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Down-regulation　 ofmatrix-invasive　 potential　 ofhuman　 liver　cancer　 cells　by　 type　 I

　　　　　　　 interferon　 and　 a　histone　 deacetylase　 inhibitor　 sodium　 butyrate.

　　　(1型 イ ンターフェロン及 び酪酸によるヒ ト肝細胞癌株 に対す る細胞外基質浸潤抑制効果)

金　子 文　彦

内容の要旨

　我々は培獲ヒト肝癌細胞株を分化誘導させ ることにより、その悪

性度を低下させることを検酎 してきた。特にインターフヱロン・αや

ヒス トン説アセチル化阻害薬である酪酸が、ヒト肝癌細胞の増殖を

濃度依存性に抑制 し、正常への形成変化を誘導することを報告して

きた。

　本研究では肝癌細胞の転移機序における細胞外基質浸潤に着 目

し、インターフSロ ン及び酪酸がヒト肝癌細胞の細胞外基質(マ ト

リゲル)浸 潤および浸潤に重嬰な役割を果たすマ トリックスプロテ

アーゼ活性に及ぼす作用につき検etし た。

　 6麺 類の ヒ ト肝 癌細 胞棟(HLE,　 HLF,　 PLGPRF/S,　 HepG2,,

HCC-T,　 HCC・M)を 用いたマ トリゲルインベージョンアッセイによ

るマ トリゲル浸潤能の測定では、HLEとHLFの みが高浸潤能を示 し

た。HLEとHLFを1× 且0'U/mlのインターフェロン、2mMの 酪 酸に

て7目 間刺激培養 したところ、アポ トーシスは騰導 されなかった

が、細胞形態が変化 し、マ トリゲル浸潤能は有意に低下 した。ま

た、ゼ ラチンザイモグラフィーによる検討では、HLEとHLFは 活 性

型MMP・2、 潜在型MMP・2、 濤性型MMP・9、 溜在型MMP。9を 分泌 し

ていたが、インターフSロ ン、酪酸により両細胞株ともこれらMMP

の 発 現は有意 に低下 した。 さらに,両 組胞株の分泌す る活性型

MMP・z、9を 測定 したところ、インターフェロン、酪酸により発現

が低下 した.リ アル タイムRT・PCRに よる検肘では、　MMP　 familyの

中で もi型 コラーゲンの溶解に1E要 なMMP・l　 mRNAの 発現がイン

ターフェロン、酪酸刺激により低下した。nayの 拮 抗物質である

TlMP・l　mRNA,　 TIMP・z　mRNAの 発 現に関 しては、インターフ　 0

ンによって共に有意な発現の増加が認められたが、酪酸刺激ではわ

ずかに減少 し、インターフSロ ンと酪酸はマ トリゲル浸潤能を抑制

するものの、そのメカニズムには相遮があると推察された。

　以上の結果より、インターフェロンと酪酸は、ヒ ト肝癌細胞のマ

トリゲル浸潤能を抑制 し、さらにマ トリックスプロテアーゼーz,

9の 発環を抑制す ることによn,転 移 を抑制することが示唆 され

た。

険文審査の要旨

　肝細胞癌は主に血行性に肝内、肝外へと転移 し、同時性異時性多発

癌 とともに転移の有無が予後を左右する。本研究では、近年進行肝細

胞癌の治療に用いられてきている1型 インターフSロ ン(IFN)と ピス

トン脱アセチル化酵素阻害剤である酪酸(S副 の細胞外基質浸潤能と

MMPの 発現に及ぼす効果を検肘 した。6種 類のヒト肝癌細胞株の中

からマ トリゲルインベージョンアッセイにて高浸潤能を示 した1D.E

とHLFを 、1×IdWmlのIFN、2mMのSBに て刺激培養 したところ、

アポ トーシスは騰導されなかったが細胞形態が変化 し、マ トリゲル浸

潤能は有意に低下した。また,ゼ ラチンザイモグラフィーにて、xi.e

とHLFは 活性型、潜在型MMP・2,9を 分泌していたが、1困 、　SBに よ り

これ らの発現は有意に低下した。さらに.分 泌された活性型MMP-2,

9をELlSAで 測定 したところ、両薬剤により発現が低下した。リアルタ

イムR㍗PCRに よる検討では、　MMP㎞ilyの 中でも1型 コラーゲンの

溶解に重饗なMMP・1　mRNAの 発現がlFN,　SB刺 激 により低下した。し

かしh4dPの 桔抗物質である㎜ ・1　mRNA,'PIMP・2　 mRNAの 発夏に関

しては、lFNとSB刺 激 では効果が異なり、その細胞内シグナル伝逮機

序には相違があることが推察された。

　審査ではまず、亘FNとSBに よる細胞形態の変化に関して、細胞表面

の突起概構造やアクチンの状態など、転移に関連する形態の変化を検

酎 しているかとの質問があり、高倍率で細胞形態を観察すると、】FNや

SBに よ り細胞の突起様構造が減少 し、円形の構造をとるようになっ

たこと.過 去の検討では、アクチンは滅少していたとの返答がなされ

た。またこれらの薬剤によるMMPの 変化は多様であることが考えら

れるが、他のMMPに 関 しては検肘 したのかとの質問に対し、　MMP。L,

MMP・3,　MMP・7,　Mr1・MMP等 の町 ・PCRを行 ったが、均一な結果が術

られなかったとの返答がなされた。また、マ トリゲルで高い浸潤能を

示 した細胞株のみでなく浸潤能の低かった細胞棟についてもザイモ

グラフィーを行 うか、MMPの インヒビターを用いた結果を示すべき

であったとの指摘があ7、 論文には示さなかったが、低浸潤能の細胞

株を用いたザイモグラフィーでは、MMPの 分泌が少なかったとの返

答がなされた。また今後臨床応用を考えるならin　vivoでのモデル実験

も行うべきであるとの指簡がなされた。さらに両薬剤の相乗効果はあ

るかとの質問に対し、文献的にはinviwで 肝細胞癌株に対して相乗効

果があn,そ の系はSTA丁Lを 介するものであったと返答された。

　以上のように、本研究は案験系や結曲の導き方に検肘すべき課題を

残 しているものの、近年肝細胞癌に対する抗腫癌効果の注目されてい

る1型IFN、 またヒス トン脱アセチル化酵禦阻害剤であるSBが 肝癌細

胞味に対 し細胞外基質への浸潤抑制効果を示 し、その機序 として

MMP-2,9の 産生を抑制 したことを明らかに した点で、肝臓病学上有

意義な研究と評価された。
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