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悪性 腫瘍 の 化学療法 で は 抗癌剤 へ の 薬剤耐性 が問題 とな っ て い る . 我 々 は 進行肝細胞痛 に対 し, シ ス プ ラ チ ン

[ ci s pl ati n ( ci s -di am mi n e di chl o r pl ati n u m ) , C D D P] と イ ン タ
ー

フ ェ ロ ン (i n te rf e r o n
,
I F N ) - α の 併 卿 ヒ学療法 を行い , 完 全壌解,

部分繚解をあわ せ2 年生存率 が76 .2 % と 良好な成裸を得て い る . こ の よう にC D D P は化学療法の 主役と して 用い ら れ て い る に

もか か わ らず, そ の 薬剤耐性 の機構は明 らか に さ れ て い な い . そ こ で肝細胞痛 にお け るC D D P 耐性の 機構 とIF N - ｡ 投与の 関

係を明 らか にする た め に ,
ヒ ト肝癌培養細胞 H e p G 2 , H u H 7 , S K H e p -1 にI F N -

α
,
C D D P 投与を行い , 薬剤耐性 に関係す る遺

伝子であ る多剤耐性遺伝子1 ( m u ltid ru g r e Si st a n c e g e n e l , M D R l) , 多剤耐性関連蛋白遺伝子 ( m ultid ru g r e Si st a n c e - a S S O Ci a te d

P r O t ei n g e n e , M R P) , D N A トポ イ ソ メ ラ ー ゼ Ⅱ α 遺伝子, D N A トポ イ ソ メ ラ ー ゼ Ⅰり遺伝子, グ ル タ チ オ ンS
- トラ ン ス フ エ ラ

ー ゼ ー

7r 遺伝子 短1u ta th i o n e -S -t r a n S fe r a s e - 7 T g e n e , G S T 1 7r) の 発現変化を逆転写P C R 法を用 い て 検討 した . H e p G 2 , H u H 7 , S K

H e p
-1 の い ずれ の 細胞で もM D R l

,
M R P

,
D N A トポ イ ソ メ ラ

ー

ゼ Ⅱα
,
D N A トポ イ ソ メ ラ

ー ゼⅡJ9 は 薬剤非投与 で 強 い 発現 を

認 め た ･ G S T - 7 T は H u H 7
,
S K - H e p

-1 で 発現 を認め た が H e p G 2 で は 発現 は 認め ら れな か っ た . H e p G 2 に お い て はIF N
-

α
,

C D D P 同時投与 で は M D R l , M R P
,
D N A トポ イ ソ メ ラ

ー

ゼ Ⅲα
,
D N A トポ イ ソ メ ラ

ー

ゼ Ⅲ
J
9 の 発現が C D D P 単独投与 に比べ

て抑制 さ れ た . S K - H e p
-1 で は C D D P 単独投与に より M D R l の 発現が 増強 しIF N -

α 単独投与とIF N -

α
,
C D D P 同時投与で発現

が抑制 さ れ ,
G S T I Tr はI F N - α

,
C D D P 同時投与で発現が抑制さ れ た . 以 上 よりIF N -

a が 肝癌培養細胞 にお ける 薬剤耐性遺伝

子の 発現を抑制する ことが 示唆 さ れ た .

X e y w o rd s h e p at o c ell ul a r c a r ci n o m a , Cis p latin , Ch e m oth e r a p y , d r u g r e si st a n c e , in t e rf er o n - α

シ ス プ ラチ ン[ ci s pl a ti n ( ci s
- di a m m i n e di c hl o rpl a ti n u m ) ,C D D P]

は悪性腫瘍 に対す る化学療法剤 の 中心 と し て用 い られ て い る

が
,
消化 器系悪性腫壕 で は 効果 が 少 なく , そ の 原因 と し て

C D D P に対す る自然耐性 が示唆 され て い る . C D D P の 耐性機構

に つ い て は細胞内薬物蓄積量 の 低 卜
,
D N A 傷 害修復 の 克進,

解毒性 の 克進が報告 さ れ て い る
1ト■封 【---,･ 一 方

,
イ ン タ

ー フ ェ ロ ン

(i n t e rf e r o n , I F N ト Ⅷ に は抗腫瘍効果が ある こ と が 知ら れ て お

り
, 薬剤耐性 の 人腸痛, 乳癌由来細胞 にIF N- α の 投与 を行 い 嶋

細胞 の 生存率 の 低 l､
'

が 見ら れ たと の 報;･トが あ る1
1】5)

. ま た進行肝

細胞痛 に対す る C D D P
,
5 - フ ル オ ロ ウ ラ シ ル (5 -n u O r O u r a Cil) ,

メ ト ト レ キ セ
ー

ト ( m e th ot o r e x at e) 併月J 化学療法にIF N -

α を追

加する こ と によ り完全蒐椚
,
部分電解 を含め て7 6 .2 % の 2 年生

存率が得 ら れ た と の 報告が あり
,
肝細胞癌の C D D P 自然耐性 を

IF N - α が抑 制 して い る可 能性が 考え られ る
ti)

.

そ こ で 肝細胞痛 にお け るC D D P 耐性 機序 と , 肝細胞癌培養細

胞に お け るIF N -

α に よ る耐性克服機構 に つ い て検討する た め
,

薬 剤 耐性 に 関す る 遺伝子 , 多 剤 耐性遺伝 子1 ( m u l ti d r u g

r e si st a n c e g e n e l , M D R l) , 多剤耐性関連蛋白遺伝子( m u ltid ru g

r e si st a n c e - a S S O Ci at e d p r o t ei n g e n e , M R P) ,
D N A トポ イ ソ メ

ラ ーゼ Ⅲα 遺伝子, D N A トポ イ ソ メ ラ
ー ゼ Ⅲ

′
ヲ遺伝子, グ ル タ

チ オ ン ー S - ト ラ ン ス フ ェ ラ 山 ゼ ー

7r 遺 伝 子 ( gl u t a th i o n e - S -

t r a n s f e r a s e - 7 T g e n e , G S T
- 7 T ) の 発現 の 変化を逆転写 P C R

(r e v e r s e t r a n s c rip ti o n -P C R , R T I P C R) にて 検討 し た .

対象お よ び方法

l . 細胞培養

肝細胞癌由来細胞と し て , 肝芽卿=泡腫 (h e p a to bl a st o m a) 糸よ

り H e p G 2 細胞 , 肝細胞塙 (h e p a t o c ell ul a r c a l
･

Ci n o m a) 系よ り

H u H 7
,
S K - H e p

-1 細胞 を用 い た
7)

. 培地 は ダ ル ペ ソ コ 変法イ ー

グル 培地 ( D ulb e c c o m o d 摘 e d E a gl e
'

s m e di u m
,
D M E M

, G ib c o ,

R o c k vill e
,
U S A) に ウ シ胎兄血清(Gib c o) を1 0 % 加え た もの を川

い た . そ れ ぞ れ の 細胞の 2 .5 × 1 0
1

瀾 を直径60 m m プ ラ ス チ ッ ク

デ ィ ッ シ ュ (B e c to n D i c ki n s o n L a b w a r e , F r a n k li n L a k e s , U S A)

に播き, 5 % 炭酸 ガ ス 通気の 培養装置内で 37 ℃ で 亜 時間培養し

た .

甘 . 薬剤及 び薬剤投与方法

IF N -

α
,
C D D P の 段与量は , 3 - 【4 , 5 - ジ メ チ ル チ ア ゾ

ー

ル ー2 ⊥yl]

- 5 -【3 - カ ル ポキ シ メ トキ シ フ ユ ニ ル ト2 -[4 - ス ル フ ォ フ ユ ニ ル] - 2 水

平成1 1 年 7 月 5 日受付, 平成 11 年1 0 月 1 日受理 L

A b b r e vi a ti o n s : C D D P , Ci s p l a ti n ( cis - d iよm m i n e di c hl o r p l a ti n u m ); G S H , gl u t a th i o n e; G S T - 7t , gl u t a th i o n e - S -

t r a n sf e r a $ e - 7 r g e n e; I F N , i n t e rf e r o n; M D R l , m u ltid r u g r e si st a n c e g e n e l; M R P , m ultid r u g r e sist a n c e
- a S S O Ci at e d

p r ot ei n g e n e; R T IP C R , r e V e r S e t r a n S C rip tio n
-

P Oly m er a s e c h ain r e a cti o n
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素 - テ ト ラ ゾ 1) ウ ム (3 -[ 4 , 5 - d i m e th ylth i a z o ト2 - yl] - 5 一[ 3 -

C a rb o x y m e th o x y p h e n yl] - 2 p[ 4 - S ul p h o ph e n yl] -2 H -t e t r a Z Oli u m ,

M T S) 分析
瑚

を行 い , 4 8 時間培養後細胞生存率が8 0 % か ら90 %

にな る量 に設定 し薬剤の 直接的細胞毒性濃度に達 し な い 量 と し

た . 培養液中の IF N - α 濃度ほ 1 ×10
5
I U / m l で あり, C D D P ( ブ

リ プ ラナ ン
,
ブ リ ス トル マ イ ヤ

ー ス ク イ ブ
, 東京) は 1

′
′ノ g/ m l

で あ っ た . I F N は天 然型IF N - α ( ス ミ フ ェ ロ ン , 住友製薬 , 東

京) を用い 使用前に力価検定を実施 し た.

薬剤投与方法に関 して は, 薬剤非投与群 を コ ン ト ロ ー ル 群と

し, I F N -

α 単独投与群, C D D P 単独投与群, I F N -

α
,
C D D P 同

時投与群を比較検討 し た.

∬L 培養細胞 か らの 総R N A の抽出及びc D N A の 金成

H e p G 2 , H u H 7 , S K H e p
-1 細胞 を

,
直径60 m m プ ラ ス チ ッ ク

デ ィ ッ シ ュ (B e ct o n D i c ki n s o n I . ab w ar e) あた り2 .5 × 10
6

個播種

後
,
直ち に 薬剤投与 を行 い ,

4 8 時 間培養後各培養細胞 か ら

R N A を抽出し た . R N e a s y Kit (Q I A G E N , H ild e n , G e r m an y) を用

い
,
D N A シ ュ レ ッ ダ

ー

(Q 工A G E N ) 処理 後, グ ア ニ ジ ン フ ェ ノ

ー ル ク ロ ロ ブ オ )L/ ム (a c id gt l a n id i ni u m thi o c y o n a t e p h e n oI

C hl o r ofb r m ) 法 に より捻 R N A を抽 出 した . 総 R N A 5 FL g を D N A

分解酵素( Gil〕C O) で 室温に て15 分間処理 した後, オ リ ゴ デ オ キ

シ チ ミ ジ ン プ ラ イ マ
ー

(01ig o d T p ri m e r , Gib c o) 0 .5 f L g / /Ll を0 .5

′
" g 追加 し, 7 0 ℃で 15 分 間ア ニ

ー

リ ン グを行 っ た乱 さ ら に ス

ー パ ー ス ク リ プ トⅡ 逆転写酵素 ( Gib c o) 2 0 0 ユ ニ ッ ト を追 加

し
,
4 2 ℃で 50 分 間反応 させ た 後, さ ら に 反応 を終了 させ る た

め に70 ℃で15 分 間反応 させ c D N A を合成 した .

Ⅳ . 各種薬剤耐性遺伝子のプラ イ マ ー 領域の 設定

菜剤耐性 に関する遺伝子であ る M D R l
,
M R P

,
D N A トポ イ

ソ メ ラ ー ゼ Ⅱα , D N A トポイ ソ▲
メ ラ

ー ゼ ⅡJ? , G S T
.

7 r お よ び 内

部 コ ン ト ロ ー ル と し て の ノヲ2
∴ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン ( ノ9 2 -

mi c r o gl o b u li n) の 各 プ ライ マ
ー

は そ れ ぞ れ の エ ク ソ ン領域 に 設

定 し た. 各プ ラ イ マ
ー

の 塩 基配列 は , 従来 の 報告 に従 い 以 下 の

通り と した
9 トⅠ2)

M D R l ( セ ン ス 鎖 5
'
一 A A G C T T A G T A C C A A A G A G G C T C T G -3

'

,

ア ン チ セ ン ス 銀5 ㌧G G C T A G A A A G A m G T G A A A A C A A -3
,

) ,

M R P ( セ ン ス 鑓5
'
- C G T G T A C T C C A A C G C T G -3

,

,
ア ン チ セ ン ス

鎖5
'
- C T G G A C C G C T G A C G C -3

'

) , D N A トポ イ ソ メ ラ
ー ゼ Ⅲ

1
9

( セ ン ス 鎮5
,
- G G C T C G A T T G T r A m C C A C -3

,

,
ア ン チ セ ン ス 鎖

5
'

rA T G G T r G T A G A m G A A T A G C -3
'

) , D N A トポ イ ソ メ ラ
ー

ゼ Ⅱ
/
ヲ ( セ ン ス 鎖5

'
- G C T G T G G A T G A C A A C C T C - 3

'

,
ア ン チ セ

ン ス 鎖5
'
- C T G T G m C T G T C C A C m C - 3

,

) , G S T -

7 T ( セ ン ス 鐘5
,

-

C T C A C T C A A A G C C T C C T G - 3
'

,
ア ン チ セ ン ス 鎖 5

,
-

C T G C C T r C A C A T A G T C A T C C -3
'

) , I92
一 ミク ロ グロ ブ 1) ン ( セ ン

ス 鎖 5
'
- C T G A A T T C A C C C C C A - 3

,

,
ア ン チ セ ン ス 鎖 5

,
-

A T C T T C A A A C C T C C A T G A T G -3
'

) .

P C R は エ ク ソ タ ッ ク 酵素 (E x T a q , 宝酒造, 大津) を 用い ,

9 4 ℃で 4 分 間の ホ ッ ト ス タ
ー

トの 後 ,
9 4 ℃で 45 秒 間, 5 7 ℃で

30 秒 間
,
7 2 ℃で 90 秒間の 条件 でP C R 反応 を30 サ イ ク ル 行 っ た .

P C R 産物 は4 % の エ チ ジウ ム ブ ロ マ イ ドを含 む ア ガ
'

ロ
ー

ス ゲ ル

(宝酒造) を用 い 電気泳動法 にて 分画 した.

Ⅴ . 各種薬剤耐性遺伝子の発現量の定量

1
. 希釈法

各種薬剤耐性遺伝子 の 発現量を定量する ため に
,
最初 に希釈

法にて P C R を行 い , 次 に 競合的P C R を実施 した . 各種薬剤耐

性遺伝子の P C R プラ イ マ
ー を用い て P C R 反応を行 い ,

P C R 産

物 を 同定 した . Ⅲで 述 べ た 方法 で調製 した c D N A を下 に述べ る

よう に 希釈 し, Ⅳ で 述 べ た様 に 希釈な しで は じ め て 打トP C R に

よ る検出可 能な発現量を ( + ) と し た . 1 0
2

希釈以 上 で 初め て検

出可能な党規量 を (2 + ) , 1 0
:-

希釈以 上 で (3 + ) t l O
◆1

希釈以 上 で

(4 十) と定義 した . また 希釈 な しで 発現が認 め ら れ な い もの を

(- ) と 定義 した . 微量の c D N A 量を定量する こ と は現実 に困難

であり
,
実験 開始時の 細胞数 にもと づ く発現量の 検討を行 っ た .

さら に 同じ実験 を6 回行 い 再現性を確認 した .

2 . 競合 的P C R 法

希釈法 で発現量 に有意 の 差を認め た もの に つ い て は 競合的

P C R 法 にて 定量 を行 っ た
13)

. M D R l の 競 合鋳型 D N A は , P C R

M I M I C k it (C L O N E T E C H , P al o Alt o , U S A) に て 作製 し, 競合鋳

型 D N A と H e p G 2 , H u H 7 , S K - H e p ql よ り作製 し た c D N A を細

胞数5 × 10
4

個 分ず つ P C R に 用い た . P C R 反応は ア ン プ リ タ ッ

ク ゴ ー ル ド酵素 仏皿 plit a q G old , P E R K I N E L M E R , B r a n c h b u r g ,

U S A) を用い た . P C R 反応効率 を エ ク ソ タ ッ ク酵素 を用い た 反

応 と比較検討 した と こ ろ , ア ン プ リ タ ッ ク ゴ ー ル ド酵素 の 65

M D R I M R P T o p o II α T o p oIIβ G S T - 7C

ト【叩 G = E コ 監コ 監コ E = コ 遍馳

H u H 7
悶 翻観 監詔 m 悶

S K - H ep
- 1 間 組 開 院ヨ 田

Fig . 1 . E x p l
･

e S Si o n of M D R l
,
M R P

,
tO p O i s o m e r a s e [ α (T o p o

Il α ) a n d t o p oi s o m e r a s e Ⅱ′? (T o p o II /9 ) i n th r e e h e p a t o m a

c e11 1i n e .

H e p a t o m a c e ll li n e; H e p G 2 , H u H 7 , S K
- H e p

-1 . G e n e s

e x p r e s si o n w e r
'

e u S e d R T - P C R m e th o d .

1 2 3 4

M D R l(2 4 3 bp)
- 中 一･

β2 - mi c r o gl o b uli n( 12 0 b p) 叫 ･
･

F ig , 2 . E x p r e s si o n of M D R l i n H e p G 2 (2 .5 × 1 0
3
c ell s) w ith o r

wi th o u t d ru g tr e at m e n t .

T b e b a n d of 2 4 3 b p s h o w e d th e M D R l p r o d u c t b y R T P C R ･

L a n e l
,
W i th o u t d r u g s; 1 a n e 2 , W ith I F N

-

α (1 × 1 0
5

I U / m l);

1 a n e 3
,
W i th C D D P (1 FL g / m l); 1 a n e 4 , W ith b o th C D D P a n d

I F N -

α . P 2
-

m i c r o gl o b uli n (1 2 0 b p) w a s u s e d a s th e i n te r n al

c o n tr ol .



抗癌剤投与時の 肝癌で の 薬剤耐性遺伝子の 発現変化

サイ ク ル で
,
エ ク ソ タ ッ ク酵 素の 30 サ イ ク ル と 同等 の P C R 産

物が 得 ら れ た . し た が っ て 競合的P C R に用 い た ア ン プ リ タ ッ

ク ゴ
ー ル ド酵素 を用い た P C R 反応 は94 ℃ で 45 秒 間, 5 7 ℃ で 30

秒間, 7 2 ℃で 60 秒間の 条件で65 サ イ ク ル 行 っ た ,

M 1 2 3 4

M D R l( 2 43 b p ) 坤 ･

β2 - mi c r ogl ob ulin( 12 0 b p )
中 一

Fi g ･ 3 ･ E x p r e s si o n of M D R l i n S K
- H e p

-1 (2 .5 × 1 0
(i

c ell s) w ith

O r W ith o u t d ru g tr e at m e n t .

n e b a n d of 2 4 3 b p s h o w e d th e M D R l p r o d u ct b y R T
IP C R .

I ･ a n e l
,
W ith o u t d ru g; 1 an e 2 , W ith I F N

-

α (1 ×1 0
5
I U / m l); 1 a n e

3
,
W ith C D D P (1 FL g/ m l); 1 a n e 4 , W ith b o th C D D P an d I F N -

α .

M sh o w e d D N A m a rk e r s ( ¢ ×17 4 D N A / H a e Ⅲ) .

I
92 - m i c r o gl o b u l in (1 2 0 b p) w a s u s e d a s th e i n te r n al c o n tr ol .
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成 績

1 . R T ･ P C R 法を用い た肝細胞癌培養細胞 にお ける 薬剤耐性

遺伝子 ( M D R l l M R P . D N■A トポ イ ソ メ ラ ー ゼ ⅠⅠα
,

D N A トポ イ ゾ メ ラ
ー

ゼ】【β､ G ざト元) の発現に つ い ての

禎討

図1 は コ ン トロ ー

ル の 薬剤非投与群に お ける 細胞数2 .5 ×1 0
1;

個を 用い た 各種薬剤耐性遺伝子 の 党規 の 結果で ある . H e p G 2 ,

H u H 7
,
S K - H e p

-1 細胞の 全て の 肝癌培養細胞 に お い て
, 薬剤非

投与群 に お い て M D R l
,
M R P

,
D N A トポ イ ソ メ ラ

ー ゼ Ⅲ｡
,

D N A ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Ⅲ
/
ヲ の 発現が 認め られ た . また G S T - , r

の 発現 は細胞数2 .5 ×1 0
6

個で は H 五H 7
,
SI 柑 e p

-1 細胞で 認め ら

れ たが H e p G 2 細胞で は認め ら れず
,
C D N A 量を増加 させ て も検

出でき なか っ た .

ま たS K - H e p -1 細胞 で は薬剤非投与群 で の M D R l の 発 現を 認

め るも の の H e p G 2 , H u H 7 細胞と比較する と発現が減弱 して い

た .

以 上 よ り H e p G 2 , H u H 7 , S K H e p
-1 の 全て の 肝癌培養細胞に

お い て
, 薬 剤非投与群ですで に M D R l

,
M R P

,
D N A トポ イ ソ

メ ラ ー ゼ Ⅱ α
,
D N A トポ イ ソ メ ラ ー ゼ 町 の 発現が 認 め ら れ ,

肝細胞痛の 抗癌剤 に対する耐性と関連がある と思わ れ た . また

肝細胞痛由来細胞でも肝芽細胞膜系の H e p G 2 で ほ G S T - , r の 発

現が 認め ら れず, 肝細胞横糸の H u H 7 , S K H e p -1 で は G S T 欄 の

C e11 n tl m b e r s
D r u g C ell s

2 .5 x l O
6

H e p G 2 監ヨ

H u H 7 閤
S K J l e p

-1 圏

2 .5 Ⅹ 1 0
4

2 .5 x l O
3

2 .5 x l O
2

E x p r e s si o n

N o n

闘

魁

励

槻 甑 3 +

血 盟園 3 +

+

I F N

H e
p (
iユ こ: ヨ

H u H 7 悶

S K - H e p
- 1 囁魁

閤 3 +

牌 3 +

H e p G 2 済 閤
C D D P

H u H 7 田

S K 月 e p
- 1 田

H e p G 2

I F N + C D D P H u H 7

S K - H ep
- 1

Fig ･ 4 ･ E x p r e s si o n o f M D R l i n th r e e h e p a to m a c ell li n e s w ith o r w ith o u t d ru g tr e at m e n t .

H e pt o m a c ell li n e; H e p G 2 ･ H u H 7 , S K H e p
-1 N o n

,
W i th o u t d ru g S;I F N , W ith I F N

-

α (1 ×1 0
5

1 U / m l); C D D P , W i th C D D P (1 p g/ m l); I F N +
C D I) P ; W ith b oth C D D P an d I F N

-

α .

M D R l g e n e e x p r e s si o n w e r e u s e d s e m i
-

q u an tita ti v e R T
I P T R m eth o d .

廿 a n s c rip ti o n l e v el s w e r e s c o r e d a s ( + ) , (2 + ) a n d (3 + ) wi 1 e n C eli n u m b e r s of u p t o 2 .5 × 1 0
6

,
2 .5 × 1 0

4
a n d a b o v e

,
2 .5 × 1 0

3

an d al , ｡ V e
,

r e s p e cti v ely , W e r e n e e d e d fo r d e t e cti o n o f th e R T
I P C R p r o d u c t ･ A s c o r e of (

-

) w a s giv e n w h e n th e R l l P C R p r o d u ct w a s n ot d e t e c ta bl e
e v e n w h e n c ell n u m b e r s a b o v e 2 .5 × 1 0

6

w e r e u s ed .
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発現が認 め ら れ た こ と よ り, 細胞 に よ り薬剤耐性 の 櫻序 が異な

る こ と も示唆 さ れ た .

図2 は H e p G 2 の 細胞数2 .5 × 1 0
‥

憫 の 薬剤投与 に よる M D R l の

発現 量 の 変化を示す が , 薬剤 非投与群 ( レ
ー ン 1) に比 較 し,

I F N - ｡ ,
C D D P 同時投与群 ( レ

ー ン4) で減少する傾向が認め ら

れ た . I F N -

α 単独投与群 ( レ
ー ン2) , C D D P 単 独投与群 ( レ

ー

ン3) で は 薬剤非投与群 ( レ
ー ン 1) と比較 し ても M D R l の 発 現

量に大きな変化 は認め られ な か っ た . 細胞数2 .5 × 1 0
3

個 の 内部

コ ン ト ロ
ー ル の

ノ㍑
- ミ ク ロ グ ロ ブリ ン は茶利非投与群 に比較 し

て ､ I F N -

a 単独投与群 ,
C D D P 単独投与猟 IF N - a

,
C D D P 同

時投与群で発現の 変化は認 め られ なか っ た .

図3 は S K - E e p
- 1 の 細胞 数2 . 5 × 1 0

6

個 で の 薬剤投与 に よ る

M D R l の発現量 の 変化を示 して い る . 薬剤非投与群 ( レ
ー ン 1)

に比較しIF N - a 単独投 与群 (レ
ー ン 2) で発現 が消失 し, C D D P

単独投与群 (レ
ー ン 3) で 発現が増加 し, I F N

-

a
,
C D D P 同時投

与群 ( レ
ー ン 4) で減少す る傾向が認 め られ た . 細胞 数2 .5 × 1 0

8

個の 内部 コ ン ト ロ
ー

ル の /? 2
∴ミ ク ロ グ ロ ブリ ン は英剤非投与群

に比較 しI F N -

α 単独 投与群 ,
C D D P 単独 投与群 ,

I F N -

α
,

C D D P 同時投与群で発現 の 変化 は認 め ら れ な か っ た . R T - P C R

で は M D R l
, /9 2

一 ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 以 外 の バ ン ドは認 め ら れ な

か っ た .

図4 は希釈法 で の H e p G 2 , H u H 7 , S K
- H e p

-1 の 薬剤投与 に お

ける M D R l の 発現量 の 変化を細胞数あたり の 変化で示 した もの

で ある. H e p G 2 で は薬剤非投与群 に比 べ て , I F N
-

α 単独 投与群,

C D D P 単独投与群 で は 発現量 に変化 は認め られ なか っ た がIF N -

α
,
C D D P 同時投与群で は 細胞数2 .5 ×1 0

3

個で 発現 の 抑制が認

め られ た . H u H 7 で は c D N A を希釈 して P C R を行 っ て も薬剤投

与 によ る M D R l の 発現 量の 変化は認 め られ なか っ た . また SIし

Ⅱe p
-1 で は細 胞数2 .5 ×1 0

6

個で 薬剤非投与群 に比較 して , I F N

単独投与群で M D R l の 発現 の 抑 制 が 認め ら れ た . さ ら にS E -

H e p
-1 にお ける C D D P 投与群で は菜剤非投与群 に比較 して 発現

1 2 3 4 5 6 7 8

N o 血 g
C o

喘 縄躇 =

l F N

C D D P

C D D P + IF N

F ig . 5 . P h o t o g r a p h o f e t h i di u m b r o mi d e
-

S t a i n e d g e l o f

C O m P e titi v e P C R p r o d u ct f o r M D R l e x p r e s si o n i n H e p G 2 .

m e d o s e s of M D R I c o m p e tito r D N A w e r e a s f oll o w s;

I . a n e l
,
2 .6 × 1 0-

1;‡

m ol; I . a n e 2 , 2 .6 × 1 0
- 1 4

m ol;

h n e 3
,
2 .6 × 1 0■】5 m ol; k n e 4 , 2 .6 × 1 0

'‡6
m ol;

h n e 5
,
2 .6 × 1 0

'1 7
m ol; h n e 6 , 2 .6 × 1 0

■1 8
m ol;

h n e 7
,
2 .6 × 1 0.1

!'

m ol; b n e 8
,
2 .6 × 1 0

12 )̀
m ol

･

N o d r u g , wi th o u t d r u g ; l F N , W ith I F N
-

α (1 × 1 0
5

I U / m l);

C D D P
,
W ith C D D P (1 FL g/ m l); I F N + C D D P; wi th b o th C D D P

a n d I F N T

α . F o r c e11 s g r o w n i n th e ab s e n c e o f d r u g , th e

M D R l b a n d (2 4 3 b p) s h o w e d a d e n sity si m il a r t o th a t f o r

c o m p e tit o r D N A (3 1 0 b p) e q ui v al e n t of 2 .6 × 10-
18

m oI G a n e 6 ,

m a r k e d w i th cl o s e d tri a n gl e) .

は増 強 し, I F N , C D D P 同時投与群 で は 薬剤非投与群 に比較 し

て 減弱 して い る傾 向が認 め ら れ た .

また デ ー

タ は 示 さ なか っ た が
,
P C R 希釈法 に より H e p G 2 で

は 薬剤非投与群
,
I F N -

α 単独投与群
,
C D D P 単独投与群 に比較

して
,
I F N -

α
,
C D D P 同時投与群で は M R P が 細胞数2 .5 × 1 0

3

個 で発 現の 抑制 が認め ら れ た . 同様 に, H e p G 2 で は薬剤非投与

評, I F N - a 単独投 与群, C D D P 単独投与群 に比較 して, I F N -

α
,

C D D P 同時投与群 で は D N A トポ イ ソ メ ラ
ー

ゼII α と D N A トポ

イ ソ メ ラ ー

ゼ Ⅱ
ノ
9 が 細胞数2 .5 × 1 0

:

瀾 で 発現 の 抑制が認め られ

た . しか し H u H 7 で は c D N A を希釈 し て P C R を行 っ て も薬剤投

与 に よ る各種薬剤耐性遺伝子の 発現量 の 変化 は認 め ら れ なか っ

た . S K H e p
- 1 で は 希釈法 に お い て は , 薬剤投与 に よ る M R P

,

D N A トポ イ ソ メ ラ
ー ゼ Ⅱ α

,
D N A トポ イ ソ メ ラ ー ゼII βの 発現

の 変化は認め られ なか っ た . G S T 汀 は 細胞数2 .5 × 1 0
3

個で薬剤

非投与群, l F N - α 単独 投与群, C D D P 単独投与群 で は 発現量 に

変化は認 め ら れ な か っ た が , I F N -

α
,
C D D P 同時投与群 で は

G S T 汀 の 発現 の 抑 制が 認め られ た .

Ⅰ . 競合 的 P C R 法 を用 い た
,
肝癌培養細胞 での M D R l の発

現量 の定量

図5 は H e p G 2 で の 競 合的 P C R を用 い た M D R l の 発 現量の 変

化を示 した もの で ある . 薬 剤非投与群で は310 b p と な る ように

作製 した 競合 D N A の 2 .6 × 1 0'
1 8
m ol に相当す る バ ン ドと243 b p

の M D R l の 発現 が 同程度 であり, 薬剤 非投与群で の M D R l の

発現量 は2 . 6 × 1 0■
18

m ol で ある と推察 さ れ た . H e p G 2 で は薬剤

投与 に よ る変化 は認 め な か っ た . しか し
,
競合 的P C R で の 遺

伝子の 発現量を画像解析 ソ フ トの NI Ⅲi m a g e を用い コ ン ピ ュ
ー

タ に て解析する と, 図6 に 示す よう に薬剤非投与群 に比較 して

I F N -

α
,
C D D P 同時投与群 で は , 競 合鋳型 D N A の 2 . 6 × 1 0

'1 8

m ol の 発現量 に比較 しM D R l の 発現量 の 抑制が認め ら れ た .

デ
ー タ は 示 さ な か っ た が ,

H u H 7 で も薬剤非投与群 で の

M D R l の 発現 は競合鋳型 D N A の 2 .6 × 1 0A
18

m o l と同程度で あり,

M D R l の 発現 量 は2 .6 × 1 0■
川

m ol で あ る と推察 され たが , 薬剤

投与に よ る 変化 は認 め ら れ な か っ た .

S K - H e p
- 1 は 薬 剤非投与群 の M D R l の 発現 が 弱く , 競 合的

D en sit o m e t ri c a n aly sI S
Of g e n e e xp r e s sio n
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抗癌剤投与時の 肝癌で の 薬 剤耐性遺伝子の 発現変化

P C R で の 発 現 は 認め ら れ な か っ た . ま たIF N -

α 単独 投与群
,

C D D P 単独投与群, I F N -

α
,
C D D P 同時投与群でも競合的P C R

で の M D R l の 発現 は認 め ら れ なか っ た .

考 察

C D D P の 耐 性機序 に つ い て は
, 細 胞 内薬物蓄積量 の 低下

,

D N A 傷害修復 の 克進 , 解毒性 の 克進 が考え ら れ て お り薬剤耐

性機序 に関す る様 々 な報告
- ト 封

が な さ れ て い る が い まだ 不明の

点が 多い . そ こ で 今回, 細胞内薬物書積量の 低下 に 対 し, 薬剤

の 運搬 に 関す る細胞膜糖蛋白 P - 1 7 0 を発現す る遺伝子 であ る

M D R l
,
P 糖蛋白 と 同様 の 働きをす る と さ れ る細胞膜糖蛋白P -

1 9 0 を発現する遺伝子 M RP
,
2 本鎖 D N A 傷 害修復 の 克進 に関す

る酵素の D N A トポ イ ソ メ ラ ー ゼ Ⅱα と D N A トポ イ ソ メ ラ
ー ゼ

町 , 解 毒性 の 克進 に関す る酵素 グ ル タ チ オ ン ( gl u t a th i o n e ,

G S H ) を利用 し, 毒性物質を中和す る酵素 グル タ チ オ ンS - ト ラ

ン ス フ エ ラ
ー

ゼ 鹿1 u t a thi o n e -S -tr a n Sf e r a s e
,
G S T) を発現す る遺

伝子 であ る G ST 1 7r の 発現をRT しP C R に て検討 した ,

M D R l は正 常肝で の 発現が 高く, 肝癌組織で は非腫瘍部 に比

較 して発現 が克進 して い ると の 報告もあり
抑 Iti)

,
ヒ ト肝癌培養

椰胞 でもH e p G 2
17)

,
S K - H e p

- 1
18)
で の 発現が 報告 さ れ て い る . 今

回の 結果 で は H e p G 2 , H u H 7 , S K H e p - 1 の 全て で 発現が認め ら

れ た .

従来 の 報告 で は M D R l と C D D P 耐性 と の 関与 は低 い と さ れ,

ア ドリ ア マ イ シ ン
,
ビ ン ク リ ス チ ン 耐性 と の 関連が 知ら れ て い

る
`"5}

. しか し慢性白血 病由来細胞 で, C D D P 投与 にて M D R l の

発現が 誘導さ れ
1"

,
M D R l の プ ロ モ

ー

タ ー 活性 が C D D P 投与 に

より増強す る と の 報告もあ る
2(り

. 今 回C D D P 単独投与 に よ り

M D R l の 党規が 増強 さ れ , I F N -

α と C D D P の 同時投与に よ り

M D R l の 発現が 低下 し た こ とよ り, 肝 細胞癌 にお ける C D D P 耐

性と M D R l の 関連が 明 らか に さ れ , I F N -

α によ る C D D P 耐性克

服の 可能性が示唆 され た .

M R P は ド キ ソ ル ビシ ン
,
エ トポ シ ドと の 関連は 知 ら れ て い

る が C D D P 耐性 と の 直接 の 関連性 は報告さ れ て い な い
21)2 2 )

. し

か し肝 臓で の 解毒酵素で ある G S H 依 存性 の トラ ン ス ポ ー ター

であ り
2:i)

,
H e p G 2 でIF N

-

α
,
C D D P 同時投与 に よ り M R P の 発

現が抑制さ れ た こ と か ら , G S H を 介 した 何 ら か の 経路 で M RP

は間接的に C D D P 耐性 と関係 して い る 可 能性が示唆 され た .

D N A ト ポイ ソ メ ラ
ー

ゼ Ⅲ は
,
D N A の 傷害傾復が克進 し て い

る 耐性細胞で は
,
そ の 道伝子 D N A ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Ⅲα

,

D N A トポ イ ソ メ ラ
ー ゼ [

ノ
ヲ の 発現 は 低 卜す る と 報告 さ れ て い

る
‖月 車
が
, 今回の 結果で は発現が 尤進 して い た . E d e r ら

251
はテ

ニ ポ シ ド耐性 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ
ー 卵 巣癌由来細胞 に D N A

トポ イ ソ メ ラ
ー

ゼ Ⅲ 遺伝子の 突然変異遺伝子 を遺伝ナ導入 した

と こ ろ C D D P 耐性 が 得ら れ た と報告 して い る . また K ｡t ｡ h ら 2
{i)

は3 種類 の C D D P 耐性癌細胞 で は D N A トポ イ ソ メ ラ ー

ゼ Ⅱ

伝子の 発現 に大きな変化は認め ら れ な か っ た と 報告 し て い る .

今回著者が用 い た D N A トポ イ ソ メ ラ ー ゼ 遺伝子の プ ラ イ マ ー

はEd e r ら
25)
の 突然変異の 領域 は含んで い な か っ た . 以 上 より肝

嗜由来培養細胞 で の D N A トポ イ ソ メ ラ ー

ゼ Ⅱ 遺伝子の 発現量

と C D D P 耐性機序と の 関連 は少なく D N A トポ イ ソ メ ラ ー ゼII

遺伝 子の 突然変異 と C D D P 耐性 に 関連が あ ると 考えら れ る た

め
,
D N A トポ イ ソ メ ラ ー ゼ 遺伝子 の 突然変異領墟を含ん だ プ

ライ マ ー

を用 い たP C R で の 再検討が必要である と考えら れ た .

G S T ㌧ 7r は C D D P 耐性 に 関与する こ と が 知 られ , 各種悪性脛
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瘍 で 発現 が克進 して い る と報告 さ れ て おり
2) 脚

,
ラ ッ ト にお け

る化学物質誘因肝癌で の 発現の 克進も認め ら れ肝癌発癌機序に

関連 して い る こ とが 報告され て い る
28)

. 肝癌由来培養細胞で は

G ST 1 7T は H u H 7 で発現 し
,
H e p G 2 で は発現が 殆 ど認 め られ ない

と報告 さ れ てお り
2勾
, 今回の 検討 にお い て も肝癌由来細胞 でも

肝芽細胞腫系 の H e p G 2 で は G S T - 7 r の 発現 が認 め ら れず , 肝細

胞癌系の H u H 7
,
S K H e p

-1 で は GS T l ,T の 発現 が認 め られ た . ま

たS K H e p
- 1 で は G S T - 7 r は薬剤非投与群 に比べ て

,
C D D P 単独

投与群, I F N -

α 単独投与群
,
IF N -

α
,
C D D P 同時投与群 の い ず

れ で も発現が同 じよう に低下 して い た . しか しC D D P 単独投与

群
,
I F N -

α 単独投与猟 IF N - α
,
C D I) P 同時投与群の 間 では

,

発現の 低 下 に有意の 差は認め ら れ なか っ た . SI 柑 e p
-1 で は細胞

の 成長は H e p G 2 や H u H 7 に比べ 早く
,
細胞増殖の 程度の 違 い に

より抗癌剤 の 細胞毒性の 程度が違 っ てく る こ とが考えられ , そ

の 影響が こ の ような結果と して現れ た と 考えら れ た .

I F N r

α 投与に て 発現の 変化が み られ た M D R l , G S T ,T は そ れ

ぞ れ肝痛発癌機序 に関与する と 報告さ れ て お り
26)2 9)

, M D R l の

プ ロ モ ー

タ
ー

領域 は, C - r af キ ナ ー ゼ
,
C
- H a - r a S な どの 前塙遺伝

子 や p 53 の 発現 と 関与 して い る と 報告 され て お り 湘 1)
,
r F N - α

が 肝細胞癌の 発痛
,
進展に 関与 して い る こ と も示唆 さ れ た .

今 回使用 し た 細胞 で は そ れ ぞ れ p 5 3 の 表現 塑 が 異 な り ,

H e p G 2 とS K H e p
-1 は野生 株の p5 3 遺伝子で あり, H u H 7 で は コ

ドン 2 2 0 の 突然変異をも つ 変異株 であ る と報告 され て い る
7)

.

今回の 結果が 肝癌培養細胞の 種類に より異 な る こ と と
, p 5 3 の

表現型
,
遺伝子異常と関連 し て い る こ と が 示唆 さ れ た . ま た

S K - H e p
-1 以外の 他 の 肝癌培養細胞 で は 薬剤非投与 で の M D R l

の 発現が 強く認 め られ てお り
,
M D R l の m R N A 定量法 に よる検

討に は 限界があ ると 考えら れ た .

今後M D R l の 発現 に つ い て ル シ フ ェ ラ ー

ゼ (1 u cif e r a s e) や ク

ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー ル ア セ ナ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ

(c h l o r a m p h e ni c ol a c e tylt r a n sft r a s e , C A T) な どの 外 来性発現遺

伝子導 入 に よ る
,
M D R l プ ロ モ ー タ ー 活性の 検討が必要と思 わ

れ た .

結 論

1 . H e p G 2 , H u H 7 , S K
- H e p

-1 の 肝席培養細胞 に お い て薬剤

耐性 に関与･ する 遺伝了
･

,
M D R l

,
M R P

, D N A トポ イ ソ メ ラ ー

ゼ Ⅲα
,
D N A トポイ ソ メ ラ ー ゼⅠり の 発現 が 認め ら れ た

2 . G S T -

7 T の 発現 は S K - H e p - 1 , H u H 7 で 認 め ら れ た が
,

H e p G 2 で は 認め られ なか っ た .

3 . H e p G 2 , H u H 7 , S K
- H e p

-1 の 肝癌培養細胞で は い ず れ も

強 い 抗癌剤自然耐性 をホ しそ の 耐牲機序 は由来卿l胞 によ り 異な

る こ とが 示唆さ れ た .

4 ･ I F N -

α と C D D P の 同時投与 に よ り , H e p G 2 で M D R l ,

M R P の 発現が 低~卜
'

し
,
S K - H e p- 1 で M D R l , G S T T 7 T の 発現 が低

卜す る こ と がR T P C R お よ び競合的P C R にて 明 らか に さ れ た .

以 上 よ り進行肝癌 にお け るIF N -

α と C D D P 併用化学療法の 有

効性が示唆され た .
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D N A t o p o i s o m e r a s e Ⅱ g e n e a n d c o ll a t e r al s e n siti vi ty t
o

c a m p t o th e ci n i n h u m an Ci s pl ati n
- r e Si s t a n t bl ad d e r c a n c e r c e11 s ･

C a n c e r R e s 5 4 : 3 2 4 8 -3 2 5 2
,
1 9 9 4

2 7) 高山哲治, 高橋康雄, 新津洋司郎. G S r 打 . 臨床検査39‥

4 5 0 -4 5 3
,
19 9 5
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28) Ki t ah a r a A , S a t o h K , N i s h i m u r a K
,
I s h ik a w a T

,
R u ik e K

,

S a t o K
,
T s u d a H

,
I t o N . C h a n g e s i n m ol e c u l a r f o r m s of r a t

h e p a ti c gl u t a th i o n e
- S -t r a n S f e r a s e d u ri n g c h e m i c al

h e p at o c a r ci n o g e n e si s . C an C e r R e s 4 4 : 2 6 9 8 -2 7 0 3
,
1 9 8 4

29) G r a c e B , R a d h a k a n t S , S ri n i v a s a n R . P - gl y c o p r o t ei n

e x p r e s si o n d u ri n g t u m o r p r o g r e s si o n i n th e r a t li v e r . C a n c e r R e s

52 : 5 1 5 4
- 51 61

,
1 9 9 2

5 5 3

3 0) C h i n K V
,
U e d a K

,
P a st a n I

,
G ott e s m a n M M . M o d ul a ti o n ｡f

a c ti vit y o f th e p r o m o t e r o f th e h u m a n M D R l g e n e b y r a s a n d

p 5 3 . S ci e n c e 2 5 5 : 4 5 9 ･4 6 2
,
1 9 9 2

3 1) C o rn W ell M M , S mi th D E ･ A si g n al tr a n sd u c ti o n p ath w a y

f o r a c ti v ati o n of th e M D R l p r o m o t e r i n v oI v e s th e p r o to
-

O n C O g e n e

C - r a fld n a s e . J Bi oI C h e m 2 6 8 : 1 5 3 4 7 -1 53 5 0
,
1 9 9 3

T h e E x p r e ssi o n o f D r u g R esi st a n c e
- R el a t e d G e n es i n T h r e e H u m a n H e p at o m a C d l L i n e s a n d M o d u l a ti o n o f t h e

R esis t an C e t O C i s pl a ti n b y C o m b i n e d T r e at m e n t wi t h C D D P a n d I F N q a A ki T a k e u c h i
,
Fi r s t D e p a r t m e n t o f I n t e r n al

M e di ci n e
,
S c h o ol o f M e di ci n e

,
K a n a z a w a U n i v e r sity , K a n a z a w a 9 2 0 - 8 6 4 0

-

J ･ J u z e n M e d S o c ･
,
1 0 8

,
5 4 7

-

5 5 3 ( 1 9 9 9)

K ey w o r d s h ep at o c ell u l a r c a r ci n o m a , C I S Pl a ti n , C h e m o th e r a p y , d ru g r e Si st a n c e , i n t e rfb r o n
-

α

C i s p l a ti n ( C D D P) i s a k e y c o m p o u n d i n th e c h e m o th e r a p y o f li v e r c an C e rS ･ T h e m ol e c u l a r m e c h a n i s m of m u ltip l e d r u g
r e si s t a n c e t o C D D P i n th e c h e m o th e r ap y o f h e p

a t o m a
,
h o w e v e r

･
i s n ot y e t w ell d e fi n e d ･ O u r p r e v i o u s s t u di e s s h o w e d th at t w o

y e a rs s u r vi v al r a t e s w e r e h ig h e r i n p ati e n ts wi th a c o m b i n e d C D D P a n d i n t e rf e r o n -

α tr e a t m e n t th a n i n th o s e tr e a te d wi th

C D D P al o n e ･ I n cl u d i n
g b o t h c o m p l e t e a n d p a rti al r e mi s si o n a t w o y e a r s s u r v i v al r a te o f 7 6 .2 % w a s o b s e rv e d f o r th e

C O m b i n e d t r e a t m e n t
,
i n d i c atl n g th a t i n t e rf e r o n

-

α m a y h a v e a n ti
- d r u g r e si s ta n c e a c ti o n i n h e p a to m a ･ T o el u ci d a t e f u rth e r

i n si g h t s i n t o th e m e c h a n i s m o f C D D P r e si st a n c e w e e x a m i n e d th e g e n e e x p r e s si o n of th e m u l ti d r u g re si s ta n c e g e n e l

( M D R l) , m u lti d r u g r e si st a n c e - a S S O Ci a te d p r o t ei n g e n e ( M R P) , D N A t o p o is o m e r a s e II α , II /ヲ , a n d g l u tath i o n e
- S - tr a n S fe r a s e

汀 g e n e ( G S T -

7 T ) i n h u m a n h e p a t o m a ･ B o th s e m i - q u a n ti ta ti v e r e v e r s e tr a n s c rip ti o n
-

P O l y m e r a s e c h ai n r e ac ti o n ( R T - P C R) a n d
C O m P eti ti v e P C R w e r e u s e d to e x a m i n e th e l e v el s o f th e s e g e n e t r a n s c r lP tS i n h u m a n h e p a to m a c ell li n e s i n cl u di n g H e p G 2 ,

H u H 7
,
a n d S K - H e p

- l ･ T h e r e s ul ts d e m o n st r a t e d th a t M D R l
,
M R P

,
t OP Oi s o m e r a s e II α ,

Ⅲノ9 g e n e s w e r e st r o n gl y e x p r e s s e d

i n th e s e c e11 s w i th o u t a n y d r u g tr e a t m e n t ･ T h e r e w e r e al s o s o m e v a ri a ti o n s f o u n d i n th e l e v el o f g e n e e x p r e s si o n b e t w e e n th e

di 鮎 r e n t c e11 1i n e s ･ T h e g e n e e x p r e s si o n o f G S T
-

7T W a S d e t e c t e d i n = u H 7 a n d S K - H e p
- 1
,
b u t n ot i n H e p G 2 ･ A d d i[i o n o f

C D D P al o n e i n c r e a s e d th e e x
p
r e s si o n o f M D R l

･
a n d a d di ti o n o f I F N -

α a l o n e s u p p r e s s e d th e e x p r e s si o n o f M D R l i n S K -

H e p
- 1 ･ C o m bi n e d tr e a t m e n t w ith C D D P a n d I F N -

α S u P P r e S S e d th e e x p re s si o n o f M D R l a n d M R P i n H e p G 2 c e ll s , a n d th e

e x p r e s si o n of M D R l i n S K
- H e p

- l c ell s ･ I n s h o rt
,
th e s e r e s u lts i n d i c ate th at I F N -

α tr e a t m e n t m a y d e c r e a s e th e e x p r e s si o n o f

d r u g r e si st a n c e r el a te d g e n e s i n h u m a n h e p a t o m a c ell li n e s .


