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ヒ ト腎細胞癌の転移における宿主線維芽細胞

の役割 宿主線維芽細胞によるヒ ト腎細胞癌

のTypeIVcollagenase産 生調節について
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ROLE OF ORGAN SPECIFIC FIBROBLASTS IN METASTASIS 

OF HUMAN RENAL CELL  CARCINOMA  : REGULATION OF 

 TYPE IV COLLAGENASE RRODUCTION FROM HUMAN 

       RENAL CELL CARCINOMA BY ORGAN 

            SPECIFIC FIBROBLASTS

Kazuo Gohji and Sadao Kamidono
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   An orthotopic metastatic human renal cell carcinoma model in nude mice was established to 
evaluate the mechanism of metastasis as a preliminary phase in the development of a treatment to 

prevent cancer metastasis. The effect of host fibroblasts from different organs on the production of 
type IV collagenase by human renal cell carcinoma and the factors which influenced the enzyme 

production and secretion by fibroblasts were also investigated. KG-2 cells were established from 
human renal cell carcinoma, and produced tumors following implantation to both the subrenal 
capsular space (orthotopic  site) and subcutis (ectopic site). Histologically, the tumors in the 
subcuit (SC tumors) were well encapsulated with a thick fibrous capsule and did not produce 
metastasis or invasion, whereas those in the subrenal capsular space (SRC tumors) lacked a fibrous 
capsule and produced metastasis at the lung or regional lymph nodes. The production of type IV 
collagenase in conditioned media from metastatic SRC tumors and lung metastatic lesions was larger 
than that from non-metastatic SC tumors. The conditioned media separated from mouse kidney 
or lung fibroblasts stimulated the production of type IV collagenase by KG-2 cells, whereas, that 
separated from mouse skin fibroblasts decreased the enzyme production. The production of type IV 
collagenase by KG-2 cells was stimulated by cocultured KG-2 cells and fibroblasts from the kidney 
or lung, whereas it was suppressed by cocultured KG-2 cells and skin fibroblasts. Our findings 
demonstrate that the orthotopic implantation of KG-2 cells to the SRC in nude mice is useful in 
understanding the mechanism of metastasis and may have application in the development of 
treatment for metastatic human renal cell carcinoma. Among cytokines and growth factors tested, 
transforming growth  factor-31, basic fibroblast growth factor and hepatocyto growth factor stimu-
lated type IV collagenase production by KG-2 cells. Transforming growth  factor-131 which secre-
ted by host fibroblasts from the kidney (orthotopic site) and lung (the most frequent metastatic 
site) influence the metastasis of human renal cell carcinoma by increasing type IV collagenase 

production. 
                                                (Acta Urol. Jpn. 40: 909-917, 1994) 
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緒 言

腎細胞癌は,泌 尿器科領域の悪性腫瘍 のうち膀胱

*現=兵 庫県立成人病センター泌尿器科

癌,前 立腺癌についで多いが,制 癌化学療法,免 疫療

法および放射線療法は無効で,手 術療法のみが有用と

される.従 って転移を有する進行例の予後はきわめて

不良である.そ こで,外 科的切除後の再発を最小限に
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とどめることが本症の予後改善に有用と思われる.今

回われわれは腎細胞癌術後再発予防に何らかの糸 口を

みつけるため,宿 主由来線維芽細胞が腎細胞癌細胞の

typeIVcollagenase産 生能におよぼす影響について

検討するとともに腎細胞癌の転移を阻止する可能性の

ある因子につき検討した.

材 料 と 方 法

1.ヒ ト腎細 胞 癌細 胞 とマ ウス各臓 器 由来 線 維 芽細 胞:

癌 細 胞 は,わ れ わ れ が樹 立 した ヒ ト腎細 胞 癌 由来 株

細 胞KG-2を 用 いた1).そ の 樹立 経 過 お よび 生物 学

的 特 性 はす で に報 告 した の で ここ では略 す.マ ウス線

維 芽 細 胞 は次 の よ うに して樹 立 され た.す なわ ち,8

週 齢 雄 ヌー ドマ ウス よ り肺,皮 慮,腎 臓 を無 菌 的 に摘

出 した 後,約1/mm3の 大 き さに 細 切 す る.そ の 後

270u/mlのDNaseお よび200u/mlのcollagenase

typeI(と もにSigmaChemicalCo,St.Louis,

MO)の 混 合液 中 で37℃,30分 間 掩 拝 し減 菌4層 ガ ー

ゼ で 濾 過 した 後,細 胞 浮遊 液 をHank'sbalanced

saltsolution(HBSS=GIBCO,GrandIsland,

NY)で2度 洗 浄 し10%fetalbovineserum(FBS)

含 有Eagle'sminimumessentialmedia(EMEM,

GIBCO,NY)で 培養 し,0.02%EDTAと0 .25%

trypsin(と もをSIGMA;MO)混 合液 を 作用 させ,

継 代培 養 を続 けた.数 回継 代 培 養 を繰 り返す こ とに よ

り紡鐘 型 よ り成 る細 胞 を 樹 立 し,そ の形 態 お よび 染 色

体 分析 に よ りマ ウス 由来 正常 線 維芽 細 胞 と考 え ら れ

た.本 実 験 で は第10代 まで の もの を 用 いた.

3.KG-2細 胞 の ヌー ドマ ウスへ の皮下 お よび腎 被 膜

下移 植:

ヌー ドマ ウスの皮 下 お よび 腎被 膜 下移 植 は す で に

報告 した方 法 に準 じて 行 ったD.す なわ ち,対 数 増 殖

期 に あ る第5代 目KG-2培 養細 胞 の単 離 細 胞 浮遊 液

を 作成 し,lxlO6生 細 胞/0.05mlHBssを27G

needle付 注 射器 を 用 いて8週 齢,雄 ヌ ー ドマ ウ スの

皮 下 お よび 腎被 膜 下へ 移 植 した.KG-2細 胞を 移 植

した 後,皮 下 腫瘍 が 長 径約2cmと な った 時 あ るい は

移 植 後3ヵ 月 目に マ ウスを 屠殺 し,形 成 され た腫 瘍 お

よび 全臓 器 を摘 出 し肉眼 的 お よび 組 織学 的 に腫 瘍 組 織

型 お よび転 移 の有 無 を検 討 した。

4.ヌ ー ドマ ウスに形 成 され腫 瘍 のtypeIVcollag-

enase活 性

a)Zymography=ヌ ー ドマ ウス の皮 下 お よび腎 被膜

下 に形 成 され た 腫 瘍 を無菌 的 に 摘 出 し,lmm3角 大

に細 切 し腫 瘍 重 量100mgに 対 して10mlのserum-

freeF-12/DMEM(GIBCOiNY)を 加 え37℃ で

培 養 を開 始 す る.24時 間 後,培 養 上 澄 を 集 め800×9

で10分 間遠 沈 後,上 澄 を さ らに18,000×9で10分 間

遠 沈 しそ の上 澄 をgelatinzymographyに 用 い た.

gelatinzymographyは 既 報 の通 り中 島 らの 方 法 に

準 じて行 った3>,す な わ ち,培 養 上 澄lmlをcen-

tricon30microconantrators(AmericanCorpora-

tion,Beverly,MA)で 約20倍 に 濃 縮 した 後,lmg/ml

gelatin(SIGMA;MO)を 含 む7.5%acrylamide

ge1上 で 電気 泳 動 を行 った.泳 動 後,ge1をrinsing

buffer中 で2度 洗 浄 後,incubationbuffer中 で37℃

16時 間静 呈 す る.そ の 後O.05%Coomassieblue

で 染 色 後,脱 染 色 を 行 った.gelatinase(typeIV

co11agenase)に よ りdigestionさ れ たgelatinは

Coomassieblueで 染 色 後透 明 なパ ン ドと して表 わ さ

れ る.Gelを 乾 燥 後negativefilmに 焼 き 付 け,

PharmaciaLKB-UltrascanXLlaserdensitome-

terを 用 い て各 バ ン ドの強 度 を 測 定 し定 量 化 した.

b)免 疫 組織 学 的 検 討=腫 瘍 を摘 出 し,TissueTE-

K,0.C.T.Compound(MilesLaboratory,ELK-

hart,Ind)を 満 た した 直 径20mmの アル ミ製 容器

に腫 瘍片 を入 れ,液 体 窒 素 を用 い て 急速 冷 凍 後IEC

minotomecryostatで 薄 切 し,中 島 らの方 法3)に 準

じて ス ライ ドガ ラス 上 に 組 織 を 固定 後72KDa抗

ヒ トcollagenasetypeIV抗 体(Nationalcancer

InstituteのLanceALiota博 士 よ り供 与)をlh

反 応 させ,対 染 色 と してMayar'shematoxylin染 色

を 施 した.

5・ マ ウス各 臓 器 由来 線 維 芽細 胞 の 培 養上 澄 がKG-2

細 胞 のtypeIVco11agenase産 生 に お よぼ す影 響=

直 径10mmのtissuepetridishに お よそ80%

confluentと な った マ ウ ス肺,腎 お よび 皮 膚 線維 芽 細

胞 をHBSSで 軽 く2度 す す い だ 後,5m1のserum

freeF-12/DMEMを 加 え24時 間培 養 を す る.24時 間 後,

培 養上 澄 を採 取 し,1,000×9で5分 間 遠 沈 後 マ ウス

線 維 芽 細 胞 自身 が 産 生 したtypeIVcollagenaseを

除 去 す る 目的 でgelatin-sepharosecolum(Pharma-

ciaLKBBiotechnology,Uppsala,Sweden)を

通 し,そ の 後O.45μmrnilliporefilterを 通 して 一70

℃ で 凍 結保 存 す る.一 方,KG-2細 胞(1×106個)

を75mm2flaskに 播 種 し10%FBS含 有EMEM

中で 培養 す る,24時 間 後flaskを10mlのserum-

freeF-121DMEM培 地 で軽 くす す ぎ,新 し くserum-

freeF-121DMEMを5mlと 先 に保 存 して お い た線

維 芽細 胞 培 養 上 清 を5m1加 え さ らに24時 間 培 養 を続

け た.ま たserum-freeF-12/DMEMの みiOm1加

え た もの を対 照 と した.24時 間 後 培養 上 澄 を 採 取 し,



郷司,ほ か:腎 細胞癌 ・転移 911

遠 沈をそ の2ml(2・5×105生 細 胞 の 培養 上 澄 に相 当)

をglatinzymographyに 用 い た・

6.KG二2細 胞 と マ ウス 各 臓器 由来 線維 芽 細胞 同時

培養系 に おけ るtypeIVcollagenase産 生:

マウス肺,腎 お よび 皮 膚 由来 線維 芽 細 胞 を直 径30

mmのtissueculturedishに 培養 しconfluentと

な った時,2.5×105個 のKG-2細 重 層 播 種 す る・24

時間,10%FBS含 有EMEM中 で 培 養 後dishを

3度serum-freeF-12/DMEMで す す ぎ2・5mlse'

rurn-freeF-12/DMEMを 加 え培 養 を続 け24時 間 後 に

培養 上澄 を採 取 しgelatinzymographyに 用 いた ・

ま た 対 照群 と して,各 線 維芽 細 胞,あ るい はKG-2

細 胞単独 培 養上 澄 を用 いた.

7.各 種cytokineお よびgrowthfactorがKG・2

細 胞のtypeIVcollagenase産 生 に お よ ぼす 影響:

2×105細 胞 のKG-2細 胞を 直 径30mmtissue

culturepetridishに 播 種 し,10%FBS含 有EME-

M中 で24時 間 培 養す る.そ の 後petridishをserum

・freeF-12/DMEMで 軽 くす す ぎ,cytokineお よび

growthfactorを 含むserum・freeF-12/DMEMを

2・5cc加 え24時 間培 養 し上 澄 をgclatinzymography

に用 いた.ま た対 照 群 としてcytokineお よびgrowth

factorを 含 ま な いserum-freeF-121DMEMを

2.5cc加 えた もの を用 い た.同 時 に各cytokineお よ

びgrowthfactor存 在下 で 培養 したKG-2細 胞 の

生細 胞数 を算 出 し,こ れ らcytokineお よびgrowth

factorがKG-2細 胞 の増 殖 に お よぼす 影 響 も 検討

した。 今 回 用 いたcytokineお よびgrowthfactor

の種 類 と濃 度をTablelに 示 す.

8・ マ ウス線 維 芽細 胞 に よ り産生 され るgrowthfac-

torの 免疫 学 的解 析:

マ ウス肺,腎 お よび 皮膚 由来線 維 芽細 胞(1×104

個)をLabTekchamberslide(Nunc,Napervil-

1e・IL)に 播種 し,10%FBS含 有EMEM中 で72

時 間培養 した.1.akTekchamberslideをPBSで

3度 すす ぎ,acetonとchloroformの 混 合液 で5分

固定 し,1%ヤ ギ 血 清 お よ び1%ウ マ 血 清 を 含 む

PBSで20分 間incubateす る.そ の後 線維 芽 細 胞 は

anti-bovinebasicFGFtypeImonoclonalIgGl

(VpstateBiotechnology,Inc,LakePlacid,NY),

rabbitpolyclonalanti-TGF。 βiantibody(R&D

System,Minneapolis,MN)あ るい は,mousemo-

noclonalanti-HGF(関 西 医科 大 学,北 村 直 美 博 士

よ り供 与)を 加 え て4℃,overnightでincubateし

た.翌 日slideをPBSで す す ぎgoldlabeledsec-

ondaryantibodies(Amerchan,ArlingtonHei一

TableLGelatinolyticactivitysecretedbyKG-

2culturedcellstreatedwithvar且ous

cytok且nesandgrowthfactors

Factors Concentrations RGAI)

TGF一 β1

EGF

PDGF

bFGF

HGF

G-CSF

M-CSF

GM-CSF

TNF一 α

IL・1β

1.Opg/m且

10

100

1.Ong/ml

10

100

1.Ong/m且

10

100

1.Ong/m1

10

100

LOng/ml

10

100

1.Ong/ml

10

100

1,0ng/m且

10

100

1.Ong/ml

10

100

1.OU/ml

IO

100

1.OU/ml

lO

100

LO7

L74

2.83

1.10

1.24

1.13

1.10

0.90

1。00

2.00

4.84

4.53

1.76

3,04

3.54

LO4

LO2

LO2

1.OO

LO2

0,94

1.02

1.03

1.08

1。10

1.oo

1.20

1.10

1.oo

l20

1)REA;relativegelatinolyticactivity.Theaverageinte-

gratedintcnsityofthreeindividualexpcrimentSisshownas

ardativegelatinaseleve且(SD<17%).Thegelatinase

activityofKG-2ce且ISgroWingincontrolmedia=1 .O

TGF一 β1;humanrecombinanttransforminggrowth血ctor

β](Ajinomoto,TokyoJapan).,EGF:humanreqombinan

epidermalgrowthfactor.,PDGF:humanrecombinan

p且ateletdiVidedgrowthfactor.,bFGF:humanrecom

binantbasicfibrob且astgrowthfactor(共 にCollaborative

Res,Bedford,MN)■)HGF=humanrecombinanthepato-

Cytegrowthfactor(Toyobo,OsakaJapan),,G-CSF=hu-

manrecombinantgranulocytecolonystimulatingfactor .,

CM-CSF:humanrecombinantgranulocytemonocytecolny

stimu置atingfactor.,M-CSF:humanrecombinantmonoCyte

coionystimu且atingfactor(共 にKirinBrewery.Co.,Ltd,

TokyoJapan).,TNF一 α=humanrecombinanttumornecro-

sisfactor一 α」,IL-1β:humanrecombinantinterleukin・1一 β(

共 にB㏄hringer-MannheimIndianapoliS,IN),

ghts,IL)で 室温 で1時 間incubateし た.数 回slide

をPBSで す す い だ 後,ス ライ ドを2%glutara1-

dehydeで10分 間 固定 し蒸留 水 で すす い だ.ス ライ ド

はMayer'shematoxylin染 色 を 用 い た 対染 色 され

crystelmount(FisherScientific,Pittsburgh,PA)

を用 い て マ ウ ン トした 後,蛍 光 顕 微 鏡下 に観 察 した.
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1.ヌ ー ドマウスにおけるKG-2細 胞の造腫瘍能と

転移能=

Ectopicsite(皮 下)お よびorthotopicsite(腎 被

膜下)に 移植されたKG-2細 胞は造腫瘍能に差を認

めなかった.し か し,移 植部位別転移能を検討する

と,腎 被膜下に形成された腫瘍は75%の 例で肺あるい

は腎門部 リソパ節へ遠隔転移をきたし,転 移の好発部

は肺でその転移結節数は2～40個(中 央値;9個)で

あ った,他 方,皮 下 に形 成 され た 腫瘍 は1例 も転 移 巣

を形 成 しな か った(Table2).

2.ヌ ー ドマ ウスに形 成 され たKG-2腫 瘍 の産 生 す

るtypeIVcollagenase活 性3

ヌ ー ドマ ウス の皮 下,腎 被 膜 下 に形 成 され た 腫瘍 お

よ び 肺転 移 巣 の産 生 す るtypeIVco11agenaseの

zymographyをFig.1に 示 す(Fig,1).TypeIV

collagenaseの 産生 は肺 転 移 巣 で最 も高 く,つ い で腎

被 膜 下腫 瘍,皮 下腫 瘍 の順 で あ った.腎 被 膜 下腫 瘍,

お よび 肺 転移 巣 のtypeIVcollagenase活 性 値 を転

Table2。Tumorigenic産tyandmetastaticbehaviorofKG-2tumorsgrowingatdiff噛ere鳳t

injectionSitesofnudemice

InjectionsitesTumorigeniCityIncid¢n㏄.of
の どヒ　　　ヨ　ヨ

(%)(%)

Lungmetastasis

IncidcnceMcdianRange

Lym-Ascites

phnodc

SRCD

scl)

12/16(75)

12/16(75)

9/12(75)

0/12(0)

9/12

0/12

9 2-40 1/12 2/且2

1)SRC;Subrena且capsularspacc(orthotopicsite},2)SC;Subcuitsite(ectopicsite).

1

轍
禰鰍 砂 タ

1.O

Fig・L

2

鱒

●
囎
●

1.8

3

軸 騨 ←98

2.8

←-66

←58

:-54

Gelatiolyticactivityinconditioned

mediafromKG-2tumorsproduced

innudcmice.Lanel,non・metastat-

icSCtumors;Lane2,metastatic

SRCtumors;Lane3,1ungmetastat-

icIesion.Thenumbersattheright

sideshowthemolecularwcight.The

numberatthebottomofeachlane

indicatestherelativegelatinolytic

activity,which五sde丘nedbydividing

thegelatiolyticactivityoftheSRC

orlungmetastaticlesionbythatof

thcnon-metastaticSCtumors.

蟻購畢灘纏

講織譲

欝
Fig.2. ImmunohistochemistryofSCandSRC

tumorsproducedinnudemicewith72

KDatypeIVcollagenaseantibody.A,

metastaticSRCtumors;B,non-metastat-

icSCtumors.Theexpressionof72KDa

typeIVcollagenaseinSRCtumorsis

moreextens三vetha皿thatinSCtumors

(×200).
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B

1。0

0.0

Con塗rolSkinKidneyLung

MediumconditionedbyFibroblas霊s

Fig.3.Influenceofconditionedmediafrom

丘broblastsongelatinolyticactivityof

KG-2ce11s,A,gelatinzymography=

1anehKG-2cellsalone;lane2:KG-2

cellswithconditionedmediafrQmmouse

skinfibrolasts;1ane3:KG-2cellswith

conditionedmediafrommousekidney

丘broblasts;1ane4:KG-2cellswithcon-

ditionedmediafrommouseIung丘bro-

blasts.Thenumberattherightside

demonstratesmolecularweight.B,rela-

tivegelatinolyticactivity:relativegelat一

三nolyticactivitywasde丘nedasfollows:

thegelatinolyticactivityinconditioned

mcdiafromKG-2cellswithcQnditioned

mediaofmouse丘broblastswasdivided

bythatinconditionedmediaf!omKG-

2cellswithoutconditionedmediaof

mousefib置oblasts,

移 を きた さな い 皮 下 腫瘍 のtypeIVcollagenase活

性値 で 割 った も のをrelativegelatinolyticactivity

(RGA)と す る と腎 被膜 下腫 瘍 お よび皮 下 腫瘍 のR-

GAは,各1.8お よび2.8で あ った.ま た72KDa

typeIVcollagenase抗 体 を 用 い た 免 疫 組 織学 的 検

討 では 転移 巣 を形 成 す る腎被 膜 下腫 瘍 で は72KDa

typeIVcollagenase活 性 の 強 い発 現 を認 め たが,転
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移 を形 成 しな い皮 下腫 瘍 で は そ の発 現 の程 度 は 弱 か っ

た(Fig.2).

3.マ ウス 肺,腎 お よび 皮 膚 由来 線維 芽 細 胞 の培 養 上

澄 がKG-2細 胞 のtypeIVcollagenase産 生 に お よ

ぼ す影 響:

KG・2細 胞 の増 殖 は いず れ の マ ウ ス 線 維 芽細 胞 の

培養 上 澄 に よ り影 響 を 受 け な か った(dataは 示 さ

ず).KG-2細 胞は お もに72KDatypeIVcollage-

naseを 産 生 して お り,そ の 活性 型 と してzymogra-

phy上,68KDaと64KDaの2本 のbandと して

あ らわ され る が92KDatypeIVco11agenaseの 産

生 は 著 明 でな か った(Fig.3A).マ ウス腎 お よび肺 由

来 線 維 芽細 胞 の培 養 上 澄 はKG-2細 胞 のtypeIV

collagenase産 生 を 促進 した のに 対 し,皮 膚線 維 芽 細

胞 の培 養 上澄 はKG-2細 胞 のtypeIVco11agenase

産生 を 抑 制 した(Fig.3A).そ のRGAは これ ら線

維芽 細 胞 の培 養 上澄 を 加 えな か った と きのKG-2細

胞 のtypeIVcollagenase活 性 を1.0と す る とマ ウ

ス皮 膚,腎 お よび肺 由来 線 維 芽細 胞 の 培養 上 澄 添下 時

のKG-2細 胞 のtypeIVcollagenase活 性 は,各

o.6,1.8お よび1.2で あ った(Fig.3B).

4.KG-2細 胞 と マ ウ ス 各 臓器 由来線 維 芽 細 胞 同時

培 養系 に おけ るtypeIVcollagenase活 性;

マ ウス 腎 お よび 皮膚 由来 線維 芽 細 胞 は72KDaお

よび92KDatypeIVcollagenaseを 肺 由 来線 維 芽

細 胞 は72KDatypeIVcollagenaseを 産 生 してい

た.KG-2細 胞 と マ ウ ス 皮膚 線 維 芽細 胞 同時 培 養下

で の 培養 上 澄 中 のtypeIVcollagenase活 性 はKG-

2細 胞単 独 お よび マ ウス皮 膚 由来 線 維 芽細 胞 単 独 培養

時 の培養 上 澄 中 のtypeIVcollagenase活 性 の総 和

よ り低 か った.他 方KG-2細 胞 と マ ウス腎 あ るい は

肺 由来線 維 芽細 胞 同時 培養 下 で のtypeIVcollage-

nase活 性 はそ れ ぞれ 単 独 培養 時 のtypeIVcollage-

nase活 性 の総 和 よ り高か った(Fig.4A).RGAは

KG-2細 胞単 独 培 養時 と 各 線維 芽 細 胞単 独 培 養 時 の

typeIVcollagenase活 性 の総 和 を1.0と す る とKG-

2細 胞 と皮 膚,腎 お よび 肺 由来 線 維芽 細 胞 同時 培 養 時

のRGAは 各0.4,1.4お よび1.3で あ った(Fig.4B).

ま た倒 立 顕微 鏡 下 にKG-2細 胞 と各種 線 維 芽細 胞 の

相互 作 用 を検 討 す る と,同 時 培 養 開 始 か ら24時 間 目に

KG-2細 胞は 一 層 に増 殖 した マ ウス皮 膚 線 維 芽細 胞 は

破壊 せ ずpileupし て 増殖 して い た が,腎 お よび 肺

由来 線 維 芽細 胞 を 破壊 す るの が観 察 され た(Fig.5).

5。Cytokineお よびgrowthfactorがKG-2細 胞

の増 殖 お よびtypeIVcollagenase産 生 に お よ ぼ

す 影 響:
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GelatinolyticactivityinconditionedmediafromcocultureQfKG-2cellsand

mouse丘broblasts.A;gelatinzymography:lane1:KG-2cellsalone;1ane2:

mousekidney丘broblastsalone;Iane3:mousesk五n丘broblastsalone;1ane4:

mouselung且broblastsalone;1ane5:KG-2cellsandmousekidneyfibroblasts

incoculture;lane6=KG-2cellsandmouseskin丘broblastsincoculture;lane

7:KG-2cellsandmouselungfibroblastsincoculture.Thenumberattheright

sidedemonstratesmolecularweight.B,relativegelatinolyticactivity:relative

gelatinolyticactivitywasde丘nedasfollows:gelatinolyticactivityincond亜tioned

mediafromKG-2ce11sandmouse丘broblastsincoculturcwasdividedbythe

totalgelatinolyticactivityofconditionedmediafromKG-2cellsaloneplusthat

ofconditionedmediafrommouse丘broblastsalone.

いず れ のcytokineお よびgrowthfactorも 今 回

用 い た濃 度 で はKG-2細 胞 の増 殖 に著 明な 影響 を与

え な か った(dataは 示 さず).BasicFGFは0.1,

1.oお よびlong/mlでKG-2細 胞 のtypeIVcol-

1agenase産 生 を 無治 療 群 の各2.0,4.8お よび4.5倍 に

増 大 した(Table2)。 またTGF一 β1は 各10お よび

100P9/mlと 低 濃 度 でKG-2細 胞 のtypeIVcolla-

genase産 生 を 各1.7,2.8倍 に(Table2),ま たH・

GFはO.1,1.0お よび10.Ong/m1で1.76,3.04お よ

び3.54倍 に 増 大 した.他 方,他 の いず れ のcytokine

お よ びgrowthfactorもKG-2細 胞 のtypelV

collagenase産 生 に影 響 を 与 えな か った(Tablel),

6.マ ウス 線 維 芽 細胞 が 産 生す るgrowthfactorの

免疫学的解析:

KG-2細 胞のtypeIVcollagenase産 生を促進し

たbFGF,TGF一 βiお よびHGFの うちTGF一 β1

は腎および肺由来線維芽細胞の細胞質内に強い発現が

みられ,皮 膚由来線維芽細胞ではほとんど発現が認め

られたが(Fig.6),bFGFお よびHGFは 線維芽細

胞間にその発現の差を認めなかった.

考 察

癌 の転 移成 立 に は,複 数 のstepを 経 る こ とが 必 須

とされ る4).こ の複 数 のstepに お い てextracellu-

1armatrixお よび血 管 の 基底 膜 を 破 壊 す るの にex-

tracellularmatrixdegrativeenzymeが 必 須 と され
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Fig.5.Microscopicfind五ngsofcoculturedKG-2cellsandmousefibroblasts.A二mono-

1ayerofmouseskin飾roblasts;B:KG-2cellsgrowingonamonolayerofmouse

skin丘broblastswithout丘b〔oblastdegradation;C:monolayerofmousekidney

丘broblasts;D;KG-2cellsgrowingwithdegradationofmousekidney丘broblasts

(x200).

る.こ のenzyme群 の うちな か で もmatrixmetal-

10proteinase(MMP)が 重 要 で 注 目され て い る5).

MMPの な かに はそ の分子 量 お よ び 生 物 学的 特 性 に

よ りMMP-1(interstitialco11agenase),MMP-2

(typeIVcollagenase;分 子量72KDa),MMP-3

(stromelycin/trancin),MMP-7,MMP-9(typeIV

collagenase;分 子 量92KDa)が 存 在 す る.一 方,

癌細 胞 を ヌ ー ドマ ウス に 移 植 し た と きorthotopic

siteに 移 植 された と きのみ 高 率 に 転 移 を きた す こ と

が 知 られ て い る6,7).す な わ ち,ヒ ト大 腸 癌細 胞 は

cecumに 移 植 され 肝 に6),ヒ ト前立 腺 癌 は前 立 腺 に移

植 され リンパ 節 に?)い ず れ も高 率 に転移 を きた す が,

ectopicsiteで ある皮下に移植しても転移巣を形成し

ない6・7).このことは癌転移は癌細胞のみならず 癌細

胞をとりまく周囲の細胞との相互作用により成立され

るとするpagetの 仮説8)を強 く支持する,そ こでわれ

われは転移という癌細胞特有の生物学的特性を癌細胞

とそれをとりまく宿主の線維芽細胞との相互作用を癌

転移成立に必須 とされるtypeIVcollagenaseの 産生

に焦点をしぼ り検討するとともに癌細胞 のtypeIV

collagenase産 生に影響をおよぼす線維芽細胞由来の

因子につき検討を加えた.今 回用いたヒト腎細胞癌株

はす でに 報告 した よ うに 淡 明細 胞 癌 か ら樹 立 され ヌ ー

ドマ ウス の皮 下 へ の移 植 で は転 移 浸潤 傾 向 を示 さず 皮

下腫 瘍 は 厚 い線 維性 被 膜 に よ く被 われ てお り転移 浸 潤

傾 向を 示 さ ない1).他 方,本 細 胞 は 腎 被膜 下 へ の移 植

で高 率 に 肺 に転 移 を きた し,腎 被 膜下 腫 蕩 は 腎実 質 と

腫瘍 の間 で 線 維 性 被 膜 を欠 い て いた1).一 方,諸 家 に

よ りtypeIVcollagenase活 性 は 転 移 能 と よ く相 関

す る こ とが 示 され てい る6・9).そ こで ヌー ドマ ウス に

形 成 され た 腫瘍 の培 養 上澄 中 のtypeIVcollagenase

活 性 をgelat且nzymographyを 用 い て検 討 した とこ

ろ,転 移 巣 を形 成 した 腎被 膜 下 腫瘍 お よび肺 転 移 巣 の

typeIVcollagenase活 性 は,転 移 を 形成 しな か っ

た皮 下 腫瘍 のそ れ に 比 べ 著 し く高 値 であ った.ま た

72KDatypeIVcollagenase抗 体 を 用 いた 免 疫 組

織学 的 検討 では 同様 に腎 被膜 下 腫 瘍 で は皮 下 腫瘍 に 比

べ著 し く高 いtypeIVcollagenaseの 発 現 が 認 め ら

れ,ヌ ー ドマ ウ ス の 移 植 部位 に よ る 転 移 能 の違 い は

typeIVcollagenase産 生 の 差 に よる も ので あ る こ

とを 強 く示 唆 した.さ らに マ ウスの 腎,皮 膚 お よび肺

由来 線 維芽 細 胞 がKG-2細 胞 のtypeIVcollagenase

産 生 に お よ ぼす 影 響 を検 討 した ところ,腎 お よび 肺 線

維 芽 細 胞 の培 養 上 澄 はKG-2細 胞 のtypeIVcollag一
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Fig.6,Immunohistochemicalanalysisoffibro-

blastsfromvariQusmouseorganswith

TGF一 βantibody.A:丘broblastsfrom

mousekidney;B;丘broblastsfrom

mouselung;C=丘broblastsfrommouse

skin.TGF一 βwasstronglyexpressedin

丘broblastsfromthekidneyandlung,

whereasitwasweaklyexpressedinfibro-

blastsfromtheskin(×200).

enase活 性を各1.8お よび1.2倍 と増大したのに対し

皮膚由来線維芽細胞の培養上澄は酵素活性を α6倍 と

抑制した.ま たKG-2細 胞を一層に増殖した各臓器

由来線維芽細胞に重層させたところ,腎 および肺の線

維芽細胞 はKG-2細 胞 のtypeIVcollagenase活

性を促進したが皮膚線維芽細胞は抑制した.さ らに,

倒立顕微鏡下に線維芽細胞に重層させたKG-2細 胞

を観察するとKG-2細 胞は腎および肺由来線維芽細

胞を破壊し線維芽細胞の間へ侵入するのが観察される

の に 対 し,皮 膚 由来 線維 芽 細 胞 が 破 壊 す る こ とな く

pileupし て1増 殖 す る の が 観 察 され た ・ こ の現 象 は

KG-2細 胞 と 線 維芽 細 胞 同 時 培養 系 に お け るtype

IVcollagenase産 生量 の多 寡 を よ く反 映 して い た ・

これ らの こ とは,線 維 芽細 胞 とい え ど もそ れ ぞ れ の臓

器 に よ り特異 性 が あ り腎細 胞 癌 に とって はorthoto-

picsiteで あ る腎 お よび転 移 好 発 部 で あ る肺 由 来 の線

維 芽 細 胞 転移 に 重 要 な役 割を 果 た して い る と考 え られ

た.

最 近,諸 家 に よ り各種growthfactorお よびcyto-

kineが 癌 細 胞 に お よ ぼす 影 響 に つ い て報 告 され て い

る10-13).Welchら11)はTGFβ ・を作 用 させ た ラ")ト

乳 癌 細 胞 で は72KDaお よび92KDaのtypeIV

collagenase産 生 が 著 明に 促 進 され て お り,尾 静 脈

か らこれ らの細 胞 を 注 入 した とこ ろTGF・ ・βiを 作 用

させ て な い も の と比 べ著 し く肺 転移 巣 が 増 大 した と報

告 して い る.さ らにFolkman12>,お よびLiottaら13)

はbFGFは,血 管 内皮 細 胞 の 増 殖 お よび 遊 走 を促 進

し,血 管 内 皮細 胞 のtypeIVcollagenaseお よ び

urokinaseの 産 生 を促 進 す る と報 告 した.ま たHGF

は,正 常 お よびtransformさ れた 上 皮 細 胞 の 遊走 を

促進 す る とされ て い る14).今 回 われ わ れ は 線維 芽細 胞

が産 生 す る と され るcytokineお よびgrowthfactor

がKG-2細 胞 のtypeIVcollagenase産 生能 にお よ

ぼす 影 響 を検 討 した と ころbFGF,TGF一 β、お よび

HGFは いず れ も比較 的 低 濃 度 でKG-2細 胞 のtype

IVcollagenase産 生 を促 進 した,し か し,こ れ ら抗

体 を用 い て 各種 線 維 芽細 胞 に お け る こ れ らgrowth

factorの 発 現 を検 討 した と ころbFGFお よびHGF

で は線 維 芽細 胞 間 で発 現 に差 を 認 め なか った が,TG-

F一β1は 腎 お よび 肺 由来 線 維 芽 細 胞 の細 胞 質 に 非 常 に

強 く発 現 を認 め た の に 対 し皮 膚 由来 線維 芽 細 胞 で は ほ

とん ど認 め な か っ た。 これ らの こ とはKG-2細 胞 を 用

い た ヌ ー ドマ ウス 転 移 モ デル に お い て,転 移 能 の 差

は 各臓 器 由来 の線 維 芽 細 胞 が 産 生す るTGF一 β・が 非

常 に 重 要 な 役 割を 果 た して い る と 考 え られ た.今 後

TGF一 β1の 中和 抗体 あ る いはTGF一 β、のreceptor

に 作用 し細 胞増 殖 を 抑 制 す るsuramine等 が 腎細 胞 癌

の転 移 抑 制 に有 用 か 否か 本 腫 瘍 転移 モ デル を 用 い て検

討 を 加 え る予 定 で あ る.

結 語

ヒト腎細胞癌の転移には腎および肺由来線維芽細胞

が分泌するTGF一 βiに より調節を受けるtypeIV

collagenaseが 重要な役割を演 じていると思われた.
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