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論 文 内 容 の 要 旨

癌治療において癌転移の制御は最も重要な課題の一つである｡ そこで痛転移機構に深く関与する細胞運動に関して研究し

た｡細胞運動を抑制するマウスモノクローナル抗体を作製した｡Balb/Cマウスにヒト大腸癌細胞株 RPMI4788を接種免疫

し,B細胞とマウスミエローマ細胞 sp2を融合 しハイブリドーマを作製しマウスモノクローナル抗体を得た｡Boydon

chamberを応用した直径 8pmの小穴が無数にあいたTranswellを用いてRPMI4788が通過するのを抑制する抗体を選別し,

細胞運動を抑制していることを確認するために,phagokinetictrackassayを用いた｡この中の一つがMH8-4抗体で有意

に細胞運動を抑制した｡ウエスタンプロテイングにおいて140kDの蛋白を認識していた｡RPMI4788からcDNAライブラ

リーを作製LpDREFベクターにライゲ-ションした後,Raji細胞にエレクトロポレーションL細胞表面に発現させ,

MH8-4抗体を用いmagneticcellsorting(MACS)にてクローンを選んだ｡エピトープを検討したところ,cDNAクロー

ニングの結果,integrinα3とほほ一致した｡ヒト大腸癌転移症例40例の原発巣と転移巣において,MH8-4抗体用いた免疫

染色で,27.5%の症例でintegrinα3の発現は原発巣に比し肝転移巣で減弱し,原発巣より肝転移巣で増強している症例は

なかった｡即ちintegrinα3の発現の減弱は大腸癌における転移能と関係していることが示唆された｡ 大腸癌114症例におけ

る免疫染色,RT-PCRでの検討では,52.6%でintegrinα3は陽性で,integrinα3の減弱はリンパ節転移 (p-0.002),壁

深達度 (p-0.017),臨床病期 (p<0.001)と有意に相関していた｡Disease-freesurvival,overallsurvivalで,integrin

α3の減弱は大腸癌患者の予後不良因子であった (P<0.001,<0.001)｡多変量解析でintegrinα3は独立した予後因子であ

った (p-0.036)｡

次に大腸癌が進展する過程でのintegrinα3と他の因子との協調関係を調べた｡正常組織においてintegrimα3と複合体を

形成する膜4回貫通蛋白の中で転移抑制因子であるMRP-1/CD9とKAIl/CD82との関係を免疫染色,RT-PCRを用い,

各々の発現程度をプロットし相関係数を求めた｡病期 Ⅰではintegrinα3とMRP-1/CD9,KAIl/CD82は有意に相関して

いたが,病期が進行するに連れて相関関係が認めなくなり,癌化に伴ってその複合体が崩壊し転移が起こっていくと考えら

れた｡

一方,痛転移進展には血管新生が関与し,その制御も癌治療において重要である｡ 前述の抗体の作製と同様に,細胞運動

を抑制するマウスモノクローナル抗体を作製した｡ さらに血管新生に与える影響を検討 した｡Matrigelでコー トされた

Transwellで,ヒト腰帯静脈内皮細胞 (HUVEC)の運動を抑制する抗体MH8-11を選別した｡この抗体がもう一つの血

管新生の機構である管腔形成能に与える効果を調べた｡MH8-11抗体はMatrigel上でのHUVECの管腔形成能を有意に阻

害した｡MH8-11抗体を用いたウエスタンプロテイングでは165kDの蛋白を認識し,クローニングした結果,エピトープ

はaminopeptidaseN(APN)/CD13とほぼ一致した｡MH8-11抗体を用いヒト大腸癌症例114例でAPN/CD13の発現を検

討したところ,APN/CD13は壁深達度と有意に相関していた (p-0.025)｡またdisease-freesurvival,overallsurvivalに

おいて,APN/CD13陽性群では有意に予後不良であった (p-0.014,0.033)｡リンパ節転移陽性の症例群で有意に予後不
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良でありリンパ行性転移との関係が示唆された｡多変量解析ではAPN/CD13は独立した予後因子であった (p-0.023)0

即ち腫癌でのAPN/CD13の発現が血管新生に関与し,血管内皮の細胞運動をコントロールすることが,管腔形成を抑制し,

痛の転移進展抑制に重要であることが示唆された｡最近,APN/CD13が新生血管に強発現し,その血管に特異的にNGR

peptideがhomingL,抗血管新生療法の標的となりうるなどの報告が散見され,注目されている分野の一つであるといえ,

今回の研究結果からも大腸癌に対する抗体療法や遺伝子治療の新しい可能性を示唆するものと考えられた｡

大腸癌においてintegrinα3,APN/CD13が細胞運動,血管新生に重要であることが確認され,さらなる痛転移機構の解

明とその制御が今後の痛治療において展開されると期待される｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

痛治療において痛転移の制御は最も重要な課題の一つであり,癌転移機構に深く関与する細胞運動に関して研究した｡大

腸癌細胞運動を抑制するマウスモノクローナル抗体を作製した,MH8-4抗体は有意に細胞運動を抑制し,140kDの蛋白を

認識していた｡エピトープは,integrinα3とほほ一致した,ヒト大腸癌転移症例の原発巣と転移巣において,MH8-4抗体

を用いた免疫染色で,integrinα3の発現は原発巣に比し肝転移巣で減弱し,integrinα3の減弱は大腸癌患者の予後不良因

子であった｡Integrinα3の発現は大腸癌における転移能と関係していることが示唆された｡

さらに,大腸癌でintegrinα3と複合体を形成するMRP-1/CD9とKAIl/CD82との関係を検討したところ,癌化に伴

いその相関関係は消失し,その複合体が崩壊する可能性が示唆された｡

痛転移進展には血管新生が関与し,その制御も,癌治療において重要である｡ 癌細胞運動を抑制するマウスモノクローナ

ル抗体を作製し,さらに血管新生に関わる血管内皮細胞運動に注目し,ヒト腰帯静脈内皮細胞 (HUVEC)の運動も抑制す

る抗体MH8-11を選別した｡MH8-11抗体は165kDの蛋白を認識し,エピトープはaminopeptidascN(APN)とほぼ一

致した｡この抗体はHVNECの管腔形成能も阻害し,APNは血管新生にも関わることが確認された｡大腸癌症例でAPN

陽性群では有意に予後不良であった｡APNは血管新生に関与し,大腸癌の転移進展に重要であることが示唆された｡

以上の研究から,大腸癌転移機構においてintegrinα3,APNが細胞運動,血管新生に重要であることが解明され,大腸

癌治療に寄与するところが多い｡

したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める,

なお,本学位授与申請者は,平成14年1月10日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認められたものであ

る｡
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