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要旨 

 

 本研究では、mammalian target of rapamycin（mTOR）を阻害する分子標的薬であ

る temsirolimus（TEM）に着目し、まず、本薬剤単剤での大腸癌に及ぼす影響につ

いて検討を行った。TEMは in vitroにおいて、大腸癌の細胞周期を G1期で停止さ

せることにより細胞増殖を濃度依存的に抑制し、さらには血管新生に関与する

HIF-1αと VEGFの発現を抑制した。in vivoにおいても血管新生抑制作用が認めら

れ、腫瘍増殖が抑制された。一方で、TEM作用に対する防御機構として大腸癌細

胞がオートファジーを誘導することが確認されたため、オートファジー阻害薬で

あるクロロキン（CQ）を TEMに併用したところ、in vitro および in vivoにおいて

アポトーシス誘導および腫瘍抑制効果が増強された。 
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序文 

 

本邦における死因の第 1 位は悪性新生物であり、このなかで大腸癌は男性で第 3

位、女性で第 1 位を占めている ［1］。大腸癌に対する根治的な治療は現在でも外科

的切除のみで、切除不能な進行または再発大腸癌に対しては、緩和的治療として化

学療法や放射線療法が行われる。オキサリプラチンまたはイリノテカンと、従来か

ら存在する 5-フルオロウラシル（5-FU）とロイコボリン（LV）の三剤を組み合わせ

た FOLFOXまたは FOLFIRI療法が導入され、切除不能進行再発大腸癌患者の生存期

間中央値は約 20 か月となった［2］。さらに、この 10 年の間に分子標的薬が導入さ

れ、大腸癌治療は大きな変化を遂げた。分子標的薬に関する研究のなかで、いくつ

かの成長因子が大腸癌の増殖や転移能に影響することが明らかとなり、大腸癌にお

いても抗 epidermal growth factor receptor（EGFR）抗体と抗 vascular endothelial growth 

factor（VEGF）抗体の有効性が確認され、これらはすでに臨床応用されている［3, 

4］。また、EGFR シグナルの下流に位置する KRAS、BRAFや PIK3CA などの遺伝子

変異が抗 EGFR 抗体への感受性を予測する因子となりうることが明らかとなってき

ている［5］。FOLFOX 療法または FOLFIRI 療法に分子標的薬を併用したレジメンが

導入された現在では、切除不能進行再発大腸癌患者の生存期間中央値は約 24 か月と

なっている［2］。しかし、現在使用可能な薬剤だけでは十分な効果が得られない症
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例もまだ多く存在するため、新たな薬剤を開発し治療の選択肢を拡げることは、い

まだ重要な課題である。今回、その新たな選択肢の候補となる薬剤として、EGFRの

下流に存在する PI3K/AKT/mTOR シグナル伝達系の mTOR を阻害する、ラパマイシ

ン（rapamycin、以後 RAPAと略す）という薬剤に着目した。 

 RAPAは1965年にイースター島の土壌中のStreptomyces hydroscopiusという放線菌の

一種から産生される物質として発見され、当初は抗真菌剤として開発された［6］。

免疫抑制作用を有することから間もなく抗真菌剤としては使用されなくなったが、

その後免疫抑制剤として研究が進められた。この研究の中で、RAPAがまずthe 12-

kDa FK506-binding protein（FKBP12）に結合し、FKBP12 - RAPA複合体が mTORに結

合しこれを抑制することが明らかとなった。mTORはPI3K/AKT/mTOR シグナル伝達

系に属すセリン/スレオニンキナーゼであり、細胞の成長、生存、代謝において中心

的役割を果たしている［6］。mTORはさらに結合分子の違いにより、 mTOR、 

regulatory-associated protein of mTOR（Raptor）、 mTOR associated protein, LST8 

homolog（mLST8）、 DEP domain-containing mTOR-interacting protein（Deptor）、

proline-rich Akt substrate 40（PRAS40）から構成される mTOR complex 1（mTORC1）

と、mTOR、rapamycin-insensitive companion of mTOR（Rictor）、mLST8、protein 

observed with Rictor（Protor）、Deptor、mammalian stress-activated protein kinase 

interacting protein（mSIN1）から構成されるmTOR complex 2（mTORC2）とに分類さ
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れる。mTORC1の標的タンパクは翻訳促進因子であるp70S6 kinase（p70S6K）と、翻

訳阻害因子であるeukariotic initiation factor 4E-binding protein 1 （4E-BP1）であり［7, 

8］、mRNAの翻訳、オートファジーの抑制、リボソームの生合成、そしてミトコン

ドリアの代謝や脂肪生成につながる転写活性化を含む、数多くの下流の生物現象に

関わっている［9］。最近の研究により、後述するmTOR阻害剤の効果は、主に

mTORC1の機能を抑制するものであることが明らかとなってきている［10］。

mTORC2の研究はまだ始まったばかりであるが、その機能の一つは細胞骨格の調節

であると考えられている［11, 12］。 

RAPAの臨床応用としては、腎移植時の免疫抑制剤として 1999年に FDA（アメリ

カ食品医薬品局）によって承認されており［13］、その作用機序は、mTOR 抑制によ

る T 細胞の増殖抑制が考えられている ［14］。その後、血管平滑筋細胞の増殖を抑

制することも判明し、血管ステントのコーティング剤として 2003 年に FDA によっ

て承認されている ［15］。近年では抗悪性腫瘍薬としても注目され、2007年に RAPA

の誘導体の一つである TEMが腎細胞癌を対象に FDAから承認を受け ［16］、現在で

はもう一つの RAPA誘導体である everolimus（EVE）が結節性硬化症にみられる上衣

下巨細胞性星細胞腫、ホルモンレセプター陽性・HER2 陰性の進行乳癌、進行性膵内

分泌腫瘍、および腎細胞癌で承認を受けている ［17］。RAPA、TEM、EVE、さらに

最近開発された RAPA 誘導体である ridaforolimus（RIDA）などは、まとめて rapalog
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と呼ばれ、現在様々な悪性疾患に対して臨床試験が行われている［18］。rapalog の抗

悪性腫瘍薬としての作用機序は、主に mTOR 抑制による G1 期での細胞周期停止と

血管新生抑制が考えられており、細胞株によってはアポトーシスを誘導すると報告

されている［19, 20］（図 1）。rapalog は特に、PI3K/AKT/mTOR シグナル伝達系が活

性化されている腫瘍においてより強い効果を示すことが知られており［21］、大腸癌

においてもこの系が活性化されているものが多く存在するため［22, 23］、rapalog は

大腸癌において有用である可能性がある。 

rapalog は臨床研究については大腸癌でも pilot study の報告や、少数例の大腸癌患

者を含む固形癌を対象とした phase I studyの報告が存在するが［24-26］、大腸癌細胞

を用いての基礎研究レベルでの作用機序に関する検討はまだ十分ではない。分子・

細胞レベルでの rapalog の効果を解析することは、この薬剤による治療対象となり得

る大腸癌の特徴がより明確に明らかとなり、ひいては、既存および新規の他剤との

併用を含めた治療選択肢を拡大することにも繋がる重要な課題と考えられる。そこ

で本研究の第 1 章では、ヒト大腸癌細胞株およびマウス大腸癌細胞株に対する

rapalogの影響を、in vitroと in vivoの両面から検証した。 
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図 1. PI3K/AKT/mTOR signalingと rapalog 

 一方で、これまでの腎細胞癌に対する rapalog の臨床使用の経験から、rapalog への

抵抗性を示す腫瘍の存在も徐々に知られてきている。例えば、mTOR や mTOR が結

合する FKBP12 に遺伝子変異がみられる場合は、rapalog がうまく結合できずにその

阻害効果が発揮されない［ 27-29］。また、 rapalog の使用により、もともと

PI3K/AKT/mTOR シグナル伝達系に存在するネガティブフィードバックの減弱による

AKT の活性化や ERK/MAPK 系の活性化が生じてしまうことが報告されている［30-

34］。そして、オートファジー（autophagy）の誘導も rapalog に抵抗性を示す機序の

一つと考えられている ［35, 36］。Rapalogによる治療成績のさらなる向上のためには、
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これらの課題の克服が肝要であると考えられる。大腸癌を用いた本研究では、特に

オートファジーを阻害する治療法の併用によって rapalog の抗腫瘍効果を増強するこ

とができるのではないかと仮説を立てた。 

 オートファジーが誘導される過程を図 2 に示す。すなわち、まず細胞質の一部が

隔離膜によって取り囲まれてオートファゴソームが形成される。次いでオートファ

ゴソームはリソソームと融合してオートリソソームとなり、内容物が分解される

［37］。その後、細胞の生存に必要なアミノ酸やタンパクが再利用される。オートフ

ァゴソームとオートリソソームを含む acidic vesicular organelles （AVOs）は、アクリ

ジンオレンジ染色で染色することでオートファジーのマーカーとなる。AVOs 以外の

オートファジーのマーカーとして LC3 と p62 が知られている。細胞質中に存在する

LC3（LC3-I）はオートファジーが誘導されると phosphatidylethanolamine に共有結合

した状態（LC3-II）となり、オートファゴソームの内膜及および外膜に局在する。一

方で、オートファジーの選択的基質である p62 は LC3-II との相互作用を介してオー

トリソソームで分解されるため、オートファジー進行とともに減少する（図 2）。

LC3と p62は western blottingまたは蛍光染色することで検出可能である［38-40］。 
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図 2. オートファジー 

細胞内小器官の隔離膜内への取り込みからオートファゴソームが形成される。次に、

オートファゴソームとリソソームが癒合してオートリソソームを形成し、内容物の

分解が起こる。クロロキンはオートファジーの後期段階で阻害する薬剤である。

LC3-II はオートファジーが誘導されるとオートファゴソームの内外膜に蓄積し増加

する。LC3-II の増加はクロロキンにより阻害されないため、クロロキンによるオー

トファジー阻害では LC3-II はやはり増加という結果になる。一方で、p62 はオート

ファジーが誘導されるとオートリソソームで分解され減少する。この過程はクロロ

キンにより阻害されるため、クロロキンによるオートファジー阻害により p62 は分

解されずに増加する。 

 

正常細胞では、各種のストレス（栄養欠乏、抗癌剤や放射線）に応答して、オー

トファジーが高率に誘導され、傷害を受けた細胞内器官などを分解して重要性の高

いタンパクの再合成を行い、細胞の恒常性維持に重要な機能を担う［41］。一方、癌

細胞では抗悪性腫瘍薬に暴露されるとオートファジーを誘導することにより、その

薬剤に対する抵抗性を示すことが示唆されている。実際、オートファジー阻害薬と

種々の抗悪性腫瘍薬との併用による効果が研究されており、併用によりアポトーシ

ス誘導を増強し得るとの報告も複数存在する［42-49］。オートファジー阻害作用を

もつ薬剤のなかで、現在臨床使用可能なものはクロロキン（CQ）のみである。CQ



11 

は 1950 年代から抗マラリア薬や抗リウマチ薬として広く臨床使用されているが、近

年、癌の増殖抑制効果を有することで再び注目を集めている［50-55］。CQ の抗腫瘍

効果の一つにオートファジー阻害作用があることが知られており、細胞内酸性コン

パートメント内の酸性化を阻害することで、オートファジーの後期段階であるオー

トリソソーム内での基質の分解を阻害することが知られている（図 2）［56］。 

 以上を踏まえ、本研究第 2章では、オートファジーが TEM への抵抗性に寄与し

ているという仮説に基づき、CQ によるオートファジー阻害により TEM の効果増強

が得られるか、を検証することを試みた。TEM の効果に及ぼす CQ 併用の影響につ

いて、マウス大腸癌細胞株を用いた in vitroと in vivoの検討を行った。 
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第一章 

Temsirolimusの大腸癌細胞に及ぼす影響 

第一節 in vitro study 

1-1-1. 目的 

 

本節では、in vitro の実験系におけるヒト大腸癌細胞株およびマウス大腸癌細胞株

に対する mTOR 阻害剤の抗腫瘍効果を、rapalog の一つである TEM を用いて検証し

た。 
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1-1-2. 材料と方法 

 

【細胞株と培養方法】 

ヒト大腸癌細胞株であるCaR-1およびHT-29、マウス大腸癌細胞株であるColon-26

をJapanese Cancer Research Resource Bank （JCRRB） より購入した。10% 胎児ウシ血

清添加 RPMI-1640 培養液 （Sigma, MO, USA、以後10% FCS/RPMIと略す）に1% 抗

菌剤/抗真菌剤（100 U/mL penicillinG, 100 μg/mL streptomycin sulfate, 250 ng/mL 

amphotericinB; Life Technologies, Grand Island, NY, USA）を加えて37°C、5% CO2,、

21% O2の環境で培養、実験に用いた（常酸素環境）。また、低酸素環境としては37°C、

5% CO2 、1% O2 の環境で培養した。 

【TEM】 

rapalog の一つであるTEM（分子式; C56H87NO16 , 構造式: 図3）をSIGMA Japanより

購入し、実験に用いた。溶媒としてdimethyl sulfoxide（DMSO）（Sigma, Watford, UK）

を用いて溶解し、10 mM のstock solutionとした。 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
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図3.  TEMの構造式 

 

【細胞増殖の検討 ‐ MTS法】 

96-well flat-bottomed plate に、1-3x10
3 

cells/wellずつ各群の大腸癌細胞を加え、37°C、

5% CO2の環境で一晩培養した。翌日、各濃度の TEM を加え 4日間培養した。4日目

にMTS法にて評価した。評価日に MTS試験薬（Promega, Madison, WI）を 20 μl/well

加え、さらに 3時間培養の後、plate reader（InterMed, Tokyo, Japan）にて 490 nmのフ

ィルターを用いて測定した。増殖率は、control 群で得られる値に対する比率として

算出した。実験は triplicate（3 wells）で行い、グラフは平均±SDで示した。 

【アポトーシスの測定 ‐ フローサイトメトリー法】 

10 cm dish を用いて、control群、TEM 1 nM投与群、TEM 10 nM投与群、TEM 100 

nM 投与群のように 4 群を設定した。細胞を回収し、PBS で洗浄をした後、FITC 標
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識 Annexin V及び Propidium Iodide（PI） （Annexin V: FITC Apoptosis Detection Kit, 

BD Pharmingen, San Jose, CA, USA）にて染色を行った。フローサイトメトリー法を

用いて測定し、Annexin V陰性/PI陰性の分画を生細胞、Annexin V陽性の分画をアポ

トーシス細胞集団と判定した。同様の実験を 3 回行い、グラフは平均±SD で示した。 

【細胞周期の測定 ‐ フローサイトメトリー法】 

10 cm dish を用いて、前述のように 4 群を設定した。細胞を回収し PBS で洗浄し

た後、Cycle TEST PLUS DNA Reagent Kit（BD Pharmingen, San Jose, CA, USA）を用

い、核内の DNA を PI にて染色した。フローサイトメトリー法を用いて測定し、

G0/G1 期、S 期、G2/M 期の割合を計測した。同様の実験を 3 回行い、グラフは平均

±SDで示した。 

【各種タンパク発現の評価 ‐ western blotting】 

10 cm dish を用いて、control群として 10% FCS/RPMIのみで 24時間培養後、TEM 

100 nM 24時間作用後、TEM 100 nM 48時間作用後に培地を除去し、PBSで洗浄した

後、1% Tween20 およびプロテアーゼ阻害剤、フォスファターゼ阻害剤を含む溶解液

にて氷上で１時間静置し、癌細胞を溶解した。回収した溶解液を遠心し、上清のタ

ンパク濃度を 1 mg/ml に調製した。タンパク抽出液に 2% のメルカプトエタノール 

を加え、100°Cで 5分間煮沸した。電気泳動は 7.5-15% polyacyrylamideゲルを用いて

行った。 Hybond ECL ニトロセルロース膜（ Amersham Pharmacia Biotech, 
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Buckinghamshire, England）に転写し、5% スキムミルクにて非特異的結合のブロッキ

ングを 1 時間行った後、ウサギ抗 phospho-AKT（Ser473）モノクローナル抗体

（clone 736E11, Cell Signaling Technology, MA,  USA, 500 倍希釈で使用）、マウス抗

phospho-p70 S6 kinase（Thr389）モノクローナル抗体（clone 1A5, Cell Signaling 

Technology, MA, USA、 500倍希釈で使用）、ウサギ抗 phospho-4E-BP1(Thr37/46) モノ

クローナル抗体（clone 286B4, Cell Signaling Technology, MA, USA、500 倍希釈で使

用）、ウサギ抗 cyclin D1ポリクローナル抗体（clone H-295, Santa-Cruz Biotechnology, 

CA, USA、500 倍希釈で使用）、ウサギ抗 HIF-1α ポリクローナル抗体（clone H-206, 

Santa-Cruz Biotechnology, CA, USA、200倍希釈で使用）、ウサギ抗 VEGFポリクロー

ナル抗体（clone 147, Santa-Cruz Biotechnology, CA, USA、200倍希釈で使用）、または

マウス抗 β-actinモノクローナル抗体（clone A-15, Sigma, MO, USA、10,000倍希釈で

使用）を一晩反応させた。洗浄した後、Horseradish peroxidase（HRP）標識抗ウサギ

IgG 抗体（Vector Laboratories, Inc, CA, USA）、もしくは抗マウス IgG 抗体（Vector 

Laboratories, Inc, CA, USA）を各々二次抗体として反応させた。その後、ECL 

detection system（Amersham Pharmacia Biotech）を用いて現像した。各 bandの濃度は

Image J software（open source Image J software, http://rsb.info.nih.gov/ij/)にて測定し、β-

actinの濃度で標準化し、control群を 1とした。 

 

http://rsb.info.nih.gov/ij/
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【統計学的解析】 

統計学的有意差の検定には two tailed unpaired t-testを用い、p値が 0.05未満を統計

学的に有意とした。  
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1-1-3. 実験結果 

 

【TEMの大腸癌細胞に対する増殖抑制効果 - MTS法】 

mTOR の上流に存在する AKT が強く活性化されているヒト大腸癌細胞株である

CaR-1、活性化が弱いヒト大腸癌細胞株である HT-29 を用いた［23］。また、マウス

大腸癌細胞株である Colon-26は AKTが強く活性化されている細胞株である。それぞ

れの細胞株を各濃度の TEM と 96 時間反応させた後の増殖を、MTS 法にて測定した

（図 4）。control群を 1として、CaR-1の増殖は、TEM 0.1 nM: 0.83±0.01、TEM 1 nM: 

0.77±0.01、TEM 10 nM: 0.71±0.02、TEM 100 nM: 0.65±0.03、また、Colon-26 では、

TEM 0.1 nM: 0.55±0.01、TEM 1 nM: 0.47±0.02、TEM 10 nM: 0.46±0.02、TEM 100 nM: 

0.42±0.01となり、両者はともに用量依存的に抑制された。一方、HT-29での TEM投

与による有意な増殖抑制は認められなかった。 
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図 4.  TEMの大腸癌細胞に対する増殖抑制効果  

TEM は反応時間 96 時間において用量依存的に CaR-1 と Colon-26 の増殖を抑制した。

一方で、HT-29では増殖抑制効果は認められなかった。 グラフは平均± SDで示した 。 

 

【TEMの大腸癌細胞に対するアポトーシス誘導効果 - フローサイトメトリー法】 

TEM による大腸癌細胞の増殖抑制効果の機序を解明するために、アポトーシス誘

導効果について検討した（図 5）。フローサイトメトリーによる測定で Annexin V 陽

性細胞をアポトーシスと判断し、その割合を検討した。48時間の TEM投与によりア

ポトーシスが誘導された割合は、CaR-1では control: 10.1%、TEM 100 nM: 8.5%、HT-

29では control: 2.3%、TEM 100 nM: 3.3%、Colon-26では control: 4.2%、TEM 100 nM: 

5.1%となり、いずれの大腸癌細胞株においてもアポトーシスを誘導しなかった。 
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図 5.  TEMの大腸癌細胞に対するアポトーシス誘導効果  

TEM はいずれの大腸癌細胞株においてもアポトーシスを誘導しなかった。グラフは

平均± SDで示した。 

 

【大腸癌細胞の細胞周期に対する TEM の影響 - フローサイトメトリー法】 

 TEMの細胞周期への影響の検討を行った。図 6に示すように反応時間 48時間にお

いて、CaR-1 の G1 期は control: 65.6±0.7%, TEM 1 nM: 71.0±0.7%, TEM 10 nM: 

73.4±0.7%, TEM 100 nM: 73.6±0.2%、Colon-26 の G1 期は control: 57.7±0.2%, TEM 1 

nM: 74.5±1.1%, TEM 10 nM: 77.8±0.7%, TEM 100 nM: 77.7±0.6%であり、CaR-1 と

Colon-26において TEM 100 nMではそれぞれ 8.0%、20.0% G1期の割合が上昇し、G1

期停止を示した。一方、HT-29では、細胞周期への影響は認められなかった。 

細胞周期の G1期から S期へ移行する際の調節因子の一つに cyclin D1があり［57, 

58］、次の western blottingにて評価を行った。 
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図 6.  TEMによる大腸癌細胞の細胞周期への影響 

TEM は大腸癌細胞 CaR-1 と Colon-26 の細胞周期を G1 期で停止させたが、HT-29 の

細胞周期に変化を認めなかった。グラフは平均± SDで示した。 

 

【大腸癌細胞における TEM の mTOR シグナル関連タンパク、cyclin D1 への影響 - 

western blotting】 

 常酸素環境下で培養した細胞において、mTOR シグナルの上流に存在する活性型

AKTである phospho-AKT（p-AKT）、下流に存在する活性型 p70S6K である phospho-

p70S6K（p-p70S6K）、活性型 4E-BP1 である phopho-4E-BP1（p-4E-BP1）、cyclin D1

のタンパク発現量について western blottingで検討した。 

p-AKTは、CaR-1および Colon-26においてやや減少したが、HT-29 では 48時間処

理で 69% 増加した。p-p70S6Kはすべての細胞株で 24時間処理後から減少し、48時

間処理後では 33-57% の減少を認めた。p-4E-BP1 は、すべての細胞株で 24 時間処理

後から減少し、48時間処理後では 11-78% の減少を認めた（図 7）。 

cyclin D1は、CaR-1では 48時間処理後に 46% の減少、Colon-26では 48時間処理
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後に 36% 減少した。HT-29では 24時間処理後に 11% 減少したものの、48時間処理

後は controlと同レベルであった（図 7）。 

 

図 7. TEM による大腸癌細胞の mTOR 関連タンパク、cyclin D1 タンパク発現への影

響 

各細胞株において、常酸素環境下で control、TEM 100 nM 24 時間処理後、TEM 100 

nM 48 時間処理後の各種タンパクの発現量を western blotting にて評価した。各 band

の下に β-actinの濃度で標準化したうえで controlを 1とした時の濃度を示した。 

 

【大腸癌細胞における TEMの血管新生関連タンパクへの影響 - western blotting】 

rapalog の重要な抗腫瘍効果の一つに血管新生抑制があることから、続いて低酸素

環境下で培養された大腸癌細胞において、血管新生の重要な調節因子である HIF-1α

と VEGFタンパクの発現への影響についても検討した。すべての細胞株で HIF-1αは

24 時間処理後から減少がみられ、48 時間処理後には CaR-1 では 89%、HT-29 では

68%、Colon-26 では 80% の減少を認めた。VEGF についても、すべての細胞株で 24
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時間処理後から減少がみられ、48 時間処理後には CaR-1 では 73%、HT-29 では 62%、

Colon-26では 32% の減少を認めた（図 8）。 

 
図 8.  TEMによる大腸癌細胞の血管新生関連タンパク発現への影響 

各細胞株において、低酸素環境下で control、TEM 100 nM 24 時間処理後、TEM 100 

nM 48 時間処理後の各種タンパクの発現量を western blotting にて評価した。各 band

の下に β-actinの濃度で標準化したうえで controlを 1とした時の濃度を示した。 
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1-1-4. 考察 

 

本節では、TEM 単剤での大腸癌への影響を、AKT が強く活性化されているヒト大

腸癌細胞 CaR-1とマウス大腸癌細胞 Colon-26、および AKTの活性化が弱いヒト大腸

癌細胞 HT-29を用いて、in vitroの実験系での検討を行った。 

TEMは CaR-1と Colon-26の増殖を著明に抑制し、これはアポトーシスの誘導では

なく、細胞周期を G1期で停止させることによるものであることが確認された。一方

で、HT-29 では増殖抑制は認められなかった。mTOR シグナルに関わるタンパクに

ついて western blottingによる検討を行ったところ、CaR-1と Colon-26では、TEM に

より AKT のリン酸化には大きな変化を認めなかったが、p-p70S6K と cyclin D1 は両

者で著明に減少していた。TEMによる cyclin D1発現の減少は、過去の前立腺癌、神

経膠芽腫および肝細胞の細胞株において rapalogを用いた実験の結果に合致する［59, 

60］。4E-BP1のリン酸化は CaR-1では 80% 程度、Colon-26では 10% 程度の抑制であ

った。以上から、CaR-1と Colon-26においては、TEMにより mTORの下流に位置す

る p-p70S6Kおよび p-4E-BP1の減少が生じ、さらに cyclin D1の減少が起こり、最終

的に細胞周期の G1 期停止に至ったものと考えられた。一方、HT-29 では p-p70S6K

は 50% 程度、p-4E-BP1 は 80% 程度減少したが、p-AKT は逆に 70%程度の著明な増

加を認め、また、cyclin D1 には変化がなかった。過去の報告では、非小細胞肺癌細
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胞株において mTOR 阻害剤を投与することにより、ネガティブフィードバックが働

かなくなり、上流の分子である AKT の活性化が生じることが示されている［61］。

また、骨髄腫細胞株に mTOR 阻害剤を加えた実験では、同様にネガティブフィード

バックがなくなるために Ras-Raf-MEK-ERK 経路が活性化されることも報告されてい

る［62］。これらの研究結果からは、mTOR 阻害によって cyclin D1 を制御する他の

シグナル伝達経路の活性化が引き起こされる可能性が推察されるが、これに関して

の解析は本研究では行っておらず、今後の検討課題である。 

続いて血管新生における重要な調節因子である、HIF-1α と VEGF のタンパク発現

について、低酸素環境下で培養した大腸癌細胞を用いて western blotting にて検討し

たところ、すべての細胞株で 48 時間処理後には両者の著明な減少を認めた。rapalog

による HIF-1αと VEGFのタンパク発現の抑制に関しては、過去に RAPAを用いた前

立腺癌細胞株での報告や TEM を用いた横紋筋肉腫細胞株での報告でも同様の結果さ

示されている［63, 64］。in vitro の実験系において TEM による増殖抑制を認めない

HT-29 においても、HIF-1α と VEGF の発現は著明に抑制されたことから、TEM によ

る腫瘍血管新生抑制に基づく増殖抑制効果を in vivo の実験系において検討する必要

があると考えられた。 
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1-1-5. 結論 

 

in vitroの実験系において、TEMは AKTの活性化が強い細胞株では細胞周期を G1

期で停止させ増殖抑制効果を示した。AKT の活性化が弱い細胞株では細胞周期への

影響は認めず、増殖抑制を認めなった。一方で、血管新生の重要な調節因子である

HIF-1αと VEGFのタンパク発現は、AKTの活性化の状態によらず抑制された。 

 



27 

第一章 

第二節 in vivo study 

1-2-1. 目的 

 

 前節の in vitroの実験系では、TEMによる増殖抑制効果を認めない HT-29において

も HIF-1α と VEGFのタンパク発現は著明に抑制されていた。そこで本節では、マウ

ス皮下腫瘍モデルにおけるヒト大腸癌細胞株およびマウス大腸癌細胞株に対する

TEM の影響を、特に、HT-29 においても腫瘍抑制効果が得られるかに注目して検証

した。 
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1-2-2. 材料と方法 

 

【細胞株と培養方法】 

ヒト大腸癌細胞株である CaR-1 および HT-29、マウス大腸癌細胞株である Colon-

26を Japanese Cancer Research Resource Bank（JCRRB）より購入した。10% 胎児ウシ

血清添加 RPMI-1640培養液 （Sigma, MO, USA、以後 10% FCS/RPMIと略す）に 1% 

抗菌剤/抗真菌剤（100 U/mL penicillinG, 100 μg/mL streptomycin sulfate, 250 ng/mL 

amphotericinB; Life Technologies, Grand Island, NY, USA）を加えて 37°C、5% CO2、

21% O2の環境で培養、実験に用いた。 

【TEM】 

Pfeizer 社より無償供与された TEM を用いた。4.8% Tween80、4.8% PEG400、4% 

ethanol  添加 PBS を溶媒とした。          

【マウス皮下腫瘍モデルにおける TEM単剤投与の影響】 

生後 4-5 週の BALB/c と BALB/c nu/nu の雌マウスをオリエンタル酵母工業株式会

社（Tokyo, Japan）から購入した。動物実験は、東京大学の実験動物使用ガイドライ

ンに従って行った。各大腸癌細胞を回収後、RPMI-1640培養液に浮遊させ、CaR-1と

HT-29は 3x10
6 個を BALB/c マウス腹側皮下に、Colon-26は 5x10

5 個を BALB/c nu/nu 

マウス腹側皮下に接種した。図 9に示すように、接種 1-2 週後、腫瘍が 100-200 mm
3
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に成長したところで、長期投与グループ（3 回 /週、3 週間）は control（4% 

ethanol/PBS）群、TEM 0.1 mg/kg群、TEM 1 mg/kg群、TEM 10 mg/kg群の 4群にわ

け、短期投与グループ（3 回/週、1 週間）は control（4% ethanol/PBS）群、TEM 10 

mg/kg群の 2群にわけ、各群を 5-8匹とした。TEMは 0.2 mlの溶媒（4.8% Tween80、

4.8% PEG400、4% ethanol/PBS）に溶解してマウスに腹腔内投与を行った。投与開始

日を day 0とした。長期投与グループの腫瘍の大きさは下記の計算式を用いて、腫瘍

体積（tumor volume; TV）を求めた。 

 腫瘍体積 （TV）= （短径）2
 ｘ （長径）x 0.5 

薬剤投与から長期投与群は 24-30日後、短期投与群は 1週間後にマウスを犠牲死せ

しめた。短期投与群の腫瘍組織は摘出し、組織学的検討を行った。 

 

図 9. マウス皮下腫瘍モデル（TEM単剤）における投与スケジュール 
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【組織学的検討】 

短期投与グループの control 群、TEM 10 mg/kg群それぞれの皮下腫瘍を用いて組織

学的検討を行った。摘出した腫瘍組織はそれぞれ、一部は免疫組織化学染色用に

10% ホルマリンで固定後パラフィン包埋し切片を作成, 一部は O.C.T. compound で包

埋し液体窒素で凍結後 -80°Cで保存し cryostatで凍結切片を作成した。 

【5-bromo-2’-deoxyuridine（BrdU）labeling 法】 

マウス犠牲死 1時間前に BrdU （Sigma） 2 mgを腹腔内投与し、マウス皮下腫瘍の

パラフィン切片を作成した。マウス抗 BrdU モノクローナル抗体（clone BMC9318, 

Roche Diagnostics, IN, U.S.A、 10倍希釈で使用）を一次抗体として用いた。1治療群

につき 2 つの皮下腫瘍の切片から無作為にそれぞれ 3 視野選択のうえ、光学顕微鏡

下 400 倍で観察した。1視野ごとに陽性細胞の全体に占める割合を算出し、グラフは

平均±SEで示した（n=6）。 

【terminal transferase uridyl end labeling（TUNEL）法】 

アポトーシスは TUNEL法を用いた。マウス皮下腫瘍パラフィン切片を、in-situ 

cell death detection kit, POD（Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany）を用い

て染色した。1治療群につき 2つの皮下腫瘍の切片から無作為にそれぞれ 3視野選択

のうえ、光学顕微鏡下 400倍で観察した。1視野ごとに陽性細胞の全体に占める割合

を算出し、グラフは平均±SEで示した（n=6）。 
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【腫瘍血管内皮の染色】 

腫瘍血管新生は、血管内皮細胞特異的結合能を有する FITC 標識トマトレクチン 

（VECTOR Laboratories, INC.）を用いて染色を行った。すなわち、マウス犠牲死 5分

前に内眼角の静脈叢より FITC 標識トマトレクチンを静注したマウス皮下腫瘍の凍結

切片を用い、細胞核を DAPIにて染色した。1治療群につき 2つの皮下腫瘍の切片か

ら血管数高密度な腫瘍部分をそれぞれ 3 視野選択のうえ、光学顕微鏡下 200 倍で血

管数を数えた。1視野ごとに微小血管密度（micro vessel density、以後 MVDと略す）

として算出し、グラフは平均±SEで示した（n=6）。 

【HIF-1αと VEGFの免疫組織化学染色】 

血管新生に関わる重要な因子である HIF-1α と VEGFのタンパク発現を検討するた

め、それぞれの免疫組織化学染色を行った。マウス抗 HIF-1α モノクローナル抗体

（clone ESEE122, Abcam, Cambridge, UK、1,000倍希釈で使用）、マウス抗 VEGFモノ

クローナル抗体（Santa-Cruz Biotechnology, CA, USA、100 倍希釈で使用）、一次抗体

として用いた。抗原の賦活化処理として、脱パラフィンした切片を 10 mM クエン酸

ナトリウム緩衝液（pH 6.0）に浸し、オートクレーブ装置で 95°C 10分間処理した。

室温まで冷却後 PBS で 3 回洗浄し、H2O2 加メタノールで 20 分処理し内因性ペルオ

キシダーゼ除去を行った。PBSで 3回洗浄後、Protein Block Serum-Free（DAKO）で

60 分間ブロッキングし、それぞれの一次抗体を一晩 4°C で反応させた。その後ヒス

http://www.vectorlabs.com/
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トファイン マウスステイン キット（Nichirei Corp., Tokyo, Japan）を用い、酵素抗

体反応を行い、DAB発色を行った。  

【統計学的解析】 

統計学的有意差の検定には two tailed unpaired t-testを用い、p値が 0.05未満を統計

学的に有意とした。 
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1-2-3. 実験結果 

 

【マウス皮下腫瘍モデルにおける TEMの大腸癌抑制効果】 

すべての細胞株で、TEM 投与中は用量依存的に腫瘍の増殖を抑制する傾向を認め

た。投与開始 21 日後の時点で、CaR-1 細胞由来腫瘍の体積は control 群（n=7）: 

750±110 mm
3、TEM 0.1 mg/kg 投与群（n=7）: 560±89 mm

3、TEM 1 mg/kg 投与群

（n=7）: 270±90 mm
3、TEM 10 mg/kg 投与群（n=8）: 190±36 mm

3 であり、TEM 10 

mg/kg 投与群の腫瘍体積は control 群の 0.25 倍（p=0.0002）であった。HT-29 細胞由

来腫瘍の体積は control 群（n=7）: 1700±350 mm
3、TEM 0.1 mg/kg 投与群（n=6）: 

840±220 mm
3、TEM 1 mg/kg 投与群（n=7）: 480±120 mm

3、TEM 10 mg/kg 投与群

（n=6）: 360±120 mm
3であり、TEM 10 mg/kg投与群の腫瘍体積は control群の 0.21倍

（p=0.007）であった。Colon-26 細胞由来腫瘍の体積は control 群（n=5）: 9200±2900 

mm
3、TEM 0.1mg/kg 投与群（n=8）: 4600±700 mm

3、TEM 1 mg/kg 投与群（n=8）: 

3300±310 mm
3、TEM 10 mg/kg 投与群（n=8）: 1600±190 mm

3であり、TEM 10 mg/kg

投与群の腫瘍体積は control 群の 0.17 倍（p=0.006）であった（図 10A）。典型例写真

として CaR-1細胞由来腫瘍の control群と TEM 10 mg/kg投与群の TEM投与開始日と

21 日後の写真を示す（図 10B）。各治療群間において、観察期間中に体重の有意差は

なく、また肉眼的に観察できる範囲で明らかな副作用を認めなかった（data略）。 
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図 10.  マウス皮下腫瘍モデルにおける TEMの腫瘍増殖抑制効果 - A: 皮下腫瘍の体積

の変化、B: CaR-1細胞由来腫瘍の代表的写真   

A: TEM は用量依存的に大腸癌細胞の増殖を抑制する傾向を示した。グラフは平均

±SEで示した。B: TEM投与群の腫瘤は control群のものと比較し増殖が抑制されてい

た。 
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【マウス皮下腫瘍における TEMの増殖抑制効果-BrdU labeling 法】 

 TEMによる皮下腫瘍増殖抑制効果を BrdU labeling 法にて検討した。CaR-1、HT-

29と Colon-26細胞由来腫瘍で、control群と比較し TEM 10 mg/kg投与群は BrdU陽性

細胞がそれぞれ、4.4%、4.1%、5.1% 低下しており、すべての細胞株において TEM

投与群で増殖が抑制されていた（図 11）。CaR-1 と Colon-26 は in vitro での検討と合

致する結果であった。一方、HT-29 は in vitro の検討では増殖抑制効果を認めなかっ

たが、マウス皮下腫瘍の検討では抑制効果を認めた。 
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図 11.  マウス皮下腫瘍モデルにおける TEMの腫瘍増殖抑制効果 

すべての細胞株で、TEM 10 mg/kg投与群は control群に比べて BrdU陽性細胞（茶色

に染色）の割合が低下した。barは 25 μmを示す。グラフは平均± SEで示した。 

 

【マウス皮下腫瘍における TEMのアポトーシス誘導効果 - TUNEL法】 

TEM によるアポトーシス誘導効果を TUNEL 法で評価した。CaR-1、HT-29 と

Colon-26細胞由来腫瘍で、TEM 10 mg/kg投与群は control群と比較し TUNEL陽性細
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胞がそれぞれ、0.25%、0.53%、0.21% 上昇しており、すべての細胞株において TEM

投与群でアポトーシスが有意に増加していた（図 12）。in vitro の実験結果と異なり、

マウス皮下腫瘍の検討では TEMのアポトーシスの誘導効果を認めた 。 

 

 

図 12.  マウス皮下腫瘍モデルにおける TEMのアポトーシス誘導効果 

すべての細胞株で、TEM 10 mg/kg投与群は control群に比べて TUNEL陽性細胞（矢

印）の割合が上昇していた。barは 25 μmを示す。グラフは平均±SEで示した。 
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これまでの結果から、マウス皮下腫瘍モデルでは、in vitro の実験系において TEM

による増殖抑制効果を認めなかった HT-29においても TEMが増殖抑制効果を示すこ

とが明らかとなった。また、in vitroの実験系では TEMは大腸癌細胞のアポトーシス

を誘導しなかったが、マウス皮下腫瘍モデルでは割合としては小さいながらもアポ

トーシスを誘導することが明らかとなった。そこで、TEM の細胞周期停止効果以外

の機序を確認するため、腫瘍血管新生への影響を検討することとした。 

【マウス皮下腫瘍における TEM の血管新生抑制効果 - 微小血管密度、HIF-1α・ 

VEGF免疫組織化学染色】 

 TEM の血管新生抑制効果を、血管内皮細胞特異的結合能を有する FITC 標識ト

マトレクチンを用いて、微小血管密度として評価した。CaR-1、HT-29と Colon-26細

胞由来腫瘍で、TEM 10 mg/kg投与群は control群と比較し MVDがそれぞれ、61%、

67%、58% 低下し、すべての細胞株において TEMの血管新生抑制効果を認めた （図

13）。 
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図 13.  マウス皮下腫瘍モデルにおける TEMの血管新生抑制効果 - FITC標識トマトレ

クチンによる血管内皮の検出 

すべての細胞株で、TEM 10 mg/kg投与群は control群に比べて MVDが減少していた。

barは 50 μmを示す。グラフは平均± SEで示した。 

 

 続いて、血管新生に関わる重要な因子である HIF-1α と VEGFの発現を、皮下腫瘍

のパラフィン切片を用いて免疫組織化学染色にて評価したところ、すべての細胞株

で HIF-1αと VEGFの発現は低下していた（図 14）。 
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図 14.  マウス皮下腫瘍モデルにおける TEM の血管新生抑制効果 - HIF-1α（A）、

VEGF（B）免疫組織化学染色 

すべての細胞株で、TEM 10 mg/kg投与群は control群に比べて HIF-1αと VEGFタン

パクの発現を抑制した。barは 25 μmを示す。 
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1-2-4. 考察 

 

本節では、マウス皮下腫瘍モデルにおける TEM 単剤での大腸癌への影響を、AKT

が強く活性化されているヒト大腸癌細胞 CaR-1 とマウス大腸癌細胞 Colon-26、およ

び AKTの活性化が弱いヒト大腸癌細胞 HT-29を用いて検証した。in vitroの実験結果

と異なり、HT-29 を含むすべての細胞株で、TEM による増殖抑制効果とアポトーシ

ス誘導効果を認めた。そこで、TEM の細胞周期以外への影響を確認するため、腫瘍

血管新生への影響を検討した。トマトレクチンによる血管内皮の染色による評価で、

すべての細胞株において、皮下腫瘍の MVDの減少を確認した。また、血管新生にお

ける重要な因子である HIF-1α と VEGFの免疫組織化学染色を行い、両者のタンパク

発現がすべての細胞株で低下していることを確認した。これは、in vitro の実験系に

おける低酸素環境で培養された大腸癌細胞の western blotting による評価で、TEM に

より HIF-1α と VEGF タンパクがすべての細胞株で減少していたことと合致する結果

であった。従って、血管新生の抑制は大腸癌細胞の AKT の活性化の状態によらず、

TEM により抑制されることが確認された。腫瘍微小環境は腫瘍細胞以外の種々の細

胞（血管内皮細胞、線維芽細胞、免疫細胞など）や間質、その他によって構成され

ている。in vitro の実験系では認めなかった腫瘍細胞増殖抑制およびアポトーシス増

加がマウス皮下腫瘍では認められた点に関しては、HIF-1α・VEGF抑制を介した血管
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内皮細胞に対する血管新生抑制作用［65］によって、腫瘍細胞に低酸素・低栄養状

態がもたらされ、間接的に腫瘍増殖が抑えられたことが原因の一つと推察される。

これまでにも rapalog の抗腫瘍効果の一つは血管新生の抑制と考えられており、腫瘍

細胞に対する直接の作用と血管新生抑制を介した間接的な作用の両者が影響するこ

とを示唆する報告はあるが［66, 67］、実際に in  vitroで rapalogの増殖抑制効果の程

度が異なる大腸癌細胞株を用いて in vivo で検討した報告はなく、本研究で得られた

新しい知見である。ただし、血管新生抑制、腫瘍細胞の増殖抑制、腫瘍細胞のアポ

トーシス誘導が、それぞれどの程度の割合で全体として腫瘍サイズの抑制に寄与し

ているかは不明である。 

以上から、TEM による大腸癌の抑制効果は、AKT が強く活性化されている細胞株

では細胞周期の G1期停止と血管新生抑制によるものであることが確認された。また、

AKT の活性化が弱い細胞株では細胞周期への影響は認めず血管新生抑制のみ認めら

れるが、血管新生抑制のみでも腫瘍への増殖抑制効果を示すことが確認された。こ

れらの結果から、TEM による血管新生抑制は大腸癌の発現・進展に大きな影響を及

ぼしており、二次的に生じた腫瘍細胞の低酸素、低栄養状態により、腫瘍増殖抑制

およびアポトーシス誘導を来たしている可能性も示唆された。 
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1-2-5. 結論 

 

マウス皮下腫瘍モデルにおいて、TEM は細胞株の AKT の活性化の状態によらず、

大腸癌の血管新生を抑制し、増殖を抑制し、アポトーシスを誘導した。in vitro の実

験系における検討で TEMによる増殖抑制効果を認めなかった HT-29でもマウス皮下

腫瘍の増殖が抑制されたことから、TEM は AKT が強く活性化されている大腸癌の

みでなく、AKT の活性化が弱い大腸癌においても、血管新生抑制効果により抗腫瘍

効果を発揮するものと考えられた。 
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第二章 

クロロキン（CQ）との併用による 

Temsirolimusの大腸癌細胞に及ぼす影響 

 

2-1. 目的 

 

本章では TEM とオートファジー阻害剤である CQ との併用の大腸癌への影響につ

いて検証すること、特に、併用によりアポトーシス誘導を増強し得るという仮説の

検証を目的とした。 
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2-2. 材料と方法 

 

【細胞株と培養方法】 

マウス大腸癌細胞株 Colon-26 をJapanese Cancer Research Resource Bank （JCRRB）

より購入した。10% FCS/RPMIに1% 抗菌剤/抗真菌剤（100 U/mL penicillinG, 100 

μg/mL streptomycin sulfate, 250 ng/mL amphotericinB; Life Technologies, Grand Island, NY, 

USA）を加えて培養、実験に用いた。 

【薬剤】 

rapalog の一つである TEM（分子式; C56H87NO16, 構造式: 図 3）を用いた。in vitro

の実験系では SIGMA Japanより購入したもの、マウス皮下腫瘍モデルでは Pfeizer社

より無償供与されたものを実験に用いた。オートファジー阻害薬としてクロロキン

（CQ, 分子式: C18H26CIN3, 構造式: 図 15）を Sigma社（St Louis, MO, USA）より購入

し実験に用いた。実験の際に溶媒として、TEM には in vitro の実験では dimethyl 

sulfoxide（DMSO）（Sigma, Watford, UK）を用いて溶解し、10 mM の stock solution

とした。in vivoの実験では 4.8% Tween80、4.8% PEG400、4% ethanol 加 PBS を溶媒

とした。CQの溶媒には PBSを用いた。 

http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
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図 15. CQの構造式 

 

【TEMと CQの併用投与時における細胞増殖の検討‐MTS法】 

 96-well flat-bottomed plate に 3x10
3 

cells/wellずつのマウス大腸癌細胞株 Colon-26を

加え、37°C、5% CO2の環境で一晩培養した。翌日、各薬剤を添加し、48時間培養後

に MTS 法にて評価した。増殖率は、control に対する比率として算出した。実験は 3 

wellsで行い、グラフは平均±SDで示した。 

以後の実験では、control 群（TEM 0 nM、CQ 0 µM）、CQ 単独群（CQ 20 µM、

TEM 0 nM）、TEM単独群（CQ 0 µM、TEM 100 nM）、CQと TEM併用群（CQ 20 µM、

TEM 100 µM）の 4群を設定して検討を行った。 

【AVOsの測定‐フローサイトメトリー法】 

 37°C、5% CO2 の環境で、10 cm dish に 1x10
6 

cells ずつのマウス大腸癌細胞株

Colon-26 を加え、一晩培養した。翌日、前述のように、control 群、CQ 群、TEM 群、

TEM+CQ併用群の 4群を設定した。48時間後、細胞を回収し、PBS で 2回洗浄後、

5 µg/mlの acridine orangeにて 10分間常温で染色し、洗浄後すぐにフローサイトメト
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リー法を用いて測定した。測定結果は平均蛍光強度（Mean fluorescein intensity ）に

て評価した。同様の実験を 3回行い、グラフは平均±SDで示した。 

【各種タンパク発現の評価 ‐ western blotting】 

 37°C、5% CO2 の環境で、10 cm dish に 1x10
6 

cells ずつのマウス大腸癌細胞株

Colon-26 を加え、一晩培養した。翌日、前述のように、control 群、CQ 群、TEM 群、

TEM+CQ併用群の 4群を設定した。 48時間作用後に培地を除去し、PBSで洗浄した

後、1% Tween20 およびプロテアーゼ阻害剤を含む溶解液にて氷上で１時間静置し、

癌細胞を溶解した。回収した溶解液を遠心し、上清のタンパク濃度を 1 mg/ml に調

製した。タンパク抽出液に 2% のメルカプトエタノール を加え、100°C で 5 分間煮

沸した。電気泳動は 7.5-15% polyacyrylamideゲルを用いて行った。Hybond ECL ニト

ロセルロース膜（Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England）に転写し、

5% スキムミルクにて非特異的結合のブロッキングを 1時間行った後、ウサギ抗 LC3

ポリクローナル抗体（Medical Biological Laboratories CO, Nagoya, Japan、 500倍希釈

で使用）、ウサギ抗 p62 ポリクローナル抗体（Medical Biological Laboratories CO, 

Nagoya, Japan、500 倍希釈で使用）、マウス抗 Bax モノクローナル抗体（clone B-9, 

Santa-Cruz Biotechnology, CA, USA、500 倍希釈で使用）、マウス抗 Bcl-2 モノクロー

ナル抗体（clone C-2, Santa-Cruz Biotechnology, CA, USA、500倍希釈で使用）、β-actin

モノクローナル抗体（clone A-15, Sigma, MO, USA、10,000 倍希釈で使用）を一晩反
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応させた。洗浄した後、Horseradish peroxidase（HRP）標識抗ウサギ IgG 抗体

（Vector Laboratories, Inc, CA, USA）、もしくは抗マウス IgG抗体（Vector Laboratories, 

Inc, CA, USA）を各々二次抗体として反応させた。その後、ECL detection system

（Amersham Pharmacia Biotech）を用いて現像した。各 bandの濃度は Image J software

（open source Image J software, http://rsb.info.nih.gov/ij/)にて測定し、β-actinの濃度で標

準化し、control 群を 1 とした。同様の実験を 3 回行い、グラフは平均±SD で示した。 

【アポトーシスの測定 - フローサイトメトリー法】 

 37°C、5% CO2の環境で、10 cm dish に 1x10６
 
cellsずつ各群のマウス大腸癌細胞株

Colon-26 を加え、一晩培養した。翌日、各種、各濃度の薬剤含有通常培地にて 48 時

間培養した。細胞を回収し、PBS で洗浄をした後、FITC 標識 Annexin V 及び

Propidium Iodide（PI） （Annexin V: FITC Apoptosis Detection Kit, BD Pharmingen, San 

Jose, CA, USA）にて染色を行った。フローサイトメトリーを用いて測定し、Annexin 

V陰性 / PI陰性の分画は生細胞、Annexin V陽性の分画はアポトーシス細胞集団と判

定した。同様の実験を 3回行い、グラフは平均±SDで示した。 

【マウス皮下腫瘍モデルにおける TEMと CQ併用による影響】 

 生後 4-5 週の BALB/c の雌マウスをオリエンタル酵母工業株式会社（Tokyo, Japan）

から購入した。動物実験は、東京大学の実験動物使用ガイドラインに従って行った。

Colon-26 は 5x10
5個をマウス背側皮下に接種した。図 16 に示すように、接種 1-2 週

http://rsb.info.nih.gov/ij/
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後、腫瘍が 100-200 mm
3に成長したところで、長期投与グループ（3回/週、3週間）

および短期投与グループ（3回/週、1週間）ともに、control群（TEM 0 mg/kg、CQ 0 

mg/kg）、CQ単独群（CQ 50 mg/kg、TEM 0 mg/kg）、TEM単独群（CQ 0 mg/kg、TEM 

10 mg/kg）、TEMと CQ併用群（CQ 50 mg/kg、TEM 10 mg/kg）の 4群を設定して検

討を行った。各群は 6-8 匹とした。TEM は 0.2 ml の溶媒（4.8% Tween80、4.8% 

PEG400、4% ethanol/PBS）に溶解して、CQ は 0.1 ml の PBS に溶解して、マウスに

腹腔内投与を行った。投与開始日を day 0とした。長期投与グループの腫瘍の大きさ

は下記の計算式を用いて、腫瘍体積（tumor volume ; TV）を求めた。 

 腫瘍体積 （TV）=（短径）2
 ｘ （長径）x 0.5 

 

図 16   マウス皮下腫瘍モデル（TEMと CQ併用）での投与スケジュール 
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 薬剤投与から長期投与群は 30 日後、短期投与群は 1 週間後にマウスを犠牲死せし

めた。短期投与群の腫瘍組織は摘出し、それぞれ免疫組織化学染色用に 10% ホルマ

リンで固定後パラフィン包埋し切片を作成、一部は western blotting 用にホモジェナ

イズ後に上記のようにタンパク抽出液を作成した。 

【マウス皮下腫瘍における各種タンパク発現の評価 – western blotting】 

 各群それぞれの 3 つの皮下腫瘍からのタンパク抽出液を用いた。オートファジー

（LC3、p62）の測定を、前述の方法と同様に western blotting により施行した。また、

アポトーシス関連タンパクの検出を、マウス抗 Bax モノクローナル抗体（clone B-9, 

Santa-Cruz Biotechnology, CA, USA、200倍希釈で使用）マウス抗 Bcl-2モノクローナ

ル抗体（clone C-2, Santa-Cruz Biotechnology, CA, USA、500倍希釈で使用）を一次抗

体として western blottingにより施行した。グラフは平均±SEで示した。 

【組織学的検討】 

 短期投与グループの各群それぞれの皮下腫瘍を用いて組織学的検討を行った。摘

出した腫瘍組織はそれぞれ、一部を免疫組織化学染色用に 10% ホルマリンで固定後

パラフィン包埋し切片を作成した。 

【terminal transferase uridyl end labeling（TUNEL）法】 

 アポトーシスの評価は TUNEL 法を用いた。マウス皮下腫瘍パラフィン切片を、

in-situ cell death detection kit, POD（Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany）を
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用いて染色した。1治療群につき 2つの皮下腫瘍の切片から無作為にそれぞれ 3視野

選択のうえ、光学顕微鏡下 400倍で観察した。1視野ごとに陽性細胞の全体に占める

割合を算出し、グラフは平均±SEで示した（n=6）。 

【統計学的解析】 

統計学的解析は、two tailed unpaired t-test を用いた。p 値が 0.05 未満を統計学的に

有意とした。  
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2-3. 実験結果 

 

【TEMと CQの大腸癌細胞に対する増殖抑制効果】 

 薬剤と 24 時間反応させた後の増殖は、control 群を 1 として CQ 単剤投与群: 

0.81±0.01、TEM 単剤投与群: 0.79±0.01、TEM+CQ 併用群: 0.67±0.01、また、48 時間

の反応では、control 群を 1 として、CQ 単剤投与群: 0.64±0.01、TEM 単剤投与群: 

0.54±0.01、TEM+CQ 併用群: 0.41±0.01 であった。TEM と CQ 併用群は他のいずれの

群よりも有意に増殖が抑制された （図 17）。 

 

図 17. TEMと CQ併用による大腸癌増殖への影響 (左: 24時間後、右: 48時間後) 

TEM と CQ との併用により相加的な増殖抑制効果を認めた。グラフは平均±SD で示

した。 
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【TEMによるオートファジー誘導に及ぼす CQの影響】 

 図 18に示すように、control群、CQ単剤投与群と TEM単剤投与群の平均蛍光強度

はそれぞれ、3.5±0.3、5.3±0.1、4.9±0.1 で、CQ 単剤投与群と TEM 単剤投与群はそれ

ぞれ control 群と比較し AVOs の増加を認めた。TEM と CQ 併用群で、AVOs はさら

に増加した（平均蛍光強度: 7.1±0.6）。CQ単剤投与による AVOsの増加は、オートフ

ァジーを後期段階で阻害することによるもの、TEM 単剤投与による AVOs の増加は

オートファジーの誘導によるものであり、併用することによりさらに増加したもの

と考えられた。 

 

図 18.  TEMによる AVOs形成に対する CQの影響 

フローサイトメトリー法による計測。CQ 併用により、TEM 単剤投与に 比較し

AVOs形成の増加を認めた。 上段の図中の線はそれぞれ左から赤: CQ、青: TEM、橙: 

TEM+CQ投与時、中塗りの黒線はいずれも controlである。グラフは平均±SDで示し

た。 
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次に、CQ によるオートファジー阻害を明らかにするため、LC3-I から LC3-II への

転換、p62 の発現について検討した。図 19 に示すように、CQ 単剤投与群は control

群と比較し LC3-IIへの転換は 2.37倍、p62は 1.18倍と両者とも有意に増加を認め、

オートファジーの後期段階での阻害作用が確認された。一方、TEM 単剤投与群では

control群と比較し LC3-IIへの転換は 1.42倍と有意に増加し、p62は 0.82倍と有意に

減少し、TEM 単剤投与によってオートファジーが進行していることが確認された。

TEMと CQ併用により、LC3-IIへの転換は control群と比較し 3.73倍とさらなる増加

を認めたが、p62は control群と比較しむしろ 1.23倍と増加する傾向であった。 

 

図 19.  TEMによるオートファジー誘導に対する CQの影響 

western blotting による評価。TEM 単剤投与により LC3-IIへの転換ならびに p62 の減

少が認められた。CQ併用により p62、および LC3-II転換の増加を認めた。グラフは

平均±SDで示した。 

←LC3-I 

←LC3-II 
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【TEMと CQ併用による大腸癌細胞のアポトーシス誘導】 

次に、TEM と CQ 併用による Colon-26 の増殖抑制効果の機序に関して、アポトー

シスの誘導について検討した（図 20）。Annexin V 陽性細胞をアポトーシスとし、そ

の割合を検討した。CQ 単剤投与によりわずかにアポトーシスが誘導されたが、TEM

単剤投与のみではアポトーシスを誘導しなかった。両者を併用することにより著明

なアポトーシス誘導効果を認めた  （control: 2.7±0.8%、CQ: 4.4±0.3%、TEM: 

3.1±1.2%、TEM+CQ: 7.8±0.1%）。 

 

図 20.  TEMと CQ併用による大腸癌のアポトーシスへの影響  

フローサイトメトリー法による計測。TEM と CQ を併用することにより著明なアポ

トーシス誘導効果を認めた。グラフは平均±SDで示した。 
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さらに、TEM と CQ 併用によるアポトーシス誘導の機序に関して、アポトーシス

関連タンパクである Baxおよび Bcl-2について western blottingにて検討した。Baxは

death signal により細胞質から移動し、ミトコンドリアでシトクロム c 放出を刺激す

るプロアポトーシスタンパクである。Bcl-2 は抗アポトーシスタンパクの一つで、電

位依存性陰イオンチャネルに影響を与え、シトクロム c の放出制御の一端を担って

いると考えられている。この両者の比である Bax/Bcl-2 ratioが上昇すると、アポトー

シスの増加につながると考えられている［68, 69］。図 21 に示したように、CQ 単剤

投与により、control 群と比較し Bax は 1.23 倍と有意に増加し、Bcl-2 は 0.77 倍と有

意に減少を認めた。TEM 単剤投与により、control 群と比較し Bcl-2 は 0.59 倍と有意

に減少を認めた。TEM と CQ 併用により、Bcl-2 は control 群と比較し 0.52 倍と有意

に減少し、また、Bax/Bcl-2 ratio は control 群と比較し 1.63 倍であり、他のいずれの

群と比較しても有意な上昇であった。 
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図 21. TEMと CQ併用による大腸癌のアポトーシス関連タンパクへの影響 

CQ単剤投与により Baxが増加した。CQ単剤投与と TEM単剤投与いずれも Bcl-2の

減少を認めた。TEMと CQ併用群の Bax/Bcl-2 ratioは control群と比較し 1.63倍と最

大であった。グラフは平均±SDで示した。 

 

【マウス皮下移植モデル - TEMと CQの併用による腫瘍増殖抑制効果】 

マウス大腸癌皮下腫瘍モデルにおいて、TEMと CQ併用による効果を in vivoで検

証した。実験にあたり、前章での TEM 単剤投与群での検討および、BALB/c マウス

大腸癌皮下腫瘍モデルにおける CQ 単剤での安全性および抗腫瘍効果に関する過去

の研究に準じて、TEMは 10 mg/kg/day、CQは 50 mg/kg/day［51］と投与量を設定し

た。図 22に示すように、薬剤投与開始 21日後において、CQ単剤投与群では明らか

な腫瘍抑制効果を示さなかったが、TEM 単剤投与群、TEM と CQ 併用群で腫瘍抑制

効果を認めた。投与開始 21 日後の TEM と CQ 併用群（n=8）の皮下腫瘍体積は、
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control 群（n=8）と比較し 0.27 倍（p=0.006）、CQ 単剤投与群（n=8）の 0.25 倍

（p=0.002）、TEM 単剤投与群（n=8）の 0.62 倍（p=0.035）と、いずれとも有意差を

もってより強い増殖抑制効果を認めた。各治療群間において、観察期間中に体重の

有意差はなく、また肉眼的に観察できる範囲で明らかな副作用を認めなかった（data

略）。 

 

図 22.  TEMと CQ併用による皮下腫瘍の増殖抑制効果  

TEM と CQ 併用群は、control 群、CQ 単剤投与群、TEM 単剤投与群のいずれと比較

しても有意に強い腫瘍増殖効果を認めた。グラフは平均±SEで示した。 

 

【マウス皮下移植モデル - TEM によるオートファジー誘導に対する CQ の影響 - 

western blotting】 

 皮下腫瘍組織由来のタンパク成分におけるオートファジー関連タンパクの変化を

検証した。CQ 単剤投与群は control 群と比較し、LC3-II への転換は 2.05 倍と有意に
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増加、p62 は 1.16 倍と有意に増加を認め、オートファジーの後期段階での阻害作用

が確認された。一方、TEM単剤投与群は control群と比較し、LC3-IIへの転換は有意

差を認めないものの 1.48 倍の増加、p62は 0.86倍と有意に減少を認め、TEM 単剤投

与によって Colon-26 におけるオートファジーが進行しているものと推察された。

TEMと CQ併用群では control群と比較し、いずれも有意差を認めないものの、LC3-

IIへの転換は 1.78倍、p62は 1.52倍と増加していた（図 23）。この結果から、in vivo

でも in vitroと同様に、CQが TEMにより誘導されたオートファジーを抑制している

ものと推察された。 

 

図 23. TEMによるオートファジー誘導に対する CQの影響 

western blotting による評価。TEM 単剤投与群では LC3-II発現の増加および p62 発現

の減少が認められた。TEM と CQ 併用により、p62 発現の増加を認めた。 グラフは

平均±SEで示した。 

←LC3-I 

←LC3-II 
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【マウス皮下移植モデル - TEM と CQ の併用によるアポトーシス誘導への影響 - 

TUNEL法、western blotting】 

 TEM と CQ 併用によるアポトーシス誘導効果を TUNEL法で評価した。TUNEL陽

性細胞はそれぞれ、control群: 0.24±0.02%、CQ単剤投与群: 0.31±0.03%、TEM単剤投

与群: 0.43±0.02%、TEMと CQ併用群: 0.80±0.06% であり、TEMと CQ併用群は他の

いずれの群との比較においても有意に TUNEL 陽性細胞の割合が上昇していた（図

24）。 
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図 24. TEMと CQ併用によるアポトーシス誘導への影響 - TUNEL法 

TEM と CQ 併用群は他のいずれの群との比較においても有意にアポトーシス（茶色

に染色された細胞）の割合が上昇していた。barは 50 μmを示す。グラフは平均±SE

で示した。 
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  次に、in vitro での実験同様、各群の皮下腫瘍組織由来のタンパク成分における、

アポトーシス関連タンパクである Baxおよび Bcl-2について western blottingにて検討

した。有意差を認めないものの、CQ 単剤投与群は control 群と比較し Bax が 1.47 倍

と増加を認めた。TEM 単剤投与群は control 群と比較し、Bcl-2 が 0.71 倍と有意に減

少した。TEM と CQ 併用群での Bax/Bcl-2 ratio は、CQ 単剤投与群および TEM 単剤

投与群と比較し有意差を認めないものの、control 群と比較し 1.74 倍と最大であった

（図 25）。 

 

図 25. TEMと CQの併用によるアポトーシス関連タンパクへの影響 

western blottingによる評価。TEMと CQ併用群は 4群の中で Bax/Bcl-2 ratioが最大で

あった。グラフは平均±SEで示した。  
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2-4. 考察 

 

これまでの抗悪性腫瘍薬としての臨床使用の経験から、rapalog の問題点もいくつ

か指摘されている。rapalogの作用が主に cytotoxicなものではなく cytostaticなもので

あるということや［70-72］、またこの薬剤に耐性を示す腫瘍が少なからず存在する

ことなどである。このため他の薬剤との併用療法に関する研究も活発に行われてい

る［73］。rapalog への抵抗性を示す原因の一つにオートファジー誘導も考えられてい

ることから、本章では TEM とオートファジー阻害剤である CQ を併用することによ

り TEMの抗腫瘍効果を増強できるかを検証した。 

in vitro の実験系において、TEM と CQ を併用することにより、それぞれを単剤で

用いた場合よりも相加的な腫瘍増殖抑制効果を認めた。オートファジーに関して検

討を行ったところ、図 18 に示したように、AVOs は TEM 単剤で増加を認めたが、

CQ との併用によりさらに発現の増強を認めた。CQ はオートファジーを後期段階で

阻害するため、AVOsの評価だけでなく、western blottingにより LC3-IIと p62の評価

を行った。LC3-II は AVOs と同様 TEM 単剤で増加を認めたが、CQ との併用により

さらに発現の増強を認めた。さらに直接の基質である p62 の評価を行った。p62 は

TEM により減少したが、CQ との併用によりむしろ増加した。つまり、TEM により

誘導されたオートファジーが CQ投与により阻害されることが確認された。 
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次に、TEM と CQ の併用により、アポトーシス誘導が増強されるかについての検

討を行った。フローサイトメトリーによる評価において、TEM と CQ の併用は、他

のいずれの群との比較においても有意にアポトーシスが増加していた（図 20）。これ

までに、CQ がプロアポトーシスタンパクである Bax を増加させるという報告［74, 

75］や、RAPAが抗アポトーシスタンパクである Bcl-2を減少させるという報告［76-

78］があることから、TEM と CQ 併用によりアポトーシスが増加した機序に関する

検討として、western blottingにて Bax/Bcl-2 ratioを測定した。定量化すると、TEMと

CQ 併用群で有意に Bax/Bcl-2 ratio の上昇があり（図 21）、これがアポトーシス増加

の機序の一つであると考えられた。 

マウス皮下腫瘍モデルでの in vivoの検討においても、TEMと CQ併用群は他のど

の群との比較においても有意に腫瘍増殖が抑制されていた（図 22）。皮下腫瘍のタン

パク抽出液による western blottingによる評価においても、LC3-IIは TEM単剤で増加

を認め、CQ との併用によりさらに発現の増強を認めた。p62 は TEM 単剤で減少を

認め、CQとの併用により増加した（図 23）。故に in vitroの結果と同様に、in vivoで

も TEM により誘導されたオートファジーが CQ 投与により阻害されることが確認さ

れた。皮下腫瘍における TUNEL 法によるアポトーシスの評価では、TEM と CQ 併

用群は他の群と比較し有意にアポトーシスの割合が増加していた（図 24）。この機序

に関する検討として、Bax/Bcl-2 ratioを western blottingにて評価したところ、TEMと
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CQ併用群では control群と比較し 1.74倍と最大であった（図 25）。 

 以上より、TEM とオートファジー阻害剤である CQ を併用することにより、大腸

癌細胞のアポトーシスを増強し得ることが、in vitroと in vivoの両面から確認された。

本研究により得られた結果は、他の抗悪性腫瘍薬とオートファジー阻害剤を併用す

ることでアポトーシス誘導が増強したとするこれまでの報告と相違ない結果である

［42-49］。これまでに悪性腫瘍に対する mTOR 阻害剤とオートファジー阻害剤の併

用の影響に関する報告は比較的少ない[79-83]。膵癌細胞、神経鞘腫細胞、神経芽腫

細胞、肺癌細胞でアポトーシスを誘導したという報告があり、その機序に関する検

討としては、神経芽腫細胞を用いた in vitroの実験系において Baxが増加し caspase 9、

caspase 3 が増加したという報告と、神経鞘腫細胞を用いた in vivo の実験系において

caspase 3 が増加したという報告のみである。我々の知り得る限り、大腸癌において

mTOR 阻害剤とオートファジー阻害剤の併用効果を検討したことと、in vivo の実験

系において Bax/Bcl-2 ratioが上昇したという結果は、いずれも初めての知見である。 

 TEM と CQ ともにすでに安全性が確認されている薬剤であるため、臨床応用が比

較的容易であり、今後大腸癌での臨床応用が期待される。 
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2-5. 結論 

 

TEM と CQ の併用はマウス大腸癌細胞株 Colon-26 の皮下移植腫瘍において、オー

トファジー誘導を抑制し、アポトーシスを誘導することによって腫瘍増殖を抑制す

る。アポトーシスの誘導の機序の一部はアポトーシスを制御する Bax/Bcl-2 ratioの上

昇によるものと考えられる。以上の結果より、TEM と CQ との併用療法は進行再発

大腸癌に対する新たな治療選択肢となり得ると考えられた。 
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総括および今後の課題 

 

大腸癌細胞を用いた実験系にて、TEM の抗腫瘍効果を確認し、その効果は細胞周

期の G1 期停止と血管新生抑制によるものであることを解明した。また、CQ による

TEM の抗腫瘍効果増強を確認し、その効果は大腸癌細胞が TEM に対する防御機構

として誘導したオートファジーが CQ によって阻害されたことと、Bax/Bcl-2 ratio の

上昇によるアポトーシス誘導のためであることを証明した。この結果より、TEM 単

剤および TEM と CQ との併用療法は、進行再発大腸癌に対する新しい治療戦略にな

りうると考えられた。 

rapalog は免疫抑制作用も持つことから、免疫系への影響の検討も必要である。今

回、in vivo の実験において、TEM 投与によるマウス脾細胞分画への影響をフローサ

イトメトリーで検討したところ、有意な変化を認めなかったが（data 略）、さらなる

検討が必要と考えられる。 

TEM と CQ ともにすでに他臓器の癌や疾患で臨床応用されている薬剤であり、大

腸癌への臨床応用は比較的容易であると思われる。今後進行再発大腸癌患者におけ

る有効性と安全性を示すべく、第 I/II相臨床試験の実施が望まれる。 
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