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担癌マウスのテロメラーゼ活性に及ぼすシスプラチンの影響
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　Abstract：Telomerase　is　an　enzyme　that　adds　TERT　proteins　and　telomere　repeat　sequences　to

the　end　of　chromosomes　that　make　up　RNA　sub－units．　This　enzyme　participates　in　the　proliferation

of　cell　division．　Not　found　in　normal　tissues，　high　activity　is　shown　in　malignant　tumors　and　tissues

related　to　generative　cells．　This　study　analyzed　the　influence　exerted　on　telomerase　activity（TA）

by　anticancer　agents　and　examined　the　utility　of　TA　as　an　index　of　anti－tumor　effects．　It　also

examined　c－myc　involved　in　the　TA　mechanism，　bcl・2　involved　in　apoptosis　inhibition　and　the

emission　of　each　mRNA．　In　our　a　results，　TA　was　not　detected　in　normal　mouse　skin　tissue，　but　high

activity　was　observed　in　the　mice’s　carcinoma　tissue　within　the　squarnous　cells．　Also，　on　observing

significant　rises　in　the　enhancement　of　tumors　by　TA，　it　appears　to　be　deeply　involved　in　the

growth　of　cancer．　With　the　administration　of　cisplatin，　TA　falls　off　significantly　and　the　growth　of

tumors　is　inhibited．　This　shows　that　TA　may　be　useful　as　an　index　for　the　anti・cancer　effects　of

cisplatin．　Myc　proteins　are　involved　in　the　transcription　factor　of　tert　genes．　In　this　research　the

reduction　in　emissions　of　c－myc　mRNA　through　the　administration　of　cisplatin　is　shown　in　the

involvemellt　of　TA　of　Myc　proteins．　Also，　our　resuits　suggest　that　tumors　may　tend　to　reduce　when

restrained　by　apoptosis　through　reductions　in　bcl・2mRNA　emissions．

Key　works：telomere，　telomerase，　cisplatin，　bcl－2，　c－myc

緒 言

　　テロメアは染色体末端の構成成分でヒトを含

む脊椎動物ではTTAGGGの6塩基の反復配
列からなり1），染色体末端の変性や融合による

遺伝情報の欠失を防ぎ，遺伝子を保護してい

る2）。テロメアDNAは，通常のDNA合成酵素

によって完全に複製されないために，正常の体

細胞では細胞分裂のたびに徐々にテロメアが短

縮する3～4）。テロメアがある一定の長さ以下に

なると，細胞は分裂可能の限界に達し，染色体

の構造を維持できなくなり，細胞は死滅する5）。
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一方，癌細胞では細胞分裂のたびに染色体は短

縮しようとするが，修復機構であるテロメラー

ゼが存在し6），これを阻止する。テロメラーゼ

は正常体細胞において，生殖細胞系を除き殆ど

発現されない酵素である。テロメラーゼは，テ

ロメアの反復配列に相補的な鋳型RNAを含

む，一種の逆転写酵素であり，テロメア反復配

列を合成付加し，癌細胞の分裂を無限にし，不

死化を可能にしている。テロメラーゼ活性

（TA）は，頭頸部領域を含め様々な悪性腫瘍組

織で高率に検出されている7～8）。近年，種々の

抗癌薬がin　vitroにおける癌細胞のTAを低

下させるという報告9～1°）があるが，担癌状態の

TAに及ぼす影響に関しては不明な点が多い。

　そこで本研究では，口腔領域の悪性腫瘍の選

択薬として多用されるシスプラチンを用い，担

癌マウスにおけるシスプラチンの抗腫瘍効果の

指標としてTAの有用性について検討した。ま

た，TAに関与するとされるc－myc，アポトー

シス抑制に関与するbcl－2，各mRNAの発現

について検討した。

材料および方法

1．実験動物

　岩手医科大学歯学部口腔外科学第2講座にて

兄妹交配により，近交系として維持している

WHT／Htマウスの雌，8～12週齢（体重24～

33g）を1群あたり5匹とし，水と固形試料

（オリエンタル酵母工業）は自由に摂取させた。

2．腫瘍と移植

　近交系WHT／Htマウスに自然発生し，胸部

皮下に継代移植している扁平上皮癌細胞を使用

した。この腫瘍は，Tumorigenic　dose　rate　50

（TD5G）値が14．4と極めて低免疫原性である11）。

同種マウス腫瘍を無菌的に採取し，滅菌した少

量のphosphate　buffer　saline（PBS）を加え勇

刀にて細切し，100μmnylon　meshで濾過した。

これにPBSを加え細胞を洗浄し，回収した細

胞浮遊液を800rpmで3回遠心洗浄し，　PBSに

再浮遊させて使用した。生細胞数の算定は0．9％

ニグロシン染色で行い，細胞のviabilityは各

ロットとも90％以上であった。浮遊液は，血球

計算板上で生細胞数を算定した後PBSで1×

106個に調製し，1．Oml注射器（Terumo）を用い

て，0．1mlをマウス胸部皮下に移植した。

3．薬剤

　シスプラチン（CDDP，日本化薬）は生理食

塩水で調整後腹腔内投与とし，移植した腫瘍の

直径が10mmに達した時点から投与を開始した。

4．実験プロトコール

1）TAと腫瘍体積を以下のように比較検討し

た。

①1×106個の腫瘍細胞を移植後，自然経過に

おける経日的変化。

②腫瘍直径が10mmになった時点でCDDPを
0．1，1，10，25mg／kgの各濃度で腹腔内に投与し

た6日目の腫瘍。

③10皿g／kg投与において，10mg／kg単回投与群，

3．33mg／kgずっ3回連日投与群，同じく3回隔

日投与群の各投与方法による腫瘍。

④10mg／kg単回投与群における経日的変化。

対照群は，生理食塩水を同じく投与した。腫瘍

体積の測定は，腫瘍の長径および短径をノギス

にて計測し，（長径）×（短径）2×0．5の式から

求めた。また同時に体重の測定を行った。

2）c－mycおよびbcl－2のmRNAの発現を10

mg／㎏単回投与群からRNAを抽出し，
RT・PCR法で経日的（2，4，6日目）に検討
した。

5．TAの測定

　TAは，腫瘍細胞より抽出した蛋白を用い

て，　TRAP　assay　（telomeric　repeat

amPlification　Protocol：TRAP）7）にて測定し

た。尚，TRAP　assayにはTRAPeze　ELISA

Telomerase　Detection　Kit（INTERGEN，　Co

NY，　USA）を使用した。

　①蛋白の抽出

　摘出した腫瘍組織は，滅菌した極少量のPBS

を加え勇刀で細切し，100畑nylon　meshで濾

過洗浄後，1×106個に調整した。調整した細胞

をKit付属の1×CHAPS溶解液（0．5％

CHAPS，10mM　Tris－Hcl，1mM　MgCl2，1
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mM　EDTA，5mMβ一Mercaptoethanol，0．1

mM　Benzamidine，10％Glycerol）200μ1と

RNase　inhibitor　1μ1　（100U／ml，　GIBCO

BRL）で懸濁し，氷上で30分インキュベートし

た。その後4℃で12，000g，20分間遠心し，上清

を蛋白抽出液とした。抽出液の蛋白濃度は

Bradford法に基づき，　Protein　assay　dye

（Bio－Rad　Laboratories，　Hercules，　CA，　USA）

を使用し測定した。

　②TRAP　assay

　各試料を0．025μg／μ1になるようRNase－free

の脱イオン水で調整した。各試料と各試料の加

熱処理液およびKit添付のPositive　control細

胞，TSR　8　（Control　template），　Negative

Control（1×CHAPS溶解液）それぞれ2μ

に，ビオチン標識TS　primerを含む5×

TRAP　reaction　mixture　5μ1とTaq　DNA

polymerase（5U／μ1，　PERKIN　ELMER）0．2

μ1を加え，RNase－freeの脱イオン水にて全量

25μ1とし，テロメラーゼによるTS　primerへ

のテロメア反復配列の付加・伸長反応（30℃30

分）を促進させた。次に付加・伸長されたテロ

メア配列を鋳型とし，TS　primerおよびテロメ

ア配列を認識するRP　primerによる特異的な

polymerase　chain　reaction（PCR）（94℃30秒，

57℃30秒，72℃10分：33cycle）を行った。

　PCR生成物を12．5％ポリアクリルアミドゲ

ルにて400v1．5時間電気泳動を行い（PAGE），

10，000倍希釈のSYBRTMGreen（FMC
BioProducts　Rockland，　ME，　USA）にて染色

し，Polaroid　filmにて撮影した。

　③ELISA

　ストレプトアビジンをコートしたマイクロプ

レートに，ビオチンとジニトロフェニルを標識

した②の同一PCR生成物5μ1を加えインキュ

ベート（37℃1時間）し，ホースラディシュペル

オキシダーゼ標識抗DNP抗体を反応させイン

キュベート（室温30分）後，TMB（3，3’，5，

5’－tetramethl－benzidine）基質で発色させマ

イクロプレートリーダー　（THERMO　max，

Molecular　Devices）にて吸光度（OD45。寸50）を
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測定し半定量的に検討した。TRAP　assayの判

定はコントロールが次の条件を満たした上で

行った。1）Negative　ControlのOD値0．2以

下，2）TSR　8（Control　template）のOD値

0．8以上，3）各試料の加熱処理液のOD値0．25

以下。

6．RTPCR
　1×106個の腫瘍細胞からRneasy　Minikit

（QIAGEN　USA）を用いtotal　RANを抽出し

た。逆転写酵素反応は，約2μgのRNAから，

0，1MOIigo（dt）primer｛pd（T）12、18｝，5×

Fist　strand　buffer（GIBCO　BRL），10mM

dNTPs，　M－MLV　Reverse　Transcriptase（200

U／μ1，　　GIBCO　　BRL），　　RNASEOUTTM

Ribonuclease　inhibitor　（40U／μ1，　GIBCO

BRL）を含む反応液でcDNAを合成した。反応

条件は37℃90分，95℃5分：1cycleで行った。

　合成されたcDANは各primerおよび10×

PCR　　buffer　　（15mM　　MgCl2，PERKIN

ELMER），2mM　dNTPs，　Ampli　Taq　GoldTM

（5U／μ1，　PERKIN　ELMER）を用いてPCR

（94℃1分，60℃2分，72℃2分：34cycle）を施行

した。各primerの塩基配列を以下に示す。

C－myc，

　5’－CAGCAGAGCGAGCTGCAGCC－3’（sense）

　5’－CTGTCTTTGCGCGCAGCCTG－3’（antisense）

bcl－2，

　5’℃AGCTGCACCTGACGCCCTTC－3’（sense）

　5’－CCCAGCCTCCGTTATCCTGG－3’（antisense）

β一actin（内部コントロール），

　5’－TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA－3’（sense）

　5’－CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG－3’（antisense）

　増幅されたPCR産物を3％アガロースゲル

にて電気泳動後エチジウムブロマイドで染色し

Polaroid　filmにて撮影した。各バンドの輝度

をデンシトグラフ（ATTO　JAPAN）測定し，

得られた積算値を用いて内部コントロールとの

比を算出し，mRNA発現量を検討した。

7．統計学的検討

　統計学的処理はFisher’s　PLSDで行い，　p＜

α05を有意差とした。
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結 果

吸．光度と腫瘍体積

示した。腫瘍細胞移植後7日目までは，平均腫

瘍体積（mean±SD）の増大は67．4±14．6m㎡と極

く軽度であったが，TAは移植後4日目には

OD値が1、08±0．16と有意の上昇を示し，以後10

日目体積がまだ558．2±126．5m㎡のときにほぼ最

高値3．66±0．11のOD値に達した。それ以後腫

瘍体．積は13日目で2，043．8±410．4m㎡と有意に

1．自然経過におけるTAと腫瘍体積

経日経過のTAと腫瘍体積の関係を縦軸に

　　　　　　　　　“，横軸に経日経過のグラフで

増大し，16「｜目で5，910．0±929．6m㎡と腫瘍体積

は急激な増大を示した（Fig．1）、，

2．CDDP投与量とTAおよび腫瘍．体積

　CDDP各投与量投与後6日1］のPAGEでは，

生理食塩水投与群およびPositive　Controlと

比較して，CDDP投．．与群は，0．1，1，10，25，

mg／kgの順で投与量の増加に従いラダーバンド

のシグナルが弱くなりTAの低下が示された

（Fig．2）o

　同じPCR生成物をELISAで測定した結果

を，縦軸に吸光度と腫瘍体積，横軸にCDDP投

与量で示した。TAは，生理食塩水投与群が
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　　　It　Was　recognized　　that　ladder　band

　　　signals　weakened　and　telomerase　activity

　　　declilled　day　dependently．　M：　20bp

　　　marker．

OD値3．75±0．08，0，1mg／kg投与群がOD値2．48

±0．07，1mg／kg投与群がOD値1．21±0，29，10

mg／kg投与群がOD値0．42±0．13，25mg／kg投与

群がOD値0．43±0．06となり，　TAは投与量の

増加に従い有意に低下を示した。

腫瘍体積は，生理食塩水投与群が5，939．0±

727．3m㎡，0．1mg／kg投与群が4，619．8±598．3m㎡，

1mg／kg投与群が2，055．8±231．5m㎡，10mg／kg

投与群が404．5±161．9m㎡，25mg／kg投与群は

320．4±109．3m㎡と減少傾向を示した。10mg／kg投

与群と25mg／kg投与群の2群間において，　TA

の低下および腫瘍体積の減少は，有意差を認め

なかった（Fig．3）。

3．CDDP投与方法とTAおよび腫瘍体積

　25mg／kg投与群では体重減少による副作用が

強くみられたため10mg／kgにて投与方法につい

て検討した。10mg／kg単回投与群，3．33mg／kgず

つ3回連日投与群および3．33mg／kgずっ3回隔

日投与群の3群間において，TAの低下および

腫瘍体積の減少は，いずれも有意差を認めな

かった（Fig．4）。

4．CDDP　10mg／kg投与とTAおよび腫瘍体積

　投与方法の違いによるTAおよび腫瘍体積

の変動に差を認めなかったため，CDDP　10mg／

kg単回投与にて経日的なTAをPAGEにて検

討した。生理食塩水投与群およびPositive

controlと比較して，2，4，6日の順でラダー

バンドのシグナルは弱くなり経日的なTAの

低下が認められた（Fig．5）。

　同じPCR生成物をELISAで測定した。　TA

は生理食塩水投与群と比較してCDDP投与群

において2日目がOD値2．04±0．34，4日目が
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OD値0．88±0．27，　6日目がOD値0．39±0．06と

経日的に有意に低下した（Fig．6左図）。腫瘍

体積では生理食塩水投与群と比べ増大はみられ

ず，わずかに減少傾向を示した（Fig．6右図）。

5．CDDP　10mg／kg投与後のc－myc，　bcl－2，各

mRNAの発現
　c－myc　mRNAの発現は，投与後2日目では，

生理食塩水投与群に比べてCDDP投与群での

変化は見られなかったが，4日目では，CDDP

投与群での発現量が減少傾向を示していた。6

日目では，CDDP投与群における発現量の明ら

かな減少がみられた（Fig．7）。

　デンシトグラフで半定量した結果は，CDDP

投与群4日目が72．3±9．8％，6日目が34．6±

11．0％と経日的に有意に発現量が減少した
（Fig．8）。

　bcl－2mRNA発現は，2日目では，特に変化

はみられなかったが，4日目では，生理食塩水

投与群と比較して，CDDP投与群での発現が減

少した。6日目では，さらに減少傾向を示した

（Fig．9）。

　デンシトグラフで半定量した結果は，生理食

塩水投与群が4日目131．5±13．2％，6日目136．1

±14．3％と発現量が有意に上昇した。CDDP投

与群は4日目54．4±11．3％，6日目29．4±15．7％

と発現量が有意に減少した（Fig．10）。

考 察

1．テロメア

　正常体細胞が分裂可能回数の限界をもっこと

は，Hayflikら’2）によって報告され，細胞が分

裂する際にはS期において染色体が複製され

る必要があるが，このときDNA合成酵素は染

色体末端のテロメアDNAを完全に合成するこ

とはできない。そのためテロメアDNAの反復

配列は，細胞分裂のたびに短小化することがわ

かっている（end　replication　problem）3～4）。テ

ロメアのない染色体は染色体末端において融合

や組み換えを起こしやすいことが知られてお

り，その重要な機能は，遺伝情報の保護と染色

体の安定化であると考えられている。

29

2．TRAP　assay

　TAの存在が1985年にGreiderら13）によっ

て，原生動物であるテトラヒメナにおいて初め

て実証され，その後，Morin6）がヒト（Hela細

胞）TAを初めて検出した。1994年Kimら7）に

よって開発されたTRAP　assay　（telomeric

repeat　amplification　protocol：TRAP）は高

感度で能率的なPCRを用いた検出法で，少数

の癌細胞や臨床検体で容易にTAが測定でき

るようになり，TAの研究を大きく発展させ

た。本研究に使用したKitはTRAP　assayを

もとに改良されたもので，PCRの遺伝子増幅

技術とELISAの定量的技術を応用したもので

ある。

　1995年以降，TRAP　assayによってあらゆる

癌でTAが測定されるようになり，現在までに

調べられた約3，000検体の臨床癌組織のうち

約85％にTAが検出され，検出率0％の悪性腫

瘍はない14）。頭頸部扁平上皮癌においても90％

以上にTAが検出されている15）。本研究におい

てもTAは正常マウス皮膚組織では検出され

ず，マウス扁平上皮癌組織において高い活性が

みられた。さらに，早期からTAの上昇がみら

れた。

3．抗癌薬とTA

　近年，多くの細胞毒性物質が培養細胞におけ

るTAの低下を引き起こすことが報告されて

いる。　Zhuら9）はdoxorubicin，5・fluorouracil，

methotrexateなどを投与したSW480結腸癌細

胞でTAの著しい低下を報告し，これは細胞増

殖阻害が原因であろうと示唆した。Faraoniら’°）

は，doxorubicin，　temozolomid，　CDDPを投与

したT細胞白血病jurkat細胞，組織球U937細胞

および乳腺癌MCF－7細胞におけるTAの低下を

報告し，TAの低下が細胞増殖抑制に関連する

ことを示した。本研究においても，CDDP投与に

より腫瘍増大が抑制されTAは有意に低下し

た。CDDPの抗癌作用は，塩素が活性化されて2

っの反応基をつくり，2本鎖DNAの間に結合し

クロスリンクを作ることによるといわれてい

る。この架橋形成はグアニンのN－7位に起こり
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やすく，一方の鎖のグアニンと他方の鎖グアニ

ンが白金によって結合し，DNA二重らせん構造

の変性をきたし，DNA合成を阻害するとされ

る16）。このようなCDDPの作用機序により細胞

増殖が阻害され，TAの低下にっながったと考

えられる。

4．テロメラーゼの構造と機能

　テロメラーゼは合成すべきテロメア反復配列

の鋳型となるRNA成分TERC17）と触媒サブユ

ニットTERT18）および付属タンパク質TEP

119）からなる。細胞の癌化にともないTERT発

現が誘導されてテロメラーゼが活性化するとさ

れる2°）。また，テロメラーゼの制御に関与する

蛋白TRF　1およびTRF　2が2本鎖テロメア

DNAに結合している14）。

5．MycおよびBcl－2

　Mycは細胞増殖に関与しており，　Myc蛋白

の強制発現により正常細胞においてTERTの

発現とTAの出現を認あたとするものや22），逆

にMycをanti－sense　oligonucleotideにより

抑制することで癌細胞のTAが減弱したとも

いわれている23）。Mycはtert遺伝子のプロ

モーター領域のE－boxに結合し転写を活性化

し，これがテロメラーゼ活性の上昇に関与して

いると考えられている24）。本研究においても

CDDP投与後のc－myc　mRNAの発現の減弱

は，Myc蛋白のTAへの関与を示すもので
あった。

　Bcl－2はアポトーシスを抑制する機能をも

ち，ほぼすべての刺激で誘導されるアポトーシ

スを抑制できることからアポトーシス共通経路

を遮断しているものと考えられている25）。Bcl－

2の生化学的機能は，ミトコンドリアからアポ

トーシス誘導因子チトクロームCの放出を抑

制することでアポトーシス抑制に関与している

とされている26）。本研究ではCDDP投与後，経

日的にbcl－2の発現減弱がみられたが，当教室

長内27）のBcl－2蛋白を免疫組織化学的に検索し

た報告を裏付ける結果となり，CDDP投与にお

ける腫瘍抑制とbcl－2の関連がさらに明確に

なった。

　今回得られた結果から，TAが化学療法の効

果を反映することが明らかとなった。また，

Myc蛋白とTAの関連が確認できた。

　近年，種々のテロメラーゼ阻害薬が研究され

ており28～29），新たな抗癌戦略としての役割が期

待されている。

結 論

　担癌マウスのTAに及ぼすCDDPの影響に

っいて解析し，抗腫瘍効果の指標としてTAの

有用性について検討した。また，TAの機序に

関与するとされるcmyc，アポトーシス抑制に

関与するbcl－2，各mRNAの発現について検

討したところ，以下の結論を得た。

1．TAは正常マウス皮膚組織では検出され

　ず，本マウス扁平上皮癌組織において高い活

　性がみられた。

2．TAは腫瘍細胞移植後早期から出現し，腫

　瘍の増大にともなって有意な上昇がみられた

　ことから，癌の増殖に深く関与していると考

　えられた。

3．CDDP投与によりTAは有意に低下し，腫

　瘍増大が抑制されたことから，TAはCDDP

　の抗腫瘍効果の指標として有用であると考え

　られた。

4．CDDP投与によるc－myc　mRNAの発現の

　減弱は，Myc蛋白のTAへの関与を示すも

　のと思われた。

5．bcl－2mRNAの発現減弱によりアポトーシ

　ス抑制が抑えられ腫瘍が縮小傾向を示した可

　能性が示唆された。
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