
緒 言

膵癌は消化器癌の中でも非常に悪性度が高く，切除

率の低い極めて予後の悪い癌の一つである．その予後

因子として，肝転移は非常に重要であるが，その形成

機序についてはいまだ十分に解明されていない．

癌が血行性転移を形成する各ステップにおいて，接

着分子は重要な役割を果たしている．癌細胞の標的臓

器の血管内皮への接着は，血管内皮細胞表面に発現す

るE-セレクチンと1）2），そのリガンドである糖鎖抗原，

s-Lea，s-Lexとの接着から開始される3）4）．

インテグリンは α，βの 2つのサブユニットが非共
有結合で会合するヘテロダイマーで，リガンド特異性

によってサブグループに分類され，うち 15 種類が

ECMをリガンドとすると報告されている5）．癌細胞

の転移・浸潤に関しては，インテグリン α6β1 の発現が
増強し，インテグリン α5β1 の発現が減弱しているとの
報告もある6）～8）．

上皮性細胞を標的とする hepatocyte growth factor

（HGF）や EGF receptor に 対 す る 結 合 能 を 持 つ

heparin-binding epidermal growth factor（HB-EGF）9）

は癌細胞の内皮細胞への接着能を変化させ10），癌細胞

株のインテグリン発現を増強することも報告されてい

る11）．また，インテグリン α6β1 はヒト膵癌細胞のみで
なく，ヒト正常膵組織においても発現が確認されてい

る12）．

我々はこれまでに，ヒト膵癌細胞株を高肝転移株

（AsPC-1，BxPC-3，SW1990）と非肝転移株（PaCa-2，

PANC-1）に分類し，高肝転移株にのみmRNAのレベ

ルで Interleukin（IL）-1αの発現を認めることを報告し
ている13）．今回，膵癌転移・浸潤のメカニズムを解明

することを目的として，これらの細胞株におけるイン

テグリンの発現に IL-1αが及ぼす影響を検討し，これ
らの細胞株のECMに対する接着能がどのように変化

するかを検討した．

対象および方法

1．細胞培養

ヒト膵癌細胞株AsPC-1，BxPC-3，PaCa-2，PANC-1，

SW1990 は，American Type Culture Collection（Roc-

ville，MD）より入手し，AsPC-1，BxPC-3 は 100％ fe-

tal calf serum（FCS）含有のRPMI1640 培地（GIBCO

BRL，Eggenstein，Germany）にて，他の細胞株は 10

％ FCS含有のDullbecco’s modified Eagle’s medium

（GIBCO BRL）にて 37℃，5％CO2 の条件下で培養し

た．
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Fig. 1 Flow-cytometric analysis of the expression of integrin α6, β1 subunits and the IL-1RI in pancreatic cancer cell lines. ２００２
年
６
月
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2．使用薬剤

1）Monoclonal antibody

4B4（anti-β1）：Coulter Immunology（Hialeah，FL），
4F10（anti-α6）；Chemicon International（Temecula，
CA），Gi9（anti-α2），C3（anti-α3），SAM1（anti-α5）；
Immunotech（Marseille，France），anti-IL-1α，anti-
IL-1 receptor Type I（IL-1RI）；Genzyme�techne
（Cambidge，MA）

2）Recombinant protein

Recombinant human IL-1α（rIL-1α）；GIBCO BRL，
recombinant human human HGF（rHGF），recombi-

nant human HB-EGE（rHB-EGF）；Genzyme�Techne
3）24-well plate coated with ECM proteins（colla-

gen type I，collagen type IV，fibronectin，laminin）；

Becton Dickinson Labware（Franklin Lakes，NJ）

3．Flow-cytometric analysis

膵癌細胞膜上の各インテグリン鎖，および IL-1RI

の存在を確認するためFACS can（Becton Dickinson

Immunocytometry Systems，Mountain，View，CA）を

使用して Indirect immunofluoresence 法によりFlow-

cytometric analysis を行った．1次抗体として抗イン

テグリン α5，α6，β1 抗体，抗 IL-1RI 抗体を使用し 30
分間室温で反応させ，その後，2次抗体として fluo-

rescein isothiocyanate-labeled rabbit anti-mouse im-

munoglobulin（Dako，Glostrup，Denmark）を使用し

た．

4．Cellular enzyme-linked immunosorbent assay

（CELISA）

IL-1α，HGF，HB-EGFの刺激による各インテグリン
鎖の発現変化をCELISA法により検索した．96-well

plate に膵癌細胞を一層に培養，rIL-1α（10ng�ml），
rHGF（20ng�ml）rHB-EGF（20ng�ml）を添加して 24
時間刺激培養後，phosphate-buffered saline（PBS）で

2回洗浄，0.1％ glutaraldehyde を加えて室温で 1時間

固定，PBSにて 3回洗浄後，5％ bovine serum albu-

min（BSA）加 PBAで nonspecific binding をブロック

した．その後，2回 PBSにて洗浄，1次抗体を加えて

1時間室温でインキュベートした．次いで PBSにて 3

回洗浄後，2次抗体（peroxidase-conjugated anti-mouse

immunoglobulin；Dako）を加え，1時間室温でイン

キュベートした．PBSにて 3回洗浄後，発色基質と ο-
phenylene diamine 加 0.015％ H2O2 含有クエン酸を添

加し，20 分間室温でインキュベートした．その後，1

％ sodium dodecyl sulfate を添加して発色反応を停

止，吸光度（405nm）をmicro-plate reader（Mokecu-

lar Devices，Sunnyvale，CA）を使用して測定した．

5．Cell adhesion assay

IL-1α刺激による膵癌細胞のECMに対する接着能
の変化を検索した．rIL-1α（10ng�ml）を添加した状態
で，37℃にて 24 時間培養した膵癌細胞を，ECM pro-

tein（collagen type I，collagen type IV，fibronectin，

laminin）をコートした 24-well plate に 5×105 cells�
well となるように蒔き，37℃で 30 分間インキュベー

トした．その後，PBSにて 3回洗浄して接着していな

い細胞を除去し，接着細胞を採取して顕微鏡下に計測

した．

また，IL-1αによるECMへの接着能亢進の抑制を検
索するため，抗 IL-1α抗体（5µg�ml），抗 IL-1RI 抗体
（5µg�ml）を rIL-1αとともに添加した状態で 37℃に
て 24 時間培養した膵癌細胞についても，同様に接着実

験を行った．

6．統計処理

CELISA法については one-way analysis of variance

（ANOVA）and post hoc test（Dunett multiple com-

parison）にて，接着実験，浸潤実験については Student

test にて解析した．

結 果

1．各インテグリン鎖，IL-1RI の発現

Fig. 1にインテグリン α5，α6，β1，IL-1RI 発現を検
索したFlow-cytometry の結果を示す．インテグリン

α6，β1 は 5 種すべての細胞株で発現を認めた．そのう
ち α6 は高肝転移株（AsPC-1，BxPC-3，SW1990）で発現
が強い傾向にあった．α5 については高肝転移株である
AsPC-1 で発現を認めなかったが，BxPC-3，SW1990

では弱い発現を認め，非肝転移株（PaCa-2，PANC-1）で

は α5 が強発現していた．IL-1RI はすべての肝転移株で
発現を認めたが，非肝転移株では発現を認めなかった．

2．各インテグリン鎖の発現変化

rIL-1αの至適刺激濃度（Table 1）と至適刺激時間
（Table 2）の検索結果より，以下の rIL-1αによる刺激
濃度は 10ng�ml に，刺激時間は 24 時間に決定した．
rIL-1α，rHGF，および rHB-EGF刺激による各イン
テグリン鎖の発現変化を Fig. 2に示す．IL-1α刺激に
より，3種の高肝転移株においてインテグリン α6
（laminin をリガンドとする），β1 の有意な発現増強を
認めた．これらの発現増強効果は rHGF，rHB-EGF

よりも rIL-1αにより高い傾向にあった．高肝転移株に
おいては，rIL-1αによる α6，β1 発現増強効果のみが共
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Table 1　Dose dependent enhancement of integrins 
on AsPC-1 cells by IL-1 α

Absorbance
（ng/ml）

% increaseβ1% increaseα6

 0.00.940 ± 0.078 0.00.503 ± 0.080control

126.4  1.188 ± 0.074124.7 0.627 ± 0.056 1.0

130.7a1.228 ± 0.049127.9 0.644 ± 0.046 5.0

133.6a1.256 ± 0.037144.1a0.725 ± 0.07410.0

132.6a1.246 ± 0.036146.1a0.735 ± 0.07020.0

All data are expressed as mean ± SD. Statistical signifi-

cance was tested by Student’ s t test.
ap values indicates statistical significances between data in 

controls and presence of IL-1 α.
ap ＜ 0.01

Table 2　Time dependent enhancement of integrins 
on AsPC-1 cells by IL-1 α

Absorbance
（hours）

% increaseβ1% increaseα6

 0.00.940 ± 0.078 0.00.503 ± 0.080control

100.6  0.946 ± 0.082101.6 0.511 ± 0.072 4

102.1  0.960 ± 0.068107.8 0.542 ± 0.072 8

128.2a1.205 ± 0.069110.3 0.555 ± 0.05312

133.6a1.256 ± 0.037144.1a0.725 ± 0.07424

130.3a1.225 ± 0.086137.2 0.690 ± 0.06748

All data are expressed as mean ± SD. Statistical signifi-

cance was tested by Student’ s t test.
ap values indicates statistical significances between data in 

controls and presence of IL-1 α.
ap ＜ 0.01

通して認められた（Dunnett multiple comparison）．イ

ンテグリン α5（fibronectin をリガンドとする）はすべ
ての細胞株において，rIL-1α刺激による発現変化を認
めなかった．非肝転移株では rIL-1α刺激によって，イ
ンテグリンの発現に変化を認めなかった．

3．ECM protein に対する接着能の変化

各インテグリン鎖の発現変化によって，ECM pro-

tein に対する接着能がどう変化するかを検索した．

Fig. 3 に示すように，3種の高肝転移株は rIL-1αの刺
激によってインテグリン α6β1 のリガンドである
laminin に対する接着能が有意に増強したが，発現変

化を認めなかったインテグリン α5β1 のリガンドであ

る fibronectin に対する接着能には変化を認めなかっ

た．BxPC-3 では，collagen type I，collagen type IV

に対する接着能も有意した．AsPC-1 では，有意差は認

めないものの，collagen type I，collagen type IV に対

する接着能が増強した．また，抗 IL-1α抗体を添加する
と，高肝転移株における rIL-1αによるすべての接着能
増強は，コントロールと同程度にまで抑制された．こ

れらの rIL-1αによる接着能増強は，非肝転移ではまっ
たく認めず，抗 IL-1α抗体を添加しても接着能が抑制
されることがなかった．次に，抗 IL-1RI 抗体を添加し

た場合の高肝転移株の接着能の変化を Fig. 4に示す．

抗 IL-1α抗体添加の場合と同様に，rIL-1αによる高肝

Fig. 2 Enhancement of integrin subunits on human panceatic cancer cells measured

by CELISA after incubation with 10ng�ml IL-1α（hatched cokumns）, 20ng�ml HGF
（dotted columns）or 20ng�ml HB-EGF（dark columns）. Open columns are control
experiments. Statistical significance was tested by one-way ANOVA and post hoc

test（Dunnett multiple comparison）. Bars indicate the SD, ＊＊p＜0.01, ＊p＜0.05.
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転移株のECM protein への接着能増強効果は，コント

ロールと同程度に抑制された．

考 察

癌細胞のECM protein への接着は，転移形成の大き

なステップであり14），膵癌細胞における機能的インテ

グリンの発現パターンは，転移・浸潤能に関与してい

る15）16）．また，インテグリンとECM protein との関連

は正常な上皮細胞の分化・増殖に大きく関与している

とされる17）．我々はこれまでに，生物学的性質の解析

により，膵癌細胞を高肝転移株と非肝転移株に分類し，

高肝転移株のみにmRNAレベルで IL-1αが発現して
いることを報告している13）．

これらの知見に基いづて，今回我々は，膵癌細胞株

におけるインテグリン鎖と IL-1RI の発現をタンパク

レベルで検索した．高肝転移株であるAsPC-1，BxPC-

3，SW1990 では，共通して IL-1αの刺激によりインテ
グリン α6β1 の発現が有意に増強し，そのリガンドであ
る laminin に対する接着能も有意に増強した．一方，非

肝転移株では，IL-1αによる刺激で各インテグリン鎖
の発現が増強されることはなく，ECM protein に対す

る接着能にも変化を認めなかった．

これら IL-1α刺激によるインテグリン発現増強，接
着・浸潤能増強効果は，抗 IL-1α抗体，抗 IL-1RI 抗体
を添加することによりコントロールと同程度にまで抑

制されており，高肝転移株では IL-1αによる IL-1RI
を介したシグナル伝達が，インテグリン α6β1 発現の増
強，接着・浸潤能の増強に関連しているものと考えら

れる． IL-1RI を介したシグナル伝達経路については，

IL-1RI と IL-1αとの親和性を高める IL-1 receptor ac-
cessory protein（IL-1RAcP）との複合体の細胞内ドメ

インに，アダプタータンパクMyD88 を介してセリン�
スレオニンキナーゼである IL-1R associated kinase

（IRAK）が結合し，下流へとシグナルが伝達されるこ

とが報告されている18）～20）．現段階で報告されている

IL-1αのレセ プ タ ー は IL-1RI と IL-1R type II（IL-
1RII）のみで，IL-1RII は細胞内ドメインをほとんど持

Fig. 3 Effects of rIL-1α and inhibitory effect of antibody against IL-1α on the attach-
ment of pancreatic cancer cells to ECM proteins. Pancreatic cancer cells were cul-

tured with（dark columns）10ng�ml IL-1α, with（hatched columns）10ng�ml IL-1α
and 5 µg�ml anti-IL-1α antibody, or absence（open columns）of 10ng�ml rIL-1α for
24h and were allowed to attach for 30 min to wells coated with collagen type I, col-

laegn type IV, fibronectin and laminin. Statistical significance was tested by Stu-

dent’s t test. Bars indicate the SD, ＊p＜0.01.
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たず，シグナル伝達はできないとされている．したがっ

て，今回の検討で明らかになった膵癌細胞高肝転移株

における IL-1αによるインテグリン発現増強効果も，
IL-1RI を介したシグナル伝達によるものと考えられ

る．

今回使用した膵癌細胞高肝転移株は内因性の IL-1α
を分泌しているが，パイロットスタディの結果，培養

液中に分泌される IL-1α濃度は約 10～50pg�ml で
あった．今回の報告では，IL-1α刺激による膵癌細胞の
接着変化をより明瞭にとらえるため，IL-1αの刺激濃
度を 10ng�ml とした．その結果として，抗 IL-1RI 抗体
による接着能抑制効果はコントロール群と同程度にと

どまっているものと考えられる．

インテグリン α6 は血管内皮基底膜への接着・浸潤
に強く関与し5），メラノーマ21）や前立腺癌22）において

インテグリン α6 の発現と転移能が関与していること
が報告されている．また，laminin や collagen type IV

は血管内皮基底膜に多く存在する functional ECM

protein であり，癌細胞に発現するインテグリン α6β1
が laminin や collagen type IV といったECMに接着

・浸潤することが癌細胞転移のOne step に大きく関

与していることを示唆している．今回の結果は，これ

らの報告にも矛盾しないものである．

インテグリン α5 は structural ECM protein である
fibronectin をリガンドとする．今回の検索では高肝転

移株においても，IL-1α刺激によるインテグリン α5 の
発現増強や，fibronectin に対する接着・浸潤能に変化

を認めなかった．

インテグリン β1 はすべての高肝転移株において IL-
1α刺激により発現増強を示した．インテグリン β1 は
α鎖と非共有結合として存在することによりインテグ
リンとしての機能の一端をになっており，β1 鎖を抗イ
ンテグリン β1 抗体でブロックすることにより膵癌細
胞株の接着・浸潤能が抑制されていることから8）23），

癌細胞の転移・浸潤に大きく関与していると考えられ

る．

IL-1α刺激によるインテグリン発現増強効果は，4
時間の刺激では観察されず，刺激時間を増加させるご

とに強くなり，24 時間でプラトーに到達した．このこ

とは，IL-1α刺激からインテグリン発現が増強し，接着
分子として機能するまでに要する時間が影響している

ことが原因と考えられる．また，今回の検討で，IL-1α
刺激によるインテグリン発現増強が 20～30％である

のに対し，ECM protein に対する接着・浸潤能は 50

～250％の増強と，大きな差を生じている．これは，IL-

1αによる刺激がインテグリン発現増強のみならず，そ
の活性化にも大きく関与していると考えられる．イン

テグリン発現増強効果は IL-1α刺激によるものが，
HGFや HB-EGFによるものよりも強い傾向にあり，

高肝転移株における one-way ANOVA and post hoc

test（Dunnett multiple comparison）では，IL-1α刺激
によってのみ，共通して有意差を認めた．IL-1RI をタ

ンパクレベルで発現していない非肝転移株では，IL-1α
刺激でまったく変化を認めなかった．

以上の結果は，膵癌細胞において，IL-1αは IL-1RI
を介したシグナル伝達によりインテグリン α6β1 発現

Fig. 4 Inhibitory effect of antibody against IL-1RI on adhesion to ECM protein of me-

tastatic pancreatic cancer cells. After culture for 30 min with（hatched columns）or

without（dark columns）antibody against IL-1RI, the AsPC-1, BxPC-3, and SW1990

cell lines were cultured with 10ng�ml IL-1α for 24h, after which the cell adhesion as-
say was performed. Open columns control experiments. Statistical significance was

tested by Student’s t test. Bars indicate the SD, ＊p＜0.01.
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を増強し，ECM protein に対する接着・浸潤能を増強

することによって，転移巣形成に大きな役割を果たし

ていることが示唆するものであり，実際の臨床におい

ても，膵癌組織に発現する IL-1RI をブロックすること

によって肝転移を予防するなど，予後不良である膵癌

の新しい治療戦略を構築する可能性を示唆するもので

ある．
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Relationship between Enhancement of Integrins by Interleukin-1 alpha
and Metastasis in Pancreatic Cancer Cells

Hirozumi Sawai, Minoru Yamamoto, Hitoshi Funahashi, Mikinori Sato,
Yuji Okada, Tetsushi Hayakawa, Moritsugu Tanaka, Yoshimi Akamo,

Hiromitsu Takeyama and Tadao Manabe
First Department of Surgery, Nagoya City University Medical School

Background：Tumor cell adhesion to extracellular matrix（ECM）proteins plays an important role in tu-
mor invasion and metastasis. We studied integrin expression in human pancreatic cancer cell lines and its al-
teration by Interleukin-1α（IL-1α）to determine the adhesion mechaninsm of metastatic human pancreatic can-
cer cells to ECM proteins. Methods：The expression of integrin subunits and their alteration by IL-1α were
studied by flow-cytometric analysis and cellular-ELISA in metastatic human pancreatic cancer cell lines. Can-
cer cell adhesion to ECM proteins was assayed to determine if increased integrin expression actually affected
adhesive interaction between cancer cells and putative integrin ECM ligands. Result：The α6β1 subunit ex-
pressed in metastatic cancer cells was enhanced by IL-1α. Metastatic cancer cells also showed preferential ad-
herence to laminin compared to nonmetastatic cancer cells, and this was enhanced by IL-1α. Conclusions：In
pancreatic cancer, the enhancement of α6β1-integrin by IL-1α through IL-1RI plays an important role in metas-
tasis formation.
Key words：adhesion molecules, Interleukin-1α, metastasis, pancreatic cancer, integrin

〔Jpn J Gastroenterol Surg 35：582―589, 2002〕

Reprint requests：Hirozumi Sawai First Department of Surgery, Nagoya City University Medical School
1 Kawasumi, Mizuho-cho, Mizuho-ku, Nagoya, 467―8601 JAPAN

２００２年６月 15（589）


