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略語一覧 

 

CBB : coomassie brilliant blue 

DMEM : Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DTT : dithiothreitol 

ECL : enhanced chemiluminescence  

EDTA : ethylenediaminetetraacetic acid 

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay 

EMSA : electrophoretic mobility shift assay 

ERK : extracellular signal-regulated kinase 1 and 2 

FBS : fetal bovine serum 

HE : hematoxylin eosin 

HRP : horseradish peroxidase  

HUVECs : human umbilical vein endothelial cells 

IL : interleukin 

LAMP : lysosome-associated membrane protein  

MCP-1 : monocyte chemotactic protein-1 

M-CSF : macrophage colony-stimulating factor 

2-ME : 2-mercaptoethanol  

MIG : monokine induced by γ-interferon 

MHC : major histocompatibility complex 

MMP : matrix metalloproteinase 

NC-1 : noncollagenous fragment of collagen 18 

NF-κB : nuclear factor κB 
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OPG : osteoprotegerin 

PAGE : polyacrylamide gel electrophoresis 

PBS : phosphate-buffered saline 

PF-4 : platelet factor-4 

PMSF : phenyl-methyl-sulfonyl-fluoride 

PVDF : polyvinylidene fluoride 

RANK : receptor activator of the NF-κB 

RANKL : receptor activator of the NF-κB ligand 

SAM : significance analysis of microarray 

SDS : sodium dodecylsulfate  

SPF : specific pathogen-free 

TAM : tumor-associated macrophage 

TGC : thioglycollate 

TIMP-1 : tissue inhibitor of metalloproteinases-1 

TNFα : tumor necrosis factor α 

TRAIL : tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand 

T-TBS : tween20-tris buffered saline 
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要旨 

 

本研究は癌の増殖・浸潤機構におけるカテプシン Eおよび RANKL-RANKシグナルの役

割について追究したもので２つの章からなる。第１章では、アスパラギン酸プロテアーゼ

の一つであるカテプシン E の癌細胞における役割をヒト前立腺癌 ALVA101 細胞を用いて

解析した。ヒトカテプシン E 遺伝子を ALVA101 細胞に導入した際の性状変化を調べた結

果、in vitroでの細胞系では、導入細胞と導入していない細胞の間に増殖能に差異が認めら

れないものの、それらをヌードマウスの皮下に移植した in vivoの条件下では、カテプシン

E遺伝子を導入した癌細胞の方が有意に増殖が抑制された。抗体アレイ解析から、カテプシ

ン E遺伝子を導入した癌細胞から成る腫瘍は、mock導入癌細胞から成る腫瘍に比べて、エ

ンドスタチンを含む各種血管新生抑制分子が増加していることが示された。エンドスタチ

ンはタイプ XVIII コラーゲンから産生される強力な内在性血管新生抑制因子で、カテプシ

ン Eはタイプ XVIIIコラーゲンから特異的にエンドスタチンを産生することが in vitro系

で証明された。組織学的には、カテプシン E 遺伝子導入癌細胞から成る腫瘍は分葉状の形

態を呈しており、その周囲には肥厚した皮膚および皮下組織と発達した線維性被膜が顕著

であり、これらによって腫瘍の増大が抑制されている様子が伺えた。また、腫瘍周辺部に

マクロファージの浸潤増加と活性化亢進が認められた。さらにカテプシン E 遺伝子導入癌

細胞は、対照細胞に比べてマクロファージの遊走を強く誘導することがわかった。以上の

結果から、癌細胞に発現させたカテプシン E は、血管新生抑制と宿主免疫応答増強によっ

て腫瘍増殖を抑制することがわかった。 

第２章では、口腔扁平上皮癌細胞の顎骨浸潤と RANKL-RANKシグナルシステムとの関

連を検討した。口腔扁平上皮癌は舌や歯肉に好発するだけでなく、口腔底、口唇や口蓋に

も発生し、進行すると顎骨へ浸潤することが多く、顎骨浸潤はその予後を規定する重要な

因子となっている。口腔癌の顎骨浸潤の病理組織像を見ると、顎骨破壊部の最前線には多
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数の破骨細胞が存在し、活発に骨を吸収している像が見えることから、癌細胞が破骨細胞

の活性化を誘導することで顎骨を吸収し、さらに深部へと浸潤することが示唆される。そ

こで、破骨細胞形成因子である receptor activator of NF-κB ligand (RANKL)とその受容体

RANKからなるRANKL-RANKシステムと口腔扁平上皮癌による顎骨浸潤との関連を検討

した。口腔扁平上皮癌患者の腫瘍組織は RANKを発現しており、さらにヒト口腔扁平上皮

癌細胞株 BHY細胞と B88細胞は RANKを発現し、これらの細胞を RANKLで刺激すると

RANK の下流シグナルである NF-κB や ERK の活性化が認められた。in vitro において

RANKL が B88 細胞の遊走能を亢進し、この作用は RANKL と RANK の結合を妨げるデ

コイ受容体 osteoprotegerin (OPG)を添加することで抑制された。さらに、ヌードマウスの

咬筋に B88細胞を移植すると腫瘍の増大に伴って顎骨に腫瘍細胞が浸潤したが、OPGの局

所投与により B88細胞の顎骨浸潤が抑制された。これらの結果から、OPGの口腔扁平上皮

癌顎骨浸潤の治療薬としての有用性が示唆された。 
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第 1章 カテプシン Eによる血管新生阻害と免疫亢進を介した 

腫瘍増殖抑制効果 
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緒言 

現行の抗癌剤の多くは、核酸や細胞内シグナル伝達分子をターゲットにして癌細胞の増

殖を阻止する。そのため、癌細胞と正常細胞に対する影響に質的な差異を生じることが少

なく、これが抗癌剤の副作用・毒性の最大の要因となっている。したがって、抗腫瘍効果

の強いものほど副作用・毒性が強いため、癌の化学療法に際しては、それらの毒性を厳密

に管理しながら使用される必要がある。癌細胞の増殖や転移は宿主防御機構との相互作用

に大きく依存していることから、癌細胞が宿主免疫系と相互作用する微小環境は、副作用

の少ない抗癌剤を開発する際の有用なターゲットとなり得る。腫瘍血管新生は、癌細胞が

一定サイズ以上に増殖するためには必須の機構であり、抗腫瘍血管新生療法は腫瘍の進展

を抑制するのに有効な手段であると考えられてきた。さらに、アンジオスタチンやエンド

スタチンなどに代表される内在性血管新生阻害分子の発見は、これらの産生に関与するプ

ロテアーゼが腫瘍血管新生阻害療法の有効な標的分子となる得ることを強く示唆している。

一方、顆粒球、マクロファージ、NK細胞、Tおよび Bリンパ球などといった免疫系細胞は、

腫瘍部位における宿主免疫応答に重要な役割を果たしている。なかでも、マクロファージ

は貪食作用、抗原のプロセシング提示反応、tumor necrosis factor (TNF)α、interleukin 

(IL)-1、IL-6、IL-8などの産生促進による非特異的宿主防御反応等を介して悪性腫瘍におけ

る宿主防衛反応に強く寄与している(van Ravenswaay, C.H.H. et al., 1992, Naama, H.A. 

et al., 2001, Varney, M.L. et al., 2002) 。また、腫瘍部位に浸潤してきたマクロファージ

(tumor-associated macrophage, TAM)は、 tumor necrosis factor-related apoptosis 

-inducing ligand (TRAIL)の産生遊離を通じて腫瘍細胞特異的アポトーシスを誘導するこ

とが報告されている (Griffith, T.S. et al., 1999, Herbeuval, J-P. et al., 2003) 。このように、

腫瘍微小環境における多様な宿主防御反応は、癌の増殖・進展の抑制機構に密接に関与し

ており、これらの賦活化を誘導する方法論の開発は新たな抗癌療法を開くものと期待され

ている。 
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リソソーム性カテプシン(B, L, D など)やマトリックスメタロプロテアーゼ(matrix 

metalloproteinase; MMP-1, MMP-9など)の多くのタンパク分解酵素（プロテアーゼ）は、

種々のタイプの癌の発症・進展や悪性度に密接に関連する、いわゆる悪玉因子であること

が明らかにされている(Nomura, T. and Katunuma, N. 2005, Overall, C.M. and Kleifeld, 

O. 2006)。したがって、これらのプロテアーゼは悪性腫瘍を阻止するための有望な標的分子

として、抗癌剤として利用するために様々なプロテアーゼ阻害剤が開発されている。しか

し、プロテアーゼ阻害剤は、プロテアーゼ機能の多様性のために、当初期待されたような

結果を得るには至っていない。一方、悪玉因子としてのプロテアーゼが多い中にあって、

MMP-3, MMP-8, MMP-12などのマトリックスプロテアーゼは、腫瘍血管新生の阻害や臓

器特異的転移を仲介するサイトカインの分解を介して抗腫瘍作用を示すことが報告されて

いる(Overall, C.M. and Kleifeld, O. 2006)。最近、筆者らの研究室では、エンドリソソーム

性アスパラギン酸プロテアーゼであるカテプシン Eが、癌細胞表面から TRAILを特異的に

切断遊離して癌細胞をアポトーシスに誘導することを見出した（Kawakubo, T. et al., 

2007）。カテプシン Eはリンパ球や抗原提示細胞などの免疫系細胞に広く発現しているプロ

テアーゼであり、これらの細胞は活性化にともない活性型酵素としてカテプシン E を細胞

外に多量に分泌することが知られている(Nakanishi, H. et al., 1993, Sastradipura, D.F. et 

al., 1992, Tominaga, K. et al., 1998, Yanagawa, M. et al., 2006, Bennett, K. et al., 1992, 

Sealy, L. et al., 1996）。カテプシン Eは抗原提示細胞(マクロファージ、ミクログリア、樹

状細胞)では、主にエンドソーム内に活性型成熟酵素として存在し(Sastradipura, D.F. et al., 

1998, Nishioku, T. et al., 2002) 、リンパ球 (脾臓細胞、胸腺細胞) では、主に小胞体やゴ

ルジ体に不活性前駆体として存在する (Sakai, H. et al., 1989, Nishishita, K. et al., 1996, 

Nishioku, T. et al., 2002)。また、カテプシン Eはmajor histocompatibility complex (MHC)

クラスⅡを介した抗原提示機構において、外来性抗原のプロセシングに重要な役割を果た

していることが知られている(Bennett, K. et al., 1992, Sealy, L. et al., 1996, Chain, B.M. 
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et al., 2005)。筆者らの研究室のカテプシン Eノックアウトマウスを用いた個体ならびに細

胞レベルでの解析からも、本酵素が宿主防御機構に強く寄与していることが明らかにされ

ている(Tsukuba, T. et al., 2003, 2006) 。さらに、カテプシン Eノックアウトマウス由来の

マクロファージでは、主要なリソソーム性膜蛋白質の lysosome-associated membrane 

protein(LAMP-1、LAMP-2、LIMP-2)などが細胞内に蓄積してリソソーム性 pH が著明に

上昇し、マクロファージの免疫反応に関係する様々な機能が障害されていることが明らか

にされている (Yanagawa, M. et al., 2007) 。ヒト癌組織を用いた免疫病理学的解析では、

カテプシン E は癌細胞周辺に集積した免疫系細胞に発現上昇していることも報告されてい

る(Matsuo, K. et al., 1996) 。しかし、カテプシン Eの生体内における真の基質が未だ明ら

かにされていないことから、その生理的機能の詳細は依然として不明のままである。近年、

膵臓、肺、膀胱等、種々の癌における網羅的遺伝子あるいは蛋白レベルの解析によって、

本酵素の癌におけるバイオマーカーとしての有用性も示唆されている(Uno, K. et al., 2000, 

Ullmann, R. et al., 2004, Busquets, L. et al., 2006, Blaveri, E. et al., 2005, Wild, PJ. et 

al., 2005) 。さらに、胃癌においては、カテプシン Eが転移を抑制する重要な因子であるこ

とも示唆されている(Sakakura, C. et al., 2005) 。これらの知見は、カテプシン Eが癌の発

症・進展を抑制する善玉因子として働いている可能性を強く示唆している。 

第１章の研究は癌の増殖・浸潤機構におけるカテプシン E の役割を解明するために行わ

れたもので、癌細胞におけるカテプシン E の発現の有無が移植したモデル動物における癌

の増殖にどのような影響を与えるのか、また、その変化が腫瘍微小環境下における血管新

生機構や免疫反応にどのように関連しているのか等を分子細胞生物学的に解析した。 

 

 



 9 

実験材料および実験方法 

(１) 実験材料および試薬 

Balb/cAJc1-nu ヌードマウスおよび C57BL/6N マウスは九動（佐賀）より購入した。ヒ

ト前立腺癌細胞株 ALVA101は Dr. J.Y. Bahk(Department of Urology, Medical College of 

Gyeogsang National University, Korea)より供与された。ヒト臍帯静脈血管内皮細胞

HUVECs は TOYOBO(大阪)より、マウス悪性黒色腫細胞株 B16 は理研バイオソースセン

ター(茨城)より購入した。DMEM培地は日水製薬株式会社(東京)より購入した。牛胎児血清

(FBS)は Biomedicals, Inc. (Ca, USA)より購入し、非働化処理して使用した。10,000 U/ml

ペニシリン-10,000 mg/mlストレプトマイシン、2-メルカプトエタノール(2-ME)、カルシウ

ム・マグネシウム不含 PBS、ならびに OPTI-MEM培地は GIBCO(Gaithersburg, USA)よ

り購入した。Cell Counting Kit-8は同仁化学研究所(熊本)より購入した。抗ヒトエンドスタ

チン抗体は Cytimmune Sciencesより購入した。ECLウエスタンブロッティング検出試薬

は Amersham Biosciences(NJ, USA)より購入した。カテプシン E(Yamamoto, K. et al., 

1978) 、カテプシン B(Yamamoto, K. et al., 1983) 、カテプシン D (Yamamoto, K. et al., 

1985) 、ならびにカテプシン L (Bando, Y. et al., 1986)は先に報告した方法によって分離精

製 し た 。 さ ら に 蛍 光 基 質 KYS-1 [MOCAc-Gly-Ser-Pro-Ala-Phe-Leu-Ala-Lys 

(DNP)-D-ARG-NH2] (Yasuda, Y. et al., 2005)は、ペプチド研究所(大阪)より購入した。 

 

(2) 細胞培養 

ヒト前立腺癌細胞 ALVA101およびマウス悪性黒色腫細胞株 B16は DMEM(10% FBS、

100 U/mlペニシリンおよび 100 µg/mlストレプトマイシン含有)にて 5% CO2、37℃の条件

下で培養した。HUVECsは内皮細胞増殖培地(TOYOBO, 大阪)で培養した。 
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(3) カテプシン E安定性発現株の作製 

 pAGS412(Azuma, T. et al., 1989) をEcoRVとSmaIで制限酵素処理しヒトカテプシンE 

cDNAを得た。このヒトカテプシン E cDNAを含むフラグメントを pcDNA3.1(+)の EcoRV

サイトに組み込んだ。100 mmディッシュで 24時間培養したALVA101細胞にTransFastTM

トランスフェクション試薬(Promega, Madison, WI, USA) 45 µl を用いて 15 µg の

hCE/pcDNA3.1(+)発現ベクターを導入した。ネガティブ・コントロールとして空ベクター

pcDNA3.1(+)を ALVA101細胞に導入した。遺伝子導入してから 48時間後に培地を捨て、

500 µg/ml G418含有の新しい培地に交換した。2日おきに培地交換を行い、2週間後にG418

耐性の細胞を回収した。遺伝子組換え実験は九州大学遺伝子組換え実験指針に則り、機関

承認を受けて行った。 

 

(4) カテプシン E酵素活性の測定 

 カテプシン E 酵素活性は安田らの方法に若干の改良をして測定した(Yasuda, Y. et al., 

2005) 。具体的には 10 µl緩衝溶液(1 M 酢酸ナトリウム, pH 3.5)、10 µl KYS-1蛍光基質

(200 µM)と 80 µlのサンプル溶液を混和し、40℃で 10 分間反応させた。その後、0℃にて

2 mlの 5 %トリクロロ酢酸を加え反応を停止させた。蛍光強度の増加を励起波長 328 nm/

蛍光波長 393 nmで蛍光光度計(F-3010; 日立, 東京)にて測定した。 

 

(5) 細胞増殖率の測定 

 5×103 個の細胞を 96ウェルプレートに播種し、100 µl血清含有培地にて培養した。各々

の時間ごとに 10 µl Cell Counting Kit-8をウェルに加え、5% CO2、37℃の条件下で 1時間

培養し、反応終了後、テトラゾリウム塩 (WST-1; sodium 2-(4-lodophenyl)-3- 

(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium) が細胞内脱水素酵素により還元さ

れ生成することで生じた水溶性ホルマザンを吸光プレートリーダー Immuno Mini 
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NJ-2300 (Nalge Nunc International、東京) (450 nm)にて測定した。 

 

(6) ALVA101細胞のヌードマウスへの移植 

1×107 個の ALVA101/hCE細胞と ALVA101/mock細胞（それぞれ 0.1 ml PBSに懸濁）

を 8 週齢の雄ヌードマウスの左側腹部皮下に移植した。腫瘍の大きさはノギスを用いて 2

日おきに測定した。具体的に、(腫瘍体積)＝(a×b2)×0.52 [a: 腫瘍長径, b: 腫瘍短径]にて腫

瘍体積を換算した。移植 4~9週後に、腫瘍を摘出した。動物は SPF条件下で飼育した。動

物実験は、九州大学動物実験規則に則り九州大学総長の承認を得て行った。 

 

(7) B16細胞の C57BL/6Nマウスへの移植 

 前項と同様にカテプシン E遺伝子発現プラスミドを導入した細胞を作製し、1×107 個の

B16/hCE細胞と B16/mock細胞（それぞれ 0.1 ml PBS）を 8 週齢の雄 C57BL/6Nマウス

の左側腹部皮下に移植した。腫瘍の大きさはノギスを用いて 2 日おきに測定した。具体的

に、(腫瘍体積)＝(a×b2) ×0.52 [a: 腫瘍長径, b: 腫瘍短径]にて腫瘍体積を換算した。 

 

(8) 血管新生関連因子抗体アレイ 

マウス血管新生関連因子抗体アレイは RayBiotech, Inc. (Norcross, GA, USA)より購入し

た。製品プロトコールに記載されている方法で行った。移植後 64 日目に摘出した腫瘍を、

溶解緩衝溶液(PBS, 0.1% Triton X-100)にてホモジナイザーを用い破砕した。腫瘍抽出物を

27,000×g、30分間遠心し、不溶性画分を除いた。既製のトレーに抗体を配列したメンブレ

ンを置き、室温で 1時間ブロッキングした。その後、500 µgタンパク質サンプルを室温で

2 時間反応させ洗浄した。ビオチン化抗体と 2 時間反応させ洗浄した。ペルオキシダーゼ

(HRP)標識ストレプトアビジンを 2時間反応させ洗浄した。LAS-1000 plus (フジフィルム, 

東京)により撮影した。 
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(9) エンドスタチンの定量 

 エンドスタチンELISAキットはCytimmune Sciences (Rockville, MD, USA)より購入し

た。移植後 30日目に摘出した腫瘍を溶解緩衝溶液(PBS, 0.1% Triton X-100)にてホモジナ

イザーを用い破砕した。腫瘍抽出物を 27,000×g、30 分間遠心し、不溶性画分を除いた。

血清を移植後 30日目のマウスの眼窩静脈叢から採取した。腫瘍抽出物中と血清中のエンド

スタチンを定量した。 

 

(10) カテプシン群による in vitroでの NC1の分解 

 組み換え NC1 (0.275 µg)をカテプシン E, D, B, L, H (1×10-12 mol)と pH 6.0、37℃で 13

時間反応させた。カテプシン B, L, Hの反応液には 10 mM dithiothreitol (DTT)、1mM 

ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA)を加えた。SDS-PAGE は既報(Laemmli, U.K., 

1970)に従って行なった。試料とする細胞はピペッティングならびにセルスクレーパー

(NUNC 179693)にて回収し、遠心(4℃、5分間、2000回転)後、PBSで洗浄した。回収し

た細胞に、0.1% TritonX-100 ならびにプロテアーゼ阻害剤(10 µg/ml ロイペプチン、10 

µg/ml ペプスタチン A、 10 µg/ml E-64、 10 µg/ml エラスタチノール、 10 µg/ml EDTA)

含有 PBS を加えて溶解し、超音波破砕を行なった後、超遠心(4℃、105,000×g、30 分間)

により不溶成分を取り除き、細胞抽出液とした。細胞抽出液に可溶化緩衝液[4％ sodium 

dodecylsulfate (SDS)、 10% スクロース、 10 mM トリスアミノメタン(pH 8.0)、 1 mM 

EDTA]を入れ、還元条件化(2-ME 存在下)で 5 分間煮沸した後、SDS-PAGE を行なった。

SDS-PAGE 後、ウエスタンブロッティングを行なった。ゲル上のタンパク質をニトロセル

ロース膜(Advantec MFS, CA, USA)に転写させ(Towbin, H. et al., 1979) 、5%スキムミル

クでブロッキングを行い、T-TBS [0.3% Tween20、20 mM トリスアミノメタン、 0.5 M

塩化ナトリウム (pH 7.5)] で洗浄後、抗エンドスタチン抗体を 4℃で一晩反応させた。その

後、tween20-tris buffered saline (T-TBS)で十分に洗浄し、HRP標識・２次抗体（抗ウサ
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ギ抗体）を 4℃で一晩反応させ、T-TBS で十分洗浄した後、ECL 検出試薬で発色させ、

LAS-1000 plus (Fujifilm)により撮影した。 

 

(11) N末端アミノ酸シークエンス 

 SDS-PAGE後のゲル上のタンパク質を polyvinylidene fluoride(PVDF)膜に転写した。

coomassie brilliant blue(CBB) R-250染色し、カッターにて約 22 kDaのエンドスタチン

様断片のバンドを切り出し、ペプチドシークエンサー(アプライド・バイオシステム 473A)

にて N末端アミノ酸配列を決定した。 

 

(12) 管腔形成・破壊能の測定 

96 ウェルプレートをマトリゲル(50 µl/well)(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, 

USA)で 37℃、30分間コートした後、HUVECsを播種した。管腔形成能の測定においては

組み換えNC1 (0.275 µg)とカテプシンE, D, B, L, H (5×10-12 mol/well)をHUVECsと同時

に添加し、18 時間細胞を培養した。管腔破壊能の測定では HUVECs を播種してから 7 時

間後に NC1 とカテプシン群を添加し、さらに 13 時間細胞を培養した。生細胞をカルセイ

ン AM(1 µM; Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, USA)で蛍光染色し、蛍光顕微鏡で撮影

した。 

 

(13) hematoxylin eosin(HE)染色・免疫染色 

 移植 29日後の腫瘍を摘出し、10%ホルマリンで固定後、パラフィンに包埋した。切片を

HE染色した。さらに、F4/80、CD3の免疫染色を行った(Sastradipura, D.F. et al., 1998) 。

組織切片の作製はバイオ病理研究所(大分)に委託した。 
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(14) 腹腔マクロファージの調製 

 腹腔マクロファージは、8～12週齢 C57BL/6Nマウスに 4.05% thioglycollate (TGC)を

腹腔内投与(2 ml/マウス)し、投与 3.5日後にカルシウム・マグネシウム不含 PBSで腹腔内

を洗浄しながらマクロファージを採取した。採取後、100 mmディッシュに播き、10% FBS、

100 U/mlペニシリンおよび 100 µg/mlストレプトマイシン含有 RPMI1640培地にて培養

(37℃、5% CO2)した。2時間培養後、カルシウム・マグネシウム不含 PBSでよく洗浄し、

付着して残った細胞をマクロファージとして使用した。なお、実験に使用した細胞につい

ては、TGC 誘導マクロファージのマーカーである MAC-2 の免疫染色を行い、95%以上の

細胞が陽性であることを確認した。 

 

(15) マクロファージ遊走能の測定 

 5×104 個の ALVA101/hCE と ALVA101/mock 細胞を細胞遊走チャンバー(Becton 

Dickinson)の下層に播種した。2×105個の腹腔マクロファージをフィルター(8 µm ポアサ

イズ; Becton Dickinson)付きインサートに播種し、24 ウェルプレート上に置き、37℃、5% 

CO2で 2 時間培養した。フィルター上層の細胞を綿棒で擦り取り、下層の細胞をメタノー

ルで固定後、ヘマトキシリン染色を行った。無作為に選んだ 5 視野(倍率×200)の細胞数の

平均をフィルター下層に移動した細胞数とした。 

 

(16) 統計学的処理 

データに示した値はすべて平均±標準誤差で表した。各群の有意差検定は Student’s 

t-test を用いて行なった。すべての検定において、p<0.05 の値を以って有意であると判定

した。 
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結果 

１ 癌細胞の増殖に及ぼすカテプシン E遺伝子導入効果 

 癌細胞に発現するカテプシン E の生理的意義を解明するために、ヒトカテプシン E

遺伝子を発現ベクターを用いてヒト前立腺癌細胞株 ALVA101細胞に導入し、安定発現

株 ALVA101/hCEを樹立した。ALVA101細胞は多くのヒト前立腺癌細胞株の中でもカ

テプシン E の発現が非常に低い細胞株であることから、カテプシン E の発現が癌細胞

における性状や機能にどのような影響を与えるのかを解析するには適している。樹立し

た安定発現株 ALVA101/hCE 中のカテプシン E 活性を特異的蛍光基質 KYS-1 

[MOCAc-Gly-Ser-Pro-Ala-Phe-Leu-Ala-Lys(DNP)-D-ARG-NH2]を用いて測定した結

果、カテプシン E の活性は、対照とした ALVA101/mock 細胞と比較して、約 10 倍上

昇していることがわかった。各々の導入細胞株をヌードマウスの皮下に移植すると、

ALVA101/hCE細胞による腫瘍の増殖は、腫瘍移植後 35日後の時点で ALVA101/mock

細胞による腫瘍より有意に抑制された（図１A）。しかし、in vivoの結果に反し、in vitro

の細胞増殖率はこれら導入細胞株間で有意な差異は認められなかった（図１B）。この

ことは、in vivo における癌細胞の増殖が腫瘍部位の微小環境に強く依存していること

を示唆している。同様の結果は、マウス悪性黒色腫細胞株 B16細胞にカテプシン E遺

伝子を導入して樹立した安定発現株B16/hCE細胞を同系のC57BL/6Nマウスの皮下に

移植し、癌の増殖を対照の B16/mock細胞を移植した場合と比較した実験からも得られ

た。つまり、ALVA101 細胞の場合と同様に、B16/hCE 細胞による腫瘍の増殖が

B16/mock細胞による腫瘍よりも抑制された（図１C）。 
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２ カテプシン Eの血管新生機構への関与 

 最近、血管新生は固形癌の増殖や転移において必要かつ不可欠であることが報告され

ている(Folkman, 1989, Kim, K.J. et al., 1993, Millauer, B. et al., 1994) 。局所におけ

る血管新生は、その部位における血管新生促進因子と血管新生抑制因子のバランスによ

って制御されていることから、ALVA101/hCE細胞によって形成されたヌードマウスの

腫瘍増殖が ALVA101/mock 細胞による腫瘍増殖より抑制された理由の一つとして、前

者では後者に比べて腫瘍部位における血管新生が阻害されている可能性が考えられた。

そこで、血管新生関連分子抗体アレイを用いて、それぞれの腫瘍抽出物中の血管新生関

連因子の発現レベルを解析した。ALVA101/hCE細胞を移植したヌードマウスからの腫

瘍抽出物は、 ALVA101/mock 細胞の腫瘍と比べて、 IL-12(p40/p70)および

MIG(monokine induced by γ -interferon)の発現レベルが有意に上昇し、

TIMP-1(tissue inhibitor of metalloproteinases)や PF(platelet factor)-4の発現レベル

が有意に減少していた（図２）。IL-12、MIG は抗腫瘍分子として腫瘍増殖を抑制し、

一方、TIMP-1 は細胞の増殖因子として腫瘍増殖を促進することが示唆される。PF-4

は内皮細胞の増殖と血管新生を阻害すると言われているが、こうした知見と一見矛盾す

るような PF-4発現量の低下は、この分子の多面的な性質や多様な生理機能によるかも

しれない。これらの結果は、ALVA101/hCE細胞を移植したマウスでは、ALVA101/mock

細胞を移植した動物に比べて、腫瘍血管新生が抑制される傾向にあることを示している。

このことは、以下の実験結果からも検証された。すなわち、内在性血管新生阻害因子の

中で最も強力な血管新生阻害因子であるエンドスタチンの発現の差異を ELISA kit を

用いて測定した結果、ALVA101/hCE細胞を移植したヌードマウス腫瘍抽出物のエンド

スタチン量は、ALVA101/mock 細胞を移植した腫瘍と比較して明らかに高いことが示

された（図３）。さらに興味あることに、血清中のエンドスタチン量も ALVA101/hCE

細胞を移植したマウスの方が ALVA101/mock 細胞を移植したマウスよりも有意に高か
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った。これらの結果から、カテプシン E を発現させた癌細胞は、対照細胞に比べて、

移植した腫瘍部位において血管新生阻害因子をより多く産生し、腫瘍血管新生を抑制し

て腫瘍増殖を抑制していることが明らかとなった。 






















































































































