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The Influence of Platelets on the Promotion of Invasion by Tumor Cells

            and Inhibition by Antiplatelet Agents

       (血小板 による腫瘍細胞浸潤能促進作用 と抗血小板剤の効果)

鈴 木 慶 一

内容の要旨

【目的】腫瘍細胞は血小板凝集 を促進 し、一方 、活性化 された血小板

は腫瘍細 胞の浸潤能 に対 して促 進的 に働 くこ とが以前 よ り指 摘 され

て きた。そ こで、血小板 が腫瘍細胞 と共 存す ることで浸潤能が増強す

るメ カ ニ ズ ム を、chemoinvasion assayお よびmatrix metalloprotease

(MMP)産 生量の点か ら考察すべ く以 下の実験 を計 画 した。さらに抗

血小板製剤 が、血小板 による腫瘍細胞浸潤 能促進 作用に対 して抑制効

果 を持つか ど うか について検討 した。

【方法】実験1:Chemoinvasion assayによ り、血小 板存在の有無 によ

る膵癌株浸潤能 の変化 を観 察 した。腫瘍細胞 はSW.1990、 SU86.86.、

Capan-2、 BxPC-3、 AsPC・1の5種 の ヒ ト膵癌株 を用い た。腫 瘍細胞の

み、腫瘍 細胞+非 活性 型血小板、腫瘍細胞+活 性型 血小板の3群 に分

け、それぞれ を共培養 しマ トリゲル 内を移動 した腫 瘍細胞 の数を測定

した。実験2:血 小板存在 下で腫瘍細胞 か らのMMP-9産 生量 の増 加

をgelatin zymography法 を用 いて確認 した。上記3種 の共培養 上清 を用

いて比較検討 した。実験3:実 験2で 検 出 されたバ ン ドがMMP-9で

ある ことを確認す るためにWestem Blot法 を行 った。腫瘍細胞 は実験

1で 最 も浸潤 能を促進 したBxPC-3を 用いた。実験4:抗 血小板製剤

の浸潤 能抑制 作用 を観 察す るため、血小板 と腫瘍細胞 との共培養 に さ

らにprostacyclin、 EPA製 剤、 cylostazolの3種 の抗血小板製剤 を加 えそ

れ ぞれ 共培養 し、実験1と 同様にchemoinvasion assayを行 った。実験

5:さ らに血小板 、腫 瘍細胞、cylostazolの共培養上清 を用い、 ELISA

法 によ り腫瘍細胞 か ら産生 され るMMP-9を 定量 した。

【結果 】実験1:Chemoinvasion assayでは全ての腫瘍細胞 で、血小板

を加 えた群 は腫瘍 細胞のみ の群 に比べ 有意 に浸潤 細胞数 が増加 して

いた。実験2:Gelatin zymographyで は、全ての腫瘍細胞 にお いて血小

板 と共培養 した上清 の方が腫瘍 細胞 のみ の上清 よ りMMP-9の バ ン ド

が高濃度 に検 出され た。実験3:抗 ヒ トMMP-9抗 体 を用 いて 、検 出さ

れ たバ ン ドがMMP-9で ある ことが確 認 され た。 実験4:EPA製 剤 、

cylostazo1を加 えて共培養 す ると、これ らの抗血小板製剤非添加群 よ り

有意 に浸潤 細胞数 は減 少 した。実験5:MMP-9の 生産量 はcylostazol

を添加す ることによって有意 に減少 してお り、抗血小板剤の濃度 に依

存す る傾向 を示 した。

【結論】血小板が ヒ ト膵癌細胞 の浸潤能 を促進 し、これ はMMP-9の 分

泌量が関与す ることが示唆 され た。 さらに抗血 小板剤 の添加 に より、

MMP・9の 分泌 量は減少 し、浸潤能 は低 下 した。膵 悪性 腫瘍の浸潤は抗

血小板剤 に よって抑制 され る可能性 が示唆 され た。

論文審査の要旨

 血小板 と腫瘍細胞 との相 互作用 につ いては以前 か ら指摘 され着 目

され ていた が、その多 くは腫 瘍細胞 によって血小板 がいか に活性 化

され るか とい う点が問題 とされ ていた。本研 究で は活 性化血小板 が

腫瘍 細胞 に及 ぼす影 響 に着 目 し、そ の メカ ニズ ムの一 つ を解 明 し

た。 さ らに抗血小板剤 による腫 瘍細胞浸潤 能抑制 と言 う新 しい側 面

を明 らか に した。

 審査 では まず 、 ヒ ト膵癌株 を実験 に選 んだ理 由 と浸潤能 に着 目し

た理 由につ いて質問が あ り、一般 外科領域 では浸潤性 膵管癌 が最 も

臨床 的悪 性度 が高 く高浸潤性 で あるため と説 明 され、 さらに当科 で

の検討 で、膵 管癌切除例 の うち術前術後 の血 小板数が40×104/FO以 上

の症例 は40×104/μ9未満 の症 例に比べ有意 に予後不良 である との成績

につ いて回答 された。次 ぎに、浸潤 能の評価 にお いてMMPに 着 目し

た理 由を求 め られ、MMPが 腫瘍細胞 の浸潤 、転移 過程 にお いて極 め

て重 要な役割 を演 じて いる ことは広 く認 め られ てい る。膵癌患者 か

らの腫瘍 切片 よ り活性 化MMP-2が 発 現 して いた との報告 があ り、 さ

らに血小板 の存在下 で ヒ ト乳癌株腫瘍 細胞 か らのMMP-9分 泌が増加

し、浸潤 能 に促進 的 に作 用す る との報 告 が ある との説 明 がな され

た。

 次 ぎにchemoinvasion assayで高浸潤性 を示 した腫瘍細胞 が必ず しも

MMP-9を 多 く産生 してい るわけではない との指摘 が あ り、本実験 系

では細胞 の遊 走能やchemoattractantとの親和性 な ど様々 な要因 によっ

て浸潤能 は影響 を受 けるた め、MMP産 生 の多寡 と浸潤能 とは必ず し

も相関せず 、MMP-9は 多 くの浸潤能促進 作用 メカ ニズムの一つ であ

る と説 明 された。Gelatin zymographyに お けるMMP-9の 上昇 は腫瘍細

胞 内のMMP-9が 放出 され たためか、産生能 が上昇 したためか との議

論 が あった が、蛋 白合成 阻害剤 であ るcycloheximideを 加 える ことに

よ りMMP-9の 産生 は80-90%阻 害 され との報 告が ある ことか ら、血

小板 によるMMP-9合 成促進 によ り発現 が増加 した と想 定 され た。

 次 ぎに、抗 血小板剤 を用い た実験 系にお いて トロン ビン と抗血小

板剤 とを添加 した時期 につい て質問 され 、まず トロンビンで血小板

を活性化 し、 ヒルデ ィンで中和 した後に各種 抗血小板剤 を添加 し、

共培養 した と回答 された。

 最後 に、血小板 の腫瘍細 胞浸潤能促 進作用 のメカニ ズムについ て

質 問が あった。腫 瘍細胞 に作用す るのは活性化 血小板 か ら放出 され

たsoluble factorsではな く、活性 化 した血 小板 の細胞 表面 に発 現す る

granular membraneの 一 っが 関与 してい る と考 え られて いるが、それ

はP-selectinやGP IIb-IIIaではない ことが確認 されてい る。 しか しその

膜抗原 は いまだ同定 されてい ない と説明 され た。 さらに今後 は この

膜表 面に発現 す る原因物 質の同定 を行 な う必要性 が あるこ とが助言

され た。

 以上 のよ うに、本研 究では さらに検討 され るべ き課題は残 されてい

るものの、今 まで とは異なった観点 より血小板 と腫瘍細胞 との相互作

用 を研究 し、そのメカニズムの一つを追求す ることに よ り今後の新た

な治療戦略 の端緒 を開いた ともいえ、更な る発展 を期待 し有意義な研

究 である と評価 され た。
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