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総 説

婦人科癌一探索医療の現状と将来

　　　蛋白質機能阻害薬の開発

九州大学大学院医学研究院生難病態生理学

　　　　和　　氣　　徳　　夫

はじめに

　がんは遺伝子機能の異常に起因する疾患である．遺伝子の機能異常は，本来，正常細胞が保有するさま

ざまな情報伝達系の脱制御を導き，がん細胞形質を出現させる．

　近年，がん細胞形質に関与する脱制御の機構が次々と解明されつつある．分子生物学，構造生物学ある

いは情報生物学を研究基盤として，これらシグナル伝達系をがん細胞に再構築する手段の開発が進められ

ている．このような方法論はゲノム創薬と呼称されている．

　ゲノム創薬には3種の標的分子が存在する．DNAを；標的とした遺伝子治療及びデコイ型核酸医薬，

RNAを標的としたアンチセンスオリゴDNA及び蛋白質機能阻害薬である．

　遺伝子機能の異常により，がん細胞は①増殖シグナルの自給自足化，②増殖抑制シグナルへの抵抗性，

③細胞死の回避，④無限増殖能，⑤血管新生，⑥浸潤・転移，といったがん細胞特有の表現形質を獲得す

る．これらの表現形質は正常細胞が保有するシグナル伝達の制御機構が蛋白質の機能異常や発現量の変化

により破綻することによって出現する．このため，現在それぞれの表現形質の形成に関与する蛋白質の機

能を制御する手段の開発が推進されている．PS－341はプロテアソーム阻害剤として開発され，その抗癌効

果が注目されている．その他HSP90阻害剤（geldanamycin），ピストン脱アセチル化阻害剤，血管新生阻

害剤，蛋白質チロシンキナーゼ阻害剤，などが新規の有効な抗癌剤として臨床治験にエントリーされてい

る．このうち，我々はがん細胞が示す無限増殖能という表現形質に関心をもち，がん細胞に老化プログラ

ムを再構築する手段について研究している．

1．細胞老化の分子機構

　正常細胞は有限寿命であるため，数10回の細胞分裂を繰り返すと増殖を停止し，老化により死滅する．

（Replicative　cell　senescence）．正常細胞を長期間培養するとHayflick　and　Moorheadが提唱するM1ク

ライシスが出現し，細胞老化が誘導される．しかしこの時点で，pRb一，　p53一シグナルの不活化を導くと老

化細胞は再度分裂することが可能になる．数代の細胞分裂の後，M2クライシスが出現する．　M2クライシ

スはテロメア長の短縮に起因しているため，テロメア長伸展化酵素であるテロメレース発現が誘導されな

い限り細胞分裂は再開されず，不可逆的変化である．これらの事実はテロメア長が細胞分裂回数を監視す

る時計としての役割を果たしており，老化プログラムの作動に必要不可欠であることを示している．しか

し，一方で老化プログラムの作動にはテロメア非依存性経路も存在することも示唆される．M1クライシス

の導入に際しては，まずp21CDKインヒビター発現が充進し，次にp161NK4aCDKインヒビター発現の充

進が観察される．

　これらCDKインヒビターはpRb蛋白を脱リン酸フォームヘシフトしGO／G1期停止さらには細胞老化

を導く．さらに正常細胞に，活性型Ras変異体の発現により過剰な増殖刺激を与えるとpRb蛋白からE2F
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転写因子は遊離し，さまざまな細胞周期関連蛋白の発現を導く．それと同時にp14ARF発現も充進ずる．

P14ARFはMDM2蛋白を不活化し，　p53蛋白を安定化する．その結果p21CDKインヒビターなどの発現

を介して細胞老化が誘導される．

　一方，放射線照射あるいは抗癌剤などのDNA障害をもたらす手段によっても細胞老化は誘導される

（Accelerated　cell　senescence）．本細胞老化にはテロメア長の短縮は必要とされない．いずれのタイプの

細胞老化もがん化を予防する防御機構と考えられる．このためがん細胞はこれら細胞老化に関わる分子機

構を不活化し，無限増殖能を獲得する．我々は，エストロゲンリセプターα（ERα）がp53安定化シグナ

ルを介した細胞老化誘導を制御する事実を世界で初めて明らかにした．次章においてその分子機構を解説

し，がん分子標的療法開発の可能性について記述する．

2．P53安定化シグナルを標的とした分子標的療法

　P14　ARFは，多くのがん及び不死化細胞で発現を消失する．過剰な増殖刺激に反応し，　p53安定化シグ

ナルによる細胞老化の誘導を回避するためと示唆されている．NIH3T3細胞も両側アリルの欠失により

p14ARF発現を消失している．　NIH3T3細胞への遺伝子導入によりベクターのみ（V），野生型K－Ras

（Kwt），野生型ERα（ER），活性型〔12Va1〕K－Ras（K12V）変異体，野生型K－Ras及びER（KwtER）

を発現する，それぞれV，Kwt，　ER，　K12V及びKwtER再構成細胞を樹立した．　K12V及びKwtER細

胞は完全に形質転換し，ヌードマウス上での造腫瘍性も獲得していた．形質転換したK12V及びKwtER

細胞でのみ血清存在下での転写因子としてのERα活性が充進していた．　ERαには2つの活性化ドメイン

が存在する．AF1はRas／MAPKシグナル伝達によるリン酸化により，　AF2はリガンド（E2）との結合に

より活性化される．K12V細胞では〔12Va1〕K－RasによりAF1の構成的活性化と血清中のE2との結合

により，KwtER細胞では血清中の増殖因子とE2の存在によりERα活性が充止し，形質転換を誘導した

と示唆される．このためERαはK－Rasの下流で転写因子として機能し，　NIH3T3細胞の形質転換に関与

することが判明した．ERαはいかなる分子機構の介在のもとに形質転換に関与するかを解明するため，

K12V細胞でドミナント・ネガティブER（DNER）を発現させ，その形質変化を解析した．

　DNER発現に伴い，細胞形態も大きく変化し，巨大化，平坦化さらには多核化という形態変化が観察さ

れた．このため，老化細胞のマーカーであるβ一ガラクトシダーゼ活性を調べたところ，K12　VDNER細胞

の多くでβ一ガラクトシダーゼ活性が陽性であった．以上の事実から活性型K－Ras変異体存在下での

DNER発現はトランスフォーム細胞に老化を誘導することが判明した．

　細胞老化誘導の分子機構を明らかにするためp53安定化シグナルを構成する蛋白の機能を解析した．活

性型〔12Va1〕K－Ras変異体発現は，　ERαの転写因子としての機能を約6倍に充進した．　ERαの機能充進

に伴い，p53免疫沈降複合体中のMDM　2蛋白量は顕著に増大し，　p53蛋白がMDM2により分解されてい

ることが示唆された．K12V細胞におけるp53蛋白の転写因子としての機能が抑制されている結果は，これ

を支持した．一方，活性型〔12Val〕K－Ras変異体存在下でのDNER発現は，K－Rasにより誘導されたERα

機i能：充進を完全に抑制した．ERα機i能の抑制に伴いp53免疫沈降複合体中のMDM2蛋白は有意に減少

し，その結果，p53蛋白の転写因子としての機能が充進した．　P53蛋白の安定化に伴い，　p53により転写制

御されるp21CDKインヒビター発現が顕著に増大した．　NIH3T3細胞に野生型ERαを遺伝子導入し，

MDM2発現の変化を解析した．　ERα発現に伴い，　MDM2発現量は増大し，　p53免疫沈降複合体中の

MDM2蛋白量も増大した．　ERαはMDM2プロモーター中のAP1結合部位を介し，　MDM2転写を充進ず

ることも明らかになった．以上の結果からp14　ARF発現を欠くNIH3T3細胞では，活性型K－Ras変異体

はERα機能を面内し，　MDM2発現誘導によるp53蛋白不安定化を導くことにより形質転換へ，一方活性

型K－Ras変異体存在感でのDNERはMDM2発現抑制を介したp53蛋白の安定化により細胞老化を誘導

することが判明した．

　乳癌あるいは子宮内膜癌などのホルモン依存性腫瘍におけるK－Ras変異は低率である．野生型K－Ras

存在下においても持続的な増殖シグナルとリガンドであるE2の存在はERαの活性化を導き，細胞を形質
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図1　エストロゲンリセプターα（ERα）によるp53安定化シグナル伝

　　　達の制御

　　　活性型K－Ras変異体の発現は，　ERαの転写因子としての機能
　　　を充進ずる．

　　　これに伴いp53免疫沈降中のMDM蛋白量は増大し，　p53蛋白
　　　をユビキチン化により分解する．その結果，p53蛋白の転写因子

　　　としての機能は抑制される．

　　　ドミナント・ネガティブER発現によりERα機能を抑制すると
　　　p53免疫沈降中のMDM2蛋白は減少し，　p53蛋白の安定化に伴
　　　う転写因子としての機能充進が導かれる．その結果，p21CDKイ
　　　ンヒビター発現が割判し，細胞老化が誘導される．ERαは，　Ras／

　　　MAPKシグナルをp53シグナル伝達系へ伝える重要な役割を
　　　果たしていることが示唆される．

転換することが可能であるためと推測される．このようなホルモン依存性腫瘍においてERαの機能的不

活性化を誘導する手段の開発はp53安定化シグナルを作動させ，がん細胞へ老化プログラムを再構築する

ことを可能にする．MEK阻害剤によるRas／MAPKシグナル伝達の阻害及び抗エストロゲン剤による

AF2活性化阻止という2つの手段によりERα機能を不活化することによりがん細胞にp53安定化シグ

ナルを再構築できた．またSPI阻害剤MithramycinもMDM2蛋白発現を阻害し，　p53蛋白安定化を介し

てがん細胞老化を誘導できた．現在いかなる手段が最も有効にp53安定化シグナルを再構築できるか検討

している．一方HDAC阻害剤バルプロ酸ナトリウムではp53非依存性にp21発現を充進し，がん細胞老化

を誘導する．本薬剤のin　vivoでの抗腫瘍効果は現在解析中である．

共同研究者　九州大学生体防御医学研究所　加藤聖子
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