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慶 慮 医 学 ・81(4):T233～T243,　 zoos

学 位 論 文

マウス舌癌同所移植モデルを用いたMMP阻 害剤

ONO-4817の 頸 部 リ ンパ節 転 移 抑 制 効 果

慶脛義塾大学医学部耳犀咽喉科学教室

　　　 (指導:小 川　郁教授)

　 　 　 　 やぽ　　しノニ　　　　ノニく

　　　　 山　下　　拓

(平成16ff　 2月26日 受付)

Key　 Words:head　 and　 neck　 squamous　 cell　 carcinoma,　 matrix　 metalloproteinase　 inhibitor ,　ONO.9817,

　 　 　 　 　 orthotopic　 implantation　 model,　 lymph　 node　 metastasis

　 口腔癌症例の約50%に 頸部 リンパ節転移を認めると

報告されているト3〕ように,口 腔絶を含む頭頸部扁平上

皮癌は高率に頸部 リンパ節転移をきたすことが知 られて

いる.ま た口腔,中 咽頭扁平.f:皮癌において,頸 部 リン

パ節転移を認めない症例の5隼 生存率が81%で あるの

に比べ,リ ンパ節内転移を認め る症例は64%,リ ンパ

節外浸潤を認める症例は21%と 頸部 リンパ節転移が重

要な予後因子であることも報告されている",さ らに頭

頸部扁平上皮癌の治療後頸部 リンパ節再発症例の5年

生存率がzs.z%と 極めて不良であることも報告 されて

いるω.こ のように頭頸部癌に対する手術的治療,放 射

線治療,化 学療法の進歩にもかかわらず,現 在でも頸部

リンパ節転移の制御には難渋す ることも少なくない.し

たがって頸部 リンパ節転移の分子機構の解明と治療およ

び予防法の確立 は,頭 頸部扁平上皮癒の治療成績向上に

おいて重要な課題のひとつであると考えられる.

　 リンパ節転移の分子機構にっいてはまだ不明な点が多

いが,癌 細胞による上皮下の基底膜の破壊,結 合組識へ

の浸潤,り ンパ管への侵入,リ ンパ管内での移動,7ン

パ節 での増殖 というプ ロセスは少な くと も必要であ

る16).こ の過程において,癌 細胞は移動の障壁とな っ

ている周囲の細胞外マ トリックスを分解する必要がある.

なかで も基底膜の分解は最も重要であると考え られてい

る,基 底膜はIV型 コラーゲン,ラ ミニ ン,プ ロテオグ

リカンなどで構成される丈夫な網状構造を形成してお り,

上皮 細 胞 の 基 底 部 を 裏 打 ち す るよ う に存 在 す る.基 底 膜

は 口腔 粘 膜 上 皮 の 基 底 部 に 存 在 し,ま た 毛 細 血 管 に比 べ

る と未 発 達 で あ るが 毛 細 リ ンパ 管 周 囲 に も存 在 す るri.

す なわ ち癌 細 胞 の 局 所 浸 潤.リ ンパ管 内 侵 入 の 際 に基 底

膜 は一 種 の バ リア ー と して 機 能 して い る と考 え られ,そ

の分 解 は,癌 の局 所 浸 湖 や リ ンパ節 転 移 にお いて 必 須 で

あ る,細 胞 外 マ ト リッ ク スの 分 解 に は マ トリ ッ クス メ タ

ロ プ ロ テ ア ー ゼ(matrix　 melaltoproteinase ,以 下

MMPと 略 す),セ リン プ ロ テ ア ー ゼ,シ ス テ イ ンプ ロ

テ ア ー ゼな ど の 蛋 白 分 解 酵 素 が 働 い て い るが,そ の う ち

基 底 膜 の 主 要 構 成 成 分 で あ るIV型 コ ラ ー ゲ ンを 基 質 と

す る酵 素 に はMMP遺 伝 子 フ ァ ミリー に属 す るMMP・2

とMMP・9が あ る.し た が っ てMMP・2,　 MMP・9は 癌

の 浸潤,9ン パ 節 転 移 に重 要 な役 割 を 担 って い る と考 え

られ,事 実MMP-2お よ びMMP・9の 発 現 や 活 性 化 率 と

頭 頸 部 扁平 上 皮 癌 の頸 部 リ ンパ 節 転 移 が 相 関 して い る と

の 報 告 が 散 見 さ れ る8131.ま た 細 胞 膜 表 面 で 潜 在 型

MMP・2を 特 異 的 に 活 性 化 す る膜 型 マFリ ッ ク ス メ タ ロ

プ ロ テ ア ー ゼ の ひ とつ で あ るmembrane・type　 l　ma-

trix　metalloproteinase(以 下MT1・MMPと 略 す)6聖 。

の 発 現 も頸 部 リ ンパ 節 転 移 と の 関 与 を 示 す 報 告 が あ

る,胴5¶1m.こ の よ うにMMP-2,　 MMP・9,　 MTI・MMP

を は じめ と す るMMP遺 伝 子 フ ァ ミ リー は癌 の 浸 潤 転

移 や 予 後 に関 与 して い る こ とが 知 られ て い る.ま た これ

らMMP遺 伝 子7ア ミ リー の 活 性 阻 害 が 癌 の 浸 潤 転 移

　 本 諭 文 はYamashita　 T.　 Fujii　 M,　 Tomita　 T.1shiguro　 R,↑ashira　 M,　 Tokumaru　 Y,　 Imanishi　 Y.　 Kanke　 M.　 Ogawa　 K,

Kameyama　 K.　Otani　 Y:The　 inhibitory　 effect　 of　 matrix　 metalloproleinase　 inhibitor　 ONO-48170n　 lymph　 node　 metasla -

515in　 tongue　 carcinoma.　 Anticancer　 Res　 23=2297-2302 ,2003の 一 部 を 含 む,
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の 抑 制 や 予 後 の 改 善 に寄 与 す る こ と を示 す 多 くの報 告 が

動 物 実 験 に お い て な さ れて い る.MMP　 UII　剤 が 血 行 性

転 移 を 抑 制 す る こ と につ い て は 多 くの 報告 が あ る19101.

ま た 胃癌 の 腹膜 播 種 を抑 制 す ると の報 告 もみ られ るz+,asp.

しか し,リ ンパ 節 転 移 の 抑 制 に 関 す る報 告 は少 な く2G1,

と くに頭 頸 部扁 平 上皮 癌 の 頸 部 リンパ 節 転 移 抑 制 の 報 告

は な い.そ こ で本 研 究 で は,頭 頸 部 癌 の頸 部 リ ンパ 節 転

移 掬 制 に お け るMMP阻 害 剤 の 効 果 に っ い て 動 物 実 験

で 検 討 を行 っ た.

　 qン バ 行 性 転 移 の 実 験 的 研 究 は1959年Zeidmanや

Bussら に よ り初 め て報 告 されni,そ の 後 少 数 の リ ンパ

行 性 転 移 モ デ ル が 開発 され たt6　R9}.頭 頸 部 癌 の頸 部 リ ン

パ 節 転 移 に関 して は,舌 癌 同所 移 植 に よ る 頸 部 リンパ 節

転 移 モ デ ル 作 成 の報 告 が あ る30',ま たMatsuiら は ヒ ト

舌 癌 由 来 の 扁 平 上 皮 癌 細 胞 株HSC・3の 同 所 移 植 を く り

返 す こ と に よ り頸 部 リ ンパ 節 へ の 高 転 移 株HSC・3・M3

を分 離 した こ とを 報告 して い る9U.そ こで 本 研 究 で は,

頸 部 リ ンパ 節 へ の高 転 移 能 を有 す る ヒ ト舌 扁 平 上 皮 癌 由

来 細 胞 株HSC-3-M3の ヌー ドマ ウ ス へ の 同 所 移 植 モ デ

ル を 用 いて,舌 癌 の 頸 部 リ ンパ 節 転 移 に 対 す るMMP

阻 霧 剤 の抑 制 効 果 に つ い て検 討 した.MMP阻 害 剤 に関

して は,経 口投 与 が可 能 でMMP・2,　 MMP・9に 対 し強

い活 性 阻 害 作 用 を有 す るONO・4817を 使 用 した341.

材料と方法

1.細 胞 培 養

　 本 研 究 で は,高 い頸部 リンパ 節 転 移 能 を有 す る細 胞 株

HSC・3-M3を 用 い た.　 HSC-3-M3は ヒ ト舌 扁 平..1:皮癌

細 胞 株HSC・3よ り分 離 さ れ た細 胞 株 亜 型 で あ'り311,太

田 隆 英 博士(金 沢 医科 大学 病 理学 教室)よ り供 与 され た.

HSC・3・M3の 標 準 培 養 液 は抗 生 物 質(1001U/mlペ ニ

シ リ ン.100N8/mlス トレプ トマ イ シ ン,250　 ng/m】

ア ン ホ テ1,シ ンB)を 含 むDulbecco's　 modified　 Eagle

medium(DMEM)に10%仔 牛 血 清 を 混 合 して作 製 し

た.細 胞 は37℃,5%CO,の 条 件 下 で 培 養 した.培 養 液,

io%仔 牛 血 清,抗 生 物 質 は い ず れ もGibca　 BRL

(Grand　 Istand,　 NY,　 USA)よ り購 入 した.

2,MMP阻 害 剤

　 使 用 し たMMP阻 害 剤ONO-4817〔[2S,4S]・N・

Hydoroxy・5・ethoxymethyloxy-2・methy1・4{4・pheno・

xybenzoyl]aminopentanamide}(第1図)は 小 野 薬 品

工 業 株 式 会 社 で 開 発 さ れ た.ONO・4817はin　 vitroの 実

験 で はdimethyl　 sulfoxide{DMSO}に 溶 解 し た う え 種 々

　　　　　　　　　rO＼9b
　　　　　　　　　O

瞼昌押 ◎冷

第1図ONO-4817の 分 子 構 造,(Yamashita　 T　el　al:

　 Anti　 Cancer　 Res　 23:2297-zsoz,2003のFigure　 1を

　 許 可 を 得 て 転 載)

の 濃 度 に 調 整 し,in　 vivaの 実 験 で は0.5%carboxy・

methyl　 cellulose　 sodium(CMC}に 溶 解 し40　 mg/m且

の 濃 度 に 調 整 し て 使 用 し た.

3.MTT　 assay

　 HSC・3・M3の 増 殖 に対 す るONO-4817の 影 響 を 検 討

した.細 胞 増 殖 はtetrazolium-dye・based-assay(MTT

assay)に よ り検 討 した.1ウ ェル あ た り2.O　x]p'個 の

癌 細 胞 を96ウsル マ イ ク ロ プ レー トに 播 種 した.通 常

の培 地(1ウ ェ ルあ た りIOOｵ1)に て24時 間 培 養 後,

PBSで2回 洗 浄 し,種 々 の濃 度(OnM,　 l　 nM,10

nM,1NM,100ｵM)のONO・4817を 添 加 した 無 血

清 培 地(1ウ ェ ル あ た り100NI)に 交 換 し,さ らに24

時 間 培 養 した.24時 間 後 にPBSで5mg/m1に 希 釈 し

たMTT[3・(9,5・dimethylthiazol-2-yl}一2.5-diphenyト

tetrazolium　 bromide]溶 液 を1ウ ェ ル あ た り10ド1ず

つ 添 加 し た.さ らに4時 間 反 応 さ せ た 後,溶 液 を 吸 引

除 去 し,100Nlの 溶 解 溶 液(酸 性 イ ソ プ ロパ ノ ー ル)

を 加 え た.プ レー トを30分 間 撹 絆 し570nm波 長 の 吸

光度 を 測定 した.

4.実 験 動 物

　 4週 齢,雄 のBALH/cAヌ ー ドマ ウ ス(CLEA　 Japan,

Inc.)を 購 入 し5週 齢 で実 験 に使 用 した.実 験動 物 は慶

癒 義 塾 大学 実 験 動 物 セ ン ター 内 で飼 育 し,す べ て の 実 験

は慶 臆 義 塾 大 学 医学 部 動 物 実 験 ガ イ ドライ ンに準 拠 し,

これ を遵 守 して施 行 した,

5.組 織 ホモ ジ ネー トの作 成

　 マ ウ ス舌 に 移 植 し た腫 癌 のMMP-2お よ びMMP-9の

活 性 を測 定 す る ため,組 織 の ホ モ ジネー トを作 成 した,

マ ウ スの 舌 腫 瘍 を摘 出,細 切 し0.15MNaC且,　 is　mM
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CaCI,.0.02%NaN,.2mM　 phenylmethylsulfonyl

fluoride,5mM　 N-ethylmaleimideを 含 む50　 mM

Tris・HC量buffer(pH　 7.5)で 氷 冷 下 にtモ ジ ナ ネ ー ト し

た.次 に3000rpm,15分 遠 心 分 離 を 行 っ た 後,上 清

を 回 収 し,ゼ ラ チ ンザ イ モ グ ラ フ ィ ー に よ る 分 折 用 サ ン

プ ル と し て 一20℃ フ1,一 ザ ー で 保 存 した.蛋 白 濃 度 は

Bio-Rad　 Protein　 Assay　 Kit(Bio-Rad,　 Hercules,　 CA)

に て 測 定 し,単 位 蛋 白 量 あ た り のMMP・2,　 MMP-9活

性 を 比 較 検 討 した,

6.ゼ ラチ ンザ イモ グ ラフ ィー

　 細 胞 株 の培 養 上 清 お よ び組 織 ホ モ ジ ネ ー ト上 清 中 の

MMP・2,　 MMP・9の 活 挫 は ゼ ラ チ ンザ イ モ グ ラ フ ィー

に よ り測 定 し た,サ ンプ ル は20%glycerol,1%so-

dium　 dodecyl　 sulfate[SDS],0.05%bromophenol

blue　tracking　 dyeを 含 む電 気 泳 動 用bufferで37℃,

30分 間 イ ンキ ュ ベ ー トし た後,0.2%ゼ ラチ ンを 含 む

io%SDS・polyacry且amide　 gelsで 一9℃下 に電 気 泳 動 を

行 っ た.'泳 動 後,ゲ ル を2.5%Triton　 X・100に て30

分 間 室 温 で2回 洗 浄 し,10mM　 CaC12,0,15　 M　 NaC1,

50mM　 Tris・HCIを 含 むbuffer(pH　 7.5)で37℃,17

時 間 イ ンキ ュ ベ ー ト した.In　 vitroで のONO.4817に

よ るMMP・2,　 MMP・9活 性 阻害 効 果 は,概 々 の儂 度(0,

1,3.io,30　 nM)のONO-4817をincubation　 buffer

に 加 え る こ と で 検 出 し た.そ の 後,ゲ ル は0.1%

Coomassie　 Brilliant　Blue　 R・250で30分 間 染 色 し。

5%イ ソプ ロパ ノ ー ル,8%酢 酸 水 溶 液 で 脱 色 した,ゼ

ラ チ ン分 解 を 受 け た 部 分{3Coomassie　 Brilliant　 Blue

R・250で 染 色 を 受 け た 青 色 の 背 景 の 中 の 透 明 な パ ン ド

と して 検 出 され た.こ の バ ン ドを反 転 化 しNIH　 Image

software(version　 l.61)で 半 定 量 化 した.　MMP・9の 活

性 化 率 は(活 性 型 の バ ン ド濃 度/非 活 性 型 の パ ン ド濃 度

+活 性 型 の パ ン ド濃 度)の 式 で 算 出 した.

で染色 し,70%メ タノール,10%酢 酸水溶液で脱色 し

た.ゼ ラチン分解を受けた部分はAmido　 Black　108で

染色されないため.黒 色の背景に対 して.透 明か ら薄い

青色域として同定される.ゼ ラチン分解活性は光学顕微

鏡で検出 した.連 続切片の一部はHE染 色を行いゼラチ

ン分解を受けた部位を組織学的に同定 した.

8,舌 癌 同 所 移snモ デ ルの 作 製 とONO・4817治 療 実 験

　 HSC-3・M3細 胞 を2.0×ios　 cel且s/mlと な る よ う

Hank's　 balanced　 salt　solution(Gibco　 BRL ,　Grand

Island,　NY)に 混 和 調 整 した.50μ1{1.0×10ｰcells)を

30ゲ ー ジ針 に て ヌ ー ドマ ウ ス の 舌 縁 に 同 所 移 値 した.

移 植 後21日 日 に 犠 死 さ せ 舌 腫 傷 を 摘 出 した.in　 vitro

で の,ONO-4817に よ るMMP・2,　 MMP・9の ゼ ラチ ン

分解 活 性 抑 制 効 果の 検 討 の た め,舌 腫 瘍 の ホ モ ジ ネー ト

.L清 を サ ンプ ル と して ゼ ラチ ン ザ イ モ グ ラフ ィー を 行 っ

た.竃 気 泳 動 後,種 々 の 濃 度(0,1,3,io ,30　 nM)

のONO-4817を 含 む 溶 液 中 で イ ンキ 昌ベ ー ト した.

A

HSC-3-M3

0rthotopic　 implantation

　 　 ウ

sacrifice

　 亨

7.Film　 in　si/a　zymography(以 下FlZと 略 す)

　 マ ウ ス よ り摘 出 し た 腫 煽 は,摘 出 後 す ぐ にcryomo且d

O.C.T.4583　 Compound(Miles,　 Inc.,　Elkhart,]IV,　 USA)

に 入 れ,ド ラ イ ア イ ス で 冷 却 し た2メ チ ル ブ タ ン で 急

速 冷 凍 包 埋 し た.冷 凍 ブ ロ ッ ク はcryostat　 microtome

ILeica　 model　 CM　 1510-11)で 薄 切 し4ｵmの 趣 続 切 片

を 作 製 し た.こ れ ら薄 切 片 を7ｵmの ゼ ラ チ ン で コ ー ト

さ れ た フ ィ ル ム(Fuji　 Photo　 Film　 Co.,　 Ltd,　 Tokyo,

Japan)に の せ,37℃ で16時 間humidified　 chamber

で イ ン キ ュ ベ ー ト し た.そ の 後Amido　 B】ack　 10B

/Wako　 Pure　 Chemical　 Industries,　 Ltd.,　 Osaka,　 Japan)

B
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(5'Yo　CMC,　 twice　 a　day)
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第2図 　 IA)HSC・3・M3の 同 所Y4fdに よ る マ ウ ス 舌 扁 コLヒ

　 皮 癌 モ デ ル を 用 い た治 療 実 験.マ ウ スを2つ の グ ル ー プ

　 (ONO-0817治 療 群,コ ン トロ ー ル群)に 分 け た,治 療

　 憐 に はHSC・3・M3同 所 移 値 翌 日(day　 1)か らday　 28

　 までONO-4817を150mH/kgを 且H2回 経 口投 与 した.

　 コ ン トロー ル1詳に は同/tgPag　vehicleの み を投 与 した.(B)

　 HSC-3-M3同 所#$FTlii'c　28日 の 舌 腫 瘍.(C)ゴ ン トロ ー

　 ル 群 の 頸 部 リ ンパ 節(矢 頭),肉 眼 上.転 移 の 有 勲 は 不 明

　 で あ る.(Yamashita↑et　 al:Anti　 Cancer　 Res　 23=

　 2297-2302,2003のFigure　 2を 改 変,許 可 を 得 て転 載)
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慶鷹医学　81巻4号(平 成16fFl2月)

　 次1:.in　aivoで のONO-9817の 効 果 を検 出 す るた め,

i.o× 重05のHSC・3-M3細 胞 をday　 Oに ヌー ドマ ウ ス の

舌 縁 に同 所 移 植 した.移 値24時 間 後(day　 uに 無 作

為 に マ ウス を2つ の グル ー プ(ONO・9817の 投 与 を 行

う治 療 群 とvehicleの み 投 与 す る コ ン トロー ル 群)に 分

け た,治 療 群 の マ ウ ス に はdaylか らday28ま で

ONO.4817を 投 与 し た.　ONO4817は0.5%carbox}・ 一

methyl　 cellulose　 sodium(CMC1に40　 mg/mlの 濃 度

に な る よ う混 和 し,投 与 量 を150mg/kgと して1日2

回 経 ロ投 与 した,コ ン トロ ー ル 群 で は28日lnY　 vehicle

の み を 且日2回 経 口 投 与 した.す べ て の マ ウ ス はday

28のONO・4817あ る い はvehicleの 最 終 投 与2時 間 後

に犠 死 させ,舌 腫 瘍 と頸 部 リ ンパ 節 を 摘 出 した。 頸 部 リ

ンパ 節 につ い て は,ル ー ペ下 に オ トガ イ下,両 側 顎下 ,

両 側頸 静 脈 周 囲 の探 索 を 行 い 摘 出 した(第2図).移 植

腫瘍 におけ るゼ ラチ ン分解活設 はゼ ラチ ンザ イモ グラフ ィー

とFIZに よ り評 価 した.両 群 と も マ ウ スの 体 重 をday

i.7,is,21,28に 測 定 し比 較 を 行 った,摘 出 した頸

部 リ ンパ 節 は20%ホ ル マ リ ン溶 液 で間 定 した 後,パ ラ

フ ィ ン包 埋 し.各 リ ンパ 節 の 全 幅 に わ た り100pmご

と に4ｵmの 切 片 を 作 成 した.す べ て の 切片 はHE染 色

を施 した後 に光 学 顕 微 鏡 に て 転 移 の 育無 を検 索 した.

9.統 計 学 的 検 討

　 MTT　 assayの 桔 果 はKruskal・Walks　 testで 評 価 し

た 。2群 問 で の 生 存 率,体 重,頸 部 リ ンパ節 転 移陽 性 率

はWilcoxon　 test.,　Mann-Whitney's　 U　test,　 Fisheゼs

exact　 probability　 testを そ れ ぞ れ 使 用 し検 討 した.い

ず れ も危 険 率P<0.05の と き統 計 学 的 に有 意 差 あ り と判

定 した.

150

oo
　

　
50

　

ロ
2
畳
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』
o
嘩

Control　 l　nM　 10nM　 1ｵM　 IOOｵM

　 　 Concentration　 of　ONO-4817

第3図AITTア ッセ イ,!nりf'π3に お い て,　ONO・ne且7は

　 100FMの 濃 度 までHSC・3・M3の 細 胞 増 殖 に 影 響 を 及 ぼ

　 さ!jか 『)た.

z.In　 vitroに お け るONO.4817のMMP・2,　 MMP。9

活 性 抑 制 効 果

　 HSC-3-M3細 胞 の 培 養 上 浦 を サ ンプ ル と して ゼ ラ チ

ンザ イ モ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 結 果,潜 在 型MMP・2

(68kDa)お よ び潜 在 型DIMP-9(92kDa1が 検 出 され た.

HSC・3・M3を 移 値 し た マ ウ ス舌 腫 嘱 の ホ モ ジ ネ ー ト上

清 か ら はゼ ラ チ ンザ イ モ グ ラ フ ィーに て 潜 在 型MMP-2,

活 性 型MMP-2{62kDa},潜 在 型MMP-9,活 性 型

MMP-9〔84kDa)が 検 出 され た.　MMP・9の ゼ ラチ ン分

解 活 性(満 在 型MMP・9,活 性 型MMP・9活 性 の 和)は

in　vitroに お い てONO・48且7に よ り濃 度 依 存 姓 に阻 客 さ

れ た(第4図).コ ン トロ ー ル のMMP・9活 性 を100%

と す る とlnM,3nM,10　 nM,30　 nM　 ONO-4817

添 加 時 の そ れ ぞ れ の活 性 は86%,64%,36%,12%で

あ う た.biMP-2に 関 して もONO-4817添 加 に よ り ゼ

ラチ ン分 解 活性 を抑制 す る傾 向が み られ たが,コ ン トロー

ル で の活 性 が 低 い た め定 量 化 は不 可 能 で あ った.

結　　果

1.HSC-3・M3の 細 胞 増 殖 に対 す るONO.4817の 効 果

　 HSC・3・M3の 細 胞 増 殖 に 対 す るONO.4817の 効 果 を

検 討 す るた めMTT　 assayを 行 った.そ の 結 果,　in　vilro

に お いてONO-4817はHSC-3-M3に 対 して100ｵMの

濃 度 ま で殺 細 胞 効 果 を もた1jか った(p=0.753fi;第3

図).

　　　　　　COnCRnllaHOn　 o(ONO-0817(nM)

(kDa)　 n　 　 l　 　 a　 　 io　 　 30

謝 粛　 蕪　 櫛
レ

レ

68

α

第4図ONO・48且7に よ るMMP・9の ゼ ラチ ン分 解 活 牲 抑

　 制 効 果(in　 vitro).ゼ ラ チ ンザ イ モ グ ラ フ ィー の 結 果,

　 MMP-9(92kDa;潜 在 型,84kDa　 l活 性 型}の ゼ ラ チ ン

　 分 解 活 性 はONO-48Vの 濃 度 依 荏 性 に 抑 制 され た.

　 (Yamashita　 T　et　al:Anti　 Cancer　 Res　23:2297-2302.

　 2003のrigure　 3を 許 可 をi7て 転 載)
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li」.ド;MMP阻 害 剤の頸部Ilン パ節転 移抑制効果

3,∬nUEIIOに お げ るONO・4817の ゼ ラチ ン分 解 活ttr抑

制 効 果

　 !ηlltVGに お け るONQ・4817の ゼ ラ チ ン分 解 活 性 抑 制

効 果 は ゼ ラ チ ンザ イ モ グ ラ フ ィ ー お よ びFIZを 用 いて

検 出 した.　 ゼ ラ チ ンザ イ モ グ ラ フ ィー の結 果,ゴ ン ト

ロ ー ル 群 に 比 較 し,治 療 群 の 舌 腫 瘍 組 織 に お い て

MMP-9活 性 化 率 の(t(下 が 認 め られ た.活 性 化 率 は治r

X21%,コ ン トロ ール 群36%で あ った(第5図),　 F工Z

の結 果,コ ン トロー ル群 の 舌 腫 場組 織 に一 致 して強 い ゼ

ラチ ン分解 活 性 が認 め られ た の に対 して,治 療 群 で は ゼ

ラチ ン分解 活 性 は著 し く抑 制 さ れ て い た(第6図).

92kDa一 レ

84kDa一 レ

68kDo一 う・

Control　 Tr日1men直

S『oup　 　　　S「o脚P

媚自 ■馳 咽■■膨

12kDu一 レ

第5図 　ONO・4817に よ るMMP・9の ゼ ラ チ ン分 解 活 性 抑

制 効 果 ㈲ ヒ伽).ゼ ラチ ンザ イ モ グ ラ フ イ ー の 結 果.

　 コ ン トロ ー ル 群 と⊥七車交 し治 凛 君竿に お い て 低 いMMP・9　 fF

　 性 化 率 を示 した,活 性 化 率 は コ ン ト ロー ル 群0、36、 治 族

　 群0.33で あ った.(Yamashita　 T　et　s]:Anti　 Cancer

　 Res　 2?:2297-2302,2003のFigure　 aを 許 可 を 得 て 転

　 載)
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第e図 　 舌 煙 組 織 に お け るoxo・4817の ゼ ラチ ン分 解 活 性 抑 制 効 果 ,　A(FIZ)とB〔HE染 色1は

　 コ ン トロ ー ル群 の舌 絶組 織 の 連 続 切 片(x40),　 C　CF17.)とD(HE索 色}は 治 療 群 の 舌 隔 組 織

　 の速 続 切 片(x90),　 FIZの 結 果.コ ン トロ ール 群cn)と 比 較 し治 環 群(C}の 舌 謹 組 織 で は ゼ

　 ラ チ ン分 解 盾性 が 抑 制 されzい る.コ ン トv一 ル 群 に お い て は 癌 病 渠 に一 致 して強 い ゼ ラ チ ン分

　 解 活性 を認 め るが,治 療 群 にお い て は非 常 に弱 い.(Yamashi重a　 T　et　d:Anti　 Cancer　 Re.=,23:

　 2297-2302,?003のFigure　 5を 改 変,許 可 を 得 て 転 載}
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慶慮医学　8璽巻4号(平 成16年12月)

4.頸 部 リ ンパ 節 転 移 お よ び 体 重 変 化 に 対 す るONO-

4817の 効 果

　 同所 移 値 に よ るマ ウ ス舌 へ の腫 瘍 形 成 は治 療 群,aン

トロ ー ル 群 と もに す べ て成 功 した.治 療 群 の15匹 巾14

匹(93.3%),コ ン トロー ル群 の15匹 中12匹(80.0%)

が 同 所 移 植 後28日 間 生 存 した.治 療 群 の マ ウ スの う ち

1匹 は移 植 後day　 28に,コ ン トn一 ル 群 の マ ウスの 内

3匹 はday　 17,20,22に そ れ ぞ れ 死 亡 した.今 回 の 検

討 で は両 群 間 の生 存率 に統 計学 的有 意 差 は認 め られ なか っ

た(第7図;p=0。1167).同 所 移 植 後21日 と28日 で

の マ ウ スの 体 重 の 比較 で は,コ ン トd　 ル群 と比 較 し治

100

　
　
　
50

)
{琶

響

嘱≧
房

0

Treatment　 group(n=15)『
　 　 　 　 　 　 　 　 　 Control　group(n=15j

療 群 に お い て,有 意 に体 重 減 少 が 抑 制 さ れて い た(第8

図).第21日 の 平 均 体 重 ±標 準 偏 差 は治 療 群18,3±1.l

g,コ ンFロ ー ル 群16.7±L5g(ρ=0.0022)で あ り,第

28日 は そ れ ぞ れ16,1±1.6g,14.7±LOg(p=0.0288)

で あ った.

　 第28日 ま た は マ ウ ス の死 亡 した 日に舌 腫 瘍 お よ び頸

部 リ ンパ節 を 摘 出 した.い ず れ の マ ウ ス も肺 や肝 臓 を含

む 舌 以 外 の 臓 器 に 異 常 所 見 は認 め な か った.舌 へ の視 診

上 の 潰 瘍 形 成 は 治療 群 にお い て33.3'%(i5匹 中5匹),

コ ン トロ ー ル 群 に お い て66.7%(15匹 中!0匹)に み

られ た.し か し舌 腫 瘍 の 大 き さ に関 して は2群 間 で 有

意 な相 違 を 認 め なか った.頸 部qン パ 節 は最 低 で2個,

最 大 で5個,平 均zs個(治 療 群2.3個,コ ン トロー ル

群2.9個)摘 出 さ れ た.頸 部 リ ンパ 節 転移 は す べ て 顕 微

鏡 的 転 移 で あ り(第9図),治 療 群 の13.3%(15匹 中2

匹),コ ン ト回 一 ル 群 の60.0%(15匹 中9匹)に 認 め

られ た.こ の 頸 部 リ ンパ 節 転 移 に 対 す るONO.9817の

効 果 は2群 間 で 統 計 学 的 有 意 差 を 示 した(ρ=0,0209;

第1表).

0　 　 5　 　30　 15　 20　 25

　 　 　 0bservationTime(days)

第7図 　 カプラ ンマイヤー法 による生 存曲線.2群 間 での

　 生存率に は統計学的有意差 は認めなか った(ρ=0.1167).
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第8図 　 コ ン トロー ル 群(CG)と 治 療 群(TG)で の マ ウ

　 ス の 体重 変 化.Day　 21お よ びday　 28に お い て,治 療群

　 は コ ン ト回 一 ル群 に 比 べ統 計 学 的 有意 に 体 重 が 重 か った.

　 平 均 体 重 ± 標 準 偏差 はday　 21に お い て 治 療 群183±L1

　 6,コ ン トロー ル 群16..7±L5g,　 day　 28に お いて そ れ ぞ

　 れ16』 ±1.6g.19.7±i.oaで あ っ た.'P=0.0022,"p=

　 0.6288:Mann-Whitney's　 U-test.(Yamashita　 T　et　al

　 Anti　 Cancer　 Res　23=2297-2302.2003のFigurc　 6を

　 改 変,許 可 を 得 て転 載)

第9図 同所移植 モデルでの頸部 リンパ節転移.(A)リ ン

　パ節辺 縁洞 に顕微鏡的転移巣 を認め る(矢 頭)(×40)。

　(B)(A)の 四角 で囲 まれた部分の拡大像.転 移巣 を認 め

　 る(矢 頭)(XlOO).
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山下:MMP阻 害 剤の頸部 リンパ節転 移抑制効果

第1汲 　ONO-4817の 頸 部 リ ン'ぐ節 転 移 抑 制 効 果.

Treatment　 group Control　 group pvalue'

Incidence　 of　lymph　 node　 metastasis` 2/15(13.3%) 9/15160.0%1 p=0.0209
・Fishers　exact　 probability　 t

est`こ よ り検 定

顎 部,,ン パ節 転移 を惣 め た マ ウ ス 数/HSC-3-M3を 同 所 移 埴 した マ ウ ス 数

1匹 の マ ウス あ た り2個 か ら5個 の 頸 部 リ ンパ 節 を摘 出 し顕 微鏡 的 リ ンパ5iilsi$の 有無 を 検 索 した
.

(Yamashita　 T　et　al:Anti　 Cancer　 Res　 23=2297-2302,2003のTable　 lを 改 変 ,許 可 を"t9て 伝 載)

考　 察

　 今 回 使 用 したMMP　 allvi剤ONO・4817は,動 物 実 験

モ デル で 肝細 胞 癌 の 同所 移 棚 モ デ ル に お け る肝 内 転 移 や

腎 細 胞 癌 の 静脈 内注 射 に よ る血1行性 転 移 モ デ ル に お け る

肺 転 移 を 抑 制 す る との 報告 が あ る砥 卸.し か し,リ ンパ

行 性 転 移 抑制 に関 す る報 告 は な い.そ こで 本研 究 で は,

MMP阻 害 剤ONO-4817を 用 い て,舌 扁 平 」=皮癌 の頸

部 リ ンパ節 転移 に対 す る効 果 を検 討 す べ く動 物 実 験 を お

こ な っ た.ONO.4817のMMP・1に 対 す るIC5。 値,

MMP-2,　 MMP・3.　 MMP・7,　 MMP-9に 対 す るKi値 は

そ れ ぞ れ1600±265nM,0.73±0.407　 nM,42±5.51

nM,2500圭115　 nM,2.1±0.702　 nMで あ り,　ONO・

4817はMMP-2,　 MMP・9に 対 して 強 い 活 性 抑 制 効 果 を

持 っ がMMP・1,　 MMP・3,　 MMP-7に 対 して は そ の 活 性

を ほ とん ど抑 制 しな い 薬 剤 で あ る こ とが 報 告 さ れ て い

る9R1.　MMP阻 害 剤 の 高 頻 度 か っ 璽大 な 副 作 用 で ヒ ドロ

キ サ ム酸 型MMP阻 害 剤 の 臨 床 試 験 に お け る 容 量 制 限

毒 性 で もあ る関 節 痛,筋 肉 痛 はMMP-1の 阻 書 が 関 与 し

て い る と考 え られ て い るa.ssi.　MMP・1に 対 す る 活 性 阻

害 作 用 を ほ とん ど有 さ な いONO・4817は この 副1乍用 を

減 少 さ せ る可 能 性 が あ り,臨 床 試 験 に お け る投 与 量 の 増

加 が 期 待 で き る薬 剤 で あ る と考 え られ る.

　 HSC-3・M3細 胞 は ヌー ドマ ウ ス へ の 舌 扁 平 上 皮 癌 同

所 移 植 モ デ ル にお いて,頸 部 リ ンパ 節 へ の 高 転 移 能 を 有

す る細 胞 株 で あ る31).本 研 究 で は 舌 扁 平 上 皮 癌 の 頸 部 リ

ンパ 節 転 移 に対 す る予防 効 果 を検 討 す る た め,頸 部 リン

パ 節 へ 高 転 移 能 を 有 す るHSC-3-M3細 胞 を使 用 した
.

　 HSC・3・M3の 細 胞 増 殖 に対 す るONO・4817の 効 果 を

MTTア ッセ イ に よ り検 討 した.　MTTア ッセ イの 結 果,

ONO・4817は100ｵMの 濃 度 ま で,　 HSC・3・M3に 対 し

in　vitsaに お け る 直接 的 な細 胞 毒 性 を有 しな い こ とが 示

さ れ た.こ の 結 果f3,0NO-4817と 同 型 の 他 の ヒ ドロ

キ サ ム酸 型MMP阻 害 剤 に お け るMTTア ッ セ イ の 結

果 と一 致 す るai'2a鋤,

　 In　viuoで の ゼ ラチ ンザ イ モ グ ラ フ ィー の結 果,　HSC・

3・M3移 植 に よ り形 成 さ れ た 舌 癌 組 織 に お い て,　ONO・

4817の 投 与 はMMP・2,　 MMP・9の 発現 量 に は ほ とん ど

影 響 を 及 ぼ さ な い が,潜 在 型MMP-9の 活 睦 化 を 抑 制 し

て い る こ とが 判 明 した.潜 在 型MMP・9の 活 性 化 因 子 と

してMMP-3"'やMMP-738Pが 知 ら れ て い る.　In師mに

お け るMMP-9活 性 化 抑 制 の 機 序 は今 回 の検 討 か らは不

明 で あ る が,MMP・3やMMP・7のin　 viuoに お け る発

現 量 に 間 接 的 に関 与 して い る可 能 性 が あ る.

　 MMP・2,　 MMP・9活 性 の 調 節 は,週 伝 子 発 現,潜 在

型 酵 素 の 産 生,細 胞 外 へ の 分 泌,細 胞 外 で の活 性 化,活

性 型 酵素 の 内 在 性 イ ン ヒ ビ タ ー に よ る阻 害 な ど の ス テ ッ

プ で 極 め て 緻 密 に な され て い る]91,従 来 よ り,ノ ー ザ ン

プ ロ ッテ ィ ン グ,ゼ ラチ ンザ イ モ グ ラ フT一,免 疫 染 色

な どの 結 果 と して,MMP-2やMMP・9のmRNAや 蛋

白 の 発現 が 頭 頸 部 扁 平 上 皮 癌 の リ ンパ 節 転 移 や 予 後 と相

関 す る との 報 告 が な さ れ て い るが,こ れ ら はMMP活

姓 調 節 の 一 部 の ス テ ップ と の 相 関 で あ り,総 合 的 なM

MP・2,　 MMP・9の 活 性 す な わ ち癌 組 織 で の 細 胞 外 マ ト

リ ッ クス 分 解 能 との 相 関 を 見 る こ と はで き な い.こ れ に

対 しFIZはMMP活 性 調 節 の 全 ス テ ップ の 結 果 と して

の,組 織 局 所 に お け る蛋 白分 解 活 性 を 直 接 観 察 で き る利

点 が あ る.本 研 究 で もFIZを 行 い,　ONO・4817の 局 所

癌 組 織 に お け る ゼ ラ チ ン分 解 能 抑 制 効 果 の 有 無 を検 討 し

た.そ の 結 果,HSC-3-M3の ヌ ー ドマ ウ ス へ の 舌 癌 同

所 移 植 モ デ ル に お い て,ONO-4817は 舌 癌 組 織 で の ゼ

ラチ ン分 解 能 を 強 く抑 制 して い る こ とが 判 明 した.ゼ ラ

チ ンザ イ モ グ ラ フ ィーの 結 果 か ら考 え る と.局 所 癌 組 織

で のONO.48171:.よ る ゼ ラ チ ン分 解 能 の 抑 制'はMMP-

2,MMP・9の 直 接 的 な 活 性 抑 制 と 肋 ㎡四 に お け る

MMP-9活 倣 化 の 抑 制 の 少 な くと も2つ の 機 序 が 関 与 し

て い る と 考 え られ る.

　 本研 究 か ら,ヌ ー ドマ ウス へ の 舌 癌 同 所 移 植 モ デ ル に

お い て舌 扁 平 上 皮 癌 の 頸 部 リ ンパ 節 転 移 はONO・4817

に よ り抑 制 さ れ る こ とが 判 明 した.こ れ は,頭 頸 部 扁 平
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上皮癌の頸部 リンパ節転移がMMP阻 害剤投与により

効果的に抑制 されることを示した最初の研究である.リ

ンパ節転移抑制の機序として,細 胞外マ ト1,ックスの分

解抑制による局所ppl組織での癌細胞の浸潤や リンパ管へ

の侵入の阻害が考えられる,ま た りンパ節転移が原発巣

での微小脈管密度に相関するとの報告が大腸癌細,上 咽

頭縮鋤においてなされている.さ らにONO・4817が 腎

細胞癌において原発巣での脈管密度を濃度依存性に抑制

するとの報告 もある鋤.し たがって本研究でのリンパ節

転移抑制効果においても,原 発巣における細胞外マ トリッ

クス分解抑制効果のほか,微 小脈菅密度抑制効果も機序

として働いている可能性がある。

　卵巣癌`2,や神経膠腫431の同所移値モデルでMMP阻 害

剤の単独投与がマウスの生存期閻を延長させるとの報告

がある。 本研究においてはコ ン トロール群 とONO・

4817治 療群での生存率に統PI,学的有意差を認めなか っ

た.し かし観察数と観察期間が十分とはいえず,頭 頸部

扁平一ヒ皮癌の生存率に対するMMP阻 害剤の効果につ

いては本研究からは不明である.ま た1司所移植後21日

と28日 においてONO・4817投 与により体重減少が抑

制されることが示された.す べての頸部リンパ節転移が

顕微鏡的転移であり,他 臓器に異常所見を認めなかった

ことから,全 身状態に影響する治療群とコントロール群

間の相違点 は原発巣の状態のみで ある.す なわ ち,

ONO.4817に よる体亟減少抑制効果は,本 薬剤の原発

巣に対する効果によると考えられる.原 発巣の腫瘍の大

きさには有意な相違は認められなか ったが,原 発巣での

潰煽形成は治療群よりコントロール群に多く認められた.

これは原発巣でのONO.4817に よるMMP・2,　 MMP・9

活性抑制に伴う基底膜分解の抑制をはじめとした細胞外

マ ト1,ックス分解抑制効果によると考えられる,潰 弱形

成に伴う摂食時痛が,コ ントロール群の食事摂取量を減

少さぜ,体 重減少を促進させたとも考えられる.MMP

阻ui剤 の原発巣に対する効果については,大 腸癌副,乳

癌X51,悪 性黒色腫㈲,肺 癌`2'において,そ の原発巣の発

育 と浸潤を抑制すると報告されていている.ONO-4817

も原発巣に対する同様の効果をもつと考えられる.

　 本研究 において,頸 部IJン パ節転移はHSC-3・M3同

所移植翌日からのONO・4817の 投与で抑制 され,ま た

マウスの体重減少はday　 21お よびday　 28に おいて抑

制 された.こ の結果はMMP阻 害剤が早期舌扁平上皮

癌の頸部 リンパ節転移抑制に効果が期待で きるとともに。

根治的治療が困難な進行期においてもQOLの 向上に寄

与する有効な治療 手段にな りうることを示唆す る.

1984年 に最初のMMP阻 害剤の人への投与が行われLei,

1990年 代には各種進行癌に対するMMP阻 害剤の効果

が臨床試験において検討された.切 除不能胃癌症例での

第3相 試験において,MMP阻 害剤の生存率改善への寄

与を認めたとの報告があるCBIが,膵癌,卵 巣癌,肺 小細

胞癌,乳 癌 などに対す るほとん どの第3相 試験 では

MMP阻 害剤の生存率への寄与を認めていない漏1レ.こ

れらの結果から,癌 に対するMMP阻 害剤の適応を疑

問視する意見 もある,し かしD癌 浸潤,転 移の原因と

なるMMPに 対 しより特異的な阻害を行 う,2)関 節痛,

筋肉痛をは じめ とす る副作用な く長期間投与で きる

MMP阻 害剤を選択する,3)早 期の癌 に対するMMP

阻害剤の効果を検討する,4)現 在までMMP阻 害剤の

臨床試験が行われていない癌(頭 頸部,膀 胱.腎 など)

に対する効果を検討する,な どのような視点での臨床試

験の再検討が可能であるとする意見もある311.今後の新

たな臨床試験のモデル作成のため,癌 におけるMMP

の役割,MMP阻 害剤の効果に関する知見の蓄積が必要

と考えられるが,本 薬剤,本 モデルは2),3),4)の 点

であらたな臨床試験のための基礎 データとしての意義が

あると考えられる.

総　　括

1.MTTア ッ セ イの 結 果,　MMP阻 害 剤ONO・4817は

ヒ ト舌 扁 平 上 皮 癌 細 胞 株HSC・3・M3に 対 して100ｵh1

の濃 度 ま で殺 細 胞 効果 を 示 さ な か ったSRI.

2.HSC・3・M3を 移 植 した ヌ ー ドマ ウ ス舌 絶 の ホ モ ジ

ネ ー ト上 清 を ゼ ラチ ンザ イ モ グ ラ フ ィー に 供 した結 果,

潜 在 型MMP・2,活 性 型MMP・2,潜 在 型MMP・9,活

性 型MMP・9が 検 出 さ れ た.ま たto　 vitroに お い て

MMP-9の ゼ ラチ ン分 解 活 性 はONO・4817に よ り濃 度

依存 性 に阻 害 さ れ た6R1.

3.In　 vivoに お け るONO.4817の ゼ ラ チ ン分 解 活 性 抑

制 効 果 を ゼ ラ チ ンザ イ モ グ ラ フ ィー お よ びFlZを 用 い

て検 出 した.ゼ ラチ ンザ イ モ グ ラ フ ィー の結 果,コ ン ト

ロ ー ル 群 に比 較 しONO・4817治 療 群 の 舌 腫 瘍 に お いて

MMP・9活 挫 化 率 の低 下 が 認 め られ た.　FIZの 結 果,コ

ン トロ ー ル 群 に比 較 しONO・4817治 療 群 の 舌 癌 組 織 に

お い て,ゼ ラチ ン分 解 活 性 の著 しい抑 制 が認 め られ た.

強 い ゼ ラ チ ン分解 活 性 が コ ン トロー ル群 の腫 鰯 巣 に一致

して認 め ら れ た の に対 して,治 療 群 で は そ の活性 は著 し

く抑 制 さ れ たem.

4.舌 扁 平 上 皮 癌 の ヌー ドマ ウ ス同所 移 植 モ デ ル を用 い

てMMP阻 喜 剤ONO-0817投 与 の効 果 を 検 討 した.コ

ン トロー ル 群 と比 較 し治 療 群 に お いて統 計学 的有 意 に マ
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ウスの体重減少が抑制された.ま たコントロール群と比

較 し治療群において統計学的有意に頸部 リンパ節転移が

抑制された621.

　以上より,舌 扁平上皮癌の頸部 リンパ節転移がMMP

阻害剤ONO・4817に より抑制されることが示 された.

その機序の一部と考えられるin　vita,　in　vivaで の細胞

外マ トリックス分解抑制効果が確認された.こ の結果は,

MMP阻 害剤が舌扁平上皮癌の付加的治療手段の1っ に

なりうることを示唆するものである.

　稿を終えるにあたり,御 指導を賜 りました慶応義塾大

学医学部耳鼻咽喉科学教室小川郁教授に深甚なる謝意を

表 します.ま た本研究に対して直接御指導いただきまし

た藤井正人助教授(現 国立病院東京医療セ ンター臨床研

究センター部長)に 深謝いたします.ま た御指導,御 助

言をいただきました外科学教室大谷吉秀講師,病 理学教

室電山香織講師に厚 く感謝いたします.ま た細胞を御供

与いただきました金沢医科大学病理学教室の太田隆英博

士,ONO4817を 卸供与いただきました小野薬品工業

株式会社に感謝いたします.さ らに本研究に御協力いた

だきました耳鼻咽喉科学教室諸兄に心より御礼申 し一ヒげ

ます.

　本研究の要旨は第26回 日本頭頸部腫煽学会(2002

東京)に おいて発表 した.

　なお本研究の一部は文部科学省科学研究費奨励研究

A(平 成13年 度No.13770987)に より行われた,
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