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グリ オ
ー

マ の 化学療法の 効果を規定する因子 と して 薬剤耐性 は重要 であり, 現在まで に さまざまな薬剤耐性関連蛋白が

同定さ れ て い る . また
,
腫瘍細胞に み ら れ る 多剤耐性機構の な か で P 糖蛋白 の 関与 しな い 多剤耐性細胞に は ･ 多剤耐性関連蛋

白( m u ltid ru g r e Si s ta n c e
-

a S S O Ci a te d p r o tei n , M R P ) が発現 して 耐性を担 っ て い る こ とが 知 られ て
い る ･ 本研 究で は･ グ リ オ

ー マ

の 薬剤耐性 にお ける M R P の 役割を知 るた め に, 手術標本と ヒ ト グリ オ
岬

マ 細胞株 における そ の 発現 と薬剤感受性の 関係 に つ

い て 検索 し た . 対 象は , 手術時 に採取 さ れ た グリ オ
ー

マ 組織 20 例 ( 膠芽臆11 例 , 退形成星状細胞腫6 例 ,
星状御砲艦3 例) ･

正 常脳組織3 例 お よ び ヒ ト グ
1) オ

ー

マ 細胞 株4 種類 ( U 8 7 M G , U 2 5 1 M G , U 3 7 3 M G , T 9 8 G ) を用 い た ･ 手術標本で は, M R P

m R N A の 発現と 蛋白 レ ベ ル の 局在 を 逆転写 (r e v e r s e t r a n s c ri p titi o n , R T )
- P C R と 免疫組織化学を用い て 観察 した ･ そ の 結果,

M R P m R N A の 発現 は膠芽濃11 例 中9 例, 退形成星状細胞膿6 例 中3 例 にみ られ , 免疫組織化学的 に は M RP は 膠芽腫11 例中9

例
,
退形成星状細胞腺6 例 中3 例 に 陽性であり腫瘍細胞の 細胞質内に顆粒状 に発現 して い た ･ 星状細胞腫お よ び正 常脳組織に

ぉ い て は 陽性所見 は み ら れ なか っ た . 腫瘍 の 悪性度 に伴 い M R P 陽性腫瘍湖胞数が増加す る傾向が み ら れ た ･ 細胞株で は ,

M R P の m R N A と 蛋白の 発現量をそれぞれ定量的R T P C R と ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法を用 い て半定量化 した . す べ て の 細胞殊に

ぉ い て M R P の m R N A と 蛋白 の 発現 が み ら れ た . 細胞株間の M R P の m R N A お よ び蛋白 の 発現量は い ずれ の 方法 に お い て も

u 87 M G で の 発現 が最も少なく ,
つ い で U 2 5 1 M G

,
U 3 7 3 M G , 耶 8 G の 順 に発現量 は増加 し て い た . T 9 8 G の M R P の m R N A と蛋

白の 発現量は と もに U 87 M G の 発現 量の 約4 .5 倍で あ っ た .
4 種類の 薬 剤 [ ア ドリ ア マ イ シ ン (a d ri a m y ci n , A D M ) , V P

-1 6 ( エ ト

ポ シ ド) , シ ス プ ラ チ ン ( c i s
- d i a m m i n e d i c h l o r o p l a ti n u m , C D D P) , ニ ム ス テ ン【ni m u s ti n e , 1

- (4 - a m i n o - 2 - m e th yト5 -

p y ri m i di n yl) m e th yl
-3 一(2 - C hl o r o e th yl) -3 - n itr o s o u r e a , A C N U ]] に 対する 薬剤感受性試験で は, い ずれ の 薬剤 に対 し ても U 87 M G

の 5 0 % 増殖抑制濃度 (50 % i n h ibit o r y c o n c e n t r a ti o n of c ell g r o w th , I C 5 ｡) が最も低か っ た ･ T 9 8 G は 耐性度が最も高くU 87 M G に

比 べ て A D M に対 し て 28 胤 V P - 1 6 に49 倍 , C D D P に8 .3 倍 , A C N U に 17 倍 の 相 対耐性度を有 して
い た ･ A D M

,
V P - 1 6 と

c D D P に村する薬剤耐性度 は, U 8 7 M G , U 2 5 1 M G , U 3 7 3 M G , T 9 8 G の 順 に増加 して お り 各細胞株間の M RP の m R N A お よび 蛋白

の 発現量と よく相関 して い た . しか し
,
A C N U に対す る薬剤耐性度 と M RP の 発現量の 間 には 明ら か な 関連性 は認め られ なか

っ た . M R P の 発現量が 最も多い T 98 G を使用 し て M R P に特異的な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを投与 し, M R P の 党規抑

制 に伴う薬剤感受性 の 変化を ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ法 に て検討 し た ･ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド投与 によ る M RP 蛋白の

発現量 は コ ン ト ロ ー ル の 発現量 に比 して 約25 % に減少 して い た . ア ン チ セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与彼の A D M , V P - 1 6 と

C D D P に対 するI C 5 ｡ 情 は コ ン トロ
ー ル の IC 5 ｡ 値 に比 し て有意 に低下 し て お り, そ れ ぞ れ の 薬剤に対す る感受性は

コ ン トロ
ー ル

に比 して6 .2 倍 , 6 .6 倍 , 4 .3 倍 に増 加 して い た . A C N U に 対する 感
l

受性 に は変化 はみ られ なか っ た ･ 以 ヒの 結果か ら ･
グ1) オ

ー

マ 組織 に お ける M RP の 発現 は そ の 悪性度と薬剤白然耐性 に関連 し て い る もの と推定 さ れ た ･ --
･ノノ, ヒ ト グリ オ

ー

マ 細胞株

に お い て は M R P が 多剤耐性 に関与 し て い る こ と が 示唆さ れ た .

K e y w o r d s m ulti d r u g r e si s t a n c e
- a S S O Ci a t e d p r o t ei n ･ g li o m a , C h e m o t h e r a p y , a n tis e n c e

Oli g o n u cl e otid e

グリ オ ー

マ は
,
原発性悪性脳腫瘍 であり浸潤性 に発育する た

め外科的治療 に よ る仝摘出は困難 であり , 放射線療法, 化学療

法お よ び 免疫療法 の 併用に よ る集学的治療が行わ れ て い る . し

か し
,
こ れ ら の 治療 に 対する反応性 が低い た め 現在の 治療成績

は必ず しも満足できる レ ベ ル に達 して い ない . 中で も グリ オ
ー

マ の 化学療法剤 に対す る感受性はきわ め て低く, 血液脳関門の

存在 に よ る 薬剤到達性の 問題
1)
や 腫瘍細胞白身が薬剤耐性を有

して い る こ と が 臨床上 の 大きな問題点 と な っ て い る .

其剤耐性 に関与す る機序と して 腫瘍細胞の P 糖蛋白 の 発現が

知ら れ て い る が ,
P 糖蛋白は A T P を エ ネ ル ギ

ー 源と して薬剤を

細胞外 に排出 して 耐性 を獲得 して い る こ と が 知 られ て い る
2):与)

現在まで に グリ オ ー マ にお ける P 糖蛋白 の 発現 に つ い て は
一

部

平成 9 年1 1 月1 2 日受付, 平成 1 0 年 1 月 1 6 日受理

A b b r e vi ati o n s : A C N U , 1 -(4 - a r ni n o - 2 - m e th yl - 5 - p y ri m i di n y l) m e th yl
- 3 -( 2 - C h l o r o et h y l) - 3 - n it r o s o u r e a; A D M ,

ad ri a m y cin; b p , b a s e p air s; C D D P , Cis
-di a m m in edi chl o r o platin u m ; F B S , f6t al b o vi n e s e ru m ; G A P D H , g

ly c e r ald eh y d e
-

3 - p h o s p h at e d eh y d r o g e n a s e; I C 5 0 , 5 0 % i n h ibit o r y c o n c e n tr ati o n of c ell g r o w 恥 M D R l , m
ultid ru g r e Sis t an C e l ; M R P ,
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の 腫瘍湖胞お よ び 腫瘍 と正 常 の 境界 に存在す る血 管内皮 に陽性

である と い う報告が ある
4)5 )

. しか しなが ら
,
P 糖蛋白 は腫瘍内

の 血 管内皮 に は発現を認め な い こ と や P 糖蛋白陽性腫瘍細胞の

割合が少な い こ と より グ リ オ ー

マ に お ける薬剤耐性 に は他 の 耐

性国子 の 存在が考え られ る . グ リ オ
ー

マ にお ける その 他 の 薬剤

耐性因子 と して , 細胞 内で の 薬剤不活性化物質と して作用 し薬

剤耐性 に関与 し て い る メ タ ロ チ オネイ ン
6)
や グ ル タ チ オ ン S - ト

ラ ン ス フ エ ラ
ー

ゼ
7)
の 発 現

,
薬剤 の 標 的物質であ る1 ､ ポ イ ソ メ

ラ
ー

ゼ の 遺伝子変化や遺伝子増幅 に よ る トポ イ ソ メ ラ
ー ゼ 阻害

剤 に対する耐性
8)
,
D N A 修復酵素 であ る 0

6
- メ チ ル グ ア ニ ン ー

D N A メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ フ ァ
ー ゼ 活性 の 上昇 に伴う ア ル キ ル

化 剤耐性
9) な どが報告 さ れ てお り様 々 な方面か ら研究 が進め ら

れ て い る .

最近
,
P 糖 蛋白が 関与 して い な い多剤耐性細胞株の 細胞膜 や

小胞体膜に分子量190 k D a の 膜蛋白 が発現 して い る こ と が 報告

さ れ多剤耐性関連蛋白 ( m ultid ru g r e Si st a n c e
-

a S S O Ci at e d p r o t ei n ,

M R P) と 命名さ れ た
10)

. M R P は P 糖 蛋白と同 じA T P 結 合膜輸送

蛋白 の ス
ー パ ー

フ ァ ミリ
ー

に属す るが M R P の ア ミ ノ 酸 配列 は P

糖 蛋白の ア ミ ノ 酸配列 と相同性 は低く, 正 常組織 にお ける分布

も異な っ て い る こ と が 知 ら れ て い る . M R P は 比較的新 しく そ

の 存在 が知 ら れ る よ う にな っ た蛋白で様々 な細胞株や臨床材料

で の M R P の 発 現 と薬剤耐性 へ の 関与 の 研究
11) 12)
が 進め ら れ て

い る が
,
グリ オ

ー

マ に お け る その 発現や薬剤耐性 に関す る機序

は十分解明さ れ て い な い . そ こ で 本研究 で は
,
グ リ オ

ー マ 組織

標本 にお ける M R P の 発 現 を逆転写 (r e v e r s e tr a rl S C ri pti o n , R T) -

P C R と 免疫組織化学的手法 を用 い て 検索 した . ま た
,
M R P の

発現 と その 薬剤耐性 へ の 関与 を検討す る た め に M R P に特 異的

な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ド投与 に よ る M R P 発現 抑制

と それ に伴う薬剤感受性 の 変化を ヒ ト グリ オ
ー

マ 細胞 株を用 い

て 検索 した .

材料 お よ び方法

Ⅰ . 材料

199 6 年か ら199 7 年 まで の 間に 手術標本が採取 さ れ た2 0 例 の

グリ オ
ー

マ を用 い た . そ の 痛理 組織学的分類 に つ い て は
,
世界

保健機構 ( W o rl d H e alth O r g a n i z ati o n ) 脳腫瘍分類 に従っ た
13)

.

内訳は 膠芽腫 短1i o bl a s t o m a , g r a d e Ⅳ) 11 例 , 退形成星状細胞腫

( a n a pl a s ti c a s t r o c y t o m a , g r a d e Ⅲ) 6 例 ,
星 状 細 胞 腫

(a str o c yt o m a , g r a d e Ⅱ) 3 例で あ っ た . 対照と して は ,
3 例 の 脳

腫瘍 以外の 手術 で得 ら れ た 正常脳組織 を用い た . R N A と 蛋白

の 抽 出用標本 は手術摘 出後速 や か に 液体窒素で 凍結 し, -

1 3 5 ℃で 保存 した . 免疫 組織化学用 に は ,
4 % パ ラ ホ ル ム ア ル

デ ヒ ドに て標本を固定後パ ラ フ ィ ン に て 包埋 し た . ヒ ト グリ オ

ー

マ 由来の 細胞株と して U87 M G , U 2 5 1 M G , U 3 7 3 M G , T 9 8 G の 4

種類 を使用 した . 各細胞株の 培養 に は ,
1 0 % 牛胎児血 清 (f e t al

b o vi n e s e ru m
,
F B S) ( G ib c o , G r a n d I s r a n d , U S A) , 0 .3 m g / m l グ

ル タ ミ ン (日 水製薬, 東京) , 1 0 0 U / m l ペ ニ シリ ン (和 光純薬 ,

大 阪) , 1 0 0 m g / m l ス ト レ プ トマ イ シ ン (和 光純薬) を含 ん だ

R P M I 1 6 4 0 ( 日 水製薬) 培地 にて 湿潤37 ℃ , 5 % C O 2 の 条件下 で

培養 した .

Ⅰ . 手術摘出標本 に お け る実験

1 . R トP C R

l) P C R 用プ ラ イ マ
ー

ヒ ト M R P の 塩基 配列
10 ) 1 4) 15)

より
,
M R P に 特 異的 な セ ン ス

プ ラ イ マ
ー

と して 5
,
- A G A A C C T C A G T G T C G G G C A G C G - 3

,

( 4 4 7 9 - 4 4 9 9 ) , ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ
ー

と し て 5
'

-

T C G C A T C T C T G T C T C T C C T G G G - 3
'

(4 9 8 5 - 5 0 0 5)を設計 し, 合成

は 日 本 バ イ オ サ ー ビ ス (埼玉) に 依託 した . 内部 コ ン ト ロ
ー

ル

に は グリ セ ル ア ル デ ヒ ト3 - リ ン 酸脱水素酵素 短1y c e r ald e h y d e -

3 - P h o s p h a t e d e h y d 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 (S t r a t a g e n e , L a J o ll a , U S A ) を使 用 した .

そ の 塩 基 配 列 は
,
セ ン ス プ ラ イ マ

ー

は 5
,

-

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

(2 1 3 - 2 3 6) , ア ン チ セ ン

ス プ ラ イ マ
ー は 5

'

T C T A G A C G G C A G G T C A G G T C C A C C - 3
'

(7 8 7 -

8 10) で あ っ た .

2) 総 帥 A の 分離 と R T ゼC R

総 R N A の 抽出精製 は
,
C h o m c zy n s k i ら

1 6)の 方法 に 基づ い て
,

I s o g e n ( ニ ッ ポ ン ジ
ー ン

,
東 京) を用 い た .

R T - P C R 反応 は
,

R N A P C R キ ッ ト (P e rk i n - E l m e r
,
B r a n c h b u r g , U S A ) を用い た .

すな わち ,
0 .6 p g の 総 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 に て c D N A を合 成 し た . 次 に各

m R N A に特 異的 な プ ラ イ マ
ー を用 い て , T a q ポ リ メ ラ

ー

ゼ にて

c D N A 断片 の 増幅 を 行 っ た . P C R 反応 に は D N A T h e r m al C y cl e r

4 8 0 (P e r ki n - El m e r) を使 用 した . 反応 は
,
9 4 ℃ で3 分間の 熱変

性後 ,
9 4 ℃ で1 分 間, 6 0 ℃ で 1 分 間, 7 2 ℃ で 1 分間 の 3 ス テ ッ

プを 1 サ イ ク ル と して 30 回増 幅 し た . 増幅後 の P C R 反応産物

は2 % ア ガロ
ー ス ゲ ル に て 電気泳動 し

,
エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド

に て 染色後
,
紫外線照射装置 F a s - Ⅱ 汀o y ol) 0 , 大阪) を用 い て

検出 した .

2
. 免疫組織化学

4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで 固定後, パ ラ フ ィ ン に 包捜 し た

標本より厚 さ4 m m の 切 片を作製 し, ポ リ ーしリ ジ ン (和光純薬)

処 理 ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に張り付け乾燥さ せ た . キ シ レ ンを 用い

て 脱パ ラ フ ィ ン し , 1) ン 醸積衛生理食塩水 (p h o s ph a te -b u fE e r e d

s ali n e
,
P B S) で 洗浄後, マ イ ク ロ ウ エ

ー

ブ 処理 を行 っ た . 0 .3 %

過 酸 化水素加 メ タ ノ
ー ル で 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を失活 さ

せ
,
P B S で 洗浄後, 非特異的反応抑制 の た め, ブ ロ ッ キ ン グ抗

体 (正 常 ウサ ギ 血 清) を 宅温で 20 分 間作用さ せ た . 次 に , 一→ 次

抗 体 と して40 倍 に希 釈 した ラ ッ ト抗 ヒ ト M R P モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗体 M R P rl
17)
( ニ チ レイ , 東京) を室温で1 時間反応 させ た 後,

二 次 抗体 の ビ オ テ ン 化 ウ サ ギ 抗 ラ ッ トI g G 抗 体 (V e c t o r

b v o r a to ri e s I n c .
,
B u rli n g a m e , U S A) を室温で 30 分反応 させ た .

ア ピ ジ ン ー ビ オ ナ ン
ーヾ ル オ キ シ ダ

ー

ゼ 複 合体 ( a v i di n e -b i o ti n-

p e r o x id a s e c o m pl e x) 法 と0 .0 0 5 % 過酸 化水素加0 .0 2 % ジ ア ミ ノ

ベ ン チ ジ ン(3 -3
'
-di a m i n o b e n zidi n e) (S i g m a , S t .L o ui s , U S A) 処理

に より発色 させ , ヘ マ トキ シリ ン で 核染色を行 っ た .

朋【. ヒ トグリ オ ー マ 細胞様 に お ける 実験

1 . 定量 的K ｢P C R

M R P m R N A の 細 胞株 に お け る発現を定量化す る た め 定量的

R T P C R を行 っ た . 前 述 と 同様 の プ ラ イ マ ー を用 い て M R P と

G A P D H に つ い て 反応 サ イ ク ル 数 が 20 ～ 3 6 回 の R T - P C R を行

い
,
検定曲線 を作成 し た

1 即 9 )
. 増幅彼の P C R 反 応産物 は2 % ア

m u ltid r u g r e si s t a n c e
- a S S O Ci a t e d p r o t ein ; M

′

I T , 3 -( 4 ,5 - d i m e th ylth i a z ol - 2 - yl) p 2 ,5 - d ip h e n ylt et r a z oli u m b r o m id e ;

P B S
,P h o sp h at e

-b ufft r ed s al in e; R T , r e V e r S e tr an S C ri p ti o n



グ リ オ
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マ にお ける 多剤耐性関連蛋白の発現

ガロ ー ス ゲ ル にて 電気泳動し, エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドにて 染色

後, 紫外線照射装置F a s - Ⅲ Cr o y o b o) を用い て 検出した . M R P

m R N A の 定量の 際に は ,
アガ ロ ー ス ゲ ル 上 の P C R 反応 産物を,

画像解析 ソ フ ト (Q u an ti ty O n e , P r o te in b a s e s I n c . , H u n g ti n g t o n ,

U S A) に て測定 し, 内部 コ ン ト ロ
ー ル の G A P D H に対す る M RP

の 比で 半定量化した .

2 . ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト

各細胞株 の 細胞数を2 . 5 × 1 0
5
個 に そ れ ぞ れ 調節 し

,
P B S

(p H 7 .4) で 洗浄後, 5 % 2
- メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル を含 むS D S 積

衝液500 p l で 溶解後に, 音波処 理 し, 績 衝液内 で3 分 間温浴さ

せ た . 電気泳動 は h e m m li
2( ))
のS D S - P A G E 法に よ り行 っ た . ア

ク リ ル ア ミ ドゲ ル の 濃度 は7 .5 % と し各試料10 pl を泳動 した .

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 ar Bl o t M e m b r a n e -P , ア ト

ー

, 東京) に転写

し
,
0 .1 % ツ イ

ー ン2 0 と 1 % 牛血 清 ア ル ブ ミ ン を含 ん だ トリ ス

塩酸緩衝液で ブ ロ ッ キ ン グを行 っ た 後, 4 0 倍 に希釈 し た ラ ッ ト

抗 ヒ ト M R P モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 M R P rl を4 時 間反応 させ た .

そ の 乳 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標識抗 ラ ッ トIg G 抗体 と 1 時

間反応 さ せ ,
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 キ ッ ト ( V e c t o r

h b o r a to d e s I n c .) を用い て 発色を行 っ た . 得 ら れ た バ ン ドを画

像解析 ソ フ ト (Q u a n ti ty O n e) にて 測定 し, M R P 蛋白党規量を

半定量化 した .

3 . 各細胞株の 薬剤感受性

1) 使用 した薬剤

薬剤感受性試験 に は, ア ドリ ア マ イ シ ン ( a d ri am y Ci n , A D M )

(協和発酵, 東京) , V P -1 6 ( エ トポ ジ ド) ( ブ リ ス トル ･ マ イ ヤ

ー ズ ス ク イ ブ , 東 京 ) , シ ス プ ラ チ ン ( ci s -

di am m i n e di ch l o r o pl ati n u m , C D D P) ( ブ リ ス トル
･

マ イ ヤ
ー ズ ス

ク イ ブ) , ニ ム ス チ ン [ n i m u s ti n e , 1 -(4 - a m i n o -2 - m e th yl
- 5 -

p y ri m i di n yl) m eth yl - 3 -(2 - C h l o r o eth yl) -3 - nit r o s o u r e a , A C N U] ( 三

共, 東京) を用 い た .

2) 薬剤感受性試験

細胞株 の 各種薬剤 に対す る感受性 は M o s m a n n
2 1)
の 方法 に若

干の 変更を加え た以 下 の 方法 によ り行 っ た . 対数増殖期 にあ る

細胞を トリ プ シ ン ー E D T A 処 理後, 2 × 1 0
4
/ m l に調整 し, この 細

胞浮遊液を96 穴平底プ レ ー トに各穴180 pl ずつ 蒔 き, 同時 に各

種薬剤 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72 時 間培養 した . 培 養後P BS

に溶解 し2 m g / m l と した3 - [ 4 ,5 - ジ メ チ ル チ ア ゾ
ー

ル ー2 -yl ト2 ,5
-

ジ フ ェ ニ ル テ トラ ゾ リ ウム ブ ロ ミ ド (3 - [ 4 ,5 -di m e th ylth i a z o l
-2 -

yl] -2 ,5 -d ip h e n yl te t r a z o li u m b r o m id e , M T T) (S ig m a) 溶 液を各

穴に25 再ず つ 加え て4 時間培養 し, 上 清 を吸引 し, ジ メ チ ル ス

ル フ ォ キ シ ド(di m e th yl s ulf o xid e) を各穴20 0 pl ず つ 加 えて プ レ

ー ト振迫器で 5 分間撮達 し た . 各穴 の 吸光度を自動吸光度計 モ

デ ル 55 0 マ イ ク ロ プ レ ー

トリ
ー

ダ
ー

(B i o - R a d , C ali fo m i a , U S A )

を用い て 測定波長540 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 と して

, 各種薬剤 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 パ

ー

セ ン テ
ー

ジで表し
,
生 存率 ( %) と し た . 1 回の 実験 は2 穴 の吸光度 の平

均値をも っ て その 実験 に お ける生 存率の 値 と した .
コ ン トロ

ー

ル の吸光度を100 % と して細胞生存率曲線を措き, 幾何学的に

50 % 増殖抑制濃度 (50 % in hib it o r y c o n c e n t r a d o n o f c e11 g r o w 仇 ,

I C 50) を求め 薬剤感受性の指標 とした . 感受 性試験はすべ て3 回

行ない
, それ ぞ れ の 試験 ご と に求め たIC 瓢 値 の 算術平均を各紙

35

胞株 の各薬剤 に対す るIC 50 と し各細胞株間で比較検討した. 各

細胞株間の薬剤耐性度 の 指標として, 各細胞株のI C 餌 値を最も

耐性度 の低 い 細胞株のIC 5 ｡ 億で 険した値 で相対耐性度 ( r el ati v e

r e si sta n c e) を求め た .

4 . ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ 法

1) ア ン チ セ ン ス お よ びセ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オチ ド

ヒ ト M R P m R N A の 開始 コ ド ン を含む5
,

領域 に相補的な20 塩基

対 (b a s e p ai r s , b p) の フ ォ ス フ ォ ロ チ オ エ
ー

ト型 ア ン チ セ ン ス

オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドと して5
'
一 A G C C C C G G A G C G C C A T G C C G -3

,

お よ び 対 照 と な る セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドと し て 5
,

_

C G G C A T G G C G C T C C G G G G C
r

I 1 3
,

を 設計 した
1O)1 4)22)

. 合成は東

亜 合成(東京) に依託 した.

2) ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド投与後 の M R P 蛋白 の 発

現量の 測定と薬剤感受性試験

T 98 G の M R P の 発現抑制 によ る薬剤感受性 に対す る影響をア

ン チ セ ン ス オ リ ゴ 法で 検討 した
22) 23 )

. オリ ゴ ヌ ク レ オチ ドの 濃

度 は0 .2 5 p M と しオリ ゴ ヌ ク レオ チ ドの 導 入効率を上げる た め

正 電荷リ ポ ソ ー ム の リ ポ フ ェ ク チ ン (5 tlg / m l , G ib c o) を使用し

た . ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの M R P の 抑制 効果 は

M R P の 蛋白 レ ベ ル で の 発現量で確か め た . すなわ ち2 × 10ソm l

に調整 した T 98 G を直径10 c m の 培養 シ ャ
ー

レ に1 0 m l ず つ 分

し10 % F B S 加RP M I 1 6 4 0 培地 で24 時 間培養 し
,
無血 清培地に

て 2 回洗浄後ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドと リ ボ フ ェ クチ

T ab le l ･ R T - P C R a n d I H C
a)
fo r M R P in s u rgi c al s p e ci m e n s

P ati e n t n o . A g e S e x

R T - P C R I H C
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3 6

ン を混合した無血清培地中で3 時間培養 した . そ の 後10 % F B S

加 RP M I 1 64 0 培地 にて1 回洗浄後10 % F B S 加 R P M 1 1 64 0 培地で

48 時間培養後, 再 び同様の 処理を行っ た . 2 度 目の 処理の 24 時

間後, 細胞を1 .2 5 × 1 0
6
個に 調節しS D S 緩衝液250 pl で 溶解後 ,

それ以降の 処理 は前述の方法に したが い ,
ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト

を行い 発現量を半定量化 した .
コ ン トロ

ー ル と し て
,
0 .2 5 p M

の セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドと5 p g/ m l の リ ポ フ ェ クチ ン を混

合 して 同様 に処理 した もの と無血清培地の み を加え たもの を用

い
,
M R P 蛋白の 発現量を半定量化 し比較検討 した . M R P 発 現

抑制 にお ける 薬剤感受性 へ の 影響 は次の よ う に行 っ た . すなわ

ち9 6 穴平底 プ レ
ー ト に2 × 10ソm l に 調整 した 細胞浮遊液を各

穴200 山ず つ 蒔き ,
1 0 % F B S 加 R P M I 1 64 0 培 地で 24 時間培養

後, 無血 清培地 に て2 回洗浄後0 .2 5 p M の ア ン チ セ
ン ス オリ ゴ

ヌ ク レ オチ ドと5 ug/ m l の リ ポ フ ェ クチ ン を混合 した培地中で

3 時間培養 した . そ の 後10 % F B S 加 RP M I 1 64 0 培 地 にて 1 回洗

浄後48 時間 同培地で培養し再び同様の ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ

チ ドの 処理 を行 っ た . そ の 後, 薬剤 の 希釈系列を加え た系と薬

剤 を加えない 系 で 娼 時間培養 し. つ い で M T T 溶 液を用 い て

IC 馳値を求め た .

5 . 統計学的処理

統計学的有意差 は, F 検定 によ る等分散 の検定 を行 い , 分散

が 等 し い と き に は S t u d e n t
,

s の t 検定 を , 等 しく な い 時 に は

W ei c h
,

s の t 検定を行 っ た . 危険率5 % 未満をも っ て有意差有り

と判定 した .

成 穣

Ⅰ. 手術 摘出標本

1 . 肝 P C R (表1)

M R P と G A P D H の c D N A は それ ぞ れ527 b p と6 0 0 b p の バ ン ド

と して検出さ れ た . M R P m R N A の 発現 は グ リ オ ー

マ の 20 例 中

12 例 にみ られ た . 病理 組織別で は , 膠芽脛で は11 例 中9 例 に ,

退形成星状細胞腫 で は 6 例中3 例 に み ら れ た が , 星状 細胞腫 に

は 発現はみ ら れ な か っ た . ま た
,
正 常脳組織 で は ,

M R P

m R N A の 発現は み ら れ なか っ た (図1) .

2 . 免疫組織化学 (表1)

グリ オ
ー

マ に お ける M RP の 発現 は腫瘍細胞 の 細胞質に顆粒状

Fig .1 . R e v e r s e t r a n s c rip titi o n
･ P C R (R T - P C R ) a n al y si s o f

m R N A f b r m ultid ru g r e Si st an C e
･

a S S O Ci at e d p r o t ei n (M R P ) i n

h u m an gli o m a s a n d c o n tr ol b r ai n . c D N A w a s sy n th e siz e d 血
･

O m

O ,6 /L g O f t o t al R N A . E x p r e s si o n o f gl y c e r al d e h y d e 3
-

P h o sp h at e d e h y d r o g F n a S e ( G A P D H ) w a s al s o st u di e d a s an

in t e rn al c o n t r ol . M R P a n d G A P D H w e r e s u bje c te d t o 3 0 c y cl e s

O f P C R
,
an d th e p r o d u ct s w e re r e s oIv e d o n 2 % a g ar O S e g el an d

vi s u ali z e d b y e th id i um b r o m id e st ai n in g . b n e l , m a r k e r;1 a n e

2 - 5
, d i o b l a st o m a s; 1 a n e 6 ･7 , an 叩I a sti c a st r o cy t o m a s; l an e 8 -9 ,

a str o cy t o m a s;1 a n e l O , C O n t r Ol b r ai n .

に陽性 シ グ ナル と して み られ た . グ リ オ
ー

マ の 組 織別で は , 膠

芽腫 で は 11 例 中9 例, 退 形成星状細胞腫で は6 例中3 例 に 陽性

であっ たが
,
星状細胞腫 に は 発現 は み ら れ なか っ た (図2) . ま

た
,
正常脳組織 で は ,

M R P の 発現 は み ら れ なか っ た .

Ⅰ . ヒ トクリオ ー マ 細胞株

1 . 定量 的R トP C R

各細 胞株間 で の M R P の m R N A レ ベ ル で の発現量を定量的

R r P C R 法で 測定した . 横軸にサ イク ル 数 ,
縦軸 に は 増幅産物

の シ グ ナ ル 強度をプ ロ ッ ト した 検定曲線 で は , 5 2 7 b p の M R P

c D N A 断片 の 増幅 は2 0 サ イ ク ル か ら30 サ イ ク ル まで は直線的

に進行 し た が それ 以降は平坦化 した (園3 一朗 . 従 っ て , M R P の

ⅣトP C R は
, 定量 性を持 つ と考えら れ る増幅サイ ク ル 数26 回の

条件 で行 っ た . 補 正 比較 の方法として
,
G A P D H を 内部 コ ン ト

ロ ー ル と して 用 い た . 対照の G A P D r = こ つ い て も同様な検定曲

線を作成し, 増 幅サ イ ク ル 数24 回の 条件 で コ ン ト ロ
ー ル 反応

のR r P C R を行 っ た . M R P m R N A の 発現畳は U 87 M G が 最も少

なく ,
つ い で U 2 5 1 M G , U 3 7 3 M G , T 9 8 G の 順 に多く発現 して お

り, T 9 8 G の 発現量 は U 87 M G の 発現 畳 の 約4 .5 倍で あっ た (図

ふB) .

2 . ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト(園4)

F ig .2 . I m m u n o h i s t o c h e m i c al s t ai n i n g f o r m u l ti d r u g

r e sis ta n c e - a S S O Ci a t e d p r o tei n ( M R P) i n th e h u m a n gli o m a s .

M R P w a s r e a c t e d w i th r at m o n o cl o n al a ntib o d y M R P r l u si n g

bi o t in yl at e d an ti - r at Ig G a n d a v itdi n -bi o t in -

p e r O Xi d a s e c o m p l e x ,

an d w a s c o u n t e r s tai n e d wi th h e m a to x yli n . ( 朗 Gli o b l ast o m a .

(B) As t r o c yt o m a . ㈱ ,
× 2 0 0 ; 胆) , × 15 0 .
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M RP 蛋白 は, 1 9 0 k D a の バ ン ドと して検出さ れ , すべ て の 細

胞株 に お い て 発規が み られ た ･ その 発 現量は U 87 M G が 最も少

なく ,
つ い で U 2 5 1 M G

,
U 3 7 3 M G

,
T 9 8 G の川副二多く発現 して お

り, T 9 8 G の 発現量は U 87 M G の 発現量の 約4 ･4 倍で あ っ た ･

3 . 薬剤感受性試験(図5)

各種薬剤 に対す る細胞株 の 感受性をI C 5{) 倍 で 表 し た (表2) ･

A
M R P ｣ ト

10

¢

望
¢
U

歩
｣

0

コ
一

』

ち
ゝ
】

S

u

塵
土

0

0 ･0

〒三
~

Fig , 3 . Q u a n tit a ti v e R T P C R a n al y si s of M R P m R N A i n gli o m a

c ell li n e s . P C R w a s p e rf o r m e d f o r 2 0 t o 3 6 c y cl e s at 2- C y Cl e

i n t e rv al i n U 2 5 1 M G c ell s
,
th e i n t e n siti e s o f th e p r o d u c ts w e r e

m e a s u r e d ( A ) . M R P w a s s u bj e c t e d t o 2 6 c y cl e s o f P C R ･

G A P D H a s a n i n t e rn al c o n tr oI w a s s u bj e c te d to 2 4 c y cl e s of

P C R (B ) . L a n e l , U 8 7 M G ; 1 a n e 2 , U 2 5 1 M G ; 1 a n e 3 , U 3 7 3 M G ;

1 a n e 4
,
T 9 8 G . T h e r el a ti v e a m o u n t o f M R P m R N A w e r e

a n al y z e d b y q u a n tit ati v e R T
IP C R m e th o d a n d st a n d a r di z e d b y

th e a m o u n t o f G A P D H m R N A .
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い ずれ の 薬剤 に対 し て もU 87 M G の I C 5｡ 條が 最 も低く, 他 の 細

胞株 のI C 5{, 値を U 8 7 M G のI C 5() 値 で 除 して U 87 M G に対する 相対

耐性度をそ れ ぞ れ 求め た . い ずれ の 薬 剤に 対 してもT 98 G は耐

性度が最も高くA D M に対 して 28 倍 , V P q1 6 に4 9 倍 ,
C D D P に

8 .3 倍
,
A C N U に 17 倍 の 相対耐性度を有 し て い た . A D M

,
V P -

1 6
,
C D D P の 3 種類 の 薬斉りに関 し て は ､ U 8 7 M G

,
U 2 5 1 M G ,

U 3 7 3 M G , T 9 8 G の 順 に耐性度が高くな っ て い た . A C N U の 感受

性 は U 87 M G , U 3 7 3 M G , U 2 5 1 M G , T 9 8 G の)l馴こ耐性度が高く な

っ て い た .

4 . ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ 法

1) M R P 蛋白の 発現量 の 変化

ア ン チ セ ン ス 及び セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを T9 8 G に投 与

し
,
M R P 蛋白 の 発現量の 変化を ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法を行 い

検討 した . そ れ ぞれ の オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドの 膿度 は0 . 5 p M 以

上 の 濃度 で は細胞毒性が強い た め0 .2 5 p M と した . そ の 結果ア

ン チ セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与 によ り M R P 蛋白発現量は

セ ン ス オ り ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与時 の 約25 % に抑制 さ れ た (図

6) . セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 投 与で は M R P 蛋白の 発現量

は抑制 され ず, オリ ゴ ヌ ク レオ チ ド非投与の 無血 清培地で の 発

現量と同等であ っ た .

2) ア ン チ セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オチ ド投与 によ る 薬剤感受性 の

変化 (図7)

ア ン チ セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与彼の T 98 G にお け る薬

剤感受性の 変化をM T T 溶液 を用 い た 方法で検討 した . ア ン チ

セ ン ス オ 1) ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与彼の A D M
,
V P - 1 6

,
C D D P に 対す

るIC 5｡ 値は セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与後のI C 5() 備 に比 し て

有意に低下 して おり, そ れ ぞ れ の 薬剤 に 対する感受性は6 .2 倍
,

6 .6 倍 ,
4 .3 倍 に増加 して い た (表3) . しか し , ア ン チ セ ン ス オ

:‡ ユ M R P

Fi g .4 . W e st e r n bl ot a n al y s I S O f M R P in gl i o m a c ell li n e s - C ell

ly s at e s w e r e l o a d e d o n 7 ,5% p o ly a e r yl a m i d e g el , t r a n Sf e r r e d

o n t o nit r o c ell ul o s e m e m b r a n e , a n d w e r e d e te c t e d b y r a t

m o n o cl o n al a n tib o d y a g ai n s t M R P ･
L a n e l

,
U 8 7 M G ; 1 a n e 2 ,

U 2 5 1 M G ; 1 a n e 3 , U 3 7 3 M G ; 1 a n e 4 , T 9 8 G .

T abl e 2 ･ S e n sitiv lty O f h u m a n g li o m a c e l1 1i n e s t o f o u r a n t
i c a n c e r a g e n ts

U 8 7 M G U 25 1 M G U 3 7 3 M G

D ru g S IC
50

a)
I C 50

n ._t Cl
l C
5 ()

(笥) (ニ詣) R R
C)

( 謂) R R
( 詞)

A D M O .0 3 6 ± 0 .00 28
b )

0 .0 6 4 ±0 .0 0 9 8 l .8 0 ･93 士0 ･19 2 6 1 ･0 ± 0 ･1 0

V P - 16 0 .8 5 士0 .1 0 6 .7 ±2 .2 7 .9 2 6 ± 7 ･1 3 1 4 2 士3 ･9

C D D P l .2 ±0 .22 2 .2 土 0 .6 6 1 .8 4 .7 ± 0 ･25 3 ･9 10 ± 1 ･5

A C N U 4 5 ±7 .1 4 9 0 ± 12 1 . 1 2 9 0 ±5 8 6 .5 75 0 ±3 4

0
0

Aq
ノ

3

7

っ
一

斗

8 .

1

a) IC 5｡ , 50 % i n hibit o r y c o n c e n tr ati o n o
f c ell g r o w th ･

b) E a c h v al u e is 烹±S D o f th r e e e x pe ri m e nts ･

c) R R ( r el ati v e r esi st a n c e) m e a n s I C 5 0 0 f o th e r c e11s/ IC 5 0 0f U 8 7 M G c ells ･
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(

求
)
一

何

之

≧
コ
S

0 .6 Z 5 1 . Z 5 2 .5 5 1 0 之O

C D D P( 〃 M)

Fi g .5 . G r o w th i n h ib iti o n c u rv e O f gli o m a c e ll li n e s t o A D M ( A) , V P - 1 6 (B ) , C D D P ( C) a n d A C N U (D ) ･ S u rv i vi n g f r a c ti o n s w e r e

d et e r m i n e d b y M T T a s s a y a s d e s c rib e d i n M a te ri al s a n d M eth o d s . 0 , U 8 7 M G ; ● , U 2 5 1 M G ; △ U 3 7 3 M G; ▲ , T 9 8 G ･

Fi g .6 . E ff e c t o f a n ti s e n s e oli g o n u cl e o ti d e tr e at m e n t o n M R P

p r ot ei n l e v el i n T 9 8 G c ell s ( W e st e r n b l o t an aly si s) . T 9 8 G c ell s

w e r e t r e at e d t w i c e w ith a n ti s e n s e o r s e n s e oli g o n u cl e o tid e

c o m pl e x e d w i th 1ip of e c ti n f b r a p e ri o d o f 3 h r wi th an i n t e rv al

of 4 8 h r b e t w e e n e x p o s u r e s . P r o t ei n w a s i s ol a t e d a n d th e

l e v el s o f M R P p r o t ei n w e r e q u a n d t at e d 2 4 h r a ft e r th e s e c o n d

tr e a t m e n t . L a n e l
,
S e r u m f r e e c o n d i ti o n w it h o u t

oli g o n u cl e o ti d e t r e a t m e nt; 1 an e 2 , a n ti s e n s e olig o n u cl e o tid e

tr e a t m e n t; 1 an e 3 , S e n S e Olig o n u cl e o tid e tr e at m e n t .

T a bl e 3 . Efft c t o f a ntis e n s e t r e at m e n t o n T 9 8 G c ells

I C
5【)

a)
( 〃 M )

A n tis e n s e S e n s e

A D M

V P - 1 6

C D D P

A C N U

0 .3 4 ±0 . 10 * 2 .1 ± 0 .6 0
b)

9 .3 ± 4 .9 * 6 1 ± 10

4 .2 ± 1 .9 * 18 ± 5 .6

8 5 0 ±16 0 9 20 ±1 8 0

a) IC 50 , 5 0 % i n h ibit o r y c o n c e n tr ati o n o f c ell g r o w th ･

b) E a c h v al u e i s 意±S D of th r e e e x p e ri m e n ts ･
*
P < 0 ,0 5 a s c o m p ar e d t o I C 50 0f s e n s e ･
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F ig ･7 ･ E ff e ct o f a n ti s e n s e oli g o n u cl e o tid e tr e at m e n t o n th e s e n siti vity o f T 9 8 G c ells to A D M 仏) , V P -1 6 (B ) , C D D P (C) a n d A C N U (D ) .
T 9 8 G c ell s w e r e tr e a t e d t w i c e w ith a n t k e n s e o r s e n s e oli g o n u cl e o ti d e c o m pl e x e d w ith li p of e c ti n f o r a p e ri o d of 3 h r w ith a n i n t e rv al of 4 8
h r b et w e e n e x p o s u r e s a n d g r o w th i n h ib iti o n w e r e m e a s u r e d b y M T T a s s a y a s d e s c ri v e d i n M a t e ri al s a n d M e th o d s . ▲

,
a n ti s e n s e

Oli g o n u cl e otid e t r e a t m e n t; ○
,
S e n S e Oli g o n u cl e o tid e tr e at m e n t .

リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与 にお い て も
,
A C N U の 耐性度 には 有意 な

変化は み ら れ な か っ た .

考 察

腫瘍細胞 の 薬剤耐性 に関する様 々 な分子機構 と して
,
細胞 膜

の 変化 に より細胞外 へ の 薬 剤の 排出尤進 に よ る もの と し て P 糖

蛋白 の 発現
3)
, 薬剤の 標的 が 変化 し

,
薬剤 の 阻筈効果を逃れ る

機構と して トポ イ ソ メ ラ ー

ゼ 阻害剤 に対する耐性機構
2′1)
, 細胞

内に移行 した 薬剤を不括化する解毒機構 と し て メ タ ロ チ オ ネ

イ ン
2 5)
や グル タ チ オ ン S 一 トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ

2 6)
の 発現, メ ト ト

レ キセ ー

トの 標 的酵素である ジ ヒ ドロ 葉 酸還元酵素の 遺伝子増

幅 によ る メ ト ト レ キ セ ー

ト耐性
27)
,
ア ル キ ル 化剤 に よ る D N A

損傷を修復す る 0
6
- メ チ ル グ ア ニ ン ー D N A メ チ ル トラ ン ス フ ェ ラ

~

ゼ 活性 の 上 昇 に よ る ア ル キ ル 化剤耐性
28)
な どが 知 ら れ て い

多剤耐性の 原因 とな っ て い る 蛋白 と して 発見 され たP 糖蛋白
は構造に類似性の ない 薬剤 と直接結合 し

,
A Ⅳ 加水分解の エ ネ

ル ギ ー を用 い て 相月包外 へ 薬剤を能動輸送 し細胞の薬剤耐性獲得
に関与す る こ と が 知 られ て い る 3) . こ の P 糖 蛋白 は主 に細胞膜

に発現 し
, 多剤耐仲遺伝√･ ( m ultid r u g r e si st a n c e l

,
M D R l) に

よ り コ
ー

ド され る こ と が 明ら か に な っ て い る 2別 . 臨床白勺には 免

疫組織化学的 に P 糖蛋 = の 検索 や R T - P C R 法 を 川 い た M D R l

I n R N A の 検索な どが 行わ れ て お り
,
血液腫瘍や囲形腫瘍で そ の

発規 や 臨席 に お け る 薬剤耐性 と の 関係が雑音 され て い る
こl り)

. 中

枢神経系に お い て は脳 の 毛舶用L 管内皮糾胞に特異的に発現 し て

い る こ と が 知ら れ て い る
こil)

. ま た
,
グ リ オ

ー

マ にお い て ほP 糖

責lてげ 膿瘍細胞膜自身 に発現 して い る と の 報告
∠l)

や 腫瘍と止三常

の 境界 の 毛細 血管内皮ク) 党規 の 報 告
5)
が ある .

こ れ ら の こ と か

ら
,
P 糖蛋白が グ リ オ ー

マ の 薬剤耐性 の-→/-
･

囚と な っ て い る こ と

が 示唆 され て い る が
, P 糖蛋白の 発現 し て い る腫傷細胞 の 割合

が少 な い こ と や 腫瘍内の 血 管内皮 に は発現が み ら れ な い こ と か

ら グ リ オ
ー

マ に は他 の 耐性機構が存在 して い る こ と が考えら れ

る
･ そ こ で

,
本研 究で は P 糖蛋白 の 関与 しな い 多剤耐性細胞よ

り見 つ け られ た M RP に着目 して グリ オ ー マ に お ける 薄利耐偲

に対す る M R P の 役割を検討した .

M R P は P 糖 黄白 の 関与 し な い 多剤耐性蛋白 の 1 つ と し て
,

C o l e ら
10)
に よ り ヒ ト肺小細胞癌 の A D M 耐性 細胞株より そ の

C D N A が 分離 され た . M R P もP 糖蛋白と同様にA T P 結合 力セ ッ



4 0

ト ス
ー パ ー

フ ァ ミ リ.
-

の
一 員で あ るが

,
P 糖蛋 白と は異 な り抗

癌剤や耐性克服剤と は 直接結合せず, そ の 細胞内局在 は細胞膜

よりもむ し ろ小胞体 に存在す る こ と が 明 らか に な っ て い る
3 2)

.

ま た
,
M R P の ア ミ ノ 酸配列は P 糖 蛋白の ア ミ ノ 酸配列 と相同性

は低く
,
正常組織 にお け る分布も異な っ て い る こ と が 知 られ て

い る
1 0)

. G r a n t ら
11) は

,
培養細胞 に M R P c D N A を導 入 して M RP

を発現 させ た と こ ろ , 導入細胞 は A D M ,
W - 1 6

,
ビ ン ク リ ス チ ン

に耐性 と な り多剤耐性 にな っ た こ とを報告 して い る . 臨床例 に

お い て も蛋白お よ び m R N A レ ベ ル にお ける 検索が なさ れ, 膀胱

癌
3 3)
, 消 化器癌

34 )
, 肺癌

3 5)
, 乳癌

3 6)
, 網膜芽細胞腫

37)
,
急性白

血 病
3 8) な ど で その 発現 と予後 な どと の 関係 が 報告さ れ て い る .

中枢神経系 に お い て は, 正 常脳組織 で は M R P 蛋白 お よ び M R P

m R N A の 発現 が き わ め て低 い こ と が
12)39 )

,
ま た グリ オ ー

マ 細胞

株 にお い て は M R P m R N A 高 発現と 薬剤耐性 の 関与な ど が報告

され て い る
4 0)

. 本研 究 の グ リ オ ー

マ 組織 標本 に お け る M R P の

発現 は
,
R T P C R 法 にお け る m R N A レ ベ ル の 発 現 と免疫組織化

学 にお け る蛋白 レ ベ ル の 発現は
一

致 して お り, また正常脳組織

で は発現 は み ら れ な か っ た . 免疫組織学的検索 に お い て は グリ

オ
ー

マ の 悪性度 に伴 い M R P 陽性腫壕細胞数が増加す る傾向が

み ら れ た . 今 回の 手術摘出標本 はす べ て初発例 であり腫癌細胞

に み ら れ た M R P の 発現 が 悪性 グ リ オ
ー

マ にお ける 薬剤自然耐

性 の
山

部 に 関与して い る こ と が 推定 さ れ た .
こ れ ま で に M RP

の 発 現は A D M , V P -1 6 , ビ ン クリ ス チ ン の 耐性 に 関与 し て い る

と い わ れ て い る が
11) 41)

, 最近 に な りM R P が A T P 依存 性 に グ ル

タ チ オ ン 抱 合体を輸送する グ ル タ チ オ ン抱 合体排出ポ ン プ の1

つ を コ ー ドして い る こ と が 明ら か にな っ た
4 2 卜 44)

.
グ ル タ チ オ

ン抱 合体排出 ポ ン プは グル タ チ オ ン抱 合体, 酸化型 グ ル タ チ オ

ン
,
シ ス テ イ ニ ル ロ イ コ トリ エ ン な どを輸送す る こ と に よ り,

炎症の 際 に生ず る酸化物の 代謝や , 化学物質 の 代謝な どに 生 理

的 に重要な役割を果た して い る とされ , C D D P に対 する 耐性 へ

の 関与も示唆 さ れ て い る
45)

.

本研 究 に 用 い ら れ た4 種類 の 細胞株間の M R P の 発現量を検

討す る と m R N A お よ び蛋白 レ ベ ル にお い て , その 発現量 は ほ ぼ

一 致 して い た . ま た
,
それ ぞれ の 細胞株 の 薬剤感受性 を検討す

る と M R P の 発現量 と各細胞株の A D M ,
V P - 1 6

,
C D D P に対す る

相対耐性度が よく相関 して い た .
こ の 結果 は , M R P の 発現 が

こ れ ら の 薬剤耐性 と密接な関係 にあ る こ と を示唆 し て い る が

M R P が 直接的 に こ れ ら の 薬 剤 に お ける耐性 を担 っ て い る か は

示 され て い な い . そこ で 次 に, M R P 発 現 の 薬 剤耐性 へ の 関与

を検討する た め M R P に特異的な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ

チ ドを用 い た M R P 発現抑制実験を行 い ,
M R P の 薬剤感受性 に

及 ぼす影響 を検討 した . 今回使用 した フ ォ ス フ ォ ロ チ オ エ
ー

ト

型 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドは 通常の オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドに 比 しヌ ク

レ ア
ー

ゼ 耐性 で安定性 が高く ,
水溶性溶媒 に溶けやす い こ とが ,

ま た正電荷 リ ポ ソ
ー ム は オリ ゴ ヌ ク レ オチ ドの導 入効率を上 げ

る こと が知 られて い る
23 ) 46 )

. s t e w a rt ら
22 )
は
,
M R P c D N A を遺

伝子導入 した 細胞 に M R P の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド

を投与す る こ と に より M R P の 発 現が m R N A と 蚕白 レ ベ ル で 抑

制され , A D M の感 受性が高 ま る こ とを報告 して い る . M R P の

半減期は M R P c D N A を遺伝子導 入 した細胞で は19 時間, 薬剤

負荷 に より M R P を誘導発現 させ た細胞 で は15 ～ 1 馴寺間と考え

られて い る こ と よ り
仰
, 今回の実験 で は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴヌ

ク レ オチ ド初回投与後48 時間後 に2 回目の 投与を行 い ア ン チ セ

ン ス オリ ゴ ヌ ク レオ チ ドの2 回投与 に よ る M R P 発現 抑制効果

を検討 した . 発現抑制 に は M R P の 発現 量が 最も多く相対耐性

度が最も高 い T 98 G を使用 した . そ の 結 果, ア ン チ セ ン ス オ リ

ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 2 回投 与 に よ る M R P 蛋白の 発現抑制 の 程度

は初回投与 より78 時 間後で セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与群

の 約2 5 % に 減 少 し て い た . ま た
,
薬 剤 感受性 に関 し て は ,

A D M
,
V P - 1 6

,
C D D P に対す るIC 5 ｡ が セ ン ス オ 7) ゴ ヌ ク レ オチ ド

投与時 のI C 5 0 に 比 べ て 有意 に 低下 して い た .
こ の 結 果は M R P

の 発現 が , A D M , V P -1 6 , C D D P に対す る の 耐性 に 関与 し て い る

こ と を示唆 して い る . 今回の 実験 で は オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 過

度を0 .2 5 p M と した が こ れ 以 上 の 濃度で は 細胞毒性が強くな る

た め
,
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与 に よ り M RP の 発

現 レ ベ ル を さ ら に 低下さ せ る た め に は別 の 標的配列 や他 の 導入

法な どを検討す る必要が あろう .

本 研 究 の 結果 ,
グ リ オ

ー

マ 組 織 に お い て は 腫瘍細胞 で の

M R P の 発 現 は組織学的悪性度 に相関す る傾向 が み られ ,
ヒ ト

グリ オ
ー

マ 細 胞株 にお い て はそ の 発現 が多剤耐性 に関与 して い

る こ と が 推測 され た . 治療前 に すで に M R P が 発現 し
,
多剤耐

性 の 形質を獲得 して い る こ と が 臨床 上 の 悪性 グリ オ
ー

マ の 化学

療法抵抗性 に強く関 わ っ て い る こ と が 示唆 され た . M R P に特

異的な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドを腫瘍内 に局所投与す

る こ と に よ っ て M R P の 発現 を抑制す る こ と が で きれ ば , 現在

の 化学療法の 限界を克服でき る可 能性があ る .

結 論

グリ オ
ー

マ 摘出標本 お よ び 4 種類 の ヒ ト グリ オ
ー

マ 細胞株 に

お け る M R P の 発現 と そ の 意義 に つ い て 検討する ため R T I P C R ,

免疫組織化学 ,
ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト

,
薬剤感受性試験 お よ び ア

ン チ セ ン ス オ リ ゴ法 を用 い て検索 し以 下 の 結 果 を得た .

1 . グリ オ
ー

マ 摘出標本 にお い て , M R P m R N A と M R P 蛋白

は 膠芽腫 と過形成星状細胞腫 に み ら れ た が , 星状細胞膜と 正 常

脳組織 に は み られ なか っ た . 免疫組織化学的 に は M R P 蛋白 は

腫瘍細胞内に顆粒状 に み ら れ , 悪性 度に 伴い 陽性細胞数が増加

す る傾向が み られ た .

2
.
ヒ ト グ リ オ

ー

マ 細 胞 株 に お い て は , M R P の 発 現 量 と

A D M
,
V P - 1 6

,
C D D P に対す る薬剤耐性度 と の 間に は 強い 関連性

が み ら れ た .

3 . ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ 法 に よ る M R P 発現 抑制 に よ っ て

A D M
,
V P -1 6

,
C D D P に 対す る薬剤感受性が増強 した が ,

A C N U

に 対する 感受性 に変化 は み ら れ な か っ た .

以 上 よ り
,
グ リ オ

ー

マ に発現 して い る M R P は 自然多剤耐牲

に重要な役割 を果 た して い る こ と が 示唆 さ れ た .
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Cl o ni n g an d tr a n s c ri p ti o n i niti ati o n .J B i oI C h e m 2 6 2 : 5 05 -8
,
1 9 8 7

3 0) N o o t e r K , H e r w eii e r H . M u lti d ru g r e Si sta n c e ( m d r) g e n e s



4 2

i n h u m a n c a n c e r . B r J C a n c e r 6 3 : 6 6 3 - 6 6 9 , 1 9 9 1

3 1) C o r d o n C C , 0
,

B ri e n J P , C a s al s D , Ritt m a n G L , B i e dl e r J L ,

M e l a m e d M R ,
B e r ti n o J R . M u lti d r u g

-

r e Si s t a n c e g e n e ( P -

gl y c o p r o t ei n) i s e x p r e s s e d b y e n d o th eli al c e11 s a t b l o o d
-b r ai n

b ar ri e r sit e s , P r o c N a tl A c a d S ci U S A 8 6 : 6 9 5
-8
,
1 9 8 9

3 2) K ri sh n a m a ch ar y N , C e n t e r M S . T h e M R P g e n e a s s o ci a t e d

w ith a n o n - P - gl y c o p r o t ei n m u ltid ru g r e Si st a n c e e n c o d e s a 1 9 0
-

k D a m e m b r a n e b o u n d gl y c o p r o t ei n ･ C a n c e r R e s 5 3‥ 3 6 5 8
-6 1

,

1 9 9 3

3 3) N ak ag a w a M , E m o t o A , N a s u N , H a n d a T , K u w a n o M , C ol e

S P C . Cli n i c al si g n ifi c a n c e of m u lti
-d r u g r e si st a n c e a s s o ci a te d

p r o t ei n a n d p
-

gl y c o p r o tei n i n p ati e n t s
w ith b r a d d e r c a n c e r ･ J U r ol

1 5 7 : 1 2 6 0 ･1 2 6 5 , 1 9 9 7

3 4) F illpit s M , S u c h o m el R W , D e k a n G , S ti gl b a u e r W , H ai d e
r

K
,
D e pi s c h D , Pi r k e r R ･ E x p r e s si o n of th e m ul tid r u g

r e si st a n c e -

a s s o ci a t e d p r o t ei n ( M R P) g e n e i n c ol o r e c t al c a r ci n o m a s ･ B r J

C an C e r 7 5 : 2 0 8 -1 2
,
1 9 9 7

3 5) C a m p li n g B G , Y o u n g L C , B e ar K A , h m Y M ,
D e el e y R G ･

C ol e S P C
,
G e rl a c h J H . E x p r e s si o n o f th e M R P a n d M D R l

m ultid ru g r e Si s t a n c e g e n e s i n s m all c e
ll l u n g c a n c e r ･ C li n C a n c e r

R e s 3 : 1 1 5 t 1 2 2 , 1 9 9 7

3 6) F ili pi t s M ,
S u c h o m e l R W , D e k a n G , H a i d e r K ,

Ⅴal dir n a r s s o n G , D e pi s c h D , P i rk e r R ･ M R P a n d M D R l g e n e

e x p r e s si o n i n p ri m a r y b r
e a s t c a r ci n o m a s ･ Cli n C a n c e r R e s 2 :

1 2 3 1 - 1 2 3 7
,
1 9 9 6

3 7) C h an H S L , L u Y , G r o g a n T M , H a d d a d G , H i p 血 e r D R , C ol e

S P C
,
D e el e y R G , Li n g V , G alli e B L ･ M ultid r u g

r e si s t a n c e p r o tei n

( M R P) e x p r e s si o n i n r e ti n o b l a st o m a c o r r el a te s w ith th e r a r e

f ail u r e o f c h e m o th e r a p y d e s pit e c y cl o s p
o ri n e f o r r e v e r s al o f p

-

g b T C O p r O tei n . C a n c e r R e s 5 7 : 2 3 2 5 -2 3 3 0
,
1 9 9 7

3 8) K u s s BJ , D e el e y R G , C ol e S P C , W ill m a n C L , K o p e c k y K J ,

W ol m a n S R , E y r e H J , L a n e S A , N a n c a r r o w J K , Wh it m o r
e S A

,

C all e n D F . D el e ti o n o f g e n e f o r m ul ti d r u g r e si st a n c e i n
a c u t e

m y el oi d l e u k a e m i a wi th i n
v e r si o n i n c h r o m o s o m e 1 6 : P r O g n O S ti c

i m pli c ati o n s . h n c e t 3 4 3 : 1 5
3 1 - 4

,
1 9 94

3 9) Z a m a n GJ , V e r s a nt v o o rt C H , S m it JJ , Ej d e m s E W , d e H M ･

S m ith A J , B r o x t e r m a n H J , M u ld e r N H , d e V E , B a a s F , e t al ･

An al y si s of th e e x p r e s si o n o f M R P , th e g e n e
fo r a n e w p u t ati v e

t r a n s m e m b r a n e d r u g tr a n s p o rt e r , i n h u m a n m u lti d r u g
r e si st a n t

l u n g c an C e r C ell li n e
s ･ C a n c e r R e s 5 3 : 1 7 4 7 - 5 0

･
1 9 9 3

4 0) A b e T , H a s e g a w a S , T a ni g u c hi K , Y o k o m i z o A , K u w a n o T ,

O n o M
,
M o ri T , H o ri S , K o h n o K , K u w a n o M ･ P o s si b l e

i n v ol v e m e n t of m ultid r u g
-

r e Si st a n c e - a S S O Ci at e d p r o t ei n ( M R P)

g e n e e x p r e s si o n i n s p o n t a n e o u s d ru g
r e Si st a n c e t o vi n c ri s ti n e

,

e t o p o sid e a n d a d ri a m y ci n i n h u m a
n gli o m a c ell s ･ I n t J C a n c e r 5 8 :

8 6 0 -4 , 19 9 4

4 1) 虹 u h G D , C h a n A , M y e r s K , G a u gh a n K , M i ki T ,A
a r o n s o n

S A E x p r e s si o n c o m pl e m e n t a r y D N A lib r a r y tr a n sf e r e s
ta b li sh e s

m r p a s a m u lti d ru g r e Si s
t a n c e g e n e ･ C a n c e r R e s 5

4‥1 6 4 9 q5 2
,
1 9 9 4

4 2) Le i e r I , J e d lit s c h k y G , B u c h h oI z U , C ol e S P , D e el e y R G ,

K e p pl e r D ･ T h e M R P g e n e e n c o d e s a n A T
P -d e p e n d e n t e x p o r t

p u m p f o r l e u k o t ri e n e C 4 a n d s t ru C tu r all y
r el at e d c o nj u g a t e s ･ J

Bi oI C h e m 2 6 9 : 2 7 8 0 7
-1 0

,
1 9 9 4

4 3) M u ll e r M , M eij e r C , Z a m a n GJ , B o r s t P , S c h e p e r RJ ,

M u ld e r N H , d e V E ,J a n s e n P L . O v e r e x p r e s si o n o f th e g e n e

e n c o d i n g th e m u lti d ru g r e S
i s t a n c e

-

a S S O Ci a te d p r o t ei n r e s ult s i n

i n c r e a s e d A T P -d e p e n d e n t gl u t a th i o n e S
-

C O nju g at e tr a n s p o rt ･ P r o c

N atl A c a d S ci U S A 9 1 : 1 3 0 3 3
- 7
,
1 9 9 4

4 4) J e dlit s ch k y G , L ei e r I , B u c h h oI z U , B a r n o u i n K , K u r z G ･

K e p pl e r D ･ T r a n s p o rt o f gl u t a th i o n e , gl u c u
r o n a t e

･
a n d s ulf a t e

c o nj u g a t e s b y th e M R P g e n e
-

e n C O d e d c o nj u g at e e x p o rt p u m p ･

C an C e r R e s 5 6 : 9 8 8
-9 4

,
1 9 9 6

4 5) I sh ik a w a T , B a o JJ , Y a m a n e Y , A k i m a r u K , F ri n d
ri c h K

,

W ri gh t C D , K u o M T . C o o r di n a t e d i n d u c ti o n o f M R P / G S X p u m p

a n d g a m m a
p

gl u t a m yl c y s te i n e s y n th e t a s e b y h e a
v y m e t al s i n

h u m a n l e u k e m i a c ell s ,J B i oI C h e m 2 7 1 : 1 4 9 8 1
-8
,
1 9 9 6

4 6) M at s u k u r a M , S h i n o z u k a K , Z o n G , M it s u y a H , R eit z M ･

C o h e n J S , B r o d e r S . P h o s p h o r o th i o a t e a n al o g s o f

oli g o d e o x y n u cl e o ti d e s : i n h ib it o r s of
r e pli c ati o n a n d c yt o p ath i c

e 鮎 c t s of h u m a n i m m u n o d e fi ci e n c y vi ru S . P r o c N a tl A c ad S ci U
S

A 8 4 : 7 7 0 6 -1 0 , 1 9 8 7

4 7) A lm q u i st K C , L o e D W , H i pf n e r D R , M a ck i e J E ,
C ol e S P

,

D e e l e y R G ･ C h a r a c t e ri z a ti o n o f th e M r 1 9 0 ,0 0 0 m u l ti d r u g

r e si s t a n c e p r o t ei n ( M R P) i n d r u g
-

S el e c t e d a n d t r a n sf e c t e d

h u m a n tu m o r c ell . C a n c e r R e s 5 5 : 1 0 2
- 1 0

,
19 9 5
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E x p r e ssi o n of M u l ti d r u g R esi st a n c e
- a SS O Ci at e d P r ot e in ( M R P) i n h u m a n G li o m as M a s a n a o M o h ri

,
D e p a rt m e n t

o f N e u r o s u r g e r y , S ch o o l o f M e d i 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 0

-

J t J u z e n M e d S o c .
,
1 0 7

,
3 3

M

4 3 ( 1 9 9 8)

K ey W o r d s m ul tid r u g r e si s t a n c e
- a S S O Ci a te d p r o te i n , g li o m a , C h e m o th e r ap y , a n ti s e n c e oli g o n u cl e o ti d e

A b s t r a ct

T h e p r e s e n t st u d y w a s p e
rf o r m e d to i n v e s ti g a te w h e th e r m ul tid r u g r e si s ta n c e

r

a s s o ci a t e d p r o te i n ( M R P ) i s i n v o I v e d i n

i n tri n si c d r u g
r e si st a n c e o f h u m a n g li o m a s ･ E x p r e s si o n o f M R P w e r e s tu d i e d b y r e v e r s e t r a n s c rip

ti o n - P C R ( R T - P C R) a n d

i m m u n o h i s to c h e m i s tr y i n s u r gi c al s p e ci m e n s o f 2 0 gli o m a s ( 1 1 g li o b l as t o m as , 6 a n a p l a s ti c a s t r o c y t o m a s a n d 3 a s tr o sy t o m a s) ,

3 b r ai n ti s s u e s a n d 4 g li o m a c ell li n e s ( U 8 7 M G , U 2 5 1 M G , U 3 7 3 M G a n d T 9 8 G ) . M R P e 又P r e S Si o n l e v el s i n th e h u m a n g li o m a

c ell li n e s w e r e a s s e s s e d b y q u a n ti t ati v e R T
- P C R a n d W e s t e r n bl o t a n al y s e s . C h e m o s e n si ti vi ty t o a d ri a m y ci n ( A D M ) ,

e t op o
s id e ( V P

- 1 6) , C i s - d i a m m i n e di c h l o r o p l a ti n u m ( C D D P ) a n d n i m u s ti n e [1
-(4 -

a m i n o - 2 p m eth y ト5
L

P y ri m i d i n y l) m eth y ト3
-(2 -

c hl o r o e th y l)
- 3 -

n itr o s o u r e a
,
A C N U] , d e t e r m i n e d b y M T T a s s a y , W a S e V al u a te d i n th e c e11 1i n e s . E x p r e s si o n of M R P i n s u r g i c al

s p e c i m e n s w a s d e te c t e d i n 9 0 f l l g li o b l a st o m a s a n d 3 0 f 6 a n a p l a s ti c a st r o c y t o m a s b y R T
d P C R a n d i m m u n o hi s to c h e m i s t ry ･

M R P w a s n o t d et e c t e d i n all a st r o c y t o
m a s a n d n o r m al b r ai n ti s s u e s . I m m u n o h i st o c h e m i c al e x a m i n ati o n r e v e al e d th at M R P

a p p e a r e d a s g r a n u
l ar C y t O P

l a s m i c s t ai n i n g
i n t u m o r c ell s ･ Q u a n tit ati v e a n aly s e s i n h u m a n g li o m a c ell li n e s r e v e al e d th at th e

M R P m R N A a n d p r ot ei n l e v el s w e r e i n c r e a s e d 4 .5 - f o l d i n th e T 9 8 G c ell s a s c o m p a r e d t o U 8 7 M G . I n th e gl i o m a c ell li n e s , th e

d e g r e e o
f s e n si ti v lty t O A D M , V P

- 1 6 a n d C D D P a p p e a r e d to c o r rela t e w i th th ei r r e s p e c ti v e M R P e x p r e s si o n l e v el s ･ T 9 8 G

c ell s sh o w e d r el a ti v e r e sis ta n t 2 8
- fb l d ( th e r a ti o o f I C 5 O Of th e m o st r e sis ta n t T 9 8 G c ell s t o th a t o f m o s t s e n siti v e U 8 7 M G c e ll s)

f o r A D M
,
a n d al s o c r o s s M r e Si s t a n t t o o th e r d r u g s , i n c l u d i n g V P

- 1 6 ( 4 9
N f o l d) , C D D P (8 .3 - f o l d) a n d A C N U ( 1 7

- f o ld) .

T r e at m e n t w ith th e a n ti s e n s e oli g o n u cl e oti d e t a r g e t e d to th e i n iti a ti o n c o d o n r e g l O n O f th e M R P m R N A r e d u c ed th e l e v el o f

M R P p r o te i n to 2 5 % of s e n s e oli g o n u c l e o tid e t r e a t m e n t i n W e s te r n b l o t a n aly s I S i n T 9 8 G c ell s . S e n si ti v lty t O A D M , V P
- 1 6

a n d C D D P w a s sl g nifi c a n tly i n c r e a s e d i n a n ti s e n s e t r e a t m e n t c ell s a s c o m p a r e d t o s e n s e t r e a t m e n t c ell s . I n c o n tr a s t , n O C h a n g e

i n s e n si ti v lty tO A C
N U e x i s t e d i n T 9 8 G c e11 s e v e n w ith a n ti s e n s e tr e a t m e n t . T h e s e r e s u lts i n dic a t e th a t M R P e x p r e s si o n i s

r el a t e d t o i nt ri n si c m ul ti d r u g r e si s t a n c e i n h u m a n g
li o m a s .


