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癌の 浸潤 ･ 転 移に お ける膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン お よ び ウ ロ キ ナ
ー

ゼ型 プ ラ ス ミ ノ
ー

ゲ ン ア ク チ ベ ー

タ
ー

(u r o k in a s e
～ ty P e

pl a s m i n o g e n a c ti v a to r
,
u -P A) に代 表 され るセ リ ン プ ロ テ ア

ー

ゼ の 役割に 注目 し
,

分化度の 異な る 5 種類 の ヒ ト膵癌培 養細胞を

用い てセ リ ン プ ロ テ ア
ー

ゼ の 発現 と浸潤 ･ 転移能な ら び にセ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ イ ン ヒ ビタ

ー

で ある F O Y - 30 5 の 浸潤 ･ 転移能

にお よ ぼ す影響 に つ い て検討 した . まず逆転写ポ リ メ ラ
ー ゼ連接反応を用い た m R N A レ ベ ル で の 解析 で は

,
u

一 弘 は 分化度と

は関係なく全種類 に発現が 認め ら れ た の に村 し
,

膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン は分化型で あ る C a p a n
-1 ,

B x P C - 3
,

A s P C - 1 の 3 種類 に

の み 発現が み られ た . 培養上 清を用い た黄白レ ベ ル で の 検索 の 結果 は m R M レ ベ ル と よく
一

致 し てい た . ま たヌ
ー

ド マ ウス

の 脾内移植法 に よる 肝転移発生率 は
,

C a p a n
- 1 で は56 %

,
B x P C -3 で は50 %

,
As P C -1 で は89 % と高率で あ っ た の に対 し

, 分化

度 の 低 い P a n c
-1 と M I A P a C a

-2 で は転移が 全くみ られ なか っ た . す なわ ち
, 膵癌細胞の 肝転移発生 率は分 化度な らび に膵 トリ

プ シ ノ
ー

ゲ ン の 発現 と よく 相関 し た . 次 に F O Y - 3 0 5 の 膵痛紺胞の 浸潤
･

転移に お よ ぼ す影響を検討 した と こ ろ
,

マ トリ ゲ

ル を用い た イ ン ペ ー

ジ ョ ン ア ツ セ イ に お け る C ap a n
- 1 細胞の 浸潤細胞 数は

,
F O Y -3 0 5 処理に より0 .1 FL M 濃度以 上 で 濃度依

存性 に 減少 し た . また C a p a n
-1 細胞 の 牌 内移植法 に よ る肝転移発 生 率 は

, F O Y -3 0 5 非投与群 の62 % に対 し投与群 で は1 4 %

と
,

F O Y -3 0 5 投 与 に より 有意 に低 下 し た . 以上 の 成績 より , 膵癌細胞 の 浸潤 ･ 転 移に お い て は ひP A の み な らず , 謄 トリ

プ シ ノ ー ゲ ン が 重 要な 役割を担 っ て い る こと
,

ま た これ らセ リ ン プ ロ テ ア
ー

ゼ の 活性 化 を抑制す る こ と で 癌 の 浸潤
t 転移

を抑 制で き る可能性 が 示唆 さ れ た .

I k y w o r d s s e ri n e p r ot e a s e
, p a n C r e ati c c a n c e r

, p an C r e ati c t r y p si n o g e n
,
u r O ki n as e -ty P e P la s m in o g e n

a ctiv at o r , F O Y -3 0 5

近年, 癌細胞の 浸潤 t 転移 に対する 種 々 の 細胞外 マ トリ ッ ク

ス 分解酵素 の 関与が 重要視 さ れ て い る
l)2I

. そ の 中で も
,

セ リ ン

プ ロ テ ア
ー

ゼ の 1 つ で あ る プ ラス ミ ン は マ トリ ッ ク ス メ タ ロ プ

ロ テ ア
ー ゼ ( m atri Ⅹ m e tal l o p r o te a s e s

,
M M P s) な ど他 の 細胞外 マ

トリ ッ ク ス 分解酵素 の 前駆体を効率 よく活性化す る こ と が で き

るた め
, 癌細胞が 浸潤 ･ 転移す る際の 細胞外 マ トリ ッ ク ス や 基

底膜 の 分 解 に重 要な 役割 を演 じ て い る可 能性が 示唆 さ れ て い

る
3)4)

. ま た 最近,
O b t a ら

5)6 )
は セ リ ン プ ロ テ ア

ー

ゼ の 1 つ で あ

る膵 トリ プ シ ノ
ー

ゲ ン が 膵癌 の み な らず胃痛や 他 の 消化器病で

も高率に発現 して い る こ とを 臨床材料を用 い て報告 し
,

消化器

病の 浸潤 ･ 転移に お ける 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 重要性を指摘 し

てい る .

そ こ で
, 本研 究で は 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン お よ び ウ ロ キ ナ ー ゼ

型 プ ラ ス ミ ノ
ー

ゲ ン ア ク チ ベ
ー

タ
ー

( 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
,

u
- P A) に代表 され る セ リ ン プ ロ テ ア

ー

ゼ

に注目 し
,

そ れ ら の 発 現か らみ た ヒ ト膵癌細胞 の 浸潤 ･ 肝転移

能, さら には セ リ ン プロ テ ア
ー

ゼイ ン ヒ ビ タ
ー

で あ る F O Y -3 0 5

(F oi p a n ㊤)
りを用い た 膵癌細胞の 浸潤 ･ 肝転移抑制効果に つ い て

検討 した .

材料 お よび方法

Ⅰ . ヒ ト腰痛培養細胞

分化度 の 異 な る ヒ ト膵癌細胞株を米国標準株機 関 ( Am e ri c a n

r

丹 p e C ultu r e C oll e c ti o n
,
A T C C ) (R o c k vill e

,
U S A) より購入 して

使 用 し た . 使 用 し た 細胞 株 は
,

C a p a n
- 1 ( 高分 化 型腺 病) ,

B x P C -3 ( 申分化塑腺病) ,
As P C ～1 (申分化型腺病) ,

P a n c
-1 ( 低分

化 型腺病) ,
M I A P a C a

- 2 ( 未分化癌) の 5 種類で ある . 細胞の 培

養 に は
,

1 0 % 非働 化 牛胎 児 血 清 (f e t al c alf s e r u m
,
F C S)

( G I B C O
,
G r a n d I sl a n d

,
U S A) と 0 .3 m g/ m l グ)t/ タ ミ ン (日水製

薬 , 東京) を含 むR P M I -1 6 4 0 培地 (日 水製薬) を用い
,

5 % C O 2

濃度,
3 7 ℃の 条件下 で 培養 し た .

Ⅰ . 実験動物

4 週齢の 雌ヌ
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
,

2 週 間の 予備飼育の 後
,

6 週齢の 時点で 実験 に

僕 した
.

Ⅱ . 薬 剤

セ リ ン プロ テ ア
ー

ゼ イ ン ヒ ビタ
ー

と して F O Y 13 0 5 (C a m o st at

m e sil a t e
,
小野薬 品工 業,

大阪) を使用 した . ヌ
ー

ド マ ウ ス を

平成 8 年9 月30 日受付, 平成 8 年11 月11 日受理

A b b r e vi a tio n s : B S A , b o vi n e s e ru m al b u mi n ; E u S A
,

e n Z ym eli n k ed i m m u n o s o rb e n t a s s a y ; F C S , f e tal c al f s e ru m ;

M M P s
,

m atri x m e t al l o p r o t e a s e s ; P B S , ph o s ph at e
-b u 鮎 r e d s ali n e ; ⅢA

,
r a di oi mm u n O a S S a y ; 町 r e v e r s e tr an S C ri p 也o n;

ひP 九 u r o ki n a s e i

ty p e pl a s m in o g e n a cti v a t o r
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用 い た 実験で は
,

O b k o s bi ら
8)
の 方法 に従 っ て F O Y -3 0 5 は 原末

0
.
1 % を含有する粉 末飼料 と して経 口投与さ せ た .

Ⅳ . 逆転写 -

ポ リ メ ラ
ー ゼ連鎖反応 ( r e v e r s t r a n s c ri p ti o n

-

P C R
,
R r P C R ) 法

1 . 全 R N A 抽出

コ ン プ ル エ ン ト状態 の 各種膵癌培養細胞を0 .0 2 % E D T A 添加

0 .2 5 % トリ プ シ ン ( GI B C O ) に て剥絶 し
,

リ ン 酸横 衛生 理 食塩

液 b h o s p h at e
- b u ff e r e d s ali n e

,
P B S) b H 7 .2) にて 3 回洗浄後,

C h o m c z y n s ki ら
9)
の 方法 に従 っ て 仝 R N A を抽出 した . また 胃癌

手術時に 合併切 除 した 正 常膵組織 の → 部を 直ち に- 80 ℃ に 凍結

保存 して
,

ホ ッ ト フ ェ ノ ー ル グア ニ ジ ウ ム チ オ シ ア ネ ー

ト法
10)

にて 仝 R N A を抽 出 し
, 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン 発現の 陽性 コ ン ト

ロ ー ル と して使用 し た .

2 . プ ラ イ マ
ー

ヒ ト膵 ト リ プ シ ノ ー

ゲ ン ー 1 ( p a n c r e a ti c t r y p si n o g e n
- 1

,

U p p o r 亡h a m 鵬 r

C a p a n - 1 ¢e ‖さ

I n O .
1 % B S A ･ R P M 1 1 6 40

P o r o u $ I 削 e

( P O r e $ k e
,

円
▼

くも
♂ >

く芸 3
1 ■

■ ■ ■ ■■

I エ∠コ〈
_
∠
_
∠∠
_
ム芦

-

▲

･ 1

m )

■
＼L o w e r c h a m b e r

＼
F O Y ･ 3 0 5

/
2 4 - h c o n dIti o n e d m e dI u m

Fi g . 1
. D i a g r a m of th e T r a n s w ell c h a m b e r f o r i n vitr v i n v a si o n

a s s a y . C a p a n -1 c ell s u s p e n si o n ( 1 ×1 0
5

/ m l
,
0 .5 m l ) a n d

C O n diti o n e d m e d i u m (1 m l) w e r e a d d e d to th e u p p e r a n d l o w e r

Ch a m b e r s
,

r e S P e C ti v ely . V a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s of F O Y -3 0 5

W e r e a d d e d to b o th c h a m b e r s .

∴ 亮一

∴ ㌔
こ

∴ 二l

T r y p sj n o g e n
- 1

U ･ P A

β
-

a C ti n

Fi g . 2 . D et e c ti o n o f R T P C R a m pli丘e d p r o d u c t s o f m R N A f o r

p a n c r e a ti c t r y p si n o g e n - 1
,

u - P A a n d β-

a C ti n i n h u m a n

P a n C r e a ti c c a n c e r c ell s . P a n c r e a ti c t r y p si n o g e n
- 1 w a s

e x p r e $ S e d i n l a n e s 2
,
3

,
4 an d 7 a n d u

-P A w a s d o n e i n l a n e s 3 -7
.

L a n e l
,

Si z e m a r k e r; l a n e 2
,
n O r m al p a n c r e a s h

･

O m S u r gi c al

? P e Ci m e n s;l an e 3
,
C a p a n

- 1;1 an e 4
,
B x P C -3;1 an e 5

,
M 仏アa C a

-2;

1 a n e 6
,
P a n c

- 1; 1 a n e 7
,
A sP C -1 . P a n c r e a ti c t ry p si n o g e n

-1
,
3 8 1

b a $ e p ai r h
'

a g m e n t; u
-P A 4 7 4 b a s e p ai r 血

･

a g m e n t; β
-

a C tin
,
5 9 2

b a s e p ai r & a g m e n t ,

上

C a ti o n i c i s o f o r m )
11 '

,
u

- P A
12 '

お よ び P
- ア ク チ ン ( P -

a c ti n )
1=i )

の 各 c D N A 塩 基配 列 よ り 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ

チ ド プ ラ イ マ
ー を 設 計 し , 日 本 バ イ オ サ

ー ビ ス 株 式 会社

( 新座
,

日 本) よ り 購 入 し て 使 用 し た . な お
,

こ れ ら プラ

イ マ
M

は G e n B a n k デ
ー

タ
ー ベ ー ス で 他 の も の と ホ モ ロ

ジ ー

が 全 く な い こ と を 確 認 し た . 膵 ト リ プ シ ノ ー

ゲ ン _

1 : セ ン ス プ ラ イ マ
ー

5
'

- C C C C C A A T A C G A C A G G A ん3
,

( c D N A 塩 基 番号 2 94 - 3 1 1) ,
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ

ー

5
,

_

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

(6 5 7 - 6 7 4 ) ,
u

- P A : セ ン

ス プ ライ マ
ー

5
'

A C C A C C 且T C G A G A A C C A G C C -3
'

( c D N A 塩

基 番 号 24 9 4 - 2 5 1 3) ,
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ

ー

5
t

_

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

(4 1 7 4 -4 1 9 3) , /ヲ
ー ア ク チ

ン : セ ン ス プ ラ イ マ
ー

5
'

- G A A A A T C T G G C A C C A C A C C T r 13
,

( c D N A 塩基 番号 12 9 9 - 1 3 1 9) ,
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ

ー

5
,

_

G T r G A A G G T A G T r r C G T G G A T 13
'

(2 4 0 6-2 4 2 6)

3 . 肝 P C R 法

1 /L g の 全 R N A を65 ℃
,

1 5 分間変性 後,
1 本 鎖 cD N A 合成キ

ッ ト (C L O N T E C H L a b o r at o ri e s
,
P al o Alt o

,
U S A ) を用 い て

,
逆

転 写反応 に て cD N A を合成 した
川

. すな わ ち
,

2 0 0 ユ ニ ッ トの

モ ロ ネ ー 白血病 ウイ ル ス 逆転写 酵素 と 0 .5 m M の デ オキ シリ ボ

ヌ ク レ オチ ド (d m
,
d C T P

,
d G T P

,
d T r P) 混合後 ,

オ 7) ゴ d T

プ ライ マ ー

,
1 単位 R N a s e 阻害因子

,
5 0 m M T ri s

- H C l (p H 8 .3) ,

7 5 m M K C l
,
3 m M M g C 1 2 を3 7 ℃

,
9 0 分間反応 させ た .

次 に
, 各 m R N A に 特異的な プ ライ マ

ー と T a q D N A ポ 1) メ ラ

ー ゼ (宝 酒 造
, 京 都) を 用 い て D N A サ

ー

マ ル サ イ ク ラ ー

(P e rki n
-E l m e r C e tu s

,
N o r w alk

,
U S A) に て D N A を増幅 した . な

お
,

P C R 反応 は
,

熟 変性 を9 4 ℃で3 0 秒 間
,

ア ニ
ー

リ ン グ を

63 ℃ で 1 分間,
D N A の 伸 長 を72 ℃ で 2 分間 と し

,
こ れ を1 サ

イ ク ル と して 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン ー 1 , u
- P A は3 0 サ イ ク ル

,
′
ヲー

ア クチ ン は18 サ イ ク ル で 行 っ た . 得 ら れ た P C R 産物 を1 .5 % ア

ガ ロ
ー ス ゲ ル に て 売電庄1 00 V

,
2 5 分間電気泳動 した . 泳動衡

T abl e l ･ C o n c e n t r ati o n s o f se ri n e p r ot e a s e s i n s u p e r n ata nt o f

C u lt u r e m e di u m o f h u m a n p a n c r e ati c c a n c e r c e l1 1i n e s

C o n c e n t r ati o n s o f s e rin e p r o t e a s e s i n s u p e r n a t a n t
･ l)

T r yp s in o g e n ( n g/ m l) u - P A ( n g/ m l)

C ell lin e

C a p a n
- 1 2 2 4 .0 ± 3 9 .0 8 3 .3 ± 1 1 ,5

B x P C -3 1 8 .7 ± 1 ,2 5 6 .7 ± 5 .8

A s P C - 1 Ⅰ7 8 .3 ± 2 4 .5 9 3 .3 ± 2 0 .8

P a n c- 1 0 1 4 6 .7 ± 1 5 .3

M･I A P a C a - 2 0 9 6 .7 ± 1 1 .5

射
T h e r e s ult s a r e e x p re s s e d a s 兎 ± S D o f t h r e e e x p e ri m e nt s ･

T a bl e 2 . M et a st ati c p ote n ti al o f h u m a n p a n c r e a ti c c a n c e r c ells

in n u d e m i c e u s l n g l nt r a S Pl e n ic lnJ e C ti o n m e th o d

C ell lin e N o . o f m ic e

C ap a n - 1

B x P C - 3

A s P C l l

P a n c
- 1

M I A P a C a
- 2

N o . ( % ) o f li v e r m e ta st a sis -

P O S iti v e m i c e

q
ノ

O

q
ノ

0

0

1

1

1

)

)

)

′

0

0

0
ノ

5

5

0
0

(

(

(

5

5

8

0

0



膵癌 にお ける セリ ン プロ テ ア
ー

ゼ の 役割

m g . 3 . R e p r e s e n t a ti v e li v e r s p e ci m e n s f r o m n u d e m i c e 6

W e e k s a ft e r i n t r a s pl e n i c i nj e c ti o n o f C a p a n
- 1 c ell s . (A )

M ul ti fo c al m e ta s ta s e s ar e Vi si bl e a s w h i t e n o d u l e s o n th e

S u r血 c e o f liv e r . 田) N o m e ta sta si s i s s e e n .

7 19

エ チ ジ ウム ブ ロ マ イ ド染色を行 い
,

W トラ ン ス イ ル ミネ 一

夕

ー

( フ ナ コ シ
, 東京) にて観察した .

Ⅴ
. 膵癌細胞培養上溝中の セ リ ンプロ テ ア

ー

ゼ濃度の 測定

コ ン プ ル エ ン ト状 態の 各種膵癌細 胞を P B S で 3 回洗 浄後,

無血 清 R P M I -1 糾0 培地で 5 % C O ゎ 3 7 ℃で培養 し
,
2 4 時 間後 に

そ の 培養液を 1 00 O r p 皿
,

10 分 間遠心 し沈迂を除去 した . この よ

う に して 得 られ た培養上 清中の 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン 濃度を ラ ジ

オ イ ム ノ ア ツ セイ(r a di oi m m u n o a s s ay , R I A) 二 抗体法
1 5) を用い

て 測定 し
,

u - P A 浪度を エ ン ザイム イム ノ ア ツ セイ法 (e n z y m e
-

1 in k e d i m m u n o s o 沌 e n t a s s ay ,
E LIS A)

16)

を用い て測定 した .

Ⅶ . ヌ ー ドマ ウ ス 牌内移植法 に よ る肝転移 モデ ル

対数増殖期 に ある 各種 膵痺培養細 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 ,
P B S にて 1 ×10ソ皿l

の濃度 に調整 した .
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 . 6 適齢の ヌ
ー

ド マ ウ

ス に 2 G y の 全身照射を行 っ た後, M o d k a w a ら
17) の 方法 に準 じ

牌 内移植を行 っ た . すな わち,
ア バ チ ン の腹腔内注入 にて麻酔

を か け
, 左側腹よ り小切 開にて 開腹 し脾臓 を腹腔外 に軽く露出

させ
,
2 9 G 注射針 にて細胞懸濁液0 .1 c c ( 維胞数 1 ×10

6

個) を脾

臓 内 に注入 後, 腹壁 , 皮膚を吸収 糸で 縫合 し開腹 した . なお

脾 摘 は行 わ な か っ た . 6 週後 に犠 牲死 させ 肝臓を摘 出 し
, 肉

眼的な ら び に組織 学的 に肝転移 の 有無 を評価 し た . 肉眼的 に

肝 転移 を有す る場 合 は肝表面 の 結節数 を数えた . 組織 学的検

討 は10 % ホ ル マ リ ン 固定後, H E 染色 に て行 っ た . なお 実験

期間 中定期 的に (犠 牲死 時も含め) ヌ ー ド マ ウ ス の 体重を測定

した .

Ⅶ . イ ン ペ ー ジョ ンア ッ セ イ(i m s b n a s 翫Ⅳ)

膵癌細胞 C a p a n
-1 を用い

, A lbi n i ら
1 8) の 方法 を改良 して行 っ

Fig . 4 . Hi st ol o gi c s e cti o n s A
･

O m Ⅱv e r m et a st a s e s i n n u d e m i c e

g Ⅳ e n i n tr a sp le ni c i nje c ti o n of h u m a n p a n c r e ati c c an C e r C e11 s
,

T u m o r o u s n e st $ S h o wi n g w elL di 蝕 r e n tia ted gl a n d u l ar p att e r n S

ar e Ob s e rv e d i n th e s e c el1 1i n e s . (朗 C a p an
･1 . H E

,
×4 0 . O3)

B x P C -3 . H E
,
×6 0 . (C) As P C -1 . H E

,
×4 0 .
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た . すなわ ち図 1 の ご とく フ ィ ル タ
ー

径 12 m m
,

ポ ア サ イ ズ

12 FL m の トラ ン ス ウ ェ ル ･ チ ャ ン バ ー

Cr r a n s w ell c h a m b e r)

( C o s ta r
,
C a m b ri d g e

,
U S A ) の フ ィ ル タ

ー

上 面 に マ ト リ ゲ ル

( M a tri g el⑧) (B e c to n D i c k in s o n h b w ar e
,
B e d fo rd

,
U S A) 3 0 FL g

を コ ー テ ィ ン グ した もの を使用 した . 無血 清 RP M I - 1 鋸0 培地

に て ゲル を 1 ～ 2 時 間膨 潤 した 後
,

0 .1 % 牛血 清 ア ル ブ ミ ン

Cb o vi n e s e r u m alb u mi n
,
B S A) (S ig m a

,
S t . I . o ui s , U S A ) を含む

RP M I -1 餌0 培地で 1 ×10ソ m l に調整 した C 叩 弧
-1 細胞懸濁液

をチ ャ ン バ ー

上 室 に 5(氾〃l 加えた . チ ャ ン バ ー

下 垂 には 前述の

要領で採取 した 培養上 清 (24 - h c o n ditio n e d m e di u m ) をケ モ ア

トラ ク タ ン ト溶液 と して 1 m l ず つ 注入 した. 同時 に F O Y -3 0 5

Fig . 5 . h l Vit n i n v a si o n a s s a y sh o wi n g e 飴 c t o f F O Y p3 0 5 0 n

th e in v a si o n o f C a p an
･ 1 c d l s . T もe mi g r at e d c ell s d e c r e a s e d b y

t r e a t m e n t of F O Y 8 0 5 . 仏) N o n
-t r e at e d c ell s . ¢) n e c e11 s

t r eat ed wi th F O Y 13 0 5 a t a c o n c e n tr a d o n of l FL M . H E
,
×4 00 .

上

を0
,
0 .1

,
1

,
1 0

,
1 0 0

,
10 0 0 〃M の 各濃度 に調 整し

, 薬剤が

系全体に ゆ きわ た る よう上 ･

下 重 液お よ びゲ ル膨潤液 に添加 し

た . 5 % C O 2 , 3 7 ℃で 8 時 間培養した 乳 メ タ ノ ー ル で 固定し
,

フ ィ ル タ
ー 上面 に 残 っ た細胞 を マ ト リ ゲ ル とと も に拭 き取り

H E 染色を行 っ た
. 光顕 レ ベ ルで ×4 00 の 倍率で観 察し

,
フ ィ ル

タ ー 下面に浸潤 した細胞数を ラ ン ダム に5 視野ず つ 数えた . これ

を各濃度 につ き トリ プリケ ー トに て行 い かつ 3 回施行 した
.

Ⅷ . C a p a n ･ 1 膵癌細胞 の肝転 移能に お よぽす F O Y - 3 0 5 の

影書

膵癌細胞の 生体 にお け る肝転移能 に与え るセ リ ン プロ テ ア ー

ゼ イ ン ヒ ビ タ
ー

の 影 響 を 調 べ る 目 的 で
,

ヌ
ー

ド マ ウ ス を
,

F O す30 5 飼料 を 2 週 間前 よ り実験期 間中 (移植 後6 週目まで)

ず っ と経口 摂取 させ た F O Y ｣3 0 5 投与 群(15 匹) と F O Y ･3 0 5 を投

与 しなか っ た 非投 与群 (15 匹) の 2 群に分 け,
C 叩 皿 - 1 細胞の 牌

内移植 を行 い
,

6 週後 に犠牲死させ 肝転移発生率な らび に転移

結節数 の 差異を検 討 した .

Ⅸ . 統計学的検 定法

測定 値は すべ て 平均 土標準偏 差 区 ± S D) で 示 した . イ ン ペ

ー ジ ョ ン ア ツ セイ の各群 間の 浸 潤数 ,
ヌ ー ド マ ウ ス の肝転移結

節数お よ び体重 の比較 に は Stu d e n t の t 検定を用 い
, 肝転移率

P
一

¢

荘

＼

S
ニ

む

U

P

蔓
法
官
も
｣

O

q

∈
コ
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0 0 .1 1 1 0 1 0 2 1 0 3

C o n c e n t r a ti o n of F O Y - 3 0 5 ( p M )

F ig . 6 . E ff e c t o f F O Y - 3 0 5 0 n th e i n v a si o n o f C ap an
- 1 c ell s ･

C 叩 a n -1 c ell s w e r e c ult u r e d o n M a tri g el -

C O at e d 創t e r s i n th e

P r e S e n C e Of v a ri o u s c o n c e n tr a ti o n s o f F O Y ･3 0 5 . A ft e r 8 h r
,
th e

m lg r at e d c ell s o n th e l o w e r s u 血 c e of th e fi1t e r w e r e c o u n t e d ･

E a c h v al u e r ep r e s e n t s 言 ±S D o f bipli c a t e in th r e e in d e p e n d e n t

e x p e ri m e n ts .

★

p < 0 .0 1 c o m p a r e d w ith c o n tr ol (n o n
-t r e a t m e n t)

b y S t u d e n t
'

s t t e s t .

T ab le 3 ･ E 晩 ct o f F O Y -3 0 5 0 n liv e r m et a st a si s o f h u m a n p a n c r e a ti c c an C e r C e11 (C ap a n
- 1) i n n u d e

m i c e

N o . ( % ) o f

T r e at m e nt N o . o f m ic e li v e r m e ta st a sis -

p o siti v e m i c e

N o . o f m et a sta ti c

n o d u le s pe r m O u S e

仔土S D )

B o d y w eig bt

区±S D
, g)

C o n け01 13 8 (6 2) 1 0 .3 ±1 1
.
2 2 0 .0 ± 1 .6

F O Y -3 0 5 1 4 2 (14) * 2 .3 ±6
,
8 * 19 .2 士 2

.
4

* P く0 .0 5 v s C o n tr o l .



膵癌 にお けるセ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 役割

の 比較 に は カイ 2 乗検定を用 い た .
い ず れ も危険率 5 % 未満 を

もっ て有意差あ り と判定 した .

成 績

Ⅰ . 腰痛 細胞 に お け る セ リ ン プロ テ ア
ー

ゼ の m R N A レ ベ ル

で の発現 に つ い て

膵癌に お ける膵 トリ プ シ ノ
ー

ゲ ン1 の m R N A レ ベ ル で の 発現

の 有無を,
5 種類 の 膵癌培養細胞を用い R T P C R 法 にて 検討 し

た . なお 陽性 コ ン ト ロ ー ル と して ヒ ト正 常膵組織か ら抽出 した

仝 m R N A を使 用 し た
. そ の 結 果, 分 化型 で あ る C a p a n

- 1
,

B x P C- 3 お よび A s P C - 1 の 3 種類に お い て 発現が認 め られ
,

特 に

C a p a n
-1 と A s P C - 1 で は過剰 に発現 して い た ･

これ に対 し
,

分

化度の 低 い P an C
-1 な ら び に M IA P a C a

-2 には発 硯が み ら れ なか

っ た . ま た 同様 に u-P A の m R N A レ ベ ル で の 発現の 有無 を み た

と こ ろ
,

5 種類す べ て に発現が 認め ら れ た (図2 ) .

Ⅰ . 膵癌細胞 に お け る セ リ ン プロ テ ア ー ゼ の蛋 白 レ ベ ル での

発現 に つ い て

各膵癌 細胞培養上 宿中の 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン 濃度を測定 した

結果
,

表1 に 示す よう に C a p a n
-1

,
B x P C -3 お よ び A s P C - 1 の 3

種にお い て 発現が認 め ら れ
,

特 に C a p a nTl と A s P C - 1 で は 高く ,

蛋白 レ ベ ル で の 発瑛は m R N A レ ベ ル で の 発現 に よく相 関 して

い た . ま た上 清 中の u
- P A 濃度を測定 した と こ ろ 5 種類すべ て

に発現が み られ
,

こ ち らも m R N A の 発現 と
一 致 して い た .

∬ . 腰痛細胞の 肝転 移能に つ い て

ヌ ー

ドマ ウ ス 脾 内移植法を用い
,

移植後 2 日以 内 に死 亡 した

2 匹を 除く48 匹を対 象と し て
, 各種陣痛細胞 の 肝転移発生 率を

検討 した . その 結果,
肝転移発生 は 表 2 に示す よう に C a p a n

-1

で は 9 匹中 5 匹 (56 % ) , B x P C - 3 で は10 匹中 5 匹 (50 % ) ,

A s P C - 1 で は 9 匹中8 匹 (89 % ) に認 め られ
,

こ れ ら 分化型 の 痛

で はい ずれ も高率で あ っ た . こ れ ら の 転移率 には 有意差を 認め

なか っ た
. そ れ に対 し分化度の 低い P a n c

-1 なら び に M IA P a C a
-2

で は とも に10 匹仝例で 転移が み ら れ な か っ た . す なわ ち, 膵癌

細胞の 肝転移発生 率は 分化度 なら び に膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 発

現と よく相関 した .

肉眼 的に肝転移巣 は 回3 の よう に肝 表面 の 白色詞 の 結節と し

て観 察 さ れ た . ま た 肝 転 移 部 の 組 織 像 は
, 匝Ⅰ4 の よ う に

,

C a p a n -1 で は よく 発達 した腺 管構造と そ の 中 に粘液を有 し , し

かも問質結合織の 増 車 (d e s m o pl a sti c r e a c ti o n) を作 っ て お り
,

ヒ ト膵管鳩 の 組織像 に 悔め て 近 い 形態を と っ て い た . B x P C -3

で は腺 管構造 と 粘液 が み ら れ る も の の 問 質結 合織 の 増生 は弱

く, As P C - 1 で は腺 腔形成 と 問質結 介織 を み る もの の C a p a n
-1

ほ ど強く なか っ た .

Ⅳ . c a p a n
- 1 膵癌細胞 の浸潤能 に 及ぼす F O Y - 3 0 5 の 抑制

効果に つ い て

膵 トリ プ シ ノ
ー

ゲ ン を過剰発現 し
,

しか も高肝転移能を有 し,

さら に組織 像が と 卜膵管痛 に酷似す る C a p a n - 1 細胞を用い て
,

セリ ン プ ロ テ ア
ー ゼ イ ン ヒ ビタ ー の 浸潤 に お よ ぼす影響をイ ン

ペ ー ジ ョ ン ア ツ セ イ で検討 した . その 結果 , 図6 に示す よう に

F O Y -3 05 に よ り 0
. 卜 10 /∠ M 濃度 の 範 囲で 濃度依 存性 に浸潤細

胞数が 減少 した . し か し
,

1 0 ～ 1 00 0 / ∠ M の 範囲で は そ れ以上 の

抑制効果は 得ら れな か っ た .

Ⅴ
. C a p a か 1 膵癌細胞 の肝転移能 に お よぼす F O Y - 3 0 5 の

影響に つ い て

C a p a n -1 細胞 の 脾 内移植後 2 日以 内に死亡 した 3 匹 肝O Y -3 0 5

72 1

投 与群の 1 匹と 非投与群の 2 匹) を 除く27 匹を対象 に し て
,

6

週後に 犠牲死 させ 肝転移の 有無を 調べ た . そ の 結果 , 肝転移発

生 は F O V 3 0 5 非投与群 で は13 匹中8 匹 (62 % ) と 高率 に み られ

た の に対 し
,
投 与群 で は14 匹中わ ずか 2 匹 (14 % ) にの み 認め

られ , 肝転移発生 率は 有意 に減少 した . また肝 表面 の 転移結節

数 に つ い て も
, 非投与群が10 .3 ±1 1 .2 個 区 ±S D) で あ っ た の に

対 し
, 投 与群で は2 .3 士6 .8 個と有 意 に少 なか っ た

. な お犠牲死

時 の マ ウス 体重 には 両群で 差 を認め なか っ た (表 3) .

考 察

治癒 切除が期待で き る早期膵癌発見 の 必要性が 叫ば れ て い る

に もか か わ らず , 膵癌手術例に お ける 早期膵癌 の 占め る割合は

きわ め て 低い の が実状で ある . 膵癌 は そ の角綿U学的特性よ り症

状 の 発現が 遅い こ と や
, 有効な ス ク リ ー ニ ン グ検査法が ない こ

と な どが そ の 原 因で ある こ と は 言うまで もな い . しか し
,

たと

え腫瘍径が 2 c m 以 下 の 小膵癌が 発 見さ れ た と して も
,

組織学

的 に はすで に膵頭神経叢を含 む膵複方組織 へ 高率 に浸潤 してい

た り, 早晩肝転移の 出現 を みる な ど進行癌の 様相 を呈する症例

が 多く , 膵癌 の 生物学 的悪性度 の 高 さ を何 い 知 る こ と が で き

る
19)21 1)

と こ ろで
,

こ れ ま で は痛 が浸潤 ･ 転移する 際に は M M P s
,

u
-

P A
,

プ ラ ス ミ ン な ど の 細胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分解酵 素が 重要 な

役 割を演 じ
,

u
- P A → プ ラ ス ミ ン → M M P s 活性 化の カ ス ケ

ー

ド

反応 に関心が 寄せ ら れて い た が
川

,
膵 トリ プ シ ン はあ ま り注月

さ れ なか っ た . 最近に なり
,

元来膵の 腺房細胞で 合成 ･ 分泌 さ

れ て い る膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン が 消化器痛や 婦人 科領域 癌の 癌細

胞で も過剰発現 して い る こ と が 報告 され
5)̀;) 2 2 卜 2 ●"

, 癌細胞 の 分泌

す る膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 役割 に関心が 寄せ られ る よ うに な っ

た . 活性型の 陣 トリ プ シ ン は細胞外 マ ト リ ッ ク ス 分解酵素と し

て は 勿論 の こ と
, 消 化器 病 で 過剰 発 現 が み ら れ る u - P A や

M M P s な ど他の 分解 酵素 の 前 駆体 を直接効率 よ く活性化 する

こ と が実験 的に確認 され て お り
1I2)

,
し たが っ て

,
月華トリ プ シ ノ

ー

ゲ ン は 生 体で の 癌組織内で も十 分に細胞外 マ トリ ッ ク ス 分解

酵素と して の 役割 を担 っ て い る こ とが 推察 され る . そ こ で
, 本

研 究で は
, 消化器癌 の 中で も特に 生物 学的悪性度が 高 い と 言わ

れ て い る と 卜膵癌 の 培 養細胞株 を川 い て , 痛 の 浸潤 ･ 転移の 際

に 重要な 役割 を演 じて い る細胞外 マ トリ ッ ク ス分解惜素の
一

つ

で あ るセ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ に注【｡= ノ
, 膵癌細胞の セ リ ン プ ロ テ

ア
ー

ゼ 発現 ( 主 に障 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 発現) と 浸潤 ･ 転移能

に つ い て 検討 した
.

ま ず, 分化度 の 追う 5 種類の ヒ ト陣痛培 養細胞株 (C a p a n -1
,

B x P C -3
,

A s P C -1
,

P a n c
-1

,
M n P a C a

- 2) を川 い て 仝 R N A を抽

出 し
,

打トP C R 法 にて 膵 ト
T
) プ シ ノ ー ゲ ン と u - P A の m R N A レ

ベ ル で の 発現 を検 討した . な お , 膵 トリ プ シ ノ
ー

ゲ ン には 現在

まで 少 なく と も 3 つ の ア イ ソ フ ォ ー ム が 知 ら れ て い るが
25】2 1i)

,

胃痛で 発現 して い るの は1 本鎖ある い は 2 本鎖 の カ チ オ ニ ッ ク

型 ( c a ti o n i c i s o f o r m ) 膵 ト リ プ シ ノ ー

ゲ ン ( p a n c r e ati c

tr y p si n o g e n -1) で ある こ とが すで に K o s h ik a w a ら
27)

によ っ て 報

告 され て い る . そ こ で
, 本研究で も カチ オ ニ ッ ク 型膵 トリ プ シ

ノ ー ゲ ン の c D N A 塩 基配列 より特 異的オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドプ ラ

イ マ
ー を作 製 して 検討 し た . そ の 結 果,

ひ P A は 分化度 と は無

関係 に全例発現が 認め ら れ た の に対 し
, 膵トリ プ㌢ノ ー

ゲ ン は

分化型で あ る C a p a n - 1
,

B x P C - 3 お よ び As P C -1 にの み 発現 がみ

ら れ た . さ ら に
, 各膵痛細胞株の 培養上 滑中 の u

嶋P A と膵 トリ
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プ シ ノ ー ゲ ン の 蛋 白 レ ベ ル で の 濃度を 測定 し た が
,

そ れ ぞ れ

m R N A レ ベ ル で の 発現 と よく相 関して い た . すなわち
,

分化型

の 膵癌細 胞は u
-P A の み な らず膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン を合成 ･ 分

泌す る こ とが 遺伝子 レ ベ ル と 蛋白 レ ベ ル で 確認で き た .
こ の 成

績は
,

O b t a ら
5)
の 膵癌 の 臨床材科 で の 検討 と

一

致す るも の で あ

っ た .

次 に
, 各膵癌細胞株 の 肝転移能 とセ リ ン プ ロ テ ア

ー

ゼ の 発現

の 関係 を検索す る ため
, 6 週齢 の ヌ ー

ドマ ウ ス を用 い て 脾 内移

植法で の 肝転移 の有無 を肉眼的 なら び に 組織学的 に検 討 し た .

その 結果, 脾 内移植 6 週後 に は C a p an
-1 で は 9 匹中 5 匹(56 % ) ,

B x P C -3 で は10 匹中 5 匹 (50 % ) ,
As P C -1 で は 9 匹中8 匹 (89 % )

に 肝 転 移 巣 の 形 成 が 認 め ら れ た の に 対 し
,

P a n c - 1 お よ び

M I A P a C a - 2 で は とも に10 匹仝例 で転 移巣 は認 め ら れ な か っ た
.

す な わち
, 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン の 発現が 認め られ た 分化型 の 膵

癌 はい ずれ も高率 に肝転移 が認め られ たの に対 し
, 膵 トリ プ シ

ノ ー

ゲ ン の 発現 が な い 分化度の 低 い 膵癌で は 肝転移は 認め られ

ず
,

膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン の 発現と 肝転移能は よく相 関す る と い

う成境で あ っ た . さ ら に
,

C a p a n
-1 細胞 の 脾 内移植 法に よ る肝

転移の 発生率な らび に 発生 個数は
, 強力な抗 膵 トリ プ シ ン 作用

を有する F O Y -3 0 5 投与 に より有意 b < 0 .0 5) に減少 し
,

さ ら に

マ トリ ゲ ル を用 い たイ ン ペ ー ジ ョ ン ア ツ セイ で も C a p 皿
- 1 細胞

の 浸潤細胞数 は F O Y -3 0 5 処理 に より有意 に減 少 し た こ と が 注

目さ れ る . 以上 の 成績 は
, 癌細胞が浸 潤 ･ 転移す る 際に は 従来

よ り関心が 高か っ た u
- P A のみ な らず, 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン が

極め て 重要な役 割を担 っ て い る可 能性 を示す もの で あり , ま

た こ れ ら セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ の 活性 を抑制す る こ と で 痛 の 浸

潤 ･ 転 移を抑 制 で き る 可 能性 の あ る こ と を 示す も の で も あ

る .

と こ ろ で
, 痛細胞 か ら分 泌さ れ る膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン は 膵 ト

リ プ シ ン の 前駆体で あり
,

どの ような機序 で癌細胞外 で の 問質

内で活性型 の 膵 トリ プ シ ン に 変換 さ れ る かが 興味 の もた れ る と

こ ろ で ある . 最近, 教室 の O b t a ら
28)

は膵癌 が 第3 の プ ロ ト ン

ポ ン プ で ある液胞型 プロ ト ン ポ ン プ h Ta C u Ol ar
-t y P e H

+
一A T P a s e)

を過剰発現 して い る こ と を報告 して い るが
,

この プ ロ ト ン ポ ン

プを介 し て排出 され る プ ロ ト ン に より分化型腺痛の 管脛側 で つ

く ら れ る微小環境内で 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン か ら活性型 トリ プ シ

ン に オ ー

トア ク チ ベ ー

シ ョ ン ( a u t o a cti v a ti o n ) さ れ る と い う仮

説を た て て
, 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン 活性化 の 機序を解明 し よう と

し て い る . なぜ な ら ば, 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン の い く つ か の ア イ

ソ フ ォ
ー

ム の 中で も
, 今 回 皿 R N A レ ベ ル で の 発現 が確 認 さ れ

た カチ オ ニ ッ ク 型膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン は a ci di c p H (p H 4 .5 - 5 ,0)

で 効率 よく オ
ー

ト ア クチ ベ ー

シ ョ ン され る こと が 実験的 に証 明

さ れ て い る か ら で ある
29)

. この 他 , 膵癌組織中 の 癌細胞 の み な

らず, 病巣周囲 に遊走 して く る マ ク ロ フ ァ
ー

ジが 産生す る カ テ

プ シ ンB
5)
によ っ て も活性イヒさ れ る可 能性も考え られ る

以上
, 膵癌細胞 にお けるセ リ ン プ ロ テ ア

ー

ゼ の 発現と 浸潤 ･

転移能 に つ い て 言及 し た . 今回の 研究で
,

癌細胞 が 浸潤 ･ 転移

す る際 に は従来 より 関心 が 高か っ た u - P A の み な らず
,

膵 トリ

プ シノ ー

ゲ ン が 極め て 重要な役割を担 っ て い る こ と
,

また これ

ら セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ の 活性化を抑 制する こ と で痛 の 浸潤 ･ 転

移を抑 制で きる 可能性が 示され た . した が っ て
, 抗 トリ プシ ン

作何の 強 い F O Y -3 0 5 を用い た 抗酵素療法 は周彿期 にお ける 転

移予防乳 とく に手術 中の もみ だし痛細胞 の血 行性転移対 策と

して の臨床応用が 可能で あ る と思わ れた
.

上

結 論

分化度 の 異 な る 5 種類の ヒ ト膵癌培養和胞を用 い て セ リ ン プ

ロ テ ア
ー ゼ の 発現 と 浸潤 t 転移能な ら び にセ リ ン プ ロ テ ア

ー

ゼ

イ ン ヒ ビ タ
ー

で ある F O Y -3 0 5 の 浸潤 ･ 転移能 に お よ ほ す影響

に つ い て 検討 し
,

以下 の 結果 を得 た .

1 ･ m R N A レ ベ ル お よ び 蛋白 レ ベ ル に お い て
,

ひ P A は分化

度 と は関係 なく全種 類に発 現が 認め られ た の に対 し
, 膵 トリ プ

シ ノ ー

ゲ ン は 分化型で あ る C a p a n
-1

,
B x P C -3 お よ び A s P C -1 の

3 種類 にの み 発現が み られ た .

2 .
ヌ ー

ド マ ウ ス の 牌 内 移植 法 に よ る 肝 転 移 発 生 率 は

C a p a か 1 で は56 %
,

B x P C -3 で は50 %
,

A s P じ1 で は89 % と
, 分

化型の 痛で 高率で あ っ た の に対 し
,

P a n c
-1 な ら び に M IA P a C a

■

2 の 分化度の 低い 痛で は転移が 全くみ られ なか っ た . す なわち
,

膵癌細胞の 肝転移発生 率 は 分化度 な らび に 膵 トリ プ シ ノ
ー

ゲ ン

の 発現と よく 相関 した .

3 . イ ン ペ ー

ジ ョ ン ア ッ セ イ にお け る C a p a n -1 細胞 の 浸潤細

胞数は F O Y -3 0 5 に よ り0 .1 / ∠ M 以 上 で濃度依存性 に減少 した .

4 . C a p an -1 細胞 の 脾内移植法 に よ る肝転移発生率は
,

F O Y ･

3 0 5 非投 与群の 62 % に対 し投与群 で は14 % と
,

F O Y - 30 5 投与に

よ り有意に低 下 した .

以 上 より
, 膵癌細胞 の 浸潤 ･ 転移 にお い て は ロ

ー m の み なら

ず
, 膵 トリ プ シ ノ ー

ゲ ン が重要 な役割を担 っ て い る こ と
,
ま た

こ れ ら セ リ ン プ ロ テ ア
ー

ゼ の 活性 化を抑 制す る こ と で 痛の 浸

潤 ･ 転移を抑制 で きる 可能性 が 示唆 さ れ た .
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