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慶 慮 医学 ・83(2)=T13^一T21,2006

学 位 論 文

女性性器癌細胞 におけ る β1,4一ガラク トース転移酵素 の発現 と

その細胞生物学的特性におよほす影響

慶鯉義塾大学医学部産婦人科学教室

　　　(指導:野 澤志朗教授)

　 　 　 やロ　　 した　　　　　　ひろし

　　　山　下　　　博

(平成 且7年2月17日 受付)

Key　 Wo鵬:1ト1,4-galactosy且transferase.　 ovarian　 cancer.　 endomeユrial　 cancer,　 metastasis,　 cell　 adhesion

　β1,4・ガ ラク トース転移酵素(以 下pl,4-GT)は,　 N一

アセチル グルコサ ミンに ガラク トー スをpear合 さ

せ る塘 転移酵素 であ り,ラ ク ト系 列Il型 糖鎖 と呼 ばれ

て いる糖鎖 群の合成に関与 して いる.一 方,β1,3一 ガ ラ

ク トース転移酵素(以 下 β1,3-GT)は,　 N・アセチ ルグ

ル コサ ミンにガ ラク トースが β1一・3桔 合す る反応 を触

媒 してお り.ラ ク ト系列1型 糖 鎖 と呼ばれ る塘鎖 群の合

成 に関与 してい る.1型,II型 糖 鎖 には,血 液型糖 鎖抗

原 や シア リルLewis系 の 各種 の腫 傷 マー カー抗原 が あ

る.一 般 に1型 樋鎖を多 く発現 して い る癌 は,n型 糖鎖

を多 く発現 して いる癌 に比 べ予後が良 い ことが知 られ て

お り,女 性性器癌 において も一般的 に予後良 好で ある子

宮 体癌 において は β1,3-GT活 性 は高 いが,　 p　1,4-GT

の 活 性 は低 く,予 後不良 であ る卵 巣癌 にお いて は逆 に

β1,4-GTの 活 性 は高 く,　Pi,3-GT活 性 は低 い ことを

我 々は明 らか に して きたu.m.

　 血 清 中の β1,4-GT活 性 は穂 々の癌患 者 にお いて非癌

患 者よ りも高 いことが報告 されてお り,.,我 々 が卵巣

癌患者 の腹水 よ り分離同定 した β1,4-GTのisoformで

あ るGAT(galactosyltransferase　 associated　 with

tumor)は 卵 巣癌 に対す る腫瘍 マーカー として現 在広 く

臨床応用 されて いるas『eo.ま た,　SCC抗 原(Squamous

cell　carcinoma　 related　antigen)が セ リンプ ロテ アー

ゼ阻害 活 性 を有 す る こ とo,やCAI9・9(Carbohydrate

antigen　 l9・9)やSLX(Sialyl　 lewis　 X)がe。 セ レク

チ ンの リガ ンドと しての機能 を有 し大腸癌 の血行性 転移

と密接 な関係が ある ことが報 告 されIW.　ul,腫 瘍 マーカー

分子 その ものが癌の細胞生物学 的特性 に深 く関与 してい

る こ とが 明 らか に な って い る。SLXはGlcNAcβ1一 ・

6Mana1→6Man　 pl一 分 岐 側 鎖 に ガ ラ ク トー ス と

GlcNAcが 交 互 に結 合 したポ リ ・N・アセ チル ラク トサ ミ

ン(Gal(il→4GlcNAcβ1→)。 や,糖 脂 質nLc4セ ラ ミ

ド(Ga且 βL→4GlcNAc(il→3Gal　 pl一>4Glc・Cer)と い っ

た構造 の上 に発現 してお り,合 成 に β1,4-GTが 関 与 し

て いるこ とよ り,p取,4-GTは 縮 の浸潤 や!a移 とい った

細胞生物学的特性 に関 与 して いると予想 され る.こ の螢

白は,他 の糖転移酵 素 と同様 にゴル ジ体に膜結 合型蛋白

と して存在す るが,細 胞 膜表面 に も存在 し,細 胞 間あ る

いは細胞 。細胞外基質 間の接着因子 としての機能 も有す

るとい う報 告 も過 去 に はみ られ たが12}一3},最 近 で は梢

子表 面の β1,4-GTと 卵 子の透 明 帯蛋 白で あ るZP3と

の 接着 に関す る報告 のみがみ られ てお り,体 細胞 あ るい

は腫瘍細胞 に関す る報告はみ られ ない.精 子表面 に発現

す る β1,4-GTの 働 きにつ いて も接着 に関与 する という

よ りも尖体反応 を惹起 す る分子 と して報告 されてお り,

接 着 分子 と して は否 定 的 な見解 を示 してい る報告 もあ

る10.151.

　本研究においては,以 上の背景を踏まえ.P1,4-GT

が女性性器癌細胞においてどのような細胞生物学的特性

に関与 しているのかを明 らかにす るために,(1)Rl.

4-GTの 発現が少ない子宮体癌細胞株に当該遺伝子を導

入 し,過 剰発現 させることによりβ1,4-GT高 発現株を

　 本 論 文 は,Yamashita　 H,　 Kubushiro　 K,　Ma　 J,　Fujii　 T,　Tsukazaki　 K。　Iwamori　 M,　 Nozawa　 S:Alteration　 in　the　 metastatic

potentia巨of　 ovarian　 cancer　 ce1Us　 by　 lransfec[ion　 of　 the　 antisense　 gene　 ofβ ・i,A響galac吐05yltransferase.　 Oncol　 Rep.且0{6,:

1857-62,2003の 一 部 を 含 む.
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慶匪医学　83巻2号(平 成18年6月)

作成 し,過 剰発現」こよる細胞特性の変化の有無を検討 し

た.

　 (2)β1,4-GTの 発現趾の多い卵巣癌細胞において
本酵素がどのような細胞生物学的な特性に関与 している

のかを検討するためr ,ア ンチセンス遺伝子を導入 し

(il,4-GT低 発現株を作成し,当 該遺伝子の発現抑制が

卵巣癌細胞に与える影響につきin　vitroお よび 翔vivo

において検討 した.

方　　法

1,遺 伝子導入

　 pCAGGS発 現 ベ クターに挿 入 され たfull　 lengthの

ヒ ト(il,4-GT　 cDNA(米 国Bumham研 究 所Michiko

N.Fukuda　 fl4士よ り勧供与)18(第1図)を 子宮体癌細

胞 株で あるSNG・M"'に,ま た後述 す る方法 で作製 され

た β1.4-GTの ア ンチ セ ンスcDNAを 卵 巣 明細胞 腺癌

株 であ るRMG・nI8)+`リ ポ フェクチ ン法 を用 いて導入 し

た.親 株 を35mmデ ィ ッシ」Lに1 .5XlO5個 撤 き18

時 間 前培 養 した.無 血87DMEMで 洗 浄 後,10μgβ1 ,

4-GT　 cDNA・pCAGGSベ ク タープ ラス ミドとpSVneo ,

あ る い は コ ン トロー ル細胞 作成 用 にイ ンサー トの ない

pCAGGSベ ク ターの みを30　 NBの リポ フSク チ ン,

Opti-MEM培 養 液とと もに添加 し20時 間培 養 した.続

いて 血清 含 有DMEM培 養 液 で48時 間 培 養 した後 ,

G418を 添 加 し2週 間培 獲を行 い,耐 性の コロニーを得

CMV.IE

Amp

Ori

pCAGGS

(6.46kb)

醒懸

、 β 一actin
　 　 a.

14-GT

　cDNA

LacZ

第1図pCAGGS発 現 ベ ク タ ー に 掃 入 さ れ た ヒ トp1.4-

　 GT　 cDNA

た.更 にin　situ　p　itラ ク トシダーゼ染色 を行 いpSVneo

の みが トラ ンスフSク シ3ン された コロニーを除外 した.

2.β1,4-GTア ンチセ ンスプ ラス ミ ドの作製

　 pCAGGS発 現 ペ ク タ ー に挿 入 さ れ た β1,4-GT

cDNAを 制 限 酵素EcoR童 に よ って プ ラス ミドよ り切 り

出 し,電 気泳動 の後5.O　 kbの ベ クター とL46　 kbの イ

ンサー トに分離 請製 した.分 離 したベ ク ター は,self

ligationを 起 こさないよ うに5'側 をアル カ リホ スフ ァ

ター ゼ を 用 い て脱 リ ン酸 化 した.そ の 後 に β1,4-

GTcDNAとpCAGGSベ ク ターのligationを 行 い,生

成 物 を 大 腸 菌 に導 入 し,プ レー テ ィ ン グ した.

miniprep法 に て 抽 出 した プ ラス ミ ドを電 気 泳動 し,

6.46kbの プ ラス ミドDNA　 10ク ロ ー ンを選別 した.

その後,こ れ らの ク回一 ンよ り,制 限酵素Acc　 lを 用 い

たrestriction　 endonuclease　 digestion　 analysis`こ よ

りア ンチセ ンスプ ラス ミドを選別 した.

3.ノ ザ ンプ ロッ ト法による遺伝子導入細胞の解折

　各 クロー ンよ りRNeasyキ ッ ト(キ アゲ ン社)を 用

いて総RNAを 抽 出 した.　SNG・Mの トラ ンスフニク タ

ン トにっ いては,得 られた総RNA　 10pgを1%ア ガ ロー

ス/ホ ル ムアルデ ヒ ドゲル上 でfllxir泳動 しナイロ ンメ ン

ブ レンに トラ ンスフ ァーした.RMGIIの トラ ンス フェ

クタン トにっ いて は,ド ッFプ ロッ ト法によ りナ イロ ン

メ ンブ レンに吸着 させ た.メ ンブレンはサ ケ稻子DNA

100us/m且 と プ レハ イ ブ リダイ ゼー シ ョ ン した後 に

BcaBESTラ ペ り ングキ ッ ト(宝 酒造)を 用 い[a・ 舘P]・

dCTPで 標 識 したpi,a-GTcDNAブ ロー ブとハ イブ リ

ダイゼーシ ョンを行 った.メ ンブ レンはSNG・Mの トラ

ンスフFク タ ン トにおいて は一70℃ でX線 フ ィル ムに

感 光 し,Rh1G-llの トラン スフ ェク タ ン トにお いて は

BAS2000(FUJIFILM)を 用 いて放射活性 を測定 した.

4.サ ザ ンプロ ッ ト法 による導 入遺伝子 の確認

　 ゲ ノムDNAをSNG-Mの トラ ンス フェク タン トは制

限酵 素BamHI処 理 し,　RMG-IIの トラ ンスフ ー クタ ン

トは制限酵素EcoRI処 理 し,サ ザ ンプロ ッ ト解析 をお

こな った.メ ンブ レ ンはサ ケ精 子DNA　 100ｵ$/m1と

プ レハイブ リダイゼー ションした後 にBcaBESTラ ベ7

ン グキ ・7卜(宝 酒造)を 用 い[R・'2P〕 。dCTPで 標 識 し

たpi,4-GTcDNAプ ロ ーブとハイ ブ リダイゼー シ ョン

を行 った.

5.細 胞 増殖能の検討

　 トランスフiク タ ン ト各 々1.OxlO'個 を16枚 の3"O

mmデ ィ ッ シュに撤 き,24時 間 毎にizo時 間 目まで4

枚 ずつ細胞数を計測 し,そ れ らの細胞数 よ り対数増殖期

における細胞倍加時間 を算出 した.

一T14一



山下;女 性性器癌の転移に関与する 餌,4-GT

6.細 胞 外基質 に対す る接着性 の検 討

　 SNG-Mト ラ ンスフェクタ ン トでは,細 胞外基質 コー

ト24ウsル プ レー トに1x105個 の 細 胞 を撒 き1時 間

37℃ で 静置 した.培 養液 を捨て,PBSで2回 洗浄 した

後 に25%グ ル タールアルデ ヒ ドで固定 し,0.05%ク リ

ス タルバ イオ レ ッ ト/20%メ タ ノール溶 液 で10分 間 染

色 し蒸留水 にて洗浄 後 に405nmで の 吸光 度 を測定 し

た.

　 RMG-nト ラ ンスフェクタ ン トで は,細 胞 外基質 コー

ト96ウ ェルマイ クロプ レー トに細 胞懸濁液 を2.0×10'

個 撒 き,37℃1時 間培獲 した後,PBS(Ca/Mg含 有)

で洗浄 し,〔1.2%ク リス タルパイオ レット100ｵ1を 各 ウェ

ルに添加 し,5分 間室温 にて放置染色 した.そ の後再度

PBSに て 洗浄後,1%SDS含 有PBS100μ1を 各 ウェル

に加え,振 蕩す ることによって細胞を融解 し,色 素 を溶

出 させた後 に,マ イクロプ レー トリーダーを用 いて540

nmの 吸 光度 を測定 した,

7.Boyden　 chamberを 用 いた浸潤 能の検討(ln　 vitro

invasion　 assay)

　 io　NSの マ トリゲル(Becton　 Dickinson社)で おお

われた8ｵmの 細 孔の開 いた直径!3mmの デ ィスクを

上 側 の チ ャ ンバ ー に の せ,下 側 の チ ャ ンバ ー を

chemoatractantと し てNIH3T3細 胞 由 来 のcondi-

tiona且medium(DMEM　 5%FCS)で 満 た した.　SNG・

Mお よびSNG-Mト ラ ンスフ ェク タン ト細 胞(5x10'

cells/m1)を 上 側のチ ャンパーに入れ,24時 間 イ ンキ}

ベ ー ションした後 フィルターをエ タノールにて固定 ,ヘ

マ トキ シリンにて染色 した.フ ィル ターを浸潤 した細胞

数は顕微鏡下(200倍)で10視 野 を計測 した.

8.ヌ ー ドマウスへの腹腔内注射によ る造腫瘍能 の検討

　 各細 胞抹 よ り細胞 懸濁液 を調製 し,6.Ox10ｰ個 を1

細 胞 株 当り5匹,計15匹 のBalb/cヌ ー ドマウ スに腹

腔内注射 し,3週 間後 工一テル麻 酔殺後,解 剖 し,腹 腔

内に形成 され た腫瘍を摘 出 し,そ の湿遁昼を計測す ると

共 に,横 隔膜 に形成 された肉眼的転移 巣の数 を計測 した,

ま た.摘 出 され#腫 瘍についてはホルマ リン固定後 にヘ

マ トキシ リンエオジン染色を施行 し,形 態学 的 な検討を

おこなった,

9.統 計 学的手法

　細胞倍加時間,細 胞外マ トリックスへの接 着,ヌ ー ド

マウスに対す る造腫瘍能 の各実験結 果の統計学的解析 と

して,2群 間の比較に はt検 定 を用 い,3群 間の比較 に

は分散 分析を行 った後 にpost・hocテ ス トを用 いた多重

比較を行 った,

結　　果

子宮体癌細胞株 にお ける6i,4-GTの 過 剰発現

1.サ ザ ンプロ ッ ト法 および ノザ ンプ ロッ ト法に よる導

入遺伝子 の検証

　 pCAGGSベ ク ター およ び β1.4-GT-pCAGGSベ ク

ターを子宮体癌細胞 株SNG・Mに リポフェ クチ ン法によ

り トラ ンス フxク トした.G418存 在 下 に2週 間のセ レ

クシ ョンを行 い5種 類の耐性 ク ロー ン(M1,　 M2,　 M7,

M8,お よ びM35)お よ び空 ベ クターを導入 した コ ント

ロールク ロー ン(V)を 得 た.ノ ザ ンプロ ッ ト解析 の結

果,5稲 類 のSNG-Mト ラ ンス フェ クタ ン ト細 胞 の βL.

4-GTmRNA量 は,コ ントロール細胞(V)の 量 の6倍

以上 であ った(第2図A).ま た,ト ランスフ ェクタ ン

ト細 胞DNAに 挿 入 され た外来遺 伝子を サザ ンプロッ ト

解折 にて調 べ た ところ,p1,4-GT　 mRNAレ ベ ルの高

い細胞株 にのみtransgeneが 認 め られ た(第2図B) ,

A

B
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第2図 　 SNG・Mト ラ ンス フ ェ ク タ ン ト細 胞 の ノザ ン プ ロ ッ

　 ト解 析(A)と サ ザ ンプ ロ ッ ト解 折(B).5種 頬 のSNG.

　Mト ラ ン ス フ 晶 ク タ ン ト細 胞 の β1.4-GTmRNA量 は,

　 コ ン トv一 ル 細 胞(V)の 且 の6倍 以 上 で あ った.β1,4-

　GT　 mRNAレ ベ ル の 高 い 細 胞 株 に の みtransgeneが 認 め

　 ら れ た.(矢 印 は 内 因 性 の β1,4-GTiｮ伝 子 。 矢 頭 は

　transgeneを 示 す)
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慶雁医学83巻2号(平 成且8年6月)

以 後 の実験 において は最 もPi,4-GTの 発 現量が多 い ク

o一 ン細胞M7を 使用 しr_,

2.細 胞 増殖能 の比 較

　親 株 であ るSNG・M,　 V,お よ びM7の 対 数増殖 期に

お ける細 胞倍 加時間 を比較 した結果,そ れぞれ35.5±

2.21時 間,32.6±3.15時 間 、 および26.7±1.01時 間 で

あ り,M7はVお よびSNG・Mに 比べ て有意 に細胞倍加

時間が短縮 して いた(第3図).

3.β1,4-GT高 発 現株M7の 細 胞外基質 に対す る接 善

性

　細胞外基質 であ るラ ミニ ンと4型 コラーゲ ンに対する

接着性 をM7とVで 比較 した(第1表).ラ ミニ ンに対

す る接 蕎 性 はM7とVで そ れ ぞ れ0222±0.017,

0.024±0.009で あ り,M7はVに 対 して有意に接着性

が`n進 してい た.同 様 に4型 コラーゲ ンに対 して もM7

とVで それぞれ0.137±o.oos,0.025±0.007とM7は

Vに 対 して有意 に接 着性 がn進 していた.

m。u田
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第2表 　子宮体癌細胞株のマ トリゲルへの浸潤性に与えるβ1,

　4-GT遺 伝子の彫唇

Cells No.　 of　invading　 cells(meanｱS.D.)

　

7

V

M

29.1ｱ23

69.Tt25:1コ ・

　　　　　　PくP.01
一

一 一

SNO-M V M7

第3図 　SNGMト ランスフiク タント細胞の細胞増殖能

　SNG・M,　 V,お よびM7の 対数増殖嘲における細胞倍加

　時間を比較 した結果,M7はVお よびSNG・Mに 比べて

　有意に細胞倍加時間が短櫨していた.

第1表 　細胞外基質分子に対する子宮体癌細胞株の接醤性に与

　えるpl,4,GT遣 伝子の影轡

V:コ ン トロ ール 細 胞 株,M7:高 発 現 株,'p<0.01

4.Boyden　 chamberを 用 いた浸潤能(ln　 vitro　inva-

sion　assay)の 比 較

　マ トリゲルを コー トした膜の裏面まで浸潤 した細胞数

をVとM7の 間 で比 較 した.浸 潤 細胞 数 は それ ぞ れ

29」 ±23.3お よ び69.7±25.4で あ り,Vに 対 しM7は

浸 潤能が有意 に尤進 していた(第2表).

cells laminin collagen　 type　 4

　

7

V

M

o.oza

ozzz圭o.oosO.07コi 1:025137圭0.0070.oosコ・

V=コ ン トロ ー ル細 胞 株,M7:高 発 現 株,。p<0.0且

卵巣癌細胞株 における β1,4-GT発 現 の抑制

　 R1,4-GTの 発 現が少 ない子宮体癌細胞株 にお いて,

β1,4-GTを 過 剰 発現 させ るこ とによ り細胞外基質 との

接 着性が冗進 した ことか ら,β1,4-GTが 癌 細胞 の特性,

特 に浸潤 ・転移 とい った現象に関与 して いる可能 性が あ

る と考え られ た,そ こで,本 来 四,4-GTを 多 く発現 し

ている卵巣癌細胞 において,そ の発現 を抑制す ることに

よ り卵巣癌細胞 の特 性を変化させ られるので はないか と

考え,卵 巣明細胞腺癌株であ るRMG・Hに ア ンチセ ンス

遺伝 子の導入 を試 みた.

i.β1,4-GTア ン チセ ンス遺 伝子導入卵巣癌細胞 の検

証

　 β1,4-GTア ンチセ ンス遺伝子 を リポ フェクチ ン法 に

て導入 したR1か らR6ま で の各 トランス フSク タ ン ト

に っ い て ノザ ン ド ッ トプ ロ ッ ト法 に よ り.βL,4-

GTmRNAの 多 寡 につ き検討 した結果.　 R1お よ びR5

に お いて はmRNAレ ベ ルが コン トロール細胞Vに 比

べ,そ れ ぞれ41.3%,52.0%に 減 少 して い る ことが 確

認 された.ま た,mRNAの 減 少 していたRIお よびR5

とmRNAの 減 少 して いなか ったR2お よびVよ り抽 出

したDNAを 用 い1β1,4-GT　 cDNAを プ ローブと した

サ ザ ンプ ロ ッ ト法 に よる解析 の結 果,R1お よ びR5に

はtransgeneが 明 らか に認 め られ,遺 伝子 導入 が成功

して い る こ と が 裏 付 け ら れ た.一 方,R2に は

transgeneは 認 め られ なか った(第4図).そ こで,以

降の突験においては上記のRl,　 R5を 用 いた.

2.βL,4-GTア ンチセ ンス遺 伝子導入 が細 胞増殖能 に

与え る影響

　 前項 のよ うに して確認 されたPl,4-GT遺 伝 子抑制 モ

デ ルで あ るR1お よ びR5細 胞 にっ いて,β1,4-GT遺
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V Rl R2 R5
伝子の抑制が卵巣明細胞腺癌 細胞株の細胞生物 学的特性

にどのよ うな影響 を与え るのかを検討す るために,ま ず,

細 胞増殖能 に与 え る影響を検討 した.

　 細胞増殖能 の検討は,対 数増殖 期にお ける細胞 倍加時

間をパ ラメー ター と して比較 した.コ ントロール細胞V

株 の32.5±2.32時 間(mean±S.D.)に 対 して,　 R　1株

は30.8±2』4時 間,R5株 は33.3±222時 間 であ り,

3辞 問に統計学的 な有意差 は認め られなか った(第5図),

した が って,p1,4-GTア ンチセ ンス週伝 子 は細胞増 殖

抑制 あ るいは促進効果 を持 ってい るとは言え ない.さ ら

に,こ れ らの トラ ンスフ ェクタ ン トの細胞形態 を検討 し

た桔果,各 細胞株間 に形態学 的な相違 は認 め られ なか っ

た.

3.βE,4-GTア ンチ セ ンス遺伝 子鄭入 が細 胞外基 質 と

の接着 に与え る影響

　 癌 の浸潤 ・転 移 に お ける間 質 との反 応性 に,β1,4-

GTが 影響 を与えてい るか否かにっいて検討す るため に,

細 胞外基質 に対す る接着能 につ いて検討 した(第6図).

コ ン トロ ール細 胞 株 お よ び β1,4-GTア ン チ セ ンス

cDNA導 入 株 の1型 コ ラー ゲ ンに対 す る接着 能 は吸 光

第4図 　 RMG一]1ト ラ ン ス フェ ク タ ン ト細 胞 の サ ザ ン プ ロ7

　 ト解 析

　 3H(tlfの 餌.4-GTア ン チ セ ン ス遺 伝 子 導 入 クo一 ン

　 (RI,　 R2,お よ びR5)の サ ザ ン プ ロ'1ト 解 折 を お こ な っ

　 た と こ ろR1お よ びR5にtransgeneが 認 め ら れ た(矢

　 pl),(Yamashila　 H　et　al:Oncology　 Report　 10(6)

　 1857-1862,2003のFigure　 1を 許 可 をｱ.9て 転 載)
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第5図 　 RMG-11ト ラ ン ス フsク タ ン ト細 胞 の細 胞 増 随 能

　 ア ンチ セ ンス遺 伝 子 を 導 入 したR!お よ びR5と コ ン ト

　 ロ ー ル 細 胞(V)の 間 に は 細 胞 倍 加 時 問 に 有 意 濃 は 昭 め

　 られ な い.(Yamashita　 H　et　al:Oncology　 Report　 l　O

　I6):1857-1862,2003のFigure　 2を 許 可 を得 て 転 載)
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第6図 細 胞 外 基 質 分 子 に 対 す る卵 巣 癌 細 胞 の 接 着 性 に お

　 よ ぼ す β1.n-GTア ンチ セ ンス遺 伝 子 の 影 腰.

　 細 胞 外 基 質 分 子 が コ ー トさ れ た プ レ ー ト..Lで1時 間 培 養

　 し,接 着 細 胞 数 を 吸 光 度 で 評 価 した.1型 コ ラ ー ゲ ン

　 (A),4型 コ ラー ゲ ン(B),お よ び フ ィ プ ロ ネ ク チ ン

　 (C)に お い て ア ンチ セ ン ス遍 伝 子 導 入 細胞 は 接 着 緬 胞 数

　 が コ ン ト回 一 ル 細 胞 よ り も少 な い傾 向 が 認 め られ た.ラ

　 ミニ ン(D)に 対 して は一 定 の 傾 向 が 認 め られ な か っ た.

　 (Yamashita　 H　et　al:Oncology　 Report　 10(6):1857一

　 且862,2003のFjgure3を 許 可 を 碍 て転 載)

一T17一



慶慰医学　83巻2号(平 成18年6月)

度 で 比 較 す る と,V:o.asa±0.165,　 R　1:0.547ｱ

o.osi,　 R5:0.754±0.0且0(mean±S.D.)と ア ンチセ

ンス導入株 において は,接 着能 が低'ドす る傾向にあ り,

R1に お いて は有意 に低 下 して いた(p<0,001)(第6

図A).4型 コ ラーゲ ン,フ ィプロネ クチ ンに対す る接

着能 に関 して も同様の結果が得 られた.す なわち4型 コ

ラーゲ ンに対 しては,V:1.103ｱ0.270,　 R1:0.655±

0.157,R5:0.839±0.126で あ り,　R1に 関 しては統計

学上有意 差を もって接 着能が低下 してお り(pく0.01),

R5に 関 して も接着能の低下が認 め られた(P=Q.0531)

(第6図B).フ ィプロネクチ ンに関 して は、V=1.0正 ±

0250,Rl:0.519±o.asa,　 R5:0.632±0.102で あ り,

R1,　 R5共 にVに 比べ,接 着能 は有 意に低 下 して いた

(pくo.ooi,　 pく0.01)(第6図C).ラ ミニ ンにつ いて

は,V:0」94±0.035,　 R且:0.094　 a.oss,　 R5:

0.301±0.094と な り,R1の 接 着能 は,　Vに 比べ て有意

に低下 していたが(pく0.05),R5に 関 しては逆 に接着

能 が 有意 に充進 して お り(pく0.05),2種 類 の β1,4-

GTア ンチセ ンス導 入株 において相反す る結果 となった

(第6図D).

4.腹 腔 播 種 モデルを用 いたpt,　 a-GTア ンチセ ンス遺

伝子導入細胞株の造腫瘍能

　 卵巣癌の播種性転移 モデルとして,コ ン トロール細胞

株V,お よ びア ンチセ ンス遺伝子導 人株 であるR1,　 R5

を 各 々5匹 ずっのBalh/cヌ ー ドマウスに腹腔内接種 し,

そ の造 腫瘍能 にっ き検討 した.そ の結 果,Vを 腹腔 内

接租 した群においては,5匹 全て に腫瘍を形成 したのに
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第7図 　 腹 膜 播 重nに対 す るal.4-GTア ンチ セ ン ス遺 俵 子

　 の 影 唇.各 トラ ンス フ ェ ク タ ン ト細 胞 をBalb/cヌ ー ド

　 マ ウ ス に 腹 腔 内 注 射 す る こ と に よ り腹 膜 播 腫 モ デ ルを 作

　 成 した.腹 腔 内 に 形 成 さ れ た腫 瘍 の 総 重 伍 は3群 間 に有

　 意 差 は謀 め られ なか っ た(A).一 方,横 隔 膜 へ の幡 種 病

　 巣 の数 に っ い て βL,4-GTア ンチ セ ンス導 入 細 胞(R6

　 R5)は コ ン トロ ー ル細 胞 と比 較 して 有 意 に減 少 して い た

　 (B).(Yamashila　 H　et　a!:Oncology　 Report　 1016)

　 1857-1862,2003のFigure　 4を 許 可 を得 て 転 載)

対 し,R1,　 R5群 に おいて は,そ れ ぞれ4/5,3/5に し

か腫瘍の形成が認め られ なか った.形 成 された腹腔内腫

郷の総重鼠 は,V:{).176±0.044　 g,　R110.161ｱ0.137

g,R5:0.iis±0.1138(mean±S.D.)と 各 群間 に有

意差 は認 め られ なか うた(第7図A).ま た,腫 璃 の

HE染 色 標 本において は,何 れ の群 にお いて も,明 細胞

はあ まり認 め られず,大 部分がhobnail　 patternを 呈 す

腺 癌細胞 で占め られてお り,各 群闇 に明 らかな差異 はな

か った.一 方,肉 眼的所 見 と して,コ ン トロールV細

胞接腫 マウスに対 し,β1,4-GTア ンチセ ンス導 入株 で

あ るR1,　 R5細 胞 接 種 マウスで は,播 種巣 の数が少 な

か ったため,こ れを客観的 に評価す る目的で,横 隔 膜 に

おけ る転移 巣の数を肉眼的 に比 較 した(第7図B).横

隔 膜転移 の数 は,V,　 Rl,　 R5各 群 において は,そ れぞ

れ5.0±2.6,i.8±2.5,0.4ｱ0.6で あ り,コ ン トロー ル

群に対 し β1,4-GTア ンチセ ンス遺伝子導入群 において

は横隔膜転移 が有意 に抑制 されていた,

考　　案

　本研究においては女性性器癌において β1,4-GTが ど

のように癌の細胞生物学的特性に関与 しているのかを明

らかにするため,β1,4-GTの 発現の低い子宮体癌細胞

株SNG・Mに ρ1,4-GTを 過剰発現 させる方法,ま た

β1,4-GT発 現の高い卵巣癌細胞株RMG-llに アンチセ

ンス遺伝子を導入する方法を用いてそれら細胞株の細胞

生物学的特性の変化を検討した.癌 の細胞生物学的特怪

として細胞増殖能,浸 潤 ・転移能が挙げられる.細 胞増

殖能にっいてはSNG・Mに おいてはP1,4-GTの 過剰発

現により細胞倍加時間が短縮されており,固,4-GTが

細胞増殖能を充進させる結果となった.一 方RMG-1]に

アンチセンス遺伝子を導入した場合においては,細 胞倍

加時聞の有意な変化は昭められず,al,4-GT発 現の変

化は細胞増殖能に影響を与えなか った.β1,4-GTが 細

胞増殖において促進的に作用するのか抑制的に働 くのか

という議論には以前よりいくっかの報告がみ られる.マ

ウスの耳下腺の過形成を誘導すると腺房細胞の β1,4-G

T活 性が上昇することやoつ,,β1,4-GTの 阻害剤 を添加

することによ り細胞増殖が抑制 されることから鋤,al,

4-GTに は細胞増殖 を促進する作用があるとする報告が

み られる.ま た,反 対にp1,4-GTの 過剰発現により細

胞増殖が抑制されるため,β1,4-GTは 細胞増殖 に対 し

抑制的に働 くとする報告もあるzu.細 胞増殖の シグナル

伝達経路は細胞膜表面の増殖因子受容体から核における

Mycな どの細胞増殖因子発現までの リン酸化により制
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御されていると考えられているが,近 年糖転移酵素 も細

胞増殖 シグナルの制御に関与 していることが明らかになっ

てきている,EGFレ セプターファミリーは受容体 その

ものがPi,4-GTの 関与する糖鎖修飾を受け,二 量体の

形戒を促 したり他のレセプターを介 したEGFRの トラ

ンスアクティペーシ3ン に必須であることが報告されて

いるnaa.　SNG・Mに おいてみられた β1,4-GT過 剰発

現の細胞増殖促進効果はこの細胞株が細胞増殖を行う際

に,β1,4-GTが 関与する塘鎖修飾によ りその機能を制

卸されている細胞表面の増殖因子受容体からのシグナル

伝達の影響を受 けている可能性 を示唆 している.一 方

RMG-IIに おいては細胞増殖は 餌,4-GTの 多寡に影響

されないため,印,4-GTに よる塘鎖修飾の影響を受け

ない増殖因子受容体からの細胞増殖 シグナルが伝達され

ているか.あ るいは リガンドの必要の無いような シグナ

ルの活性化が起こっている可能性が示唆 される.

　 β1,4-GTと 浸潤 ・転移能の関係にっいては,腫 捌細

胞が原発巣より離脱する過程の一つである間質浸潤の指

標として,子 宮体癌株については細胞外基質との接着性

とマ トリゲルへの浸潤能にっいて検討し,卵 巣癌株では

細胞外基質との接着性について検討した.さ らに卵巣癌

株においては原発巣より離脱 した卵巣癌細胞の播種性転

移モデルとして各 トランスフェクタントのヌー ドマウス

への腹腔内投与を行った.細 胞外基質との接着性は,子

宮体癌細胞において13pl,4-GTの 過剰発現により接着

性が充進 し,さ らにマ トリゲルへの浸潤能も充進 した.

一方卵巣癌においてもβ1,4-GTの アンチセンス導入に

よる発現抑制により細胞外基質に対する接著性は低下 し

たことより,ど ちらの細胞株において もpt,　a-GTが 細

胞外基質との接着において璽要な役割を担っているもの

と考えられる.細 胞外基質 とpl,　a-GTと の関連は諸家

の報告と今回の結果とを考慮すると2っ の仮説が考え ら

れる.第 一に,β1,4-GTが 前述のように細胞膜表面に

存在する接着因子としての役割を有する場合であり12川,

体縄においては過剰発現により細胞表面の β:,4-GT蛋

白が増加 し接着分子としての β1,4-GT蛋 白と細胞外基

質との接着のn進 がみられ,卵 巣癌においては発現抑制

により細胞膜表面の β且,4-GT蛋 白が減少することによ

り接着性が低下することになる.本 研究においてはβ1,

4-GTの 細胞内局在については検討していない.β1,4-

GTの 総量が変化 しても細胞膜表面のp14-CT発 現量

は変化 しないとする報告 もみられるためISI,本 実験で得

られた細胞株にっいても検討 してみる必要があると考え

られた.し か し,β1,4-GTが 接荷分子として機能する

場合,本 研究結果ではリガンドとしての色々な細胞外基

質に対する特異性が認められず通常の細胞膜表面受容体

が高い1,ガ ンド特異性を有 しているという事実に照らし

た場合弗常に不 自然である.第2の 可能性は,細 胞外基

質に対する接着分子として広 く認められているインテグ

リンに対する影響である.現 在 までにインテグリンの機

能 調 節 が イ ン テ グ リ ン の 糖 鎖 修 飾,特 にN・

glycosylationに よるとする報告が見られる,ト ランス

フォームされた乳腺上皮由来のS115細 胞株は,　Pイ ン

テグqン がN-glycosylationを うけており,特 にポリ

・N・ ラク トサ ミノグリカン鎖の構造が電要であるとい

う報告があるm.ま た,Zhengら によると,　Nグ リコ

シド型糖鎖の除表により,a5(ilイ ンテグリンの分離が

起 こり,フTブ1」 ノーゲンに対する接着能が失われると

いう報告もある16],し たがって。N一アセチルラクトサ ミ

ン合成に亜要なp1,4-GTが 過剰発現された子宮体癌株

においてはインテグリンの糖鎖修飾が檀極的に行われ,

インテグリンの機能が充進することにより,細 胞外基質

との接蕎姓 も充進 している可能性がある。また,同 様に

卵巣癌細胞株においてもインテグリンの栖鎖修飾が低下

することによりインテグリンの機能砥下を招き,結 果的

に細胞外基質に対する接着能を低下させている可能性が

ある,今 後,今 回得られた トランスフsク タン トにおけ

るインテグリンの発現とその糖鎖修飾について検討する

必要があると考えられる.

　 ヌードマウスによる腹膜播種モデルにおける播稲性転

移能の検討にfiい ては,ア ンチセンス遺伝子を導入 した

R1お よびR5は 転移巣の認められないマウスが存在 し

たり,横 隔膜への転移数がコントロールに比べて少ない

ことよりβ1,4-GTの 抑制 は転移能に対 しても抑制的に

作用することが示唆された.β1,4-GTの 抑制にようて

腹膜播租転移巣の数が減少 したことに対する分子機構を

明らかにすることは今後の課題であるが,卵 巣癌細胞表

面 の穂鎖 で あり,β1,4-GTが 合成 に関与 して いる

【RWIS'抗 原が腹膜への転移に垂要であるとする報告

やr,中 皮より分泌 される細胞外基質であり。 インテグ

リンの リガンドであるフィプロネクチンが卵巣癌細胞の

運動 をn進 するという報告 もありm,β1,4-GTに より

合成 される糖鎖が卵巣癌細胞の転移能に関与している可

能性が考えられる.

総　　括

　女性性器癌 において β1,4・ガラク トース転移酵素が細

胞生物学的特性 にどのように関与しているのかを明 らか

にする目的で,子 宮体癌細胞に対 してi3　pi,4-GTの セ
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ンス遺伝子を導入 し,ま た卵巣癌細胞に対してはアンチ

センス遺伝子を導入 し以下の事実を明らかに した.

i.子 宮体癌細胞においてはp1,4-GTは 細胞増穂能を

充進するが卵巣癌細胞ではβ1,4-GTは 細胞増殖に関与

していない.

2.子 宮体癌細胞 卵巣癌細胞 のいずれにおいてもβ1,

4-GT発 現の多寡は細胞外基質との接着性に正の相関を

示 した.

3.卵 巣癌細胞においては β1,4-GTを 抑制するζとに

よりヌードマウスによる腹膜播種モデルにおける播種の

広がりが抑制された.

　以上の結果より,(il,4-GTは 女性性器癌細胞の浸潤 ・

転移という細胞特性に関与していることが明 らかとなっ

た.

　稿を終えるにあたり,本 研究の機会を与えていただき,

また御指導観1校閲を賜りました慶題義塾大学医学部産婦

人科学教室野澤志朗教授に深甚なる謝意を表 します.ま

た,本 研究を遂行するにあたり,多 大なる御指導,御 鞭

擬をいただきました近畿大学理工学部岩森正男教授,慶

座義塾大学医学部産婦人科学教室塚崎克己助教授,久 布

白兼行講師に深謝いたします.

　 なお,本 研究の一部は第52回 日本産科婦人科学会総

会(2000年,徳 島),第42回 日本臨床細胞学会秋期大

会(2003年,横 浜)に おいて発表 した.
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