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P2−34　 子宮内膜腺癌細胞 に対す る小柴胡湯 の ミ トコ ン ドリ ア 経路 を介 し た ア ポ トーシ ス 誘導 に よ る 抗腫瘍効果

大 阪医大

森嶌祥子 ， 後山 尚久，山下 能 毅，大 槻勝 紀，植木　實

【目的】ER β反応陽性 の 子 宮内膜腺癌 培 養 細 胞株 に お け る漢 方薬 で あ る小柴胡湯 の 抗腫瘍効果 に つ い て 細胞死 の 観点 よ り解析

した．【方法】通 常 の 培養方法で 細胞 を増や した 後小柴胡湯を含むス テ ロ イ ドフ リーに した 培地 で 以
．
ドの 実験 を行 っ た．培養子

宮内膜腺癌細胞に WST 一
ユ を添加 し

，
ミ トコ ン ドリ ア 代謝機能を 検討 した．また JC− 1，

　annexin を添加 に よ りミ トコ ン ドリ

ア の 膜電位変化，およ び ア ポ トーシ ス 細胞 にお け る細 胞膜変 化 を検 討 した．さ らに F75 フ ラ ス コ で 培養 した 細胞 に JC− 1，　an ・
nexin を添加 し フ ロ ーサ イ トメ ーターを 用 い 解析 した．【成 績 】小 柴胡湯投与 に よ り細胞死 が 濃度依存的 に 見 られ 48 時間後

1．2％ で 40％1．8％ で 60％ の 細胞死が見られた．annexin ／PI の 二 重染色 で PI陰性 annexin 陽性 の 細胞が 小柴胡 湯 1．8％ の 濃

度勾配に て 増加 した．また蛍光顕微鏡 に て 赤／緑の 蛍光 の 比率が低下 し 48時間後の contO ．4％ 1．2％ 1．8％ の 濃度勾配 を作 っ た

が濃度依存的に ミ トコ ン ドリ ア 膜電位の 低下 が観察 され た．そ れ ら を フ ロ
ーサ イ トメ

ーター
を用い て 解析 した結果試薬添加

群 で 13．8％ 27．6％ 51．7％ と正 の 相関性が み られ た．WSTI 添加系 で 小柴胡湯の 投与 に よ り細胞の 増殖能 は エ ス トロ ゲ ン投 与で

拮抗 された．【結論】小柴胡湯投与に よ り子宮内膜腺癌 に ア ポ トーシス が誘導され，シグ ナ ル 伝達経路 は ミ トコ ン ド リア 経路 に

よる こ とが 明 らか に な っ た．また，エ ス トロ ゲ ン投与 に よ っ て ア ポ ト
ー

シ ス が抑制された こ と よ り，小柴胡湯 の 抗腫瘍効果は

抗 エ ス トロ ゲ ン 作用も関与す る こ とが示唆された．

★ P2 −35　 子 宮 体 癌 移 植 SCID マ ウ ス 血 清 を用 い た SEREX 法 に よ り同 定 した癌 抗 原 KU − EM2 の 解 析

慶應大
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【目的】癌免疫療法 で は腫瘍特異抗 原 の 同定 が 重要 で あ る．SEREX 法 （Serological　Analysis　of　Recombinant 　cDNA 　Expres・

sion 　Libraries）は抗 体の 認 識抗 原 を同 定 す る方 法 で，本 法 で 得 られ た 抗 原 の 多 くが 樹 状 細 胞療 法 な どの 癌 免 疫 療 法 に 臨床 応 用

されて い る ．SCID マ ウ ス に 腫蕩片 を移植す る と腫瘍 と と もに患 者の 免疫細胞が 生 着 しヒ ト型 抗体が 産生 され，患 者 に代 え て

マ ウ ス の 血 清 を SEREX 法 に用 い る こ とで ，よ り癌 に 対す る 免疫応答 に 関与 し た抗原 を 単離 し うる 可能性 が あ る．我 々 は

SEREX 法 に よ り子宮体癌移植 SCID マ ウス 血清中の ヒ ト型 抗体が 認識する癌抗原 を同 定 し た．【方法】（1）体癌組織移植 SCID
マ ウ ス 血 清 と 3 種の 体癌由来の 細胞株 （SNG − II／Ishikawa／HEC − IB）か ら作 成 した cDNA ラ イ ブ ラ リーを用 い た SEREX
法に よ り，マ ウ ス 血清中の ヒ ト型抗体が 認識す る抗原を同定した。（2）データ ベ ース ヒで 候補抗原 の 特徴を予測 し，RT − PCR

法 で 正常 組 織 ／癌 細 胞 株 ／体 癌 組 織 で 発 現 様 式 を検 討 した．（3）合 成 ペ プ チ ドを用 い て 抗体 を作製 し，体癌 で の 発現 を免疫組織

化学染色 で検討 した．本研究は 倫理 委員会で 承認 され検体採取 は書面 で の 同意 を得た．【成績】（1）50万 ク ロ ーン をス ク リーニ

ン グ し，
15種の 抗原 を同定 した．（2）こ の うち KU − EM2 は デ

ー
タ ベ ー

ス 上 の 予測 で 膜貫通領域 を 有 し，　 RT − PCR 法 で は精

巣以外 の 正 常組織で 発現 を認 め な い
一
方，体癌／卵巣癌〆メ ラ ノーマ な ど各種癌細胞株 で 高頻度に 発現を認 め る 癌抗原 で あっ

た．（3＞体癌組織 で KU − EM2 蛋白質が 癌細胞膜上 に 染色 さ れ た．1結論】体癌 移 植 SCID マ ウ ス 血 清中の ヒ ト型 抗 体 が 認 識 す

る癌抗 原 KU − EM2 を同定 し た．　 KU − EM2 は 腫瘍特異的な発現様式を示 し，癌細胞膜 Eに 局在す る と考えられ た．

P2−36　 子宮体癌 におけ る Human 　kallikrein　7 （hk7／SCCE ）とその イ ン ヒ ビ ター
　Antileukoprotease （ALP ／SLPI）の 発現

広島大
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【口的】癌 の 増殖，進展 に 関与す る 分泌型 セ リ ン プ ロ テ ア
ーゼ Human 　kallikrein　7（hk7，，

’

SCCE ）とそ の 特異 的 イ ン ヒ ビ ターAn−

tileukoprotease（ALP ／SLPI）に 着目し， 子宮体癌 における発現 を検討した．【方法】当科で 手術療法を施行 し，同意の 得 られ

た 子宮体癌 108 例 と正 常子 宮内膜 17例を対象とし て hk7 と ALP の 免疫組織化学的発現 を検索 し，臨床病理学的因子 との 関

連を検討した．判定基準 は癌細胞 の 10％ 以 上 の 染色 を 陽性，25％ 以 上 を強陽性 と した．統計処 理 は x験 定お よび Fisherの 直
接 確 率 を 用 い ，Pく O．05 を統計学 的に有意差あ りと した 、生 存分析 は log　rank 検定 お よ び 回 帰モ デ ル に よ る 多変量 解析 を行っ

た．ま た体癌 10例 と正常内膜 5例 につ い て mRNA を抽 HG，　 cDNA を精製し，
　 RT − PCR 法 に よ り，

　 hk7お よ び ALP 　mRNA

の 発現を 検討 した．1成 績】免疫 組織化学的検討 に よ り，hk7 は正常内膜の 47．2％ （8／17），体癌の 52．7％ （57／108）に発現し，

ALP は iF常内膜 の 5．9％ （1／17）， 体癌の 53，7％ （58！108）に発現 して い た．　 hk7 と ALP の 過剰発現 は 正の 相関関係が認めら

れ （p＝0．03），さ らに，臨 床進 行期の 進 行 に 伴 っ て，ALP 優位か ら hk7 優位 に 発現 が 変化 して い る こ とが 観察さ れ た（p ＝0．04）．
多変量解析 に て 年齢，分化度，hk7 発現 ，

　 ALP 発現 と生存率 の 間 に は 関 連性 は認 め られず，臨床進 行期の み が 有意 な独 立予

後良好 因子 で あ っ た （P＝0，02），また RT − PCR 法 に よ り，正 常 内膜，体癌組織 と もに hk7 お よ び ALP 　mRNA の 発現 が ある

こ とを確認 した．【結論】子宮体癌 に お い て セ リ ン プ ロ テ ア
ーゼ hk7 とその イ ン ヒ ビ ターALP の 発現 を認 め た．ま た こ れ ら二

つ の 関係 は子宮体癌の 増殖 ・進展 に重要 な役割を示 し， 子宮体癌の バ イ オマ ーカーとなる 可能性が示唆された．
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