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研究成果の概要（和文）：がんの腹膜転移の初期過程では、がん細胞の腹膜への接着が重要なステップとなる。本研究
においては、腹膜の中皮細胞培養系を用いた腹膜モデルに対する細胞接着および浸潤について解析した。TNF-αやIL-1
などのサイトカインにより、がん細胞および中皮細胞からのマトリックス分解酵素 (MMP) の分泌が増強されるととも
に、インテグリン依存的な細胞接着および浸潤が亢進し、がんの腹膜転移において炎症性サイトカインが重要な因子で
あることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The adhesion of cancer cells to peritoneum is an important step in the initial pro
cess of peritoneal metastasis of cancer. In this study, we investigated adhesion and invasion of cancer ce
lls by using monolayer culture of peritoneal mesothelial cells. Treatments of cancer cells and mesothelial
 cells with tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha) or interleukin-1 (IL-1) promoted integrin-dependent ce
ll adhesion and invasion in association with increased secretion of matrix-degrading proteinases, indicati
ng that these inflammatory cytokines play crucial roles in peritoneal metastasis of cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 がんは死亡原因の第一位を占める疾病で
あり，その浸潤性および転移性は患者の予後
を決定する重要な因子となっている。がん細
胞に発現する細胞接着分子は，がん細胞と標
的器官との接着および組織浸潤において極
めて重要な役割を演じると考えられている。
細胞接着分子ファミリーを形成するインテ
グリンは，細胞間および細胞-マトリックス間
の相互作用を媒介している。このうちα3β1
インテグリン (VLA-3) は，悪性形質転換細
胞で増量する細胞膜糖タンパク質として申
請者らにより精製，cDNA クローニングされ
た分子であり，がん細胞の異常なふるまいと
密接な関係があることが予想されていた。そ
の後，胃がんの臨床試料についての研究より
α3β1 インテグリンの発現とがん細胞の浸
潤能および腹膜への転移能との間に高い相
関性があることが報告された。また，肝がん，
メラノーマ，脳腫瘍などでもがんの悪性度と
α3β1 インテグリンの発現が相関すること
が見出された。そこで私達は，「α3インテグ
リンの発現の高いがん細胞がなぜ腹膜転移
しやすいか？」という問題を解決しようと研
究を行ってきた。その結果，この細胞接着分
子の発現の高い胃がん細胞が腹膜に対して
接着性が高く，腹膜播種を起こしやすい原因
の一つであることを明らかにした。本研究で
は，α3β1インテグリン依存的な接着亢進と
腹膜播種転移巣形成の関係およびその分子
機序を明らかにするため， (1) 腹膜中皮細胞
の形態変化（収縮）による中皮下基底膜の露
出および組織浸潤のための間隙の提供，(2) 
がん細胞の接着亢進およびマトリックス分
解酵素産生，(3) インテグリン-マトリックス
相互作用のサイトカインによる修飾という
個々の過程に焦点を当て研究を進める。また，
もう一つの重要課題である「がん細胞ではな
ぜα3 インテグリンの発現が高くなるの
か？」という点についても解析する。そして，
このような機序を制御することにより，がん
の浸潤・転移を抑制する方策を探索したいと
考えた。 
 
２．研究の目的 
	
 胃がん細胞に発現する接着分子α3β1 イ
ンテグリンは，その発現量と浸潤・転移能な
どのがんの悪性挙動とに相関があることが
臨床データで示されている。申請者らのこれ
まで研究から，α3β1インテグリンの媒介す
るがん細胞の腹膜への接着が播種転移巣形
成の初期過程で重要であることが明らかに
なった。このような背景を踏まえ，本研究で
は，(1) 腹膜中皮細胞の形態変化による中皮
下基底膜の露出および組織浸潤のための間
隙の提供，(2) がん細胞の接着亢進およびマ
トリックス分解酵素産生，(3) インテグリン-
マトリックス相互作用のサイトカインによ
る修飾等の素過程の解析を通してα3β1 イ
ンテグリンを介する細胞接着・浸潤が播種性

転移形成においてどのような役割を担って
いるかを分子レベルで明らかにし，同時にこ
れらを抑制する薬物等を探索するための基
盤の確立を目的とした。さらに，研究の過程
で，宿主の免疫細胞であるマクロファージと
がん細胞の相互作用が腫瘍形成及び悪性挙
動の発現に重要な影響を与えることが示唆
されたので，この点についても検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 使用した細胞	
 
	
 がん細胞としてヒト胃がん細胞株 MKN1，
ヒト腎がん細胞株 SN-12C，ヒト膀胱がん細
胞株 EJ-1，ヒト線維芽肉腫細胞株 HT1080を
用いた。単球は，健常人末梢血より Ficoll 密
度勾配遠心法で得られた単核球画分から粘
着性の細胞を精製した。腹膜中皮細胞は，単
離したマウス腹膜をトリプシン処理し精製
した。α3β1インテグリン陰性のヒト白血病
細胞株 K562に，ヒトα3インテグリン cDNA
をトランスフェクトし，α3β1インテグリン
強制発現細胞を樹立した。	
 
 
(2) 中皮細胞単層培養系に対する接着 
	
 がん細胞を蛍光色素BCECFで標識した後，
中皮細胞単層培養系に添加し 37℃で 30-60分
保温し接着させた。その後，非接着細胞を穏
やかに洗浄除去し，残った接着細胞を NP-40
を含む緩衝液で溶解し，溶解液の蛍光強度を
蛍光分光光度計で測定することにより評価
した。 
 
(3) マトリックス分解酵素の活性測定 
	
 細胞培養液中のマトリックスメタロプロ
テイナーゼ (MMP) は，ゼラチンザイモグラ
フィーにより測定した。	
 
 
(4) プロモーター活性の測定 
	
 ルシフェラーゼ遺伝子を含むプラスミド
ベクターにα3 インテグリン遺伝子の上流配
列を組み込んだ後，MKN1細胞に導入し，ル
シフェラーゼ活性による蛍光を測定するこ
とにより評価した。	
 
 
(5) 腹膜モデルを用いた細胞浸潤測定	
 
	
 Boydenチャンバーを仕切る PET膜（8	
 µm	
 
pore）に中皮細胞の単層培養系を作製した。
その後，がん細胞の浮遊液を上室に，HT1080
細胞由来の走化性因子を下室に，それぞれ添
加し，37℃で 12-24時間培養を続け，PET膜
を通過した細胞を位相差顕微鏡により観察
し細胞数を計測した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1) 腫瘍壊死因子  (TNF-α) による中皮細胞
の形態変化とがん細胞の接着性 
	
 マウス腹膜より単離した中皮細胞の単層培
養系にTNF-αを作用させ，中皮細胞の形態変
化を顕微鏡により観察したところ，中皮細胞
の間隙が拡がっていることを認めた。一方，胃



がん細胞株MKN1を蛍光色素であるBCECFで
標識した後，中皮細胞の単層培養系に対する
接着性を調べた。その結果，中皮細胞をTNF-
α処理することにより細胞接着率が上昇し，
この接着増強は抗α3及び抗β1インテグリン
抗体の存在下で抑制されることが判明した
（図1）。また，α3インテグリン陰性の白血病
細胞株であるK562にcDNAトランスフェクシ
ョンによりα3β1インテグリンを強制発現さ
せた細胞を用いて，同様に接着実験を行った
ところ，モック細胞に比べ強く接着すること
がわかった（図2）。これらの結果から，TNF-
α処理によって生じた細胞間隙に蓄積した細
胞外マトリックスに対してα3β1インテグリ
ン依存的ながん細胞の接着が増強されるもの
と考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) がん細胞からのマトリックス分解酵素産
生の誘導 
	
 ラミニン等の細胞外マトリックス (ECM)
成分との相互作用による胃がん細胞からのマ
トリックスメタロプロテイナーゼ (MMP-2及
びMMP-9) の産生・分泌変化をゼラチンザイ
モグラフィーにより解析した。基底膜の主要
成分であり，α3β1インテグリンの高親和性
リガンドであるラミニン-332（ラミニン-5）を

コートした培養プレートでMKN1細胞を培養
すると，MMP-9分泌量の増加が認められた。
一方，MMP-2の分泌量には，ほとんど変化が
認められなかった。また，MMP-9産生の増強
は，プレートにコートするラミニン-332の濃
度依存的であった。これらの結果は，胃がん細
胞が腹膜基底膜に含まれるラミニン-332等の
ECMとの相互作用を介してマトリックス分解
酵素産生を亢進し，組織浸潤の促進をもたら
すことを示唆している。 
 
(3) 単球との相互作用によるがん細胞の形質
変化 
	
 単球とがん細胞株の共培養系を用いて，が
ん細胞を単球とともに5日間培養し，その後の
がん細胞のマトリックスメタロプロテイナー
ゼ産生能及び浸潤能を評価した。その結果，
MKN1細胞及びHT1080細胞では，共培養によ
りMMP-9 産生能及び疑似基底膜への浸潤が
増強することが判明した。SN12C及びEJ-1細
胞では，MMP-9産生能の増強は顕著ではなく，
また浸潤能の増強も認められなかった。がん
細胞の形質変化についてさらに調べたところ，
α5β1インテグリンやフィブロネクチンの発
現も上昇し，これらの相互作用が，がん細胞
の浸潤能亢進に寄与している可能性を示した。
また，このようながん細胞の形質変化をもた
らすメディエーターとしてのTNF-αの重要
性が示された。 
 
(4) α3インテグリン発現への転写因子Ets-1
の関与 
	
 α 3インテグリン遺伝子上流のプロモータ
ー領域に結合する転写因子について，ゲルシ
フトアッセイ，クロマチン免疫沈降法，DNA
アフィニティー沈降法を用いて解析したとこ
ろ，Ets-1転写因子がプロモーター領域に特異
的に結合することが判明した。次いで，Ets-1 
のドミナントネガティブ変異体の導入実験及
びEts-1の強制発現実験によるα3インテグリ
ン遺伝子発現変化を解析した。その結果, こ
の転写因子がα3インテグリン発現制御に深
く関与することが示された。 
 
(5) モデル腹膜へのがん細胞の浸潤に対する
サイトカインの影響 
	
 マウス腹膜中皮細胞単層培養系への胃がん
細胞株MKN1の浸潤は，中皮細胞をTNF-αま
たは IL-1βで前処理することによって増強さ
れたが，IFN-γでは増強されなかった。また，
この浸潤能の増強は，抗α3インテグリン抗体
により部分的に阻害された。次に，MMP-2及
びMMP-9の発現・分泌量についてRT-PCR及び
ゼラチンザイモグラフィーにより解析したと
ころ，MKN1細胞及び中皮細胞のいずれの場
合にもTNF-αまたはIL-1β処理により両酵素
の発現・分泌量の増加が認められた。一方，
IFN-γ処理では変化が認められなかった。以
上の結果より，中皮細胞単層培養系に対する
MKN1細胞の浸潤能は，TNF-αやIL-1βによ
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り亢進し，この浸潤過程の一部にα3β1イン
テグリンが関与していることが示された。ま
た，TNF-α及びIL-1βは，がん細胞に対する
作用に加え，中皮細胞にも作用しMMPsの分
泌を亢進させることが明らかとなり，これら
が協調してMKN1細胞の浸潤能を亢進させる
ことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

���(6) ECMタンパク質による腫瘍関連マクロフ
ァージの分化調節 
	
 基底膜の主要な ECM タンパク質であるラ
ミニン-332の単球分化に対する影響を検討し
た結果，ラミニン-332 は単球からの MMP-9 
産生能を増強させることが判明した。ラミニ
ン-332 は，γ2 鎖のプロセシングにより，そ
の機能が変化することが報告されている。そ
こで，単球分化に及ぼすプロセシングの影響
を検討したところ，γ2 鎖 N 末端部分の切
断除去により，MMP-9 産生能が強化されるこ
とが明らかとなった。一方，切断により生成
する N 末端フラグメントには MMP-9 産生
能を抑制する作用があることが示された。以
上の結果から，ラミニン-332 が単球分化を促
進し，またγ2 鎖のタンパク分解プロセシン
グにより，その作用が調節されることが示さ
れた。 
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