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細胞接着阻害擬似ペプチドによる抗接着療法の

癌転移におよぼす効果

癌転移阻止効果の増強を目的に,ア ルギニンーグリシンーアスパラギン酸 (RGD)ペ プチ ドが擬似ペ

プチ ド化された配列を 2つ有する新規擬似ペプチ ド (FC‐336)を 作成 し,癌 転移 ・浸潤に及ぼす効果

を検討した。FC‐336投与はアルギエンーグリシンーアスパラギン酸―セリン(RGDS)に 比べて B16-BL6

黒色腫の実験的肺転移を用量依存的に抑制 した。Colon 26結腸癌高転移株 (L5)に よる実験的肝転移

モデルにおいても,FC‐336の問脈内同時投与あるいは腫瘍移植後の 5回 の静脈内投与により,著 明な

転移抑制 と有意な生存期間の延長がみられた。FC‐336は″″υ″殉 における癌細胞の基底膜浸潤・接着・

移動に対 して RGDSに 比べて強 くはないが,濃 度依存的な抑制効果を示 した。ゼラチンザイモグラム

において,FC 336は MMP‐ 2,‐9によるゼラチン基質の分解を抑制 した。従来の抗接着作用に加え,

MMPに よる酵素的破壊を抑制する作用を有する新規擬似ペプチ ドは,癌転移・浸潤をより強力に抑制

することが明かとなった。
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た配列を2つ 有する新規擬似ペプチ ド (FC 336)を 作

成 し癌転移 ・浸潤に及ぼす効果を検討 した。

方  法

(1)FC‐336の合成

本研究で用いた新規擬似ペプチ ドFC 336の合成は,

富士写真フィルム (株)足 柄研究所 との共同研究で行

われた。Fig。1に FC・336の化学構造を示した。

(2)転 移性癌細胞を用いた実験的転移実験

C57BL/6マ ウスに同系の肺 に高転移性のメラノー

マ細胞株 B16‐BL6。 (5× 104個)あ るいはBALB/cマ

ウスに同系の肺に高転移性の結腸癌細胞株 colon 26‐

M3.16)(4× 104ィ回)を , FC‐336またはRGDSと とも

Fig.l Structure of FC‐ 336

はじめに

今日の外科的治療の進歩にもかかわらず,依 然 とし

て術後の遠隔臓器への転移 ・再発がみられることも少

なくなく,そ の機序の解明と制御は重要な課題のひと

つである。以前より,我 々は癌転移形成過程における

癌細胞 と細胞外マ トリックス分子 との接着相互作用に

着目し,そ の構成成分であるフィブロネクチン分子な

どにみられる細胞接着コア配列 (RGD)の 合成誘導体

を用いて,こ れらの相互作用を制御することにより癌

転移を阻止することを試みてきたll~。
.最近,血中での

プロテアーゼ耐性を獲得するために,RGDペ プチ ドの

Arg、Gly間 のアミド結合を反転させて作成 したレトロ

型凝似ペプチ ドが,癌 細胞の転移 ・浸潤を強 く抑制す

ることを明かにした。。今回,さ らなる癌転移阻止効果

の増強を目的に,RGDペ プチ ドが擬似ペプチ ド化され
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に,そ れぞれ C57BL/6あ るいは BALB/cに 尾静脈よ

り移植 した。移植後14日目に肺転移結節数を計測した。

また,肝 に高転移性 の結腸癌細胞株 colon 26 L5つ

(2× 104個)を,麻 酔下にて開腹させた BALBた マウ

スのP日脈より移植 した。FC 336または RGDSは ,腫瘍

細胞 とともに門脈内に同時投与あるいは移植後 1～ 5

日目に静脈内投与 した。移植後19日目に肝を摘出し,

肝転移結節数および肝重量を計源」した。

(3)癌 細胞による基底膜への浸潤実験 (invatton)

癌細胞の基底膜への浸潤 は,Albiniら の方法に従

い,孔径8/mの メンブレンフィルターにより上下 2層

に区画された トランスウエルチャンバーを用いて測定

した。.フ ィルターの上部表面 を5μgの マ トリジェル

(基底膜再構成基質)で,下 部表面を5μgの フィブロネ

クチンでおのおのコー トした.01%BSA― MEMに 浮

遊 した癌細胞をチャンバー上層にカロえ,FC‐336または

RGDSの 共存下で,37°C, 5%イ ンキュベーター内で

一定時間培養した。培養終了後,フ ィルター下面に浸

潤,移 行 した癌細胞数を光学顕微鏡 (×400)で計測し,

5視 野の平均細胞数にて浸潤の指標 とした。

(4)細 胞移動実験 (cdl migratton)"

癌細胞の細胞外マ トリックス上の移動実験は,細 胞

の接触走化性 (haptotaxis)を利用した McCarthyら

の方法に従い, トランスウエルチャンバーを用いて

行った。フィルターは下部表面を5μgの フィブロネク

チンでコー トし,以 後の操作は浸潤実験 と同様に行っ

た。

(5)細 胞接着実験 (cell adhesion)り

フィブロネクチン,ラ ミニンあるいはマ トリジェル

をコー トした96well microtiter plateに,癌 細胞浮遊

液をFC 336あるいはRGDSの 共存下で加え,37°Cで

30分間培養後,基 質 に接着 した細胞 を0,5%Crystal

violetで30分問処理して固定,染色 した。蒸留水で洗浄

後,30%酢 酸水溶液100μlにて染色細胞 を溶解 し,

ELISAプ レー トリーダーにて吸光度を測定した。

(6)Zymography

10%FBS含 有 DulbeccO's modined MEM:Ham F‐

12=1:1混 合液中で高浸潤性のヒト線維肉腫細胞株

HT‐1080細胞 を細胞培養 フラスコで subconauentに

なるまで培養した。その後,無 血清培地に置き換えさ

らに24時間培養し,培養上清を回収 し,-20°Cで保存し

た.培 養上清は検体用緩衝液[62.5mM Ttts‐HCl,pH

6.8/10%glycero1/0.00125%bromophenol blue/2%

sodium  dodesyl sulfate(SDS)]を2:1の 割合で混
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合し,37°C水浴中で30分問処理した。分子量マーカー

は検体用緩衝液で2mg/mlに 希釈 し,沸 騰水浴中で 5

分間加熱処理した。0、1%ゼ ラチンと0.1%SDSを 含む

75%ア クリルアミド分離ゲルに3.3%ア クリルアミド

濃縮ゲルを重曹 した電気泳動ゲルを作成 し,こ れらの

検体を冷室にて泳動した。泳動終了後,ゲ ルを洗浄用

緩衝液で30分間 2回 ,室 温で振盪 しながらSDSを 洗

浄,除 去した。酵素反応用緩衝液に置換 し,r_hTIMP‐

2を加えた酵素反応用緩衝液にゲルを浸 して密封 し水

浴中にて37°C,18時 間インキュベー トした。クマシブ

ルー染色液で染色 し,脱 色後,乾 燥 した。本ザイモグ

ラムでは,MMPsに よるゼラチン分解により,泳 動バ

ンドが染色されずに白く抜けてみえる。さらに,分 子

量マーカーからどの種の MMPsに よるゼラチン分解

かを判別できる。ゼラチン分解能はマスタースキャン

ゲル分析装置により定量した。

(7)有 意差検定

処置群 と未処置群 との統計的有意差 は,Student's

two tailed t‐testあるいはMann Whitney'sU‐ testに

より検討した。

結  果

(1)FC‐336による癌転移抑制効果

FC‐336を投与 した群 は B16‐BL6細 胞の肺転移 を対

照群に比較 して用量依存的に抑制 した (Table l)。本

実験 において,肺 転移 を抑制 した FC‐336と同量の

RGDSを 投与 した群では,高 用量にもかかわらず有意

な肺転移抑制効果は認められなかった。colon 26‐L5結

Table l Effect of FC‐336 on experimental lung

metastasis produced by i v injection of B16-BL6

melanoma cells

Administered
i .v.  wi th

No. of lung metastasis
on day 14

Mean + SD (Range)

Untreated(PBS)

RGDS

FC-336

183±9(174193)

180±7(172189)

167±13(152-180)

5 7 ±2 4 ( 3 5 8 2 ) ⅢⅢⅢ

l l ±5 ( 6 1 5 ) ⅢⅢⅢ

O  ( 0 ) = ヤ・

Five C57BL/6 mice per group were inoculated i.v. with

816-BL6(4x10')  u ' i th or  wi thout  the compounds.  Mice

were killed 2 weeks after tumor inoculation and tumor

colonies in the lungs were manual ly  counted.  *** '  p(

0.001 as compared with untreated control by Stydent's

two-tailed t-test.
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Fig. 3 Effect of FC-336 on the survival of mice
inoculated with colon 26-L5 carcinoma cells. Ten
BALB/c mice per group were inoculated i.p.v.
with tumor cel ls (2x10n) with ( l)  or without
(O) 5mg FC-336, or administered i.v. with lmg
FC-336 on day 0, 1, 2,3,and 4 after i .p.v. inocula-
tion of the tumor cells (O). Animal survival was
monitored as a function of time. p(0.01 ; five
consecutive administrations vs. control, p(

0 .001 ; i.p.v. co-injection vs. control by the Mann-

proteinases(MMP‐ 2,、9)に よるゼラチン基質の酵素

的分解を抑制 したが,RGDSで は高濃度にもかかわら

ず抑制効果が認められなかった (ng.6).

考  察

癌の血行性転移過程において,癌 細胞は多 くの接着

相互作用を繰 り返 して転移の各段階をクリアーし遠隔

組織へと到達 し,その組織特有の微小環境に影響され,

適応 した細胞のみが増殖 し転移巣を形成する。詳細に

ついては十分に明かにされていないが,こ の一連の転

移カスケー ドの少な くとも1つ を阻害することによ

り,理 論的には癌転移 ・浸潤を抑制あるいは阻止する

ことが可能であろうと考えられるlり
。近年,癌細胞間あ

るいは癌細胞一細胞外マ トリックス間の相互作用に関

わる細胞接着分子あるいはレセプターが明かにされる

に伴って,そ れらのリガンドやその活性部位を用いる

ことで,癌 の転移 ・浸潤の抑制に応用することが可能

となってきた(抗接着療法)。我々はすでに抗接着療法

のひとつとして,細 胞外マ トリックス構成成分である

フィブ ロネ クチ ン分 子 由来 の細胞 接着 ヨア配列

(RGD)の 合成誘導体を用いて,癌 転移を阻止すること

を試みてきた。従来より,RGDペ プチ ドの Arg‐Gly間

のアミド結合が血中内でプロテアーゼにより比較的容

易に切断されやすいことが指摘されてきた。最近,血

中でのプロテアーゼ耐性を獲得するために,RGDペ プ

チ ドの Arg‐Gly間 のア ミド結合を反転 させて作成 し

たレトロ型擬似ペプチ ドが,癌 細胞の転移 ・浸潤を強

腸癌による肝転移実験 において,FC‐336の問脈内同時

投与あるいは腫瘍移植後の 5回 の静脈内投与 により,

対照群 に比べて有明な転移抑制効果 と有意な生存期間

の延長がみられた (Fig.2,3,Table 2)。

(2)癌 細胞の基底膜浸潤 ・接着 ・移動 に及ぼす FC‐

336の効果

FC‐336に よる癌転移抑制機序 を解明す るため,あ

妨 物 における癌細胞の基底膜浸潤 ・接着 ・移動に及ぼ

す FC‐336の影響 について検討 した結果,いずれ も用量

依存的な抑制効果 を示 したが,そ の抑制効果は RGDS

程強 くはなかった (Fig.4,5).

(3)MMPの ゼラチ ン分解能 に及 ぼす FC‐336の効

果

F C ‐3 3 6 は癌 細 胞 が 産 生 す る m a t H x  m e t a 1 l o ,

Fig. 2 EfFect of FC‐336 pseudo‐peptide on experi‐

mental liver metastasis produced by an intrapor‐

tal inlection of c010n 26‐L5carcinoma cells Five

BALB/c mice per grOup were illJected i.p`v with

colon 26‐L5celis(104)with or without FC‐ 336 or

RCDS at the indicated doses,Nineteen days after

tumor inoculation the ■lice were sacriFlced and

tumor colonies in the liver(A)and llver、veights

(B)were measured Ⅲ;p<005,Ⅲ
Ⅲ
;p<0.01,キ

ⅢⅢ
;

p<0_001 as compared、 vith untreated control by

Student'stwo‐talled t‐test.
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Administered Timing
on day

Dose
(mgx1;6". ;

No. of liver colonies

Mean+SD(Range)

Control(PBS)

RBDS

FC-36

RCDS

FC、336

1 1±3 ( 6 1 4 )

8±5 ( 3 - 1 5 )

5±1 ( 4 7 )Ⅲ

l l±5 ( 4 - 1 6 )

2±1 ( 0 4 )・Ⅲ

Oa,1,2,3,4 1×5

lX5

lpv Ob 5

5
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Fig. 4 Effect of FC-336 on the invasion of 816-
BL6 melanoma and Colon 26-M3.1 carcinoma
cells into Matrigel/fibronectin-coated filters.
Filters in Transwell cell culture chamber were
precoated with 5lg fibronectin on their lower
surfaces and with Matrigel (5,rzg) on their upper
surface. Tumor cells (2 x 104/well) in 0. 1% BSA-
medium were mixed with the indicated concen-
trations of FC-336 and then added into the upper
compartment of the Transwell cell cultlure cham-
bers. After 4h incubation, the invaded cells on the
lower surfaces were visually couted. * ; p(0.01,
* * ; p ( 0. 001 as compared with control (PBS) bv
Student's two-tailed t-test.

Rrev・COCH2CH2BD)2

Concentration(μg/mり
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く抑制することを明らかにした。。今回,RGDペ プチ

ドが擬似ベプチ ド化された配列を2つ 有する新規擬似

ペプチ ド (FC‐336)を 作製し癌転移 ・浸潤に及ぼす効

果を検討 した結果,FC 336の 投与により転移性癌細胞

の実験的転移が RGDSに 比べて著明に抑制 されるこ

とが明らかとなった。

また,癌 細胞の細胞外マ トリックスや基底膜への浸

潤は,転 移形成の複雑な過程において極めて重要な段

階であり,細 胞外マ トリックス構成成分 との接着,癌

細胞由来の酵素による基底膜の分解 ・破壊および細胞

外マ トリックス上の移動 とい う 3ス テップか らな

るll).癌
細胞の基底膜浸潤・接着。移動に及ぼす FC‐336

の影響について ぢ%クび初 で検討 した結果,い ずれも用

量依存的な抑制効果 を示 したが,そ の抑制効果 は

RGDS程 強 くなかった.ゼ ラチンザイモグラムを用い

た検討では,FC‐336は癌細胞が産生するMMP‐ 2,‐9に

よるゼラチン基質の酵素的分解を抑制 したが,RGDで

は抑制効果は認められなかった.こ の結果は,FC‐336

による 物 υわθでの転移抑制効果 とよく相関 してい

る.ま た,FC‐336が MMPに よるゼラチン基質の酵素

的分解を抑制する理由のひとつとして,FC‐336の化学

構造からMMPの キレー ト作用が考えられるが,詳 細

な機序についてはさらに研究が必要であると思われ

る.

以上のことから,RGDペ プチ ドが擬似ペプチ ド化さ

れた配列を2つ 有する新規擬似ペプチ ドFC 336は ,従

来の抗接着作用に加え,癌 細胞が産生するMMPに よ

るゼラチン基質の酵素的分解を阻害する作用より癌細

胞の浸潤を抑制 し,結 果 として転移をより強 く阻止す

ると考えられた。消化器癌術後の転移を制御するうえ

で,原 発巣の外科切除,化 学療法,放 射線療法などに

Table 2 Effect of multiple i.v. and i.p.v. administration of FC-336 on experi-
mental liver metastasis by intraportal injection of colon 26-L5 carcinoma cells

' ip<0.01,  - -  :p<0.001 as compared wi th contro l  by Student 's  two-ta i led t - test .
"On day 0 means 6h after tumor cell i.p.v. inoculation.
bOn day 0 means co-injection with tumor cell i.p.v. incoulation.
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Fig. 6 Direct effect of FC-336 on the gelatinolytic

activity of MMPs.
Subconfluent monolayers of HT-1080 cells were
cultured for 24h in serum-free D-MEM/F-12. The
conditioned media were subjected to electrophor-
esis in a gelatin embedded SDS-polyacrylamide
gel. After electrophoresis, tripes of the gel were
incubated with an incubation buffer alone (lane

l) ;  RGDS (lane 2) ;  TIMP-2 ( lane 3) ;  FC-336
(lane 4-7). After an 18-h incubation, the gel

stripes were stained with Coomassie brilliant
blue, the location of gelatinolytic enzymes were
detected as clear bands (upper panel) and the
gelatinolytic activity was quantified by Master
Scan Gel Analysis System (Middle and lower
pane l ) .

MMP‐9

MMP‐2

Fig. 5 Effect of FC-336 on the adhesion and
migration of B16-BL6 melanoma cel ls into
Matrigel/fi bronectin-coated fi lters.
Upper panel : Tumor cells (4 x 10a) were added to
wells which had been precoated with 50al of 3
mglml fibronectin in PBS. After 30-min incuba-
tion, non adherent cells were washed away and
adherent cells were stained in 0.5% crystal violet
containing 2096 methanol for 30min. After wash-
ing, the stained cells were lysed by 30'% acetic
acid and the absorbance was measured at 590nm.
Lower panel : Filters were precoated with 5ag of
fibronectin on their lower surfaces. 816-BL6
melanoma cel ls (2xl0' lwel l)  in 0. l fu BSA
medium were mixed with the indicated concen-
trations of peptides and then added into the upper
compartment of the Transwell cell culture cham-
bers. After 4-h incubation, the migrated cells on
the lower surfaces were visually counted. *; p{

0-01, **; p<0.001, compared with control by
Student's two-tailed t-test.

Ph(CH2NH‐Dtt          RGDS
Rrev‐COCH2CH2‐ D)2

Concentration(μ g/mり

加え,細 胞接着分子の制御に基づ く新 しい癌治療の臨

床応用が期待される。

本研究の一部は富士写真フィルム小島政芳博士,西 川尚

之博士らとの共同研究である。
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Effect of Anti-adhesion Therapy by a New Pseudo-peptide of

Arg-Gly-Asp (RGD) on Tumor Metastasis

Yasuharu Ohnishil)'), Hideki Fujii3), Jun Murata3), Takashi Sakamoto'),
Kenji Tazawa2), Masao Fujimakilr and Ikuo Saiki3)

Second Department of Surgeryr), Department of Clinical Nursing'), Faculty of
Medicine, Department of Pathogenic Biochemistry3), Research Institute for Wakan-yaku,

Toyama Medical and Pharmaceutical University

In order to augment the inhibitory effect on tumor invasion and metastasis, we synthesized a new
pseudo-peptide of RGD sequence (FC 336) and examined its inhibitory effect on tumor metastasis in uiuo

and on the adhesion, migration and invasion of tumor cells in aitro. trC-336 significantly inhibited

experimental lung metastasis produced by i.v. co-injection with 816-BL6 melanoma in a dose-dependent
manner. The intraportal injection of FC-336 with colon 26-L5 cells, a highly liver-metastatic cell line of
colon 26 carcinoma, resulted in marked suppression of metastatic colonies in the liver and reduction of

the liver weight, whereas the co-injection of tumor cells with a high dose of RGDS led to slight inhibition

of liver metastasis. Multiple i.v. injections of FC 336 after tumor inoculation or the co-injection of FC 336
with tumor cells caused significant inhibition of experimental liver metastasis. FC 336 significantly
increased the survival rate for mice compared to untreated controls when co-injected intraportally with

tumor cells or intravenously administered after tumor inoculation. Furthermore, FC-336 inhibited the

invasion, migration and adhesion of tumor cells in uitro,but it was not more inhibitory than RGDS
peptide. Zymographic analysis revealed that FC-336 inhibited the degradation of a gelatin substrate by
matrix metalloproteinases (MMPs) produced by tumor cells, while RGDS peptide did not affect the

enzymatic degradation. These results indicate that the pseudo-peptides of RGD sequence, possessing the
inhibitory property of degradation by MMPs differently from the original RGD-containing peptides, may
provide an advantageous and useful basis for preventing tumor metastasis.

Reprint requests: Ikuo Saiki Department of Pathogenic Biochemistry, Research Institute for Wakan-
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