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膜型 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ ー1 ( M T - M M P -1)

C D N A 導入 に よ る癌細胞 の転移 , 浸潤 の 促進

金沢大学 が ん研究所 ウイ ル ス 部 ( 主任: 唐木元 治教授)

常 壕 宣 男

膜塑 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼー1 ( m e m b r a n e ty p e- m a tri x m e t a u o p r o t ei n a s e-1 , M T- M M P-1) ほ 72 k D a - Ⅳ 型コ ラ

ゲ ナ ー ゼ ( m a tri x m e t all o p r o t ei n a s e -2 ･ M M P - 2) の 活性化国子で あり , 細胞 の 試験管内(i n v itr o) で の 基底険浸潤を促進す る こ

と が知 られ , 転移 , 浸潤を 増強する因子 と して注目され て い る . 本研究 で ほ生体内(i n vi v o) に お け る M T-M M P-1 の 発 現およ

びそ の 抑制 が 癌細胞 の 鄭凱 転移に 及ぼす影響 を マ ウ ス を用 い た 転移実験 モ デ ル で 検討 した , 実験 に は M M P-2 , M T- M M P _1

の 発現が 共に 認め られ る H T l O 8 0 線維 肉腫細胞株 と ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法で両 者共 に 発現が検出され な い M a di s o n l O 9 肺癌細胞

株を用い た ･ M T - M M P -1 遺伝子を セ ン ス 或い ほ ア ン チ セ ン ス に 発現す る細胞の 肺 へ の 生者率を比較する 目的で ,
そ れ ぞれ の

発現プ ラ ス ミ ドを ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ 法 で導入 し, 一
一

過性に 遺伝子を発現 して い る細胞 を マ ウ ス 尾静脈か ら移植 した . 移植

後 5 日 日の 総 肺 D N A を採取 して 各導入 プ ラ ス ミ ドに特有 な遺伝子配列を P C R 法に て 増幅 し , サ ザ ン プ ロ ッ ト 法 に て 増幅

D N A を定量 して比較 した r そ の 結果 ,
M T- M M P-1 導入 細胞は 対照と して用 い た ベ ク タ ー

プ ラ ス ミ ド導入 細胞 に比 して 肺生者

率が有意に高 い こ と が確認 された ･ ま た , M ad i s o n l O 9 細胞 で ほ ア ン チ セ ン ス ー M T - M M P- 1 導入細胞 と対照間に差は認 め られ

なか っ た が
,
H T l O 80 細胞 で ほ , ア ン チ セ ン ス ー M T - M M P -

1 導 入細胞の 生者率の 低下が認め られ た . さ らに M T - M M P-1 の 機

能 を調 べ るた め に M a di s o n l O 9 細胞に上 記遺伝子 を導入 し , 実験的転移に よ る転移結節数 の 計測お よび 皮下移植後腫瘍容積
の 計測を行 っ た ･ そ の 結果, 癌細胞移植後10 日 目の 肺転移結節数 は M T -

M M P -1 導入 細 胞群 が 対照群 ,
ア ン チ セ ン ス ー M T -

M M P-1 導 入細 胞群に比 し約 2 倍 と有意に増加 し , 皮下腫瘍容積も M T-M M P
-1 導入 細胞 が 移植後早期 に 限 っ て で ほ あるが

,

他群 に此 し有意に増加が認 め ら れ た ･ 以上 の 結果 に よ り , 遺 伝子導 入 に よ り 一 過 性 に 発現 させ た M T - M M P-1 が 活 性化

M M P-2 を通 じて 癌細胞 の 実験的転移能 ,
浸潤能を 克進 させ る こと ,

また
, 癌細胞の 種吏酌こよ っ て は そ の 抑制が 実験的転移の

抑制 に繋が り得 る こ と が 示 された .

K e y w o r d s c a n c e r m e t a s t a sis , m e m b r a n e - t y p e m a t ri x m e t al l o p r ot ein a s e-1 ( M T- M M P-1) ,

a n tis e n s e
,
t r a n Si e n t t r a n sf e c ti o n

,
P C R

痛の 悪性度 を規定する因子の 一

つ に 転移が ある . 転移 ほ臨床

上
, 痛の 治療 を 困難に して い る最大の 因子で あり , こ の 因子 の

解明
,
克服 こ そ癌攻略 に おけ る重要課題 である と い え る . 転移

は生体内で 様 々 な過程 を経 て 成立す る複雑な現象 である た め ,

その 研究ほ 困難 と され て きた . しか し最近の 分子生物学 の 進歩

と相倹 っ て , 転移成立 に 関与す る重要国子が報告 さ れ つ つ あ

る .
マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア

ー ゼ ( m a tri x m e t a u o p r o t ei -

n a s e s , M M P s) フ ァ ミ リ ー と呼ば れ る酵素群
l)2)

もそ の 1 つ で あ

る .

癌細胞が 周辺組織 へ と浸潤す る際の 物理的障壁 と な る の は細

胞外 マ ト リ ッ ク ス ( e x tr a c ell ul a r m a tri x , E C M ) , 特 に そ の
一

形

態 で ある基底膜 である . 基底膜ほ Ⅳ型 コ ラ
ー

ゲ ン を骨格構造 と

し
,
ラ ミ ニ ン

,
へ パ ラ ソ硫酸も しくは プ ロ テ オ グ リ カ ソ 硫酸 を

機能分子 と して 含み ,
E C M の 中 でも強固な構造を形成 して い

平成 7 年1 2 月1 5 日受付 , 平成 8 年 2 月 9 日受理

A b b r e vi atio n s : A S - M T - M M P -1 , a n tis e n s e m e m b r a n e

(2 - h y d r o x y e t h y l)
- 2 - a m i n o : et h a n e s ulf o nic a cid ; B B S , B E S

る
3)4)

. よ っ て
, 癌細胞が 浸潤 , 転移す るた め に は Ⅳ型 コ ラ ー ゲ

ン の 分解能 が重要で ある と考 え られ て い る
5 ト 7)

Ⅳ 塾 コ ラ ゲ ナ ー ゼ の
一

つ で ある 72k D a - Ⅳ 型 コ ラ ゲナ
ー ゼ

( M M P - 2) を含 む全 て の M M P s は 酵素活性を持 た な い 滞在型酵

素と して細胞 よ り分泌 さ れ る . 膜 型 マ ト リ ッ ク メ タ ロ プ ロ テ

ア ー ゼー1 ( m e m b r a n e ty p eT M M P-1 , M T- M M P
-1)
8)g) は M M P -2

を特 異的に 膜表面 で 活性化す る最初 の 膜型 M M P と して 同定

され た .
こ の 酵素 ほ他 の 分泌型 M M P s に は 存在 しな い 細胞膜

貫通 ドメ イ ン を カ ル ポ キ シ ル 基末端部に 持ち , 現在まで に報告

され て い る 3 種 顆 の M T- M M P s ( M T- M M P -1 , M T- M M P-2
H"
,

M T- M M P
-3
1 n

) の 中で M M P-2 の 活性化能が最も高い と考えら

れ て い る . 括性化 された M M P - 2 は基底膜の Ⅳ型 コ ラ ー ゲン の

み な らず問質 の Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン や ゼ ラ チ ン を 分解す る . また ,

滞在型 M M P -9 も活性化 M M P - 2 に よ っ て 活性化される
12)

との

ty p e m at ri x m et allo p r ot ei n a s e - 1 ; B E S , N , N
-bis

b uff e r e d s al in e ; b p , b a s e p air ; B P B , b r o m o p h e n
ol

bl u e ; B S A , b o vi n e s e r u m al b u m in ; D E A E , di et h yla. m i n
o et h yl c ellul o s e ; D E P C , di e t h y l p y r o c a r b o n at e ;

D M E M , D ulb e c c o m o difi e d E a gl e
,

s m e diu m ; E C M ,
e X t r a C ell ula r m a t rix ; F C S , f et al c alf s e r u m ; M M P s ･
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報告もあり , M M P
- 2 の 活性化で 加速度的 に 組織破壊 が進行 し,

癌が浸潤 ,
転移す る可 能性が示 酸され る . こ の

一

連の 反応の 鍵

を握る の が 滞在型 M M P-2 を活性化す る M T-M M P -1 で あると

考え られ る . M T - M M PTl は肺癌 , 胃癌, 乳癌 な ど の 鮭織 に 於

て
,
癌細胞で の 過剰発現が見出され て お り , また , そ の 発現畳

と滞在型 M M P-2 の 活性化 との 相 関が 報告 され て い る
1 3)1 4)

. よ っ

て
, 臨床的に も M T

- M M P -1 ほ癌転移 ∴浸潤 に 重要な酵素 であ

ると考え られ , そ の 抑制 は転移, 浸潤 を抑制す る鍵に な る可 能

性を持つ .

本研究 で は 癌細胞 の M T-M M P -1
,
ア ン チ セ ン ス M T- M M-

P -1 遺伝子の 発現が生体内(i n v i v o) で浸潤 , 転移 に 与え る影響

を マ ウ ス 実験転移モ デ ル を用い て検討 した .

対象お よ び方法

Ⅰ . 細胞培養

1 . 使用細胞と そ の 培養条件

使用 した 培養細胞 ほ ヒ ト線椎肉腫由来 H Tl O 80 細胞, マ ウ ス

肺癌細胞 M a di s o nl O 9 細胞 (金沢大学放射線科 , 高仲博士 よ り

供与) で あ る . 以上 の 細胞 は 全 て1 0 % 牛胎 仔血 清 (f et al c alf

s e r u m
,
F C S

,
H y cl o n e , U t a h , U S A ) , 0 .2 m g/ m l カ ナ マ イ シ ン (和

光, 大阪: 以下特 に記載 の 無い 場合ほ 当社 の 製品を用 い た) を含

むダル ベ ッ コ 変法 イ ー

グル 培 地 (D u lb e c c o m o difi e d E a gl e
'

s

m ed i u m
,
D M E M ) ( 日水 , 東京) に て 37 ℃ , 5 % C O 2 存在下 で培

養した .

Ⅱ . ノ ー ザン プ ロ ッ テ ィ ン グ法

1 . 培養細胞全 R N A の 抽出

直径 15 c m の 細胞培養用 デ ィ シ ュ ( F A L C O N , N e w J e r s e y ,

U S A ) に て 細胞 が ほ ぼ 一 面 に 増殖 した時点 で , 培養上清 を除去

し
,
1 0 血 の D 液(4 M グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト

,
2 5 m M ク エ

ン 酸ナ ト リ ウ ム ,
0 .1 M 2- メ ル カ プ ト ニ ク ノ ー ル

,
0 .5 % N - ラ ウ

ロ イ ヤ ル サ ル コ シ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム) を 加え て 十分に 懸濁 した .

懸濁 した 材料 に ,
1/ 1 0 容量の 2 M 酢酸 ナ ト リウ ム , p H 4 .0 , 1 容

量の水飽和フ ェ ノ ー

ル
,
1/ 5 容量の ク ロ ロ ホ ル ム

ー

イ ソ ア ミ ル

ア ル コ ー ル 4 9 : l を 順次加え , 添加 ごと に 混和 した . 1 5 分水冷

した後
,
フ ェ ノ ー ル 抽出を 行い 水層( 上層) に 等量の イ ソ プ ロ パ

ノ ー ル を 加え
,
よく混和 して

-

20 ℃ で 1 時間放置 した . 4 ℃
,

10
,
00 0 回 転/ 分( r p m ) , 2 0 分速心 して 上 帝を捨 て た 後 ,

R N A の

沈澱を 0 .5 m l の D 液 で 十分溶解 して等量の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を

加えて前述の よう に R N A を 沈澱 させ た . R N A の 沈 澱を ジ ュ

チル ピ ロ カ ル ポ ネ ー ト(di e th yl p y r o c a r b o n a t e , D E P C) 処理 蒸留

水にて 溶解 し, フ ェ ノ
ー ル 抽出 ,

エ タ ノ ー ル 沈澱 を 行 っ た .

R N A の 沈澱を D E P C 処理 蒸留水 で 溶解 し, 分光光度計(モ デ

ル U V 1 6 0
, 島津∴京都) を 用い ,

26 0 n m の 吸 光度( O D) を測

し
, 1 0 D を 4 0 FLg/ m l と して 全 R N A 濃度を 測定 した .

2 . m R N A の 抽出

90 pl の 全 R N A に 対 して 10 FLl の 割合で 5 M N a C l を加 え ,

これを 6 m g の オ リ ゴーd T セ ル ロ
ー ス ( フ ナ コ シ ,

東京) と混合

し室温で 1 時間緩や か に 振返 して m R N A を セ ル ロ ー

ス に 吸 着

させた . 次に遠心 して 得 られた沈殿を 0 ,1 % S D S に 懸濁 し, 3 7

℃で 5 分間反応 させ , 吸着 して い る m R N A を 溶出させ た . 最

後に 遠心 して セ ル ロ ー

ス を除き, m R N A を含 む上 清 を 回 収 し

た .

3 . ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ法
Ⅰ5)

1 検体 に つ き全 R N A 2 0iLg に 相 当する m R N A を用い , 5 0 %

ホ ル ム ア ミ ド ( ナ カ ラ イ テ ス ク 1 京都) , 1 7 .5 % の ホ ル ム ア ル デ

ヒ ドを含む 2 % モ ル ホ リノ ー プ ロ バ ン ス ル ホ ン 酸( m o r p h oli n o-

p r o p a n e s u lf o n i c a cid , M O P S) , p H 7 .0 に 溶解し, 5 5 ℃ で15 分間反

応 させ た後 ,
1 ･0 % ア ガ ロ

ー

ス ゲル に て 2 % M O P S 中で 電気泳

動 を行 っ た . 泳動修了後の ゲ ル を ハ イ ポ ソ ドN メ ソ ブ ラ ン

(A m e r s h a m , B u c ki n g h a m sh iT e , U K ) に 転写 した . 転写後の メ ソ

ブ ラ ン を U V ス ー ラ ク ー リ ン カ ー 1 8 00 ( フ ナ コ シ) を用い て波

長 254 n m の 紫外線12 00 マ イ ク ロ ジ ュ
ー ル を 照射 し, R N A を メ

ソ ブ ラ ン に 固定 した .

4 . プ ロ ー ブの 作成

マ ウス お よび ヒ トの M M P -2 お よ び M T - M M P -1 の c D N A

を含む プ ラ ス ミ ドよ りプ ロ ー

ブ を作製 した .
マ ウ ス M M P -2 プ

ロ ー ブほ制限酵素 (制限酵素ほ全 て 宝酒造を使用 した) B a m HI

で 切 り出され る0 . 6 キ ロ 塩基対 (kil o b a s e p air s , k b p) の c D N A

断 片 ,
ヒ ト M M P-2 ほ E c o R I , B a r n H I で 切 り 出 さ れ る

1 .6 k b p の c D N A 断片, マ ウ ス M T - M M P -1 ほ E c o R I で 切り出

さ れ る 1 .2 k b p の c D N A 断片 ,
ヒ ト M T - M M P -1 ほ E c o RI

,

B a m H I で切 り出され る 1 .5 k b p の c D N A 断片を使用 した .
こ

れ らの D N A をそ れ ぞれ 50 n g ず つ マ ル チ プ ラ イ ム ･ ラ ベ リ ソ

グ
･

キ ッ ト ( ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン , 東京) を 用 い て 【α-
32

円

d C T P ( ア マ シ ャ ム ･

ジ ャ バ ソ) で標識 し, 2 .0
-

5 .O c p m / p g の 非

情性 を持 つ プ ロ ー

ブを得た .

5 .
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ソ

紫外線固定後 の メ ソ ブ ラ ン を ラ ビ ッ ド ･ ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン
･ バ

ッ フ ァ
ー

(r a pid h y b ridi z a tio n b uff e r , R- h b) ( ア マ

シ ャ ム
･

ジ ャ パ ン) と 共に プ ラ ス チ ッ ク バ ッ グに 入 れ
,
6 5 ℃ で

2 時間加温 し, プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン を 行 っ た . 次に こ

の プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 液 を 捨 て ,
ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー

シ ョ ン 液 (R-h b 2 .O m l) に 9 5 ℃ ,
5 分加温後 氷 上 で 冷 却 し た

20 m g/ m l 変性サ ケ 精子 D N A ( べ
-

リ ン ガ
ー

マ ン ノ ＼イ ム 山之 札

東京) 10 恥1 お よ び標識後 プ ロ ー ブ を加え63 ℃ で 3 時間反応 さ

せ た . 反応後の メ ソ ブ ラ ン は 2 倍濃度 S S C に て室温10 分間 4

回 洗浄 し, 0 .1 倍濃度 S S C -0 .1 % S D S を含む 溶液に て 54 ℃ で2 0

分間の 洗浄を 3 回施行 した . 洗浄後 ∴室温下 6
-

1 8 時間の オ ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー

を試行 した . 検出され る m R N A の 大き さ

の 評価 ほ ア ガ ロ ー

ス 電気泳動の 際 に ,
Hi n d Ⅲ で 切 断 し【α▼

32
P】

d C T P に て 標識 した フ ァ ー ジ D N A 約10 0 n g を 標準と して 同時

に 泳動 しそ の 位置か ら計算 した .

Ⅲ . 培養細胞 に お け る M T
-

M M P
- l
,
ア ン チ セ ン ス M T -

M M P , l ( a n ti s e n s e
- M T - M M P - l

,
A S → M T - M M P - 1) の

発現

1 . M T q M M P -1
,
A S- M T- M M P-1 発現 ベ ク タ ー の 構築

発現 ベ ク タ
ー

ほ p S G-5 (東洋紡) , お よび p L X E N
16)

( 国立が ん

セ ン タ
ー 研究所ウ イ ル ス 部

,
赤城剛博士 よ り供与) を使用 した .

P L X E N は ピ コ ル ナ ウイ ル ス の イ ン タ
ー

ナ ル リ ボ ゾ
ー ム エ ン ト

リ ー サ イ ト(IR E S ) を 利用 して , 一 本の m R N A か ら 二 つ の タ ン･

m at ri x m e t all o p r o t ei n a s e s ; M O P S , 3 - N - M o r p h oli n o p r o p a n e s ulf o nic a cid ; M T
- M M P - 1 ･ m e m b r ap

e t y p e m at rix

m et allo p r o t ein a s e p l ; N K , n a t u r al kill e r ; P B S , p h o s p h at e
- b uff e r e d s a .1i n e ; R - h b , r a p id h yb ridiz a ti o n b u ff e r ;

S P F
, S p e Cific p a t h o g e n fr e e ; T E , T ris E D T A ; U , u nit



2 7 4

パ ク を読 ま せ る バ イ シ ス ト ロ ニ ッ ク な レ ト ロ ウイ ル ス ベ ク タ
ー

で あ る . こ れ ら の 発 現 ベ ク タ ー に E c o RI で 切 り 出 さ れ る

3 .4 k b p の ヒ ト M T
- M M P -1 c D N A を E c o RI サ イ ト に て 5

'

方向

か ら 3
'

方 向 に 組 み 込 み ,
M T- M M P

-1 発 現 プ ラ ス ミ ド

(p S G- M T
- M M P - 1

, P L X E N
- M T - M M P-1) を 作 製 し た .

A S - M T - M M P -1 発 現 プ ラ ス ミ ド ( p S G - A S- M T q M M P -1 ,

p L X E N
- A S - M T- M M P -1) も同様に M T

-

M M P-1 を 3
'

方 向か ら

5
'

方 向に 組み 込み 作製 した (図1 ) .

2 . プ ラ ス ミ ドの 大量調製

皿 - 1 . で 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド で 形質転換 さ れ た 大 腸菌

H Bl Ol 株を 2 × Y T 培地 【ト リ プ ト ン 16 g , イ
ー ス ト エ キ ス ト

ラ ク ト 10 g , 塩化 ナ ト リ ウ ム (N a C l) 5 g , ア ン ピ シ リ ソ 50 m g/

1 , p H 7 朝 25 0 m I に て 37 ℃ , 1 2 時間培養 した . 培養終了 後∴嵐心

に て集菌 し , 沈澱 を 【50 m M T ri s - H Cl , 1 0 m M E D T A , 1 0 0 /唱/

m l R N a s e ( B o e h ri n g e r , M a n n h ei m , G e r m a n y) , P H 8 .0] 1 0 m l で

懸濁 した . 懸濁液 に ア ル カ リ溶液【200 m M 水 酸化 ナ ト リ ウ ム

( N a O H ) , 1 % S D S] 1 0 m l を加え て 室温で 5 分間放置 して細胞質

を溶解 した . こ の 混 合液 に 3 M 酢 酸 カ リ ウ ム , p H 5 .5 , を

1 0 m l 加え , 1 0 分水冷 して 液を 中性化 し, 遠心 して 沈澱 を除去 し

た 後き 上 清に 10 m g/ m l R N a s e を 1 5 恥1 加 え , 3 7 ℃ , 3 0 分間

R N A を 消化 した後 , Q I A G E N - tip 2 0 ( Q I A G E N , C h a t s w o rt h ,

U S A ) カ ラ ム に 重層 した .
プ ラ ス ミ ドが 吸着 した カ ラ ム を 1 M

N a C l
,
5 0 m M M O P S

,
1 5 % エ タ ノ ー ル

, p H 7 ,0 に て 2 回 洗浄

後 ,
l .2 5 M N a Cl

.
5 0 m M T ri s - H C l , 1 5 % エ タ ノ ー ル

, p H 8 .5 に

て プ ラ ス ミ ドを 溶出 した . プ ラ ス ミ ド溶 出液に 等量の イ ソ プ ロ

B pS G
･5

a r
-00 b p

T]
Ec o Fu

S e n s t M l
-

. M M P ･ l ( 3

､
4 k b

A Ilt i 5 e n S 亡 M T ･ M M ト1

Fi g . 1 . C o n st r u c ti o n of v e c t or s e x p r e s si n g M T- M M P-1 a n d

a n ti s e n s e M T - M M P -1 a n d lo c a ti o n of th e olig o n u cl e o tid e

P ri m e r s a n d p r o b e f o r P C R a r n plifi c a ti o n i n th e e x p r e s si o n

V e C t O r S . ( A ) p L X E N v e c t o r . (B ) pS G - 5 v e c t o r . M T - M M -

P -1 c D N A (b) o r a n tis e n s e M T - M M P -1 ( c) w e r e i n s e r t e d

i n t o th o s e v e c t o r s . C o n t r ol pla s m i d s ( a) e x p r e s s e d

n o thi n g . P ri m e r s 王o r P C R a r n plific a ti o n w e r e s p e cifi c f o r

e a c h pl a s mi d s . N u m b e ri n g w ith th e a r r o w s h o w th e

l o c atio n of t h e olig o n u cl e otid e p ri m e r s f o r P C R , th e

n u m b e r s b e t w e e n a rr o w s a r e siz e s of p r o d u c t s b y P C R .

L T R
,
l o n g t e r m i n al r e p e a t ; I R E S . i n t e r n al rib o s o m e sit e ;

E M C V
,
e n C e ph al o m y o c a rd itis v ir u s ; n e O

,
n e O m y Ci n e

r e si st a n c e e n c o di n g g e n e
▲

( w hi c h c o nf e r s r e si s t a n c e .
t o

G 41 8) ; S V 4 0 , Si mi a n vi r u s 4 0 e a rly r e gi o n p r o m o t e r ; 41
+

,

e x t e n d e d r et r o vi r al p a c k a gi n g sig n al .

パ ノ
ー ル を 加え て 良く混和 し , 1 5 ,0 0 0 r p 町 3 0 分速心 して プ ラ

ス ミ ドを 沈澱 さ せ た . プ ラ ス ミ ドの 沈澱 を T ris E D T A ( T E)

(1 0r n M T ri- H C l, 1 m M E D T A , P H 8 ･0) で 1 m g/ m l の 濃度に 溶解

した .

3 , 培養細胞 へ の 遺伝子導入

培養細胞 (M a d is o n-1 0 9 細胞 ,
H T l O 80 細胞) を 35 m m プ ラ

ス チ ッ ク デ ィ シ ュ (F A L C O N ) に 約 1 .0 ×1 0
S

個/ m l の 濃度で

5 % F C S 加 D M E M 2 m l に て 37 ℃ , 2 4 時間培養後 ,
C h e n らの

リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法変法
l T)
に て遺伝子 導入 を 行 っ た . 即 ち , ヒ

ト M M P - 2 発現 プ ラ ス ミ ド(p S G -5 - M M P -2) D N A O .2 p g と共に

M T- M M P -1 , A S
- M T- M M P

-

1 発現 プ ラ ス ミ ド D N A お よび発現

ベ ク タ ー D N A 計 2 .O iL g ( 総計 2 .2 jLg) を 0 .2 5 M 塩化 カ ル シ ウ ム

(C a C1 2) 6 0 pl に 混和 し , そ の 混合液 に 2 倍濃度 N , N- ビ スー(2一ヒ

ド ロ キ シ ュ チ ル)-2- ア ミ ノ
ー

エ タ ン ス ル ホ ン 酸 【N , N-bis

(2-h yd r o x y e th yl)- 2 - a m i n o - e th a n e s u lf o n i c a c id , B E S] 緩 衝 液

(B E S -b u ff e r e d s ali n e
,
B B S) (2 8 0 m M N a C l , 5 0 m M B E S

,

2 .8 m M リ ソ 酸 水素 ニ ナ ト リ ウ ム , p H 7 且) 6 2 .5 /上1 を 加 え
,

37 ℃ で10 分間 , 次に 室温 で10 分間静置 した後 ,
上 記培養細胞に

加え C O 2 濃度 3 % の 条件下 に て 37 ℃ , 2 4 時間培養 した . 培養

後, ハ ン ク ス 液 ( H a n k s bl a n c e d s alt s ol u ti o n) に て 2 回 洗浄

し, 5 % F C S 加 D M E M 2 m l で3 7 ℃ , 2 4 時間培養 した ,

4 . ゼ ラチ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ
ー
1 8)

培養細胞を 35 m m プ ラ ス チ ッ ク デ .1 シ ュ ( F A L C O N) に 約

1 .0 × 1 0
5

個/ m l の 浪度 で 5 % F C S 加 D M E M 2 m l に て 37 ℃,

2 4 時間培養 , そ の 後培養液を除去 し, ハ ン ク ス 液 に て 2 回 洗浄

し
, 無血 清 D M E M . も しく は 10 % F C S 加 D M E M を 1 m l 加

え , 2 4 時間培養後の 培養 上清 を試料 と した . 試料 を試料溶解液

[50 m M T ri s - H C l , p H 6 .5 , 1 0 % グリ セ ロ ー ル
,
2 % S D S

,
0 .1 %

ブ ロ モ フ ェ ノ
ー ル ブル

ー

(b r o m o p h e n ol b l u e , B P B)] と 等量混和

し
,
3 7 ℃ で30 分加温 した 後 ,

0 .1 % ゼ ラ チ ン を含 む10 % ポ リ ア ク

リ ル ア ミ ドゲ ル で S D S- P A G E を 行 っ た . 泳動終了 後 , ゲル を

2 .5 % ト ラ イ ト ン ×10 0 に て30 分 間室温で 2 回洗 浄 し, 反応液

[50 m M T ri sT H C l, p H 7 .5
,
1 5 0 m M N a C l

,
1 0 m M C a Cl 2 , 0 .0 2 % ア

ジ化ナ ト リ ウ ム ( N a N 3)] に て 37 ℃ , 24 時間反応 さ せ た . 反応

後 ,
ゲ ル を染色液[30 % エ タ ノ

ー ル
,
1 0 % 酢酸 ,

0 .3 % コ
ー マ ス

ブ リ リ ア ソ ト ブ ル ー G- 2 5 0 (S ig m a C h e m i c al , S t . L o ui s ,

U S A )】に て室温 で 5 時間染色 し, 3 0 % エ タ ノ ー ル
,
1 0 % 酢酸に

て 脱色 して ゼ ラ チ ン 分解能を観察 した .

Ⅳ . 検量線の 作成

1 . D N A の 抽出

マ ウ ス よ り 摘 出 した 肺 は 4 m l の 細 砕緩衝液 (0 .1 M N a C l,

0 .2 M シ ョ 糖 , 0 .01 M E D T A , 0 .3 M T ris- H C l p H 8 .0) 中で 柵砕し

た . 細砕物 に 250 m l の 1 0 % S D S を 加え撹拝 し, 6 5 ℃ の 温洛中

に て30 分 間加温 した . さ ら に 60 0 〟1 の 8 M 酢酸ナ トリ ウ ム を加

え 撹拝後 t
6 0 分間水冷 した . 水冷後 ,

4 ℃
,
1 1 ,0 0 0 r p m に お い て

20 分間遠心 し, 氷層を 新た な チ ュ

ー

ブ に 回 収 した .
ク ロ ロ ホ ル

ム 4 血 を 加 え 撹絆後 ,
3
,
0 0 0 r p m に お い て王5 分 間遠 心 し ,

D N A を抽 出 した , 分取 した 氷層に ク ロ ロ ホ ル ム 4 m l , T E 緩衝

液 ･ 飽和 フ ェ ノ
ー

ル 4 m I を加 え撹押後 ,
3
,
0 0 0 r p m に お い て15

分間遠心 し, D N A を抽 出 した . 再 度 ク ロ ロ ホ ル ム 4 m l を加

え , 抽 出後 一 分 取 し た 氷層 に 8 m l の エ タ ノ ー ル を 加 え ,

3
,
00 0 r p m にお い で15 分間遠心 し, D N A の 沈殿物 を得た .

この

沈殿物 を80 % エ タ ノ ー ル で洗 浄 し , 減 圧乾燥 し た 後 ,
2 m l の

T E 緩衝液に溶解 した . こ の D N A 溶液 に 10 m g/ m l R N a s e
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4〃1 を加え, 3 7 ℃ , 3 0 分間反応 させ た 後, 3 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム

20 恥1 を 加え , T E 緩衝液
･ 飽和 フ ェ ノ ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム 1 :

1 2 m l に て 1 回 (3 ,0 0 0 r p m , 1 5 分間) , ク ロ ロ ホ ル ム 2 m l に て 1

回(3 ,0 0 0 r p m , 1 0 分間) 抽 出を 行 っ た ･ 分取 した氷層 に 5 m l の

エ タ ノ
ー ル を加 え , 3 ,00 0 r p 町 1 5 分間遠心 し エ タ ノ

ー ル 沈澱を

行 っ た . 得 られ た D N A は80 % エ タ ノ
ー ル に て洗浄 し , 減圧乾

燥させ た後 ,
T E 緩 衝液 に て 溶解 し た . 分 光光度計を用 い ,

D N A 溶液の 260 n m の O D を測 定 し, 1 0 D を 50 p g/ m l と して

D N A 濃度を測定 した .

2 . 鋳型 D N A の 調整

マ ウ ス 正 常 肺 D N A 溶 液 に M T- M M P
-1 導 入 p S G 5 ,

p L X E N 発現
ベ ク タ ー

を 10～
1
～ 1 0~ 10

～~ 12p g ま で の10 倍段階希釈

量を そ れ ぞれ 加 え , 総 D N A 量 を 1 p g と した も の を 鋳

D N A と した .

3 . P C R 法

Ⅳ- 2 . で調整 した試料 レ唱 を 鋳型 と し, P C R 法 に て 各遺伝

子導入 プ ラ ス ミ ドの 増幅を 行 っ た . 特異的遺伝子配列 の 増幅に

用い る プ ラ イ マ ー と して
, 各プ ラ ス ミ ド に 特 異的 な 1 7 - 2 0 b p

の オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを作製 した ( 囲1 , 表 1) . こ れ ら プ ラ イ

マ ー は特異性を持たせ る 意味 で遺伝子導入 プ ラ ス ミ ドの ベ ク

タ
ー 側 と 導 入 c D N A 側 と で そ れ ぞ れ 作製 し た . ま た ,

p L X E N に お い て は ネ オ
マ イ シ ソ 耐性遺伝子 ( 乃e O

r

) の 一 部を増

幅す るプ ライ マ ー

も作製 した . プ ラ イ マ ー は全て D N A 合成磯

( M o d e1 3 9 1 D N A S y n th e siz e r , A B I ジ ャ バ ソ , 東京) に て 作 製

し
,
2 6 0 n m の 吸光度を 測定 して 2 恥M に 調製 した もの を使用 し

た.

P C R 法に は T a q D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ (P r o m e g a , M a di s o n ,

U S A) を用 い た .

- 検体 5 仙1 に て熱変性を93 ℃ で 1 分 ,
ア ニ ー

リ ン グ反応を55 ℃で 1 分 , 伸長反応を72 ℃で 1 分行 い ,
こ れを

1 サ イ ク ル と して24 サ イ ク ル 繰り返 した . 反応終了後 , 7 2 ℃ で

18 分間の 処理 を 加え た .

4 . D N A ブ ロ ッ テ ィ ン グ法

P C R 法 に よ り得 ら れ た 試料 に 5/上1 の 3 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム

(p H 5 .2) お よび 20 0 JLl の エ タ ノ ー ル を 加え
,
1 5 , 00 0 r p m に て2 0 分

間遠心 し D N A を 沈殿させ た .
D N A を80 % エ タ ノ ー

ル に て 洗

浄し, 減圧乾燥 した後 ,
0 . 0 6 % キ シ レ ン ア ノ ー ル

,
0 .0 6 % B P B

,

およ び6 . 7 % グ リセ ロ ー ル を含む T E 緩衝液 に 溶解 し, 最終的

に 15/Jl に 調整 した . 各試料ほ 0 .5 m g/ m l の エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ

ドを含む1 .5 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 泳動用緩衝液 (4 m M T ris ,

T a bl e l . S e q u e n c e s o f th e p ri p ri m e r s f o r a m pli丘c a ti o n

i n e x p r e s si o n v e c t o r s p L X E N a n d pS G
-5

P ri m e r S e q u e n c e

p L X E N 1 5
1

> T T G T A C A C C C T A A C C T C C G < 3
′

2 5
′

> C A C A A A C G C A C A C C G G C C T T < 3
1

3 5
1

> A T T A G G G C C A G A C T G T T A C C < 3
′

4 5
′

> C T T T G T C T T C G G T A G G C A C T < 3
'

5 5
1

> T G C T G G C A G T T C G G C T A G A T < 3
′

6 5
′

> C T G T G C T C G A C G T T G T C A C T < 3
′

7 5
′

> C C C G C T C A G A A G A A C T C G T C
■8

'

pS G
･ 5 1 5

′

> A T T A T G C T G A G T G A T A T C C C <3
′

2 5
'

> T G T G A T G C T A T T G C T T T A T T 4
'

3 5
′

> T G T G A T G C T A T T G C T T T A T T < 3
l

2 m M 酢酸ナ ト リ ウ ム 0 .1 m M E D T A , p H 7 .2) を 用い , 定電 圧

100 V に て電気泳動 した . 泳動終了 後の ゲル は ア ル カ リ変性液

(0 .2 N N a O H , 0 .6 M N a C l) に 浸 し, 3 0 分間室温に て 緩や か に 振返

した後 , 中和溶液【0 .24 M T ris - H C l ( p H 7 .5) , 0 .6 M N a C ll に浸 し

30 分間室温 に て 緩や か に 振返 し, 中和反応 させ た . こ の 中和反

応を 2 度繰 り返 した 後, 2 0 倍濃度 SS C を 使用 し, ハ イ ポ ソ ド

N メ ソ ブ ラ ン に 転写 した . 転写後 の メ ソ ブ ラ ン ほ U V ス ト ラ

タ ー リ ン カ ー 1 8 0 0 に て 紫外線を照射 し , D N A を メ ソ ブ ラ ン に

固定 した . 各 プ ラ ス ミ ドを検出する プ ロ ー ブほ ジ ュ チ ル ア ミ ノ

エ チ ル セ ル ロ
ー

ス (d ie th yl a mi n o e th yl c ell ul o s e , D E A E) 法に よ

り作成 した . すな わ ち
,
各プ ラ ス ミ ドを 鋳型と して 各 P C R プ

ラ イ マ
ー に よ り増 幅さ れ た D N A を l 倍 濃度 T A E 緩衝 液

(0 .0 4 M 酢酸 T ri s , 0 .0 01 M E D T A ) 中 で D E 8 1 紙 ( W h at m a n ,

M aid st o n e
,
E n gl a n d) に 吸着 させ た後 , 紙を 0 .5 m l エ ッ ベ ン ド

ル フ チ ュ

ー

ブ に 移 し, 2 M N a C I 中に 浸 した . 68 ℃ で1 5 分間 , 加

温 した後 ,
エ
ッ
ベ ン ドル フ チ

ュ

ー ブの 底部 に 穴 を 開け
,
1 .5 m l

エ
ッ
ベ ン ドル フ チ ュ

ー ブ に 入れ ,
8
,
00 0 r p m , 5 分間遠心 し, 増幅

された D N A 溶液 を待た . こ の 溶液 に 飽和 フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ

ホ ル ム ･ イ ソ ア ミ ル ア ル コ
ー ル 2 5 : 2 4 : 1 を 加え て , 撹拝 した

後 , 上層を 採取 し, 最終濃度 0 .2 M N a C l , 2 倍 量の エ タ ノ ー ル を

加え , 8 0 ℃ で15 分間冷却後 ,
1 5

,
0 0 0 r p m , 1 5 分間遠心 し エ タ ノ ー

ル 沈殿を行 っ た . 得 られ た沈殿物ほ80 % エ タ ノ ー ル で 洗浄 し,

減圧乾燥後 ,
T E 緩衝液に 溶解 した .

5 .

ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ソ

ハ イ プリ ダイ ゼ
ー シ ョ ソ は 前述 した Ⅱ - 5 と 同様 に 施行 し

た . なお , 検出され る断片の 大き さ の 評価 ほ ア ガ ロ ー

ス 電気泳

動 の 際 に ,
H i n d Ⅲ で 切 断 し [ αr

32

p] d C T P に て 標識 し た 人

D N A 約 1 00 n g お よび H a e Ⅲ で 切断 し[ α-
32

P ] d C T P に て 標識

した p u c 1 9 プラ ス ミ ド D N A 約 10 0 n g を標準 と して 同時に 泳

T r a 血Sf七ct ed c el】s I .Ⅴ. i【か Cti o n L u n g r e 5 e Cti o n

【壬王
･

.

･

F ig . 2 . S c h e m a ti c ill u s tr atio n of th e e x p e ri m e n t al p u lm o n a r y

m e t a st a sis a s s a y (1) . E a c h g r o u p s of l x l O
6

M a di s o n l O 9

c e ll s o r l x l O
T
H T l O 8 0 c ell s tr a n sf e c t e d w ith e x p r e s si o rl

v e c t o r s ( p L X E N o nl y , P L V ; M T- M M P e x p r e s si o n v e c to r ,

p L S M T ; a n ti s e n s e M T
- M M P-1 e x p r e s si o n v e c to r

,

p L A M T .) w e r e i n o c u l at e d i n t o th e t ail v ei n s of m ic e

( B alb/ c f o r M a di s o n l O 9 c ell s , B alb/ c n u/ n u f o r H T l O 80

c e u s .) . M ic e w e r e i nj e ct ed i n t r a v e n o u sly w ith a n ti
-

a Si al o

G M l (2 0 0 p g) at 2 d a y s b ef o r e a. n
d l d a y s af te r t u m o r

i n o c u l atio n t o a b oli s h n a t u r al k iu e r a c tivi t y . T h e D N A

e x t r a c t e d (1 FLg) f r o m l u n g s a t r 5 d a y s af t e r t u m o r

i n o c u l atio n w a s a m plifi e d b y P C R w ith N e o
r

p ri m e r s . T h e

i n t e n sit y o f r a di o a c ti vi ty i n r e a c ti o n p r o d u c t s h y b rid iz e d b y

S o u th e r n bl o tti n g w a s a n al y z e d u si n g■a F uji x B i oi m a g e

a n aly z e r a n d th e r e pl a c e d D N A (l o g 10 D N A ) w a s c o m p u t e d

b y th e c alib r a ti o n c u r v e of n e o
'

･
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勤 しその 位置か ら計算 した .

6 . 検量線 の 作成

Ⅳ - 2 で 得た 鋳型 D N A を前記の 条件で P C R 法を 試行 し, 得

られた サ ン プ ル を D N A ブ ロ ッ テ ィ ソ グ法 ,
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ソ を行 っ た後 ,
バ イオ イ メ ー ジ ア ナ ラ イザ ー を 用 い て

,

一

定面積に お ける放射活性 の 測定を行 い ,
数値化 した . プ ラ ス ミ

ド D N A 量と放射活性値 よ り検量線 を得た .

Ⅴ . 実験的転移 ア ッ セイ

1 . 実験動物

マ ウ ス は B alb/ c , 6 週齢, 雌を , ヌ
ー

ド マ ウ ス は 5 適齢 ,
雌

の B alb/ c ( n u/ n u) ( 日 本 S L C) を使用 した .

マ ウ ス は無病原体

飼育条件下 (s p e cifi c p a th o g e n f r e e , S P F) で 滅菌飼料, 滅菌水

道水が自由に 摂取できる ように して飼育 し実験 に 用 い た . 尚 t

移植癌細胞 は B alb/ c 対 して は M a di s o nl O 9 細胞 を ,
B alb/ c

( n u/ n u) に 対 して H T l O 8 0 細胞 を用い た .

2 . 培養細胞 へ の プ ラ ス ミ ドの 導入

培養細胞ほ 150 m m プ ラ ス チ ッ ク デ ィ シ ュ ( F A L C O N ) に 培

養後 ,
Ⅲ - 3 と 同様 に 遺伝子導 入 を 行 っ た . 各 デ イ シ ュ に

M T - M M P-l , A S - M T - M M P -1 発現プ ラ ス ミ ド D N A お よび 発現

ベ ク タ ー D N A 3 .7 p g を 0 .2 5 M 塩 化カ ル シ ウ ム 11 0 pl に 混 和

し, そ の 混合液 に 2 × B B S 1 1 5〟1 を加 え , 3 7 ℃で10 分間, 次に

室温で10 分間静置 した 後- こ の 1 0 倍 量を 上 記培養細胞 1 デ ッ

シ
ュ に つ き加え ,

C O 2 濃度 3 % の 条件下に て 37 ℃ , 2 4 時間培養

し た . 培 養 後 ,
ハ ン ク ス 液 に て 3 回 洗 浄 し ,

5 % F C S 加

D M E M 2 m l で 3 7 ℃ , 2 4 時間培養 し, 実験 に 用 い た .

3 . 実験的転移 ア ッ セ イ (1)

M a di s o n l O 9 細胞 で は , 各 プラ ス ミ ド (発現 ベ ク タ ー の み
,

M T- M M P -1 ま た は A S - M T - M M P-1 発現プ ラ ス ミ ド) 導 入後 ,

1 ×1 0
6

個/0 .2 m l の 癌細胞を無麻酔下に B alb/ c マ ウ ス の 尾静脈

内に 移植 し, 移植後 5 日 目 に 肺 を 摘出 し D N A を抽 出 した .

H T l O 8 0 細胸 で ほ 1 ×1 0
T

個/0 .2 m l を ヌ ー ド マ ウ ス に 静脈内移植

し た . こ の 際 ,
ヌ ー

ド マ ウ ス で の ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞

( n a t u r al kill e r c e11 , N K c ell) 活性の 抑制 を 目的 に ウ サ ギ 抗ア シ ア

ロ G M l 血 清(和光) 20 恥唱 を移植前 2 日 目お よ び移植後 1 日 日

に 静脈内注射 した . 細胞肺 D N A レ唱 を 鋳型と し, 乃g O
′

プ ライ

マ ー にて 前記の 方法 で P C R 反 応を 施行 した . 得 られ た 増幅

D N A を サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り標識 し, そ の 放射活性

(R .｡ 〔E) を求 め , 検量線 に 基づ き P C R 産物 D N A 量 [P .u n g ( p g)】

を求め た (図2 ) . 尚
,
培養時 の 導入 効率 の 比較を行うた め に ,

静脈内移植前 の 培養細胞を 一 部 回 収 し , 同様 に D N A レ唱 を

P C R 後に サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ し , そ の 放射活性 ( R ｡ ｡1) よ り 同

様 に プ ラ ス ミ ドの P C R 産物 D N A 量[ P c ｡ . (FL g)] を求め た . 肺

定着率を次式 で求 め
,
各導入 プ ラ ス ミ ド群間 で比較 した .

肺定着率 = P h ｡
B
X 肺 D N A 総量/ P c ｡1 ×移植細胞 D N A 総量

P 加咽
= 遺伝子 導入 培養細胞 D N A (1 /Jg) 中に 検出 され る補正 プ

ラ ス ミ ド D N A 量
,
P ｡ ul = 肺狙織 D N A 山唱) 中に検出さ れ る補

正 プ ラ ス ミ ド D N A 量

4 . 肺転移 コ ロ ニ ー 数の 測定

肺転移数 の 計測 ほ W e xl e r の 方 法
1 g)

を 用 い た .
5 ×1 0

5

個/

0 .2 m l の 癌細胞を尾静脈内に移植後 ,
1 0 日 目に マ ウ ス を屠殺 し,

仰臥位に 固定 した . 頸部正 中切開にて 気管を霹出 した ㌧ 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(丸 石製薬 ▲ 大 阪) 2 滴か らな る染色液を紛 2 m l を緩徐 に注

塚

入 した . 気管 を切断 し, 胸隔内臓器を 一

塊 に 摘 出 し, 水中に5

分間浸 した . 次に F ek e t e
'

s 溶液(7 0 % ア ル コ ー ル 1 0 0 m l
,
ホ ル

ム ア ル デ ヒ ド 1 0 m l
, 酢酸 5 血) に 24 時間浸 し , 臓器 を 固定し

た . 国定後 , 肺 を切離 し, 5 実 に 分離 し, 肺表面を 実体顕微鏡

(20 倍) に て 観察 し転移 コ ロ ニ ー 数 (直径 5 恥 m 以上) を測定し

た .

5 . 皮下移植 に おけ る腫瘍径の 計測

各プ ラ ス ミ ド導入 M a d is o n l O 9 細胞 5 ×1 0 個/O T2 m l を無麻酔

下 に マ ウ ス 背部皮下 に移植 し, 経時的に 腫瘍径 の 計測を試み次

式 に プ ロ ッ ト し
20)

,
グ ラ フ 化 した . な お

,
リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法

で 導入 した M T- M M P
-1 遺伝子 の 経 時的効果 を確認す る た め

に
,
M T - M M P -1 を 癌細胞に 導 入 して か ら 5 日 経過 した細胞群

に お い て も同様 の 実験 を施行 した .

腫瘍容横 (T u m o r v ol u m e) ( m m
3

) =

腫瘍長径 (1 e n g th) ( m m ) ×【腫瘍短径 ( w id th) ( m m )]
2

/ 2

6 . 実験的転移ア ッ セ イ (2)

リ ソ 酸 カ ル シ ウ ム 法 に て各 プ ラ ス ミ ドを 導入 した各培養癌細

胞を そ れ ぞれ I x l O
7

個/0 .2 m I に 調整 した . そ の 後 ▲ そ の 調整し

た 各 プ ラ ス ミ ド導入細胞(発現 ベ ク タ
ー

の み
,
M T - M M P - 1 ま た

は A S - M T- M M P
-1 発現プ ラ ス ミ ド) を等量混合後 , 0 .3 m l を尾

静脈内移植 した . 移植後 の ア ッ セ イ ほ 前述 した実験的転移ア ッ

セ イ (1) と 同様 に 行 っ た .
ヌ ー ド マ ウ ス に 対 して は ウサ ギ抗ア

シ ア ロ G M l 血 清を 同様に使 用 した ( 国3 ) .

Ⅵ . 免疫組織染色法

各 プ ラ ス ミ ド導入癌細胞 の マ ウ ス 尾静脈内移植後 t
7 日目 に

肺を 摘出 した . 肺を 4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで 4 ℃, 1 6 時間

固定 し , パ ラ フ ィ ン 包唾 した . 毎 m の パ ラ フ ィ ン 切 片を 作成

し
, 脱 パ ラ フ ィ ン 後 ,

メ タ ノ ー ル ー 0 ,3 % 過酸化水素水に よる

内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の ブ ロ ッ ク と 0 .1 5 M リ ン 酸緩衝液

T I
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(p h o s p
h at e- b u ff e r e d s ali n e , P B S) (p H 7 ･2)- 3 % 牛血 清ア ル ブ ミ ン

(b o vi n e s e ru m alb u m i n , B S A ) に よ る非特異的反応の ブ
ロ ッ ク

の 後, ビ オ チ ソ 化抗 M T-M M P 抗体 (11 3
- 5 B 7 ‥ 合成 ペ プ チ ド

C D G N F D T V A M L R G E M , 残基 310-3 3 3 , M T
- M M P

9}

, 富士 薬品

工業, 高岡) ま た は抗 M M P-2 抗体
21)

(7 5 - 7 F 7 , 富士 薬 品工 業)

を 5iLg/ m l 含む P B S-0 ･1 % B S A に て 6 0 分 間室温 で反応 させ

た . 次 い で , 抗 ビ オ チ ン マ ウ ス I g G 抗 体 (C a p p el , W e s t

C h e s t e r , U S A ) で3 0 分間, 室温 で 反応後 ,
ピ ア ス イ ミ ュ ノ

ピ ュ ア メ タ ル エ ソ ノ
､ ン ス ト D A B サ ブ ス ト レ イ ト(P I E R C E

i m m u n o p u r e m et al e n h a n c e d D A B s u b s tr a t e) キ ッ ト (C a p p el ,

W e st C h e s t e r) で発色 さ せ た . ま た , 陰性対照 と して 50 0倍 に 希

釈した正 常 マ ウス I g G を 1 次抗体 の か わ り に 使用 し , 同様 の 方

法で反応を行 っ た .

Ⅶ . 統計処理法

得 られた 成績ほ ,
全て 支 ±S D で 示 した . 多群間の 差の 検定

に は A N O V A 法 の 後 ,
S c h eff e r

'

s F 検 定 を 用 い , 危 険率

(1e v el of sig n ifi c a n c e) p < 0 .0 5 を 統計学的有意差あり と した ,

成 績

Ⅰ . 腫瘍細胞 にお け る M M P - 2 , M T - M M P - 1 の発現

実験 に あ た り 使 用 す る 腫瘍細 胞株 の M M P
-2 お よ び

M T - M M P -1 の 発現の 有無 を ノ
ー ザ ン プ ロ ッ ト法 お よび ゼ ラ チ

ン ザイ モ グ ラ フ ィ
一 に よ り検討 した .

1 . ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法

ヒ ト由来線維肉腫細胞株である H Tl O 8 0 細胞お よ び B alb/ c

マ ウ ス 由来肺癌細胞株 で あ る M a di s o n l O 9 細胞か ら総 R N A を

抽出 し
,
M M P-2 お よび M T

- M M P-1 遺伝子 の 発現を ノ
ー ザ ン

プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 法 に て 検 討 し た . な お ,

H T l O 8 0 細胞は ヒ ト 由来 ,
M a di s o n l O 9 細胞 ほ マ ウ ス 由来 で あ

A

ぶ夢
迅

廃 幣 繭
FC S ト) F C S( + ) k 伽

M T ･ M M P . 1

A 血 轡観
Fig . 4 . E x p r e s si o n of M M P- 2 a n d M T- M M P -1 g e n e i n

C ult u r e d M a d is o n l O 9 c e11s a n d H T l O 8 0 c e11 s . ( A )

N o rth e r n bl o t a n a ly sis . R N A s a m pl e s (2 0 p g) o b t ai n e d f r o m

th e c u lt u r e d c ell s w e r e el e c tr o p h o r e s e d a n d tr a n sf e r r e d t o

m e m b r a n e . N o rt h e r n bl o t s w e r e p e rf o r m e d w ith
32
p-l a b el

-

e d c D N A p r o b e s of m o u s e M M P
-2 ( M M P - 2) a n d m o u s e

M T - M M P-1 ( M TT M M P-1) a n d a c ti n . T h e siz e s of M M P -2

a n d M T - M M P -1 m R N A w e r e 3 ,1 a n d 4 .5 k b p tr a n s c rip t s .

T h e s a m e f in di n g s w e r e gi v e n w ith h u m a n p r o b e s (d at a

n ot s h o w n) . (B ) G el a ti n z y m o g r a p h y . C e11 s w e r e c u lt u r e d

in s e r u m f r e e D M E M [F C S ( - )】o r D M E M c o n t ai ni n g l O %

f e t al c alf s e r u m [F C S ( + )] f o r 2 4 h . C o d itio n e d m e di u m

(1 5 J(1) w e r e mi Ⅹ e d w ith S D S el e c tr o p h o r e si s s a m pl e b uff e r

a n d s e p a r a te d i n a l O % p oIy a c r yl a m id e g el c o n t ai ni n g l

m g/ mi g el a ti n . A f t e r g el atin di g e s ti o n a s d e s c rib e d
``

M at e ri als a n d M e th o d s
,,

,
th e g e l w a s s t ai n e d wi th O ･1 %

C o o m a s si e b rilli a n t bl u e R-2 5 0 .

り
一

,
そ れ ぞれ マ ウ ス お よ び ヒ ト 由来 の 遺伝子を プ ロ ー ブと して

用 い た .
ヒ ト M T- M M P -1 c D N A と マ ウ ス M T - M M P -1

c D N A とほ94 % の .
ヒ ト M M P

-

2 と マ ウ ス M M P - 2 とほ92% の

ホ モ ロ ジ
ー

を有す る . そ の 結果 ▲ プ ロ
ー

ブ の 種 類 に 関わ らず

H T l O 8 0 細胞は M M P -2
,
M T - M M P -1 共 に m R N A の 発現が 認

め られ た が ,
M a di s o n l O 9 細胞 には い ずれ の 発現も認 め られ な

か っ た .
マ ウス プ ロ ー ブを用 い た結果を 図 4 A に 示 した .

2 .
ゼ ラ チ ン ザイ モ グ ラ フ ィ

一

次に ,
ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ

ー
18) に て 培養 H Tl O 8 0 細胞 ,

M a di s o n l O 9 細胞 の 産生す る M M P-2 お よ び M T
- M M P -1 の 発

現を 検討 した (園 4B) . ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー は 酵素活性

を ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲル 電気泳動後の ゲ ル 中で の ゼ ラ チ ン 分

解能に よ り検出する方法 で あり , 潜在塾 M M PT2 は 68 k D a , 活

性化中間体ほ 64k D a , 活性型ほ 62k D a の バ ン ドと して 現わ れ

る . 試料 とす る培養液 は滞在型 M M P-2 を含有 しな い D M E M

も しくは滞在型 M M P -2 を含有す る F C S を含む D M E M に て

実験を 施行 した . M M P - 2 およ び M T - M M P -1 の m R N A 発現

と
一

致 して ∴潜在塾 M M P -2 な らび に 活性化型, 活性化中間型

M M P-2 に 相当する バ ン ドが H T l O 8 0 細胞の 培養上 清 で 認め ら

れ た .
M a di s o n l O 9 細胞自身に よ る M M P-2 の 産生ほ 培養上帝

中に 認め られ なか っ た . また
, 培養液 を 10 % F C S 加 D M E M と

した 場 合 で も対照 で あ る F C S の み を 含 む 試料 と同様 に

M a di s o n l O 9 細胞に よ る培養液中 の 滞在型 M M P-2 の 活性化 は

起 こ ら な か っ た . 以 上 に よ り
,
培養 H T l O 8 0 細胞 ほ 自 ら

M M P-2 , M T- M M P
-1 を 共に 発現 して い る が ,

M a d is o n l O 9 細胞

で ほ両 酵素の 発現 がほ と ん ど な い こ と が ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ

フ
ィ

【 でも示 され た .

Ⅱ . セ ンス M T - M M P rl 遺伝子発現 に よ る 潜在型 M M P
- 2

活性化お よび ア ン チ セ ン ス 遺伝子発現 に よ る抑制

M T-M M P-1 遺伝子 を発現する た め に マ ウ ス 白血病 ウイ ル ス

の L T R を 持 つ プ ラ ス ミ ド p L X E N と S V 4 0 初 期遺伝子プ ロ

モ ー タ ー を持 つ プ ラ ス ミ ド p S G 5 を ベ ク タ ー と して 用 い て
,
プ

C d ls ⅡT l 柳 M A 】) 1( 抄

M T _ M M ト l
一

寸 + + + +
一 一 + + -

A ふ M T . M M T . l
- - -

+ 十
- + 十

F ig . 5 . G el a ti n z y r n o g r a p h y of c ult u e r d m e di u m t o c e r tific a-
t e th e eff e c t s of c o n st ru C ti v e e x p r e s siD n V e C t O r S . G el ati n

Z y m O g r a p h y w a s p e rf o r m e d a s d e s c rib ed . H T l O 8 0 c ell s o r

M a di s o n l O 9 c ell s w e r e tr a n sf e c te d w ith M M P- 2 pl a s m id s

(0 .2 p g) t o e x p r e s s l a t e n t M M PT 2 e n o u gh b y th e m s el v e s ,
a n d th e y w e r e c o tr a n sf e ct e d wi th M T

- M M P -1 pl a s m id s

( M T - M M P -1 ; + , 0 .2 jL g ; ≠ 0 .6 JLg) , a n tis e n s e M T - M M -

P -1 ( A S - M TT M M P -1 ; + , 1 .6 p g) a,n d v e c t o r pl a s mi d s
.

T r a n sf e c t a n t s w e r e c ult u r e d i n s e r u m f r e e m e di u m f o r 2 4

h . C o n diti o n e d m e di a w e r e c oll e ct e d a n d a n al y z e d b y

g el a ti n z y r n o g r a ph y . C o n st ru C t e d v e c t o r s w ith p L X E N

W e r e u S e d f o r H T l O 8 0 a n d p S G- 5 f o r M a di s o n l O 9 .
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ロ モ ー タ ー の 下流 に M T- M M P -1 遺伝子 を セ ン ス ある い ほ ア ン

チ セ ン ス の 方 向に 観み 込 ん だ . 冬作 成 プ ラ ス ミ ド を 導入 した

H T -1 0 8 0 細胞お よ び M a d is o n l O 9 細胞 の 培養上 帝を 用 い て ゼ ラ

チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ
ー

を 施 行 し , 各 プ ラ ス ミ ド の 滞 在型

M M P - 2 活性 化 へ の 影響を調 べ た . な お , 細胞常 ほ M M P - 2 発

現プ ラ ス ミ ドと構築 した プ ラ ス ミ ドとを 同時に形質導入す る こ

とで それ ぞれ の 遺伝子を発現 させ た (図 5 ) .

1 ･ M T- M M P
-1 遺伝子導入 に よる滞在型 M M P-2 括性化

H T l O 8 0 細胞で M T-M M P-1 遺伝子を セ ン ス の 方向に 発現 さ

せ る こ と に よ り , 滞 在 型 M M P -2 (6 8 k D a) の 活性 化中間体

(64 k D a) と活性型 (62 k D a) へ の 変換が促進 された . また
, 導入

する プ ラ ス ミ ド量 に 依存 して活性型 へ の 変換が増加 した .
ベ ク

タ ー

プ ラ ス ミ ドの 相 異に よ る効果 の 違い は 認め られ な か っ た .

ま た
,
M a d is o n l O 9 細胞で も同様 に M T- M M P-1 に よ る滞在型

(

㌔
∈
＼

蔓

ぎ
｡

莞
冨

篭
∝

6 8 1 8

2 4 6 8 柑 1 2 1 4

-1 0 軌 ｡D N R ( 〟g)

F i g ･ 6 , C alib r a ti o n c u r v e s of P C R p r o d u c t s f r o m pl a s m id

D N A . P C R p r o d u c t s w e r e f r o m s e rial d iI u ti o n s of e a c h

pl a s mi d s D N A i n th e m o u s e l u n g D N A , C O uld n o t b e

d e t e c te d at o nl y m o u s e l u n g D N A (c o n tr ol) . P l o ts of th e

r a di o a c ti viti e s h yb ridi z e d t o P C R p r o d u c t s of e a c h pl a s m id

D N A a g ai n占t D N A c o n c e n tr a ti o n s w ith e a c h s p e cific

p ri m e r s ･ R ad i o a c ti vi ti e s i n th e P C R p r o d u c ts h y b rid iz e d

W ith
32
P -1 a b el e d p r o b e w e r e a n aIy z e d u si n g a F uji B i oi m a g e

a n aly z e r ･ R a di o a c ti vity w a s d e s c rib e d i n a r bit a r y u nit s

( A U ) p e r m m
2
. T h e g e n e s o王 P C R a m plifi c a ti o n a r e

S h o w n i n F i g . 2 . P r o b e s of P C R . ( A ) p L X E N v e c t o r , ◎;

M T- M M P -1 e x p r e s sio n
,

p L X E N ,○; a n tis e n s e M T - M M P -1

e x p r e s si o n p L X E N , ▲ . ( B) p S G -5 v e c t o r
, ◎; M T - M M P -1

e x p r e s si o n p S G
- 5
, ○; a n ti s e n s e M T - M M P -1 e x p r e s si o n

p S G- 5 , ▲ . ( C) n e o - r e Si s t a n t g e n e ( n e o
,

) of p L X E N .

壕

M M P-2 の 活 性化が観察され た ･ な お
･
M T - M M P-1 遺伝子 の 導

入 を しな か っ た 対照群 に お い て は I
H T l O 8 0 細胞 で は 活性化中

間体 の バ ン ドがわ ずか な が ら検出 され た が
,
M a d is o n l O 9 細胞

で は活性化中間体 お よび 活性化塑 の バ ン ドは 検 出 で きなか っ

た ･ こ れほ H Tl O 8 0 細胞に お け る内在性 M T - M M P-1 の 発現に

よ る と考 え られ , 図 4 の 結 果 と 一 致 す る ･ 以 上 の 結果 よ り,

M T- M M P
-1 遺伝 子 を セ ン ス に 発現す る プ ラ ス ミ ド ( pS G -5 _

M T - M M P -1
･ p L X E N- M T - M M P-1) を 細胞導 入す る こ と に よ

り
, 滞在型 M M P-2 の 括性化が 誘導 され る こ と が確認され た .

2 ･ A S - M T - M M P 遺伝 子導 入細胞 に よ る滞在型 M M P-2 活
性化の 抑制

H Tl O 8 0 細胞お よ び M a d is o n l O9 細胞 に M T - M M P-1 遺伝子

発現 プ ラ ス ミ ドを 導入 する と滞在型 M M P - 2 の 活性化 が起 こ

る ･ そ こ に ア ン チ セ ン ス の 方 向で M T -

M M P-1 遺伝子 を導入す

a

Å
王 2 3 4

瑚 ペ 箭 軸

C 山t u ♪巨I H T l O g O

1 2 3

p L ▼ p L 罰忙T p L A ポ T

6 7 8 9 1 0 11 12 1 3 日 1 5 1 6 1 7 1 8 1 9 a )

L U N G

迅

a N E O
r

一 ト S 5 b p

C ul t u Ⅶ L M A D I 拒

苫 王 之 3

b 眉 p L Y p I . 洲 T p I . A H
･

r

5 8 7 8 9 1 0 11 1 2 1 3 l`l 1 5 1 8 1 7 1 8 1 9 a )

嘩トS だ沌p

一ト 5 万b p

L U N G

F i g ･ 7 ･ D e t e c ti o n of th e tr a n sf e c t e d g e n e i n th e c u lt u r ed

C e11 s D N A o r m u ri n e l u n g D N A af t e r i n o c ul a ti o n s of th e

t r a n sf e c t e d c e11s . T h e D N A w a s e x t r a c t ed f r o m th e

C u lt u r e d c e lls tr a n sf e c t e d w ith pl a s m id s o r m u rin e l u ng

af t e r i n o c ul a ti o n s of tr a n sf e c t e d c ells
,
a S d e s c rib e d in

F ig ･ 5 ･ T h e D N A e x tr a c t e d (1 p g) w a s a m plifi e d b y P C R

W ith N e o
r

p ri m e r s , th e n t h e a m plifi ed D N A w a s h y b ridiz ed

t o th e p r o b e of n e o
r

b y S o u th e r n b l o tti n g . ( A ) H T l O 80

C ell s . (B ) M a di s o n l O 9 c ell s . (a) C u lt u r e d c eII s tr a n sf e c t ed

wi th th e e x p r e s si o n v e c t o r s . (b) M u ri n e l u n g s a t 5 d a ys

a王t e r c ells i n o c ul a ti o n s ( n = 5) . C a n c e r c ell s w e r e tr a n sf e
-

C t e d wi th o nl y p L X E N v e c t o r s (p L V ; a/ 1 , b/ 6
- 1 0),

M T - M M P e x p r e s si o n v e c t o r s ( p L S M T ; a/ 2 , b/ 1 1
-

1 5) or

a n ti s e n s e M T - M M P -1 e x p r e s si o n v e c t .o r s ( p L A M T ; a/ 3 , b/
1 6 - 2 0) . a/ 4.

w a s th e a m plifi e d D N A of th e c ult u r ed c el
ls

wi th o u t t r a n sf e c ti o n a n d b/ 5 w a s th e a. m p
lifie d D N A of

th e m u rin e l u n g s wi th o u t i n o c u l a ti o n s of c a n c e r c eIIs

( c o n tr ol) .
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るこ と に よ り , 活性化 を抑制す る こ と が 可能 か を培養上清中の

M M P
-2 を ゼ ラ チ ン ザ イ モ グラ フ ィ

ー で 検出す る こ と に よ り検

討した . 図5 に 示 すよ うに A S - M TT M M P -1 が M T- M M P-1 発

現に よ る潜在型 M M P
-2 の 活性化を抑制する こ とが 示 され た ■

Ⅲ . 発現 ベ クタ
ー

の検 出方法 と検量緑

葉験的肺転移巣で の 敏量な遺伝子導入細胞 を検出す るた め に

は細胞に 導入 した プ ラ ス ミ ド D N A を P C R で増幅 して検出す

る方法が有効 と考え , そ の 定 量性 を検討 し て検量線 を作製 し

た .

マ ウ ス の 肺 D N A を 用 い て 段 階希釈 し た 各 プ ラ ス ミ ド

D N A をテ ン プ レ
ー

ト と して
, 図 2 に 示 した プ ラ イ マ

ー

を 用 い

た P C R に よ り , 予想 され る大きさ (p S G
-5
,
1 0 0b p ; p S G- M T-

M M P -1 , 1 8 5 b p ; p S G
- A S - M T - M M P -1

,
8 5 b p ; p L X E N , 2 8 0 b p ;

p L X E N
- M T - M M P-1 ･ 4 54 b p ; p S G- A S- M T

- M M P -1
･
5 1 3 b p ;

脚
′

,
5 2 5 b p) の 塩基対 の D N A 断片 が サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法

で 単 一 バ ン ドと して 検出 できた . ま た , 対照 と し て マ ウ ス 肺

D N A を テ ン プ レ
ー

トと した 場合 , 予想され る P C R 産物は 得 ら

れなか っ た . サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ法 で 得た バ ン ドの 放射活性

をバ イ オ イ メ
ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー に て 計測 し, そ の 対数値を グ ラ

フ上 に プ ロ ッ トす る と 10~
2

〃g 以下 で , は ぼ直線状の 検量線を

得た (図 6) .

Ⅳ . 形質転換腫瘍細胞の転移, 浸潤 に与 え る影響

これ まで に 様 々 な腫瘍細胞株 へ M T- M M P-1 発現 プ ラ ス ミ ド

を導入 し , 導入遺伝子 を高 レ ベ ル で発現 して い る細胞を選択的
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に 得よう と した . しか し
, 対照に 用 い た遺伝子 の 導入細胞は容

易に 得 る こ とが 可 能で あるが . M T - M M P-1 遺伝 子導入細胞 を

得 る こ と に ほ 成功 して い な い . した が っ て
,
M T- M M P -1 発現

細胞の 高発現細胞を長期安定 して培養す る こ とが 困難である こ

とを 考え ,
ト ラ ン ジ ュ ン ト ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ (tr a n si e n t

tr a n sf e c ti o n) 法 に よ る M T - M M P -1 の 一 過 性発現 が細胞 の 転

移 , 浸潤能 に 与え る 影響を測定す る実験 を試み た .

一 般に リ ソ

酸 カ ル シ ウ ム 法 に よ る遺伝子導入 で は , 受容細胞の10 % 弱 に プ

ラ ス ミ ドが取 り込ま れ , 4 0
-

5 0 時間を ピ ー ク とす る 一

過性の 導

入 遺伝子 の 発現 が 認 め ら れ る .
M a di s o nl O 9 細 胞 お よ び

H Tl O 8 0 細胞 に 導入 した M T - M M P -1 遺伝 子の 発現も培養条件

下で同様の 時間経過 で発現する こ とを 確認 し実験に用い た .

1 . 実験的肺転移ア ッ セ イ (1) に よ る M T - M M P -1 の 転移 へ

の 影響

セ ン ス ある い ほ ア ン チ セ ン ス M T- M M P-1 遺伝子を リ ソ 酸カ

ル シ ウ ム 法に よ り導入 した M a d is o n l O 9 細胞 お よ び H Tl O 8 0 細

胞を 遺伝子導入細胞の 選別を行う こ とな く24 時間後に 回収 し,

マ ウス の 尾静脈 に 接種 した . 5 日後 に マ ウ ス よ り肺を 摘出 し,

全 D N A を 抽出 し, 肺に 生者 した細胞が保持 して い る導入遺伝

子 を P C R 法で定量 した .
こ の 方法 に よ り M T - M M P - 1 遺伝 子

を セ ン ス ある い は ア ン チ セ ン ス に 発 現 して い る細胞が その 対照

とな る ベ ク タ
ー プ ラ ス ミ ドの み を 導入 した細胞に比 し, 肺 へ の

生者 に どの 様 な優位性を持つ か を 検討 した . 実験に 用 い た マ ウ

p L V p L S M T p L A M T p L V p L S M T p L A M T

F ig ･ 8 ･ C o m p a ri s o n of th e r ati o of pl a s m id D N A d e t e c t e d i n th e m u ri n e l u n g s a n d th a t i n th e c u lt u r e d c ell s . C a n c e r c ells w e r e

tr a n s王e c t e d wi th p L X E N v e c t o r s o n ly (p L V ), M T - M M P e x p r e s si o n v e c tD r S (p L S M T) o r a n tis e n s e M T -

M M P -1 e x p r s si o n v e c t o r s

( p L A M T ) . T h e i n t e n sity of r a d i o a c ti vi ti e s of P C R p r o d u c t s f r o m th e e x tr a c t ed D N A (1 FL g) of th e ctllt u r e d c e11 s tr a n sf e c t e d

W ith e a c h of pl a s m id s f o r i n o c u l a ti o n a n d th e l u n g s D N A a t 5 d a y s af t e r i n o c u lar
ti o n s sh o w n in F i g . 6 w e r e a n a ly z e d u si n g a

F ujix B i oi m a g e a n aly z e r . T h e a m o u n ts of D N A (l o g l｡ D N A ) w e r e r e pl a c ed t o pl a s mi d s D N A b y th e c al ib r atio n c u r v e of n e o
r

.

A n d th e s e r e pl a c e d D N A of th e l u n g s a n d c ult u r ed c e u s w e r e r e v i s e d b y a m o u n t s of th o s e t o tal D N A , th e r a ti o of th e s e t ot al

pl a s m id D N A i n th e l u n g s t o th a t of th e in o c u l a t e d c elI s w a s c al c u la t e d . ( A ) H T l O 8 0 c ell s . ( B) M a di s o n l O 9 c ell s . V al u e s ar e
支 士S D . S i g n ifi c a n t diff e r e n c e s a t p < 0 .05 a r e i n di c a t e d ( *) . N S , n O t Sig nifi c a n t .
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Fig . 9 . D e t e c ti o n of th e t r a n sf e c t e d g e n e i n th e c ult u r e d

c ells D N A o r m u ri n e l u n g D N A af t e r i n o c ul a ti o n s of th e

m i x e d tr a n sf e c t e d c ell s . C a n c e r c ell s w e r e tr a n sf e c t e d

w ith o n ly p L X E N v e c to r s ( p L V ) , M T
-

M M P e x p r e s si o n

v e c t o r s ( p L S M T) o r a n ti s e n s e M T- M M P-1 e x p r e s si o n

v e c t o r s (p L A M T ), a n d e a c h 5 ×1 0
6
c ells w e r e m i x e d . T h e

D N A w a s e x t r a c t e d f r o m th e c ult u r e d c ell s tr a n sf e c t e d

W ith th e pl a s mi d s o r m u ri n e l u n g af t e r i n o c ul a ti o n of t o t al

l .5 ×1 0
T
t r a n sf e c t ed c ell s a s d e s c rib e d F i g . 3 . T h e D N A (1

p g) w a s a m plifi e d b y P C R w ith th e s p e cifi c p ri m e r s f o r

e a c h pl a s mi d s , th e n th e a m plifi e d D N A w a s h y b rid iz e d b y

S o u th e r n b l o tti n g . ( A ) H T l O 80 c ell s . (B ) M a d i s o n l O 9

c ells . C o n tr ol -1 w a s th e a m plifie d D N A of c ult u r e d c ell s

wi th o u t tr a n sf e c ti o n s a n d C o n tr oト2 w a s th e a m plifi e d D N A

of th e r n u ri n e lu n g wi th o u t i n o c u l atio n s of c a n c e r c e u s .

塚

ス は H T l O8 0 細胞 に 対 して ほ 抗ア シ ア ロ G M l 坑体投与に よ り

N K 細胞活性を抑制 した B alb/ c ( n u/ n u) マ ウ ス を M a di s o n l O9

細胞に 対 して ほ B alb/ c マ ウ ス を 用い た .

各遺伝子を導入 した H Tl O 8 0 細 胞お よび M a d is o n l O 9 細胞に

お い て遺伝子導入細胞を静脈内 に 移植 して 5 日後 の 肺か ら図 7

( A/b , B / b) に 示 す よう に 導入 遺伝子の ベ ク タ ー 部分に 由来する

乃e O 耐性遺伝 子 が検出できた . 検量線か ら肺内の プ ラ ス ミ ド量

に 変換 して , 移植細胞か ら の 肺生者率を算出 し, 比較 した と こ

ろ , H T 1 0 8 0 細 胞で は M T 群が 対照群に 比 し2 .6 倍
,
ま た

, 対

照群ほ A S 群 に 比 し2 . 4 倍と 有意 に (p < 0 ･0 5) 高 価を示 した(図

8 A) . M a d is o n l O 9 細胞 (図 8B) で は M T 群 が 対照群に 比し

3 . 3 倍と 有意に (p < 0 .0 5) 高い 価を 示 した が , 対既群 と A S 群と

の 間に は 有意差は無 か っ た . 本実験で 用 い た ベ ク タ
ー

に よる差

ほ観察 され ず , p L X E N の 例を 図に 示 した .

2 . 実験的肺転移ア ッ セ イ (2) に よ る M T - M M P -1 の 転移へ

の 影響

前項 の 実験 で ほ そ れ ぞれ の 遺伝 子導 入細胞を別 々 の マ ウ ス に

移植 して い るた め に , 個 々 の マ ウ ス 間で結果 の ばら つ きが大き

い 可 能性が ある . そ こ で
,
そ れぞれの 遺伝子を ト ラ ン ス フ ェ ク

シ ョ ン した 細胞 を あらか じめ 混合 し , マ ウ ス に移植す る こと で

セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 導入 細胞の 肺生者の 度合 を同 一 個体

の 中で比較 した . そ の 結果 , 実験的腋転移 ア ッ セ イ (l) の 結果

と 同様 に ,
H T l O 8 0 細胞で ほ M T 群が 対照群に 比 し2 . 5 倍 , ま

た 対照群は A S 群に 比 し3 . 6 倍と 有意に (p < 0 .0 5) 検 出量が多

か っ た ( 図 9 , 1 0 A ) . M a di s o n l O 9 細胞 で は M T 群が 対照群に 比

し3 . 1 倍 と 有意 に (p < 0 .0 5) 生者 率が 高か っ た が , 対照 群と

A S 群 との 間に 生者率の 有意差 は無か っ た (図 9 , 1 0 B ) .

3 . M T- M M P-1 遺伝子 導入 に よ る肺転移結節数 へ の 影響

実験的転移 ア ッ セ イ で ほ M T- M M P-1 の 肺生者 へ の 影響を検

討 した が , 本実験 で は ,
そ の 効果が 生着 した癌細胞が増殖 して

肺転移結節 を 形成す る過程 に ま で 影響 を 及 ぼ し得 る か を

M a d is o n l O 9 細胞を 用い て観察 した . M T - M M P -1 遺伝子の セ ン

ス ある い は ア ン チ セ ン ス 発現 プ ラ ス ミ ドお よ び そ の 対照となる

ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド を M a di s o n l O 9 細胞 に 導 入 し , そ れ ぞれ

5 ×1 0
5

個/0 .2 血 を マ ウ ス 尾静脈 に 移植 した . 発現プ ラ ス ミ ドは

p S G- 5 お よ び p L X E N の 2 種 類 を 用 い た . 予備 実験 で ほ

T a bl e 2 . E ff e c t o f M T ･ M M P -l o n p u l m o n a r y n o d u l e s of m i c e i n o c ul a t e d i . Ⅴ . W ith M a di s o n lO 9 c e11 s

L u n g c ol o n i e s

T r a n sf e c t a n t s

I n cid e n c e
b
M et a s t a ti c p o t e n ti al

ビ

R a n g e
d

Si g nifi c a n c e
e

P S G ･5

P l x e n

V e c t o r o nl y 1 3/ 1 3

S e n s e M T - M M P -1 1 3/ 1 3

A n tis e n s e M T ･ M M P -1 1 3/ 1 3

V e c t o r o n l y 9/ 9

S e n s e M T ･ M M P -1 9/ 9

A n ti s e n s e M T ･ M M P † 1 9/ 9

69 ± 1 0

1 1 6 ± 1 5

7 8 ± 1 0

5 8 ± 10

1 2 4 ± 19

6 9 ± 1 1

1 5 - 1 36

6 2
-

2 20 p < 0 .0 5

2 8 - 1 48 N S

1 3 - 1 0 9

4 0
- 2 2 5 p < 0 .0 5

1 5 - 1 1 5 N S

L

T u m o r c ell s tr a n sf e c t e d wi th v e c t o r s w e r e i nj e c t e d in tr a v e n o u sl y (i . Ⅴ .) a t 5 ×1 0
5
i n B alb/ c m ic e . T u m o r

f o r m a ti o n w a s th e n m o n it o r e d .

h

D a t a r e p r e s e n t th e t u m o r s f o r m e d p e r n u m b e r of i nj e c ti o n s d u ri n g 2 s e p a r a t e e x p e ri m e n t s ･ I n a11 m ic e

t u m o r s w e r e d et e c t e d wi th i n l O d a y s .
⊂

M e a n n u m b e r of n o d t11 e s j= S D .

d
M i n i m al - M a x i m al n u m b e r s of d e t e ct e d c o■l o n i e s .

e

s i g n ifi c a n c e o f th e d iff e r e n c e b e t w e e n v e c t o r o nl y a s c o n tr o l a n d s e n s e o r a n ti s e n $ e M T
- M M P-1

tr a n sf e c t a n ts a s d et e c t e d b y S c h eff e r
l

s F t e s t . N S
.
n o t sig nifi c a n t .
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M T - M M P -1 遺伝子導入癌細胞の 転移浸潤効果
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F ig . 1 0 . C o m p a ri s o n of th e r a ti o of pla,
S mi d s d e t e c t e d i n th e m u ri n e l u n g s a n d th a t in th e c u lt u r e d c ell s , C a n c e r c ell s w e r e

tr a n sf e c t e d wi th o nly p L X E N v e c t o r s (p L V ), M T- M M P e x p r e s si o n v e c t o r s (p L S M T) o r a n ti s e n s e M T
- M M P-l e x pr e s si o n

v e c t o r s ( p L A M T ) , th e n e a c h 5 ×1 0
6

c ell s w e r e m i x e d . T h e in t e n sity of r a di o a c ti vi ti e s of P C R p r o d u c t s s h o w n i n F i g ･ 9 w e r e

a n aly z e d u si n g a_ F uji x B i oi m a g e a n al y z e r a n d
th e r e pl a c e d pl a s mi d D N A (lo g 18 D N A ) w a s c o m p u t e d b y th e e a c h c alib r a ti o n

c u r v e s . A n d
,
th e r a ti o of th e s e t o ta L pl a s mi d D N A i n th e l u n g s t o th a t of th e i n o c ul a t e d c elIs tr a n sf e c t e d wi th e a c h pl a s m id s

w a s c al c ul a t e d . ( A ) H T l O8 0 c ells . (B) M a di s o n l O 9 c ell s . V al u e s a r e 支 士S D ･ S ig nifi c a n t diff e r e n c e s a t p < 0 ･0 5 ar e i n d ic a t e d

( *) . N S , n O t Sig n ifi c a n t .

Fig .1 1 . I m m u n ol o gi c al d e t e c ti o n s of M M P-2 a n d M T- M M-
P -1 p r o d u c e d b y t u m o r c ell s tr a n sf e c t e d wi t h pl a s m id s a t

th e m e t a s t a ti c sit e s a n d fib r o b l a s t s i n th e l u n g s . T h e

l u n g s of m i c e af te r th e i n tr a v e n o u s i n o c ul a ti o n of M a di s o n

l O 9 c ell s tr a n sf e c t e d w it h M T - M M P
-1 e x p r e s si o n pl a s m id s

(A , C) a n d v e c t o r o nly (B ) w e r e fi x e d w ith 4 % p ar a f o r m a-
1d e h y d e i n P B S f o r 1 6 h a t 4 ℃ . A f t e r e th a n ol d eh y d r aT
ti o n

,
th e l u n g s w e r e e m b e d d e d i n p a r affi n . S e c ti o n s of 6

P m th i ck w e r e d e p a r affi n iz e d , i m m e r s e d wi th O ･3 % H 20 2 i n

m e th a n ol a n d w a sh e d w ith P B S . T h e s e cti o n s w e r e

i n c u b a t e d w ith 3 % B S A i n P B S , W a S h e d th e n i m m e r s e d i n

5 J 唱/ m = 〕i o ti n yl a t e d m o n o cl o n al a n ti b o d y ( a n ti M T- M M P
-1

a n tib o d y l 1 3-5 B 7 , A a n d B ; a n ti M M P- 2 a n tib o d y 7 5-7 F 7 ,
C ; n O n-ir n m u n e m o u s e I g G , D) f o r 6 0 mi n a t r o o m
te m p e r a t u r e . A f te r w a s hi n g th e s a m pl e s w e r e i n c u b a t e d

wi th p e r o xid a s e c o n J u g at e d a n tトbi o ti n a n tib o d y a n d s t ai n e d

W ith i m m u n o p u r e , m e t al e n h a n c e d D A B s u b s tr a t e kit ･

A r r o w s i n d i c a t e d th e p e rip h e r al fib r o bl a s ts o f th e c a n c e r

C elI n e st s t ai n e d w ith a n ti M T
- M M P -1 a

.
n tib o d y . S c al e

b a r
,
1 0 0 〃 m .
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F ig .1 2 . G r o w th c u r v e s of M a di s o n l O 9 c ells tr a n sf e c t e d w ith

th e pl a s mi d s . 1 ×1 0
6
c a n c e r c ells w e r e i nj e c t e d s u b c ut a-

n e o u sly i n t o th e fl a n k of e a c h m o u s e . C e 11s tr a n sf e c t e d

w ith th e e x p r e s sio n v e c t o r s : V e C t O r S O n Iy , ○; M T- M M P-1

e x p r e s si o n v e c t o r s , ◎; a n ti s e n s e M T
- M M P -1 e x p r e s si o n

v e c t o r s , △ ; th e c ells wi th o u t tr a n sf e c ti o n , 薗; th er c ell s

h a v e c ult u r e d f o r 5 d a y s si n c e tr a n sf e c ti o n wi th M T
- M M-

P -1 e x p r e s si o n v e c t o r s to w e a k e n th e tr a n si e
n t e x p r e s sio n ,

A . V al u e s a r e m e a n s f o r 1 5 mi c e･f r o m e a c h g r o u p . T h e

sig nifi c a n c e s diff e r e n c e s f r o m t h e c o n tr oIs tr e a t e d wi th th e

v e c to r s o nl y a r e p < 0 .0 5 ( *) .
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M ad is o n l O 9 細胞は 移植後 5 日 目 に 肺に 転移結節の 形成 が 肉限

的 に 確認 でき始 め , 1 4 日 目に は肺転移巣が密着 し重な り合う こ

とが 確認さ れ た . よ っ て , 転移結節数の 計測ほ移植後10 日 目に

行 っ た . ま た , 形成 され る転移結節 は白色調であるた め , 黒イ

ン ク を 含有する染色液 を気管内よ り注入 後, 脱色 して コ ン ト ラ

ス トを増 した 状態で計測 した . そ の 結果 , 使用 した ベ ク タ ー の

種 掛 こ関わ らず, 対照群に 比べ て1 .7 - 2 .1 倍 と M T 群 に 有意 に

( p < 0 .0 5) 転移結節 が多く認め られ た . また
,
A S 群 と対照群 と

の 間に 有意差は認め られ なか っ た (表 2 ) .

4 . M a di s o n l O 9 細胞肺転移結節 の 免疫覿織染色

各適伝子導入細胞を B alb/ c マ ウ ス に 静脈内移植 して 7 日 目

の 肺転移結節 に お け る M T - M M P - 1 お よび M M P -2 の 発現を免

疫阻織染色に て 観察 した . M
'

r- M M P -1 遺伝 子導 入細胞 を移植

した マ ウ ス 肺で ほ 検出可能 な転移巣の うち約 2 割 に 染色が 認め

られ
, 癌細胞 の 細胞質 が抗 M M P-2 抗体 , 抗 M T - M M P 抗体に

て 染色 した . 抗 M T - M M P 抗体 に て 染色され た転移巣内の 癌細

胞は , ほ ぼ全て 染色 され て ほ い た が , 特に 転移巣 の 外側部で濃

染 した . ま た抗 M T - M M P 抗体に て 染色 され た転移巣 の 周囲の

線維芽細胞 は抗 M M P
-

2 抗体に よ っ て も強く染色 され た . こ れ

らの M T
- M M P -1 陽性 の 結節は 陰性 の 結節と比較 して サ イ ズが

大き い 傾向を 示 した . 対照 プ ラ ス ミ ドお よ び A S - M T - M M P-1

遺伝子 導入 腫瘍細胞 の 全 ての 転移巣ほ抗 M T
-

M M P 抗体 に て

染色され な か っ た .
こ の 時

,
肺胞壁 に存在す る線維芽細胞は抗

M M P
- 2 抗体 に て 染色 され た が ,

M T - M M P-1 遺 伝子導入細胞

転移巣周囲の それ に 比 し弱染であ っ た (図11) .

5 . M T- M M P
-1 遺伝子導入 に よ る皮下腫瘍増殖 へ の 影響

M T - M M P-1 遺伝子 の セ ン ス あるい ほ ア ン チ セ ン ス 発現 プ ラ

ス ミ ドお よび そ の 対照 と な る ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ドを 導入 した

M a di s o n l O 9 細胞 を , そ れ ぞれ 5 ×1 0
5

個/0 .2 m l を マ ウ ス 背部皮

下に 移植 し , そ の 容横 を経時的に 計測す る こ と で ,
M T - M M P -

1 の 発現 が腫瘍 の 増殖能に与える影響を検討 した . 対照に は 非

プ ラ ス ミ ド導入細胞 お よ び ,
M T -

M M P
-1 遺伝子導入後 5 日 間

培養 して 一 過性の 導 入 遺伝子 の 発現が減弱 した 後に 回収 した細

胞群に つ い て も検討 した . そ の 結果, M T 群 は対照群 に 比 べ ,

移植後早期の 9 , 1 3 , 1 7 日 目で 有意に 腫瘍容横の 増加が認め られ

た . また A S 群ほ全 経過を通 じて 対照群 と有意差が無か っ た .

また
,
M T - M M P-1 遺伝子の 導入 後 ,

5 日 培養 し皮下 に 移植 し

た細胞群は対照群に比べ や や 腫瘍体積が大きい 傾向ほ認め られ

たもの の 有意差ほ無か っ た ( 図12) .

考 察

マ ウス 実験転移 モ デル に お い て M T- M M P-1 遺伝子 を セ ン ス

に 発現する細胞が ア ン チ セ ン ス に 発現する細胞 およ び 対照と し

て用 い た ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド導入 細胞に 非 して 有意 に 肺生者率

が高 い 結果 と な っ た . ま た
,
H T l O 8 0 細 胞 で ほ ,

A S - M T -

M M P-1 遺伝子発現細胞は対照に 比 し有意に肺生者率 が低下 し

て い た . こ れ らの 紆果か ら , 癌細胞が M T - M M P -1 遺伝子 を 高

発現する こ と に よ り自 らの 肺生者率を増加 させ る こ とが 解か っ

た . また
,
M T- M M P -1 遺伝子 を 高発現 させ た細胞 の 皮下増殖

率 の 増加お よ び実験転移後の 肉眼的肺結節形成数 の 増加 よ り ,

こ の 節生者率 を克進 さ せた 原因と して M T - M M P -1 に よ る滞在

型 M M P - 2 の 活性化 の 促進に よ りⅣ型 コ ラ ー ゲ ン の 分解能が 上

昇 し た こ と が 考 え ら れ た . ア ン チ セ ン ス 遺 伝 子 の 発現 が

H Tl O 8 0 細胞の 肺生着率 を抑制す る こ と か ら癌細胞 の 種類に

塚

よ っ て は M T- M M P
-1 活性を 制御する こ と で 転移 が抑制で きる

可 能性が示さ れ た .
こ れ らは , 生体内で の M T - M M P -1 の 発現

が癌細胞の 転移 , 浸潤能 を促進す る重要因子 で ある こ と を示 し

て い る .

生体内 で の 癌細胞 の 転移成立 に ほ多く の 複雑 な ス テ ッ プを経

て成立す る . 本研究で 用 い た 実験転移 モ デ ル は l 癌細胞を尾静

脈 よ り移植する モ デ ル
22)
で ある た め ,

血 行性転移全過程の 中で

癌細胞が脈管内に 侵入 した後 の 過程 で ある 血 流運搬 , 定着, 血

管外脱出 , 増殖の 過程 の み を検討 して い る . な か で も M M P s

が 関与す る と考え られる の は 血管外脱出で の 基底膜浸潤に よる

血管外脱出と増殖の ス テ ッ プ で ある . また , 本研 究で用 い た実

験転移 ア ッ セ イ の 特徴 と して , 癌細胞 に 導入 した 遺伝 子 の 発現

が 一 過 性 で あ る ト ラ ソ ジ ュ ン ト ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

(tr a n si e n t tr a n sf e c ti o n) 法
16)
を用 い た事が 挙げ られ る . 持続発現

ク ロ
ー

ン を用 い ず に こ の 方法を用 い た理由は ,
ク ロ ー

ン 化に よ

る特別な ク ロ ー

ン の 選択を避ける こ と , - 一 過性 で ほ ある が強力

な遺伝子発現細胞を容易 に 得 る こ と が でき る こ と , M T - M M P-

1 持続高発現系の 樹立 が 困難 で あ っ た こ と が 挙げ られ る . ま

た
, 本ア ッ セ イ は微量な 癌細胞の 転移効率 を実験転移後の 肺内

細胞内の 導入 プ ラ ス ミ ド遺伝子に 特徴的な D N A を P C R で増

幅 し , サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ法に よ り分析す る方法を と っ た .

ト ラ ン ジ ュ ン ト トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法で は導入 プ ラ ス ミ ドが

癌細胞の 染色体 D N A に 安定 に 取 り込まれ る以前 にそ の 効果を

判定する た め , 細胞 の 増殖に 伴 っ て プ ラ ス ミ ド コ ピ
ー 数が増加

す る可 能性 は な い . した が っ て 癌細胞の 肺 へ の 生者率を細胞の

増殖に 影響され る こ と なく観察す る こ と が で きる . 肺内で の癌

細胞中の プ ラ ス ミ ドを検出す るた め 考慮に 入れ た事項と して ,

1 ) 細胞 へ の 遺 伝子導入 効率 2 ) 癌細胞の 脈管内移植時か ら癌

細胞が脈管外侵 入時ま で の 過程 に おけ る癌細胞 の 生存率 3) 癌

細胞転移後の 肺採取時期 な どが ある . 1) で は遺伝子導入効率

を可 能な か ぎ り上 昇 させ るた め の 前実験と して 導入 の 際に リ ソ

酸 カ ル シ ウ ム 濃度 , 培 養液 に 加 え る プ ラ ス ミ ド D N A 量 ,

B S S の p H な どの 最適条件の 検討は必 要で あ っ た . 本 ア ッ セ イ

の C h e n - O k a y a m a 法
川
に よ る高効率 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ 法

に て遺伝子導入 を 行な っ た 結 果 , 肺 内遺伝子 の 検出は 可 能で

あ っ たが ,
よ り効率の 高い 遺伝 子導入法に よ り肺内検出量が増

加する可 能性が ある . ま た
,
2) の 癌細胞の 血 中生存率に つ い て

の 以前の 報告 で ほ , 原発巣 か ら循環血 中 に 侵 入 した 癌細胞ほ

90 % 以上 が24 時間か ら48 時間以内に 変性 , 壊死 に 陥 ると考えら

れ て お り
23)

～ 2 5)
, そ の 要 因と して N K 細胞 , 細胞障害性 丁細胞,

リ ボ プ ロ テ ィ ソ , 補体 な どの 血 液毒
26)2 7 )

血 管内皮細胞 !
血球との

間に 起 こ る , 摩擦 , 衝突な どの 物理 的障害
28)

, 足場喪失
2g)
な どが

考え られ て い る . 特 に ヌ ー ド マ ウ ス は T 細胞に よ る細胞性免疫

機能の 欠如 に よ り ,
N K 活性 が正 常 マ ウ ス よ りも高く , 肺に お

ける 腫瘍排除能力 が高 い
30)
た め 血 行性転移 を起 しに くい モ デル

と され る . こ の た め ,
N K 活性 の 抑制 を 目的 と して サ イ ク ロ

フ ォ ス フ ァ ミ ド( c y cl o p h o s p h a mi d e , C P A )
31)3 2 )

,
イ ン タ

ー フ ェ ロ

ソ (i n t e rf e r o n , I N F)
33)

,
プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ソ E

34)

,
1 7β

- エ ス ト ラ

ジオ
ー ル
35)

等が 用 い られ る . 本研究で は癌細胞 の 脈管内移植暗

か ら脈管外侵 入時ま で の 過程 で 癌細胞 の 生存率 を高 め る ため

に
,
ウ サ ギ 抗 ア シ ア ロ G M l 血 清

㈲ Ⅷ )
を 使 用 し , 血 中で の

N K 細胞 の 括性を 抑制 し癌細胞 へ の 攻撃を 減弱 させ た .
ウ サ ギ

抗 ア シ ア ロ G M l 血 清ほ ウ シ 脳組織 よ り抽出 ∴精製 した N K 紳

胸の 膜表面に存在する糖脂質で ある ア シ ア ロ G M l を 抗原と し

要
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て得られ た 抗血 清 で あり , マ ウ ス お よび ラ ッ ト の N K 細胞 ,
マ

ク ロ フ ァ
ー

ジ の
一

部 ,
な らび に マ ウ ス 胎児胸腺細胞 の

一

部と反

応して 癌細胞の 移植 を容易に する .
ヌ

ー

ド マ ウ ス へ の 3 日毎の

この 抗血 清の 投与 に よ り ,
N K 活性の 阻害 を維持す る こ と が確

認されて い る
胡)

. 前実験 で こ の 血 清を 使用 した 結果 , 投与群 は

非投与群 に 比 べ て ▲
M T - M M P-1 遺伝 子導入 H Tl O 8 0 細胸の 静

脈内移植後 5 日 目 に お ける 肺内プ ラ ス ミ ド D N A の 検 出量が

10
2

- 1 0
ユ

倍増加 した , 次に 3) で の 肺 の 採取時期は癌細胞移植後

5 日目 と した . 血 管内に 移植 した 癌細胞 は肺毛細血管, 細静脈

壁に 定着 し血 管外脱出を開始す る
41)

.

一 般に ほ そ の 開始時期ほ

血管内脱出後24 時間程度と され て い るが ,
W alk e r 2 56 細 胞や

A H1 3 0 細胞 で ほ 血管内移植後 6 時間に は 肺 内毛細 血管 に 定着

すると い わ れ て お り
42)4 3 )

, 血 管外脱出か ら肺血 管内 へ の 定 着ほ

かな り早い 時期に起 ると 考え られ る . また , 定着 した 癌細胞が

転移巣を形成す るた め に は , 血 管内 よ り基底膜 を破壊 し , 可能

な限り素早く血管外脱出を行う必要があ る . F iId e r
23)
の 実 験に

よると
12S

I
-

5 イ オ ド
ー 2
'

- デ オ キ シ ウ リ ジ ン で 標識 した B 16 メ ラ

ノ ー マ 細胞 を マ ウ ス 静脈内に 移植 した 結果
,
99 % の 腫瘍細胞 が

死滅 し, ま た , 死細胞を 移植 した 場合は移植後8 時間で 肺内腫

瘍細胞は消失す る と して い る . 種塀 に も よ るが , 癌細胞ほ 肺血

管内 へ
一

旦定着 しても血 管外脱出が行われな い と , 前述 した血

液毒, 物理 的障害 な どに よ り早期 に 死滅す る こ と が 予想 され

る . 本 ア ッ セ イ で の 移植後 5 日 日の 肺採取は t 血管外脱出が行

われ て い な い 癌細胞 を観察 して い る可 能性は極め て低い と 考え

られ る .

今回使用 した癌細胞株 は ヒ ト線維肉腫由来 H Tl O 8 0 細胞
27)
お

よび マ ウ ス 肺癌細胞由来 M a di s o n l O 9 細胞 町 側 で ある .
こ れ ら

の細胞 の 共通の 特徴 は と も に 実験転移 モ デ ル , 自然転移 モ デ ル

で強力な肺転移能を有す る こ と で ある . また , 相反する特徴と

して
, 研究目的とす る酵素である M T - M M P-1 , M M P- 2 の 発現

性が異なる点が挙げ られ る . H T l O 8 0 細胞は 両 酵素 の 発現があ

り, M a di s o n l O 9 細胞で は ノ
ー ザ ン プ ロ ッ ト 法

,
ゼ ラ チ ン ザ イ

モ グ ラ フ ィ
ー で そ の 発現を認め なか っ た . これ らの 細胞に 対す

る A S-M T- M M P-1 の 転移抑制効果 は H Tl O 8 0 細胞で は 認め ら

量 れたが M a d is o n l O 9 細胞 で ほ 明 らか で ほな か っ た ･ こ の 結果ほ

M a dis o n l O 9 細胞 の 転 移 に 関わ る細胞外 マ ト リ ッ ク ス 分解が

M T- M M P-1 に 非依存性 である こ とを 示 して お り, ノ
ー ザ ン プ

ロ ッ トで の M T-M M P-1 発現量 の 低 さ と も
一 致 す る . ま た ,

H T l O 8 0 細胞で の 抑制も十分で ほ なく (対照 に 比 し58 . 0 % の 肺

生者率低下) , こ の 細胞の 転移に は M T - M M P-1 依存性の 細胞外

マ ト リ ッ ク ス の 分解及 び , 非依存性 の 分解の 相方が関与 して い

る可能性がある .

肺転移結節を免疫染色法で調べ る と癌細胞 の 中 で M T-M M -

P -1 を発現 して い る M a dis o n l O 9 細胞 は M M P-2 に 対 して も同

時に 陽性 で あ っ た . ま た
,
そ の 周 囲 の 線 維芽 細胞 に も

M T-M M P -1 , M M P - 2 の 強い 発現が 観察 され た . M M P-2 ほ癌紅

織の 線維芽細胞 で生産 され ∴静在型 と して 放出 され る こ とが 知

られ て い る
3)7)1 3 )

. ま た ,
M a d is o n l O 9 細胞自身は M M P -2 を発現

し て い な い . こ の こ と か ら 癌細 胞 に 人為 的 に 導 入 し た

M T - M M P-1 遺伝子 の 発現が周 囲の 線維芽細胞由来 の M M P -2

を痛 細胞表面 へ と 誘 引 し た と 考 え ら れ た . す な わ ち ,

M T h M M P -1 が滞在型 M M P - 2 を 活性 化す るだ け で なく細胞表

面に 保持す るた め の 受容体機能も持 つ 可能性が 示 映 され た .

M TT M M P -1 遺伝子 を発現 して い る
一

部の 肺の 転移結節 で は

全体の 細胞に 均 一

の 遺伝子 発現が認め られ た .
こ れ ら の 結節で

は 導入遺伝子が宿主染色体に 組 み込 まれ た持続遺伝子発現細胞

( s t a bl e tr a n sf e c t a n t) で ある可 能性が考え られる . 試験管内(i n

Vitr o) で は長期安定な遺伝子発現細胞を得 る こ とが 出来な か っ

た が
,
それは 実論に 用い た細胞の 問題で ある よ りも

, 試験管内

で の 培養と生体内の 環境の 違い が原因で ある と考え られ る . 試

験管内で の M T-M M P-1 持続発現細胞株の 樹立 が 困難である理

由の
一

つ と して
,
M T- M M P,1 の 発現に よ り細胞膜表面で添加

血清中に 混在す る滞在型 M M P-2 の 活性化が起 こ り, 周辺の 基

底膜成分を分解する こ とに よ っ て , 自 らの 足場を 失う こ と で細

胞増殖が阻害 される可能性が考え られ る .

一

方 , 生体内で は 周

辺 の E C M は 豊富に 存在 し , E C M の 破壊が 癌細胞 の 浸潤 と増

殖 を助長する が , 足場を 完全に 失う こ とに ほ な らな い . 実際,

試験管内で培養できる の は M T - M M P -1 の 発現 レ ベ ル の 低い 細

胞 だけ で あり , 株化細胞 では M T- M M PTl の 発現が低 い か , も

しくは 無い 細胞が選別 され て い る 可 能性が ある . こ の こ と が

M a di s o n l O 9 細胞 に 見 られ るよう に 株化され た癌細胞株 の 転移

浸潤能が M T-M M P-1 に 非依存性である現象の
一 因か も しれ な

い
.

以上 の 結果か ら , M T -

M M P-1 の M M P -2 の 活性化 が癌の 浸

潤 お よび 実験的転移能を先進 さ せ る こ と が 示 され た . また
,

A ST M T- M M P -1 が 実 験 的転移能 を 抑制 し た 事実 か ら ,

M T- M M P -1 の 発現を転写 レ ベ ル で 抑制す るた め に ア ン チ セ ン

ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ( a n tis e n s e - 01ig o n u cl e o tid e s , A S- O N-

D s)
珊 4 8)

や ,
ウイ ル ス

4g ト Sl )
に よ っ て A S

- M T- M M P -1 遺伝子を 癌

細胞 へ 導入 する な どの 手法 で ! ある種 の 癌の 転移 ∴浸潤が制御

で きる 可能性がある と考え られ る .

結 論

ヒ ト 線維肉種 H Tl O 8 0 細胞お よ び マ ウ ス 肺癌細胞 M a di s o n,

1 0 9 細胞に M T- M M P-1 お よ び A S - M T, M M P-1 の 遺伝子を 発

現 させ た後 ,
マ ウ ス に 移植 して 転移 , 増殖能に 与え る影響を実

験転移ア ッ セ イ お よ び病理 学的手法に て 検討 し, 以下の 結果を

得た .

1 , H T l O 8 0 細胞 ,
M a d is o n 1 0 9 細胞ほ両 者共に 肺 へ の 高転移

能 を有する が , 前者の み に M M PL2 , M T- M M P-1 の 発現が認め

られ た .

2 . 実験転移 モ デ ル に お い て 2 種類 の 細胞 で M T-M M P-1 遺

伝 子導入 群( M T 群) は発現 ベ ク タ 【 の み の 導 入細胞群 (対照

群) に 比べ て , 有意に 肺生者率が高か っ た . M a di s o n l O 9 細胞

A S - M T- M M P -1 遺伝子 を導入 した 群 (A S 群) と対照群と の 間

に 差は認め られ なか っ た .

一 方 , H T l O 8 0 細胞で は対照群に 比

べ A S 群は肺生者率が有意に 少な か っ た .

3 . M a d is o n l O 9 細胞の 実験的肺転移 に おける腫瘍移植後1 0

日 目 の 肺転移結節数ほ M T 群が対照群 ,
A S 群に 比 し約 2 倍 と

有意に 多か っ た .

4 , 肺転移結節を形成 して い る癌細胞の 中で M T - M M PLl を

発現 して い る M a di s o nl O 9 細胞は M M P -2 に 対す る免疫染色が

陽性 で あ っ た . ま た . そ の 周囲の 線維芽細胞に も M TTM M P
-1
,

M M P -2 の 強い 発現が観察 された .

5 .
マ ウ ス 皮下移植後, 遺伝子導入 M a di s o nl O 9 細胞 の 容積

を径時的に 計測 した結果, 9 , 1 3 , 1 7 日目に お い て M T 群が対照

群 t
A S 群 に比 し容積の 増加が認め られた が , それ以降に差 は

認め られなか っ た ,



2 8 4

以上 の 結果 か ら , 遺伝 子 導 入 に よ り
一 過 性 に 発 現 さ せ た

M T - M M P -1 が 活性 化 M M P q 2 を 通 じて 癌細胞 の 実験的転移

龍 , 浸潤能お よび 増殖性を克進 させ る こ と が明 らか とな っ た .

こ の こ とか ら , M T
- M M P -1 お よ び M M P-2 が癌 の 増殖 ,

転移

抑制の 標的 とな り得 る可能性 が示 され た .
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M T-M M P-1 遺伝子導入癌細胞 の 転移浸潤効果
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t u m o r c ell s . C a n c e r R e s . , 4 4 , 3 9 02
- 3 9 0 6 (1 9 8 4) .

32) R i c c a r d i , C .
,
B a rl o z z a ri

,
T .

,
S a n t o n i

,
A
り
H e r b e r m a n

,

R . B . & C e s a ri n i
,
C . : T r a n sf e r t o c y cl o of n a t u r al ki11 e r

(N K ) c ell s a n d i n vi v o n a t u r al r e a c ti vi ty a g ai n st t u m o r s . J .

I m m u n ol . , 1 2 6 , 1 2 8 4-1 2 8 9 (1 9 8 1) .

33) N o lib e , D .
,
A u m a ti r e

,
E . & T h a n g , M . N . : I n vi v o

a u g m e n t atio n of r a t l u n g n a t u r al ki11 e r c ell s a c ti v lty a n d

in hibiti o n of e x p e ri m e n t al m e t a s t a sis b y d o u b le- S tr a n d e d

P Oly n u cl e o tid e s . C a n c e r R e s . , 4 5 , 4 7 7 4
- 4 7 7 8 (1 9 8 5) .

34) F ul t o n , A . M . & H e p n e r , G . H ∴ R el a ti o n s hi p s of

pr o s t a g r a n di n E a n d n at u r al kill e r s e n siti vi ty t o m e t a st ati c

p o te n ti al i n m u rin e m a m m a r y a d e n o c a r ci n o m a s . C a n c e r

R e s
リ
4 5

,
4 7 7 9- 4 7 84 (1 9 8 5) .

3 5) S e a m a n
,
W . E .

,
B l a c k m a n

,
M . A .

,
G i n d h a r t

,
T . D .

,

R o u b i n i a n , J . R .

,
L o e b , J , M . & T a l a l

,
N . : β-E s tT a di ol

r e d u c e s n a t u r al k ill e r c ells i n m i c e . J . I m m u n ol り 1 2 1 ,

2 19 3 -21 9 8 (1 9 7 8) .

3 6) B e z a ult
,
J .
,
B h i m a n i

,
R .

,
W i p r o v n i c k , J . &

F u r m a n s k i
,
P . : H u m a n l a c t of e ri n i n hib its g r o w th of s olid

tu m o r s a n d d e v el o p m e n t of e x p e ri m e n t al m et a s t a si s in m ic e .

C a n c e r R e s . , 5 4 , 23 1 0-2 31 2 (1 9 9 4) .

37) M cIくn i g h t , A . J .
,
Z i m m e r

,
G . J .

,
F o g el m a n , 1 .

,

W olf
,
S ･ F . & A b b a s

,
A . K . : E ff e c t of Iし12 0 n h el p e r T

C e11- d e p e n d e n t i m m u n e r e s p o n c e i n vi v o . J . I m m u n ol . , 1 5 2 ,

217 2 -2 1 7 9 (1 9 9 4) .

38) L i u n g g r e n , G .
,
L i u n g g r e n , H . & D a li a n is

,
T . : T c e11

2 8 5

S u b s e t s i n v oI v e d in ir n m u nity a g ai n st p oly o m a vir u s
-i n d u c e d

t u m o r s . V io lo g y , 1 9 8 , 71 4- 71 6 (1 9 9 4) .

3 9) M a ri z i o , P . D .
,
P u d d u

,
P .

,
C o n ti

,
L .
,
B el a r d elli

,
F .

& G e s s a ni , S .
: I n te rf e r o n r u p r e g ul a t e s it s o w n g e n e

e x p r e s si o n i n m o u s e p e rit o n e al m a c r o ph a g e s . J . E x p . M e d リ

17 9
,
1 7 31-1 7 3 6 (1 9 9 4) .

4 0) H a b u , S .
,
F u k u i

,
H .

,
Si m a m u r a

,
K .
,
K a s a i

,
M .

,

N a g a i , Y .
,
O k u m u r a

,
K . & T a r n a o ki

,
N . : I n v i v o eff e c ts

Of a n ti - a . Si al o G M l . R e d u cti o n of N K a c ti v it y a n d e n h a n c e-

m e n t o王 tr a n s pl a n t e d t u m o r g r o w th i n n u d e r n i c e . J .

I m m u n ol
リ
1 2 7

,
3 4 - 38 (1 9 81) .

4 1) P o s t e , G . & F i d l e r
,
Ⅰ. J . : T h e p ath o g e n e sis o f c a n c e r

m e t a s t a sis . N a t u r e
,
2 83

,
1 3 9-1 4 6 (1 9 8 0) .

4 2 ) S i n d el a r W . F .
,
T r a lk a

,
T . S . & K e t c h a r n

,
A . S . :

E l e c tr o n m i c r o s c o pic o b s e r v a ti o n s o n f o r m a ti o n s of p ul m o n a-

r y m e t a s t a s e s . J . S u r g . R e s . , 1 8 , 1 3 7 -1 6 1 (1 9 7 5) .

43 ) K i n j o , M . : L o d g e m e n t a n d e x tr a v a s ati o n of t u m o r

C ell s i n bl o o d- b o r n e m e t a st a sis . A n el e c t r o n mi c r o s c o pic

S t u d y . B r . J . C a n c e r , 3 8 , 2 93-3 01 (1 97 8) .

4 4) R o s e , W . C . : E v al u a ti o n of M a di s o n l O9 1 u n g c a r ci n o-

m a a s a m o d el f o r s c r e e n in g a n tit u m o r d r u g s . C a n c e r T r e a t

R e p . , 6 5 , 2 9 9-3 1 2 (1 9 8 1) .

45 ) M a r k s , T . A . : C h a r a c t e riz a ti o n a n d r e s p o n si v e n e s s of

t h e M a d is o n l O 9 1 u n g c a r ci n o m a t o v a ri o u s a n tit u m o r

a g e n t s . C a n c e r T r e a t R e p . , 6 1 , 1 4 5 9-1 4 7 0 (1 9 7 7) .

4 6) S c h u lt z , R . M .
,
P a p a m a t h e a ki s , J . D .

,
L u e t z el e r , J . ,

R u i z
,
P . & C h iri g o s , M . A . : M a c r o p h a g e i n v ol v e m e n t in

th e p r o t e cti v e eff e c t of p y r a,
n C O P Oly m e r a g ai n s t th e M a di s o n

l u n g c a r ci n o m a ( M l O 9) . C a n c e r R e s . , 3 7 , 3 5 8L 3 6 4 (1 9 7 7) .

4 7) V o lk r n a n n , S .
,
D a n n ull

,
J . & M o e11i n g , K . : T h e

P Ol y p u ri n e tr a c t , P P
r

r , Of HI V a s t a r g e t f o r a n tis e n s e a n d

tripl e- h eli xLf o r m i n g olig o n u cl e o tid e s . B i o c hi m i e , 7 5 , 1- 2 (1 9 9 3) .

4 8) P e r s a u d , S . J . & J o n e s
,
P . M . : A n tis e n s e olig o n u cIL

e o tid e i n hib iti o n of g e n e e x p r e s si o n . J . M ol . E n d o c ri n ol . , 12 ,

1 2 7-1 3 0 (1 9 94) .

4 9) D a v id s o n , B . 1 , .
,
A 11 e n

,
E . D .

,
K o ヱ a r S k y , K . F .

,

W il s o n , J . M . & R o e s sl e r
,
B . J , : A m o d el s y st e m f o r in

Vi v o g e n e t r a n sf e r i n to t h e c e n tr al n e r v o u s s y s t e m u si n g a n

a d e n o vir al v e c t o r . N at u r e G e n e t . , 3 , 2 1 9-2 2 3 (1 9 91 ) .

5 0) F e r r y , N .
,
D u pl e s si s , 0 .

,
H o u s si n

,
D .
,
D a n o s

,
0 . &

H e a r d
,
J . M . : R e tr o vir aトm e di a t e d g e n e tr a n sf e r i n t o

h e p a t o c yt e s i n vi v o . P r o c . N a tl . A c a d . S ci . U S A
,
8 8

,

8 3 7 7-8 3 8 1 (1 99 1) .

5 1) Y e e , J . K .
,
M iy a n o h a r a t A り L a P o rt e , P .

,
B o u u ic

,

K .
,
B u r n s

,
J . C . & F ri e d m a n n

,
T . : A g e n e r al m e th o d f o r

th e g e n e r ati o n of h ig h tit e r , P a n tr O Pi c r e tr o vir al v e c t o r s .

P r o c . N atl . A c a d . S ci . U S A
,
9 1

,
9 5 6 4- 9 5 6 8 (1 9 9 4) .
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A c c el e r a ti o n o f I n v a si o n a n d M et a st a sis i n C a n c e r C e11 s T r a n s fb ct e d wi t h M T
･ M M P c D N A Y os hi o T s u n e z u k a

,

D e p a
rt m e n t of M ol e c ul ar V i r ol og y an d O n c ol o g y , C a n c e r R e s e a r c

h I n s ti t u te
･
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 rs lty ,

K a n a z a w a 9 2 0
-

J . J u z e n M e d S o c .
,
1 0 5 , 2 7 2

-

2 86 ( 19 9 6)

K e y w o r d s c a n c e r m et a s ta si s , m e m b r a n e
- ty P e m

a tri x m e t al l o p r o tei n a s e
- 1 ( M T

- M M P - 1) , a n ti s e n s e , tr a n Sie nt

tr a n sf e cti o n
,
P C R

A b st r a ct

M e m b r a n e -ty P e m a ri x m e tal l o p r ot ei n a s e
- 1 ( M T - M M P - 1) i s th e a cti v at o r of i n a c ti v e p r o

-

g er a ti n a s e A (l ate n t M M P
- 2)

th at is o n e of th e m a tri x m e tall o p r otei n a s e s ( M M P s) r e sp o n si bl e f or th e d is s ol u ti o n o f e xt r a c ell ul a r m at ri x ( E C M ) ･ It w a s

k n o w n th a t o v e r e xp r e ssi o n of M T
- M M P - 1 sti m ul a te s i n v asi o n of c ell s i n v i tr o ･ n er ef o r e M T - M M P - 1 is b eli e v ed t o b e

c ru Ci al f o r i n v a si o n a n d m e t as t asi s o f c a n c e r c e ll s i n v i v o ･ I n th e p r e s e nt s t u d y , I i n v e st l g a t ed th e e ff e c t of t ra n si e nt

e x p r es si o n of M T
- M M P - 1 i n c an C er C e11s a n d th e i n h ib iti o n o f th at t o i n v asio n a n d m et as ta sis in v i v o w i th e x pe n m e ntal

m e ta st a si s a ss ay s u sl n g mi c e ･ H T l O 8 0 fi b r o s a r c o m a c e11 s e x p r e ss l n g b o th M T
- M M P - 1 an d M M P q2 m R N A a n d M ad is o n l O 9

1 u n g c a n c e r c e lls w i th th e e x p r e ssi o n s o f n eith er g
e n e s

,
W e r e t r a n Sfe c te d w ith th e e x p r e ssi o n p la s m i d s f b r M T

- M M P - 1
,

a n ti s e ns e M T
- M M P -1 ( A S

- M T - M M P - 1) o r o n l y v e c t or p l a s m i d s ( C O nt r Ol) ･ E a c h tr a n sfb ct a n ts w er e i nj e c te d i n t o th e tail

v ei n s o f m i c e , a n d th e D N A w e r e e x tr a c te d f r o m t h e c u l t u r e d t r a n s f e c t a n ts a n d th e m i c e
f

s l u n g s a t 5 d a y s a fte r

tr an Spl a nt ati o n ･ D N A e x tr act e d ; 1 m g w e re a m p lin e d b y P C R a n d d et ec te d b y S o u th e m bl ot an a
l y si s ･ T h e r a ti o s of d ete c te d

pl a s mi d s i n t o tal l u n g s / i nj e ct ed t
r an S ft ct a n ts w e re g lV e n b y a b i oi m a g e an ali z e r a n d t ali b r a ti o n c u rv e S Of r ad i o ac ti vitie s ･

T h e r e s ult s o f t h e e x p e ri m e n t al m et a s ta si s a s s a y th at th e r a ti o o f M T
- M M P - 1 tr a n sf t ct a n ts ( M T

- tr a n Sf e ct a nt s) w a s

si g ni負c a n tl y ( p < 0 ･0 5) h ig h e r th a n th e c o n tr o l i n b oth c ell s ･ An d th e A S
- M T - M M P - 1 t r a n sf e ct an tS ( A S - tr a n Sft c t an tS) r atio

w a s si g n i 丘c a n tl y ( P < 0 .0 5) l o w e r th a n th e c o n tr ol i n H T l O 8 0 c ell s , b u t th e r e w as n o di ff t r e n c e i n th e M ad is o n l O 9 c ells ･ I n

a n o th e r st u di es t o th e tr an Sft ct a n ts of M ad is o n l O 9 c ell s , th e m e a s u r e m e n ts of n o d u l e n u m b e rs o n th e l u n g s u rf a c e at l O d ay s

af te r tu r n o r tra n s p
l a n ta ti o n a n d v ol u m e s of s u b c u ta n e o u s tu m o rs w e r e p e rf o rm e d ･ A s a r e s ul t

,
th e m e a n n u m b e r s o f l u n g

n o d ul e s b y M T - tr an S ft c t a n ts w a s m o re th an th e c o n tr ol , a n d th e e x p r e ssi o n s o f M T
- M M P - 1 si g n i丘c a n tl y (p < 0 ･0 5) e n h a n c e d

th e s ･C ･ g r O W th v ol u m e s c o m p ar e d t o
th e c o ntr ol d u ri n g th e e arl y p e ri o d s a

f te r tr a n sp l a n ta ti o n of th ei r tr a n sfb c ta nts ･ T h e se

r es ul ts m e a n th a t M T - M M P - 1 a c c el e r ate s th e p ot e n ti al o f e xp e
ri m e n tal m et as ta sis a n d i n v asi o n b y a c ti v at e d M M P

- 2 i n vi v o
,

th e i n bi b iti o n o f th e fu n c ti o n o f M T
- M M P -1 c a n c o n tr ol i n v a si o n a n d m e ta st a si s of s o m e c a n c ers ･


