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Abstract Angiogenesis is now recognized to play a pivo阻1role in tumor 

development， and even in the process of carcinogenesis. Trientine dihydrochloride 

(trientine) is used in clinica1 practice as a copper (Cu)-chelating agent. In也iss加dy，we 
elucidate that the effect of仕ientineon加mordevelopment and carcinogenesis is due to 

the suppression of angiogenesis in the murine hepatocellular carcinoma cell (HCC) 

xenograft model and in the rat hepatocarcinogenesis model， respectively. Trientine 

suppressed the tumor development associated with suppression of in仕a-tumoral

angiogenesis. Trientir泥仕ea旬lentalso resulted in a marked increase of apoptosis in the 

tumor， althougJh tumor cell proliferation itself was not altered. 1n vitro studies also 

showed出attrientine is not cytotoxic for the tumor cells， but it significantly suppressed 

the endothelial cell prol証eration.1n a diethylni仕osarnine (DEN)-induced rat 

hepatocarcinogenesis model，住ientinetrea回 entsigni五cantlysuppressed glulathione 

S-transferase placental form (GST-P)-positive preneoplastic lesions. Trientine also 

markedly suppressed neovascularization in the liver to a similar level 郡山atof 

development of preneoplastic lesions. On the con仕ary，the intrahepatic cell proliferation 

was not altered with or without trientine treaむnent.These results suggested出atCu 

plays a pivotal role泊 HCCtumor development and carcinogenesis via angiogenesis 

suppression. Since trientine is already used in clinical practice without any serious side 

e旺'ects，it may be an e百ectivenew strategy for future HCC therapy. 
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緒 言

肝細胞癌(肝癌)の年間発生数は世界中で約500，000人

と推定されており，現在もその総発生数は地加し続けて

いるほ，我が固においても毎年約27，0∞人が肝癌のため

に死亡しており，男性の痛による死亡者数の第3位，女

性の第4{立を占めている剖.~干切除手技の向ヒ，エコー下

局所療法などの局所療法や動注化学療法の進歩，さらに

は肝移植の導入など，治療面での様々な工夫によりその

生命予後は改善しつつあるものの，多中心性発癌例や再

発例が多く，これらのコントロールが囲簸であるという

現実に対し，新しい観点からの治療法の開発か望まれて
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いる2)

ところで，現在化学療法に用いられている抗癌剤は癌

細胞のみならず正常細胞にも殺細胞作用を示し，骨髄抑

制などの宣篤な副作用を引き起こすため，長期間にわた

る連続した使用には大きな制約がある.特に肝癌の場合，

肝硬変を合併して肝予備能の低下を伴うことが多く，安

全性の確立された長期投与可能な薬物の開発が強く望ま

れる.

近年，新しいコンセプトの癌治療法として抗血管新生

療法が注目されている州.血管新生阻害剤は従来の抗癌

剤とは作用機序が異なり，錨細胞に対する「兵櫨攻めJを

基本コンセプトとしている.血管から酸素が拡散によっ

て供給され得る距離はたかだか2∞からおO.umであり，

これより離れた腫事細胞は新生血管の誘導がなければ壊

死するとされるへ即ち，腫事細胞の生存，増殖には血管

新生が必須であり，血管新生がなければ腫療はわずか数

mmでも成長することができず，休眠状態(tumordor-

mancy)に陥ると考えられている.実験的にも，アンジ

オスタチンなどの内因性血管新生阻害因子を投与するこ

とにより，胞筋が休眠状態に留まりそれ以上には成長し

ないことが報告されているの.

一般に腫協の発育過程では新生血管の増加を伴うこと

が広く知られている.肝動脈からの栄養血管に富む

hyper vascular tumorであることが肝癌の生物学的特

徴の lつにあげられており(代表的な治療法の iつで

ある肝動脈怨栓術 (TAE)もこの性質を利用したもので

ある.また， TAEを繰り返す毎に新たな供血路が形成

され，腫揚が次々と新しい血管によって栄養されるよう

になる症例も少なからず経験する.ヒト肝癌組織標本の

検討においても，癌部では非嫡部に比べ様々な血管新生

因子が高発現していることや腫筋内で微小鳳管禽度が増

加していることが報告されており，血管新生が肝癌の病

態形成に重要な役割を果たしていることが強く示唆され

ている9)

従来の抗癌剤は遺伝的に極めて不安定な癌細胞を標的

とするため，薬物耐性が生じ易く，数度の治療後に効果

が著しく滅弱することをしばしば経験する.これに対し，

抗血管新生療法は遺伝的に安定な血管内皮細胞(EC)を

ターゲツトとしているために，薬物耐性などは極めて生

じにくいとされている刷1)さらに癌細胞は深部に存在

するのに対して，内皮細胞は薬物が最初に到達する部分

であり，有効投与量も少なくて済み，抗癌剤の大量;投与

時に認められる副作用も極めて生じにくい昨11) さらに，

動物実験において，通常の抗癌剤では数度の治療で耐性

いこと，さらに治療を重ねた後に，薬物投与を中止しで

も腫蕩発育が起こらないことが報告されている4) このよ

うに，血管新生を夕一ゲツトとする癌治療はこれまでの

既存の癌治療とは異なつたコンセプトに基づ〈新しい治

療法として|世止界中で精力的な研究が行われている7，1川川川。凪仰'，1ゆ2ト-叶13ω3別}

現在，アメリカを中心に数十種類の血管新生阻害楽に対

する臨床治験が行われているが，現時点で認可されてい

るものはなく一般臨床医が使用できるまでにはしばらく

の時間がかかるものと考えられる.

ところで銅は生体機能の維持に欠くことのできない微

量元素であり，多くの生理学的あるいは病的な現象にお

いて重要な役割を来たすことが知られているがMl，近年

の研究より，血管新生においても必須の物質であること

が示唆されている刷掛.銅はinvitroにおいてECの糟殖

刺激作用を1rすると共に， vascular endothelial growth 

factor (VEGF)やbasicfibrob last growth factor (bFGF) 

などの種々の血管新生因子の活性化に必須の補関子であ

ることが報告されている211-22)また動物実験モデJレにお

いて，食餌中の銅を欠乏させることにより腫事の発育が

抑制されることも認められている.さらに，様々な種類

のヒト悪性肱療において，血i1fr11あるいは腫場内の銅濃

度の上昇が認められている.肝癌についても，癌部では

非癒部に比し過剰な銅の蓄積が認められたとの報告がな

されている骨'26)

ところで，肝癌は多くの場合肝硬変などの慢性肝疾患

をその発生母地としており，市危険度群が他の掘に比ぺ

て明らかであるためchemopreventionの必要性が大き

いと考えられているが，現在臨床的に肝発癌抑制作用が

認められているものはインターフエロンの長期投与など

に限られている%7).chemopreventive agent はその性格上，

長期間の投与が必要であり安全性の確立された経口剤の

開発が望まれている.さらに血管新生は癌の成長 ・発育

に必須であるのみならず，より皐期の発癌過程において

も重要な役割を呆たしていることが最近の研究より明ら

かにされつつある骨紛.従って抗血管新生薬は肝癌の発

育のみならず肝発癌そのものを抑制し，有効なchemo・

preventive agentとなり得る可能性があると考えられる.

そこで本研究において著者は，血管新生阻害に基づく

将来の肝癌治療の可能性を念頭に置き，臨床ですでに認

可され広く使用されている鋼キレート剤の実験的肝癌発

育および肝発痛に及ぼす影響につき血管新生の関与を中

心に検討した.

方 法

が生ずるのに対し，血管新生阻害薬では耐性は出現しな (A)マウス皮下肝癌モデル
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(1) 動物，薬剤，細胞

5週齢雌BALB/cマウスを日本エスエJレシー(浜松)

から購入した.銅キレート知!としてペニシラミンとトリ

エンチンを用いた.ペニシラミンはSigrnaChernica1 Co. 

(St. Lo山s，MO，USA)より購入し，トリエンチンはツム

ラ(東京)より提供を受けた.マウス肝癌細胞として，

同系マウスに移植可能なBNL，1ME A. 7R. A HCC cells 

但NL-HCC:理研ジーンパンク，東京)を今回の実験に

使用した31)またヒト騎帯i血管内皮細胞但UVEC)は大

日本製薬(大阪)より入手した.

(2) 皮下肝癌モデルの作製

175αぜのフラスコにBNL-HCC細胞を撒き，

10%FCS， 100 units/mlのペニシリンおよび100μg/mlの

ストレプトマイシンを含むDMEM培養液に， 37"C， 

5%C02の条件下で培養した.培養した細胞を 1X 106 

cells/mlの細施波度に調整したのち， 100μiを同系の

BALB/cマウスの背部皮下に接種してマウス皮下肝癌

モデルを作製した.腫蕩は週に2回ノギスを用いて測定

し，腫傷容積を経時的に測定した.なお，腫疹容積は

Carlsson et a1.却の方法にしたがい，次のように算定し

た.腫傷容積(mm3)=腫語長径位un)x腫帯短径位un)2

-:-2. 

(3) 銅キレート剤の抗腫郵効果の検討

6週間にわたり食餌中の銅を欠乏させることにより充

分な銅欠乏状態を達成できることが報告されているので

a，半数のマウスには前処置として実験開始6週前から

鋼欠之食を与え，銅欠乏食実験群とした.脇筋接種後3

日自に，マウスを無作為に各若手8匹ずつに分け実験をお

こなった.銅欠乏食投与群と通常の飼料を与えた群それ

ぞれにおいて，ペニシラミンおよびトリエンチンを

3，000ppmの用量で飲料水に混じて投与し，服務発育に

及ぼす影響について検討した.またトリエンチンについ

ては 3，0∞ppmに加えて 1，5∞ppm，750ppmの異なっ
た用量の実験者学を作製し，実際の臨床濃度に匹敵する低

用量投与の影響を検討した.

(4) トリエンチンの凪管新生に及ぼす影響の検討

トリエンチンの腫議内における血管新生抑制作用を検

討するために，各群の皮下!毘務より凍結切片を作成して

新生血管のマーカーとして広く知られている platelet

/EC adhesion molecule (PECAM: CD31)の免疫染色を

おこなった免疫染色は，まず切片に 1次抗体(Phann-

ingen， san Diego， CA; 1:100 dilution)を37"Cで60分間
反応させた後， 2次抗体(anti"'1'atIgG) (Novoscastra; 

Vector Laboratories， Burlingame， CA)を37"Cで30分間

反応させ，アピジンーピオチン標識酵素複合体仇BC)を

加え 37"Cで30分間反応させた.さらに洗浄後，内因性

ぺJレオキシダーゼ不活化をおこなうために，蒸留水加11

に30%H2U2lmlと70%メタノーJレ7mlを加えた溶液を

作成して楳本に加え， 10分間反応させた.その後ペルオ

キシダーゼ基質溶液(3，3'-Diaminobcnzidine: DAB)を

反応させることにより組織切片上の抗体の存在を検討し

た.最後に洗浄し，へマトキシリンーマイヤーにて対比

染色をおこなった後，脱水処理をおこなった.さらに，

徴細新生血管の面積を半定量するために，画像解析シス

テムを用いた.まず， 200倍視野で代表像を 5箇所選ん

でポジフィ Jレムを用いて写其撮影し，イメージアナライ

ザーを用いてデジタ jレ化し， NIH image softwareを用

いて新生血管の総面積を測定した.皮下腫癒内のアポト

ーシスはTUNEL(termina1 deoxynucleotida1仕剖lsfe-

rase寸nediateddUTP nick 1abeling)にて，腫都細胞の増

殖はPCNA(proliferative ceJ1 nuclear antigen)にて評価

し，パラフィン包埋切片倍率400倍で任意の 30視野にお

ける各々の陽性細胞数を数えた.

(5) トリエンチンの肝痕細胞および内皮細施期殖に及ぼ

す効果

トリエンチンの肝癌細胞侶NL-HCC)およびECの増

殖に対する抑制効果を検討するために，MTT ( tetrazoli・

山n，3-(4，5吋liethy1thiazol-2ヴ1)-2，5-diphenyte仕也oliωn

bromide ) assay法を用いて， in vitroにおける細胞増荊

能を観察した48穴培養皿に5X 103 cells BNL司HCCま

たはECを撒き，トリエンチンを1.0μg/mlの濃度で添加

し，lO%FCS， lOOunits/mlのペニシリンおよび100μg/ml

のストレプトマイシンを含むDMEM培養液を用い， 37 

"C， 5%C02の条件下で24時悶， 48時間， 72時間， 96 

時間培養した後にMTTを0.5mg/m1の濃度で添加し，

さらに2-3時間格接した後に培養液を取り除き， 1m1 

のジメチルスルホキシドを加え浸透させた後に吸光度を

測定した.吸光度はマイクロプレートリーダーを用いて

540nmフィルターで測定した.

侶)ラット化学肝発癌モデル

(1) 化学肝発癌モデルの作製

化学発癌モデルとしてSolt&F紅berのラット肝発癌モ

デJレを用いて検討した.6週齢雄Fisher344ラッ ト及び

ジエチルニトロサミン ωEN)を日本エスエJレシー，半井

化学(京都)からそれぞれ購入した.200mg/kgのDEN

をラットに腹腔内投与し， 3週後に部分肝切除を施行し

た.部分肝切除時から 6週間トリエンチン 750ppmを飲

料水に混じて投与し，実験開始9週後に全てのラットを

犠死させた.陽性対照群として，実験的に肝発癌抑制作

用を有することが知られている小柴胡湯(T]-9)を1%の
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濃度で粉餌に混じて投与した詳を作製した制.

(2) トリエンチンの肝前癌病変に及ぼす影響

犠死させたラットから直ちに肝臓を摘出，厚さ 5mm

で切り出し氷冷したアセトンで固定してパラフィンで包

埋した後に連続切片を作成，奇跡議学的な検討を行った

前癌病変としてGlutathiones-仕留lsferaseplacental 
form(GST干)陽性病変につき検討した抗GST-P抗体

は医学生物学研究所{名古屋)より購入し，先に述べた

マウス肝癌モデルと同様の方法で免疫組織染色を行った.

GST-P陽性病変の数および面積は困像解析システムを

用い血管新生解析と同様の方法にて半定量した.また肝

発癒過程におけるトリエンチンの細胞増殖に及ぼす影響

を検討するために，本モデルにおいても先に述べた方法

と同様にPCNA陽性細胞数を測定した.

(3) トリエンチンの肝内銅濃度，血液生化学検査に及ぼ

す影響

摘出した肝臓のうち，組織学的検討に用いた残りの部

分は液体窒紫で凍結した後に粉砕し， -80'Cで保存した.

肝内銅波度は， coupled plasma emission spectroscopy 

(Plasma Spec， Leeman Laboratories lnc.， Lowell， MA) 

を用いた原子吸光法を用いて測定したお)また，ラット

を犠死させる際に服部大動脈から採血して得た血清を用

いてALT(GPT);などの血液生化学検査を行った.

(4) トリエンチンの肝発癌過程における血管新生に及ぼ

す影響

肝発癌過程における血管新生に及ぼすトリエンチンの

投与の影響についてCD31遺伝子特異的プライマーを用

いたrealぺimcPCR法にて検討を行った.各群5匹の全

肝よりmRNAを抽出した後にABIPrism 7，700 Se-

quence Detection System (PE Applied Biosystems， 

Foster City， CA， USA)を用い， GAPDIIを内因性コント

ロールとして定量した紛.なおgenomicDNAの混入によ

る影響を避けるため抽出したRNAはDNAase処理を行

い， PCRにて生成附線が待られないことを確認した.

(C)統計学的処理

統計学的手J意差をTukeyの多変孟検定を用いて解析

し， pく0.05を有意差ありとした.

結 果

(A)マウス皮下肝癌モデル

(1) 腫務発育に対する銅キレート剤の効果

マウス皮下肝癌腫務接種後3日Bよりペニシラミンお

よびトリエンチンを 3，OOOppmの用量で飲料水に混じて

投与し，臨場発育に及ぼす影響について検討した.Fig. 

lAおよびFig.lBに示すように，ペニシラミンとトリエ

ンチンは両者共に対照群に比し有意に臆癒発育を抑制し

た.ペニシラミンとトリエンチンの効果を比較すると，

トリエンチンは銅欠乏食投与の有無に関わらず，ほほ完
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Fig. 2. The dose-ranging study of trientine on加mor
dcveJopment. Trientine was administered at 
dose of 3，000， 1，500， and 750 ppm in the drink-
ing water at 廿lree days after tumor 
implan凶 ion.The tumor volume was deter-
mined by calipers at the indicated time points. 
Each point represcnts the mean士SD(n=8).* 
p<O.Ol compared with the control group. 

全に腫棋の発育を抑制したのに対して(Fig.lA)，ペニシ

ラミンは銅欠乏食とともに投与することにより，初めて

トリエンチン単独投与と同等の強さで腫事発育を抑制し

た(Fig.1B).従って以下の実験についてはトリエンチン

を中心に検討を行った.

次にトリエンチンが低用量においても腫筋抑制効来を

有するかどうかを検討するために同様のマウスに3，∞0，

1，500， 750ppmの用量で投与して観察した.その結果，

750ppmの低用量でも 3，OOOppm投与群とほぼ問機に強

い腫郵抑制効果を示した(Fig.2).なお全てのトリエンチ

ン投与群において対照群に比し体重減少などの副作用は

認められなかった.

(2) ト1)エンチンの服筋内血管新生に及ぼす影響

トリエンチンの腫癒発育抑制効果が脆事血管新生の抑

制を伴うか否かにつき極海内のCD31免疫組織染色を加

えて検討した.その結果， CD31陽性新生血管の発現は，

対照群(Fig.3A)に比しトリエンチン投手群 (Fig.3B)で

著明に抑制されていた.さらにNIHimageを用いて

CD31陽性新生血管を半定量したところ， トリエンチン

投与群の腫揚内血管新生は，対照群に比し，1/4以下に

抑制されていた(Fig.4A).

次にトリエンチンの抗腫療効果のメカニズムを検討す

るために，腫務内の細胞場殖，アポト ーシスについて

Fig. 3. E任'ectof trientine on the plateletAC adbesion 
molecu}e(PECAM/CD31) expression in BNL-
HCC tumors. Untrcated BNL-HCC如mors(A)
叩 dtumors from animals receiving 750 ppm 
trientine(B)釦.eshown. Tumor vascularization 
visualized by immunostaining of CD31 vascu-
lar endothelial adhesion protein. CD31・positive
vessels significantly decreased by 
trientine(original magnification， X 200). 

PCNA，TUNEL免疫染色を用いて検討したところ，

PCNA陽性細胞数はトリエンチン投与群と対照群との

聞に差呉を認めなかったが， TUNEL陽性細胞教は， ト

リエンチン投与群で有意に増加していた伊ig.4B， 4C). 

(3) トリエンチンのHCCおよびEC地舶に対する影響

トリエンチンの腫癒抑制効果が腫蕩細胞やECに対す

る細胞毒性によるものか否かを検討するために，

BNL-HCCおよびECの増殖に及ぼすトリエンチンの添

加の影響を経時的に検討した.その結果，invivoでの成

績に一致してトリエンチンはBNL-HCCのinvitroでの

増殖には何ら影響を与えず， トリエンチンの抗腫蕩作用
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Fig. 4. E任ectof trientine on CD31・positivecell area index(A)， apoptosis index (B) and PCNA-positive cells 
index(C) in animals with BNL-HCC加mors，resp巴ctively.For each of the tumors. * p<O.OI compared wi白
血econtrol group. 
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Fig. 5. Effect of trientine on出ein vitro proliferation of HCC tumor αlls(A) and endothelial cells侶).Cell prolif-
eration was measured by MTT as羽yat 24， 48， 72 and 96hr. Trientine was added to the medium at 1.0μ 
g/ml. Each point repr回entsthe m位nI SD(n=6). * pく0.01compared with出巴controlgroup. 

72 48 24 96 (hr) 72 48 24 

(1) 肝前癌病変発生に対するトリエンチンの効果

すべてのラットが実験終了時まで生存し，すべての実

験群閥でラットの体重に差異は認められなかった. Fig. 

6にGST-P陽性前癌病変の典型的な免疫染色像を示し

た. トリエンチン投与群ではコントローJレ群に比べて

GST-P陽性前癌病変数の有意の減少，病変サイズの有意

の縮小を認めた.3，00Oppm， 750ppmの異なるトリエ

が腫務細胞に対する直接的毒性によるものではないこと

が示唆された(Fig.5A).一方，トリエンチンはBNL-HCC

の増殖には全く影響を与えない濃度においてECの増殖

を有意に抑制していた(Fig.5B).これらの結果は，トリ

エンチンの抗血管新生作用は主にECの増殖を抑制する

ことによるものであることを示唆している.

侶)ラット化学肝発癌モデル
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Fig. 6. Representative photomicrographs of a GST.P.positive preneoplastic lesion in 
the liver. No bistological changes indica出gliver injury or liver fibrosis were 
observed except for the development of GST.P.positive preneoplastic lesions. 
M砲nifi臼 tionx 100. 

Tabl巴1.Effect of仕ientineon the development of GST-P-positive lesions and Cu con・
tcnt in the liver 

GST・Ppositive lesions 
Cu(μg/ 

No. (lcm2) Size (mm2/] (2) 
liver weight) 

DEN 31.36+4.16 5.53+0.53 86+6.8 

DEN + Tri ( 750) 22.40+3.20* 2.93+0.80“ 42+4.8本*

DEN + Tri (3000) 21.12+3.84* 2.67+0.47** 39+5.1 ** 

DEN +TJ-9 15.36+4.80*滋 2.87+1.00** 82+6.6 

PBS N.D. N.D. 85+6.9 

* : p<O.05 VS. DEN trea阻 entgroup. 料:p<O.Ol VS. DEN佐官atmentgroup.
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Table 1. Effect of trientine on CD31 mRNA加 dPCNA-positive cells in出巴DEN-tr巴atedliver 

CD31 mRNA expression PCNA positive 
(/ GAPDH) cells (%) 

DEN 2.52+0.42 4.41+1.24 

車*

DEN + Tri ( 750) 1.58+0.26 4.35+1.18 

車*

DEN + Tri (3000) 1.55+0.23 4.47+1.18 

料 :p<O.Ol vs. DENtreatrnentgroup. 

ンチンの用量聞で抑制効果に差は認められなかった.陽

性対照群として設定したTJ-9についてもこれまでの報

告と同様に有意な抑制効果を認めた(Tabl巴1).肝内銅濃

度はトリエンチン投与群で対照群に比し有意に滅少して

いた.なお， GST-P陽性病変数の抑制の程度と肝内の銅

濃度はほぼ平行して推移していた.

(2) 肝発癌過程における血管新生と細胞増殖に対するト

リエンチンの効果

トリエンチンのGST-P陽性前癌病変抑制効果と血管

新生随害作用の関連について，肝内CD31mRNA発現を

検討した Table 2 ~こ示すように， トリエンチン投与群

では対照群に比しCD31mRNA発現は著明に抑制され

ていた.上述した肝内鋼濃度と同様にトリエンチンによ

るCD31発現抑制はGST-P陽性前箔病変抑制とほぼ平

行して推移していた.一方， PCNA陽性細胞の発現は，

トリエンチン投与によって影響を受けなかった (Table

2).これらの結果より， トリエンチンは変異肝細胞の増

殖を抑制するのではなく，肝内の銅濃度低下に基づく血

管新生臨害が前癌病変発生の抑制に重要な役割を果たし

ているものと示唆された.

考 察

血管新生が腫傷発育において重要な役割を担っている

ことは崩知の事実であり 12-13.幻-39己実験動物では腫蕩血管

の抑制jから腫蕩発育の阻止につながることが報告されて

いる I~III 抗血管新生治療薬は従来の化学療法薬のよう

な副作用が少なく，薬物耐性を生じにくいという特徴を

持つとされており，抗血管新生組み換え蛋白，モノクロ

ーナル抗体を含む多種類の薬物の開発が世界中で精力的

に行われている.これらのうちの一部は，現在特定の施

設で臨床治験が行われており，その有効性がいくつかの

種類の癒で確認されつつある.しかし，これら抗血管新

生薬は作用機序の特性上 長期間の投与が必要であるた

め，ヒト毒性判定には通常の薬物よりも時聞がかかる.

さらに，抗血管新生薬は腫蕩を休眠状態、に保つというい

わゆる cytostaticな薬物であり，これまでの抗癌剤のよ

うなcytotoxicな薬物の効果判定基準をそのままでは用

いにくし現時点では統一された基準がないのが現状で

ある.これらの理由から現在広く臨床応用されている抗

血管新生薬はなく，また一般臨床医が使用できる薬物が

登場するまでにはしばらく時聞がかかるものと予想され

る.その一方で，すでに臨床で使用されている薬物の中

で抗血管新生作用を有するものを探索する研究も行われ

ており，抗潰蕩楽のイJレソグラジンや高脂血症剤のプラ

パスタチンが血管新生阻害作用を持ち，実験的腫事発育

を抑制するという報告などがなされている，1)-41)しかし

これら薬物の投与量はヒトに換算した場合，実際の臨床

用量よりもはるかに多いものであり，そのまま安全に投

与できるかどうかについては不明である.

近年の研究により，生体に必須の微量元素である銅の

血管新生促進作用が注目されてきている削91 一方で，

慢性関節リウマチやウィルソン病に対する治療薬として

銅キレート剤が用いられている.ペニシラミンはその代

表的薬物であるが，本剤投与時には骨髄抑制や自己免疫

疾患のような重篤な副作用がしばしば認められ，不耐性

の患者も多いとされている.トリエンチンはペニシラミ
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ンに比べて，これらの重篤な副作用が非常に低頻度であ

りベペニシラミン不耐性患者にしばしば用いられる銅

キレート剤である.さらに最近，アメリカにおいて銅キ

レート剤の lつである te仕athiomolybdate(TM)の

phase 1臨床治験が行われ， TM投与により転移性腫事

患者6人中 5人で重鰐な副作用なしに病勢の安定を得た

ことが報併されている叫.さきに述べた動物実験の結来

と併せて，銅キレート朔jの抗血管新生作用に基づく抗措

治療の可能性を示唆するものであり，アメリカではさら

に大規模なTMの臨床試験が現在進行中である.しかし，

TMは円本では認可されていないため，本研究では日本

で使用可能なペニシラミン トリエンチンの両銅キレー

ト剤を用いて実験を行った.その結果， トリエンチンは

ペニシラミンに比ぺて有意に強い肝癌発育抑制作用を示

実験的にも隣箔，皮膚癌，リンパ腫などの発癒過程にお

いて担癌臓器における血管新生が増強することが示され

ている47柑.ヒ卜でも慢性肝炎の段階からすでに肝内で

血管新生が充進していることや，慢性肝炎から肝硬変へ

と病期が進展するにつれて隊害肝の血管密度が増加する

ことが報告されている柑紛.今回，著者は前癌病変の発

生に伴って肝内の血管新生が充進すること， トリエンチ

ンが肝内血管新生を阻害するとともに前癌病変の発生を

著明に抑制することを見いだした.トリエンチンが肝に

おける前繍病変の発生を抑制したのか，あるいは前癌病

変の成長を抑制したのかについてはさらなる検討を要す

るが，今回DENによる initiation後のpromotionの段

階からトリエンチンを投与したこと，前癌病変抑制効果

に関して数の抑制よりも面積の抑制がより強かったこと

した.さらに， トリエンチンを投与した実験動物におい を考えあわせると， トリエンチンは血管新生を阻害して

て，対照群に比し，体重減少やトランスアミナーゼの有 前癌病変がある大きさ以上になることを主に抑制してい

意な変化といったいかなる毒性も認められなかった.現 る可能性が大きいと考えられた.

段階ではこれら2薬物で抗臆蕩効果に差異が生じた理由 本実験で用いた750ppmというトリエンチン漉度は、

は明らかではない.2薬物ともに銅のみをキレートし， 1日あたり 97.5mg/kgの投与量に相当する.臨床におけ

亜鉛や鉄のような他の遷移金属のキレート作用はなくお1 .るトリエンチンの 1日投与量は 1，500-2，500mgであり，

直接両者を比較した報告は見られないものの，両者の錫 今回の実験で用いたトリエンチンの濃度は単純換算でも

キレートカには差がないものと思われる.ところで，腫 臨床使用量と同じオーダーであり，臨床用量にきわめて

癒の発育進展に酸化ストレスの関与が従来から報告され 近いものと考えられる.今回750ppmの投与にてトリエ

ている制.SH基を有するペニシラミンは抗酸化作用を ンチンが非常に強い血管新生抑制作用を示し肝癌発育お

持つと考えられるため酸化ストレスを 8-hydroxyde・

oxy別組osme(8-uHdG)般化性DNA傷害を指標として

両薬物投与群簡で比較したが，有意な差は認められなか

った.両者の銅のキレート機序は若干異なっており，ペ

ニシラミンは蛋白に結合した銅をキレートし， トリエン

チンは遊線銅をキレートするとされている副.この結合

方式の差異が抗腫拡効呆に関係しているか否かを含めメ

カニズムに関する詳細な検討は今後の惣題である.

なお，鋼キレート剤による抗血管新生効果において，

内皮細胞特異的な機序が存在するのか否かは今後の検討

課題である.ただ， Fig.5に示したように， トリエンチ

ンは肝癌細胞の増殖に影響を及ぼさない低濃度で内皮細

胞の増殖を抑制しているので， トリエンチンがまず内皮

細胞に働くことによりそれに栄養される肝癌の発育が抑

制されると考えられる.

血管新生はこれまでに考えられていたような腫襲の発

育，進展のみならず発癌過程そのものにも重要な役割を

果たしていることカf明らかにされつつあるお剖.わずか

十数個の細胞の変異からなるごく早期の発嫡過程におい

ても血管梅築の変化はすでに生じており，血管新生がこ

れに続き，発癒が進行していくことが近年報告された柑.

よぴ前癌病変発生を阻害したことより，将来の肝癌治療

へのトリエンチンの応用も可能であると考えられた.

結 語

マウスR干癒発育およびラット前癌病変発生に対する錫

キレート剤の効果を検討し，以下の結果を得た.

1. マウス皮下肝癌発育に対し，ペニシラミン， トリエ

ンチンの鋪キレート剤は布意な腫癖発育の抑制効果を

示した.さらにトリエンチンはペニシラミンに比べて

より強い抗腫疹効果を示し，その作用は750ppmとい

う低用設においても認められた.

2. トリエンチンはinvivo， in vitroにおいて著明な血

管新生抑制作用を示した.この作用は主としてECの

増殖抑制によるものと考えられた.

3. トリエンチンはinvivo， in vitroにおいて肝癌細胞

の細胞地殖には影響を与えなかった.一方，腫務内の

アポトーシス陽性細胞は著明に増加していた.

4. トリエンチンはラット肝発癌モデルにおける前癌病

変の発生を750ppmの低用量で著明に匝害した.この
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前癌病変の抑制の程度は肝内の血管新生阻害とほぼ平

行していた.一方.トリエンチンの肝における細胞増

殖促進作用は認められなかった.

以上よりトリエンチンの肝癌発育および肝前癌病変発

生抑制作用は主として血管新生阻害によることが示唆さ

れた.これらの抑制効果が臨床用量に近い投与量で得ら

れたことより， いjエンチン投与が将来の肝癒治療と発

癌予防に効果的な戦略の lつとなり得ることが示唆され

た.

(本論文の要旨の一部は，第35回日本肝臓学会総会，第

58回日本癌学会総会，第12回日本がん転移学会学術集会

において発表した.) 

稿を終えるに臨み，終始御懇篤なる御指導，御校聞を

賜りました福井 博教授に深甚の謝意を捧げます.さら

に，本研究の遂行にあたり常に御指導，待fI助力をいただ

きました吉治仁志博士に感謝いたします.また，終始，
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