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津 川 周

癌転移の プ ロ セ ス は複雑 で ある . 癌細胞 の 細胞外基質と の 接 着, 細胞間接 着や遊走 に重要な因子であ るイ ン テ グリ ン は
,

多く の 痛で 悪性 形質と の 関連性 が 示唆さ れ て おり
,

それ ぞ れ の 過程 にお い て 畳要な役割 を担 っ て い る . イ ン テ グリ ン 分子の 発

現 の 低下 や 克進と
, 痛の 浸潤性 の 変化と が呼応す る こ とを示す 培養細胞株 を用い た 報告が 多い な か で

,
イ ン テ グリ ン が 実際に

組織 内で どの 様 な役割を 果た し て い る の か は
, まだ-1l

一

分 に解明さ れ て い な い
. 本研 究で は

, 胃癌組織 に おけ る イ ン テ グリ ン の

発現 に つ い て検 討 し
, 胃癌 に お け る イ ン テ グリ ン分子種の 特徴 を明 らか に した . 胃痛細胞株5 種類,

進行胃痛組織30 例と 非痛

部 胃粘膜組織20 例 に つ い て逆転写酵 蘇P C R (r e v e r s e tr a n s c ri pti o n - P C R
,
R T I P C R) 法を月ヨい て イ ン テ グ

T
) ン α 鎖6 種類 ( α2

,
α3

,

α 4
, α 5 , α 6

,
α Ⅴ) と

ノ
ヲ鎖 8 種類 り1

‥
ヲ2

, ′
ヲ3

, ノ紘 ′･特 ノ略 ′
ヲ7

‥
ヲ8) の 発現 を調 べ た

. そ の 結果
,
胃痛細胞株 にお い て α2

,
α 3

,
α

6
,

α Ⅴ
, ノ

ヲ1
, ′

ヲ4
, ′

ヲ5
, ′ヲ8 が 全例陽性で あ っ た ･ また 胃痛組織 を用 い た m 二P C R 法で は α2 ,

α3
, α 5 , α Ⅴ

,
′殉 ′

? 8 が
,

非痛部組織に

比 して 有意 に発現率 が 高か っ た ･ さ ら に
,

α 5 を発現す る症例,
お よ び α Ⅴ と

′

ノ

ブ6 を 同時党規する症例 で は リ ン パ 節転移が 高頻

度に み ら れ た ･

J
ヲ5 イ ン テ グ リ ン は R T L P C R 法で は わず か に統計的有意差を示せ な か っ た が(p = 0 .0 5 8 2) , 競合RT I P C R 法 にお い

て は癌 部に140 倍多く(p < 0 ･0 5) , 胃痛生 検組織を用 い た細胞内 ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン 法でも
′
ヲ5 イ ン テ グリ ン は

, 癌郎に発

現 が多か っ た( p < 0 .0 5) . 胃痛 で は
, 細胞外基質 に含まれ る コ ラ ー

ゲ ン
,

ラ ミ ニ ン
,

フ ィ ブ ロ ネク ナ ン ある い は ビ ト ロ ネク テ

ンな どに対 する レ セ プ タ
ー

と し て の 各種 イ ン テ グリ ン が 同時に 複数発現 して おり
,

そ の 進展
･

転移に寄与 し て い る と 考えら れ

た ,

K e y w o r d s in t e g ri n s
, g a S tric c ar ci n o m a

, ′
ヲ5

,
C O m p etitiv e R T P C R

,
i n sit u h y b ridiz ati o n

痛転移 の プ ロ セ ス は複雑で あり
,
原 隠巣か ら の 離脱 に始 まをj

,

脈管 内 へ の 侵 入
, 遠 隔の 標的臓 器 へ の 定着, そ し て輿所性の 増

殖 へ と 進行す る と さ れ て い る
1)

. こ の と き噛細胞 に は , 転移成

立 の た め の 多く の 能 力が 備わ っ て い る こ と が 必須で あり
,

組織

浸潤 の た め の 優 れ た 基質分解能と 高 い 運動性, 異常 な増殖能 な

ど はも と よ り
,

血小板
,

免疫系細 胞,
血 管内皮細胞な ど種 々 の

細胞, ま た は 基計 削 二富 ん だ 基底膜 と の 接着反応 に柔軟 に対処

す る能力も保持 して い る こ と が 塵要 で あ ると 考え ら れ て い る .

イ ン テ グリ ン は
, 2 つ の サ ブ ユ ニ ッ ト ( α鎧

, ′
■プ鎖) が 会合 し

た ヘ テ ロ ダイ マ
ー 構 造 をと る膜 貫通型 の 蛋白質? で

, 種々 の 上

皮細胞, 繰維芽細胞,
血 管内皮細胞

,
リ ン パ 球な ど広範 に発現

さ れ て い る ･ そ の 分 子量 は
,

α 鎖が 12 0
､

1 8 0 k D a
, β員が 90

､

･

1 1 0 k D a で
, 両 者と も大部分が 細胞 外 に存 在 し

,
膜 貫通 ド メ イ

ン と
,

通常 短 い 細胞 内 ド メ イ ン とを 有 し て い る
3)

. 瑞 在少なく

と も1 7 種類 の α 鎖 と8 種 類の
′
プ鎖 が 知 ら れ て お り ,

こ れ ら の

様 々 な組 み 合 わ せ に よ り多様の リ ガ ン ド特 異性 を も つ 20 種類

以 上 の イ ン テ グ リ ン が 存在す る . イ ン テ グ リ ン は
,

ラ ミ ニ ン
,

コ ラ ー ゲ ン
,

フ ィ ブ ロ ネク ナ ン(fib r o n e c ti n
,
F N ) ,

ビ トロ ネク

ナ ン h Tit r o n e cti n
,
V N ) な どの 細胞外 基質に 対する受容体 の 役 瓢

主)

57

を果 た し
, 紺 胞と 細胞, 細胞 と 基質と の 棲着 の 他

,
細 胞増殖

,

遊 走
, 痛の 進展, 個体発生 の 調節■

1

＼ 紺胞 内シ グナ ル 伝達
5)

,
ア

ポ ト
ー

シ ス
机
な ど に深く 関与し て い る . 各々 の イ ン テ グリ ン に

よ っ て そ の 機能が 異な る た め癌 の 進 展と 関連 の ある イ ン チ グリ

ン の 検索 が様 々 な 方法で な され て い る が
7)

, 今まで の と こ ろ 転

移惟 を 胤定 す る 特定 の イ ン テ グリ ン は 兄付か っ て お ら ず
, 虹

移プ ロ セ ス の 各局血に 呼応し た イ ン テ グリ ン の 動的 な発現調節

機構そ の もの が , 転移成､㌣をプⅠミイけ る 1 つ の 重 要な鍵 を掘る と

一塩わ れ る . イ ン テ グリ ン 分/ ▲ の 発現 の 低 卜や 九進と
, 痛の 鑓澗

性 の 変化 とが 呼 応す る こ と を′卜す部け㌣も 多い が
,

こ れ まで♂~)

墟 の 浸 潤 ･ 転移に お け る イ ン テ グ リ ン の 研究 は
,

培 養細胞 を使

っ た 生 体外 実験 に 基づ くも
,

の が 大部分で あり, イ ン テ グリ ン が

実際に 生 体内で どの 様 な役割 を果 た し て い る の か は
,

ま だ 卜分

に 解明 さ れ て い な い の が現状 で あ る . ヒ ト痛組織を伐 っ た 生

体内の 研究 が 進ま ない 大き な理 由の 1 つ に
,

パ ラ フ ィ ン 切片で

染色可能な抗体 が ほ と ん どな い こ とが 挙 げ られ る . そ こ で
, 優

れ た抗体 が ほ ぼ必須 であ る蛋白 レ ベ ル で の 解析 にか わ っ て
, 技

術 的に確立 さ れ た m R N A レ ベ ル で の角相子,
す な わち

, 逆転写酵

素- P C R (r e v e r s e tr a n s c ri pti o n
- P C R

,
R T - P C R) 法お よ び 競合

平成1 0 年1 1 月 2 7 日 受付, 平成 11 年1 月 8 日受理

A b b r e vi ati o n s : b p ,
b a s e p air; F N

,
B b r o n e ctin ; IS H , in sit u h y b ridi z ati o n ; P L P

, p e ri o d at e -1y sin e -

P ar a 血 rm ald e h y d e;

R T I P C R
,
r e V e r S e t r a n S C rip tio n - P C R; V N

,
vi tr o n e c tin



5 8

P C R 法で イ ン テ グ リ ン の 発現を包括 的に把接 した上 で
,

高発現

の イ ン テ グリ ン に対 し て は
,

さ ら に細胞 内ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ

ョ ン (i n si tu h y b ri di z ati o n
,
IS H ) 法で イ ン テ グリ ン を検出す る と

い う解析方法が よ り確実で ある と 思わ れ る .

胃痛 は我が 国 にお い て 最も多い 悪性腫瘍 の 一

つ で あり
,

比較

的容易 に内視鏡検査
,

内視鏡治療 が 可 能と な っ た現 在で も, 悪

性新生物 に よ る死 因の 上 位に常 に位置 して い る
9)

. 本研 究で は
,

胃痛 組織
,

非痛部 胃粘膜組織 中の 各種イ ン テ グ リ ン ( α 鎖 6 種

類
, ノラ鎖 8 種類) の 発現を 肝 P C R 法を用 い て 検討 し た ･ 胃痛 組

織 に高発現 の ′9 5 イ ン テ グリ ン に つ い て は
, 競 合的 ⅣトP C R 法

に よ り定量 し ,
さ ら に 胃癌 生検組織を 伺い て β5 イ ン テ グ リ ン

の 局在をIS H 法に よ り検索 した .

材料 お よび方法

Ⅰ . 材料

1 . 胃痛培養細胞株

本研究に 用い た ヒ ト胃癌細胞株 は
,
高分化型腺痛 由来 M E N t

7
,

低分化型腺 癌由来 M ⅨN -4 5
,
S N U -1 6

, 印環細胞癌 由来 K A T O -

Ⅲお よ び ス キ ラ ス 胃痛 由来 H S C - 3 9 の 計5 稜 類で あ る . M K N - 7

は福 島県立医科大 学病理学第二
, 鈴木利光教授 より

,
M E N - 4 5

,

K A T O 一 Ⅲ は が ん 研究振興財 団細胞 バ ン ク (東京) より
,

S N U - 1 6

は Am e ri c a n T y p e C 1 11t u r e C oll e c ti o n ( R o c k v ill e
,
U S A ) よ り,

H S C - 3 9 は 国立 が ん セ ン タ
ー 実験 動物管理室

,
柳原五 青 先生 より

僕与 され た . 各細胞株 は
,
1 0 % ウ シ胎児由来血清 ( Gib c o

,
G r an d

I sl a n d
,
U S A ) .

1 0 0 U / m l ペ ニ シ リ ン (明治製菓 , 東京) ,
0 .1

m g/ m l ス ト レ プ ト マ イ シ ン (明治製菓) を 添加 した R P M I - 1 6 4 0

培 地( Gib c o) に て 湿潤37 ℃ ,
5 % C O 2 の 条件下 で 培養 した .

2 . 対象症例

199 7 年か ら199 8 年 ま で に金沢大学 が ん研究所附属病 院
,

小

松市民病院お よ び 金沢市立病 院に て外 科的に切 除さ れ た 進行胃

癌 30 症例 を対象 に m ㌧P C R 法 を用 い て イ ン テ グ リ ン の 発現 に

つ い て検討 した . ま た
,

19 9 3 年か ら199 8 年 ま で に 金沢大学が

ん研究所附属病院
,

小松市民病 院に て経 内視鏡的に採 取 され た

胃癌 の 生 検 65 症例 を対 象に細胞 内 ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法

を用 い て β5 イ ン テ グ リ ン の 局 在に つ い て検 討 し た ･ な お こ れ

ら の 臨床病理学的特徴 を表1 にま と め た . また 病理 組織学 的分

T abl e l . S u m m a r y o f g a s tri c ad e n o c a r ci n o m a c a s e s

C h a r a ct e ri sti c s R T -P C R ( n = 3 0) IS H ( n
= 6 5)

S e x ( M /F)

A g e (言 ±S D )

(r a n g e)

H ist ol o gi c al s u b t y pe S

2 1/9 5 3/ 12

6 2 .6 ± 1 0 .9 6 3 .3 土 11 .0

(4 5 ～ 8 6) (3 7
～

8 2)

In te s ti n al 1 4

D i 爪 1S e 1 6

T u m o r s t a g e

E a rly O

A d v a n c e d 3 0

L y m p h n o d e m e t a st a sis

N e g ativ e 6

P o siti v e 2 4

3 5

3 0

9

5 6

2 2
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M
,

m al e; F
,
f e m al e . T h e e x te nt of t u m o r in v a si o n w a s di v id e d

i n to e a rl y o r ad v a n c e d g a s tri c c a r ci n o m a a c c o r di n g t o th e

C rite ri a p r o p o s e d b y th e J a p an e S e R e s e a r c h S o ci ety f o r G a st ri c

C a n c e r .

類 は
, 本邦 の 胃癌取扱 い 規約 (改 訂第1 2 版)

1q)
に従 っ た .

Ⅰ . 胃癌に お け る イ ン テ クリ ン の 解析

1 . R N A の 抽 出

胃痛培養細胞約1 × 10
8

個か ら Ch o m c zy n S ki ら
11)

の 方法 に て

仝 R N A を摘 出 した . また 胃癌 組織 に つ い て は
, 胃癌摘 出手術

後 速や か に痛 部お よ び 正 常 胃粘膜 より 5 m m か ら1 0 m m 角 の 組

織 を採 取 し , 直ち に液体窒 素 で 凍結 して か ら - 8 0 ℃ の 冷凍庫

に保存 し
, 後 日全 R N A を抽 出 した .

2 . プ ライ マ
ー

の 設計

イ ン テ グリ ン サ ブ ユ ニ ッ トで あ る α2
,

α 3
,

α 4
,

α 5
,

α 6
,

α Ⅴ
,

P l
, P 2

, β3
, β4

, J
Iヲ5

, β6
, /? 7 , P 8 の 各c D N A に特 異的なプ ライ

マ
ー を作成 した . ま た ハ ウ ス キ

ー ピ ン グ遺伝 子で あ る/9 2
∴ミク

ロ グ ロ ブリ ン
, ノケ

ア ク テ ン に つ い て も特異的な プラ イ マ
ー を作

成 した (表2) .

3 . R T P C R 法 に よ る イ ン テ グリ ン m R N A の 解析

R T 反応 は
,

P r o m e g a 杜 (M a di s o n
,
U S A) の c D N A 合成 キ ッ ト

を用 い て行 っ た . すなわ ち2 /ノ g (胃痛細 胞株 の 場合 は1 /ノ g) の

全 m A か ら オリ ゴ d m 1 5 をプ ライ マ
ー

と して 逆転写酵素 に て

c D N A を合成 し た .
つ ぎに イ ン テ グ

1
) ン サ ブ ユ ニ ッ ト に対す る

プ ラ イ マ
ー

対を用 い て
,

T a q ポ リ メ ラ
ー ゼ(宝酒造

,
京都) に て

特 異的 c D N A の 増 幅を行 っ た . P C R 反応 は , M J R e s e a r c h 社

( W at e rt o w n
,
U S A ) の P T C -2 0 0 D N A E n gi n e

T M

を使用 した . 至適

ア ニ
ー

リ ン グ 温度を そ れ ぞ れ 決定 し た後 に
,
9 4 ℃ で 5 分 間の 熟

変性後
,
9 4 ℃ 30 秒

,
5 2 ℃ か ら63 ℃ 1 分 ,

7 2 ℃1 分30 秒 の 3 ス

テ ッ プ を35 サ イ ク ル 行い
, 最 後 に72 ℃ 7 分 を追 加 し た . 増 幅

後 の P C R 産物 は エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド を含 む2 % ア ガ ロ ー ス ゲ

ル で 電気泳動 し紫外線照射 装置を用い て検出 した . 陽性 対照と

し て
ノ･? 2 べ ク ロ グ ロ ブ リ ン の プ ラ イ マ

ー を用 い て P C R を行 い
,

こ れで
′･ヲ2

- ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン が 増幅 さ れ な い 症例 は 除外 し た ･

な お
,

R r P C R で 検 出さ れ た バ ン ドが 特異 的な バ ン ドで ある こ

と を確認す る た め に
,

ゲ ノ ム D N A と 全 R N A を鋳型 と して 各 々

の プ ラ イ マ
ー を使 っ て 同様 の 条件 下 で P C R を施 行 し, 同 じ高

さ に バ ン ドが 出現 しな い こ と を確認 し た
. ま た

, 目 的の P C R

産物 の 特異性 は
,

適当な 制限酵素 で の 切 断を 行い
, さ ら に

一

部

は ダイ レク ト シ ー ク エ ン ス に よ り確認 した .

4
. 定量的R T JP C R 法

胃切 除標本 (癌部 21 例 , 非癌 部 10 例) か ら摘出 し た仝 R N A 2

FL g を もと に して 合成 し た c D N A 中 の /? 5 イ ン テ グ リ ン の 量 を

競 合R T I P C R 法 を用 い て 定量 し た . すな わ ち
,

P C R 競合鋳 型合

成 キ ッ ト
,

P C R M I M I C C o n s t r u cti o n Ki t ( Cl o n t e c h
,
P al o Alt o ,

U S A) を用 い
,

5 7 4 塩 基対 (b a s e p ai r
,
b p) か らな る 痛遺伝子 v -

e rb B の 制限酵素 B a m H I
,
E c o RI で切 断 し た D N A 断片 よ り 両端

にノラ5 イ ン テ グ リ ン の プ ラ イ マ
ー の 配列 を 含む240 b p の 競 合鋳

型 ( /9 5 M I M I C ) を作成 した . 卵 イ ン テ グ リ ン の 競 合鋳 型10 0

a 伽 m o l e s / 〃1 か ら10 倍希釈を 7 回行 っ た競 合鋳 型希釈系列と
,

胃切 除標 本か ら 合成 し た c D N A の 両者 を等量混 ぜ
, β5 イ ン テ

グ リ ン の プ ラ イ マ ー を用 い て 以 下 の プ ロ グ ラ ム で P C R を 行 っ

た . すな わ ち ,
9 4 ℃ で5 分 間の 熟変性後 ,

9 4 ℃ で 30 秒 ,
5 9 ℃

で 1 分 ,
7 2 ℃で 1 分30 秒 の 3 ス テ ッ プ を30 サ イ ク ル 行 っ た . 増

幅 さ れ た P C R 産物 は
,

エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを含 む1 .6 % ア ガ

ロ ー

ス ゲ ル に て電気泳動 し､ 紫外線照射装置を用 い て検 出 した .

さ ら に
,

こ こ で 得 られ た 結果 に 基づ き 適当な競 合鋳型 の 10 倍

希釈濃度 か ら新 た に 2 倍 希釈 を 7 回行 っ た 希釈系 列を作 製 し

て
, 胃切除 標本 か ら 合成 し た c D N A と 等量 混 ぜ 再度 競合 R T -
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P C R を施行 し た . P C R 産物は 画像解析 装置 バ イ オ プ ロ フ ィ
ー ル

N ilb e r L o u r m a t
, P a ri s

,
F r a n c e) に て発 光強度を測定 し た .

/
ヲ5

イ ン テ グ リ ン の 強度と 競合鋳型の 強度 の 比を縦軸 に
, 競 合鋳 型

の 濃度を横 軸に取 り両対数 グラ フ に プ ロ ッ トし
, 競合鋳型 の 強

度 とノラ5 イ ン テ グリ ン の 強度 の 比 が 1 と な る 競合鋳型の 値 を
′ヲ5

イ ン テ グ リ ン の 量 と 判定 し た
. ま た 内部標準 物質′

ク ー ア ク チ ン

に つ い て
,

両端 に
ノ
ヲ ー ア ク チ ン の プ ラ イ マ

ー の 配列 を 含 む61 9

b p の 競 合鋳 型 ( H u m a n p
-

a Cti n P C R M I M I C ) (C l o n te c h) を用 い

て同様 に 競 合R T -P C R 法で 定量 し
, J

ヲ5 イ ン テ グリ ン の 量 と 比

較 した ･ なお P C R は
,

9 4 ℃で 5 分間 の 熱 変性 後
,
9 4 ℃で3 0 秒 ,

5 9 ℃ で 1 分 ,
7 2 ℃で 1 分30 秒 の 3 ス テ ッ プ を 25 サ イ ク ル 行 っ

た .

Ⅱ . 細胞 内ハ イ プリ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 法 に よ る検討

1 .

ノ
9 5 イ ン テ グリ ン D N A プ ロ ー ブ の 作成

ベ ー

リ ン ガ
ー

･ マ ン ハ イ ム 社 ( M a n n h ei m
,
G e r m a n y) の P C R

ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン プ ロ
ー

ブ 合成 キ ッ ト を用 い て ジ ゴ キ シ ゲ ニ ンで

T a bl e 2 ･ P ri m e r s e t s u s e d f o r R T - P C R a n aly s IS

5 9

標 識 した 355 b p の
J
ヲ5 イ ン テ グリ ン D N A ブ ロ

ー

プ を作成 し た
.

P C R に て作 成 した D N A プ ロ ー

ブ は あ ら か じめ ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル

電気泳動で 単 一 の バ ン ドで ある こ とを確認 した (図1) .

2 ･ 細胞内 ハ イ プリ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン 用切片の 前処置

術 前検査の た め経 内視鏡 的に採取 さ れ た 腎,癌の 生検6 5 例 の

10 % 中性緩 衝ホ ル マ リ ン固定 パ ラ フ ィ ン 包捜 ブ ロ ッ ク を 4 〃 m

に 薄切 し
,

シ ラ ン コ ー

ト ス ラ イ ド ( ダ コ ･ ジ ャ パ ン
, 京都)

にの せ
,
3 7 ℃ で 2 時間,

4 5 ℃ で 4 時 間放置 し乾燥 した . その

内1 枚は
,

細胞 内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ンを施行 し た切片と の

形態学 的対比の た め H E 染 色を行 っ た . 脱 パ ラ フ ィ ン 処 理後 ､

3 7 ℃で プ ロ テ ア ー ゼ K 溶液 (和 光純薬 工 業
,

大 阪) (1 0 / 噌/ m l)

に3 7 ℃で 15 分 間浸 し
, 除蛋白処理を行 っ た . リ ン 酸緩衝 生 理

食塩 水 b h o s p h at e b u ff e r e d s ali n e) で希釈 し た0
.1 M グリ シ ン に

て 洗浄 した 後,
ゲ ノ ム D N A を 除く た め に D N a s e ( P r o m e g a

,

M a di s o n
,
U S A) 処理 ( 1 U/ m l) を37 ℃で 6 時間30 分行 っ た . そ

の 衡 94 ℃1 分処理 し て D N a s e を不 括化 した .

T a r g e t c D N A P ri m e r s e q u e n c e s

α 2 i nt e g rl n

α 3 in te gr l n

α 4 i n t eg rl n

α 5 i n t e g rl n

α 6 i n t e g r ln

α V i n t e g r ln

ノ
■ヲ1 in t e g rl n

/
ヲ2 i n t eg r l n

Jヲ3 i n t e g rl n

/
′

ヲ4 i n t e g r l n

/
ヲ5 i n t e g rln

ノ
ヲ6 in t e g rl n

/■9 7 in t e g rl n

β8 in t eg ri n

β2 -

m ic ro gl ob u rin

β -

a C tin

P r o d u c t si z e ( b p)

5
'

- G C A T C T C A G A A G T C T G T T G C C -3
.

5
l
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1

5
T
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一
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T
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5
一
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5
一
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I

5
■
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-

5
T
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.

5
l
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I
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-
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3 .

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン

ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン溶 液 (50 % ホ ル ム ア ミ ド
,

2 × S S C
,

1 0 × デ ン ハ ル ト溶 液,
1 m g/ m l サ ケ精子 D N A

,
1 % S D S) に ジ ゴ

キ シ ゲ ニ ン 標識 D N A プ ロ ー

ブ 僻 終濃度0 .1 5 n M / m l) を 加 え た

溶液 を9 5 ℃で 1 0 分 間処理 後, 氷上 で 5 分間急冷 した . 前処置

し た各切片 に D N A プ ロ ー ブ 入り ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶液

2 0
′
" 1 をの せ

,
4 2 ℃ で

一

晩 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た ･

ハ イ プ リ ダイゼ
ー

シ ョ ン終 了後,
2 × S S C で 15 分間 3 回洗浄 し

,

引き続き
, 緩 衝液1 〔0 .1 M トリ ス 塩酸 (pI1 7 .5) ,

0 .1 5 M 塩 化

ナ トリ ウ ム〕 で 1 分間洗 浄し た
.

4 .
ハ イ プ l トノ ドの 免疫 組織学的検出

組織切片を1 .5 % 内陸=生ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼ ブ ロ ッ キ ン

グ試薬 ( B e o h ri n g e r M a n n h ei m ) で 30 分間処理 し
, 再度

,
緩 衝

液 1 で 1 分間洗浄 し た .
つ ぎに非特 異的反応の 除去 の た め繚 衝

液 1 に正常 ヒ ツ ジ血 清と ウ シ血清ア ル ブ ミ ン を加えた 溶液で 30

分間処理 した . さ ら に
,

1 0 0 0 倍希釈 ア ル カリ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ

標識抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ヒ ツ ジ抗 体を室温 で 1 時間反 応 さ せ た .

そ の 後 , 墳 衝 液 1 で 1 0 分 間
,

2 回洗 浄 し た 後 , 綬 衝 液 2

〔0 .1 M トリ ス 塩酸 b H 9 .5) ,
0 .1 M 塩化 ナ トリ ウ ム

,
5 0 m M 塩化

マ グネ シ ウ ム〕 で 1 0 分 間ア ル カ リ 化 し てか ら暗 湿箱 に て ニ ト

ロ ブ ル ー

テ ト ラ ゾ リ ウム / リ ン 酸ブ ロ モ ク ロ ロ イ ン ドリ ル 溶液

( nitr o bl u e t e tr a z oli u m s al t / 5 -b r o m o -4 c hl o r o
-3i n d ol yl ph o s p h at e)

で 発色 した
. 十分な発色 を確認後, 蒸留水 にて 洗浄 し

,
反 応停

止液 〔10 m M トリ ス 塩酸 b H 8 .0) ,
1 m M E D T A〕 に浸 した . 陽

性対 照 と し て
,

m R N A 全 量 を 反映す る ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識

d m 2.オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ (宝酒造
,
京都) を 用い

,
こ

れ で 良好な発 色が 得 られ な い 症例 は 除外 した
1 2)

. 陰性対照 と し

て
,

ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識陰惟 対 照 D N A プ ロ ー ブ ( K r e a t e c h

D i a g n o sti c s
,
A m s t e rd a m

,
N e th e rl a n d) と ジ ゴキ シゲ ニ ン 標識陰

性対照 オ
.
) ゴ ヌ ク レ オチ ドプ ロ

ー ブ (K r e a te c h D i a g n o s ti c s) を

用 い
,

こ れ ら の プ ロ
ー ブ で 陽性所見が 得 られ な い こ と を確認 し

た .

5 . 一
･ヲ5 イ ン チ グ リ ン 細胞 内 ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー

シ ョ ン の 評価

光学顕微鏡 下 で 標本 に お ける 染色 が10% 未洞の も の を 卜) ,

1 0 % 以 上か ら50% 未満の も の を ( + ) 1
5 0 % 以 上 の も の を ( + + )

の 3 段 階 に分 け, 癌部 , 非 痛部の 染色惟 に つ い て そ れ ぞ れ評 価

した . また
,

こ の 3 段 階評価 を順 に 0
,

1
,

2 点 と し, 陽性 ス

コ ア を算出 した .

Ⅳ . 統計処 理

測定値 は す べ て 平均 値 ± 標準 偏差 で示 し,
R T P C R 法に よ る

各イ ン テ グ リ ン 発現 と 種 々 の 因子 と の 相 関 は
ズ

2

検 定ま た は

Fi s b e r の 直接確 率計算法 を用 い
, ′ブ5 イ ン テ グリ ン の 定量値 は

M a n n
- W h i t n e y の U 検定 を用 い て 解析 した .

い ず れ も危 険率

5 % 未満 を も っ て 有意差ありと 判定 した .

成 績

Ⅰ . 胃癌細 胞様 に お け る イ ン テ クリ ン の発現

胃癌細胞株 5 種 類 M E N -7
,
M K N - 4 5

,
K A T O - Ⅲ

,
H S C - 3 9 お よ び

S N U -1 6 の R 7 1 P C R 法 に よ る イ ン テ グリ ン の 発現 を表3 に まと め

た . α 2
,

α 3
,

α 6
,

α Ⅴ
=

ノ

? 1
, ′ヲ4 , ノヲ5 , /

ヲ8 イ ン テ グリ ン はす べ て の

細胞株 に お い て 発現 が 認め ら れ た (園 2 ) .

ノ
ヲ2

, ′
ヲ6 イ ン テ グリ

ン は
,

M K N -7
,
M K N -4 5 ,

Ⅰ( 〟Ⅰ
､

0 - Ⅲ
,
H S C - 39 の 4 種類で 発現 が み

ら れ た . α 5 イ ン テ グ7) ン は
,

M K N - 7
,
M K N -4 5 の 2 種類 で 発現

が み ら れ た . α 4
, ノヲ3 イ ン テ グリ ン は M K N -7 の み に 発現 を認 め

,

J
･ヲ7 イ ン テ グ リ ン は

,
全便用細 胞株にお い て 発現 が 認め ら れ な

か っ た .

Ⅰ . ⅨトP C R 法 に よ る 胃癌組織 の イ ンテ クリ ン

胃痛 組織 30 例 , 非癌 郡組織 20 例 にお ける イ ン テ グリ ン の 発

現 に つ い て m ㌧P C R 法で 解 析 した 結果を 表4 にま と め
,

そ の 代

表例 を 図3 に示 した . β1
, ノ? 5 イ ン テ グ リ ン は 胃癌細一織

に お い

て 仝例発現を認め た . α 4
,

α 6
,

α Ⅴ
, ′

? 3
, /ヲ4 イ ン テ グリ ン は胃痛

組織 にお い て 80% 以 上の 症例で 発現を認 め
,

α 2
,

α 5
, 酋 ノ

ブ8 イ

ン テ グリ ン は6 0 % か ら70 %
,

α 3 イ ン テ グ リ ン は 50 % の 症例 で

発現 を 認め た
. β7 イ ン テ グリ ン は

, 胃癌 組 敵 非癌 部組織 と

もに発現が 認め られ なか っ た . また
,

胃癌組織 にお け る α2
,

α

3
,

α 5 , α Ⅴ
, ′

ヲ6
‥
･ヲ8 イ ン テ グリ ン の 党規 は

,
非癌部組織 と比 べ

て 有意に発現 率が 高か っ た .

′
? 1 と複合体を 形成し うる α2

,
α3

,

α 4
,

α 5
,

α 6 イ ン テ グ リ ン の 病理 組織 学的因-f
･

と の 相関 に つ い
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D ig o x l g e ni n -1 ab el e d ′ブ5 i n te g ri n p r o b e

,

歳晩≠
α2

α3

α4

α5

α6

αⅤ

β1

β2

β3

β4

β5

β6

β7

β8

β2 M G

卜
｢

■

■

3 35 bp

3 0 ` b p

7 7 3 b p

3 0 ` b p

2 5 3 b p

3 3 4 b p

3 0 9 b p

2 9 1 b p

3 7 7 b p

2 1 1 b p

3 5 5 b p

3 4 4 b p

2 7 4 b p

ヱ2 1 b p

l 1 4 b p

Fig ･ 2 ･ R T IP C R a n al y s e s o f i n t e g ri n s､i n g a s tri c c a n c e r c ell li n e s

M E N -7
,
M K N -4 5

,
K A T O - Ⅲ

, H S C 3 9 a n d S N U 1 6 ･

r

r h e p r o d u c ts

W e r e i d e n tiB e d b y a g a r o s e g el el e ct r o p h o r e si s .

6 1

て 検討 した ･ そ の 中 で
, α 5 イ ン テ グリ ン の 那 は リ ン パ 節虹

移陽作例と の 間に 有意 な柚関 を認め た (衷5) . そ の 他の イ ン テ

グリ ン と 机織 軋 問質展, 漫淵川拍机閉数 リ ン パ 管位染
, 静脈

侵 襲と は
, 相関が 認め ら れ な か っ た

･ α Ⅴイ ン テ グリ ン お よ び
,

α Ⅴ イ ン テ グ リ ン と複 合体を形滅 しう る
/
ヲ3

, 茜 ′
ヲ6

, ′ヲ8 イ ン テ

グ リ ン の 発現 に つ い て 即 ) 相聞を検討 し た が
,

α Ⅴイ ン テ グリ

ン が 発現 し て い る症例で は
･ ト川手に イ ン テ グリ ン

ノ
ヲサ ブ ユ ニ ッ

トも 発現 し て い た (表6) . ま た
, ′

ブ1 イ ン テ グリ ン も 〟 Ⅴ イ ン テ

グリ ン と 複合体 を形成しう る イ ン テ グリ ン サ ブ ユ ニ ッ トで ある

が
, 病 臥 非痛 部い ず れ の 症例 に お い て も

ノ
? 1 イ ン テ グリ ン の

発現が み ら れ た た め
,

q V と
′
ヲ1 と の 相関 は 見出せ なか っ た . 棲

合体 を形成 し か ､

/ 弦 /
ヲ4

, ′
ヲ7 イ ン テ グ リ ン と α Ⅴ と の 間に は

,

相関はみ られ なか / J た .

次 に胃痛観繊 にお い て α Ⅴ イ ン テ グ リ ン と 酋 ノ
ブ3

, 酋 ′摘 ま

た は
ノ
ヲ8 イ ン テ グ リ ン の 両君の 発現 が 認め ら れ る 症例と 病理 組

織学的匪=
′

･

と の 州閲 に つ い て 検討 し たが
,

`～
′

V
, ′

ヲ6 イ ン チ グリ

ン が 陽性の 症例は
,

…

例を 除きす べ てが リ ン パ 節転移 をきた L

て い た ( p
ニ 0 ･0 1 2 6) は 7) . また

,
そ の 他の イ ン テ グリ ン の 組

合せ で は 組織哩
, 附質庵 , 浸潤哨碑 形態,

リ ン パ 管侵熊
, 闇灘

侵 難い ず れも相閲が 認め ら れ な か っ た .

ⅠIt ･ 競合 R T - P C R に よ るβ5 イ ン テ クリ ン の 定量

田嶋糾織 21 例, 非痛 郎1 0 例 にお け る 振合R T P C R の 結果を

表8 にまと め
, その 代左側 をl 射 に′jこし た ･

′
ブ5 イ ン テ グリ ン の

強度と 韻合鋳Ⅷ の 強度の 比を縦軸1 に
, 競合鋳巧押)濃度 を横軸 に

取る 両対数 グ ラ フ は
,

ほ ぼ両端= ｣ 二位 置し て い た (図5) . 何棟

に
′ゴ

ー ア ク テ ン に つ い て も グ ラ フ を 作成 し
, ′ヲ5 イ ン テ グ リ ン

,

ノ
ブー ア ク チ ン の 頻度 と 競合鋳照 の 曲度の 比 が 1 と な る と きの 競

合鋳 型の 濃度 (横 軸) を そ れぞ れ の 賂規 範と し
,

一
ブ5 イ ン チ グリ

ン の 発現 量を 十 ア ク ナ ン の 発現 量と の 比 り5 イ ン テ グ リ ン /

十 ア ク チ ン) で 補 正し た ･ その 結果
,

哺 部の
ノ
ブ5 イ ン テ グリ ン

は 非強圧1; よ り約1 4 什情イほ に-甘か っ た1 図 6) . ま た埴招l; にお け

る 糾織 軋 関門圭一
;∴ f 誹 川棚 形態 ,

リ ン ハ 廿 ほ架, 静脈u 架 ,

リ ン ノ哨 池川多1トヒの イほ な柚閃 は. 離 J 『J れ なか ′ J た .

1 α2 α3 α4 (Ⅹ5 α6 α V

~

-
-

--
- - -

-
_

-

-

-

N C N C N C N C N C N C

N C N C N C N C N C N C N C N C

Fi g ･ 3 ･ R T I P C R an al y si s of i n te g 血 s i n g a s bi c a d e n o c a r ci n o m a s

a n d s u r r o u n d in g g a s tri c m u c o s a . ㈱ i n t e g ri n α S u b u ni ts; (B )
i n te g ri n

J
ヲ s u b u nit s ･ L a n e l

･
Si z e m a rk e r s (¢Ⅹ17 4/ H i n fr);

I ･ a n e 2
,
Si z e m a rk e r s (車Ⅹ1 74/ H A E Ⅲ); N

,
n O r m al m u c o s a; C ,

C a r Ci n o m a ･ T h e p r o d u c t s w e r e id e n tifi e d b y a g a r o s e g el

el e ct r o p h o r e si s .
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T abl e 4 ･ E x p r e s si o n o f i n t e g rl n S i n g a stri c c a r ci n o m a s a n d th e ir s u rr o u n di n g m u c o s a b y R T - P C R

l n t e g r l n S N o r m al ( % ) C a r cin o m a ( % )

2

3

4

5

′

0

α

α

α

α

α

V

l

つ
ん

つ
J

4

5

′

b

7

8

α

β

β
一

っ

〃

β

β
っ

〃

β

β

6/ 20 (3 0 . 0)

4/ 2 0 ( 20 .0 )

15/ 1 9 (7 9 .0 )

7/ 20 (3 5 .0)

15/ 20 ( 75 .0 )

1 2/ 20 (
.
6 0 .0 )

1 9/ 2 0 (9 5 .0 )

6/ 1 9 (3 1 .6)

I l/ 1 7 ( 6 4 .7)

1 7/ 2 0 ( 8 5 .0)

1 7/2 0 (8 5 .0)

4/ 18 ( 2 2 .2)

0/2 0 ( 0 .0)

4/ 19 ( 2 1 . 1)

2 2/3 0 ( 7 3 .3)

1 5/3 0 ( 5 0 .0)

2 7/2 9 ( 9 3 .1)

2 1/3 0 ( 7 0 .0)

26/3 0 ( 8 6 .7)

2 6/ 3 0 ( 8 6 .7)

3 0/3 0 ( 1 00)

1 7/ 2 9 (5 8 .6)

2 2/ 2 7 ( 8 1 .5 )

2 9/3 0 ( 9 6 .7)

3 0/3 0 ( 1 0 0)

1 9/2 8 (6 7 .9)

0/3 0 ( 0 .0)

1 9/2 9 ( 6 5 .5)

か V al u e

0 .0 0 2 5

0 .0 4 1 1

0 . 19 66

0 .0 1 46

0 .
45 4 2

0 .0 44 5

0 .4 0 00

0 .10 4 0

0 .1 64 1

0 .2 8 8 5

0 .0 5 8 2

0 .0 0 3 2

0 .0 0 1 5

T ab le 5 . C o r r el ati o n b et w e e n e x p r e s si o n o f α 5 i n t e g r ln a n d L N m et a s t a sis

α 5 in t e g r l n

L N m et a s ta sis N o . of c a s e s + ♪
-

V al u e

6 4 2

+ 2 4 5 1 9

0 .0 4 9 2

L N
,
1y m p h n o d e; +

, p OS iti v e;
-

,
n e g a ti v e ･

T a bl e 6 ･ C o r r el ati o n b et w e e n e x p r e s si o n o f α V in te g r l n a n d i n t e g rin /? s u b u nits

α V i n t e g rl n

I n t e g rl n /･? s u b u nit N o ･ O f c a s e s + eulaV-力
r

ノ
ブ1

十

/
ヲ2

+

/
ヲ3

+

/
ヲ4

+

β5 +

/ヲ 6 +

ノ
ウ7

+

ノ
9 8

+

+
, P O Sitiv e;

-

,
n e g ativ e ･

0

0
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′

h
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′
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つ
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つ
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q
ノ
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フ
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胃痛組織と イ ン テ グリ ン

Ⅳ ･ 細 胞内ハ イ プリ ダイ ゼ ー

シ ョ ン法に よ るβ 5 イ ンテ クリ

ン の発現

胃痛 組織 にお ける/9 5 イ ン テ グ リ ン の 発現 は
, 痛細胞 の 細胞

質, 特 に核周 囲にお い て 強く陽性像 が み ら れ た . 時に核小体 が

陽性 に染 まる こ と が あ っ た . 非癌部 で も 同様 に 染色され たが
,

全般的 に
, 痛部 に比 し 陽性細胞数 は少 な か っ た

. 痛部 で は
,

6 5

例中57 例 (87 ･7 % ) に
, 非痛部で は

,
3 6 例 中30 例 ( 弘 3%) で

′･9 5

イ ン テ グリ ン の 発現 が み ら れ た (囲7) . さ ら に痛部と非痛部の

陽性 ス コ ア を算出 し比較 する と
, 非痛 部に 比 し て痛部 は 卵 イ

ン テ グ リ ン が有意 に高 か っ た(表9) . β5 イ ン テ グ リ ン と組織型
,

深遠度, 問質量
,
浸潤 増殖形 艶 リ ン パ 管侵襲, 静脈侵襲, リ

A

1 2 3 4 5 6 7 8

1 2 3 4 5 6 7 8

~

β5 i nt咤血 (35 5 b p)
~

β5 M I M I C (2 40 b
p)

-

β
一 aC 血 (8 3 8 b

p)

~

β- a Ctin M I M IC (6 19 b
p)

†
Fi g ･ 4 ･ (A) Q u a n tifi c a ti o n of

′
9 5 i n t e g ri n b y c o m p e titi v e Ⅳト

P C R ･ T h e si z e o f th e a m pli 鮎d ta r g e t fr a g m e n t a n d th e /ヲ5 -

M I M I C (c o m p e ti t o r) f r a g m e n t w e r e 3 5 5 a n d 2 4 0 b p ,

r e s p e c ti v el y ･ Si z e m a r k e r s (≠Ⅹ17 4/ H A E Ⅲ) ar e Sh o w n i n

l a n e l ･ C o n c e n tr ati o n s o f
J
? 5 M I M I C (a tt o m ol e s h ]1) a r e a s

f oll o w s : h n e 2 (5 ･0 × 10~
2

); I ･ a n e 3 (2 .5 × 1 012

); h n e 4 (1 .2 5 ×

1 0'
2

); L a n e 5 (6 ･2 5 ×1 0-:1

); I . a n e 6 (3 .1 2 5 × 1 0つ; I , a n e 7 (1 .5 6 ×

1 0､:1

); L a n e 8 (7 ･8 × 1 0~4

) ･ (B ) ･ Q u a n tifi c a ti o n o f
J
? -

a C ti n b y
C O m p e titi v e R T I P C R ･ T h e si z e o f th e a m pli丘e d ta r g et fr a g m e n t

a n d th e
/
9 -

a C ti n
- M I M I C f r a g m e n t w e r e 8 3 8 a n d 6 1 9 b p ,

r e s p e c tiv el y ･ S i z e m a r k e r s (≠Ⅹ1 7 4/ H A E Ⅲ) a r e s h o w n i n

l a n e l ･ C o n c e n t r a ti o n s of
/
? - a C ti n N M I M I C (a tt o m ol e s4 11) a r e

a s f oll o w s ‥ L a n e 2 (4 0); h n e 3 (2 0); I . a n e 4 (1 0); h n e 5 (5);
I J a n e 6 (2 ･5); I- J an e 7 (1 ･2 5); L A n e 8 (6 .2 5 × 1 0▲

1

) . T h e p r o d u ct s

W e r e i d e n tifi e d b y a g a r o s e g el e l e c t r o p h o r e si s . A r r o w s

i n d i c a t e th e c r o s s o v e r p oi n t b e t w e e n th e a m plifi e d t ar g e t a n d

M I M I C 血
･

a g m e n t s .

T a bl e 8 ･ T h e a m o u n t o f
J
? 5 i n t e g r l n i n g a s t ric

a d e n o c a r ci n o m a s a n d th eir n o r m al m u c o s a a n aly z e d b y
C O m p etiti v e R T - P C R

慧監:三s N ｡ . ぬ ｡ S

A m

憲笥賢
t

:呂諾
′川

C a r ci n o m a 2 1 4
.0 3 × 1 0- 2

±1 . 1 × 10r l

N o r m al m u c o s a lO 2 .8 5 × 1 0- 4
±6 .8 1 × 10- 4

R e s ult s ar e e X P r e S S e d as 盲
~

± S D .

*
p < 0 .0 5 .

(

U
-

芸
Ⅰ

∑
＼

眉
勢
曇
空
鼠
)

○
叫

)

字
音
宗
眉

-

d

亀
叫

S

6 3

1 0
-4

1 0
-3

1 0
-2

C o n c e n t r ati o n o f M I M I C ( att o m o l e s/ F
L l)

Fi g ･ 5 ･ T h e e x a m pl e

'

o f th e q u a n tit a ti v e d et e r m i n a ti o n o f
/
9 5

i n t e g ri n b y c o m p e titi v e R T - P C R ･ T h e si g n al i n t e n siti e s o f

C O m p e tit o r i n c o m p etitiv e R T -P C R p r o d u c t st ai n e d b y e tid i u m

b r o m id e w e r e m e a s u r e d u si n g a di git al i m a g e a n al y s e r . T h e

r a ti o of th e a m pli五e d β5 i n t e g rin to β5 - M I M I C w e r e pl o tte d

a g ai n s t th e c o n c e n tr ati o n of th e c o m p etito r u s e d f o r th e a s s a y .

A t th e p oi n t of o n e r a ti o β5 ･ M I M I C
,
b o th th e s e a m o u n ts of

J
?

5 i n t e g ri n a n d /9 5
- M I M I C w e r e r e g a r d e d a s e q u al .

*

○

(

辞
)

亡
七
〇

?
n

＼ 01

5

月
勢
曇
ヤ
鼠

N o r m al m u c o s a C a n c e r

Fi g ･ 6 ･ T n e a m o u n t o f /ヲ5 i n te g ri n i n g a st ri c ad e n o c a r ci n o m a s

a n d th ei r n o r m al m u c o s a a n al y z e d b y c o m p e titi v e R T P C R .

T h e m e a n
J
? 5 i n t e g ri n //ヲ ー

a C ti n r a ti o s (h o ri z o n t al b a r) i n

n o r m al g a s tri c m u c o s a a n d g a s t ri c a d e n o c a r ci n o m a s w e r e

O ･0 0 2 9 % a n d O .4 %
,
r e S p e Cti v ely .

*

p < 0 .0 5 .

T a bl e 9 ･ P o siti v e s c o r e s o f /? 5 i n t e g r l n i n g as t ri c

a d e n o c a r ci n o m a s a n d t h ei r n o r m al m u c o s a a n aly z e d b y i n sit u

h y b ridiz ati o n

G r o u p of

Sp e Ci m e n s N o . of c a s e s

C ar ci n o m a 6 5

N o rm al m u c o s a 3 6

P o siti v e s c o r e s

O f β5 in te g ri n

1 .6 0 ±0 .6 3 2

1 .3 1 ±0 .6 5 5

R e s ult s a r e e x p r e s s e d a s 首 ± S D .

*
p く0 .0 5 .
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Fi g . 7 . A c a s e o f p a pill a r y g a s tri c a d e n o c a r ci n o m a . 仏) H & E . (B) J? 5 in te g ri n D N A p r o b e ･ (C ) 0 1ig o d m 2 {) p r O b e a s p o siti v e c o n t r ol ･ ( D )

N e g ati v e c o n t r oI D N A p r o b e . S c al e b a r i n di c at e s 5 0 FL m ･

ン パ節転 移と の 相関は 認め られ な か っ た .

考 察

癌細胞の 細胞外基 質と の 接着
,

細胞間接 着や遁 走 に重要 な 因

子 であ るイ ン テ グ リ ン は多く の 痛で 悪性形質と の 関連性 が示唆

さ れ て い る . 本研 究で は
,

ヒ ト胃痛組織,
お よ び 病巣 と は 十分

に離 れ た 非癌 部 の 胃粘膜 組織 の 両者 か ら R N A を摘 出 し各種 イ

ン テ グリ ン の 発 現を Ⅳr P C R 法に よ り検討 した が
,

癌部 に お い

て は α2 恥 2) ,
α 3 ( Ⅵ A 3) ,

α 5 ⅣI A 5) ,
α Ⅴ

, /9 6 , β8 の 発現

が
, 非癌部 と 比 べ て 発現 率が 高 か っ た . Y a s o s h i m a ら

l=!)
は

,
ヒ

ト胃痛 の 高肝 転移 株を樹 立 し親株と 比較 し た と こ ろ
,

V L む1
,

Ⅵ A 2
,
V I A 3

,
V L む4

,
V I A 5 の 発現が い ずれ も高く,

Ⅵ A 6 と α
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v
l
? 3 は 逆 に低 下 し て い る と 報告 し て お り

,
Y o h e m u r a ら 川

は
,

胃低分 化型月泉癌細 胞株 ( M K N -4 5) の 撒種 モ デ ル を用 い た 実験

で
,

腹膜 へ の 高転 移能 をも っ た細胞棟烏 Ⅵ A 2
,
V L む3 の 発現が

親株 に比 べ て 非
′

削二高 い と報告 して い る . N i s h i m u r a ら
15)

も ス

キ ラ ス 胃痛細胞 株( O C U M -2 M ) の 播種 モ デ ル にお い て V L A -2 と

V 山 一3 の 発現 増強を確認 し て い る . α 2 イ ン テ グリ ン に つ い て

は
, 同様 の 報 告が 他 の 痛 で もい く つ か み られ て い る . C b e n ら

冊
は

,
ヒ ト肺 癌組織 と 隣接非痛 部組織 の α2 の 党規を ノ ー

ザ ン

プ ロ ッ ト法に て 比較す る と
, 肺痛 組織で は

, 非痛部組織 に比べ

て 少なく と も2 0 倍発現が 高く, C h a n ら
】7)

も
,

α 2 を党規 して い

な い ヒ ト横紋 筋肉腫細 胞株 に α 2 の cD N A を遺伝子導 入 し ヌ
ー

ド マ ウ ス の 尾 静脈 に 静注す る と
, 高率 に肺転移 をお こ すと 述べ

て い る . α 3 に つ い て は
,

N a t al i ら
囲
は

,
ⅤI A 3 が メ ラ ノ ー

マ の

皮膚浸潤 の 程度 に比例 して高党規 し
, 転移栄 に お い て も m -3

が 高率に 発現 して い る と述 べ て い る . V L む2 は コ ラ ー

ゲ ン
,

ラ

ミ ニ ン をリ ガ ン ドと し
,

ⅤI A 3 は こ れ に加 え て フ ィ ブ ロ ネク チ

ン もリ ガ ン ドと し て働 く こ と が 既 に 知 ら れ て お り
: り1!り

, 胃癌 に

お い て は こ れ ら細胞外基 質の レ セ プ タ
ー

と して の ⅤI A 2
,
V I A 3

の 高党規 が
, 浸潤 ･ 転 移に 電要な役割 を担 っ て い る もの と推 測

され る .

α 5
J
ヲ1(V L A-5) は 古典的な F N 受育休 (fi b r o n e c ti n r e c e p t o r)

で
2 …

, 癌化と の 関 わり に つ い て は 細胞株 の 悪性化を抑制 する と

い う報告 が い く つ か 出 され て い る
21I≡2)

.

一 方で
,

あ る種 の メ ラ

ノ い

マ で は
,

ⅤI A 5 を発現す る ク ロ ー ン は党規 し な い ク ロ
ー ン

よ り もF N l二で よく 増殖す る こ と が 示 さ れ て い る
2:11

. 本研究 で

は
,

打｢ P C R 法 に お い て
,

α 5 が噛 部で 高く , ま た , α 5 を党規

する 胃痛 にリ ン パ 節転移陽性例が 多い こ と が わ か っ た . 当教案

に お い て 浅日l
24)

も , 過 ヨ ウ 素酸- リ ジ ン パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド

(p e ri o d at e -1 y si n e
-

p a r a f o r m ald e h y d e
,
P L P) 固定胃痛材料 を用 い

て
, 杭 α 5

ノ
ヲ1 ポ リ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 で 免疫 組織化学 的に 検討 し

た と こ ろ
,

α 5
ノ
ラ1 の 発 現例 と リ ン パ 節転 移陽性群 に は 有意 な

相関が あ ると 報 告して い る
.

こ の よう にⅤI A 5 は発現す る紺胞

株に よ り役割が 異 な る もの と思 わ れ る が , 胃痛組織で Ⅵ A 5 が

低 t
､

▲

し て い る と い う報告は 今の と こ ろ な い
. 他 の 癌 の 例 を挙げ

る と , S ait o ら
ご5)

は
,

免疫組織化学的検討 に よ り
,

瞳胱瀾 では 病

別の 進行 と比例 して 原発巣 , 転移 巣で の α 5 の 発現 が 高い と 報

告 し て い る .

α Ⅴ イ ン テ グ リ ン と ヘ テ ロ ダイ マ
ー

を 形成す る
′
ヲ サ ブ ユ ニ ッ

ト は 〃 , ノ
ラ3

, ′
ヲ5

, 酋 ′
ヲ8 で ある が

, 今回の R T P C R 法 によ る検

討で は胃哺組織 に お け る
′
プ3

, 調 , ノ略 ノ
ヲ8 の 発現 は

,
α Ⅴ と 同調

し て い た(p < 0 .0 5) . な お ,
ノ
ブ1 に つ い て は

, 癌ば か り で なく非

癌 部 で も ほ ぼ 全 て に お い て 発 現 が み ら れ た . F e l d i n g -

H a b e r m a n n ら
瑚
は

,
α V 欠損 メ ラ ノ ー

マ 細胞 は ヌ
ー

ド マ ウ ス で

の 増殖 能が 低 い が
,

α V e D N A を 遺伝 子導人 す る と a v
J
ヲ3 を 高

発現 し
, 増殖 能が 回復 す る こ と を報 告 し , L e a v e sl e y ら

27)
は

,

α Ⅴ
ノヲ3 を発現せ ず α Ⅴ

′
ヲ5 の み を 有す る 膵癌 F G 細胞株 は V N ウ

エ ル 上 の 遁走能 をもた ない が
, ノ

ブ3 c D N A を遺伝子導人 して α Ⅴ

ノ
ヲ3 を発現 さ せ る と追 走能を獲得 する こ とを 確認 して い る . ま

た
,

K o r h o n e n ら
28)

は
,

腎痛 凍結 切片 を用い た 免疫組織化学 的

検討で
, 痛 の 悪性度 が増 す に従 い α Ⅴ イ ン テ グリ ン の 発現が 増

加す る と 報告 して い る . 今回の 検 討で も
,

m こP C R 法 にて α Ⅴ イ

ン テ グリ ン が
, 痛 組織 に高頻度 に 発現 して い た . さ ら に

,
α Ⅴ

と
, ノ

′

ヲサ ブ ユ ニ ッ ト 1
, 3

,
5

,
6

,
8 の 両者 の 発現 が み ら れ る症例 に

お い て各因子 と の 相関を検討 した と こ ろ
,

α Ⅴ とノヲ6
の 両者 の 発

現 が み ら れ る腎嫡症例で は リ ン パ 節転移 の 頻度が 有意 に高い と

い う 結果が得 ら れ た(p < 0 .05) . α Ⅴ
′
?6 イ ン テ グリ ン は

,
F N を

リ ガ ン ドと する イ ン テ グリ ン
ごり)

で
,

主に と皮都川包に発現が み ら

れ る
.

B r e u s s ら
:j l ')

は ,
モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体を使 っ た 免疫組織学

的手法と細胞内 ハ イ プリ ダイ ゼ }

シ ョ ン法を用い た 検討で
t 胎

児, 創傷治癒部位, 口腔 の 扁平 上 皮痛等で 卵 イ ン テ グリ ン が

著 明に高 い と 報告 して い る
. とく に 口腔 の 扁平上 皮痛で は

,
3 0

例中27 例に
ノ
ヲ6 イ ン チ グリ ン の 発現 を認め た の に対 し

,
正 常 口

腔粘 膜で は党規を認め ず, ま た
,

リ ン パ 節転移巣に お い て高発

現 が確認 され て お り
, 痛 の 浸潤 ･ 転移 と関 わりが ある こ と がう

か が える . こ れ ま で の 報告 と併せ て
, β6 イ ン テ グ リ ン は原発

巣と 転移巣の 両者 に高発現 し
, 哺転移 に関わ っ て い る と推察 さ

れ る .

α Ⅴ
′
ヲ8 イ ン テ グ リ ン は

,
V N をリ ガ ン ドと す る イ ン テ グ リ

ン
:11)

で
, 主 に胎盤

,
脳

,
卵巣 , 了

･

官 , 神経 系で発現 が確 認さ れ

て い る が
, ′･ノラ8 は発見さ れ て まだまもな い イ ン テ グリ ン で あり

,

そ の 生 体で の 意義 に つ い て は あ まり 知られ て い ない
. 滝内 ら

コ2)

は
, 泌尿器哺細胞株 を 用い てR T - P C R 法 に て 検討 し た と こ ろ

,

腎腫瘍細胞株, 膀胱職制憫 株, 睾 丸癌 細胞株 に
′
ヲ8 イ ン テ グ リ

ン の 発現 を確認 して い るが
, 胃痛 に つ い て はま だ報 告が な い

.

著者 は
,

R T P C R 法 にお い て 別 納L織 で の
ノノブ8 イ ン チ グリ ン の 発

現が
, 非痛部組織 と 比べ て 有意 に発現率が 高 い こ と をは じめ て

見出 し た .

α Ⅴ
′

-

ヲ5 は
,

V N を唯一
→ の リ ガ ン ド とす る イ ン テ グリ ン

:-:1)

で ,

種 々 の 腫瘍細胞
,
繰 推芽細胞 な ど広範囲 に発硯が み られ る . 今

回 の 検討で は
, ⅣトP C R 法に お い て

J
ヲ5 が

, 非癌部組織と比 べ て

発現率が 高い 傾 向が み ら れ たが
,

正常組織 にお い て も比較 的恒

常的 に党規 して い る ため 統計的 な有意差 は示 し待 なか っ た(p =

0 .0 5 8 2) . 桧 山感度が 高い た め
,

R T P C R 法に よ る定性 的な検討

で は
′
ヲ5 の 発現 の 差 を 見出す の に は 限界が ある よう であ る . こ

の た め 著者 は
, 甘焼組織と 非癌 郎組織 に 含まれ る

ノ
ブ5 イ ン テ グ

リ ン の 量を 競合R T-P C R 法で 測定 する こ と に し た . そ の 紙 製

ノ
プ ア ク ナ ン の 量を コ ン トロ

ー

ル に と ると 痛親繊で は 非癌部組織

に比 し て約 1 4 0 憎 も
′
ブ5 イ ン テ グリ ン の 発現屋 が 多 い と い う 結

果が 得 られ た(p < 0 .0 5) .

､1
1 教室の K a w a h ar a ら

帥
の モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体を 用い たP L P 国定 パ ラ フ ィ ン H 痛 切片で の 免疫組織化

学的検討に お い て ノヲ5 イ ン テ グリ ン と
ノ
ブ3 イ ン テ グリ ン が ス キ ラ

ス 型浸潤 を りす る填で■拓い と 桐苦 し て い る .

競合R T - P C R 法 に てH 癌 組織 に
′
ブ5 イ ン テ グ リ ン が 高発現 し

て い る こ と が 蹄記 さ れ た の で
,

つ ぎに IS H は にて そ の 局 在を

検討 し た ･ そ の 結 果, H 癌 組織 にお け る
ノ
ヲ5 イ ン テ グ リ ン の 発

現 は
, 癌細胞 の 細胞 質, 特 に核周囲匿 お い て 強く 陽件 像が み ら

れ た ･
こ れ は 皿R N A が

, 粗両小胞 体の 衣面 に つ くリ ボ ゾ ー ム に

存在し , や は り 棲周囲に 存在する ゴ ル ジ装置 へ 輸送さ れ る
:i5}

と

い う細胞 内局在に 基 づく もの と 説明さ れ る . さ ら に
,
IS H 法 に

お ける非塙部 と痛部 の 染色惟を数値化 して 比 較 した と こ ろ
, 非

癌 部 に比 して 痛 郎は ′? 5 イ ン テ グリ ン が 有意 に 高 い 結果が 得 ら

れ た . こ れ は
l 競合R r P C R 法 に よ り定量的 に検討 し た結果 を

裏付 け るもの で ある
.

結 論

5 種類 の 胃癌 培養紺胞株 にお ける イ ン テ グリ ン の 発現を確認

の 上
,

ヒ ト 許癌組織 30 例 お よ び そ の 隣接 非境線織 に お ける イ

ン テ グリ ン の 発現 と病理学的因子 と の 関係 , 胃痛組織にお ける
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β5 イ ン チ グリ ン の 定量
,

さ ら に胃痛 生検組織 に お け る
ノ
9 5 プ ロ

ー

ブ を用い た 細胞内 ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン法 に よ る 定量的解

析を行い
,

以下 の 結論 を得 た .

1
. 胃痛培養細胞株 にお い て は

,
α 2

,
α 3

,
α 6

,
α Ⅴ

, /
√ヲ1

, β4
, ノ9 5 ,

卵 イ ン テ グリ ン が 陽性で あ っ た
.

2 . ヒ ト胃痛組織 にお い て は
,

R T P C R 法 にて α2
,

α3
,

α 5
,

α Ⅴ
,

β軋 卵 イ ン テ グ リ ン ほ非痛部 胃組 織 に比 べ て有 意 に高く 発現

し た .

3 . α Ⅴ イ ン テ グリ ン に注目 し て み る と α Ⅴ 陽性 胃痛症例 で は
,

ヘ テ ロ ダイ マ ー

を構成 しう るβ3
, /9 5 , β6

, ノ
9 8 イ ン テ グリ ン も高

頻度 に発現 して い た .

4 . イ ン チ グリ ン を ヘ テ ロ ダイ マ ー

と して み て み る と α5 β1 と

α Ⅴノ9 6 を発現す る胃痛 で は
,

それ ぞれ リ ン パ 節転移が 高率で あ

っ た .

5 . β5 イ ン テ グ リ ン を競合 m しP C R 法 で 検定 する と癌 部 に 有

意 に発現 し
, 更 にIS H 法に て β5 イ ン テ グリ ン の シ グ ナ ル が多

か っ た .

以上 より,
ヒ ト胃痛 で は

, 培養細 胞 と異 なり細胞外基質 に 含

まれ る コ ラ
ー

ゲ ン
,

ラ ミ ニ ン
,

F N ある い はV N な どに対す る受

容体 と して の各種 イ ン テ グリ ン が 同時 に複数発現 して お り
,

こ

の こ と がそ の 進展 ･ 転移 に寄与 して い る と考え られ た .
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