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小細胞肺癌培養細胞株 N 23 11 C D D P に お ける

シ ス プ ラ チ ン 耐 性機構の 検討

金沢大学医学部内科学第三講座 く主任 こ 松田 保教授う

笠 原 寿 郎

く平成3 年 8 月1 6 日受 付I

小細胞肺癌化学療法に お け る最大 の 問題点は抗癌剤 ， 特に シ ス プ ラ チ ン に 対す る 耐性 で あ る ． し

か しな が ら小細胞肺癌に お け る シ ス プ ラ チ ン 耐性機構 の 検討 は少な い ． そ こ で 本研究で は 小細胞肺癌培

養細胞株 N23 1 と シ ス プ ラ チ ン 耐性株 N 2 3 1 1 C D D P を用 い ．
そ の シ ス プ ラ チ ン 耐性機構 を検討 した － シ

ス プラ チ ン耐性株 N 231 1 C D D P は 親株の N 2 3 1 に 比 較 し ，
シ ス プ ラ チ ン に 対し て 4 倍耐性 を示 した － シ

ス プラ チ ン の 細胞内集積量は親株と耐性株 の 間 に 有意差を認 め な か っ た ． 細胞 内グ ル タ チ オ ン 含量は親

株 ， 耐性株間で有意差は な か っ た ． 塩 化カ ド ニ ウム に 対 して は 交差耐性を 示 さ な か っ た こ と よ り メ タ ロ

チ オネ イ ン は これ らの 耐性機構 に 関与し て い な い と 考 えら れ た ． 細胞 内グ ル タ チ オ ン S － ト ラ ン フ エ ラ
ー

ゼ活性 は ， 耐性株 で ある N23 1ノC D D P で 親株の 4 倍 に 上 昇 して い た ． グ ル タ チ オ ン S － ト ラ ン フ エ ラ
ー ゼ

の 阻害剤で あ る ユ タク リ ン 酸で 処理 した 後， 感受性試験 を行 っ た 実験で は そ れ ぞ れ の 細胞株 で ， シ ス プ

ラ チ ン に 対す る感受 性の 克進が ユ タ ク リ ン 酸の 容量 依存性 に 認 め られ たが ， 耐性を 完全に は克服 で き な

か っ た ． 本研究の成績 か ら ，
グ ル タチ オ ン S 一 トラ ン フ エ ラ

ー ゼが N 2 3 11 C D D P の 感受性 を規定 す る重 要

な 因子 で あろ う と考 え ら れ るが ，

シ ス プラ チ ン耐性機構の 全 て を説明 でき な い

E e y w o rd s 小細胞肺癌 ，
シ ス プラ チ ン耐性機構 ，

グ ル タ チオ ン S － ト ラ ン フ エ

ラ ー ゼ

シ ス プ ラ チ ン は現在 ， 臨床上 利用 され て い る も っ と

も有効な抗癌剤 で あ る ． そ の 有 効性 は頭頚部癌
11

． 胃

癌 ， 大腸癌等の 消化器病
2l，3－

， 畢丸腫 瘍
ヰー

， 卵巣癌
5－

，
そし

て 肺癌
6I
で 認め ら れ て い る ． 特 に 小細胞肺癌 に お い て

は
，
シ ス プ ラ チ ン を含む併 用療法が高い 奏効率 を得 て

い る
7l

． R oth ら
朗

は シ ス プ ラ チ ン ，
エ トポ シ ド の 併用 療

法で ． 奏効 率58 ％で あ っ た と 報告 し て い る 一 ま た

T a m u r a ら
91
は未治療の 小細胞肺癌 に 対 し て ，

シ ス プ

ラチ ン
，
エ ト ポ シ ド の 2 剤と エ ン ド キサ ン ，

ア ドリ ア

マ イ シ ン
，

ビン ク リ ス チ ン の 交替化学療法で ，
7 6 ．4 ％

と高い 奏効率 を得た と報告 し て い る ． しか し なが ら
，

その 生 存率 は低 く， 生存期間の 中央値 は前述 の R o th

ら
8一

，
T a m u r a ら

別
の 報告 で は ，

それ ぞれ39週 間 ． 1 0 カ

月 と長期生存 は得 られ て い な い ． こ れ は い っ た んは強

力 な化学療法 を行 い 腫 瘍が 縮小 ま た は 消失して も． 短

期間 の う ち に 再発 し ， 再発の 際は 化学療法に 対して治

療 抵抗性 と な る い わ ゆ る薬剤耐性が ノJ l 細胞肺癌化学療

法上 の 大き な 問題 で あ り ， 長期生 存率の 低い 原因であ

る と 考 えら れ る
10，

． 小細 胞肺癌化学療法 の 中心 と なる

シ ス プラ チ ン の 感受性 お よ び耐性機序 を解析する こと

は
， 薬剤耐性の 寛服な ら び に 新薬開発 に 不 可欠 であ

る ．

シ ス プラ チ ン の 耐性機構 は多く の 要 素が関与し てし
i

る と考 え られ て お り ，
生 体内， 試験管内で の 検討の報

告が な され て い る ． シ ス プ ラ チ ン 耐性機構 の 中で重要

と考 え ら れ て い る 要素 に は ， 薬 剤の 細胞内蓄積の減
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小 細胞肺癌 に お ける シ ス プ ラ チ ン耐性機構

久 細胞内解毒境構の 完進 ， 核 内で の D N A 傷害の 減

少とそ の 修復 の 冗進が あ る
1 い

■ B u n g o ら
12I
は肺腺癌細

胞株 P C
－ 9 と そ の シ ス プ ラ チ ン 耐性細胞株 P C ．9 仙 5

を用い た研究 で ，

シ ス プラ チ ン の 細胞内蓄積量 が ， 耐

性株 P C
－ 910 ． 5 で 親株の P C － 9 に 比 べ 5 分 の 1 に 減 少

してお り ，
細胞内蓄積量の 減少が耐性機構の 主因で あ

ると報告して い る － ま た K a w ai ら
刷
は マ ウ ス の リ ン パ

腫細胞株と そ の シ ス プ ラ チ ン 耐性株 を用圧ト シ ス プ ラ

チ ンの 細胞内取 り込 み が その 耐性度 と相関し て 減少 し

ている こと を示 し シ ス プ ラチ ン 耐性 に お け る薬剤の 細

胞内蓄積量の 変化の 重要性 を指摘し た ．

細胞内解毒機構 も重要 な要素 で あ る ． F uji w a r a

ら
l弟
は シ ス プラ チ ン耐性非小細胞肺癌細胞株 くP C － 9ノ

C D D P ， 2 8 倍耐性l で ， 細胞内非蛋自性 チ オ
ー ル で あ る

グルタ チ オ ン くgl u t a th i o n e ， G S I力 が約 5 倍 に 上 昇 し

ている と報告 した ． し か し な が ら 彼 ら の 報告 で は ，

G S H の 阻害剤で あ る D ， L － プチ オ ニ ン ー R ， L － ス ル フ ォ

キシ ミ ン tD ， L －b u th i o n in e ． R
，
S －

S u lf o xi m in e
，
B S O I を

用い GS H 産生 を 阻害 し た状態で も P C
－ 91 C D D P は親

株の P C －9 に 比 べ ，
21 倍耐性 で ， 他の 要素の 耐性 へ の

関与を推測 して い る ． グル タ チ オ ン S －

トラ ン フ エ ラ
ー

ゼくgl u t a thi o n e S
－t r a n Sf e r a s e

．
G S T l は ア ル キ ル 化剤

の耐性に 関与 して い る
151
と さ れ るが

，
前述 の F uji w a ト

a らの報告 で は
，
親株

，
耐性株 で G S T 活 性お よ び そ の

サブ ユ ニ ッ トの 酵 素量 に 差 を 認 め て い な い ． ま た

N ak a g a w a ら
161
の G S T －

7r 発現 ベ ク タ ー

を 導入 し た

M H3 T 3 細胞 を用 い た報告で は ，
ア ドリ ア マ イ シ ン と

放射線に 対す る感受性 は減少 し たが ，
シ ス プ ラ チ ン に

対する感受性が変化 せ ず
，
G S T の シ ス プ ラ チ ン に 対

する感受性 へ の 関与 は否定的 で ある と した ． こ れ ら の

結果は G S T の シ ス プ ラ チ ン耐性 に お け る 役割が重要

でない こ と を示 唆す る も の で あ る ． メ タ ロ チ オ ネイ ン

くm e t all o thi o n e in
，
M T J は細 胞内 の 主 要 な 蛋白性 チ

オ ー ル で あ り ， 重 金属や 各種 の 抗癌剤の 解毒機構の 重

要な因子 で ある
17，

． A n d r e w s ら
18，

はカ ド ミ ウム 耐性卵

巣癌細胞株が ，
シ ス プ ラ チ ン に 交差耐性 を示 し ， 且 つ

M T の上 昇し て い た こ と を報告 し ，
その 重 要性 を指摘

した ．

シス プラ チ ン をは じ め と し 多くの 抗癌剤 は D N A に

傷害を与え る こ と に よ り そ の 細胞毒性 を発揮 す る
11I

．

シス プ ラ チ ン に よ る D N A 傷害形式 に は
，
D N A 鎖 内

架橋， D N A 鎖 間架橋 ，
D N A 蛋白 架橋 が知 ら れ て い

る ． これ ら の う ち シ ス プラ チ ン の 細胞毒性 に は D N A

鎖間架橋 ，
D N A 鎖内架橋が 重 要と考 え られ て い る

一l，
．

これらの D N A 障害の 修復能冗進 は薬剤耐性機構の 重

要な要素で あ ろう ． 前述の B u n g o ら
12

恨 シ ス プ ラチ ン

85 9

に よ る D N A 鎖間架橋を ア ル カ リ 溶出法 を用 い て検討

し ， 耐性株 P C－910 ． 5 で D N A 鎖間架橋が減少し て い た

が その 修復能 に は差 が な く D N A 鎖間架橋修復の 耐性

へ の 関与 は否 定的で ある と 推測 し た ，

一

方 E a s t m a n

ら
1 別
は シ ス プ ラ チ ン の 誘導体 で ある

3

ほコー

ビね－d i c bl o r o

くe th yl e n e di a m m in eI pl at h u m りIl を用 い D N A と プ ラ

チ ナの 付加体 の 形成 とそ の 減少率 を L 12 10 と そ の シ

ス プラ チ ン 耐性細胞で検討し ， D N A －

Pl a t in u m 付加 体

の 減少率は耐性株 で親株の 約 3 倍早く D N A －

pl a t in u m

付加体の 減少， 即 ち D N A 傷害の 修復が シ ス プ ラ チ ン

耐性機構に 関与 し て い る こ と を示 した ． しか しな が ら

シ ス プラ チ ン の D N A 傷害の 修復機構そ の もの が まだ

明確 に さ れ て お ら ず
11－

， その 耐性へ の 関与 は今後 の 検

討課邁 で あ ろ う ．

小 細胞肺癌培養株 に お ける シ ス プラ チ ン耐性機構 を

検討 し た報告は少な く ，
H o s p e r s ら

20，
が 小細胞肺癌細

胞株 G L C 4 お よ び そ の シ ス プ ラ チ ン 耐性株 G L C 4 －

C D D P 3
，
G L C 4 － C D D P l l くそ れ ぞ れ 3 倍 ．

1 1 倍1 を樹立

し細胞内 G S H 含量 が耐性と相関し てい る こ と を報告

して い る に す ぎな い ． 今 回著者は ， ヒ ト小細胞肺癌細

胞株 と ． その シ ス プ ラ チ ン 耐性株 を用 い 耐性機構の 検

討を行 っ た ，

材料 およ び方法

工
． 試 薬

RP M I1 6 4 0 お よ び リ ン 酸綬衝液1 p h o s p h a t e － b u ff e r －

e d s al in e
， p H 7 ． 4

，
P B S I は ニ ッ ス イ 薬品工業 よ り購

入 した ． 牛胎児血清は I rn m u n O － B ic xIh e m i c al一L a b o r a t －

O d e s く東 京1 よ り 購 入 し た ． シ ス プ ラ チ ン くどふ

di a m m in e d ic h ol o r o pl a t in u m りIl ， C D D Pl は ブ リ ス ト

ル ．
マ イ ヤ

ー ズ ス ク イ ブ株式会社く東京1 よ り供与 を

受 け た ． 塩 化カ ドミ ウム ，
G S H

，
エ タ ク リ ン 酸 ，

ト ク

ロ ロ ー2
，
4 － ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン は Sig m a くS t ． L o u is ， M O ．

U S A l よ り 購入 し た ，

H ． 細 胞 棟

ヒ ト小細胞肺癌株 N2 3 1 は米国国立癌研究所で樹立

さ れ た も の で ， 国立 が ん セ ン タ ー

下 里博 士よ り供与さ

れ た ． こ の N 2 3 1 の シ ス プ ラ チ ン 耐性株 は以 下 の 様 に

して 得た ． シ ス プ ラ チ ン を 0 ． 05 ノJ gノm l 加 え た細胞培

養液中に 5 x l O
5

ノm l の 濃度の N 2 3 1 を加 え培養
，
継代

した ． N 2 3 1 と 同様 な状態で継代可能と な っ た 後 ， 培

養液中の シ ス プ ラ チ ン 濃度を上 昇 し ， 最終的 に は 0 ． 2

メ gノm l の シ ス プ ラ チ ン を含 む 培養液 で 継代可能 と

な っ た細胞 を得 た ． 更 に こ の 細 胞 を9 6 穴 の プ レ ー ト

に
， 各穴10 0 個 と な るよ う に 希釈し た 耐性株 を蒔 き更

に 培養 し， 増殖 の 程度の 良い も の を選 別 した ． こ の 耐



8 6 0 笠

性株 を N23 1ノ0 ． 2
21I

と し ， 更 に N2 31ノ0 ．2 を ．
シ ス プ ラ

チ ン 0 ． 2 ノ上 gノm l を含 む 培養液中で 1 年 間培養し ，

N 2 3 11 C D D P を樹立 した ． 実験 に 用 い た 耐性珊胞株 は

少 なく と も － カ月 間は シ ス プ ラ チ ン を除 い た培養液 で

培養 し たも の 用 い た ．

m ． 感受性試験

N23 1 お よ び N2 31ノC D D P の 薬剤感受性 は増殖阻害

試験
22I
に て 求め た ． 即ち 対数増殖期 に あ る細胞 を150 0

回 転， 5 分間遠心す る こ と に よ り 回 収 し， 新鮮 な培養

液に て浮遊 し た ． 細胞 浮遊液 の
一

部 を 取 り ，
ク

ー ル

タ ー カ ウ ン タ ー くM i c r o c e ll c o u n t e r C C －1 0 81 で 細胞数を

測定 し ， 4 x l O ソm l と な る よう に 細胞浮遊液 を調整 し

た ， 2 4 穴の プ レ
ー

ト に 細胞浮遊液 を各穴 ご と に 1 m l

ずつ 加 え
．
更 に 薬剤の 希釈液 を各穴毎 に 1 m l 加 え3 7

0

C ， 5 ％ C O 2 の 条件 で 一 週 間培養 し た ．

一 週 間培養

後 ， 細胞 を回収 し150 0 回 転 ，
5 分間遠心 した 後細胞の

ペ レ ッ ト に トリ プ シ ン ー E D T A 溶液 を加 え ， 細 胞 を 単

一

と し細胞数 を測定 し た ． 薬剤 を加 え な か っ た も の を

コ ン ト ロ
ー ル と し

，
コ ン ト ロ

ー ル を1 0 0 ％ と し て そ れ

ぞ れ の 薬剤 を加 えた穴 の 細胞数 を％で表 し増殖阻害率

と した ． グ ラ フ 縦軸 を増殖阻害率， 横軸 を薬剤濃度 と

しグ ラ フ よ り50 ％増殖阻害濃度 ロC 渕I を 求め ， 感受性

の 指標 と した ． 感受性試験 は す べ て 3 回 以 上 行 っ た ．

薬剤耐性 の 指標 と し て ， 相対 耐性度 くr el ativ e r e sisit ．

an C e
，
R RI を以下 の 式 よ り求 め た ．

R R こ 耐性株 の 工C 馳ノ親株 の 1C 58

エ タク リ ン 酸 を併用 した 実験で は ， エ タ ク リ ン 酸を

100 ％ エ タ ノ ー ル に溶解 ， 希釈 し ， 細 胞浮遊液 に 加 え

た ． コ ン トロ ー ル に は エ タ ノ ー ル の み を加 え た ．

N ． 細胞内シ ス プ ラ チ ン 蓄積量 の 定量

細胞内シ ス プ ラ チ ン 蓄 積量 は原 子 吸光法 で定量 し

た
川

． それ ぞれ 対数増殖期に ある 細胞 を ， 4 x l O
7

個 ポ

イ ン トと し ， シ ス プ ラ チ ン 5 月 gノm l の 濃度 で 接触 さ

せ
． 3 時間 ，

6 時間培養 し た ． 細 胞 を 回 収 し2 00 0 回

転 ，
10 分間遠心 し上清 を捨 て ，

ペ レ ッ ト に 水冷 し た

P B S を加 え
，
洗浄 した ， こ の操作 を 2 度繰 り 返 し ， 細

胞の ペ レ ッ ト を得た ． 細胞 の ペ レ ッ ト を計測 ま で
－

8 0

q

C で 保存 した ． 保存 した細胞に 硝酸 を加 え， 8 0
0

C ， 5

時間イ ン キ エ ペ ー 卜 し細胞 を 破壊 し た ． その 後細胞内

プ ラチ ナ 含量を ジ ュ テ ル ジチ オ カ ル バ ミ ン 酸 ナ トリ ウ

ム で キ レ ー ト化 しク ロ ロ フ ォ ル ム に て 抽 出した ． 抽出

し た プ ラチ ナ は 原子 吸光計く日立 モ デ ル Z －7 0 0 0
， 東

京いこて 定量 し ， 細胞 内プ ラ チ ナ含量 を算出 し た ．

V ． 細胞内 G S H 含量

細胞内 G S H 含 量 は G rU fi th の 方法 に 準 じ て 行 っ

た
卿

． 対数増殖期 に ある 細胞 を水冷 した P B S に て 2 度

原

洗浄 し た 後 ， 細 胞 の ペ レ ッ ト に リ ン 酸 E D T A 溶液

く1 25 m M K H P O J K 2H P O 4 ， p H 7 ．5 ＋6 ． 3 m M E D T Al を

30 0 JL l 加 え ，
ソ ニ ケ

一

夕
ー

くB r a n s o n s o n ifie r 45 01 に

て細 胞 を破壊 した ． こ れ に 5 ． ス ル フ ォ サ リ チ ル 酸 保

京化成
，
東京1 12 ％溶液 を加 え ，

攫拝 した 後
， 室温で3

時間放置 した ． 放置後150 0 0 回転 で1 5 分間冷却遠心し

く4
0

C I ， 上 浦 を集め た ． こ の 上 清を G S H 含 量測定に用

い た ． す な わ ち吸光度測定用 の キ ュ ベ ッ トに 0 ． 3 m M

P － N ic ot in am id e a d e n in e d in u cl e o tid e p h o s ph at eく還元

型 H 督液 70 叫 l ， 6 m M 5－5
－

ジチ オ ー ビ ス ー 2 ニ ト ロ ベ ン

ゾ ゼ ン 酸溶液 100 ノバ ， 上 清 100ノバ ， 5 0 0 m M リ ン酸緩

衝液くp H 7 ． 引 10 0 ノ上1 を加 え ， 更 に 2 時間室温放置し

た ． こ の反 応液 に グル タ チ オ ン リ ダク タ ー ゼ0 ．5 単位

加 え ， 吸 光度く波長 412 n m l を測定 し た ． G S H の標準

曲線 よ り細胞 の G S H を定量 し た ． さ ら に 蛋 白濃度を

L o w ry 法に て 求め ，
蛋 白質当た りの G S H 含量 を算出

した ．

明 ． 細胞内 G S T 活 性の 測 定

細胞内 G S T 活性 は Hab ig ら の 方法 に 基づき検討し

た
飢I

． G S H 定量 の 際と 同様 に 対数増殖期 に ある細胞を

集 め ， 1 M リ ン 酸横衝液 300 ノバ を加 え， ソ ニ ケ ー 卜

し た ． これ を15 0 0 0 回転
，
1 0 分 間冷却遠心 く4

0

Cl し上

清 を集 め た ． この 上 清 を酵素溶液と し 1 m M G S H ， 1

m M l － ク ロ ロ ．2
，
4 － ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン を加 え時間あたり

の 吸光
O

C く34 0 n m l を測定 し活性 を求め た ． G S H 含量

定量 の 際 と 同様 に ， 蛋白量当 た りの G S T 活性 を求め

た ．

成 績

1 ． 肺癌培 養細胞株の 性状 お よ び薬剤感受性

実験 に 用 い た 小紙胞肺癌培養細胞株 N23 1 と その シ

ス プ ラチ ン 耐性株 N 23 11 C D D P の 性状 を比 較 した ． 平

均倍加時間 は それ ぞれ26 ． 2 士4 ．2 時間 ，
28 ．7 士2 ．9 時間

で
， 有意差 は認 め られ なか っ た ．

シ ス プ ラ チ ン 感受性 を増殖阻害試験で検討した ． 図

1 に 増殖阻害曲線 を 示 す ． 工C 知 は そ れ ぞ れ 0 ． 1 44 士

0 ． 0 5 JL gl m l ， 0 ．5 7 5 士 0 ．0 6 JL gノm l で ，

R R は4 ． 0 であっ

た ， 即 ち ， N 2 3 1J C D D P は N 2 3 1 に 比 較 し ，
4 倍耐性

で あ っ た ． 同様 に し て行 っ た ， 塩化 カ ド ミ ウ ム に対す

る感受性 の結果を図2 に 示 す ． 塩化 カ ド ニ ウ ム に対す

る IC 別 は そ れ ぞ れ 1 ． 9 1 士0 ． 0 2 ノJ gノm l ，
2 ．0 8 士0 ．35

FL gノm l で ，
N 2 3 1

，
N 2 3 11 C D D P の 間で 有意差 はな

か っ た ．

H ． 細胞内シ ス プ ラチ ン蓄積量 の 検討

図 2 に シ ス プ ラチ ン の 細胞内蓄積量 の経時的変化を

示 す ． シ ス プラ チ ン の 接触濃度く5 声 gノm 11 は 原子吸



ノJ l 細胞肺癌 に お け る シ ス プ ラ チ ン 耐性機構

光法の 測定感度以 上 の
プ ラ チ ナ濃度 を得 るた め に 設 定

し た ． 3 時 臥 6 時間 で の 細胞内蓄積 量 は N 231 ，

N 23 11 C D D P で 有 意差 は な か っ た － 即 ち細胞内の シ ス

プラチ ン 蓄積量の 変化は親株t 耐性株間 で認 め られ な

かっ た ．
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C D D P b y ci s pl a t in ． T w e n t y f o u r
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Fig ． 2 ． G r o w th in hib iti o n of N 23 1 a n d N 2 3 11
C D D P b y c a d m i u m c h l o ri d e ． A 11 a s s a y s w e r e

C O n d u c t e d u s in g c o n t in u o u s d ru g e X p O S u r e ．

E a c h e x p e ri m e n t w a s p e rf o 汀 n e d in t ri ph c a t e

a n d e a c h e x p e ri m e n t w a s d o n e a t l e a st 3

in d e p e n d e n t ti m e s ． 0 ， N 2 3 1 こ 魯 ， N 2 3 11 C D D P ．

86 1

m
． 細胞内 G S H 含量

，
G S T 活性

細胞内 G S H 含量 と ，
G S T 活性を 測定 した結果 を表

1 に 示 す ． 細胞 内 G S H 含量 は N2 3 1 で 15 ． 5 士1 ． 3

n m oll m g p r o t e in ， N 2 3 11 C D D P で 2 0 ． 1 士 1 ． O n m oIl

m g p r o t e in で あり ． N 2 3 1 J
I
C D D P で 高しl 傾向を示 し た

が 有意差 は なか っ た くP 二 0 ． 5 7 3l ． と こ ろが G S T 清性

は
，
N 2 3 1J C D D P で は 8 O ． 2 士 1 ． 9 n m oIJ

I
m in l m g

p r o t e in ，
N 2 31 で は 1 9 ． 1 士5 ， 1 n m oll m in l m g p r o t e in

であ り
．
N 2 3 1ノC D D P で ， 約4 倍の 高値 を示 した ． こ

れは N 2 31J C D D P の C D D P に 対す る耐性度と ほ ぼ
一

致す る も の で あ る ． そ こ で GS T 活性が シ ス プ ラ チ ン

に 対す る感受 性 に 与 え る 影響 に つ い て 検 討す る 目的
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鶉
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C
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8 6 2 笠

で
，
G S T の 阻害剤 で ある ユ タ ク リ ン 酸 を 併用 し 感受

性試験 を行 っ た ． 感受 性試験 の際 に は ，

ユ タ ク リ ン 酸

単独で は細胞毒性 を示 さ な い 濃度く0 ． 1 メイ gノm l ， 1 ． 0 声

gノm p を用 い た ． 0 ．1 声 gノm l の エ タ ク リ ン 酸処理 し た

細胞で測定 した G S T 活性 は N 23 1 で 2 ． 1 士0 ．2 n m olノ

m in l m g p r ot e in ， N 2 3 1 J
I
C D D P で 1 4 ． 2 士 2 ． 9 n m oll

m in I m g p r ot ei n で あ っ たく表2 I ． ユ タ ク リ ン 酸処 理 の

際の 感受性試験 の 結果 を表 2 に 示 す ． N 2 3 1
，
N 2 31ノ

C D D P
，
い ずれ の細胞株で も シ ス プ ラ チ ン に 対 す る 感

受性 は エ タ ク リ ン酸 の 用 量依存性 に 冗進 し ，
I C 印 僑 は

N2 3 1 で は
，
0 ． 0 4 4 士0 ． 0 1 ノ上 gノm l くエ タ ク リ ン 酸処 理

0 ． 1 JL gl m ll ， 0 ． 0 3 6 士 0 ． 0 7 J L gl m H 同 1 ． O JL gl m ll ，

N 2 3 11 C D D P で は
，
0 ． 2 02 士0 ． 0 8 JL gノm l く同 0 ． 1 JL gJ

m ll ， 0 ． 1 70 士0 ．0 4 JL gl m lく同 1 ． O JL gl m ll と ， そ れ ぞれ

低下 し た ． しか し
，
R R は エ タ ク リ ン 酸処理 し た 際 で

も そ れ ぞれ4 ． 6
，
4 ． 7 で あ り ， エ タ ク リ ン 酸 を処 理 し な

い 場合 と比 較 し変化が な か っ た ．

考 察

今日 の小細胞肺癌化学療法 に お ける最大の問題点は

薬剤耐性であ ろう ． シ ス プ ラ チ ン を含む 強力な化学療

法 を行う こ と に よ り ， 過 半数 の 症例で著効ま た は 有効

な結果が得 られ る よう に な っ た が ， 短期間の う ち に 再

発 し化学療法 に 対 して 抵抗性 を 示 す
抑

． 短 期間 に 再発

す る の は腫瘍中の治療抵抗性 ，
即 ち薬剤耐性の ク ロ ー

ン が 初回治療の 際残存 し ， 化学療法 に よ る影響が無く

な っ て 増殖 す る と も考 え られ る 伯 然耐性1 ． また 化学

療法が ス トレ ス と な っ て 細胞自体 に 何 らか の 変化が生

じ耐性 を獲得 す る と も考 え られ る く獲得耐性卜 小灘胞

肺癌 に お い て は そ の 臨床上 の 知見 か ら獲得耐性が 主 で

あろうと 考 えら れ る
101

． こ の耐性機構 を解析 す る こ と

は薬剤耐性の克服な ら び に 新薬 の 開発 に も重要で ある

原

と考 え られ る ． 今回
，
著者 は

，
未治療の 小細胞肺癌患

者 よ り樹立 さ れ た細胞株 N 23 1 と その シ ス プラ チ ン耐

性株 を用 い ，
シ ス プ ラ チ ン に 対す る獲得耐性の 際の生

化学的変化 に つ い て 検討 し た ． シ ス プ ラ チ ン 耐性株

N 23 11 C D D P は親株 で あ る N 23 1 と ほ ぼ同等の 平均倍

加時間を有 し て お り生化学的 な検討 に も適 して い ると

考 え ら れ る ．

シ ス プ ラ チ ン に 対 す る 感受性 の 差 ， 即 ち 耐性度は

4 ．0 倍 で あ り ， 過去の シ ス プ ラ チ ン 耐性株 の 報告と比

較 す る と や や 低 い と 考 え ら れ る が く7 倍 か ら10 0

倍I
12 脚 訂，

， 臨床上 の 薬剤耐性 は感受 性 で 数倍 で あ ろう

と 考 えら れ る の で
エリ

，
こ の 細胞株 で の 検討 は価値 があ

る と 思わ れ る ．

まず シ ス プ ラチ ン の 細 胞内蓄積量 を原子吸光法にて

検討 した ． 細胞内蓄積量 の 変化は薬剤耐性の も っ とも

重要 な要素 で あ る ． 各種の ア ドリ ア マ イ シ ン耐性にお

い て は
，
M D R －1 遺伝子 に C O d e さ れ る P 一 糖蛋白 による

薬剤 の排泄促進 が耐性 の 主 た る 機構 と報告さ れ て い

る
卿

． こ の M D R －1 遺伝 子 の 発 現は ，
ア ド リ ア マ イ シ ン

耐性株 の み な ら ず エ ト ポ シ ド耐性株 ，
ビ ン ク リ ス チン

耐性株
卸

に お い て も認 め ら れ
，
生体 内 ， 試験管内の い

ずれ に お い て も ， 多剤耐性 を誘導す る
為I

． しか し なが

ら現在 ま で ，
こ の P － 糖蛋白に よ る薬剤排泄 の 冗進が

シ ス プ ラ チ ン に 対 す る耐性 の主 た る機構である として

い る 報告は な い ． しか しシ ス プ ラ チ ン 耐性株の ほとん

どは 細胞内蓄積量の 減少 を 示 し て い る
11l

． 小 細胞肺癌

の検討で は ，
H o s p e r s ら

20I
が G L C 4

，
G L C 41 C D D P 3 ，

G L C 41 C D D P l l で シ ス プ ラ チ ン の 細 胞内蓄積量 を検

討 しい ず れ の 耐性株で も細胞内蓄積 量 に 変化 は認めら

れ な か っ た と して い る ． ま た 著者ら
叫
も 小 細胞肺癌株

H 69
，
H 6 91 C D D P O ．2 ， H 6 91 C D D P を 用 い ， E

195 m
P tコ

C D D P の 細胞内蓄積 を検討 した が ， そ の 取込 量 ， 細胞

T a b l e 2 ． M o d ifi c a ti o n of s e n siti vi ty b y e th a c r y ni c a cid

N 2 31 N 2 31ノC D D P

G S T a c ti vi t y
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小細胞肺癌 に お け る シ ス プ ラ チ ン 耐性機構

外へ の 排泄量 に 有意差を認 め な か っ た ． 今回 の 著者 の

検討でも ， 3 時 間で は シ ス プ ラ チ ン 細 胞内蓄積量 が

N23 11 C D D P で 低 い 傾 向を示 したが ， 6 時間 で は有意

差は無く ， 細胞内蓄積 量 の 変化 は ． 耐性 に 関与 し な い

と考えら れた ． 以 上 の事実 よ り ， 小細胞肺癌 に お い て

は薬剤の細胞内蓄積量 の 変化の シ ス プ ラ チ ン耐性機構

にお ける役割 は少な い と推察さ れ る ．

細胞内解毒機構 は薬剤耐性因子 と して 重 要で あ る ．

なか で も GS H は特 に 重要 であ り， 各種 の 抗癌剤の 感

受性を規定す る と 考え られ て い る ． G S H は 細胞内 チ

オ
ー ル の主 た る も の で あ り

， 親電子 性中心を も つ 化合

物と結合す る こ と が知 られ てい る
11－

． ァ ル キ ル 化剤 に

対する耐性株で は GS H の 上 昇が報告さ れ て い る
1 引

．

これと 同様に ，
マ ウス 白血病細胞株 L 12 1 0 等 の シ ス プ

ラチ ン耐性株で も GS H の 上 昇が報告さ れ て い る
26I

．

また ヒ ト卵巣癌
311

，
頭頚 部癌

25プ

， 非小細胞肺癌
1刃
で も

G S H の 上昇が 報告さ れ て い る ． R u s s o ら
321
は と 卜肺線

推芽細胞で 2 －オ キ シ ア ゾリ ヂ ンー 4 －カ ル ポ キ シ

レ ー トに よ り GS H を50 ％上 昇させ た と こ ろシ ス プ ラ

チ ン に対 し1 ．4 倍耐性 に な っ と 報告 し て い る ． さ ら に

H a mi 11t o n ら
331
は G S H の 合成阻害剤 で あ る B S O を用

い
，
細胞内 G S王1 含量 を減少さ せ ると シ ス プ ラ チ ン に

対する耐性が克服さ れ た と 報告して い る ． こ れ ら の 報

告は シ ス プ ラ チ ン 耐性 に お け る GS H の 重 要性 を示 す

もの で ある が
，
B S O を用 い た場合 で も シ ス プ ラ チ ン

に対する感受性が完全 に 回復 し たと の 報告は 少な く ，

むしろ B S O は耐性 を完全 に は克服 で き な い と して い

る報告が 多い
141

． 小細胞肺癌細胞株の 報告 で は前述 の

H o s p e r s ら
20，
は耐性度 と相関 して細胞内 G S H 含量 の

上昇を報告して い る が
． 著者 ら

師
は G S 王1 含量 に 差 を

認めなか っ た こ と を報告し て い る ． 今回 の 検討で も細

胞内 G S H 含量 は N23 1 と N2 3 11 C D D P 間で 有意差 を

認めず
，
細胞内 G S H 含量 の 変化は C D D P 耐性 に 関与

して い な い と 考 えら れ た ．

M T は
， 分子 量600 0 －7 0 0 0 の 蛋白 で ，

シ ス テイ ン を

約30％含み ， 細胞 内の 蛋白性 チ オ ー ル の 主 と な る もの

である
17－

． M T は カ ド ミ ウ ム ， 亜 鉛等の 重 金属の 解毒

に深く 関わ っ て い る こ と は証明 さ れ て い る が
．
シ ス プ

ラ チン 耐性機構に 果 た す役割 に つ い て は 定説 は な い と

言っ て よか ろ う ． S c h n d e r ら
3 4，
の 卵巣癌細胞株 を用 い

た検討 で は シ ス プ ラ チ ン に 対 す る 感 受 性 と M T

m R N A の 発 現の 程度は 相関し なか っ た と 報 告 し て い

る 一

一 方
，
著者ら

諷，
の 検討 で は シ ス プ ラ チ ン に 対 す る

感受性と M T 含量 及 び M T m R N A 発現 量 は相関 した

こ と を 見出 し て い る ． ま た K ell e y ら
35－
は マ ウ ス

C1 27 細胞株に ，
ヒ ト M T 遺伝子 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト

86 3

し その 親株 と の 感受 性 を 比較 し た 結果 ，
シ ス プ ラ チ

ン
，
メ ル フ ァ ラ ン

， ク ロ ラ ム ブ シ ル で
， 耐性 を示 し た

と報告 して い る 一 N a g a n u m a ら
36，
は次硝酸 ビス マ 不の

前処置で M T を誘導し た結果，
シ ス プ ラチ ン の 腎毒性

が軽減さ れ た と報告 して い る ． 以上 の よう に M T 含量

は シ ス プラ チ ン の 解毒に 重要で ， シ ス プラ チ ン 耐性 を

誘導す る と考 え られ る ． 今回 の 著者の 検討で は M T 含

量 は定量 して い ない が
， 塩化カ ド ミ ウム に 対 して 交叉

耐性 を示 さ な か っ た こ と は
，
N 2 3 11 C D D P の シ ス プ ラ

チ ン 耐性機構 に M T が 関与 し て い な い こ と を示 唆 す

る所見で あ る と考 えら れ る ．

G S T は G S H の 還元反 応 を触媒す る 酵素で あ る が ，

他 に も 多様 な機能を も つ 多能酵素 と して 注目さ れ た き

た 一 特に G S T 一

方 は近 年ア ドリ ア マ イ シ ン に よ る 多剤

耐性 ヒ ト乳癌株 に お い て化学発癌物質に 対 して 交差耐

性 を示 す と共 に G S T 十 花 が 過剰発 現さ れ てい る こ とが

報告さ れ て い る 37，． また P 一糖蛋白 に よ る 多剤耐性細胞

株 に お い て も G S T 一

方 の 上 昇 は 認 めら れ て い る
3 8I

．

G S T t

ぽ の 上 昇は各種の ア ル キ ル 化剤耐性株 で 認 め ら

れ て い る
抑

． N a k a g a w a ら
瑚
は小細胞肺癌株6 株 ， 非小

細胞肺癌株 4 株 で ， シ ス プラ チ ン に 対する 感受 性 と ，

G S T 活性 を検討 し ，
シ ス プラ チ ン に 対 す る 感受性が

GS T 活性 に よ り規定さ れ て い る 可能性 を 示 唆 し た ．

G S T の 発現遺伝子 の トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 報 告 は

3 つ あ り
，
N a k a g a w a ら

1 61
，
M o s c o w ら

4 り
は シ ス プ ラ チ

ン に 対 する 感受 性 は 変化 し な か っ た と し て い る が
，

M iy a z a ki ら
4 2，
の 報告で は G S T の 上 昇を示 した細胞株

で シ ス プ ラ チ ン に 耐性 を示 し たと して い る ． 今回 の 著

者の 検討 で は G S T 活性は N23 11 C D D P で 4 倍 に 増加

し て い た ． こ の 増加率 は シ ス プ ラ チ ンの 耐性度 と ほぼ

同 一

で ， G S T 活性の 上 昇が シ ス プ ラ チ ン 耐性 を誘導

し た可能性 が示 唆さ れ る ． しか し な が ら エ タ ク リ ン 酸

を併用 し ，
G S T 活性 を阻害し た状態 で も 表2 に 示 し

た様 に R R は4 ． 6
，
4 ．7 で あり ，

ユ タ ク リ ン 酸 を併用 し

な い 場合と ほ ぼ 同様 で あ っ た ． ま た N 23 1 の エ タ ク リ

ン酸処理 し な い 場合 の シ ス プ ラ チ ン に 対 す る 感受 性

と ，
N 2 3 1 1 C D D P の ユ タ ク リ ン 酸処 理 し た 場合 の

C D D P に 対 す る 感 受 性 を 比 較 し て み る と ， N 2 3 11

C D D P の エ タ ク リ ン 酸処理 した 場合の IC 5。 が依然と し

た高く ， 耐性 は完全 に は克服 さ れ な か っ た と考 え られ

る ． ユ タ ク リ ン 酸処理 した N2 3 11 C D D P の G S T 活性

は ユ タ ク リ ン 酸処 理 をし なか っ た N 2 3 1 の それ よ り も

低 い 値を示 して し1 た ． N 2 3 1 1 C D D P は ，
ユ タ ク リ ン 酸

処理 に よ り N23 1 よ り低 い G S T 活 性で あり な が ら
，

シ ス プ ラ チ ン に 対し て 耐性だ っ た こ と は ，
G S T 活 性

は薬剤耐性機構 の 全 て で は な い 可 能 性 も あ る が ，
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N 2 31 及 び N 2 3 11 C D D P に お け る シ ス プ ラ チ ン に 対す

る感受性を規定 する 因子 で あ る と考 え られ る ．

今回 の 検討 で は シ ス プ ラ チ ン に よ る D N A 障害の 差

に つ い て は 検討 し な か っ た ，
シ ス プ ラ チ ン に よ る

D N A 障害は前述の ごと く ，
D N A 鎖間架橋 ，

D N A 鎖

内架橋 ，
D N A 蛋 白架橋 の 3 種類の 形態が 考 え ら れ て

い るが
，
その う ち の どれ が シ ス プラ チ ン の 細胞毒性 に

も っ と も重要で あ る か ，
目下検討中 で あ る ． 現 在 ま で

の 報告で は ，
D N A ．P l a t in u m 付加体の 減少率の 低下は

報告さ れ て い る が ，
シ ス プ ラ チ ン に よる D N A 障害の

明 確な修復機構 は解明さ れ て い な い ． 著者の 実験系で

もさ ら な る検討が 必 要で あ る と考 え られ る 一

今回 の 著者 の 検討で は N 2 3 1J C D D P の シ ス プ ラ チ ン

耐性機構と し て も っ と も重 要 な 要素 と し て ，
G S T 活

性が 考 えら れ た ． こ れ は M iy a z ak i ら
嘲
の トラ ン ス フ ェ

ク シ ョ ン の 実験 の 成績と も 合わ せ G S T の 重 要性 を示

す も の で あ る ． シ ス プラ チ ン の 細胞内蓄積量に は変化

が見 られ ず， 他 の報告も考慮に い れ る と 小細胞肺癌 の

シ ス プ ラチ ン 耐性機構 に は ， 細胞内蓄積量 は 関与し て

い な い と考 え られ た ． こ の こ と は小 細胞肺癌以外の癌

で シ ス プ ラ チ ン の 細胞内蓄積量 の 変化が重要で あ る こ

とと
一 線 を 画す る と 考 え られ る ． ま た G S H 含量 ，

M T 含量も シ ス プ ラチ ン耐性機構 に 関与 し てい ない と

考 え られ た ． 今後今回 の 知見 を 基 に ，
シ ス プ ラ チ ン の

治療成績 を向上 さ せ ， 長期生存 を得 る た め ，
G S T 清性

阻害剤 で あ る ユ タ ク リ ン 酸の 併 用 の 臨床応 用 を行 う べ

く ， その 前段階と して の 動物実験等 を行う必要があ る

と 考え られ た ．

結 論

シ ス プ ラ チ ン に 対す る獲得耐性 の 機構 を検討す る た

め N23 11 C D D P を樹立 し 以下 の 結論 を得 た ．

1 ． N 23 1ノC D D P は N2 3 1 に 比 べ シ ス プ ラ チ ン に 対

し て 4 倍耐性 で あ っ た ．

2 ． 親株 ， 耐性株で シ ス プ ラ チ ン の 細胞内蓄積量 に

差 はな か っ た ．

3 ． G S H の 細胞内含量 に は 両細胞株 で差 は な か っ

た ．

4 ． M T の 耐性に 対す る関与 は塩化 カ ド ミ ウム に 対

し て 交差耐性 を 示 さ な か っ た こ と よ り 否 定的で あ っ

た ．

5 ． G S T は N 23 11 C D D P で 4 ．2 倍 高値 だ っ たが エ タ

ク リ ン 酸を 用 い G S T 活性 を 阻害 して も耐性 は克服で

き なか っ た ．

以上 の 結果よ り N23 11 C D D P に お い て ，
G S T は シ

ス プ ラチ ン の感受 性 を規定す る 因子 で は あ る が ，
耐性

機構の 全て を説明 で き な い ．
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L i p p in c o tt C o m p an y ， P h il ad elp

h i a ， 19 8 9 ．

8 I R o t h ， B ． J ．
，
J o h o s o n ， IL H ． 及 G r e e o ， F ．

A ． こ A ph a s e lII t ri al o f e t o p o sid e an d
cis platin
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v e r s u s c y cl o ph a s ph m id e ， d o x o ru bi c in a n d v in c ri s t in e

v e r s u s alt e m a ti o n o f th e t w o th e r a pi e s f o r th e

p a ti e n t s
w ith e x t e n si v e s m a n c ell lu n g c an C e r ． P r o c ■

A m ． S c K I ． Cl in ． O n c ol ．
，
8
，
22 5 く19 8 9J ．

9 I T a m u r a ， T り F 血 u o k a ， M ． ， F tl r u S e
，
軋
，

I k e g a m i ， H ．
，
S aij o ， N 一 皮 S u e m a stl ， K ． I J a p a n e s e

m ulti c e n t e r r an d a m i z e d t ri al 二 C y Cl o ph o s p h a m id e l

a d ri a m y ci nl vi n c ri st in e くC A VI v e r s u s ci s pl a t in l

e to p o sid e くP V PI v e r s u s C A V al t e m a t in g w it h P V P

in p a ti e n t s w ith s m a u c ell lu n g c a n c e r J P r o c ． A m ．

S 鑑 ． C li m O n c ol ．
，
8 ， 2 2 0 く19 瑚 ．

10ナ 田 村友秀 ，
西催 長宏 二 各臓器癌の 化学療法 ， f二

小細胞肺癌 ． C u r r e n t R e v ie w 癌化学療法1 990 q

9 1 く鶴

尾隆，
西候長宏編I ， 3 0 4 －3 1 4 頁 ， 中外医学社 ， 東京 ，

1 99 0 ．

11J A n d r e w s ， P ． A ． 廠ニ H o w ell ， S ． B ．
こ C ell u l a r

p h ar m a c ol o g y of cis pl a t in こ P e r s p e cti v e s o n m e ch an i
．

S m S Of a c q u ir ed r e si s t a n c e ． C a n c e r C ell s ， 2 ， 35
－4 3

く199 0I ．

1 21 B u n g o ， M ．
，
F uji w a r a ， Y ．

，
K a s a h a r a

，
K ．

，

N a k a g a w
r

a
，
K ．

，
O h e

，
Y ．
，
S a s a k i

，
Y ．

，
I d n o

，
S ． 及

S aij o ， N ． ニ D e c r e a s ed a c c u m ul a ti o n a s a m e c h a mi s m

Of r e si st a n c e t o ci s －d i a m m in e di c hl o r o pl a t in u m りり in

h u m an n O n －

S m al l c ell l u n g c an C e r C ell l in e s こ r el a ti o n

to D N A d a m a g e an d r e p ai r ． C an C e r R e s ．， 5 0 ，

2 54 9 －2 55 3 く19 901 ．

1 3I E a w ai ， K ．
，
K a m a t a n i

，
N ．

，
G e o r g e s ， E ． 良

Li n g ， V ． 三Id e n tifi c a ti o n o f a m e m b r a n e gl y c o p r o t e in

O V e r e X p r e S S e d in m u ri n e l ym p h o m a s u 肌 n e s r e sis t a
－

nt t o ci s －di a m m in e d i c hl o r o p l at in u m く川 ． J ． B i ol ．

C b e m ． ， 2 6 5
，
13 1 3 7 － 1 31 4 2 く19 9 0ン．

瑚 F uji w a m ， Y リ S u gi m o t o ， Y ．， K a s a h a r a
，
K

．
，

B n n g o ， M リ Y a m a k id o
，
M ．

，
T e w

，
E ． D ． 及 S a ij o ，

N
． こ D e t e r m in a n t of d ru g r e S P O n S e in a ci s pl a t in

r e si st a n t h u m a n l u n g c an C e r C ell l in e ． J p n ． J ． C a n c e r

R e s
リ
8 1

，
5 2 7 －5 3 5 く19 9 01 ．

1 5J T e w
，
K ． I L

，
B o m b e r

，
A ． M ． 及 H o ff m a n

， S ．

J
． こ E th a c r ym i c a cid a n d p h

．

ip r o s t a s e n h a n c e r of

C yt ot o xi city in d n l g r e Si s t a n t 8 E S e n Siti v e c ell l in e s ．

C a n c e r R e s ．
，
4 8

，
3 62 2－36 2 5 く19 8 81 ．

161 N a k a g a w a ， K ．
，
S a ij o ， N ．

，
T s u c h id a

，
S ．

，

S ak ai
，
M ，

，
T s u n o k a s a

，
Y ．
，
Y o k o t a

，
J ．
，
M u r a m a t s u

，

軋
， S a t o

，
K －
，
T e r a d a

，
M ． 8 E T e w

，
K ． D ． こ G l u t a th－

i o n e －S ．tr a n s f e r a s e 7 E a S a d e t e r m i n a n t of d ru g

re sis t a n c e in tr a n s e f e c t a n t c ell l in e s ． J ． B iol ． C h e m ．
，

26 5
，
4 2 9 6 ．4 3 0 1 く19 叫 ．

8 6 5

1 71 B a s u
，
A ■ 鹿 L a z o

，
J ． S ． こ A h y p o th e si s r e g ar

－

d in g th e p r o s p e c ti v e r o le of m e t al 1th i o n e in a g a in st

th e t o xi c it y of D N A in t e r c al at in g d ru g S ． T o x ic ol ．

L e tt ．
，
5 0

，
1 2 3 －1 2 5 く1 99 0l ．

1 81 An d r e w s ， P ． A ．

， M u rp h y ， M ． P ． 皮 H o w ell
，

S ． B － こ M e t all oth i o n e in m e d i a te d cis pl a t in r e si st a n c e

in h u m an O V a ri a n c a r c in o m a c ell s ． C an C e r C h e m o th －

e r ． P h a m a c ol ．
，
2 4 1

，
1 8 1 3 － 1 81 5 く19 8 7J ．

1 9I E a s t m a n ， A ． 及 S c h ul t e
，
N ． ニ E n h a n c e d D N A

r e p a lr a S a m e C h a n is m of r e sis t a n c e t o ci s － di a m m in －

e d i ch l o r o p al a ti n 血1 m ．
，
Bic xI h e m i st ry ， 2 7 ， 4 7 30

T4 7 3 4

く1 9 8即．

叫 H o s p e r s ， G ． A ． P
り
M e n e r

，
C ．
，
D e l J e n

， I ． ，

U g e s ， I L R ． A ．
，
M uld e r

，
N

． H ． 鹿 D e V ri s
，
E ． G ．

E ． ニ A st u d y of h u m a n s m al 1 － C el l u n g c a n c e r

C a r Ci n o m a くh S C L CI c ell l in e s w ith d iff e r e n t s e n siti ．

V iti e s t o d o r e cit r e v al e n t m e c h a ni s m s of ci s pl a t in

くC D D P J r e sis t an C e ． h t ． J ． C a n c e r ． 4 6
，
1 38 －1 4 4 く19 9 01 ．

2 1J H o n g ， W ． S ．
，
S aij o ， N ．

，
S a s a k i

， Y ．
，
M i n a t o ，

軋
，
N a k a n o

，
H ．

，
N a k a g a w a ， R リ F nji w a r a ， Y ． ，

N o m e r a
，
M ． 鹿 T w e n t y m a n ， P ． R ． ニ E s t ab li s h m e n t

a n d c h a r a c t e ri z a ti o n of ci s pl a t in r e si st an t S u bl in e s of

h u m a n l u n g c an C e r C ell lin e s ． I n t ． J ． C a n c e r ． 4 1 ，

4 6 2 ．4 6 7 く19 881 ．

2 2I T e w n t y m a n ， P ． R ．
，
F o x

，
N ． E ．

，
W ri g h t ， R ．

A ． 鹿 B l e c h e n
，
N ． M ． 二 D e ri v ati o n 8 t p r eli m in a r y

C h a r a c t e ri z a ti o n o f ad ri a m y c in r e si s t an t l in e s of

h u m a n l u n g c a n c e r c e11 ． B r ． J ． C a n c e r ， 5 3
，
5 2 9 －5 3 7

く19 8 61 ．

2 3I G ri f fi t h ， 0 ． W ． こ 加te r m in a ti o n of gl u t a th i o n e

a n d gl u t ath i o n e d is ulfid e u si n g gl u t a th i o n e r e d u ct a s e

a n d 2 ， V in yl p y ri d in e ． A n al ， B iく血 e m
． ，
10 6

，
2 0 7 －21 2

く19 8 0j ．

24I H a bi g ， W ． H ．
，
P a b s t

，
M ． J ． 良 J a k o b y ， W ．

B ． こ G l u t a th i o n e ．S ． t r a n sf e r a s e s ， th e fi rs t e n z y m a ti c

S t e P in m e r c a pt u ri c a cid f o r m atio n ． J ． B i ol ． C h e m ．
，

2 4 9
，
7 1 3 0－7 1 3 9 り9 7 41 ．

2 5J T ei c h e r
，
B ． A ．

，
H ol d e n

，
S ． A ．

，
K e11 e y ， M ． J ．

，

S h e a
，
T ． C ．

，
C u u c ci

，
C ． A

．
，
R o s o w s y ， A ．

，
H e n n e r

，

W ． D ． 鹿 F r ei
，
E ． III ． こ C h a r a c t e riz ati o n of a h u m a n

S q u a m a u S C e u C a r C h o m a c ell l in e r e s is t a n t t o

Ci s－dia m m i n e d i c hl o r o pl a t in u m りIJ ． C a n c e r R e s ． ， 4 7 ，

3 8 8 ．3 9 3 く1 9 8 71 ．

2 6J R i c h o n ， V ．
M

．
，
S c h u lt e

，
N ． 及 E a s t m a n

，

A ． こ A c c u m ul a ti o n of cis －d i am rn in ed i c hl o r o pl a t in u m

けり in m u 血 e l e u k e m i a L 1 2 1 0 c e11s in v it r o ． C a n c e r
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R e s ．
，
4 8

，
9 －1 3 く1 9 8 8う．

271 S c h ild e r ， R ． J ．
，
H a ll

，
L ．
，
H a n d el

，
L ． M ．

，

F oj o ， A ． T ． ，
M o n k s

，
A ．

，
Y o u n g ， R ． C －

，
O z o I s

，
R ■

H ． 丘 H a m ilt o n ， T ． C ． こ M e t all o thi o n e in g e n e

o v e r e x p r e s si o n in h u m a n o v a
ri a n c a n c e r c e u l in e s ．

P r 肛 ． A m ． A s s c xI ． C an C e r R e s ． ， 3 0 ， 5 2 5 く1 98 9I ．

卿 B r a d l e y ， G り J u 甘a n k a ， P ． F ． 盈 Li n g ， V ． こ

M e c h a n i s m of m u ltid ru g r e Si st a n c e ． Bi o c h e m ．

B i o p h y s ． A c t a ， 94 8 ， 8 7
－1 2 8 く19 8 81 ．

2 9I E di c o tt ， J ． A ．
良 L i n g ， V ． ニ T h e b ic xI h e mi s tr y

of P ．

gl y c o p r ot e in r n e di a t e d m ultid ru g r e Si st a n c e ．

A n n u ． R e v ． B i o ch e m ．
，
5 8 ， 1 3 7

－1 7 1 く19 8 91 ．

30I E a s a h a r a ， K ．
，
F 11ji w a r a ， Y ．

，
N i sh i 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 ． 鹿 S a ij o ， N ． こ M e t al l o th i o n e in c o n t e n t c o r T el a t e s

w ith th e s e n siti v ity of h u m an S m al 1 c ell l u n g c a n c e
r

c e u l in e s t o ci s pl a t in ． C a n c e r R e s ． ， 5 1 ， 3 2 3 7 － 32 42

く19 9 1I ．

3 リ A れd r e w s ， P ． A ．
，
M n 叩 h y ， M ． P ． 息． H o w ell

，

S ． B ． ニ C h a r a c t ri z ati o n o f ci s pl at in ィ e sis t au lt C O L O 3
－

1 6 h u m a n o v a ri a n c a r c in o m a c ell s ． E u r ． J ． C a n c e r

C l血 O n c ol ．， 3 6 ， 1 9 5 5
－1 9 6 4 く19 891 ．

3 2I R u s s o ， A ．
，
D e g r a ff ， W ．

，
F ri e d m e rL

，
N ． 鹿

M it c h e11
，
J ． B ． ニ S el e c ti v e m c xl ul a ti o n of gl u t ath i o n e

l e v els in h u m a n n o r m al v e r s u s t u m o r c ell s a n d

s u b s e q u e n t d iff r e n ti al r e s p c n s e t o c h e
m ot h e r a p y

d ru g S ． C a n c e r R e s ． ， 4 6 ， 28 4 5
－ 2 8 4 8 u 9 8 61 ．

3 3I H a m illt o n ， T ． C ．
，
W i n k e r

，
M － A ． ，

L o u l e
，
K ．

G ． ， B a tl s t ， G ．
，
B e h r e n s

，
B ． G ．

，
T s u ru 0

，
T ．

，

G r o u t h g e r ， K ． R ．
，
M c K o y ， W ． M ．

，
Y o u n g ， R ． C ．

鹿 0 21 01 s
，
R ． F ． ニ A u g m e n t a ti o n of a d ri m y c in ，

rn el ph al an ， a n d ci s pl a t in c yt o t o xi v ity in d ru g
－

r e Si st －

a n t an d s e n siti v e h u m a n o v a ri an C a r C in o m a c ell l in e s

b y b u th i o n in e s u lf o xi m in e m e d i at e d gl u t ath i o n e

d e pl atio n ． B icx Ih e m ．
P h a r m a c ol ．

，
3 4

，
2 5 8 3 ．2 5 8 6

く19 8 5う．

3 4ナ S c h il d e r ， R ． J ．
，
H a ll

，
L ．
，
M o n k s

，
A ．

，
H a n d el

，

I ． M ．
，
F o rn a C e

，
A ． J ． J r ．

，
O z oI s

，
R ．
F ．

，
F o j o ， A －

T ． 鹿 II a m il t o n
，
T ． C ． ニ M e t a1l o th i o n e in g e n e

e x p r e s si o n a n d r e si s t a n c e t o c I S pl a t in in h u m a n

o v a ri a n c a n c e r ． I n t ． J ． C a n c e r ， 4 5 ， 4 16 －4 2 2 く19 9 0ン．

3 5I K ell e y ， S ． I ．
，
B a s u ， A ．

，
T ei c h e r

，
B ． A ．

，

H a c k e r
，
M ． P ．

，
H a m e r ， D ． H ． 鹿 I J a Z O

，
J ． S ． こ

O v e r e x p r e s si o n of m et al l ot hi o n e in c o
n f e r r e si st a n c e

t o an ti c a n c e r d ru g S ． S ci e n c e ， 24 1 ， 1 81 3
－ 1 8 1 5 く198 81 ，

3 6I N a g a n u m a ， A ．
，
S a t o h

，
M ．
及 I m 11 r a

， N ． ニ

P r e v e n ti o n o f l e th al an d r e n al t o xi cit y o f cis － di a m m －

in e d i c hl o r o pl a t in u m りn b y in d u c ti o n of m e t a u othi o ．

n e in s 叩 th e sis w ith o u t c o m p r o m lS l n g it s an tit u m or

a c ti v ity in m i c e ． C an C e r R e s ． ， 4 7 ， 9 8 3
－ 9 8 7 く19 87 1 ．

3 7ナ 中川 和 彦 ，
酉 億長宏 二 薬剤耐性因 子 と し て の

Gl u t a th i o n e S －t r a n Sf e r a s e 7 r ． 組織培養 ，
1 6

，
23 5 －2 39

く19 9 0I ．

3 8I R a ti s t ， G ．
，
T ul p u l e ， A ．

，
S i n h a

，
B － E ．

，
K a tki

，

A ． G ．
，
M y e r s ， C ． E ． 鹿 C o w a n

，
K ． H ． こ O v e r e x p re ．

s si o n o f a n o v el an i o ni c gl u t ath i o n e tr a n s ef e r a s e in

m ultid ru g
－

r e Si st a n t h u m a n b r e s t c an C e r C e11s ． J ． Bi ol ．

C b e m ．
，
2 6 1

，
1 5 54 4 －1 5 5 4 9 く1 9 8 6I ．

3 9I C e cil ， B ． P ． ニ G l u t a thi o n e S －t r a n Sf e r a s e こ g e n e

s t ru C t u r e ， r e g u l ati o n ， a n d b iol o gi c al f u n c ti o n ． A n n u ．

R e v
．
B ic c h e m ．

，
5 8

，
7 4 3 － 7 64 く19 8 91 ．

4 0I N a k a g a w a ， E リ Y o k o t a ， J ．

，
W a f a

，
Y ■

，
S a s a ki

，

Y ．
，
F u ji w a r a ， Y ．

，
S a s a k i ， M ．

，
M u r a m a t s u

，
M ．
，

T e r a s a ki
，
T ．

，
T s u n o k a w a ， Y ．

，
T e r a d a

，
M ． 鹿

S aij o ， N ． こ L e v el s of gl u t ath i o n e S ．t r an Sf e r a s e 7 r

m R N A in h u m a n lu n g c a n c e r c el1 1 in e s c o r rel ate

w ith th e r e si st a n c e t o cis pl a t in a n d c at b o pl a t in ． Jp n ．

J ．． C a n c e r R e s ．， 7 9 ， 3 0 1 －3 0 4 く19 8 81 ．

4 11 M o s c o w ， J ． S ．

，
T o w n s e n d

，
A ． J ． 鹿 C o w a n

，

K ． H ． I El e v a ti o n o f 7r Cl a s s gl u t a th i o n e S －t r an Sf e r

r a s e a c ti vit y i n h u m a n b r e a s t c a n c e
r c ells b y

t r a n sf e cti o n of th e G S T ．

7r g e n e an d it s eff e c t o n

s e n siti vi t y t o t o x in s ． M ol ． P h a m a c ol ． ， 3 6 ， 22
，28

く19 8 別．

4 2I 二M i y a z a k i ， M ．
，
K o h n o

，
E ．

，
S a b u ri ， Y ．

，

M a t s u れ 0 ， K ．
，
O m o

，
M ．

，
K u w a n o

，
M ．

，
T s u c hid a ，

S ．

，
S a t o

，
K ．

，
S a s a k i

，
M ． 8 E M u r a m a t s u ， M ． ニ D ru g

r e si st a n c e t o c is － di a m m in e d i ch l o r o pl at in u m 川J h l

c h in e s e h am S t e r O V a r y C ell l in e s tr an Sf e c t e d
w ith

gl u t ath i o n e S
－tr a n Sf e r a s e P I g e n e ． B ic xI h e m － B io ph

．

y s ． R e s ． C o m m u n ．
，
1 6 6

，
13 5 8 － 1 3 6 4 く1 9 9 01 ．
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C is p l a ti n R e si s t a n c e M e c h a nis m s i n S m aII C elI L u n g C a n c e r C eII L i n e ， N 2 3 11 C D D P

K a z u o K as a h a r a ， D e p a r t m e n t of I n te rn al m e dici n e 川圧 S c h o ol o f M ed i ci n e ， K an a Z a W a U ni v e r sity ，
K a n a z a w a 9 2 0 － J ． J u z e n M e d S t x ．

，
1 0 0

，
8 5 8 － 8 6 7 り9 9 り

K ey w o r d s cI S Pl ati n r e si st an C e m e C h an i s m s ， S m all c e11 1 un g C an C er ， g l u ta th i o n e S
－ tr an S ft r a s e

A b s t r a ct

D ru g r e Si st an C e m ay b e o n e r e a s o n f o r th e f ai l u r e o f C h e m o th e r ap y o f s m all c e11 l u n g c a n c er ．

N 2 3 11C D D R a ci s － di am m in edi c hl o r opl ati m くIIJくCi spl at in l r esi st an t h um an S m al l c ell l u n g c a n c e r c ell

li n e ， h a s b e e n e s t a bli s h e d t o i n v e s tl g a te th e m e c h a ni s m o f a c q ui r e d r e si st an C e t O C I S Pl ati n ．

N 2 3 1IC D D P w as f o u r ti m es w or e r e si st an t tO Ci spl ad n th an th e N 2 3 1 p ar e n tal c el1 1i n e ． T h er e w a s n o

si g ni fi c an t
d i ff t r e n c e i n th e i n tr ac e11 ul ar a C C u m ul ati o n of ci spl at in b et w e e n N 2 3 1 an d N 2 3 11C D D R

r

r h e re b e in g n o c r o s s r e si st an C e t O C a d m i u m c hl o ri d e ， it i s p o s sib l e th at m et al l o th i o n e in d o e s n ot c o n
一

雨b u te t o th e ci sp l a ti n r esis t an C e i n th e s e c el1 1i n e s ． I n t r a c ell ul ar gl ut a th i o n e c o nt e n t w a s eq u al i n

b o th c e11 1i n es － N 2 3 1 1C D D P h ad 4 － fbl d hi g h e r g l u t a th i o n e S
－ t r an S f er a s e a cti vit y c o m p ar e d wi th th at

Of p ar e n tal c ell s ． n e I C 5 0 V al u e s f o r cISpl ati n i n p ar e nt al an d r e si s ta Jlt C ell li n e s d e cr e a s ed afte r tre at
－

m e n t w i th e th a c r ym C a Cid ， an i n hi b it or o f G S T － 7T
，
i n a d os e d e p e n d e n t m an n er ， b u t thi s did n ot alt er

th e r ela ti v e d e gr e e of r esi st an C e ． T h e p r e s e n t st ud y s u g g e sts th at g l u ta th i o n e S －tr an S 飴r a s e i s o n e of

th e r eg ul ato ry f a ct o rs i n ci s pl a ti n r esi st an C e m e C h a nl s m s of N 2 3 1IC D D R b u t o th e r f a ct or s ar e al s o

re q ui r ed t o c a u s e c I SPl a ti n r esi st an C e ．


