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論文内容の要旨

[目的]

卵巣癌の治療において、手術療法と化学療法の二つが主に行なわれているが、現在なお充分な治療成績が得られて

いない。その理由として、早期発見が困難であること、また治療開始時に抗癌剤に感受性を示していた癌が、後に耐

性を獲得し、治療に抵抗性を示すことなどがあげられる。現在、パクリタキセルが初回治療の薬剤として主に使用さ

れているが、その耐性化の分子機構は解明されていない部分が多い。抗癌剤の感受性はアポトーシス誘導シグ、ナルと

生存シグナルという 2 つの相反するシグナルのバランスにより規定されるという報告が多い。 PI3 キナーゼの下流に

位置するAkt は代表的な生存シグ、ナルのーっとして知られている。またAkt は、 BAD、 Raf-1 または ASK1 といっ

たアポトーシス誘導シグ、ナル関連因子をリン酸化し、それらの分子の活性を抑制する事も報告されてきた。これまで

に、前立腺癌をはじめいくつかの癌においてAkt が生存シグナルとして働いているという知見が得られているが、卵

巣癌細胞のパクリタキセル耐性化におけるAkt の役割は不明である。そこで、本研究では、Akt に着目し、それが卵

巣癌細胞のパタリタキセルの耐性化に関与しているか否かを検討した。またその分子機構としてAkt-BAD カスケー

ドおよびAkt-Raf-1 カスケードの関与を検討した。

[方法]

パクリタキセル耐4性ヒト卵巣癌細胞株 SW626 細胞を用い、 (1)パクリタキセルがAkt を活性化するかを in げtro

kinase assay にて検討した。 (2)次に、パクリタキセルにより活性化されたAkt が、パクリタキセルによるアポトーシ

ス誘導シグ、ナルとして知られる BAD および Raf-1 にどのような影響を及ぼすかを検討した。まず、パクリタキセル

が BAD および Raf-1 をリン酸化するかを、それぞれ BAD のセリン 136 残基のリン酸化を特異的に認識する抗体、

および Raf-1 のセリン 259 残基のリン酸化を特異的に認識する抗体を用いた Western blotting にて検討した。また、

そのリン酸化が PI3K-Akt カスケードによるものであるかを検討するため、 PI3K 阻害剤の前処置またはAkt のリン

酸化部分を欠失させた遺伝子 dominantnegative Akt の導入によりAkt の活性を抑制し同様の実験を行なった。 (3)最

後に、活性化されたAkt がパクリタキセル耐性化に関与しているかを以下の二つの方法により検討した。 PI3K 阻害
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剤の前処置、またはAkt のリン酸化部分を欠失させた遺伝子 dominant negative Akt の遺伝子導入によりAkt の活

性を抑制するとパクリタキセル感受性が変化するかを cellviability assay にて検討した。また、Akt の作用点である

BAD のリン酸化部位を欠失させた遺伝子 BAD2SA を SW626 細胞に導入し、Akt の作用を阻害する事により、パク

リタキセル感受性が変化するか否かを cellviability assay にて検討した。

[成績]

パクリタキセル耐性ヒト卵巣癌細胞株 SW626 細胞において、パクリタキセルはAkt を活性化した。また、活性化

されたAkt はアポトーシス誘導シグナルで、ある BAD のセリン 136 残基および Raf-1 のセリン 259 残基をリン酸化し

た。 PI3K 阻害剤、または dominantnegative Akt の遺伝子導入によってAkt の活性を抑制することにより、パクリ

タキセル耐性が解除され感受性を示した。また、 BAD2SA の遺伝子導入によってAkt の作用を阻害する事によりパ

クリタキセル耐性が解除され感受性を示した。

[総括]

卵巣癌細胞のパクリタキセル耐性化にAkt が関与する事、またその分子機構として、Akt-BAD カスケードおよび

Akt-Raf-1 カスケードが存在する事が明らかとなった。また、Akt カスケードを阻害することにより、 SW626 細胞の

パクリタキセル耐性が解除される事が示された。卵巣癌治療成績向上のために、今後Akt をターゲットとした分子標

的治療の開発が期待される。

論文審査の結果の要旨

卵巣癌の治療成績が現在なお不良である要因のひとつに、化学療法に際して用いられる薬剤に対する耐性化の問題

があげられる。本研究は現在第一選択として用いられるパクリタキセルの耐性化出現のメカニズムを明らかとすべく、

生存シグ、ナルならびにアポトーシス誘導シグナルの双方に関与しているとされるAktの細胞内シグナル伝達機構の解

析を、各シグナル伝達分子のリン酸化阻害剤ならびに dominant negative 遺伝子導入の手法を用いて系統的に遂行し

たものである。その結果、Akt がパクリタキセルによる卵巣癌の薬剤耐性に関与している事、さらにこのAkt 活性の

抑制がパクリタキセル耐性の解除をもたらすとしづ新知見が得られた。この報告は単に卵巣癌の抗癌剤耐性化のメカ

ニズム解明に寄与するのみならず、将来の卵巣癌の分子標的治療への応用が期待される独創的かっ意義、深いものであ

り、学位の授与に値するものと考えられる。
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