
はじめに

近年の診断，治療法の進歩にも関わらず膵癌の予後

は依然として不良である．この予後を不良とする大き

な要因として肝転移の問題がある．膵癌の予後の改善

にはこの肝転移機構の解明が不可欠であると考えられ

る．N-nitrosobis（2―oxopropyl）amine（BOP）によっ

てシリアンゴールデンハムスターに誘導される実験膵

癌は組織学的，生物学的，免疫学的に唯一ヒト膵癌と

近似しており，膵癌の基礎研究に有用なモデルであ

る1）．私たちは，BOP実験膵癌組織から同種ハムス

ター膵組織内へ移植可能であり，移植後の浸潤性，肝

転移率の異なる二つの細胞株，高転移株（PC―1・0），低

転移株（PC―1）を樹立し1）～3），膵癌の浸潤，肝転移機構

の研究モデルを作成した．さらに高転移株（PC―1・0）培

養上清中に低転移株（PC―1）の細胞コロニーを解離さ

せる因子（癌細胞解離因子，DF）が存在することを見

い出した4）5）．癌細胞の細胞集団（コロニー）からの解

離という現象は癌の転移機構の初期段階として極めて

重要な意義を持つと考え，この因子の精製と生物学的

特性の解析を行っている．

本稿ではこれまで明らかにしてきたDFの本態と生

物学的活性，とくに膵癌の浸潤転移機構との関連につ

いてまとめた．

細胞株の形態学的特性

二つの細胞株を同種ハムスター膵組織内に移植後に

形成される腫瘍の組織形態は，両細胞株とも同様に中

分化～高分化型の duct�ductular adenocarcinoma で
あった4）．しかし，腫瘍先進部における浸潤形態は大き

く異なっており，PC―1腫瘍は expansive な増殖をし，

浸潤傾向が弱いのに対し，PC―1・0腫瘍は invasive で周

囲臓器への強い浸潤傾向を有し，高率に肝転移を来し

た4）．In vitro において二つの細胞株は全く異なった

形態を示した．

PC―1・0はコロニーを形成せず，主として single cell

として増殖するのに対し，PC―1細胞は細胞間が強固に

接合し，常にコロニー形成して島状に増殖した（Fig.

1）6）．この PC―1細胞に PC―1・0細胞の培養上清を添加

すると，島状の細胞コロニーは濃度依存的に解離し，

樹枝状の形態をとり single cell となって増殖する現象

が認められた（Fig. 2）6）．さらにこの現象はハムスター

膵癌細胞のみでなくヒト膵癌細胞においても同様に認

められ，PC―1・0培養上清中に癌細胞コロニーを解離さ

せるDFが存在することが明らかとなった5）6）．この解

離活性を基にDFの分離精製を行った．
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DFの分離精製と構成アミノ酸微量解析

PC―1・0培養上清中に存在する癌細胞解離活性は，こ

れまでに解離作用を有することが報告されている他の

growth factor や scatter factor とは異なり heparin 親

和性がなく，hydroxylapatite に強い親和性を有する蛋

白であった5）6）．この性格の相違を利用して PC―1・0の

無血清培養上清から heparin columnを用いて hepa-

rin 親和性蛋白を除去した後，hydroxylapatite column

を用いて解離活性物質を濃縮し回収した．さらに an-

ion exchange，gel filtration columnを用いて細胞解離

活性を分離した．さらに部分精製した因子を免疫源と

してDFの細胞解離活性を完全に block する中和抗体

（polyclonal，mouse IgG）を作成した．この中和抗体を

用いてWestern blot を行った結果，分子量約50kD前

後に 2本のmajor band が検出された．Western blot

によって同定されるこの 2本の band を切り出し，蛋

白の構成アミノ酸配列の解析を行った．その結果，新

しいタイプのmetalloprotease あるいはムチン様の構

造をもつFc binding protein が DFの候補として検出

された（Fig. 3）．現在，この蛋白にターゲットを絞っ

Fig. 2 Effect of DF on morphology of PC―1 cells6）. PC―1 cells trypsinized and har-

vested were incubated without DF（left）, with DF（middle）. PC―1 cell were disso-

ciated. Addition of the polyclonal anti-DF antibody completely inhibited the cell dis-

sociation（right）.（original magnification×100）.

Fig. 1 Growth morphology of PC―1（left）and PC―1・0

cells（right）6）. PC―1 cells always form islandlike

structure, wheras PC―1・0 cells grow mainly single

cells．（original magnification×100）.

55K35：IDLTYTFLSATQS（T)MN(K)‥Metallopro-

tease (pseudomonas）.

55K19：IYVSVTAEG（R）NMVLQT‥IgGFc binding

protein（Human）

Fig. 3 Immunoblotting analysis of partialy purified

DF using the polyclonal anti-DF antibody and ami-

no acid sequencing of candidate proteins.
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て遺伝子クローニングを行っている．

DFの生物学的活性

部分精製したDFの生物学的活性と浸潤，転移機構

との関連について検討を行った．

細胞運動誘導作用：金コロイド法を用いてDFの細

胞運動誘導作用について解析した．PC―1・0細胞は無刺

激下においても細胞運動能を有するのに対し，PC―1

細胞は殆ど細胞運動を示さなかった．DFを添加する

と両細胞株ともに細胞運動能が有意に増強した（Fig.

4）6）．

細胞外マトリックスに対する接着能誘導作用：続い

て，細胞外マトリックス分子である laminin，type IV

collagen，fibronectin に対する細胞接着能変化を検索

した．PC―1・0細胞は laminin, type IV collagen に強い

接着能を有しているのに対し，PC―1細胞はほとんど 3

種のマトリックス分子に対する接着能を示さなかっ

た．この PC―1細胞にDFを添加すると PC―1細胞の fi-

bronectin に対する接着能が選択的に増加した（Fig.

5）6）．

細胞浸潤能誘導作用：さらにBoyden chamber 法

を用いてマトリゲルに対する浸潤能の変化を解析した

結果，DF添加により PC―1細胞の浸潤能が有意に増強

した（Fig. 6）6）．

以上の結果から，DFには癌細胞を解離させるのみ

でなく，細胞運動能を増強させ，細胞外マトリックス

分子とくに fibronectin への接着能を亢進させ，さらに

細胞浸潤能を亢進させる作用が存在することが明らか

となった．

Fig. 5 Effect of DF on cell adhesion to several extracellular matrix molecules6）. Cells

were plated in a precoated cuture plate with fibronectin（FN）, laminin（LM）and

type IV collagen（Co IV）, without or with DF（0.5, 5, 50U�ml）. After 30 minutes, ad-
herent cell numbers were expressed an the percentage of optical density for total

seeded cells using MTT assay. Date are expressed as mean percentage+standard

error from four replicate wells . ＊p<0.05；＊＊p<0.01 compared with control；p<

0.05；p<0.01 compared with addition of antibody by Student’s t test.

Fig. 4 Effect of DF on phagokinetic motility of PC―1・0

cells（a, b, c）and PC―1 cells（d, e, f）6）. Cells were

plated on gold particle-coated coverslips without（a,

d）or with（b, c, e, f）100U�ml of DF. The addition
of the polyclonal anti-DF antibody inhibited the en-

hancement of cell motility induced by DF（c, f）.

（original magnification×100）.
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DFの刺激伝達経路

Time lapse video を用いて細胞運動能の変化を計時

的に測定し，DFの刺激伝達系路について解析した．高

転移株 PC―1・0は最高値で低転移株 PC―1の約 6倍の

細胞運動能を示した．この PC―1細胞にDFを添加する

と細胞運動能は経時的に増加し，PC―1・0と同等のレベ

ルに達した7）．同時にNothern blot analysis を用いて

既知の oncogene の発現変化を検索した．その結果，

PC―1細胞の c-fos oncogene の発現が一過性に増強し，

この変化は PC―1細胞における細胞運動の経時的変化

とよく相関した（Fig. 7）7）．この細胞運動の増強作用は

staurosporine，cyclic AMP antagonist あるいは c-fos

antisense oligonucleotide によって有意に抑制され，

DFによる PC―1細胞の細胞運動の増強に cyclic AMP

dependent の protein kinase が関与し，c-fos oncogene

が介在していることが考えられた7）．これらの結果か

ら，DFはいわゆる酵素作用などによって直接的に細

胞間接合を解離させるのではなく，癌細胞内の刺激伝

達経路を介して細胞機能に一連の変化を誘導する因子

として作用することが示唆された．

ま と め

癌の転移は複数のステップを経て成立すると考えら

れ，癌細胞に由来するものや宿主側に由来する多くの

因子が明らかになってきている．癌転移の初期段階と

して，癌細胞はまず原発巣の細胞集団から解離し，細

胞運動能を増強させ，細膨外マトリックスに接着し，

基底膜を含む間質成分を破壊し浸潤する必要がある．

この転移の初期段階に関与する因子として，scatter

factor や EGF，aFGF，bFGF，TGF-βなどの growth fa-
ctor，あるいはある種のサイトカイン等，細胞の解離や

運動能に関連した因子があげられる8）～11）．細胞接着分

子や細胞外マトリックス分子もまたこの時期に重要な

働きをしていることが指摘されている12）13）．本研究の

結果は膵癌細胞が autocrine に DFを産生し，その作

用によって癌細胞が原発巣から遊離し運動能を亢進さ

Fig. 6 Effect of DF on chemoinvasion of PC―1 and

PC―1・0 cells6）. Cells were incubated in the invasion

chambers with or without DF（500U�ml）. Data are
expressed as mean±standard error.

Fig. 7 （A）Time course analysis of c-fos mRNA expression in DF treated PC―1 cells.
Nothern blot analysis was performed on 10µg of total RNA using a human c-fos
cDNA probe or a mouse GOT cDNA probe as control. Total RNA was extracted

from PC―1 cells 0, 0.5, 1, 2, 3, 6, 12 and 24h after adding DF7）.（B）Effects of anti-c-fos

oligonucleotides on enhancement of cell motility of PC―1 cell7）. The cell motility at 3

h after adding DF was quantiated by time lapse video microscopy. Data are ex-

pressed as mean±standard erro. *p<0.05 compared to cell motility of DF treated

PC―1 cells by Student’s t test.
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せ，周囲に浸潤し，転移を引き起こすという機構の存

在を示しており，本因子の生物活性が癌の転移機構の

初期段階と密接に関連していることを示唆している．

DF蛋白は生化学的な性格あるいは構成アミノ酸解析

の結果からも，これまでに報告されている他の因子と

は異なっており，膵癌の転移機構に密接に関連した新

しい物質である可能性がある．

本因子の解析は膵臓癌の肝転移機構の解明のみなら

ず膵癌の浸潤，転移を予防する新しい治療法開発の糸

口となりえるものであると考えている．
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Study of the Mechanism of Invasion and Metastasis in Pancreatic Cancer：
Analysis of Cancer Cell Dissociation Factor
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Pancreatic cancer has the worst prognosis of any neoplasm, one reason being that it has an extremely
high potential for invasion and metastasis. Two pancreatic cancer cell lines, the highly invasive and metastatic
cell line PC―1・0 and the weakly invasive and rarely metastatic cell line PC―1, were established from a pancre-
atic ductal carcinoma induced by N-nitrosobis（2―oxopropyl）amine in a Syrian golden hamster. A soluble pro-
teinous factor called dissociation factor（DF）, which can induce dissociation of cancer cell colonies was found
in PC―1・0―cell conditioned medium. DF has been partially purified, and analysis of its amino acid sequence re-
vealed that DF is a protein with an amino acid sequence similar to that of 1）a new type of metalloproteinase,
or 2）Fc binding protein with mucin-like structure, with an approximate molecular weight of 50kD. Study of its
biological activity showed that partially purified DF can induce not only cancer cell dissociation, but cell motil-
ity, selective cell adhesion to fibronectin, and chemoinvasion in vitro. Based on the results of this study, DF
seems likely to have a role in cancer cell invasion and metastasis in pancreatic cancer.
Key words：cancer cell dissociation factor（DF）, metastasis, pancreatic cancer
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