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慶鷹医学 ・82(4):T313-T32A,2005

学 位 論 文

新 規 ビ ン カ ア ル カ ロ イ ドconophyllineの

子宮体癌細胞に対する抗腫瘍効果に関する検討

慶晒義塾大学医学部藍婦人科学教室

　　　(指導=野 澤志朗教授)

　 　 　 いり　　　え　　　にく　　　や

　　　 入　江　琢　也

(平成16年2月17日 受付)

Key　 Words:Conophylline,　 uterine　 endometrial　 cancer,　 Boyden　 chamber,　 in　vitro　experiment,　 invasion

　 わ が 国 に お いて,子 宮 体 癌 は欧 米 諸 国 に比 べ罹 患 率 が

低 睾 で あ る と され て い たが,女 性 の 平 均 寿 命 の 上 昇 に 伴

う好 発 年 齢 層 の 増 加 や生 活 習 慣 の 変 化 な ど に よ り,そ の

111+,aSiは上 昇 傾 向 に あ る,子 宮 体 癌 の治 療 で は手 術 療 法

が 第 一 選 択 と され て い るが,術 後 の 残 存 腫 瘍 や 再 発 ・転

移 に対 す る有 効 性 の 高 い治 療 法 は い ま だ 確 立 され て い な

い.近 年,さ らに 殺 細胞 効 果 の 高 い抗 癌 剤 の 開 発 が 望 ま

れ て い るが,こ れ ら は一 般 に臓 器選 択 性 を 欠 くため そ の

細 胞 毒 性 は少 な くな い.一 方,欧 米 を 中心 と して 臨床 開

発が 進 め られ て い る血 管 新 生 阻 害 剤n、 シ グ ナ ル 伝達 阻

害 剤2庵 ど は,癌 細 胞 の 増 殖 ・分 化 ・転 移 を 制 御 す る分

子 を標 的 と して開 発 され て い る こ とか ら,殺 細 胞 姓 の 抗

癌 剤 と比 べ 毒 性 は少 な い こ とが 予 想 され,癌 の 新 たtd治

療 法 と して期 待 され て い る.

　 L993年,　 Umezawaは キ ョウ チ ク トウ 科 植 物 で あ る

Enialamia　 micsophyllaの 葉 の ク ロ ロホ ル ム抽 出物 か ら

K-ras・transformed　 normal　 rat　 kidney〔K・7邸 ・

transformed　 NRK)細 胞3レの形 態 正 常 化 を 誘 導 す る物 質

と して ア ル カ ロ イ ドに 属す る一 っ の 物 質 を 単離 した4)が,

これi3　T。5.　Kamら が1992年 に 報 告 した 天 然 有 機 化

合Qfi　conophylline(コ ノ フ ィ リ ン)と 同 一物 質 で あ る

こ とが 後 に 判 明 して い るb).キ ョウ チ ク トウ科 値物 か ら

は 今 ま で に治 療 薬 と な る多 くの 生理 活 性 物 質 が 発 見 され

て お り,そ の 代 表 的 な も の に ニ チ ニ チ ソ ウ(Vinca

ros｢a:)か ら発 見 され た同 じ ビ ンカ ア ル カ ロ イ ドで あ る

vinblastineやvincristineが あ る.こ れ ら は チ ー 一 ブ

リ ンに 結 合 して 微 小 管 形 成 を 阻 害(G2/M期Rll:)す

る こと に よ りそ の 抗 腫 煽 作 用 を 発現 す る こ とが 知 られ て

い る61.]:.し か し,conophyilineは 微 小 管 の 形 成 を 阻

mせ ず ,normal　 rat　kidney(NRK)細 胞81をrteい た実

験 で はcycline　 Dlの 発 現 を 抑 え る こ と でGI　 WI　arrest

を起 こす こ とが 判 明 して い る こ と か ら(投 稿 準 備 中).

conophyllineは 既 存 の ビ ン カ ア ル カ ロ イ ドと は 全 く異

な っ た 作 用 を 有 す る こ と が 予 想 され て い る.そ の 後,

in　vitroの 実 験 に お い てAm正noら に よ り,　conophyl・

lineがK・ras・normal　 ral　kidney(K・7αs・NRK)細 胞s:

の細 胞 増 殖 を 抑 制 しな い濃 度 で マ トリゲル へ の 浸 潤 を抑

制 す る こ と が 明 ら か に さ れ101.こ の こ と か ら,

conophyllineは 癌 細 胞 の 増 殖 抑 制 を 標 的 と した 従 来 の

殺細 胞 性 抗癌 剤 と は作 用 機 序 が 異 な り,宿 主 に対 し細 胞

毒性 の よ り少 な い抗 腫 瘍 剤 と しての 可 能 性 が 示唆 さ れt=.

　 癌 細 胞 が 原 発 病 巣 か ら離 脱 し,浸 澗 ・転 移 を 成 立 させ

る た め に は い くっ か の 過 程 を経 な けれ ば な らな い1".血

管 内 皮細 胞 に お け る基 底 膜 と癌 細 胞 との 相 互 作 用 に 着 口

したLiottaのthree　 step　theory"'に よ る と,原 発 病 巣

か ら離 脱 した 癌 細 胞 は っ ぎの3つ の ス テ ップ を踏 ん で 新

た に転 移a十を 形 成 す る と さ れ て い る.す な わ ち,最 初 に

癌 細 胞 はlhty内 皮 細 胞 一ドに 存 在 す る基 底 膜 へ 接 着 し,次

に,基 底 膜 に 接 着 し た 癌 細 胞 はMMP(matrix

metalloproteinase)に よ っ て 基 底 膜 を 分 解,破 壊 す

　 本 論 文 は,Iric　 T,　 Kubushiro　 K,　 Suzuki　 K,　 Tsukazaki　 K,　 Umezawa　 K.　 Nozawa　 S:Inhibition　 of　 Attachment　 and

Chemotactic　 Invasion　 of　Uterine　 Endometrial　 Cancer　 Cells　 by　 a　New　 Vinca　 Alkaloid.　 Conophylline.　 Anticancer　 Res　 19

306童 一3066,1999の 一 部 を 含 む.
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る191'1り.最 後 に癌 細 胞 が 基 底 膜 を 足 場 と して 血 管 内 に

移 動 す る と い う ス テ ップ で あ る.以 上 の よ うに,癌 転 移

成 立 の プ ロセ スは 腹 雑 で,そ の す べ て を突 破 す るた め に

癌 細 胞 は さ まざ まな ス テ ップ を乗 り越 え る こ とが必 要 と

な る.そ れ ゆ え,そ の うち どれ か 一 つ の ス テ ップを 阻 止

す る こ とが で きれ ば,癌 細 胞 の 浸 潤 ・転 移 の 抑 制 に っ な

が る 可 能性 が あ る。

　 そ こ で本 研 究 で は,conophyllineの 子 宮 体癌 に 対 す

る浸 湖 ・転 移 抑 制 効 果 を評 価 す る ため,子 宮 体 癌 由 来 培

養 細 胞 株SNGIr5'の 細 胞 増 殖 に 与 え るconophyllineの

影 習 をMTT　 assayに よ り評 価 した後,ボ イデ ンチ ャ ン

パ ー に よ るin抄f`㎜invasion　 assayを 施 行 し た.そ の

結 果,conophyllineはSNG・II細 胞 の 増 殖 を 抑 制 しな

い濃 度 に お い て マ ト リゲ ルへ の浸 潤 を抑 制 す る結 果 を 彿

た.Conophyllineが この マ ト リゲ ル浸 潤 の い ず れ の ス

テ ップ に影 響 を与 え て い るか を解 折 す る こと を 目的 と し,

細 胞 接 着 能 や 接 着 分 子 に対 す る影 響,細 胞 運 動 に対 す る

影 響 を そ れ ぞ れconophylline添 加 群 とconophylline

非 添 加 群(コ ン トロ ー ル群)と に分 け比 較 検 討 した.さ

ら に,in　 UIUOに お いて,　conophyllineの 子 宮 体 癌 由 来

培 養 細 胞 株HOOUA"'に 対 す る抗pus効 果 にっ いて も検

討 し,conophyllineが 新 た な抗 転 移 薬,あ る い は抗 腫

棚 剤`こな り得 るか 否 か にっ いて 考 察 した.

材料と方法

1.培 養細 胞 株 と細 胞 培 養

　 SNG・11細 胞151(高 分 化 型 子 宮 体 癌 由 来 培 養 株:慶 慮

大 学 医 学 部 産 婦 人 科 学 教 室),HOOUA細 胞161(低 分 化

型 子宮 体 艇 由来 培 養 株=石 渡 産 婦 人 科,石 渡 勇 先 生 よ り

供 与)は,DMEM(Dulbecco's　 modified　 Eagle's　 med

ium:日 水 製 薬)に10%ウ シ胎 児 血 清 と カ ナ マ イ シ ン

(明 治 製 菓 株 式 会 社)1001㎎/mlを 加 え た もの を 培 地 と

して37℃,5%CO:の 条 件 下 で 培 養 した.

2.Conophylline

　 Conophylline(慶 慮 大 学 理 工 学 部 梅 澤 教 授 よ り供 与)

は 無 色 の 物 質 で,分 子 量 はFAH・MS(fast　 atom　 bom・

bardment　 mass　 spectra)よ り799と 決 定 さ れ,分 子 式

はHRFAB・MS(high・reso亘ution　 fast　atom　 bombard・

ment　 mass　 spectra)お よ び 元 素 分 析 に よ りC,.H,。N、OI。

と 確 認 さ れ て い る(第L図).Conophyllineは,ベ ン

ゼ ン に 溶 解 し冷ouま た は 凍 結 乾 燥 した 貞 空 状 態 で は 安 定

で あ る.そ こ でconophyllineを ベ ン ゼ ン中 に 且mg/ml

と な る よ う に 溶 解 さ せ,一20℃ で 保 存 し て お き,使 用
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第1図 　Conophyl,ineの 化学 撫 遭 .

す る場 合 は 直 前 に ベ ン ゼ ンを 完 全 に 揮 発 させ て メ タ ノー

ル で希 釈 した.細 胞 懸濁 液 に添 加 す る際 に は 懸濁 液 中 の

conophyllineの 最 終 濃 度 が 体 積 比1%と な る よ う に 調

整 して添 加 した.コ ン トロ ー ル群 に はconophylline　 P

溶 媒 で あ る メ タ ノー ル の み を,細 胞 懸 濁 液 中 の最 終 濃 度

が,同 じ く体 積 比1%と な る よ う に添 加 した.

3.MTT　 Assay

　 O.56x10'1ｮ/mlに 調 節 し たSNG・H細 胞 の 細 胞 懸 濁

液 を96well〔Falcon　 Lab　 ware)1こiwe11に っ き

5000(個)(90Nl)ず つ ま い た.24`時 間 培 養 俵 に

conophyllineを 各 濃 度(0.03,0.1,0.3,10k8/m1)

添 加 し。 さ らに培 養 時 間 を24時 間 群 と48時 間 群 と に

分 け培 養 した.そ れ ぞ れ 培 養 終 了 後 にdye　 solutionを

添加 し,4時 間 培 養 した.さ ら に,solubilization/stop

solutionを 添 加 して1時 間 培 養 し た後,こ れ にxり 染

色 さ れ た 細 胞 を 分 光 光 度 計590nmの 吸 光 度 に て 測 定

した.

4,ト リパ ンブ ル ー 細 胞 外 排 出 試 験

　 2.0×]0ｰ11J/mlに 調 整 したSNG・II細 胞 の 細 胞 懸 濁 液

を24時 間 培 養 した 後,conophyllineを 各 濃 度(0,03,

0.1,0.3u8/ml)添 加 した.コ ン ト ロ ー ル 群 に は メ タ

ノ ー ルの み を 添加 した.さ らに48時 間 培 養 後 。 新 しい

培 地 を加 え,ト リパ ン ブ ル ー 液(GibcoBRL　 Trypan

Blue　Stain　 o.a.%)を 加 え て 細 胞 を 染 色 した.血 球 計 算

盤 にて 全 細 胞 数 と トリバ ンブ ル ー液 で 染 色 され な い 生細

胞 数 を そ れ ぞれ カ ウ ン トし,以 下 の 計 算 式 に て 各 濃 度 に

お け る細 胞 の 生 存 率(%)を 求 め た.

　 　 生 存 率(%)冨(生 細 胞 数)/(全 細 胞 数)x100

5.ポ イ デ ン チ ャ ン パ ー に よ るin　 vitro　invasion　 assay

二 層 式 ケ モ タ キ シ ス チ ャ ンパ ー(ボ イ デ ンチi'ン バ ー:

一raia一



入江;子 宮体癌細胞に対する抗腫瘍効渠の検討

　　 SNG一 皿の

細胞懸濁 液(400uI)

SNG-D

Conditioned而edium:

NIH3T3細 胞 の 上 清(L3m1)

マ トリゲル

(1)接 着

(2)分 解

　 :{.:r.'　,鑑 汽 朗 　 　(3)移 動
　　　　 鳩

第2図 　ボ イ デ ン チ ャ ン パ ー を用 い たin　 metro　invasion　 assay,ポ イ デ ンチtン パ ー の本 体 は ポ7

　 カ ー ボ ネ イ ト フrル タ ー に よ っ て.上 下 二 層 に 仕 切 られ て い る.癌 細 胞 は ボ リカ ー ボ ネイ トフ ィ

　 ル ター に コ ー トされ た マ ト リゲ ル を 分 解 し.フ ィ ル ター 下 に 俘 在 す る走 化 性 因 子(conditioned

　medium=chemoa[toraclant)に 応 答 して8ｵmの 無 数 に あ い た小 孔 を通 過 し,フ ィル ター 下 面

　 に移 動 し付 着 す る.図i3　 リカ ー ボ ネ イ トフ ィ ル ター に コ ー トさ れ た マ トリゲ ルを 浸 潤 して い る

　SNG・ll細 胞 の 概 念 図 で あ る.

永 大 産 業 株 式 会 社)を 用 い た(第2図).

　 直 径8μmの 無 数 の穴 が あ い た直径13mmの ポ リカ ー

ボ ネ ー トフ ィル タ ー(以 下 フ ィ ル タ ー=Costar)上 に

マ ト リゲ ル(Becton　 Dickinson　 Lab　 ware)を10　 N8

コ ー ト し,乾 燥 さ せ た.2.OXlO5個/mlに 調 整 し た

SNG・11細 胞 を24時 間 培 養 した後,　 conophyllineを 各

濃 度(0.03,0.1,0.3us/m1)添 加 した.コ ン トロ ー ル

群 に は メ タ ノ ー ル の み を 添 加 した.こ れ ら を さ らに48

時 間 培 養 俵,PBSで 洗 浄 し新 し い培 地 を 加 え.5.0×

105個/mlに 希 釈 し,累 験 用 細 胞 懸 濁 液 と した.

　 マ トリゲ ルを コ ーrし,乾 燥 さ せ た 先 の フ ィル タ ーを

チ ャ ンバ ー に セ ッ トした.そ の 後,チ ャ ンパ ー の.ド暦 に

conditioned　 mediumを1.3　 ml入 れ,上 層 に はcono・

phyllineを 各 澱 度(0。03.0.1,0.3　 NS/m1)添 加 し た

細 胞 懸 濁 液 を400帥 入 れ た.こ れ を24時 間 培 養 した

後,フ ィル タ ー 下面 に 浸 潤 し た細 胞 を 問 定 ・染 色 し,

200倍 の 顕 微 鏡 視 野 で フ ィル タ ー ご とに10視 野 ず っ 数

え る こ と に よ り浸 潤 細 胞 数 を 計 測 した.

6,細 胞接蔚能と接蒲分子に与える影響

1)細 胞接着能に与える影響:2.Ox10ｰ個/mlに 調整 し

t:SNG一]1細 胞 を24時 間 培 養 した 後,　 conophyllineを

各 濃 度(0.03.0.1,0.3ｵg/m1)添 加 した.コ ン トロ ー ル

群 に は メ タ ノー ル の み を添 加 した,さ ら に48時 間to

し,マ トリゲ ル,IV型 コ ラー ゲ ン,ラ ミニ ンを 固 相 化 し

たwe]】dish(Becton　 Dickinson:Biocoat　 Cell　ware}

にLO×ioｰ個/mlに 調 整 したSNG・11細 胞 をLm亘 ず つ

ま き,30分 間 培 養 した.そ の 後3分 間 シS　 カー に て振

と うす る こ と に よ り非 接 着 細 胞 を 除 去 し,残 った 細 胞 を

接 着細 胞 と した.We1】 に 接 着 した細 胞 は グ ル ター ル ア ル

デ ヒ ドで 室 温 に15分 間 固 定 し,0.05%の ク 「,スタ ルパ

イ オ レ ッ ドを加 え、室 温 に15分 間 置 くこ とで 染 色 した.

染 色 さ れ た接 着 細 胞 の 色 素 を0.05MNaH2PO`/EtOH

{50%)で 描 出 し,色 素 を吸 光 度 計540nmの 吸 光 度 に

て測 定 した.

2)接 着 分 子 に 与 え る 影 響:2.Ox10'個/mlに 調 整 した

SNG・11細 胞 を24時 問 培 養 し た後,　 conophylline澱 度

0.3ｵg/mlを 添 加 した.コ ン トロ ー ル 群 に は メ タ ノー ル

の み を 添 加 した.こ れ ら を さ らに48時 間 培 養 した後 培

地 を除 去 し,遠 心 チ3一 ブ に回 収 した,1000rpm　 5分

間 遠 心 分 離 し,PBSで 洗 浄 後 細 胞 数 を5.Ox10ｰ個/m1
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に 調 節 した.こ れ に,FITC標 識 抗integrinβ1抗 体

(住 友 鍛 工,Yokohama,　 Japan),抗CD44抗 体

(IMMUNOTECH,　 Marseille,　 France)を10　 NS/ml

添 加 し,氷 上 で30分 間 反 応 させ た.そ の 後]000rpm

5分 間 遠 心 分 離 し,PBSで3回 洗 浄 後,　 PBS300μ1で

再 懸 濁 させ,フ ロ ーサ イ トメ ト リー(EPICS　 Profile夏1,

Coulter,　 Hialeah,,　 USA)に て 測 定 した.測 定 結 果 は

縦 軸 を細 胞 数,横 軸 をFlTC蛍 光 強 度 とす る ヒ ス トグ ラ

ム に 表 示 し,conophylline添 加 群 と コ ン トロ ー ル 群 と

の蛍 光 強度 の分 布 の 差 異 を 検 討 した.

7.細 胞 運 動 に与 え る影 響

　 2.Ox且0'個/mlに 調 整 し たSNG一[1　 胞 を29時 間 培

養 し た 段,conophyllineを 各 濃 度(0.03,0.1,0.3

ｵ8/ml)添 加 した.コ ン トロ ー ル群 に は メ タノ ール の み

を 添 加 しi_.さ ら に48時 間 培 養 し,ほ ぼconfluentと

な った 時 点 で,マ イ ク ロ ビ ベ ッ ト用 の チ ップ の 先 端 で

wellの 中 央 部 に一直 線 に線 を引 いた'f32240'flu9培 養 した.

細 胞 の 移 動 距 離 は400倍 顕 微 鏡 下10x10方 眼 の マ ス

目を 用 い,傷 っ け直 後 の マ ス 目の 数 か ら24時 間後 の マ

ス 目の 数 を 引 くこ とに よ り細 胞 の 移 動 距 離 と して 算 出 し

た.

8.細 胞形 態 変 化

　 1.0×ioｰ個/mlに 調 整 したSNG・H細 胞 を24時 間 培

養 し た 後,conophyllineを 各 濃 度(0.03,0.1,03

ｵ8/ml)添 加 した,コ ン トロ ール 群 に は メ タ ノ ール の み

を 添 加 し,さ らに48時 間 培養 した時 点 で顕 微 鏡200倍

の 視 野 で観 察 した.

9.In　 vivaに お け るconophyllineの 抗 腫 癌 効 果

　 ヌ ー ドマ ウ ス は5週 齢 の 雌BALB/cA　 Jcl-nuを 日 本

ク レア(東 京)か ら購 入 した.実 験 は当 大 学 の 実験 動 物

セ ン ターで滅 菌 飼料,滅 薗水 を 与 え 可 能 な限 り無 菌 状 態

で 飼 育 した.ヌ ー ドマ ウ スにLO×107個/mlに 調 整 し

たHOOUA細 胞 を 背 側 左 皮 下 に 移 値 した.　HOOUA細

胞 はSNG-ll細 胞 と比 べ,　in　vivaで の 皮 一ド移 植 に 対 して

生 着 率 と細 胞 増 殖 學 が 高 く,conophylline　 Ht与 に よ る

抗 腫 瘍 効 果 を 検 討 す る実 験 に よ り適 切で あ る と考 え 用 い

た.推 定 腫 煽 垂 量 はGeranら の 方 法,7,に よ り,推 定 腫

煽 重 量(mg)=1/2×(長 径mm)×(短 径mm)2と して

算 出 した.推 定 腫 瘍 重 母 が300-400mgと な った と こ

ろ で(皮 下移 植 後io日 目),一 群 の マ ウ ス をa匹 と し,

隔 日 にconophyllineをo.oi　 mg/mouse　 ft4腔内 注 射 し

た.In　 V{VOで はUmezawaら の 方 法 圏8》に よ り

conophyllineを オ リー ブ オ イ ル で 希 釈 し,コ ン トロ ー

ル群 に は オ リー ブオ イル の み を100Fl腹 腔 内 注 射 した.

腹 腔 内 注 射 を10回 行 っ た と こ ろ で(皮 下 移 埴 後28日

目)投 与 を終 了 した.

結　　果

1。Mrr　 Asserお よ び トリパ ンブ ル ー細 胞 外 排 出 試 験

　 Conophymne濃 度0.03^一 〇.3　Ng/ml添 加 群 で は,29

時 間 培 養 後,48時 間 培 養 後 の い ず れ に お い て も

conophylline非 添 加 群 と比 べ,　SNG・11細 胞 に対 す る細

胞 増 殖 に は ほ とん ど影 響 を及 ぼ さ なか っ た.し か し,

conophylline添 加 後24時 間 培 養 で は3.0ｵ8/mlま で

の 濃 度 まで は ほ とん ど細 胞 増 殖 に 影 響 を認 め な か っ た の

に対 し.置ONs/m1添 加 で は急 激 に 細 胞 増 殖 の低 一ドを 認

め た.1司 じ く,conophylline添 加 後48時 間 培 養 で は

0.3ｵs/mlま で は ほ とん ど細 胞 増 殖 に 影 響 を認 め な か っ

た が1,0ｵ8/m】 以 一ヒの 濃 度 で は 徐 々 に 細 胞 増 殖 の 低 下

を 認 め た.98時 間 培 養 の50%抑 制 濃 度(ICS)は6.5

ｵs/mlで あ った(第3図).

　 ト リパ ンブ ル ー 細 胞 外 排 出 試 験 に お い て は,48時 閻

培 養 した コ ン トロ ー ル 群 の 生 存 率 は96.9%で あ った.

Conophylline濃 度:0.03ｵ8/ml,　 0.l　 NS/m1,　 0.3

HS/m】 添 加 群 の生 存 率 もそ れ ぞ れ96.1%,96.6%,96.

2%で あ り(第3図),コ ン トロ ー ル群 と 比 較 し,生 存

率 に ほ とん ど差 を認 め な か っ た.

2.ポ イ デ ン チ ャ ン バ ー を 用 い た:nvitro　 invasion

assay

　 SNG-ll細 胞 をconophylline添 加 畿48時 間 培 養 し,

ボ イ デ ンチ ャ ンバ ー で さ らに24時 間培 養 後,フ ィル ター

上 に コ ー ト した マ ト リゲ ル へ の 浸 潤 細 胞 数 を200倍 の

顕 微 鏡 視 野 で それ ぞ れ10ヵ 所 数 え る こ と によ り計 測 し

た.SNG・11細 胞 の マ ト9ゲ ル へ の 浸 潤 細 胞 数 は コ ン ト

ロー ル 欝 で は平 均34.5で あ るの に対 し,conophylline

濃 度0.03Fg/ml,0」NS/ml,0.3睡g/mlで は そ れ ぞ

れ 平 均,14.2.8.92,6.69と な り,コ ン トロ ー ル群 と

比 べ る と そ れ ぞ れ41.2%,25,2%,19.4%と 濃 度 依 存

的 に減 少 した(第4図),

3.細 胞 接 蒲 能 と細 胞衷 面 に発 現 す る接 荊 分 子 の 発 現 に

対 す る影 響

　 細 胞 接 着 へ の影 響 を検 討 した結 果,固 相 化 した マ トリ

ゲ ル へ の 接 着 率 は コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 べ,cono・

phylline添 加 群0.03　 H8/ml,0』ug/m1,0.3　 kA./m1
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第3図 　 MTT　 assay　 toよ び ト リパ ン ブル ー 細 胞 外 排 出 試 験,(a)SNG・ 】】細 胞 を24時 間 培 養 後.

　conophyllineを 各 濃 度 添 加 した,添 加 後 さ らに24時 間,48時 間 培 養 し,そ れ ぞ れ培 薔 終 了後

　 にDye　 Solutionを 添 加 し,4時 間 培 養 後Solubili露ation/Slop　 Solutionを 添 加 して1時 聞 培 養

　 した.こ れ に よ り染 色 され た細 胞 を分 光 光 度 計590nmの 吸 光 度 にて 測 定 し た.縦 紬 に は コ ン ト

　 ロー ルasを 且00%と した と きの,　conophylli爬 各 農 度 に お け る 細 胞 数 を パ ー セ ン トで 示 し た.

　 (b)SNG・11細 胞 の細 胞 懸 濁 液 を24時 間 培 養 後,　conophyllineを 各濃 度 添 加 し た,さ らに48時

　 間培 養 徴,ト リパ ンブ ル ー液 を 加 え た.血 球 計 算 盤 にて 全 細 胞 数,生 細 胞 数 を そ れ ぞれ カ ウ ン ト

　 し,生 存率(%)3(生 細 胞 数)/(全 細 胞 数)x100に て各 潰 度 に お け る細 胞 の 生 存 率(%)を 求 め

　 た.(lrie　 T　el　al:Anticancer　 Res　1913061-3066,1999のFig.2よ り許 可 を得 て転 載)
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第4図 　In　metro　invasion　 assayに お け る 浸 潤 細 胞 数 、

　 SNG-II畑 胞 の 細 胞 懸 濁 液 をza時 間 培 養 し た 後,

　conophyllincを 各 譲 度(0.03,0.1,0.3　 NH/mD添 加 し

　 た.さ らに48時 間 培 養 した も の を サ ンプ ル 用 細 胞 懸 濁

　 液 と しr_.

　 　 マ トリゲ ルを コ ー ト した フ ィル9一 を チ ャ ンバ ー に セ ッ

　 トし,conditioned　 mediumを 下 層 に 入 れ,上 層 に サ ン

　 プ ル用 細 胞 曝 濁 液 を 入 れ た.こ れ を24時 間培 養 後,フ ィ

　 ル ター 下 面 に 浸 澗 した細 胞 を200倍 の顕 微 鏡 視 野 で 各 濃

　度 の フ ィル タ ー ご とに10カ 所 ず つ 数 え る こ と に よ り,

　浸 潤細 胞 数 を 計 測 した.(lrie　 T　et　al;Anticancer　 Res

　 且9:306監 一3066.且999のFig.5よ り許 可 を 御 て 転 載)

で は そ れ ぞ れ65.6%,37.6%,26,9%とmitt依 存 的 に

減 少 した.

　 rv型 コ ラ ー ゲ ンへ の 接 着 串 に お い て も,コ ン トロ ー

ル群 と比 べ,conophylline添 加 群0.03ｵg/ml,0.1ｵ8/

ml,0.3ｵ8/m聖 で は そ れ ぞ れ68.5%,46.1%,32.5%

と濃 度 依 存 的 に減 少 した.し か し,ラ ミニ ンへ の接 着 串

は コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 べ,conophynine添 加 群0.03

NS/ml,0.l　 NS/ml,0.3ｵ8/mlで は そ れ ぞ れ86.4%,

84.5%,95.5%と 有 意 な 差 を 認 め な か った(第5図).

　 フ ロ ー サ イ トメ ト リー に よ る接 着 分 子 の 発現 に 対 す る

影 響 を 検 討 し た 結 果,integrinβ1の 蛍 光 強 度 は

conophylline添 加(灰 色)の ヒス トグ ラ ム と コ ン トロ ー

ル(黒)と で 蛍 光 強 度 の 分 布 に 変化 は認 め られ なか っ た.

しか し,CD49に お い て はconophylline添 加(灰 色)

の ヒ ス トグ ラ ム は,コ ン トロー ル(黒)の ヒス トグ ラム

と比 べ蛍 光 強 度 のpeak　 channelが 左 方 ヘ シ フ トし,そ

の蛍 光 強 度 は減 弱 して い るの が 認 め られ た(第6図).

9.細 胞運動に対する影響

　細胞の移動距離を400倍 顕微鏡一ド重0×10方 眼のマ

ス目を数えることにより計測 した結果,細 胞の移動距離

一一"1'317一
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第5図 　 Conophyllineに よ る 細 胞 接 着 へ の 影 響.　 SNG・11細 胞 を24時 間 培 養 した 段.

　 conophyllineを 各 濃 度(0.03,0.L　 O.3μg/ml:)添 加 し.　conophylline　 SIN添加 昨 に は メ タノ ー

　 ル のみ を 添 加 した.こ れ らを さ らに98時 間 培 養 した 険.マ ト1,ゲ ル,IV型 コ ラー ゲ ン,ラ ミニ

　 ンを固 相 化 した2Awell　 dish(Becton　 Dickinwn;Biocoal　 Cell　ware)に1.O　 x　ioｰcells/mlに

　 調 整 したSNG:1細 胞 をlmlず つ ま き,さ らに30分 間 培 養 し た.こ れ らを3分 間 シ`一 カ ー に

　 て 振 と うす る こ と に よ り 非 接 着 細 胞 を除 去 し、 残 った細 胞 を 接 着細 胞 と した.Wellに 接 勲 した

　 細 胞 を固 定,染 他 し,染 色 され た接 着 細 胞 の 色 素 を吸 光 度rで 波 侵540nmに て測 定 した.(]rie

　 Tet　 al:Anticancer　 Res　 19:3061-3066,且999のFig,　 nの 一 部 よ り許可 を 得 て転 載)
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第6図 　 細 胞 接 着 分 子 に 与 え る 影 響.SNG-II細 胞 の 細 胞 懸 濁 液 を2-0時 闘 培 養 し た 後

　 conophylline　 度0.3　 pg!mlを 添 加 した.さ ら に4B時 閏 培 養 した 後培 地 を除 去 し,還 心 分 離 し。

　 PBSで 洗 浄 後 細 胞 数 を100μ1(5　 x　10'ce】ls)を 分 注 し,　FITC標 識 抗integrin　 pl抗 体.抗

　 CDAA　 Gi体 を それ ぞ れ 添加 した.そ の 後 遠 心 分 離 し,　PBSで 洗 浄 後 再 びPBS　 300ｵ1で 懸 濁 さ せ.

　 フ ロー サ イ トメ ト リー に て こ れ らのFITC蛍 光 強 度 を計 測 しf..黒 色 が コ ン トロ ー ル,灰 色 が

　 conophylIinc添 加 で あ る.(lrie　 T　et　al=Anticancer　 Res且9:3061-3066,1999のFig.7の

　 一 部 よ り許 可 を 得 て 転 載)
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箪7図 細 胞 運 動 に 与 え る影 響.SNG・H細 胞 の 細 胞 懸 濁 液 を24時 間 培 養 した 後,　conophylline
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第8図Conophylline添 加 によ るSNG・1且 細 胞 の 細 胞 形 態

　 変 化.SNG・11細 胞 の 細胞 騒 濁 液 を2A時 問 培 養 した 後.

　 conophyllineを 各 渡度(0.03.　 OJ.0.3ｵ8/mD添 加 し

　 た,さ らに48時 間 培 養 した時 点 で 顕 微 鏡200倍 の 視 野

　 で 鰻 察 を 行 った.(lrie　 T　el　al:Anticancer　 Res　 19:

　 3061-3066,isssのFig,3よ り許 可 を 碍 て 転 職}

は,コ ン トロ ー ル 群 で は マ ス 目 の 平 均 が2.20で あ る の

に対 し、conophymne澱 度0.03　 Ns/ml,0.1ｵs/ml,

0,3NS/m1添 加 群 で は そ れ ぞ れ1.52,0.96,0.78と な

り コ ン トロ ー ル 群 と比 べ る とそ れ ぞ れ69.0%,45.6%,

35.4%と 濃 度依 存的 に その 移動 距 離 は減少 した(第7図).

5.細 胞 の形 態 変 化 に与 え る 影 響

　Conophylline濃 度0.03一 一〇.3　HS/ml添 加 後48時 間

培 養 に お い てSNG・n細 胞 は濃 度 依 存 的 に 細 胞 相 互 の 絡

合 が 徐 々 に粗 と な り,糸 状 仮 足 様 の 細 胞 突 起 が 現 れ るの

が 観 察 さ れ た(第8図).こ の 変 化 はconophyllineを

添 加 して い る 間 持 続 した が,conophyllineを 除 去 す る

こ とに よ り可 逆 性 を示 した.

s.fn　 visaに お け るconophyllineの 抗 腫 癌 効 果

　 Conophylline#ft与 終 了 時(皮 下 移 櫨 後28日 目),

HOOUA細 胞 を 皮 下 移 植 した ヌ ー ドマ ウ スの い ず れ に

お い て も 腫 瘍 死 あ る い は 衰 弱 死 は 見 ら れ な か う た .

Conophylline　 aft与群 で はHOOUA細 胞 の 腫 瘍 重 猷 が

300±20mgで あ る の に 対 し,非 投 与 群 で は910±180

mgと な り,　conophylline投 与 に よ り腫 瘍 重 量 が 約67

%抑 制 さ れ た(第9図),腫 瘍!liillu'1測後 儒 殺 した マ ウ
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第9図In　 VIWに お け るconophyllineの 抗 腫 鯖 効 果.ヌ ー ドマ ウ スにlx10'cell/mlに 凋 整 し

　 たHOOUA細 胞 を 背 側 左 皮.ド」こ移 埴 した.推 定 腫 瘍 重 飢 が.300^400　 mgと な った と こ ろ で

　 {皮 下 移 櫛 後10日 目)一 群 の マ ウ ス を4匹 と し,隔 日 にconophyOineを0.Ol　 mg(且00

　μ1)/mouse　 At腔 内 注 射 し.　control群(100ｵ1の オ リ ー ブオ イ ル をau腔 内 注 射)と 腫瘍 亜 辰 を 比

　 較 した.縦 袖 は睡 璃 重 鼠 を,髄 軸 は皮 下 移 埴 して か らのEl数 を示 す.

スに はconophylline投 与 群,コ ン トロー ル 群 共 に腹 腔

内 に明 らか な転 移 巣 は認 め られ な か った.

考　　察

　 子宮 体癌 の 予 後 因 子 と して癌 細 胞 の 筋層 へ の浸 潤 の深

さ,リ ンパ 節 転 移 の 有 無,組 織 分 化 度 な どが あ げ られ

る191.Marianiら は,筋 価 浸 潤 の 深 さが 筋 層 の50%以

上 の もの はim行 性 転移 の 独 立 した 危 険因 子 で あ ると報 告

しzai,さ らに,こ れ を 当 て は め る と,子 宮 全 摘 術 と 標準

的 追 加 治 療 を 施 行 した9且5人 の 子 宮 体 癌 患 者 の う ちza

%に 術 後 に血 行 性 転移 を生 じる可 能 性 が あ り,そ の うち

の28%に 肺 や 肝 臓 な ど に 血 行 性 転 移 を生 じた と報 告 し

て い るxn.ま た,こ の 割 合 は リ ンパ 行性 転 移 や 腹 腔 内 転

移 よ り多か うた と して い る.よ って、 子 宮 体 癌 に対 し,

ihl行性 を 含 め転 移を 抑制 す る薬 剤 は有 用 な治 療 薬 に な る

と考 え られ る.

　 癌 細 胞 の 浸 潤 ・転 移 にお い て,基 底 膜 は主 要 な役 割 を

演 じて お り,主 と してIV型 コ ラー ゲ ン,ラ ミニ ン,フ ァ

イブ ロネ クチ ン,プ ロ テオ グ リカ ンなどの細 胞 外 マ トリ ッ

クス成 分 に よ り構 成 され て い る.基 底 膜 そ の もの を分 離

す る こ と は 技 術 的 に も量 的 に も困 難 で あ るが,マ ウ ス

GHS(Engelbreth・Holm-Swa㎜)腫 働 が 基 底膜 と類 似

した マ ト リ ック ス成 分 を 産 生 して い るこ とが 明 らか とな

り2a,マ ト リゲ ル と して市 販 され る よ うに な った.こ の

マ トリゲ ル を一 定 サ イ ズ の ボ ア を 有 す る フ ィル タ ー.1二に

コー トし,ポ イ デ ンチ ャ ンバ ー に装 着 した ア ッセ イ系 は

in　vivaに お け る転 移能 と良 く相 関 す る こ とか ら,以 降,

基底 膜 浸 潤 に関 わ る癌 細 胞 の浸 潤 ・転 移 を 抑制 す る物 質

の 検 討 な ど に有 用 性 の 高 い方 法ui.　wと して 広 く用 い ら

れ る よ うにな った,本 研 究 にお いて,ボ イデ ンチ ャ ンパ ー

に よ るin　vitro　invasion　 assayを 施 行 した 結 果,　cono・

phyllineはSNG・Il細 胞 の増 殖 を 抑 制 しな い 濃度 に お い

て マ ト リゲ ル へ の 浸 潤 細 胞 数 を 抑 制 した.こ の結 果 を 解

析 す る上 で,接 着 分 子 や 細 胞 接 着 能 に対 す る影 響,細 胞

運 動 に 対 す る 影 響 に 着 目 し,接 着 分 子 に つ い て は

integrin　 p]とCD44を,接 着 能 にっ い て はマ ト リゲ ル,

lV型 コ ラー ゲ ン,ラ ミニ ンに っ い て検 討 した.

　 Integrinは α,β の 組 み 合 わ せ よ り20種 類 以 上 の

integrinが 存 在 す るがri。 そ の う ち β1は 他 のPサ ブ ユ

ニ ッ トと比 べ主 な リガ ン ドが コ ラー ゲ ン,ラ ミニ ン,フ ァ

イ ブ ロネ クチ ンな ど の 細 胞 外 マ ト リッ クス成 分 で あ る こ

とか ら本 研 究 に用 い た.子 宮 体 癌 とintegrinと の 関 連

につ いて は,α サ ブ ユ ニ ッ トと β1の 組 み 合 わ せ で.こ

れ らの モ ノ ク ロー ナ ル 抗 体 を 用 い,in　 vitro　invasion

assayで の マ トリゲ ル浸 潤抑 制 効 果が 得 られ た報 告26,や,

免 疫 組 織 染 色 を 用 い て 筋 層 浸 潤 や リンパ節 転 移 した子 宮

体 癌 のintegrinの 発現 を検 討 した報 告 が あ るni.

　 CD44は ピア ル ロ ン酸 を始 め,フ ァイ ブ ロネ ク チ ン,

IV型 コ ラー ゲ ン,ラ ミニ ンな ど の細 胞 外 マ ト リ ッ クス
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を リガ ン ドとす る膜 貫 通 型 タ ンパ ク質 で,生 体 内 に広 く

分 布 して い るa鋤.CD44の 遺 伝 子 は20個 のexonか

ら構 成 さ れ,う ち細 胞 外 領 域 の10個 のvariant　 exon

(vl～v10)のa且ternative　 splicingに よ っ て 多 数 の 変

異 体CD44　 variant(CD44v)が 葎 在 す る鋤.　CD49が

癌 の 転 移 に関 与 す る接 着 分 子 で あ る こ とが 報 告 さ れ た の

は1991年 にGunthertらauに よ って 発 表 さ れ た ラ ッ ト

膵 癌 由 来細 胞 株 を用 い た研 究 が その 背 景 に あ る.以 来.

CD44と 癌 の浸 潤 。転 移 と の関 連 性 を 論 じた報 告 が 数 多

く発 表 され て お り,子 宮 体 癌 との 関 連 につ いて め報 告 も

多 いgym.　u　an.本 研究 で は最 も生 体 内 に広 範 囲 に発現 し鋤,

な お か っ 子 宮 体 癌 と の 関 与 も報 告 さ れ て い る 標 準 型

CD44(CD44s)を 用 いて お こな った蹴m.

　 固 相 化 した マ ト リゲ ル,IV型 コ ラ ー ゲ ン,ラ ミニ ン

に対 す る細胞 接 着 実 験 に お いて マ トリゲ ル,IV型 コ ラー

ゲ ンで は共 に接 着細 胞 数 は濃 度 依 存 的 に誠 少 した が,ラ

ミニ ンの接 着 細 胞 数 に は変 化 が認 め られ な か った.ま た,

フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い た 実 験 の 結 果,

conophylline添 加 に よ り コ ン ト ロ ー ル と 比 べ,

integrinβ1で は そ の 蛍 光 強度 に ほ と ん ど変 化 を 認 め な

か った が,CD44で は蛍 光 強 度 の 減 弱 を認 め た.す な わ

ち,conophylline添 加 に よ りSNGI1細 胞 の 細 胞 表 面.

に 発 現 して い るintegrin　 V1の 発 現 は 変 化 せ ず.　CD44

の 発 現 は 低 下 し た と考 え られ た.マ ト リゲ ル,IV型 コ

ラ ー ゲ ン,ラ ミニ ンは いず れ もintegrinβ1の リガ ン ド

で あ る と共 にCD44の リガ ン ドで もあ る.よ って,こ

の 結 果 に対 す る考 察 と して,integrinβ 且とCD44の い

ず れ が 主 に これ ら リガ ン ドと の接 着 に影 響 を与 え て い た

か が 一 つ の 亟 要 な 因 子 と考 え られ,ラ ミニ ン との 接 着 に

対 して はintegrin　 plの 方 が 結 合 特 異 性 や 親 和 制三が 高 い

た め,接 着 細 胞 数 に 変 化 を認 め ず,マ ト リゲ ル,IV型 コ

ラ ー ゲ ンの 接tに 対 して はCD49の 方 が 結 合 特 異 性 や

親和 性 が 高 い ため,接 着細 胞 数 が減 少 した と推 測 され た.

Integrin　 Plと ラ ミニ ンとの 結 合特 異 性 を 検 討 した 報 告

は あ る951'Jfi)が,　integrin　 plとCD44に 対 し.　 qガ ン ド

へ の結 合 特異 姓 を直 接 比 較検 討 した 報 告 は認 め られ な い.

よ っ て,integrinβ1,　 CD44に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 を 用 い た接 着 阻 止 実 験 な どに よ り,マ トiゲ ル,1V

型 コ ラ ー ゲ ン,ラ ミ ニ ン に 対 す る 接 着 細 胞 数 が

canophyllineの 添 加 に よ り ど の よ うな 影 響 を受 け るか

な ど,今 後 の検 討 が 必 要 と思 わ れ た.

　 癌 転 移 の成 立過 程,と りわ け癌 細 胞 が 基 底 膜 や周 囲 の

正常 組 織 な ど へ浸 潤 して い く際 に は癌 細 胞 の 運 動 性 は必

要 不 可 欠 な細 胞 生 物 学 的 性 状 で あ る.細 胞 運 動 は細 胞 形

態 の動 的 変化 を伴 い,細 胞 が 前 進 す る ため に は,細 胞 先

進 部 の細 胞 外 マ トリ ッ ク スへ の接 着 と細 胞 後 端 部 の 解 離

が 必 要 で あ る.す なわ ち,癌 細 胞 の運 動 性 を制 御 して い

る重 要 な部 分 は癌 細 胞 側 の 接 着 分 子 と その リガ ン ドで あ

る と い え る.本 研 究 に お い て,Wound　 assayを 用 い た

conophyllineに よ る 細 胞 の 閲 有 運 動 に 対 す る影 響 を 検

討 した 桔 果,conophyllineを 添 加 した 群 は コ ン トロ ー

ル群 と比 べ,濃 度 依 存 的 に移 動 距 離 が 減 少 した.こ こ で

用 い たconophylline濃 度 はSNG・H細 胞 の 細 胞 増 殖 や

生 存 率 に影 響 を与 え な い 濃 度 で あ る こ とか ら,計 測 さ れ

た細 胞 の移 動 距 離 は細 胞 増 殖 の 影響 に よ る もの で は な く,

そ れ ぞ れ の 濃 度 に お け る運 動 能 を 表 して い る と考 え られ

た.先 に 検 討 したconophy量line添 加 に よ るSNG一11細

胞 の リガ ン ドへ の 接 着 能 の 低 下 が,細 胞 の 移 動 距 離 の 減

少 に関 与 して い る と 惟 測 され た.ま た,conophyliine

添 加 に よ る細 胞 形 態 に 対 す る 影 響 で は,濃 度 依 存 的 に

SNG・11細 胞 相 互 の 結 合 が 徐 々 に 粗 と な り,糸 状 仮 足 様

の細 胞 突 起 が現 れ るの が 観 察 さ れ た.こ れ らの 変化 は細

胞 が運 動(移 動)す る た め に必 要 な 形 態 変 化 を反 映 して

い る と推 測 され,conophyllineが 細 胞 接 着 斑,ア ク チ

ン線 維 束 を 中心 とす る ス ト レス フ ァイパ ーの 形 成 に 影 響

を 与 え て い る 可能 性 が 考 え られ た.

　 !nvivaで の 実 験 を 行 うに 際 して,低 分 化 型 子 宮 体 癌

由 来 培 養 株HOOUA細 胞 はSNG-11細 胞 と 比 べ,ヌ ー

ドマ ウ ス で の 皮 下 移 憤 にお い て 生 着 率 と細 胞 噌 殖 率 がr

い た め,conophylline投 与 に よ る 抗 腫 瘍 効 果 を 検 討 す

る実 験 に 用 い た.し か し,HOOUA細 胞 はfπvitroの 実

験 で は取 り扱 い が 難 し く,デ ー タの 変 動 が 大 きい た め 。

in　vitsoで はSNGH細 胞 を,　in　vivoで はHOOUA細 胞

を 用 い て 実 験 を 行 っ た,ま た.conophy]]ineの

HOOUA細 胞 に 対 す る細 胞 増 殖 に 与 え る影 響 や 細 胞,,,

性 につ い て 未 知 で あ っ た た め,Umezawaら がin　 vivo

で 用 い たconophylline濃 度 を 参 考 と し,0.01　 mg(100

μ1)/mouseで 隔 日 に 腹 腔 内 投 与 と し たlel.　Conophyl・

line投 与 終 了 時(皮 下移 植 後28日 目),皮 下 移 植 した

HOOUA細 胞 の腫 煽 重 量 はconophylline投 与 に よ り約

67%抑 制 さ れ,in　 lltVOに お い て はconophyllineの 抗

腫 瘍 効 果 が 認 め られ た,投 与 実 験 終 了 後 屠 殺 した マ ウ ス

でf3,　 conophylline投 与 群 コ ン トロ ー ル群 共 に腹 腔 内

に 明 らか な 転 移 巣 は認 め られ ず,こ の た め,抗 転 移 薬 と

し て の 効 果 を 評 価 す る こ と は で き な か う た が,

conophylline投 与 群 の い ず れ の マ ウ ス に お い て も!St'一t

終 了 時 まで 生 存 して お り.宿 主 に対 す る細 胞 毒 姓 は少 な

い こ とが 推 測 さ れ た.

　 以 上,in　 vitroに お い て,細 胞 接 着 能 と細 胞 運 動(移

動)能 に着 目 し検 討 した 結 果.conophyllineが 細 胞 増
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殖 を 抑 制 しな い 濃 度 に お い てin　 metro　invasion　 assay

で の マ トリゲ ル への 浸 潤 細 胞 数 を 減 少 させ た 機 序 に は,

接 着 や細 胞 運 動 を制 御 す る分 子 に影 響 を 与 え て い る可能

性 が示 唆 さ れ た.す な わ ち,conophylline添 加 に よ り,

細 胞 が浸 潤 ・転 移 す る た めの 最 初 の ス テ ップ で あ る基 質

へ の接 着 が 抑 制 され て そ の 足場 を 失 い,細 胞迎 動(移 動)

が で きな か った ことが 原 因 で あ る と考 え られ た.ま た.

in　vivaに お け る実 験 で は,皮 下 移 植 腫 瘍 の 細 胞 増 殖 を

抑 制 す る桔 果 を 得 た.

　 以 上 の こ と か ら,conophyllineは 子 宮 体 癌 細 胞 の 接

着 分 子 や 細 胞 運 動 を制 御 す る 分子 を標 的 と した新 た な抗

転 移 薬,あ る い は殺 細 胞 性 の 少 な い抗 腫 煽 剤 と して の可

能 性 が 考 え られ た.今 後conophYllineの 分 子 標 的 の さ

らな る解 明 に よ り,臨 床 応用 の 可 能 性 が 示 唆 され た.

　 現 在 の と こ ろ,conophyllineは ヒ トT細 胞 白 血 病 細

胞 を 用 い た 実 験 に よ り,tumor　 necrosis　 factor-a巳pha

(TNF・ α)レ セ プ タ ー をdown　 regulationさ せ る こ と

で,　 リ ガ ン ドに 誘 導 さ れ るnuclear　 factor-kappa8

(NF・ κB)の 活 性 を 抑 制 す る9]1こ とが 判 明 して い る.ま

た,ラ ッ ト胎 児 膵 臓 培 養細 胞 や ラ ッ ト膵 臓 腺 房 腫 煽 細 胞

を 用 い た 実 験 に て,conop且ylline投 与 に よ り

neurogenin3の 誘 導 活 性 が 見 い だ さ れbl,膵 幹 細 胞 か

ら β細胞 へ の 分 化 誘導 作 用 が認 め られ た191と報 告 され て

い る.NF-KBは ア ポ トー シス に も関 与 して い る 転 写 因

子 で あ り4。,,ま た,neurogenin3は 膵 幹 細 胞 か らR細

胞 へ の 分 化 に関 与 す る転写 因 子 で あ る.種 々 の表 現 型 を

変 化 させ る こ とか らconophyllineの 標 的 分 子 は 一 般 的

な 転 写制 御 因 子 に関 わ って い る こ とが 雛 測 され て い る.

総　　括

assayに て細胞運動能 を抑制 した.(3)フ ローサイ ト

メ トリーを用いた実験おいてCD49の 発現を減弱 させ

た.さ らに,in　vivoに おける実験では,子 宮体癌細胞

を皮 下移櫃 したヌー ドマウスのいずれにおいて も投与終

了時 まで衰弱死を認めず,コ ントロール群 と比べ約67

%腫 捌重量を抑制 した.

　Conophyllineが マ トリゲルへの浸潤細胞数を減少さ

せた機序には,接 着や細胞運動を制御する分子に影響を

与 え て い る可 能 性 が 考 え られ た.す なわ ち,

conophylline投 与によ り,細 胞が浸潤 ・転移するため

の最初のステップである基質への接着が抑制されてその

足場を失い,細 胞運動(移 動)が できなか ったことが原

因と考えられた.さ らに,rn　vivaに おける実験 では,

コントロール群 と比べ腫瘍重量を抑制 したことか ら,

conophyllineが 抗腫瘍効果を有することが罎め られた.

また,conophy]】ine投 与により,い ずれのマ ウスにお

いても衰弱死を認めなかったことから,宿 主に対する細

胞毒{生は少ないことが予想 された.以 上のことか ら,

conophy]]ineは 新 たな抗転移薬,あ るいは殺細胞性の

少ない抗腫鰯剤としての可能性を有 していると考え られ

た.今 後conophyllineの 分子標的のさらなる解明によ

り,臨 床応用の可能性が示唆された.

　本稿を終えるにあたり,御 指導,御 校閲を賜りました

慶慮義塾大学医学部産婦人科教室野澤志朗教授 に深甚な

る謝意を表 します,ま た,本 研究に有益な御指導,御 校

閲を賜りました慶慮義塾大学理工学部応用化学科生物化

学教室梅澤一夫教授に深謝 いた します.さ らに,久 布白

兼行講師に深 く感謝いたします.ま た,実 験を様々な面

から援助 して下さった産婦人科学教室塚崎克己助教授,

鈴木完哉氏,婦 人科病理研究室諸兄に感謝をいたします.

　 新 親 ビ ン カ ア ル カ ロ イ ドconophyllineは,キ3ウ チ

ク トウ科 櫃 物 で あ るEniafamia　 microphyllaのnの 抽 出

物 か ら精製 され た,本 研 究 で は ヒ ト子 富 体 癌 由 来 培 養 細

胞 株SNG・11細 胞 に 対 す るin　vitroに お け る浸 潤 能 抑 制

効 果 と,HOOUA細 胞 に 対 す るin　vivaに お け る抗 腫asp

作 用 に つ い て 検 討 し,conophyllineが 新 た な抗 転 移 薬,

あ る い は抗 腫 煽 剤 に な り得 るか 否 か にっ いて 検 討 した.

　 Conophyllineは 子宮 体 癌 細 胞 に お いて,細 胞 噌 殖 を

節 制 しな い 濃度 で マ トリゲ ルへ の 浸 潤 細 胞 数 を 減 少 さぜ

た,こ の 機 序 を解 析 す る 目的 で,細 胞 が 浸 潤 ・転 移 す る

ため に必 要 な ステ ップ で あ る細 胞 接 着 能 と細 胞 運 動 能 に

着 目 した 実験 を行 い,以 下 の 結 果 を 得 た.

　 Canophyllineは(1)固 相 化 し た マ トリゲ ル やIv

型 コ ラー ゲ ンへ の 接 着 数 を 減 少 さ せ た.(2)wound

　 本研 究 の 一 部 は,第57回 日本 癌 学 会 総 会,第5]回

日本産 科 婦 人 科 学 会総 会,第38回 日本癌 治 療 学 会総 会,

第7回 が ん 転 移 研 究 会 総 会,第6回International

Gyn㏄ologic　 Cancer　 Societyに お い て 報 告 した .

　 ま た、 本 研 究 の 一 部 は平 成9年 度 文 部 省 科学 研 究 費 補

助 金奨 励 研 究(A)課 題 番 号9771299に よ っ た.
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