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概要　正常子宮内膜及 び 子宮内膜癌細胞は PA 活性を有 して い る こ と が知 られ て い る が，そ の 調節機序

に 関す る報告 は 少 な い ．本研 究 で は，子宮内膜癌細胞株（KLE 細 胞）を用 い て ，　 t・PA 分泌 の 調節 因子 に

つ い て 検討 した．Insulin，　T ，，　Hydrocortisone，8−bromo −cAMP ，　Retinoic　acid ，　PDGF ，　IGF −1，　TNF ・
α ，

basic　FGF は t−PA 分泌 に 何 らの 影響 を与 えなか っ た ．し か し，　 phorbol　ester の 中 で 最 も強力 な作用を

有す る PMA が 著 明 に t−PA の 分泌 を 促進 し た の で 詳細 に 検討 し た．　 PMA の t−PA 分泌促進作用 は 容量

依存 的 で あ り10
− 1°M よ り contro1 に 対 し て 有意差 を示 し，10”sM で 最大 （約 6 倍） と な っ た ．　 Time

course で は PMA （10
−8M

）添加後 ， 3時間 か ら有意の 分泌促進作用を示 し，12時間後 に 最大 とな っ た ．

phorbol 　ester の な か で ほ か に 生物活性 を有す る，
　 PDD 　etlO−sM よ り有意 の t・PA 分泌促進作用 を示 し ，

10｝7M
で 最大 と な っ た ．そ の 他 の 生物活性 を有 しない phorbol 　 ester で あ る4α

一PDD ，　 phorbol （10−9

〜10”7M
）は t・PA 分泌 に対し て 何 らの 作用を示 さな か っ た．8−bromo−cAMP ，　 cholera 　toxinは 単独で

は t−PA 分泌 に 影響を与 えな か っ た が ，
　 PMA との 同時添加 に よ り PMA の t−PA の 分泌促進作用 を約 2

倍増強 した ．cycloheximide ，
　 Actinomycin　D は PMA の t−PA 分泌促進作用 を完全 に 抑制 し た．　 PMA

の 72時間ま で の 添加実験で は
， PMA は KLE 細胞 の 形態 ， 増殖 に 影響を与 えな か っ た ．

　以上 よ り，phorbol　ester が，子宮内膜癌細胞に お い て t−PA 分泌を促進し，そ の 作用 は RNA 及 び蛋

白合成を介 し て い る こ とが示唆さ れ た．ま た ，KLE 細胞 に お い て は phorbol　ester −protein　kinase　C 系

と cAMP −protein　 kinase　A 系 の 細胞内情報伝達系 に は 複雑 な 相 互 作用 が存在す る と考 え られ た ．よ っ

て ，KLE 細胞 は 子宮内膜細胞 に お け る PA 　system を解明する た め の 有用な モ デル と な り うる と考え ら

れた ．

Synopsis　A 　plasminogen 　activator （PA ＞system 　is　involved　in　 ovulation ，　 implantation，　tumor
invasion　and 　metastasis ．　 In　order 　to　clarify 　the　regulation 　of 　this　PA 　system 　in　endometrial 　cells ，
we 　examined 　which 　 agent 　 affecting 　 cellular 　 function　altered 　 tissue−type　 plasminogenactivator
（t−PA ）secretion 　by　endometrial 　carcinoma 　cell　line（KLE 　cells ）in　vitro ，　 Triiodothyronine

，
　retinoic

acid ，　insulin，8・bromo ・cAMP ，　PDGF ，　IGF −1，　basic　FGF 　or　TNF ・
α did　not 　alter 　t−PA 　secretion 　while

the　activator 　of 　protein　kinase　C ，
　phorbol 　myristate 　acetate （PMA ）stimulated 　t−PA 　secretion 　in　a

dose−dependent　 fashion（10
− 10〜10

−8M
）．　 The 　 time　 required 　 to　 give　 a 　 statistically 　 signi 丘cant

increase　in　t−PA 　over 　control 　was 　3　hours，　and 　the　maximal 　increase　was 　seen 　after 　24　hours　of
exposure ．　 Another　 active 　phorbol 　ester ，　PDD 　also 　stimulated 　t・PA 　secretion 　while 　inactive　forms
of 　phorbol 　ester ，4α

一PDD 　and 　phorbol　did　not 　alter 　it．　 Cholera　toxin　or 　8・bromo ・cAMP 　did　not

affect 　 t−PA 　 secretion ，　 but　 enhanced 　 PMA −stimulated 　 t−PA
．
　 secretion ．　 Cycloheximide　 and

actinomycin 　D 　completely 　abolished 　PMA −stimulated 　t−PA 　secretion ，

　These　results 　suggest 　that （1）t・PA 　secretion 　in　the　endometria 歪carcinoma 　cell 　is　modulated 　by
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aprotein 　kinase　C　system
， （2）This　effect　is　through 　new 　RNA 　production　and 　protein　synthesis ．（3）

There　is　a 　complicated 　relationship 　between　protein　the　kinase　C　and 　protein　kinase 　A 　system 　as

to　the　 regulation 　 of 　t−PA 　secret 量on ，　 This　would 　be　 a　suitable 　mQdel 　to　darify　the　PA　system 　in
endometria 弖cells ．

Key 　words ： Phorboi　ester ・Tissue−type　plasminogen 　activator （t−PA ）・Endometrial　carcinoma

　　　　　　　　　緒　　言

　 Plasminogen 　 activator （PA ） は serine

protease の
一種で あ り， plasminogen を Plasmin

に 変換す る．
一
方，plasmin は 蛋 白分解素で あ り，

フ ィ ブ y ン を分解す る こ とに よ っ て 血 栓 を溶解す

る の み な らず細胞外構築を構成す る さま ざま な蛋

白質を分解す る ．さまざ まな正常及 び悪性の 細胞

で PA 活性が確認され て お り，
　 plasmin 活性を高、

め る こ と に よ り排卵 ， 着床 ， 腫瘍細胞 の 浸潤 ， 転

移 な どさまざまな生物現象に 関与 し て い る と考 え

られ て い る
1）．PA に は tissue−type と urokinase ・

type の 異な る 2種 の 蛋白質が知 られ て お りそ れ

ぞれ t−PA ，
　 u −PA と呼ばれ て い る

1）
．

　phorbol　ester は 発癌 promoter と し て 知 られ

て い る が ， protein　kinase　C （PKC ）を活性化す

る こ とに よ り細胞 の 分化誘導，細胞増殖及び さま

ざまな物質の 産生の 調節な ど の生物作用 を も有す

る
2》s）．い くつ か の 細胞で ， phorbol　ester が PA 活

性ある い は t−PA ，
　 u −PA の 産生を促進す る と報告

されて い る
1）4 ）5〕”’7〕，

　正常子宮内膜及 び子宮内膜癌細胞 に は PA 活性

が あ り，t・PA ある い は u −PA を産生分泌す る こ と

が知 られ て い る
8）9）．しか し ，

PA 活性ある い は PA

の 産生 の 調節機序に 関す る報告は 少 ない
9）1°）．我 々

は，子宮内膜癌細胞株を用 い て t−PA 分泌 に 影響

を与 え る因子 に つ い て検討 し，phorbol　 ester が

t・PA の 分泌を促進 する こ とを 明 ら か に した の で

報告す る．

　　　　　　　 研究材料 と方法

　用 い た試薬 は 以下 の ご と くで あ る．

　phorbol −12−myristate ・13−acetate （PMA ），

phorbol−12， 13−didecanoate（PDD ），
4α ．phorbol・

12， 13−didecanoate（4α
・PDD ），　 phorbo1，　 cyclo ・

heximide，
　 Actinomycin　 D ， 8・bromo −cAMP ，

Hydrocortisone
，
　 Retinoic　acid は Sigma 社 よ り

購入 し た ．basic　FGF ，　 TNF 一
α ，　 PDGF ，　 IGF−1 は

TOYOBO 社よ り購入 した．リ コ ソ ビ ナ ン ト ヒ ト

Insulinは シ オ ノ ギ 製薬 よ り購入 した．

　細胞 の 培養

　ATCC よ り入 手 し た低 分化 の 子宮内膜癌細 胞

株
il）　KLE 細胞を ， 10％FCS （fetal　 calf 　 serum ）

（GIBCO ）。88ng／m1 　Kanamycin （KM ）・Ham ’

s

FI2 −Dulbecco’s 　modified ・Eagle’s 　medium

（DMEM ）（1 ：1）（GIBCO ）の 中に 単層培養し
，

継代した．実験の 前 に温 DMEM （37℃）で細胞を

洗 い ，O．025％Trypsin・EDTA （GIBCO ）を用い て

細 胞 を 剥離 し た．直径 35mm の 6 穴 mu 正tidish

（Costar） に 2ml の 10％FCS ・Ham ’

s　F12・DMEM

（1 ：1）を加 え， 3 × 105細 胞／wel1 の 濃度で撒 い

た，

　三 日後 ， 培養液を除去 し ， DMEM で 洗 い （37℃），

新鮮な 4 ％ FCS ・Ham ’

s　F12 ・DMEM （1 ：1）2m1

を加 え，更に 試薬を添加 し
，

1 〜72時間 incubate

した ．実験の 最後に ，培養液を採取し，遠心 し て

（1，500g，20分）上清 を測定す るまで
一40℃ に 保存

し た ．細胞 を前述の ご とく，
Trypsin −EDTA を用

い て剥離回収 し，Coulter　Cel工Counter （Coulter

Scientific　 Instrument）を用 い て ， 細胞 数を 数え

た ．す べ て の 実験は
，
triplicate　culture で 行 っ た．

　phorbol　ester は DMSO で 溶解 し た ．実験に 用

い た DMSO の 最大濃度 は
， 0．01％以下 で あ り，

こ

の 濃度 の DMSO は 細胞機能 に 何 らの 影響 を与 え

なか っ た．

　培養液中 の t・PA は ELISA 法 に よ っ て 測 定 し

た．こ の 測定 et
，
　US ダ イ ア グ ノ 社 の t−PA 測定 kit

を用 い た 。方法は ，ダ イ ア グ ノ 社 の Instructionに

従 っ た ．

　細胞 培 養液 及 び 細 胞抽 出液 の t・PA 活 性 は
，

SPECTROLYSETH 　t・PA 　activity 　and 　inhibitor

assay 　kit （American　Diagnostica 社）を用 い て

測定 し た ．細胞抽出液 の 調整は ，以下 の 方法 に よ っ

た ．培養液を 除去 して ， 細胞を PBS で よ く洗 っ た
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表　 1

Treatment

　 t・PA 　ln
medium （ng ！lG6
　 cel 】S／weU ）
　 M ± SEM

100

EXP ．1

EXP ．2

EXP ．3

EXP ．4

ControlPMA

〔10
一呂M ）

Insulin（40mU ／mD

T3 （10
−8M

）

T ，（10
−6M

）

Hydrocortison（10
−6M

）

8−bromo ・cAMP （0．1mM ）

8・bromo ・cAMP （1．OmM ）

Contro工

Retinoic　acid （10
−5M ）

ControlPDGF

（1ng！ml ）

ControIIGF
・1（50ng！m1 ）

IGF −1 （500ng／ml ）

PMA （10
−8M

）

27．09± 2 ．58
98，61±8，31
27．62± 0．92
25、20±1、90
26、82±1 ．21

29．22±／．35
21，43±0．66
23，10± 3昌75
36，99± 1．44

49．30±6、01
18，50±1．．10
14．00± 2．10
19，80± 2．60

22．7G±0，46
17，60±0，26
58，70± 3．67

05

の

主
譜
＼

聲
8
 
o

く
bo
口

く
店−
尸

　X 　P 〈 0 ．005
　 　 　 　 　 　 vs 　control

※ ※ P〈 0，00工

※

※※ ※療

＃EXP ．1は 24時 間 の incubationで ；EXP ．2〜4は 48時 間

　の incubation を行った．

後， cell　scraper で 細胞を剥がし ， 遠心 分離 し た ．

得 られ た 細 胞 を よ く洗 い
， tris−bufferで resus −

pend した後，
．
超音波 homogenizerで 細胞膜を破

壊 し ， 遠心 分離 し ， 上清を得た ．

　統計

　統計的有意差検定は Student　 t−testに よ り行 っ

た．

　　　　　　　　　 結　　果

　細胞機能 を調節する さま ざまな物質を添加 し，

　 o
　 PMA 　 O　　　 10

−ll
　　 10

−lo
　　 10

酌’9　　 10
−s　 M

図 1　 Effect　 of　 different　 doses　 of 　 PMA 　 on 　 t−PA

　secretion 　by　KLE 　cells．

24時間 ある い は 48時間 incubateし，
　 t−PA の 分泌

に 与える影響 に つ い て 検討 した．Insulin（40mU ／

ml ），　 T ， （10
−9M

，
10』6M ），

　 Hydrocortisσne （10
− 6

M ）， Retinoic　acid （10
−6M ）， 8−bromo・cAMP （0，1

mM
，

1．OmM ），　 PDGF （1ng／m1 ），
　 IGF −1（50ng／

ml ，500ng／m1 ），
　 TNF 一

α （0．2〜200U ／m1 ） （表 に

は示 さな い が），basic　FGF （O．5〜500ng／ml ）（表

に は 示 さ な い が）は t−PA の 分泌 に対 して何 らか

の 作用 もなか っ た．

　 しか し，PMA （10
− SM

）が
，
　 t−PA の 分泌 を促進

した の で ， PMA の t−PA 分泌促進作用 に つ き， 詳

細 に検討 し た （表 1）．

　1．PMA に よ る t−PA 分泌促進作用

　KLE 細 胞 に お い て PMA は t−PA の 分泌 を 濃

度依存的に 促進 した．図 1 に 示す ご とく PMA に

よ る t−PA 分泌促進作用は 10−loM よ り control に

100

05

聲
8
ゆ
o【
＼

bΩ

唱

く
島
L

※ ※ ※※ ※ ※ ※ ※ ※ ※※ ※巌 ※ ※※ ※
一 一 一 一 一 一 〔

※

照 ※

T

　 　※ P 〈 O．0ユ

　 ※ ※ p く0．  05

照 ※ ※ P く O、0001

　 　 　 vs 　contro ［

Cont　PMA 　Cont　PMA 　Cont　PMA 　Cont　PMA 　Cont　PMA 　Cont　PMA 　 Cont　PMA　Cent　PMA
　 1　　　　　　 3　　　　　　　6　　　　　　　9　　　　　　　12　　　　　　24　　　　　　48　　　　　　72　　hours

図 2　 Effect　of 　PMA （1G
−sM

）on 　t−PA 　secretion 　by　KLE 　cells 　at　different　tlmes

　 in　 culture ．
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比 べ 有意差を示 し （1．7〜2．5倍 ， p ＜ O．005），10
−8

M で 最大 とな っ た （約 6．3倍，p 〈 O．OOI）．図 2 に

PMA （10
− sM

）に よ る t−PA 分泌促進作用 の time

course を示 した ．　 PMA 添加後 3時間か ら有意に

t−PA 分泌促進作用 がみ られ （2．5倍）， 12時間後

ピ ー
ク に な り （4．5倍）， 24時間 ま で 持続 し ， そ の

後徐 々 に 減少 した．72時間後に は 1、2〜1．4倍 の t−

PA 分泌増加 を示 し た ．

　2．他 の phorbol　ester の t−PA 分泌 に与え る影

響

　PMA と 同 様 に
， 生 物 活 性 を 有す る phorbol

ester で あ る PDD は 図 3 に 示 す ご と く10
− 8M

か

ら contro1 に 対 して 有意 に t−PA 分泌を 促進 した，

生 物 活 性 を 持 た な い phorbol　ester で あ る 4α
一

PDD と phorbol （10
−9〜10

−7M
）は，　 t・PA の 分泌

に 対 し て 何 らの 作 用 も示 さ な か っ た ．8−bromo −

cAMP 及 び 内 因性 cAMP 刺激 物質 で ある chol −

era 　tox 三n は そ れ 自体 で は t・PA の 分泌 を 促進 し

な か っ た が ， PMA の t・PA 分泌促進作用 を約 2倍

150

　10

50

の
角

』
寸

N

＼

の一｛
Φ

O

 
O
冖

＼

曽

く
山
1ρ

30

　 　 　 　 　 OlO
−910 −81D−7 　 010

−910 −810 −7　 M

　 　 　 　 　 　 Phorbol 　　　　　　　　 4 α
一PDD

図 3　 Effect　 of 　 different　 doses　 of　 PMA ，　 PDD ，

　4a・PDD
，
　Phorbol 　on 　t−PA 　secretion 　by　I（LE 　cells ．
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増強 し た （図 4 ）．

　蛋 白合成阻害剤 で ある cycloheximide （0．2μg／

m1 ）を PMA と同時に 添加 し ， 24時間 incubateし

た と こ ろ ，
PMA の t・PA 分泌促進作用は完全 に阻

止 された （図 5）．また ， RNA 合成阻害剤で ある

Actinomycin　D （0．1μg／ml ）も PMA の t−PA 分

泌促進作用を阻害 した （図 6），

　3．t−PA 活性

　細胞抽 出液及 び細胞培養液の t−PA 活性 は 認 め

られなか っ た ．また ， PMA 添加後 24時間の 細胞抽

出液 ， 細 胞培 養 液 で も t・PA 活性 は 認 め られ な

か っ た ．

　4．形態学的変化及 び細胞増殖

　PMA （10
”’8M

）添加後 72時間ま で の incubation

の

主
薦
＼

の［［
8

ゆ

oH

＼

』D
・

＜

牛
←

　10の
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図 4　Effect　 of 　different　doses　of　 cholera 　toxin ／

　8・bromo−cAMP 　 or 　 combination 　with 　PMA （10
『8

　M ）on 　t・PA 　secretion 　by　KLE 　ce1三s．
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）alDne 　or 　in　combina ・

　tion　with 　Actinomycin　D （AcD ）on 　t−PA 　secretion

　by　KLE 　cells ，

で は PMA は KLE 細 胞 の形態及 び細胞数を変化

させ なか っ た．

　　　　　　　　　 考　 　察

　今 回 の 我 々 の 実験で ，phorbo1　ester の 中で 生物

活性を有す る PDD 及び PMA が子 宮 内膜癌細 胞

株，
KLE 細胞 に お い て t−PA 分泌を促進する こ と

が 明 ら か に な っ た ，また ，
Actinomycin 　D ある い

は cycloheximide の 同時添加 に よ り ，　 PMA の t一

PA 分泌促進作用 が阻止 された こ とよ り，
こ の 作

用は RNA と蛋 白合成 が関与 し て い る と考 え られ

た．また ，PKC を活性化す る作用を有す る PMA ，

PDD の み が t−PA 分泌を促進 した こ と よ り，
こ の

作用は PKC を介す る と考 えられた 。

　種 々 の 細 胞で t−PA の 産生 ある い は PA 活性を

調節す る さま ざまな因子が報告 されて い る．phor −

bol　ester は メ ラ ノ
ー

マ 細胞
6〕，　 HeLa 細胞

7），内皮

細胞
5）

， 卵巣癌細胞
4）で t−PA の 産生を促進す る．こ

の 作用 は t−PA 　mRNA の 増加 に よ る
5）7）こ とが 明

らか に されて い る．我 々 の phorbol　ester の t・PA

分泌促進作用 に お け る容量依存性 ， time　 course

の 結果 は上記の 報告 と同様 で あ っ た．Waller　and

Schleuning7）は
，
　 HeLa 細 胞 に お い て phorbol

ester の t・PA 抗 原 量 及 び mRNA 増 加 に は 蛋 白

合成 の 関与が必要で ある こ とを示 した．

　KLE 細胞 にお い て ， 同様に蛋白合成 を 介 して い

る か 否か に つ い て は 今後検討す る必 要が あ る と考

え られ た．

　cAMP 及 び cAMP を活性化す る ペ プ チ ドホ ル

モ ン が 顆粒膜細胞
12）13）ある い は脳下垂体

14 ）
及 び 肝

細胞
15）に お い て t・PA の 産生 ・分泌を促進する ．

一

方， ヒ ト 丘brosarcoma細胞で は cAMP を刺激す

る forskolinは t−PA の 分泌 及 び mRNA を 減 少

す る
16 ）

と報告 されて い る．我 々 の 成績 で は cAMP

単独で は t・PA 分泌 は 促進され な か っ た ．し か し

なが ら，phorbol　ester の t・PA 分泌促進作用 を増

強 し た こ と よ り， KLE 細 胞 に お け る cAMP −

protein　kinase　A 　pathway と PKC 　 pathway と

の 複雑な相互作用が存在する と考え られ た．

　 グ ル コ コ ル チ コ イ ドの ラ ッ ト肝 細胞 に お け る

PA 活性 の 抑制
15 ）

，
ヒ ト fibrosarcoma細胞 に お け

る t・PA 産生の 促進
16〕

，
レ チ ノ

ー
ル 酸の マ ウ ス

，
テ

ラ ト カ ル シ ノ
ー

マ 細胞 に お け る t−PA 活性 の 誘

導
17）

， また TNF の 内皮細胞 にお け る t−PA 産生 の

抑制
18 ）が報告 されて い る が，我 々 の 今回 の 実験で

は こ れ ら の 物質は t・PA 分泌に 関し何 ら の 作用 も

示 さな か っ た ．ま た ，甲状腺 ホ ル モ ソ （T3 ）， イ ン

ス リ ン
，
IGF ・1

，
　 PDGF

，
　 basic　FGF も同様 で あ っ

た ，

　 エ ス ト ロ ゲ ソ は 子宮内膜細胞で は u −PA の 分泌
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を促進 し
1°），乳癌 細胞株 MCF −7で は tissue−type

の PA 活性を促進す る と報告 されて い る
L9 ｝．我 々

の 用 い た KLE 細胞は エ ス ト ロ ゲ ソ 受容体を 有 し

て い な い
1「）

の で 検討で ぎなか っ た が
， 今後 エ ス ト

P ゲ ン 受容体 を有す る内膜癌細胞 を用 い て 検討す

る 必要が ある と考え られ た．

　 EGF は 子宮 内膜 癌 細胞 株 RL95 ・2に お い て u −

PA の PA 活性を促進す る と報告されて い る
9）
．
一

方，正常子宮 内膜で は EGF の t−PA の 分泌促進作

用
20）が報 告され て い る．我 々 も KLE 細胞 に お い

て EGF の t・PA 分泌促進作用 を確認 し て い る （未

発表デ ータ ）．PA 活性は PA 及 び PA 　inhibitorの

両者の バ ラ ン ス に よ るが
， 同一の 細胞 で ， そ の 両

者を産生 して い る こ とがあ る．例 えぽ
， 扁平上 皮

癌細胞株 A431に お い て は
，
　 t−PA とそ の 特異 的阻

止物 質 plasminogeri　activater 　inhibitor　1（PAI −1）

が 同時に 産生 されて い て ， EGF は そ の 両者 の 分泌

を 同じ程度に 促進す る た め ， 結果と し て PA 活性

に
， 変化 がみ られ な い

21）
と報告 され て い る．我 々 の

今 回の 成 績 で も phorbol　ester は t・PA 抗原量 の

分泌 は 促進 した が，PA 活性は 促進 され な か っ た ．

さ らに
，
KLE 細 胞 は PAI −1 も産生 ・分泌 し て い

て
， そ の 分泌は phorbol　ester に よ り促進され た

（原稿作成中）．そ の 結果 PA 活性が変化 しな か っ

た と推測 され た ．

　　　　　　　　　 結　 　語

　以上 ，我 ・々は 子宮内膜癌細胞 の t−PA の 分泌 の

調節機序に 関心 を持ち ，phorbol　ester が t−PA 分

泌 を促進する こ とを明 らか に した．よ っ て ，KLE

細胞 は PA 　system の 調節機序 を解明 す るため の

モ デ ル とな りうる と考 えられた ．また 同一
の 細胞

で PA 活性 を調節する t・PA ，　u ・PA ，　PAI が同時に

産生 され て い る こ とが あ り，
PA 活性は さま ざま

な物質に よ り複雑 に制御 されて い る．よ っ て
，
PA

活性の 調節因子を検討する 際に は こ れ ら の ひ と つ

ひ とつ を解明す る必要 が ある と考え られた ．

　KLE 細胞 を 提供 して い た だ い た 香川医大母子科大野正

文先生，実験 を 手伝 っ て い た だ い た，同，井 宮陽子 さん ，

論 文作 成 に 際 し 助 言 を い た だ い た ，同，林　敬二 先 生 に 感

謝 い た しま す．
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