
日消外会誌 27(11):2413～ 2418,1994年

ヒト膵癌細胞の浸潤,転 移能における遊走刺激因子の関与

澤田 鉄 二

有本 裕 一

奥野 匡 宥

はじbに

癌の浸潤,転 移は複雑な過程を経て形成されるが,

これら各過程における接着分子を介した細胞接着,細

胞外マ トリックス分解酵素あるいは血管新生などの関

与が報告され,そ の詳細が解明されつつある.さ らに

細胞遊走能の浸潤,転 移過程における関与も判明しつ

つあり,近 年細胞遊走能を変化させる種々のサイトカ

イン (motilty factor)の存在が報告され
ll~0,浸
潤お

よび転移に重要な役割を示す一因であると注目されて

いる。消化器癌のなかでも膵癌は早期診断が困難であ

り,手 術を含め有効な治療法がなく極めて予後不良で

ある。膵癌については,そ の生物学的特性と浸潤,転

移能との関連についての解析の報告は少なく,い まだ

不明瞭な点が多い。今回ヒト膵癌細胞を用い,膵 癌の

細胞学的特性と浸潤,転 移能との関連を明らかにする

目的で,特 にmodlity factorを介した遊走能の関与に

ついて検討を行った。

材料および方法

1.細 胞および培養法

実 験 に 用 い た 細 胞 は, ヒ ト膵 癌 細 胞 株 ;

SW1990(高 /中分化型腺癌),PANC‐ 1(低 分化型腺
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癌),CAPAN‐ 2およびヒト大腸癌細胞株 ;HM‐ 7(LS‐

174Tの 高転移株),SW480,LOVO(い ずれもATCC

およびカリフォルエア大学サンフランシスコ校 Kim

教授より供与)で ,10%牛 胎児血清を含む Dulbecco's

modined Eagle's medium(DMEM),2mM L― グルタ

ミン,ベ ニシリン,ス トレプトマイシンにて 5%C02,

37°C条件下で培養を行った.

2 . I n v a s i o n および m O t i l i t y  a s s a y 法

Transwell double Chamber(8,Oμ m pore size,

Costar Corp)を 用い, invasion assayに つ↓ゝては

n t t e r をD M E M に てl m g / m l に希 釈 した M a t r i g e l

(CollabOrative Res lnc。), 100μg/niterャこマ宮coating

し,motility assayについては接着の目的のみで20μg/

ilterにて coatingをイ子った後,1.5× 105cellS/丘iter/

200″1の細胞をupper chamberに 散布,37°C,48時 間

培養を行った。フィルター下面に浸潤,遊 走した細胞

数の評価は Schlechteらのの方法に準じて MTT法 に

て行い,全細胞数に対する割合,%of invasion(以下%

IV)お よび mOdity(以 下%MT)を 算出し検討した。

3,in vivo肝 転移能の検討

SW1990お よび PANC、 1細胞をトリプシン処理した

後,DMEMに て7.5×106cellS/mlの細胞浮遊液を調

整し,6週 ,雌 Balb/cヌ ードマウスをエーテル麻酔下

に左側腹部を切開し開腹,陣臓内に27G針 を用い7.5×

癌の浸潤,転 移は多方面よりの検討がなされており,特 に近年細胞遊走刺激因子の関与が注目され

ている。今回 2種 のヒト膵癌細胞株 SW1990お よび PANC‐ 1を用い遊走能と肝転移能との関連,さ ら

に培養上澄中における遊走刺激因子産生の可能性について検討を行った。SW1990,PANC‐ 1の Tran‐

swell chamberを用いた MTT法 による浸潤,遊 走能はそれぞれ226,7.3%お よび333,13.6%で あ

り,SW1990が 強い浸潤,遊 走能を示し,in vivoに おける肝転移能との相関が認められた。さらに

SW1990無 血清培養上澄添加にて PANC‐ 1の遊走能は濃度依存性に増強し,SW1990よ り遊走刺激因子

産生の可能性が示唆された。SW1990培 養上澄添加にて PANC,1は 仮足を仲長した線維芽細胞様形態

変化を示し,ま た無処理群ではヌードマウス牌内注射にて肝転移は認めなかったが,処 理群では類洞

内への微小肝転移形成を認め,同 因子が浸潤,転 移に関与する重要な
一因であることが示唆された。

Key words: cellular motility, motility factor, pancreatic cancer, invasion and metastasis



46(2414)

105cellS/0,lmlの細胞を注射後,摘陣を行った。5週 間

後にヌードマウスを犠牲死させ,肝 における転移結節

数を測定,liver colonization assay的にて検討した。ま

た PANC‐ 1細胞 についてはSW1990細 胞培養上清添

加にて72時間処理を行った群 (n=4)と 無処理群 (n=

4)で の比較検討を行った。

4.Conditioned medium調 整法

10%FCS‐DMEMに てほぼ connuentまで培養した

細胞 をDEMEに て洗浄後 DMEM中 にて24時間培

養,培 養上清を採取,cond止loned medium(以下,C

M . ) とした。細 胞 数 を測 定 した後, C e n t i c o n ‐

10(AmicOn)に て濃縮し50μl中に 1× 106個あたりの

CM.と なるよう調整し,-40°Cに て凍結保存した.

5。SW1990 C.Mに よるPANC l細 胞特性変化

Invasionおよび modlity assay系 において培養液

中にSW1990 C Mを 125″1/mlの濃度に添加した際の

PANC‐ 1の%IV,%MTの 変化を無添加 (control)群と

比較検討した。Motility assayについては,SW1990 C

M.の 各濃度別添加による変化また CMを 100°C,15

分間加熱処理後添加での変化および Transwellへ の

CM_添 加部別 (upper,lower chamberあるいは両方)

での PANCl細 胞の%MTの 変化を検討した。

また SW1990 C.Mを 1.2×48_Ocmの カラムを用い

Blo‐Gel P200にてゲル濾過 (溶出液 ;PBS,流 速lm1/

min)し ,採 取した各 fracはOn添 加によるPANC‐ 1細

胞の%MTの 変化を検討し,さ らに PANC l細 胞の増

養液中に SW1990C.M.を 添加し48時間培養後の細胞

形態上の変化を位相差顕微鏡にて観察した。

6.統 計学的処理

成績は MeanttSDで 表し,統計学的処理については

Student's t test検定を用い,p<0.05を もって有意差

ありと判定した。

結  果

ヒト膵癌細胞株 SW1990お よび PANC lの 浸潤,遊

走能を比較した結果,invaSOn assayで は SW1990が

22.6%IV,PANC‐ 1が7.3%IVで あり,mOtility assay

で は お の お の33.3%MTお よ び136%MTと

SW1990が 強い浸潤能,特 に強い遊能能を示した。肝転

移能の検討ではSW1990に おいて 9/10(90%)の ヌー

ドマウスに肝転移を認めたのに対し (colony数7.5土

4,1),PANC‐ 1では全く肝転移は認められず (0/7),

浸潤,遊 走能との相関が認められた (Table l)。

SW1990よ り調整した CMを PANC‐ 1細胞に添加

した際の浸潤,遊走能におよぽす影響を検討した結果,
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Table I Difference between SW 1990 and PANC-I
in invasive, metastatic ability

Data shows meanttSD
Ⅲ
p<001

Fig. l  Stimulation of PANC‐ l cell's invasion and

motility by SW1990 C巾 I

い)
■ COttrOl

物 4SW1990 C_M.

( M e a n  t t  S D )

001司

invasionではcontrolの83%IVに 対 し添カロ群では

178%IVと 約 2倍 の,ま た motilityではcOntrolの

114%MTに 対 し291%MTと 約 3倍 の増強を認め,

いずれもSW1990 C M.添 加群において無添加群に対

し有意差 (p<0_01)が 認められた (Fig.1)。

つぎにSW1990 C.Mを 種々の濃度に希釈 (種々の

細胞数当たりの C,M)し ,PANC‐ 1の添加,mOtility

の変化を検討した結果,SW1990 C.M.に よる遊走能増

強効果は極微量より認められ,ま た濃度依存性の増強

効果を示した (Fig.2)。SW1990 C.Mを 100°C,15分

問カロ熱処理した後 PANC lに 添加 したところ遊走能

増強効果は約40%に 減弱し,ま た C.M添 加 による

PANC‐ 1の増殖への影響を検討した結果では増殖能に

は変化 は全 く認 め られなかった.さ らにMotility

assayに おいて PANC‐ 1への S Vヽ1990 C M.の 添加を

Transwell double chamber`つ upper chamber`つ ″夕,

lower chamberのみ,お よび両方に添加した場合を比

較検討したところ,い ずれにおいてもcontrolに対 し

強い遊走能増強が認められた (p<0.01)(I「ig,3).
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Fig。 2 DOse‐ dependent mOtility stilnulation

PANC l cells by SW199o C M

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

( xld swl99o @lt 's c.M./weu )

Fig. 3 Chemokinetic and chemOtactic response to

PANC I cells of SVヽ1990C.M

47(2415)

Fig. 4 MIotility stimulation effect in various can‐

cer cells (pancreatic and colon cancer) by

SW199o C MI..

% of Motility
I con.rol

A +Swom C.M.
(?.&l05ccnb C.M./wcll)
(  Mean a SD ) . .

Fig. 5 Purification of motility factor in SW1990
C.M. by chromatography on Bio-Gel P-200.

% of control ↓  中   中      ゃ

十

種々の組胞での SW1990 C,M.添 加による遊走能増

強効果を検討した結果では,SW1990細 胞自体におい

ても若干であるが autocrineに増強効果が認められ

(SW1990に ついては20hr培 養で検討),他 の膵癌細胞

株 Capan‐2に対しては効果は認められなかった。ヒト

大腸癌細胞株では HM‐ 7,SW480に ついては効果は示

さないものの,LOVOで は PANC‐ 1同様に遊走能増強

効果が認められた (Fig.4).

SW1990 CtM.を Blo Gel P-200に てゲル濾過し各

fracはOnに おけるPANC‐ 1の遊走能増強効果を検討

した結果,増 強効果はfraction No.50を 中心とした

singie peakを 示 し,分 子量マーカーか ら分子量約

240

220

200

60   70   80
Fraction No.

24～60KDの 範囲であることが判明した (Fig。5).

SW1990 C.M.添 加によるPANC lの 細胞形態にお

よぼす影響を位相差顕微鏡で検討したところ,添 加後

約48時間よりところどころ長い仮足を仲長し線維芽細

胞様の形態変化を示し,ま た細胞の ovedapも 認めら

れた (Fig.6)。なおこの変化はCM.除 去により可逆

性であった。

最後にSW1990 C.M.添 加による肝転移能への影響

を検討した。PANC‐ 1細胞をSW1990 C.M.添 加にて

72時間培養した後ヌードマウス牌内注射し5週 後に犠

牲死させた結果,無 添加群 (n=4)で は肝転移は全く

認められなかったのに対し,添 加群 (n=4)で は肉眼

的肝転移結節はみられないが, 4匹 中 3匹 (75%)の

ヌードマウス肝類洞内にmicro metastasisを認めた

(Fig. 7).

十

十
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Fig. 7 Micro metastasis in the l iver of nude
mouse 5 weeks after splenic injection of PANC-1
cells treated by SW1990 C.M. ( x 200).

考  察

癌の転移に関する研究は近年さまざまな観点よりの

検討が行われ,そ の詳細が解明されつつあるり
～11).癌

の血行性転移は,腫 瘍細胞の原発巣よりの遊離から始

まり,基 底膜を破っての周囲組織への浸潤,血 管内ヘ

の侵入そして遠隔臓器での特異的な接着,生 着および

増殖により成立し,こ れらの各過程は転移形成に必要

不可欠であると考えられる。この過程の中でも最も積

極的な過程は浸潤であるが, これら全過程において細

胞の移動すなわち運動性は必須の要素であり,近 年特
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に細胞遊走能と浸潤,転移との関連が注目されている。

今回ヒト膵癌細胞を用いた細胞学的特性と浸潤,転

移能との関連,特に遊走能の関与についての検討から,

in vitroにおける膵癌細胞株 SW1990の 強い遊走性

が,高 浸潤性および in vivoにおける高肝転移能に相

関することが判明し,遊 走能が浸潤,転 移において重

要な役割を果たす一因であることが示唆された。

細胞の遊走は細胞骨格あるいは接着といった構造的

要素によっても規定されるが,増 殖因子あるいは最近

注目されている遊走性 を変化 させるサイ トカイン

(moditty factor)によっても総合的に制御されてい

る.

今回高遊走能を示す膵癌細胞 SW1990の 培養上清を

比較的低遊走性を示す PANC‐ 1細胞に添加 したとこ

ろ,その遊走性を増強することが判明し,SW1990細 胞

がなんらかの遊走性を変化させる因子を産生している

可能性が示唆された.こ の因子は今回の検討から濃度

依存性に極微量から遊走能増強効果を示し,ま たある

特定の細胞に対 してのみ効果を示すことからレセプ

ターを介したサイトカインとしての作用を有する因子

であると考えられた。さらに遊走能増強作用が加熱処

理にて減弱することより,こ の因子はその構造にペプ

タイドを有し,ま たゲル濾過の結果から約24～60kD

の範囲の分子量であると推測された。

Motility factOrの単離はYoshidaら 121によって初

ヒト膵癌細胞の浸潤,転 移能における遊走刺激因子の関与   日 消外会誌

Fig.6 Effect of SW199o C WI on the morphological appearance of PANC‐ l cell.
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めて試みられて以来,現在までに 3種類の factorの分

離,精製が報告され,そ の存在が明らかとなっている。

Autocrine motolity factor(以下,AMF)は Liottaら
1)

によって高転移性メラノーマ細胞 A2058よ り単離さ

れた自己分泌性の因子で細胞表面上の gp78を レセプ

ターとしその分子量は55kD(非 還元),60kD(還 元)

であり,こ れまでラット乳癌細胞,ヒ ト線維肉腫細胞

HT1080,マ ウスメラノーマ細胞 B16か らも同様の分

子の産生が報告されているの働.Migration stimulating

factor(以下,MSF)は ,Schorら
4)によって報告され

た線維芽細胞より産生される因子で autOcrineに作用

し分子量は非還元で70kDで ある。あと1つ はStoker

ら'によって単離された Scatter factor(以下,SF)で ,

SDS‐PAGEで 非還元下で62kD,還 元下で57および30

kDの 2つ のバンドを示す塩基性蛋自で肝細胞増殖因

子 (HGF)と 同一分子であることが報告されており,

c‐met蛋 白がそのレセプターであることが判明してい

る。1め
～lD。これらの motility factorは増殖にはほとん

ど影響を与えず主に遊走能を変化させる因子である

が,こ れまで判明している増殖因子 (EGF,TGF‐ β,

FGF,IGF‐ I,PDGF)な どにも遊走能増強効果が認め

られることが報告され
1017ちこのほかサイ トカイン

(TNF‐2)に も同様の作用が報告されている
1的
.

今回報告した SW1990細 胞より産生されている遊走

能増強因子は,増 殖能には影響を示さず,ま た分子量

の点か らも既知の増殖因子 とは異な り,い わゆる

motility factOrの1つ であると推測される。またその

作用がおもにparacrineに強 く認められること, さら

にchemotaxisに も作用するが chemokineticsが強い

点からAMFと も異なった分子である可能性が考えら

れる。細胞形態の変化からはSF(HGF)と の類似性が

示唆されるが,濃 縮培養上清中には HGFの 産生は測

定されず,ま た分子量の点からMSFと も異なった分

子であり,全 く新しい mOtilty factorである可能性が

示唆される。

上皮系腫瘍細胞とくに消化器癌細胞よりの motility

factorの産生の報告はこれまでほとんどなく,今 回の

ヒト膵癌細胞株より産生が認められたことは,消 化器

癌 (膵癌)の 浸潤,転 移における遊能能の関与の解明

に非常に有用であると思われる。また今回の in vitro

での遊走能増強効果 を反映 して,PANC‐ 1細胞 を

SW1990 C.M.に て処理したところin vivoでの micro

metastasisが認められたことから,mOtility factorを

介した遊走能増強が肝転移にも大きく関与しているこ

49(2417)

とが示唆された。現在同因子を分離精製中であり,今

後他の modhty factorとの関連の詳細な検討,同 因子

を免疫原とした抗体の作製さらに遊走能阻害による浸

潤,転 移の抑制の可台留性について検討を進めて行きた

↓ゝ.

なお,本 論文の要旨は第43回日本消化器外科学会総会に

おいて発表 した。
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Role of Motility Factor Released by SW1990 Pancreatic Cancer
Cell in Invasion and Metastasis

Tetsuji Sawada, Yong-Suk Chung, Toyoshi Sogabe, Nobuya Yamada, Yuichi Arimoto,
Masakazu Yashiro, Yoshito Yamashita, Satoshi Takatsuka,

Masahiro Okuno and Michio Sowa
The First Department of Surgery, Osaka City University, Medical School

In this study, two pancreatic cancer cell lines, SW1990 and PANC-1, were examined for the relation-
ship between cellular motility and metastatic potential in the intrasplenic injection model, and the role of
the motility factor released by SW1990 cells in invasion and metastasis was investigated. When the in
vitro invasion and motility of SW1990 and PANC-I cells were measured by the MTT method using a
Trans well chamber, the percentages of cell invasion were 22.6/q and.7 .396 respectively, and those of
motility were 33.396 and 13.6'%. The high motility of SW1990 was correlated with its in vivo metastatic
potential. As the motility of PANC-1 cells could be increased 2-3 times by treatment with SW1990 serum
free spent medium in a dose dependent fashion, SWl990 cells may have the ability to produce motility
factor. Incubation of PANC 1 cells with SW1990 medium resulted in the formation of thin processes and
a fibroblast-like morphology, and also induced micro-metastasis in liver by splenic injection. These
findings suggested that this motility factor may play an important role in panceratic cancer invasion and
metaStasis.
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