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悪性腫瘍の治療中にみられる、腫瘍細胞の多剤耐性機序の一つとして、多剤耐性遺伝子

(MDR1)の増幅とその遺伝子産物であるP-糖蛋白の過剰産生が知られている。このP-糖蛋白

は細胞臆におけるATP依存性の薬剤排泄ポンプという機能を担い、細胞内の抗癌剤濃度を

低下させるが、カルシウム拮抗剤などでその機能がブロックされることから、細胞内のイ

オン化カルシウム代謝と深くかかわっていると患われる。Fl柵－3は従来のものに比べて

最もカルシウムに感受性が高い蛍光プローーベであるが、多剤耐性細胞内ではほとんど蓄積

がみられず、抗癌剤感受性細胞では強く蓄積される。本研究では、著者の研究室で樹立さ

れた各種の多剤耐性細胞株を使用し、Fluo-3を用いて、腫瘍細胞の多剤耐性の程度を、P-

糖蛋白の機能面から、より鋭敏に測定することを目的とした｡P－糖蛋白阻害剤であるベラ

パミルやセファランチンも使用し、蛍光プローベの細胞内蓄積量の変化をみた。その結果

は従来用いられているRhodamine-123(Rh-123)の結果と比較した。本研究によってF伽o-3

やRh-123を用い、機能面から測定された低レベルのP-糖蛋白依存性多剤耐性の程度と、P-

糖蛋白に対する抗体を用いた免疫組織化学的方法や、ウエスタンプロット法、RT-PCR法に

よるMDR1mRNA検出等の分子生物学的方法によって検出されるMDR1依存性の多剤耐性の程度

ととの比較を行なった。
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靭干究踵童果

1.P-糖蛋白のeffluxpumpとしての機能性を応用して、多剤耐性細胞の、新しい蛍光プロ

ーベF].uo-3を用いた機能的解析の可能性を検討し、Rh-123と比較した。薬剤感受性K56
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2親株、多剤耐性K562/VCR、K562/ADR細胞、その感受性復元細胞、MTXのみ耐性で非多

剤耐性K562/MTX細胞、多剤耐性であるがP-糖蛋白陰性K562/THPADR細胞を使用した。

K562/VCRとK562/ADRではFluO-3、Rh-123ともに細胞内蓄積低下と、P-糖蛋白阻害剤で

あるベラパミルやセファランチン添加によるこれらの蛍光プローベの蓄積増加がみら

れた。免疫染色とウエスタンプロット法ではP-糖蛋白発現増幅のないK562親株、K562/

THPADR、K562/MTX細胞でもベラパミルやセファランチン添加によってFluO-3の排泄遅

延が認められたが、Rh-123では排泄に差がみられなかった。RT-PCR法によるとMDR1mRN

A発現はP-糖蛋白陰性の細胞も含勧てすべての細胞でみられたことより、Rh--123はP-糖

蛋白発現をより明確に表現したが、Fluo-3はMDR1mRNAを発現する低レベルの多剤耐性

細胞の検出に有用かもしれないと思われた。

Fluo-3とP-糖蛋白の相関関係をさらにより深く検討するため、RT-PCR法でもMDR1mRNA

発現がほとんど検出できない細胞株をK562親株より限界希釈法で樹立した(K562/NC16)。

K562/NC16細胞においても、Fluo-3の排泄はベラパミルやセファランチン添加で遅延

した。Rh･-123は変化しなかった．以上より、Fluo-3の細胞内蓄積量はI)-糖蛋白のみな

らず、他の膜輸送蛋白が関与している可能性が示唆された。

臨床の白血病細胞の検討では、31例中13例がHDR1mRNA陽性、P-糖蛋白陰性で、これら

の例ではFluo-3の細胞内蓄積は多剤耐性パターンをとった。低レベルのMI)R1mRNA発現

が白血病の予後因子として重要であるか否か、現在検討が進められている。

以下、論文の別刷をもって研究成果の報告に代える。
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