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2 2 4 金沢大学十全医学会雑誌 第108 巻 第2 号 224 - 2 3 2 (1 9 9 9)

ヒ ト肺腺癌細胞株 P C -9 に おける血小板活性化因子受容体括抗薬の

シ ス プラチ ン感受性増強効果 に関する研究

金沢大学医学部医学科内科学第三講座 (主任: 松田 保教授)

日 置 詩 子

抗癌薬 の 薬剤耐性 は ･ 癌 化学療法 に お け る 重要な問題 で あ る ･ 本 研 究 で は
, 肺 癌 細胞 の シ ス プ ラ チ ン ( c i s -

di a m mi n e di c hl o r o pl ati n u m ( Ⅱ) , C D D P) 感受性 に対する 血小板活性化因子受容体括抗薬 の 影響 と そ の 作 用機序を解明する目的

で
,
血小板活性化因子受容体括抗薬 E 61 2 3 ( エ

ー

ザ イ株式会札 東京) が ヒ ト肺腺癌細胞株の C D D P 感受性, お よ び感受性規

定因子
,
さ らに ア ポ ト

ー

シス に 与え る 影響 に つ い て 検討 し た . 細胞株 は ヒ ト肺腺癌細胞株 P C -9 お よ び そ の C D D P 耐性株 で あ

るP C -9/ C D D P を用 い た ･ 細胞増殖阻害試験 に よ る 薬剤感受性の 検討 で は, 細胞増殖 に影響 しな い 最大濃度 である5 00 FL M の

E 6 1 2 3 に よ っ て , C D D P の 5 0 % 細胞増殖阻害膿度 (d ru g C O n C e n tr a ti o n i n h ibi 血 g c ell g r o w th b y 5 0 % , I C 5｡) はP C -9 で は7 .5 7 ±

0 ･1 8 FL M か ら0 ･6 2 ± 0 ･2 0 F L M
へ と12 ･2 倍 b < 0 ･0 5) に , ま た P C -9/ C D D P で は18 8 ･8 4 ± 8 5 ･1 1 FL M か ら42 ･0 8 ± 2 5 ･1 9 FL M

へ と

4 ･5 倍 b < 0 ･0 5) と い う よう に
,
両細胞株 ともに有意 に C D D P に 対する感受性 は増強 した . ア イ ソ ボ ロ グラ ム を用 い た検討 で

は
,
同郷胞株ともに C D D P と E 6 1 23 は 相乗効果を示 した . E 6 1 2 3 の C D D P 感受性増強効果の 磯序を解明する目的で , 細胞 内プ

ラ チ ナ 蓄積量･ 細胞 内 グル タ チ オ ン 含量お よ び グ ル タ チ オ ン ーS - ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ 活性を測定 した が , こ れ ら は P C -9 , P C

9 / C D D P の 両細胞株ともに300 fL M の E 6 1 2 3 の 影響 を受けな か っ た . C D D P に より誘導さ れ る アポ ト ー

シス に与 える E 61 2 3 の

影響を検討 した と ころ
,
両細胞株 とも にE 61 2 3 処理 に より有意 に増強さ れ た . さら に ア ポ ト ー

シス を誘導す る カ ス バ
ー

ゼ フ

ァ ミ リ
ー

の うち, カ ス バ ー

ゼ 1
,
カ ス バ

ー

ゼ2 お よ び カ ス バ ー ゼ 3 の 発現をウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法 を用い て検討 した .

3 0 0 〃 M の E 6 12 3 処理 にて カ ス バ
ー

ゼ1 の発現 は有意 に増加 した が
,
カ ス バ ー

ゼ2 と カ ス バ
ー

ゼ3 の 発現 には 変化は認められな

か っ た ･ 以上 より , 血小板活性化因子受容体括抗薬 E 61 2 3 は , ヒ ト肺腺痛細胞株 P C -9 に お い て カ ス バ ー ゼ1 蛋白を誘導 して

アポ ト
ー

シス を増強し, C D D P 感受性を瓦進させ る こ とが 示唆さ れ た .

K e y w o r d $ 1 u n g c a n c e r , Ci $ M di a m m in e di c hl o r o p la ti n u m (II) , p l at el e t a c ti v atin g f a c t o r r e c e p t o r
a nt a g o n ist , a P O p t O Sis , C a S p a S e

シ ス プ ラ チ ン (ci s - di am m i n e di c hl o r o pl a ti n u m ( Ⅱ) , C D D P) は

痛化学療法の 主要な抗癌薬である が
,
そ の 薬剤耐性 の 克服と感

受性 の 改善は癌化学療法に お い て 治療効果を左右す る重要な問

題である . C D D P の感受性を規定する因子 と し て
, 薬剤 能動輸

送 によ っ て抗癌薬 の 細胞内蓄積を決定する ナ トリ ウ ム ･

カ リ ウ

ム A T P ア ー ゼ (N a
+

,
K
十

A T P a s e
一卜 4)

, 薬剤の 細胞外排出に関与

す るプロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C
5卜 7)

, 解毒機構を担う細胞内 グ ル タ

チ オ ン 鹿I u t a thi o n e , G S H) 含量
ポ)

,
グ ル タ チ オ ン ーS - ト ラ ン ス フ

エ ラ
ー

ゼ kl u t a th i o n e ･S -t r a n Sf e r a s e
,
G S T)

9)
お よ び メ タ ロ チ オ ネ

イ ン
10) 活性, さ ら に は D N A 障害修復機構

Il)

が掲 げられ る .

血小板活性化因子 bl at el e t a c tiv a ti n g fh ct o r , P A F) は ア レ ル ギ

ー 性疾患 や 炎症性疾患 に関与す る内因性 の 脂質メ デ イ エ ー

タ
ー

で あ る . 癌細 胞 の C D D P 感受性規定因子 と し て P A F の 関与 に

つ い て は以下 の 報告が ある. C at al a n ら
ほ)
は
,
ラ ッ ト の 脳 にお い

て 相 投与 に よ り用量依存性に N a
十

,
K
+

A T P a s e 活性 が 阻害 さ

れ るこ と
, また P A F 括抗薬 で あ るP C A - 4 2 4 8 投与 に よ っ て N a

+

,

K
'

A T P a s e 活性の P A F に よ る阻害が 抑制 され る こ と を報告 して

い る . また L a ri v e .e ら
1 3)
は
,
ネ コ 気管上 皮 に お い て P A F を 処理

す る と 気道の ム チ ン 分泌が 増加 し
,
こ の 際プ ロ テ イ ン キ ナ

ー

ゼ

C が 活性化 され る こ とを報告 して い る . 現在ま で に P A F 受容 体

括抗薬 そ の も の に 抗腫瘍効果が認 め ら れ る と の 報告も散見 さ

れ
,
B r u t o n ら

14)
は前骨髄球性白血病細胞株 H L 6 0

,
慢性骨髄性

白血病細胞株 K 5 6 2 お よ び卵巣癌細胞株 A 27 8 0 にお い て
,
P A F

受容体括抗薬であ るS D Z 路43 4 が 用量依存性 に抗腫瘍活性 を発

揮 した こ と, 同 じく W 受容体括抗薬 W E B 2 0 8 6 に は全く抗腫

壕活性が認め ら れ な か っ た こ と
,
ヒ ト癌細胞株 にお い て細胞表

面 の P AF 受容体 は極め て微量で あり, P A F 受容体桔抗薬 の 抗腫

瘍活性 が P A F 受容体数な ら び に P A F に より惹起 さ れ る 血 小板

凝集能 と は相関 し な い こ と を報告 し た . 同様 に D a n h a u s e r 一

鮎 e d el ら
15)

も , 9 種 類の P A F 受容 体括抗薬 が抗腫瘍活性を認め

平成1 1 年 1 月 1 9 日受付, 平成 11 年2 月 2 5 日受理
瓜b r e vi ati o n s : C D D P

,
Cis qdi am m i n e dic hl o r o p l ati n u m (II); D M S O

,
di m e th yl s ulf o xid e; F B S , ftt al b o vi n e s e ru m ;

G S H ･ gl u t a th i o n e; G S T , gl u t at h i o n e - S - t r a n Sf e r a s e; I C , d ru g C O n C e n t r a ti o n i n h ib iti n g c ell g r o w t h ; M T T , 3
-

(4 ,5 di m e th ylth i a z o12
⊥

yl) -2 ･5 - dip h e n y lt e t r a z oliu m b r o m id e; P A F , p la t el e t a c tiv ati n g f a c t o r; P B S , p h o s p h at e - b u fEe r ed
S al in e; T B S て, tri s -b u 鮎 r e d s al in e wi th T w e e n 2 0



シス プラ チ ン感受性と 血 小板活性化因子受容体桔抗薬

た こ と
,
こ れ ら の 薬剤 に よる 抗腫瘍活性が P A F 受容体 の 阻害 に

よ る も の で は ない こ と を報告 した . ま たS a n d v al ら
1 6)
は ラ ッ ト

の 実験的膵炎モ デ ル を作成 し, P A F が そ の ア ポ ト
ー

シ ス 増強 に

深く関わ る こ と , P A F 受 容体括抗薬投与に よ っ て ア ポ ト
ー シ ス

が 阻害 さ れ る こ と を報告 して い る .

以 上 の 報告 か ら ,
P A F 受容体括抗薬 が癌細胞 の C D D P 感受性

規定因子 に何 らか の 影響を及ぼす可能性 ,
P A F 受容体抵抗薬 が

抗n 久F 活性 と はま っ た く別の 経路で抗腫瘍効果 を示す可能性,

なら び に 痛細胞 の ア ポ ト
ー

シス 誘導に お い て も何 ら か の 役割を

有する可能性が示唆さ れ る . こ れ ら の 点を明ら か に する こ と を

目的と して 本研究 を実施 した . 本研 究で は ヒ ト肺腺癌細胞株を

用 い , P N 受容体括抗葉 E 61 23 が C D D P 感受性 と感受性規定因

子
,
な ら びに C D D P に よ る アポ ト ー シ ス 誘導 に及ぼ す影響に つ

い て検 討 した .

材料お よ び方法

Ⅰ. 試 薬

R P M I 1 6 4 0
,
リ ン 酸緩衝液 b h o s p h a t at e - b u ff e r e d s ali n e , P B S)

お よ び1 % ペ ニ シ リ ン
･ ス ト レ プト マ イ シ ン 混合液は ニ ッ ス イ

薬 品工 業 (東 京) よ り購 入 し た . ウ シ胎児 血 清 (f e t al b o vi n e

s e ru m
,
F B S) は 三光純薬 (東京) より購 入 し た . C D D P は日 本化

薬株式会社 (東京) よ り, E 6 1 2 3 【(S) -( + ) - 6 - (2 - C hl o r o p h e n yl) -3 -

C y Cl o p r o p a n e c a rb o n yl
-8
,
1 -di m e th yl

-2
,
3
,
4
,
ふt et r al 1 y d r o

-8 H -

p y ri d o

(4
I

,
3 :4

,
5) th i e n o (3 ,2 -f)(1 ,2 ,4) tri a z ol o (4 ,3 - a) (,4)d i a z e pi n e】(図1) は

エ
ー ザイ 株式会社 (東京) よりそ れ ぞ れ 供与を受けた . ジメ チ

ル ス ル フ ォ キ シ ド (di m e th yl s ulf o xi d e , D M S O ) は和光純薬(大阪)

より
,
M T T【(3 - (4 ,5 d i m e th ylthi a z o12 - yl) - 2 ,5 -d ip h e n ylt e t r a z oli u m

b r o m id e] はSi g m a (S t L o ui s . , U S A) よ り購入 した .

Ⅰ . 細 胞 株

国立 が ん セ ン タ
ー

西候長宏先生 より供与 を受 け た ヒ ト肺腺癌

細胞株P C -9 と , そ の C D D P 耐性株で あ るP C -9/ C D D P を用 い た .

細胞 は10 % F B S と 1 % ペ ニ シリ ン ･ ス ト レ プ ト マ イ シ ン の 混合

液を加えた R P M I 1 64 0 培養液 を用い て 5 % C O 2 濃度
,
3 7 ℃ の 条

件 に 設定 し た培養器内で培養 し た .
以【■F

~

の 実験 の 細胞培養は ,

す べ て こ の 条件の 培養器を用い て 行 っ た .

Ⅱ . 薬剤感受性

薬剤感受性 は細胞増殖阻害試験 に よ り検討し た . 増殖期 にあ

る P C - 9 お よ び P C -9/ C D D P の 各細胞 を 回収 し, 培養液 に 浮遊 さ

せ た 後
,
細胞 液を5 × 10

5

個/ m l に 調整 し た . 9 6 穴 Ⅴ底 マ ル チ プ

Fi g . 1 . C h e m i c al s t ru Ct u r e Of E 61 2 3 .

2 2 5

レ
ー

ト (C o st e r , C am b ri d g e , U S A) の 各ウ ェ ル に細胞浮遊液100

〃l を注 入 して 約1 時間静置 し た. そ の 上 に
, 単独 で は細胞増殖

に影響を与え ない 最大濃度500 / J M も しく は2 50 /∠ M (い ずれ も

最終2 00 〃1 に お ける濃度) の E6 1 2 3 (培養液 に溶解) 50 〟l また

は 培養液50 〃l を注入 した 三系列 の ウ ェ ル に , さ ら に2 00 〟1 に

お ける最終濃度が 1 FL M , 3 F L M , 1 0 FL M , 3 0 FL M , 1 00 FJ M . 30 0 /∠

M
,
1 0 00 FL M となる よう C D D P (培養液に 溶解) 50 F L l また は培

養液50 〃1 を加 えた . こ れを2 時 間, 5 % C O 2 , 3 7 ℃で 培養 した

後, 2 0 0 0 回転/ 分 にて 10 分 間遠心 し て 上 浦を吸引 し, 新た に培

養液200 〃1 を加えた .
マ イ ク ロ ピ ペ ッ トで 撹拝 した後 ,

1 0 0 /∠

1 を取 り出 し て9 6 穴平底 マ ル チ プ レ
ー

ト ( F a l c o n , F r a n k li n

h k e s
,
U S A) に移 した . その 後

, 培養 液100 FL l を加えて培養器

内に静置 した. 9 6 時間後に P BS で 溶解 した 5 m g/ m l の M T r 溶

液20 〃1 を加え, さ ら に4 時間培養 した後 ,
2 0 0 0 回転/ 分 にて10

分 間遠心 して 上 宿を取り除き, 沈澱 に D M S O を加え て, 生 成

した ホ ル マ ザ ン結 晶を溶解 し た. 撹拝後, 自動吸光度計 ( M

3 4 0 A T
,
S I J

,
V i e n n a

,
An st ri a) を用 い て, 波長660 n m の O D 値 を

対 照と して560 n m にお ける O D 値を測定 した .
こ の 僅を用い て

生存曲線 を描き, 5 0 % 細胞増殖阻害濃度 (d r u g c o n c e n tr ati o n

i n hib iti n g c ell g r o w th b y 5 0 % , I C 5｡) を求め て薬剤感受性の 指標

と した . 試験 は異 な っ た 日 に3 回以上 行 い , そ の 平均値を求め

て 測定値 と した .

Ⅳ . 細胞増殖阻害作用 に対する薬剤併用効果の判定

細胞増殖阻害作用 に対する薬剤併用効果を評価す る た め ,

S t e el ら
17) の 方法 に従 っ てア イソ ボ ロ グ ラ ム を作成した . すな わ

ち前述の 細胞生存曲線 よりE 61 2 3 単独 の 場合, C D D P 単独の 場

合で の
,
I C 5｡

,
I C 4｡ , I C 3｡ , I C 2t､

,
I C l｡ を求め , こ れ をそれぞれ の

I C 5｡ で 除 し た値 を 算出 し た.
こ の 値を E6 1 2 3 の 場合 はA と し ,

C D D P の 場合 はB と し た . 1 , A
,
1 - B を求 め グ ラ フ 上 にⅩ 軸 にA ,

y 軸に 1
- B を プ ロ ッ ト して 曲線を描 い た . また

,
同グ ラ フ 上 に

,

トA をⅩ 軸 に, B をy 軸 にプ ロ ッ ト した 曲線を描 い た . さ ら に

I C 4｡ , I C 3( , , I C 2｡ , I C l｡ を示す濃度の E61 2 3 を併用 した 場合に, 両

薬剤 で 50 % の 増殖阻害 を起 こ す の に必要な C D D P の 濃度
,
す

なわ ちIC l 反7 , I C 28
.
6 , I C 37 5 , I C 軋 4 を単独の 生 存曲線よ り求 め, こ

れ をIC 5｡ で 除 した値をB
.
と した . B

l を x 軸に , 先 に求 め たA をy

軸に プ ロ ッ ト して曲線を描い た . さ ら に薬剤未処理細胞 を コ ン

ト ロ
ー

ル と し
,
C D D P l O iL M , 3 0 FL M , 1 0 0 /1 M , 3 0 0 FJ M と併用

した 場合 に
,
両薬剤併用で増殖阻害 を起 こ すの に必要 なE 61 2 3

の 濃度 を求め
,
こ れ をE 6 1 2 3 単独 で の IC 5｡ で 除 し た値 を算出 し

た . また
,
C D D P 単独 でのI C 5｡ で 1 0 FL M , 3 0 /L M , 10 0 .u M , 3 0 0

〃 M を除 した 倦を求め, そ れ ぞ れ を前述 の グ ラ フ 上にプ ロ ッ ト

した . 先の 3 本の 曲線で 囲ま れ る範囲内に , こ れ ら の 点 が存在

する場合を相加効果, 曲線下 方に存在す る場合を相乗効果, 曲

線上 方に存在する場合を相反効果がある と判定 した .

Ⅴ . 細胞内 C D D P 蓄積量の測定

175 m m
3
フ ラ ス コ (F al c o n) を用 い て培養 した 増殖期 にある細

胞5 × 10
7

個/ m l に , 最終濃度1 00 FL M また は 30 0 FL M の E 6 1 2 3

も しく は溶蝶 を涼加 し, さ ら に最終過度50 il M の C D D P を追

加 し て, 培養器内 にて 2 時間培養 した . そ の 後, 水冷 したP B S

に て2 回洗浄 した . 回収 し た細胞を ソ ニ ケ
一

夕
ー

(S O N I F I E R

2 5 0
,
B r a n s o n

,
D an b u r y , C r . , U S A) を用い て 破砕 し, 原子吸光法

にて 細胞内プラチ ナ 含量を測定 した .

Ⅵ . G S H 含量お よぴ G5 汀活性の 測定

細胞内の薬剤解毒機構 に関与する G S H 含量と GS T 括性を測
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志 した .

各細胞株 は17 5 m m
3
フ ラ ス コ (F al c o n) にて 培養 し た もの を3

検 体 に 分 け
,
それ ぞ れ 最終濃度1 0 0 〃 M ま た は 3 0 0 /∠ M の

E 6 1 2 3 も しく は 溶媒を添加 し て 培養器内で2 時間培養 した . そ

の 後, 水冷 したP BS で 2 回洗浄 して 細胞 を回収 した . G S H 量 は
,

G riffi th
1 8)
の 方法 を用 い て 測定 した . すな わ ち細胞 に リ ン 酸

E D T A 溶滴(12 5 m M K H 2P O 4/ K 2H P O . , 6 .3 m M N a 2E D T A ) を30 0

〃1 加えて ソ
ニ ケ

一 夕 ー

を 用い て 破砕 し た . 破砕 後 の 検体 300

β
1 に12 % ス ル フ ォ サ リ チ ル 酸100 〃1 を加え, 2 時 間氷冷 した .

4 ℃ , 1 4 0 0 0 回転/ 分, 1 5 分間の 遠心後, 吸光度測定容器 に上 浦

100 FL l を0 .3 m M N A D P H , 5 0 0 m M K H 2 P O 4 , 6 m M 5 ,5
しジ チ

オ ビス ー2 - ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン
,
お よ び0 .5 単位 の グ ル タ チ オ ン 還

元酵素か ら なる 反応液 に加え, 波長41 2 n m の 吸 光度を測定 し

た . 既知濃度 の G S H 溶液 に よ り標準曲線 を描き, こ の 曲線 を

用い て G S H 量を定量 し た . G S T 活性 は
,
H ab i g ら

1 9) の 方法 を用

い て 測定 した . すな わ ち , G S H 量の 測定時と同様 の ペ レ ッ ト

に1 M K H 2P O ｡ 5 0 0 /上 1 を加 えて ソ ニ ケ
一 夕 ー を用 い て 破砕 し

た . 4 ℃
,
1 4 0 0 0 回転/ 分 に て 10 分 間遠心 し , 上 清30 0 / ノ 1 , 1

m M G S H 3 0 0 p l , お よ び1 m M l
しク ロ ロ ー2

,
4 r ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ

ン 6 0 /∠1 を吸光度測定容器 に 入 れ 混和 し て, 波 長3 40 n m の 吸

光度を測定 し た.

Ⅶ . ア ポ ト
ー

シ ス の 解析

ヒ ス ト ン結合 D N A 断片 ( モ ノ ヌ ク レ オ ソ
ー ム

,
オリ ゴ ヌ ク レ

オ ソ
ー ム) を光度計 を用い て 検出す る エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ

イ (細胞死検出キ ッ ト , ベ
ー

リ ン ガ
ー

マ ン ハ イ ム
, 東京) を用

い て ア ポ ト
ー

シ ス を定 量化 し た . ヒ ス ト ジ結合 D N A 断片 は ア

ポ ト
ー

シ ス の 際 に細胞質 に遊離す る
2 8)2 1 )

. 1 × 1 0
5

個/ m l に調整

し た細胞浮遊液500 /∠ 1 に , 最終濃度100 〃 M , また は30 0 /∠ M

の E 6 1 2 3 と
,
最終濃度50 i L M また は2 50 〃 M の C D D P を添加 し,

2 時間培養器内 に静置 した後 , 遠心
,
洗浄 し, 薬剤 を含まない

培養液を加えて 24 時 間培養 し た . そ の 後, 洗 浄 し た ペ レ ッ ト

をイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 用綬衝液 に浮遊 して 溶解 し, 細胞 質分画

である上 浦を採取 し た . ヒ ス ト ン に対す る抗体を マ イ ク ロ タ イ

タ
ー

プ レ
ー

ト に吸 着 さ せ , 前述 の 上 清 を100 〃1 漆加 し た . 次

に
, 抗 D N A , ペ ル オキ シ ダ

ー

ゼ をヌ ク レオ ソ ー ム の D N A 部分と

反応 さ せ
,
ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ の 量 を A B T S (2 ,2
T
-

a Z i n o - d i -

【3 eth ylb e n z th i a z oli n e s ul f o n at e (6)】) を基質に発光 させ て 吸光度

計を用い て測定した . 藻 剤処理 した細胞 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 量

を未処理の 細胞 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 量で 除 した 値 を% i n c r e a s e と

して ア ポ ト ー シス の 指標と し た .

Ⅶ . カ ス バ
ー

ゼ の 測定

ア ポ ト
ー

シ ス 誘導 を 決定する プ ロ テ ア
ー

ゼ で ある カ ス バ ー ゼ

フ ァ ミリ
ー

プ ロ テ ア
ー

ゼ と して
,
カ ス バ

ー

ゼ1
,
カ ス バ

ー

ゼ 2
,

カ ス バ
ー

ゼ3 の 発現 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ法 を用 い て半

定量 し た . 細 胞をC D D P 2 5 0 FL M , E 6 1 2 3 3 0 0 FL M , ま た は両

者 に2 時間曝露 し た . 培 養後
,
水 冷 し たP BS で2 回洗浄 して細

胞 を回収 した . 回収 し た細胞 を溶解液【20 m M T h s (p H 7 .6) , 1 0

m M E D T A (p H 7 .6) , 1 0 m M M g C 1 2 , 5 m g/ m l N a ｡V O 小 2 m M

d ith i o tr e it ol
,
1 m g / m l N a F , 1 0 0 m g/ m l /9 -

gl y c e r o p o s p h a t e

(Si g m a) , 1 0 U / m l a p r o ti n i n (S i g m a) , 1 m M p h e n yl m e th yl -

s ul fo n ylfl u o ri d e (和 光)】に浮遊 させ , 凍結 と 融解を4 回線り返 し

て細胞を破壊 し, 1 5 0 0 0 回転/ 分 に て15 分間遠心 した . 蛋白 が

抽出さ れ た上 清と ト リ ス S D S セ パ ラ ゾ ー ル (0 .2 5 M T ri s - H C l ,

2 % S D S
,
3 0 % gl y c e r ol , 0 .0 1 % b r o m o p h e n ol b l u e , 第

一 化学薬

品
,
東京) を等量混合 して 95 ℃ で5 分間加熱 し て, 蛋白を変性

さ せ た . 1 レ ー ン 当た り30 / ノ g と な る よ う に蛋白量を調整 して

10/ 2 0 S D S ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル (第
一

化学薬品) で , 6 0 m A

にて 電気泳動 した . 泳動後54 m A で 60 分間イ モ ビ ロ ン m F メ

ン プ レ ン (第
一

化学薬品) に転写 させ た .
こ の メ ン プ レ ン を5 %

ス キ ム ミ ル ク を加え た1 % T w e e n 2 0 (和光) 入 り トリ ス 塩酸緩

衝液 汀ri s -b tl ff e r e d s ali n e iT w e e n 2 0 , T B S ノp (2 0 m M T ri s - H Cl

b H 7 .6) , 1 2 5 m M N a Cl , 1 % T Ⅳ e e n 2 0 , T B S ノn にて ブ ロ ッ キ ン

グ 後 , 1 次 抗 体 の 抗 力 ス パ ー ゼ 1 抗 体 (S a n t a C r u z

B i o t e c h n o l o g y , C alif o r n i a , U S A ) , 抗 カ ス バ
ー

ゼ 2 抗 体

m an S d u c ti o n h b o r at o ri e s , Le xi n gt o n , U S A ) お よ び抗 カ ス バ
ー

ゼ 3 抗 体 (T r a n s d u c ti o n L a b o r a t o ri e s) に曝露 した . 十分量の

T B S ⊥T で 10 分 間
,
3 回洗 浄後, 5 % ス キ ム ミ ル ク 加T B S ⊥T 溶液

に溶解 さ せ た 2 次抗体 の H R P 標 識抗 ウサ ギI g G 抗体 (Si g m a) ,

ま た は H R P 標識抗 マ ウ スI g G 抗 体 (Si g m a) に曝露 した . 再度

T B S - T で 1 0 分 間, 3 回洗 浄 し, E C L ( ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン , 東

京) に て発色 させ て撮影 し た .

Ⅸ . 蛋白質濃度の定量

細胞内 C D D P 蓄積量 ,
G S H 含量, G S T 活性 の 測定お よ び ウ

エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法 にお い て は 各群間 の 蛋白質濃度 を
一

定と した が
,
そ の 蛋 白質膿度の 測定 は B C A プ ロ テ イ ン ア ツ セ

イ キ ッ ト (Pi e r c e , R o c k f o rd , U S A) を月] い て 行 っ た .

X
. 統計学的解析

統計学的検討は , 対応 の な い S tu d e n t の t 検定 を用 い て2 群間

T ab le l . E 6 1 2 3 m o d ul ati o n of p lati n u m s e n siti v ity o f P C
- 9 a n d P C - 9/ C D D P c ell li n e s

C ell li n e

I C
5(

.
)
V alu e

a)
( 〃 M )

V e hi cl e
E 6 12 3

( 5 0 0 /J M )

P C 9

P C 9/ C D D P

7 .5 7 士0 . 18 0 .6 2 ±0 .20

l
‥ * . ｣

18 8 .8 4 士8 5 .1 1 4 2 .0 8 ± 25 .19

卜
. * .__

l

乱)
E a c h v al u e is s h o w n b y th e 文

一±S D o f th e t h r e e ti m e s i n d e p e n d e n t e x p e ri m e n t s ･
b)
s e n siti zi n g effb ct is I C 5 0 V al u e o f c o n tr oI c ell s n C 50 V al u e o f tr e at e d c e11s ･
*
p < 0 .0 5 c o m p ar e d w idl th e v al u e fb r th e c e 11s t r e at e d w ith v e hi cle .
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検定 を行 い , 危険率5 % 未満 を有意差あり と判定 した . 数値 は

盲± S D で 表 した .

成 績

Ⅰ . E 6 1 2 3 の C D D P 感受性 に 及ぼす影響

細胞増殖阻害試験 を用 い て評価 した , E 6 1 2 3 に よ る C D D P 感

受性増強効果 の 成績を表 1 に示す. E 6 1 2 3 処筆削こ よ っ て C D D P

のI C 5｡ は , P C
-9 で は7 .5 7 ± 0 . 1 8 FL M か ら0 .6 2

± 0 .2 0 FL M
へ と

12 . 2 倍 に , P C -9 / C D D P で は 18 8 .8 4 ± 8 5 .1 1 /J M か ら4 2 .0 8 ±

2 5 .1 9 /∠ M
へ と4 .5 倍 に

,
有意 に (そ れ ぞ れp < 0 ･0 5) 感受性 は増

巾

N

【

¢

山

-

〇
二
〇
血
O

P

O

>
;

空
○

正
00

0 . 0 0 . 2 0 . 4 0 . 6 0 . 8 1 . O

R eI ati v o d o $ e O f C D D P

Fi g . 2 . I s o b ol o g r a m a n al y si s i n P C
-9 c ell li n e ･ D a ta p oi n ts o n

th e l eft sid e of e n v el o p e i n di c ate th at th e e ff e ct o f E 6 1 2 3 0 n th e

C D D P s e n siti vity i s s u p r a
- a d diti v e .

完0 . 8
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■ ■
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0

0
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● 一

望0 ･ 2

0

正

0 . 0

0 . 0 0 . 2 0 . 4 0 . 6 0 . 8 1 . O

R 0l atl v o d o $ 0 0 f C D D P

Fi g . 3 . I s o b ol o g r a m a n al y si s i n P C
- 9 / C D D P c ell li n e ･ D a t a

p o i n t s o n th e l eft sid e o f e n v el o p e i n di c ad te t h a t th e e 触 ct of

E 6 1 2 3 0 n th e C D D P s e n siti vib T i s s u p r a
-

ad ditiv e .

2 2 7

強 した .

Ⅱ . 細胞増殖阻害作用 に関す る薬剤併用の相加相乗相反効果

の判定

E6 1 2 3 と C D D P の 相加相束相反効果を検討する た め に ア イ ソ

ボ ロ グ ラ ム を作成 した . P C -9 にお け る アイ ソ ボ ロ グラ ム を 図 2

に 示す. 各 ド ッ トは3 曲線 の 左下 方 に位置 し, 両薬剤 に は 相乗

効果が認め られ た . P C -9 / C D D P に に お ける ア イ ソ ボ ロ グ ラ ム

の 結果 を図 3 に 示す. 各 ドッ ト は3 曲線 の 左下 方に位置 し, 両

薬剤に は 相乗効果が認め られ た .

皿 . 細胞内C D D P 蓄積量の検討
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-9 c ell s ,
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細胞 内C D D P 蓄積量 に与える E 61 2 3 の 影響 の 成績を囲 4 に示

す . P C -9 , P C -9 / C D D P の い ずれ の 細胞株 に お い て も
,
E 6 1 2 3

投与 に よ っ て 細胞内C D D P 蓄積量 に有意な変化 は認め ら れ なか

っ た .

Ⅳ. G S H 含 量, G S T 活性 の測定

E61 2 3 の 細胞 G S H 含量 に与え る影響を検討 した 成績を国 5 に

示 す . G S li 含 量 は , E 6 1 2 3 未 処 理 で は ,
P C - 9 の 6 . 1 ± 1 . 8

n m o l/ m g 蛋白 に 比 しP C 9/ C D D P で は13 .3 ± 2 .O n m ol/ m g 蛋白

に ( p < 0 , 0 5) , 1 0 0 FL M の E 6 1 2 3 処 理で は P C r 9 の 4 .5 ± 0 .1

0
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∈
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∈6 0
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Fi g . 6 . G S T a c ti vi t Y i n P C
-9 an d P C -9 / C D D P c el = i n e s . E a ch

g r o u p w e r e t r e a t e d wi th n o E 6 1 2 3 0 r lO O FL M o r 3 0 0 FL M

E 6 1 2 3 f o r 2 h r .

■
,
P じ9; 図 ,

P C -9/ C D D P .

★

p < 0 .0 5 c o m p a r e d wi th th e v al u e f o r th e P C
-9 c e11 s .

8

0
切

付
O
J

O
u
岬

ボ

V o h I¢I o C D D P C D D P

5 0 〝 M 2 ら0 〟 M

Fig ･ 7 ･ I n d u c ti o n o f a p o p t o si s i n P C
-9 c ell li n e ･ E a c h g r o u p

W e r e t r e at e d wi th n o C D D P o r 5 0 p M o r 2 50 F L M C D D P an d

n o E 6 1 2 3 0 r l O O FL M o r 3 0 0 FL M E 6 1 2 3 f o r 2 h r .

1
,
V e hi cl e; 臥 10 0 FL M of E 6 12 3; 姥 , 3 0 0 FL M of E 6 1 2 3 .

★

p < 0 .0 5 c o m p a r e d wi th th e v al u e f o r th e c ell s t r e a t e d w i th

V e bi cl e .

n m ol/ m g 蛋 白に比 しP C -9 / C D D P で は12 .7 ± 1 .9 n m ol/ m g 蛋白

(p < 0 .0 5) と , P C -9 / C D D P に お い て 有意に増加 して い た . しか

し E 61 2 3 処理 は P C -9
,
P C T9 / C D D P の い ず れ の 細 胞株 にお い て

も G S H 含量を有意 に変化さ せ な か っ た .

同 じく , 細胞 G S T 活性 の 成績を図 6 に示 す. G S T 活性 は
,

E 6 1 2 3 未処理 で はP C - 9 の 4 9 .5 ± 5 .6 n m o l/ m i n / m g 蛋白 に比 し

P C -9 / C D D P で は 77 ･6 ±1 0 .2 n m ol/ m i n / m g 蛋白 b < 0 .0 5) と ,

P C - 9/ C D D P に お い て 有意 に増加 して い た . しか し E6 1 2 3 処理

は
,
P C -9

,
P C -9 / C D D P の い ずれ の 細胞株 にお い て もG S T 活性

を有意に変化さ せ な か っ た .

ヤ . ア ポ ト ー シス の 誘導

C D D P に よ るP C - 9 の ア ポ ト
ー シス 誘導 に対す るE 61 2 3 の 影響

に つ い て 調べ た . E 6 1 2 3 処理 に よ っ て P C - 9 の アポ ト ー シ ス は有

意 b < 0 .0 5) に増強 し た (図7) . 同様 にE 61 2 3 処理 に よ っ て P C _

9 / C D D P の ア ポ ト ー

シ ス も有意 b < 0 ,0 5) に増強 した (図8) .
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Ⅵ . カ ス バ
ー ゼ1

,
2
,
3 の 発現

カ ス バ
ー ゼ 1

,
カ ス バ

ー

ゼ2 お よ び カ ス バ
ー

ゼ3 の 発現 を ウ エ

ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ 法 を用い て検討 した 成績を図 9 に 示す.

各細 胞株 とも ,
4 5 k D a に認 め ら れ る カ ス バ

ー ゼ 1 の 発 現 は

E61 2 3 処理 に よ っ て コ ン トロ
ー ル に 比 して 有意 に増加 した . ま

た C D D P 処理 , E 6 1 2 3 と C D D P 同乗剤 の 処理 に よ っ て も, カ ス

バ ー ゼ 1 の 発現 は有意 に増加 した .
カ ス バ ー ゼ 2 と カ ス バ

ー

ゼ3

の 発現 は E 61 2 3 処理 , C D D P 処理 さ ら に E6 12 3 と C D D P 両薬剤

の 処理 に よ っ て も変化 しなか っ た .

考 察

本研究で は, ヒ ト肺腺癌細胞株 P C -9 の C D D P 感受性, お よ

びC D D P 誘 導性 ア ポ ト
ー

シ ス に 対す る P A F 受容 体桔抗薬 の 影

響 とその 機序を解明す る目的で , P A F 受容 体括抗薬 E 61 2 3 が

C D D P 感 受性規定因子
,
お よ び C D D P 誘導性 ア ポ ト

ー

シ ス に与

え る影響を検討 した . E 6 1 2 3 は C D D P 感 受性 を増強 させ , そ の

機序 と して , カ ス バ
ー ゼ 1 の 発現 を介す る C D D P 誘導性 ア ポ ト

ー

シス の 増 強作用が重要 である こ とが 示唆 さ れ ,
C D D P の 細胞

内蓄積量, G S H 含量 お よ び G S T 活性 に 対す る影響 は否定的で

あ っ た .

肺癌化学療法 の 鍵を振 る C D D P の 感 受性を規定する の は薬剤

の 細胞 内蓄積 と排 出機構 が主 要 な 因子 で あ る . N a
十

,
K
+

A m a s e は C D D P の 細胞内 へ の 能動輸送を司る . An d r e w s ら
1)
は

卵巣 癌細胞株2 00 8 と そ の C D D P 耐性株 に お け る C D D P の 細胞

内蓄積量 を検討 し , C D D P 耐 性株 は 親株 に比 して N a
+

,
K
十

A T P a s e 活性が 低下 す る こと , N a
+

,
K
+

A T P a s e 阻害薬で ある ウ

ア パ イ ン 投与に よ りC D D P の 細胞内蓄積量 が低下す る こ とを報

告 した . ま た
,
C D D P の 細胞外 へ の 薬剤排出 に は解毒機構を担

う G S H
,
G S T

,
メ タ ロ チ オネ イ ン お よ び プ ロ テ イ ン キ ナ

ー

ゼ C

等が 関与す るが , F uji w ar a ら
8)
はC D D P 耐性株 P C -9 / C D D P で は

G S H が 増 加 し て い る こ とを報告 し, K a s ah a r a ら
10)
は C D D P 耐

性 ヒ ト小細胞肺癌細胞株 に お い て, メ タ ロ チ オ ネイ ン量 が耐性

度と比例 して 増加 し て い る こ と を報告 し た . G r u n i c k e ら
6)
は
,

プ ロ テ イ ン キ ナ
ー

ゼ C 阻害薬が C D D P 感 受性を改善させ る こ と

を報告 した .

近年, C D D P の 感受性 に対す る脂質 メ デ イ エ
ー タ

ー

の 関与を

示唆する報告が散見 され , K a s ah a r a ら
22)
は ヒ ト肺癌細胞株 にお

い て
,
ト ロ ン ボ キ サ ン 受 容体括抗薬S - 1 4 5 2 の 投 与 に よ っ て

C D D P の 感受性が 克進 し, そ の 機序と し て N a
十

,
K
←

A T P a s e 活

性の 増加 を報告 した . ま た 坂東ら
2:-)
は
,
トロ ン ボ キ サ ン 受容体

括抗薬が ヒ ト非小細胞肺癌細胞株に お い て C D D P 感受性 を改善

させ る が 小細胞肺癌細胞株 にお い て は 感受性 に影響を与えず,

こ れ が 非小細胞肺癌 と小鋼胞肺癌 にお ける 臨床上 の 化学療法 に

対す る反応性 の 違 い で あ ると 考察 した .

脂 質メ デ イ エ ー タ ー の
一

つ で ある P A F 受容体括抗薬 に関 して

は
, 抗癌薬感受性 に関する報告は な い もの の ,

先 述の 抗腫瘍活

性を有す る と い う 報告
14)

,
M a g gi ら

2 4)
の ヒ ト子宮内膜癌細胞株

H E C - 1 A にお い て P A F が 産生 さ れ て お り , P A F 受容 体措抗薬

L65 9
,
9 8 9 に よ っ て そ の 産生 は 抑制さ れ

,
細胞増殖も阻害さ れ た

と い う報告 ,
前述 の N a

+

,
K
十

A T P a s e , プロ テイ ン キ ナ
ー

ゼ C

に対す る影響に関する報告
12)1 3)が あ る .

本研究で は
,
P A F 受容 体括抗薬 E61 2 3 が ヒ ト肺腺癌細胞株の

C D D P 感 受性 を増強 さ せ た 機序 と して , C D D P の 細胞内蓄積 ,

G S H 含量 , お よ び G S T 活性 に は 有意な変化を認 めなか っ た こ

22 9

と か ら
,
E 6 1 2 3 が N a

十

,
K
+

A T P a s e 活性の 低下 や 解毒機構 の 不

法化を介して 感受性 を増強 した 可能性 は否定 され た .

近年, 抗癌薬 に よ る癌細胞 の ア ポ ト
ー

シ ス 誘導が 注目さ れ て

お り25い :】2)
,
O r m e r o d ら

2撼)
はC D D P が ヒ ト卵巣癌細胞株の アポ ト

ー

シ ス を誘導する こ と を報告 し, H e n k el s ら
31)
は C D D P 感受性

卵巣痛細胞株 A 27 8 0 , C D D P 耐性株 C P7 0 , お よ びC 3 0 の い ず

れ にお い ても
,
C D D P は ア ポ ト

ー シ ス を誘導す る こ と を報告 し

た. ま たT ol e d a n o
3 3)

らは , ヒ トリ ン パ 芽球細胞株 にお い て P A F

が オ キ シ ダ ン ト を介 して細胞 の ア ポ ト
ー

シ ス を抑制す る こ と,

そ の 抑制が n 匁F 受容体括抗薬W E B 2 1 7 0 に よ っ て 阻害 され る こ

と を報告 して お り, 本研究の 結果と同様 に, P A F と アポ ト
ー シ

ス 制御 の 関連 を示唆 して おり興味深い .

以 上 の 報告 か ら は E 6 1 2 3 に よ る C D D P 感 受性増強効果 が

C D D P の 細胞内蓄積や排出機構の 変化を介す る可 能性や , 抗腫

瘍活性の 変化 に基づく可能性が示唆 されたもの の , 本実験系 に

お い て は, E 6 1 2 3 が C D D P によ る癌 細胞 の ア ポ ト
ー

シス 誘導を

増強 させ る こ と が C D D P の 感受性を改善 させ た 主因であると考

え られ た .

ア ポ ト
ー

シス 誘導に は各種の プロ テ ア ー ゼ が 関与 し, そ の 中

で も カ ス バ ー ゼ フ ァ ミリ
ー は ア ポ ト

ー シ ス 決定か ら実行 に至 る

ま で の 過 程で重要な役割を果 た して い る
3 折 37)

. 本研究 で は,

E 6 1 23 に よ っ て C D D P によ る癌細胞 の ア ポ ト
ー

シス 誘導 が 有意

に増強 した こ と よ り, その アポ ト
ー

シ ス 誘導増強効果の 機序を

明 らか にす る目的で , ア ポ ト
ー

シス 関連蛋白である カス バ
ー ゼ

フ ァ ミリ
ー

の 中の カ ス バ ー ゼ1
,
2
,
3 に 関 して 検討 を加え た .

そ の 結果, 両細胞株とも45 k D a に認め られ る カ ス バ
ー ゼ 1 の 発

現 が E 61 2 3 に よ っ て 有意 に増強 した が , カ ス バ
ー

ゼ2 と カ ス バ

ー ゼ3 の 発現に は 変化を認 めなか っ た . 殺細胞効果を認 めない

濃度の E 61 2 3 に よ っ て誘導さ れ た カ ス バ
ー

ゼ1 が C D D P によ る

癌 細胞 の ア ポ ト
ー

シス を増強 させ る シ グ ナ ル を発 し, こ れ が

C D D P に よ る痛細胞の ア ポ ト
ー

シス 実行段階 に伝達 され る可 能

性 が推察され た .

ア ポ ト
ー

シス の 誘導, 実行の 主経路である カ ス バ
ー

ゼ カ ス ケ

ー

ドの 最終実行段階 には , カ ス バ
ー

ゼ3 の 役割が 重要 であ る と

の 報告も散見 され る
3 … 1)

. しか し本研究 で は ,
カ ス バ

ー ゼ3 の

発現 に 変化を認 め な か っ た こ と より ,
カ ス バ

ー ゼ3 を 介さず ,

カ ス バ ー ゼ 1 自体か ら実行さ れ る カ ス バ
ー ゼカ ス ケ ー ドの 存在

が推察 され た . G a n s a u g e ら､
12)

は
,
膵癌細胞 に お い て4 5k D a に

認 め ら れ る カ ス バ
ー ゼ1 前駆体 の 発現量が 正 常細胞 に比較 して

増加 して い る こ と , 活惟型の 発現量は極め て 僅か であり培養時

間に より左右 され , 4 5 k D a に認め られ る カス バ
ー

ゼ1 前駆体の

発現量こ そ が正 常細胞と比較 して 癌細胞で認め ら れ る 主 な差異

であり重要であ ると 報告し た . ま た K o n d o ら
岬

は
,
神経膠芽腫

細胞株の C D D P 誘導性ア ポ ト
ー シ ス･に お け る カ ス バ ー ゼ1 の 発

硯 の 重要性 を報告 して い る . 本研究 の 結果か らも, カ ス バ
ー

ゼ

1 前駆体 の 発現が細胞死 に重要 な意味を有する シ グナ ル で ある

可 能性が示唆さ れ ,
カ ス バ

ー

ゼ1 の 周辺また は 上 ,
下 流の シ グ

ナ ル の 解析が望まれ る .

本研 究で は, 前述の n匁F 受容体括抗薬が直接的に抗腫瘍活性

を示 した報告
t4)
と 比べ

, 細胞増殖 に影響 しな い 濃度 の E6 12 3 が

C D D P に より誘導さ れ る アポ ト
ー シス を増強 した点が 大変興味

深 い . 前述 の B r u t o n ら
14)
に よ る抗腫瘍活性 の 検討に お い て も,

S D Z 6 2 - 4 3 4 で は 認め た抗腫瘍効果 が W E B 2 0 8 6 で は認 め られ ず,

P A F 受容体機能 を介さな い 別 の 経路 の 関与を示唆 して い る が ,



2 3 0

本研 究の E61 2 3 に よ る C D D P の 感受性増強効果 と癌細胞 の ア ポ

ト ー シ ス 増強効果 に つ い て も, P A F 受容体機能 を介さ な い 経路

が 関与 し て い る 可能性 があり, 抗癌 薬療
′受性改善薬 と し て の

P A F 受容体括抗薬 E 61 2 3 の 薬効と薬理 動態 に関す る検討 が今後

の さ らな る課題 と思 わ れ る .

結 論

ヒ ト肺腺癌細胞株 P C -9 の C D D P 感受性と C D D P 誘導性 ア ポ

ト ー シス に対す るP A F 受容体括抗薬 E 61 23 の 影響 を検討 し, 以

下 の 結論を得た .

1 .
ヒ ト肺腺癌細胞株 P C -9 お よ びそ の 耐性株 P C -9/ C D D P に

お い て
,
E 6 1 2 3 はC D D P 感受性を増強 した .

2 . E 6 1 2 3 処理 に よ っ て , 紳胞内 C D D P 蓄積量, G S H 含量,

お よ び G S T 活性 の 変化 は認め ら れ な か っ た .

3 . C D D P 感受性増強の 機序 と し て ,
E 6 1 2 3 処理 に よ っ て

C D D P によ る癌細胞の ア ポ ト
ー

シ ス 誘導が増強さ れ る こ とが
→

因と考え られ た .

4 . E 6 1 2 3 に よ り増加 し た カ ス バ ー ゼ 1 の シ グ ナ ル 伝 達が
,

C D D P によ る癌細胞の ア ポ ト ー シ ス 誘導の 増強に関与す る可能

性が示唆 され た .
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M
,
T e w K D

,
S aij o N . D e t e r m i n a n t s o f d r u g r e s p o n s e i n a

Ci s pl a ti n
-

r e Si st a n t h u m a n l u n g c a n c e r c ell li n e . J p n J C a n c e r R e s

8 1 : 52 7 -5 3 5
,
1 9 9 0

9 ) T e w K D , B o m b e r A M , H of h a n SJ . E t a c r y n i c a cid a n d

p l r l p r O S t a S e n h a n c e r s o f c yt o t o x i cit y i n d r u g r e si s t a n t a n d

S e n Siti v e c ell li n e s . C a n c e r R e s 4 8 : 3 6 2 2-3 6 2 5 , 1 9 8 8

1 0) K a s ah a r a K , F uji w a r a Y , N i si o K , O h m o ri T , S u gi m o t o Y ,

K o m i y a K , M a t s u d a T , S aij o N . M e t all o th i o n e i n c o n t e n t

C O r r el a t e s w ith th e s e n siti vi ty o f h u m a n s m all c ell l u n g c a n c e r

C ell li n e s to ci s pl a ti n . C a n c e r R e s 5 1 : 32 3 7 - 32 4 2
,
19 9 1

1 1) E a s t m a n A , S c h u l t e N . E n h a n c e d D N A r e p ai r a s a

m e ch a ni s m o f r e si sta n c e to ci s -di a m mi n e di c hl o r o pl a ti n u m ( ] ) .

Bi o ch e m i st r y 2 7 : 4 7 3 0
-4 7 3 4

,
1 9 8 8

1 2) C at al a n R E , M a r ti n e z A M , A r a g o n e s M D , F e r n a n d e z I ,

M ig u el B G , C al c e r r a d a M C , P e r e z M J . Pl a t el e t a cti v a ti n g f a ct o r

i n hib it s N a
+

,
K
十

A T P a s e a ctivi b
T i n r a t b r ai n . N e u r o s c R e s 1 9 :

2 4 1 -2 4 4
,
1 9 9 4

1 3) L a ri v e
l
e P

,
L e v i n e S J , M a r ti n e z A , W u T , L o g u n C ,

S h elh a m e r J M . Pl a tel e t - a C ti v a ti n g f a c to r i n d u c e s ai r w a y m u ci n

r el e a s e vi a a ctiv ati n g o f p r o t ei n k in a s e C t o m e m b r an e S . Am J

R e s pi r C ell M oI Bi ol l l : 1 9 9
-2 0 5

,
1 9 9 4

1 4) B ru t O n V G , W o rk m an P . I n v itr o a n titu m o r a c ti vi b T O f th e

n o v el i m id a z oi s o q ui n oli n e S D Z 62
-4 3 4 . B r J C an C e r 6 7 : 9 8 9 -9 9 5 ,

1 9 93

1 5) D a n h a u s e r - Ri e d l S , F eli x S B , H o ulih a n W J , Z a ff e r a n i M ,

S t ei n h a u s e r G
,
O b e rb e r g D , K al v el a g e H , B u s c h R , R a s te tte r J ,

B e r d el W E . S o m e an t a g O n i s t s o f pl at el e t a c tiv ati n g f a c to r a r e

C yt O t O X i c f o r h u m a n m ali g n a n t c ell li n e . C a n c e r R e s 5 1 : 4 3
- 4 8

,

1 9 9 1

1 6) S a n d v al D , G u k o v s k a y a A , R e a v e y P , G u k o v s k y S , Si sk A ,

B r a q u e t P , P a n d oI Sr , P o u c ell
L H a tt o n S . T h e r ol e of n e u tr o p hil s

a n d p l a t el e t
-

a C ti v a ti n g f a c t o r i n m e d i a ti n g e x p e ri m e n t al

P a n C r e a titi s . G a s tr o e n t e r ol o g y l l l : 1 0 8 1
-1 0 9 1

,
1 9 9 6

1 7) S t e el G G , P e c k m a n M J . E x pl o it a bl e m e c h a n i s m s i n

C O m b i n e d r a di oth e r a p y
-

C h e m oth e r a p y : th e c o n c e pt o f a d ditiv ity .

I n tJ R a di at O n c o1 5 : 8 5 -9 1 , 1 9 7 9

1 8) G rif Bth O W . D e t e r m i n a ti o n of gl u t a th i o n e a n d gl u t athi o n e

d i s u lfid e u si n g gl u t ath i o n e r e d u ct a s e a n d 2
一

Vi n ylp y ridi n e . A n al

B i o ch e m l O 6 : 2 0 7 -2 1 2
,
1 9 8 0

1 9) H a b i g W H , P a b s t M J , J a k o b y W B . G l u t a t h i o n e S -

tr an Sf t r a s e s . J Bi oI C h e m 2 4 9 : 7 1 3 0 -7 1 3 9 , 1 9 7 4

2 0) B u r g o y n e L A , H e w i s h D R , M o b b s J . M a m m ali a n

C h r o m a ti n s u b st r u c t u r e s t u di e s w i th th e c al ci u m - m a g n e Si u m

e n d o n u cl e a s e an d t w o - d i m e n s i o n al p o l y a c r yl a m i d e
-

g el

el e c tr o p h o r e si s , B i o c h e m J 1 4 3 : 6 7
- 7 2

,
1 9 7 4

2 1) D u k e R C , C o h e n JJ . II : 2 A d di c ti o n : W ith d r a w al o f g r o w th

f a c t o r a c ti v a t e s a s u i c i d e p r o g r a m i n d e p e n d e n t T c ell s .

I才 m p h o ki n e R e s 5 : 2 8 9
-2 9 9

,
1 98 6

2 2) E a s a h ar a K , F uji m u r a M , B an d o T , S hib a ta K , S hi r a s a ki H ,

M a t s u d a T . M o d u l a ti o n o f s e n s iti v it y t o ci s
- d i a m m i n e -



シス プ ラ チ ン感受性と 血小板活性化因子受容体括抗薬

dic h l o r o pl a ti n u m (II ) b y th r o m b o x an e A 2 r e c e p to r an ta g O ni s ts

in n o n - S m all
-

C ell l u n g c a n c e r c ell li n e s . B r J C an C e r 74 : 1 55 3
-1 5 5 8

,

1 9 9 6

23) 坂東 琢磨.
ヒ ト肺 癌培養細胞株の シ ス プラ チ ン 耐性機構

にお け る ト ロ ン ボ キ サ ン 受容体 の 役割. 十 全医会誌 104 : 7 5 0 -

7 57
,
1 9 9 5

2 4) M a g gi M , B o n a c c o r si L , F in e tti G , C ar l o n i V , M u r at o ri M ,

L affi G
,
F o rti G

,
S e ri o M

,
B ald i E . Pl a t el e t - a C ti v a ti n g f a c t o r

m e d i a t e s a n a u t o c ri n e p r olif e r a ti v e l o o p i n th e e n d o m e tri al

a d e n o c a r ci n o m a c ell li n e H E C
- 1 A . C a n c e r R e s 5 4 : 4 7 7 7 -4 7 8 4

,

1 9 9 4

2 5) O h m o ri T , P o d a c k E R , Ni sh i o K , T a k a h a sh i M , M iy a h ar a

Y
,
T a k e d a Y

,
K u b o t a N

,
F u n a y a m a Y , O g a s a w a r a H , O hi r a T ,

O h t a S
,
S aij o N . A p o p to si s of l u n g c a n c e r c ell s c a u s e d b y s o m e

an ti - C an C e r a g e n tS (M M C , C F ト11 , A D M ) i s i n h ibit e d b y b cl
-2 .

B i o c h e m B i o p h y s R e s C o m m u n 19 2 : 3 0
-3 6

,
1 9 9 3

2 6) E v an S D L , D i v e C . E 触 ct s o f ci s pl at in o n th e i n d u c ti o n of

a p o pt o si s i n p r olif e r a ti n g h e p a t o m a c ell s a n d n o n p r olif e
r ati n g

i m m a tu r e th y m o c yt e s . C a n c e r R e s 53 : 2 1 3 3
-2 1 3 9

,
1 9 9 3

2 7) K a t a o k a S , N ai to M , T o m i d a A , T s u ru O T . R e si s t a n c e t o

a n tit u m o r a g e n t
-i n d u c e d a p o pt o si s i n a m u t a n t of h u m a n m y el oid

l e u k e m i a U 9 3 7 c ell s . E x p C e11 R e s 2 1 5 : 1 9 9
-2 0 5

,
1 9 9 4

2 8) O r m e r o d M G , O
I N eill C F

,
R o b e r t s o n D

,
H a r r a p s K R ･

Ci s pl ati n i n d u c e s a p o p to si s i n a h u m a n o v a ri a n c a r ci n o m a c ell

li n e wi th o u t c o n c o m it a n t i n te rn u Cl e o s o m al d e g r ad a也o n o f D N A .

E x p C ell R e s 2 1 1 : 2 3 1
-2 3 7

,
1 99 4

2 9) C h e n Z , N ait o M , M a s h i m a T , T s u r u o T . A c ti v a ti o n of

a c ti n -

Cl e a v a b l e i n t e rl e u k i n l β- C O n V e rti n g e n z y m e (I C E )

f a m il y p r o t e a s e C P P
-3 2 d u ri n g c h e m o th e r a p e u ti c a g e n t

-i n d u c e d

a p o p to si s i n o v ar i a n c a r ci n o m a c ell s . C a n c e r R e s 5 6 : 5 2 24
- 5 22 9

,

19 9 6

3 0) T a k e d a M , K o b a y a s h i M , S h i r a to I , O s a k i T , E n d o u H .

C i s pl a ti n-i n d u c e d a p o p t o si s of i m m o rt ali z e d m o u s e p r o x i m al

tu b u l e c ell s i s m e di a t e d b y i n t e rl e u ki n
-1
ノ
9 c o n v e rti n g e n z y m e

(I C E) f a m il y p r o te a s e s b u t i n hib ite d b y o v e r e x p r e s si o n o f b cl
- 2 ･

A r c h T o xi c o1 7 1: 6 1 2 -6 2 1
,
19 9 7

3 1) H e n k el s K M , T u r c hi JJ . I n d u c ti o n of a p o p to si s i n ci s pl ati n
-

s e n siti v e a n d -

r
,

e Si st a n t h u m a n o v a ri a n c a n c e r c ell li n e s . C a n c e r

R e s 5 7 : 4 4 8 8 -4 4 9 2
,
1 9 9 7

3 2) S e m i y a H , M a s h i m a T , T o h o M , T s u r u o T . c J u n N H 2-

t e r m i n al k i n a s e - m e d i a te d a ci v ati o n o f i n t e rl e u ki n
- 1 c o n v e rti n g

2 3 1

e n z y m e/ C E D -3 -1ik e p r o t e a s e d u ri n g a n ti c a n c e r d r u g i n d u c e d

a p o p to si s . J B i oI C h e m 2 7 2 : 4 6 3 1 -4 6 3 6 , 1 9 9 7

3 3) T ol e d a n o B , B a s ti e n Y , N o y a F , B a r u c h el S , M a z e r B .

Pl at el e t -

a Cti v a ti n g f a c to r a b r o g at e s a p o p t o si s i n d u s e d b y c r o s s
-

1i n k i n g of th e s u rf a c e I g M r e c e pt o r i n a h u m an B l y m p h o b l a s t oid

C ell li n e . J I m m u n ol 1 5 8: 3 7 0 5 -3 7 1 5 , 1 99 7

3 4) M i u r a M , Z h u H , R o t e ll o R , H a r t w ei g E A , Y u a n J .

I n d u c ti o n o f a p o pto si s i n 丘b r o b l a st s b y II J β- C O n V e rti n g e n z y m e ,

a m a m m ali a n h o m ol o g of th e C . el e g an S C ell d e ath g e n e c ed
-3 .

C el1 7 5 : 6 5 3 - 66 0 , 1 9 9 3

3 5) Ib r a d o A M , H u a n g Y , F a n g G , Li u L , B h a11 a K .

O v e r e x p r e s s i o n of b cl
- 2 0 r b cl - ⅩL I n h ib i t s A r a - C -i n d u c e d

C P P 3 2/ Y a m a p r o te a s e a cti vity a n d a p o p t o si s of h u m a n a c u t e

m y el o g e n o u s l e u k e m i a H し6 0 C ell s . C an C e r R e s 5 6: 4 7 4 3
-4 7 4 8

,

1 9 9 6

3 6) C o h e n G M . C a s p a s e s : th e e x e c u ti o n e r s o f a p o pt o si s .

B i o c b e m J 3 2 6 : 1 -1 6 , 1 9 9 7

3 7) H e n k a rt P A . I C E f a m il y p r o t e a s e s : m e d i a t o r s o f all

a p o pt o ti c c ell d e ath ? . I m m u nib T 4 : 1 9 5
-2 0 1

,
1 99 8

3 8) Li u X , Ki m C N , Y a n g J ,J e m m e r s o n R , W an g X . I n d u cti o n

o f a p o pt o ti c p r o g r a m i n c ell
- & e e e x tr a c ts ‥ R e q u l r e m e n t fo r d A T P

an d c yt o c h r o m e c . C el1 8 6 : 14 7
-1 5 7

,
1 9 9 6

3 9) E r h ar d t P , C o o p e r G M . A cti v ati o n o f th e C P P 3 2 a p o pt o ti c

p r o t e a s e b y di s ti n c t si g n ali n g p a th w a y s w i th d iff e
r e n ti al

s e n sitivity to b cl
-

ⅩL . J B i oI C h e m 2 7 1 : 1 7 6 0 1 -1 7 60 4 , 1 9 9 6

4 0) A r m s tr o n g R C , Aja T , Xi a n g J , G a u r S , K r eb s J F , H o an g K ,

B ai X
,
K o r s m e y e r SJ , K a r a n e w s k y D S , F ritz L C , T o m a s elli KJ ･

F a s i n d u c e d a c tiv a ti o n of th e c ell d e a th
-

r el at e d p r ot e a s e C P P 3 2 i s

i n h ibi te d b y b cl
-2 a n d b y I C E f a m il y p r o t e a s e i n h ibit o r s ･ J B i oI

C b e m 2 7 1 : 16 8 5 0
-1 6 8 5 5

,
1 9 9 6

4 1) M i s s e c C , D u till e ul V , F a s s y F , D iu - H e r c e n d . E vid e n c e f o r

C P P 3 2 a c ti v a ti o n i n th e a b s e n c e o f a p o p t o si s d u ri n g T

I q m p h o cy t e s ti m ul ati o n . J B i oI C h e m 2 7 2 : 1 3 4 5 9
-1 3 4 6 2

,
1 9 9 7

4 2) G a u s a u g e S , G a u s a u g e F , Y a n g Y , M u ll e r J , S e u f k rl ei n T ,

R a m a d a ni M
,
B e g e r H G . l n t e rl e u ki n l

J
ヲ ー

C O n V e rt in g E n z y m e

(C a s p a s e -1) I s o v e r e x p r e s s e d i n a d e n o c a r ci n o rn a O f th e p a n c r e a s ･

C a n c e r R e s 58 : 2 7 0 3
- 27 0 8

,
1 9 97

4 3) K o n d o S , B a r n a B P , M o ri rn 11 r a T , T a k e u c h i J , Y u a n J ,

A k b a s a k A
,
B a r n e tt G H .

I n t e rl e u ki n -1
J
? - C O n V e rti n g e n z y m e

m e di a te s ci s pl ati n i n d u c e d a p o pt o si s i n m ali g n a n t gli o m a c ell s ･

C a n c e r R e s 5 5: 6 1 6 6 - 6 17 1 , 19 9 5
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E 鮎 ct of a P l at e l et A cti v ati n g F a ct o r R e c ep t o r An t a g o mi s t o n S e n si ti vi t y t o C is
- d i a m m i n e d i c h l o r o p l a ti n u m ( Ⅱ) i n

H u m a n P u l m o n a r y A d e n o c a r ci n o m a C ell L i n e s U t a k o H e k i
,
D e p a rt m e n t o f I n t e r n a l M e di c i n e ( Ⅲ) , S c h o ol o f

M e d i ci n e
,
K a n a z a w a U ni v e rsity , 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 $

,
2 2 4

~

2 3 2 ( 19 9 9)

K e y w o r d s l u n g c a n c e r ,
Ci s -d i a m m i n e di c hl o r o p l a ti n u m ( Ⅱ) , pl ate l e t a c ti v a ti n g f a c t o r r e c e p t o r a n t ag o n i s t , a P O P t O Si s ,

C a S P a S e

A b s t r a ct

D ru g r e Si st a n c e t o a n ti c a n c e r a g e nt s i s o n e o f th e m q o r c a u s
e s of c a n c e r tr e at m e n t f ail u r e ･ T h e p u r p o s e o f th i s st u d y w a s

to e v al u at e th e e ff b ct o f a p l a tel e t a c ti v ati n g f ac t o r r e c ep t o r a n t a g o n i st , ( S)
-( +)

-6 -

( 2
-

C h l o r o p h e n yl)
- 3 - Cy Cl o p r o p a n e c a fb o n y l

-

8
,
l - d i m e th y l

- 2
,
3
,
4
,
5 - t etr a h y d

r o - 8 H -

p y
ri d o( 4

'

,
3 : 4

,
5) th i e n o( 3 ,2

- f)( l , 2 , 4) tri a z ol o( 4 ,3
-

a)( 1 ,4 ) d i a z e p i n e ( E 6 1 2 3) , O n th e

s e n si ti vi ty to ci s
- di a mi n ed i c hl o r op l ati n u m ( Ⅱ) (C D D P) a n d el u ci d ate th e m e c h an i s m o f t h e E 6 1 2 3

-i n d u c e d s e n si ti z a ti o n i n

a h u m a n p ul m o n ar y a d e
n o c a r ci n o m a c ell li n e , P C

, 9 a n d P C -9/ C D D P
,
a C D D P r e si s t a n t s u b li n e ･ F o r P C - 9 t r e a te d w ith E 6 1 2 3

a t th e m a xi m u m c o n c e nt r a tio n th at di d n o t i n fl u e n c e c ell g r o w th , th e C D D P c o n c e n tr a ti o n th a t i n h ibi te d c ell g r o w th b y 5 0 %

( I C 5 ｡) w a s O .6 2 ± 0 . 2 0 FL M , W h i c h c o m p a r e s t o 7 ･5 7 ± 0 ･1 8 iL M w i th o u t th e E 6 1 2 3 t r e at m e n t ･ T h e s e n si ti v ity to C D D P w as

th u s 1 2 .2 - fb l d e n h a n c e d b y t h e E 6 1 2 3 t r e at m e n t ( p < 0 . 0 5) . F o r P C - 9/ C D D P
,
th e I C 5 0 t O C D D P w as 1 8 8 ･8 4 ± 85 ･ 1 1 F L M

w i th o u t th e E 6 1 2 3 t r e a t m e n t
,
W h e r e a s it w a s 4 2 ･08 ± 25 ･ 1 9 iL M f b r t r e a t m e n t w i th 3 00 FL M o f E 6 1 2 3 , a 4 ･5 - f ol d e n h a n c m e n t

o f s e n siti vity t o C D D P (P < 0 .0 5) . A n al y si s b y i s o b ol o g r a m sh o w e d th at E 6 1 2 3 an d C D D P h a d a s y n e r gi c e ff e c t i n e a c h c e11

1i n e . T o a s s e ss th e m e c h a n i s m of s e n si ti z ati o n b y E 6 1 2 3 , C e11 u l ar Pl ati n u m a c c u m u l ati o n , i n tr ac e11 ul a r g l u t a thi o n e c o n te n t

( G S H) , g l ut at h i o n e
- S - t r a n Sf e r a s e a c ti v i ty ( G S T) a n d C D D P

-i n d u c e d a p o p t o si s w e r e e v al u a t e d ･ C e 11 u l a r p l a ti n u m

a c c u m u l a ti o n w a s slg
n ifi c a n tly h i g h e r in P C

- 9 c ell s b u t th e r e w a s n o sl g n in c a n t c h a n g e w i th E 6 1 2 3 tr e a t m e n t ･ A lth o u g h G S H

c o n te n t a n d G S T a c ti vity w e r e i n h e r e n tl y h i g h e r i n P C
- 9/ C D D P

,
th e r e w a s n o s lg n ifi c a n t c h a n g e c a u s e d b y

E 61 2 3 t r e at m e n t ･

C D D P -i n d u c ed a p o p t o sis w a s e n h a n c ed b y E 6 1 2 3 t r e a t m e n t i n e a ch c el1 1i n e ･ A s c a sp as e p r ot e a s es
h a v e b e e n r e p o rt e d t o p l ay

an i m p o rt a nt r o l e i n d ru g
-i n d u c e d a p o p t o sis , C a S P a S e

- 1
,
C aS P a S e

- 2 a n d c a s p
a s e - 3
p
r o tei n s w e r e e x a m i n e d b y W e s t e r n b l o tti n g

a n aly sis ･ E x p r e ssi o n of c a sp as e
- 1
,
b u t n o t o f c a sp as e

- 2 a n d c a sp a s e
- 3
,
W a S e n h a n c ed b y c o m b i n e d t r e a t m e n t w it h E 6 1 2 3 a n d

C D D P i n b o th th e P C - 9 a n d P C - 9/ C D D P c e ll s . T h e s e r e s u lts s u g g es t th at a n o v e r e x p r e s si o n o f c a s p a s e
- 1 c a u s e d b y th e E 6 1 2 3

t r e a t m e n t e n h a n c e s th e d e a th si g n al of C D D P -i n d u c ed ap o p t o si s , a n d th at th i s i s th e m e c h a n i s m o f th e s y n e r g l C e ff e c t o f

E 6 1 2 3 a n d C D D P .


