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はじめに

癌の転移の過程は,癌 細胞の原発巣からの遊離と周

囲臓器への浸潤から始まり,標 的臓器への生着,増 殖

といった複雑な過程が必要である.Fidlerl)がB]6メ ラ

ノーマ細胞を用いて肺高転移株を樹立して以来,癌 細

胞の高転移株と低転移株の間で種々の生物学的特性を

比較検討した多くの研究がなされてきた,

我々は以前に大腸癌肝転移症例の肝転移巣より組織

を採取し,大 腸癌細胞株 OCUC LMl(以 下,LM)を

樹立しその性状を検討するとともに,LM細 胞を用い

た肝転移モデルの作製に成功し報告した
分。そこで今

回はその肝転移モデルを用いてヌードマウス肝高転移

株の樹立を行い,親 株と肝高転移株における生物学的

特性の相違について様々な角度から比較検討し,親 株

と肝高転移株の間にいくつかの相違点があることが明

らかになったので報告する.

材料および方法

1.肝 高転移株の樹立

大腸癌細胞株である LM細 胞を用いてヌ
ー ドマウ

ス肝高転移株の樹立を試みた。LM細 胞 を1.0×107

cek/mlに 調整後, 4匹 のヌードマウスの悌臓に0.1
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mlず つ注入する。4週 後に形成された肝転移結節を無

菌的に採取し,培 養系に移した後,再 び同様の方法で

陣臓に注入する。この操作を3回 および 5回繰 り返し

て樹立した細胞株をそれぞれ LM‐H3,LM― H5と し実

験に用いた。

2.親 株および肝高転移株における特性の検討

1)形 態学的検討

a.位 相差顕微鏡像

位相差顕微鏡 (Nikon TMD)に て,継 代培養中の

細胞をそのまま観察した。

b.電 子顕微鏡像

検体 を1 , 0 0 0 r p m で5 分 間遠沈 して得た沈澄 を

phosphate‐buffered saline(PBS)に て洗浄し, 沈澄

を3%グ ルタルアルデヒド溶液にて 4°C,15分間固定.

脱イオン水にて洗浄後, 2%オ ス ミウム酸溶液にて

4°C,20分 間固定.再 び,脱 イオン水にて洗浄後,ア

ルコール系列で脱水し,酸化プロピレン,Epon包 埋液

により置換してから重合させ包埋した。包埋後 トリミ

ングし,薄 切してから酢酸ウラン,ク エン酸鉛で二重

染色を行い,それを試料として電子顕微鏡(」EOL 1200

X,Tokyo,」 apan)に て観察した。

2)倍 加時間の測定

株細胞の倍加時間は重複培養法により算出した
め.

すなわち,培 養液で1.0×105cellS/mlに調整した細胞
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ヒト大腸癌細胞株 LMを 用い,ヌ
ー ドマウスの陣注,肝 転移形成を3回 および 5回 繰 り返すことに

より,細 胞株 LM‐H3お よび LM‐H5を 樹立した。LM‐H3お よび LM‐H5は LMに 比べて有意な肝転移

能の増強を認め,電 子顕微鏡による観察では,microvilllの増加を認めた.核 DNA量 および染色体数

は LMに 比べ,肝 高転移株において減少した。培養上澄中の SLA産 生量は,LMに 比べ,LM‐ H3,

LM―H5で , 3倍 および45倍 の産生量を認め,Flow cytometryに よる細胞表面の SLAの 発現の検討

でも,M.FIが ,102.3± 43.5,126.1± 284,144.8± 23.4と有意な増加を認めた。また,血 管内皮細

胞への接着性もLMに 比べ,肝 高転移株において有意に増加した。以上の結果から,こ のように肝転

移形成を繰 り返すことにより,LM細 胞の肝転移能は増強し,また肝高転移株は親株とは異なったさま

ざまな特性を有すると考えられた。
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浮遊液を35mmの dishに2mlず つ分注し,37°C,5%

C02の条件で C02 inCubatOrで培養し, 6～ 12時間ご

とに旅田‖己菱文をcoulter counter (Coulter electrOnics

Ltd)で計測した。その測定値より増殖曲線を求め,そ

の対数増殖期の倍加時間を株細胞の倍加時間とした。

3)染 色体分析

培養細胞を最終濃度0 01μg/mlコ ルセミド添加培

地で 3時 間培養.025%ト リプシンで細胞を浮遊させ,

13分間0 075M KCLで 低張処理後,カ ルノア液で回

定.0,25%ト リプシン処理後,Giemsa染 色によるG‐

band核 型分析を行った4).1,000倍にて観察するとと

もに,20個の細胞の染色体を数え染色体モードとした。

4)DNA ploidy pattern

培養細胞をF10w cytOmetry(FACScan,BecktOn

DickinsOn社,USA)に より5,000～10,OoO個の細胞の

核 DNA量 を測定し,DNA p101dy pattern, DNA

indexの検討を行った。コントロールとして正常ヒト

末梢血 リンパ球を用い,そ の Glpeakを 2Cと した。

5)腫 瘍関連抗原の測定

a.培 養上澄中の腫瘍関連抗原の測定

培養液で10× 105cellS/mlに調整した培養細胞を 5

日間培養し,そ の上澄を試料として,Sal)アlIフeMs X

(SLX)。,sialyl Lewis A(SIッA)6),cEA7)の濃度を

radioimmunOassay法 を用いて測定した。抗体はそれ

ぞれ, FH 6(Otsuka Assay LaboratOries, TOku

shima), NS19、 9(Ftlii_Rebio), CEA010(Mochida

Pharmaceutical Co,Ltd,TOkyo)の 3種 のモノク

ロナール抗体を用いた。

b.Flow cytOmetryに よる糖鎖抗原の測定

実際の細胞表面での SLX,SLAの 発現の変化を検

討するため,Flow cytOmetryを 用いて測定 した。

1.0×106cek/mlに 調整した LM,LM‐ H3,LM‐ H5細

胞に1 0μg/mlの 濃度に調整 した 1次 抗体 (FH 6,

NS19_9)を 室温にて30分間反応させた。その後,PBS

で 2回洗浄。次に,2次 抗体としてloμg/mlの 濃度に

調整したFITC標識抗マウスIgMま たはIgG抗体を

室温にて30分間反応させた。PBSで 2回洗浄後,Flow
cytometer(EPICS_C, Coulter electronics Ltd)に

て陽性細胞 の割合,Peak Channelお ょび M FI

(Mean FluOrescence lntenSty,平均蛍光強度)を 預」

定した。

6)血 管内皮細胞への接着性

LM,LM― H3,LM一 H5細 胞の血管内皮細胞への接着

性 の変化 を検 討 す るた めに,HUVECs(Human
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を用いて接着実験を行った。96‐w e l l  m i c r O p l a t eに

H U V E C sを 単層培養し,r I L l  β( r e c o m b i n a n t  l n t e r‐

leukin l‐β, OtSuka Assay LaboratOries, TOku_

shima)に て活性化した後,18× 105celも/180μ1/wdl

の濃度に調整した LM,LM‐ H3,LM‐ H5細 胞をそれぞ

れ添加し,30分間振盪培養した。培養後,PBSで 各 well

を静かに洗浄 し,血 管内皮細胞 に接着 した細胞 を

MTT法 を用いて測定した。

7)サ イ トカィンおよび増殖因子の測定

培養液で10× 105cellS/mlに調整した培養細胞を5

日間培養し,そ の上澄を試料として,Intedeukin l‐β

(lLl‐β), TumOr Necrosis Factor、 α (TNF‐2),

Interferon‐γ (INF‐γ), HepatOcyte Crowth Factor

(HGF), basic Fibroblast Growth Factor(bFGF)

の濃度を測定した,それぞれの測定には,メ ドジェニッ

クス IL lβIRMAキ ット(トーレ・フジバイォニクス,

東京),TNF,2測 定キット (大塚製薬,東 京),ヒ ト

INF γIRMAキ ット (トーン・フジバイオニクス,東

京),HGF「 ォーッヵJ ELISAキ ット (大塚製薬,東

京)を 用いて行った。

統計学的検討は Student's t testを用いて行い,p<

001を 有意差ありとした。

結  果

1.肝 高転移株の樹立と肝転移能の比較

LM細 胞をヌードマウスの搾臓に注入したところ,

4匹 中 2匹 のヌードマウスに肝転移を認めたのに対し

て,LM―H3,LM‐ H5で は4匹 すべてのマウスに肝転移

を認めた。また,LMで は肝転移を認めた 2匹 のマウス

の肝転移結節数は,69個 ,178個 であったのに対して,

LM‐H3,LM― H5で は肝転移結節数は無数であり計測

できなかった.ま た,LM,LM‐ H3,LM‐ H5の 肝重量

(g)は,そ れぞれ1.64±030,4.48± 0.47,5.01±0.68

とLMに 比べて LM‐H3,LM‐ H5に おいて有意 (p<

005)な 増加を認めた。

2.親 株および肝高転移株における特性の検討

1)形 態学的検討

位相差顕微鏡による観察では,LM,LM― H3,LM‐ H5

いずれも単層で敷石状配列を示し,細 胞核は大型で異

型性が強 く,形 態学的な差は認めなかった(ng.1)。

電子顕微鏡による観察では,LMに 比べて LM_H3,

LM―H5に おいて microvlliが増加しており,空 胞,ラ

イソゾームの増加も認めた (Fig.2).

2)倍 加時間の測定
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Fig. l  Phase―contrast photol■licrograph of lttA/1

(A),LM‐ H3(B)and LM、 H5(C)

LM,LM― H3,LM‐ H5の 倍加時間はそれぞれ294,

23.8,239時 間とLMに 比べて LM‐H3,LM‐ H5に お

いて倍加時間の短縮を認めた (Fig。3).

3)染 色体分析および DNA ploldy pattem

LM,LM‐ H3,LM‐ H5細 胞の染色体数はそれぞれ,

Fig.2 Electron micrograph of LMI

(B)and LN/1‐H5(C)

(A)

45(2171)

(A),LM―H3

687± 2.8(62～ 76),611± 09(59～ 63),61.6±

08(60～ 63)で あり,LMに 比べて LM‐H3,LM‐ H5

において有意 (p<0.001)な 減少を示した (Fig.4,

5).Flow cytometryに より核 DNA量 を測定した結

果,DNA indexは LM, LM― H3, LM‐ H5に お ↓ゝて

1.55,1_47,1,47で あり,LMに 比べて LM‐H3,LM一 H5

(C)
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Fig.  4 Compar ison of  chromosome number

among LM, LNI-H3 and LM-H5
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において核 DNA量 の減少を認めた (Fig.6).

4)腫 瘍関連抗原の測定

a.培 養上澄中の腫瘍関連抗原の測定

LMの 培養上澄には,SLX,SLA,CEAの いずれの
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Fig.6 Comparison of nuclear DNA cOntents

betMreen loHF rnetastatic cel1 lines and high metas‐

tatic cell lllles

産生も認めたが,SLXの 産生量は軽度であり,SLA,

CEAの 産生豊は高度であった。SLXの 産生量は,LM,

LM―H3,LM‐ H5に おいてそれぞれ,40,65,82(U/

ml)と 産生量は少ないが転移能を増すにつれ増加 し

た,SLAの 産生能は著明な増強を示し,SLA産 生量

は,LM,LM‐ H3,LM― H5に おいてそれぞれ1,669,

4,800,7,300(U/ml)と ,LM― H3,LM‐ H5の産生量

はそれぞれ LMの 約2,9倍および約4.4倍の産生能を

示した。一方,CEAの 産生能には変化は認めず,CEA

産生量は,LM,LM‐ H3,LM―H5に おいてそれぞれ463,

300,500(ng/ml)で あった。

b.Flow cytometryによる糖鎖抗原の測定

Flow cytOmetryによって SLXの 発現を検討 した

ところ,い ずれの細胞においても明らかな発現は認め

なかった。次に,SLAの 発現を検討したところ,LM,

LM―H3, LM‐H5と passageを繰 り返すことにより,

Peak Channelはそれぞれ,113,126,146と 右シフト

した。また,M.FIも それぞれ,102.3±43.5,1261土

47 Qr73)

Table I Flow cytometric analysis of SLA on the

surface of  LM, LM-I I3 and I -M-HS cel ls

Table 2 Cytokines and Growth factors in the spent

rnedia of  LM, LM-I I3 and LM-HS

28.4,1448± 234と 有意 (p<0001)な 増加を認めた

(Table l)。一方,SLAを 発現している陽性細胞の割

合はLM,LM― H3,LM― H5に おいて975°/0,998%,

997%と 著明な差は認めなかった。

5)血 管内皮細胞への接着性

活性化 HUVECsに 対するLM,LM‐ H3,LM‐ H5細

胞の接着性を検討したところ,そ れぞれの接着率 (%)

は218± 13,42.9± 28,398± 2.3であった.LMに

比較して LM―H3,LM― H5に おいて有意 (p<0001)

に接着率の増加を認めたが,LM‐ H3と LM‐H5の 間で

は接着率の差は認めなかった。

6)サ イ トカインおよび増殖因子の源1定

LM,LM‐ H3,LM、 H5の 培養上澄には,い ずれも

ILl‐βの産生を認めたが,LM,LM‐ H3,LM― H5に お

けるILl βの産生に差は認めなかった。一方,そ の他

のサイトカインおよび増殖因子の産生は認めなかった

(Table 2).

考  察

今回,我々は当教室で樹立した大腸癌細胞株 OCUC

LMlを 用いてヌードマウス肝高転移株の樹立を行い,

親株と肝高転移株における生物学的特性の相違につい

てさまざまな角度から,ヒ較検討した。

まず形態学的な変化であるが,位 相差顕微鏡による

観察では,形 態学的な差は認めなかったが,電 子顕微

鏡による観察では,肝 高転移株において microvlhの

増加を認めた。mた rovihの役害」については,肝転移巣

における,血 管内皮細胞との接着,浸 潤に関与してい

ると報告されており働
～1い
,今 回作製した肝高転移株に

」
ｏ
Ｏ
こ

ョ
ｃ

一
一ｏ
り

しヽ 1 IンM H3 LM‐H5

Posi t ive Rate(%)

Peak Channel

M.F. I .

97 5

113

1 0 2 3 ±4 3 5

99 8

126

1 2 6 1 上2 8 4

99 7

146

1 4 4 8 ±2 3 4

LM しヽ 4‐H3 LM― H5

ILlβ(pg/ml)

TN「 α(pg/ml)

INFγ(U/ml)

IIGF(ng/ml)

bFGF(pg/ml)

67

<5

0 2

< 0 3

0

47

<5

0 2

く0 3

0

50

<5

0 2

< 0 3

0

Fluorescence intensity
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おけるmicrOvlllの増加は,転移の接着,浸潤過程にお

いて重要な役割を果たしているものと推測された。

次に,転移能,増殖能,核 DNA量 および染色体数の

変化について検討を行ったところ,親 株に比べて,肝

高転移株において,転 移能および増殖能は増強された

が,逆に核 DNA量 および染色体数は減少した。1983年

に Hedleyら 】1)がパラフィン包埋標本からの核 DNA

量の解析法を報告して以来,痛 の悪性度と核 DNA貴

の関係について多くの報告がなされているが,癌 の転

移能 と核 DNA量 の関係についての報告は少ない。

Sandberg12)は_般 に転移巣の染色体数は原発巣に比

べて増加していると報告 しており,ま た Wakeら
13)

は,肺 , リンパ節への転移能を有するラット前立腺癌

では,染 色体数の増力口や構造異常が多くみられたとし

ている。山口ら
14)は
,大腸癌肝転移症例の原発巣と肝転

移巣の核 DNA ploidy pattemを 比較 した ところ,

80%の 症例は原発巣と肝転移巣の DNA ploidy pat―

ternは一致していたが,20%の 症例はheterogeneity

がみられ肝転移巣で aneuploidyが多い傾向にあった

と報告している。実験的肝転移モデルを用いて親株と

高転移株の核 DNA貴 および染色体数の変化を検討し

た報告は少ないが,若 杉
1効はKATO III細 胞を用いて

肝高転移株を作成し親株 と比較したところ,核 DNA

量が肝高転移株において有意に減少していたと報告し

ている。また小松10は,Colon 26細 胞を用いて肝高転

移株を作成し親株 と比較したところ,染 色体数が肝高

転移株において有意に減少していたと報告している。
一般に癌の悪性度と核 DNA量 は正の相関関係を示す

と考えられているが,今 回の我々の検討では高転移株

において核 DNA量 および染色体数が減少し,転 移能

と核 DNA量 および染色体数が負の相関関係を示 し

た。今回の実験だけでは十分な説明はできないが,癌

細胞が増殖するためには,あ まりにも核 DNA量 が増

力日しすぎることは逆に不安定な状態となることが推測

される.そ して,それぞれの癌細胞の増殖,転移にとっ

て,至適な核 DNA量 が存在し,癌細胞が高転移能を獲

得する過程において,転 移に適した核 DNA量 を保持

する細胞が選択された結果,こ のような負の相関を示

したのではないかと推測された。

次に,糖鎖抗原発現の変化であるが,親株である LM

に比べて肝高転移株であるLM―H3,LM H5に おいて

SLAの 発現の増強を認めた。癌化に伴い,癌 細胞表面

に種々の糖蛋白が発現,変 化する
】つ13)ことが知られて

いる。とくに糖鎖構造の変化は近年のモノクローナル

大腸癌肝高転移株の作製および生物学的特性の変化について  11消 外会誌 30巻  11号

抗体による検討によって詳細に解明されており, これ

らの多くは癌の血中診断における腫場マーカーとして

臨床的に応用されている。腫瘍マーカーとして用いら

れてきた糖鎖抗原のうち,癌 細胞膜表面のある種の糖

鎖抗原は癌の転移における接着分子として作用してい

ることが判明してきた。SLX19)～
22)ぉょび sLA23)～2D

は,血 管内皮細胞の ELAM lの 1lgandとして標的臓

器における,癌 細胞 と血管内皮細胞の接着に関与して

いることが明らかとなった。SLXと SLAは 同じラク

トシリーズの糖鎖で,SLXは II型糖鎖,SLAは I型糖

鎖に属し,い ずれも末瑞のガラクトースにシアル酸が

結合した構造をもつ構造異性体である。大腸癌組織に

お け るS L X , S L A の陽 性 率 は そ れ ぞ れ 5 9 ～

888%20～ 2助,76～ 962%28)29)と報告されている。

我々は以前に大腸癌肝転移症例において,同 一患者

により採取した原発巣および肝転移巣におけるSLA

の発現を免疫組織化学的に比較検討したところ,肝 転

移巣において有意に SLAの 発現の増加を認めた
30).

この結果より,原 発巣において SLAを 発現している

細胞集団が選択され転移形成に関与した可能性が示唆

された。今回の実験におけるnow cytometryによる検

討からは,肝 高転移株におけるSLA発 現の増強は

SLAを 発現している細胞の割合が増加 したのではな

く, 1つ 1つ の細胞におけるSLAの 発現量が増加 し

た結果と考えられた,こ れらのことから,原 発巣にお

いて SLAを 発現している細胞が選択されるのみなら

ず,転 移の過程において個々の細胞の SLA産 生能 も

増強していくものと考えられた。さらに,血 管内皮細

胞への接着実験において高転移株の接着性が増強して

おり,こ の高転移株におけるSLAの 産生量の増力回が,

接着性の増強の 1つ の因子と推測された。一方,高 転

移株であるLM―H3と LM‐H5を 比較するとSLAの 発

現は LM―H5に おいて有意に増加していたが,血 管内

皮細胞への接着性に差は認めなかった。この理由とし

て, 1つ にはSLAの 発現量は LM,LM‐ H3,LM― H5

と段階的増加しているのだが,血 管内皮細胞との接着

性は LM―H3に おけるSLAの 発現量でプラ トーとな

り,LM‐ H3と LM‐H5に おける接着性に差を認めな

かった可能性が推測された.ま た, この接着において

糖鎖抗原とセレクチン以外の接着分子が関与している

可能性も考えられた。

最後に,血 管内皮細胞の活性化あるいは増殖に関与

しているサイトカインおよび増殖因子を測定したとこ

ろ,血 管内皮細胞の活性化作用を有するILl‐βの産生
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を認めた。癌細胞と血管内皮細胞の接着相互作用は,

白血球と血管内皮細胞間にみられる接着分子群と類似

していると考えられている。この接着は,セ レクチン

ファミリー,免 疫グロブリンスーパーファミリーー,イ

ンテグリンファミリーなどによって,媒 介される。例

えば,炎 症の局所では,IL‐1,TNF,INFγ などのサ

イ トカイン刺激により血管内皮細胞上にELAM l,

GMP‐ 140,VCAM l,ICAM lな どの接着分子が発現

誘導される
31)32),次に,白血球はその表面に発現し′てい

るSLXと 血管内皮細胞上に発現 された ELAM‐ 1や

GMP‐ 140と弱 く接着することにより,内 皮細胞上を

ローリングし,引 き続きれインテグリン(LFA‐1など)

とICAM‐1との強い接着に変わり,ロ ーリングから血

管内皮細胞の間際を通 り抜けると考えられている。 こ

のことから,癌 細胞と血管内皮細胞の接着にも同様の

機序が関与していると推源」され,癌 細胞と血管内皮細

胞の接着の初期の段階の接着に癌細胞表面の糖鎖抗原

と血管内皮細胞上の ELAM‐ 1の接着が重要であると

考えられる
33鴻41今 回用いた細胞株の培養上澄にはい

ずれもILl βの産生を認め,癌 細胞自身がサイトカイ

ンを分泌 し,局 所で血管内度細胞 を活性化 させ,

ELAM‐ 1などの接着分子を発現させることにより,糖

鎖抗原と血管内皮細胞の接着を誘導している可能性が

示唆された,しかし,親株と肝高転移株との間で tLl‐β

の産生能に差はなく,今 回の実験系における癌細胞と

血管内皮細胞の接着性の増強には,お もにSLAの 発

現の増加が関与しているのではないかと考えられた。

今回,ヌ ードマウス肝転移モデルを用いて肝転移形

成を繰 り返すことにより,LM細 胞の肝転移能は増強

するとともに親株とは異なったさまざまな特性を有す

ることが判明した。今後,差 の認められた特性を中心

にさらに詳細な検討を行っていきたい。
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OCUC-LM1 (LM) was injected into the spleen of nude mice was repeated three and five times, and
the daughter cell lines were designated as LNl-H3 and LM-H5, respectively. LM-H3 and LM-HS showed
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a greater potential for liver metastasis than LM. Electron microscopically, the numbers of microvilli on
the surface of LM-H3 and LM-H5 were greater than LM. Nuclear DNA content and chromosome
numbers of LM-H3 and LM-HS were less than those of LM. The levels of sialyl Lewis A (SLA) in the
supernatant of LM-H3 and LM-H5 were 3 and 4.5 times higher, respectively than that of LM. Flow

cytometric analysis of SLA expression revealed that the peak channel for LM was 113; for LM-H3, 126;
and for LM H5, 146. The mean fluorescence intensity of LM was 102.3 + 43.5; of LM-H3, 126.2 + 28.4;

and of LM-HS, 144.8 + 23 .4 . In endothelial cell adhesion assays, the percentages of adherent LM-H3 and
LM-H5 cells were significantly higher than for LM. In conclusion, through repeated hepatic metastasis,
LM cells became more easily metastasized to the liver and showed some different characteristics from

those of the original cells.
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