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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

一'1'a15一
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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

一T31f一
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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)

(a)lntegrin　 Q　1 (b)CD49

細
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細
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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

一'1'319一
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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.

文　　献

1)Kerbel　 R,　 Folkman　 J　 :Clinical　 translation　 of

　 angiogenesis　 inhibitors.　 Nal　 Rev　 Cancer　 2:727-739,

　 2002

2)i.ce　 AV,　 Schiff　 R,　Cui　 X.　 Sachdev　 D,　 Yee　 D,　Gilmore

　 AP,　 Strculi　 CH,　 Oesterreich　 S,　 Hadsell　 DL:New

　 mechanismso[signal　 Iransduclion　 inhibitor　 action

一T32ｰ一



入江:子 宮体癌細胞に対する抗腫煽効果の検謁

　　　receptor　 tyrosine　 kinase　 down-regulation　 and　 block

　　　ade　 of　 signal　 transactivalion.　 Clin　 Cancer　 Res　 9

　　　5165-5235.2003

3)Preiss　 J,　Loomis　 CR,　 Bishop　 WR,　 Stein　 R,　Nicdel]E,

　　　Bell　 RM:Quantitative　 measuremenl　 of　 sn・1.2・

　　　diacylglycerols　 present　 in　platelets,　 hepalocytes.　 and

　　　ras・and　 sis・transformed　 normal　 rat　 kidney　 cells,　 J

　　　Biol　 Che皿5:8597-8600,1986

4)Umezawa　 K,　 Ohse　 T,　 Yamamoto　 T,　 Koyano　 T,

　　　Takahashi　 Y:Isolation　 of　 a　new　 vinca　 alkaloid　 from

　　　the　 leaves　 of　Ervawmia　 microphylla　 as　an　 inhibitor　 of

　　　ras　 functions.　 Anticancer　 Res　 14:2413-2918.199A

5)Kam　 TS,　 Loh　 KY.　 and　 IYei　 C:Conophylline　 and　 co

　　　nophyllidine=new　 dimeric　 alkaloids　 from　 Tabema。

　　　emontana　 divaricata.1Nat　 Prod　 56:1865-1871,

　　　1993

6)Wilson　 L,　Creswell　 KM,　 Chin　 D:The　 mechanism　 of

　　　action　 of　 vinblastine.　 Binding　 of　 [acetyl-3H,1

　　　vinblastine　 to　 embryonic　 chick　 brain　 tubulin　 and

　　　tubulin　 from　 sea　 urchin　 sperm　 tail　 outer　 doublet

　　　microtubules.　 Biochemistry　 30:5586-5592.1975

7)Owellen　 RJ.　 Harlke　 CA,　 Dickcrson　 RM.　 Hains　 FO

　　　Inhibilion　 of　 tubulin・microtubule　 polymerization　 by

　　　drugs　 of　 the　 Vinca　 alkaloid　 class.　 Cancer　 Res　 36

　　　1499-1502,1976

8)Bradshaw　 GL,　 Dubes　 GR:Supplementary「actors　 re・

　　　叩ired　 for　 serum・free　 culture　 of　 ral　 kidney　 ce11s　 of

　　　line　 NRK-49F.[n　 Vitro　 19:735-742,1983

9)De　 Vouge　 h1W,　 Mukherjee　 BB:Transformation　 of

　　　normal　 rat　 kidney　 cells　 by　 v・K・ras　 enhances　 expres・

　　　sion　 of　 transin　 2　 and　 an　 5-100-related　 calcium-

　　　binding　 protein.　 Oncogene　 7:109-119,1992

10)Amino　 N,　Ohsc　 T,　Koyano　 T　 and　 Umezawa　 K:Inhi

　　　bition　 of　cellular　 chemo　 lactic　 invasion　 by　 a　vinca　 ab

　　　kaloid,　 conophylline.　 Anticancer　 Res　 16　 :55-60,

　　　1996

且DPos!o　 G.　 Fidlcr　 IJ:The　 p飢hogenesis　 o「cancer　 me・

　　　tastasis.　 Nature　 283:且39一 且46,且980

12)Liotta　 LA,　 Rao　 N　 aロd　 Wewer　 UM:13iochemica且in.

　　　teractions　 of　 tumor　 ce1旦s　 with　 the　 basement　 mem・

　　　branc.　 Ann　 Rev　 Biochem　 55:1037-1057.1986

13)Stegcr-Stevcnson　 WG.　 Aznavoorian　 S,　 Liotta　 LA

　　　Tumor　 cell　 interactions　 with　 the　 extra　 cellular　 ma・

　　　trix　 during　 invasion　 and　 metastasis.　 Annu　 Rev　 Cetl

　　　Biol　 9:541-573,1993

1A)Liotta　 LA,　 Steeg　 PS　 and　 Stetler-Stevenson　 WG

　　　Cancer　 metastasis　 and　 angiogenesis.　 An　 imbalance　 of

　　　positive　 and　 negative　 regulation.　 Cell　 64　 :121-125,

　　　1991

15)Nozawa　 S,　Sakayori　 M,　 Ohta　 K,　 lizuka　 R,　Mochizuki

　　　H,Soma　 M,　 Fujimolo　 1,　Hata　 1.lwamori　 M　 and　 iVagai

　　　Y:Amonoclonal　 antibody(MSN-1)against　 a　newly

　　　established　 uterine　 endometrial　 cancer　 cell　 line

　　　くSNG・111　 and　 i[s　 appHca重ion　 to　 immunohisto・

　　　chemistry　 and　 flow　 cytometry.　 Am　 l　Obstet　 Gynecol

　　　161:1079-1086,1989

16)Fujita　 N,　 Yaegashi　 N,　 Ide　 Y ,　Sato　 S,　 Nakamura　 M,

　　　 Ishiwa[a　 I,　Yajima　 A:Expression　 o[CDA4　 in　normal

　　　 human　 versus　 tumor　 endometrial　 tissues:possible

　　　implication　 of　 reduced　 expression　 of　 CD4q　 in　lymph

　　　vascular　 space　 involvement　 of　 cancer　 cells.　 Cancer

　　　Res　 54:3922-3928,1994

17)Geran　 RI.　Greenberg　 NH,　 MacDonald　 MM:Protocols

　　　for　 screening　 chemical　 agents　 and　 natural　 products

　　　against　 animal　 tumors　 and　 other　 biological　 systems

　　　Ithird　 edition).　 Cancer　 Chemotherapy　 Rep　 3:51-52,

　　　 1972

18)Umezawa　 K,　Taniguchi　 T,　 Toi　 M,　 Ohsc　 T,　 Tsutsumi

　　　N,Yamamoto　 T,　 Koyano　 T,　 Ishizuka　 M;Growth　 in・

　　　hibition　 of　 K・ras-expressingしumors　 by　 a　new　 vinca

　　　alkaloid,　 conophyllinc,　 in　nude　 mice.　 Drugs　 ExpClin

　　　Res　 22:35-AO,1996

19)Kadar　 N,　Mal(etano　 JFI,　Homesley　 HD:Determinants

　　　of　 survival　 of　 surgically　 　staged　 　patients　 with

　　　endometrial　 carcinoma　 histologically　 confined　 to　 the

　　　uterus:implicationsfor　 therapy.　 Obstet　 Gynecol　 80

　　　655-659,1992

20)Mariani　 A,　 Webb　 Ml.　 Keeney　 GL,　 Calori　 G,　 Podratz

　　　KC:Hematogenous　 dissemi口anon　 in　corpus　 cancer.

　　　Gynecol　 Oncol　 80:233-238,2001

21)Mariani　 A,　 Dowdy　 SC,　 Keency　 GL,　 Long　 HJ,　 Lesnick

　　　TG,　 Podraヒz　 KC:High・risk　 endometria且cancer　 sub・

　　　groups;cand蚤dates　 for　 targeレbased　 adjuvant　 ther・

　　　apy.　 Gynecol　 Oncol　 95:120-126,200A

22)Orkin　 R¥V,　 Gehron　 P,　 Mcgoodwin　 EB,　 Martin　 GR,

　　　Valentine　 T,　Swarm　 k:Amurine　 tumor　 producing　 a

　　　matrix　 of　 basement　 membrane.　 J　 Exp　 kited　 145

　　　204-220.1977

23)Albini　 A,　 Iwamoto　 Y,　 Kleinman　 HK.　 Marlin　 GR,

　　　Aaronson　 SA,　 Kozlowski　 JM　 and　 McEwan　 RM:A

　　　rapid　 in蹴'tro　 assay　 for　quanlitatirlg　 the　 invasive　 Po・

　　　tenlial　 of　 tumor　 cells.　 Cancer　 Res　 A7:3239-32A5.

　　　 1987

24)Repesh　 LA:Anew　 in　 vitro　 assay　 for　 quanti[aling

　　　tumor　 cell　invasion.　 Invasion　 Metastasis　 9:192-208,

　　　 且989

25)Hynes　 RO:Inヒegrins:afamily　 of　cell　surface　 recep・

　　　tors.　 Cell　 48:549-554,1987

26)Pritti　 S,　 Zourab　 Y,　 Koumouridis　 A.　 Bohlmann　 M.

　　　Strowitzki　 T,　 Rabe　 T:Role　 of　 integrins　 in　 invasion

　　　of　endometrial　 cancer　 cell　 lines.　 Gynecol　 Onco]8A

　　　 12-20,2002

27)Lesley　 BA,　 Albelda　 S,　Buck　 CA,　 Castclbaum　 AJ,　 Yeh

　　　 I,Kohler　 M,　 Berchuck　 A:Distribution　 of　 integrin

　　　cell　 adhesion　 molecules　 in　endometrial　 cancer.　 Am　 J

　　　 Pathol　 146:717-726,1995

28)lalkanen　 S.　 lalkanen　 iN:Lymphocyte　 CD4A　 binds

　　　 the　 COOH-terminal　 heparin-binding　 domain　 of

　　　 tibronectin.1Cell　 Biol　 I　16:817-825,1992

29)Mackay　 CR,　 Terpe　 HJ.　 Stauder　 R.　Marstan　 WL,　 Stark

　　　 H.Gunlhert　 U:Expression　 and　 modulation　 of　CD4A

　　　 variant　 isotorms　 in　 humans.!Cell　 Biol　 12A:71-82,

一'f323一



慶睡医学　82巻4号(平 成17無12月)

　　　 1994

30)Screaton　 GR,　 Bell　 MV,　 Jackson　 DG.　 Cornelis　 FB,

　　　Gerth　 U,　 Be[UI:Genomic　 structure　 of　 DNA　 encod・

　　　ing　 the　 lymphocyte　 homing　 receptor　 CD44　 re竪ea且s　 at

　　　least　 12alternatively　 spliced　 exons.　 Proc　 Natl　 Acad

　　　SciUSA89:12160-12164,1992

31)Gunthert　 U.　Ho[mann　 M.　 Rudy　 W,　 Reber　 S,　Zoller　 M.

　　　Haussmann　 1,　Matzku　 S,　Wenzel　 A,　Ponta　 H:Anew

　　　variant　 of　glycop「otein　 CD44　 confe「s　 metastatic　 po・

　　　tential　 to　 rat　 carcinoma　 cells　 Cell　 65:13-24,1991

32)Hoshimoto　 K,　 Yamauchi　 N,　 Takazawa　 Y,　 Onda　 T,

　　　Takelani　 Y,　 Fukayama　 M:CDa4　 variant　 6　 in

　　　endome[rioid　 carcinoma　 of　 the　 uterus:iこs　 expres・

　　　sion　 in　 the　 adenocarcinoma　 component　 is　an　 indr

　　　pendent　 prognostic　 marker.　 Pathol　 Res　 Prac[199

　　　71-77,2003

33)Tokumo　 K,　Kodama　 J,　Seki　 N,　Miyagi　 Y,　Yoshinouchi

　　　 M,Kudo　 T:CD44　 exon　 v6　 is　not　 implicated　 in　 the

　　　 prog爬scion　 and　 metaslasis　 o`endometrial　 cancer・

　　　 Canccr　 Lelt　 125:221-225,1998

34)Tempfer　 C,　Haeusler　 G,　 Kaider　 A.　Heflcr　 L,　Hanzal　 E,

　　　 Reinthaller　 A,　 Breitenecker　 G.　 Kainz　 CH:The　 prog・

　　　 noslic　 value　 of　 CD44　 isoform　 expression　 in

　　　 endometrial　 cancer.　 Br　 J　Cancer　 77:1137-1139,

　　　 1998

35)Hall　 DE,　 Rcichardt　 LF,　 Crowlcy　 E,　Holley　 B.　Moczzi

　　　H,Sonnenberg　 A.　 Damsky　 CH:The　 alpha　 1/beta]

　　　and　 alpha　 6/beta　 I　integrin　 hetcrodimers　 mediate

　　　cell　 attachment　 to　 distinct　 sites　 on　 laminin.　 J　Cell

　　　Biof　 110:2175-21&1.1990

36)Kikkawa　 Y.　 Sanzen　 N,　 Fujiwara　 H,　 Sonnenberg　 A,

　　　Sekiguchi　 K:]ntegrin　 binding　 specificityo「 且aminirn

　　　 且0/且 且　=laminin・10/1且 　are　 recogni2ed　 by　 alpha　 3

　　　 beta　 1,alpha　 6　beta　 l　and　 alpha　 6　beta　 4　in[egrins.]

　　　Cell　 Sci　 113:869-876,2000

37)Gohda　 j,　Inoue　 J,　Umezawa　 K=Down・regulation　 of

　　　 TNF-alpha　 receptors　 by　 conophylline　 in　 human　 T・

　　　 cell　leukemia　 cells　 Int　J　Oncol　 23:1373-1379,2003

38)Umezawa　 K,　 Hiroki　 A,　 Kawakami　 M,　 Naka　 H,　 Takei

　　　 I,Ogata　 T,　 Kojima　 I.　Koyano　 T.　 Kowilhayakorn　 T,

　　　 Pang　 HS.　 Kam　 TS:Induction　 of　 insulin　 production

　　　 in　 　rat　 　pancreatic　 　acinar　 　carcinoma　 　cells　 　by

　　　 conophylline.　 Biomed　 Pharmacother　 57:341-350,

　　　 2003

39)Ogata　 T,　 Li　 L,　 Yamada　 S.　Yamamoto　 Y,　 Tanaka　 Y,

　　　 Takei　 t,　Umczawa　 K.　 Kojima　 I:Promotion　 of　 beta-

　　　 ce且i　differentiation　 by　 conophylline　 in「etal　 and　 neo・

　　　 natal　 ral　 pancreas.　 Diabetes　 53:2596-2602,2004

40)Deng　 Y.　 Ren　 X,　 Yang　 L,　 Lin　 Y,　 Wu　 X:A」NK・

　　　 dependent　 pathway　 IS　 required　 (or　 TNFalpha・

　　　 induced　 apoptosis,　 Cell　 l　l:56卜570,2003

一T3?1一


