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慶 晒 医 学 ・81(4)=T261^一T270,　 zaon

学 位 論 文

ホルモ ン抵抗性前立腺癌に対する新規NF-KB活 性阻害剤の抗腫瘍効果

慶慮義塾大学医学部泌尿器科学教室

　　　(指導:村 井　勝教授)

　 　 　 きく　　　ち　　　えい　　　じ

　　　 菊　地　栄　次

(平成16年3月23日 受 付)

Key　 Wolds:anticancer,　 apoptosis,　 hormone-refractory,　 NF・KB,　 prostate　 cancer

　 米 国 の み な らず我 が国 に お い て も,前 立 腺 癌 発 見率 は

隼 々増 加 傾 向 を 示 して い る=,.そ の 背 景 に は集 団 検 診

や 人 間 ド ッ ク な ど に お け るprostate　 specific　 antigen

(PSA}測 定 の 導 入,:,ま たPSA関 連 マ ー カ ー や 経 直 腸

的 超 音 波 を 用 い た 系統 的 前 立 腺 針 生 検 の普 及 に よ る早 期

前 立 腺 癌 診 断 効 率 の 上 昇 が 挙 げ られ るり.前 立 腺 癌 の 治

療 にお い て,限 局 性癌 に対 して は 根治 的 前立 腺 全摘 除 術

あ るい は小 線 源 療法 を 含 めた 放射 線 治 療 が 主 体 を な す が,

再 発 性,浸 潤 性 あ る い は転 移 挫 前 立 腺 痛 で は 内 分泌 治療

が 選 択 され る.当 初,多 くの前 立 腺 屈 は 内 分泌 治療 に 反

応 す る もの の,数 年 以 内 に ホ ル モ ン抵 抗 牲 癌 に 移 行 す

るSI.現 時 点 で は ホ ル モ ン抵 抗 性 前 立 腺 癌 に 対 す る有 効

な 治 療 法 は 存:在せ ず,新 た な治 療 法 の確 立 が 望 ま れ る.

　 ホル モ ン抵 抗性 前 立 腺 癌 に お い て は,そ の増 殖,あ る

い は浸潤`こinterleukin(1L)一la.,　 1L。6,　やgranulocyte・

macrophage　 colony-stimulating　 factorな ど の 多 くの

サ イ トカ イ ンが重 要 な役 割 を果 た して い る と考 え られ て

い る61.!nvitroに お い て ホ ル モ ン非 感 受 性 ヒ ト前 立 腺

癌 樹立 細 胞 株 が大 量 のIL。6を 崖生 す る こ とが 報 告 されri,

著 者 の 教 室 に お い て も血 清1レ6値 が 内 分 泌 治 療 後 の 前

立 腺 癌 に お い て 重 要 な予 後 因 子 で あ る こ と を 認 め て い

るBI.こ れ らの サ イ トカ イ ンは種 々の シグ ナ ル伝 達 系 を

介 した 転 写 因 子 に よ って制 卸 され て お り,そ の転 写 因 子

の う ちnuclear　 factor　kappa　 B{NF。KB)は サ イ トカ イ

ン産 生遺 伝 子 の転 写 調 節 を行 う重 要 な因 子 と して広 く知

られ て い る91.ま た,NF・KBは ホ ル モ ン抵 抗 性 前 立 腺 癌

に お い て しば しば恒 常 的 に活 性 化 さ れ て お り,そ の こと

が 抗 ア ポ トー シ ス関 連 蛋 白 の 発現 を 増 強 し,種 々 の癌 治

療 効率 を 低 下 させ,ま た抗 癌 剤 耐 性 株 出 現 に寄 与 す る と

考 え ら れ て い る10.91」.Pa且ayoorらlo}は,ホ ル モ ン非 感

受 憾 ヒ ト前 立 腺 癌 細 胞 株 で あ るDU145あ る い はPC・3

に お い て,NF-KHは 恒 常 的 に活 性 化 され て い る が,ホ

ル モ ン感XIL'ヒ ト前 立 腺 癌 細 胞 株 で あ るLNCaPで はそ

の現 象 が認 め られ なか っ た と報 告 して い る.さ らに著 者

の 教 室 で も,ホ ル モ ン非 感 受 性 ヒ ト前 立 腺 癌 細 胞 の

TNF・ α に対 す る抵 抗 性 の機 序 にNF-KBの 活 性 充 進 が関

与 して い る こ と を 示 して きだ".以 上 の こ とか ら前 立 腺

癌 の ホ ル モ ン治 療 抵 抗 性 の 獲 得 に お い て は,NF-KBが

大 き く関 与 して お り,こ の た めNF-KBを 直 接 夕 一 ゲ ッ

トと した治 療 が,新 た な前 立 腺 癌 の 治 療 戦 略 の 確 立 に つ

なが る もの と考 え られ る.

　 天然 物 由来 の 化 合 物 で,弱 い抗 菌 活 性 を 示 す 物 質 と し

てdehydroxymetbylepoxyquinomicin(DHMEQ)が

合成 さ れ た1zi.　DHMEQは ヒ トT細 胞 白01豊病lurkat細

胞 に お い て強 いNF-x8活 性 抑 制 効 果 を示 し。 また タイ

プIIコ ラー ゲ ンに よ り誘 発 され た マ ウ ス 関 節 炎 モ デ ル

に お い て 抗 炎 症 作 用 を 示 した.こ れ ま で の 報 告 で は,

NF・KB活 性 阻 害 作 用 を 有 す る と され る天 然 物 由 来 化 合

物 のNF-KB抑 制 効 果 は 概 して 一 過 性 で あ り,:,ま た そ

れ らを癌 治 療 に 応 用 した 研 究 は報 告 さ れ て いな い.本 研

究 に お い て は,新 規 に 開 発 さ れ たNF・KB活 性 阻 害 剤

DHMEQに よ る ホ ル モ ン抵 抗 性 前 立 腺 麿 治 療 の 可 能 性

を追 求 した,具 体 的 に はDHMEQの(a)恒 常 的 に 活 性

化 され て い るNF-KBに 対 す る抑 制 効 果 。(b)ア ポ トー

　 本 諭 文 は.Kikuchi&Horiguchi　 Y,　 Nakashima　 l,　Kuroda　 K,　 Oya　 M,　 Ohigashi　 T.　Takahashi　 N,　 Shima　 Y,　 Umezawa　 K,

Murai　 M:Suppression　 of　 hormone・refractory　 prostate　 cancer　 by　 a　novel　 nuclear　 factor　 KB　 inhibitor　 in　 nude　 mice.

Cancer　 Res　 63;107-110,2003の 一 部 を 含 む.
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シ ス誘 導 作 用,(c)in囲 加 お よ びIn　 UIUOに お け る抗 腫

瘍 効 果 にっ いて 検 討 した,

材料と方法

1.細 胞 株 と実 験 動物

　 ヒ ト前 立 腺 癌 細 胞 株LNCaP(ホ ル モ ン感 受 性),

DU145,　 PC・3お よ びJCA・1'`'(ホ ル モ ン非 感 受 控)を

用 い た.各 細 胞 は10%ウ シ胎 児 血 清(fetal　 bovine

serum:FBS),　 100　 k8./m[ス ト レ プ ト マ イ シ ン

(Gibco　 BRL,　 Grand　 IBIand.　 NY.　 USA)お よ び100

lU/m且 ペ ニ シ リ ン(Gibca　 BRL〕 を 添 加 したRPMI　 1640

培 獲 液 で,5%炭 酸 ガ ス含 有空 気下 細 胞 培 養 器 内 に て37

℃ の 環 境 で 単 層 培 養 した.

　 生 後6～8週 齢 の オ スBALB/cヌ ー ド マ ウ ス

(nu/nu)をSankyo　 Lab　 Service　 Ca.(東 京)よ り購 入

した.1ケ ー ジ に5匹 の ヌー ドマ ウ スを収 容 し,オ ー ト

ク レー プ滅 菌 を施 した飼 料 と水 を 与 え,1日2回 ヌ ー ド

マ ウ スの 状 態 を 観 察 した.な お動 物 実 験 は,慶 感 義 塾 大

学 医 学:部動 物実 験 ガ イ ドライ ンを遵 守 して 施 行 した.

2.試 薬

　 DHMEQは 慶 晦 義 塾 大 学 大 学 院 理 工 学 研 究 科 に お い

て 開 発 、 合 成 した もの で あ るIII.　DHMEQはdimethyl

sulfoxide(DMSO)溶 液 を 用 い て10　 mg/m1に 溶 解 し

た.培 養 液 中 にお いてDMSOは 最 終 濃 度 く0.1%に 調 整

した.

3.In　 vitroで の細 胞 傷 宮 効 果

　 細 胞 傷 害 効 果 は[Yedwinら19の 用 い た 吸 光 度 測 定 法

に 準 じて 測 定 した、96well　 p直ateに 各 前 立 腺 癌 細 胞 を

1wellあ た り2×104個 播 い て37℃ で培 養 した.24時

間 後 に 種 々 の 濃 度 のDHMEQを 各we11に 加 え た.

DHMEQ存 在 下 に48時 間 培 養 し た 後 上 清 を 除 去 し,

0.2%ク リ ス タ ル パ イ オ レ ッ トで 細 胞 を15分 間 染 色 し

た.Phosphate・buffered　 saline(P8S)に て3回 洗 浄 し

た 後,各wellの 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レー ト リー ダー

(Bio・Rad,東 京)に て,405　 nmをreferenceと して

570nm波 長 の 吸光 度 を測 定 した.ま た 各 前 立腺 癌 細 胞

に 対 す る経 時 的 細 胞 傷 害 効 果 を20NS/mlのDHMEQ

を 投 与 後12,24,36,48時 間 後 に検 討 した.

4,NF-xB活 性 の測 定

　 DHMEQのNF・KB活 性 に対 す る 作 用 を,　 luciferase

reporter　 gene　 assayに よ り検 討 し た.遺 伝 子導 入 は;c

電 荷 型7ポ ソ ー ム で あ るGene　 PORTER　 2〔Gene

Therapy　 Systems,　 San　 Diego.　CA,　USA)を 用 い て行 っ

た.96well　 plateに 各 前 立 腺 癌 細 胞 をlwellあ た り

2×10'個 播 い て24時 間37℃ で 培 養 した.NF・KBに 対

す る特 異 的 結 合 配 列 を プ ロ モ ー ター 領 域 に 持 つlucife-

rase　geneを 組 み込 ん だ プ ラス ミ ド(0.2ｵ8,慶 晦 義 塾

大 学,井 上 純 一 郎 教 授 よ り供 与),お よ び1ド1のGene

PORTER　 2を50鮮1の 無1血清 培 養 液 中 に希 釈 後,混 和

し各we11に 加 え,37℃ で14時 間 培 養 し た.そ の 後,

轍 々 の濃 度 のDHMEQ(50　 NI)を10%FBS添 加 培 養

液 に て希 釈 後,各wel1に 加 え た.　DHMEQ存 在 下 に さ

ら に8時 間 培 養 した 後 上 清 を 除 去 し,PBSに て3回 洗

浄 した後,50ｵ1のReporter　 Lysis　 Buffer(Luciferase

Assay　 Kit;Promega,　 Madison,　 W1,　USA)を 加 え,こ

れ を回 収 し た.Lysate中 のLuciferase活 性 をlumino・

meterに て 測 定 し た(Lumat　 9501;Berthold,　 Bad

Wildhad,　 Gemany).ま た,同 時 に 各 前 立 腺 癌 細 胞 数

を計 測 し,NF・KB活 性 を対 応 す るwe11の 細 胞 数 で除 し

て,相 対luciferase活 性 を算 出 した.

5.ゲ ル シフ トア ッセ イ(EMSA}

　JCA・1前 立 腺 癌 細 胞 を20ｵg/m】 のDHMEQ存 在 下

で0,2,n,6,8時 間 培 養 後 回 収 し,　PBSに て 洗 浄 し,

400NIの バ ッ フ ァーA(10　 mM　 HEPES,10　 mM　 KCL,

2mM　 MgCI,,0.1　 mM　 EDTA,　 l　mM　 DTT,　 O.l　mM　 P-

MSFIに 再 浮 遊 し,氷 上 に て15分 間 静 置 し た,14,000

rpmに て5分 間 遠 心 し上 清 を 除 去 した.回 収 した細 胞

の核 を90ド1の バ ッ フ ァ ーC(50mM　 HEPES,50　 mM

KCL,300　 mM　 NaCI,　 O.l　mM　 EDTA,1mM　 DTT,0.1

mM　 PMSF,25%g且ycero1)に 懸濁 させ20分 間 静 置 し

た 後,14,000rpmで5分 間 遠 心 に か け,上 清 を集 め,

核 抽 出物 と した,タ ンパ ク5Ng分 の 核 抽 出 物,2ｵgの

poly(dI・dqそ して32P一γATPに て標識 したDNAプ ロー

ブ を 混 和 し25℃ で 培 養 し た.反 応 液 を4%

polyacrylamide　 gelで150　 Vに て 電 気 泳 動 した 後.　gel

を乾 燥 さ せ.オ ー トラ ジ才 グ ラ フ ィーを 行 った.な お用

い たKB配 列 含 有 二 重 鎖 オ り ゴ ヌ ク レオ チ ドは,5'一AT

GTGAGGGGACTTTCCCAGGG3'で あ る.

6.ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ イ ン グ

　 DHMEQ治 療 後 のJCA・1細 胞 に お け るIKBa,　 Bcl・2

そ してBc1・xLタ ン パ ク の 発 現 変 化 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ

テ イ ン グ 法 に よ り 検 討 した.DHME9(0,且o,20,40

ｵ8/ml)存 在 下 に 培 養 し たJCA・1細 胞 を,50ｵ1のlysis

buffer(50　 mM　 Tris-HCI　 pH　 8.0,　t%NP-40,20　 mM

一T262一
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第 量図!nui[roに お けるDHMEQの 前立 腺癌細胞 に対す

　 る濃度 依存性増殖抑制 効果,ホ ルモ ン非 感受 性 ヒ ト前立

　腺 絶 細 胞DU146,　 JCA-1,お よ びPC-3に お い て

　DHMEQに よ り箸明 な増殖抑制効果が詔 め られた,一 方,

　 ホルモ ン感受性 ヒ ト前立腺 癌細胞LNCaPに おいて!3,

　明 らか な増殖抑制効果 は認 め られ なか った.(Kikuchi　 E

　et　al:Can　 Res　63:107-110.2003の 第1図 を許可 を

　碍て改 変,転 載)
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　 る時 間 依 存 性 増 殖 抑 制 効 果.20N8/mlのDHMEQ投 与

　 後.'DUI45(○),　 JCA-1(口)。 お よ びPC-3(●)に

　 お い て 。 時 悶 依 存 性 に 増 殖 抑 制 効 果 が 忽 め られ た.

　 (Kikuchi　 E　et　al:Can　 Res　 63;107-110,2003の 第1

　 図 を 許 可 を 褐 て 転 載)
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第3図DHMEQに よ るNF-KB活 性 抑 制 効 果,　 DHMEQ

　 投 与 後,DU145(A),1CA-1(B),お よ びPC-3(C)

　 に お い て,濃 度 依 存 性 にNF-KB活 性 化 抑 制 が 認 め ら れ

　 た.(Kikuchi　 E　et　al;Can　 Res　63;107-llO.2003の

　 第2図 を許 可 を 十aて改 変,転 載)
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EDTA,100　 mM　 Na踵VO`,0.1　 mg/m且leupeplin,　 lmM

PMSF}を 用 い て 溶 解 し,14,000　 rpmで15分 間 遠 心 し,

残 渣 を 除 去 し,細 胞 抽 出 液 を 得 た.タ ンパ ク 質 を 定 量 後,

等 量 のsample　 buffer(84　 mM　 Tris-HCI　 pH　 6.3,4%

sodium　 　dodecylsu且fate.　 20%　 　glycerol,　 10%　 　2・

mercaptoethanol,　 o.ooa%bromophenol　 blue)と 混 合

し,10分 間 煮 沸 し た も の をsampleと し た.泳 動 用

バ ッ フ ァ ー 中 で12%poly-acrylamide　 ge1(Bia・Rad
,

Hercules,　 CA,　 USA)を 用 い て200　 Vの 定 電 圧 で35分

間 泳 動 し た,さ ら にpolyvinilidene　 di(luoride(PVDF)

膜{Amersham　 Bioscinece,　 Piscataway,　 NJ,　 USA)に

100Vの 定 電 圧 で60分 間 転 写 し た.　 PVDF膜 を5%

skim　 milkを 含 むTween　 20-Tris・buffered　 saline

〔TBS)の 中 で4℃ に て 一 晩 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た.翌a,

PVDF膜 を,5%skim　 milkを 含 むTBS　 bufferに 希 釈

し た ウ サ ギ 抗IKHtlポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体(Santa　 Cruz

Biotechnology,　 Santa　 Cruz,　 CA.　 USA),マ ウ ス 抗Bcl・

2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体,マ ウ ス 抗Bci-xLモ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体(Transduction　 Laboratories ,　Lexington,　 KY,

USA),あ る い は マ ウ ス 抗 β・actinモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

(Sigma　 Chemical　 Co.,　St　Louis,　 MO,　 USA)と1時 間

反 応 さ せ た.抗 ウ サ ギ 抗 体,あ る い は 抗 マ ウ ス 抗 体

(Dako　 A/S,　 Glastrup,,　 Denmark)をTween　 20・TBS

に 希 釈 し て,PVDF膜 と1時 間 反 応 さ せ た 後,　 en・

hanced　 chemiluminescence法 に よ り タ ンパ ク 質 の 検

出 を 行 っ た.

7.ア ポ トー シ ス誘 導 の検 討

　 DHMEQに よ る ア ポ トー シス 誘 導 の 有 無 を検 討 す る

に あ た り,ApopTag(lntergen　 Co.,　Purchase,　 NY,

USA)に よ るterminal　 deoxynucleotidyl　 transferase

(Tdt)reaction　 end　 labeling{TUNEL法)を 用 い た161.

各 前 立 腺 癌 細 胞 を20ｵ8/mlのDHMEQ存 在 下 で48

時 間 培 養 後 回 収 し,PBSで 洗 浄 後,70%エ タ ノー ル で

細 胞 を 固 定 した.そ の 後,細 胞 をTdtとdigoxigenin・

dUTPで1時 間37℃ で反 応 さ せ た.反 応 停 止 後F【TC

標 識anti-digoxigeninで30分 間 室 温 で 反 応 させ,洗

浄 後,細 胞 の ア ポ トー シ ス 指 数 をnow　 cytometer

(Beckman,　 Cou且ter　Inc.,　Fullerton,　 CA,　 USA)で 分 析

した 。 ま たDHMEQに よ る濃 度 依 存 性 の ア ポ トー シス

誘 導 実 験 はAnnexin　 V/propidium　 iodide(PU染 色 法

(Mebsyto,　 Medica]&Biological　 Laboratories,名 古

屋)を 用 い て 行 った.各 種 濃度 のDHMEQ存 在 下 で,

JCA・1細 胞 を48時 間 培 養 し回 収 し た.細 胞 浮 遊 液 に

Annexin　 V-FITC　 tdよ びP1を 加 え,室 温,暗 室 に て15

分 間 反応 さ せ た.そ の 後,flow　 cytometerに て ア ポ トー

シスの 検 出 を行 っ た.

8,In　 vivoで の抗 腫 瘍 効 果

　]CA-1細 胞 〔5×106個/無 血 清 培 地ioaｵ1)を,21G

注 射 針 にて マ ウ スの 背 部 皮 下 に 移 植 した.腫 瘍 直 径 が 約

5mm程 度 と な っ た と こ ろ で 無 作 為 に2グ ル ー プ

(n=8/group)に 分 類 し,治 療 を開 始 した,治 療 群 に は、

100F1のDHMEQ〔8　 mg/kg/マ ウ ス)を 腹 腔 内 に ハ ミ

ル ト ンマ イ ク ロ シ リ ンジ にて 連 日19日 間投 与 した.コ

ン トロ ー ル 群 は 治 療 群 と等 量 のDMSOを 含 む 無 血 清 培

地 を 投 与 した.治 療 を開 始 した 日を第0日 目 と し,1日

お きに腫 瘍 の長 径 と短 径 を ス ラ イデ ィ ングキ ャ リパ ーで,

また,マ ウス の 体 重 を 体重 計 で測 定 した.腫 癌 重 量 は下

記 の 公式 よ り算 出 した。

　惟 定腫 瘍 重 量(W)ニ0.52×(axb2}[a:長 径(cm),b:

短 径 〔cm}]

9.統 計学的処理

　結果は平均±標準偏差で表 した.統 計学的解析はt検

定を用い,P・va且ueが0.01未 満であるものを統計学的

に有意と判断した.

結　　果

i.伽vitroに お け るDHMEQの 前 立 腺 癌 細 胞 に対 す

る増 殖 抑 制 効 果

　 種 々 の 濃 度 のDHMEQを48時 間 用 い て,各 種 前 立

腺 癌 細 胞 に対 す る増 殖 抑 制 効 果 を 検 討 した.DU145お

よ びPC・3に お い て10　 Ns/ml以 上,　 JCA・1に お い て

2,5NB/ml以 上 のDHMEQ投 与 に よ .り著 明 な 増 殖 柳 制

効 果 が認 め ら れ た(pく0.01;第1図).一 方,LNCaPに

お い て は,い ずれ の 濃 度 にお いて も明 らか な増殖 抑 制 効

果 は 認 め られ なか った,ま た20N8/m1のDHMEQで

経 時 的 な 治 療 効 果 を 検 討 した と こ ろ,DU145,　 JCA・1,

お よ びPC・3に お い て,時 間 依 存 性 に増 殖 抑 制 効 果 が認

め られ た(第2図).

2.DHMEQに よ るNF-KB活 性 抑 制

　 luciferase　 reporter　 gene　 assayを 用 い たDHMEQの

NF-KB$s写 活 性 化 の検 討 にお い て,　DUI45お よ びPC・

3に お い て10ｵ8/m1以 上,　JCA・1に お いて2.5ｵS/ml

以 上 のDHMEQ投 与 に よ り,濃 度 依 存 的 にNF・KB　 RL写

活 性 化 が 抑 制 され た(第3図A-C).
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20ｵg/ml

DHMEQ
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NF-KB→
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.義ぜ 毒…;…鑑 謡 鱒

叢 …!
第4図 　 DHMEQに よ るNF-KBのDNA桔 合 阻 害 効 果.

　 恒 常 的 にNF-KBが 活性 化 状 態 に あ るJCA-i.細 胞 に お い

　 て,DHMEQ投 与 後,2～6時 間 に お い てNF-KBと

　 DNAの 結 合 が 完 全 に 阻 害 さ れ た,(Kikuchi　 E　et　al:

　 Can　 Res　63:107-110,2003の 第3図 を許 可 を 得 て転 載)

後 に お い て も,JCA・1細 胞 内 で のIKBaタ ンパ ク レベ ル

は変 化 しなか った(第5図).

5.DHMEQの 前 立 腺 癌 細 胞 に 対 す る ア ポ トー シ ス 誘

導 効 果

　 DHMEQが 前 立 腺 癌 細 胞 に 対 して ア ポ トー シ ス を 誘

導 す る か ど うか を,TUNEL法 を 用 い て 検 討 した.　DU-

145,JCA・1お よ びPC・3細 胞 に お い て20ｵ8/mlの

DHMEQで 有 意 に ア ポ トー シス 誘 導 が 検 出 さ れ た(第

6図).ま たAnnexin　 VIPl染 色 法 を 用 い たJCA・1細

胞 の アポ トー シ ス誘 導 の検 討 で は,コ ン トロ ー ル で2.9

%し か ア ポ トー シ ス が 検 出 さ れ な か っ た の に対 し,20

Ng/ml,40ｵ8/mlのDHMEQに よ りそ れ ぞ れ23.8%,

3.DHMEQに よ るNF-xBのDNA結 合能 に与 え る 影

響

　 DHMEQがNF-KBのDNA結 合 に与 え る影 響 に つ い

てgel　 shift　assayを 行 い,検 討 した.　JCA一1に お い て

20K6/mlのDHMEQで 処 理 後2～6時 間 で,　 NF-KB

のバ ン ドの消 失 が 確 認 され た(第4図).そ の 後8時 間

でNF・KBとDNAの 結 合 の 回 復 が 認 め られ た.

DU145

9.DHMEQのIKBor,タ ンパ ク に与 え る影 響

　 NF-KBが 活 性 化 す る と き に は阻 害 タ ンパ ク で あ るIK・

Baが リ ン酸 化 され,さ らに ユ ビキ チ ン/プ ロ テ ア ソ ー ム

系 を 介 して 分 解 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る,DHMEQ

に よ るIKBaタ ンパ ク の 発 現 変 化 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッテ

イ ン グ法 に よ り検 討 した,40us/m且 のDHMEQ処 理

Contro且 1)HMEQ(㎎ ノml)

∋
㍗
ぢ
欄

20 40

JCA-1

PC-3

10

　 .　 :;:　 .
'A　

∵.
6■ ■■96嘲 自 凸IKBCt

糠i甕麟1磯 鍵懸継Bcl-2

Bd-xL　 　一軸 一 　曜幽軸凋騨

Control　 DFIIVIEQ

　　　　　　PI一
β・ac血 ●■■自幽r● 岬堕■甲 鯛一 ■」7r唄 咽騨卿

第5図DHMEQの&Ba,　 Bcl-2お よ びBcl-xLタ ンパ ク

　 発 現 に 与 え る影 響.JCA-1細 胞 に お い て,　DHMEQに よ

　 りIKBa,　 Bcl-2お よ びBc1-xLタ ンパ ク の 発 現 変 化 を 誌

　 め なか っ た.(Kikuchi　 E　et　al:Can　 Res　63:107-ua,

　2003の 第4図 を許 可 を 得 て 転 載)

第6図TUNEL法 を 用 い たDHMEQに よ る ア ポ トー シス

　 誘 導 の 検 出,DU145,　 JCA-1,お よ びPC-3に お い て

　 DHMEQに よ り 著明 な ア ポ トー シス誘 導 が 確 認 さ れ た,

　 縦 軸 はFITC標 識 に て 検 出 さ れ た ア ポ トー シ ス指 数 を 示

　 し,横 軸 はPIを 示 して い る.(Kikuchi　 E　ei　al:Can

　 Res　63;107-UO.2003の 第5図 を 許 可 を得 て 転 載)
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Annexln　 V-OTC

40

径 が5mmに な った 時 点 よ り,　DHMEQの 腹 腔 内 投 与

を14日 間 連 日行 っ た.治 療 開 始2]日 目 よ りDHMEQ

治 療 群 に お い て 有 意 な抗 腫 瘍 効 果 が み られ た(第8図).

治 療 開 始 後21日 目 の 腫 蕩 体 積 はDHMEQ治 療 群 で

027±0.12cm',コ ン トロー ル 群2.07±0.75　 cm3で あ っ
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ●

た.ま た マ ウス の体 重 に対 す る影 響 を検 討 した と ころ,

DHMEQ治 療 群 の マ ウ ス に お い て コ ン トロ ー ル群 と 比

較 し,体 重 変 化 を認 め なか った.

Control DHMEQ(ｵg/ml)

第7図 　 Annexin　 V〆PI染 色 法 を 用 い たDHMEQに よ る ア

　 ポ トー シス誘 導 の検 出.薬 剤 無 治 療1CA-1細 胞 に お い て

　 ア ポ トー シ スが 検 出 され なか った の に対 し,zo　 Ns/ml.,

　 40Ng/mlのDHMEQに よ りJCA一 且細 胞 に お い て そ れ ぞ

　 れ23.8%.44.L%の ア ポ トー シ ス が検 出 され た.縦 紬 は

　 Plを,横 軸 は』FlTC標 識 さ れ たAnnexin　 Vを 示 して い

　 る.

44.1%の ア ポ トー シ スが 検 出 され た(第7図) ,さ らに

ア ポ トー シス誘 導 に重 要 な役割 を 果 た して い るBcト2お

よ びBc]・xLタ ンパ クがDHMEQに よ り 影 響 を 受 け る

か ど うか を ウエ ス タ ン ブロ ッテ イ ン グ法 によ り検 討 した.

DHMEQ治 療 に よ りBcl-2お よ びBc】 ・xLタ ンパ ク レベ

ル は変化 して い なか った(第5図) .

6.fn厘ooに おけるDHMEQの 前立腺癌に対する抗腫

癌効果

　 ヌードマウスの背部皮下に移植 したJCA・1腫 瘍の直

6-」0

葛8

百6

量4

2

FO

8m呂 醸g　DHMEq(画 ・り・〕

零Pくo川

■　DHMGQ

●　Control

a 7 14　 　　 21

aay

35

第8図 　 In　vitmに お け るDHMEQの 前 立腺 癌 に対 す る抗

　 腫 瘍 効 果.JCA-1細 胞(5　 x　10ｰ)を ヌ ー ドマ ウ ス

　 BALH/c(nu/nu)の 背 部 皮 下 に移 植 した.腫 瘍 径 が5

　 mmに な うた と こ ろで,14日 間DHMEQ(8mg/kg)

　 の 腹 腔 内 投 与 を 行 った.治 療 開 始21日 目 よ りDHMEQ

　 治 療 群 に お い て 有 意 な 抗 腫 硯 効 果 が 認 め ら れr.

　 (Kikuchi　 E　et　al:Can　 Res　63:107-HO.2003の 第5

　 図 を許 可 を 得 て改 変,転 載)

考　　察

　 本 研究 で はepoxyquinomicin　 Cの 骨 格 を モ デ ル に 分

子 合 成 さ れ たepoxydone化 合 物DHMEQを 用 い て,

そ の 癌 治 療 へ の 応 用 の 可 能 性 を 検 討 した.DHMEQが

特 異 的 にNF・KBを 抑 制 し,抗 腫 瘍 効 果 を示 す か ど うか

を,NF-xBが 恒 常 的 に活 性 化 状 態 に あ る ホ ル モ ン非 感

受 性 ヒ ト前 立 腺 癌 細 胞 を用 い て検 討 を行 った.ま ず,各

種 前 立 腺 癌 細 胞 に対 す るDHMEQの 直 接 細 胞 傷 害 作 用

を 確 認 した,DHMEQは 濃 度 依 存 性 に.ま た 時 間 依 存

性 に ホ ル モ ン 非 感 受 性 ヒ ト前 立 腺 癌 細 胞 株 で あ る

DU145,1CA-1,　 PC-3の 細 胞 増 殖 を 抑 制 した.一 方,ホ

ル モ ン感 受 性 ヒ ト前 立 腺 癌 細 胞 株 で あ るLNCaPで は そ

の 増 殖 抑 制 効 果 が認 め られ な か った.LNCaPは 通 常 状

態 に お いてNF・KBが 活 性 化 され て い な い こ とが す で に

報 告 され て い る101.一 方,本 研 究 に お い て も確 認 さ れ た

よ う にDUI45,　 JCA-1,　 PC・3に お い て はNF・KBが 恒

常 的 に活 性 化 状 態 に あ る こ と か ら,DHMEQは ホ ル モ

ン非 感受 性 前 立 腺 癌 細 胞 に特 異 的 に増殖 抑 制 効 果 を 示 す

と考 え られ た.次 い で,そ の 効 果 がDHMEQのNF-x6

阻 害 作 用 に よ る も の か を 検 討 す る た め にluciferase　 re・

porter　gene　 assayを 行 っ た,　DHMEQはNF-KBの 転

写 活 性 化 を濃 度 依 存性 に抑 制 した,そ の 効 果 はinσ 伽o

に お ける細 胞増 殖 抑 制 の強 さ と相 関 して い る.以 上 の こ

とか らDHMEQはNF・KB転 写 活 性化 を阻 害 す る こと で

ホル モ ン非 感受 性 前 立 腺 癌 細 胞 に お い て増 殖 抑 制 効 果 を

示 した と考 え られ る.こ れ らのin　vitroの 結 果 を も と に,

マ ウ スを 用 い たin　vivaの 検 討 を行 っ た.　JCA・1細 胞 を

用 い た皮 下 腫 瘍 モ デ ル に お い てDHMEQは 治 療 開 始 後

21日 目 よ り有 意 に抗 腫 瘍 効 果 を 示 した.ま たDHMEQ

治 療 群 の マ ウ スに お い て コ ン トロ ー ル群 と比 較 し,体 重

減 少 を認 め な か っ た こ とか ら,DHMEQは マ ウ ス 自体

に 強 い毒 性 を お よ ぼ さ な い もの と考 え られ た.

　 NF-KB活 性 化 まで の流 れ は,　IxBaの リ ン酸 化 ・分 解

よ り始 ま り,NF・KBが 核 内移 行 し,標 的DNAと 結 合

す る こ とで そ の 遺 伝 子 を活 性 化 す る。DHMEQが そ の
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どの部 位 を 阻 害 す る こ とで ホ ル モ ン非 感 受 性 ヒ ト前 立 腺

癌 細胞 に お いて 増 殖 抑 制 効 果 を 発揮 す る か を 検 討 した.

gel　shift　assayに お い てDHMEQ処 理 後2時 間 か ら6

時 間 に か けてNF・KBのDNA結 合 が 完 全 に 消 失 し,そ

の後NF・KB活 性 の回 痩 が 確 認 され た.　NF-KB回 復 の 理

由 と して はDHMEQが 代 謝 され て,　 NF-KB　 性 抑 制 作

用 が 薄 れ た,あ るい はNF・KBのturnoverが 速 く,　NF-

KHがDHMEQに 対 して 過 飽 和状 態 にな り一 定 時 間 後 は

阻害 で き な くな っ た,な どが 考 え られ る.ま た,ウ エ ス

タ ンブ ロ ッテ イ ン グ法 に よ る1KBα の リ ン酸 化 。分 解 の

検 討 で は,40ｵ8/mlの 濃 度 のDHMEQ処 理 後 に お い

て も,IKBaタ ンパ ク レベ ル の 変 化 を認 め な か った.こ

の こ とか らDHMEQはlKBUの リ ン酸 化 ・分 解 に は 影 響

を あ た え4"NF-KHの 活 性 化 を 直 接 阻 筈 して い る こ とが

示 唆 され た.Arigaらlaに よ る ア フ リ カ ミ ド リザ ル 腎 由

来COS-1細 胞 を 用 い た 検 討 で は,　 DHMEQ処 理 に て

p65の 核 内 移 行 の 阻 害 が 確 認 さ れ た.す な わ ち

DHMEQはNF・KBの 核 移 行 を阻 害 して い る と 考 え られ

た.以.ヒ の こ とか らホ ル モ ン非 感 受 性 ヒ ト前 立 腺 癌 細 胞

に お け るDHMEQのNF-cB活 性 抑 制 機 序 に はNF-KH

のDNA結 合 直 接 阻 筈,あ る い は 同 時 にNF・KBの 核 移

行阻 害 が考 え られ る.今 後,ホ ル モ ン非 感 受 性 ヒ ト前立

腺 癌 細 胞 に お け るNF-KBの 核,細 胞 質 そ れ ぞ れ に お け

る 局在,ま たDHMEQに よ るNF・KBの 核 内 移 行 の 変 化

の 検 討 が必 要 で あ る と考 え られ る.

　 NF・KBは ア ポ トー シ ス誘 導 抑 制 に 働 く と考 え られ て

い る,Fibroblastや 【nacrophageま 音養 細 胞 に お い て は,

NF-KBの サ ブユ ニ ッ トの 欠 損,あ る い は抑 制 がTNF一 α

の 応 答 で 誘 導 され る ラ ポ トー シス を増 強 した と報 告 さ れ

て い るIN　191.そ こで,著 者 らは ホ ル モ ン非 感 受 挫 ヒ ト前

立腺 癌 細 胞 に お け るDHMEQの ア ポ トー シ ス 誘 導 効 果

に っ いて 検 討 を 行 っ た.DUI45,　 JCA-1お よ びPC-3細

胞 に お い てDHMEQで 有 意 に ア ポ トー シ ス が 誘 導 され

た.ま た,DHMEQはJCA-1細 胞 に お い て,ア ポF一

シ ス を濃 度 依 存燃:に誘 導 した.そ の 誘 導 はBcl・2あ る い

はBcトxLな どの ア ポ トー シ ス抑 制 タ ンパ クの 発 現 と は

無 関 係 で あ っ た.IVF-KBはSurvivinな どinhibitor　 of

apoptosis　 protein(IAP)の 遺 伝 子 を 活 性 化 す る こ とが

知 られ て い る,DHMEQはIAPの 発 現 を 抑 制 す る こ と

で ア ポ トー シス誘 導 に 働 くの で は な い か と推 測 さ れ る.

以 上 の こ とか らDHMEQは ホ ル モ ン非 感 受 性 ヒ ト前 立

腺 癌 細 胞 のNF-KB活 牲 を 抑 制 し,ア:r卜 一 シ ス誘 導 を

介 して 細 胞 暢 害 効 果 を示 す と考 え られ た.

　 著 者 ら は これ まで に ア ポ トー シ ス誘 導 増 強 を 目 的 と し

た,ホ ル モ ン非 感 受 性 ヒ ト前 立 腺 癌 細 胞 に対 す る も う一

っ の 新 し い 治 療 法 を 検 討 し,報 告 し て い るxm.
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Diethylstilbestrolは 前 立 腺 癌 に 対 してhormone　 abla・

tionを 目 的 と し て 用 い ら れ て い る 薬 剤 の 一 っ で あ る

が21隔2墨,。同 時 に ア ポ トー シ スの 誘 導 を 促 し,直 接 的 な 殺

細 胞 効 果 を有 す るこ とが 報 告 され て い るza.そ こで 著 者

らはBc1・2タ ンパ ク発 現 を ア ンチ セ ンス オ リゴ ヌ ク レ オ

チ ドxs　lCよ り抑 え る こ と で,　diethylstilbestrolの 前 立

腺 癌 細 胞 に対 す る殺細 胞 効 果,ア ポ トー シ ス誘 導 の 増 強

を試 み た,Bcレ2ア ンチ セ ン スオ リゴ ヌ ク レオ チ ドは特

異 的 に 前 立 腺 癌 細 胞 のBc1・2発 現 を抑 え,　diethylstil-

bestro1の 直接 殺 細 胞 効 果 を 増 強 した.同 時 にBd・2ア

ンチ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドとdiethylstilbestrolの

併 用 治 療 で ア ポ トー シ ス誘 導 も増 強 され た20i.

　 NF・KB活 性 を 抑制 し,抗 腫 瘍 効 果 を 増 強 す る他 の 方

法,薬 剤 が報 告 され,ま たそ の臨 床 研 究 が 開 始 され て い

る(第9図).イ ブ プ ロ フ ェ ンな どの 非 ス テ ロイ ド性 抗

炎 症 剤 や,デ キ サ メ サ ゾ ンな どの ス テ ロ イ ド剤 はIKB

kinaseを 阻 害 す る こ とでIKHの リ ン酸 化 を 阻 害 し,

NF・KB活 性 を 抑 制 す るx.　tri.こ れ らの 薬 剤 はin　 vitso

の 研 究 に お い て 殺 細 胞 効 果 を認 め た が,in　 viaoで は 充

分 な 抗 腫 瘍 効 果 が報 告 され てい ない のが 現 状 で あ る.IK-

Bは リ ン酸 化 さ れ た後,ユ ビキ チ ン/プ ロテ ア ソ ー ム系

を 介 して 分解 され る.プ ロ テ ア ソー ム阻 害 剤 はそ の 分 解

を 抑 制 し,NF-KB活 性 阻 害 に 寄 与 す る盆 笛.プ ロテ ア

ソ ー ム 阻 害 剤 の 一 つ で あ るPS-341は,　 in　vivoの 検 討

に お い てNF・ κB活 挫 阻 害 を介 して,腫 瘍 の増 殖,血 菅

新 生 を 抑 制 した3。'.しか しその 反 応 は非 特 異 的 で あ り,

実 際NF-KB活 性 以 外 に関 与 す るユ ビキ チ ン/プ ロテ ア

ソ ー ム系 に も影 響 を 与 え て しま う.天 然 物 由来 の 化 含で

あ るpanepoxydone"}.　 cycloepoxydon"'.　 gliotoxin"'

な ど もIxBnの 分解 を 抑制 し,　NF・KHを 阻 害 す るが,そ

の 効 果 は一 過 性 で あ り,ま た それ らを癌 治 療 に応 用 した

研 究 は 報 告 され て い な い.直 接IKB産 生 を増 加 させ る

試 み と して,IKB遺 伝 子 を腫 揚 細 胞 内 に導 入 す る研 究 も

報 告 さ れ て い る鋤.組 み換 え ア デ ノ ウイ ル スを用 い て,

安 定 型1κB遺 伝 子 を膀 胱 癌 卸や 腎 癌 細 胞iiiに導 入 し た と

こ ろ,NF-KB活 性 の抑 制,ア ポ トー シ ス の誘 導,殺 細

胞 効 果が 確認 さ れた.し か し,臨 床 応 用 を考 慮 した場 合,

遺 伝 子 治 療 は.伽vivoの 研究 も ま だ充 分 に 検 討 され て

い な いの が現 状 で あ り,臨 床 応 用 に は い た って い な い.

DHMEQは これ まで 検討 さ れ た方 法,薬 剤 と は異 な り,

NF-KBの 核 移 行 あ る い は,　NF-xBのDNA結 合 を 直 接

阻 害 す る こ とで,抗 腫 鰯 効 果 を 発 揮 す る 新 しい タイ プの

NF一 κB阻 害 剤 で あ る と 考 え られ る.

　 各 種 抗 癌 剤 あ る い は 放 射 線 治 療 後,癌 細 胞 内 のNF-

KB活 性 が 増 加 し,そ の こ とが 治 療 の 効 果 を 低下 させ る

こ とが 知 られ て い る鳳37=.こ の た め,NF-KB活 性 を 抑

え る ことが 抗 癌 剤 あ る い は放 射 線 治 療 の 効 果 を増 強 させ

る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る.実 際,NF・KBを 抑 制 す る こ と

で,daunorubicinあ る い は 放 射 線 治 療 の ア ポ トー シ ス

誘 導 が 増 強 さ れ る こ とが報 告 さ れ て い る38b、今 後,前 立

腺 癌 に お い て.DHMEQを 併 用 す る こ と に よ り,各 種

抗癌 剤 や放 射 線 治 療 の感 受 性 を 高 め,さ らに強 力 な 抗 癌

治療 の開 発 も期待 され る.

総　　括

　新規に開発されたNF-xB活 性阻書剤DHMEQに よる

ホルモ ン抵抗性前立腺癌治療の有効性を検討 し,以 下の

桔果を得た39〕.

1.DHMGQは ホルモン非感受性 ヒト前立腺癌細胞に

対 して濃度依存性に,ま た時聞依存性に増殖抑制効果を

示 した.

2.DHMEQはNF嘱B転 写活性化を抑制 した.ま た,

DHMEQはNF・ κBとDNAの 結合を阻害 したが,阻 害

タンパクであるIKBaに は影響を与えなか った.

3.DHMEQは ホルモン非感受性ヒ ト前立腺癌細胞に

対 してアポ トーシスを誘導した。その作用機序にはBcl-

2関 連タンパクが関与 しないことが示唆された.

4.ヌ ー ドマウスを朋いた前立腺癌皮下腫瘍モデルにお

いて,DHMEQ治 療は有意に抗腫瘍効果を示 した.

　以上の結果か らDHMEQは ホルモン非感受性 ヒ ト前

立腺癌細胞 において恒常的に活性化しているNF・KBを

抑制することで,抗 腫瘍効果を示 した.ホ ルモン抵抗性

前立腺癌 に対する確立 した治療法が存在 しない現在,

DHMEQは 今後新たな分子標的治療として期待できる

ことが示唆された、

　本稿を終えるにあたり,御 懇切なる御指導,御 高閲を

賜 りました慶癒義塾大学医学部泌尿器科学教室村井　勝

教授に深甚なる謝意を表します.ま た本研究を遂行する

にあたり,多 大なる卸助言をいただいた堀口　裕先生,

中島　淳講師,慶 慮義塾大学大学院理工学研究科梅澤一

夫教授に深謝いたします.さ らに御協力をいただいた泌

尿器科学教室の教室員各紘の皆様に感謝いたします.
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