
はじめに

消化器癌の中でも膵癌は難治性であり，その予後を

左右する因子である肝転移機序の解明および転移抑制

法の開発が望まれている．これまで膵癌肝転移機序に

関し膵癌細胞株を用い多角的な検討を行い，膵癌細胞

上の糖鎖抗原発現による endothelial leukocyte adhe-

sion molecule―1（ELAM―1）を介した血管内皮細胞接

着や細胞遊走能，プロテアーゼ産生能が転移形式に重

要な役割を果たしていることを明らかとしてき

た1）～3）．しかしこれら癌細胞特性のみならず転移形成

に関与する新たな因子の役割について不明な点も多く

残されている．特に癌の進展，転移形成には局所での

微小環境も大きく関与していることが解明されつつあ

り，宿主免疫応答や種々のサイトカインもその一因を

担っていると考えられる．

今回，腫瘍拒絶反応に関わる接着分子の一つであり，

イムノグロブリンスーパーファミリーに属する inter-

cellular adhesion molecule―1（ICAM―1）の癌細胞にお

ける発現の意義および転移に関与する因子として注目

さ れ て い る transforming growth factor-β1（TGF-β
1）に着目し，膵癌肝転移形成能におよぼす影響につい

て検討を行った．

材料および方法

1．細胞培養法および ICAM―1発現検討

実験に用いた細胞は，ヒト膵癌細胞株；SW1990，

CAPAN―2（高�中分化型腺癌）および PANC―1（低分
化型腺癌）で10％FCS加 DMEMにて5％ CO2条件下に

て培養を行った．各細胞表面上の ICAM―1発現は抗

ICAM―1（CD54）モノクローナル抗体（Genzyme，Im-

munotech）を用いフローサイトメトリーによる陽性細

胞率の検討および96 well microplate 上に0.25％グルタ

ルアルデヒドにて細胞を固相化しELISA法による発

現定量を行った．

2．末梢血単核球の癌細胞接着能および癌細胞障害

活性の検討

健常人末梢血よりFicol 遠心分離法にて末梢血単核

球（MNL）を分離し，マイクロプレート上に固相培養

した癌細胞に37℃にて30分間接着させ，非接着MNL

を洗浄除去後，接着したMNL数を3―（4，5―dimeth-

ylthiazol）―2，5―diphenyl tetrazolium bromide（MTT）

を用いて定量，総細胞数に対する接着細胞数の割合（％

of adhesion）を算出し，検討した．

次に，MNLによる癌細胞に対する細胞障害活性を，

MNLと各癌細胞を12時間混合培養（effector�tumor
cell ratio：10）し，cytolysis に伴う LDHを測定し障害

活性を定量するNon-Radioactive Cytotoxicity Assay

Kit（Promega Co., USA）を用い検討した．
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Table  1　Effect  of  TGF- β 1  on  in  vivo  liver  m e t a s tatic 
ability

The ratio of liver metastasis bearing 
nude mice

TGF- β 1
treatment

anti-ICAM-1 
MAb treatment

no 
treatmentCell line

（10/10）100%not tested（9/10）90.0%SW1990
（11/13） ＊84.6%（6/9） ＊66.7%（2/11）18.2%CAPNA-2
（0/5）0%（0/8）0%（0/10）0%PANC-1

5 weeks after splenic injection, ＊ p  ＜ 0.01；compared with no 
treatment

さらに接着能，障害活性いずれについても検討時に

抗 ICAM―1中和抗体（2µg�ml）を添加した際の影響を
検討した．

3．TGF-β1による ICAM―1発現，癌細胞障害活性お

よび浸潤能への影響の検討

各癌 細 胞 をTGF―β1（Austral Biologicals，CA，
USA），20ng�ml 存在下に48時間培養処理した後，各細
胞上のELISAによる ICAM―1発現変化およびMNL

混合培養時の癌細胞障害活性の変化を無処理（コント

ロール）群と比較検討した．

また，同様にTGF-β1処理による癌細胞の浸潤能に
およぼす影響を，Matrigel を coating した8µm，pore
size の filter を装着した transwell double chamber を

用い，filter 下面に浸潤した細胞数をMTT法にて定量

し，全細胞数に対する浸潤細胞数，％ of invasion を算

出，コントロールと比較検討した．

4．in vivo 肝転移能の検討

6週齢 BALB�c ヌードマウスにエーテル麻酔下に
小切開を加え開腹，脾臓内に各癌細胞の7.0×105cells�
0.1ml を注射後，摘脾を行い，5週後に犠牲死させ，肝

における転移結節の有無を判定し，肝転移形成率を各

癌細胞間で比較検討した．

さらに癌細胞を in vitro の検討同様に抗 ICAM―1抗

体およびTGF-β1にて前処理した後に脾内注射し，肝
転移能をおよぼす影響について無処理群と比較検討し

た．

なお成績はmean±SDで表し，統計学的処理は Stu-

dent t 検定を用い，危険率5％未満を有意差ありとし

た．

結 果

ヒト膵癌細胞株の ICAM―1発現のフローサイトメ

トリーによる検討では，SW1990での ICAM―1陽性細

胞は27.1％と低率であり，CAPAN―2，PANC―1では

73.2，94.1％と高い発現がみられ（Fig. 1A），ELISA

による発現定量でも SW1990では他の癌細胞に比べ有

意に ICAM―1発現が低値であった（Fig. 1B）．

MNLの in vitro での癌細胞への接着能および癌細

胞障害活性は，SW1990に対しては他の細胞に比し有

意に低値であり，CAPAN―2，PANC―1に対する高い

接着能，細胞障害活性は抗 ICAM―1抗体添加により有

意に抑制された（Fig. 2）．

in vivo における肝転移能では，SW1990で90％に転

移形式がみられたのに対し，CAPAN―2で18.2％，

PANC―1で0％と，SW1990で他の細胞に比し高い転移

Fig. 1 ICAM―1 expression on the surface of pancre-

atic cancer cells by flowcytometric analysis（A）and

ELISA（B）.

Fig. 2 Adhesion assay of mononuclear leukocytes

（MNL）to pancreatic cancer cells（A）and cancer

cell cytotoxicity during co-culture with MNL（B）.
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能が認められた（Table 1）．また抗 ICAM―1抗体の転移

能への影響では，PANC―1では処理にても転移形式は

みられなかったものの，CAPAN―2では抗 ICAM―1抗

体処理群の転移形成率は66.7％と無処理群に比べ有意

な転移増強が認められた．

つぎにTGF-β1処理による各癌細胞上の ICAM―1発

現の変化を検討した結果，いずれの細胞においてもコ

ントロールに比べ有意な発現低下が認められ（Fig. 3

A），またMNLによる癌細胞障害活性もいずれの細胞

においてもTGF-β1処理にて有意な低下が認められた
（Fig. 3B）．

in vitro における浸潤能は SW1990が他の細胞に比

べ高い浸潤能を示したが，いずれの細胞の浸潤能も

TGF-β1処理にてコントロールに比べ有意な増強が認
められた（Fig. 4）．なお，TGF-β1処理による癌細胞増
殖能への影響も検討したが，20ng�ml の濃度ではいず
れの細胞においても若干の増殖抑制がみられたが，有

意な変化は認められなかった．

TGF-β1による in vivo 肝転移能への影響では，
PANC―1ではTGF-β1前処理にても転移形成はみられ
なかったものの，SW1990では形成率ならびに転移結

節数の増強が認められ，CAPAN―2ではコントロール

の18.2％に比べ，TGF-β1処理群では84.6％と有意な転
移能の増強が認められた（Table 1）．

考 察

癌の血行性転移は非常に複雑な過程を経て形成され

ることが明らかとなりつつあるが，膵癌の肝転移過程

においても種々の因子が深く関与している．中でも in

vivo 高肝転移能を有する SW1990を用いた検討から，

血管内皮細胞上に発現するELAM―1のリガンドであ

る糖鎖抗原（シアリルルイスA，X）発現が血管内皮細

胞接着に関与し，また遊走刺激因子産生あるいはプロ

テアーゼ特に urokinase type plasminogen activator

（u-PA）産生能が癌細胞の浸潤能にそれぞれ重要な機

能を果たしていることを明らかとしてきた1）～3）．

しかし，これら因子のみで転移能は規定されるもの

ではなく，今回検討に用いたCAPAN―2でも SW1990

に比べ若干弱いもののシアリルルイスAの発現や遊

走能，あるいは SW1990より強い u-PA産生がみられ

るにもかかわらず in vivo では低転移性であり，このこ

とからも転移形成に関わる更なる因子の存在が示唆さ

れる．

宿主免疫機構における癌細胞の免疫担当細胞による

認識機構にはさまざまな接着分子が関与していること

が明らかとなってきているが，ICAM―1はこの腫瘍拒

絶反応に関わる接着分子の一つであり，leukocyte

function-associated antigen―1（LFA―1）のリガンドと

して知られている．癌細胞表面上に発現する ICAM―1

は，ICAM―1�LFA―1システムを介し，LFA―1依存性細
胞接着を示すナチュラルキラー（NK）細胞，lym-

phokine activated killer（LAK）細胞による癌細胞認

識，あるいは細胞障害性Tリンパ球（CTL）による認

識機構における costimulator として作用している．

この ICAM―1の癌細胞における発現変化が，微小環

境における免疫機構からの回避に関与し，転移形成に

重要な役割を果たしていることが推察される．今回の

検討結果からも高転移性 SW1990の ICAM―1発現は低

く，これを反映しMNLの接着性および細胞障害活性

も低値であり，この ICAM―1低発現も転移形成に深く

関与していると考えられた．一方，CAPAN―2，

PANC―1では ICAM―1発現が強く，抗 ICAM―1抗体に

て抑制される高いMNL接着能，細胞障害活性からも

Fig. 3 Alteration of ICAM―1 expression on pancre-

atic cancer cells treated with TGF-β1 by ELISA（A）
and effect of TGF-β1 on cancer cell cytotoxicity re-
ceived by mononuclear leukocytes（B）.

Fig. 4 Effect of TGF-β1 on invasion assay of pancre-
atic cancer cells.
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ICAM―1を介した免疫認識機構により転移形成に至ら

なかったと考えられた．実際 in vivo での検討でもCA-

PAN―2においては抗 ICAM―1抗体により認識機構を

ブロックすることにより転移形成率の増強がみられ，

ICAM―1発現の強い関与が示唆された．

癌の転移形成には局所の微小環境において種々の細

胞より産生されるサイトカインや増殖因子などが

autocrine，paracrine に相互的に作用し，癌の転移形

成に促進的に作用することが明らかとなりつつある

が，TGF-β1もその一つとして近年注目されており，膵
癌同様に難治癌として知られているスキルス胃癌では

同所線維芽細胞より産生されるTGF-β1がその進展に
深く関与していることが判明している4）．

TGF-β1は正常細胞のみならず癌細胞からも産生さ
れmulti-functional factor として知られており，腫瘍増

殖には抑制的に作用するものの，そのレセプター機能

異常から発癌過程や増殖進展に関与し，その他免疫抑

制，創傷治癒や線維化にも関与し，近年では癌の転移

促進に作用することが注目されている．急性膵炎の修

復時にTGF―β1の発現増強がみられるとの報告5）がみ

られるが，膵癌組織においても癌細胞自体や同所膵組

織の種々の細胞や間質線維芽細胞からのTGF-β1の産
生が推測される．

今回，TGF-β1の膵癌細胞への影響を検討した結果で
は，前述の ICAM―1は TGF-β1にて発現低下が誘導さ
れ，それに伴いMNLによる癌細胞障害活性も低下，ま

た，癌細胞の浸潤能も増強し，増殖能にはやや抑制的

に作用するものの転移形成には促進的に作用すること

が示唆された．さらに癌細胞のマトリックス接着能，

プロテアーゼ産生能や血管新生にも促進的に作用する

ことが判明しており6），これらの作用により実際 in

vivo 肝転移能へのTGF-β1の影響では，高転移性 SW
1990では転移のさらなる増強が，また低転移性CA-

PAN―2では転移形成率の有意な増強が認められた．一

方，PANC―1ではTGF-β1にて ICAM―1発現は低下，浸

潤能は増強するものの，元来糖鎖抗原発現がなく

ELAM―1を介した血管内皮細胞接着がみられないこ

とからTGF-β1処理にても転移形成は認められなかっ
たものと考えられた．

以上のように，膵癌組織の微小環境において癌細胞

自体から autocrine に産生あるいは paracrine に種々

の細胞から産生されるTGF-β1は宿主自体の免疫活性

を抑制するのみならず，癌細胞 ICAM―1発現低下によ

る抗腫瘍免疫機能をも抑制し，さらに癌細胞自体の浸

潤，転移機構に関わる特性を変化させることにより，

膵癌の転移形成に深く関与していることが示唆され

た．またTGF-β1の多くは潜在型で産生されるが，膵癌
細胞より産生される u-PAなどの活性化機序への関与

や，増殖抑制作用と転移促進作用におけるレセプター

あるいはシグナル伝達機能の差異などについてが今後

検討課題であると考えられる．

しかし転移は多彩な因子が複雑に関与し形成され，

これらの中の単独因子のみで規定される訳ではない

が，今回の検討から癌細胞自体の糖鎮抗原発現を介し

たELAM―1接着および ICAM―1の低発現性が肝転移

形成能において中心的な役割を果たしているキーポイ

ントであり，またTGF-β1もさまざまな諸因子の修飾
的作用により転移促進機能を果たしていると考えら

れ，ICAM―1低発現腫瘍に対する ICAM―1遺伝子導入

あるいは抗TGF-β1抗体やTGF-β1産生抑制物質など
による膵癌肝転移抑制への応用が期待されるところで

あり，今後さらなる検討を行いたい．
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We investigated the biological role of the expression of ICAM-1, which is an adhesion molecule involved
in host immunodefense in the microenvironment, and of TGF-β1 in the liver metastasis ability of pancreatic
cancer cells. The highly metastatic, SW1990 cells in a nude mouse liver metastasis model had the lowest ex-
pression of ICAM―1, and the adhesiveness and cytotoxicity of mononuclear leukocytes against SW1990 were
suppressed. Treatment of pancreatic cancer cells with TGF-β1 decreased their expression of ICAM-1 and in-
creased their invasiveness, and it enhanced the in vivo liver metastasis ability of SW1990 and CAPAN-2.
These findings suggested that decreased cancer cell expression of ICAM-1 induced by various factors, such
an TGF-β1, plays an important role by allowing cancer cells to escape from the immune defense system, and
ICAM-1 gene transfection or anti-TGF-β1 antibody may be applicable as a means of inhibiting metastasis.
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