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 4 

序   論  

 

 本邦における膵臓がんの患者数は年々増加しており、部位別がん死亡数は

第 4 位である 1 )。膵臓がん患者の初発症状として腹痛、腹部膨満感、黄疸、

体重減少等があるが、特異的な症状に乏しい 2 )。一方無症状で発見される場

合もあり、早期診断は困難である。切除手術が唯一治癒を期待できる治療で

あるにも関わらず、切除可能性は 2 0%以下である 2 )。その少ない切除例にお

いても術後早期に再発することが多い。また 5 年生存率は 9%と極めて低く、

予後不良である 3 )。外科的治療に加え、放射線療法や化学療法による集学的

治療が行われるが、その多くが治療抵抗性を示す。現在膵臓がんに対する新

薬開発や臨床試験が世界各地で行われ、生存期間が少しずつ延長してきてい

るが、その成績は十分ではない。そのため、膵臓がんの予後改善のために有

効な化学療法の開発が重要な課題である。  

 1997 年に g emci t ab ine  ( GEM)  と  f l uo rourac i l  ( 5 -FU)  の無作為化比較試験に

より、GEM  が生存期間、症状緩和効果において有意に優れていると報告され

4 )、以降  GEM  が進行膵がんに対する標準療法として広く使用されている。

しかし、単剤療法での治療成績は十分とはいえないのが現状であり、薬剤耐

性が生じて治療効果が失われる症例も少なくはない。そこで世界中で様々な  

GEM  との併用療法が試みられてきたが、本邦では経口フッ化ピリミジン系抗

がん剤である  S -1  を中心に開発が行われてきた。S-1  は  5-FU  のプロドラッ

グ で あ る  t egaf u r  (FT)  と 2 種 類 の  modula to r  で あ る  

5-ch lo ro -2 ,4 -d ihydr oxypyr id ine  (CDH P)  と  o te r ac i l  p o t as s ium (Oxo )  を 1 : 0 .4 :1

の比で含む合剤である 5 )。  FT  は肝臓で次第に  5 -FU  に変換され、速やかに  

d ihydropyr imid ine  dehydrog enas e  ( DPD)  により分解される。CDHP  は  5 - FU  の

分解酵素である  DPD を強力に阻害することで  5-FU  の血中濃度が維持され、

そ の 結 果 抗 腫 瘍 効 果 が 増 強 さ れ る 6 ) 。 Oxo  は 消 化 管 組 織 に 分 布 し て  

pyr imid ine  phos ph or ibosy l t r ans fe rase  を選択的に阻害し、 5 -FU  のリン酸化を

抑制することで重篤な消化器毒性を軽減させる 7 )。 S- 1  の抗腫瘍効果は既に
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単剤ないしは併用療法で胃がんや大腸がん、非小細胞肺がん等の様々な固形

がんで証明されている 8 - 1 2 )。  

膵臓がんに対して  GEM  単剤療法と  S-1  単剤療法、G EM + S -1  併用療法の

3 つの治療を比較した第Ⅲ相無作為化比較試験  ( GES T)  が行われ、 S-1  単剤

療法の  GEM  単剤療法に対する非劣性が証明された 1 3 )。 GEM + S -1  療法は  

GEM  単剤療法に対して主要評価項目である生存期間  (OS)  を有意に延長さ

せることはできなかったが、副次的評価項目の無増悪生存期間  (PFS)  を有意

に延長させた。これらの試験結果から、本邦では  S -1  が  GEM  と並んで膵臓

がんに対するキードラッグとして使用されるようになり、 GEM +  S -1  療法は

現在、膵臓がんに対する薬物治療の 1 つの選択肢として使用されている。  

しかし  GEM + S -1  療法における基礎レベルの知見は少なく、さらなるエビ

デンスの集積が待望されている。またその併用効果について分子レベルにお

ける基礎研究はほとんど行われていないのが現状である。これまでに著者ら

はヒト膵臓がん細胞株  MIA PaCa-2  を用いて  GEM  と  S-1  の併用療法に対

す る 基 礎 的 検 討 を 行 い 、 3 ‑ (4 ,5 ‑d i methy l th i azo l ‑2 ‑y l ) ‑2 ,5 ‑d iph eny l t e t r azo l ium  

bromide  (MT T)  as s ay  により併用療法の相乗効果を明らかにした。更にフロー

サイトメトリー  ( FACS)  を用いた細胞周期への影響を解析した結果、併用群

において各単剤群と比較し、最も S 期に細胞が蓄積することを見出した 1 4 )。 

 

そこで本研究では本邦における膵臓 がんに対する標準的薬物療法である  

GEM + S -1  療法の基礎的検討を行い、その分子メカニズムを明らかにすると

共に、更に効果的なターゲットを模索し、新規薬物治療法を開発することを

目的とした。  

 

第Ⅰ章では、ヒト膵臓がん細胞株  SUI T-2  に対して  MIA PaC a-2  同様に  

GEM  と  S-1 の併用効果を検討し、細胞周期を解析した。またその細胞周期

遅延の分子メカニズムを  MIA PaCa - 2  と  SUIT-2  を用いて検討した。  

第Ⅱ章では、第Ⅰ章で明らかとなった S 期細胞の蓄積を引き起こすチェッ
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クポイントキナーゼ 1  (Chk1)  の阻害剤  p rex ase r t i b  を用いて、 GEM、S-1  そ

れぞれの単剤および  GEM  + S -1  併用療法と組み合わせての細胞増殖抑制効

果を  MTT assay  にて検討した。またその併用療法との組み合わせによる細胞

死と細胞増殖抑制効果の分子メカニズムについて検討した。  

第Ⅲ章では、2 種の  Bcl -2  阻害剤  ( vene to c l ax、n av i to c l ax )  を用いて各種抗

がん剤  (GEM、 S- 1、 p rex ase r t i b )  とそれぞれを組み合わせてより有効な治療

法を検討した。また  smal l  i n t e r fe r in g  RNA (s iRNA )  を用いて細胞増殖抑制効

果の詳細な分子メカニズムについて検討した。  

 

以下、これらの検討から得られた知見について詳述する。  
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第Ⅰ章  GEM  と  S-1  併用療法の作用機序解析  

1.  緒   言  

 

1997 年に膵臓がんに対してそれまでの標準的治療法であった  5-FU  単剤

療法と  GEM 単剤療法を比較する第Ⅲ相試験が行われ、 GEM  単剤が  5-FU  

単剤を上回る延命効果と症状緩和効果が報告された。以降は GEM  単剤が切

除不能膵臓がんに対する第一選択肢として用いられてきた 4 )。しかしその成

績は十分ではなく、以降  GEM  を対照群として多くのランダム化比較試験  

(RCT)  が行われ、新規薬剤の単剤療法もしくは  G EM  との併用療法が比較検

討されてきた。  

本邦では、S-1  が 2006 年 8 月に膵臓がんへの保険適応が認められた。以降

は  GEM  と  S -1  の併用療法の第Ⅱ相試験が複数行われてきた。そして  GEM  

単剤療法と  S-1  単剤療法と  GEM + S -1  療法の 3 つの治療を比較した第Ⅲ相

無作為化比較試験  (GEST)  が行われ、 S-1  単剤療法の  GEM 単剤療法に対す

る非劣性は証明されたものの、 G EM  単剤に対する  G EM + S -1  療法の優越性

は証明できなかった 1 3 )。しかし  GE M + S -1  療法は、GEM 単剤に対して副次

的評価項目の無増悪生存期間  (PFS)  を有意に延長させた。これらの結果より、

本邦において現在  GEM + S -1  療法は膵臓がんに対する薬物治療の 1 つの選

択肢として使用されている。  

GEM + S -1  療法の臨床開発が進んだものの、一方で根拠となる基礎レベル

の知見は少なく、さらなるエビデンスの集積が待望されている。これまでに

著者らはヒト膵臓がん細胞株  MIA PaCa-2  を用いて  GEM +  S -1  療法に対す

る基礎的検討を行い、MTT ass ay  により併用療法の相乗効果を明らかにした。

更にフローサイトメトリー  (FACS)  を用いて細胞周期への影響を解析したと

ころ、併用群において各単剤群と比較し、最も S 期細胞の蓄積が観察された

1 2 )。また細胞死に与える影響を検討するため、 FACS による Sub-G1  解析法、

TUNEL (TdT -med ia t ed  dUTP -b io t in  n i ck  end  l ab e l ing )  法を用いてアポトーシス

を検討したが、 G EM  群と  GEM + S -1  群のアポトーシス誘導に有意な差は無
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いことを確認した 1 4 )。  

 そこで本章では第一に、他の膵臓 がん細胞株においても同様に  GE M と  

S-1  による相乗効果が認められる かどうか検討するため、膵臓 がん細胞株  

SUIT-2  を用いて  MTT ass ay  を行い、 GEM  と  S -1  の併用効果を検討した。

ま た  FACS  に て 細 胞 周 期 へ の 影 響 を 解 析 し た 。 そ し て  MIA PaC a -2  と  

SUIT-2  を用いて細胞周期の進行に関わる  Chk1  やがん抑制遺伝子、 Cycl in

等の蛋白の発現を  West e rn  b lo t t i ng  にて検出し、 S 期細胞蓄積についての詳

細な作用機序を分子レベルで明らかにした。  
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2 .  実験材料と方法  

 

2 -1 .  細胞株  

ヒト膵臓がん細胞株  SUIT-2  ( JCRB、大阪、日本 )  とヒト膵臓がん細胞株  

MIA PaCa-2  (ATCC、MD、 USA)  を用いた。 SUIT -2  は 10% FBS ( f e t a l  bov ine  

se rum)  ( I nv i t rogen .  Co .、 CA、 USA )  添加  RPMI1640  (和光純薬工業株式会社、

大阪、日本 )  にて培養した。MIA -PaCa-2  は 10 % FBS  および 2 . 5% HBS ( horse  

bov ine  s e rum)  ( Inv i t rogen)  添加  D-M EM  (和光純薬工業株式会社 )  にて培養し

た。  

 

2 -2 .  抗がん剤  

S -1  および  GEM (日本イーライリリー株式会社、神戸、日本 )  を使用した。

S-1  は 5-FU (協和発酵工業株式会社、東京、日本 )  と  CDHP (大鵬薬品工業株

式会社、東京、日本 )  を  S -1  の臨床試験の血中濃度を参考にして 1： 2 で混

合したものを使用した 1 5 )。  

 

2-3 .  抗体  

抗ヒト  Cyc l in  D1  抗体  (ウサギ mon oclona l  An t ibody  ( mAb)、H-29 5、1 :1 000  

d i lu t ion )、抗ヒト  Cyc l in  E  抗体  (ウサギ po lyc lon a l  A n t ibody  ( pA b)、 C- 19、

1 :1000  d i lu t ion )、抗ヒト  Cyc l in  A 抗体  (ウサギ p Ab、H-43 2、1 :1000  d i lu t ion )、

抗ヒト  p27  抗体  (ウサギ pAb、 C -1 9、1 :1000  d i lu t ion )、抗ヒト  Chk1  抗体  (ウ

サギ  pAb、FL-47 6、1 :1000  d i lu t ion )、抗ヒト  GAPD H 抗体  (ウサギ p Ab、FL- 335、

1 :1000  d i lu t ion )  は  San ta  Cruz  B io t echno logy  (CA、 USA )  より購入し、抗ヒト

p21 抗体  (ウサギ mAb、12D1、1 :1000  d i lu t ion )  と抗ヒト Phospho -Chk1(S er345)

抗体  (ウサギ m Ab、 1 :1000  d i lu t ion )  は  Ce l l  S igna l ing  Techn o logy  (M A、 USA) 

より購入し、使用した。二次抗体として抗ウサギ IgG -HRP を Cel l  S igna l ing  

Techno log y より購入し、使用した。  
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2-4 .  MTT assay  

96  wel l  p l a t e  に  S UIT-2  を  1×10 3  ce l l s  /  100  µL とした細胞懸濁液を  1 00  

µL /  w e l l ずつ播種し、 37  ℃、 5 % CO 2  の条件下で 24 時間事前培養した。事

前培養後、S-1  濃度  (5 -FU として )  が    0 .1  ~  10  µg  /  mL、GEM 濃度が  0 .00025  

~  0 .005  µg  /  m L となるように調製した培地を 100  µL /  we l l ずつ添加した。併

用する際は各薬剤で調製した培地を 100  µL /  we l l ずつ添加した。 72 時間の培

養後、上清を除去し  Phospha t e -bu ffe r ed  sa l in e  (PBS)  で洗浄後、 MT T 試薬  

(0 .4% MT T :  3 - (4 ,5 -d imethy l th i azo l y l ) -2 ,5 -d iph eny l -2 H- te t razo l ium bromid e、

SIGMA、MO、  U SA)  10  µL /  w e l l  および 0 .1  M コハク酸ナトリウム六水和物  

(関東化学、東京、日本 )  10  µL /  w e l l  を添加し、 37  ℃、 5% CO 2 の条件下で 4

時間反応させた。生成した  fo rmazan  を  D imethy l  Su l fox ide  (関東化学 )  150  µL 

にて溶解し、測定波長 540  nm、補正波長 630  nm における吸光度をプレート

リーダー  (E lx80 0  Univers a l  Micro p la t e  Read er,  B io - Tek  Ins t rumen t s、In c .、VT、

USA)  にて測定した。  

細胞増殖抑制効果の判定は、細胞のみの  we l l  の  OD 値をブランク  ( a )、

細胞＋MTT 試薬の  we l l  の  O D 値を対照群  (b )、細胞＋抗がん剤＋MTT 試薬

の  we l l  の  O D 値を試験群   ( c )  とした時、以下の式により  Inh ib i t i on  Index  

( I . I . )  ( %)  を算出し、 50%以上を有効と判定した。  

I . I .  ( %)  ＝  (b - c )  /  (b -a )  ×100  

さらに、I . I .値が 5 0  %になる濃度を算出し  IC 5 0  値  (50%抑制濃度 )  (µg  /  mL)  

とした。 S-1  と  G EM による併用効果の判定は  c l as s i ca l  i sobo logr am  1 6 )  を用

いた。  

 

2 -5 .  細胞周期解析  

 SUIT-2  (7 .0 ×10 4  ce l l s )  を 6 0  mm cu l tu re  d i sh  に播種し、 37  ℃、 5%  C O 2  の

条件下で 24 時間事前培養した。事前培養後、上清を除去し、予備実験を行っ

た際に S 期細胞蓄積を顕著に認めた濃度の S-1  が 0 .3  µg  /  mL ( MTT ass ay の

IC 5 0 値の約半量 )、 GEM  が 0 .0006  µg  /  mL ( M TT assay の IC 5 0 値の約半量 )  と
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なるように調製した培地を添加した。指定時間  (1 2、 24、 48、 72 時間 )  の経

過後、 Tryps in -E D TA ( Inv i t rog en)  を用いて細胞を回収し、 1000×g で遠心分離

し、PBS  で 2 回洗浄した後、0 .1 % Tr i tonX-100  /  PBS  にて細胞を裸核させた。

RNaseTyp e  I -A (S I GMA)  を終濃度が 0 .5  mg  /  mL となるように添加し、 37  ℃

で 15 分間反応させ  RNA を分解した後、 Prop id ium I od ide  (P I )  を最終濃度が

50  µ L /  mL となるように添加して 10 分間染色し、ナイロンメッシュ  (#300 )  

にて細胞の凝集塊を除去後直ちに  FACS ca l ibu r  (Bec to n  Dick inson、CA、USA )  

を用いて測定した。取得した細胞データの解析は  CE LLQues t  v e r.3 .1  (B ec ton  

Dick inson)  で行い、細胞周期の分布は  ModF i t  LT ver. 3 .0  (Bec ton  Di ck i nson)  

で解析した。  

 

2 -6 .  Wes te rn  b lo t t i ng  

 MIA PaCa-2  (6 .0 ×10 5  ce l l s )  または  SUIT-2  (3 .0×10 5  ce l l s )  を  100  mm cu l tu re  

d i sh  に播種し、 37  ℃、 5% CO 2
 の条件下で 24 時間事前培養した。事前培養

後、上清を除去した。各抗がん剤の濃度においては細胞周期解析の結果から、

S 期細胞蓄積を認めた濃度を設定し 1 4 )、M IA PaCa- 2  においては  S -1  が  0 .4  

µg  /  mL (MTT assay の IC 5 0 値 )、 GEM が 0 .002  µg  /  mL (MTT ass ay の IC 5 0 値の

1 /4 )  となるように調製し、SUI T-2  においては  S -1  が  0 .3  µg  /  mL ( MT T assay

の IC 5 0 値の約半量 )、GEM  が  0 . 0006  µg  /  mL (MTT assay の IC 5 0 値の約半量 )  と

なるように調製した培地を添加した。指定時間  (24、4 8、72 時間 )  の経過後、

上清を除去し、PBS  で 2 回洗浄した後、Lys i s  bu ffe r  [25  mM Tr i s  H Cl  (pH 7 .6 )、  

150  mM NaCl、1% NP -40、1% sod ium deoxycho l a t e、0 . 1%  SDS、Comple t e  p ro t ease  

inh ib i to r  cock t a i l  ( Roche、Mann he im、Germ any)、PhosSTOP phospha t ase  inh ib i to r  

cock ta i l  (Roch e)  ]  でタンパク質を可溶化し、ce l l  s c r ap er  ( IWA KI、東京、日本 )  

で細胞を回収した。氷上で 20 分間静置後、 15 ,000 ×g で 15 分間遠心分離し、

上 清 を -80  ℃ で 保 存 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は  BCA Pro te in  Ass ay  Reagen t  

(P i e rce、 IL、 USA)  を用いて測定した。回収したサンプルは  2× lo ad ing  buff e r  

[0 .1M Tr i s -HCl  (p H  6 .8 )、4% SDS、12 % β -me rcap toe th ano l、20% g lycero l、0 .2% 
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bromopheno l  b lu e ]  で希釈し、 100℃で 15 分間加熱した。各群の等量のタンパ

ク質を  12% SDS -PAGE にて分離し、 PVDF  膜  (MILLIPORE、 MA、 USA)  に

転写した。ブロックエース  (雪印乳業、東京、日本 )  にて 1 時間ブロッキン

グ後、各一次抗体を 1 時間、さらに二次抗体を 1 時間反応させた。最終的に  

ECL de tec t ion  k i t   (GE H ea l thcar e、 Amersh am、 UK )  にて化学発光を行い、

Hyper f i lm  TM ECL (GE H ea l thcar e )  に露光させた。検出されたバンドの強度は  

Image  J  (N IH、MD、 USA)  にて定量解析を行った。  

 

2 -7 .  統計解析  

 MTT ass ay、細胞周期解析による測定値は平均値±標準偏差で表示した。

Image  J による解析結果は平均値±標準誤差で表示した。細胞周期解析、Image  

J  による解析結果による平均値の比較には分散分析  ( ANOVA)  を用いた後、

ポストホックテストとして  F i sher ’s  PLSD 法を用いた。 5%未満を有意差あり

と判断し、統計解析ソフトは  STAT VIEW fo r  Windows  ver.5  (H ULI NKS I nc .、

東京、日本 )  を用いた。  
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3 .  結   果  

 

3-1 .  S -1 と G EM による併用効果の解析  

 S UIT-2  に対して  S -1  と  GEM についてそれぞれ  MTT ass ay  を行い、 IC 5 0  

値を算出した。それぞれの結果は  0 .69  ±  0 .13  µg /mL、 0 .0011  ±  0 .0003  µg /mL

であった。 S-1 と  GEM  の併用実験では、単剤の  I . I .値が 50  % を下回り、有

効でなかった濃度  (GEM 0 . 00025  ~  0 . 0006  µg /mL、 S- 1  0 .1  ~  0 .3  µg /mL)  にお

いて、両薬剤を併用することにより I . I .値が 50  %以上となる有効な組み合わ

せが多く認められた  (Tab l e  1 )。  

 

Ta b l e  1 .  E f f e c t  o f  c o m b i n a t i o n  t h e r a p y  o f  S - 1  a n d  G E M  a g a i n s t  S U I T - 2 .  

 

D a t a  a r e  s h ow n  a s  th e  m e a n  i n h i b i t i o n  i n d e x  ( % )  f r o m  f o u r  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s .  
N u m b e r s  o n  a  g r e y  b ac k g r o u n d  a r e  g r e a t e r  t h a n  o r  e q u a l  t o  5 0 .  

 

更に  S -1  と  GEM による併用効果を  c l as s i ca l  i sobo l ogram  1 6 )  を作製し解

析すると、併用時の  da t a  po in t  は全て、それぞれの単剤での IC 5 0 値を結んだ

直線より左下に位置し相乗効果が確認された  (F igur e  1 )  。  
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F i g u r e  1 .  C l a s s i c a l  i s o b o l o g r a m  s h o w i n g  t r e a t m e n t  o f  S U I T - 2  c e l l s  w i t h  a  c o m b i n a t i o n  o f  
S - 1  a n d  G E M .  T h e  IC 5 0  v a l u e s  f o r  S - 1  a n d  G E M  w e r e  c o n n ec t e d  w i t h  a  d o t t e d  l i n e  t o  
d i s t i n g u i s h  t h e  a r e a  o f  s y n e rg i s m  a n d  t h e  a r e a  o f  a n t a g o n i s t i c  e f f e c t .  P l o t s  o n  t h e  d o t t e d  
l i n e  i n d i c a t e  a n  a d d i t i v e  e f f e c t .  S - 1  p l u s  G E M  s h ow s  a  s y n e rg i s t i c  e f f e c t .   

 

3 -2 .  S -1  と  GEM の併用が細胞周期に与える影響  

 S -1  と  GEM の併用が  SUIT-2  の細胞周期に与える影響について検討する

ため、S-1  単剤、GEM 単剤と両薬剤を併用し、細胞周期に現れる変化を解析

した。未処理  ( co n t ro l )  群においては 12 時間目で G 1 期、 S 期、 G2/M 期の割

合がそれぞれ 35 .8  ±  0 .4、55 .1  ±  1 .3、9 .1  ±  0 .9%であったが、培養時間が

長くなるに伴い G 1 期が増加して S 期と G2/M 期は共に減少し、 72 時間目で

はそれぞれ 70 .5  ±  1 .1、 25 .1  ±  1 . 3、 4 .4  ±  0 .7%となった。 S-1  群では 24

時間目まで細胞周期の分布が con t ro l  群とほぼ変わらなかったが、 48 時間目

以降 S 期細胞の増加が認められ、48 時間目には 58 .5  ±  0 .6%、72 時間目には

67 .6  ±  0 .9%と S 期細胞の増加が持続した。 GEM 群においては 12 時間目か

ら S 期細胞の顕著な増加が認められ、12 時間目、24 時間目にはそれぞれ 78 .3  

±  0 .1、77 .1  ±0 .4 %となったが、48 時間目以降は減少を認めた。一方、S -1  と  

GEM の併用群においては S 期細胞の割合が 12 時間目、24 時間目でそれぞれ

78 .8  ±  0 .1%、80 . 9  ±  0 .2%となり、 GEM 群と同様に S 期細胞の顕著な増加

を認めた。また 48 時間目以降 72 時間目まででは、S 期細胞がそれぞれ 69 .6  ±  

1 .2、 68 .1  ±  0 .9 %となり、 S-1  群と同様に S 期細胞の高い割合が持続してお

り、併用群では両薬剤の特徴が表れる結果となった。尚、 48 時間目における



 15 

S 期 細 胞 の 割合は 併 用 群 と 各 々の 単 剤 群 と の 間に 有 意 な 差 を 認め た  (p  <  

0 .0001)  (F igu re  2 )  。 S-1 と GEM は共に DNA の合成を阻害するピリミジン系

代謝拮抗薬であるが、併用の結果は S 期細胞が増加していた。両薬剤を併用

することにより細胞周期が S 期で遅延していることが示唆された。  

 

 

F i g u r e  2 .  C h a n g e s  a t  e a c h  p h a s e  o f  t h e  c e l l  c y c l e  i n d u c e d  i n  SU I T - 2  c e l l s  b y  S - 1 ,  G E M ,  o r  
a  c o m b i n a t i o n  o f  b o t h  d r u g s .  D a t a  ( m e a n  ±  S D )  a r e  f r o m  t h r e e  s ep a r a t e  e x p e r i m e n t s  ( n = 3 ) .   
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3-3 .  Cycl in の発現量の解析  

 以前報告した細胞周期解析の結果では 1 4 )、ヒト膵臓がん細胞株  MIA P aCa-2  

において S-1 と  G EM の併用添加後 72 時間目に S 期細胞が増加することを明

らかにしている。今回、  SUIT-2  における細胞周期解析の実験では、併用添

加後 48 時間目に S 期細胞が増加していた。そこで、 M I A PaCa-2  と  SUI T -2  に

おいて薬剤併用による S 期細胞増加の詳細な機序を解明するため、細胞周期

進行に関わる種々のタンパク質  (Cyc l in  D1、 Cy cl in  E、 Cycl in  A、 p21、 p27、

Chk1)  の発現量の変化を Weste rn  b lo t t i ng にて検出した。初めに薬剤併用によ

る S 期細胞増加の更に詳細な機序を解明するため、Cyc l in  D1、Cycl in  E、Cycl in  

A の発現量の変化を検出した。細胞周期解析の結果を考慮し、MIA PaCa -2  に

おいては、薬剤添加後 72 時間目に、SUIT-2  においては添加後 48 時間目のサ

ンプルを用いて実験を行った。MIA PaCa-2  における Cycl in  D1  の発現は  S -1  

群、 GEM 群、併用群でそれぞれ未処理の co n t ro l  群の約 0 .7 倍、 0 .7 倍、 0 .3

倍 に 低 下 し 、 併 用 群 で の み  con t r o l  群 に 比 べ 有 意 に 減 少 し た  (p  <  0 .01 )  

(F ig ure  3 )。同様に Cycl in  E の発現も併用群でのみ、 con t ro l 群の約 0 .8 倍とな

り各々の単剤群と比較し有意に減少した  (p  <  0 .05 )  。 Cycl in  A の発現は  S -1  

群、GEM 群、併用群でそれぞれ  con t ro l  群の約 1 .4 倍、 1 .7 倍、 2 .7 倍に上昇

し た 。 併 用 群 で は 各 々 の 単 剤 群 と 比 較 し 有 意 な 発 現 の 増 加 を 認 め た  (p  <  

0 .05 )  。SUIT -2  においては Cycl in  D 1 の発現が  S -1  群と併用群でのみ減少し、

それぞれ  con t ro l  群の約 0 .7 倍、 0 . 6 倍となった  (F ig ure  4 )。併用群と各々の

単剤群との間に有意な減少が認められた  (p  <  0 .05 )  。 Cycl in  E の発現は  S -1  

群、GEM 群、併用群においてそれぞれ  con t ro l  群の約 1 .2 倍、 1 .3 倍、 1 .5 倍

に増加し、有意な差は認められなかったものの、併用群が各々の単剤群を上

回る傾向が観察された。 Cycl in  A の発現は S-1 群と併用群においてのみ増加

し、それぞれ  con t ro l  群の約 1 .5 倍、 1 .7 倍となり、有意な差は認められなか

ったものの、併用群の発現が各々の単剤群を上回る傾向が観察された。  
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F i g u r e  3 .  E f f e c t  o f  S - 1 ,  G E M  a nd  a  c o m b i n a t i o n  o f  b o t h  d r u g s  o n  c y c l i n  D 1 ,  c y c l i n  E  a nd  
c y c l i n  A l e v e l s  i n  M I A P a C a - 2  c e l l s  ( ( A )  a n d  ( B ) ) .  M I A P aC a - 2  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  f o r  7 2  h  
w i t h o u t  ( c o n t r o l )  o r  w i t h  S - 1 ,  G E M  o r  a  co m b i n a t i o n  o f  b o t h .  T h e  r e l a t i v e  b a n d  i n t e n s i t i e s  
o f  c y c l i n  D 1 ,  c y c l i n  E  a n d  c y c l i n  A w er e  q u a n t i f i e d  u s i n g  d e n s i t o m e t r i c  a n a l y s i s  a n d  
n o r m a l i z e d  t o  t h a t  o f  G A PD H .  ( B ) .  Va l ue s  a r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  m e a n  ±  S E  o f  t h r e e  
i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  ( n = 3 ) .  * p  l e s s  t h a n  0 . 0 5 ,  * * p  l e s s  t h a n  0 . 0 1  b y  F i s h e r ’s  PL SD .   
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F i g u r e  4 .  E f f e c t  o f  S - 1 ,  G E M  a nd  a  c o m b i n a t i o n  o f  b o t h  d r u g s  o n  c y c l i n  D 1 ,  c y c l i n  E  a nd  
c y c l i n  A l e v e l s  i n  S U I T - 2  c e l l s  ( ( A )  a n d  ( B ) ) .  S U I T - 2  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  f o r  4 8  h  w i t h o u t  
( c o n t r o l )  o r  w i t h  S - 1 ,  G E M o r  a  c o m b i n a t i on  o f  b o t h .  T h e  r e l a t i v e  b a n d  i n t e n s i t i e s  o f  c y c l i n  
D 1 ,  c y c l i n  E  a n d  c y c l i n  A w e r e  q u a n t i f i e d  u s i n g  d e n s i t o m e t r i c  a n a l y s i s  a n d  n o r m a l i z e d  t o  
t h a t  o f  G A P D H .  ( B ) .  Va l u e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  m e a n  ±  S E M .  o f  t h r e e  i n d e p e n d e n t  
e x p e r i m e n t s  ( n = 3 ) .  * p  l e s s  t h a n  0 . 0 5 ,  * * p  l e s s  t h a n  0 . 0 1  b y  F i s h e r ’s  P L SD .   

 

3-4 .  p21 と  p27 の発現量の解析  

次に細胞周期を G 1 期に停止させる  p21 と  p27  の発現量の変化を検出した。

同様に細胞周期解析の結果を考慮し、 MIA PaCa-2  においては、薬剤添加後

72 時間目に、SU IT -2  においては添加後 48 時間目に実験を行った。M I A PaCa-2  

における  p21  の発現は未処理の  con t ro l  群に比べ  S -1 群、 GEM  群、併用群

でそれぞれ  con t ro l  群の約 0 .7 倍、 0 .8 倍、 0 .4 倍に低下した。併用群でのみ  
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con t ro l  群との間に有意な発現の減少を認めた  (p  <  0 .05 )  (F igure .  5  (A)  and  5  

(B) )。また  p27  の発現は  con t ro l  群に比べ  S -1  群、 G EM 群、併用群でそれ

ぞれ  con t ro l  群の約 0 .7 倍、 0 .5 倍、 0 .3 倍に低下した。併用群と各々の単剤

群の間に有意な差が認められ、併用群における  p27  の発現が最も減少してい

た  (p  <  0 .05 )。 SU IT-2  においては、 p21  の発現が S- 1 群と併用群で減少し、

共に con t ro l  群の約 0 .4 倍となった  (F igure  5  (C)  and  5  (D) )。また  GEM  群に

比べて併用群の  p 21  の発現は有意に減少していた  ( p  <  0 .005 )。 p2 7  の発現

においても  S -1  群と併用群でのみ減少し、それぞれ  con t ro l  群の約 0 . 8 倍、

0 .7 倍となった。 p 21  の発現と同様に  GEM 群に比べ併用群の  p27  の発現が

有意に減少していた  (p  <  0 .005)。  

 

3 -5 .  Chk1 のリン酸化の解析  

DNA 損傷によりリン酸化され、細胞周期を停止させることで知られている

チェックポイントキナーゼ -1  (Chk1)  の発現を検討した。細胞周期解析の結果

を考慮し、S 期遅延が生じる前に Chk 1 の活性化が起きると予測し、MIA P aCa-2  

においては薬剤添加後 48、 72 時間目に、 SUIT- 2  においては薬剤添加後 24、

48 時間目の結果を示した。MIA PaCa-2  では Chk1  (Ser345 )  のリン酸化レベル

が  S -1  群と併用群で増加し、薬剤添加 48 時間目では  S -1  群と併用群で共に

未処理の con t ro l  群の約 1 .4 倍に増加した  (F igur e  6  (A)  and  6  (B) )。併用群は  

GEM 群に比べ、有意に Chk1  (Se r3 45)  のリン酸化が増加していた  (p  <  0 .005)。

72 時間目では  S -1  群と併用群でそれぞれ  con t ro l  群の約 2 .0 倍、 2 .5 倍に増

加し、併用群における  Chk1(Ser3 45 )  のリン酸化は各々の単剤群と比べ、有

意な増加が認められた  (p  <  0 .05 )。尚、 Chk1  の総タンパク質量に変化は認め

られなかった。SU IT-2  においては C hk1  (Ser34 5)  のリン酸化レベルの増加が

24 時間目と 48 時間目に観察され、このうち 2 4 時間目では  S -1  群、G E M 群、

併用群でそれぞれ  con t ro l  群の約 3 . 0 倍、2 .2 倍、3 .9 倍に増加した  (F igure .  6  

(C)  and  6  (D ) )。 G EM 群に比べ併用群では有意に Chk 1(Ser345 )  のリン酸化が

増加した  (p  <  0 .00 5)。 48 時間目では  S -1  群と併用群でのみ Chk1 (Se r34 5)  の
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リン酸化が増加し、それぞれ  con t ro l  群の約 5 .5 倍、 6 .9 倍となった。 S- 1  群

と併用群間では有意差は認められなかったものの、GE M 群に比べ併用群では

有意な増加が認められた  (p  <  0 .005 )。尚、 Chk1  の総タンパク質量に変化は

認められなかった。  

 

F i g u r e  5 .  E f f e c t  o f  S - 1 ,  G E M  a nd  a  c o m b i n a t i o n  o f  b o t h  d r u g s  o n  p 2 1  a n d  p 2 7  e x p r e s s i o n  i n  
M I A P a C a - 2  ( ( A )  a n d  ( B ) )  a n d  S U I T - 2  ( ( C )  a n d  ( D ) )  c e l l s .  M I A P a C a - 2  a n d  SU I T - 2  c e l l s  
w e r e  t r e a t e d  f o r  7 2  h  a n d  4 8  h ,  r e s p e c t i v e l y,  w i t h  S - 1 ,  G E M  o r  a  c o m b i n a t i o n  o f  b o t h  d r u g s .  
C o n t r o l  c e l l s  r e c e i v e d  n o  t r e a t m e n t .  T h e  r e l a t i v e  b a n d  i n t e n s i t i e s  f o r  p 2 1  a n d  p 2 7  w e r e  
q u a n t i f i e d  u s i n g  d e n s i t o m e t r i c  a n a l y s i s  a n d  n o r m a l i z e d  t o  t h a t  o f  G A PD H  ( ( B )  a n d  ( D ) ) .  
Va l u e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  m e a n  ±  S E  o f  th r e e  i n d e p e n d e n t  ex pe r i m e n t s  ( n = 3 ) .  * p  l e s s  t h a n  
0 . 0 5 ,  * * * p  l e s s  t h a n  0 . 0 0 5  b y  F i s h e r ’s  P L S D .   
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F i g u r e  6 .  E f f e c t  o f  S -1 ,  G E M  a nd  a  co m b i n a t i o n  o f  b o t h  d r u g s  on  C h k1  e x p r e s s i o n  i n  M IA 
P a C a - 2  ( ( A )  a n d  ( B ) )  a n d  S U I T - 2  ( ( C )  a n d  ( D ) )  c e l l s .  M I A P a C a - 2  a n d  S U I T - 2  c e l l s  w e re  
t r e a t e d  f o r  t h e  i n d i c a t e d  t i m e s  w i t h o u t  ( c o n t r o l )  o r  w i t h  S - 1 ,  G E M  o r  a  c o m b i n a t i o n  o f  b o t h  
d r u g s .  T h e  r e l a t i v e  b a n d  i n t e n s i t i e s  f o r  p h o s p h o r y l a t e d  C hk 1  ( P - C h k 1 )  w e r e  q u a n t i f i e d  
u s i n g  d e n s i t o m e t r i c  a n a l y s i s  a n d  n o r m a l i z e d  t o  t h a t  o f  G A P D H  ( ( B )  a n d  ( D ) ) .  Va l u e s  a r e  
e x p r e s s e d  a s  t h e  m e a n  ±  S E  o f  t h r e e  i n d e p en d e n t  e x p e r i m e n t s  ( n = 3 ) .  H U  ( h y d r o x y  u r e a )  w as  
u s e d  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l  f o r  P - C h k 1 .  * p  l e s s  t h a n  0 . 0 5 ,  * * * p  l e s s  t h a n  0 . 0 0 5  b y  F i s h e r ’s  
P L SD .  
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４ .  考   察  

   

本章の検討から、MIA PaCa -2  と  SU IT-2  の 2 種のヒト膵臓がん細胞株にお

いて  S -1  と  GEM  による併用効果の作用機序として、 DNA 損傷により活性

化した  Chk1  が、 S 期細胞蓄積を引き起こしていることを明らかにした。  

 DNA 損傷チェックポイントとは染色体  DNA に損傷が生じるなどの異常が

検知されると細胞周期の特定の位置で細胞周期の進行を停止し、その間に異

常な DNA の修復を効率的に行う機構である 1 7 )。そのチェックポイント機構

に関与しているリン酸転移酵素である  Chk1  は  DNA が損傷を受けた時に活

性化され、 Cdc25  を阻害することにより細胞周期を停止させる 1 5 )。 S-1  と  

GEM を併用することにより  MIA P aCa-2  においては処理後 72 時間目で単剤

群に比べ、有意に Chk1 が活性化した。 SUIT- 2  においては処理後 4 8 時間後

に有意差は無かったものの、単剤群に比べ最も  Chk1 を活性化させた。それ

ぞれの細胞株で薬剤を併用することにより単剤群以上に  Chk1 が活性化する

タイミングと S 期細胞蓄積が起こるタイミングが一致していることや、 5-FU

により Chk1 活性化を介した S 期細胞蓄積が起きると報告がされていること

からも 1 8 )、今回観察された S 期細胞の蓄積は  Chk1  の活性化が引き起こして

いることが示唆された。 DNA 損傷チェックポイント機構には ATM/Ch k2 /p53

経路と ATR/Chk1 /Cdc25 経路が存在する 1 9 )。MIA PaCa-2 と SUIT-2 細胞では

TP53 遺伝子に変異があり 2 0 )、 ATM/Chk2 /p53 の経路が欠損していることが考

えられ、 ATR/Chk 1 /Cdc25 経路に依存していることが予測できる。  

 さらに S 期細胞蓄積の詳細な機序を解析するため、 CDK インヒビターの

p21 と p27 の発現の変化を検出した。CDK インヒビターは様々な抗がん剤に

より誘導されることが報告されている 2 1 )。しかし、 S-1、GEM  そして両薬剤

の併用で処理させることにより両細胞株で p21、p27 の発現が共に減少する傾

向が観察され、MI A PaCa -2  においては併用群で単剤群と比較しその発現は有

意に減少した。p2 1、p27 は主にユビキチン -プロテアソーム系により分解され

ることが知られており、その分解はユビキチンリガーゼとして機能する Skp2  
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(S  phase  k in ase  as soc i a t ed  p ro t e in  2 )  に依存し、 S 期で亢進することが報告さ

れている 2 2 , 2 3 )。併用により最も S 期細胞が蓄積したため、その分解が亢進し

たと推察された。  

 周期的 な発現 を示すこ とで知 られてい る Cycl i n につい ても 解 析した。

Cycl in  D1、 Cycl in  E、 Cycl in  A はそれぞれ G1 期、 G1 期後期から S 期初期に

かけて、S 期から G2 期にかけて発現が上昇する 2 4 )。Cycl in  A の発現が増加し

たことについては  S -1  と  GEM を併用することにより S 期細胞が蓄積した

ためと推察された。併用群で最も Cy cl in  A の発現が増加したことについては、

S-1  と  GEM による併用効果が更なる Cycl in  A の発現増加へとつながったこ

とが考えられる。S UIT-2  において Cycl in  D1 と Cycl in  A の発現が  MIA P aCa-2  

と同様、S-1  と  G EM を併用することによりそれぞれ減少、増加を示したが、

Cycl in  E の発現については  MIA PaCa-2  の実験結果とは逆に増加を示した。

この結果より  SU I T-2  においては S 期初期で蓄積していると推察された。本

検討結果の S 期蓄積が Cycl in の周期的発現のタイミングとほぼ一致している

ことから、抗がん剤処理による S 期蓄積の結果として Cycl in の発現量が変動

したと推察された。  

 創薬のプロセスにおいて、がん細胞株を用いて行われた非臨床研究の結果

から有望と考えられる治療法は最終的にヒトを対象とした臨床試験へ進んで

いく。大腸がんや乳がんを対象とした調査研究で、がん細胞株は患者のがん

細胞に認める遺伝子異常を再現させていることが報告されており、膵臓がん

細胞株でも同じことが当てはまると考えられている 2 5 )。膵臓がん細胞株によ

って表現型や遺伝子型は様々であり、抗がん剤の感受性も異なる 2 6 )。本検討

で使用した S-1 の活性体である 5-F U と GEM の感受性についても、その耐性

機構や代謝に関わる遺伝子の発現量によって変わることが報告されている 2 6 )。

MIA PaCa-2 では G EM に適度な感受性を示すが、 5 -FU は他の細胞株と比較し

て耐性を示す。 SU IT-2 は G EM の感受性が高い細胞株であることがわかって

いる 2 6 )。本検討においても GEM は MIA PaCa -2 と比較して SU IT- 2 で感受性

が高く、細胞周期へ影響を与える時間は GEM が S-1 と比較して早かった。ま
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た S -1 は細胞周期へ与える影響が 7 2 時間後まで継続した。これは、 S- 1 の活

性体である 5-FU の代謝拮抗薬である CDHP の影響により効果が持続したこと

が考えられる。がん細胞株によって GEM や S-1 の感受性が変わってくること

からも、感受性に影響を与えるバイオマーカーの同定と個別化治療への応用

が望まれる。  

S -1  と  GEM 両薬剤の併用により、DNA の合成が強力に阻害され、アポト

ーシスの誘導へと至ったと考えられたが、著者らの以前の研究結果では、併

用することによるアポトーシスの増加は認められなかった 1 4 )。そこで併用効

果の機序を検討した結果、両薬剤により DNA の損傷による Chk1  の活性化が

引き起こされ、S 期で DNA 修復による細胞周期が遅滞していることが示唆さ

れた。近年  Chk1  の研究が世界的に進められ、この  C hk1  を阻害することで

抗がん剤の効果が増強するという知見があり、Chk1  は抗がん剤の領域におい

て注目を集めている分子の一つである。実際に  Chk1  の発現を  RNA 干渉に

より低下させたところ、5-FU の効果が劇的に増強し、更にアポトーシスの増

加につながったという報告がある 1 8 )。同じく  GEM  に関しても  Chk1  を阻害

することで  GEM  の感受性が上がったという報告もあり 2 7 )、S -1  と  GEM の

併用療法も  Chk1  の阻害によりその効果が増強する可能性があると示唆され、

今後検討を行っていく必要があると考えられる。  

 本章における検討により  S -1  と  GEM による併用療法の有用性を基礎レ

ベルで示すことができ、併用効果の分子的機序の一端を明らかにすることが

できた。これらの結果が併用療法のエビデンスの一つとして確立し、今後よ

り有効な治療法の開発へとつながることが期待される。  
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5 .  小   括  

 

 本章で  S -1  と  GEM の併用療法が SUIT-2  に対し、MTT ass ay  で相乗効果

を示すことを明らかとした。更に細胞周期への影響を  FACS  で解析したとこ

ろ、 S-1  と  GEM はそれぞれ異なるタイミングで S 期での細胞周期遅延を誘

導しており、併用群においては各単剤群と比較してより長い時間帯で S 期遅

延を認めた。 S 期遅延の詳細なメカニズムを解析すべく、細胞周期に関わる

様々な分子を  Western b lott ing  にて検出した結果、Chk1  のリン酸化が増加

していることを明らかとした。Chk1  は  DNA 損傷が起きると  DNA 修復を行

うために、細胞周期を S 期で遅延させる。 Chk1  の活性化は抗がん剤の耐性

機序として知られており、この耐性機序克服が既存の抗がん剤の効果増大に

期待できると考えられる。  
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第Ⅱ章  Chk1 阻害剤  prexasert ib  を用いた新規治療法の検討  

1.  緒   言  

 

 著者は膵臓がんに対する GEM + S -1 併用療法の基礎的検討を行い、併用療

法は各々の単剤療法より細胞周期の S 期遅延が起きていることを明らかとし

た。第Ⅰ章でその併用効果の詳細なメカニズムを検討した結果、Chk1  のリン

酸化が増加していることを示した。C hk1  は  DNA 損傷が起きると  D NA 修復

を行うために、細胞周期を S 期で遅延させる 1 7 )。それゆえ、 DNA 損傷を起

こす抗がん剤と  C hk1  阻害剤を併用させると、DNA チェックポイントが不活

性化され、D NA 修復ができなくなり、ついには細胞死を強く誘導させること

が期待できる。これまでにもいくつかの  Chk1  阻害剤が単剤あるいは抗がん

剤との併用で臨床試験が行われている 2 8 - 3 0 )。prexase r t i b  (LY26063 68)  は  Chk1  

と  checkpoint  kinase  2  (Chk2)  の阻害剤であり、 Ch k2  よりも  Chk1  を強力

に阻害することで、 DNA 二重鎖を破壊し、アポトーシスを誘導する 3 1 )。

prex ase r t i b  は現在世界的に臨床試験が進行しており、卵巣がんや扁平上皮が

んに対して単剤で効果を示していることから 3 2 , 3 3 )、 Chk1  阻害剤の中でも期

待されている薬剤の一つである。  

 本章ではまず  C hk1  阻害剤である  p rex ase r t i b  と  G EM、S-1、GEM + S - 1  の

併用効果を検討した。更に  p r exas e r t i b  と  GEM、 S-1、 GEM + S -1  の併用に

よる細胞死の解析とその分子メカニズムの解析を行った。また  p r exase r t i b  が  

Chk1  を阻害して  GEM  ＋  S ‑1  の併用効果を高めているかどうか検討するた

め、特異的  s iRNA を用いて  Chk1  をノックダウンし、Chk1  のノックダウン

が  GEM と  S -1  の効果に与える影響について検討した。  
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2 .  実験材料と方法  

 

2 -1 .  細胞株  

ヒト膵臓がん細胞株 SUIT-2  を用いた。 10% FBS 添加 RPMI1640 (富士フ

ィルム和光純薬工業株式会社、大阪、日本 )  にて培養した。  

 

2 -2 .  抗がん剤  

 GEM、 5 -FU および  CDHP は東京化成工業（東京、日本）から購入した。

prex ase r t i b はセレックバイオテック (東京、日本 )  から購入した。S-1  は  5 -FU 

と  CDHP を臨床試験の血中濃度比を参考にして 1： 2 で混合したものを使用

した 1 3 )。  

 

2-3 .  抗体  

 抗ヒト phospho r y la t ed -Chk1 抗体 ( Ser296)  (ウサギ  mAb、 produ c t  #90 178、  

1 :1000  d i lu t ion )、抗ヒト phosphor y la t ed -Chk1 抗体 (Se r317)  (ウサギ  mA b、  

p roduc t  #123 02、1 : 1000  d i lu t ion )、抗ヒト phosphory l a t ed -Chk1 抗体 (Se r34 5)  (ウ

サギ  mAb、produ c t  #2348、1 :1000  d i lu t ion )、抗ヒト Chk 1  抗体 (マウス  mAb、

produc t  #236 0、 1 : 1000  d i lu t ion )、抗ヒト  γH2A X 抗体 (Ser139 )  (ウサギ  mAb、 

p roduc t  #971 8、1 :10 00  d i lu t ion )、抗ヒト H2AX 抗体 (ウサギ  mAb、prod uc t  #2595、

1 :1000  d i lu t ion )、抗ヒト caspas e  9 抗体 (マウス  m Ab、 produc t  #9508、  1 :1000  

d i lu t ion )、 抗ヒト caspas e  3 抗体 (ウサギ  mAb、produ c t  # 9665、1 :1000  d i lu t ion )、

抗ヒト c l eav ed  P o ly  (ADP - r ibose )  po lymeras e  ( PARP )抗体 ( Asp214)  (ウサギ  

mAb、produ c t  #562 5、 1 :1000  d i lu t ion )、抗ヒト M cl -1 抗体 (ウサギ  mAb、pr oduc t  

#94296、1 :1000  d i lu t ion )、抗ヒト Bcl -2  抗体 (ウサギ  m A b、produc t  #2 870、1 : 1000 

d i lu t ion )、 抗ヒト Bcl -xL 抗体 (ウサギ  mAb、pro duc t  # 2764、1 :1000  d i lu t i on )、

抗ヒト Bax 抗体 (ウサギ  mAb、prod uc t  #2772、1 :1000  d i lu t ion )は Cel l  S igna l ing  

Techno log y から購入した。抗ヒト β -ac t in 抗体 (ウサギ  mAb、Mer ck  K G aA、  

1 :5000  d i lu t ion )は  S igma-Aldr i ch から購入した。抗ヒト cy toch rome c 抗体 (マ
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ウス  mAb、 ca t .  no .  556433、 1 :10 00  d i lu t ion )  は BD Bio sc i ences  (NJ、 USA )  か

ら購入した。二次抗体としてウサギ抗マウス Ig G-HR P もしくはヤギ抗ウサギ

IgG-HRP を Dako  ( Denmark  A/S、Glos t rup、Denmark )  より購入し、使用した。  

 

2 -4 .  MTT assay  

96  w el l  p l a t e  に  S UIT-2  を  1×10 3  ce l l s  /  100  µL とした細胞懸濁液を  1 00  

µL /  we l l ずつ播種し、37  ℃、5% CO 2  の条件下で 24 時間事前培養した。事前

培養後、上清を除去し  G EM、 S-1、 prex ase r t i b  をそれぞれの濃度となるよう

に調製した培地を  100  µL /  we l l  ずつ添加した。 72 時間の培養後、 0 . 5% MTT 

20  µL /  we l l  を添加し、 37  ℃、 5 % CO 2  の条件下で 4 時間反応させた。生成

した  fo rm azan を  D imethy l  Su l fox ide   1 00  µL にて溶解し、測定波長 6 20  nm

における吸光度をプレートリーダーにて測定した。IC 5 0 値を算出し、c l as s i ca l  

i sobo logram  にて  GEM と  p r exas e r t i b、S-1  と  p r exas e r t i b  の併用効果をそれ

ぞれ判定した。また CalcuSyn  (B ioso f t、Cambr idg e、UK )  を用いて  combi na t ion  

index  (CI )  を算出した。 CI  <  1 は相乗効果あり、 CI  =  1 は相加効果、そして

CI  >  1 は拮抗作用と判定できる。全ての実験は少なくとも 3 回以上行った。  

 

2 -5 .  細胞死の解析  

 SUIT-2  (6 .0 ×10 4  ce l l s )  を 6 0  mm cu l tu re  d i sh  に播種し、 37  ℃、 5%  C O 2  の

条件下で 24 時間事前培養した。事前培養後、上清を除去し、GEM  が 0 .3  ng  /  

mL、 S-1 が 0 .2  µg  /  mL、 prexas e r t i b  が 5  nM となるように調製した培地で培

養した。各抗がん剤の濃度は予備実験の結果、併用することでアポトーシス

が顕著に増加する濃度に設定した。7 2 時間後に Cel l  D ea th  De t ec t ion  EL ISA k i t  

(Roche  Diagno s t i cs、 Base l、 Swi tze r l and ;  ca t .  no .  1544 6 75)  を用いて添付文書

のプロトコルに沿って細胞質に遊離するヒストン結合断片 (モノオリゴヌク

レオソームとオリゴヌクレオソーム )  を測定した。抗ヒストン抗体を 9 6  wel l  

p l a t e  に室温 1 時間でコーティングし、細胞可溶化物を 90 分間反応させた。

ペルオキシダーゼ標識抗  DNA 抗体を加えて 9 0 分間インキュベーションし、
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基質溶液を加えて測定波長 405  nm  における吸光度をプレートリーダーにて

測定した。さらに同様の細胞培養環境におけるアポトーシス細胞について 1 .2  

mM の  Hoechs t  33 342  で核を染色し、蛍光顕微鏡で核の形態学的変化を撮影

した。  

 

2 -6 .  Wes te rn  b lo t t i ng  

 SUIT-2  (3 . 0×10 5  ce l l s )  を 1 00  mm cu l tu re  d i sh  に播種し、 37  ℃、 5% C O 2  の

条件下で 24 時間事前培養した。事前培養後、上清を除去し、GEM  が 0 .3  ng  /  

mL、 S-1  が 0 .2  µg  /  mL、 pr exas e r t i b  は 2-5 .の結果よりアポトーシスが顕著に

起きた 10  nM となるように調製した培地を添加した。アポトーシスが実際に

起きる前のタンパク質の発現量の変化を検出するため、指定時間  (2 4、 48、

72 時間 )  の経過後、上清を除去し、P BS  で 2 回洗浄した後、Cel l  l y s i s  bu ffe r  M 

(富士フィルム和光純薬工業株式会社 )  に Comple t e  p ro t eas e  inh ib i to r  cock ta i l

と PhosSTOP phos pha tase  inh ib i to r  cock ta i l を加えた溶液でタンパク質を可溶

化し、 ce l l  s c r ape r で細胞を回収した。氷上で 2 0 分間静置後、 15 ,000 ×g で 15

分間遠心分離し、上清を -80  ℃  で保存した。タンパク質の濃度を測定し、 30 

µg のタンパク質を SDS -PAG E Sam ple  Lo ad ing  Bu ff e r  (タカラバイオ、滋賀、

日本 )  で希釈し、 7 .5 -12% SDS -PAG E にて分離し、 PVDF  膜に転写した。 1% 

Di fco  Sk im Mi lk  (BD Biosc i ences )  にて 1 時間ブロッキング後、各一次抗体を

4℃ 、 12 時 間 反応 さ せ 、 さ ら に二 次 抗 体 を 1 時間 反 応 さ せ た 。最 終 的 に

SuperS igna l  Wes t  P i co  Chemi luminescen t  Subs t ra t e  (Th ermo F i sher  Sc i en t i f i c、

Wal tham、M A) にて化学発光を行い、 ImageQuan t  LAS  4000  (富士フィルム株

式会社、東京、日本 )  で検出を行った。検出されたバンドの強度は Image  J

にて定量解析を行った。  
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2-7 .  cy to chrom e c  の解析  

 SUIT-2  (3 . 0×10 5  ce l l s )  を 1 00  mm cu l tu re  d i sh  に播種し、 37  ℃、 5% C O 2  の

条件下で 24 時間事前培養した。事前培養後、上清を除去し、GEM  が 0 .3  ng  /  

mL 、 S-1  が 0 .2  µ g  /  mL、 prexas e r t i b  が 10  nM となるように調製した培地に

換えた。指定時間  (24、 48、 72 時間 )  の経過後、上清を除去し、 PBS  で洗浄

した後、 0 .05 %トリプシンで回収し、 0 .01%  ジギトニン溶液 (東京化成工業 )

で懸濁した。氷上で 5 分放置した後、 14 ,000×g で 5 分間遠心分離し、上清を

-80  ℃ で 保 存 し た 。 上 清 は  cy to chrome  c  特 異 的 抗 体 を 用 い て  Wes te rn  

b lo t t i ng  にて解析した。  

 

2 -8 .  Smal l  i n t e r fe r ing  RNA を用いたトランスフェクション  

 Chk1  に 対 す る  S i l encer  Se l ec t  Va l ida t ed  s iRN A と  S i l encer  Se l ec t  

Nega t iv e  Con t ro l  s iRNA は  Thermo  F i sher  Sc i en t i f i c  から購入した。  SU I T-2  

(1 .0×10 5 )  を  60  m m cu l tu re  d i sh   に播種し、 37℃、 5% CO 2  の条件下で 24

時 間 事 前 培 養 し た 。 細 胞 を  s iR NA ( 終 濃 度 25  nM)  と  Dh armaF ECT 

t rans f ec t ion  r eag en t  (GE Hea l th car e  J apan、東京、日本 )  で添付のプロトコル

に基づき処理した。 37℃、5% CO 2 の条件下で 24 時間培養後、上清を抗がん

剤  (GEM  0 .8  ng /m L、 S -1  0 .5  µg /m L)  を添加した RPMI -1640 で置き換えた。

抗がん剤の処理時間と濃度は予備実験の結果、アポトーシスが顕著に増加し

た条件で行った。  

 

2 -9 .  統計解析  

 MTT ass ay、EL I SA、West e rn  b lo t t i ng  による測定値は平均値±標準偏差で表

示した。Imag e  J  による解析結果は平均値±標準偏差で表示した。各群の平均

値の比較には分散分析  (AN OVA )  を用いた後、ポストホックテストとして  

F i sher ’s  PLSD 法を用いた。 p 値が 5  %未満を有意差ありと判断し、統計解析

ソフトは  Be l lCur ve  エクセル統計  (社会情報サービス、東京、日本 )  を用い

た。  
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3 .  結   果  

 

3 -1 .  p r exas e r t i b の GEM、 S-1 との併用効果の解析  

F igu re  7  に  SUIT - 2  に対して  p r exas e r t i b  と  G EM もしくは  S -1  を併用し  

MTT ass ay  を行った結果を示した。まず  p rex ase r t i b、 GEM、 S- 1  の  I C 5 0  を

算出した結果は、それぞれ  30 .8  ±  6 . 0  nM、 0 .642  ±  0 .04 8  ng /m L、 0 .506  ±  0 .219  

μg /m L であった。prex ase r t i b  と  GE M もしくは S-1 を様々な濃度で組み合わ

せた結果、高い併用効果を認めた  ( F igure  7  (A )  and  7  (B) )。算出した  IC 5 0  を

用いた c l as s i ca l  i sobo logram による判定結果として  p rexase r t i b  +  GEM と  

p rex ase r t i b  +  S -1  の併用効果は相乗効果であった  (F igure  7  (C )  and  7  (D) )。特

に  p rex ase r t i b  +  G EM の組み合わせが  p rex ase r t i b  +  S -1  よりも高い相乗効果

を示していた。co mbina t ion  index  (C I )  を算出した結果、prex ase r t i b  +  GE M 及

び  p rex ase r t i b  +  S - 1 の併用は多くの濃度の組み合わせで CI  <  1 を示しており、

相乗効果を認めた (Tab le  2 )。更に  p r exas e r t i b  +  GEM + S ‑1  の 3 剤併用療法に

ついて検討を行ったところ、 2 剤  (p rexas e r t i b  +  GEM  もしくは pr exas e r t i b  +  

S ‑1 )  よりも有意に高い細胞増殖抑制効果を示していた (p  <  0 . 05 )  (F igur e  8 )。  

Ta b l e  2 .  C o m b i n a t i o n  i n d e x e s  ( C I )  c a l c u l a t e d  f o r  t h e  

c o m b i n a t i o n  o f  p r e x a s e r t i b  +  G E M  o r  p r e xa s e r t i b  +  S ‑ 1 .  

 

C I  <  1  i n d i c a t e s  s y n e rg y.  
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F i g u r e  7 .  P r e x a s e r t i b  e n h a n c e d  t h e  c y t o s t a t i c  e f f e c t  o f  ( A )  G E M  a n d  ( B )  S ‑ 1 .  SU I T ‑ 2  c e l l s  
w e r e  t r e a t e d  w i t h  a  c o m b i n a t i o n  o f  p r e x a s e r t i b  ( 0 ,  1 ,  5 ,  1 0 ,  2 0 ,  o r  3 0  n M )  a n d  G E M  (0 ,  0 . 1 ,  
0 . 3 ,  o r  0 . 5  n g / m l ) ,  o r  S ‑ 1  ( 0 ,  0 . 1 ,  0 . 2 ,  o r  0 . 3  μ g / m l )  f o r  7 2  h .  Va l u e s  s h o w n  a r e  t h e  m e a n  ±  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( S D )  f r o m  a t  l e a s t  3  i nd e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  A c l a s s i c a l  i s o b o l o g r a m  
s h o w s  t h e  c o m b i n e d  e f f e c t  o f  ( C )  p r e x a s e r t i b  +  G E M  a n d  ( D )  p r e x a s e r t i b  + S ‑ 1  i n  S U I T ‑2  
c e l l s .  T h e  I C 5 0  v a l u e s  f o r  p r e x a s e r t i b  ( 3 0 . 8  n M )  a n d  G E M  ( 0 . 64 2  n g / m l ) ,  a s  w e l l  a s  t h o s e  
f o r  p r e x a s e r t i b  a n d  S ‑ 1  ( 0 . 5 0 6  μ g / m l ) ,  a r e  c o n n e c t e d  w i t h  a  d o t t e d  l i n e  t o  d i s t i n g u i s h  t h e  
a r e a  o f  s y n e rg i s m  ( u n d e r  t h e  l i n e )  a n d  t h e  a r e a  o f  a n t a g o n i s m  ( a b o v e  t h e  l i n e ) .  P l o t s  o n  t h e  
d o t t e d  l i n e  i n d i c a t e  a n  a d d i t i v e  e f f e c t .  B o t h  p r e x a s e r t i b  +  G E M  a n d  p r e xa s e r t i b  +  S ‑ 1  
s h o w e d  a  s y ne rg i s t i c  e f f e c t .   
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F i g u r e  8 .  P r e x a s e r t i b  +  G E M  +  S ‑ 1  i n h i b i t  c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  ( A )  S U I T ‑ 2  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  
w i t h  p r e x a s e r t i b  ( 0 ,  1 ,  5 ,  1 0 ,  2 0 ,  o r  3 0  n M )  a n d  G E M  +  S ‑ 1  ( G E M 0 . 1  n g / m l  +  S ‑ 1  0 . 1  μg / m l ,  
G E M  0 . 3  n g / m l  +  S ‑ 1  0 . 2  μ g / m l ,  o r  G E M  0 . 5  n g / m l  +  S ‑ 1  0 . 3  μ g / m l )  f o r  7 2  h .  ( B )  S U I T ‑ 2  
c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  p r e x a s e r t i b  ( 5  n M )  a n d / o r  G E M  0 . 3  n g / m l  a n d / o r  S ‑ 1  0 . 2  μ g / m l  f o r  
7 2  h .  Va l u e s  s ho w n  a re  t h e  m e a n  ±  SD  f r o m  3  i n d e p en d e n t  e xp e r i m e n t s .  * p  <  0 . 05  i n d ic a t e s  
a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e .  N S ,  no t  s i g n i f i c a n t .  
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3-2 .  p r exas e r t i b、 GEM、 S-1 による細胞死の解析  

p rex ase r t i b  と  GE M + S -1  を併用し  SUIT-2  におけるアポトーシス誘導を  

Ce l l  Dea th  De tec t i on  ELISA k i t  (Roch e)  を用いて調べた。このキットは  DNA 

とヒストンに対するマウスモノクローナル抗体が含まれており、細胞可溶化

物の細胞質中のモノ及びオリゴヌクレオソームを検出する実験キットである。

その結果、 pr exas e r t i b  (5  nM)  +  GEM  + S -1  は有意にアポトーシスを誘導した

(p  <  0 . 05 )  (F igure  9  (A) )。更に  p rex as e r t i b  を 10  nM  に増やして検討を行った

ところ、pr exas e r t i b  (10  nM)  +  G EM + S -1  は  p rexas e r t i b  (5  nM)  +  GEM + S - 1  の

アポトーシスを約 2 倍増加させた。 Figure  9  (B )  に  SUIT-2  にそれぞれの抗

がん剤で 72 時間処理した後の細胞の形態学的変化を示す。結果として

prex ase r t i b  +  GEM + S -1  では核の断片化が prex ase r t i b  単剤や GEM + S - 1 より

も多く認めた。  
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F i g u r e  9 .  P r e x a s e r t i b  +  G E M  +  S ‑ 1  i n c r e a s e d  a p o p t o t i c  c e l l  d e a t h .  ( A )  S U I T ‑ 2  c e l l s  w e re  
t r e a t e d  w i t h  p r e x a s e r t i b  5  n M  a n d / o r  G E M 0 . 3  n g / m l  a n d / o r  S ‑ 1  0 . 2  μ g / m l  f o r  7 2  h .  Va l u e s  
s h o w n  a r e  t h e  m e a n  ±  S D .  * p  <  0 . 05  i n d i c a t e s  a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e .  N S ,  n o t  s i g n i f i c a n t .  
( B )  A n a l y s i s  o f  m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s  i n d u c e d  b y  p r e x a s e r t i b  ( 5  n M )  +  G E M  ( 0 . 3  n g / m l )  +  
S ‑ 1  ( 0 . 2  μ g / m l )  7 2  h  a f t e r  t r e a t m e n t  o f  c e l l  w i t h  i n d i c a t e d  d r u g s .  A f t e r  s t a i n i n g  t h e  c e l l s  
w i t h  H o e ch s t  3 3 3 42 ,  m o r p h o l o g i c a l  ch a n g e s  w e r e  a n a l y ze d  u n d e r  a  f l u o r e s c e n c e  
m i c r o s c o p e  o r  a s s e s s e d  b y  p h a s e  c o n t r a s t  m i c r o s c o p y.  T h e  s c a l e  b a r  i n d i c a t e s  1 0  μ m .  
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3-3 .  p r exas e r t i b  +  GEM + S -1 による細胞増殖抑制効果の詳細な機序の解析   

 アポトーシスの詳細なシグナル変化を検出するため、West e rn  b lo t t i ng  を行

った。 prexas e r t i b  の濃度は 3-2 .の結果から、より効率的にアポトーシスを誘

導することができる 10  nM で併用した。まず  DNA 損傷が起きた時に活性化

する細胞周期チェックポイントキナーゼである  Chk1  のリン酸化 (pS296、

pS317、 pS345)  を検出した (F igur e  1 0  (A) )。その結果、 prex ase r t i b  は 2 4 時間

後からいずれの処理時間においても  Chk1-S296 の自己リン酸化を抑制して

いた。また、 prexasert ib  +  GEM + S -1  は  DNA 損傷が起きると最初にリン

酸化される部位である  S317 と  S345 のリン酸化を増加させた。 DNA ダメ

ージマーカーである  γH2A X は同様に  p rex ase r t i b  +  GEM + S -1  処理により

リン酸化が増加していた。なお、 H2AX の総蛋白量は  γH2AX の発現量と相

関していなかった。次に  p rex ase r t i b  +  GEM + S -1  のアポトーシスのメカニズ

ムについて解析した。その結果、 c l eaved  caspas e  3  と  c l eav ed  PARP は 4 8 時

間後に増加していた (F ig ure  10  (B) )。また  p r exas e r t i b  +  GEM + S -1  が  Bc l ‑2  

fami ly  に与える影響について検討した。その結果、 c l eaved  Mcl ‑1  は 48 時間

後に  p rex ase r t i b  +  GEM + S -1  処理で増加していた。 Bcl ‑2   は 24 時間後から

大きく減少しており、72 時間後まで続いていた (F igur e  10  (C) )。次にミトコン

ドリアからの  cy t ochrome c  の放出について検討した。その結果、 p rex ase r t i b  

+  GEM + S -1  処理を行ったところ、48 時間後に cy toch rome c  の放出が起きて

いた (F igure  10  (D ) )。抗がん剤処理後 72 時間での  Bc l ‑2  の発現量を定量した

結果、prex ase r t i b  +  GEM + S -1  処理で有意に減少していた (p  <  0 .05 )  (F igure  10  

(E) )。  
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F i g u r e  1 0 .  ( A )  E f f e c t  o f  p r e x a s e r t i b ,  G E M  +  S ‑ 1  a n d  p r e x a s e r t i b  +  G E M  +  S ‑ 1  o n  C h k 1  
( p S 2 9 6 ,  p S 3 17 ,  p S 3 45) ,  C h k 1 ,  γ H 2A X ,  a n d  H 2A X  l e v e l s  i n  S U IT ‑ 2  c e l l s .  ( B  a n d  C )  Wes t e r n  
b l o t  a n a l y s i s  r e v e a l e d  t h e  l e v e l s  o f  c a s p as e  9 ,  c a s p a s e  3 ,  a n d  PA R P an d  B c l ‑ 2  f a m i l y.  ( D )  
R e l e a s e  o f  c y t o c h r o m e  c  f r o m  m i t o c h o n d r i a  w a s  d e t e c t e d .  S U I T ‑ 2  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  f o r  2 4 ,  
4 8 ,  a n d  7 2  h  w i t h o u t  ( c o n t r o l )  o r  w i t h  p r e x a s e r t i b ,  G E M  +  S ‑ 1 ,  o r  p r e x a s e r t i b  +  G E M  +  S ‑ 1 .  
( E )  L e v e l  o f  e x p r e s s i o n  o f  B c l ‑ 2  7 2  h  a f t e r  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  i n d i c a t e d  d r u g s  w a s  
n o r m a l i z e d  t o  t h a t  o f  β ‑ a c t i n  ( B c l ‑ 2 / β ‑ a c t i n )  a n d  r e p o r t e d  a s  t h e  fo l d  c h a n g e  c o m p a r e d  w i t h  
t h e  c o n t r o l  v a l u e .  T h e  r e l a t i v e  b a n d  i n t e n s i t i e s  o f  B c l ‑ 2  a n d  β ‑ a c t i n  w e r e  q u a n t i f i e d  u s i n g  
d e n s i t o m e t r i c  a n a l y s i s .  Va l u e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  m e a n  ±  S D  o f  t h r e e  i n d e p en d e n t  
e x p e r i m e n t s .  * p  <  0 . 05  i n d i c a t e s  a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e .  
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3-4 .  Chk1  特異的  s iRNA 処理が GE M + S -1 によるアポトーシスの誘導へ与え

る影響  

 prex ase r t i b  が  Chk1  を阻害して  GEM ＋  S ‑1  の併用効果を高めているか

どうか検討することは重要である。そこで、 s iRNA を用いて  Chk1  をノック

ダウンし、 Chk1  のノックダウンが  GEM +  S -1  の効果に与える影響について

検 討 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に  Chk1  の 発 現 量 に つ い て  Wes te rn  

b lo t t i ng  で検出した  (F igure  11  ( A) )。その結果、Chk1  特異的  s iRNA (Ch k1‑s i )  

処理群は  non‑s i l enc ing  s iRNA (Con t ro l ‑ s i )  処理群や v eh ic l e  (トランスフェク

ション試薬のみ )  群に比較して  Chk1  の発現を大きく抑制していた。また、

Cont ro l ‑ s i  +  GEM + S -1  処理群と比較して  Chk1‑s i  +  GEM + S -1  処理群は 24

時間後で有意にアポトーシスが増加していた  (p  <  0 . 0 5 )  (F ig ur e  11  (B) )。そし

て Chk1‑s i  +  GEM  + S -1  処理群のみアポトーシスの形態学的変化の特徴であ

る核の断片化を多く認めた  (F igur e  11  (C) )。 Chk1‑s i  +  GEM + S -1  によるアポ

トーシスの詳細なメカニズムを検討した結果、 Bcl ‑2  の発現量が大きく減少

していた (F igur e  11  (D) )。それ以外の s iRNA を用いた結果も、 pr exas e r t i b  +  

GEM + S -1  によるアポトーシスのメカニズムの解析結果とほとんど同じであ

った (F igure  10  (B )  and  10  (C) )。 Bcl ‑2  の発現量を定量した結果でも  Chk 1‑s i  +  

GEM + S -1  群で有意に低下していた (p  <  0 .05 )  (F igur e  11  (E) )。  
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F i g u r e  11 .  E f f e c t s  o f  C h k 1 ‑ s p e c i f i c  s i R N A o n  c o m b i n a t i o n  t r e a t m e n t  w i t h  G E M  +  S ‑ 1 .  ( A )  
S U I T ‑ 2  c e l l s  w e r e  t r a n s f e c t e d  w i t h  v e h i c l e ,  n o n ‑ s i l e n c i n g  s i R N A (C o n t r o l ‑ s i )  a n d  
C h k 1 ‑ s p e c i f i c  s i R N A ( C h k 1 ‑ s i ) .  A f t e r  t r a n s f e c t i o n ,  t h e  l e v e l s  o f  e x p r e s s i o n  o f  C h k1  a nd  
β ‑ a c t i n  w e r e  a n a l y z e d  b y  w e s t e r n  b l o t t i n g .  ( B )  S U I T ‑ 2  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  G E M  +  S ‑ 1  
f o r  2 4  h  a f t e r  t r a n s f e c t i o n  o f  C o n t r o l ‑ s i  o r  C h k 1 ‑ s i .  T h e  e x t e n t  o f  a p o p t o s i s  w a s  q u a n t i f i e d  
b y  C e l l  D e a t h  E L I S A .  Va l u e s  s h o w n  a r e  t h e  m e a n  ±  S D .  * p  <  0 . 0 5  i n d i c a t e s  a  s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e .  ( C )  A f t e r  s t a i n i n g  o f  t h e  c e l l s  w i t h  H o e c h s t  3 3 3 4 2 ,  m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s  w e r e  
a n a l y z e d  u n d e r  a  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p e ,  o r  a s s e s s e d  b y  p h a s e  c o n t r a s t  m i c r o s c o p y.  T he  
s c a l e  b a r  i n d i c a t e s  1 0  μ m .  ( D )  We s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  s h o w s  c h a n g e s  i n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  
a p o p t o s i s ‑ r e l a t e d  f a c t o r s  i n  S U I T ‑ 2  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  G E M  +  S ‑1  2 4  h  a f t e r  t r a n s f e c t i o n  o f  
C o n t r o l ‑ s i  o r  C h k 1 ‑ s i .  ( E )  L e v e l  o f  e x p r e s s i o n  o f  B c l ‑ 2  w e r e  n o r m a l i z e d  t o  t h a t  o f  β ‑ a c t i n  
( B c l ‑ 2 / β ‑ a c t i n )  a n d  r e p o r t e d  a s  t h e  f o l d  c h a n g e  c o m p a r e d  w i t h  t h e  c o n t r o l  v a l u e .  T h e  
r e l a t i v e  b a n d  i n t e n s i t i e s  o f  B c l ‑ 2  a n d  β ‑ a c t i n  w e r e  q u a n t i f i e d  u s i n g  d e n s i t o m e t r i c  a n a l y s i s .  
Va l u e s  a r e  e xp r e s s e d  a s  t h e  m e an  ±  S D  o f  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  * p  <  0 . 05  
i n d i c a t e s  a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e .  N S ,  n o t  s i g n i f i c a n t .  
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4 .  考   察  

 

本検討により、膵臓がん細胞株  SU I T-2  に対して  p rexase r t i b  と  GEM、S-1  

それぞれの併用は相乗的細胞増殖抑制効果があることが明らかとなった。ま

た  p rex ase r t i b  +  G EM +  S -1  の 3 剤併用が最も高い細胞増殖抑制効果があり、

これは  Bc l -2  の発現抑制を伴ったアポトーシスを誘導していた。  

 DNA チェックポイントは  D NA 損傷があると活性化され、細胞周期が遅延

し  DNA の修復が行われる。DNA チェックポイントは  ATM/Chk2 /p53  経路と  

ATR/Chk1 /Cdc25A 経路の二つの主要な経路でコントロールされている 1 7 )。多

くのがん種では  ATM/Chk2 /p53  経路が欠損しており、 Chk1  阻害剤にてアポ

トーシスを選択的に誘導できることが期待される 1 7 )。実際に TP53 遺伝子が

膵臓がんの多くの患者で変異が起きていることがわかっている 1 )。prex as e r t i b

は i n  v i t ro  と  i n  v i vo において様々な検討が行われており、 PARP 阻害薬のオ

ラパリブとの併用療法で卵巣高異型度漿液性腺がんに対して 3 4 )、急性リンパ

芽球性白血病  3 5 )  やセツキシマブと放射線の併用療法で頭頚部がんに対し 3 6 )、

そして神経芽細胞腫 3 7 )  に対して効果的な細胞増殖抑制効果を示している。著

者は  GEM  と  S -1  がそれぞれ  Chk1 -Ser345 のリン酸化を誘導することを既

に示している。それゆえ、 GEM と  S -1 に効果的な  Chk1  阻害剤を組み合わ

せることで、効果を高めることが期待できる。結果として  GEM、S-1  それぞ

れの薬剤は  p r exas e r t i b  と相乗効果を示していた。  

 prex ase r t i b は ATP 競合型タンパク質キナーゼ阻害剤であり、Chk1 を強く阻

害し ( IC 5 0  CHK1 en zyme:  <1  nM)、Chk 2 も阻害する ( IC 5 0  CHK2 en zyme:  8  n M)  3 1 )。

本検討で使用していた濃度 (5  nM)  では Chk2 も阻害している可能性があり、

アポトーシス誘導へ影響することも考えられる。Chk2 の検討は行っていない

が、前述の通り S UIT-2 や膵臓がんの多くが ATR/Chk 1 /Cdc25A 経路に依存し

ていることが考えられるため、 Chk 2 の影響は少ないと予測できる。  

DNA の損傷が起きると ATR が活性化され、 Chk1 の S317 と S345 のリン酸

化を修飾し Chk 1 が活性化する 1 7 )。その後自身の S296 を自己リン酸化し、
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14-3 -3 タンパク質と結合の後に Cdc25A を阻害して不活化させる。結果とし

て CDK が阻害され細胞周期が停止する。 Chk1-Cdc25 A の経路に Chk1- S296

の自己リン酸化は必須の役割を担っている。 p rex ase r t i b  +  GEM + S -1  は  DNA 

損傷が起きるとまずリン酸化される部位である Chk1‑ S317  と  Chk1‑S34 5  を

増加させたが、prexase r t i b  は Chk1‑S 296  の自己リン酸化を抑制した。他の報

告でも同様の結果が得られている 3 4 )。また本検討では con t ro l 群で Chk1 - S296

の自己リン酸化が生じていることが観察された。同様の現象が他の報告でも

認めており、自発的な DNA 損傷が本培養条件で起きていることが予測された

3 8 )。  

 既に  GEM と  C hk1  阻害剤の併用が有効であったという報告があり 3 9 , 4 0 )、

Chk1  の経路は  5 - FU の耐性メカニズムとして報告されている 4 1 )。本検討で

初めて  Chk1  阻害剤と経口フッ化ピリミジン系薬剤である  S -1  との併用で

アポトーシス誘導による有効性を示した。さらに、pr exase r t i b  +  GEM + S -1  が  

p rex ase r t i b  +  GEM  もしくは  p r exas e r t i b  +  S ‑ 1  よりも高い効果があることを

示したが、これは  GEM もしくは  S ‑ 1  単剤よりも  G E M + S -1  のほうが  Chk1  

を多くリン酸化させることが要因として考えられる。  

また、これまで C hk1  阻害剤と抗がん剤の併用によるアポトーシスのメカ

ニズムを検討した報告はほとんどないことから、本検討において近年創薬の

ターゲットとなっている  Bc l ‑2  ファミリーについて検討した。その結果、

Weste rn  b lo t t i ng  では  p rex ase r t i b  +  GEM + S -1  が  Bc l ‑2  の発現量を大きく抑

制していた。 Bcl ‑2  はミトコンドリアに局在しており、 cy tochr ome c  の放出

を抑制することでアポトーシスを負に制御している 4 2 )。選択的  Bc l ‑2  阻害剤

の  vene toc l ax  ( ABT‑199)  は第Ⅲ相臨床試験で慢性リンパ性白血病に対して  

r i t ux imab  との併用で既に強い抗腫瘍効果を示されている 4 3 )。また血液系が

んだけではなく、膵臓がん細胞株にも  Bc l -2  が発現しており、アポトーシス

の抑制に関わっていることが報告されている 4 4 )。加えて結腸がん細胞株では  

Bc l -2  の発現量に応じて抗がん剤の感受性が異なることが報告されている 4 5 )。

このことから、今後複数の細胞株を用いて  Bc l -2  の発現量の違いによる効果
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の差を検討していく必要がある。Bcl -2 タンパク質の発現量は様々なサイトカ

インや NF-B、 p5 3、 c-myc 等の転写因子により調節されていることが報告さ

れている 4 6 )。またリン酸化やユビキチン化によりその活性が調節されている。

本検討では抗がん剤処理の結果、Bcl -2 の発現量が低下したメカニズムを検討

できておらず、今後詳細に検討していく必要がある。また 3 剤併用はそれぞ

れの低い濃度を組み合わせて効率的にアポトーシスを誘導することができた

が、prex ase r t i b  +  G EM  と  p rexas e r t i b  +  S ‑1  の 2 剤併用療法については詳細に

検討できていないので今後検討していく必要がある。  

さらに今回、  p rexase r t i b  +  G EM + S -1  が  c l eav ed  Mcl ‑ 1  を増加させること

を示した。Mcl ‑1 は  Bc l ‑2  f ami ly  の一つであり、抗アポトーシス作用を有し

ている。非小細胞肺がん細胞で抗がん剤処理により  c aspas e  3  が  Mcl ‑1  を切

断し、抗アポトーシス作用が部分的に損なわれることが報告されている 4 7 )。

近年  Mcl ‑1  をターゲットとした創薬も進行しているが、抗がん剤によりアポ

トーシスが誘導された際の  Mcl ‑1  のアポトーシス抑制メカニズムは未だわ

かっていない。  

Chk1 は外来性の DNA 傷害が無い状態でも一定レベルの活性を保持してい

る 1 7 )。通常の細胞周期進行においても重要な役割を担っており、CHEK1 ノッ

クアウトマウスは胎生早期に致死する 4 8 )。正常細胞でも Chk1 を阻害してし

まうと少なからず細胞増殖において影響が出てしまう。実際に臨床試験の結

果、副作用として好中球減少や血小板減少、貧血が起きることが報告されて

いる 3 2 , 3 3 )。併用する抗がん剤との適切な副作用管理が必要とされる。  

現在の進行期膵臓がんに対する世界的な標準レジメンは  FOLFIRINOX  と  

GEM + nab ‑pac l i t axe l  (nab -PTX)  である 4 9 , 5 0 )。しかし  FOLFIRINOX  は頻繁に  

Grad e  3  の副作用が起こることが知られており、一方  GEM + n ab‑PTX  は高頻

度に末梢神経障害や好中球減少が起きることが報告されている。このように

現在の標準レジメンは膵臓がんに対してある程度の効果を示しているが、そ

の高い毒性から全身状態が良好な患者にしか投与できない。本邦では  G EM +  

S -1  療法が周術期の化学療法もしくは高齢者を対象とした化学療法として使
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われている 5 1 , 5 2 )。さらに、胆管がんに対しても  GEM  + S -1  は世界的に標準

レジメンとなっている  GEM + c i sp l a t in   に対して非劣性が証明されている

5 3 )。GEM + c i sp l a t i n  は嘔吐や急性腎障害の様な重篤な副作用を起こすことで

知られており、患者の状態を考慮したうえで、GEM + c i sp l a t in  もしくは  GEM  

+ S -1  を選択することができる。そこで、膵臓がんに加えて、胆管がんに対

しても  p r exas e r t i b  +  GEM + S -1  の効果を検討していく必要がある。  

p rex ase r t i b を含むいくつかの  Chk1  阻害剤は開発が進行しており、臨床試

験の結果が報告されている 2 9 , 3 0 , 5 4 , 5 5 )。しかしその結果は十分とは言えず、臨

床 現 場 で 使 用 で き る  Chk1  阻 害 剤 は ま だ 存 在 し て い な い 。 そ の 中 で も

prex ase r t i b  は現在臨床試験が進んでおり、卵巣がんや扁平上皮がんに対して

単剤で効果を示している 3 2 , 3 3 )が、Grade  4  の好中球減少症が報告されている。

それゆえ、既存の抗がん剤と組み合わせてそれぞれの用量を下げることで副

作用を減らすことが期待される。  

p rex ase r t i b  +  GEM + S ‑1  は膵臓がん細胞に対して  Bc l -2  のタンパク質の発

現量を低下させてアポトーシスを誘導することで高い細胞増殖抑制効果を示

した。 prexas e r t i b  は膵臓がんに対して標準的薬剤である  GEM や S- 1 の効果

を高める有用な薬剤となりうると考えられる。  
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5 .  小   括  

 

 本章ではまず  C hk1  阻害剤の  p rexase r t i b  と G EM、 S-1  をそれぞれ組み合

わせて膵臓がん細胞株  SUIT-2  に対し  MTT ass ay  を行った結果、細胞増殖抑

制に対して相乗効果を示すことを明らかにした。また  p rex ase r t i b＋ GEM＋ S-1  

の 3 剤併用療法が単剤療法もしくは 2 剤併用療法より効果的であることを示

した。細胞死について  Ce l l  Dea th  D e tec t ion  E LISA k i t  を用いて検討を行った

ところ、 3 剤併用療法は効率的にアポトーシスを誘導していることが明らか

となった。そのアポトーシスの詳細なメカニズムを  Wes te rn  b lo t t i ng  で解析

したところ、抗アポトーシス分子の  Bc l -2  のタンパク質の発現量が減少して

いた。次に  Chk1  特異的  s iRNA で  Chk1  mRNA をノックダウンし、 G EM＋

S-1  処理を行ったところ、顕著にアポトーシスが誘導された。West e rn  b l o t t i ng  

で同様にアポトーシスの詳細なメカニズムを解析したところ、抗アポトーシ

ス分子の  Bc l -2  のタンパク質の発現量が減少していた。 Bcl -2  はアポトーシ

スを制御しており、抗がん剤治療開発における魅力的なターゲットとなって

いる。 Bcl -2  が膵臓がん細胞株のアポトーシス誘導において重要な分子とな

っている可能性があり、さらに効果的な治療法を検討すべく、 Bcl -2  阻害剤

を使用した検討が必要と考えられる。  
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第Ⅲ章  Bcl-2  ファミリーをターゲットとした治療法の検討  

1.  緒   言  

 

 第Ⅱ章で  Chk  1 阻害剤の  p r exas e r t i b   が  GEM と  S -1  の細胞増殖抑制効

果を高めることを示した。さらに  p rexas e r t i b  +  GEM + S -1  の併用療法は膵

臓がん細胞に対して高い細胞増殖抑制効果があり、抗アポトーシスタンパク

質である  Bc l -2  の発現を低下させアポトーシスを誘導していることを明ら

かにした。  

Bc l -2  ファミリーはアポトーシスを負に制御しており、抗がん剤治療開発

における魅力的なターゲットとなっている 5 6 )。Bcl -2  ファミリータンパク質

は複数の BH ドメインからなるマルチドメインタンパク質であり、そのドメ

インの機能と構造から 3 つのサブグループに分けられる  (F igure  12 ) 5 6 , 5 7 )。

Bcl -2 の BH 3 ドメインにアポトーシス促進に働く BH3 -on ly タンパク質が結

合することで抗アポトーシス作用を抑制している。そこで Bcl -2 を阻害する

薬剤として BH3 模倣薬が開発された。BH3 模倣薬は Bcl -2 ファミリータンパ

ク質の BH3 ドメインに結合し、抗アポトーシス作用を抑制する。また Bcl -2

ファミリータンパク質への結合を競合阻害された BH3 -on ly タンパク質がア

ポトーシス促進タンパク質である BAX を活性化させることでアポトーシス

を 強く 誘導する  (F igure  13 )  5 6 )。 BH3 模倣薬 の中で選択的  Bc l -2  阻害剤

vene to c l ax  ( ABT -1 99)  が開発されており、慢性リンパ性白血病に対する臨床

試験が行われ、既に  FDA に認可されている 4 3 ,  5 8 , 5 9 )。また、非選択的  Bc l -2  

阻害剤である n av i toc l ax  ( ABT -263 )  は Bcl -2  だけではなく、 Bcl -2  ファミリ

ー分子で抗アポトーシス作用を有する  Bc l -xL も阻害する 6 0 )。Navi toc l ax は

現在、骨髄線維症や慢性リンパ性白血病、小細胞肺がん等の固形がんに対し

て単剤療法もしくは併用療法で臨床試験が現在進行している 6 1 )。  

第Ⅱ章で得られた結果から、本章では Bcl -2  に注目し、選択的  Bc l -2  阻害

剤の  ven e toc l ax  と非選択 Bcl -2  阻害剤の  nav i to c l ax  を用いて、これまでに

膵臓がん細胞に対して使用してきた GEM、S- 1、 p rexase r t i b  と併用して、よ
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り効果的な治療法を検討した。  

本章ではまず膵臓がん細胞株  SUI T- 2  に対して GEM,  S -1 ,  p rex ase r t i b  と  

vene to c l ax もしくは  nav i toc l ax  の併用効果を検討した。 SUIT-2  に対して特

に高い細胞増殖抑制効果を示した組み合わせについて、さらに膵臓がん細胞

株  MIA PaC a-2  と  BxPC -3  を追加して同様に併用効果を検討した。またそ

の併用効果の詳細なメカニズムの検討を行った。そして個々の細胞株におけ

る薬剤の感受性の違いについて、内因性の  Chk1  や  Bc l -2、 Bcl -x L の発現

量と関連があるかどうかを検討した。  

 

 

F i g u r e  1 2 .  B c l - 2 ファミリータンパク質の構造（ T M は膜貫通部位を示す）  

 

F i g u r e  1 3 .  B H 3 模倣薬の作用機序  



 47 

2 .  実験材料と方法  

 

2 -1 .  細胞株  

ヒト膵臓がん細胞株  SUIT-2、MIA PaCa-2、 BxPC-3  (ATCC) を用いた。

またヒト白血病細胞株 HL-60 (JCRB) を用いた。SUIT-2、BxPC-3、HL-60 は

10% FBS 添加  RPMI1640 にて培養した。 MIA PaCa-2  は 10% FBS 添加

E-MEM (富士フィルム和光純薬工業株式会社 )  にて培養した。  

 

2 -2 .  抗がん剤  

 vene to c l ax  と  n av i toc l ax  は MedC hemExpr ess  (Monm outh  Junc t ion、NJ )  から

購入した。  GEM、5-FU 、CDHP および prex ase r t i b を使用した。S-1  は  5 -FU 

と  CDHP を臨床試験の血中濃度を参考にして 1： 2 で混合したものを使用し

た 1 3 )。  

 

2-3 .  抗体  

 抗ヒト  c aspas e  3  抗体 (ウサギ  mAb、 produ c t  #9665、 1 :1000  d i lu t ion )、抗ヒ

ト c l eaved  PARP 抗体 (Asp214 )  (ウサギ  mAb、produ c t  #5625、1 :1000  d i lu t ion )、

抗ヒト Mcl - 1  抗体 (ウサギ  mAb、 produc t  #94 296、 1 :1000  d i lu t ion )、  抗ヒト

Bcl -2  抗体 (ウサギ  mAb、 produ c t  #2 870、 1 :1000  d i lu t i on )、抗ヒト  B c l -x L 抗

体 (ウサギ  mAb、 produc t  #2764、 1 : 1000  d i lu t ion )、抗ヒト  Bax  抗体 (ウサギ  

mAb、 produc t  #2 772 、 1 :1000  d i lu t ion ) 、 抗 ヒ ト  phosphory la t ed -Chk1  抗 体

(Ser296 )  ( ウ サ ギ  mA b 、 produ c t  #9017 8 、 1 :10 00  d i lu t ion ) 、 抗 ヒ ト  

phosphory la t ed -Ch k1  抗 体 (S er317 )  ( ウ サ ギ  m Ab 、 p roduc t  #1230 2 、 1 :1000  

d i lu t ion )、抗ヒト  phosphory l a t ed -Chk1  抗体 (Se r345)  (ウサギ mA b、 p roduc t  

#2348、1 :1000  d i lu t ion )、抗ヒト  Chk1  抗体 (マウス  m A b、produ c t  #2360、1 :1000 

d i lu t ion )、抗ヒト  γH2AX 抗体 (Se r13 9)  (ウサギ m Ab、  p roduc t  #971 8、 1 :1 000  

d i lu t ion )、抗ヒト  β -ac t in  抗体 (ウサギ mAb、Mer ck  K GaA、 1 :500 0  d i lu t ion )、

抗ヒト cy to chrome  c 抗体 (マウス mA b、 ca t .  no .  556433、 1 :1000  d i lu t ion )  を使
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用 した 。 二次 抗 体とし て ウサ ギ 抗マウ ス Ig G-HR P もしく はヤギ 抗ウサギ

IgG-HRP を使用した。  

 

2 -4 .  MTT assay  

96  wel l  p l a t e  に  S UIT-2  は  1×10 3  c e l l s  /  100  µL、MIA PaCa-2  と  BxPC - 3 は  

2×10 3  ce l l s  /  100  µ L とした細胞懸濁液を  100  µL /  w e l l  ずつ播種し、3 7℃、5% 

CO 2  の条件下で 24 時間事前培養した。事前培養後、上清を除去し  v ene to c l ax、

nav i toc l ax、 S-1、 GEM、 pr exas e r t i b  をそれぞれの濃度となるように調製した

培地を 100  µL /  we l l ずつ添加した。各抗がん剤の濃度は併用効果を認めた濃

度で設定した。72 時間の培養後、0 .5 % MTT 20  µL /  we l l  を添加し、37℃、5%  

CO 2  の条件下で 4 時間反応させた。生成した  fo rmazan  を  D imethy l  Su l fox ide   

100  µL にて溶解し、測定波長 620  nm における吸光度をプレートリーダーに

て測定した。IC 5 0 値を  Ca lcuSyn を用いて算出した。vene to c l ax、nav i to c l ax  と

それぞれの抗がん剤 (p r exas e r t i b、 G EM、 S-1)  の併用効果を CalcuSyn  を用い

て combina t ion  ind ex  (C I )  を算出して判定した。また CI  <  1 は相乗効果あり、

CI  =  1 は相加効果、そして CI  >  1 は拮抗作用と判定できる。全ての実験は少

なくとも 3 回以上行った。  

 

2 -5 .  細胞死の解析  

 SUIT-2 もしくは BxPC -3  (1 .0 ×10 5 )  を 60  mm cu l tu r e  d i sh  に播種し、 37℃、

5% CO 2 の条件下で 24 時間事前培養した。事前培養後、上清を除去し、

prex ase r t i b と nav i toc l ax を予備実験の結果からアポトーシスを顕著に認めた

濃度となるようにそれぞれ調製した培地を添加した。アポトーシスを顕著に

認めた 24 時間後に Cel l  Dea th  De t ec t ion  ELISA k i t を用いて添付文書のプロト

コルに沿って細胞質に遊離するヒストン結合断片 (モノオリゴヌクレオソー

ムとオリゴヌクレオソーム )  を測定した。抗ヒストン抗体を  96  w e l l  p l a t e  に

室温 1 時間でコーティングし、細胞可溶化物を 90 分間反応させた。ペルオキ

シダーゼ標識抗  D NA 抗体を加えて 90 分間インキュベーションし、基質溶液
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を加えて測定波長 405  nm  における吸光度をプレートリーダーにて測定した。

さらに同様の細胞培養環境におけるアポトーシス細胞について  1 .2  mM  の  

Hoechs t  3 3342  で核を染色し、蛍光顕微鏡で核の形態学的変化を撮影した。  

 

2 -6 .  Wes te rn  b lo t t i ng  

 SUIT-2  (3 .0 ×10 5 )  を  100  mm cu l tu re  d i sh  に播種し、 37  ℃、 5% CO 2  の条件

下で 24 時間事前培養した。事前培養後、上清を除去し、 2-5 .の各抗がん剤の

濃度と同様の p rex ase r t i b が 10  nM、n av i toc l ax  が 3  µM となるように調製した

培地を添加した。指定時間  (24、4 8、72 時間 )  の経過後、上清を除去し、PBS 

で 2 回洗浄した後、 Cel l  l y s i s  bu ffe r  M に Comple t e  p r o t ease  inh ib i to r  co ck ta i l

と  PhosSTOP phos pha tase  inh ib i to r  cock ta i l  を加えた溶液でタンパク質を可溶

化し、ce l l  s c r ape r  で細胞を回収した (HL-60  は浮遊細胞のため本工程を除く )。

氷上で 20 分間静置後、 15 ,000 ×g で 15 分間遠心分離し、上清を - 80  ℃で保存

した。タンパク質の濃度を測定し、 30  µg  のタンパク質を  SDS -PA GE Sample  

Load ing  Buffe r  で希釈し、7 .5 -12 % SDS -PA GE にて分離し、PVDF  膜に転写し

た。 1% Di f co  Sk i m Mi lk にて 1 時間ブロッキング後、各一次抗体を 4℃、約

12 時間反応させ、さらに二次抗体を 1 時間反応させた。最終的に  Supe rS igna l  

Wes t  P i co  Chemi luminescen t  Subs t ra t e にて化学発光を行い、 Imag eQu an t  LAS 

4000  で検出を行った。検出されたバンドの強度は  I mage  J にて定量解析を行

った。  

 

2 -7 .  cy to chrom e c  の解析  

 SUIT-2  (3 .0 ×10 5 )  を  100  mm cu l tu re  d i sh  に播種し、 37  ℃、 5% CO 2  の条件

下で 24 時間事前培養した。事前培養後、上清を除去し、prex ase r t i b  が 10  nM、

nav i toc l ax  が 3  µ M となるように調製した培地を添加した。 2-6 .の結果からア

ポトーシスマーカーである c l eav ed  caspas e  3 や c l eav ed  PARP が変動するまで

の時間  (24、 48 時間 )  の経過後、上清を除去し PBS で洗浄した後、 0 .05%ト

リプシンで回収し、0 .01%ジギトニン溶液で懸濁した。氷上で 5 分放置した後、
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14 ,000×g で 5 分間遠心分離し、上清を -80℃で保存した。上清は  cy toch rome c  

特異的抗体を用いて  Wes t e rn  b lo t t i n g  にて解析した。  

 

2 -8 .  Smal l  i n t e r fe r ing  RNA を用いたトランスフェクション  

 Bcl -2  と  Bc l - xL に 対 す る  S i l ence r  Se l ec t  Va l ida t ed  s iRNA ( smal l  

i n t e r f e r ing  R NA:  s iRNA)  と  S i l en cer  Se l ec t  Neg a t i ve  Con t ro l  s iRNA は  

Thermo  F i she r  Sc i en t i f i c  から購入した。SUIT-2  (1 .0×10 5 )  を 60  mm cu l tu r e  d i sh  

に播種し、37℃、5% CO 2 の条件下で 24 時間事前培養した。細胞を s i RNA (終

濃度 5  nM)  と Dh armaFECT t rans fec t ion  reagen t   で添付のプロトコルに基づ

き処理した。 37℃、 5% CO 2 の条件下で 24 時間培養後、上清に予備実験の結

果からアポトーシスを顕著に認めた  p rex ase r t i b  (10  o r  30  nM )  を添加した  

RPMI-1640  で置き換えた。Weste rn  b l o t t i ng  にてそれぞれのタンパク質の発現

量を定量した。細胞死は  Ce l l  D ea th  De tec t ion  EL ISA k i t  と  Hoechs t  3334 2  染

色を用いて行った。  

 

2 -9 .  統計解析  

 MTT ass ay、ELI SA、Ho echs t  染色による画像解析、Weste rn  b lo t t i ng  による

測定値は平均値±標準偏差で表示した。 vene to c l ax  と  nav i toc l ax の IC 5 0 値は  

unpa i red  t - t e s t  を用いて比較した。 Image  J  による解析結果は平均値±標準偏

差 で 表 示 し た 。 各 群 の 平 均 値 の 比 較 に は 分 散 分 析 (A NOVA)  を 行 っ た 後、

Fi sher ’s  PLSD 法を用いた。 p 値が 5%未満を有意差ありと判断し、統計解析

ソフトは  Be l lCurv e  エクセル統計を用いた。  
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3 .  結   果  

 

3 -1 .  venetoclax と navi toc lax を用いた各種抗がん剤  (GEM、S - 1、pr exase r t i b )

との併用効果の解析  

 S UIT-2  に対して  vene toc l ax  もしくは  nav i toc l ax  とそれぞれの抗がん剤  

(GEM、S-1、pr exas e r t i b )  を組み合わせて  MTT a ssay  を行った結果、v en e toc l ax  

とそれぞれの抗がん剤は多くの濃度の組み合わせで拮抗作用  (C I  >  1 )  を示

した (Tab l e  3 )。しかし nav i toc l ax  と  p rex ase r t i b  は多くの濃度の組み合わせで

高い相乗効果を示していた  (C I  <  1 )  (Tab le  4 )。  

 

 

 

 

 

Ta b l e  3  C o m b i n a t i o n  i n d e x e s  c a l c u l a t e d  f o r  v e n e t o c l a x  +  
G E M ,  v e n e t o c l a x  +  S - 1 ,  a n d  v e n e t o c l a x  +  p r e x a s e r t i b  
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Ta b l e  4  C o m b i n a t i o n  i n d e x e s  f o r  n a v i t o c l a x  +  G E M ,  
n a v i t o c l a x  +  S - 1 ,  a n d  n a v i t o c l a x  +  p r e x a s e r t i b  

 

 

 次に、 SUIT -2  に加えて  M IA PaCa-2  と  BxPC -3  に対して  v ene to c l ax  と  

nav i toc l ax の細胞増殖抑制効果について検討した。その結果、これらの細胞株

全てにおいて  v en e toc l ax  より nav i t oc l ax  が高い感受性を示し、IC 5 0  値は有意

に低かった (p  <  0 .0 5 )  (F igur e  14  (A )– ( C) )。prex ase r t i b の IC 5 0 値は SUIT-2、MIA 

PaCa-2、BxPC -3 でそれぞれ 20 .1±2 . 2  nM、1113 .3± . 38 5 .6  nM、12 .8  nM±9 . 5  nM

だった。 SUIT -2 と BxPC -3  において  nav i toc l ax  と  p rex ase r t i b  の併用はそれ

ぞれ単剤の細胞増殖抑制効果よりも有意に高く (p  <  0 . 05 )、 ven e toc l ax  との併

用では全ての細胞株において併用効果を認めなかった (F igure  14  (D) – ( I ) )。  
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F i g u r e  1 4 .  E f f e c t s  o f  v e n e t o c l a x  o r  n a v i t o c l a x  o n  S U IT - 2 ,  M I A Pa C a - 2 ,  a n d  B x PC - 3 .  (A – C )  
Vi a b i l i t y  o f  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  v e n e t o c l a x  o r  n a v i t o c l a x  f o r  7 2  h .  
C e l l  v i a b i l i t y  w a s  m e a s u r e d  b y  M T T a s s a y.  T h e  I C 5 0  v a l u e s  w e r e  d e t e r m i n e d  a t  
c o n c e n t r a t i o n s  t h a t  s h o w e d  5 0 %  i n h i b i t i o n  o f  c e l l  g r o w t h .  E f f e c t  o f  p r e x a s e r t i b  c o m b i n e d  
w i t h  ( D – F )  v e n e t o c la x  o r  (G – I )  n a v i t o c l a x .  C e l l  g r ow t h  w a s  m e a s u r e d  b y  M T T a s s a y.  
Va l u e s  s h ow n  a r e  t h e  m e a n  ±  SD  f r o m  a t  l e a s t  t h r e e  i n d e p e n d en t  e x p e r i m e n t s .  * p  <  0 . 0 5  
i n d i c a t e s  a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e .  N S :  n o t  s i g n i f i c a n t .  

 

 

3 -2 .  p r exas e r t i b  と  nav i toc l ax による細胞死の解析  

Ce l l  Dea th  De t ec t i on  ELISA k i t  (Roche)  を用いて  SUI T-2  と  BxPC -3  に対

する  p rex ase r t i b  と  nav i toc l ax  の併用処理によるアポトーシスを検討した。

Cel l  Dea th  D e tec t io n  ELISA k i t  を用いたアポトーシス定量の結果、 p rex ase r t i b  

と  nav i toc l ax  の併用はそれぞれの単剤処理と比較して有意にアポトーシス

を増加した (p  <  0 . 05 )  (F ig ur e  15  ( A) ,  (B) )。  

 S UIT-2  にそれぞれの薬剤処理を行い、 24 時間後の核の形態変化をみた結
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果を Figure  15  (C ) (D)に示す。未処理群では核に形態変化は認めなかったが、

prex ase r t i b  と n av i toc l ax  処理群では核の凝縮や断片化であるアポトーシスに

特徴的な変化を認めた。  

 
F i g u r e  1 5 .  E f f e c t  o f  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  p r e x a s e r t i b  a n d  n a v i t o c l a x  o n  a p o p t o t i c  c e l l  d e a t h .  
( A ) ,  ( B )  SU I T - 2  c e l l s  a n d  B xP C - 3  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  p r e x a s e r t i b  a n d / o r  n a v i t o c l a x  f o r  
2 4  h .  ( C ) ,  ( D )  A n a l y s i s  o f  m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s  i n d u c e d  b y  p r e x a s e r t i b  a n d  n a v i t o c l a x  a t  
2 4  h  i n  S U I T - 2  c e l l s .  T h e  c e l l s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  H o e c h s t  3 3 3 4 2  a n d  t h e  m o r p h o l o g i c a l  
c h a n g e s  w e r e  a na l y z e d  u n d e r  a  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p e  o r  a s s e s s e d  b y  p h a s e  c on t r a s t  
m i c r o s c o p y  a n d  q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  o f  a p o p t o t i c  c e l l s  a s  p e r c e n t a g e  o f  t o t a l  c e l l s .  T h e  
s c a l e  b a r  r e p r e s e n t s  1 0  µ m .  Va l u e s  s h o w n  a r e  t h e  m e a n  ±  S D .  * p  <  0 . 0 5  i n d i c a t e s  a  
s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e .  
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3-3 .  p r ex ase r t i b  と  nav i toc l ax の併用による細胞増殖抑制効果の詳細な機序の

解析  

 pr exas e r t i b  と  nav i toc l ax  との併用処理によるアポトーシスの詳細なシグ

ナル変化を検出するため、Weste r n  b lo t t i ng  を行った。アポトーシスマーカー

である  c l e aved  ca spase  3  と  c l eav ed  PARP を検出した結果を  F igu re  1 6  (A )  

に示した。pr exas e r t i b  と nav i toc l ax  との併用処理 48 時間後に  c l eav ed  casp ase  

3  と  c l e aved  PAR P の発現が増加していた。続いてアポトーシスを制御してい

る  Bc l -2  ファミリーについて検討した  (F igure  16  (B ) )。その結果、抗アポト

ーシス分子である  Mcl -1  は  n av i toc l ax  処理で増加していた。Bcl -2  の発現は

未処理群と比較して  nav i toc l ax  処理にて 48 時間後に低下していた。同じく

抗アポトーシス分子である  B c l -xL とアポトーシス促進分子の  B ax  の発現

は変化が無かった。ミトコンドリアから細胞質への  cy tochrome  c  の放出を検

討した結果、 24 時間後と 48 時間後に放出が増加していた (F igur e  16  ( C) )。次

に  p r exas e r t i b  と  nav i toc l ax  との併用が Chk1  シグナルに与える影響につい

て検討した (F igur e  16  ( D) )。その結果、薬剤処理後 2 4 時間以降で  p rex ase r t i b  

は  Chk1  の活性化に最も重要なプロセスである  Chk1-S296  の自己リン酸化

を抑制していた。また、 pr exas e r t i b  と  nav i toc l ax  併用処理は DNA 損傷が起

きると最初にリン酸化される部位である S317  と  S34 5  のリン酸化を 2 4 時間

後に増加させた。 DNA ダメージマーカーである  ɤH2AX は  nav i toc l ax  処理

群と併用群でリン酸化が増加していた。  
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F i g u r e  1 6 .   E f f e c t  o f  p r e x a s e r t i b ,  n a v i t o c l a x ,  a n d  p r e x a s e r t i b  +  n av i t o c l a x  o n  a p op t o s i s  
a n d  C h k 1  i n  SU I T - 2  ce l l s .  ( A )  We s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  o f  t h e  l e v e l s  o f  c l e a v e d  c a s p a s e  3  a n d  
c l e a v e d  PA R P.  ( B )  E ff e c t  o f  p r e x a s e r t i b ,  n a v i t o c l a x ,  a n d  p r e x a s e r t i b  a n d  n a v i t o c l a x  o n  t h e  
B c l - 2  f a m i l y.  ( C )  R e l e a s e  o f  c y t o c h r o m e  c  f r o m  m i t o c h o n d r i a .  S U I T - 2  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  f o r  
2 4  a n d  4 8  h  w i t h  p r e x a s e r t i b ,  n a v i t o c l a x ,  o r  p r e x a s e r t i b  a n d  n a v i t o c l a x .  ( D )  We s t e r n  b l o t  
a n a l y s i s  o f  t h e  l e v e l s  o f  C h k 1  ( p S 29 6 ,  p S 31 7 ,  p S 3 4 5 ) ,  C h k 1 ,  and  γ H 2A X  i n  SU I T - 2  ce l l s .  
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3-4 .  Bc l -2  と  B c l - xL 特異的  s iRNA 処理が p rex ase r t i b  によるアポトーシス

の誘導へ与える影響  

 次に  p rex ase r t i b  と  nav i toc l ax  による相乗効果のメカニズムを検討した。

nav i toc l ax  の細胞増殖抑制効果は  B c l -2 もしくは  B c l -xL に依存してるため

5 1 )、Bcl -2  と Bcl -x L mRNA をそれぞれ選択的  s iRNA にてノックダウンさせ、

prex ase r t i b  の細胞増殖抑制効果への影響を解析した (F igure  17  (A )、 (B ) )。そ

の結果、期待された結果とは異なり  Bc l -2  のノックダウンと  p rex ase r t i b  処

理でアポトーシスの誘導は起こらなかった (F igure  17 ( C) )。しかし  Bc l - x L の

ノ ッ ク ダ ウ ン は ア ポ ト ー シ ス を 著 し く 誘 導 し 、 prex ase r t i b  と の 併 用 で

prex ase r t i b の用量依存的にアポトーシスが増加した (F igure  17  (D) )。  

 
F i g u r e  1 7 .  E f f e c t  o f  p r e x a s e r t i b  o n  a p o p t o s i s  i n d u c t i o n  w h e n  B c l - 2 / B c l - x L i s  k n o c k e d  d o w n  
i n  S U I T - 2  c e l l s .  We s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  o f  t h e  l e v e l s  o f  e x p r e s s i o n  o f  B c l - 2  o r  B c l - x L a n d  
β - a c t i n  i n  S U I T - 2  c e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  v e h i c l e ,  n o n - s i l e n c i n g  s i R N A ,  a nd  ( A )  B c l - 2  o r  ( B )  
B c l - x L s p e c i f i c  s i R N A .  A p o p t o s i s  q u a n t i f i e d  b y  C e l l  D ea t h  E L I S A i n  S U IT - 2  c e l l s  t r e a t e d  
w i t h  p r e x a s e r t i b  f o r  2 4  h  a f t e r  t r a n s f e c t i o n  o f  n o n - s i l e n c i n g  s i R N A o r  c  B c l - 2  o r  d  B c l - x L 
s p e c i f i c  s i R N A .  Va lu e s  s h o w n  a r e  t h e  m e a n  ±  S D .  * p  <  0 . 0 5  i n d i c a t e s  a  s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e .  

 



 58 

 Figure  18  ( A)  に   Bc l -xL をノックダウンし、p rex ase r t i b  (30  nM)  で 24 時間

処理した時の核の形態変化を示した。未処理群では核に形態変化が無かった

のに対して Bcl -x L のノックダウン処理と  p r exas e r t i b  の併用処理群では核の

凝縮と断片化を多く認めた (F igur e  1 8  (B) )。 Figur e  18  ( C)  は  p rexas e r t i b  処理

と  Bc l -xL ノックダウンによるアポトーシスの詳細なメカニズムを検出した

結果である。特異的  s iRNA を用いた  Bc l -xL ノックダウンと  p rex ase r t i b  の

併用 処理は  nav i t oc l ax  と  p rex ase r t i b  併用処理と ほ ぼ同様の 結果だ った 。

c l eav ed  caspas e  3  と  c l e aved  PARP は  p rex ase r t i b   と  Bc l -xL ノックダウン

処理により発現量が増加していた。 c l eav ed  M cl -1  は  p rex ase r t i b  +  GEM + S -1  

併 用 処 理 の 結 果 (第 Ⅱ 章 の 結 果 )と 同 様 に 増 加 し て い た 。 Bcl -2  の 発 現 は  

Bc l -xL ノックダウンと prex ase r t i b  処理群で最も減少していた。 Prex aser t i b  

は  Chk1-S296  のリン酸化を抑制していた。 ɤH2AX はまた  Bc l -xL ノックダ

ウンと  p r exas e r t i b  処理群でリン酸化が増加していた。  
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F i g u r e  1 8 .  A p o p t o s i s  i n d u c t i o n  b y  B c l - x L kn o c k d ow n  u s i n g  s p e c i f i c  s i R N A a n d  p r e x a se r t i b  
t r e a t m e n t  i n  S U I T - 2  c e l l s .  ( A ) ,  ( B )  M o r p h o l o g i c a l  c h a n g e  a n a l y z e d  b y  f l u o r e s c e n ce  
m i c r o s c o p y  o r  p h a s e  c o n t r a s t  m i c r o s c o p y  i n  c e l l s  s t a i n e d  w i t h  H o e c h s t  3 3 3 42  a n d  
q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  o f  a p o p t o t i c  c e l l s  a s  p e r c e n t a g e  o f  to t a l  c e l l s .  T h e  s c a l e  b a r  
r e p r e s e n t s  1 0  µ m .  Va l u e s  s h o w n  a r e  t h e  m e a n  ±  S D .  * p  <  0 . 0 5  i n d i c a t e s  a  s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e .   ( C )  We s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  o f  c h a n g e s  i n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a p o p t o s i s - r e l a t e d  
f a c t o r s  a n d  C h k 1  i n  ce l l s  t r e a t e d  w i t h  p r e x a s e r t i b  2 4  h  a f t e r  t r a n s f e c t i o n  w i t h  n o n - s i l e n c i n g  
s i R N A o r  B c l - x L - s p ec i f i c  s i R N A .  
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3-5 .  膵臓がん細胞株における内因性の Bcl -2、 Bcl -xL、 Chk1  の発現量の解析  

 ven e toc l ax、 n av i toc l ax、 pr exas e r t i b  のそれぞれの細胞株に対する効果の差

が内因性の Bcl -2、 Bcl -xL、 Chk1 の発現量の差と関連があるかどうかを検討

した  (F igure  19 )。 HL-60  は臨床上で  vene toc l ax  の効果が認められている白

血病の細胞株であり 3 7 )、他のがん種の細胞株よりも  B c l -2  の発現量が高いと

予想されるため、 Bcl -2  のポジティブコントロールとして使用した。結果と

して、全ての膵臓がん細胞株の  Bc l -2  の発現量は  HL -60  と比較して有意に

低かった  ( p  <  0 . 05 )  。しかし  Bc l -xL の発現量は全ての膵臓がん細胞株で

HL-60 と比較して有意に高かった  ( p  <  0 .05 )  。また、MIA PaCa -2  は  Ch k1  の

発現量が他の細胞株と比較して有意に低かった  (p  <  0 .05 )  。  

 

F i g u r e  1 9 .  E n d o g e n ou s  e x p r e s s i o n  o f  B c l - 2 ,  B c l - x L ,  a n d  C h k 1  p r o t e i n s .  ( A )  We s t e r n  b l o t  
a n a l y s i s  o f  t h e  l e v e l s  o f  B c l - 2 ,  B c l - x L ,  a n d  C h k 1  p r o t e i n  e x p re s s i o n  i n  H L - 6 0 ,  SU I T - 2 ,  
M I A P a C a - 2 ,  a n d  B x PC - 3  c e l l s .  T h e  r e l a t i v e  b a n d  i n t e n s i t i e s  o f  ( B )  B c l - 2 ,  ( C )  B c l - x L ,  ( D )  
C h k 1 ,  a n d  β - a c t i n  w e re  q u a n t i f i e d  u s i n g  d e n s i t o m e t r i c  a n a l y s i s .  Va l u e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  
m e a n  ±  S D  o f  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  Va l u e s  s h o w n  a r e  t h e  m e a n  ±  S D .  * p  <  0 . 0 5  
i n d i c a t e s  a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e .  
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4 .  考   察  

 

 本検討では、pr exase r t i b  と  nav i to c l ax  の併用は膵臓がん細胞株に対して相

乗的細胞増殖抑制効果があることを示した。更にその相乗的細胞増殖抑制効

果が  Bc l -2  ではなく  Bc l -xL の阻害によるアポトーシス誘導であることを示

した。  

 第Ⅱ章で、 Chk1  阻害剤の  p r exas e r t i b  と  GEM + S - 1  の 3 剤併用処理が膵

臓がん細胞に対して  Bc l -2  の発現量を下げてアポトーシスを誘導すること

を明らかにした。そこで代表的な B cl -2  ファミリーの  Bc l -2  をターゲットと

して  Bc l -2  阻害剤である  vene toc l ax  もしくは nav i toc l ax  を用いて既存の抗

がん剤と組み合わせてより効果的な治療法を模索した。 3 つの膵臓がん細胞

株を用いた検討の結果、選択的  Bc l -2  阻害剤の  v ene t oc l ax  よりも非選択的  

Bc l -2  阻害剤の  nav i toc l ax  の方が高い感受性を示した。 vene to c l ax  は既に i n  

v i t ro  や臨床上においても、Bcl -2  の発現量が高いほど効果的であることが報

告されている 6 2 ,  6 3 )。一方で、内因性の  Bc l -2  の発現量がしばしば膵臓がん

細胞株では低く、Bcl -xL と M cl -1  は高頻度に発現していることが報告されて

いる 6 4 )。さらに、膵臓がん組織での  Bc l -xL の発現は  Bc l -2  よりも高いこと

が報告されている 6 5 )。3 つの膵臓がん細胞株と白血病細胞株  (H L-60 )  を用い

た今回の検討でも、膵臓がん細胞株では  HL -60  と比較して  Bc l -2  の発現量

が低く、 Bcl -x L の発現量は逆に高かった。 nav i to c l ax  は非選択的 Bcl - 2  阻害

剤であり、 Bcl - 2 だけではなく、 Bcl -xL を阻害することから 6 0 )、上述のよう

に  nav i toc l ax  は膵臓がん細胞株に対して ven e toc l ax よりも効果的であったと

考える。本検討では HL-60 と 3 つの膵臓がん細胞株における vene to c l ax の細

胞増殖抑制効果を直接的に比較できていないが、他の検討では HL-60 に対す

る IC 5 0 値は 0 .2  µM と報告されており 6 6 )、本検討の膵臓がん細胞株における

IC 5 0 値よりも低く、感受性が高いことがわかる。  

 DNA チェックポイントは  D NA 損傷により活性化され、細胞周期を遅延さ

せることで  D NA を修復する。Chk1  阻害剤はがん細胞に対して選択的に有糸
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分裂細胞死を誘導することを期待できる 1 9 )。実際に p rexas e r t i b は i n  v i t ro  と  

i n  v i vo において様々な検討が行われており、PARP 阻害薬の o lapa r ib との併用

療法で卵巣高異型度漿液性腺がんに対して 3 4 )、急性リンパ芽球性白血病  3 5 )  

や ce tux imab と放射線の併用療法で頭頚部がんに対し 3 6 )、また神経芽細胞腫

3 7 )  に対して効果的な細胞増殖抑制効果を示している。さらに、現在複数の臨

床試験が行われており、臨床開発が進行しているが 6 7 )、現在臨床現場で使用

できる  Chk1  阻害剤は未だ存在しないのが現状である。今回の結果では、

prex ase r t i b  と  nav i toc l ax の併用処理は DNA 損傷が起きると C hk1 の最初にリ

ン酸化される部位である S317  と S3 45 のリン酸化  を増加させ、pr exas e r t i b  は  

Chk1 -Cdc25A の経路に必須の  Chk1‑S296  の自己リン酸化を抑制することを

示した。  

 本章の検討は  n av i toc l ax  が  Chk1  阻害剤の細胞増殖抑制効果を高めるこ

とを示した初めての報告となった。更に特異的  s iRN A を用いた検討ではそ

の機序は  Bc l -2  阻害ではなく、Bcl -xL 阻害によることを示した。そしてその

機序として  cy toch rome c  がミトコンドリアから細胞質へ放出され、カスパー

ゼ経路が働きアポトーシスが増加したことを明らかにした。このように、Chk1  

と  Bc l -xL の同時阻害は膵臓がんや他の固形がんに対して新たな治療戦略と

な り う る こ と が 考 え ら れ る 。 v en e toc l ax  と  Chk1 阻 害 剤 で あ る  r ab user t i b  

(LY2603618 )  の併用処理は急性骨髄性白血病に対して効率的にアポトーシス

を誘導したことが報告されている 6 8 )。 Bcl -2 をターゲットとした治療薬の効

果は Bcl - 2 の発現量に関連するが、今後  Chk1  の阻害と膵臓がん細胞株で高

頻度に発現している  Mcl -1  を含めた  Bc l -2  ファミリーをターゲットとした

新規治療法を検討していく必要がある。  

 nav i toc l ax  は  B c l -xL 阻害による血小板減少症という臨床上問題となる副

作用が報告されている 6 9 ,  7 0 )。prexase r t i b  は骨髄抑制の副作用が報告されてお

り 2 8 )、nav i toc l ax と  p rex ase r t i b  を併用する場合は開始用量の設定に注意が必

要であり、投与後は血球数を注意深く観察する必要がある。しかしながら、

この二つの薬剤の併用療法は相乗的効果があることが今回示されたため、そ
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れぞれの用量を減らせる可能性がある。  

 ven e toc l ax  は  B c l -2  の発現量が高い場合に効果が期待できる ことが報告

されていることから、 nav i toc l ax と prex ase r t i b にも効果予測バイオマーカー

を同定することが必要である。ゲフィチニブが  EGFR  遺伝子に特異的な変異

がある場合に効果的であることがわかっているように 7 1 )、今後がん化学療法

は個別化され、より個々の患者に効果が期待できる薬剤を選択して投与する

ことが求められている。 Chk1  阻害剤  や  Bc l -xL 阻害剤も効果予測バイオマ

ーカーが同定され、効果の期待できる場合に選択的に使用されることが重要

である。本検討の結果では、Chk1  阻害剤と Bcl -x L 阻害剤の併用が  Bc l -xL と  

Chk1  の発現量が高い  SUIT -2  と  BxPC -3  で効果が高いことを示された一方

で、Chk1  の発現量が低い  MIA PaC a-2  では  Chk 1  阻害剤と Bcl -x L 阻害剤の

併用効果が低いことが示された。これらの知見は個別化医療という点で有用

な情報となることが期待できる。実際に Chk1 の発現量が有意に低かった MIA 

PaCa-2 での M TT assay における pr exase r t i b の IC 5 0 値  (1113 .3  nM)  は SU IT-2

の  IC 5 0 値  (20 .1  nM)  や BxPC -3  の I C 5 0 値  (12 .8  nM)  に比較し顕著に高かった。

Bcl -2 の発現量については 3 つの細胞株で差は無く、その結果通り v ene toc l ax

の感受性も変わらなかった。また 3 つの細胞株の中で Bcl -xL の発現量が最も

高かった SUI T-2 において、 nav i toc l ax の感受性が 2 つの細胞株と比較し高い

結果は得られなかった。  

p rex ase r t i b  と  n av i toc l ax  の併用療法は  Bc l -xL を阻害することでアポト

ーシスを誘導し、膵臓がん細胞株に対して強い細胞増殖抑制効果を示した。

Chk1  と  Bc l -xL の同時阻害は膵臓がんに対して新たな治療法となりうる。  
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5 .  小   括  

 

 本章ではまず選択的  Bc l -2  阻害剤の  vene toc l ax  と非選択的  Bc l -2  阻害剤

の nav i toc l ax  を用いて、これまでに使用してきた  G E M、 S-1、 pr exas e r t i b  を

それぞれ組み合わせ、膵臓がん細胞株  SUIT-2  に対し  MTT ass ay  を行った。

その結果、 pr exas e r t i b  と nav i toc l ax  の併用は相乗効果を示していた。そこで

他の膵臓がん細胞株  MIA PaCa-2  と  BxPC -3  を加えて検討を行った結果、全

ての細胞株において  vene toc l ax  よりも  nav i toc l ax  の方が高い感受性を示し、

BxPC -3  においても  p rex ase r t i b  と  nav i toc l ax  は高い併用効果を認めた。細胞

死について  Ce l l  D ea th  D e tec t ion  ELI SA k i t  を用いて検討した結果、pr exas e r t i b  

と  n av i toc l ax  はアポトーシスを顕著に誘導していることが明らかとなった。

prex ase r t i b  と  nav i toc l ax  の併用効果が Bcl -2 の阻害に依存しているかどうか

を確認するために  Bc l -2  を特異的  s iRNA にてノックダウンし、 prexase r t i b  

を処理した結果、期待とは異なりアポトーシスは増加しなかった。 一方、

Bcl -xL を特異的  s iRNA にてノックダウンし、 p rex ase r t i b  を処理した結果、

アポトーシス誘導が顕著に増加した。 vene to c l ax  は既に白血病に対して臨床

上で効果を認めており、その白血病の細胞株  HL- 60  を用いて、 ven e toc l ax、

nav i toc l ax、 p rex as e r t i b が内因性の Bcl -2、 Bcl -x L、 Chk 1  の発現量に依存して

いるかどうかを  Wes te rn  b lo t t i ng  で検討した。全ての膵臓がん細胞株の  Bc l -2  

の発現量は  HL -60  と比較して極めて低かった。しかし  Bc l -xL の発現量は全

ての膵臓がん細胞株で  HL-60  と比較して高い結果となった。MIA PaCa -2  は

Chk1  の発現量が他の細胞株と比較して有意に低く、 prex ase r t i b と nav i toc l ax

の併用効果が低いこととの関連が考えられた。これらの情報は効果予測バイ

オマーカーとして利用できる可能性がある。Chk1  と  Bc l -xL の同時阻害は膵

臓がんに対して新たな治療法となりうる。  
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総   括  

  

 膵臓がんは様々ながん種と比較して生存率が低く、切除例においても再発

が多いため、化学療法が治療における重要な役割を果たしている。本邦にお

いて GEM や S-1 を中心とした薬物治療が頻用されているが、その治療成績は

十分とはいえない。これまでに著者は、GEM と S-1 併用療法の基礎的検討を

行い、MIA PaCa -2  に対して  MTT as say  で相乗効果を示すことを明らかにし

ていた。また  FACS を用いて細胞周期への影響を解析したところ、併用群に

おいて各単剤群と比較し、最も S 期細胞の蓄積が観察されていた。  

第Ⅰ章では他の膵臓がん細胞株でも同じ傾向が見られるかどうかを検討す

るため、膵臓がん細胞株  SUIT -2  を用いて  MIA PaCa - 2  と同様の検討を行っ

た。 SUIT-2 は日本人の膵臓がん患者から樹立された細胞株で、世界的に広く

使用されている細胞株である。MIA PaCa-2 と比較して GEM に感受性が高い

ことがわかっている。まず  MTT ass ay  で  GEM と  S - 1  の併用効果を検討し

た結果、相乗効果を認めた。続いて  FACS  を用いて細胞周期への影響を解析

したところ、併用群において各単剤群と比較し、S 期細胞の蓄積が観察され、

MIA PaCa-2  と同様の傾向を認めた。そこで S 期細胞蓄積の詳細なメカニズム

を解析するために、細胞周期の進行に関わる  Chk1  や p21、 p27、 Cycl in 等

のタンパク質の発現を  Western b lo tt ing  にて検出した。結果として  GEM 

と S-1 を 併 用 す る こ と に よ り  DNA 損 傷 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト キ ナ ー ゼ の  

Chk1-S345  がリン酸化されていることを明らかにした。DNA 損傷チェックポ

イントとは染色体  DNA に損傷が生じるなどの異常が検知されると細胞周期

が特定の位置で周期の進行を停止し、その間に  DNA の修復を効率的に行う

機構である。DN A の損傷が起きると ATR が活性化され、Chk1 の S317 と S345

をリン酸化し、その結果 Chk1 キナーゼが活性化される。その後自身の S296

を自己リン酸化し、14-3 -3 タンパク質と結合の後に C dc25A を不活化させる。

結果として CDK が阻害され細胞周期が停止する。両薬剤により DNA の合成

が強力に阻害されることで  Chk1  の活性化が引き起こされ、 S 期で細胞周期
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が遅滞していることが示唆された。DNA 損傷チェックポイントは抗がん剤の

耐性機序として知られており、近年  Chk1  の研究が世界的に進められている。

この  Chk1  を阻害することで抗がん剤の効果が増強するという知見があり、

Chk1  は抗がん剤の領域において注目を集めている分子の一つである。また 2

つの細胞株で GE M や S-1 の感受性や細胞周期に影響を与える時間が異なって

いた。 GEM や S- 1 の活性体である 5-FU の感受性は、その耐性機構や代謝に

関わる遺伝子の発現量によって変わることがわかっている。今後効果予測バ

イオマーカーとして確立され、臨床応用 されることが望まれる。第Ⅰ章で  

GEM と  S -1  併用の耐性機序として Chk1  が活性化していることを明らかに

した。  

第Ⅱ章では  Chk1  阻害剤である  p rexase r t i b  (LY26063 68)  を用いて  GE M、

S-1、GEM と S- 1 の併用効果を検討し、その併用効果の詳細なメカニズムを検

討 し た 。 膵 臓 が ん 細 胞 株 SUIT -2  を 用 い て  MT T assay  を 行 っ た 結 果 、

prex ase r t i b  と GE M 、 S-1  そ れ ぞ れ の 併 用 は 相 乗 効 果 を 認 め た 。 ま た  

p rex ase r t i b  +  GEM  + S - 1  の 3 剤併用が最も高い細胞増殖抑制効果を認めた。

細胞死について解析した結果、 3 剤併用によってアポトーシスをより強く誘

導していた。そのアポトーシスの詳細なメカニズムについて  Wes te rn  b lo t t i ng  

で検討した結果、 Bcl -2  の発現量が大きく低下していた。また prex ase r t i b は

Chk1-Cdc25A の経路阻害に必須の役割を担っている C hk1-S296 の自己リン酸

化を抑制していた。 Chk1  特異的  s i RNA を用いて Ch k1  をノックダウンし、

GEM + S -1  の効果に与える影響について検討した結果、やはり Bcl - 2 の発現

量が大きく低下し、アポトーシス誘導が増加していた。Figure  20 に GEM  + S -1

による細胞周期 S 期遅延  (A )  と p rexase r t i b  +  GEM + S -1 によるアポトーシス

の誘導  (B )  の作用機序を示した。prex ase r t i b は膵臓がんに対して標準的薬剤

である  GEM や S- 1 の効果を高める有用な薬剤となりうる可能性を示した。  
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F igure  20 .  G E M  +  S - 1 による細胞周期 S 期遅延  (A )  と p r e x as e r t i b  +  G E M  +  S - 1 による

アポトーシスの誘導  ( B )  の機序  

 

 

 第Ⅲ章では近年創薬のターゲットとなっている  Bc l ‑2  について注目し、さ

ら に 効 果 的 な 治 療 法 を 模 索 し た 。 選 択 的  Bc l -2  阻 害 剤 の  vene toc l ax  

(ABT-199 )  と非選択的  Bc l -2 阻害剤の  nav i toc l ax  (AB T -263)  を用いて GEM、

S-1、prexase r t i b  とそれぞれを組み合わせて検討を行った。ヒト膵臓がん細胞

株  SUIT-2  で検討した結果、pr exas e r t i b  と  nav i toc l ax  は相乗効果を示してい

た。別のヒト膵臓がん細胞株  MIA P aCa-2  と  BxPC -3  についても検討を行っ

た結果、 BxPC -3  でも  SUIT-  2  と同様の傾向を認めたが  MIA PaCa -2 では高

い併用効果を認めなかった。細胞死を検討した結果、p rexas e r t i b  と  nav i toc l ax  

の併用はアポトーシスをより強く誘導していた。 n av i toc l ax  の細胞増殖抑制

効果は  B c l -2  もしくは  B c l -xL に依存しているため、 Bcl -2  と  Bc l -x L 遺伝

子をそれぞれ s iR NA にてノックダウンし、pr exas e r t i b  の細胞増殖抑制効果へ

の影響を解析した。期待され た結果とは異なり 、 Bcl -2  のノックダウ ンと  
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prex ase r t i b  処理でアポトーシスの誘導は増加しなかった。しかし  Bc l -x L の

ノックダウンと  p rex ase r t i b  処理では  p rexas e r t i b  の用量依存的にアポトー

シスが増加していた。pr exas e r t i b と n av i toc l ax の相乗効果の機序は pr exas e r t i b

の Chk1 阻害による DNA 修復阻害と nav i toc l ax による Bcl -xL 阻害によるアポ

ト ー シ ス の 誘 導 と 示 唆 さ れ た (F igure  21 )。 更 に v ene toc l ax 、 nav i toc l ax、

prex ase r t i b  のそれぞれの細胞株に対する効果の差が内因性の  Bc l -2、Bcl -xL、

Chk1  の発現量の差と関連があるかどうかを検討した。他のがん種の細胞株と

膵 臓 が ん 細 胞 株 の  Bc l -2  フ ァ ミ リ ー  の 内 因 性 発 現 量 を 比 較 す る た め に  

Bc l -2  が多く発現していると予測でき、 vene to c l ax  の効果が臨床でも証明さ

れている白血病の細胞株  HL- 60  も加えて検討を行った。それぞれの細胞株の  

Bcl -2  を  Wes te rn  b lo t t i ng  で検出した結果、全ての膵臓がん細胞株の  Bc l -2  

の発現量は  HL -60  と比較して極めて低かった。しかし  Bc l -xL の発現量は全

ての膵臓がん細胞株で  HL-60  と比較して高かった。また、 MIA PaCa -2  は  

Chk1  の 発現 量が 他の 細胞 株と 比 較し て有 意に 低 かっ たこ とか ら 、 こ れが

prex ase r t i b  の効果が低いことと関連していることが考えられた。これらの結

果は効果予測バイオマーカーとして臨床で有用な情報となりうる。近年がん

化学療法は個別化され、個々の患者により効果が期待できる薬剤を選択して

投与することが求められている。Chk1  阻害剤  や  Bc l -xL 阻害剤においても、

腫瘍組織での  Chk1  や  Bc l -xL のタンパク質発現量が効果予測バイオマーカ

ーとして臨床現場において免疫染色で測定され、患者を選択できるようにな

ることが期待される。将来的にこれらの効果予測バイオマーカーの簡易的測

定キット開発やリキッドバイオプシーの開発も望まれる。  
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F i g u r e  2 1 .  p r e x a s e r t i b と n a v i t o c l a x による相乗効果の機序  

 

 

 次世代シーケンサーを用いたがん遺伝子異常スクリーニングプロジェクト

(SCRUM -Japan )  による報告では日本の膵臓がん患者に KRAS、 TP53 が高頻度

で変異している 7 2 )。変異 RAS は D NA 複製ストレスを過剰に引き起こし、

ATR/Chk1 /Cdc25A 経路の DNA 損傷チェックポイント機構を活性化させ、DNA

損傷を軽減させることが報告されている 7 3 )。そこで Chk1 阻害剤と D N A に損

傷を与える抗がん剤等を併用することで、変異 KRAS が過剰に活性化を引き

起こす DNA 損傷修復機構を阻害し、有効な治療法となることが期待される。

また膵臓がんは T P53 が変異していることが多いため、 ATM/Chk2 /p53 経路が

欠損しており、Chk 1  阻害剤がアポトーシスをがん細胞で選択的かつ効率的に
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誘導できることが期待される。さらに、膵臓がんに対して Chk1 阻害剤と効果

的な併用療法の開発が期待される。  

 本検討により膵臓がんに対する標準的薬物治療法である  GEM と  S -1  の

併用療法の耐性機序として Chk 1 の活性化が明らかとなり、 Chk1 をターゲッ

トとした阻害剤を併用する効果的な併用療法を示した。さらに、その併用療

法の詳細なメカニズムを検討し、Bcl -2  ファミリーに着目した結果、Chk1  と  

Bc l -xL を同時に阻害する新たな治療法の可能性を示した。  
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