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はじめに

癌の悪性度はその転移能 と漫潤能によって規定され

ている.近 年の分子学的手法の進歩により,発 癌のメ

カニズムや転移成立などに関与する遺伝子群が同定さ

れ1ちそれらを用いた遺伝子治療 も臨床に応用されつ

つある。 しかし,癌 の浸潤は,癌 細胞の運動能や問質

との相互作用などが複雑に絡み合っており,い まだ浸

潤の機序解明はなされていない。

膵癌は他の消化器癌に比べ高率に神経浸潤を引き起

こし,根 治手術の大きな妨げになっているのり.こ れは

解剖学的特徴のためか,ま た膵癌の悪性度によるもの

なのか,今 のところ不明である。

腹腔神経節は交感神経節であり,ニ ューロン細胞 と

それを取 り囲むシュワン細胞やグリア細胞などから成

り立っている。近年これら神経関連細胞からの nerve

gro、vth factOr (NGF), brain_derived neurOtrophic

factOr(BDNF),neurotrOphin 3(NT‐3)な どの神経

栄養因子4ド0の分泌が確認され,主 として神経細胞の

分化・生存に大きく関与 していることがわかってきた。

特に最近,神 経栄養因子の 1つ であるglial ce11 line

derived neurotrOphic factor(以下,GDNFと 略す)の
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膵癌の神経浸潤,特 に腹腔神節浸潤の分子生物学的な機序解明を目的 として,神 経栄養因子 glial

cell hne‐de減ved neurotrophたfactor(GDNF)の 膵癌細胞に対する浸潤誘導作用について検討した。

まず神経関連細胞の培養上清におけるGDNF分 泌および,膵癌細胞膜表面の ret遺伝子(GDNF rece‐

ptor)の発現を確認 した。そして in vitro invasion assayを用い浸潤誘導の評価を行ったところ,膵

癌細胞は神経関連細胞 と同時に培養すると膜浸潤能が有意に上昇 し,抗 GDNF抗 体により有意に阻

止される,と いう結果を得た。つまりGDNFが 膵癌細胞の膜表面の ret receptorを介し,浸 潤誘導因

子 として働いていることが示唆され,こ れは膵癌の神経浸潤の機序解明への 1つ の手がか りになると

考えられた。

のレセプターが c‐ret proto‐oncogene(以下,retと 略

す)。のであることが報告された1の111

今回,我々は膵癌の神経浸潤の機序解明を目的とし,

腹腔神経節より分泌されている神経栄養因子の,膵 癌

神経浸潤誘導作用について検討 した。

対象 と方法

ヒト膵癌細胞株 として SW1900・PaCa‐2・Capan‐2・

AsPC l神経関連細胞 としてヒトglioblastoma: T98

G・A172, ヒ トneuroblastoma:TGW・ Nagalを 使用

した。

1. in vitrO cell invasion assay

Blocoat Matrigel invasion chamberを用い,下 層

に神経関連細胞を前 もって培養しておき,そ の後,上

層の Matrigelで coatし てあるmembrane上 に膵癌

細胞を24時間培養 し,その membraneを 透過浸潤 して

きた細胞 をmembrane裏 面においてアルコール回定

後,ギ ムザ染色 し,そ の細胞数 を位相差顕微鏡 にて

countし ,浸潤誘導作用を検討した。またその浸潤誘導

作用が抗 GDNF抗 体で阻止されるかどうかも併せて

行った。

2. northern blot

l T ~癌細胞 よりIs o g e nを使用 しto t a l  R N Aを抽出

し,GDNFの receptorと報告されているret geneの

発現をnOrthern blot法にて確認 した。

3. RT‐PCR

膵癌細胞,神 経 関連 細胞 よ りR N A を 抽 出 し,
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GDNF, GDNFRセ , retの発現をRT‐PCR法 にて検

討 した。

4 . E I A

Human GDNFimmunoassay(Quantikine)を 用↓ゝ

て,神 経関連細胞の細胞抽出液,お よびその培養上清

におけるGDNFタ ンパク濃度を測定 した.

5. 、vestern biot

膵癌細胞より細胞膜部分のタンパクを抽出し,ヒ ト

抗 Ret抗 体 を用いて retタ ンパ クの発現 を western

blot法で検討 した.

結  果

1. in vitro cell invasion assay

膵癌細胞 Paca 2,お よび AsPC‐1はヒ トglioblas‐

toma T98G・A172との共培養により有意に浸潤細胞数

が増加 した (Fig,1)。 こ の浸潤誘導作用はヒトneur、

oblastoma TG Vヽ・ Nagaiで も認められた力S, あまり

著明ではなかった (Table l)。またこの neural cellと

の共培養で認められた浸潤能誘導作用は抗 GDNF抗

体にて有意に阻止された (Fig。2).

2. northern blot

今回検討 したすべての膵癌細胞 において ret gene

の発現を確認 した。その発現程度はほぼ同じであった。

3. RT‐PCR

Fig. l  lnduction Of the in vitro invasion of pan―

creatic cancer cells cocultured M′ith glial tumor

cell lines

P く0 0 1 - ¬

Paca-2+Contr PaCr-2+T98G AsPc-l+Contr AsPC-l+T98

Table 1 Pancreatic-cell invasion induced by
cocultured glial and neural tumor cells.
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Fig. 2 Inhibition by anti GDNF antibody of pan-

creatic cancer cell migration induced by the
conditioned medium of cultured neural tumor
cells.

+T98G   tt T98G sup キ T,8C sllP   control
+GDNF andbody

T98G・ A172に おいて GDNFmRNAの 発現が認め

られた。その発現程度は T98Gに おいてより強 く認め

た。また神経系細胞ではGDNFR‐ αの発現は見 られな

かった。retの発現は今回検討 したすべての膵癌細胞

で認められた。

4. EIA

EIAで はT98Gの 培養上清においてのみ GDNFを

検出できた。その他の細胞の培養上清およびすべての

細胞抽出液においては検出感度以下であった。

5。 M′estern blot

今回検討したすべての膵癌細胞の膜抽出液において

retタンパクの発現を確認 した。

考  察

腹腔神経節は交感神経であり,ニ ューロン細胞 とそ

の支持細胞であるシュワン細胞,グ リア細胞および問

質細胞からなっており,種 々の神経栄養因子の分泌の

可能性がある。

今回検索したすべての膵癌細胞に,GDNFの 機能的

チロシンキナーゼレセプターであるret geneとretタ

ンパクの発現を認めた。グリア系細胞において GDNF

mRNAと GDNFタ ンパクの発現を認めた。in vitro

invaSon assayの結果により,retタンパクを発現して

いる膵癌細胞 は選択的にグ リア系,神 経系細胞 に向

かって浸潤 していくことが明瞭に示された。そして,

この浸潤誘導はグリア系,神 経系細胞の増養上清に抗

GDNF抗 体を添加することによって抑えられた。これ

らの結果より,神経栄養因子 GDNFに は,膵癌細胞膜

表面に存在するretレセプターを介 して,膵 癌細胞に
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対 し,浸 潤誘導作用があると考えられた。

最 近 G D N F が リガ ン ド結 合 タ ンパ ク で あ る

GDNFR‐ 21りと複合体 を形成 し,Retレ セプターを介

して神経細胞の生存をmediateし ている,と いう報告

がなされた。我々も膵癌細胞におけるGDNFR、 αの発

現の有無をRT PCR法 にて試みたが,今回の検討では

発現力ゞ認められなかった。つまり,GDNFR‐ αではな

くretレセプターが主に,GDNFの 膵癌細胞に対する

浸潤作用 を担ってい る と考 え られた。この ことは

Truppら 11)13)が
, GDNFは GDNFRセ との本目互作用

なしで,retレ セプターに単独で結合する能力がある

という報告によっても支持される。

GDNFは TGF β superfamllyの 1つ であり, 2量

体を形成後,GDNFR‐ 2と 結合し,ま たは単独で標的

細胞膜表面にあるretレセプターと受容体複合体 を形

成する。これによリチロシンキナーゼの活性化が生じ,

種々のチロシン残基のリン酸化により,細 胞内シグナ

ル伝達に関与 し,最 終的に細胞増殖や細胞運動などに

影響を及ぽしていると考えられる。

抗 GDNF抗 体 による浸潤抑制実験 では,コ ン ト

ロールのレベルまでの抑制は見 られなかった。ls~癌の

浸潤 には NGF,BDNFな どの他の神経栄養因子や

EGF,HGF,VEGF,b‐ FGF14Ⅲlいなどの成長因子の関

与 も考えられた。

今回使用しているin vitrO cell invasion assayは,

基底膜の再構成成分で coatし た membraneへ の癌細

胞の浸潤により,独 立 した因子の浸潤誘導作用が評価

可能なmodelで あり,各因子ごとの作用を定量化する

ことにより比較検討が可能であり,癌 浸潤における各

種因子の決定に際し,有 用であった。

臨床的に見ると,本 研究結果はl■
~癌

の好神経性の機

序解明の 1つ の手掛か りになると考えられ,ア ンチセ

ンスの導入,ア ンタゴエス トの開発,抗 体の使用など

により,こ の浸潤メカニズムを制御することにより膵

癌治療の根治性を高められる可能性が示唆された。
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Neurotrophic Factor Derived Invasion of Pancreatic Cancer

Yuji Okada, Hiromitsu Takeyama, Mikinori Sato and Tadao Manabe
First Department of Surgery, Nagoya City University Medical School

Pancreatic cancer characteristically has a high incidence of neural invasion, leading to a pessimistic
prognosis of a curative operation. We have recently examined the possibility that trophic action of GDNF
(glial cell line-derived neurotrophic factor) induces the directed migration of human pancreatic tumor
cells toward neural tissues, by using an in vitro invasion assay for assaying chemotaxis and chemokinesis.
In the invasion assay, marked migration of pancreatic cancer cells was induced by cocultivation with
human glioma cells capable of producing GDNF and its extracellular secretion. Anti-GDNF antibody
suppressed a majority of the migratory activity in the conditioned medium of glioma cells. The results led
us to postulate that human pancreatic tumor cells expressing a c-ret proto-oncogene invade human
ganglions along a concentration of GDNF, produced by neural tissues.
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