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シ ンポジウム 1　卵巣が ん化学療法の 基礎 と臨床

卵巣が ん化学療法におけ る薬剤耐性 と細胞内シ グナ ル 伝達機構

東京慈忠会医科 大学 、1畳腕 1 礒　 西 成 　 治

　　　　　　　　 目　 　的

　現 在，
豸1亅巣癌に 対

．
する 匿た る 化学療法剤は i

「
1金

製剤 と タ キソ ール （TX ）が注 iiされ て い る．　 r［

金製剤 に よ る DNA 阻害作用 ，
　 TX に よる ア ポ ト

ーシス 誘導過程には ， 細胞内シグナ ル 伝達に働 く

さ まざまな蛋 1
尸
［， 遺伝 ∫

：

産物 ， 代謝酵素が 関伊し

て お り，
これ らの 活性は抗癌剤の 感受性や耐性の

制御機序に作用 して い る、本研究で は シグナ ル伝

達 の 制御に よ り腫瘍細胞の 薬剤感受性 を増感，
IF．

常尉11胞 の 感受性 を減感 させ る こ と に よ り，臓 器 野

備能力 の 低 ドした症例 にも薬剤の 反復 長期使用を

叮能な らしめ る こ とをめ ざ し，（1） 臨床統計か

ら
“
臨床的薬剤耐性

”
の 症例 の 救済が ， 如何に 臨

床成績に 寄 ’
チする か を検 討し，実験系で は （H ）

白金製剤 とTX に対す る 感受性 をシ グナ ル 伝 達系

を介 しコ ル トロ ール す る こ とを ln　 vitr 〔〕で 試み
，

曲 ）そ の 調節作川を hl　viv ｛）に て 臨床応川へ と展

開させ る こ とを目的と した．

　　　　　　　　 方　 法

　 （1＞　臨討禾f列ヴ）糸充Lil
’
　
’y
’
：　n〈J　十灸葺寸　：　1989 イrよ　りE」占

在に 至 る ま で の 進行卵巣癌症例を玄ナ象に化学療法

の 感受性か ら統計解析を行 っ た．臨床的薬剤 lrll寸性

の 診断には Markmall　 er　 al．，　 Gordon　et　al。の 基

準に 従 い （1）初回治療よ りCA125 値 の 低 ドを認

め る lntrinsic　 resistant （工R），（2）初 lr「［治療で 値

の 低下 を認め たが ， その 後の 治療で 再 ヒ昇を来し

た Acquired　resistant （1・N　R）の su1〕typeに分け て

解析 し耐性症 1ダ瑪の 内訳 を検討した．

　 （ll）In　 vitro の 検討 ：卵 巣癌細胞イ朱で あ る

2008， A2780 細胞 とその シ ス プ ラ チ ン （DDP ）

耐
‘
性株 2008／C13＊5．L5，　 CP70 の 4株 を中心 41）liい

た，細 胞 内シ グナ ル 伝達系の なか で ， リ ン酸化

cascade の 中心 となる Pr（＞tein　 kinase　C （PKC ），

その 関連系路で ある イ ノ シ ト
ー

ル 代 謝系の 律則酵

素 となる Phosphatidyiin〔｝sitol4 　 kinase （PI4K ），

そ して 1
’
〕〔〕1｝ convelltio 歪1al な P13K の 3酵 素を 中心

に s 酵素活性 の 制御 に伴 なう薬剤感受性の 変動 ，

その 機序 を検討する と ともに，耐性織胞を対象 に

その 兜服能を検討 した．PKC 活性化 乂は抑制 に

は Tetradecanoy ［−pliorbol　 acetate 　（TPA ），

Quercetinを，　 PI4K抑制には Orobol，　 PI3K活’
性

化 には PDGF を 1モに用 い た．

　  1ドi金 製剤の 感受性 ： （1）薬斉ll感受性の 検討

は lhr薬剤接触 を基本 と し （i） DDP ，カ ル ボ プ

ラ チ ン，254−S，（ii） DDP と carrier 　ligandの 異

なる NK121，　 DWA2114i｛
， （iii）Amlnille／とmline

plaLillum（i、・）化合物で あ る jM221の 各薬剤を川

い た．（2） 白金製剤感受性制御杉隻構 の 解明に は次

の 5 点に つ い て検 討を行 っ た．（i）原 担吸光度 lli

’

に よ る糸1即泡内薬剤蓄積 （ii）HPI．．c 法又は Floiv

CytOmetry に よる細胞内グ ル タチ オ ン 含有 i
｛奴 iiD

Northern　bloし法又は CdClピ感受性試験 による細胞

内 メ タ ロ チオ ニ ン含イ∫量 （iv）IIPLCI丿ξに よる核

内 DNA の 1
’
　Kr）−r添加 ；1辷お よび DNA 修復能 （v ）ロ ー

ダ ミ ン 123感受性検査に よる ミトコ ン ドリア 膜電

位の 各点で ある．

　（2、TX 感受性 ： （1）TX に対する 薬斉1亅感受性 の

検謎に は 2hr，24hr 接触の 2 法で検討 した．（2）

Tx の 感受性制御機序は次 の 3点に つ き検討 した．

（i）Fluorochrome　（Heechst　33324＞螢光染色に

よ る ア ポ トーシ ス 誘導能 （ii）抗 Tubulh ユ抗体染

色に よる微小管の 形態変化 （iii）RT −PCR に よる

Tubulirl　isotypC；β1−， 　β2−，　β3−，　β・萋a−， 　β4b−

Tubulinの 発現変化の 各点で ある ，

　 （IID 動物実験 ；　（A ）
1rPA

作川」の 検討
閲
； Ex

vivG ドTPA 処理 細胞 を ヌ
ー

ドマ ウ ス に 移榧後，

3．5mg ／kg　DDP を皮 i“投 与し，　 ln　vivO にお け る

TPA の 作 Jljを観察 した． （B ）生 体応 用 111
’
能 な
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PKC 活性剤 TNF α と DDP 併用療法の 検 討 ：

2008細胞 をヌ
ー

ドマ ウ ス 移植後 ，
TNF α を腹腔

内全 身投 与，
DDP を皮 ド局所投

’

∫とし：↓：DDP 抗

腫瘍効果の 変化  マ ウ スへ の 薬剤有害反応の 影響

を検討した．

　　　　　　　　 成　 績

　 （　1）　臨轟床ly叮σ）十食1“」
’
：　1臨F柔　1：び）耐寸

1」
匡k−s，1・iiダ1「cよ進彳ゴ

卵巣癌症 例 の 約 30％を占め，rR　3ユ％，　 AR 　43％

で あ っ た。 こ の subt ＞
，pe は紅織1凱 こ関

F
∫して お り

明細胞癌 ， 粘液性腺癌 の 耐性例 は い ずれ も TR に

分類された．AR の 平均余命 は 駅 の L75倍で あ り

AR 獲得 まで の
’1牡5川 数 280 ｝1分の 延命か得 られ

た。

　 （ID　 ln　virro 実験 l

　q）1［i金製 斉li　；　（1）　50％ 藩ll胞 YJをずf　l∫1t　LI：濃 1皇二

（IC50）の 変動か ら
’rPix，　 Quercetinで L5〜2，8

倍の ，Orobotで 2．5倍の DDP 感受性増強効果を認

めた。（2）TPA ， （一）robol では DDP 獲得耐牲株嗜
’

択 細 胞 に 対 して も増 感効 果 を示 し DDP 耐性

phenotype で も本 シ グナ ル 伝達系が 保たれ本法の

耐性克服能が示唆され た．（3）TPA 　 ihr処理 の

増感作用 は carrjer 　ligalld特 異自勺で カ ル ボプ ラ チ

ン
， 254−S に認め られ たが ， NK121，　 DWA2114R

に は 欠如 し て い た 。（4）TPA 処理 で は ，40 〜

50％ の 細胞内薬剤 蓄積 量 の 増 姻，50％ の グ ル タ

チ オ ン 含イf量の 低下 ， lo〜20％ の DNA 　rl金添加

｝君：の 、噌加傾向を 1認め る
・
方，Orobol処理 では ミ

トコ ン ドリ ア膜電 位に 82．5％ の 低 ドを認め
， 少な

くとも複数 の r1金感受性制御1＊U 一
へ の 頚三用が ・」綾

され た、（5）TP へ，　 Orobolの 二喰処理 で は ， 増

感効果は相加効果を示 し超低ナl！瞳化学療法の 畦能

佐が 示唆 された ．（6＞TNF 　a は増 感作 用の ほ か

持続投 与に よ り，DDP 耐性獲得を 70〜80 ％ 朔坊

した．

［「産婦誌 51 巻臨「1き・工曽卩1

　 il．Lt）
’i’X ； （1）PDGF で は 2hr接触で L8倍の TX

耐性が 誘導され ， Orobolで は細 胞 ±曽殖期に 3．6倍

の 増感効果を得た．（2） PDGF 処理細胞で は ，
ア

ボ トーシ ス 誘導が コ ン トロ
ー

ル の 47．7％ に抑制 さ

れ TX 耐性 誘導機序 の
・
因 と考 え ら れ た d （3）

Orob 〔〕1処理珊ll胞で は β2−
， β4a−Tubulin　is〔，type

の 発現抑制を認め，Isotypeの 発現 変化が 増感作

用 の 　
・因 と考え られ た．　（4）DDP 甑1’性細胞は 無

ifll．清培地処理 に よ り8．0倍 の TX 増感効渠を示す
・
方シ グナ ル 伝達，細胞周期に 閃する癌千工卩制遺伝

f’　Smad ，1 （DPC4 ），　 PTEN ，　 Pl5 に剛
h’1生翻1［胞特 異

的な ミ ッ セ ン ス 変異を認め DDP 耐督1打 開策の
一

端が示峻 され た．

　 面 ）動物実験 ： （1）Ex 　 vivo 　TPA 処 理 によ

りDI）P の 抗腫瘍効果 は無処 置 コ ン 1・ロ ール群 の

それ に比 べ 約2．1倍であ りin　vitro の 結果に 激 し

た ．（2） PKC 活性化 腹膜転移 巣細胞 は ， 移植 繭

細胞に比 べ 3．2倍の 1盛受性 を示 した，（3） TNF α

全身投与と DDP の 移植腫瘍近傍へ の 局所投
’j・に

よ り薬物イ踏 ：反応 を助長せ ず，抗腫瘍効果の み を

6．1倍増感させ 37％ の 延命効果を得た。

　　　　　　　　 結 　 論

　 （1） リ ン 酸化 シグナ ル 伝達の 制御に よ り複数

の DDP 制御因 ゴに同ロ芋に作刑 し増感 させ る こ と

がで きた。（2）IR，　 AR 両者に増感効果を発揮 し，

進行卵 巣癌症例 の 30 ％ の 救済が示唆 された．（3）

増感剤併用療法に よる耐性獲得の 予防法が示峻さ

れ た ． （’i） TX に 併用 し Or （，bolを腫瘍近 傍に ，

PDGF を骨髄 など局所に 投
SJ”する こ とに よ り抗腫

瘍効果の 増強と薬物有害反応 の 揮制に よる新治療

法の lr∫能性を示 した．（5＞ PKC 活性化細 胞は転

移部で も薬剤高感受性 が保 たれ た．（6）DDP 耐

性細胞特 異的な増感作用が見出された。
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