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大腸癌肝転移の機序と対策―遺伝子治療をめざして一

横浜市立大学第 2外科,Hitachi Chemにal Research Center,Irvine CAl),日立化成工業株式会社の
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マ トリックスメタロプロテアーゼ (MMP)‐ 2,7,9のmRNA発 現を,大 腸癌手術標本を用いて観察し

た。その結果,MMP‐ 7(マ トリライシン)mRNAは ,癌 組織にのみ特異的に強く発現し,そ の発現

量は大腸癌の進展度に伴い増加し,肝 転移巣においても非常に強く発現していた。そこで,マ トリラ

イシンmRNAに 対するアンチセンスオリゴヌクレオチドを設計,合成し,大腸癌の浸潤,増殖に及ぼ

す影響を検討した。アンチセンスオリゴはマ トリライシン産生直腸癌細胞株 CaR‐1のマ トリライシン

mRNA発 現を特異的に抑え,濃度依存性にその浸潤および増殖能を卸制した。以上の臨床および基礎

データから,マ トリライシンは大腸癌の浸潤,転 移に関わるものと考えられ,現 在,マ トリライシン

mRNAの アンチセンスオリゴを肝動注投与することにより,微 小肝転移の増殖抑制および肝内への

浸潤抑制の可能性について検討している。
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緒  言

分子生物学的手法により癌転移の機序が解明され,

転移に関わる様々な因子が明らかになってきた。これ

らの転移関連因子は,診 断においては,従 来の TNM

分類 に遺伝子解析 による悪性度 を加 えた TNMG

(gene)として利用されつつあり,治 療においては,転

移抑制剤の対象として注目されている。

今回,細 胞外マ トリックスの分解能を有するマ ト

リックスメタロプロテアーゼ (MMP)の 中で最も大腸

癌の浸潤,転移に関与すると思われるMMP‐ 2,7,91)のの

発現を,大 腸癌手術標本を用いて観察した。さらに,

癌細胞に高発現するMMP‐ 7(マ トリライシン)に注目

し,マ トリライシンmRNAに 対するアンチセンスオ

リゴヌクレオチド (アンチセンスオリゴ)を 合成し,

大腸癌の浸潤,増 殖に及ぼす影響について基礎的な検

討を行った。

材料および方法

1.大 腸癌手術標本におけるMMP‐ 2,7,9mRNA発
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教室における大腸癌28例 (肝転移合併 8例 )の 手術

標本を用い,MMP‐ 2,7,9mRNAの 発現を観察した。手

術標本から腫瘍および非腫瘍部約0。5cm3を採取し,一

80°Cに保存した。凍結標本から,フ ェノール/クロロホ

ルム抽出,エ タノール沈殿により核酸を採取し,オ リ

ゴ‐d(T)を 固定化したプラスチックプレー ト
“
Gene、

Plate ⑤
"。
(Hitachi Chemical Co)を 用いて mRNA

を採取,RT‐ PCRを 行った。MMP‐ 2,7,9,お よびβ、

actinに対するPCRプ ライマーは,オ リゴ設計用コン

ピュータソフトウエア,HYBsimulatorTM。 (ACCT,

Inc,USA)で 作成した。おのおの MMP‐ 2:sense i

5′‐ACCCATTTACACCTACACCAAG‐ 3′, antisen‐

se:5′、GTATACCGCATCAATCTTTTCCG‐ 3′,

MMP‐ 7:sense:5′ ‐TCTTTGGCCTACCTATAAC‐

TGG‐ 3′,antisense:5′CTAGACTGCTACCATCCG‐

TC‐3′,MMP9;sense:5′ ―CACCTTCACTCGCGT‐

GTAC‐ 3′, antisense:5′‐CATCTGCGTTTCCAAA―

CCGAC‐ 3′,β‐aCtin i sense:5′―CTTCGCGGGCGAC―

GATCC‐ 3′, antisense:5′―CGTACATGGCTGGGG‐

TGTTG‐ 3′,PCR産 物は1.2%ア ガロースゲル電気泳

動を行い,エ チジウムブロマイド染色し観察した。

2.ア ンチセンスオリゴを用いた基礎実験
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細胞株 ;マ トリライシン産生性のヒト直腸癌培養細

胞株 CaR-1を 用い,培 養は10%の 牛胎仔血清を含む

DMEM培 地で, 5%C02存 在下,3TCで 行った。

アンチセンスオリゴ (AS)の 設計 と合成 ;前述の

HYBsimulatorTMを 用いて,マ トリライシンmRNA

上の AUG開 始コドンを含む領域を認識する15塩基の

ASを 設計した。またコントロールオリゴとしては,

ASの 塩基配列内でアデエンとチミン,グ アニンとシ

トシンの任意の入れ替えを行った。
“
シャッフル

"オ
リ

ゴ (CL)を 設計し,ホ スホロサイォェイトオリゴとし

て合成した。ASの マ トリライシンmRNAの 発現抑制

効果は,RT,PCRで 確認した。0.5%血 清添加の培養液

中で1×105cellS/mlの濃度に調製した CaR‐1に10″M

の AS,CLを 投与し,24時 間37°Cで インキュベー トし

た後,RNAを 抽出し,RT‐ PCRを 行った,PCRプ ラ

イマーは,HYBsimulatorTMを 用いて,ASの 標的領域

を挟む位置に設計した。

細胞増殖抑制試験 ;無血清培養中で1×10Scelに/ml

の濃度 に調製 した CaR・1に,そ れぞれ2,5,10″Mの

AS,CLを 投与し,24時 間37°Cで インキュベー トした

後,細 胞を維持するため,血 清濃度を10%と して,そ

の後72時間まで細胞増殖を観察した。細胞数のカウン

トは, トリパンブルー染色後,顕 微鏡下で行った。

浸潤抑制試験 ;8″mの pOre dzeを もつケモタキセ

ル (クラボウ)の フィルター上に,10″gの マ トリジェ

ル (BecktonDickinson)を コーティングして風乾後,

24穴の culture plate(Costar)にセットした.1× 105

cells/mlの濃度に調製 した CaR‐1の細胞浮遊液をそ

れぞれ200″1ずつケモタキセルの well(上 層)内 に

seedし , 24穴の culture plate all(下層)に は, NIH3

T3cellの conditioning mediumを各600μl加えた.

3TCの インキュベーター内で48時間培養後,上 層に存

在する浸潤していない細胞を綿棒で取り除いた。ケモ

タキセルからフィルターをはずし,メタノール固定後,

下層へ浸潤した細胞をギムザ染色し,顕 微鏡下で細胞

数をカウントした (Fig。1).

結  果

1.大 腸癌手術標本におけるMMR-2,7,9mRNA発

現

マ トリライシンmRNAを 示す420bpの PCR産 物

は,癌 組織でのみ認められ,非 癌部正常大腸粘膜では

全 く観察 されなかった。さらに,マ トリライシン

mRNAの 発現を,Dukes'分 類で分けて比較したとこ

ろ,そ れぞれ下段のβ‐actin mRNAが すべての標本
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Fig. I Chemoinvasion assay
CaR-1 cells (1x105) were seeded onto Matrigel-
coated filter containing 8gm size pores in
Chemotaxicell. Cells, which had completely invad-
ed the Matrigel-coated filters, were collected,
stained, and visually counted. The percentage of
invading cells was calculated by dividing the num-
ber of cells which had invaded the filter by the
number of cells in the upper well.,',,*,."t@lr
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で,ほ ほ同程度の発現を示し,マ トリライシンmRNA

は,大 腸癌の進行度が進むに従って高発現していた

(Fig.2).さ らに,肝 転移巣においてもマトリライシ

ンmRNAは ,大 腸癌原発巣と同等かそれ以上に強 く

発現していた(Fig。3).それに対して,MMP9mRNA

は,癌 部組織に強 く発現する傾向があるが,一 部非腫

瘍部正常組織にも認められ,MMP‐ 2に関しては,非 腫

瘍部でも癌部と同様に発現していた (Fig.4).

2.ア ンチセンスオリゴを用いた基礎実験

1)マ トリライシンmRNA発 現抑制

AS処 理によってマ トリライシンmRNAの 発現は

有意に抑待Jされた。一方,標的 mRNAに 結合しないと

考えられるCL処 理では,マ トリライシンmRNAの

発現量に変化は認められなかった。また,対 照として

観察したβ actin mRNAの 発現に対しては,AS,CL

ともに影響を与えなかった (Fig.5)。

2)細 胞増殖抑制

AS処 理群では血清添加後72時間まで細胞増殖は有

意に抑制され,さらにその効果は濃度依存的であった.
一方,CL処 理群では,細胞増殖の抑制効果は認められ

なかった (Fig,6).

3)マ トリジェル浸潤抑制

AS投 与によりCaR lマ トリジェル浸潤能は,対 照

群の約50%に 抑制された。一方,CLの 投与は,CaR‐ 1
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Fig. 2 Expression of matrilysin mRNA in colo-
rectal cancers.
mRNA was isolated from biopsy specimen of
normal colon mucosa (N), or cancer (T) from

the same patients, utilizing GenePlate@ tech-
nique (described in "Methods") and analyzed
matri lysin mRNA expression.
The lane at the right-side end demonstrates the
100bp DNA laddder used as a ethidium bromide-
stainable marker for agarose gel electrophoresis.
The three bright bands indicate 100, 600, and
I ,500bp respectively.
Matrilysin mRNA expression was detected in all
cancers examined, but not in normal mucosa

surrounding cancers. The level of expression in-

creased with the progress of Dukes' stages from
A t o C .

420 bp

Fig. 3 Expression of matrilysin mRNA in colo-
rectal cancer cases with liver metastases.
NC, CT, NL or LM represents normal colorectal
mucosa, cancer, normal liver or liver metastasis
respectively.
Liver metastatic tumors expressed the high level
of matrilysin mRNA, which seemed to be higher
than primary tumors, althougth this system was
not quantitative absolutely.
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Fig. 4 Expression of MMP-2,7,9 mRNA in colo-
rectal cancers.
The representative 4 out of 28 colorectal cancer

cases examined were shown.
Matrilysin mRNA expression was expressed in

cancers, but not in normal mucosa, while MMP-

2 mRNA expression was found in normal tissue
as well as cancers. MMP-9 mRNA was detected
in most cancers and some normal mucosa.

t 2 3 4

MMP,2

MMP,9

MMP‐ 7

_284 bp

-420 bp

Fig. 5 PCR products amplified with matrilysin
primers 24h after treatment.
Lane I,2, and 3 represent no treatment, control
and matrilysin antisense oligonucleotides treat-
ment. Matrilysin mRNA expression has gone at
lane 3 while control oligonucleotides did not

affect it's expression, indicating that antisense we

designed specifically inhibited translation of
matrilysin mRNA.

1 2 3

- matrilysin

- I -actin

:ane l,no‐oligo

2 , C L‐1 1 0μM

3 ; A S‐1 1 0μM

アーとなる基底膜や結合組織を局部的に破壊する必要

があり,こ のような細胞外マ トリックス分解活
″
性をも

つプロテアーゼは,癌 の転移能を決定する重要な因子

である。その中で,マ トリックスメタロプロテアーゼ

(MMP)の ひとつであるマトリライシンは広範な基質

特異性を有し,組 織基底膜の主要構成成分であるIV型

コラーゲンに対する強い分解能を示すとともに,フ ィ

の浸潤能に影響を与えなかった (Fig.7,8).

考  察

癌細胞が周囲組織に浸潤していくためには,

大腸癌肝転移の機序と対策

バ リ
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Fig.6 3H-thymidine uptake of CaR-1 after oligonu.

cleotide treatment.

Uptake was markedly reduced by matrilysin

ant isense ol igonucleot ide t reatment dose-

dependently, while control oligonucleotide did

not affect the cell proliferation.
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Fig. 8 Matrigel invasion assay of CaR-1 after

oligonucleotide treatment.

Lane 1,2 and 3 represent no treaoment, control

and matrilysin antisense oligonucleotides treat-

ment. The percentage of invading cells was

significantly reduced by matrilysin antisense

oligonucleotide treatment.

リライシンが大腸癌において,癌 細胞に特異的な発現

を示すのに対し,ゼ ラチナーゼ A,Bは 癌周囲の非癌

部組織にも発現が認められた。このことから,癌 の悪

性度診断や転移に対する治療には,癌 特異的に発現す

るマトリライシンが,よ り適当なターゲットであると

考えられる。

アンチセンスオリゴによる遺伝子発現抑制は,標 的

遺伝子の特異的な配列に基づき,そ れに相補的なオリ

ゴヌクレオミドを設計することにより,任 意の遺伝子

を対象とすることができ,非 常に簡便である。今回,

マ トリライシンの大腸癌細胞の転移,浸 潤能におよぽ

す影響を観察するために,マ トリライシンmRNAに

対するアンチセンスオリゴを設計した。

アンチセンスオリゴを用いた遺伝子発現抑待Jでは,

特異的な塩基配列の設計が重要であるが,そ の特異性

は,実 際に合成し,使 用してみなければわからないの

が現状であった。しかし,HYBsimulatorTMを用いた解

析では,コ ンピューター上でハイブリダイゼーション

のシュミレーションを行うことにより,他 の遺伝子の

クロスハイブリダイゼーションや標的遺伝子のとる2

次構造の可能性を定量化し,最 適な塩基配列を選択す

ることが可能である.私 たちはこれまでに,癌 遺伝子

c‐jun,c fos,c‐mycに 対する100個以上のアンチセンス

オリゴを設計 して,そ の活性をスクリーニングし,

HYBdmulatorTMを 用いたオリゴ設計の有用性を示し
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Fig. 7 CaR-1 cells invaded Matrigel-coated filter.
Gimusa-stained invading cells were shown. It is
clear that matrilysin antisense oligonucletide-
treated cells became less invasive.

Control oligo Antisense oilgo

ブロネクチンやラミニンなどの糖蛋白をも分解するこ

とから癌の浸潤,転 移に重要な役割を演じていると考

えられる.大 腸癌手術標本を用いた今回の結果で,マ

トリライシンmRNAは ,癌音「で強く発現していた。さ

らにその発現量が大腸癌の進展に伴い増加すること,

大腸癌肝転移巣においても非常に高いマ トリライシン

発現力ゞ観察されることから,マ トリライシンは大腸癌

の肝転移に関わると考えられた.同様の結果が,森 らう

によリノーザン法を用いた実験で報告されている。

マトリライシン同様,IV型 コラーゲン分解能を有す

るMMP‐ 2,9,す なわちゼラチナーゼ A,Bも 癌の浸

潤,転 移に関わる酸素として注目されているが,マ ト

'Pく θ05
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て きたD a

今回,設 計したマ トリライシンmRNAに 対するア

ンチセンスオリゴは,CaR‐ 1細胞におけるマ トリライ

シンmRNAの 発現を抑制し, さらにその細胞増殖お

よび浸潤能を有意に抑制した。アンチセンスオリゴに

よる遺伝子発現抑制の作用機序は未だ不明な点がある

が,アンチセンスオリゴと同じ長さ,同じGC含 有率を

持つシャッフルオリゴではマ トリライシンmRNAの

発現を抑制せず,さ らにその細胞増殖および浸潤能に

も影響しなかったことから,ア ンチセンスオリゴの活

性は塩基配列の相補性に従った特異的な作用であると

いえる。

マ トリライシンと大腸癌の浸潤能については,

Matrisianら。が逆の結果を示している.MatriSanら

は,私 たちが使用した mRNAに 対するアンチセンス

オリゴではなく,ア ンチセンス RNAを 用いてマ トリ

ライシンの発現を抑待Jした。その結果,ア ンチセンス

RNAは 大腸癌細胞の浸潤には影響せず,腫 場の発生

を抑待」したとして,マ トリライシンは大腸癌の浸潤,

転移ではなく,大 腸腺腫から癌への癌化の早期に関わ

るプロテアーゼであると結論している。使用した細胞

株およびアンチセンスの違いによるとも考えられる

が,私たちは,ガ″冴ナ殉 の実験結果およびマ トリライシ

ンが大腸癌の進行に伴い,その mRNA量 が増加し,肝

転移巣で非常に強 く発現している臨床研究の結果を考

え合わせて,マ トリライシンは大腸癌の浸潤に関与す

ると考えている。

細胞が増殖する際,周 囲結合組織の分解は重要なス

テップで,プロテアーゼの関与は必須であり,MMPの

発現はサイトカインや成長因子によリコントロールさ

れている。今回の細胞増殖抑制実験の結果から,私 た

ちは大腸癌が産生するマ トリライシンが,直 接大腸癌

細胞の増殖も促進すると考えている。

教室の大腸癌肝転移に関するCEAダ ブリングタイ

ムによる肝転移発生の時間学的な検討つから,肝 転移

したほとんどの症例は,大 腸癌原発切除時にすでに,

転移巣としての生着可能な大きさである100μm3以 上

の微小転移が肝に存在していたと推測された。この結

果をもとに,進 行大腸癌および肝転移切除症例に対し

て,5FUを 中心とした肝動注を予防的に施行している
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が,肝 動注施行群で有意に再発率は低 くその効果が臨

床的に確認されている。.

現在,教室では,マ トリライシン mRNAの アンチセ

ンスオ リゴを肺動注投与することにより,微 小肝転移

の増殖抑制および肝内への浸潤抑制の可能性について

検討 している.さ らに,ア ンチセンスオ リゴは,オ リ

ゴ自身には細胞毒性がないため,標 的遺伝子に特異性

が高い塩基配列を決定 し,非 特異的な遺伝子の発現の

抑制をな くすことにより,投 与量の制限な く使用でき

る。実際に臨床でアンチセンスオ リゴを使 うためには,

ドラッグデリバ リーをはじめとした多 くの解決すべき

問題がある.し か し,ア メリカではすでにエイズや白

血病などの血液疾患では,い くつかの遺伝子に対する

アンチセンスオ リゴの臨床治験が始 まっている.私 た

ちは,適 切な遺伝子の mRNAに 対する特異性の高い

アンチセンスオ リゴは最 も安全な将来の遺伝子治療に

なりうると考えている。
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Strategy for the Possible Microscopic Liver Metastasis of Colorectal Cancer
-For the Future Gene Therapy for Colorectal Cancer-
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Messenger RNA expression of matrix metalloproteinase (MMP) 2,7,9 was examined in surgical
specimens of colorectal cancers. Only MMP-7, matrilysin, mRNA was limitedly expressed in cancer, but
not in surrounding tissue. Its expression was associated with progression of colorectal tumors with the
maximum in liver metastatic tumors. Antisense oligonucleotides for matrilysin suppressed matrilysin
mRNA expression in a matrilysin-producing rectal cancer cell line, CaR-l, resulting in inhibition of cell
proliferation and the invasiveness of this cell line dose dependently. We conclude that matrilysin is a
promising candidate as a new clinical diagnostic and prognostic marker of colorectal cancers as well as
antisense oligonucleotide therapy.

Reprint requests: Takashi Ishikawa Second Department of Surgery, Yokohama City University,
School of Medicine
3-9 Fukuura, Kanazawa-ku. Yokohama. 236




