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マ イ トマ イ シ ン C 耐性 ヒ ト非小細胞肺癌細胞株の樹立と

そ の耐性獲得機構の 検討

金沢大学医学部医学科内科学第三講座 (主任 : 松田 保教授)

柴 田 和 彦

} 非小細胞肺癌 に お ける マ イ ト マ イ シ ン C ( m ito m y ci n C , M M C) に対 する 耐性獲得の 機序を明 らか に する た め ,
ヒ ト肺腺

痛由来の 細胞株P C -9 を親株 と して M M C に持続接触 させ る こ と に よ りM M C 耐性株, P C
-9/ M C 2 お よ び P C -9 / M C 4 を樹 立 した ･

感受性試験 の 結果, 耐性株P C - 9/ M C 2 お よ びP C
- 9/ M C 4 は , M M C に対 し て各々 3 ■4 倍 , 5 ･9 倍 の 耐 性度を有 し て い た ･

こ れ ら

の 耐性株は , 新規 イ ン ドロ キ ノ ン系抗腫場物質E O 9 に 対 して は 交差耐性を示 した が , シ ス プ ラ チ
ン
,
ビ ン デ シ ン

,
エ トポ シ

ド
,
カ ル ポ コ ン

,
お よ び 新規M M C 誘導体 の Ⅳ 214 9 に 対 して は 交差耐性を示さ なか っ た ･ ア ドリ ア マ イ シ ン お よび メ ナ ジ オ

ン に対 し て は 交差感受性 を示 した . 細胞内 の 薬剤蓄積量 は , 耐性株 で は 親株の 約60 % に低下 して い た ･ 細 胞質内 の D T ダ イ

ア ホ ラ
ー ゼ ( D T ｣di a p h o r a s e , D T D ) 活性 はP C

-9 の 2 6 1 .5 ±9 2 .7 n m ol/ 分/ m g 蛋白 に対し, P C
- 9/ M C 2 で は13 ･5 ± 3 ･2

,
P C - 9/ M C 4

で は1 .3 ± 0 .6 に低 下 し て い た . N A D H : チ トク ロ
ー ム み5還元酵素活性 は 2 種 の 耐性株 で と も に親株に比 べ 有意 に低下 して い

た , D T D の 選択 的阻害剤であ る ジク マ ロ
ー ル の 付加 に より ,

P C - 9 の I C 別, は約 2 倍 に 上昇 した が, P C -9 / M C 4 で は変 化が なか

っ た
. さ ら に ,

ジ ク マ ロ
ー ル の 付加 は K W -2 1 4 9 に対 する 感受性 には 影響を与えな か っ た が ,

D T D に対す る親和性が高 い E O 9

に対 する感受性 は親株でも耐性株 でも低下 し た . ア ル キ ル 化能を持 つ 代 謝産物 の 生成量 は耐性株 に お い て耐性度の 上 昇と と も

に減少 した . D T D 活性 の 低下 によ る薬剤の 細胞内活性化 の 障害が , 比較 的D T D 活性 の 高い P C
-9 に お い て は 耐性獲得の 機序 と

して 重要である と 結論 され た .

E b y w o rd s m it o m y ci n C , D
′

r di a p h o r a s e , E O 9 , K W
二2 1 4 9

,
n O n - S m all c ell lu n g c a n c e r

マ イ トマ イ シ ン C ( m ito m y ci n C , M M C ) は , 非小細胞肺癌 に

対 して 単剤で有効 である数少ない 抗癌剤 の
一 種 で ある . しか し,

その 耐性獲得機構に関 して の 報告 は少 な い ,
こ れ まで に

,
P- 糖

蛋白の 出現 に よ る薬剤排出の 克進
1)

,
D N A 修復 の 克 進

2)

,
薬剤

解毒機構 の 克進
3)4)
など が報 告さ れ , 最近で は い く つ か の 報告 で

薬剤 の 細胞内で の 活性化の 障害が M M C に対 する 耐性獲得 に重

要である こ とが 示唆 さ れ て い る
2) 5 い 7】

M M C が その 細 胞毒性を発揮す る ため に は , 細 胞内 で還元 を

受け活性化され る 必要が ある
椚)

. そ の 還元反応 と し て ,
キ ノ ン

環の 2 個の 酸素原子 の
一 方 が還元を受け, セ ミ キ ノ ン ラ ジ カ ル

を生成す る 一 電子 還元 の 経路
10)1 1 )
と
, 両方が

一

度 に還元 さ れ 水

酸化 キ ノ ン ラ ジ カ ル を生 じる 二電子還元 の 経路
12 卜 15)
が ある と さ

れ て い る . 無あ る い は低酸素の 条件下 で は
一 電子還元が活性化

経路 と して極 めて 重要 と され て い る が
1( 岬 )

, 好気的条件下 で は ,

セ ミ キ ノ ン ラ ジ カ ル が 酸化を受けて不括化 され る ため に, 相対

的に 二電子還元 に よ る 活性化 の 比重が高ま る こ とが 報告 さ れ て

い る
1 6)

.

一 電子還元を楳介す る酵素と して は , キ サ ン ナ ン 酸化

酵素や M P H :チ トク ロ
ー

ム P -4 5 0 還元酵素が知ら れ
l …

,
二 電

子 還元酵 素と し て は , 以 前 よ り D T 一 ダ イ ア ホ ラ
ー ゼ ( D T -

di a p h o r a s e , D T D) と 呼ば れ て い た N A D (P) H : キ ノ ン酸 化還元酵

素
1 7)1 8)
や
,
N A D H :チ ト ク ロ

ー ム b ｡ 還元酵素
l リ)

,
キ サ ン ナ ン 脱水

素酵素
l:-)
が 知 られ て い る .

肺癌細胞を伺い た 研究 で は, D T D の 活性 と M M C 感受性が 相関

す る と報告 さ れ て い る が
20)

, 耐性株 を用い て M M C 耐 性 にお け

る D T D の 意義 を検討 し た報告は 見当た ら な い . 著者 は
,
非小

細胞肺癌細胞株を用 い て M M C 耐性株を樹立 し, そ の 耐性機鳳

とく に D T D と の 関連 に つ き椅討を加 え た .

材料 お よ び方法

Ⅰ . 試薬

R P M I1 6 4 0 培 地お よ びリ ン 酸緩衝生 理 食塩水 (C alc iu m -fr e e a n d

m e g n e si u m
一 打e e D u lb e c c o

,

s p h o s p h ate
- b uff e r e d s ali n e , P B S) ( P H 7 ･

4)

は
,
ニ ッ ス イ 典品工 業( 東京) よ り購入 した . ウ シ胎児 血清 は三

光純薬工 業 ( 束京) よ り購入 し た . M M C
,
ア ドリ ア マ イ シ ン

( a d ri a m y c i n) , 7
- N -[2 -[【2 -( γ -I / グ ル タ ミ ル ア ミ ノ) エ チ ル] - i; チ

オ] - エ チ ル】- マ イ トマ イ シ ン C (7 - N -[2
d[[2 -( γ L gl u t a m yl am i n o)

-

平 成9 年2 月 7 日受付,
平成 9 年4 月1 4 日受理

A bb r e vi ati o n s : D I C , dic u m ar 01; D T D , D T
㌧di a p h o r a s e; E O 9 , 3

-h y d r o x y m e th yl
-5 - a Ziridi n y l

- 1 - m e th y l
- 2 -( H -in d ol e -4 ,7 -

i n di o n e) - p r O p e n Ol; G S H , gl u t a t h i o n e ; G S T , gl u t a t h i o n e
- S - t r a n Sf e r a s e ; M M C , m it o T n y Ci n C ; M T r , 3

-【4 ,5
-

di m e th yl th i a z ol
-2 - yl]

-2
,
5 -dip h e n ylt e t r a z oliu m b r o m id e ; N S C L C , n O n

- S m all c ell lu n g c an C e r; P B S ･ C al ci u m
- & e e a n d

m e g n e siu m せ e e D u lb e c c o
,

s p h o s p h at e
⊥血ffe r e d s ali n e; m S , T h s

-b u 鮎r e d s al in e wi th T w e e n 2 0

t
t
l

i
.

一
■

l
I
1
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M M C 耐性非小冊胞肺癌株の耐性機構

e th ylトdithi o]
-

eth yl]
- M M C

,
K W - 2 1 4 9) お よ び 3 一水酸化 メ チ ル ー 5 -

ア ジリ デ イ ニ ル
ー 1 - メ チ ル ー2 -(H 一 イ ン ド

ー ル ー4
,
7 - イ ン デ ィ オ ン) - プ

ロ ペ ノ ー ル (3 -h y d r o x y m eth yl -5 - a Zi ri di n yl p l - m e th yl -2 -( H -i n d ol e -

4
,
7 -i n di o n e) -p r O p e n Ol , E O 9) は協和発酵工 業 帰京) よ り供与を

受けた .

3

H - M M C は
,
A r ai ら に よ っ て 報 告 さ れ た 方法

1)
に よ

り Am ar Sh a m I n t e r n a ti o n al (B u c ki n gh a m sh i r e , E n gl an d) で合成

さ れ た も の を協和発酵 工業 より供与 さ れ た . シ ス プ ラ チ ン

(ci s pl a ti n) お よ び
エ トポ シ ド (e t o p o sid e) は 日本化薬 (東京) よ

り
,
カ ル ポ コ ン (c a r b o q u o n e) お よ び ニ ム ス ナ ン ( ni m u s ti n) は

三 共 (東京) より ,
ビ ン デ シ ン ( vi n d e si n e) は Lill y R e s e a r c h

I . ab o r a to ri e s (I n di an a p Oli s , U S A) より, そ れ ぞ れ供与を受けた .

メ ナ ジ オ ン (2 - m e th yl -1 ,4 - n a ph th o q ui n o n e , m e n a di o n e) , ジク マ

ロ ー ル (d i c u m a r ol , D I C) , ツ イ
ー ン 2 0

,
シ ア ン 化 カ リ ウ ム

,
ジ

メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ドは 和光純薬工業 (大 阪) よ り購 入 した .

他の 試薬 は特記 しない か ぎりSi g m a C h e m i c al (S t . I . o u i s , U S A)

より購入 した .

Ⅰ . 細 胞株

ヒ ト非小細胞肺癌株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 もの を倶与され た . 培 養は

10 % の 非 働化 し た ウ シ 胎児血清, 1 0 0 ll g / m l の ス ト レ プ ト マ イ

シ ン
,
1 0 0 単位/ m l の ペ ニ シリ ン を加えた R P M I 1 6 4 0 培 地 (以

下, 培養液 と略す) を 用い ,
3 7 ℃

, 湿潤, 5 % C O 2/9 5 % 空気の

条件下で行な っ た . P C -9 の M M C 耐性株 は
,
以 下 に示す方法で

分離 , 樹立 した . すな わち
,
M M C を 0 .0 1 pg / m l 加 えた培養液

中で P C -9 を培養 し , 継代 し た . P C - 9 と 同様 な状態 で継代可能

と な っ た後
,
培養液中の M M C 濃度を 0 .0 2 p g/ m l に 上 げ, 薬剤

暴露開始か ら約4 か月 後 に, こ の 濃度で 継代 打能 とな､ つ た細胞

を得 た .
こ の 細胞を96 穴 の マ イ ク ロ プ レ

ー

ト に蒔 き
,
薬剤を

含まな い 培養液で培養 し, 増殖の 良好な細胞を選別 した .
こ の

耐性株をP C - 9/ M C 2 と し た . 同様 に し て ,
P C -9 / M C 2 か ら0 .0 4

p g/ m l の M M C を 含む培養液 で継代可能 と な っ た 細胞 を得 て ,

P C -9 / M C 4 と した . また
, 同 じ親株を用い て 国立 が ん セ ン タ

ー

研究 所薬効試験部 に お い て 樹 立 さ れ た P C - 9 / C D D P
ココ)
は
, 同部

長の 西条長宏先生の 御厚意 に より分与 さ れ た もの を使用 した .

各々 の 耐性株は , そ れ ぞ れが 選択分離 され た濃度 の M M C を含

む培養液 で 1 年間培養 し, 実験に 用い る にあ た っ て は ,
少 なく

と も4 週以 上 M M C を含ま な い 培養液中で培重 した .

Ⅱ
. 増殖 曲線 と倍加時間

ト
1
) プ シ ン ー E D T A 溶 液で処理 し, 3 ,0 0 0 細 胞/ m l の 濃度に 調

整 し た単細胞浮遊液を, 底 面積 25 c m
2 の プ ラ ス チ ッ ク培 養フ

ラス コ に 10 m l ず つ 分注 し, 1 2 日 間ま で 培地の 交換 を行なわず

に培養 し た . 培 養開始3 日後 か ら 8 日 後まで の 毎亡] と10 日 後,

1 2 日 後に トリ プ シ ン ー E D T A 処理 に 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 . 各細胞 1 日 に つ き3 フ ラ ス コ ず つ の 生 細胞数

を算定 し
,
そ の平均値 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 ら倍加時間を求め た.

Ⅳ . 薬剤感受性試験

P C - 9 お よ びそ の M M C 耐性株 P C -9 / M C 2 , P C - 9/ M C 4 の 各種

薬剤 に対する感受性 は , M o s m a n n ら の 報告
23)
に 若干の 変更 を

加えた以下 の 方法 に より検討 した . 対数増殖期 にある細胞をト

リ プ シ ン ー E D T A 処 理 して 回収 し培養液に浮遊 して 2 × 10
4

/ m l

に調製 し
,
こ の 細胞浮遊液を9 6 穴平底 プ レ

ー

ト に各穴 100 p l

ずつ 蒔き, 2 時 間静置培養 した. そ の 後
,
最終濃度の 2 倍 の 膿

303

度 に希釈 した 薬剤溶液を各穴 に100 pl ずつ 加え, 9 6 時間培養 し

た . 培養後P B S に 溶解 し 5 p g/ m l と した 3
N[4 ,5 - ジ メ チ ル チ ア ゾ

ー

ル ー 2 - ylト2 ふ ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド (3 -【4 , 5 -

di m e th ylthi a z ol
-2十ylト2 ,5 -di p h e n ylt e t r a z oliu m b r o m i d e , M T T) 溶

液 を各穴 に20 い1 ず つ 加え て 4 時間培養 し, 9 6 穴平底プ レ
ー ト

を毎分200 0 回転で10 分 間遠心した後, 上浦 を注意深く吸引 し,

ジメ チ ル ス ル フ ォ キ シ ドを各穴200 pl ず つ 加え て プ レ
ー ト撮遽

器 で 5 分 間振渡 し た . 各穴の 吸光度を自動吸光度計 E A R 3 4 0

A T (S I∬ , V i e n n a , A u s tri a) を用い て 測定波長560 n m , 対照波長

660 n m で 測定 した . 薬剤を含ま な い 培養液の み を加え た 6 穴

の 吸光度 の 平均値を コ ン トロ
ー

ル と し
,
そ れぞれ の 薬剤を加え

た 6 穴の 吸光度 の 平均値をコ ン ト ロ
ー ル に対す るパ

ー セ ン テ
ー

ジ で 表し, 生存率 ( % ) と した . 1 回の 実験 は 同時に 3 個 の フ

ラ ス コ か ら 回収 した細胞を別々 の プレ
ー

トに 蒔き
,
3 プ レ ー ト

の 生存率の 平均値をも っ て そ の 実験 にお け る 生 存率 の 値 と し

た . 薬剤感受性 の 指標と して の 50 % 増殖抑制濃度 q C 5J は , 薬

剤濃度 の 対数変換値と生存率 の Hi11 変換値 (l o g 【生存率/ (1 0 0

一 生存率)】) の 回帰直線の Ⅹ切片と して 求め た . 感受性試験 は,

異 なる 日 に最低 3 回行ない ,
そ れ ぞ れ の 試験 ご と に求 め た IC 5(,

億 の 算術平均 を各薬剤のIC 5(, と し , 各細胞株間で比較検討 した .

薬剤耐性度 の 指標 と して , 相対耐性度 (r el a ti v e r e si st a n c e , R R)

を
, 耐性株 のIC 5(, を親株 の1C 5｡ で 除 した値 と して 求め た .

Ⅴ . 細胞 内 M M C 蓄積量の検討

対数増殖期 にある細胞 を トリ プ シ ン ー E D T A で 処理 して1び個 の

細 胞を5 m l の 培養液 に 浮遊 させ た .

3
H p M M C (比放射活性 4 4

C i/ m m o l) を非放射性 の M M C で 希釈 し, 最終濃度10 p M と な

る ように 細胞浮遊 動 こ加え た. 3 0 分か ら 120 分 , 3 7 ℃ の 恒温漕

内で振逸 しな が ら 培養 した 後, 毎分2 ,0 0 0 回転で 5 分間遠心 し

て 上 宿 を捨 て , 沈遮 に氷冷 した P B S を 加えて 2 回洗浄 して ,

測定用 の 細胞沈撞 を得た . こ れ に 1 規定 の 水酸化ナ トリ ウ ム 溶

液 0 .5 m l を加えて 混和 し室温 に
一 晩放置 して細胞を破壊 し, 同

量 の 1 規定 の 塩酸 を加え て中和 した . そ の 後 A m e r s h a m の

A C SII シ ン ナ レ
ー

ダ
ー

を 10 m l 加えて 放射活性を液体 シ ン チ レ

ー

シ ョ ン カ ウ ン タ
ー I

JS C L7 0 0 (A l o k a , A rli n g t o n H ei g h t s , U S A)

を月] い て 測定 し た .

Ⅵ . 細胞 内還元酵素活性 の測定

M M C を還元 括惟化す る酵素 と し て ,
D T D

,
N A D P H : チ ト

ク ロ ー ム P -4 5 0 還 元酵素, N A D H : チ トク ロ
ー ム b 5 還元酵 素の

活性 を測定 した . 対数増殖期にある 5 × 10
f～

個 の 細胞 を, 水冷

し たP B S で 2 桓=先浄し, 適当な緩衝液 を 500 直 加えて 超音波破

砕装置S o n i丘e r 2 5 0 ( B r a n s o n , D a n b u ry , U S A) をIT] い て細胞を破

壊 し, 4 ℃ , 毎分1 4 0 0 0 回転 で15 分間冷却遠心 し て得 た上 清を

測定検体と した . D T D 活性は , E rn St e r ら の 方法
I7)
に変更を 加

え た B e n s o n ら の 方法刈 に よ っ て 測 定 し た . 破 彿汲 と し て 25

m M トリ ス 塩酸棲衝液(p H 7 .4) を用 い , 0 .0 7 % ウ シ血 清 ア ル ブ

ミ ン
,
0 .0 1 % ツ イ

ー ン 20
,
0 .2 m M N A D P H

,
5 tl M フ ラ ビ ン ア

デ ニ ン ジ ヌ ク レ オチ ド を加え た緩衝液I和ニ , 1 0 な い し1 0 0 lll

の 検体を加え, 最後 に吸光度計内で 2 ,6 - ジ ク ロ ロ フ ェ ノ
ー ル イ

ン ドフ ェ ノ ー ル を最終濃度4 0 p M と な る よう に 加えて6 00 n m

で の 吸光度の 減衰速度を求め た .
こ の 反応を20 u M の D I C の 存

奄 下 と非存在下 で 行ない , そ の 差を求め , 酵素活性を算出 した ･

N A D P H : チ トク ロ ー ム P - 4 5 0 還元酵素活性 は, P hili p s ら の 方

法
2 5)
に より測定 した. 援衝液と して 0 .3 3 M の リ ン酸 カ リ ウ ム

綾衝液 b H 7 .6) を用 い , 1 m M シ ア ン 化カ リ ウ ム , 0 ･0 1 % ウ シ



3 0 4

血 清 ア ル ブ ミ ン , 5 0 tl M チ トク ロ
ー

ム C
,
4 2 p M N A D P H を加

え た反応液中 に, 検体 100 m l を加え, チ トク ロ
ー

ム c の 吸光度

の 減衰を 550 n m で 測定 し た . N A D H : チ トク ロ ー

ム b 5 還 元酵

素 の 活性 は Y u b i s ui ら の 方法
朋
で測 定 した . 1 0 m M の リ ン 酸 カ

1) ウ ム 横衝液 b H 6 .6) を用い ,
0 .1 m M N A D H

,
0 .5 m M シ ア ン

化鉄(ⅠⅠ) カリ ウム を加えた反応液中に , 5 0 pl の 検体 を添加 し ,

4 2 0 n m で の 吸光度 の 低 下 速度 か ら 活性 を算出 し た . 検 体 の 蛋

白濃度 を ビ シ ン オ ニ ン 酸 蛋白測定キ ッ ト (bi ci n c h o n i n i c a ci d

p r o t ei n a s s a y kit , Pi e r c e C h e m i c al , R o c k b rd , U S A) を用 い て 求

め
, 酵素晴性 は い ずれ も単位蛋白量当り に換算 した .

Ⅶ . 細胞内グル タ チ オ ン(glut a thi o n e , G S H) 含量お よびグル

タ チ オi / - S - ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ (g l u t a th i o n e - S -

tr a n sf e r a s e
,
G S T) 活性の測定

細胞内 G S H 含量 は G ri fB th らの 方法
27)

に準 じ て測定 し た . 細

胞 の ペ レ ッ ト に リ ン酸 E D T A 溶液 (12 5 m M K 軋P O J K 2H P O ｡ ,

p H 7 .5 , 6 .3 m M E D T A) を30 0 pl 加え て 超音波破砕 し た. こ れ

に5 - ス ル フ ォ サ リ チ ル 酸12 % 溶液を加え, 櫓拝 し た後, 室温 で

3 時 間放置し
,
4 ℃

, 毎 分14 ,0 0 0 回転 で 15 分 間冷却遠心 し て

上 帝を採取 し た . 吸 光 度測定用 の キ ュ ベ ッ ト に 0 .3 m M

N A D P H 溶液700 pl , 6 m M 5 ,5
'

- ジチ オー ビ ス ー 2 ニ ト ロ ベ ン ゼ ン

酸溶液100 pl , 上 清100 11l , 5 00 m M リ ン酸 カ リ ウ ム 横衝液 b H

7 .5) 1 0 0 lll を加 え, さら に 2 時 間室温 で放置した . この 反応液

に グ ル タチ オ ン 還元酵素0 .5 単位を加え
,
4 1 2 n m の 吸光度を測

定 した . 上帝 の代 わ り に 種 々 の 濃 度 の G S 即容液を加える こ と

に よ っ て 標準曲線を求 め , こ の 曲線 を 用い て 細胞内の G S H 含

量を定量 した . 細 胞内 G S T 活性 は , H ab i g らの 方法
2 別

に より 測

定した. 細胞の ペ レ ッ ト に リ ン酸 カリ ウ ム 薇衝液 b H 6 .5) を加

え て 超音波破砕し, 4 ℃ , 毎分1 4 ,0 0 0 回転 で1 5 分 間冷却遠心

し て上 清を採取 した . こ れ に
,
1 m M G S H

,
1 m M l - ク ロ ロ ー2

,
4 -

ジ ニ トロ ベ ン ゼ ン を加え, 時間当りの 340 n m で の 吸光度変化

を測定 した . G S H 含量, G S T 活性 は い ず れ も単位蛋白量当り

に換算した.

Ⅷ . D T D 蛋白量 の検討

細胞内の D T D 蛋白の 量を
,
マ ウ ス 抗 ヒ ト D T D モ ノ ク ロ ー

ナ

ル 抗体 K M l O 1 5 を 一 次抗体 と して ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ

ダイ ゼ ー シ ョ ン 法で 検討 した . E M l O 1 5 は
, 東 京大学分子細胞

生物学研究所 の 鶴尾隆博士 と協和発酵工業が共同で作成 した も

の を好意に より僕与さ れ た . 細胞 を超音波破砕 し
,
そ の 上 清を

蛋白濃度0 .0 3 か ら3 m g/ m l となる よ うに P B S で 調製 した .
こ れ

に等量の トリ ス ーS D S - セ プラ ゾ ル (第
一

化学薬品, 東京) を 加え

て95 ℃で5 分 間加熱 して 蛋白を変性 させ , そ の 20 m l を10 % /

2 0 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル (第
一

化学薬品) の ウ ェ ル に 注入

して
,
6 0 m A の 定電流で 電気泳動を行 な っ た . 泳動終了後 ,

ゲ

ル 上 の 蛋白質 を 66 m A
,
1 時間半の ブ ロ ツ テ ィ ン グ に より ,

ポ

リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ リ ド素材の 転写膜 ( ミリ ポ ア , 東京) に

転写 した . 転写済 の 膜を 0 .1 % 匝/可 ツ イ
ー ン 2 0 を加 えた 100

m M ト
l
) ス 棲衝生理食塩水C rti s -b u 鮎 r e d s al in e wi th T w e e n 2 0 ,

m S) 中 に移 し, 3 0 分間 2 回洗浄 した .

一 次抗体 K M l O 1 5 を

5 p g/ m l の 濃度 に m S で希釈 し, この 溶液内に転写膜を移 し,

3 0 分間反応 さ せ た .
1 5 分間, 3 回 T T B S で 洗浄 した後

,
ビオ

チ ン 化二 次抗体液中で 3 ･0 分間反応 さ せ
,
再 び 3 回 の 洗浄を繰

り返 し, ア ピジ ン D H と複合体を形成 した ピ オナ ン 化 ペ ル オ キ

シ ダ
ー

ゼ E の 溶液中で 3 0 分 間反応させ た . 3 回 の 洗浄 の 後 ,

づル オ キ シ ダ
ー

ゼ 基質として 0 .0 2 % 過酸化水素水 と0 .1 % 3 ,3 一

ジア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン ニ ッ ケ ル を含 む溶液中で 10 分 間反応さ せ
,

精製水で 洗浄す る こ と に よ り反応を停止 させ た . 二 次抗体以降

の 反応は , ベ ク タ ス テ イ ン エ リ ー

ト A B C キ ッ ト
,
お よ び ペ ル

オ キ シ ダ
ー ゼ 基質 キ ッ ト ( と もに V e ct o r , B u rli n g a m e , U S A) を

用 い た .

Ⅸ . D I C に よ る薬 剤感受性 の変化 の検討

D T D に対 し比較的特異性 の 高い 阻害作用を示す DI C が
,
P C .

9 お よ び耐 性株 の 薬剤感受性 に与え る影響を M T r を用 い た 方

準で検討 した . 薬剤接触時間は 1 時間と した . まず, 9 6 穴の Ⅴ

底 プ ラ ス チ ッ ク マ イ ク ロ プ レ
ー

ト (C o s ta r , C a m b rid g e , U S A )

に 50 pl の D I C 溶液ま た は培養液を分注 した . D I C は0 .5 N の 水

酸 化ナ トリ ウム 水溶液 に溶解 した 後, 前実験 で細胞増殖抑制が

10 % 未満 に留ま る席大濃度 であ っ た50 0 p M まで 培養液で希釈

した . 水酸 化ナ トリ ウム の 最終磯度は0 .0 1 N と な る よう に調製

し
,
コ ン ト ロ

ー ル の 穴 に も こ の 濃度 の 水酸化 ナ トリ ウム を添加

した . 各穴 に最終濃度 の 4 倍濃度 に調製 した 薬剤溶液を50 m l

加え, さ ら に単細胞浮遊液を100 pl 加え, ピ ペ ッ テ ィ ン グ によ

っ て 十分 に混和 し た. 1 時間培養 し た後, 遠心 して
,
上 清を吸

引除去 し, 薬剤を含まな い 培養液で 1 回洗浄 した . 遠心
,
上浦

除去後各穴 に200 pl の 培 養液を加え, ピ ペ ッ テ ィ ン グ によ り浮

遊液と し た . こ の 浮遊液を平底 の マ イ ク ロ プ レ ー ト に移 し
,
9 6

時間培養 した . そ れ 以 降 の 処理 は , 前 述の 方法 に した が っ た .

X . ア ル キ ル化 代謝産物の生成量 の検討

M M C の ア ル キ ル 化代謝産物 の 生 成量を K e n n e d y ら の 方法
29)

に若干の 変更を加え て測定 し た. 約10
7

個 の 細 胞を, 1 0 m M の

リ ン 酸カ リ ウム 緩衝液 b H 6 .6) 内で 超音波破砕 し, そ の 上 清に

1 m M N A D P H
,
1 m M N A D H

,
0 .1 % 4 一 炒ニ ト ロ ベ ン ジ ル) ビ

リ ジ ン
,
6 0 0 ll M M M C を加え ,

3 7 ℃ で 1 時間培養 した . 培養

後, 氷上 に移 して 2 m l の 水冷 した ア セ ト ン を加え る こ と に よ っ

て 反応を停止 させ , 1 規定 の 水酸化ナ トリ ウ ム 1 m l を加 えて 発

色さ せ た . M M C と む 抄ニ トロ ベ ン ジ ル) ビリ ジ ン の 重合体を

酢酸 エ チ ル4 m l で抽 出 し, 1 0 0 0 × g で 2 分間遠心 し て酢酸 エ チ

ル 相の 吸光度を54 0 n m で測定 した .

XI . 統計学的処理

実験結果 は 貢 ± S D で 表現 した . 統計 学的有意差 は, 対応の な

い ト検定を用 い , p < 0 .0 5 を有意差あ り と判断 し た .

成 績

Ⅰ . 細胞倍加時間

培養開始後
,
P C -9 お よ び P C -9 / M C 2 は 4 日 後 に , P C -9 / M C 4

は5 日後 に対数増殖期 に入 っ た (図1 ) . 細胞倍加時間は , P C -9

が 2 0 時間, P C - 9/ M C 2 が 24 時 間, P C -9 / M C 4 が 23 時間と , 耐

性株で 増殖速度の 遅延 が認め ら れ た .

Ⅰ . 薬剤 感受性( 表1 )

M M C の P C - 9 に対 するIC 5｡ は0 .1 9 ± 0 .0 4 tl M で あ っ た の に対

し
,
P C - 9 / M C 2 お よ び P C - 9 / M C 4 に 対 す るI C 5 ｡ は そ れ ぞ れ

0 .6 4 ± 0 .1 8
,
1 .1 ± 0 .6 tl M で あり, 相対耐性度 は各 々 3 ,4 倍 , 5 .9

倍で あ っ た (図2 A) . こ の 耐 性度 は , 薬剤 を 含まない 培地で少

なく とも4 か月 間培養 して も不変 であっ た . 新 た に 合成 され た

M M C の 誘導体 K W -2 1 4 9 に 対 し て は P C - 9 / M C 2 お よ び P C -

9ノM C 4 の 相対耐性度 はそれぞれ 1 .2 倍
,
1 .3 倍で あり, 有意な交

差耐性を示さな か っ た (図2 B) .

一 方
,
新規 の イ ン ド ロ キノ ン

系化合物 E O 9 に対 して は
,
相対耐性度 は各々 4 .9 倍

,
4 .4 倍 と ほ

ぼ 完全な交差耐性を示 した (図2 C) . 他 の 化合物 に関 して は ,



M M C 耐性非小細胞肺癌株の 耐性機構

ア ドリ ア マ イ シ ン の IC 5( ,が P C
- 9 で 0 .4 0 tl M , P C

- 9/ M C 2 で 0 .2 6

p M ,
P C -9 / M C 4 で 0 ･1 0 p M と , 耐性 株で 有意 に感受性 の 克進が

認め ら れ た . 同様の 交差感受性 は
,
メ ナ ジ オ ン に つ い て も認め

られ た . ま た
,
A C N U に対 し てもP C -9 / M C 4 に お い て の み 有意

な感受性克進が認め られ た . 実験を行 っ た他 の 化合物 で は 親株

と耐性株と の 間に 明ら か な感受性 の 変化 は認め ら れ なか っ た .

刀【. 細胞内 M M C 蓄積量( 図3)

細胞内 の M M C 量 は , 6 0 分後 には 耐性株 で親株の 約60% に低

下して い た が ,
P C - 9/ M C 2 と P C -9 / M C 4 の 間に は 差は 認め なか

っ た .
ま た

, 薬剤 の 排泄速度 に は 親株と耐性株の 間 に明 らか な

差異を認めなか っ た .

Ⅳ . 細胞内還元酵素活性(表 2)

2 ,6 - ジ ク ロ ロ フ ェ ノ
ー ル イ ン ド フ ェ ノ

ー ル を基 質と して 測定

0 3 6 9 1 2

I n c u b atj o n ti m e ( d a y s)

Fi g l . G r o w th c u r v e o f P C
-9 c el1 1i n e s . T h e a v e r a g e c ell

c o u n ts of th r e e fl a s k s a t e a c h d a y w e r e pl o tte d . 0 , P C -9; △ ,

P C -9/ M C 2; 口 , P C - 9/ M C 4 .

3 0 5

し た細胞内D T D 活性 は
,
P C -9 の 2 6 1 .5 士9 2 .7 n m ol/ 分/ m g 蛋白

に対 し, P C -9/ M C 2 で は13 .5 ± 3 .2 , P C -9/ M C 4 で は1 .3 ± 0 .6 と ,

そ れ ぞ れ 親株 の 約5 ‰ 0 .5 % に 低 下 し て い た . こ れ に対 し ,

N A D I土チ トタ ロ
岬 ム み5還元酵素晴性 は い ずれ の 耐性株でも親株

の 約3 分 の 1 に低~F して い たが , 耐性 株間で は差を認め な か っ

た . N A D P H : チ トク ロ
ー

ム P -4 5 0 遼元 酵素活性 は , い ずれ の 細

胞株でも検出感度以 下 で あ っ た .

V . 細胞内G S H 含量お よび G S T 活性(表 3 )

細胞内 G SIi 含量は 各細胞株 の 間で有意な差を認めなか っ た .

G S T 活性 は
,
P C - 9/ M C 4 で の み 親株 に比 べ 有意な低下 が 認め ら

れ た .

Ⅵ . D T D 蛋白量

細胞内D T D 活性の 低下 が D T D の 量的変化 に よ るも の か , 変

異蛋白 に よ る質的変化の た め か を明ら か に する た め , 細胞内の

D T D 蛋白 量を ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法を用い て 検討 した . 電気

泳動 ゲ ル の各レ
ー ン に各細胞株の 超音波破砕物を蛋白量 と し て

1 .5 早g 加えた と こ ろ , 図4 に示す よう に親株P C
-9 の レ

ー ン で の

み 約33 k D a の 位置 に抗 D T D 抗体 と反応す る バ ン ドを確認 でき

た . 試料 の 蛋白量を0 .3 p g まで 減少させ て も こ の バ ン ドを確認

す る こ と が で き た.

一 方
,
耐性株で は

,
P C - 9/ M C 2 で は 5 p g ,

P C - 9/ M C 4 で は30 p g の 蛋白量が同部位 に バ ン ドを確認する た

め に必要であ っ た .

Ⅶ . D I C に よ る薬剤感受性 の変化(図 5 , 表4 )

薬剤暴露時間を 1 時間と した場合, P C - 9 お よ び P C - 9/ M C 4

に 対する M M C の I C 5(, 値 は , 各々 12 p M ,
6 8 tl M で あり ,

P C -

9 / M C 4 の 相対耐性度 は5 .7 倍で あ っ た . 5 0 0 p M の D I C の 存在

下 で は P C
-9 の M M C 感受性は , I C 5(, 倍が 2 .0 倍 に 上 昇 し

,
感受

性 の 低下 を認め た が ,
P C - 9/ M C 4 で は ほ と ん ど不変であ っ た .

一 方
,
K W -2 1 4 9 に対 し て は

,
D I C 添加 に よ り, P C - 9 で は 感受

性 に変化を認 め な か っ た が , P C -9 / M C 4 で は2 .0 倍の 感受性克

進を認め た . E O 9 に対す る感受性 は , D I C の 添加に より著明 に

低 卜し
,
I C 5｡ 値 はP C -9 で3 3 倍 , P C -9/ M C 4 で は1 .8 倍 に増加 し

た . そ の 結果, D I C 添加時 に は E O 9 の 容 量反応曲線 は, P C - 9

T a bl e l . S e n siti vitie s t o v a ri o u s a nti c a n c e r ag e n t s o f P C
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b)
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s o ni c a t e s f r o m P C - 9 (1 a n e l) ,
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9 / M C 4 q an e 3) c ell s . An a m o u n t of l .5 ll g Of c yt o s oli c p r o t ei n

W a S l o a d e d o n t o e a c h l a n e .
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T ab le 2 . A c ti vitie s o 用 a v o e n z y m e s o f P C
- 9 c e ll li n e s

C ell lin e s R e la tiv e r e s ist a n c e
(誓慧霊芸芸忘芯
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Fi g 6 . F o r m a ti o n o f al k yl a
ti n g m e t a b oli t e s b y t h e

c ell

s o n i c a t e s o f P C p 9 c ell li n e s . T h e a m o u n t s o f al k yl a ti n g

m e t ab olit e s afte r l h r i n c u b ati o n w e r e 3 1 .5 ± 7 .9 , 4 .5 ± 0 .6
,
2 ･3

± 0 .6 an d ab s o rb an C e a t 5 4 0 n m / h r / m g p r o t ei n i n P C -9
,
P C -

9/ M C 2 , P C - 9/ M C 4 a n d P C -9 / C D D P , r e S P e C ti v el y ･ C ol u m n s

an d b a r s i n d i c at e 豆
■
±S D o f f o u r d et e r m i n ati o n s .

★

; P < 0 .0 0 0 1 i n

c o m p a ri s o n w ith P C
- 9 ･

* *

; P < 0 ･0 5 i n c o m p a ri s o n wi th P C
-

9/ M C 2 .

と P C -9 / M C 4 で ほ ほ 同
一

と な っ た .

Ⅷ . ア ル キ ル 化代謝産物の生成量( 図6 )

ア ル キ ル 化代謝産物 の 生成量 は , 耐性株で はP C
-9 / M C 2 で 親

株の 14 % , P C -9 / M C 4 で 7 .3 % と , 親株 に比 べ 有意 に減少 して

い た . ま た
, 高度耐性 で ある P C -9 / M C 4 で は , 耐 性度 の 低い

P C -9 / M C 2 に比 べ 有意 に生成量 が減少 して お り, M M C に 対す

るIC 5｡ と代謝 産物の 生成量 との 間 に は逆相関が認め ら れ た ･ ま

た
,
シ ス プ ラ チ ン 耐性株P C -9 / C D D P で は代 謝産物生成量 は親

株 の 110 % で あり, 低 下は認 め ら れ なか っ た .

考 察

今回著者 は, 非小細胞肺癌 の M M C に対す る耐性獲得機構 を

検討す る 目 的で , 非小袖胞肺癌細胞株 を M M C に持 続接触 さ せ

る こ と に よ っ て そ の 耐性株を樹立 した . こ れ まで
,
ヒ ト肺 癌細

胞か ら樹立 さ れた M M C 耐性株 は わ れ われ が 調 べ え た 限り報告

され て い な い . 得 られ た耐性株 は, 臨床 的に認 め ら れ る 耐性度

と ほ ぼ 同等 と考え られ る数倍 の 耐性を獲得 して い た . 他剤 に対

す る感受性 の 検討で は , 今 回使用 した既存の 抗痛割 に対 し て は

全く交叉耐性を認め なか っ た .

一

方 , 新 規の イ ン ド ロ キ ノ ン 系

抗癌剤で あり ,
M M C と 共通 した 生 体内活性化機構 を有す る

E O 9
30)
に対 して は , M M C と 同等 以 上 の 耐性を示 した . さ ら に

M M C の キ ノ ン 環の 7 N 位 に 長い 側鎖 を有 し活性化機構が M M C

と は異 なる と さ れ て い る Ⅳ 214 9
31】

に対 して は , 交叉耐性を認

め な か っ た . 以上の こ と か ら
,
著者が 樹立 した M M C 耐 性株 の

耐性獲得機構と して , M M C に特異的な 生 体内で の 還元 に よ る

ぜ副生化機構の変化 が重要である可能性 が示唆 さ れ た .

M M C の 生体内活性化機構は, 有 酸素下 と無酸素下とで は 異

な る と さ れ て い る が ,
有酸 素下 で は

一

部 の 報告
3 2) 3 3 ) を 除 い て

D T D に よ る 二 電子還元経路が 重要で あ る と さ れ て い る
34) Ⅷ )

そ こ で , 親株と耐性株と で D T D の 細胞 内活性を測定 し比較検

討 した と こ ろ ,
耐性株 にお い て は耐性度 に相関 し て D T D 活性

の低下を認め た. D T D 以外の 活性化還元酵素 と して ,
N A D P H :

チ トク ロ ー

ム P -4 5 0 還元 酵乳 およびN A D fI :チ ト ク ロ
ー ム わ5還

元酵素の細胞内晴性 を測定 した と こ ろ , 前者 は い ずれ の 細胞株

でも測定感度以 下 で あ り, 後者 は親株 と耐性件 の 間で は 有意差

を認 め たも の の ,
2 つ の 耐性株 の 間で は差を認 め なか っ た . こ

れ らの 結果 か ら, 細胞 内D T D 活性 の 低下 が M M C に対 す る 耐

性獲得の 確序 と して 関与 し て い る もの と 考え られ た .
こ の 細胞

内 D T D 活性 の 低 下は , ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 に よ る 検討結果

か ら
,
D T D 蛋白 の 量的減少 に よ る こ と が確認 さ れ た ･

ま た
,
ア ル キ ル 化代謝産物 の 生成量 は D T D 活性 と 相関し て

耐性株 で減少 して お り, I C 5(一倍 と は 明瞭な逆相関 を示し た . 同

じ 親株の P C -9 か ら樹立 さ れ た シ ス プ ラ チ ン 耐性株で ある P C -

9/ C D D P で は , こ の 活性代謝産物 生成量 の 減少は み られ ず ,
こ

の 現象ほ ア ル キ ル 化剤耐性 に共通 で は な く, マ イ ト
マ イ シ ン 耐

性株 に特異的である こ と が 示唆 され た .

さ ら に ,
D I C に よ る D T D の 阻害 実験 で は , P C - 9 に お い て

M M C に 対す る感受性 の 低 下 を認め , 少 なく と も こ の 細 胞株 に

お い て は D T D が M M C 感受 性を規定す る重要な国子 の
一

つ で

あ る こ とが 確認さ れ た . しか し, 5 0 0 いM
の D I C の 存在下 でも

P C _9 の M M C に対 す る感受性 は P C -9 / M C 4 に 比 して 依然と して

高く ,
また

,
わ ず か な が ら D T D 活性 の 残存す る P C - 9/ M C 4 に

お い て DI C に よ る感受性 の 変化が認 め ら れ なか っ た こ と には ,

何 ら か の 説明 が必要である . 5 0 0 p M の D I C は細胞内の D T D 活

性 を阻害する に は 十分 な濃度 と考えら れ
1 7)

, 実際 , D T D と の 親

和性が非常 に高 い
■
E O 9

39)
の 感受性 は , D I C の 存在下 で高度耐性

株 にお い て も明 ら か に 減弱 し, 両者 の 容量反応曲線 は ほ と ん ど

一 致 し た . K e y e s の 報告
4")
で は

,
D T D を欠如 した細胞や無酸素

の 条件下 で は, メ カ ニ ズ ム は 不明で あ るが , D T D は M M C 感受

性 を増強す る方向 に作用す る こ と が 示 され て い る . した が っ て ,

P C -9 / M C 4 の よ う に D T D 活性 の 著明 に 低下 し た細胞株 で は,

D I C の 添加 に よ り ,
D T D 活性 の 阻害に よ る感受性減弱作用 と

撫酸素下 で 見 られ る ような増強作用が相殺 し , 見 か け上 感受性

の 変化 を生 じなか っ た 可能性 がある . もう
一

つ の 可能性と して,

孜 々 の 耐性株 に お ける 耐性獲得の メ カ ニ ズ ム が , D T D 活性 の

低下 と い う
一

つ の 因子 で は なく, 複 数の 要素が 関与 し て い るの

か も知れ ない .

D T D 活性 の 低~l
T
以 外 の 耐性獲得機序 に は い く つ か の 可 能性

が ある . まず
, 細 胞内 へ の 薬剤 の 蓄積量の 低下 で ある が ,

ラ ベ

ル 体を用い た 検討で , 耐性 株で は 親株 に比 べ て, 細 胞内の 薬剤

濃度の 有意な低下 が 認 め られ , 細胞内薬剤濃度 の 低 l
ごは 耐性獲

得機序と して 関与 は して い る と考え ら れ る . しか し なが ら, そ

の 低下 の 程度 は 親株 の 約 3 分 の 2 で あり ,
K e y e s ら の 報告

11'
と

比較す ると 数倍 の 耐性獲得を説明 しう る ほ どの 変化 と は考えが

た く
,
ま た

,
耐性 度の 異 な る 2 つ の 耐 性株の 間で は薬剤の 蓄積

量 に差 は なく
,
少 なく とも耐性度の と昇 には 関与 して い な い と

考 えら れ る . 薬剤蓄積量低 下 の 機序と し て は , 薬剤排泄速度に

明ら かな差 が み られな い こ と, ア ドリ ア マ イ シ ン , エ トポ シ ド,

ビ ン デ シ ン に対す る交差耐性を認 めない こ と か ら ,
P 糖蛋白の

発現に よ る 薬剤排泄 の 克進 は否定的である . 佃の 耐性獲得機序

に関 して は,
一

般 的 にア ル キ ル 化剤耐性 の 磯序 と し て報告 され

て い るもの に, グ ル タ チ オ ン 系 に よ る細胞内解毒機構 の 克進や ,

D N A 修復 の 克進が あり, こ れら は こ れ まで M M C に 対する耐性

獲得機序と して も報告 さ れ て い る
2 卜 4)

. 後者 に 関 し て は今回の

検討で は不明で ある が , 前者 に 関 し て は 細胞内 G S H 量 の 増加

や G S T 活性 の 増加 は み ら れず , 著 者の 樹立 し た耐性株 で は耐

性獲得の 機序 と して は関与 して い な い もの と考え られる ･

以上 の こ とか ら, 著者 の樹立 し た M M C 耐性 非小細胞肺癌紺



M M C 耐性非小細胞肺癌株の 耐性機構

胞株 に お い て は , そ の 耐性獲得機序と し て D T D 活性 の 低t
､

一

に

ょ る都=泡内で の M M C の 活性化 の 障害 が最も重要であ る と結論

さ れ た . D T D 活性が 非小細胞肺癌細胞 の M M C に 対する感受性

規定固イ
ー と し て 重要で ある こ と が 示唆 さ れ ,

D T D に親和性 の

高 い 新規抗腫瘍剤E O 9
`- 2 ) の 非 小細胞肺癌 に対す る抗腫瘍活性 が

期待さ れ る と と もに , 逆 に K W
-2 1 4 9 は そ の 活性化が D T D に 依

存 し ない
1̀こ1)
こ と よ り

,
M M C や E O 9 に 抵抗性 の 非小細胞肺病 に

おい て も有効性が期待でき る. 著者の 樹立 し た細胞株 は, こ れ

ら M M C 関連化合物 の 開発に有周な情報を提供 し, 薬剤抵抗性

の 高い 非小細胞肺癌 の 化学療法 の 進歩に寄与するもの と考え ら

れ る .

結 論

M M C 耐性非小細胞肺嫡細胞株 を樹 立し , そ の 耐性獲得機序

に関 して 以 下の 結果を得 た .

1 . 本研究で 樹立 した 耐性株P C -9/ M C 2 お よ びP C -9/ M C 4 は ,

親株 P C
-9 に比 べ

, 各 々 3 .4 胤 5 .9 倍の 耐性度を有 して い た ･

2 . 耐性 株 は, E O 9 に対 し て は 交差耐性を示 し た が , 新 規

M M C 誘導体 である K W 二2 1 4 9 を含 む他 の 抗腫瘍剤に対 して は 交

差耐性を示 さなか っ た .

3 . 細胞質 内の D T D 活性 は , P C -9 / M C 2 で 親 株の 約 5 % ,

P C -9 / M C 4 で 約0 , 5 % に低1F して い た . また , ア ル キ ル 化代謝

産物 の 生成量 は各々 約14 % , 7 % に 低~F し , 耐性株 に お い て

D T D 活性 の 低下 と英剤活性化能の 低下 が 明 らか と な っ た ･

4
. 本研究 で樹立 した M M C 耐性株 にお ける耐性獲得の 機序

と して , 細胞 内D T D 活 性の 低下 に 基づ く細胞内活性化の 障害

が重要と考え ら れ た .
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