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　　　　　　　　マウス扁平上皮癌における

シスプラチン誘導性アポトーシスの基礎的研究

　　　　　　長内　宏夫

岩手医科大学歯学部口腔外科学第二講座

　　　（主任：関山　三郎　教授）

　　　（受付：1998年2月16日）

　　　（受理：1998年4月6日）

　Abstract：Recently，　many　studies　have　investigated　the　relevance　of　apoptosis　in　tumor

inhibition　and　anticancer　drug3　As　a　result，　was　demonstrated　that　apoptosis　was　induced　by

many　anticancer　drugs．　Furthermore，　differences　in　induction　by　cell　type　are　reported．　Various

anticancer　drugs　are　useful　for　squamous　cell　carcinoma　in　the　oral　region，　but　details仇ρ勿o　have

not　been　demonstrated．　This　study　examined　changes　in　apoptosis　induction　in　murine　squamous

cell　carcinoma　cells．　As　a　result，　apoptosis　was　correlated　with　tumor　inhibition　by　cisplatin　in

murine　squamous　cell　carcinoma　cells，　and　apoptosis　induction　increased　in　a　dose－dependent

manner．　Furthermore，　immunohistochemical　analysis　showed　that　the　expression　rate　of　P53

protein　and　Bcl－2　protein　correlated　with　the　apoptotic　index．　Bax　protein　exression　appears，　but

no　further　change　was　observed．

　In　this　study，　it　was　confirmed　that　apoptosis　was　induced　by　cisplatin　in　squamous　cell

carcimoma　cells，　and　it　was　indicated　that　P53　protein　and　Bcl－2　protein　levels　which　correlated

with　induction．

Key　words：apoptosis，　cisplatin，　P53，　Bc1・2，　Bax

緒 言

　抗癌剤による細胞死はネクローシスにより生

じると考えられてきたが，近年細胞株に対する

抗癌剤の実験でアポトーシスが誘導されるとい

ういくつかの報告がみられる1～3）。また，作用

機序が異なる抗癌剤を用いた報告では，いずれ

の薬剤もヌクレオソーム単位のDNA切断を生

じて細胞が死滅することが確認されている4）。

　一方，遺伝子領域の研究から，癌遺伝子や癌

抑制遺伝子として検出されてきた遺伝子のアポ

トーシスへの関与が認あられ5～8），放射線9）ま

たは抗癌剤lo）の抗腫瘍効果への遺伝子の関与が

多数報告されてきた。アポトーシス関連遺伝子

蛋白の発現は細胞の種類による違いのあること

が判明したが11），口腔癌の多くを占める扁平上

皮癌に対するアポトーシス誘導量の生体内にお

ける変化に関する報告は見あたらない。

　そこで本研究では，口腔領域の悪性腫瘍に大

きな腫瘍抑制効果を示すシスプラチンを用い，

マウス扁平上皮癌に対する腫瘍抑制効果とその

過程におけるアポトーシス誘導量およびp53

遺伝子蛋白（以下P53），　bax遺伝子蛋白（以下

Bax），　bcl・2遺伝子蛋白（以下Bcl－2）の変化
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について検討したので報告する。

1．実験動物

材料および方法

長内　宏夫

　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12）の雄，8～12週齢（体重28

～ 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

　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（TD

50）値が14．4と極めて低免疫原性である13）。

3．腫瘍浮遊液の調製

　近交系WHT／Htマウスに継代移植している

腫瘍を無菌的に採取し，滅菌した少量の

phosphate　buffered　saline（以下PBS）を加え

勇刀にて細切し，＃150白金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

α2％トリパンブルー染色で行い，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．O　ml注射器

（Terumo）を用いて0．1　mlをマウス胸部皮下に

移植した。

4．薬剤濃度および投与法

　シスプラチン（CDDP）は日本化薬より供与

された。使用する濃度は0．1㎎／kg，1．0㎎／㎏，

10．O　mg／㎏，25．0㎎／kgとし，生理食塩水を用い

て調製した。

　シスプラチンは腹腔内投与とし，移植した腫

瘍の短径が7．Om皿に達した時点から投与を開始

した。対照群は生理食塩水10．0㎎／㎏を投与し

た。

5．シスプラチンによる腫瘍抑制効果の判定

　腫瘍体積の測定は，薬剤投与後1日目，2日

目，4日目，6日目に行った。腫瘍体積は腫瘍

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。腫瘍抑制効

果はinhibition　ratio（以下IR）として，（1一

シスプラチン投与群腫瘍体積／対照群の腫瘍

体積）×100の式14）から求めた。また体重を測

定し（各投与群の平均体重／対照群の平均体

重），減少率を求め副作用の指標とした。

6．分割投与

　シスプラチンの総投与量は，予備実験におい

て10．Omg／㎏と腫瘍抑制効果に有意差がなく，

また分割投与の容易な9．0㎎／㎏とした。実験

1は，初日に1回で総投与量を投与する単回投

与群，実験2は3．0㎎／kgを3日連続（0，1，

2日目）で投与する連日投与群，実験3は3．0

㎎／㎏を1日おき（0，2，4日目）に投与する

隔日投与群とし，いずれの群も6日目に腫瘍を

摘出した。

7．アポトーシス細胞と関連蛋白の経日的測定

　アポトーシス細胞と関連蛋白の経日的変化の

測定は，予備実験より腫瘍抑制効果が最も著明

であった10．O　mg／kgを単回投与し，1日目，2

日目，4日目，6日目のそれぞれにおいて腫瘍

を摘出し検索した。

8．標本作製

　各条件下で摘出した腫瘍は，直ちに10％ホ

ルマリンで24時間固定した。腫瘍組織は通法

に従いパラフィン包埋した後，ミクロトームで

40畑に薄切し，組織切片として使用した。

9．アポトーシス細胞の検出

　アポトーシス細胞の検出はTerminal
deoxynucleotidyl－mediated　dUTP－nick　end

labeling（以下TUNEL）法で行った。組織切片

をProteinase　K（TAKARA）で処理し，　In

Situ　Apoptosis　Detection　Kit（TAKARA）を

用いて標識した後，diaminobenzidine（以下

DAB）で発色させた。対比染色は1％メチルグ

リーンを使用した。細胞数1000個（200cells×

5視野）に対するTUNEL陽性細胞のパーセン

テージをApototic　Index（以下AI）として表

した。negative　controlとしてterminal

deoxynucleotidyl　transferaseの代わりに生

理食塩水を使用した。
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10．免疫組織化学的検索

　組織切片は通法に従い脱パラフィンした後，

3％H202で内因性ペルオキシダーゼをブロッ

キングした。抗Baxポリクローナル抗体
（Santa　Cruz　Biotechnology），抗Bcl・2ポリ

クローナル抗体（PharMingen）を用い

Pathostain　ABC－POD（R）kit（WAKO）にて

ABC法で免疫組織化学的染色を行い，　DABで

発色させた。同様にwild－type　P　53を認識する

抗P53モノクローナル抗体（Calbiochem）を

用いてABC法にて染色を行った。対比染色は

1％メチルグリーンを使用した。陽性細胞出現

率は光顕下（100cens×5視野）に算定した。

negative　contro1として各免疫組織化学的染色

に使用した一次抗体の代わりに，生理食塩水を

用いて染色を行った（Fig．1）。

11．統計学的処理

　統計学的処理はStudent’sτ一testで行い，ρ＜

0．05を有意差とした。

結 果

1．WHT／Htマウス扁平上皮癌に対するシス

　プラチンの腫瘍抑制効果

　シスプラチン投与後6日目の平均腫瘍体積

（mean±SD）は，対照群では4023．9±5742　m㎡

であった。対照群とシスプラチン投与群との比

較では，0．1mg／kg投与群は6日目に3282．2±

1006．5m㎡（IR，19．4％）となり有意差は認められ

なかったが，1．O　mg／kg投与群，10．O　mg／kg投与群

および25．O　mg／kg投与群では2日目から腫瘍の

増殖が有意に抑制され始め，6日目にはそれぞ

れ1078．5±550．4m㎡（IR，73．2％），164．6±28．6

m㎡（IR，96．0％），93．2±15．5　m㎡（IR，98．7％）と

顕著な抑制効果が認められた（Fig．2）。

　シスプラチン投与後のマウスの体重は，α1

mg／kg投与群では対照群とほぼ同様の変化を示

し，両者間に差はなく，1．O　mg／kgと10．O　mg／kg

の両群では一時的な減少を認めたが6日目には
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　　　Apoptotic　Index　increased　dose　dependently．

　　　Significance　was　determined　by　Student’s
　　　Z－test　　（＊ヵ＜0．05，　　＊＊ρ＜0．01，　　＊＊＊ρ＜0．001）．

　　　Bars，　SD．

実験当日のレベルに回復した。これらの6日目

における平均体重は，98．1～112．6％であった。

しかし，25．Omg／㎏投与群では有意に体重が減

少し，6日目の平均体重は66．1％であり回復の

傾向は認められなかった（Fig．3）。

　分割投与による腫瘍抑制効果は単回投与群，

連日投与群，隔日投与群の各群間に差は認めら

れなかった（Fig．4）。

2．シスプラチン濃度に対するAIとアポトー

　シス関連蛋白の発現率

　シスプラチン投与後6日目のAIは，対照群

では0．52±0．13％であり，0．1㎎／㎏投与群の

0．74±0．24％との間に差はなかった。しかし，

1．0㎎／㎏投与群では2．08±0．44％，25．0㎎／㎏

投与群では1．54±1．43％と有意に増加した。

また，最高値は10．0㎎／㎏投与群での448±

0．82％であった（Fig．5）。
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Table　1．　Relation　between　dose　of　cisplatin　and　apoptosis　associated　protein　at　six　days　experiment

Dose

（㎎／㎏）

Apoptosis　associated　protein（％）（mean±SD）

P53 Bax Bc1－2

Control

　O．1

　LO
10．0

25．0

5．64±0．52

5．72：ヒ1．08

；：㌫：；；＿］・

8．94±0．73＊＊

23．97±2．49

24．88±4．31

25．37±4．74

25．15：ヒ3．63

25．60±2．94

30．63±2．26

；；：1㌶：：1＿］・・

18．、。±，．，。＿］－

19．55±2．96＊

The　statistical　significance　was　determined　by　Student’s’－test．（＊ρ＜0．05，＊＊ρ〈0．Ol，＊＊＊ρ＜0．001）

　シスプラチン投与量別に見たP53の発現率

は，対照群では5．64±0．52％であったのに対

し，0．1㎎／㎏投与群では5．72±1．08％，1．0㎎／

㎏投与群では7．16±1．77％，10．O　mg／kg投与

群では9．52±0．80％であり，濃度依存的に増

加傾向を示した。それに反し，Bc1－2の発現率

は1．0㎎／kg以上の濃度において有意に減少し

た。Baxの発現率は，大きな変化はみられな

かった。各測定値間で大きな有意差を示したの

は10．0㎎／kg投与群であった（Table　1）。

3．シスプラチン投与後のAIとアポトーシス

　関連蛋白の経日的変化

　シスプラチン10．0㎎／㎏投与群のAIの変化

を経日的に観察した。AIは，生理食塩水10．0

㎎／㎏を投与した6日後の対照群では0．52±

0．13％であったのに対し，シスプラチン投与後

1日目では2．62±0．80％であった。AIは，2

日目には3．60±0．56％と有意に増加し，6日

目には4．48±0．82％と増加を続けた（Fig．6）。

　P53の発現率は，対照群に比較して2日目か

ら4日目に有意な増加が認められた。逆にBcl・

2は，6日目には減少傾向が認められた。Bax

発現には大きな変化は認あられなかった
（Table　2）。

4．シスプラチン分割投与によるAIとアポ

　トーシス関連蛋白の発現率

　AIは，単回投与群では4．56±0．80％，連日

投与群では5．42±1．45％，隔日投与群では4．74

±0．79％と連日投与群にわずかな増加が見ら

れたが，有意差はなかった（Fig．7）。

　各分割投与法によるP53およびBaxの発現

率には差を認めず，Bcl－2の発現率も隔日投与

群においてわずかな変化が認められただけで

あった（Table　3）。

考 察

　癌に対する化学療法は，ここ数十年の間に新

たな抗癌剤の開発，およびその組み合わせによ

り進歩してきた。しかし，固形癌に対する縮小

効果は，個体差によって大きく左右されるため

に，従来行われてきた投与法では腫瘍の発生や

経過の異なる症例すべてに対して効果を得るこ

とは不十分であった。したがって，より効果的

に抗腫瘍効果を導くためにも，抗癌剤に対する

新たな選択基準および投与法の検討が必要と考

えられている。この様な理由から，抗癌剤によ

るアポトーシス誘導が注目されてきた15）。

　今回使用したシスプラチンはRosenberg
ら161了）によって腫瘍に対する有効性が見いださ

れ，その広い抗腫瘍スペクトルより臨床的に頭

頸部癌にも使用されるようになった18）。現在，

シスプラチンは口腔癌に対する主要な抗癌剤と

して様々なregimenが検討され19～21），臨床的に

広く使用されている。その作用機序は，細胞周

期G2・M期停止によるDNA合成阻害223）の

後，ATP活性の低下に伴うライソゾームの酵

素群が働き，胞体の維持ができなくなることに

よってネクローシスを起こすためと考えられて

きた2▲25）。しかし，近年の研究から抗癌剤の腫瘍

抑制効果は，アポトーシスの誘導に少なからず

依存していることが示されている26）。

　アポトーシスは1972年Kerrら2了）によって形
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A：Single　administration　l　g　1皿9／㎏】

B：Daily　administロtion　l　3　mg／㎏×3】

C：Altemately　administratio皿【3mρ㎏×3］

Fig．7．　Relationship　between　administration

　　　methods　and　apoptotic　index．　Significant

　　　differences　were　not　observed　among　the

　　　A，Band　C　groups　on　the　6th　day．

　　　Significance　was　determined　by　Student’s

　　　τ一test．　Bars，　SD．

Table　2．　Relation　between　duration　of　administration　and　apoptosis　associated　protein

Day
Apoptosis　associated　protein（％）（mean±SD）

P53 Bax Bcl－2

Control

1
2
4
6

5．64±0．52

5．40±1．23

；：；1圭1：：．＊］・・

、．52±。．，。＿］・・

23．97±2．49

25．20±5．09

26．93±3．05

23．73±3．08

25．15±3．63

30、63±2．26

34．37±4．61

34．47：ヒ5．94

麗圭；：i：＿］一

The　statistical　significance　was　determined　by　Student’sε一test．（＊♪＜0．05，轄ρ＜0．01，＊＊＊ρ＜0．001）

態的にネクローシスとは異なる現象として報告

された。アポトーシスは細胞質や核クロマチン

が濃縮し，クロマチンや細胞内小器官を含む小

体（アポトーシス小体）に分断された後，周囲

の貧食細胞によって処理される。そのためアポ

トーシスでは炎症反応はみられないとされてい

る。

　アポトーシス細胞の検出法には，DNAラ

ダーによる生化学的検出法田），光顕および電顕

的観察による形態学的検出法27鋤，フローサイ

トメトリーを用いた解析などがある3°棚。

　1992年Gavrieliら田）によって報告された形

態学的検出法の1つであるTUNEL法は，ヌク

レオソーム単位に切断されたDNA　3’－OH末

端にTdTがデオキシヌクレオチドを付加する

反応を利用したものである。この方法を利用す

ると，パラフィン切片上でも容易にアポトーシ

ス細胞の検出が可能となり，光顕的に把握でき

ないアポトーシス初期細胞も可視化できる利点

がある34）。

　p53遺伝子は，代表的な癌抑制遺伝子として

知られ脳），変異型が多くの腫瘍細胞に見られ

ることから3剛悪性腫瘍に深く関与していると

考えられている。現在までに様々な追究がなさ

れp53遺伝子の機能が次第に明らかになって

きたが，その過程でアポトーシスにも関与する

ことが報告された39）。

　また，1984年に辻本ら40）によって癌遺伝子と

して発見されたbcl・2遺伝子は，遺伝子産物で

あるBcl－2がそれ自身でホモダイマーを形成
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Table　3．　Relation　between　administration　methods　and　apoptosis　associated　protein　at　six　days　experiment

Method
Apoptosis　associated　protein（％）（mean±SD）

P53 Bax Bcl－2

A
B
C

8．08：±：0．71

7．72±1．19

7．96±1．62

31．58：ヒ2．41

32．43±3．84

32．73±4．39

24．37±4．55

24．00±1．95

23．10±4．23

The　statistical　significance　was　determined　by　Student’s’－test．

したときアポトーシス抑制機能を持つことが判

明した41）。さらに，bcl－2homology　domainと

呼ばれる一部の配列が多数の遺伝子に共通して

存在することが解明され，その配列を有する遺

伝子群はbcl・2ファミリーと呼ばれ，相互関係

によってアポトーシスの調節に関与することが

報告されている。bc1－2homology　domainは

bcl－2遺伝子塩基配列の中で現在までに4種類

（BH　1，　BH　2，　BH　3，　BH　4）が発見されてお

り，どの種類のdomainを持っのかによってい

くつかのサブファミリーに分類される。

　bax遺伝子はBH　1，　BH　2，　BH　3を持っこ

とからbaxサブファミリーに属し，　Oltvaiら42）

によって発見された。遺伝子産物であるBax

はBcl－2とヘテロダイマーを形成するか，それ

自身でホモダイマーを形成することができる。

BaxとBcl・2のヘテロダイマーの機能はBcl－

2とBaxの比によって，　Bcl－2が過剰に発現し

た際はアポトーシス抑制に働き，Baxが過剰発

現した際はアポトーシスを促進する方向に機能

すると考えられている43）。

　本研究では，腫瘍の抑制に伴うAIの増加を

認め，それに対応するようにP53の発現増加

とBcl－2の発現減少が見られた。　P　53の量が増

加したのは，DNA損傷を認識することによっ

てp53遺伝子が活性化され，遺伝子産物が過

剰発現されたものと考えられる。P53の増加に

伴って，AIが増加傾向を示していることから，

P53がアポトーシスを誘導したことは明らか

である。また，アポトーシスを抑制するとされ

るBcl－2の減少がP53，　AIの増加に伴って認

められたことから，Bcl・2はシスプラチン誘導

性アポトーシスの抑制に関与し，P53にも関連

していると考えられた。P53はBcl－2の発現を

間接的または直接的に抑制すると考えられる

が4▲45），その詳細は明かではない。

　また，Baxはアポトーシス誘導経路において

P53の下流に存在するため，　P　53の増加に対

応した増加傾向を示すものと予想されたが，一

定の発現量を示したものの大きな変化は見られ

なかった。Baxは組織特異性があまりなく，広

く発現していることから42），本研究では通常レ

ベルの発現量を認識したものと考えられた。

　p53遺伝子によるアポトーシス誘導は，ター

ゲット遺伝子としていくつかの遺伝子候補が存

在し，bax遺伝子の活性化のみでは説明できな

いことが判明している⑥。本研究の結果は，p

53遺伝子のアポトーシス誘導経路への他のア

ポトーシス関連因子の関与を示すものであっ

た。

　また，Bc1－2の過剰発現は抗癌剤への耐性に

関与するとの報告がなされており4了），本研究の

結果は，腫瘍抑制効果を判定できるだけでな

く，シスプラチンに対する耐性を投与後の早期

に判定する指標となり得る可能性が考えられ

た。

　本研究では，シスプラチン1．O　mg／kg，10．O

mg／kg，25．O　mg／kgの各投与群では腫瘍体積の抑

制とAIの増加とを認め，アポトーシス誘導が

濃度依存性であることを示していた。

　一方，シスプラチンの分割投与は腫瘍抑制効

果，AIおよびアポトーシス関連蛋白の発現に

有意な差を示さなかった。シスプラチン投与の

アポトーシス誘導効果が濃度依存性であること

から，この結果はシスプラチンの単剤投与では

総投与量が効果を左右し，分割投与は大きく影
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響しないためと考えられた。

　扁平上皮癌に対してアポトーシス誘導を積極

的に治療に応用しようとするとき，本研究の結

果はp53遺伝子やbcl－2遺伝子がターゲット

に適することを示している。本研究では，アポ

トーシス誘導のピークを示標としたが，今後，

抗癌剤の作用として考えられるG1期ブロッ

ク，G2期ブロックなど細胞周期との関連にお

いて解明されるならば，治療効果の改善という

臨床の目標にも役立っことが期待される。

結 論

　シスプラチン投与によってWHT／Htマウス

の扁平上皮癌細胞に誘導されるアポトーシス量

（AI）とアポトーシス関連蛋白P53，　Bax，　BcL

2の発現量を検討したところ，以下の結論を得

た。

1．シスプラチンによって誘導発現されたAI

　は経日的，および濃度依存的に増加した。

2．シスプラチンによる腫瘍体積の減少に伴う

　AIの増加は，アポトーシスによる腫瘍の増

　殖抑制効果を反映したものとみなされた。

3，シスプラチンによるアポトーシス誘導に

　は，総投与量が影響していた。

4．扁平上皮癌に対するシスプラチンのアポ

　トーシス誘導経路には，P53とBcl－2が関与

　することが示唆された。

5．Baxの発現量は，ほとんど変動がなかっ

　た。

　稿を終えるにあたり，御懇篤な指導と校閲を

賜りました恩師関山三郎教授に深甚なる謝意を

捧げます。また，御懇切な助言を賜りました本

学口腔病理学講座佐藤方信教授に衷心より謝意

を捧げます。さらに，本研究の遂行に際し御親

切な助言を頂きました当講座杉山芳樹助教授に

深く感謝するとともに，口腔外科学第二講座医

局員各位に心より謝意を表します。

　本論文の要旨は，1997年10月23日，第42

回口腔外科学会総会，第13回国際口腔顎顔面

外科学会総会において発表した。
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