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固形癌,こ とに消化器癌に対する化学療法の治

療成績は未だ満足しうるものではない.新規抗癌

剤の開発やさまざまな工夫も治療成績の改善には

なかなか結び付かず,試行錯誤の状態がつづいて

いる。こうしたなか,従来の化学療法と一線を画

す「分子標的治療」という新しい治療概念が芽生

えてきた。治療成績の飛躍的な改善を望むには抗

腫瘍効果の増強を目指すだけではなく,症例ごと

腫瘍ごとの生物学的個体差への対応 と殺細胞効果

の腫瘍選択性の獲得が必要要件となる.分子標的

化学療法とはそれらを現実のものとするために,

癌に特徴的な分子を求め,そ れを標的に特異的な

修飾を加え癌を治癒に導こうとする考え方である。

本研究班の目的は,そ の消化器癌における治療モ

デルを確立することにある.

分子標的化学療法の研究は当然分子標的の索定

とその修飾法の確立の二段階に分けられ,いかに

臨床上重要な分子標的を見出すかがその実現の鍵

となる.抗癌剤には効 くか効かないか,それを規

定する因子が必ず存在する.本研究班では,消化

器癌で現在広 く用いられているあるいは今後効果

が期待される薬剤 5種類に絞 り,薬剤ごとにもっ

とも重要な耐性因子 (効果規定因子)を見出し,

これを分子標的として治療モデルを導 くことにし

た。平成 9年度はその第一段階,す なわち有用な

分子標的 (抗癌剤のもっとも重要な効果規定因子 )

の同定に重点をおいて研究を進めた.

抗癌剤耐性に関してはすでに多 くの研究がなさ

れている。170 KDの細胞膜 P糖蛋白(GP 170)の

ように耐性への関与がきわめて明確に示された因

子も少なくない1ヽ しかしながら,そ の大半は長期

間抗癌剤接触により生き残ったクローン (獲得耐

性細胞)を用いた研究成果であり,そ うした高度

耐性細胞と臨床の実際 とで因子の意義・重さに大

きな差があるとの報告 も少なくないa.ま た,複雑

な生命現象を単一因子で説明することにも無理が

ある.本研究は実際の治療を目指すものである.

獲得耐性以外の耐性細胞を中心に広 く認知されて

いる耐性因子を網羅解析し,そのなかから抗腫瘍

効果と深 く関連する因子を数にこだわらず求める

こととした。その結果を以下に示す.
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1。 耐性因子解析細胞パネルの確立

解析に用いた腫瘍細胞のうち大腸癌 HCC-48,

-50,食道癌 HEC 46,胃 癌 HSC-42の 4株は化学

療法が全 く効を奏せずきわめて短期間で死亡 した

症例の腹水から樹立 した本態性多剤耐性細胞であ

る3).耐
性関連因子 として,薬剤膜輸送系関連因子

で あ る多 剤 耐 性 随 伴 蛋 白(MRP),GP 170
(ル角DRI), canalicular multispecific  organic

transporter(cMOAT),薬 剤活性・不活化関与因

子として glutathione S― transferase(GST,α ttD,

NADPH/cytochrome P 450 reductase(P450

red.),NADPH/quinOne oxidoreductase(DTD,

N00ヱ ), dihydrOpyrirnidine dehydrogenase

(DPD),薬剤作用標的としてthymidine synthase

(lrs), α,β―tubHn(type l), topoisomerase I,

Hを選択し,遺伝子発現および生化学的解析を

行った。

図 1は遺伝子発現の,表 1は生化学的定量の解

析結果である。耐性因子に関し細胞 ごとに異なっ

た遺伝子発現や量・活性のパターンが示されてい

る.す なわち,抗癌剤応答に関して異なった生物

学的特性を有する実験細胞パネルが設定されたこ

とになる。 したがって,こ れら異なったレベルの

各因子 と抗癌剤による効果 との関連性を詳細に検

討することにより,効果規定因子の絞 り込みが可

能 となった.

2。 抗癌剤耐性 (効果)規定因子

解析対象抗癌剤は,マ イ トマイシンC(MMC),

5フ ル オ ロ ウ ラ シル (5-FU),シ ス プ ラ チ ン

(CDDP),塩 酸イリノテカン(CPT ll),ド セタキ

セル (TXT)と した.研究班が組織 された時点で

MMCと CPT llに ついてはすでにかな り検討

が進められてお り
4,o,両

剤についてはさらに多 く

の耐性因子解析を加え,結果の普遍性を確認する

こととした。

①マイトマイシンC(MMC)
MMCの効果と深 く関連する因子は既報 どおり

DTDと GSTであった.他の因子との間には全 く

関連性がなかったが,図 2の ようにMMC耐性に

対してDTD活性は負の,GST活性は正の関係に
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図 l  Expressions of genes related to drug resistance.

あることが示された。統計学的相関関係が得られ

なかったことから,いずれ も単独では MMC耐 性

を説明することは困難 と考えられた.しかしなが

ら,両者の遺伝子発現比を検討すると,MMC感 受

性の高い細胞では DTD遺伝子仏ЮOヱ )の みが発

現 し,細胞が耐性化するにつれ N001に 対する

GSttτ の発現上ヒが高 くなることが明 らか となった.

DTDに よる還元活性化 とGSTに よる不活性化

の引 き合いによりMMCの 効果が決定 されると

考えられる。DTDの pH依存性代謝,エ タクリン

酸の GST活性阻害を利用 した実験によってこの

仮説が正 しいことが証明されている。MMCの 効

果は低い pHす なわち pH 6の条件下で最大 とな

り,エ タクリン酸併用によるGST活性の阻害 も

MMC効 果を有意に増強した.

DTD,GSTは おのおの活性化,不活化を担 う

MMCの 効果規定因子であり,その特異的修飾は

MMC効 果増強をきたす.両者は MMCを 用いた

化学療法の有用な分子標的 と結論 した.

② 5-フ ルオロウラシル (5-FU)

5 FUの もっとも重要な耐性 (効果規定)因子は

DPDと 考えられた (図 3)。.しかしなが ら,すべ

て の細 胞 で 3-cyano-2,6-dihydrOxypyrimidine
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* t Activities of probable enzymes involved in drug resistance and glutathione (GSH)

content in human gastrointestinal cancer cells
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(CNDP)に より活性阻害が 5-FU感受性が増強

するものの,DPD活性・遺伝子発現 と5-FU効果

の相関性は消化器癌細胞のみに認められ,自血病

細胞 K562や K562/DOX,鼻咽腔癌 KBな どを

含めると両者の相関性は認められなくなった (図

3).DPDの 卜FU耐性への関与は明らかである

が,お そらく臓器,組織によってDPDの細胞内レ

ベルは大きく異なると思われる.そ の効果規定因

子 としての意義を明らかにするため,現在 DPD

の生体内組織分布および thymidine synthase

(TS)と の意義 0重 さとの比較を行っている.

③シスプラチン(CDDP)

CDDPの もっとも重要な耐性 (効果規定)因子

は GSTと 考えられた.図 4に示すように,唯一

GS2レ の遺伝 子発現 レベル,酵 素活性 のみが

CDDPの耐性度 とよく相関 した。また,エ タクリ

ン酸 によるGST活性阻害実験で CDDPの 効果

が増強することが確認 されたことか ら,GSTは
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CDDP効果増強のもっとも有用な分子標的 と考

えられた。

④塩酸イリノテカン (CPT-11)

細胞膜電位差がもっともCPT-11の耐性・効果

に深 く関連する因子と考えられた(図 5).CPT-11

の効果は作用標的であるTopo Iの活性,レベル

とも相関せず,候補 とした既知の因子のなかから
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その耐性規定因子を同定することはできなかった.

CPT-11獲得耐性細胞系でも,耐性細胞内薬剤濃

度の低下を除き,Topo I,Ⅱ ,GP-170を はじ

め,広 く知られる耐性関連因子の発現,活性に差

は認められなかった.唯一,細胞内薬剤濃度の低

下を伴うCPT-11耐性を説明できたのが細胞膜

電位差の相違であった
'。

50MT-1+CE



COLO  COLO
201   320DM

a‐tub‖n  中
‐ ~

・
―

‐・ 軸

βtuЫh 11二li・二:11..

GST7t

GAPDH

Sensitive.ts

И′r'「αυθs レbi` No.I 1998

MKN  HSC   HCC   HCC   HEC
45      ‐42     ‐48     Ⅲ50     ‐46

中 ・
-11職

中囀興出け|― ■11魔麟由由申|

…

.1‐

…

1-申 ‐‐
…

Ⅲ

…
'一

‐.… ‐ ‐

-1‐
‐

…

1‐輛

GST act市ity

(nmO1/min/mg protein)

0   50  100 150 200 250

Docetaxel +

u-tublin
(relative fluorescence)

0 .. 90   100   1lo  120        0

Resistance

β‐tublin
(relatiVe ■uorescence)

100    110    120

lCro (pglml)

04

05

01

03

04

05

06

0

tr 0 Critical determinants of docetaxel activity.

01

02

lC,o (pglml)

細胞膜電位差は生体内で陽性荷電する薬剤の膜

受動輸送にかかわり,耐性細胞は電位差が低いた

め膜移行薬剤量が減少すると考えられている.実

際,CPT-11感受性親株と耐性細胞の細胞膜電位

差には著明な差が認められた.ま た,セ ファラン

チンにより耐性細胞の膜電位差を増大させると

CPT-11の細胞内薬剤濃度は増加し抗腫瘍効果が

増強することも示された.

しかしながら,その責任遺伝子も細胞膜電位差

を規定する細胞内分子も解明されていない.治療

前個別診断にはそれらの同定が不可欠である.ま

た,耐性 (効果規定)因子としての普遍性を評価

するためにもその詳細な解明が必要である.現在,

責任遺伝子のクローニングを行っている.

⑤ ドセタキセル(TXT)

TXTの抗腫瘍効果規定因子は,細胞の tubln

量,GST,膜 P糖蛋白(GP 170,〃D"),と 考え

られた。図 6上段に示すように,α ,β―tublin(type

l),あ るいは GSl財 の高発現細胞ほどTXTに対

して高度耐性であった。Flow cytometryで解析

した α,β tublin量,お よびGST活性 もIC 50値

と有意に相関した.DOX獲得高度多剤耐性細胞

(K562/DOX)では〃Dり の過剰発現が認められ,

TXTに対 しても高度耐性であつた。GP-170は な

んらかの形で TXT耐 性 にかかわっている.し か

しながら,図 6に示すような非獲得性耐性 ヒト消

化器癌細胞では GP 170の過剰発現は認められず,

消化器癌の臨床では tublin量 ,GST,そ の相互関

係がより重要な意味をもつものと考えられる。ま

た,エ タク リン酸 によるGST活性 阻害 によ り

TXTの効果が有意に増強されることも確認 され

た.
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消化器癌分子標的化学療法の標的を抗癌剤耐性

(効果規定)因子に求めた。その結果,① MMCで
はDTDと GST,② CDDPで は GST,③ TXTで
は細胞の tublin量 とGST,が抗腫瘍効果を規定

し,有用な標的 となりうることが明らかとなった.

今後の詳細な検討が必要であるが,④ 5FUでは

DPD9 ⑤ CPT-11で は細胞膜電位差,がおのおの

の耐性 (効果 )|こ 深 くかかわっていることも示さ

れた.いずれ もがなんらかの新知見を含む研究成

果である.

また,各抗癌剤 ともにそれら耐性 (効果規定 )

lC,o (pglml)
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因子の機育旨的意義をみるために行った活性の阻害

あるいは促進実験で抗腫瘍効果が増強されること

示された。治療に直訳可能な結果であり,平成 10

年度にはこれらをまとめ具体的な分子標的治療の

プロ トコールを設定できると考えている.
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