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概 要 　正 常初 期絨 毛 に お い て cytotrophobiast （以 ドCT と略 す） は間 質組 織 に 浸 潤 し て い わ ゆ る

extraVillous 　trophoblast （以 卜EVT と略 す） とい う形態 を と る．し か し，その メ カ ニ ズ ム は癌細胞 の

浸潤 と は 異 な り厳密に管理 され て い る と考 え られ る が詳細は明ら か で は な い ．そ こ で， トロ フ ォ ブ ラ ス

トの 浸潤 に関す る メ カ ニ ズ ム を解明するため に，癌 の 浸潤 ， 転移に深 く関与し て い る matrix 　 meta110 ．

proteinase 　2，　 matrix 　metalloproteinase 　9 （以下 MMP2
，
　 MMP9 と略す） の 発現 と こ れ ら MMPs の

発現 を調節 し上皮細胞 に対 して増殖抑制作用を示す Transforming　growth 　factorβ1 （以下 TGF β1と

略す）に対す る反応性 を，正常妊娠 6週絨毛由来 CT （以 ド初期 CT と略 す ）， 正 常妊娠37週絨毛 由来 CT
（以 卜満期 CT と略す）と choriocarclnoma 　celI　line　BeWo （以

．
ドBeWo と略 す ） を 用 い て 検討 した ．

そ れ ぞ れ の 細胞が も つ ill　vitro で の 増殖能 や 浸潤能 を ，　northern 　blotting　？X ，
　gelatin　zymography 法 ，

お よ び invasion　assay 法を 用 い て 解析 した．

　初期 CT は，満期 CT に 比 べ 高 い 浸潤能を有 し て い た ．こ の 初期 CT の 浸 潤能は BeWo と 同 じ程度 で

あ っ た ．初期 CT は MMP2 と MMP9 の 発現を認 め た が ， 満期 CT で は MMP9 の み の発現 し か観察さ れ

なか っ た．また MMP2 を活性化する membrane 　typc　matrix 　metalloproteinase （以下 MT −MMP と略
す） の 発現が 子 宮間質由来細胞 に 認 め られた．こ の こ と は初期 CT が問質細胞 と接触 す る こ と に よ り

MMP2 の 活性化 が お こ り浸潤を促進す る と考えられる．こ れ らの こ と に よ り，in　vivo や invitroで の 浸

潤能 の 違 い は MMP2 が関与 し て い る可能性が 示唆 された．

　BeWo では TGF β1の もつ 増殖抑制作用 に 非感受性で あ り増殖 が 抑制 され ず ， 初期 CT で は TGF β1の
も つ 増殖抑制作用 に 感受性 が 認 め られ増殖 の 抑制が観察 され た ，

　初期 CT で は，　 TGF β1を添加 す る と MMP2 や MMP9 の 増加が 観察 さ れ た ．そ し て こ の 反 応性 は

BeWo で も同様で あ っ た．

　した が っ て初期 CT が浸潤し EVT と な る機構 に は ，　 MMP2 に よ る 細胞 の 運動能 の 亢進 や TGF β1に

よ る MMP2
，　 MMP9 の 増加が 関係 し て い る が

， 癌細胞 の よ う に増殖し な い の は，　 TGF β1に よる増殖抑
制作用 を優位 に 受 け る こ と が関与 し て い る と推測 さ れた．

Synopsis 　A　cytotrophoblast （CT ）in丘1trates　into　the 　stroma ，　forming　an 　extravi110us 　troph  blast
（EVT ｝in　the　placenta　early 　in　gestation　and 　the　phenomenon 　is　strictly 　controlled

，
　differing　from

the　infiltration　of　cancer 　cells ，　The　expression 　of　matrix 　metalloproteinasc 　2 （MMP2 ）and 　Illatrix

metall （，proteinase 　9 （MMP9 ），　 which 　deeply　involvc　infiltrative　metastasis 　 of　cancer ，　 and 　the

reactivity 　to　transformhng 　growth 　factor　beta1 （TGF β1），　which 　controls 　the　expression 　of 　these

MMPs 　and 　inhibits　the　gro 、vth 　of　epithelial 　cells，　were 　illvestigated　in　CT 　derived　from　villi　 at

normal 　gestational　 week 　6 （early 　CT ）alld　CT 　derived　from　villi 　 at 　normal 　gestational　week 　37
（fu】1−terlu　CT ），　and 　also 　the　choriocarcinoma 　cell 　line　BcWo （BeWo ）．

　The　ability 　of 　normal 　epithelial 　ceUs 　and 　BeX？LTo　cells 　to　proliferate　and 　infiltrate　were 　evaluated

in　vitro 　by　northern 　blottillg，　gelatin　zynlography ，　alld　invasion　assay ．　It　was 　revealed 　that　earlyCT

had　 a 　higher　 capacity 　ror　infiltration　than 　fu11−terlll　CT 　as　well 　 as 　BeWo ，　MMP2 　and 　 MMP9
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appeared 　ill　the　early 　CT ，　whereas 　only 　MMPg 　was 　observed 　in　the 　ful1．ternl　CT ．　MMP2 　and 　MMPg

were 　 more 　 abunclantl 、
・observed 　in　the　 carl 、

・CT 　 and 　the　fu11−term 　CT 　 rather 　thall 　ilユ BcW 〔，．　In

uterine 　stroma ・derived　cells ，　membralle 　type　matrix 　metaHoproteinase （MT −MMP ），　which 　activates

MMP2 ，　 was 　 observed ．

　These　resu ］ts　indicated　that　the　motility 　of 　llQrmal 　villous 　cells　was 　higher　in　the　early 　CT 　thall

in　the　full−terln　CT ．　The　 expression 　of 　MMP2 　ilコ the　early 　CT ，　whjch 　 was 　not ⊂）bserved　in　the

full−terln　CT ，　was 　thought 　to　be　related 　to　this　differencc　ill　motnity ．　As　for　the　responsiveness 　to

TGF β1，　which 　is　a　growth 　illhibiting　factor　for　epithelial 　cells，　the　vilbus 　carcino 苴11a　cell　hne　was
insensitive　tQ　the　growth 　inhjbiting　effect 　of 　TGF βユ，　but　the　early 　CT　 was 　sensitive 　to　this　effect ．

When 　TGF β1　was 　added ，　MMP2 　and 　MMPg 　increased　in　the　early 　CT ．　This　response 　was 　also 　seen

in　BeWo ．　That　is，　it　was 　 assured 　that 　the　growth 　capacity 　was 　Ilot 　inhibited　in　BeWo ，　but　was

certainly 　 inhibited　il／ the 　 early 　CT ．　The 　overall 　restllts　of　these　evaluations 　indiCated　that　the

development 　t〔〕EVT 　by　ill且1tratioll　of 　the　early 　CT 　was 　assocjated 　with 　the　increase　in　the　mobility

of 　cells 　caused 　by　MMP2 　and 　the　illcrease　in　amounts 　of　MM1 ）2　and 　MMPg 　ca し1sed　by　TGF β1，　and

the　predominant 　inhibitory　effect 　of　TGF β10n 　the　growth　of 　normal 　epithelial 　celrs　could 　explain

why 　norma 】epithelial 　cells　do　llot　grow 　as　cancer 　cells　do．

Key 　words ： Cytotrophoblast・Choriocarcinoma　cell　Iine・Transforming　growth 　factorβ1 ・

　　　　　　 Matrix　metalloproteinase 　2 ・Matrix　metallopreteinase 　9

　　　　　　　　　緒　　言

　癌細胞が 間質組織 に浸潤す る よ う に ， 妊娠初期

絨毛 は正 常細胞で あ る に もか か わ らず子 宮内膜や

間質，お よび子宮筋層 に 浸潤 し い わ ゆ る EVT と

い われ る形態を とる ．た だそ の 浸潤機構の メ カ ニ

ズ ム は癌細胞とは異な り， あ る
一
定の レ ベ ル を超

えな い よ う に 厳重な 管理 下 に お か れ て い る と考 え

られ て い る．癌細胞 の浸潤転移 に は ， 細胞外基 質

を破壊 し進 ん で い くよ うな細胞の 運 動性や細胞の

接着性 を調節す る 因子 ，
ま た 細胞 自体 の 増殖能 を

亢進 さ せ る多 くの 因子が複雑 に 関与 して い る と考

え られ る．そ こで正 常細胞が どの ような機構で浸

潤す るの か ， そ してなぜ癌細胞の よ うに 増殖 しな

い の か ， そ の メ カ ニ ズ ム を解明す る た め に
， 細胞

の運動性 に関与 し癌細胞 の 浸潤 に深 く関与 し て い

る MMP21 ＞2）
，
　 MMP95 ）の 発現 を検討した．

一方 ，

こ れ ら MMPs の 発現 を調節す る作用 の ある 液性

因子 に TGF β1が ある．細胞 が癌化す る と ， こ の

TGF β1の も つ 増 殖 抑 制 作 用 を 受 け な く な

り
’；）−6）

， こ の こ とが癌細胞 の 多段階発癌過程 に お

け る
一

つ の ス テ ッ プ で ある と い わ れ て い る
7）S，．こ

の MMPs 調 節能 と増 殖抑 制 能 の 二 面 性 か ら ，

TGF β1に対す る反応性 を初期 CT
， 満期 CT お よ

び BeWo を用 い て 観察 した．

　　　　　　　　 材料 と方法

　1．細胞の 準備

　初期 CT お よ び満期 CT は，　Kliman 　et　al．の 方

法
9〕に よ り妊娠 6週人工妊娠 中絶 お よ び妊娠37週

出産 例か ら患者の 承諾 を得て 採取 した絨毛組織 よ

り分離 した．従来の 方法で は血球系の 細胞の 混入

が あ る た め ， 抗 LCA 抗体 を吸着 さ せ た 磁 気 ビ ー

ズ を用 い て 血球系の 細胞 を分離し て
L°）よ り純粋 な

CT を得た．絨毛癌細胞株は BeWo を用 い た．間

質細胞 は 了宮筋腫摘出時 に得 た非妊娠性子 宮 よ り

Satyaswaroop　 et　 a1．の 方 法
11｝

を用 い て 得 た．

BeWo は国立衛生試験 所 （JCRB 細胞 BANK ）よ

り入 手 した．

　 2．RT −PCR に よ る CT の 確認

　 こ の 純化 され た細胞が 本当に純粋な CT で ある

か どうか を検討す るた め ， 得 られた CT を無血清

培地 GIT を用 い て 37℃
，
5 ％CO

，

−95％air 湿 環境

条件下 で 静置培 養し72時間後に syncytiotropho −

blast（以
一
ドST と略す）に な るか どうか を RT −PCR

を用 い て E −cadherin 　mRNA の 発 現 の 違 い を 用

い て 検討 した
「2）「3） （表 1 ）．RT −PCR に は 1μg の

mRNA を用 い て reverse 　transcriptase を使用 し

て
一

本 鎖 cDNA を合成 し こ れ を PCR の テ ン プ

レ ー トと して 用 い た．PCR は primer 　lμMeach ，

dNTPs （ATP ，　CTP ，
　GTP ，　 TTP ）250μ Meach ，

N 工工
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potassium　chloride 　50n、NI，　tris　hydrochloride

（pH 　 8．3） 10mM
，
　 O．01％gelatin，　 O．3unit　 Taq

polylnerase ，　 total　volume 　50pt　1に て ，　 denatura−

tion　95℃ 30s．，　annealing は primer の 至 適温度で

60s．，　 extension 　 72℃ 2min ，を lcycle と し て 30

cycles ，　final　extens ．　ion　72℃ 5min ．に て施行 した．

電 気泳 動は 2 ％ア ガ ロ ース ゲ ル を用 い て 施行 し

た．

　3．in　vitro で の 浸潤能 の 検討

　 こ れ ら の 細胞 の 浸潤能 の 検討 は ， 細胞外基 質

（matrigel 　matrix ）が コ
ー

トされ た8μm ボア ーサ

ィ ズ PET メ ン ブ レ ン （Becton　Dickinson 社） を

用 い て in　VitrO で の inVasion　 aSSay を施行 した．

2．5× 104個 の 細胞 を PET メ ン ブ レ ン 上 に 入れ て

37℃ ， 5 ％CO ，

−95％air 湿環境 条件下で 静置培養

し ， 24時間後に PET メ ン ブ レ ン の 反 対側 に あ る

細胞数 を算定 した，算定 は tripl｛cate で 行 い 細胞

数 の平均 を と っ た．加 え て ， TGF β1添加 に よ る各

細胞 の 浸潤能 の 変化 を比 較す るた め ， 培養液 に

TGF β1を5ng／ml に て 添加 し，培養液 の み の 群 と

比較 した ．

　4，造腫瘍性の 検討

　造腫瘍性の 有無 は 1 × loc’個の 細胞 を ヌ ー
ドマ

ウ ス の皮下 に接種 し て 30日後 に 観察した．

　 5．MMP2 ，
　 MMP9 の 蛋白 レ ベ ル で 発現 の検討

　MMP2 ，
　MMP9 の 蛋白レ ベ ル で の 分泌能の 違い

を検討 す る た め gelatin　zymography 法 を用 い

て ，各細胞の 培養上清の gelatinase　activity を観

察 した．サ ン プル に は 1x106個の 細胞 の 培養上 清

を用 い た．TGF β1は 5ng／ml に て添加 した ．Laem −

mli 　sample 　buffer　without 　dithiothreitolをサ ン

プ ル に 加 え て ， 7．5％SDS −polyacrylarnide　gels

contain ｛ng 　lmg／ml 　of　ge！atin を用 い て 電気泳動

施行後，gel か ら SDS を取 り除 くた め 2．5％ （v ／v ）

Triton　X −100に て 30分間 incuvateし， 50mM 　tris−

IICI，　 pH 　 7．6，
　 containing 　 O．2M 　 NaCl ， 5mM

CaCl2
，
　 and 　O』2％ （wfv ）Brij−35．を含む溶液 を

用 い て 37℃ で 12時間 ， gel内で 酵素反応 を行 っ た．

反 応後の gel を 30％methanoI ／10％glacial　acetic

acid 　containing 　O．5％ （w ／v ）Coomassie　Bri］liant

Blue　G・250溶液を用 い て 染色 し ， 30％methanol ／

lO％glacial　 acetic 　 acid 溶液 に て脱色 した．脱色

され た部分 を NIHimage に て 画像化 し比較 した．

　6．probe の 作成

　．L皮綱胞 の 増殖能の 指標 と し て c−MYCi4 ）15 ）
e

MMP2i6 ｝
，
　MMP917 ）

，
　mRNA 量 の コ ン トロ

ー
ル と

し て GAPDH 遺伝子
18）の 塩基配列 を もと に PCR

primer を設定 した （表 1 ）．ハ イ ブ リダ イ ズ用

probe は ，　 RT ・PCR に て 増幅 した 目的の フ ラ グメ

ン トを精製して pBS （sk ・）に ligationし大腸
・
菌 に

て 増幅後 subcloning し ， 得 られた clone を用 い て

DNA を抽 出 し sequence を 行 っ て ，
こ の PCR

fragmentが 目的 とす る遺伝子 で ある こ と を確認

後 hybridizationに 用 い た．

　7．TGF β1に 対す る反応性

　ノ ーザ ン プ ロ ッ ト法 を用い て TGF β1に 対す る

iMrL ・1P2

MMP9

MT ．MMP

c−MYC

E−cadhc1 ’in

β・actin

GAPDH

　　表 1 　PCR 　primer 　pairs

F −5・TGACATCAAGGGCATTTCAGGAGC
R−5−GTCCGCCAAATGAACCGGTCCTTG
F−5・GAGACTCTACCGGGGACGGGA
R ・5・CTGTATCCTTGGGGTTCCGGGCAG
F −5．GGAAATGACATCTTCCTGGTGGCTG
R−5−GCATTGGGTATCCATCCATCACTTGG
F−5−CGGGCACTTTGCACTGGAACTTAC
R ．5．TCGCA （：TAGAAATACGGCTGCACC

F．5．TGCTCTTCCAGGAACCTCTGTG
R ．5．AAGGTCAGCAGCTTGAACCACC

F・5−CGGGAAATCGTGCGTGACATTAAG
R・5−TCGTCATACTCCTGCTTGCTGATCC
F・5・GCATTGCCCTCAACGACCACTTTG
R・5−TTGATGGT 八CATGACAAGGTGCGG
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反応性 を観察した ．培養液 に TGF β1を5ng／ml に

て 添加 し48時間後 に mRNA を抽 出 した．検討 し

た 遺伝 子 は 上皮 細胞 の 増殖 能 の 指 標 と して c −

MYC 遺 伝 子 の 発 現
14）15〕と mRNA 量 の コ ン ト

ロ ール と して GAPDII 遺伝子 の 発現 を観察 した ．

こ れ らの 細胞 よ り，oligo ・dT セ ル ロ
ー

ス を用 い て

mRNA を分 離抽出 した． ノーザ ン プ ロ ッ ト法 に

は 2μg の mRNA を用 い た．　 mRNA を 5M 　 form −

aldehyde ， 30％formamide，
　 and 　1 × morpholino ・

propanesulfonic 　acid 　bufferに溶解 し， 65℃ に て

10分間変性 させ た後， 1％agarose 　 gel　 in　 mor −

phOlinOprOpaneSUIfOnlC 　 aCid −fOrmaldehyde

bufferを用 い て 電気泳動 を施行 し た ．電気泳動後 ，

20× SSC を用 い て ニ トロ セ ル ロ ース フ ィ ル タ ー

に転写 した ．

　UV 　cross −linkingを施行 した後，50％fQrmami −

de， 5 × Denhardt’s　solution ，25mM 　phosphate

buffer（pH 　6．5）， 0．1％SDS ， 1〔］Oμ g／ml 　of　son1cat ・

ed 　ancl 　heat−denatured　salmon 　sperm 　DNA ， 100

μg！m ］　of 　yeast　t−RNA ，
5xSSC を含む溶液に 標

識 さ れ た probe を加 え42℃ ， 16時間 に て hybridi−

zation を 施 行 し た．洗 浄 は，室 温 に て 3× SSC

containing 　O．02％ SDS で 15分 ， 65℃ に て 3× SSC

containing 　 O．02％SDS で 15分 を 3 回 ，
42℃ に て

1xSSC 　 containing 　 O．02％SDS で 15分行 っ た ．

フ ィ ル ターは
一80℃ 下 で Kodak　 XAR 　 filmを 用

い て露光 した．

　8．間質細胞 に お ける MT −MMP の 発現 の 検討

　 MT −MMP は MMP2 を活性化す る 作用 の あ る

新 し い 膜貫通型の 細胞膜表面 に あ る メ タ ロ プ ロ テ

ネース で あ る
19 ）．そ こ で MT −MMP が間質細胞 で

発見 され て い るか ど うか を RT ・PCR に て検討 し

た．MT ・MrvlPT9）と mRNA の コ ン ト ロ
ール と し

て 用 い た β・actin2 °｝
の 塩 基 配 列 を も と に PCR

primer を設定 した （表 1 ）．

　　　　　　　　　 成 　 績

　 1．RT −PCR に よ る CT の 確認

　CT お よ び CT を72時 間 培 養 し て 得 た 細 胞

（ST ）で の E ・cadherin 　mRNA ，β
・actin 　mRNA

の発現 を示す （写真 1 ）．E・cadherin 　mRNA の 発

現 は CT の み で 認め られ ST で はそ の 発現 を
．
認 め
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写真 l　 RT ・PCR に よ る E．cadherin 　mRNA ，β一acth

　 mRNA の 発現

　lst　trimester ：正常妊娠 6週 ， 3rd　trimester：正 常

　妊娠37週，Ikb　 ladder ：マ ーカ r 　 CT ： cytotro ・

　phoblast ，　 ST ； CT を 72時 間 培 養 し て 得 た 細胞 ，

　A431 ：epidermoid 　cell 　carcinoma 　cell 　line

口 　nurnber 　Ofcelts

　 初期CT　　　 満期CT　 　　 BeWo

l）1n　vitro で の 浸 潤 能の 検討．浸 潤 して きた細胞 数 を

　triplicate に て 算定 した．

1．61
．41
、2

B6420000

■　GF一

図　GF＋

　 　 　 初期CT　　　 満 期Cl　　　 BeWo

2） TGF β1を添 加 した と きの in　 vitro で の 浸潤能 の 検

　討．TGF β1を添加 して い な い と き の 浸潤 し て きた細

　胞数 を 1 と して 比較 した．

　　　　 図 1　 1nvasi｛，n　 assay の 結 果

な か っ た ．こ の こ と に よ り， 得 られ た細胞が CT で

あ る と考 え られ た．
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　2． Invasion　assay に よる浸潤能の 比較（図 1）．

　初期 CT は ， 満期 CT に 比 べ 高 い 浸潤能 を有 し ，

BeWo と同程度で あ っ た．初期 CT や 満期 CT で

は TGF β1を培養上清 に添加 す る とその 浸潤能 は

抑制 された ．
一

方 ， BcWo で は TGF β1を培養上清

に 添加す る と逆 に 浸潤能 は亢進 した．

　3，造腫瘍性の 検討

　初 期 CT や満期 CT はヌー ドマ ウス に皮下接種

して も造腫瘍性は認 め られ なか っ た ．
一

方 ， BeWo

で は造腫瘍性 を認め た ．

　4．初期 CT ， 満期 CT で の MMP2 ，　MMP9 の 発

現

　Gelatin　 zymography の 結果 よ り， 初期 CT で

92kD − 一レ

72kD 囎幽レ
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写 真 2 　Gelatin　 zymography 　lこ よ る gelatinase

　 activity の 検 討

　 lst　trimester ：正 常 妊 娠 6週 ， 3rd　triInester　l 正 常

　妊 娠37週，CT ： cytotr 〔〕phoblast，ST ：CT を72時 間

　培 養 して 得 た細 胞 ，
BeWo ： choriocarcinoma 　 cell

　 line
， 92kD ： MMP9

， 72kD ；MMP2

は MMP2 と MMP9 の 両者 と も強 い 発 現 が認 め ら

れ た．しか し満期 CT で は MMP9 が強 く発現 され

て い た が
，

MMP2 の 発現 は ほ とん ど認 め られ な

か っ た （写真 2 ）．

　5，TGF β1添加 に よ る反応性 の 検討

　初 期 CT ， 満 期 CT ，　 BeWo を 用 い た gelatin

zymography お よ び ノ ーザ ン プ ロ ッ 1・の結果を示

す （写真 3 ， 4）．

　1） c −MYC の 発現 （増殖能の検討）

　BeWo で は ，
　 TGF β1に対 す る反応性は認 め ら

れ ず ， c−MYC の 発現 に 変化 は な か っ た ．す な わ

ち，BeWo は TGF β1に対 して 非感 受性で あ り，増

殖 は抑制 さ れ な か っ た．しか し ， 正 常初期 CT で

は TGF β1添加に よ り， c −MYC の発現の 低
一
ドが観

察 され ，
TGF β1に 対し て 感受性が 認 め ら れ ， 増殖

MMP9 ■ レ

MMP2 一 レ

1234567
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写真 3　 TGF β1添加 に よ る gelatin　zymugraphy を

　 用 い た gelatinase 　activity の 検 討

　1st　trimester：正 常妊 娠 6 週，
’
3rd　tr［mester ：正 常

　妊娠 37週，CT 　：　cytutrophublast ，　BeWo ；choriocar ．

　cinoma 　cell　line，　TGF −
：TGF β1無添加，　TGF 十 ：

　5ng〆ml 　TGF βユ添加
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写真 5　 RT −PCR 法 に よ る 間質細胞 で の MT ．MMP
　 の 発 現

　1kb　ladder ：マ
ー

カー，　fibroblast；子 宮 体 部由 来間

　質細胞

2：lst　trimester　CT

3 ：3rd　trimester　CT
写真 4　 ノーザ ン プ ロ ッ ト法 を 用 い た TGF β1添 加 に

　 よ る MMP2 ，　MMP9 ，
　c −MYC

，
　GAPDH 　mRNA 発

　現 の 検討

　BeWo ：chori 　ocarcinoma 　cell 　line
，
　 lst　trimester ：

　正 常妊 娠 6週，3rd　trimester ：正 常 妊 娠 37週，　 CT ：

　cytotrophoblast ，　 TGF βl 　 ITGF β1無 添 加，

　TGF β1十 ：5ng〆ml 　TGF β1添 力口

は抑制 され た．

　 2） MMP2 ，
　 MMP9 の 発現

　
一方 MMP2 ，

　 MMP9 は ， 初期 CT ，
　 BeWo ， そ

れ ぞ れ に お い て 大 きな発現の 違い が な か っ た． ま

た，TGF β1添加 に よ りそれ ぞ れ の細胞 で MMP2
，

MMP9 の 発現 の 増加 が認め られ た．こ の 反応性 に

は ， 初期 CT も BeWo で も違 い が な か っ た ．

　 6。間質細胞 に お け る MT −MMP の 発現 の 検討

　 MT −MMP は間質細胞で 発現 され て い た．

　　　　　　　　 考　 察

　1．初期 CT ， 満期 CT お よび BeWo で の 浸潤

能 の 違 い

　in　vitro で の invasion　assay に て ， 初期 CT と

BeWo は 満期 CT よ り高い 浸潤能 を有 し て い た．

こ の こ と は ，妊娠初期胎盤が妊娠後期胎盤 よ り多

くの EVT が存在す る こ と と矛盾 は な い と考 え ら

れ る．

　c −MYC の 発 現 で み る細 胞 の 増 殖 能 は ， 初期

CT ，満期 CT お よび BeW 〔｝ に お い て 有意 な 違 い

は認 め られ なか っ た．

　癌細胞 の 浸潤過程 に お い て蛋 白分解酵素で あ る

MMP2
，
　MMP9 は 重要な役割 を果た して い る

1）¶3｝

．

初期 CT や BeWo で は MMP2
，
　 MMP9 の 発現が

認 め られたが ， 満期 CT は MMP9 の 発 現 の み しか

観察され な か っ た．ま た，合理 的な こ と に 子 宮体

部 由来間質細胞に は MT −MMP の 発 現 が 認 め ら

れ た．MT −MMP は膜貫通型 の 蛋白分解酵素で あ

り細胞膜表面 に存在 し ， 従来よ り知 られ て い る分

泌型 の MMPs と は異 な る． こ の 蛋 白は不活性型

（1atent　 form ）MMP2 を 活 性 型 （act ｛ve 　 form ）

MMP2 に す る機能 を有 して い る
lv）

． こ の こ と は浸

潤 し て きた 細胞 が 間質細胞 と接触 す る と， 初期

CT の 分 泌 す る MMP2 が 活性化 さ れ ， 浸潤 を促進

す る と考 え られ る． こ の よ うな浸潤能 の 違 い は他

の 因子 も関与 して い る可能性が考え られ るが，そ

の
一

つ の 因子 と して MMP2 の 発現 が 関与 し て い

る 可能性が 示 唆 さ れ た ．

　 しか し ， 初 期 CT と BeWo に は ，　 ill　vitro で の

浸潤能 ， c −MYC の 発現 ，
　MMP2

，
　MMP9 の 発現 に

有意な違 い は認 め ら れ な か っ た ．そ こ で TGF β工

に対 す る反応性の違 い を検討 した ．
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　2．初 期 CT と BeWo に お け る TGF β1に 対 す

る反応性の 違 い

　TGF β1は
，

上 皮 系細 胞 に 対 し て 増殖 を抑制す

る
4）− 6）．また ， TGF β1は子宮頚癌由来細胞の 運動

性 を亢進 させ る よ うな MMP2 ，
　 MMP9 発現の 増

加作 用を有す る
21 ）

．こ の よ う に TGF β1は細胞 の

浸潤転移に と っ て 相反 す る 二 つ の 作用 を有し て い

る．TGF β1は，　c−MYC の 発現 を抑制 して初期 CT

の 増殖 を抑制 したが ， BeWo の 増殖 を抑制で き な

か っ た．初期 CT は ，
　TGF β1に 曝露 され る こ と に

よ りMMP2 ，　MMP9 の 発現が増加す る．こ の 反応

性 は BeWo で も同様 で あ っ た．しか し，　TGF β1を

添加 した 時の in　vitro で の 浸潤能 は BeWo で 亢

進 した が ， 初期 CT で は ， 浸潤能の 抑制が観察 さ

れた．浸潤 して きた細胞 が 問質組織中 の TGF β1

に 曝 露 され る こ と に よ り， 正 常細胞 は MMP2 ，

MMP9 を増殖 させ るが ， そ の 反応性以 ヒに優位 に

増殖抑制作用 を受け て しま い 浸潤能が抑制さ れ る

と考 え られ る．BeWo は こ の TGF β1の もつ 増殖

抑 制 作 用 を 受 け ず，TGF β1の も っ MMP2
，

MMP9 の 発現増加作用 を受 け ， よ り浸潤能が 亢進

す る， こ の こ とは ，
BeWo が 間質組織 内を浸潤 し

て い く機構に お い て 合 目的的で あ る と考 え られ

る．以上を総合す る と ， 初期 CT が浸潤し EVT と

な る機構 に は ， MMP2 に よ る細胞の 運動能の 亢進

や TGF β1に よ る MMP2 ，
　MMP9 の 増加が 関係 し

て い る が
， 癌 細胞 の よ うに 増殖 し な い の は ，

TGF β1に よ る増殖抑制作用 を優位 に受 け る こ と

が 関与 し て い る と推測 さ れ た ．
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