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ヒ ト線 維肉腫 細胞 H T -1 0 8 0 に タ イ プ1
･ プ ラ ス ミ ノ ー

ゲ ン ･

ア ク チ ベ ー

タ
ー

･ イ ン ヒ ビタ ー

(ty p e l -

pl a s m i n o g e n

a c ti v at o r i n h ibit o r
,
P A I -1) の c D N A を遺伝子導 入す る こ とに よ り

,
H T l O 8 0 の 肺 転移能 に与え る影響を検討 した . H

′

ト1 0 8 0 か ら

限界希釈法 に より ク ロ
ー ン化さ れ た ク ロ ー

ン 1 -3 C は P 瓜 1 の 発現が 少 なく
,

ヌ
ー

ド マ ウ ス の 尾静脈 に接 種 した場 合
,

低い 肺転

移能 を示す･ ヒ トP AI ～ 1 c D N A を真核細月包発現 ベ ク タ
ー

で ある p c D N A l n e o に組 み込 み
,

P A I - 1 発現 プ ラス ミ ドp c D N A l n e o
-P A l

を構築 し た ･ こ の p cI) N A l n e o
-P Al を リ ボ フ ェ ク シ ョ ン 法 に より ク ロ ー ン1 -3 C に 遺伝子導入 した . ジ ュ ネテ シ ン ( G 4 1 8) 耐性

株を4 週間 の 選択培 養の 後に 得て ク ロ ー ン 化 し
,

5 種類 の P A I -1 高発現性の 遺伝子導 入 株1 -3 C (P A I) a
～

e を獲得 した . サ ザ ン ハ

イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン 法 によ る遺伝子解析を行 い
,

遺伝子導 入株 ト3 C (P 即) に は内在性 の n u -1 遺伝子以 外 に複 数の 外因性の

P AI -1 遺伝子 が 導入 さ れた こ と を 確認 し た
. ま た 各ク ロ

ー ン の 発現 す るP AI - 1 お よ び ウ ロ キ ナ
ー ゼ タイ プ

･

プ ラ ス ミ ノ
ー

ゲ

ン ･

ア ク チ ベ ー

タ
ー

( u r o ki n a s e
-t y P e Pl a s m i n o g e n a c ti v a t o r

,
u

- P A) の 抗原量 はそ れ ぞれ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い た E LI S A 法

で 測定 した ･ 遺 伝子導入 株1 -3 C (P A l) はク ロ ー ン 1 - 3 C に比 べ 3 倍 以 上 の P AI -1 の 発現増 加を認 め た . こ の P A I -1 高 発現 の 形質は

6 カ月以 上 安定 してお り持続高発現株 ( st耳bl e t r a n sf t c t an t) で ある と 判断さ れ た . P A l -1 遺伝子 の 導入操 作 によ り腫瘍細胞の u
▼

P A 発現 量や ヌ ー ドマ ウ ス B A L B / c
-

n u / n u の 背部皮 下 にお け る増 殖能に は 影響 は な か っ た . 各ク ロ
ー

ン の 肺 転移能 は ヌ ー

ドマ

ウ ス の 尾 静脈 内 に腫瘍細胞を接種 し3 週 間後 に肺 に形成 さ れ る 転移栄を数え て 評 価 した . P A I -1 高発現性 の 遺伝子導 入株 ト3C

(P A l) は ク ロ
ー

ン1 -3 C に比 べ 肺転 移数
,

転移頻度 と もに 有意 に増加 した . P AJ - 1 c D N A を遺伝子導 入す る こ と に より肺転 移能 の

増加が 確認 で きた こ とか ら
,

H
′

r l O 8 0 にお い て腫 瘍細胞 の m ト1 発現性 は肺転 移形 成能 を決 定す る重要 な 因子 の 1 つ で あ る こ

と が 明 らか に され た .

K e y w o r d s t y p e l -

pl a s m i n o g e n a ctiv at o r in h ibit o r
, g e n e t r a n Sf e ctio n

,
h u m a n B b r o s a r c o m a c ell li n e

H
′

rll O8 0 , 1 u n g m et a st a sis

骨 肉腫 を は じめ と する 骨軟 部腫瘍 に対す る治療 は
,

1 9 7 0 年代

に 強力な補助化学 療法が 導入 され て か ら急速な発展を遂 げ て い

る . しか し骨 肉腫 の 5 年生 存率は 専門的 に治療 を 行 っ て い る 施

設 に お い て も い ま だ50
～

8 0 % で あ る
1 卜 4)

. 化 学療法 が 導 人 さ

れ る以 前 は柄巣 の 発 見と 同時 に切断術と い う局所根治 的手術 の

みを行 っ て い た が
,
ほ と ん どの 症例 が肺転移 をお こ し死亡 した .

こ の よう な歴史的事 実 は
, 病巣が 発見さ れ た その 時 に はすで に

画像診断 で凍 える こ と の で きな い 微小 転移巣が 存在す る こ と を

示 して い る
5 卜 7)

. その た め 骨軟部腫瘍 の 治療 に お い て は 原発巣

の 治療 の みな らず微小転 移,
つ まり肺転移 の 阻止 と 征圧 が 最も

重大 な問題で ある .

悪性腫 瘍の 転移形成 に は さ ま ざま な過程が あ り
, 転 移巣 の 完成

には種 々 の 要【大!が 複 雑に 関与 して い る .
こ れ まで 当講座 では悪

性 腫瘍 の 肺 転移 に 関し て
, 特 に 腫瘍細胞が 毛細 血管壁 に着席し

停留す る局 面 にお い て凝 固線 溶系が 重要 な役割 を担 っ て い る こ

と を報 告 して き た . T s u ch i y a ら
8)
は ヒ ト線維 肉腫細 胞 H T -1 0 80

をFi dl e r
9) の 方 法を用 い て

,
血 行性 に形成 さ れ る肺転 移巣から

新 た な細胞 株 を分離培養 し
,

再び ヌ
ー

ド マ ウ ス に接種する とい

う生体 内継 代操作 を6 回繰り返 し
,

低お よ び高肺 転移能 を有す

る細胞 亜 系株 を樹立 した
.

こ れ ら の 肺 転移能 は タ イ プ1
･ プラ

ス ミ ノ ー

ゲ ン ･ ア ク チ ベ ー タ ー ･

イ ン ヒ ビ タ ー

(ty p e l -

pl a s m i n o g e n a c ti v at o r i n hib ito r
,
P A l -1) の 発現 と強 い 相関関係を

平成1 0 年1 1 月 1 7 日受付, 平成1 0 年12 月 1 1 日受理

A b b r･ e Via tio n s : b p ,
b a s e p ai r; B S A

,
b o v i n e s e r u m al b u m i n ; D M E M

,
D u l b e c c o

,

s m o d i B e d E a g l e
,

s m e d i u m ; F B S
,
fb tal

b o vi n e s e r u m ; P A
, P l a s m in o g e n a cti v at o r; P AI - 1

,
ty P e l -

Pl a s m i n o g e n a cti v at o r i n h ibit o r; P B S , p h o s p h at e -b u 鮎 r e d s alin e;

R S V L T R
,
R o u s s a r c o m a vi r u s l o n g t e r m i n al r e p e a t; T A E

,
T ris a c et at e E D

′

m ; T E , T ris E D T A; t - P A
,
ti s s u e Nty P e

pl a s m i n o g e n a ctiv at o r; u - P A
,
u r O kin a s e -

b T
P e pl a s m in o g e n a ctiv a t o r



P 仙1 遺伝子導入に よ る肺転 移能 の 増強

持 つ こ と を示 した . ま た
,

こ れ ら 低お よ び 高転移能株間に は浸

潤能,
接 着能 に は な ん ら 相 関が な い こ と を報告 した . 次 い で

M a ts u d a ら
1(}) 1 1)

は H
r

ト1 0 80 か ら 限界希 釈法 に より種 々 の P Al -1 活

性を持 つ ク ロ
ー ン を樹立 し

,
P A I - 1 高発現 ク ロ

ー ン が 高肺転移

能を有する か どうか を検討 した .
こ れ ら 限界希釈法で樹立 し た

各ク ロ ー ン を ヌ ー

ドマ ウス 尾静脈に接 種 し評価 した と こ ろ
, 高

い P A I - 1 活性 を持 つ ク ロ ー

ン ほ ど高肺 転移能を持 つ 傾向が ある

こ と を明ら か に した . 今回の 実験で はP Al-1 c D N A をP A I -1 活性

の 低い ク ロ
ー ン に遺伝子導 入する こ と に よ り

, そ の ク ロ
ー ン の

肺転移形成能に どの よう な 影響を及ぼ すか を検討 し考察 し た .

対象お よ び方 法

Ⅰ . 実験 動物

ヌ ー ド マ ウス B A L B / c - n u / n u
,
4 ､

6 週齢 , 雌 (日 本ク レ ア
,

束京) を特 定の 病原体 に感 染さ れ て い な い (s p e ci丘c p a th o g e n
一

打e e) 状 態で 室温25 ℃ に 保持 し放射線滅菌 し た水 と飼料 を与え

飼育 した ,

Ⅰ . 腫瘍 細胞と培養法

ヒ ト 線 維 肉 腫 細 胞 H T -1 0 8 0
1 2)

( A m e ri c a n T y p e C ul t u r e

C oll e cti o n
,
R o c k vill

,
U S A) か ら M at s u d a ら

1 O) l l)
が樹立 し た ク ロ

ー ン1 -3 C と ク ロ ー

ン2 6 -6 を便用 し た . ク ロ ー ン 1 -3 C は P AI -1 活

性が 極め て低 くか つ 肺転移 能も低い 細胞で あり ,
P A I - 1 形質転

換細胞 を得る た め の 親株と して 用 い た . w
一

方 ,
ク ロ ー

ン2 6 -6 は

P AI -1 活 性が 高く か つ 肺転 移能も高い 細胞 で ある
11)) 1 Ⅰ)

. ク ロ ー

ン1 -3 C
,

2 6 -6
,
遺伝子 導入細胞 の 培養 は

,
1 0 % 非働 化ウ シ胎児

血清(f e t al b o vi n e s e ru m
,
F B S) ( G ib c o B R L

,
N e w Y o rk

,
U S A) と

1 % ペ ニ シ 1) ン ･ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 液 ( Gi b c o B R U を加 えた

ダル ベ ッ コ 改良 イ
ー グ ル 培地 ( D u lb e c c o

'

s m o difi e d E a gl e
'

s

m e di u m
,

D M E M ) ( 日 水製薬, 東京) を用 い て 5 % C O 2 ,
3 7 ℃

の 条件 F
'

で培 養フ ラ ス コ (C o r ni n g ,
N e w Y o rk

,
U S A) 内で 単層培

養した . 1 週 間 に2 回の 頻度で 継代 を行 っ た . 実 験 に用い る細

胞浮遊液 の 調 製は
,

細胞 の 対数増殖期 に 0 .1 6 M リ ン 酸緩衝生

理食塩 水 b h o s p h at e
-b u fft r e d s alin e

,
P B S ) で 1 r[i†洗浄 し

,
0 .1 %

トリ プ シ ン (Si g m a C h e m i c al C o .

,
S t . L o u i s

,
U S A ) と 0 .2 m M

E D
′

m の 混合液0 .5 m l を加え室温で 1 ､ 2 分間静置し て 細胞を剥

離さ せ
,

10 % F B S を 含む D M E M 培地を1 ､ 2 m l 加 えて 均一--
･

細

胞懸濁液 を得 た . また細胞 浮遊 液使 用に あ た っ て は
,

0 .3
(
ガ, ト

リバ ン プ ル ー

(半井化学
, 京都) 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 .

】忙 , 導入 プラ ス ミ ドの構築

1 . ヒ トP Al -1 c D N A の 調製

ヒ トP AI . 1 c D N A は
, 逆転写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連銀反 応 ( r e v e r s e

tr a n s c rip ti o n - p Oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n) で 合成 され た 後, 大腸

菌プ ラ ス ミ ドp U C 1 8 に組 み 込まれ た状 態で ウ ィ
ー ン 大学生 理

医学研 究所 Bi n d e r 教授 よ8 川≒与さ れ た
1:り

. p A J - 1 c D N A は鎖

1
,
4 26 塩 基対 (b a s e p ai r

,
b p) で 開始 コ ド ン (A T G) の 5

'

末端側 [･.

流に75 ヌ ク レ オ チ ドの
,

また 終
_
1ヒコ ド ン (T G A) の 卜流 に142

ヌ ク レ オ チ ドの 非 翻訳領域 (u n tr a n sl a t e d r e gi o n) を持 ち,
P A I -1

蛋白質を構 成す る4 03 個 の 全て の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド して い る .

P AI -1 c D N A は 制限酵素 E c o R I (宝酒造, 大津) と Xb a I (宝 酒造)

で切り 出 し
,

1 % 低融 点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル (和 光純 薬工 業,
大

阪: 以下 特 に記載 の ない 場 合は 当社の 製品 を用 い た) で ベ ク タ

ー

プラ ス ミ ドp U C 1 8 と分離 した 後,
ゲ ル か ら抽 出し た .

2 . p c D N A l n e o ベ ク タ
ー

プ ラ ス ミ ドヘ の P Al - 1 c D N A の 挿 入

527

寅核細胞発現 ベ ク タ
ー

p C D N A l n e o
1 4)

(I n vi tr o g e n
,
S a n D i e g o

,

U S A ) は 6
,
9 6 9 b p で ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 (n e o m y c i n

r e si s ta n c e e n c o di n g g e n e) を コ
ー

ドし て い る . P AI -1 c D N A はサ

イ トメ ガ
､

ロ ウイ ル ス プ ロ モ ー タ M

( c yt o m e g al o vi ru S i m m e di at e
-

e a rl y p r o m o t o r/ e n h a n c e r) の 下 流の マ ル チ ク ロ
ー ニ ン グサ イ ト

内の E c ∂点 ト J粕α Ⅰサ イ ト に挿入 し た (図1 A) . こ の 発現 ベ ク タ

ー

は 且c ∂点Ⅰサ イ ト を マ ル チ ク ロ ー

ニ ン グサ イ トの 他 に もう1 カ

所
,

ラ ウ ス サ ル コ
ー

マ ウ イ ル ス 末端 反復 配列 (R o u s s a r c o m a

vi ru S l o n g t e r m i n al r e p e at
,
R S V u

､

R) 内に持 つ
. まず発現 ベ ク タ

ー

を 制限 酵素 思川 成 Ⅰと g みα Ⅰで 消化 し
,

生 じ た 且∽成 Ⅰ断 片

(5 1
6 8 7 b p) をア ル カリ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (B A P

,
宝酒造) 処理 後

,

フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム 処理 ,
エ

ー テ ル 処理 ,
エ タ ノ ー ル 沈

殿 を行 っ た ( 図1 B -

a) .

一

方 ,
ベ ク タ ー 消 化で得 た RS V I J R 断

片 (1 ,
2 3 7 b p) とP A l - 1 c D N A は ライ ゲ

ー

シ ョ ン キ ッ ト (宝 酒造)

を 用 い て ラ イ ゲ
ー

シ ョ ン処理 を行 っ た (図1B -b) . E c o虎Ⅰサ イ ト

で の ラ イ ゲ ー

シ ョ ン 産物と R SV I T R 同士ま た はP AI ･1 c D N A 同

士 が 連結 し た 産物 を排 除する 目的で
,

ライ ゲ ー シ ョ ン 処理 後
,

風化 戒Ⅰ処理 を行 い
, 次 い でB A P 処理 ベ ク タ ー と ラ イ ゲ ー シ ョ ン

しp c D N A l n e o
-P A I を得 た (図1 B r

c) . こ れ を 形質転換大 腸菌

M C lO 61 / P 3 (I n vitr o g e n) に導入 し
, 得 ら れ た形質転換 プ ラ ス ミ

ドの 制限酵素に よ る D N A 解析 を行 い P AI - 1 c D N A が サ イ トメ ガ

ロ ウイ ル ス プ ロ モ ー タ ー の セ ン ス 方向 に挿 入さ れ て い る こ とを

確認 した .

3 . p c D N A l n e o -P AI の 大量調整

形質転換大腸菌 M C l O 6 1/ P 3 を2 × T Y 培地 [ トリ プ ト ン 16 g ,

酵母 エ キ ス 10 g ,
塩化ナ トリ ウム 5g ,

ア ン ピ シリ ン (半 井化学)

50 m g /1 , p H 7 .6] 2 5 0 m l に て 2 4 時間培養 し た . 4 ℃
,

5
1
0 0 0 回転

/ 分 で1 0 分間遠心 し て葉蘭 した . 菌体 を10 m l の 2 5 % シ ュ タ ロ

ー ス
,

5 0 m M T ri s 月 C l 緩衝 液 (p H 7
.5) に懸濁後

,

7
) ゾ チ ー ム

1 0 m g を加 え綬や か に 混和 し5 分 間, 水中 に静 置 した . 0 . 2 5 M

E D T A l m l を 加え1 5 分 間氷rFl に 静置 し た . 0 .3 % ト ラ イ ト ン

(T rit o n X -1 0 0) ,
0 .2 M E D T A

,
0 .1 5 M 塩 化ナ トリ ウ ム 混合液 を

1 0 m l を加 え さ ら に30 分間氷l

-l
l で 静置し た . 4 ℃

,
3 0

,
0 0 0 回転/

分 で40 分間高速遠心 し 卜晴を探 り
,

5 M 塩化ナ トリ ウ ム 2 .5 m l
,

1 0 % S D S O .2 5 I n l
,

フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム ･

イ ソ ア ミ ル ア

ル コ ー ル (2 5 : 2 4 : 1) 混合液 2 5 11 11 を加 えて フ ェ ノ ー ル 拙=

し
,

次 い で ユ タ ノ p ル 沈殿 を打 一

〕 た . 沈殿 を T ri s E D T A (T E )

緩勧洒 [1 0 m M T ri s
- H C I p H 8 .0

,
1 r n M E D T A｣ 3 m l に 溶解 後,

1 5 0 /L g の .
) ボ ヌ ク レ ア

ー

ゼ A (S i g m a C h e m i e al C o .) を 加え ,

3 7 ℃
,
3 0 分間反尤増 せ た . 塩化 セ シ ウム ( Gib c o B RI) 4 .2 g と 臭

化 エ ナ ジウ ム 4
′
′∠ g を加え

,
ク イ ッ ク シ ー ル チ ュ

ー ブ( ペ ッ ク マ

ン ジ ャ パ ン
, 束京) に注入 密閉 した .

ペ ッ ク マ ン V T i 6 5 垂直 ロ

ー タ ー ( ペ ッ ク マ ン ジ ャ パ ン) で 20 ℃
,

6 0
,
0 0 0 回弛ソ分 で10 時

間超遠心 後,
プ ラ ス ミ ドの バ ン ド を2 1 ゲ

ー

ジ注射針で【口1 収し

た . 1 . 1 g/ m l 塩 化セ シ ウ ム
,
0 .5 4 m g/ m l 臭化 エ ナ ジウ ム を含む

T E に て 5 .2 m l に希 釈後,
再び20 ℃

,
6 5

,
0 0 0 回転/ 分で 5 時間超

遠心 した .
プラ ス ミ ドの バ ン ドを回収 し フ ェ ノ ー ルj‥

l 川1 ,
エ タ

ノ ー ル 沈殿後, T E に て1 m g/ m l の 濃度 に溶解 した .

Ⅳ . P A I - 1 c D N A 導入細胞

ク ロ ー ン1 -3 C を直径10 c m の 培 養シ ャ
ー

レ (C o m i n g) に5 ×

10
5
個 ま き

,
3 7 ℃

,
2 4 時間培 養後 ,

上 記 の 方 法 で 調 整 した

p c D N A l n e o
- P A I を 1) ポ フ ェ ク シ ョ ン 法

Ⅰ5)
に より遺伝子 導入 し

た . リ ボ フ ェ ク シ ョ ン法 は 合成ポ リ カナ オ ン脂 質を成分 とす る

遺 伝 子 導 入 試 菜 ト ラ ン ス フ ェ ク タ ム (I B F B i o t e c h n i c s
,



5 2 8

M ar 1b o r o u gh ,
U S A) を 用い る方法で あ る . ト ラ ン ス フ ェ ク タ ム

1 0 /1 1 に p c D N A l n e o
- P A I 5 FL g を混 合 し た 後 , 培 地 に 加 え

,

3 7 ℃ で4 時 間培養す る . 培地を除去 し
, 新 しい 培地で 24 時 間培

養後 ,
ジ ュ ネテ シ ン ( G4 1 8

,
G ib c o B RI ) を最終濃 度0 .5 m g/ m l

に なる よ う に加え耐性細胞 を得 た . これ ら を4 週 間連続 選択培

養 した 後
,

マ イ ク ロ ウ ェ ル を用い た 限界希釈法
16)

に よ り ク ロ ー

ン 化 し
,

安定 した P Al - 1 高党規 を認め る5 種類 の 遺伝子 導入 株

1 -3 C (P 朗) a
～ e を分離 し実験 に 用 い た

. また 同様 に対 照株 と し て

p c D N A l n e o ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ドの み を遺伝 子導入 し た ク ロ ー

ン1 -3 C (n e o) を得 た .

Ⅴ . 遺伝子解析

1 . D N A の 抽 出

ク ロ
～ ン 1 A 3 C

,
2 6 - 6

, p C D N A l n e o の み を遺伝子 導 入 した 1 -

3 C (n e o) ,
お よ びp c D N A l n e o

-P A J を導入 した 5 種類 の 遺伝子導

入 株1 - 3 C (P A I) a
～

e か ら の 高分子 D N A の 調 製は B o w t ell
1 7) の 方

法に 従 っ て 行 っ た . まず , 直径10 c m の 培養 シ ャ
ー レに 単層培

養 し た細胞 を 5 m l の 玲P B S で 1 回洗 浄 し た
. 細 胞溶解 液 [ 6 M

塩酸 グア ニ ジ ン 鹿u a ni di u m h y d r o c h l o rid e
, 半井化学) p H 7 .0

,

2 % サ ル コ シ ル 酸 ナ ト リ ウ ム ( s o di u m s a rk o s yl) ,
2 m M E D T A

p H 8 .0
,

プ ロ テ ィ ナ
ー

ゼ K (p r o t ei n a s e K ) 2 0 0 FL g] 4 .6 m l を培 養

珊 胞 に加 え氷上 で撹 拝溶 解 し
,

1 5 m l ポ リ プ ロ ピ レ ン チ ュ
ー

ブ

氏 ∂斤l

(C o r n i n g) に 回収 し た . 次 い で
,

6 0 ℃ の 恒 温槽で 2 時間蛋白質

分 解処 理 を行 っ た ･ 室温 にも ど し 3 M 酢 酸ナ トリ ウ ム (p H 6 .0)

0 .4 m l を加 え静か に混 合 した . 冷 エ タ ノ ー ル 1 0 m l を加え十分に

混 合 し
,

-

2 0 ℃ で
一

晩静置 し た . 4 ℃
,
3

,
0 0 0 回転/ 分 で 15 分間

遠心 して上 清 を捨 て
, 沈殿を冷75 % エ タ ノ

ー

ル 1 m l で 2 回洗浄

した . 室温で 数 分間減圧 乾燥 させ た 衡 T E 横衝液 1 m l に溶解

した . 得 られ た D N A 溶液 は
,
分光光度計(モ デ ル W 1 6 0

, 島津
,

京都) を用 い て 26 0 n m にお ける吸光度 ( O D) を測定 し
,
1 0 D を

50 /L g/ m l と して D N A 濃度 を算 出 した .

2 . 制限酵素処 理

各ク ロ ー

ン か ら抽 出さ れ た D N A は制 限酵素 助 椚ガⅠ(宝酒造)

で 完全消化 した . D N A 2 0 /∠g に対 し て 反応用横衝液 [ 最終濃度

10 m M T ri sヰI C l p H 7 .5
,

7 m M 塩化 マ グネ シ ウム
,

7 m M iラ
ー メ ル

カ プ ト エ タ ノ ー ル (半井 化学) ,
ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ( b o vi n e

S e ru m al b u m i n
,
B S A

,
Si g m a C h e m i c al C o .) 1 0 /1 g/ m l] の 存在下

で βα 肌g I l O O 単位を加え37 ℃で 12 時 間反応させ た . 制限酵素

処 理 後,
フ ェ ノ ー ル 摘出 お よ び エ タ ノ ー ル 沈殿 を行 っ た . 得ら

れ た 沈殿 を 冷 7 5 % エ タ ノ ー ル で 洗浄 し室温で 数分 間減圧 乾燥

させ T E 緩衝 液 100 /ノ= こ溶解 し た .

3 . プ ロ
ー

ブ の 調製

ヒ トP AI -1 c D N A また は 大腸菌プ ラ ス ミ ドp U C 1 9 (宝 酒造) を

良虜l 肋 】

血膚l 肋 l 丘㌦l

P ¢D NAl n 0 0
- PAl

G

F i g . 1 . T h e c o n st r u c ti o n o f p c D N A l n e o
- P A I ( A ) a n d t h e s c h e m a o f m ol e c u l a r b i o l o gi c al p r o c e s s e s o f p c D N A l n e o

- P A I (B ) l

p c D N A l n e o (6 ,
9 6 9 b p) w a s dig e st e d w ith E c o R I a n d X b a I

,
a n d th e r e s ulti n g l

,
23 7 b p a n d 5

,
6 8 7 b p fr a g m e n ts w e r e p u rifi 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 ( B -

a) . P AI -1 c D N A w a s i s ol at e d 血
･

O m th e pl a s m id p U C 1 8 qP A l - 1 a s a n E c o R I二粕a I fr a g m e n t a n d p u ri 鮎d . T h e l
,
2 3 7 b p

打a g m e n t
,

W h i c h c o n t ai n s th e S V 4 0 p A an d R S V I m r e gi o n s
,

W a S li g at e d t o P Al - 1 c D N A u si n g th e g むa I sit e (B -b ) . p c D N A l n e o
-P AI

pl a s m id w a s c o n st r u ct e d b y lig ati n g th e fu s e d 血
･

a g m e n t wi th th e d e p h o s p h o ry l at e d 5
,
6 8 7 b p fr a g m e n t fr o m p c D N A l n e o (B - C) . S V 4 0 p A ,

si m i an vi ru S 4 0 p ol y a d e n yl ati o n si g n al; R S V L m
,
R o u s s ar C O m a vi ru S l o n g t e rm i n al r e p e a t; N E O

,
n e O m y Ci n r e si s ta n c e e n c o di n g g e n e;

C oI E l
,
C O li c in E l p r o m o t o r a n d o ri gi n ; P C M V

,
C yt O m e g al o vi ru $ i m m e di a te - e a d y p r o m ot e r/ e n h a n c e r .



P A I - 1 遺伝子導入 によ る肺転移 能の 増強

鋳型 D N A と して プ ロ
ー ブ を 作製 し た . ラ ン ダ ム プ ラ イ マ

ー

D N A ラ ベ 1) ン グ キ ッ ト (宝 酒造) と【α
-
3 2
p] d C T P ( ア マ シ ャ

ム ･ ジ ャ パ ン
, 東 京) を 用い て 標識 し

,
次 い で T E 緩衝液 で平

衡化 した セ フ ァ デ ッ ク ス G 5 0 (P h a r m a ci a
,
N e w Y o rk

,
U S A) で 未

反応の 基質 を ゲ ル 濾過 で除去 し た後
,

ハ イ プリ ダイ ゼ ー

シ ョ ン

に使用 した .

4 .
サ ザ ン ブ ロ ソ テ ィ ン グ

上 記2 で 得 た 各 ク ロ ー ン の D N A の
一

部 (5 /∠g ) を取 り ,

0 .2 5 % プ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル
ー

(b r o m o p h e n ol b l u e) と 30 % グ

リ セ ロ ー

ル の 混合液を5 〃1 加え
,

T E 績衝液 で 最終的 に50 /∠= こ

調製 した . 各試料 は1 × T ri s
一酢酸 - E D T A (T ri s a c e t a t e E D

′

m
,

T A E) [ 最終濃度40 m M T ri s
- H C l p H 8 .0

,
2 0 m M 酢酸ナ ト

1
) ウム

,

2 m M E D T A
,

1 .5 5 % 酢酸] に0 .5 FL g / mi の 臭化 エ ナ ジ ウ ム を含

む1 .2 % ア ガ ロ
ー ス ゲ ル で

,
1 × m E 緩 衝液 を用い て定 電圧

10 0 V で 3 時 間電気 泳動 し た . D N A サ イ ズ マ
ー カ ー と し て ス

D N A を制 限酵素g わ富d Ⅲ で 洞化 し た マ
ー カ ー Ⅰ( ニ ッ ポ ン ジ

ー

ン
, 富山) を用い た . 電気 泳動後,

ア ガ ロ ー

ス ゲ ル を0 .2 5 N 塩

酸に15 分間浸 し た . 次い で
,

ア ル カ リ 変性液 (0 .4 M 水酸化 ナ

トリ ウ ム
,

0 .6 M 塩化 ナ トリ ウ ム) に浸 し20 分間ず つ 2 回振逸 し

た後,
蒸 留水 で 洗浄 し た . ブ ロ ツ テ ィ ン グ用緩 衝液20 × S S C

(1 ×S S C = 0 .1 5 M 塩化 ナ トリ ウム
,

0 .0 1 5 M ク エ ン 醸ナ ト1) ウ

ム) で 30 分間ず つ 2 回振渡 し平衡化 させ た . 次 い で ペ ー パ ー タ

オ ル を用 い た キ ヤ ピ ラリ ー 法
18)

で
,

2 0 × S S C を用い て ナ イ ロ ン

メ ン プ レ ン フ ィ ル タ
ー

( H y b o n d - N
,
A m e r s h a m

,

B u cki n gh a m sh i r e
,
U K) に 転写 した . D N A 転写彼 の フ ィ ル タ ー

は
,
5 × S S C で 洗浄 し風乾後,

8 0 ℃ で2 時間 の 真空乾燥 処理 を

行い D N A を フ ィ ル タ
ー

に 固定 し た .

5 .

ハ イ プ
や

リ ダイ ゼ ー シ ョ ン

D N A フうゞ転写 固定 さ れ た ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ ル タ
ー を シ

ー ル ドバ ッ グ ( コ ス モ バ イ オ
,
■東京) に 入 れ

,
5 × S S C で 浸漬 し

た後,
1 0 m l の プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー

シ ョ ン 綬衝液 [ 最 終濃度

5 × S S C
,

2 5 m M リ ン 酸 水素 ナ ト リ ウ ム p H 7 .0
,

0 .1 % S D S
,

0 .1 % フ ィ コ
ー ル (Si g m a C h e m i e al C o .) , 0 .1 % ポ 1) ビ ニ ル ピ ロ

リ ド ン (Si g m a C h e m i c al C o .) , 0 .1 % B S A , 0 .2 m g/ m l 熱変
′

1
ゾ

ヒサ

ケ精子 D N A (P h a r m a ci a) ] を加え,
4 2 ℃ で 6 時間振浸し た . 次

い で
,

ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 権 衡液 [ 最終 濃度 5 × S S C
,

2 5 m M l) ン 醸水素 ナ ト リ ウ ム p H 7 .0
,

0 .1 % S D S
,

0 .1 % フ ィ コ

ー ル
,

0 .1 % ポ リ ビ ニ ル ピ ロ T) ド ン
,

0 .1 % B S A
,
0 .2 m g/ m l 熱

変性サ ケ精子 D N A
,
5 0 % ホ ル ム ア ミ ド ( ニ ッ ポ ン ジ ー ン) ,

プ

ロ
ー ブ D N A (放射活性 0 .5

～

1 .0 × 1 0
(i

c p m / m l) ] に替え,
4 2 ℃

で15 時間振 渡し た .
フ ィ ル タ ー

は , 室温 に て5 × SS C で1 帖先

浄し, 0 .1 % S D S を含 む 1 ×S S C を庁巨一て 42 ℃ で 1 5 分間洗 い
,

さ ら に0 .1 % S D S を含 む0 .1 ×S S C を用 い て42 ℃ で15 分間の 洗

い を2 回繰り返 した . 最後 に こ の フ ィ ル タ
ー

を コ ダ ッ クⅩA R フ

イ ル ム ( K o d a k
,
N e w Y o rk

,
U S A) に噌 感板 を 糾い 一80 ℃で 24 ､

-

4 8 時間露光 し オ
ー

ト ラ ジオ グラ フ イ
ー

を行 っ た .

6 . 制限酵素処理 条件の 検討

各ク ロ ー ン の D N A サ ン プ ル が 完 全に 消化で きて い る こ と を

確認 す る 目 的 で
,

各 D N A 標 本 20 /∠ g に 大腸 菌 プ ラ ス ミ ド

p U C 1 9 5 n g を加 え た 別 の 反応 系 を 準 備 し
,

上 記2 と 同様 に

B a m H I で 消化 し た . 上 記4
,

5 の 手順で D N A 5 /1 g を電気泳動

後, サ ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グを
, 次 い で

32
p 標識p U C 1 9 を用 い た

ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン を行 い
, 未消化 の p U C 1 9 が ない こ と

を オ ー

トラ ジ オ グ ラ フ イ
ー を行 い 確認 した .

フ ィ ル タ ー の 洗 浄

529

は
, 室温 にて5 ×S S C で1 臥 0 .1 % S D S を 含む1 × SS C を用 い

て 65 ℃ で1 5 分間 を1 回,
さ ら に0 .1 % S D S を 含む0 .1 × S S C を

用い て65 ℃で1 5 分間 を1 回行 っ た .
コ ダ ッ ク M フ イ ル ム を

用い 室温で12 時間 の オ
ー

トラ ジ オ グラ フ イ
ー を行 っ た .

Ⅵ . 腫瘍細胞の 生体内増殖能

各ク ロ ー ン の 増殖能 は ヌ ー

ド マ ウ ス 背部皮~■̀hF 移植 によ っ て評

価 した . 対数増殖 期の ク ロ
ー

ン1 - 3 C
,

1 -3 C ( n e o) ,
1 M3 C (P A I)

a - C
, お よ び 26 -6 の 各細胞浮遊 液の 濃度を2 .5 ×1 0

6

個/ m l に調

整 し
,

ヌ ー ドマ ウ ス の 背部皮下 に0 .2 m l (細胞数5 × 10
5

個) ず つ

を接種 し た . 移植後6 週ま での 平均腫瘍径 を経時的に計測 した
.

各ク ロ
ー ン ごと に3 匹の ヌ ー

ド マ ウ ス を用い 検討 した .

Vlt . P A ト1 お よびウロ キ ナ
ー ゼ タイ プ ･ プラ ス ミ ノ ー ゲ ン ･

ア ク チ ベ q

タ
ー

( u r o k i n a s e - t y P e p l a s m i n o g e n

a c 伽 a t o r
,

u ･ P A ) 発現量

ク ロ ー ン1 -3 C
,

1 - 3 C (n e o) ,
1 -3 C (P A I) a

-

C
,

お よ び 26 -6 の 産

生する P AI - 1 の 発現量は 検査培地中の 各抗原量をE LIS A 法 に よ

り測定 し評価 し た . 検査培地 は 対数増殖 期 にあ る各腫瘍細胞

1 ×1 0
6

個 に対 して 無血 清D M E M 培地 5 m l を加え,
2 4 時間培養

した 上 清を用 い た
. 抗 ヒ トP Al -1 モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗 体を
一

次抗

体と する E LI S A キ ッ トCr e c h n o cl o n e I n c .
,
V i e n n a

,
An s tri a) を用

い て 測定 した .

抗 ヒ トP A ト1 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 と1 % B S A を予め コ
ー テ ィ

ン グ した マ イ ク ロ タ イ タ
ー

プ レ ー

ト に被 検培地 10 0 /ノ1 を 入 れ

37 ℃ で2 時間静置 した . P B S - ツ イ ー ン (0 .0 5 % T w e e n 2 0 を 含む

P B S) で3 回洗浄後,
ペ ル オキ シ ダ ー ゼ標識抗ヒ トP AI -1 抗体 を

100 〃1 加え て37 ℃ で60 分間静置 した ･ P B S 一 ツ イ
ー ン で 3 回洗

浄筏, 発 色基質( a zi n ob i s 3 -

eth yl
-b e n z

-thi a z oli n e s ulf o ni c a ci d) を

10 0 〃l 加 えて 室温で 20 分 間静置 し発色 さ せ
,

マ イク ロ プ レ ー

トリ
ー

ダ
ー

( イ
ー

ジ
ー 1

)
-

ダ
ー

E A R 3 4 0 A T) (S T I : h b i n s t ru rn e n t
,

Vi e n n a
,
A u s tri a) を用 い て波長405 n m で の 畷光度を測定 した .

u
-P A の 発現量は 抗 ヒ ト u -P A モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 と ペ ル オ キ

シ ダ ー ゼ 標識抗 u
- P A 抗体 を用い た E LIS A キ ッ ト Cr e c h n o cl o n e

I n c .) に て P 朗-1 と 同様 の 手順で 測定 し た .

検査培 地中の P Al-1 と u
-P A 抗原量 は

,
標準 試聴の 既 知漉度と

1 2 3 4 5 6 7

､
､ ､ ､ ▲ 伽

廓

0
0
g

2
A
｢

9

3
6
9

5

4

3

ゴ

≡

8

- 2 .0

Fi g .
2 . S o u th e r n h yb ridi z ati o n a n al y si s s h o w i n g th e d e te c ti o n

o f P A I - 1 s e q u e n c e s i n e a c h cl o n e . C e ll ul a r D N A s w e r e

di g e st e d w ith B a m H I
,
f oll o w e d b y el e ct r o p h o r e si s o n l ･2 %

a g ar O S e g el a n d S o u th e r n t r a n sf e r
,

a n d h yb rid i z a ti o n wi th
32
p -

l ab el e d P A l -1 p r o b e . L a n e l
,

Cl o n e l ～3 C ; I . an e 2
,

Cl o n e 2 6 -6;

L a n e 3
,

Cl o n e l -3 C (n e o); L a n e 4
～ 8

,
C l o n e l - 3 C (P A I) a

〝

e .

H i n d Ⅲ -d i g e s t e d スD N A w a s l o a d e d a s a m o l e c u l a r si z e d

m a rk e r . k b p ,
kil o b a s e p ai r .
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吸光度 とか ら 求め た 検量練 に 基づ き値を得た . P A l -1 E L IS A 法

で は 活性型
, 潜在型 お よ び結 合型 P Aト1 抗原が

,
u

- P A E LI S A 法

で は1 本鎮 お よ び2 本鎖結合型 u
- P A 抗 原が 測定 さ れ る . 3 回の

測定 を行い そ の 平均 を求め 検討し た .

Ⅶ . 腰痛 細胞の月市転移能

各 ク ロ ー ン の 肺転移能 の 評価 は
,

W e x l e r
l皇))の 方法 に よ り行 っ

た . ク ロ ー ン1 -3 C
,

1 -3 C ( n e o) ,
1 q3 C (P AI) a

～

C , お よ び 2 6 - 6 の

細胞浮遊 液を2 .5 × 1 0
6

個/ m l に調整 し, 各ク ロ ー ン ご と に10 匹

の ヌ
ー

ド マ ウ ス の 尾 静脈 内に0 . 2 m l (細胞致5 × 1 0
5

個) 注 入 し

た . 3 週 間後 に エ
ー

テ ル 麻酔 下 に 屠殺 して仰臥位 に 固定 し
1
i~E 中

切開 にて 気管 を露 出 した . 気管 内に黒 イ ン ク ( パ イ ロ ッ ト
, 東

京) 15 m l
･ ア ン モ ニ ア 水 2 滴 ･ 蒸留水 85 m l か ら な る染色 液を

約2 m l 注入 した
. 気管 を切 離 して 肺と 心臓 を

一 塊と し て摘 出 し

流水で洗 浄 した
. 7 0 % エ タ ノ ー ル 1 0 0 m l

･

ホ ル ム ア ル デ ヒ ド液

1 0 m l ･ 酢酸 5 m l か ら な る F e k e t e 固定 液
2O)

で2 4 時 間固定 し た .

固定後, 心臓 を 切離 し肺 表面を実体顕微鏡 (× 20) で観 察 した .

0

(

∈
∈
)

L

U
}

¢

∈
d

苛
L

O

∈
コ

ト

2 4 6

Ti m e aft e r t u m o r c elli nj e cti o n ( w e e k s)

Fi g . 3 . G r o w th r a t e s o f tu m o r c e ll s f oll o w i n g s u b c u t a n e o u s

i nj e c ti o n i n n u d e m i c e . T u m o r c ell s (5 ×1 0
5

) w e r e i nj e c t e d

O V e r th e l a t e r al th o r a x of n u d e m i c e . T u m o r d i a m e t e r w a s

m e a s u r e d u si n g c al i p e r s . E a c h p oi n t sh o w s th e m e a n t u m o l
･

di a m e t e r o f 3 m i c e 2
,
4 a n d 6 w e e k s afte r tu m o r c ell i nj e c ti o n .

0 , Cl o n e l -3 C ; ▲
,

Cl o n e l -3 C (n e o); 測
,

Cl o n e l -3 C (P A I) a; ◆
,

Cl o n e 2 6 - 6 . S t a ti s ti e al d iff e r e n c e w a s e x a mi n e d b y th e

u n p ai r e d t -t e St .

★

p < 0
.0 5 v e r s u s cl o n e l -3 C .

肺転移巣は 師表 面に白く み え
,

直径50
′
′ 皿 以 上 の もの を敢 えて

肺転移放と した .

Ⅸ . 統計学 的検 討

得 ら れ た 値は す べ て 貢 ± S D で 表 し た . 群 間の 平均 値の 統計

学的検討 は 対応 の な い t 検定 , ま た は M a n n - W hi t n e y の U 検束

を行い
,

危 険率 が 5 % 未満 の 場 合を統計学 的に 有意差ありと判

定 した .

成 績

Ⅰ . サ ザ ン ハ イ プリ グ イゼ ー

シ ョ ン に よ る遺伝子解析

図2 はp c D N A l n e o-P A I 導入 株1 -3 C (P A I) a
-

e (1 a n e 4 ～ 8) の ゲ

ノ ム D N A 中 に導 入 したP AI -1 遺伝子 ( e x o g e n o u s P A I -1 g e n e) が

存 在 し て い る こ と を示 し た 結 果で ある
.
4 本 の 主 要 な バ ン ド

(23 ,
1 6

,
9 .9

,
5 . 2 k b p) に 加 えて

, 数本の 弱 い シ グナ ル (9 .6
,

(

S

苛
｡

も
l

＼

浮
こ

S

U

乳
首

【

ね

く
d

コ

P
⊂

d
L

⊥
く
d

卜3 C 卜 3 C l - 3 C l - 3 C ト3 C 2 6 - 6

( n e o) ( P Al) a ( P Al) b ( P Al) c

C】o n e

Fi g . 4 . Le v el s o f P A I - 1 a n d uT P A a n ti g e n s i n m e di a c o n diti o n ed

f o r 2 4 h o u r s o f e a c h m o n o cl o n al c e11 1i n e u si n g E LI S A ( 臨,

P A I -1; ロ ル P A) . V al u e s s h o w n i n th i s 丘g u r e i n di c a t e 盲± SD

fr 0 rn th e 3 e x p e ri m e n t s . S t ati sti c al di ff e r e n c e w a s e x a m i n e d b y

th e u n p ai r e d t - te S t .

★

p < 0 .01 v e r s u s cl o n e l - 3 C .

T a bl e l ･ N u m b e r a n d in cid e n c e o f p u l m o n a ry m e t a st a s e s r e s ultin g n
･

O m i n tr a v e n o u s l nJ e C ti o n o f e a c h cl o n e

N u m b e r o f p ul m o n a ry m e ta st a s e s

首 ±S D

ト3 C

ト3 C ( n e o)

ト3 C ( P A r) a

l - 3 C (P A I) b

ト3 C ( P A I) c

2 6 -6

1
.2 0 ± 3 .1 6

0

1 5 .1 ± 1 4 .3
*

9 .2 0 士 1 1 .2 *

1 9 .6 ± 1 5 .6 *

> 20 0 *

I n c id e II C e

1 0

0

4 3

2 7

】 4 6

2 0 0

】

】

】

】

0

0

∩
〕

0

0

>

0

0

0

0

0

0

1

1

1

1

1

1

/

/

/

/

/

/

2

0

0
0

′

b

7

0

T h e n u m b e r o f p ul m o n a ry m e t a s ta s e s th a t f o r m e d o n th e l u n g o f n u d e m i c e w a s c o u n te d u n d e r a dis s e c tl n g

m ic r o s c o p e 3 w e ek s a fte r i n tr a v e n o u s t u m o r c e11 i rリe C ti o n . V alu e s r e g a rd in g th e n u m b e r of p ul m o n a r y

m et a st as e s in di c a t e 貢
■

±S D a n d r a n g e s fr o m l O e x p e ri m e nts . T h e in ci d e n c e i n di c ate s th e n u m b e r o f m ic e

W ith p u l m o n ar y m et a St a S e S/ th e n u m b e r o f mi c e r e c eivi n g tu m o r c e11 inj e c tio n
. S t atis tic al diff e r e n c e w a s

e x a m i n e d b y th e M a n n
- W hitn e y U -te S t .

* P < 0 .0 5 v e r s u s cl o n e ト3 C .



P 鋸 -1 遺伝子導入 に よ る肺転移能の 増強

4 .4 ,
3 .9

,
2 .O k b p) が 確 認 さ れ た . こ れ ら βα ∽ ガ Ⅰ断片 の 中,

23 k b p の バ ン ドは ヒ ト細胞 が 元 来保有す る 内在性P AI -1 遺伝子

( e n d o g e n o u s P A I - 1 g e n e) で ある
ヱり

. 2 3 k b p の バ ン ドは
!
遺伝 子

導入 を 行 っ て い な い ク ロ ー ン ト3 C (1 a n e l ) と ク ロ
ー ン 2 6 - 6

(1 a n e 2) や ベ ク タ ー

プ ラ ス ミ ド の み を 導 入 し た ク ロ ー ン ト

3C (n e o) (1 a n e 3) で も認め ら れ た . D N A あ たり で 比較する と
,

5 3 1

ク ロ ∵ ン 2 6 -6 の シ グ ナ ル はク ロ ー ン ト3C ヤ ク ロ ー ン1 -3 C (n e o)

に比 べ て 再現性が よ く強い シ グナ ル を 与え た .

一

方 , 他 の 複 数の バ ン ドの 中, 例え ば16 と9 .9 k b p の バ ン ド

は ゲ ノ ム D N A の 制 限酵素消化が不 十分 な ため に生 じ た シ グナ

ル で は な い
.

ゲ ノ ム D N A の 完 全消化の 確認 は, 同一一 反応系で

共存 させ た 大腸菌 プ ラ ス ミ ドp U C 1 9 の βα 椚 ガ Ⅰ消化 生 成 物

Fi g . 5 . G r o s s s e cti o n of l u n g m e ta s ta ti c c ol o ni e s o f cl o n e l-3 C (A ) ,
Cl o n e l ,3 C (P A I) a (B ) a n d cl o n e 2 6 -6 (C) . T u m o r c ell s (5 ×1 0

5

) w e t
･

e

i n o c u l a te d i n t o th e t ail v ei n of n u d e m i c e . A t 3 w e e k s
,

m i c e w e r e a u t o p si e d u n d e r e th e r a n e sth e si a a n d th e l u n g s w e r e c ol o r ed w ith b l a ck

i nk b y W e xl e r
,

s m e th o d
1 9)

･ W h ite s p o ts o n th e l u n g a r e m e t a s ta tic c ol o n i e s ･ T h e s c al e b a r i n di c a te s 2 m m ･

E nd oth eli aI c e =

T ｡ m ｡ r C e" ゆ

T u m o r c e" a d h e sio n

B a s e m e nt m e m b r a n

Plat elet a gg T ? g ati o n

Fib ri n clot

L o d g e m e nt F ib rjn oly sI S

A n t 折b ri n oly si s T u m o r c e" p r o 肝e r a tio n

F ig . 6 . ¶l e S e q u e n C e O f t u m o r c ell a r r e st a n d i n tr a v a s c ul a r p r olif e r ati o n p o rti o n o f th e m e ta st a ti c c a s c a d e ■ (A) T h e tu m o r c ell i niti ally

a r r e s ts w ith cl o s e c o n ta c t of e n d o th eli al -tu m O r C ell pl a s m a m e m b r a n e s . ( B) A g g r e g ati o n o f pl at el et s a n d f o r m ati o n o f 丘b ri n cl o t o c c u r

i m m e di a tel y a ft e r t u m o r c ell a r r e st . (C ) If th e tu m o r c ell e x p r e s s e s hi gh 1 e v el s o f u - P A
, 飢 rin olyti c a c ti vity i s p r o m ot e d i n c oll ab o r a ti o n

W ith トP A s e c r e t e d b y e n d o th eli al c e ll s
,

a n d th e m i c r o th r o m b u s i s d i s s oI v e d . (D ) T h e tu m o r c ell i s d e t a c h e d a n d w a s h e d o u t b y

r e e s tabli s h m e n t o f b l o o d fl o w . (E) If th e tu m o r c ell e x p r e s s e s h i gh 1 e v el s o f P AI -1
,
P AI - 1 i n h ibit s 丘b ri n oly si s c a u s e d b y P A s a n d h el p s t o

p r e s e rv e a n d d e v el o p st a bl e m i c r o th r o m b u s . (F) E n d o th eli al c e11 s a r e s e p a r at e d w ith t u m o r c ell p r olif e r a ti o n i n th e v e s s el
,

a n d th e

b a s e m e n t m e m b r a n e i s di s s ol v e d .
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(2 ,
6 8 6b p 断片) をサ ザ ン プ ロ ッ ト法で 確認す る仕方 で

, 完全消

化 に必要な 制限酵 素量 と 反応時 間を設定 した .

以 I l の こ と か ら
,

ゲ ノ ム D N A 中 に複数の 導入 P Al -1 遺伝子 を

持 つ ク ロ , ン 1 -3 C (P A l) a
-

e を得 る こ と が で きた .
こ れ ら の 中

,

主 に1 - 3 C (P Al ) a
～

C の 3 つ の ク ロ ー ン を用 い て以 下 の 実験 を行 っ

た .

Ⅰ . 腫瘍細胞の 生体 内増殖能

背部皮下 に接 種 した 各ク ロ ー ン とも経時的に腫瘍 径の 増大 を

み た (園3) . 遺伝子導 入操作 を 受け た ク ロ ー ン 1 - 3 C (n e o) お よ

び ク ロ ー ン 1 -3 C (P A l) a
～

C は ク ロ ー ン 1 -3 C と比 べ 腫 瘍径 の 増大

速度 に 有意差 を示 さ なか っ た . ク ロ ー ン 26 -6 は腫瘍径 の 増大が

最も速く ク ロ
ー ン ト3 C に比べ 移植4 過後か ら有意差 を認め た .

Ⅱ . P A I - 1 お よ びu
一 拍 発現量

図4 は 無血 清 D M E M 培地 で 24 時 間培養後 の 検 査培 地 中の

P Al - 1 お よ び u - P A 抗原量 を示 し た結 果で あ る
.

P A I - 1 抗 原量 は

ク ロ ー ン ト3 C で は 平均 40 .6 n g / 1 0
5

個 で あ っ た . 対照 と し て

p c D N A l n e o ベ ク タ
ー

プ ラ ス ミ ド の み を導 入 し た ク ロ ー

ン 1 -

3 C ( n e o) で は44 .4 n g / 10
5

個 で あり P Al -1 発現の 増加は な か っ た .

P A J -1 c D N A 導入株1 -3 C (P Al) a
～

C で は ク ロ ー ン1 -3 C に比 べ 有意

に増 加し3 倍以 上 の P AI - 1 発 現 を認 め た . こ の 遺伝子 導 入株 1 -

3 C (P A I) a
～

C の 高 い P A I -1 発現性 は6 カ 月以 上 安定 し て い た .

P A I - 1 高発現性 の ク ロ
ー ン2 6 - 6 で は38 8 n g / 1 0

5

個 と ク ロ ー ン 1 -

3 C の 約10 倍 で あっ た
.

一 方 , u
- P A 抗原量 は各ク ロ ー ン とも に

14 ～ 2 0 n g/1 0
5
個 の 範 囲で 有意差 はなく,

P A I - 1 c D N A の 遺伝子

導 入 によ るu
一 弘 発現性 へ の 影響 は な か っ た .

Ⅳ . 腫瘍細胞 の 肺転移能

表 1 は 各 ク ロ ー ン の 肺 転移 数と 転 移頻度 を示 し た結 果 で あ

る . 図5 は W e xl e r
1 9) の 方法 に より染色 した肺転移巣の 実体顕微

鏡像で あ る
. 転移巣 は肺 表面に 白く結節状 に認 め ら れ る .

ク ロ

ー ン ト3 C を 接種 した ヌ ー

ドマ ウ ス で は10 匹中2 匹に の み 肺転

移巣 が 観察 さ れ た . そ の 転移数 も10 個 以 下 と 少な か っ た ( 図

5A) . ク ロ ー

ン 1 - 3 C (n e o) で は 見か け 上 肺転移巣 は ま っ た く認

め ら れ な か っ た . 遺伝 子導 入 を行 っ た3 種類 の ク ロ
ー

ン 1 - 3 C

(P AI) a
～

C で は10 匹中6 ～ 8 匹の 額度で 肺転移巣が み ら れ
, 転移

数も有意 に増加 して い た . 図5 B にタ ロ ← ン 1 -3 C (P Al) a の 結果

を示 し た . ク ロ ー ン2 6 -6 で ほ 全例 に肺転移を 認め (図5 C) ,
転

移数も多く10 匹中5 匹 は接種後3 週以 内に死 亡 し た .

考 察

ヒ ト線維肉腫細胞 H T l O 8 0 は強力 な肺転移能 を持 っ て お り肺

転移実験 に よく用 い られ て い る
1 2)

. こ の H T l O 8 0 は均【-▼
･

な細胞

集団 で は なく
, 多様 な性 質を持 つ 細 胞の 集ま り で ある こ と はあ

まり 認識 さ れ て い な い
. H T -1 0 8 0 か ら限界希釈法 に よ り樹立 さ

れ た 低P A ト1 活性 か つ 低肺転移龍 の ク ロ ー ン 1 -3 C
l O) 1 1)

に
, 今 臥

P Al -1 c D N A を遺伝子導 入 しP AI -1 活性を高め る こ と に より肺転

移能 に どの よう な影響 が み られる か を検討 した . 遺伝子導 入 に

用 い たP AI - 1 c D N A は P A l -1 を構成す る全 て の ア ミ ノ 酸を コ ー ド

して お り, 合成 さ れ る P AI -1 蛋白 質も生理的な機能 を有 し て い

る と 考えら れ る
1 3)2 2)

. 遺伝子導入 に はリ ン酸 カ ル シ ウ ム 法に比

べ 導入頻度が 高く ,
また 導入 時 に細胞 に与える 毒性 が 少な い リ

ボ フ ェ ク シ ョ ン法
1 5) を周い た . 遺伝子導入の 条件と して 導 入 遺

伝子 の 濃度
,
接触 時 臥 培養環境な どが 考え られ

23)
,

あ らかじ

め前実験を行い 適切 な条件を検討 して お い た . 腫瘍細胞を ヌ
ー

ドマ ウ ス の 静脈 内に投 与す る血 行性転移モ デ ル の 実験を行う た

め に
一

過性 に で は なく持続 的 にP AI -1 を高発現す る 安定 した株

の 獲得 が 望まれ た ･

山

般 に 持続高発現 株 ( s ta b l e t r a n sf e c t a n t)

の 樹立 は
一 過性高発 現株 (tr a n si e n t tr a n sf e c ta n t) を得 る こ とよ

りも困難で あ る . そ れ は遺 伝子 導入 さ れ た 直後,
ベ ク タ ー

プラ

ス ミ ドが 細胞質 内に取り込 まれ
→ 過性 に高発現を示す時期があ

る . そ の 後
,

そ れ ら の ごく 一 部が 核内 に入 り込み 宿主染色体に

組 み込 まれ て は じめ て 安定 し た 形 質転換細 胞 と な る た め であ

る .

一

過性高発現株 で は細 胞分裂の 際 に導入 し た遺伝子を次世

代 に受 け渡す こ と が で きな い た め 高発現 を長期 に維持す る こと

が で きない
.

一

方 , 持続高 発現株は 導入 遺伝子が 宿主染色体に

組み 込まれ て い る た め に細 胞分裂の た び に次世代 に導 入遺伝子

が 受け継が れ 長期 に わ た り安定 した 遺伝子産物 の 発現を維持す

る こ と が 可 能 と な る
23)

. 今 回の 実験 で は ジ ュ ネ テ シ ン ( G 4 1 8)

に よ る4 週 間以 上 の 選択培 養を行い
,

さ ら に ク ロ ー ン 化 し安定

し たP AI -1 党規 を認 め る ク ロ ー ン の み を実験 に用 い た . P A I -1

c D N A 導入 株1 -3 C (P A l) a ～ C は ク ロ ー ン 1 - 3 C の 3 倍以 上 の P AI -1

の 発現 を6 カ月以 上 安定 し て認 め
, 持続 高発現 株と考 えら れた .

ま た
,

い ずれ の 遺伝 子導入 株も親株 で あ る ク ロ ー ン 1 - 3 C に比

べ て G 4 1 8 に 対 す る 50 % 増殖 抑 制 膿度 ( m e d i a n i n h i bi t o r y

C O n C e n tr a ti o n o f G 4 1 8 f o r c ell g r o w th) 比 は15 ～ 2 0 倍で あり
,

G 4 1 8 に対 して 高 い 耐性を獲得 し た .

P Al - 1 は セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ ･

イ ン ヒ ビ タ ー フ ァ ミリ
ー

に属

し,
こ れまで に他 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ ･

イ ン ヒ ビタ ー

が 細胞

増殖促 進活性を持 つ こ と が 知 ら れ て い る
2 4)

. 今 回 ,
P A I - 1 遺伝

子導 入株 に つ い て ヌ
ー

ド マ ウス 背部皮下 接種法 に より生 体内増

殖能 を親株 と比較 した . 腫 瘍径 の 増大速度 に は両者 間に有意差

は なく
,

P A I -1 遺 伝 子導 入 に よ る生体 内増殖能 に 影響 はない と

考え られ た .

P Al -1 c D N A が ク ロ
ー ン 1 -3 C に導 入 さ れ た こ と はサ ザ ン ハ イ

プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に よ る 遺伝子解析 で 確認 し た . P A I -1 遺伝

了･ 導 入 株1 - 3 C (P A I) a ～ e で は ヒ ト細 胞が 元 来保 有す る 内在性の

P Al -1 遺伝子 の バ ン ド (B a m H I 消化 の 場 合は 23k b p フ ラ グメ ン

ト
21)
) 以 外に

, 複数 の 外 因性 の P A ト1 の バ ン ドが 認め ら れ た (図

2) . 外匝=埜P Al - 1 の バ ン ドの 数は ク ロ
ー ン1 -3 C (P A I) a で 約4 本,

1 -3 C (P Al )b で約5 本
,

1 - 3 C (P Al ) c で約2 本認 め た が
,

P Al -1 発

現量 は い ずれ も ク ロ
ー ン 1 t3 C の 3

､

4 倍 程度の 増加 で あり外因

性 P A ト1 の バ ン ドの 数 に よ る P A ト1 発現 量 に差 は な か っ た . 導

人達伝子 の 形 質発現は
一

般 的に組 み込ま れ た 染色体上 の 位置や

コ ピ
ー

故 に よ っ て 影響 を 受 ける が
2:-)

,
P A ト1 の 場合 は ク ロ ー ン

間で差 がみ ら れ な い こ と か ら
, 遺伝子導 人 さ れ た ク ロ

ー ン にお

い て も無制限 に P AI - 1 を発 現で き る の で は なく
, 何 ら か の 制御

を受 け て い る もの と考 えら れ た .

ク ロ ー ン 2 6 -6 の 遺伝 丁解析で は 内在性P AI -1 の 2 3 k b p フ ラ グ

メ ン トが 他の ク ロ ー ン と比 べ 再現性 よく強く描 出さ れ た (図 2) .

サ ザ ン プ ロ ッ トに 用い た各ク ロ
ー ン の D N A 量 は5 / ∠ g に統【

一

さ

れ て お り ク ロ ー ン 2 6 - 6 の シ グ ナ ル が 強く描 出 さ れ た 理 由 と し

て
,

P A l -1 遺 伝了
･

の 存在す る 染色体 の トリ ソ ミ
ー

(tri s o m y) や

P A I -1 遺伝子 の 増幅 な どが 考え ら れ た . ク ロ ー ン 2 6 -6 の 核型分

析 は 行わ れ て い ない が
,

R a s h e e d ら
12)

は H
′

ト1 0 8 0 に は 染色体異

常 , 特 に倍数体 の お きや すい 事実を報告 して い る .

こ れ まで に 当講座 で は
,

P A I - 1 の 発現 レベ ル と転 移能と の 間

に 正の 相関が あ る こ と を報告 して きた 鋸0) 11)
. 今回 ,

P A l - 1 遺伝

子 を導入 して 遺伝子量を増加 する こ と に よ っ て
, 両者 の 正の 相

関性 を確認 した . 今 日ま で 種々 の ヒ ト腫 瘍で 悪性化 に伴い ゲ ノ



P A I -1 遺伝子導 入 によ る肺転移能の 増強

ム の 質的あ る い は量 的変 化が お きる 例
25) 26)

が多く 報告さ-れ て い

る . ヒ ト肺転 移を お こ し た症例 でP AI -1 遺伝子量 を 調べ た 報告

は こ れ ま で にな い が , P A I - 1 遺伝子 は 第7 染 色体上 に あF)
,

ま

た種々 の 腫瘍 で 第7 染色体 の 増幅 もみ ら れ て い る
27)

. 原発巣 と

肺転移巣 で P AI - 1 遺伝子 に何 らか の 変化が ない か 検討す る こ と

は今後の 課題で ある .

凝固線溶系が 悪性腫瘍 の 転 移形成 に深く 関わ っ て い る こ と は

こ れま で に も示唆 され て き た
28) 2 9)

.

一 般 に悪性腫瘍 の 転移 の 成

立過程 に は
,

原発巣 か ら の 離脱と浸潤 , 脈 管系 へ の 侵入
,

毛細

血管 へ の 着床停 留
,

脈管か らの 浸出, 転移臓器 へ の 生 者と 増殖

とい っ た複 数の 段階的な 過程が ある . 血 管内の 環境は 腫瘍細胞

にと っ て は 苛酷で あり,
血流 によ る物理的 な ス ト レス や 免疫担

当相月包に よ る 傷害も受けや すく
,

適当な臓器の 毛細血 管 に走者

して 生 き残れ るの は ごく わずか で あ る . 毛細血 管 に捕捉 され る

ため にも,
血 流中 の 物理 的 ス トレ ス か ら逃 れ る た め にも, 腫瘍

細胞 は塊を なす方 が有利で ある . 血 小板ヤ フ イ ブ リ ン と の 凝集

塊形成や 膿瘍細胞 同士 の 接着 に よ る集合体 の 形成が こ の 過程を

促進す る と 考え られ る
:う(朋 1)

. 毛細血 管内で 腫瘍細胞が 血 小板 ヤ

フ イ ブ リ ン と 凝集塊 を形 成する場 面に お い て 凝固線潜活性 は重

要な 因子 と 考 え ら れ る . こ の よ う な転 移 の 成立 過程 にお ける

P AI -1 の 役割 は い ま だ 明ら か で は ない が
,

プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン t プ

ラス ミ ン シス テ ム で の 活性化と 阻害の バ ラ ン ス を 介して
, 腫瘍

細胞の 転 移に 関与 して い る可 能性が あ る .

最 近
,

P A I - 1 や プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ･ ア ク チ ベ ー

タ
ー

(pl a s m i n o g e n a c ti v at o r
,
P A ) が

, 従来 の 凝固線洛系 の 内容を超

えて
,
悪性腫瘍の 転移と い う観点 か ら も関心が 持 たれ て きた

3 2】
.

甑 1 は主 に血 管内皮細胞 や 血小板 で 産生 さ れ
,

血 奨中の P AI -1

が増加す る と深 部静脈 血栓症 , 冠動脈疾患 な どの 危険性 が 高ま

る . 逆 に , 先天 性 P AI -1 欠損症で は線 溶活 性の 異常克進 が み ら

れる .

一

方 ,
P A は プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン を プ ラ ス ミ ン ヘ と活性 化

させ
, 線 潜活惟 を高め 凝固糸の 最終産物で あ る フ ィ プ リ ン 塊を

洛角牢す る は た ら きが あ る . また P A は
, 線 漸古惟 と は 別に プ ラ

ス ミ ン を 介 して 潜 在型の マ トリ ッ ク ス ･ メ タ ロ プ ロ テ ナ
ー ゼ

( m atri x m e t all o p r o tei n a s e) を 活性 化し 基底 膜の 構 成成 分で あ る

コ ラ ー ゲ ン
,

ラ ミ ニ ン
,

フ ィ ブ ロ ネ ク ナ ン 等を 酵素的に 分昭す

る は た らき を 持 つ
. u

-P A を大量 に 産生 す る 膿瘍細胞 は 鵜底膜

を分解 し 周囲組織 へ 浸潤 する こ と が容易 で あり 転移を 形成し や

すい と 考 え ら れ て い る
:i:う)

.
こ の よ う な 転移 機序 か ら推論 し て

,

u
-P A は腫瘍 の 悪性 度と 閲係づ け られ て き た . そ の た め P A I -1 の

腫瘍学 的役割 に関 し て は u
- P A を 阻告す る た め 良好な一予後【人け ,

ま た は u
- P A に 対す る 単な る フ ィ ー ド バ ッ ク 的存 在と して の 報

告が 多く な され て きた
:14)3 5)

し か し , F o e k e n s ら
‥M)

は乳癌 に お け る)京発巣組織■いの P A I - 1

抗原 レ ベ ル が そ の 予後 と相 関する こ と を報 告 した
.

つ まりP A I -

1 を多く 発現す る腫瘍 ほ ど転移 しや すく ㌢後が 思 い . しか も u
-

P A 抗原 レベ ル と 転移と は相関が み られ な い こ と か ら
,
P AI -1 を

独立 した 予後因子 で ある と して い る . ま た M a r k u s ら
:Ⅲ

は 大腸

癌の 転移組織 中の u
- P A 活性 が 原発巣 の そ れ よ りも明 ら か に 低

い こ と を示 し
,

u
一 弘 活性が 低く,

む し ろ P AI -1 活性が 高い 腫瘍

細胞が 高転移能を有す ると 報告 した . 膿瘍細胞の 産生 す る こ の

よう な高 い P AI -1 活性 の 意義 に つ い て は
,

癌細胞を 蛋白分解か

ら保護 する と い う考え38 ) も ある が
,

我 々 は 標的臓器 の 微 小環

境にお い て 凝固線洛系を介 して腫瘍塞栓 の 形成 を促進 して い る

の では ない か と考えて い る .

5 3 3

C ri s s m a n ら
31)

は遠隔転移部位の 微小環境 にお ける 転移形 成過

程 を3 段 階 に分け
,

そ れ ぞ れ に影響 を あた え る 因子を以 下 の ご

とく 説明 した . そ れ は
, 腫瘍祁柑包と着床部位の 内皮細胞と の 間

の 直接 的相互作用が 要因と なる接着相 (a d h e si o n p h a s e) ,
着床

した 腫瘍細胞の 周辺 に血 小板が付着 し形成 され た腫瘍塞栓が 要

因と な る停留相 (l o d g e m e n t p h a s e) ,
腫瘍珊 胞が 内皮細胞 間隙

を貫通 し細胞外 基底膜を溶解す る浸潤 相 (i n v a si o n p h a s e) ,
の 3

段階 で ある . M al o n e ら
3 9) は 転移を形成 した 種 々 の 悪性腫 瘍に

お い て
,

原 発巣で は 高い 線潜活性が 認め ら れ る にも かか わ らず

転移巣で は線溶暗性が 低い こ と を示 した . そ して線溶活性は 転

移過程 の う ち原発巣か らの 浸潤や 脆管系 へ の 播 種と い う場面で

は重要 な 国子で あ る こ と に 間違 い な い が
,

転移巣で の 接着停留

相 で は高 い 線洛活性 はか え っ て不利で あり
,

反対に 低い 線溶活

性あ る い は線清 を強力 に阻害する作用が 腫瘍塞栓の 形成や維持

に 関 して は 有利 に は た らくと結論 し て い る , 骨肉腫 に代表さ れ

る よ うに 血 行性肺転移 をき た しや す い 骨軟部腫瘍で は病初期か

ら血 流中に 腫瘍 細胞 が存在 して い る . そ の よう な状況下 で は原

発巣か らの 離脱 ･ 浸 潤, 脈管糸 へ の 侵入 と い うこ と より は
1 む

し ろ毛細血 管壁 に着床
･

停留 し
,

膿瘍塞栓 をい か に 形成す る こ

とが で きるか が 転移成立 の 要因で ある と思 われ る .

こ の 微小環境 に お け る膿瘍細胞の 着床停留か ら腫瘍塞栓の 形

成
,

転移の 成立 まで の 過程の 我 々 の 考えを 簡潔に説明す る . 原

発巣 か ら 離脱 し血管に侵 入 し た腫瘍細胞 は 遠隔臓器 の 毛細血 管

に 着床 し停留す る場面で は
,

内皮 細胞 と接 着 (図6A) し た後 に

そ の 周巨馴こ血小板凝集や フ ィ プ リ ン塊 を形 成 (固6 B) す る . こ

れ を溶 解す る よ う に 血 管内皮細胞 か ら組織 型 プ ラ ス ミ ノ ー

ゲ

ン ･ ア ク チ ベ ー

タ
ー

(ti s s u e
- ty p e pl a s m i n o g e n a cti v at o r

,
t - P A) が

産生 さ れ る . しか も停 留 して い る腫瘍細 胞自体が u
- P A を多く

発現 し て い る場 合 (図6 C) に は
, 線溶系が 克進 しプ ラ ス ミ ン を

介す る フ ィ プリ ン 酒解作用が 増強さ れ
,
腫瘍塞栓が 取り 除か れ

1f【L流 が 再開通 し最終的 に転 移が 形 成さ れ ない (回6 D) . 反対 に

腫瘍細胞自体が P AI - 1 を 強く党規 して い る場 合(国6E) には
, 内

皮細 胞か ら 塵牛 され る トP A を 阻斉 し局河川引こ線 溶清作が 抑制さ

れ フ ィ プ リ ン塊 や 腫瘍尭栓が 溶解 さ れ にく い 環境 を作 り 山す .

そ の 結架
,

腫瘍 細胞は 新保都府 に安㍍ な腫瘍塞栓を形成 し
,
噌

紳 ･ 浸潤= 周6 F) と い っ た次な る 転移過程 へ と進む こ と が 叶能

と な る .

勝J占､
Il り

,
M a ts u d a ら

1t" 1 =
は H T - 1 0 8 0 に ラ ジ オ ア イ ソ ト

ー

プを

櫻謝 し て ヌ ー ドマ ウ ス の 尾静脈 内に段ノj ▲ し , 腫瘍細胞の 体l勺動

IFりを観察 L た . その 結果,
P Al - = 副生の 高い ク ロ

ー

ン はP Al -1 iFキ

件 の 低 い ク ロ
ー ン に比 べ よ り長い 時 剛け内 に停摺する こ と を明

ら か に し た . ま た , P A I -1 満仲の 高い ク ロ
M ン と 快い ク ロ

} ン

の 間 に は u
-P A 産′

ト能や て ト リ ゲ ル

､
に 対する 浸潤能 には 差 がな

い こ と , ま た臍帯静脈 内皮細胞に 対する接着能 にも差が ない こ

と か ら腫瘍 紺地 の P A ト1 発現に よ る抗線清浦怖 が肺 毛姉川L 管で

の 着床停留, そ れ に続く腫瘍塞栓の 形成を促進 させ 肺転移能 を

高め る と の 結論 を得た . さ ら に ヘ パ リ ン お よ び抗 P A ト1 モ ノ ク

ロ ー

ナ ル 抗体 に より膿瘍細胞の 肺内停留と肺転 移能が抑制 さ れ

る こ と を 示 し
,

凝固活性 お よ びP A ト1 活性 が 腫瘍細 胞の 伊凱

腫瘍 塞栓形成に深く関連 して い る こ と を裏付けた . 現在
,

臨床

的に もワ
ー フ ア リ ン

,
ヘ パ リ ン に よ る抗凝固療法は 塞栓形 成を

抑制 し悪性腫瘍 の 遠隔転移阻止に 有効 で ある
4 1)

. ま た悪性 腫瘍

に お ける 血小板凝集抑 制剤 (ア ス ピリ ン
,

プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン)

に よる 転移抑制効果も検討さ れて い る
4 2 卜 44)
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今回 の 実験 で は
,

腫瘍細胞 にP AI -1 c D N A を遺伝 子導人 す る

と い う手法を用 い P Aユー1 発現 と い う1 つ の 形 質の み を克進 させ
,

そ の 肺転移能 が ど の よう に 変化す る かを検討 した . P A I - 1 遺伝

子導入 に より 肺転移 能が増 強さ れ た こ とか ら
,

P A I -1 は こ の 系

にお ける 肺転移能 を決 定する 重要な因子の 1 つ で ある こ と が 明

らか に さ れ た . 今後, 悪性腫瘍の 転移形成能ある い は予後因子

と い う 観点か らも膿瘍 細胞の n u -1 活性 が さ ら に注 目 さ れ る べ

きで あ る . また 抗 P A I ･ 1 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体や ア ン チ セ ン ス

m I - 1 遺伝子 な どを応用 した悪性 腫瘍 の 転移抑 制治療 の 可 能性

も大 い に期待 さ れ る .

結 論

1 . ヒ ト線 稚内腫細 胞 H T l O 8 0 か ら分離 さ れ た 低P AI -1 活性

の ク ロ ー ン 1 - 3 C に ヒ ト P AI -1 c D N A を 遺伝子導 入 し
, 複 数の

P A I -1 持続高発現株1 -3 C (P 即) を樹 立 した .

2 . 遺伝子 導入 株1 -3 C (P 朗) は遺伝子解析 に よ り外 因性 P A l l

遺 伝子を持 つ こ と が 示さ れ
,

E LI S A 法に よ る 測定 で ク ロ
ー ン1 -

3 C に比 べ3 倍 以上 の P A I - 1 発現を認 め た .

3 . ヌ ー

ド マ ウ ス 尾静脈内 に腫瘍蘭 胞を接種す る方法で 肺転

移 能を評価 し た と こ ろ
,

遺伝子導 入株 1 - 3 C (P A I) は ク ロ ー

ン ト

3 C と 比較 して 有意 に肺転移能が 克進 した .

4 . 以上 より
, 腫 瘍細胞 の P AI - 1 活性 は H T ㌧1 0 8 0 に お い て肺

転移能を増強す る東要 な 因子で ある こ とが 明 らか に な っ た .
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,
19 9 3

3 9) M al o n e J M
,
W a n g e n s te e n S L

, M o o r e W S
,
K e o wn M A . T h e

重b ri n oly ti c s y s te m ; a k e y t o tu m o r m et a st a si s? . An n S u r g 1 9 0 :

3 42 -3 4 9
,
1 9 7 9

4 0) 勝尾信 一

.
ヒ ト線維肉腫細胞 ( H T ｣1 0 8 0) の 肺転移 に 及ぼ

す ウ ロ キ ナ
ー ゼ タ イ プ プ ラス ミ ノ ー

ゲ ン ア ク チ ベ ー

タ
ー

お よ び

プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン アク チ ベ ー タ ー

イ ン ヒ ビタ ー

1 の 影響 . 十全

医会詰 103 : 6 2 8 -6 3 8
,
1 99 4

4 1) Z a c h a r sk i L R
,
H e n d e r s o n W G

,
Ri ck l e s F R

,
F o r m a n W B

,

C o r n ell CJ ,
F o r ci e r RJ ,

E d w a r d s R L
,
H e ad l e y E . E fE e ct of w a rf a r in

a n ti c o a g u l ati o n o n s u rv i v al in c a r ci n o m a o f th e l u n g ,
C Ol o n

,
h e a d

a n d n e ck , an d p r o s ta t e . Fi n al r e p o rt of th e V A C o o p e r a ti v e S tu d y

7 5 . C a n c e r 5 3 : 20 4 6 -2 0 5 2
,
1 9 84

4 2) G a si c G J ,
G a si c T B

,
M u r p h y S . An ti m e t a s t a ti c e ff e c t o f

a s pi ri n . b n c et 2 : 9 3 2 - 9 3 5
,
1 9 7 2

4 3) S t ri n gf e1l o w D A
,
Fitz p at ri c k F A . P r o s ta gl a n di n D 2 c o n tr oI s

p u l m o n a ry m e t a s ta si s of m ali g n a n t m el a n o m a c ell s . N at u r e 2 8 2 :

7 6-7 8 ,
1 9 7 9

4 4) H o n n K V
,
C i c o n e B , S k o ff A . P r o s t a c y c li n : a p O t e n t

a n ti m et a st a ti c a g e n t , S ci e n c e 2 1 2 : 1 2 7 0 -1 2 7 2
, 1 9 8 0
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T r a n s f e c ti o n o f T y p e l - P l a s m i n o g e n A c ti v a t o r I n h i b i t o r c D N A P o t e n ti a t e s L u n g M e t a s t a si s i n H u m a n

Fi b r o s ar C O m a C ell L i n e H T ･ 1 0 8 0 C h i a k i S u n a y a m a
,
D e p a r t m e n t o f O r th o p a e d i c S u rg e r y ,

S c h o o l o f M e d i ci n e
,

K a n a z a w a U n i v e r sity ,
K a n a z a w a 9 2 0 - 8 6 4 0

M

J . J u z e n M e d S o c .
,
1 0 7 , 5 2 6 ~ 5 3 6 ( 1 9 9 8)

K ey w o r d s ty p e トpl a s mi n o g e n a c ti v a t o r i n h i b it o r
, g e n e t r a n S f e c ti o n

,
h u m a n fib r o s a r c o m a c e ll li n e H T q 1 0 8 0

,
1 u n g

m e t a st a si s

A b s t r a et

T h e p r e s e n t s t u d y w a s p e rf o r m e d t o e x a m i n e t h e e ff e c t o f ty p e l -

P l a s mi n o g e n a c ti v a t o r i n h i b i t o r ( P A ト1) o n

h e m at o g e n o u s l u n g m e t a s t a s e s b y tr a n s f e c ti o n o f P A I - 1 c D N A i n t o th e h u m a n fi b r o s a r c o m a c ell li n e H T - 1 0 8 0 . T h e

m o n o cl o n al c e11 1i n e l - 3 C w a s e s t a b lis h e d fr o m H T - 1 0 8 0 i n 1 9 9 4 a n d s h o w s l o w e x p r e s si o n o f P A トI a n tlg e n S a n d l o w

m e ta s tati c p o te n ti al i n t o th e l u n g s o f B A L B / c
-

n u / n u a th y m i c m i c e . H u m a n P A I LI c D N A ( 1
,
4 2 6 b p) w a s li g a t e d i n t o th e E

I - X b a I p o ly li n k e r si te o f th e m a m m ali a n e x p r e s si o n v e c to r p c D N A l n e o ･ T h a t th e p l a s m id c a r ri e d th e P A I - 1 c D N A i n th e

S e n S e O ri e n t a ti o n w a s c o n fi r m e d b y r e s tri c ti o n e n z y m e a n a ly s I S . T h e c o n s t r u c t
, P C D N A l n e o

- P A I
,

W a S i n tr o d u c ed i n to th e

P a re n t al cl o n e l - 3 C b y lip id
-

m e d i ate d D N A t r a n s f e c ti o n ･ A ft e r 4 w e e k s o f s e l e c ti o n f b r r e si s ta n c e t o g e n e ti ci n ( G 4 1 8) ,
5

tr a n sf e c ta n t cl o n e s e x p r e s s l n g a h ig h l e v el o f P A I - l a n tl g e n W e r e i s o l at e d a n d u s e d f o r fu rth e r c h a r a c te ri z a ti o n
･

B y e m p l o y l n g

S o u th e r n b l o t a n al y s I S
,

a 2 3 k b p b a n d e x h i b iti n g a u th e n ti c g e n o mi c P A ト1 D N A w a s c o rlfi r m e d i n all cl o n e s a n al y z ed
,

W h e r e a s th e b a n d s o f e x o g e n o u s P A I - 1 a t v a ri o u s si z e s o f th e D N A 良
一

a g m e n t W e r e f b u n d o n ly l n th e t r a n s fe c t a n ts . A n ti
g e n

l e v el s o f P A ト1 a n d u r o ki n a s e
- ty P e P l a s m i n o g e n a c ti v a to r ( u

- P A ) i n th e c o n di ti o n e d m e di a d e ri v e d fr o m e a c h cl o n e w e r e

m e a s u r e d b y a s a n d w i c h E L IS A u s l n g a m O n O C l o n a l c a t c h i n g a n tib o d y a n d a p o l y cl o n al d e t e c tl n g a n ti b o d y . A 3 t o 4 -f old

i n c re a s e i n th e e x p r e s si o n of P A I , 1 p r o t ei n s w a s n o te d i n th e t r a n s f e c t a n t cl o n e s w h e n c o m p a r e d to th e p a r e n tal cl o n e l -3 C .

O n th e o th e r h a n d
,
th e e x p r e s s e d l e v el s o f u

- P A i n th e s e cl o n e s w a s n o t c h a n g e aft e r D N A t r a n s f e c ti o n p r o c ed u re s . T h e

m e ta st a ti c p o t e n ti al s o f e a c h c l o n e w e re e v al u a t e d b y c o u ntl n g m e ta S t a ti c c o l o n i e s f o r m e d i n th e l u n g s o f B A L B / c
-

n u / n u

ath y m i c m i c e 3 w e e k s af te r i n o c ul a ti o n w i th th e r e s p e c ti v e t u m o r c ells i nt o th e t ail v ei n
.

T r a n s f e c ta n t s w i th a h i g h l e v el of

P A I - 1 e x p r e s si o n sh o w e d a s lg n ific a n t i n c re a s e i n b o th th e n u m b e r a nd i n ci d e n c e o f l u n g m e ta st a s e s c o m p a r e d to th e p a r e n tal

Cl o n e l - 3 C . T h e s e fi n di n g
s s u g g

e st th a t P A I -1 e x p r e s si o n i s a k e y f a c t o r r e g u l a ti n g th e m e t a s ta ti c p o t e n ti a l o f h u m a n t u m o r

c ell s .


