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審査 の 結果 の 要旨
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C O X - 2 は 大腸癌で は約 8 0 - 9 0 % の 症例 に発現が 認 め られ て お り ､ 選択 的 c o x - 2 阻害薬

が 大腸癌 の 増殖や 転移 に対 して 抑制 的効果 を 示すと い う報告が 多く存在す る ｡

一

方 ､ 癌

細胞 だけ で なく ､ 腫療新生血管 の 内皮細胞 にも C O X -2 が 発現す る こ と が 明 らか に な っ て

お り ､ 選択 的 c o x - 2 阻害薬が血 管新生 を抑制す る と い う報告も存在す る ｡ 本研 究 で は ､

選択的 c o x - 2 阻害薬の 抗腫癌効果 の メ カ ニ ズム の解明 を目的と して
､ 第 一

に C O X - 2 高

発 現 と低発 現 の 大腸癌細胞株 を用 い て選択 的c o x - 2 阻害薬 の 大腸癌細胞 に対す る作用 を

検討 し ､ 第 二 に ヒ ト磨帯静脈内皮細胞 ( H U V E C) を新生血 管内皮細胞 の モ デル と して 腫

療血管新生 に 対する作用 に つ い て 検討 したも の で あり ､ 下記 の 結果 を得て い る ｡

1 ) 選択 的 c o x - 2 阻害薬 の 大腸癌細胞株 に対す る影 響

C O X - 2 を高発現す る H T 1 2 9 大腸癌細胞株お よ び c o x - 2 低発現 の D L D - 1 を用 い て 検討

した｡ 選択 的 c o x - 2 阻害薬で あ る J T E -5 2 2 は ､ 癌細胞 の C O X - 2 発 現に 相関 して ､ 濃度

依存性 に大 腸癌細胞 の増殖 を抑制 した ｡ 増殖抑制 の メ カ ニ ズム を検討 したと こ ろ
､

ア ポ

ト -

シ ス 誘導に よ る もの で は なく ､ 細胞周期の G l 期か ら S 期 - の p r o g r e s si o n の 阻害に

よるも の で あ る こ と が判明 した｡ 次 に ､ 大腸癌と細胞外基質 の相 互作用 に 注目 し ､ 基底

膜お よび 問質を構成す る主 な細胞外 基質で ある コ ラ
ー

ゲ ン ､ フ ィ ブ ロ ネク チ ン お よび ラ

ミ ニ ン に対す る接着能 を検討 したと こ ろ ､ J T E - 5 2 2 は ､ 癌細胞 の C O X - 2 発現 に相関 して ､

濃度依存性 に 大腸癌 の コ ラ
ー

ゲ ン およ びラ ミ ニ ン に 対す る接着性 を低下 させ た｡
これ ら

の細胞 外基質と の接着に 関係す る接着因子 で あるβ1 イ ン テ グリ ン (β1
,
α2

,
α6) の 細胞表

面 上 の発 現を フ ロ ー サイ トメ トリ
ー

により検討 したと こ ろ ､
J T E 1 5 2 2 は H T - 2 9 に お ける

各イ ン テ グリ ン の 発 現を低 下させ て い た ｡ 他方 ､ 細胞 内 を含むイ ン テ グリ ン の 発 現総量

は ､ J T E - 5 2 2 処理 に よ っ て も不変で あ っ た｡ 以上よ り ､ J T E - 5 2 2 に よ る細胞 表面上 の イ ン

テ グリ ン の 発 現低下は転写 段階で の 阻害で は なく ､ 細胞 内か ら細胞 表面 - の輸送 の 阻害

機序ま た はイ ン テ グリ ン の e n d o cyt o sis に よ るも の と考え られ た ｡ ま た ､ p r o st agl an din

( p G) - E 2 の 添加 に よ っ て ､ J T E - 5 2 2 の 接着抑制効果 お よびβ- 1 イ ン テ グリ ン 発現減少効果

は とも に消失 し､ 両効果 とも C O X - 2 を介 した作用 で あ る こ とが 確認 され た｡ β1 イ ン テ

グリ ン の 発 現低下 とそれ に伴う細胞 外基質に対 する接着性 の 低 下と い う上記 の 実験結果

を踏ま え ､ 細胞 外基質上 で の 大腸癌細胞 の 遊走能 ( 血 gr atio n) に及 ぼす J T E - 5 2 2 の 作用

つ い て も ､ w o u n d ci o s u r e a s s ay を用 い て 検討を加 えた o そ の 結果 ､ J T E - 5 2 2 が ､ 癌細胞 の

c o x -2 発 現に 相関 して 大腸癌の 遊走能を抑制す る こ とが確認 され た｡

2 ) 選択 的 c o x - 2 阻害薬 の 血管新生 に及 ぼす影響

新生血管に及 ぼす選択 的 c o x - 2 阻害薬で あるJ T E - 5 22 お よ び Et o d ola c の 影 響に つ い て

の 検討 を行 っ た結果 ､ 両者とも内皮細胞 の 増殖を濃度依存性に抑制 した ｡ い ずれ の 内皮
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細胞増殖抑制効果 も ､ P G E 2 の 添加 に よ っ て 消失 した こ とか ら ､ c o x - 2 を介す る作用 で

あると考えられ た｡ J T E - 5 2 2 に 比 べ Et o d ol a c の抑制効果 は よ り弱 か っ たた め
､

そ の 後 の

検討に は J T E - 5 2 2 の み を用 い た ｡ 内皮細胞増殖抑制効果 は ア ポ ト ー

シ ス 誘導 に よ る も の

で は なく ､ 大腸癌細胞 と 同様に細胞周期 の G l 期か ら s 期 - の p r o g r e s si o n の 阻害に起 因

して い た o G l - S 期 - の移行 の 重要 な調節因子 で あ る R et in o bla st o m a
-

s u s c ep tibilit y ( R b) 蛋

白に つ い て W e st e m blot に て 検討 したと こ ろ ､ J T E - 5 2 2 作用 に よ るリ ン酸化 R b の発 現低

下 を確認 した ｡ 次 い で ､ 細胞外基質に対する内皮細胞 の 接着性 を検討 した結果 ､ J T E -5 2 2

の 影響を認 め ず ､
マ トリ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ナ ー ゼ ( M M P) の産 生 も変化 しなか っ た ｡

さらに ､ 内皮細胞 による マ トリゲ ル 上 で の 管腔形成能に及 ぼす影響に つ い て 検討 した と

こ ろ ､ J T E - 5 2 2 の濃度依存性 に管腔形成が抑制され る こ とが確認 され た｡

以上 ､ 本論文 で は ､ H T - 2 9 およ び D L D 1 1 細胞 を用 い る こ とに よ り ､ 選択 的 c o x - 2 阻害

薬が c o x - 2 を発現す る大腸癌に対 して ､ 細胞 外基質と の相互作用 の抑制効果 を有する と

い う新た な作用機序を見出 した ｡ こ の結果は ､ 選択 的 c o x -2 阻害薬 の抗鹿療効果 の 重要

なメ カ ニ ズム を示唆す るも の と考えられ た｡ さ らに は ､ ヒ ト腰帯静脈 内皮 細胞 (H U V E C)

を用 い る こ と によ り ､ 細 胞周期の G l 期 ∬ r est 誘導によ る 内皮細胞 の 細胞増殖抑制 を見 出

し､ C O 玉 - 2 阻害薬が血 管新生抑制効果 を有す る可能性 を示唆す る こ とがで きた ｡

さ らに 一 般化 が 必要 で は あ るが ､ こ れ らの 結果 は ､ 選択 的 c o x - 2 阻害薬は 大腸癌細胞

の み ならず ､ 血管内皮 細胞 に対 して も抑制 的な作用 を示す こ とを示唆 して お り ､ 大腸癌

患者 に対す る複合的治療戦略 となり得る こ とを示すこ とが で きた｡ さらに は
､

血管新生

を標的とす る こ とか ら ､ C O X -2 を発 現 しな い 大腸癌に対 して も抗腫療効果が 得 られ る可

能性 をも示唆 して い る ｡ 本研究 は これ まで知 られて い なか っ た ､ 選択 的 c o x - 2 阻害薬の

抗塵療効果 の新た な作用機序 を解明する と 同時に ､ 選 択的 c o x - 2 阻害薬 を用 い た抗血 管

新生療法 の 可能性 を明らか に したも 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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