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論文内容の要旨

〔目的〕

増殖している細胞は，細胞周期の進行に伴い形態学的及び生理学的に変化することが知られている。培養皿に接着

依存性に増殖する細胞も，分裂前には球形となり接着が弱くなる。この様に細胞周期の過程は，細胞骨格系の構築や

細胞一細胞間，細胞一細胞外基質問の相互作用，延いては癌細胞の浸潤と関連していることが示唆される。

癌細胞の細胞周期と実験的肺転移能との関係については報告されているが一定した見解は得られていない。さら

に，転移のどのステップが細胞周期に関与しているか，特に浸潤との関係については不明である。その理由の一つは

これらが in vivo 実験系を用いて調べられたものであり，尾静脈投与する直前ω癌細胞の細胞周期における時期と，実

際に転移臓器において浸潤する際のそれとが一致しないと考えられるからである。

そこで，本研究では浸潤能測定時の細胞周期の時期が実際の浸潤時のそれをほぼ正確に反映することのできる in

vitro 浸潤 (transcellular mi宮ration) 測定系を用いて，癌細胞の細胞周期と浸潤能との関係を明らかにすることを目

的とした。

〔方法〕

1 )同調情養

ラット腹水肝癌 AH130 の高浸潤性ケローン MMl 細胞(倍加時間約16時間)をアフィジコリン (DNA ポリメラー

ゼ α 阻害剤で eal匂 S 期に同調) ，ハイドロキシウレア(リボヌクレオチド・リダクターゼ阻害剤で G 1 /S 期境界に向

調)又はノコダゾーノレ(チュープリン重合阻害剤でM期に向調)を添加した培地中で24時間培養して同調させた。非同

調対照として，同調処理群において溶媒として含まれる同濃度の DlVISO 又は PBS のみを添加した。血清非添加培地

で洗浄後，阻害剤を含まないJÚl清添加培地中に再培養し，直ちに in vitro 浸潤能解析と細胞周期解析とを同時に行っ

た。時間経過を追った実験では同調解除後 IlJ培養0.5 ， 3, 7.5 , 12 , 24 (, 48 , 72) I時間後に in vitro 浸潤能解析と細

胞周期解析とを同時に行った。

2) in vitro 浸潤能測定
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ラット腸間膜中皮細胞を初代培養し，単層に confluent になった後，同調処理又は非処理 MM1 細胞を重層し，細胞

周期阻害剤を含まない血清添加培地中で 2 時間共存培養し，中皮下へ浸潤した MM1 細胞数を位相差顕微鏡下で測定

した。

3 )細胞周期解析

MM1 細胞をプロピジウムイオダイドで処理しフローサイトメトリーにて解析した。

4 )貧食運動能測定

金コロイドでコートしたカバーガラスを培養皿に置き，アブイジコリン処理又は非処理の MM1 細胞を重層し，細胞

周期阻害剤を含まない血清添加培地中で 6 時間培養し，貧食運動面積を測定した。

〔成績〕

1 )アフィジコリンまたはハイドロキシウレア処理の細胞周期分布と浸潤能に及ぼす影響

アブイジコリン処理によって MM1 細胞は G1/S-early S 期に同調し，浸潤能は対照の約6.5倍に充進した (p<

0.0001) 。更にアブイジコリンを前処理なしに浸潤測定系の培地中に添加したが， 2 時間での浸潤能の充進は認められ

なかった。ハイドロキシウレア処理によって MM1 細胞は G1/S-early S 期に同調し，浸潤能は対照の約1. 9倍に克進

した (p<O.Ol) 。

異なる作用機序による G1/S-early S 期同調によっても浸潤能が充進することより，浸潤能充進がこれらの薬剤の短

時間の直接的な作用によるものではなく，同調作用を介しての作用であることが示唆された。

2 )アブイジコリン又はノコダゾール処理による向調からの解除後の時間経過に伴う細胞周期分布と浸潤能の変化

MM1 細胞をアフィジコリンで G1/S 期境界に，ノコダゾールでM期に同調させた後，同調を解除し時間経過を追っ

て細胞周期解析と浸潤能を測定し，浸潤能を同時点における非同調対照の浸潤能に対する%で評価した。アブイジコ

リン処理では，同調解除後0.5-2.5時間において，ノコダゾール処理では， 7 .5-~.5時間において浸潤能が最も高かった。

これらの時期はいずれも G1 期から S 期へ移行する細胞画分が最も多い時期に相当した。

以上より ， MM1 細胞は G1/S-early S 期に最も浸潤しやすいことがわかった。

3 )貧食運動能

アブィジコリン処理 MM1 細胞の食食運動能は対照の約2.4倍で，有意な充進を認めた (p< 0.00001) 。

〔総括〕

1 )ラット腹水肝癌 MM1 細胞の腸間膜中皮細胞単層培養下への浸潤能 (transcellular migration) は，細胞周期の G1 /

S-early S 期に最も充進した。

2) G1/S-early S 期における浸潤能充進の原因のーっとして，貧食運動能の充進が考えられた。

論文審査の結果の要旨

癌細胞の細胞周期と浸潤・転移との関連性については，実験的に肺転移能との関係において投与した癌細胞が Gz 期

あるいは mid-S 期の時に最も充進するとの報告があるが，両者の関連については一定した見解は得られていない。さ

らに，転移のどのステップが細胞周期に関与しているか，特に浸潤との関係については不明である。その理由の一つ

はこれらが in vivo 実験系を用いて調べられたものであり，実際に転移臓器において浸潤する際の細胞周期上の時期

が解析できないからである。そこで，本研究では浸潤能測定時の細胞周期の時期が実際の浸潤時のそれをほぼ正確に

反映することのできる in vitro 浸潤 (transcellular migra ti on) 測定系を用いて，癌細胞の細胞周期と浸潤能との関係

を明らかにすることを目的とした。

ラット腹水肝癌 AH130 の高浸潤性クローン MM1 細胞(倍加時間約16時間)をアブイジコリンまたはハイドロキシ

ウレアを添加した培地中で24時間培養したところ G1/S-early S 期に同調していた。同調解除後直ちにラット腸間膜中

皮細胞単層培養下への in vitro 浸潤能解析を行ったところアフィジコリン処理群の浸潤能は対照の約6.5倍 (p<



0.0001)に，ハイドロキシウレア処理群は約l. 9倍に充進していた (p<ü.ü1) 。これより MM1 細胞は G)S-ear匂 S 期

に浸潤しやすいことが示唆された。次に細胞周期各期を種々の割合で含む細胞画分の浸潤能を比較するためアフィジ

コリン文はノコ夕、ゾール (M期に向調)で向調後，同調を解除して経時的に細胞周期解析と浸潤能測定を行った。い

ずれの実験においても G 1 期から S 期へ移行する細胞画分が最も多い時期に浸潤能も最も充進した。以上より ， MM1 

細胞は G1/S-S 期に浸潤能が最も高くなっている可能性が示された。更にその要因を検討するため，金コロイド法によ

り G)S-S 期における MM1 細胞の貧食運動能を検討した結果，その充進が示された。これらの結果は増殖，即ち細胞

周期の特定の時期 (G1/S-S 期)に癌細胞の浸潤能が最も充進することを示したもので，かつ in vitro としての初めて

の知見である。本研究は癌の浸潤・転移の機構と防御に関して重要な知見を示したものと考え，学位に値すると考え

られる。
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