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論文内容の要旨

【目的】軟骨肉腫は骨肉腫、骨髄腫についで頻度の高い原発'性悪性骨腫蕩であるが、化学療法や放射線療法への感受

性が低く、治療方法が外科的切除に限られる。そのため今後の治療成績の向上には外科的治療法に加えて他の新たな

治療法の探索も不可欠と考えられる。 Parathyroid Hormone-Re1ated Protein = PTHrP (副甲状腺ホノレモン関連蛋白)

は発現過程において、その下流で Bcl-2 の発現を促進しており、細胞死を抑制する働きを有していることが報告され

ている。また骨格形成過程において前肥大軟骨細胞から肥大軟骨細胞への分化を抑制する作用も有しており、骨軟骨

腫や軟骨肉腫においてその発現量が多いほど悪性度が増すことが報告されている。本実験はこの PTHrP に対する中

和作用を有するヒト型化抗 PTHrP モノクローナル抗体 (anti-PTHrP MoAb) を用いて、軟骨肉腫細胞株 (HTB-94)

に対する細胞死誘導作用および軟骨細胞分化促進作用の有無を確認することを目的としている。

【方法】ヒト軟骨肉腫細胞株である HTB-94 に anti-PTHrP MoAb を投与し (0、 10、 30、 50、 100、 200μg/ml)、

投与後 2 日目の細胞死、投与後 7 日目の細胞分化について Westernblot 法、免役細胞染色、 RT-PCR 法、 DNA

fragmentation 法を用いて検討した。細胞死については PARP cleavage、 procaspase-3 、 Bcl-2 、 Bax 蛋白の変化を、

細胞分化についてはより分化の進んだ肥大軟骨細胞のマーカーである type X collagen 発現の変化を検討した。また

caspase-3 inhibitor (DEVD-CHO、 20μM) を anti-PTHrP MoAb 投与以前より添加して、 HTB-94 細胞死および細

胞分化への影響を検討した。

【成績】 HTB-94 は PTHrP を発現、産生していた。 anti-PTHrP MoAb 投与 2 日目の TUNEL 染色における細胞死

の割合は投与濃度に依存して上昇した。また細胞死の割合は anti-PTHrP MoAb 投与前に、 caspase-3 inhibitor をあ

らかじめ投与しておくことにより減少した。 mRNA レベルでは、 anti-PTHrP MoAb 投与 2 日目の Bcl-2 の発現は低

下し、 Bax の発現は増加していた。蛋白レベルでは投与 2 日目の functional P ARP、 procaspase-3 、 Bcl-2 の産生は

減少し、 non-functional P ARP、 Bax 蛋白の産生は増加した。Anti-PTHrP MoAb 投与 7 日目では mRNA、蛋白レベ

ルでも type X collagen の発現が増加していた。 caspase-3 inhibitor の投与により 7 日目の type X collagen の産生に

大きな変化はみられなかった。
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【総括】 anti-PTHrP MoAb 投与による軟骨肉腫細胞 HTB-94 の細胞死誘導作用は、 Bcl-2/Bax/caspase-3 を介する経

路にて遂行されていると考えられた。 anti-PTHrP MoAb 投与でより分化の進んだ肥大軟骨細胞のマーカーである

type X collagen の増加がみられ、通常、肥大軟骨より未分化な状態にある HTB-94 に対して、分化促進作用を有する

と考えられた。これらの結果より anti-PTHrP MoAb 投与は軟骨肉腫細胞株 HTB-94 に対して in vitro において細胞

死誘導、分化促進作用による抗腫蕩効果を持っと考えられた。 anti-PTHrP MoAb は軟骨肉腫治療に対して新たな補

助的治療法となる可能性がある。

論文審査の結果の要旨

軟骨肉腫は骨肉腫、骨髄腫についで頻度の高い原発性悪性骨腫療であるが、化学療法や放射線療法への感受性が低

く、今後の治療成績の向上には新たな治療法の探索が不可欠である。 Parathyroid Hormone-Related Protein= PTHrP 

(副甲状腺ホルモン関連蛋白)は発現過程において、 Bcl-2 の発現を促進しており、細胞死を抑制する働きを有して

いる。また骨格形成過程において前肥大軟骨細胞から肥大軟骨細胞への分化を抑制する件用を有しており、軟骨肉腫

において発現量に比例し悪性度が増す。本実験の目的はヒト型化抗 PTHrP モノクローナル抗体 (anti-PTHrPMoAb) 

を用いて、軟骨肉腫細胞株 (HTB-94) に対する細胞死誘導作用および軟骨細胞分化促進作用を確認することである。

HTB-94 に anti-PTHrP MoAb を投与し、投与後 2 日目の細胞死、 7 日目の細胞分化について Westernblot 法、免役

細胞染色、 RP-PCR 法、 DNA fragmentation 法を用いて検討した。また caspase-3 inhibitor を anti-PTHrP MoAb 

投与以前より添加して、 HTB-94 細胞死および細胞分化への影響を検討した。 anti-PTHrP MoAb 投与 2 日目の細胞

死の割合は投与濃度に依存して上昇した。また細胞死の割合は caspase-3 inhibitor の投与により減少した。 mRNA

レベルでは、 anti-PTHrP MoAb 投与 2 日目の Bcl-2 の発現は低下し、 Bax の発現は増加していた。蛋白レベルでは

投与 2 日目の functionol PARP、 procaspase-3、 Bcl-2 の産生は減少し、 non-functional PARP、 Bax 蛋白の産生は増

加した。 anti-PTHrP MoAb 投与による軟骨肉腫細胞の細胞死誘導作用は、 Bcl-2/Bax/caspase-3 を介する経路にて遂

行されていると考えられた。 anti-PTHrP MoAb 投与 7 日目では mRNA、蛋白レベルでもより分化の進んだ肥大軟骨

細胞のマーカーである type X collagen が増加しており、分化促進作用を有すると考えられた。これらの結果より

anti-PTHrP MoAb 投与は軟骨肉腫細胞株 HTB-94 に対して in vitro において細胞死誘導、分化促進作用による抗腫

蕩効果を持っと考えられた。 anti-PTHrP MoAb は軟骨肉腫治療に対して補助的治療法となる可能性がある。

以上の研究論文は学位の授与に値すると考えられる。
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