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野々村 祝 夫
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平成 2 年 3 月 24 日
医学研究科外科系専攻

学位規則第 5 条第 1 項該当
学位論文題目 Growth-st imulatory effect of androgen-induced autoc-

rine growth facto r ("s) secreted f rom Sh ionog i carｭ

cinoma 115 cells on androgen-unresponsive cancer cells 

in a paracrine mechanism 
{シォノギ癌 (SC 115 )より分泌されるアンドロゲン誘導性自
己増殖因子のアンドロゲン非依存性細胞に対するパラクリン
機構を介した増殖促進効果)

論文審査委員 ￡繋 園田孝夫
会高雫北村幸彦 教授 松本圭史

論文内容の要旨

(目的)

泌尿器科領域では前立腺癌に対するホルモン療法を考える上で，ホノレモン療法抵抗性癌すなわちホ

ノレモン非依存性癌の出現が重大な問題となる。ホノレモン依存性癌及び非依存性癌の増殖機構や，それ

らの増殖における相互関連を探る乙とは大切なことである。乙れらの事を基礎的レベソレで研究するた

めには良い実験系が必要である。アンドロゲン依存性マウス乳癌であるシオノギ癌 (SC 115) からアンド

ロゲン依存性及び非依存性クローン化株 CSC-3及び SC-4) を樹立し，無血清培養系を用いて，その

培養上清中に分泌されるアンドロゲン誘導性増殖因子をへパリンセフアロースカラムにて生化学的に解析

し， さらに乙れら二種のクローン化株間における， 乙の増殖因子を介したオートクリン，ノマラクリン機構

について検討を加えたD

(材料と方法)

1. クローン化株 (SCー 3 ， SC-4) の樹立

シオノギ癌 (SCl15) の同一回形癌から培養細胞を作り，限界稀釈法を繰り返しョアンドロゲン

依存性クローン化株 (SC-3)及び非依存性クローン化株 (SC-4)を樹立した。

2. 細胞増殖の評価

無血清培養液中における SCー 3 または SC-4 の細胞数の変化または， C 3HJ t hym j d i neの細胞

内への取り込みによる DNA合成で評価した。
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3. 無血清培養上清 (Condi t i oned Med i um=CM) の調整

SC-3 , SC-4 細胞を 2%または 55ぢの， Dextran-coated charcoal で処理した

fetal calf serum(DCC-FCS) を含む Eag1 e' s m i n i m u m e s s e n t i a 1 m e d i um 

(MEM) で p1 a t i ng し， 24時間後， O. 1 箔の bovine serum albumin(BSA) を含む無

血清培養液 CHam's Fー 12 :MEM=1 : 1 (v/v ) J に交換，更に24時間後再び同無血清培養液に

交換して，それから 2 日後及び 4 日後にその無血清培養上清 (CM)を回収した。回収したCM は

filterにかけ，分子量 10kDa cu t のme mb r a n e d i s c ( PTG C 0 L CM 2 )にて限外漉過し

約25倍に濃縮した。

4. Heparin-Sepharose(H-S) Affinity Chromatography 

約25倍に濃縮したCMをH-S co 1 umn (ge 1 bed vo 1 ume : 1.5-2.0ml )にかけ， 0.1M 

NaCl を含む 10mMI) ン酸緩衝液で洗浄後， NaCl 濃度を 0.1Mから1.5M まで連続的に上げて溶

出を行った。溶出した各分画は無血清培養液で透析した後，細胞に対する増殖促進効果をDNA 合

成でみた。

(成績)

1. 無血清培養条件下では SC-3 細胞は 10- 8 M testosterone(T)存在下でのみ著明に増殖し

た。一方， SC-4 は高細胞密度条件下でのみTの存在と関係なく増殖した。

2. アンドロゲン刺激下で SC-3 から得たCM( 以下CMCTJ) は SC-3 ， SC-4 の両細胞の増殖

を著明に促進したが，アンドロゲン非存在下で得た CM(以下CMCー J )は SC-4 ~é対してのみ，わ

ずかな増殖促進効果を示した。

3. CMCTJ 中に存在する， SC-3 よりアンドロゲン誘導性に分泌される増殖促進活性は， H-S 

co 1 umn ，とより NaCl 濃度1.1Mで溶出された。そして，アンドロゲン誘導性増殖因子は SC-

3 , SC-4 の増殖を促進し，その形態を epithelial から fibroblast 様に変化せしめた。

4. 高細胞密度の SC-4 より得た CMは SC-4Ié対してのみ増殖促進活性を示したが， 乙れは，

H-S co 1 umn でNaCl 濃度 0.5Mの位置に溶出された。 また， CMC一〕中の増殖促進活性も同

様であった。

〔総括)

SC-3 細胞はアンドロゲン刺激下でアンドロゲン誘導性増殖因子をその培養液中に分泌しており，

乙の増殖因子はオートクリン機構を介して SC-3 自身を増殖させるだけでなく，ノマラクリン機構を

介してアンドロゲン非依存性の SC-4 細胞に対しても増殖促進効果を示した。 また，乙の増殖因子

はへパリンに高親和性を持ち， fibroblast growth factor(FGF)様と考えられた。乙れは，

ホノレモン誘導性に産生される増殖因子が，ホルモン依存性を無くした癌の増殖を促進する事を示す。

SC-3 および SC-4細胞は，アンドロゲン非存在下でへパリン低親和性増殖因子を分泌したが，

乙れは SC-4 の増殖のみを促進した。 SC-4 がアンドロゲン非存在下でも増殖するのは， へパリ

-249-



ン低親和性増殖因子に対する感受性を獲得したためと考えられる。

論文の審査結果の要旨

本研究は，アンドロゲン依存性癌であるシオノギ癌 (SC115) が，その培養液中に分泌されるアン

ドロゲン誘導性のへパリン親和性増殖因子により自己増殖機構を介して増殖促進されることを無血清

培養系を用いて明らかにし，さらに，アンドロゲン依存性細胞とアンドロゲン非依存性細胞との聞に

はこの増殖因子を介したパラクリン機構が存在することをも明らかにしたものであるo

これらの成果は，泌尿器科領域における同じアンドロゲン依存性癌である前立腺癌の増殖機構を探る

上でも非常に有用であり，かつその治療分野への寄与も期待しうるものである。故に，学位論文とし

て価値あるものと思われる。
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