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Suppression　 ofColorectal　 Cancer　 Growth　 Using　 an　Adenovirus　 Vector　 Expressing

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 an　Antisense　 K-ras　 RNA.

　　　　　(ア ンチセ ンスK・ras　RNA発 現 アデ ノ ウイル スベ クター に よる大腸 が んの増殖 抑 制)

内容の要旨

中　野

　 我が国での 大腸がんの罹患率は過去20年 問で急速 に増加 してお り.

1998年 におけ る大腸がんの死亡数は図がん、肺がんに次いで第3位 を

占める。進行 大腸 がん、特に外科的切除不能 例での化学療法 を主体 と

す る治療成績はい まだ満足のい くものではな く、遺伝子治療が これ に

代わる新 しい治療法 として期待 されている。大腸 がんは複数の遺伝子

異常の集衝 によ り発生 し、 この多段階発がん過程 にお いてK・.a,の変

異 は細胞複製 の促進 を介 して腺腫か らが んへの進展 に寄与す ると言

われ てい る。K一)OSの点突然変異 は大腸が んで40～50%と 膵が んに次

い で高頻度 で あるこ とか らも、大腸がんの発がん過程 にお いてK・ra.

が中心的 な役翻 を担 うてい る可能性が商 い。今回 著者 はK-rasを 標的

と した大腸 がんに対する遺伝子 治療 法開発の 前臨床段階 として、アン

チセンスK-rasRNA発 環 アデ ノ ウイルスベ ク ターAxCA・AS・K・π踏を用

いて大腸 がん細胞 に対す るin　vBroな らびにin　vivaでの抗腫瘍効果 と安

全性 を検肘 した。

　AxCA・AS・K・鰯 導 入 後のH(T・15総 胞 株 に お いて、　CAGプ ロモー

ターに よ って発現 矯導 され たアンチセ ンスK・rasRNAの 発現 を碗認

し、K・鳩 特異 的p2]モ ノクロナール抗 体を用 いたウエ スタンブ ロ ッ ト

解 析で は、ア ンチセ ンスK・鷹RNA導 入大 腸 がん細胞 株 にお けるK・

rasp2136白 質発現 の抑制 も確 認 した。5租 類の ヒ ト1E常細胞株 ではア

ンチセ ンスK。贋RNA導 入に よる餌Vll/Oで の増 殖抑制 は認め られ な

かったが、Kvasの 点突然変異の有 無にか かわ らず7種 類の大腸が ん

細胞株(HT-29、 　WiDr、　SW1116、 　HCT一15,　NCCC◎33、 　NCCCOD4、

NCCCO31)す べてにお いて著明な増殖抑制が露め られた。次にSPF漂

境下で飼 育 したSCIDマ ウスの左側腹部皮 下にHCT・IS細 胞 を注入 して

皮下腫瘍モデル を作成 し、皮 下腫婿が4ｮに 逮 した時点 でAaCA-AS-

K・贋 を24時 岡 ごとに3回 腫瘍内 に直接注入 し腫鰯径 の経時的変化 を

観察 した。最 纏投 与後7日 閃にわた りHcr・15皮 下腫 痛の増賦抑制 が

認め られ、皮下謹癌の組織 学的検 肘では広範 な細胞死 と腫瘍周囲へ の

単核球お よび リンパ球の浸潤 を認めた。

　 ア ンチセ ンスK・rarRNAの 導入に よhin　VII10だけでな くin　vivalにお

いて も大腸がん緬胞の増殖抑制が確認され た。特 に轟性 が詔 められ な

かった点 も含 め、将来的な臨床応 用を 目指す 上で有用 な知見が得 られ

た。切除 不能肝転 移例や腸閉塞 を合併 した原発巣な ど、逃行大腸 がん

局所での腫疫 のコン トv一,ルを 目的 とした新 たな治療 法 としての,ア

ンチセ ンスK・rarRNA発 現アデ ノウイルスベ クター腫 蛎内注入の有用

性 を確 立す るために、今後臨床研究 も含めさ らに研究 を進 めたいと考

えてい る。

雅

論文審査の要旨

　我 が国 での大腸 がんの脳懲率 は過去20年 問で急速 に増加 してお り、

進 行大腸 がん、特に外 科的切除不能例での化 学療法を主体 とす る治療

成績 は向上 している一方で、遺伝子 治療が新 しい治療 法 として期待 さ

れ ている。大腸 がんの多段晧発がん過 程にお いて,K・贋 の点突然変異

は細 胞複製の促 進 を介 して腺腫 か らがん への進 展 に関 与す るとaわ

れ 、大筋がんでは膵がんに次いで高頻 度である ことか らも、大腸 がん

の発 がん過 程においてK一.nsが中心的な役割 を担 ってい る可能性が高

い。本研究 ではK。鷹 を標 的 とした大腸がん に対す る遺伝子治療法開

発 の前臨床段階 として、アンチセ ンスK-ras　RNA　 現アデ ノ ウイル ス

ベ ク ターAcCA-AS・K・ π雄を用いて 大腸がん細 胞に 対す る抗睡 癌効果

を検討 した。K・鳩 の点突 然変異の有無にかかわ らず7種 類の大腸が

ん細胞株す べてにおい て箸 明な増殖 抑制が認め られ、HC丁 一15細胞 を

用いて作成 した皮 下腫瘍モデルにおいて も、AxCA・AS・K・.a,の腫{畠内

直接注入に よ りHCT・151$下 腫瘍の増殖 抑制 が賜 め られ た。

　審 査では まずAxCA・AS・K。鷹 に よる抗腫癌 効果 の機 序に ついて脱

明が求め られた。活性 型贋 の擁制 によるPBK/AKT軽 路 を介 したア ポ

トー シスの誘導が細胞増殖抑制の機 序の1つ であ り、in　vivaで はさら

にVEGF発 現抑制 を介 した血管新生抑制効果の影響 も考 えられ 、今後

検尉 してい く課題であ ると回答 され た。また 以前の紐告 において膵が

ん細胞株 ではK・鳩 点 突然 変異依存性の増殖抑 制を認めたの に対 し、

本研究 では点突然 変異の有無 にかかわ らずす べての大腸 がん箱胞株

で抑制が隠め られた ことについて質問が あっ た。膵 がん細胞 と大腸が

ん細胞 とでは細胞 の生存 ・増殖 にお けるK一鳩 遺伝 子の依存度に遮い

が あ%.発 が ん機 柵におけ るK。鳩 の役割が異 なる可能 性があ ると回

答 された。 この膵がん緬胞 と大腸がん細胞での相異 を追及す る上で、

ra下 流の シ グナルに っい ての検討 も考慮す べ き との助aが な され

た。最後に皮下腫 鰯に対す る約7日 間 の増殖抑 制効果後再増殖が認め

られた ことに対 し、単一遺伝子 を標的 とした遣 伝子治療の限界につい

ての指摘があ り、再投与の必嬰性や 投与間隔 の検尉など、実際の酪床

応用 を 目指 す上 での問題点や 治療効 果向 上の ために治療の 菌別化の

必要性な どについて助曾がな された。

　以上のよ うに、本研究 は今後検討 され るべ き課題 を残 してい るもの

の、ア ンチセ ンスK・ras　RNAの 導入 によ りin　vivaの みでな く111　YIVOに

お いて も大腸が ん細胞 の増殖 抑制 効果 を示 し、大腸がんにお いてK一

欄 が遺伝子治療 の標的 にな りうることが示唆 された。す なわ ち、一部

の大賜がん においてK・.o,ががん形質の維持 あるいはがん細胞生存の

鍵 となる分子で あ ることを示 した点で消 化器 病学上価mあ る有意義

な研究であ ると評価 され た。
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