
トロージヤンペプチドを応用した
膵癌治療の実験的研究

I.研究の背景と目的

膵癌は治療成績の不良な難治癌である。疫学的

研究からは,わが国における膵癌の年齢調整死亡

率は過去 45年 間で約 9倍に増加 し,特に高齢者で

上昇傾向が著明で,国際的に比較 しても日本人の

膵癌死亡率 と罹患率は中等度から高率であること

が知られている。我々外科臨床医からみても,腫

瘍径 2cm以下の比較的小 さな膵癌でも,発見時に

はすでに膵周囲浸潤やリンパ節転移陽性の進行癌

であることも多 く,外科的拡大切除手術をもって

しても治療成績の向上が得 られていない。 したが

って臨床面での地道な努力 と同時に,難治癌攻略

の突破口を開けるような実験的研究が必須である。

我々は,臨床切除標本の・・5遺伝子異常や微小癌転

移巣の分子生物学的解析,膵癌細胞での細胞生物

学的解析などの基盤的研究を続けてきた 1～ 0。 「膵

癌がいかに生物学的悪性度が高いか」をみる研究

だけではなく,治療成績の劇的な向上を得るため

には「膵癌のアキレス腱を見いだしていかに新 し

い治療戦略を考えるか」を追求する研究が肝要で

あると思われる。

膵癌実験的治療の分野では,近年の遺伝子解析

やアポ トーシス誘導の研究などにより,遺伝子治

療や分子標的治療などの有効性が明らかにされつ

つある.膵癌に限らず,癌に対する遺伝子治療が

多方面で研究されているが,実際の臨床治療へ展
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開する上での最大の障壁はベクター開発にある。

最 も一般的なベクターはウイルスベクターである

が,j%υ′υθでの遺伝子治療においては,導入効

率・細胞毒性 。免疫原性など未解決の問題点が多

い。また,遺伝子そのものではなく遺伝子の誘導

体を用いた遺伝子制御法や,遺伝子がコー ドする

機能蛋白 (活性型ペプチ ド)な ども有力な治療法

である。 しかしこれらの核酸医薬やペプチ ド系薬

剤は細胞膜や核膜透過性が不良で,細胞内への導

入効率が不良なことが薬剤開発の院路の一つであ

った。最近,非ウイルス性ベクターとして細胞膜

通過性 とともに核内移行シグナルをもったペプチ

ド系ベクター CAntennapedia遺 伝子ペプチ ド,以

下 トロージャンペプチ ド)が開発され注 目されて

いる7).遺
伝子情報に基づいた癌治療法を開発す

るに際 しては,遺伝子の分子設計や癌特異的発現

性を追求するとともに,開発当初から,薬剤とし

ての体内投与法すなわち ドラッグデリバリーシス

テム (DDS)を念頭に置 く必要があろう。以上の

経緯か ら本研究では,こ れらの問題をクリアーす

る実際的な手段 としてペプチ ド系ベクターに着目

した。

本研究の目的は,①内因性CDK抑制因子p16NK4A

の活性化中心ペプチドをトロージャンペプチドと

共有結合させたペプチド (以下トロージャンp16)

が培養細胞系で癌細胞に取り込まれるか否か,②

トロージャンp16が膵癌細胞株に対して遺伝子情

報特異的な抗腫瘍効果を持つかの検証,③ トロー

ジャンp16が ヒト膵癌移植ヌー ドマウス皮下移植

モデルの治療実験で有効かどうかを検討すること
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である。

■.方 法

1。 ベプチド

p16M4Aの活性化中心ペプチ ドであるアミノ酸基

84-103(DAAREGFLD… RA GAR)は溺日限

のとお り合成 し8,0,Antennapedia遺
伝子ペプチ ド

(ア ミノ酸基 43-58:RQIKIWFQNRRMKWKK)7)

との共有結合ペプチ ドを合成 し以下の実験に供 し

た。

2.細胞生物学的実験

2-1.培養細胞 :膵癌細胞株AsPC-1,BxPC―

3, 骨肉腫細胞株 SaOs-2は ATCCか ら購

入し,10%FBSttRPMI-1640培地で継代

培養 した。

2-2.取込実験 :ビオチン化 トロージャンp16を

通常血清加培養条件でBxPC-3培 養細胞

株 と6時間接触させ,冷エタノール・アセ

トン(9:1)で 固定後,暉 ス トレプ トア

ビジンで染色 し,蛍光顕微鏡下に観察した。

2-3.細胞増殖抑制実験 :AsPC-1細 胞株とSaOs

-2細胞株を, トロージャンp16(10 μM,

20 μM)存在下 と非存在下に72時間培養

し,細胞数を経時的に計淑1し た .゙

2-4.細胞周期解析 :AsPC-1細 胞株 とSaOs-2

細胞株を, トロージャンp16(10 μM)存
在下 と非存在下に48時 間培養 し,CyCle

Test Plus DNA Reagent Kit(Becton

Dickinson41L)|こ て染色 しFACScanに て細

胞周期解析を行った。

2-5.Westem― blot解析 :膵癌細胞株 lAsPC―

1, BxPC-3, PANC-1, CAPAN-2)と

Saos-2(陰性対照株)の細胞周期関連蛋

自の発現を既報のWestem―blot法 にて解析

した .゙次に,AsPC-1細胞株を トロージ

ャンp16(10 μM)存在下に培養 し,細胞

を経時的に採取,蛋白を抽出し,pRB特異

的モノクローナル抗体にてWestem―blot解

析 し, トロージャンp16に よるpRBリ ン酸

化の経時的変化を検討 した。

3.ヌードマウス皮下移植モデルでの治療実験

膵癌細胞株 BxPC-3(2X106個 /200 μl)を ヌ

ー ドマウス8匹の皮下に移植 し,腫瘍径が3X3rlllm

大となった2週間後に2群 に分け,治療群 (n=4)

には トロージャンp16(1回投与量 5mg/Kg)を 1

日1回連 日3週間腹腔内投与 した。対照群 (n=4)

には生食を治療群 と同様に腹腔内投与 した.週 1

ないし2回 ,体重測定とともに腫瘍径を計測 して

腫瘍体積を算出し,3週 目に動物を犠死せ しめ,腫

瘍重量を測定するとともに採血 して末梢 白血球数

と血小板数を計測 した。

Ⅲ.結 果

1.細胞生物学的実験

膵癌細胞株におけるGl期細胞周期調節蛋自の発

現をWestem‐blot法で解祈すると, CDK2,CDK4,

CyclinDl,p21,p27の 発現は保たれてお り,細胞

間でも発現強度に差は認められなかった。一方 ,

p16は,検討 した4株では全て蛋白発現が認められ
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膵癌細胞株におけるGl調節蛋白発現(Western blot法 )

レーン 1:Saos-2(陰性対照株)

レーン 2～ 5:膵癌細胞株 (AsPC-1l BxPC-3,
PANC-1, CAPAN-2)
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なかったが,pRBは全例で発現が保持されていた

(図 1).骨肉腫細胞株 SaOs-2ではp16が発現 し

pRB発現が減弱 していたので陰性対照株 とした。

ビオチ ン化 トロージヤンp16を 通常血清加培養

条件で細胞に添加 し,その細胞内取込を検討 した

ところ,膵癌細胞の細胞質内および核内への トロ

ージャンp16取込が確認できた (図 2).検討 した

3株 lAsPC-1, BxPC-3, Saos-2)で少なくとも

添加 6時 間後の取込に差異は認めなかった。

図2 BxPC-3膵癌細胞株における卜□―ジャンp16の細胞内

取り込み

ビオチン化 卜□―ジャンp16接触9時間後にFITCア ビジ

ンで染色 (X400)

トロージャンp16の細胞増殖抑制作用を検討す

ると,p16(― )pRB(+)のAsPC-1で は時間 。用量

依存性の細胞増殖抑制作用がみられたが,p16(+)

pRB(― )の Saos-2で は細胞増殖抑制が認められな

かった (図 3)。 また。AsPC-1と BxPC-3に おけ

る トロージャンp16の 50%抑制値 (IC50)は各々

8.8μ Mと 10.6μ Mであった。

次に, トロージャンp16に よる細胞周期制御を

FACS法で検討したが,AsPC-1で は トロージャン

表 1 膵癌細胞株における 卜□―ジャンp16の細胞周期制御

(FACS解析)

培養細胞系  細胞周期
* 

前値  24時間後 48時間後

AsPC‐ 1細胞      Gl期

(p16-l pRB十 )  S期
G2/M期

Saos‐ 2細胞    Gl期
(p16+,pRB― ) S期

G2/M期

35.3% 54.7% 81.6%
48.4% 33,1% 13.8%
16.3% 12.2%  4.7%
40.7% 35,7% 40.0%
2.6%  2.6%  4.8%
56.6% 61.6% 55.2%

*ト ロージャンp16(10μ  M)接触後の各細胞の細胞同期を%表示

O Comrd

● p16(10μ M)

□ p16(20μ M)
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図3 トロージャンp16の細胞増殖抑制作用

AsPC-1細胞 (p16-:pRB+)と Saos-2細胞 (p16+,pRB― )の比較

Saos-2細 胞
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p16添加によりGl期細胞が35%か ら82%(48時

間値)に増加 し,S期細胞は48%か ら14%に減弱

した (表 1)。 RB蛋自のリン酸化をWestem―blot法

で解析すると, トロージャンp16添加 24時間まで

はリン酸化 RB蛋 白と非 リン酸化 RB蛋 自の2本の

バ ンドが検出されたが,48時間以後はリン酸化RB

蛋自のバンドが減衰し1本バンドとなった (図 4)。

これらのGl期停止とRB蛋白リン酸化抑制は,p16

(― )pRB(十 )の AsPC-1で みられたが,p16(+)

M  0  3  6  24 48  72(hr)

pRB(― )の Saos-2で は認められなかった。

2.ヌ ードマウス皮下移植モデルでの治療実験

膵癌細胞株 BxPC-3ヌ ー ドマウス皮下移植モデ

ルにおいて,腫瘍径が3mm大から トロージャン

p16腹腔内投与による治療実験を行ったところ,腫

瘍増殖の有意の抑制がみられた (図 5).3週 目犠死

時の腫瘍重量は, トロージャンp16治療群で対照

群に比 し有意に低下 していたが,体重・末梢白血

球数・血小板数は両群間に有意差を認めなかった。

Ⅳ.考察

本研究は,p161NK4A,舌 性化中心ペプチ ドを トロ

ージャンペプチ ドと共有結合させたペプチ ド (ト

ロージャンp16)の抗腫瘍効果に関 して,培養細

胞系 とマウス皮下移植モデル治療実験の両面から

検討したものである。その結果, トロージャンp16

は膵癌培養細胞系で細胞核内に取 り込まれ,Gl期

細胞停止とRB蛋 白リン酸化抑制を伴った細胞増

殖抑制作用を示 し,皮下移植モデルにおいても有

意の腫瘍増殖抑制作用が認められた。

今 回 ,実験 に用 い たペ プチ ド系 ベ ク ター

116-
(kDa)

84-――

47-――

_ ppRB
‐` ｀ pRB

←__cyclin A

図4 BxPC-3膵癌細胞株における トロージャンp16接触後の

RB蛋自の脱リン酸化 (Western法による経時変化)

(鞘ば1)一

対照群 (n=4)

Tttan‐ p16治療群(n=4)

図5 ヌー ドマウス皮下移植モデルにおけるトロージャンp16の抗腫瘍効果
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KAntennapedia遺 伝子ペプチド)は Derrosiら によ

って報告されたもので,①細胞膜や核膜などの生

体膜通過性が良好,②細胞特異性が少ない,③細

胞毒性がほとんどない,④ペプチ ドや核酸などと

のカップリングが容易などの特徴を有するつ。こ

れまで導入が報告されている細胞は,神経細胞 0

線維芽細胞・筋細胞 。一部の癌細胞などであるが,

膵癌細胞株での導入を検討したものは本研究が最

初である。細胞膜透過の機構に関しては,細胞貪

食によるものではなく,細胞膜上の受容体やチャ

ンネルを介 しておらず,4℃ でも観察されること

からエネルギー非依存的機構が関与していること

が推察されているが詳細は不明である。いわゆる

遺伝子導入のキャリアーとしての可能性は低 く,

導入できるカーゴは30ア ミノ酸残基までのペプチ

ドや45残基以下のオリゴヌクレオチ ドに限定され

ている。

plびNK4Aと Rbは細胞周期制御に働 く癌抑制遺伝

子である。p16蛋白は,Cdk4と cyclinDlの 結合を

阻害 しRB蛋 自のリン酸化を抑制することにより,

Gl期からS期への移行を制御 している。Gl期調

節因子に関しては,多 くの癌腫において,p16・

RB・ Cdk4・ cyclinDlの 少なくとも一つの遺伝子

には,遺伝子異常が存在することが知られている。
,

膵癌における遺伝子解析では,変異,欠失やメチ

レーションによる転写異常によりp16蛋 自の機能

欠損がほとんどの全ての膵癌でみられるが,RB・

Cdk4・ cyclinDlの 異常の頻度は低いことが報告

されている lD。
本研究における4種類の膵癌細胞

株における蛋白発現の解析でも同様の結果であっ

た。 したがってp16は ,癌の遺伝子治療の格好の

標的として注 目を集め,ウ イルスベクターを用い

た研究では,p16の 機能を回復することで癌増殖

の抑制がみ られるとの報告が多い 12～ 10。 _方
,

Faheusら は,全長p16ではなく,cdk-4と cyclin Dl

への結合活性中心部のペプチ ドの細胞内導入によ

って,RB蛋 自のリン酸化抑制を来たし癌細胞のGl

からS期への移行を制御できることを報告 した80.

本研究は, トロージャンp16が膵癌培養細胞系で

も遺伝子変異特異的な増殖抑制作用を発揮するこ

とを示したもので,その結果は,Fahraeusら の報

告からみて期待 どお りのものであった。

本研究の目的の一つは,こ のようなペプチ ドベ

クターによるp16活性中心ペプチ ド導入が,れ υ′υο

環境で治療 目的として応用できるか否かを検討す

ることにある。膵癌細胞株 BxPC-3ヌ ー ドマウス

皮下移植モデルにおける検討では,腫瘍が3mm大

になってからの トロージャンp16治療実験で,投

与量 とその経路を,1回投与量 5mg/1贈 の 1日 1回

連日3週間腹腔内投与に設定して実験を行った。そ

の結果,有意の腫瘍増殖抑制がみられ体重減少な

どの有害事象は認められなかった。薬剤は腹腔内

へ注入 し,皮下腫瘍の増殖抑制が得 られたので ,

薬剤は体循環をへて腫瘍内の癌細胞に到達 したも

のと予想 しているが,その確証はない。アミノ酸

残基にして36のペプチ ドの反復投与によって,果
たして有効な血中濃度が得 られ,腫瘍内に到達す

るものか否かを検討するためには,その体内分布

を検討する必要があろう。今回,ビオチン化 トロ

ージャンp16を 担癌マウスに腹腔内注 し,動物を

犠死せ しめて腫瘍 と組織を採取,培養細胞系実験

と同様の手法で染色 を行ったが,残念ながら明確

な結果は得 られなかった。投与経路や投与量の検

討 と腫瘍細胞への導入確認は今後の検討課題であ

る。また, トロージャンペプチ ドの細胞特異性は

低いことが知 られているので,′πυ′″環境では癌

細胞だけではなく正常細胞にもp16活性ペプチ ド

が導入されていることが当然予想 されよう。今回

の検討結果からは,p16は 膵癌にとって優位の抑

制因子であって,その機能を回復することによっ

て腫瘍増殖抑制が得 られるとともに,少なくとも

今回設定 した薬剤投与法では,正常細胞に導入さ

れた過剰 p16活性ペプチ ドは有意の血液毒性や体

重減少を惹起 しないといえよう。

癌に対する遺伝子治療は,難治癌克服にとって

重要な治療戦略である。遺伝子そのものではなく,

Ⅳ'Nsυθs 乃 二δ Ab.1卿



核酸医薬やペプチ ド系薬剤などの遺伝子情報特異

的薬剤も,臨床応用の可能性が高い治療選択肢の

一つである。本研究成果は,ペプチ ド系ベクター

を実験の道具としてのみならず,癌治療に応用し

うる可能性を示すものである。
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