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シンポジウム 3　卵巣癌の進展 とその 制御

細胞間相互作用か らみた卵巣癌腹膜播種の 進展機序 と

そ の 制御に 関する研究

九州大学講師 小 林 裕 明

　　 　　　　　　 　 目　　的

　 卵巣癌の 特徴的進展様式で ある腹膜播種は卵巣

癌治療成績の 向上 を困難に して い る要因 の
一

つ で

あるが，播種巣 の 形成 には宿主側の 要因が大きく

関与す るため ， その 分子機構に 関する研究には腹

膜中皮 を始め とする 間質細胞が共存した実験系 を

用 い る こ とが重要であ ろ う．我々 はこれまで に腫

瘍細胞
一

間質細胞間の 細胞間相互作用に着目して

研究 を進め ， 癌細胞がその 進展 の 過程で間質細胞

に与える変化につ き報告 して きた．本研究で は卵

巣癌 の 腹膜播種形成過程にお い て癌が 間質に与え

る影響を細胞骨格に着目して解析 し
， その 結果か

ら細胞骨格関連遺伝子を標的 と した遺伝子治療の

基礎的検討 を行 うこ とを目的とした．こ の 主 旨に

沿 っ て ， 1）間質細胞の 主たる細胞骨格蛋 白で ある

平滑筋型 α ア クチ ン （α 一SMA ）とア クチ ン の 安定

化を促進する ア クチ ン 結合蛋 白である カル ポ ニ ン

h1（CNh1）に 及ぼす卵巣癌の 影響を明らか に し， 2）

CNh1 遺伝子を導入 した場合 の 卵巣癌腹膜播種に

対する治療効果 を， 腹膜 中皮細胞お よび卵巣癌細

胞自体に与える効果の両面か ら検討 した．

　　　　　　　　　方　　法

　 1．卵巣癌細 胞が 問質細胞 の 細胞骨格関連蛋 白

に与える影響に関す る検討

　 1）良性卵巣腫瘍， 境界悪性卵巣腫瘍 ， 卵巣癌原

発巣お よび腹膜播種 巣の組織を用 い て α
一SMA と

CNhl の 発現 を免疫組織化学染色 にて検討 した．

2）卵 巣腫瘍の 内脊液 ある い は ヒ ト卵巣癌細胞株

の 培養上清を腹膜中皮細胞株ある い は線維芽細胞

株 の 培地 に加えて ， 両株 の α
一SMA と CNh1 発現

（以 下 ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法）と細胞骨格 （以下

ロ
ー

ダ ミ ン ・
フ ァ ロ イジ ン染色）に与える影響 を

検討 した．3）血小板 由来増殖因子 （PDGF ）は線維

芽細胞の α 一SMA 発 現を低 下 させ る が ， その 中和

抗体を卵巣腫瘍内容液と卵巣癌細胞培養上清に加

えて線維芽細胞に作用 させ た場合 ， α 一SMA 発現が

どう変化するか検討した．また ， 卵巣腫瘍内容液

中 の PDGF 濃度を ELISA 法に て 測定 した．4）腹

膜中皮細胞層に ヒ ト卵巣癌細胞を重層培養し，癌

細胞の 進入 に伴 う中皮細胞 の 形態的変化お よ び

α 一SMA と CNhl の 発現変化（免疫染色）を観察 し

た．

　 2．腹膜中皮細胞へ の CNh1 遺伝子導入が もた

らす卵巣癌細胞の 浸潤抑制効果 に関する検討

　 1）腹膜中皮細 胞株 に ア・デ ノ ウ イル ス ベ ク ター

を用 い て CNhl を遣伝子導入 し，その細胞形態 お

よび細胞骨格の 変化 と α 一SMA 発現量の 変化を検

討 した，2）こ の 中皮細胞層 に対す る卵巣癌細胞の

浸潤能を重層培養法に よ り検 討した．

　 3．卵巣癌細胞へ の CNh1 遺伝子導入が もた ら

す増殖能と浸潤能の 変化 に関する検討

　1） ヒ ト罪巣癌細胞株に CNh1 遺伝子 を導入 し，

その 細胞形態お よび細胞骨格の 変 化 と α 一SMA 発

現量の 変化 を検討した．2）CNh1 遺伝子導入がそ

の 増殖能に与える変化を培 養細胞倍加時間 ， 軟寒

天内 コ ロ ニ V 一形成率およびヌ ー ドマ ウ ス 移植腫瘍

にて評価した．3）CNhl 遺伝子導入がその 浸潤能

に与える変化をマ トリゲ ル コ ーテ ィ ングボ ア フ ィ

ル タ
ーを用い た in　vitro 　invasion　assay お よ び腹

膜中皮細胞との 重層培養法に よ り検討した．浸潤

能規定因子で ある細胞接着能と細胞運動 能にお け

る変化はそれぞれ ， ラベ ル した卵巣癌細胞の 腹膜

中皮細胞層に対する 接着率お よび トラ ン ス ウ ェ ル

チ ェ ン バ ーを用い た motility 　assay に て 評価した．

　4．腹膜 中皮お よび卵 巣癌細 胞へ の CNh1 遺伝

子導入に よる腹膜播種の 制御 に関する検討
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　腹膜中皮細胞株および卵巣癌細胞株にアデ ノ ウ

イ ル ス を用 い て CNh1 遺伝 t’を導入後 ， 重層培養

法を用い て癌細胞浸潤の抑制効果を評価 し， それ

ぞれ単独の 細胞 に遺伝子導入 した場合の抑制効果

との 比較を行 っ た．

　　　　　　　　　成　　績

　1．卵巣癌細胞が 間質細胞の 細胞骨格 関連蛋 自

に与える影響に関する検討

　1）卵巣 腫瘍 の 問質 で α 一SMA と CNhl を強発

現する血管壁 （血管平滑筋細胞 と周細胞）に着 目す

る と ， 良性卵巣腫瘍の 問質で は血管壁 が両者共 に

強 く連続性 に染色 され た の に対し， 卵巣癌の 場合

は両者共に明 らか に染色性が低 ドし， 特に CNhl

に無染性の 血管 を多 く認めた．境界悪性腫瘍で は

主 と して CNh1 発現の 低下が生 じて い た．腹膜播

種巣の 間質で は原発巣同様， 両 者の 染色性 の 低下

（CNh1 の 方が顕著）を認めた．2）線維芽細 胞株の

α一SMA と CNhl 発現 は癌細胞培養上清 の 添加 に

よ っ て用量依存的に減弱 し，こ の 低 ドは CNhl の

方が 顕著で あ っ た．腹膜 中皮細胞で も同様の傾向

を認め る と共に細胞骨格 の 変化が生 じ， 単層培養

時 には細胞間の 開裂が 生 じた．3）卵巣腫瘍 内容液

中の PDGF は良性腫 瘍 で は ほ とん ど検出 され な

い の に対し， 境界悪性か ら癌になるに つ れて よ り

高濃度に検出された．PDGF の 中和抗体は卵巣癌

由来 の 液性因 了
一
が 線維 芽細 胞 に引 き起 こす α

一

SMA の 発現低下 を回復させ た．4）中皮細胞層へ

の 癌細胞 の 侵入 に先立 っ て 中皮細胞 間に 開裂が生

じ ， 侵入部周囲の 中皮細胞は培養面 よ り離脱した．

こ の 開裂 に先立 ち，中皮細胞 で α一SMA と CNhi

の発現低下を認めた．

　 2．腹膜中皮細胞 へ の CNhl 遺伝子導入が もた

らす卵巣癌細 胞の 浸潤抑制効果に関す る検討

　 1）CNhl を遺伝 子導入 した腹 膜 中皮細 胞 は卵

巣癌の培養上清存在下で もそ の 形態は変化せ ず，

細胞間の 開裂も生 じに くい 傾 向を認め た．外来性

CNhl の 局在 に
．一

致 した ア クチ ン フ ァ イ バ ーの 形

成を認め
，

α 一SMA 発現 の 亢進 も確認 され た．2）

CNhl 遺伝子導入腹膜中皮細胞層は卵巣癌細 胞の

浸潤 を有意に抑制 した．

　 3．卵巣癌 細胞 へ の CNhl 遺伝子 導入 が もた ら
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す増殖能と浸潤能の 変化 に関す る検討

　1） ヒ ト卵巣癌細胞株 は全株 とも CNhl は発 現

するが α
一SMA の 発現は認めなか っ た．　CNh1 導入

に よ りア クチ ン フ ァ イバ ーの 形成が 促進 され α
一

SMA 発現も誘導され た。2＞CNh1 導人 に よ り癌細

胞の 培養細胞倍加時間は変化しない もの の
， 軟寒

天内 コ ロ ニ ー形成率お よび ヌ ー ドマ ウス 移植時の

増殖能 は低下 した．3）CNh1 導入に よる癌細胞浸

潤能の 低 下 が in　Vitro　invasion　assay と重 層培 養

法の 両者で確認された．浸潤能低 下に伴い 細胞運

動能が有意に抑制 され て い たが ， 細胞接着能 に は

変化を認め なか っ た．

　4．腹膜中皮お よび卵巣癌細胞 へ の CNh1 遺伝

子導入に よる腹膜播種の 制御に 関する検討

　腹膜中皮細胞株お よび卵巣癌細胞株 に CNh1 を

同時に遺伝子導入する と， 癌細胞に よる腹膜中皮

細胞層へ の 浸潤は強 く抑制された．それ ぞれ単独

の 細胞に導入 した場合に比 し， その 抑制効果 は相

加的で あ っ た．

　　　　　　　　　結　　論

　本研究 に よ り卵 巣癌が液性因子 を介して 宿主 問

質の 細胞骨格を変化 させ，自己 の 浸潤を有利に し

て い る可能性が示唆 された． α 一SMA の 発現 を調

節 ・制御する CNh1 を標的 と した卵巣癌腹膜播種

に対する遺伝子治療は ， 腹膜中皮 を介して の 癌細

胞浸潤抑制効果 と卵巣癌自身に対す る抗腫瘍効果

（抗浸潤
・抗増殖）の 両面か らの 治療効果が 期待さ

れた．すなわ ち腹膜中皮における CNh1 強制発現

は ， 卵 巣癌細胞 に よ る CNh1 お よび α
一SMA 抑制

効果 に拮抗 して 中皮細胞の 細胞骨格 を安 定化さ

せ ， 中皮層を越 えて の 癌細胞浸潤 を抑制する と考

えられ る．
一

方， 癌細胞自身に CNh1 が強制発現さ

れれば ， 増殖抑制に加えて 細胞運動能の 低下 を介

した浸潤抑制ももた らされ ， 播種 巣の 形成の み な

らず
一

旦成 ・匠した播種巣 に対 して も効果が期待で

き る と考えられる ，卵巣癌腹膜播種 に対する CNh1

遺伝子治療ある い は CNh1 発現誘導を標 的 とした

薬剤 の 開発 は，同
一
遺伝子が癌 は抑制 し宿主間質

の 防御能は増強さ せ る とい う二 面性 の 効果 を有す

る 新 しい 概念 の 治療 となる可能性がある．
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