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B alb/ c マ ウ ス を用 い た 実験転移腫瘍系の 構築と特異的 D N A

増幅反応 を用 い た 肺自然転移細胞 の 検出に 関す る研究

金沢大学医学部内科学 第三 講座 (主任 : 松田 保教授)

又 野 禎 也

r/ m H M -S F M E -1 細胞 は
▲
1 2 番 目 の ア ミ ノ 酸が グ リ シ ソ か ら バ リ ン に 置 換 さ れ た 活 性型 ヒ ト cpH a- r a S l と マ ウ ス

cT m y C を S F M E 細胞 に 導入 して 得た形質転換細胞株(r a s/ m y c
- S F M E 細胞) に

,
さ ら に ネ オ マ イ シ ソ 耐性遺伝 子を含 む プ ラ ス

ミ ド p S V 2 n e o を 導入 して確 立され た 細胞で
,
B alb/ c マ ウ ス で 高 い 自然 転移 を起 こす こ と が報告 され て い る . 本研究 で は , が

ん の 遠 隔転移の 実験 モ デ ル と して 本細胞 が有 用で ある か否か と
, 微小転移の 検出を特異的 D N A 増幅反応 (P C R 法) を用 い て

行う こ とが で き るか否 か を 明らか に する こ と を 目 的と した . そ の た め
,

まず 本細胞 を マ ウ ス 足既に 移植 し
, そ の 後経 時的に肺

へ の 遠隔転移を 調 べ た . 検 出の 方法と して は
,
病理学 的手 法 と P C R 法 を 用 い た .

P C R 法 で は ,
プ ラ イ マ ー

を活 性 型セ ト

c-H a- r a S l の エ ク ソ ン 1 の 両 脚 こ設定 し
,

エ ク ソ ン 1 の 1 2 8 塩基対(b a s e p ai r
,
b p) を増 幅 した . そ の 結果 , 病理学的に 転移 が証

明 された 肺で は
t
P C R 法 で も目的遺伝子 の 増幅産物を 検出す る こ とが でき , 転移細胞 の 検 出は本方法 でも可 能で あ る こ と が示

された . 次に
, 肺転移腫瘍細胞数を 定量す るた め

, 液体培養か ら待 た r/ m H M -S F M E -1 細 胞よ り D N A を 抽 出 し
, 制 限酵素

Hi n d Ⅲ に て 消化後 , 同制 限酵素処理 正 常 マ ウ ス 肺 D N A と各種濃度 に て 混合 し標準液と した . 各検体を P C R 法に て 増幅 し
,

D N A ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た後 に増幅遺伝 子産物 の 量を 算定 し
, 検量線を 作成 した . そ の 結果 ,

マ ウ ス 1 匹肺あた り

10
4

個以上 の 腫瘍細胞が あれ ば P C R 法に て検 出が 可能 で ある と い う結論を得 た .
こ の 紡果 に つ い てほ

,
制限酵素 E c o R I を

用 い て検量線 を作成 した 場合に も,
ほぼ同様 の 検量結果が 得 られ

,
再現性を 持 つ も の で あ っ た . こ の 検量線 よ り転移腫瘍細胞

数は移植14 日 目は 1 .5 ×1 0
6

個で あ り
,
28 日 目 で ほ 4 .0 ×1 0

6

個 と推測され た . 以上 の 結 果よ り,
r/ m H M - S F M E-1 細胞 は免疫欠

損の ない マ ウ ス を用 い た 実験転移.

モ デ ル と して 有 用で あ り , ま た 微小 転移腫 瘍 の 検 出や 未確 認転 移細 胞 の 定 量的 な 検 出に

P C R 法 が有用 で ある こ とが 示 された .

K e y w o r d s m e t a st a sis
,
P C R

, q u a n tifi c a ti o n
,
r/ m H M - S F M E - 1 c ell

,
1 u n g

現在 日本人 の 死亡 原因 の 第 1 位 は 悪性 新生物 で あ る . しか

し
, 診断技術 の 向上 や

,
ドッ ク な どの 健康診断の 普及に 伴い

,

手術可能な 早期癌 の 状態で 発見 され る例が 増え て い る .

一 方 ,

発癌 の メ カ ニ ズ ム に つ い て は , 分子生物学的手法の 普及 に よ り

種々 の 癌遺伝子や 癌抑制遺伝子が 発見され , 現在そ の 機能解析

も進ん で い る . ま た , 治療面で ほ
t

サ イ ト カイ ン 療法な どの 新

しい 支持療法 の 導 入や
, 新種の 抗癌剤の 開発 に 加え

, 最近 で ほ

遺伝子治療も ー 部 の 施設 で 試 み られ て い る . しか し
,

そ の 反

面 , 発見され た時 点で 既に遠隔転移を伴 っ て い る症例や , 手術

後に 再発す る 例, 抗癌 剤療法に 反応 しな い 例 な ど, 悪性腫瘍 の

克服に は ま だ 多く の 問題が 残 っ て い る . こ の よ う な 状況 の 中

で ∴悪性腫瘍の 特徴の 一

つ で ある転移の 問題 が近年 急速 に脚光

を浴び , 多くの 研究施設か ら高転移性細胞株 の 樹 立 や
, 転移 の

原 因 , 評 価 , 治療 な どに 関す る様 々 な知 見 が 報 告 さ れ て い

る
t トI T)

現在頻用 され て い る転移実験 モ デル に は , 癌細胞 と して ヒ ト

材料
2)a)

を 使 っ た もの と
, 動物材料

▲〉
～ ll )

を 使 っ た もの と が あ る .

ま た
,
癌細胞 の 宿主 と して は ヌ ー

ド マ ウ ス な どの 免疫欠損を 持

つ 動物が 用 い られ て い る
掴 )

. こ の 場合は
,

ヒ トを 含め た 異種の

腫瘍を 材料と して 使う こ と が 可能 で あり 上 底瘍の 直接的な動態

を 調 べ るうえ で 極め て 有用で ある . しか し
,
転移ほ 癌細胞自体

の 持 つ 特性の 他に
, 宿主の 生体反応も関わ っ て い ると 推測され

て お り
, 今後転移に 関する様 々 な研究 が行わ れ て い くうえで考

慮 しなければな らない 問題点と して 残 され て い る . こ れ らを克

服す る方法は
,
全て の 系を 試験管 内で行 う こ と で あろう. しか

し , 転移に 関係す る因子に ほ
l 免疫能 , 細胞接着分子

1 8)1 9)

,
細胞

外 マ ト リ ッ ク ス 分解酵素
20)2 1 )

, 癌遺伝子
22)

, 癌抑制遺伝子
23)2 4 )

など

多く の も の が あり ,
しか もそ れ ぞれ が 極め て複雑 に絡み 合 っ て

い る と考 え られ る ため
, 現段階 で は 試験管内で 行 う こ とほ極め

て 困難で ある .

一

方 , 従来
,
転移の 評価は 主 と して 病理 学的方

法
6)7)2 5 ) 2 6)

に よ り行わ れて きた .
こ の 方法は 簡便で

, 享た視覚的説

得性にす ぐれ , 広く普 及 して い る反面 , あ る程度 以上 の 大きさ

の 転移巣が な い と 同定 が 困難 で ある点や
, 転移巣の 大小 , ある

い ほ 転移 細胞 数な どに つ い て の 評価ほ 困難で あ り ∴定量的な面

で問題点が残 されて い る .

今 臥 r/ m H M- S F M E -1 細胞を 用い
, 宿 主動物体 内で の 転移

腫瘍細胞数の 定量を試 み た . 本細胞ほ ,
S F M E 細胞

27}

由来の 細

胞で ある .
S F M E 細胞 ほ ,

B alb/ c マ ウス 由来で ある が
,
造腫瘍

平成 6 年1 2 月1 3 日受付,
平成 7 年 2 月21 受理

A b b r e vi ati o n s : b p ,
b a s e p ai r ; D A PI ,

4
!

,
6 - dia mi din o - 2 -

p h e n y lin d ole ･ 2 H C l ; F/ D ; H A M 1 2 F/ D u!b e c c o
'

s

m o difi e d E a g le ; P B S
, p h o s p h at e -b uff e r e d s alin e ; T A E

,
T ris a c e t a t e E D T A ; T E

,
T ris E D T A
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能を持た な＼
､細胞 で

! 通常 の 細胞 と異 な り血 清を 含む培地 の 中

では増殖で きな い
. しか し

, 癌遺 伝 子に よ り形質転換 さ せ る

と ,
血清を 含む 培地 中で の 増殖が 可能 と な り

, 分化能の 消失 と

ともに
,
表皮増 殖因子に 対す る依存性 が 消失す ると い う特徴を

持っ て い る
印

. さ らに
, 形質転換細胞の 造腫瘍性 の 有無 を 同系

の B alb/ c マ ウ ス を用 い て検討する こ と が でき る とい う特 徴も

ある . こ の よ う な 形質 転換細胞 の 一 つ の r a s/ m y c-S F M E 細

胞
抑

は
1
1 2 番目の ア ミ ノ 酸が グ リ シ ン か らバ リ ソ に置換 され た

ヒ ト活性4 M -H a l a Sl t マ ウ ス c- m y C を S F M E 細胞に 導入 し

て得られ た 細胞株 で ある .
こ の 細胞 に , さ らに ネオ マ イ シ ソ 耐

性遺伝子を 含む プ ラ ス ミ ド p S V 2 n e o を 導入 して再度形質転換

させ た細胞を 得た . こ の 形質転換細胞 を B alb/ c マ ウス に 移植

した と こ ろ
, 高頻度 に遠隔転移を起 こ す細胞 の 含 まれ て い る こ

とが解 っ た .
こ の 細胞 を マ ウ ス 生体内 で継代 した あと , 軟寒天

中で ク ロ
ー ニ ン グ し

,
r/ m H M- S F M E -1 細胞を 確立 した

1)29 )
. 本

細胞は
,
従来の 転移実験 系 に 用 い ら れ て い る細胞 株 と比 較 し

て , 転移を 解析 するう え で よ り有用な 系を掟供す る可 能性 が示

唆される .

本研究 ほ
,

ま ず, 癌 の 遠隔転移の モ デ ル と して の 本細胞 の 有

用性に つ い て 検討 した . 次 に
, 転移の 評価法 の 一

つ と して 特異

的 D N A 増幅反応 (P C R 法)
30)3 1 )

を 用い て 腫瘍細胞特異的遺伝子

の 検出が 可 能か 否か に つ い て 検討 した . さ らに
,
P C R 法 で 腫瘍

細胞に 特異的な ヒ ト c-ガα- rα∫J 遺伝子 を増幅 して 検量線 を作成

する こ と に よ り, 肺 に 転移 した腫 瘍細胞量 の 定量化を試 みた .

以上 を総合 して ∴ 定量的意味を 持たせ た新 しい 転移腫瘍 の 評価

法と して の P C R 法の 有用性 ,
お よび 問題点に つ い て明 らか に

する こ とを 目的と して 以下 の 実験 を行 っ た .

対象お よび方法

Ⅰ . 移植腫瘍細胞

r a s/ m y c
, S F M E 細胞 ほ

,
S F M E 細胞

27)
に ヒ ト膀胱癌由来活性

型 c-〟αで α ∫J お よ び マ ウ ス C- m ツC を 導入 して 得 られ た細胞株

で
28)

, B alb/ c マ ウ ス に腫 瘍原性を 示 す . N o m u r a ら
l)
は

t
オ レ ゴ

ン 州立大学 D . B a r n e s よ り供与 され た 本細胞 に
,
ネ オ マ イ シ ン

耐性遺伝子を 含む プ ラ ス ミ ド p S V 2 n e o を 導入 して
, 新た に r/

m H M - S F M EMl 細胞を 確立 した . こ の 細胞ほ
,
B alb/ c マ ウ ス で

高い 自然転移能を示す た め
1)

, 本研究で 移植 腫瘍細 胞 と して 使

用 した . 全て の 細胞は L o o ら
27)

の 原法に 従 っ た無血 清培養に よ

り維持 し
,

必 要時 に
一

部を 10 % ( v/ v) 非 働化 ウ シ 胎 児血 清

(Flo w L a b o r a t o ri e s , M c L e a n , V A , U S A ) を 加え た ハ ム 1 2 F/ ダ

ル ベ
ッ

コ 変法 イ
ー

グ ル 培地 ( H A M 1 2 F/ D u lb e c c o

'

s m o d ifie d

E a gl e m e d i u m
,
F / D 培 地) (Si g r n a C h e m i c al C o .

,
S t . L o u is ,

M O
,
U S A ) を用 い て

▲
5 % C O 2 ,

3 7 ℃ の 条件下 で培養 し
, 実験

用い た .

Ⅱ . r/ m H M - S F M E -1 細胞の 造腫瘍 能の検定

液体培養 よ り得た 1 ×1 0
6

個 の r/ m H M -S F M E -1 細胞 を リ ン

酸緩衝生理 食塩水 (p h o s p h a t e - b u ff e r e d s ali n e , P B S ) に 浮 遊 さ

せ
, 6 週齢 の B alb/ c マ ウ ス の 足既に 移植 した . そ の 後 ,

形成 さ

れた移植腫瘍塊の 最 大径 を , 経時的に ノ ギ ス を用い て 計測 し,

B alb/ c マ ウ ス に 対す る r/ m H M - S F M E -1 細胞の 造腫瘍鰭 を 調

べ た
.

Ⅲ ･ S F M E 細胞 ,
r a S/ m y c - S F M E 細 胞 ,

r/ m H M - S F M E -

1 細胞からの D N A 抽出と ヒ ト c
- 〟d- r α∫J の検 出

1 ･ 高分子 D N A の 抽 出

前述の 条件下の 液体培養中の S F M E 細胞 ,
r a S/ m y c

- S F M E

細胞お よ び r/ m H M -S F M E -1 細胞を ,
P B S に て 1 回洗浄 した .

そ の 後細胞 に
,
0 .1 % トリ プシ ソ (S ig m a C h e m i c al C o .) と 0 .2

m M E D T A (和光純薬 , 大阪) の 混合液を 500 pl 加 えた . 室

て 1 分間放置 して 細胞を 遊離 させ た後 , 大豆 由来 トリ プ シ ン イ

ン ヒ ビ タ ー (G ib c o
,

G r a n d I sl a n d
, N Y , U S A) [ 最 終 濃 度

100 〟g/ m l] を作用 させた . こ れ に
,
1 0 % (Ⅴ/ v) 非働化 ウシ 胎児

血 清を 加え た F/ D 培地を 混ぜ て
,
1 5 血 ポ リプ ロ ピ レ ン チ エ ∵

-

ブ ( C o r n i n g G la s s W o r k s
,
C o r ni n g ,

N Y
,
U S A ) に 移 した . 4

℃
,
3

,
0 0 0 回転/ 分で 5 分間の 遠心 を 行い

,
上帝 を吸引除去 した

後 ,
さ らに 一 度 F/ D 培地で洗浄 し , 粒 子計測器 ( m o d e l Z BI ,

C o ult e r E l e c t o ni c I n c .
,
H i ale a h

,
F L

,
U S A ) を 用い て , 細胞数 を

算定 した .

4 ℃ , 3 , 0 0 0 回 転/ 分で 5 分間遠心 して得た細胞 に
,

5 m l の 溶

解緩衝液 [ 10 0 m M E D T A
, 2 0 m M T ris - H C l (S ig m a C h e m i c al

C o .) p H 8 .0
,
1 % S D S (S i g m a C h e m i c al C o .)] お よび

,
プ ロ テ ィ

ナ ー ゼ K ( M e r c k
,
D e r m s t ad t

,
G e r r n a n y) 2 0 m g/ m l を 50 J 1̀ を加

え
, 据挿 した . 氷上 で10 分間静麿後 ,

5 0 ℃の 恒温槽に 移 し, 酵

素を12 時間作用 させ て 分解 した . こ れ に
,
5 m l の 飽和 フ ェ ノ ー

ル (半井
, 京都)

･

ク ロ ロ フ ォ ル ム (和光純薬) ･ イ ソ ア ミ ル ア ル

コ ー ル (和光純薬)(2 5 : 2 4 : 1) 混合液を加 え
,
室温 で40 分間ゆる

や か に 据絆 した . 1 5 ℃ , 3 ,0 0 0 回 転/ 分, 2 0 分間の 遠心 分離後 ,

フ
ェ ノ ー ル 層を 吸引除去 した . 同様の 操作を さらに 2 回 線り返

して D N A を抽出後 ,
水飽和ジ ュ テ ル エ ー テ ル (和光純薬) を加

え て よ 室温 で40 分間処理 した . 遠心 後 ,
ジ ュ チ ル エ ー テ ル 層 を

吸引除去 し
, 再度同様 の ジ ュ チ ル エ ー

テ ル 処理 を 追加 し
, 試料

を 透 析 用 チ ュ
ー ブ ( 三 光純 薬 , 東 京) に 移 し

,
T ris - E D T A

( T E ) 緩衝液 [10 m M T ri s
- H C I p H 8 .0

,
1 m M E D T A ] に 対して 3

日間透析を 行 っ た . 得られた D N A 溶液ほ
, 分光光度計( モ デル

U V 1 6 0
, 島津 , 京都) を 用い て

,
2 6 0 n m に おけ る吸光度 ( O D)

を測定 し, 1 0 D を 5 0 p g/ m l と して D N A 濃度 を算出 し
巨 以後

の 検討 に 用い た .

2 . 制限酵素処理

各 10 p g の D N A を制限酵素 Hi n d Ⅲ ( ニ
ッ ポ ン ジ ー

ソ
, 富

山) また ほ 制限酵素 E c o R I ( ニ
ッ ポ ン ジ ー

ン) を 用 い
, 以下 の 方

法 で 消化 した .

制限酵素 Hi n d Ⅲ 消化で ほ
,
D N A 溶液と リ ボ ヌ ク レ ア

ー ゼ

A (S ig m a C h e m ic al C o ,) 1 0 m g/ m l を 3 FLl , 反応用緩衝液 [ 最

終濃度 1 0 m M T ri s
- H Cl p H 7 .5

,
7 m M M g C 12 ,

6 0 m M N a Cl] を混

合 し
, 制限酵素 を 加 え た 後37 ℃ で 消化 し た . 制限酵 素 E c o R

I 消化で ほ
,
D N A 溶液に リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ A l O m g/ m l を

3 pl ,
お よ び反応用緩衝液 [ 最終濃 度 100 m M T ri sT H C I p H 7 .5

,

7 m M M g C 12 ,
5 0 m M N a C l

,
7 m M 2- メ ル カ プ ト ニ ク ノ ー ル (半

井) ,
ア セ チ ル 化ウ シ ア ル ブ ミ ン (B e th e s d a R e s e a r c h L a b o r a t-

o ri e s
,
G aith e r s b u r g ,

M D
,
U S A ) 5 0 FLg/ m l] を加え , 制限酵素を

加 えた 後37 ℃ で消化 した . い ずれも12 時間後に
,
0 ,5 m g/ m l の

エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを含む 1 % H G T ア ガ ロ ー ス ゲ ル ( F M C

B i o p r o d u c ts , R o c kl a n d , M E , U S A ) に て 1 × T A E 泳動用緩衝液

[最終濃度 40 m M T ri s
- H C l p H 8 .0

, 20 m M 酢酸 ナ ト リ ウ ム
,

2 m M E D T A
,
1 .5 5 % 酢酸] を用 い 反応液 の ～ 部 を電 気泳動 し

た . 消化不 十分 であ っ たもの は さ らに 制限酵素を追加 し
, 完全

に消化 した .

制限酵素処理後は
, 反応液の 半容量の 飽和 フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ

ロ フ ォ ル ム ･

イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル (2 5 : 24 : 1) を加 えて
, 室温
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に て処理 した 後 一 数回 ジ ュ テ ル エ ー

テ ル 処理を行 っ た ･ ジ ュ テ

ル エ ー テ ル 層を 除 い た 後 ∴第2 プ チ ル ア ル コ ー ル (和光純薬) を

用い て最終 10 恥1 ま で濃縮 した . 再度 ジ ュ チ ル エ ー

テ ル 処理を

行 っ た 乱 3 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム p H 6 ･0 ( 和光純薬) 1 0 れ 氷冷 エ

タ ノ ー ル (和光純薬) 27 5〟1 を加 え
,

-

8 0 ℃で
一 晩保存 した ･ 4

℃ ｣ A O O O 回転/ 分 ,
20 分間の 遠心を 行い

▲ 上 清を 捨て
, 得 られ

た 沈澱を75 % エ タ ノ ー ル で洗浄 し
,
減圧乾燥後 T E 緩衝 液に 溶

解 した .

3 . D N A 濃 度の 算定

D N A 濃度 の 算定 に ほ 4
'

,
6 ギ ア ミ ヂ ノ ー 2- フ ェ ニ ル イ ソ ド

ー ル

2 塩酸(4
,

,
6- di a mi d i n o 【 2 -

ph e n yli n d ol e
･ 2 H Cl

,
D A P I)

32)
を 用い

,

D N A 溶解液 0 .5 pl と D A P I 試薬 (1 m g/ m l
,

ニ
ッ ポ ン ジ ー ソ)

4 0 れ T E 緩衝 液 196 恥l の 混合液を 作り , 全自動蛍光光度計で

D N A 濃度 を算定 した .
コ ソ ト ロ

ー ル と して ほ
, 制 限酵 素 H a e

Ⅲ で 消化 した ◎Ⅹ174 D N A と S ty I で 消化 した 入D N A の 混

合液 (9 n g/ d ,
ニ

ッ ポ ン ジ ー

ソ) 1 0 〃1 を 用い た ･

4 . プ ロ
ー

ブ の 調整

ヒ M 台盤 由来 c- 〃αで α∫J を 含 む プ ラ ス ミ ド p U C 1 8 C
a3)

は

J C R B 遺伝子 バ ン ク よ り供与 を 受 けた . プ ラ ス ミ ドを 大腸 菌

H Bl O l 内 で 増殖 させ
, 常 法に 従 っ て精製後 , 制 限酵 素 K p n

I お よび S a c I に よ っ て 消化 した . そ の 後,
1 . 5 % ア ガ ロ

ー ス

L ( ニ
ッ ポ ン ジ ー ソ) 中で

,
1 × T A E 泳動用緩衝 液 を 用 い 7 0V

l 時間電気泳動 し
,
9 1 9 塩基 対(b a s e p ai r

,
b p) の バ ン ドを得 て ,

ヒ ト c
- 〃αでα∫J の エ ク ソ ン 1 用の プ ロ ー ブ と して 用 い た ･ プ

ロ ー ブの 標識 は
t

ラ ン ダ ム プ ライ マ ー D N A ラ ベ リ ソ グ キ ッ ト

(宝酒造 , 京都) を , 用法 に 従 い [ α
-

32

p ] d C T P ( ア マ シ ャ ム ･

ジ ャ
バ ソ

, 東京) で 標識後 エ タ ノ
ー ル で沈澱 させ

,
T E 緩衝液に

溶解 して 実験に 使用 した .

5 .
D N A ハ イ プリ ダイ ゼ ー

シ ョ ソ 法

D A P I 法で 算出した D N A 5 FL g に プ ロ ム フ ェ ノ
ー ル ブ ル ー

を

加 え ,
T E 緩衝 液 で 最 終 的 に 30 〃1 に 調整 し た ･ 各試 料 は

0 .5 m g/ 血 の エ チ ゾ ウ ム ブ ロ マ イ ドを含む1 ･ 2 % ア ガ ロ ー ス S

( ニ
ッ ポ ン ジ

ー

ソ) 上 で ,
1 ×T A E 泳動用 緩衝 液 を 用 い 定電 圧

80 V で 3 時間電気泳動 した . 電気泳動 の 分子量 マ ー カ ー に ほ 制

限酵素 H i n d Ⅲ で消化 した 入D N A (宝酒造) を 用 い た ･ 電気泳

動後の ア ガ ロ ー

ス ゲ ル に
,

ト ラ ソ ス イ ル ミ ネ ー ク
ー

を 用 い

30 2 n m の 紫外線 を 4 分間照射 し, そ の 後 0 ･2 5 N H Cl に 5 分間

浸 した . 蒸留水に て 洗浄 した 乳 ア ル カ リ変性 液 [ 0 ･4 N N a O H

(和光純薬) ,
0 .6 M N a C l] に 浸 して20 分間振返 し

,
再度新 し い ア

ル カ リ変性液に 替え, 同様の 操作 を繰 り返 した . 再び 蒸留水に

て 洗 浄 した 後 ,
2 0 倍 濃 度 の S S C (2 0 ×S S C ) ( 1 倍 濃 度 の

S S C = 0 .1 5 M N a C l
,
0 .01 5 M ク エ ン 酸ナ ト リ ウ ム) を 加え

, 室

温に て3 0 分間の 中和換作を 行 っ た . さ らに
, 新 しい 中和液 に替

えて 室温忙 て30 分間振 塗 し
, 完全 に 中和 させ た ･ 次 い で ペ ー

パ ー タ オ ル を 用 い た キ ャ ピ ラ リ ー 法 で
,
2 0 ×S S C を 用 い て ナ イ

ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ
ー ( H y b o n d- N

,
A m e r sh a m I n t e r n a ti -

o n al pl c
,
B u c k i n g h a m sh ir e

,
U K ) に 転写 した .

D N A 転写後 の ナ

イ ロ ン メ ソ ブ ラ ン フ ィ ル タ ー ほ
,

5 倍濃度の S S C (5 ×S S C ) を

用 い て 洗浄後, 3 7 ℃ で乾煉 させ た . 3 02 n m の 紫外線 を 4 分 間照

射 した 後 ‥ 錮 ℃ 3 時間の 減圧乾燥を 行い
,
D N A を フ ィ

ル タ
ー

に固定 した . こ の フ ィ
ル タ

ー

を シ ー ル ドバ
ッ グ ( コ ス モ バ イ れ

東京) に い れ; 5 ×S S C で
一

度浸潰 した 軋 プ レ ハ イ プ リ ダ イ

ゼ ー シ ョ
ソ 緩衝液 [最終濃度 5 ×S S C

,
2 5 m M N a H 2P O 4 p H 7 ･0

,

0 .1 % S D S
,
0 .1 % フ ィ

コ ー ル (S i g m a C h e mi c al C o ･) ,
0 ･1 % ポ リ

ビ ニ ル ピ ロ リ ドン (Si g m a C h e mi c al C o ･) ,
0 .1 % ウ シ 血 清ア ル ブ

ミ ン (S i g m a C h e m i c al C o .) , 変 性 サ ケ 精 子 D N A (S ig m a

C h e mi c al C O .) 0 .4 m g/ m l] を 加え
,
4 2 ℃ で12 時間反応 させた .

その 後 シ ー ル ドバ
ッ グ 内の 液を

,

ハ イ プリ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン 緩衝

液 [ 最終 濃 度 5 ×S S C
,
2 5 m M N a H 2P O 4 p H 7 ･0

,
0 ･1 % S D S

,

0 .1 % フ ィ
コ ー ル

,
0 . 1 % ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン

,
0 .1 % ウ シ 血清

ア ル ブ ミ ン
, 変性 サ ケ 精子 D N A O .4 m g/ m l

,
5 0 % ホ ル ム ア ミ ド

(和光純薬) ,
プ ロ

ー

ブ D N A ] に 替え ,
さ ら に42 ℃ で12 時間反応

させ た . 反応後 の フ ィ ル タ ー は
, 室温 に て 5 ×S S C で 一 度洗浄

し
,

そ の 後 0 .2 ×S S C と 0 .1 % S D S の 混合液を 用 い て
, 4 2 ℃ で

15 分間の 浸演 を 二 回行 い
, 余分な プ ロ

ー

ブ を 除去 した ･ 最後に

Ⅹ線 フ ィ ル ム ( K o d ak
,
N Y

,
U S A ) を用 い て フ ィ ル タ ー の オ ー ト

ラ ジオ グ ラ フ ィ
ー を 行 っ た .

Ⅳ . 生存曲線

1 ×10
6

個 の r a s/ m y c
- S F M E 細胞お よ び r/ m H M

-S F M E-1 細

胞を B al b/ c マ ウ ス の 背部皮下に 移植 した . r a s/ m y c
- S F M E 細

胞移植 マ ウ ス は 1 群19 軋 r/ m H M - S F M E
-1 細胞移植 マ ウス ほ

1 群1 2 匹を使 用 した . 腫瘍移植後経時的に マ ウ ス を 観察 し
, 各

細胞移植後の 各 々 の マ ウス の 生存 日数 を調 べ
,
生存曲線を求め

た .

Ⅴ . 肺転移腫瘍細胞の 検定

1 . 自然転移

1 ×10
6

個の r/ m H M - S F M E -1 細胞 を
,

1 群 5 匹の B alb/ c マ

ウ ス の 足 舵に 移植 した . 腫瘍移植 7 日 目, 1 4 日 目 ,
21 日 目およ

び28 日 目に 屠 殺 し
, 肺を 摘出 した . 3 匹か らほ

, 下記の 方法を

用 い マ ウ ス 肺 D N A を 抽出 し
,
以下 に示す P C R 法を 用い て転

移腫瘍の 有無を 検討 した . また ,
2 匹か ら得た 肺 で は

,
病理学

的手法に よ り転移 の 有無を 検討 した . ま た
,
別 に 1 ×10

6

個の

r/ rn H M - S F M E -1 細胞を 8 匹お よ び 7 匹 の 2 群 の マ ウ ス 足舵

移植 し
,

そ れ ぞれ14 日 目お よ び28 日 目に 屠殺 して
, 肺と 腎臓を

摘出 した . 両臓器よ り同様 の 方法 に て 高分子 D N A を抽出 し
,

P C R 法を 用 い て ヒ ト c
一 助- rα∫J エ ク ソ ン 1 の 増幅を 行い

,
腫

瘍細胞 の 転移 の 有無を 調 べ た .

2 . 腫瘍移植肢切断 マ ウ ス に お け る肺転移腫瘍細胞 の 検出

1 ×10
8

個 の r/ m H M
- S F M E -1 細胞 を

,
2 0 匹の B alb/ c マ ウス

足蹴に 移植 した . 腫瘍 移植後7 日 ,
1 4 日お よび21 日 に それ ぞれ

5 匹 ずつ 腫瘍移植 肢を 切断 した . 他 の 5 匹は 切断せ ずに 経過を

み た . 腫疹移植後112 日 まで 観察 し
,
生存 して い た 8 匹(腫瘍移

植 7 日目腫瘍移植肢切断 マ ウ ス 3 匹 , 1 4 日 目移植肢切断 マ ウ ス

2 軋 21 日 目移植肢切断 マ ウス 1 匹 お よ び移植肢非切断 マ ウス

1 匹) か ら肺 を摘 出し た . 摘出 した 肺か ら下記 の 方法 に 従い 高

分子 D N A を 抽出 し
,
制限酵素 Hi n d Ⅲ で 消化 軋 P C R 法で ヒ

ト ｡_〟αで ｡ ∫J エ ク ソ ン 1 の 増幅 を行 っ た . そ して , 腫瘍移植肢

切断 糊 臥 すな わ ち 原発腫瘍部 が切断 され , 原発巣か らの 腫瘍

供給が な い 状態で の 肺転移腫瘍 の 有無 を調 べ た ･

3 . 高分子 D N A の 抽出

腫瘍移植 B alb/ c マ ウ ス よ り摘出 した肺 は
l

金属網上 で 薬サ

ジを用 い て 細砕 した . P B S に懸濁 し
,
1 5 m l の ポ リ プ ロ ビ レン

チ ュ
ー ブ に移 した . 4 ℃ , 3 0 0 0 回転/ 飢 5 分間で遠心 洗浄し

,

沈澱を 得た . 本沈殿 よ り , 前記 の 方汝を 用 い て 高分子 D N A を

抽出 した . また , 別に 非担 癌 マ ウ ス 肺 よ り
,

同様 の 方法償 て

D N A を抽 出 し,
コ ン ト ロ ー ル と した .

4 . 鋳型 D N A の 調整

担痛 B al b/ c マ ウ ス 肺お よび 非担痛 B a lb/ c マ ウ ス 肺 D N A を



B alb/ c マ ウ ス 自然転移腫瘍 で の 転移細胞 の 検出

前記の 条件 で制限酵素 E c o R I ま た ほ Hi n d Ⅲ で 完全に 消化 し

た .
エ タ ノ ー ル で 沈澱 させ た後 T E 緩衝液 に 溶解し

,
D A P I 法

を用い て D N A 濃度を 算定 した .

5 .
P C R 法

制限酵素 E c o R I
,
H i n d Ⅲ 消化後 の D N A I p g を鋳型 と し

て ,
P C R 反 応用緩 衝液 [ 最終 濃 度 10 m M T ri s

- H C l p H 8 ･3
,

1 .5 m M M g C1 2 ,
5 0 m M K C l] ,

デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混合液

[d A T P ,
d G T P

,
d C T P

,
d T T P (宝酒造) 最終濃度各 200 p M ] ,

( + ) 鎖 お よび (
-

) 鎖 プ ラ イ マ
ー

(図 1 )
14)

溶 液 [ 最 終濃 度各

1 〃M ] を加 え
, 高圧蒸気滅菌 した 蒸留水を 用い 全量を 22 ･3 〃1 に

調整 した . 反 応用 チ ュ
ー ブ と し て ほ 高 圧蒸気 滅 菌処 理 した

0 .5 m l 用チ ュ

ー ブ ( サ イ メ デ ィ ア
, 東京) を使用 した . また ∴遺

伝子増 幅装置 と し て は
,

プ ロ グ ラ ム コ ン ト ロ ー ル シ ス テ ム

P C -7 0 0 ( サ イ メ ディ ア) を 用い た . 遺伝子 増幅反応 ほ95 ℃ で 5

分間加熱後 , 鋳型 D N A と プ ラ イ マ
ー

を5 5 ℃ で 5 分 間結 合 さ

せ
,

P e rf e c t M a t c h P ol y m e r a s e E n h a n c e r (S tr a t e g e n e , L a

J o11 a
,
C A

,
U S A ) 2 .5〃1 と T a q D N A ポ リ メ ラ

ー ゼ (P e r ki n
- E -

1 m e r C et u s
,
N o r w alk

,
C A

,
U S A ) 1 単位を加 えた . その 後 , 熱

変性94 ℃
,

1 分間 ,
ア ニ ー リ ン グ55 ℃

,
1 分間,

D N A 合 成72

℃ , 2 分間を 1 サ イ ク ル と し て 合 計3 0 サ イ ク ル の 増 幅を 行 っ

た . 反応終了後 ,
7 2 ℃ で1 0 分間 の 処理 を 加 え

,
4 ℃ に 保存 し

た .

6 . P C R 産物 の 検定

得られた P C R 産物 が 目的 とす る D N A 断片か否か を検討す

るた め
, 得 られた 試料 を 制限 酵素 P v u Ⅱ (宝 酒造) で 消化 し

た . す なわ ち P C R 反応 液の
一

部に
, 反応用緩衝液 [ 最終濃度

10 m M T ri s H C l p H 7 .5
,
7 m M M g C12

,
6 0 m M N a C l

,
7 m M 2- メ ル

カ プ ト ニ タ ノ ー ル] お よび P v u Ⅱ 3 単位を 加え
,
37 ℃で30 分

間反応 させ た . そ の 後 4 % N u S i e v e G T G ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル

(F M C B i o p r o d u c t s) 上 で ▲ 制 限 酵 素 H a e Ⅲ で 消 化 し た

◎Ⅹ174 D N A ( ニ
ッ ポ ン ジ ー

ソ) と と もに 1 × T A E 泳動用緩衝液

を用い て定電圧 80 V で 電気泳動 し
, 得 られた D N A 断片の 長さ

を測定 した .

1 4 5 1 G C A C G C T G G G T T G C A G C T G C

1 5 0 1 T G G C G T T G G G G C C C A G G G A C

1 5 5 1 C C A G C A G C T G C C C T G T G G G G

1 6 0 1 G G G C C C T C C T T G G C A G G T G G

( M o u s e ) A

1 6 5 1 C G C A G G C C C C T G A G G A G C G A

2 7 3

7 . 増幅された D N A の 検出

P C R 反応終了 後 の 試料 の う ち 13 .5/ Jl を 取 り ,
プ ロ ム フ ェ

ノ ー ル ブル ー を 加え全量1 5〃1 と した . 各試料 ほ 0 .5 m g/ m l の エ

チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを含む 4 = % N u S ie v e G T G ア ガ P - ス ゲ ル

で
,
1 × T A E 泳動用緩衝液を 用い

, 定電圧 80 V で電気泳動 し

た . な お , 分子量 マ ー カ ー

と して は よ 制 限酵素 H a e Ⅱ で消化 し

た ◎Ⅹ17 4 D N A を用 い た . D N A 泳動後は前記の D N A ハ イ プ

リ ダ イ ゼ ー シ
ョ

ソ 法に 従い
, 増幅 さ れた D N A の 検出を 行 っ

た . 検出はⅩ 線フ
ィ

ル ム を用い た オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ
ィ

ー の ほ

か に ,
バ イ オ イ メ ー

ジ ア ナ ライ ザ
ー

( モ デ ル B A l O O S F
, 富士

フ ィ ル ム
, 東京) を用い

, 放射特性 の 測定と数量化に よ る定 量

化を 行 っ た .

Ⅵ . 検量線の 作成

1 . 検量線用 D N A 試料の 作成

2 .2 ×1 0
7

個 の r/ m H M-S F M E -1 細胞由来 D N A を
, 前記 の 方

法 に 従 い
, 制限酵素 E c o R l また は Hi n d Ⅲ を用い 消化 した .

制 限酵素 消化後 の D N A は エ タ ノ ー

ル で 沈澱 さ せ た あ と ,

2 .2 m l の T E 緩衝液 に 溶解 した . オ ー ト ク レ ー ブ で滅菌 した蒸

留 水を 用 い て 段 階希釈 し
, 溶液 10 恥1 中 に そ れ ぞれ ‡×10

8

,

1 ×1 0
5

,
1 ×1 0

4

,
1 ×1 0

3

,
1 ×1 0

2

お よ び l x l O
l

個の 腫瘍細胞由来

D N A 量とな るよ うに 試料を調整 した .

同様 に非担痛 マ ス ウ肺 由来 D N A も , 制限酵素 E c o R I また

ほ H in d Ⅲ にて 消化 した . 処理後 エ タ ノ ー ル で沈澱 さ せ
,

T E

緩衝液 3 m l に溶解した . そ の 10 分 の 1 量に 当た る 30 恥l を 取

り
,
全肺 D N A 量の10 分の 1 量 と して

上 前記の 希釈系列の 腫蕩

D N A を 各1 0 FLl ずつ 加え
,

∵既知量の r/ m H M
-

S F M E
-

1 細胞を 含

ん だ マ ウ ス 肺標準液と し , 検量線作成に用い た .

2 . 検量線の 作成

各 々 の r/ m H M -S F M E-1 細胞 と非担痛 マ ウ ス 肺 D N A の 混合

液 に つ い て
, 前記の 条件 で P C R 法を行 っ た . 得 られ た サ ン プ

ル は前記と 同様 に 4 % N u S i e v e G T G ア ガ ロ
ー

ス ゲル に 電 気泳

動後,
ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ に 転写 した .

D N A ハ イ プ リ ダ イ

ゼ ー シ ョ ソ を行 っ たあと ,
バ イ オ イ メ ー ジ ア ナ ライ ザ ー

を 用

A C A G G T A G G C

C G C T G T G G G T

C C T G G G G C T G

G G C A G G A G A C

r G A C A G A A TてA

℡G ÅC G G ÅA ℡且

A C G C T G C A G T

T T G C C C T T C A

G G C C T G G G C C

C C T G T A G G A G

Hi n d ‖

▼

⊂且A G C アワG r G

℡ÅA G C ℡G G ℡G

C C T T G C T G C C

G A T G G C C C T G

T G G C T G A G C A

G A C C C C G G G C

G 7
-
G G r G G G C G

G ℡G G ℡G G G C G

1 m e r
▼

1 7 0 1 C C G G C ¢G ℡G ℡ G G G C ÅA G 且G ℡ G C G C ℡G A C C A ℡C C A G C ℡G Å℡ C C A G ÅA C C A ℡

1 7 5 1 ℡℡℡G ℡G G A C G ÅA ℡A C G A C C C

E x o n l

C A C ℡A T A G A G G T G A G C C T A G C G C C G C C G T C

1 8 0 1 C A G G T G C C A G C A G C T G C T G C G G G C G A G C C C A G G A C A C A G C C A G G A T
I
A G G G

1 8 5 1 C T G G C T G C A G C C C C T G G T C C C C T G C A T G G T G C T G T G G C C C T G T C T C C T G C

1 9 0 1 T T C C T C T A G A G G A G G G G A G T C C C T C G T C T C A G C A C C C C A G G A G A G G A G G G

1 9 5 1 G G C A T G A G G G G C A T G A G A G G T A C C A G G G A G A G G C T G G C T G T G T G A A C せC C

2 0 0 1 C C C C A C G G A A G G T C C T G A G G G G G T C C C T G A G C C C T G T C C T C C T G C A G G A T

F ig ･ 1 ･ 01i g o n u cl e o tid e p ri m e r s f o r P C R a m plifi c a ti o n a n d th eir l o c a ti o n i n th e h u m a n c TH a
-

r a S P
3)

･ A r r o w 苧 in di c a t e th ei r

l o c a ti o n s a n d di r e c ti o n s of~ D N A s y n th e sis f r o m th e 5
'

t o 3
'

e n d . T h e s e q u e n c e sh o w n a b o v e th e h u m a n c T H a
-

r a S l i n di c a t e s

S a m e p a r t of m o u s e c- H a
-

r a S
3 4)

g e n e . C l o s e d tri a n gl e s sh o w th e r e s tri c ti o n sit e s of H i n d Ⅲ a n d P vu Ⅱ･
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い
, 放射活性 の 測定 を行 い

, 数量化 した う え で 検量線を 作成 し

た .

成 績

Ⅰ . r/ m H M - S F M E - 1 細 胞の B alb/ c マ ウ ス で の 腫瘍原性の

検討

図2 に r/ m H M -S F M E -1 細胞 1 ×10 憫 を B alb/ c マ ウ ス の 足

眈移植後の 腫瘍増殖 の 経時的変化を 示 した . 時 間は 腫瘍移植後

の 日 数を示 し ∴瞳瘍 径は最大径を 表 した . 腫瘍 の 増殖は 移植 7

日日よ り 肉眼的に 観察され た . そ の 後 ,
計測 した 移植21 日目 ま

で 経時的に 腫瘍径 の 増大を 認め た .

(
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コ
l

ち
¢

N

訪

D

巨
U
《

U
(

D

○

巨
U

0

0
(

ロ
ロ
U

0

0

0

0

0

0

R
覧
U

0

0

D a y $ aft e r i n o c uJ ati o n

F ig . 2 . T u m o r g r o w th o f r/ m H M -S F M E -1 c ell s aft e r

i n o c u l a ti o n i n t o h i n d f o ot p a d . T h e m a x i m al di m e n si o n of

t u m o r b u r d e n w a s m e a s u r e d a t th e cit e d d a y s .

1 2 3 4 5 6 7

6
.
6 - 一 触 ■

4 搭
岬

聯 浄

lくb p

2 3
.
1

-

9 舟
-

2 3 - -

2 軒

Fi g . 3 . S o u th e r n h yb rid i2; a ti o n a n aly si s wi th
32

p-l a b el e d 91 g

b p f r a g m e n t w ith r e s tri c ti o n sit e s of K p n I a n d S a c I

f r o m p U C 1 8
,

W h i c h 占o n t ai n ed a c ti v a t e d h u m a n c- H a- r a S l .

L a n e s 2
,
3 a n d 4 w e r e D N A s dig e s t e d wi th E c o R I .

L a n e s 5
,

6 a n d 7 w e r e D N A s di g e st e d wi th H i n d Ⅲ .

D N A s w e r e e x tr a c t e d f r o m S F M E c ells (1 a n e s 2 a n d 5),

r a s/ m y c- S F M E c ell s (1 a n e s 3 a n d 6) a n d r/ m H M - S F M E -1

C e11 s (l a n e s 4 a n d 7) . H i n d Ⅲ- di g e s t e d 入D N A w a s l o ad e d

a s m a r k e r (1 a n e l) . k b p , kir o b a s e p ai r .

野

Ⅱ ･ D N A ハ イプ リ ダイゼ
ー

シ ョ ン法に よ る S F M E 細胞 ,

r a s/ m y c
- S F M E 細胞 ,

r/ m H M q S F M E - 1 細胞の 検討

図 3 に S F M E 細喝 !
r a S/ m y c

- S F M E 細 胞 ,
r/ m H M -S F M -

E-1 細胞 よ り抽 出 した D N A の 解析 の 結果を 示 した . プ ロ ー ブ

と して ヒ ト c- H a l a S l の エ ク ソ ン 1 を含む 91 9 b p の D N A を

用い た .
レ ー

ン 2
,

3 お よび 4 ほ制 限酵素 E c o R I 処理 ,
レ

ー

ン 5
,

6 お よび 7 ほ 制限酵素 Hi n d Ⅲ 処 理 後 の 試料 で あ る
.

S F M E 細 胞で ほ
, 制限酵素 E c o R I 消化に て 4 本 の バ ン ドがみ

られ るが
,

r a S/ m y c-S F M E 細胞 ,
r/ m H M - S F M E -1 細胞 でほ

,

それ 以外 に 8 本 の バ ン ドが み られ た . ま た
, 制 限酵素 Hi□d Ⅲ

消化 で は
,
S F M E 細胞で は 2 本の バ ン ドが 検出で きるが

,
r a S/

m y c
-

S F M E 細胞 , r/ m H M- S F M E-1 細 胞 で はそ れ 以外に 8 本の

バ ン ドが 検 出 さ れ た . し か し
,

r a S/ m y c-S F M E 細 胞 ,
r/

m H M -S F M E - 1 細胞で は
, 両酵素処理試料 と も同 一 の D N A パ

タ ー

ン を呈 した . こ の 点に つ い て は ヒ ト c-ガα で α ∫J の よ ク ソ ン

2 お よ び エ ク ソ ン 4 を プ ロ ー ブ と して も , 両細胞 の D N A ハ イ

プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン の パ タ ー ン ほ 全く 同 じ で あ り ,
C

- 〃αで α∫上

の 挿 入形式 に ほ差 が な い こ とが 強く 示 唆 され た .

Ⅲ .
r a s/ m y c

- S F M E 細胞お よぴ r/ m H M - S F M E - 1 細胞の病

理学的手法 に よ る転移能の 検討

囲4 に
, 足 跡 こ r a s/ m y c

- S F M E 細胞 ま た は r/ m H M -S F M -

E-1 細胞を 移植後21 日 日の 肺組織 の へ マ ト キ シ リ ン
･ エ オ ジ ン

染色所見 を示 した . r/ m H M -S F M E -1 細胞移植 マ ウ ス (因 4 A)

A

≠軒

紺

を
Fig . 4 . H i st ol o gi c al s e c ti o n s o f th e l u n g o f tu m o r b e a ri ng

mi c e o n D a y 2 l of r/ m H M -S F M E -1 c ell s ( A) o r r a S/

m y c -S F M E c e11 s ( B) i n o c u l a ti o n ( H e m a t o x yli n & E o sin

St ai n ,
×1 0 0) .



B alb/ c マ ウ ス 自然転移腫瘍で の 転移細胞の 検出

に お い て は
, 転移腫瘍巣が 多数認め られ , 周 囲の 正常肺魁織ほ

圧排され て い た ･

一 方 ,
r a S/ m y c-S F M E 細 胞移 植 マ ウ ス (図

4B) に お い て ほ
ト 踵瘍の 浸潤 は 明らか で ほ な く , 正 常肺組織 像

と区別 で きな か っ た . な お
, 腫瘍細胞移植後14 日目 で ほ

l 両 細

胞とも病理 学的に ほ 明 らか な 転移は認 め な か っ た .

Ⅳ . 生存曲線

囲5 に
,

r a S/ m y c
-S F M E 細胞移植 マ ウ ス と r/ m H M- S F M E-

1 細胞移植 マ ウ ス の 生存曲線を示 した .
r/ m H M - S F M E-1 細胞

移植 マ ウ ス は 全例死亡 した が
,

r a S/ r n y c
-S F M E 細胞移植 マ ウ ス

で ほ1 匹が100 日 目ま で 生存 した . また r/ m H M- S F M E-1 細胞

移植群で ほ
,
1 8 日 目よ り死亡 例が み られ50 % 生存期間が39 日 で

あるの に 対 し
,

r a S/ m y c
- S F M E 細胞移植群で ほ これ よ り遅く ,

41 日日よ り死亡 例が 出現 し50% 生存期 間ほ70 日 目 で あ っ た .

V . マ ウ ス 肺 と r/ m H M - S F M E - 1 細胞 の r a s I) N A の

P C R 法に よ る増殖パ タ
ー

ンの 比較

図1 に マ ウ ス C-〟αで α∫
34)

と ヒ ト c一〟αで α∫J
35)

の 塩基配列な

らび に 今回 使用 した プ ラ イ マ ー
14)

を 示 した . 図に み られ る よ う

に , 制限酵素 Hi n d Ⅲ で 消化 した ヒ ト D N A を P C R 法 の 鋳型

と して 用い た 場合に は !28 b p の P C R 産物 が得 られ るカ㍉ マ ウ

ス D N A で は制 限酵素 Hi n d Ⅲ 消化に て鋳型 D N A が 切断され

るた め
,
P C R 産物は 得 られ な い と考 えられ る . 図 6 に制 限酵素

Hi n d Ⅲ 消化後の 非担癌 マ ウ ス 肺 D N A お よ び r/ m H M - S F M -

E-1 細胸 D N A の P C R で の 増幅後の 電気泳動 パ タ ー ン の 結果

を示 した . 非担癌 マ ウ ス 肺で は
, 予測 され る 128 b p の P C R 産

物の バ ン ドは み られな い が
,

r/ m H M- S F M E-1 細胞 で は ヒ ト 括

T ab l e l . E s ti m a ti o n of m e t a s t a ti c t u m o r c ell s i n th e

l u n g of r/ m H M - S F M E -1 c ells i n o c u l a te d mi s e

M e t a st a ti c E s ti m a te d m e t a s ta ti c

i n d e x
b)

c ells c o u n t (p e r l u n g)
C)

ワ
ー

4

1

0
0

1

2

2

6

9

7

7

0

0
0

0

1

1

1

1

2

1 . 0 ×1 0
さ

1 . 5 ×1 0
6

1 . 0 ×1 0
5

4 . 0 ×1 0
8

▲)
d a y aft e r i n o c ul a ti o n of r/ m H M -S F M E -1 c ell s .

b)
M et a st a ti c i n d e x w a s c alc ul a t e d a s cit e d F i g . 9 .

C)
E s ti m a t e d n u m b e r of m e t a s t a ti c r/ r n H M - S F M E-1 c e11 s

i n t h e l u n g of mi c e .

0 2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0

D a y s a fte r i n o c u la ti o n

F i g ･ 5 ･ S u r v iv al p r ofil e s of B alb/ c m i c e af t e r r e c ei v i n g th e

t u m o r c ell s ･ 1 ×1 0
6

r a s/ m y c-S F M E ( s oli d li n e) o r r/
m H M rS F M E -1 (d o tt ed li n e) c e11 s w e r e i nj e c t e d s u b c u t a n e-
O u sl y p e r m o u s e . s u r vi v al r a t e s (% ) w e r e c al c ul a t e d o n

d a y s aft e r lnj e ci o n .

b p

1 9 4 ト

1 1 8 ト

2 7 5

1 2 3 4 5 6 7 8

F ig ･ 6 ･ G eトel e c t r o p h o r eti c a n aly si s of h u m a n c- H a- r ar
S l a rn plifi e d w ith P C R . H i n d Ⅲ-f r a g r n e n t e d D N A s f r o m

n o r m al B alb/ c m o u去e l u n g (1 a n e s 2
,

3
,

4 a n d 5),
r/

m H M - S F M E-1 c ell s (1 a n e s 6 a n d 7) a n d p U C EJ .6 .6 (1 a n e 8)
W e r e a m plifi ed ･ Si z e m a rk e r (1 a n e l) w a s f r a g m e n t s of

◎Ⅹ17 4 . A r r o w in di c a t e s a p o siti o n of 1 2 8 b p . b p , b a s e

p air .

√

≡ 三 ≡…

瑠9 穏妙

謂頂8 軒

Fig . 7 ･ G el -

el e c tr o ph o r e ti c a n aly si s of P C R p r o d u c ts of D N A

f , O m r/ m
- H M - S F M E ,1 c ells ･ P C R p r o d u ct a m pli董i e d wi th

th e s e t of p rir n e r s cit e d in F ig l (i a n e 2) ,
P v u Ⅱ f r a g m e n

-

t s ｡f P C R p r o d u c t (l a n e 3) . S iz e
･

m a r k e r
■(1 a n e l) w a s H a e

Ⅲ f r a g m e n t s o f ◎Ⅹ17 4 ･
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1 2 3 4 5 6 7 8
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Fi g . 8 . D et e c tio n of h u m a n cM H a- r a S I s e q u e n c e b y P C R

a r n plific a ti o n . V a ri o u s a m o u n t s of D N As f r o m r/ m H M -
S F M E-1 c e 11 s w e r e m i x e d wi th D N A s f r o m l u n g of

n o r m al B alb/ c m o u s e . B ef o r e m i xi n g , b o th D N As w e r e

dig e s t e d c o m pl e t el y wi th H i n d Ⅲ . F o r l a n e s l , 2 , 3 ,
4

, 5 ,

6
, 7 a .n d 8 , D N As f r o m r/ m H M , S F M E -1 c ell s w e r e mi Ⅹe d

at th e r a ti o of O
,
1

,
1 0

,
1 0

2

,
1 0

a

,
1 0

4

,
1 0

5
a n d l O

6
c ell s p e r

O n e t e n th of m o u s e l u n g D N A r e s p e c ti v el y a n d th e n th e s e

mi x t u r e s w e r e u s e d a s t e m pl a t e f o r P C R . (A ) E tidi u m

b r o mi d e s t ai n . ( B) D N A h yb ridi z ati o n wi th
32
p -l a b e l e d 91 9

b p p r o b e cit e d a t F i g . 3 . A r r o w in d i c a t e s a p o siti o n of

1 2 8 b p .

X
¢
P
u
鵬

0

;

空
S
再
l

¢

≡

1 0
0

1 0
1

1 0
2

1 0
3

1 0
4

1 0
5

1 0
6

1 0
7

N u m b e r of r/ m H M -S F M E - 1 c ell s

P e r O n e t e nt h o f m o u s e l u n g

性化 crH a- r a S I が導 入 さ れ て お り ,
1 2 8 b p の P C R 産物 が得ら

れ た .
こ の P C R 産 物 は

, 制 限酵 素 P v u Ⅱ に て 消化す る と

128 b p の 長 さ の バ ン ドは 消失 し82b p と 46 b p の 2 本 に 消化され

る (図 1) . 図7 に P C R 産物 を制 限酵 素処 理 した 結 果を 示 し

た . レ
ー

ン 2 に 制限酵素消化前 の 1 28 b p の P C R 産物 を 示 し

た . こ の 産物を 制限酵素 P v u Ⅱ で 消化す る と
,

レ
ー

ン 3 の よ

うに 12 8 b p の バ ン ドは 消失 し , 新た に 82 b p の バ ン ドが出現し

た . また
,
4 6 b p の バ ン ドほ混在す る プ ラ イ マ ー の バ ン ドの 近傍

に 移動する た め ,
こ の バ ン ドの 幅が 広くな っ て い た . 本結果よ

り
,

こ の P C R 産物 ほ
l

ヒ ト c-〃αでα∫ヱ 由来の 産物で ある こと

が確認で きた . 従 っ て
, 制限酵素 Hi n d Ⅲ 消化を 行う こ と によ

り,
ヒ ト 特異的 c一〟α一化 ∫上 の 検 出が可能で あ っ た .

Ⅵ . r/ r n H M - S F M E - 1 細胞 r a s D N A の P C R 増幅に 及ぼす

当該細胞 D N A 量 と正 常マ ウス 肺 D N A の影響

肺 に 転移 した r/ m H M T S F M E-1 細胞 数を 定量す る ため に
, 正

常 マ ウ ス 肺 D N A 内に 含 まれ る腫瘍細胞由来 ヒ ト c-ガ か r α∫J を

P C R 法に て 増 幅 し
, 定 量可 能か 否か を 検討 した . 制限酵素

Hi n d Ⅲ 消化 r/ m H M - S F M E -1 細胞 D N A を 1 ×1 0
6

, 1 × 1 0
5

,

1 ×1 0
4

,
1 ×1 0

3

,
l x l O

2
お よび l X l O

l

個 の 細胞数 に 相当する様に

希釈 した . こ の 試料を
, 制限酵素 Hi n d Ⅲ 消化正 常 マ ウ ス 肺

D N A (全肺 の10 分の 1 相 当の D N A) と混合 して
,
P C R 法で増幅

X
む
P

u
欄

0

苛
帽
l

S
巾
l

¢

≡

N u m b e r of r/ m H M - S F M E - 1 c ell s

P e r O n e t e n th of m o u s e l u n g

F i g . 9 . R el a ti o n s h ip o f d e t e c t a b l e P C R p r o d u c t s a n d tu m o r

c ells i n m o u s e l u n g . P C R a m plifi c a ti o n w a s p e rf or m e d

af t e r t e m pl a t e D N A s w e r e d ig e s t e d wi th H i n d Ⅲ (A) o r

E c o R I ( B) . C al c u l a ti o n of n u m b e r of t u m o r c e11s w a s

cit e d a s F i g , 8 . M et a s t a ti c i n d e x w a s c al c ul a t e d a s (a

v alu e of e a c h s a m pl e s b y bi oi m a g e a n aly z e r)/(a v al u e of

l O
4

c ell s s a m pl e m e a s

.
u r e d b y bi oi m a g e a n al y z e r) ･



B al b/ c マ ウ ス 自然転移腫瘍 で の 転移細胞 の 検出

した . 図 8 に そ の 反応産物の 4 % N u S i e v e G T G ア ガ ロ ー ス ゲ

ル 電気泳動の エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染 色像 (図 8 A) と D N A ハ

イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン ( 図 8B) の 所 見 を 示 し た .
ヒ ト

c-〟αでα∫J の P C R 産物 ほ
,

エ チ ジ ウ ム プ ロ
･

マ イ ド染色法 で は

1 ×10 憫 以上 の 細胞 由来 D N A 量 で 検 出で きた が
,
D N A ハ イ プ

リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ソ 法 を 用 い る と
】
1 ×1 0

3

個 以上 の 細胞 由来

D N A 量で 検 出できた . また
∫
細胞由来 D N A 量が増す に 従 っ

て
,

バ ン ドが 濃く な る こ と が 観 察 さ れ た .

一 方
,

正 常 マ ウ ス

D N A 単独の 場合で も ,
P C R 法に よ る増幅で

,
1 2 8 b p の 長 さを

持つ バ ン ドが 検出され た . 本 D N A ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン の

結果を バ イ オイ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー で 数 量化 して
,

グ ラ フ に

し , 検 量 線 を 得 た (図9 A) . 指 標 と し て 用 い た 転 移 指 数

( m e t a s t a ti c i n d e x) は
▲
1 × 1 0

4

個の 細胞 由来 D N A 量 で 中値を基

準値と して
,

バ イ オ イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー

か ら得 られ た 各測定

値を基準値 で 除 した 比で ある .

転移指数 =

略サンプルのバイオイメ ー

ジアナライザー

による測定値)

(10
4

個の腫瘍細胞 DNA サ ンプルのバイオイメ ー ジアナライザ ー による測定値)

本 グ ラ フ に 示 す ように , 全肺 の 10 分 の 1 相 当量 の D N A に

1 ×10
3

個 の 腫瘍細胞を 含む検体か ら P C R 産物ほ増加 しは じめ
,

1 ×1 0
6

量の 腫瘍細胞を含 む検体 まで 直線的に増加 した . 制限酵

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3

静 僻 舶 郷 噸 灘 漸 ㊥ 確 執 醸

Fig . 1 0 . S o u th e r n h yb ridi z ati o n a n aly si s of P C R p r o d u c ts

a m plifi e d f r o m s a m pl e s of t u m o r b e a ri n g m i c e . D N A

S a m pl e s f r o m l u n g s a t 7 d a y s (1 a n e $ 1
,
2 a n d 3) ,

1 4 d a y s

(l a n e s 4
,
5

,
a n d 6),

2 1 d a y s (1 a n e s 7
,
8 a n d 9) a n d 2 8 d a y s

(1 a n e s l O
,

1 1 a n d 1 2) af t e r t u m o r i n o c u l ati o n w e r e

a m plifi e d wi th P C R . L a n e 1 3 w a s mi x e d D N A fr o m l O
4

t u m o r c ell s a n d o n e t e n th of m o u s e l u n g (c o n tr ol) . P r o b e

W a S 9 1 9 b p f r a g m e n t f r o m p U C 1 8
,

W hi c h c o n t ai n e d

a c_ti v a t e d h u m a n c▼H a l a S l .

b p

1 2 3 4 5 6 7 8 9

9
1

1
d
l
I

小
針

Fig , 1 1 . D e t e c ti o n of e tid i u r n b r o m id e- S t ai n e d c- H ap r a s I

D N As a m plifi e d wi th P C R . T e m pl a te D N A s a m pl e s (1 a n e s

2
, 3

,
4

,
5

,
6

,
7 a n d 8) w e r e e x tr a c t e d f r o m l u n g s of B alb/ c

mi c e af te r a m p u t a ti o n of t u m o r i n o c ul a t e d le g s . S iz e

m a r k e r (1 a n e l) w a s H a e Ⅲ 王r a g m e n ts of ◎Ⅹ17 4 . T h e

rig h t l a n e (l a n e 9) s h o w ed th e D N A s f r o m p U C E .J .6 .6

a m plifi e d wi th P C R (c o n tr ol) . A r r o w in d ic a t e s a p o siti o n

O王1 2 8 b p .
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素 E c o R I 処理 サ ン プ ル に て
, 制限酵素 Hi n d Ⅲ 消化時と 同様

の 操作 を行い
, 得られ た 検量線 を 図 9 B に 示 した . 制 限酵素

Hi n d Ⅲ 消化時と 同様に
,
1 ×1 0

3

個 の 腫瘍細胞 を含む 検体か ら

検量線は上 昇 し
, 両酵素処理 に よ る検量線で ほ ぼ ぼ同様な結果

が 得 られ
, 再現性を持 つ こ とが 判明 した . した が っ て

,
マ ウ ス

肺 に 転移 した r/ m H M -

S F M E -1 細胞 が 1 ×10
4

個以上 あれ ば本

方法を 用い る こ と に よ り定量的に 検出可 能で ある こ とが , 明 ら

か とな っ た .

Ⅶ . P C R 法に よ る肺の転移腫瘍細胞の 同定

囲10 に 腫瘍移植 7 日 目,
1 4 日目 ,

21 日 日お よ び28 日日の 担癌

マ ウ ス 肺 D N A の P C R の 結果を示 した . 特 に移植28 日 目に
,

腫瘍 由来の 1 28 b p の バ ン ドが 濃く検 出で きた . 表 1 に 移植 7 日

臥 14 日目 , 2 1 日冒 お よび28 日 目の 腫瘍移植 マ ウ ス 肺 D N A の

P C R 産物を ,
バ イ オ イ メ ー ジア ナ ラ イザ ー

を 用 い て 数量化 し

た結果を 示 した . 数値 ほ検量線 と同様に
, 実際に得られ た 検体

の 測定値を
, 検量線の 基準値で険 して 得 られ た 転移指数を 用い

て 表 した . 各数値は 平均値で示 した . 個体差は ある が全体と し

て 経時的に腫瘍細胞由来 と考え られ る P C R 産物ほ 増加す る傾

向に あ っ た . ま た
巨 魁織標本で は腫瘍移植14 日目で ほ 明らか な

転移 は認め られ なか っ たが
,
P C R 法で は移植1 4 日 目に ほ 明 ら

か な腫瘍由来の P C R 産物が得 られ た .

図11 に 腫瘍移植肢切断後の 生存 マ ウス 肺 D N A の P C R 所見

を示 した , 腫瘍移植肢の 切断後91 日か ら105 日 の 検体で あるが ,

い ずれ の 肺 D N A 検体でも P C R 後 の エ チ ジウ ム ブ ロ マ イ ド染

色所見 では
,

コ ン ト ロ ー ル と 同 じ1 28 b p の P C R 産物が得 られ

た . こ の 実験に お い てほ ∴陸瘍細胞を供給する 可能性の ある原

発巣ほ 切断 され て い るた め
, 実験結果ほ 転移を 起 こ した 腫瘍 の

存在を表すもの と 考え られ た . な お
,

腫瘍 移植肢 を 切断 しな

か っ た 1 匹 で は
, 最終的に 肉眼的 に ほ 腫瘍移植部位に 明らか な

歴癌形成ほ み られなか っ た .

また
, 移植14 日目 お よ び28 日 目 の マ ウ ス 肺 の P C R 法 の エ チ

ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色所見を 図 1 2 A に示 した . 移植14 日 目 で

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 1 7

牽 嚢嚢 車 重 寮 墓 誌冒
B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 1 7

F i g . 1 2 . A n aly sj s of e tidi u m b r o m id e
-

S t a in e d P C R p r o d u c ts

f r o m l u n g ( A ) a n d kid n e y (B ) of tu m o r b e a r in g mi c e .

D N A s f r o m e a c h o r g a n s a t 1 4 d a y s (1 a n e s 2
,
3

,
4

,
5

,
6

,
7

,
8

a n d 9) a n d 2 8 d a y s (la n e s l O
,
1 1

,
1 2

,
1 3

,
1 4

,
1 5 a n d 1 6)

af t e r i n o c u la ti o n w e r e u s e d a s t e m pl a t e s f o r P C R . S iz e

m a r k e r (1 a n e l ) w a s H a e Ⅲ 王r a g m e n t s o f ◎Ⅹ17 4 . T h e

ri g h t l a n e (l a n e 1 7) sh o w e d th e D N A s

_
f r o m p U C E ･J ･6 ･6

a m plifi e d wi th P C R ( c o n tr ol) . A r r o w i n di c a t e s a p o siti o n

Of 1 2 8 b p .
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は P C R 産物 は 1 検 体で 同定 され た が
, 移植28 日 目で は 5 検体

で み られ た . さ ら に
,

そ の 強度ほ
】 移植28 日目で 明 らか に 増加

して い た . 同時 に行 っ た 腫瘍移植 マ ウス 腎臓 D N A の P C R 法

の エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色所見を 図12 B に 示 した , 移植14 日

日の 腎臓 で は 8 検体 で P C R 産物 が得 られた が
,
2 8 日目 で ほ 1

検体 とむ しろ減少 し, その 強度も減弱 して い た . こ の 結果 は肺

とほ 異な っ て い た .

考 察

悪性腫瘍 の 特徴 の
一

つ に 転移 が ある . 転移は 原発巣か らの 逸

脱, 流血 中 へ の 出現 , 臓器 へ の 定着 , 転移部位で の 増殖な ど
,

極め て多く の 過程を 経て 成立する もの で ある . 従来 よ り , 転移

に つ い て様 々 な研究 がな され て い るが
, 近年特 に 関心が 高 ま る

傾向に ある . そ の 結果 , 転移 に 関連 した 遺伝子が 発見 され
15)16〉

,

細胞接着分 子
1 8)1 g)

や細 胞外 マ ト リ ッ ク ス 分解酵素
2 岬 )

の 関与 が 明

らか に な り つ つ あ る . ま た
, 既知の 癌遺伝 子の 幾 つ か で

, 転移

と の 関連が 考え られ て い る
1 3)22)

本研究で 使用 した r/ m H M
- S F M E -1 細 胞に は

, 活 性化 ヒ ト

c
一 方 か r d ∫J が導入 され て い る .

r α∫ 遺伝子 と転移 と の 関 係に つ

い て は
, 本 遺 伝 子 の 導 入 に よ り 転 移 能 が 高 ま る と い う報

告
4)8 ト 11) と

,
細胞 に よ っ て ほ転移 に は 関連が な い

5)12 )
と い う報告が

あり
一 定 して い な い . S F M E 細 胞ほ

,
B alb/ c マ ウ ス の 胚芽 細

胞よ り確立 された 細胞で
, 腫瘍原性 ほ なく ,

血 清添加に よ り増

殖が阻害 され る と とも に 終末分化形質を発現す る
27)

. 本細胞 に
,

ヒ ト膀胱癌由来括性化 c一βα サα∫J お よ び マ ウ ス c- m ツC を 導入

して 確立 され た r a s/ m y c
- S F M E 細胞

28)
で は

, 形質転 換 の た め

B alb/ c
マ ウ ス に 対 し て腫瘍原性 を示すが

, 転移能は 低 い ･ しか

し
,

ネ オ マ イ シ ソ 耐性遺伝子保持 プ ラス ミ ド p S V 2 n e o 導入 後

の 本 細胞 を マ ウ ス に 移 植 し
, 肺 転 移部 か ら 確 立 さ れ た r/

m H M - S F M E -1 細胞
l】
でチま′ 明らか に r a s/ m y c

- S F M E 細胞 よ り

肺 へ の 転移能の 高 い こ とが 示 され た .
D N A ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ
ソ に よ る両細胞 の D N A 解析 で ほ

,
両者 の rα∫ の 挿入 様式

に は 明ら か な差 は なく , ま た ,
R N A 解析 で も , 両細 胞 で の

r α∫ の 発現 に は大差 ほな か っ た
2g)

. また
, 液体培養 で ほ

,
血 清 の

有 無 に 関 わ らず r/ m H M -S F M E-1 細胞 に 比 べ て r a s/ m y cr

S F M E 細胞 の 方が 早く増殖す る
29)

が
,
B al b/ c マ ウ ス に移植 した

場合の 生存日数 で ほ
,

r/ m H M- S F M E -1 細胞を 移植 され た マ ウ

ス の 方 れ 明らか に 早期 に死亡 した . 生体 内で の 細胞増殖 を培

養条件下の もの と比較す る こ とに 問題は ある が
,

生存 日数 に差

の 生ず る原因の
一

つ と して , 細胞 の 持 つ 転移能 の 違 い嘉ミ考え ら

れ る . 両細胞の 転移能の 違い が どの ような 点に ある の か は 現在

まだ 明らか で は なく , 今後の 検討課題 で あ る .

と こ ろで , 癌転移サニ関す る報告 の 多くは
,

ヌ ー ド マ ウス を 用

い た実験結果で ある
町 丁〉

. した が っ て
,
T 細胞系の 欠損に よ る免

疫能の 低下が あり , 同系の 腫瘍で なく とも ヒ ト痛等 の 移植に よ

り腫瘍を形成 させ る こ とが で き る とい う点 で
, きわ め て す ぐれ

た 実験系で ある . しか し
,

こ の 糸 で ほ , T 細胞系 の 完全欠損 と

い う通常の 生体 で は起 こ り えな い 異常 が あり ,
こ の た めに 生体

内で の 転移 状態 を 正確 に把握す る こ とは 不可 能で ある .

一

万 ,

r/ m H M
- S F M E -1 細胞 は

, 免疫 欠損 の な い 同系 マ ウ ス で あ る

B alb/ c に 移植す る こ と に よ っ て
, 腰瘍形成 が 起 こ る と い う点

で ,
ヌ ー

ドマ ウ ス な ど
, 免疫系 に異常を 持 つ 動物を 用い た実験

系 よりも , 癌細胞 の 動態 に お よ ぼす生体反応細 胞お よび 困子の

解析 に は 有用 と考 えられ る .

野

今 回, 本細胞の 持つ 転移昏引こ つ い て
, 病理学的お よび 分子生

物学 的に 比較検討 した . 分子生物学 的手法が 普及す る まで ほ
▲

転移細胞数の 定量化ほ
,
主に 病理 学的方法

6)7)
や , 臓器表面の転

移結 節数 の 算定
25)2 8)

で 評価 されて い た . すな わ ち 一 転移巣の 数と

して 評価 され
, 細胞数 に つ い ての 検討は 行え な か っ た . 今回用

い た 実験系 で ほ , 腫瘍移植21 日 目で 病理学的に 明 らか な肺転移

腫瘍の 存在 を確認す る こ とが できた が
,
1 4 日 目の 摘出肺 で は転

移所見ほ 明 らか で ほ なか っ た .

近年 , 微 小転移 の 同定 に P C R 法が 有用で ある こ とが 報告さ

れ て い る
2)17)

. 本研究 でも
, 本糸で の 転移の 評価 に P C R 法を試

み
, 転移検出 に お け る有 用性 に 加 え , 転移腫瘍細胞数の 数量化

の 可 能性を 検討 した .
P C R 法ほ 亭aiki ら

30)3Ⅰ)
に よ り開発され た

方法 で あり
,

目的 とす る遺伝子を ,
プ ラ イ マ ー と 呼ばれる 2 種

類の オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドと 耐熱 性 D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ を 用い

て
, 増幅 させ る方法 で ある . 本方法を 用い て特異 的 D N A を増

幅す るこ と に よ り 目的遺伝子が 微量で あ っ て も検 出可 能 とな っ

た . 現在 , 各種 ウ イ ル ス
38)37)

, 鮭核菌
38)

な どの 微生物 の 検出, 腫

瘍遺伝子
3g)

･ 腫瘍抑制遺 伝子
40) 頼 の 有無 の 検索 , 微小残存病変の

検 肝
2)
な ど

, 多方面に わ た っ て応 用され て い る . こ の 方法ほ
,

高温 で D N A を 1 本鎖化 した 後 上 低温 で 標的遺伝子に 特異性の

高い プ ラ イ マ ー

を結 合さ せ て
▲
D N A ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い

よ 鋳

型 D N A と相補 的な D N A を 合成 させ る方法で あ り
30)3 1)

,
サ イ ク

ル 数 を増や す こ と に よ り目的遺伝子を100 万 倍以 上 に増 幅する

こ と が 可 能 で ある . ま た
,

耐熱 性 D N A ポ リ メ ラ ー ゼ の 採

肝
3)
や 自動化 シ ス テ ム の 開発 に よ り ,

一 般実験施設に お い ても

容易に 行 うこ と が で き る ように な っ て きて い る . しか し
, 逆に

そ の 鋭敏性 に よ り , 異物や 対象外 の 類似遺伝 子の 混入 などがあ

る と ∴誤 っ た結 果が得 られる危険性も指摘 され て い る
44)

. 本実

験で は
t

こ の 点 を考慮 し
,
P C R お よび 前処理の 一 連の 操作ほす

べ て ク リ ー ソ ベ ン チ 内で 行い
,

ま た極力デ ィ ス ポ ー ザ ブ ル の 器

具を 使用 し
,
P C R 前後の サ ン プ ル の 扱 い は 別 々 の マ イ ク ロ ピ

ペ
ッ トを 使用す るな ど し て , 異物 の 混 入 を で き る 限 り予 防し

た . そ の 結果 ∴鋳型 D N A を 加えず に 行 っ た P C R 検査で ほ ,

増幅産物 は全く検出で きず , 得 られた 実験結果 は純粋に 対象試

料に 依存 した 反応結果で あると 考え られ た . ま た
,

サ イ クル 数

の 増加 に よ り , 非特異的増幅産物が得 られ る場合 もあると指摘

され て い る が
, 今 回 の 実験に お い て ほ

1
日 的とす る c一〃αで 那ノ

エ ク ソ ン 1 内の 1 2 8 b p 由来の 増 幅産物 の み が得 られ , 他の 非特

異的産物 ほ得 られ なか っ た . さ ら に
,

ア ニ ー リ ン グの 温度が不

適切で あ る場合 に は , 目 的とす るバ ン ドの 検出が で きな い場合

や
, 非特異的産 物が得 られ る こ と も ある が

, 図 に 示 した よ う

に
, 得 られ た結 果は 全て 単

一

の バ ン ドで あり
,

ア ニ ー リ ン グの

温度も問題な い もの と考 え られ た . 以上 よ り , 本実験の 条件は

ヒ ト c
一 打αでα∫J の エ ク ソ ン 1 の P C R 法 で の 検討に 適 してい る

と考 えられ た .

検量線 の 作成に あた っ て は , ま ず 3 匹 の 非担痛 マ ウス 肺よ り

高分 子 D N A を 抽 出し
, それ ぞれ の D N A 量を 検討 した ･ 抽出

操作 や
,
個体差に よ ると思わ れ る D N A 量 の 差が み られ ,

そ の

差を で き る だ け少 な くす る た 捌 こ
,

3 匹 の マ ウ ス よ り得た

D N A 溶液を 全て 混合 し
,

そ の 30 分の 1 量を 便宜上 1 匹の マ ウ

ス 肺 D N A の1 0分 の 1 量 を代用す るもの と考え た ･ また , 腫瘍

細胞に つ い て ほ細胞数 を算定 した 後 D N A を抽 出 し
,
制限酵素

Hi n d Ⅲ 処理 衝 こ1 0倍ず つ 段 階希 釈 し
, 各腫 瘍細胞 数由来の

D N A と考 えた . 以上 の 方法 で得た サ ン プ ル を種 々 の 割合で混



B alb/ c
マ ウス 自然転移腫瘍 で の 転移細胞 の 検出

合し
,

こ れ を標準液 と して 検量線を 作成 した ･ 〃か r α∫ ほ 動物種

を越え て よく保存 され て い る遺伝子で
,

マ ウ ス と ヒ トと の 間で

も相同性 が高 い . r/ m H M -S F M ETl 細胞 に 導入 されて い る ヒ ト

c-〟か r α ∫上 達伝 子は ヒ ト膀胱癌由来 で あり ,
コ ド ン1 2 の 点突然

変異に よ り惰性塑 とな っ て い る
35)

,

一 方 マ ウ ス ガ か r α∫ 遺伝子

はt
コ ド ン 5 と コ ドン 6 の 塩基配列が ヒ ト と異な り , 制限酵素

托 nd Ⅲ の 認識部位を 持 っ て い る . そ の た め に 本酵素 で消化す

ると
,

マ ウス H a l a S D N A ほ切断 され ,
P C R 産物ほ得 られな

い が
,
制 限 酵 素 Hi n d Ⅲ 認識 部 位 を 持 た な い ヒ ト活 性 型

c-古か rα∫J では P C R 産物が 得 られ る . した が っ て
,

こ の 前後に

プライ マ ー を 設定 し
,
制限酵素 Hi n d Ⅲ 処理 D N A を 鋳型 と し

て P C R 反応を 行 え ば ,
ヒ ト活性 型 c-〟 か r α∫J の み が 増 幅 さ

れ ,
そ の 結果, 特異性 の 高 い 結 果を 得 る こ と が で き る と 考え

た . 実際 , 腫瘍細胞 由来 D N A を 含 ま な い 正 常 マ ウ ス 肺由来

D N A に つ い て ほ
,

エ チ ジ ウム ブ ロ マ イ ド染色法で P C R 産物ほ

検出でき なか っ た . しか し
,

ヒ ト c-〟αでα∫J の エ ク ソ ン 1 を プ

ロ ー ブと して 行 っ た D N A ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ検査で ほ
よ

1 28 b p の 部位に バ ン ドが 認め られ た . また , 制限 酵素 E c o R

I で処理 して作成 した 検量線に お い ても ,
D N A ハ イ プ リダイ

ゼ ー シ ョ ソ法で は正 常 マ ウ ス 肺 D N A で ∴陸瘍と 同様の 箇所に

薄い なが らも 1 28 b p の バ ン ドが み られた . こ の 原 因と して は
▲

異物の 混入 は前述の 理由よ り考え にくく , 非特異的な産物で あ

る可能性に つ い ても
,

ヒ ト c- 〟d- r α∫g エ ク ソ ン 1 と ハ イ プリ ダ

イ ズす る こ と よ り考 えられず,
マ ウ ス 肺 D N A 中の マ ウ ス 由来

の βか rα∫ の
一 部が メ チ ル 化な どの た め制限酵素で 完全 に 消化

されて い な い 可能性 が考 え られた .

作成 した 検量線 よ り ,
1 0

3

個の 細胞 由来 D N A の 段階で 明らか

に P C R 産物 の 増加が み られ は じめ た . こ の 結 果は
, 制限酵素

E c o R I を使用 した検量線で も
, 制限酵素 Hi n d Ⅲ を 使用 した

検量経でも同様の 結果 で あり
,
再現性 を 有 して い た . 従 っ て

,

混在させ た正 常 マ ウ ス 肺 D N A の 量 と の 比か ら ,
1 匹の マ ウ ス

の 肺に腫瘍細胞が 1 0
4

個あれ ば本方法 で 検 出が 可 能で あると い

う こ とが 明らか とな っ た . こ の 検出限界ほ
,

ヌ ー ド マ ウ ス を用

い た太 田の 報告
3)

にほ ぼ 一

致 したも の で あ っ た .

本法の 問題点 と して
,
P C R 法 に よ り検出 さ れ た 腫 瘍細胞 が

転移細胞か否か と い う点が あげられ る . E n d o ら
2)
ほ , 非腫瘍性

細胞の 移植に よ り
,

一

過性に 肝臓 に 同細胞の P C R 産物が検 出

されるが 経時的に 消失 して い く た め
, 結論 と して

, 流車中に 出

現 した移植細胞 が肝阻織に 描獲され た た めで あると 報告 してい

る , こ の よ うに
, 臓器摘出時に 流血 中の 腫瘍細胞を 同時に 採取

して い る可 能性もある . 本実験 で は
, 腫瘍 移植後

一

定期 間毎

に
, 腫瘍移植肢の 切断を 行 っ た マ ウ ス に お い て

,
肺転移の 有無

を P C R 法を用 い て 検討 した .
こ の 条件で は , 原発巣か らの 流

血中 へ の 腫瘍細胞の 流 出ほな く , 結果ほ 純粋 に 肺転移腫瘍 に よ

るもの を反映す ると考 え られ , 実際に P C R 法に て腫瘍 由来 の

P C R 産物 を得 る こ と が で きた . こ の こ と ほ
一 本実験系に よ り肺

転移腫瘍細胞の 検出が 可能 で ある こ と を 示 して い る . また
, 流

血の 影響に つ い て ほ
, 取 り扱 い が 比較的容易で

,
血 流量の 畳嘗

な腎臓を 用い 検討 した . そ の 結果 ‥
睦瘍移植 後14 日 目に ほ 明 ら

かな P C R 産物の 検 出が で きた . しか し∴組織学的検索を行 っ

た別の 2 検体 で は こ の 時点で は転移ほ 明らか で は なく ▲ 血 流中

へ の 腫瘍細胞 の 流 出の 可 能性も疑わ れ た . 極め て 興味深 い こ と

に
, 移植28 日 目にお い て ほ

,
P C R 産物 ほ著明な肺転移 を伴う1

検体の みで しか 検 出され な か っ た . こ れ は
, 移植14 日 目に 腎臓
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に おい て腫瘍細胞の 存在が認め られ なが ら , 転移腫瘍 と して 成

立 して い な い こ とを表 して い ると 考え られ るが
, なぜ P C R 産

物 の 減少を認め た の か とい う原因に つ い ては 今後検討 を要する

問題点と して 挙げ られ る .

肺転移の 経時的変化 に つ い て の 検討で は
, 移植 7 日 目の マ ウ

ス 肺よ り P C R 産物が得 られ た . ま た こ の P C R 産物は経時的に

増 加 し
,

こ の こ とほ 転移が成立 し
, そ の 後腫瘍細胞が次第に 増

殖 して い く こ と を表 して い ると考 え られ る . 別 に 行 っ た移植14

日目 と28 日目の マ ウ ス 肺の P C R 法で も 同様な経 時的増加を 認

め た . 検量線を用 い て 推測され る マ ウ ス 1 匹 当た りの 肺転移腫

瘍 細 胞 畳 は , 1 4 日 目 は 1 .5 ×1 0
6

個 以 下 で あ り
,

2 8 日 目

4 .0 ×1 0
6

個 で あ っ た .

以上 よ り ,
r/ m H M -S F M E -1 細胞 と正 常 B al b/ c マ ウ ス を 用

い た 転移実験系で の 肺転移腫瘍細胞数 の 推 定が
,

P C R 法 を 用

い る こ と に よ り可能 で あり
, 本実験系 は

t 今後生体内で の 転移

現象を 詳細に解析する の に 極め て 有用で あると考 え られ る .

結 論

肺転移能の 高 い r/ m H M-S F M E -1 細胞 を用い て
,

マ ウ ス 肺 へ

の 遠隔転移を病理学的検討お よ び P C R 法を用 い て検討 した .

ま た
, 従来 P C R 法 に お い て 問題 と され て い る定量性に つ い て

,

本法 に よ る検量線の 作 成を試み , 以下の 結論を 得た .

1 . 親 株 で あ る r a s/ m y c
- S F M E 細 胞 と 比 較 し て

,
r/

m H M -S F M E -1 細胞 ほ
, 肺 へ の 高い 転移能を持 つ こ と が病理 学

的検討お よび 分子生物学的検討に よ り明 らか と な っ た .

2 . 制限酵素 Hi n d Ⅲ 処理 D N A を 用い て P C R 法に よ り作

成 した 検量線 で ほ
,

マ ウ ス 1 匹 の 肺に 腫瘍細胞が 1 0
4

個以上 あ

れ ば検 出可 能 で あ っ た .
こ れ は 制 限酵素 E c o R I 処理 した

D N A を用 い た 場合 でも同様 な結果で あ っ た . ま た
, 各 々 の 制

限酵素処理 D N A で 作成 した 検 量線 は
,

ほ ぼ 同
一

の 曲 線を 示

し
, 再現性が 確認され た .

3 . 本法を 用い て腫瘍移植 マ ウ ス 肺 へ の 遠隔転移を 経時的に

調 べ た . そ の 結果
,
腫瘍移植 7 日 目 よ り腫瘍由来の P C R 産物

の 検 出が可 能 で あ っ た . ま た , 1 群 の マ ウ ス 匹 数 を 増や して

行 っ た 実験 で も , 経時的に 肺 で の 腰瘍由来 P C R 産物が増 加す

る こ と が確認 で きた .

4 . 本法 を用 い て
, 腎臓で の 腫瘍由来 P C R 産物 の 検出を経

時的 に 行 っ た . そ の 結果 巨 匠瘍由来 P C R 産物の 検 出が 可 能で

あ っ た . しか し
, 肺と は異な り腫瘍由来 P C R 産物 ほ28 日 目 に

ほ 減少 して い た . な お , 組織学 的に 検討 した と こ ろ よ
1 4 日 日 ,

2 8 日 目と もに 腎臓に は 明 らか な腫 瘍 の 転移 の 所 見は み られ な

か っ た .

以上 の 結果よ り , 本細胞の 肺 へ の 遠隔転移の 検出な らび に 転

移腫瘍細胞数の 推 定に P C R 法 は 有用 で ある こ とが 証 明 され

た . ま た
,
P C R 法 を組み込ん だ 本実験系ほ , 転移腫瘍細胞数の

評価 を行う うえ で極め て 有用 で あ ると考 え られ た .
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m u ta.ti o n s in th e h u m a n r e ti n o b l a s t o m a g e n e : T h eir

a p pli c a ti o n t o g e n e ti c c o u n s elin g . N . E n gl . J . M e d .
,

3 2 1
,

1 6 8 9
-1 69 5 (1 9 8 9) .

41) N i g r o
,

J . M .
,

B & k e r
,

S . J .
,

P r ei si n g e r
,

A . C . ,

J e s s u p ,
J . M .

,
H o st e tt e r

,
R . , C l e a r y ,

K .
,
B i g n e r , S . 11 り

D a v id s o n . N .
,
B a yli n , S リ I) e v il e e

, P .
, G l o v e r

,
T .

,
C o lli n s

,

F .S . ,
W e s t o n

,
A .

,
M o d a li

,
R .

,
H a r ri s

,
C . C . & V o g el s t ei n

,

B . : M u t a ti o n s i n th e p 5 3 g e n e o c c u r i n di v er s e h u m a n

t u m o u r ty p e s . N a t u r e
,
3 4 2

,
70 5 - 7 08 (1 9 8 9) .

4 2) L e e
,
M .

,
K h o u ri

,
Ⅰ.

,
K a n t a rji a n

,
C . H .

,
T a r p a z ,

M .
,

F r ei r e ic h
,
T . E .

,
D ei s $ e r O t h

,
A . & S t a s s

,
S . : D e t e c ti o n of

mi n i m al r e sid u al di s e a.s e b y p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n of

b c r/ a bl tr a n s c ri p ts i n c h r o ni c m y el o g e n o u s l e u k a e m i a

f o1l o wi n g all o g e n ic b o n e m a r r o w t r a n s pla n t ati o n . B rit ･ J ･

H a e m a t ol
,
8 2

,
7 0 8 -71 4 (1 99 2) .

4 3) B r o c k
,
T . I) . & F r e e z e

,
H . : T h e r m u s a q u a ti c u s g e n .

n . a n d s p . n .

,
a n O n S p O r ul a ti n g e x t r e m e th e r m o ph il e ･ J ･

B a c t e ri ol
,
9 8

,
2 8 9- 2 9 7 (1 9 6 9) .

4 4) K w o k
, S . & H i g u c h i

,
R . : A v o id i n g f als e p o siti v e s

w ith P C R . N at u r e
,
3 3 9

,
2 3 7 -2 3 8 (1 9 8 9) .
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E st a bli s h m e n t o f C ell L i n es E a vi n g M e t a st ati c P o t e n ti al o n B a l b k M o u s e a n d D e t e cti o n o f M et a s t a si 2: in g T u m o r

C ell s i n B al bノと M o u s e L u n g b y P oly m e r a s e C h ai n R e a cti o n S a d a y a M at a n o
,
D e p art m e nt o f I n te rn al M e d i c i n e (ⅠⅠⅠ) ,

S c h o ol of M e di ci n e
,
K a n a z a w a U ni v er si ty ,

K a n a z a w a 9 2 0
p

J . J u z e n M e d S o c .
,
1 0 4 , 2 7 0

~

2 8 2 ( 1 9 9 5)

K e y w o r d s m et a s ta si s
,
P C R

, q u a n ti n c ati o n
,
r/ m H M - S F M E N I c ell

,
l u ng

A b s t r a ct

T h e r/ m H M - S F M E - 1 c el1 1i n e h a s b e e n e s ta bli sh e d fr o m p S V 2 n e o -i n t r o d u c e d r a s/ m y c - S F M E c e11 s w h i c h h a d b e e n

t ra n sf o r m e d fr o m S F M E c ell s b y a cti v at e d h u m a n c - H a
-

r a Sl a n d m o u s e c
- m y C g e n eS . I t h as b e e n k n o w n t h at th e r/ m H M -

S F M E - 1 c ell li n e h a s a n ability t o sp o n ta n e o u sl y m e ta st asi z e to th e l u n g s o f s y n g e n eic B alb / c m i c e . I n t h e p r e s e nt st u d y ,
i n

O rd e r t o k n o w th e a v ail a b ilit y of th e r/ m H M - S F M E - 1 c el1 1i n e a s a n e x p e ri m e n t al m o d el o f m et a st asi s of c a n c e r c ell s a n d th e

u s ef ul n e s s of P C R f o r d et e ctl n g m i cr o m e ta st a sis of c a n c e r c e11 s
,
r/ m H M - S F M E - 1 c ell s w e r e l nJ e C te d i n t o t h e h i n d f o o tp ad o f

B alb/c m i c e
,
a n d a di st a nt m et a st asis of th e t u m o r c ell s w a s d ete c t ed b y u sl n g P C R a n d a c o n v e nti o n al p ath ol o g l C al m eth o d .

P ri m e r s f o r P C R w e r e s et t o a m plify e x o n l s e q u e n c e of h u m a n
- a C ti v at e d c - H a

-

r a S l g e n e w h i ch a ss o ci a te d wi th th e

tu m o n g e nicity o f th i s c ell li n e ･ B y this rn et h o d
,
th e 1 2 8 b p D N A f ra g m e n t of e x o n l w a s a m pli fi e d ･ Wh e n m et as ta si s of th e

t u m o r c ells w as c o n 丘 rm e d h is tol o gi c ally ,
th e e x o n l ff a g m e nt w a s al s o d et e ct e d i n t h e l u n g s of mi c e ･ F o r q u a n tin c ati o n o f

th e m et a st a siz e d t u m o r c ells i n th e l u n g s
,
H i n d III - d ig e s te d D N A e x tr a ct e d 丘o m t h e c ell s w a s m i x e d w i th th a t fr o m c e11s of

th e l u n g s of n or m al m i c e at diff t r e n t r ati o s ･ A fte r a m p lifi c ati o n b y P C R a n d D N A h y b ri d i z a ti o n
,
th e a m o u n t of P C R p r od u c t

i n e a c h mi xt ur e w as m e a s u re d
,
a n d t h e n a s ta n d a rd c u rv e W a S C O m Pl e te d . F r o m thi s st a n d ard c u rv e

,
it i s p o s sib l e t o d e te c t

th e t u m o r c ell s b y P C R
,
if th e n u m b e r o f m eta s ta si z e d tu m or c ell s is l X l O

4

0 r m Or e P e r b o th 1 u n g s o f m o u s e ･ F u r th e r m or e
,

th e s ta n d ard c u r v e w a s v ery si mi l ar t o th at c o m p l e te d fr o m th e E c o R I - di g e ste d D N A s a m pl es ･ U si n g th e sta n d a r d c u r v e
,
it

w as d e m o n s tr at e d th at th e n u m b e r o f m e tas ta s I Z ln g tu m O r C ells i n th e l u n g s o f a m o u s e w a s l ･5 ×1 0
6

at 1 4 d ay s
,
a n d 4 ･0 ×

1 0
6
at 2 8 d ay s aft e r th e i n o c ul ati o n of th e t u m o r c e11 s

,
r e S P e Cti v el y ･ T h e s e re s u lt s i n d i c a te th a t th e r/ m H M - S F M E - 1 c el1 1i n e

i s a v ail ab l e a s a n e x p e ri m e n t al m o d el o f m et a st a si s t o th e l u n g s of m ic e
,
a n d th at P C R i s al s o u s e fu 1 f o r d e te c ti o n of

mi c r o m et a sta si s of t u m or c ell s a n d f o r e sti m ati o n o f th e n u m b er of c ell s m et a st asi z e d .


