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精巣腫瘍 における転移関連遺伝子の発現 と

リンパ節転移 との関連について
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   To investigate the factors related to lymph node metastasis of testicular germ cell tumors, we first 
established a seminoma orthotopic model with lymph node metastasis in SCID mice by inoculating 
small fragments from subcutaneous xenografts. Second, we compared the expression patterns of 
metastasis-related genes of the seminoma xenografts and of the TCam-2 cells which were established as 
a seminoma cell line from a primary testicular seminoma. Third, we immunohistochemically 
analyzed human germ cell tumors (25 seminomas, 17 nonseminomas) using monoclonal antibodies to 
CD34, VEGF, VEGF-C, Flt-4, MMP-2 and E-cadherin. Testicular seminoma xenografts grew in 
32/32 (100%) of the inoculated mice, of which 15 (47%) developed macroscopic metastasis to the renal 
hilar lymph node. Circulating tumor cells were detectable by using a PCR assay for the human  j3-

globin gene in 25/32 (78%) mice, although metastatic foci were not histologically evident in the 
visceral organs, including lungs, liver, kidneys and spleen. This may reflect the lymphophilic 
characteristics of the seminoma cells used. Regarding mRNA expression of metastasis-related 

genes, an increased expression of MMP-2 and VEGF compared with that in the s.c. xenografts 
was demonstrated by RT-PCR assay in the testicular seminoma xenografts. In addition, uPAR, 

 MMP-1, MMP-2, MT1-MMP and MT3-MMP showed a a stronger expression and PAI-2 a 
weaker expression in the seminoma xenografts than did TCam-2 cells. These results suggest a 
higher metastatic potential of the seminoma xenografts, especially testicular xenografts, as 
compared with TCam-2 cells. In the immunohistochemical study, a significant correlation was 
found between MMP-2 expression and lymph node metastasis, which is compatible with the 
results for the metastasis-related gene expression from the seminoma xenografts. 

                                           (Acta Urol. Jpn.  46: 775-781, 2000) 
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Abbreviation 

uPA: urokinase-type plasminogen activator. 

 uPAR  : urokinase-type plasminogen activator receptor. 

 PAI-1 :  plasminogen activator  inhibitor-1. 

 PAI-2  : plasminogen activator inhibitor-2. 

 MMP-1: matrix  metalloproteinase-1. 

MMP-2: matrix  metalloproteinase-2. 

 MT1-MMP  : membrane-type 1 matrix  metalloproteinase. 

 MT3-MMP  : membrane-type 3 matrix  metalloproteinase 

TIMP-1 : tissue inhibitor of  metalloproteinase-I. 

TIMP-2: tissue inhibitor of  metalloproteinase-2. 

 VEGF: vascular  endothelial growth factor. 

 TFR  : transferrin receptor. 

 VEGF-C: vascular  endothelial growth factor C. 

 Flt-4: fms like tyrosine kinase 4.

緒 言

リ ンパ 行 性 転 移 は精 巣 腫瘍 に特 徴 的 な転 移様 式 と し

て 知 られ てい る.後 腹 膜 リ ンパ節 転 移 が血 行 性 転 移 に

先 行 す る理 由 と して精 巣 か らの リ ンパ 液 の 流 れ に基 づ

く解 剖 学 的 因 子(anatomicalmechanicalfactor)が

寄 与 す る こ とが 第 一 に考 え られ るが,癌 細 胞 と リ ンパ

節 と の相 互 作 用(seedandsoil)の 関 与 も考 慮 す べ き

で あ る.今 日で はreversetranscriptasepolymcrase

chainreaction(RT-PCR)法 に よ って 種 々 の担 癌 患

者 の循 環 血 液 中 に癌 細胞 の存 在 が 証 明 され て お り精 巣

腫瘍 も例 外 で は ない と思 わ れ る.で は果 た して精 巣 腫

瘍 にお い て リ ンパ 行 性転 移 が血 行 性 転 移 よ り優 位 で あ

る原 因 と して何 か 特 徴 的 な 因子 が 捕 え られ る だ ろ う
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か.こ の点 を研 究 の 目標 と して今 回 は精 巣腫 瘍 にお け

る リ ンパ 節 転 移 の 形 成 に か か わ る 因子 に つ い て実 験

鈎,簸 床 豹検 討 を行 った.原 発巣 にお け る転 移 麗 連遺

伝 子 の 発 現 と リ ンパ 節 転 移 との 関 連 を論 じた 報 告 は

種 々の癌 でみ られ,精 巣 腫瘍 に お いて も血 管 新 生 に 関

与 す るvascularendotheliaigrowthfactor(VEGF)

の発 環 との班 の絹 閣9,あ る い は緯 鞄 問接 着1こ閣与 す

るE-cadherinの 発 現 との逆 相 関2)な どが報 告 され て

い る.転 移 性 精巣 腫 瘍 の 原発 巣 の 多 くは精 巣 本体 に限

局 した腫 瘍 で あ り,例 えば膀 胱 癌 の よ うに局所 の腫 瘍

深 達 度 と転 移 との 関達 づ け は困 難 であ る.

さて癌 転 移 機構 の解 明 に は有 用 な動 物 転移 モ デル の

樹 立 が不 可 欠 で あ る こ とは論 を待 た ない.近 年 簸 も適

切 な癌 転 移 モ デ ル と して考 え られ て い るのが 同所 移植

(orthotopicimpiantation)モ デ ルで あ る.そ こで わ

れ わ れ は精 巣 セ ミ ノーマ の リ ンパ節 転 移 モ デ ルの樹 立

に霧所 移 植 を応 濡 した。 ヒ ト精巣 セ ミ』ノーマ 纒胞 株 の

樹 立 は き わ め て 困 難 と さ れ,こ れ ま で 水 野 ら3>,

Kinugawaら4}に よ る細 胞 株 樹 立 の 報 告 が み られ る

が,未 だ ヒ トセ ミ ノーマ の リ ンパ行 性 転 移 を再 現 す る

実 験 モ デ ル の報 告 は ない もの と思 われ る.わ れ わ れ は

seve「eco灘b盈edimmuRcde§cleat(SCIP)マ ウ ス に

ヒ トセ ミ ノーマ の リンパ節 転 移 巣 の 細 片組 織 を皮 下 移

植腫 瘍 と して 継 代 し,こ の移 植 腫 瘍 片 をマ ウス 精 巣 に

同所 移 植 す る こ とで精 巣 腫 瘍 お よ び後腹 膜 リ ンパ節 転

移 モ デ ル を確 立 した3)そ こで 弼 じ聖 デ ル を用 い て リ

ンパ 節 転 移 の形 成 に かか わ る因 子 を探 求 し,臨 床 検 体

1こお け る発現 様 式 と比 較 検 討 した の で そ の結 果 を報 告

す る.

対 象 と 方 法

韮)動 物 実 験 モ デ ル.

59歳,男 性,セ ミ ノーマ,stageIIIA,鎖 骨 上 リ ン

パ 節 転 移 巣 を 摘 出 後,直 ち に3mm角 に 細 稗 し

SCIDマ ウ ス の背 部 皮 下 に移 植 した6)2カ 月 後,腫

瘍 は直 径 約 茎cmに まで増 殖 しそ れ 以 降 溺 マ ウス 鶯 部

皮下 にて 継 代移 植 を行 って い る.こ の継 代 移 植 腫 瘍 を

2mm角 に細 片 し,マ ウ スの 一 側 精 巣 内 へ 移植 した.

τ&b茎eLO1呈9。 穂cle◎t三d¢sfgrRT.PCRanδS◎ 疑£kemb韮 ・tkybridizat圭en

Genes Primersandprobe Fragmentsize

uPA

uPAR

PAI-1

PAI-2

MMP-1

MMP-2

MTI-MMP

MT3-MMP

TIMP-1

質 蟹P-2

VEGF

E-cadher三n

TFR

5'-A(}AATTCACCACCATCGAGA-3'
5'-ATCAGCTTCACAACAGTCAT-3'

5'-AGGCAGATGGTCTGTATAGT-3'

5s-「rTACCTCGAATGCArrTCCT.31

5'-TTGCACAGCCTCTTACCATA-3'

5'-TCATCAGACATGAGCTGTGA-3'

5'-ATGGGATTCAAGATTGATGA-3'

5'TCAGTATAGTTGAACTTGTT-3'

5'-AGAGAGCCAGATTCATCATCAAT-3'

ぎ一「TAAGCTGT'lrr'GGTGAGAAGT-3'

5'-TACATCATCTGTACA(}GTGT-3'
5'-TAGACTTCCTAGAATGTGCA-3'

5'-GGTGAT(}AAGCAGCCCAG-3'

5'-CAGTAGAATGGGAGAGTC-3'

5'-AGCAGACATCATGATATCTTTTGTC-3'

5'-CCACG雀'(》ACAAGCCCATGGGGCCCC.3'

5'-GCAGCCTAGCCAGTCGGATTTGAT(}-3'

5'-TTGATGCGGTATACGAGGCCCCACA-3'

5'-ACCTACGTACCCACACACAG-3'

5'-AAATTCTCCGTGTCCATCCA-3'

5'-CTACATCCGTGAGGCCCATGAGA-3'

5'-ATGTGCTACAGTCTGCGGMC-3'

5'-TATCCACATCACGTTTGCCA-3'

5'-GTGGACAGAAACACAATTGAC-3'

5'-TGCACCTGTGTCCCACCCCACCCACAGAC(}-3'

5'-GGCTAT(】TGG(}ACCGCAGGGACTGCCAGGT-3'
5'-TTCACCAAGACCTACACTGTTGGCT-3'

5'-CCGACGCCTGCAGCTGCTCCCCGGTGCACCCG。3'

5'-GGAAGCTTTTATGGGTCCTCGATGTCGAG-3'

5'-ATGGCAACCCTATCAAGAGGATCCA-3'

5'-GAAGTGGTGAAGTTCATGGATGTC-3'

5'-CGATCGTTCTGTATCAGTCTTTCC-3'

5'-GAGATGAGCTTCCTACAGCACAAC-3'

5t-AcCTCTGTGATGGAGGTC-3'

5'-CCACATTCGTCACTGCTACG-3'
5'-AACGTCGTAA竃 ℃ACCACACT-3'

5'-ACAGACTCTACATGTAGGAT-3'

5'-AAACCTTGAAGTTGCTGGTA-3'

5'-TATCCCTCTAGCCATTCAGT-3'
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Stage

1 II,III

Seminoma

Nonseminoma

Embryonalca:10

MiXedGCTs:6

Teratoma:1

20

6

5

11

経 時 的 に腫 瘍 の増 殖,な ら びに 後腹 膜 リンパ節 転 移 の

有 無 を観 察 した.ま た血 液 中お よび肝,肺 に お け る腫

瘍 細 胞 の存 在 につ い て は ヒ トベ ー タグ ロ ビ ン遺 伝 子 を

標 的 遺 伝 子 と したPCR法7)に て検 出 を行 っ た.さ ら

に 水 野 ら に よっ て 樹 立 さ れ た セ ミ ノー マ 細 胞 株

TCam-23)の 供 与 を受 け2×106の 細 胞 を一 側 精 巣 内

へ 注 入,あ る い は107の 細 胞 を背 部 皮 下 に 移 植 し造

腫 瘍 能 を検 討 した.

2)RT-PCR法

腫 瘍 組織 に お け る転 移 関連 遺 伝 子 の発 現 につ い て は

RT-PCR法 に て 検 討 した.総RNAの 抽 出精 製 は,

Chomczynskiら8)の 方 法 に 基 づ い て,イ ソ ゲ ン

(ニ ッポ ンジ ー ン.東 京)を 用 い て 行 った.RT-PCR

反 応 はRNAPCRキ ッ ト(Perkin-ElmerCetus,

Branchburg)を 用 い た.す な わ ち0.6mgの 総RNA

を鋳 型 と し,ラ ン ダムヘ キサ マ ー を プ ラ イマ ー と して

逆 転 写 酵 素 に てcDNAを 合 成 した.次 に 各mRNA

に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を用 い,Taqポ リメ ラー ゼ に

てcDNAの 断 片 の 増 幅 を行 っ た.PCR反 応 に は

DNAサ ー マ ル サ イ ク ラ ー(Perkin-ElmerCetus)を

使 用 し 熱 変 性 を94℃,60秒 間,ア ニ ー リ ン グ を

48℃,90秒 間,DNA伸 長 を72℃,80秒 間 と し,こ

れ を30サ イ ク ル施 行 した.Tablelに 使 用 した プ ラ

イマ ー の一 覧 を示 す

3)免 疫組 織 化 学 染 色

次 に動 物 実 験 モデ ルで 示 され た 因子 の 発現 が ヒ トの

精 巣 腫 瘍 に お い て リ ンパ 節転 移 と関連 が あ る か否 か に

つ いて 検討 す る こ とを 目的 に ホ ルマ リン固定 組 織 標 本

を用 い て 免 疫組 織 化 学 的 解析 を行 っ た.対 象 は精 巣 腫

瘍42例(Table2)で あ る.免 疫 組 織 化 学 染 色 に は抗

CD34抗 体(NovocastraLaboratories),抗VEGF

抗 体(SantaCruzBiotechnology),抗VEGF-C抗

体(SantaCruzBiotechnology),抗fmsliketyro-

sinekinase4(Flt-4)抗 体(SantaCruzBiotech-

nology),抗matrixmetalloproteinase-2(MMP-2)

抗 体(富 士 薬 品 工 業),抗E-cadherin抗 体(宝 酒 造)

を 用 い た.キ シ レ ン に て 脱 パ ラ フ ィ ン・した 後,0.Ol

Mク エ ン酸 緩 衝 液(pH6.0)中 で500W,5分 間 の

マ イ クロ ウ ェ ー ブ処 理 を3回 繰 り返 し抗 原性 の賦 活 化

を行 った.0.3%過 酸 化 水 素 加 メ タ ノー ル で 内 因 性 ぺ

ル オ キ シ ダー ゼ を 失 活 さ せ,ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液

(DAKO)を10分 間作 用 後,一 次 抗 体:抗CD34抗 体

(1:200),抗VEGF抗 体(1:200),抗VEGF-C

抗 体(1:100),抗Flt-4抗 体(1;200),抗MMP-

2抗 体(1:100),抗E-cadherin抗 体(1:100)を

4℃ 一 晩静 置 し反 応 させ た.ビ オチ ン標 識 抗 マ ウ スあ

る い は ウサ ギIgGと 反 応 させ た後,ア ビジ ン ビオ チ

ンペ ル オキ シ ダ ーゼ 複 合 体(VecstainABDkit,Vec-

torLabolatories)を 用 いO.02%過 酸 化 水 素 加 ジ ア ミ

ノベ ンチ ジ ンに て発 色 を行 っ た.

4)免 疫 組 織 化 学染 色 の 評価

腫 瘍 細 胞 巣 を含 む200倍 の検 鏡視 野2カ 所 に お い て

そ れ ぞ れ200個 の細 胞 中 の 陽性 細胞 数 を計 測 し,そ の

平 均 を百分 率 で 評価 した.陽 性 率 が10%未 満 を陰 性,

10%以 上 を陽 性 と判 定 した.腫 瘍 内血 管 密 度 につ いて

は微 小血 管(毛 細血 管,小 静 脈)に 位 置 づ け られ る血

管 の数 を200倍 の 視 野 にて3カ 所 計 測 し,そ の 平 均 を

微 小 血 管密 度(microvesseldensity:MVD)と した.

5)統 計処 理 法

群 間 で の 有 意 差 検 定 に はX2検 定 あ る い はMann-

WhitneyのU検 定 を行 った.

結 果

ヒ トセ ミ ノーマ 背 部 皮下 継 代 移 植 腫 瘍 はSCIDマ

ウ ス精 巣 内 で 増 殖 し100%腫 瘍 を形 成 した.移 植 した

精 巣 と同側 の 腎 門部 リ ンパ 節 に転 移 を きた し(Fig.1,

2),そ の頻 度 はll週,13週,15週 後 にお い て そ れ ぞれ

3/10(30%),5/12(42%),7/10(70%)と 経 時 的 に

増 加 した.一 方 背 部 皮下 移 植 腫瘍 に お いて は移植16週

間後 で も肉 眼 的 に明 らか な転 移 は認 め られ なか った.

精巣 腫 瘍 を形 成 した マ ウス の 血 液 中 腫 瘍 細 胞 はPCR

鋤,禦
萱

劃 心 撫 、 動,〆,
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Fig.1.Macroscopicappearanceofmousel5

wceksafterorthotopicimplantationof

humanseminoma.Theblackarrow

indicatestheseminomaxenograftin

lefttestis,thearrowheadtheintact

righttestis,andthewhitearrow

metastasistotheleftrenalhilarlymph

node.
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Fig.3.Expressionofmetastasis-relatedgenesinseminomaxenogra氏sand

TCam-2cells.Lanesl-3:s.c.xenogra食sofseminomafromthree

mice;lanes4-6:testicularxenografts;lanes7-9:lymphnode

metastases;lanelO:TCam-2cellsculture,andlanell:s.c.

xenograftofTCam-2.

法 に よ り78%(25/32)に 検 出 され 肺,肝 で はそ れぞ

れ100%(32/32),84%(27/32)で あ った.血 液 中腫

瘍 細 胞 の 出現 は腫瘍 重 量 に依 存 す る傾 向 に あ った が,

リンパ節 転 移 の 有無 とは必 ず し も一 致 しな か った.リ

ンパ 節 以外 の実 質臓 器 す なわ ち肺,肝,腎,脾 にお い

て は腫瘍 移 植 後15週 間 の観 察期 間 中 に組織 学 的 に明 ら

か な転 移巣 は認 め られ なか った.皮 下,精 巣,リ ンパ

節 にお い て形 成 され た腫 瘍 にお け る各 種転 移 関連 遺 伝

子 の発現 を比 較 す る と精 巣 腫 瘍 に お いて 明 らか にそ の

発 現 が 充 進 して い た もの はMMP-2で あ っ た(Fig.

3).一 方TCam-2は 皮 下 に お いて は100%腫 瘤 を形 成

した が,精 巣 で は腫 瘤 は形 成 され ず リ ンパ 節転 移 も認

め ら れ な か っ た.転 移 関 連 遺 伝 子 の 発 現 に 関 し て

TCam-2(invitroあ る い は 皮 下 移 植 腫 瘍)と セ ミ

ノ ー マ 移 植 腫 瘍 と の 比 較 に お い て はurokinase-type

plasminogenactivatorreceptor(uPAR),plasmi-

nogenactivatorinhibitor-2(PAI-2),MMPs

(MMP-1,MMP-2,membrane-typelmatrixmet-

alloproteinase(MTI-MMP),membrane-type3

matrixmetallo-proteinase(MT3-MMP))に 明 ら か

な 差 を 認 め,一 方E-cadherinに つ い て は 両 者 と も 同

程 度 の 発 現 が 認 め ら れ た(Fig.3).

次 に 動 物 実 験 モ デ ル で 示 され た 因 子 の 発 現 が ヒ トの

精 巣 腫 瘍 に お い て リ ン パ 節 転 移 と関 連 が あ る か 否 か に
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鷺
Fig.4.ImmunohistochemicalstainingforFlt-

4.Embryonalcarcinomacellsare

positivelystained(×40).

o
>
Σ

140

120

100

80

60

40

20

0

葡
9

つ

む

§

曾
§

る腫 瘍細 胞 はE-cadherin陰 性 で あ った。 また 有意 差

は な い が脈 管 侵 襲 陽性 例 に はE-cadherin陰 性 例 が 多

い傾 向 に あ った.し か しE-cadherinとstageと の 関

係 をみ る と転 移 の有 無 とE-cadherinの 染 色 性 との 間

に は正 の 相 関 が示 され た(Table3).こ の 一 見不 合 理

な結 果 の 原 因 と してセ ミ ノー マ は10wstageで も陰性.

で あ る こ とが 多 い の に対 して,非 セ ミ ノ ー マ で は
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Fig.6.Relationshipbctweenmicrovesselden-

sityandstages.

(一)(+)

ExpressionofVEGF

Fig.5.Relationshipbetweenmicrovessclden-

sityandVEGFexpression.Statistical

significanceofdifferenccswasevalu-

atedwiththeMann-WhitneyUtest.

つ いて 検 討 す るこ とを 目的 に ホ ル マ リン固定 組 織 標 本

を用 いて 免 疫組 織 化 学 染 色 を行 っ た。 転移 の形 成 に は

血 行 性 あ るい は リ ンパ 行性 の2つ のル ー トがあ る.原

発 巣 で は しば しば リンパ 管 あ る い は血 管へ の侵 襲 像 が

組 織 学 的 に捕 え られ る,抗CD34抗 体 で 認 識 さ れ る

の は微 小血 管 内皮 が お もで あ る と考 え られ るが,と こ

ろ に よ って は リ ンパ 管 内 皮 も陽性 を示 し両 者 の 混 在 は

あ る程 度避 け られ ない.一 方 リ ンパ 管 内皮 に特 異 的 に

発 現 す る と され るFlt-49)は 抗Flt-4抗 体 に よ りリ ン

パ 管 内皮 に お け る存 在 が示 された が 染色 性 は必 ず し も

十 分 とは い えず,さ らに腫 瘍 細 胞 自体 も時 に陽 性 を示

した(Fig.4).し た が っ て現 在 の と ころ リ ンパ 管 と血

管 と を明確 に区 別 し各 々 につ いて 解析 す る こ と は困 難

で あ る.以 上 の こ とを認 識 した う えで 抗CD34抗 体

を用 い て い わ ゆ る腫 瘍 内微 小血 管 密 度(MVD)を 評

価 した.MVDとVEGFと の 関 連 を み る とVEGF

の 発現 の 有 無 でMVDに 有 意 差 を認 め 両 者 の相 関 が

示 唆 さ れ た(Fig.5).し か しMVDとstageと の 問

に相 関 は 認 め られ な か っ た(Fig.6).ま たVEGFと

stageあ る い は脈 管 侵 襲 とstage,さ らに は 腫 瘍 の サ

イ ズ(最 大 径)とstageと の 間 に も相 関 は認 め られ な

か っ た.E-cadherinに つ い て は 脈 管 内 へ 侵 入 して い

、 、影 茅依`'ぺ ・ 亀
・ ㍉ 灘

ノ臨藁1∴灘 羅
護 。、'・'〆^噸

灘 懸響懸 鴻鴛 ・'
Fig.7.ImmunohistochemicalstainingfbrE-

cadherin.Positivestainingisindi-

catedatthedifferentiatedportionina

stageIIIcaseofteratocarcinoma.

翻
Table3.Rclationshipbetweenimmunohisto-

chemicalstainingandlymphnode

metastasis

Staining

Stage

1 II,III

VEGF

VEGF-C

Flt-4

MMP-2

E.cad

Ncgativc

Positive

Negative

Positive

Negative

Positive

Negative

Positive

Negative

Positive

6

20

15

11

17

9

22

4

19

7

2

14

8

8

6

10

7

9

6

10

NS

NS

NS

P<0.Ol

P<0.05

Statisticalsignificanceofdifferenceswasevaluatedby

theX2-test,withap-valuelessthanO.05takenasthe

criterionofsignificance.NS,notsigni丘ccanし
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Fig.8.Immunohistochemicalstainingf()r

MMP-2。Sometumorcellsareposi-

tivelystained.

highstageで あ っ て もFig.7に 見 られ る ご と く部 分

的 にE-cadherin陽 性 を示 す症 例 が 多 い こ とが あ げ ら

れ る.今 回の検 討 で 転 移 との 間の正 の相 関 を示 した も

の はMMP-2の 発 現 で あ っ た(Table3).Fig.8に

stageIII,奇 形癌 のMMP-2染 色 陽 性例 を示 す

考 察

わ れ われ が樹 立 した ヒ トセ ミ ノーマ 移 植腫 瘍 は既 に

3年 以 上 にわ た りSCIDマ ウス 背 部 皮 下 で 継 代 され

て い る.生 着 率 は100%で あ り組織 学 的 には 明 る い胞

体 に大 きな核 を有 す る典 型 的 なセ ミノ ーマ の像 を呈 す

る5)さ らに胎 盤性 ア ル カ リフ ォス フ ァタ ーゼ の 産生

能 を維持 してお り6)形態 的 に も生物 学 的 に も依 然 と し

てセ ミ ノーマ の特 徴 を保 持 して い る もの と思 われ る.

一 方 水 野 ら に よ って 樹 立 され たTCam -23)も 報 告 に

よれ ば上 記 の 条件 を満 た して るが,こ の 細胞 株 は原発

巣 よ り樹 立 され てい る点 が わ れ わ れの 継代 移 植 腫 瘍 と

異 な る.TCam-2のSCIDマ ウス 背 部 皮 下 で の 造腫

瘍 能 は確 認 され たが,精 巣 内 で は増 殖 を きた さ なか っ

た.こ れ まで わ れ われ は数 種 の培 養 細 胞 を精 巣 に注入

す る こ とで 腫 瘍 の 形 成 を確 認 して お りlo'ID,TCam-

2が12週 まで の観 察 期 間 で精 巣 に腫 瘍 を形 成 しなか っ

た理 由 は不 明 で あ る.そ こ でTCam-2のinvitroあ

るい は皮 下 移植 腫 瘍 とセ ミ ノーマ移 植 腫 瘍 の転 移 関連

遺 伝 子 の 発 現 を 比 較 し た と こ ろuPAR,PAI-2,

MMPs(MMP・1,MMP-2,MTI-MMP,MT3-

MMP)に 明 らか な差 が 認 め ら れた.こ れ までuPAR

の高 発 現 と浸 潤転 移 との 関 連 は大 腸 癌12),胃 癌13)で

報 告 され て い る.ま たPAI-2の 発 現 と リ ンパ 節 転 移

との 逆 相 関 も これ まで 乳 癌14),肺 癌15)で 報 告 され て

お りウロ キナ ー ゼ シ ステ ム に お け るこ れ らの所 見 はセ

ミ ノーマ 移 植腫 瘍 の高 転 移能 を支持 す る もの で あ る.

さ らにマ トリ ック ス メ タ ロプ ロテ アーゼ の 発現 に お い

て 両者 間の 差 は顕 著 で あ り細 胞 外 基 質 の分 解 能 に大 き

な差 が あ る こ とが伺 え る.一 方E-cadherinの 発 現 に

お い て は両 者 間 に差 は認 め られ ず,こ の点 はそ の 発 現

の 有 無 が 浸 潤 転 移 能 に 深 くか か わ って い る 膀 胱 癌 且6)

とは様 相 を異 に して い る.さ らに セ ミノ ーマ移 植 腫 瘍

にお い て は 皮 下 か ら精 巣 に移 植 す る こ とでMMP-2

の発 現 が誘 導 され る と共 にVEGFの 発 現 充 進 が 観 察

され,同 所 移 植 に よ る微 小 環 境 の 変 化 に よ って よ り高

い転 移 能 が誘 導 され た もの と思 わ れ る.以 上 の動 物 実

験 モ デ ル の結 果 か ら精巣 腫 瘍 こ と にセ ミ ノーマ にお い

て はMMPsとVEGFの 発 現 が転 移 能 に か か わ って

い る可 能 性 が 示唆 さ れ た.ま たPCR法 に よ る解 析 結

果 か らマ ウス体 内 で循 環 して い る セ ミ ノーマ 細 胞 は実

質臓 器 に転 移 を形 成 す る 能 力 は な い も の と判 断 され

る.一 方 リンパ 節 で は15週 で70%に 肉眼 的 に明 らか な

転 移 を形 成 して お りい わ ゆ るIymphophiliccharac-

teristicsを 反 映 した 結 果 と考 え られ る.リ ンパ節 に対

す る親和 性 を説 明す る因 子 は今 回 の解 析 で は明 らか で

はな い が,イ ンテ グ リ ン αvβ3や α3β1な どの細 胞 基

質 間 接 着 因子 の か か わ りが メ ラ ノ ーマ17),乳 癌 且8)な

どで報 告 され て お り今 後 に検 討 す べ き課 題 で あ る.

さ て 臨 床 材 料 を 用 い た 免 疫 組 織 化 学 染 色 で は

MMP-2の 発 現 と リ ンパ節 転 移 との 間 に 相 関 が 認 め ら

れ動 物 実 験 の結 果 との 一 致 を み た.し か しこれ まで精

巣 腫 瘍 に お い て 報 告 され て い るMVD19・VEGFD,

E-cadherin2)と の 相 関 は 明 ら か に され な か っ た.特

にE-cadherinに つ い て はセ ミ ノー マ の 大 部 分 は陰 性

で あ り,一 方 非 セ ミ ノーマ に お い て はhighstage症

例 で あ って も よ り分 化 した部 分 は 陽性 とな る こ とが 多

く,し たが って精 巣 腫 瘍 全 体 と して はstageと 正 の相

関 を示 した と考 え られ る.Heidenreichら2)は,臨 床

病期1の 非 セ ミ ノーマ に お い てE-cadherinの 発現 の

有 無 と リ ンパ 節 転 移(pathologicalstageII)と の 逆

相 関 を報 告 して い る.今 回 非 セ ミ ノーマ 症 例 の み で 検

討 す る とE-cadhcrin陽 性 はstageIで5/6(83%),

stageII,IIIで9/ll(82%)で あ り明 らか な相 違 は

認 め られ なか った.さ ま ざ ま な分 化度 を呈 す る多 彩 な

組 織 型 を 有 す る非 セ ミ ノー マ に お い て はE-cadherin

の 発現 と リンパ 節転 移能 との 解 析 は困 難 で あ る と考 え

られ た.

結 語

Lヒ トセ ミ ノーマ 移植 腫 瘍 モ デ ル にお け る転 移 巣

形 成 の 結 果 よ りセ ミ ノー マ 細 胞 に はlymphophilic

characteristicsが あ る こ とが 示唆 され た.

2.動 物実 験 モ デル な ら びに 臨床 検 体 を用 い た検 討

よ りマ トリ ックス メ タロ プ ロテ アー ゼ ご と にMMP-2

の発 現 と リ ンパ節 転 移 との 関 連 が 示 唆 され た.
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