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病態生化 学 部 門

教授 済木育夫 （医学博士）

助教授 中 島松 （医学博士）

助手 村 回 純 （理学博士）

技官 林 和子

病態生化学部門は病態の生化学研究を行うとともに，和漢薬を含む種々の薬物の病態に及ぽす効果を生

化学的，免疫学的，あるいは遺伝学的に研究することを目的としている。和漢薬を中心に，構造の明かに

された成分あるいは化合物を用いて，種々の病態（癌，アレルギーなどの疾患）に有効な薬物の探索とそ

の作用機序を分子レベルて事解明する。また，「証」といわれる病態変化を遺伝子工学的，免疫学的手法等を

駆使してその遺伝的背景を解析し，薬物の効果発現との関連性からその科学的基盤を解明する。

I .癌および癌転移の抑止に関する基礎的研究

1）癌および癌転移の抑制物質の探索（伝統薬物を中心に）

2）癌の悪性化・進展モデルの確立とその分子機序の解析

3）癌ワクチンを指向した免疫遺伝療法の開発と免疫力増強物質の検索

4）同所移植性転移モデルにおける転移の臓器特異（選択）性とその機序の解析

5）細胞接着の制御に基づく浸潤・転移の抑制

6）基底膜分解酵素の転写・産生・分解レベルでの阻害物質の探索

II.免疫抑制に関する基礎的研究

1）アレルギー性／炎症性疾患モデルの確立と有効物質（抑制／増強）の探索

2）マクロファ←ジによる臓器移植片および癌細胞の排除機構に関する研究

3）免疫応答調節機構解明と和漢薬への応用

III .細胞の機能制御とシグナル伝達機構の解析

1）自己分泊、型運動因子の特性とそのレセプターの解析

2）細胞運動と細胞内調節分子の関連性の解析

3）神経ペプチドによる細胞浸潤の制御と細胞内機能分子の関与

。原著

1 ) Young H., Murata J ., Clair T ., Polymeropouos 

M. H., Torres R., Manrow R. E., Liotta L. A. 

and Stracke M. L.: Cloning, chromosomal 

localization, and tissue expression of autotax-

in from human teratocarcinoma cells. Bio・

chem. Biophys. Res. Commun., 218 : 714-719, 

1996. 

Autotaxin, a potent human tumor cell motility-

stimulating exophosphodiesterase, was isolated and 

cloned from the human teratocarcinoma cell line 

NTera2DI. The deduced amino acid sequence for 

the teratocarcinoma autotaxin has 94 % identity to 

the melanoma-derived protein, 90 % identity to rat 

brain phosphodiesterase I/nucleotide pyrophos-

phatase (PD-I立φ）, and 44 % identity to the plasma 
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Fig. 1 Differential tissue expression of ATX. Northern blots were prepared usins 2 μg/ 
well of poly-(A) mRNA from multiple human tissues. A[32P] radiolabeled 776 bp 
cDNA fragment from teratocarcinoma A TX was used as probe. ATX expression is 
highest in brain, placenta, ovary and small intestines. 

cell membrane marker PC-1. Utilizing polymerase 

chain reaction screening of the CEPH Y AC library, 

we localized the autotaxin gene to human chromo-

some 8q23-24. Northern blot analysis of relative 

mRN A from multiple human tissues revealed that 

autotaxin mRNA steady state expression is most 

abundant in brain, placenta, ovary, and small intes-

tine (Figure 1) . 

2 ) Saiki I., Koike C., Obata A., Fujii H., Murata 

J., Kiso M., Hasegawa A., Komazawa H., 

Tsukada H., Azuma I., Okada S. and Oku N. : 

Functional role of sialyl Lewis X and fi-

bronectin-derived RGDS peptide analogue on 

tumor cell arrest in lungs followed by 

extravasation. Int. J. Cancer, 65 : 833-839, 

1996. 

Fig. 2 -PET image of [2-'"F]FDG-labelled cell accumulation in lungs. C57BL/6 mice were 
injected with [2 -18F] FDG -labelled melanoma cells (5×105) with or without SLex I 
liposomes, Me-SLex /liposomes, empty liposomes (3 nmol as EPC), or Ar (DRGDS) 3・The
emission scan of PET was started immediately after tumor injection and performed over 
90 min. 



ABSTRACT : The present study demonstrated 

that synthetic sialyl Lewis X (SLex) as a ligand for 

selectins and fibronectin -derived RGDS peptide 

analogue [Ar (DRGDS) 3] inhibited lung metastasis 

produced by i.v.co injection of B16-BL6 melanoma 

cells. To investigate their inhibitory mechanisms in 

a living animal, we performed positron emission 

tomography (PET) analysis after i.v. inj配 tionof [2-

18F] 2-fluoro-2-fluoro 2 deoxy D glucose-labeled 

tumor cells with or without liposomal SLex or Ar 

(DRGDS) 3. The real-time PET measurement for 

first 120 min started immediately after injection 

showed that tumor cell arrest i.e. accumulation in 

the target organ (lung) was remarkably inhibited 

by liposomal SLex, but not inhibited by Ar 

(DRGDS) 3 or liposomal Me -SLex which is not 

recognized by selectins (Figure 2). In contrast, Ar 

(DRGDS) 3 inhibited the invasion of B16-BL6 cells 

into reconstituted basement membrane (Matrigel) 

following the tumor arrest, whereas SLex or Me-

SLex-entrapped liposomes did not affect tumor 

invasion. In the metastatic processes containing 

tumor cell lodgement and arrest in the target organ 

followed by extravasation (invasion) , SLex resulted 

in the inhibition of initial arrest of tumor cells, 

presumably tumor-endothelium interaction, while 

Ar (DRGDS) 3 achieved the inhibition of tumor 

invasion into basement membrane at later steps of 

the cascade, consequently leading to the inhibition 

of metastasis. Thus, t凶norcell arrest in lungs in the 

metastatic processes must be precisely and properly 

controlled by different adhesion molecules at differ-

ent stages, which are similar to those observed in 

leukocyte-endothelium interaction. 

3) Sato K., Yoo Y. C., Matsuzawa K., Watanabe 

R., Saiki I., Tonσ唱ikaS. and Azuma I. : Tolerance 

to the anti~metastatic effect of lipopolysac-

charide against liver metastasis of tumor in 

mice. Int. J. Cancer, 66: 98-103, 1996. 

We describe the involvement of endotoxin toler-

ance in the refractoriness of its anti metastatic 

effect against murine syngeneic tumors. Three i.v. 

administrations of LPS at intervals of 4 days after 

tumor inoculation inhibited liver metastasis of 

L5178Y勘'IL25cells, whereas 3 consecutive i.v. 

administrations of LPS showed only a slight sup-
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pressive effect. Multiple i.v. administrations of LPS, 

synthetic lipid A, its synthetic derivative DT-5461, 

Staphylococcus aureus (S. aureus) BioParticles or 

Staphylococcal enterotoxin B (SEB) on days 1, 5 

and 9 after tumor inoculation inhibite~ liver metas-

tasis of T lymphoma cells in normal mice. The anti-

metastatic effects of LPS, synthetic lipid A or DT-

5461 but not S. aureus BioParticles or SEB were 

diminished in mice injected with LPS at daily inter-

vals for 7 days before tumor inoculation. Mice 

receiving 3 consecutive i.v. administrations of LPS 

at daily intervals exhibited suppression of LPS 
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Fig. 3 Suppression of LPS-induced protein tyrosine 
phosphorylation in macrophages from LPS-toler・
ant mice. Three CDFl mice per group were given i. 
v. injections of 10 μg/mouse of LPS on the indicat-
ed days, and仕iemacrophages were obtained 3 days 
after the last injection. The cells (5×106) were 
either unstimulated (lane 1, 3, 5) or incubated (lane 
2, 4, 6) with LPS (0.1 μg/ml) for 20 min at 37℃． 
The cell lysates (a) or the immunoprecipitations 
with anti MAP kinase anti sera ( b) were 
fractionated by SDS PAGE and blotted onto PVDF 
membranes, as described in “Material and 
Methods”. Tyrosine-phosphorylated proteins were 
detected by ECL using HRP-conjugated anti-phos-
photyrosine MAb. Lanes 1 and 2, normal mice ; 
lenes 3 and 4, mice given 3 injections of LPS at 
intervals of 4 days ; lanes 5 and 6, mice given 3 
consecutive injections of LPS. 
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induced production of endogenous tumor necrosis 

factor-a (TNF-a), tumoricidal activity of macro-

phages, and natural killer (NK) activity of 40 

splenocytes when compared with those of normal 

mice. Macrophages from mice receiving consecu-

tive daily i.v. administrations of LPS for 3 days 

showed reduction of LPS-induced tyrosine phos-

phorylation of several intracellular proteins, includ-

ing p4zmapk /ERK2 when compared with that of the 

cells obtained from normal mice (Figure 3). These 

data suggest that the LPS-induced anergic state of 

monocytes I macrophages plays a crucial role in 

endotoxin tolerance with reapect to the metastasis 

of T lymphoma in the liver. 

4) Fujii H., Inobe M., Kimura F., Murata J., 

Murakami M., Onishi Y., Azuma I., Uede T. 

and Saiki I. : Vaccination of tumor cells trans-

fected with B7-1 ( CD80) gene induces the anti-

metastatic effect and tumor immunity in 

mice. Int. J. Cancer, 66 : 219-227, 1996. 

ABSTRACT : The present study demonstrated 

that the transfection of B7 1 or its variant恥1B72 

genes into MHC class 1+ tumor cells (Bl6-BL6 or 

Kl735 M2 melanoma) resulted in the remarkable 

reduction of lung metastasis caused by the i.v. injec『

tion into immunocompetent syngeneic mice. How-

ever, i.v. injection of the transfectants into T cell 

deficient nude mice did not affect reduction of lung 

tumor colonies as compared with parental wild 

type tumors, suggesting that such inhibitory effect 

was closely associated with T cell -mediated 

responses. The reduced metastasis of B7+ tumor 

cells consequently led to the significant prolonga-

tion of mice survival. Expression of B7 on tumor 

cells did not influence the tumorigenicity in vivo and 

tumor cell invasion into basement membrane 

Matrigel in vitro. We also found that immunization 

of X irradiated B7 transfectants was effective as a 

tumor vaccine for preventing lung metastasis 

caused by i.v. injection of B7-parental Bl6 BL6 

cells, but not effective against other syngeneic 3LL 

tumors. Thus, B7 mediated antimetastatic effect 

was tumor specific. Vaccinations of irradiated B7+ 

tumor cells before and after surgical excision of the 

inoculated primary B7 tumors on day 21 achieved 

effectively the prevention of spontaneous lung 
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Fig. 4 Effect of multiple immunization with 
irradiated B7 transfected cells on spontaneous lung 
metastasis produced by intra-footpad injection of 
B16-BL6 melanoma cells. Seven C57BL/6 mice per 
group were inoculated s.c. with 5×105 viable Bl6-
BL6 cells into right hind footpad. Subcutaneous 
immunization with 106 irradiated B7 12 6 or VS 
cells was begun on day 1 after tumor inoculation, 
and treatment was performed 2, 3 or 4 times at a 7 
day interval. Surgical excision of primary tumors 
was carried out on day 21, and w巴rekilled on day 
35 after tumor inoculation. •ρ ＜ 0.001 compared 
with non immunized control by Student’s 2 tailed t 

test. 

metastasis (Figure 4). This is a first reports that 

vaccination of irradiated B7+ tumor cells led to a 

therapeutic effect on established tumor metastasis 

model. 

5) Oku N., Tokudome Y., Koike C., Nishikawa 

N., Mori H., Saiki I. and Okada S.: Liposomal 

Arg -Gly -Asp analogs effectively inhibit 

metastatic B16 melanoma colonization in 

murine lungs. Li，た Science,58 (24) : 2263-2270, 

1996. 

Analogs of a synthetic peptide having the L ar-

ginine L glycine L aspartic acid (RGD) sequence 

have been found to decrease metastatic coloniza-

tion. To enhance the metastasis suppressing effi-

cacy of these analogs, we sough to stabilize these 
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Fig. 5 Effect of liposomal RGD on experimental 
lung metastasis. Liposomal RGD (0.6 μmol RGD 
derivative equivalent to ca. 0.2 mg as RGD moiety/ 
mouse) as well as free GRGDS were co injected 
with Bl6-BL6 cells (1×105 cells/mouse) into a tail 
vein of male mice (n=5), At day 14, the mice were 
sacrificed under anesthesia, and the metastatic 
colonies in lungs were examined. Colony numbers 
are experssed as percent of control and SD, where 
the colony number of control was 94.8±14.9. 
＊ρ＜0.05，叫ρ＜0.01 vs. PBS control. Similar result 
was obtained in a separate experiment. 

analogs and to prolong their circulation time by 

incorporating them into a liposomal formulation. 

Various structures of RGD analogs grafted to 

hydrophobic groups were synthesized and then 

incorporated into liposomes. Liposomes composed 

of distearoylphosphatidylcholine, cholesterol, dipal-

mitoylphosphatidylglycerol and appropriate RGD 

analogs were injected intravenously along with 

B16BL6 murine melanoma cells into mice. Liposomal 

RGD (0.6m mol of the analog equivalent to ca. 200 

mg RGD peptides) inhibited lung colonization up to 

76 % (Figure 5). This dose is an order of magnitude 

lower than that for comparable inhibition reported 

for free RGD. Multi dose administration of 

liposomal RGD (0.15m mol of the analog) also 

inhibited the spontaneous lung metastasis of cells 

from a primary tumor site of B16BL6 cells sub-

cutaneously implanted into footpad of mice. Taken 

together, our data indicate that liposomal RGD may 

serve as a useful anti metastatic agent. 

6 ) Ohnishi Y., Fujii H., Kimura F. Mishima T., 
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Murata J., Tazawa K., Fujimaki M., Okada F., 

Hosokawa M. and Saiki I : Inhibitory effect 

of a traditional Chinese medicine, Juzen-taiho-

to on progressive growth of weakly malig-

nant colne cells derived from murine fibrosar-

coma. Jpn. J. Cancer Res., 87: 1039-1044, 1996. 

We have investigated the inhibitory effect of oral 

administration of Juzen -taiho -to, a Kampo 

(Chinese herbal) medicine, on progressive growth 

of a mouse fibrosarcoma. Spontaneously regressive 

QR-32 tumor cells were able to grow progressively 

in vivo when a foreign body, gelatin sponge, where-

as QR-32 cells alone gradually grew for over 15 

days after inoculation and thereafter regressed or 

up to Z5 days. Oral administration of Juzen taiho to 

(40 mg/day/mouse) for 7 days after inoculation of 

QR-32 cells with gelatin sponge resulted in signifi-

cant inhibition of tumor growth and prolongation of 

the survival of the tumor-bearing mice (Figure 6). 

Thus growth-inhibitory effect of Juzen-taiho to 
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Fig. 6 Effect of Juzen taiho to on the growth of QR 
32 fibrosarcoma after coimplantation with gelatin 
sponge. Five to ten C57BL/6 mice per group were 
inoculated s.c. with QR -32 cells (105) with or 
without gelatin sponge (10×5×3 mm size). Juzen 
taiho to (40 mg I day I mouse) was administered 
orally for 7 days after tumor inoculation. Tumor 
growth was measured as a function of time after 
implantation and calculated as average diameter 
(mm) of the long and short axes. （ロ）， QR-32 
alone ; ( o), QR 32 +gelatin sponge ; （・）， QR 32+ 
gelatin sponge十fuzen taiho to. ＊ρ＜ 0.01 as 
compared with the control (QR -32 + gelatin 
sponge) by Student’s two-tailed t test. 
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observed on day 25 was dose-dependent over the 

dose range from 4 to 40 mg/day. Treatment with 

Juzen-taiho-to for 7 days before tumor inoculation 

with gelatin sponge also significantly suppressed 

tumor growth examined on day 25, as did the admin-

istration of bismuth subnitrate, which is well known 

to induce metallothionein, an antioxidant. On the 

other hand, inoculation of progressed tumor cells 

(QRsP) resulted in growth without gelatin sponge, 

leading to death in syngeneic mice. Administration 

of Juzen-taiho to for 7 days after tumor inoculation 

of QRsP cells resulted in a decrease of the tumor 

growth and prolongation of the survival of mice, but 

the effect was than that on the growth of QR-32 

regressor tumor after tumor inoculation with gela-

tin sponge. These results suggest that the inhibitory 

effect of Juzen-taiho-to is partly assosiated with 

prevention of gelatin sponge-elicited progressive 

growth, probably mediated by endogenous factors 

including antioxidant substances, in addition to the 

augmentation of host-mediated antitumor activity. 

7) Nishimura T., Watanabe K., Yahata T., Usha・

ku L., Ando K., Kimura M., Saiki I., Uede T. 

and Habu S. : Application of interleukin 12 to 

antitumor cytokine and gene therapy. Cancer 

Chemother. Phαrmacol., 38 : (suppl) 27 -34, 

1996. 

Early phase 
MHC-unrestricted 

Emergency effector cells 

Abstract : In vivo administration of interleukin 12 

(IL-12) at 2000 U/mouse induced IL-12-activated 

killer (IL-12AK) cells in parallel with an elevation 

in serum interferon-g (IFNγ） activity. Although 

NKl.l +CD3-natural killer cells are the major pre-

cursor of IL-12AK cells, asialo GMl十CD8+ T-cells 

were also demonstrated to be novel precursors. 

Such anomalous killer cells may play an important 

role in the early stages of the host defense mecha-

nisms against tumors. It was also shown that IL-12 

is effective in inducing tumor-specific cytotoxic T 

lymphocytes. Consistent with these data, IL 12 had 

marked activity against various kinds of estab-

lished tumors when given systemically. Mice cured 

of tumors by IL 12 treatment acquired tumor spe-

cific T-cell immunity. Moreover, we initially demons-

trated that IL 12 was effective in preventing and 

inhibiting the growth of primary tumors induced by 

the chemical carcinogen methylnitorsourea using c-

Ha ras transgeneic mice. Finally, we investigated 

the application of IL-12 to antitumor gene therapy. 

Transfer of the IL 12 gene into A20 B-lymphoma 

cells resulted in the continuous production of IL 12 

and caused abrogation of in vivo tumorigenicity. 

Tumor cells transfected with the IL-12 gene are 

potentially a good tool as a tumor vaccine, as they 

effectively induced IL 12 AK cells, IFN g produc-

Late phase 
MHC”restricted 

Fig. 7 Possible mechanisms underlying IL 12 induced antitumor activity in vivo 



tion, and tumor specific protective immunity. 

Although B16-BL-6 melanoma cells, which are a 

highly metastatic subclone of B16 melanoma cells, 

showed resistance to IL-12 gene therapy, combina-

tion therapy with the B7 1 gene and systemic IL-12 

administration almost completely inhibited tumor 

metastasis. Similar results were obtained using B16 

BL-6 melanoma cells transfected with both B7-1 

and IL 12 genes. These results suggest that IL 12 is 

a promising cytokine for antitumor cytokine and 

gene therapy (Figure 7) . 

8) Nishikawa N., Komazawa H., Orikasa A., 

Yoshikane M., YamaguchiJ., Kojima M., Ono 

M., Itoh I., Azuma I., Fujii H., Murata J. and 

Saiki I. : Synthesis and biological properties 

of partially modified retro and retro-inverso 

pseudo peptides of Arg -Gly -Asp (RGD). 

Bioorg. Med. Chem. Lett., 6(22) : 2725-2728, 

1996. 

Abstract : Partially modified retro and retro 

inverso peptide analogs of Arg-Gly Asp (RGD) 

Scheme 1 
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were synthesized (Scheme 1 & 2) and examined 

their inhibitory effects on experimental lung metas-

tasis of murine melanoma and adenosine 5-.diphos-

phate (ADP) induced platelet aggregation. The 

analogs showed efficient therapeutic potency for 

the tumor metastasis but low inhibitory effect on 

ADP induced platelet aggregation. 

9) Fujii H., Nishikawa N., Komazawa H., Ori-

kasa A., Ono M., Itoh I., Murata J., Azuma I. 

and Saiki I. : Inhibition of tumor invasion and 

metastasis by peptidic mimetics of Arg-Gly-

Asp (RGD) drived from the cell recognition 

site of fibronectin. Oncology Res., 8(9) : 333-

342, 1996. 

The partially modified retro-and retro-inverso 

peptides of the Arg Gly Asp (RGD) sequence of 

fibronectin, in which the direction of the Arg resi-

due is reversed and/ or the chirality of the amino 

acid residue is inverted, i.e. mainly Rrev-COCH2CO 

D and 0Rrev一COCH2CO-D,have been synthesized to 

examine their antimetastatic effects in murine lung 

Bzl-Br HCI 
Boc-Arg(Mts）与 Boc-Arg(Mts）・OBzl Arg(Mts）・OBzl・HCI

NaHC03, 1,4・dioxane
DMF 
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Fig. 8 Structure of RGD (models on left) and Rrev 
COCH2CO D (models on right) peptides. Top : 
front view , bottom : side view. 

or liver metastasis models, as well as their inhibi-

tory effect on tumor cell invasion in vitro. Rrev 

COCH2CO D inhibited lung metastasis produced by 

i.v. coinjection with Bl6 -BL6 melanoma more 

potently than did other pseudo peptides or the 

original RGDS peptide. Rrev COCH2CO D also 

showed anti-metastatic effects against several dif-

ferent types of tumor cells such as Bl6 BL6 mela-

noma, Colon26M3.l carcinoma and L5178Y一ML25

lymphoma cells, in a dose dependent manner, and a 

therapeutic effect on spontaneous lung metastasis 

by multiple administrations. The invasion of melanoma 

cells into reconstituted basement membrane 

Matrigel in vitro was suppressed by Rrev-COCH2CO 

D more effectively than by RGDS. These results 

indicate that the anti-metastatic effect by Rrev-

COCH2CO D was in part due to the inhibition of 

timor invasion. The RGDS peptide decomposed 

when incubated with fresh plasma in vitro, wheres 

Rrev-COCH2CO D was not affected by the treat-

ment. Thus, the reversion of the Arg-Gly linkage in 

the RGD sequence results in protease resistance 

leading to the retardation of the clearance of the 

peptide in vivo, and consequently augment its anti 

metastatic and anti-invasive properties. Designed 

peptide analogues may provide various advantages 

and be useful for preventing cancer metastasis 

(Figure 8). 

。学会報告等

1 ）済木育夫：特別講演「細胞接着の制御に基づく癌

転移の抑止’接着相互作用の阻害と克進」，第 9回

関越 UFT研究会， 1996, 1 ' 27，埼玉．

2）済木育夫：シンポジウム「新しい化学療法標的分

子阻害剤のスクリーニング法」基底膜浸潤阻害物

質，第 B回日本臨床腫痕研究会， 1996, 2' 17, 

名古屋．

癌の転移は，癌細胞の原発巣からの離脱と周辺組織

への浸潤からはじまって，遠隔部位（転移組織）での

増殖による転移巣の形成に至るまでの複雑な反応カス

ケードから成り立っている。特に，癌細胞の基底膜へ

の浸潤は，この転移過程において極めて重要なステッ

プの一つである。それゆえ，浸潤を標的として，抑制

あるいは阻害する物質（抗転移・浸潤物質）を探索す

ることは，癌の転移を予防あるいは治療する有効な物

質の選別に寄与しうると思われる。基底膜への浸潤過

程が，主として， 1）基底膜への接着（adhesion),2）酵

素による基底膜の分解・破壊（enzymatic degrada-

ti on），および 3）運動・移動（motility/migration）の

ステップから成り立っていることを考慮すると，従来

の癌細胞に対する直接的な増殖抑制（cytotoxic）作用

を有する物質に加えて，接着阻害，酵素阻害，運動阻

害作用を有する物質も候補のーっとなりうる。 invivo 

において転移・浸潤を抑制する物質を探索・検定する

に先駆け， invitroにおける基底膜再構成基質（マトリ

ジェル）への癌細胞の浸潤実験は，その抑制あるいは

阻害物質の探索・評価を速やかに検定できうると考え

られる。

3 ）安東嗣修，長津哲郎，済木育夫，林和子，倉石

泰：マウスのサブスタンスP誘発引っ掻き行動に

及ぼす 2-chloroadenosineとcarrageenanの影

響，第69回日本薬理学会， 1996, 3, 20-21，長崎．



4 ）小幡亜矢，藤猪英樹，村田 純，済木育夫，小池

千恵子，岡田昌ニ，奥直人，木曽真，長谷川

明，駒漂宏幸，東市郎：癌細胞の標的臓器微小

管内への着床に及ぼすシアリルルイス×（SLeX)

およびRGDS誘導体の効果とその機序の解析，日

本薬学会第116年会， 1996, 3 ' 27-29，金沢．

【目的】フィブロネクチン由来の合成 RGDSペプチ

ド誘導体およびリボソーム化 SLexによるマウスメラ

ノーマ細胞の実験的姉転移の抑制効果を検討し，その

転移抑制機序，特に癌細胞の標的臓器微小管内への着

床過程（arrest）に及ぼす効果の解析を行った。

【方法】転移モデルとして，肺に高転移性の Bl6BL6 

メラノーマ細胞を用いた。ボジトロン CT(PET）を用

いたリアルタイム画像解析は，［lSF]FDGで標識した

癌細胞を薬剤とともに尾静脈内に投与し，その後経時

的に臓器（肺）の画像化を行った。

【結果］合成 RGCDS誘導体： Ar(DRGDS)sあるい

はリボソーム化 SL討を癌細胞とともに投与すること

により，有意に肺転移を抑制した。 PET画像解析にお

いて，放射標識した癌細胞を移入後90分間に，リボソ

ーム化SLexは癌細胞の肺への集積を強く抑制した

が，セレクチンにより認識されないリボソーム化 Me

SLeおよびAr(DRGDS)sでは抑制効果を示さなか

った。一方，着床後に引き起こされる癌細胞の基底膜

浸潤は， Ar(DRGDS)sにより顕著に阻害きれたが，リ

ボソーム化 SLexおよびMeSLexでは影響が認めら

れなかった。

【考察】脈管内に侵入した癌細胞は，炎症部位への白

血球の遊走時の白血球一血管内皮細胞聞に関わる接着

分子群と類似あるいは同様の機構を利用している可能

性が考えられ， SLexは転移過程の比較的初期の段階，

すなわち癌細胞と血管内皮との接着相互作用に，

RGDS誘導体はその後の脈管外への脱出，浸潤の過程

に関与しているものと考えられる。

5 ）中山朋子，長尾則男，江藤哲也，三羽信比古，済

木育夫，今村博，植村勝男，蔭山勝弘，伊藤忍，

小方英ニ：アスコルビン酸の細胞機能 I：癌浸潤

・転移の抑制効果，日本薬学会第116年会， 1996,

3 ' 27-29，金沢．

6）江藤哲也，中山朋子，松原大，長尾則男，三羽

信比古，済木育夫，明渡均，新貝清子，伊藤忍，

小方英ニ：アスコルビン酸の細胞機能II：癌浸潤

・転移の抑制機構，日本薬学会第116年会， 1996,

3' 27-29，金沢．

7)西川尚之，森秀萱，奥直人，徳留嘉寛，小池

知恵子，岡田昌ニ，済木育夫：細胞接着性ペプチ
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ド担持リポソームの癌転移抑制効果，日本化学会

第70春季年会， 1996, 3, 28-31, 東京．

8 ）木村文成，藤猪英樹，猪部学，村田純，村上

正晃，大西康晴，東市郎，上出利光，済木育夫：

B7-1 (CD80）遺伝子を導入した癌細胞ワクチン

による転移抑制効果，第 5回がん転移研究会，

1996, 4' 18-19，東京．

［目的｝近年， T細胞を有効に活性化するには， T細

胞レセプターを介するシグナルに加えて， B7分子を介

した T細胞表面上の CD28や CTLA4分子からのシ

グナルが重要であることが明らかとなった。我々は，

B7分子を発現していないマウス Bl6BL6メラノー

マ細胞に B7(CDSO）遺伝子を導入した細胞株（B7+

BL6）を樹立し，実験的肺転移モデルにおいて，遺伝子

導入細胞が親細胞に比べて有意な転移結節数の減少と

生存期間の延長を示すことを明らかにした。今回，不

活化した B7+BL6細胞（癌ワクチン）を用いて抗腫傷

免疫を誘導することにより， B7BL6細胞による実験

的および自然肺転移に対する抑制効果を検討した。

【方法・結果］ 1) x線照射し不活化した B7+BL6細胞

をマウスの皮下に 7日間隔で2回接種した。その 7日

後に尾静脈より viableなB7-BL6細胞を移入し 2週

間目に肺の転移結節数を観察した。その結果， B7BL6 

細胞で免疫することにより，肺への転移数の有意な減

少が認められた。2）マウス右足日庶部に B7BL6細胞を

移植し，翌日から 7日間隔で2～4固，不活化 B7+BL6

細胞を皮下接種した。その結果，不活化 B7+BL6細胞

により免疫したマウスでは，免疫の回数に依存して

B7 BL6細胞の肺への転移が抑制された。

｛考察】以上の結果より，癌細胞への接着分子の強制

発現とそれを用いた癌ワクチンの応用，特に外科手術

後の微小転移の治療および再発予防への有効性が示唆

される。詳細なメカニズムおよびより効果的な免疫方

法等について現在検討中である。

9）鮎川幸一，村田 純，済木育夫：マウス B16メラ

ノーマ細胞の肺転移に及ぼす神経ペプチド α－
MSHの抑制効果とその作用機序の解析，第 5回

がん転移研究会， 1996, 4' 18-19，東京．

【目的］神経ペプチド α－MSH（α－MelanocyteStirn-

ulating Hormone）は，メラノーマ細胞に対し，メラ

ニン形成促進，細胞内 cAMPの上昇などの作用を有

し，組織においては高転移性メラノーマ細胞の浸潤端

にその発現が認められている。今回，メラノーマ細胞

の浸潤・転移における α－MSHの効果を，転移能の異

なる 2つの細胞株 Bl6BL6 （高転移）, Bl6 Fl （低転

移）を用いて比較検討した。
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【方法，結果｝ αMSHはB16-BL6細胞の Matrigel

（再構成基底膜）への浸潤を濃度依存的に阻害し， 10-6

Mで75%の抑制効果を示したが，同濃度での B16-

Fl細胞に対する阻害率は 35%程度であった。癌細胞

の接触走化性（hapototaxis）を検討した結果， α一MSH

は 10-sMの濃度で BL6細胞の fibronectin及び

laminin基質への移動を 50%以上阻害したが， Fl細

胞の両基質への移動に顕著な抑制効果を示さなかっ

た。 Gelatinzymographyより， α－MSHはBL6及び

Fl細胞からの MMP-9の産生を 40%程度阻害した。

10-aMのα－MSHをBL6細胞と同時にマウスに投与

した場合，実験的肺転移は 50%抑制されたが， Fl細

胞による肺転移は阻害されなかった。 α－MSHは，今

回実験に用いた何れの濃度においても，癌細胞の増殖

及びMatrigel,fibronectin基質への接着に影響を与

えなかった。

【考察］ a MSHは，低転移性Fl細胞と比較して，高

転移性BL6細胞の基底膜浸潤，特に運動性を著明に阻

害することにより，肺転移を抑制する可能性が示唆さ

れた。

10）奥亨，阿多直美，藤猪英樹，品川朗，藤本昇，

青木隆則，新谷孝，米沢佳代子，東海秀明，岩

田和土，済木育夫：遺伝子組み換え型ヒト TIMP

-2の抗転移効果とその作用機構，第 5固がん転移

研究会， 1966, 4, 18-19，東京．

遺伝子組み換え型ヒト TIMP-2のか、ン転移抑制効

果とその作用機構を B16BL6マウスメラノーマ細胞

とHT1080ヒト線維肉腫細胞を使用して，検討した

ので報告する。

1) 0.01 100 μg/mlの範囲で，用量依存的に癌細胞の

Haptotactic invasion (Matrigel I FNあるいは

Matrigel/LM）を抑制した。その効果は癌細胞がいず

れであっても，また，基質がFNでも LMでも同等で、

あった。 2)0.01-100 μg/mlの範囲では HaptotactiC

migration (FNあるいは LM）をほとんど抑制しなか

った。3)MMPs-2および－9のゼラチン分解を用量依

存的に抑制した。 4）ヒト線維肉腫細胞 HT1080の

MMPs 2およびー9産生をほとんど抑制しなかった。

5) Bl6-BL6を使用したマウス実験的肺転移モデル

で，単回（腫蕩静脈内移植直後）および移植前後5回

投与（－2～ 2日目）で，肺転移抑制効果を認めた。しか

しながら，単回投与群と比較して，頻回投与群の方が

その抑制効果は顕著で、，用量依存的であった。いずれ

の投与経路（iv,ip, im, sc）でもほぼ同程度の転移抑

制J（投与量が100-1000μg/mouseで8288 %阻害）を

観察したが， SC投与が比較的強かった。

11)藤猪英樹，小池千恵子，小幡E矢，村田純，木

曽真，長谷川明，駒漕宏幸，東市郎，岡田

昌ニ，奥直人，済木育夫：癌細胞の標的臓器の

微小管内への着床に友ぽすシアリルルイス×

(SLex）およびRGDSペプチド輯導体の効果とそ

の機構の解析，第 5固がん転移研究会， 1996, 4' 

18-19，東京．

我々は，合成 RGDS誘導体がメラノーマ細胞の自然

肺転移を著明に抑制することを既に報告してきた。さ

らにポソーム化SLexは， RGDS誘導体と同様に実験

的肺転移を抑制することも見い出した。この転移抑制

機構を解析するため，癌細胞の標的臓器の微小管内へ

の着床（arrest）に及ぼす RGDS誘導体およびSLexの

効果を PET（ポジトロン CT）により解析を行った。

その結果，放射標識した癌細胞を移入後90分間に，リ

ポソーム化SLexは癌細胞の肺への集積を強く抑制し

たが， Ar(DRGDS)sや，セレクチンにより認識されな

いリポソーム化Me-SLexでは抑制を示さなかった。

一方，癌細胞の基底膜浸潤は， Ar(DRGDS)3により顕

著に阻害されたが， SLexおよびMe-SLexでは影響が

なかった。脈管内に侵入した癌細胞は，炎症部位への

白血球の遊走時の白血球一血管内皮細胞聞に関わる接

着分子群と類似あるいは同様の機構を利用している可

能性が考えられ， SLexは転移過程の比較的初期の段

階，すなわち癌細胞と血管内皮との相互作用に， RGDS

誘導体はその後の脈管外への脱出，浸潤の過程に関与

しているものと考えられる。

12）柏村直樹，済木育夫，村田純，北川優，土井

田貴子，辻淳一，野間誠司，出口修平，龍田邦

明，三浦昌三，藤原 剛， N.E.ニファントエフ，

市石さゆり，稲垣穣，西川司朗：指溶性糖質誘

導体の細胞接着阻害活性（第6報）， TK-50のメラ

ノーマ細胞の接着阻害とベンジル体の構造ー活性

相関について，日本農芸化学会1996年度大会，

1996, 4' 27-29，京都．

13）大西康晴，藤猪英樹，猪部学，木村文成，村田

純，村上正晃，上出利光，坂本隆，田沢賢次，

藤巻雅夫，済木育夫： B7-1(CD80）遺伝子を導入

した癌細胞ワクチンによる転移抑制効果，第17回

癌免疫外科研究会， 1996, 5, 30-31，大津．

14）奥亨，阿多直美，藤猪英樹，品川朗，藤本昇，

青木隆則，新谷孝，米沢佳代子，東海秀明，済

木育夫：遺伝子組み換え型ヒト TIMP-2の抗転

移効果とその作用機構，文部省がん重点ワークシ

ョップ「癌化学療法の分子標的」， 1996, 6, 8, 

名古屋．



15）藤猪英樹，猪部学，村上正晃，木村文成，大西

康晴，村田純，東市郎，羽室j享爾，上出利光，

済木育夫： B7-l(CD80）遺伝子を導入した癌細胞

ワクチンによる転移抑制効果，文部省がん重点ワ

ークショップr癌化学療法の分子標的」， 1996, 6 ' 

8 ，名古屋．

16）村田 純，済木育夫：フィブロネクチン由来組み

換えペプチドによる細胞寵識と機能制御，日本生

化学会北陸支部シンポジウム「細胞外基質による

細胞機能の調節」， 1996, 6' 21，富山．

フィブロネクチン中に存在する細胞接着ドメインペ

プチド（C-274）とへパリン結合ドメインペプチド（H-

271）を融合きせたキメラペプチド（CH-27日，及ぴそ

の変異ペプチド（CHV）を遺伝子工学的に作製し，こ

れらを用いて癌転移過程における癌細胞機能（接着，

伸展，運動性）の制御機構を解析した。

マウスにおいて顕著な癌転移抑制効果を有する CH

-271は，フィブロネクチンと同様に癌細胞の伸展と接

着斑（focalcontact）の形成，及び細胞の走化性

(chemotaxis）を誘導したが， C-274或いは H-271で

は，これら細胞機能の促進は認められなかった。癌細

胞の CH-271への走化性は，細胞接着コア配列ペプチ

ド（RGDS），或はそのレセプター (integrinas，α3, 

βI）に対する抗体の添加により阻害された。癌細胞を

heparatinase Iで前処理した場合，この細胞の CH-

271への移動は抑制された。 CH271のへパリン結合

部位に存在する第 13番目のタイプIIIモジュールを

欠損させることにより，癌細胞の伸展と接着斑の形成，

及ぴ細胞の走化性は， CH271の場合と比較して著し

く減少した。癌細胞表面上のインテグリンレセプター

及びグリコサミノグリカンが， CH271ペプチド内の

細胞接着ドメイン及びへパリン結合ドメインをそれぞ、

れ認識し細胞の接着，伸展，運動性などの機能の発

現を誘導しうることを明らかにした。これらの活性の

発現には，へパリン結合部位に存在する第 13番目のタ

イプIIIモジュールが重要で、あることが示唆された。以

上の結果は， CH← 271がc274或いは H 271と比較し

て著明な癌転移抑制効果を示した要因の一つであると

考えられる。

17）大西康晴，藤猪英樹，木村文成，村田 純，新井

英樹，坂本隆，田沢賢次，藤巻雅夫，佐藤裕二，

近藤正男，内野純一，済木育夫：マウスの結腸癌

の肝への高転移株の樹立とその転移・浸潤能の解

析，第48回日本消化器外科学会， 1996,7' 18-19, 

東京．

【目的】マウス Colon26結腸癌の肝への高転移株を
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樹立し，親株と高転移株の転移・浸潤能について in

vitroで解析した。

［方法・結果］親株の Colon26（以下P）を BALB/c

マウスに門脈内注入し，形成した肝転移巣より腫蕩細

胞を採取し培養した。同手技を 5回繰り返すことによ

り高肝転移株（L5）を作成した。 トランスウェル・チ

ャンパーを用いて，癌細胞の基底幕への浸潤および細

胞外基質成分への移動能を検討した結果， L5の浸潤能

・移動能はPに比べて有意に強かった。ゼラチンザイ

モグラムにより癌細胞由来の酵素分解活性を検討した

結果， L5では Pの約 7倍の 72kDゼチラナーセ、活性

が認められた。

［結語） Colon26結腸癌を用い，肝転移を継代するこ

とで高肝転移株を樹立した。 L5はPに比べて浸潤能・

移動能が強〈，ゼラチナーゼ活性の充進が観察された。

L5を門脈内投与する肝転移モデルは，術後の微小転移

の治療および再発予防を検討するモデルとして有用で

あると考えられた。

18) Kasimura N., Kitagawa M., Noma S., Tsuji 

J., Deguchi S., Toida T., Nishikawa S., Inaga-

ki M., Katsunaga T., Kurono M., Kioka N., 

Akiyama S., Murata J., Saiki I., Miura S., 

Tatsuta K., Nifant’ev N.E., Fujiwara T., 
Tanimoto T., Kazumi K., Kanno K. and 

Hatanaka K. : Novel inhibitory effect on cell 

adhesion and antiinflammatory of some par-

tially protected carbohydrate derivatives. 

XVIII International Carbohydrate sympo・

sium, 1996, 7, 21-26, Milano, Italy. 

19）柏村直樹，北川優，野間誠司，辻淳一，出口

修平，土井田貴子，勝永智也，西川司郎，村田 純，

済木育夫，木岡紀之幸， AkiyamaS.，龍田邦明，

三浦昌三，小泉京子，谷本敏子， Nifant’evN.E., 

藤原 剛，菅野憲一，畑中研一：脂溶性糖質誘導

体の血管内皮細胞接着分子発現および癌細胞接着

におよぽす影響，第18回糖質シンポジウム，日本

糖質学会， 1996, 8' 19-21，東京．

20）済木育夫：シンポジウム「プロテアーゼとインヒ

ビターの最前線」，癌の浸潤・転移における膜結合

型アミノベプチターゼN(CD13）の役割，第 1回

病態と治療におけるプロテアーゼとインヒビター

研究会， 1996, 8' 20，名古屋．

癌細胞が結合組織に浸潤する際，組織構成成分（フ

ィプロネクチン，ラミニン，コラーゲン，へパラン硫

酸など）に接着した後，種々の癌細胞由来のプロテオ

グリカン分解酵素あるいはタンパク分解酵素により破
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壊を受け，その結果癌細胞の移動・浸潤が起こる。ま

た，細胞外マトリックスや基底膜と癒細胞との相互作

用は癌細胞由来の分解酵素の産生や活性化の調節・制

御に深〈関係している。従って，種々の酵素の産生や

活性を阻害あるいは制御することにより，癌細胞の浸

潤・転移のカスケードのいくつかの段階に影響を与え

ることが可能で‘あるかも知れない。

アミノベプチダーゼ（APase）の阻害剤であるベス

タチン（BS）が，癌細胞由来のIV型コラゲナーセ。活性

を阻害すること，その結果として，再構成基底膜（マ

トリジエ jレ）への転移性癌細胞の浸潤を抑制すること

を明らかにした。さらに，アミノペプチターゼの 1つ

である膜結合型アミノフペチターゼN (APaseN I 
CD13）に着目し，抗CD13抗体を用いて癌細胞の浸

潤・転移における APaseN/CD13の役割について解析

した。 APaseN/CD13を発現し APase活性を示すヒ

ト腎臓癌細胞株SN12Mを含む 3種の転移性癌細胞

のマトリジェルへの浸潤は， BS及び抗CD13抗体に

よって濃度依存的に抑制された。一方，細胞外マトリ

ックス成分への癌細胞の接着能や運動・移動能には

BS及び抗 CD13抗体の影響は観察されなかった。抗

CD13抗体は BSと同様に癌細胞の APase活性及び

IV型コラゲナーゼ活性を濃度に依存して阻害した。癌

細胞がマトリジエル内へ浸潤する際に浸潤先端（inva-

sion edge, invadopodia）に APaseN/CD13が局在し

ていた。また，ヒト癌細胞に APaseN/CD13遺伝子を

導入し高発現させることにより， invitroの基底膜浸

潤およびIV型コラーゲンの分解活性が促進した。こ

の遺伝子導入癌細胞をヌードマウスに移植することに

より，対照の癌細胞に比較して有意に肺への転移が増

強されることが明かとなった。

以上の結果から， APaseN/CD13は癌細胞の浸潤時

の微小環境下において，効率的に細胞外マトリックス

の分解， IV型コラゲナーゼの活性化などに関与してい

ることが考えられ，その重要性が示唆された。アミノ

プペチターゼのインヒビターであるベスタチンはマウ

スの転移性癌細胞（B16-BL6メラノーマあるいは

3LL肺癌）の転移を抑制した成績から，酵素阻害に基

づく浸潤抑制がその機序の一つであると考えられる。

21)大西康晴，藤猪英樹，木村文成，三嶋敬章，村田

純，田沢賢次，藤巻雅夫，岡田 太，細川真澄男，

済木育夫：十全大補湯の経口投与による癌の悪性

化進展（プログレッション）の抑制効果，第13田

和漢医薬学会大会， 1996, れ 31-9' 1，東京．

1目的】発生した癌細胞が増殖していく過程で様々な

因子の影響を受け，より悪性度の高い細胞集団へと変

化し，浸潤・転移を引き起こす現象（悪性化進展：プ

ログレッション）は，癌の診断及び治療の上で極めて

重要な課題である。しかしながら，プログッションを

観察できる実験モデルの確立が遅れていたために，プ

ログレッションの機構，促進因子及び抑制物質の開発

に焦点を当てた研究は少ない。我々は，メチルコラン

スレン誘発の自然退縮型癌細胞が種々の要因により生

体内で致死的増殖性を獲得する実験モデルを用いて，

癌のプログレッションに及ぽす十全大補湯（株ツムラ，

TJ 48）の効果を検討したので報告する。

【方法・結果】 C57BL/6マウス線維肉腫より分離した

QR-32退縮型癌細胞は，正常同系マウスに皮下あるい

は静脈内移植すると自然退縮するが，異物であるゼラ

チンスポンジと同時に皮下移植することにより，致死

的増殖性を獲得した癌細胞（QRsP癌細胞）に不可逆的

に変換する。（1)QR-32癌細胞とゼラチンスポンジを同

時皮下移植後，十全大補湯（40mg/day）を 7日間にわ

たり経口投与した結果，対照群に比較して有意に腫蕩

増殖の抑制と生存期聞の延長が観察された。（2）腫蕩移

植後，十全大補湯（4,20, 40増殖抑制が認められた。

(3）十全大補湯（40mg/day）を腫場移植前の 7日間，

移植後の 7日間，あるいは 8日目より 7日間経口投与

した結果，移植前投与群と移植1日目より 7日間投与

した群において，有意な腫蕩径の縮小がみられた。（4)

得られた増殖型 QRsP癌細胞はセ守ラチンスポンジな

しに移植した皮下で増殖したが，移植後7日間の十全

大補湯（40mg/day）の経口投与により，腫蕩の増殖は

対照群に比較して有意に抑制された。しかし，その効

果はゼラチンスポンジにより誘導される QR32癌細

胞の増殖型への悪性変換に及ぼす効果ほど著明ではな

力、っ Tこ。

【結論］以上の結果より，十全大補湯は癌のフ。ログレ

ッションを抑制することが明らかとなり，癌の悪性イじ

変換の初期の段階に作用する可能性が示唆された。

22) Fujii H., Inobe M., Kimura F., Murata J., 

Murakami M., Onishi Y., Azuma I., Uede T. 
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sfeted with 町一1(CDSO) gene induces the 

antimetastatic effect and tumor immunity in 

mice. Sixth International Congress of the 

Metastasis Research Society, 1996, 9, 8-11, 

Belgium. 

23) Murata J., Ayukawa K., Fqjii H. and Saiki I.: 

α－ Melanocyte stimulating hormone （α－ 
MSH) blocks invasion of reconstituted base-

ment membrane (Matrigel) by murine B16 
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24) Ohnishi Y., Fujii H., Kimura F., Mishima T., 

Murata J., Tazawa K., Fujimaki M., Okada F., 

Hosokawa M. and Saiki I.: Inhibitory effect 
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Chinese medicine, Juzen-taiho-to on malig-
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抑制効果，第55回日本癌学会総会， 1996,10, 10 

-12，横浜．

26）鮎川幸一，村田 純，済木育夫：マウス B16メラ

ノーマ細胞の基底膜浸潤及び肺転移に漫ぽす神経

ペプチド： α－MSHの影響，第55回日本癌学会総

会， 1996, 10, 10-12，横浜．

27）藤猪英樹，村田純，君塚房夫，東市部，加藤

郁之進，済木育夫：癌細胞の移動・進展における

フィブロネクチン由来の機能性ドメインの役割，

第55回日本癌学会総会， 1996, 10, 1日一12，横浜．

28）三嶋敬章，村田純，林利光，加藤敏光， i青木

育夫：藍藻類： Spirulina由来の硫酸化多糖－

Calcium spirulan (Ca-SP）による癌浸潤，転移

の抑制，第55回日本癌学会総会， 1996,10, 10-12, 

横浜．

［目的］種々の硫酸化多糖を用いて癌転移抑制の試み

がなされているが，その抑制効果及び作用機序は多様

である。今回，我々は藍藻類： Spirulinaより，ラムノ

ース及びフルクトースを主成分とし Ca2＋を配位した

硫酸化多糖： Calciumspirulan (Ca-SP）を単離し，こ

れを用いて癌細胞の浸潤，転移に及ぽす効果を検討し

た。これを用いて癌細胞の浸潤，転移に及ぽす効果を

検討した。

［方法，結果】 CaSPは，マウス B16BL6メラノー

マ細胞の Matrigel（再構成基底膜）への浸潤を濃度依

存的に阻害した。細胞接着実験において， CaSPは，

B16-BL6細胞の Matrigel及びLaminin基質への接

着を濃度依存的に抑制したが， Fibronectinへの接着

に影響は認められなかった。癌細胞の Lamininへの接

着を詳細に検討した結果，細胞を予め Ca-SPで前処

置することにより接着は有意に抑制きれたが，基質で

ある LamininをCa-SPで前処置した場合には接着阻
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害効果は得られなかった。 CaSPをBl6BL6細胞と

同時にマウスに静脈内注射した場合，その実験的肺転

移は用量依存的に抑制された。今回実験に用いた何れ

の濃度においても， CaSPによる増殖阻害は認められ

なかった。

［考察］ Ca-SPは，マウス Bl6-BL6メラノーマ細胞

による実験的肺転移を抑制し，その作用機序として癌

細胞の基底膜浸潤の抑制，特に Lamininへの接着阻害

の可能性が示唆された。
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