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平成11年度

1）シスプラチン耐性骨肉腫におけるp53遺伝子の変異の解析

2種類のp53ポリクローナル抗体(CM1,RSP53)を用いて

streptavidin-biotin法にて免疫染色法を施行した。10%以上の腫瘍細胞数に

染色された場合、p53蛋白の発現を陽性とした。一方、p53遺伝子の点突然

変異が高頻度に報告されているExon5から8までをPCR-SSCP法を用

いて解析した。免疫染色法では、両細胞株において全くp53蛋白の過剰発

現を認めなかった。PCR-SSCP法では、p53遺伝子のExon5から8ま

でに点突然変異を認めなかった。従って、両腫瘍細胞ともに野生型p53蛋

白を発現していると考えられた。

2）シスプラチン耐性骨肉腫におけるp53遺伝子の欠失の解析

p53遺伝子およびp53蛋白の点突然変異について免疫染色法、PCR-SSCP

法およびFII｣TSA法を用いて調べた。また、p53遺伝子の欠失について

Fluorescenceinsituhybridization(FISH)法を用いて調べた。また、両腫

瘍細胞より細胞内の蛋白質を抽出してp53蛋白質をFInSA法にて定量し

た。FISH法は、p53遺伝子に特異的なプローブ(17pl3.1)とp53の位置

する17番染色体のアルフアセントロメアに特異的なプローブ(D17Z1)を

同時に用いて各腫瘍細胞100個以上についてそのシグナルを計測した。両腫

瘍株が正常範囲内のp53蛋白を発現している所見がRIJISA法にても得ら

れた。この結果は、両腫瘍細胞が野生型p53蛋白を発現していることを支

持している。しかし、OST/R細胞のp53蛋白量はOST細胞に比較して約

40%に減少していることが明らかとなった。FISHでは、17番染色体とp53

遺伝子のシグナルの組み合わせで腫瘍細胞を分類しその分布を調べた。親株

のOST細胞において17番染色体がもともと3倍体であり、OST細胞と

OST/R細胞ともに17番染色体のシグナルが3個でp53遺伝子のシグナ

ルが2個の細胞群が最多の割合であった（46％と36％)。しかし、OST細

胞のp53遺伝子の欠失率が65%であるのに比較してOST/R細胞では86%

と有意に増加していた。更に、OST細胞は3つの細胞群からなるのに対し

てOST/R細胞は10群からなり、シスプラチン暴露による遺伝子の不安定

性は有意に変化していた。具体的には、OST/R細胞ではOST細胞に比較し



て、17番染色体のシグナルが3個でp53遺伝子のシグナルが2個ないし

3個の細胞群が減少し、17番染色体のシグナルが4個ないし5個に増幅

された細胞群が新たに出現していた。p53遺伝子あるいは17番染色体のシ

グナルのみに着目すると、OST/R細胞とOST細胞のp53遺伝子のシグナ

ルの分布を比較すると、シグナル2個から1個へ有意に減っていた｡一方、

OST/R細胞とOST細胞の17番染色体のシグナルの分布を比較すると、シ

グナル3個が有意に減少し相対的にシグナル数が有意に増えていた。以上

の研究結果から、シスプラチン耐性骨肉腫においてp53遺伝子の新たな欠

失が有意に増加していることを示した。p53遺伝子の欠失に呼応して野生型

p53蛋白量も減少しており、シスプラチン耐性骨肉腫においてはp53遺伝
子の機能的な役割が抑制され、17番染色体遺伝子の不安定性を増大してい

ると推察した。従来報告されてきたp53遺伝子の点突然変異が認められな

くても、その機能異常としてp53遺伝子およびp53蛋白の欠失が骨肉腫

におけるシスプラチン獲得耐性の有用な指標となることが明らかとなった。

3)p53発現制御による細胞増殖の抑制

両腫瘍細胞株共に殺細胞効果のないカフェインの最大濃度は0.5mMであり、

これをカフェインの使用濃度として、殺細胞増強効果について検討した。

WST･1assayを用いて細胞生存曲線を作成した。高水溶性のホルマザンを
生じるテトラゾリウム塩であるWST･1を用いるこの測定法は、生細胞の脱

水素酵素活性を測定しその活性量から生細胞数を数えることができ、細胞の

生存数によって薬斉Iの毒性を評価するものである。両腫瘍細胞株に各濃度の

シスプラチンを1時間接触したのちカフェインを添加して3日間培養した。

シスプラチン接触後のカフェイン添加による殺細胞増強効果はOST株では

認められたが、OST/R株では認められなかった。シスプラチンが高濃度の

領域においても全くカフェインの相乗効果を認めなかった。

p53蛋白発現ついてWesternBlot法にて検討した｡カフェインのみ添加した
培養液を加えた細胞群と薬剤を加えない培養液を加えた細胞(対照群)より蛋

白を抽出して電気泳動をおこなった。WesternBIot法の結果は、OST細胞

においてカフェイン投与だけではp53蛋白の発現は対照群と同じであった。

同様に､OST/R細胞においてもp53蛋白の発現に変化が認められなかった。

DNA合成能についてカフェイン接触1,6,12,18,24時間後にBrdUを取り

込ませてW｣ISA法にて対照群と比較した｡BrdUは増殖細胞のDNAの中へ



チミヂンの代わりに取り込まれる。従って、取り込まれたBrdUを測定する

Fll｣ISA法は、DNA合成量を定量化するものである。両腫瘍細胞株ともカフ

ェイン添加のみではDNA合成能に低下を認めなかった。従って、以上の結

果からシスプラチン耐性骨肉腫に対してカフェインは耐性を克服することが

できないことが明らかとなった。

平成12年度

4）化学療法によるp53遺伝子の発現の変化の解析

カフェイン添加のみの場合を検討したところp53蛋白に変動を認めなかった

ので、次にシスプラチンとの組み合わせによるp53蛋白の相互作用に関して

検討した。

WesternBlot法では10"g/mlのシスプラチンを1時間接触後に洗浄し培

養液を加えた腫瘍細胞群、シスプラチンを1時間接触後に洗浄しカフェイン

を添加した培養液を加えた細胞群より蛋白を抽出して電気泳動をおこなった。

OST細胞ではp53蛋白の発現量がシスプラチン処理で増加し、それがカフ

ェイン添加で抑制された。この所見は4時間後に顕著に認めた。OST/R細

胞ではいずれもp53蛋白の変化を認めなかった。同様の所見はELISA法に

ても得られた｡10"g/mlのシスプラチンを1時間だけ腫瘍細胞に接触させた

際のp53発現の変化として、OST細胞ではDNA修復のためにp53蛋白の

一過性の上昇を6時間後に認めたが（1.31倍)、OST/R細胞においてはp53

蛋白の発現に変化はなかった(O.95倍)。

DNA合成能についてシスプラチン接触後1,6,12,18,24時間後にBrdU

を取り込ませてm｣1SA法にてカフェイン添加の有無によるDNA合成能の

変化について検討した。OST細胞のDNA合成能は、シスプラチン接触後6

時間後より12時間後にかけて約50%まで低下するが、カフェイン処理によ

り低下が起きなかった。それぞれ、早期のp53増加とカフェインによるp53

増加の抑制に対応していると考えられた。一方、OST/RのDNA合成能は

シスプラチン接触後カフェイン添加の有無にかかわらず6時間後でもSO%

に留まり、p53の変化のない結果を裏付けた。まとめるとシスプラチンに高



感受性のOST細胞ではシスプラチンの殺細胞効果がカフェインにより増強

された。その際、p53蛋白はシスプラチン処理により増加しDNA合成能は

抑制されたが、カフェイン添加によりp53蛋白は抑制されDNA合成能の抑

制は解除された。一方、シスプラチン耐性のOST/R細胞ではシスプラチン

の殺細胞効果はカフェインにて増強されず、p53蛋白量とDNA合成能のい

ずれも変化がなかった。

今後の展望

カフェイン併用化学療法の臨床成績を本末に貼付する(論文3篇)．

1)Caffbine-assistedchemotherapyandminimizedtumorexcisionfbr

nonmetastaticosteosarcoma.AnticancerResearchl8:657･666,

1998．

2)Caffbine-potentiatedchemotherapyandconservativesurgeryfbr

high-gradesoft-tissuesarcoma・AnticancerResearchl8:3651-3656,

1998．

3)Caffbine-potentiatedradiochemotherapyandfilnction･saving

surgeryfbrhigh-gradesofttissuesarcoma・AnticancerResearch20:

2137-2144,2000.

骨肉腫では，5年生存率が約90%にまで上昇し，局所効果も極めて有効で

あるが，初診時に転移の無い約10％の症例，初診時に転移を有する約95％

の症例が化学療法に抵抗性である．また，軟部肉腫の5年生存率は約SO%で

あり，局所有効性は約75％であった.今後,化学療法抵抗性の腫瘍に対して，

p53遺伝子による感受性予測や抗癌剤の効果増強を目的とした遺伝子療法を
検討していきたいと考えている．
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