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胃が ん の 進展 にお ける転写因子 c - β虹1 の 発現 と役割

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)

藤 田 秀 人

転写 因子 E T S l 蛋白は増殖 国子 やサ イ ト カイ ン な ど の 細胞外刺激 に対 して 起 こ る細胞 内シ グナ ル 伝達系の 最終 エ フ ェ ク

ダ
ー 分子 の

一

つ で ある . m -1 蛋白は
,

リ ン パ 球細胞 の 増殖 , 分化お よ び発生 に関与す る 因子 の 遺伝子発現調節を担う と 共に
,

形態形成や 組織再構 築 に伴う 血 管新生 に 重要な細胞 外マ トリ ッ ク ス 分解酵素お よ び細 胞接着 因子の 発現 に も深く関 わ っ て い

る . 掛 こ
,

E T S l に よ り発現調節 を受ける こ れ らの 血 管新生関連遺伝子 は腫瘍血 管 の 新生の み な らず
,

が ん細胞 の 浸潤 と 転移

にお い て も重要な機能を果たす こ とが 既に 明ら か に され て い るが
,

が ん細胞内 に お ける m -1 蛋 白の 機能や 転移形質と の 関連

性 に 関し て は明 らか で はな い
. 本研究で は

,
胃 が ん の 悪性形質発現 の 細胞内活性 化因子 と して E T S l 蛋白お よ び c

-

βね一 1 遺伝子

に着日 し
,

ヒ ト胃が ん培養細胞株 およ び胃が ん組織 に お ける c 血 - 1 の 発現 と転移関連 国子 の 遺伝 子発 現を解析 し
,

それ ら の 相

互 関連性 お よ び 浸 胤 転移 と の 相 関に つ い て検 討 し た ･
ヒ ト胃が ん培養細胞6 株 にお ける 遺伝子発現 を逆転写- P C R 法 に より

角牢析 した結果,
5 掛 こお い て

,
C

- ぬ 1
,

ウ ロ キ ナ
ー ゼ塑 プ ラ ス ミ ノ M ゲ ン アク チ ベ ー

タ
ー

(u r o k in a s e
-t y P e pl a s mi n o g e n a c ti v a to r ,

u
-P A) ,

マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア
ー

ゼ ( m a t ri x m et all o p r o t ei n a s e
･

M M P) -1
,

M M P 阻害 因子ql
･

イ ン テ グ リ ン ー

α 2
,

イ ン テ

グ1) ン ー

α 3
,

イ ン チ グ
1
) ン ーβ4 お よび c

一

肌 好適伝子 の 協調 的発現 を認 め た ･ ま た
,

C -

etS - 1 m R N A に対する ア ン チ セ ン ス オリ ゴ ヌ

ク レ オチ ド処理 に より, 胃が ん細 胞株 N U G C -3 の u
- m と M M P - 1 の 発現 お よ び

,
イ ン テ グ リ ン ー

α 2 蛋白 の 発現 の 低 下が 認め ら

れ
,

肝 S l 蛋白 が こ れ ら の 遺伝子発現 を正 に制御 して い る こ とが 示 さ れ た ･ 原発性胃 が ん1 03 例 にお ける抗 訂 S - 1 抗体 を用 い

た免疫組織化学 染色で は
,
7 3 例 (7 1 % ) で 訂 S l 蛋白 の 発現 が

,
が ん細胞 の 核 内と細胞 質 に認 め ら れ た ･ m S l 蛋白の 発現 は

分化型 の 胃が ん に多く,
壁深速度

,
肝転移と の 間 に統計学的 に有意な相関を認め

,
発現群 は非発現群 より有意 に予 後不 良で あ

っ た . また
,

E T S - 1 蛋白発現と u
-P A お よ び M M P - 1 蛋白発現 と の 間 に正の 相関を認 め た ･ 以 上 の 結 果か ら

･
E T S -1 蛋白 の 発現

は 胃が ん の 悪性形質発現 にお ける細胞外マ トリ ッ ク ス 分解酵素お よ び細胞接着 因子 の 協調 的な転写活性化に 関与 して い る こ と

が 明ら か に さ れ た .

鮎 y w o r d s g a s t ri c c a n c e r
,

C - e t S - 1
,

e X t r a C ell ul a r m at rix d e g r a d a ti o n e n z y m e s
,

a n ti s e n s e

Olig o n u c ul e otid e , m e t a S t a Sis

c
-

g ね-1 遺伝子 は
,

鳥類 の 白血 病 ウ イ ル ス で ある E 26 か ら 単離

さ れ た Ⅴ
-

βね の ホ モ ロ グ と して 同定 さ れ た が ん 原性 遺伝 子で あ

る
1)2)

. c
-

e tS - 1 の 遺伝子 産物で あ るE T S - 1 蛋白 は ヘ リ ッ ク ス ･ タ

ー ン ･ ヘ リ ッ ク ス 構造を 有し
,

C 末端側 の 85 個の ア ミ ノ 酸 か ら

な る D N A 結合 ドメ イ ン に よ っ て標 的遺伝子の 転写調 節領域 に

存在する βね結 合配列 (G G A A /¶ に結合す る こと に より
,

そ の

転写を調節 する . c
-

e tS -1 の D N A 結合 ドメ イ ン と相 同性 の 高い 構

造 を有 する 遺伝 子産物 が次 々 と同定 さ れ
,

βね 群遺 伝子 フ ァ ミ

リ
ー を形成 して い るが ,

C
一

βね-1 は そ れ ら の プ ロ タ イ プで あ る
:‡)

.

が ん細胞 の 組織浸潤性 と遠隔臓器 へ の 転移性の 発現 に お い て

は
,

ウ ロ キ ナ
ー ゼ 塑 プ ラ ス ミ ノ ー

ゲ ン ア ク チ ベ ー タ
ー

(u r o ki n a s e
-tyP e pl a s m i n o g e n a ctiv at o r

,
u

-P A) や マ トリ ッ ク ス メ

タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ ( m at ri x m e t all o p r o t ei n a s e
,

M M P ) な ど の 基

底膜 や 問質の 細胞外 マ トl) ッ ク ス 成 分 ( e x t r a c ell ul a r m a tri x
,

E C M ) の 分解酵素や
,

基底 膜細 胞間ある い は 細胞- E C M 間 の 相

互作 用 に 関 わ る 細胞 接着 因子 な どの い わ ゆ る 癌転 移関 連 因子

は
, 最 も重要な形 質と な る

415)
. 最近 ,

こ れ らの 因子の 発現 に は
,

βね フ ァ ミ リ
ー

を 介 し た転 写調節 系が 存 在 して い る こ と が 示唆

さ れ て い る . 胃が ん に つ い て も
, 転移関連遺伝子 と臨床病理 学

的悪性度 と の 関連性 が 示 さ れ て きた
…

. しか し
, 個 々 の 転 移

関連因子 に つ い て の 解析 は 進ん で い るが
, そ れ ら の 相 互 関係 や

そ の 制御機構に つ い て の 研究報告 は少 な い .

本研究 で は 胃が ん細胞 に お け る
, 転写 因子 c

-

βね-1 を中心と し

た転移 関連遺伝子 発現の 制御 系に つ い て 検討 を行い
,

さ ら に臨

床 で の 胃が ん の 浸潤 ,
転 移 にお ける E T S -1 蛋白の 発現意義 を明

ら か に する こ と を目的と し た .

材 料お よび方法

Ⅰ. 材 料

1 . 培養細胞株

本研 究に用 い た ヒ ト細胞株 は
,

ヒ ト胃が ん 由来細胞株 と して

M K N -4 5
,

N U G C -3 ,
K 〟r O -ⅠⅠⅠ( ヒ ュ

ー

マ ンサ イ エ ン ス 研究資源

平成9 年11 月2 7 日受付, 平成9 年1 2 月2 6 日受理

A b b r e vi ati o n s : D T r , dith i o h r eit ol; E C M
,

e X t r a C eu ul ar m at ri x; F B S
,
f e t al b o vi n e s e ru m ; H G F

,
h e p at o c y t e g r o w 血

f a c t o r; M M P
,

m at rix m e t all o p r ot ei n a s e ; M T - M M P , m e m b r a n e ty p e - M M P ; M
′

汀 ,
3 -(4 ,

5 - di m e th ylt h i a z ol - 2 J

yl)
-

2
,
5 - dip h e n yl t e tr a z oli u m b r o m id e; P A I

, Pl a s m in o g e n a c tiv at o r i n hib it o r; P B S , P h o s p h a t e -b uff e r e d s alin e; R r P C R ,



胃が んと 転写国子c
-

g ね- 1

バ ン ク より 供与) ,
K K L S

,
N K P S ( 以 上 2 株 は 金沢大学が ん研

究所 外 科 よ り 供 与) ,
T M K -1 ( 広 島大学 病 理 学教 室 より 供与)

の 6 種 と
, 不死 化 し た 胎児線維芽細 胞で ある K M S T -6 ( 金 沢大

学 が ん 研究所 ウ イ ル ス 部 より供 与) の 計7 種 類で あ る . 組織培

養液と して は1 0 % 非 働化 ウ シ胎児 血 清 (f e t al b o vi n e s e r u m
,

F B S ) ( G ib c o
,

G r a n d I sl a n d
,

U S A ) と 50 /L g / m l カ ナ マ イ シ ン

(和光
,

大阪) を 含む R P M ト16 4 0 培地 (日 水製薬, 東京) を 用い

た . 各細 胞 は組織培養液 中に お い て
,

5 % C O 2 存在下,
3 7 ℃ で

培養 し た .

2 . 対象症例

198 5 年 より1 99 3 年の 間 に金沢大学 第二 外 科に て 外科的 に切

除され た原発性 胃が ん103 例 の 10 % ホ ル マ リ ン 固定切 除標 本を

用 い た . 症例 の 内訳 は
, 管状腺が ん35イ軌 乳頭状腺 が ん7 例

,

低分 化脱が ん53 イ札 粘 液が ん4 例 , 印環細 胞が ん4 例 で あり
,

病期別 に は
,

I a 期お よ び I b 期17 例 ,
Ⅱ 期30 例 ,

Ⅲa 期 お よ び

Ⅲb 期 28 例
,

Ⅳa 期 お よ び Ⅳb 期28 例で あ っ た . 各臨床病理 学

的国子の 記載は胃が ん 取り扱い 規約 (改訂12 版)
…
に従 っ た .

1[ . 逆転写- P C R 法( r e v e r s e t r a n s c ri p ti o n
- P C R R T - P C R )

を用 い た m R N A 発現の 解析

1 . が ん細胞株か らの R N A 抽出

細胞 (10
7

個) に1 m l の ア イ ソ ジ ュ ン ( ニ ッ ポ ン ジ ー ン
,

東京)

を加 え懸濁 させ た . 室温 にて 5 分 間放置 し , 0 .2 m l の ク ロ ロ ホ

ル ム を加え
,
振 没後室温 にて 2 ､ 3 分間放 置 し た . 続 い て 4 ℃

にお い て12
,
00 0 r p m

,
1 0 分 間遠心 した . 上 層を新 し い チ ュ

ー ブ

に移 し
,

0 . 5 m l の イ ソ プ ロ パ ノ ー

ル を 加え て 混合 し
, 室温で 5

分 間放 置 した 後
,

4 ℃ にお い て 12
,
0 0 0 r p m

,
1 0 分間遠心 した .

1 m l の 7 5 % エ タ ノ ー ル を 加え洗 浄 し
,

風乾 した 後滅菌 蒸留水

を加 え溶解 させ た
.

2 6 0 n m に お け る吸 光度を測 定 し
,

1 0 D を

40 / 1 g/ m l と して R N A 濃度を算出 した
.

R N A 試料 は滅 菌蒸留水

を用 い て 40 0 FL g / m l に調 製 し
, 引 き続 き R T 反応 お よ び P C R

( R トP C R) 法を行 っ た .

2 . 紆トP C R プ ラ イ マ
ー

お よ び プ ロ
ー

ブ用 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド

の 作成

表1 に
,

R r P C R に用 い た28 種の 遺伝子 に対 する 特異的 な プ

ライ マ
ー

お よ び プ ロ
ー

ブを示す. 対象 と し た遺伝子 は以 下の と

お りで あ る ; ヒ トc
-

etS - 1 , u
-P A と そ の 関連遺信了▲

と して
,

プ ラ

ス ミ ノ
ー

ゲ ン ア クチ ベ ー タ ー 阻害囚1 ･

(pl a s m i n o g e n a c tiv a to r

i n h ibit o r
,

P ju )-1 ,
P A l-2 ,

u
-P A 受有休( u - P A r e c e p to r

, u
- P A R) ,

M M P と そ の 関連遺 伝1
'

･

と して
,

M M P -1
,

M M P - 2
,

M M P - 3
,

M M P -7
,

M M P - 9
, 膜 貫通 型 ( m e m b r a n e ty p e) 1 - M M P

,
M T 2-

M M P
,

M T 3- M M P
,

M M P 阻 害l火l 子 (ti s s u e i n h i b it o r s o f

m e t all o p r o tei n a s e
,

T I M P)-1 ,
T I M P -2

,
イ ン テ グ7) ン 遺伝+ と

して は α お よ び
ノ
? サ ブ ユ ニ ッ ト の 各 々 に 対 し て

,
イ ン テ グリ

ン ー

α 2 ,
-

α 3
,

-

α 4
,

-

α 5
,

-

α 6
,

-

α Ⅴ
,

一

′ヲ1
,

-

ノ

ノ

ブ 3
,

-

′
ヲ 4

,

-

′･9 5
, が ん 原性遺伝子 と し て

,
C 雄別好

,
C

- g γ∂B - 2
,

内部標準と し

て
′
9 - ア ク チ ン を R トP C R の 対 象と し た (表1) ,

プ ロ ーブ の
二j2

p 標

識は
,

プ ロ ーブ 13 p m ol に 対 し[ γ
-

32
p] A T P 5 0 /jC i (A m e r sh a m ,

B u c k i n gh a m sh i r e
,

E n gl a n d) ,
ポ リ ヌ ク レ オチ ドキ ナ

ー

ゼ 緩衝

液[50 m M T ri s
- H Cl (p H 7 .6) ,

1 0 m M M g C 12 ,
5 m M ジチ オ ト レイ

ト
ー ル (di thi o th r ei t ol

,
D T 口 ,

1 0 m M ス ペ ル ミ ジ ン
,
0 .1 m M

E D T A (p H 8 .0)】,
1 0 単位T 4 キ ナ

ー

ゼ (宝 酒造
, 京都) お よ び 滅

T iIbl e l ･ 0 1ig o n u c le ot id c r}T lm e r S a n d p r〔)b e s r o r th e R TT P C R a n aly s IS

T a rg et g e n e Prin le r a n d p 【( 血
a 】

6 5 5

E xl) e C【ed si z e or

P C R
p
r し)d u c t (bl

))

c-βね･l

u
- P A

u- P A R

P A I- 1

P A l_ ユ

C- ∽ gf

c . β沌 B _2

右 a ⊂tin

M M P -

1

M M P-コ

M M P一〕

M M P t7

M M P _ 9

T I M トI

T I M P一三

M T ト M M P

M T 2- M M P

M T 3- M M P

l Ilt e
g
r U 卜 (` 2

I n 哩 】~11 ト (` う

1†削 ぎr 】■-- `` ヰ

1 111亡 g】`11 1- `` 5

111 1 e 呂t'リ ーー" b

l lll亡きr m一山 ∨

l ll t亡
さ

【1 □･ ノ1

1 n l eg rl n ∵ り

】--t eg r l n-ノ4

1 nl e g rl n一一
ゴ5

5
'

-G A T A G C A A A G T A G T C A T r C T G C-3
r

5
'

-T C A A G T T A A T G G A G T C A A C C C A ･

3
'

5
'

-A A (】A G C T C C T C T C C C T C A A G T A T G A-3
'

5
'

･ A G A A T
V

rC A C C A C C A T C G A G A-3
'

5
r
･ A T C A G C T r C A C A A C A G T C A T-3

1

5
1

･ A G G C A G A T G G T C T G T A T A G T ･3
L

5
.
･l T A C C T C G A A T G C A T T T C C T-3

■

5
'

･ T T G C A C A G C C T C I T A C C A T A - 3
r

5
l

･ T C A T C A G A C A T G A G C T G T G A-3
'

5
I

-A
'

r G G G A T T C A A G A T T G A T G A-3
1

5
一

- T C ^ G T A T A G T T G A A C T T G T TA3
I

5
'
･ A G A G A G C C A G A T T C A T C A T C A A T-3

I

5
●

･ T A A G C T G m G G T G A G A A (コT ,3
'

5
'

一丁A C ^ T C A T C T G T A C A G G T G T-3
I

5
'

- T A G A C T T C C T A G A A T G T G C A ･ 3
1

5
■

･ A ^ C T C T A G A T G C T C A G A C T r T-3
1

5
■

- A A C G A C T r C T r C A A C A A G ^ T-3
.

5
■

- A C A A A G C Å A G C C A G A T T C T G C C G ^-3
1

5
r

- G A T G T A T T T G A T G G T G A C C T - 3
■

5
'

･ A T C T G G C T G G T T C A C A T A T T - 3
r

5
l

- A C C C C A G C C C T C T A C A G C G G T A C A G T G A G G_3
.

5
l

r G ^ A A A T C T G G C A C C A C A C C T T-3
'

5
'

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

5
'
･ A C T G A C T A C C T C A T G A A G A T-3

5
l

, A A A G T G A C T G G G A A ^ C C A G A T ･3
r

5
●

一人T A T C A G T A G A A T G G G A G A G T C-3
.

5
●

- A G C A G A C A T C A T G A T A T C T T T T G T C - 3
●

5
' J IT C T T C A A G G A C C G G T T C A T T- 3

I

5
l
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菌 蒸留水 を加 え全量20 〃1 と し ,
3 7 ℃に お い て4 5 分間反応 さ せ

た 後 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に用い た .

3 . R T - P C R 反 応 お よ び サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

R N A 4 iL g に 対 して オ リ ゴ (d T) プ ラ イ マ
ー

(P e r k i n El m e r

C e tu s
,

N o r w al k
,

C A) 5 0 p m ol を加 え
,
6 8 ℃ にお い て15 分間,

ア ニ
ー

リ ン グを行 い
,

水 中に お い て 急冷 した . R T 反応 繚衝液

[5 0 m M T ri s
- H C l ( p H 8 .3 ) ,

4 0 m M K C l
,

8 m M M g C 1 2】,

5 m M D T T
,

0 .5 m M デ オ キ シ 1
) ボ ヌ ク レ オチ ド混合液 (d A T P

,

d C T P
,
d G T P

,
d T T P ) ,

2 0 単位 R N a s e 阻害因子 (P r o m g a B i o te c
,

M ad i s o n
,

U S A) , お よび 4 単位逆転写酵素 (Lif e S ci e n c e s , S t .

P et e r s b u r g ,
U S A ) を加え, 全量20 F Ll と した . 4 0 ℃ に お い て90

分 間の 逆転写反応 を行 い
,

C D N A を合成 した . 引 き続 き9 5 ℃ に

お い て5 分間加熱 し
, 逆 転写酵素を失宿 させ た . 冷却後 , 調 製

した c D N A l /11 に 対 し て P C R 反応 横衝 液 [ 50 m M T ri s
-1i C l

b H 8 .3) ,
4 0 m M K Cl

,
8 m M M g C1 2] , 0 .5 m M デ オキ シリ ボ ヌ ク

レオ チ ド混合 軌 2 .5 単 位T a q D N A ポ リメ ラ
ー

ゼ (宝酒造) お よ

び各々 50 p m ol の プ ライ マ
ー を加え

, 滅菌蒸留水に よ り全量100

/ L = 二調 整 し た . P C R 反 応 に は D N A サ
ー

マ ル サ イ ク ラ ~

(P e r ki n - El m e r) を使 用 した . 熱変性を 94 ℃
,
1 分 間30 秒

,
ア ニ

ー リ ン グを48 ℃
,

2 分 臥 D N A の 伸 長を72 ℃
,

2 分 間と し,
こ

れ を1 サ イク ル と して
,

3 サ イ クル 施行 した後
,
熟変性 を94 ℃

,

4 0 秒 ,
ア ニ

ー

リ ン グ を48 ℃
,
1 分間30 秒 ,

D N A の 伸 長を72 ℃
,

1 分 間20 秒 で さ ら に25 サ イ ク ル 行 っ た . 得 ら れ た P C R 産物 を
,

走電圧100 V にお い て2 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電気泳動 後,
ナ イ ロ

ン メ ン プ レ ン フ イ)L/ ダ ー

( H yb o n d - N +
,

Am e r sh a m ) に 転写 し

た . ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ ル タ
ー

に 10 分 間紫外 線 を 照射 し

て
,

D N A を フ ィ ル タ
ー

に固定 した .
フ ィ ル ターは ハ イ プ リ ダ

イ ゼ ナ シ ョ ン 綬 衝液 [6 × SS C
,

デ ン ハ ル ト液 (0 .
1 % ポ リ ビ ニ

ル ピ ロ リ ド ン
,

0 . 1 % ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
,

0 .1 % フ ィ コ ー ル

4 0 0) ,
1 0 % 硫酸 デ キ ス ト ラ ン

,
0 .1 % S D S

, お よ び 0 .1 m g/ m l サ

ケ 精子 D N A] 中
,

4 2 ℃ の 恒温水槽 に お い て3 時間 の プ レ ハ イ プ

リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . その 後,
0 .0 5 % Ⅳ/ Ⅵ

=-2

p 標 識 プ

ロ ー

ブ を加 え
,

4 2 ℃ に お い て 16 時 間の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ

ン を行 な っ た
.

フ ィ ル タ
ー

は2 × SS C お よ び 0 .1 % S D S を含 む

溶液 中で45 ℃
,

1 5 分の 洗浄 を2 回行 ない
,

引き続 き0 .1 × S S C

お よ び0 .1 % S D S を 含 む溶液中で4 5 ℃
,

1 時間の 洗 浄を行 っ た .

洗浄後,
Ⅹ線 フ イ ル ム (K o d ak

,
N e w Y o r k , U S A) を月巨､ て 室温

~1r 1 2 ､ 1 8 時 間の オ
ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ イ
ー で 解析 を行 っ た . さ

ら にP C R 産物量 の 測定 は バ イ オイ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ
ー

(富__
ヒフ

イ ル ム
, 束京) を用 い て

,
相補結合 し た プ ロ ー ブ D N A の 放射 浦

性を計測 して 行 っ た .

】l【. ア ン チ セ ン ス お よび コ ン トロ
ー

ル オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの

合成

c
_

e tS - 1 m R N A の 第
一

エ キ ソ ン の 開 始 コ ド ン を 含 む 1 7 塩 基

に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (5
'

-

T C G A C G G C C G C C
r

r T C A T ･ 3
,

) を設計 し た . ま た
,

コ ン ト ロ ー

ル オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドと して は
,

セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

(5
,

r A T G A A G C G C G C C G T C G A ･3
,

) と
,

ア ンチ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク

レオ チ ドの 塩基配 列内で 下線部 の4 塩 基が 異な る ミ ス マ ッ チ オ

T) ゴ ヌ ク レ オチ ド (5
,

1 竃G A C ∈G C C G C C A T C r r 3
'

) を設計 し

た . これ らの オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドは リ ン酸 ジ エ ス テ ル 結合内 の

酸素原子を硫黄原子 に 置換 した ホ ス ホ ロ チ オ エ
ー

ト型 オリ ゴ ヌ

ク レオチ ドと して 合成され た (釆亜 合成, 束京) .

Ⅳ . ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドに よ る 細胞処 理

種 々 の 濃度 の ホ ス ホ ロ チ オ エ
ー

ト型 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と

1 0 FL g/ m l の リ ポ フ ェ ク チ ン ( Gib c o) 存在 化に 無血 清 RP M I 培地

中で
,

N U G C -3 細 胞 を4 時間培養 した 後, 培地を吸 引 し た . 無

血 清 R P M I 培 地で 洗浄す る 事に より リ ポ フ ェ ク チ ン を除去 し
,

1 0 % F B S 含有 R P M I 培地 に て さ ら に48 時 間培養を続 けた .

~Ⅴ . ウエ ス タ ン プロ ッ ト

培 養細 胞 を 7) ン 酸 横衝 生理 食塩 水 (ph o s p h a t e
-b u ff e r e d

s ali n e
,

P B S ) (p H 7 A ) に て洗 浄 し た 後,
細 胞溶解 液 【50 m M

T ri s
- H C l (p H 7 .4) ,

0 .1 5 M 塩化 ナ ト
1
) ウ ム

,
0 .1 % S D S

,
0 .1 % デ

オ キ シ コ
ー ル 酸 ナ トリ ウ ム

,
5 m M E D T A

, 1 % ノ ニ デ ッ トF 4 0
,

1 % トリ ト ン Ⅹ-1 0 0
,
2 〃 g / m l ア ブ ロ チ ニ ン

,
1 m M フ ツ 化 フ ユ

ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル
,

2 i L g/ m l ロ イ ペ プチ ン
,

1 m M オ ル ソ バ

ナ ジ ン 酸 ナ トリ ウ ム】 にて 溶解 し
,

1 0
,
0 0 0 r p m

,
1 0 分間遠心 に

よ り不溶物を除去 した . 遠 心に よ り得 られ た上 宿 を採取 し
,

プ

ロ テ イ ン ア ツ セ イ キ ッ ト( Bi o
- R a d l a b o r at o ri e s

,
R i c h m o n d

,
U S A)

を 用 い て 蛋 白 定 量 し た . 得 ら れ た 蛋 白 5 /∠ g を 試 料 溶 解 液

【50 m M T ri s
- H C l ( p H 6 . 5) ,

1 0 % グリ セ ロ
ー )L/

,
2 % S D S

,

0 .0 3 % ブ ロ モ フ ユ ノ M ル ブ ル ー

】に 溶解 し, 4 0 m M D T r 添加後,

9 4 ℃3 分間 の 熱 変性 を加 え
,
1 0 % S D S - P A G E を行 っ た . なお

,

イ ン テ グリ ン ー

/? 1
.

,
M M P -1 の 検出 に は

,
D T T を添加せ ず に熟

変性を 行 っ た . 検 出泳動 後 の ゲ ル を
,

P V D F 膜 ( 日 本 ミ リ ポ

ア
･

リ ミ テ ッ ド , 東 京) に転 写 し
,

1 % 脱脂 粉乳 を 溶解 し た

感 熱 ㌔
｡

_

e 一致 1 勒 勒 蹄 増 聯 亀 ■ 2 5 9 b p

β
-

a Cti n
勒 ■ 5 9 2 b p

適娘軒㌔
E T S ･ 1 増輝隋領顔如上闊噂巨琴錦寧 j 押 ■ 榊 ■ 5 1 k D a

B

Fi g . 1 .
E x p r e s si o n s of c - e tS - 1 g e n e a n d m S -1 p r o t ei n i n g a s tri c

c a n c e r c ell li n e s . 仏) D e te c ti o n of c
-

e t S
-1 g e n e b y th e 肝 P C R

s o u th e r n b l o tti n g . T h e e x p e c t e d si z e s (b p) o f th e R T P C R

p r o d u c ts a r e i n di c a te d a t th e ri gh t wi th a r r o w s . (B) D et e cti o n

o f E T S I p r o t ei n b y w e st e rn bl o tti n g . T h e si z e (k D a) of th e

E T S -1 p r o t ei n i s i n di c at e d at th e ri gh t w i th ar r O W .



胃が んと 転写 因子 c - β由一 1 6 5 7

0 .5 % ツ イ
ー ン2 0 添加 トリ ス 硬衝液 C r ri s

-b u ff e r e d s ali n
,

T B S)

【20 m M T ri s
- H C l (p H 7 .6) ,

1 3 7 m M N a C l] に転写膜を4 ℃
,

一 晩

浸漬 し て非特 異反応を阻止 し た後
,
1 / ∠ g/ m l に 希釈 した

一 次抗

体と 室温 で2 時間反応 させ た .

■使 用 した 抗体 は
,
抗 E T S -1 モ ノ

ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 ( Cl o n e 4 7
,

T r a n s d u c ti o n L a b o r a t o r y ,

L e x i n g t o n
, U S A ) ,

抗 M M P - 1 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体( Cl o n e 4 1 -

適頗鮮 ㌔
｡ _ e -き_ 丁 蹄 歯 勒 ⑳ 砂 轟 く 2 59 b ｡

u
- P A

砂 晶 劇 邸 曲 轟 く 4 7 ｡ b ｡

u
_ P ÅR 聯 砂 閲

p A ト1 藤 間 塾 脚

P A ト2

C
- m e f

く 4 5 5 b p

q : 4 5 2 b p

く 3 2 7 b p

紳 勒 梯 戦 く 3 3 0 b p
車

c
.

e rb B - 2 聯 脾 藤 棚 勒 戦 く 1 8 3 b p

β- a Cti n

M M P - 1

M M P - 2

M M P - 3

M M P - 7

M M P - 9

T】M P - 1

TI M P ･ 2

M T l - M M P

M T 2 ･ M M P
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歯 → ほ9 2 b p

適鏡餅㌔
磯 歯 藤 く 47 6 b p

感 触 轟 く 5 1 1 b p

磯 宅診 《 4 3 3 b p

1 E 5
, 富士 薬 品, 富山) , 抗イ ン テ グ リ ン ー

α 2 ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗

体 u B1 9 3 6
,

C h e m i c o n
,

T e m e c ul a
,

U S A) ,
抗イ ン テ グリ ン

P l モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 (Cl o n e B - D 1 5
,

岩城硝子
,

東京) お よ

び 内部 標準 と して 用 い た抗 /9
一 ア ク チ ン モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体

(Cl o n e A C -1 5
,

Si g m a
,

S t .L o ui s
,

U S A) で ある . 0 .1 % 脱脂粉乳

を溶解 し た0 .5 % ツ イ ー ン2 0 添加 T B S に て洗 浄後,
0 .1 FL g / m l

に 調 整 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ ダ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス I g G

(A P 1 9 2 A
,

C h e m i c o n) あ る い は 抗 ウ サ ギ I g G (A P 1 8 2 A
,

C h e m i c o n) を 室温で4 5 分間反応さ せ た . 再度洗浄後
,

ア ル カ

リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ 基 質 (B C I P / N B T P l u s

,
M o s s I n c

,

P a s a d e n a
,

U S A ) を用い て反応
,

発色させ た .

Ⅵ . E u S A

前述の 条件で 培養後, 培養液を吸引 し
, 細胞 をP B S で2 回洗

浄後, 無血清 R P M I -1 6 4 0 培地で 24 時間培香 し
,

そ の 培養液 を

3
,
0 0 0 r p m

,
1 0 分間遠心し沈癒を 除去 し た . 得ら れ た培養上 帝中

の u
- P A 蛋 白抗原 量を u

- P A E L I S A キ ッ ト ( T i n t E li z e u P A ,

Bi o p o o I A B
,

U m e a
,

S w e d e n) を用 い て 測定 し た . 実験 は各群

に つ い て 3 回ず つ 施行 した .

適娘軒♂
lnt e g ri n - (12

･

α3 服

紗 健

一 α4

-

β1

轟 く 4 8 5 b p

啓
ぺ 瀾 7 b p

帝 尊 く 4 2 2 b p

- β3 帝 ㊥ 蜃

P

P

P

6 4

9 7

6 7

5

3

2

Y

∫
⊥

蟄
車

感 < 6 64 b p

藤 一 51 5 b p

q 【3 1 7 b p

勝 一【37 8 b p

輝 く 47 9 b p

C

Fi g . 2 . R T - P C R S o u t h e r n b l o tti n g a n al y si s o f c
-

e tS -1 a n d

m e t a s t a si s
-

r el a te d g e n e s i n g a stri c c a n c e r c ell li n e s . 仏) c -

etS -

1
,
u

- P A a n d u
-P A r el at e d g e n e s

, p r O t O
-

O n C O g e n e S
,

an d i n te r n al

c o n tr ol . (B) M M P s a n d M M P - r el at e d g e n e s . (C ) i n t e g ri n s .

T h e e x p e ct e d si z e s (b p) of th e R トP C R p r o d u c ts a r e in di c at e d

at th e ri gh t wi th ar r O W S .
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Ⅶ . 細胞増殖試験

ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド

(3 -(4 ,
5 ･ di m e th ylth i a z ol -2 ⊥

yl)
一2

,
5 -d i p h e n yl t e tr a z oli u m b r o m id e

,

M T T ) 試験 を行 っ た . す な わ ち
,

9 6 穴 プラ ス チ ッ ク プ レ ー

ト

(N u n c
,

R o s kil d e
,

D e n m a rk ) に お い て
!

細胞 を培 卦軋 各ウ

ェ ル に
, 最終濃度0 .2 m g/ m l に調整 した M T r 試薬 (Si g m a) を加

え
,

3 7 ℃ に3 時 間静置 した . 細胞 との 反応に よ り生 じた 色素産

物を ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ドで 可 溶化 し, 波長540 n m の 吸光度を

イ ム ノ リ
ー

ダ
ー で測 定 して 細胞数 の 指標 と した . 実験 は各群 に

つ い て3 固ず つ 施行 した .

Ⅷ . 免疫組織化学染色

パ ラ フ ィ ン 包埋10 % ホ ル マ リ ン 固定 標本 よ り4 甘 m の 切片 を

作成 し, 脱 パ ラ フ ィ ン 後内因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ を不括化 する

た め 0 .3 % 過酸 化水 素水添加 メ タ ノ ー ル に30 分間浸漬 し
,

P B S

で 洗浄 した . 次 に
,

非特 異的抗原抗 体反応を 防止す る た め に

10 % 正常ヤ ギ 血清 (D a k o p atts
,

C o p e n h a g e n
,

D e n m a r k) に20

分 間反応 さ せ た 後
,

1〃 g/ m l に希釈 し た
一 次抗体 と

一 晩4 ℃ に

て 反応 させ た
. 使用 した抗 体は

t 抗 E T S -1 ポリ ク ロ ー

ナ ル 抗体

( C -2 0
,

S a n t a C ru Z B i o te c h n ol o g y ,
S a n ta C ru Z

,
U S A) ,

抗 u
-P A

モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 (# 3 6 8 9
,

A m e ri c a n d i a g n o s ti c a i n c
,

G r e e n w i ch
,

U S A ) , 抗 M M P - 1 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 (富士薬 品)

で ある . P B S に て 洗 浄 し た 後 ,
ビ オ テ ン 化抗 マ ウ ス I g G 抗 体

(D a k o p a tt s) に 室 温で 2 時 間反応 させ
,

つ い で ス ト レ プ トア ピ

ジ ン ･ ビオ ナ ン ･

ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 複合 体 に30 分反応 さ せ た .

0 .0 4 % ジ ア ミ ノ ペ ン チ ジ ン (Si g m a) 溶液 で発 色 させ
,

0 .3 % メ

チ ル グ リ
ー ン で核 染色 を行 っ た

. 陽性 コ ン ト ロ ー

ル と して
,

正

常 副腎の 10 % ホ ル マ リ ン 固定標 本 を使 用 し た . 陰性 コ ン ト ロ

ー ル に は
一

次抗 体と して 非免疫正 常 マ ウ ス 血 清を用 い て
,

陽性

像 が 得 ら れ な い こ と を確 認 し た . が ん細 胞数 の 10 % 以 上 が 染

色さ れ た もの を 陽性 と して 判定 した .

Ⅸ . 統計学 的解 析

測定値 は 全て 豆 ± S D で 示 した . 臨床病 理学的 因子と の 相関

は x
2

検定 で 判定 した ･ 生 存曲線 は K a pl a n - M ei e r 法 を用 い て作

成 し
,
2 群 間の 有意 差は

一

般化 W il c o x o n 検定 を用い て 判定 した .

多変量解析 に は C o x の 比例 ハ ザ ー ドモ デ ル を用い た . E LI S A の

測定結 果 に は M a n n
- W h i t n e y 検 定 を 用 い た .

い ず れ も危険 率

T a bl e 2 ･ R T - P C R a n aly sis of c
-

e tS - 1 a n d m e t a st a sis - r el a t ed g e n e s i n g a st ri c c a n c er c ell li n e s

E x p re s s i o n o f g e n e in c ell l in e s

G e n e

M K N - 4 5 N U G C - 3 K A T O - Ⅲ N K P S l■KMT

c
-

βね - 1

u - P A

u
- P A R

P A ト1

P A I - 2

C
一

別 虎

c _ βγわB - 2

M M P - 1

M M P - 2

M M P - 3

M M P - 7

M M P - 9

T I M P - 1

T I M P - 2

M T ト M M P

M T 2 - M M P

M T 3 - M M P

In t e g n n - α 2

In t e g n n - α 3

In t eg n n
一

α 4

In t eg n n
-

α 5

I nt e g n n
-

α 6

I n t e g n n
-

α V

I n t e g d n
一

β1

I n te g ri n - β3

I n te 許i か β4

h te g r山 一 β5

+ +

+

+

+

一

+

十

十

十

十

十

+

+

+

一
+

一

+

+

一

+

+

+

+

十

+

十

一

+

欄
一

一

+

一

+

一

一

一

一

+

一

+

+

一

一

+

+

十

+

+

十

一

+

E x p r e s si o n s o f c
-

etS - 1 g e n e a n d m et a st a si s
-

r el ate d g e n e s in g a stric c a n c e r c el l lin e s w e r e e x a m i n e d u si n g t h e R T - P C R

fb llo w i n g S o u th e m b lo t a n aly sis ･ T h e e x p r e s si o n p att e r n s w e r e cl as s ifi e d i n to t w o g r o u p s ･
+

･ P O Sitiv e;
-

,
n e g ativ e ･



胃が んと 転写因子 c
-

βか1 6 5 9

5 % 未 満 をも っ て 有意差 あり と判定 した
.

成 績

Ⅰ . R T - P C R 法 に よ る と 卜胃が ん培養 細胞 に お け る c
-

e f g - 1

m R N A 発現と 転移関連遺伝子 の発現 の解析

胃が ん細 胞株6 株 にお ける c
-

βね-1 と 転移 関連 因子 の 遺伝子党

規を m - P C R 法 お よ び ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 に より 解析 し た

(国1
, 図2) . また 各が ん 細胞の 遺伝子発現 の 解 析結果をま とめ

,

表2 に 示 した . c - etS - 1 の m R N A お よ び F r S -1 蛋白の 発現 は6 種の

胃が ん 細胞株の うち K K 1 5 を 除い た5 株 の 細胞株 で認め られ た .

こ の 5 株 に お い て は
, 同時に u

-P A
,

M M P -1
,

T I M P -1
,

イ ン テ

グ1) ン ー

α 2
,

-

α 3
,

-

β4 お よ び c
-

m e t
.

m R N A の 協調 的発現を認

め
,

m で は い ずれ の m R N A 発現 も認 め られ な か っ た . ま た
,

P A I - 1 , P A I - 2
, M M P -3

,
M M P -7

,
M M P -9 お よ び M T l - M M P

m R N A は
,

C - etS - 1 m R N A の 発現が 陽性で あ っ た細胞株 にお い て

の み 認 め ら れ た . u - P A R
,

TI M P -2
,

M T 2 - M M P
,

イ ン チ グリ ン

ー

α 6
,

-

α Ⅴ
,

-

/

′

? 1
,

お よ び - β5 m R N A は 全て の 細胞株 に発現が

認め ら れ
,

イ ン テ グリ ン α 6 にお い て は26 7 塩基対の イ ン テ グ

リ ン ー

α 6 バ 1
) ア ン ト

1(})
の 発現が 全株 に認 め ら れ た . M T 3 - M M P

およ びイ ン テ グ
1
) ン ー

α 4 m R N A は
,

C
-

e tS -1 の 発現を認 めなか っ

た K K I ,S の み に 発現 が 認め ら れ た . ま た
,

M M P -2
,

イ ン テ グ1)

ンー

α 5 お よ び- β3 の m R N A 発現 に つ い て は
,

C
-

e is -1 m R N A 発現

との 直接 の 関連性が 認め られ な か っ た
.

Ⅰ . c - e f ざ - 1 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドに よ る細胞外

マ トリ ッ クス 分解酵素お よ び接着 因子 の発現抑制

C
-

e tS -1
,

u
- P A

,
M M P -1 お よ び イ ン テ グ 1) ン ー α 2 を発現 し て い

る N U G C - 3 細胞を用 い て
,

C
-

etS -1 m R N A に特異 的な ア ン チ セ ン

ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド処理 が転 移関連遺伝子発 現に 及ぼす影響

♂$ ㌔㌔㌔♂

座
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5 1 k D a

E T S ･1
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4 2 k D a

β- a C ti n
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1 1 6 k D a

J n t e g rj n -

(il
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5 2 k D a

M M P -1

Fi g . 3 . E 蝕 c ts o f a n ti s e n s e oli g o n u cl e o ti d e s t ar g e t e d f o r c
-

eis -1

g e n e o n M M P ･1 an d i n t e g ri n
-

α 2 e x p r e s si o n s . Bl a c k c ol u m n
,

C u lt u r e w ith o u t oli g o m e r s; W hi t e c ol u m n s
,

W i th a n ti s e n s e

Oli g o m e r s; h a t ch e d c ol u m n s
,
C O n tr Ol oli g o m e r s .

に つ い て検討 した . N U G C - 3 の E T S - 1 蛋白の 発現量 を ウ エ ス タ

ン プ ロ ッ ト法 に より解析 した結果,
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ

オ チ ド処理 に より
,

濃度依存性 に が ん細胞 中の E T S l 蛋白の 発

現が 抑制 さ れ る こ と が確認さ れ た (図3) . 同時に
,

が ん細胞中

の イ ン テ グ リ ン ー

α 2 と M M P -1 蛋白 の 発 現低下 が 認め ら れ た .

･･
山

方 ,
コ ン ト ロ ー ル オリ ゴヌ ク レ オチ ド処理 で は こ の よう な変

化 は認 め られ なか っ た . また
,

ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オチ

ドは イ ン テ グ リ ン ー

ノ9 1 蛋白お よ び 内部 コ ン トロ ー ル と して 用い

た β
- ア クチ ン 蛋白 には 影響を与えなか っ た (図3) .

つ い で
, 培

養上 清中 に放 出さ れ た u
- P A 蛋白の E LI S A に よ る 測定 で は

,
u

-

P A 蛋白抗原量 は ア ン チ セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 投与 によ

り , 濃度依存性 に抑制 さ れ
,

50 0 n M で43 % 抑制さ れ た . ま た
,

コ ン トロ ー ル オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドで は変化 は認め ら れ なか っ た

(図4) . M
′

I T 試験 に よる 細胞増殖 の 検討 で は ア ン チ セ ン ス オ リ

ゴ ヌ ク レ オ チ ド
,

コ ン ト ロ ー ル オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド投 与の い ず
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れ に お い ても細胞増殖 に変化 は認 め ら れ な か っ た (図4) .

Ⅱ . 原発性胃 が ん に お け る m S - 1 蛋白の 発現 の検討

1 . 臨床病理学 因子 と の 相 関

外 科的に切 除さ れ た 原発性 胃が ん 103 症 例 軋 73 症例 (71 % )

で E T S -1 蛋白の 発現 が認 め られ た
.

が ん細胞 は
, 細胞質 と核内

に抗 m l 抗体 と反応す る免 疫原物 質を有 して い た (図5A) .

一

方 ,
正 常胃粘膜 は増殖帯を 中心 に陽性像 を認め る もの もあっ た

が
,

染色像 は が ん 部 に比 して 淡か っ た (図5B) . 表3 に 臨床 病理

学的因子 と E T S l 発現 との 相 関を示 した . 分化度で は
,

高分化

脱 が ん (83 % ) が
, 低分 化脱が ん (62 % ) に 比 して 有意 に陽性例

が 多 か っ た . 浸潤 関連形質で は
,

深遠度 が 固有 筋層 にお よ ぶ 進

行 胃が ん にお い て 陽性率 が 74 % と 早期 胃が ん に 比 し て 有意 に

高値を示 した が
, 脈 管侵襲や 肉眼型 と は相 関が 認め られ なか っ

B

Fi g . 7 ･ I m m u n o h i s t o c h e m i c al st ai ni n g o f u
-P A a n d M M P -1 ･

Ⅶ1 e e X am i n a ti o n w a s p e r fo r m e d b y u si n g th e s am e S p e Ci m e n s

a s p r e s e n t e d i n Fi g . 1 . (朗 lm m u n o s t ai ni n g w ith a n ti -

u
- P A

m o n o cl o n al a n tib o d y . (B ) I m m u n o st ai ni n g w i th an ti - M M P - 1

m o n o cl o n al an tib o d y . B ar S i n (郎 an d (B) ,
5 0 FL m .



胃が ん と 転写 国子 c
-

βね- 1

た . 次 に転 移と の 関連 を み る と
, 肝転 移例 で は 仝症例 に お い て

E T S l の 発現が 陽性で あり
, 統計学的 に も有意差が 認め ら れ た .

しか し
,

リ ン パ 節転移, 腹膜播種 と は相関が 認め られ な か っ た .

予後 と の 関連 を検 討 した と こ ろ
,

E T S - 1 陽性例 の 5 年生 存率 は

68 % と
,

陰性例 の 40 % に 対 し て不 良で あり
,

両群間 に有 意差

が 認 め ら れ た (図6) . 更 に
,

m S - 1 の 予後 に 対す る重 みを
,
背

景因子 の 影響 を除い て検討 する た め に C o x の 比例 ハ ザ
ー

ドモ デ
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ル を用 い て検討 した と こ ろ
,

訂S -1 蛋白 陽性率 は
, 分化度 , 深

遠度, リ ン パ 節転移 にもま して
,

最も予後 に対 して 重み の ある

因子で あ る こ と が 明ら かと な っ た (表4) .

2 . u
一 弘 お よ び M M F l 発現 との 相関

が ん組織 中に お け る
,

u - P A 蛋白 お よ び M M P -1 蛋 白の 発現 と

E T S -1 蛋白の 発現 と の 相関性 を検討 した . u
-P A

,
M M P - 1 蛋白は

い ず れ もが ん細胞 の 細胞質 に発現を認め
,

1 0 3 症例中,
u

一 弘 陽

T a ble 3 ･ C o rr ela tio n b et w e e n E T S - 1 p r o tei n e x p r e s si o n a n d cli n ic o p ath ol o g l C al fi n di n g s

N o . o f c as e s

V a ri a bl e E T S - l e x p r e s si o n
a )

N e g ativ e P o siti v e

p
-

V al u e

b y c hi -

S q u ar e t e S t

H is t o lo gl C al di ff e r e n tia tio n

D iffe re n ti a t e d

U n diffe r e n ti a te d

M a c r o s c o p l C ty P e

L o c aliz e d

In filtI
-

at l n g

D e pt h of tu m o r in v a si o n

E a rly

A d v a n c e d

H ep atic m et a st a sis

N e g a ti v e

P o siti v e

P erit o n e al dis s e m i n ati o n

N e g a ti v e

P o siti v e

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

N e g a ti v e

P o siti v e

L y m p h a ti c i n v a si o n

N e g a ti v e

P o siti v e

V e n o u s i n v a si o n

N e g ati v e

P o siti v e

4 2

6 1

48

5 5

8

9 5

9 3

10

8 8

1 5

2 0

8 3

7

9 6

5 5

48

7 3 5

2 3 3 8

15 3 3

15 4 0

5 3

2 5 7 0

3 0 6 3

0 1 0

27 6 1

3 1 2

4 1 6

2 6 5 7

4 3

26 7 0

2 0 3 5

1() 3 8

0 .0 36 7

0 .8 2 13

0 .0 4 45

0 .0 3 2 4

0 .5 4 4 3

0 .4 16 1

0 .1 8 95

0 .
1 3 02

a )

E x p r es si o n o f et s
- 1 p r o tei n w a s s c o r e d a s p o siti v e ( ≧1 0 % o f t u m o r c e IIs w e rc p o siti v e) o r n e g ati v e ( < 1 O % of t u n l O r

C ell s w e r e p o siti v e) .

T a b le 4 , R es u lt s o f m ulti v ari a bl e a n aly si s by C o x
r

s p r o p o rti o n al

h a z a rd m o d el

M ulti v a ria bl e a n aly s I S

F -

V al u e P -

V aI u e

V a ria bl e

H i st ol o g l C al diffe r e n ti ati o n

( diffe r e n ti at e d/ u n diff e r e n ti a t e d) 0 ･
63 8 9 0 ･

42 4 l

D e p th o f i n v a si o n

( e arly/ a d v a n c e d)

L y m p h n o d e m et a st asi s

( n e g ati v e/ p o s iti v e)

e ts - 1 s ta tu s

( n e g ativ e/ p o siti v e)

1 .2 1 18 0 . 27 10

3 .68 6 6 0 . 04 4 9

7 .9 3 5 2 0 . 00 4 8
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T ab le 5 . C o n c o rd a n c e o f E T S - l e x p re s si o n w it h u - P A a n d M M P - 1 e x p r e s si o n

N o . o f c a s e s

V a ri a ble E T S - 1 e x pr e s si o n
a l

N e g ati v e P o sitiv e

p
q v al u e

b y c h iM S q u a re te S t

u
- P A e x p r e s si o n

a)

N e g a tiv e

P o siti v e

M M P - l e x p r e s si o n
孔)

N e g a tiv e

P o siti v e

38

65

2 6

7 7

1 9 1 9

1 1 5 4

1 3 1 3

1 7 6 0

0 .0 0 0 8

0 .0 1 39

a)
E x p r e s si o n o f e a c h p r ot ein w a s s c o r e d as p o siti v e ( 之1 0 % o f t u m o r c ells w e r e p o s iti v e) o r n e g ativ e ( < 1 0 % o f t u m o r

C ell s w e r e p o sitiv e) .

性 症例
,

M M P - 1 陽性 症例 数は そ れ ぞれ ,
6 5 例 (6 3 % ) ,

7 7 例

(7 5 % ) で あ っ た (図7
,

表5) . E T S -1 発現症例 と u
- P A 発 現症例

と の 間に は 有意な相関 関係 が認め られ
,

m -1 発現 症例 73 例 中

の 54 例 (7 4 % ) に u p P A が発 現 して い た . また
,

M M P - 1 と の 相

関で も, 有意な相 関関係 が認 め ら れ
,

E T S l 発現症例73 例 中の

6 0 例(81 % ) に M M P -1 が 発現 して い た .

考 察

が ん 細胞の 浸潤 と 転移 に お い て E C M の 酵素 的破壊 は不 可 欠

の ス テ ッ プで ある . 生 体内 には 分子構 造, 基質特異性 や 活性化

機構な どの 生 化学 的特性 の 異な る多様な E C M 分解酵素 が 増殖

因子 や サ イ トカ イ ン な どの 外的刺激 に依存的ある い は恒常的 に

発現 され て い る . 特 に
,

が ん細胞 の 浸潤性 と 転移 能を 反映す

る 最も重要 なE C M 分解 酵素と して u
- P A t M M P が知 られ て い

る
4)1 1) 1 2 )

. 血清中 に存在す る プラス ミ ノ ー

ゲ ン を晴性型 プ ラ ス ミ

ン に 変換す る酵 素で ある u
-P A は多種類 の が ん 細胞 に よ り分 泌

さ れ
, 浸潤性増殖 に お ける組織破壊 と密接 な 関連 が ある こ と が

指摘 され て きた . ひP A に より活 性化 さ れ た プ ラ ス ミ ン は様 々

な E C M を基質 と す る ほ か
,

プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン
,

u
- P A

,
M M P

な どの 滞在型 酵素を活性化す る こ と か らも相月包外 マ トリ ッ ク ス

分 解酵素の 晴性 化カ ス ケ ー ドの 鍵と な る酵素と して 注目 さ れ て

い る
13卜 l̀ i )

. また
,

M M P に つ い て もそ の 生化学 的機 能解析 の 研

究 に加えて
, 遺伝子 ク ロ ー

ニ ン グが 進 み
,

現在で は今 回検討 し

たもの も含め て15 榎 の M M P 遺伝子が 単離 され て い る
17)

.

一

方 ,

が ん細胞 の E C M と の 接着 ,
細胞 間接 着や 遊走 に 重要 な 因子で

ある接着因子イ ン テ グ リ ン は多く の が ん で悪性形 質と の 関連性

が示唆 さ れて きた
18卜 2Ⅰ)

近年
,
細胞 内シ グ ナ ル 伝達系や 様 々 な 遺伝子 の プ ロ モ ー

タ
ー

構造の 解 析が進 み
,

が ん細胞の 浸潤 に関与する 国子群が 遺伝子

の 発現調節 レ ベ ル で 密接か つ 多相階層的 に相互 連関す る可 能性

が 考え られ る よ う にな っ た . 転移関連遺伝子の なか で
,

シ ス 領

域 に 細 結合 モ チ
ー

フ が存在 し
,

ぬ フ ァ ミリ
ー

に よ っ て 遺伝 子

の 発現 が 調節 さ れ る こ とが 報告され て い る も の に は
,

ひP A
22)

,

M M P 11
23)

,
M M P ･3

24)

,
M M P J7

25)

,
T T M P -1

26)

,
イ ン テ グ 1) ン ー α 4

2 7)

,

c
一

別β亡
28)

お よ び c
-

βγみB -2 遺伝子
29)

が ある . すな わち ,
ぬ フ ァ ミ リ

ー

が
,

こ れ ら転移 関連遺伝子の 制御 因子 と して が ん の 浸 潤 と転

移 に携 わ っ て い る可 能性が 考えら れ る . しか し
,

が ん 細胞 にお

ける βね フ ァ ミ リ
ー の 機能 的解析 に関す る報告 は棲 め て 少 な い

.

そこ で
,

本研究 で は 胃が ん の 悪性 形質の 発現 にお け る c
- ぬ -1 の

役割 を明ら か にす る こ と を目的 に
,

C
疇 ぬ -1 の 発現 と転 移関連国

子 の 発現を解析 し
,

そ れ ら の 相互 関連性 お よ び 浸潤
,

転移と の

相 関に つ い て検討 を 行 っ た .

R T P C R 法 に よ り遺伝子発 現を解析 した 結果
,

胃 が ん 細胞株

で は 6 株中5 株 に c
-

e tS -1
,

u
- P A

,
M M P - 1

,
T I M P - 1

,
イ ン テ グ リ

ン ー

α 2
,

-

α 3
,

一

β4 お よ び c
一

肌 扉遺伝子 の 協調 的発現 が認 め ら れ
,

こ れ ら の 遺伝子 が c
- ぬ - 1 を中心 と し た 制御 を受けて い る こ と が

示唆 さ れ た .

一 方
,

P A ト1
,

P A I - 2
,

M M P -7
,

M M P - 9 お よ び

M T l - M M P 遺 伝子 は
,

C - eis -1 遺伝子 の 発現 が 陽性で あっ た 細胞

株 に お い て の み 認 め ら れ た . 従 っ て
,

E T S - 1 蛋白 が こ れ らの 遺

伝子 発現 に も関与 して い る可能性 が考 えら れ る . しか し
,

こ れ

ら の 遺伝 子発 現 に E T S -1 が 関与す る こ と を実験 的に 証明 した 報

告は なく
,

その 関連性 に つ い て は さ ら に 詳細な 検討が 必要で あ

る . なお
, 胃が ん 組織よ り抽出 し た m R N A に つ い て

, 同様 に遺

伝子 発現 様式 を解 析 した と こ ろ
,

ほ ぼ 同様 の 協調的 発現を確

認 して い る (結 果末表 示) . 次 に
, 胃 が ん 培養細 胞 N U G C -3 に

c
-

etS -1 m R N A に相補 的な 配列を持 つ ア ン チ セ ン ス オ 1) ゴ ヌ ク レ

オ チ ドに よ る 処理 を行 っ た 結果,
E T S -1 蛋白の 低下 に と もな っ

て
,

M M P -1 と u - P A に 加えて
,

イ ン テ グリ ン ー

α 2 の 党規 の 低下

が認 め ら れ た . こ の こ と か ら
,

N U G C -3 に お い て は E T S -1 蛋白

に よ っ て 転移 関連 遺伝子 の うち u
- P A

,
M M P - 1 お よ び イ ン テ グ

リ ン ー

α 2 が 正 の 制御 を受けて い る こ と が 明ら か と な っ た . が ん

に お ける イ ン テ グリ ン の 発現と転 移能 に つ い ては
,

一

般的 にはが

ん の 悪性度 の 克進 に 伴 っ て
,

イ ン テ グリ ン ー

α 2
ノ
9 1

,

-

α 3
ノ
■ヲ1

,

-

α 4 β1
,

一

α 6
ノ

′

ヲ1
,

ある い は 一

α 6
′
9 4 な どは 発現 が 増加 し

,
･ 一 方,

イ ン テ グ リ ン ー

α 5 ノ9 1 は む しろ 減少す る と い う 報告が 多い
･ 過

剰発 現が が ん 転 移を助 長す る と い う報告 と して
,

イ ン テ グリ

ン ー

α 2 /9 1 を発現 してい な い 横紋筋 肉腫細 胞に α 2 の c D N A を遺

伝子導 入す る と
,

も との 細胞 に比 して腫瘍 形成や 増殖速度 に は

差は な い が
,
J批 骨,

副腎 ,
リ ン パ 節 へ の 転移性が 著明 に先進

した と い うも の が ある
21)

. 胃が ん にお い て は腹 膜播 種 モ デ ル に

お い て 胃が ん細胞 の イ ン テ グリ ン ー

α 2
,

-

α 3 の 発現増強 に伴 っ

て
, 播 種能 が上 昇 す る と い う報 告が あり

30)

, 胃が ん お よ び大腸

が ん組織 に お い て も
,

肝転 移巣 で イ ン テ グ リ ン ー

α 3 /9 1 が 高 発

現す る こ と が 示 さ れ て い る
3Ⅰ)

. さ ら に
,

マ ウス L e w i s 肺 が ん 細

胞 で は イ ン テ グ リ ン ー α 6 β4 の 発 現 の 高 い 株ほ ど高転移性 を示

す こ と が 報告さ れ て い る
1 8)1 9)

.

一 方
,

形質転換 した ハ ム ス タ
ー

の 卵巣細胞 に イ ン テ グ リ ン ー

α 5 β1 を過剰発現 させ る と
,

そ の

細胞 の 移動能お よ び腫瘍形成能が 低下 す る と い う報告もある
20)

･
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しか し
,

イ ン テ グ リ ン ー

α 5 β1 に 関 し て は
, 原発腫瘍巣 や 転移

巣 で 発現が 克進 し て い た と い う 報告
:ほ) もある こ と か ら

, 転移に

お け る イ ン テ グ リ ン ー

α 5 β1 の 役割 に つ い て は 未 だ明 ら か で は

ない .

原発 性胃 が ん1 03 症例 に つ い て 免疫 組織化 学染 色法 に よ り

E T S -1 蛋白 の 発現を解析 した 結果, 胃が ん の 進 行度 に応 じて 発

現率 は 増加 し
,

さ ら に発現陽性率は 壁探適度, 肝転移な どの 悪

性 形 質に 関連 す る 国子 と高 い 相関 を 示す こ とが 明 らか と な っ

た . さ ら に m l 蛋白の 発現が予後 と相 関す る こ とが 示 され た .

胃 が ん に お け る E T S l 蛋白発現 に関す る 知見 と して
,

進行が ん

ほ どE T S - 1 蛋白発現 率が 高い こ と が 報 告さ れ て お り
‥用

, 今回の

研究 結果 と
一

致す る . m - 1 蛋白発現 の 意義 の ひ と つ と して 転

移関連 遺伝 子産物の 発現誘導が 浸潤, 転移 に つ なが っ たと 考え

ら れ た . そ の 確認 の た め
,

u
-P A と M M P -1 蛋 白の 発現 も同時に

検討 した と こ ろ
,

E T S - 1 蛋白 の 発現 と u - P A あ る い は M M P -1 蛋

白 の 発現 は 強い 相 関性 を示す こ とが 明 らか と な っ た .

一 方
,

胃が ん の 進展に 最も強く 関与 して い るテ ロ シ ン キ ナ
ー

ゼ型 増殖 因子受 容体の ひ と つ に
,

肝 細胞増殖 因子 (h e p a t o c y te

g r o w th f a c t o r
,

H G F) の 受容体 で あ る c
-

m e t 遺伝 子 と c
-

e rb B -

2 遺伝 子 が あ る . こ れ ら の 遺伝子 の 発 現 も
,

が ん 細胞 に お い

て βね フ ァ ミ リ ー に よ り 正 の 制 御 を 受 けて い る こ と が 報告 さ

れ て い る
2 ㈹ )

. 本研究 で も
,

C - e ね-1 の 発現 して い る細胞株 は 同

時 に c
一

別 βf 遺伝子 を発現 して い た . 細胞 の 種類 に よ っ て 異な る

が
,

C
-

g ね-1 の 発現を上 昇 さ せ る増殖 因子 と して は
,

H G F に 加え

て
,

腫瘍壊 死因子-

α
,

血 管 内皮細胞増 殖 国子 ,
塩基性線 維芽

細胞増 殖因子
,

上 皮増殖因子
,

イ ン タ
ー ロ イ キ ン ー1 な どが 知ら

れ て い る
34) 3 5)

. こ の よう な増殖 因子 に よ る u
-P A の 遺伝 子発現に

は g ね フ ァ ミリ ー が 関与 してお り
,

和 5 を 介 した 新規 マ イ ト ジ ュ

ン活性 化プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ に よ る m の リ ン 酸化が 起 こ る こ

と が報告 さ れ て い る
3`i)

. また
, 液性 因子 に よ る ぬ の 発現誘導以

外 に も E C M と そ の リ ガ ン ドで あ る イ ン テ グリ ン 受容体 を介 し

た シ グ ナ ル 伝達系に 依存 した 発現誘導が 起 こ る こ と も示唆さ れ

て い る . す な わ ち
,

タ イ プ Ⅰ コ ラ
ー

ゲ ン と イ ン テ グ リ ン ー

α 2
′
ヲ

1 と の 結合 は M M P -1 の 発現誘導 を惹起 し
:17) =靭

,
フ ァ イ ブ ロ ネク

テ ン は イ ン テ グ1
) ン ー

α 5 ′? 1 に結合 し て M M P -1 や M M P -3 を 誘

導す る が
,

こ れ らの 誘導 に は ぬ フ ァ ミ リ ー

が 関与 し て い る
抑 1 ,̀)

こ の よ う に
,

が ん細胞 に お け る βね フ ァ ミ リ ー の 発現制御 機構

に つ い て は こ れ ら増殖因子の 発現と と も に
,

が ん 遺伝了･ の 活性

化や接 着国子な どの 関与,
E T S 蛋白リ ン 酸化の 機序も含め 今筏

給 合的に解析す る必要 が あると 考え られ る .

近年 ,
が ん転 移 と 血 管新生 の 関連惟 が 注 目 報 告さ れ て い る

が
,

が ん や カ ポ ジ 肉腫 組織 小の 問 質線 維 芽細胞 や血 管 内皮 細

胞 で c- e ね - 1 の 発現 が 克 進 し て い る こ と か ら
,

問 質細胞 で の

M M P - 1 や M M P -3 の 発現が c
-

e tS -1 に よ り誘導 さ れ る こ と が 示唆

さ れ た
抑 ‖)42 )

. 最 近 ,
血 管 内皮 細胞 に お い て

, 血 管増殖 因子に

より 誘導 され た c
-

eis -1 が 内皮細胞の M M P -1 や u
- P A の 産生 を促

進 する こ とが 明 らか と な っ た
35)

. こ れ と 同時 に
, 細胞遊 走や 管

腔形成 も誘導さ れ る が
, 今回の 研 究で 示 され た よ う に

,
血 管内

皮 に お い て も胃が ん 細胞と 同様 の 制御 機構の 存在推測 され
,

血

管新 生に お い て もイ ン テ グ リ ン ー

α 2 が 介在する 可能性 が 考えら

れ る .
つ まり

,
C

-

βね -1 は が ん細胞 の み な らず周 囲の 血 管内皮細

胞 や 線維芽細胞 にお ける E C M 分解酵素 や接 着因子 の 発現 調節

に も深く 関わ り, それ らの 機能を調 整す る こ と によ り
,

が ん 転

移や血 管新生 に促 進的 に作用 して い る こ とが 示唆 され る . が ん

の 進展の 抑 制法ある い は治療法を論理的に新規 開発す るた め に

も,
C -

e tS - 1 遺伝子お よ び E TS -1 蛋白 は が ん 原発巣お よ び 周囲の

問質細胞 も含め た 共通の 標的遺伝 子と して 有用 であ る と考えら

れ る .

結 論

が ん 転移形 質の 発現 にお ける重 要な エ フ ェ ク タ
一

因子 と して

転 写因子c -

βね-1 に着 日 し
,

ヒ ト胃が ん培養細胞株お よ び 胃が ん

組織 にお け る c 一 βね-1 遺伝 子な ら び に E T S -1 蛋白と 転移関連因子

の 相互 関連性 に つ い て検討 し, 以 下 の 結果を得 た .

1 . ヒ ト胃が ん培養細胞株 に お け る c - βね-1 お よ び 転移 関連遺

伝 子発現 をR T - P C R 法 に よ り解析 した 結果 ,
C - e tS - 1 m R N A と

u
- P A

,
M M P - 1

,
T I M P -1

,
イ ン テ グ リ ン ー

a 2
,

-

α 3
,

- β4 お よ

び c
-

m e t m R N A の 協調的発現が認 め られ た .

2 . c - ぬ - 1 m R N A に 対する ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

の 処理 に より , 胃が ん細胞株 N U G C -3 に お い て u
- P A

,
M M P -1

,

イ ン テ グリ ン ー α 2 蛋白の 発現低下 が 認 め ら れ
,

E T S -1 蛋白が こ

れ ら転 移関連遺伝子の 発現 を正 に 制御 して い る こ と が 明 らか と

な っ た .

3 . 抗 訂円 - 1 抗体 を用い た免疫組織化学染色 の 結果,
m -1 蛋

白の 発現 は胃 が ん の 浸潤や転 移と 関係す る病理 学的因子と 高く

相 関 し
,

発現群は 非発現群 より有意に予後不 良で あ っ た .

以 上 の 結果か ら
, C

- e ね-1 は胃 が ん の 浸潤
,

転移
,
予 後に 関わ

る 因子 で あり, 胃が んの 進展 に機 能的に 関わ っ てい る こ と が示

さ れ た .

謝 辞

稿 を終 える に臨み
,

御指導
,
御校閲を賜りました 恩師三 輪晃 一

教授 に

深甚 なる謝意を表 します . また
,
終始 直接 の御指導を戴きました 金沢大

学 が ん研究所化学療法部佐々 木琢磨教授, 遠藤 良夫助手ならびに 同外科

学 第二 講座米柑豊講師に心 より感謝致 します . さ ら に本研究遂行 に際し
,

御支援 と ご協力を頂きま した 金沢大学外科学第二 講座な らび に 同がん研

究所化学療法部の 皆様に 厚く御礼 申し上 げます
. 本論文の 要旨の 一

部 は

第5 6 回 日 本癌学会総会 (19 97
, 京都) , 第9 6 回日本外科学会総会 (199 7 ,

京都) に おい て発表 した .

文 献

1 ) N u n n M F
,
S e et ) u r g P H

,
M o s c o vi ci C

,
D u e s b e r g P H .

T ri p a r ti t e ? tr u C t u r e O f th e a vi a n e r yth r o b l a s t o s i s vi ru S E 2 6

tr a n sf o r mi n g g e n e . N at u r e 3 0 6 : 3 9 1 - 39 5
,
1 9 8 3

2 ) Le p ri n c e D
,
G e g o n n e A

,
C o ll J ,

d e T ai s n e C
,
S ch n e e b e r g e r

A
,
L a g r o u C

,
S t e h eli n D . A p u t a ti v e s e c o n d c ell - d e ri v e d

O n C O g e n e O f th e a vi a n l e u k a e m i a r e t r o vi r u s E 2 6 . N at u r e 3 0 6 :

3 9 5-3 9 7 ,
1 98 3

3 ) W a s yl yk B , H a h n S L
,
G i o v a n e A . T h e E t s f a m ily o f

tr a n s c ri p ti o n f a c t o r s . E u r J B i o c h e m 2 11 : 7 -1 8
,
1 9 93

4 ) A Ⅳ a V O O ri a n S
,
M u r ph y A N

,
S te tl e r

-S t e v e n s o n W G
,
Li o tt a

I J A . M o l e c ul a r a s p e c t of t u m o r c ell i n v a si o n a n d m e t a st a si s
.

C a n c e r 7 1 : 13 6 8 -1 3 8 3
,
19 93

5 ) D u ff Y M J . T h e r ol e of p r o t e o l y ti c e n z y m e s i n c a n c e r

i n v a si o n a n d m e t a s ta sis . Cli n E x p M et a st a si s l O: 14 5 ･1 5 5
,
1 9 92

6 ) I to H
,
Y o n e m u r a Y

,
F ujita H

,
T s u c hih ar a K

,
K a w am u r a T

,

N oji m a N
,
F uji m u r a T

,
N o s e H

,
E n d o Y

,
S a s ak i T . P r o g n o sti c

r el e v a n c e of 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 at o r (u P A) a n d

Pl a s m i n o g e n a c ti v a t o r i n h ib it o r s P A I -1 a n d P A I -2 i n g a s t ri c



6 6 4

C a n C e r
. V i r c h o w s A I

･

c h 4 2 7 : 4 8 7 - 49 6
,
1 99 6

7 ) Y o n e m u r a Y
,
N oji m a N

,
K aji M

,
F uji m u r a T

,
I t o h H

,

N i n o m i y a I
,
M i y a z a ki I

,
E n d o Y

,
S a s a k i T . E -

C a d h e ri n a n d

u r o ki n a s e - ty p e pl a s m i n o g e n a c ti v a t o r ti s s u e s t at u s i n g a st ri c

C a r Ci n o m a . C an C e r 7 6 : 94 1 -9 5 3
,
1 9 9 5

8 ) N o m u r a H
,
S at o li

,
S eiki M

,
M ai M

,
O k a d a Y . E x p r e s si o n

o f m e m b r a n e
-t y p e m a tri x m e t all o p r o t ei n a s e i n h u m a n g a st ri c

C a r Ci n o m a s . C an C e r R e s 5 5 : 3 2 63 - 32 6 6
,
1 9 9 5

9 ) 胃痛研究会編. 胃痛取扱 い 規約, 改訂12 版 ,
1 -8 9 頁,

金原出

版株式 会社
,
東京,

1 9 9 3

1 0) T e n n e n b a u m T
,
B el a n g e r A J ,

G li c k A B
,
T a m u r a R

,

Q u a r a n t a V
,
Y u s p a S H . A s pli c e v a ri a n t o f al p h a 6 i n t e g ri n i s

a s s o ci a t e d w ith m ali g n a n t c o n v e r si o n i n m o u s e s k i n

t u m o ri g e n e si s . P r o c N atl A c a d S ci U S A 9 2 : 70 4 1 -7 0 4 5
,
1 9 9 5

1 1) S t e tl e r S t e v e n s o n W G . T y p e I V c oll a g e n a s e s i n tu m o r

i n v a si o n an d m e t a s t a si s . C a n c e r
･

M et a st a si s R e v 9 : 2 8 9 -3 0 3
,
1 9 9 0

1 2) Li o tta L A
,
S t e tl e r S te v e n s o n W G . M e tal l o p r o t ei n a s e s a n d

c a n c e r in v a si o n . S e m i n C a n c e r Bi ol l : 9 9 - 1 06
,
1 9 9 0

1 3) D a n m K
,

An d r e a s o n P A
,
G r 飢1 d al 11 - H a n s e n J ,

Ⅰむi st e n s e n P
,

N i e l s e n L S
,
S k ri v e r L . P l a s m i n o g e n a c ti v a t o r s

,
ti s s u e

d e g r a d a也o n
,

an d c an C e r . A d v C a n c e r R e s 4 4 : 1 3 9 -2 6 6
,
1 9 8 5

1 4) P 611 諷n e n J ,
S t e p h e n e s R W

,
V a h e ri A .

D i r e c t e d

pl a s m i n o g e n a cti v a ti o n at th e s u rf a c e of n o r m al a n d m ali g n a n t

C ell s . A d v C an C e r R e s 57 : 2 73 -3 2 8
,
1 9 9 1

1 5) T e s t a J E
,
Q u i gl e y J P . T h e r o l e o f u r o k i 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 i n a g g r e s si v e tu m o r c ell b e h a vi o r . C a n c e r

M e ta st a si s R e v 9 : 3 5 3 L3 6 7
,
1 9 9 0

1 6) D u 卸 M J ,
R eill y D

,
0

'

S u lli v an C
,
0

'

H i g gi n s N
,
F e n n el y JJ ,

A n d e r s o n P . U r o k i n a s e
-

pl a s m i n o g e n a c ti v a t o r
,

a n e W a n d

i n d e p e n d e n t p r o g n o s ti c m a rk e r i n b r e a st c a n c e r . C a n c e r R e s 5 0 :

6 82 7 - 68 2 9
,
1 9 9 0

1 7) C o s si n s J ,
D u d g e o n T

,
C atli n G , G e a ri n g A

,
Cl e m e n t s J .

I d e n tifi c a ti o n o f M M P - 1 8
,

a p u t a ti v e n o v e l h u m a n m a t ri x

m e t all o p r o t ei n a s e . B i o ch e m Bi o p h y s R e s C o m m u n 2 2 8 : 4 9 4 -4 9 8
,

1 9 9 6

1 8) K e n n el SJ ,
F o o t e U ,

F al ci o n i R
,
S o n n e n b e r g A

,
S t ri n g e r

C D
,
C r o u s e C

,
H e mi e r M E . An al y si s of th e tu m o r

-

a S S O Ci at e d

a n ti g e n T S P - 1 8 0 . I d e n tit y w ith al p h a 6 -b e t a 4 i n th e i n t e g ri n

S u P e rf am il y . J B i oI C h e m 2 64 : 1 5 5 1 5 -1 5 5 2 1
,
1 9 8 9

19) S a c c hi A
,
F al ci o n i R

,
P i a g gi o G

,
G i a n f eli c e M

,
P e r r o tti N

,

K e n n el S . Lig a n d -i n d u c e d P h o s p h o r yl a ti o n o f a M u ri n e T u m o r

S u r f a c e P r o t ei n ( T S P - 1 8 0) A s s o ci a t e d W it h M e t a s t a ti c

P h e n o ty p e . C an C e r R e s 4 9 : 2 6 1 5 -2 6 2 0
,
1 9 8 9

2 0) S c h r ei n e r C
,
Fi sh e r M

,
H u s s ei n S

, J uli a n o R L . I n c r e a s e d

tu m o rig e ni city o f fi b r o n e c ti n r e c e p t o r d e B ci e n t C h i n e s e h a m s te r

O V a r y C ell v a ri an t S . C a n c e r R e s 5 1 : 1 7 38 -1 7 4 0
,
1 9 9 1

2 1) C h a n B M
,
M a t s u u r a N

,
T ak a d a Y

,
Z e tte r B R

,
H e m l e r M E .

I n vi t r o a n d i n vi v o c o n s e q u e n c e s o f V L A - 2 e x p r e s si o n o n

rh Ab d o m y o s a r c o m a c ell s . S ci e n c e 2 5 1 : 1 6 0 0 -1 6 0 2
,
19 9 1

2 2) N e rl o v C ,
R o r th P

,
B l a si F ,J o h n s e n M . E s s e n ti al A F l an d

P E A 3 bi n di n g el e m e n t s i n 也 e h u m a n u r o ki n a s e e n h a n c e r d i s pl a y

C ell ty p e
-

S P e Ci且c a c ti vi t Y . O n c o g e n e 6 : 1 5 8 3 - 1 59 2
,
19 9 1

2 3) G u t m an A
,
W a s yl yk B . T h e c oll a g e n a s e g e n e p r o m o te r

C O n t ai n s a T P A a n d o n c o g e n e
-

r e S p O n Si v e u nit e n c o m p a s si n g th e

P E A 3 a n d A P -1 b i n d i n g sit e s . E M B O J 9 : 2 2 4 1 -2 2 4 6
,
1 9 9 0

24) W a s yl y k C
,
W a s yl yk B . O n c o g e n i c c o n v e r si o n alt e r s th e

t r an S C ri pti o n al p r o p e rti e s o f et s . C ell G r o w th D iff e r 3 : 6 1 7 - 6 2 5
,

1 9 9 2

2 5) G ai r e M
,
M a gb a n u a Z

,
M c D o n n ell S

,
M c N eil L

,
L o v e tt D H

,

M a tri si a n L M . S t ru Ct u r e a n d e x p r e s si o n o f th e h u m a n g e n e f o r

th e m a tri x m e t all o p r ot ei n a s e m at ri1 y si n . J B i oI C h e m 2 6 9 : 2 0 3 2 -

2 0 4 0
,
1 9 9 4

2 6) E d w ar d s D R
,
R o ch el e a u H

,
S h ar m a R R

,
W ill s AJ ,

C o w i e A
,

H a s s e11 J A
,
H e a th J K . I n v oIv e m e n t o f A P l a n d P E A 3 b i n di n g

Si t e s i n th e r e g u l a ti o n o f m u ri n e ti s s u e i n h i b it o r of

m e t all o p r o t ei n a s e s
-1 (T I M P -1) t r a n s c ri p ti o n . B i o c h i m Bi o ph y s

A c t a l 1 7 1 : 4 1 -5 5
,
1 9 92

2 7) R o s e n G D
,
B a rk s J L

,
I ad e m a r c o M F

,
Fi s h e r RJ ,

D e a n D C .

An i n t ri c at e a r r a n g e m e n t of b i n di n g sit e s f o r th e E t s f a m il y o f

t r a n s c ri pti o n f a c t o r s r e g u l at e s a c ti vity o f th e al p h a 4 i n t e g ri n

g e n e p r o m o t e r . J B i oI C h e m 2 69 : 1 5 6 5 2 -1 5 6 60
,
1 99 4

2 8) G a m b a r o tta G
,
B o c c a c ci o C

,
G i o rd a n o S

,
An d o M

,
S t ell a

M C
,
C o m o gli o P M . E t s u p

- r e g u l a t e s M E T t r a n s c ri pti o n .

O n c 咽 e n e 1 3 : 1 9 1 1 -1 9 1 7 ,
1 9 9 6

2 9) S c o tt G K
,
D a n i el J C

,
Xi o n g X

,
M ak i R A

,
K ab at D

,
B e n z C C .

B i n di n g o f a n E T S -

r el a t e d p r o t ei n wi t h i n th e D N a s e I

h y p e r s e n si也v e sit e o f th e H E R 2 / n e u p r o m o te r i n h u m a n b r e a s t

C a n C e r C ell s . J B i oI C h e m 2 6 9̂ : 19 8 4 8 - 19 8 58
,
19 9 4

3 0) Y o n e m u r a Y
,
E n d o Y

,
Y a m a g u c hi T

,
N oji m a N

,
K a w a m u r a

T
,
F uji m u r a T

,
O b a t a T

,
Ki m B S

,
M i y a z a ki I , S a s a ki T . R ol e s of

V l .A r2 an d Ⅵ A 3 0 n th e f o r m a ti o n of p e rit o n e al di s s e m i n ati o n i n

g a s tri c c a n c e r . I n t J O n c o1 8 : 9 2 5 -9 3 1
,
1 9 9 6

3 1) 高相博 之, 遠藤良夫,
二 宮 致

, 米 柑 豊
, 佐々 木琢磨 .

ヒ

ト胃痛 , 大腸 癌 の 原 発巣 , 転 移巣 に お け る イ ン テ グリ ン の 発

現. 日本 臨床 53 : 1 6 78 -1 6 8 2
,
1 9 9 5

3 2) S ait o T
,
K i m u r a M

,
K a w a s a k i T

,
S a t o S

,
T o m it a Y .

C o r r el a ti o n b e t w e e n i n t e g ri n al p h a 5 e x p r e s si o n a n d th e

m ali g n a n t p h e n o ty p e o f tr a n siti o n al c ell c a r ci n o m a . B r J C a n c e r

7 3 : 3 27 -3 3 1
,
19 96

3 3) N a k a y a m a T
,
It o M

,
O h t s u r u A

,
N ait o S

,
N ak a s h i m a M

,

F a gi n J A
,
Y a m a sh it a S

,
S e k i n e I . E x p r e s si o n of th e E t s

-1 p r o to,

o n c o g e n e i n h u m a n g a s tri c c a r ci n o m a : C O r r el a ti o n w ith t u m o r

i n v a si o n . Am J P a th ol 1 4 9 : 1 9 3 1 - 1 9 3 9
,
1 9 9 6

3 4) W e r n e rt N
,
G ill e s F

,
F af e u r V

,
B o u ali F

,
R a e s

.
M B

,
P yk e C

,

D u p r e s s oi r T
,
S eit z G

,
V a n d e n b u n d e r B

,
S te h eli n D . S t r o m al

e x p r e s si o n of c
- E t s l tr a n s c ri pti o n f a ct o r c o r r el at e s w ith t u m o r

i n v a si o n . C an C e r R e s 5 4 : 5 6 8 3 q5 6 8 8
,
1 9 9 4

3 5) I w a s a k a C
,
T a n a k a K

,
A b e M

,
S a t o Y . E t s

-1 r e g ul a t e s

a n g l O g e n e Si s b y i n d u ci n g th e e x p r e s si o n o f u r o ki n a s e
-t y p e

pl a s m i n o g e n a cti v at o r a n d m a tri x m e t all o p r o tei n a s e
-1 a n d th e

m i g r ati o n o f v a s c ul a r e n d o th eli al c ell s . J C ell P h y si ol 1 6 9 = 5 2 2 ･

5 3 1
,
1 9 96

3 6) Y a n g B S
,
H a u s e r C A

,
H e n k el G

,
C ol m a n M S

,
V a n B e v e r e n

C
,
St a c eyl KJ ,

H u m e D A
,
M al d R A

,
O st r o w s ki M C . R a s - m e di a t e d

p h o s p h o ryl a ti o n of a c o n s e rv e d th r e o ni n e r e sid u e e n h a n c e s th e

tr
･

an S a Cti v ati o n a c ti vi 也e s o f c - E t sl an d c - E t s 2 . M oI C ell B i ol 1 6 :

5 3 8 - 54 7
,
19 9 6

3 7) Riik o n e n T
,
W e st e r m a r c k J ,

K oi vi st o L
,
B r o b e rg A

,
K a h ar i



胃が んと 転写因子 c
- ぬ - 1

V M
,
H ei n o J . I n te g ri n al p h a 2 b e t a l i s a p o siti v e r e g ul a t o r of

C Oll a g e n a s e ( M M P - 1) a n d c oll a g e n alp h a l (I) g e n e e x p r e s si o n . J

B i oI C h e m 2 7 0 : 1 3 5 4 8 - 1 3 5 5 2
,
1 9 9 5

3 8) L a n gh 01 z O
,
R o c k el D

,
M a u c h C

,
K o zl o w s k a E

,
B a n k I

,

K ri e g T
,
E ck e s B . C oll a g e n a n d c oll a g e n a s e g e n e e x p r e s si o n i n

th r e e
- di m e n si o n al c oll a g e n l atti c e s ar e diff e r e n ti al 1 y r e g u l a te d b y

al ph a l b e ta l an d al p h a 2 b e t a l i n t e g ri n s . J C ell B i ol 1 3 1 : 1 9 0 3 -

19 1 5
,
19 9 5

3 9) H u h t al a P
,
H u m p h ri e s M J ,

M c C a rth y J B
,
T r e m bl e P M

,

W e rb Z
,
D a m s k y C H . C o o p e r a ti v e si g n ali n g b y alp h a 5 b e t a l

a n d al p h a 4 b e t a l i n t e g ri n s r e g u l a t e s m et all o p r o t ei n a s e g e n e

e x p r e s si o n i n A b r o bl a s ts a d h e ri n g t o 丘b r o n e c ti n . J C ell B i ol 1 2 9 :

8 6 7 -8 7 9
,
19 9 5

66 5

4 0) T r e m bl e P
,
D a m sk y C H

,
W e r b Z . C o m p o n e n t s o f th e

n u cl e a r si g n ali n g c a s c a d e th a t r e g u l a t e c oll a g e n a s e g e n e

e x p r e s si o n i n r e s p o n s e to i n te g ri n
- d e ri v e d si g n al s . J C ell B i o1

1 2 9 : 1 7 0 7 -1 72 0
,
1 9 9 5

4 1) W e rn e rt N
,
R a e s M B

,
I . a s s all e P

,
D e h o u c k M P

,
G o s s eli n B

,

V a n d e n b u n d e r B
,
S t e h e li n D . c

-

e t S l p r o t o
-

O n C O g e n e i s a

tr a n s c ri p ti o n f a ct o r e x p r e s s e d i n e n d o th eli al c ell s d u ri n g tu m o r

V a S C ul ar i z ati o n a n d o th e r f o r m s of a n gi o g e n e si s i n h u m a n s . Am J

P a 也 01 1 4 0 : 1 1 9 -1 27
,
1 9 9 2

4 2) B ol o n I
,
G o u y e r V

,
D占v o u a s s o u x M

,
V a n d e n b u n d e r B

,

W e rn e rt N
, M o r o D , B r a m b ill a C

,
B r a m b ill a E . E x p r e s si o n of c

-

e ts -1
,
C Oll a g e n a s e l

,
a n d u r o k i n a s e

-ty P e pl a s m i n o g e n a c ti v at o r

g e n e s i n l u n g c a r ci n o m a s . Am J P ath ol 1 4 7 : 1 29 8 -1 3 1 0
,
1 9 9 5

T h e r ol e o f t r a n s c ri p ti o n f a ct o r c ･ ei s ･1 i n t h e p r o g r e s si o n o f h u m a n g as t ri c c a n c e r H id e t o F ujit a
,
D ep a rt m e nt o f

S u r g e r y (ⅠⅠ) ,
S c h o ol o f M e di 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 - J . J u z e n M e d S o c .
,
1 06 , 6 5 4

- 66 5 ( 1 9 9 7)

K e y w o r d s g a s tri c c a n c e r
,
C

-

e tS - 1
,
e X t r a C ell u l a r m at ri x d e g r a d a ti o n e n z y m e s

,
a n ti s e n s e oli g o n u c u l e o tid e

,
m e t a St a S is

A b st r a ct

T r a n s c r l
P tl O n f a c t o r E T S - 1 p r o t ei n i s o n e o f th e e n d efft c to r m ol e c ul es o f th e i n tr a c ell u l ar S l g n al tr a n sd u c ti o n

p
a th w a y

a c ti v ate d b y e x t r a c e11 u l a r sti m u l a ti o n s u c h a s g r o w th f a c to r o r c y t o ki n e ･ It als o r e g ul at e s g e n e e x p r e ssi o n o f fa ct o r s r el a te d t o

P r Oli f e r a ti o n
,
d i ff e r e n ti a ti o n

,
a n d m a t u r a ti o n o f th e l y m p h o c y t e c e ll ･ M o r e o v e r

,
it h a s b e e n d e m o n s t r a te d t h at m at ri x

d e g r a d a ti o n e n z y m e s a n d a d h e si o n m ol e c u l e s r e
g

u l at e d b y th e E T S - 1 p l a y a n i m p o r t a n t r o l e i n c a n c e r i n v a si o n a n d m e ta s ta si s ･

H o w e v e r
,

W h a t i s still n o t c l e a r i s th e f u n cti o n o f E T S - 1 p r o t ei n i n it s r el e v a n c e t o c a n c e r p r o g r e s si o n a n d m ali g n a n t

P h e n o ty p e s ･ T h u s
,
thi s s tu d y f o c u s e d o n E T S - 1 p r o te i n a n d c - e tS r l g e n e a s a n a c ti v a to r of m ali g n a n t b e h a v i o r f o r g a s tri c

C a n C e r ･ I n 5 0 u t Of 6 g a st ri c c a n c e r c ell li n e s
,

e X P r e S Si o n o f c
-

e t S
- 1 m R N A w a s d e t e c t e d b y r e v e r s e t r a n s c rl P ti o n

- P C R

a n aly si s ･ T h e s e fi v e c ell li n e s w i th c - e t S
- 1 p o siti v e e x p r e s si o n w e r e a ll p o si ti v e f o r th e m R N A e x p r e s si o n o f u - P A ( u r o ki n a s e -

ty p e p l a占m i n o g e n a c ti v a t o r) ,
M M P - 1 ( m a t ri x m e t all o p r o t ei n a s e

- 1) ,
T I M P - 1 ( ti ss u e i n h i bit o r s o f m e t all o p r o tei n a s e - 1) ,

i n te g ri n -

α 2
,

一

α 3
,

- β4 s u b u n i ts
,

a n d c
-

m e t P r O tO - O n C O g e n e
,

W h e r e a s o n e c e ll li n e w ith c
-

e tS - 1 n e g a ti v e e x p r e s si o n w a s all

n eg ati v e f o r th e s e g e n e s ･ T r e at m e n t o f N U G C - 3 c e ll s w ith c -

e tS - 1 a n ti s e n s e o lig o n u cl e o ti d e s i n h i bi t e d th e e x p r e s si o n o f E T S -

1
,
M M P - 1

,
a n d i n t e g n n

-

α 2 i n a d o s e - d e p e n d e n t m a n n e r a n d r e d u c e d th e p r o d u c ti o n o f u - P A 丘
･

O m N U G C - 3 c e11 s ･ T h e s e

r e s u l ts s u g g e s te d th a t E T S - 1 p r ot ei n u p
- r e g u l a te s th e e x p r e s si o n o f M M P - 1

,
u - P A a n d i n t e g rl n

-

α 2 ･ S e v e n ty th r e e o u t o f l O 3

( 7 1 % ) s a m p l e s o f p ri m a r y g a st ri c c a n c e r ti s s u e s w e r e p o siti v ely s t ai n e d f o r E T S - 1
p

r o te i n b y i m m u n o hi st o c h e mi c al s ta i n i n g .

E x p r e s si o n o f E T S - 1 p r o t ei n w a s c o r r e l at e d wi th h i st ol o g lC al di ff e r e n ti a ti o n
,
d e p th o f i n v a si o n

,
O r h e p a ti c m e ta s t a si s o f g a s tri c

C a n C e r
,

a n d w a s c o n fi r m e d t o b e a n i n d e p e n d e n t p r o g n o s ti c f a c t o r i n g a s t ri c c a n c e r b y C o x m u l ti v a ri a t e a n a l y s I S .

F u r th e r m o r e
,
E T S - 1 e x p

r e s si o n w a s c o r r el a t e d w ith th e e x p r e s si o n o f u - P A a n d M M P - 1 i n g a s tri c c a n c e r ti s s u e s ･ T h e s e

r e s u l ts i n di c a t e th a t E T S - 1 e x p
r e s si o n c a n c o nt ri b u te t o p r o m o tl n g m alig n a n t b e h a v i o r i n g a st ri c c a n c e r b y r eg u l ati n g v a ri o u s

P r O t ei n a s e s a n d a d h e si o n m o l e c u l e s
.


