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Abstract

TK5048anditsdcrivatives，AM-13Z,AM-138，andAM-97arcrecentlydevclopcdantimitotic

(ＡＭ)compounds．ＡmurmclcukcmiacclllinercsistanttoasulfOnamidcantimitoticagcnt,E7010

whichbindstocolchicines-bindingsitcsontubulin，wascross-rcsistanttothcj〃Ｗ〃

groWth-mhibitorycffectofAMcompounds・TK5048inducedccllcyclcarrcstattheG2/Mphasc

ofthcccllcyclc・TK5048inhibitcdtubulinpolymcrizationinhumanlungcanccrPC-14cellsina

conccntration-dcpcndentmanner・Inapolymcrizationassayusingbovincbraintubulin,AM-132

andAM-138wcrcquitcstrong,ＡＭ－９７ｗａｓｍｏｄcratclystrong,andTK5048wasarclativelyweak

inhibitoroftubulinpolymcrization・InhibitionoftubulinpolymcrizationisthcrcfOrconcofthe

mcchanismsofactionofthcseAMcompoundsagainsttumorcellsToprofilcthcantitumorcffCct

ofAMcompounds，ｔｈｅｊ〃１ﾉivoantitumoreffectofAM-132wascvaluatcdagainst

cytokinc-sccrctmgLcwislungcarcmoma（LLC)．Tnmor-bcaringmiccwcrctrcatcdwith

intravcnousAM-13ZusmgthrcediffCrcnttrcatmcntschcdulcs・LLCtumorscxpressingTNF-o(ｏｒ

ＩＬ－６ｗｃｒｃｖｅｒｙｓｃｎｓｉｔｉｖｅｔｏＡＭ－１３２．１，particular,ＬＬCtumorsexpressinglL-6wcrcmarkcdly

rcduccdbyAM-132trcatmcnt，andshowedcolorizationofthctumorsurfaccandthcunusual

hcmorrhagicnccrosis、ThcsercsultssuggcstthatacombincdeffCctofAM-132andcytokincson

thcbloodsupplytotumors．
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Ｏ

、

抗有糸分裂剤は、細胞質内にある細胞骨格の微小管を構成しているチューブリンに対し
て作用し、肺癌などの固形癌の化学療法に現在広く使われている薬剤の一種である。この
微小管は､有糸分裂の際に複製された染色体を正確に２個の娘細胞に分配する分裂装置の
主役として、きわめて重要な役割を果たしているため、従来より抗癌剤開発の標的分子と
して注目を集めてきた。

抗有糸分裂剤は､大きく二つのグループに分けられる。一つは､チューブリンに結合し、
重合を阻害する薬剤。もう一方は、チューブリンに結合し、重合を促進し安定化させる薬
剤である。前者には、ビンカ結合部位とコルヒチン結合部位に結合して作用する薬剤が含
まれる。パクリタキセルやドキセタキセルなどのタキサン誘導体は、後者のグループに含

まれる薬剤である。ビンカアルカロイド類とタキサン誘導体は、β-チューブリンに特異的
な結合部位を持っている。しかしながら現在のところ、コルヒチン結合部位に結合する化
合物の中で臨床でより強力な抗癌剤として証明されたものは見られないようである。

本研究で用いたＡＭ(Antimitotic）化合物は、有糸分裂阻害作用による抗腫瘍活性を期待
して協和発酵工業株式会社により開発された化合物群である。それらの詳細についてはい
まだ明らかにはされていない。著者は、ＡＭ化合物の抗腫瘍作用の基礎的検討において、
マウス結腸癌細胞colon26担癌マウスにＡＭ化合物を投与すると、腫瘍が暗赤黒色に壊
死して治癒するといった結果を得た。そこで、ＡＭ化合物の抗腫瘍作用機序を明らかにす
ると共に､サイトカインがＡＭ化合物の抗腫瘍効果を増強しているのではないかとの仮説
にもとずき、本研究を企画した。

１．肋vjrmにおける各種ＡＭ化合物の細胞増殖抑制作用機序の検討

各種ＡＭ化合物のi'川加細胞増殖抑制作用、細胞周期、チューブリンにおよぼす影響
の検討を行った。まず、ＡＭ化合物の各種抗癌剤耐性細胞に対する作用を検討した。パク
リタキセル、ビンデシンに耐性を有するH69mKl細胞とＨ69/VDS細胞は、ＡＭ化合物に
対して交叉耐性を示さなかった。これら細胞の耐性メカニズムは、排出ポンプ活性の冗進

もしくは抗癌剤の細胞内蓄積量の減少を介さず、チューブリンの構造変化が薬剤耐性の要
因のひとつと考えられている。パクリタキセルやビンデシンはチューブリンのコルヒチン

結合部位とは異なる部位に作用して、それぞれチューブリンの重合促進や重合阻害作用を

示すことが知られていることから、ＡＭ化合物はチューブリン上でこれらとは異なる部位

に作用することが示唆された｡一方､E7010に耐性を示すＰ388/4.0r-Ｍ細胞は､これらＡＭ

化合物に対して交叉耐性を示した｡以上の結果からＡＭ化合物に対する作用と､E7010の

作用との間に類似性が見られた。よって、ＡＭ化合物は、E7010と同様にチューブリンの

コルヒチン結合部位に作用する可能性が高いことが示唆された。さらに､コルヒチンやパ

クリタキセルはＰ‐糖蛋白質の基質として知られているため、Ｐ-糖蛋白質を過剰発現してい

るpC-14/rXr細胞やＳＢｏ３/ADM100細胞に対するＡＭ化合物の作用を検討したとこ

ろ、これらの耐性細胞はコルヒチンに対して明らかな耐性を示したが、ＡＭ化合物に対し
てはそれほど強い耐性を示さなかった。さらにＡＭ化合物はＰ－糖蛋白質の基質としては

認識されないことも示唆された。このように、ＡＭ化合物は、E7010と構造は異なるが作
用機序が類似しており、その他の抗有糸分裂剤に対する耐性細胞やＰ‐糖蛋白質を介した抗

癌剤多剤耐性細胞に対しても、抗腫瘍効果を発揮することが期待される新規な抗癌剤とな
り得ることが示唆された。

次いで、ＡＭ化合物が細胞周期に及ぼす影響を検討した結果、ＡＭ化合物はＰＣ-14細
胞をＧ２/Ｍ期で停止させ、ＰＣ-14細胞やウシ脳チューブリンに対して強力なチューブリン

重合阻害作用を示した。13-チューブリンにはサブタイプが存在しているため、これらの化
合物がどのβ-チューブリンアイソタイプに親和性を有するかを検討したｄそこで、ＡＭ化
合物のなかで最も強い抗腫瘍効果及びチューブリン重合阻害作用を示したＡＭ－１３２を選
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ぴ、ＡＭ－１３２とコルヒチンとの競合実験を行った。その結果、ＡＭ－１３２は、コルヒチン結

合部位のｐ４とβ５チューブリン､特に`'３５チューブリンに対して高い親和性を有するこ
とが明らかとなった。

このように､ＡＭ化合物は、現在臨床で汎用されている抗有糸分裂剤とは異なるコルヒ

チン結合部位に親和性を有する新規な抗有糸分裂剤であることが明らかとなった｡そこで、

j"Ｗ伽において、ＡＭ－１３２の細胞増殖抑制作用にサイトカインが関与するかどうかを知る

ために、サイトカイン産生ｕＣ(マウス肺癌細胞）細胞に対する増殖抑制作用を検討した。
その結果､ＡＭ－１３２はTNF-q遺伝子を導入したLLC/TNFや非遺伝子導入細胞に対しては

同等の細胞増殖抑制作用を示し、ＩＬ－６遺伝子を導入したＩＬ－６産生LLC/IL6細胞に対し

ては２倍程度強い増殖抑制作用を示すにとどまった。即ち、これらのサイトカインはＡＭ

化合物の細胞増殖抑制作用を直接的に修飾している可能性が低いことが示唆された。

２．１ｍ'ivoにおけるＡＭ－１３２の抗腫瘍作用の検討

ＡＭ化合物の中でも比較的jlzv伽細胞増殖抑制作用が強く、チューブリン重合阻害作

用が最も強かったＡＭ－１３２を選び､i"1Ｗｏにおける抗腫瘍効果を評価するとともに､抗腫

瘍効果にサイトカインが関与しているかどうか、また、関与しているとしたらどのような

サイトカインであるのか検討した。まず、Colon２６細胞（マウス結腸癌細胞）、B16F10細
胞(マウス黒色腫細胞）あるいはＬＬＣ細胞に対してＡＭ－１３２２５ｍｇ/kｇを５日間尾静脈よ
り投与し､抗腫瘍効果を検討した｡ＡＭ－１３Ｚは、いずれに対しても抗腫瘍効果を示したが、

特に、サイトカイン産生能が知られているcolon26担癌マウスで強い抗腫瘍効果を示した。

次いで、種々のサイトカイン遺伝子を導入したＬＬＣ細胞（LLC，LLqneo，LLC/IL6，

LLC/TNELLqlL2，LLC/GMCSELLC/IGIF）をマウス背部皮内に移植し、２５ｍｇ/kｇの
ＡＭ－１３２を５曰間静脈より投与（スケジュール１）して､抗腫瘍効果を検討した｡LLC/IL6
細胞担癌マウスは、親株であるＬＬＣ細胞やLLC/､ＣＯ細胞担癌マウスに比べ、著しい腫瘍

サイズの減少をもたらした。しかしながら､薬物処置後６日目で死亡した｡一方､LLC/INF

細胞担癌マウスは、親株であるＬＬＣ細胞やLLC/､ＣＯ細胞担癌マウスに比べ、強力な腫瘍

サイズの減少をもたらしたが、体重減少も見られた。この結果をさらに詳しく検討するた

めに、抗腫瘍効果の見られたサイトカイン産生腫瘍に対して以下の投与スケジュールを計

画し検討を加えた。

AM-13250mg/k９１回投与（スケジュール２）では、LLC/IL6細胞を移植されたマウス
はすべてｄａｙＯで死亡した。LLC/ＩＮＦ細胞担癌マウスでは体重減少を起こすことなく腫
瘍を退縮させた｡次いで､AM-13212Smg/k91日３回２日ごとに投与（スケジュール３）
したところ、LLC/IL6細胞担癌マウスにおいても体重減少を伴うことなく著しい腫瘍縮小

が認められた。

そこで、スケジュール３によりＡＭ－１３２を担癌マウスに投与し、６日目の腫瘍につい

て病理組織学的・免疫組織学的検討を行った。ヘマトキシリン・エオジン染色において、

LLC/IL6腫瘍は赤血球漏えい像が観察されたが、ＬＬｑｒＮＦ腫瘍では観察されなかった。

また、抗ＣＤ３１抗体による染色では、腫瘍血管内皮細胞が線状に連続的に濃染されるが、

このような染色像は、サイトカイン遺伝子非導入細胞LLC/､ＣＯ腫瘍に比べてＬＬｑＩＬ６腫
瘍やLLC/TNF腫瘍で多い傾向であり、これらのサイトカインによって腫瘍血管の新生が
促進されていることが伺えた。これらにＡＭ－１３２処置を施すと、LLC/､ＣＯ腫瘍ではＣＤ３１

陽性部位は若干減少するものの連続的な線状構造は保たれていた。しかし、LLC/IL6腫瘍
では、連続性に欠けたＣＤ３１陽性部位と白血球の集団と思われる染色像が観察された。

LLC/ＴＮＦ腫瘍では、壊死組織が多いためかｃＤ３１陽性像は著しく少なかった。これらの

結果は、ＩＬ－６やTNF-ocによって腫瘍血管の新生が促進されるが、ＡＭ－１３２が血管内皮細

胞の増殖を抑制するため血球浸潤や漏出が起こり、また、腫瘍組織への栄養補給が絶たれ
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るため腫瘍壊死をきたした結果、腫瘍増殖が著しく抑制されたものと考えられた。即ち、

IL-6やTNF-aは腫瘍細胞においてＡＭ－１３２と協力作用を示すのではなく、これらのサイ

トカインによって誘導される腫瘍血管の造成をＡＭ－１３２が抑制することにより強い抗腫

瘍効果がもたらされたことが示唆された。

以上、本研究において、ＡＭ化合物は、チューブリンのコルヒチン結合部位に作用する

ため、他の抗有糸分裂剤に耐性な癌細胞や、Ｐ-糖蛋白質を介した抗癌剤多剤耐性細胞に対

しても抗腫瘍効果を発揮することが期待される新規な抗有糸分裂剤であることを示した。

これらの化合物は、特に、ＩＬ－６およびTNF-d産生腫瘍に対して強い抗腫瘍効果を示すこ

とも明らかとなった。これらの結果は、今後、臨床においてＩＬ－６やTNF-αのようなサイ

トカインが、抗有糸分裂剤との併用が有用である可能性をも示した。

学位論文審査結果の要旨

抗有糸分裂剤には,Vincaalkaloidのようにチューブリンに結合し,重合を阻害する薬剤とTaxanalkaloid

のような重合を促進し安定化させる薬剤がある。さらに，これらのアルカロイドはそれぞれチューブリンに

特異的な部位に結合する。しかしながら現在のところ，コルヒチン結合部位に結合する化合物のうち，臨床

で強力な抗癌剤として証明されたものは無い。

ＡＭ(Antimitotic)化合物は，有糸分裂阻害作用による抗腫瘍活性を期待して開発された化合物群であるが，

本研究は，これらの抗腫瘍作用機序を詳細に検討したものである。種々の癌細胞およびそれらの抗癌剤耐`性

細胞に対するＡＭ化合物のノnV/rro細胞増殖抑制作用の検討を行ったところ，TaxanやVincaalkaloids耐

性細胞，Ｐ-糖蛋白質依存性の抗癌剤耐性癌細胞に対してもそれぞれの親株細胞と同等の細胞増殖抑制作用を

示した。しかし，コルヒチン結合部位に作用する抗癌性物質Ｅ7010耐性細胞に対する作用は弱いものであっ

た。一方，これらの化合物はコルヒチン結合部位のβ４とβ５チューブリンに結合して強力なチューブリン重

合阻害作用を有しており，細胞周期のＧ２／Ｍ期で細胞増殖を停止させることを示唆した。さらに，/ｎ１Ｗｏ

において各種癌細胞におけるAM-l32の抗腫瘍効果を検討したところ，AM-l32は，サイトカイン分泌能を有

するcolon26細胞やＴＮＦ－ａやＩＬ－６産生腫瘍（LLC／TNF，LLC／IL6）に対して強い抗腫瘍効果が得られた。

病理組織学的および免疫組織学的検討から，TNF-aやＩＬ－６によって誘導される腫瘍血管の新生をAM-l32が

阻害したため，腫瘍壊死が促進されたものと考えられた。

以上より，本論文は，ＡＭ化合物が従来の有糸分裂阻害剤とは異なる作用機序の新規な抗癌剤となり得るこ

とを示した｡さらに,IL-6およびTNF-a産生腫瘍に対しては特に強い抗腫瘍効果を示すことも明らかとした。

そしてこれらの結果は，今後の臨床において，ＩＬ－６やTNF－αのようなサイトカインは，抗有糸分裂剤との併

用が有用である可能性を示すなど，今後の癌化学療法において意義ある研究と評価される。よって，本論文

は博士（薬学）論文に値するものと判定した。
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