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　　　　　　　　　緒　 言

　卵巣癌 の 化学療法に シ ス プ ラ チ ン が導入 されて

か ら， 進行卵巣癌患者 の 短期予後には著明な改善

が認め られたが，長期予後 に関 して は，当初 ， 期

待 した ほ どの 効果 は得 られ て い ない ， こ の 最大 の

要因は，卵巣癌細胞が 示す制癌剤1吋性 ， 特 に シス

プ ラチ ン抵抗性であ り， この 克服の ために ， 現在，

臨床 ・基礎 両而か らさ まざまな試み がなされて い

る。癌細胞の 制癌剤感受性や耐性 に 関与す る メ カ

ニ ズ ム と して は，薬剤の 排出や解毒にか かわ る機

構，細胞周期調節や DNA 修復にか か わ る機構 な

ど， 種々 の もの が考え られ る．なか で も， 癌細胞

が 治療に よ っ て 死 に陥る 過程は 制癌剤 の 効果を左

右す る 最 も重要な要素の ひ とつ と考え られ るが，

近年，こ の 細胞死の うちの
一

形態で ある ア ポ ト
ー

シ ス とい う現象が注 目されて い る．ア ポ 1・　一一シ ス

とは紺胞が 自ら起 こ す能動的な死 ， すなわ ち， 細

胞 の 自殺 とも称 され る べ きもの で あ り
1）

， その 進

行は
， 細胞内シ グナル に よ っ て 厳密に コ ン トロ ー

ル され て い る
L’1
。ア ポ トーシ ス は 生体 内にお い て

は ， 発生 ， 恒常性 の 維持 ， 老化 ， 疾病等にかかわ

る こ とが知 られ て お り，また最近で は，制癌剤の

治療効果 も癌細胞 に ア ポ トーシス を誘導す る こ と

で得られ る の では な い か と考えられ て い るが ， そ

の 詳細は い まだに明 らかで はな い
3）4／

．そ こ で ， 今

回我々 は，ア ポ トーシ ス に柱 口し，
シ ス プラチ ン

抵抗性卵巣癌 を克服す るため の 基礎的検討 を行 っ

た．

　　　　　　　　　目　　的

　本研究の 目的は ， まず第
一

に ， 卵巣癌細胞の 制

癌剤感受性および抵抗性の メ カ ニ ズ ム をア ポ ト
ー

シ ス とい う観点か ら捉 えなお し て み る こ と で あ

る，すなわち ， 卵巣癌に対する シ ス プ ラ チ ン の 効

果は アポ トーシ ス と関連 して い るか ， 卵巣癌細胞

は アポ ト
ー

シ ス を回避する こ とに よっ て シ ス プ ラ

チ ン 抵抗性を獲得 し て い る の か
，

どの よ うなア ポ

トーシ ス 関連 因子が シ ス プ ラ チ ン に対す る感受性

・抵抗性に と っ て重要な役割を演じて い る の か を

順 に検討し， 化学療法にお ける ア ポ ト
ー

シス の 意

義を明 らか にする こ とが 第
・
の 目的で ある．今回 ，

我 々 は卵巣癌細 胞の ア ポ トーシ ス 回避機構 を考え

る うえで ， こ れを ， 癌細胞 白身の 内的 なイベ ン ト

に よる も の と ， 細胞の 外的 な環境に よ っ て もた ら

される もの の 二 つ に 分けて 考える こ と に した．内

的要因と して は癌細胞自身の ア ポ トーシ ス経路が

障害され る こ とに よ っ て起 こ っ て くる制癌剤抵抗
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性 を想 定し，そ の 最も重要な要素 として ， ア ポ 1・一

シ ス が進行する際に必要 と される ア ポ 1・一シ ス促

進因子 ， 特に Bax の 影響を考え た．す なわ ち ， ア

ポ トーシ ス 促進因子が ， 何 らか の 原因で
， 障害さ

れ る と，癌翻胞はア ポ ト
ーシ ス を起こ しに くくな

り， 抵抗性 になる と考えられ る．また ， 他方で ，

癌細胞 の 外的環境， すなわ ち， 細胞の外か ら もた

らされ る因子に よ っ て，ア ポ トーシ ス に対する感

受性が減弱 し， シ ス プ ラ チ ン抵抗性 となる可能性

があ り，
こ の よ うな外的要因 と して ，ゴ ナ ドトロ

ピ ン LH／hCG お よ び 成長 因子 IGF−1に 関 して検討

した．

　 本研究の 第 ：二の 日的は ， 卵巣癌細胞の ア ポ トー

シ ス 回避機構 の 解析か ら得 られ た結果に 基づ い

て
， 制癌剤抵抗性卵 巣癌に 対する 遺伝 1一治療も含

め た新たな治療法を開発するた め の 方法 を模索す

る こ とで ある．卵巣癌細胞が さまざまな因子を活

性化 ， ある い は隈害す るこ とに よ り，ア ポ トーシ

ス を回避 し， 制癌剤抵抗制を獲得 して い る とす れ

ば，こ れ らの 因子を標 的 とし て そ の 作用 を修飾 し

てや るこ とで ， 制癌剤感受性 を亢進 しうる可能性

が考え られ る．今回，組み替 えア デ ノウ イ ル ス を

用 い て ， Bax 等の 遺伝了
・
を卵巣癌細胞内で強発現

させる こ とに よ っ て制癌剤抵抗性卵巣癌 に対し て

も治療効果 を得 られ るか ど うか を検討 した。

　　　　　　　　 方　　法

　免疫組織染色 はホ ル マ リ ン 固定パ ラ フ ィ ン包埋

切片を用 い
， ABC 法 にて行っ た．遺伝 Fお よ び 蛋

白発現の 解析 に は Nolttliern　blot法，　RT −PCR 法お

よび ， Western　blot法 を用 い た．　 In　vitr｛〕 における

ア ポ トー シ ス の 検 出 に は 位 相 茅 顕微鏡お よ び

prepidium 　iodideに よる核 や細胞 の 形態的変化の

観察とともに，ク ロ マ チ ン の 断片化 を電気泳動や

Cell−Death　Detection　ELISA 法 （Boeringer　Ma皿 一

nheim ）に よ っ て解析した．また，カ ス パ ーゼ 3活性

の 測 定は CPP32／Caspase−3　Celorimetric：　Protease

Assay　Kit（Takara）に よっ た．さらに，ア ポ トーシ

ス の 結果，生 じる生細胞数 の 変化を WST −1ア ッ セ

イ（Takara）を用 い て 検討 した e

　　　　　　　　 成　　績

　 1。制癌 剤 の 治療 効果 とア ポ トー シ ス と の 関

吸光度

　 　 0、4o

．30

，20

．1

日産 婦誌51巻 8ij一

ク ロ マ チ ン の 断片化

　　　　無処 理　CDDP （＋ ）　　　無処理　GDDP （＋）

図 1　 シス プ ラ チ ン 感受性株 と耐性株で の シス プ ラ チ

　 ン誘導性 ア ポ ト
ー

シス の 違い

連
一

研究の 前提

　 a） シス プ ラ チ ン に よる ア ポ ト
ー

シ ス の 誘導 ：

卵 巣癌 細胞 A2780 に シ ス プ ラチ ン を 添加 したの

ち ， 形態を観察す る と細胞の 収縮 ， 核の 断片化な

ど， アポ ト
ー

シス 特有の 像 を呈 した．また，DNA

の 電気泳動で は ク ロ マ チ ン の 断片化 ，
い わゆ る ラ

ダ
ー

が 観察され，EHSA 法 で 定量的に 検討 して も

ク ロ マ チ ン の 断片化 が増加 して い た （図1）．さ ら

に ， カ ス パ ーゼ 3の 活性 も著明に上昇 して お り， シ

ス プ ラ チ ン に よ りア ポ トー
シ ス が誘導され る こ と

が示 された．

　b）ア ポ トー
シ ス 阻害に よる シ ス プラ チ ン の 効

果の 消失 1 シ ス プ ラ チ ン の 殺細胞効果 ， すな わ ち

治療効果が ， ア ポ トーシス によっ て もた らされ る

こ とを確認す るため に ， ア ポ トーシ ス の 阻害に よ

り， シ ス プ ラ チ ン の 効果が失わ れ るか ど うか を検

討した．シ ス プ ラチ ン処理の 際に ア ポ トーシス の

進行を阻害する ，
カ ス パ ー

ゼ 阻害剤 を同時 に添加

する と， シス プ ラ チ ン の 殺細胞効果は完全 に抑制

された．すなわ ち，ア ポ トーシ ス が 阻害され る と

シ ス ブラチ ン の 効果は減弱 した．

　c ）シ ス プ ラ チ ン 感受性 と ア ポ トー シ ス の誘導

レベ ル と の 関係 ： シ ス プ ラ チ ン 感 受性 の 違 い に

よ っ て ，シ ス プラチ ン誘導性ア ポ トーシス の 程度

が異な っ て い るか どうか検討 した．シ ス プ ラチ ン

10uM を 添 加 し ， ア ポ トー
シ ス の 起 こ り方 を

ELISA 法 を用 い て 検討する と
， 感受性株 A2780 で

は ア ポ ト
ー

シ ス が 著明 に誘導 されたが ， 耐性株

SK−OV −3で はア ポ ト
ー

シ ス の 誘導 レ ベ ル は低 く，

シ ス ブ ラ チ ン 感受性 とアポ ト
ーシ ス の 起 こ り方は

相関 して い た （図 1）．以 Lか ら，シ ス プ ラ チ ン の 治
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図 2A　変異 p53蛋 n発現 と卵巣癌患者の 予後

累積生存率

P 。O．。5

− 一

「

0　12　24 　 48 時 間

藤齢 幣 鞭 c −・rbB −・

騫
灘 ．

霾

鱒 鱒 　　Bax
：憾議、

L

　　　　　　　 P21

　　　　蹴MDM −2
撚

’．韈 黐 　蘭 肇

鬮 鰓 蹣鑼蠶 B・1−2

1

．s

E

．4

z

o

Bax 陽性（53％）

一

±1
。　 21 　 お　 、1　 。1　 、。』　 1、L　 1，b　 rfi）

　　 　　　 生存期間

図 2B 　Bax 蛋 臼発 現 と卵巣癌患者の 予後

療効果 は ア ポ ト
ーシ ス に よ っ て もた らさ れて お

り， 逆に ，ア ポ トーシ ス が阻害され る と卵巣癌 は

シ ス プ ラ チ ン 抵抗性 になる こ とが確認され た．

　2，卵巣癌細胞の ア ポ トーシス 回避機構 （1）一内

的要因

　卵巣癌細胞が ア ポ ト
ーシ ス を回避 し，抵抗性を

獲得す る機序の ひ とつ と して ， 卵巣癌細胞自身の

アポ トーシ ス経路が 障害され る場合を想定 し ， そ

の 最 も重要な要素とし て
，

ア ボ トーシ ス 促進因 r一

の 役割に関 して検討 した．

　a）ア ポ トーシ ス 関連因子の 発現と卵 巣癌患者

の 予後 ：卵巣癌症例 108例 を対象に p53，
　Bax，

　Bcl−

2の 発現 をパ ラ フ ィ ン 包埋 切片を用 い て 免疫組織

学的に 検討 した．p53 の 発現 は モ ノ ク ロ ーナ ル 抗

体 DO −7（DAKO ）を用 い た．こ の 発 現 陽性 は p53

遺伝 ∫
：
の 変異 に基づ く変異 p53蛋 白過剰発現 を表

して い る と考 え られ ， 以後 ， 変 異 p53蛋 白発現 とす

XトCB
韈

蚤
新

　
　
鑿輯覧夛

“冊

羹；　　 ．t．　。韆　　　　　　黌　　β2−microglobulin

図 3　シ ス プ ラチ ン に よ る さ まざまな遺伝子の mRNA

　 発現の 変化（RT −PCR ，
　A2780）

る．Bcl−2，
　Bax に 関 して は モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体

（DAKO ）お よび ポ リ ク ロ ーナ ル 抗体 （N −20，
　Santa−

Cruz）を用 い た．患者 の 予後 との 相関は log−rank

test を腮 い て 解析 した．こ の 結果， 変異 p53 蛋白発

現が陽性 の 患者 の 予後は有意に不良で あ っ た （図

2A）．ア ポ トーシ ス 抑制 因子 Bcl−2の 発現 と予後 と

の 相関は認め られなか っ た．
一

方，ア ポ トーシ ス

促 進因子 Bax の 発現が陰性 の 症 例 は有 意 に 予後

不良で あ っ た （図 2B）．以 上 の 結果か ら ， ア ポ i・一

シ ス 関連 因子 ， 特 に
， 変 異 p53蛋 白お よび Bax

蛋 白の発現 は，臨床的に も卵巣癌の 病態 と深 く関

わ っ て い るこ とが示唆され た．

　b）卵巣癌細胞株 にお け る シ ス ブ ラチ ン誘導性

シ グ ナ ル ；卵巣癌細胞株 A2780 に シ ス プ ラチ ン を

添加 した後， 時間経過 を追 っ て さ まざまな因子の

発現 を RT−PCR 法に て 検討 した e こ の 結果 ， 癌遺伝

子 c−erbB −2の 発現は シ ス プ ラ チ ン 添加後 ， 時間 と

ともに減少 した．ア ポ ト
ー

シス 抑制因子 Bcl−2の発

現 は当初 よ り弱 く，発現 誘導 も認めなか っ た．ア

ポ トーシス 抑制因 rBcl −x の 発現 は シ ス プ ラ チ ン

に よ っ て ほ とん ど変化 しなか っ た，一一方，細胞周

期 調 節 因 子 p21，癌 遺伝 r’　MDM −2， お よ び ア ポ

トーシ ス 促 進因子 Bax の 発現 は シ ス プ ラチ ン に
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表 1　 シ ス プ ラ チ ン 処 理 に よ る Bax お よび p53 発 現 の 変 化 と p53 変 異

内在性 Bax レ ベ ル Bax 誘導
＊
　　　　 p53 遺伝子 　　p53 蛋 白蓄積

＊＊

AL780　（ttR受’ヒk株） 高 い 強 く誘導 される　　 正常 ／正常　　 蓄積あ り

A2780 ／cDDP （耐
』i生桝こ） 低 い 弱 く誘導され る 　　 「E常 ／変 異 　　蓄積あ り

SK・OV −3 〔耐性株 1　 ほ とん ど発理 な し　 ほ とん ど誘導 されない 　欠失 f 欠央 　 　発現な し

’
シス プ ラ チ ン 処堀 後の BaX　mRNA お よび蛋 自の 誘導．

鯉
シス プ ラ チ ン 処 理 後 の p53 蟹 白の 蓄 積．

シス ヅラチ ン

図 4　 ア ポ トーシ ス 経路の 障害に よ る シス プ ラ チ ン 抵

　抗性

よ っ て 著明に誘導 された（図3）．こ の 3 者はい ずれ

も癌抑制遺伝 予p53 によ り誘導 される こ とが知 ら

れ てお り
t’）L”）

，
シ ス プ ラチ ン 誘導性 シ グナ ル の な

か で Bax お よび p53 の 果たす 役割は 重要 で ある

と考え られ た．

　c）Bax 発現 ，
　p53 発現 ， および p53 遣伝子変異 と

シ ス プ ラチ ン感受性 ・抵抗性 との 関係 ：シ ス プラ

チ ン 感受性株と耐性株 に シ ス プ ラ チ ン を添加 し，

Bax の mRNA 発 現 を 検 討 し た と こ ろ，感受性

A2780 で は シ ス プ ラ チ ン に よ っ て Bax の mRNA

が 著明 に誘導 され た が ， 耐性 亜 株 A2780／cDDP

における誘導 レ ベ ル は低 く，耐性 株 SK−OV −3にお

い て は極 く弱 い Bax の mRNA 発現 しか検出され

なか っ た．次に ， SSCI’／sequence に よ りp53 の 遺伝

子変異 ， お よ び Western ・blot法に よ りp53蛋自 ，

Bax 蛋 白の 発現を検討する と，シ ス プ ラチ ン感受

性株 A2780 にお い て は p53 遺伝子 は正 常で あ り，

シ ス プ ラチ ン 添加 に よ りp53蛋 自の 蓄積が 認め ら

れ ， 同時に Bax 蛋 白が増加 した．と こ ろ が，耐性

亜 株 A278e／cDDP で は p53遺伝子の
一

方の alelle

にお い て ， exon5 に突然変異 を認め ，
　Bax 蛋 白の 発

現は減弱 し て い た．また ， 耐性株 SK −OV −3で は p

53遺伝子 自体が欠失 して お り，p53蛋 白は誘導 さ

れず， Bax 蛋白の 増加も認め なか っ た （表1）．

　以上の 結果か ら図 4 の よ うなシ ス プ ラチ ン抵抗

性 メ カ ニ ズ ム を推察 した．すなわ ち，
シ ス プ ラチ

ン 感受性卵巣癌 で は シ ス プ ラ チ ン に よ っ て ア ポ

ト
ー

シス 促進因子で ある Bax 蛋白が 誘導され ， ア

ポ ト
ーシ ス が容易 に誘導され るが ， 耐性卵巣癌で

は，シ ス プ ラチ ンが作用して も Bax の 発現 レ ベ ル

が低 く，効果的に ア ポ トーシ ス が誘導されない ．

こ の 原因 とし て ，Bax 誘導因 チで ある p53 の 変異

が 関係 して い る可 能性 も考え られ た，す なわ ち ，

Bax 蛋白の 誘導異常が，卵巣癌の シ ス プ ラチ ン 抵

抗性 に関与 して い る 口∫能性が示唆 された．

　d）パ ク リタキセ ル （タキ ソ ール ）に よ り誘導 さ

れる シグナ ル
ーシ ス プ ラ チ ン との 違 い ：卵巣癌細

胞に パ ク リ タ キセ ル を添加 し， 時聞を追 っ て 観察

する と， シ ス プ ラチ ン と同様に アポ トーシ ス の 誘

導が観察 された．そ こ で
， Bax の 発現 を RT−PCR

法で 検討 した と こ ろ
，

パ ク リタキ セ ル 添加で は シ

ス ブ ラチ ン の よ うな Bax 　mRNA の 増加 はみ られ

ず ，
パ ク リ タ キセ ル は シ ス プラチ ン とは異なる経

路で ア ポ トーシ ス を誘導し て い る 可能性が考 え ら

れた．すな わち，ア ポ トーシス の 誘導経路は制癌

剤に よ り異なる場合もある こ とが示唆された．

　3．卵巣癌細胞 へ の ア ポ ト
ー

シ ス誘導に よ る治

療の 試み （1）

　 Bax 蛋白の 誘導異常が ，卵巣癌の シス プ ラチ ン

抵抗性に関与 して い る可 能性が示唆 され たた め ，

Bax 遺伝子 を卵巣癌細胞 に導入する こ とに よ っ て

ア ポ ト
ー

シ ス を誘導し， 治療効果を得 られ るか否

か検討した．

　 a ）アポ 1・　一シ ス促進因子 Bax の 導入 と卵 巣癌
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図 5　アデ ノ ウ イル ス を用い た Bax 遺伝子導入 法

細胞 に お ける Bax 発 現 ：遺伝子導入 の 方法 と し

て は東京大学医科学研究所，斎藤泉助教授 よ り供

与い ただ い た ア デ ノウ イ ル ス
8｝
を用 い ，Bax 高発現

組み替 えア デ ノ ウ イ ル ス を作製した （図 5）．まず ，

コ ス ミ ドカ セ ッ トpAxCALNLw に ヒ ト由来 Bax一

α 遺伝子の cDNA を hemagglutinin　epitope 　sequ −

ences とと もに組み 込み ，ア デ ノウ イ ル ス親株と

の 相同組み 替えによ り，組み替えア デ ノ ウ イル ス

を得た （以 下 ， Bax 発現 ウ イ ル ス とす る）．　 CsCl，

法によ り精製， 力価測定の 後， 実験 に用 い た．こ

の Bax 発現ウ イル ス は Cre リ コ ン ビ ナ
ーゼ 発現

ア デ ノ ウ イル ス と同時感染する こ とに よ り，Bax

を発現する構造で あ り， 以下 Bax 発現 ア デ ノ ウ イ

ル ス と Cre リ コ ン ビ ナ
ーゼ 発現 ア デ ノ ウ イ ル ス

AxGANCre を同時感染 した もの （力価 ＝
　10 ：1）を

Bax 発現 ウ イ ル ス 群，　 Bax 発現ア デ ノ ウイ ル ス と

外 来遺伝 チを発現 し ない ア デ ノ ウ イ ル ス Axlw1

を同時感染 した もの を コ ン トロ
ー

ル ウ イル ス群 と

称する．なお ， 遺伝 子導入 は腫瘍細胞 に ウイル ス

を直接添加，感染 させ るこ とに よ り行 っ た．まず ，

LacZ 発現ア デ ノ ウイ ル ス AxCALacZ を用 い て ア

デ ノ ウ イル ス の 各卵巣癌株へ の 導入効率を検討し

た とこ ろ
，

い ずれ もMOI 　100で ほ ぼ 100％の 細胞に

ウイル ス が導入され た．そ こ で ， 次 に ，
Bax 発現ア

デ ノ ウ イル ス 導人後の Bax 蛋 自の 発現 量 を倹討

する と，導入後 ， 約12時間か ら Bax 蛋白の 発現が

認め られ ， 少な くと も120時間以 上持続 した．また ，

こ の 発現は，感受性株で も耐性株 で も同 じ程度に

高い 発現 レベ ル で あ り， 内在性の Bax 発現 との 関

連は認め なか っ た。

　b）アポ ト
ーシ ス 促進因子 Bax の 導入 に よる ア

ポ ト
ーシ ス の 誘導 ：感受性株 A2780 お よ び その 耐

性 亜株 A2780／cDDP にお い て は ，
　Bax 発現 ウ イ ル

ス 感染後48時間で い ずれの細胞株 も細胞 の 縮小，

核 の 断片化な ど，著明なアポ トーシ ス の像 を示 し

た．EL 玉SA 法に よる定量で もアポ トーシ ス は無処

理群や コ ン トロ
ール ウ イ ル ス群 に比 して 有意 に増

加 して い た．また
，

カ ス パ ーゼ活性 も Bax 発現ウ

イ ル ス群 にお い て 有意な上昇が認め られ た．さら

に ， Bax 発現ウ イル ス によ り， 最終的に殺細胞効果

が 得られ る か
，

また
，

シ ス プ ラ チ ン との 併用効果

が ある かど うか ，生細胞数の 測定に よ っ て 評価 し

た と こ ろ，シ ス プ ラチ ン感受性株 で は ， Bax 発現ウ

イル ス 単独処理 に よ っ て シ ス ブラチ ン単独処理に

近 い 殺 細 胞 効 果 を 認 め た （図6）．
・一

方，
A2780／

cDDP は ， 同 じ量の シ ス プ ラ チ ン 単独処理 で はほ

とん ど殺細胞効果 を認め なか っ たが ， Bax 発現ウ

イ ル ス 単独処理で は，感受性株に近 い 殺細胞効果

を認め ， また
，

シ ス プ ラ チ ン と Bax 発現ウ イル ス

との 同時処理 で 若干の 併用効果を認めた．以上 の

こ とか ら，
シ ス プラチ ン耐性株 A2780／cDDP で は

Bax 以降の ア ポ ト
ー

シス 誘導経路は比較的保た れ

て い るた め
，
Bax 遺伝子導入 に よ る遺伝子治療が

有効で ある と考えられ た．

　 一
方，もうひ とつ の シ ス プ ラチ ン 耐性株 SK−OV −

3にお い て は，Bax 遺伝子導入 の み で は 有効 な ア ポ

トーシ ス が 誘導されず ，
シ ス プ ラ チ ン との 併用効

果 も認め なか っ た （図5）．すなわ ち，こ の細 胞にお
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図 6　Bax 発現 ア デ ノ ウ イル ス とシス プ ラ チ ン の 併用 効果

い て は，ア ポ トーシ ス 誘導経路 の なか で Bax の 下

流 にお い て も何 らかの 障害が 存在 し，Bax を導入

して も効果的にアポ 1・一シ ス が起 こ らな い 可能性

が 考えられ た．

　 c ）ア ポ トーシ ス 促 進 因 ∫
−Bax の 導人 に よ る

in−Viv〔〕 で の 効果 ： ヌ
ー

ドマ ウ ス皮下 に
， 卵巣癌細

胞 A2780 を移植 し， 腫瘍が 直径約5mm に触知す る

ようになる 7 日目に シス プ ラ チ ン，Bax 発現 ウ イ

ル ス 単独 ， 又 は 両者を組み合わ せ て投与 した とこ

ろ ， 約1ヵ月後，無処理群 に比 べ て シ ス プ ラ チ ン 単

独 群 ， Bax 発現 ウ イル ス 単独群 ともに約50％ の 腫

瘍発育抑制効 果を認めた，また ， シ ス プ ラチ ン と

Bax 発現 ウ イ ル ス を組み合わせ て投与した群 で は

さらに蓍明な腫瘍発 育抑制効果 を認め
， 腫瘍 の 縮

小 を認め た個体もあ っ た．現在， まだ
， 最終 的な

生 存期 間に対する影響や ， 他の 細胞株 で の 効果 は

未確認 で ある が ，
Bax 発現 ア デ ノ ウイ ル ス に よる

遣伝 頁 台療 は in−viVO で も有効 な μ∫能性が 認め ら

れ た．なお，こ の投与法で は現イliまで明 らか な副

作川や個体死 は認め て い ない ．

　4．卵巣癌紲胞の ア ポ トーシス 回避機構 （2）一外

的要因

　同
一

の 卵巣癌で あ っ て も，外的な環境 に よっ て

制癌剤 に 対す る感受性 が異な っ て くる可能性 に関

して検討 した．癌細胞 は
， 細胞外か らさ まざ まな

刺激を受けて い るが，成長因 子，サ イ トカ イ ン
，

ホ ル モ ン等の 一一部は，癌細胞に と っ て の 生 存 シ グ

ナ ル とな りうるこ とが 知 られ て い る．こ の よ うな

生存 シ グナ ル が存 在す る と，癌細 胞 は よ りア ポ

トーシ ス に 陥 りに くくな り， 制癌剤感受性 が低下

す る と考えられ，逆に
，

こ れ を同定し て 取 り除い

て や れば ， 制癌剤感受性 も亢進する 口丁能性が考え

られる．こ の よ うな因 f と して
， 我 々 は， まず，

黄体化ホ ル モ ン LH に着 日した．　LH は さ まざ まな

機能を有 して い るが ， 最近，LH が顆粒膜細胞 の ア

ポ トーシ ス を抑制する こ とに よ っ て ，黄体 の 存続

に関 与す る可能性 が示唆 され て い る
9〕
．我々 は ，

こ

の LH の ア ポ トーシ ス抑制機構 に着 目し，卵巣癌

に対 して も影響し て い る可能性 を考えた。黄体化

ホ ル モ ン LH と絨毛性 ゴ ナ ドトロ ピ ン hCG とは ，

共通の 受容体であ る ， LH ／hCG 受容体に結合 して

細胞 内情 報伝達 を行 っ て お り
al｝1

，
　 in−vitro の 実験

で は，LH の かわ りに リ コ ン ビナ ン ト hCG を用 い

て ， こ の 受容体 を介する シグナ ル を解析 した，

　a）卵 巣癌 に お ける LH／hCG 受容体 の 発現 ：卵

巣癌 の LH に対する反応性 を検討する ため に，卵

巣癌組織 に おけ る LH／hCG 受容体 の 発 現 を検討

した．免疫組織染色 を用 い て蛋 白発現 を検討する

と
， 卵巣癌の 約7（〕％ の 症例 で 腫瘍細胞 に局在 した

発現 を認め た （図7），次に RT ・PCR 法を用 い て LH

／hCG 受容体の mRNA の 発現 を検討す る と
，

ヒ皮

性卵 巣癌 の 半数以 上 の 症 例 で 発 現が認 め られ た

（図7）
19）
．さら に

， 卵 巣癌細胞株 は，LH ／hCG 受容

体発現 陽性の もの と，陰性 の もの とが 認め られ
，
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図 7　卵巣 癌組織 にお け る LH魚 GG 受容 体 蛋 白の 発現

L．H／hCG受 容体 陽性卵巣 癌細胞　　L目／hCG受容体陰性 卵巣癌細胞

　　　　（OVCAR −3）　　　　　　　　　　　　　　　　（SK−OV −3）

断 片化DNA

無処理 CDDp 　 CDDP
　 　 　 　 　 　 　 ＋ hCG

無処 理 CDDp 　 CDDP
　 　 　 　 　 　 　 ＋ hCG

図 8　heG が卵 巣癌 細 胞の ア ポ トーシ ス に 及 ぼす影響

こ の うち， 受容体 1場性の OVCAR −3
， 陰性の SK−OV −

3 を用 い て 以後の 解析 を行 っ た．

　b）卵 巣癌に対す る hCG の 影響一特 に シ ス プ ラ

チ ン誘導性ア ポ ト
ーシ ス の 抑制 ： は じめ に ，

LH ／

hCG 受容体陽性株 OVCAR ・3におい て
，
　 hCG の 増

嬉活性 に対 する影響 を Brd−U ア ッ セ イを用 い て

検討 したが，有意な増殖促進効果はみ られ なか っ

た．次に，ア ポ トーシ ス に対する影響を検討した 。

LH
’
，fhCG 受容体陽性の OVCAR −3に ，

シ ス プラチ ン

を添加する とア ボ ト
ーシ ス が 誘導 され たが，シ ス

プ ラチ ン とと もに hCG を加 える と ， ア ポ トーシ ス

は明 らか に稗制 された （図8）．　
・
方 ，

LH ／hCG 受容

体 陰性 の SK−OV −3で は 同様 に hC（｝を添加 して も

ア ポ トーシ ス の 抑制効果は み られず（図8），こ の こ

とか ら hCG はそ の 受容体を介 して ，
シ ス プ ラ チ ン

誘導性 アポ ト
ー

シ ス を｛iil制 して い る と考 え られ

た
12｝
．

　c ）LH ／hCG 受容体陽性卵巣癌 OVCAR −31：お い

て hCG が誘導する細胞内 シグナル ：そこ で ，こ の

hCG の ア ポ ト
ー

シ ス 抑制作用 を も た らす メ カ ニ

ズ ム をさ らに解析す る ため に ， hCG が ， アポ ト
ー

シ ス 関連121
’
r一の発現 を変化させ る か どうか検討 し

た．OVCAR −3に hCG を添加 した後，　 Northern　blot

法にて Bcl−2，
　Bax ， お よび成長 因子 IGF ．1（insulin−

like　grOWth　faCtOr−1）の mRNA 発 現 を検 討 した と

こ ろ，Be］− 2，　Bax に は有意 な変化 は認 め なか っ た
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図 9　 hCG 添 加 に よ る ア ポ トーシス 関連 因子 の 発現

　変 化

吸 光度
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ユ．5

α5

＊ pく0．G5
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、

図10　LH．fhCG お よ び IGF−1に よる ア ポ トーシス 抑制

　機序

が， IGF −1の 発現は有意に上昇 しだ
3｝
．す なわ ち ，

hCG は IGF−1の発現誘導を介 して ア ポ 1・一シ ス を

抑制 して い る可能性が 考え られ た （図9．）．RT−PCR

法に よ っ て OVGAR −3は IGF−1受容体 を も発 現 し

て い た こ とか ら，IGF−1はそ の 受容体に結合 し，細

胞内の チ ロ シ ン キナ
ーゼ ドメ イ ン に よ っ て特定の

蛋白を燐酸化する こ とに よ っ て ， ア ポ ト
ーシ ス 抑

制 シ グナ ル を伝達 して い る可能性が 考え られ た．

　 d）卵 巣癌 に対 す る IGF−1の 影響一
シ ス プ ラ チ

ン 誘導性 ア ポ トーシ ス の 抑制 ：そ こ で
，
IGF一ユ自体

が卵巣癌細胞の ア ポ トー シ ス を抑制す る か ど う

か，検討した．シ ス プ ラ チ ン と ともに 10uM の IGF −

1を添加 した と ころ，シス プ ラ チ ン処理で 認め られ

た ア ポ トーシ ス は著明に減少 した．逆に シス プ ラ

チ ン 処 理 で減少 した 生細胞数は IGF −1添加 に よ り

回復 した。す なわち ，
IGF 一哨 体がオー

トク ラ イ ン

・パ ラク ライン に卵巣癌の ア ポ トーシ ス を抑制す

る生存 シ グナ ル で ある と考え られた （図 10）．

　5．卵 巣癌細胞へ の ア ボ トーシ ス 誘導に よる 治

療の 試み （2＞・一外的生存 因子の 抑制

CDDP

hCG

韭亢IGF −1受容イ本ま亢イ本　　　一

図11 　抗 IGF −1受容体中和抗体の ア ポ トーシ ス 増強効

　果

縮F一雪

図12　PI3キ ナーゼ に よ る ア ポ トーシ ス 抑 制

　IGF−1が 卵巣癌の ア ポ トーシ ス を阻害す る 生存

シ グナ ル で ある とすれ ば ， これ をブ ロ ッ ク する こ

と に よ りア ポ ト
ーシ ス を再誘導し ，

シ ス プ ラチ ン

の 効果を回復で きる可能性が あ り， 検討を行 っ た，

　a ）IGF−1作用の ブ ロ ッ ク に よる シ ス ブ ラチ ン 誘

導性 ア ポ トーシ ス の 回復 ：まず ， IGF −1受容体に対

す る 中和抗体 を用 い て ，受容体 レ ベ ル で IGF−1の

作用 をブ ロ ッ ク した，シ ス プ ラ チ ン とと もに hCG

を加える と シ ス プ ラ チ ン 誘導性ア ポ トーシ ス は抑

制 されるが ，
こ れに さらに ， IGF −1受容体に対する

中利抗体 を添加する と
，

ア ポ ト
ーシ ス が再誘導さ

れ た （図 11）．
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ア ポ トー
シス

シ グナル の 縫遊
：　

；：

囎

図 13　ア ポ トーシス 誘導を 目指 した分 子 標的 治療

　次 に IGF−1の ア ン チ セ ン ス RNA 発現 ア デ ノ ウ

イ ル ス を用 い て IGF −1の 発現量を減少 させ る こ と

に よ り， そ の 作用 をブ m ッ クす ると， 抗 IGF−1受容

体中和抗体 と同様に ，
hGG に よ っ て もた らされた

ア ポ ト
ーシ ス搾制効果が解除され

，
ア ポ ト

ー
シ ス

が・再誘導 され た．すな わち，IGF−1の 作用 を抑制す

る こ とに よ り， シ ス プ ラ チ ン に対する感受性を増

強で きる可能性が示された。

　b）IGF−1作 用 へ の 燐 酸化 シ グナ ル （PI3キ ナ ー

ゼ ）の 関与 ：IGF−1は その 受容体を介 して さまざま

な燐酸化 シ グ ナ ル に 関与して い る こ とが知 られて

い るが，なか で も，posphatidyl　inesitol：3キナーゼ

（PI3キ ナ
ーゼ ）を活性化する こ とに よ り， ア ポ ト

ー

シ ス を抑制する こ とが最近 ， 報告 され た
1’S
．す なわ

ち ， PI3キナ
ーゼ を阻害すれ ば IGF−1の 効果が抑え

られ ， ア ポ ト
ーシ ス を再誘導で きる 而∫能性が ある ．

そこ で，PI3 キナーゼ の 阻害剤で ある，　 Wortman −

nin の 効果 を生細 胞数の 変化で 検討した．シ ス プ

ラ チ ン と ともに IGF −1を加え る と， ア ポ ト
ー

シ ス

が抑制 され生細胞数は増加するが ， さ らに Wort−

mannin を添加する と，
　 IGF−1の ア ポ ト

ーシ ス 抑制

効果が解除され ， その 結果 ， 生細胞数は再び減少

した．すなわ ち，PI3 キナ
ーゼ を不活化 し，細胞内

の 燐酸化状態 を変化 させ る こ とに よ っ て もア ポ

トー
シ ス シ グナ ル を増強 し，シ ス プラチ ン感受性

を高め うる 可能性が 示唆 された （図 12）．PI3キナー

ゼ は癌遺伝子 ras を含む，さ まざまな因子 に よ り

活性化す る こ とが知 られ て い る こ とか ら
14，

， PI3

キナ
ーゼ 自体 を分予標的 と捉え ， そ の 活性 を変化

させ る こ とに よ り IGF−1の みならず ， さまざ まな

細胞外か らの 生存 シ グナ ル を遮断し
，

シ ス プ ラチ

ン 感受性 を亢進 しうる可能性が 考え られる．

　 　 　 　 　 　 　 　 ま と め

　制癌剤抵抗性 に 関わ る さ まざまな因 子の うち

で ，今回は，シス プ ラ チ ン に よる ア ポ トーシス 誘

導メ カニ ズ ム に焦点 を当て ，卵巣癌細胞が，アポ

トーシ ス を回避 して抵抗性 を獲得する過程を ， 内

的要因と外的要因の 2 而か ら解析 した．すなわ ち，

内的要因 として ， ア ポ ト
ーシ ス の 主要経路 の 解析

か ら， アポ 1・一シ ス促進因子 Bax の 誘導障害が シ

ス プラチ ン抵抗性 に結 びつ い て い る可能性 を示

し，
こ の ような場合 に

，
Bax 発現 ア デ ノ ウ イル ス を

用 い て ，よ り積極 的に ア ポ ト
ー

シス を促進して や

る こ とで ， 耐性細胞にお い て も治療効果を得られ

る 可能性 を示した．．一
方で は ， 外的要 因 と して

IGF4 が癌細胞の 生存シ グナ ル として ア ポ トーシ

ス を抑制 し，制癌剤感受性 を低下 させ て い る 可能

性があ り，こ れを除去 して や れば， 治療効果 に結

び つ く可能性 を示 した （図13）．すなわ ち ， 内的，

外的両面か ら， ア ポ トーシ ス 誘導をはかる分 ∫縹

的治療 は，薬剤耐性 を克服す る有効な方法 と思わ

れ る．今回 ， そ の
一
端として ア デ ノウ イ ル ス に よ
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る遺伝子治療の 手法を用 い たが，in−vitro にお い て

も in−ViVO にお い て も有効で あ る
．
可能性が 示され

た．今後 ， アポ ト
ー

シ ス の 増強を目指 した遺伝子

治療を導入する ためには ， さ らなる効果の 検証や ，

安全性の 確認 と い っ た数多 くの 課題を解決 しなけ

れ ば ならない が，今後 も実現 に向けて研究をすす

め て行 きた い ．
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Abstract

  The objective  of  this study  is to claiify  the association  between  the  intrac':ellular apoptotie  signaling  and

the cytotoxic/therapeutie  effeet  of  cisplatin  in ovarian  cancer.  Then, according  to the findings obtained,

we  tried to develop  a  new  strategy  to manage  cisplatin-resistant  ovarian  cancer.

  Firstly, the influenee of  apoptosis  on  the effeet  of  cisplatin  is examined.  Treatment with  cisplatin  in

cisplai/in-sensittve  ovarian  cancer  celHine  A278e markedly  induced apoptosis,  which  was  detected both by

monyphological  examination  as  well  as  quantification of apoptosis  using  cell death ELISA method  or  meas-

urement  of  caspase  3 activity,  In contrast,  cisplatin  in the same  dose did not  induce  significant  apoptosis  in

cisplatin-resistant  SK-OV-3 cell line. In addit,ion, an  inhibitor of easpase  3, Ac-DEVD-CHO,  redueed  the cy-

totoxity of  cisplatin, suggesting  that the effk]ct  of  eisplatin  is closely  linked to the induction of apoptosis  in

ovarian  canc:er  cel}s.

  Second}y, the role  of  pro-apoptotic Bax  protein in the  development of  cisplat,in-resistance  of  ovarian  can-

cer  was  investigated. Immunohistochemieal  analysis  revealed  that  decreased  expressien  of  Bax  protein

ct･orrelated  with  poor  prognosis of  patient with  ovarian  cancer.  In vitro, Bax  expression  was  attenuated  in
                                  '
cisplatin-i'esistant ovarian  cancers,  A27801cDDP  and  SK-OV-3, compared  with  cisplat/in sensit,ive  A2780,

These  ilndings suggest  thaMhe  disLurbance in pro-apoptetic signaling  tlu'ough Bax  play an  inportant role  in

the development  of  cisplatin-resistance.  Accoydingly, we  tried to induce  Bax protein in ovarian  eancer  cells

using  recombinant  adenovirus  which  hi.dhly express  the Ba)c protein, The pre-apoptotic eft'ect of  Bax  in-

duction was  similarly  intensive either  in A2780 or  A2780/cDDP, while  it was  minimum  in SK-OV-3. Prelimi-

narily,  adenovirus-mediated  i,raJisfer of  the Bax gene intu human  ovarian  xenografts  showed  suppressive

effeet  on  tumor  growth. Therefore, adenovirus-mediated  introduction of  Bax may  be a  usefu1  tool to maii-

age  a  part of  cisplatin-resistant  evarian  cancer.

  Thirdly, the influence of  gonadotropins, luteinizing honmone  (LH) and  human  chorionic  gonadotropin

(hCG) ,
 on  the apoptosis  of  ova]'ian  caneer  was  examined,  Mere  than  a  half of  ovarian  cancer  $pecimens

expressed  LH/hCG  receptor.  hCG  treatment  markedly  reduced  cisplatin-induced  apoptosis  in LH/hCG

receptor-positive  ovaritm  cancer  cell  line, OVCAR-3,  and  induced  insulin-like gro-rth factor 1 (IGF-1)ex-
pression. IGF-1 also  inhibited eisplatin-indueed  apoptosis  and  a  neutralizing  antibody  to IGF-l receptor  re-

stored  apoptosis  in OVCAR-3,  suggesting  that IGF-1 mediates  anti-apoptotic  signaling  t'rom hCG.  Wortman-

nin,  an  inhibitoi' of  phosphatidyl inositoL 3 kinase (PI3K) 
,
 blocked the anti-apoptotie  effect of  IGF-1 1,o re-

store  the cisplatin-indueed  apoptosis.  This indicates that specifie  phosphoiylation  signal  is related  to

cisplatin-sensitivity/resistance  of  ovartan  cancer,

  In conclusion,  both the  intrinsic disturbartee of  intracellular apoptosis  signal  including Bax and  the pres-

ence  of  anti-ewjeptotic  extrinsic  faetors such  as  IGF-1 may  cause  the resistance  to chemotherq)y  in ovarian

canc:er.  Consequently, to regulate  apoptosis-related  gene  and  to fac:ilitate apeptosis  by the methods  inc:lud-

ing adenovirus-mediated  gene therapy rnay  be a  hopeful strategy  to overcome  diug-resistaiice.


