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要約：近年，癌細胞の浸潤・転移に際し，癌細胞自身によって産生される細胞外マトリックス

分解酵素の重要性が指摘されている。本稿では，ヒト膵癌が高率にtrypsinogen，　cathepsin　B，

matrix　metalloproteases（M：MPs）など種々のマトリックス分解酵素を発現すること，また

これら分解酵素が膵癌細胞で過剰発現がみられた第三のproton　pumpであるvacuolar　type

ATPase（V－ATPase）によってautoactivationされる可能性のあることを紹介した。これら

の研究成績をもとに，筆者らは最近癌の浸潤・転移を制御する目的でprotease　inhibitor（PI）

とproton　pump　inhibitor（PPI）を併用する新しい制癌療法（PI・PPI療法）を勘案し，さ

らなる基礎研究と臨床応用に着手している。

Key　words：細胞外マトリックス分解酵素，　Vacuolar　type　ATPase，抗酵素療法，抗プロト

　　　　　　ンポンプ療法

はじめに

　近年，癌細胞の浸潤・転移に対する細胞外マトリッ

クス分解酵素の関与が重要視されている。とくに，癌

細胞自身によって産生されるウロキナーゼ型プラスミ

ノーゲンアクチベーター　（urokinase－type　plasmi－

nogen　activator，　u－PA）などのセリン系プロテアー

ゼは，マトリックスメ隔日プロテアーゼ　（matrix

metalloproteases，　MMPs）など他の細胞外マトリッ

クス分解酵素の活性化に関与すると同時に，自らも基

底膜や結合織といった細胞外マトリックスを破壊する

作用のあることが知られている1・2）。しかし，癌細胞か

ら分泌されるプロテアーゼは通常活性化されていない

proenzymeとして存在することが知られており，現在

のところこれらproenzymeがどのような機序で活性
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化されるかはわかっていないのが実状である。一方，

癌細胞はこれら細胞外マトリックス分解酵素に対する

インヒビター（例えばtissue　inhibitor　of　metallo－

proteases，　TIMPsやplasminogen　activator　in－

hibitor，　PAI）も産生分泌し，細胞外マトリックス分解

酵素活性の制御にかかわっていると考えられてい
る3・4）。

　最近，筆者らはセリン系プロテアーゼの1つであり，

通常膵の腺腫細胞で産生・分泌されているトリプシ

ノーゲンがヒト浸潤性膵管癌や他の消化器癌で高率に

産生されることを報告し5－7），u－PAと同様にトリプシ

ノーゲンも活性体に変換されれば細胞外マトリックス

分解酵素として癌の浸潤・転移に深く関与する可能性

のあることを指摘してきた。

　そこで，本稿では，筆者らのこれまでの研究から得

られた成績をもとに，ヒト膵癌における細胞外マト

リックス分解酵素の活性化機序とその制御について，

私見を交えながら考察していく。
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1．ヒト膵癌における細胞外マトリックス

　　分解酵素の発現について

　ヒト膵管癌を病理形態学的にみた場合，その多くは

分化度の高い管状ないしは乳頭管状腺癌であり，程度

の差こそあれ胞体内には粘液を有し，しかも線維増生

（desmoplastic　change）を伴ってスキルスに増生する

のが一般的である。しかも，ヒト膵癌は，その増殖能

を　argyrophilic　nucleolar　organizer　region　（Ag

－NOR）countsでみるかぎりは，胃癌や大腸癌と比べ

低値をとることが知られており8），膵癌の悪性度は必

ずしも高い増殖能で代表されるわけではないと考えら

れる。むしろ，種々の細胞外マトリックス分解酵素の

過剰発現を伴いながら高い浸潤・転移能や強い運動能

を示すことの方が膵癌の生物学的悪性度をよりょく表

現していると思われる。そこで，筆者らが経験した浸

潤性膵管癌32例における各種細胞外マトリックス分

解酵素の蛋白レベルでの発現の頻度を免疫組織化学的

手法を用いて検討したので，その成績を以下に示す。

　対象は外科的に切除された32例の浸潤性膵管癌の

原発巣である。光顕レベルの免疫染色には，ホルマリ

ン固定・パラフィン包埋切片を用い，脱パラフィン後

にprotease　K処理（40μ9／mlの濃度で37℃，5分

間）を行ない，その後はlabeled　streptavidin　biotin

法（SLAB法）にて染色した。使用した一次抗体は抗

ヒトpancreatic　trypsinogen　monoclonal　antibody

（Chemicon社，　USA），抗ヒトcathepsin　B　polyclonal

antibody（Binding　Site社，　UK），抗ヒトmatrix

metalloprotease　2　monoclonal　antibody（富士薬品工

業株式会社より供与）であり，いずれもspecificityの

確立したものを使用した。

　発現の程度は，癌細胞の5％以上が染色されるもの

を発現陽性，5％未満を発現陰性として取り扱った。

その成績をみてみると，光顕レベルではtrypsinogen

の発現は30例（94％）であり，癌細胞の細胞質内に微

細穎粒状として存在していた（図1b，c）。これらは

原発巣のみならず，リンパ節や膵外神経叢の転移巣に

も同様の所見が観察された（図1d，e）。また，cathep－

sin　Bの発現は22例（69％），　MMP－2の発現は28例

（88％）であり，これらはいずれも細胞質内にびまん性

に観察された。臨床病理学的因子との関連では，

trypsinogen，　cathepsin　B，　MMP－2はいずれも進行度

と関係なく，浸潤性膵管癌では高頻度に過剰発現がみ

られた。しかも，これら細胞外マトリックス分解酵素

は非浸潤性の膵管癌では発現がみられないか，みられ

ても非常に弱かったことより，これらのproteaseは癌

細胞が間質への浸潤をしはじめる初期段階より過剰発

現し，癌の浸潤・転移に深くかかわっているものと思

われる。

H．ヒト膵癌におけるマトリックス分解酵素

　　のインヒビター（protease　inhibitor）の

　　発現とその意義について

　ヒト浸潤性膵管癌では，高率にtrypsinogen，　cathep－

sin　B，　MMP－2が発現することが判明したが，次にそ

れぞれのinhibitorが癌巣部でどの程度発現がみられ，

細胞外マトリックス分解酵素の制御にかかわっている

かを光顕レベルの免疫染色法にて検討した。対象は同

じく32例の浸潤性膵管癌であり，LSAB法にて染色

を行なった。発現の判定基準はproteaseのものと同じ

である。Trypsin（ogen）のinhibitorであるpancrea－

tic　secretory　trypsin　inhibitor（PSTI）に対する一次

抗体は抗ヒトPSTI　monoclonal　antibody（KN－1）

（塩野義研究所より供与）を使用し，MMP－2の　in－

hibitorであるTIMP－2に対する一次抗体は抗ヒト

TIMP－2　monoclonal　antibody（富士薬品工業株式会

社より供与）を使用した。その結果，PSTIは31例

（97％）に発現がみられ（図1f），　TIMP－2は22例

（69％）に発現がみられた。個々の症例においてPSTI

とtrypsinogenの発現の量的バランスをみてみると，

大部分の症例でPSTIとtrypsinogenの発現がほぼ同

程度であり，PSTI発現の程度と臨床病理学的野因子

の間にはとくに関連はみられなかった。これに対し，

TIMP－2発現の程度と臨床病理学的諸因子との間に

は有意の相関はないものの，個々の症例でのTIMP－2

陽性細胞数とMMP－2陽性細胞数の量的バランスを

みると，TIMP－2がMMP－2よりも多く発現がみら

れたTIMP－2発現優位群の方がMMP－2発現優位群

よりも有意に手術時には肝転移が少なく，術後の生存

期間も長いという結果が得られた。

　このように，浸潤性膵管癌において　MMP－2　と

TIMP－2酵素の量的な不均衡が癌の血行性転移とき

わめて密接な関係があることが示唆された。しかし，

trypsinogenとPSTIについては個々の症例でみるか

ぎり同程度に発現しており，両酵素の量的な不均衡は

顕著でなかった。すなわち，膵癌細胞でtrypsinogenを

過剰発現している症例ではPSTIも過剰発現してい

ることになり，過剰発現している　PSTIにより

trypsin（ogen）活性が強く制御されているとも考えら

れる。しかし，一般にPSTIはtrypsinと会合して複
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ヒト正常膵ならびに膵癌組織におけるtrypslnogenとpancreatic　secretory　trypsln　inhibitor（PSTI）の免疫組織化

　正常膵では，腺房細胞は強くtrypslnogenに染色されるが，膵管（矢印）やラ島は染色されない（a：××200）。一方，

多くの膵癌細胞は原発巣でびまん性にtrypslnogenに強く染色される（b：×40，　c：x200）。また，リンパ節や膵外神経

叢の転移巣でも同様に強く染色される（d：×140，e：×120，　N：神経）。このほか，膵癌細胞はtrypsmogenと同程度の

PSTIを産生している（f：x160）。

　　　　　　　　図2
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Tumor　cell itrypsinogen　1・

autoactivation

H＋　（proton）

V－ATPase

　　　l　procathepsin－B；

trypsin

：”．．一・一一一一・一一一一一；autoactivation

lpro－MMPs　l

cathepsin－B

i　pro－uPA　1 uPA

i　plasminogen　i plasmin

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＃　：activation

図3　膵癌組織における細胞外マトリックス分解酵素活性化の機序（仮説）

合体を形成し，いったんはtrypsin活性を阻害するが，

時間の経過とともに　trypsin　活性が復活してくる

（PSTIの一時的阻害）ことが知られており，Kunitz型

インヒビターである塩基性膵トリプシン・インヒビ

ター（BPTI）がtrypsinと安定な複合体を形成し永久

阻害するのとは対照的であるともいわれている9）。ま

た，一般に癌巣部は酸性環壊下にあり10’11），このような

部位ではtrypsinとPSTIの複合体は解離しやすいこ

とも知られている。したがって，ヒト膵癌組織中に過

剰発現しているPSTIは必ずしも永続的に抗trypsin

作用を発揮するとは限らないと思われる。むしろ，

PSTIは上皮成長因子（EGF）と相同性が高いことや

ヒト線維芽細胞のDNA合成を促進させることがわ

かっており12・13），ヒト膵癌組織でのdesmoPlastic

changeの機序を考えるうえで非常に興味のある酵素

である。

m．細胞外マトリックス分解酵素の

　　活性化の機序について

　膵癌細胞は，trypsinogen，　cathepsin　B，　MMP－2以

外にもu－PAやMMP－1，　MMP－9などのproteaseを

分泌していることが知られている。しかし，これら

proteaseはいずれもproenzymeの不活型で分泌さ

れており，いまだ生体内の癌巣部での活性化の機序

が明らかにされていないのが実状である。最近，筆者

らはこれら細胞外マトリックス分解酵素のうちで

もtrypsinogenやcathepsin　Bのproteaseが

autoactivationにより活性型に変換される可能性をつ

きとめたので，その成績を紹介する。

　Vacuolar　type　H＋一ATPase　（V－ATPase）　は

F、F。一ATPase（ミトコンドリアに存在し，　ATP合成

に関与），H＋一K＋一ATPase（P－ATPaseとも呼ばれ，

主に胃の壁細胞の頂字解に存在し，細胞外にH＋を排

出）に次ぐ第3のproton　pumpとして近年見出され

たもので，真核生物の液胞，1ysosome，　endosome，　the

trans－Golgi　network　（TGN）　，　clathrin－coated　secre－

tory　vesicleなどの細胞内膜系に広く分布しており，

各説ルガネラの微小環境を酸性に保つことにより，お

のおの独自の機能を発揮させていると考えられてい

る14’v16）。最近，筆者らは癌細胞が第3のproton　pump

であるV－ATPaseを強く発現しているのを16－kDa

subunitのmRNAレベルで確認し（RT－PCR法を用

いて分析），さらに16－kDa　subunitに対する抗血清を

用いてこのpumpが癌細胞質内に強く発現している

のを免疫染色を行ない蛋白レベルでその発現を確認し

た（図2）17）。このV－ATPaseがヒト癌組織中で強く

発現しているのを指摘したのは，内外でわれわれが初

めてである。ヒトのV－ATPaseは約9種類のポリペ

プチド（subunit）から成り立っており，胃の壁細胞に

存在するH＋一K＋一ATPaseとは構造的にも明らかに

異なるものであり，bafilomycin　A、で特異的に抑制さ

れることが知られている18）。このV－ATPaseは癌細

胞のみならず，破骨細胞，マクロファージ，活性化好

中球の細胞膜にも発現しており，最近この細胞膜にあ

るV－ATPaseはptotein　kinase　C（PKC）によりup
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一regulationすることも知られている19‘’一21）。したがっ

て，癌の細胞外は酸性環境下であるにもかかわらず癌

細胞質内のpHが低下しないでalkaline　sideで保持

されている機序として，従来よりNa＋／H：＋exchanger

の関与が指摘されていたが22），V－ATPaseもpH調

節の一翼を担っているものと思われる。この際細胞

外へ排出されたH＋は，癌細胞が浸潤，転移する際に

癌細胞自身から分泌している種々の細胞外マトリック

ス分解酵素のうち，procathepsin　Bやtrypsinogenな

どのproenzymeを活性型に変換（autoproteolytic

activation）する可能性が十分考えられる。なぜなら

ば，procathepsin　Bやtrypsinogenはacidic　pH（pH

4．5－5）で効率よくautoactivationされることがin

vitroの実験で確認されているからである23’24）。

　以上，これらの研究成績をもとに，癌組織における

細胞外マトリックス分解酵素の活性化機序の仮説を図

3に示した。

IV．細胞外マトリックス分解酵素の

　　制御について

　前述のごとく，ヒト膵癌組織中にはtrypsinogenと

同程度にそのインヒビターであるPSTIが過剰発現

している。しかし，このPSTIが酸性環境下にある癌

巣部に効果的に抗trypsin作用を発揮するとは限らな

いことからも，trypsin　や　plasmin　などの　serine

protease活性を広範囲に永久阻害する目的で低分

子の合成多価serine　protease　inhibitorを十分量外

因性に投与することの意義はあると考えている。最

近，筆者らは浸潤・転移に係わっている細胞外マト

リックス分解酵素の制御を目的にFOY－007（FOY⑧）

とFOY－305（Foipa　n⑧）の併用によるprotease　inhibitor療

法（PI療法）を試みており，著効例も経験している25）。

　ところで，筆者らはV－ATPaseが癌細胞内pHの

調節だけでなく，癌細胞が浸潤，転移する際に必要

なマトリックス分解酵素の活性化にも深く関与して

いる可能性のあることを指摘したが17），このほか

V－ATPase　は増殖因子とその受容体が癌細胞内へ

internalizationされ，その後に酸性穎粒内（endosome

や1ysosome）へとtransportsされる時にも関与して

いると考えられている26）。さらには，最近V－ATPase

のcomponentである16－kDa　subunitがbovine

papilloma　virus（type　1）のE5　proteinと結合して増

殖因子受容体を1igandの存在なしで活性化すること

もわかってきている27｝。つまり，V－ATPaseはproton

の移動を通して癌細胞が円滑に増殖・浸潤していくの

に至適な環境作りをしていると考えられる。したがっ

て，このV－ATPaseの作用を抑えることにより癌細

胞の至適環境を変えて癌細胞の増殖ならびに浸潤を抑

制することが可能となるわけである。

　現在のところ，V－ATPase特異的に抑制する薬剤

としては，前述したようにbafilomycin　A、がある

が，これはnMレベルで作用を発揮するが，かなり

毒性の強い薬剤で，このままでは臨床の場では使え

ない可能性がある。そこで，筆者らが注目したのが

lansoprazoleやomeprazoleである。これらは，

胃の壁細胞に存在するp　一　typeのproton　pump

（H＋一K＋一ATPase）を特異的に抑制するということ

で開発された薬剤である。しかし，幸いなことに

omeprazoleはV－ATPaseの72－kDa　submitに結

合し，V－ATPaseの作用を抑制することが知られて

いる28’29）。しかもこれらの薬剤は酸性環境下ではじめ

て活性体に構造変換され，pumpと永久結合してその

場に停滞するというユニークな薬理作用をもって

いる30）。癌組織では，すでに述べたように乳酸などの代

謝産物の蓄積だけでなく，V－ATPaseによって排出さ

れたH＋も加わって酸性環境下にあるので，胃の壁細

胞領域でみられたと同様の機序で癌細胞の細胞外マ

トリックスにもproton　pump　inhibitorが集積し

てV－ATPaseの機能を抑制する可能性が示唆され

るのである。そこで，筆者らは，これらの研究成績

をもとにprotease　inhibitor（PI）とproton　pump

inhibitor（PPI）を併用する新しい制癌療法（PI・PPI

療法）を勘案し，さらなる基礎研究とともに臨床応用

に着手している。
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