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研究目的

癌の浸潤・転移に、癌細胞周囲や血管基底膜の細胞外マトリックス（Extracenularmatrix：

ECM)の分解は必須である。代表的なＥＣＭ分解酵素としてマトリックスメタロプロテアーゼ

(Matrixmetalloprotemase：ＭＭＰ）遺伝子ファミリーが報告されている。ＭＭＰは、細胞の浸

潤、炎症に影響を及ぼす酵素で、現在２０種類のＭＭＰ分子が同定されている。特に、基底膜の主

な構成成分であるコラーゲンⅣの分解酵素能をもつＭＭＰ－２ならびにＭＭＰ－９は､大腸癌､膵臓癌、

膀胱癌など多くの癌細胞において浸潤・転移とよく相関することが知られている。また、ＭＭＰ活

性を阻害することにより、腫瘍増殖や転移が抑制されることが報告され、最近では、いくつかの合

成ＭＭＰ阻害剤が開発中である。

現在、ＭＭＰ遺伝子ファミリーは、様々な観点（癌種・遺伝子レベル・酵素レベルなど）から

研究されている。しかしながら、婦人科癌に対するＭＭＰの報告は認めていない。

今回､婦人科癌の中で､子宮頚癌に注目し､子宮頚癌細胞株７株を用いてＭＭＰ－２およびＭＭＰ･９

のｍＲＮＡレベル、酵素レベル、ならびにＭＭＰ阻害剤を用いた細胞浸潤能を測定し、各々の関連

性について検討した。



材料・方法

［材料］

子宮頚癌細胞株７株（ＨＴ３,Siha,ＭＥ180,Hela-S3,Caski,Ｃ-41,033A;Americanlype

CultureConection,Rockvine,ＭＤ,USA）を使用した。

ＭＭＰ抑制剤としてpo-phenanthroline(WakoPureChemicallndustries,Japan)を使用した。

［方法］

（１）ＲＴＰＣＲ法

子宮頚癌細胞株７株を培養後、ＩＳＯGEN(NipponGene,Japan)を用いて各細胞株よりＴｂｔａｌ

ＲＮＡを抽出、その後Moloneymurmeleukemiavirusreversetranscriptase（GIBCOBRL，

ＭＤ,USA)を用いてcDNAを作成した。ＭＭＰ-2、MMP-9、β-act、に対する特異的プライマー

を作製しＰＣＲ法を施行、IInIP-2、ＭＭＰ－９およびβ字actinのｍＲＮＡの有無を確認した．

（２）IReal-timePCR法

SmartCyC1er(Cepheid,ＣＡＵＳＡ)を用いて､Real-timePCR法でＭＭＰ-2､MMP-9,β弓act、

のcDNAを定量した。測定したＭＭＰ－２およびMMP-9cDNA発現量を各細胞株の凡ac血の

ｃＤＮＡ発現量（β画ctZnのcDNAは内部コントロール）を基準として相対的発現量を計測した｡

（３）Gelatmzymography法

Gelatmzymographykit(YagaiCorporation,Japan)を用いて、細胞株培養上漬中のＭＭＰ２

およびＭＭＰ－９の酵素活性を定性した。

（４）Invasionassay法

マトリゲル添加または無添加Membrane（8.Ｏ似、）で仕切られた２４穴２層式細胞培養容

器(BectonDickinsonBioCoat,Ｍ,USA)を用いて各細胞株を培養した。上層培養液にＭＭＰ抑

制剤添加（Ｏ似Ｍ､５匹Ｍ､５０ＬＬＭのo-phenanthrolmeを添加）し､下層培養液は､ＮＩＨ３Ｔ３

細胞（AmericanTypeCultureConection，Rockvme，ＭＤ，USA）の培養上清液

（Chemoattractantsとして使用）を含むＭＭＰ抑制剤無添加培養液を用いて７２時間培養し

たのち、Membrane裏面に浸潤した細胞数を顕微鏡で測定した。

（５）遺伝子発現量と浸潤能との関連性の解析

Real-timePCR法での結果およびInvasionassay法の結果をもとに統計処理を施行し関連性

を解析した。

成績

（１）ＰＣＲ法およびReal-timePCR法の解析より子宮頚癌細胞株７株において､IImVIP-2､IVnlP-9

のｍＲＮＡの発現を認めた。前者では、Caski株、Ｓｉｈａ株で、後者では、ＨＴ３株、Caski株な

どが顕著であった。

（２）GelatmZymography法では、ｍＲＮＡ発現量の高い細胞株において、高い酵素活性を認め、

発現と酵素作用の関連性が示された。一方５ＭＭＰ抑制剤であるo-phenanthrolmeをＭＭ添

２ 



加することにより、非添加で確認された酵素（ＭＭＰ－２ではCaski株､Siha株で、一方ＭＭＰ－９

ではＨＴＬ３株）において明らかな酵素活性抑制効果が認められた。また、o-phenanthroline

を５０匹Ｍ添加した時も同様の酵素活性抑制効果が得られた。,

（３）Invasionassay法において、細胞培養液中に５LLMo-phenanthroline添加した条件では、

全ての細胞株の浸潤は非添加時よりも低下を認めた。特にCaski株、Siha株では、非添加群に

比べてそれぞれ平均50.3％、55.0％と浸潤率の有意な（ｐ＜0.05）低下を示した。また、細胞培

養液中に５０IuMo-phenanthro1ine添加した条件では､細胞の成長が極端に遅く、本実験条件に

おいて浸潤率の測定は不可能であった。

（４）多くのパラメーターとの関連性を検索した結果､ＭＭＰ－２ｍＲＮＡ発現量と抑制剤添加(５JLL

Mo-phenanthroljne）群と非添加群での浸潤能の差には関連性が認められた。（r=0.84、ｐ＜

0.05）これに対して、ＭＭＰ－９高発現細胞株では関連性は認められなかった。

考案
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れている。今回の結果よりＭＭＰ－２特異性が高く副作用の少ない抑制剤の開発は、子宮頚癌治療に

つながるものと期待される。

結論

ＭＭＰは、癌の浸潤と転移に見られる細胞の浸潤と組織の破壊に重要な役割を担っている。

今回我々は､子宮頚癌細胞株７株を用いて､基底膜の重要構成成分であるⅣ型コラーゲンの分解酵

素であるＭＭＰ－２およびＭＭＰ９について、細胞の浸潤能との関連`性の検討を行った。研究対象子

宮頚癌細胞株においては、ＭＭＰ－２ｍＲＮＡ発現量と酵素活性抑制による浸潤能の変化には高い関

連性を認めた。今回の結果は、子宮頚癌の浸潤調節､子宮頚癌治療に重要な情報を与えるものと考

えている。
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マトリックスメタロプロテアーゼ（ＭＭＰ）は、種々の細胞外マトリックス

構成成分を分解するzincendqDepidaseで、現在２０種類余りが同定されてい
る。このうちＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９はそれぞれ、 progelatinase-A,pmgCUatinase‐ 
Bとして分泌され、基底膜の構成成分である1Ｖ型collagenを分解する機能を有
する。

● 

● 

これまで大腸癌、膵臓癌、膀胱癌について細胞増殖、組織破壊能との関連性
から検索が行われていが、婦人科癌とＭＭＰとの関連性についての報告は認
められていない。そこで、子宮頚癌細胞株を用いて、ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－ｇの

ｍＲＭ発現量、酵素産生分泌能、活性・活

・性について検索を行った。
性抑制効果と、細胞浸潤能との関連

子宮頚癌細胞樵7株はATCＣ(AmeIicanTypeTYssueCulturecollection,USA）より
購入した。ＭＭＰ酵素活性抑制剤は、キレート剤であるo-PhenanUmbUine
(ＷＡＫＯ,Japan)を用いた。

' ０。
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既に確立された方法に従いＲＴ－ＰＣＲ法、剛-timePCR法により、IRNA定
性、定量を行った。培養上漬中のＭＭＰ－２、ＭＭＰ－ｇの酵素活性能の評価

は、gelalinzymogmPhy法（Yagai,J日Pau）により測定した。腫瘍細胞の浸潤能
はA1biniのinvasionassay法による。すなわちlDolycarbonatemembmne（８０．
，ｍ）で仕切られたchamber下層に、NIH3T3培養上漬由来の走化因子を、上

層には至適濃度に調整した細胞を加え、o-phemmtImlineを添加、非添加の条
件下で７２間培養し､membmne裏面に浸潤した細胞数を、顕微鏡下で算定し
た。

この結果、ＲＴ－ＰＣＲ法、［巳alとtimePCR法において全ての細M包株でmRNAの

発現を認め、ＭＭＰ－２ではCasld株、Siha株ⅡＭＭＰ－ｇではＨＴ－Ｓ株、＿
C麺Ski株で顕著であった。さらに、これら発現量の高い細胞株で、培養上濱

中にも高い酵素活性が存在し、o-phCnanthmlineでほぼ完全に活性が抑制され
ることを、gelatinzymogⅡaplDy法で確認した。invasioMssay法では、全ての細
胞株に浸潤能があり、o-phenanthmline添加により抑制があり、特にＭＭＰ－２
高度産生株CaSki株、Siha株では非添加群に比べ、添加群は５０％もの高度
の低下を認めた。多くの関連因子との関係を統計学的に評価検討した結果、
MMP-2のmRNA発現量と浸潤抑制効果とに高い関連性が認められた｡こ
れに対して、ＭＭＰ－９の高発現株との関連性は認められなかった。

以上の結果から、ＭＭＰ－２産生細胞株で､ｍＲＮＡ発現量が高い細胞株ほど

産生分泌、基質分解能が高く、これに符合して高い細胞浸潤能が認められ、
酵素活性抑制剤により浸潤が抑制されたことから、検索した細胞橡7株か_
ら、少なくともＭＭＰ－２については細胞浸潤への直接関与が示された。

本研究は婦人科癌細胞におけるＭＭＰ－２のmRNAの高度発現、酵素活性と細
胞浸潤能の関連性を初めて明らかにし、酵素活性抑制剤による浸潤調節、遠
隔転移に対する新たな薬剤治療の可能性の道を開いた臨床的価値は、評lmiさ
れる。今後、本研究を基礎に、局所の癌細胞の浸潤、転移を制御する機序の
更なる解明を期待したい。
発表後、論文要旨の若干の字句の修正を求めた。さらに発表論文、周辺領域
について質疑応答を行い、これに対して申請者から適切な回答が得られ、本
学の博士を授与するにふさわしい知識、技能を有すると考え、全員一致で合
格と判定した。

なお本研究はTheOncO1ogWeportsに掲載予定である。」




