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colon26腸内投与による肝転移過程におけるTumorNecrosisFactorp55の役割

北方 秀一 (きたかた ひでかず)

肝転移は大腸がんをはじめ多 くの腫塙において,予後を決め

る重要な国子である.診断技術,治療法の進歩にもかかわらず,

肝転移症例の予後は依然として悪 く,転移の分子的機序の解明

が待たれる.痛の血行性転移は,原発巣からの維脱,血管内へ

の侵入と移動,標的組織の血管内皮細胞への接着,血管内から

組織内への浸潤,増殖といった一連の過程により成立する1).

それ らの段階 において,血管新生 因子,基底膜破壊酵素

(MMP),接着分子などさまざまな分子が関与している.

TumorNecrosisFactorCrNF)αは,腫壕壊死を誘導するサ

イ トカインとして同定された.主として活性化マクロファージ

から産生されるが,リンパ球や内皮細胞などからも産生される.

腫癌細胞の傷害,増殖抑制に関わるほか,炎症,免疫,アポ ト

ーシスなどに関与することが知られている.抗膿壕効果を期待

され,単独あるいはⅠし2,INFγなどと併用 した,動物実験や

臨床試験が行われてきた2).ヒト組み換えTNFを用いた臨床試

験では,皮膚痛,肝細胞癌,陣痛,脳腫癌に対 し有効性が示さ

れたものの,その奏功率はいづれも低 く,満足な結果が得られ

なかった.動物実験では,TNF-α投与により抗腰癌効果が得

られた一方で,逆に,TNF-αを授与 したマウス,あるいは遺

伝子導入 したマウスで転移を促進するという結果も得られ,膿

壕に対するTNF-αの作用は議論の余地が残されている3).

近年,TNF-αがNF-ICBを介し,血管新生国子や接着分子な

どの発現を誘導することが示されるようになり,転移過程に関

与すると考えられるようになってきた4)5).そこで今回我々は,

TNF-αの主要なレセプターであるTNFreceptor(TNF-R)p55

遺伝子を発生工学的に欠損させたノックアウトマウスを用い,

肝転移におけるTNF-αの役割を検討 した.

8-10週令のBALB/C野生型マウスおよび,BALB/CTNF-R

p55ノックアウ トマウスを用い,マウス結腸癌細胞株colon26

を5×104細胞,牌臓内に投与 した.このモデルでは,約2週間

後に肉眼的肝転移を認めた.まず,colon26移植後,肝におけ

るTNF-αの産生を免疫染色,RT-PCR法にて確認 した.次に,

野 生型 マ ウス とTNF-Rp55ノ ックア ウ トマ ウス を用い,

colon26移植24日後の転移率,腫壕径,個数を比較 した.また,

転移率の違いの原因を検討するため,colon26移植後の肝を嫡

出し,血管新生因子,MMPs,接着分子のmRNA,矧 !｣の党規

を比梗検討 した.

腫癌細胞を移植 していないマウスの肝臓内にTNF-α陽性酬

胞はほとんど認めなかった.野生型マウスにcolo1126を移柚す

ると3日目より,頒洞周囲にTNF-α陽牲剛胞を認めるように

なり,6日目をピークにその数は増加 した. マクロファージ/

クッパー細胞の細胞表面マーカーである拭F4/80拭体 と拭

TNF-α抗体を用いた二重染色により,動員されたマクロファ

ージ/クツパー珊胞 とその周問の肝細胞からTNF-αが産生さ

れていることが示された.臆癌細胞の侵入によりマクロファー

ジ/クッパー細胞が動員,活性化 され,TNF-αの産生が増強

されたと考えられた.

腺癌移植後,肝においてTNF･αの発現が増強することから,

肝転移過程におけるTNF-αの役割 を検討するため,TNF-R

p55ノックアウ トマウスを用い,肝転移率の比較 を行った.野

生型群では26例中24例 (92%)に多発性肝転移巣が観察された

のに対 し,ノックアウト群では,転移巣は26例中12例 (46%)

にしか認められなかった.原発巣の直径,碑臓の基音Ii:には有意

差は認めなかったが,肝重畳t,転移巣の敢大径,体租では,ノ

ックアウト群で有意に減少した (衷1).

肉眼的肝転移が成立する以前の,移植後6時間から12Eほ で

の肝組織を摘出し,TNF-αmRNAの発現の変化 を検討した.

TNF-αの発現は,野生型群では,colon26移植後すみやかに先

進 し,24時間をピークに,コン トロール群と比較 し約4倍まで

増強したが,ノックアウ ト群では発現克進が見られなかった.

VEGF,HB-EGFなど血管新生因子のmRNA発現は,colon26移

植により増加 したが,野生型群,ノックアウ ト群の2群間に有

意差は認めなかった.基底膜の破壊,浸潤に関わるMMp-9,

TIMP-1のmRNAの発現は,colon26移植により増加 したが,2

群間に有意差は認めなかった.

次に接着分子のmRNA発現について検討 した.E-selectin,

ICAM-1の発現はcolon26移植による有意な変化は認めなかっ

た･一方,VCAM-1の発現は,野生型群でcolon26移植6時間後,

コントロール群と比べ有意な発現増強を認めた. しか し,ノッ

クアウ ト群では発現増強を認めず,有意に抑制されていた.免
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Tablel･Metastasisassay

TNFRp55KO Wildtype P

Livermetastasis

Incidence

Weight(g)

Volume(mm3)

(Range,median)

Maximum(mm)
Number

12/26 (46.2%) 24/26 (92.3%) 0.002

1.47±0.19 1.70±0.27 0.012

147.0±131.8 287.9±186.4 0.026

(8.0-507.5,108.0)(94.5-671.5,220.5)
5.0±1.9 7.1±1.8 0.003

2.9±1.7 4±1.8 0.1

Spleentumol̀

Diameter(nlm) 14.2±4.4 12.9±4.9 0.31

Weight(A) 1.11±0.15 l,03±0.21 0.29

Colon26cells(5×104)wer.ainjectedintothespleenofwild-type
andTNF-Rp55deficientmlCe･Miceweresacrificedat24days
aftertumorInjection,todeterminetheincidenceofliver
metastasis,tllenLlmbersofmetastaticfociintheliverandtumor

sizes.TumorsizeswerecalculatedbyanequationofaXbユ/2,
whileaandbindicatelongandshortdiametersofthetumor,
respectively･TheparametersOfliverweightandtumorsizewere
determinedinmice,whiclldevelopedlivermetastases･Each
valuerepresentsmean±SEM.

疫染色でも,野生型群でcolon26移植後,類洞内皮にVCAM-1,

E･selectinの発現を認め,ノックアウト群ではE-selectinは野生

型群と同程度に発現が増強 したのに対 し,VCAMllの党規は有

意に抑制されていた.

以上の結果から,colon26の転移成立過程にVCAM-1の発現

が関与していることが示唆された.このことを確認するため,

mowcytometoryを行い,colon26の細胞表面にVCAM-1のリガ

ンドであるVLA-4(integrin α4/Pl)が発現していることを確

認 した.

野生型マウスではcolon26移植により,TNF-α-TNFIRp55

を介して,肝類洞内皮におけるVCAM-1の発現が増強し,その

結果colon26の接着が起こるのに対し,TNF-Rp55ノックアウ

トマウスではVCAM-1の発現完進が起こらないため,colon26

の接着が軽度となり,転移率が減少したと考えられた(図1).
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