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痛抑 制遺伝子♪5 3 の 状態 が 異な る 3 種類 の ヒ ト骨 肉腫細胞株 に野 生 型p 53 遺伝 子を リ ボ フ ェ ク シ ョ ン法 で導 入 し
, p5 3

蛋白 の 発現量 , 細胞増 殖能, お よ び シ ス プ ラ チ ン によ る殺細胞効果の 変化 を検討 し た
. さ ら に

,
D N A 修復阻害物質で ある カ

フ ェ イ ン 併用時の p 5 3 蛋白の 発現抑制効果 と殺細胞効果増強 に与える 影響に つ い て も検討 し た
. 正常 p5 3 蛋白を発現 する O S T

細胞株で は
,

野 生 型♪53 遺伝子の 導入 前後で p 53 蛋白の 発現量
,
細胞増 殖能,

お よ び シ ス プ ラチ ン の 殺細胞効果 に変化 は認め

られ なか っ た ･ ま た
,

野生塑♪53 遺伝子導入 前か ら 認め ら れ て い た カ フ ェ イ ン併周時 の p 5 3 蛋白の 発現抑制効果, な ら び に殺

細胞効果増強 に関 して変 化は認 め られ な か っ た . 変異型p 53 蛋白を党規 する H O S 細胞株で は
, 野生型 が3 遺伝子の 導入後 に細

胞増殖速度 の 低■下 が認 め ら れ た が
, p 5 3 蛋白の 発現量, 細胞増殖能, お よ び シ ス プ ラチ ン の 殺細胞効果 に変化は 認め られ ず,

さ ら に
,

カ フ ェ イ ン 併f耶寺の p 5 3 蛋白の 発 現抑 制効 果お よ び殺細胞効果増 強に 関 して も変化 は認め ら れ なか っ た . ♪53 遺伝子

が 欠失 し
, p 5 3 蛋白の 発現を全く 認め な い S a o s 2 細胞株で は

,
野生 型P 53 遺伝 子導 入後の S a o s2 / p 5 3 細胞株 に お い て

, P 5 3 蛋白

の 党規が 認め ら れ る よ うになり, 細胞増殖適度の 低下
,

お よ び シ ス プ ラ チ ン の 殺細胞効果 の 増強が認 め ら れた
. また

,
カ フ ェ

イ ン 併用時 の p 5 3 蛋白の 発現抑制効果 な ら び に殺細胞効果 の 増強 も認 め ら れ た . さ ら に
,
S a o s2 / p 5 3 馴 包株 で はS a o s 2 細胞株

に 比べ
,

シス プ ラ チ ン 単独処理 時,
お よ び カ フ ェ イ ン併用 時の い ずれ にお い て も

,
タ

ー

ミ ナ ル ･ デ オ キ シ ヌ ク レ オチ ジル ･

ト

ラ ン ス フ エ ラ
ー

ゼ 加 ビ オ ナ ン ー デ オ キ シ ウリ ジ ン ー5
'
一 三 リ ン 酸 ニ ッ ク 末端標識 (t e r m i n al d e o x y n u cl e o tid yl tr a n sf e r a s e- m e di a t e d

d e o x y u rid i n -5
'

-tri p h o s p h a te -b i o ti n ni c k e n d -1 a b eli n g ,
T U N E U 法 な ら び に D N A ラ ダ ー の 観察に より ア ポ ト

ー

シス 誘導の 増 強が

認め ら れ た ･ 以 上 の 結果 か ら
,

正 常型 p 53 蛋白は細胞周期 の 調節お よ び シ ス プ ラチ ン 処理 時の ア ポ ト
ー

シス 誘導を 含む多機能

な作 用を 有する こ と が確 認さ れ た
･ さ ら に

,
カ フ ェ イ ン 併用時の シス プ ラ チ ン に 対する殺細胞効果の 増 強に は

,
正 常p 5 3 蛋白

の 発現 が必 要であ る こ とが 明 らか と な っ た .
こ の こ と か ら

, ♪53 遺伝 子の 異常 の た め
, 化学療法 に抵抗性を示す ヒ ト骨 肉腫症

例 に対 して
,

野 生 型カ㍊ 遺伝子を用い た遺伝子治療と カ フ ェ イ ン併用化学療法 によ り
,

さ ら に抗癌剤感受性 が増 強され る可 能

性 が示唆 さ れ た .

K e y w o rd s w ild M

ty p e p 5 3 ,
t r a n Sfe cti o n

,
Cis pl ati n

,
C affei n e

,
h u m a n o st e o s a r c o m a

骨肉腫 は若 年者の 四肢 に 発生 し
, 悪性骨腫瘍 の 中で 最も頻度

が高い . 従 来は
,

発見と 同時 に 四肢 の 切断 ･ 縦断術が 行わ れ て

おり
,

5 年生 存率 も20% 以 下 と極め て 不良で あ っ たが
1)

, 近年の

化学療法 の 導 入 に伴 い 治療成績 は飛躍 的に 向上 した . 最近で は

シス プ ラ チ ン の 術前動脈 内投 与が 有効と さ れ
2):1 )

,
5 年生 存率 は

50 ､

6 0 % ま で に な っ て い る
`1 = )

. しか し な が ら
,

2 0
､

3 0 % の 骨

肉腫は抗癌剤 に抵抗性を示 し
, そ の 克服 の た め に は既存 の 抗癌

剤の 効果を増強す る⊥ 夫や 新 た な抗癌剤 の 開発 , 発見が 求 め ら

れてい る
.

近年, 痛抑制遺伝子 と して 注目 さ れ て い る 卵3 遺伝子 は
, 多

くの 悪性 腫瘍 で そ の 変異が 報 告 され て い る
7) 8)

. D N A 損 傷 に よ

り過剰発現する p 53 蛋白 は
, D N A 損傷が 軽度 の 時 に は細胞周期

を G l 期 で 停｣とし て D N A 損傷 を 修得す るが
,

D N A 損 傷が 高度

で 修復 不能時に は細胞を ア ポ ト
ー

シ ス に誘導す る機能が ある
佃

.

こ の よう に p5 3 は細 胞増殖 の 調節ヤ ア ポ ト
ー

シ ス 誘導 に お い て

重要 な役割 を担 っ て お り , p5 3 の 変異が悪 惟腫瘍の 予後 にも悪

影響を 与え る と い われ て い る
=

. す な わち抗灘捕りや 放射線 は膿

瘍細胞 の D N A 損 傷を起 こ し
, そ の 損傷が ア ポ ト

ー

シ ス 性細胞

死 をも た ら すが
1 2)

, 悪性腫瘍細胞 はp 53
_
の 変 異に よ り ア ポ ト

ー

シス を回避 し
, 化学療法 や放射線療法 に対 して 抵抗惟 を 有す る

よ う にな っ て い る と 考え られ て い る
1ユ)

. 骨肉腫 に お い て もp 53

は 高率 に変異が 認め られ
‖ト㌧川)

, ♪5 3 遺伝子 の 異常が 予後 と相関

する と 言 われ て い る
1 = 0 )

. ま た
,

ヒ ト骨 肉腫細胞 に野生 型♪ββ

遺伝子を導入 する と
, 細胞増殖は抑 制さ れ

,
放射線感受性が 増

平成1 0 年1 1 月1 2 日受付, 平成1 0 年1 2 月1 0 日受理
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強す る こ と も報告 さ れ て い る
2Ⅰ) 22)

. しか し
,

ヒ ト骨 肉腫細胞 に

野 生型j娼3 遺伝子 を導 入 して
, 抗癌 剤 に対 する感 受性の 変 化を

検討 した 報告 は未 だ な い
. 本研究で は

,
ヒ ト骨肉腫細胞 に 野生

型♪∂3 遺伝子を導入 する こ と に よ る細 胞増殖 能,
お よ び骨 肉腫

に村す る重要な抗癌剤 であ る シス プ ラ チ ン の 殺細胞効果 の 変化

つ い て 検 討 し た . さ ら に
,

D N A 修 復阻害物 質で あ る カ フ ェ イ

ン 併用時の p 5 3 蛋白 の 発現抑制効果 と殺細胞効 果増強 に与 える

影響 に つ い て も検討 した
.

対象 お よび方法

Ⅰ . 実験に用 い た 培養細胞株

ヒ ト骨 肉腫培 養細胞株 O S T
,

H O S
,

S a o s 2 の 3 株 を 周い た ,

O S T に つ い て は 当教室 で樹立
,

継代培養 した もの を用い
,

H O S

とS a o s 2 に つ い て は 米国標準培養株保存機 関 (R o c k vi 11 e
,
U S A )

より 入取 し た
.

O S T で は♪占3 遺伝 子 は野生型で
,

正 常 型p 53 蛋

白を発現 し
,

H O S で はj坤3 遺伝子 は 変異型 で
,

変 異型p 53 蛋白

を発現 し
,

S a o s2 で はP 5 3 遺伝子 は 欠失 し, p 5 3 蛋 白の 発現 は全

く認 め な い こ と が 報告 さ れ て い る
23)2 4 )

. 各細胞株 は
, 加熱失活

処理 した 1 0 % 仔牛胎 児血清 (fbt al b o v i n e s e ru m ) (大 日本 製薬 ,
大

阪) ,
1 0 0 単位 (u n it

,
U ) / m l ペ ニ シ リ ン (寓有製薬 , 東京) ,

10 0

〃 g/ m l ス ト レ プ ト マ イ シ ン (明治製薬
, 束京) を含 ん だダ ル ベ

ツ コ 変法イ ー

グ ル 培地 ( D ul b e c c o
'

s m･O difi e d E ag l e
'

s m e di u m ) ( 日

水製薬, 束京) を用 い て
, 湿潤37 ℃

,
5% C O 2 の 条件 下 で 培養 し

た . 細胞浮遊液 の 調整 に は トリ プ シ ン (0 .2 5 % 溶液) の み
,

また

は トリ プ シ ン ー E D T A 溶 液を用 い た .

Ⅰ . 薬剤

薬剤 と して シ ス プ ラ チ ン ( ci s pl a ti n
,

C D D P) ( 日 本化薬 , 東

京) と カ フ ェ イ ン (無水 カ フ ェ イ ン) (和 光純薬,
大 阪) を 用い

た .

Ⅱ . p c D N A と p 5 3 発現 プ ラス ミ ドp N S n

ネオ マ イ シ ン 耐 性遺伝子 を コ
ー

ドする 発現 ベ ク タ ー

p C D N A

b c D N A 3 .1 (+) ,
I n v itr o g e n

,
S an D i e g o

,
U S A ) と ネオ マ イ シ ン耐

性遺伝子 ,
お よ び野生 型♪53 c D N A を担 うp N S X R (金沢大 学痛

研究所,
病態 生 理部,

山本健
一

教授 より供与 さ れ た) を使 用 し

た . p c D N A と p N S X R はとも にサ イ トメ ガ ロ ス ウ イ ル ス プ ロ モ

ー タ ー / エ ン ハ ンサ
ー とS V ｡｡ プ ロ モ ー

タ
ー をコ

ー

ド し
,

両プ ラ

ス ミ ドの ネオ マ イ シ ン耐 性遺伝 子 はS V ｡｡ プ ロ モ ー

タ
ー の 下 流

に
,

d

方 , 少53 c D N A は サ イ ト メ ガ ロ ス ウイル ス プ ロ モ ー タ ー /

エ ン ハ ン サ
ー

の 下流 に 挿入 さ れ て い る
. p N S X R の 大 量調 整に

あた っ て
, 大腸 菌J M l O 9 に D N A を トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し ,

1 5 0 m l L B 培地 (ト リ プト ン 10g ,
イ

ー

ス トイ ク ス トラ ク ト 5 g ,

塩化 ナ トリ ウ ム 5 臥 ア ン ピシ リ ン 50 〃g/ m l
, p H 7 .6) で37 ℃

,

1 2 時間培養 した . 集菌後,
ペ レ ッ トを壊衝液I [5 0 m M Tr i s

- H Cl

b H 8
.0) ,

1 0 m M E D T A
,
1 0 0 FJ g/ m l R N a s e A (Si g m a

,
S t . Le ui s

,

ロS 朗 1 1 0 m l に 懸濁 した
. ア ル カ リ 液 (20 0 m M 水酸化 ナ トリ ウ

ム
,

1 % S D S) 1 0 m l を加 え, 室温 で 5 分静置 した .
こ の 溶 液に

3 M 酢酸カ リ ウム b Ⅲ5 .5) 1 0 m l を加え, 氷 冷20 分後 ,
ペ

ッ ク マ

ン 60 Ti ロ ー

タ
ー

(B e c k m a n I n s t r .
,
F u
.
11 e r t o n

,
U S A) を用 い て

,

4 ℃
,
3 5

,
0 0 0 r p m

,
3 0 分 間遠心をお こ なっ た . 上 清 を取り ,

プ

ラ ス ミ ド精 製用 キ ッ トQ IA G E N -ti p 5 0 0 (Q I A G E N
,
V al e n ci a

,

U S A) カ ラム で 分画 した . 溶出は綾衝 液H [5 0 m M T ri s
- H Cl ( p H

8 .5) ,
15 % エ タ ノ ー ル

,
1 .2 5 M N a C l] 1 3 m l で 行 っ た . プラ ス ミ

ド溶 出液 (12 m D に8
.4 m l の イ ソ プロ パ ノ ー ル を混合後

,
直ちに

4 ℃
,
2

,
0 00 r p m

,
3 0 分 間遠心を行 っ た. 沈殿を70% エ タ ノ ー ル

で1 回 リ ン ス して 風 乾 し た ･ 少量 の T E 【10 m M T ri s
- H C l (p H

8 .0) ,
1 m M E D T A】 に溶解 し

, 濃度4 m g/ m l に調整 した .

Ⅳ . 野生型 p 5 3 遺伝子 の 安定導 入

各骨 肉腫 細 胞 株 を2 × 10
5

個/ m l の 密 度 で 6 0 m m シ ャ
ー

レ

(C o r n i n g ,
C a m b ri d g e

,
U S A) に播種 し

,
2 4 時間培 養後,

1) ポ フ

エ ク シ ョ ン 法で 野生 塑j 娼3 遺伝子の 導入 を行 っ た . リ ン 酸緩衝

生理 食塩水 b h o s p h at e
- b u fEe r e d s ali n e

,
P B S ) 1 m l に

, p N S X R 20

〃 g を溶解 し
,

1 /` m Ol の カ チ オ ニ ッ ク リ ポ ソ ー ム ( ジ ー ン トラ

ン ス フ ァ
ー

, 和光純 薬) と混 合 して 作 っ た リ ポ ソ ー ム 懸濁液を

各 々 10 0 /ノ1 ず つ デ イ シ ュ に添 加 し
, さ ら に 16 時 間培養 した .

対照 プ ラス ミ ドと し て p c D N A を同様 に導 入 した . 1 6 時間培養

後に 新鮮培 地に 交換 し
,

さ ら に24 時間培養 後, 細胞 を25 c m
2

の

フ ラ ス コ (C o r ni n g) に移 し換え
,

最終濃度500 FL g/ m l の G 41 8

( G e n e ti ci n , Si g m a) 添加培地 で 4 週間選択培養 した . そ れ ぞれ

生 じた3 ～ 8 個の G 4 1 8 耐性 コ ロ ニ ー

か ら 単 一

コ ロ ニ
ー を分離し

た . 得 られ た細 胞株を親細胞 株 と区別 して
, p 5 3 発現 プ ラ ス ミ

ド p N S X R を 導 入 し た 細 胞 株 を O S T / p 5 3
,

H O S / p 5 3
,

S a o s 2 / p 53 と し
,

一

方 , 対照 プ ラ ス ミ ドp c D N A を導 入 した細胞

株を O S T/ p c D N A
,
H O S / p c D N A

,
S a o s2 / p c D N A と して以下 の 実

験 に 用い た .

V
. 逆転写 - P C R( r e v e r s e tl

･

an S C ri p ti o n
- P C R

,
m - P C R) 法

を用 い た p 5 3 m R M 発現 の検索

総 R N A の 抽出精製 は
,

C h o m c z y n s ki ら
25)

の 方法 に基づ い て調

整さ れ た R N A 抽 出用試薬 ,
アイ ソ ジ ュ ン ( ニ ッ ポ ン ジ ー ン

,
束

京) を 用い た ･ R T ･P C R 反応は
,

D N a s e 処理 後5 Fl g の R N A を鋳

型と し
,

ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ
ー

を プ ラ イ マ
ー

と し て 逆転写酵素

( Li 鈷 T e c h n ol o gi e s I n c .
,
R o c k vill e

,
U S A ) に よ りc D N A を合成し

た . 次 に ア ポ ト
ー

シ ス 関連遺伝 子群 増幅周 キ ッ トA P O - M O 5 0

( M B I
,
S an F r a n ci s c o

,
U S A ) を用 い て

,
T a q E X D N A ポリ メ ラ

ー

ゼ (宝酒造 , 草津) で c D N A 断 片の 増幅 を行 っ た . 内部 コ ント

ロ
ー

ル に は グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ー 3 - リ ン 酸 脱 水 素 酵素

也1y c e r ald e h y d e
-3 -

p h o s p h at e -d e h yd r o g e n a s e
, G A P D H ) を用い

,

プ ラ イ マ
ー

と して は 既製品( C L O N T E C H h b o r a t o ri e s I n c .
,
P al o

A lto
,
U S A ) を使 用 した . そ の 塩基配列 と し て

,
セ ン ス プラ イマ

ー

は 5
'

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

,
ア ン チ セ ン

ス プ ラ イ マ
ー は 5

,
- C A T G T G G G C C A T G A G G T C C A C C A C - 3

,

であ

っ た . P C R 反応 に はサ
ー

マ ル ･

コ ン ト ロ
ー

ラ
ー

P T C -1 0 0 ( M J

R e s a r ch
,
W at e rt o w n

,
U S A ) を用 い て

, 9 4 ℃で 5 分 間の 熱変性後,

9 4 ℃で1 分 間,
6 0 ℃で 1 分間,

7 2 ℃で 2 分 間の 3 ス テ ッ プ を1 サ

イ ク ル と して 35 回増幅 した . 増 幅後の P C R 反応産物 を2% ア ガ

ロ ー ス ゲ ル で 電気泳動 し
,

エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドで 染色後,
紫

外線 照射 装置F N - 2 6 6 0 - 0 0 ( フ ナ コ シ
, 東京) を用い て検出し た.

各バ ン ドの 同定 には
,

上 記キ ッ トの 陽性対照を用い た .

Ⅵ . ウ エ ス タ ンプ ロ ッ ト

各細胞株の 細胞数 を1 × 10
7

/ 血 に調節 し
,

P B S で 洗浄後,
卵

胞溶 解液A 【50 m M T ri s
- H C l (p H 7 .5) ,

1 5 0 m M 塩化 ナ トリ ウム
,

1 % ノ ニ デ ッ トP -4 0
,

1 % デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ トリ ウ ム
,

0 .05 %

S D S] 5 0 0 iLl に溶解後, 超音波処理 し
,

0 ℃
,

1 5
,
0 0 0 回転,

1 0 分

間遠 心 した . 得 られ た上 清 を採取 し
,

一

部を プ ロ テ イ ン ア ツ セ

イキ ッ ト ¢i o
-R a d I 且 b o r at o ri e s

,
Ri c h m o n d

,
U S A ) を用い て蛋白

定量 を行 っ た . 電気 泳動 は h e m m li ら
26〉

の S D S -P A G E 法で行っ

た
. 得 ら れ た 蛋 白 (5 FL g) を 試 料溶解 液 【5 0 m M T ri s

- H C l

b H 6 .8) ,
1 0 % グ リ セ ロ ー ル

,
2 % S D S

,
0 .0 3 % ブ ロ モ フ ェ ノ

ー ル ブ

ル
ー

,
6 % β- メ ル カプ ト エ タ ノ ー ル1 と 混合 し, 9 0 ℃

,
5 分間の
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熱変性を加 え
,
1 5 % S D S - P A G E を行 っ た . 電気泳動終了後,

ア

ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 に分離 され た蛋 白を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜

(Cl e a r B l ot M e m b r an e
- P

,
ア ト

ー

, 東京) へ 転写 し
,

1 % ス キ ム

ミル クを溶解 した0 .0 5 % ツ イ
ー ン 2 0 添加P BS で ブ ロ ッ キ ン グを

行っ た . 1 次抗体 と して 10 , 0 0 0 倍 に希 釈 し た ウ サ ギ 抗 ヒ トp 5 3

ポリ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 RS P 5 3 ( ニ チ レ イ , 束 京) を4 ℃ で24 時間

反応させ た . 反応後 , 膜 を0 .0 5 % ツ イ
ー

ン2 0 添加 P B S で洗浄 し
,

ビオ ナ ン 標識抗 ウサ ギI g G 抗 体を室温で 1 時間反応さ せ た . 膜

を0 .0 5 % ツ イ
ー ン2 0 添加P BS で 洗浄 した 後,

化学発光基質キ ッ

ト (S u p e r si g n al
,
Pi e r c e

,
U S A) で 反応さ せ

,
3 分間感光 フ イ ル ム

ヘ 露光 し検出 した . 蛋白分子 量 マ
ー カ ー

と してP r e st ai n e d S D S -

P A G E S t an d ar d s (L o w R a n g e , B i o - R a d h b o r at o ri e s) を用い た .

Ⅶ . 細胞増殖曲線 と細胞倍カロ時間

各細胞株か ら の 単離細胞浮遊液 (1 × 10
5

/ m l) を調整 し
, 直径

100 m m の シ ャ
ー

レ (C o mi n g) に播種 して か ら
,
1 2 時間後 より5

日間培養 した . 培養開始 か ら24 時 間毎 に トリ プシ ン ー E D T A 処

理より
, 単離細胞 を回収 し

,
トリ バ ン プ ル ー

で 染色 し
, 非染細

胞を生細胞 と して 血球計算板 で カ ウ ン ト した . 細胞倍加 時間は

各細胞1 日 に つ き3 枚 の シ ャ
ー レ の 生 細胞数 か ら平均値を求 め

て片対数 グ ラ フ に プ ロ ッ ト し , 対数増殖期 の グ ラ フ の 傾 きか ら

求め た .

Ⅷ . 抗癌剤感受性試験

対数増 殖 期 に あ る細 胞 を ト リ プ シ ン ー E D T A 処 理 後,
1 ×

1 0ソm l に調整 し
,

この 細胞 浮遊液を96 穴平底 マ イ ク ロ プ レ ー

ト(岩城硝子
,

東京) に各穴100 〃1 ず つ 分 注 した . 2 4 時間後 に

シス プラ チ ン の 希釈系列を加えた 系と 薬剤を加え ない コ ン ト ロ

ー ル を湿潤37 ℃ ,
5 % C O 2 存在 下で 1 時 間培養後, 培養液を捨て

,

新た に培養 液 の み お よ び 0 . 5 m M の カ フ ェ イ ン を含 ん だ培養 液

を加え
, 漸閏37 ℃

,
5 % C O 2 存在 下 で 72 時 間培養 した . 培養 後

にW S T l 溶 液 (セ ル ･ カ ウ ン テ ィ ン グ
･

キ ッ ト
,

和光純薬) を

各穴10 /`1 ず つ 加え
,
9 0 分処 理 後に 各穴 の 吸光度を自動吸光 度

計E A R 3 4 0 A T ( S L トL a b i n s t ru m e n tS
,
V i e n n a

, A u s tri a) を用い て

測定波長450 n m , 対象波長630 n m で測定 した . 薬剤 を含まな い

もの の 吸光度 を コ ン ト ロ ー ル (1 0 0 %) と し ,
シ ス プ ラ チ ン の 希

釈系列を加え た系の 吸光度 を コ ン ト ロ ー ル に対す る百分率で 表

し
,
薬剤感受性 を求め た . 各シス プ ラチ ン 濃度 に対す る生 存率

をプ ロ ッ ト して細胞 生存 曲線 を描 き
,

生 存率を50% 減少さ せ る

薬剤の 濃度 (c o n c e n tr a ti o n o f C D D P th a t i n hib its c ell g r o w th b y

5 0%
,
I C 5｡) を求め

,
薬 剤感 受性の 指標と し た . 薬剤感受性試験

はすべ て 6 回行 い
, そ れ ぞ れ の 試験 ご と に 求め た IC 帥 値の 算術

平均を
, 各細胞株の 各薬剤 に対 するI C 5(} ( ± S D) と し各細胞株

間で 比較検討 した ,

Ⅸ . 酵素免疫測定法(E u S 現 に よ る p 5 3 蛋白の定量

各細胞 株 の 細胞1 × 10
7

個 を1 50 c m
2

培養 フ ラ ス コ (C o r ni n g)

に播種 し
,

2 4 時間後 に濃度 5 .0 〃 g/ m l の シス プ ラ チ ン を加え
,

湿潤37 ℃
,

5 % C O 2 存在下 で 1 時間培養 した
, 培養液 を捨 て

,
新

たに培養液 の み お よ び0 . 5 m M の カ フ ェ イ ン を含 ん だ 培養液 を

加えた . それ ぞ れ 6 時間培 養後に トリ プ シ ン ーE D
′

m 処理 を行 い
,

細胞を 回収 した . P B S で 洗浄後, 細胞溶解 液A 500 F Ll に溶解後 ,

超音波処 理 し
,

0 ℃
,

1 5
,
0 0 0 回転,

1 0 分 間遠心 した . 得 ら れ た

上清 (蛋白抽 出液) を採取 し
,

プ ロ テ イ ン ア ッ セ イ キ ッ トを用

い て給費 白量を定量 し た . p 5 3 蛋白の 定量測定 と してp53 EI A キ

ッ ト ( ニ チ レイ
,

東京) を用 い
,

キ ッ ト の 手順 に従 っ て操作 を

すすめ た . まず, キ ッ ト に漆付 の 96 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各

495

穴 に蛋白抽出液を10 /∠1 ず つ 分注 し
,

次 に酵素標 識抗体液 を100

〃1 ず つ 加え混和後 ,
室温で

一 晩反応 させ た .
マ イ ク ロ プ レ

ー

トを生 理 食塩水で 十分洗 浄し
,

発色液を100 /∠1 ず つ 加え
,

室温

で 2 時 間反応 させ て か ら 反応停止液を加え た
. 各穴 の 吸光度 を

自動吸 光度計 E A R 3 4 0 A T を用 い て測 定波長45 0 n m
, 対象波長

650 n m で測定 した .
マ ニ ュ ア ル に従 い

, あ らか じめ 測定 してお

い た 検 量 線 か ら p 5 3 蛋白 濃 度 オ ン グ ス ト ロ ー

ム ･ ユ ニ ッ ト

(a n g s t r o m u ni t
,
A . U .) / m l を求 め

, 抽 出 した 蛋白 m g あたり の

p 5 3 蛋白濃 度A . U ./ m g 蛋 白 (p r o t ei n) に換算した (検 出限界 は

10 A .U ./ m g 蛋白) . 1 回の 実験 は2 穴 の 吸光度の 平均 値をも っ て

そ の 実厳 にお け るp 53 蛋白濃度A . U ./ m g 蛋白の 倍 と した
. 試験

は すべ て 6 回行 い
, そ れ ぞ れ の 試験 ご とに 求め たp 53 蛋白浪度

A U ノm g 蛋白の 算術平均を各細胞株間で 比較検討 した .

X . ア ポ ト
ー

シス の観察

1 . タ
ー

ミ ナ ル ･ デオ キ シヌ ク レ オ チ ジ ル ･ トラ ン ス フ エ ラ

ー

ゼ 加 ビオ チ ン ー デ オ キ シウリ ジン ー 5
,

一 三 リ ン 酸ニ ッ ク末端標識

(t e r m i n a l d e o x y n u c l e o ti d y l t r a n s f e r a s e
-

m e d i a t e d

d e o x y u ri d i n
- 5

'
- t ri p h o s p h a t e

･ b i o ti n n i c k e n d -l a b eli n g ,

m E l ) 法

T U N E L 法
27)

は ア ポ ト
ー

シス と そ れ に伴う D N A 鎌切 断 を定量

化す る方法 で
,

D N A 3
,

末端標識を生体 内局所 ア ポ ト
ー

シ ス 検出

キ ッ ト (O n c o r
,
G ai th e r s b u r g ,

U S A) を用い て 行 っ た . 細胞1 ×

10
4

個 を 直径60 m m の シ ャ
ー レ に播種 し

,
2 4 時 間後に5 〃g/ m l

の 濃度 の シ ス プラ チ ン を加 えて1 時 間処理 してか ら培養液を吸

引 し
,

そ れ ぞれ 培 養液の み お よ び0 .5 m M の カ フ ェ イ ン を加え

た培 養液で 72 時間培養 した . ま た対 照と して い ずれ の 薬剤 も

作用 させ なか っ た もの と
,

カ フ ェ イ ン の み を加えた 培養 液で72

時間培養 し たもの を作成 した . トリ プシ ン 処理 を して 回収 し た

単離細胞浮遊液を1
,
5 0 0 回転で 遠心後

,
沈殿をP BS 2 m l に浮遊

させ
,

1 m l の 2 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル を加 えて 開化 さ せ た
. さ ら に

,

7 0 % エ タ ノ ー ル で24 時間脱水後,
パ ラ フ ィ ン 包渡 して薄切切片

を作製 し た . 脱 パ ラ フ ィ ン 後,
マ ニ ュ ア ル に従い

, 蛋白消 化と

内 因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ の 不活性 化を行 い T d T を37 ℃
,
1 時間

作用 させ た . 反応停止 後,
ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ 標識抗 ジ ゴ キ シ ゲ

ニ ン 抗体を室温 で30 分間反応 さ せ た . 発色 は3
,
3

'
- ジ ア ミ ノ ベ

ン チ ジ ン ･

テ ト ラ ヒ ド ロ ク ロ ラ イ ド (3 , 3
'

- di a m i n ot ) e n Zid i n e

t et r a h y d r o ch l o ri d e) (和 光純薬) で 行 っ た . 陽性対照 には ヒ ト扁

桃 を用い
,

陰性対照 には T dT を含まず にT d T 綬衝液の み で 処理

した 切片 を用 い た . 細胞数200 個中 の T U N E L 染色 陽性細 胞の

数 を求め
,

そ の 百分率を ア ポ ト
ー

シ ス 指数 と し た . 各検体 に つ

き
,

6 つ の 異 な る視野で 計測 し平均値 を求め た .

2 . D N A 抽出と D N A ラダ ー

の 観察

細胞1 × 10
4

個を直径60 m m の シ ャ
ー レ に 播種し, 2 4 時間培

養後5 /∠ g/ m l の 濃度の シス プ ラ チ ン を加えて 1 時間培養 し て か

ら培養 液 を吸引 し, そ れ ぞ れ培 養液の み
,

お よ び 0 .5 m M の カ

フ ェ イ ン を加え た培養 液で7 2 時間培養 し た . ま た
, 対 照と し

て シス プ ラチ ン と カ フ ェ イ ン の い ずれ も作用させ なか っ たもの

と
,

シ ス プラ チ ン を作用 させ ず に 0 .5 m M の カ フ ェ イ ン を加え

た 培養 液で 72 時間培養 し たもの を作 成 し た . トリ プ シ ン 処理

を し て 回収 し た 単 離 細 胞 浮 遊 液 を 遠 心 後 , 細 胞 溶解 液 B

【50 m M トリ ス 塩酸 b H 8 .0) ,
1 0 0 m M E D T A

,
1 0 0 m M 塩化 ナ ト

リ ウ ム
,
1 % S D S] を用 い

, 核酸を抽出 した . その 後,
プロ テ ィ

ナ
ー ゼ K (S i g m a) を加え37 ℃

,
1 6 時間の 黄白消化 とR N a s e A に

よ る2 時間 の R N A 分解を行 い
,

フ ェ ノ
ー

ル ー ク ロ ロ ホ ル ム 抽出
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[ フ ェ ノ ー ル : ク ロ ロ ホ ル ム : イ ソ ア ミ ル ア ル コ
ー ル = 2 5 :

24 : 1】 と エ タ ノ ー ル 沈殿 に より D N A の ペ レ ッ トを得 た . 各ペ

レ ッ トは風 乾後T E 溶液20 /ノ‖ニ溶解 し
,

各10 〃1 を2% ア ガ ロ ー

ス ゲ ル 上 で1 00 V , 3 0 分 間電気 泳動 し た
. 電気 泳動後 ゲ ル を エ

チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド に て30 分間染 色 し
, 紫外線 照射下 で 写真

撮影 して D N A ラ ダ
ー

を観察 した .

X I . 統計学 的分析

2 群 間の 有 意差は St u d e n t
,

s の t 検定 を用 い て 判定 し
,

測定値

はすべ て平均値 ± 標準 偏差 区 ± S D) で 示 した . 危 険率1 % 未満

をも っ て有意差 ありと 判定 し た .

成 績

1 . 肛r - P C R

P 5 3 m R N A の 発現 を RT I P C R で 解析 した (図1 ) 各細胞株 に お

い て p 5 3 と G A P D H の R T I P C R 生 成物 は
,

そ れ ぞ れ 200 塩基村 と

983 塩 基対の 単
一 の バ ン ドと して 検 出さ れ た . ♪53 遺伝 子 の 欠

失 して い るS a o s2 ( レ ー ン 3) で ほ
,
2 00 塩基対 の バ ン ドは認 め ら

れ なか っ た が
,
野 生型♪53 遺伝子を導入 後の S a o s2 / p 5 3 ( レ ー ン

4) で は
,

2 0 0 塩 基対 の バ ン ドが 認め られ る よ う に な っ た . デ ー

タ と し て は示 して い な い が
, ♪53 遺伝子を組 み込 ん で い な い ベ

ク タ
ー

p C D N A を導 入 した 細胞株 は
, 親細胞株 と バ ン ドの 発 現

に差を認め な か っ た .

Ⅰ . ウ エ ス タ ン プロ ッ ト

薬 剤を 負荷 しな い 状 態 に お ける 各細胞株 の p 5 3 蛋 白 の 発 現

を
,

ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法で 検討 した (図2 ) . 各細胞 株に お い

て正 常型 , 変異型 とも53k D a の バ ン ドと して 認め ら れ , ♪53 遺

伝子導 入前後 で 発現量 に明 らか な差 は認 め ら れ なか っ た . ♪53

遺伝子が 欠失 して い るS a o s 2 細胞株で は バ ン ドは 認め ら れ な か

っ た が
, b 5 3 遺伝子導 入 後の S a o s 2 / p 5 3 細胞株 で は バ ン ドが 認

め ら れ るよ う に なり
, p 5 3 の 蛋白 レ ベ ル で の 発現 が確 認 され た .

デ
ー

タ
ー

と して は示 して い ない が
,

そ れぞ れ の 親細 胞株 と p53

が組 み 込まれ て い な い プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー

p C D N A を導 入 した

細胞株 と では 全く差を認 め なか っ た .

』L 増殖曲線 と細胞倍加時間

増殖 曲線 より求 め た細 胞倍 加時間を比較 する と
,

い ずれ も約

25 時間であり O S T
,

O S T / p 5 3 ,
お よ び O S T/ p c D N A 間で は 有意

差 は 認 め ら れ な か っ た . ま た S a o s 2
,

S a o s 2 / p 5 3 お よ び

S a o s 2 / p c D N A の 細 胞倍 加 時 間は そ れ ぞ れ 39 . 4 ± 2 . 6 時 間
,

1 2 3 4 5 6 C

一■ -

P 5 3

+ G A P D H

Fi g . 1 . R e v e r s e t r a n s c ri p t a ti o n
- P C R a n aly si s of p 5 3 m R N A i n

h u m an O S te O S a r C O m a C ell s an d a c o n tr oI s a m pl e . E x p r e s si o n

Of gly c e r ald e h yd e 3 -

p h o s p h at e d e h y d r o g e n a s e ( G A P D H ) w a s

al s o st u di e d a s a n i n t e r n al c o n t r ol . p 5 3 a n d G A P D H w e r e

S u bj e ct e d to 3 5 cy cl e s of P C R
,
a n d p r o d u c t s w e r e r e s oI v e d o n

2 % a g a r o s e g el an d vi s u al iz e d b y e th idi u m b r o m id e st ai ni n g .

L a n e l
,
O S T ; 1 a n e 2

,
O S T / p 5 3 ; 1 a n e 3

,
S a o s 2 ; 1 a n e 4

,

S a o s 2 / p 5 3 ; 1 a n e 5
,
H O S ; 1 a n e 6

,
H O S / p 5 3; 1 a n e C

,
C O n tr OI

S a m pl e .

5 9 .1 ± 1 .9 時 間
,

4 0 .3 ± 2 .4 時 間で あり
,

S a o s 2/ p 5 3 にお い て 有

意 に増 殖 速 度 の 低 下 が 認 め ら れ た (p < 0 .0 1) . さ ら に H O S
,

H O S / p 5 3 お よ び H O S / p c D N A の 細 胞倍 加 時 間 は そ れ ぞれ

31 ･3 ± 2 3 日寺間, 3 9 ･2 ± 2 ･3 時間, 3 2 .6 ± 2 .7 時間と H O S/ p 53 に

おい て も有意 に増殖速度 の 低 下 が認 め ら れ た b <0 .0 1) (図3 ) .

Ⅳ . 薬剤感受性の 変化

O S T
,
S a o s 2

,
H O S 細胞株 とP 53 遺伝子 を導入 し た各細胞株

を用 い て
,

シ ス プ ラチ ン 単独
,

ま た は シ ス プ ラ チ ン に カ フ ェ イ

ン を併用 し た場 合の 細胞 生存率 を調 べ (図4 ) ,
シ ス プ ラチ ンに

対す るI C 5｡ 値で 整 理 した 成績を表 1 に 示 した . シ ス プ ラ チ ン に

対 す る 殺 細 胞 効 果 を 比 較す る と O S T
,

O S T / p 5 3 お よ び

O S T/ p c D N A 間で は い ずれ も有意差を認め なか っ た
. ま た H O S

,

H O S / p 5 3 お よ び H O S/ p c D N A 間に お い て も 有意差 は認 め られ

な か っ た . S a o s2 とS a o s 2/ p c D N A 間で は 有意差が み られ な か っ

た が
,

S a o s 2 と S a o s 2 / p 5 3 の 比 較 で は 有 意 差 が 認 め ら れ

b < 0 .0 1) ,
S a o s 2 / p 5 3 はS a o s2 に 比べ て シス プ ラチ ン に対する殺

細胞効 果 が2 ,2 倍増 大 して い た . さ ら に
,

カ フ ェ イ ン を併用し

た 場 合 の 殺 細 胞 効 果 に つ い て もS a o s 2 / p 5 3 で は S a o s 2
,

S a o s 2 / p c D N A と 比 較 し て 有 意 に増 大 し て い た ( p < 0 . 01) .

O S T / p 5 3 ,
H O S / p 5 3 で は い ず れ も O S T

,
O S T / p c D N A お よび

H O S
,

H O S / p c D N A と比較 して 殺細胞 効果の 増強 に有意差は認

め ら れ な か っ た .

Ⅴ . 薬剤 に よ る p5 3 蛋白発現量 の変化

親細 胞株 と野生 型♪5 3 遺伝 子 を導 入 した細胞 株 に つ い て
,

シ

ス プ ラ チ ン 単独
,

ま た は シ ス プ ラ チ ン に カ フ ェ イ ン を併用した

場合の p 5 3 蛋白 の 発現量 を E LIS A 法 を用 い て定 量 し た (固5) .

O S T で は シス プ ラ チ ン の み を作用 さ せ た 場合, p 53 蛋白の 発現

量は 100 .8 士 5 .7 A . U ./ m g 蛋白で あり,
カ フ ェ イ ン を併用 した場

合は
,
8 8 .0 ± 6 .8 A . U ./ m g 蛋白 と p5 3 の 発現量 が有 意に抑制され

た ( p < 0 .0 1) . O S T / p 5 3 に お い て も同様 に カ フ ェ イ ン に よ っ て

p 5 3 の 発現量が 有意 に抑制 さ れ た ゎ< 0 .0 1) . S a o s2 で は シ ス プラ

チ ン の み 作用 させ た場 合お よ び カ フ ェ イ ン を併用 し た場合の い

ずれ も検出限界以 下 の 値 で あ っ た . S a o s2 / p 5 3 で は シ ス プラチ

ン の み 作桐さ せ た 場合
, p5 3 蛋白 は120 .1 ± 1 0 .3 A .U ./ m g 蛋白と

発 現 が 認 め ら れ
,

カ フ ェ イ ン を 併 用 し た 場 合 は
,

9 4 .6 ±

1 0 .3 A . U ./ m g 蛋白と p 5 3 の 発現量が 有意 に抑制 され た b < 0 .0 1) .

H O S お よ び H O S/ p 5 3 で は カ フ ェ イ ン に よ る p 5 3 の 党規量の 抑

制 は認め られ なか っ た .

Ⅵ . 抗癌 剤効果増強 に対 する ア ポ ト
ー

シ ス の関与

野生 型 p 53 遺伝子 の 導 入 に より
,

シ ス プ ラチ ン に よ る殺細胞

k D a

1 2 3 4 5 6 7
一
■ r 6 6 ■2

∪ 磯 攣 感 聯 靭 瀾馳勤感圭
聯

､

＼
4 5 .0

Fi g . 2 . W e st e r n bl o t a n al y si s of p 5 3 p r o tei n i n o s te o s a r c o m a

c ell li n e s . C ell l y s at e s w e r e l o ad e d o n 15 % p oly a c ry l a m id e g el
･

tr a n sf e r r e d o n t o n it r o c ell u l o s e m e m b r a n e
,

a n d d e t e ct e d b y

r a b b it p oly cl o n al a n tib o d y a g ai n st p5 3 . I J an e l
,
O S T; 1 a n e 2

,

O S T / p 5 3; 1 an e 3
,
S a o s 2; 1 a n e 4

,
S a o s 2/ p5 3 ; 1 an e 5

,
H O S; 1 a n e

6
,
H O S / p 5 3; 1 an e 7

, p r O t e in si z e m a rk e r s .
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Fig ･ 3 ･ G r o w 仇 c u rv e Of o s te o s a r c o m a c ell li n e s . O S T c ell li n e s 仏) ,
S a o s 2 c ell li n e s (B) ,

H O S c ell li n e s (C) . □
, p ar e n tal c ell s; ○ ,

wi 1d -

ty p e p5 3 t r an Sfb c te d c ell s; △
, p C D N A t r an Sft c t e d c ell s ･ 盲 ± S D of th e v al u e s i n th r e e i n d e p e n d e n t e x p e ri m e n t s w e r e sh o wn .

*

p < 0 .0 1 b y

S tu d e n t
,

s t t e st .
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Fig . 4 . C yt o t o xi c e fF e c t o f o st e o s a r c o m a c elll i n e s a s a fu n cti o n o f ci s pl a ti n c o n c e n t r a ti o n . A f[e r l h r e x p o s u r e t o ci s pl a ti n
,
O S T (朗 ,

S a o s2

( B) ,
a n d H O S (C) c ell li n e s w e r e c ult u r e d i n th e a b s e n c e (o p e n s y m b ol e s; 口

,
○

,
a n d △) an d p r e s e n c e (cl o s e d s y m b ol e s; 騨

,
○,

a n d

▲) of c a fE ei n e f o r 7 2 h r . S u r viv al of p a r e n t al (□ , ■) ,
W il d -ty P e P5 3 t r an Sf e c t e d (○ , ○) ,

a n d p c D N A t r a n sf e ct e d ( △
,

▲) c ell s w e r e

m e a s u r e d b y W S T l l a s s a y a s d e s c rib e d i n M at e ri al s a n d M e th o d s . R el a ti v e s u rv iv al w a s e x p r e s s e d a s th e p e r c e n ta g e of th e c o n tr oI

C u ltu r e s w ith o u t ci s pl a ti n tr e at m e n t . T h e 富 士 S D o f th e v al u e s i n si x i n d e p e n d e n t e x p e ri m e n t s w e r e s h o w n .

*

p < 0 .0 1 b y S tu d e n t
'

s t te st .

T a bl e l . S e n siti v lty O f h u m a n o st e o s a r c o m a c e ll li rl e S t O

C D D P

C ell lin e s

IC 5 0

a )
( u g/ m l)

O S T

O S T/ p5 3

0 S T 巾C D N A

S a o s 2

S a o s 2ノp5 3

S a o s 2/ p c D N A

H O S

H O S/p 5 3

H O S /p c D N A

2 .6 7 ±0 .3 3
b)

2 .5 9 ± 0 .1 0

2 .4 1 ±0 .3 3

5 .10 ± 0 .48 *

2 .3 1 ± 0 .3 4 *

5 .0 4 士0 .4 1

3 .3
.
2 ±0 .43

2 .9 6 ± 0 .4 2

3 .06 士0 .
4 1

a) IC
5 0 ,

C O n C e n tr at io n of cis p la tin (C D D P) th at i n h ibits c ell

g r o w th b y 5 0 % .

b) E a c h v alu e i s 支~ ±S D o f si x e x p e ri m e nts .

* P < 0 .0 1

効果
,

お よ び カ フ ェ イ ン併 用に よ る 殺細胞効果 の 増強が 認めら

れ る よう にな っ た S a o s 2 / p 5 3 に つ い て
,

ア ポ ト
ー シ ス 誘導の 増

強が 認 め ら れ るか どうか を検 討 した . T U N E L 法 に お い て シ ス

プ ラチ ン 単独, お よ び カ フ ェ イ ン を併用 し た場合 の 陽性細胞の

割合 は
, S a o s2 / p 5 3 で は

, そ れ ぞ れ平均 14 .5 %
,

1 3 .8 % であ り
,

S a o s 2 の 平均 7 .0 %
,

6 .8 % と 比較 し て有 意 に 増大 し た (p < 0 .0 1)

( 図6 ) . さ ら に S a o s 2
,

お よ びS a o s 2 /p 5 3 の い ず れ も シス プラ

チ ン 単独
,

お よ び カ フ ェ イ ン を併用 し た場合
,

ア ポ ト
ー シス を

反 映す る 約 1 8 0 塩 基対 の 整 数倍 の D N A ラ ダ
ー

が 観 察 さ れ ,

S a o s 2 / p 5 3 とS a o s 2 の 比較 で は S a o s 2/ p 5 3 の 方 の D N A ラ ダ
ー が

明 らか に増強 して い た .
シス プ ラチ ン 単独,

お よ び カ フ ェ イ ン

を併用 した 場合 の 比較 で は
,

D N A ラ ダ ー の 程 度 に差 は認 めら

れ なか っ た (図 7) .
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Fig . 6 . A p o p t o ti c i n d i c e s o f S a o s 2 a n d S a o s 2 / p 5 3 c ell s

f oll o w i n g 5 u g/ m l o f C D D P t r e a t m e n t f o r l h r a n d 5 u g/ m l

C D D P t r e a t m e n t f o r l h r f oll o w e d b y O .5 m M o f c aff ei n e

tr e a t m e n t f o r 7 2 h r . A p o p t o ti c i n d i c e s w e r e o b t ai n e d a s

p e r c e n ta g e of te r mi n al d e o x y n u cl e o tid yl tr a n sf e r a s e
-

m e di at e d

d U T P ｣ )i o ti n n i c k e n d -l ab eli n g p o siti v e c ell s r el ativ e t o th e t o t al

n u m b e r of c ell s . n e 盲 ± S D of th e v al u e s i n six i n d e p e n d e n t

e x p e ri m e n t s w e r e s h o wn .

*

p < 0 .0 1 b y S tu d e n t
'

s t te s t .

F i g .
7 . A g a r o s e g el el e ct r o p h o r e si s o f D N A h

-

a g m e nt ati o n i n

S a o s2 (1 a n e l
,
2

,
3

,
4) a n d S a o s 2/ p 5 3 (1 a n e 5

,
6

,
7

,
8) c e11 s

u n d e r g oi n g a p o pt o si s , Ⅰ元n e l a n d l an e 5
,
u n t r e at e d c o n tr oI s;

1 a n e 2 a n d 6
,
i n c u b at e d i n th e r n e di u m w ith O .5 m M c afE e in e

f o r 7 2 h r; 1 a n e 3 a n d l a n e 7
,
i n c u b a te d i n th e m e di u m f o r 7 2 h r

a fte r t r e a t m e n t w ith 5 u g/ m l C D D P f o r l h r; 1 a n e 4 a n d l a n e 8
,

i n c u b a t e d i n th e m e di u m w i th 0 .5 m M c aff ei n e f o r 7 2 h r afte r

t r e a t m e n t wi th 5 u g/ m l C D D P f o r l h r . h n e M
,

m Ol e c ul a r si z e

m a r k e r . D N A f r o m c ell s w a s i s ol a t e d a s d e s c rib e d i n

M a te ri al s an d M e th o d s .

考 察

キ サ ン ナ ン誘導体で あ るカ フ ェ イ ン は
,

放射線や 紫外線お よ

び抗 癌剤で 損傷 さ れ た D N A が 修復 さ れ る の を障害 し, そ れ 自

身で は細胞毒性 を持た ない 低濃度 で作用 させ ても, 殺細 胞効果

の 増 強が 認め ら れ る こ とが 試験管 内実験 や臨床試験で 報告さ れ

て い る
針 :il)

. 当講座の 土屋 は
,

ヒ ト骨肉腫細胞を用 い た実験で
,

カ フ ェ イ ン を抗癌剤 と併用す る こ と に より
,
殺細胞効果が 増強

さ れ る こ と を報告 した
32 榊

. そ の 成果を199 0 年よ り 臨床応月] し
,

術前 に はカ フ ェ イ ン併 用動注化学療法, 術後に は カ フ ェ イ ン 併

用静注化学 噺去と い う従来なか っ た方法 を行 い
, 初診時 に遠隔

転移 の な い 骨肉腫 の 症例で は
, 局所有効率1 00 %

,
5 年生 存率 は

90% と 良好 な成績を得て い る
=洞)

. しか し なが ら
,

初診時 に すで

に遠隔転 移を有 し て い る 症例 で は
, 局所有効率 は低く

,
全例 が

2 年 以1勺に死 亡 し て い る
こi5)

. こ の よう に
,

骨肉腫の 症例 の 中 に

は
, 治療 開始時 か ら抗痛剤に抵抗性 を 示すもの が あり, そ の 克

服 の た め に は既存 の 抗癌剤の 効果 を増 強す る薬剤や , 新た な抗

癌剤 の 開発
,

発見が 求め ら れて い る
.

近年
,

癌抑制遺伝子と して注目 され てい る♪53 は しば しば 乳

癌, 肺癌, 人腸癌 , 捌光癌, 脳腫瘍 , 骨 ･ 軟部肉腫
,

血 液腫瘍

を含む 多くの 悪性腫瘍で 変異が 報告さ れ七い る
7)ポ)

.
こ の 遺伝子

が 異常を起 こ して正 常p 53 蛋白の 機能が失 わ れ る と , D N A 損傷

が 生 じた 場合 に細 胞周期上 G l 期停止 が起 こ ら な か っ た り,
ア

ポ ト
ー

シ ス 誘導 が 阻害さ れ る こ と が 報告 さ れ て い る
9 冊

. こ の

こ とが 細胞の 癌化や 細胞増殖 を促す だけで なく , 放射線治療や

抗痛剤治療な どの 感受性 にも影響を及 ぼす と さ れて い る
13)

. 骨

肉腫 に 関 して は
, 臨床 研究 に お け る p 53 の 変異 の 頻 度が 18 -

4 2 %
14 卜 16 )

で あり , ♪53 遺伝 子が 異常 な場合 や 免疫染色 が 陽性
,

す なわ ち変異型p 53 蛋白が 発現 して い る場 合に は予後が不 良で

ある と報告され て い る
げ巨 19)

. 変異塑少53 遺伝子 を有 して い たり ,

卵3 遺伝子が 欠失 して い る た め に正常 なp 53 蛋白 が機能 しな い



5 0 0

細胞 に野 生型♪53 遺伝 子を導入 し, 正 常型p 53 蛋白 を過剰発現

させ る こ と に より細胞増殖が 抑制 され る こ と が肺癌
36)

, 乳痛
=汀)

,

大 腸癌
:梱

, 神経膠腫
こ靭

, 前立 腺癌
4--)

な どの 培 養細胞を用 い た実

験 で 報告 さ れ て い る . 骨肉腫細胞 にお い て も野生 塑♪53 遺伝子

を導入 し
, 細胞増殖 に対す る影響や 放射線感受性の 変化 に つ い

て 検討 した 報告 が なさ れ て い る . D ill e r ら
21)

は♪5 3 遺伝 子 が 欠

失 した ヒ ト骨 肉腫細胞S a o s 2 に野生型 と変異型 の ♪5 3 遺伝子を

導入 し
,
野生 型♪5 β遺伝 子 を導入 した 細胞 にお い て 増殖抑制 が

認 め ら れ た と報告 した
. ま た

, M i y a k o s h i ら
22)

は♪5 3 遺伝子 が

欠失 して い る ヒ ト骨 肉腫細胞S a o s 2 に野生 型 卵3 遺伝 子 を導 入

した 場合, 親和 胞 に比 べ て 放射線 に対 する 感受性 が増 加 した

ク ロ ー

ン と低 下 した ク ロ ー ンが 生 じた こ と か ら
,

正 常型p 53 蛋

白の 発現が 放射線 に対 する感受性を決定す る
一

つ の 因子 で ある

と報告 した .
こ れ まで

,
ヒ ト骨肉腫細胞 に野生型♪53 遺伝子 を

導 入 し
,

抗癌剤感受性 の 変 化に つ い て検討 し た報告 は ない
. そ

こで 本研究で は
,

ヒ ト骨肉腫細胞 に野生 型♪5 3 遺伝子 を導入 し
,

正常 p 53 蛋白を発現させ る こ と に よ り, 細胞増殖能,
シ ス プ ラ

チ ン に よ る 殺細胞効 果 の 変 化,
さ ら に D N A 修復 阻害 物質 で あ

る カ フ ェ イ ン併 周時の p5 3 蛋白の 発 現抑制効果と 殺細胞効果 増

強 に与え る影響 に つ い て 検討 L た .

今 回の 実験 に お い て
, p 5 3 蛋白が 欠 失 して い る S a o s 2 に 野生

塑♪5 3 遺伝子 を導入 した場 合 に
,

正 常塑p53 蛋白の 発現 が 認め

られ る よう になり
,

シ ス プ ラ チ ン に よ る殺細胞効果 の 増 強お よ

び ア ポ ト
ー シ ス 誘導 の 増強 が認 め られ た . しか しな が ら

,
E O S

と O S T に つ い て は 野生 型♪占3 遺伝子 を導入 して も シス プ ラ チ ン

に よ る 殺細 胞効 果 の 増 強 は 見 ら れ な か っ た . こ れ は O S T と

H O S で は
,

す で に そ れ ぞ れ 野生 型
,

変異塑♪5 3 遺 伝子を 有 し
,

p 5 3 蛋白を発現 して い る こ と に よ り p5 3 蛋白 の 過剰 発現 が 生 じ

ず
,

特 に H O S で は ドミ ナ ン ト
･ ネガ テ ィ ブ効果

仰
の 影響 が 考え

られ た
. す な わ ち

,
元来存在す る変異塑 p 53 蛋白 と遺伝子 導入

に よ っ て 発現 する よ う にな っ た正 常 型p 53 蛋白が 結合す る こ と

に よ り, 正 常型 p 53 蛋白 の 機 能が 失 わ れ る と い う効 果 で あ る .

抗癌剤 の 殺細胞 効果 と p53 蛋白の 状 態の 関係 に つ い て は
,

正 常

型 p53 蛋白が 発現 して い る と ア ポ ト
ー

シ ス 誘導 に より殺 細胞効

果 が増 強 さ れ る と い う 報告
42)4 3】もあれ ば

,
逆 に 正 常 型p 53 蛋白

が発現 して い る と G l 停止 が誘 導され
,

D N A 修復 が行 わ れ る た

め に殺棚胞効果が 減弱 する と い う報告
44)4 5】

もあ る
.

W ell e r
4 6)

は抗

癌剤 に よ る D N A 損 傷が 生 じた 場合 に,
G l 停止 を誘導 して D N A

修 復 を行うか
,

ア ポ ト ー シ ス を誘導す る か は
, 抗癌剤 の 種類,

D N A 損 傷の 程度 な ら び に 細胞 の 種類 によ っ て 異な る と 報告 し

て い る .

正常型p 53 蛋 白は 細胞周期上 の チ ェ ッ ク ポイ ン ト監視
,

ア ポ

ト
ー

シス 誘導以外 に
,

D N A 複製
,

D N A 修復
,

遺伝 子の 転写修

飾な ら び に安 定性維持 な ど多くの 機能 を有す る こと が 明 ら か と

な っ て き て い る
4 7)

が
,

D N A 損傷 後に お い て
, 細胞 周期 は G l 期

だけで なく G 2 期 で も停 止 し,
D N A 修復 の た め に細 胞周期 の 進

行を止め る こ とが 知 られ て い る
嘲

. G 2 期停止 に つ い て は不 明な

点が多い が
, 最近, p 5 3 蚕自の 誘導が G2 期停止 も引 き起 こ す こ

と か ら
, p 53 依存の G 2 期停止機構の 存在を示唆す る報告 が さ れ

て い る
49 卜 矧

. カ フ ェ イ ン は こ れま で放射線
, 紫外線 や抗癌斉りに

よ る D N A 損傷 が 生 じ た際 に G 2 期停止を阻止 し
,

細胞周期 を進

行 させ
,
未成 熟分裂か ら細胞死を導く こ とが 報告 され て い る

53)
.

p 5 3 と カ フ ェ イ ン の 関係 に つ い て K a st a n ら
54)

は 野生 型P 5 3 遺伝

子を有 し
,

正常 型p 53 蛋 白を発 現する ヒ ト骨髄芽球白血病 細胞

に カ フ ェ イ ン を加 えて か ら放射線照射 した と こ ろ
, p 5 3 蛋白の

過剰発現が 抑制 さ れ た と報 告 した . 本研究 にお い ても
,

シ ス プ

ラ チ ン 処 理 後 に カ フ ェ イ ンを 作用 さ せ る こ と に よ り
, 正 常型

p 53 蛋白 を発 現 し て い る細 胞株で は
, p 5 3 蛋白の 発現 が 有意に

抑 制さ れ た . そ の た め
,

生 じ た D N A 障 害が G l 期 で もG 2 期で

も修復 さ れず に細 胞周期が 進行 し,
シ ス プ ラ チ ン単独処理に比

べ て殺細胞効 果の 増強に つ なが っ た と考え ら れ た . カ フ ェ イ ン

と ア ポ ト ー シス の 関係 に つ い て
,

E 蝕 r止 ら
55)

は 野生型p 53 蛋白

を発 現 して い る が
,

C
-F o s

,
C

- M y c
,

な ら び に B cl -2 な どの ア ポ

ト
ー

シ ス 関連 蛋白の 発現状態が 異 な る種 々 の ヒ ト骨髄性白血病

細胞株 を用 い た研 究を行 っ た結果
,

放射線照射 また は シ ス プラ

チ ン に カ フ ェ イ ン を併用 し た場合 の ア ポ ト
ー シ ス 誘 導の 増強に

は
, p 5 3 蛋 白以 外の ア ポ ト

ー シ ス 関連 蛋白の 影響が 示唆 される

と 報告 した . 今回の 実験か ら
, 野生 型j娼3 遺伝子の 導入 により

,

p 5 3 資 白を発 現す る よ うに な っ たS a o s 2 / p 5 3 にお い て
,

シ ス プ

ラ チ ン の み を作用 させ た場合 と シ ス プ ラ チ ン に カ フ ェ イ ンを併

用 した 場合を比較す る と
,

ア ポ ト
ー

シ ス 陽性 細胞 の 割合に有意

差 は認め ら れ な か っ た .
こ れ は カ フ ェ イ ン に よ りp 53 蛋白の 発

現が抑 制さ れ
, p 5 3 蛋白を介す る ア ポ ト

ー シス は抑制 され たが
,

シス プ ラ チ ン と カ フ ェ イ ン を併用 した 場合に は
, 逆 にp 5 3 蛋白

を介さ な い ア ポ ト
ー シ ス が増 強する た め

,
全体と して ア ポ ト ー

シ ス 陽性細 胞の 割 合 に 差 が なか っ た と 推測 さ れ た . 今後は c
-

F o s
,

C
- M y c

,
な ら び に B cl- 2 な どの p 5 3 蛋白以 外 の ア ポ ト

ー

シ

ス 関連蛋白の 発現状態 に つ い て も解析 して い く必要が ある .

骨肉腫 に お い て
, 個々 の 細胞 のj岬β遺伝子 の 状 態と シス プラ

チ ン に対す る薬 剤感受性 は 異 な る と考 えら れ る
. p 5 3 蛋白 の 状

態 に関わ ら ず, も と もと シス プ ラ チ ン 対す る感受性が 高い 細胞

で は,
シ ス プ ラチ ン 単独 で も十分な殺紺胞 効果が 期待 で きる .

次 に♪53 遺伝子 が 野生型で シ ス プ ラ チ ン に対 す る感受性が低い

場 合は
,

シ ス プ ラ チ ン に よ る D N A 損傷 が 軽度で あり
,

細胞周

期 を停止 し D N A 修筏 が 行 わ れ る .
こ の 場 合

,
カ フ ェ イ ン を併

用する こ と に より二i
.
E 常型 p 53 蛋白の 発硯 を抑制 し

,
D N A 修復の

た め の G l 停止 お よ び G 2 停 止を抑制 し て未成熟分裂を誘導 した

り
,

カ フ ェ イ ン 併用 に よ る p 5 3 蛋白を 介さ な い ア ポ ト
ー

シス を

誘導す る こ と に より殺細 胞効果 の 増強 が期 待で き る . ♪53 遺伝

子が 変異ま た は 欠失 して い て シ ス プ ラ チ ン に対 する 感受性が低

い 場 合は
, 野生 型♪5 3 遺伝子 を 導入 して 正 常 型p 53 蛋白 を党規

さ せ る こ と に よ り
,

シ ス プ ラチ ン に 対す る感受性 を高め たり
,

カ フ ェ イ ンを併 用す る こ と に より
,

さ ら に 殺細 胞効果の 増強が

期待で きる と 考え られ た . 以 卜より, 全体と して の 棚 田胞効果

を考えた 場合
, p 5 3 蛋白 の 機能が 正常 で ある 珊月包に シ ス プ ラ チ

ン と カ フ ェ イ ン を併用 し た場合 が , 最も殺細胞効果が 高い と い

う こ と が予想 さ れ た .

本研 究か ら
,

iE 常 型p 5 3 蛋白を発現 し て い な い ヒ ト骨肉腫細

胞 に 野生 型♪53 遺 伝 子を導 入 し
,

正 常型 p 53 蛋白 を党規 させ る

こ と に よ り
, 細胞 増 殖 を抑 制 し た り

,
シ ス プ ラ チ ン に よ る

D N A 損傷 に対 し て p 53 を介す る ア ポ ト
ー シス を誘導 し て

,
殺

胞効果 を高め られ る こ と が 示さ れ た . さ ら に ,
シ ス プ ラチ ンに

カ フ ェ イ ン を併用す る こ と で 殺腫瘍細胞効果 を さ ら に増強させ

る こ と が可 能で あ る こ と が 明 らか と な っ た .

結 論

痛抑 制遺伝子 卵3 の 状態が 異 な る3 種類 の ヒ ト骨 肉腫細胞に･

野生型♪53 遺伝子 を導 入 し
, p 5 3 蛋白 の 発 現量 , 細胞増殖能,



野生型p 53 遺伝子導入骨 肉腫細胞の 抗癌剤感受性の 増強

シス プ ラチ ン に よ る殺細胞 効果の 変化, さ ら に D N A 修復 阻害

物質で ある カ フ ェ イ ン 併用 時の p5 3 蛋白の 発現抑制効果 と殺細

胞効果増 強に 与える影響 に つ い て検討 し
,

以 下 の よう な結果 を

得た .

1 . 正常 p 5 3 蛋白 を発現す る O S T 細胞株 で は
,

野生型♪53 遺

伝子 の 導 入 前後で p 53 蛋白 の 発現 量
,

細胞増殖能
,

お よ び シ ス

プラ チ ン の 殺細胞効果 に変 化は認 め ら れ なか っ た . また
,
野生

型β53 遺 伝子 導入 前 か ら認 め ら れ て い た カ フ ェ イ ン 併 用時 の

p 5 3 蛋白の 発現抑 制効果な ら び に殺細胞効 果増強 に関 し て変化

は認め られ なか っ た .

2 . 変異型 p 53 蛋白 を 発現す る H O S 細胞 株で は
, 野生 型 卵3

遺伝 子の 導入 後 に細胞増殖 速度 の 低 下 が 認 め ら れ た が
, p 5 3 蛋

白の 発現量
, 細胞増殖能,

お よ び シ ス プ ラ チ ン の 殺細胞効果 に

変化 は認 め ら れ ず,
さ らに

,
カ フ ェ イ ン 併用 時の p 5 3 蛋白の 発

現抑制効果お よ び殺細胞効果増強 に関 して も変化 は認め られ な

か っ た .

3 . ♪5 3 遺 伝子 が 欠失 し
, p 5 3 蛋白 の 発 現 を 全く 認 め な い

S a o s 2 細 胞株 で は
, 野生 型P5 3 遺伝子導 入 後の S a o s 2 / p 5 3 細胞

株にお い て
, p 5 3 蛋白 の 発硯 が 認め られ る よう に な り

,
細胞増

殖速度の 低下
,

お よ び シ ス プ ラチ ン の 殺細胞効果 の 増強が 認め

られ た . ま た
,

カ フ ェ イ ン 併用時の p 5 3 蛋白の 発現抑制効果 な

ら びに殺細胞 効果 の 増 強も認 め られ た .

4 . 殺 細胞 効果 の 増 強が 認 め ら れ た S a o s 2 / p 5 3 細 胞株 で は
,

S a o s 2 細胞株 に比 べ
,

シ ス プ ラ チ ン 単独処理 時 ,
お よ び カ フ ェ

イ ン併 用時の い ずれ にお い ても
,

T U N E L 法な ら び に D N A ラ ダ

ー

の 観察 に より ア ポ ト
ー シ ス 誘導の 増強が 認め られ た .

以 上 の 結果か ら
,

正 常型 p 53 蛋白 は
, 細胞周期 の 調節

,
お よ

び シス プ ラ チ ン 処理 時の ア ポ ト ー シス 誘導を含 む多機能な作 用

を有する こ と が確 認さ れ た . さ らに
,

カ フ ェ イ ン 併用時の シス

プラ チ ン に対す る殺細胞効 果の 増 強に は
,

正 常p 5 3 蛋白の 発現

が必要で あ る こ とが 明ら か と な っ た .
こ の こ と か ら

, 卵3 遺伝

子の 異常 の た め
, 化学療 法に抵抗性 を 示す ヒ ト骨肉腫症例 に 対

して
, 野 生 型｣昨3 遺伝子 を用い た 遺伝子治療 と カ フ ェ イ ン併用

化学療法 に より
,

さ ら に抗癌 剤感′受性 が増 強さ れ る 可 能性 が 示

唆さ れ た .
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c h r o m o s o m al eff e ct s of m e th yl x a n th i n e s i n h u m a n t u m o r c e11s

tr e at e d w i th alk yl a 血 g a g e n t s . C a n c e r R e s 4 6 : 2 4 6 3 -2 4 6 7
,
1 98 6
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53) L a u C C
,
P a r d e e A B . M e c h a n i s m b y w h i c h c a ff ei n e

p ot e nti a te s l e th ali b
T O f nitr o g e n m u s ta rd ･ P r o c N a tl A c a d S ci U S A

7 9: 2 94 2
-2 9 4 6

,
1 9 8 2

54) K a s t a n M B
,
O n y e k w e r e O

,
Si d r a n s k y D

,
V o g el s t ei n B

,

C r ai g R W . P a r ti ci p a ti o n of p 5 3 p r o t ei n i n th e c ell u l al
.

r e S p O n S e t O

5 0 3

D N A d a m a g e . C a n c e r R e s 5 1 : 63 04 -6 3 1 1
,
1 9 9 1

5 5) E ff e r th T
,
F a b r y U

,
G l a tt e P

,
O si e k a R . E x p l

･

e S Si o n of

a p o p t o si s
-

r el at e d o n c o p r o te i n s a n d m o d ul ati o n of a p o p to si s b y

C aff ei n e i n h u m a n l e u k e m i c c ell s . J C a n c e r R e s C li n O n c ol 1 21 :

6 4 8 -6 5 6
,
1 9 9 5

C h a n g e s i n t h e C y t ot o x it y of C i s p l ati n a n d S y n e r gi s ti c A n tit u m o r E f ft c t of C a ff bi n e C a u s e d b y tl l e I n t r o d u cti o n of

th e W il d -t y P e P 5 3 G e n es i nt o H u m a n O st e o s a r c o m a C ell L i n es Y o s h ih i k o M o ri
,
D e p a rt m e n t o f O r th o p e a d i c S u rg e r y ,

S c h o o l of M e di ci n e
,
K a n a z a w a U ni v e r sity ,

K a n a z a w a 9 2 0 - 8 6 4 O
-

J . J u z e n M e d S o c .
,
1 0 7 , 4 9 3

- 5 0 3 ( 1 9 9 8)

K e y w o r d s w il d l y p e p 5 3
,
tr a n S f e c ti o n

,
C I S P l a ti n

,
C a ff ti n e , h u m a ll O S t e O S ar C O m a

A b s t r a c t

T h e p 5 3 t u m o r s u p p r e s s o r g e n e p r o d u c t i s a n i m p o r ta n t p a rti c I P a n t i n th e c e ll u l a r r e s p o n s e t o D N A d a m ag e ･ T h i s

re s
p

o n s e r e s u lt s i n e ith e r G I c e11 c y cl e a r r e s t o r c ell d e a th b y a p o p t o si s ･ T h e r e f o r e th e s ta t u s o f p 5 3 c a n b e e x p e c te d to a ff e c t

th e c ell u l a r r e s p o n s e t o D N A - d a m a g l n g C y t O t O X i c a g e n ts ･ T h e p r e s e n t s t u d y w a s p $ rf o r m e d t o i n v e s tl g a t e W h e th e r

i n tr o d u c ti o n o f th e w il d -ty P e P 5 3 g e n e i n to h u m a n o s t e o s a r c o m a c e 11 s c o u ld c h a n g e g r o w th r ate s a n d e nh a n c e th e c y t o ci d al

eff e c t o f ci s p l a ti n a n d th e s y n e rg i sti c a n tit u m o r e ff e c t o f c a ff ei n e . T h r e e h u m a n o s t e o s a r c o m a c e l1 1i n e s
,
O S T ( w ild p 5 3

all el e s ) ,
S a o s 2 ( b o th p 5 3 a11 el e s d e l e t e d ) ,

a n d H O S
, (b o th m u t a n t p 5 3 all el e s ) w e r e u s e d . W il d - ty P e P 5 3 e x p r e s si o n p l a s mi d

W e r e tr a n S f e c t e d i n t o e a c h o f th e o s t e o s a r c o m a c e11 1i n e s b y u s l n g th e lip o fe c ti o n m eth o d . T h e tr a n s ft c t e d c ells
,
S a o s 2 /p 5 3

a n d H O S / p
5 3

,
S h o w e d a r e d u c ti o n i n g r o w th r a t e c o m p a r e d w ith th eir p a r e n t c ell s ･ W S T - 1 a s s a y , pe rfb r m ed t o a s s e s s th e

C y t O Ci d al e ff e c t o f c i s p l a ti n a n d th e s y n e r g l S ti c a n tit u m o r e ff e c t o f c a ff e i n e
,
S h o w e d th a t S a o s 2 / p 5 3 c ell s w e r e t wi c e a s

S e n Siti v e to c I S P l a ti n a l o n e i n I C ,｡ a S th e o rl g l n al S a o s 2 c ell s ･ T h e s y n e rg l Sti c a n tit u m o r e ff e c t o f w a s c aff ei n e al s o e nh a n c e d i n

th e S a o s 2/p 5 3 c e l1 1i n e . T h e o th e r t w o tr a n s fe c te d c ell s r e v e al e d n o s lg nifi c a n t diff er e n c e s 血
■

O m th ei r r e s p e c ti v e p a r e n t c e11 s ･

F u rth e r m o r e
,

u S e O f t e r mi n a l d e o x y n u cl e o tid y l tr a n s f e r a s e
一

In e d i a t e d d U T P - b i o ti n ni c k e n d -l a b eli n g a s s a y t o a n al y z e a p o p to ti c

e v e n t s i n S a o s 2 a n d S a o s 2 /p 5 3 c ell s a ft e r tr e a t m e n t wi th eith e r c I S P l a ti n a l o n e o l
一

wi th c I S Pl ati n a n d c a ff ei n e r e v e al e d th a t
,

C O m P a r e d wi th th e p a r e n t S a o s 2 c ell li n e
,
S a o s 2 /p 5 3 b e c o m e m o r e s e n si ti v e t o b o th c I S P l a ti n a l o n e a n d t o c I S P l a ti n wi th

C affe i n e . O S T /p 5 3 a n d H O S /p 5 3 c e11 1i n e s d i d n o t s h o w a n y s l g n i fi c a n t i n c r e a s e i n s e n siti v lty t O eith e r c I S Pl a ti n al o n e o r t o

C ISP l ati n w i th c a f f ei n e . T h e s e r e s u lt s d e m o n s tr a te th at th e c y t o ci d al e ff e c t o f c i s p l a ti n a n d tl- e Sy n e r g l S ti c a n tit u m o r e ff e c t s o f

C a ff ei n e a r e e n h a n c e d b y i n t r o d u c ti o n o f th e w il d -ty P e J , 5 3 g e n e i n a h L 11 Tl a n O S t e O S a l
■

c O m a C ell li n e w i th d el e t e d p 5 3 all e l e s ,

i n di c a tl n g th e p o s sib ility o f g e n e th e r a p y u s l n g th e p 5 3 g e n e f o r h u m a n o st e o s a l
-

C O m a S W i th a b n o l
-

m al p 5 3 s t at u s ･


