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論文内容の要旨

[目的]卵巣癌は婦人科癌の中でも最も予後不良な癌で、最新の抗腫蕩効果の強し、抗癌剤が多く臨床応用されている

にも関わらず、いまだ劇的な予後の改善は認められていない。卵巣癌患者の最大の死因は癌細胞の腹腔内臓器への浸

潤、すなわち、腹膜播種であり、そのステップは癌細胞の原発巣からの離脱、癌細胞の血管内皮細胞への接着、内皮

細胞の間隙の通過、基底膜の破壊、間質内への浸潤からなる。このなかでも癌細胞の浸潤とは方向性のある細胞運動

であり、そのメカニズムの解析とそれを制御する薬剤の臨床応用の検討は卵巣癌治療の新しい治療法への道を聞きう

るものと考えられる。

細胞運動は細胞の先導端での突出、先導端の内側でのインテグリンなど接着分子を介した細胞外基質への接着斑の

形成、これに伴い細胞後方部では細胞外基質との接着が解除され、細胞体が運動装置であるアクトミオシン系の収縮

により、前方に牽引されるという過程の繰り返しが厳密にコントロールされることにより進行するが、この細胞運動

の時間的空間的制御については低分子 G 蛋白質 Rho ファミリーのメンバーが重要な役割を果たしていることが数多

く報告されている。一方、この Rho を活性化する物質はいくつか報告されているが、その代表的なものが

Lysophosphatidic acid (LPA) である。 LPA は卵巣癌患者腹水中に存在する ovarian cancer activating factor とし

て同定され、卵巣癌患者の血中濃度が正常人に比べて有意に高いことが報告されており、 LPA は卵巣癌の有力な増悪

因子と考えられている。本研究では、卵巣癌細胞における LPA による運動能および浸潤能の充進の観察と RholRho

キナーゼ系に焦点をあてたメカニズムの解析を行った。

[方法ならびに成績]

ヒト卵巣癌細胞は、代表的な抗癌剤であるシスプラチンに耐性のある Caov-3 と OVCAR-3 の二つの細胞株を用い

た。まず、RT-PCR 法を行い、両者の細胞に LPA受容体 LPAl-3 がすべて発現していることを確認した。続いて、Boyden

Chamber 変法による in vitro migration assay を行い、癌細胞の運動能を評価した。卵巣癌細胞は LPA により、濃

度依存的に運動能が充進した。それら運動能の充進は低分子量 G 蛋白質 Rho の抑制作用をもっ C3 exoenzyme 、 Rho

の下流にある Rho キナーゼの抑制剤である Y-27632 や、ミオシン軽鎖キナーゼの抑制剤である ML-7 の投与によっ

て、有意に抑制された。さらに細胞運動能のメカニズムを解析するべく、細胞運動の必須な構成要素であるアクチン
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細胞骨格と接着斑を免疫蛍光化学染色法で観察した。卵巣癌細胞は LPA 投与により、著明なるストレスファイバー

と接着斑の形成を認めた。また、接着斑の形成に一致して、接着斑蛋白のチロシンリン酸化が認められた。これらの

現象は前述の C3 exoenzyme 、 Y-27632 および ML-7 の投与によって、抑制された。また、 Western Blot 法にて、 LPA

による接着斑蛋白 (focaladhesion kinase および paxillin) のチロシンリン酸化とこれらの抑制剤によるリン酸化の

抑制を観察した。

[総括]ヒト卵巣癌において、 LPA は Rho/Rho キナーゼ系を介して、ストレスファイバーと接着斑の形成を促進す

ることにより、その運動能を充進することが示唆された。

論文審査の結果の要旨

卵巣癌は婦人科癌の中でも最も予後不良な癌で、最新の抗癌剤が多く臨床応用されているにも関わらず、いまだ予

後の改善は認められていない。卵巣癌患者の主な死因は腹膜播種であり、そのステップは癌細胞の原発巣からの離脱、

腹腔内臓器細胞外基質への接着、細胞間隙の通過、基底膜の破壊、間質内への浸潤からなる。なかでも癌細胞の通過

浸潤は方向性のある細胞運動の結果であり、そのメカニズ、ムの解析とそれを制御する薬剤の臨床応用の検討は重要な

課題である。本論文は卵巣癌細胞の浸潤能が有力な増悪因子であるリゾフォスファチジン酸により充進することを

Boyden Chamber 変法を用いた in vitro の系で証明し、さらに免疫蛍光染色法と Western blot 法を用いて、そのメ

カニズムに Rho・Rho キナーゼーアクトミオシン系を介するストレスファーバーおよび接着斑形成の促進が大きく関与

していることを初めて報告したものである。本論文の研究手法は独創的であり、かっ得られた結果は基礎的研究とし

てだけでなく新たな卵巣癌治療への道を開く可能性があり、臨床上の意義は大きいものと考えられる。よって、本論

文は博士(医学)の学位授与に値する。
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