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1 0 金沢大学十全医学会雑誌 第101 巻 第1 号 10 - 2 5 (1 99 2)

特異的 D N A 増幅反応法を用 い た ヌ ー ド マ ウ ス に おける

ヒ ト 転移 腫瘍細胞 の 定量 的検 出

金沢大学が ん研究所化学療法部 (主 任 : 佐 々 木琢磨教授)

太 田 安 彦

( 平成3 年12 月27 日 受付)

ヌ ー ド マ ウ ス を 用い た 転移実験系を ヒ ト 腫瘍の 転移巣 に 対す る治療実験 モ デ ル と して 応用す るた め に は , 定量性と 迅速

性を兼ね備 え た 転移腫瘍の 検出法を確立す る必要があ る . 本研究で は よ 転移 ヒ ト 腫瘍細胞 の 特異的且 つ 定量的な検出方法と し

て
, 転移腫瘍 に含 ま れ る ヒ 下 に 特 異的 なβ

-

グ ロ ビ ン 遺伝子配列を特異的 D N A 増 幅反応 (p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n ,

P C R ) 法 に よ り増幅 した後, サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に て検出お よ び 解析する方法 を検討 した . 実 験的転移系 で は ,
ヒ ト線 維肉腫

H T-1 0 8 0 細胞 (5 ×10
6

個) を ヌ ー

ド マ ウ ス (I C R n u/ n u) の 尾 静脈内に移植 し, 自然転移系 で は マ ウ ス の 右鼠径部皮下 に 移植 し

た . 移植後 , 経時的 に肺 お よ び リ ン パ 節を摘出 し, 抽 出 した D N A ( 1 FL g) を 鋳型 と して β - グ ロ ビ ン 遺伝子 に 対す る特異的 プ

ラ イ マ ー

を 用 い て P C R 法 に よ る 増幅反応を行 い ,
サ ザ ン プ ロ ッ ト故に よ り増幅 D N A 断片 の 検 出 ･ 解析 を 行 っ た . そ の 結

果 , 実験的転移糸 で は 1 週 目よ り ヒ ト β - グ ロ ビ ン 遺伝 子 の 増幅断片(57 6 塩基対) が検 出さ れ, 肺転 移を確実 に と ら え る こ と

が できた . さ らに , 臓器 あた り の 転移腫瘍細胞数は経時的に増加する こ と が 明らか と な っ た . 自 然転移系 で は 5 週 目よ り肺 ,

リ ン パ 節転移 を 検出できた .
ヌ ー ド マ ウ ス に よる 転移実験系に P C R 法を 応用 した 転移腫瘍検出法を適用す る こ と に よ り , 肉

眼的観察 で は検出不 可 能な 微小転移 レ ベ ル で の 転移の 定量的検出が 可能 と な っ た . 本転移腫瘍検出法を 用 い , 肺転移巣に対す

る抗癌剤 の 効果判定試験を施行 した . H T-1 0 8 0 細胞を 尾静脈内に移植後1 週 目に cis pl a ti n (C D D P)2 m g/ k g また は ad ri a m y ci n

( A D M ) 8 m g/ k g を 投与 し , 投与後1 , 3 週 目に 肺を 摘出 し D N A を 抽出 した . P C R 法に よ るβ - グ ロ ビ ン 遺伝子 の 増幅と そ

れ に 引き続く サ ザ ン プ ロ ッ ト 法に よ る増幅 D N A 断片 の 検 出 ･ 解析を 行 っ た結 果 , 抗 癌剤投与後 1 週 目 に お い て ,
A D M と

C D D P の 腫瘍増殖阻止率は そ れ ぞれ38 . 9 % , - 6 0 . 1 % で あり , H T-1 0 8 0 の 肺転移巣ほ A D M に 感受性 が 高く ,
C D D P に 感受性

が 低い こ と が 明らか とな っ た . P C R 法を 応用 した 転移腫瘍検出法を適用する こ と に よ り, ヌ ー ド マ ウ ス 法が ヒ ト腫瘍 の 転移巣

に 対す る治療実験 モ デ ル と して 応用可能 である こ と が 示 され た . 以上 の 結果か ら , 本法 は ヒ ト癌 の 転移 , 浸潤 の 機構解明 お よ

び 癌転移巣 に 対す る治療法 の 開発 に 有用 な実験手段と な る もの と 考える .

E e y w o r d s m e t a s t a sis , n u d e m o u s e , h u m a n fib r o s ar c o m a H T
- 10 8 0 , p Oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n

癌治療 の 成否 は癌転移お よ び再発 を い か に 防く
い

か に か か っ て

い る . 転移 の 完全抑制 こ そ , 癌治療 の 最大の 課題 と い え る . 転

移 に は 癌細胞 の 全身撒布が そ の 背景 と して あるの で , 転移癌 の

治療は理論的に は 化学療法が最も有効な治療法 とな り得 る . し

か し
, 転移研究は転移現象の 解明が大部分 で あり , 転移癌 の 化

学療法に関す る基礎研究は極め て少 な い .
こ の 原 田の

一 つ は
t

良い 転移治療 モ デ ル が 無 い こ と に起因す る . 従来 , 臨床検体の

み な らず培養細胞系 と して 樹立 さ れ た ヒ ト腫瘍株 に お い て ,

ヌ ー

ドマ ウ ス に恒常的に自然転移を生 じさせ る こ と ほ 難 しい と

さ れてきた . 最近, 可移植性腫瘍株の 選択や腫瘍移植経路及び

移植方法等の 工 夫に よ り, ヌ
ー ドマ ウ ス に お い て も ヒ ト腫瘍が

再現性をも っ て 転移 し , 転移 モ デ ル と して の 応用の 可能性を示

す報告がな されて い る
l ト 15)

. 転移実験モ デル と し て 1 ) 確実 に

ま た恒常性 をも っ て転移が 形成さ れ る こ と , 2 ) 簡便な モ デル

系で ある こ と が重要 であるが , 治療実験系 と し て 応用す る場合

に は 加え 七 3) 定量性 ,
4 ) 迅速性が 要求 され る . しか し従来

の 転移の 検出ほ , 病理組織学的手法お よび 臓器の 表面に形成 さ

れ た 転移結節数を算定す る とい う肉眼形態学的観察に 基づ い た

定量性に乏 し い も の で あ っ た . そ の 為 , 肉眼上 あき らか に 転移

結節が認め られ る まで の 時間的制約をうけ , 迅速性に も問題が

あり
,
よ り実用的 で簡便 な ヒ ト癌 に対す る転移実験系の 開発が

望 ま れ て い た . 本研 究 で は ,
ヌ ー ド マ ウ ス に ヒ ト 線 維肉腫

H T-1 0 80 細胞 を 移植後 , 特 異 的 D N A 増 幅反応 ( p oly m e r a s e

c h a
,
i n r e a c ti o n

,
P C R) 法を用 い て 転移腫瘍細胞 の ヒ トβ

-

グ ロ

ビ ン 遺伝子(5 7 6塩 基対) に 対す る特異的増幅反応 を施行す る方

法 に よ り , 従 来の 肉眼形態学的観察で は検出不可能 な微小転移

レ ベ ル で の 転移 ヒ t 腫 瘍細胞 の 迅速 且 つ 定 量的な検出 を試み

た .

対象お よび方法

Ⅰ . 移構腫瘍細胞 と培養

ヒ ト線維肉腫培養株 H T - 1 0 8 0 は ,
1 0 % (Ⅴ/ v) 非働化 ウ シ 胎児

A b b r e via tio n s : A D M ,
a d ria m y ci n ; b p , b a s e p ai r ; C D D P , Cis p la tin ; C P A , C y Cl o p h o s p h a m id e ; E D T A ,

et h yle n e di a m in et et r a a c e tic a cid ; H . E .
,
h e m a t o x yli n a n d e o si n ;

'

i . p リ i n t r a p e ri t o n e al ; i ･ V ･
,
in t r a v e n o u sly ;

M T T , 3 -( 4 ,5
- di m e th y p thi a z ol

-

yl) -2 ,5 - dip h e n ylt e t r a z oliu m b r o m id e ; N K , n at u r al kille r ; P C R , p Oly m e r a s e c h ai n



P C R 法を用 い た ヒ ト転移腫瘍細胞 の 定量的検出

血清 (GI B C O 社 ,
G r a n d I sl a n d

,
U S A ) と ダル ク ミ ソ を 含ん だ

イ
ー

グル M E M 培地(日 本製薬社 , 大阪) 中に お い て C O 2 浪虔

5 % ,
3 7 ℃ で培養 した . トリ プ シ ン ー エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸

ニ ナ ト リ ウ ム 塩( e th yl e n e di a m i n e t e tr a a c e ti c a cid , E D T A ) 緩衝

液を 用 い て細胞 を剥離 した 後, 生理 的食塩水 を用 い て 細胞浮遊

液を作製 し, 2 7 G の 注射針を 用 い て 5 ×10
¢

個 (0 . 1 m l) を 移植

した . 移植 に用 い た腫瘍細胞浮遊液ほ , ト リ バ ン プ ル ー 色素排

除試験法 に よ り , 9 0 % 以上 の 生細胞 がある こ と を確認 した .

Ⅲ . 実験動物

ヌ
ー ド マ ウ ス は 5 適齢 , 雌の IC R ( n u/ n u) 系( 日本チ ャ ー ル

ズ リ バ
ー

社 ,
厚 木) を 用 い 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 お よ び滅菌水道水が

自由に 摂取 でき る ように して飼育 し実験 に用 い た .

Ⅲ . 転移の 作製

実験的転移糸 と して ヌ ー ド マ ウ ス の 尾静脈内に H T -1 0 8 0 細

胞を 5 ×10
8

個 移植 し, 移植後 1 , 2 , 3 , 4 週日 に 肺を摘出 し

D N A を 抽出 した . 別途 に 摘出 した 肺の
一

部を10 % ホ ル マ リ ン

に て 固定後 ,
へ マ ト キ シ リ ン ･ エ オ ジ ン (h e m a t o x yli n a n d

e o si n
,
H . E .) 染色を 施 した標本 を作製 し, 肺転移 の 有無を病 理

組織学的 に 追求 した . ま た , 自然転移系 と して H T-1 0 80 細胞 を

ヌ∵ - ド マ ウ ス の 右鼠径部皮下に 5 ×1 0
6

個移植 し, 1 ～ 6 週 目

ま で 各週毎 に 肺お よび リ ン パ 節 を摘出 し D N A を抽出 した .

Ⅳ . C y cl o p h o s p h a m id e ( C P A ) に よ る前処理

ヌ
ー

ド マ ウ ス の 免疫担当細胞 と し て の ナ チ ュ ラ ル キ ラ
ー

( n a t u r al kill e r , N K) 細胞の 抑制 を 目 的と して , 腫瘍細胞移植 4

日 前に C P A 2 0 0 m g/ k g を 腹腔内(i n tr a p e rit o n e al , i . p .) 投与 し

た ヌ ー ド マ ウ ス を 用い て 同様 の 実験 を試 み た . 即 ち , 5 ×1 0
8

個の H T - 1 0 8 0 細胞 を マ ウ ス の 尾静脈内ま た は 鼠径部皮下に 移

植 し
, 実験的転移系で は腫瘍細胞移植後 1 , 2 週 目に お ける転

移増殖を C P A 未処置群 と比較 した . ま た
, 自然転移系で ほ腫

瘍細胞移植後 3 , 5 , 7 週 目 に おけ る転移細胞の 増殖を C P A

末処置群 と比較検討 した .

Ⅴ . 実験的転移系を 用 い た肺転移巣に対す る治療実験

ヌ
ー

ド マ ウ ス 尾静脈内に H T-1 0 8 0 細胞 を移植後 , 1 週 目 に

Ci s pl a ti n ( C D D P ) 2 m g /k g ま た ほ ad ri a m y ci n ( A D M ) 8 m g/ k g

を2 7 G 注射針 を用 い て 尾静脈内投与 した . 抗癌剤投与後 1 お よ

び 3 週目 に 肺を 摘出 し
,
D N A を 抽出 した .

Ⅵ . D N A の 抽 出方法

摘出 した 肺 お よ び リ ン パ 節 ほ 4 m l の ホ モ ジ ナ イ ズ 緩衝液

(0 .1 M 塩化 ナ ト リ ウ ム , 0 . 2 M シ ョ 糖 , 0 . 0 1 M E D T A
,
0 . 3

M ト リ ス ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ タ ン 一塩酸 p H 8 . 0) 中 で

ホ モ ジナ イ ズ した . ホ モ ジ ネ ー トは フ ァ ル コ ン 2 05 9 チ ュ
ー ブ に

入 れ !
25 0 F Ll の1 0% ドデシ ル 硫酸ナ ト リ ウ ム (d o d e c y トs o di u m -

S ulf a t e
,
S D S) を加 え携拝 し , 6 5 ℃の 温浴中 に て30 分間加温 し

た ■ さ ら に , 6 0 0 /∠1 の 8 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム を 加え横枠後 !
6 0 分

間氷中に 静置 した . 氷冷後, 4 ℃ ,
1 1 ,0 0 0 r p m に お い て20 分間

遠心 し
,
水層 を新 た な チ ュ

ー ブ に 回 収 した .
ク ロ･ ロ ホ ル ム 4

m l を加 え据拝後 ,
3
,
0 0 0 r p m に お い て10 分 間遠心 し , D N A を 抽

出 した . 水 層 を 分取 し , ク ロ ロ ホ ル ム 4 m l , ト リ ス E D T A

( T E) 緩衝液 [ 10 m M ト リ ス 一 塩 酸 p H 7 . 4 , 0 . 1 m M E D T A

p H 8 ･ 0] 飽和 フ ェ ノ ー

ル 4 m l を 加え据搾後, 3 ,0 0 0 r p m に お い

11

て1 5 分間遠心 し D N A を 抽出 した . 再度 ,
ク ロ･ ロ ホ ル ム 4 m l に

お い て抽出を 行 っ た 後 ,
分取 した 水層 に 8 m l の エ タ ノ ー ル を

加え , 3 ,0 0 0 r p m に お い て15 分間遠心 し D N A を沈澱 と し て 得

た . 沈澱は 5 m l の8 0 % エ タ ノ ー ル で 洗い , 減圧乾煉 させ た 後に

2 m l の T E 緩衝液に 溶解 した . D N A 溶液 に リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ

A (S ig m a 社 ,
S t . L o ui s

,
U S A ) 1 0 0 FL g 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 0 〃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) , ク ロ ロ ホ ル ム 2 r nI に て 1 回 (3 ,0 0 0 r p m , 1 0 分) 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 ,0 0 0

r p m に て 1 5 分間遠 心 し エ タ ノ ー ル 沈澱 を 行 っ た . D N A ほ
,

8 0 % エ タ ノ ー ル 2 m l で 洗浄 し, 減圧乾燥 させ た後 ,
T E 緩衝液

に溶解 した .

Ⅶ . 鋳型 D N A の 調製

T E 緩衝液中に溶解 した D N A は ,
2 6 0 n m に お ける吸光度を

測定 して D N A 濃度 を求め た 後(1 0 . D .
= 5 0 〃 g/ m l) , 同緩衝液

を用い て 1 00 〃g/ m l に 調製 し た . さ ら に
,
1 0 0 〟 g/ m l の

H T -1 0 8 0 細胞 の D N A を 1 0 0 J L g/ m l の 正 常 ヌ
ー

ド マ ウ ス の 肺

D N A に よ り希釈 し, H T-1 0 8 0 細 胞の D N A 濃度が 10
2

,
1 0

,
1
,

1 0- 1
,
1 0▼2

,
10

~ 3

Jj g/ m l の 段階希釈溶液を調製 した .

Ⅶ . プ ラ イ マ
ー

およ び プ ロ
ー

ブ用 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドの 作製

P C R 法に よ る特異的遺伝子配列 の 増幅に 用 い る プ ラ イ マ ー

お よび P C R 増幅β - グ ロ ビ ン 遭伝子配列 を検出する プ ロ ー ブ

と して
,
ヒ トβ - グ ロ ビ ン 遺伝子配列

l¢)
よ り H u β一l ～ 1 1 ま で

の20 塩基か らな る11 種類の オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドを合成 した ( 図

1 ) . な お
, ちれ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドほ D N A 合成 装置

P C R メ イ ト ( A p pli e d B i o s y s t e m 社 ,
C A

,
U S A ) に よ り合成 し

た .

Ⅸ . P C R 反応

調製 した 鋳型 D N A l 杵 g に 対し P C R 反応緩衝液 (1 0 m M

ト リ ス 一塩酸 p H 8 . 3
,
5 0 m M 塩化 カ リ ウ ム , 1 . 5 m M 塩化 マ グ

ネ シ ウ ム) , デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混合液〔d e o x y a d e n o si n e

5 ㌧T ri p h o s p h a t e ( d A T P ) , d e o x y g u a n o si n e 5
'

- T ri p h o s p h a t e

( d G T P ) , d e o x y c ytid i n e 5
'

- T rip h o s ph a t e (d C T P ), d e o x y th y m id-

i n e 5
'

- T ri p h o s p h a t e (d T T P ) 各 20 0 FL M 〕, T h e r m u s a q u a ti c u s

｢ T a q) D N A ポ リ メ ラ ー ゼ (P e r k in- E l m e r C e t u s 社 ,
N o r w al k

,

C T
,
U S A ) 2 . 5 単位 , ( + ) 鎖 お よ び (- ) 鎖 プ ラ イ マ ー 各 1

〃 M を 加え , 滅菌蒸留水に よ り全 量 100 〃 = 仁 調整 した . 加熱

に よ る反応液 の 蒸発を防ぐた め , 1 0 0 / J l の ミ ネ ラ ル オ イ ル

( Si g m a 社) を 重層 し た . 反 応 に は D N A T h e r m al C y cl e r

( P e r ki n E l m e r C e t u s) を使用 し , 熱変性 を9 4 ℃ , 2 分間 ,
ア

ニ
ー

リ ン グ を55 ℃
,
2 分間, D N A の 伸長を72 ℃ , 2 分間と し ,

こ れを 1 サ イ ク ル と して25 サ イ ク ル 繰 り返 した . 反応終了後 ,

上 層の ミ ネ ラ ル オイ ル を除去 し
,
ク ロ ロ ホ ル ム 1 0 0 〃l を 加え

振とう し, 上 層に増幅後 の D N A 溶液を得 た .

X . 増幅 された D N A の 検出

増幅後 の D N A 溶 液に 1 0 FL l の 3 M 酢 酸 ナ ト リ ウ ム ( p H

5 . 2) お よ び 30 0 /` 1 の エ タ ノ ー ル を 加え , 1 5 ,00 0 r p m に て20 分間

遠心 し D N A を 沈澱 させ た . D N A は
,
8 0 % エ タ ノ ー ル 3 0 0

〟1 に て 洗浄 した 後 ∴減圧乾燥 し, 0 . 0 6 % プ ロ ム フ ェ ノ ー ル ブ

ル ー

,
0 . 0 6 % キ シ レ ン ア ノ ー ル お よび6 . 7 % グ リ セ ロ ー ル を含

r e a c ti o n ; P P C , p e ak p la s m a c o n c e n t r a ti o n ; S D S , ･d o d e c y l
-

S O diu m -

S ulf at e ; S P F , S p e Cifi c p a t h o g e n f r e e ; S S C ,

S ali n e s o diu rp cit r a t e ; S ･ C ･

,
S u b c u t an e O u Sly ; T a q , T h e r m u s a q u a ti c u s ; T E , T ris E D T A
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H u β
一 1 ( + )

H u β
一 2 ( + )

H u β
- 3 ( + )

仙 β
- 4 ( - )

H u β
- 5 ( - )

H u β - 6 ( + )

3
●

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

: AC A C A AC T G T G T T C A C T A G C

: G A A G T C T G C CG T T AC T G C C C

: C A A C T T C A T CC A C G T TC A C C

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

: G T T T C T G I T A G G C A C T G A C T

5
●

3
●

H u β - 7 ( + ) : A G T G A T G G C C T GG C T C A C C T

H u e - 8 ( - ) : T A TG A C A T G A A C T T A A C C A T

H u B
- 9 ( + ) : G C T A A T C A T G T T C A T A C C T C

H u β
一1 0 ( + ) : G C C C T G G C C C A C A ^ G T A T C A

H u β - 1 1 ( - ) : A G G C A G A A T C C AG A T G C T C A

B + 附 加 刷 冊 ㈱ 血 購 軸 脚 血 血 血 瑚 抑 棚 肌 頼 嘲 舶 棚 舶 拙 如 拙
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G T G CI CC I G人CT C CT GI G

G C C CT GG G C IG GT T G

l C T C TT GG

T I T GC TT C T G C I C1 1 CT GT G T T C JC T i G

J JG T CT G CC G TT I CT G C C

TA T Cll GG T TA CI J G I Cl

i^ CC TC l^ ^ C IC I C ICC I T G

l
GT T T^ 1 GG A GI C C ll T I Gl i i CT G G GC I TG T GG IG I Ci G ^G ^ A G

匹!T Cl
'

GJ TI G GCJ CT G ICT CT C T CT G CC T▲TT G GT CT▲T T TT C C CI C CC T T iG G CT G C TG G TG GT CT I C
~■~
1 ｢
- ▼■~~▼ ■~,

C CT T GG IC C CI GJ G GT Te T TT G▲GT C CT T TG G GG▲TC T G TC C IC T CC T G IT G C T G TT iT G G GC AA C C CT AA G GT GA A G

G C TC A TGG C ^1 Gl l l GT GC T CGG TG C CT T T4 GT GI TG6 C CT G GC T C JC CT GG A C I A C C TC AA GG GC AC CT T TG CC A C l
+

†
∴ `

CT GI G TGA GC TG CI C TG TG A Cll G CT G CI CG TG G IT CC T GI G AI CT TC A G GG T G A G T CT AT G G G AC C CTT G A T G T T T T

CT TT C CC C T7 CT TT T CT4T G GT T A A GT TC IT GT C 叫 G GAI G G G G A G l l G TI A C A G G G T A C A G T T T A G A A T G G G A A A C
I

A G I CG A I T G ATT G C JTC A G TGT G G I A GT CT C IG G IT C GT T TT A G TT T C TT T T A T TT G C T G TT C A T A A C A A T T G T T T T C

T T T TG TT T I AT T CTT G C T T TC TT TT T TT TT CT T CT CC G CI A T T m l C T I T T A T A C T T A A T G C C T T A A C A T T G T G T A T

A A C AA A AG GA A AT IT CT CTG IG iT A C A T TI A G TA A CT T AA A A AA A A A C T TT A C A C A G T C T G C C TA GT A C A T T A C TA T T

T G G AI TI T AT G TG T G C T T A TTT G C A Ti T T C I T A A T C T C C C T A CT T T AT T T T CT T T T A T T T T T A A T T G A T A C A T A A T C ^

T T I T AC AT I TT TA T G G G T T I A A G T G T l l T GT TT T i A T A T G T G T A C A C A T A T T G A C C A A A T C A G G G T A A T T T T G C A T T

T G T A A m T A A A A i l TG CT T T CTT CTT T TI A T AT I C T T TT T T GT T T IT C T T A T 一丁CT A A T A C T T T C C CT A A T C T C T T T

C T T TC A G G G C A A T A i l Gi T A C I A T G T i TC AT G C C T C T T T GC i C C A TT CT A A A G A A T A A C A G T G A T A A I T T C T G G G T T A

A G G C A A TI G CA i T A TT T C T G C I T A T A i A T i T T T C T G C A TI T A i A T T G T A A C T G A T G T A A G A G G T T T C A T A T T G C T A A

T A G C A G C T i CA I T C CI G CT A C C A TT CT G C一丁T T IT TT T ▲T GG T TG G G A T A A G G C T G G A T T A T T C T G A G T C C A A G C T A G

G C C CT T TT QCT A I T C A T G T T C A T i C C Tgr n T C一丁C CT C C C I C I G C T C C T G G G C A A C G T G C T G G T C T G T G T G C T G G C C
▼~ 1 ｢ ~~~~

C A T C A C T m G C I A A G A I T T C I C C C C I C C I G T G C I G G C T C C C T I T C A G A A A G T G G T G G C T G G T G T G G C T A A Tモ望三三三
川

担 A CAI G T I T C 4 CT A A G C TC G C T T T C T T G C T G T C C A A T T T C T A T T l i A G G T T C C T T T G T T C C C T A A G T C C A A C T A C

T A A A C T G G G G G A T l m T G A A G G G C C TI G I G C A T C T G G I T T 些些了A A T A A A A A A C A T T T A TT T T C A T T G C a a t g a t
l l

` t a t t t a a a t t a t t t c t g a a t a t t t t a c t a a a a a g g g a a t & t 朗g a g g t C a g t g C a t t t a a a a C a t a a a g a a a t g a t g

粥 C t ` t t C a a a C C t t一ほg a a a a t 8 C a C t a t a t C t t a a a C t C C a t g a a a g a a g g t g a g g C t g C a a C C a g C t a a t g C a C a

t t & & C a a C a 6 C C C C t ` a t & C C t a t i C C t t a t t C a t C C C t C a & a a a a g g a t t C t t g t a g a g g C t t g a t t t g C a g g t t a a

a & t t t 七郎 t a t l C t & t a t t t t a C a t t a C t t云tt g t t t t a i C t & t C C t C a t g a a t g t C t t t t C a C t a C C C a t t t g C t t a

t c c 七郎 a t C t C t C t¢a g C C t t g a C t

F ig ･ 1 ･ S e q u e n c e s of s y n th e ti c o li g o n u cl e o tid e p ri m e r s a rld p r o b e f o r P C R a,
m plif ic a ti o n a n d th ei r l o c ati o h s i n th e h u m a n β

-

gl o bi n g e n e ･ ( A ) S e q u e n c e s of olig o n u c k o tid e p ri m e r$ ･ T h e p ri m e r H u β ▼1
,

.
2 , 3 , 6 , 7 , 9 a n d l O a r e c o m pl e m e n t a r y t o

th e ( + )
-

S tr a n d a n d H u β- 4
,
5
,
8 a n d l l a r e c o m pl e m e n t a r y t o th e (

→ ) ･ S t r a n d / H u β- 2 w a s u s e d a s th e p r o b e t o d e t e c t

th e a m plifi e d D N A l r a g m e n t i n thi s s t u d y . ( B) L o c a ti o n s of t■h e Dli如n u cl e o tid e s i n th e h u m a n β-

gl o b in g e n e .



P C R 法 を用 い た ヒ 一転移腫瘍潮胸の 定量的検出

む T E 緩衝液 9 〟1 に 溶解 した . 各試料は 0 . 5 ノノ g/ m l ェ チ ジ ウ

ム ブ ロ マ イ ドを 含ん だ 泳動緩衝液(4 m M ト リ ス
,
2 m M 酢酸ナ

ト リ ウ ム , 0 . 1 r n M E D T A , p H 7 . 2) を 用い , 定電圧 100 V に お

い て1 ･ 5 % ア ガ ロ ー

ス ゲ ル 電 気泳動を行 っ た . 泳動 後 サ ザ ン

法
1 7〉
に 準 じて ト ラ ン ス フ ァ ー

を行 っ た . 即 ち , 泳動終了後 の ゲ

ル を ア ル カ リ 変性液(0 . 5 M 水酸化 ナ ト リ ウ ム
,
1 . 5 M 塩化ナ ト

リ ウ ム) に 浸 し30 分間室温 にて ゆ っ く り振と う し D N A を 変性

させ た 後 , 中和液 (3M 塩化 ナ ト リ ウ ム ,
0 .5 M ト リ ス 一 塩 軌

p H 7 ･ 2) に 浸 し1 5 分間室温に て ゆ っ く り振と う した . 中和操作

を 2 回 繰 り返 した 後, D N A は ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー

H y b o n d
- N ( A m e r s h a m 社 ,

G r e e n w hi c h
,
C T

,
U S A ) に

20 × S S C (3 M 塩化 ナ ト リ ウ ム , 0 . 3 M ク エ ン 酸ナ トリ ウ ム) を

用い て ト ラ ン ス フ ァ ー した . ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ
ー ほ

10 分間 紫外線照射 を行 い ,
D N A を フ ィ ル タ

ー

に 固定 した .

フ ィ ル タ
ー ほ ハ イ プ リ ダイ ズ緩衝液 〔6 ×s ali n e s o di u m citr a t e

(S S C) (0 ･ 9 M 塩化ナ トリ ウ ム
,
0 . 0 9 M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム) ,

D e n h a r d t
'

s 液
1 8)

(0 . 1 % ポリ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン
,
0 .1 % ウ シ 血 清

ア ル ブ ミ ン
,
0 ･ 1 % フ ィ コ ー

ル 4 0 0) , 1 0 % 硫酸 デ キ ス ト ラ ン ,

0 ･1 % S D S お よ び 0 . 1 m g/ m l サ ケ 精子 D N A〕 中43 ℃ の 恒温 水

層に お い て 1 時間 の プリ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン を 行 っ た .

P C R 増幅β q グ ロ ビ ン 配列を 検出す る プ ロ ー ブ と して H u β

M2 を使用 した . プ ロ ー ブ D N A 1 3 p m ol に対 し [ r
32
p ] A T P

50 /∠ C i ( A m e r sh a m 社) , ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ 緩 衝 液

(50 m M ト リ ス ー

塩酸 p H 7 . 6 , 1 0 m M 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム ,

5 m M ジチ オ ト レ イ ト ー ル
,
0 . 1 m M ス ペ ル ミ ジ ン お よ び 0 . 1

B

l l 山 枯㌦ ㌦ ㌦

H T l O 8 0 D N A 山g)

ー 誓

へ

N

∈
∈

∋
く
)

言
>

宅
3
苛

空
-

0

倉
∽

u

¢
l

u
-

1 3

m M E D T A p H 8 ･ 0) , 1 0 単位 T 4 キ ナ ー ゼ (宝酒造社 , 京都) お

よ び滅菌蒸留水を加え全量 20 〃1 と し37 ℃に お い て45 分間反応

させ て放射標識を行 っ た . そ の 乱 0 .1 % ( Ⅴ/ v)
32
P 標識プ ロ ー

ブ を加え , 43 ℃に お い て1 6 時間 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ

た ･
ハ イ プ リ ダイ ズ させ た フ ィ ル タ

ー

は 2 ×SS C お よび0 . 1 %

S D S を 含む溶液中で45 ℃
,
1 5 分間の 洗浄を 2 回行 い , 引き続き

0 ･ 1 ×S S C お よび0 ･ 1 % S D S を 含む溶液中で45 ℃
,
1 時間 の 洗

浄を 行 っ た ■ 洗浄後 , Ⅹ線フ ィ ル ム ( K o d a k 社 ,
N e w Y o rk ) を

用 い て 室温下12 ～ 1 8 時間の 感 光を 行 っ た オ ー ト ラ ジ オ グ ラ

フ ィ
ー

で解析を 行い ,
さ らに バ イ オイ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー

(富

士 フ ィ ル ムモL 東京) に よ り放射活性の 測定 を行 っ た . 臓 器あ

た りの 転移腫瘍細胞数の 算定ほ , 以下の 如く行 っ た . 正 常 ヌ ー

ド マ ウ ス の 肺 D N A で 段階希釈 した H T-1 0 8 0 細胞の D N A を用
い て

, 各 P C R 反応 ご とに 検量線 を作製 し (図2 ) , 検量線に 基

づ い て - l o g 川 D N A ( 〃 g) か ら D N A ( p g) を 求め , 以下の 公式

に 基き算出 した .

組織あたりの転移腫瘍細胞数 = 組織あたりの D N A 総屋( 桐) ×

組織 D N A 1 FL g あた りの H T-1 0 8 0 D N A 畳(p g/ FL g)

細胞 1 個あた り の D N A 量 ( 6 p g/ c ell)

成 績

Ⅰ ･ ヌ
ー

ドマ ウス に お け る ヒ トβ -

グ ロ ビン遺伝子の検出

図1 に 示 した11 種類の オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドよ り , プ ライ マ ー

ペ ア と して H u β 1-4 ,
ト5

,
ト軋 2-4 , 3 -5 , 3-8 , 6-8 , 9-1 1 の 組み 合

- 1 0 g lp N A ( 山g)
F i g ･ 2 ･ P C R p r o d u c t s f r o m th e g e n o m i c D N A of = T

-1 0 8 0 c e ll s ･
､

( A ) S o u th e r n a n aly si s of P C R a m plific a ti o n p r od u c t s fr o m
S e ri al dil u ti o n s of H T

-1 0 8 0 g e n o mi c D N A i n m o u s e l u n g D N A ･ T h e P C R p r o d u c ts a m plifi e d w ith th e p ri m e r s , H u β -l
a n dl H u β- 8 c o uld b e d e t e c te d e v e n a t th e c o n c e n tT a ti o n of l O

h 5

FL g Of H T -1 0 8 0 D N A ･ A b b r e vi a ti o n : b p , b a s e p air s (B )
P l o t of th e r a di o a c ti vi ti e s of th e P C R p r o d u c ts f r o m th e dil u ti o n s of H T

-1 0 8 0
､

D N A a g ai n st H T
-1 0 8 0 c o n c e n tr a tio n .

R a di o a c ti vi tie s i n th e P C R p r o d u c ts h yb rid iz e d wi th
朋
P -l a b el e d p r o b e w e r e a n aly z e d u s in g a F u ji x Bi oi m a g e a n al y z e r .

R a di o a c ti vi ty w a s d e s c rib e d i n a rb it a r y u n its ( A U ) p e r m m
2

.



1 4 太

わ せ を用 い ,
ヒ ト β - グ ロ ビ ン 遺伝子を特異的 に 検出す る上 に

適 当な プ ライ マ
ー ペ ア を検索 した . 上 記プ ラ イ マ

ー ペ ア は ヒ ト

β - グ ロ ビ ン 遺伝子の うち の そ れぞれ1 40 , 1 8 3 , 5 7 6 , 1 1 0 ,

9 3 , 4 8 6 , 3 41 , 2 73 塩 基対を増幅す るも の で ある . テ ソ プ レ ー ト

と して は
,
H T -1 0 80 細胞 の D N A と ヌ

ー ドマ ウ ス 肺 D N A をそ

れぞれ 1 p g 使用 した . 表1 に 示 した 如く ,
H T -1 0 8 0 D N A を テ

ン プ レ
ー

ト と した 場合 ,
プ ラ イ マ

ー ペ ア の す べ て の 阻 み合 わせ

に お い て 目的 とす る増幅 D N A 断片が 検出 され た . H u β 1-4 ,

ト5
,
ト8 お よび 9 -1 1 の 組み 合わ せ の 場合 ,

P C R 産物は 単
一

の バ

ン ドと して検出され たが , 2 ヰ 3
-5
,
3 - 8 お よび 6

- 8 の 組み 合わ せ

で は
, 目的とす る増幅 D N A 断片以外の P C R 産物が

バ ン ドと

して認め られ た .

一 方 ,
ヌ ー ドマ ウ ス の 肺 D N A を テ ン プ レ

ー

トと した 場合 ,
H u β ト4 , 1- 5 お よび ト8 の 阻み 合わ せ で は ,

P C R 産物は 認め なか っ た が ,
そ の 他 の 組み 合わ せ で は バ ン ド

が検 出され た (図 3) . 以上 よ り ,
ヌ ー

ドマ ウ ス に お い て ヒ ト β

- グ ロ ビ ン 遺伝子を特異的に 検出す る の に 用い る プ ライ マ
ー ペ

ア と しては H u β ト4 (1 4 0 塩基対) , ト5 (1 8 3 塩基対) , ト8 (5 7 6 塩

基対) が使用可能と判明 した . 中で も鮮明な単
一 バ ン ド が 検 出

され た H u β ト8 の 組 み 合わ せ を , 転移腫瘍細胞の 検出の た め

の P C R プ ラ イ マ ー と して選定 した .

Ⅱ . P C R 法の 感度

正常 ヌ
ー

ド マ ウ ス の 肺 D N A を 用 い て 希釈 した H T ,1 08 0 細

胞 D N A を テ ン プ レ
ー

トと して25 サ イ ク ル の P C R 増幅反応を

行 っ た 結果t 5 7 6 塩基 対の 増幅 D N A 断片が 単
一

の バ ン ドと し

て 検出 で き, P C R 法 の 感度 と して ほ 10~
5

〃 g ま で そ の 検 出が 可

能 で あ っ た (園 2) . こ れ は よ 摘出 した 肺の 重量を 200 m g と した

場合 , 約1 ,1 2 0個 の 転移膿瘍細胞 の 検出に相当 した . な お ,
ヒ ト

β 一 グ ロ ビ ン 遺伝 子 に 対す る特異的増幅反応を 正常 の ヌ
ー

ド マ

ウ ス の 肝臓 よ り抽出 した D N A を テ ン プ レ
ー トと して施行 した

場合, 5 7 6 塩基対 の 増幅 D N A 断片は 検出され な か っ た .

Ⅲ . 転移腫瘍の検出

1 . 尾静脈内移植 に よ る実験的肺転移 の 検出

実験的転移系 で は 図 4 - A に 示す如く , 移植後 1 週 目 よ り肺転

移を確実 に と らえる こ と が で きた . 5 ×1 0
6

個 の H T
-1 0 80 細胞

の 移植 に よ り , 移 植後 1 週 目 に お い て 平均的8 . 7 × 1 0
5

個 の

H T -1 0 鋸 細胞 が 肺よ り検出 され た . 各週 に おけ る肺転移腫瘍細

胞数を表 2 に 示 した . 転移腫瘍細胞数は 1 ～ 4 週 目 ま で 経時的

に 増加 し (表 2 , 図 5) , 転移細胞の 肺で の 転移成立 お よ び増殖

が確認 で きた . 肉眼上 , 肺表面に 転移結節が認め られた の は l

腫 瘍細胞移植後4 週 目 か らで あ っ た (図 6 ) . こ の 時 点 で の

H T -1 0 8 0 細胞 の 数 は臓器あた り平均約1 . 1 ×1 0
7

個 で あ っ た . ま

た
, 病理 組織上 あき らか な肺転移は腫瘍細胞移植後 3 週目に 確
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P C R 法を 用い た ヒ ト転移腫瘍細胞 の 定量的検出

認 で きた(図 7) . こ の 時点で の H T
-1 0 8 0 細胞 の 数は 臓器あた り

平均的7 .8 × 1 0
8

個で あ っ た .

2 . 鼠径 部皮下移植 によ る自然肺 ･ リ ン パ 節転移 の 検出

自然転移系で は 図 4 - B に 示 した 如く , 腫瘍細胞移植後 5 週 目

よ り肺お よ び ワ ン パ 節転移を と らえ る こ と が できた . 5 週目で

は , 肺 4/ 6 ( 匹) , リ ン パ 節 6 / 6 (匹) , 6 週 目 で は t 肺 3/ 6

(匹) , リ ン パ 節 2/ 6 (匹) に 転移が 検出され た . 1 臓器あた り の

肺お よび リ ン パ 節 転移腫瘍細胞数ほ表 4 に示 した . 皮下原発腫

瘍の 重畳が大きく な る に従 っ て , 転移の 頻度 が増加す る傾向が

認め られた が , 皮 下原発腫瘍の 重量 と転移腫瘍細胞数と の 間に

相関性は認められなか っ た (図 9 - A ) .

Ⅳ . C P A を前投与 した ヌ ー

ドマ ウ ス にお け る H T - 1 0 釧 の転

移性

自然転移系に お ける , C P A 前投与群と非投与群 の 肺転移 の

検出結果を図 8-A に示 した . C P A を i . p . 前投与 した マ ウ ス で

は
仁
腫瘍細胞の 届静脈内移植後 1 週日に お い て肺転移腫瘍細胞

数の 増加傾向が認められた が ,
2 週目に お い て両群の 転移腫瘍

細胞数の 差 は縮小 した (表 3) . 一

方 , 自然転移系で は C P A 前

投与群 , 非投与群 とも に 肺 ･

リ ン パ 節転移 は腫瘍細胞移植後 5

週 目 よ り検出 され (図 8-B) , C P A の i . p . 前投与 に よ る転移検

出時期の 早期化は認め られな か っ た . 腫瘍細胸移植後 5 週目 で

1 w e e k 2 w e ek s

孝
鞍

山

こ

∴
.

●

‥

1 5

は ユ C P A 非投与群に お い て 肺4 / 4 (匹) , リ ン パ 節3 / 4 腫) ,

C P A 前投与群に お い て 肺3 / 5 (匹) , リ ン パ 節 3/ 5 腫) に 転

移を 認め , 7 週目で は ,
C P A 非投 与群 に お い て 肺 4/ 4 (匹) ,

リ ン パ 節4 / 4 腫) , C P A 前投与群 に お い て 肺5 / 5 (匹) , リ ン

パ 節4 / 5 ( 匹) に 転移を 認め
,
両群 の 転移頻度 に差を認 めな

か っ た ･ さ ら に
,
C P A 前投与 に よ る転移腫瘍細胞数の 増加 は

認め られず (表 5) , 皮下原発腫瘍の 重量が大きくなる に従 っ て

転移の 頻度 が増加する傾向が認 め られた( 図 9 -B ) , C P A 投与群

と非投与群 の 皮下原発巣の 重量 の 経時的推移を図1 0 に示 した .

T a bl e 2 ･ K i n e ti c s of g r o w th of H T
･1 0 8 0 c ell s i n m o u s e l u 喝 S

a ft e r i . v . i nj e c ti o n
+

M ｡ ｡ S e
N um b e r of e x p e r l Ⅱ

帯解
u n g m e t a st a ti c c ell s

N o .

1 w e e k 2 w e e k s 3 w e e k s 4 w e e k s

1 4 . 8 0 . 0 1 2 7 . 5 1 63 . 1

2 1 2 . 9 3 4 . 6 6 2
. 6 1 88 . 9

3 8 . 2 2 9 . 6 6 4 . 7 10 . 4

4 8 . 8 9 . 2 4 2
. 5 73 . 4

m e an ±S . D . 8 .7 ± 3 .3 18 . 3 ±1 6 .4 7 7 .8 ±33 . 3 1 0 9 . 0 ±8 2 .3

♯

,
H T ･1 08 0 c ell s w e r e in o c u l a t e d i . v . a t 5 × 10 6 c ell s/ m o u s e .

3 w e e k s 4 w e e k s

5 7 6

脚 透P

M i c e t :2 :1 41 5･ 6 1 2 3 a 5 6 1 2 3 鶴 き 1 2 3 ヰ 5 6

F i g ･ 4 ･ D et e c ti o n o f e x p e ri m e n t al o r s p o n t a n e o u s l u n虔 m e ta s t a si s f oll o wi n g i n tr a v e n o u s o r s u b c u t a n e o u s

i n o c u l a ti o n of H T -1 0 8 0 c ell s . ( A ) D et e c ti o n of e x p e ri m e n t a .1 1 u n g m e t a , St a Sis . L u n g m e t a s t a si s c o u ld b e d e t e c t e d

f r o m l w e e k af t e r tu m o r i n o c ul a ti o n . M et a s t a si z e d c ell s g r a d u all y i n c r e a s e d f r o m l w e e k t o 4 w e e k s af t e r

t u m o r i ･ V ･ i n o c ul a ti o n ･ ( B) D e te c tio n of s p o n t a n e o u s m e t a s t a si s i n l u n g s a n d l y 卿 Ph n o d e s . B ot h l u 鴨 a n d

l y m p h n o d e m et a s t a s e s c o u ld b e d e t e c t e d f r o m 5 w e e k s af t e r s . c . i n o c ul a ti 叩 Of H T
Tl O 80 -C elll s .
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両群 ともに 転移 が検出され 始め た 5 過 日ま で の 皮下原発腫瘍 の

増殖速度ほ ほ ぼ同 じで あ っ た .

Ⅴ . 転移 治療実験

抗癌剤投与後 1 週 日 (腫瘍細胞移植後 2 週 日) に お い て ,

A D M 投 与群 4 匹 中 2 匹 に , 末 治 療群 に比 し
,
P C R 増 幅

D N A 断片の 明らか な減少 が認め られ ,
A D M の 肺転移巣 に 対す

る治療効果が示 さ れ た . また
,
C D D P を 投与 した 4 匹 の う ち 3

匹 の P C R 増幅 D N A 断片の 減少 は み られ ず ,
C D D P の 治療効

果 は認め られ なか っ た . A D M と C D D P の 肺転移巣 に 対す る転

移腫瘍増殖抑制率 は そ れぞれ
,
3 8 . 9 % ,

-

6 0 . 1 % で あ り ,

A D M ほ H T-1 0 8 0 の 肺転移巣に感受性 を有す るが , C D D P は 無

効 であ る こ と が判明 した . 以上 よ り , 腫瘍紳胞移植後 2 週間で

肺転移巣に 対す る治療効果 の 判定が 可 能で あ っ た . なお , 抗癌

剤投与後 3 週 目 に お い て ほ , A D M 投与に よ る治療効果は 消失

し
,
P C R 増幅 D N A 断 片の 増加が 認め られ た . A D M 投与群お

よび C D D P 投与群 に お ける肺転移増殖は末治療群 に 比 し , む

しろ増大 して い た ( 図11) .

1 2 つ 4

W e e k s a ft e r t u rTI O r l nj e c tl o n

F i g . 5 . K i n e ti c s of g r o w th of m e t a st a siz e d H T
-1 0 8 0 c ells

壬r o m l t o 4 w e e k s af t e r i . v . in o c ul a ti o n (5 ×1 0
6

c ell s/
m o u s e) .

F i g ･ 6 ･ M a c r o s c o pi c fi n d in g s of e x p e ri m e n t al l u n g m e t a s t a
-

Sis a t 4 w e e k s af t e r i . Ⅴ . i n o c ul a ,ti o n of H T -1 0 8 0 c ell s .

P oi n ti n g a r r o w s in d ic a te m e ta s t a ticゝ n o d ul e s .

考 察

R y g a a r d と P o v Is e n
棚
が 初め て ヒ ト腫瘍阻織の ヌ ー ド マ ウ ス

へ の 移植 に 成功 して 以来 , 移植腫瘍 が原発腫瘍の 様 々 な 生物学

的特性 お よ び形態 を保持 しつ つ 増殖す る こ と が 追認 さ れ
28)2 1 )

,

実験 用哺乳動物 と して 実用性が高 い 本系を用 い て t 多くの ヒ ト

腫 瘍細胞株 が樹立 され た . しか し, 可 移植性 ヒ ト腫瘍の 自然転

移率は ▲ 用 い た癌種 に よ る ば ら つ き は あ る もの の ,
お お む ね

0 ～ 1 . 5 % とす る報告 が多く
22 ト 24)

,
ヌ

ー ド マ ウ ス に 恒常的 に 自

然転移 が形成 され る こ と は稀 と され てきた . 従来 , 転移様式を

決定す る要因に 関 して 3 つ の 可 能性 が授唱 され て お り , 確率的

要因と選択的要因 を操作 し, よ り安定 した 転移 モ デ ル を 作製す

る 上 で の 指標 とな っ て きた . 第1 は E w i n g
25)
が提唱 した

``

解剖

学的非無作為転移
"

(
"

a n a t o m i c aト m e c h a ni c al
"

) 仮説 で ある .

こ れ は腫瘍細胞が標的臓器 へ 到 る ま で の 解剖学的な運搬経路に

主 眼を お い た も の で あり , 脈管 内に 浸潤 した 腫瘍細胞が最初に

補捉され た場所 に 転移 が形成 され る とす るもの で あ る . 第 2 は

P a g e t
26) が掟 唱 した

"

土壌
"

(
``

s e e d a n d s oil
"

) 仮説 で ある .
こ

れ は , 腫瘍細胞が 転移形成 を営む環境条件に主眼を お い た もの

で あり ,
`

s e e d (種)
'

と して標的臓器 に塞栓補捉 され た 腫瘍細

胞は
`

s oil ( 土 壌)
'

と して の 標的臓器 の 環境 に 順応 で き る こ と

が 転移形成上必要 不 可 欠と するも の で ある . 第 3 は B r o s s ら
27)

が 授唱 した
"

段階 的転移
"

(
"

M e t a s t ati c c a s c a d e
"

) 仮 説 で あ

る . これ は , 腫瘍細胞 は ごく
一 般的 な場所 に 初発転移巣を形成

した後 , そ の 場所 よ り暫時 , 段階的 に 転移巣が形成 され て ゆ く

とする もの で ある .
マ ウ ス の 皮下 へ ヒ ト 腫瘍阻織片な い し腫瘍

細胞を移植 L た場 合, 皮下 に 限局 した膨張性の 腫癌形成を 示 す

こ とが 多く , 周 囲組織 に 浸潤性 に 増殖す る こ とは 少な い . そ こ

で
,

`

s e e d
'

と して の 可移植性腫瘍株 の 選択 に 加 え
`

s oil
,

と

して の 移植部位 の 選択 や
``

解剖学的非無作為転移
"

仮説に 則 っ

た
, 目 的と する臓 器 に 転移 を形成 さ せ る上 で最も有効 と考え ら

れ る移植方法 の 検討が な され て きた . そ の 鮭果 , 例 えば大腸癌

由来の 腫瘍株 に お い て は , 回盲部腸管壁内や腹腔内 へ の 移植に

よ り肝臓や リ ン パ 節 へ の 自然転移 の 増加 を認め た り , 脾臓内 へ

の 移植に よ り肝臓 へ の 実 験的転移 が増加す る等 の 知見 が得 ら

れ , 肝転移 に 関 して は安定 した 実験的転移 モ デ ル 系が 樹立 され

つ つ ある
2)5 卜 7)1 0 ト l ▲)

こ の 様 に , 適 当な移植部位 お よ び移植方法を選定すれ ば , 癌

Fig ･ 7 ･ H i s tl o gi c al s e c ti o n s of e x p e ri m e n t al l u n g m e t a s t a si s

a t 3 w e ek s a ft e r i ･ V ･ i n Q C 血 ti o n of H T-1 0 8 0 c ell s . ( H . E .

× 4 0)



P C R 法を用 い た ヒ ト転移腫瘍細胞 の 定量的検出

種 に よ っ て は 転移率の 増加 を認 め るも の が ある こ と が 判明 し
,

ヌ
ー

ド マ ウ ス に お い て 転移 の 形成 され る頻度は低い と い う考 え

に 関 して は l 最近そ れを疑問視す る向きが大きくな っ てきた .

U e y a m a ら ほ ,
ヒ ト髄膜腫細胞株を ヌ h ド マ ウ ス に て継代培養

中 , 腫瘍摘出後 に 肺転移を認め , 摘 出と い う操作に よ り転移が

促進 され る こ と と もに , 腫瘍摘出に よ り マ ウ ス の 生存 日数が 伸

び た こ と を 転移成 立 の 原因 と して あげ , 観察期間を長く とれ ば
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転移率が増す可能性がある こ と を指摘 して い る
抑

. 従 っ て , 臓

器表面に 形成 され た転移結節数を肉眼的に 算定す ると い う現在

の 検出方法 を改良 し, よ り感度の 高い 転移検出法を用い る こ と

で
, 早期に 転移を検出で き る可能性がある . しか し

, 転移 の 検

出方法か ら ヌ ー

ド マ ウ ス を 用い た 転移 モ デ ル 作製を 試み た 報告

例は なく , 加えて定量的な検出方法ほ未だ確立 されて い な い .

今回 ヌ ー ド マ ウ ス に 用 い た 転移腫瘍 の 検出法 は , 当教 室 の
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T h e eff e c t of C P A -

p r e tr e a t m e n t (2 0 0 m g/ k g ･ S in gl e i ■ p ･ ･ 4 d a y s b ef o r e t u m o r i n o c ul a ti o n) o n e x p e ri m e n ta l o r
S p O n t a n e o u s m e ta s t a si s ･ ( A ) C o m p a ri s o n of e x p e ri m p n t al lu n g m e t a s t a si s wi th o r w ith o u t C P A a t l o r 2 w e e k s a ft e r
t u m o r i n o c ul a ti o n ･ L u n g m e t a s t a si s w a s i n t e n s e i n th e C P A, p r e t r e a t e d m i c e c o m p a r e d

L
wi th th e u n tr e a t e d mi c e a t l

W e e k ･ B u t th e diff e r e n c e d e c r e a s e d a t 2 w e e k s ･ (B ) C o rn P a ri s o n o f s p o n ta n e o ) u S l u n g a n d･ l y m ph n o d e m e t a s! a s e sb e t w e e n w ith o r wi th o u t C P A
-

p r e t r e a t m e n t .
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E n d o ら が , 受精鶏卵を 用 い た 転移モ デ ル 系の 確 立 を 目 指 して

開発 した もの で あり
29)

, 転移腫瘍検出の 鋭敏性と定量性 に お い

て 画期的な手法 で あ る . 従 来 , 転 移 の 評価 は ,
W e xl e r の 方

法
38)
に 代表さ れ る様 に 臓器表面に形成 さ れ た転移結節数を算定

するとい う定量性 に 乏 しい もの で あ っ た . 従 っ て , 肉眼的 に 同

山n g

L N

L u n g

L u n g

む J ▲ ･ す義 一 0 0 0

∫● 甘′
●

∫リ
● ● 0 0 ●

●

定 可能 な転移結節 が形成 され る ま で の 時間が必要 と な り , 移植

腫瘍に よ り多少 の ば ら つ きは あ るが , 転移の 評価 が 可能 と な る

ま で に は実験的転移系 で は 3 ～ 4 週 間以上 , 自然 転移糸で ほ 8

週間以上 を必要とす る報告が多い
1 ト 1 5)

. 本研究 で は ,
E n d o ら

28)

の 受精鶏卵転移モ デ ル に お い て 開発 され た 検出方法を ヌ ー

ド マ

O p o 8 川v 8

● r 呵弾tl v o

0 0

O g

P r h a ry t u m α W . T .

Prl m 訂y t u rT W W . T .

F i g . 9 ･ C o r r el a ti o n b et w e e n p ri m a r y t u m o r w ei g h t a n d f r e q u e n c y of m e t a s t a si s i n l u n g s a n d ly m p h n o d e s ･ T h e f r e q u e n c y

of m e t a s t a si s i n c r e a s e d a s th e w ei gh t of s u b c u t a n e o u s p ri m a r y t u m o r i n c r e a s e d . (A ) H T -1 0 80 c ell s w e r e s ･ C ･ i n o c u l at e d ･

( B) C o m p a ris o n of s p o n t a n e o u s l u n g a n d l y m p h n o d e m e t a s t a si s b e t w e e n
'

C P A p r e t r e a t e d m i c e a n d u n tr e a t e d m i c e ･

H T -1 0 8 0 c ells w e r e s . c . i n o c u l a t e d .



P C R 法 を用 い た ヒ ト 転移腫瘍細胞 の 定量的検出

ウ ス に 応用 し , 実験 的肺転移 は 1 週 目 で , 肺 t リ ン パ 節自然転

移は 5 週 目 で 定量的に 検出でき る こ とを 見 い 出 L た . 本検出法

に よ り , 転移は 形成され 難 い と され て き た ヌ
ー

ド マ ウ ス に お い

て 高頻度に 転移を検出でき , 加え て 定量性の み な らず迅速性 を

も ヌ
ー

ド マ ウ ス 転移モ デ ル に 加味 させ る こ とが で きた .

ヒ ト腫瘍細胞 に 含まれ る β - グ ロ ビ ン 遺伝子の 検出に 際 し ,

P C R 法を 用 い る こ と に よ り , 本実験で は そ の 検出感度 を高 め

る こ とが で きた . P C R 法 は , 1 9 8 5 年 S a iki ら
31}
に よ っ て 開発さ

れ た , 微量の テ ン プ レ
ー

ト D N A を もと に 試験管内で , 染色体

D N A 上の ある特定 の 領域を酵素的に 増幅す る方法 で あ る . 即

ち
.
1 ) D N A の 熱 変性 ( 2 本鎖 D N A 断片を l 本鎖 D N A 断 片

に す る) , 2 ) プ ラ イ マ ー の ア ニ ー リ ン グ , 3 ) D N A ポ リ メ

ラ
ー ゼ に よ る D N A の 合成 と い う 3 段階 の 行程を 1 サ イ ク ル と

して 繰 り返す こ と に よ り , 目的 とす る領域の 増幅を得 ようとす

1 9

るもの で ある .
D N A ポ リメ ラ

ー ゼ と して は
, 耐熱菌 r んg r m 捉∫

d 叩 α土∫c 祝ぷ 由来の r 呵 ポ リ メ ラ ー ゼ が 用 い られ , 自動 D N A 増

幅装置の 開発 に よ り, 全行程が 自動化 され て い る .
サ イ ク ル 数

を 増や す こ と で ,
理 論的に ほ よ り 高感度 の 解析 が可能 で あ る

が
,
目 的とする D N A 以外の 非特異的な増幅産物が合成され た

り , 増 幅産物 の 塩基配列に エ ラ ー が 起 こ る可 能性があ り, サ イ

ク ル 数の 設定 に は 注意を要す る . 本研究 で ほ 実験中 , 目的 以外

の 増幅産物 を認め た こ と は 】

度もなく ▲
2 5 サ イ ク ル と い う実験

条件の 設定 に問題は な か っ た もの と 考え る .

実験 的転移系で は , あき らか な 肺転移 は病理組織上 3 週 目 よ

り確認され てお り , 1 , 2 週目 に お ける 転移 の 検出は微小転移

レ ベ ル で の 転移の 評価 と い え る . 検出され た 転移腫瘍細胞数は

各週毎 に 経時的な増加 を示 L てお り , 検出され た 腫瘍細胞 が単

に 肺 に 補捉 さ れ た 腫瘍細胞 で ほ な い こ と を 示 し て い る .

T a bl e 3 ･ N u m b e r ( × 1 0
5

) o f e x p e ri m e n t a1 1 u n g m e ta s t a si s
■

w ith o r w ith o u t C P A p r e t r e a t m e n t

(2 0 0 m g/ k g i .p .)

M o u s e
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2 w e e k s

C P A (q ) C P A ( + )

1

2

3

4

5

0

1 8 . 1

0 . 1

1 . 5

7 . 9

1l
.
()

3 9 5 . 8

6 9 . 2

4 6 . 9

2 2 9 . 5

1 7 3 .6 2 8 6 .
4

2 .7 2 9 9 .1

7 5 .5 9 3 6 . 1

4 8 .2 13 7 . 0

5 3 8 .1 3 5 . 8
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,
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6
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3
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*
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: L N : 1 y m ph n o d e .

T a bl e 5 ･ N u m b e r ( × 1 0
4
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*

wi th o r w ith o u t C P A p r e tr e a t m e n t (2 0 0
m g/ k g i . p .)

5 w e e k s

M o u s e

N o .
C P A (q ) C P A ( 十)

L u n g L N
…

L um g L N

7 w e e k s

C P A 卜) C P A ( + )

L u n g L N L u n g

1

2

3

4

5

2

9

3

5

0

0

0

0

2

4

4

9

1
(

ソ
】

0

1

2

1 .1 6 . 2

0 .3 0
.
1

1 3 .3 0 .1

0 0

0 0

7

3

2

7

1

6

5

2

1

2

1

5

3 1 9 . 5 3 . 5

4 9 . 5 0 . 2

0 . 9 3 .1

4 7 . 2 0 . 2

2 . 5

m e a n ±S ･D . 0
. 5 ± 0 . 3 1 4 . 3 ±1 0 . 4 4 . 9 ± 7 .3 2 . 1 ± 3 . 5 2 6 . 5 ±1 8 . 6 1 0 4 . 3 士1 4 5 .
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H T ･1 0 8 0 c ell s w e r e in o c ul a t e d s . c . a t 5 ×1 0

6
c ell s/ m o u s e .
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Fid l e r
32)
は
125

I-5-io d o- 2
'

-d e o x y u ridi n e で 放射 ラ ベ ル した B1 6 メ

ラ ノ
ー マ 細胞 を マ ウ ス の 静脈内に 投与 し血 流中お よ び各臓器 に

お ける腫瘍細胞数 の 経時的変化 を検討 し て い る . そ れ に よ る

と , 移植後24 時間後 に ほ 1 % の 腫瘍細胞 しか 血 流中に 生き残 る

こ とが で きず , 2 x l O
5

個 の 生細胞を移植 した 場合 ,
肺 に 認 め

られ る腫瘍細胞数は減少 し続け , 1 , 2 週 目に ほ そ れ ぞれ4 . 5

×1 0
2

,
4 × 1 0

2

個 に 減少 して い る . 同数の 死細胞 を移植 した 場

合 ,
8 時間後 に は 肺に お け る腫瘍細胞は消失 して お り , 転移 が

成立 しな い 場 合の 臓器 に 補捉 された腫疹細胞 の 停留時間は極 め

て短 い こ と が 予想 された . 本研究 で ほ I
H T-1 0 8 0 細 胞 を 5 ×

10
6

個移植 し1 週 目 で 平均的8 .7 × 1 0
5

個 ,
2 週 目 で平均的18 . 3

× 1 0
5

個 と多数 の 腫瘍細胞を肺よ り検出できた . 本法 の 検 出限

界 は , 2 0 0 m g の 肺に お い て約1 . 1 ×1 0
3

個の 転移腫瘍細胞数であ

る こ とか ら
,
よ り早 い 時点で の 転移 の 評価も可能 と思わ れ た .

ヌ ー

ド マ ウ ス に お ける 移植腫瘍の 転移能を左右す る田子と し

て ,
マ ウ ス 自体 の 免疫系を考慮する必要があ る. T 細胞の 免疫

能 が欠如 した ヌ ー ド マ ウ ス に お い て N K 細胞が 転移抑制 に 少な

か らぬ 影響 を及ぼ して い る こ と ほ ,
N K 細胞 の 細 胞障害活性

( N K 活性) が 選択的に 抑制 され た べ q ジ ュ
マ ウス と N K 活性が

正常な マ ウ ス を 用 い た 転移実験 と の 比較 か ら既 に 実証 されて い

る
3ユ)

. N K 活性 の 高い ヌ ー ド マ ウ ス で は肺 に お け る 腫瘍細胞 の

排除能が高い と の 報告が み られ
34)

,
N K 活性は ,

と りわ は肺転

移 の 抑制に 極め て 重要な役割を果 た し て い るも の と 考 え られ

● c p A ト｣

O C P A ( + )

(

ぞ
ト
･

き
･

b
戸

亡
コ
ー

ト
石
∈

左

‡ 5 T w s

W o e k $ aft o r I n o c ul at10 n

F i g .1 0 . C o r r el a ti o n b e t w e e n p ri m a r y t u m o r w e ig h t a n d

w e e k s a ft e r t u m o r i n o c u l a ti o n ･ o n m i c e wi th o r w ith o u t

C P A p r e tr e a t m e n t .

る . C P A を 前投与 した マ ウ ス を 用 い た 場合 , 実験 的転移系 に

おけ る肺転移腫瘍細胞数 ほ ‥ 睦瘍細胞移植後 1 週 目 に おい て 明

らか な 増加を認め た . しか し , 自 然転移系 で は 転移腫瘍細胞

数 , 転移頻度に 差を 認め なか っ た . C P A の 投与 ほ 腫瘍移植 4

日前 に 行 っ た が , 自然転移系 で は こ の 投与時期 に 問題 があ っ た

も の と考え られ る . 今回 の 結果 よ り ,
N K 活性の 肺転移抑制 に

及ぼ す作用点は腫瘍細胞 が脈管内に 浸潤 して か ら 以後 に ある こ

と が推測 され る . 従 っ て 自然転移系 の 肺転移 を増大 させ る に

は l 皮下に 移植 され た腫瘍細胞 が 血 管内 に 浸潤 し て か ら後 に

C P A を投与す る 必要 が ある . しか し
, 治療効果 へ の 影響 を 考

慮す る と , 治療 実験 に 腫瘍細胞移植後 の C P A の 投与 を行う こ

と は 不 適切 と い え る .
N K 活 性 を 抑 え る 方法 と し て ,

C-

P A
24) 3 4 ト 35) 3 7 )

の 他 に N K 細 胞の 膜表面 に存在す る糖脂質 であ る

As i al o - G M l に 対す る抗体
33)3 8 ト 42)

や1 7 β - エ ス トラ ジ オ
ー ル 仰

山)
,

イ ン タ
ー フ ェ ロ ン

45 ト 47 )

,
プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E

48)

等が 知 ら れ て

お り, 転移増殖 や転移頻度を増大 させ る手段と して 用い られ て

い る . しか し
,
P C R 法を 転移細胞の 検出法 と して 応用する こ と

に よ り , ヌ
ー

ド マ ウ ス の 免疫担当細胞 と して の N K 細胞を 上 記

手法を駆使 して 抑制せず とも
,
H T-1 0 8 0 細胞の 転移の 検出な ら

び に そ の 定量的評価は十分可能で あ っ た .

用 い た ヒ ト線維肉腫 H T-1 0 8 0 細 胞は エ ラ ス チ ソ 分解 能や コ

ラ ー ゲ ン 分解能を 有 し, ラ ミ ニ ン や タ イ プ Ⅳ コ ラ ー ゲ ン 等の 基

底膜を構成す る成分 に 接着 し細胞外 マ ト リ ク ス を 破壊浸潤す る

こ とが 知られて い る高転移性 の 可 移植性腫瘍株で ある
4g ト 51)

. 本

稿 には 記載 しなか っ たが H T-1 0 8 0 細胞 を用 い た本実験系で ほ ,

実換的転移系 , 自然転移系 ともに肝転移 の 頻度ほ極 め て 低か っ

1 w e e k aft e r c h e m o t h e r a p y

_ ● _ 思β
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_ 柵 叫 仙 " 柑
>
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3 w e e k s a ft e r c h e m o t h e r a p y

F ig .1 1 . E ff e c t s o f a n ti
-

C a n C e r d r u g s o n l u n g m e t a s t a si s of

H T -1 0 8 0 c e11s in l u n g . A n ti
-

C a n C e T' d r u g s w e r e i n tr a v e n o -

u sl y i nj e c t e d a t l w e ek af te r t u m o r i n o c u l a ti o n . M o u s e

l u n g s w e r e
′t h e n di s s e c t e d a t l o r 3 w e ek s af t e r c h e m o th -

e r a p y ･



P C R 法 を用い た ヒ ト転移腫瘍細胞の 定量的検出

た . また , 脾臓内や 回 盲部腸管壁内 へ の 移植も試み た が肝転移

の 頻度ほ や は り低か っ た , 従 っ て移 植経路か ら の 検 討で ほ ,

ヌ
ー ドマ ウ ス に お ける H T-1 0 8 0 細胞 は , 肝臓 よ り ほ む し ろ 肺

に 強 い 臓器親和性を持 つ も の と 考え られ た .

一 方
, 鶏卵法を 用

い た H T-1 08 0 の 転移モ デ ル
28)
で ほ

, 肺 の み な らず肝臓 に も同時

性 に 実験的転移が恒常的 に 形成 され る こ と が 確か め られて お

り , 臓器親和性 に 関 しては 宿主側の 条件も十分に考慮する必要

が あるもの と 考え られ た . 癌転移に お い て臓器特異性が形成 さ

れ る磯序は 不 明 で あるが , 熊谷 ら
52)
は

, 肺に 転移性 を示 す多数

の マ ウ ス 可移植性腫瘍 に 顆粒球 ･ マ ク ロ フ ァ
ー

ジ コ ロ ニ ー 刺激

因 子 ( g r a n u l o c y t e- m a C r O p h a g e - C Ol o n y sti m u l atin g f a c t o r ,

G M - C S F ) が , ま た肝 に 転移性を 示 す腰 掛 こイ ン タ ー

ロ イ キ ン

(i n t e rl e u ki n , I L)-1 また は I L 6 遺伝 子が 発現 し て い る こ と か

ら
,
こ れ らの サ イ ト カ イ ン 遺伝子の 発現 が臓器特異的な癌転移

の 形成 に 関与 して い る可 能性 を指摘 して い る . :ヌ
ー ド マ ウ ス に

お い て H T -1 0 8 0 細胞 の 肝転移の 頻度が低い こ とに ほ
, 臓器 の

血 管内皮細胞 へ の 特異的接着性以外 に 宿主 側の 条件 の
一

つ と し

て
, 増殖因子 の 関与も考慮せ ね ば な ら な い .

悪性腫瘍 は 様 々 の 異な っ た表現型 (p h e n o ty p e) を 有する細胞

の 亜集団よ り構成 され , こ の 中で よ り浸潤傾向が強く易転移性

の
,
また

, 転移臓器に よ り親和性 の 強 い 細胞な い し細胞集団が

選択的 に 転移を形成する と考 え られ て い る
53 卜 55 )

. 原発巣 , 転移

巣間, 原発巣 と転移巣間に 存在す る数 々 の 不 均 一

性 (h e t e r o g eT
n eity) は こ れ ら 亜集団の 違い を反映するもの であ り

,
ク ロ

ー

ン

の 違 い に 基い た 多様性と考 え られ る . 即ち , 転移 と は原発巣か

ら よ り悪性度の 高い 腫瘍細胞の ふ るい 分けと い え , 実際に 原発

巣 に 比 し転移巣の 方が癌細胞の 増殖活性が克進 して い ると する

報告があ る
56)

･ 今 軌 自然転移系 に お い て転移の 頻度 は皮~F 原

発腫瘍の 重量と 正 の 相関 を有 して い た . しか し
, 転移腫瘍細胞

数は 必 ず しも皮下原発腫瘍の 重量と は 相関せず , 皮 下原発腫瘍

の 重量が大きく て も転移腫瘍細胞数が少な い もの や ∴逆に 重量

が小 さく て も転移腫瘍細胞数が 多 い もの が 少 な か らず 存在 し

た ･ 移植 した H T-1 0 8 0 細胞が 転移能 の 異な る 亜集団か ら構成

され て い る こ と に 基づ い た 不均 一 性 と 考え られ た .

ヌ
ー

ド マ ウ ス に 移植 し た ヒ ト癌 ほ , 例 え ば分化度が 同 じ で

あ っ て も, 株 ご と に 異な る 抗癌剤感受性 ス ペ ク ト ラ ム を 示す こ

と が 知られ て い る
57)

. 不 均
一

性の
一

環と して , 原発巣 と 転移巣

と の 間に も抗癌剤感受性に おけ る 不均 一 性 が存在 し
56)5 8 )5 g )

, 転移

巣に 対す る化学療法に 際 して は原発巣 と同様 , 感受性試験 に 基

づ い た レ ジ メ ン を選択する こ と が 望ま し い . 加え て , 抗癌剤の

投与量が 不 十分 な 場合や感受性 の 低 い 抗癌剤を使用 した場合 ,

む しろ痛 の 増殖は刺激され 癌 の 増大や転移 の 増加を来す と され

る
68)

･ 従 っ て , 転移巣に 対する治療 ほ原発巣 に 対す る治療 と同

様 に 慎重 に 対処す る必要があり , 初回 レ ジメ ソ の 設定 お よび 投

与量 に は 慎重 で な けれ ば な らな い .

M T T 〔3-(4 ,5 - d i m e t h ylthi a z ol - yl)- 2 ,5 -d ip h e n ylt e tr a z oli u m b r o-
m id e〕 法

61)
を 軌 ､ た H T l O 8 0 細胞 に 対す る試験管内で の 感受

性試験で ほ A D M と C D D P の 細胞増殖阻止率は臨床投与量 で

の 最 大 血 中濃度 ( p e a k pl a s m a c o n c e n t r a ti o n
,
P P C)〔A D M :

0 ･ 6 FL g/ m l , C D D P : 2 . 4 9 Fe g/ m l〕 の 薬剤塵 で
!
そ れ ぞれ

94 ･ 4タす, 36 ･ 4 % で あ っ た . 鶏卵法 を 用い た実験的肝転移に対す
る感受性試験 で ほ

,
A D M 4 0 F L g/ e g g (8 m g/ k g に 相 当) ,

C D D P 5 FL g/ e g g (2 m g/ k g に相 当) の 投 与量 にて 腫瘍増殖阻止

率ほ それぞれ89 . 5 % ,
5 . 3 % と い う結果 を得て い る . 従 っ て , 原

21

発巣 と転移巣およ び 転移巣間 (肺転移巣 と肝転移巣) に お け る

抗癌剤感受性の 不 均
一

性は , 今回 の 実験 の 範囲内では 認めず
,

転移巣に 対す る薬剤感受性 ほ ヌ ー ド マ ウ ス と受 精鶏卵 ともに

A D M に 感受性が強く C D D P に 感受性が 弱い 点に お い て よく相

関 して い た ･ 鳥類 と哺乳撰と い う違 い は 今回 の 治按実験 の 結果

に は 反映され ず , 実駄動物 を用 い た 転移実験 モ デル と して両系

を独立 して 用い る こ とが 可能 と考えられ た .

転移巣治療実験 に お い て ほ ,
H T-1 0 8 0 細胞 の 移植後1 週 目に

抗癌剤 の 投与を試み た . こ れ は ,
H T-1 0 8 0 細胞の 場合 ,

1 週目

に 検 出され た腫瘍細胞が単 に補捉 され た もの で は なく転移 と考

えられ こ と
, また 腰瘍 へ の 薬剤到達の ため に は 血 行の 成立が 必

要 だが , 約1 週間 で腫瘍血 管が 形成され る こ と
62】

な どか らそ の

妥 当性を考慮 した . 腫瘍細胞を移植 してか ら 2 週 間と い う短期

間の 間に 転移巣に対す る治療効果の 判定 を 下 す こ と が 可 能 で

あ っ た こ と よ り , 新規抗癌剤の 開発を 目的と する ス ク リ ー ニ ン

グ を含め た癌転移巣に 対す る実験化学療法が 可能 に な っ た とい

える ･ な お
, 抗癌剤投与後 3 週目 に お い て治療効果 の 消失 と転

移増殖の 増大を認め , 単回 の 投与 では あ っ た が , 薬剤の 投 与量

が不 ｢ 分で あ っ た こ と が判明 した . 本法を用 い て
, 転移巣 に 対

す る薬剤の 作用機序の よ り詳細な検討を お こ なう こ と に よ り ,

転移巣を 抑制す る上 に 有効な 抗転移薬剤の 選乱 投与軋 投与

方法 お よび 投与回数を追求する こ とが 可能 で ある .

転移は 原発腫瘍か ら悪性 の 腫瘍細胞が 離脱 し , 脈管 に 侵 入

し, 標的臓器 へ と移動 し , 脈管壁間隙か ら脈管外 へ 侵 出し , そ

こ で 増殖する 一

連の 現象を総称 してい る .
こ れ まで は

,
ヒ ト癌

の 実用的な転移動物実験 モ デ ル が 確立 され て い な か っ た た め

に
, 試験管内実験で の 断片的な形 で しか転移を捕 らえ る こ とが

できな か っ た . 微小転移の 定量的検出を 可能な ら しめ た本法の

開発に よ り
,
ヌ ー ド マ ウ ス を よ り有用な転移実験 モ デ ル へ と 応

用 さ せ る 上で の 道が開か れ た . 本法ほ , ヒ ト 痛の 転移を → 遵の

生体現象と して 捕ら え
,
そ こ で 行わ れ て い る癌細胞 と宿主 と の

相互 作用 を 明 らか に す ると共 に , 転移, 浸潤の 磯 序解 明お よ び

癌転移巣に 対する治療法の 開発に 有用 な 手段 と な る も の と 考え

る .

結 論

ヒ ト線維肉腫 H T-1 08 0 細胞 を ヌ ー ド マ ウ ス に 移植後 ,
P C R

法を用 い て ヒ ト β -

グ ロ ビ ン 遺伝 子 (57 6 塩基対) に 対す る特異

的増幅反応を施行 し , 肺 およ び リ ン パ 節転移腫瘍細胞の 特異的

且 つ 定量的な検出を試み以下の 結果を待た .

1 .
ヒ ト β - グ ロ ビ ン 遺伝 子を特異的 に 検出す る プ ライ マ ー

ペ ア と して ほ
,
H u β 1-4 , l-5 ,

1- 8 が使用 可 能と判 明 し, と りわ

け鮮 明な バ ン ドと して検出 され た H u β ト8 ( 5 76 塩基対) の 組み

合わ せ を 転移 ヒ = 窪瘍 の 検出に 使用 した .

2 ･ 転移腫瘍細胞検出に お ける P C R 法 (特異的増幅反応 を

25 サ イ ク ル 施行) の 感度と して は
,
D N A 1 0~ 5 JJ g まで そ の 検出

が 可 能で あ っ た . これ は ,
2 00 m g の 肺に 対 して約1 ,1 2 0個 の 転

移腫瘍細胞があれば検出が 可能 で ある こ と を示 して い る .

3
. 実験的転移系 では 1 週 目 よ り全 マ ウ ス に 肺転移が検出さ

れ , 転移腫瘍細胞数 ほ 1 ～ 4 週 目ま で 経時的 に増加 した .

一

丸 自然転移系で は 5 週目よ り肺 ･ リ
J
ン パ 節 に転移腫瘍細胞 が

検出された . 転移の 頻度は , 皮下原発腫瘍の 重量と正 の 相関を

示 した が
, 転移腫瘍細胞数と皮下原発腫瘍 の 重量と の間に ほ相

関性は認めず, H
.
T -1 0 8 0 細胞 の 不歯 市 蛙と考えらね恵. .､



2 2

4 . C P A の 腫瘍移植 4 日前投与 (20 0 m g/ k g , Si n gl e i . p .) に

て 実験的肺転移腫瘍細胞数は腫瘍細胞移植後1 週目 に お い て増

加傾向を示 した が , 2 週目で ほ そ の 差 は縮小 した . 自然 転移系

で は
,
C P A の 単回 i . p . 前投与に よ る転移腫瘍細胞数の 増加お

よ び 転移 の 検出可能時期 の 早期化は認 め なか っ た .
N K 細胞 の

転移抑制 の 作用点 が , H T-1 0 8 0 細胞 が 血管内に浸潤 して か ら増

殖す るま で の 間に ある こ とを 示唆す る結果と考え られ た . 本実

験 で は ,
N K 細胞を 抑制せずとも H T

-1 0 80 細胞の 転移の 定量的

検出は十分可能 であ っ た .

5 . 実験 的転移系を用 い た肺転移巣に 対す る治療実験 の 結果

は
一 腰瘍細胞 を移植 して か ら2 週間 で 得 られ , 抗癌剤投与後 1

週 目 に おい て A D M に 感受性を 示 し ,
C D D P に ほ 感受性 を示 さ

な か っ た . こ れ ほ
, 鶏卵法に お ける肝転移巣に対す る治療実験

の 結果およ び M T T 法 を用 い た 試験管内で の H T-1 0 80 細胞 に

対す る感受性 と 一 致 して い た . 抗癌 剤の 投与量ほ鶏卵法 と の 比

較の た め に ,
C D D P 2 m g/ k g , A D M 8 r n g/ k g と した が , 抗癌剤

投与後 3 週 目 に お い て は治療効果ほ消失 し , 薬剤 の 投与量が 不

十分で あ っ た こ とが 結論づけ られ た . また , H T-1 0 8 0 細胞 に 感

受性を有さ な い C D D P 治療群は 末治療群 に 比 し よ り強 い 転移

増殖を認め , 投与量 と とも に 初回 レ ジメ ソ の 選定の 重要性が 示

唆 され た .

6 .
ヌ

ー ド マ ウ ス を 用い た転移実験系と して 本法が 適用可能

であり , 肉眼に よ る形態学的観察で は 同定不可 能な 微小転移 レ

ベ ル で の 定量的な転移 の 評価が 可 能 で あ っ た .
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M e t a s t a si s
,
8
,
4 5- 56 (1 9 8 8) .

9 ) Z i m m e r m a n , R . J .
,
G ai 11 a r d , E . T .

& G o ld i n , A . :

M e t a s t a tic p o t e n ti al of f o u r h u m a , n m el a n o m a x e n o g r af t s i n

y o u n g a th y m i c m i c e f o1l o w i n g t ail v e i n i n o c u l a ti o n ･ C a n c e r

R e s り 47 , 2 3 0 5
- 2 31 0 (1 9 8 7) .

1 0) K y ri a zi s , A . P .
,
D ip e r s i o , L .

,
M i c h a el

,
G . J .

,
P e s c e

,

A . J . & S ti n n e tt
,
J . D . : G r o w th p a tt e r n s a n d m e t a s t a ti c

b e h a vi o r of h u m a n t u m o r s g r o w i n g i n a th y mi c mi c e . C a n c e r

R e s
り
3 8

,
3 1 86 - 3 1 9 0 (1 9 7 町

Il ) G i a v a z 2:i , R . , C a m p b ell , D . E .
,
J e s s u p , J . M .

,
C le a r y ,

K . & F i dl e r , Ⅰ. J . : M e t a s t atic b e h a vi o r of t u m o r c ell s

i s oI a t e d f r o m p ri m a r y a n d m e t a st a tic h u m a n c ol o r e c t al

c a r ci n o m a s i m pl a n t ed i n t o d iff e r e n t sit e s i n n u d e m i c e
･

C a n c e r R e s .
,
4 6

,
1 9 2 8-1 9 3 3 (1 9 8 6) ,

12) M o ri k a w a , K .

,
W a l k e r

,
S . M .

,
J e s s u p , J . M . &

F i dl e r , Ⅰ. J .
: [ n vi v o s el e c ti o n of h ig h ly m e t a s t a ti c c ell s f r o m

s u r gic al s p e ci m e n s of dif f e r e n t p ri m a r y h u m a n c ol o n

c a r ci n o m a s i m pl a n t ed i n t o n u d e m i c e . C a n c e r R e s . , 4 8
,

1 9 4 3-1 94 8 (1 9 8 軋

1 3) R o d o lf o , M .
,
B a l s a ri

,
A . , C l e m e n t e , C . , P a r m i a n i , G ･

& F o s s a ti
,
G . : T u m o ri g e ni city a n d di s s e m i n ati o n of pri m a r y

a n d rn et a S t a ti c h u m a n m el a n o m a s i m pl a n t e d i n t o diff e r e n t

sit e s i n n u d e m i c e . I n v a sio n & M e t a s t a si s , 8 , 31 7-3 3 1 (1 9 8 8) .

1 4) A ki m a r u , K .
,
S t u h l m ill e r

,
G . M . & S e i g le r , H . F . :

H u m a n m el a n o m a g r o w th i n th e p e rit o n e al c a vi t y of th e

a th y m i c m o u s e . A m o d el f o r i n v i v o st u d y of c elトr n e di a t e d

i m m u n ity . J . S u r g . O n c ol . , 1 7 , 3 0 9L3 2 0 (1 98 1) ･

1 5) 犬房春彦 : ヌ
ー

ド マ ウ ス 皮下移植 で自然肺転移 を生 じ る

ヒ ト肺腺痛培養細胞 K U M
･ L K -2 の 樹 立とそ の 生物学的特性の

検討 . 日 外会誌 ,
8 9

,
1 0 7 5-1 0 8 2 (1 9 8 8) .

1 6) L a w n , R
l

. M .
,
E fs t r a ti a d i s

,
A .

,
0
,

C o n n el
,
C . &

M a n i a ti s
,
T . : T h e n u cl e o tid e s e q u e n c e of th e h u m a n β

-

g r O b i n g e n e . C ell
,
2 l

,
6 4 7T6 5 1 (1 9 8 0).

.

17) S o u t h e r n , E . M . : D et e c tio n of s p e cifi c s e q q e n c e s

a m o n g D N A f r a g m e n t s s e p a r a t e d b y g el el e c tr o p h o r e si s ･ J ･

M ol . B i ol .
,
9 8

,
5 0 3 - 51 7 (1 9 7 5) .

1 8) I) e n h a r d t , D . T .
,
E f s t r a ti a d i s

,
A .

,
0
'

C o n n e11
,
C . &

M a n i a ti s , T . : B i o c h e m i c al a n d bi o p h y si c al r e s e a r c h

c o m m u ni c a ti o n s . , Bi o c h e m . B i o ph y s . R e s . C o m m u n リ 2 3 ,

6 41 -6 4 6 (1 9 6 6) .



P C R 法 を用い た ヒ ト転移腫瘍細胞の 定量的検出

19) P o v I s e n , C ･ 0 ･ & R y g a a r d , J . : H e t e r o tr a n s pl a n t a ti o n

Of h u m a n a d e n o c a r ci n o m a of th e c ol o n a n d r e ct u m t o th e

m o u s e m u t a n t n u d e ･ A st u d y of n i n e c o n s e c u ti v e t r a n s pl a n-

t a ti o n s ･ A c t a P a th ol ･ M ic r o b i ol . S c a n d リ 7 9
,
1 5 9-1 6 9 (1 9 7 1).

2 0) S h i m o s a t o , Y ･
,
K a m e y a , T .

,
N a g a i , K .

,
H ir o h a s h i

,

S ･ ･ K o id e , T ･
, H a y a sh i , H ･ & N o m u r a

,
T ･ : T r a n s pl a n t a ti o n

Of h u m a n t u m o r s i n n u d e m i c e . J . N a tl . C a n c e r I n s t .
,
5 6

,

1 2 5 ト12 6 0 (1 9 7 6) .

2 1) R y g a a r d , J ･ & P o v I s e n , C . 0 . : H e t e r o t r a n s pl a n t a ti o n

Of a h u m a n m li g n a n t t u m o r s t o
"

N u d e
"

m i c e . A c t a P a th ol .

M i c r o b iol ･ S c a n d .
,
7 7

.
7 5 8-7 6 0 (1 9 6 9) .

2 2) 藤田 昌美 : ヒ ト癌 - ヌ ー ド マ ウ ス 系 に よ る 抗癌剤感受性

試験 一 前臨床 2 次 ス ク リ ー ニ ン グ と して の 有用 性 . K A R K I N O-
S
,
3
,
3 3-4 2 (1 9 9 0) .

2 3) S h a r k e y , F . E . & F o g h , J . : M e t a s t a si s of h u m a n

t u m o r s i n ath y mi c n u d e m ic e . I n t . J . C a n c e r , 2 4 , 7 3 3 p 73 8

(1 9 7 9) .

24) R i c c a r di , C ･
,
B a rl o z z a ri

,
T .

,
S a n t o n i

,
A .

,
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 p h o s p h a mi d e

-t r e a t e d

m i c e of n a t u r al kill e r ( N K) c ell s a n d i n v i v o n a t u r al

r e a c ti v it y a g ai n s t t u m o r s ･ J ･ I m m u n ol リ 1 2 6 , 1 2 8 4 -1 2 8 9 (1 9 81) .

2 5) E wi n g , J . : N e o pla s ti c Di s e a s e s : A T r e ati s e o n

T u m o r s ･ 3 r d E d ･
･
C h a p ･ 4 ･ p 8 7

-

1 0 0 S a u n d e r s I n c ･
,
P hil a d el p-

hi a
,
1 9 2 8 .

2 6) P a g e t , S ･ : T h e d is trib u ti o n of s e c o n d a r y g r o w th i n

C a n C e r Of th e b r e a s t . L a n c e t
,
l
,
5 7 l, 57 3 (1 8 8 9) .

2 7) B r o s s , Ⅰ. D . J . & B l u m e n s o n
,
L . E . : M et a s t a tic sit e s

th at p r od u c e g e n e r ali z e d c a n c e r : Id e n tifi c a ti o n a n d ki n e ti c s

Of g e n e r alizi n g sit e s ･ [ n L . W ei s s ( e d .) , F u n d a m e n t al A s p e c ts

Of M e t a s t a sis ･ 1 s t ed ･ p 1 2 1-1 5 0 ,
N o rt h- H o11 a n d p u bl . C o . ,

A m st e rd a m
,
1 9 7 6 .

2 8) U e y a m a , Y ･
, M o ri t a

,
K .

,
O c h i ai

,
C .

, O h s a w a
,
N
リ

H a t a
,
J ･ & T a m a o ki , N . : X e n o t r a n s pl a n t a ti o n o f

h u m a n m e n i n g i o m a a n d i t s l u n g m e t a s t a $i s i n n u d e

m i c e ･ B r ･ J . C a n c e r
,
3 7

,
6 4 4- 64 7 (1 9 7 8) .

2 9) E n d o , Y ･
,
S a s a ki

,
T .

,
H a r a d a , F . & N o g u c h i , M . :

S p e cifi c d e t e c ti o n of m e t a st a si z e d h u m a n t u m o r c ell s i n

e m b r y o ni c c hi c k s b y th e p ol ym e r a S e C h ai n r e a c ti o n . J p n . J .

C a n c e r R e s
リ
81

,
7 2 3-7 2 6 (1 9 90) .

3 0) W e xl e r
･
H ･ : A c c u r at e i n d ic a ti o n of e x p e ri m e n t al

P ul m o n ar y m e t a st a si s . J . N a tl . C a n c e r I n s t
リ
3 6

,
6 4 1- 6 45

(1 9 6 6) .

3 1) S ai k i , R ･ K .
,
S c h a r f

,
S .

,
F a l o o n a

, F .
,
M u lli s

,
K . B .

,

H o r n
,
G ･ T ･

, E rli c h
,
H ･ A ･ & A r n h ei m

, N . : E n z y m ati c

a m plifi c a tid n of βTgl o bi n g e n o m i c s e q u e n c e s a n d r e stri c ti o n

Sit e a n aly si s f o r d i a g n o si s si c kl e c ell a n e m i a . S ci e n c e , 23 0 ,

1 3 5 0-1 3 5 4 (1 9 8 5) .

3 2) F idl e r
,
l ･ J ･ : M e t a s t a si s : Q u a n tit a ti v e a n aly si s of

di s trib u ti o n a n d f a t e of t u m o r e m b oli l a b el e d wi th
12 5
Ⅰ,5 -I o d o -

2
'

-d e o x y u ri di n e ･ J ･ N a tl . C a n c e r I n s t .
,
4 5

,
7 7 3 -7 8 2 (1 9 70) .

3 3) T a l m a d g e , J ･ E ･
,
M e y e r s , K . M .

, P ri e u r
,
D . J . &

S t a r k e y ･ J ･
･ R ･ : R ol e of N K c ell s i n t u m o r g r o w th a n d

m et a s t a si s i n b e ig e m i c e . N a t u r e , 2 8 4 , 6 2 2
-6 2 4 (1 9 8 0) .

3 4) G o r eli k
,
E ･

,
W ilt r o u t

,
R . H .

,
O k u m u r a

,
K
リ
H a b u

,
S .

2 3

& H e r b e r m a n
,
R ･ B ･ : R ol e o f N K c ells i n th e c o n tr ol of

m e t a s t a ti c s p r e ad a n d g r o w th of t u m o r c e11 s i n m i c e . I n t . J .

C a n c e r
,
3 0

, 1 0 7,1 1 2 (1 9 8 2) .

3 5) N a n n i ･ P ･

,
G i o v a n n i

,
C ･ D ･

,
N i c o l e tti

,
G .

,
R e

,
B . I) .

,

S c o tl a n di
･
K ･ & L olli n i

,
P ･

- L ･ : H u m a n rh a b d o m y o s a r c o m a

C e11s i n n u d e m i c e a s a m o d el f o r m e t a s ta sis a n d diff e r e n ti a -

ti o n ･ I n v a si o n & M e t a s t a si s , 9
,
2 3 ト2 4 1 (1 98 9) .

3 6) V o11 m e r
･
T ･ L ･ & C o n l e y , F ･ K ･ : E ff e c t of c y cl o p h o s

-

p h a mi d e o n s u r vi v al of mi c e a n d i n cid e n c e o f m e ta s ta tic

t u m o r f o llo w i n g i n tr a v e n o u s a n d i n tr a c a r d ial i n o c ul a ti ｡ n ｡f

t u m o r c ell s ･ C a n c e r R e s ･
,
4 4

,
3 9 0 2-3 9 0 6 (1 9 8 4) .

3 7) H a n n a , N . & B u r t o n
,
R . C . : D efi niti v e e vi d e n c e th a t

n a t u r al kill e r ( N K) c ells i n hi bit e x p e ri m e n t al t u m o r m et a s t a -

Si s i n vi v o ･ J ･ I m m u n ol ･ . 1 2 7 , 1 7 5 4 -1 7 58 (1 9 81) .

3 8) C a r e tt o , P ･ , F o r n i
,
M .

,
D
,

o r & Zi
, G .

,
S c a r p a , S .

,

F e r ai o r ni
,
P ･

･
J e m m a

,
C ･

,
M o d e s ti

,
A .

,
F e r r & ri n i

,
M .

,

R o n c ell a
･
S ･
･
F o a

,
R

･ & F o r n i
,
G ･ : Ⅹe n o tr a n s pl a n t a ti o n i n

i m m u n o s u p p r e s s e d n u d e mi c e o L h u m a n s olid t u m o r s a n d

a c u t e l e u k e mi a s dir e c tly f r o m p a ti e n ts o r i n vi tr o c ell s li n e s .

R e s ･ C li n ･ L a b .
,
1 9

,
2 31 -2 4 3 (1 98 9) .

3 9) H a b u ･ S ･
･ F u k u i

,
H ･

,
S h i m a m u r & , K .

.
K 且S ai

,
M .

,

N a g ai , Y ･
,
O k u m u r a , K . & T a m a o k i

,
N . : I n vi v o eff e ct s

Of a n ti. a sial o G M l ･ Ⅰ･ R e d u c ti o n of N K a ctiv ity a n d e n h a n c e-

m e n t of 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 m i c e . J .

I m r n u n ol . , 12 7
,
3 4 -3 8 (1 9 8 1) .

4 0) B a rl o 霊芝a ri , T ･
,
R e y n o ld s , C . W . & H e r b e r m a n

,
R .

B ･ : [ n v i v o r ol e of n at u r al kill e r c e11 s : I n v oI v e m e n t of l a r g e

g r a n ul a r ly m p h o c y t e s i n th e cl e a r a n c e of t u m o r c e11s i n

a n tトa si al o G M l-tr e at e d r a t s . J . I m m u n ol リ 1 3 1 , 1 0 2 4 -1 0 2 7

(1 9 8 3) .

41 ) B a r l o z z a ri
,
T .

,
L e o n h 且r d t

, J .
, W il tr o u t

,
R . H .

,

H e rb e r m a n
,
R . B . & R e y n o ld s , C . W . : Di r e c t e vid e n c e f or

t h e r ol e o f L A K in th e i n h ibiti o n of e x p e ri m e n t al t u m o r

m e t a st a si s ･ J ･ I m m u n o L , 13 4
,
2 7 8 3-2 7 8 9 (1 9 8 5) .

42) S a ij o , N ･
,
O z a ki

,
A .

, B e p p u , Y .
,
T a k a h a s hi

,
K .

,

F uji t a , J ･
,
S a s 且k i

,
Y ･
,
N o m o ri , H り K i m a t a

,
N .

,
S h i m i z u

,

E ･ & H o s h i
･
A ･ : A n aly si s of m e t a s t a ti c s p r e a d a n d g r o w th

O f t u m o r c ell s i n m i c e w ith d e p r e s s e d n a t u r al k ille r a c ti vi ty

b y a n ti- a Si alo G M l a n tib o d y o r a n ti c a n c e r a g e n t s . J . C a n c e r

R e s ･ C li n . O n c ol .
,
1 0 7 , 1 5 7-1 6 3 (1 9 8 4) .

4 3) S e a m a n , W ･ E ･
,
B la c k m a n , M . A .

,
G in d h a rt

,
T . D .

,

R o u bi n i a n
,
J ･ R ･

,
L o e b

,
J . M . & T a l al

,
N . : β一E s tr ad i ol

r e d u c e s n a t u r al kill e r c ells i n m ic e . J . I m m u n ol .
,
12 l

,

2 1 9 3-2 1 9 8 (1 9 7 8) ,

4 4) H a n n a , N . & S ch n ei d e r
,
M . : E n h a n c e m e n t of t u m o r

m e t a s t a si s a n d s u p p r e s si o n of n a t u r al k ill e r c ell a c ti vity b y β
-

e S tr ad i ol t r e a t m e n t . J . lm m u n ol . , 1 3 0
,
9 7 4 - 9 8 0 (1 9 8 3).

4 5) H a n n a , N ･ : E x p r e s si o n of m e t a st a ti c p o t e n ti al of

t u m o r c ell s i n y o u n g n u d e m i c e is c o rr el a t e d wi th l o w l e v el s

Of n a t u r al kill e r c elトm e d i at e d c yt o t o xit y . I n t . J . C a n c e r . , 2 6 ,

6 7 5 - 6 8 0 (1 9 8 0) .

46) G o r eli k , E .
, B e r e

,
W . W . & H e r b e r m a n

,
R . B . : R ol e

O王 N K c e11 s i n th e 左n ti m e t a s t a ti c eff e c t of a n ti c o a g ul a n t

d r u g s ･ I n t ･ J . C a n c e r , 3 3 , 8 7 - 9 4 (1 9 8 4) .
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4 7) N o lib e , D .
, A u m a tir e , E . & T h a n g , M . N . : ] n v i v o

a u g m e n t a ti o n of r a t l u n g n a t u r al k ill e r c ell a c ti vi ty a n d

i n h ibiti o n of e x p e ri m e n t al m e t a s t a s e s b y d o u b l e
-

S tr a n d ed

p o ly n u cl e o tid e s . C a n c e r R e s . , 4 5 , 4 7 74
-4 7 7 8 (1 9 8 5) .

4 8) F 111t o n , A . M . & H e p n e r , G . H . : R el a ti o n s hi p s of

p r o s t a gr a n d i n E a n d n a t u r aI ki11 e r s e n siti vi ty t o m e t a s t a ti c

P O t e n ti al i n m u ri n e rn 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- 47 8 4 (1 9 85) ,

4 9) J o n e s , P . A . & I ) e C l e r c k
,
Y . A . : D e s tr u c ti o n of

e x tr a c ell u la r m a tri c e s c o n t ai n l n g gl y c o p r ot ei n s , el a s ti n a n d

c oll a g e n b y m e t a st ati c h u m a n t u m o r c ell s . C a n c e r R e s . , 4 0 ,

3 2 2 2 -3 2 2 7 (1 9 8 0) .

5 0) K r a m e r , R . H .
,
B e n s h

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

Of r e c o n s tit u te d b a s e m e n t m e m b r a n e m a tri x b y m e t a s t a ti c

h u m a n t u m o r c ells . C a n c e r R e s .
,
4 6

,
1 9 8 0-1 9 8 9 (1 9 8 6) .

5 1) M o ll , U .
,
Y u n gl eib , G . L .

,
R o si n b k i

,
K . B . &

Q u i g l e y , J . P . : T u m o r p r o r n o t e r
-

Sti m ul a t e d M r . 9 2
,
0 0 0

g el a ti n a s e s e c r e t e d b y n o r m al a n d m ali g n a n t h u m a n c ells :

is ol a ti o n a n d c h a r a c t e riz a ti o n of th e e n z y m e f r o m H T
-1 0 8 0

t u m o r c ell s . C a n c e r R e s リ 5 0 , 61 6 2 - 61 7 0 (1 9 9 0) .

5 2) 熊谷勝男 . 力石秀美 , 竹田和由: 癌細胞に お ける サ イ トカ

イ ン 遺伝子の 発現ほ癌転移の 主要な促進困子で は な い か ? . 最

新医学 ,
4 6

,
1 1 2 -1 2 2 (1 9 9 1) .

53 ) F id l e r , Ⅰ. J . : O ri gin of c a n c e r m e t a s t a s e s a n d it s

ir n pli c a tio n s f o r th e r a p y . I s r . J . M e d . S ci .
,
2 4

,
4 5 6 - 4 6 3 (1 9 8 8) .

5 4) T a l m a d g e , J . E .
,
B e n e d i c t , K .

, M a d s e n , J . & F id l e r
,

I . J . : D e v el o p m e n t o f bi ol o gi c al d i v e r slt y a n d s u s c e p tib ilit y
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