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岩手医科大学審査学位論文の要旨（博士）

2種類のヒト大腸がん細胞株に対するイリノテカンと5－アザ－2＇－デオキシシチジン併舟に
おける感受性増強の分子メカニズム

（博多修子）

I.研究目的
大腸がんは日本のみならず世界的に患者数が多く，権患数および死亡数も増加傾向にある．

イリノテカン日T-11）は大腸がん治療において重要な既存の抗悪性麓療薬のひとつである．
CPT-11は体内で活性代謝物であるSN-38に変換されて抗腫療効果を発揮する．しかし，重篤な
副作用や，がん細胞の薬剤耐性獲得といった問題点がある．近年，新しい捉悪性腫蕩薬として

DNAメチル基転移酵素阻害剤やヒストン税アセチル化酵素問答剤といったエピジェネティクス
修飾薬が登場した．これらは未だ血液系のがんにしか適誌がないが，既存誌がん剤との併用に

よる関形がんへの応荊が期待されている.*1i汗究では，ヒト大腸がん綿胞株にD出メチル割i云
移酵素阻害剤である5－アザサヲーデオキシシチジン(DAC）とCPT-1lまたはSN-38を併用させたと
きに得られる抗腫療効果増強の分子メカニズムを明らかにすることを目的とした．

立研究対象ならびに方法

ヒト大腸がん縮胞株HCTI16および百T29を用いて，CPT-1！とDACまたはSN-38とDAC併用に
よる薬剤感受性の変動をコ口ニー形成法により5判匝した．このとき， CPT-11とS件38の抗日塑嘉
効果の変動を評価するため， DACはほ；翁斐細胞効果を示さない濃度に設定した．また，ウエス
タンプロット法で薬剤処理時のRcl-2ファミワータンパクと， Bcl-2の転写調節因子町1（ウ
ィルムス月詣嘉タンパク）の発現変動解析を行った．日CT116細胞については， Combin呂tion Index 
による薬剤併用効果の評価，および、WTIRNAiによる問lノックダウンと，間lノックダウン時
のBcl-2タンパクの発現変動角材斤をウエスタンプロット法にて行った．なお，問l郎Aiでは，
官TlsiRNAトランスフヱクション 12時鴎後および24時間後のサンプルについて解析した．

III.研究結果
HCTI 16細胞ではCPT-11とDAC併用で相加的な， S賢一38とDAC併用で相乗的な抗臆療効果増
強を認めた.HT29縮胞では薬剤併用による抗腫療効果増強は認めなかった.HCTI 16細胞では，
薬剤併用群において，抗アポトーシス分子であるBcl-2タンパクの発現レベルが対照群の 10%
未満にまで低下していた．一方で， HT29細胞は，内在性Bcl-2タンパクの発現が樫めて低く，
検出限界以下であった．｛也のBcl-2ファミリータンパク出c1-xL, BAl¥l, B立）については，間細
胞間に鎖著な差異は認められなかった．両細胞簡で共通していたのは，薬剤併患によって町l
タンパクの発現レベルが顕著に抑制されるという事象であった．さらに， HCTI16細胞への町l
siRNA導入から12時間後では¥VTIタンパクの発現抑制およびBcl-2タンパクの発現抑制が確認
された．また， 24時間後には官Tlタンパクの発現レベルがやや回復しており，それに伴いBcl-2
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タンパクの発現レベルも屈復傾向にあった．

N.考按
町iRNAiの結果より，ヒト大腸がん細胞株において，町lタンパクはBcl-2を正に転写謂節
していると考えられた．また，薬剤併用に対する応答性が異なる 2細胞間での大きな差異は，
内在性Bcl-2タンパクの発現レベルであった．一方， 2弗j併用によって， Bcl-2の転写を促進
させる官Tlタンパクは両細胞問で顕著に発現が抑制されたことから，このCPT-11またはSN-38
とDACの併掃による抗日重蕩効果増強には，官Tlの発現抑制と，それに付随するBc!-2の発現低
下，すなわち，WTl-Bcl-2経路の不活性化が重要な分子メカニズムのひとつであると結論した．

v.結語
本研究では，ヒト大腸がん縮胞株HCTl16において，それ自体では蕊細胞効果を示さない濃
震のDACがCPT-1lやSN-38の抗腫蕩効果を増強させることを見出した．この分子メカニズム
解析の一環として，肝lタンパクがBcl-2の正の転写謂節調子であることを明らかにした．ま
た， DACとCPT-1lまたはSN-38の併用による扶腫揚効果増強には， WTl-Bc1-2経路の存在と，
そのダウンレギュレーションが必要である可能性を示した．

この低濃鹿DACによるCPT-11やSN-38の加l車場効果増強における DACの作用を明らかにす
ることは本研究で得られた知見をさらに発展させると考えられる．すなわち，大腸がんに対す

るDACとイリノテカンの併用療法における新たな標的分子発見に繋がる可能性があり，今後の
有用な研究2殿重であると考える．
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