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論文内容要旨

  Dolastatin 10 は海洋生物を起源とする生理活性物質の探索中, 西イ ン ド洋で採取されたタツ

 ナミガイ (Dolαb2ZZα 側rεo膨Zαr茜α) から分離された抗腫瘍性ペプチ ドである。 Dolastatin 10 の

 誘導体の研究から新規化合物 TZT-1027 が本邦で合成された。 TZT-1027 は Dolastatin 10 を上

 回る抗腫瘍作用及び幅広い抗腫瘍スペク トルを示 し, 現在第1相臨床試験が本邦で進行中である。

 TZT-1027 は Dolasta七in 10 同様チュブリ ンに結合し微小管蛋白質の重合を阻害することで細胞

 増殖を抑制すると考えられているが, 作用機序については十分な検討はなされていな い。 そこで,

 ヒト白血病細胞株 K562 を用いて TZT-1027 が腫瘍細胞の増殖を抑制する効果及び, 主に細胞周

 期に及 ぼす影響から作用 機序を検討 した。 更に臨床応用を考え耐性機構につ いて も検討 した。

  K562 細胞に対するTZT-1027, ADM, VCR のICm値はそれぞれ 0.0087nM, 24nM, 2.7nM

 であり TZT-1027 の抗腫瘍作用は他の2剤に比べて高かった。 多剤耐性株 K562/ADM 細胞に対

 するTZT-1027, ADM, VCR のIC5。 値はそれぞれ 27・OnM, 1512nM, 153.3nM であり, 親株と

 比べ TZT-1027 は3103 倍, ADM は 63 倍, VCR は 57 倍の交差耐性を示した。 また K562/VCR

 細胞に対する TZT-1027, ADM, VCR のIC5・ 値はそれぞれ L3nM, 165nM, 66.7nM であり,

 こちらも親株と比べ TZT-1027 は 149 倍, ADM は7倍, VCR は 25 倍の交差耐性を示した。 本

 実験で用いた K562/ADM 細胞, K562/VCR 細胞は, P一糖蛋白質を発現していることが RT-

 PCR 法により確認されており, TZT-1027 が P一糖蛋白質を介 した多剤耐性に関わっている可能性

 が示唆された。

  細胞周期上の作用機序を明らかにするためフローサイ トメーターを用いて PI 染色により DNA

 ヒストグラムを検討した。 K562 細胞は 1nM のTZT-1027 存在下培養で G2/M delay を, 10nM

 では G2/M arrest を示した。 10nM で更に培養を続けると 48 時間後から sub G1 と 8C の細胞

 群が見られるようになった。 次に細胞同調培養法を用いて TZT-1027 のS期進行阻害作用の有無

 を検討した。 チミジンダブルブロック法により early S期に同調した K562 細胞を TZT-1027

 10mM で1時間処理 して も, S期の延長は見られず8時間後までコントロール群と同様に細胞周

 期が進行 し, G2/M 期で細胞周期が停止 した。

  顕微鏡下での形態学的観察では prometaphase の細胞集積が観察された。 抗チュブリン抗体を

 用いた免疫染色でも紡錘体は殆 ど観察されず, TZT-1027 が微小管重合を阻害 していることが示

 唆された。 またTZT-1027はDNA, RNA, 蛋白などの高分子物質の合成を阻害せず, M 期にお

 いて2本鎖の切断と再結合を介 して構造変換を行う トポイソメ ラーゼH酵素の活性も阻害 しなかっ

 たことか ら, K562 細胞に対する TZT-1027 の抗腫瘍作用の主要なメ カニズムはチュブリ ン重合
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 阻害による細胞分裂阻止と考えられた。

  K562 細胞を 10nM の TZT-1027 存在下で培養 し続けると 48 時間以降 DNA ヒストグラム上に

 sub G1 細胞が出現することから, これらの細胞においてアポ トーシスが誘導されている可能性

 が示唆された。 PIIFITC 標識 Annexin Vの二重染色を行ったところ 36 時間後からアポ トーシス

 初期細胞が, 48 時間後からアポ トーシス後期細胞が見られた。 これらの細胞から DNA を抽出し

 電気泳動パターンを検討 したところ, 48 時間以降 DNA fragmentation が見られた。 TZT-1027

 による細胞死の最終経路がアポ トー シスを介する可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨

  本研究は TZT-1027 の作用機序について検討 している。 TZT-1027 はタツナミガイから分離さ

 れた抗腫瘍性ペプチ ドDolastatin 10 の誘導体であ り, 強力かつ幅広い抗腫瘍スペク トルを示 し,

 現在第1相臨床試験が進行中の新規抗腫瘍性化合物である。 作用機序としては試験管内でチュブ

 リンに結合 しその重合阻害に働くことが知られている。 筆者はヒ ト白血病細胞株 K562 を用いて

 TZT-1027 が腫瘍細胞増殖抑制効果, 細胞周期に及ぼす影響, およびその耐性機構について培養

 細胞 レベルの実験 で検討 している。

  MTT assay を用いた感受性試験の結果 TZT-1027 は ADM, VCR とくらべて IC・。 値で 1000

 倍以上の強力な抗腫瘍活性を示した。 細胞周期に対する作用では lnM で G2/M delay を,

 10nM では強力な G2/M arrest を示 し, 10nM では 48 時間後から apoptosis による細胞死が顕

 著に観察された。 顕微鏡下での形態学的観察ではprometaphase の細胞集積が確認され, 抗チュ

 ブリ ン抗体を用いた免疫染色で紡錘体形成がほぼ完全に阻害されていた。 筆者はさらにチミジン

 ダブルブロック法による細胞周 期同調培養系を用 いて本剤が細胞周期の他のポイ ン トに影響を与

 えないこと, さらに試験管内で DNA, RNA 合成阻害および topoisomerase 且阻害作用のない

 ことを確認 し本剤の主たる作用機序がチュブリン重合阻害による細胞分裂阻害によるものと結論

 して い る。

  また薬剤耐性機序に関 しては K562 細胞由来の多剤耐性株 K562/ADM, K562/VCR 細胞を用

 いて感受性試験を行った結果, これらの耐性株は TZT-1027 に対しそれぞれ親株の 3103 倍, 149

 倍の交差耐性を示 し, 少なくとも P一糖蛋白質を介 した多剤耐性が本剤の薬剤耐性に関わってい

 ることを示した。 MRP 耐性やチュブリ ン結合性に伴う耐性の検討は行っていないが文献的考察

 が加えられている。

  本研究では新規抗腫瘍化合物 TZT4027 を用いて主にその細胞生物学的作用機序に関 して検討

 している。 実験結果は G2-M 期細胞周期停止による細胞分裂阻害であり, 試験管内のチュブリ

 ン合成阻害という既知の作用から予測される結果であったが, それを同調培養系や共焦点 レーザー

 顕微鏡を用いた免疫組織学的所見から詳細に確認しており, 精度の高い実験結果となっている。

 また本剤の薬剤耐性機序の一部を明らかにし, さらに本剤による apoptosis 誘導に関しても

 preliminary な実験結果を示 した上で, これ らの点について文献を引用 しながら今後の検討課題
 を論理的に整理 してある。 以上の点から本論文は学位論文と しての水準に達 しており, 筆者に対

 する学位授与に値する ものと判 断ず る。
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