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ヒ ト胃癌 の 進展 に お け る 自己分泌型運動因子受容体の 発現 と役割

金沢大学医学部医学科外科学第 二 講座 (主任 : 宮崎逸夫教授)

広 野 靖 夫

細胞 運動は 癌の 浸潤
･ 転移濫 関わ る主要 因子の

-

? で あ るが , 胃癌の 進展 と細胞運動 との 関係ほ こ れ ま で 明 らか に され

て お らず , 運動能を 司る と考 えられ る遺伝子の 発 現も検討 され て い なか っ た ･ 本研究 では
.

ヒ ト胃癌に お ける 自己分泌塾運動

田子 (a u t o c ri n e m o tilit y f a c t o r
,
A M F ) 受容体 の 発現 と浸冒臥 転 軌 予後 と の 関係を 調 べ る と ともに

,
胃癌培養細胞 を 用い て 受

容体を コ ー ドす る 当該遺伝子 の 発現 と機能を 検討 した . まず , 原発性胃癌221 例 に つ い て免疫阻織化学的 に A M F 受容 体 の 発

現を検討 した と こ ろ
,
1 2 5 例 (5 6 .6 % ) が 発現陽性で あ っ た , A M F 受容体の 発現 と 分化 度, 腫瘍径 と の 間 に 相 関 は 認 め られ な

か っ た が
, 肉眼 軋 壁深 遠鼠 血 管戯 凱 リ ン パ 管侵襲と い っ た浸潤関連困子と の 間に 統 計学 的 に 有 意 な相 関 を 示 した ･ ま

た
,

リ ン パ 節転移 ,
腹膜 播種 との 間にも高 い 相関を 認め

,
A M F 受容体 は転移に も深く関わ っ て い る こ と が示 酸 された ･ さ ら

に
, 臨床病理学的病期が 進む に つ れて 発現 陽性率 ほ上 昇 し

, 発現陽性群 は陰性群 に 比 し有意に予後不 良で あ っ た ･ 次に , 胃癌

培養細胞株を 用 い て A M F 受容体遺伝子 の 発現 と機能を 解析 した結果 ノ
ー ザ ン プ ロ

ッ ト分析 に よ り使 用 し た 8 株 す べ て で

A M F 受容体 m R N A が 検出 され,
オ ル タ ナ テ ィ ブ ポ リ ア デ ニ ル 化に よる と推定 され る新 しい A M F 受容体 m R N A 分子種 の

存在も見出さ れ た . A M F 受容体 m R N A の 5
'

領域 に相補的な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを 化学合成 し
,
T M K -1 細胞 の

培地中に 投与す る と
, 細胞増殖は ほ と ん ど影響を 受けな い もの の

,
ケ モ イ ン ペ ー ジ ョ ソ ア ッ セ イ で 最大60 % 浸潤が 抑制 され る

こ と が 見出 された . した が っ て , 本研究 よ り ,
A M F 受容体遺伝子ほ ヒ ト胃痛 の 進展 に関わ り う る こ とが 明 らか に さ れ

,
そ の 発

現は 胃癌の 浸潤 ,
転移, 予後 に 関わ る重要 な 因子で ある と結論 され た ･

K e y w o rd s a u t o c ri n e m o tilit y f a ct o r r e c e p t o r
,

C e11 m otilit y ･
in v a si o n

･
m e t a S t a Sis

, g a S t ric

C a n C e r

癌の 浸潤 ･ 転移 の 機構 の 解明は 癌研究に おけ る重要命題 で あ

る
l)

. 近年の 細胞接着 ,
マ トリ ッ ク ス 分解∴細胞運 動に 関する 分

子生物学的研究 の 目覚ま しい 進歩 は癌細胞の 浸潤や 転恕を 明ら

か に す るうえ で 新 し い 視点 を与 えた
2 卜 5)

細胞運動は 増殖田子
6)7)

, 細 胞外 マ ト リ ッ ク ス
8)

,
ス キ ャ ッ タ 一

因子( s c a tt e r f a c t o r)
9)

等の 種 々 の 因子に よ っ て制御 され て い る

こ と が報告 されて い るが
,
腫瘍細胞 自体 の 自律的な 制御系も発

見 さ れ , 自 己 分 泌 型 運 動 因 子 (a u t o c ri n e m o tility f a c t o r ,

A M F) や オ
ー

トタ キ シ ソ (a u t o t a xi n) な どがそ れ を 担う 因子 と

して 同定されて き た
1 0)1 1)

. A M F は Li o tt a らに よ っ て ヒ ト黒色腰

細胞 の 培養液 中か ら産生細胞自身の 走化性刺激活性 と して見 出

され川
, そ の 後 マ ウ ス 黒色腰 細胞 ,

ヒ 下線維肉腫細胞 か らも分

離され た
12)1 3 )

.

一 方 ,
マ ウ ス に転移性腫瘍を 形成す る こ と で 知 ら

れて い る B1 6 - F l 黒色腰細胸 は扁平か ら球形状態に 変化する と

可逆的に肺転移能が 高 ま る こ と が 明らか に な り
14)

, 球形 細胞 で

ほ レ ク チ ソ の
一 種 で ある ピ ー ナ ッ ツ 凝集 素(p e a n u t a g gl u ti n i n)

に よ っ て 認識 さ れ る 78k D a の 糖蛋 白 (78 k D a gly c o p r o tei n
,

g p 7 8) の 発現 が 増 強 し て い る こ と が 報 告 さ れた
15)

･ そ の 後 抗

g p 7 8 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (3 F 3 A 抗 体) を 用 い た 実験 か ら

g p 7 8 が A M F の 受容体で ある こ と が判明 し
12)1 6)

,
ヒ ト A M F 受

容体 (h u m a n a u t o c ri n e m o tility f a c t o r r e c e p t o r
,
h A M F R ) を

コ ー ドす る c D N A 配列も W a t a n ab e ら に よ っ て決 定 され た
5)

･

A M F お よび 3 F 3 A 抗 体刺激 は A M F 受容 体を 介 して 細胞の 運

動能を 高め る こ と が線維肉腫細胞や 黒色腰 細胞 で 立 証 され
,
腫

瘍 の 進展に A M F お よび A M F 受容体が 関わ っ て い る可 能性が

示 唆 され る に 至 っ た
5I12 )1 6 卜 18 )

我が 国で 病人 口 の 上 位を 占め る胃癌 の 進展 に つ い て は , 従来

細胞増殖あ る い は 種 々 の 接着分子や マ ト リ ッ ク ス 分解酵素の 発

現を 中心 に 研究が 進め られ て きて い る が
Ig)2 8 )

, 細 胞運 動に 関す

る 研究 ほ ほ と ん ど な され て い な い . そ こ で本研究 で ほ
,

ヒ ト胃

癌の 進展 と細胞運動性 との 関係を 明 らか に する 目的で
,
原発性

胃癌に お ける A M F 受容体 の 発現 と浸潤 ･ 転移を 中心 と した癌

形質お よ び 予後 と の 相 関を検討す る と ともに
,
胃癌培養紳胞を

用 い て A M F 受容体遺伝子の 発現 と機能 を解析 した .

材料および方 法

Ⅰ . 対象症例

1 98 5 年 ～ 1 9 9 1 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 胃癌221 例 の10 % ホ ル マ リ ン 固定切 除標 本を用い た ･

症例の 内訳は 男性139 例 , 女性82 例; 管状腺病71 例 , 乳頭状腺病

平成 7 年1 2月1 5 日受付, 平成 8 年 1 月1 9 日 受理

A b b r e vi a ti o n s : A M F
,

･

a u t o c ri n e m o tilit y f a ct o r ; b p , b a s e p air ; B S A ; b o v in e s er u m al b u m in ; D M E M
･

D ulb e c c o
･

s m o difi e d E a gle m e di u m ; F B S
,
f et al b o v in e s e r u m ; g p 7 8 ,

78 k D a gly c o p r o t ein ; h A M F R
,
h u m a n

a ut o c ri n e m otilit y f a c t o r r e c e p t o r ; P B S
, p h o s p h at e

-b uff e r e d s ali n e ; M T T
,

m et h ylt hi a z ol t e t r a z oli u m b r o m id e
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刑軌 低分化腺癌1 06 例 , 粘液痛12 例 , 印環細胞癌15 例; I a 期

および I b 期50 例 , Ⅱ期49 例 ,
Ⅲ a 期お よ び Ⅲb 期39 例 ,

Ⅳ a

期お よび Ⅳb 期83 例 で あ っ た . 各臨床病理 学的田子の 記載は胃

癌取り扱い 規約 (改訂第12 版)
21)

に 従 っ た .

Ⅱ . 培養細胞株

ヒ ト胃癌由来培 養細胞株 M K N l
,
M K N 7

,
M K N 28

,
M K N 4 5

,

M K N 74
,

K A T O Ⅲ , N U G C 3 (J a p a n e s e C a n c e r R e s e a r c h

R e s o u r c e s B a n k , J C R B よ り供与) ,
T M K-1 (広 島大学病理 学 ,

田

原栄
一

博 士 よ り供 与) の 8 株 を 用 い た .
い ずれ の 細 胞株 も

R P M I 1 6 4 0 液(日水 製薬 , 東京) に べ ニ シ リ ン 10 0 U/ m l
,

ス ト レ

プ ト マ イ シ ソ 10 0 FL g/ m I ( G ib c o B R L
,
G r a n d I sl a n d

,
U S A ) お よ

び1 0 % 非 働化 牛 胎 児 血 清 (f e t al b o vi n e s e r u m
,
F B S) ( C ell

C ult u r e L a b o r a t o ri e s
,
Cl e v ela n d , U S A ) を 加え た 培地に て 培養

し た .
ヒ ト 線 維 芽 細 胞 株 M R C - 5 (J C R B よ り 供 与) ほ

15 % F B S 加 ダ ル ベ
ッ

コ 改変イ
ー グ ル 培地( D ulb e c c o

'

s m o difi e d

E a gl e m ed i u m
,
D M E M ) ( 日水製薬) に て 維持 した . H e L a 細胞

(金沢 医 科大 学 第 二 生化 学 , 青 竹 佳 乃 博 士 よ り 供 与) は

10 % F B S 加 D M E M に て 維持 した . 培養 ほ い ず れ も3 7 ℃
,

5 % C O 2 気相下 で行 っ た .

Ⅲ . 免疫組織化学染色

パ ラ フ ィ ン 包埋1 0 % ホ ル マ リ ン 固定標 本よ り 4J` m 切 片を 作

製 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 水加 メ タ ノ ー ル に 20 分間浸透 し
,

リ ソ 酸緩

衝生理 食塩水 ( p H 7 .4) (p h o s p h a t e
-

b u ff e r ed s ali n e , 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 め正 常ヤ ギ血 清

(D ak o p a tt s
,

C o p e n h a g e n
,
D e n m a rk) に1 5 分間反 応 させ た 後 ,

3 0 0倍希釈抗 g p 7 8 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (3F 3 A 抗体) (群馬大学

整形外科, 渡辺秀臣博士 よ り供与) と
一

晩 4 ℃ に て 反応 させ た .

P B S に て 洗 浄 し た 後 ,
ビ オ チ ソ 化 抗 ラ ッ ト I g G 抗 体

(D a k o p a tts) に 室温 で30 分間反応 させ
,

次い で ス ト レ プ ト ア ピ

ジ ン ･ ビ オ チ ソ
･ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複合体 (D a k o p a tts) に1 5 分

間反応 さ せ 0 .0 4 % 3
,
3

'

一ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (S ig m a
,
S t .

L o u is
, U S A ) 溶液で 発色 させ た . 核染色 は0 . 3 % メ チ ル グ リ ー

ン

に て行 っ た . 陽性 コ ン ト ロ ー ル と して悪性黒色腫の10 % ホ ル マ

リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包唾標本を用 い た . 陰性 コ ン ト ロ
ー ル に は

1 次抗体と して正 常 ラ ッ ト血 清を 用 い
, 陽性像が 得られ ない こ

と を確認 した . 2 0 % 以上 の 癌細胞 が染色 され た もの を 陽性と し

て 判定 した .

Ⅳ . 統計学的解析

臨床病理 学的田子と の 相関は z
2

検定 に て 判定 した . 生存曲線

ほ K a pl a n
- M ei e r 法を用 い て 作成 し

,
2 群 間の 有意差ほ

一 般化

W il c o x o n 検定を 用 い て 判定 した .

h A M F R c D N A
11 4 8

1 8 1 0 b p
■ - 一 ■ ■-

一 ■ ■ - 一 ■

A x B x C x D I E x F x

~ 一
二

..__..__

F ig ･ 1 ･ P ri m e r s a n d p r o b e s f o r d e t e c ti n g A M F r e c e p to r

m R N As ･ B o x i n d i c at e s o p e n r e a d in g f r a m e ; h a t c h e d b o x
,

tr a n s m e n b r a n e d o m ai n ; a r r O W S
, p ri m e r s u s e d f o r P C R ;

b a r s
, p r O b e s f o r N o rth e r n b l o t h yb ridi z a tio n . N u m b e r s

in di c a ti n g th e n u cl e o tid e p o siti o n s a r e f r o m r ef . 5 .

Ⅴ .
D N A の 化学合成

1 .
プ ラ イ マ

ー

お よ び プ ロ ー ブ

全長181 0塩基対 (b a s e p air , b p) の ヒ ト A M F 受容体 c D N A

か ら ,
5

'

非翻訳領域 ,
コ ー

ド域 ,
3

'

非翻訳領域に 対応す るプ ロ ー

ブ を作製 した ( 図1) . プ ロ ー ブを P C R 法で調製する ため の プ

ラ イ マ ー

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
,

D N A 合 成 装 置 モ デ ル 39 2 ( A p pli e d B i o s y st e m s
,
C A ,

U S A) を 使 用 し て 合 成 し た 後 ,
O P C カ ラ ム ( A p pli e d

B i o s y s t e m s) を 用い て精製 した . 各 プ ラ イ マ
ー

の 配 列 は A x

(5
'

-

G T G T G C C A C T G G A C C T C A G T ,3
'

) ,
B x (5

'

- C T A G G A G -

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

),
C x (5

'

p c T G T C C C A A T T C T G C C G -

C T C C-3
'

) ,
D x (5

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

'

) ,
E x

(5
'

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

) , F x (5
'

- C A A A T A G-

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

) で ある . h A M F R c D N A (群馬大学整

形外科, 渡辺秀臣博士 よ り供与) を鋳型と して P C R 法で プ ロ
ー

ブ D N A を増幅 , 精製 した .

2 . ア ン チ セ ン ス およ び セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

A M F 受容体 m R N A の 開始 コ ド ン を含む 5
'

領域 に 相補 的な

18 塩基の フ
ォ

ス フ ォ
ロ チ オ ェ ー ト型 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ デ オ キ

シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ドお よび 対照 とな る セ ン ス オ リ ゴ デ オキ シ リ

ボ ヌ ク レオ チ ドを D N A 合成装置 モ デ ル3 92 を用 い て 合成 し
,

A Q U A P O R E R P- 3 00 カ ラ ム ( A p pli e d B i o s y s te m s) を用 い た逆

相分配高速液体 ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

にて精製 した . ア ン チ セ ン

ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 塩基配列 ほ 5
'

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

A G C A -3
'

,
セ ン ス 配列ほ5

'

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

で

ある .
フ ォ ス フ ォ ロ チ オ ニ

ー

ト型オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドほ通常の

フ ォ ス フ エ イ ト型 に 比 し安定性が 高く
, 細胞 へ の 取 り込み 効率

も良好であ る こ とが 知 られて い る
22)

.

Ⅵ . サ ザ ン プ ロ ッ トハ イ プ リダイ ゼ
ー

シ ョ ン

高分子 D N A を C o o p e r ら
23)

の 方法 に 従 っ て抽出 し
,
1 0 p g を

制限酵素 E c o RI お よび Hi n d Ⅲ に て 切断 して 1 % ア ガ ロ ー

ス ゲ

ル 電気泳動後 , ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ
ー

( G e n e S c r e e n

P l u s
,
D u p o n t

,
B o s t o n

,
U S A) へ 転 写 した .

メ ソ ブ レ ン フ ィ ル

タ ー 上 の D N A 断片は マ ル チ プ ラ イ ム 標識キ ッ ト (A m e rs h a m
,

B u c ki n g h a m s hir e
,

U K) と 【α-
32
P] d C T P ( N E N R e s e a r c h

P r o d u c t s ,
W il mi n g t o n , U S A ) を 用 い て 標 識 し た 181 0 b p の

h A M F R c D N A を プ ロ ーブ と して10 % 硫酸 デキ ス ト ラ ン
,
1 %

S D S
,
1 M N a C l

,
50 m M T ris ( p H 7 .5) ,

1 0 0 p g/ m l 変性 サ ケ 精子

D N A (S i g m a) 中で20 時間, 65 ℃ に て ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン を

T M K
-

1 c e‖$

M at rIg el

F i g . 2 . S c h e m a ti c di a gr a m ill u str a ti n g ch e m oi n v a si o n a s s a y

S y St e m ･ T h e p o r o u s (8 FL m ) m e m b r a n e of th e u p p e r

C h a
.

m b e r w a s c o a t e d w ith l O 〝g Of m a tri g el . S u s p e n si o n

Of T M K -1 c ell s in R P M I 1 6 40 c o n t ai n l n g Oli g o n u Gl e o tid e s

a n d O .1 % B S A w a s a d d e d t o th e u p p e r c h a m b e r . C o n d iti -

O n e d m e di u m p r e p a r e d f o r m M R C - 5 c ells c ult u r e
,

W a S

u s e d a s a s o u r c e of c h e m o a ttr a c a t a n t s a n d pl a c e d i n th e･
l o w e r c h a m b e r .
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行 っ た . フ ィ ル タ
ー

を 洗浄後 ,

- 8 0 ℃ で オ ー ト ラ ジ オ グ ラ

フ ィ
ー

を行 っ た .

Ⅲ . ノ ー ザン プ ロ ッ トハ イプリ ダイゼ
ー

シ ョ ン

P oly (A )
+
R N A ほ Q ui c k P r e p m R N A P u rifi c a ti o n K it

(P h a r m a ci a
,
U p p s al a

,
S w e d e n) を 用 い て 抽 出 し た ･ ま た 全

R N A は Ch o m c z y n s k i ら
24) の 方 法 に て 抽 出 し た ･

ポ リ

( A)
+
R N A l fL g ある い は 全 R N A 2 0F Lg を ホ ル ム ア ミ ド ,

ホ ル ム ア

ル デ ヒ ドで 変性後 , 2 % ホ ル ム ア ル デ ヒ ド加1 ･ 5 % ア ガ ロ ー ス

ゲ ル 上 を 電気泳動 し
,

ナ イ ロ ソ メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー ( G e n e

S c r e e n P lu s) に 転写 した . プ ロ
ー

ブ は サ ザ ン ブ ロ
ッ テ ィ ン グ と

同 じ
32
P 標識 cD N A を 使用 し ,

ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ソ 液

(50 % ホ ル ム ア ミ ド
,
5 ×D e n b alt (0 ･1 % ポ リ ビ ニ ー ル ピ ロ リ ド

ン
,
0 .1 % ウ シ ア ル ブ ミ ン

,
0 . 1 % フ

ィ
コ

ー ル) ,
1 M N a C l

,
1 0 %

硫酸デ キ ス ト ラ ソ
,

1 % S D S
,
5 0 rn M T ri s (p H 7 ･5),

1 0 0 p g/ m l

変性 サ ケ 精子 D N A ) 中で20 ～ 2 卵割軋 42 ℃に てイ ン キ エ
ペ ー ト

した . W a t a n a b e ら
5)

と 同 一 条件 に て フ ィ
ル タ

ー

を 洗 浄後 ,

-

8 0 ℃で オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ
ー を 行 っ た . 同 じフ ィ ル タ ー を

デ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を行 っ た 後, β- ア ク チ ソ C D N A と再

び ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ
ソ を行 い

, 得 られた シ グナ ル を 内部 コ

ン ト ロ
ー ル と した .

Ⅶ . ウエ ス タン プ ロ ･

ソ ト

60 ～ 7 0 % 飽和状態の T M K -1 細胞 に種 々 の 濃度 の フ ォ ス フ ォ

ロ チ オ ユ
ー

ト型 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドお よ び対照の

セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドを投与 し48 時間培 養 し た . P B S に

て 洗浄 した 乳 0 . 2 5 % ト リ プ シ ソ で 分散 し
, 遠心 回収 した 沈泣

を 細 胞 溶 解 液 (10 m M T ri s
- H C l (p H 7 ･4) , 0 ･1 M N a C l

,
1 m M

E D T A
,
0 .1 % S D S ,

1 0 0 p g/ m l フ ェ エ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ

リ ド(p h e n yl m e th yl s ulf o n yl fl ud rid e)) 中で超音波破砕 に て 溶解

した . 上清 の み 採取 し
,
B r a d f o rd 法

2S}
で蛋白定量 した ･ 1 0 p g を

β
- メ ル カ プ ト エ タ ノ

ー ル (和光純薬 , 大阪) に て 還元後 ,
8 %

S D S - P A G E に て 電 気泳動 し ,
ニ ト ロ セ ル ロ

ー

ス メ ソ プ レ ソ

( H y b o n d E C L) ( A m e r s h a m
,
B u c k i n gh a r n s hir e

,
U K ) に セ ミ ドラ

イ ト ラ ン ス フ ァ
ー した . ブ ロ ッ キ ン グは L o t a n ら

26)
の 方法に 準

じて 行 っ た . メ ソ プ レ ソ を15 % ス キ ム ミ ル ク 含 P B S に て
一

晩

振と う した 後 ,
1 0 0 0 倍に 希釈 した 坑 g p 7 8 モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体

(3 F 3 A 抗体) 含 腹水 上 清 と 室温 で 1 時 間反応 させ た ･ 0 ･ 1 %

ツ ィ
ー ソ 2 0 (B i o

- R a d L a b ol a t o rie s
,
H e r c ul e s , U S A ) 加 P B S で

洗浄 した後 1 1 0 0 0 0 倍希釈 した ヒ ツ ジ由来西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ

シ ダ
ー ゼ (h o r s e r a di s h p e r o x id a s e , H R P ) 標 識 抗 ラ ッ ト 抗 体

( A m e r s h a m ) で 室温 で 1 時間処 理 した . 0 ･1 % ツ ィ
ー ソ 2 0 加

P B S に て洗浄 し E C L (A m e r s h a rn ) を用 い て 発 光 さ せ 検 出 し

た .

Ⅷ . 細胞増殖 ア t

ソ セイ

低分化胃癌由来培養細胞 と して T M K -1 細胞 軌 高分化胃癌

由来培養細胞 と して M K N 2 8 細胞 株を用 い た . 9 6 穴 マ イ ク ロ プ

レ ー トに ウ ニ ル 当た り2000 個 の 細胞を播き24 時間培養 した 後 ,

培 地 を ア ン チ セ ン ス お よ び セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド を 含 む

10 % F B S 加 R P M I1 6 4 0 培地に交換 して
一

定時間培養 した . 細

胞増殖は Alle y ら
2T}

の 方法を 改変 した メ チ ル チ ア ゾ
ー ル テ ト ラ

ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド ( m e th ylthi a z ol t e tr a z oli u m b r o m id e
,

M T T ) (S ig m a) 法 に て測定 した .
.
すなわ ち , 培地を 除き P B S で

細 胞 洗 っ た 後 ,
0 .1 M コ ハ ク 酸 ナ ト リ ウ ム (和 光 純 薬) と

0 .4 % M T T を 1 : 1 に混合 した溶 液を ウ ニ ル 当た り 2 恥1 を 加

えて 3 時間イ ン キ エ
ペ -

シ ョ
ン を し

, 生成 され た ホ ル マ ザ ン を

遠心 回収 した . 1 5 叫 の ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド(和光純薬) に て

溶 解 した 後 ,
M o d el E A R 3 4 0 r e a d e r (S L T - L a b I n s tr u m e n t

,

S al zb u r g ,
A u st ri a) を用 い て 54 0 n m で吸光定量 した ･

Ⅷ ∴細胞浸潤ア ッ セ イ

Ⅶ の 実験と 同様に
,
T M K-1 細胞株お よ び M K N 2 8 細胞株を

使用 し,
A lb i山 ら

28)
の 方法を 改良 して行 っ た . すなわ ち

, 図2

に 示す よ うに 8 〟m ポ ア サ イ ズ の イ ン ペ ー ジ ョ ン チ ャ ン バ ー

簡

Fi g . 3 . I m m u n oh i st o c h e m i c al st a in i n g wi th a n ti- g P 7 8

m o n o cl o n al a n tib od y . (A ) W ell d iff e r e n ti a t e d a d e n o c a r ci n
-

o m a of th e s t o m a c h . I m m u n o r e a c t ed m a t e ri als a r e

m a rk e dl y o n th e pl a s m a m e m b r a n e a n d c y t o pl a s m i c of th e

t u m o r c ell s . (B ) P o o rly diff e r e n ti a t e d a d e n o c a r cin o m a of

th e s t o m a c h . 0 nl y t u m o r c ell s a r e in t e n si v el y s t ai n e d f o r

g p 7 8 . ( C) E pi th eli al c ell s i n n o r m al m u c o s a i s sh o w i n g

w e a k i m m u n o r e a c ti v ity . B a r s i n ( A ) a n d ( B) ,
5 0 p m ; b ar

i n ( C) ,
1 0 0 〟 m .



胃癌 に お ける 自己分泌型運 動因子受容体の 役割

(B e c t o n D i c ki n s o n L a b w a r e
,
B e df o r d

,
U S A ) の 上 面を 10 FLg の

マ ト リゲ ル ( B e ct o n D ic k i n s o n) で コ ー ト して風乾 し
, 使用前 に

培養液に て ゲル を膨 潤させ た . 0 . 1 % 牛血 清 ア ル ブ ミ ン (b o v i n e

s e r u r n alb u m i n
,

B S A ) (B o e h ri n g e r M a n n h ei m
,

M a n n h ei m
,

G e r m a n y) を含む R P M I1 6 4 0 培地 に て 細胞 浮遊液 を 作 製 した

後,
1 ×1 0

5

個を チ ャ
ン バ ー に 加え た . 同時に 0

,
5

,
1 0 〟M の 各濃

度に な る ように ア ン チ セ ン ス
,

セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを加

えた . ま た A M F と 同様の 走化性誘導活性を 持 つ
16)2 9 )

抗 g p7 8 モ

ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体(3F 3 A 抗体) 含腹水 を 25 〟1/ m l の 濃度で投与

した . チ ャ ン バ ー 下段に は飽和状態の ヒ ト 線維芽 細胞 M R C -5

に2 4 時間接触 させ た 0 .1 % B S A 加 R P M I1 6 4 0 培地 を ケ モ ア トラ

ク タ ソ ト溶液 と して 置い た . 3 7 ℃
,
5 % C O

2

気相下 で 8 時間培養

した後 ,
メ タ ノ ー ル に て 固定 した . フ ィ ル タ ー 上 面 に残存 した

細胞を マ トリ ゲ ル とと もに ふき取 り
, 下面に 遁走 した 細胞を核

染色 した 後, 1 検体当た り最小20 視野ず つ 20 0 倍 に て鏡 検 し細

胞数を計測 した . 実験ほ 各3 回ず つ 行 っ た .

成 績

Ⅰ . ヒ ト原発性胃癌 にお け る A M F 受容体の 発現 と臨床病理

学的因子 との 相関

外科的に 切除 した 原発性胃 癌2 21 検体 中12 5 検体 (56 .6 % ) で

A M F 受容体蛋白 の 発現が 認め られ た . 癌細胞は細胞膜お よ び

T abl e l . C o rr e la tio n o f g p7 8 e x p r e s si o n a n d clini c o p ath o lo g ic al

丘n di皿g S

V a d a ble s
N n m b e r o f s 弧 1p le s

g p 78 - n eg a tiv e g p 7 8 -

p O Si d v e

P v al u e
*

T n m o r si z e

< 6 c m

≧6 c m

H ist ol o gi c ty pe

D ifft r e n ti ate d

U n di 晩 r e n d at d

M a c r o s c o pic ty p e

L o c ali z e d

b 丘1t m tl n g

G r a d e o f hl m O r P e n e tr atio n

tl ( m
,
S m )

t2 ( m p ,
S S)

G , 4 (S e
,
Si)

V e n o llS h v a sio n

N e g a ti v e

P o sitiv e

L y m p h atic in v a sio n

N e g a tiv e

P o sitiv e

L y m ph n o d e m eta sta s is

N e g ativ e

p o s itiv e

H e p atic m e ta s ta sis

N e g ati v e

P o sitiY e

P e rit o n e al d is s e m in a ti o n

N eg ati v e

P o siti v e

H is to p a血0 1 ∝ al s ta g e

I

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

4 9 5 4

4 7 7 1

4 3 45

5 3 8 0

5 6 40

40 8 5

2 4 1 1

45 5 3

2 7 6 1

5 9 5 3

3 7 7 2

2 4 1 1

7 2 11 4

36 24

60 10 1

8 8 1 1 1

8 1 4

8 6 8 7

1 0 3 8

3 2 18

2 4 2 5

1 4 25

2 6 57

0 .0 0 05

0 .0 01 8

* Q li - S叩 出℃ 也S t

m
,
m ll C O S a ; S m

,
S u b m u c o s a; m P ,

m u S C ul a ri s p r o p n a; S S
,
S u b s e r o s a;

S e
, S e r o s a - e X p O S ¢d; Si

,
S e r O S a

- h 創廿a 血 g .

1 4 7

細胞質に 抗 g p 7 8 抗体と反応す る免疫原物質を有 し
〟 分化型で

ほ細胞質内が細か い 額粒状に ほ ぼ均 一 に 染ま り , 未分化型で は

比較 的大きな 顆粒 が 2 ～ 3 個当該 抗体 で 染色 され た ( 図 3 A
,

B) .

一 方 , 正常胃粘膜は 増殖帯 中心 に 陽性 像 を 認め る も の も

あ っ たが 染色像 は癌部に 比 して 淡 か っ た (図 3 C) . 腫 瘍先進部

ほ 中央部に 比 し て 強く 発現 して い る像 を しぼ しば 認め た (図

4 ) . 表1 は臨床病理学的各因子 と A M F 受容体 (g p 7 8) 発現と

の 関連を まと め たもの で ある , 年齢 , 性別に は両 群間で 差が な

い . 分化度と g p 7 8 発現の 間に は有意な 相関は認め なか っ た .

浸潤 関連形質と の 関連を み ると
, 肉眼型で は 限局塑(41 .7 % ) に

比 して 浸潤型(68 ･0 % ) に 有意に 陽性例が 多く( p
= 0 .0 0 0 2) , 深遠

度の 上昇 に と も な っ て tl で31 . 4 タ̀ ,
t2 で5 4 . 1 %

,
t3 , 4 で

6 9 . 3 % と有意に 陽性率ほ上 昇 した(p = 0 .0 0 05) . 脈管侵集で は リ

ン パ 管侵襲(p = 0 ･0 02 0) お よ び血 管侵襲(p = 0 .0 0 75) 双方 と高い

相関を示 した . 次に 転移と の 関係をみ ると
, 肝転移と の 間に ほ

g p 7 8 陽性例 に 肝転移陽性例が 多い もの の
, 有意な相 関を 認 め

な か っ た . リ ン パ 節 転移 と の 間 に は 高 い 相 関 を 認 め た

Fig . 4 . I m m u n o hi st o c h e m ic aL s t ai ni n g wi th a n ti- g P 7 8

m o n o cl o n al a n tib o d y i n th e i n v a
,
Si v e f r o n t of th e t u m o r .

T u rn O r C ell s i n th e i n v a si v e f r o n t ( a rr o w s) a r e m o r e

S tr O n gl y s t ai n e d f o r g p 7 8 th a n th o s e i n t u m o r c e n t e r (b a r
,

2 5 0 /J m ) .

0

0

0

0

(

ボ
〓

空
写
】

コ

S

0 1 2 3 4 5

Y e a r s

F i g . 5 . O v e r a u stl r Vi v al s of g p 7 8 -

p O Siti v e a n d n e g a ti v e

C a S e S wi th p ri m a r y g a s tric c a n c e r . G r o u p A
, g p 7 8 -

n e g a ti -

V e p a ti e n t s ( n = 9 6) ; g r O u P B , g p 7 8 -

p O Siti v e p a ti e n t s

(n = 1 2 5) .
*

,
P < 0 .0 01 .
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( p = 0 .0 掴0) . また
, 腹膜播種 陽性例 で ほ7 9 . 2 % と極 め て 高 い

g p 7 8 陽 性率 が 得 ら れ , 統 計学 的 に も 高 い 相 関 を 認 め た

(p = 0 .0 0 0 7) . 臨床病理 学 的病 期 と の 関係 で は
, 陽性 率 は I a

,

I b 期で36 . 0 タ̀ ,
Ⅰ期51 . 0 % ,

Ⅲ a
,
Ⅲb 期64 . 1 % ,

Ⅳ a
,
Ⅳb 期

68 . 7 % と病期 の 進行 と ともに上 昇 し
, 有意 な相関を 認め た ･ 予

後 との 関係を み る と
,
全症例を含め た 検討で ほ g p 7 8 発現陰性

例 の 5 年生存率 は63 . 8 タ̀ で ある の に 対 し
, 陽性例の 5 年生存率

は37 . 5 % と 極 め て 不 良 で あ り , 両 群間 に 有 意の 差 を 認 め た

(p < 0 .0 01) (図 5) . また
, 治癒切除後 の 再発が

一 番問題 とな るⅡ

期 ,
Ⅱa 期 ,

Ⅲb 期 の 症例 の み に 限 っ た検討でも g p7 8 発現陽性

群 と陰性群の 間に は 5 年生存率でそ れぞれ59 . 3 % ,
7 5 ･ 3 % と差

が あり
, 発現陽性 群ほ 有意 に 予 後不 良で あ っ た (p < 0 ･0 5) (図

6) .

Ⅱ . 胃癌培養細胞株に お け る A M F 受容体遺伝子 の発現 と機

能

1 . サ ザ ン ブ ロ ッ = 法に よ る A M F 受容体遺伝子の 解析

胃癌培養細胞株 8 株か ら ゲ ノ ム D N A を 分 離 し
, 制 限酵素

(

辞
)

】

空
叫

己
コ

S

0 1 2 3 4 5

Y e a rs

F i g ■ 6 ･ S u r vi v al c u r v e s of 8 8 p a ti e n ts a t st a g e s Ⅱ a n d Ⅲ ･

T h e y w e r e s u b di vi d e d w ith r e s p e c t of th e p r e s e n c e o r

ab s e n c e of g p 7 8 e x p r e s si o n i n p ri m a r y t u m o r s ･ G r o u p A ,

g p 7 8- n e g a ti v e p a ti e n t s ( n = 3 8) ; g r O u P B
, g p 7 8- p O Siti v e

p a ti e n t s ( n
= 5 0) . * *

,
P < 0 ･0 5 ･

｢
-

E c o R l r r
-

--一 帖 n d = ｢

戚 醇 馳酢 蛸 癖

二
÷

十十 +
√

丁冒 ∵

F ig . 7 . S o u th e r n b l o t h y b ridi z a ti o n of D N A s f r o m H e L a

c e11 s a n d f r o m 8 g a st ri c c a n c e r c ell li n e s . ■D N A s w e r e

d ig e st e d wi th r e st ri c ti o n e n d o n u cl e a s e s
,
E c o RI a n d H i n d

n
,

el e ct r o p h o r e s e d o n l % a g a .r o s e g el
,

a n d tr a n sf e r r e d t o

n yl o n m e m b r a n e . T h e m e m b r a n e w a s h y b ridi z e d w ith
3之
P -1 a b el e d h A M F R c D N A p r o b e .

E c o RI
,
H i n d Ⅲ に て消化後 ,

h A M F R c D N A プ ロ
ー

ブ を 用 い て

サ ザ ン プ ロ
ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ソ を 行 っ た . 対照 と して

A M F 受容体遺伝子 の 発現が 既 に 知 られ て い る H e L a 細 胞を 用

い た . 図7 に 示 す ように
, すべ て の 胃癌細胞株 D N A 消化物に

お い て対応す る H e L a 細胞 D N A 消化物 と同 じ位置に バ ン ドが

検出 され , ほぼ同等の シ グ ナ ル 強度 を示 した . 欠失 , 再構成等

は 検出され なか っ た .

2 . ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト法 に よ る A M F 受容体 m R N A の 検出

同 じ 9 種 の 細胞株か ら R N A を 分離 し
,
h A M F R c D N A を プ

ロ
ー

ブと した ノ ー ザ ソ プ ロ
ッ ト ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ

た . 囲8 に 示 す よう に
,

ど の 胃癌細胞株 で も対照 の H e L a 細胞

と 同様 , 約 4 .O k b の 位置 に 主 要バ ン ドが 認め られ た . また
, 弱

く ハ イ ブリ ッ ドを形成す る鎖長 の よ り短い 3 .5 k b の バ ン ドも各

レ ー ン で 観察 され た .
こ の 3 .5 k b の 由来を 調べ る た め

,
5

'

非翻

訳領域 ,
コ

ー

ド域 ,
3

'

非翻 訳領 域 に 対応す る C D N A 断片 を

P C R 法で 調製 し
, 各増幅 D N A 断片 を プ ロ p ブと して ノ

ー

ザ ソ

プ ロ
ッ ト分析を 行 っ た . そ の 結果 ,

4 .O k b は どの プ ロ
ー

ブ で も

検出され る
一

方 ,
3 .5 k b バ ン ドは 5

'

領域 ,
コ

ー

ド域に 対応する

プ ロ
ー

ブ で検 出 され
,
3

'

領 域 プ ロ
ー ブ で は 検 出 さ れ な か っ た

- 2 8 S

- 1 8 S

出 β･ a Cti n

F ig . 8 . N o r th e r n b l ot a n al y sis of A M F r e c e p t o r m R N A i n

g a s tri c c a n c e r c ell lin e s . O n e FLg e a C h of p ol y ( A )
'

R N A

f r o m H el a c ell s a n d f r o m 8 g a s tri c c a n c e r c ell li n e s w a s

p r o b e d wi th a
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th e 5 -

a n d 3- u n tr a n Sl a t e d r e gi o n s a n d th e c od i n g r e g I O n Of
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+

R N A f r o m
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a s e t r a n s c ri p ts
,

W h e r e a s p r o b e E F h y b ridi z e d w ith o nl y 4 ･O

kil o b a s e t r a n s c ri p t .



胃癌 に おけ る自己分泌塾運動 因子受容体 の 役割

(因9 ) . なお
,
実際の ヒ ト胃癌症例で も原発巣と 周辺 健常部 か

ら別 々 に R N A を抽 出 し
,

ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト解 析 を 行 う と

4 .O k b あ るい は 3 .5 k b m R N A の 発現が 癌領域で 強く認め られ
,

正常組織 では 弱か っ た (図10) ･

3 .
A M F 受容体ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 増殖 へ

の 影響

A M F 受容体遺伝子 の 発現 と胃癌細胞の 増殖と の 関係 を み る

た め
,

A M F 受容体 m R N A に 相補的な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ

ク レ オ チ ドを 作製 して
, 当該遺伝子を 発現 して い る T M K-1 株

(低分化型胃癌 由来) と M K N 2 8 株 (高分化型胃癌由来) の 増殖

に 及ぼ す影響を 調 べ た . 発現 に 対す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 作

用は予め ウ ェ ス タ ン プ ロ
ッ ト法 で確認 した (図11) . ア ン チ セ ン

ス オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ド投与細胞 では A M F 受容体蛋 白が実際減

少 して お り , 対照の セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与細胞 で は受

容体蛋白 レ ベ ル に 変化ほ 認め ら れ な か っ た . 図1 2 ほ 細胸 増殖

ア ッ
セ イ の 結果を 示 す . T M K-1 細胞 株, M K N 2 8 細 胞株 の い ず

れにお い て もア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドに よ っ て増殖は

㌔
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Fig ･ 1 0 . N o rth e r n bl o t a n aly si s of A M F r e c e pt o r m R N A i n

pri m a r y g a st ri c t u m o r s . T w e n t y p g of t o t al R N A f r o m

S u r gic al s p e ci m e n s a n d th eir n ei g h b o ri n g n o r m al ti s s u e s of

th e s a m e p a ti e n t s
,

W a S h yb ridiz e d w it h
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,
a n d
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m o n o cl o n al a n tib o d y .
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Fig . 1 2 . E ff e c t of a n tis e n s e oli g o n u cl e o tid e s o n th e p r olif er a-
ti o n of T M K -1 a.n d M K N 2 8 c ell s . C ell s (2 ×1 0

3
c ells/ w ell)

W e r e S e e d e d i n to 9 6 -

W e11 cl u s t e r di sh e s a n d tr e a te d w ith

eith e r a n ti s e n s e a n d s e n s e oli g o n u cl e o tid e s f o r 2 4 h r . C ell

g r o w th w a s a s s e s s e d b y th e m e th ylthi a z ol t e tr a z oli u r n

b r o m id e ( M T T) m e th od . V al u e s a r e e x p r e s s e d a s 豆 ±S D

Of 3 s e p ar a t e e x p e ri m e n ts
,

e a C h of w hi c h w a s c o n d u c te d

i n tripli c a t e
,

a n d r el a t e d t o th o s e of u n t r e a t e d c o n tr ol .

W h it e c ol u m n s , 1 0 p M s e n s e olig o n u cl e o tid e ; h at c h e d

C Ol u m n s
, 5 J上M a n ti s e n s e olig o n u cl e o tid e ; bl a c k c ol u m n s

,

1 0 JI M a n ti s e n s e oli g o n u cl e o tid e .
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Fig . 1 3 . E ff e c t of a n ti s e n s e oli g o n u cle tid e s o n th e i n v a sio n

Of T M K -1 c ells ･ C e11s (1 ×1 0
5

c ell s/ c h a m b e r) w

ミr e S e e d e d

i n t o m a trig el- C O a t e d i n v a si o n c h a m b e r . A ft e r l n C u b a ti o n

wi th 3 F 3 A a n tib o d y o r olig o n u cl e o tid e s f o r 8 h r
,

C ells th a t

h a d i n v a d e d u n d e r n e a th th e m e m b r a n e w e r e c o u n t e d .

D a t a w e r e c o n d u c te d i n tripli c a t e
,

a n d 王r o m 3 s e p a r a t e

e x p e ri m e n t s
,

e a C h e x p r e s s e d a s th e m e a n p e r c e n t v al u e ( 土

S E M ) r el a ti v e t o u n tr e a t e d c o n t r ol V aI u e s r e p r e s e n t th e

a v e r a g e of p e rf o r m e d i n tri pli c a t e . W h it e c ol u r n n
,
3 F 3 A

a n tib o d y
- tr e a

.
t e d ; h a tc h e d c ol u m n

,
S e n S e Oli g o n u cl e o tid e

-

t r e a t e d ; bl a c k c ol u m n s
,

a n ti s e n s e oli g o n u cl e tid e
- tr e at e d .



1 5 0

抑制 され な か っ た .
セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドも変化を 与え な

か っ た .

4 . ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドに よ る浸潤抑制

次に
,

A M F 受容 体ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドが 胃癌

細胞の 浸潤 を抑 制 しう るか どうか を 同 じ2 種の 細胞株 を用 い て

ケ モ イ ン ペ ー ジ ョ ソ ア ッ セ イ 法 に て調 べ た . まず T M K -1 細胞

株 の 浸潤度は 図13 に示す よ うに A M F と 同等の 走化性誘 導活性

を 持つ 3F 3 A 抗体 に よ る刺激 で約1 . 6 倍に 増加 した . そ こ で 次

に
,

A M F 受容 体 に 対する ア ン
~
チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドを

投与す る と浸潤は 濃度依存 的に 抑制 され
,
1 0 〟M で 浸潤度は 約

60 % 抑制 された . セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドでは 抑制は 認め ら

れ なか っ た .

一

方 ,
M E N 2 8 細胞株 はイ ン ペ ー ジ ョ ソ ア ッ セ イ

系で は浸潤 を示 さず
,

ア ン チ セ ン ス お よび セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ

オ チ ドの 影 響を受 けなか っ た .

考 察

細胞運動は 個体発生 , 創傷治癒,
血管新生 ∴組織再生 , 免疫

防御 な ど生体 の 様 々 な 過程で 大きな 役割を果た して い る . しか

し通常 は隣接す る観織間 で厳重に 制御 されて い る と考 え られ
,

腫瘍の 浸潤 ･ 転移 は連動制御 が乱れ るか
, ある い は自律 的に 行

わ れ る状態 と考 え られ る
11 抑 岬

. 腫瘍の 浸潤 ･ 転移 に と っ て運動

性 は重要な 因子の 一

つ で あり , 高転移能株ほ低転移能株 よ り運

動能が 高 い と こ とも報告 され て い る
叫

. 最近 l 腫瘍細胞が 産生 ,

分泌 し
, 腫瘍細胞自身の 運動を 刺激 する括性因子が 複数発見 さ

れ , 自己 分泌型の 連動制御 因子 と して 自律的な 細胞運動に 関与

す る可能性が 示唆 され て い る
一0)11 P l)

. A M F ほ こ れ らの 因子 の
一

つ で
,

ヒ トお よび マ ウ ス の 黒色塵細胞 ,
ヒ ト線維 肉腫細胞 ,

ヒ

ト膀胱癌細胞 な どか ら分離 され て い るが
, 未だその 一 次構 造ほ

決定 されて い な い
l 卸 8)32)

.

一 方 ,
A M F を リガ ソ ドと す る受容体

は l 転移能の 上昇 した B 16 - F l 黒色腫で発現が 増強す る こ と が

知 られ て い た 糖蛋 白 (g p7 8) と 同 一 物質で ある こ と が 判 明
.
し

,

g p 7 8 に 対 す る モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 (3 F 3 A 抗 体) を 用 い て

c D N A ク ロ
ー ン も分離 され た

5)12) 1 5) ～ 1 8 )
. こ の A M F 受容体 の 発現

と腫疹進展 と の 関連 は現在 まで に 膀胱癌 と大腸癌に お い て 免疫

巌 織化 学 的 に 検 討 さ れ
33)3 1)

, 培養 下 で の 細 胞 運 動 に 及 ぼ す

A M F 受容体 の 効果 が男色腰細胸や 線維 肉腫細胞を 用 い て 研 究

されてき て い るが
, 他 の 腫瘍細胞 , 掛 こ消化器病細胞 で の 研究

は ほ と ん どな され て い な い
13)1 T}1 8} 珊 ) 棚 )

. 本研 究で 著者 ほ
, 胃癌

の 進展 に おけ る A M F 受容 体の 役割 に 関 して
,

1 ) ヒ ト胃癌検

体 に お ける A M F 受容体発現と 浸潤 , 転移 , 予 後 と の 相 関 ,

2 ) 胃痛培養細胞に お け る A M F 受容体発現 と浸潤 能の 関連の

両面か ら検討 した .

まず原発性胃痛検 体の 免疫 組織 化学 染色に よ る 解析 よ り ,

A M F 受容体蛋白の 発現頻度が胃痛 の 進行度に 応 じて 増大 し
,

発現陽性率ほ 肉眼型 ,
壁深遠慶

一 脈管侵襲な ど浸潤 と関連す る

す べ て の 困子 と高い 相関を 示す こ とが 明らか に され た . 膀胱癌

で は 腫療病変 が進行 した も の ほ ど g p 柑 の 陽性率が 上 昇 し
,
大

腸癌に お い て は 深遠度や 脈管侵襲 と相関 して い る と報告 され て

お り
,

こ れ らほ 本研究の 結果 とも 一 致する . また
,

胃痛で ほ リ

ン パ 節転移 とも相関 して お り, 大腸癌と擾め て近 い 結果 と な っ

た . 膀胱癌, 大腸癌い ずれの 場合にも分化度 の 低 い 方 が g p7 8

の 陽性率は 有意に 高い と され て い る が
,
胃癌忙 お い て は 同様の

條 向は あるもの の 統計学的な 差は 認め なか っ た . 本研究で さら

に 胃痛 に お い て は g p 7 8 の 発現が 腹膜播種とも関連す る こ とが

は じめ て 明 らか と な っ た . 腹膜播種 は胃痛の 根治性を 失わせ る

最大 の 要因で あ り ,
こ の メ カ ニ ズ ム の 解明 に A M F 受容体の 研

究 が役立 つ 可 能性が 考え られ る . 腹膜播種を しば しば認め る卵

巣癌 など他 の 腫瘍の 進展 に も A M F 受容体 が関係 して い る こ と

が 予想 され
,
興味が 持た れ る と こ ろ で ある . 更に A M F 受容体

の 発現は大腸癌 だけ でな く ▲ 胃癌 で も予後 と関係 して い る こ と

が 本研究に よ り 明 らか に な っ た . これ は 術後特に 再発の 有無を

経過観察 して い く 必 要の ある
ユ8)38)

Ⅱa 期 ,
Ⅲ a 期 ,

Ⅲb 期の 症例

に 限 っ た 場合 で も予後と よく 相関す る た め
,

A M F 受容体 は症

例の 予後を 占う よ い 指標 とな ろ う .
A M F 受容体蛋白 の 発現 ほ

免疫組織化学染色で 簡便 に 調 べ られる た め , 術後補助療法の 指

標と して も有用 と考 え られた .

本研究 で また , 手術標本を 免疫観織化学染色 に て検討す ると

組織型に よ り染色 パ タ ー

ン す なわ ち g p7 8 の 局在が異 な る こ と

が見出 され た . すなわ ち
, 管腔形成 を示 す高分化型で ほ A M F

受容体蛋白は 細胞膜お よび細 胞質 に 発現を 認め るもの の 細か い

顆粒状に 分散 して 存在 して い 長. と こ ろ が
,

ス キ ル ス 胃癌の よ

うに 腫瘍細胞が 散在性 に 広が っ て い る低分化型 で は
,

A M F 受

容体蛋 白は細胞 内に凝集 した 数個 の 濃い 顆粒と して 存在 した .

また ‥ 睦瘍先進部 で は発 現強 度が 上 昇 して い る こ と が 多 か っ

た . 従来 A M F 受容体ほ 細胞膜上 で A M F と結合 した 後, 内部

移行する こ と が 報告 さ れ て お り
,

こ の 際高転移能を 有する細胞

では 核周囲か ら先進方向 へ 運 ばれ , 内部移行 され なか っ た もの

は後端 に 偏在す る と い う ように
, 偏在傾 向が強く ,

一

方 , 低転

移能秩で は偏在傾 向が 比較的弱 い と され て きた
1 8)3 7)

. すな わ ち

A M F 受容体が 関与す る細胞運動能を 規定す る に ほ g p 78 蛋白

の 発現 レ ベ ル の み で なく局在化 (偏在) と い う 要素 が 重要 と 考

えられ , 仮に発現 レ ベ ル が 同程度 でも g p 7 8 蛋白偏在 の 強弱に

よ り ,
生物学 的性質の 違い を生 じて い るの で は な い か と推察さ

れ た . ま た
,
S ill e tti らは 細胞接触 に よ り g p 7 8 蛋白の 発現 が低

下す る こ とを 報告 した が
29)

, 最近前立腺癌細胞 の 高転移能 株や

膀胱癌細 胞 で げ こ の 制 御 が 欠如 して い る こ と を 報 告 し て い

る
36)4 0)

. さ らに
,
A M F 受容体 の 発 現は E- C a d h e ri n の 発現 と逆相

関 して い る と の 観察も ある
瑚

. した が っ て
, 細胞接触 の 状態や

ある種の 接着分子も浸潤能 に 影響 を与 えて い る可 能性が ある .

A M F 受容体と 接着分子, 分化度 の 関係は 癌の 浸潤機構を 解明

す る上 で 重要 と考え られ る .

本研究で は つ ぎに
,

ヒ ト胃癌由来培 養細 胞 を 用 い て ,
A M F

受容体遺伝子 の 発現 と機能 の 検 定を 行 っ た . ま ず ,
サ ザ ン プ

ロ
ッ ト分析で 検索 した 胃癌細胞株 8 株す べ て で 当該遺伝子に ほ

大きな構造変化 が な い こ とが 明 らか に された . つ ぎに
,

ノ ー ザ

ン プ ロ
ッ ト分析 で い ずれ の 胃痛細胞株も A M F 受容 体 m R N A

を 発現 して い る こ と が 見出され た . 同様の 方法で ヒ ト胃痛組織

と同
一

個体粘膜で の A M F 受容体 m R N A を調 べ た と こ ろ , 全

例で 癌覿織に お け る発現 レ ベ ル が正常鼠織 よ り高か っ た ･ 以上

の 結果か ら胃癌に お け る A M F 受容体遺伝子 の 発現 の 増大ほ遺

伝子増幅 よ り ほむ しろ転写の 活性化に よ るも の と推定 された ･

な 軌 ノ ー ザ ソ プ ロ ッ トで A M F 受容体 c D N A と ハ イ プ ウ ッ ド

を形成す る約 3 .5 k b の バ ン ドが検 出された . こ れ ほ 3
'

プ ロ
ー ブ

で は 検出さ れな か っ た こ とか ら ,
オ ル タ ナ テ ィ ブな ポリ ア デ ニ

ル 化の 結果生 じた 新 しい A M F 受容体 m R N A 分子種と 考えら

れた . ま た , 本研究で は 腫瘍 の み で なく正 常胃粘膜に も低 レベ

ル なが ら A M F 受容体が 発現 して い る こ と が は じめ て確認され

た . 胃粘膜 の 細胞動態に 関 して ほ 従来主と して細胞 回転の 観点



胃癌に おけ る自己分泌型運動 因子受容体の 役割

か ら研究が 行われ
れ ㈱

, 粘膜構成細胞 の 移動 を 司 る メ カ ニ ズ ム

に つ い ては 明 らか で なか っ た . 本研 究で 観察 され た 正 常胃粘膜

に お ける定常 レ ベ ル の A M F 受容体 m R N A の 発現 ほ A M F リ

ガ ソ ド
ー

受容体系が 胃粘膜の 恒常性維 持に 関係 して い る 可能性

を示唆 して い る .

A M F 受容体の 生物学的役割ほ従 来受 容体 を刺激す る方法 で

調べ られ て きた が
1 2)1 8) 2 9 )3 7 )

, 本研究で は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク

レオ チ ドを 用い て A M F 受容体遺伝 子 の 発現 を逆 に ブ ロ ッ クす

る こ と に よ りそ の 機能 を検定 した . 多く の 増殖 因子が 運動能に

影響を及ぼす こ と が報告 され細胞増 殖と運 動因子と の 関連が 注

目 されて お り
…

, 加 えて A M F が 線維芽細胞の 増殖 を促進す る

と い う報告が な され て い る
細

こ とか ら
,

まず胃癌培養細胞の 増

殖に 及 ぼす効果に つ い て検討を 行 っ た が
, 発現抑制 に よ る大き

な変化ほ認め られ な か っ た .
こ れ は 3 T 3/ A 3 1 線維芽細 胞で も

A M F の 増殖困子括性 を発現す る濃度は 運動能 を刺激す る濃 度

の 約1 0倍高 い 値を要 する こ とが 報告 され て お り
29)

,
A M F- A M F

受容体系 ほ通常増殖 に ほ直接関与 しな い の で は な い か と推察さ

れる . ま た
, 免疫組織化学染色に よ る臨床症例 で の 検討で も ,

増殖と 関係す ると考 え られ る腫瘍径 と受容体発現と ほ相関が 認

め られ なか っ た . 次に 胃痛細胞 の 浸潤能に 及ぼす効果に つ き検

討 した と こ ろ ,
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを 用 い て

A M F 受容体の 発現を 抑制す る こ と で T M K- 1 細胞 の 浸潤が 抑

制され る こ とが 見出 された . こ れ は
よ

A M F 受容体 が胃癌細 胞

の 浸潤に機能的に 関わ っ て い る こ とを 示 して い る . 本研究で 開

発 した よ うな A M F 受容体 m R N A に 対する ア ン チ セ ン ス オ リ

ゴ ヌ ク レ オ チ ドが ヒ ト 胃癌 の 進展阻止の た め の 有効 な治療手段

と な る可能性も考え られ る .

結 論

細胞運動 に 関係す る A M F 受容体 の 発現が 胃癌の 進展 に どの

様な役割を果た して い る か に つ き , 原発性胃癌切除標本 と胃痛

培養細胞株を 用い て 検討 し, 以下の 知見を 得た .

1 . 抗 g p7 8 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を用 い た 免疫観織化学染色

の結果 ,
A M F 受容体の 発現 は胃癌 の 浸潤や 転移と 関係す る 病

理学的因子と高く相関 し
, 発現群ほ 非発現群よ り有 意に 予後不

良で あ っ た .

2 . す べ て の 胃癌培養細胞株で A M F 受容体 m R N A が検出

され オル タ ナ テ ィ ブ ポ リ ア デ ニ ル 化 に よ ると 考え られ る新 し い

A M F 受容体 m R N A 分子種 も 見 出 さ れ た .
A M F 受 容 体

m R N A を コ ー ドす る遺伝子 に ほ増 幅や 大きな 構造 変化 ほ 認め

られ なか っ た . A M F 受容体 m R N A は正 常粘膜に も低 レ ベ ル

で存在 して い た .

3 . A M F 受容体 m R N A に 対す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク

レ オチ ド投与 に よ り T M K-1 胃痛細 胞株の 浸潤 が抑制 され た .

一

方細胞増殖 は大きな 影響を受 けな か っ た .

以上 の 結果か ら ,
A M F 受容体 は胃癌 の 浸潤 , 転移, 予後 に

関わ る重要な 因子で あり , 当該遺伝 子は胃痛 の 進展に機 能的に

関わ りうる と結論 され た .
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