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口 腔扇平上皮癌細胞の 浸潤能とゲ ィ ト ロ ネ ク チ ン レ セ プタ
ー の

機能 ･ 発現 に 関す る 実験 的研 究
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3 種類の 口腔扁平上皮癌由来の 細胞珠 ( H S C
-3
, 低分化型 ; O S C-1 9 , 高分化型; K B , 未分化癌) を 用い て 癌細胞の 浸潤

と接着の 関係を検討 した ･
ト ラ ン ス ウ ニ ル チ ャ ン バ ー を使用 して細胞浸潤能実験を行 っ たと こ ろ , H S C-3 細胞が最も高浸潤性

で , 次い で O S C ,1 9
,
K B 細胞の 順 で あ っ た ･ また これ らの 浸潤ほ 以下の 細胞接着 ペ プ チ ド, すな わ ち H S C-3 細胞 ほイ ソ ロ イ

シ ソ ー リ ジ ン
ー バ リ ン ㌧ - ア ラ ニ ン ー バ リ ン (i s ol e u si n e

-1y si n e
-

V ali n e- a la n i n e
-

V ali n e
,
I K V A V ) と ア ル ギ

ニ ン
ー

グリ シ ン
ー ア ス パ

ラ ギ ン 酸 - バ リ ソ ( a r gi n in e
-

gl y si n e- a S P a rti c a cid- V ali n e 】 R G D V) ･ O S C
-1 9 細胞は ア ル ギ ニ ン

ー グリ シ ン ーア ス パ ラ ギ ン 酸 p セ

リ ン ( a r gi ni n e- gl y si n e
-

a S P a r ti c a cid- S e ri n e ･ R G D S) , チ ロ シ ン
ー

イ ソ ロ イ シ ン
ー グ リ シ ン ー セ リ ン

ー

ア ル ギ ニ ン

(ty r o si n e
-is ol e u si n e- gly si n e

-

S e ri n e- a r gi n i n e ･ Y I G S R ) と R G D V ･ K B 細胞 は R G D V で 抑制 され た ･ H S C-3 細胞 と O S C-1 9 細胞

は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン (fib r o n e c ti n , F n) , ラ ミ ニ ン ,
ゲ ィ ト ロ ネ ク チ ン ( vitr o n e c ti n ･ V n) ･ Ⅰ型お よ びⅣ 型 コ ラ

ー ゲ ン に よく接着

した が
,
K B 細胞 ほ F n と V n に わ ずか に 接着す る の み で あ っ た ･ R G D V ペ プチ ドで 細胞 を処 理す ると F n l V n へ の 接着細胞

数の 減少が み られ た . = S C -3 細胞と O S C
-1 9 細胞 で ほ αVβ3 イ ン チ グ リ ン が V n との 接着部位お よび 細胞質突起 の 浸潤先端部

に 免疫組織化学的に 証明され た ･ 免疫沈降法を用 い て イ ン チ グリ ン の 発現の 有無を検討 した と こ ろ, H S C
-3 細胞 と O S C

- 1 9 細

胞と もに a v , β3 , a 5 , β1 サ ブ ユ ニ ッ ト を 発現 して い た が ,
α V は H S C

- 3 細 臥 α5 は O S C-1 9 細胞 に 強く発現 し て い た ･

a 5β1 イ ン テ グ リ ン は マ トリ ゲ ル へ の 浸潤過程に お い て H S C
-3 細 胞お よび O S C-1 9 細胞の 細胞膜に び浸性に 発現され て お り ,

鄭 こ F n 上 で 培養 した場合 ,
O S C -1 9 細胞で ほ a 5β1 を 常時認め た が ,

H S C-3 細胞で は長時間培養 した場合 に の み 陽性 で あ っ

た . 以上 よ り ,
αVβ3 イ ン チ グ リ ン は 細胞外 マ ト リ ッ ク ス に 対する機能的 レ セ プ タ

ー

と して 口腔扁平上皮癌細胞 の 浸潤先端部

に局在 して い る可 能性が示 酸 され た ,

K e y w o r d s v it r o n e c ti n r e c e p t o r , S q u a m O u S C ell c a r c i n o m a ･ i n t e g ri n , i n v a si o n

癌細胞の 浸潤は基質と の 接着 , 基質の 分解, 細胞の 移動 な ど

段階的に 起 こ る複雑な現象で ある
t)

. と く に 癌細胞 と細胞外 マ

トリ ッ ク ス ( e x tr a c ell ul a r m a tri x , E C M ) と の 接着は 癌細胞 が問

質へ 浸潤す る際の 重要 な ス テ ッ プ で ある .
E C M ほ化学的構造

の 面か ら ラ ミ ニ ン (l a m i n i n , L n ) , フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン (fi b r o n e cr

ti n , F n) , I 型 お よ び Ⅳ 型 コ ラ
ー ゲ ン

,
ウ㍉ ト ロ ネ ク チ ン

( vi t r o n e c ti n , V n)
,

エ ラ ス チ ン
,
プ ロ テ オ グ リ カ ン な どに よ り構

成され , 癌細胞ほ そ の 細胞接着 ド メ イ ン に 接着す る .
これ らの

ドメ イ ン に 対す る レ セ プ タ ー は α お よ び βサ ブ ユ ニ ッ トか ら成

るイ ン テ グリ ン
2)
で あ り , 現在少 な く と も1 2 種類 の α サ ブ ユ

ニ
ッ トと 9 種輯 の βサ ブ ユ ニ ッ トの 組み 合せ に よ り20 種顆が存

在し , 正 常細胞 の 生理 的機能の 発現 ･ 保持の み な らず腫瘍 の 進

展や転移に 深く関係す ると 考え られ て い る
3
＼ 実 際に どの イ ン

テ グリ ン が 腫瘍細胞 の 浸潤 ･ 転移 と 関連 し て い るか を 知 る た

め
t 様 々 な実験系を 用 い た 検討が こ れ ま で な され て きた

一 刷
, こ

のう ち ,
メ ラ ノ ー マ に お い て は V n レ セ プ タ

ー で ある αVβ3 イ

ン テ グリ ン ( vi tr o n e c tin r e c e p t o r , V n R) の 発現が 腫瘍の 進展と

密掛 こ関連する こ と が指摘 され て い る
鋸
. しか し な が ら , 扁 平

上 皮癌細胞な どに つ い て は未だ 不 明 の ま まで ある . また
, 一方

で イ ン テ グ リ ン は そ の 種類の 差異と と もiこ細胞表面での 局在が

細胞の E C M へ の 接着能に 影響す る
9ゝ
こ とが 証明 され て お り ,

腫瘍細胞が発現するイ ン チ グリ ン の 種燥と 局在 を知る こ とは 癌

細胞浸潤の メ カ ニ ズ ム の 解明 の み な らず, 浸潤 の 抑制に 指針 を

与え るもの と し て 大きな意義を持 つ と考え られ る .

一 方
,
口 腔扁平上 皮癌の 臨床に お い て ,

Y a m a m o t o ら
1 0 ､1 1 ■

は

腫瘍の 浸潤様式が所属 リ ン パ 節 へ の 転移形成率や患者の 予後と

密接に 関連する こ と を報告し て きた . そ こ で 当講座で は198 9 年

以来 こ れ ら 口 腔癌の 浸潤の 機構を解明 し, 治療成績の 向上 に 資

す る こ と を 目的と し て 基礎的な ら び に 臨 床的研究 を系統的に

行 っ て きた . その
一 環と して 本研究 で は 口 腔扁平上皮癌細胞の

浸潤 に 中心 的役割を果たすイ ン テ グ リ ン を 知 るた め , 3 種類 の

細胞株 ( H S C -3
,
O S Cr1 9 , K B ) を 用 い て 多面的に 検討 を行 っ た .

そ の 結果 , 浸潤能力の ある H S C-3 や O S C-1 9 は E C M タ ン パ

ク 質と の 接着能が高く ,
V n 由来の ペ プチ ド , ア ル ギ ニ ソ

ー ダ

平成 5 年 9 月 1 日受付 , 平成 5 年 9 月2 7 日受理

A b b r e vi atio n s : E C M ,
e X t r a C ell ul a r m a t ri x ; FI T C , fl u o r e s c ei n

-is ot hio c y a n at e ;.
F n

,
一fib r o n e c ti n ; F n R ,

fib r o n e cti n r e c e p t o r ; I K V A V , is ol e u si n e
-1y sin e

- V alin e - al a nin e - V ali n e ; L n , L a mi ni n ;
･

R G D r･ ∵ a r gi n in e
-

g ly si n e
- a S p a

一

一

.rtic a cid ; R G D S , a r gi nin e
-

gly si n e
-

a S p a rti c a cid
-

S e ri n e ; R G D T , a r gi n in e = gly si n e
- a S p a･rti c

･
ra eid - t h r e o ni n e ; R G D V ,
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リ シ ン ー

ア ス パ ラ ギ ン 酸 - バ リ ン ( a r gi ni n e- gly ci n e- a S p a rti c

a ci d- V ali n e , R G D V ) で浸潤が 阻害 され た . また V n R が 浸潤方

向の 細胞膜 とく に 周 囲基質中に 伸び た細胞質突起に 沿 っ て発 現

する傾向を示 した . 以上 の 結果 よ り , 浸 潤方向 の 細胞膜 へ の

V n R の 発現 が 口 腔扁平上皮癌細胞 の 周囲組織中 へ の 浸潤 に 密

接に 関連 して い る 可能性が示竣 され たの で
,
こ こ に 報告する .

材料 お よび方法

Ⅰ
. 腫瘍細雌株

口腔扁平上皮痛由来の 細胞株 ,
O S C-1 9 , H S C- 3 , K B の 3 種類

を使用 した ･ O S じ1 9 細 胞 ほ 札幌 医科大学 口 腔外科学講座小

浜源郁教授よ り供与 され た高分化型扁平 上皮癌細胞株
1 2)
で あ

り
, 低分化型肩平 上皮癌細胞株 で ある H S C-3 細 胞

1 3)

と未 分化癌

細胞株である K B 細胞
用
は財 団法人 が ん 研究振興財団細胞 バ ン

ク (東京) よ り提供 を受けた .

Ⅱ . 細胞撞着 ペ プチ ド

ア ル ギ ニ ン ー グ リ シ ン ー

ア ス パ ラ ギ ン 酸 ( a r gi n i n e - gly ci n e- a-

S p a r tic a cid , R G D) , ア ル ギ ニ ソ ー

グ リ シ∵/ - ア ス パ ラ ギ ン 酸
-

セ リ ン ( a r gi ni n e - gly ci n e - a S p a r ti c a cid -

S e rin e , R G D S ) , ア ル ギ ニ

ン
ー

グ リ シ ン
ー

グ ル タ ミ ン 酸 - セ リ ソ ( a r gi n i n e- gl y ci n e- gl u t a
-

m ic a cid- S e ri n e , R G E S ) ほ B a c h e rn 社 ( T o r r a n c e
,
C A

,
U S A )

製の もの を使用 し
,
R G D V

,
チ ロ シ ソ ー イ ソ ロ イ シ ソ

ー

グ リ シ

ン ー セ リ ン ー ア ル ギ ニ ン (t y r o ci n e-is ol e u c in e
-

gly ci n er s e ri n e-

a r gi ni n e , Y I G S R) , ア ル ギ ニ ソ ー

ダリ シ ン ー ア ス パ ラ ギ ン 酸 -

ス レ オ ニ ン ( a r gi ni n e - gl y ci n e
.

a s p a ∫tic a c id
- th r e o ni n e

,
R G D T) ほ

P e ni n s ul a L a b o r a t o ri e s 社 (B elr n o n t , C A , U S A ) 製 の も の を用

い た
･ イ ソ ロ イ シ ソ ー リ ジ ン ー ア ラ ニ ソ

ー バ リ ン (i s ol e u ci n e-1-

y si n e- V ali n e
-

al a ni n e- V ali n e , I K V A V ) ほ ペ プ チ ド研 究所 (大阪)
へ 依頼 し作製 した もの を使用 した .

R G D S は F n
,
Y I G S R は L n B l 鎖 , 1 K V A V は L n A 鎖

t

R G D V は V n
,
R G D T ほ Ⅰ型 コ ラ ー

ゲ ン α 1 鎖 の 細胞接着 ドメ

イ ン 由来の ア ミ ノ 酸配列 で あり , R G D は イ ン テ グ リ ン に 対す

る多くの リ ガ ン ドに共通 L た 配列で ある . R G E S は 接着括性を

持た な い コ ン ト ロ ー ル ペ プ チ ドと して使用 した .

Ⅲ . 細胞浸潤能 と浸潤阻害実験

各細胞株 の 浸潤能 は L n , Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン
,
V n

,
へ パ ラ ン 硫

酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン , エ ソ タ ク チ ン を含む 人工 再構成基底挟 で

ある マ ト リ ゲ ル (B e c t o n D i c ki n s o n L a b w a r e
,
B e d f o r d

,
M A

,

U S A ) で 上 部 チ ャ ン バ ー

を被 覆 した 12 JL m 孔の ト ラ ン ス ウ ニ ル

チ ャ ソ バ
ー ( C o s t e r

,
C a m b ri d g e , M A . U S A) を 用 い て 計 測 し

た ･ 即 ち , 1 0 % 胎 児 ウ シ 血 清 (Gib c o , G r a n d I sl a n d , N Y
,

U S A ) を添加 した イ ー

グ ル M E M 培養 液 (Fl o w L a b o r a t o ri e s 】

I r vi n e
,
S c o tl a n d) で マ ト リ ゲ ル を 50 0 FLg/ m l に 調 整 し , 1 5 0 FLg

の マ ト リ ゲ ル を無 菌下23 ℃ で風乾後 2 ×10
5

個 の 細 胞 を 含 ん だ

400 /上l の 上 記培養液を 上 部チ ャ ン バ ー に
,
下部 チ ャ ン バ ー に は

1 ･5 m 】 の 同液 を加 えた . 3 7 ℃ で17 時間培養後
,

マ トリ ゲ ル を 通

過 して下部チ ャ ン バ ー

内に浸潤 した細胞 を 5 ,0 0 0 r p m で 4 分 間

遠心 分離 して 採取 した . 採取 した 浸潤細胞数は下記の 蛍光 ア ッ

セ イ
13)
に て 測定 した . 浸潤阻害実験 にほ 0 伽 m ol の 細胞接着 ペ

プチ ドを腫瘍細胞 と ともに 上 部チ ャ ン バ ー

に 入 れ て 同様に浸潤

細胞数を測定 した .

Ⅳ ･ 浸潤細胞数の測定 ( 蛍光 ア ッ セ イ)

採取 した 細胞を 0 ･01 M リ ソ 酸緩衝液
, p = 7 ･4 で 洗浄し

,
1 m M

M g C 12 , 0 ･2 M ホ ウ 軌 1 ･2 m M 4- メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル フ ォ ス
フ エ イ ト (Si g m a , S t ･ L o u is ･ M O

,
U S A ) を 含 む 溶液 に 浮遊さ

せ
, 37 ℃ で 3 時間培養 した ･ 細 胞膜表面 の ア ル カ リ ホ ス フ

ァ

ク ー ゼ の 作用 に よ り生 じた 4- メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン の 蛍光
度を850 形分光蛍光光度計 ( 日立 , 東京) に て計測 した ･ 励起波

長と蛍光波長 は それぞれ 345 n m
,
44 7 n m と した ･ また 細胞浸潤

能測定 に お い て 細胞接着 ペ プチ ドを 添加 しなか っ た 群の 浸潤細

胞数を100 % 浸潤 と し, 各 ペ プ チ ド添加群 の 浸潤細胞数 の 割合

を算定 した .

Ⅴ . 細胞接着お よび接着阻害実験

1FLg の L n ･ V n ･ F n
,
Ⅰ型お よ び Ⅳ型 コ ラ ー

ゲ ン
, ウ シ 血清ア

ル ブ ミ ン (和光 , 大阪) を96 ウ ニ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト (F al c ｡ ｡

P r o d u c t s
,
O x n a r d

,
C A

I U S A ) に 4 ℃で 一 晩静置 し被覆 した . 各

基質 に つ い て ほ V n と F n ほ ヒ ト血 清か ら
14)1 5 )

,
Ⅰ型およ びⅣ型

コ ラ ー

ゲ ン は ヒ ト胎 盤
16)け)

か ら
,
マ ウ ス L n ほ E n g elb , e th -

H o lm -S w a r m 腫瘍
】引
か らそ れ ぞ れ 精製 し た も の を 用 い た .

1 ×1 0
5

個の 細 胞を 100 FLl の 無血 清培養液 S F M l O l ( 日 丸 東

京) 中に 加 え , 基質上 で37 ℃ 2 時 間培養 した ･ 培養後 , 非接着細

胞を洗浄 して 除き各 プ レ ー

トに 10 恥1 の 無血 清培養液と 5 m g/
m l に 調製 した 3-(4 , 5

- メ チ ル チ ア ノ ゾ ー ル ー 2- イ ル)-2 , 5 - ジ フ ェ
ニ ル テ トラ ゾリ ウ ム ブ ロ マ イ ド (Sig m a) を 10 FLl 加 え , 3 7 ℃で

4 時間培養 した . 培養 後生 じた色素産物を 10 恥1 の ヂ メ チ ル サ

ル フ ォ キ サ イ ドで可 溶化 し , 4 92 □ m の 吸光度を EIA リ ー ダ ー

2 5 5 0 ( B i o - R a d L a b リ Ri c h m o n d , C A
,
U S A ) で測定 して 接着細胞

数を求め た .

接着阻害実験で ほ 0 .3 p m ol の R G D S 凌, る い は R G D V ペ プチ

ドを混和 した 1 ×1 0 5 個 の 細胞を23 ℃ で 1 時間培養後 ,
Ⅴ□ ある

い ほ F n を 被覆 した マ イ ク ロ プ レ ー ト上 で 2 時間培養し細胞接

着実験 と同様の 振作を行 っ た .

Ⅵ . 免疫組織化学的検索

無 血滞培養液 1 m l 中 に 0 .6 × 1 0
5

個 の O S C-1 9 細 胞お よび

H S CL3 細胞を 調整 し , F n お よ び V n を そ れ ぞれ 10 p g 被覆し

た ス ラ イ ドガ ラ ス 上 で 1 時 間あ る い ほ24 時間培養 した . 培養

後, 接着 した 細胞 を 1 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し ,

0 . 1 % ト ラ イ ト ン Ⅹ-1 0 0 , 1 m M M g C 12 , 0 .1 m M C a C l2 を 含む

0 ･0 1 M リ ン 酸緩衝液で細胞 を 3 分 間23 ℃ で 処理 した . 次にイ ン

テ グリ ン ある い は ビ ン キ ュ リ ン に 対す る抗体 を加 えて23 ℃で 1

時F乱 更に フ ロ オ ロ ス セ イ ン ーイ ソ チ オ シ ア ン 酸 (fl u o r o s c e 血

is o thi o c y a n at e , F I T C) 標識 2 次抗体を加 え23 ℃ で 1 時間反応さ

せ た ･ 弥 α5β1 イ ン テ グリ ン (fi b r o n e c ti n r e c e p t o r , F n R) およ び

抗 V n R ポ リ ク ロ ナ ー

ル 抗 体 ほ D r . B . E . V o g e l (L a Jo11a

C a n c e r R e s e a･r C h F o u n d a ti o n , L a J o11 a) よ り供与 され , 抗ピ ン

キ ュ リ ン モ ノ ク ロ ナ ー

ル 抗 体 ほ Bi o M a k e r 社(R eh o v ot ,

I s r a el) 製の もの を 使用 した . 抗 V n R , F n R
,
ピ ン キ ュ リ ソ 抗体

の 希釈倍率は そ れ ぞれ100
,
1 00

,
2 0 と した . また FI T C 標識抗

ウ サ ギ I g G と FI T C 標 識 抗 マ ウ ス I g G (C a p p el, W e s t

C h e s t e r
,
P A

,
U S A ) は とも に20 倍で 使用 した .

Ⅶ . 電子顕微鏡学的観察

細胞浸潤能実験 に おけ る培養 1 , 4 , 1 7 時 間で の 細胞の 形態を

a r gi ni n e
-

gly si n e
-

a S p a rti c a cid - V al i n e ; R G E S
,
a r gi ni 肥 gly sin e

-

g l ut a m i c a cid L S e ri n e ; V n , Vit r o n e c ti n ; V n R ,

Vit r o n e ctin r e c e p･t O r :; YIG S R , t y r O Si n e
-is ol e u si n e - g ly sin e

-

ar g ini n e ; 電 軌 電子原敬鏡
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電子頗徴鏡 (電顕) に て 観察 した ･ 細胞は2 ･ 5 % グル タ
ー ル ア ル

デヒ ドで10 分間4 ℃ で 固定 した ･ また 免疫電頗用 に 上 記培養4

時間目の O S C-1 9 細胞 およ び H
S C -

3 細胞を 1 % パ ラ ホ ル ム ア

ル デ ヒ ドで 5 分間23 ℃ で 固定 し, 0 . 1 % ト ラ イ ト ン Ⅹ-1(札 1 m M

M g C 12 , 0 .1 m M
C a C 1 2 を含む 0 ･01 M リ ン 酸緩衝液で 3 分間処理

した . 細胞を抗 F n R , 抗 V n R 抗体(10 0 0 倍希釈) ある い ほ 正常

ウサ ギ血清 (D a k o , G I o s tr u p , D e n m a r k) と 4 ℃で 2 時間反応さ

せ
, 続い て 1 / 2 カ ル ノ フ ス キ

ー 固定液 で10 分間 固定 した ･ 2

次抗体は 15 n m 金 コ ロ イ ド標識抗 ウ サ ギ 抗体 (J a n s s e n ･ O Is e n ･

B elgi u m ) を 使用 し4 ℃ で 2 時間反応 させ た ･ 透過 型 お よ び 免

疫電頻用の 試料は 1 % O s O 4 で後 圃定 し E p o n 8 1 2 で 包埠 した ･

超薄切片を作製乳 5 % 酢酸 ウ ラ
ニ ー ル お よ び6 ･ 5 % ク コニ こ/ 酸

63 7

鉛 で 染色 し日立 H-50 0 電子 顕微鏡 ( 日立) , ( 7 5 k V ) で 観察 した .

Ⅶ . 免疫沈降法によるイ ン テグ リ ンの 検出

細胞膜表面の タ ン パ ク 質を ラ ク ー ペ ル オ キ シ タ
ー ゼ ー

H 2 0 2

法
刷
に よ り

125
r で 標識 した . 即ち , 5 × 1 0

丁

個の H S C - 3 細胞ある

い は O S C-1 9 細 胞 に 5 仙1 の ラ ク ト ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ

( C alb io c h e m , L a J oll a . , C A , U S A ) , 1 0 pl の 0 .5 M リ ン 酸 緩 衝

液 , P H 7 .0 , 3 7 M B q の N a
-2 5
Ⅰ( A m e r s h a m , B u c ki n g h a m sh ir e ,

E n gl a n d) , 4 恥l の 30 % H 2 0 2 を加え30 ℃ で 8 分間, さ らに23 ℃ で

1 0 分間培養 した . 培養後 5 m l の 0 .0 2 % N a N 3 , 2 m M K I を含む

0 .01 M リ ン 酸緩衝液で洗浄 し, 5 5 .8 g で 5 分間遠心 分離 し上 清

を 除い た . 標識 され た 細胞 を 5 m l の 2 5 m M T ris- H C l , P H 7 .4 ,

2 % N P- 40 , 1 00 m M N a C l, 1 m M C a C 12 で可 溶化 した . ま た プ ロ

Fig .1 . U ltr a s tr u c t u r e of O S C-1 9 c ells i n a n i n v it r o a s s a y a t 4 h r ･ C ells i n cl u st e r i n th e u p p e r c h a m b e r of t r a n s w ell m e m b r a n e

( m ) sh o w r u ffli n g c ell s u rf a c e w ith th e e x t e n si o n of c ell p r oj e c ti o n s i n t o m a trig el ( g) , i n dic ati n g th e d ir e c ti o n of i n v a si o n B a r

i n dic a t e s 5 FL m .

T a b le l . E ff e c t s of s y n th e ti c p e p tid e s o n c a r ci n o m a c ell i n v a si o n

S y n th e ti c

p e p tid e
-)

I n v a si o n v al u e ( m e a n 士S D , % )
b)
i n c a r ci n o m a c e11 1i n e s of

H S C - 3 0 S C -1 9 K B

R G D

R G D S

Y I G S R

I K V A V

R G D V

R G D T

R G E S

8 9 . 3 士1 0 .8

8 3 . 5 士1 2 . 6

8 9 . 3 土 8 . 0

6 8 . 8 土 8 . 6
*

6 2 . 5 士1 2 . 8
榊

7 7 . 2 士1 2 . 6

8 7 . 6 士 4 . 8

90 . 2 士 5 .4

7 7 . 7 士 7 .8
* *

67 . 3 ± 2 . 1
=

91 .3 士 5 . 6

72 .7 士 7 . 9
* *

88 .0 ±1 2 . 2

96 .2 士 8 . 3

9 1 . 0 士2 . 0

8 6 .8 士1 . 8

8 T . 4 士2 . 2

9 7 . 0 士7 . 0

7 1 . 1 士2 . 8
* *

8 8 . 2 ±1 . 5

8 7 . 2 ±2 . 3

A v ol u m e of 50 0 iLl of c ell s u s p e n si o n (2 ×1 0
5
c e11 s) wi th O .6 JL m Ol o f e a c h s y n th e ti c p e ptid e

w a s i n c u b a t e d o n m a trig el i n th e u p p e r c h a m b e r f o r 1 7 h r . A f t e r i n c u b a ti o n c ell s p e n e tr a te d

i n t o t h e l o w e r c h a m b e r i n cl u di n g c ell s a d h e ri n g t o th e r o o f of th e u p p e r c h a m b e r w e r e

c oll e c t e d b y tr y p s in i z ati o n a n d c o u n t e d b y th e fl u o r o m et ri c a s s a y .

a) R G D , a r gi nip e
-

gly cip
e - a S p a r ti c a cid ; R G D S , a r gi ni n e

-

gly ci n e
二
a S p a r tic a c id

-

S e ri n e ; Y I G S R ･

ty r o si n e
-i s ol e u c l n e - gly c l n e

-

S e ri n e - a S p a rti c a cid ; I K V A V , i s ol e u c l n e
-1y si n e

-

V ali n e - al a n i n e - V ali n e ;

R G D V
,
a r gi ni n e

-

gl y ci n e
-

a S p a rti c a ci d
-

V ali n e ; R G D T , a r gi ni n e
一

名l y ci n e
-

a S P a rti c a cid
-th r c o ni n e ;

R G E S
,
a r gi n i n e

-

gl y ci n e
-

gl u t a m i c a cid
-

S e ri n e .

b) R a ti o ( % ) of th e n u m b e r of th e p e n e tr a t e d c ells i n th e p r e s e n c e of e a c h s y nt h e ti c p e p tid e t o

th at i n th e a b s e n c e of a n y s y n th e ti c p e p tid e s . S t ati sti c al a n al y si s c o m p a r e d w ith p e r c e n t a g e i n

th e p r e s e n c e of R G E S p e p ti d e i s p e rf o r m e d b y o n e w a y a n aly si s o f v a ri a n c e f oll o w e d b y
C O n tr a S t S t at e m e n tS ;

*

p < 0 .0 5 ,
榊

p < 0 .01 .



6 3 8

テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ
ー

と して 1 m M ジイ ソ プ ロ ピ ル フ ル オ ロ ス

フ エ イ ト
,
2 m M フ ユ ニ ル メ チ ル ー サ ル フ ォ ニ ル フ ル オ ラ イ ド

,

1 0 m M 6 - ア ミ ノ ー

n
- カ ブ ロ イ ッ ク ア シ ド

,
1 〟g/ m l ロ イ ペ プ チ ン

,

1 m M n - エ チ ル ー マ レ イ ミ ド
,
1 0 鵬/ m l ア ブ ロ チ ニ ソ を 加 えた .

試料を 4 ℃ で20 分間 27 ,0 00 g で 遠心 分離 し, 上清 を 抗 F n R あ

る い は 抗 V n R 抗体 と氷温で 1 時間反応 させた . そ の 後試料 を

プ ロ テ イ ン G セ フ ァ ロ ー

ス ( P h a r m a ci a - L K B
,
U p p s a l a ,

S w e d e n ) に 通 し, プ ロ テ イ ン G と結合 した免疫複合体 を 0 .1 M

鱒鱒鱒鱒 鱒

恥

Fig ･ 2 ･ U ltr a st r u c t u r e of O S C -1 9 c ell s i n a n i n v a si o n a s s a y
a t 1 7 h r ･ C ell s a r e r n l g r a tl n g in t o th e p o r e of th e
tr a n s w ell m e m b r a n e ( m ) w ith el o n g a t e d c y t o pl a s mi c
e x t e n si o n al o n g th e s u rf a c e o f th e m e m b r a n e . B a r
i n d ic a t e s 2 〟 m .

グリ シ ンーH Cl で 流出さ せ た ･ 流 出画分を非還元状態 で7 .5 % ド

デ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム ー

ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電気泳動
し
,
オ ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー

で 分子量 を確認 した .

Ⅸ . 統計学的検討

細胞浸潤阻害実験に お ける 各 ペ プ チ トの 浸潤抑制効果の 差を
S t ati s ti c al A n aly sis S y s t e m ( 金沢大学総合情報処 理 セ ン タ ー

)

を用 い た 一

元 配置分散分析 お よ び シ ェ ッ フ ェ の 多重比較法に て

検討 した .

成 績

Ⅰ , 各癌細胞の浸潤能

初め に O S C -1 9 細胞 を用い て 細胞浸潤能実験 モ デル に おける

浸潤細胞数 の 経時的変化 (4 , 8 , 1 6 , 2 4 , 4 8 時 間) を検討 したと こ

l

u
O

∈
工
0
巾
-

1

巾

ニ

¢
U

-

0

ポ

鋸

6 0

4 0

2 0

H S C -3 0 S C - 1 9 K B H S C -3 0 S C ･1 9 K B

C ell ll n e s

F ig ･ 3 ･ I n hib it o r y eff e c t o f R G D S a n d R G D V p e p tid e s in a n

a tt a c h m e n t a s s a y o n i n t a c t F n ( A) a n d V n (B) . C ells

(1 ×1 0
5
c ells/ w e11) w e T e P r e tr e a t e d wi th s y n th etic p e ptid e s

(0 .3 JJ m Ol/ w ell) f o r 6 0 mi n , i n c u b at e d o n e a c h s u b str a t e
f o r 2 h r ･ N u m b e r of a tt a c h e d c ell s w ith o u t a n y p e ptid e

tr e a t m e n t s a r e s e t t o b e l O O % . T h e d et a s h o w n i n this

fig u r e a r e t h e m e a n v al u e s ( 土S D ) of t ripli c a t e d e t e r m i n a.
ti o n s . O p e n b o x , C a r C i n o m a_

C ell s c u lt u r e d w ith R G D S

p e ptid e , C l o s e d b o x , C a r Ci n o m a c ells c ult u r e d w it h R G D V

p e p tid e .

T a b le 2 ･ A tt a c h m e n t a s s a y of c a r ci n o m a c e = n e s o n i n t a c t e x t r a c ell ul a r m a tri x p r o t e in s

S u b str a t e
▲)

A tt a c h m e n t v al u e ( m e a n ±S D , % )
b)

i n c a r c in o r n a c e u li n e s of

H S C -3 0 S C -1 9 K B

F n

L n

V n

C oll a g e n

ty p e I

C oll a g e n

ty p e Ⅳ

1 6 . 2 ± 6 . 6

28 . 8 士 4 . 3

2 7 . 8 土 4 . 0

2 7 . 8 士 2 .4

2 7 . 9 士 2 . 5

1 8 . 8 士1 6 . 5 1 8 . 0 士9 . 8

2 3 . 0 士1 2 . 9 3 . 1 士1 . 2

3 7 . 7 士 6 . 0 1 4 . 3 士0 . 6

2 5 . 1 士1 1 . 1 4 .1 士2 . 0

2 3 . 2 士1 1 . 5 8 .7 士1 . 0

B S A 9 . 3 土1 6 . 1 0 . 1 士 0 . 2 0 . 0 士0 . 0

C ell s u s p e n si o n (1 ×1 0
S
c ells/ 1 0 0 pl of s e r u m イr e e m e di u m ) w a s i n c u b a t e d o n th e

mi c r o pl at e c o a t e d wi th e a c h p u rifi e d i n t a c t p r o t ei n ･ A f te r r e m o v in g of n o n
-

a d h e r e n t c e11 s
,

t h e r e sti n g a d h e r e n t c e11 s w a s c o u n t e d .

a) F n , fib r o n e c ti n ; L n . 1 a mi ni n ; V n , Vi tr o n e c ti n ; B S A , b o vi n e s e r u m al b u m i n .

b) T h e p e r c e n ta g e o f c ell s a d h e ri n g o n s u b s tr a t e - C O a t e d pl a t e s
★

a ft e r w a shi n g o u t of
n o n

-

a d b e r e n t c畠11 s .
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ろ , 1 6 時間ま では 急速に 増加 し, そ の 後24 時間 ま で ほ ゆ っ くり

と増加を示 した . しか し24 時間か ら48 時間の 間に 再び急速な増

加が見られ た ･ こ れ は 浸潤細胞 の 下部チ ャ ン バ ー 内 で の 増殖に

ょると考え られ た . 以上 の 結果 を ふ まえ 本実験 の 培養時間を17

時間と 設定 した . また
,
イ ン テ グ リ ン の 発現は細胞密度に よ り

異な る こ とが知 られ て い る
22)
た め

, 次 に 浸潤能の 測定を行う前

の 培養 シ ャ
ー

レ 上 で の 細胞密度 の 違 い に よ る浸潤細胞数の 差を

O S C -1 9 細胞 を 用 い て 検討 し た , 低密度 (0 .6 ×1 0
4

±0 .3 ×1 0
4

個/ c m
2

) に 調整 した細胞 は最も高い 浸潤能(10 ,7 1 8 ±2 ,05 3個) を

示 した . 中等度密度 (4 .5 × 1 0
▲

±0 .7 × 1 0
4

個/ c m
2

) の 細胞は9 , 3 5 0

±2 , 7 48 個 , 高密度(7 ･5 ×1 0
4

±1 ･0 × 1 0
4

個/ c m
2

) の 細胞は6 , 3 8 3

士2
,
4 4 2個そ れ ぞれ 浸潤 した . そ こ で 本研究 に お い て は 浸潤能

の 最も高か っ た 低密度培養下で調整 した細胞を 用 い る こ と と し

た . また , 浸潤細胞数 の 平均値士S D は細胞挟間で異 な っ て い

た 巨 即ち , H S C- 3 細 胞が最も高浸潤性 (40 , 83 3 ±10 ,5 44 個) で あ

り, 次い で O S C-1 9 細胞 ( 旺71 8 ±2 ,0 5 3 個), K B 細 胞 (7 ,76 0 ±

2
,
9 63 個) の 順で あ っ た .

Ⅱ . 浸潤時の 癌細胞の形態学的変化

浸潤能実験 に おけ る O S C -1 9 細胞 お よ び HS C -3 細胞 の 培養

後 1 , 4 , 1 7 時間目 の 形態変化を電顕的 に観察 した . 培養 1 時間

目で ほ H S C - 3 細胞 ,
O S C -1 9 細胞の 多く が細胞周囲に 無数の 短

い細胞質突起 を放射状に伸ば して い た . 4 時間 目 に ほ O S C -1 9

細胞は しば しば互 い に 接触 し, 数個の 細胞 よ りな る集団を形成

しなが ら ゲル 中に 浸潤
.
して い た . 浸潤先端部 の 細胞膜は凹凸が

激しく特徴的な波打 っ た 細胞質突起を マ ト リ ゲル 中に 伸 ば して

い た ( 図1 ) . H S C,3 は O S C-1 9 と 同 様 の 像 を 示 した が ,

O S C-1 9 細胞 に 較 べ 細胞集団は少なく瓢立性に マ ト リ ゲ ル 中お

よび 12 /ノm の 孔 に 浸潤 して い た . 1 7 時間 目に は マ ト リ ゲ ル は ほ

と ん ど消失 し て お り , 多く の 細胞が 上 部チ ャ ン バ ー の 膜に 接

k D a

2 0 0 -

1 2 3 4

1 5 ｡
一
毒
尋

i

こ≡三

轡 健
一牒廟

7 7
-

6 8
~

4 0
-

F ig ･ 4 ･ I m m u n o p r e c ipit atio n a n al y sis of in t e g ri n s u b u n its

e x p r e s s e d o n s q u a m o u s c a r ci n o m a c ell li n e s . L y s a t e s of
12 5
Ⅰ-l a b el e d H S C -3 (1 a n e s l a n d 2) a n d O S C -1 9 c e11 s (l a n e s 3

a n d 4) a r e i m m u n o p r e cipit a t e d w ith a n ti- α5β1 i n t e g ri n

(1 a n e s l a n d 3) a n d -

α Vβ3 i n t e g ri n p oly cl o n al a n tib o d y

(1 a n e s ･2 a n d 4) . S a m pl e s a r e a n aI y z e d o n a S D S
- P A G E

(7 .5 % a c r yl a m id e) u n d e r n o n - r e d u ci n g c o n ditio n .
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着 ･ 伸展 しなが ら孔 の 中 へ 侵入 して い た (図2 ) .

Ⅲ . 細胞接着ペ プチ ドに よる浸潤の阻害

今回 用 い た ペ プ チ ドは表 1 に 示 す ように 様々 な浸潤抑制効果

を発揮 した . 接着 ペ プチ ド非添加群 の 浸潤細胞数を100 % と し ,

各 ペ プチ ド添加群の 浸潤細胞数の 割合を R G E S ペ プチ ド添 加

群の 割合と比較 した場合 F n 由来の R G D S は O S C -1 9 細胞以

外で は抑制効果は低く ,
L n 由来の YI G S R は O S C -1 9 細胞を ,

ま たI K V A V は H S C -3 細胞の み を 有意に 抑制 した . V n 由来の

R G D V ペ プ チ ドの み が全ての 細胞 の 浸潤を共通 して抑制 した .

Ⅰ型 コ ラ ー

ゲ ン 由来の R G D T は 抑制効果を示 さず , ま た , 単独

で は機能せず レ セ プ タ ー

の 特異性 に 必要な情報 を持た な い と 考

え られ てい る R G D ペ プチ ドも有意差 がみ られ なか っ た .

Ⅳ . E C M 構成タ ンパ ク質 へ の接着

F n , L m V n
,
f 塾およ び Ⅳ塑 コ ラ ー ゲ ン へ の 細胞の 接着能は

表 2 に 示 すよ う に
,
K B 細胞 を除い て H S C-3 細胞 と OS C -1 9 細

胞が これ らの E C M タ ン パ ク 質と よく接着 した . 細胞浸潤阻害

Fi g . 5 . I m r n u n ofl u o r e s c e n t m i c r o s c o pi c d e r n o n s tr a ti o n of

i n t e gri n a 5βl o r αVβ3 0f H S C
-3 c e11s of F n o r V n

S u b str a t e u si n g p oly cl o n al a n tib o di e s . C ell s w e r e c ult u r e d

f o r l h r ( A , C , a n d E ) a n d 24 h r ( B , D , a n d F) i n s e ru m -
f r e e c o n d iti o n . α5β1 i n t e g ri n is n o t d et e c t e d o n F n

S u b s tr a t e a t l h r ( A) , C O n t r a S t e d to fib ri11 a r a n d p u n c t a t e

O r g a ni z a tio n of α5β1 i n t e gri n o n w elトs p r e a d in g c ell s

C ulti v a .t e d o n F n s u b s tr a t e f o r 2 4 h r (B ) . a vβ3 i n t e g rin

a p p e a r s t o s h o w a d o t
-

1ik e st ai n i n g p a tt e r n a t p e rip h e r al

S u rf a c e s of n o n - S P r e a di n g c ell s o n b o th F n ( C) a n d V n (E )

a t l h r . A t 2 4 h r a vβ3 i n t e g ri n in n o t d e t e c t ed i n th e

S p r e a di n g c e u o n F n (D ), W h e r e a s o n V n αⅤβ3 i n te g rin

S h o w s c o n c e n tr a ti o n t o h u g e ri v et
-1ik e p a tt e r n of s p r e a di n g

C ell s ( F) . B a r in di c a t e s 2 5 FE m .
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実験 に お い て 異な る L n 由来の ペ プ チ ドで 抑制 され た H S C
-3

細胞 と O S C
-1 9 細胞 ほ ともに L n タ ン パ ク 質 へ ほ よ く 接着 し

た . K B 細胞ほ接着能 の 低い 細胞 であ っ た が ,
E C M タ ン パ ク 質

の う ち F n へ は比較的接着 した . H S C
-3 細胞 と O S じ19 細胞は

と もに V n に もよく接着 した ∴ 浸潤能阻害実験 で V n 由来の 細

胞接着 ペ プ チ ド( R G D V ) が有効で あ っ た の で !
こ の ペ プ チ ドが

細胞接着を どの 程 度阻害す るの か を検討する た め , 接着阻害実

験を行 っ た . そ の 結果 R G D V の 方が V n と F n の 両基質 に 対

する接着を R G D S よ りも効果的に 抑制 した ( 図3 ) .

Ⅴ . 基質上で の イ ン テグ リン の発現

H S C
- 3 細胞 お よび OS C -1 9 細胞 の V n R と F n R の 発現 と局

在を V n お よび F n の 基 質を 用い て 観察 した . F i g . 4 に示す よ

うに 両細胞 とも V n R お よ び F n R を細胞表面に発現 し て い た

が
,
V n R ほ H S C -3 細胞 で F n R は O S C -1 9 細胞で よ り強く発

現 して い た ･ 蛍光抗体法で み ると F n を基質 と した H S C - 3 細胞

は培養24 時 間目 の 伸展 した 細胞 で 不 連続 な線状 また は 小斑状に

F n R が 陽性 で あ っ た が , 培養1 時間目 の 非伸展細胞 で は F n R

は陰性で あ っ た ( 図5 A およ び B ) ･ F n 基質上 の O S C -1 9 細胞

で は F n R ほ 伸展細胞で ほ線状 お よび 小斑状に み られ , 非伸展

細胞 で は線鱒こ染色 され た ･
F n 基質上 で の V n R ほ両 細胞とも

非伸展細胞 の 辺縁 に ド ッ ト状 に 染色さ れ たが , 伸展細胞では認

め られ なか っ た (国 5 C お よ び D ) .
一

方 ,
H S CL 3 を V n の 基質

で 培養 した 場合に は V n R は非 伸展細胞 の 辺縁に ド ッ ト状に み

られ
, 伸展細胞 で は リ ベ ッ ト状 に 陽性と な っ た ( 図5 E お よ び

F ) . V n 基質上 で の F n R は H S C
-3 細胞 に お い て は非進展およ

び伸展細胞ともに 陰性 であ っ た が ,
O S C t1 9 細胞で は伸展細胞

Fig ･ 6 ･ U ltr a s t ru C t u r al lo c al i z a ti o n of a 5β1 in t e g ri n ?
n O S C -1 9 c elI s in a? i n

v a si o n a s s a y at 4 h r ･ a 5β1 i n te g r in i s diff u s ely

e x p r e s s e d o n th ei r c e11 s u rf a c e r e g a r dl e s s of i n v a s I V e dir e c ti
o n i n m a t rl g el (g) ･ A r r o w h e a d s sh o w th e d is trib u ti o n s of α5β1

1 a b el e d wi th 1 5 n m g old
-

C O n J u g a t e d a n ti b o di e s , B r e p r e s e n t s c ell p r o c e s s t o w a r d s in v a si o n a n d A r e p r e s e n ts th e o p p o sit e
･ B a r

i n d i c at e s 5 0 0 n m .

~

∵
~

｢
~

∵二

g
~.■■■■■~■■....一■■▲

Fig . 7 . D i st ri b u ti o n of a vβ3 i n t e g ri n o n O S C -1 9 c ell s in a n i n v a si o n a s s a y a t 4 h r ･ C oll oid g old p a r ti cl e s (1 5 n m in si z e) ar e

l o c al i2 e d a t th e i n v a si o n a c ti v e sit e o n c ell p r oj e ctio n s e x t e n d i n g i n t o th e g el (g) ･ ,

T h e p a rti cl e s a r e r a r崖1y s e e n a t th e f r e
e

s u rf a c e of c e11 s . B a r i n d i c a t e s I FL m . I n s e t
,
h ig h p o w e r vi e w of th e c e u p r oj e c ti o n s l ab el e d w ith th e g old p a rti cl e s ･ B a r

i n di c a t e s 5 0 0 n m .



口 腔扁平上皮癌細胞浸潤 と ゲ ィ ト ロ ネ タ チ ソ レ セ プタ ー

の 辺縁 に 小斑状 に 陽性とな っ た ･
こ れ は O S C-1 9 細胞が 自 ら分

泌した F n に 対 して 接着 した た め と考 え られ る ･ ピ ン キ ュ リ ン

は 伸展細胞 で ほ H S C-3 細 胞 ,
O S C -1 9 細胞 共 に F n お よ び

V n 基質上で 細胞辺縁 に 小斑状に陽性 で あ っ た が , 非伸展細胞

で は陰性 で あ っ た .

Ⅵ ∴ 浸潤細胞 にお け るイ ン テグ リ ンの 局在

H S C-3 細胞お よ び O S C-1 9 細胞が マ ト リ ゲル 中に 浸潤 して い

る際の V n R と F n R の 電顕的局在を検討 した . F n R ほ細胞膜

に び漫性 に み られ 明らか な 偏在ほ示 さ なか っ た ( 図6) . しか し

V n R は マ ト リゲ ル に 接す る細胞膜 , とく に マ ト リ ゲ ル 中に 伸

びた細胞質突起に 沿 っ て発現 して い た (図 7 ) .

考 察

イ ン テ グリ ン は 生理 的条件下で細胞
一 基質の 相互作用に 重要

な役割を果た して い るの み な らず, 細 胞の 癌細胞 へ の 形質転換

に 伴い ある種 の イ ン テ グリ ン の 発現が 増幅され , 癌細胞浸潤お

よ び転移を引き起 こ す要素に な ると され て い が . 本研究 は ,

3 種類の 口 腔扁平上皮癌細胞株 に お け るイ ン テ グ リ ン の 発現と

再構成基底膜 である マ トリ ゲ ル へ の 浸潤の 関連 を検討 したもの

である. 今回 用 い た ト ラ ン ス ウ ニ ル チ ャ ソ バ
ー

と マ トリ ゲ ル に

よ る浸潤 モ デ ル は痛細胸が備え る浸潤能を よ く再現 して い る こ

と が , 近年多く の 研究者 に よ り報告 され て い る
T)2 馴

. 今 回 行 っ

た 浸潤能 の 測定 に お い て 債 分化型扁平 上 皮癌細胞 で あ る

H S C-3 細胞は最も浸潤性が高く ,
こ れ に 高分化型の O S C-1 9 細

胞が継ぎ E B 細胞は 浸潤能が最も低 か っ た . 細胞接着能に つ い

ても H S C - 3 細胞 と O S C -1 9 細胞は E C M タ ン パ ク質に よく接

着したが , K B 細胞 ほ こ れ ら タ ン パ ク 質 に 対す る接着性が低

か っ た . 既に K a w a h a r a ら
25}
が報告 した よ う に O S C -1 9 細胞は

ヌ ー

ド マ ウ ス に 移植 され た 場合皮下阻織中 へ 浸潤 し, また コ

ラ ー ゲ ン ゲ ル 中 へ も浸潤す る能力を持 つ 細胸 で ある . しか し
,

K B 細胞は ヌ ー ド マ ウ ス で ほ膨張性に 発育 し, コ ラ ー ゲ ン ゲ ル

中 へ は浸潤せず , 浸潤能力が極め て 低い こ と が明 らか とな っ て

い る . 今回 の 結果もこ れ と よ く
一 致 して い た . 従 っ て ,

こ れ ら

の癌細胞 の 浸潤性 ほ E C M タ ン パ ク 質に 対する接着性とくに そ

の レ セ プ タ ー で あるイ ン テ グリ ン に よ る細胞 一 基質の 接着性に

重大な関連がある と 考え られ る .

今回 の 細胞浸潤能 お よび そ の 阻害実験 に お い て最も注目 され

る こと は , V n 由来 の R G D V ペ プ チ ドの み が 全て の 細胞株の マ

トリ ゲ ル へ の 浸潤を 共通 して 有意に 抑制 した こ と で ある .

一

般

に R G D 配列 を含む 様 々 な オリ ゴ ペ プチ ドは細胞
一 基質の 接着

に 異な っ た括抗作用を持つ こ と が 知 られ て い る
26 ト 28 )

. た と え ば

Hir a n o ら
28)
は これ ら の ペ プチ ドの 接着阻害活性は R G D 配列の

ア ス パ ラ ギ ン 酸 に 続く ア ミ ノ 酸の 種類に 依存す ると 報告 して い

る . 今 回 用 い た R G D V , R G D S , R G D T ペ プ チ ド の 中 で

R G D V が最も抑制効果が高く ,
バ リ ン の 存在 が 口 腔扁平上皮癌

細胞の 発現するイ ン テ グリ ン と細胞接着 ペ プ チ ドの 親和性を高

め
, 競合的に R G D V 細胞接着 ドメ イ ン の E C M との 接着を 阻

脅して い るもの と推定 され る .
こ の こ と ほ F n お よ び V n へ の

接着が とも に R G D S よ りも R G D V ペ プチ ドで抑制 され た こ と

からも裏付け られる . K B 細胞 の 接着阻害実験で は両 ペ プ チ ド

に よ り著明に 阻害 され た ように み え るが , 実際 に ほ K B 細胞 の

E C M タ ン パ ク 質 へ の 接着能が極 め て低 い た め に洗浄の 過程 で

ほとん ど脱落 した た め で あ っ た . 従 っ て , R G D V ペ プ チ ドに対

する細胞側の 主な イ ン テ グ リ ン で ある αⅤ イ ン チ グ リ ン が 浸潤
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と 密 接 に 関係 し て い る よ う に 見 え る . 事 実 , 高 浸潤性 の

H S C - 3 細胞が 中浸潤性の OS C -1 9 細胞に 比べ αV イ ン テ グ リ ン

を 強 く発現 して い た . α V イ ン テ グ リ ン フ ァ ミ リ
ー

は αⅤβ｡l

αⅤβ,, αⅤ鮎 αⅤβ6 な どに よ り成 る が ,
こ の う ち V n R で あ る

αVβ3 ほ R G D 配列を持 つ 多く の タ ン パ ク 質 . すな わ ち V n , F n ,

L n
,
フ ィ ブ リ ノ q ゲ ソ

,
V O n W ille b r a n d 因子, ト ロ ソ ボ ス ボ ン

ヂ ソ
, オ ス テ オ ポ ン チ ン に 接着するイ ン チ グ リ ン で あ る

8)
. お

そ らく広範な基質特異性を持つ V n R の 発現は 癌細胞浸潤に 好

都合に 働くの で あろう . V n R の 発現が メ ラ ノ ー マ 細胞 の 浸潤

性に 大きく関連す るこ とほ , 既に 報告 され て い る . 例 え ば αⅤ

サ ブ ユ ニ ッ トの c D N A を メ ラ ノ
ー

マ 細胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト

す る と 悪性度 が著 しく増す こ と抑 , V n R の 発 現 ほ 腫瘍 の 進

展
抑
お よび 細胸 の 遁走能の 促進

32}

と密接濫 関わ っ てい る こ と な

どである . 本研究で ほ H S C - 3 細胞お よ び O S C -1 9 細胞の 細胞

表面に αⅤ サ ブ ユ ニ ッ ト が 発現 して い る こ と が 免疫沈降法に

よ っ て 証明され た . とく に 最も高 い 浸潤性を持 つ H S C -3 細胞

で は V n R が 著 明 に 発
一

現 さ れ , 中等 度 の 浸潤性 で あ っ た

O S C -1 9 細胞は a v サ ブ ユ ニ ッ ト と と もに F n R の 発現が 顕著 で

あ っ た .

一 般に F n R の 発現は悪性ある い は ト ラ ン ス フ ォ
ー ム

した細胞の 腫瘍性と逆相関する傾向が知 られ て い る
瑚 l)

. 今回 ,

V n R と F n R に 注目 して 扁平上 皮癌細胞の 接着性 , 浸潤性に つ

い て 検討を 加えた が , 腫瘍細胞は浸潤時に 複数の イ ン テ グリ ン

を 重複 し て 発 現 し て い る 可 能性 が 高 い . H S C -3 細 胞 と

O S C-1 9 細胞の 浸潤は R G D V 以外の YI G S R , I K V A V , R G D S

ペ プチ ドで も阻害 され てい る . YI G S R , I K V A V ほ L n の 細胞接

着 ドメ イ ン ,
R G D S ほ F n の 細胞接着 ドメ イ ン で あり , これ ら

と接着す るイ ン テ グリ ン の 総和が 浸潤 の 側面を反映 して い るも

の で あろう . こ の 中で V n R が 最も関連の 深 い イ ン テ グ リ ン と

考 え られ る .

イ ン テ グ リ ン の 細胞表面で の 局在は
一

般 に 細胞 の 形質に よ り

変化する と考え られ て い る . 例えば F n R は フ ォ ー カ ル コ ン タ

ク トを 形成す る細胞-F n 接着部位 に 集合 し
ユ5)

, 悪性細胞 に お い

て は集合性 を失い しば しば細胞表面 に び 浸性 に 発現す る
g‡

. ま

た腫蕩細胞 で の イ ン テ グリ ン の 局在 は浸潤性 に よ っ て も異な る

こ と が考え られ る . そ こ で 蛍光抗体法およ び免疫電顕を用 い て

F n R と V n R の H S C-3 細胞 およ び O S C-1 9 細胞 で の 局在を 検

討 した . そ の 結果 ,
V n R は F n を 基質と して24 時間培養 した 場

合を除き ,
H S C -3 細胞お よび O S C-1 9 細胞の 細胞辺縁忙 発現 さ

れ る こ とが 確認され た . しか し ,
F n R ほ そ の リ ガ ン ド であ る

F n 基質に 対して も H SC-3 細胞 で は 培養1 時間目 の 非伸展細胞

に 発現 しな か っ た . 従 っ て ,
V n R が V n と F n の 双 方に対する

レ セ プ タ ー と して 発現 ･ 機能 して い る と考え られ る . 免疫電顕

に おい て ほ F n R は腫瘍細胞膜 に び 浸性に 発現 して い る の に 対

し, V n R の 発現は 浸潤方向の 細胞膜に 偏在す る傾向があ っ た .

とく に 癌細胞の 浸潤先端部の 細胞質突起
36)
に 類似 して い る波 状

の 構造 に 抗 V n R 抗体に 反応 した 金 コ ロ イ ドをみ る こ と がで き

た . 今回 の 浸潤能実験 に お い て は 機能的 レ セ プ タ
ー

で あ る

V n R と マ ト リ ゲ ル に 含まれ て い る V n と の 接着が 浸潤に 貢献

した もの と推定 され る . こ の こ と が R G D V ペ プ チ ドが 癌細胞

の マ トリ ゲル へ の 浸潤を 共通 して 抑制 した 最大 の 原因であ ろ

う . 機能的 レ セ プ タ ー が 明ら か な局在を持 つ こ と は V n R が

ラ ッ ト破骨細胞の ポ ドゾ
ー ム と骨と の 接着部位間に偏在する と

い う報告
叩 8)
に よ っ ても裏付け られる . 以上今回の 研究から, 低

分化 で高浸潤性 の 口 腔扁平上皮癌細胞は V n R の 発現 の 上昇 と
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F n R 発現の 低 下を特徴 と して お り ,
と く に V n R が磯能的 レ セ

プ タ ー と して 浸潤先端部に 発現 して い る こ と が 示 酸さ れ た .

結 論

3 種 類 の 口 腔 扁平 上 皮癌由来 の 細胞株 ( H S C- 3 , O S C -1 9
,

K B ) の 浸潤性 と イ ソ テ グ リ ン の 関係 を 検討 し以下 の 結論 を待

た .

1 .
マ ト リ ゲ ル を通 過す る腫瘍細胞 の 浸潤能 は H S C

-3 >

O S C -1 9 > K B 細胞 の 順で あり , こ の 浸潤 は V n 由来 の R G D V

ペ プチ ドで抑制 され た .

2 . H S C - 3 細胞 は V n レセ プ タ
ー

で あ る V n R を 多量に 発現

し
.
O S C-1 9 細胞は F n レ セ プ タ

ー

で ある F n R を 著明に 発現 し

て い た .

3 . 免疫組織化学的 に 腫瘍細胞の V n R は V n お よび F n の

両基質に 対す る レ セ プ タ ー と して 発 現 され る こ と が 確認 され

た .

4 .

マ ナ リ グ ル 中 へ 浸潤 L て い る腫瘍細胞で は V n R は浸潤

先端部の 細胞膜 に 局在傾向を示 して い た が ,
F n R は 腫瘍細胞膜

に び渡性 に 発現 して い た .

以上 よ り, 口 腔扁平上 皮癌細胞 の 浸潤能 ほ多くの 基質に接着

しう る V n R の 発現 とく に 浸潤先端部 での 発現 と関連 して い る

こ とが 強く示映 され た . 従 っ て
,
将来的に ほ細胞接着 ペ プ チ ド

に よ っ て腫瘍細胞 の 浸潤を抑制 しう ると い う可 能性が考え られ

た .
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3 6 ) K r a m e r , R . H .
,
B e r 憎 C h

,
K . G . & W o n g , J ･ : I n v a si o n

of r e c o n s tit u t e d b a s e m e n t m e m b r a n e m a t ri x b y m et a s t a tic

h u m a n t u m o r c e11 s . C a n c e r R e s . , 4 6 , 1 9 8 0-1 9 8 9 (1 9 8 6) .

3 7) L a k k a k o r p i , P . T .
,
H o r t o n

,
M . A .

,
H elf ri c h , M ･ H ･

,

K a r h u k o r pi , E . K . & V a a n a e n
,
H . K .

: V it r o n e c ti n

r e c e p t o r h a s a r ole i n b o n e re s o r p ti o n b u t d o e s n o t m e di a t e

ti g h t s e ali n g z o n e a tt a c h m e n t of o s t e o c l a s t s t o b o n e s u rf a c e ･

J . C ell B i ol . , 1 1 5 , 1 1 7 9- 11 8 6 (1 9 9 1) ･

3 8) L a k k a k o r pi , P . T .
,
H elf ri c h , M . H . , H o r t o n , M ･ A ･

& V a a n a e n
,
H . K ∴ S p a ti al o r g a niz a ti o n of m i c r o Lil a m e n t s

a n d vit r o n e c ti n r e c e p t o r , αVβ3 , i n o st e o cl a s t s ･ J ･ C e 11 S c i ▲ ,

10 4
,
6 6 3-6 7 0 (1 99 3 ) .



64 4 今 井

E x p e ri m e n t a) S t u d y o n F u n c ti o n al E x p r e s si o n of V it r o n e cti n R e c e p t o r i n C ell I n v a si o n of O r a トS q u a m o u s
C ar Ci n o m a C ells K a z u shi I m ai

,
D ep a rt m e nt of O r al S u rg e ry ･ S c h o ol of M e dicin e , K a n a z a w a U n i v er slty , K an a z a w a

9? 0
-

J . J u z e n M ed S o c .
,
1 0 2

, 6 3 5
-

64 4 ( 19 93)

K e y w o r d s vitr o n e c ti n r e c e p to r , S q u am O uS C ell c ar Ci n o m a , i n v asi o n , in teg ri n

A b s tr a c t

W e s t udi e d i n v a si･O n - r el ate d ad h e si o n e v e n ts i n v i tr o u si n g th r e e s q u a m o u s c a r ci n o m a c ell li n e s ( H S C -3
, P O Orl y

-difft re n _

tiよted ty p6; O S C - 1 9
･
W ell -d i 蝕r e mi at ed ty p e; an d K B c ell s , u n d i 飽r e n ti a ted ty pe ) ･

･
A n in vi u o i n v a si o n a ss ay b y 加 n s w ell

C h 血b e r r e v e al e d th at H S C -3 c e11s w er e m o st in v a si v e
,
O S C - 1 9 c e11s m o d e r at ely i n v a si v e an d K B c ell s l e s s i n v asiv e

,
a nd

t h a t t h e r e w a s un a m big u o u s i n hib iti o n o f c e11 i n v asi o n i n t o t h e l o w e r c h am b e r th r o u gh b a s e m e n t m e m b r a n e m a 打i c es

( m a 出g el) b y s y n 血e ti c p ep ti d e s , i ･e り I K V A V an d R G D V f b r H S C - 3; R G D S , Y I G S R an d R G D V fb r O S C - 1 9; R G D V f o r K B

C ell s ･ B o th H S C - 3 an d O S C - 1 9 c e11 s ad h e r ed w e11 t o i n ta ct pr ot ei n s in cl u di n g fib r o n e c ti n , 1 a m ini n ･ Vitr o n e ct in ･ C Ollag e n typ e

I an d･ Ⅳ
,
an d K B c ells w e akly a dh er ed o nly t o fi b r o n e cd n an d vit r o n e cti n ･ 針et r e a h e nt w i th R G D V p e pti d e in an att ach -

m e n t ass ay r ed u c ed th e bi n di n g a bility o f th e s e c ell s to 丘b r o n e c ti n a n d vit r o n e c ti n ･ I m m un O n u O r e S C e nt an d el e c tr o n mi c r o _

S C O P
i c e x am in a ti o n

ヲ
O n H S C - 3 an d O S C - 1 9 c ells sh o w e d th at a v β3 i n te g rin w a s p ositi v e in atta c h m e n t sit e s t o vitro n ec 血

an d at in v asi o n ac tiv e sit es of th eir c ell p r o c e s s e s ･ Ⅰ mm un O p r e CIP lt ati o n an al y sis of i n t eg r ln S u b un its sh o w ed th a t b o th cells

e x p re ss ed a v ･ β3 , α5 0 r β1 s ub un it ･ an d i n te n s el y a v f b r H S C - 3 an d a 5 f o r O S C - 1 9 c ell s ･ a 5β1 in t e gri n w a s dif fu sely
e xp re s s e d o n w h ol e c ell s urf a c e s o f H S C -3 an d O S C - 1 9 c e11 s d ur in g ln V a Si o n th r o u g h m a 血g el , an d d e te ct e d c o n st an d y i n

O S C - 1 9 c ell s an d a p p e ar e d l ate r i n H S C -3 c ell s c u l t ur e d o n n b r o n e c ti n ･ T h e r ef o r e
,
it i s s u g g e ste d th at a v β3 in te g ri n w a s

e x p re s s ed as a fu n cti o n al r e c ep t or f or e x b
･

a C ellul ar m a 血 at a sit e of th e i n v asi o n 丘o nt o f sq u a m o u s c ell c ar cin o m a of th e

O r al c a v lty .


