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63　　　　 ヒ ト卵巣癌に おける トリプ シ ノーゲ ン

遺伝子 の 発現および蛋白の 局在に関す る研究

・
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64　 　 　 新 規 転 移 抑 制 剤 urinary 　 trypsin

　 inhibitor（UTI）の 化学修飾に よる転移抑 制活性増

　 強 の 試 み
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［目的］癌の 浸潤 、 転移 の 過程で細胞外マ トリッ ク

ス を分解する プ ロ テ ア
ーゼが 重 要な役割を果た し

て い ると考え られ て い る 。 われ われは、卵巣粘液性

腺癌由来培養細胞株（HCAS）が、従来報告 され て い

る種々 の マ トリッ クス プ ロ テ ア
ーゼ に加え、消化

酵素で ある トリプ シ ノ
ーゲ ンを分泌 して い る こ と

を見 い 出した 。今回、卵巣癌の 進展に おける トリプ

シ ン の 関与を明 らか にする た め に、細胞株と臨床

検体を用 い て ト リブ シ ノ
ー

ゲ ン遺伝子発現 お よ び

蛋白の 局在を検討 した。「方法］卵巣癌由来培養細

胞株よ りtotal　RNAを抽 出し、　Northern　bl〔〕t法お

よ びRT−PCRに よ り増幅 し た産物 の ＆）uthern 　blot

法に よ り トリプ シ ノーゲ ン 遺伝イ発現を検討 した 。

手術時に採取 した臨床検体に お け る遺伝子発現を

！　orthern 　blot法に よ り確認 した。トリブ シ ノ
ー

ゲ

ン蛋 白の 局在は 、抗 ヒ ト トリプ シ ン／トリプシ ノー

ゲ ン モ ノ ク ロ
ー

ナル抗体を用い て 、卵巣癌組織 の

免疫染色法 に よ り検討した 。 ［成績ユ培養細胞株5株

の Northern　blot法に よる分析で は、HCAS細胞 の み

で遺伝子発現を認 め た が 、
RT−PCR−Southem　blot

法で はすべ て の 細胞株で遺伝子発現がみ られた 。

一方、臨床検休 の Northern　blot法で は 、10例中8例

に遺伝子発現が 認 め られ、特 に進行癌組織 で強い

発現が み られ た 。 ま た、免疫染色法で は トリプ シ ノ

ー
ゲ ン ／トリプ シ ン蛋白は卵巣癌組織 の 癌細胞に

局在 して い た 。 ［結謝 ト リブ シ ノーゲ ン 遺伝子は 、

細胞株 に於 て も発現が認 め られ るが 、癌組織自体

で よ り強 く発現 して お り、強い 蛋白分解活性を有

す る トリプ シ ン が、in　vivo に お け る卵巣癌の浸

潤、転移に関与して い る こ とが示 唆され た 。
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［目的］我 々 は羊水 お よ び ヒ ト尿 か ら精製 され た

urinary 　 trypsin　 inhibitor（UTI）に癌 細 胞 の 浸

潤、転移抑 制作用 の あ る こ と を 証 明 し、そ の 活性

基はUTI分 子 の COOH 末端 の HI−8に 存在する こ と も

確認 した 。 そ こ で 田
一8を効率 よ く癌細胞 に 結合 さ

せ 、浸潤、転移抑制作用 を増強 させ る ため の 工 夫

を行 い 、人体投 与可能 な薬剤 の 開発 を行 っ た 。

［方 法 ］（1）UTIは ヒ ト尿 よ り 精 製 し 、HI−8 は

trypsin に よ る 限定分解に よ り精製 し た 。 （2）癌細

胞膜 に 存在す る urokinase 　recePt 。 r に 特異的に結

合 さ せ る 目 的 で 、urokinase を 限 定 分 解 し 、

receptor の 結 合 部 位 で あ る aminQ 　 terminal

fragment（ATF）を精製 し、こ れ とHI−8を共有結合

さ せ た hybrid　 prQtein （ATF−HI−8）を作成 し た 。

（3）癌細胞 の i］1　 1・itro　 inVasion　 aSsay はMat「igel

を用 い た Boyden　 chamber に よ り 行 っ た ． （4）in

vivo 　metastasis 　assay は nude 　mice に癌細胞 を皮

下移植 した系 と、尾静脈 か ら静注 し た 系 を用 い

た 。 （5）癌細胞膜 の urokinase 　 receptor の 数 お よ

び親和性 とATF−HI−8の 効果 に つ い て 検討 し た。

匚結 果 ］ATF とH1−8 を 結合 さ せ る た め に 架橋剤

（SPDP）を用 い て 合成 し た が 、そ の 収率 は 約 20％ で

あ っ た 。ATF−HI−8は HI−8単独 に 比 べ て 10か ら250

倍以上 の 低濃度 で 癌細胞 の 浸潤 を抑制 し た 。
こ の

作用 は 癌細胞膜 の urekinase 　 receptor の 数 と相関

し た 。 ATF−HI−8は receptor に 結 合 し た 後 、

internalize しな い た め 約 5時間 以 上 も癌細胞膜 上

に 存 在 し た 。 nudie　 mice に よ る in　 vivo

metastasis 　 assay の 結 果 も 少 量 の hybrid

protein で 転移 が 抑制 され た 。［結論］ATF−HI−8の

hybrid 　protein を使 用 する こ と に よ りin　 vitro お

よ び in　 viVO で 転移抑制 に 成功 し た。
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