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口 腔扇平上皮癌細胞 の浸潤能に 関す る実験的研究

金沢大学 医学部歯科 口腔外科学講座 (主任 : 山本悦秀教授)

児 島 伸 也

(平 成 4 年2 月 1 日受 付)

扁平上 皮癌細胞 の 浸潤機序を知 る目的で , 実験的癌浸潤 モ デ ル を 開発 した .
マ ウ ス 胎児線椎芽細胞(3 T 3 細胞) を 組み込

ん だ コ ラ
ー ゲ ン ゲル 上 に 口 腔扁平上皮痛由来 の 3 種 の 細胞( K B 低分化型; O S C-1 9 高分化型; O S C

-2 0 中等度分化型) をそ れ ぞ

れ 重層培養 し , ゲ ル 内 へ の 浸潤動態を形態学的 な らび に 生化学的 に 比較検討 した . 対照 と して は コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル の み の 基質の

上 に 癌細胞を培養す るもの を用 い ,
三 種 の 癌細胞株 の 性状に つ い て は ヌ

ー

ド マ ウ ス へ の 移植実験 で 確認 した ･ 3 T 3 細胞 を阻み

込 む と O S C-1 9 と O S Cr2 0 細胞は 早期 に ゲ ル 内 へ 侵入
･ 浸潤 した .

これ に 対 し, 対照群や K B 細胞 で は ゲ ル 内 へ の 浸潤性は乏

しか っ た . 浸潤性の O S C-1 9 や O S C-2 0 細胞 ほ K B 細胞 に 比
べ て 増殖活性は低 く , ラ ミ ニ ン 産 生量 ほ少 なか っ た が ,

フ
ィ ブ ロ

ネ ク チ ン を多 量に 産生 ･ 分泌 し, 基底膜成分( ラ ミ ニ ン , Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ン) が 沈着す ると い う特徴を示 した ･ 竜顔的に も断続的

な基底膜 を確認 した . しか し
,
浸潤先端部 で は 1

Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン や ラ ミ ニ ソ の 沈着は 陰性 で ∴ 電顕的 に も基底膜 を欠 い て い

た . 基質分解酵素( m a tri x m e t all o p r o t ei n a s e , M M P) に つ い て ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ
ー

ト ゲ ル を用 い た ザ イ モ グ ラ フ ィ
ー で 各培養

上帯を検討す ると ,
7 2 k D a

,
92 k D a

,
9 5 k D a お よび 50-5 5 k D a の バ ン ドを 見, イ ム ノ ブ ロ ッ ト で 72 k D a ゼ ラ チ ナ

ー ゼ ( M M P-

2) , 9 2 k D a ゼ ラ テ ナ
ー ゼ ( M M P- 9) , コ ラ ゲナ

ー ゼ ( M M P-1) を確認 した ･ また ,
9 5 k D a ゼ ラ チ ナ ー ゼ ほ 3 T 3 細 胞由来 で あ

り , こ れ ら の 酵素は 3 T 3 細胞を 取込む こ と で 増強 した . ゼ ラ チ ン 分解活性 と コ ラ ー ゲ ン 分解活性 を ア ッ セ イ す る と , 前者は

3 T 3 細 胞を 取込 ん だ O S C -1 9
,
O S C-2 0 細 胞 に 高値 で , 後 者 は O S C-20 細胞 に 高値 で あ っ た ･

M M P の 局 在 を み る と ,

M M P -2 は す べ て の 細胞 に 散在性 に ,
M M P - 9 ほ と く に O S C-1 9 細胞 の 浸潤部近傍細胞 に 限局 して い た ･ ま た M M P-1 ほ

O S C -2 0 細胞 の 浸潤細胞 に 認め られた . 従 っ て , 扁 平上 皮癌 の 基質 へ の 浸潤能 は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に よ る基質 へ の 接着 と 基質

分解酵素とくに M M Pr9 と M M P
-1 が そ れ ぞれ 関与 して い る こ と が強く示唆 された ･

K e y w o r d s o r al s q u a m o u s c ell c a r c in o m a , i n v a sio n m o d el
･
b a s e m e n t m e m b r a n e ･ m a t ri x

m e t a1lo p r ot ei n a s e

口腔領域悪性腫瘍 を その 覿織型か ら見 る と大半が扁平上皮癌

である . 近年 そ の 治療成績は飛躍的に 向上 した が , 不 幸な 転帰

を と る症例も少なく な い . Y a m a m o t o ら
l}2 )
は
,
J a c o b s s o n ら

3)
の

癌浸潤様式分類を改定 ･ 細分頼 し , び 慢性 に 浸潤す る 4C , 4 D

型の 症例 に 転移形成が多く ,
予後不 良例が集中 した こ と を報告

して きた . した が っ て ,
こ れ ら癌細胞の 浸潤機序を解明する こ

と ほ 口腔領域 の み な らず他領域 を含む扁平上皮癌の 治療成績に

資する と こ ろ極め て大きい もの と考 え る .

一 般に , 生体 内に おけ る癌細胞の 悪性形質 , すな わ ち 癌細胞

の 浸潤 , 転移 と い う能力は , 癌細胞 と 正常細胞
弟

, 癌細胞 とそ れ

を取 り囲む 問質組織 と の 相互 作用の ほか ,
ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細

胞や マ ク ロ フ ァ
ー

ジな どの 免疫担当細胞 に よ る防御機構 ,
血 管

内皮細胞 お よび 血 小板と の 接着相互作用や さ らに に は物理 的 ,

解剖学的条件等 ,
い く つ もの 要 因に 影響 され て い る . そ こ で !

まず癌細胞 の 浸潤 ･ 転移機序の 解明の た 捌 こは モ デル 実験系 の

確立が有用 と考 え られて い る . こ の 日的に 沿 っ た い く つ か の 実

験 モ デ ル が 既に 報告 され て い る
5ト 岬

.
こ れら多く の 実験 モ デ ル

で は生体内の 状態を必ず しも正確に反映 して い な い と い う批判

A b b r e vi a ti o n s : A B C , a Vidi n - bio ti n p e r o xid a s e

も ある . しか し
, 癌細胞の 環境 を単純化 し, 個 々 の 癌細胞の性

格 を比較 して 比較的短期間に 浸潤能 の 検索 が行 え る
岬

等の利点

が あ る こ と は 間違 い な い . 生 体 を 用 い る 実験系 と し て ,

F u s e ni g ら
11)
や B o u k a m p ら

一2)
は ヌ ー ド マ ウ ス の 背部に 形成した

肉芽阻織 上 に 癌細胞 を移植 し, そ の 浸潤増殖能 を検定する方法

を報告 した . ま た , 同様な 方法 と して 鶏卵紫尿膜法
5)6)

, 鶏心臓

上
T)
の 癌細胞培養な どが 知 られ て い る . 生体 を利用 し な い も の

と して は コ ラ
ー ゲ ン ゲ ル

即
や 再構成基底膜

8)1 0)
に 癌細 胞を 泳軋

通過 さ せ る浸潤 モ デ ル が 代表的で ある . 最近 , 松本
13)
は コ ラ

ー

ゲ ン ゲ ル 内に 線維芽細胞を包埋 した 基質 を用 い た 口 腔扁平上皮

癌細胞 の 浸潤 モ デ ル 実験系を作成 し ,
こ の モ デ ル に おい て は原

発巣の 紅織像 お よ び浸潤増殖像が比較的良好 に 反映 された こと

を 報告 した . これ は t 線維芽細胞が常在する真皮を想定した生

体内の 反応 に 近 い モ デ ル で ある が , 実際に は ヒ ト線維芽細胞を

一

定の 条件 で 入 手 し難い と い う 問題 があ り , 定量実験に は向
い

て い な い . そ こ で 著者ほ常 に 同
一

条件で 利用 で き る問質細胞と

して
,
性質の よく知 られ た マ ウ ス 胎児線維芽細胞由来の 3T

3

細胞を 選び ,
こ れ を ゲル 内に 観 み込 んだ 浸潤 モ デ ル を作製し′

c o m pl e x ; B S A , b o寸i n e s e r u m alb u m i n ; D A B ･

di a mi n o b e n zid in e h y d r o c h lo rid e ; E LI S A , e n zy m e
-1in k e d i m m u n o s o rb e nt a s s ay ; E H S I E n g elb r e t h

- H ol m - S w a r m ;

F C S
,
f et al c alf s e r u m ; H ･ E

,
h e m a t o x yl in a n d e o si n ; M E M , E a g le

,

s fn ini m u m e s s e n ti al
m e di u m ; M M P ,
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この 基質上 で 3 種類 の 癌細胞を培養 した . 本研究は , これ ら 3

桂炉の 癌細胞に
つ い て

,
こ の 培養系 モ デ ル を 用い て 基底膜成分

の局在と産生量, 基質分解酵素の 産生 , 基質分解酵素産生細胞

の同定な どの 浸潤動態 に つ い て精査 し, 浸潤磯序に つ い て 比較

検討したもの で ある ･

材料お よび方法

Ⅰ . 実験に 用い た細胞

3 種煩 の 口腔扁平上皮癌細胞株 を用 い た . K B 細胞
14)
ほ 原 発

巣よ り, O S C-1 9
1 5) 1 6)

. O S C- 2 0
1丁)

細胞は それ ぞれ 頸部 リ ン パ 節 転

移巣よ り株化され たも の で ある . な お
,
K B 細胞ほ J C R B 細胞

バ ン ク よ り
,
O S C-1 9 細胞 と OS C

-2 0 細胞は そ れ ぞれ 札幌医科

大学口腔外科学講座 , 横井敏 一 博士 に よ り樹立 され た細胞株を

供与され た . ま た コ ラ ー ゲ ン ゲル 内 へ 組み 込む 線維芽細胞 と し

ては J C R B 細胞 バ ン ク よ り入 手 した マ ウ ス 胎 児由来の S w is s

3 T 3 細胞を用 い た . 以 上 の 細 胞ほ10 % 牛胎 児血 清 (f e t al c alf

s e r u m , F C S) を 加 え た イ ー グ ル 最 小 必 須 培 地 (E a gle
'

s

mi ni m u m e s s e n ti al m ed i u m
,
M E M

,
F l o w L a b o r a t o rie s

,

I r vin e . S c o ttl a n d) で 継代培養 し, 必 要に 応 じて実験 に 用い た .

Ⅱ . 癌細胞の ヌ ー ドマ ウス へ の移植

癌細胞移植の た め に 用 い た ヌ
ー ド マ ウ ス ( 日本 ク レ ア 社 , 東

鼠 B A L B/ C- n u/ n u , 6 適 齢 , 雌) は 本学動物実験施設内 の

L a m in o r F l o w I s o - R a c k (室温25 ± 2 ℃ , 湿 度50 ± 5 % ) 中で飼

育した . 飼料お よ び飲料水と して は固形飼料 (固形 C R ト1 , 日

本チ ャ
ー ル ス リ バ

ー

, 厚木市 , 神奈川) と水道水を そ れ ぞれ 自

由摂氏と して供与 した . 以下 の 移 植実験 は 全て 無菌的 に 行 っ

た . 3 種の 癌細胞 1 ×10ソ血 の 浮遊液 1 m l を ヌ ー ド マ ウ ス の 側

腹部皮下組織に移植 した . 移植後 1 週 間目 に 形成 され た腫瘍を

エ ー

テ ル 麻酔下に 摘出 した .

Ⅲ . 癌細胞の 増殖能の検定

M E M に1 0 % F C S を 添加 した培養液 を 用 い ,
直 径 100 m m

の プラ ス チ ッ ク シ ャ
ー

レ ( F al c o n , NJ , U S A ) 上 で 継代培養 を行

い
,
3 種類の 癌細胞 の 増殖曲線を描 出 した . すな わ ち ∴継代を

行っ て い る癌細胞 を0 . 2 % ト リ プ シ ン 液 に て 分散 し, M E M/

F C S 中で 細胞密度が 1 ×1 0
5

/ m l と な るよ う に 調整 した . こ の

2 m l を 35 m m 径 シ ャ ー

レ に 加え 5 % C O 2
,
37 ℃ の 条件 で 培養

し
,
2 4 時間毎に ト リ プ シ ン 液に て 分散 し, B u r k e r- T ilr k 型血 球

計算盤を用い て トリ バ ン プル ー 染色 に 不 染 の 生細胞数を算定 し

た.▲実験 は各癌細胞 ご と に 3 回行 っ た .

Ⅳ . 浸潤モデ ル作製お よび 培養方法

1 . 実験群 : 線維芽細胞組み込 み基質上 で の 癌細胞培養

癌細胞 の 浸潤基質 と して コ ラ ー ゲ ン ゲ ル を 用 い
,
そ の 調整法

は W r e n ら
18)
の 方法に 従 っ た . すな わ ち豚経由釆 の0 . 3 % 組織培

養用I 塾 コ ラ ー

ゲ ン の 酸 性溶液 (新 田 ゼ ラ チ ン ,
C ell m a tri x-

ty p e l - A : 希塩酸 コ ラ ー

ゲ ン 溶液 p H 3 . 0) を 使用 時に 再構成用

緩衝液(2 . 2 % 重炭酸 ナ ト リ ウ ム お よび 0 . 0 5 N 水酸 化 ナ ト リ ウ

ムを含む 200 m M H E P E S 緩衝液) と1 0 倍濃度 の M E M をそ れ

ぞれ 8 : 1 : 1 の 比で 混合 した . こ の 混合 した コ ラ ー

ゲ ン 溶液

中に 叩 にて 3 T 3 細胞を 3 ×1 0
6

個/2 r n l の 濃度 に 混合 し, うち

2 m l を 35 m m シ
ャ

ー レ に 移 し C 0 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中に30 分

間静慶す る こ と に よ り ゲ ル 化 させ た .
コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 中 の

m at ri x m et allo p r o t ei n a s e ; P B S , p h o s p h a t e b uff e r ed

S up pl e m e n t e d p h o s p h a t e b u ff e r e d s al in e

3 T 3 細胞 の 活動性 を維持す るた め に , 1 0 % F C S 加 M E M を

2 r山 重層 し , C O 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に
一

晩置き, 翌 日 に 3 T 3 細

胞の 突起 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 中に よく伸び て い る こ とを位相差顕微

鏡で 確認 した後 , 各々 の シ ャ ー

レ 内の ゲ ル 上 に 3 種類の 癌細胞

を重層 した . 癌細胞数は 1 シ ャ ー

レ あた り 2 ×10
6

と した . 癌細

胞の 重層後 C O 2 イ ソ キ ュ
ベ ー タ ー に 2 時 間静置 し, 癌細胞 が コ

ラ ー ゲ ン ゲ ル に 接着 した こ と を確認後 ,
シ
ャ

ー

レ の 底に 接着 し

て い る ゲ ル を 小ス パ ー テ ル を 用 い て 機 械的 に 浮遊 させ た .
メ

デ ィ ウ ム を 吸引後 ,
1 0 % F C S 加 M E M を 2 m l 加 え て 浮遊培養

した (図 1) . 同感 の メ デ ィ ウ ム 交換を 2 日 毎に 行 っ た . 培養条

件ほ 5 % C O 2 , 3 7 ℃で ある .

2 . 対照群

対照 と して 3T 3 細胞 を組み込ま な い コ ラ ー ゲ ン ゲ ル を 用 い

た . すなわ ち コ ラ ー

ゲ ン ゲル 溶液を そ の ま ま ゲル 化 させ ,
3 種

類の 癌細胞を重層 , 浮遊 させ , 培養 した . そ の 他は全て実験群

と 同様 と した .

Ⅴ . 組織学的観察

ヌ
ー

ド マ ウ ス に 形成され た癌腫癌お よ び培養4 日 , 8 日 , 1 4

日 後の 培養組織 は 3 分割 し , 各 々 の 組織片 に 異な る 固定を施行

した . 光顕的観察用に は 4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドまた は メ タ

カ ル ソ で 固定 し, エ タ ノ ー ル 系列 で 脱水 後 パ ラ フ ィ ン 包唾 を

行 っ た .
パ ラ フ ィ ン 切片に 対 して通常の へ マ トキ シ リ ソ ー エ オ

ジ ン (h e m a t o x yl in a n d e o si n , H . E) 染色また は 後述 の 免疫染色

を施 した . 電顕用 に は2 . 5 % グル タ ー ル ア ル デ ヒ ド溶 液お よ び

2 % 四酸化オ ス ミ ウ ム 酸に て 固定を 行 っ た .

エ タ ノ
ー ル 系列に

よ る脱水 ,
エ ボ ン 樹脂( E p o k 8 1 2 , 応研, 東京) 包哩後超薄切片

に 酢酸ウ ラ ニ ル と ク エ ン 酸鉛で染色 し電顕的 に 観察 した .

Ⅵ . 免疫組織化学的検索

1 . 基底膜成分

培養組織切片お よび ヌ ー ド マ ウ ス の 腫癌 の 艇織切片に 対 して

基底膜の 主 要構成成分で ある ラ ミ ニ ン ,
Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン の 局在

を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ソ
･ ビオ チ ン ･ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ･ コ ン プ

レ ッ ク ス 法
19) に て 検索 した . まず, 4 % パ ラ ホ ル ム 固定ま た は

メ タ カ ル ソ 固定 した パ ラ フ ィ ン 切 片を ヒ ス ト ク リ ア ( H i st o-

C l e a r
,
N at oi n l D i a g n o sti c s . S o m e r vi11 e , N J , U S A) で 脱 パ ラ フ ィ

ン 後 , 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活性 を阻止 する た め に0 . 3 % 過

酸化水素およ び0 . 1 % ア ジ化ナ ト リ ウ ム に10 分 間浸潰 さ せ た .

C A R C I N O M A

C E L L S

3 T 3

F i g . 1 . S c h e m a ti c r e p r e s e n t a ti o n o f a n i n v a si o n m o d el .

C a r c in o m a c e11 s a r e o v e rl a y e r ed o n a vi a bl e 3 T 3 c elトe m b e
-

d d e d c o 11 a g e n g el . T h e c o11 a g e n g el a r e fl o a ti n g i n th e

C ult u r e m ed i u m i n a 35 m m dis h .

S alin e ; S D S , S Odi u m d od e c yl s ulf a t e ; T P B S , t W e e n 20
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次 い で 冷 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 ) で1 0 分間 3 回 洗浄後 , 1 次抗体の 非特異的反応 を阻止す

る 目的で 2 次抗体作製動物 の 正 常血 清(10 倍希釈) を30 分 間反

応 さ せ た . ひ き続き ラ ッ ト抗 ヒ ト ラ ミ ニ ソ モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体

(I m m u n o t e c h , M a r s eill e ,
F r a n c e)･ ･ お よ び

マ ウ ス 抗 ヒ ト Ⅳ 型 コ

ラ ー ゲ ン モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体.(資
生堂

,
東京) を各 々 10 0 倍 , 1

倍希釈 して 4 ℃ で
一

晩反応 させ た . 冷 P B S で1 0 分 間3 回 洗浄

後, ラ ミ ニ ソ に 対 して ほ ど オ チ ン 化 ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト I g G 抗体

( V e c t o r L a b o r a t o ri e s , C A , U S A ) , Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン に 対 して は ビ

オ チ ン 化 ウ マ 抗 マ ウ ス I g G 抗体 (V e c t o r L a b o r a r o ri e s) を20 0 倍

希釈 して 用 い ∴室温 で30 分間反応さ せ た . 冷 P B S で1 0 分 間 3

回洗浄後 ヒ オ チ ソ 化ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン (J a c k s o n I m m u n o r e s-

e a r c h L a b o r at o ri e s . P A , U S A) を室温30 分間反応 させ た . 次 い

で 冷 P B S で10 分 間 3 匝Ⅰ洗 浄 t.一
た 後 に ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン

(d ia m i n o b e n zidi n e h y d r o c hl o rid e , D A B , Si g m a , M O . U S A ) に

0 . 01 % 過酸化水 素水を 加 え ,
川分間恒温槽37 ℃ 中で 反応 , 発色

させ た . 流水 水洗後 へ マ ト キ シ リ ソ で 核染色を行い , 脱水 ･ 透

徹 ･ 封入 した . な お
,
ラ ミ ニ ソ

,
Ⅳ 型 コ ラ ー

ゲ ン に 対 して , 脱

パ ラ フ ィ ン 後0 . 4 % ペ プ シ ン ( S ig m a) で20 分間前処理 を 行 っ た .

2 . 基質分解酵素産生細胞の 同定

基質分解酵素 で あ る マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ テ ナ
ー ゼ ( m a t ri x

m e t all o p r o t ei n a s e , M M P)-1 ( コ ラ ゲナ
ー ゼ) , M M P - 2 (72 k D a ゼ

ラ チ ナ ー ゼ) , M M P -3 ( ス ト ロ キ ラ イ シ ソ) , M M P-9 (9 2 k D a ゼ

ラチ ナ ー ゼ) の 塵生細胞を同定す るた め に ,
金沢 大学医療技術

短期大学都岡田保典博士 よ り供与 され た 4 種の マ ウ ス モ ノ ク ロ

ナ
ー

ル 抗体 : 抗 ヒ ト M M P pl 抗体 , 抗 ヒ ト M M P -2 抗体 , 抗 ヒ

ト M M P-3 抗休お よ び抗 M M P-9 抗体を用 い て 免疫染色を行 っ

た .
こ れ らの 4 種の 酵素 を細胞内小器官 に 貯留 させ る 目的 で 培

養細胞に 対 して モ ネ ン シ ソ 処理 を 行 っ た . すな わ ち 培養液中 に

2 J ∠ M の モ ネ ソ シ ソ を 加え て 3 時間培養 し, こ の 間 モ ネ ン シ ン

の 細胞内 へ の 移行を 容易に す るた め シ ャ
ー

レ を 3 回 軽く振惚 し/

た . 培養細胞 を 4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで
一 晩固定 した後 ,

エ タ ノ
ー

ル 系列 で脱水しJ て パ ラ フ ィ ン 包埋 を行 っ た .
パ ラ フ ィ

ン 切片に 対 して は 上記 と 同様の ス t レ プ ト ア ビ ジ ソ
･ ビオ チ

ン
･ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ･ コ ン プ レ ッ ク ス 法を 用 い て 免疫染色を

行 っ た . 抗 M M PLl 抗体 ,
抗 M M PL 2 抗体 , 抗 M M P- 3 抗体 ,

抗 M れ圧L 9 抗体は 各 々 50 0 倍 , 4 0 0 0 倍 , 1 0 00 倍 , 5 0 0 倍 に 希釈 し

て 用 い た .

Ⅶ . 基底膜成分の定量

癌細胞 に よ る基底膜成分産生畳 の 定量の た め に ,
培 養 上清中

の ラ ミ ニ ン
,
Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン お よ び フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ 量を ェ ソ

ザ イ ム イ ム ノ ソ ル ベ ソ ト ア ッ セ イ ( e n z y m e
-1i n k e d i m m u n o s o r-

b e n t a s s a y , E L I S A ) 法 の サ ン ドイ ッ チ 法を 用い て 測定 した . な

お ,
メ デ ィ ウ ム に 添加 した 血 清の 影響を排除す るた め 以下の よ

うな培養方を 用 い た . 1 0 % F C S 添加 M E M で 培養 した 細胞を

培養 上 清採取 の 2 日 前 よ り 無 血 清 メ デ ィ ウ ム ,
ニ
ッ ス イ

S F M-1 01 ( ニ ッ ス イ , 東京) 2 m l に 0 .1 m M ア ス コ ル ビ ソ 酸
20)

,

0 . 2 % ラ ク ト ア ル ブ ミ ン と なる ようそ れぞれ添加 し , 培養 4 日

目 ,
8 E = ∃ 1 1 4 日 目 の 培養液を採取 した . 採取 し た 培養液 を

100 0 r . p . m , 5 分間遠心 分離 して そ の 上清を定量 に供 した .

E L I S A 法 の 測 定 に は 9 6 穴 プ レ ー ト ( N u n c , R o sk ild e ,

D e n m a r k) を 用 い た . 抗 ヒ ト ラ ミ ニ ソ モ ノ ク P ナ
ー ル 抗 体

(C albi o c h e m , C o r p . ,･ C A , U S A ) , 抗 ヒ ト Ⅳ塑 コ ラ
ー

ゲ ソ モ ノ ク

p ナ ー ル 抗体 (資生堂) , 抗 ヒ ト フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ モ ノ ク ロ ナ
ー

ル 抗体 (C alb i o c h e m .
C o r p .) をそ れ ぞれ 別の プ レ ー ト の 各ウ ェ

ル に1 0 0 /バ ず つ 分注 し, 4 ℃ で 一 晩 プ ラ ス チ ッ ク プ レ ー

ト に吸

着させ た . 0 . 5 % ツ イ
ー

ソ 2 0 加 P B S (t w e e n 2 0 s u p pl e m e n t ed

p h o s p h a t e b u ff e r e d s ali n e ･ T P B S) で 各 ウ ェ
.
ル を 洗浄乳 非特異

的反応 を 防 や た め 1 % 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (b o v in e s e r u Ⅱl

alb u mi n . B S A ) 各 ウ ェ ル に 10 0 FL l ず つ 分注 して 4J℃ で
一

晩反応

させ た . T P B S で 洗浄後 , 既知 濃度 の ヒ ト ラ ミ ニ ソ (1 0 p g/

m り, ヒ トⅣ 塑 コ ラ ー ゲ ン (1 0 /J g/ m l) , ヒ ト フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン

( 2 J ∠ g/ m り の 2
1

倍 か ら2
9

倍 ま で の 希釈系列 を作製 して
, 各

10 0 〃1 を 各 々 の 抗原が 対応す る抗体を 吸 着 させ た プ レ
ー

ト上 の

各 ウ ニ ル に 分注 した . 同 時に 未知試料 である培養上清の 希釈系

列を各 プ レ ー トの 各 ウ ニ ル に 注入 した . 3 7 ℃
,
2 時間反応させ

た後 T P B S で 洗浄 し , 既知の 試 料お よ び未知 の 試料 を反応さ

せ た ウ ェ ル に 各 々 対応す る抗 ヒ ト ラ ミ ニ ン ポ リ ク ロ ナ
ー

ル 抗体

(E-Y L a b o r e t o ri e s , C A , U S A) , 抗 ヒ トⅣ型 コ ラ
ー ゲ ン ポリ ク P

ナ ー ル 抗体 ( A D V A N C E , 東京) , 抗 ヒ ト フ ィ ブ ロ ネ クテ ン ポリ

ク ロ ナ ー ル 抗体(D A K O , G l o s r u p , D e n m a rk) を1 0 0 F11 ず つ 分注

し
,
3 7 ℃ で 1 時間反応 させ た . 次 い で T P B S で 各ウ ニ ル を洗

した 後 に ア ル カ リホ ス フ ァ タ
ー ゼ 標識抗 ウ サ ギ Ig G 抗体( ×

50 0) を 全 て の ウ ェ ル に10 0 /J l ず つ 分注 して 37 ℃ , 3 0 分間反応さ

せ た .
T P B S で 洗浄後10 % ジ ュ ク ノ ー ル ア ミ ン 5 m l に ア ル カリ

ホ ス フ ァ タ
ー ゼ 基質錠剤 (SI G M A l O 4) 1 錠を 溶か した基質溶

液を 100 /上1 ず つ 全て の ウ ニ ル に 分注 し96 穴 専用 の 分光光度計

( Bi o r a d , C A , U S A ) を 用 い て 波長 405 n m の 吸光度 を測定した.

両対数表上 で 既知濃度 の 標準曲線を描き , そ の 直線部を未知濃

度 の 算出に 用 い た . 用 い た抗体 の 希釈倍率ほ抗 ラ ミ ニ ン モ ノ ク

ロ ナ ー ル 抗体が300 0倍 , 抗Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体

が100 0 倍 , 抗 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体が3000 倍 ,

抗ラ ミ ニ ン ポ リ ク ロ ナ
ー

ル 抗体が500 倍 , 抗 Ⅳ 塾 コ ラ
ー ゲ ン ポ

リ ク ロ ナ ー ル 抗体が500 倍 , 抗 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ ポ リ ク ロ ナ
ー

ル 抗体 が100 0 倍 で ある .

そ れ ぞれ の 基底幌成分 の 培養 上帝中 の 量 が マ ウ ス 由 来の

3 T 3 細 胞で ほ な く ,
ヒ ト 由来 の 癌細胞に よ る塵生を反映 して い

る こ と を 確認する 目 的で 以 上 の ア ッ セ イ 系を 用い て , フ ィ ブロ

ネ ク ナ ン ア ッ セ イ 系ほ ヒ ト 血渠 ,
マ ウ ス 血 祭 ,

F C S を比較, ラ

ミ ニ ン ア ヅ セ イ 系 で ほ ヒ ト ラ ミ ニ ソ と マ ウ ス E n g elb r e th-

H ol m - S w a r m (E H S ) 腫瘍 由来 ラ ミ ニ ン を 比較 ,
Ⅳ型 コ ラ

ー ゲン

ア ッ セ イ 系 で ほ ヒ ト Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン と マ ウ ス E H S 腫瘍由来Ⅳ

型 コ ラ ー ゲ ン を比較検討 した . 以上 の ヒ トフ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ は

河原栄博士
2=
よ り

,
ヒ ト Ⅳ型 コ ラ ー

ゲ ン は上 田善道博士
22)
よ り,

マ ウ ス E H S 腫瘍由来 ラ ミ ニ ン と Ⅳ型 コ ラ
ー ゲ ン ほ 岡田保典博

士 よ り供与 され た .

Ⅶ .
S D S -

ゼ ラチ ンサ ブス ト レ ー

トゲ ル 電気泳動法

Hib b s ら
23) の 方法 に疲い ,

0 . 2 % ゼ ラ チ ン と ドデ シ ル 硫酸塩

(s o di u m d o d e c yl s u lf a t e , S D S ) を含 む ポ ワ ァ ク リ ル ア ミ ドゲル

( 8 % ア ク リ ル ア ミ ド) を 作製 した . 培養上 帝液を非還元状態4

℃ で電気泳動 した . ゲル を 2 . 5 % T rit o n X-1 0 0 (S i g m a) 液で洗

浄後0 . 1 5 M 塩化 ナ ト リ ウ ム ( N a C1 2) と' 1 0 m M 塩化 ナ ト リウ
ム

( C a C l2) を 加えた 50 m M ト リ ス 塩酸緩衝液( p H 7 . 5) で37 ℃ で
一

晩反応 させ た後 に ク
ー マ シ ー 青 ( c o o m a si e b ri11i a n t bl u e R 2 50)

で 染色 し, ゼ ラ チ ン の 分解 パ タ
ー ン を 調 べ た ･

Ⅸ . 基質分解酵素活性 の ア ッ セ イ
Y

培養上清中に含ま れ る ゼ ラ チ ン 分解酵素 と コ ラ
ー ゲ ソ 分解酵

素を そ れ ぞれ G a w s t o n ら
24)
と H a r ri s ら

25)
の 方法 に 従 っ たゼラ
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テ ナ
ー ゼ 活性 と コ ラ ゲ ナ

ー ゼ 活性を ア ッ セ イ す る こ と で検定 し

た.
ゼ ラ チ ナ

ー ゼ 活性 ほ 1 ･ O m M N H 2 - P hr H g- A c の 存在下で ,

また ,

コ ラ ゲナ ー ゼ 活性 ほ 1 ･ 5 m M の N H 2- P h- H g- A c の 存在下

で ッ セ イ した . 1 単位の ゼ ラ チ ナ ー ゼ
,
コ ラ ゲ ナ

ー ゼ 活性は 岡

日ヨ操典博士 よ り分与 され た [
14
C ] コ ラ ー ゲ ン

, [
川
C ] ゼ ラ チ ン を

37 ℃に お い て 1 分間に 1 〟g 分解す る こ と を意味す る .

O S C - 2 0

26 9

X . イ ム ノ ブ ロ ッ ト

培養上 清中の M M P を 3 種の モ ノ ク ロ ナ ー

ル 抗体 を用 い て

イ ム ノ ブ ロ ッ トで 同定 した . 泳動 に 用い る抗原量を増す た め

に
, 採取 した培養上清400 / 招 こ1/2 量の10 0 % ( w/ v) ト リ ク ロ ロ

酢酸を加え 4 ℃ で30 分間静置後, 生 じた沈澱を泳動 に 用い た .

沈澱を メ ル カ プ ト ニ タ ノ ー ル を加 え た 泳動緩衝液 に 溶 か し ,

O S C - 1 9

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

D J W S t N C U IJ U R E

0 1 2 3 4

F ig . 2 . G r o w th c u r v e s of c a r ci n o m a c ell li n e s ( K B , O S C
-1 9 a n d O S C - 20) o n th e pl a sti c d is h e s ･ D ･ T ･; d o u bli n g ti m e ･

Fig . 3 . P h o t o m ic r o g r a p h of c a r c in o m a c ell s g r o w n i n th e s u b c u t a n e o u s ti s s u e of n u d e mi c e ･ K B c ells (a) s h o w e x p a n si v e g r o w th

wi th o u t str o m al r e a c ti o n b y fib r o bl a st s . 0 S C-1 9 (b) a n d O S C-2 0 ( c) c ell s s h o w i n v a si v e g r o w th w ith fib r o b l a s ti c r e a c ti o n a n d

i nfl a m m at o ry c ell i nfiltr a ti o n . a , b , C X 1 2 0 .

Fig ･ 4 ･ E l e c tr o n mi c r o g r a p h s o f c a r ci n o m a c e11 1i n e s g r o w n in th e s u b c u t a n e o u s ti s s u e of n u d e m i c e
･ K B c ells ( a) a r e p r o vi d e d

by p o o rly d e v elo p e d c y to pl a s mi c fil a m e n ts a n d s p e ci aliz e d att a c h m e n t a p p a r at u s
･ O S C -1 9 c e11 s (b) h a v e a b u n d a n t t o n ofil a m e n ts

a n d d e s m o s o m e s s h o w in g th e c h a r a c t e r o f w ell diff e r e n ti a t e d s q u a m o u s c ell c
a r c in 0 rn a ･ O S C

-2 0 c ell s (c) a r e m o d e r a t ely

diff e r e n ti a t e d s q u a m o u s c ell c a r ci n o m a c h a r a c te ri z ed b y t o n ofil
a m e n t b u n d l e s i n a p e ri n u cl e a r a r e a a n d d e s m o s o m e s ･ a

,
b
･

C X l
,2 0 0 .
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S D S - 8 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に て 泳動後 ,
ニ ト ロ セ ル

ロ
ー

ス 膜に 転写 した .
ニ ト ロ セ ル ロ ー

ス 膜に 対する 免疫染色 ほ

ア ピ ジ ン ー ビ オ チ ソ ･ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ･ コ ン プ レ ッ ク ス

( a vi d 血 -bi o ti n - p e r O Xid a s e c o m pl e x , A B C ) 法で 行 っ た .

一 次抗体

と して 20 0 0 倍 に 希釈 した抗 M M P-1 抗体 , 抗 M M P-2 抗体 , 抗

M M P -9 抗体を 用 い ,
ニ 次抗体に は200 倍 に 希 釈 した ビ オ チ ン

化 ウ マ 抗 マ ウ ス I g G 抗体 (V e c t o r L a b o r a t o ri e s) を 室温3 0 分間

反応 きせ た . T P B S で 洗浄後 ア ビ ジ ン ･ ビオ チ ソ ･ コ ン プ レ ッ

ク ス ( V e c t o r L a b o r a t o ri e s) を30 分間反応洗浄後 D A B 反応 を

行 っ た .

成 績

Ⅰ . 浸潤モ デ ル に用 いた 癌細胞株の性状

実験忙 用 い た 3 種類 の 癌細胞 の 増殖曲線は図2 に 示 す ように

それ ぞれ の 倍加時間は K B 細胞26 .7 時間 ,
O S C-1 9 細胞 ,

57 .8

時間, O S C -2 0 細胞49 時間であ っ た .

ヌ ー ド マ ウ ス に 移植 した 癌細胞 の 形態で は よ
K B 細胞は 分裂

像が散見 され ,
核 小体が 目 立 ち ∴ 細胞質が乏 しい 煩円形細胞の

Fig ･ 5 ･ P h ot o g r a p h s of m a c r o s c o pic s h a p e
･

Of c oll a g e rl g el s

a ft e r 8 d a y s i n c ult u r e , S h o wi n g a n i n t a c t c olla g e n g el.
i n

c o n t r oi g r o 叩 Of K B c占II s (A ) , m i ni m al c o n tr a c ti o n of
C Oll a g e n g els in a. c o tr ol g r o u p of O S C

-1 9 c elI s ( C) a n d a

e x p e ri m e n t al g r o u p of K B c e 11 s (B ) , m O d e r a t e c o n tr a cti o n

i n a n e x p e ri m e n t al g r o u p of O S C
-1 9 c e11s ( D) , S e V e r e

C O n tr a C ti o n i n c o n tr ol a n d e x p e ri m e n t al g r o u p s of O S C
-2 0

C ells ( E , F) . M e a s u r e s c al e i n di c a t e s m illi m e t e r .

形態を 示 し , 充実性に 増殖 し , 角 化や 細胞間橋 は認 め られ な

か っ た . 周 囲 の 組織に 対 し圧排性 に 発育 し , 問質反応は少なく

低分化型で問質成分に 乏 しい 癌細胞 で あ っ た ( 図3 a) .

O S C-1 9 細胞 ほ 多角化で角化を営む細胞であり敷石状の 配列

と癌真珠の 形成が特徴 で あ っ た . また , 腫瘍周辺部 で浸潤性の

増殖 を示 し , 好中球と リ ン パ 球 の 浸潤と 腫大 した線維芽細胞の

反応 を伴 っ て い た (図 3b) .

O S C-2 0 細胞 は 多角形 , 細胞間橋お よ び角化傾向を み る 腫瘍

細胞 で あり , 腫瘍周辺部で は 軽度 の 線維芽細胞 の 反応と炎症細

胞の 浸潤が見 られ た (図 3 c) .

電顕的 に は ▲ 髄様 に 増殖す る K B 細胞間 に は 細胞間接着装置

の 発達 は弱く , 稀 に デ ス モ ゾ
ー

ム 様結合が 見 られ るの み で あっ

た ( 国4 a) . 細胞質内に は フ リ ー

リ ボ ゾ
ー

ム が 多 く
, 中間径フ ィ

ラ メ ン ト は 少 な く , 稀 に 張 原線維様構造 が 認 め ら れ た .

O S C-1 9 細胞 で は 大部分の 細胞が張原線維を有 し, 掛 こ癌真珠

形成部の 角化細胞 で は 核周囲に高電子密度 の 張原線維束が取り

巻い て い た ( 図4b) . 細胞間に は強固な デ ス モ ゾ
ー

ム 結合が 多数

形成され て い た . 問質 に 接する細胞ほ断続的で は ある が 明瞭な

基底膜 が形成 され て お り , へ ミ デ ス モ ゾ
ー

ム の 形成を伴 っ て い

た , O S C-2 0 細 胞 で も多く の 張原線維 が形成 され て い た が
,

個 々 の 細胞内で の そ の 量は O S C-1 9 細胞 に 比 べ 少な くなか っ た

(囲4 c) , デ ス モ ゾ ー ム 結合ほ 少な い が
,
明瞭 に 認め られた . 問

質面に は へ ミ デ ス キ ゾ ー

ム 様構造に 画 して 基底膜構造が僅かに

形成 され て い た .

Ⅱ . 癌細胞 の基質内浸潤

1 . 肉眼的所見

培養 8 日 日 の 各 対照群 お よび 実験群 に おけ る コ ラ ー ゲン ゲル

の 収縮状態を図5 に 示 す . K B 細胞の 対照群 で ほ ゲ ル は収縮せ

ず ,
3 T 3 細胞 包埋群で ほ若干収縮 して 培養 8 日 日でそ の 直径の

約90 % で あ っ た . O S C -1 9 細胞 で は 3 T 3 細胞 を組み 込ま ない 場

合で も収縮 を 示 し
,
約80 % の 収縮 を示 した . 3 T 3 細胞を組み込

む こ と に よ っ て 更に 強 い 収縮 を 示 し , 径 は 約60 % と な っ た .

O S じ20 細胞 で ほ 3 T 3 細胞 の 有無に 関係なく ゲ ル は溶解し ,
4

日 目で ゲ ル 中心 部ほ完全に 消失 した . そ こ で O S C-2 0 細胞数を

5 × 1 0
5

に 減少 した 8 日 目を , また 1 ×1 0
5

の 数で14 日 目ま で ゲル

を観察 した .

2 . 光顕的所見

1 ) 対照群

K B
,
O S じ1 9

,
O S C- 2 0 の 3 種輯 の 癌細胞 ほ各々 ,

コ ラ
, ゲ

ゲ ル 単独の 基質に お い て も重層増殖を 示 した . K B , O S CT1 9 細

胞とも培養1 4 日 目 で癌 細胞 と コ ラ ー

ゲ ン ゲ ル と の 境界に 浅い凹

凸が見 られ た が ゲル 内 へ の 明 らかな侵入像 は観察 さ れ な か っ

た . また
,
O S C-2 0 (2 × 1 0

6

個) に お い て は 培養8 日 日 に は コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル が 溶解消失 し , 以後観察 がお こ な え ず標本が得られな

か っ た . そ こ で コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル の 崩壊を 避ける た め に ,
癌細胞

数を l x l O
5

個 に減 ら して 培養 した .
こ の 培養で ほ 8 日目以後癌

細胞 に接 して コ ラ ー ゲ ン ゲ ル が 一 部融解す るに 留ま っ た .

2 ) 実験群

i . K B 細胞 ( K B + 3 T 3)

E B 細胞は
,

コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル 上 で増殖 し , 1 4 日 日に は 8
～ 1 0

層に多層化 した . 細胞形静ま細胞質 の 乏 しい 頬円形の 細胞で細

胞配列 の 極性 ほ認められなか っ た . 細胞間結合ほ弱く 上
しばし

ば表層 の 細胞 が塊状に遊離, 剥脱 , また ほ
一 部壊死に陥っ て い

るの が認 め られ た . . 基質内の 3 T 3 細胞は 類円形 で均等分布を
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示し , 細胞突起ほ伸ば して い なか っ た ･ 培養 4 日 ,
8 日

,
1 4 日 ii

.
O S C-1 9 細胞 (O S C -1 9 + 3 T 3)

に おい て , 癌細胞と コ ラ
ー ゲ ン ゲル の 接触面ほ部分的に 波状 で O S C -1 9 細胞は培養8 日目 で ほ ゲ ル 中心 部付近 で 2 ～ 3 層の

1
～ 数個の 細胞集団が基質 に 落 ち込 ん で い る に 過 ぎな か っ た 増殖に 過ぎなか っ た .

ゲル 辺綾部 で は 5 ～ 1 0 層と肥 厚 し, さ ら

(図6A ) . 3 T 3 細胞 と癌細胞が接着 し , 癌細胞が基質内に 細胞突 に 連続的に ゲ ル 側面に 広が っ て い た (図6B) . こ の ような 重層部

起を伸ば して い る像は きわ め て 稀 で あ っ た ･ で は 細胞 は表層 に 向 っ て扁平化 し∴重層扁平上皮と して の 分化

Fig ･ 6 ･ P h o t o m i c r o g r a p h s of K B c ells ( A ) , O S C
-1 9 c ells (B - F) a n d O S C -2 0 c ell s (G , H ) o n 3 T 3 c ell

-

e m b e d d e d c oll a g e n g el s ･ K B

C ells ( A) s h o w n o d efi nit e i n v a si o n i n t o th e s u b s tr a t e w ith r o u n d 3 T 3 c ells . L o w e r (B ) a n d hi g h e r ( C) m a g nifi c a ti o n s of O S C
-1 9

C e u S S h o w ir r e g u l a r o r w e d g e
-

S h a p e d i n v a si o n p a r ti c ul a rly i n th e p e rip h e r al z o n e of c oll a g e n g el s ･ I n v a si o n p a tt e r n s of O S C
-1 9

C e11s (D- F) a r e c h a r a c t e ri z e d b y c ell u l a r e x t e n si o n of O S C
.1 9 c ell s i n t o th e c olla g e n g els a n d a s s o ci a t e d s pi n d l e

-

Sh a p e d 3 T 3

C ells ･ M a rk e d d e g r a d a ti o n of c oll a g e n g el s of O S C
-2 0 c ell s (G . H ) a r e s h o w n ･ A X 2 4 0 , B x 2 40 , C x 4 4 , D X 1 2 0 , E x 24 0 , F x 2 4 0 ,

G x 2 4 0
,
H x 2 4 0 .
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傾向を示 し , 同時 に 基底部 の 細胞 は ゲ ル 内 へ の 浸潤 を 示 した

( 図6B-F) . 培養14 日目 で は癌細胞基底部は と く に 凹 凸不 整で ,

癌細胞は 楔状ある い ほ索状に 基質内 へ 突起 を伸 ば し, 基質内の

多数 の 紡錘形の 3 T 3 細胸 と接触 して い た ( 図 6C ザ) . こ れPこ対

しゲ ル 中心 部 で は 3 T 3 細胞は 円 形細胞で 濃縮核 をも ち , 細 胞

密度も低か っ た .

iii . O S C - 20 細胞 ( O S C-2 0 + 3
'

r 3)

O S C-2 0 細胞で は 2 ×1 0
6

個培養 の 場合 4 日 目 に お い て既に

O S C-1 9 細胞 8 日目 と 同様 の 浸潤形態と 3 T 3 細胞の 反応が認め

られ た . 8 日 目 で ほ ゲ ル ほ 殆 ど溶解, 消失 して 光顕的な観察を

行 う こ と が で きなか っ た の で O S C-2 0 細胞の 数を 5 ×1 0
5

に 減ら

して 培養 した . こ の 場合ほ 実験群の 8 日 目で 初め て 同 様の癌細

胞 の ゲ ル 内 へ の 侵 入 を みた (圃 6 G) が , 1 4 日 目 で実験群, 対照

群 ともに ゲ ル は完全 に 溶解 した (図6 H) . さ ら に O S C-2 0 細胞の

Fi g . 7 . El e c tr o n mi c r o g r a p h s of i n v a d i n g O S C-1 9 c ell s . I n v a di n g O S C-1 9 c e ll s ( A , B ) e x t e n d t h eir p r o c e s s e s t o w a r d th e

u n d e rlyi n g 3 T 3 c ell s o r th e y e x p r e s s b u n d l e s of a c ti n fil a m e n t s (s h o r t a r r o w s) b e n e a th th e c yt o pl a s m i c m e m b r a n e a n d f o c al

b a s e m e n t m e m b r a n e-1ik e d e n siti e s (l o n g a r r o w ) . A x 2 ,4 0 0 , B x l ,8 0 0 .

Fi g . 8 . E l e c tr o n mi c r o g r a p h s of O S C
-1 9 c e11 s 2 1 d a y s i n c ult u r e ･ A p p a r e n t c o n ti n u o u s b a s e m e n t m e m b r a n e ( a r r o w s) i s f o r m e d i n

O S C
-1 9 c ells a di a c e n t t o i n v a si o n f r o n t . × 2 ,5 0 0 .
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数を 1 ×10
5

に 減 ら した場合 は14 日 目 で 初 め て 前述 の よ う な 浸

潤像を認め る こ と が で きた ･ 注 目 され る こ と は O S C-2 0 細胞に

接するゲル は きわ め て 溶解 しやす
い こ と で あり , こ の ゲ ル 融解

部位に は必ず しも 3 T3 細胞の 変化 を伴 っ て い な い こ と で あ っ

た .

3 . 電顕的所見

対照群の K B 細胞は ヌ
ー

ド マ ウ ス の 場合 と 同様 に リ ボ ゾ ー

ム
,
ミ ト コ ン ドリ ア ,

ゴ ル ジ装置以外の 細胞内小器官の 発達 に

乏しく l 中間径 フ ィ ラ メ ソ は殆 ど認め られ な か っ た ∴ 細胞間結

合も極め て 弱く多く の 細胞 は周 囲 に 小 さな偽足を伸ば し , しば

しば細胞間が離関す る傾向 に あ っ た ■ 細胞 は 時 に 互 い に 20

〟 m 程度に 近接 して い た が , 細胞質の 裏打ち構造な ど特別の 接

着装置ほ形成 され て い なか っ た ･ デ ス モ ゾ ー ム 横転合 が稀に 認

められ た . 癌細胞 の ゲ ル 接触面でも強固な細胞の 接着装置ほ形

成され てお らず, ゲ ル 面に 対 しても小 さな 偽足を伸ば して い る

にすぎなか っ た . 実験 群の K B 細胞 は対照群 と ほ ぼ 同 じ細胞形

態をと っ て い た が ,
僅か に デ ス モ ゾ ー ム 様結 合 が 多 い 傾向に

あっ た . ゲル に 接す る面 で は 時に 被覆小脇 ( c o a t e d v e si cl e) が

みられ ,
また 細胞 に 接 して電子 密度 の 高 い 葉状物質が付着 して

い た . 明らか な 基底膜 の 形成ほ み られ な か っ た .

O S C
-1 9 細胞 は扁平で細長い 突起を伸ば して ゲル に 接 着 し て

い た . 対照群の O S C-1 9 細胞ほ 4 日 目 で 小 さな偽足を ゲ ル と の

接着面や細胞周囲に 伸ば し, 互 い に 接着 して い た ･ 培養 8 日 目

より O S C-1 9 細胞は , ゲ ル 面に 平面的 に接着 した が , 2 1 日 目 ま

では明らか な基底膜や へ ミ デ ス モ ゾ
ー ム は 形成され て い な か っ

た . 実験群 の O S C -1 9 細胞は 4 日目で 既に 明 らか な デ ス モ ゾー

ム 結合が認め られ た . ゲル 面の 偽足は 対照群 よ り明ら か に 少な

く概して平面的 に 接着 して い た . 接着面の 細胞質に は へ ミ デ ス

モ ゾ ー ム 様の 高電子密度の 裏打ち構造が認め られ ,
そ こ に は し

273

ば しば マ イ ク ロ フ ィ ラ メ ン トが 集束 してい た . 裏打ち 構造 に 面

して 僅か に 来状物質が語 られた が , こ れ が 基底膜 とは 判定 で き

な か っ た . 8 日 臥 14 日目 で ほ癌細胞 は多数の デス モ ゾ ー

ム 結

合を して い た . 細胞質内に は少量で は あるが 明 らか な 張原線経

と ゲ ル 面 に ほ 不連続な基底膜をみ た ( 図7 A) 不連続 な基底膜を

有する癌細胞に 隣接する癌細胞 は細長い 細胞突起 を ゲル 内に 伸

ば して い た (図7 A ,
B) . 細胞突起の 基部で は ゲ ル に 接す る 面 に

ア ク チ ン フ ィ ラ メ ソ ト の 束状構造が注目 され た (図 7 A , B) . ま

た , 癌細胞が 伸ばす細胞突起の 方向に は必ず 3T 3 細胞 が 随伴

し, しば しば癌細胞 と 3 T3 細胞の 突起 が接 して い た (図7 A) .

さ ら に21 日 目 ま で の 培養で み ると , 対照群に 比 べ 大部分 の 基底

面の 癌細胞は連続性 の 基底膜形成が見 られ た (図 8) .

Ⅲ . 基底膜成分の検討

1 . 基底膜成分の 沈着

ラ ミ ニ ソ
,
Ⅳ形 コ ラ ー ゲ ン の 基底膜成分の 沈着 を免疫阻織学

的に 観察 した . K B 細胞 で は ラ ミ ニ ソ の 沈着は 対照群 , 実験 群

共に 培養14 日 目 ま で 認め られ なか っ た . Ⅳ形 コ ラ
ー

ゲ ン は培養

8 日 目 で ゲル 上比重層増殖する最下層の 細胞と基質との 境界部

(基底膜領域) に 連続性をも っ た線状の 沈着が見 られた . なお ,

Ⅳ形 コ ラ ー ゲ ン は 4 % パ ラ ホ ル ム 固定で 同定できず, メ タ カ ル

ソ 固定で の み 陽性に 染色され た . しか し対照群 で は メ タ カ ル ソ

固定標本に お い ても Ⅳ形 コ ラ
ー

ゲ ン は 陰性で あ っ た . 基質内 へ

包埋 し た 3 T 3 細胞 に ほ ラ ミ ニ ン , Ⅳ形 コ ラ ー ゲ ン 共陰性 で

あ っ た . O S C-1 9 細胞で は ラ ミ ニ ン と Ⅳ形 コ ラ
ー ゲ ン は 培養 8

日 目 に ほ ゲル 辺縁部で多層性癌細胞 の 基底膜領域 に 線状 また は

不 連続の 沈着を認め た が , 中心 部で は こ れ らの 沈着ほ 見られ な

か っ た ( 図9 A , B ) . とくに 癌細胞が , 基質内 へ 侵入 し, こ れ に 対

応する ような 紡錘形の 3T 3 細胞が 近接 してい る 部位 に 一 致 し

て 強陽性 で あ っ た . 対照群で は何れ の 時期 に お い て も陽性所見

Fig ･ 9 . I m m u n o s t ai ni n g f o r l a m in i n ( A ) a n d t y p e Ⅳ c o11g e n (B ) in O S C-1 9 c ells 8 d a y s i n c ult u r e . N o t e d is c o n ti n uity of

b a s e m e n t m e m b r a n e c o m p o n e n t s , 1 a mi ni n a n d Ⅳ c olla g e n , a t th e sit e of i n v a si o n . A , B x 1 2 0 ･

T a bl e l . S u m m a r y l m m u n O St a i ni n g f o r b a s e m e n t m e m b r a n e c o m p o n e n ts

K B O S C -1 9 0 S C - 20

C O N T + 3 T 3 C O N T + 3 T 3 C O N T + 3 T 3

4 8 1 4 4 8 1 4 4 8 1 4 4 8 1 4 4 8 1 4 4 8 1 4

L A M I NI N
-

+ +

ⅠV C O L L A G E N - + +
-

+ +

B M - -

+

A b b r e vi a ti o n s : K B
,
K B c e11s ; O S C

-1 9
,
O S C -1 9 c ell s ; O S C

- 2 0
,
O S C - 2 0 c e11 s ; C O N T , C O n tr Ol■g r o u p ; + 3 T 3 , 3 T 3

C ell - S u p pl e m e nt e d e x p e ri m e n t al g r o u p ; B M . b a s e m e n t m e m b r a n e b y el e c t r o n mi c r o s c o p y ･ N u m e ric al s 4 , 8 a n d 1 4

i n di c a t e d a y s i n c ult u r e . S y m b oI s :
-

,
n e g a ti v e ; + , P O Siti v e ･
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は認め られ な か っ た . O S C- 2 0 細胞 で は 対照群 , 実験群 と も に

ラ ミ ニ ン
,
Ⅳ形 コ ラ ー ゲ ン の 沈着を証明で きな か っ た . 上 記免

疫染色の 結果 な ら び に 電顕的に 確認され た 基底膜形成の 有無 を

表 1 に ま と め て示 した .

2 . 培養土 清中の 基底膜成分量

今回 の ア ッ セ イ系 に おけ る検出度と交叉反応を確認 した と こ

ろ
,
マ ウ ス 由来の フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン と Ⅳ型 コ ラ ー

ゲ ン お よび ウ

4 8 1 4 4 8 1 4

D A Y S I N C U L T U R E

F ig ･1 0 . C o n t e n t of l a m i ni n (b l a n k ), t yp e Ⅳ c oll g e n ( sh ad e d)
a n d fib r o n e c ti n (d o tt e d) i n K B c e11 s ( A ) , K B + 3 T 3 c ells

(B) , O S C-1 9 c eII s ( C), O S C-1 9 + 3 T 3 c ell s ( D) , O S C - 2 0 c ells

(E) a n d O S C- 2 0 + 3 T 3 c ells (F ) i n c o n d iti o n e d c ul t u r e

m e di a . M e a n a n d st a n d a r d d e vi a ti o n i n t ri pli c a t e .
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シ 由来の フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン は全く検出できな か っ た ･
マ ウ ス由

来 の ラ ミ ニ ン は ヒ ト 由来の ラ ミ ニ ン と同程度 に 反応 L た ･ 検出

限界は ラ ミ ニ ソ で 4 0 n 臥 Ⅳ型 コ ラ ー

ゲ ン で 5 n g , フ ィ ブ ロ ネク

チ ソ で 1 n g で あ っ た ■ 各癌 細胞 が培養上帝中 に 産生 ･ 分泌する

基底膜成分 の 定量 で は , 図1 0 に 示す よう に 基底膜成分ごと に著

しい 相違が 認め られ た ･ 基底膜成分の 定量結果を 三 元配置分散

分析 お よび 二 元配置分散分析後 S c h eff e の 多重比較法に よ り検

定 した 結果 , 以 下の 項目 で 有意差( p < 0 . 0 5) が認 め られ た . ラ

ミ ニ ソ 量は K B 細胞 で 最も多 く , O S C-2 0 細胞 で 最も少なか っ

た ･
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ 量は O S C - 1 9 細胞 で最も多く , K B 細胞

で最も少な か っ た ･ また
,
ラ ミ ニ ソ

,
Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン ほそれぞ

れ K B 細胞, O S C-1 9 細胞 ,
O S C- 20 細胞 で 対照群 よ り実験群で

多か っ た .

Ⅳ . 基質分解酵素の検討

1 . 培養上 清中 の 基質分解酵素

ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲ ル の ザ イ モ グ ラ フ ィ
ー

で培養上暗

に 含 まれ る酵素を調 べ てみ る と
, 癌細胞の 種類や ,

3 T 3 細胞の

有無 に よ っ て 異な る バ ン ドが 見 られ た (図11) . 3 T 3 細胞 を含ま

な い 対照群 の K B , O S C -1 9
,
O S C-2 0 細胞な らび に 3 T 3 細胞単

独培養上清 の す べ て に 72 k D a の 位置に ゼ ラ チ ン 分解活性が見

られ た ･
こ の 72 k D a ゼ ラ チ ン 分解活性ほ全 て の 実験群 で増強

した .
ザ イ モ グ ラ ム で 95 k D a の 位置に ゼ ラ チ ン 分解活性を示

すバ ン ドが O S C -1 9 と O S C -2 0 細胞の 実験群 で 目立 っ た . 同 一

バ ン ドは 3 T 3 細胞単独培養上清 に 明 瞭に み られ る の に 対し,

癌細胞単独培養 で は 認め られ な か っ た . 9 2 k D a の バ ン ドほ

K B , O S C -1 9
,
O S C- 2 0 の 対照群 お よび実験群 の す べ て に おいて

極く薄く み と め られ た .
こ の 92 k D a の バ ン ドほ 3 T 3 細胞単独

培養の 場合 に は 認 め られ な か っ た . ま た
,
O S C- 2 0 細 胞で は

K B 細胞や O S C -1 9 細 胞 で は 見 られ な い M M P-1 ( コ ラ ゲ ナ ー

ゼ) に 相 当す る 50 ～ 5 5 k D a の 複数の バ ン ドが 見 られ た .

次 に こ れ ら の 酵 素活性 を 定量 す る 目的 で ,
M M P-1 と

M M P -9 の 総和 と考え られ る ゼ ラ チ ン 分解活性 と M M P-1 の活

性と 考え られ る コ ラ ー

ゲ ン 分解活性を定量 した . そ の 結果は図

12 に 示す通り で ある . 三 元 配置分散分析お よ び 二 元配置分散分

析後の S c h e ff e の 多重比較法に よ り 有意差検定を 行 っ て みる

と
,
ゼ ラ チ ン 分解活性は対照群 で は K B , O S C-1 9 , O S C-2 0 の順

O S C
-

2 0

r C D N T r r + 3 一っ ｢
車 d 8 ‡ヰ j事 8【 り

Fi g . 1 1 . Z y m o g r a m s u si n g g el a ti n s u b st r a t e
-

a C r yl a mi d e g el (8 % ) el e c tr o p h o r e si s of c o n di ti o n e d c u lt u r e m e di a of K B , O S C -1 9 a nd

O S C - 2 0 c ell s wi th o r w ith o u t 3 T 3 c ell s i n c oll a g e n g el s . As a c o n tr oI c o n d iti o n e d m ed i a of 3 T 3 c e11 s e m b e d d e d i n c ollg e n g el

W ith o u t c a r c in o m a c ell s a r e u s e d . N u m e r al s a b o v e (4 , 8 a n d 1 4) i n d i c a t e d a y s i n c ult u r e . A s a r n pl e of l a n e * is 9 2 k D a

g el a ti n a s e a s a c o n t r ol a n d a l a n e * * i s 7 2 k D a g el a ti n a s e . B a n d s of 7 2 k D a a r e r e c o g n iz占d i n all s a r n pl e s , a n d th o s e of 7 2 k D a

a r e m u c h in t e n s e r in 3 T 3 - S u p Pl e m e n t e d g r o u p s (3 T 3) th a n i n c 9 n tr Ol g r o u p s (C O N T ) in K B , O S C -1 9 a n d O S C q 2 0 c e11 s ･ I n

e x p e ri m e n t al gr o u p s ( + 3 T 3) of O S C -1 9 a n d O S C -2 0 c e lls 】 g el a ti n oly ti c a c ti v ity i s s h o w n a t 9 5 k D a , W hi c h is n o t r e c o g n iz a bl
e i n

C O n tr Ol g r o u p s (C O N T ) b u t i n o nl y 3 T 3 c e11 s a s a c o n t r ol (3 T 3 C O N T ) . F ai n t b an d s of 9 2 k D a a r e sh o w n in all c ell s .
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Fig . 1 2 . G el a ti n oly ti c a c ti vi ty a n d c o ll a g e n ol yti c a c ti vity i n c o n d iti o n e d c u lt u r e m e di a . A a n d G , K B c e11 s ; B a n d H , K B + 3 T
3

c e11 s ; C a n d I , O S C
-1 9 c ell s ; D a n d J ; O S C-1 9 + 3 T 3 c ells ; E a n d K , O S CT2 0 c e11s ; F a n d L , O S C 2 0 + 3 T 3 c e u s .
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O S C - 2 0

C O N T 十3 T 3

Fig ･ 1 3 ･ W e s t e r n b l o tti n g of c o n diti o n ed m e d i a u si n g a n ti- M M P
- 2 a n tib o d y f o r K B a n d O S C

-1 9 c ell s
･
a n d a n ti - M M P - 9 f o r K B a Jld

O S C -1 9 c e u s
,
a n d a n ti- M M P

-1 a n tib o d y f o r O S C-2 0 c e 11s . M M P
- 2 (7 2 k D a) a n d M M P - 9 (9 2 k D a) a r e p o sitiv e i n K B a n d O S C -1 9

C eu S ･ M M P -1 (5 4 - 5 2 k D a) is p o siti v e i n O S C - 2 0 c ells .
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番に 有意 に 高か っ た( p < 0 , 0 5) . K B と O S C-1 9 細胞 で ほ 対照群

に 比 べ て 実験群 の 方が 有意に 高か っ た (p < 0 . 0 5 ) . コ ラ
ー

ゲ ン

分解活性 は K B と O S C-1 9 細胞 で は 見られ ず ,
O S Cr 20 細胞 で

の み 対照群 で も実臨群 で も極め て 大き い 活性が み られ た . とく

に
,
ゼ ラ チ ン 分解活性と遮 っ て実験群 と対照群の 間に 有意差 が

な か っ た .

各対照群 お よび 実験群の 培養上清に 含 まれ る 基質分解酵素 を

同定す る ため に 72 k D a ゼ ラ チ ナ ー ゼ ( M M P -2) , コ ラ ゲナ ー ゼ

( M M P -1) , お よび 92 k D a ゼ ラ チ ナ ー ゼ ( M M P-9) に 対する モ ノ

ク ロ ナ ー

ル 抗体を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ トを 行 っ た . 図1 3 に 示 す

よ う に M M P-2 と M M P-9 ほ K B と O S C-1 9 細 胞 に ,

M M P-1 は O S C
-2 0 細胞 に 明瞭 に 認め られ た .

2 . 基質分解酵素産生細胞

K B 細胞 で ほ M M P -2 陽性細胞が散見され た が , 陽性細胞 に

特定の 局在は見 られ な か っ た ･ また 対照群と実験群 と の 間に差

異ほ な か っ た (図14 A ) ･ M M P- l ･ M M P-3 お よ びM M P- 9 の 陽性

細胞は認め られ な か っ た .

O S Cq1 9 細胞 で ほ M M P-9 の 陽性細胞の 局在 が極 め て 特徴的

で あ っ た ･ M M P -9 陽性細胞は少数で ほ あ っ た が , ゲ ル 面に 接

す る癌細胞 に陽性 であり , とく に 実験群 で ゲ ル 内 へ 侵入 して い

る細胞お よ び そ の 近傍細胞 に 陽性 で あ っ た の が 注目 され た (図

14 C
,
D) ･ M M P-2 陽性 細胞 は M M P -9 陽性細胞 に 比べ そ の 数ほ

多い が 特定の 局在傾向は見 られ なか っ た ( 図1 4 B) . M M P-1 , 3

の 明 らか な 陽性細胞 は観察 され なか っ た .

O S C -2 0 細 胞 で ほ 対照群 お よ び 実験群 で M M P -1 お よ び

M M P - 3 陽性細胞が多く認め られ た . 陽性細胞 ほ ゲル に 接着す

る細胞に 好発 し, 特 に ゲ ル の 溶解後 に 落ち 込ん だ と 思わ れる癌

細胞塊の 基底部 で顕著 であ っ た ( 図14 E , F) . M M P -2
,
9 の 陽性

Fi g . 1 4 . I m m u n o s t ai ni n g f o r M M P
-1
,
M M P - 2 a n d M M P- 9 . M M P - 2 i s r a n d o m ly p o siti v e i n ､ K B c ells ( A ) , a n d i n O S C

-1 9 c ells (B) ･

M M P-9 is p o siti v el y s t ai n e d i n O S C -1 9 c ell s o v e rly in g th e s u b s tr a t e ( C , D) . D is trib u ti o n p att e r n of th e p o siti v e c ells f o r M M P
-2

a n d M M P - 9 i s diff e r e n t . M M P -1 is p o siti v e i n i n v a di n g O S C
- 2 0 c ells (E . F) , A x 24 0 , B X 1 2 0 , C x 2 4 0 , D X 4 8 0 , E X 240 ･

F x 2 4 0 .


