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活性型 ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル (A G - 2 0 0 0) の

腹膜播種予防 に 関する 実験的研究

金沢大学 医学部医 学科外科学 第二 講座 (主任 : 三 輪 晃 一 教授)

田 島 秀 浩

癌の 転移で 重要な役割 を担うイ ン テ グ リ ン は α 鎖 とノ9 鎖が 非共有結 合で 会合 して 立 体構造をと る ヘ テ ロ ダイ マ
ー

で
, ノブ

鎖 の 細胞外 ドメ イ ン に は シ ス テ イ ン 残基 に富 む4 か所 の 繰 り返 し配列部 が存在す る
.

こ の 残基 の ス ル フ ヒ ド1) ル ( s u l血yd r yl ,

S H ) 基を標 的に
, 特 異的に結 合するS H 試薬を反応 させ イ ン テ グ リ ン の 三 次元 構造を崩 して

, 癌細胞 の 細胞外 マ トリ ッ ク ス へ

の 接着阻害を実験 的に試 みた . 用い た癌細胞 株は
,

癌性 腹水由来で 高率 に腹膜播 種 を形成 し
,

しか もイ ン テ グリ ン の 党規が 確

認され た 足場依存性の As P C -1 ヒ ト膵管癌細胞 株で あ る . S H 試薬 は
, 細胞表面 の S H 基 と特 異的 に不可逆的 に結 合する 活性 型

ラ ン ソ プ ラ ゾ
ー ル 仏G -2 0 0 0) を使用 した . 生 体外 ア ド ヒ ー ジ ョ ン ア ツ セ イ 法 に よ る A G - 2 0 0 0 含有培地 (0 ,

1
,

1 0
,

1 0 0 , 50 0
,

1 0 0 0 p M ) 処理後 の As P C - 1 細胞 の 細胞外 マ ト
1) ッ ク ス に対す る接 着を

,
イ ン テ グl) ン の 代表 的リ ガ ン ドで あ る ラ ミ ニ ン

,
ワ イ

プ ロ ネ ク チ ン お よ び Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン で 検索 した と こ ろ
,

A G - 2 0 0 0 の 培養液度 に 依存 して 抑制 さ れ た (p < 0 .0 1) . 次に ,
こ れ ら

の 細 胞外 マ トリ ッ クス 構成蛋白 に接着 した 細胞 に A G -2 0 0 0 をア ド ヒ ー

ジ ョ ン ア ッ セ イ と 同濃度 で1 時間接触 さ せ た と こ ろ い ず

れ の 濃度で も48 時間まで は細胞の 形態学的変化 は 見ら れ な か っ た が
,
5 0 0 p M 以 上 の 濃度で は72 時間以 降で は ア ポ ト ー シ ス を

示す遊離細胞が 多く観察 さ れ た . さ ら に
,

生 体 内で は
,

As P C -1 細胞を1 × 10
6
個腹腔 内注射 した対 照の ヌ

ー

ド マ ウ ス (n
= 1 0)

は 高度の 腹膜播種病変を認 め
,

8 週以内 に全例病 死 した の に 対 し, A G - 2 0 0 0 で 1 時 間前処 理 した癌 細胞を注射 し た マ ウ ス (n
=

1 0) で は
,

途 中死亡 し た1 例 を含 め8 週屠 殺時 に播 種病変 を認め た の は 3 例 (30 % ) で
,播種 病変数 も有意 に少 なか っ た (p <

0 .0 1) . 以 上 の 成繚 より
,

A G -2 0 0 0 は
,

As P C -1 細胞 の 細胞外 マ トリ ッ ク ス ヘ の 接着を強く 阻害 し
,

消化器痛 の 腹 膜播種予 防薬

と して 臨床応周で きる 可 能性 が 示唆 さ れ た .

E e y w o r d s a cti v at e d l a n s op r a z ole ,
in t e g ri n s

,
S H g r o u p s

,
a dh e si o n

, P e rit o n e al di s s e m i n ati o n

消化器病が 他臓器 へ 血行性 に 転移 したり
,
腹膜 に 着床 して 播

種性病変 を形成す る 際に イ ン テ グリ ン が 重要な役割 を果た す こ

と が知 ら れ て い る
1)

.
こ の イ ン テ グ リ ン は α

, β鎖 が 非共有結

合 で会合す る ヘ テ ロ ダイ マ
ー で

,
特 に ′9 鎖の 細胞外 ド メ イ ン に

は シ ス テイ ン残 基に 富む 4 ケ 所の 繰り返 し配列 (シ ス テ イ ン リ

ッ チ l) ピ ー

ト ,
C y St ei n 十ri c h r e p e a t s) が 存在 し,

シ ス テ イ ン 残

基 の 数は 約60 に及 ぶ . こ の 繰り 返 し配列 部位 は イ ン テ グリ ン

フ ァ ミリ
ー

の す べ て の
/
9 鎖 に 共通 して 含まれ て お り

, ノヲ鎖の 三

次元構造を保 つ と と もに その 機 能と席接 な 関係 に ある と 考え ら

れ て い る
2 卜 8)

.
こ の シ ス テ イ ン に は ス ル フ ヒ ド

1
) ル ( s ul血yd r yl ,

S H) 基が- 一

つ ず つ 含ま れ て い る た め , 癌細胞 にS H 基 と 特異的

に結 合す るS H 試薬 を 反応させ る と ,
こ の 化合物が イ ン テ グ リ

ンノ9 鋭 の S E 基 と結合 し, その 結果β錬の 三次 元構造が 崩 れ て
,

癌細胞 の 細胞外 マ トリ ッ ク ス へ の 接 着能が低 下 する 可 能性が 推

察 さ れ る .

そこ で本研究 で は 細胞外 マ トリ ッ ク ス へ の 接 着能が 強 い 足場

依存性 の ヒ ト消化器痛由来の 細胞株 を用い
, 癌細 胞膜 に発現す

る イ ン テ グリ ン β鎖 の シス テ イ ン リ ッ チ リ ピ ー

トを標的 と し

て S H 試薬 を反応さ せ る こ と に より
,
癌細胞 の 細胞外 マ ト リ ッ

ク ス へ の 接着阻害効 果を実験 的に検索 した .

材料 お よ び方 法

Ⅰ . 細 胞 株

癌性腹水 由来 で
, 腹腔 内投 与 にて 高度の 腹膜播種 を形成し,

しか もイ ン テ グ 1) ン の 発現 が 確認 さ れ て い る A s P C - 1 ヒ ト申分

化 型膵 管 癌細 胞 株
9 卜 1 1)

を米 国 標準 株 機関 (A m e r i c a n T y p e

C u lt u r e C oll e c ti o n) (R o c k vill e
,

U S A ) か ら購 入 して 使IIJ した .

細胞 は15 % 非働化牛胎児 血清 (f et al b o vi n e s e ru m ) (C ell C ult u r e

I J a b o r a to ri e s
,

C l e a v el a n d
,

U S A ) と0 .3 m g/ m l グル タ ミ ン (日水

製薬 , 東京) を 含む R P M ト16 4 0 培 地 (日 水 製薬) を月] い
,
5 %

C O 2 濃度,
3 7 ℃ の 条件下 で維持 した .

Ⅰ . 実験動物

5 週 齢の ヌ
ー

ド マ ウ ス B A L B / c n u / n u ( 日 本ク レ ア
,

東京) を

購 入 し
,

1 週 間の 予備飼 育の 後,
6 週齢 の 時点で 実験 に 供し た ･

】肛 . 薬 剤

今 回の 研 究 で は
,

S H 試薬 と して 活性 型 ラ ン ソ プ ラ ゾ
ー ル

A G -2 0 0 0 (武田 菜品工 私 大阪) を使用 した
. 本薬剤 は抗消化性

潰瘍 薬で ある ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル A G - 1 7 4 9 (武田 薬 品工 業) の 活

性体 で あり, 溶 液中で は A G - 2 0 0 0 分子 は 陽性 に 荷電 し た状態で

存在す る た め に細胞膜 は 通過 で きず, 細胞膜表 面の SIi 基の み

平成1 0 年3 月 4 日受付
,
平成1 0 年 3 月 24 日受理

A b b r e vi ati o n s : S H g r o u p , S ul血y d ryl g r o u p ; N E M
,
N -

e th yl m al ei m id e; P B S
, P h o s p h a t e b uffe r s alin e



活性 型ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル に よ る癌細胞 の 接着阻害

と結合する 性質が あり
,

通常細胞内 に取り込ま れ て細胞毒 と し

て作用す る他の S H 試 薬と は明ら か に異 な る特性 が ある (図1) .

実験に際 し て
,

A G -2 0 0 0 は メ チ ル セ ル ロ
ー ス を含有す る溶液 に

溶解 して使 用 した
.

た だ し
,
S H 基 へ の 結 合を確認す る 実験で

は
,
A G -2 00 0 の 分子 が 不安 定で アイ ソ ト

ー

プ標識 で きな い た め
,

A G - 20 0 0 の 前駆 体で あ るA G -1 7 4 9 を
1 4

c で 標識 し
,

使用 時に p H

4 .8 の 溶液で30 分 間活性化 し
,

A G - 2 0 0 0 と して 使用 した
12 卜 1 5】

Ⅳ .
フ ロ

ー

サ イ ト メ トリ
ー

に よる A $ P C - 1 細胞表面の イ ン テ

クリ ン β1 お よ びβ 4 抗原の解 析

イ ン テ グ リ ン の 代表的リ ガ ン ドで あり
, 細胞外 マ トリ ッ ク ス

の 主要構成成分で ある ラ ミ ニ ン
,

フ ィ ブ ロ ネク ナ ン お よ び Ⅳ型

コ ラ
ー

ゲ ン へ の 接 着 に必 要と され る主 た る
′･9 サ ブ ユ ニ ッ トは

ノヲⅠお よ び
ノ
･ヲ 4 であ る と報告 され て い る

1 6)
･ そ こ で まず

,
A s P C -1

細胞 にお ける
ノ
9 1 お よ び

ノ
? 4 サ ブ ユ ニ ッ トの 蛋白 レ ベ ル で の 発現

に つ い て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用い て 検 討 した . す な わ ち
,

コ ン フ レ ン ト状態の As P C - 1 細胞を0 .0 2 % E D
′

m 添加0
.
2 5 % ト

A G - 2 0 0 0

( a cti v e )

巨く5 ･O

A G -1 74 ,

(i n a ctiv e )

H

ニニ･
-;- 一

霊
O C H

2
C F

3

Fig . 1 . C h e m i c al st r u c t u r e o f a c ti v a t e d l a n s o p r a z ol e
,
A G -2 0 0 0

,

a n d i n a cti v at e d fo r m
,
A G -1 74 9 . T h e l a tte r i s t r a n sf o r m e d i n t o

its a ctiv e f o r m
,
th e f o r m e r u n d e r a cid i c c o n diti o n .
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1
) プ シ ン ( Gib c o

,
G r a n d I sl a n d

,
U S A) に て剥離 し遠心回収後

,

0 .1 M リ ン 酸堰衛生瀾 食塩水 (p h o sp h a t e b u fEe r e d s ali n e
,
P B S

,

p H 7 ･4) で 2 回洗浄 し
,

抗 ヒ トイ ン テ グ リ ン
/ヲ 1 お よ び

′
ヲ ｡ 抗体

( C h e m i c o n
, T e m e c u l a

,
U S A) を

一 次抗体 に
,

フ ル オ レ ッ セ

ン ･ イ ソ ナ オ シ ア ン 酸 (n u o r e s c e in i s o th i o c y a n at e) 標識 ヤ ギ抗

マ ウス I g M 抗体( D a k o
,

H u m b u r g ,
G e r m a n y) を二 次抗体に用

い て 染 色 し
,

フ ロ ー サ イ トメ ー タ ー C y to r o n A b s ol u t e (O rth o

D i a g n o s ti c S y s t e m
, 束 京) にて 抗原の 発現 を解析 した

17) 1 8)

† . ラ ン ソ プラ ゾ ー

ル の S H 基 へ の結合

活性化 した ラ ン ソ プ ラ ゾ
ー

ル が As P C -1 細胞表面の S H 基と 選

択 的に 結合 して い る こ とを確認す る ため に
,

アイ ソ ト ー プ標識

した 活性型ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル とA s P じ1 細胞 と の 結 合能をS王1 試

薬 で ある N - エ チ ル マ レイ ミ ド( N -

e th yl m al ei m id e
,

N E M ) (和

光
,

大阪) を前投与 し
,
S H 基に 対する結合を競合阻害させ た場

合と 比較 した
刷

. まず は じ め に,
エ タ ノ ー ル に て20 0 p C i/ m l に

希釈 した
14

c 標識A G -1 7 4 9 5 0 pl に p 打鍵調整R P M I 1 64 0 培地 b H

4 . 0) を60 pl 加 えて p H 4 .8 と し
, 室温で 30 分間反応 させ て活性

化 し,

1 4

c 標識活性型 ラ ン ソ プ ラ ゾ
ー ル 溶液 を作成し た . 次 に

,

こ の 溶液90lll を15 ×1 0
{;

c ell s / m l に 調整 した A s P C -1 細胞 浮遊液

1 .8 m l に加えて1 5
,

3 0
,

6 0
,
9 0

,
1 2 0

,
1 8 0 分後に50直ず つ 反応

液を 抽 出 し
,

P B S で 1 回洗 浄 し た 後 , 液体 シ ン テ レ 一

夕
ー

A q u a s ol -2 (P a c k a rd
,

M e rid e n
, U S A) を加え液体 シ ン チ レ ー

シ

ョ ン カ ウ ン タ
ー

L S C - 5 1 0 0 ( ア ロ カ
, 東京) に て 放射活性を算出

し
,

総投与量 に 対す る結 合率 を計算 し た
1 3) 川)

. N E M 投与群 は

A s P C -1 細胞 浮遊 液0 .5 m l に1 0 m g/ m l の N E M 水溶液250 tll を加

え て 増枠 し た後 に
14

c 標識活性型 ラ ン ソ プ ラ ゾ
ー ル 溶液を25 pl

加え て軽時的 に反応液を抽出 し
,
同様 に し て結合率を算出 し た .

なお , 測定値 は3 つ の 検体 の 平均お よ び 標準偏差を と っ た .

Ⅵ ･ ア ドヒ ー ジョ ン ア ッ セイ(a d h e si o n a s s a y s)

コ ン プ レ ン ト状態の As P C -1 細胞 を0 .0 2 % E D T A 添加0 .2 5 %

ト リ プ シ ン に て 剥 離 し遠心回収後,
0 .5 % メ チ ル セ ル ロ ー ス 含

β4
-

S u b u nit

F l u o r e s c e n c e i n t e n sity ( L o g )
Fig ･ 2 ･ Fl o w c y to m e t ri c a n al y si s o f s u rf a c e i n te g ri n β 1 a n d β 4 S u b u n it e x p r e s si o n o n A s P C -1 c ell s . T h e c ell s w e r e tr e at e d wi th an ti -

in t e g ri n β 1 a n d β4 S u b u nit M A b an d st ai n e d fu rth e r wi th F r r C c o nj u g a te d g o a t an ti- m O u S e I g M an tib o d y . T h e 瓜u o r e s c e n c e i n t e n sity
W a s a n al y z e d b y a fl o w c yt o m et e r .



1 4 6

有 RP M I - 1 64 0 無血 清培地 に懸濁後,
A G -2 0 0 0 を最終濃度が 0

,
1

,

1 0
,
1 0 0

,
5 0 0

,
1 0 0 0 p M と な るよ う に溶解 し

,
3 7 ℃ で1 時間反

応 させ た . 細 胞 を再び 遠心回収 し た後, 通常の 培地 に再懸濁 し

て ラ ミ ニ ン
,

フ ィ ブ ロ ネク ナ ン お よ び Ⅳ型 コ ラ
ー

ゲ ン で 被覆 さ

れ た 6 ウ ェ ル 平底 マ イ ク ロ プ レ
ー

ト Bi o c o a t V a ri e t y P a c k Ⅱ

(B e ct o n D i ki n s o n L a b w a r e
,

B e d f o r d
,

U S A) に1 ウ ェ ル あたり

1 × 10
6
個ず つ に なる よ うに分注 し

,
5 % C O 2 濃度 ,

3 7 ℃ の 条件

下 で 12 時間培養 した 後
,
療著 した 細胞を 中性 ホ ル マ リ ン 液 に

て30 分間固定
,

0 .1 % クリ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト (和光) 水溶液に

て1 分間染色 し
,

細 胞密度計 M o n o c ell a t e r ( オリ ン パ ス 光学 ,

東 京) を用い て A G -2 0 0 0 浪 度が 0 の ウ ェ ル をコ ン ト ロ
ー ル (1 0 0

% ) と して細 胞密 度を測定 した
19)2 0)

. なお
, 測定値は3 回の 実験

の 平均お よ び標準偏差 をと っ た .

Ⅶ . 接着 した A s P C - 1 細胞 に及 ぼす活性型 ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル

の影響

1 . As P C -1 細胞 に対 する A G -2 0 0 0 の 投与

まずA s P C -1 細胞 をア ド ヒ ー ジ ョ ン ア ッ セ イと 同様 ラ ミ ニ ン
,

フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン お よ び Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン を コ
ー

ト した 6 ウ ェ ル

平底 マ イ ク ロ プ レ ー

トに1 ウ ェ ル あ たり1 × 10
6
個ず つ 分注 して

5 % C O 2 濃度,
3 7 ℃ の 条件下 で12 時 間培養 し て プ レ ー

トに凝 着

させ た . 次 に
,

P B S で 1 回洗浄 し
,

0 .5 % メ チ ル セ ル ロ ー ス を含

有す る RP M I -1 6 4 0 無血 清培地 にA G -2 0 0 0 を0
,
2 , 1 0 , 1 0 0 ,

5 0 0
,

1 0 0 0 p M と な る よ う に 溶解 した 反 応液 を2 m l ず つ 加 えて 5 %

C O 2 ,
3 7 ℃で 1 時 間培養 し た後 , 反応 液を除去 し て通常 の 培養

条件 に戻 し た .

2
. 細胞接着率 の 解析

上記 反応後 0
,
2 4

,
4 8

,
7 2

,
9 6

,
1 2 0 時間後 に細胞 をア ドヒ

ー

ジ ョ ン ア ツ セ イ と 同様 に中性 ホ ル マ リ ン 液 に て 固定 ,
0 .1 %

ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト水溶 液 に て 染色 し , 細胞 密度計 に て

A G - 2 0 0 0 濃度 が 0 の ウ ェ ル を コ ン トロ ー ル と して 細胞 密度を測

定 した . な お
,

測定値 は3 回の 実験の 平均お よ び 標準偏差を と

っ た
.

(

辞
)

遥
8
p

ヱ

ぷ
丘

･

U
寸
l

】

¢

£
虎

銘
3 0 6 0 9 0 1 2 0

I n c u b atio n ti m e ( m i n)

Fi g ･ 3 . T i m e c o u r s e o f b i n d i n g o f
1 4

c -1 a b e l e d a c ti v a t e d

l an S O P r a Z Ol e t o A s P C -1 c ell s a n d eff e c t of N E M o n c o m p etiti v e

i n hi b iti o n f o r s p e c ifi c b i n di n g w ith S H g r o u p s o f th e c ell

s u rf a c e . T h e c ell s w e r e i n c u b a te d i n m e di u m c o n t ai ni n g
14
c -

1 ab el e d a cti v at e d l a n s o p r a z ol e i n th e p r e s e n c e ( ○) o r ab s e n c e

(□)
_ 璽 N E M fo r 1 5

,
3 0

,
6 0

,
9 0 a n d 1 2 0 m i n u t e s

,
r e S p e C ti v el y ･

′

n l e X ±S D o f th e v al u e i n th r e e i n d e p e n d e n t e x p e ri m e n t s a r e

s h o wn .

*

p < 0 .0 1 c o m p ar e d wi th c o n tr oI s (N E M A b c e n t) .

3 . 細胞形態の 観察

A G -2 0 0 0 処理後 の 細胞 の 形態は
,

光学顕微鏡 お よ び 電子顕微

鏡を用い て 培地 中に遊離 した 細胞と シ ャ
ー レ に接 着 し た細胞と

を別 々 に観察 した . 光学 顕微鏡像 は 培地 中に 浮遊 した A s P C -1

細胞お よ び シ ャ
ー

レ か ら0 .0 2 % E D T A 添加0 .2 5 % トリ プ シ ンを

用い て 剥離 し た A s P C - 1 細 胞 を そ れ ぞ れ 細 胞 遠 心 沈 殿装置

C y t o s pi n 2 (S h a n d o n S o u th e r n P r o d u c t s L td ･
,

C h e s h i r e
,

E n gl a n d) を 用 い て
,

5 分 間,
6 0 0 回転 で ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に塗

沫 した 衡 エ タ ノ ー ル 固定,
ヘ マ トキ シ リ ン ･

エ オ ジ ン 染色を

行 っ て
,
細 胞の 形態を観 察 した

21)
.

電子顕微 鏡像 は 同様に して 遊離 し た 細胞 を そ れ ぞ れ4% パ ラ

ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ･ 2 % グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド/ カ コ ジ ル 緩衝液

b H 7 .4) に て前 固定 し
,

1 % オ ス ミ ウ ム 酸/ カ コ ジ ル 撮 衝液 帥

7 .4) に て後 固定 を行 っ た 後
,

ゼ ラ チ ン カプ セ ル に包埋 して 切片

を作成 し
, 酢酸 ウ ラ ニ ル

,
鉛に よ り電子染色を施 し

,
透過型電

子顕微鏡 H -7 0 0 ( 日立, 東京) に て観察 した ,

Ⅷ . A G 2 0 0 0 に よ る As P C - 1 細 胞の腹膜播種形 成 へ の効果

A G -2 0 0 0 に よ る生 体 内で の A s P C -1 細胞 に対 する接 着阻害効

を検討す る目 的で
,

As P C -1 細胞 をA G -2 0 0 0 を用い て 処理 した後

に ヌ ー ドマ ウ ス に 腹腔内投与 し
,

腹膜播種形成 の 有無と そ の程

度を A G -2 0 0 0 処理 を行 わ ずに 細胞を投与 し た コ ン トロ
ー ル 群と

比較 した . す な わち
,
対 数増殖期 に あ るA s P C -1 細 胞を0 .0 2 %

E D T A 添加0 .2 5 % トリ プ シ ン にて 剥離 し
,

遠心 回収後,
ア ドヒ

ー

ジ ョ ン ア ツ セ イ と 同 じ方法 で10 0 叫 M の A G -2 0 0 0 で1 時間処

理 し た . 処理後 の 細胞を再度 遠心 回収 し
,

P B S で懸 濁 して1 ×

10
6

個/ m l の 浪度 に調整 した . なお
,

こ の 際 トリ バ ン プ ル ー 色素

排除試験 に て 生 細胞率 が 95 % 以上 で ある こ と を確認 した . こ

の 細 胞懸濁 液 を6 週 齢 の ヌ ー

ド マ ウ ス に2 9 G 注射 針を用 い て

1 m l (細胞 数1 × 10
6

個) ず つ 腹腔内注入 し
,

8 過後 に犠牲死 させ

て 肉 眼 的並 び に 組 織学 的 に 腹膜播種の 有無を評価 した
2 2)

.
コ

ン ト ロ ー ル 群 は A G - 2 0 0 0 濃度が 0 で あ る こ と 以 外 はす べ て同様

の 処 理を行 い
,

ヌ ー ド マ ウ ス に腹腔内投与 した , 腹 膜播 種の程

度は 肉眼 的に結節 が5 個 以 内の 場 合を +
,
6 か ら10 個まで を♯

,

1 1 個以 上 の 場合 ♯トと し た . な お
,

マ ウ ス が 観察期 間内に死亡

した 場合は
,

死亡後直ち に開腹 して評価 を行 っ た .

0 0

8 0

6 0

40

2 0

(

辞
)

s

弓
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盲
巴
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貞
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C o TIC e n t r atio n of A G ･ 2 0 0 0 ( [L M )

Fig . 4 . E 触 c t o f A G -2 0 0 0 0 n th e a d h e si o n o f As P C -1 c ell s ･ T h e

c ell s w e r e pl at e d o n m i c r o tite r w ell s c o at e d wi th 1 a m in i n ( □) ,

丘b ri n e c ti n ( 須) ,
O r C O ll a g e n Ⅳ (Il) a ft e r A G -2 0 0 0 t r e a tr n 9 1t ･

R e s ul ts a r e e x p r e s s e d a s p e r c e n ta g e s of t o tal c ell s ･
T h e X ±

S I) of th e v al u e s i n th r e e i n d e p e n d e n t e x p e ri m e n t s a r e sh o w n ･

★

p < 0 .0 1 c o m p a r e d w i th c o n tr oI s .
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ル に よ る癌細胞 の 接着阻害

軋 統計学的検定法

測定値 はす べ て平均 ±標 準偏差 Ⅸ ± S D) で 示 した . 2 評 間

比掛ままずF 検定 に よ る等 分散 の 検定を行 い
, 分散 が等し い 場

合はSt u d e n t の t 検定を用 い
, 等しく な い 場 合は W el ch の t 検定

を行っ た . 3 群間比較 はまず K ru Sk al - W al 1i s 検 定を行 っ た 後 に

Fig . 5 .
D o s e

-d e p e n d e n t e 飴 c t o f A G - 2 00 0 0 n a d h e si o n o f As P C -

1 c ell s t o l am in in .

Fig ･ 7 . M o rp h ol o gi c al ね at u r e s o f th e a d h e r e n t an d n o a ti n g

As P C - 1 c e11 s 7 2 h r a ft e r A G ･2 0 0 0 t r e at m e n t . ( A) A ligh t

mic r op h o t o g r ap h o f a d h e r e n t A s P C 訂 C ell s (H E
,
× 4 00 ) . 但) A

u g ht m i c r o ph ot o g r a ph of fl o ati n g As P C - 1 c ell s (H E
,
× 4 00 ) .
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Fig . 6 . E 鮎 ct o f A G -2 0 0 0 0 n a d h e r e n t A s P C -1 c ell s . As P C -1

C ell s w e r e pl at e d o n m i c r otit e r w ell s c o a t ed wi th l a m in i n (朗 ,

丘b r o n e cti n (B) ,
O r C O 11 a g e n Ⅳ (C) . An d th e a d h e r e n t c e11s

W e r e t r e at e d fo r 6 0 m in u t e s w ith A G -2(氾O a t a c o n c e nt r ati o n o f

O
,
1 ( □) ,

1 0 (○) ,
1 0 0 ( △) ,

5 0 0 (■) a n d l O O O p M (●) ,

r
･

e S p e Cti v ely . ¶1 e r
･

at e O f a d h e r e n t c e11 s w a s t h e n e sti m a te d O
,

2 4
,
4 8

,
7 2

,
9 6 a n d 1 2 0 h o u r s

,
r e S P e C ti v el y a ft e r

･

A G - 2 0 0 0

t r e at m e n L T h e X ± S D o f th e v al u e s i n th r e e i n d e p e n d e n t

e x p e ri m e n ts ･a r e S h o w n .

*

p < 0 .0 1 c o m p a r e d w i th t h e

q ) nt r OI s ∴
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Fi g . 8 . M o r p h ol o gi c al 飴 at u r e s o f th e a d h e r e n t a n d fl o a tin g A s P C -1 c ell s 7 2 h r aft e r A G -2 0 0 0 tr e a t m e n t at a c o n c e n tr ati o n of l OO O p M ･ u)

An el e ct r o n m i c r o p h o to g r ap h o f th e a d h e r e n t As P C -1 c e11 s . (B) An el e c tr o n m i c r o p h o t o g r 叩 h o f th e fl o a ti n g As P C -1 c e11 s (b a r
, 1 p m ) .

Fig . 9 . M a c r o s c op i c 血d in g s o f p e rit o n e al di s s e m i n a ti o n i n n u d e m i c e a允e r i n t r 叩 e ri t o n e al i nj e c ti o n o f As P C -1 c ell s . I n n o n ･t r e a te d g r o up

仏) m a n y c a 血 C e r n O d ul e s ar e O b s e r v e d i n o m e n t u m
,

m e S e n t e r y ,
S u b p h r e ni c sp a c e

,
ab d o m i n al w all an d D o u gl a s

,
S p O u d h . I n a m o u s e f o r

A G -2 00 0 tr e a te d g r o u p (B) a fb w p e rit o n e al n o d ul e s w e r e o b s e rv e d i n th e ab d o m e n ( ar r O W S) .

F ig .1 0 . H i s tol o gi c al 丘n d i n g s o f p e ri to n e al di s s e mi n ati o n i n n u d e mi c e aft e r i n t r a p e rit o n e al i nj e c ti o n o f As P C - 1 c ell s . M o d e r at ely

di 鮎 r e n ti a te d a d e n o c a r c in o m a i s n o te d . ( A) H E
,
× 4 0 . (B ) H E

,
× 4 0 0 .
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s c h eff e
,

s F 検定を行 っ た
,

い ずれ も危険率1% 未満 の 場 合 (p <

0 .01) を統計学的に 有意差 あり と判定 し た
.

成 績

Ⅰ . A s P C ･ 1 細 胞に お け る イ ン テ クリ ン βサ ブ ユ ニ ッ トの

発現

フ ロ ー サ イ ト メ ト
1
)

- を用 い た解 析で は A s P C -1 細胞 の 表■面

にイ ン テ グリ ン β1 お よび β4 サ ブ ユ ニ ッ ト の 蛋白 レ ベ ル で の 発

硯が確認 され た (図2) .

Ⅰ . 活性型ラ ン ソ プラ ゾ ー ル とS H 基 との 結合能

活性化し た
14
c 標識 ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル と A s P C - 1 細胞と の 結合

率は反応 開始後6 0 分 まで は 漸増 し,
以 後 プ ラ ト

ー

と な っ た .

これ に対 し
,

N E M を前段 与 した 群 は測 定 した す べ て の 時間 に

おい て結合が 有意 に抑制 さ れ て い た b < 0 .0 1) (固3) .

Ⅱ . ア ド ヒ
ー

ジ ョ ン ア ッ セ イ

A s P C -1 細胞 の 接着 は 図4 お よ び 図5 に示 すよ う に ラ ミ ニ ン
,

フィ プロ ネ クテ ン お よ び Ⅳ型 コ ラ ー

ゲ ン に お い て A G -2 0 0 0 濃度

に依存し て抑制 さ れ
,

3 種類 と もA G - 2 0 0 0 膿 度が50 0 p M 以 上 に

て 有意 に 接 着細 胞 数 の 減少 を 認 め た ( p < 0 . 0 1) . と く に
,

1 0 0 0 ll M の 処理 によ り, As P C -1 細胞 の ラ ミ ニ ン に対する 接着が

2 5 .0 ± 5 .6 %
,

フ ィ ブ ロ ネ クチ ン に対 する 接着が 11 .5 ± 4 .8 %
,

Ⅳ型 コ ラ
ー

ゲ ン に対する接着が 17 .0 ± 8 .3 % まで 抑制さ れ た .

Ⅳ . 接着 した A s P C - 1 細胞 に及 ぼす活性型 ラ ン ソ プラ ゾ ー ル

の影響

1
. 細胞接着率

ラ ミ ニ ン
,

フ ィ ブ ロ ネク チ ン お よ び Ⅳ塑 コ ラ
ー

ゲ ン を被覆 し

た プ レ ー

ト に接 着 して い る A s P C - 1 細 胞 に対 して
,

A G - 2 0 0 0

を6 0 分 間 反応 さ せ
, 通常 の 培地 に 戻 して 細 胞接 着率 を検討

し た . その 結果 , 反応 直後 に は 各膿 度間 に接着細 胞数 の 差 は

な い が
,

5 0 0 tl M で 処理 し た群 は 72 時 間後か ら 接着細 胞数 が

減り始 め
,

9 6 時間以降 で はす べ て の 基質に お い て 有意 な減少

が み ら れ た . さ ら に
,

1 0 0 恥 M で 処理 した 群で は4 8 時 間後 よ

り接 着細胞 数が 減 少 し始め
,

7 2 時間後 より有 意 な減少 と な っ

た (図6) .

2 . 細胞形態 の 観察

各群と もA G -2 0 0 0 処理後48 時間まで は培地 中に 浮遊 し た細胞
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1 5 0

数も少なく,
ま た浮遊 し た細胞と シ ャ

ー レ に接着 した細胞 に形

態 学的変化 は み ら れ なか っ た . しか し ,
7 2 時間を経 過す る と

5 00 p M 以 上 の 濃度 で A G -2 0 0 0 と 接触 した ウ ェ ル で は培地 中に浮

遊 する細胞 が多く み ら れ る よう にな っ た . 接着 した細胞 に は形

態学的変化 がみ ら れ な か っ たが
, 培地中に 浮遊 した細胞 の 中に

は光学顕微鏡 レ ベ ル で核が 濃縮 した 小さ な細胞 がみ ら れ
,

電子

顕微鏡 レ ベ ル で そ れ ら の 細胞は ク ロ マ チ ン が核膜 に 沿っ て 濃縮

し細胞表面 の 徴繊毛 も消失 して お り
,

典型 的なア ポ ト ー シス の

所見を望 して い た (図7
,
8) . 特 に A G -2 0 0 0 濃度100 0 p M で 処理

した ウ ェ ル で は
,

7 2 時間以 後浮遊細胞の 約半数に ア ポ ト
ー シス

が 朗察 され た .

V . A s P C - 1 細胞 の 腹膜播種 形成能に お よ ぼす A G 2 0 0 0 の

影響

ヌ
ー

ドマ ウ ス 腹膜播種 モ デ ル にお い て
,

コ ン ト ロ ー ル 群 に は

腹壁
,
横隔膜下, 腸 間膜 , 大網お よ び ダ グ ラス 裔 に 肉眼 的に多

数の 腹膜播種 が認 め られ
, 組織学的 にも申分化型腺病 が認 め ら

れ た (図9 - A
,
1 0

, 表1) . こ の た め
,

コ ン ト ロ ー ル 群 の マ ウ ス

は 全例50 日 以 内に死 亡 した .
こ れ に 対 して

,
A G -2 0 0 0 に て 前処

理 した A s P C - 1 細胞 を腹腔 内投 与 した 群で は腹膜播 種 の 認 め ら

れ たの は わ ず か3 例 で
,

1 例を31 日 で 失 っ た が 観察期 間内 に死

亡 した の は こ の 1 例 の み で
, 有意 に腹膜播種巣 の 数 が 少なか っ

た (囲9 - B
, 表2) .

考 察

腹膜播種の 形成 は消 化器病 の 治療を困難 にす る重要 な要因 の

一

つ で あり
,

今日 の 薬学的治療をも っ て して も腹膜播種症例 の

予後は きわ め て不 良で あ る
23)2 4)

. 腹膜播種形成 の 最 初の 過程 は
,

腹腔内遊 離癌細胞 が腹 膜表面の 露 出 した中皮下 基底膜 に接着す

る こ と に始まる と考え られ て お り
2 5)

, 胃癌手術症例 に お ける 臨

床検討 にお い て も腹腔内遊離癌細胞 と腹膜播種形成 と の 相関が

指摘 され て い る
2 6)

. そ して
,

こ の 癌細胞 の 基底膜 へ の 接 着 には

イ ン テ グリ ン の 関与が 不可 欠で あ る とい わ れ て い る
26 卜 30)

本研究 で は
, 活性 型ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル A G -2 0 0 0 がSIi 基と 選

択的 に結合す る性質を有 し て い る こ と, イ ン テ グリ ン フ ァ ミリ

ー

の
′

′

㍗ サブ ユ ニ ッ トすべ て に共通 してS H 基 を含 む 多数の シ ス

テ イ ン 残基 の 繰-j 返 し 配列部 が存在 する こ と に着目 し
,

イ ン テ

グ リ ン
ノ
･? 鎖 の SIl 基 を標 的と した A G -2 0 0 0 に よ る イ ン テ グ リ ン

の 三次元構造 の 崩 れ に伴う接 着阻害効果 に つ い て 検討 した . な

お , A G -2 0 0 0 が S H 基 と 選択的 に結 合する こ と は 胃の 壁細 胞に

お い て 確認 さ れ て い る が
1 4)

, 本実験 にて 用 い た As P C -1 細 胞 に

お い て もS H 試薬 で あ る N E M を用 い た競 合阻害試験 に てS H 基

に選択 的に結合 し て い る こ とが 確認さ れ た .

生体外 に お け るA G -2 0 0 0 の A s P C - 1 細胞 に対 す る接着 阻害効

果を検討する た め に
,

A s P C -1 細胞をA G -2 0 0 0 で1 時間前処理 し

て ア ドヒ
ー

ジ ョ ン ア ツ セ イを行 っ た . そ の 結 果,
イ ン テ グ リ ン

の 代表的リ ガ ン ドで あ る ラ ミ ニ ン
,

フ ィ ブ ロ ネク チ ン お よ び Ⅳ

型 コ ラ
ー

ゲ ン に対 する As P C - 1 細胞 の 接 着は A G r2 0 0 0 濃度依存

性 に 抑制さ れた . さ ら に , 既 に こ れ ら の リ ガ ン ドに 接 着 し た

As P C - 1 細胞 にA G -2 0 0 0 を1 時間作用 させ た と こ ろ
,

A G - 2 0 0 0 と

の 接触 後48 時間ま で は 細胞 に形態 学的変化 は み られ な か っ た

が
,
5 0 叫 M 以上の 濃 度で は 作用後72 時間か ら有意 に 細胞 が遊

離し始め
,

1 2 0 時間後 に は ほ ぼ完全 に細胞 が遊離 した .
こ れ ら

の 所見か ら
,

A G -2 0 0 0 は イ ン テ グリ ン の 機能を抑制す る こ と に

よりA s P C - 1 細胞 の 接着を 阻害 した 可能性が 示唆 さ れ た . た だ

し
,

今 回の 研 究で は イ ン テ グ リ ン の
ノ
9 サ ブ ユ ニ ッ トと A G -2 000

と の 結合を直接 証明 し た わ けで は なく,
ま た

,
A G - 2 0 0 0 は決し

て特異 的に イ ン テ グリ ン と 結合す る薬剤で は な い
. 実 際, 癌細

胞の 表面 に は イ ン テ グリ ン 以 外 にも細胞増殖 因子受容体等 にイ

ン テ グリ ン ほ ど多く は ない が
,

シ ス テ イ ン リ ッ チ ドメ イ ンの

存在が 知 ら れ て い る
31)

し

3 3)
. し か し

,
イ ン テ グ リ ン

/9 サ ブ ユ ニ

ッ ト にき わ め て 多数 の S H 基 が 集 族 して 存 在 す る こ と
,

A G _

2 0 0 0 が S H 基 と特 異的に 結合す る こ と
,

イ ン テ グ リ ン の リ ガン

ドで ある ラ ミ ニ ン
,

フ ィ ブ ロ ネク ナ ン お よ び Ⅳ 型 コ ラ ー

ゲ ンに

対す る A s P C -1 細胞 の 結合が A G - 2 0 0 0 に よ っ て 有意 に抑 制さ れ

た こ と
,

A G - 2 0 0 0 と接触 後4 8 時 間まで As P C - 1 細胞 に は接着阻

害以 外 に明 らか な影響 が 認め られ なか っ た こ と より
,

イ ン テグ

リ ン の 機能が A G -2 0 0 0 に よ っ て 阻害 さ れ た こ と は 明ら かで
,他の

S H 基 に A G -2 0 0 0 が結 合 し た こ と に よ る影響 は 少 ない もの と思

わ れ た . ま た
,

さ ら に興 味深い こ と は
,

A G -2 0 0 0 と接触 し
,培養

液中 に遊離 した 細胞 の 中 に7 2 時 間以後 ア ポ ト
ー

シ ス の 形態を

呈 し た細胞 が み られ た こ とで あ る .

一 般 に
,

足場依 存性 の 接着

細胞 は イ ン テ グリ ン を介す る接着 に よ っ て 外 界か ら の シグナル

伝達が 行わ れ
, 細胞外 マ トリ ッ ク ス へ の 接着 が 阻害さ れ遊離し

た 状 態 に な る と 速 や か に ア ポ ト
ー

シ ス に 陥 る と い わ れてい

る
34)

. 5 0 0 p M 以上 の 濃度 で A G -2 0 0 0 と接触 し た As P C -1 細胞は

72 時間後 か ら 有意な細胞 の 遊離 と
,

浮遊 した 細胞の 中 にの みア

ポ ト
ー

シ ス が 観察 され は じめ
, 接着細 胞に は 変化が み られなか

っ た .
こ の こ と より, A s P じ1 細胞 はA G -2 0 0 0 処理 に よ る接着阻

害と その 後の シ グ ナ ル 伝 達阻害に よ り
,

ア ポ ト
ー

シ ス に陥 っ た

可 能性が 示唆 され た .

今回の 研 究で
,
A G -2 0 0 0 の As P C -1 細胞 に対 する毒性 の 検討は

,

形態学的変化 の 観 察と トリ バ ン プ ル ー

に よ る色素排 除試験によ

っ て行 っ た が
,

A G - 2 0 00 作用後48 時 間まで 細胞 に 形態 学的変化

は み ら れ ず
,

トリ バ ン プ ル ー

に よ る 色 素排 除試 験 に お い ても

A G -2 0 0 0 処理 した 細胞 と撫処 置の 細胞 と に生 細胞率 の 差はみら

れ な か っ た . すな わち
,

今回の 実験で 観察 さ れ た A G-2 0 0 0 によ

る A s P C - 1 細胞 の 接着 阻害効果 は
,

ア ポ ト ー シス に先 行し て観

察 され て お り
,

決 して ア ポ ト
ー シス の 結果生 じ た現象で は ない

と考え られ た .

と こ ろで , 今回使用 し たA G - 2 0 0 0 は 水に 溶け難く
,

メ チル ア

ル コ
ー ル や ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (di m eth yl s u lf o x id e) には溶

解す る化合物で ある . こ れ らの 有確溶媒は 細胞毒性が 強 い ため
,

今回の 研 究で は A G -2 0 0 0 を培 地 に溶解す る際 に は メ チ ル セ ル ロ

ー

ス を使 用 した .
メ チ ル セ ル ロ ー ス は相月包に 対する 影響 はほと

ん ど ない が
, 溶媒 と し て用 い た場 合

,
培養 液ヰ一に多量の 繊灘成

分が 混入 する こ と に な る た め ,
メ チ ル チ ア ゾ ー ル テ トラ ゾリウ

ム ブ ロ マ イ ド( m eth ylth i a z ol te tr a z oli u m b r o m id e) 法
35)

ヤ フ ロ
ー

サ イ ト メ トリ
ー

な どの 光学系 を用い た 検索法で は 正確 に細胞毒

性を検討す る こ と が で きな か っ た . こ の た め
, 細胞毒性の検討

は上 述の 如く形態 学的変化の 観察と トリ バ ン プ ル ー

に よ る色素

排除試験 で行 っ た .

ヌ ー

ド マ ウ ス を用い た生体 内の 実験 に お い て もA G -2 0 0 0 によ

っ て A s P C _1 細胞 を前処 理 した 群で は3 例 に 腹膜播種の 形成を認

め た もの の
, 観察期 間内 に病死 した の は わずか 1 例 の み で

,

コ

ン トロ ー ル 群が 全例 に高度 の 腹膜播種 形成 を認め て 痛死 したこ

と に 比 して
, 有意 に腹膜播種形成 が 少なか っ た . 以上 の 所見よ

り
,

A G -2 0 0 0 は生 体内 にお い て もA s P C - 1 細胞 の 接 着を阻害す

る こ と が 示唆さ れ た . 今回の 生 体内 の 実験 で は A G - 2 0 0 0 を確実



活性 型ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル に よ る癌細胞 の 接着阻害

に痛轟椚包と接 触さ せ る た め に
,

A G -2 0 0 0 の 前処理 によ り検討を

行っ たが , 今 後は A G 麟2 0 0 0 の 癌細胞腹 腔内注射時や 腹膜播種成

立後の 投 与に よ る効果も詳細 に検索 し
,

より臨床 に近い モ デ ル

での 検討が 必要で ある と思 わ れ た .

最後 にこ れ ら の 実験 成績を踏まえ
,

A G -2 0 0 0 の 臨床応用の 可

能性に つ い て付言す る . 近年
,

イ ン テ グ リ ン を介 し た細胞棲 着

に着目 し
,

抗イ ン テ グリ ン 抗体や その 他 の 薬剤を用い た 様 々 な

細胞接着阻害の 試み が なさ れ て い るが
37 卜 4 5)

,
臨床応 用に は至 っ

てい ない の が現状 で ある . A G - 2 0 0 0 は溶 液中で は 分子が 陽性 に

荷電して おり細胞膜 を通過 でき な い た め
1:i)

,
すで に腹膜播種を

形成し
,
腹膜中皮下 に浸潤 ･ 増殖 した癌 細胞 に作用さ せ る こ と

は理論的に は不可 能で ある . しか し
,

A G -2 0 0 0 は イ ン テ グリ ン

ファ ミリ
ー

の すべ て の
/
9 鎖 に共通 して多量 に含まれ るS H 基を標

的と した 全く 新 しい 接 着阻害剤 で あり
,

ま た
,

1 時 間と い う 短

時間の 接触 にお い て そ の 効果が 認め ら れ
, 腹腔内 に遊離 して い

る癌細胞お よ び 着床直後で 腹膜表面 に 存在する 癌細胞に 効果的

に作用 し
,
腹膜播種 の 形成を予防す る可 能性 が示唆 され る . また

,

A G -2 00 0 の 分解 産物 に関 して は
,

抗潰瘍薬 で あるA G -1 7 4 9 の 開発

段階の研究で 重篤な副作 周が な い こ と が既 に確認 され て い る
こ槻

.

本薬剤の 臨床応 用の 可能性 と して は
,
渠 膜浸潤 を認め る 消化器

悪性腫瘍 に対する腹膜播種 形成の 予 防や
,

術中操 作に伴う 医原

性腹膜播種の 予防な どに 適応が ある と 考えら れ る .

結 語

活性型ラ ン ソ プ ラ ゾ
ー ル 仏G - 20 0 0) を用い て 痛細胞の 接着 阻

害効果に つ い て検 索 し
,

以 下 の 知見を得 た .

1 . A G - 2 0 0 0 は As P C ,1 細 胞表面の S H 基と 特異的 に結 合す る

ことが確認 され た .

2 . ア ドヒ
ー

ジ ョ ン ア ツ セイ にお い て イ ン テ グ リ ン の 代表的

リガ ン ドで あ る ラ ミ ニ ン
,

フ ィ ブ ロ ネク ナ ンお よ び Ⅳ型 コ ラ
ー

ゲ ン に対す る As P C - 1 細胞 の 接着 は A G - 2 0 0 0 濃度依 存性 に抑制

された
.

3 . 接着 した As P C - 1 細胞 にA G - 2 0 0 0 を1 時 間接触 させ たと こ

ろ接触後4 馴時間まで は細胞 に形態学 的変化 は み られ な か っ た

が
,
5 0 0いM 以 上 の 濃度で 摺触後72 時間 か ら 有意 に接着細 胞数

が減少し
, 培 養液中に 浮遊 した 細胞の t-1 りニ ア ポ ト

ー シ ス の 形態

を呈する もの が 認 め られ た .

4
･

ヌ ー

ド マ ウ ス 腹腔内投 与一 に よ る腹 膜撒桶形成モ デ ル に お

いて
, As P C -1 細胞 をA G -2 0 0 0 で 前処増 し た群 で は未処理 の コ ン

トロ ー ル 群 に比 し て 有意 に腹膜播 種形成が 少な か っ た .

以上 よ り
,

A G- 2 0 0 0 は癌 細胞 の 柳川包外 マ ト リ ッ ク ス へ の 接 着

を阻害する こ とで
, 腹膜播種 の 形成を予 防する 可 能性 の ある こ

とが示唆 され た .
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An i n te g ri n s u b u n it th at c o n t ai n s a u n i q u e l1 8k d cy t o pl a s m i c

d o m ai n . E M B O J 9 : 7 5 7 -7 7 0
,
1 9 9 0

3 ) Y e e G
,
Il y n e s R O . A n o v el

,
ti s s u e- S p e Ci丘c in t e g

･

ri n s u b u n it
,

/? v ,
e X p r e S S e d i n th e m i d g u t o f D r o s o p h ili a m e l a n o g a s t e r .

D e v el o p m e n t l 1 8 : 84 5 -8 5 8
,
1 9 9 3

4 ) B e e r J ,
C oll e r B D ･ E vid e n c e th a t pl at el e t gl y c o p r o tei n Ⅲa

h a s a l a r g e di s u lB d e
-b o n d e d l o o p th a ti s s u s c e ptibl e t o p r o t e olyti c

Cl e a v a g e .J B i oI C h e m 2 6 4 : 1 75 6 4 -1 7 5 7 3
,
1 9 8 9

5 ) C al v e te JJ ,
H e n s c h e n A

,
G o n z al e z r R o di g u e z J . A s si g n m e n t

O f d i s u l p h id e b o n d s i n h u m a n pl a t el e t G P Ⅲa : A di s u l p h id e

p a tte rn f o r th e P
-

S u b u n it s of th e in te g ri n f a m il y . B i o c h e m J 2 7 4 :

6 3 - 7 1
,
1 9 9 1

6 ) P a ri s e いJ
,
P h illi p s D R . Pl at el e t m e m b r a n e gl y c o p r o t ei n

II b - Ⅲ a c o m pl e x i n c o r p o r a te d i n t o p h o s p h olipid v e si cl e s . J B i oI

C b e m 2 6 0 : 1 75 0 -1 7 5 6
,
1 9 8 5

7 ) C a r r ell N A
,
Fi tz g e r al d L A

,
S t ei n e r B

,
e t al: S t r u c tu r e o f

h u m a n pl a t e l e t m e m b r a n e gl y c o p r o t ei n s II b a n d Ⅲa a s

d e t e r m i n e d b y el e c tr o n m i c r o s c o p y .J B i oI C h e m 2 6 0 : 1 7 4 3 -1 7 4 9
,

1 9 8 5

8 ) N e r m u t M V
,
G r e e n N M , E a s o n P

,
Y a m a d a S S a n d Y a m a d a

K M : E l e c t r o n m i c r o s c o p y a n d s tr u c t u r al m o d el o f h u m a n

且b r o n e c tin r e c e pt o r . E M B O J 7 : 4 0 9 3
,
1 9 8 8

9 ) A o k i K
,
Y o s h i d a T

,
S u g i m u r a T

,
T e r a d a M . Li p o s o m e

-

m e di a t e d i n v i v o g e n e t r a n sf e r of a n ti s e n s e K -

r a S C O n St r u e t

i n h ibit s p a n c l
･

e ati c t u m o r di s s e mi n a ti o n i n th e m u ri n e p e rit o n e al

C a Vi ty . C a n c e r R e s 5 5 : 3 8 1 0 -3 8 1 6
,
1 9 5 5

1 0) C h ri s ti n e L
,
H e r b e r t Z K . D i v e r s ity o f a d h e si o n t o

b a s e m e n t m e m b r a n e c o m p o n e n t s o f h u m a n p a n c r e a ti c

a d e n o c a r ci n o m a s . C a n c e r R e s 4 5: 5 2 4 6 -5 2 5 1
,
1 9 8 5

1 1) P e t e r A H
,

P h i11i p C
,

N i c h o l a s R L
,

M i c h a el A H .

C h a r a c t e ri z ati o n of i n t e g ri n c h ai n s i n n o r m al a n d tl e O Pl a sti c

h u m a n p a n c r e a s .J P a th ol 1 6 5 : 3 3 -4 1
,
1 9 9 1

1 2) N a g a y a H
,

S at O h H
,
K u b o K

,
M aki Y . P o s sib l e m e ch a ni s m

f o r th e i n hibiti o n of g a s tri c (HL
f

+ K
+

) -

ad e n o si n e trip h o sp h a te b y

th e p r o t o n p u m p i n h ibit o r A G -1 7 4 9 . J P h a r m a c oI E x p ¶ 1 e r 2 48 :

7 9 9 -8 0 5
,
1 9 8 9

1 3) N a g a y a H
,

S a t O h H
,
K u b o K

,
M a ki Y . P o s sibl e m e c h a ni s m

f o r th e i n h ibiti o n of a ci d b r m a ti o n b y th e p r ot o n p u m p i n hibit o r

A g
,1 7 4 9 i n i s o l at e d p a ri et al c el s . J P h a r m a e oI E x p T h e r 2 5 2 (3):

1 2 8 9 - 12 9 5
,
1 9 9 0

14) 三 輪 清,
三 谷政 義,

塚 本剛 司, 吉田 清志, 小 林卓郎,

木村智 憲, 下 村初志, 棚 山薫晴 . 新瀕 プ ロ ト ン ポ ン プ 阻害剤

A G - 1 7 4 9 の ラ ッ ト
,

マ ウ ス
, イ ヌ に お け る 生体 内動態 . 薬理と

治療 18 : 3 4 1 3 -3 4 3 5
,
1 9 90

1 5) C a th e ri n e C
,
M c G o w a n

,
Ti m o th y L

,
C o v e r

,
M a rti n J B . T b e

P r O t O n p u m p i n h i bi t o r o m e p r a z o l e i n h ib it s a ci d s u r vi v al o f

H eli c o b a c t e r p yl o ri b y a u r e a s e Ni n d e p e n d e n t m e c h a n i s m .



1 5 2

G a str o e n te r ol o g y lO 7 : 7 3 8 -7 4 3 ,
1 99 4

1 6) T i m pl e R
,
B r o w n J C . T h e l a m i n i n s ･ M a tri x B i ol 1 4 : 27 5 q2 81

,

1 9 9 4

1 7) M i y a z ak i T
,
U e h a r a T

,
N ib u R , T s uji T

,
Y a c hi e A

,
Y o n e h a r a

S
,
T a ni g u c hi N ･ D i 鮎 r e n ti al e x p r e s si o n o f a p o pt o si s

-

r el at e d F a s

a n tig e n o n l y m p h o c y t e s u b p o p ul a ti o n s i n h u m a n p e ri p h e r al

b l o o d .J I m u n ol 1 4 9 : 3 7 5 3 - 3 7 58 ,
1 9 9 2

1 8) S t al 1 m a c h A
,
R o s e w i c z S

,
ぬi去e r A

,
M a tt e s H

,
S c h u p p an D

,

Ri e ck e n E O . b m in i n b i n d i n g i n m e m b r a n e s o f a r a t p a n c r e a ti c

a ci n a r c el li n e a r e t ar g et S f o r gl u c o c o rti c oid s ･ G a st r o e n te r ol o g y

l O 2 : 23 7 -2 4 7
,
1 9 9 2

1 9) 米村 豊, 腹 膜播種 ( 刺寸 豊 編) , 第1 版 ,
6 5 -7 0 頁

,

へ

るす出版, 東 京,
1 9 9 6

2 0) S t ef an R
,
K e n o W

,
B e r n d Ⅵ J

,
H a r al d M

,
As t ri d E

,
e rn St O R

R e ti n o id s i n h ib it a d h e si o n t o l a m i n i n i n h u m a n p a n c r e a ti c

c a r ci n o m a c el s v i a α 6 P l
-i n t e g ri n r e c e p t o r ･ G a st r o e n te r ol o g y

l 1 2 : 5 3 2 -5 4 2
,
1 9 9 7

2 1) I w ak i K
,
M i y a z a ki T

,
T a ki z a w a T

,
K o n n o A

,
O h t a K

,
Y a ch i e

A
,
S e ki H

,
T a n i g u c h i N ･ D iff e r e n ti al e x p r e s si o n of b cl - 2 a n d

s u s c e pi也bilit y t o an ti -F a s
-

m e di a te d c ell d e a th i n p e ri p h e r al bl o o d

l y m ph o c yt e s
,

m O n O C yt e S S n d n e u t r o p hil s ･ Bl o o d 8 4 : 1 2 0 1 - 12 0 8 ,

19 94

2 2) 野島直 巳 . 胃痛腹膜播種形 成過程 の 解明･ 十全 医会誌 6‥

83 4 -8 4 4
,
1 9 9 6

2 3) Y o n e m u r a Y
,
S a w a T

,

'
K i n o s hit a K

,
M a t s u ki N

,
F u shi d a S

,

T a n a k a S
,
O h y a m a S

,
T a k a s h i m a T

,
Ki m u r a H

,
K a m a t a T

,

F uji m u r a T
,
S u gi y a m a K

,
S h i m a K

,
M i y a z a k i I ･ N e o a dju v a n t

c h e m o th e r a p y f o r h igh ー

g r ad e a d v a n c e d g a s tri c c a n c e r ･ W o rld J

S u r g 1 7 : 2 5 6 - 2 6 2
,
1 9 9 3

2 4) Y o n e m u r a Y
,
F uji m u r a T

,
F u sh id a S

,
T a k e g a w a S

,
K a m a ta

T
,
K a ta y a m a K

,
K o s ak a T

,
Y a m a g u ch i A

,
M i w a K

,
M i y a z a ki I ･

H y p e r th e r m o c h e m o th e r a p y c o m b i n e d w ith c y t o r e d u c ti v e

s u r g e r y f o r th e t r e a t m e n t of g a st ri c c a n c e r w i th p e ri t o n e al

di s s e m i n a ti o n . W o rld J S u r g 1 5 : 5 3 0 - 5 36
,
1 9 9 1

2 5) K i y a s u Y
,
K a n e s h i m a S

,
K o g a S ･ M o r p h o g e n e si s o f

p e rit o n e al m e t a st a si s i n h u m a n g a st ri c c a n c e r ･ C a n c e r R e s 4 1 :

1 2 3 6 - 1 23 9
,
19 8 1

2 6) 三 輪 晃
一

,
山岸 満, 北 村秀夫 , 荻野 茂

,
松木 伸夫 ,

山口 明夫
,

浅野 健
,

野 口 昌邦, 高 島茂樹
,

竹下 八 洲 男, 宮崎

逸夫,
谷本

一 夫
,
松 原藤 継. 胃癌手術 に お ける腹腔 内遊 離癌細

胞の 意義. J J a p S o c C a n c e r T h e r 1 5 : 1 13 1 -1 1 3 6 ,
1 9 8 0

2 7) W eit z m a n J B
,
P a s q u ali n R

,
T ak a d a Y

,
H e m l e r M E ･ T h e

fu n c ti o n a n d d i sti n c ti v e r e g ul ati o n of th e i n t e g ri n V I A 3 i n c el

a d h e si o n
,
S p r e a di n g ,

a n d h e m o ty pi c ell a g g r e g a ti o n ･J Bi oI C h e m

2 68 : 8 6 5 1 - 8 6 5 7
,
1 9 9 3

2 8) D e d h a r S . I n t e g ri n s a n d tu m o r i n v a si o n ･ B i o e s s a y s 1 2 : 58 3 -

5 9 0
,
19 9 0

2 9) T e r p e H J
,
T aj r o b e h k ar K

,
G u n th e rt 口

,
Alt m a n n sb e r g e r M ･

E x p r e s si o n of c ell ad h e si o n m ol e c ul e s al ph a
-2

,
alp h a -5 a n d al p h a

-

6
,
E -

C a d h e ri n
,
N - C A M a n d C D -4 4 i n r e n al c ell c a r c i n o m a s ･

V ir c h o w s A r ch A P a 地 01 An at H i s to p a th 01 4 2 2 : 2 1 9 -2 2 4
,
1 9 9 3

3 O) Eli c e s M J ,
U r r y L A H e mi e r M E

･
R e c e pt o r fu n c ti o n s f o r th e

i n t e g ri n V I J A :3 : R b r o n e c ti n
,

C Oll a g e n a n d l a m i n i n b i n di n g a r e

d iff e r e n ti ally i n fl u e n c e d b y A R G - G L Y - A S P p e pti d e a n d b y

d i v al e n t c a ti o n s .J C ell B i o l l 1 2 : 1 6 9 - 1 8 1
,
1 9 9 1

3 1) Ⅰ. a x I
,
B ell o t F

,
H o w k R

,
U ll ri ch A

,
G i v oI D

,
S c hl e s si n g e r J .

F u n cti o n al a n aly si s of th e li g a n d b i n d i n g sit e o f E G F - r e C e p tO r

u ti1i zi n g c h i m e ri c c h i ck e n / h u m an r e C e p tO r m Ol e c ul e s ･ E M B O J

8 : 4 2 1 4 27
,
1 9 8 9

3 2) Ull ri c h A S c hl e s si n g e r J . Si g n al tr an Sd u c ti o n b y r e c e pt o r s

wi th ty r o si n e ki n a s e a c ti vi t y ･ C el1 6 1 : 2 0 3 -2 1 2
,
1 9 9 0

3 3) Li n Y H
,
W a n g X F

,
E a t o n E G ,

W ei n b e r g R A
,
I ･ O d i sh H F

.

E x p r e s si o n cl o ni n g o f th e T G F ･ β ty p e Ⅱ r e c e p t o r
,

a fu n cti o n al

t r a n s m e m b r an e S e ri n e/ th r e o n i n e ki n a s e . C el1 6 8 : 7 7 5 - 7 8 5
,
1 9 9 2

3 4) Z h a n g Z
,
V u i ri K ,

R e e d J C
,
R u o sl a h ti E ･ T h e α 5 β1 i n t e g ri n

s u p p o r ts s u rv i v al of c ell s o n R b r o n e c ti n a n d u p
- r e g u r a te S B cl ･2

e x p r e s si o n ･ P r o c N a d A c a d S ci U S A 92
,
6 1 61 M6 16 5

,
19 9 5

3 5) All e y M C
,
S c u di e r o D A

,
M o n k s A

,
H u r s e y M L

,
C z e r wi n s ki

M J ,
F i n e D L

,
A b o tt BJ ,

M a y p J G
,
S h o e m a k e r R H

,
B o yd M R ･

F e a sib ilib T Of d ru g S C r e e n i n g wi th p a n el s o f h u m an tu m O r C el lin e

u si n g a m i c r o c ult u r e t e tr a z oli u m a s s a y ･ C a n c e r R e s 4 8 : 58 9 -601
･

1 9 8 8

3 6) 神子 田武
,
青 森利 雄, 佐藤秀蔵, L a n s o p r a z ol e (A G -1 74 9)

の マ ウ ス お よ び ラ ッ ト の い け る 急性 毒性 試 験 . 薬 理 と 治療

18 (S u p pl .
1 0) ,

2 6 5 7 -2 6 6 1
,
1 9 9 0

3 7) M o rn 1 0 t O C
,
Le t vi n N L

,
B o y d A W

,
H a g an M

,
B r o w n H M

,

K o r n a c k i M M
,

S c h l o s s m a n n S F ･ T h e i s o l a ti o n a n d

c h a r a ct a ri z ati o n of th e h u m a n h el p e r i n d u c e r T c ell s u b s et ･ J

I m m u n ol 1 3 4 : 3 7 62 -3 7 6 9
,
19 8 5

3 8) S o n n e n b e r g A
,
M o d d e r m a n P W

,
H o g e rv O r St E ･ L a m i ni n

r e c e p t o r o n pl a t el et s i s th e i n te g ri n V I A 6 ･ N a tu r e 3 3 6‥ 4 8 7 -4 89
･

1 9 88

3 9) G e hl s e n K R
,
A r g r a v e s W S

,
Pi e r s ch b a ch e r M D

,
R u o sl ah ti

E . I n h i bi ti o n o f i n vi t r o t u m o r c el i n v a si o n b y A r g
- G l y

- As p
-

c o n t ai ni n g s y n th e ti c p e ptid e s .J C e11 B i ol l O6 ‥92 5-9 3 0
,
19 88

4 0) Y a m a d a K
,
K e n n e d y D W

,
Y a m a d a S S

,
G r al n i c k H

,
C h e n W

･

A k i y a m a S K ･ M o n o c l o n al a n ti b o d y a n d s y n th e ti c p e p ti d e

i n hib it o r s of h u m a n t u m o r c ell m i g r a ti o n . C a n c e r R e s 5 0 : 4 4 85 -

4 4 9 6
,
19 9 0

4 1) S k u b it z A P N
,
M c C ar th y J B

,
Z h a o Q

,
Y i X

,
F u r c h t L T ･

D e 血iti o n o f s e q u e n c e
,

m R P
,
W ith i n l a m i ni n p e ptid e F -9 th at

m e d i at e s m e ta s t ati c fib r o s a r c a m a c ell a d h e si o n a n d s p r e a din g ･

C a n c e r R e s 5 0 : 7 6 1 2 -7 6 2 2
,
19 9 0

42) G e h l s e n K R
,
S ri a m a r a o P

,
F u r c h t I X

,
S k u b it z A P N ･ A

s y n th e ti c p e p ti d e d e ri v e f r o m th e c a r b o x y t e r m i n u s of th e

l a m i ni n A ch ai n r e p r e s e n t s a b i n d i n g sit e f o r th e α :う/? 1 i n t e g rin lJ

C ell B i ol l1 7 : 4 4 9 -4 5 9
,
1 9 9 2

4 3) 平澤路 生 , 四 十坊典晴 , 大塚 学
,

阿部庄 作･ 肺癌にお

ける イ ン テ グリ ン の 発現 と細胞外 基質お よ び 血 管内皮細胞へ の

接着敵 日本 臨床 53 : 1 6 6 0 -1 6 65
,
19 9 5

44) B a z z o ni G
,
S h ih D T

,
B u c k C A

,
H e m l e r M E ･ M o n o cl o n al

a n ti b o d y 9 E G 7 d e 血 e s a n o v el β1 i n t e g ri n e pit o p e i n d u c e d b y

s ol u b l e li g an d a n d m a n g an e S e
,
b u t i n h ibit e d b y c al ci u m ･ J B i oI

C b e m 2 7 0 : 2 5 5 7 0 -2 5 5 7 7
,
1 9 9 5

4 5) A z n a v o o ri a n S
,
S t r a c k e M L

,
P a r s o n s J ,

M c C l a n a h a m J ,

Li o tta L A . I n t e g ri n a v β3 m e di at e s c h e m o t a c ti c a n d h a pt ot a c d c

m o tility i n h u m a n m el a n o m a c ell s th r o u gh di ff e r e n t si g n ali n g

p a th w a y s .J Bi oI C h e m 2 7 1 : 3 2 4 7 - 3 2 5 4
,
1 9 9 6
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I n h i b it o ry E 鮎 ct of A G ･ 2 0 0 0 , A c ti v at e d L a n s o p r a z ol e o n P e ri t o n e al S e e d in g of A s P C ･ 1 c ar Ci n o m a H i d e h i r o

T 如i m a
,
D e p a r t m e n t o f S u r g e ry ( II) ,

S c h o ol o f M e di ci n e
,
K a n a z a w a U ni v e rsi ty ,

K a n a z a w a 9 2 0 - 8 6 4 0
~

J ･ J u z e n M e d S o c ･
,

1 0 7 ,
1 4 4

-

1 5 3 ( 1 9 錮)

K e y w o r d s a c ti v a t e d l a n s o p r a z o l e
,
i n t e g n n s

,
S H g r o u p s

,
ad h e si o n

, P e ri to n e al d i s s e mi n a ti o n

A b s t r a ct

I n t e g r l n S ar e h e t e r o d i m e r s c o n si s tl n g O f α
-

a n d P
-

S u b u n i t s w h i c h p l a y a n i m p o rt a n t r o l e i n t u m o r m e t a s ta si s ･

E xtr a c ell u l a r d o m ai n s o f th e P
-

S u b u n it c o n tai n f o u r
- f o l d c y st ei n e

-

ri c h r e p e a ts c o n t ai n l n g uP tO 6 0 c y s te i n e r e si d u e s a n d

i n te g rl n S f o l d e d i n t o a h o m ol o g o u s t e rti a ry s t r u c t u r e ･ T h i s p r e ci s e st r u c t u r e is e s s e n ti al f o r in te g ri n f u n c ti o n ･ A cti v ate d

l a n s o p
r a z ol e ( A G - 2 0 0 0) e x h ib it s th e a p p r o p ri a te c h e m i c al c h ar a C te ri sti c s t o r e a c t o n th e S H g r o u p s w hi c h c o n sti tu t e c y st ei n e

o n th e c ell s u r f a c e w i th o u t b ei n g l n C O r
P O r ate d i n to th e i nt r a c ell u l a r s p

a c e
.

A G - 2 0 0 0 i s th e r e f o r e a c a n d id a t e f o r c a u s l n g

d e te ri o r a t e d i n te g
ri n fu n c ti o n . T h i s s tu d y w as d e si

g
n e d to e x a m i n e w h e th e r A G -2 0 0 0 i n h ib it s t h e a d h e si o n o f a n c h o r a g e -

d e p e n d e n t As P C - 1 c a r ci n o m a c ell s t o th e e x tr a c ell ul ar m a tri x ･ 〈E x p e ri m e n t l 〉 T h e c a r cin o m a c e11 s w e r e i n c u b a t ed f o r 6 0

m i n u te s i n R P M I - 1 6 4 0 m e d i a c o n t ai n i n g A G - 2 0 0 0 a t c o n c e n t r a ti o n s o f O
,
l

,
1 0

,
1 0 0

,
5 0 0 a n d l OO O p M

,
r e S P e C ti v ely . T h e n th e

ce11 s w e r e t es te d o n l a m i ni n
,
丘b r o n e c ti n a n d c o ll a g e n

- I V . T h e r ati o o f c ell s a d h e ri n g t o e ac h ty p e o f e x tr a c ell u l ar m at ri x 1 2

h o u r s l a t e r w a s f o u n d t o d e c r e a s e i n p a r a11 el t o th e i n c r e a si n g c o n c e n t r a ti o n o f A G - 2 0 0 0 ( p < 0 .0 1) . 〈E x p e ri m e n t 2 〉

C ar Ci n o m a c ell s a d h e r e n t t o l a m i n i n
,
fib r o n e c ti n a n d c o11 a g e n Ⅳ w e r e r e a c t e d f o r 6 0 m i n u t e s w i th A G 2 0 0 0 at c o n c e n t r a ti o n s

of O
,
1

,
1 0

,
1 0 0

,
5 0 0 a n d 1 0 0 0 FL M

,
r e SP e C ti v ely ･ N o m o rp

h o l o g l C al c h a n g e s w e r e d e te c ted i n th e c ells O
,
2 4 a n d 4 8 h o u r s

l at e r . T h e n u m b e r s o f a d h e r e n t c e11 s i n th e s a m p l e s t r e at e d w ith A G - 2 0 0 0 a t c o n c e n tr a ti o n s o f 5 0 0 a n d l O O O F
I M

,
W e r e f o u n d

to b e r e m a r k a b l y r e d u c e d 7 2
,
9 6 a n d 1 2 0 h o u r s l a te r ( P < 0 .0 1) .

F o ll o w
-

u P m i c r o s c o p y a n d el e c tr o n - m i c r o sc o p y of c ell s

flo a ti n g i n th e s u p e r n a t a n t s h o w e d a p o p t o si s ･ 〈E x p e ri m e n t 3 〉 1 × 1 0
6

c a r ci n o m a c e ll s w e r e l rU e C t ed i n t o th e p e rit o n e al

c a vi ti e s o f n u d e m i c e . E v e r y n u d e m o u s e i n th e c o n t r o l g r o u p ( n
= 1 0) d i e d w i th i n 8 w e e k s w i th m u l tip l e p e ri t o n e al

i m p
l a n t ati o n ( 1 0 0 % i n ci d e n c e) ･ B y c o n tr a st

,
i n th e l O m i c e i rtj e ct e d w ith A G - 2 0 0 0 t r e a t e d c a r c i n o m a c ell s

,
O nl y o n e d ie d

P r e m atu r el y ,
a n d a u t o p s y a t th e e n d o f th e 8 w e e k s s p a n o f th e e x p e ri m e rlt f o u n d o n ly 3 c a se s o f p e rit o n e al i n pl a nt a ti o n

,
th e

P r e m atu r e m O rt ality i n cl u si v e ( 3 0 % = r e d u c e d i n ci d e n c e) ( P < 0 ･0 1) ･ C o n cl u si v el y A G -2 0 0 0 i n h ib i te d th e c a r ci n o m a c ell s fr o m

a d h e ri n g t o e x t r a c e ll u l a r m a tri x c o m p o n e n t s b o th i n vi t r o a n d i n vi v o . T h e s e o b s e r v a ti o n s s u g g e s t th at i n tr a p e ri t o n e al

ad mi ni s tr a ti o n o f A G - 2 0 0 0 m a y p r e v e n t p e ri to n e al s e e d i n g l n p a ti e n t s wi th g a s tr o i n te s ti n al c a r ci n o m a s ･


