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はじbに

c物 冴遺伝子は,当 初 MNNG処 理ヒト骨肉腫細胞

で見い出された井 物s tt transforming遺伝子で
1ちそ

の後肝細胞増殖因子 (HGF)受 容体をcodeす ることが

見出されたり.c物 冴産物すなわち HGF受 容体は,

tyrosine kinase受容体ファミリーに属する。HGFが

細胞運動性を調節するscatter factorと同
一の因子で

あることも明らかにされた。.我々は先に,高度進行胃

癌では高頻度で c物 冴遺伝子の過剰発現が認められ

ることを報告した。。今回,培 養胃癌細胞におけるc‐

物冴遺伝子の発現を解析するとともに,c物 冴mRNA

に選択的に結合するアンチセンス DNA動 を用いて胃

癌細胞の増殖,浸 潤におけるc‐物タレの機能的役割を検

討したので報告する。

対象と方法

1.培 養細胞株

ヒト胃癌培養細胞株 MKN-45,MKN-28(Japanese

Cancer Research Resource Bank),TMK‐ 1(広島大

学,田 原教授より分与)を 用いた。いずれの細胞株も
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標的 mRNAに 選択的に結合するDNAを 用いて遺伝子発現をブロックする方法がアンチセンス法

である。今回,癌 の進展に関与するc22″ 遺伝子に対して,胃 癌培養細胞における発現異常と,ア ン

チセンス DNAに よる培養細胞の増殖および浸潤抑制について検討 した。c物 冴遺伝子の発現を

Northern blotにて解析したところ,c物 冴 mRNAレ ベルは MKN-45>TMK‐ 1>MKN-28の 順に高

かった。MKN‐ 45細胞の増殖は10〃Mア ンチセンス DNAの 存在下で90%以 上抑制された,マ トリゲル

中への TMK‐ 1細胞浸潤は,c物 冴 アンチセンス DNA存 在下で濃度依存性に低下した。以上の結果か

ら,c物 冴 に対するアンチセンスDNAが 胃癌の進展阻止のための有効な治療手段 となる可能性 も考

えられた。

RP M 1  1 6 4 0にペニシリン10 0 U / m l ,ストレプトマイシ

ン100μg/mlお よび10%fetal bovine serum(FBS)

(Cell Cutture Laboratodes)をカロえた培地にて培養し

た。培養はいずれも37°C, 5%C02下 で行った。

2.ア ンチセンスDNAの 合成

c物 冴 mRNAの 開始コドンを含む5′領域に相補的

な16塩基のホスホロチオエー ト型アンチセンス DNA

と,コ ントロールとしてセンス DNAを DNA合 成装

置モデル392を用いて合成し,AQUAPORE RP 300カ

ラム (Apphed Biosystems)を 用いた逆相分配高速液

体クロマ トグラフィーにて精製した。c‐物冴アンチセ

ンスDNAの 塩基配列は5′‐GCG GGG GCC TTC

ATTA‐ 3′, センス DNA配 ブll lま5′TAA TGA AGG

CCC CCG C‐ 3′とした。

3. Northern blot analysis

Poly(A)十RNAを ホルムアルデヒド加1,0%agar‐

ose gel上で電気泳動しHybond Nttnylon membrane

( A m e r s h a m ) に転写 した。m e t ‐Dωをp r O b e として

h"ridiZation‐l後,-80°Cで autoradlographyを 行っ

た。

4. ヽヽアestern blot analysis

培養細胞の培地に種々の濃度のアンチセンスDNA

および対照のセンス DNAを 投与し,48時間培養した.
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PBSに て洗浄した後,細 胞溶解液的を加え直ちに超音

波破砕した。遠心後,上 清を採取し,Bradford法 "で

蛋 白定量 した。1 0 / g 相当の抽出蛋白を7 . 5 % S D S ‐

PAGEに て電気泳動 し, nitrocellulose membrane

(Amersham)に semi‐dry transfer法で転写 した。

membraneを C-28抗体 (Santa Cruz)と反応させた後,

horseradish perOxidase標識 2次 抗体を結合させ,

ECL(Amersham)に よる発光を検出した。

5. Invasion assay

高浸潤性株であるTMK‐ 1細胞を用い,Albiniら 1の

の方法を改良した invaslon assayを行った。すなわち

子L径8″mの invasiOn chamber(Bectom DickinsOn)

の上面を10μgの Matrigel(Becton DickinsOn)でコー

トし,0.1%bovine serum albumin(BSA)を 含む

RPM1 1640培 地にて細胞浮遊液を調製後,l chamber

当たり2×105個の細胞を播いた。細胞播種と同時にア

ンチセンス,センスDNAを 種々の濃度で力田えた。ヒト

線維芽細胞 MRC‐ 5に24時間接触させた01%BSA加

RPM1 1640培 地 をchemOattractant溶 液 と し て

chamber下 段に置いた。37°C,5%C02下 で 8時 間培養

後,chamber niter下面に遊定した細胞を HE染 色し,

1検体当たり最小20視野ずつ200倍にて鏡検 し細胞数

を計測した。

6.腹 膜播種モデル作製
11)

1×107ィ国の MKN‐ 45細胞浮遊液をヌードマウス皮

下に移植した。皮下腫瘍が直径lcmに なった時点で腫

瘍を採取し,細 切後,腫 瘍片100mgを 腹腔内へ注入し

た。6～ 8週後に腹水を採取・遠心分離し,1× 107個の

細胞浮遊液をヌードマウスの腹腔内に継代した. 7代

日以降より100%に 腹水を伴う腹膜播種が形成される

ようにな り,こ の 7代 日以降の腹膜高度転移株 を

MKN‐ 45‐Pと した。

結  果

1.胃 癌増養細胞におけるc‐物タレmRNAの 発現

胃癌培 養細胞 M K N - 2 8 , M K N ‐4 5 , T M K l よ り

mRNAを 抽出し,物み D probeを 用いた Northern法

にて検討したところ,c物 冴 mRNAレ ベルはMKN―

45>TMK‐ 1>MKN‐ 28の順に高かった(Fig.1)。この

結果は,Westem法 で検出した ′け匂 T蛋 白量比と相関

していた1幼.

2.c物 冴アンチセンス DNAの 細胞増殖抑制効果

オリゴヌクレオチド投与後の生細胞数では,ア ンチ

センス DNA投 与群では,濃 度依存的に細胞増殖が抑

制されており,48時 間後では10μMの 濃度で約90%以
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FiS. 1 Northern blot analysis of c-met expression
in gastr ic carcinoma cel l  l ines'6), Human
osteogenic sarcoma cell lines, HOS and MNNG-
HOS, and MRC-5 fibroblast cell line were em.
ployed as positive and negative controls, respec-
tively.

2 3 S ‐

1 8 S ‐

β‐aCtin

…  9 kb
- 7 kb

… 5.2 kb

上増殖抑制効果がみられた。これに対し,セ ンス DNA

投与群では,ほ とんど細胞増殖抑制効果はみられな

かった,c物 冴アンチセンス DNAに より実際 c‐物冴

蛋自の発現が抑制されているかどうかをWestem法

にて検討したところ,c″ 冴 アンチセンス DNAの 濃

度に依存してフ,何T富 白含量が低下していたが,セ ン

ス DNA投 与群ではフ'狂デT蛋 白量は非投与群 と同等

であった (Fig。2).

3.c物 冴アンチセンスDNAに よる細胞浸潤抑制

効果

次に,Matrigelを 用いて ″%冴 初 の浸潤モデルを作

製し,癌 細胞の浸潤能におよぼすアンチセンス DNA

の効果を調べた。高浸潤能をもつ TMKl細 胞は,c‐

物冴アンチセンス DNA存 在下で細胞数の変動は認め

られなかったが,浸 潤モデルにおいては濃度依存的に

有意の浸潤抑制が認められた (ng。 3).

4.腹 膜播種ヌードマウスに対する効果

アンチセンス DNAで 1時 間処理 した高転移性

MKN-45‐ P細 胞 と生食水処理した MKN‐ 45‐P細 胞を

それぞれヌードマウスの腹腔内に移植し生存期間を比

較した.そ の結果,生 食処理群では全例腹膜播種を形

成し70日以内に死亡したのに対し,ア ンチセンス処理

した群では生存期間の延長が観察された。(Fig.4).

考  察

アンチセンス法は標的 mRNA配 列に選択的に結合
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Fig. 2 Time course of c-met antisense-induced
inhibition of MKN-45 cell growth'6). Five hun-

dred  p l  o f  4 . I0 'ce l l s /ml ,  suspens ion  ' r tas

inoculated in a 24-well clusterdish. After 24h, the

medium was changed to fresh medium containing

antisense or sense DNA. Viable cell number was

determined at the indicated time points. Values

are expressed as the mean of triplicate cultures;

bars, SD. C, Culture without oligonucleotides;

l, with 10pM sense control; O, with SpM

antisense oligomers; I, with 10pM antisense

oligomers. B: Antisense c-zzzl DNA-induced

decrease in MET proteins. Lane 1, culture with-

out oligomers ; lanes 2 and 3, with 5rzM and l0rrM

antisense oligomers, respectively; lane 4, with 10

pM sense oligomers.

範

Time(hoursl

2

200 kDa‐

1韓 li響 十終轟穀|‐韻

するオリゴヌクレオチ ドあるいはその修飾体を用い

て,当 該遺伝子の発現を主として翻訳の段階でブロッ

クする方法である。。そのメカニズムとしては,第 1

に,ア ンチセンスオリゴヌクレオチドが mRNAに 対

合するとリボソームによるタンパク合成の開始/伸長

反応が阻害されること
1め
,第 2に ,形 成された DNA―

RNA二 重鎖が リボヌクレアーゼ Hの 基質 となって

mRNAが 酵素的に分解されることが推定されてい

る141ァ ンチセンス効果発現のうえで重要なポイント

のひとつは安定性の問題である。天然型の DNA,

RNA分 子は酵素的分解を受けやすいことから,ア ン

チセンス分子にはヌクレアーゼに対して抵抗性が高い

という属性が求められる.こ のため, リン酸基,糖 部

卜胃癌細胞の増殖 ・浸潤抑制  日 消外会誌 30巻  4号

Fig. 3 1nhibition of TMK-l cell invasion by c‐クタタ″

antisense DNA16) 、 アalues are related to those

Obtained、vithout oligomers and are expressed as

the mean± SD of triplicate experiments □ ,Cuト

ture without oligomersi 日 , with antisense

oligomers;圏 ,with sense oligomers

2.5     5     10     10

Antittnse DNA  Sense DNA

oligonucieotides(μM)

Fig. 4 Survival curves of MKN-45-P cel l-

implanted mice. Cells were pretreated with 20pM

antisense DNA or vehicle alone (saline) for thour.

20        40         60

Days after i『nplantation

分あるいは3′,5′末端に化学修飾を施した誘導体が多

く用いられている。ヌクレオシド間のホスホジエステ

ル基の酸素原子のひとつを
一Sに 置換したホスホロチ

オエー ト型,一CH3に 置換したメチルホスホエート型

が代表的な高安定性誘導体である
lD.

今回我々は,c物 冴mRNAに 相補的な16塩基のホス

ホロチオエート型を設計,合 成し,そ の効果を検討し

たところ,当 該アンチセンス標品は胃癌培養細胞の増

殖のみならず浸潤能も抑制することが見出された。c

物冴アンチセンス DNA存 在下ではフレET蛋 白の発

現が濃度依存的に抑制され,コ ントロールであるセン

ス DNA存 在下では胃癌培養細胞の増殖のみならず漫
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Fig. 5 Roles of the

cancer progresslon

tive therapy

HGF-MET system in
and antisense as an

Fibroblasts

Gastrlc Cancer Cells

潤台とも変化しなかったことより,上 記アンチセンス効

果は標的 mRNAに 特異的であり,c物 冴遺伝子産物

が胃癌細胞の増殖および運動能に機能的に関係してい

るものと結論された。

しかし,c物 冴アンチセンス DNAは 胃癌培養細胞

株により異なる作用を示した。すなわち,c物 冴アンチ

センスはMKN‐ 45細胞の増殖を抑制したが,TMKl

細胞の増殖には影響を及ぼさなかった。一方,TMK-1

細胞の運動能は,同
一のアンチセンス DNAに より顕

著に抑制された。これは, これらの細胞種に対する以

下の HGF作 用と一致している。HGFは ,MKN‐ 45細

胞の DNA合 成を促進するが,TMK‐ 1細胞の DNA合

成には変化を及ぼさず,一 方,HGF刺 激で TMK‐ 1細

胞の運動性は元進する
1。
.c切 冴アンチセンス効果と

HGF応 答における上記の多様性の原因としては,ま

ず,c物 ″ mRNAレ ベルの差が考えられる。また,

舟筋 Tレ セプター後のシグナル経路が 2つ の細胞株間

で異なっている可能性も考えられる。ヒト血管内皮細

胞
1の
,ヒ ト悪性黒色腫細胞

1ゆでは,HGFに よって増殖

と運動の両者が誘導されるが,肝細胞
lりでは増殖のみ,

MDCK細 胞
2いでは運動のみが HGFで 促進されるこ

とが報告されている。高石ら
21)2らは,フけ乞 Tに つづく細

胞内シグナル伝達経路 として R体 を介する経路 と,

貴″οを介する経路 という2つ の経路の存在を示し,前

者が増殖に後者が運動に関係する可能性を提唱してい

る.

今回,我 々は胃癌培養細胞におけるc‐物タナ遺伝子の

発現をアンチセンス DNAに より制御することで,胃

癌細胞の増殖能および浸潤能を抑制しうることを示し

た。手術や抗癌剤に加えて,こ のようながん遺伝子を
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ターゲットとしたアンチセンス療法 (Fig.5)が ヒト胃

癌の治療手段のひとつ となる可能性 も考えられた。

稿を終えるにあたり,御指導,御校閲を賜 りました金沢大

学医学部第 2生化学教室の山本 博 教授に深謝いたします

とともに,御指導,御協力いただきました金沢大学医学部が

ん研究所化学療法部の佐々木琢磨教授,遠 藤良夫助手に深

く感謝いたします。
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c-rnef Antisense Oligonucleotides Inhibit Proliferation or Invasiveness of

Gastric Cancer Cells

Masahide Kaji, Yonemura Yutaka, Yasuo Hirono, Kouichirou Tsugawa, Sachio Fushida,

Takashi Fujimura, Kouichi Miwa and ltsuo Miyazaki

Second Department of Surgery, Kanazawa University School of Medicine

We first screened for c-met expression in human gastric cancer cell lines, MKN-28, MKN-45 and
TMK-1, by Northern blot analysis. The rank order of c-nzzl mRNA abundance in these cell lines was
MKN-45>TMK-1>MKN-28. Next, to test whether the growth and invasion of gastric cancer cells
depend on c-met, we prepared phosphorothioate-type antisense oligonucleotides that were complementary
to human c-mel mRNA. We conducted experiments to determine whether blocking expression of the

c-met gene with the antisense molecules affected either the proliferative or the invasive phenotype of the

cancer cells. The growth of MKN-45 cells was markedly inhibited by the antisense c-met oligonucleotides,
in a dose-dependent manner, but not by sense controls. The antisense oligonucleotides also effectively
inhibited the migration of TMK-1 cells. These results indicate that c-met gene products may be causally
related to the proliferation or invasion of gastric cancer cells, and that antisense c-met DNA has

therapeutic potential in that it may facilitate circumventing the progression of gastric cancers.
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