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シス プ ラ チ ン (ci s -d i am mi n e d i c hl o r o pl a ti n u m ( Ⅱ) , C D D P) は , 非小細胞肺癌の 化学療法 にお い て 最も重要な抗癌薬であ

る. しか しその 治療成績 は十分で は なく, そ の 原因の
一

つ に薬剤耐性が考えられる. 本研究 で は, ヒ ト非小細胞肺癌培養細胞

株を用 い , 酸素状態の 差異 に お け る薬剤感受性 と そ の 規定因子 に つ い て 検討 し た . 肺癌細胞株と し て , 腺病 由来 の P C -9 と

R E R F - L C - M S
,
扁平上 皮痛由来 の E B C -1 を用 い 検討 した と こ ろ , C D D P 感受性 は正常酸素状態に比 べ て 低酸素状態 に お い て有

意 に低下 した . C D D P の 誘導体で あ る カ ル ボ プ ラチ ン (ci s rdi am m i n e c y cl o b u t an e di c ar b o x yl a te pl at in u m ( Ⅱ)) に対 する感受性

も, 正 常酸素状態 に比 べ て低酸素状態に お い て有意 に低下 した . 低酸素状態 にお い て薬剤感受性が低下 した機序を検討する目

的で , R E R F - L C - M S と E B C -1 を用 い て細胞内プ ラ チ ナ蓄積量 を測定 した . R E R F - L C - M S の 細胞内 プラ チ ナ蓄積量 は, 正常 酸素

状態 に比較 して低酸素状態 にお い て , C D D P 曝露濃度50 FL M で は40 .4 % , C D D P 曝露濃度100 FL M で は 40 .8 % にそ れ ぞれ 有意に

低 下 した . 同様 に E B C - 1 の 細胞内 プ ラ チ ナ 蓄積量は , 正 常酸素状態 に比較 し て低酸素状態に お い て, C D D P 曝露濃度50 FE M

で は3 8 .4 %
,
C D D P 曝露濃度10 0 〃M で は3 5 .9 % に , それ ぞ れ 有意 に低 下 した . さ ら に

, 細胞内プラチ ナ 蓄積量 を規定する と 考

え られ る細胞膜 ナ トリ ウ ム イ オ ン ･ カリ ウ ム イ オ ン
･ ア デ ノ シ ン トT) ホ ス フ ァ タ

ー

ゼ (N a
+

,
K : ｢ÅT P a s e) 活性を

86
R b 流入率を指

標 と して 測定 し た と こ ろ
,
R E R F - L C - M S に お い て正 常酸素状態で は 0 . 5 1 土 0 .1 2 n g / m g 蛋白/ 分, 低 酸素状態で は0 .2 7 士

0 .0 8 n g / m g 蛋白/ 軋 E B C -1 にお い て正 常酸素状態で は0 .2 6 ± 0 .0 4 n g / m g 蛋白/ 分, 低酸素状態で は0 ･1 3 ± 0 ･0 6 n g/ m g 蛋白/ 分

で あり, 細胞膜 N a
十

,
K
+

- A T P a s e 活性 は低酸素状態 に お い て有意に低 下 し た .
ヒ ト非小細胞肺癌細胞で は低酸素状態 にお い て

C D D P 感受性は 有意 に低く, この 原因 と して 低酸素状態下 の N a
+

,
K
+

r A T P a s e 活性 の 低下 によ る細胞内プラ チ ナ 蓄積量低下 が

関与 して い る こと が 示さ れ た . 非小細胞肺癌で は腫瘍内部 が低酸素状態 に陥り, こ れ に よ っ て抗癌薬感受性が低下 して い る こ

とが 示唆 され た .

鮎 y w o r d s n o n
- S m all c ell lu n g c an C e r , Cis

- dia m m i n e di chl o r o pl ati n u m ( II) , h y p o xi c c o n diti o n , d ru g

r e sis t an C e
,
N a

'

,
K
'

rA T P a s e

近年, 本邦 にお い て肺癌 は胃痛を抜 い て 男性の 悪性腫瘍 によ

る死 亡原因の 第 一 位 と な っ た
1)

. 中で も非小細胞肺癌は肺癌の

80% か ら9 0 % を占 め て お り, そ の 60 % 以 上 は外科的切除不能の

状態 で発見さ れ る
2)

. 手術 適応とな ら な い 進行肺癌症例 に対 し

て は
,
抗癌薬 に よ る化学療法や放射線治療ある い は両者 の 併用

に よ る 治 療 が 施 行 さ れ て い る . シ ス プ ラ チ ン ( ci s -

di am m i n e d i ch l o r o pl a ti n u m ( Ⅱ) , C D D P) は非小細胞肺癌治療の 中

心 と な る抗癌薬 であり
3)
, 今 日広く臨床 に用 い られ て い る . また

カ ル ボ プ ラチ ン (ci s d i 血 Il e C y Cl o b u t a n e di c a rb o x yl at e pl a ti n u m

(II ) , C B D C A ) は C D D P と 同 じく プ ラ チ ナ系抗癌薬で あ る .

C B D C A の 小細胞肺癌 に対す る奏効率 は高い が , 非小細胞肺癌

に対す る奏効率 は C D D P と 比 べ て低 い . し か し C B D C A は

C D D P と比 べ て 腎毒性 が少なく ,
また 奏効率が低い にもか か わ

らず生 存期間が C D D P と 変わ ら ない
4 )
こ と か ら

, 近年非小細胞

肺癌化学療法 に用 い ら れ てきて い る . しか し
,
こ れ らの 抗癌薬

を含 む多剤併用化学療法 を行 っ て も非小細胞肺癌 に対す る治療

成績 は未 だ に満足の い くもの とは い えな い .

痛 化学療法の 効果が不十分である原因と して 薬剤耐性が挙げ

ら れ る . 薬 剤耐性の 解明と その 克服が , 抗癌薬 によ る 癌化学療

法の 治療成績向上 に重要である と考え ら れ る . C D D P に対 する

癌細胞の 薬剤耐性 の 機構と して , 細胞内蓄積機構
5)

､ 7〕
,
細 胞内

解毒機構
8)

へ 1 1)

,
D N A 障害修復機構

5) 1 2 卜 川
な どが 報告 さ れ て い

る . 細胞内蓄積機構 に つ い て は細胞膜 ナ トリ ウ ム イ オ ン
･ カ リ

ウ ム イ オ ン
･ ア デ ノ シ ン トリ ホス フ ァ タ

M

ゼ ( N a
十

,
K
+
-A T P a s e)

を 介する 能動輸送 の 低 下
仰
が 報告 さ れ て い る . 細胞 内解毒機

構 に つ い て は, 耐性 細胞 にお い て グ ル タ チ オ ン ( gl u ta th i o n e ,

G S H )
8)
,
グ )L / タ チ オ ン ーS p トラ ン ス フ エ ラ ー

ゼ (g l u t a th i o n e - S -

tr a n s fe r a s e)
10)
,
メ タ ロ チ オネイ ン ( m e t all o th i o n ei n)

1 1)
が 増加す

平成1 1 年 1 月1 9 日受付, 平成 1 1 年3 月 4
･

日受理

A b b r e viatio n s : C B D C A cis -di a m mi n e cy d o b 11t a n e di c alb o x yl at e pla ti n u m (Ⅱ) ; C D D P , Cis
- di a mi n e di 血l o r o pl ati n u m

( Ⅱ); D M S O , di m e th yl s u lf o xid e; F B S , f et al b o vi n e s e r u m ; G S H , gl u t ath i o n e; H E P E S , 2
-(4 -(2 - H y d r o x y e th yl) -1 -



2 3 4

る と 報告 さ れ て お り ,
こ れ ら の 関与 が 指摘 さ れ て い る . D N A

障害修復機構 に つ い て は, C D D P に より誘導 さ れ る D N A 障害

を認識する M S H 2 蛋白の 減少が , C D D P 耐性を誘導す る と報告

され て い る
13) 1 4)

ま た
, 肺癌を含む多く の 腫瘍 は固形腫瘍 であり, そ の 内部 は

低酸素状態 にある と 報告 され て い る
1 5)

､

2 0)
.
こ う した 低酸素状

態 にお い て は癌細胞 の 抗癌薬や放射線に対す る感受性 が低下す

る と推定され て い る
17) 19)2 1)2 2)

が
,
そ の 機序な ど詳細 は不明で あ

る
. さ ら に ,

ヒ ト非 小細胞肺癌株 に お ける 低酸素状態 で の

C D D P 感受性に つ い て の 報告は な い .

以 上 の 知見を踏まえ, 本研究で は 正常酸素状態 と低酸素状態

にお ける ヒ ト非小細胞肺癌株の プラ チ ナ系抗痛薬感受性 ,
お よ

びそ れぞ れ の 酸素状態 にお け る抗癌薬感受性規定因子 に つ い て

比 較検討 した,

材料お よび方法

Ⅰ. 試薬

RP M I 1 6 4 0
,
リ ン 酸横衝液 b h o s p h at e -b u ff e r e d s ali n e , P B S)

(p H 7 .4) お よ び ペ ニ シ リ ン
･ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 混 合液

(10 ,0 00 単位 / m l) は ニ ッ ス イ薬品工業(束京) より購 入 した . 牛

胎児血清 晩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 お よ びC B D C A は ブ リ ス ト ル ･ マ イ ヤ
ー ズ ス ク

イ ブ株式会社 (東 京) より供与 を受けた . ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ

シ ド(di m e th yl s ul fo xi d e , D M S O ) と2 - [4 一 路ハ イ ドロ キ シ ュ チ ル)

- 1 パ イパ ー

ア ジ ニ ル1 エ タ ン ス ル フ ォ ン 酸 (2 一 [4 - (2 -b y d r o x y

e th y l) -l - pi p e r a zi n y l] e th a n e s u lf o ni c a ci d , H E P E S) は和 光純菜

(大阪) か ら, 3 -(4 ,5 - ジ メ チ ル チ ア ゾ
ー ル ー2 イ ル) -2 ふ ジ フ ェ ニ ル

テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド (3 -(4 ,5 - di m e th yl th i a z o l - 2 yl)
- 2
,
ふ

di ph e n ylt e tr a z oli u m b r o m i d e , M T T) とS D S は Sig m a C h e m i c al

(S t . L o u i s , U S A ) よ り購 入 し た .

8 6
R b Cl と液 体 シ ン ナ ラ ン ト

仏CS ID は ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン (束 京) より購入 した .

Ⅰ . 細胞株 とその培養

ヒ ト非小細胞肺癌由来 の 培養細胞株 である P C - 9 (肺 腺痛由

来) , R E R F L C - M S (肺 腺癌由来) お よ び EB C - 1 (肺扇平 上 皮痛由

来) を用 い た . P C -9 は東京医科大学早田義博博士 ら に よ っ て 肺

腺痛 の 患者か ら樹立された細胞株で , 同研究主 より供与を受け

た . また R E R F - L C - M S と E B C -1 の 各細胞株は , 理 化学研究所細

胞 ･ 遺伝子保存施設細胞銀行 ( つ くⅠの より購 入 し た . 細 胞 は

10% F B S と1 % ペ ニ シ リ ン
･ ス ト レプ ト マ イ シ ン混合液 を加え た

RP M I1 6 40 培養液 を用い て, 5 % C O 2 濃度, 3 7 ℃ の 条件 下 に培養

し た .

肌 抗癌薬感受性試験

抗癌薬感受性は , M o s m a n n ら
2 3)
の 方法 に準 じた B a n d o ら

2 4 卜

26 )
の 変法 に従 っ て , 細胞増殖阻害試験 によ っ て 評価 した . す な

わ ち
, 各細胞株を前述の 培養液 に浮遊 し, 2 .0 × 1 0

4

個/ m l と な

る よう に調整 し た . P C -9 に つ い て は9 6 穴 Ⅴ底マ ル チ プ レ
ー

ト

(C o s t e r , C a m b rid g e , U S A) を , R E R F -L C - M S とE B C -1 に つ い て

ほ96 穴平底 マ ル チ プ レ ー ト (F al c o n N o .3 07 2 , B e c t o n D i c ki n s o n

a n d C o .
,
Li n c ol n P ar k , U S A) を用 い , 各ウ ェ ル に浮遊細胞数が

2
,
0 0 0 個ず つ と な る よ う に 蒔き

一

晩 培養 し た . 低酸 素状態 は ,

グ ロ
ー ブ ボ ッ ク ス に95 % 窒素 と5% 二 酸化炭素の 混合ガ ス を潅流

佐

し て作成 した . 低酸素群 は抗癌薬曝露前 に4 時間 グ ロ ー ブ ボ ッ

ク ス 内 に静置 した . C D D P は3
,
1 0

,
3 0

,
1 0 0

,
3 0 0 iL M の 各濃

度 と な る よ う に , ま た C B D C A は 0 .1 , 0 .3
,
1
,
3
,
1 0 m M の 各

濃度 と な る よ う に加え, 薬 剤曝露時間を 2 時間 と した . 薬剤曝

露終了まで低酸素群 の 操作 は グ ロ
ー

ブ ボ ッ ク ス 内 に て行 っ た .

そ の 後, プ レ
ー

ト を1
,
5 0 0 回転5 分間遠心 し, 培養液で 2 回洗浄

し た . P C l = こ つ い て は
, 培養及び 吸光度測定を容易 にす る ため ,

さ ら に細胞浮遊液 の 半分を96 穴 平底 マ ル チ プ レ ー

ト に移 した .

9 6 時間培養後, P B S に溶解 した 5 m g/ m l M T T 溶液を各 ウ ェ ル

に2 0 / Jl ず つ 加 え, 3 7 ℃で 4 時 間培養 し た . そ の 後 ,
1
,
5 0 0 回転

で 5 分 間遠心 し て ,
上 清 を吸引 し , 各 ウ ェ ル に 2 0 0 /∠1 ず つ

D M S O を加 えて , 形成 さ れ た ホ ル マ ザ ン 結 晶を溶解 し た . 5 分

間撹拝 した後 , 自動 吸光度計E A R 3 4 0 A T (S I X , Vi e n n a , A u st ri a)

を用い て , 波 長56 0 n m に お ける 吸光度を波長6 60 n m にお ける

値を対照 と し て測定 し た . 得 ら れ た 吸光度か ら 細胞生存曲線

を描き
,
幾何 学的 に50% 増 殖阻害濃度 (i n h ibiti o n of c e11 g r o wi h

b y 5 0 ‰ IC 5 ｡) を求 め て薬剤感受性 の 指標 と した . 感 受性試験は

全て3 回以上 行 っ た .

Ⅳ
. 細 胞内プ ラチ ナ 蓄積量の定量

R ER F - L C - M S と E B C -1 に つ い て
, 細胞 内プラ チ ナ 蓄積量を測

定 した . 対数増殖期 にある各細胞株を1 .0 ×1 0
7

個/ m l に調整 し,

組織培養皿 (F al c o n N o .3 0 2 5 , B e c t o n D i c ki n s o n a n d C o .) に2 5

m l ず つ 注入 し て24 時 間培養 し た . 上 浦を交換 した 後
,
低酸素

群 に つ い て は 前述 の ご と く抗癌薬曝露前 に4 時 間低酸素状態 に

静置 した . 5 0 FL M ある い は10 0 F L M と な る よ う に C D D P を添加

して2 時間培養 した 後
,
水 冷 し たP B S に て 2 回洗浄 した . こ れ

ら の 細胞を回収 し て P B S に浮遊 し, 超 音波破砕装置 B r a n s o n

s o n i鮎 r 2 5 0 (B r an S O n , D an b u r y , U S A ) を用 い て破砕 した . 各検

体 の プ ラ チ ナ濃度を原子吸光法を用い て 測定 し た.

Ⅴ . 細胞膜 N a
+

, E
+

d 工P a s e 活性 の定量

R o z e n g u rt ら
27)
の 方法 と O h m o ri ら

7)
の 方法 に準 じ

,
単位 時間

あたり の
86
R b C l の 細胞 内流入量 を指標 と して , 細胞膜 N a

+

,
K
+
-

A T P a s e 活性 を定量 し た. R E R トL C - M S とE B C -1 に つ い て 各細

胞株を1 .5 × 1 0
6
個/ m l に 調整 し, H E P E S 綬 衝 液 ( p H 7 . 4)

( 1 0 m M ブ ド ウ糖 ,
5 m M K C l , 1 m M M g C l 2 , 1 m M C a C 1 2 ,

1 0 m M H E P E S , 1 2 3 m M N a Cl) に浮遊 した .
バ イ ア ル 瓶V -3 0

(木 村科学器械, 金 沢) に細胞浮遊液を注 入 し, 正 常酸素状態,

あ る い は 低酸素状態 下 に4 時 間静置 した 後密 閉 し た .

86

R b C 1

1 m C i/ m l を加 えて 2 , 5 , 1 0 分 に細胞浮遊液を回収 し, 1 , 5 0 0 回

転5 分 間遠心 し, P B S で 2 回洗浄 した . 5 % S D S を添加 して 可 溶

化 した 各検体をA C SII に て 溶解 し, そ の 放射活性を シ ン チ レ
ー

シ ョ ン カ ウ ン タ
ー

Ⅰ5 C 7 0 0 ( ア ロ カ , 東京) を用 い て 測定 し た .

3 7 ℃と4 ℃の 二 条件下 で 同時に測定 を行 い , そ の 流人 率の 差を

も っ て細胞膜 N a
+

,
K
+

功T P a s e 活性 と した .

Ⅶ
. 蛋白質濃度 の定量

各検体 の 蛋白質濃度 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 r d , U S A ) を用 い て測定 した .

Ⅶ . 統計学的分析

対応 の な い S tu d e n t の t 検定 を用い て 2 群 間検定を行 い , 危

険率5% 未満 の 場 合を有意差あり と判定 した . 数値 は 富 士 S D で

表示 し た .

pi p e r a zin yl) e th a n e s ulf o n i c a cid; I C 5 0 , i n h ib iti o n of c ell g r o w t h by 5 0 % ; M T T , 3 -(4 , 5
-d i m e th ylth i a z ol

- 2 yl) - 2 ,5 -

dip h e h y lt et r ai o 血 m ･･b r o mi d e; 二P B S ,･ p h o s p h a t e
岬 b 曲 r e d Y S al i n e
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1 0

C D D P ( LJ M)

1 0 0 1 0 0 0

T a ble l . S e n siti v iti e s o f n o n - S m all c ell l u n g c a n c e r c ell lin e s t o

C D D P u n d e r th e n o rr n o xi c o r th e h y p o xi c c o n diti o n

IC 5 ｡ V al u e ( FL M )
C e l1 1i n e

N o r m o xi c c o n diti o n H y p o xi c c o n d iti o n

P C -9 2 9 ,2 ± 1 8 .O
a )

9 5 .7 ± 3 4 .8
b l

R E R F- L C - M S 3 3 .3 ± 5 .7 7 3 .1 ± 4 .4
b )

E B C- 1 6 7 .6 ± 9 .3 1 4 8 .7 ± 4 1 .O
h )

IC
50
V al u e i n di c ate s d r u g c o n c e n t r atio n

th at in hibit s 5 0 % o f c e11

g r o w t h .

a) E a c h v al u e is
~丈±S D .

b) p < 0 .0 5 c o m p a r e d w ith th e n o r m o xi c c o n ditio n a n aly z e d b y

th e u n p air e d S tu d e n t
'

s t
- t eS t ･

成 績

Ⅰ . 肺癌培養細胞株の シス プラ チ ン 感受性

M T T 法 に よ る 細胞増殖阻害試験 に よ り評価 した シス プ ラ チ

ン感受性 の 成績を示す. 細胞生存率曲線 (図 1) か ら 求め たIC 50

億 (表 1) は , P C
-9 で は 正常 酸素状態 に お い て29 ･2 ± 1 8 ･0 〃M ,

低酸素状態 にお い て 95 .7 ± 3 4 .8 FL M ,
R E R F L C - M S で は正 常酸

素状態 にお い て33 .3 ± 5 .7 〃M ,
低酸素状態 にお い て 73 ･1 士4 ･4

FL M ,
E B C - 1 で は 正常酸素状態 にお い て67 .6 ± 9 ･3 FL M , 低 酸素

0

23 5

0 1 0 1 00 100 0

C D D P (P M)

F ig .1 . G r o w th i n hibiti o n c u rv e Of P C
→9 (朗 ,
R E R F - L C - M S (B) ,

a n d E B C -1 (C ) c ell li n e s b y C D D P . S u r vi v i n g r a t e s w e r e

d e t e r m i n e d b y M T r a s s a y . P oi n ts a n d b ar S i n di c a te 豆
■

±S D ･

□
,
C ell s u n d e r th e n o r m o x i c c o n diti o n ; ●, C ell s u n d e r th e

h y p o x i c c o n diti o n .

状 態 にお い て148 .7 ± 4 1 .0 〃M で あ っ た .
い ず れ の 非小細胞肺

癌株のI C 5 ｡ 借 も
,
低酸素状態 にお い て 有意 に高値とな っ た . す

な わ ち, C D D P 感受性は低酸素状態 に お い て 有意 に低下 した .

C D D P と同 じプ ラ チ ナ 系抗癌薬で あ る C B D C A に つ い て も,

細 胞生 存率曲線 掴 2) を描き, I C 5.) 値 を 求め た (表 2) . P C
-9 で

は正 常酸素状態 にお い て 0 .5 6 ± 0 .0 9 m M , 低 酸素状態 に お い て

1 . 1 7 ± 0 .2 3 m M , R E R F - L C - M S で は 正 常 酸素状態 に お い て

O A 6 ± 0 .1 1 m M , 低酸素状態に お い て 0 .7 2 ± 0 .1 1 m M , E B C , 1 で

は正 常酸素状態 にお い て0 .7 6 ± 0 .1 6 m M , 低酸素状態 にお い て

1 .4 9 ± 0 .6 3 m M で あ り , C B D C A の 感受性も低酸素状態に お い

て有意 に低下 し た .

¶ . 細胞内プラ チナ 蓄積量

R E R F -L C - M S とE B C -1 に つ い て , 細胞内プ ラ チ ナ蓄積量を測

定 した結果 を示す(図3 , 4) . R E R F -L C - M S で は
,
C D D P 曝露濃

度50 /1 M に お い てIE 常酸素状態が 10 5 ･7 ± 1 5 ･O n g/ m g 蛋白, 低

酸素状態が42 .7 ± 4 .9 n g/ m g 蛋白, C D D P 曝露濃度100 F L M に

お い て 正 常酸素状態 が2 38 .9 ± 5 .1 n g/ m g 蛋 乱 低酸素状態が

97 .4 ± 1 4 .8 n g/ m g 蛋白 であ っ た . E B C - 1 で は , C D D P 曝露 濃度

50 〃M にお
い て 正 常酸素状態が38 ･ 5 ±8 ･4 n g/ m g 蛋白, 低 酸素

状態が 14 .8 ± 5 .4 n g / m g 蛋白 ,
C D D P 曝露膿度100 FL M に お い

て 正 常酸素状態が 10 0 . 7 ±1 3 .6 n g / m g 蛋白 , 低 酸素状態 が

36 .2 ±5 .3 n g/ m g 蛋白で あ っ た . すな わ ち, C D D P 曝露膿度が

50 〃M , 1 0 0 〟M の い ず れの 場合 に お い て も, プ ラ チ ナ 蓄積量
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0 ･1
c B D C A ( m M )

1

0 .1

C B D C A ( m M )

T ab le 2 . S e n sitiviti e s o f n o n - S m all c e11 1u ng c a n c e r c e11 1in e s t o

C B D C A u n d e r th e n o r m o xi c o r th e h y p o xic c o n ditio n

C e11 1in e
IC
5O
V alu e ( m M )

N o r m o xi c c o n ditio n H y p o x ic c o n diti o n

P C - 9 0 .5 6 ±0 .0 9
a)

1 . 17 士 0 .23
b)

R E R F - L G M S O .4 6 土0 ,1 1 0 .7 2 土0 .1 1
b)

E B C - 1 0 .7 6 士0 .1 6 1 .49 ±0 .6 3
b)

l C
5 【)
V al u e i n dic at e s d ru g C O n C e ntr a ti o n t h at i n hibits 5 0 % o f c ell

g r o w th .

a) E a c h v al u e is
~

貢士S D .

b) p < 0 .0 5 c o m p a r e d w i th th e n o r m o x ic c o n d iti o n an aly z e d b y

th e u n p air e d S tu d e n t
l

s t - t e St .

0 ,1

C B D C A ( m M)

佐

Fi g .2 . G r o w th i n h ib iti o n c u rv e O f P C
- 9 (朗 ,

R E R トL C - M S (B ) ,

a n d E B C - 1 (C) c ell li n e s b y C B D C A . S u rv i vi n g r at e s w e r e

d et e r m i n e d b y M
′

I T a s s a y . P oi n t s a n d b a r s i n di c a t e 宮
± S D .

□ , C ell s u n d e r th e n o r m o x i c c o n d iti o n ; ● ,
C ell s u n d e r th e

h yp o x i c c o n diti o n .
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5 0 1 0 0

C D D P ( P M)

Fi g .3 . Pl a ti n u m a c c u m ul a ti o n i n t o R E R F
- L C - M S c ell s . C ell s

W e r e t r e a t e d wi th 5 0 FL M o r l O O FL
M o f C D D P ･ T h e pl a ti n u m

c o n t e n t s w e r e m e a s u r e d b y a t o m i c a b s o r p ti o n

s p e c tr o p h o to m e tr y . C ol u m n s a n d b a r s i n di c a t e 豆
一士S D . 口

,

c ell s u n d e r t h e n o r m o xi c c o n d iti o n ; 国 ,
C ell s u n d e r th e

h y p o x i c c o n d iti o n ･

*

p < 0 ･0 5 c o m p a r e d w ith th e n o r m o x i c

C O n diti o n an al y z e d b y th e u n p ai r e d S t u d e n t
'

s H e s t .
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5 0 1 00

C D D P (LL M )

Fig ･ 4 ･ P l a ti n u m a c c u m u l a ti o n i n
t o E B C -1 c ell s ･ C ell s w e r e

t r e a t e d w it h 5 0 FL M o r l O O FL M o f C
D D P ･ T h e pl a ti n u m

c o n t e n t s w e r e m e a s u r e d b y a t o mi c a b s o r p ti o n

s p e c t r o p h o t o m e tr y . C ol u
m n s a n d b a r s i n d i c a te 豆■士 S D , □

,

c ell s u n d e r th e n o r m o xi c c o n di ti o n ; 圏 ,
C ell s u n d e r th e

h yp o x i c c o n d iti o n ･

*
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R E R F ･ L C - M S E B C -1

Fi g . 5 .
8 6

R b
･

i n fl u x t o R E R F L C - M S c ell s o r E B C - 1 c ell s ･
8 6
R b

+

i n fl u x w a s m e a s u r e d a s a m a r k e r o f N a
'

,
K
+
- A T P a s e a cti vity .

C o l u m n s a n d b a r s i n di c a t e 夏
~ 士 S D . 口

,
C ell s u n d e r th e

n o r m o x i c c o n diti o n ; 閻 ,
C ell s u n d e r th e h y p o xi c c o n d iti o n .

*

p < 0 .0 5 c o m p a r e d wi th th e n o r m o xi c c o n diti o n a n al y z e d b y th e

u n p ai r e d S t u d e n t
'

s t qt e st ･

は 低酸 素状態 に て 有意 に低 下 し , こ の 結果 は R E R F
- L C - M S

,

E B C - 1 の い ずれ の 細胞株 に お い ても同様であ っ た .

Ⅱ . 細 胞膜 N a
+

, 『 , A T P a s e 活性

R E R F - L C - M S と E B C -1 に つ い て
,

86

R b Cl 流入率を指標と して

細胞膜 N a
+

,
打 r A Ⅳ a s e 活性を定量した結果を示す (図 5) .

86
R b

流 入率 は
,
R E R F - L C - M S に お い て 正 常酸素状態 で は 0 ･ 5 1 ±

2 3 7

0 . 12 n g/ m g 蛋白/ 分, 低酸素状態 で は 0 .2 7 ±0 .0 8 n g / m g 蛋白/

分 ,
E B C - 1 に お い て 正 常酸素状態 で は0 .2 6 ±0 .0 4 n g/ m g 蛋白/

分, 低酸素状態 で は0 .1 3 ± 0 .0 6 n g/ m g 蛋白/ 分で あり, 細胞膜

N a
+

,
K
+

, A T P a s e 活性 は い ず れの 細胞株に つ い ても低酸素状態 に

お い て 有意 に低下 した .

考 察

切除不能非小細胞肺癌患者 に対 して は , C D D P を は じめ とす

る プラ チ ナ系抗痛薬を中心と した抗癌薬 に よ る化学療法が施行

さ れ て い る
3)

. しか しな が ら そ の 奏効率は低く
,
単剤で 用 い た

場合で9 -1 9 % , 他剤 と の 併用療法 の 場合で 20 -4 0 % 程度で あり
4)2 8)

､ 3 0)

,
全く満足 で き るも の と はい え な い . こ の 治療成績を改善

す る ため に, 放射線治療の 併用
3 ) 31)
や新 規抗癌薬 の 開発

32 )
な ど

様 々 な新 しい 治療法が試み ら れ てい る .

一 方
,
プラ チ ナ系抗癌

薬の 作用磯序 や耐性機序の 解明は, この 抗癌薬 をよ り効果的に

使用する た め にも重要な意義を持つ と考え られ る .

肺癌を は じめ とす る悪性腫瘍 の多く は固形腫瘍 である . 固形

腫瘍 で は, 外側で は血 管新生 が盛 ん で腫瘍の 増大や浸潤 に関与

して い る が, 腫瘍が増大する に つ れ て 内部で は血 管の 表面積が

減少 して 乏血 状態となり, 低酸素状態 になる と報告 され て い る

15】
. そ の酸素分圧 は, 固形膿瘍の 内部で は20 皿 m H g 以下 と報告

さ れ て い る
19)

. 肺癌内部の 酸素分圧 に つ い て , G a t e n b y ら
1 7)
は

コ ン ピ ュ ー

タ
ー 断層揖影 ガイ ド下 に プロ

ー

ブを用 い て 検討 し,

周辺 肺組織 の 酸素分圧70 -7 5 m m H g に対 して腫瘍末梢部の 酸素

分圧 は14 m m H g , 腫瘍中心部の 酸素分圧 は7 m m H g で あ っ た と

報告 し てい る . こう した 腫瘍内部の 低酸素状態 は , 酸素投与 に

よ っ て も改善さ れない と され て い る
15)

.

低酸素状態が癌細胞 に与える影響 に つ い て は ,
こ れ まで に も

種 々 の 研究成績が報告さ れて い る . 0
,

D wy e r ら
33)
は
,
大腸癌細

胞 H
′

ト29 を用 い た検討 にて , 低酸素曝露 によ っ て 薬剤感受性規

定国子 で あ る D
′

r ジア ホ ラ
p

ゼ (D
′

｢ d i a p h o r a s e) 活性 と G S H が

増 加す る こ と を示 した . ま た Y a o ら
3 4)
は 同 じく H T - 2 9 を用 い ,

馴寺間の 低酸素曝露 の 後, 1 2 時間に わ た っ て ア ポ ト
ー シス が 誘

導さ れ る こ と を示 した . さ ら にG r a eb e r ら
35)
は乳癌や 大腸癌 な

ど11 種 類の 細胞株 を用い て, 低酸素状態 にて 痛抑制遺伝子産

物であ るp 53 蛋白 の 発現ほ増加す る が, それ が 野生 型で あ る か

どう か の 状態 に関 らず, 細胞周期 に お い て G l 期 チ ェ ッ ク ポ イ

ン トが 活性化 した と報告 した , 酸素状態の 差異 によ る抗癌菜感

受性 の 変化 に つ い てSi e m a n n ら
:l(i)
は
,
低酸素状態 にお い て ヒ ト

腺癌細胞A 54 9 と マ ウ ス 肉腫細胞K H T/i v に対す る メ ル フ ァ ラ ン

( m el ph al a n) の 細胞毒性が有意 に増強 した と幸隠 した ･ しか し
,

低酸素状態 にお ける 非小細胞肺癌株の プ ラ チ ナ 系抗癌薬感受性

の 変化 に つ い て は未 だ明ら か に され て は い な い .

C D D P に 対す る細胞 レ ベ ル にお ける 薬剤耐性 の 機構と し て

は
,
細 胞 内蓄積 の 減少

5 卜 7)
,
細 胞 内解毒因子 の 増幅

8 卜 1 1)
,

D N A 障害修復 の 克進
5) 1 2 卜 1 4) の 関与が 報告さ れ て い る . C D D P

の 細胞内蓄積量 の 変化は こ れ ら感受性規定因子 の 中で 最も普遍

的 に認め ら れ て おり, 自然耐性 お よ び獲得耐性細胞を用い た検

討
5)8 )
に よ っ て 重要 と報告 さ れ て い る .

一

般 に , 細胞 内プラ チ

ナ蓄積量の 低下 の 原因と して , 薬剤の 細胞内取り込み の 減少が

考えられ る , 細胞 内 へ の C D D P の 取り込 み に つ い て は, 膿度勾

配に よる受動的な機序が知 られ て い た
叩

. しか し
,
An d r e w s ら

3 B)

は卵巣痛細胞株を用い た検討 で, N a
+

,
K
+

功T P a s e 阻害薬で ある

ウ ア パ イ ン ( o u aもai n) で 処理 され た 細胞 へ の プラ チ ナ蓄積量
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が 低下 した こ と か ら
,
N a

+

,
K
+

m a s e を介した エ ネル ギ
ー

依存

性 の C D D P の 能 動輸送機構を示唆 した . ま た O h m o ri ら
6)
は
,

ウ ア パ イ ン 処理 し た非小細胞肺癌株P C -1 4 に お い て
,
C D D P 蓄

積量が 約50% に減少 し たと 報告 した . さら に O b m o ri ら
7) は

,
ウ

ア パ イ ン 耐性 の P C -1 4 で あるP C -1 4/ O B 3 0 0 を樹 立 し, N a
+

,
K
+
-

År P a s e の m R N A 過剰 発現が認 め られ る こと , 細胞 内C D D P 蓄

積量が 親株に 比 べ て増加 し
,
C D D P 感受性も増加 し た こ と を 示

し
,
非小細胞肺癌株 に お い て も細胞膜 N a

'

,
K
十
- A T P a s e 活性 が

C D D P の 細胞 内取り込み に 関与 して い る こ とを 明ら か に し た .

著者 は低酸素状態 にお い て , 非小細胞肺痛株の C D D P 感受性 が

低下 す る こ と, C D D P と 同じ プ ラチ ナ系抗癌薬 である C B D C A

に対 して も感受性が低下す る こ と , そ し て 図3
,
4 に 示 し た ご

と く
,
低酸素状態 にお い て 細胞内プ ラ チ ナ蓄積量 が低 下する こ

と を明ら か に し た . そ こ で 低酸素状態 に お ける細胞内プ ラ チ ナ

蓄積量低下 に お ける 能動輸送 の 関与を明ら か に す る 目 的 で ,

N a
'

,
K
+
一 A T P a s e 活性 を測定 し た. そ の 結果, 低酸 素状態 で は 細

胞膜 N a
す

,
灯 ｢ÅT P a s e 活性は 有意 に低下 して い た . すなわ ち

, 低

酸素状態は細胞膜 N a ∵好適T P a s e 活性の 低下 を介 して 細胞内 プ

ラ チ ナ蓄積量 を低下 させ た と考えら れ た . そ の 細胞内プ ラ チ ナ

蓄積量の 低下 が , 低酸素状態に お ける 非小冊胞肺癌株 の C D D P

と C B D C A に対す る低感受性の 主因と考えら れ た .

腫瘍内部の 低酸素状態は , 化学療法や放射線療法 を行う上 で

の 重 大な 問題 と考え られ て い る
17)1 9) 21) 22 )

. こう した 腫瘍内部の

酸素状態 は放射線治療 の 面か ら検討され る こ と が多く
17日8) 20) 2 2)

,

酸素状態 を核医学的な手法を用い て 非侵襲的に評価する こ とも

試み ら れて い る
2 0)

. 今 回の 結果 より
,
非小細胞肺癌細胞株で は

低酸素状態 に て C D D P と C B D C A の 抗癌葉感受性が低 下する こ

と が 明らか と なり , 放射線治療 の み な らず化学療法 にお い ても
,

腫瘍 内部の 酸素状態は治療効果を左右するもの と して 重要であ

る可能性が示唆され た . 肺癌化学療法 に際 して は , プ ラチ ナ 系

抗痛薬単剤 よりも, 低酸素 に強い 抗癌薬と の 併用な どの 工 夫が

必要であろう.

結 論

ヒ ト非小細胞肺癌培養細胞株を用い て , 正常酸素状態 と低酸

素状態に お け る C D D P 感受性を比較検討 し, 以下 の 緒論を得

た .

1 . 低酸素状態に お い て
,
C D D P 感受性は 非小細胞肺癌由来

の P C r9
,
R E R F - L C - M S

,
E B C - 1 の い ずれ の 細 胞株 でも有意 に低

下 し た .

2 . C B D C A に つ い て も, 低酸素状態 にお い て抗癌薬感受性

はP C -9
,
R E R トL C - M S

,
E B C - 1 の い ずれ の 細胞株でも有意 に低

下 し た .

3 . 細胞 内プ ラ チ ナ 蓄積量は
,
R E R トL C - M S

,
E B C - 1 の い ず

れ の 細胞株でも低酸素状態 にお い て有意 に低下 した .

4 .

86
R b C l の 細 胞内流入率 によ っ て 評価 した 細胞膜 N a

+

,
K
+
-

A T P a s e 活性 は , R E R F - L C - M S
,
E B C - 1 の い ずれ の 細 胞株 でも

低酸素状態 に お い て 有意に低下 した .

以 上 の 成繚 か ら, 非小細胞肺痛培養細胞株で は低酸素状態 に

て細胞膜 N a
+

,
K
+

功T P a s e 活性が低下 して お り, 細胞 内プ ラ チ ナ

蓄積量の 低 下 を介 して C D D P とC B D C A の 抗癌薬感受性低 下 の

原因とな っ て い る こ とが 示唆 され
,
低酸素状態 が非小細胞肺痛

の化学療法 の 治療効果 に影響を及ぼす因子の
一

つ で ある と考え

られた.
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