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ヒ = 捧癌細胞株に お け る神経栄養因子 の 発現 に 関す る 実験的研究

一 膵癌神経浸潤 の機序 の 解明を め ざし て t

金沢大学医学 部医学科 外科学第 二 講座 ( 主任 : 宮崎逸夫教授)

月 岡 雄 治

膵癌の 神経浸潤の 機序を 解明す るた め に
, 膵癌に お い て病巣周囲 で 神経 線維 が増 加 して い る こ と に 着目 し

, 膵癌細胞が

神経栄養田子を 分泌 し
, 末梢神経増 生 を促 す作 用 を 有す るか 否 か を 検討 した . 5 種 の ヒ ト膵癌 培養 細胞 P a n c

-

1 , B x P C -3
,

A s P C - 1
,
M I A P a C a

-2 , C a p a n
-1 と神経細胞の モ デ ル と して ラ ッ ト褐色細胞腫か ら樹立 された P C 1 2 細胞を 用い て 以下の 実験を

行 っ た . 第 1 に ヒ ト膵癌培養細胞 と P C1 2 の 混合培養 を行 い
, 第 2 に ヒ ト膵癌培養細胞 の 培 養上 清 に お い て P C1 2 細胞を培養

し, それ ぞれ に おけ る P C1 2 細胞 の 突起伸長を 調 べ た . 第 3 に P C 1 2 の 突起伸長な らび に
,

ヒ ト末梢神経線維の 増加を も惹起

しう る代表的神経栄養因子 で ある神経成長 因子 ( n e r v e g r o w th f a c t o r
,
N G F ) ,

ニ
ュ

ー ロ ト ロ ピ ン 3 ( n e u r o tr o p hi n
-3 , N T - 3) , 塩

基性線椎芽細 胞増 殖 因子 (b a si c 王ib r o bl a st g r o w th f a c t o r
,
b - F G F ) に 着 日 し

,
こ れ ら 3 種 類 の 神 経栄 養 因子 ( n e u r ot r o ph ic

f a c t o r) の 膵癌細胞で の 発現 を m R N A レ ベ ル で調 べ た . そ の 結果 B x P C-3 ,
A s P C - 1

,
C a p a nTl の 3 種類 の 細胞が コ ン ト ロ

ー

ル

に 比 して有意な 神経突起 伸長 を認 め
,
P a n c-1 , M I A P a C a

- 2 に お い て も有意で はな い が
, 突起 伸長を 認め た . また

,
ヒ ト膵癌細

胞の 培養上 清 の P C1 2 に 対す る影響で も
,

5 種撰す べ て の 細胞培養 上清に よ っ て 有意に P C 1 2 の 突起伸 長を認め た . 次に 神経

栄養 国子 の と 卜膵 癌培 養 細 胞 で の 発 現 は
,

B x P C -3
,

As P C - 1
,
M I A P a C a

-2
,
C a p a

.
nTl で N T-3 の 発 現 を 認 め

,
P a n c

-1
,

A s P C -1
,
M I A P a C a

- 2 で b - F G F の 発現 を認め た が
,
N G F は い ずれ に お い て も発現 を認め な か っ た . 以上 の 結果 ,

ヒ ト膵癌細

胞 では N T -3 ある い は b - F G F を 分泌 して
,

P C 1 2 の 突起伸長に 深く関わ っ て い る こ と が示 唆 され た .

K e y w o r d s p a n c r e a ti c c an C e r , P C 1 2 , n e u rit e o u t g r o w th , n e u r O tr O p hi n
- 3

,
b a sic fib r o bl as t

g r o w t h f a c t o r

膵癌は
, 固形痛 の なか で も特 に予後不 良な疾患 の 1 つ で ある

が
,

こ の 臓器 の 持 つ 解剖学的特性 と痛 の 生物学 的特性 , 進展様

式 の た め に
,
十 分な根治手術が妨 げられて い る こ と も手術後 の

遠隔成蹟を悪く して い る原因 と考え られる
1)

. 神 経浸 潤 ほ
t 膵

癌 に 高率に 認め られ根治手術を 妨げる 重要な 粟 国
2 卜 4)

と考 えら

れ て い るが
,

そ の 成立 磯 序や 進 展様式 に 関 して の 研究 は 少 な

い
5 ト 8)

. 金沢大学第 2 外科学教室 でほ
,

これ まで に 膵癌の 病理組

織標本の 観察か ら膵癌病巣周囲に お い て神経線維が 増加 して い

る こ とに 着目 し
,

こ の こ とが 神経浸潤 の 成立 機序や 進展様式に

大きく関与 して い る と考 え研究を 行 っ て きたが
,

い まだ そ の 機

序 を解 明する に は 至 っ て い ない の が 現状で ある .

と こ ろで
, 最近神 経生理学領域の 研究分野に お い て 神経栄養

因子が末梢神経の 神経突起 の 伸長を うながす こ とが 報告 され て

い が)10)
. そ こ で本 研究 では , 膵 癌細 胞が 神 経栄 養 因子を 発現

し , 実際に神経線維を 増加させ る作用を 持つ か どうか を 調 べ る

目的で
,

5 種類 の と †膵癌培養細胞 と神経細胞 の モ デ ル と して

P C1 2 細胞 ( ラ ッ ト褐色細胞腫か ら樹立)
11)

を 用い て 混合培 養を

行 い
12)
膵癌細胞の 神 経細胞 へ の 影響を調 べ た . また

, 近年 報告

され て い る接着分 子等 に よ る細胞相互 作用
‡封

～ l 町
を除外す る 目的

平成 8 年 3 月 5 日受付, 平成 8 年 3 月28 日受理

A b b r e vi atio n s : b - F G F
,
b a sic fib r o bl a st g r o w t h f a c t or ;

g r o w t h f a ct o r r e c e p t o r ; F C S
,
f e t al c alf s e r u m ; N C A M

,

で 膵癌細胞培養上 清を P C1 2 培養培地中 に 添加 して 神経細胞へ

の 影響を 調 べ
, 末梢神経や P C1 2 細胞の 突起伸長を促すと言わ

れ て い る神経成長因子 ( n e r v e g r o w th f a c t o r
,
N G F) ,

ニ
ュ

ー ロ

ト ロ ピ ソ 3 (rl e u r o tr o p hi n-3 ,
N T -3) , 塩基性線維芽細胞増殖因子

(b a si c fib r o bl a s t g r o w th f a c t o r
,
b - F G F) の 3 種 の 神経栄養因

子
0)10)l¢)1 7 j

の ヒ ト膵癌細胞 で の 発現に つ い て 検討 した .

材料お よ び方法

Ⅰ . 細 胞

1 . ヒ ト膵癌培養細胞

今回 の 実験 に使用 した ヒ ト 膵癌培養細胞 ほ
,
C a p a n-1 (高分化

腺病) ,
A s P C-1 (申分化腺 病) ,

P a n c-1 (低分化腺病) ,
B x P C 3 (高

一 申分化腺病) ( A r n e ri c a n T y p e C ult u r e C oll e c ti o n
,
R o c k vi 11e .

U S A よ り購 入 して 使用) と M I A P a C a
-2 ( 未 分化癌) (国立 衛生

試験所細胞バ ン ク よ り供 与) の 5 種類を 使用 した . 細胞 の 培養

に は
,
1 0 % 牛胎 児血清(f e ta ,l 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 グル タ ミ ソ ( 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 1
3 7 ℃の 条

件下 で培養 した .

D C C
,
d el et e d i n c ol o n c a r cin o m a ; E G F R ,

e p id er m al

n e u r al c ell a d h e sio rl m Ol e c ul a r ; N G F , n er V e g r O W th

f a ct o r ; N T - 3 ,
n e u r O tr O p hin

-3 ; P B S
! P h o s p h at e

- b uff e rb d s alin e ; R T - P C R ,
r e V e r S e t r a n S C rip tio n - P C R ; S W - E I A ,

S a n d w i c h -

e n Z y m e i m m u n o a s s a y ; T G F - a
,
t r a n Sf o r mi n g g r o w th f a c t o r

-

α
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2 .
P C 1 2 細胞

神経細胞の モ デ ル と して , ラ ッ ト褐色細胞腫か ら樹立 された

細胞株 で あ る P C1 2 細 胞 を 使 用 した 二 細 胞 の 培 養 に は 1

5 % F C S と10 % 馬血 清 (h o r s e s e r u m ) ( GI B C O) と 0 .3 m g/ m l グ

ル タ ミ ソ を 含む R P M ト16 4 0 培地を用 い
,

5 % C O 2 濃度 ,
37 ℃

の条件下 で培養 した .

Ⅱ . 混合培養

L a.b T e c h チ ャ ン バ ー (N u n c
,
N a p e r vill e

,
U S A ) に 各種膵癌培

養細胞を 5 ×1 0ソm l の 濃度 で 播種 し
,

3 7 ℃
,
4 8 時 間培養後 ,

0 .1 5 M リ ソ 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 (p h o s p h a t e-b uff e r e d s ali n e
,

P B S ) (p H 7 .2) を 用 い て 3 回 洗浄 し
, 各 チ ャ ン バ ー

内 に
,

5 % F C S
,
1 0 % 馬血 清を 含む R P M ト16 4 0 培地 で 5 ×1 0

3

/ m l の 濃

度に 調節 した P C1 2 細胞を 播種 し
,
3 7 ℃

,
4 8 時間 混合培養 を

行っ た .

48 時間の 混合培養後 ,
P C 1 2 細胞を 各種 膵癌培養細胞 と 区別

する 目的 で
,

マ ウ ス 抗 ラ ッ ト T h y
-1 モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗 体

( GI B C O) を用い て 蛍光抗体染色を行 っ た
1 2)

. す なわ ち , 混合培

養後の チ ャ ン バ ー

を P B S に て 3 回洗浄後,
1 5 分間冷ア セ ト ン

固定 し
,
P B S に て 2 回洗浄後 ,

1 0 0 倍 希釈 の マ ウ ス 抗 ラ ッ ト

T b y
-1 モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体を
一

次抗体 と して37 ℃
,
60 分 間反応

させ
t
P B S に て 3 回洗浄後t 2 次抗体 と して蛍光標識ウ サ ギ 抗

マ ウス ポリ ク ロ ー ナ ル 抗体 を37 ℃
,

6 0 分間反応 させ てか らパ ラ

フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 加 グリ セ ロ - ル 液 で カ バ ー して 蛍光顕敏鏡

オリ ン パ ス U - N D 2 5 ( オ リ ン パ ス
, 東京) に て観察 した .

各種膵癌細胞に 対する P C1 2 細胞の 突起伸長 の 定量化 の た め

に , 各々 無作為に100 個の 細胞を 抽出 して最大長径を 計測 して
,

そ の 平均値を算出 し
,

コ ン1ト ロ ー ル 群の 最大長径の 平均値 と比

較した .

Ⅲ . 膵癌培養細胞上清によ る P C 1 2 細胞培養

各種膵癌培 養細胞 を 1 ×10
S

/ m l の 濃度 で 10 % F C S を 含む

RP M I -1 6 4 0 培地で
, 3 7 ℃

,
5 % C O 2 , 72 時間培養後 ,

ほ ぼ コ ン

フ ル エ ソ トに な っ た 状態で
,

P B S で 3 回洗浄後 ,
1 0 % F C S

,

5 % 馬血 清を含む R P M I -1 6 4 0 培地 で37 ℃
,

5 % C O 2 ,
2 4 時間培

養 . そ の 培養上 帝を 100 0 r p m
,
1 0 分 間遠心 して

,
沈査を 取り除

い た溶液を P C1 2 細胞を 培養す る各種膵癌培養細胞上 帝と して

用い た .

P C 1 2 細胞は
,
0 . 02 % E D T A 加 P B S に て細 胞を 剥 離後 ,

P B S に て 2 回洗浄 し
, 各種膵癌培養細胞上 清で 1 ×10ソm l に 希

釈 して コ ラ ー ゲ ン コ
ー ト した細胞培養 シ ャ

ー レ (住友 ベ ー ク ラ

イ ト
, 東京) に て37 ℃ , 5 % C O 2 , 4 8 時間培養後 , 突起伸長を計

測した .

Ⅳ . R N A の分離

各種膵癌培養細胞を 150 c m
2
の 細胞培養用 フ ラ ス コ の 中で 培

養し
,

コ ソ フ ル エ ソ ト に な っ た 時 点 で 細 胞 に 応 じ て 0 .1 ～

0 ･25 % トリ プ シ ソ
ー 0 .2 % E D T A を含む P B S を 用い て細胞を剥

離し
,
P B S に て 3 回 洗浄乳 ホ ッ ト フ ェ ノ ー ル グ ア ニ ジ ウ ム チ

オ シ ア ネ
ー

ト法に て全 R N A を分離 した
瑚

.

Ⅴ . 定 量 的 逆 転 写 - ポ リ メ ラ
ー

ゼ 連 鎖 反 応 ( 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 ) 法

1 . プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ
ー ブ

N G F
,
N T

-3
. b - F G F

, β- 7 ク テ ン に対す る m R N A 検 出用プ ラ

イ マ ー

お よび プ ロ
ー

ブ と して 以下の オ リ ゴ デオ キ シ リ ボ ヌ ク レ

オチ ドを設計 して 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 . N G F : セ ン ス プ ラ イ マ ー 5
,

- G T T C T A -

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

,
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー

5
'

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

,
プ ロ ー ブ 5

一

一

G T C C T G C A G G G A C A T T G C T C T C T G A q3
'

,
N T q 3 : セ ン ス

5
'

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

,
ア ン チ セ ン ス 5

'
-

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

,
プ ロ ー

ブ 5
'

- G G T G C -

T C T G G T A A T T T T C C T T A A C G T C C A C C A T C T G C
▲

T T G G A-

3
'

,
b - F G F : セ ン ス プ ラ イ マ ー 5

'

T C G G C T G T A C T G C A A G A q

A C C G G - 3
'

,
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー

5
'

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

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

,
プ ロ ー ブ 5

'

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

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

, β- 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 T - 3
1

ア ン チ セ ン ス プ ラ イ

マ ー 5
'

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

プ ロ ー ブ 5
'

-

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

,

2 . R T . P C R 法

1 p g 全 R N A を65 ℃
,
1 5 分間変性後,

1 本鎖 c D 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 , I n c . , P al o A lt o
,

U S A ) を 用 い

て ∴逆転写反応にて c D N A を 合成 した
19)

. 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( dA T P
,
d C T P

,
d G T P

,
d T T P) 混合液,

オ リ

ゴ d T プ ライ マ
ー

,
1 単位 R N a.s e 阻害田子.

5 0 m M T ris - H C l

( p H 8 .3) ,
7 5 m M K Cl ,

3 m M M g C 12 を3 7 ℃ , 9 0 分間反応 させ た .

次に上 記に 述べ た , 各 m R N A に 特異 的な プ ライ マ ー

と T a q

D N A ポ ウメ 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 rk in - 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 ほ , 熱変性を94 ℃ , 3 0 秒間,

ア ニ ー

リ ン グを

60 ℃
,
1 分 間,

D N A の 伸長を72 ℃
,

2 分間と し
,

こ れ を 1 サ イ

ク ル と して β- ア ク チ ン は
,
1 8 サ イ ク ル

, 他ほ
1
2 5 サ イ クル に て

行 っ た .

3 .
サ ザ ン ブ ロ ッ 一 法に よ る P C R 産物 の 定量

P C R 産物を ,
1 . 5 % ア ガ ロ ー

ス ゲ ル に て 電 気泳動 し
,
0 .2 N

N a O H 溶液 に て変性後 , 中和 して か ら ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ

ル タ
ー

(P a.11 B i o S u p p o r t
,
E a s t H ills

,
U S A ) に 転写 した . 転写 し

た ナ イ ロ ン メ ソ ブ レイ ン フ ィ ル タ ー

に 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 ほ 6 時間プ レ ハ イ プ リダ

イ ゼ ー

シ ョ
ソ を 行 っ た 後,

3
'

末端を [ α-
32
P] d C T P に て標識 した

特異的な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ
ー

ブに て ハ イ ブ

リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た
20)

.

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 後 ,

2 × S S C
,
0 .1 % S D S の 条 件で 室温 で30 分間洗浄 後 ,

2 ×S S C
.

0 .1 % S D S の 条件 で20 分間洗浄 した . K od a k X A R fil m に オ ー

ト ラ ジオ グ ラ フ
ィ

ー を行 っ た 後 に フ ジ イ メ イ ジ ア ナ ラ イ ザ ー

B A S 2 0 0 0 (嘗士 フ ィ ル ム
, 東京) を 使用 して放射活性を測定 し

た .

Ⅵ . 噂養上清中 b - F G F 濃度の 測定

W a t a n a b e ら
2 り

の 方法に 従 っ て 挟撃 的酵素抗体法(s a n d w ic h-

e n z y m e i m m u n o a s s a y ,
S W - E I A) 法に て膵癌細胞培養上帯中の

b ゼ G F 濃度の 測定を行 っ た .

Ⅶ . 統計学的検討

成蹟ほ 平均士標準偏差で 表 し
, 統計学的検討ほ正規分布検定

を用 い て
, 危険率 5 % 未満の 場合に 有意差 ありと判定 した .

成 績

Ⅰ
. 混合培養 における P C1 2 細胞 の突起伸長

図 1 に膵 癌 培 養 細胞 と P C1 2 細 胞 の 混 合培 養 に お け る
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P C 1 2 細胞の 形態の 変 化 を示 した . 通常 の P C 1 2 細胞 の 形態

は ,
A の コ ン ト ロ

ー ル 群に 示 され る ように 直径 25 - 3 0 押出程度

の 球形 で ある が
, 膵癌培養細胞と の 混合培養に よ っ て 神経突起

の 伸長 が起 こ っ て い る . また
, 各種膵癌細胞に よ る突起伸長作

用 の 違 い を検討する 目的で P C1 2 細胞 の 最大長径 の 平均値の 比

較を 行 っ た (表 1) . B x P C - 3
,
As P C -1 ,

C a p a n
-1 の 3 群 に お い て

コ ン ト ロ ー ル 群 に 比 して 有意 な突起伸長を示 し
,

P a n c
-1

,
M I A

P a C a
-2 の 2 種類 の 細胞 と の 混合 培養 で ほ

▲ 有意差 は認 め な

か っ た が
,

コ ン ト ロ
ー ル に 比 して 突起 の 伸長が み られ た ･

Ⅰ . 膵癌細胞培養上溝 に よ る P C 12 細胞の 突起伸長

混合培養に お ける 扱者分子等に よる細胞相互作用
12 卜 川

を 除外

す る目的で 膵癌培養上 清に よ る P C 1 2 細胞の 突起伸長を 検討 し

た ( 図2 , 表 2) . 混合培養 と同様 に 5 種類 の 細胞培養上 清に 有

意な突起伸長を 示 した .

Ⅲ . 神経栄養因子の ヒ ト膵癌細胞で の 発現

P C 1 2 細胞の 突 起伸 長 の 原因 を 調 べ る た め に
, 末梢神経や

P C1 2 細 胞 の 突 起 伸 長 を 促す と 言 わ れ て い る N G F
,
N T -3 ,

b -F G F の 3 種の 神経 栄養 田子 の 膵癌培養 細胞 で の 発現に つ い

て 検討 した . な お N G F と N T -3 は , 同 じタ ン パ ク 質の フ
ァ ミ

リ ー に 属 し
,

ア ミ ノ 酸
一 次構造で , 5 0% を越 え る高い 相 同性を

持つ こ とか ら沌

,
通常の ノ ー ザ ソ プ ロ

ッ ト法で は
, 両 者 を識別

でき な い 可 能性が 考え られ たた め
, 塩基配列 の 異 な る部位よ り

選択 された 特異的な プ ラ イ マ
ー

を も ちい て R T
-

P C R 法に て 3

種の m R N A の 発現を 検討 した .

F i g . 1 . E王f e c ts of th e c o
-

C u lt u f e wi th h u m an p a n C r e a ti c c a n q e r c ell l in e s o n n e u rit e o u t g rb w th of P C 1 2 c ell s , P a n c r e a ti c c a n c e r

c ell s sti m ul a te d n e u rit e o u tg r o w th of P C 1 2 c ells ( C
,
D a n d F ) . P C 1 2 c ell s a r e s t ai n ed wi th a m o u s e a n ti -

r a t T h y
- 1 m o n o cl o n at

a n tib o d y . (A ) C o n tr ol . (B ) P a n c
-1 . ( C) B x P C - 3 . (D ) A s P C -1 . (E) M I A P a C a

- 2 . ( F) C a p a n
-1 . B a r

,
1 0 0 FL m .
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T abl･e l .
N e u ri t e le n g th o f P C 12 c ells i n c o

-

C u lt u r e wi th h u m a n

p a n c r e atic c an C er C ell lin e s

c e11 1in e o f c o
-

C ul m r e

N e u ri t

漆脇霊錨
11 (P C 1 2)

P a n c
- 1

B x P C - 3

A s P C - 1

M I A P a C a
- 2

C ap 皿
- 1

4 4 . 2 2 ±3 5 . 4 1

5 6 . 8 3 ±2 0 . 2 8

13 5 . 2 2 ±47 . 7 6

12 9 . 3 1 ±6 5 . 0 4

5 2 . 40 ±17 . 7 6

9 3 . 6 8 ±47 . 7 8

*

匹 0 ･ 0 1

3 95

T a bl e 2 . N e u ri t e le n g th of P C 1 2 c ell s c ult u re d in s u p e r n at a n t o f

m e di u m o f p a n c r e a ti c c an C e r C ell lin e s

A d d e d m e di u m o f c ell l in e
N e u ri t

審鑑霊瑞
11( P C 12)

P a n c - 1

B x p C -3

A s P C - 1

M I A P a C a
- 2

C ap a n
- 1

3 6 . 9 3 ± 5 . 9 9

6 8 . 3 1 ±2 6 . 6 3
*

10 9 . 2 6 ±5 6 . 2 9
*

1 25 . 6 7 ±6 7 . 9 6
*

6 9 . 0 4 ± 3 8 . 0 8
*

13 3 . 06 士5 9 . 0 9
*

*

p < 0 . 0 1

F ig ･ 2 ･ N e u ri t e o u t g r o w th of P C 1 2 c ells c u lt u r e d i n s u p e r n a t a n t of m e di u m of P a n c r e a ti c c a n c e r c ell li n e s ･ ▼S u p e r n a t a n t of

C ultu r e m e di u m s ti m ul a t e d n e u rit e o u t g r o w th of P C 1 2 c ell s (B ,
C

,
D

,
E a n d F ) . ( A ) C o n tr o】. (B ) P a n c

-1 . (C ) B x P C -3 . (D )
As P C -1 . (E ) M I A P a C a

- 2 . ( F) C a P a n
-1 . B a r

,
1 00 FL m .
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C y cI e n u m b e r

F i g . 3 . D e t e r m in a ti o n of th e e x p o n e n ti al ph a s e of a m plifi c a
-

ti o n i n P C R r e a c ti o n . T h e e x p r e s si o n l e v el s of th e s e

g e n e s w a s e x a mi n e d wi th 25 c y cl e s f o r N T - 3 a n d b - F G F
.

a n d 1 8 c y cl e s f o r β-

a Cti n . 0 , β-

a C t in ; ○ ,
N T- 3 ; 臣,

b - F G F .

｡
㌔ ♂〆㌔専

＼

1 2 3 4 5

N T ･3

b - F G F

β
-

a Cti n

徽 癖

Fig . 4 . S o u th e r n b lo t a n aly si s of P C R -

a m plifi e d p r o d u c ts of

m R N A i n h u m a
_
n P a n c r e a ti c c a n c e r c ell li n e s w ith th e

s p e cfi c p r o b e s f o r N T -3
,
b - F G F a n d β-

a C ti n A N T -3 w a s

e x p r e s s e d i n l a n e s 2 -5 a n d b- F G F w a s d o n e i n l a n e s l
,
3

a n d 4 . L a n e s l
,
P a n c

-1 ; 2 , B x P C -3 ; 3 , A s P C-1 ; 4
,
M I A

P a C a
-2 ; 5

,
C a p a n

-1 . N T - 3
,

4 8 0 b a s e p a lr f r a g m e n t ;

b- F G F , 3 7 2 b a s e p ai r f r a g m e n t ; β-

a C ti n
,
5 9 2 b a s e p ai r

f r a g m e n t .

定量的 R T - P C R 法 に て m R N A 量を 比較検討す るた め に
, 図

3 に示 した 検量曲線か らそれ ぞれの P C R サ イ ク ル 数 を指数 増

殖期 に あた る N T
-3 と b -F G F で ほ25 サ イ ク ル

, β- ア ク チ ン で は

18 サ イ ク ル と した
22)

.

図4 に R T-P C R サ ザ ン プ ロ
ッ ト法 に よ る各種膵 癌培 養細 胞

に おけ る N T - 3 と b - F G F の m R N A の発 現を 示 し た . N G F

は
, 発現を 認め な か っ た (た だ し N G F の プライ マ ー お よ び プ

ロ ー ブ の 有効性は N G F 産生脳腫瘍培養細胞を 用 い て 確 認済) .

N T -3 ほ
,
B x P C -3

,
As P C ･1

,
M I A P a C a

- 2
,
C a p a n

- 1 の 4 種 の 細

胞 で発現 が認め られ , 特に B x P C- 3 に おい て 高い 発現が 認め ら

T a ble 3 . R el ati v e d e n sity r ati o o f R T - P C R p r o d u ct s b e t w e e n N T _ 3

an d J9
-

a C tin , b - F G F an d P -

a C ti n in h u m a n p a n c r e ati c c a n c e r c ell

li n e s

C e ll li n e N T -3 / β一 a C tin § b - F G F / P
-

a Ctin §

P a n c -1 0 9 . 9 9 ± l . 2 4

B x P C - 3 3 . 4 1 ± 0 . 6 6 0

A s P C -1 1 . 29 ± 0 . 1 6 1 , 16 ±0 . 1 4

M I A P a C a
- 2 1 .

22 ± 0 .
1 4 3 . 0 9 ±0 . 22

C a p a か 1 1
. 9 1 ±0 . 3 7 0

§T h e r e s ult s a r e e x p r e s s e d a s X ± S D o f th r e e in d e p e n d e n t R T -

P C R d e te r m in atio n s .

T a ble 4 . Le v els o f b - F G F in s u p e r n at a n t o f c ultu r e m e di u m o f

h u m a n p an C r e atic c an C e r C ell li n e s

C ell lh e
L e v e ls o f b

モ賢譜慧)

h s u p e r n at an t

P a n c
- 1

B x P C - 3

A s P C - 1

M IA P a C a - 2

C a p a n - 1

3 5 . 5 6 3 ± 2 . 2 0

0

3 . 5 8 8 ±0 . 6 1

7 . 1 18 ±0 . 1 3

0

れた . ま た ,
b - F G F ほ

,
P a n c-1 ,

A s P C -1
,
M I A P a C a : 2 の 3 種

の 細胞に お い て 高い 発現 が認め られ , 特笹 P a n c-1 に お い て そ

の 発現が 著明で あ っ た (表 3 ) .

Ⅳ . 膵癌培養 液上 清中の b - F G F 濃度の 測定

W a t a n a b e ら
21)

の 方法に よ る S W -EI A 法 に て 膵癌細胞上清中

の b - F G F 濃度 の 測 定を 行 っ た . 表 4 に 示 す よ う に P a n c
-1 ,

A s P C -1
,
M I A P a C a-2 の 3 種 に お い て 発現 が 認め られ

,
特に

P a n c
-1 に お い て 高く t

上 帝中の b - F G F の 濃度は , 膵癌細胞の

m R N A の 発現量 に よく
一 致 して い た .

考 察

膵癌は 固形腫瘍 の 中で も特 に 予後不 良な疾患 の 1 つ で あ り,

その 原田と して こ の 臓器 の 持 つ 解剖 学的特 性 に よ る診 断の 遅

れ , 腹部主要血 管の 扇 の 要 に位置す る こ と に よ る手術の 煩雑さ

と根治手術 の 難 しさ , 肝転移 ▲ 神経浸潤 , 後腹膜浸潤等に代表

され る
,

こ の 癌の 持 つ 生物学的粋 軋 進展様 式な どがあげられ

る .

こ の ような 問題点を打 破 し
, 膵癌 の 治療成績の 向上 を目的と

して
, 教室で は1 97 3 年以来徐 々 に 郭清範囲を 拡大 し

,
1 9 77 年に

経外側的後腹 膜到 達法 (tr a n sla t e r al r e tr o p e rit o n e al a p p r o a c h)

に よ る広範囲拡大郭清膵 切除術 を 開発 し
2a)

, 徐 々 に治 療成績が

向上 してきた . しか し
,

こ の よ うな拡大郭清を 施行 しても神経

浸潤が局所浸潤 の 先進部を 形成 し
,
剥離断端陽性 とな る こ とが

多い こ と よ り
, 当教室 で ほ

,
神 経浸潤 の 重 要性 を 強調 し , 現

私 膵癌 の 基本術式を
,

上 腸 間膜動脈 神経 叢全 局性郭清を 伴

う
, 膵外神経叢を 含む後 方組織 の e n bl o c 切除と し

24)2 5}
, 次第に

長期生存者 が増加 しつ つ ある .

一 方 , 1 9 7 3 年 に F o rt n e r が 拡 大 郭滞膵 切 除術 (r e gi o n al

p a n c r e at e ct o m y) を捷 唱 して以来 ,
我が 国に お い ても拡大手術

が導入 さ れ 全国の 多数 の 施設 で 行わ れる よ うに な っ た が
,
神

経叢 の 完全郭清は 重鴬な 下痢 を惹起す るた め 神経叢郭清を手控

える施設も多く , 最近で ほ
t

ク オ リ ティ オ ブ ライ フ の 言葉の元
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膵癌 に おけ る神経栄養因子の 発現

に この 流れ が 次第 に 大きくな っ て きて い る . しか し
,

上 勝間膜

動脈神経叢の 温存手術 は
, 本質的 に は

,
ク オ リテ ィ オ ブ ラ イ フ

とい う言葉に よ っ て膵癌 の 生物学 的特異性を
, 特に 神経浸潤の

臨床学的重要性を曖昧 なもの と され た 癌 の 特性に 対応 しな い 非

合理的な手術と い え よ う■

この 神経浸潤の 臨床学的重要性 を曖昧 なも の と して い る要田

の 1 つ と して
, 膵癌神経浸潤の 機序 , 進展様式 , 臨床病理 学的

意義等に つ い て の 研究 が少なく , 不 明な点が 多い こ と が あげ ら

れる . す なわ ち , 痛が どこ か ら どの よ う に して 神経内に 浸潤 し

てく るの か . 神経 に 浸潤 した 癌細 胞 が ど の よ う に 進 展す る の

か . なぜ 膵癌に お い て神経浸潤が 高率 に 認め られ るの か
, 神経

浸潤が癌 に と っ て何 らか の メ リ ッ ト
,

デ メ リ ッ トが ある の か 等

である .

痛が どの ように して神経 内に浸 潤す る の か に つ い て は , 鈎

ば)

,
末梢神経の 光学顕微鏡 お よび 電子顕微鏡 的所見 よ り , 神

経周膜の 末端開放 部お よ び血 管が神経 の 被膜 を貫通する部 ほ抵

抗減東部 とな っ て い る こ とか ら
,

これ らの 部位か ら癌細胞が 浸

潤する可能性を 指摘 して い る . ま た , 鈴木 ら
26) 叩

ほ
,
胆管癌 での

実験であるが
,

コ ン ピ ュ
ー タ ー

を使 っ た神経 , 脈管の 3 次元再

構成画像 の 検討よ り, 脈管ほ 神経 の 周囲に 密 な叢を 形成 してお

り,

一 部の 枝は神経周 囲に 達 して お り
,

こ の 部 よ り癌細胞が 浸

潤するの であろ うと述 べ て い る .
こ の よ う に癌の 神経 へ の 浸潤

経路と して , 現在の と こ ろ , 解剖学 的な検討 よ り , 脈管の 神経

被膜の 貫通部か ら浸潤す る との 意見が 多い よ う で あ るが , 臨床

病理学的に は
, 脈管浸潤 と神経浸潤 の 間に ほ

,
ほ っ き りと した

相関は見い だ せ な い よ うで ある
5)

, 次 に
, 神 経 に 浸潤 した 癌の

進展様式と して ほ
,
萱 原

5)
の 膵頭部痛切除例の 連続 切片 に よ る

観織学的検索 よ り神経 周囲間隙 (p e ri n e u r al s p a c e) に 入 っ た 癌

細胞は
, 主 に 神経周 開 聞隊 内を 連続的に 進展 し

, 神経浸潤 の 先

進部を形成す ると の 実験結果が ある . そ して
,

こ の 進展機序 と

して
, 従来 よ り

, 神経 周囲ほ
,

マ トリ ッ ク ス が粗 で
l 癌の 進展

に対 して 物理的抵抗が 少な い こ と と
, 膵癌 の 神経親和性の 2 点

につ い て 論 じられ て きた が , 最近で ほ ,
B o c k m a n ら

も)
は , 神経

に豊富に 存在す る ト ラ ン ス フ ォ
ー ミ ン グ増 殖 因子 α (tr a n sf o r-

m i n g g r o w th f a c t o r
-

a
,
T G F -

a) と 膵癌に 存在す る上 皮増殖 因子

レセ プ タ ー ( e pid e r m al g r o w t h f a c t o r r e c e p t o r
,
E G F R ) の パ ラ

ク ライ ン 作用 に よ り神 経周囲で の 癌の 増殖の 可能性を 論 じて お

り, また
, 剣持

28)
は

, 膵癌細胞 の 神経接着分子 で ある神経細胞

接着分子( n e u r al c ell a d h e si o n m ol e c u l a r
,
N C A M ) の 発現よ り

神経との 親和性を 論 じて お り ,
や や 親和性を主 張す る論文が多

い よう で ある .
こ の よ うに 神経浸潤に 関する研究 は

, 徐々 に進

んで きて い る ようで あ るが
,

そ の 磯序の 解明に ほ程遠く, 臨床

的重要性の 割 に 研究面で は実像が つ か め て い な い 現状で ある .

これま で に 教室 で ほ
t 膵癌の 病理 鼠織標本の 観察か ら膵癌病巣

周囲に おい て神経線推が増加 して い る こ と に 着 目 して きた . こ

の事象が
, 膵癌細胞自体 に よ っ て 引 き起 こ され て い る と すれ

軋 神経浸潤 の 成立磯 序や進展様式に 大きく 関与 して い る と考

えられ , ま た
∫ 膵癌の 神経浸潤の も つ 癌自身に おけ る意義の 解

明に も有力な手が か りと な り ‥ 膵癌神経浸潤 の 研究に 新た な局

面を迎 える こ とが で き ると考 え られ る . そ こ で本研究で は , 膵

癌細胞が
, 実際に 神経 増生を引き起 こ す こ と が可 能か どうか を

検討する目的で
t 5 種 類の ヒ ト膵癌培養細胞 と神経細胞の モ デ

ル と して しば しば実験 に 用い られ る ラ ッ ト褐色細胞種か ら樹立

された P C1 2 細胞を 用い て膵癌細胞の 神経細胞 へ の 影響を 調べ
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た .

まず , 最初 に 行 っ た 混合培養の 実験で は
,

B x P C -3
,

As P C -1
,

C a p a ロ
ー1 の 3 種が P C 1 2 の 有意な神経突起伸長作用を有 して い

た . また , 残 りの 2 種類も有意差 は な い が 神経突起伸長作用を

有 して い た .

一 方 , 培 養上 清に おけ る実験に お い ては
,

5 種類

す べ て の 細胞が 有意な 突起伸長作用を 有 して い た .
こ れ らの う

ち
,

B x P C - 3 ほ 高 一 申 分化 腺 病 ,
C a p a n-1 は 高 分 化腺 病 ,

A s P C-1 ほ 申分化腺病で あるの に対 し
,
P a n c

-1 は低分化腺病で

あり M IA P a C a - 2 ほ未分化癌 であ る . 膵癌培養細胞の 培地中で

の 増殖形態で も ,
B x P C - 3 と C a p a n

-1 の 2 種は
, 細胞集塊を 形

成 しな が ら増殖 して い る の に 対 し
,
P a n c

-1 と M I A P a C a , 2

ほ
t

l 個1 個 の 細胞が ばらば らの ま ま増殖 して い るの が観察 さ

れ た . 次に
, 接着分子 等に よる膵癌細胞 と神経細胞 の細胞相互

作用を 除外す る 目的で
, 膵癌細胞培養上清に よ る P C1 2 の 突起

伸長 へ の 影響 を調 べ た .
こ の 実験 で ほ , 混合培 養実験 と 異 な

り ,
5 種すべ て の 細胞 に おい て

, 突起伸長を認 めた . しか し
,

特 に 強く突起伸長を 引き起 こ した の は
t 混合培養実験で突起伸

長を 引き起こ した の と 同 じB x P C-3 ,
As P C -1

,
C a p a n

-1 の 3 種で

あ っ た . 今回ほ
,

こ の 培養上 帝中 に 存在 し
,

P C 1 2 の 突起伸 長

を させ うる 因子 と して
, そ して , 実際 に 人体阻織 の 中でも末梢

神経の 神経線維 を 増加 さ せ る可 能 性 の あ る 因子 と して N G F ,

N T -3
,
b - F G F の 3 種 の 神経栄養因子 ( n e u r o tr o ph i c f a c t o r) の 発

現 に つ い て検討を 行 っ た . そ の 結果 , 今回 の 実験 で は
, 代表的

な神経栄養困子 であ る N G F の 発現は
, 観察 され な か っ た が

,

N T - 3 と b - F G F の 2 種類 の 神経栄養因子の 発現が 確認 され た .

そ の 中 で も N T - 3 を 発 現 し て い る 3 種 類 の 細胞 に 比 し て

b , F G F を 高発現 して い る P a n c-1 は
, 神経突起伸長作用が弱 い

こ と よ り
, 今回 の 実験か らほ

,
b - F G F よ りも N T-3 の 方が膵癌

細胞 に おい て ほ
,
強い 神経突屈伸長作用を 持 つ と考 え られ た .

今 回 , 培養上 清 の b -F G F の 濃度 は
,
定量 的 R T-P C R 法 に

よ っ て 得 られ た m R N A の 発現量 と よく 一 致 して い た . 本来 な

ら ば
,

N T-3 の 上 清中濃度も検討 す べ き項 目 で あ る が
,

N TT3

ほ 1 発見 され て まだ 日 が浅く
, 研究 デ ー タ も少な い うえ に

, 確

立 され た 実験系も少な く , 今回濃度測定を 試み る も残念な が ら

結果を 得 る こ と が で きなか っ た .
こ の よう に膵癌 で は

l 神経栄

養 因子 を発現 し
.
P C 1 2 細胞の 突起伸長を ,

ヒ ト観織中に お い

て は
▲ 末梢神経 の 神経増生 を促す こ とが 示 唆さ れ た .

さ て
, 膵癌病巣 に おける末梢神経増生 と膵癌の 神経浸潤と ど

の よ う な関連 が ある の で あろうか . 先ず単純に
, 神経線維が癌

周 囲で 増加すれ ば, そ れ だけ物理 的に 神経周 膜内に 癌細胞 が入

りやすくな る で あろう . また ,
B o c k m a n らの 電顕的研究

29)
で

l

慢性膵炎で ほ
, 機能的に バ リ ヤ ー

を形成 して い る神経周膜 の 構

造 が ダ メ ー ジを受け , 痔痛 の 原 因 と な りう る と の 報告 が あ る

が
, 膵癌 で も高い 確率で周 囲に 慢性膵炎を 有 して お り , 神経 が

増 えれ ば , そ れ だけ
,

ダメ
ー ジを受 けた 神経周膜 内部 へ の 癌 の

侵 入 を許す こ と に なりやす い
. ま た

,
推測 で は ある い が

, 痛 に

よ っ て引き起 こ され る新生血 管に お い ては
, 血 管構造が未熟 で

弱い た め痛が 侵入 しや すい と言わ れ て い るが
, 新た に 新生され

た神経 にお い て も構造が未熟で痛 の 侵入 を 許 しやす い と考 えら

れ る . 我 々 の 膵癌 の 電頗で の 観察 で も
,

正 常膵に存在する神経

に 比 し, 癌症例 で は t 末梢神経 の 構造 が や や 異 な る よ うで あ

り , 現 在研 究 中 で あ る . ま た
, 前 述 し た よ う に

,
N C A M

,

T G F -

a
,
E G F R 等 の 関与に よ る膵 癌の 神経親和性が論 じられ て

お り
, 最近 , 今回調 べ た神経栄養因子以外に も N T ヰ N T -5 等
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の 神経栄養因子
10) 矧

が 発見 されて お り ,
こ れ ら新 た な 因子 の 研

究 に よ り , 末梢神経 の 増加と神経 の 親和性が証 明 され れ ば神経

浸潤 の 磯序の 解明に お お い に 役立 つ と考え られ る .

こ の よう に 考え て く る と
, 膵癌 が

, 神経 線維 を 増 加 さ せ る

ニ
ュ

ー

ロ ゲネ シ ス ( n e u r o g e n e si s) と い う概念 が確立 すれ ば
, 今

後 の 神経浸潤 の 機序 の 解明に 大きな役割を 果たす と とも に
, 今

後 の 膵癌 に対す る手術 に お い て , 当教室 で 現在行 っ て い る上 腸

間膜動脈周開神経叢 の 完全郭清の 必要性が
, 改め て 再認 識され

る こ とで あろ う.

結 論

ヒ ト膵癌培養細胞 の 神経細胞 P C1 2 へ の 影響 に つ い て 検討 し

た . B x P C - 3
,
A s P C -1

,
C a p a n

-1 の 3 種類 の 細胞ほ , 混合培養 ,

培養上 清の い ずれ に お い ても P C1 2 の 神経突起伸長を 促 した .

P a n c
-1

,
M I A P a C a

- 2 の 2 種類の 細胞 は
, 培養上 清 に よ っ て の

み有意な P C1 2 の 突起伸長を 促 した . こ れ らの 結 果か ら
,

ヒ ト

膵癌培養細胞 は
, 神経細胞 の 突起伸長

, 臨床 的に ほ神経線椎の

増加を 促す作用を 有する こ とが 示 唆 され た . また
, 神経栄養因

子の 検討 よ り ,
ヒ ト膵癌細胞で は b-F G F と N T -3 の 発現 を認

め
, 特に N T -3 が神経細胞の 突起伸 長, 神経線維 の 増加 に 強 い

影響 を持 つ と考 え られ た .
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膵癌 にお ける神経栄養因子の 発現
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