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癌細胞 の 転移に は Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン の 分解酵素が 関与す る と言わ れ て い るが
, 現時点では 腫瘍細胞 に お け る発現の 状態お

よ び転移能 と の 関連に つ い て 基本的情報が 不足 して い る . そ こ で Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ン の 分解酵素で ある マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ

ナ
ー ゼ ( m a tri x m e t allo p r o t ei n a s e

,
M M P )- 2 , M M P - 3 , M M P-9 お よ び メ タ ロ ブ ロ テ ナ ー ゼ 阻織 阻害国子 (ti s s u e i n hibit o r of

m e t all o p r o t ein a s e
,
T I M P)-1 ,

T I M P - 2 の 発現が 細胞 の 転移能の 指標 とな り得るか を 検討す る目的 で
,

ヒ ト腫瘍由来培養細胞株

26 種に おけ る ノ ー ザ ン 法に よ る M M P s と T I M P s の m R N A の 発現と鶏卵法に よ る 転移能 と の 比較 を 行 っ た . そ の 結 果 ,

M M P -2 は 間英系細胞 で ほ 9 株全 例に
,

上 皮系細胞で は4/1 7 例に 発現が み られた . M M P- 9 は 間菓系細胞 で7/9 例 ,
上 皮系細胞

では2/1 7 例 で 発現が み られ
,

こ の 二 者の 発現は 閉業系と 上皮系 で 有意な差 が あ っ た .
M M P-3 の 発現頻 度ほ 低く , 間菓系 で

1/9 例 , 上 皮系細胞 で は2/1 7 例 で あ っ た ■
T I M P-1 の 発現 レ ベ ル ほ 細胞に よ っ て 異な っ て い た .

T I M P-2 は ほ と ん どの 細胞 で発

現が 認め られた ･ 鶏卵法に よ る転 移は
, 間英系細胞の 3/ 9例 , 上皮系細胞の 2/1 7 例 に 認め られ た . M M P s と転移能 との 相関を検

討 した と こ ろ
, 間葉系細胞で は転 移 した細胞は 全て M M P-9 を発現 してい た細胞 で あ っ たが

,
上皮系細胞 で は転移が 認め られ

た 2 株で M M P -9 の 発現はな か っ た . M M P-2 ,
M M P -3 の 発現ほ い ずれ の 細胞株に おい ても転 移能 と の 相関 ほ み られ な か っ

た ･ 間菓系細胞 で M M P-9 を 発現 して い た が転移 しな い 細胞ほ TIM P-1 の 発現が高く 仁 逆に 高転移性細胞 で ほ 3 例 中2 例 に

TI M P-1 の 発現低下が 認め られた ･ 以上 の 事か ら間実弟細胞で は M M PL9 の 発現昂進と TIM P -1 の 発現低下 が転移能と関連す

る事が示 され た . しか し 一 方 で
,

M M P-2 ,
M M P -3 に つ い て は こ れ ま で 報告 され て い る転移能と の 相関が 必 ず しも 一 般的に 成

立 しな い 事が 判明 した .

K e y w o r d s m a t rix m e t allo p r o t ei n a s e s ( M M P s) ,
t y P e Ⅳ c oll a g e n a s e

,
tis s u e i n hibit o r s o f

m e t all o p r o t ei n a s e ( T I M P s) ,
C a n C e r m e t a S t a Sis ,

癌の 転移に お い て 細胞外 マ ト リ ッ ク ス は 癌細胞 に よ る周辺敵

織へ の 浸潤に 対す る物理 的障壁と して 働い て い る . 特に 細胞外

マ トリ ッ ク ス の 一 形態 で ある基底膜は 癌細胞 の 問質 へ の 浸潤 ,

血管内へ の 侵入
,

血 管外 へ の 脱出の 際に 重要な障壁と な っ て い

る
l ト 4)

. 癌細胞の 基底膜 へ の 浸潤 に は ま ず 基底膜構 成成 分の ラ

ミ ニ ン
,

フ ァ イ ブ ロ ネ ク チ ン な どに 対 して 癌細胞が レ セ プ タ ー

を介して 接着 し
, 次に そ の 接着部位に て 細胞 の 表 面よ り蛋白分

解酵素 を 分 泌 し Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ン な どの 主 要構 成 成 分 を 分 解

し
5)8)

, 最後に 癌細胞 が移動 して い く , と い う 3 段 階説が 考 え ら

れて い る
7)

.

細胞外 マ ト リ ッ ク ス の 構成成分を 分解す る酵素は 多く報告 さ

れて きて い るが
, な か で も マ ト リ ッ ク ス メ タ P プ ロ テ ナ ー ゼ

(m a trix m et all o p r ot e i n a s e s
,
M M P s) と い う 一 群の 酵素群 が重要

な役割を持 つ と考え られて い る
8)9)

. M M P s ほ (1) 細胞外 マ ト

リ ッ ク ス 構成成分を 分解す る蛋白分解 酵素 で
, (2) ア ミ ノ 酸配

列の 相同性を 有 し
, (3) 活性部位 に 亜 鉛イ オ ン をも ち

, (4) 前駆

体 (不 活性型) で 分泌され , (5) 特異的な阻害因子 で ある メ タ ロ

ブ ロ テ ナ ー ゼ 魁織阻害国子 (tis s u e i n h ibit o r s of m e t all o p r o t aト

n a s e
,
T I M P s) に よ っ て 活性が 阻害 され る . M M P s は それ ぞれ

異 な っ た 基質特異性を もち
,

Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン の 分解に 関与する

の ほ Ⅳ型 コ ラ ー ゲナ ー ぜ
0)
と M M P-3 ( ス ト ロ メ ライ シ ン)

11 卜 ■射

で ある . Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ に は72 キ ロ ダ ル ト ン (kil o D alt o n
,

k D ) の M M P-2 (7 2 k D ゲ ラ チ ナ ー ゼ/ Ⅳ 塑 コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ)
14 H 5)

と

9 2 k D の M M P- 9 (9 2 k D ゲ ラ チ ナ ー ゼ/ Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ナ
ー

ゼ)
16) 1 7)

がある . 研究の 初期に は M M P←2 と M M PT 9 の 区別が さ

れ て い な い こ と もあ っ た が現在は そ れ ぞれ 精製 され そ の 遺伝子

が ク ロ ー ニ ン グ され て い る .

Ⅳ塑 コ ラ ー ゲ ン ほ基底膜の 主 要構成成 分で あり
,

Ⅳ 型 コ ラ ー

ゲ ン の 分解 に た ずさわ る 3 つ の 酵素 M M P - 2
,
M M P-3 , M M P-9

ほ 癌の 転移 の 際に 重要な 役 割を は た し て い る と 考え られ て い

る
t8)1 8 )

. Ⅳ型 コ ラ ー

ゲナ ー ゼ の 発現は正 常細胞で は低く , 高転移

能を 有す る癌細胞 で増加 し
2 嘲

,
が ん 遺伝 子導入 な ど に よ っ て

A b b r e via ti o n s ‥ A T P
,

a d e n o sin e t rip h o s p h at e ; C D N A
,

C O m pl e m e n t ar y D N A ; C s Cl
,

C e S e u m C hlo ri d e ; d C T P
,

d e o x y
- C y tidi n e t rip h o s p h at e ; E D T A

,
e t h yle n e dia m i n e t e t r a a c e ti c a cid ; E G F

,
e pid e r m al g r o w t h f a c t o r ; G T C

,

g u a nidi n e t hio c y a n at e ; Ⅰし1
,
in t e rle u ki n - 1 ; k b

,
kilo b a s e p ai r s ; k D , kilo D alt o n ; m R N A

,
m e S S e n g e r R N A ;

M M P s
･

m at ri Ⅹ m e t all o p r ot ein a s e s ; M N N G
,
N - m e t h y トN

･

-

nit r o
- N -

nit r o s o g u a n id in e ; M O P S , 3 - N ～ M o r p h ol in 0
-

p r O P
-
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生 じた 転移形質 の 変化 と Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ナ
ー ゼ の 発現 が 相 関す

る
22 卜 2T)

と報告 されて い る . ま た
,
実験的に再構成 され た基底膜

へ の が ん細胞 の 浸潤ほ
,

キ レ
ー

ト剤や Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ に 対

す る抗体を 用 い て Ⅳ塾 コ テ
ー ゲ ナ ー ゼ の 活性を 阻害す る こ と に

よ り抑制 され る
凶 卜 3 0)

と の 報告も ある . しか し こ れ らほ
一

な い し

数種煉 の 高転移株 に おけ る結果 で あ り
,

そ の 細胞系で 言 えた 事

が ど こ ま で
一 般化 で き る か明 らか で は な い .

ま た M M P s の 酵 素活 性 を 阻 害 す る TI M P s に は TI M P -

1 叩 2}

,
T I M P- 2

3n 3 4 )
が 報告 され て お り

,
T I M Prl ,

T I M P- 2 と もに

性 型 M M P s と 結 合 し
,

酵 素活 性 を 阻 害 す る . そ の う え

TI M P-1 ほ M M P -9 の
,

T I M P -2 ほ M M P- 2 の 前駆体 とも1 対

1 に結合 し で
7)35 卜 3B)

そ の 活性化を 調節 する . よ っ て M M P s の 活

性は M M P s の 活性型 の 量ばか りで なく TIM P s と の バ ラ ン ス

の う え で考 え なけ れ ばな らな い .

以上 の よう に 腫瘍細胞に お け る M M P s ,
T I M P s の 一 般的 な

発 現の 状態 ,
お よび 転移能と の 関連 に つ い て は 系統的な 基礎的

情報 が 不 足 して い る の が 現 状 で あ る . そ こ で 今 回 著 者 は
,

M M P s の 発現は 各種の 培養細胞 で どの く ら い の 頻度 で み られ

るか
,

そ の 発現 ほ細胞 の 種類や 由来する臓器 に よ り特徴 は ある

か
,

な どの M M P s の 一 般的 な発現の 状態 お よ び転移能 と そ の

発現 の 相関の 有無を 知 り,
M M P s の 発現 は 転移 能 の 指標 と な

り得る の か , を 検討す る為 に
,

Ⅳ 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 分解に 関わ る

酵 素 ,
M M P- 2

,
M M P -3

,
M M P- 9 お よ び そ の 阻 害 物 質 ,

T I M PTl ,
T I M P-2 の と = 瞳瘍 由 来 培 養 細 胞 株 に お け る

m e s s e n g e r R N A ( m R N A ) 発現 の 状態を 調べ た . 2 6 種(間英系細

胞 9 扶 ,
上 皮系細胞1 7 株) の 細胞株を 対象 と した ･ ま た 鶏 卵法

に よ り転移能を 測定 し
,
M M P s の 発現と 転移能 と の 関 連を 比

較検 討 した .

対象お よび 方法

Ⅰ . 細胞堵 養

1 . 使用細胞と その 培養条件

使用 した 培養細胞は す べ て ヒ ト細胞由来で ある . 線維 肉腫 由

来 H T l O 8 0
,

骨 肉腫 由 来 M G-6 3 , U-2 0 S , S K- E S -1
,
S A O S -2

,

H O S
,

K H O S 3 1 2 H
,

M N N G/ H O S
,

胃 癌 K A T O Ⅲ
, 大 腸 癌

C O L O 3 2 0
, 膀胱癌 T 2 4

, 咽頭癌 H e p-2 は ア メ リ カ ン タ イ プ カ

ル チ ャ
ー コ レ ク シ ョ 社 (M a yla n d

,
U S A) ,

N U G C - 4 は J C R B 細

胞 バ ン ク (東京) よ り入 手 した . そ の 他の 細胞 の うち胃痛 由来細

胞 K K L S
,
N K P S ほ 当教室で 樹立 され たも の で

,
N A K A JI M A

,

S T- K M は
, 神奈 川が ん セ ン タ ー

,
M K N 2 8 は福 島医科大学 一 鈴

木博士 よ り供 与を うけた . 肺 癌細 胞 P C -3
, P C- 6

,
P C-8 ,

P C - 9
,

P じ1 3
, Q G - 5 6 は 国立九州 がん セ ン タ

ー

, 麻生博 士 よ り供与 さ

れ た . 悪性織 維 細胞腰 由来 の M F H b S T ほ 神奈 川県 が ん セ ン

タ ー

, 矢野間博士 よ り , 腎細胞癌 K N 41 ほ
,
金 沢大 学泌 尿器

科, 久住教授 よ り供 与され た ∴K M S -6 細胞は ヒ ト胎 児阻織 よ り

分離培養 された 線維芽細胞で あり ,
K M S T ほ K M S -6 細胞に

腺照射を行 い 不 死化 させ 樹立 した培養絆
8}

で , 兵庫医科大学 ,

難波博士 よ り供 与され た . K M S T
-

r a S は K M 芦丁 細胞に 活性型

c 胡イ a S 痛遺伝 子を 導入 して鱒質転換 した細胞株で 金 沢大学 が

ん研究所 ウイ ル ス 都田 中博士 よ り供与 され た . 以上 の 細胞は す

ベ て
,
1 0 % 非動化 ウ シ 胎 児血 清 ( M . A . B i o p r o d u c ts

,
W alk e r s-

vill e
,
U S A ) ,

0 . 2 m g/ m l カ ナ マ イ シ ソ (和光 ,
大阪 : 以下, 試薬

煩 で特 に 記載の な い もの は 当社の 製品を用 い た . ) を 含む ダ ル

ベ
ッ コ 変法イ

ー

グ ル 培地(日 水 , 東京) を培養液 と し
, 炭酸 ガス

培養器 に て37 ℃ , 5 % C O 2 存在下で培 養 した ､

Ⅱ .
m R N A の解析

1 . 全 R N A の 抽 出

直 径 1 5 c m の 細 胞 培 養 用 デ ィ ッ シ
ュ ( F A L C O N , N

j e r s e y ,
U S A ) に て 細胞を 培養 しほ ぼ

一 面 に 増殖 した 時点で 採取

した . 採取 した 細胞を 10 m M リ ソ 酸緩衝液 (p h o s ph a t e
-b uff er-

e d s ali n e
, P B S) に て 2 回洗浄 し,

2 0 m l の g u a nid i n e thi o c y a-

n a t e 溶 液 ( G T C 溶 液) [4 M G u a n idi n e t hi o c y a n a t e ( Fl u k a
,

B u c h s
,
S wi tz e rl a n d) ,

2 5 m M ク エ ン 酸ナ トリ ウ ム
,
0 . 5 % N - ラウ

ロ イ ル サ ル コ シ ソ 酸ナ トリ ウ ム
,
0 . 1 M 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー

ル】 を 加えて
, 十分に 懸濁す る . 懸濁 した 試料を18 ゲ ー ジ の 注

射針 を 十 数 回通 して
.

D N A を 分 断す る ･ ポ リ ア ロ マ ー 遠心

チ ュ

ー

ブ ( ペ
ッ ク マ ン ジ ャ

バ ソ
, 東京) に 10 m l の 塩化セ シ ウ ム

溶液 ( c e s e u m c h l o rid e
,
C s Cl) [5 . 7 M C s C l

,
0 . 1 M エ チ レ ン ジア

ミ ン 四酢酸 ( e th yl e n e d i a m i n e t e tr a a c e ti c a cid ,
E D T A )] を 入れ

,

そ の 上 に 試料 を 重層す る .

ペ
ッ ク マ ン S W 2 7 ス イ ン グ ロ ー タ ー

( ペ
ッ ク マ ン ジ ャ

バ ソ) に て , 2 0 ℃ , 2 7 ,
0 0 0 r p m

,
2 2 時間超遠心

後 ,
上 清を D N A の バ ン ドの 下ま で 除く . C s Cl 層の 液面よ り少

し上 で チ ュ
ー ブを 切断 し

, 液を 除く . R N A の 沈澱 を70 % エ タ

ノ ー ル で すす い だ 後 , 沈澱を､1 m l の 蒸留水に 溶解 した . 1/1 0

容量の 3 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム 緩衝液 (p H 5 . 5 ) を 加 え , 次い で

2 . 5 容量の エ タ ノ
ー ル を加 え

,

一

郎 ℃ に20 分放 置 し エ タ ノ ー ル

沈 澱 を 行 っ た . 沈 澱 を 1 m l の T ri s E D T A (T E) 【10 m M

tri s.h yd r o x y m e th yl- a m i n o m et h a n e ( T ri s)- H C l p H 8 ■ 0
,
1 m M

E D T A p H 8 . 0] に 溶解 し
,
2 6 0 n m の 吸光度 を測定 し総 R N A 濃

度を求め た .

2 . m R N A の 抽出

90 FLl の 全 R N A に 対 して 10 FL l の 割合で 5 M N a C l を 加え,

こ れを 6 m g の オ リ ゴーd T セ ル ロ ー

ス ( フ ナ コ シ
,
東京) と 混合

し室温 で 1 時間ゆ っ く り振と う して m R N A を セ ル ロ ー

ス に 吸

着 させ た . 次 ぎに 遠心 して 得 られ た沈澱を0 . 1 % ドデ シ ル 硫酸

ナ ト リ ウ ム (s o di u m d o d e c yl s u lf a te
,
S D S ) に 溶解 し37 ℃ で 5 分

間反応 させ て 吸着 して い る 皿 R N A を 溶出させ た . 最後に 遠心

して セ ル ロ ー ス を除 き
,

m R N A を含 む上 清を 回 収 した .

3 . ノ
ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ法

1 検体に つ き全 R N A 2 0 FL g に 相 当す る m R N A を用い
,

こ

れ を50 % ホ ル ム ア ミ ド ( ナ カ ラ イ テ ス ク , 京都) , 1 7 ･5 % の ホ ル

マ リ ン を 含 む 2 % 3- N-M o r p h oli n o
-

p r O p a n e S ulf o n ic a cid

( M O P S) (p H 7 . 5) に 溶解 し65 ℃ で10 分間反応 させ て m R N A の

高次構造 を崩 した 後 , 1 . 0 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 2 % M O P S 中

で 電気泳 動を 行 っ た . 泳動終了 後 の ゲ ル ほ 1 0 Ⅹ S a li n e s o d iu m

cit, a t e (S S C ) (3 M N a C l
,
0 . 3 M T ri s o di u m citr a t e) に 浸 し15 分間

室温で ゆ っ く り振と う させ た 軋 20Ⅹ SS C を 使用 して イ モ ビロ

ン N フ ィ ル タ ー (M illip o r e
, B e d f o r d

,
U S A ) に 転写 した . 転写後

の フ ィ ル タ
ー

を 10 Ⅹ S S C に 5 分間浸 した 後 ,
U V ス トラ ク

ー

リ ン カ
ー

1 8 0 0 ( フ ナ コ シ) を 用 い て波 長254 n 血 の 紫外線1200 マ

a n e s ulf o ni c a cid ; P B S
, p h o s p h at e

- b uff u r e d s al i n e ; P C R
, p oly m e r a s e c h ain r e a c ti o n ; S D S

,
S O di u m d o d e cyl

s ulf at e ; S S C , S al in e s o di u m cit r at e ; T E
,
T ris E D T A ; TI M P s

,
tis s u e in hibit o r s of m e t all o p r o t ei n a s e ; T N F - a

･

t u m or n e c r o sis f a c t o r a ; T P A
,
1 2 -0 - t et r a d e c a n o yl p h o r b o ト13 -

a C e t at e ; T ris
,

･t ris - h y d r o x y m e t h yl
-

a m in o m e th a n e
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イ ク ロ ジ ュ
ー ル を 照射 し m R N A を フ ィ

ル タ ー に 固定 した .

4 . プ ロ ー ブの 作成

本実験で使用 した プ ロ
･ -

ブ 用 D N A を 含 む プ ラ ス ミ ッ ド
,

M M P,2 ,
M M P

- 3
,
M M P-9 ,

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

A c ti n 遺伝子 は全

て金沢大学が ん研究所ウ イ ル ス 部清 木元胎 教授 よ り分 与 され

た .

M M P- 2 遺伝子は制 限酵素 E c o R l (制限酵素矯 は す べ て 宝酒

j乱 京都を用 い た) ,
B a m H l で 切 り出され る1 . 5 キ ロ 塩基対(kil o

b a s e p air s
,
k b) の 相補的 D N A ( c o m pl e m e n t a r y D N A

,
C D N A ) ,

M M P -3 遺伝子は S a cl
,
Ⅹh ol で 切 り出され る 1 . 4 k b の C D N A

,

M M P-9 遺伝 子 は P stl
,
E c o R l で 切 り 出 さ れ る 1 . 2 k b の

cD N A
,
T I M P-1 遺伝 子ほ Cl al ,

B a m H l で 切り 出され る 6 00 b p

の C D N A , T I M P-2 遺伝子は E c o R l ,
B gl Ⅱ で 切り 出される 690

b p の C D N A
,
A cti n 遺伝子 は P s tl で 切 り出 さ れ る 1 . 2 k b の

c D N A である .

これ らの D N A を そ れ ぞれ 25 n g ず つ マ ル チ プ ラ イ ム ･ ラ ベ

リ ソ グ ･ キ ッ ト( ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ
パ ン

,
東京) に て 【α-

32
P l デ

オキシ シ ト シ ソ 三 リ ン 酸 (d e o x y c y tid in e trip h o s p h a t e
,
d C T P )

( ア マ シ ャ ム
･ ジ ャ

パ ン) を 用い て標識 し2 . 0 - 5 . O C P M / 〟g の

比活性を 持 つ プ ロ ー ブを 得た .

5 .
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ

m R N A を 固定 した フ ィ ル タ ー

を 5 0 % ホ ル ム ア ミ ド ,
4 Ⅹ

SS C , 5 Ⅹ デ ン ハ ル ト液 ( 1 % ポ リ ビ ニ ー ル ピ ロ リ ド ン
, 1 % ウ

シ ア ル ブ ミ ン
,
1 % フ ィ

コ ー ル) ,
0 . 1 % S D S

,
2 0 /∠g/ r山 変性サ

ケ精子 D N A ( べ - リ ン ガ ー ･ マ ン ハ イ ム 山 之 内 , 東 京) ,
2 0 0

Jl g/ mi p oly A ( コ ス モ ･ }ミイ オ
, 東京) か らな るプ レ ハ イ プリ ダ

イ ゼ ー

シ ョ ソ 液 5 m l と共に プ ラ ス チ ッ ク バ
ッ ク に 入 れ , 4 2 ℃ で

4 時間反応 させ た . 続い て こ の プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 液

を捨て I m l の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ
ョ

ン 液 (プ レ ハ イ プ リ ダ イ

ゼ ー シ ョ ソ 液 に 標識 した プ ロ
ー

ブ 10 n g を加 えた もの) を入 れ
,

42 ℃ で1 6 時間反応 さ せ た .

反応の 終了 した フ ィ ル タ ー

は まず 1 ⅩS S C に て 室温15 分間で

洗浄 し
, さら に 0 . 2 Ⅹ S S C に て68 ℃ で30 分間,

2 回洗浄 した .

洗浄後 の そ れ ぞれ の フ
ィ ル タ ー の 放射活性に 準 じて

-

8 0 ℃ で 3

時間か ら240 時間の オ
ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー

を 試 行 し た . な お

検出され る断片の 大き さの 評価 ほ ア ガ ロ ー

ス 電気泳動の 際に
,

Hi n d Ⅲ で 切 断 し [ α←
32
p] d C T P に て 標 識 し た 入 D N A 約

100 n g を標準 と して 同時に 泳動 しそ の 位置 か ら計算 した .

Ⅲ . 鶏卵法に よる転移能検定
崎

1 . 鶏卵法

授精鶏卵 (Pl y m o u th R o c k x W h it e L e gh o r n) は後藤ふ 卵場

(岐阜) よ り購 入後 , 加湿 したふ 卵器 内3 7 ℃ で ふ 卵 した . ふ 卵

11 日 日の 鶏卵を 透光 し渠尿膜の 血管 を確認 し
,

血 管の 発達 した

部位に て 回転式の ヤ ス リ を用い て 卵殻膜 に 約 1 c m 四 方の 傷 を

つ け ,
ピ ン セ ッ ト で 卵殻を除去 した . 露 出 した 卵殻膜 に 流動 パ

ラ フ
ィ ン (M e r c k

,
D a r m s t a d t

,
G e r m a n y) を塗布 して 血管 を見や

すく して
,
3 0 ゲ ー ジ針を つ けた 注射器 を 用 い て 10

6

個の 腫瘍 細

胞を紫尿膜の 血 管 内に 注入 した . な お 腫瘍 細胞 ほ 1 ×10
7

個/

m l の 輝度 に 調製 した .

腫瘍注入 後7 日 目 に 鶏卵を解剖 し , 鶏卵 胎児よ り肝臓を取 り

由した .

2 . D N A の 抽出

肝臓を鋏に て細切 した後 20 m l の G T C 液を 加え素早く ホ モ

ジナ イザ ー

( ヤ マ ト科学 , 束京) に て ホ モ ジナ イ ズ した . 先の 方

法 と 同様 に超遠心 を 行い 全 R N A を抽出 した . こ の 時遠心後 の

チ ュ
ー ブ よ り D N A の 層を パ ス ツ

ー ル ピ ペ
ッ ト に て取 り出 し透

析チ ュ
ー ブ( 三 光純薬, 東京) に つ め 5 L の T E 隼て24 時間透析

を 行い D N A を 抽出 し260 n m の 吸光度を測定 し濃度を 求め た .

3 . 試験管 内 D N A 増幅 反応 ( p oly m e r a s e ch ai n r e a c ti o n
,

P C R) 法

鶏卵胎 児肝臓よ り抽出 した D N A I FL g を 鋳型 と して P C R 法

に て ヒ トβグ ロ ビ ン 鎖遺伝子 を増 幅 し転移 巣の 有無 を 検出 し

た . 1 検体5 0 /上1 に て熱変性94 ℃ 2 分 ,
ア ニ ー リ ン グ55 ℃1 分 ,

伸長反応72 ℃ 1 分を25 サ イ ク ル 繰 り返 した .
ヒ トβグ ロ ビ ン 遺

伝子 の プ ラ ス 鎖 A G A G C C A T A T T G C T T A C A 2 0 塩基,
マ イ ナ

ス 鎖 T A T G A C A T G A A C T T A A 2 0 塩 基を プ ラ イ マ ー

と して

5 67 塩基対の P C R 産物を得た . な お プ ラ イ マ ー およ び プ ロ ー ブ

と して 使用 した 合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドは 金沢大学が ん研究所

化学療法部遠藤 良夫博士 よ り分与を受けた .

4 . サ ザ ン ブ ロ
ッ テ ィ ソ グ法

P C R 法に て得 られ た試料を 6 % ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に て 電

気泳動 した . 泳動を 行 っ た ゲ ル を0 .1 規定の 水酸化 ナ ト リ ウ ム

水溶液内に て10 分間振とう して ア ル カ リ変性を行 っ た . セ ミ ド

ラ イ 式 エ レ ク ト ロ ブ ロ
ッ テ ィ

ン グ装置 ( マ リ ソ ル
, 東京) を 用

い 15 V 定 電圧
,

2 時 間 に て
,

イ モ ビ ロ ン N フ ィ ル タ
ー

( M illi p o r e
, B e d f o rd

,
U S A ) に 転写 した . 転写後の フ ィ ル タ

ー

を

は 10 Ⅹ SS C に 5 分間浸 した 後,
U V ス ト ラ タ ー リ ン カ ー

1 8 0 0

( フ ナ コ シ) を 用い て 波長 254 n m の 紫外線1 20 0 マ イ ク ロ ジ ュ
ー

ル を照射 し D N A を フ ィ ル タ
ー

に 固定 した .

5 . プ ロ
ー

ブの 作成

P C R 法に よ り増幅して得 られ る567 塩基対内で 特異性の 高い

配列を プ ロ ー ブ と して 使用 した . 2 0 塩基(A C A C A A C T G T G T-

T C A C T A G C ) の 合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 10 p m ol e を T 4 ポ リ

ヌ ク レ オ チ ドキ ナ
ー ゼ を 用 い て , 5

'

末端 O H 基を 【γ-
3

刊

a d e n o si n e t ri p h o s p h at e ( A T P) ( ア マ シ ャ ム
･ ジ ャ

パ ン) に て 標

識 した .

6 .
ハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ

D N A を固定 した フ ィ ル タ ー

を ラ ビ ヅ ド り ､ イ ブ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン
･ バ

ッ フ ァ
ー ( ア マ シ ャ ム

･ ジ ャ
パ ン) 2 m l と共に プ ラ ス

チ ッ ク バ
ッ クに 入れ ,

6 8 ℃ で 1 時間反応さ せ た . 続 い て こ の プ

レ
ノ ､ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液を捨て

,
1 m l の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 液 ( ラ ビ ッ ド
･

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン
･ バ

ッ フ ァ
ー に

標識 した プ ロ
ー ブ を加 え たもの) を入 れ ,

4 2 ℃ で 4 時間反応 さ

せ た .

反応 の 終ア した フ ィ ル タ ー は まず 2 X S S C に て 室温15 分間で

洗浄 し
,

さ らに 2 X S S C に て55 ℃ で15 分間, 2 回 洗浄した . 洗

浄 後 の そ れ ぞれ の フ ィ ル タ ー は
,

イ メ
ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー

B A l O O (富士 フ ィ ル ム
, 東京) に て 放射活性を定量 した . な お 検

出され る断片の 大きさ の 評価 は ア ク リ ル ア ミ ド電気泳動 の 際

に
,
S a u 3 A で 切断 し【α一
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P] d C T P に て 標識 した p u c 1 9 プ ラ

ス ミ ッ ド D N A 約1 00 n g を標 準と して 同時 に 泳動 しそ の 位置か

ら計算 した .

7 . 転移能の 評価

腫瘍細胞を 注入 して い な い 鶏卵 胎児 よ り抽出 した D N A に

H T l O 80 細胞 よ り抽出 した D N A を 1 0
~ 1

～ 1 0~ 5

〃 g まで の10 倍

段階希釈畳を そ れ ぞれ 加え∴総 D N A 量 1 〃g と した もの を 鋳

型 D N A と して P C R 法を行 っ た . P C R 産物を サ ザ ン プ ロ ッ ト

ハ イ プ リダイ ゼ ー

シ ョ ソ 法に よ り検 出 し
,
その 放射活性よ り標



2 3 0

準曲線を 得た . 各検体の 放射活性を 標準曲線 よ り鋳型 D N A l

〟 g 当た りの D N A 量に 換算 し
, 転移能を 評価 した . 1 /J g 当

た り10 n g 以上 を転移 +
,
0 .5 ～ 1 0 n g/ 〃 g を ±

,
0 . 5 n g/ Ae g 以

下を
-

と した .

成 績

Ⅰ . ヒ ト培養細 胞 に お け る M M P s お よび そ の 阻害 因子 の

m R N A 発現

1 . ヒ ト培養細胞26株 に おけ る発現

1) M M P- 2
,
M M P-3 ,

M M P - 9 の m R N A 発現 ( 図1 . A )

ヒ = 阻瘍由来培養細 胞26 株 に つ い て M M P s の m R N A 発 現

を ノ ー ザ ソ ブ ロ
ッ い ､ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 法に て 検討 した .

間葉系細胞 は
,
H T l O 8 0

,
M F H- S T

,
お よび骨 肉腫 7 株 , 上皮 系

細胞 は胃癌 7 株 , 肺癌 6 株 , そ の 他4 臓器の 腫瘍由来細胞を 対

象と した . M M P - 2 と M M P
- 9 に お い て 間菓系と 上 皮系で は そ

の 発現は 明 らか な 差を 示 した . M M f し2 は 間菓系 の 細胞 で は 9

株全 て に そ の 発現が み られ た が
,

上 皮系 の 細胞 で 発現が あ っ た

もの は
,
1 7 株中 4 株に すぎず ,

M M P-9 の 発現も間菓系腫 瘍細

胞で は 9 株中 6 株 と 高頻度に 発現 して い た が 上 皮系に お い て は

そ の 発現の み られ た もの は
, 2 細胞 ( N K P S

,
P C-8) だ けで あ っ

Fi g . 1 . E x p r e s si o n of m R N A f o r ty p e Ⅳ c oll a g e n d e g r ad i n g

m e t all o p r o t ei n a s e s a n d TI M P s i n v a ri o u s t u m o r c e11s .

N o r th e r n bl o t s of m R N A is ol a t e d f r o m h u m a n t u m o r c e11

1i n e s i n c u lt u r e w e r e p e rf o r m e d , L a n e s l t o 9 a r e c el1 1i n e s

O ri gi n a tl n g f r o m m e s e n c h y m al t u m o r s a n d l a n e s l O t o 2 6

a r e f r o m e pith elial t u m o r s . 2 0 FL g Of e a c h s a m pl e w a s

el e c tr o p h o r e s e d a n d tr a n sf e r r ed t o m e m b r a n e s a s d e s c rib e d

i n
"

M a t e ri al s a n d M e th o d s

"

. A
,

N o r th e r n bl o t s w e r e

h y b ridi z e d wi th
32

P -la b el e d c D N A p r o b e s of M M P - 2 ,

M M P - 3
,

M M P - 9 a n d A c ti n . M ol e c ul a r si z e s of th e

tr a n s c rip t s a r e 3 . 1 ,
2 . O a n d 2 . 8 k b f o r M M P -2

,
M M P- 3

a n d M M P - 9 r e s p e c ti v ely . B
,

N o rt h e r n bl o ts w e r e

h y b ridi z e d wi th
32
P -la b el ed c D N A p r o b e s of T I M P q l

,

T I M P ･ 2 . M ol e c ul a r siz e s of th e tr a n s c rip t s a r e O . 9 k b f o r

T I M P -1 m R N A a n d t w o m e s s a g e s of 3 . 5 a n d l . O k b f o r

T I M P - 2 m R N A . C el1 1i n e s : L a n e l
,

H T l O 80 ; l a n e 2 ,

M S H q S T ; l a n e 3
,

S A O S- 2 ; l a n e 4
,

S K - E S -1 ; 1 a n e 5
,

M G -6 3 ; 1 a n e 6
,
U -2 0 S ; l a n e 7

,
K H O S 3 1 2 H ; 1 a n e 8

,
H O S ;

1 a n e g , M N N G/ H O S ; l a n這10
,
M K N-2 8 ; l a n e l l

,
S T - K M ;

la n e 1 2
, N A K A JI M A ; 1 a n e 1 3 , K A T O III ; l a n e 1 4

,
N U G C-

4 ; 1a ,n e 1 5
,
N K P S ; l a n e 1 6 , K K L S ; 1 a n e 1 7

, Q G -5 6 ; l a n e

1 8
,
P C -1 3 ; 1 a n e 1 9

,
P C -9 ; l a n e 2 0 , P C - 8 ; 1a n e 2 1

,
P C -6 ;

1 a n e 2 2
,
P C - 3 ; 1 a n e 23

,
C O L O 3 2 0 ; l a n e 2 4

, H e p- 2 ; 1 a n e

25
,
T 2 4 ; 1 a n e 2 6

,
E N 41 .

た ･ M M P-3 の 発 現は 検 討 した 2 6 株 中 3 株 ( M G - 6 3
,

N K P S
,

P C-8) の み で み られ
, 他の M M P s に 比 して そ の 発現が 限られ

て お りか つ 弱か っ た ･ 上 皮系の 細胞 で M M P-3 の 発現が みられ

た N K P S
,
P C-8 で ほ

,
M M P-9 の 発現が 同時 に 認め られ た .

2) T I M P-1 ,
T I M P - 2 の 発現 (図1 . B )

TI M P-1 の 発現は ほ と ん どの 細胞 で み られ た が
, そ の 発現量

に ほ細胞 間 で か な り差 が あ り , 約半 数の 細 胞 に て 低下 して い

た ･ TI M P -1 は M M P s の 活性型 と複合体を 作 りそ の 酵素活性

を 阻害す る ･ M M P - 9 と ほ そ の 前駆体 と特異的に 1 : 1 の 複合

体を 形成す る
】7)35)

と され て い る が , 培 養細胞 に お け る TIM P -1

の 発現の パ タ ー ン と M M P-9 の 発現 と は 特 に 関連 ほ み られ な

か っ た .

一 方 TI M P -2 は
▲

TI M P -1 同様 M M P s の 酵素活性を

阻害 し,
M M P -2 の 前駆体 と 1 : 1 の 特異 的複合 体 を形成す

る
35) ～ 3さ)

こ と が 報告 され て い る .
T I M P- 2 の m R N A と して 1 . 0

F i g . 2 . E x p r e s si o n of M e t a1l o p r o t ei n a s e s m R N A i n H O S a n d

th eir tr a n sf o r m a n t s . N o rt h e r n bl o t s w e r e p e rf o r m e d w ith

m R N A f r o m h u m a n o s t e o s a r c o m a (H O S ) (1 a n e l) ,
r e V e rt a-

n t of H O S c e IIs t r a n sf o r m e d b y K ir s t e n m u ri n e s a r c o r n a

vi r u s
,

K H O S 31 2 H (1i n e 2) a n d H O S c e11 s t r a n sf o r m e d i n

vitr o b y N- m e th yl- N
'

- nitr o- N- nit r o s o g u a n id i n e ( M N N G ) ,

M N N G/ H O S (1 a n e 3) . P r o b e s w e r e
3 2

P-1a b el e d c D N A s a s

i n F i g . 1 .

F i g . 3 . E x p r e s si o n o f M M P - 9 m R N A i n h占m a n e m b r y o nic

fib r o b la s ts tr a n sf o r m e d wi th c
- H -

r a S . N o r th e r n bl ot s w e r e

p e rf o r m e d wi th m R N A
~
f r o m h u m a n e m b r y o ni c fib r o bl a sts

( K M S -

6) , C ell s i m m o r tali z e d b y T
-

r a y ir r a d i a ti o n (K M S T -

-6) ,
a n d c e 11 s t r a n sf o r m e d b y tr a n sf e c ti n g c

- H- r a S O n C O g e n e

( K M S T T

r a S) . P r o b e s w e r e
3 2

P -I a b el e d c D N A s a s i n F ig . 1 ･
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kb お よび 3 . 5 k b 二 つ の 転写物 が得 られ ,
こ れ らの 発現は 間葉

風 上 皮糸共に 広範 に ほぼ同程度 に み られ ,
M M P - 2 の 発現 と

は関連も認め られ なか っ た .

2 .
H O S 細胞 お よ びそ の 形質転換株 に お ける M M P s の 発現

(図2)

間菓系細胞 H O S は 骨肉腫由来 の 細胞で 造腫 瘍性 の な い こ と

が報告 され て い る . K H O S 3 1 2 H は H O S を Kir s t e n r n u ri n e

s ar c o m a vi r u s に よ り 形 質 転 換 した も の の 復 古体 で あ り ,

M N N G/ H O S は H O S 細胞 を 発 ガ ン 物質 で あ る N -

m eth y トN
'

-

nitr o
- N -

nitr o s o g u a nid i n e ( M N N G) に て 処理 を 行 い 形 質転換 さ

せた株で ある
41)

. こ れ らの 細胞株に お い て M M P ,2 は M N N G/

H O S だ けでなく H O S
,
K H O S 31 2 H 細胞 に て も程度 の 差は あれ

発現が 見られ るの に対 して
,
M M P-9 ほ H O S

,
K H O S 31 2 H で 発

現は ほと ん どみ られず ,
ヌ

ー

ド マ ウ ス に おけ る造腫瘍性を 持 つ

M N N G/ H O S で そ の 発現が強く認め られ た .

3 . ヒ ト胎児由来線維芽細胞の 形質転換 と M M P s お よ び そ

の阻害因子の 発現 (図 3)

K M S-6 は ヒ ト胎 児 よ り 分 離 培養 さ れ た 線 維 芽細 胞 で
,

K M S T は K M S に T 線照射を行 い 不 死 化 し株 化 した も の
38)

,

K M S T- r a S ほ K M S T に c- H-r a S 遺伝 子を導入 して 形質転換 し

たもの で ある .
ヌ ー ド マ ウ ス に お い て K M S T- r a S は 造腫瘍性を

示すが K M S - 6 , K M S T にほ 造腫瘍性ほ み られ な い . ノ ー ザ ソ プ

ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に て M M P-2 の m R N A 発現は

線維芽細胞 で ある K M S-6 に て もみ られ発 現 レ ベ ル に 差 は な

か っ た .

一 方 M M P-9 ほ K M S-6 では 発現ほ み られ ず , 造腫瘍

性を有する K M S T- r a S に お い て 高 い 発現が み られ た . M M P- 3
,

TI M P -1 , T I M P -2 の 発現に は い ずれ も変化 ほ なか っ た .

( n g / 囲)

訝

00

髄

規

の
ー

S

く
ト
S

く
ト
山

≡

231

Ⅲ . 鶏卵法に よる転移能の 測定 ( 図4 , 表 1)

ヒ ト 腫瘍由来培養細胞 の 転移能を 鶉卵法に よ り検討 した と こ

ろ
, 間菓系細胞 で は H Tl O 80 , S K- E S -1

,
M N N G/ H O S

, 上 皮系で

は K K L S , T 2 4 細胞 に て ヒ トβ グ ロ ビ ン 遺 伝 子 に 由 来 す る

P C R 産物 が検出され , 肝臓 に 転移 した ヒ ト腫瘍細胞 の 増殖 が

確認 され た . サ ザ ン ブ ロ ッ い ､ イ ブ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン に よ る

P C R 産物 の 放射活性を 鋳型 D N A I Fl g 当た りの H T l O 80 細

胞 の D N A 量に 換算 して転移能を検 討 した . 上 記の 5 細胞ほ転

移 + (1 0 0 n g/ FL g 以上),
M G - 6 3

,
P C - 8

, H e p 2 , C O L O 3 2 0 は ±

(0 ･ 5 -

1 0 n g ル g) ,
そ の ほか の 細胞で は 転移 - (0 . 5 n g ル g 以

下) で あ っ た . 間英系で こ れ ら 転移 が 認 め ら れ た 細 胞 で ほ

M M P-9 の 発現 が み られ , 特 に H T l O 8 0
,
S K- E S-1 細 胞 で ほ

M M P-9 の 発現 は高く ,
T I M Prl ほ 発現が低か っ た . 3 細胞と も

M M P-2 の 発現ほ中程度み られ ,
M M P -3 の 発現ほ 認め られ な

か っ た . 転移 が認め られ な い 細胞の うち H O S
,
K H O S 3 1 2 H で

は M M P- 9
,

M M P -3 の 発 現 は み ら れ な か っ た . S A O S-2 ,

U 2 0 S 細胞で ほ M M P-9 は発現 して い る が TI M P -1 の レ ベ ル が

高か っ た . 先に 述べ た ように M M P-2 の 発現 は間葉系細胞で恒

常的に み られ て お りそ の 発現 量と 転移能 と は 関連 は み られ な

か っ た .

一 方
,

上 皮系細胞で 転移巣形成が み られ た K K L S
,
T 2 4 細胞

で は M M Pq2 , M M P-3 , M M P-9 い ずれ の 発現も み られ な か っ

た . K K L S で は TI M PTl の 発現ほ 低か っ た が
,
T 2 4 細胞 で ほ 中

程度の 発現が 認 め られ た
. ま た ,

M M P-9 の 発現 が 見 ら れ た

N K P S で は転移 がみ られ な か っ た . M M P - 2 の 発現が み られ た

N U G C-4 , Q G-5 6 , K N 41 も転移は認 め られ な か っ た . そ の 他の

転移が み られ なか っ た細胞は M M P-2 , M M P-3 , M M P- 9 い ずれ

1 2 3 4 5 6 T 8 9 柑 Il 1 2 柑 IJ 15 1 6 1 T 18 1g 劫 21 22 欝 24 25 1お

C E L L LIN E $

F ig ･ 4 ･･ M e t a s t ati c p o t e n ti al of v a ri o u s h u m a n t u m o r c ell li n e s a n al y z e d b y d e t e c ti n g m et a s ta siz e d h u m a n t u rn O r C ell s i n

e m b r y o ni c c h i c k s u si n g th e p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n (P C R) . T u m o r c eu s w e r e in o c ula t e d i n t o th e c h o rio all a n t oi c m e m b r a n e

V ei n of th e c hi c k e m b r y o a n d D N A of e a c h e m b r y o n i c li v e r w a s e x tr a c te d . A h u m a n β-gl o bi n- r el a t e d s e q u e n c e (5 67 b p) 主n th e

D N A f r o m th e c h i c k li v e r w a s a m plifie d a n d d e t e ct e d b y s p e cifi c
32
p hl a b el e d oli g o n u cl e o tid e p r o b e s . R ad i o a cti v ity of a m plifi e d

P C R -

p r O d u c t s w e

て
e m e a S u r e d b y th e i m a g e a n al yz e r B A l O O (F uji fil m ) a n d p r e s e n t e d a s (D N A c o n t e n t s)/(t e m pl a t e D N A

l iL g) : N L m e r als ln th e a b s ci s s a i n d i c a te c ell Ii n e s d e s c rib e d in F ig . 1 ; ◆
,

th e a v e r a g e v al u e ; ロ
ー

ロ ,
th e r a n g e f r o r n

m a xi m u m to m i ni m u m v al u e s .
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の 発現も認め られ な か っ た . M M P-3 の 発 現の み られ た 3 細胞

の う ち
,
M G -6 3

,
P CL 8 では 弱く 転移能を 示 した が

,
N K P S で ほ

転移ほ み られ な か っ た . 以上
,
M M P s の 発現と 腫瘍細 胞の 転移

能 との 間 に は
一 般 的に成立 する 関連 ほ認め られ な か っ た . しか

し間菓糸細胞 で ほ M M P -9 を 発現 して い る腫瘍細胞 の み が 転移

巣を形成 した .

考 察

Ⅳ型 コ ラ ー

ゲ ン を 分解す る酵素 M M P,2
,
M M P- 3

,
M M P - 9 お

よ びそ の 阻害物質 で ある TIM P -1
,
T I M P- 2 の ヒ ト腫瘍 由来培

T a bl e l . M et a s t a tic p o t e n ti al o f

V a ri o u s h u m a n t u m o r c e11 1i n e s

c ell li n e s m e t a .

1 H T l O8 0 +

2 M F H 嶋 S T N ,D .

3 S A O S -2

4 S 正一 E S -1 +

5 M G -6 3 ±

6 U -2 0 S

7 ⅩH O S 3 1 2 H

8 H O S

9 M N N G/ H O S +

1 0 M K N 2 8

1 1 S T - K M

1 2 N A K A JI M A

1 3 K A T O Ⅲ

14 N U G C - 4

1 5 N K P S

1 6 K K L S +

1 7 Q G - 5 6

1 8 P C -1 3

1 9 P C -9

20 P C -8 土

2 1 P C -6

2 2 P C -3

2 3 C O L O 3 20 土

24 H e p
- 2 ±

2 5 T 2 4 +

2 6 K N 4l

M e t a s t a si s w e r e a s s e s s e d b y a n al y
-

Z l n g m e t a St a Si z e d h u m a n t u m o r

C ell s i n e m b r y o ni c c hi c k s b y p ol -

y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n (P C R) a s

d e s c rib e d i n Fi g . 4 . M e t a s t a ti c

p o t e n ti al w a s d et e r mi n e d b y r a di o
-

a c ti vi t y o f th e P C R -

p r O d u c t s :

m e t a s t a si s +
,

m O r e th a n l O n g/ p

g ; 士
.
0 .5 - 1 0 n g/ 〟 g ;

-

.
l e s s th a n

O .5 n g/ p g ; N . D .
,

n O t d e t e r m in e d .

細胞に お ける m R N A 発現を 調 べ
, そ の 鶏卵法に よ る転移能と

の 相関を検討 した ,
ヒ ト腫瘍由来培養細胞 に おけ る M M P s の

発現は 間英系細胞 と上 皮系細胞で は そ の 発現 に 明 らか な差がみ

られ た .

M M P -2 ほ 閉業糸の 細胞 で は検討 した 9 株全て に そ の 発現が

み られ 正 常線維芽細胞 で あ る K M S-6 に ても発現 して い たが
,

上 皮系 の 細胞 で発現が あ っ た も の は17 株 中4 株 に す ぎなか っ

た ･ また 既に C olli e r ら に よ り報告され て い る様に M M P -2 の発

現が線維芽細胞で は み られ るが 正 常 の 上 皮細 胞 で は み られ な

い
15)

こ と よ り ,
M M P-2 の 発現 は腫瘍砿 特徴的 で ある と 言うよ

り も細胞 の 種類 に よ るもの と 考え られ る . 間菓系細胞に おける

こ の よう な M M P -2 の 恒常的な 発現 ほ間葉系細胞を 取り巻く細

胞外 マ ト リ ッ ク ス 成 分の 分 解 と 合成
, 問質 の 維 持 に お い て

M M P-2 が基 本的な役割 を果た して い る こ と を示 唆す る . 上皮

系細胞 で M M P -2 の 発現が み られ た 4 挟も鶏卵法 で ほ肝臓に転

移巣を形成 しなか っ た . こ れ ま で M M P- 2 の m R N A 発現と酵

素活性 が
,

C
- H- r a S 遺伝子に よ り 形質変換 した 気管 支上 皮細胞

株 に おけ る浸潤転移能と 密に 関連す る
▲2) 嘲

な ど
, 癌 の 転移の 際

の M M P - 2 の 関与が 報告 され て い るが , 今回 の 検討で は培養細

胞 に おけ る M M P -2 の 発現と転移 能 と は 相関 ほ 認 め られず,

M M P - 2 の 発 現が転移能 の 指標 とは な らな い 事 が示 され た .

M M P- 3 に つ い て ほ
,

そ の 発 現 ほ 検 討 し た 2 6 株 中 3 株

( M G-6 3 ,
N K P S

,
P C - 8) の み で み られ

, 他 の M M P s に比 して そ

の 発現が 限 られ て お りか つ 弱か っ た . また そ の 発現と転移能と

は関連ほ 認め な か っ た .

一 方 M M P-9 の 発現は 間葉系細胞 で は 9 株中 6 株 で 発現がみ

ら れ た が ヌ
ー

ド マ ウ ス に お け る 造 腫 瘍 性 が な い H O S
,

K H O S 31 2 H で は M M P-9 の 発現 はみ られ な か っ た . H O S 細

に M N N G 処理 す る事 に よ り得 られ た M N N G/ H O S 細胞
41)

は

ヌ
ー

ド マ ウ ス で の 造腫瘍性 を持 ち ,
M M P- 9 が 強 く発現 して い

た . また 正 常線維芽細胞 K M S-6 お よび そ の 株 化 した造腫瘍性

が な い K M S T
38)

で は M M P-9 の 発現 ほみ られ な か っ た が
, 活性

型 c-H ィ a s 痛 遺伝 子 に よ り形 質転 換 し た 造腫 瘍 性 を 有する

K M S T- r a S に お い て M M P- 9 の 発現ほ 強く み られ る よ うに なっ

た . こ の 事ほ
! 痛遺伝 子 に よ り形質転換 した細胞株 に お い て

,

そ の 転移能と M M P-9 の 分泌 が 相 関す る
25 卜 27)

こ と と 合致し
,

M M P- 9 はそ の 発現が 悪性化形質と相関が ある と考 えら れ る .

鶏卵 法 に て 強く 転移 が 示 され た H Tl O 8 0 , S K- E S →1 , M N N G/

H O S 細 胞 で ほ M M P-9 の 発 現 が み ら れ , 特 に H T l O80
,

S K- E S -1 で は M M P - 9 の 発現が 高く TI M P-1 の 発現は低く, 相

対的 M M P - 9 の 活性 が 高い 事が 予想 され た . 鶏卵法 に て 転移の

認め られ な か っ た細胞 の う ち
,
H O S , K H O S 31 2 H は M M P-9 の

発現が なく ,
S A O S -2

,
U-2 0 S で は M M P -9 は 発現 して い て も

TIM P -1 の レ ベ ル が 高く , 転移 の み られ な か っ た 細胞 で は

M M P-9 の 活性が 低 い こ と が推測 され た . こ れ らの 事よ り 間菓

系細胞に お い て M M P- 9 は癌細胞の 転移に 必要条件 の
一

つ とし

て重要な役割 りを果 た して い る と考え られ る . また 他の 転移形

成の 必要条件 と して TIM P-1 の 発現低下 が考 え られた .

しか し
, 上皮糸細胞 にお い て ほ 強く 転移 の み られ た K E L S ,

T 2 4 細胞 で は M M P s い ずれ の 発現もみ られな か っ た . また ,

M M P -9
,
M M P - 3 の 発現がみ られた N K P S 細胞 では 転移がみら

れず ∴試験管 内培養に おけ る M M P s の 発現 と転移能と ほ なん

ち 相関が み られ なか っ た .

と こ ろ で M M P s . の 発現ほ
,

M M P -3 は 1 2 ･ 0 - t e tr a d e c a n oyIp
-
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h or b oト1 3
-

a C e t a t e (T P A )
18}

,
イ ン タ

ー

ロ イ キ ン ー1 (I n t e rl e u k i n-l ,

IL -1)
44 ト 46 )

, e Pid e r m al g r o w t h f a c t o r (E G F )
47)

な どで誘導 され る こ

と が
,

M M P - 9 は T P A
4 8) 4 9)

,
I L-1 , 腫 瘍 壊 死 因 子 α (t u m o r

n e c r o sis f a c t o r α
,
T N F α )

50)
な どで 誘導 され る こ と が報告され

てお り , 現 に M M P -9 の 発現 の 見 ら れ な か っ た T 2 4 細 胞も

T P A 刺激に よ り M M P
-9

,
M M P-3 が 誘導され

5 u

, 試験管内培養

に て M M P-9 の 発現が み られ な か っ た 場合も遺伝子の 欠損 な ど

ではなく誘導可 能な状態 に ある こ と が 判明 した . さ らに 腫瘍細

胞を ヌ ー F
､

マ ウ ス の 腹腔 内に 投与する こ と に よ り M M P - 9 が誘

導され る
58)

こ とや
,

ヌ
ー ･

ド マ ウ ス 移植細胞が 移植部位 に よ りⅣ

型コ ラ
ー

ゲナ
ー ゼ の 誘導 が起 こ る

52)5 3 ) こ と が 既 に 報 告 され て お

り,
生体内で ほ サ イ ト カ イ ン 等で M M P-9 が誘導 され る で あろ

う こと が推察 され る . 転移能と の 関連 を み る ため に は 生体 札

転移巣に おける発現 を検討す る事が必 要と考 え られ た .

以上
,
M M P s と 転移と の 関連 に つ い て ま と め る と

, 培養細胞

に おける M M P-2 ,
M M P-3 の 発現と細胞 の 悪性化形質, 転移能

とは相関 はみ られ なか っ た . 間菓 系細 胞 に お い て ほ , M M P - 9

の 発現と ヌ
ー ド マ ウ ス に おける造腫瘍性 な ら び に 鶏卵法 に よ る

転移能と に 関連がみ られ た . しか し
,

M M P -9 の 発現が あ っ て

も転移の み られ な い 細胞が あ り
,

M M P -9 の 発現 は転移 に お い

て十分条件で は な い と考 え られ る . 転移 に 関与す る因子の 1 つ

として TI M P-1 の 発現 の レ ベ ル が影響す る こ とが 考え られ た .

TI M P-1 の 発現量を ア ン チ セ ン ス R N A に よ り低 下 さ せ る と

S wi s s 3 T 3 細胞が 造腫瘍性を 獲得す る こ と
54)

,
リ コ ン ビ ナ ン ト

TI M P -1 に よ り実験 的癌 の 浸潤転移が 抑制 され る
55 ト 57)

こ とな ど

より,
T I M P s は M M P s の 働 きを 阻害す る こ と に よ っ て 転移の

抑制因子と し て 働く と 考 え られ る . 転移 能 の 高 い 細 胞 で は

TI M P -1 蛋白の 量が 少な い
58)

との 報告もあ る . 鶏卵法 で 転移 が

認め られ た H Tl O 8 0 , S K - E S -1
,
K K L S では TI M P -1 の 発現が 少

なく, 反対に M M P -9 の 発現 は あ っ た が TI M P-1 の 発現 が 高

か っ た N K P S
,
S A O ST2 , U- 2 0 S 細胞 で は 転移ほ 認め られ な か っ

た . これ らの こ とよ り転移抑制 に 対す る TI M P - 1 の 関与が 示 唆

され た . また
, 試験管培養に て M M P-9 の 発現が み られ な か っ

た場合で も生体 内で は サ イ ト カ イ ン 等で 誘導 され る で あろ う こ

と が推察され た . M M P -9 の 活性 は
,

m R N A へ の 転写 の 段 階,

タ ン パ ク の 合成量
,
活性化

,
そ して 阻害物質 TIM P s との バ ラ

ン ス と他段 階 で 調節 され て い る . 今後は
,
生体内, 転移形成時

に おける M M P s の 発現誘導 , 活性化 ,
T I M P s と の 関連に つ い

ても検討 して い く予 定 で ある .

結 論

ヒ ト腫瘍細胞株26 種に おけ る Ⅳ型 コ ラ
ー

ゲ ン の 分解に 関わ る

酵軋 M M P-2
,
M M P - 3

,
M M Pr 9 お よ び そ の 阻害物質 TI M P - 1

,

T I M P - 2 の m R N A 発現な らび に 鶏卵法 に よ る転移能 を比較
,

検討し
, 癌 の 転移に お け る M M P s の 役割を検討 した .

1 ･ M M P- 9 を 発現 して い る 間菓系細胞の うち ,
7 例 中 3 例

が転移能を示 し
,

これ ら3 例の 細胞 で ほ 2 例 に TI M P- 1 の 発現

低下が 認め られ た .

2 ･ M M P - 9 を 発現 して い ない 間菓系細胞ほ 鶏卵法 で 転 移能

がほと ん どみ られ なか っ た . M M P -9 を 発現 して い て転移 が み

られなか っ た 間葉系細胞 では TIM P -1 の 発現が 高か っ た .

3 ･ 上 皮系細胞で は M M P -9 の 発現 と転移能 とは 相関が み ら

れなか っ た .

4 ･ M M P T 2
,
M M P - 3 の 発現ほ 間葉糸 , 上 皮系い ずれ の が ん

細胞に お い て も転移と相関はな か っ た .

以 上 の 事 か ら 間菓 系細 胞 に お い て ほ M M P- 9 の 発 現 と

TIM PLl の 発現低下 が 転移能 の 指 標 と な り得 る が
,

M M P-2 ,

M M P -3 に つ い て は そ の 試験管培養で の 発現 は転移能 の 指標 と

ほな り得な い 事を結論 した .
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S e C r eti o n b y e s t a m u s ti n e d u ri n g l n Vitr o t u m o r c e u in v a sio n .

C a n c e r R e s
リ
4 8

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

2 9) R e i c h
,

R .
,

T h o m p s o n
,
E .

,
I w a m o t o

,
Y .

,
M a r ti n G .

R .
,
D e a s o n

,
J . R .

,
F ull e r

,
G . C . & M i s k i n

,
R . : E ff e ct s of

in hib it o r s o f pl a s m i n o g e n a c ti v a t o r
,

S e ri n e p r o ti n a s e s
,

a n d

C Oll a g e n a s e Ⅳ o n t h e in v a si o n of b a s e m e n t m e m b r a n e s by

m e t a s t a ti c c ell s . C a
_

n C e r R e s .
,
4 8

, 3 3 0 7 -3 3 1 2 (1 9 8 8).

3 0) H o y h t y a
,

M .
,
H u y a n e n

,
E .

,
T u r p e e n n i e m e

- H u j a n e n
,

T .
,
T h o r g e i r s s o n

,
U .

,
L i o t t a

,
L . A . & T r y g g v a s o n

,
K . :

M o d ul a ti o n of t y p e Ⅳ c oll a g e n a s e a c ti v ity a n d i n v a si v e

b e h a vi o r of m e t a s t a ti c h u m a n m el a n o m a (A 2 0 5 8) c e11 s i n

Vi tr o b y m o n o cl o n a l a n tib o di e s t o t y p e Ⅳ c oll a g e n a s e . I n L J .

C a n c e r
,
4 6

,
2 8 2- 28 6 (1 9 9 0 ) .

3 1) C a r m i c h a e l
,

D . F .
,

S o m m e r
,

A .
,

T h o m p s o n
,

R .
,

A n d e r s o n
,
D . C .

,
S m it h

,
C . G .

,
W e l g u s

,
H . G . & S tri c k ト

i n
,
G . P . : P ri m a r y s tr u c t u r e a n d c D N A cl o ni n g of h u m a n

fi b r o b l a st c oll a g e n a s e i n h ibit o r . P r o c . N a tl . A c a d . S ci . U S A
,

8 3
, 2 4 0 7-2 4 1 1 (1 9 8 6) .

3 2) D o c h e r t y , A . J . P .
,
L y o n s , A .

,
S m it h

,
B . J .

,
W ri g h t

,

E . M .
,
S t e p h e n s

,
P . E .

,
H a r r is

,
T . J . R .

,
M u r p h y ,

G . &

R e y n o ld s
,

J . J . : S e q u e n c e of h u m a n ti s s u e i n hibit o r of

m e t a1l o p r o t e i n a s e s a n d it s id e n tity t o e r yth r oid p o t e n ti ati n g

a c ti vit y . N a t u r e
▲
3 1 8

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

3 3) S t et l e r
- S t e v e n s o n

, W . G . ,
K r u t z s c h , H . C . & Li ot ta ,

L . A : T i s s u e i n hib it o r b f m e t all o p r o t ei n a s e ( T I M P-2) . J . B iol ･

C h e m .
,
2 6 4

,
1 7 3 7 4 -

1 7 3 7 8 (1 9 8 9) .

3 4) B o o n e
,
T . C .

,
J o h n s o n

,
M . J .

,
D e C l e r c k

,
Y .

A . &

I J a n gl e y ,
K . E . : C D N A cl o n l n g a n d e x p r e s sio n of a

m e tall o p r o t ei n a s e i n h ibit o r r el a t e d t o tis s u e i n hibit o r of

m e ta1l o p r o･t ei n a s e s . P r o c ･ N a tl . A c a d ･ S ci ･ U S A ,
8 7

,
2 8 0 0 -280 4

(1 9 9 0) .

3 5) G o l d b e r g ,
G . I .

,
M a r m e r

,
B . L .

, G r a n t
,
G . A .

,
E is e n ･

A . Z .
,
W il h el m

,
S . & H e

,
C . : H u m a n 7 2 - kil o d alto n ty p e Ⅳ

一C Oll a g e n a s e f o r m s a c o m pl e x wi th a ti s s u e i n hibit o r Of

m e t all o p r o t ei n a s e d e sig n a t e d T I M P - 2 ･ P r o c ･ N a tl ･ A c a d ･ S ci ･



M M P s の 発現と 転移能

U S A 8 軋 82 07 - 8 21 1 (1 9 8 9) ･

3 6) H ol k e n b r o c k
,

H ･
,
O r g e l

,
D ･

, H e c k e r
- K i a ,

A
･ ,

N o a c k ,

W .
& U lb fi c h ,

N ･ ‥ T h e c o m pl e x b e t w e e n a tis s u e i n h ibit o r

｡f r n e t all o p r o t ei n a s e s ( TI M P -2) a n d 7 2- k D a p r o g ela tin a s e is a

m et a1l o p r ot ei n a s e i n hib it o r ･ E u r ･ J ･ B i o c h e m ･
,

1 9 8
,

7 7 5-7 81

(19 91) ･

37) H o w a r d
,
E ･ W ･

,
B u ll e n

,
E ･ C ･ & B a n d a

,
M ･ J ･ :

R e g ul a ti o n of th e a u t o a c tiv a ti o n of h u m a n 7 2- k D a p r o g el at ト

n a s e b y tis s u e i n h ibit o r of m e t a1l o p r o t ei n a s e s- 2 ･ J . B i ol .

C b e m .
,
2 6 6

,
1 3 0 6 5-1 3 0 6 9 (1 9 9 1) .

38) H o w a r d , E ･
W ･

, B ull e n ,
E ･ C ･ & B a n d a , M ･ J , :

P r ef e r e n ti al i n hibiti o n of 7 2- a rl d 9 2- k D a g el ati n a s e s b y ti s s u e

i n hib it o r of m e t al l o p r o t ei n a s e s-2 . J . B i ol . C h e m .
,

2 66
,

13 07 0 -1 3 0 75 (1 9 91 ) .

39) N a m b a
,
M .

,
N is hit a n e

,
K . , H y o d o h

,
F .

,
F u k 11 S h i m a

,

F .
& K i m o t o

,
T . : N e o pl a s ti c t r a n sf o r m a ti o n of h u m a n

diploid fib r o bl a s t s ( K M S T-6) b y tr e a t m e n t wi th
60
C o g a m m a

r a y s . I n t . J . C a n c e r
,
3 5

,
2 7 5 ←2 8 0 (1 9 8 5) ･

4 0) E n d o
,
Y .

,
S a s a k i

,
T .

,
H a r a d a

,
F . & N o g u c h i M . :

S p e cifi c d et e c ti o n of m e t a s t a siz e d h u m a n t u m o r c ells i n

e m b r y o ni c c hi c k s b y th e p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n . J p n . J .

C a n c e r R e s .
,
81

,
7 2 3-7 2 6 (1 99 0) .

4 1) R hi m
,
J . S .

,
P u t m a n

,
D . L .

,
A r n s t ei n

,
P .

,
H u e b n e r

,

R . J . & M c A llis t e r
,
R . M . : C h a r a c t e riz a ti o n of h u m a n c ells

tr a n sf o r m e d i n v it r o b y N- m e th yl- N
'

- nitr o- N- nitr o s o g u a n idi n e .

I n t . J . C a n c e r ,
1 9

, 5 05- 51 0 (1 9 7 7) .

4 2) B o n fil
,
D . R .

,
R e d d e l

,
R . R .

,
U r a

,
H .

,
R e i c h

,
R .

,

F rid m a n
,

R .
,
H a r ri s

,
C . C . & K l ei n

-S z a n t o
,

A . J . P . :

I n v a si v e a n d m e t a s ta ti c p ot e n ti al of v- H a- r a S-t r a n Sf o r m e d

h u m a n b r o n c hi al e pith eli al c e11 1i n e . J . N a tl . C a n c e r I n s t
リ

8 1
,

58 7-59 4 (1 9 90) .

4 3) U r a
,

H .
,

B o n fil
,

R . D .
,

R e ic h
, R . , R e d d el ,

R .
,

P f eif e r
,

A .
,

H a r ri s
,
C . C . & K l ei n- S z a n t o

,
A . J . P . :

E x p r e s si o n of T y p e Ⅳ c oll a g e n a s e s a n d p r o c olla g e n g e n e s

a n d its c o r r el a ti o n wi th th e t u m o r lg e ni c
,

i n v a si v e
,

a n d

m e t a st a ti c a biliti e s of o n c o g e n e-tr a n Sf o r m e d h u m a n b r o n c hi al

e pith eli al c e11s . C a n c e r R e s .
,
4 9

,
4 6 1 5- 46 21 (1 9 8 9) .

4 4) F ri s c h
,
S . M . & E a r l R u l e y ,

H . : T r a n s c ri p ti o n f r o m

th e str o m ely si n p r o m o t e r i s i n d u c e d b y I n t e rl e u ki n-1 a n d

r e p r e s s e d b y d e x a m e th a s o n e . J . B i ol . C h e m .
,
2 6 2

,
1 63 0 0 -1 6 3 0 4

(1 98 7) .

45) Q u in o n e s
, S .

, S a u s , J . , O t a n i , Y り H a r ri $ , E . D . J r .

& K u r ki n e n
,

M . : T r a n s c rip ti o n al r e g ul a ti o n of h u m a n

Str O m ely sin . J . B i ol . C h e m .
,
2 64

,
8 3 3 9- 8 3 4 4 (1 9 8 9) .

46) C a s e
, J . P .

,
L a f y a ti s

,
R .

,
K u m k u m i a m

,
G . K .

,

R e m m e r s
,
E

. F . & W il d e r
,
R . L . : Ⅰト1 r e g u la ti o n of tr a n si n/

Str O m ely sin tr a n s c ri p ti o n i n r h e u m a t oid s y n o v i al fib r o bl a s ts

aP p e a r S to i n v ol v e t w o a n t a g o n is ti c tr a n sd u c ti o n p a th w a y s ,

a n i n hibit o r y , p O S t a gl a n di n- d e p e n d e n t p a th w a y m ed i a t e d b y

C A M P
, a n d a s ti m ul a t o r y , P r O t ei n k i n a s e cr d e p e n d e n t

p a th w a y ･ J . I m m u n ol
リ

14 5
,
3 7 5 5 -3 7 6 1 (1 9 9 0) .

47) M c D o n n ell
,
S . E .

,
K e r r

,
L . D . & M a t ri si a n

,
L . M . :

E pid e r m al g r o w th f a c t o r sti m ul a ti o n of s t r o m ely si n m R N A i n

r a t fib r o bl a s ts r e q ui r e s i n d u c ti o n of p r o t o- O n C O g e n e S C
-

f o s a n d

23 5

C
qj u n a n d a c ti v a ti o n of p r ot ei n ki n a s e C . M ol . C ell . B i ol .

,
1 0

,

4 2 8 4-4 2 9 3 (1 9 9 0).

4 8) M o ll
,

U . M .
,
Y o u n gl ei b

,
G . L .

,
R o si n s ki

,
K . B . &

Q u i gl e y , J . P . : T u m o r p r o m o t e rM Sti m u la t e d M r 9 2 0 0 0

g el a ti n a s e s e c r e t e d b y n o r m al a. n d m ali g n a n t h u m a n c ell s :

i s ol a ti o n a n d c h a r a ct e ri z a ti o n of th e e n z y m e f r o m H T l O 8 0

t u m o r c ell s . C a n c e r R e s .
,
5 0

,
6 1 6 2 - 61 7 0 (1 9 9 0) .

4 9) T r y g g v a s o n
,

K .
,

H u h t al a
,
P .

,
T u u ttil a

,
A .

,
C h o w

,

L ･
,
K e s k i - O j a , J . & L o h i

,
J . : S tr u c t u r e a n d e x p r e s si o n of

ty p e Ⅳ c oll a g e n a s e g e n e s . C e上1 D iff e r . D e v .
,

3 2
,

3 0 7 -31 2

(1 99 0) .

5 0) O k a d a
,
Y .

,
T s u c hi y a

,
H .

,
S h i m i z u

,
H .

,
T o m it a

l
K .

,

N a k a n is hi , Ⅰ. , S a t o
,

H .
,

S ei ki
,

M .
,

Y a m a s h it a
,

K . &

H a y a k a w a
,

T . : I n d u c ti o n a n d s ti m u l ati o n of 9 2-k D a,

g el ati n a s e/ ty p e Ⅳ c oll a g e n a s e p r o d u c ti o n i n o st e o s a r c o m a

a n d fib r o s a r c o m a c ell li n e s b y t u m o r n e c r o si s f a c t o r α
.

B i o c h e m . B i o p h y s . R e s . C o m m u n .
,
1 7 1

,
6 1 0-6 1 7 (1 9 9 0) .

5 1) S a t o
,

H
. , K id a , Y . , M ai

,
M .

,
E n d o

,
Y .

,
S a s a k i

,
T .

,

T a n a k a
,
J . & S e iki M . : E x p r e s si o n of g e n e s e n c o d in g ty p e

Ⅳ c olI a g e n
- d e g r a dir lg

`

m e t all o p r o t ei n a s e s a n d th ei r i n h ibit o r

T I M P s i n v a ri o u s h u m a n t u m o r c ells . O n o g e n e
,
i n p r e s s .

5 2) M o ri k a w a
,

K . , W a l k e r
,

S . M .
,

N a k aji m a
,

M .
,

P a th a k
,
S .

,
J e s s u p , J . M . & Fi d l e r , Ⅰ. J . : I n fl u e n c e of

O r g a n e n Vir o n m e n t o n th e g r o w th
,

S el e c ti o n , a n d m e t a st a sis

Of h u m a n c ol o n c a r cin o m a c e11 s i n n u d e mi c e , C a n c e r R e s .
,

48
,
6 8 6 3-6 8 6 7 (1 9 8 8) .

5 3) N a k ajir n a
,
M .

, M o ri k a w a
,
K .

,
F a b r a

,
A .

,
B u c a n a

,
C .

D . & F i dl e r
,

Ⅰ. J . : I nfl u e n c e of o r g a n e n vi r o n m e n t o n

e x tr a c ell ula r m a tri x d e g r a d a ti v e a c ti vi ty a n d m e t a st a sis of

h u m a n c olo n c a r ci n o m a c ell s . J . N atl . C a n c e r I n s t .
,
8 2

,

18 9 0-1 8 9 8 (1 9 90) .

54) K h o k h a , R . , W a t e r h o u s e , P .
,
Y a g el , S .

,
L a l a

,
P . K .

,

O v e r a ll
,
C . M .

.
N o r t o n

,
G . & D e n h a r d t

,
D . T . : A n ti s e n s e

R N A-i n d u c e d re d u c ti o n in m u r in e T I M P l e v el s c o nf e rs

O n C O g e ni city o n S wi s s 3 T 3 c ells . S ci e n c e
,

2 43
,

9 4 7- 24 3

( 1 9 8 9) .

5 5) S c h ult z , R .
M .

, Silb e r m a n
,
S

.
,
P e r s k y ,

B .
,

B a j k o w $ ki
,

A . S . & C a r m i c h a el
,
D . F . : I n hi biti o n b y h u m a n r e c o m bi-

n a n t ti s s u e i n hibi t o r of m e t a1l o p r o t ei n a s e s of h u m a n a m rli o n

i n v a sio n a n d l u n g c ol o n iz ati o n b y m u ri n e B 1 6- F l O m el a n o m a

C ell s . C a n c e r R e s . , 48
,
5 5 3 9,5 5 4 5 (1 9 8 8) .

5 6) A I v a r e z , 0 . A . , C a r m i c h a e l , D . F . & D e C l e r c k
,
Y .

A . : 1 n h ibiti o n o f c olla g e n oIyti c a c ti v lty a n d m e t a st a sis of

t u m o r c ell s b y a r e c o m b i n a n t h u m a n ti s s u e i n hibit o r of

m e t a u o p r o t ei n a s e s . J . N atl . C a n c e r I n s t .
,
82

,
5 8 9-5 9 5 (1 9 gO) .

5 7) D e C l e r c k
,
Y . A .

,
Y e a n

,
T - D .

,
C h a n

,
D .

,
S h i m a d a

,
H .

& L a n gl e y , K . E . : I n hib itio n of tu m o r i n v a si o n of s m o o th

m u s cl e c ell l a y e r s b y r e c o m bi n a n t h u m a n m e t all o p r o t ei n a s e

i n hib it o r . C a n c e r R e s リ 5l , 2 1 5 ト21 5 7 (1 9 91) .

5 8) P o n t o n
,

A .
,
C o u l o m b e

,
B . & S k u p ,

D . : D e c r e a s e d

e x p r e s si o n of ti s s u e i n h ibit o r of m e t all o p r o t e in a s e s i n

m e t a s t a tic t u m o r c ells l e a di n g t o i n c r e a s e d l e v el s o f

C O11 a g e n a s e a c ti v ity . C a.n c e r R e s .
,
5 1

,
2 1 3 8 -2 1 4 3 (1 9 91) .
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E x p r es si o T " f M at r i x M et all o p r o t ei n a s es i n V ar i o u s H u m a n T b m o r C ell Li n e $ C o m p a r e d wi t h T h ei r M e t a$t atic
P ot e nti al % ri Kid a

･
D ep ar t m e n t O f S u r g e r y ,

C an C e r R es e ar c h I n s ti t u te
,
S ch o ol of M edi cin e

,
K a n a z a w a U ni v e rslty ,

K an a Z a W a 9 2 0
-

J . J u z e n M e d S o c .
,
1 01

,
2 2 7

M

2 3 6 (1 9 9 2)

K ey w o r d s m atri x m et al 1 0 p r Otei n a s e s ( M M P s) ,
ty p e Ⅳ c oll ag e n as e

,
ti ss u e in h ib it o rs o f m et all o p r o tei n a s e ( T I M P s) ,

C a n C e r 耳I et aS ta SIS

A b st r a ct

n ot e oly ti c e n z ym e S S u C h a s ty pe Ⅳ c o11 a g e n a s e ar e th o u g h t t o pl a y a n i m p o rt a n t r ol e i n tu m or i n v a si o n an d m et a stasis .

7 b d et e rm i n e w h e th er th e s e e n zy m es c o ul d s er v e a s i n di c a to rs of m e ta st atic p o te n ti al
,

e X p r e SSi o n of m et all op r o tei n as es

( M M P s) w hich c an d e g T ad e t y p e Ⅳ c oll ag e n a n d th eir in hibi t o r s
,
tis s u e in hibit o rs of m et all o p r o tei n a s e (TI M P s) ,

i n v ar io u s

C el1 1in es w er e e x a m in ed . N or th e rn h y b ridiz ati o n of m R N A f b r M M P - 2
,
M M P - 3

,
M M P - 9

,
T I M P - 1 an d T T M P - 2 負

･

O m 26

h um an t um O r C el1 1in e s w er e p e rfb r m ed ･ F u r th er m or e
,

m e ta St ati c p o te n ti al s o f th e s e c ell s w e r e an al y z ed i n c h i c k e m b ry o .

廿 an S C n P tS f or M M P - 2 w e r e e x p r es s e d i n al 1 m e s e n c h y m al c ells a n d i n 4 o f 1 6 e pi th eli al c ell s an d th e se f o r M M P -9 w e re

e xp r e ss e d in 7 0 f l O m e s e n c h y m al c ell s an d i n 2 0f 1 6 e pi 血eli al c ell s ･ O nly 3 0f 26 t e ste d tu m o r c ell l in es e x p r e ss e d M M P -3

m R N A ･ Ⅴ誠 o u s e xp r e ssi o n l e v el s w er e o b s e rv ed f b r T I M P - 1 ･ A l m o st all c ell li n e s w e r e e 叩r e S S ed at th e s am e l e v el of m m ･

S C n p tl O n f o r T I M P - 2 ･ T h r e e m e s e n c h y m al c ell li n e s a n d 2 e p i th eli al c ell lin e s s h o w e d a hi g h e r m et a st atic p ot e nti al i n c hick

e m br y o ･ M e s e n c h ym al c ell li n e s w h i ch e x p r e s s e d M M P -9 w e r e s h o w n t o b e m et a st atic
,

W h er e as 2 hi gh m e ta sta d c c ell lin es

Of epith elial o ri gi n s h o w e d n o tr a n s c ri pt s f b r M M P s ･
T h e r e w a s n o c or r el ad o n b et w e e n m et a st ati c a bility a n d e x pr e s sio n of

tr an S C n P tS f or M M P -2 an d M M P - 3 . H i g h l e v el s of T I M P - 1 e x p r e s si o n w e r e o b s e rv e d i n n o n - m e ta St a ti c c e11s w hi ch

e x p r e ss ed M M P - 9 w hil e 1 0 W l e v el s of T I M P - 1 e x p r es si o n w e r e o b se r v e d i n m e ta st a ti c c ell s o f m es e n c h y m al o rlg i n
. O u r

d a ta s ug g est s th at th e e n h a n c e d e x pr e s si o n of M M P -9 a n d d ec r e a s e d l e v el s of T I M P r l e x p r e ssi o n h a v e a s lg ni負c a n t c orrela -

ti o n wi th m e ta st a ti c p ot e nti al in m e s e n c h y m al c ells . H o w e v e r
,
th e e x pr e s si o n of M M P - 2 an d M M P - 3 h a d n o e v id e n t rela -

ti o n ship to m e ta st a si s i n c o ntr a di cti o n t o r e p o rts fr o m o th er l ab o r at o rie s
.


