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八 尾 直 志
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ヒ ト胃低分化腺病由来の M E N -4 5 細胞か ら著者の 研究室で確立 した 高度腹膜転移株を用 い , ヒ ト大綱 を使用 した 体外

培養 シス テ ム に よ り, 腹膜転移の 械構を研究 した . すなわ ち, M K N -4 5 細胞 をヌ
ー ドマ ウ ス の 皮下 に移植 し, 皮下 に形成 され

た腫瘍 ( M K N -4 5 - S u b c u ta n e o u s t u m o r , S C ) 細胞 を ヌ
ー

ドマ ウ ス の 腹腔内で継代培養する こ と で, 6 代 継代後は例外 なく嘩膜

転移 を起 こ す高度腹膜転移株 と な っ た . こ の うち, S C 細胞, 4 代継代 S C (4 g e n e r ati o n i n t r a p e ri to n e all y p a s s a g e d S C , 4 G P)

細胞と12 代継代 S C (12 g e n e r ati o n i n t r a p e rit o n e al l y p a s s a g e d S C , 1 2 G P) 細胞 を便周 して実験を行っ た . S C 剛 包と 12 G P 細胞

を ヒ ト大網上 で培養す る体外培養 シ ス テ ム (e x vi v o c o - C ult u r e s y st e m ) を用い , 痛細胞の 大網 へ の 接着を走査電顕下 で観察 した.

さ ら に, 痛胎児性抗原 (c a r ci n o e m b r y o n i c a n ti g e n , C E A) 染色 を行い , 大網 に凝着 した 癌細胞数を数えた . ま た
,
S C

,
4 G P

,

1 2 G P 細胞 に関す る転移関連遺伝子発現 を, 逆転写ポ リ メ ラ
ー ゼ連鎖反応法 に て検索 した . 転移関連遺伝子と して は接着因子

〔イ ン テ グ
1
) ン

･

サ ブ ユ ニ ッ ト (i n t e g ri n s u b u n it) α 2 , α 3
,
α 5

, /
9 1

,
細胞間接着分子 (i n t e r c ell ul a r a d h e si o n m ol e c u r e ,

I C A M ) ,
1
) ン パ 活性 関連抗原-1 0 y m p h o c yt e fu n c ti o n a s s o ci a te d a n ti g e n

-1
,
L F A -1)〕, 運動 国子 〔c r m e t , 自己分泌型運動因子 レ

セ プ タ ー

(a u t o c ri n e m o tility f a c to r r e c e pt o r , A M 芋 r e c e pt o r)〕, 蛋白分解酵素 とそ の 阻害剤〔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 t y p e pl a s m i n o g e n a c ti v at o r , u- P A) と そ の レ セ プタ
ー (u -P A r e c e p t o r) と そ の イ ン ヒ ビタ

ー

b l a s m i n o g e n a c tiv at o r i n h ibit o r , P Al ) , マ トリ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ ( m a tri Ⅹ m e t all o p r o tei n a s e , M M P) - 2 , M M P - 9 ,

メ タ ロ ブ ロ テ ア
ー ゼ テ ィ ッ シ ュ

ー

イ ン ヒ ビタ
ー

(ti s s u e i n h ib it o r o f m et all o p r o t ei n a s e , T I M P)
-1
,
T I M P -2〕

,
や増殖因子

〔血管内皮細胞増殖因子 付a s c ul ar e n d o th eli al g r o w th f a ct o r , V E G F) , C
-

e rb B -2
,
エ ス トロ

ー

ゲ ン レセ プ タ
ー

(e s tr o g e n r e c e pt o r)〕

を選び各々 の 遺伝子 に特異的な プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ
ー ベ を作成 した . 1 2 G f

〉 細胞 と 共に 1 時 間培養 した 大網 を走査電顕 で観

察す ると 癌細胞は中皮細胞が収縮, 脱落 し てで き た基底膜の 露出部位 に の み 接着 して い た . さ ら に4 時間経過 した大網 で は ,

中皮細胞が さ ら に脱落し, 中皮下 基底膜が広範に露出 して い た . 哺細胞 は広範 に露出 した基底膜と偽足様突起で結合 して い た .

一

方転移関連遺伝子 の うちc 一 肌 et , A M F L/ セ プ タ
ー

, u-P A , u - P A レ セ プ タ
ー

,
P A I -1

,
M M P -2

,
9
,
T I M P -1

,
2 の 発矧 ま S C

,

4 G P
,
1 2 G P 細胞で 差 を認め な か っ た . ま た ,

C - e rb B -2
,
V E G F

, も同様 に発現が見ら れ たが ,
P Al -2

,
エ ス トロ

ー

ゲ ン レ セ プ タ

ー

,
イ ン テ グリ ン

･ サ ブ ユ ニ ッ ト α 5 は 党規 が 見られ なか っ た . しか しな が ら
,
イ ン テ グリ ン

･

サ ブ ユ ニ ッ ト α2 お よ び α3

m R N A は
,
S C 細 胞に比 べ , 1 2 G P 細胞で , 高度 な発硯増加 が見 ら れ た . さ らに

,
免疫組織学的検討 にお い ても, 1 2 G P 細胞 で

の イ ン テ グ リ ン
･ サ ブ ユ ニ ッ ト α 3 の 党規克進が 見ら れ た . Ⅴ 仏 2

,
3 の ノヲ鎖で ある イ ン テ グリ ン

･ サ ブ ユ ニ ッ ト
′
9 1 m R N A

は 発現 し てい たが , S C ,
4 G P

,
1 2 G P 細胞間に は 変化は見ら れなか っ た . 抗イ ン テ グl) ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト

l
ヲ1 抗体 は, 大網 へ

の 12 G P 細胞の 接着を著 しく減少さ せ た .
こ れ ら の 結果か ら, V I A 2 お よ び Ⅵ A 3 が 胃癌 の 腹膜撒種形成に大き な役割 をは た

し て い る こ と が 推察 され た .

K e y w o r d s g a st ric c a n c e r , p e rit o n e al dis s e m in ati o n , i n t e g rin s , V u

腹膜播種は胃痛非治癒因了
･

や
,
根治 手術後 の 再発形成の う ち,

も っ と も多い 転移形式であ る. しか しなが ら, 腹膜播種の 治療

成績 は外科治療学の 進歩や集学的治療 にもか か わ らず, 極め て

不 良で ある
1)2)

. そ の 矧圭l の ひ と つ に は ,
腹膜播種形成の 機構が

十分 に解明 され てい な い こ とが ある と考え られ る . 腹膜播種は

癌細胞 が賛膜 に達 し た後, 腹腔内 に離脱す る こ と か ら 始まる .

こ の 過程 に は E - カ ド ヘ リ ン の 発現 の 減弱 が密接 に関係 して い

る
3 卜 5)

. その 後の 腹 腔内遊離痛細胞 の 腹膜表面 へ の 着床 に は ,

腹水吸収 に か か わ る 特殊な構造 や接着因子が 関係 して い る .

H a gi w a r a らは 大網 ヒの ミ ル キ
ー ス ポ ッ ト ( m ilk y s p o t s) か ら遊

離痛朝川包が吸着 さ れ る と報告 し て い る
`り

. ミ ル キ
ー ス ポ ッ トは

大網
,
腸 間膜

,
ダ グ ラス 裔に あか) , 腹 水な どを吸収する小さな

器官 である . 腹膜炎等の 時に は マ ク ロ フ ァ
ー

ジが こ こ か ら腹腔

内に動員さ れ る と い う免疫学的に重要な役目も担 っ て お り, 柴

膜下 の リ ン パ 管に接続 して い る
7)

. 腹 腔内に遊離 した癌細胞も,

腹水と と もに ミ ル キ
ー ス ポ ッ トに吸 着さ れ

,
腹膜下リ ン パ 管に

侵入 する
8)9)

. 腹膜播 種形成の 過程 に お い て , ミ ル キ ー ス ポ ッ ト

を通 して の 転移は, か なり早い 時期に起こ る と考えら れ る .

-

平 成 8 年1 0 月1 5 日受付 ,
平成 8 年1 2 月1 1 日受理
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s p m i n i m u m e s s e n ti al m e di u m w ith E a rl
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s s alt; G P , g e n e r ati o n

i n tr a p e rit o n e ally p a s s a g e d; I C A M ,
i n t e r c ell ul a r a d h e si o n m ol e c ul e; I L -6

,
i n t e rle u k in -6; L F A

- 1 , 1y m p h o c y t e fu n c ti o n
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3 0 9 3 - 3 1 1 2

35 5 8 - 3 5 7 7

3 2 95 - 3 3 1 8

1 2 6 7 - 1 2 8 6

1 9 3 4 - 19 5 3

13 8 8 - 1 40 7

4 9 0 - 5 0 9

1 0 3 7 - 1 0 5 5

7 6 4 - 7 8 7

1 4 6 2 - 1 48 1

1 9 5 7 - 19 7 6

1 6 3 5 - 16 4 9

3 0 3 - 3 2 2

80 2 - 8 2 3

6 3 1 - 6 5 0

25 9 9 - 2 6 2 0

3 0 3 8 - 3 0 5 7

2 8 1 5 - 2 8 3 6
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8 1 7 - 8 3 6

6 5 6 - 6 7 5

1 3 3 8 - 1 3 5 7

1 7 3 3 - 1 7 5 2

1 65 4 - 1 6 7 3

b p , b a s e p al r .

a) A d h e si o n m o le c u l e . b) M o tility fa c to r . c) P r o te a s e a n d its i n hibito r .
d) G r o w th fac to r . e) P o sitiv e c o n tr ol .
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イ ン テ グリ ン と 腹膜播種

方, Ki y a s u らは 腹膜播種形成過程 に お け る接着因子の 重要性

を指摘 して い る
1 0)

.

そ こ で 著者は , 腹膜播種の 機構を解明する た め に ,
ヒ ト大網

と癌細胞を使 っ た 新 しい 体外培養 シ ス テ ム (e x vi v o c o
～

C u ltu r e

sy st e m ) を 開発 し た ･

こ の 論文 で は 腹膜播種 に お け る接着因子 であ る イ ン テ グ リ

ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α2/ β1 で構 成さ れ た ⅤI A 2 と , イ ン テ グリ

ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α3/ J9 1 で 構成さ れ た V L む3 の 役割 に つ い て

報告す る.

対象 お よび方法

Ⅰ . 細 胞 株

ヒ トの 胃低分化型腺癌由来継代培養細胞株 の M K N -4 5 細胞 を

マ ウ ス の 皮 下 に 移植 ,
4 週 間後 に 形成 さ れ た 皮 下 腫瘍細胞

(M K N -4 5 - S u b c u t a n e o u s c ell s
,
S C ) を腹腔内継代培養 した ･ す

なわち, M E N - 4 5 細胞を10 % 胎児牛血 清加 RP M I -1 6 4 0 ( 日水製

薬
,
東京) で , 3 7 ℃ , 5 % C O 2 含有 の 渥 気条件下 で培養 し ,

0 .02 % E D T A 加0 .2 5 % トリ プ シ ン で短時間処理後, R P M I
-1 6 4 0

で2 回洗 軌 こ の 細胞浮遊液 1 ×10
7

/ 0 .1 m l を生後 6 ～ 8 過の

雌の B A L B / c ヌ
ー

ド マ ウ ス (日本 ク レ ア , 東京) の 背側肩甲部

に皮下注射 し た.
4 週後, 皮下腹痛部を無菌的 に採取 し, ハ サ

ミで珊切 し, 1 8 G の 注 射針を数回通過 させ た後 ,

一 匹の マ ウス

に村 し腫瘍細胞片約 100 m g を腹腔内 に注入 した . 注入4 ～ 5

ニ
ー

てニセ
=

ニニニニニご∴=て
SC (4 g e n e r a ti o n i n tr a p e rito n e al1 y p a s s a g e d S C , 4 G P) 細胞 と12

代継代 S C (1 2 g e n e r a ti o n i n tr a p e ri to n e ally p a s s a g e d S C , 1 2 G P)

細胞の 3 種類 の 細胞株 を使用 した .

Ⅰ. 逆転写 ポ リ メ ラ ー

ゼ連鎖反応 ( r e v e r s e t r an S C ri p ti o n
-

P C R
,
R T - P C R) 法に よ る転移関連遺伝子 の増幅

S C
,
4 G P

,
1 2 G P 細胞か ら得ら れ た 仝 R N A をIS O G E N ( ニ ッ

ポ ン ジ ー ン
, 東 京) で 抽 出 し, 一80 ℃ にて 保管 した . 使月] 時

,

H u m a n

O m e nt u m

S C

1 2 G P

毎
E･ M E M

74 7

2 0 0 〃 g/ m l になる よ うに蒸留水で希釈 し, 癌細胞 にお ける 転移

に深くか か わ っ て い る と思 われ る以下 の 転移関連遺伝子20 種類

の m R N A に つ い て K トP C R を行 っ た .

打トP C R の た め に合成 した プラ イ マ
ー ブロ ー

ペ は接着因子で

ある イ ン テ グ リ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト (i n t eg ri n s u b u n it) α2 , α3
,

α 5
, β1 , リ ン パ 活 性 関連抗 原

- 1 (1 y m p h o c y t e f u n c ti o n

a s s o ci at e d a n ti g e n
- 1
,
L F A - 1) , 細胞 間接着分子 (i n t e r c ell u l a r

a d h e si o n m ol e c u r e , I C A M ) や 連動因子であ る c - m et , 自己分泌

運動国子 レ セ プタ ー ( a u to c ri n e m o tilit Y f a c t o r r e c e pt o r , A M F

r e c e pt o r) や 蛋白分解酵素や そ の 抑 制物質であ る 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 mi n o g e n a c ti v at o r , u
- P A) と そ の レ セ プタ

ー

(u - P A r e c e pt o r)

と その イ ン ヒ ビタ ー

bl a s m i n o g e n a c ti v a to r i n h ibit o r , P A I) , マ

ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ ( m a tri x m e t all o p r o te i n a s e ,

M M P ) -2 , M M P -9 , メ タ ロ ブ ロ テ ア
ー ゼ テ ィ ッ シ ュ

ー

イ ン

ヒ ビタ ー (ti s s u e i n h ib it o r o f m e t all o p r o t ei n a $ e , T I M P) -1 ,

T I M P -2
,
や 増殖国子 である c - e rb B -2

,
血 管内皮細胞増殖因子

匝a s c ul a r e n d o th eli al g r o w th f a c t o r , V E G F) エ ス トロ
ー

ゲ ン レ

セ プ タ
ー

(e st r o g e n r e c e pt o r) 遺伝子 で ある . 陽性対照 と し て

P
- ア ク チ ン

,
ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ

ー

(t r a n s f e ri n

r e c e p t o r , T F R) を用い た . そ れ らの プ ライ マ
ー

･ ブ ロ
ー

ベ を表

1 に示 した . m ㌧P C R 法は Ni n o m i y a らの 方法 で行 っ だ
l)

.

Ⅱ . ヒ ト大網 の癌細胞接着実験 ( e x t )i v o a d h e si o n a s s a y)

の方法

大網 は早期胃痛手術時に胃 と と も に切除さ れ た大網の
一

部

を , 表面を傷 つ け な い よう に して 無菌的 に取り出 し, 以下 の 方

法で S C
,
1 2 G P 細胞と と もに培養 し た.

E a rl の 塩 添 加 E a g l e 最小 基礎培 地 ( E a gl e
'

s
-

m i ni m u m

e s s e n ti al m ed i u m w ith E ar 1
'

s s al t
,
E - M E M ) ( 日 水製薬) で 満た

し た24 穴 マ イ ク ロ プ レ ー

ト ウ エ ル (岩城硝子 , 船橋) と プ ラ ス

チ ッ ク製の シリ ン ダ ー

(M A リ ン グ , サ ン プ ラテ ッ ク 社, 大阪)

の 間に 2 c m 四 方の ヒ ト大網を固定 し た. S C
,
1 2 G P 細胞を各々

1 ×10
5

個含ん だ 細胞浮遊液 500 /∠1 に抗 ′
ヲ1 イ ン テ グリ ン モ ノ

( 1 X l O
5
)

ヰ

1 . 均G ( 帥l/ m l)

2 . A n ti ･β1 i n t e g ri n M A b (5 山/ m l)

ニ

$ p e ¢i m ¢n

l m m u n o hi $t O C h e m is tr y $ t ai ni n g

W it h C E A a n ti b o d y

Fig . 1 . S c h e m ati c ill u s tr ati o n o f e x vi v o a d h e si o n a s s a y . P a r ts of h u m an O m e n t u m W e r e p u t b et w e e n w ell s an d c yl in d e r s
･ C e n s u s p e n si o n s

of S C an d 1 2 G P w e r e i nt r o d u c e d in t o e a ch cyli n d e r , a n d Rll e d wi 也 E
- M E M m e di u m ･ A 允e r i n c u b a d o n fo r o n e an d f o ur h r , th e o m e n tal

S p e Ci m e n s w e r e e x a m i n e d wi th a s c a n n i n g el e c to r o n m i c r o s c o p y an d i m m u n o h i st o c h e m i c al s tai ni n g ･
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ク ロ
l

-

ナ ル 抗体 (5 fL g / m l) (I m m u o t e c h , M a r s eill e , F r a n c e) を

加 え た も の と
,･ マ ウ ス I g G l (5 FL g / m l) (T a g o C a m e rill o ,

B u rli n g a m e , U S A ) を抗体の 対照 と して 加えたも の を 作成 し,

3 7 ℃
,
5 % C O 2 の 条件 下 で培養 した

12】

(図1 ) .

一Ⅳ . S C 細胞 と 1 2 G P 細胞を培養 した 大網 の光顔的
,
電顕 的

所見

4 時間まで培養 を行 い , 取り外 し た大網を同 じ濃度 の 綾衝液

で短時間洗浄後 二 つ に分 け
, 各々 を 0 ℃ の 2 .5 % グ ル タ ル ア ル

デ ヒ ド液と ア セ ト ン で 固定 した . 0 ℃の 2 .5 % グ ル タ ル ア ル デ

ヒ ド液で 2 時間固定 し た大網 は
,
1 % の オス ミ ウム 液で 後固定

した . そ の 後, 5 0 % と10 0 % の エ タ ノ ー ル で 脱水 し
,
イ ソ ア ミ

ー ル ア セ テ
ー

ト に浸 し た後, 臨界点乾燥 し, 腹膜表面を電子顕

微鏡 S E M -ty p eJ - 5 4 0 0 ( 日本 エ レ ク ト ロ ニ ク ス , 東京) で 観察 し

た
印

.

†

ア セト ン で 固定 し た大網 は 1 m m 間隔で切り出 し, ア メ ッ ク

ス ( a c et o n e m e th ylb e n z o a t e x yl e n e , A M e X) 法で パ ラ フ ィ ン 包

捜 した
1ヰ)

.

Fi g . 2 . El e c t o r o n m i c r o g r a p h i c 丘n di n g o f n o r m al m e s o th eli al

C ell s o n th e h u m a n o m e n tu m
. T h e s u rf a c e o f th e m e s o th eli al

C ell s i s fl a t a n d th e c ell b o u n d a r y of e a c h m e s o th eli al c ell i s

i n di s c e r nibl e .
×2 0 0 0 .

Fi g ･ 3 ･ El e c t o r o n m i c r o g r a p hi c fi n d i n g o f m e s o th eli al c ell s

′a ft e r a l h r -i n c u b a ti o n . T h e s u b m e s o t h eli al b a s e m e n t

m e m b r a n e b e c o m e v i si bl e
,
b u t th e m e s o t h eli al c ell s a r e

C O n n e C t t O e a C h o th e r w i th fi n e p s e u d o p o di al p r ot r u si o n s .

× 1 0 0 0 .

ア メ ッ ク ス 包 埋 標本 を用 い ,
以 下 の 方 法で

,
癌 胎児性抗原

(c a r ci n o e m b r y o ni c a n ti g e n , C E A) , イ ン テ グ リ ン ･

サ ブ ユ ニ ッ

ト α2 , α 3 の 免疫 染色 を各々 の 特異抗体 で行 っ た . 各 々 の パ ラ

フ ィ ン 標本か ら 5 〃 m 切片 を切り出 し, 脱パ ラ フ ィ ン後
,
0 .1 %

ハ イ ドロ
ー

ゲ ン ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ (h yd r o g e n p e r o xi d a s e) 加

メ タ ノ
ー ル 液 で15 分間反応 させ , 内田性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を ブ

ロ ッ ク した ･ そ の 後 , 切 片 を C E A ( D a k o p a tt s , C o p e n h a g e n ,

D e n m a r k) , 抗 α2 お よ び 抗 α 3 イ ン テ グリ ン ラ ビ ッ ト ポ

リ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 ( コ ス モ ･ バ イ オ
, 東 京) で 反 応 さ せ た

.

各々 の 希釈倍率 は10 0 ×
,
2 0 ×

,
2 0 × と した . その 後, 標識 ス

ト レ プ ト ア ビチ ン ピ オ テ ン (l a b ell e d s t r e p t o a b id i n rb i o ti n
,

I ･S A B) キ ッ ト (D ak o p a tt s) を用い て 反応 させ , 0 .0 5 M トリ ス 緩

衝液 b H 7 ･6) 1 0 0 m l 中 に0 .1 % H 20 2 を3 5 / 11 加えた D A B - H 20 2 発

色 液 に 40 m g/ d l の ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (Si g m a , S t . L o ui s ,

U S 刃 を加えて発色さ せ た .

細胞の 接着数 は
1
ヒ ト大 網の 100 〃甲

あた り に接着 した癌細

胞数で数量化 し, 各 々 の グ ル ー

プで 3 回の 実験 を行 っ た .

B

Fi g ･ 4 ■ E l e c t o r o n m i c r o g r a p h i c fi n di n g o f m e s o th eli al c ell s

aft e r a 4 h r -i n c u b a ti o n . A w i d e a r e a o f th e s u b m e s oth eli al

b a s e m e n t m e m b r an e i s e写p O S e d b y m e s oth eli al c ell s h ri n k a g e

a n d / o r e x f oli a ti o n ( 礼 C a n c e r c elL s- a d h e ri n g t o t
h e n a k e d

ar e a Of th e s u b m e s o th eli al b a s e m e n t m e m b r an e . C a n c e r c ell s

d o n o t a d h e r e t o th e m e s o th eli al c ell s (B ) . × 5 0 0 .
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成 績

l . 大網の 電子顕微鏡所見

正常 な大網中庄細胞 は平坦で , 細胞相互 の 境界 は不明瞭であ

ー) (図 2 ) , 細胞表面の 微少突起 は微細 で , そ の 数も少 な か っ

た.

大網の 1 時間培養後で は ,
中皮細胞は収縮 して 半球状 に なり,

互 い に経れ, 中皮細胞下 の 基底脱が露出する よ う にな っ て い た ･

(図3) ま た ,
中皮細胞 は互 い に細い 偽足様の 突起で つ な が っ て

い た . 4 時間後に は , 大網か ら の 中皮細胞の 脱落の た め ,
基底

Fig . 5 . El e c to r o n m i c r o g r a ph i c fi n di n g o f c a
n c e r c ell s a d h e ri n g

t o th e s u b m e s o th e li al b a s e m e n t m e m b r a n e a ft e r a 4 h r
-

i n c u b a ti o n . 7 b e c a n c e l
･

C ell s u rf a c e a p p e a r r o u gh a n d r e v e al a

l o t o f cy t o pl a s m i c p r o c e s s e s . ×2 0 0 0 ･

T a bl e 2 .

G e n e

脱が 広く露出して い た (図 4朗 . 鳩 細胞 は 中庄細胞 上 で は なく,

露出 し た基底膜 にの み 接着 し (図 4 B) , 表面 に は多くの 細胞突

起が見 られ た (図5 ) . 癌細胞接着面か ら 長い 義足様の 突起が延

びて 基底膜に接着 して い るの が観察 さ れ, そ れ ら の 突起 は中皮

Fi g . 6 . E l e ct o r o n m i c r o g r a p hi c fi n d i n g o f a d h e r e n t s
u rf a c e of

c a n c e r c ell s t o b a s e m e n t m e m b r a n e afte r a 4 h r -i n c u b a ti o n .

El o n g at e d p s e u d o p o d i al p r o t ru Si o n s f r o
m c a n c e r c ell s a r e

o b s e r v e d
,
a n d ti g h tl y a tt a c h t o th e e x p o s e d a r e a of th e

s u b m e s othli al str o m a . × 5 0 00 .

C o m p a ri s o n o f g e n e e x p r e s sio n s , e X a m i n e d b y
R T - P C R a n aly s IS l i n M K N

- 4 5 a n d its v a ri a n ts

In t e g r ln a 2

I n t e g rl n α 3

l nt e g rl n α 5

I n t e g r l n Jヲ1

L F A- 1

I C A M

C
-

〃1 eJ

A M F r e c e p t o r

u- P A

u - P A r e c e pt o r

P A I - 1

P A I- 2

M M P - 2

M M P- 9

T I M P - 1

T I M P -2

c
-

e r 占B -2

V E G F

E str o g e n r e c e p t o r

β
-

a Cti n *

T F R *

m R N A e x p r e ss i o n o f m e t a st a si s
-

a S S O Ci at ed g e n e i n c ells

≠

=

≠

一

+

∬

一

+

十

+

+

+

一

+

+

+

+

≠

+

一

+

+

D iff e r e n c e s o f e x p r e s si o n o f m et as ta s
is - a S S O Ci at e d g e n e w e r e e x a m i n e d b y R T

- P C R a n aly s IS ･
-

,
n e g ati v e ; + , m O d e r at e ly p o siti

v e ; ≠
,
S tr O n gl y p o siti v e ･

*

p o sitiv e c o n tr oIs ･
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細胞の 間に露出 した 問質に強く結合 し てい た (図6 ) .

Ⅰ ･ M E N ･ 4 5 - S C の 腹腔内継代 に よ る転移関連遺伝子発現の

変化

転移関連遺伝子発現を
,
S C

,
4 G P

,
1 2 G P 細胞で 比較検討 し

た (表 2) ･ C - m e t , A M F レ セ プタ ー

,
u
q P A

,
u
-P A レ セ プ タ ー

,

P Al - 1
,
M M P s

,
T I M P s に関 して は S C , 4 G P

,
1 2 G P 細胞 間 に

は 発現 の 遠 い は 見 ら れ な か っ た . 増殖 因子 であ る c - β沌B - 2
,

V E G F の 発現は S C
,
4 G P

,
12 G P 細胞す べ て に 同 じよ うに 認め

ら れ た ･ イ ン チ グ リ ン
･

サ ブ ユ ニ ッ ト α5
,
L F A -1

,
I C A M

,

P A L 2
,
エ ス ト ロ ー

ゲ ン レ セ プ タ
ー

の 発 現は 腹腔内の 継代をか

さね て も終始見 ら れ なか っ た . し か し なが ら
, 図 7 に示す よう

にイ ン テ グリ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α2 お よ び α3 は S C 細胞 に比

べ て 4 代
,
1 2 代 と腹腔内で継代す る に したが い

,
発現 が高度 に

増加 して い たが イ ン テ グリ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α5 の 発現 は見 ら

れ な か っ た
･ また

,
V L ㍑

,
V L 旭 の 共通の β鋳であ る イ ン テ グ

リ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト β1 の 発現は細胞間に差を認め な か っ た .

S C 4 G P 1 2 G P

α 2 (4 8 5 b p) 十

β1 ( 5 1 5 b p ト ト

α 3 (6 8 7 b p)
一 +

S C 4 G P 1 2 G P

肌 抗イ ンテ クリ ン ･ サ ブユ ニ ッ ト β1 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体

に よ る S C 細 胞 と 1 2 G P 細胞の ヒ ト大綱 へ の接着抑制

効果

図8 は ヒ ト大網 と S C
,
1 2 G P 細胞 を体外培養 し4 時間経過し

た 標本を抗 イ ン テ グリ ン ･

サ ブ ユ ニ ッ ト α3 ポ リ ク ロ ー

ナ ル抗

体 を用 い て 免疫染色 した もの で ある ･ 大網 に接着 した 12 G P 細

胞 の 細胞膜 に 一 致 して イ ン テ グ リ ン ･

サ ブ ユ ニ ッ ト α3 の 活性

が 見ら れ る ･
こ れ らの 細 胞 は大網中皮細胞 どう し の 間に露出し

た 問質 と結合 して い る .

図9 は同 じく抗 C E A 抗体 を用い た 免疫染色を示す. 細胞質
,

細胞膜 に C E A 活性を示す . C E A 活性を有す るもの を癌細胞と

し
,
大網上 に接着 し た細胞数を算出 した .

図10 に見 ら れ る よう に , S C 細胞 と 12 G P 細胞 の 大網へ の 細

胞接着数は
, 各々 3 .8 ±4 .1 個/0 .1 m m と 5 .4 ±3 .8 個/ 0 .1 皿 m であ

っ た ･

一

方 , 抗 イ ン テ グリ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト /ヲ1 抗体処理によ

り
,
12 G P 細胞 の 大網 へ の 接着細胞数は 2 .4 ±2 .2 個/ 0 .1 m m と有

S C 4 G P 1 2 G P

T F R (3 1 6 b p) ｣ ←

α 5 (5 6 4 b p)

$ C 4 G P 1 2 G P

S C 4 G P 1 2 G P

Fi g ･ 7 ･ C h a n g e s of th e e x p r e s si o n s o f m e ta st a si s - a S S O Ci a te d g e n e s in S C , 4 G P a n d 1 2 G P ･ I n te g ri n α 2 , α 3 an d α 5 s u b u nit m R N A o f S C
,

4 G P a n d 12 G P w e r e e x a m i n e d b y R T
I P C R

･
a n d N o rth e rn b l o t h yb ri di z a b o n ･ T F R

, p O Siti v e c o n t r ol; b p , b a s e p ai r

Fig ･ 8 ･ lm m u n o h i $ t Ol o gi c al r e a c ti o n o f i n t e g ri n α 3 s u b u nit

e x p r e s si o n o f 1 2 G P a ft e r a 4 h r -i n c u b a ti o n w it h h u m a n

O m e n t u m ･ T h e e x p r e s si o n o f i n te g ri n α 3 s u b u mi t i s o b s e rv e d

O n th e c ell m e m b r a n e o f 1 2 G P a d h e r e d t o th e o m e n t u m .

T h e s e c ell $ att a C h t o th e n a k e d a r e a o f s t r o m a e x p o s e d b y
m e th o th li al c ell e x fbli ati o n .

F i g ･ 9 ･ I m m u n o h i s t o l o gi c al r e a cti o n o f C E A e x p r e s si o n of

1 2 G P aft e r a 4 h r -i n c u b a ti o n w ith h u 血 a n o m e n t u m . T h e

e x p r e s si o n o f C E A i s o b s e rv e d i n th e c y to pl a s m a n d th e c ell

m e m b r a n e . B y c o u n ti n g th e n u m b e r o f th e a tt a c h e d c ell s

W h i c h e x p r e s s e d C E A a n tib o d y o n th e o m e n t u m ti $ S u e ,

C ell u l a r a d h e si v e a c ti v it y w a s q u a n tifi e d . An a r r o w h e ad

i n di c a te th e e x p r e s si o n o f C E A i n th e c yt o pl a s m o f c a n c e r c ell ･
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イ ン テ グリ ン と腹膜播種

A nti-β1
･

int eg ｢l n
M A b

( 5 い9 / m り

し 1

1 2 G P

M o u s e lg G A nti
-

β1-
(5 ドg / m l) i nt e g ri n

M A b
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し
_.

1

S C

Fi g . 1 0 . I n hib iti o n o f a tta c h m e n t of 1 2 G P a n d S C c ell s to
h u m a n

o m e n t u m b y a n tトi n t e g ri n β1 m o n o cl o n al a n tib o d y . M o u s e

I g G , a n tib o d y u s e d f o r c o n t r o l; a n ti
-

ノ
9 l -i n t e g ri n M A b , a n ti

-

B

F ig . 1 1 . C o m p ar i s o n of i m m u n o hi s t ol o gi c al r e a cti o n of i n t e g ri n

α 3 s u b u ni t e x p r e s si o n of S C (朗 a n d 1 2 G P (B) u si n g u A B

m eth o d .
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意 に減少 した (P < 0 .0 5) . S C 細胞 にお い ても接着細胞数は, 抗

イ ン テ グ リ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト /ヲ1 抗 体 で 処理 し た も の で は

3 .3 ±2 .7 個/ 0 .1 m m と 減少が 見ら れ た が , 統計学的有意差 は見

ら れ なか っ た .

図11 に S C 細胞(図11A) と 12 G P 細胞(図11 B) で の イ ン テ グ

リ ン
･

サ ブ ユ ニ ッ ト α3 の 免疫染色を示す. イ ン テ グリ ン
･

サ

ブ ユ ニ ッ ト α3 の 発瑛は 細胞膜上 に 見ら れ た . 1 2 G P 細胞 にお

ける イ ン テ グリ ン ･

サ ブ ユ ニ ッ ト α3 の 発現細胞数は , S C 細

胞に 比べ て明 らか に増加 して い た .

考 察

腹膜播種形成 の 最初の 過程 は, 腹腔内遊雅癌細胞 の 腹膜表面

へ の 接着と考えら れ る . また
,
近年の 分子生物学の 発展 に より,

さま ざまな細胞接着因子が同定 され てき た. しか し , 未 だ に腹

膜播種形成に か か わ る接着因子 は, 明らか にさ れ て い な い . 著

者 の 研 究室で は ヒ トの 胃低分化型腺痛由来継代培養細胞株 の

M I( N -4 5 細胞を マ ウ ス の 皮下 に 移植 して作成 し た S C 細胞を別

の マ ウス の 腹腔内で継代培養を繰り返 し, 6 代以 後は例外なく

腹水 を伴 っ て 腹膜撒種を お こ す高度腹膜転移株 を確立 した
1 5}

.

ま た , 大網は 腹膜播種が最も早期 に見ら れ , 重要 な役割を担 っ

て い る と考え ら れ て い る
1(i-

. そ こ で 著者 は, 腹膜播種 にか か わ

る接着因子 の 解明の た め ,
S C 細 胞

,
腹腔内継代培養株であ る

4 G P
,
1 2 G P 細胞と ヒ ト大網を用 い て 本研究 を行 っ た . 細胞同

士の 接着 に は E - カ ド ヘ リ ン
,
I C A M や L F A -1 な どが 関与 して い

る と さ れ る
帥 i)

.
E 一 カ ド ヘ リ ン は癌細胞同士の 接着に関与 し, E -

カ ド ヘ リ ン 分子 の 異常に より細胞同士 の 接着が不完全に な る こ

と が 病没潤 の
一

因と な る . ま た
,
I C A M / L F A -1 は リ ン パ 球 と

血 管内度 と の 接着 に関与 し, リ ン パ 球 ホ
ー ミ ン グに 重要で あ

る .

本研究 で大網 と癌細胞と の 接着 に は大網中皮~F 基底膜と癌細

胞と の 特異的接着が明 らか と な っ た . す な わち細胞 どう し で な

く, 細胞と 同質と の 結合が大網 と癌細胞 の 接着 に重要である こ

と が示唆 され た . 基底膜構成成分 に対する特異的接着国子 に は

V L A フ ァ ミ リ
ー

や そ の 他 の イ ン チ グリ ン フ ァ ミリ
ー

が あ る .

m は α 鎖
ノ
? 鎖で 構成さ れ る ヘ テ ロ ダイ マ

ー で あり, α 鎖に は

α1
,
2
,
3
,
4
,
5
,
6
,
7
,
8
,
9
,
Ⅴ が あ り , β銑は β1 の み で あ

る .

氾y a s u ら
I11)

も, 胃癌 に起因す る腹腔内遊離婚細胞 は, ■日立細

胞が 互 い に離 れ, 露出 した中皮 下 の 基底膜に , 選択 的に接着す

る と 報告 した . 本研 究で も, 1 2 G P 細 胞の 体外培養1 時間後,

大網の 中皮 は半球状に な り , 4 時間後 に は 互 い に 経れ , 脱 落し,

結果と して 中皮細胞 1
了の 基底膜が露化 し た. 同時 に, 培養 され

た 癌細胞は
,
中庭細胞で は なく , 露出 したl･P 皮下 の 問質に選択

的 に接着 して い た . こ の 間質の 成 分は コ ラ
ー

ゲ ン
,
フ ィ ブ ロ ネ

クテ ン
,
ラ ミ ニ ン

,
プ ロ テ オグ リ カ ン

,
ビ トロ ネク ナ ン等 であ

り, こ れ ら の 物質 はイ ン テ グリ ン の リ ガ ン ド 揖g a n d ) で ある こ

とが 知 ら れ て い る
川)

.
コ ラ

ー

ゲ ン や ラミ ニ ン
,
フ ィ ブ ロ ネクテ

ン は
,
イ ン テ グ リ ン

･

サ ブ ユ ニ ッ ト α2 / ノ9 1 で 構成さ れ た

VI A 2 と
,
イ ン テ グ リ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α3/ /9 1 で構成 され た

ⅤI A 3 の リ ガ ン ドで ある
19 卜 Z3)

. 今 回 , m ㌧P C R 法 によ っ て 高度

腹膜転移株 12 G P 細胞で は , イ ン テ グリ ン ･ サ ブ ユ ニ ッ ト α2
,

α3 を それ ぞ れ 有する V L む2 , 3 の m R N A を多量に発現 した こ

と が示 され た . さら に
,
Ⅵ A 2 と ⅤI A 3 の 共通の β1 サ ブ ユ

ニ

ッ ト に対 す る 抗 イ ン テ グ リ ン ･

サ ブ ユ ニ ッ ト β1 抗体は ,
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12 G P 細胞の ヒ ト大網 へ の 接着を有意 に阻害 し た.
こ の 抗 体 は

数種類 の 細胞株 の
, 細胞外 マ ト リ ッ ク ス ( e x tr a c ell ul ar m at ri x ,

E C M ) へ の 接着 を阻害す る こ と が 報告 さ れ て い る
24)

.

こ れ らの 結果は , 腹 腔内継代培養の 間 に V L む2 ま た は ⅤI A 3

を強く表現 した 特異的な ク ロ ー ン が 選択 さ れ た こ と, そ して ,

Ⅵ A 2 と VI A 3 の 増加が , 腹膜播種 の 形成 に大きな役割を担 っ

た ことを示 して い る .

結果的 に は, 中皮下 組織 の 露出が腹膜表面 へ の 癌 細胞の 着床

の 最初 の 段階と して
,
最も重要な過程 である こ と が 推察 され た .

こ の腹膜中皮細胞を変形 させ る因子 に つ い て は い く つ か の 報告

が あり, こ れ ら の 因子 は 中皮細胞傷害物質 ( m e s o th eli al c ell

i nju ry f a c to r) と 呼ば れ て い る . 炎症 に よ っ ても, 中皮細胞 の 離

解 や剥脱 がも た らされ る こ と は よく知 ら れて い る . K a u f m a n ら

は デ キ ス ト ラ ン の 腹腔内注射 に よ っ ても た ら され る 無菌的炎症

ば か りで なく
,
腹腔 内へ の 細菌注 入 に よ る腹膜炎でも同 じ様 な

中皮細胞 の 変化 がもた ら さ れ る と 報告 し て い る
25)

. K i m u r a ら

は
, A H l OO B に より生 じた腹水 を ゲ ル ろ過で 検討 し

,
中皮細胞

傷害物質が , ア ル ブ ミ ン 分画に存在す る こ と を報告 して い る
26】

.

こ の 形態学的変化 は炎症 に よ っ て も た ら さ れ る と い う結果 か

ら
,
い く つ か の サ イ ト カ イ ン ( c yt o k i n e) ヤ プ ロ テ ア

ー ゼ

(p r o t e a s e) が 中皮細胞の 傷害物質で は な い か と推測 して い る .

肝細胞増殖因子 O l e p at O C y te g r O W 血 f a ct o r , H G F) , 上 皮増殖因

子 ( e pid e rm al g r o w th f a ct o r , E G F) , ト ラ ン ス フ ォ
ー

ミ ン グ成

長因子-

β (tr a n sf o rm i n g g r o wi h f a c t o r P , T G F
-

β) 等 は, 腺病

の 腹腔内か ら腹膜下組織 へ の 浸潤 を促進 させ る こ とが 動物実験

で確か め られて い る . その 機構は それ ら の サイ トカ イ ン に よ っ て
,

腹膜中皮細胞が開裂 され る ためで ある と推測され て い る
27 卜 29)

. 最

近
,
M a r u o ら は イ ン タ

ー ロ イ キ ン ー6 (i n t e rl e u k i n -6
,
II ; 6) が ,

血 管内皮細胞 どう しの 細胞間隙の 開裂をもた らすと 報告 した
30)

.

腹膜炎に お い て は
,
腹膜中皮細胞 は Ⅰし8 の 刺激 で Ⅰし6 を産生

し
,
マ ク ロ フ ァ

ー

ジ と 同量の IL 6 を産生 する こ と が 知ら れ て い

る
31)3 2〉

.
Ⅰし6 が 中皮細胞 の 開裂 をもた らすか 否 か は まだ 証明さ

れ て い な い が, 何 ら か の 炎症性 サ イ トカ イ ン が こ の 過程 に 関係

して い る もの と推察 さ れ る .

m y a s u ら は 胃痛患者 で の 中皮細胞 の 変化が , 腹膜播種 が起

こ る 以前 の , 腫瘍 が柴膜浸潤 をきたす時期 に は, す で に 見ら れ

る こ と を報告 し
川)

,
こ れ ら の 変化 が腹腔内遊離癌細胞か ら 分泌

さ れ た 蛋白分解酵素 によ る の で は な い か と推測 し た . プ ロ ナ
ー

ゼ や コ ラ ゲ ナ
ー ゼ

,
トリ プ シ ン が中皮細胞を開裂 させ る こ と は

,

動物実験で認め ら れ て い る が卿 , 中皮細胞 を開裂さ せ る物質が

癌細胞か ら 出る の か , 問質細胞 か ら 出る の か, 今後 の 重 要な研

究課題である .

結 論

腹膜播種に お ける 中皮相月包の 解離 お よ び 中皮下基底膜 へ の 癌

細胞の接着の 機構を解明する た め に ,
ヒ 十大網 と高度腹膜転移

を起 こす, ヒ ト胃低分化腺痛細胞株を用い , 以 下 の 知 見を得

た .

1 . 癌細胞と と も に培養さ れ た大網 の 中皮 は, 時 間の 経 過と

とも に半球状 に収縮 し, 互 い に 離れ , 脱 落 し, しだ い に 中皮細

胞下 の 基底膜が露出する よ うに な っ た . 癌細胞 は 中皮細胞 上 で

は な く
!
選択 的 に露出した基底膜上 に ,

長い 義足様 の 突起を出

して接着 して い た

2 . 腹 腔内継代前の 癌細胞 に比べ て 】 高度腹膜転移株 で は 有

意 に多く大網 に接着 し, 抗 イ ン テ グリ ン ･

サ ブ ユ ニ ッ ト
ノ
ブ1 抗

体 により , 癌細胞 の 大網 へ の 接 着は 有意に阻害さ れ た .

3 . 腹腔内で 継代す る前 に比較 して 4 代 ,
1 2 代 と 継代が進 む

に し たが い
,
イ ン テ グ リ ン

ー

サ ブ ユ ニ ッ ト α2
,
α 3 の 発現量

が 増加 した .

こ れ ら の こ と か ら 以下の よ うに結論 した .

癌細胞自体が産生 し た
,
ま た は

,
痛細 胞が 存在する た め に生

じた 何ら か の 物質が , 直接ま た は 間接的に中皮細胞の 変形
, 離

解, 剥脱を誘導 し た. ま た
, 腹膜播種の 最初の 段階で最も重要

な役割を有する Ⅵ A 2 , V L む3 を発現する癌細胞が , 腹腔内継

代 に より選択 され
,
より強 い 腹膜播種能を有する高度腹膜転移

株となる と 推察 され た .
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