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1.は じ め に

ヒ ト膵癌 の90%1),大 腸 癌 の50%2)に 癌 遺 伝 子 で あ るK-rasのpoint

mutationが 報 告 され,rasの 遺 伝 子 産 物 で あ る 活 性 型P21rasを 分 子 標 的 と した

阻 害 剤 の 開 発 が 注 目 され る よ う に な って きた。ras蛋 白 はC末 端 にCAAX配 列

と よ ば れ る ア ミ ノ酸 配 列(C;Cys,A;aliphaticaminoacid,X;anyaminoacid)を

も ち,Cysがfamesyl化 さ れ 細 胞 膜 に結 合 す る こ と に よ りは じめ て活 性 化 され

る3)。famesyl化 はproteinfamesyltransferase(PFT)に よ り触 媒 さ れ る こ と よ

りPFT阻 害 活 性 を指 標 にCAAXやfamesolの ア ナ ロ グが 合 成 さ れ 抗 腫 瘍 活 性 が

報 告 され て い る4・5)。 今 回 わ れ わ れ はfamesyl化 阻 害 剤 で あ る(alpha-

hydroxyfamesyl)phosphonicacid(HFP),Famesylamine(FA)の 膵 癌 細 胞 とNIH3T3

fibroblastsのras一 形 質 転 換 細 胞(ras細 胞),raf一 形 質 転 換 細 胞(raf細 胞)を 用 い て

famesyl化 蛋 白 で あ るp21rasのfamesyl化 抑 制 、 各 細 胞 に対 す るcytotoxicity,ア

ポ トー シ ス 誘 導 につ い て 検 討 した 。従 来 か らfarnesyl化 阻 害 剤 と して 知 られ

て い るgliotoxin,manumycinとHFP,FAの 抗 腫 瘍 活 性 に つ い て も比 較 した.ま

た ヌ,___ドマ ウ ス にras細 胞 を 移 植 後FAを 腹 腔 内 投 与 し腫 瘍 抑 制 効 果 につ い て

も検 討 した。

2.対 象お よび実験方法

細 胞:用 い た 細 胞 はNIH3T3,ras細 胞,raf細 胞 及 び ヒ ト膵 癌 細 胞 株 のPK-1で

あ る.形 質 転 換 細 胞 で あ るras細 胞 はNIH3T3にpZip-rasをlipofectin法 に よ り

transfectし 作 製 した.raf細 胞 はNIH3T3にpCORAFをtransfectす る こ と に よ り

作 製 した.pCORAFは 東 京 大 学 医 科 学 研 究 所,制 癌 研 究 部,山 本 雅 教 授 よ

り供 与 を受 け た 。

Immunoblotting:p21rasのfamesyl化 はfamesyl化 さ れ たp21rasとfamesyl化 さ

れ て い な いp21rasの 電 気 泳 動 度 の 差 を 利 用 し,Immunoprecipitationに よ り検

出 し た.抗 体 はanti-rasantibodyYl3-259を 用 い,ECLキ ッ トに て 検 出 し た.

famesyltransferase阻 害 活 性 の 測 定:famesyltransferase阻 害 活 性 の 測 定 は

ρH]famesylpyrophoshateのinvitroに お け るp21rasに 対 す る 取 り込 み を シ ンチ

レ ー シ ョ ン カ ウ ン ター で測 定 す る事 で測 定 した。実 験 系 で は各 濃 度FAの 存 在

下 で[3H】famesylpyrophoshateの 取 り込 み を測 定 した 。

MTTassay:細 胞 を96穴multi-wellに2xlO3個/wellで 播 種 後,HFP,FA(図1),

gliotoxin,manumycinの 各compoundを0-100,uMの 濃 度 で 添 加 し,48時 間 後

MTT(3{4,5-dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromide)assayを 施 行

しCytOtOXiCityを 検 討 し た.

DNAの 断 片 化 の 検 出 各 細 胞 にHFP,FA,gliotoxin,manumycinの 各 々 を0,0.3,
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3,30,uMの 濃 度 で 添 加 し,48時 間 後 にDNAをphenol/chloroform法 で 抽 出 し,

2%agarosegelに て 電 気 泳 動 しDNAの 断 片 化 を検 出 しア ポ トー シ ス の 指標 と

した.

FAに よ るCaspase3活 性 化 の 検 討:FAに よ る ア ポ トー一シ ス の 誘 導 時 にICE様 プ

ロ テ アー ゼ の 活 性 化 が 関 与 す る か否 か を、 抗Caspase3抗 体 を用 い たWestem

Blottingに て 検 討 した.

FAに よる抗腫瘍効果:ヌ ー ドマ ウス にras細 胞 を5×106細 胞 移植後 、

SOmg/Kg体 重/dayのFAを 腹 腔内投 与 し10日 後 に腫瘍経 を測定 した.

3.結 果

famesyl化 阻 害 剤 のfamesyl化 抑 制 能:FAはPH]famesylpyrophoshateのinvitro

にお け るP21rasに 対 す る 取 り込 み を 抑 制 し,そ のIC50は 約3μMだ っ た.HFP,

FA,gliotoxin,manumycinはP21rasのfamesyl化 を 抑 制 し た(図2).P21rasの

famesyl化 はFAの 添 加 約18時 間 後 に 抑 制 さ れ る こ と がImmunoprecipitationに

て確 認 さ れ た.P21rasの 脱famesyl化6時 間 後 に ア ポ トー シ ス の 誘 導 を 認 め た.

famesy1化 阻 害 剤 のcytotoxicity:HFP,FA,gliotoxin,manumycinは そ れ ぞ れ 濃

度 依 存 性 にPK-1細 胞,ras細 胞 に 対 しcytotoxicityを 示 し た 。FAのPK-1細 胞,

NIH3T3,ras細 胞,raf細 胞 に お け るMTTassayの 結 果 を 各 々 図3に 示 し た.

HFPはFAと 同 様 にPK-1,ras細 胞 に 対 し 選 択 的 にcytotoxicityを 示 し た が

NIH3T3,raf細 胞 に はcytotoxicityを 認 め な っ か た.gliotoxin,manumycinはras

細 胞 に 対 す る 選 択 的cytotoxicityを 認 め な か っ た.

famesyl化 阻害 剤 の ア ポ トー シ ス 誘導 能:HFP,FA,gliotoxin,manumycinは そ

れ ぞ れ50,3,0.3,10μMの 濃 度 よ りPK-1,ras一 細 胞 に ア ポ トー シ ス を誘 導 し

た(図4),HFP,FAは そ れ ぞ れ100,30μMの 濃 度 で もNIH3T3に ア ポ トー シ

ス を認 め な か っ た.raf細 胞 で はras細 胞 よ り高 濃 度 で,は じめ て ア ポ トー シ

ス の 誘 導 を認 め た.gliotoxin,manumycinで はMTTassayの 結 果 と 同様 に 選 択

性 を認 め ず 、PK-1,NIH3T3,ras細 胞,raf細 胞 に お い て 同程 度 ア ポ トー シ ス の

誘 導 を認、め た.

FAに よ るCaspase3活 性 化:FAに よ る ア ポ トー シ ス の 誘 導 時 にICE様 プ ロ テ ア
ー ゼ で あ る32KDaのCaspase3が 活 性 化 さ れ

,17KDaの 活 性 型 を 形 成 す る こ

とが 抗Caspase3抗 体 を用 い たWestemBlottingに た確 認 され た.

FAに よる抗腫瘍効 果50mg/Kg/dayのFAは ヌー ドマ ウス移植腫瘍 の増殖 を有

意に抑制 した.
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4.考 察

famesyl化 阻 害 剤 で あ るHFP,FA,gliotoxin,manumycinはras形 質 転 換 細 胞 に ア

ポ トー シ ス を誘 導 す る.p21rasのCAAX配 列 ア ナ ロ グ で あ るBZA-5B,L-

731,734は 細 胞 に 対 しcytostatic効 果 を発 揮 し,Ras形 質 転 換 細 胞 のphenotype

を正 常 化 させ る が4・5),ア ポ トー シ ス は 誘 導 しな い.P21rasのCAAX配 列 ア

ナ ロ グ は 非 形 質 転 換 細 胞 の 増 殖 には影 響 を与 えず,HFP,FAもNIH3T3に ア

ポ トー一シ ス を 誘 導 しな い こ と よ り,突 然 変 異 を有 し な いP21rasはfamesyl化 阻

害 剤 の 阻 害 効 果 に た い し抵 抗 性 を有 す る可 能性 が示 され た.p21ras等 の

famesyl化 蛋 白 が 抑 制 され る こ とでRas-Raf-MAPKの シ グ ナ ル 伝 達 が 抑 制 た 場

合 どの よ う な機序 で ア ポ トー シス を誘 導 す るの か は現 在 検 討 中 で あ るが,本

実 験 よ り,HFP,FAは 活 性 型P21rasの 脱famesyl化 を介 し膵 癌 細 胞 と形 質 転 換

細 胞 に 特 異 的 に ア ポ トー シス を誘 導 す る と考 え られ た.

5.結 論

famesyltransferase阻 害 剤 と く にFAは 活 性 型p21rasの 脱famesy1化 に よ りRas-

Raf-MAPKの シ グ ナ ル 伝 達 を抑 制 し,ICE様 プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 化 を介 し膵 癌

細 胞 お よびK-ras形 質 転 換 細 胞 特 異 的 に ア ポ トー シ ス を誘 導 した.FAは ヌ ー一

ドマ ウ ス 移 植 腫 瘍 の 増 殖 を抑 制 し,膵 癌 特 異 的 癌 化 学 療 法 の 可 能 性 が 示 され

た.
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