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骨軟部悪性腫瘍細胞 に お け る高肺転移能 の 獲得と

そ の 性状変化 に 関す る研究

金沢大学医学部整形外科学講座 ( 主 任: 宮 田 勝郎教授)

大 野 賢 朗

骨軟部悪性腫瘍細胞に お け る肺転移細胞 の 性状を 解明 す る目 的で
, 肺転移能を 有する P O S -1 細胞と H T -1 0 80 細胞か ら

ヌ
ー

ド マ ウ ス を 用 い て 継代選択し て 高肺転移細胞 を樹立 した . 5 x l O
5

個の 各腫瘍細胞 を犀静脈よ り注入 して 肺転移結節数 を計

測 した と こ ろ , 継代選択 を重ね る に つ れ て 肺転移結節数は 著 明に 増加 した . 各腫瘍細胞 と継代肺転移細 胞の 増 殖率 に つ い て
,

腫瘍紬胸 を ヌ
ー ド マ ウ ス の 背部皮下に 移植 L て推定腫瘍重量 を算定 した 場 合と

,
3 -

(4 , 5- ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ルー2 イ ル)-2 ,
5 一 ジ

フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド(3-(4 ,
5-d i m e th ylth i a z oト2 -

yl)
- 2

.
5- dip h e n ylt e tr a z oli u m b r o mi d e , M T T ) 比 色法を 用い た増

曲線に 差は 認め られ なか っ た . M T T 上ヒ色法 を 用 い た抗癌剤感受性試験で は , 両継代肺転移細胞に お い て シ ス プ ラ チ ン に 対す

る感受性に
一 定の 傾 向は 認め られ なか っ た が

,
ア ドリ ア マ イ シ ン に 対する感受性 に は有意な 耐性傾向が 認め られ た . ト ラ ン ス

ウ ニ ル を用 い た 浸潤能 の 検討 で は , P O S -1 細胞 が 継 代選択 を 重 ね る に つ れ 時間 依存 性 に 浸潤能 を 上 昇 さ せ た の に 対 し
,

H T -1 0 8 0 細胞 で は 浸潤髄に 変 化が なか っ た . 腫瘍細胞培養液中の ゼ ラ チ ン 分解活性 は継代選択 された 腫瘍細 胞で は活性値 が上

昇し て い た が
, 肺転移能の 上昇 に 対 L て は相関関係が なか っ た . また ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲ ル に 非還元 状態 で電 気泳動す

る と
,
H T-1 0 8 0 細 掛 こは マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア q ゼ 9 ( m a tri x m et all o p r ot ei n a s e 9

, M M P-9) ( 9 2 k D a ゼ ラ チ ナ ー ゼ/ Ⅳ型

コ ラ ゲナ ー ゼ) と M M PT2 (7 2 k D a ゼ ラ チ ナ ー ゼ/ Ⅳ型 コ ラ ゲナ ー ゼ) の 外に
, 新た に 継代肺転移細胞 に M M P-3 ( ス ト ロ ム ラ イ シ

ン) の バ ン ドが 観 察 され た . 同 じ培 養液を1 0 倍 に 濃 縮 し て M M P-3 と 組織 由来 メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ
ー

( tis s u e

i n hibit o r of m e t all o p r o t ei n a s e s
,
T I M P ) を 定量す ると

,
TI M P の 量は ほ ぼ

一

定 に もか かわ らず M M P-3 の 量は 5 ～ 1 0 倍に も増

加した . こ れ らの 結果か ら, 骨軟邪悪性腫瘍細胞 は肺転移能 に お い て ほ 不均 一

な細胞 集団 よ り成 り立 っ て い ると 同時に
, 肺転

移能が 上 昇 L た 原因と L て P O S ql 細胞で は浸潤能 の 上昇 が強 く関与 して い る と 考え られ た . L か し H T-1 0 8 0 細胞で は そ の 浸

潤能 に 特徴的な 変化が認め られ なか っ た こ と か ら , 段階 的な 肺転移上 昇と 必ず しも相関し な い なが らも細胞外 マ ト リ ッ ク ス 分

解能 の 克進が 肺転移上 昇の
一

つ の 要因 と な っ て い る と推定 され た .

K e y w o r d s b o n e a n d s oft -

ti s s u e s a r c o m a
,

m e t a St atic p o t e n ti al
,
i n v a sio n

,
m e t all o p r ot ei n a s e

,

C h e m o s e n siti v it y

近年種 々 の 抗が ん剤 の 開発な らび に 癌化学療法の 進 歩は め ざ

ま し く 一 骨肉腫 を は じめ と した藩性骨軟都度瘍の 治療 成績の 向

上 に も著 しい もの が ある . L か し肺転移に よ り死 に 至 る予後不

良例も多く .
そ の 臨床治療 成績 は な お満 足で き る も の で は な

い
, 癌細胞の 血行性 転移ほ

. 原発巣か らの 細胞遊離 に 始ま り脈

管を介 して の 移動 , 特定臓器の 脈管 へ の 定着, 浸潤 , そ の 臓器

内に おけ る増穂と い う複雑な 過程 を と る . 従 っ て 痛細胞が 転移

を 形成す るた め に は
, 多く の ス テ ッ プをく ぐりぬ けな け ればな

ら ない . 痛ほ 転移能に お い て不 均 一 な細胞集団で あり
,

こ の 性

質ゆ えに 治療に 抵抗 し
,

か つ 悪性 化の 道を た どる と考 え られて

い る
t -

.

1 9 6 9 年 R y g a a r d お よび P o v Is e n
2一

が
,

ヒ ト 大腸癌阻織 の ヌ
ー

ド マ ウ ス 皮下 へ の 移植 に 成功 して 以来, 多くの 報告者 に よ ウ ヒ

ト痛可移植嫌 が作 られ 研究 されて きた . 1 9 7 3 年に Fid l e r
帥

ほ
,

B 1 6 メ ラ ノ ー マ 細胞を マ ウ ス 犀 静脈 内移植 して 形成さ れ た肺転

移結節を 継代選択 (i n v i v o s el e c ti o n ) する こ と に よ り 高転移性

細胞 (B 1 6- F l O) を 分離樹立 し た . こ の 方法で 得 ら れ た細胞は
,

安定 した 高い 転移能を 有 して お り
,

か つ 臓器 選択性を も兼ね備

え て い ると 考え られ て い る . し か L なが ら骨軟部腫瘍細胞株で

は 同 じ細胞株か ら高肺転移細胞 を 作製 し , 転移に つ い て 比較検

討 した 報告は な い .

そ こ で今回 著者は
, 骨 軟部悪性腫瘍細胞 を用 い て ヌ ー ド マ ウ

ス の 尾静脈に 注入 する 実験的肺転移モ デル を作成 し
,

そ の 転移

結節か ら得 られ た 細胞を 用い て 再度同様 な操作を 繰 り返す継代

選択 を行 う こ と に よ rフ段 階的に 肺転移能 の 増強 した 高頻度肺転

移細胞株を 作成す る こ と に した . そ し て 親細胞 と各継代肺転移

細胞 の 増穂能 , 抗癌剤感受性の 差異, 転移能 お よ び浸潤能に つ

い て 検討を 加 え る こ と に よ り月斬こ転移す る細胞特性の 解明を 試

平成 5 年 6 月1 1 日 受付 , 平成 5 年7 月1 3 日 受理
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高肺転移能の 獲得と そ の 性状変化

み た .

材料お よび方 法

Ⅰ . 材 料

培 養 細 胞 は
,

ヒ ト 骨 肉 腫 細 胞 株 (o s t e o g e ni c s a r c o m a

T a k a s e
,
O S T ) ( 当教室 に て 樹立

51

) , H O S , M N N G- H O S
6)
( 大日 本

製薬 , 大坂) ,
ヒ ト線維肉腫細脚 軒( H T→108 0) , 神奈川 県立 がん

セ ン タ
ー

よ り供与 され た マ ウ ス 骨 肉腫 細胞株 (P O S-1) を 用 い

た . 各細胞株 は R P れ什16 4 0 培地 ( 日 水製薬 , 東京) に 56 ℃ で

30 分間加 温 し非動 化 し た 1 0 % 仔牛 胎 児 血 清 ( H a zl et o n
,
S t ･

L e n e x a
,
U .S . A .) と 1 % ペ ニ シ リ ン ･ ス ト レ プ ト マ イ シ ン

1 0 ,
0 00 単位 (Gib c o

,
N e w Y o r k , U .S . A ･) を加 えた 組織培養液を

用 い て
,

37 ℃ ,
ト 7 .5 % C O 2

,
水蒸気 飽和 の 状態 で 単層 培養 し

た . 実験に 用 い る ヌ ー ド マ ウ ス は 日 本 ク レ ア ( 東京) よ り購入 し

た B A L B/ C , n u/ n u
,

6 ～ 8 週令の 雌を 剛 ､ て
,
特定の 病原体

に 感染され て い な い ( s p e cific p a th o g e n-f r e e) 状態で
, 室内温 度

25 ℃ に 保持 し, 放射線滅菌 した 水 と飼料を 与え た ･

Ⅲ . 各腫瘍細胞に お け る肺転移形成の検討

各細 胞株 を 150 c m
2

の 培 養 フ ラ ス コ ( B e c t o n Di c ki n s o n

L a b w a r e
,
N e w J e r s e y ,

U .S . A .) で 単層培 養し , ほ ぼ 細胞過密状

態と な っ た 時点で 0 ･1 6 M 燐酸緩衝 生理 食塩 水 (p h o s p h a t e
- b u-

ff e r e d s ali n e
-
P B S ) ( 日 水製薬) で 洗浄 し ,

0 ･0 5 % の ト リ プ シ ン

(G ib c o ) で細胞を は が した 衡 ハ ン ク ス 液 ( 日 水製 薬) で 2 回

洗 っ て 単細胞浮遊液 と した . 血 球計算板( ト マ
,
東京) で生細

胞数を算定 した後 ,
1 ×1 0

6

個の 細胞浮遊 ハ ン ク ス 液 0 ･2 m l を作

成し27 ゲ ー ジの 注射 針を用い て ヌ
ー

ド マ ウ ス の 尾静脈 内に 注入

した . 各細胞株に つ き4 匹 づ つ 1 週 毎に 屠殺 し
, 計4 週間行 っ

た .
W e xl e r 法

8
七 従 っ て 気管か ら18 ゲ ー ジの 注射針 を使 っ て 染

色液 と し て イ ン デ ィ ア イ ン ク (P elik a n , P o d bi el s ki s tr a s s e ･

G e r m a n y) , 蒸留水
,

ア ン モ ニ ア 水 ( 丸石製薬 , 東京) を注入 し
･

フ ィ
ー ケ ッ

ツ 液 [70 % ア ル コ ー ル
,

ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (和光純

薬
,
東京) , 氷酢酸 ( 和光純薬) を 20 : 2 ‥1 の 割合 で 混合] で 固

定した . 肉眼 的に 黒色の 肺実質に 対 して 白色の 転移巣が確認で

きたもの を 『肺転移あ り』 と判定 した ･

Ⅲ . ヌ
ー

ドマ ウ ス 継代選択に よ る高肺転移細胞 の樹立 と肺転

移能の 比較

各腫瘍細胞を 2 5 c m
2
の 培養 フ ラ ス コ 内で 単層培養を行 っ た ･

細胞過密状態 に な っ た と こ ろ で 剥離 し
,

ハ ン ク ス 液で 2 回流 っ

た後十分に ピ ペ
ッ テ ィ ン グを行 い 単 細胞浮遊液と した ･ 生細胞

数を 算定 した 後,
細 胞浮遊 ハ ン ク ス 液 0 ･2 m l と し て27 ゲ ー ジ の

注射針 を用 い て ヌ
ー ド マ ウ ス の 尾 静脈内に 注入 L た t P O S-1 細

胞は 8 ×1 0
5

¶軋 H T- 10 8 0 細胞 は l x l O
6

個の 踵瘍細胞を注入 移

植後 ヌ･
- ド マ ウ ス の 体 重 を 3 日 毎 に 測 定 し , 4 週 後 に

10 ～ 2 0 % の 体重減少が 認め られ た 時点で 密殺 した ･ 1 個の 肺転

移結節 を無菌的に 抽出 し , は さ み を 剛
､ て 十分に 細切 して か ら

メ ッ シ
ュ で 濾過 し

,
1 0 0 0 ～ 1 5 0 0 r p m

,
1 0 分間遠沈 し上 清 を吸 引

軋 R P 什ゝ1 6 4 0 培養液で ピ ペ ッ テ ィ ン グを行 い 細胞浮遊液と し

て 単層培養した . 3 ～ 4 代単層培養で 継代し て か ら培養細胞を

10 % ジ メ チ ル ス ル フ
ォ キ シ ド (di m et h yls ulf o xid e

,
D M S O )

(S ig m a
,
S t . L o ui s , U .S .A .) で凍結保存する と ともに

, 再度培養

細胞を ヌ
ー

ド マ ウ ス 尾静 脈内 へ 注 入 す る継 代選択 を 行 っ た ･

52 7

P O S←1 細胞は 9 代 目,
H T-1 0 8 0 細胞は 6 代目 まで 同様 の 操作 を

行 う こ とに よ り高頻度肺転移細胞 を作成 した .

さ らに 各腫瘍細胞 と上述 の 方法 で得 られ た P O S-1 細胞 は
,

3
,

6
,

9 代目
,
H T-1 0 80 細胞は 2 ,

4
,

6 代 目の 各継代肺転

移細胞に つ い て 5 ×1 0
5

個 の 各腫瘍細胞を ヌ ー ド マ ウ ス の 尾静

脈内に 注入 し た . 1 週後に 屠殺 し
,
W e x l e r 法

鋸

に 準 じて Ⅰの 方

法と 同様の 手順 で 肺を 固定 し た 後 , 実 体顕微鏡 ( ニ コ ン
, 東

京) を 用 い て 各肺葉表面の 転移結節数を 算定 した ･

Ⅳ . 背部皮下移檀 に よる増殖能の 検討

各腫瘍細胞 と Ⅲ の 方法で 得 られ た P O S-1 細 胞は 9 代 目 ,

H T-1 0 8 0 細胞は 6 代 目の 各継代肺転移細胞に つ い て
,
5 × 1 0

6

個

の 腫瘍細胞を 0 ,2 m l の ハ ン ク ス 液 で 細胞浮遊液と し て
,

ヌ
ー

ド

マ ウ ス 背部皮下 に 接種L た . 3 日 毎に 腫瘍の 長径と短径を 測定

し
,
1/2 ×( 長径) ×(短径)

2
で 推定腫瘍 重量を 算定 L た ･

こ の 推定

腫瘍重量が 200 m g を 越えた 時点で各目 数と の 相対平均腫瘍 重

量比 を求め
, 増殖曲線 を作成し た .

V . 3 -

(4 ,
5 - ジ メチ ル チ アゾ ー ル ー 2 -

イ ルト2 , 5 - ジ フ ェ ニ ル テ

トラ ゾリ ウ ム ブ ロ マ イ ド (3
-

(4 , 5 - dir n e t h ylt h i a z o ト2 -

yl)- 2
,
5 - d ip h e n ylt e t r a z o li u m b r o m i d e

,
M T T ) 比色 法

( M T T a s s a y) に よる増殖能 と抗癌剤感受性の 検討

1 . M T T 比色法に よ る増殖能の 検討

M T T 比色法は森川 の 方法
9 一

に 準 じて 行 っ た . Ⅳ の 方法 で用 い

た もの と同様の 腫瘍細胞 を用 い て
,
2 0 恥1 の 培養液中に 生細胞

が 2 ×1 0
3

個と な るよ うに 調整し ,
こ れ を96 穴 平底 マ イ ク ロ プ

レ ート (N u n cl o n - R o s kild e , D e n m a r k) の 各ウ ニ ル に 分 注した ･

3 7 ℃
,
7 ～ 7 .5 % C 0 2

,
水蒸気飽和 の 環境で

,
4 8 時間 , 7 2 時間,

9 6

時間 ,
1 2 0 時日乱 144 時間培養を 行 っ た . 培義中の 培養液交換は

行わ な か っ た . 培養終了 衡 P B S に 溶解し た2 m g/ m l の 濃度の

M T T (S ig m a) を 2 5 pl ず つ 各 々 の ウ ニ ル iこ加 え て 4 時 間培

し , 培養液を吸 引後 D M S O 2 0 0 pl を加 え M T T れ レ マ ザ ン 結晶

を 溶解 し
,
各 ウ ニ ル の 吸 光度を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー

(S L T- L a b in s t r u m e n t s
,
V i e n n a , A u st ri a) を 剛

､ て 波 長 5 40 n m

に て 測定 した . そ の 吸 光度に も と ず い て細胞増殖曲線を作成し

た .

2 . 抗癌剤感受性に つ い て の 検討

m の 方法で 用 い た もの と 同 様の 腫瘍細胞 を用し ､ て
,
1 8 叫 の

培養液中に 生細胞数が 5 ×1 0
3

個と な る よ うに 調整 し
,

こ れ を 各

ウ ニ ル に 分注 し
, 同時に シ ス プ ラ チ ン ( ci s-Pl a ti n u m l

C D D P ) 川

本化薬, 東京) ,

ア ドリ 7 マ イ シ ン ( a d ri a m y ci n -
A D M ) 協 和醸

酵 , 東京) をそ れ そ れ 2 恥1 ず つ 分注 した ･ 抗癌剤の 濃度は
▲
そ

れ ぞれ C D D P を 0 .2 5
.
1 , 2 .5 . 5 . 1 0 p g/ m l

†
A D M を 0 ･3 ･ O 16 1 1 ･

3 , 6 p g/ m l と L た . 3 7
C

c , ㌣ ､ 7 ,5 % C O 2 の 粂什下 で72 時間焙 養

し
,
培養中の 抗癌剤の 洗 い だ しは 行わ なか っ た ･ 培養後 M T T

を 25 〃l 分注し 4 時間後 に 培地 を吸 引 ,
D M S O に て ホ ル マ ザ ン

結晶を溶解し吸 光度を測産し た .

3 . 抗癌剤感受性試験 の 判定

得られ た吸 光度よ り次式か ら細胞 毒性指標= c y t o t o x ic i n d e x ･

C I) を 求め た .

C I( % ) = (1- T/ C ) x l OO

T ‥ 抗癌剤投与群の 吸光度の 平均
,
C : 対照群の 吸光度の 平均

ph o s p h at e b u ff e r e d s ali n e ; R P M I 1 6 40
,
R o s w ell P a r k M e m o rial I n stit u t e M e di a 1 6 40 ･

S D S
･

S O di u m

s u lf a t e ; T C A
,
t ric hlo r o a c e ti c a cid ; TI M P

,
tis s u e i n hibit o r of m et all o p r ot ei n a s e s

d o d e c yl
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計算 した CI を 対数正 規確率紙に プ ロ ッ ト して 50 % C I 値を 算出

し て比較検討 した .

Ⅵ . 浸潤能の 検討

浸潤能 の 検討 は R e p e s h の 方法
1 机

に 準じて 行 っ た . 各腫瘍細

胞 とm の 方法で 得 られ た総代細胞 に つ い て ,
P O S -1 細胞 は 3 代

目 と 6 代目 と 9 代 目の 細胞 を ,
H T-1 0 8 0 細胞は 2 代目 と 4 代 目

と 6 代目 を用 い て 単層培養 を行い
,

ほ ぼ細胞過密の 状態 に な っ

た時点で r
3
H] - チ ミ ジ ン (r メ チ ルー

3
H】チ ミ ジ ン ; (3 p C i/ m l

,
ア

マ シ ャ ム ジ ャ
パ ン

, 東京) を添加 して24 時間標識 した . あ らか

じめ R P M I -1 6 4 0 培地で 希釈 し た マ ト リ ジ ェ ル ( C oll a b o r a ti v e

R e s e a r c h
,
M a s s a c h u s e tt s

,
U .S . A .) を ト ラ ン ス ウ ニ ル ( C o s t a r ,

C a m b rid g e , U .S . A .) の 上 部チ ャ ン バ ー 内に 30 0iEl 注 入 し
,

ク

リ ー

ン ベ ン チ 内で 30 ℃ , 3 日 間乾燥 させ て 作成 した 人工 基 底

膜上 に 標識 した細胞 (5 ×1 0
5

個) を
,
0 .2 % 水酸化 ラ ク ト ア ル ブ

ミ ン (G ib c o) を 含む R P M I -1 6 4 0 培地 で 500 pl と して播 い た .

下 部チ ャ ン バ ー 内に は 1 50 恥1 の マ ウ ス 線 維芽細 胞 株 ( NI廿

3 T 3) (J C R王∋細胞銀行 , 東京) 調整培地を 入れ , そ の 培地中に 侵

入 した腫瘍細胞 を 2
.
6

,
1 2

,
2 4

,
3 6 時間後 に 回 収 した . あ らか じ

め 未標識細胞(1 × 10
3

個) を入 れ た試験管中に 標識 した 腫瘍紬胞

を 含む培養 液を と り
,
1 0 % ト リ ク ロ ル 酢 酸 (t ri c h l o r o a c eti c

a cid
, T C A ) (和光純薬) で 沈殿後遠心 した .

つ い で . 沈殿 した細

胞を 蒸留水で 懸濁 し
, 超音波処理 後に 液体 シ ン チ レ

ー

シ ョ ン カ

ウ ン タ ー L S C -3 1 0 0 ( ア ロ カ
, 東京) で測定 した . 浸潤 した細胞

を 7 ッ セ イ に 用 い た全細胞(5 ×10
5

個) の 放射活性に 対す る %

で 表 して浸潤能と した .

Ⅶ . 酵素活性の検討

各腫瘍細胞 と m の 方法で 得られ た 各継代肺転移細胞 に つ い て

P O S-1 細胞 は 3 代目 ,
6 代 B ,

9 代 目 ,
H T-1 0 8 0 細 胞 ほ 2 代

目
,

4 代目
,

6 代 目 の 細胞を 用い て
,
R P M ト16 4 0 培養液で ほ ぼ

細胞過密状態と な る ま で 培毒 した 後 ′
0 .2 % 水酸 化 ラ ク ト ア ル

ブ ミ ン を含む R P M I -1 6 4 0 培養液(無血清培地) で 4 日 間培養 し

てそ の 培養液を 採取 して 実験に 用 い た , なお 培養液採取後 ,
ト

リ プ シ ン 処 理 し生細胞数を 算定 した .

1 . 酵素活性の 測定

C a w s to n ら
Il)

と H a r ri s ら
)2)

の 方法に 従 っ て ゼ ラ チ ナ
ー ゼ ア ッ

セ イ を行 っ た . すな わ ち モ ル モ ッ ト皮膚由来の Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン

を
,
G is sl o w ら

13)
の 方法に よ り

Ⅰ▲
C一無水酢酸で標識 し 60 ℃,

3 0 分

間熱処理 す る こ と に よ り作 製 した
‖
C - ゼ ラ チ ン と P - ア ミ ノ

フ ェ ニ ル 酢 酸 第 二 水 銀 ( p- a m i n o p h e n yl m e r c u ri c a c e t a te ,

A P M A ) (S ig m a) で 37 ℃ ,
2 4 時間活性化後 に 酵素活性 を測定 し

た .

2 ･ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ( s o di u m d o d e c yl s ulf a te ,

S D S )- ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲ ル 法

Hib b s ら
14) の 方法に 従い

,
ゼ ラ チ ン (0 .2 m g/ m l) を含 む ポリ ア

ク リ ル ア ミ ドゲ ル (8 % ア ク リ ル ア ミ ド( 和光純薬) ) を 作製 し
,

各培養液を そ れ ぞれ非還元 状態で 電気泳動 (4 ℃) した . S D S を

緩衝液 (5 0 m M T ri s
- H C l

, p H 7 ･5/ 1 0 m M C a C 12/ 2 ･5 % T rit o n X/
0 .0 2 % N a N 3 ) で 洗浄後 37 ℃ で反応 した . ゲ ル を ク ー マ シ

ー

プ

リ リ ア ン ト ブ ル ー R 2 50 (S ig m a) で 染 色 し て ゼ ラ チ ン 分解 パ

タ ー

ン を 調べ た .

3 ･
マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ 3 ( m at ri x m et all o p r-

O t ei n a s e 3 , M M P -3) と観織由来 メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ

タ ー (tis s u e i n hi bit o r of m e t all o p r o t ei n a s e s , T I M P) の 測定

H T-1 0 8 0 細胞 と 2 代目 , 4 代目 , 6 代目 の 各継代肺転移細胞

に つ い て
, 採取 した培養液 I m l を 分両分子量 5 ,0 0 0 の 遠心濾過

チ ュ

ー

ブ( 日本 ミ リポ ア 社, 東京) に 入 れ ,
5

,
0 0 0 G に て 2 時間遠

沈 し上 清 1 0 恥1 (1 0 倍) に 濃縮した . サ ン ドイ ッ チ 酵素抗体法
-5一

に よ る M M PT 3 と TI M P の 測定を 富士 薬品工 業岩田和 土 博士

の 協力を得 て 行 っ た .

Ⅸ . 統計学的検定方法

冬美験 の有意 差検 定は , 分散 分析 の 後 D u n n e tt 法 ま た ほ

S c h eff e の 多変比較法を 用い
, p < 0 .0 5 を有意 と した .

成 績

Ⅰ . 各培養腫瘍細胞に おける 肺転移形成

表1 に 示 す よう に O S T 細胞及び H O S 細胞で ほ 4 週間経過

Fig ･ 1 ･ G r o s s s e c ti o n of m ultl pl e p ul m o n a r y m et a s t a s e s of

P O S -1 c e11 s i n a th y mi c m i c e .

T a bl e l . M a c r o s c o pi c p u lm o n a r y m e t a s t a s e s of b o n e a n d s of t tis s u e s a r c o m a c ell li n e s
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高肺転移能 の 獲得 とそ の 性状変化
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D a y s a f t e r t r a n s p l a n t a t i o n

F ig . 2 ･ G r o w th c u r v e of P O S-1 ･
H T-1 0 8 0 a n d th o s e s el e c t ed

d a u g h t e r c ell li n e s tr a n s pl a n t e d s u b c u ti s of 6 w e e k- 0Id

at h ym ic m i c e (5 × 1 0
6

c ells/ m i c e) ･ T h e r el a ti v e m e a n

t u r n o r w ei g h t s w e r e c alc ul a t ed f o r th e r atio b e t w e e n e a c h

gi v e n ti m e a n d i niti al ti m e ･ □ ,
H T-1 0 8 0 ; ▲ ･ H T-1 0 8 0T

P 6 ; ○ ,
P O S-1 ; ◆ , P O S- トP g ･

T a b l e 2 . N u m b e r of p u l m o n a r y m e t a s t a si s r e s u lti n g f r o m

i n tr a v e n o u s i nj e c ti o n o f P O S - 1 . H T
-

1 08 0 a n d th o s e

s el e c t e d d a u g h t e r c ell li n e s i n a th y m ic m ic e

C e11 1i n e N u m b e r of m et a s t a si s

( m e a n ±S D)

P O S - 1

P O S - l
-

P 3
▲)

P O S - l
-

P 6

P O S - 1
-

P 9

H T
-

1 0 8 0

H T
- 1 0 8 0 - P 2

▲)

H T - 1 0 8 0 - P 4

H T - 1 0 8 0 - P 6

2 3 ± 6

7 4 士1 9

1 7 6 ±29
*

4 4 7 ±44
*

2 5 ± 5

8 0 ±25

1 7 8 士38
*

4 68 士55
*

*
, P < 0 .01 v s P O S - 1

,
H T

M

l O 8 0

a) i nT V i
Y

O S el e c ti o n p a s s a g e n u m b e r of p u l m o n a ry

m e t a s t a sI S .
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の 時点で肉眼 的な肺転移巣ほ 認め られ な か っ た . 顕微鏡所見を

検討 してみ ると ,
H O S 細胞では 肺表面に い く つ か の 微小 転移

巣が 認め られ た の に 対 し
,

O S T 細胞で ほ 全く 転移巣は 確認 で

きず ,
血管 に 閉塞 した踵瘍塊の み が認 め られ る もの の 腫瘍細胞

は 基底膜を 破壊 して 浸潤 して は い な か っ た . M N N G- H O S 細胞

で は 3 週目 と 4 週 目に それ ぞれ 1 匹 づ つ 肉眼的に 肺 転移巣が認

め られ たが ごく少数で あ っ た . H T-1 0 8 0 細胞と P O S,1 細胞 で

は 早期か ら豊富な肺転移巣を 形成 し ( 図1 ) , 3 遇お よび 4 週目

では か な り死 亡 して しま う確率が高 くな り
, 死 亡 の 1 週 前か ら

ほ体重減少が顕著であ っ た .

Ⅲ . 高肺転移細胞の樹立と肺転移能の朝察

ヌ
ー ドマ ウ ス 尾静脈か ら腫瘍細胞を 注入 し形成され た 肺転移

e
u

O

慕

霊
h

ゴ
Ⅵ
u

名
丁

巾

U

コ

合

H o u r s a f t e r i n o c u l a t i o n

F ig ■ 3 ■ G r o w t h c u r v e of P O S- 1
,
H T-1 0 8 0 a n d t h o s e s el e c t e d

d a u g h t e r c ell li n e s i n v it r o ･ A 2 0 0 FLI v ol u m e of 2 × 1 0
3

c ell s s u s p e n si o n w a s pla t e d i n e a c h w e1l of 9 6 w elI

m i c r o tit e r pl a t e a n d i n c u b a t e d f o r 2 4 ～ 1 2 0 h r ･ A f t e r

i n c u b a ti o n
.
t h e pl a t e s w e r e i n c u b a t e d f o r a n o t h e r 4 h r w it h

a 2 0 pI v ol u m e of M T T s ol u ti o n (2 m g / m l) a n d c o u n t e d

o p ti c al d e n sit y at 5 4 0 n m ･ □ ,
H TL lO 8 0 ; ▲ , H T-1 0 8 0-P 6 ;

○ ,
P O S-1 ; ◆ , P O S-1- P 9 .

T a bl e 3 . 5 0 % c y t o t o xi c c o n c e n tr a ti o n of a n ti c a n c e r d r u g f o r P O S q l
･

H T - 1 0 8 0 a n d th o s e

s el e c t e d d a u gh t er c ell li n e s u s l n g M T T a s s a y

5 0 % c y t o to xi c c o n c e n tr a ti o n of a n tic a n c e r d r u g

C e11 1i n e C D D P A D M

U Lg/ m l
.

m e a n 士S D) ( p g/ m l
･

m e a n 土S D)

P O S - 1

P O S - l
-

P 3
-)

P O S - 1
-

P 6

P O S
- 1 - P 9

H T - 1 0 8 0

H T
- 1 0 8 0 - P 2

▲】

H T - 1 08 0 - P 4

H T
-

1 0 80
-

P 6

2 .1 ±0 . 3

2 . 4 士0 . 2

2 . 2 士0 .2

1 . 5 ±0 . 2

5 .0 ±0 . 8

6 . 9 ±1 . 2

6 .8 士0 . 9

8 . 4 士0 . 7
■■

0 . 5 4 士0 . 0 4

0 . 75 士0 . 1 1

0 . 8 3 士0 . 0 3
=

1 . 0 9 士0 . 1 2
=

0 . 7 1 士0 . 06

1 .3 0 土0 . 2 0
=

1 .

､45 士0 . 1 8
◆

1 . 5 7 士0 . 1 5
■

*
, p < 0 ･01 ;

* *

, p < 0 ･0 5 v s P O S - 1
･
H T - 1 0 8 0 ･

a) i n - vi v o s el e c ti o n p a s s a g e n u m b e r of p u lr n o n a r y m e t a st a sis ･
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結節 を培養 し
, 再 び ヌ ー ド マ ウ ス 尾静脈に 注入 移植する継代選

択操作 を繰り 返す こ とiこ よ り P O S -1 細胞 ほ 9 代 目 ,
H T-1 0 8 0

細胞 は 6 代目 ま で 継代 移植 して 高頻度肺転移細胞を 樹立 した .

P O S -1 細胞ほ 0 ,
3

,
6

,
9 代目 の 細胞に つ い て

,
H T-1 0 8 0 細

U
O

可

S
帽

>

u
T

】

0

訳

0 川 20 3 0 4 0

H o u r s a f t e r i n o c u l a t i o n

F i g ･ 4 ･ I n v a si o n a s s a y of P O S -1 a n d t h o s e s el e c t e d d a u g h
-

t e r c el1 1i n e s ･ A 5 0 0 FLI v ol u m e o f 5 × 1 0
5

c ell s s u s p e n si o n

l a b el e d w ith
3
H-t h y m id i n e w a s pl a t e d i n u p p e r c h a m b e r

a n d a 1 5 0 0 FLI v ol u m e of ＼I H-3 T 3 c ell c ult u r e m e di u m w a s

Pl a t e d i n l o w e r c h a m b e r . T r a n s w e11 pla t e s w e r e i n c u b a t e d

f o r 6 ～ 3 6 h r a n d c o u n t e d r a d io a c ti v ity of t u m o r c ell s

i n v a di n g th r o u g h m a trig el . 0 , P O S -1 ; ● ,
P O S-1- P 3 ; ◇ ,

P O S -l -P 6 ; ◆,
P O Srl- P 9 . *

, P < 0 .01 v s P O S-1 .

u

O
{

S

巾

>

u
-

叫

0

訳

0 1 0 2 0 3 0 4 0

日o u r s a f t e r まn o 亡u l a t i o n

F ig . 5 . I n v a si o n a s s a y of H T -1 0 8 0 a n d th o s e s el e ct e d

d a u g h t e r c e11 1i n e s . A 5 0 0 pl v ol u m e of 5 ×1 0
5

c ells

S u S P e n Si o n l a b el e d wi th
3
H - th y m id i n e w a s pl a t e d i n u p p e r

C h a m b e r a n d a 1 5 0 0 FLI v o lu m e of ＼I H -3 T 3 c e11 c ult u r e

r n ed i u m w a s pl at ed in l o w e r c h a r n b e r . T r a n s w ell pl a t e s

W e r e i n c u b a t ed f o r 2 ～ 3 6 h r a n d c o u n t e d r a di o a c ti v it y of

t u m o r c ell s in v a di n g th r o u g h m a tri g el . □ , H T -1 0 8 0 ; d ,

H T ･1 0 8 0 - P 2 ; △ ,
H T -1 0 8 0 - P 4 ; ▲ ,

H T -1 0 8 0 - P 6 .

野

胸 は 0
,

2
,

4
,

6 代 目の 各継代肺転移細胞 に つ い て そ の 肺転

移結節数を比較 した . 継代 を重ね る に つ れ て ど ち らの 細胞株も

有意 な増加 を示 L た が( 表 2)
,
掛 ′

こ H T-1 0 8 0 細胞の 肺転移結節

数の 増加率が著 L か っ た .

Ⅲ . 高肺転移細 胞の増殖能に つ い て の検討

1 . 背部皮下移植 に よ る増殖曲線

P O S -1 細胞 ,
H T -1 0 8 0 細胞と もそ の 継代肺転移細胞と の 増殖

速度 に 有意な差 ほ 認め られ なか っ た ( 図2 ) .

2 . M T T 比色法 に よ る増殖曲線

同掛 こ試験管 内で の 両腫瘍細胞と そ の 継 代肺転移細胞と の増

殖速度の 有意な差 は 認め られ な か っ た ( 図3 ) .

Ⅳ . 抗癌剤感受 性に つ い ての 検討

P O S-1 細胞 とそ の 継代肺転移細胞 の 間に
,
C D D P に つ い て は

一 定 の 感受性変 化は 認め られ な か っ た もの の
,

A D M に つ い て

は 明 ら か な 感 受 性 の 低 下 傾 向 が み ら れ ,
5 0 % C I の 濃度 は

0 ,5 4 ±0 .0 4 p g/ m l か ら 6 代 目で 1 .0 9 士0 .1 2 FLg/ m l と 有意な抗癌

剤耐性が 認め られ た ( 蓑 3) .
H T -1 0 8 0 細胞 と そ の 継代肺転移細

胞 で は
,
C D D P に つ い て 6 代 目 に 50 % CI の 濃度 が 8 ,4 士0 .7

〟g / m l と感受性の 低下が認 め られ た が
,

一

定の 傾 向 で はな か っ

た , A D M に つ い て は 明 ら か な 感受 性 の 低下傾 向 が み られ ,

5 0 % C I の 濃度 が 0 .71 ±0 .0 餌g/ m l か ら6 代 目で 1 .5 7 ±0 .1 5 鵬/

m l と有意な抗癌剤 耐性を 認め た (表 3) .

V . 浸潤能の 検討

P O S-1 細胞に つ い て は
,

3 代目 ,
6 代目 ,

9 代目 と継代を重

ね る 毎に 時間依存性に そ の 浸潤能 は段 階的に 上 昇 した (図4 ) .

H T-1 0 8 0 細胞に つ い て は t 継代 を重ね て もそ の 継代肺転移細胞

の 浸潤能 に ほ と ん ど変化ほ な か っ た ( 図 5) ,

Ⅵ . 酵素活性 の検討

P O S -1 細胞お よび そ の 継 代3 代 目の 肺 転移細 胞 で ほ ごく少

量 の ゼ ラ チ ン 分解活性 しか 認め な か っ た もの が , 6 お よび 9 代

目 の 肺転移細胞 で は有意な 活性 の 上 昇が み られ た .
H T-1 0 鮒 細

胞ほ す べ て の 継代 肺転移細胞 に お い て ゼ ラ チ ン 分解活性の 著し

い 上 昇が み られ た (表 4 ) . 各培養液 を S D S - ゼ ラ チ ン サ ブス ト

レ
ー

ト ゲ ル に 非 還 元 状 態 で 電 気 泳 動 し て 比 較 し て み る と

P O S -1 細胞に は特 に 変化 は なか っ た .
H T -1 0 8 0 細胞 とそ の 継代

肺転移細胞 で ほ分 子量920 0 0 に 相 当す る M M P-9 と分子量7200 0

に 相当する M M P -2 の バ ン ドの ほ か に
, 新 た に 2 代 目 と 4 代目

と 6 代 目 の 継 代 肺 転 移 細 胞 で は 分 子量5 7 0 0 0 に 相 当 す る

T a bl e 4 . G ela ti n oIy ti c a c ti vit y of P O S - 1
,
H T - 1 0 8 0 a n d

t h o s e s el e c t e d d a u gh t e r c e11 1i n e s

C e11 1i n e G e la ti n oly ti c a c ti vity

(U/ m l/ 1 0
2

c ell ,
m e a n 士S D)

P O S - 1

P O S - 1 - P 3
■)

P O S - 1 - P 6

P O S - 1 - P 9

H T
-

1 0 8 0

H T - 1 0 8 0 -

P 2
■)

H T - 1 0 8 0 - P 4

H T - 1 0 8 0 - P 6

1 .6 3 士0 . 5 3

1 . 31 ±0 . 2 7

4 .2 3 士0 . 8 3
●

3 .5 3 ±0 . 6 2
■

0 .7 7 ±0 . 2 7

1 1 . 1 9 士4 . 98
●

4 . 9 7 士1 . 4 0
■

6 . 9 9 ±3 . 93
■

*

, P < 0 .0 1 v s P G S - l
,
H T - 1 0 8 0 .

a) i n
- vi v o s el e c ti o n p a s s a g e n u m b e r of p u lm o n ar y

m e ta s t a si s .
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高肺転移能 の 獲得 とそ の 性状変化

M M P -3 バ ン ドの 出現を認め た (図 6) . 次 い で 同様 に 採取 した

培養液 1 m l を1 0倍 に 濃縮 して TI M P と M M P-3 を測定 した結

果,
各継代を 通 して TI M P の 量 に 変化が な か っ た に もか か わ ら

ず M M P - 3 の 量は 5 ～ 1 0倍 の 増加を 示 した (衰5 ) .

考 察

現在ま で に 種 々 の 骨 軟都塵瘍細胞株 が培養系 で 樹立 され て い

るが
, 個 々 の 細胞株 の 肺転移能や そ の 性状解析に 至 っ て は未だ

十分に 行わ れ て い な い の が 現状で ある . 転移は
, 原発巣か らの

細胞遊離に 始ま り
, 周囲 結合組織 へ の 浸潤と 脈管内侵入

, 脈管

を介して の 移動 , 特定臓器脈管 へ 接着 し浸潤増殖する と い う複

雑な過程を た どる
1-

.
こ の 過程を細胞 生物 学的 に 解 明す る た め

に ほ
,
高頻度 に 肺転移巣を形成す る モ デ ル を 確立す る こ と が必

要と な っ てく る . こ れ を 最初 に 実験 的 に 分 離樹 立 L た の は

Fid le r
3 日-

の 実験 で ある . 転移モ デ ル を作成す る方法 と して ほ
,

腫瘍細胞を皮下や 筋肉内に 移植 して 自然に 転移を発生 させ る方

法と
,
腫瘍細胞を 直接血管 内 へ 注入 して 実験 的な転移を 発生 さ

せる方法が 考え られ る .
ヌ

ー

ド マ ウ ス に 移植 され た 腫瘍ほ
, 継

代を重ね て も原発腫 瘍の 形態と 機能 を維持 し
, 染色性や 抗原性

も変化 し な い た め 非 常 に 優 れ た 実験 系 の 一

つ と さ れ て い

る
酬 7-

. しか し な が ら ヌ ー ド マ ウ ス で は ナ チ
ュ

ラ ル キ ラ ー

( n a t u r al kill e r
,
N K ) 細胞活性が 高い た め に 腫瘍ほ 転移し に くい

と 言われ て い る
1 …

. そ の ため に N K 活性の 低い 3 週 令 の ヌ
ー

A

P O S
- 1

P
-

0 3 6 9

k D a

9 4 -

7 7
-

6 8
-

F ig ◆ 6 ･ G ela ti n
-d e g r a di n g a c ti v iti e s o n S D S -

g el a ti n s u b s tr at e

g el el e c t r o p h o r e sis . (A ) P O S -1 a n d t h ｡ S e S ele c t e d
d a u gh t e r c ell ii n e s . (B ) H T -1 0 80 a n d th ｡ S e S ele c t e d
d a u gh t e r c e11 1i n e s ･ S a m pl e s f r o m c ult u r e m e d i u m w e r e

r u n o n a S D S- g el a ti n s u b s tr a t e g el (8 % t o t al a c r yl a mi d e)
u n d e r th e u n r e d u ci n g c o rl diti o n s ･ T h e g el w a s in c u b a t e d
i n 5 0 m M T ris -

H C l , p H 7 .5/ 1 0 m M C a C l2/ 1 .0 % T rit o n X /
O fO 2 % N a N 3 f o r 2 4 h r a t 3 7 ℃ a王t e r r e m o v al of S D S a n d
S t ai n e d w ith C o o m a s si e B rilli a n t B l u e R 2 5 0 .

53 1

ド マ ウ ス を 剛 ､ た り
20J2 - }

, 移植前に X 線を 照射する試み が成 さ

れ て い る
22 2ゝ3 }

. S h a r k e y ら
21)

は ヒ ト悪性腫瘍106 例 を ヌ ー ド マ ウ ス

10 4 5 匹 に 移植 して組織学的に 検討を 加え た と こ ろ
, 転移ほ わ ず

か11 例(1 0 % ) , 1 4 匹 (1 .3 % ) に しか 認 め られ な か っ た と L て い

る ･ まず 最初に 種 々 の 骨 軟部腫瘍細胞株を月恥 ､ て そ の 肺転移能

iこ つ い て 調 べ てみ る必 要が あ っ た .
マ ウ ス 骨肉腫細 胞 (P O S -

1)
,

ヒ ト 線維 肉腫 細胞 (H T -1 0 8 0)
,

各 種 の ヒ ト 骨 肉腫細 胞

( O S T . H O S , M N N G - H O S ) の う ち 肉眼的に 肺転移巣 を確認す る

こ とが で きた の は
,
P O S-1 , H T -1 0 8 0

,
M N N G- H O S 細胞の 3 種

類 で あ っ た . こ の う ち限 られ た腫瘍細胞個数と時間で 継代す る

こ とが で きた の は P O S -1 と H T -1 0 8 0 細胞の 2 種類だ け で あ っ

た こ と よ り
, 必 ず しも相当量の 腫瘍細胞を 血管内に 注入 して も

必 然的に 肺転移を お こ すもの では ない こ と が確認さ れ た . 転移

の 臓器選択性に つ い ては
, 原 発巣と 転移臓器 の 解剖学 的位置関

係や 物理 的国 子に よ り左右され ると い う機 械困子 ( m e c h a n ic aI

f a c t o r) 説や , 特定の 臓器に おけ る微小環境が 転移細胞 の 接着や

増 殖に 適 L て い る と い う 踵瘍細胞と 標的臓器 (S e e d a n d s oil) 説

で説 明 され て い る
2 嘲

. 今回 の 実験で顕微鏡 レ ベ ル で は O S T 細

胞 が肺の 血 管内に 塞栓は 形成 して い る もの の 血 管壁 を浸潤する

こ と の で きな い 所見や
,

H O S 細胞は 顕微鏡所 見 で微 小転移 巣

の 形成は 認め られ るもの の 増穂傾 向 を 示 さ な い と い っ た 所 見

や
,

M N N G- H O S 細胞が肺転移の 形成は み られ る もの の 増 殖傾

向を 示 さ な い と い っ た所見か ら, 必 ず L も単独の 説の み で 説明

し よ うと し て も不 可 能が ある . 骨 軟部悪性腫 瘍の 肺転移を考 え

る場合 , そ の ほ と ん どが 血 行性 転移 で ある . よ っ て 血管内に 直

接腫瘍細胞 を静江 して 転移の 形成 され な い もの は
, どの よ う な

系 で 調べ て も転移が 形成 され な い 可能性が 強い . まず 肺と い う

臓器 に 確実 に そ して 必然的に 高い 転移能を 有す る 系を樹立す る

た め に 腫瘍細胞を ヌ ー ド マ ウ ス の 尾静脈内に 直接住人 し
, 形成

され た 転移結節か ら得られ た細胞 を 用い て 再 度同様な 操作を繰

り返すこ と に した . 1 個の 肺転移結節は 1 個の 細胞か ら由来 L

た 可能性が あ り, 再 度腫瘍細胞 を動物に 返す過程 を繰 り返す こ

と に よ り均
一

な も の と な る こ とが 考え られ る . 今回 使周 L た 培

養細胞に おい て も ヌ ー ド マ ウ ス の 継代選択を 重ね るミこ つ れ て 肺

転移結節数は増 加 L
, 転移形成に 要する時間も短 く な る こ と が

確認 され た .

腫瘍細胞 は通常 不均一な細胞集団 か ら 構成 さ れ て お 申∴ 抗

原性
27-

, 免疫原性
2 8)

,
ホ ル モ ン レ セ プ タ ー

2飢

, 色素席 肘
0 ･

, 代謝特

性
31)

, 増殖 率
2､

, 抗癌剤感受性
針 珊

に お い て 小均
鵬

で ある こ と が

報告 され て い る . そ う で あれ ば
ノ
㌢l I】‡の 実験の よ う に ヌ ー ドマ ウ

ス を 使 っ て 継代選択され た 鳥肺転移細胞 で も臨床上 よ く問題と

な る抗癌剤感受性に お い て もか な り性 質が変化 して い る 可能性

が 考え られ る . 簡便に か つ 迅速に 行う抗癌剤感受性実験と して

T a bl e 5 . E x p r e s sio n of T I M P a n d M M P
-

3 irl H T -

1 08 0 a n d th o s e s el e ct e d d a u g h t e r c e11 1i n e s u si n g

S a n d wi c h e n z y m e i m m u n o a s s a y

C ell lin e T I M P M M P - 3

( n g/ m V l O
6

c ell) ( n g/ m l/ 1 0
6

c ell)

H T
- 1 0 8 0

H T - 1 0 8 0 - P 2
1)

H T - 1 0 8 0 - P 4

H T - 1 0 8 0 - P 6

3

7

4

7

亡
U

6

9

6

1

1

1

1

0
0

5

0
1

1

5

9

0

2

6

3

3

a) i n
⊥
V i v o s el e c tio n p a s s a g e n u m b e r

m e ta s ta si s .

o f p ul m o n a r y
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M o s m a n n
弥

は テ ト ラ ゾリ ウ ム 塩の 一 種で ある M T T を 剛 ､
, 9

6 穴 マ イ ク ロ プ レ
ー

ト と マ イ ク ロ ウ ニ ル プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測

定する M T T 比色法を 報告 L た . ニ れ を森川
g一

ほ骨軟部悪性腫

瘍細 胞 に お い て も実 用的 な 方法 と し て 報告 し て い る . ニ の

M T T 比色法 を 用い て の 抗癌剤感受性実験の 結果
,
肺転移台巨の

増強と と もに 抗癌 剤耐性に 明 らか な変化が 認め られ た . しか し

増殖率に つ い て は
,

ヌ ー ド マ ウ ス 背 部皮下移植 に よ る生体内で

の 腫瘍増殖曲線や M T T 比色法に よ る試験管 内で の 腫瘍増穂曲

線 に も増殖速 度に は 明 らか な差が 認め られ なか っ た . こ の 結果

よ り肺転移結 節数 が増加 し た の ほ , 転移過程 の な か で あ る ス

テ ッ プが 変化し たも の と 推察 され る .

試験管内で の 浸潤能に つ い て の 検討は Albi n i ら
39～に よ っ て 初

め て 導入 さ れ た 浸 潤 試 験 (i n v a si o n a s s a y) 法 が あ る が
,

R e p e s h
抑

は こ れ を さ らに 簡便な方法と して 確立 し
,

マ ト リ ジ ェ

ル で 人工 基底膜を 作成 し通過 した 腫瘍細胞 を回 収 して そ の 放射

活性を 測定す る方法を 行 っ た . H T -1 0 80 細胞で は 継代肺転移細

胞 で の 浸潤能に 変化は見 られな か っ た が
, P O S -1 細胞 で は 3

代目
,

6 代 目
,

9 代目 と継代を 重ね る に つ れ て 時間依存性に 有

意な増加 を示 した .
こ の こ とは 生体内で の 肺転移能と 良く 相関

L て い た が , H T -1 0 8 0 の 継代肺転移細胞 では 浸潤能は ほ と ん ど

変化なく肺転移結 節数と の 明 らか な 相関は 認め られ ず , 別の 因

子が 関与 して い る こ とが 考え られた .

腫瘍細胞が浸潤や 転移 をお こ すた め に も う
一

つ 重要な ス テ ッ

プ と して 腫瘍細胞 周 囲の 細胞間 マ ト リ ッ ク ス や 基底膜を 分解す

る過程が ある .
こ れ ま で に も高転移性 の 腫瘍細胞か らⅣ 型 コ ラ

ゲ ナ ー ゼ が 分泌 され る と の 報告は Li o tt a の 研究
4 仰

以来数 多く

な され て い る . 特 に こ の Ⅳ 型 コ ラ ゲ ナ
ー ゼ 活性と 転移率が 相関

す る こ と に つ い て は
, 黒色腰細胞 を 用 い た 肺転移率

抑

や 結腸癌

細胞を 用 い た肝転移 轡
2 1

に つ い て の 報告 が ある . 肉腫系の 培養

細胞に つ い てほ 確か に 高転移性 の 細胞 に そ の コ ラ ゲナ ー ゼ 活性

が高い こ と が報告 され て い る
抑

が
, 継代 移植 に よ り肺転移能 を

高め た 腫瘍細胞 の 肺転移率と そ の 活性 との 相関に つ い て は 明 確

に され て い な い . 本研究 で ゼ ラ チ ン 分解活性を 測定 した と こ ろ

P O S-1 継代肺転移細胸 は 6 代 目 , 9 代目 と増加 し, H T-1 0 8 0 継

代肺転移細胞 に つ い て も 2 代目 , 4 代 目 , 6 代目 の 各継代 で ゼ

ラ チ ン 分解活性 の 上 昇を 認め た . しか しな が ら継代を経 る に つ

れ 段階的に ゼ ラ チ ン 分解活性が 上 昇す ると い うもの で ほ なく ,

ある程度の ゼ ラ チ ン 分解活性ほ 確か に 肺転移に 必 要で ある が
,

必 ず しも肺転移能 の 上 昇に ゼ ラ チ ン 分解活性は 相関 しな い もの

と考 え られ る . 細胞外 マ ト リ ッ ク ス 成分の 分解に 関与する マ ト

リ ッ ク ス 金 属 プ ロ テ ア ー ゼ ( m a t ri x m e t all o p r o t ei n a s e s ,

M M P s) に つ い て は
, 現在ま で に 少な くと も1 0種 煩の 酵素 が 報

告 され て お り,

一 種 の 遺伝子フ ァ ミ リ ー と 考え られ て い る
43)

.

これ らの 酵素の 共同作用 で 生体 内に 存在する ほ と ん ど全 て の 細

胞外 マ トリ ッ ク ス 成 分が 分解され ると い う特徴 が あ る
11)

. と く

に H T -1 08 0 継代肺転移細胞 でほ ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー

ト ゲ ル

に お い て M M P - 9 ( 9 2 k D a ゼ ラ チ ナ ー ゼ/ Ⅳ型 コ ラ ゲ ナ
ー ゼ) と

M M P-2 ( 7 2 k D a ゼ ラチ ナ ー ゼ/ Ⅳ型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ) の バ ン ドがす

べ て の 細胞 に 認 め られ た が
,

どち らも腫瘍細胞 に よ っ て合成 ,

分泌 され る こ とが 知 られ て い る
購十 J 7l

. 特 に 五 之 治
J8)

は M M P- 9

が癌の 浸潤や 転移 に 伴う組織破壊 に 広く関与す る可 能性を 示 し

て い る . ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ
ー ト ゲル で は そ の 量的変動 に つ い

て 明確な変化ほ 認め られ な か っ た が
,
注目す べ き結果 と して 2

代 目 と4 代目 と 6 代目の継代脈転移細胞に新 た に
.M M P - 3 に 相 .

野

当する バ
ン ドの 出 現が 認め られ た こ と で ある . M M P-3

甘
は ス ト

ロ ム ライ シ ン ( s t r o m el y si n)
50)

と も呼ば れ 広 い 基質特異性を有
L

, 基底膜構成成分の Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ン や ラ ミ ニ ン
,

ゼ ラ チ ン お

よ びⅨ 型 コ ラ ー ゲ ン な どを 分解す る
拓

こ とか ら生体内で の 細胞

間 マ ト リ ッ ク ス 分解に は 欠く こ と の できな い 重要な 役割 を果た

し て い ると 考 え られ て い る ･ 腫瘍細胞の 転移能 は TIれ膵 の 発現
レ ベ ル に よ り決定 され る報告

5りも ある こ と か ら ,
M M P s の 活性

を特異的に 阻害す る TI M や の 量が ほ と ん ど変化 し な い に もか

か わ ら ず M M P-3 の 分泌 量が 著明 に 増加 し て い た こ と ほ
,

H T -1 0 8 0 細胞 の 転移お よ び 浸潤能 の 増加に こ の M M P-3 が 強く

関 与して い る可 能性が 示 唆さ れ る . しか しな が ら こ こ で も肺転

移結節数の 上 昇と に は 相関関係は認め られ ず , 肺転移能に はま

だ 外に プ ラ ス ミ ン に よ るフ ィ プ リ ン 分解活性の 上 昇
52

＼ 血 小板

凝集活性の 克進に 伴う 転移能 並 び に 細胞凝集能の 上 昇
53

＼ 細胞

膜構造の 変化に 伴う 細胞接着能 の 変化
51

＼ 臓器組織 の 化学的因

子 に よ る細胞遊走性や 細胞接 着能 の 変 化
12)

, さ ら に は 宿主 自体

の 免疫状態の 変化
18- け '

と い っ た 重要な 因 子 並 び に ス テ ッ プ の 関

与 して い る可 能性が あ り, 今後 さ ら に 検討 され るべ き課題と考

え られ る ･ 以上 よ り骨 軟都腫 瘍細 胞 の 転移 に ほ 浸 潤能 の 増加

や , 細胞外 マ ト リ ッ ク ス 分解酵素 の 分泌が 関与 して い る可 能性

が 考え られ た が , 今後 これ らの 酵素活性と の 相関や 生体内に お

け る活性 化の 機序を さ らに 解 明 し
,

さ らに どの 細胞 に お い て
,

ま た 転移に 関 して どの 因子が最も重要 であ るか を 解明 し て い く

必 要が ある .

結 論

骨軟部悪性 腫瘍細胞 株を 用 い て そ の 肺転移能を 調べ ると とも

に
, 高肺転移細胞 を樹 立 しそ の 細胞特性に つ い て 種 々 の 検討を

加 えた結 果, 以下の 結 論を得 た .

1 . O S T , H O S
,
M N N G - H O S

,
H T-1 0 80 , P O S-1 細胞 をそ れぞ

れ ヌ
ー

ド マ ウ ス の 尾静 脈に 注 入 し て実験的肺転移形成を試み た

が
,

一 定 の 期間 内で 肺 転移 結節 が 形成 され た の は P O S-1 と

H T-1 0 8 0 細胞 で あ っ た .

2 .
ヌ ー ド マ ウ ス の 尾静脈か ら腫瘍細胞を 注入 して で きた肺

転移結節 か ら細胞 を 分離培養 し再度注入 する継 代選 択を行う こ

と に よ り
, 肺転移能は 段階的に 上 昇し , P O S-1 細胞 で 9 代目,

H T -1 0 8 0 細胞 で 6 代目 に 高頻度肺 転移細 胞 を 樹立 する こ と が

で きた .

3 . 肺 表面 に 形成 され た 転 移結節 数を 比較 検 討す る と
.

P O S-1 細胞 は 23 士6 個 か ら 9 代 目 で 4 4 7 土44 個に
,
H TLl O 80 細

胞は 25 ±5 個か ら 6 代目 で 468 ±55 個と段 階的に 肺転移結節数

が増 加 した .

4 . 継代肺 転移細胞 と親細胞と の 間で の 増 殖率は ,
ヌ ー ドマ

ウ ス 背部 皮下 移植 に よ る検討 で も M T T 比 色法 に よ る検討でも

差は なか っ た が , 抗癌剤感受性 に は 両 者の 間に 明ら かな 感受性

の 変 化が 認め られ , 肺転移能の 上 昇と 共に 抗癌剤 の 耐性も上昇

した .

5 . 浸潤能 に つ い て 検討 し た結果 ,
P O S-1 細胞 で は継代を重

ね る に つ れ て 時間依存性に 浸潤能は 肺転移能 の 上昇 とと もに有

意に 上昇 した が
,
H T-1 0 8 0 細胞と そ の 継代肺転移細胞に は明ら

か な相関が なか っ た .

6 . ゼ ラ チ ン 分解活性 に つ い て検討 L た 結果 ,
P O S-1 細胞と

H T -1 0 8 0 細胞
■

の 継代肺転移細胞で は 分解悟 性 の 著 し い 上 昇を

認め た . 同様 に S D S- ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲル に 電 気泳動



高肺転移能 の 獲得 とそ の 性状変 化

すると ,
P O STl 細胞 に は変化は な か っ た が

,
H T-1 0 8 0 細胞に は

M M P -9 と M M P - 2 に 相当する バ ン ドの 外に 継代肺転移細胞 で

は M M P-3 の バ ン ドが 認 め ら れ た . M M P-3 の 定 量 で も

TIM P の 量が ほ ぼ
一

定に もか か わ らず著 し く増 加 し た こ と よ

り, 肺転移能の 上 昇に M M P -3 が 関与 して い る可 能性を 示 L て

い る . しか しな が ら肺転移能の 上 昇と ゼ ラ チ ン 分解活性 に は相

関がな か っ た .
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