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Protease inhibitorおよびprOtOn pump inhibitorを 用いた

膵癌治療に対する新しい制癌治療戦略

金沢大学医学部第 2外科

太田 哲 生  中 川原寿俊  荒 川  元

二上 文 夫  月 岡 雄 治  北 川 裕 久
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ヒト】藩癌細胞 3株 (Capan‐1,BxPC‐ 3,MIAPaCa 2)に おけるserine proteaseの発現からみた肝

転移台とならびにprotease inhibitorであるFOY‐305投与による肝転移抑制効果をヌ
ードマウスを用い

た陣内移植法による肝転移モデル実験で評価した。さらに,vacuolar type proton pump(V― type

ATPasc)発 現の有無を検索し,そ の inhibttorであるbanlomyCin Alによる浸潤抑制効果をmatrigel

invaSon chamberを 用いた chemoinvadon assay法 で評価 した。その結果,膵 癌の転移能 は

trypSnogen l(cationic type)の発現とよく相関し,そ の転移発生率はFOY-305投与で有意に抑制さ

れた.さ らに,膵 癌の浸潤能はbanlomyCin Alによって有意に抑制された。以上の成績より,ヒ ト膵

癌の浸潤 ・転移に際しtrypSnogen lとV‐type ATPase発 現が重要な役割を演じていること,さ らに

浸潤・転移の制御法として proteaseおよび proton pumpの inhibitorを用いた治療法の有用性が示唆

された。
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はじめに

最近,筆 者らは膵癌細胞が浸潤 ・転移する際にはマ

トリックス分解酵素や第 3の proton pumpで ある

vacuolar ttpe H十_ATPase(V‐ type ATPase)力 重ゞ

要な役割 を演 じている可能性のあることを報告 し

た。,そ こで,本研究ではマトリックス分解酵素の活性

化を制御することによる転移待」御法の 1つ として,

protease inhibitor(PI)素テよ屯ドprOtOn pump inhibitor

(PPI)療法という新しい制癌治療法の可能性につき検

討し,興 味ある2, 3の 知見を得たので報告する。

対象ならびに方法

1.材 料

3種 類 の ヒ ト膵癌細胞オ未 (Capan‐1, BxPC‐3,

MIAPaCa‐2)を ATCCよ り購入 して使用 した,In

vivoの実験では,6週 齢のヌードマウスを使用した。

使用した薬剤はserine prOteaseのインヒビタ
ーとし

て FOY‐305(小野薬品工業より供与)を,ま た V‐type

ATPaseの specttc inhibitorとしてbaFllomycin Al

(和光純薬工業,大 阪)を使用した.な お,ヌ ー ドマウ
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H・‐ATPase,banlomycin Al

スを用いた実験ではFOY 305は 原末01%を 含有する

粉末飼料として経口投与させた.

2.方 法

1)膵 癌細胞におけるserine proteaseの発現からみ

た肝転移能ならびに FOY 305投 与による肝転移抑制

効果の評価方法

lT~癌細 胞 株 ヤこお け るtrypsinogenと urOkinase‐

type plasminogen activator(uPA)の 発現の有無は

reverse transcription―polymerase chain reaction

(RT PCR)法 を用いて mRNAレ ベルで検索した。 ヒ

トtrypsinOgen l,2ならびにuPAの cDNA塩 基配ブJ

か ら, そ れ ぞれ に特 異 的 な合 成 o l i g o n u c l e o d d e

primer(Table l)を作製した。また,各 種細胞株での

肝転移能は,対数増殖期にある細胞株を 1× 106個ずつ

ヌードマウスの陣臓内に注入し(障内移植法), 6週 後

に犠牲死させて肉眼的ならびに組織学的レベルで転移

の有無を評価した。さらに,FOY‐ 305粉末飼料を移植

2週 間前より実験期間中ずつと経回摂取させた FOY‐

305投与群とFOY‐305を投与しなかった非投与群の間

で,肝 転移発生率の差異についても検討した。

2)膵 癌細胞におけるV―type ATPase発 現の有無

とbanlomyCin Alに よる浸潤抑制効果の評価方法

V‐type ATPaseは 9種 類の subunitで構成されて
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いる力S, なかでも16-kDaの subunitは protonの 移動

に中心的な役割 を果た していると考 えられてい

るのり。そこで,ヒ ト16‐kDa subunitのcDNA塩 基配ダJ

よ り特異的 primerとprobeを作製 し,RT‐PCR・

Southern blotting法を用いて mRNAレ ベルで検索

した。また,baniomyCin Alによる浸潤抑制効果につ

いては BIOCOAT MATRIGEL invasion chamber

(Becton Dickinson社 製)を 用いた chemoinvasion

assay。を行って評価した。

成  績

1.膵 癌細胞におけるsedne proteaseの発現からみ

た肝転移能について

膵癌細胞株での sedne proteaseの発現をmRNA

レベルで見てみると,分化型であるCapan‐1と BxPC‐

3は trypsinogen lとuPAの 両者をともに発現してい

Table 1 Oligonucleotide primers for RT-PCR

Primer sequences

5 ' C C C C C A A T A C G A C A G G A A - 3 '

5 ' T T C T G G G C A C A C C C A T C A - 3 '

5 ' C C C C A A A T A C A A C A C C C G - 3 '

5 ' T T C T C G G C A C A C C C A T A C - 3 '

5 ' A C C A C C A T C C A C A A C C A C C C - 3 '

5 ' A A T C A C C T T C A C A A C A G T C A - 3 '

5 ' G A A A A T C T C C C A C C A C A C C T T - 3 '

5 ' G T T C A A C G T A C T T T C G T G G A T - 3 '
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たが,未分化型であるMIAPaCa 2は uPAだ けを発現

していた (Fig。1,Table 2),そ こで,各 種細胞株の

Genes

Trypsinogen 1

SCNSE

anti-sense

Trypsinogen 2

SCNSE

anti-sense

uPA

SCNSE

anti-sense

B"actin
SCNSE

anti-sense

Fig. 1 Expression of serine proteases in human
pancreatic cancer cell lines and normal pancreas.
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Table 2 Characteristics of Human Pancreatic Cancer Cell Lines Studied

Human pancreatic cancer cell lines

Capan-1 BxPC‐ 3 MIAPaCa 2

Histology

Differentiation

Mucin production

Desmoplasia

Serine protease expression

Trypsinogen-1
(cationic form)

Trypsinogen-2
(anionic form)

Urokinase-type
plasminogen activater

Metastatic potential
(Intrasplenic injection method)

Doubling time(in vitro)

Well differentiated
adenocarcinoma

+
+

T

f

+

Strong

76h

Moderately-Poorly
differentiated

adenocarcinoma
+

Strong

Undifferentiated
carcinoma

+

None

40h

一
　

一
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Fig. 3 Southern blot analysis of PCR amplified
products of mRNA in human pancreatic ductal
cancer and normal pancreatic tissues with probes

for 16 kilodalton subunit of V-ATPase and 6-
actin.
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た。種々の濃度での banlomyCin Alと 癌細胞を血清不

含培地で 2時 間 preincubadonし ,そ の後上室には

1× 106個/mlに 調整 した細胞懸濁液を各200μlずつ,

下室にはケモアトラクタント溶液として各種培養細胞

株の培養上澄液を入れ,24時 間後に浸潤した細胞数の

判定を行った。判定は,フ ィルター下面に付着した癌

細胞をメタノールで固定し,そ の後ヘマ トキシリン・

エオジン染色を行い,×200倍の倍率で光顕レベルでラ

ンダムに 5視 野を選び, 1視 野当たりの癌細胞数を算

出して行った。その結果,Capan‐1および BxPC,3の い

ずれの細胞株 もbailomycin Alに よってその浸潤能

が濃度依存性に,し かもすでに100nM濃 度のレベルで

有意に抑制された (Fig.4).

考  察

最近,筆 者らはserine proteaseの1つ であり,通 常

膵の腺房細胞で合成 ・分泌されているtrypsinogenが

ヒト解癌や他の消化器癌で高率に過剰発現しているこ

とを報告し,uPAと 同様にtrypsinogenも活
″
性体に変

換されれば細胞外マ トリックス分解酵素として癌の浸

潤 ・転移に深く関与する可能性のあることを指摘して

きた。.さ らに今回の研究で,ヒ ト膵癌細胞株での ser

Fig. 2 Histologic appearance of hepatic metastasis in nude mice using intras‐

plenic implantation method A,Capan‐ l cell line(H&E,× 40);B,BxPC-3 cell

line(H&E,× 40)

肝転移能 を陣内移植法にて検討 した。その結果,

Capan‐1では9匹 中 5匹 (56%),BxPC 3で は10匹中 5

匹 (50%)に 肝転移巣の形成が認められた.こ れに対

しMIAPaCa‐2では10匹全例に転移巣は見られなかっ

た。肝転移巣は肉眼的には肝表面に自色調の結節とし

て認められ,組 織学的には粘液の豊富な癌細胞が腺管

構造を形成し,しかも間質結合織の増生も伴っており,

ヒ ト膵癌組織像にきわめて近い形態をとっていた

(Fig. 2).

以上,膵癌細胞株において trypdnogen lの発現と肝

転移能はよく相関するという成績が得られた。そこで,

次にCapan‐1細胞 を用いて,serine proteaseの in‐

hib■orで あるFOY‐305による転移抑制効果について

検討した。

2.FOY‐ 305による肝転移抑制効果について

Capan‐1細胞の眸内移植法による肝転移の発生率

は,FOY‐ 305非投与群 (n=13)で は62%で あったのに

対し,FOY‐ 305投与群 (n=14)で は14%と 有意 (p<

0.05)に 抑制された。また,肝 表面の転移結節数につ

いてもFOY‐305チ日費与群では10.3±11.21日(mean±

SD)で あったのに対し,FOY‐ 305投与群では23± 6.8

個と有意 (p<005)に 減少していた。ただし,実 験期

間中両群における体重の推移には有意な差は認められ

なかった (Table 3).

3.膵 癌細胞におけるV‐type ATPaseの 発現につ

↓ゝて

ヒト膵癌組織でみられた
1)と
同様,膵 癌細胞株でも

正常膵組織と比較して明らかに過乗JのPCR産 物が認

められた (Fig。3).

4.BaniomyCin Alに よる浸潤抑制効果について

V‐type ATPaseが 癌細胞の浸潤能に及ぼす影響を

みる目的で,MATRIGEL invasion chamberを 用い

て V‐type ATPaseの specmc inhibitOrで あ る

banlomyCin Alの浸潤抑制効果の有無について検討し
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Fig. 4 Effect of a V-ATPase inhibitor agent,
bafilomycin A, on the cancer cell invasion in
vitro by chemoinvasion assay using a
MATRIGEL invasion chamber.
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ine prOteaseの発現 RT PCR法 を用いて mRNAレ

ベルで検索し,sedne proteaseの発現からみた肝転移

能 につ い て検 討 した。その 結 果, t r y p s i n o g e n

l(cationic type)の発現と肝転移能はよく相関すると

いう成績が得られた。さらに,Capan‐1細胞株での肝転

移巣の発生率ならびに発生個数は,FOY-305の 投与で

有意に抑制されたことが注目される。以上の実験成績
から,ls~癌細胞株での肝転移巣形成には従来から指摘

され て い る u P A に加 え て c a t i o n i c  t y p e の

trypdnogen lが重要な役割を演じている可能性が示

唆された。したがって,マ トリックス分解酵素の 1つ

であるserine proteaseの活性化を抑制することによ

る肝転移制御法として,低 分子合成 serine protease

inhibitorであ るFOY‐305を投与 す るprotease in
hibttor(PI)療 法はきわめて有用な治療法と言える。

ところで,ヒ ト膵癌細胞はtrypsinOgenを分泌する

だヤナでなく, pancreatic secretory trypsin inhibitOr

(PSTI)も 過剰に分泌していることが知られている。.

しかし,通 常 PSTIは trypsinと会合して複合体を形

成し,いったんはtrypSn活 性を阻害するが,時間の経

過とともにtrypdn活 性が復活 (PSTIの 一時的阻害)

することが知られており,Knitz型 インヒビターであ

る塩基性膵 トリプシン・インヒビター (BPTI)が

trypSnと 安定な複合体を形成して永久阻害するのと

は対照的であるつ。また,一般に癌巣部の間質は酸性環

境下にあるため,このような部位ではtrypsinとPSTI

の複合体は解離しやすいことも知 られている。した

がって, ヒ ト膵癌組織中に過剰発現しているPSTIは

必ずしも永続的に抗 trypsin作用を発揮するとは限ら

ないことからも,trypsin活 性や plasmin活 性などの

serine protease活性を広範囲に永久阻害する目的で

低分子合成 serine protease inhibitorであるFOY‐305

を外因性に投与することの意義は十分にあると考えて

いる.
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V type ATPaseは F‐type ATPase(ミ トコンドリ

アに存在し,ATP合 成に関与),P‐type ATPase(主

に胃の壁細胞の頂端膜に存在し,細 胞外への H十排出

に関与)に次ぐ第 3の proton pumpとして近年見いだ

されたもので,真核細胞の液胞,lysosOme,endOsome,

trans Golgi netwOrk(TCN),clathrin‐coated vesicle

などの細胞内膜系に広 く分布し,各 オルガネラの微小

環境を酸性に保つことにより独自の機能を発揮させて

いると考えられているり。.最 近,筆 者らはヒト膵癌組

織内で V―type ATPaseが 過剰発現しているのをRT‐

PCR法 を用いて mRNAレ ベルで確認し,さ らに16‐

kDa subunitに 対する抗血清 を用いてこの proton

pumpが 膵癌細胞の細胞質内に過乗」発現しているのを

免疫染色を行って蛋白レベルで確認した(投稿中)。こ

の V―type ATPaseは 癌細胞のみならず,破骨細胞,マ

クロファージ,活 性化好中球の細胞膜にも発現し,な

かでも破骨細胞においては骨吸収の場に面した原断質

膜であるruffled bOrderに過乗」の V‐type ATPaseが

存在し,多 くの H十を細胞外の resorpdon lacuneaに

排出して骨吸収に必要な微小酸性環境を作り上げてい

ることが知られている。。 こ の lacuneaで の微小な酸

性環境下で,骨 吸収に係わるlysosOmal enzymeや

MMP9が 活性化され,骨の脱灰と有機基質の分解が起

こつて骨吸収が進んでいくと考えられている。

ところで,筆 者らは膵癌細胞が高率にtrypSnogen

や procathepsin Bを発現していることを報告してき

たが1), lysosomal enzymeで 凌)る procathepsin Bは

言うまでもなく,cationic typeの trypsinogen lは

acidic pH(pH 4.5～ 5)で 効率よくautoactivationさ

れることが知られているり。したがって,破骨細胞にお

ける骨吸収の機序と同様,膵 癌細胞においても細胞膜

に存在するV‐type ATPaseに よって細胞外へ排出さ

れた H+に より,微小な酸性環境が作られ,こ れにより

trypsinogen lや procathepsin Bが 活性化 されて

trypsinや cathepsin Bと なって自ら細胞外マ トリッ

クスを破壊すると同時に,MMPsな どの proenzyme

の活性化にも関与 している可能性が十分に考えられ

る。そこで,V‐type ATPaseの 過乗」発現がみられ,し

かもヌードマウスを用いた陣内移植法にて肝転移を認

めた 2種 類の膵癌細胞株 (Capan‐1と BxPC 3)を 用い

て V―type ATPaseの 浸 潤 能 に及 ぼ す 影 響 を

chemOinvasion assay法 で評価 した。その結果,

Capan lおよび BxPC 3の いずれの細胞株 もV‐type

ATPaseの specinc inhibitorであるbanlomyCin Al

によってその浸潤能が濃度依存性に有意に抑制される

という成績が得られた。以上の成績は,膵 癌細胞が浸

|   I Capan‐1

わり渤樅 BXPC‐3
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潤する際にV‐type ATPaseが きわめて重要な役割を

演じていることを示すものであり,そ の浸潤抑制の機

序として,細胞外への H・排出抑制に伴うtrypsinogen

lや procathepsin Bなどのマ トリックス分解酵素の活

性化抑制による浸潤能低下が推察される。現在,筆 者

らはV type ATPaseの マ トリックス分解酵素の活性

化におよほす影響をみるため,各 種膵癌細胞の培養上

澄中の酵素活性をザイモグラフィを用いて観察し,

banlomyCIn Al投与による酵素活性の変化を検討中で

ある。

以上,今 回の実験でヒト膵癌細胞の浸潤
・転移に際

しtrypsinOgenと V‐type ATPaseの 発現の重要性を

指摘した。さらに,浸 潤 ・転移の際に必要とされてい

るマ トリックス分解酵素の活性化を抑制することによ

る浸潤 ・転移の制御法として protease inhibttor療法

の有用性をin vivoの実験で,ま た proton pump in‐

hib■or(PPI)療 法の有用性をin vttroの実験で示し

た。今後は,こ れらの研究成績をもとに,両 治療法を

併用する新しい制癌療法 (PI・PPI併 用療法)の 有用

性について,さ らなる研究を行う予定である,
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A New Strategy for the Therapy of Pancreatic Cancer Invasion and Metastasis by

Protease Inhibitor and Protein Pump Inhibitor Agents

Tetsuo Ohta, Hisatoshi Nakagawara, Hajime Arakawa, Fumio Futagami,

Yuji Tsukioka, Hirohisa Kitagawa, Masato Kayahara,
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The potential for hepatic metastasis in nude mice was studied by the intrasplenic implatation method

with three human pancreatic cancer cell lines, Capan-1, BxPC-3, and MIAPaCa-2, especially in relation

to serine protease expression. The inhibitory effect of a protease inhibitor agent, FOY-305, on hepatic

metastasis was also assessed. In addition, we examined these cell lines, for expression of he vacuolar type

proton pump (V-type ATPase), and determined the effect of its inhibitor agent, bafilomycin A1, on the

cancer cell invasion in vitro by chemoinvasion assay using a MATRIGEL invasion chamber' The

potential for hepatic matastasis was well correlated with expression of trypsinogen I (cationic isoform)

in these cell lines, and the incidence of metastasis was significantly decreased by FOY-305. In addition,

the potential for invasion in vitro in these cell lines was also significantly suppressed by bafilomycin A1 .

These findings suggest that pharmacologic inhibition of the activity of serine protease and V-type

ATPase may be a new strategy for the therapy of pancreatic cancer invasion and metastasis.
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