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ヒ ト前立腺癌の転移実験 モ デ ル と して の受精鶏卵法の有用性

金沢大学医学部医学科泌尿器科学講座 ( 主任 : 並木幹夫教授)

小 林 忠 博

前立腺癌 の 転移形成にお ける特徴的な所見 と して 骨転移の 頻度が高い こ と が あげ られ
,
骨転移の 有無 は前立腺癌の 予後

を規定する重要な因子である. 前立腺癌の 予後を改善す るた め に は骨転移の 克服 が最も重要な課題であり
,
そ の た め には 再現

性 の 高い 前立腺癌 の 骨転移モ デ ル の 樹立 が 必要不可欠と考え られ る . 本研 究で は ヒ ト前立腺癌 の 転移実験モ デ ル と して 受精鶏

卵法を応用 し, そ の 有用性に つ い て 考察 した . さら に
, 本法を用い て P C - 3 細胞 の 転移 に対す る ス ラ ミ ン の 抑 制効果に つ い て

検討を行 っ た ･ 膵卵10 日目 の 受精鶏卵紫尿膜上 の 血 管内 より
,
1 ×1 0

6

佃 の P C - 3 細胞 を移植 し, 経時的 に肝お よ び大腿骨を

摘出 した ･ 転移細胞 の 検出な ら び に定量 は, 各臓器 より抽出 した D N A を鋳 型と して
,
ヒ ト β

- グ ロ ビ ン 遺伝子 に対す る P C R

法に よ る増幅反応とそれ に次ぐサ ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ る増幅 D N A 断片の 解析 肝C R - サ ザ ン プ ロ ッ ト法) に より行 っ た . そ の

結果
,
P C - 3 細胞 は肝 お よ び骨転移を100 % 形成 する こ とが 明 らか に な っ た . さ ら に P C R - サザ ン プ ロ ッ ト法 に より, 転 移細胞

の 定量的解析も可能であ っ た . す な わち
,
臓器 あた り の 転移腫瘍細胞数 は移植後経時的に増加 し

,
移植後 7 日 目 の 肝 で は 約

9 ユ×10
6

胤 また 大腿 骨で は 約 9 .9 ×1 0
3

個 の 転移細胞が検出 され た . 組織学的検索 の 結果 , 移植2 時間後の 肝に お い て微小 血

管内に存在 して い た P C -3 細胞 は
,
1 日目 で は血 管外 へ 浸 潤 し, 3 日 目以 降, 肝 実質 にお い て分裂増殖像を示 し つ つ 転 移巣を

形成 した.

一

方 , 大腿骨 にお い て は
,
形態学的に腫瘍細胞 の 同定は困難であっ た が , 抗 ヒ トサ イ トケ ラ チ ン抗体 お よ び抗 ヒ ト

Ⅲ-6 7 抗原抗体 に よ る 免疫組麟化学染色 によ り, 7 日 目で 初め て骨髄内お よ び 骨膜内 に転移巣の 形成 が確認 さ れ た . 続 い て
,

本法を用 い て P C -3 細胞 の 肝転移巣お よ び骨転移巣 に対す るス ラ ミ ン の 抗腫瘍効果に つ い て検 討 した . P C -3 細胞 を渠尿膜上 の

血管に移植後 1 日 日ま た は 3 日目 に ス ラ ミ ン を投与 し, 7 日 目 に肝お よ び大腿骨を摘出 し て
,
P C R サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ る

転移細胞 の 検出お よ び解析を行 っ た ･ そ の 結 軋 P C - 3 細胞移植後 1 日目に ス ラ ミ ン (50 〃g/ 卵) を投与した場合は , 明ら か な

転移抑制効果 は認 め ら れ なか っ た .

一 方
,
移植後3 日日 に ス ラ ミ ン (50 0 〃 g/ 卵) を投 与 した 場合, 肝転移巣 に対 して は60 .6 %

の 増殖抑制率を示 したが , 骨転移 に対 して は6 .7 % と抗腫瘍効果は認め られ なか っ た . 以上 の 結果 より , 受精鶏卵法 は再現性

の 高い ヒ ト前立腺癌細胞 の 骨お よび 肝 へ の 転移実験 モ デ ル と して
,
ヒ ト前立 腺癌 の 転移ある い は浸潤 の 機序解明お よ び 治療薬

開発 の 基礎的研究 に有用 な実験系に なりう るもの と考えら れ た .

E e y w o rd s p r o st at e c a n c e r , m et a S t a Si s , C hi ck e m b r y o , P C
-3
,
S u r a m in

高齢化と生活様式 の 欧米化に よ っ て
,
我が 国の 前立腺癌 の 慣

恩率お よ び死 亡数 は増加傾向にある
l)

.
こ れ ま で前 立腺癌 の 過

半数の 症例 は初診時既 に遠隔転移を有 し
2) 根治 的治療 は困経で

あっ た . し か し
, 経直腸的超音波断層法 お よ び腫瘍 マ ー カ ー

と

して の 前立腺特異抗原 b r o sta t e s p e ci丘c a n ti g e n , P S A ) の 臨床

応用が進 む に つ れ て
, 前 立腺癌 の 早期診断が可能 になり つ つ あ

る
3,

. 最 近 で は 逆転 写 -

ポ リ メ ラ
ー

ゼ 連 鎖 反応 ( r e v e r s e

tr a n s c ri p ti o n
- P C R

,
R T - P C R) 法 に よ る腫瘍細胞 の PS A m R N A

の 検 出が可能 と なり , 従 来の 診 断法 で は検出不可能で あ っ た微

小転移の 存在が明 ら か とな っ て きた
4)

. こ れ ら の 微小転移 に対

する治療手段 の 開発 は前立腺癌 の根治的治療 に必須で ある . そ

して
, 微小転移 に対す る抗腫瘍効果を評価す る ため に は ヒ ト前

立腺癌転移 を効率 よく再現 できる転移実験 モ デ ル を樹立す る必

要がある.
こ れま で

,
ヒ ト前立腺癌の 転移実験 モ デ ル と して は ,

ヌ
ー

ドマ ウ ス
5 卜 8)
や S C I D マ ウ ス

g)を用 い た方法が報告 さ れ て き

た . しか し
, 実験動物 の コ ス ト

,
特殊 な動物実験施設 の 必要性 ,

転移形成率 の再現性に問題を残 して おり , 治療実験 モ デ ル と し

て
一

般 的に 応用 され る に至 っ て い ない . 受精鶏卵法は , ヒ ト腫

瘍を含め実験動物腫瘍を宿主動物 に移植する方法と して
,
手技

の 簡便 さ , 移植腫瘍の 生 者率が高い と い う点で 優れ て い る
岬巨 l射

さら に
,
短 期間で 効率的 に しか も安価に転移実験 が 可 能で ある

こ と に加え
,
P C R 法 を応用す る こ と に よ り定量的 に転移細胞

の 検出が可能で ある
15) こ と か ら

, 特 に 治療薬開発 の た め の ス ク

リ ー ニ ン グ法と して の 応用が 期待 さ れ る . 本研 究で は , 受精鶏

卵法を応用 した ヒ ト前立腺癌 の 転移実験 モ デ ル に つ い て 検討す

る と と もに , その 応用と し て本実験系を用い
,
現在ホ ル モ ン抵

抗性前立腺癌転移患者 の 治療薬 と し て 注 目 さ れ て い る ス ラ ミ

ン
16 卜 1 8)
の 抗腫瘍効果 に つ い て 検討を行 い , 治療薬 の 効果判定法

と して の 有用性 に つ い て 考察 した .

材料 お よ び方法

Ⅰ. 実験腫瘍細胞 お よ び培養法

ヒ ト前立腺癌培養細胞 P C T 3
19 ) [ A m e ri c a n T y p e C ul t u r e

C o11 e cti o n
,
R o c k vi 11 e

,
U S A] は , 1 0 % 付/ v) 非働 化 ウ シ胎児血

平成 8 年1 1 月1 8 日受付
,
平成 8 年12 月1 9 日受理

A b b r e v ia ti o n s : b p , b a s e p air; E P O S , e n h a n c e d p ol y m e r o n e
q st e p s t ai ni n g ; I R ,

r

i n h ib iti o n r at e; M T T , 3
-(4 , 5 -

di m e th ylt hia z ol -2ヤ1) - 2 , 5 - dip h e n ylt etr a z oliu m b r o m id e; P S A , P r O St at e S p e Ci五c an ti g e n ; R T IP C R , r e V e r S e tr an S C ri p d o n
-

P C R; T E , m S - E D T A



ヒ ト前立 腺癌転移実験モ デ ル

清(f e tal c alf s e ru m , F C S) (G I B C O , G r a n
d I sl a n d

,
N Y

,
U S A)

と 0 .3 m g/ m l グル タ ミ ン (日水製軋 東京) を含むR P M I
-1 6 4 0 培

地(日 水製薬) 中に お い て ! 5 % C O 2 濃 度, 3 7 ℃ で培養 した ･

Ⅰ . 実験動物

本研究で培養細胞 の 移植宿主動物 と して 用
い た受精鶏卵( プ

リ マ ス ロ ツ ク 種 × ホ ワ イ ト レ グ ホ ン種) は 後藤膵卵場 (岐阜) よ

り購 入 し, 加湿 した37 ℃膵卵器中で膵卵 した･

Ⅱ . 培養細胞の移植方法

受精鶏卵 へ の P C
- 3 細胞 の 移植 は U ch id a ら

14)
の 方法 に準 じて

行っ た . すなわち ,
膵卵10 日目 の 鶏卵を透光 し, 渠尿膜上 の 血

管の 位置 を定め , 回転式 の ヤ ス リ を用 い て卵殻 に 1 c 皿 ×0 ･5 c 皿

程度の 傷 を付け, ピ ン セ ッ トを用 い て卵殻を除去 した ･ 露出 し

た卵殻膜 に流動 パ ラ フ ィ ン ( M e r c k , D a r m s t ad t , G e r m a n y) を

滴下し血 管を見やすく し, 3 0 ゲ
ー

ジ針 を用い て 1 ×10
7

個/ m l に

調製し た P C -3 細胞浮遊液, 0 .1 m l (1 0
6

個/ 卵) を渠尿膜上 の 血管

内に移植 し た. 移植後 1
,
3
,
5 お よ び 7 日 日に胎児を屠殺 し,

肝お よ び左右 の 大腿骨を摘出し以 下 の 検討 に用 い た ･ ま た同
一

個体の 肝 の
一 部 お よ び 村側 の 大腿骨を10 % ホ ル マ リ ン に て固定

後, H E 染色 に て標本を作製 し, 肝転移, 骨転移 の 有無を病理

組織学的に検索 した .

Ⅳ . 免疫 組織化学染色

転移巣が ヒ ト由来で ある こと を証明する た め ,
ヒ ト特 異抗体

を用い た免疫組織化学染色を行 っ た . 免疫染色 には , 増 幅ポ リ

マ ー
ー

段階染色 ( e n h a n c e d p ol y m e r o n e
-

S t e P St ai ni n g , E P O S)

法
20)
に て行 い ,

ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ標 識抗 ヒ

トサ イ ト ケ ラ チ ン 抗 体 (M N F l 1 6 , E P O S / H R P , D A K O ,

G l o st r u p , D e n m a r k ) , 抗 ヒ ト Ki
- 6 7 抗 原抗体 ( E P O S / H R P ,

D A E O ) を使用 し た . すな わち
,
1 0 % ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ

ン 包埋切片 を脱 パ ラ フ ィ ン , 親水化 した後, サ イ トケ ラ チ ン に

対する免疫染色 には プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ K ( D A K O) で 室温6 分間酵

素処理 し, また , 和 一 6 7 抗原に 対す る免疫染色 に は, 1 0 m M ク

エ ン酸横衝液 b H 6 .0) に切片 を浸 し マ イ ク ロ ウ エ
ー ブ処理 を5

分間行 っ た . 3 % 過酸 化水素水 に て10 分 間, 内因性 ペ ル オキ シ

ダ ー ゼ 活性を阻止 した 後, 非特 異的反応 を阻止す る ため 3 % ウ

シ血 清 ア ル ブ ミ ン (D A E O) を 5 分間反応 させ た .
つ い で

, 抗

ヒ トサ イ トケ ラチ ン 抗体を室温60 分間反応さ せ た . また , 抗 ヒ

ト Ⅲ - 6 7 抗原抗体は
,
4 ℃ で山

一

晩反応さ せ た .

一 次抗 体の 反応

終了後
,
0 .1 % の 過酸化水素水 を含有 し た 3 , 3

'

ジ ア ミ ノ ベ ン チ

ジ ン ( 3 , 3
,
Ldi a m i n o b e n zidi n e , D A B , D A K O ) を滴下 して 室温

10 分発色反応を行 っ た . さ ら に核染色を ヘ マ トキ シリ ン によ り

行っ た .

Ⅴ . D N A 抽出

摘出臓器の D N A は D N A z ol ( G I B C O) を用い て 抽出, 精製し

た
. すな わ ち

,
摘 出 した 肝 に 1 m l の T ri s - E D T A ( T E) 緩衝液

( ニ ッ ポ ン ジ ー ン
,
束京) を加えガ ラ ス ホ モ ジ ナイ ザ

ー を用 い て

ホモ ジ ナ イズ し, そ の ホ モ ジ ネ
ー

ト 1 0 0 〃
1 に対 して 1 m l の

D N A z ol を加え懸濁 させ た . また
,
大腿骨 は 1 m l の D N A z ol を

加えホ モ ジナ イ ズ した後 ,
4 ℃

,
1 5

,
0 0 0 r p m , 1 5 分 間遠心 し た･

上層を新し い チ ュ
ー

ブ に移 し
,
0 .5 m l の9 9 % エ タ ノ

ー ル を加え

混合し
,
室温下 5 分間放置 した 後, 液中 に浮遊す る D N A を得

た . D N A を新 しい チ ュ ー ブ に移 し, 1 m l の9 5 % エ タ ノ
ー ルを

加え2 阿洗浄 し, 風 乾 した後8 m M 水酸化ナ トリ ウム 水溶液を

加え溶解 させ た . さ ら に
,
0 .1 M H E P E S (S ig m a , S t . L o u i s ,

U S A ) を加え, p H を7 .5 に調整 した .

7 9 7

Ⅶ . 鋳型 D N A の 調整

各 D N A の 2 6 0 n m にお ける O D 値を測定 して D N A 濃度 (1

0 D = 5 0 〃g/ m l) を求め た 後, 滅菌蒸留水 を用 い て 100 〃g/ m l

に調製 した . さ ら に
,
1 0 0 FL g/ m l の P C

-3 細胞 の D N A を滅菌蒸

留水に より希釈 し, P C -3 細胞 の D N A 濃度が10
2

,
1 0

,
1
,
10.
l

,

1 0【~
2

,
M ｢
3

〃 g/ m l の 段 階希釈溶液 を調製 した ･

Ⅶ . P C R プ ライ マ ー お よぴプ ロ ー ブ用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

の合成

P C R プ ライ マ
ー

と プロ ー

ブ用 オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドは太 田
21) の

報告 に準 じ, ヒ トβ
一 グ ロ ビ ン 遺伝子183 塩基対を特異的 に増幅

する H u β
-1 : 5

,

T A G A G C C A T C m G m C A 3
'

と H u β -5 : 5
'
-

C T G T C T T G T A A C C T T G 瓜 C
- 3
,

,
お よ び プ ロ

ー

ブ 用 オリ ゴ ヌ

ク レオ チ ド, H u /9
- 3 : 5

,

- G A A G T C T G C C G m C T G C C C -3
,

,
を

D N A 合成装置 P C R メ イ ト( A p pli e d B i o s y st e m s , F o st e r , U S A)

によ り合成 した (表 1) . プ ロ
ー

プD N A 1 3 p m ol に対 し [ γ~
32

p]

j m 5 0 iL Ci 仏 m e r s h a m , G r e e n w hi c h , U S A) , ポ
1) ヌ ク レ オ チ

ドキ ナ
ー

ゼ緩衝液 [50 m M T d s - H C l (p H 7 .6) , 1 0 m M 塩化 マ グ

ネシ ウム
,
5 皿 M ジチ オ ト レイ ト

ー ル
,
0 .1 m M ス ペ ル ミ ジ ン お

よ び 0 .1 m M E D T A (p H 8 .0)] , 1 0 単位 T4 キ ナ
ー ゼ (宝 酒造 , 京

都) お よ び 滅菌蒸留水を加え全量 20 〃1 と し , 3 7 ℃ に お
い て45

分 間反応 させ た 後 ハ イ プリ ダイ ゼ
ー シ ョ ン に用い た .

Ⅷ . P C R 反応お よび サ ザ ン プロ ッ トハ イ プリ グイ ゼ
ー

シ ョ

ン法 (P C R - サ ザ ンプロ ッ ト法) に よ る増幅 D N A 断片の

検出

E n d o ら
15)
が 報告 した 方法 に従い ,

鶏卵胎児肝お よ び大腿 骨

か ら抽出調整 した D N A に対 し て ヒ トβ- グ ロ ビ ン 遺伝子の P C R

に よ る 増幅反応を行 っ た . 調製 した 鋳型 D N A l 〃 g に対 し て

P C R 反応緩衝液 [10 m M T ri s - H C l (p H 8 .3) , 5 0 m M 塩化 カリ ウ

ム
,
1 .5 1 n M 塩 化 マ グネ シ ウ ム] , デ オ キ シリ ボ ヌ ク レ オチ ド混

合液 (d A T P , d G T P , d C T P お よ び d T T P 各 20 0 F L M ) ,

D N A ポ
1) メ ラ

ー

ゼ (宝酒造) 2 .5 単位, 各々 1 F( M の プ ライ マ
ー

を加え , 滅菌 蒸留水に よ り全量 100 〃1 に調整 し た ･ 反応 には

D N A サ
M

マ ル サ イ ク ラ
ー

(P e r ki n
- El m e r C e t u s) を傾用 し, 熱

変性を94 ℃ , 1 分間, ア ニ
ー リ ン グを55 ℃

,
2 分 間, D N A の

伸 長を72 ℃ , 1 分間と し, こ れ を1 サ イ ク ル と して, 2 8 サ イ ク

ル 繰り返 し た . 増幅彼の D N A 溶 液に 10 /11 の 3 M 酢酸 ナ ト
1
)

ウム b H 5 .2) お よ び 30 0 ." l の エ タ ノ
ー ル を加え, 4 ℃ , 1 5 ,0 0 0

rp m にて20 分間遠心 し D N A を沈殿 させ た ･ D N A は
,
8 0 % エ タ

ノ ー ル 3 0 0 /∠l に て 洗 浄 し た 後 , 減 任 乾燥 し , 試料 溶解液

(0 .0 6 % プ ロ ム フ ェ ノ
ー ル ブ ル

ー

,
0 .0 6 % キ シ レ ン シ ア ノ

ー ル お

よ び6 .7 % グリ セ ロ
ー ル を含む T E 権 衡液) 9 /∠1 に溶角草した . 各

試料を 0 .5 ′∠ g/ m l エ ナ ジウ ム ブ ロ マ イ ドを含 む泳動緩衝液 (40

m M T ri s , 2 0 m M 酢酸 ナ ト リ ウ ム , 1 m M E D T A , p H 7 ･2) 中 ,

T ab le l ･ O lig o n u cl e otid e p rl m e rS a n d p r o b e f o r
P C R of h u m a n

/
9 -

g lo b in g e n e

P ri m e r
a)

S e q u e n c e s (5
l
- 3
1

)

A G A G C C A T C T A T T G C T T A C A

C T G T C T T G T A A C C T T G A T A C

G A A G T C T G C C G T r A C T G C C C

a) T h e p ri m er H u β
一I is a s e n s e p ri m e r ･ T h e p ri m e r H

u β
- 5 i s

a n a n tis e n s e p ri m e r . H u β- 3 w a s u s e d a s th e p r o b e t o d et e c t th e

a m p li 鮎d D N A
蝕a g m e n t ･

■

T h e l e n g th o f P C R p r o d u c t w ith H u

β
- 1 a n d H u β -5 is 18 3 b a s e p 血 s ･



7 9 8

走電圧 100 V にお い て 2 % アガ ロ ー ス ゲ ル (宝酒造) に より電気

泳動を行 っ た . 泳動衡 ト ラ ン ス フ ァ
ー

を行 っ た . すな わち
,

泳動終了後 の ゲ ル を ア ル カ リ 変性液 (0 .5 M 水酸化ナ ト リ ウ ム
,

1 .5 M 塩化ナ トリ ウム) 中で30 分 間振返 し, D N A を変性 させ た

後中和液(3 M 塩化 ナ ト リ ウ ム
,
0 .5 M T ね H Cl

, p H 7 .2) 中で15

分 間振達 した . 中和 操作 を 2 回線り返 し た 後
,
D N A は2 0 ×

S S C を 用い て ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ ル タ ー

( H y b o n d - N )

( A m e r s h a m ) に トラ ン ス フ ァ p した . ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ

ル タ ー

に10 分 間紫外線を照射 して , D N A を フ ィ ル タ ー

に固定

し た
.
フ ィ ル タ

ー を ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン 緩 衝 液

( A m e r sh am ) 中で , 4 2 ℃の 恒温水槽 に お い て15 分の プ レ ハ イ プ

リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン を行 っ た後
,
0 .0 5 Ⅳ/Ⅵ %

32

p 標識 プ ロ
ー

ブを

加え
,
2 時間の ハ イ プリ ダイゼ ー シ ョ ン を42 ℃で 行 っ た . そ の

後
,
フ ィ ル タ

ー を 2 ×S S C お よ び 0 .1 % S D S を含 む溶液中で

4 2 ℃
,
1 5 分 の 洗 浄を 2 回行 な っ た . 洗 浄 後 , Ⅹ線 フ イ ル ム

(K o d a k , N e w Y o rk , U S A) を伺い て室温下 l ～ 2 時 間の 感光を

行い , 得 られ た オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ 一

に よ り解析を行 っ た .

さら に P C R 産物量 の 測定 は
,
バ イ オイ メ ー

ジ ア ナ ライザ ー (富

士 フ イ ル ム
, 束京) を用 い て , 相補結合 した プ ロ

ー

ブ D N A の

放 射活性 を計測 して 行 っ た . 臓器 あた り の 転移腫瘍細胞数 の

算定 は , 以下 の 如く行 っ た . すなわ ち
,
段階希釈 し た P C - 3 細

胞 の D N A を用 い て
, 各P C R 反応 ごと に検量線を作製 し(図 1) ,

検量線 に基づ き -

l o g l｡I) N A (FJ g) か ら D N A ( pd) を求め , 以 下

の 計算式 に より算出 し た
21)

.

組織あたりの 転移腫瘍瀾胞数 = 組織 あた りの D N A 総量(〃 由×

組織 D N A I FL g あたりの P C -3 D N A 量 b g/ F L g)

細胞 1 個あた り の D N A 量 (6 p g/ 細胞)

Ⅸ . ス ラミ ンの 治療実験

王.
ス ラ ミ ン の P C -3 細胞 に対す る試験管内感受性試験

試験管内感受性試験 に は
,
C a r m i c h a el ら

2 2)
の 方法 に 従 い

,

生 細胞内 の 脱水素酵素 の 選元能を指標 とす る ジ メ チ ル チ ア

ゾ
ー

ル ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド [ 3 - (4 , 5 -

di m e th ylth i a z ol
-2 - yl) - 2 , 5 -di p h e n ylt e tr a z oli u m b r o m id e , M

′

I T]

法を用 い た ･ すな わち ,
1 8 0 〃1 の 培養 液中に細胞が 2 ×10

3

個

に なる よう に細胞浮遊液を作製 し, こ れを96 穴平底 マ イ ク ロ ウ

エ ル プ レ
ー

ト (N u n c , R o s k ild e , D e n m a rk) に1 ウ エ ル 当た り

180 / ∠1 分注 した . 同時 に ス ラ ミ ン (和光純薬 , 大阪) 希釈液を

20 /∠1 加え, C O 2 渡 度 5 % ,
3 7 ℃の 条件~F で 3 日 間培養 した .

ス ラ ミ ン は
, 最終濃度が100

,
2 0 0

,
3 0 0

,
4 0 0

,
50 0 お よ び1

,
0 0 0

〃g/ m l に な る よ う調製 した . 0 . 1 5 M リ ン 酸綾衛生理食塩水溶

液に溶解 し た 2 m g/ m l の M T r 試薬 (Si g m a) を 1 ウ エ ル 当た り

25 / ノ1 加え ,
さ らに 4 時 間培養 し た. 培養後培地を吸引 し

,
ジ

メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (di m e th yl s ulf o xi d e , D M S O ) (和 光純薬)

20 0 / ∠1 を加え, 生成 し た M T T ホ ル マ ザ ン結 晶を溶解 した . 各

ウ エ ル の 54 0 n m に お ける 吸光度をイ ム ノ リ
ー

ダ
ー

( 日本 イ ン タ

ー メ ッ ド
, 東京) を用 い て測定 した . 効 果判定 (増殖抑制率) は ,

対 照群 の 吸光度を10 0 % と し
,
薬剤投与群 の 吸光度を比較する

こ と に より求め た . 増殖抑制率の 算出方法を次式 に示す .

増殖抑制率 ( %) = ( 1 - T / C) ×1 0 0

T は薬剤投与群の吸光度を示 し, C は対 照群 の吸光度を示す .

得 られ た結果 は St u d e n t の t 検定によ り統計学的処理を行ない
,

危険率が 5 % 以下で あ る場合を有意とした.

2
. 転移実験 モ デ ル を用 い た肝お よ び骨転移巣 に対す る治療

実験

鶏卵胎児渠尿膜上 の 血 管よ り P C - 3 細胞を移植後 1 日日ま た

は 3 日 目 (貯卵1 1 日目 また は13 日 目) に , 卵殻 に 新 た に窓を開

け
,
渠尿膜上 の 血 管内 より ス ラ ミ ン 希釈液 0 .1 m I を50

,
5 0 0 ま

た は1
,
0 0 0 FL g/ 卵投 与 した 一 薬剤投与量は M a r u ts u k a ら の 投与

量 (20 0 m g / k g)
23) を参考に し, 鶏卵 胎児の 平均体重 (膵卵13 日目,

約 5 g)
24j
に換 算 し て決定 し た. 移植 後 7 日 目す なわち膵卵17 日

日 に摘出し た肝 と大腿骨 より D N A を抽 出 し
,
P C R 法お よ びサ

ザ ン プ ロ ッ ト解析を行 っ た .

3 . 抗腫瘍効果 の 評価 と判定法

転移巣治療実験 にお ける効果判定 は非治療群 の P C R 産物(放

射活性) を10 0 % と し た場合 の P C R 産物減少率を比較する こ と

B
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Fi g . 1 . P C R p r o d u c ts 丘
･

O m th e g e n o m i c D N A of P C
-3 c e11 s . (朗

S o u th e r n h yb ri di z a ti o n o f P C R a m pli丘c a ti o n p r o d u c t s h
･

O m

S e ri al dil u ti o n s o f P C N 3 g e n o m i c D N A . T h e P C R p r o d u cts

a m p lifi e d w ith th e p ri m e r s , H u β
- 1 a n d H u β - 5

,
C O u l d b e

d et e c te d e v e n a t a c o n c e n t r a d o n of l O~
4

iL g Of P C
-3 D N A ･ (B )

Pl o t o f th e r a di o a c 也vi t y of th e P C R p r o d u ct s o b t ai n e d 打o m th e

V a ri o u s d il u ti o n s o f P C - 3 D N A r e a c t e d a g ai n s t t h e P C
-3

C O n C e n t r a ti o n . R a di o a cti vity of th e P C R p r o d u c t s h y b ri di z ed

wi th th e
32
p -1 a b el e d p r o b e w a s an al y z e d wi th a F uji x B i oi m a g e

an al y z e r . R a di o a c ti vit y i s e x p r e s s e d i n atb itr a r y u nit s 仏U) p e r

m m
2

. (r = 0 .8 8 3)



ヒ ト前立腺癌転移実験 モ デ ル

によ っ て行 っ た . 治療効果 (膿瘍増殖抑制率, % ) は次式 に よ

り求め た .

治療効果( % ) = ( 1
-

T / C) ×1 0 0

T は治療群 の 放射活性 ,
C は非 治療群 の 放射活性 と した . 得

られ た結果は Stu d e n t の t 検定 によ り統計学的処理を行 ない ,

危険率が 5 % 以下 で あ る場合を有意と した ･

成 績

Ⅰ. P C R 法の 感度

段階希釈 し た P C - 3 細胞の D N A をテ ン プ レ
ー

トと して28 サ

イ ク ル の P C R 増幅反応を行 っ た結果 ,
1 8 3 塩基村 の 増幅 D N A

断片が 単
一 の バ ン ドと して検出され た . P C R サザ ン プ ロ ッ ト法

の 感度 と して , Ⅸ｢
4

/ 上 g ま で
の ヒ トβ- グロ ビ ン 遺伝子の 定量的

検出が可能であ っ た (図 1) . すなわ ち, 膵 卵17 日 目 の 肝 の 平均

重量, 5 0 0 m g あたり約 2 .5 ×1 0
4

偶の 転移腫瘍細胞が存在す れば

検出可能である こ と が 示さ れ た . ま た
,
大腿骨 に つ い て は平均

Fi g . 2 . :氾n e ti c s o f g r o wi h of P C
-3 c ell s i n e m b r y o n i c li v e r (瑚

a n d 飴 m o r al b o n e (B) afte r i nj e c ti o n i n t o th e c h o ri o all a n t o i c

m e m b r a n e v ei n o f l O - d a y ol d c h i c k e m b r y o s ( 1 × 1 0
6

C ell s/ e m b r y o) . T w o e m b r y o s w e r e k ill e d at th e st at e d ti m e s

( 1 , 3 , 5 , an d 7 d ay s) aft e r tu m o r c ell i n o c ul a ti o n ･ E m b r y o n i c

li v e r $ a n d f e m o r al b o n e s w e r e d i s s e c te d an d w ei gh e d , an d th e

D N A w a s e x tr a ct e d ･ O n e FL g O f e a c h D N A w a s te st e
d b y th e

P C R te c h n iq u e an d S o u th e rn h yb ridi z a ti o n ･

7 9 9

重量 100 m g あた り約 1 .7 ×1 0
3

個 の 転移腫瘍細胞数 が検出限界

と推定 さ れ た . な お
,
ヒ トβ

- グ ロ ビ ン 遺伝子 に対す る特異的

増幅反応を正常の 鶏卵胎児肝 より抽出 した D N A をテ ン プ レ
ー

トと して施行 した 場合
,
非特異的増幅 D N A 断片 は検出されな

か っ た .

Ⅰ . 鶏卵胎児肝 お よび 大腿骨 に お け る P C - 3 細胞の 経時的増

殖動態

P C -3 細胞を鶏卵紫尿膜上 の 血 管内 より 1 ×10
6

個移植 し, 移

植後1 , 3 , 5 お よ び7 日 目の 肝 また は 大腿骨 より D N A を抽

出 し
,
P C R サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に より解析 した . 肝 お よ び大腿骨

の い ずれ の 臓器 の 場合も移植後1 日旨か ら 7 日冒まで 経時的に

増幅 D N A 断片の バ ン ドは増強 して お り (図2 ) , 被転移臓器で

P C - 3 細胞が 増殖 して い る こ と が確認され た . 細胞 数に 換算す

る と
,
移植後1 日 目の 肝 にお い て は , 約 3 ,5 ×1 0

5

偶 の P C -3 細

胞 の 存在が 推定さ れ, 7 日日 には約 9 .1 ×1 0
6

個 と増加 して い た .

また大腿骨 にお い て は, 移植後 1 日目 に約 2 .4 ×1 0
2

個
,
7 日目

に は約 9 .9 ×1 0
3

個 と増加 して い た (図3 ) . なお , 予備試験 にお

い て左右大腿骨間で転移細胞数に は 明ら か な差 は認め られ なか

っ た こ と か ら
, 本研究で は左右い ず れ か の 大腿骨を 剛

-て 解析

を行う こ と と した . また , P じ3 細 胞 を移植 した す べ て の 胎児

肝お よ び 大腿骨に お い て , 増幅 D N A 断片が検出さ れ た こ とか
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Fig . 3 , G r o w ぬ c u rv e O f m e ta st a si z e d P C
-3 c ell s in e 血b r y o ni c

li v e r (瑚 an d 血 m o r al b o n e ( B) aft e r i . v . i n o 血1左也o n (1 ×1 0
6

c e n s/ e 血b r y o) . T h e v al u e s ar e e草p r e S S e d a s m e an 士S D ( n
=
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8 0 0 小

ら
,
P C - 3 細胞の 生 者率は100 % と判定 した .

Ⅱ . 病 理組織学的所見

P C - 3 細胞 を 移植 し た 鶏卵胎児の 肝 お よ び 大腿骨を経時的 に

摘出 し, 移植細胞 の 転移動態 を H E 染色 にて組織学的 に解析 し

た . P C - 3 細胞 は 移植後 2 時 間経過し た肝 に お い て は 血 管内 に

存在 し, 1 日 日で は血 管外 へ 浸潤 し, 3 日日以 降実質 にお い て

分裂増殖像 を示 し つ つ 転移巣 を形成 して い た･(図 4 - A , B , C ,

D ) .
一 方

t
大腿骨で は, 移植後 7 日 日に転移巣 と思わ れ る細胞

塊が骨髄内に認 め られ た が
,
鶏卵胎児の 骨髄細胞 との 識別 は困

難であ っ た (園 4 - E) . そ こで 抗 ヒ トサ イ トケ ラ チ ン 抗体お よ び

抗 ヒ ト Ⅲ 一6 7 抗原抗体 に よ る免疫組織化学染色 を行 っ た . そ の

結 果, 抗 ヒ トサ イ トケ ラチ ン 抗体 に より細胞質が
,
また 抗 ヒ ト

Ⅲ -6 7 抗 原抗体 に より核 が染色 さ れ , 転移巣 の 存在 が確認 され

た ( 図 5 - A , B ) . さ ら に , 骨膜内 に お い て も こ れ ら の 抗体 によ

り微小転移巣 の 存在 が示 さ れ た (図 5 - C) . な お
, 肝 に お い ても

微小転移巣 が両抗体で染色さ れ る こ と を確認 した .

Ⅳ .
ス ラ ミ ンの 治療実験

1
.
ス ラ ミ ン の P C - 3 細胞 に村する試験管内感受性試験

P C - 3 細胞 の ス ラ ミ ン に対する薬剤感受性を M T ｢ 法に より調

べ た結果 ,
P C -3 細胞 に対 して ス ラ ミ ン は 濃度依存的殺細胞効

果を示 し, 5 0 % 増 殖阻止濃度 (I C 馳 値) は 25 0 〃 g/ m l で あ っ た

(表 2) .

2
. 転移実験 モ デ ル を用 い た肝お よ び骨転移巣 に対す る ス ラ

ミ ン の 抑制効果 の 評価

P C -3 細胞を移植 し た鶏卵胎児 に対 して
, 移植後 1 お よ び 3

日 目 にス ラ ミ ン を
,
5 0

,
5 0 0 ま た は 1

,
0 00 /∠g /卵 の 投 与量 で各群

Fi g . 4 . H i st ol o gi c a 用 n di n g s o f ki n e ti c al g r o w th o f P C -3 c ell s i n

a n e m b ry o ni c li v e r an d 鎚 m o r al b o n e . P C
-3 c ell s w e r e s e e n i n

th e v e s s el s o f th e li v e r o n d a y O (2 h r) a ft e r t u m o r c ell

i n o c u l a ti o n (A ) , i n v a d e d th e li v e r o n d a y l (B ) , a n d

S u b s e q u e n tl y g r e w i n t h e liv e r o n d a y 3 ( C) , an d o n d a y 7 ( D) .

I n th e f e m o r al b o n e s
,
m i c r o m e t a st a s e s c o u ld b e d e te c t e d

hi s tol o gi c al l y , b u t n o t u n dl d a y 7 C ) . S c al e b ar in di c at e s 2 5 FL m

仏, B , C ) , a n d l O O /∠ m ( D , E) .
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10個ず つ 投与 した . 移植 後1 日目 にス ラミ ンを投与 した鶏卵胎

児 にお け る移植後 7 日目 の 生存率は ,
5 0 〃g 投与 群で 8 / 1 0

(8 0 % ) , 5 00 また は 1 , 00 0 一" g 投与群で それ ぞれ 5 / 10 (50 % ) お

よ び0 / 10 (0 % ) で あり, 5 0 0 J` g 以上 の投与 で強 い 毒性を認め

た.

一 方
,
移植後3 日日 にス ラミ ン を投与 した場合 ,

5 0
,
5 00

ま た は 1
,
0 0 0 /` g 投 与 群 に お け る 生存率 は そ れ ぞ れ1 0/ 1 0

T a bl e 2 . In v itr o c yt ot o xi city o f s u r a m in a g al n St P C
-3 c ells

C o n c e n tr atio n o f O D 54 0
a)

I R
b)

S u r a m i n ( 〃釘m l) 斥±S D) ( % )

冊

珊

瑚

珊

洲

l 00

0

1 13 2 ± 側
亡)

2 7 4 ±3 1
C)

3 10 ±8 5
C)

4 00 ±1 0 8
ぐ)

59 2 ±3 6
C)

84 2 ±8 5
d)

99 1 ±6 0

7

4

7

7

3

0

′

0

2

0
0

0
0

0

5

0
0

7
′

h

U

5

4

1

a) P C -3 c ells w e r e i n c u b ate d a t th e d iffb r e n t c o n c e n tr ati o n s o f

S u r a m in fb r 7 2 h r a t 3 7 ℃. T h e n , C e11 v ia bility w a s es ti m ate d b y
3 -( 4 ,5 - di m eth y lthi a z ol - 2 -yl) q2 , 5 - d ip h e n ylte tr a z oliu m b r o mi d e

(M T ¶ a s s a y , i n w hi c h o p ti c al d e n sity at 5 40 n m (O D 5 ｡｡) w a s

m e a s u r e d .

b) I n hibitio n r ati o (l R) (% ) h [l -(O D 5 . ｡ O f tr e ated g r o u p)/(O D 5 4 0
0 f c o n tr ol g r 皿 p)】×1 00 .

C) P < 0 .0 1 v s . c o n tr o l g r o u p b y S t u d e n t
.
s t -te St .

d) P < 0 .0 5 v s , C O n tr Ol g r o u p b y S tu d e n t
t

s t - te St .

80 1

(1 00 % ) , 9 / 1 0 (9 0 % ) およ び5 / 1 0 ( 帥 % ) で あっ た .
ス ラミ ン

の 抗腫瘍効果 は
,
生 存率が80 % 以上 で あっ た群 に つ い て転移細

胞 の検出お よ び定量を P C R サ ザン プ ロ ッ ト法 に より解析 した

結果をもと に評価した･ P C ･3 細胞移植後 1 日 目に 50 〃g 投 与

した場合
,
肝転移 に対する抑制率は24 .1 % で あっ た . また , 移

植 後3 日目 に50 また は 5 00 〃g 投与 した 場合, ス ラ ミ ン の 肝転

Fig . 5 . I m m u n o hi st o c h e m i c al stai ni n g of m e ta st a si z e d P C - 3

C ell s . P C - 3 c ell n u cl ei a r e cl e a rl y l a b el e d f o r K i
-6 7 i n

e m b r y o n i c ft m o r al b o n e m a r r o w 仏) . I m m u n o r e a cti vity o f

Cy t O k e r a tin is s e e n h th e c y to pl a s m of P C
･3 c ell s i n e m b r Y O ni c

f e m o r al b o n e ni a r r o w (B ) a n d p e ri o ste u m ( C) , S c al e b a r

払出 仏te S 50 甘 m .

Fig . 6 . E 鮎 c t of s u r a m i n o n li v e r m e t a st a si s o f P C -3 c ell s i n

C h i c k e m b ry o s . S u r a mi n w a s in t r
･

a V e n O u Sけi nj e ct e d 3 d ay s

a ft e r t u m o r c ell i n o c u l a ti o n . E m b ry o n i c li v e r s w e r e t h e n

di s s e ct e d 7 d ay s a ft e r t u m o r i n o c u l a ti o n , an d th e D N A w a s

e x t r a c t e d ･ O n e F
L g O f e a c h D N A w a s t e st e d b y th e P C R

t e c h ni q u e an d S o uth e r n h y b ri di z ati o n .
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T a bl e 3 ･ I n hibit o r y e f 良ct o f s u r a mi n o n li v er m eta s ta sis o f P C - 3 c e11s in e m b r y o n ic c hi c k

S u ∫a m 血

d o s e

( 〃 釘e g g)

.

鋸

.

m

m t ｡

S
R a di o a cti v ity

信士S D ,

A ぴシm m
2

)

R a di o a c ti vity

(丈±S D ,

A U / m m
2

)

5 0

00

00

0

5

0

8/ 10 63 5 .5 士1 3 4 .3 2 4
.1

5/1 0 N E
e)

N E

O/1 0 N E N E

8ノ8 83 7 .2 ± 1 0 4 .0

0

0

0

1

1

1

0
0

/

/

/

/

0

(

u
ノ

5

0
0

1 3 9 4 .4 士 1 18 .4 16 . 2

1 8 5 .3 ±56 .5 6 0 .6 *

N E N E

4 7 0 .5 ± 1 19 .0

a) S u r am i n w a s inje ct e d i n to th e c h o ri o a lla n toi c m e m b r an e V e in o n e d a y ( D a y l) o r th r e c d a y s (D a y 3) af[e r
P C -3 c e11s (1 × 1 0

6

) w e r e in o c ul at ed i n 10 - d ay o ld c hip k e m b r y o s ･
b) N u m b er o f li v i n g c hi ck e m b r y o s 7 d a y s aft e r P C -3 c ells i n o c ul ati o n/ n u m b e r of c h ic k e m b r y o s in th e

gr O u p ･

C) A 沌itr a 巧 u nit

d) Ⅰ血ib iti o n r ati o & [ l -(R a dio a c ti vit y o f tr e a te d g r o u p)/Oi a dio a cti vi ty o f c o n tr o l g r o u p)] × 1 00 .

e) N E , n O t e V al u at c d d u e to m a r k e d t o xi city .
* P < 0 ･0 5 v s . c o n tr o l g r o u p b y S tu d e n t

-

s t -te S t .

T a bl e 4 ･ h hibit o ry e 蝕 ct of s u r a mi n o n b o h e m eta s t a si s o f P C - 3 c ells in･ e m b ry o n i c c hi c k

S u r a m in

d o s e

( 〃 帥gg)
三

吉
~三二

:き誉
‥
軍
二

R ad io a cti vity

(貢±S D ,

A 口/ m m
2

)

0

0

0

0

5

50

00l

8 /10 5 18 .2 士 1 8 5 .9 1 0 .4

5/ 10 N ピ) N E

O/ 10 N E N E

8侶 5 7 8 .3 ± 2 3 2 .6

0

0

0

1

1

1

0
0

α

針

封

訂

l 3 7 7 .8 ± 1 0 6 .7 - 13 .4

3 11
.1 ±5 4 .4 6 .7

N E N E

3 3 3 .3 ± 9 2 .0

a) S u r a m in w a s inj e ct e d in to th e c h o ri o all a n to ic m e m b r an e V e in o n e d a y ( D a y l) o r th r e e d a y s ( D ay 3) afte r
P C -3 c ells ( 1 × 1 0

6

) w e r e in o c ul at e d in l O - d a y o ld c hi c k e m b r y o s .
b) N u m b e r o f liv in g c hi c k e m b r y o s 7 d a y s afte r P C

- 3 c e11s in o c ul ati o n/ n u m b e r of c hic k e m b r y o s in th e

g r O 11 p ･

C) A r bitr a ry un it
d) Ⅰnl 1ib iti o n r ati o 一【ト(R a di o a c tiv ity o f tr e ate d g ro u p)/(R a dio a cti vi ty O f c o n tr o l g r o u p)] × 1 00 .

e) N E , n O t e V alu ate d d u e to m a rk e d t o xi city .

移巣 に対する増殖抑制効果は
,
1 6 ▼2 およ び弧 6 % で あり

,
5 00 〃g

投与 した 場合 に統計学的 に有意な抗腫瘍効果 が寵め られ た (表

3
, 図 6) ･

一

方 , 骨 に おける 転移抑制率は, 1 日 日に 50 〃g

投 与 した場合, 1 0 ･4 % , また
,
3 日 目に50 また は 500 〃g 投与

で は
-

1 3 .4 お よ び6 .7 % で あり, 明ら かな抗腫瘍効果 は認 め られ

なか っ た(表4 ) .

考 察

本研究で は
,
E n d o ら

1 5)
が 報告 した 受精鶏卵を用 い る転移実

験法に準 じて , ヒ ト前立腺痛培養細胞 P C -3 の転移実験を試 み

た. 鶏卵胎児肝お よ び大腿骨 にお ける P C ･3 細胞 の転移動態を

調 べ た結果, P C R に よ る増幅 D N A 断片は 移植後経時的 に増強

して い た . 従っ て , P C - 3 細胞は単に肝や大腿骨 に捕捉される

だけでなく, それら
.
の厳暑削こ生者し, 増殖して転移巣を形成す

る こと が示唆された .
これらの P C R サザ ン プ ロ ッ ト法に よ る

結果は組織学的にも支持された. すなわち, 肝 に おい て は転移

細胞が経時的に増殖して い る ことが示された . ま た
, 大腿骨 に

お い て も移植後 7 日日 で微｣ ､転 移巣を確認し得た . 腫蕩細胞 の

局在を確認する方法と して抗 ヒ トサ イトケ ラ チ ン 抗体ある い は

抗 Ⅲ -6 7 抗原抗体を用 い た免疫組織化学染色法 は
,
骨転移巣で

観察され た如く
,
H E 染色 で形態的に識別困難であ っ た 微小転

移巣 の確認 に非常 に有用で あっ た . こ と に抗 払 67 抗原抗体は

増殖細胞 の 存在を示す こ と
25)
よ り

, 組織内 に検出され た 細胞が

増殖能を有する こ との裏付けとして有用であり, P C R サ ザン プ

ロ ッ ト法 の 結果を生物学的 にも支持す るもの と思わ れた . 前立

腺癌の転移は
, 骨 の 発生頻度が最も高く, 次 い で リ ン パ 臥 肺

お よ び 肝の 順 に多い と報告 され て い る
26) 2 7)

. また , 骨転移の 部

位 として は脊椎骨 お よ び 骨盤骨 に食も多い
㌘)

. 本転 移モ デ ル に

お い て 脊椎骨並び に骨盤骨 に つ い て 大腿骨と同様 に転移巣の 検

出を行 っ たと こ ろ
,
い ずれ にお い て も P C R に よ る増幅 D N A 断

片 の検出が可能 であっ た . しか し
, 脊椎骨や 骨盤骨 にお い ては,

筋組織や 脊髄神経な ど骨以外の組織を取り除く ことが非常 に困

難である た め , 骨以外の 組織の 混入 によ り
, 増幅 D N A 断片の

放射活性 の測定結果に変動 が認 め ら れ
, 必ず しも骨転移 の みを

反映して い ない 可 能性が示唆さ れ た .

一

方 , 大腿骨 にお い て は

骨膜 から周囲組織 の剥離 は容易であり
, 左右い ず れ の大腿骨 に

お い て も再現性 に優 れた骨転移巣 の検出が可能で あっ たこ とよ

り
, 受精鶏卵法に よ る骨転移 の検討 に は

,
大腿骨 を用 い る こと

が適当で ある と考えられた . これ まで に ヒ ト前立腺痛培養細胞

の転移実験 モ デ ル と して は
,
P C -3 細胞をヌ ー ドマ ウス の 皮下,
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前立腺ま た は脾臓等 に移植す る方法 が報告 さ れ て い る
刷■■瑚 .

こ

れら の 報告で は, P C -3 細胞 の 転 移は リ ン パ 節
,
肺
,
ま た は肝

にお い て 認め られ て い る が , 骨 へ の 転 移は 確認 され て い な い .

一 方 , S h e v ri n ら は ヌ
ー

ド マ ウス を用 い て 下 大静脈を ク リ ッ プ

にて 閉塞 させ 生 理 的血 液循環 を変える こ とで 尾静脈より投与 し

た P C
- 3 細 胞が 腰椎 に骨転移 を形成 した と報告 し た

5)
. ま た

,

W a n g ら は転移能の 高 い P C -3 細胞の み を選択的に S CI D マ ウ ス

の 尾静脈 よ F) 投与す る こ とで 骨転移 の 形成 を確認 し たと 報告 し

てい る
9)

. しか し , こ れ ら ヌ
ー ド マ ウ ス あ る い は S CI D マ ウ ス

を用 い る実験 は特別 な動物実験施設を必要 とす る こ と, 実験手

技 に熟締を要する こ と , ま た マ ウ ス 自体 が 高価 である ため に多

額の 実験費用を要す る こ と な ど の 問題 が ある . さ ら に骨転移の

形成率も10
､

5 0 % と 低率で あり
5 期

,
そ の 再現性 に問題 を残 して

い る . 受精鶏卵法を応用 した 本モ デ ル で は こ れ まで形成が困経

と され て きた ヒ ト前立腺癌細胞 の 骨転移を100 % の 生 者率をも

っ て再現する こ と が 可 能で あ っ た . こ の 高 い 転移形成率 は , 鶏

卵胎児 にお ける 血 液循環の 特殊性 に負う と こ ろ が 大きい と思 わ

れ る . す な わ ち
, 焚尿f臥ヒの 静脈内 に投与 さ れ た 腫瘍細胞 はt

臍静脈, 一下大静脈 を軽 て右心房に 人 り, 心房中隔の 穴を通る か,

あるい は , 右心室, 肺動脈, 左右動脈管 を通り, 背側大動脈 へ

至る . さ ら に背側大動脈か ら臍動脈 を経て , そ こ か ら分岐する

坐骨動脈 よ り大腿骨 に至 る
28)

. 従 っ て , 静脈 内に投与さ れ た腫

瘍細胞 は肺を経由す る こ と なく大循環 に入 る こ と に なり, 骨 へ

の腫瘍細胞 の 到達効率が高まるもの と考え られ た . さら に
, 本

モ デ ル は
,
そ の 高 い 転移形成撃 に加え転移細胞 の 定量性 にも優

れて い る の で
,
治療実験 モ デ ル と し て応用価値が高 い と 考えら

れた .

今日 , 進行性前 立腺癌 の 治療 と し て
一

般 的に ホ ル モ ン 療法が

施行さ て い る . し か しそ れ ら の 大部分 の 症例 は数年 の 経過の 後

にホ ル モ ン抵抗性を獲得し, こ れ ら の 症例 に お い て は有効な抗

痛剤も見当た ら な い こ と か ら
,
治療 に難渋 して い る の が 現状で

ある . こ の よ うな ホ ル モ ン 不応性前､ンニ腺病 に 対す る 新し い 抗癌

剤の ひと つ と して
,
ス ラ ミ ンが 注里 さ れ て い る .

1 9 8 7 年より米

国国立癌研究所 (N a ti o n al C a n c e r I n stitu te) を l 卜L ､ と して , ホ ル

モ ン 抵抗性前~捌泉癌 に対する ス ラ ミ ン の 臨床試験が行わ れ , そ

の 有用性が最近報告 さ れ てい る
11う) は1

.
ス ラ ミ ン は トリ パ ノ ソ

ー

マ 症 に対する 扶寄牛虫薬と して 開発さ れ
,
トリ バ ン プ ル

ー

に 類

似の 構造 をも つ 薬剤 で ある .
ス ラ ミ ン に は試験管内で

,
P じ3

細胞 を含め 穐 々 の 膿瘍細胞株 に対す る 抗腫瘍効果がある こ と が

示さ れ てき だ
" 3=i )

. そ の 作用機序 に つ い て は , 未だ 不明な 部分

もあ るが 多様 な/ヒ物相性をも っ て い る こ とが 明 らか に な っ て き

て い る . す な わ ち
,
血 ′ト板 由来増殖因子 ( pl a t e l e t - d e ri v e d

g r o w th f a c t o r , P D G F)
=‖)

,
上 皮増殖因子 ( e pid e r m al g r o w th

f a c to r
, E G F)

:12 )こ一5)

,
線維芽細胞増殖因子(丘b r o b l a st g r o w th f a c to r ,

F G F)
2 9ユ=瑚

, 形質転換増殖因子 ア ル フ ァ (t r a n s f o r m i n g g r o w th

f a ct o ト al p h a , T G F
- α )

‥jl)

, イ ン ス
1) ン 様増殖田子Ⅰ (i n s uli n qlik e

g r o w th f a c to r
- I

,
I G F - Ⅰ)

3Li)

な ど各種増殖因子作用 の 阻害 や, G

結合蛋白
37)

,
プ ロ テ イ ン キ ナ

ー

ゼ C
38)

,
D N A ポリ メ ラ M ゼ

潮
さ

ら に D N A トポ イ ソ メ ラ
ー

ゼ [
40) な ど様 々 な酵素活性の 抑制が

報告され て い る . 本研究 で は, ス ラ ミ ン の 投与時期 を変える こ

とによ り, 転移 の 初期段階お よ び転移巣形成後 の 二 つ の 面 か ら

ス ラ ミ ン の 抗腫瘍活性を検討 した . その 結 果
,
P C - 3 細胞 の 移

植後1 日 日に ス ラ ミ ン を投与 した場合 ,
5 0 0 また は 1

,
0 0 0 〃g 投

与群に お い て 強い 毒性を認め , 転移抑制効果を評価する こ と は

803

で き なか っ た . また
, 毒性 を認め な か っ た投与量で は , 肝 お よ

び骨 い ずれ も転移抑制効果が認め ら れ なか っ た . 移植後3 日臼

に ス ラ ミ ン を 50 0 /∠ g 投与 し た 場合, 肝転 移の 増殖抑制率 は

60 ,6 % と
,
抗腫瘍効果が み ら れ た . P C -3 細胞が微小転移巣をす

で に形成 して い る 移植後 3 日 目の 段 階で は, 前述 した各種の 増

穂因子作用の 阻害
期 31)3 4 卜 =il～)

や 酵素活性の 抑制
3 7卜 4 0)

な ど ス ラ ミ ン

の 様 々 な生物学的作用 に よ り抗腫瘍効果を示 した もの と考え

た .

→

方 , 骨転移巣に対す る抗腫瘍効果は認め ら れず, 被転移

臓 器 の 環境 に よ っ て ス ラ ミ ン の 効 果 に 差 が 認 め ら れ た .

W alth e r ら は生 後 3 日か ら6 日 日の マ ウ ス の 頭蓋冠を用い た実

験 で
,
放射線核種で標識 した ス ラ ミ ン の 骨組織内分布を調べ た

と こ ろ
,
ス ラ ミ ン は骨基質の 表面に主 に分布 して おり

,
骨髄内

の 分布は疎であ っ た と 報告
41)

して おり, ス ラ ミ ン の 分布の 偏り

で骨髄内の P C - 3 細胞に 十分量の ス ラ ミ ン が到達 しなか っ た可

能性が考えら れ た . また
,
D o n at ら は骨基質 には 増殖因子 で あ

る ト ラ ン ス フ ェ リ ン が 多く存在 し , そ の トラ ン ス フ ェ リ ン に よ

り ス ラ ミ ン の P C -3 細胞 に対する成長阻止作月] が抑制 さ れ る こ

と を報告 し てい る
`lZl

. 従 っ て
,
ホ ル モ ン非 依存性前立腺癌 の 転

移巣 に対する ス ラ ミ ンの 作用に つ い て は ,
ス ラ ミ ン の 組織内分

布 な ら び にス ラ ミ ン の 作用 に対 して 括抗的に働く生体因子に つ

い て 更 なる検討が必要である と思わ れ た .

以 上 の 結果よ り
,
受精鶏卵法は再現性 の 高い ヒ ト前立腺痛の

転移実験モ デル と して
,
転移 ･ 浸潤の 機序解明お よ び転移抑制

剤開発 の 基礎的研究に有用 な実験系 に なりう るもの と考えら れ

た .

結 論

受精鶏卵法 を用い て ,
ヒ ト前立腺癌細胞の 転移実験 モ デ ル の

確立 を試み, さ ら にそ の 応用と し て肝 お よ び 大月退骨転移巣 に対

す る ス ラ ミ ン の 抗腫瘍効果 の 検討 を行 な い , 以 下 の 結 果 を得

た .

1 . ヒ ト に特 異的 な′ヲー グ ロ ビ ン 遺伝子胤列 を P C R - サ ザ ン プ

ロ ッ ト法 を川 い て増幅す る こ と に より鶏卵胎児剤L 織 にお け る転

移細胞の 検出 を行 っ た . ヒ ト前､ H脱痛培養株 P C - 3 紺胞 を肝卵

1 01】【Ⅰの 鶏卵璧尻膜 上の 血管内に移柵 した 鶏卵胎児別
二
お よ び 人

腿
′馴こお い て 経時的 に増幅 D N A 断片の 増 卦が 認め られ た . す

な わち ,
P C -3 細 胞が , jjl: や 人腿 骨 に転移増殖 し て い る こ と が

小 され た .

2 . 組織ヴ的 には , 肝 に おい て は姫瘍細胞の 同定は容易で あ

り
, 綽時的 に腫瘍細胞が浸潤, 増頼す る像が 観察さ れ た ∴▲

･

力＼

人腿 骨 に お い て は形 態学的 に腫瘍細胞 の 同定は困難 で あ っ た

が
,
抗 ヒ トサ イ ト ケ ラ チ ン抗体お よ び抗 ヒ ト 随一6 7 拭頂拭体 を

川 い た 免疫組織化学染色に よ り
,
微小転移巣の 存在が移植後7

日トl に 初め て 確認さ れ た . 従 っ て , 微 小 転移巣の 検出 に は ,

P C R - サ ザ ン プ ロ ッ ト法が感度お よ び定義性 に お い て 組織学的検

索法に比 べ 優れ て い た .

3 . P C - 3 細胞移植後1 日 目に ス ラ ミ ン を 50 〃g/卵投 与し た

場合
, 肝 お よ び骨転移形成 に対する抑制効果 は認 め られ な か っ

た .

一 方
,
移植後3 日目 に ス ラ ミ ンを 500 /∠ g/ 卵投与 した 場合

の 肝お よび 骨の 転移巣 に対する増殖抑制率は そ れぞ れ60 .
6 お よ

び6 .7 % で あり ,
ス ラ ミ ン の 抗腫瘍効果は被転移臓器 に お ける

環境要因に よ っ て影響さ れ る こ とが 示唆され た .

4 . 本法は , 再現性 の 高い ヒ ト前立腺癌細胞 の骨お よび 肝 へ

の 微小転移巣形成モ デ ル と して , ヒ ト前立腺癌の 転移 ･ 浸潤磯
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構 の 解 明お よ び転移巣 に対する新 しい 治療法の 開発 に有用 な実

験系に なりう るもの と 考えら れ た .
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之, 中野勝也, 栗 田 誠, 斉藤佳隆, 小野芳啓, 久保田 裕･ 群馬県お

よ び そ の 近郊 にお け る前 立腺癌患者 の 臨床統計的観察 . 泌 尿紀

要37 : 1 2 6 1 -1 2 7 0 , 1 99 1

2 8) Li 11i e F R . T h e D e v el o p m e n t o f th e C h i c k , 2 n d e d , p 3 4 8
-3 7 7

,

H e n r y H olt a n d C o m p a n y , N e w Y o rk , 1 9 2 7

29) I . a r o c c a R V , D an e Si R , C o o p e r M R , J a m i s
- D o w C A

,
E wi n g

M W
,
Li n e h a n W M

,
M y e r s C H . E ff e c t o f s u r a m i n o n h u m a n

p r o s ta te c
a n c e r c ell s i n vi tr o ･J U r ol 1 4 5 : 3 9 3 - 3 9 8 , 1 9 9 1

30) M y e r s R B , P ar k e r M , G ri z zl e W E .

′

m e e ff e ct s of c o u m a ri n

an d s u r am i n o n th e g r o w th of m alig n an t r e n al a n d p r o st ati c c ell

li n e s . J C a n c e r R e s C li n O n c ol 1 2 0 (S u p pl) : 1 1 -1 3 , 1 99 4

3 1) Ki m J H , S h e r w o o d E R , S u tk o w s ki D M , Le e C , K o zl o w s ki

J M . I n h ib iti o n of p r o st a ti c t u m o r c ell p r olif e r ati o n b y s u r a m i n :

alte r a ti o n s i n T G F al p h a
-

m e di at e d a u t o c ri n e g r o w th r e g ul a ti o n

a n d c ell c y cl e d i stri b u ti o n .J U r ol 1 4 6 : 1 7 1
-1 7 6

,
1 9 9 1

3 2) V i g n o n F , P r e b o i s C , R o c h e f o r t H .
I n h ib iti o n o f b r e a s t

c a n c e r g r o w th b y s u r am i n .J N a tl C a n c e r I n st 8 4 : 3 8
-4 2

,
1 99 2

33) F a n ti n i J , R o g n o n i J B , R o c c a b i a n c a M , P o m m i e r G ,

M a rv ald i J . S u r a m i n i n h ibit s c ell g r o w th a n d gly c ol yti c a c tiv it y

a n d t ri g g e r s diff e r e n ti a ti o n of h u m a n c oli c a d e n o c a r ci n o m a c e
ll

cl o n e H T 2 9
- D 4 .J B i oI C h e m 2 6 4 : 1 02 8 2 - 1 02 8 6 , 1 9 8 9

3 4) H o s a n g M . S u r a m i n bi n d s t o pl at el e t
-d e riv e d g r o w th f a c to r

a n d i n h ibit s its bi ol o gi c al a c ti vity . J C ell B i o c h e m 2 9 : 2 6 5
-2 7 3

,

1 9 8 5

3 5) C o ff e y RJ , L e o f E B , S h i p l e y G D , M o s e s H L ･ S u r a m i n

i n h ibiti o n of g r o w th f a c t o r r e c e pt o r b i n d i n g an d m it o g e ni city
i n

80 5

A K B - 2 B c ell s . J C ell P tly Si o I M et a b 1 3 2 : 1 4 3
-1 4 8

,
1 9 8 4

3 6) P oll a k M ,
Ri c h a r d M . S u r a m i n b l o c k a d e o f i n s uli n -1ik e

g r o w th f a c t o r I
- S ti m u l at e d p r olif e r a ti o n o f h u m a n o s te o s a r c o

m a

c ell s . J N a tl C a n c e r I n st 82 : 1 3 4 9 -1 3 5 2 , 1 99 0

3 7) B u tl e r SJ , K ell y E C , M c K e n zi e F R , G uil d S B , W a k el am M J ,

M illi g a n G ･ D i ff e r e n ti al e ff e c t s o f s u r a m i n o n th e c o u pli n g of

r占c e p t o r s t o i n di vi d u al s p e ci e s o f p e r t u s si s
-t O X i n - S e n Siti v e

g u a n i n e
-

n u Cl e o ti d e -b i n d i n g p r o t ei n s . B i o c h e m J 2 5 1 : 2 0 1
-2 0 5

,

1 9 8 8

38) H e n s e y C E , B o s c o b oi nik D , A z zi A . S u r a m i n
,
a n a n ti- C a n C e r

d ru g , i n hib it s p r o tei n k i n a s e C a n d i n d u c e s d i
ff e r e n ti a ti o n i n

n e u r o bl a st o m a c ell cl o n e N B 2 A . F E B S L e tt 2 58 : 1 5 6 -1 5 8 , 1 98 9

3 9) S pi g el m a n Z , D o w e r s A , K e n n e d y S , D iS o rb o D , 0
'

B ri e n

M
,
B a r r R

,
M c C a 緻 e y R . An ti p r olif e r ativ e eff e ct s of s u r a m i n o n

l y m p h oid c ell s . C a n c e r R e s 4 7 : 4 6 9 4
-4 6 9 8

,
1 9 8 7

4 0) B oj a n o w s k i K , L e li e v r e S , M a r k o v it s J , C o u p ri e J ,

J a c q u e m i n S A , L a r s e n A K . S u r a m i n i s a n i n h ib it o r of D N A

t o p oi s o m e r a s e Ⅲ i n vi t r o a n d in C h i n e s e h a m s t e r 貢b r o s ar C O m a

c ell s . P r o c N atl A c a d S ci U S A 8 9 : 3 0 2 5 嶋 30 2 9 , 1 9 9 2

4 1) W al th e r M M ,
Ⅰむa g el RJ , T r a h a n E , V e n z o n D , B l ai r H C ,

S c hl e si n g e r P H , J a m ai
- D o w C

,
E wi n g M W , M y e r s C E , Li n eh an

W M . S tl r a m i n i n h it)it s b o n e r e s o r p ti o n a n d r e d u c e s o s te o bl a s t

n u m b e r i n a n e o n a t al m o u s e c al v a ri al b o n e r e s o r pti o n a s s a y .

E n d o c ri n ol o g y 1 3 1 : 2 2 63
-1 1 7 0

,
1 9 9 2

4 2) D o n a t S M , P o w ell C T , I s r a eli R S , F ai r W R Il e st o n W D W ･

R e v e r s al b y tr a n sf e r ri n of g r o w th
-i n h ib it o r y eff e c t of s u r a m i n o n

h o r m o n e - r ef r a c to r y h u m a n p r o s t at e c a n c e r c ell s . J N a tl C a n c e r

I n st 8 7: 4 ト4 6 , 1 9 9 5
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U s ef u l n e ss o f C h i c k E m b r y o A ss a y S y s t e m a s M e t a s t a ti c M o d el f o r H u m a n P r o st a t e C a n c e r T a d a h i r o

K o b a y a sh i , D e p e
rt rn e n t O f U r 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 ni v e r sl ty , K a n a z a w a 9 2 0 ~ J ･ J u z e n M e d S o c .

, 1 05 ,

7 9 6 -

8 0 6 ( 1 9 9 6)

K e y w o r d s p r os t a te c a n c e r , m e t a S t a Si s , C hi c k e m b ry o , P C
- 3
,
S u r a m i n

A b s t r a ct

T o el u c id ate th e m e c h a ni s m o f m e t a st a si s o f p
r o st a t e c a n c e r

,
W e d e v el op e d a n e x p e ri m e n t al m o d el o f m e t a s t a si s o f h u m a n

p r o s ta te c a n c
e r u si n g th e c hi c k e m b ry o s y s t e m ･ T h e a n d r o g e n

-i n d e p e n d e n t p r o st a t e c a n c e r c ell li n e , P C
- 3 ( 1 ×1 0

6

c ell s/ e
g g)

w a s i n o c u l a te d i n t o th e c h o ri o all a n t oi c m e m b r a n e ( C A M ) v ei n o f 1 0
- d a y c h i c k e m b ry o s . A t d iff e r e n t p o i n ts a ft e r t u m o r c ell s

i n o c ul a ti o n
,
t h e e m b r y o s w e r e s a c ri 丘c e d a n d th ei r li v e r s a n d f e m o r al b o n e s w e r e r e m o v e d . U s i n g th e D N A e x t r a c t e d fr o m

e a c h o rg a n a s a t e m p l a te , P C R a m p li B c ati o n o f th e h u m a n P
-

gl o b i n g e n e a n d a n aly s I S O f a m p li fi e d D N A fr a g m e n ts b y th e

S o u th e r n h y b ri di z a ti o n w e r e p e rf b r m e d ( P C R
- S o ut h e rn h y b rid i z ati o n ) . I n th i s e x p e ri m e n t a l m o d e l , th e r a t e o f f o r m a ti o n o f

li v e r a n d b o n e m et a s ta si s w a s l O O % . T h e n u m b e r o f m e ta s t a ti c t u m o r c ell s p e r o r g a n o f c hi c k e m b r y o i n c r e a s e d w i th ti m e .

S e v e n d a y
s af te r i n o c u l a ti o n

,
i t w a s a b o u t 9 ･1 ×1 0

6

c e ll s i n th e li v e r a n d a b o u t 9 ･9 ×1 0
3

c e ll s i n th e f e m o r al b o n e ･ T h e P C - 3

C ell s i n v a d e d t h e ti s s u e o n e d a y a f[ e r i n o c u l a ti o n , a n d th e n th e c e11 s u n d e r w e n t d i v i si o n a n d p r o lif e r a ti o n i n th e h e p a ti c

P a r e n C h y m a , e V e n tu a11 y l e a di n g t o th e f b r m a ti o n o f a m i c r o m e ta s t a ti c f o c u s 3 d ay s a f【e r i n o c u l a ti o n ･ I n th e fb m o r al b o n e
,
a

m e t a st a tic fb c u s w a s d e te c te d i n th e b o n e m a r r o w 7 d ay s a ft e r i n o c u l ati o n . A n i m m u n o hi s t o c h e m i c al■e x a m i n a ti o n u s l n g

a n tib o di e s t o h u m a n c y to k e r a ti n a n d t o h u m a n Ki
- 67 a n tl g e n P r O V id e d c o n fi rm a ti o n o f m i c r o m e t a s tA si s . T h e n w e e x a m i n e d

th e i n hi bit o ry e ff e c t o f s u r a m i n o n th e li v e r a n d b o n e m e
t a s t a si s o f P C - 3 c ell s u s l n g th i s e x p e ri m e n t al s y s te m ･ S u r a m i n w a s

l ru
e C te d i n t o th e C A M v ei n o n e d a y o r th r e e d a y s a fte r tu m o r c e11 i n o c ul a ti o n ･ S e v e n d a y s a ft e r i n o c u l ati o n , th e li v e r a n d th e

f e m o r a l b o n e w e r e d i s s e c t e d a n d te s t e d f o r m e ta st a ti c t u m o r c ell s b y th e P C R
- S o u th e rn h y b ri di z ati o n . W h e n s u r a m i n w a s

l q e Ct e d o n e d ay af te r i n o c u l a ti o n a t a d o s a g e o f 5 0 FL g / e g g , th e m e t a st a si s i n hi b i to ry r a ti o w a s 2 4 ･ 1 % i n th e li v e r a n d 1 0 ･4 % i n

th e b o n e . W h e n s u r a m i n w a s a d mi ni s te r e d 3 d a y s a ft e r t u m o r c ell i n o c u l ati o n a t a d o s a g e o f 5 0 0 FL g / e g g , 1 t i n h i bi te d t u m o r

g r o w th i n th e li v e r ( 6 0 .6 % ) b u t n o t i n th e b o n e ( 6 .7 % ) . F r o m th e a b o v e r e s u lt s
,
th e c hi c k e m b ry o sy st e m s e e m s

.
t o p r o vi d e a

h i g h l y r e p r o d u ci bl e m o d el o f m e ta s t a si s i n h u m a n p r o s t at e c a n
c e r w hi c h w ill h el p

t o cl a ri fy th e m e c h a ni s m o f th e m e t a s t a si s

O r i n v a si o n o f h u m a n p
r o s ta t e c a n c e r

,
a n d t o c a r ry o u t b a si c r e s e a r c h f o r th e d e v e l o p m e n t o f d r u g s i n h ib iti n g m e ta s ta si s o f

P r O St ate C a n C er .


