レ

ベ ル と相 関す る
一

方で , u - P A の レ ベ ル と は相関が見 られ な か

っ た と い う, P 朗 - 1 を u - P A と は独立 し た
,
手術 後の 再発率 お よ

び 予後 の 悪 さ の 指標 と す る報告も少 なくな い . M a rk u s ら の
,

転移膿瘍組織 の u - n l 活性 が 原発巣の そ れ より明 らか に低 い と

い う報告も, P A I - 1 が 高 レ ベ ル の 腫瘍細胞が , 遠隔転移を形成

しや す い こ と を示唆 して い る
18)

.
こ れ ら

,
P 朗 -1 が 本来 u - P A を

抑制す る蛋白である に もか か わ らず
,
臨床的悪性度 と相関 して

い るとい うデ ー

タ は
, 未だ 明 らか に さ れ て い ない P Aト1 の 遠隔

転移形成 にお ける 機能的役割 に つ い て
,
い く つ か の 仮説 を生 ん

で い る
. K ri s te n s e n や P yk e ら は , Le wi s 肺癌組織中の u - P A と

P A ト1 抗原お よ び m R N A レ ベ ル を観察 した結果, 腫瘍組織 の 破

壊が見 られ な い 組織で は u - P A と P A } 1 の 両者を含有する の に

対 し, 組織破壊 が著 しい 部位 は u - P A の み を含有す る こ とか ら,

P AI -1 が u - P A を介 した 蛋白質の 溶解を抑制する こ と によ り
, 腫

瘍細胞を守 っ て い る可 能性を主張 し て い る
19)2( "

. 腫瘍細胞 の 持

つ 脈管形成能 は
,
遠 隔転移能 と強く相関する が

21)

,
M o n t e s a n o

らの
, 膿瘍細胞 が転移部位 に て脈管形成をする際に P A ト1 が 重

要で ある と い う報告 か ら も
, 新 たな P Aト1 の 遠隔転移形成 にお

け る機能的役割が示唆 され て い る
22)

.

一

方凝固系もま た癌 の悪性度 に大きく関与 して い る . 腫瘍 細

胞周囲で凝固系が活性化する と , 速 やか に細胞周囲 に血小板 と

フ ィ プ リ ン塊 に よ っ て な る腫瘍塞栓 が形成 さ れ
,
そ れ は種 々 の

接 着因子を有する た め
, 内皮細胞 へ の 接着能を上昇 させ る . ま

た
,
よ り大きな腫瘍塞栓 の 形成 は, 細胞 の接着衡 血流 に よ る

勢断力か ら細胞を保護す る
11)

. G o r eli k は
, 腫瘍塞栓 の存在 が

ナ チ ュ ラ ル ･ キ ラ ー 細胞 (n at u r al ki11 e r c ell , N K c ell) 等の 腫瘍

細胞 に対す る細胞轟性を減少 さ せ る事実 か ら
,
腫 瘍 塞栓 は ,

N 正 和胞等 の 宿主防御機構に よ る循環内か ら の排除か ら膿瘍細

胞を保護 して い る と報告して い る
瑚

. 臨床的にもワ ー

フ ア リ ン

等 に よ る塞栓の発現抑制 が遠隔転移阻止 に有効である こ と は既

に報告 され て お り
24)

,
多く の 施設 に て 臨床応用 さ れ て い る

2 5)
.

T F は
, 凝固 反応 の 引き金 とな る糖蛋白 で多くの 細胞中 に存在

し
, 腫瘍細胞の 表面 にも認 め られ る が

,
M u e11 e r ら は 高転移型

と低転移型の メ ラ ノ ー

マ 細胞を用 い て
,
そ れ ぞれ の T F 活性を

比較 した と こ ろ
, 前者 は後者の 100 0 倍以 上 の 発現をする こ とを

示 し
,
さ ら に 開高転移型 メ ラ ノ

ー

マ 細胞 の T F 活性 をモ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 に よ っ て抑 制 し た結果 卜 腫瘍細胞 の 肺毛細 血管床で

の 停留を短縮する と 同時に肺転移 コ ロ ニ ー

形成能をも抑制する

こ とが で きた と報告 し, 転移形成過程 にお ける T F の 重 要性を

主張 し だ6) .

我 々 が 作成 した それ ぞ れ 異な る P Al -1
,
u
-P A

,
T F レ ベ ル を発

現す る
,
4 つ の H T l O 8 0 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 細胞 の 肺転移能を評価

し た と こ ろ
,
高 い m I - 1 レ ベ ル お よ び T F レ ベ ル を発現 した ク

ロ ー ン ( ク ロ ー ン 2 3 -4 B
'

,
2 6 - 6) ほ ど高 い 肺転移能を示す傾向

が あり ,
l⊥ P A の レ ベ ル は 肺転移能 と は相関 しなか っ た . 次 に

我 々 は各ク ロ
ー

ン の 転 移能 に影響を与える種々 の 要 因に つ い て

更 に検討を行 っ た . C ri s s m a n ら は
, 静注衡 循環内に移行し

た 腫瘍細胞の 動向を電子顕微鏡を用い て 形態学的 に観察 し
, 腫

瘍細胞が遠隔転移巣を形成する過程をお お まか に3 段階 に分割

し
, そ れ ぞ れ に影響す る因子 を以 下 の 如く報告 した ( 国6 )

27J
.

そ れ は 1 ) 腫 瘍細胞 と着床部位 の 内皮細胞 の 細胞膜間の 直接 の

相互 作用だけが要因 と な る凄卦軋 2 ) 着床 した腫瘍細胞の 周

囲に 血小板 が付着 して 形成 さ れ た腫瘍塞栓 の 有無が要因と なる

停留札 そ して 3 ) 腫瘍細胞 の 持 つ 基底膜 へ の 浸潤能が要因と

な る
,
内皮細胞間隙の 貫通

, 細胞外基底膜 の 溶解, そ して貫通

か ら なる浸潤相
,
以上 の 3 段階で ある . 高転移能を持 つ ク ロ ー

ン 2 6 -6 と
, 低転移能を持 つ ク ロ ー ン 1 -3 C に つ い て 比較検討 し

た と こ ろ
,
1 ) の 接 着相で の 活動性 の 指標 となる内皮細胞へ の

接着能
,
お よ び 3 ) の 浸潤相で の 指標 となる基底膜 へ の 浸潤能

は
,
両者 の 間で 差異が見 ら れ なか っ た (表1 ) . 2 ) の 停留相 は,

時 間的に は接着 が ほ ぼ 終了する静注30 分後か ら浸潤相 が始まる

前 の 静注後約48 ～

7 2 時間後ま で で ある と C ri s s m a n ら は報告 し

て い る . 停留相 で の H T l O 8 0 ク ロ ー ン の 動 向を観察する た め に,

腫瘍細胞 を【
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Ⅰ】 に よ っ て ラ ベ ル し

,
マ ウ ス に 静注後48 時間観

察 し た と こ ろ
,
ク ロ

ー

ン 2 & 6 は ク ロ ー ン 1 - 3 C と比 較 し
,
6 時

間後以降で有意 に多く の 細胞 が肺 血管内 に停留す る こ とが 観察

され た (図4 ) . こ の 結 果か ら, 両ク ロ ー ン 間 の 転 移能の 差が,

2 ) の 停留相で の 活動性
,
つ ま り転移部位で の 着床彼 の 細胞周

囲の 血栓形成 に よ っ て い る こ と が 示唆 さ れ た . こ の こ と を検証

する た め に
, 腫瘍細胞周囲の 血栓を溶解する こ と に よ り

, 腫瘍

細胞の 肺 血 管内 へ の 停留 が 阻害さ れ る か 否か 実験を行 っ た . 腫

瘍細胞を静注 した マ ウ ス に
,
ヘ パ リ ン を腹腔内投与 した と こ ろ ,

ク ロ
ー ン 2 6 - 6 を静注 した マ ウ ス で は , 村照群 と 比較 し ヘ パ リ

ン投 与群 で は
,
腫 瘍細胞静往4 卵寺間後 に肺血管内に停留する細

胞数が激減 した (図 5 a) . さ ら に肺 に形成され る 転移 コ ロ ニ
ー

数に も減少 が認 め られ た (図 5b) . 腫瘍細胞を静注 した マ ウ ス

に P 朗 -1 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体を静脈内投与 した 場合も, ク ロ
ー

ン 2 6 - 6 の 静注48 時 間後 に肺血管内に停留する腫瘍細胞数は減

少 し
,
細 胞 静注11 日彼の 肺転移 コ ロ ニ ー 形成 数も減少 し た .

P A I - 1 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体が腫瘍細胞 の P AI - 1 活性 を抑制 し,

膿瘍細胞周囲 に血 栓 が 形成 され にくくなり, 腫瘍細胞 の 転移部

位 で の 停留 が抑制さ れ た 為 と考え ら れ る . 以 上 の 結果 か ら,

H T lO 8 0 が転移巣を形成す る過程で は細胞周囲 の 血栓形成が重

要な因子であり, そ の 形成 に は凝固活性と n M -1 活性 が相互 的

に作用 して い る こ とが 明 らか に なっ た .



肺転移形成過程 にお ける P AI -1 の 役割に つ い て

今回の 実験で , 昨今注目 を集め て い る腫瘍細胞 の P A ト1 活性

と悪性度の 関係の 中で特 に P Aト1 と肺転移巣形成 に注目 し, そ

の 直接 の 因果関係 に つ い て考察 した . こ れ まで 明 らか で なか っ

た腫壕学で の P A L l の 役割は , 腫瘍塞栓が P A に よ っ て 活性化

され た プ ラ ス ミ ン に よ っ て溶解 され る こ とを防ぎ, そ の 形成を

維持する こ と に より, 内皮細胞 へ の 着床後 の 停留 を促す こ と に

ある と結論 し た. また P 瓜 1 活性を抑制する モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗

体の 投与に より ,
ヌ ー ド マ ウ ス の 肺転移形成を抑制す る こ とが

でき
,
新 た な転移抑制療法の 可 能性 が示唆 さ れ た .

結 論

1 .
ヒ ト線維肉腫細胞 (H T l O 8 0) か ら , 4 つ の ,

種 々 の P A L

l 活性を持 っ た ク ロ ー ン を分離 した . 各ク ロ ー ン の P A L l の 発

現と T F の 発現 と の 間に正 の 関連が 見 られ た .

2 . ヌ ー ド マ ウス の 尾静脈 へ 腫 瘍細胞を接種後 に肺表面上 に

形成 され る転移性 コ ロ ニ
ー

の 数で 腫瘍細胞の 肺転移能を評価 し

たと こ ろ
, 各ク ロ

ー ン 間 にお い て 有意な差が認め られ た . そ し

て肺転移能 は腫瘍細胞 が発現する P AI -1 活性 お よ び T F 活性 と

強く相関 して い た .

3 . 各 H T l O 8 0 ク ロ ー ン 細胞の 有す る接着能お よ び浸潤能と

肺転移能 の 間 には 相関関係は な か っ た .

4 . ヌ
ー

ドマ ウ ス の 体循環内に移行後, 4 8 時 間の 腫瘍細胞の

動向を観察 し た と こ ろ , ほ と ん どの 腫瘍細胞 が , 静注後数分

で肺内 へ と 移行 した . その 後肺内の 細胞数 は徐 々 に減少 した

が
,
高転 移能 を持 つ ク ロ ー ン 2 6 - 6 は

, 低転移能を持 つ ク ロ ー

ン 1 -3 C に比べ より 長い 時間, 肺内 に停留 した .

5 . 3
,
4 か ら各 H

′

ト10 8 0 ク ロ
ー

ン 細胞間 に認め ら れ る転移

能の 差 は血管内皮細胞 に接着後 ,
基底膜 に浸潤する ま で の 間,

着床部位に停留 し続ける能力 によ る こ と が わ か っ た .

6 .

ヘ パ リ ン に よ る 凝固活性 の 抑制 お よ び P A ト1 モ ノ ク ロ ー

ナル 抗 体 に よ る抗線溶活性 の 抑制 の 両者 ともに ク ロ ー ン 2 6 -6

の 肺 内の 停留 と肺転移能を抑制 しえた こ と か ら ,
P A l l 描性 と

凝固活性の 両因子とも に こ の 細胞系の 肺転移形成能を決定す る

因子 にな る こ と が 明ら か に な っ た .
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