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論　文　内　容　の　要　　旨

　癌転移及びそれに伴う癌の再発は，癌患者の生命を脅かす最大の要因である。近年，多くの過程が複雑に絡み合った結果

として生じる癌転移のメカニズムが徐々に明らかとされ，転移抑制を目的として各過程の抑制法の開発が進められている。

しかしながら，癌細胞の多桧匪からその効果は癌細胞の性質に左右されることが多く，一般的に適用可能な抑制法はいまだ

に確立されていない。その一方で，活性酸素が種々の癌転移過程に複雑に関与し，多くの癌腫で癌転移を先進させることが

明らかとされつつある。そこで，活性酸素を効率よく消去するcatalaseやsuperoxide dismutaseなどの酵素の利用が検討

されているものの，その効果は十分とは言い難い。その主な理由として，抑制メカニズムに関する情報が断片的であり，そ

れぞれを生体内に適用した場合の詳細が明らかではないことが挙げられる。投与された酵素が十分な癌転移抑制効果を発揮

するためには活性酸素発生部位に到達することが必須であり，ドラッグデリバリーシステム（ＤＤＳ）の適用により活性酸

素消去酵素の体内動態を時間的・空間的に制御することが必要不可欠である。しかしながら，その開発に際しては，癌細胞

の毛細血管への塞栓・血管内皮細胞への接着，間質への浸潤，増殖等の転移の素過程を組織レペルで分離評価可能な解析法

が必要である。そこで本研究では，まず癌転移の複雑な過程の中から，接着，浸潤及び増殖過程を分離し，各過程を定量的

に解析することを可能とする実験評価系の確立を試みた。さらに確立した実験系を用いることでcatalase誘導体の癌転移抑

制効果を作用点ごとに分離評価し，体内動態を最適化することで癌転移抑制効果の最大化を試み，活性酸素消去酵素誘導体

による癌転移治療の可能性について検討した。

　Ｉ．レポーター遺伝子を利用した癌転移解析法の開発

　癌転移は多くの過程を経ることにより成立する。これらの転移素過程を定量的に解析することを可能とする実験評価系の

確立を目指し，マウス由来メラノーマ細胞株B16-BL6および結腸癌細胞株colon26にlucif erase遺伝子を導入することで

レポーター遺伝子安定発現癌細胞株を樹立した。得られた安定発現株のうち, luciferase遺伝子発現活性が高く，また形質

および転移能が親細胞株と同等のものを選択し，以降の検討に用いた。 luciferase活性は癌細胞数と広範囲において比例し，

得られた関係式から換算すると，組織１ｇ中400個程度の癌細胞があれば検出が可能な評価系を創出した。 B16 -BL6/LUC 細

胞を血管内に注入後，流域下の臓器中におけるlucif erase活性を経時的に測定することで，癌原発巣から血管内へ脱出後の

癌細胞の体内動態を検討した。その結果，血管内に投与された癌細胞の60～90％は肺に塞栓的に集積し，投与24時間以内に

生き残った３％程度の癌細胞が内皮細胞へ接着すること，さらにはその後標的臓器への浸潤を完了し，指数関数的に増殖す

ることが示唆された。また，原発巣として皮下に癌細胞を移植し，肺への自然転移モデルを作成することで，原発巣切除後

の転移巣における癌細胞増殖に対する速度論的解析を行った。その結果，原発巣の切除により肺において急激な癌細胞の増

殖が観察され，切除後の1週間で癌細胞数は約1000倍となることが明らかとなった。さらに複雑な組織構造のためにこれ

まで定量的評価が困難であった腹膜播種匪転移においても本評価系は適用可能であり，経時的に解析した結果，腹腔内に播

種された癌細胞が選択的に大網に集積すること，腹壁の創傷部位付近での癌細胞増殖が著しく速いことが明らかとなった。
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以上のように　レポーター遺伝子導入癌細胞を用いることにより，従来困難であった癌転移過程の分離評価，増殖の速度論

的解析，組織分布評価などが可能となった。

　Ｈ．腹腔内滞留型catalase誘導体による腹膜播槍改癌転移の抑制

　胃癌は日本の癌腫の中では最も頻度の高いものであり，その死因のほとんどは腹膜播種改癌転移である。腹膜播種改癌転

移は臓器の奨膜を突き破り腹腔内に浸潤した癌細胞や手術の際に腹腔内にこぼれ落ちた癌細胞が標的組織で増殖することに

より成立する。腹膜播槍改癌転移治療においては，抗癌剤などの水溶性低分子は腹腔内から全身循環への吸収が速やかであ

るため奏功し難く，いまだ有効な治療法は開発されていない。 catalaseを利用した腹腔内癌細胞の接着抑制の報告もあるが，

腹腔内での滞留時間が短いこともあり十分な治療効果は得られていない。そこで筆者は, catalaseに対しポリエチレングリ

コール（ＰＥＧ）修飾を施すことで分子量を増大させること，あるいは正電荷を持つエチレンジアミン（ＥＤ）を結合させ負

電荷を有する細胞膜との静電的相互作用により腹腔内滞留性を向上させることによる効果増強を試みた。 PEG -catalaseお

よびED -catalaseは未修飾のcatalaseと比較して腹腔内滞留時間が大幅に上昇し，腹膜播種改癌転移を効率的に抑制した。

また，さらなる徐放化を実現するために，ゼラチンハイドロゲルを用いたところ腹腔内半減期が約40倍増大し，癌細胞増殖

を10分の1以下にまで低下させるとともに顕著な延命効果が得られた。こうしたcatalase誘導体による腹膜播種改癌転移に

対する効果は, ICAM-1の発現およびmatrix metalloproteinasesの活性化を抑制することによるものであることが示唆さ

れた。

　ｍ．転移巣での癌細胞増殖機構の解明と血中滞留型catalase誘導体による抑制

　癌細胞を静脈内に投与する直前に血中滞留型PEG -catalaseを静脈内投与することにより，24時回後の肺における癌細胞

数はPEG -catalaseの投与量依存的に減少した。また，癌細胞が浸潤過程にある投与1日後または増殖過程にある３日後に

PEG -catalaseを投与した場合にも癌細胞数は生理食塩水投与群と比較して有意に少なく, catalase誘導体は癌細胞の接着

だけではなく浸潤や増殖過程にも影響することが示唆された。そこで，肺転移の完全抑制を目的にPEG -catalaseを静脈内

に連日投与した結果，癌細胞投与2週間後においても肺表面に転移性の結節は認められず, catalaseデリバリーによる

tumor dormancy誘導の可能性が示された。また，癌細胞を皮下に移植する自然転移モデルにおいては，原発巣を切除する

ことにより血中脂質過酸化物濃度が有意に上昇し，切除により活性酸素が産生されることが示された。また，原発巣の切除

により肺転移巣で癌細胞が急激に増殖したが，原発巣切除直前にPEG -catalaseを単回投与することにより血中脂質過酸化

物濃度の上昇は抑制され，切除１週間後での肺転移巣中癌細胞数は生理食塩水処理時の約300分の１にまで減少し，その後

の生存日数も有意に延長された。これらのことから, catalase誘導体は原発巣切除後の微小転移巣での癌細胞増殖を効率的

に抑制することが示された。

　catalase誘導体による転移抑制機構の解明を目的に，転写因子ＮＦ-ｘＢの活性を定量的に評価可能な解析法の開発を試み

た。ＮＦ-ｘＢは活性酸素をはじめとする種々の刺激により活性化され，癌転移を促進する様々な分子の発現を先進すること

が知られている。 ＮＦ-ｘＢの活性化によりfirefly luciferaseを発現するｐＮＦリＢ-ＬｕｃとＮＦリＢ活性非依存的にrenilla

luciferaseを発現するｐＲＬ-SV40を選択し，両プラスミドＤＮＡをB16-BL6細胞に導入することで安定発現株を作成した。

fireflyluciferaseとrenilla luciferaseの発現量の比を指標にＮＦ-ＸＢ活性を評価したところ，静脈内投与８時間後における

肺での癌細胞中ＮＦ-ＸＢ活性はPEG -catalaseの投与量依存的に減少した。また，原発巣切除により肺転移巣中癌細胞NF

-ＸＢ活性は増加したが, PEG -catalaseの投与によりその活性化は有意に抑制された。そこでこのＮＦ-ＸＢ活性化により発

現が克進し，癌転移を促進する因子の変動をreal -time ＰＣＲおよびWestern blottingにより評価したところ，癌細胞の接

着・増殖に関与するICAM-1, EGFRの発現変動が認められた。以上の結果より，癌転移過程において活性酸素が産生さ

れ，それによってＮＦ-ｘＢが活性化すること，さらにはＮＦ-ｘＢの活性化により癌転移を促進する接着分子や増殖因子の発

現が先進することが示された。また，これらの発現先進を抑制することがcatalase誘導体の転移抑制機構に深く関与するこ

とが示された。

　以上，癌転移抑制法の開発に不可欠な癌細胞の体内分布および増殖，さらには癌細胞内のＮＦ-Ｂ活性を定量的に解析可

能な評価系の開発し，癌転移過程を分離評価することに成功した。また本評価系を用いた癌転移抑制に関する検討から，

catalase誘導体の体内動態を最適化することで癌転移を効率的に抑制することに成功した。
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　本研究の成果は，癌治療において最も重要な転移抑制法の開発に対して有益な知見を提供するものと考えられる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　近年，癌転移のメカニズムが徐々に明らかとなり，活性酸素が種々の癌転移過程に複雑に関与し多くの癌腫で癌転移を先

進させることから，活性酸素を効率よく消去するcatalaseやsuperoxide dismutaseなどの酵素の癌転移抑制への利用が検

討されている。活性酸素消去酵素が十分な癌転移抑制効果を発揮するためには，活性酸素の発生部位への到達が必須であり

動態制御を可能とするドラッグデリバリーシステム（ＤＤＳ）技術の適用が必要不可欠であるが，その開発には，癌細胞の

転移における各素過程を組織レペルで分離評価可能な解析法の確立が前提となる。著者は，癌転移の複雑な過程の中から，

接着，浸潤及び増殖の各過程の定量的解析を可能とする実験評価系を確立し, catalase誘導体の体内動態と癌転移抑制効果

を評価して，体内動態の最適化による癌転移治療の可能性について検討した。

　最初に，マウス由来メラノーマ細胞株B16-ＢＬ６および結腸癌細胞株colon26にluciferase遺伝子を導入することでレポ

ーター遺伝子安定発現癌細胞株を樹立し, luciferase活性から癌細胞数を定量的に評価する評価系を創出した。腹膜播種改

癌転移治療においてはいまだ有効な治療法は開発されておらずcatalaseを利用した腹腔内癌細胞の接着抑制の試みも腹腔内

での滞留時間が短いこと等により十分な治療効果は得られていない。そこでcatalaseに対し分子量増大を目的としたポリエ

チレングリコール（ＰＥＧ）修飾，あるいは正電荷を持つエチレンジアミン（ＥＤ）結合による効果増強を試みた。 PEG-

catalaseおよびED -catalaseは未修飾のcatalaseと比較して腹腔内滞留時間の大幅な延長を示し，腹膜播種改癌転移を効率

的に抑制した。また，この効果がＩＣＡＭ-1の発現およびmatrix metalloproteinasesの活性化の抑制によるものであること

が示唆された。次に，血行改転移の抑制を目指して血中滞留型PEG -catalaseの効果を検討し，静脈内に注入された癌細胞

の接着だけではなく浸潤や増殖過程に対する抑制を確認した。また，癌細胞を皮下に移植する自然転移モデルにおいては，

原発巣の切除により活性酸素が産生され肺転移巣で癌細胞が急激に増殖することを明らかにし, PEG -catalaseの単回投与

が原発巣切除後の微小転移巣での癌細胞増殖を効率的に抑制することを確認した。さらにcatalase誘導体による転移抑制

の機構解明を目的に，活性酸素をはじめとする種々の刺激により活性化され結果として癌転移促進をもたらす転写因子NF

-ｘＢの活性を定量的に評価した結果，癌転移過程において活性酸素が産生されそれによってＮＦ-ｘＢが活性化すること，

さらにＮＦ-ＸＢの活性化により癌転移を促進する接着分子や増殖因子の発現が先進することが明らかとなり，またこれらの

発現先進を抑制することがcatalase誘導体の転移抑制機構に深く関与することが示された。

　以上，著者は癌転移抑制法の開発に不可欠な癌細胞の体内分布および増殖，さらには癌細胞内のＮＦ-ｘＢ活性を定量的に

解析可能な評価系の開発し，癌転移の各過程を分離評価することに成功した。また，本評価系を用い癌転移抑制に関する検

討を種々行った結果, catalase誘導体の体内動態の制御を通じて癌転移を効率的に抑制することに成功した。本研究の成果

は，癌治療において最も重要な転移抑制法の開発に対して有益な知見を提供するものと考えられる。

　よって，本論文は博士（薬学）の論文として価値あるものと認める。

　更に平成19年３月１日論文内容とそれと関連した口頭試問を行った結果合格と認めた。
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