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前立腺癌細胞の浸潤に及ぼす癌一間質相互作用を

介 したHGFの 役割
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   We examined how prostate stromal cell-derived hepatocyte growth factor (HGF) affects invasion 
of prostate cancer cells through tumor-stromal interaction. The effects of HGF, various growth factors 

[transforming growth factor  (TGF)-a,  TGF-fil, basic fibroblast growth factor, keratinocyte growth 
factor, and platelet-derived growth factor], and conditioned medium (CM) from prostate stromal cells 

(PrSC) on prostate cancer cells (LNCaP, PC-3 and DU145) were determined by collagen gel invesion 
assay.  DU145 cells and PrSC were co-cultured for matrigel invasion chamber assay. LNCaP and 
PC-3 cells did not respond to any of the factors examined. Invasion of  DU145 cells into the collagen 

gel matrix was induced by HGF and  TGF-P1, but not by any of the other factors tested. When 
DU145 cells were cultured in CM from PrSC or co-cultured with PrSC, the cells acquired invasive 

potential, and this invasion was inhibited by an antibody against HGF, but not against  TGF-fil. 
Induction activity of CM from cancer cells to stimulate HGF production by PrSC was studied by 
ELISA method and Western blotting. Native type HGF production in PrSC was enhanced by some 
unknown inducer(s) produced by cancer cells. In summary, PrSC-derived HGF enhanced invasive 
activity of the prostate cancer cell line  DU145 through tumor-stromal interaction wherein DU145 cells 
secreted some HGF-inducer(s) for PrSC. 

                                             (Acta Urol. Jpn.  46: 769-774, 2000) 
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緒 言

前立腺組織は腺性上皮から成る腺組織と,そ の周囲

を取 り囲むように存在する平滑筋線維や問質より成 り

立っている.前 立腺癌は浸潤能を獲得すると周囲組織

に浸潤 し,潜 在癌から臨床的に明らかな癌へと成長 し

てい く1)前 立腺間質細胞から分泌 される様々な増殖

因子はパラクライ ン機構で前立腺癌に働 きかけるた

め,前 立腺癌の浸潤能獲得機構において上皮一間質相

互作用(癌 一間質相互作用)は 重要な役割を果たして

いるといえる2)HGF(hepatocytegrowthfactor:

*現:大 阪厚生年金病院泌尿器科

**現:国 立大阪病院泌尿器科

肝細胞増殖因子)は 当初,強 力な肝再生因子 として報

告されたが3),最 近では様々な種類の細胞に対 してマ

イトゲン,モ ー トゲンおよびモルフォゲンの作用を有

していることが知 られている4)HGFは おもに間質

細胞や間葉系細胞から産生され,上 皮細胞を中心 とし

た様々な種類の細胞に作用するため上皮一間質相互作

用(癌 一間質相互作用)の メディエーターの1つ とし

て考えられている.前 立腺癌の増殖や進展に対す る

HGFや そのレセプターであるc-METに 関す る論文

は散見され5・6),われわれ も前立腺癌細胞におけるC-

METの 発現 やHGFの 作用 を報告 したが(Table

l)7),癌 一 問質相互作用におけるHGFの 役割に関 し

てはまだ十分に解明されていない,そ こで今回われわ

れは前立腺癌細胞の浸潤に及ぼす癌一間質相互作用を
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Relationshipbetweenc-METex-

pressionandHGFresponseinhu-
manprOStatCCanCerCelllineStO

androgensensitivity

Ccllline
And∫ggρnc-METHGF
sensltlvltyexpresslonrespQnse

1.NCaP

PC-3

DUI45

十

十

十 十

介したHGFの 役割について検討 した.

対 象 と 方 法

1材 料

ヒ ト前 立 腺 癌 細 胞 株 と し てLNCaP,PC-3,DUl45

を,前 立 腺 間 質 細 胞 は正 常 ヒ ト前 立 腺 ス トロ ー マ 細 胞

を使 用 し た8)問 質 細 胞 と 各 々 の 癌 細 胞 か ら の 培 養 上

清 を 準 備 す る た め に 間 質 細 胞 を5%胎 児 牛 血 清(fetal

calfserum:FCS)で,癌 細 胞 はFCS(一)で2日 間

培 養 し,そ の 上 清 を 回 収,遠 沈 し 実 験 開 始 ま で4℃

で 保 存 し て お い た.間 質 細 胞 の 上 清 はcollagengel

invasionassayに,癌 細 胞 の 上 清 はELISA法 と

Westernblottingに 供 した.

RecombinanthumanHGF,抗HGF抗 体 は 大 阪

大 学 医 学 部 腫 瘍 生 化 学 教 室 中 村 敏 一 教 授 よ り供 与 を受

け た3)Recombinanthumantransforminggrowth

factor(TGF)一 α,rccombinanthumanTGF一 β1,re-

combinantbovinebasic丘broblastgrowthfactor

(bFGF),recombinanthumankeratinocytegrowth

factor(KGF),recombinanthumanplatelet-derived

growthfactor(PDGF)お よ びTGF一 β1抗 体 は そ れ

ぞ れ購 入 し た もの を使 用 した8)

2.Collagengelinvasionassay

1.0×105/mlの 濃 度 の 各 々 の 癌 細 胞,typeIcol-

lagen溶 液(Cellmatrix,TypcLA,Nittagclatin,

Japan),培 養 液(Dulbecco'smodi丘edEagle'sme-

dium;DMEM)お よ びFCSを 各 々1:7:1:1の 体

積 比 で 氷 上 で 混 ぜ,4-wellのdishに ま き,37℃ で

gcl化 し た.Gel上 に 各 種 増 殖 因 子 の 入 っ た5%FCS

のDMEMを 加 え,3日 毎 に 同 条 件 のmediumを 交

換 して い っ た.12日 間 培 養 し,そ の 細 胞 や 細 胞 集 塊 の

形 態 変 化 を 位 相 差 顕 微 鏡 に て 毎 日観 察 した.

問 質 細 胞 の 培 養 上 清 の 効 果 を調 べ る た め,増 殖 因 子

入 りのmediumの 代 わ りに 保 存 し て お い た 間 質 細 胞

の 培 養 上 清 をgcl上 に 加 え た.ま たDUI45に 関 して

はHGF抗 体 とTGF一 β1抗 体 を 別 々 に10μg/mlの

濃 度 で 加 え,3日 毎 に こ れ も交 換 した.

3.Matrigelinvasionchamberassayに よ る 共 培 養

Biocoatmatrigelinvasionchambers(NipponBec-

tonDickinson,Japan)を 用 い て 実 験 し た.24-well

のplate内 でsubconfluentに な っ た 間 質 細 胞 の

mediumをFCS(一)のDMEMに 交 換 し た 後・

matrigelがcoatさ れ た 内側 のchamberに5.0×

104/mlの 濃度 のDU145をO.5ml添 加 した・48時 間

共培養 した後 にメ ンブ ラ ンをDiff-QuickStainKit

(Greencross,Japan)で 染 色 し,matrigelを 貫 通 し

た細胞数 をカウン トし浸潤能 を評価 した.ま た外側 の

medium内 にHGFとTGF一 β1に 対 す る抗体 を別 々

に入れ,そ れらの効果 も検討 した.貫 通 した細胞 はラ

ンダムに5視 野選択 してその平均 を算 出,こ れ を3回

行い コン トロールに対す る比率で評価 した.

4.前 立 腺 間質細胞培養上清のHGF濃 度 測定

聞質細胞 が24-wellplateでconfluentに 到 達 した

後,PBS(一)溶 液(phosphate-bufferedsalinewith-

outcalciumormagnesium)で 洗 浄 し,各 種 癌細胞 の

上 清 を 加 え培 養 し た.24時 間 培 養 した 後 そ の

medium内 のHGF濃 度 をELISAkitに て測定 した.

5.Westernblotting

間 質 細胞 が6-wellplateでconfluentに 到 達 した

後,PBS(一)溶 液で洗 浄 し,各 種癌細胞 の上清 を加

え24時 間培養 した.そ の上清 をCentrioonIOconcen-

trator(Amicon,USA)で10倍 に 濃縮 し(volume:

200μ1),蛋 白 濃度 を測定 した.30μgの 蛋 白 を10%

acrylamidcgclに 電 気泳動 し,そ の後polyvinylidene

difluoridemcmbranc(Bio-Rad,USA)に トラ ンス

ファー した.ブ ロッキ ン グ後,1次 抗 体 と して 抗

HGF抗 体,2次 抗 体 としてperoxidaselabelledanti-

rabbitantibodyを 用 い,ECLTMdetectionkitに て

signalを 検 出 した.

6.統 計 学的検討

Collagengelinvasionassayに お いて各種増殖 因子

と問質細胞の上清の癌細胞 の浸潤能 に対す る効果 をみ

るためにDUI45の 細 胞集塊 を形態学的所見 か ら定量

した.ラ ンダムに選 んだ10カ 所 の写 真 を撮 り,NIH

imagel.55を 用 いて各々の細胞集塊の面積(S)と 外

周計(L)を 測 定 した.次 元 をそ ろえ るため にL2/S

を計 算 し,そ の平均 を比較 した.こ のL2/Sは 各 々の

細胞集塊が 円形か ら樹枝状 に変化 するに したがい増加

す るので,癌 細 胞の浸潤能 を表わ している.統 計学的

検討 はMann-WhitncyU-testに 準 じて行 った.

結 果

1.各 種増殖因子と前立腺間質細胞の培養上清による

前立腺癌細胞浸潤の誘導

コントロールの条件下においてはLNCaPの 細胞

集塊は平滑な表面 をもつ円形を呈 し,PC-3は 集塊 を

形成せずに分散 して増殖した.ま た各種増殖因子や間

質細胞の上清 を加えた場合 にはLNCaPは 反応せず,

PC-3は コントロールと同様に分散 して増殖す るため
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Fig.1.Morphologicaleffectsofgrowthfactors

andconditionedmedium(CM)from

prostatestromalcells(PrSC)on

LNCaPandPC-3cellsincollagengel.

A,B:LNCaP,C,D:PC-3,[A,C:

control(DMEMonly),B,D:CM

fromPrSC(Theeffectsofgrowthfac-

torsonthesecancercellswerethe

sameasthoseoftheCMfromPrSC)].

Bars;100μm.

その効果 は判定で きなかった(Fig.1).

一 方DUI45の 場 合
,コ ン トロー ルで はLNCaP

の場 合 と同様 に円形の細胞集塊 を形成す るが,HGF

ま た はTGF一 β1の 存 在 下 にお い てそ の集 塊 はcol-

lagengelの 中 に樹枝 状 に浸潤 してい く像 が観 察 され

た.TGF一 α,bFGF,KGFお よ びPDGFに 対 して

は反応 しなかった(Fig.2,3).ま た 間質細胞 の培 養

上清 に対 して もDU145の 細 胞集塊 は樹枝状 の浸潤形

態 を呈 した.DUl45が 外 因性 のHGFとTGF一 β1に

反応 したこ とか ら各 々の抗体 を別 々に添加 した とこ

ろ,そ の樹枝 状形態 はHGFに 対 す る抗 体 によ り完

0

郵ll越
Fig,3,Semiquantitativeanalysisofmorpholo-

gicaleffectsofgrowthfactorson

DU145cellsincollagengel.Thedata

shownrepresentthemeanandstan-

darddeviationoftheevaluatedclus-

tersoftcnrandomlyselectcd丘elds

(n=111,control;58,HGF;61,TGF一 α

55,TGF一 β1;58,bFGF;49,KGF;45,

PDGF).*p<0.0001comparedwith

control.

全 にブ ロ ック され たが,TGF一 β1に 対す る抗 体で は

ブロ ックされなか った.こ の ことより,間 質細胞 の培

養 上清 に含 まれて いるHGFが そ の樹枝 状変 化 を起

してい るものと思われた(Fig.4).

2.Matrigelinvasionchamberassayに お ける共培

養に よる相互作 用の効果

DUI45と 間 質細胞 を共培養 した ところmatrigelを

貫 通する癌細胞数 は共培養 しないコ ン トロール と比べ

て増加 した.こ の共培 養による浸潤能 の増加 はHGF

に対 す る抗体 によ り完全 にブロ ックされ たが,TGF一

β1に 対 する抗 体で はプ ロ ノクされ なかった.こ の こ

とはcollagengelinvasionassayの 結 果 と同様 に問質

細胞の培 養上清 に含 まれているHGFがDUI45の 浸

解 甲

Fig.2.MorphologicaleffectsofgrowthfactorsonDUI45cellsincollagengeL

A:control(DMEMonly),B:HGF,C:TGF一 α,D:TGF一 β1,E:

bFGF,F:KGF,G:PDGF.GrowthfactorswereaddedatlOng/mL

Bars;100μm.
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Pl・SCPrSCC
ontr〔⊃11'rSC 十 十

HGFTGF・ β

AbAb

EffectsofCMfromPrSCorantibody

againstHGForTGF一 βlinthc

mediumoninvasionofDU145cells

culturcdincollagengel.DUI45cells

wereculturedforl2daysinCMfrom

PrSConly,orwithadditionofanti-

bodyagainstHGForTGF一 βlinthe

medium.A:control(DMEMonly),

B:PrSC,C:PrSCwithHGFanti-

body,D:PrSCwithTGF一 βlanti-

body.Bars;250μm,E:Thc五2/S

datashownreprcsentthemeanand

standarddcviationoftheevaluated

clustersoftenrandomlyselectedfields

(n=lll,control;84,PrSC;106,PrSC

withHGFantibody;108,PrSCwith

TGF一 βlantibody).*p<0.0001com-

paredwithcontroL

Fig.5.

冷窟

4

P冒8Ch8C

Cm血OtPrgC十+
HGFTGE一 β

AbAb

InvitroinvasionassayofDUI45cells

co-culturedwithPrSC.Cellspenet-

ratingthematrigelbarrierwere

stainedblack.A:Diagramofthe

matrigelinvasionchamberofDUI45

cellsco-culturedwithPrSC,The

membraneporesizeis8μm.B二con-

trol(withoutPrSC),C:co-culture,D:

co-culturedwithHGFantibody,E:

co-culturedwithTGF一 βlantibody,F:

Relationshipbetweentheratiotothe

meanvalueofcontrolandeachcondi-

tion.Cellspenetratingthematrigel

barrierwerecountedmicroscopically.

*p〈0
.05comparedwithcontroL**

p<0.05comparedwithco-culture

only.

潤能増加を起 している もの と思われた(Fig.5),

3.前 立 腺 間質細 胞 のHGF産 生 に対 す る前立 腺癌

細胞の培 養上清の効果

問質細胞 は通常 で もHGFを 産生 してい るが,癌

細胞の培養上清 の存在下でその産生は増加 した.そ の

効果はLNCaPに 比 べPC-3とDUI45の 方 が高か っ

た(Fig.6A).

HGFに は軽度の生物学 的活性 を持 ち自然 に存在す

るvariantが 存 在 してい ることが知 られているが9),

Westernblottingの 結 果 よ り,間 質細胞 は85kDaの

nativetypeHGFを 発 現 し,癌 細胞 の培養上清 が そ

の発現 を促進 してい ることが判 明 した(Fig,6B).

考 察

HGFは 器官形成や組織再生において上皮一 間質相

互作用のメデ ィエーターの1つ として考えられている

が,最 近では癌一間質相互作用を通 して癌細胞の増殖

や浸潤に重要な役割を果た していることが報告されて

いる10'11)今 回われわれは外因性のHGFとTGF一

β1がDU145のcollagengelへ の浸潤能を増強 した

ことを示 した.同 様の増強効果は間質細胞の培養上清

を添加した場合や間質細胞 と共培養 した場合のいずれ
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Fig.6.A:Effeetsofconditionedmedium

(CM)fromprostatecanccrcellson
stimulationofHGFproductionin
PrSC.Thcdatashownrcpresentthe
meanandstandarddcviationofHGF
concentration(n=3).*p<0.05com-

paredwithcontroL**p<0.05com-
paredwithLNCaP.NoHGFwas
detcctableintheCMfromcancercells

(datanotshown).B:EffectsofCM
fromprostatecancercellsonstimula-
tionofnativeHGF(85kDa)expres-
sioninPrSC.Thefirstlaneshows
recombinanthumanHGF(10ng)as
anauthenticsample.Nobandswere
seenintheCMfromcancercells(data
notshown).

で も観 察 され,こ の効果 はHGFに 対 す る抗 体 に よ

り完全 に ブロ ックされたが,TGF一 β1に 対す る抗体

ではブ ロ ックされ なかった.TGF一 β は上皮一 問質相

互作用のメデ ィエーターの1つ として良性,悪 性共 に

前立腺 の成長 に寄与 している ことは広い範囲で報告 さ

れてお り,前 立腺の主要な増殖 因子の1つ として認識

されている.し か し今回のわれわれの示 したデータに

よる とDU145の 浸 潤能 を促進 したのは間質細胞 由来

のHGFで あ り,TGF一 β で はなかった.す なわちあ

る種 の前 立腺癌 においてHGFは,唯 一 の もの では

ないに しろ,少 な くとも癌一 間質相 互作用 にお ける癌

細胞 の浸潤 能獲 得 において はkeyfactorの1っ で あ

るこ とが示 唆 され る.こ のHGFと 線 維芽細 胞 との

相互 作 用 は他 の癌 細 胞 に 関 して も研 究 され て い る

が10・]1),わ れ われ の研 究は前立腺 の癌 細胞 と前 立腺

の間質細胞 を用い ることによ りinvivoで の 相互関係

を模倣 してお り,よ り現実 の状況 に即 した結果である

といえる.

最 近,癌 細胞 が線 維芽細胞 におけ るHGF産 生 を

促 すinducerを 分 泌 し,そ の間 質由来 のHGFに よ

りこれ らの癌細胞 が浸潤能 を獲得 してい くといった報

告 が な され て い る10N且2)イ ン ター ロ イ キ ンー1,

epidermalgrowthfactor,TGF一 α,bFGF,PDGF

お よびプロス タグランデ ィンなどは癌細胞 から分泌 さ

れ るHGF-inducerで あ ることが知 られてい る且o・13)

わ れ われ は前立腺癌の培養上清が間質細胞か らの成熟

したnativetypeHGF産 生 を促進 した ことを示 した

が,上 記のinducerの リ ガ ン ドや レセ プ ターに対す

る特異 的 な抗体 で は間質細 胞 か らのHGF産 生 促 進

をブロ ックで きなか った(datanotshown).前 立 腺

癌か ら分泌 されるHGF-inducerの 証 明や特徴づ けに

関 しては今後の研究 を待たねばならないが,前 立腺癌

がHGF-inducerを 産 生 して いることは癌一 間質相互

作用 において非常 に興味深いと思われる.

今 回われわれは問質細胞由来のHGFがDU145の

浸潤能 を高 めたことを示 したが,LNCaPとPC-3は

HGF-inducerを 産 生 して いるに もかかわ らず 問質細

胞 由 来 のHGFに 反 応 しな か った.LNCaPに は

HGFの レセ プ ターで あ るc-METが 発 現 して お ら

ず5・7),HGFの 標 的細胞 で はない ように思 われ る.

PC-3はc-METを 発 現 して いるが5'7),collagengel

の 中 で細 胞集塊 を形成せ ず分散 し,間 質細胞 由来の

HGFに 対 して も形態 学的 に反応 しなかった.PC-3

が も ともと集塊 を形成せず分散 して増殖する特徴 を持

つ理 由 として,E一 カ ドヘ リンが 関連 した細胞接 着経

路が α一カテニ ン遺伝子発現の 欠如 に より機 能 しな く

な っている可能性が考え られているL4)HGFは カ ド

ヘ リンを介 した過程 を調節す ることにより細胞 間の分

離 を促進 している と言 われてお り15>,PC-3がHGF

に反 応 しないのはc-METレ セ プター以後 のカ ドヘ リ

ンー カテニ ン機構の欠如に よるか もしれない.

問 質の線維 芽細胞 か ら分泌 され る様 々な増殖 因子

が,癌 細胞の浸潤 や転移にパ ラクライン機構 において

関連 しているこ とは以前 より報告 されている.口 腔の

線 維芽 細胞 の培 養上 清 か ら精 製 され たchemotactic

factorは 口 腔癌 細胞の運動性 を促進 し16),invivoに

お いて は様 々な種類の癌細胞 をヌー ドマウスに皮下注

射す る際には,線 維芽細胞 その ものやその培養上清 と

共 に癌細胞 を注入す ることが腫瘤形成 に必要 であるこ

とがい われてい る17)前 立 腺癌細 胞 に関 して は,ヒ

トの骨 や前立 腺の線 維芽細胞 がLNCaPの 腫 瘤形成

を促進 し,そ のパラクライン機構 に関与 した増 殖因子
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はbFGFで あ る可能性 を示唆 している18)今 回,わ

れわれはDUI45が 自 らHGF-inducerを 分 泌 して 間

質細 胞 か らのHGF産 生 を高 め,そ の高 め られ た

HGFに よ り浸潤能 を獲得 している ことを証 明 した.

これ らのパ ラクライン機構 モデ ルは,癌 細胞が癌一 間

質相互作用 を介 して 自らにシグナル をフ ィー ドバ ック

させ る とい ったオー トクライン機構 に似 たモデルで も

あ り,き わめて興味深い ものと思われる,

結 量五
口口

ヒト前立腺癌細胞株であるDU145は 前立腺間質細

胞からのHGF産 生を促進する何らかのHGF-inducer

を分泌 し,そ の増加 した問質細胞由来のHGFが

DUI45の 浸潤能を促進 した.こ のような前立腺癌細

胞の独特な癌一間質相互作用において,HGFが 癌細

胞の浸潤を制御する主要因子の1つ である可能性が示

唆された.
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