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はじめに

消化器癌の浸潤転移の際に癌細胞の周囲を取り巻 く

細胞外マ トリックス (extracellular matrix:ECM)

の破壊をともなう1).代表的な ECMは コラーゲン,プ

ロテオグリカン,ラ ミニンなどであるが,な かでもコ

ラーゲンは蛋自分解酵素による非特異的な分解を受け

にくく,そ の分解には特異的分解酵素 (matHx metal―

loprotdnasei MMP)が 必要とされる劾31消 化器癌の

なかでも胃癌,大 腸癌におけるMMPの 発現を詳細に

検討し,癌 の浸潤転移における間葉系細胞のかかわり

を明らかにする。

方  法

1)胃 癌組織におけるMMPl酵 素活性の測定

消化器癌の進展過程での MMPの 関与を確認する

目的で,胃癌組織中の MMP‐ 1活性を測定した。手術が
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消化器癌の進展過程でのマ トリックス分解酵素 (mathx meta1loprotdnase:MMP)に よる細胞外

マ トリックス (extracellular matAx:ECM)破 壊における間葉系細胞の役割について検討した。 I

型,III型コラーゲンを分解するMMPlは 癌先進部組織で高い酵素活性を示した。MMP‐ 1産生細胞の

同定を目的に″%sグrrr hybridizationを行った結果,癌 巣周囲の線維芽細胞や類粒球に MMP,lmRNA

の発現を認めた。ヒト胃粘膜由来線維芽細胞の培養液にヒト胃癌細胞株 MKN‐ 74の培養上清を添加す

ると,単 独培養に比べ高い MMPl産 生を認めた(p<005)。 また, ヒ ト胃癌細胞株 TMKlの 腹腔内

投与によるヌードマウス腹膜播種モデルでは,癌 細胞を線維芽細胞の培養上清とともに投与すること

で結節数の有意な増加を認めた(p<0.01)。以上より,消 化器癌によるECM破 壊に間葉系細胞が重要

な役割を演じていることが確認された。

Key words: stromal cells, invasion and metastasis of gastrointestinal carcinoma, matrix metallo-

proteinase

行われた23711の癌先進部組織を用いた。胃切除後ただ

ちに組織を数 mm角 に切除し,細切後-70°Cで保存し

た。酵素活性の測定は組織ホモジェネートを用いてす

でに報告した方法りに従って行った。反応の基質とな

る I型 コラーゲンは家兎皮膚から抽出し
3Hで
標識し

た。

2)MMPlcDNAプ ローブを用いた 物 s″物ハイブ

リダイゼーション

MMPを 産生 している細胞 を同定する目的で ぢ%

s″滋ハイブリダイゼーションを行った。

手術で得られた胃癌組織20例,大 腸癌組織 5例 を用

いて,Hayashiら 。の方法に従い Fig.1の 手順で実施

した。プローブはヒト線維芽細胞の cDNAラ イブラ

リーから樹立 した1.7kbの MMP‐ l cDNAい をoligo‐

labelling法により35sでラベルして用いた。ハイブリ

ダイゼーションの条件は45°C,16時 間とし,洗 浄の後

オー トラジオグラフィーを行った71現 像後,細胞の形

態を認識する目的でヘマ トキシリン染色を施行した。

3)癌 細胞の培養上清による線維芽細胞の MMP産

生の変化
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Fig. l  Flow chart Of″%s″′″hybridization
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物 sグ筋ハイブリダイゼーションの結果をふまえ,癌

細胞の間葉系細胞への影響を観察する目的で ″%″ 掬

での実験 を行った。胃癌細胞 はヒ ト胃癌株 MKN

74(高 分化型腺癌)を 用いた。線維芽細胞は手術で得

られた胃の正常粘膜からDayerら めの方法で樹立 し

た。継代 5代 目までの細胞を使用した。それぞれ80%

conauentに なった時点で無血清培地に変更し,さ らに

72時間培養した。その上清中の MMPl濃 度をELISA

キット (Amersham社 製)で 測定した。混合培養にお

いては,MKN、 74を無血清培地で培養した上清0.5ml

を線維芽細胞の培養液 (2ml)中に添加し,72時 間後に

MMP濃 度を測定した。

4)ヌ ー ドマウス腹膜播種モデルを用いた転移実験

BALB/c nu/nu雄 にヒト胃癌株 TMK‐ 1(低 分化型

腺癌)5×105/PBs lmlを 腹腔内投与し,5週 後にマウ

スを犠死させ,腹 膜播種結節数を測定した。ヒト胃癌

細胞の腹膜播種転移形成に対する間葉系細胞の影響を

知る目的で,ヒ ト胃粘膜由来の線維芽細胞を無血清培

地で72時間培養 した上清0.5mlと TMK-1細 胞 5×

105/PBs O.5mlを 混合 し,ヌ ードマウス腹腔内に接

種, 5週 後に結節数を測定した。

5)統 計学的検討

2群 間の平均値の差はStudenぱst検 定により検定

した。p<0.05を もって統計学的に有意と判定した。

結  果

1)MMPl酵 素活性の測定

胃癌先進部組織での MMP‐ 1の酵素活性 は12.3士
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1.2″g/collagen degaraded/hr/mg protein (■=23),

癌病巣から離れた非癌部胃粘膜では10.4±0.9″gたol‐

lagen degaraded/hr/mg prOtein(n=23)であった。

癌先進部組織で有意に高いMMP‐ 1酵素活性が認めら

れた (p<0.05)。

2)MMPl cDNAプ ローブ を用 ↓ゝ た ケ″ s″ク

hybridizatio■

MMP,lmRNAは 胃癌20例,大腸癌 5例 のいずれに

おいても認められた。MMP‐ lmRNAの 発現は癌細胞

そのものより癌巣周囲の線維芽細胞や顆粒球に認めら

れた (Fig.2)。 また,組 織学的分化度が異なる部分が

同一組織内に混在する場合は,よ り分化度の高い部分

に強い発現が認められる傾向にあった.

3)癌 細胞と線維芽細胞の混合培養

ELISAに よるMMP‐ 1蛋白濃度測定の結果,MKN‐

74単独培養ではほとんど産生されなかった。線維芽細

胞の単独培養では0.04±0.01(OD at450nm/104cellS)

であった.一 方,MKN・ 74の培養上清を線維芽細胞の

培養液中に加えた群では0.25±0.01(OD at 450nm/

104cellS)と高値 を示 し,線 維芽細胞単独群 に比べ

MMP‐ 1の産生が増カロした (p<0.05).

4)ヌ ードマウス腹膜播種転移モデル

腹膜播種結節数は TMK‐ 1単独接種では54.6±8.8

個 (n=5)で あったが,TMK‐ 1に線維芽細胞の培養液

を添加後接種した群では102.6±11.2個(N=5)と 有意

に結節数の増加を認めた (p<0,01)(Fig。 3,Table

Fig. 2  r/2 s″物 hybridization of rectal carcinoma

W I N I P‐l  m R N A  i s  e x p r e s s e d  i n  t h e  t t r o m a l  c e l l s ,

including llbroblasts, macrophages, and various

inflammatory cells_Ho、vever,signal、vere not found

、vithin cancer cells (240×,original lnagniflcation).
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いると思われる1 7 ) . I n t e r l e u k i n ‐1 とt u m o r  n e c r o s i s

factor αは MMP‐ 1を upregulateす ることが知 らオし

てV るゝ181 また,McDonnellら
19)はepidermal growth

factorがcゥらsや c、ル物の誘導を介 して MMP-3の 遺

伝子発現をswitch onすることを明らかにしている。
一方, transforming growth factor〆 い, interferon

γ
21)はMMP‐ 1の遺伝子発現を抑制する。

2)消 化管を形成するECMと MMP

消化管壁を形成する細胞外マ トリックスの主要成分

はコラーゲン線維であり,こ れまで16種類のコラーゲ

ン分子と30種類を越える構成ペプチドの遺伝子が同定

されている2り。3本 のコラーゲン分子が約3_3残基で 1

回転しながらコラーゲン特有のトリプルヘリックスを

形成している。コラーゲン分子の表面には疎水性アミ

ノ酸が露出しており,こ の影響でコラーゲンは水に溶

けにくく,蛋 自分解酵素による非特異的な分解を受け

にくいとされている。一方,コ ラーゲンを分解する蛋

自分解酵素であるMMPは これまで15種類が同定さ

れている (Table 2).消 化管を構成するコラーゲンの

多 くは I型 およびIII型コラーゲンであり2め,こ れらを

特異的に分解できるMMP‐ 1は消化器癌の局所進展に

重要と考えられる。今回の検討でも,正 常胃粘膜の

MMPぃ 1活性に比べ胃癌先進部組織中の活性が高値を

示した.癌 の局所進展に伴うECMの 分解という観点

から,矛 盾しない結果と思われた。

3)消 化器癌転移予防策 としての MMP阻 害剤―そ

の展望

MMPが 酵素として ECMの 破壊に至るまでには,

癌細胞やマクロファージでのサイ トカインや増殖因子

の産生に始まり,各 細胞間での相互作用,細 胞内での

MMP遺 伝子発現の調節,さ らに産生された MMPの

細胞外への分泌,細 胞外での移動,酵 素としての活性

Table 2 CiassiIIcatiOn of NIWIP fanlily

Collagaenase group    ヽ 4MP-l  interstitial collagenase
WINIP‐8  neutrophil collagenase
MMP‐ 13 collagenase 3

Gelatinase group      ヽ 4A/1P‐2  gelatinase A
MINIP-9  gelatinase B

Stromelysin group    ヽ 4WIP‐3  stromelysin l
MIWIP-10 stromelysin 2

membrane type lVI単 IP  MIMP-14 MITl‐ N/1MIP
MMP‐ 15 MT2MMP
MMP16 MT3‐ MMP
MMP17 MT4MMP

°heい    M冊 【1盟描湾n3
NINIP 12 meta1loelastase
MMユ 18

1 ) .

考  察

1)消 化器癌の進展における間葉系細胞の重要性

今回の検討から,消 化器癌の浸潤に伴うECM破 壊

には,癌 巣周囲の間葉系細胞が重要な役割を演じてい

る可能性が示された。代表的な蛋自分解酵素である

MMPlに ついては癌細胞では産生されておらず,線維

芽細胞や炎症性細胞がその役割を担っているものと思

われる.癌 巣内の MMPが 線維芽細胞や顆粒球から産

生される状況は,これまでも大腸癌り,卵巣癌
1い
,乳癌
ll)

などで報告されている。また,ヌ ー ドマウス腹膜播種

モデルでは,線 維芽細胞の増養液中に含まれる物質が

癌細胞に何らかの変化をもたらし転移結節数が増加し

たと推定されるが,こ れは MMPの 産生増加のみなら

ず,癌 細胞表面の接着分子の変化や癌細胞の増殖能に

変化が生じた可能性も示唆される
1り
。癌細胞を取 り巻

く間葉系細胞や ECMが 癌細胞の生物学的悪性度に影

響する可能性についてはこれまで も報告されてい

る1ゆ
~lD.Yashiroら 10はスキルス胃癌由来の癌細胞株

を線維芽細胞 とともにヌードマウスに移植すると,癌

細胞単独の移植に比べ増殖が盛んになるとの報告して

いる。

癌巣内および癌巣周囲の間葉系細胞での MMP産

生刺激には多くの増殖因子やサイトカインが関与して

Fig. 8 Peritoneal dissemination nOdules of TWIK‐

1 5weeks after ip itteCtiOn

Table 1 Number of peritoneal dissemination nod-
ules developed in nude mice.

TMK‐ 1

TMKl+flbroblast C M

54 6]生8 8

102 6■11 2 ]  o .o .o r
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Fig.4 Steps of MINIP production and ECA/1 degra

dation
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化,イ ンヒビターの影響,タ ーゲットとなる基質への

接着など多 くの段階で調節機構が働 いている (Fig.

4)。 このどこかの段階で抑制をかけられれば消化器癌

の進展を阻止することも可能 となる。MMPが ECM

に作用する最終段階においてその活性阻害作用をもつ

マ トリスタチン誘導体が,現 在,欧 米で臨床試験の段

階に入っている
241マ
トリスタチンは放線菌が産生す

る物質で特異的に MMP阻 害作用が認められる
2,。
今

後,本 邦で も臨床応用に向けた基礎研究
2のが求められ

る。
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Important Role of Stromal Cells in the Spreading of Gastrointestinal

Tract Carcinomas -From the Aspect of Breakdown of

Extracellular Matrix-

Yoshihide Otani, Yoshihiko Sakurai**, Naoki Igarashi, Takeyoshi Yokoyama,

Masaru Kimata, Kaori Kameyama*, Tetsuro Kubota, Koichiro Kumai

and Masaki Kitajima
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We have investigated the role of stromal cells in the invasion and metastasis of gastrointestinal tract

carcinomas. The extracellular matrix is degraded by a carcinoma during its spread, which is known to

be caused by matrix metalloproteinases (MMPs). We observed the gene expression of MMP-I by in situ

hybridization in gastric and colorectal carcinomas and found that MMP-1 mRNA was expressed in the

stromal cells and some inflammatory cells. A human gastric carcinoma cell line, MKN74, was co-cultured

with human fibroblasts, resulting greater MMP-1 production than in the simple culture. Another gastric

carcinoma cell line, TMK-I, was injected intraperitoneally into BALB/c nu/nu mice along with the

conditioned medium of a human fibroblast culture. Five weeks after the injection the mice were sacrificed

and the nodules resulting from peritoneal dissemination were counted. The carcinoma cells with

fibroblast-conditioned medium formed more nodules than the carcinoma cells without it (p < 0 .05) . On the
basis of these obervations, we can speculate that the stromal cells play important roles during invasion

and metastasis and also that the stromal cells affect the degree of malignancy of the tumor.
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