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要旨

細胞接着および細胞移動は、胚における形態形成、炎症反応、創傷治癒、腫
瘍の浸潤、転移、および組織構造の維持といった様々な生命現象に関与するこ
とが知られている・このような多様な機能は、インテグリンをはじめとする接
着分子、プロテアーゼとそのインヒビター、および細胞外マトリックス蛋白質
間の相互作用によってもたらされる・特に、正常および癌細胞の接着や移動と
いった現象には、インテグリンを介した細胞外マトリックス蛋白質への接着に
よる足場の確保とプロテアーゼによるマトリックス蛋白質の分解が重要である
ことが明らかにされている・以上の観点から本研究では、当研究室においてマ
ウス脳からクローニングされた新規セリンプロテアーゼ、ニューロプシンおよ
び瘡転移過程におけるインテグリンの役割に関して以下の2つの研究テーマに
沿って実験を行った．

1ニューロプシンにより切断されたフィブロネクチンの細胞接着、遊走に対す
る影響

マウス脳からクローニングされた新規セリンプロテアーゼ、ニューロプシン
は、フィブロネクチンを効果的に切断する分泌型蛋白質である．フィブロネク
テン切断によるマトリックス中の微小環境を変化させることにより、細胞接着
や遊走に影響を及ぼしている可能性が考えられた・Chinesehamsterovary（CHO）
細胞に特定のインテグリンをトランスフェク卜した細胞を用いて、フィブロネ
クチンに対する接着性や遊走性に及ぼすニューロプシンの影響を検討した．フ
ィブロネクチンに対する接着実験では、インテグリンα5β1を発現させたα5B2
細胞において、ニューロプシンにより切断されたフィブロネクチンに対する接
着性が、未切断のフィブロネクチンを用いた場合と比較して、30％程度減少し
た・一方、フィブロネクチンに対する遁走実験（Boydenchamberchemotaxisassay〕
では、フィブロネクチンによって誘導されるα5B2細胞の遁走性の冗進は、ニ
ューロプシン処理により切断されたフィブロネクテンを用いた場合においても
変化しなかった・また、フィブロネクチン以外のコラーゲンやラミニンを用い
た場合、およびインテグリンα2β1を発現するα2B2細胞を用いた場合におい
ても、ニューロプシン処理による影響は認められなかった．これらの結果か
ら、ニューロプシンはフィブロネクチンを切断し、細胞の接着性を減弱させる
ことによって細胞とマトリックス間の微小環境を制御している可能性が示唆さ
れた．
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1ニューロプシンにより切断されたフィブロネク

チンの細胞接着、遊走に対する影響
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細胞接着および細胞移動は、胚における形態形成、炎症反応、創傷治癒、腫

瘍の浸潤、転移、および組織構造の維持といった様々な生命現象に関与するこ

とが知られている（1，2）・このような多様な機能は、インテグリンをはじめと

する接着分子、プロテアーゼとそのインヒビター、および細胞外マトリックス

蛋白質間の相互作用によってもたらされる（3，4，5，6，7）．

当研究室でマウス脳からクローニングされたニューロプシンは、セリンプロ

テアーゼファミリーに属する新規プロテアーゼであり、記憶や学習といった神

経の可塑的変化に関わると考えられている脳の海馬錐体細胞に発現が認められ

る（8，9，10，11，12，13，14）・脳以外では発達期のマウスで、心臓、肺、胸腺、

皮膚、食道、胃など様々な臓器においてニューロプシンの発現が認められるが、

成熟したマウスでは皮膚や妊娠子宮に主な発現が認められる（15，16）．ニュー

ロプシンの生物学的な機能を解析するために、バキュロウイルス混虫細胞系を

用いて組換え型ニューロプシンが作成された・この組換え型ニューロプシンは

不活性型の前駆体として産生されるが、エンドプロテアーゼであるプロテアー

ゼ1を作用させることにより容易に活性化することができる・活性型ニュー

ロプシンは、フィブロネクチンのアミノ末端とカルポキシル末端を効率的に切

断する（17）・フィブロネクテンは、細胞接着や舶移動を介した多くの重要

な生物矧こ関与していることが離されている（18，19，20，21，22）．これら

の事実から、ニューロプシンはフィブロネクチンを切断することによって、細

胞と細胞外マトリックス間の微小環境を制御している可能性があると考えられ

た・この仮説に基づき、本研究では血血の実験系を用いて、ニューロプシ

ンによるフィブロネクテンの切断が、細胞の接着性や遁走性に与える鞘を調べた．
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材料と方法

細胞と培養条件

Chinesehamsterovary由来のnbros訂COmaであるCHO－Kl細胞（jUCC，吼

USA）から選抜された変異体、およびこの変異体に遺伝子導入した細胞を使用

して実験を行った・C＝0－B2細胞は、インテグリン岬1を発現している

C打0－Kl細胞から選抜されたα5欠失変異体である（23）・SRapromoter（24）

の下流に連結されたヒトα5cDNAをインサートにもつpBJ－1ベクターを、

C打0－B2細胞にトランスフェク卜してα5B2細胞を作製した・α5発現細胞は、

フローサイトメトリーによるソウイングとジェネチシン（G418，SIGMA＿

JAPA町耐性を指標に選抜した・α5B2細胞は、フィブロネクチン受容体である

インテグリンa5Plを過剰発現する・同様にヒトα2cDNAをSRαpromoterの

下流に連結したインサートを組み込んだp訃1ベクターを、CHO－B2細胞にト

ランスフェク卜してα2B2細胞を作製した■α2B2細胞は、コラーゲンおよび

ラミニンに対する受容体であるインテグリンα2β1を過剰発現する．細胞は、

10％牛胎児血清（FBS，大日本製薬）、50mits血1ペニシリンづOpghnlスト

レプトマイシン（GⅢCO，叩USA）を含むグルべッコ変法イーグル培地

（DME叫日本製薬）を用いて、10％Cq存在下で維持した．

エンドプロテアーゼによる組換え型プロ・ニューロプシンの活性化

本研究室の清水ら（17）によって確立された方法に従って活性化された組換

え型ニューロプシンを使用して、実験を行った・すなわちプロテアーゼ1（EC

3・4・21・50）を固相化したS甲血se4Bを用いて、プロ・ニューロプシンのアミ

ノ末端プロセシングを行うことによって活性化したものである．

ニューロプシンによるフィブロネクテンの切断が、細胞の接着性に影響を与

えるかどうかを検討するために、接着実験を行った・96ウェルプラスチックプ

レート（Coster，MA，USA）を、PBSに10pghnlの濃度で懸濁したフィブロネ

クテンにより370c、2時間処理しコートした・ネガティブコントロールとし

て、ラミニン（Ⅳ耽りおよびⅣ型コラーゲン押紙りを使用した．プレ

ートにコートした基質に対して、1帽血1の活性型または不活性型のニューロプ

シンを370c、8時間作用させた■ニューロプシン処理後、プレートを3％BSA

で370c、1時間処理し、細胞の基質に対する非特異的接着を防いだ．0．1％BSA
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を含む無血清DMEMに懸濁した5xlO4個の細胞（CHO－B2（mocり、α5B2、ま

たはα2B2）を、各ウェルに加え370cで3時間インキュベー卜した．培養液

を除いた後、0・04％クリスタルバイオレット溶液100け1を各ウェルに加え、

室温で10分間インキュべ－卜した・ウェルをPBSで3回洗浄し、2川の

ジメチルスルホキシドを加えた後、室温で10分間インキュべ－卜した・8叫
のDWを加えて、550nmの吸光度を測定した．

ニューロプシンによるフィブロネクチンの切断が、細胞の遁走性に影響を与

えるかどうかを検討するために、multiweuBoydenchambers（NeuroProbe，MD，

USA）を使用してケモタキシスアッセイを行った・ポアサイズ8仰のポリカ

ーボネートメンプレン（NeuroProbe）を10pg血1のフィブロネクチン、ラミニ

ン、またはⅠⅤ型コラーゲンを懸濁したPBSに室温で30分間浸漬することに

≡；7言霊竺完㌧禁夕；こ…ご‡ミ警慧≡篭三富㍊；；忘志
した10爬血1のフィブロネクテン、ラミニン、またはⅣ型コラーゲンをチャ

ンバー下層に加えた・また各基質に対して丹如1の活性型または不活性型ニ

ューロプシンを予め37。cで8時間作用させたものを、同様にケモアトラクタ

ントとして使用した・上記の無血清DMEMに懸濁した1・5Ⅹ104個の細胞を

ニ；言ノさ話芸崇焉、ン認芸、ミを竿≡；言；芸妄言こ圭子・メ；妄ご
ンの上面に残っている細胞を綿棒で拭き取った後、メンプレンの下面に抜けた
細胞の数を計測した．

統計的処理には、KruSkal－WallisANOⅦを用いた・P＜0・05を統計的に有意と
見なした．
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ニューロプシンにより切断されたフィブロネクチンの細胞接着に対する影響

フィブロネクチンに対する細胞の接着性を調べた結果を、Fig．1aに示した．

インテグリンα5欠失変異体であるCHO－B2細胞は、フィブロネクチン受容体

である岬1を発現していないため、フィブロネクチンに対して接着性を示さ

芸ご三千・c三三；芸孟芸干≡；ミ；；芸≡芸…警要望芝這…；言：g・還一品芸
さなかった・CHO－B2細胞のフィブロネクテン、コラーゲン、およびラミニン

に対する接着性は、これらの基質を予め活性型または不活性型ニューロプシン

で処理した場合においても、変化しなかった・インテグリンα2β1を過剰発現

するα2B2細胞はコラーゲン、ラミニンに対して接着性を示したが、フィブロ

ネクチンに対しては接着性を示さなかった・また、コラーゲン、ラミニンの活

性型ニューロプシンによる処理は、α2B2細胞の接着性に開しなかった（Fig．

1b，C）・この結果は、活性型ニューロプシンがコラーゲンおよびラミニンを切断

しないことと矛盾しない・一方、活性型ニューロプシンで前処理されたフィブ

ロネクチンに対するα5B2細胞の接着性は、不活性型ニューロプシンによって

処理されたフィブロネクチンを用いた場合と比較して、細胞数で約30／トセ

ント減少していた（抑01，Fig・1a）・1帽血1のフィブロネクチンを用いた実

験においても、データを示していないが同様の結果が得られた．

ニューロプシンにより切断されたフィブロネクテンの細胞遊走性に対する影響

活性型ニューロプシンにより切断されたフィブロネクチンが、細胞の遁走性

を誘導するかどうかを調べるために、フィブロネクテン、コラーゲン、または

ラミニンを用いて行ったBoydenchamberchemohxisassayの結果をFig．2に示

した・CHO－B2細胞はフィブロネクチン、コラーゲン、またはラミニンのいず

れの基質に対しても、遁走性の先進を示さなかった（Fig・2a－C）・コラーゲンま

たはラミニンに対するα2B2細胞の遁走性は、フィブロネクテンを用いた場合

より顕著に増加した（Fig・2a－C）・α2B2細胞のコラサン、ラミニンに対する

遁走性の先進は、活性型または不活性型ニューロプシンによりこれらの基質を

前処理した場合においても、変化しなかった・このことは、ニューロプシンが

コラづン、ラミニンを切断しないことと矛盾しない・α5B2細胞の遊走性は、

コラーゲンおよびラミニンに対してではなく、未切断のフィブロネクテンに対

してのみ先進した（Fig・2a）・さらに、α5B2細胞のフィブロネクチンに対する
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遁走性の冗進は、活性型ニューロプシンによりフィブロネクチンを前処理した

場合においても変化しなかった（Fig・2a）．
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Figurel・Efftctofneuropslntreatmentoncelladhesiontoextracellularmatrices．

96－WellplasticplateswerecoatedwithlOpghnlHbronectin，COllagen，Orlaminin．

Thecoatedproteinwastreatedwithorwithoutneuropsin（activeorjnactivetype）fbr8hours

at370c・5xlO4cellsinmediumcont血gO・1％BSAwereaddedtothewellandincubated
for3hoursat37Cc・Cellsbindingtothecoatedproteinwerestahedwithcrystalvi01etand

OPticaldensltyweremeasuredat550nm・Resulbareshownasmean土SEM，n＝3．a，α5

B2cellse脆ctivelyboundtonbronecdnwithinactiveneuropslnOrwithoutneuropsinbut
nOttOCOllagenorlaminin・Neuropslntreatmentfbrnbronectinreducedcelladhesionofα5

B2cellsby30％comparedtothatofnoneuropshtreatment（＊p＜0・01）．b，Adhesion

aCtivityofα2B2cellswhichefhctivelyboundtomllagendidnotchangewithneuropsln

treatment・C，Neuropslntreatmenthadnoefhctonadhesionactivityofα2B2ce11swhich

efhctivelyboundtolaminin・d・Therewasnodifhrenceinnon－SPeCincbindingof仇ecells

tOtheplasticplateandneuropslntreatmenthadnoefhctonbaselineofO・D・meaSurement．
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Figure2・EffectofneuropslnOnCellmlgration．

EfftctsofneuropslnOnCellmotilitytonbronectin，COllagen，Orlamininwere
eValuatedbyBoydenchamberchemotaxisassay・MediumcontaininglOpghnl
nbronectin，COllagen，Orlamininwasaddedtothelowerchamberandl・5xlO4cells
dissoIvedwithmediumwereputontotheupperchamber・Tnechamberwasincubated
for3hoursat370candthenumberofthecellwascountedwhichhadmigratedtothe
lowersideofthenlter・Resultsareshownasmean土SEM，n＝3・a，a5B2cellsshowed

highmigrationactivitytonbronectinwithinactiveneuropsinorwithoutneuropsin
treatment・HighmigrationofdB2cellstonbronectinwasnotafhctedbyneuropsin
treatment・b，α2B2cellsshowedhighchemotaxisadivitytocollagen・Neuropsin

treatmentforcollagendidnotafftctcellmotilityofα2B2cells・C，α2B2cells

efhctivelymigratedtolamininandthehighmotilitytolamininwasnotafhctedbyneuropsintreatment．
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ニューロプシンによるフィブロネクテンの切断が、細胞接着や細胞遁走に対

してどのような影響を与えるのかを細胞レベルで検討した結果、細胞の遁走性
には影響せず、細胞接着を減少させることが明らかとなった．

接着実験において、インテグリンα5β1を発現していないCHO－B2細胞は、

フィブロネクチンだけでなく、コラーゲン、ラミニンに対しても接着性を示さ

なかった・CHO一Ⅹ1細胞が内在性に発凱ているインテグリンの種類について、

スクリブス研究所の高田義一先生によって、抗体による発現の検討や接着実験

による細胞の基質に対する接着性の面から検討された・その結鼠CHO－Kl細

胞はインテグリン岬1を主に発現している細胞であることが明らかにされた

（未発表）・このことは、CHO－Kl細胞のα5欠失変異体であるCHO－B2細

胞が、フィブロネクテンだけでなくコラーゲンやラミニンに対しても接着性を

示さないという結果と一致する・活性型ニューロプシンを作用させたフィブロ

ネクテンに対するα5B2細胞の接着能は、不活性型ニューロプシン、およびニ

ューロプシン未処理の場合と比較して、有意に減少した・フィブロネクチンは

生体内では二量体を形成して存在しており、インテグリン、コラーゲンおよび

ヘパリンなどの様々なマトリックス中の分子と結合している（25）．これは、

ニューロプシンがフィブロネクチンの両端を切断することによって、細胞とフ

ィブロネクチンの接着性だけでなくその他の細胞外マトリックスとの接着性を
変化させる可能性があることを示唆する．

フィブロネクチンの発現が脳内において記憶や学習に重要と考えられている

海馬に局在し、神経活動依存的に増加するという報告がある（26）．一方、ニ

ューロプシンmRNAの発現は、insibhybridizationにおいて海馬に限局した強

い陽性シグナルとして認められる（8，27）・また、キンドリング刺激によって

ニューロプシンmRNAの発現が増大することも知られている（28）．このよ

うに、フィブロネクチンとニューロプシンの発現が共に海馬に認められ、神経

活動に依存して発現量が協調批変化することは、これらの分子が神経の可塑

的変化に関与している可能性を強く示唆する・さらに、1つの可能性として、

神経の可塑的変化の際に、本研究において見られたような細胞のマトリックス

蛋白質に対する接着性の減弱という現象が、神経細胞においても同様に生じて
いる可能性は十分に考えられる．
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本研究を遂行するにあたり、御指導頂いた塩朗夫教授、吉田成孝助教授、加

藤啓子助手、松本一宮井一和政助手、ならびに松浦成昭教授（大阪大学医学部）に
深謝致します．

11

●　　ご



引用文献

1・Gumbiner，B・M・1996・Celladhesion：themolecularbasisoftissuearchitectureand

morphogenesis・Ce1184，345－357．

2・hu仔enburger，D・A，andHorwib，AF・1996・Ceumlgration：aPhysicallyintegrated

molecularprocess・Ceu84，359－369．

3・Regen，C・M，andHorwitz，AF・Dymicsofβ1integrinーmediatedadhesivecontact

inmotilenbroblasts・J・CellBiol・119，1347－1359．

4・Seeds，N・W・，Siconoln，L・B・，andHafn（e，S・P・1997・Neuronalexhacellular

PrOteaSeSfacnitatece11mlgration，aXOnalgrowth，andpathhding・CellTIssueRes・290，

5・Stetler－Stevenson，W・G・，Amvoorian，S・，andLiotta，L・A1993．Tumorcell

interactionswiththeexhacellularmahixduringlnVaSionandmetastas由・Amu．Rev．Ce11

6・Pepper，M・S・，Montesano，R・，Mandriob，S・J・，bci，L・，andVassaui，J．D．1996．

Angiogenesis‥aParadigmhrbalanαde油acellularproteolysisduringceumlgrationand

morphogenesis・hzymeprotein・49，138－162．

7・Matrisian，L・M・，’andHogan，B・L・1996・Growthfador－regulatedproteasesand

eXtraCeuularmahixremodelingduringmammaliandevelopment・Curr・Top・加v・Biol・24，

8・Chen，Z・L・，Yoshida，S・，Kato，K・，Momob，Y・，Su叫J・，Tbnaka，T・，Ito，J．，

Nishino，H・，A血oto，S・，Kiyama，H・，andShiosaka，S・1995・Expressionandactivity－

dependentchangesofanovellimbjcserineproteasegeneinthehippocampus・J．Neurosce．

9・Suzuki，J・，Yoshida，S・，Chen，Z・L・，Momob，Y・，Kato，K・，Hirah，A，and

Shiosaka，S・1995・ChtogenyofneuropsmmRNAexpressioninthemousebrain．

Neurosci．Res．23，345－351．

12



10・Kirkwood，A・，hdek，S・M・，Gold，J・T・，Aizenman，C・T・，andBear，M．F．1993．

ComonfbrmSOfsynapticplasticityinvitro・Science260，1518－1521．

11・Schuman，E・M・，and旭disonD・M・1994・Lecauydishibutedsynapticpotentiation

inthehippocampus・Science263，532－536．

12・伽dek，S・M・，andBear，M・F・1992・Homosynapticlong－termd甲reSSioninarea

CAlofhippocampusandeffectsofN－methyl－Daspartatereceptorblockade．Proc．Natl．

A侃d・Sci・U・S・A・89，4363－4367．

13・Mu比ey，R・M・，andMalenka，R・C・1992・Mechanhmsunderlyinginductionof

homosynqpticlong－termdepressioninareacA－lofthehippocampus・Neuron9，967－

14・Mmamara，0・1988・Pursuitofthemechanismsofkindling・T7ends・Neurosci・11，

15・Chen，Z・L・，MomotqY，Kato，K・，Tbniguchi，M・，Inoue，N・，Shiosaka，S・，and

Yoshida，S・1998・hpressionofneuropslnmRNAinthemouseembryoandthepregnant

uteruS・J・Histochem・Cytochem・46，313－320．

16・houe，N・，Kuwae，K・，Ishida鞄mamoto，A，Iizuka，H・，Shibab，M・，Ybshida，S．，

Kato，K・，andShiosaka，S・1998・Expressionofneuropsminthekeratinkingepithelial

tissue－immunohistochemiQlanalysisofwLd－tyPeandnudemice・J・Invest・玩rrnatOl・110，

17・Shimizu，C・，％shida，S・，Shibata，M・，Kato，K・，Momota，Y・，Mabumoto∴K．，

Shiosaka，T・，Mdorikawa，R・，Kamachi，T・，Kawabe，A，andShiosaka，S．1998．

Characterizationofrecombinantandbrainneurops］n，aPlasticityielatedserineprotease．J．

18・W叫F・L・・andHodivala，K・J・Celladhesion・Fibronectinandintegrinknockouts

COmeunStuCk・Curr・Biol・4，270－272．

19・George，B・L・，Baldwin，H・S・，andHynes，R・0・1997・Fibronectinareessentialfor

heartandbloodvesselmorphogenesisbutaredispensableforinitialspedncationof

13



20・Hynes，R・0・1990・Fibronectins・SprhgerSeriesinMolecularBiology（uitedby

RichA），Springer，NewYork，PP．1－538．

21・Zhang，Z・，Vouri，K・，andRuoslahti，E・1995・Thealpha5beblintegrmsuppoれS

Survivalofcellsonnbronedinandup－regulatedBcl－2expression・Proc・N血．Acad．Sci．

22・French－ConstanちC・1995・AlternativesprlCmgofnbronecth－manydifftrent

PrOteinsbutfewdifftrentfunction・Exp・CellRes・221，261－271．

23・Schreiner，C・L・，Bauer，J・S・，馳nilov，Y・N・，Hussein，S・，Sczekan，M・M．，and

Juliano，R・L・1989・IsolationandcharacterizationofChinesehamsterovaryce止varianb

dencientintheexpressionofnbronectinreceptor・J・Cell・Biol・109，3157－3167．

24・Takebe，Y・，SeikiM・，叫sawa，J－I・，Hoy，P・，YokotちK・，Arai，K－I・，Yoshida，

M・，andArai，N・1988・SRapromoter：ane仔identandversatilemamauancD甑

eXPreSSionsystemcomposedofthesiminviruS40earlypromoterandtheR－U5segment

OfhumanT－CeuleukemiaviruStypellongteminalrepeat・Mol・Ceumol・8，466－472．

25・Mosher，D・F・，andFurcht，L・T・1981・Fibronectin：reviewofibstruCtureand

POSSiblefunctions・J・Invest・D訂matOl・77，175－180．

26・Hofhan，K・B・，Pinkshfu・K・，Gal1，C・M・，andbch，G・1988．Sizweinduced

SySthesisofnbronectinisrapidandagedependent‥implicationsforlong－termPOtentiation

andsprouting・BrainRes・812，209－215．

27・Scovme，W・B・，andMher，B・1957・Lessofmemoryaherbilateralhippocampa1

1esions・J・Neurol・Neurosurg・Psychiat・20，11－21．

28・0叫A，Momob，Y・，Yoshida，S・，Hhah，A，Ito，J・，Nishio，H・，andShiosaka，
S・1996・KindlinginducesneuropslnmRNAinthebrain・BrainRes・728，116－120．

14



2腫瘍細胞におけるインテグリンα5発現量の

腎転移率に対する影響
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序論

医療技術が発展した今日においても、痺はなお治療困難な疾患の1つである．

治療を困難にしている最大の要因は、痺の転移性にある・原発巣は外科的に切

除することが可能であるが、術後数年以上経過した後に発見される転移による

再発が、最終的な死因となる場合が少なくない・転移には、血行性転移、リン

パ行性転移、播種性転移の3種類がある・リンパ行性転移および播種性転移は、

原発巣の位置から転移部位が予測できるため、ある程度まで治療可能と思われ

る・一方、血行性転移は、原発巣を手術で完全に取り除いた場合でも、すでに

血管に侵入した癌細胞があれば生じうる現象であり、癌の治療を困難にしてい

る大きな要因の1つである・従って、血行性転移のメカニズムを分子レベルで

明らかにし抗転移薬の開発を目指すことが、患者の延命およびQOLの向上とい
う観点から期待されてきた．

臨床の現場では、以前から腫瘍の転移には原発巣の部位によって転移しやす

い臓器があることがよく知られており、転移の臓器特異性と呼ばれている．こ

の現象を説明する2つの理論が提唱されてきた・イギリスの乳腺外科医であ

ったP喝etが1889年に1つの理論を提唱した・植物の種は様々な土壌に植

えることができるが、発育、成長に適した環境が整った条件においてのみ成長

することができる・痺の転移においても、同様に症の転移に適した微小環境を

備えた臓器にのみ転移するという考え方である・これは、Seedandsoiltheoryと

呼ばれている（1）・一方、1928年にEw加gが、症の転移は血流の方向によって

規定されるという考え方を脚昌した・これは、me血mical也eory（2）と呼ばれて

いる・現在では、血流と微小環境の相互作用の結果、転移が成立すると考えら

れている・腫瘍の転移は、原発巣からの細胞の離脱、細胞外マトリックス中の

浸潤、血管内への侵入、免疫細胞による攻撃の回避、血管壁への接着と血管外

への浸潤、および転移部位における増殖という複数の複雑な過程を経て成立す

ることが知られている・研究手法の発達により、Seedandso丑theoryに関わる分

子が具体的に明らかにされてきた・その1つとして、接着分子の関与を示唆す

る研究結果が報告された・B16－FlOメラノーマ細胞と細網細胞肉腫細胞の血

V加およびαV血における接着性が、如v～voにおける転移の臓器特異性と一

致するという報告（3，4）、また特定の臓器に対して選択的転移能をもつ癌細胞は、

その臓器由来の血管内皮細胞に強く接着するという報告（5，6）がある．また、特

定の臓器由来の内皮細胞に特異的に発現する接着分子が存在することも報告さ

れている・山一ECAM－1と呼ばれる接着分子は、肺由来の血管内皮細胞のみに発
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現する（7）・これらのことから、各臓器内の血管内皮細胞または細胞外マトリッ

クス中に、症の転移臓器を規定する分子または蛋白質が存在する可能性が示唆

される・従って、接着分子は癌細胞と血管内皮、または癌細胞と細胞外マトリ

ックスの相互作用を媒介する重要な機能を担っていると考えられる．

インテグリンは、αおよびβサブユニットからなる膜貫通型の糖蛋白質であ

り、細胞一細胞外マトリックスおよび細胞一細胞間接着に関与している接着分子で

ある（8）・αとβの組み合わせによって、細胞外マトリックス蛋白質に対する

リガンド選択性が規定されている（9）・転移形成を導く腫瘍の進展におけるイ

ンテグリンの役割を明らかにする目的で、現在までに症患者由来の正常細胞と

癌細胞、原発巣と転移巣間におけるインテグリンの発現量の差異が、PCR、血血

hybridization、または免疫組織学的手法を用いて検討されてきた．

形質転換細胞におけるインテグリンの発現量と分布の変化は、形質転換細胞

の表現形に対して様々な影響を与えることが知られている・例えば、α5β1イ

ンテグリンは、少なくともメラノーマ、骨肉腫、および神経膠芽腰細胞の浸潤

に重要であり、αⅤβ3インテグリンの発現は、腫瘍の浸潤能の先進に重要である

という報告がある（10）■　細胞表面におけるフィブロネクチン受容体の分布が、

培養ヒト正常細胞の悪性形質転換において変化する（11）・幾つかの薔菌類細胞

のサルコーマウイルスによる形質転換において、α叩1発現レベルが一定であ

るのに対して、α印1は細胞表面から消失する（12）・メラノーマ細胞において、

α2β1、α3β1、およびα印1インテグリンの発現量が、悪性度に関連して変化す

る（13，14，15，16）・乳癌細胞においては、α2β1、α5β1、α6β4インテグリンが

悪性形質転換に重要である（17，18，19，20）・正常膵臓における腺細胞や膵管上

皮細胞では幾つかのインテグリンの低発現または未発現が認められるが、膵臓

癌細胞株では、α2、α3、α6、β1、β4、およびβ5の発現量の増大が認められる

（21）・以上のように、腫瘍細胞の悪性形質転換といった表現形の変化において、

インテグリン発現がどのように変動するかという問題に関して多くの報告があ

る・これらのヒト組織または癌細胞株を用いた研究は、癌細胞の表現形の変化

に伴ったインテグリン発現の変動をありのままに観察することができるという

利点をもつ一方で、複数のインテグリン分子の発現が変動した場合、細胞の表

現形変化に対してどのインテグリン分子の発現変化が最も重要であったのかを
同定し難いという問題があった．

また、これとは別の戦略として、インテグリンの発現を遺伝子の改変により

変化させた癌細胞やマウスを用いて、腫瘍原性や転移性に対するインテグリン

発現の影響を調べる研究も行われている・インテグリンα2サブユニットをコ
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ードするcDNAを横紋筋肉腫細胞にトランスフェク卜した細胞を用いて、ヌー

ドマウスにおいて実験転移を行うと、血行性転移が増大する（22）．α4cDNAを

トランスフェク卜したC＝0細胞を用いてヌードマウスにおいて実験転移を行

うと、骨転移が生じる・また、この骨転移は、癌細胞上のα4β1と骨髄ストロ

ーマ細胞上のVC旭－1との相互作用によって生じると推測されている（23）．

CHO－Kl細胞は、インテグリンの中でも主にα5β1を発現している細胞である

ため（未発表）、外来性に発現させたインテグリン分子が、内在性のインテグ

リンと干渉しにくいという利点を持っている・今回我々は、α印1を様々なレ

ベルで発現するCHO細胞のトランスフェクタントを作成し、ヌードマウスに

よる自然転移実験を行った・実験に際して、特に腫瘍細胞におけるα5β1の発

現量の変化にともない、特定臓器への転移率がどのように変動するかという点
に着目した．
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材料と方法

細胞と培養条件

Chinesehamsterovary由来のBbrosarcomaであるCHO－Kl細胞を、親株とし

て使用した（jUCC，ⅥUSA）・CHO－B2細胞は、インテグリンα5β1を発現し

ているCHO－Kl細胞から選抜されたα5欠失変異体である（24）・SRαpromoter

（25）の下流に連結されたヒトα5cDNAをインサートにもつpBJ－1ベクターを

用いて、トランスフェクタントを作製した・α5発現細胞は、フローサイトメ

トリーによるソーティングとジェネチシン（G418，SIGMA－JAPAN）耐性を指標に

選抜した・α5B2細胞は、α5／PBJ－1ベクターをCHO－B2細胞にトランスフェ

ク卜したものである・α5CHO細胞は、α5／PBJ－1ベクターをCHO－Kl細胞にト

ランスフェク卜したものである0α5B2F187A細胞は、フィブロネクチンに対す

る接着に重要であるα5鎖の187番目のフェニルアラニンをアラニンに置換

した変異をもつα5cDNAを導入したトランスフェクタントである．細胞は、

10％牛胎児血清（柑S，大日本製薬）、50unib血1ペニシリンー5町帽血1スト

レプトマイシン（GIBCO，NY，USA）を含むグルベッコ変法イーグル培地

（DMEM，日本製薬）を用いて、10％Cq存在下で錐持した．

フローサイトメトリー解析

1％FBS、0・03％アジ化ナトリウムを含むDMEMに懸濁した細胞に、抗ヒ

ト〃＼ムスターα5モノクローナル抗体（K耶2）を4。cで30分反応させた．

上記のDMEMで細胞を洗浄した後、FITC標識抗マウスIgG抗体（D砿0，

Copenhqgen，Denmark）を40cで30分反応させた・再度、細胞を洗浄した後、

DMEMに懸濁しFACSCalibur（BDBiosciences，CA，USA）を用いて解析した．

免疫沈降とイムノブロット

細胞表面蛋白質をEZ－LinkSulfo－NHS－Biotin（PIERCE，ILUSA）キットのプロ

トコールに従って、ビオテン化した・蛋白質を可溶化バッファー（10mMT†is

PH7・5，150mMNaCl，1mMEDTA，1％Ttiton，1mMphenylmetylsulfbnylfluoride，お

よび1m如11P甲SbtheA）に溶解した・溶解物に抗α5モノクローナル抗体

（KH72）80倍希釈を40cで4時間作用させた後、PrOteinG－SePharose

（PharmaCiaBiotech，Uppsala，Sweden）を4。cで4時間作用させた．ビーズを

可溶化バッファーで3回洗浄し、サンプルバッファーに懸濁した後1000cで5
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分間加熱した・サンプルをSDS－7・5％ポリアクリルアミドゲルで電気泳動し、

ニトロセルロースメンプレンに転写した・メンプレンを5％スキムミルクに

40cで一晩浸漬した後、horseradishperoxidase標識ストレプトアピジン（D砿0，

Cope血喝en，n訊mark）3000倍希釈を室温で4時間作用させた・メンプレンを

3回洗浄した後、陽性シグナルをECLキット（Anersham，Uppsala，Sweden）を
用いて検出した．

ヌードマウスを用いた自然転移モデル

ヌードマウス（BA柑他nNC巾u加，4週齢，メス）1匹あたり、1Ⅹ106個の

細胞をマウスの背側皮下に接種した－1週間に2回の割合で皮下に形成され

た原発巣の長径、短径、および高さを測定し、（長径）Ⅹ（短径）Ⅹ（高さ）Ⅹ0．52

式を用いて体積を算出した・腫瘍からの出血によるマウスの死亡を避けるため

に、原発巣の体積が2500から3500mm3に達した時点で、原発巣を切除した．

接種後7から8週経過した時点で、マウスを屠殺し転移臓器を検索した．ま

た、接種後5日経過したマウスにGRGDSまたはGRGESペプチドを20

mg耽gの濃度で1日おきに接種し、転移抑制実験を行った．

組織学的解析

解剖したマウスから肺と腎臓を摘出し、10％ホルマリンで固定した・組織を

パラフィン包埋した後、6岬厚の切片を作成した・この切片をへマトキシリ

ン・エオジンによって染色し、顕微鏡下で転移の有無を検索した．

接着実験

10叫離山の濃度でPBSに懸濁したフィブロネクチンを、96ウェルプラスチ

ックプレートの各ウェルに加え、370c、2時間インキュべ－卜することによ

ってコートした・フィブロネクテン溶液を吸引後、3％BSAを加え1時間イ

ンキュベー卜し、細胞の基質に対する非特異的接着を阻害した・ネガティブコ

ントロールとして、3％BSAを使用した・BSA溶液を吸引後、0．1％BSA含

有無血清DMEMに懸濁した細胞を、1ウェルあたり5Ⅹ104個加え、37。cで

1時間インキュベー卜した・DMEMを除去した後、0・04％クリスタルバイオ

レット溶液を加え、室温で10分間インキュベー卜した・各ウェルをPBSで

3回洗浄した後、血0成一100を加え、細胞内に取り込まれたクリスタルバイオ

レットを培養液中に溶出させた・DWで溶液を希釈した後、550nmの吸光度を
測定した．

20



細胞伸展実験（CellSpreadhgAssay）

10けかIllのフィブロネクチンを用いて上記と同様の方法でコートした96ウ

エルプラスチックプレートに、0．1％BSA含有無血清DMEMに懸濁した細胞

を1ウェルあたり5Ⅹ103個加え、370cで3時間インキュベー卜した．顕

微鎮下でスライドフイルムに撮影した画像をコンピューターに取り込み、NIH

image（NationalInstitutesofHealth，MD，USA）画像解析ソフトウェアを用いて、

細胞接着により伸展した面積を算出した・3％BSAを用いてコートした場合を、

ネガティブコントロールとした．

遊走実験

可溶性フィブロネクチンに対する細胞の遁走能を、multiwenBoydenchambers

（Neuro Probe，MD，USA）を用いて評価した・ポリカーボネートメンプレン

（poresize8岬1）を10LAghnlの濃度でPBSに懸濁したフィブロネクチン溶液

中に室温で30分間浸漬した後、風乾した・メンプレンをチャンバーにセット

した後、チャンバーの下層にケモアトラクタントとして、10匹g血11のフィブロ

ネクチンを懸濁した0．1％BSA含有無血清DMEMを加えた．フィブロネク

チンを含まない0．1％BSA無血清DMEMで満たしたウェルを、ネガティブコ

ントロールとして使用した・チャンバーの上層には同様の無血清DMEMに懸

濁した細胞を、1ウェルあたり2Ⅹ104個加えた．チャンバーを37。c、5％

Cq下で3時間インキュベー卜した後、メンプレンの上面に残った細胞を綿棒

で除去した・メンプレンをホルマリンで固定し、へマトキシリン染色を行った．

メンプレンの下面へ抜けた細胞数を、顕微鏡下で計測した．

組織を用いた接着実験

細胞の腎組織に対する接着性を検討するために、StanlPerWoodruffassayを行

った（24）・マウスから摘出した腎臓を、迅速に液体窒素で凍結し、1回の実験

において同じ腎臓から作成した10Ⅱ皿厚の連続切片を、スライドグラスにマウ

ントしたものを使用した．ベクターをトランスフェク卜したCHO＿B2および

α5B2細胞106個を、1mlの10％FBS含有DMEM　に懸濁し、1mM

BCECF－AMDMSO溶液（WakoPureChemicalIndustries，ud．）3LLlを加え、室温

で30分インキュべ－卜し細胞を蛍光標識した．過剰なBCECFをPBSで洗

浄し、細胞を10mMHEPES（pH7．4）に懸濁した．1xlO6細胞血1HEPESの

濃度で懸濁した細胞に対し、200pghnlのGRGDSまたはGRGESペプチドを
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予め40c、30分作用させた・細胞懸濁液10叫1を、ワックスペンで囲んだ組

織切片上に加え、低回転（60rpm）の遠心下で室温、30分間インキュべ－卜し

た・結合しなかった細胞をPBSで洗浄した後、3％グルタールアルデヒドで

固定した・組織切片をpropidiumiodideによって核染色し、PBSで洗浄した．

切片を風乾し、糸球体に結合している細胞数を共焦点レーザー顕微鏡（uM－
GB200，OLYM『US）を用いて計測した．

統計解析

ヌードマウスによる転移実験において、細胞間の転移率の有意差を検定する

ためにx2検定を用いた・接着実験における統計解析には、KruSkalWa11is

ANOⅦを用いた．．ア＜0．05を有意とみなした．
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結果

各CHO細胞におけるα5の発現量

CHO－Kl細胞、α5欠失変異体および、α5トランスフェクタントにおけるα5

の発現量を、フローサイトメトリーを用いて解析した（Fig・1，可．α5サブユニ

ットと結合することが知られているβサブユニットはβ1のみであるため、フ

ローサイトメトリーを用いて調べたα5の発現量を、α5β1の発現量とみなす

ことができる・CHO－Kl細胞にα5cDNAをトランスフェク卜したα5CHO

細胞が、最も高いα5β1の発現量を示した・CHO－B2細胞にcL5cDNAをトラ

ンスフェク卜したα5B2細胞は、内在性のレベルでα5を発現しているCHO＿

Kl細胞よりも高い発現量を示した．α5欠失変異体であるCHO－B2細胞は、

α5を発現していないことが確認できた．α5分子内にアミノ酸置換をもつ

α5B2F187A細胞は、α5B2細胞とはぼ同じレベルのα5発現量を示した．外来

性のα5サブユニットがCHO細胞に内在性のβ1と細胞膜上で結合している

かどうかを調べるために、ピオテン化した細胞表面蛋白質に対して抗α5モノ

クローナル抗体を用いて免疫沈降を行った．沈降した蛋白質をSDSポリアク

リルアミドゲル電気泳動した結果、C＝0－B2以外の細胞で150kD（α5）と100

kD（β1）のバンドを検出した（Fig・1，b）．α5欠失変異体であるCHO－B2細胞で

は、100kD（β1）のバンドは認められなかった・これは、外来性のヒトα5サ

ブユニットがβ1と細胞膜上で特異的に結合していることを意味する．

加vル0における原発巣の増殖と血vわりにおける細胞増殖

細胞をヌードマウスに皮下接種した後、腫瘍のサイズを1週間に2回計測

した（Fig・2，可・原発巣の増殖速度に関しては、以前に報告されたとおりCHO

細胞におけるα5の発現量と逆相関性を示した（27）．すなわち、α5の発現量が

高いほど、腫瘍の増殖性は遅くなった．α5β1の発現量が最も高いα5CHO細

胞は、原発巣自体を形成しなかった・これは、遅い増殖性を示す細胞は、Tリ

ンパ球以外の好中球やナチュラルキラー細胞の攻撃により細胞死に至る細胞の

割合が、増殖細胞の割合よりも優位になるためではないかと考えられる．一方、

加vゎにおいて細胞増殖性を検討した結果、α5の発現が高い細胞はど増殖性

が遅くなるという玩v～voと同じ結果が得られた（未発表）．

ヌードマウスにおける自然転移モデルを用いた転移臓器の検索および転移率の
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変化

腫瘍細胞におけるα5の発現量が転移臓器や転移率にどのように影響するか

を明らかにするために、ヌードマウスにおける自然転移モデルを用いて各CHO

細胞の転移臓器および転移率を調べた（恥blel）・肺転移はα5CHO細胞以外の

すべての細胞を接種したマウスにおいて高頻度に見られ、CHO－Kl（mock）細胞

で100％、q5欠失変異体であるCHO－B2（mo叫細胞で90．4％、α5トランス

フェクタントであるα5B2細胞で89・4％であった・このように、本実験系に

おける肺転移率は、α5の発現量の変化に関連して変動していないことから、

CHO細胞に発現しているα5β1とフィブロネクチンの相互作用の結果生じた

可能性よりも、毛細血管へ細胞が物理的に捕捉されたために生じた可能性が高

いと考えられる・副腎とリンパ節への転移率は、いずれの細胞においても0か

ら30％という低頻度であった・これらの部位への転移率は、各CHO細胞間

におけるα5の発現量の変化とは無関係であった・一方、腎臓への転移率は

α5の発現量の変化と一定の規則性が認められた．α5を発現していない

CHO－B2細胞とα5分子内にアミノ酸置換をもつα5B2F187A細胞を接種した

ヌードマウスでは、腎転移は認められなかった・α5β1を内在性に発現してい

るCHO－Kl細胞を接種したヌードマウスでは、22・7％から27．7％の割合で

腎臓に転移が認められた・CHO－Kl細胞よりα5の発現量が高いα5B2細胞

を接種したヌードマウスでは、30から50％の高頻度で腎臓への転移が観察さ

れた・最もα5の発現量が高く最も遅い増殖性を示すα5CHO細胞を接種し

たマウスでは、原発の皮下腫瘍自体が形成されなかったため、転移も生じなか

った・これらの結果は、ヌードマウスにおいて見られた腎転移が、腫瘍細胞に

発現しているα5β1と腎臓内に存在するフィブロネクチンとの相互作用によっ

て生じた可能性を示唆する・さらに、α5B2細胞をマウスへ皮下接種した後、

尾静脈からの定期的なべプチド投与を伴う転移抑制実験を行？た・GRGDSペ

プチド投与群における腎転移率は10％であったのに対して、コントロールで

あるGRGESペプチド投与群における腎転移率は42．1％であり、GRGDSペ

プチド投与により有意に腎転移形成が抑制された（p＜0・05）．また、GRGDSペ

プチド投与は、腎臓以外の臓器への転移率に対して影響を与えなかった．これ

らのことから、α5B2細胞に発現しているα5β1と腎臓内のフィブロネクテン

との接着が、腎転移形成に重要な役割を果たしていると考えられた．

ヌードマウスにおける腎転移の解剖学、組織学的所見

腎転移を形成したヌードマウスを、肉眼解剖した状態をFig．3，aに示した．
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矢頭はα5B2細胞を接種したヌードマウスの右側腎臓に形成された転移巣を示

している・さらに、写真のマウスには、右側副腎への転移も認められる．腎臓

内へ侵入した細胞が、最初に腎臓のどの部位に留まって転移巣を形成し始める

のかを明らかにするために、腎臓から作成した組織切片をへマトキシリン・エ

オジンで染色し、微小転移の形成部位を検索した．腎転移が認められたすべて

のヌードマウスにおいて、腎転移は腎臓の皮質領域に形成されていた（Fig．3，b

矢野・さらに、皮質鎮域の微小転移を検索した結果、発見できた微小転移はす

べて糸球体に認められた・このことから、本実験で見られた腎転移は、CHO細

胞に発現しているα5β1と腎臓の糸球体内に存在するフィブロネクチンの接着
によって生じた可能性が高いと考えられた．

CHO細胞のフィブロネクチンに対する接着能および遁走能

ヌードマウスにおいて見られた腎転移の成立過程において、各細胞がフィブ

ロネクテンに対して示す接着性と遁走性のどちらが重要な要素であったのかを

推測するために、加v加の系を用いて細胞のフィブロネクチンに対する接着能

と遁走能を評価した・フィブロネクチンをコートした96ウェルプラスチック

プレートを使用して接着実験を行った結果、α5β1を発現していないCHO＿B2

細胞とα5分子内にアミノ酸置換をもつα5B2F187A細胞がフィブロネクチン

に対して接着性を示さなかった．その他の細胞ではα5β1の発現量の増大に

比例して、接着能の先進が見られた（Fig・4，a）・細胞伸展実験においても、α5β1

の発現量の増大に比例して、細胞のフィブロネクチンに対する接着面積が増大

するという同様の結果が得られた（Fig・4，b）・原発巣から離脱した腫瘍細胞が侵

入する血管の血清中には、30叫如11という高濃度の可溶性フィブロネクチンが

存在することが知られている（28）．各CHO細胞が可溶性フィブロネクチンに

対して示すケモタキシス能を評価することによって、腫瘍細胞におけるα5β1

の発現量が細胞の血管侵入に及ぼす影響をある程度推測できると考え、細胞遊

走実験を行った・その結果、細胞の接着、伸展実験の場合と異なり、内在性の

α5β1を発現するCHO－Kl細胞が、フィブロネクチンに対して最も高い遁走性

を示した（Fig・4，り・このことは、基質上での細胞の移動速度は、前方での基質

に対する細胞接着を伴うフィロボディア、ラメリボディアの伸展と、後方での

基質からの脱着という相反する2つの出来事の相互作用によって規定されると

いう報告と一致する（29，30，31）・腎転移率は、原発巣を形成しないα5CHO細

胞以外の細胞において、CHO細胞のフィブロネクテンに対する遊走能の変化よ

り、むしろ接着能の変化に比例して変動していることが明らかとなった．
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α5B2細胞の腎臓組織切片に対する接着とGRGDSペプチドによる接着阻害

腎転移が、主にC＝0細胞上のα5田と糸球体内のフィブロネクチンとの相

互作用によって生じたものであるのかどうかを検討するために、液体窒素によ

り凍結した腎臓から作成した切片を用いて接着実験を行った．実験の結果、皮

質領域内において糸球体に対する腫瘍細胞の接着以外に尿細管に対する接着も

認められた・動物を用いた転移実験では見られなかった尿細管に対する接着が

生じた原因は、腫瘍の転移過程における接着が、本来血管を経由した細胞によ

って起こる現象であるのに対して、本実験では組織上に直接細胞を播いたこと

に帰因すると考えられる・従って、糸球体に接着したα5B2細胞の数のみを計

測することによって、細胞の接着性を評価した．共焦点レーザー顕微鏡下で撮

影した腎組織上における細胞接着の様子を、Fig．5，Aに示した．また、糸球体1

個あたりの接着細胞数を、Fig・5，Bに示した・実験の結果、α5β1を発現して

いないCHO－B2細胞が糸球体に対する接着性を示さなかったのに対して、α5β1

を発現するα5B2細胞は有意に接着性の克進を示した．また、α5B2細胞の糸

球体に対する接着は、ネガティブコントロールであるGRGESペプチド添加に

よって変化しなかったが、GRGDSペプチド添加によって有意に抑制された

¢＜0・0001）・これらの結果から、マウスによる転移実験において認められた糸球

体の微小転移は、腫瘍細胞が発現しているα5β1と糸球体内のフィブロネクチ

ンとの相互作用の結果生じたものであることが強く示唆された．
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Fig・3Macroscopicandmicroscopicfindingsofthekidneymetastasisshowninnude
mousein∝ulatedwithcL5B2ceus・a・Anudemousewiththekidneymetastasiscausedby
α5B2inoculadon．Anarrowheadshowsthemetastasissiteintherightkidney・thismouse

alsohadtheadrenalmeta＄taSis・b，＝ematoxyhnLand－eOSin（肛）－Stainedsectionoftun！Or

（amwhead）inthekidney・AukidneymetastasesWerefbundinthekidneycortexreg10n・

c，肛stainedsectionofmicrometastasis（arrowhead）developedinthekidneyglomerulus・
ThelowerglomerulusformedamicrometastasissitecausedbycL5B2whereastheupper

glomeruluswasnormal・
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Flg・4・AdhesionandmlgrationofCHOcellstonbronectin・a，Adhesionassaysdemonstratlng

adhesionactivitiestonbronectinofeachCHOcelldependedonα5expressionlevel．5xlO4

Cells／wellinserum－freeDMEMcontainingO・1％BSAwereplatedonnbronectin（10pg／ml）and

incubatedfbrlhrat370C・Cellsbindingtonbronectinwhichwerestainedwithcrystalviolet

WereaSSeSSedbymeasurlngOPticaldensltyat550nm・Resultsareexpressedasthepercentage

COmParedwithCHO－Kl（mock）・Eachvalueisthemean±S・E・Oftriplicatedatarepresentative

fbrthreeindependentexperiments・b，SpreadingassayquantifyinglnCreaSedbindingareaincell
adhesiontonbronectincomparedwithcellspreadingonBSA．EachcellinserumfreeDMEM
COntainingO・1％BSAwereplatedonnbronectin（10い′g／ml）andincubatedfbr3hrat370C．

Eachvalueisthemean±S・E・Of20cellsrandomlyselected・Thesameresultswereobtainedin

twoindependentexperiments・C，Boydenchamberassayevaluatlngmlgrationactivityofeach

CHOtosolublenbronectin・ChamberwithlO5cells′wellintheupperchamberandlOug仙
nbronectininthelowerchamberwasincubatedfbr3hrat370CinlO％CO2．Thenumberof

CellsmlgratlngtOthelowersideofthenlterwasassessedaspercentagecomparedwithCHO－Kl

（mock）・Eachvalueisthemean±S・E・Oftriplicatedatarepresentativefbrthreeindependent
experiments．
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section．105cells／sectionwereincubatedfor30minwithgentlerotation・a・CHO－

B2cells（yellowspots），CL5defecdvemutant，Slighdyadheredtotheglomerulus（red

spots）・b，CL5B2cellswhichwereα5transfectantseffectivelyadheredtothe

glomeru1us・C，AdhesionofcL5B2cellstotheglomeru1uswerenotchangedby
administrationof200匹g／mlGRGESpePtide・d，AdhesionofcL5B2cellstothe

glomeru1uswasinhibitedbyadministrationof200pg／mlGRGDSpeptide・B・Ce11
numberperglomeru1us（n＝20）・NotethatadhesionofcL5B2cellswithGRGDS
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treat靴叫★匹0・0001）・
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考察

本研究において、我々はα5β1インテグリンを様々なレベルで発現するCHO

細胞を作成し、癌細胞におけるα5β1の発現と転移の臓器特異性の関係を調べ

た．これまでにも、癌細胞に発現するα5β1の腫瘍原性または転移性に対する

影響に関しては、幾つか報告されてきた．癌細胞上のα5β1の発現量は、腫瘍

原性と逆相関性を示す（27，32）．さらに、p53をノックアウトすることにより腫

瘍を自然発生させたマウスにおいて、さらにα5を欠失またはフィブロネクチン

を欠失させても、腫瘍原性および転移性に変化は認められない（33）．しかしな

がら、α5を癌細胞に過剰発現させた場合に、転移性がどのように変化するのか

という点に関しては未だに不明であった．さらに過去の報告から、癌細胞にお

けるα5β1の発現によって、癌細胞の表現形は正常様に近づくため、癌の転移

過程においてもおそらく　α5β1発現の影響は少ないであろうと考えられてきた．

従って本研究では、特にα5β1を様々なレベルで過剰発現させた細胞を用いて

転移実験を行った場合に、転移率がどのように変化するのかという点に着目し

て実験を行った．我々は、ここに癌細胞におけるα5β1の発現が、腎転移の形

成に関わっていることを報告した．α5B2細胞をヌードマウスに皮下接種した

転移実験において認められた腎転移と、α5B2細胞を腎臓組織切片上に接着させ

た接着実験において見られた糸球体への細胞接着は、GRGDSペプチド投与によ

って、GRGESペプチド投与時と比較して有意に抑制された．GRGDSペプチ

ドは、本来α5β1とフィブロネクチンの接着のみを阻害するペプチドではない．

しかし、CHO細胞は、主にα5β1を発現しており、その他のインテグリンにつ

いてはほとんど発現していない（未発表）．また、RGD配列はフィブロネクチン

だけでなくピトロネクチン、ラミニン、コラーゲンなどにも認められる配列で

あるが、これらのマトリックス蛋白質の中でα5β1のリガンドとしてはフィブ

ロネクチンのみであることが知られている．従って、本実験において　GRGDS

ペプチドは、フィブロネクチンとCHO細胞上のα5β1の接着を特異的に阻害

したと考えられる．また、血流の点から考えると、腎臓には心臓から全身へ向

かって流れる血液量の25％が流入するため（34）、血液中に入り込んだ癌細胞の

多くが、腎臓内の糸球体に存在する毛細血管と相互作用すると思われる．この

ことは、ヌードマウスで見られた腎転移が、糸球体毛細血管へ物理的に捕捉さ

れることによって生じた可能性があることを示唆する．しかしながら、本実験

で使用したCHO－B2細胞は、α5β1インテグリンを発現しておらず、ヌードマ
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ウスにおいて腎転移を形成しなかった．このことからも、糸球体に認められた

微小転移は、主に癌細胞に発現するα5β1と糸球体中に存在するフィブロネク

チンとの接着によって生じたことが推測できる．

自然転移実験において、α5β1を発現していないCHO－B2（mo戊）細胞と、最

も高い発現レベルを示すα5CHO細胞を接種したヌードマウスでは、腎転移の

形成が認められなかった．一方、2番目に高い発現量を示すα5B2細胞を接種

したマウスで40％、内在性のα5β1のみを発現するCHO－Kl細胞で25％の

割合で腎転移の形成が認められた（Tablel）．このことから、癌細胞が転移巣を形

成するのに適したインテグリンの発現量が存在することが示唆された．原発巣

では、α5β1の発現量が低い癌細胞が、より早い増殖性を示すため、α5β1の発

現量が低いことは転移巣の形成にも優位に働くように見える．しかしながら、

一旦癌細胞が血管内へ侵入すると、α5β1の発現量がより高い癌細胞の方が、フ

ィブロネクチンに対して容易に接着するため、転移巣を形成しやすいのではな

いかと考えられる．これらの現象の相互作用の結果、癌細胞におけるα5β1の

発現量と腎転移率の関係が、二相性を示したのかもしれない．これらのことか

ら、将来的に臨床において、RGD関連ペプチドや低分子化合物を用いてインテ

グリンをターゲットとした抗転移治療が行われる場合、癌細胞の細胞外マトリ

ックスに対する接着を完全に阻害することが重要であると考えられる．不十分

な接着阻害では、癌の転移を促進する可能性もあり得る．

癌細胞は、腎臓の糸球体中のフィブロネクチンとどのようにして相互作用す

るのであろうか．糸球体の血管基底膜に限らず、一般的に基底膜中のマトリッ

クス蛋白質のうち主要なものは、コラーゲン、ラミニンでありフィブロネクチ

ンは大量には存在しない（35）．従って、α5β1を発現するCHO細胞が、転移形

成過程において糸球体の血管基底厳に直接接着することには困難があると思わ

れる・糸球体の毛細血管は、一般的な血管と異なり特徴的な構造をしている．

一般的な血管では、1本の血管の外周を1枚の基底膜が覆っているのに対して、

糸球体中の血管では複数の血管を束ねるように1枚の基底膜が存在している

（36）．また、基底膜によって束ねられた血管の中心部にはメサンギウムと呼ば

れる細胞が存在し、周囲にフィブロネクテンを豊富に含むマトリックス蛋白質

を産生していることが知られている（37）．従って、糸球体の血管内に存在する

癌細胞は、基底膜を浸潤することなく、内皮細胞のみを通過するだけでメサン

ギウム細胞が産生するフィブロネクチンと容易に接触することができると考え

られる．一方、肺、副腎、およびリンパ節への転移率は、CHO細胞におけるα5

発現量の変化とは無関係であるように見える．これらの臓器では、毛細血管ま
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たはリンパ管への癌細胞の物理的な捕捉に加えて、癌細胞が発現するα5β1以

外のインテグリンまたはインテグリン以外の分子の関与によって、転移が成立

しているのかもしれない．

結論として、我々は本研究において癌細胞が発現するα5β1の発現量の差異

によって、腎転移率が二相性の変化を示すことを見いだした．臨床において、

腎転移は現在、疾患者に生じる転移において必ずしも頻繁に見られる転移では

ない■　しかしながら、現在比較的頻繁に見られる骨や肝臓、肺、脳といった腎

臓以外の臓器に対する転移の抑制、および治療成績の向上によって、将来的に

は腎転移を抑制する必要性が高くなる可能性は十分にあり得ると考える．
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