
Establishment and Characterization of a HL60
Cell Line Overexpressing Multidrug Multidrug
Resistance-associated Protein

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/9261URL



2 金沢大学十 全医学会雑誌 第106 巻 第1 号 2 - 1 2 (1 9 9 7)

多剤耐性関連蛋白を過剰発現す る多剤耐性白血病細胞株 の

樹立 と そ の 性状の 検討

金沢大学医学部医学科小児科学講座 (主任 : 小 泉晶
一

教授)

和 田 英 男

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 な か で P 糖 蛋白以外 の 多剤耐性機構の
一

種 と して多剤耐性

関連蛋白 ( m ultid ru g r e Si s ta n c e
-

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

M R P) が 知ら れ て い る . 本研 究で は M R P の 多剤耐性機 構を解析 す る目的

で M RP 過剰発現多剤耐性 白血病細胞株 H L6 0/ A D R 4 お よ び H L6 0/ A D R 1 3 を樹立 しその 性状 に つ い て検討 した . ヒ ト前骨髄

球性白血病細胞株で ある H L6 0 を ア ドリ ア マ イ シ ン (a d ri a m y ci n
,

A D R) と セ フ ァ ラ ン チ ン 存在 下 で 1 年 間継代 培養を行い 多剤

耐性細胞株 H L6 0/ A D R 4 を
,

さ ら に 1 年間継代培養 し H I J6 0 / A D R 1 3 を樹立 した .
コ ロ ニ

ー

ア ツ セイ法 に よ る薬 剤感受性試験

で は H L6 0/ A D R 4 細胞 は親株の H L6 0 細胞 と 比較 し ピ ン ク T) ス ナ ン に対 し4 .6 倍 ,
A D R に4 .0 倍 ,

ピラ ル ビ シ ン に2 .3 倍
,

エ ト ポ

シ ドに5 .7 倍 と多剤耐性を示 した . P 糖 蛋白に対 する マ ウ ス モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 P -

gl y c o C H E K C 2 1 9
T M

お よ び M R P に対す る ラ

ッ トモ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 M R P r l を用い た免疫 染色 で は H L6 0/ A D R 4 細胞 は M R P 陽性
,

P 糖 蛋白陰性で あ っ た . A D R を用 い

た細胞 内へ の 取 り込 み
,

お よ び細胞外 へ の 排 出の 検 討で は H L 6 0/ A D R 4 細 胞で A D R の 細 胞外 排出 の 克進 が認 め ら れ
,

M R P の

薬剤排 出ポ ン プ と して の 働 きが示唆 され た . ま た こ の A D R 排泄 の 促進 は カ ル シ ウ ム 措抗剤で ある ベ ラ バ ミ ル に より 阻害 さ れ

た . サ ザ ン プ ロ ッ ト法に よ る検討で は H L6 0/ A D R 4 細胞 で は M RP D N A の 増 幅が 認 め ら れ た . 競合逆転写 P C R ( c o m p e ti ti v e

r e v e r s e t r a n s c ri pti o n
- P C R

,
C ⅣトP C R) 法 に よ る M R P m R N A の 定量 で は H L6 0/ A D R 4 細胞 は H L 6 0 細胞 に比較 して 8 倍 の

M R P m R N A の発現増 幅が 示され た . Al ) R の 標 的酵素で あ る D N A トポイ ソ メ ラ
ー

ゼ Ⅱ α ( D N A t o p oi s o m e r a s e Ⅱ α
,

T o p o Ⅱ α)

と D N A トポイ ソ メ ラ
ー ゼ Ⅲβ O) N A t o p oi s o m e r a s e Ⅱβ ,

T o p o II β) の C 肝 P C R 法 に よ る m R N A の 定量 で は
,

い ずれ も H L6 0

細胞
,

H L 6 0 / A D R 4 細胞 間で差 はなか っ た . また D N A トポイ ソ メ ラ ー ゼ I P N A t o p oi s o m e r a s e I
,

T o p o I ) , γ
- グ ル タ ミル

シ ス テ イ ン シ ン セ タ
ー ゼ ( γ

-

gl u t a m yl c y st ei n sy n th e t a s e
, γ

- G C S) に 関 して も m R N A 量 に差 は なか っ た ･ 今 回樹 立 した

H L 60/ A D R 細胞で の 多剤耐性機構の
一

つ と して M RP に よ る薬剤排泄 の 促進 が示唆 さ れ
,

M R P の 発 現は D N A レベ ル で の 増幅

お よ び転写の 完進に より調節 さ れ て い るもの と考 えら れ た .

E e y w o r d s m ultid ru g r e Sis t a n c e
- a S S O Ci at e d p r o t ein

,
m ultid ru g r e Si st a n c e l , P -

gly c o p r o t ei n , D N A

t o p ois o m e r as e , γ
-gl u t am yl c y st ei n s y n th et a s e

白血 病, 悪 性リ ン パ 腫な どに代表 さ れ る小児癌 の 治療成績 は

化学療 法お よ び 支持 療法 の進 歩に 伴 い 飛躍 的に 向上 し て い る

が
,

一

方で 再発症例や は じめ か ら 治療 に 村 し反応 の 悪い 治療抵

抗性の 症例 は存在 し てお り
, 化学療 法に お ける 臨床 上 の 大 きな

問題と な っ て い る .

腫瘍細胞が 以 前 に用 い た こ との な い 抗癌剤 を含め 多種類 の 抗

痛剤 に対 し て薬剤耐性 を獲得す ると い う現象が 臨床的 に も多く

観察 され てお り
,

こ の 多剤耐性機構が 化学療法 にお ける治療抵

抗性 の 重要な部分を 占め て い る と考え られ る . 1 9 7 6 年 , 抗 癌剤

耐性 と な っ た 培養細胞 の 細胞膜に 分子量 170 k D の 糖蛋 白質が

強く 発現 し て い る こ と が 報告 され P 糖 蛋白と 名付 け ら れ た
l)

.

そ の 後 P 糖蛋 白をコ
ー

ドす る遺伝子が 単離さ れ多剤耐性 遺伝子

1 ( m u ld d r u g r e si $ t a n C e l
,

M D R l) と 名付 けら れ t
2)

. p 糖蛋白

は膜 を12 回貴 通す る 構造を持 つ1
,
2 8 0 個 の ア ミ ノ 酸よ り な る 糖

蛋白 質で あり
. ,

A T P 結合領域を持 つ A T P 結 合力 セ ッ ト ス ー パ

ー

フ ァ ミ
1
)

-

仏T P b i n d i n g c a s s e tt e s u p e rf a m il y) の 一 員で あ

る
:-)

. p 糖蛋白 は A T P を エ ネ ル ギ
ー 源 と して 各種抗癌剤を細胞

外 へ 排出す る薬剤排 出ポ ン プ と して働く こ とが 知 られ てお り
4)5)

,

P 糖蛋白を発現す る腫瘍 細胞 は こ の よう な 機序 に より細胞 内薬

物 濃度を低 下 させ
,

耐性を獲得 して い る と 考えら れ て い る .

近年,
P 糖蛋白 陰性 で あ るが

, 多剤耐性 を示す腫瘍細胞 の 細

胞膜お よ び 小胞体 に
, 分子量 190 k D の 膜蛋白質 が 強く発現 し

て い る こ と が 認 め ら れ
, 多剤 耐 性 関 連 蛋 白 ( m u l ti d 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) と 名付 けら れ た . M R P は

P 糖蛋白 同様 に膜 を12 回貫通 す る構造 を持ち A T P 結合 力 セ ッ

ト ス
ー パ ー

フ ァ ミ リ
ー

に 属する が
,

そ の ア ミ ノ 酸配列 で は P 糖

蛋白 と の 相 同性 は 低 い
6) 7)

. M R P は 比較 的新 しく 知 られ る よ う

にな っ た耐性 関連因子で あり
,

その 輝能や 臨床面 と の 関わ りな
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-
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多剤耐性白血 病細胞株の 樹 立 とその 性状 の 検討

ど十分に 解明さ れ て い ない 点が 多い . 本研 究で は M R P の 多剤

耐性 に 関わ る メ カ ニ ズ ム を解明する 目的 で
,

ヒ ト前骨髄球性白

血病細 胞株 で ある H L 6 0 を ア ド
1) ア マ イ シ ン ( a d ri a m y ci n

,

A D 和 布在下 に培養す る こ と に よ り M R P 発現多剤耐性細胞株

H L6 0/ A D R 4 お よび HI J 6 0/ A D R 1 3 を樹 立 し
,

そ の 性状 を コ ロ ニ

ー

ア ツ セ イ 法 に よ る薬 剤感受性 ,
A D R の 蛍光 を利用 し た機 能

解析,
M R P に対す る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体に よ る 免疫染色
,

サ

ザ ン プ ロ ッ ト 法
,

競 合 逆 転 写 P C R ( c o m p e ti ti v e r e v e r s e

tr a n s c rip ti o n
-P C R

,
C R T ㌧P C R) 法 な どの 手法を用 い て検 討を行

っ た .

対象 お よ び方 法

Ⅰ . 細胞培養

使 用 し た 培 養細 胞 株 は 親株 の ヒ ト 赤 白血 病 細胞 株 K 56 2

仏 m e ri c a n T y p e C ult u r e C oll e c ti o n
,

R o c k vill e
,

U S A) ,
メ ソ ト

レキ セ ー ト ( m e th o t r e x at e
,

M T 田 ( 日本 レ ダ1)
-

, 東京) 耐性

の K 5 6 2/ M T X
,

A D 鱒(協和発酵 , 東 京) で 誘導し た多剤耐性株

K 56 2/ A D R
,

ビ ン ク リ ス チ ン 匝i n c ri s ti n e
,

V C R) (塩野義製薬
,

大阪) で 誘導 した 多剤 耐性株 E 56 2/ V C R
,

ヒ ト乳噛細 胞親株

M C F 7/ W T (N a ti o n al C an C e r I n stit u t e
,
D r . S c h n ei d e r より供与) ,

M C F 7 / W T を エ ト ポ シ ド で 誘 導 し た 多剤耐 性株 M C F 7/ V P

即 ati o n al C an C e r I n s tit u t e
,

D r . S c h n eid e r よ り供与) ,
ヒ ト前骨

髄球性 白血 病細胞株 H L6 0 (A m e ri c a n
′

Ⅳp e C u ltu r e C oll e c ti o n) ,

H L 6 0 を A D R で 誘 導 し た多剤 耐 性株 H L 6 0/ A D R 4 お よ び

H L 6 0/ A D R 1 3 で あ る . 細胞 はす べ て10 % 牛胎児血 清 (f et al c alf

s e ru m
,

F C S) (m o w I . ab o r a to ri e s
,

M c L e an
,

U S A) 加 R P M I 1 64 0

(G ib c o
,

G r a n d I sl a n d
,

U S A) 培養 液 にて 湿潤37 ℃
,

5 % C O 2

存在下 で 継代 培養 した .

Ⅰ . 多剤耐性 細胞棟 Ⅲ1 月0/ A D R 4 お よび H Iβ 0/ A D R 1 3 の

樹立

H L 60 細胞 を 10 n M の A D R を加 えた10 % F C S 加 RP M I 1 6 4 0

培養液で37 ℃
,

5 % C O 2 存在下 で 継代培養 を行 っ た
. その 際 P

糖 蛋白 の 発現を 防ぐ目的で 培養液 に M D R l 克服 剤で あ る セ フ

ァ ラ ン チ ン (和光 純薬 工 業
,
大 阪) を 1 /∠ M 加えて培養 を継代 し

た . A D R の 濃度を 100 n M まで増加 さ せ た 時点で 限界希釈法で

ク ロ ー ニ ン グ し , 細胞株 を検討 し た . A D R を加 えて 1 年 間培

養 した 細胞株を H L 6 0/ A D R 4
, さ ら に1 年間培養 し た細胞株を

ⅢL60/ A D R 1 3 と した .

Ⅱ . 薬剤感 受性試験

1 . 各種抗痛剤 に対 する薬剤感受性 の 検 討

薬剤感受性 は コ ロ ニ
ー

ア ッ セ イ 法 で 求め た . す な わ ち H L6 0

細胞
,

H L 6 0 / A D R 4 細胞 を10 % F C S 加 RP M I 1 6 4 0 培養液 に浮遊

させ
,
各種抗癌剤 の 希釈系列 [A D R 3 n M

､

3 /L M
,

V C R O .1 n M

､ 1
/} M

,
ピ ラ ル ビ シ ン (明治製菓

,
束京) 1 n M

～ 1 0 0 n M ,
エ ト

ポ シ ド(日本化薬
,
東 京) 30 0 n M

～

3 0 /∠ M] 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2 4

時 間培 養を行 っ た
. 2 4 時間後細胞 を冷却 した 10 m M リ ン 酸緩

衝液 b h o s p h a t e
-b u 鮎 r e d s al in e ,

P B S) b H 7 .4) で 洗浄 し
,

H L 6 0

細胞 は 2 ×10
3

/ m l
,

H L 6 0 / A D R 4 細 胞は 5 ×10
3

/ m l とな る よう

に
,

メ チ ル セ ル ロ ー ス (Fi s h e r
,

F ai r h w n
,

U S A) を30 % 添加

3

し た10 % F C S 加 RP M I 1 6 4 0 培養液で 調整 した . そ れ ぞ れ 0 .3 m l

を 3 検体 ずつ 24 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト (C o sta r
,

C am b ri d g e
,

U S A)

の 各ウ ェ ル に注 ぎ
,

3 7 ℃
,

5 % C O 2 存在下 で 7
､

9 日間培養

を行 っ た . 各ウ ェ ル 内の コ ロ ニ
ー 数 を顕微 鏡下 に 計測 し, それ

ぞ れ コ ン ト ロ ー ル の コ ロ ニ ー 数を100 % と して 細胞生存率曲線

を措 き
,

幾何学的 に50 % 増殖阻害洩度 (5 0 % i n hib iti o n o f c ell

g r o w th
,
I C 5(一) を求 め薬 剤感受性 の 指標 と し た . 耐 性度 (f ol d

r e si st an C e) は それ ぞ れ の 薬剤で の H L 60 / A D R 4 細胞 の IC 別, 値を

H L6 0 細 胞の I C 5｡ 値で 除 した価で 表 し た . 感受性試験は すべ て

3 同行 っ た .

2 . A D R 耐性 に お ける ベ ラ バ ミ ル の 影響

A D R 感受性 に お ける
,

カ ル シ ウ ム 括抗剤 ベ ラ バ ミ ル の 影響

を コ ロ ニ
ー

法で 検 討 した . H L 6 0 細 胞
,

H L 6 0 / A D R 1 3 細 胞を

10 % F C S 加 R P M I 1 6 4 0 培養液 に浮 遊させ
, 各種過度系列の

A D R を揺加 し
,
3 7 ℃

,
5 % C O 2 存在 下で24 時間培養を行 っ た .

そ の 際そ れ ぞれ に 1 町 M の ベ ラ バ ミ ル ( エ ー ザ イ , 東京) を揺

加 し
,
I C 5., 使お よび 耐性度 の 変動を観察 した .

Ⅳ. 免疫染色

1 . 細胞塗抹 標本の 作製

各細胞 株を冷却 し た P BS で 2 回洗浄 した 後, 和胞遠心沈澱

装置 (C yt o sp i n 2
,

S h an d o n S o u th e rn P r o d u c t s L td .
,

C h e s hi r e
,

E n gl a n d) を使用 して
,

5 分間,
8 0 0 回転 にて ス ラ イ ド グラ ス 上

に 遠沈 し
,
塗抹標本を作製 した .

2 . 免疫染色

免疫 染色 は ア ピ ジ ン ビ オ チ ン ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ

( a v idi n
qb i o ti n

-

alk ali n e p h o s p h at a s e
,

A B - A P) 法で 染色する 方法

をと っ た . P 糖 蛋白に対す る抗体 は マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体

で あ る P -

gly c o C H E K C 2 1 9
T M

( C 2 1 9 ,
C e n t o c o r D i a g n o s ti c s

,

M al v e r n
,

U S A) を用い
,

M R P に対す る抗体 は ラ ッ トモ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 M R P rl ( オ ラ ン ダ F r e e U ni v e r si ty H o s pit al
,

D r .

S c h e p e r よ り供与)
洩) を用い た . 使用 した各抗体 の 希釈 は牛血 楢

ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e r u m alb u m i n
,

B S A
,

S ig m a
,

S t . L o ui s
,

U S A) 0 .1 % 加 トリ ス 塩酸綬 衝液 (T ri s
-b u ff e r e d s ali n e

,
T B S)

(p H 7 .4) に て 行い
,

反 応は 室温
, 漸閏箱中 で乾燥を 阻tl二 して行

っ た . ス ラ イ ド標本を ア セ ト ン で10 分間固定後 ドラ イ ヤ
ー

に て

数 分 間風乾 し た . 4 % 正常 ウ サ ギ 免疫 グ ロ ブ リ ン ( D A K O ,

G l o st r u p ,
D e n m a r k) に て20 分 間反応 後

,
標本 L の もの を 除去

し
,

洗浄せ ず に20 倍 希釈 し た C 21 9
,

も しく は10 0 倍希釈 し た

M R P r l と6 0 分 間反応 させ た . T B S に て 5 分間 3 回 洗浄後 ,

C 2 1 9 の 場合200 倍希釈 した ビオ ナ ン 化抗 マ ウ ス ウサ ギ免疫 グ ロ

ブ リ ン ( D A K O) と
,

M R P rl の 場合200 倍希釈 した ビオナ ン 化抗

ラ ッ トウ サ ギ 免疫 グ ロ ブ リ ン (D A K O ) と3 0 分間反応 させ た .

T B S に て 3 回洗沖
･

筏 ,
2 0 0 倍希 釈ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク

ー ゼ 標

識 ス ト レ プ トア ピ ジ ン ( D A K O ) と3 0 分間 反応 さ せ た 後,
ア ル

カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼ発色試薬 (F a st r e d T R s al t
,
Si g m a) を用

い て赤色 に発色 させ た . そ の 際基質溶液 中に は 1 m M レ バ ミ ゾ

ー

ル を加え
, 内因性ア ル カリ フ ォ ス フ ァ タ

ー ゼ 活性を 阻止 した .

発色後に カ ラ ッ チ ヘ マ トキ シリ ン薇染色液 にて核染色を行 っ た .

Ⅴ . A D R の 細胞内 へ の 取 り込み
,

細胞外 へ の 排出の測定

A D R の 発 する 蛍光を利 用 して 細胞 内へ の 取り込み
,

お よ び

e x p o rt p u m p; I C 5 0, 5 0 % i n h ibid o n of c ell g r o w 也; M D R l
,

m ultid ru g r e Sist a n c e l; M R P , m ulti d ru g r e Sist a n c e - a S S O Ci at e d

p r o t ei n ; M T X
,

m e th otr e x at e; P B S , p h o $ p h at e -b uffb r e d s al i n e; T B S , t ri s
-b ufぬr e d gal in e; T E

,
t ris - E D 職 T o p o I

,
D N A

t o p ois o m e r a s e I ; T o p o II a
,
D N A t op oi s o m e r a s e Ⅱ α; T o p o IIβ, D N A t op oi s o m e r a s e Ⅱβ; V C R , Vi n c ri s 血 e
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細胞外 へ の 排 出を フ ロ ー

サ イ ト メ ー タ ー ( C y t o r o n A b s o l u t e ,

O rth o D i a g n o sti c S y s te m s
,

R a ri t a n
,

U S A) を用い て 定量 した ･

1 . 細胞 内 へ の 取り込 み

H L6 0 細 胞｣ H L 6 0/ A D R 4 細胞 を10 % F C S 加 R P M I 16 4 0 培養

液に 10 FL M の A D R を加 え, 3 7 ℃ で 培養を行 っ た ･
A D R 添 加直

子軋 10 分後,
2 0 分後

,
4 0 分後,

6 0 分後 にそれ ぞれ の 細胞 を 冷却

した P BS で 2 回洗浄後,
1 0 % F C S 加 R P M I1 64 0 培養液に 再浮

遊 し
,

フ ロ ー

サ イ トメ ー タ
ー

で 平均蛍光強度 血 e a n fl u o r e s c e n c e

i n t e n sity) を測定 した .

2
. 細胞外 へ の 排出

HI . 6 0 細胞 ,
H L 6 0 / A D R 4 細胞 を10 % F C S 加 R P M I 1 6 4 0 培養

液 に 1 叫 M の A D R を加え
,
3 7 ℃で 2 時間以上 培養 し

, 薬剤を

充分細 胞内 に取 り込ませ た . そ の 後冷却 した P B S で 2 回洗 浄

後に10 % F C S 加 R P M I 1 6 4 0 培養液 に再浮遊 させ て37 ℃で 培養

を続行 した . 再 浮遊直後, 1 0 分後,
2 0 分後,

3 0 分 衡 6 0 分後
,

9 0 分後,
1 2 0 分後 に細胞 の 平均蛍光強度を 同様 に フ ロ ー サ イ ト

メ ー

タ
ー

に て 測定 した . そ れ ぞれ の 細胞株 の 再浮遊直後 の 平均

蛍光強度を1 00 % と し
,

それ ぞ れ の 時 間で の 平均 蛍光強度 を パ

ー セ ン トで 表 し た .
ベ ラ バ ミ ル の 影響を検討す る た め に

, 再浮

遊 直後 の 培養 液 に べ ラ バ ミ ル を 1 0 〃
M 加 え , 同様 な方法 で

A D R の 細胞内濃度 の 減衰 を測定 した .

Ⅶ . サ ザ ン プ ロ ッ トハ イ プt
｣ ダイ ゼ ー

シ ョ ン

1 . D N A の 抽 出

各種細胞株の 試料細胞を P B S l m l に浮遊 させ
,

プ ロ テ ナ
ー ゼ

K (1 0 m g/ m l
,
和 光純薬工 業) を 100 FLl 添加後 ,

D N A / R N A / プ

ラ ス ミ ド抽 出 シ ス テ ム モ デ ル 3 4 1 (P e r k i n
- E l m e r A p pli e d

B i o s y st e m s D i vi si o n ,
F o st e r

,
U S A ) に て 各細 胞 よ り染色 体

D N A を抽出 した . 得られ た D N A を R N a s e A ( ニ ッ ポ ン ジ ー ン
,

富山) に て 郡 A を分解 し
,

フ ェ ノ ー ル/ ク ロ ロ ホ ル ム 抽出,
エ

タ ノ ー ル 沈殿 に て D N A を 回収 した . 得 ら れ た D N A は 0 .2 ×

T ri s
- E D T A C r E) 薇衝 液 (2 m M ト 1) ス ア ミ ノ メ タ ン

,
0 ･2 m M

E D T A
, p H 7 .0) に溶 解 した . そ の 一 部を取 り 260 n m の 吸光 度

を測定 して D N A 膿度 を計算 した .

2 . サ ザ ン プ ロ ッ ト法

それぞ れの 細胞株 より得 られ た D N A l O FL g を制限酵素 P s t I

(宝 酒造, 東京) に て37 ℃で 2 時間消化 後,
0 .9 % ア ガ ロ ー ス ゲ

ル ( H 1 4 ⊥T a k a r a
,

宝酒 造) に て 電気泳動 した . ア ガ ロ ー ス ゲ ル

を エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドに て 染色 し
, 紫外線照 射下 に各 D N A

量が ほ ぼ 同 一

で ある こ と を確認 した . そ の 後 ア ガ ロ ー ス ゲ ル を

陽 性 荷 電 ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン ( B o e h ri n g e r M a n n h ei m
,

M an n h ei m
,

G e r m a n y) に転写 し
,

12 0 ℃
,

1 5 分 間の 熱処 理に よ

っ て D N A をメ ン プ レ ン に 固定 した . M R P に対 する 特異的な プ

ライ マ
ー で あ る M R P -2 F

,
M R P p 2 R (表 1 ) を用 い て 増幅 した

(条 件 は 後述) P C R 産 物 を 鋳 型 と し
,

D N A L a b eli n g K it

(B o e h ri n g e r M a n n h ei m ) を 用 い て ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン

(di g o x i g e ni n
,

D I G) - d U T P で 標識 し た プ ロ ー ブ を作製 し た ･
メ

ン プ レ ン をプ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液【50 % ホ ル ム ア ミ ド
,

5 ×S S C
,

2 % ブ ロ ッ キ ン グ試薬 ( B o e h ri n g e r M a n n h ei m ) ,

0 .1 % N - ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ン 酸ナ トリ ウ ム
,

0 .0 2 % S D S] と

42 ℃
,

2 時 間反応 させ た後 , 上 記 プロ ー ブ を プ レ ハ イ プ リ ダイ

ゼ
ー

シ ョ ン 液 に 加えた もの に変 え42 ℃
,

2 0 時 間反応 さ せ た . 反

応終了後メ ン プ レ ン を 2 ×S S C
,
0 .1 % S D S 溶 液で 室温10 分間

洗浄
,

さ ら に0 .1 ×S S C
,

0 .1 % S D S 溶液で70 ℃
,
4 5 分間洗浄 し

た . 検 出 に は DI G L u m i n e s c e n t D e t e c ti o n Ki t (B o e h ri n g e r

M a n n h e i m ) を用 い
, 抗 D I G ア ル カリ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ抗体と反

応後
,

ア ル カ l
) フ ォ ス フ ァ ク

ー

ゼ の 基質で ある Di s o di u m 3 - (4 -

m e 血o x y g ir o ( 1
,
2 - di o x e t a n e

-3
,
2

,
-(5

,
-

C h l o r o) tri c y cl o 【3 ･3 ･1 ･1
こ一･ 7

】

d e c a n ト4 ヴ1) p h e n yl p h o sp h a t e (C S P D
,

B o e h ri n g e r M an n h ei m )

の 化学発 光を Ⅹ 線 フ イ ル ム (F uji M e di c al X ィ a y Fil m N e w R X
,

富士写真 フ イ ル ム
, 神 奈川) にて 検出 した .

Ⅶ . C ⅨトP C R 法

m R N A の 定 量 には C RT I P C R 法を用 い だ)
.

1 . 総 R N A の 抽出

絵 R N A の 抽 出は C h o m c zy n Sk i ら の 方法
1 0) を以下 の よう に改

良 して行 っ た .
1 容量 の D 液 (4 M グ ア ニ ジ ン チ オ シ アネ ー

ト ,

2 5 m M ク エ ン 酸ナ トリ ウ ム p H 7 .0
,

0 .1 M 2 - メ ル カ プ トエ タ ノ ー

ル
,

0 .5 % N 一 ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ン 酸ナ トリ ウ ム) に 1/ 1 0 容 量

の 2 M 酢酸 ナ トリ ウ ム (p Ⅲ4 .0) と
,

1 容量 の 二 炭酸 ジ ュ チ ル

(di eth yl p y r o c a rb o n at e
,

D E P C) 処理 水 に て飽和 した フ ェ ノ ー ル

を混合 し Ⅹ 液を作製 した . 試料細胞 5 ×10
6

個 に 対 し Ⅹ 液 1 m l

T a bl e l . P C R p ri m e rs f o r P - A c ti n g e n e
,

M R P g e n e
,
D N A to p o is o m e r a s e I g e n e

,
D N A t o p oi s o m e r a s e Ⅲ α g e n e

,

D N A t o p o I S O m e r aS e Ⅱ β g e n e a n d γ
-

g lu t a m yl c y st ei n e s y n t h e t as e g e n e

G e n e P ri m e r S e q u e n c e
s慧蒜,

R

諾慧
l

P - A c ti n B A 5

B A 3

M R P M R P - 2 F

M R P - 2 R

T o p o I T o p o ト F

T o p o I - R

T o p o Ⅱ α T o p o Ⅱ α - F

T o p o､Ⅱ α - R

T o p o Ⅱβ T o p o Ⅱ β - F

T o p o Ⅱ β 一 R

γ
- G C S G C S - F

G C S- R

5
一

- T G G A C T T C G A G C A A G A G A T G - 3
-

5
.

- G A T C T T C A T T G T G C T G G G T G -3
■

5
■
- A G A A G T C T G G A C G T C C C T G -3

T

5
一

_ A C A C C A A G C C G G C G T C T T T -3
.

5
一

_ C A G A G A A C A T C C A A G G T T C C - 3
1

3 2 9

5
一

_ C T C T A C C A C A T A T T C C T G A C -3
.

5
.

- G C T G T T T C A G G C C T T G G T G - 3
.

3 0 9

5
■

_ C T C C A G A A A A C G A T G T C G C -3
.

5
.

_ A C T T G A A C A C A T T C T T C T T C G - 3
-

3 3 2

5
一

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

5
■
_ G A C A T A G G A G A G G A G A A A A G -3

'

3 29

5
一

- A G A T G C A G A A A T C A C T C C C C -3
l

4 15

M b o I 2 60

T a q I 26 7

M b o I 1 9 0

M b o I 2 4 9

M b o I 2 3 0

b p ,
b as e p ai rs ; M R P

,
m u ltid r ug r e si st an C e - a S S O Ci ate d p r o tei n ; T o p o I

,
D N A t o p oi s o m er a s e I ; T op o Ⅱ α

,
D N A

to p ois o m e r as e Ⅱ α ; T op o Ⅱβ,
D N A to p o is o m e r a s e Ⅱ β; γ

- G C S
, γ

-

gl u t am yl 甲 St ein e s y n th e t as e ･



多剤耐性白血 病細胞株の 樹 立 とそ の 性状 の 検討

を加えて 良く混合 した . 0 .2 m l の ク ロ ロ ホ ル ム (イ ソ ア ミ ル ア

ル コ
ー ル を 加え ない もの) を加 え ボ ル テ ッ ク ス ミ キサ

ー に て20

～ 3 0 秒間懸濁した . 室温で 5 分 間静置 乳 微量高速冷却遠心器

( トミ
ー 精工 , 東京) にて 1 印 00 叩 m

,
2 0 分 間

,
4 ℃で 遠心分離

した . 上 層 に等量の イ ソ プ ロ パ ノ
ー ル を加え良く混和 し, 室温

で 5 分間静置後再び15
1
0 00 叩 町 20 分間

,
4 ℃で遠心分離 した ･

遠心後上 清を捨 て
, 沈殿 (R N A) を75 % エ タ ノ ー ル 1 m l に再浮

遊させ 洗浄 した . 1 5
,
0 0 0 叩 m

,
5 分 間

,
4 ℃で 遠心 し沈殿を 回

収衡 上清を完全 に除 き室温で 5 分間放置 し乾燥 させ た ･ 1 ×

T E 緩衝液 (10 m M トリ ス ア ミ ノ メ タ ン
,

1 m M E D T A , p H 6 ･8)

に溶解 し
,
2 6 0 n m の 吸光度を 測定 して絵 R N A 濃度を算定 した ･

ま た 26 0 n m
,
2 8 0 n m の 吸光度 の 比を測定 し R N A 純度 の 参考と

したが , 本法 によ っ て得 られ る R N A は O D 2 60 n m / 2 8 0 n m
= 1 ･9

､

2 .0 ときわ め て 良好 で あっ た .

2 . 1 本鎖 cD N A の 合成

上 記 によ っ て 得ら れ た 総 R N A を鋳型 と しラ ン ダ ム プ ラ イ マ

ー に て 1 本鎖 c D N A を合成 した . まず総 R N A 2 /Lg に ラ ン ダ ム

ヘ キ サ ヌ ク レオチ ドプ ライ マ
ー

(宝 酒造) 町{` M を 1 .5 〃1 加 え
,

l X T E 後衛液 b H 6 .8) で総量 25 /Ll に調整. G e n e Am p
T M

P C R

s y s te m 9 6 0 0 - R (P e r ki n
･ El m e r A p pli e d B i o s y ste m s D i vi si o n) を用

い65 ℃ で10 分 間保持 後20 分 か け て25 ℃ま で 冷却. こ の 過 程で

R N A の変性 と プライ マ
ー の ア ニ ー リ ン グを行 っ た . 引き続き

反応 液【100 m M T ri s
- H Cl (p H 8 .3) ,

2 0 0 m M 塩化 カリ ウ ム (K Cl) ,

2 0 m M 塩化 マ グネ シウ ム ( M g C 12) ,
2 0 m M ジチ オス レ イ ト ー ル

(dith i o th r eit ol
,

D T P ,
各 2 m M デ オ キ シ T) ボ ヌ ク レオ チ ド三

M R P ･ 2 F

M R P

1 4 4 b p
二 三･･･ ≡:= =

M b oI M b o I

M R P ･ヱR

M b o I

d i g e s d o n

M b oI M b oI

5
■

ヰ 3
.

L ig a ti o n

β- A cti n

[ニコ
= 】 ■■■ ■ ■ ⊂:= =

B A 5 I n t r o n 4 8 A 3

P C R

a m p li瓜c a ti o n

26 0 b p

5
-

ヒ = = ∃ 十 ニ

Fig . 1 ¶ 1 e C O n St ru C ti o n o f th e D N A cl o n e s fo r th e q u a n ti t ati v e

an al y si s o f M R P an d β
-

a Cti n m R N A s b y th e c o m p e titi v e R T I

P C R .

T h e P C R p r o d u c t o f th e M R P a m p lin e d f r o m th e g e n o m i c

D N A u s in g M R P -2 F a n d M R P -2 R p ri m e rs w a s dig e st e d w ith

M b oI an d th e n r elig at e d . ¶l e r e S ul t a n t 2 6 0b p D N A te m p r a te

w a s s u b cl o n e d a n d u s e d a s th e c o n t r oI D N A f o r th e

C O m p e titi v e ⅣトP C R of M R P ･ ¶一e D N A s e g m e n t i n cl u di n g

i n t r o n 4 s e q u e n c e o f th e β- a C ti n w a s a m plifi e d f r o m th e

g e n o m i c D N A u si n g B A 5 a n d B A 3 p ri m e r s C r ab l e l) ･ ¶ 1 e

r e s ulta n t 4 1 5b p D N A te m p r a te w as s u b cl o n e d a n d u s ed a s th e

c o n t r oI D N A f o r th e c o m p e ti ti v e R 7 1 P C R o f
J
? -

a Cti n ･ M R P
,

m ultid ru g r e Si st an C e
- a S S O Ci ate d p r o t ei n ･

5

リ ン 酸(d e o x y ri b o n u cl e o tid e tri p h o s p h at e
,
d N T P) ,

R A V -2 ( 宝

酒造) 10 単位】25
′
と上l を加え

,
4 2 ℃で60 分間保持 し c D N A を合成

させ た 後,
9 0 ℃

,
2 分間で 逆転写酵 素 (R ÅⅤ･2) を失 活させ た .

反応終了後1 ×T E 績衝液 b 日7 .0) 5 0
一
"l を加え総量 100

.
′上1 と

し
,

1 回の P C R 反応 に5
一

′∠l を鋳型として用 い た ･

3 , C R T I P C R にお ける コ ン ト ロ ー ル (競 合) D N A の 作製

薬剤耐性機序を解明する ため
,

M R P の他 D N A トポイ ソ メ ラ

ー

ゼ Ⅰ( D N A to p ois o m e r a s e I
,

T o p o I ) ,
D N A トポ イ ソ メ ラ

ー

ゼII α (D N A to p oi s o m e r a s e II a
,
T b p o Ⅱ a ) ,

D N A トポイ ソ

メ ラ
ー

ゼ Ⅰ
′
? (D N A t op ois o m e r a s e Ⅱ lヲ ,

T o p o Ⅱ
′
?) , γ

･ グ ル タ

ミ ル シ ス テ イ ン シ ン セ ダ
ー ゼ ( γ

一

g l u t a m yl c y st ei n sy n th et a s e
,

γ
- G C S ) を検討 した

.
M R P ,

T op o I
,
T o p o I a

,
T o p o Ⅱ

′
?

,

γ
→ G C S そ れ ぞれ に対する特異 的な P C R プ ライ マ

ー を表 1 ･ に

示す塩基 配列 で設定 した . プラ イ マ ー

の 合成 は フ ナ コ シ株式会

社(東京) に委託した . 図1 . に M R P の コ ン トロ ー ル D N A の 作

製方法を示す. プ ライ マ
ー

M R P - 2 F
,

M R P -2 R で 増幅さ れ る領

域 の 中 に は 近接 し た 制 限酵 素 M b oI 領 域 が 存 在 して い る .

M R P -2 F/ M R P -2 R P C R 産物 を制 限酵 素 M b oI (宝酒造) で 消化

し
, 再び T 4 D N A リ ガ ー ゼ (宝酒造) で 結合 させ た .

こ の 反応

産物 を鋳型 として 再び M R P -2 F
,

M R F 2 R プ ライマ ー

で P C R 反

応を行 うと 2 つ の M b oI 間の144 塩基対 O) a S e p ai r s
,
b p) の 塩基

配列 を欠失 し た 260 b p の 増幅産物 を得る こ と がで きる はずで あ

る . 電気泳動 にて 分離後エ チ ジ ウム ブ ロ マ イ ドに て染 色し紫外

線照射下 に こ の 欠 共を持 つ 26 0 b p の バ ン ドを切り出 し
,

D N A

を 回収 した . 回収 した D N A を pT 7 Bl u e T V e ct o r 氾 t (N o v a g e n
,

T ab le 2 . S e n siti v ity o f H L 6 0 a n d H L 6 0/A D R 4 c ells t o fb u r

diff e r e nt a n ti - C a n C e r ag e n tS

IC
50

a)

区±S D , n
= 3 ,

n M )
F old

H L 6 0 H L 6 0 /A D R 4
r eS I St a n C e

A d ri a m y c ln 5 2 ･l ± 5 ･9 2 1 0 ±2 ,
1

V i n c ri s t in e 2 .7 ± 0 .8 1 3 .8 ± 0 .4

Pi r a ru bi ci n 8 .2 ±2 .6 1 5 .5 ± 2 .8

E t o p o sid e 18 0 0 ±3 00 9 6 0 0 ± 2 6 00

4 .0 ± 0 .4

4 .6 ± 1 .2

2 .3 ± 0 .3

5 .7 ± 0 .7

T h e m ultid ru g
- r e Sist a n t c ell li n e

,
H L 6 0/ A D R 4 ･

W a S e S t ab lis h e d

a ft e r i n c u b a ti o n of th e p a r e n l H L 6 0 c ell s w it h i n c r e a si n g

c o n c e n tr atio n ( u p to l OO n M ) o f a d ri a m y ci n ( A D R) an d l
.

IL M

c e ph al a n thi n e a s s h o w n i n
"

M at e ri als a n d m et h o d s
"

･

a )
I C

5 0 ,
d ru g C O n C e nt r a ti o n 山 a t in hibit e d c o l o n y fo m l atio n by

5 0 % .

T a bl e 3 . R e v e rs al ef fe c t o f v e r e p a m il o n th e m u lti d ru g
-

r e sis t a n c e o f th e H L 6 0/ A D R 1 3 c ells

I C
訣,

d)

区±S D
,
n 蒜3 , n M )

V er ap a m il
^ '

R;r a d ri a m y c l n F ol d

C O n C e n tr a tl O n

(
.

LL M ) H L 6 0 H L 6 0 /A D R 1 3
r e S IS t a n C e

0 3 8 ± 1 6 47 1 ±9 1 13 .5 ± 4 .3

10 3 9 ±10 1 4 6 ± 1 8 4 .0 ±1 .5

T h e m u ltid ru g
- r e Sis t a n t c e11 1in e

,
H L 6 0/ A D R 13

,
W a S

e st ab lis h e d afte r in c u b ati o n o f th e p a r e rlt H L 6 0 c ells wi th

in c r e as in g c o n c e n t r atio n ( u p to l O O n M ) o f a d ri a m y ci n (A D R )

an d l F L M c ep h al an 也i n e a s s h o w n in
"

M at e ri als an d m eth o d s!
'

･

a)
I C

50 ,
d ru g C O n C e n tr a ti o n th at i nl 1ibite d c o l o n y fb r m ati o n b y

5 0 % .
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Fig .
2 I m m u n o c y to c h e m i c al s t ai n in g fo r th e d e t e cti o n o f M R P a n d f L

gl y c o p r o t ei n (P -

gP ) i n th e h u m an tu m O r C ell li n e s ･ ( 刃 D ru g

s e n si 伽 e H L 60 c e11 s . 田 an d D ) M ultid ru g
-

r e Si s t an t H l ,6 0/ A D R 4 c ell s . (C ) P ･

g P
-

O V e r e X p r e S Si n g m u lti d r u g
- r e Sist a n t K 5 6 2/ A D R c eu s .

A

a n d B w e r e st ai n e d wi th a r a t m o n o cl o n al an d b o d y M R P rl
,
a n d C an d D w e r e st ai n e d w ith a m u ri n e m o n o cl o n al an tib o d y C 2 1 9 . M R P

,

m ultid ru g r e Si sta n c e
- a S S O Ci a te d p r o t e in ･

倉
召
蔓
薫
賀
室
盗
h

昌
l

h

0

0

爪
V

爪
V

∧

U

爪
V

爪
V

爪
V

∧

U

爪
V

B

l l

l O

タ

$

7

`

5

4

看
占
壷
;

成
)

h
}
鵬

岩
ぷ
貞
鵬

8
貞

3
笥
】

○

丘
色

n
V 3 0 G O タ0 1 20

I n c u b a ti o n ti m e ( mi n)

F ig . 3 An al y sis of a d ri a m y c in u p t a k e an d e fn u x i n th e H L 6 0

a n d th e H L 6 0 / A D I祖 c ell s . 仏) An al y sis o f a d ri a m y c in u p ta k e .

'

m e H L 6 0 0 r th e H L 6 0/ A D R 4 c ell s w e r e in c u b a te d a t 3 7 ℃ in

th e p r e s e n c e o f th e m e di u m c o n t ai n i n g l O LL M ad ri a m y ci n .

A f t e r i n c u b a ti o n f o r v a ri o u s ti m e p e ri o d s c ell s w e r e

C e n tri fu g e d a n d s u sp e n d e d i n a 血
･

e S h R P M I m e d i u m . n e

m e an fl u o r e s c e n c e i n t e n sity o f th e c ell s w a s an al y z e d b y a fl o w

C yt O m et e r . V altl e S r e p r e S e n t 更 ± S D o f th e th r e e s e p a r a t e

e x p e ri m e n t s . 0
,
H I .6 0; ●

,
H L 6 0/ A D R 4 .

★

p < 0 .0 5 c o m p ar ed

b y S t u d e n t
'

s t t e s t . (B) An aly si s o f a d ri am y C in e 用. u x . n e

HI .6 0 0 r th e H l .60 / A D R 4 c ell s w e r e i n c u b at e d i n th e p r e s e n c e

Of th e m ed i u m c o n t ai n in g l O
,
LL M a d ri am y Ci n fo r 2 h r s ･ T h e

C ell s w e r e w a sh e d a n d fu r th e r i n c u b a te d wi th an a d ri am y Ci n
-

f r e e m e d i u m w it h o r w i th o u t l O 〃
M v e r a p a m il . A ft e r

i n c u b ati o n fo r v a ri o u s ti m e p e ri o d s th e m e an fl u o r e s c e n c e

in t e n sity o f th e c ell s w a s an al y z e d b y a fl o w c yt o m et e r . V al u e s

r ep r e s e n t 更 ±S D o f th e t h r e e s ep a r at e e x p e ri m e n t s . 0
,
H L 6 0

in th e d ) S e n C e Of v e r 叩 am il; ●
,
H I .6 0/ A D R 4 in th e ab s e n c e of

V e r a p a m il; ■
,
H L 6 0 / A D R 4 i n th e p r e s e n c e o f v e r a p a m il .

★ ★

p < 0 .0 1 c o m p a r e d b y S c h e f縫
'

s F t e s t a氏e r m m sk al - W alli s

te st ‥



多剤耐性白血 病細胞株の 樹 立 とそ の 性状 の 検討

宝酒造) を用 い て プラ ス ミ ドベ ク タ ー

に挿 入 し
,

E . c olり M l O 9

C o m p e t e n t C e ll s ( 宝酒造) に 形質転換 し て ク ロ ー

ニ ン グ した .

単
一

コ ロ ニ
ー

を L B 培養液で 培養 し塩 化セ シウ ム 密 度勾配超遠

心法に て プ ラス ミ ド D N A を精製 し た . 環状 D N A の ままで あ

1 2 3 4 5 (i 7 8

い ■ - 一 一 ← M R P

Fig . 4 S o u th e r n bl o t a n al y si s o f M R P g e n e a m plifi c a ti o n i n

d r u g s e n siti v e a n d d r u g r e si s t a n t h u m a n t u m o r c ell li n e s .

G e n o m i c D N A f r o m e a c h c ell li n e w a s d i g e st e d w ith P st I
,

s u bj e c t e d t o a n a g a r o s e g e l el e c t r o p h o r e si s
,

a n d th e n

tr a n sf6 r r e d to n yl o n m e m b r a n e . T h e 丘1te r s w e r e h y b ri di z e d

w ith th e di g o x i g e ni n
-l a b el e d p r o b e s s p e cifi c f o r M R P g e n e .

L a n e l
,

th e p a r e n t d r u g
- S e n Si ti v e K 5 6 2 c e ll s ; l a n e 2

,

m e th o tr e x a t e - r e Si st a n t K 5 6 2 / M
′

ⅠⅩ c e11 s; 1 a n e 3
,

a d ri a m y ci n
-

i n d u c e d M D R l -

0 V e r e X p r e S Si n g m u ltid ru g
- r e Si st a n t K 5 6 2/ A D R

C ell s ; 1 a n e 4
,

V i n c ri s ti n e -i n d u c e d M D R l - 0 V e r e X p r e S Si n g

m u ltid r u g
-

r e Si s ta n t K 5 6 2/ V C R c ell s; 1 a n e 5
,
d r u g

-

S e n Si ti v e

h u m a n b r e a s t c a II C e r C ell li n e
,
M C F 7 / W T c ell s; 1 a n e 6

,

e t o p o sid e
-i n d u c e d M R P -

0 V e r e X p r e S Si n g m u ltid ru g 十r e Si st a n t

S u b li n e
,
M C F 7 / V P c ell s; 1 a n e 7

,
d r u g s e n si ti v e H L 6 0 c ell s;

1 a n e 8
,

a d ri a m y ci n
-i n d u c e d m u lti d r u g

q

r e si st a n t H L 6 0 / A D R 4

c ell s .

β- A eti n

l/3 2 1/1 6 1/8 1/4

Ⅰ‡L ` 0

H L ` 0/ A D R 4

ⅡL (iO

耳L ` 0/A I) R 4

ⅡL 60

H L 后0/ A l) R 4

_ 岬
C o n tr o1 4 1 5 b p

ヽ ゝT a rg et 3 2 0 b p

T o p o I
l/8 1/4 1/2 1

7

る と D N A の 3 次構造の ため P C R の 増幅効率 に ば ら つ きが 出て

くる 可能性が あ る こ と を考慮 し
, 精製 した プ ラス ミ ドを制限酵

素 E c o RI (宝酒造) で 1 ケ 所切断 し直鎖 2 本錦 D N A と して コ ン

トロ
ー )L/ (■競合) D N A に 剛 一た . T o p o I

,
T o p o Ⅱ α

,
T o p o Ⅱβ ,

γ
N G C S に関 して も M R P と 同様の 方法で コ ン トロ ー

ル D N A を

作製 した . そ れ ぞれ に 用い た制限酵素,
目的とする cD N A のP C R

産物の 長さ
,

お よ び コ ン トロ ー ル D N A の 長 さを表1 . に示 した .

逆転写酵素に よ る m R N A の c D N A へ の 変換効率の ばら つ き

を考慮 しノ
9 ア ク チ ン にて も同様 に C R r P C R 周の プ ラ イ マ

ー

お

よ び コ ン ト ロ ー ル D N A を設定 した . 図1 .B に示 すよ うに βア

ク チ ン の イ ン トロ ン 4 は 95 b p と短く この 部分を挟む P C R プラ

イ マ
ー

で増幅す れ ば D N A は 41 5 b p に , CI) N A ( R N A) は 32 0b p

に 増幅さ れ る . ゲ ノ ム D N A を鋳型 と し て増幅 し た P C R 産物を

M R P の 場合と 同様 に プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し精

製後,
制限酵素 E c o RI で 消化 し コ ン トロ ー ル D N A を得た .

4 . C R T I P C R 反応

それ ぞ れ作 製 した コ ン ト ロ
ー ル D N A は

,
2 6 0 n m の 吸光度を

測定 して D N A 濃度を計算 し
,

7 0 短/ 〃1
の 過度を 1 と して それ

ぞれ 2 倍希釈系列を作 製 した . P C R 反応は コ ン トロ ー ル D N A
,

試料 c D N A 各 5F Ll
, 最終過度 0 .2 FL M の 各プ ライ マ

ー

お よ び各

20 0 /1 M の d N T P
,

P C R 反応緩衝液 [10 m M T ri s
- H C l

, p H 8 .3
,

5 0 m M K C l
,
1 .5 m M M g C 1 2 ( M R P

, βア ク チ ン の 場合) ,
2

.O m M

～′1 R P

lノ1 6 】/8 1/4 1/ 2 1 2

Ⅱ L 6 0

ⅡL 60/ A D R 4

/
T a rg et 3 2 9 b p

＼ c o n tr o1 2 6 7 b p

T o p o lIβ
1/4 1/2 1 2

〆
T arg et 3 3 2 b p

＼ c o n 加1 2 4 9 b p

ⅢL ` 0

T o p o II α

1/8 1/4 1/2 1

托Ⅰ.6 0/ A D R 4

H I
.

. ` 0

乱 6 0/ A D R 4

l

γ
- G C S

l/1 6 1/8 1ノ4 1 /2

/
T a r g et 3 0 9 b p

､
c o 抽 0 = 9 0 b p

/
T a r 紳 3 2 9 b p

＼ c o nt r o1 2 3 0 b p

Fi g ･ 5 Q u a n tita ti v e a n aly si s o f v a ri o u s m R N As b y th e c o m p etiti v e 肝 P C R m e th o d .

T Y l e C O m P e ti ti v e R T I P C R w a s c ar ri e d o u t u si n g c D N A d e ri v e d 血
･

O m th e p a r e n t H L 6 0 an d th e m u t an t H L 6 0/ A D R 4 c ell s i n c o m b i n a ti o n

W ith e a c h c o n t r oI D N A f o r th e d e t e cti o n of 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 te i n ( M R P) ,
D N A t op oi s o m e r a s e I m p o I ) ,

D N A

to p oi s o m e r a s e Ⅱ α ( m p Ⅱ α) ,
D N A t o p oi s o m e r a s e II β 汀o p o 叩) ,

a n d γ
-

gl ut a m yl c y st ei n e s y n th e ta s e ( γ
- G C S) . ¶ l e P C R p r o d u ct s w e r e

S u bje ct e d t o 3 % ag a r o s e g el el e ct r o p h o r e si s
,

a n d b an d s w e r e vi s u ali 2:e d b y ult r a vi ol e t t r an Sill u m i n a ti o n u si n g e th idi u m b r o mi d e st ai n i n g

m e th o d .
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M g C1 2 (T o p o I
,

T o p o Ⅱ a
, γ

- G C S の 場合) ,
2 .5 m M M g C 1 2

(T o p o Ⅱβ の 場合)] ,
T a q D N A ポ リ メ ラ ー ゼ (P e r ki n - E l m e r

C e tu s
,

N o r w alk
,

U S A) 1 .2 5 単位を加え全量 50
F
Ll で 行 っ た ･ 反

応は D N A
′

m e rm al C y cl e r PJ l O O O (P e rk in E lm e r C e tu s) を用 い
,

94 ℃
,

1 0 分の 初期変性 の 後 ,
9 5 ℃で 1 分 ,

5 5 ℃で 1 分 ,
7 2 ℃で

2 分 の サ イ ク ル を40 サイ ク ル 行 っ た . βア ク チ ン の P C R 反応

は G e n e Am p
T M P C R s y st e m 9 6 0 0 - R を用 い

,
9 4 ℃

,
5 分 の 初期

変性の 私 95 ℃で30 秒 ,
5 6 ℃で3 0 秒 ,

7 2 ℃で30 秒の サ イ ク ル を

33 サ イ ク ル 行 っ た . 反応後10 分 の 1 量 の タ イ プⅡ 泳動 緩衝 液

(0 .2 5 % ブ ロ モ フ ェ ノ
ー

ル ブ ル
ー

,
0 .2 5 % キ シ レ ン シ ア ノ ー ル

,

1 5 % フ ィ コ
ー

ル4 0 0) を加え
,

1 町1 を3 % ア ガロ ー ス ゲ ル に泳

動 し エ ナ ジ ウム ブ ロ マ イ ド染色後,
紫外線照射装 置 ( トラ ン ス

イ ル ミネ 一

夕
ー

,
フ ナ コ シ) 上 で観 察 した .

Ⅶ . 統計学的検討

2 群 間比較 は まず F 検定 に よる 等分散の 検 定を行 い
, 分散が

等 しい 時に は St u d e n t
,

s t 検定を
,

等 しくな い 時 に は W ei c h
'

s t

検定 を行 っ た . 3 群 間比較 はまず m m s k a ドⅣdli s 検 定 を行 っ た

後 に S c b e f縫
,

s F 検定を行 っ た . 危険率 5 % 未満を も っ て 有意

差有りと した .

成 績

Ⅰ. 樹立 した 細胞株の 薬剤感受性

各種抗癌剤 に対す る H L 60 細胞
,

H L 60 / A D R 4 細胞 の 薬 剤感

受性お よび H I .6 0 / A D R 4 細胞 の H L 6 0 細胞 に対す る耐性度 を示

す . H L 6 0 / A D R 4 細胞 の IC 5｡ 値 は
!

A D R
,

V C R
,

ピラ ル ビシ ン
,

エ トポ シ ドの い ずれ に お い て も HIβ0 細胞の I C 5｡ 備 に 対 して 有

意 に 高値を示 し た . それ ぞ れの 薬剤 に村 す る耐性 度 は2 .3 倍か

ら5 .7 倍 の 範囲で あ っ た (表2 ) .

Ⅰ , A D R 耐性 に お け る ベ ラ バ ミル の影響

E L 6 0/ A D R 1 3 細胞 を用 い て ベ ラ バ ミ ル の 影響 を検 討 した .

ベ ラ バ ミ ル を加え る こ と に より耐性度 は13 .5 倍 か ら4 .0 倍 と有意

に 低下 した (表3 ) .

Ⅱ . 免疫 染色

H L 6 0/ A D R 4 細胞 で は M R p に 対す る ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー

ナ ル

抗 体 M R P r l に よ り細胞質
,

細胞膜 と もに 同程度 の 強 さで 陽性

に染色 され た (図2 . B) . H L 6 0 細胞 は M RP r l で 染色 さ れ なか っ

た (図2 .刃 .

一 方 H L 6 0 / A D R 4 細胞 は P 糖蛋白 に対す る マ ウ ス

モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 C 21 9 で 染色 され なか っ た (図2 . D ) . 陽性

コ ン トロ ー ル の P 糖 蛋白発現 K 56 2/ A D R 細胞 で は C 21 9 に よ り

細胞膜が より強く染色 され た (図2 . C) .

Ⅳ . A D R の 細胞 内 へ の取 り込 み
, 細胞タト の 排 出の 測 定

1 . 細胞 内 へ の 取 り込み

60 分間の H L 6 0 細胞,
H L 6 0/ A D R 4 細胞 の 平均蛍光 強度の 変

化 を 図 3 . A に 示 す . 測 定 し た 60 分 間 で は H L6 0 細 胞
,

H L 6 0/ A D R 4 細胞 と もに 時間経過 と とも に平均蛍光 強度が 上 昇

した . 6 0 分後の 平均 蛍光強度は H L6 0/ A D R 4 細胞 が H L6 0 細胞

よりも低値を示 して おり
,

有意差 を認め た .

2 . 細胞外 へ の 排 出

120 分間の H L6 0 細胞
,

H L 6 0/ A D R 4 細胞 の 平均蛍光強度 の 変

化を図 3 . B に示 す. H L 6 0 細胞 で は120 分 間で は平均蛍光 強度は

ほ と ん ど変化は な か っ た .

一

方 H L 6 0/ A D R 4 細胞 で は 時間経 過

と と もに 平均蛍光強度が 低下 して お り,
1 2 0 分後に は H L6 0 細

胞 と比較 して有 意 に平均蛍光強度が 低下 した . しか しベ ラ バ ミ

ル を加 える こ と に よ り H L 6 0/ A D R 4 細胞で も12 0 分 間で 平均 蛍

光強度 は親株 の H L6 0 細 胞の 平均 蛍光強度 に 回復 した .

Ⅴ . サザ ン プロ ッ トハ イ プリ ダイゼ
ー

シ ョ ン

M R P に 特異 的な プ ロ ー

ブ を用 い た サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プリ

ダイ ゼ
ー

シ ョ ン の 結 果 を 図 4 . に示 す. M R P を発現 し て い る

M C F 7 / V ア 細胞 お よ び H L6 0/ A D R 4 細胞 に お い て M R P D N A の

増幅が 認め られ た . P 糖黄白を発現 して い る K 56 2/ A D R 細胞や

K 56 2/ V C R 細 胞
,

ま た そ れ ぞ れ の 親株 で あ る K 5 6 2 細胞 ,

M C F 7 / W T 細胞 ,
H L 6 0 細胞で は M R P D N A の 増幅 は認 め ら れ

なか っ た .

Ⅵ . C R T - P C R に よ る m R N A の 定量

C R r P C R の 結果を図 5 . に 示す.
コ ン トロ ー

ル と して 用 い た

βア クチ ン m R N A の 発現 量は H L6 0 細胞 ,
H L 6 0 / A D R 4 細 胞間

で差を認 め なか っ た . H L 6 0 / A D R 4 細胞 の M R P m R N A 発現量

は H L 6 0 細 胞 と 比 較 し て 8 倍 で あ っ た . T o p o I
,

T o p o Ⅲ α
,

T o p o Ⅱβ, γ
- G C S に 関して は 両細胞 株間で m R N A 発現 畳に ほ

と ん ど差 を認 め な か っ た .

考 察

細胞 の 薬 剤耐性 に 関わ る要因と して
, 多剤耐性 に関与す る P

糖 蛋白や M R P
,

グ ル タ チ オ
■

ン の 関与す る耐性 ,
ト ポイ ソ メ ラ

ー ゼ の 関与 す る耐 性 な ど様 々 な方 面か ら 研究 が 進 め ら れ て い

る .

P 糖蛋白 は構造 に 類似 性 の な い 種 々 の 抗癌 剤等多く の 薬剤 と

直接 結合 し
,

A T P 加水 分解の エ ネ ル ギ
ー を用 い て そ れ らを細胞

外 へ 能動輸送 して い る蛋白質で あり
4)5)

,
主 に細胞 膜に発現 し

11)1 2)

,

M D R l 遺伝子 に より コ
ー

ドさ れ る こ と が明らか にな っ て い る
13)

.

臨床的 にも モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体を用い た P 糖蛋 白の 検索 や
,
逆

転写 P C R (r e v e r s e t r a n s c ri pti o n
- P C R

,
R T I P C R) 法 を用 い た

M D R l m R N A の 検索 な ど が多数行わ れ て お り, 白血 病, 悪性

リ ン パ 腫
,
多発 性骨髄腫 な どの 血液腫 瘍や , 腎痛 , 勝胱痛 , 乳

痛
,

肺痛
,
卵 巣癌, 消化 器病 な どの 固形腫瘍で そ の 発 現や 予後

と の 関係 な どが 報告 され て い る
1 4)1 5 )

. 小 児科領域 で も急性 白血

病
,

悪性 リ ン パ 腫 な どの 血 液腫瘍や 小児期 の 代表 的な 固形腫瘍

で ある 神経 芽細胞腫 , 横 紋筋肉腫, 網膜芽細胞腫 な ど に関 して

多く の 報告 がな さ れ て い る
1 6)

. しか し必 ず しも P 糖蛋白 の 発現

と細 胞の 耐性度 や 臨床 的 な予後 と は相 関せ ず
,

P 糖蛋白以 外 の

耐性 磯序に も注目が 集ま る よう に な っ た .

M R P は P 糖 蛋白 の 関与 し ない 耐性機序 の 1 つ で あり, 最初

に ヒ ト肺小 細胞癌 の A D R 耐性株よ り cD N A が 分離
,

解析 さ れ

た
6)

. M R P も P 糖 蛋白 と同様 に A T P 結 合 カセ ッ ト ス ー パ ー フ

ァ ミ リ
ー 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
17)

, そ の 細胞 内局在 は細胞 膜 より もむ し

ろ小 胞体 に多く 存在 す る事が 明 らか に な っ て い る
18)1ミり

. 本研 究

で 我 々 は M R P を 過剰 発 現 し た 細胞 株 ⅢL6 0/ A D R 4 お よ び

H L 6 0/ A D R 1 3 を樹 立 し
,

主 に 血R P の 関与 する多剤耐性 に 関 し

て様 々 な角度 か ら検討を行 い
,

ま た P 糖 蛋白の 関与も免疫染色

に て検討 した . 今回樹立 した H L6 0/ A D R 4 細胞 で は
,

各種抗癌

剤の 薬剤感受性 試験 にお い て A D R 以外 の 抗癌剤 に対 して も耐

性を示 して お り
, 多剤耐 性が 確認され た . 従 来報告 され て い る

M R P 発現多剤耐 性株で は選択 培養液 中 の 抗 癌剤 に 村す る 耐性

度は 数十倍 か ら数百倍 の 報告 が多い が
20卜 25)

,
H L 6 0 / A D R 1 3 細胞

で は選択 培養液 中の A D R を 10 0 n M まで 増加 させ て13 .5 倍 の 耐

性度を得る こ と が で きた. 耐性克服剤 と して の ベ ラ バ ミ ル の 効

果 は フ ロ ー

サ イ ト メ ー タ ー で の 解析 で は
, 耐性細胞 に お ける



多剤耐性白血 病細胞株 の 樹立 とその 性状 の 検討

A D R の 細胞外 へ の 排 出の 克進を完全 に 阻害 して い る結 果が 得

ら れ た . しか し薬剤感 受性試験 で は
, 従来の 報告

26)2 7)
と 同様 に

あ る程度の 耐性 克服効果 は認め ら れ た が
, 完全 に耐性を克服す

る こ と は で きなか っ た . ⅢL6 0/ A D R 4 細胞で は M RP に関 して
,

免疫染色 によ り蛋白質 と して の M R P の 過 剰発現 ,
サ ザ ン プ ロ

ッ ト法に より遺伝子 の 増 幅
,

C R T I P C R 法に よ り m R N A 発現量

の 増加を確認 した
. M R P 以外 の 耐性 に 関す る要 因と して は P

糖蛋白は 免疫染色 に よ り H u O/ A D R 4 細胞で は発現 して い ない

こ と が確認 さ れ た . 薬剤選択培養液 に よ る 耐性細胞 の 樹 立で は

最初に M R P が発現 し, その 後 P 糖蛋白の 発現が 認め られ る と

の 報告
28)
が あ るが

, 今 回は選択培養液 に P 糖 蛋白阻害剤で ある

セ フ ァ ラ ンチ ン を加 える こ と に より P 糖蛋白の 発現を阻止する

こ とが で きた .

M R P を発 現す る細胞 株で は
, 抗癌 剤の 細胞外 排出が 克進 し

て い る と する 報告
2 0卜 飢)2 9)

が ほ と ん どで はあ る が
, 克進 し て い な

い と する 報告
30) もあり

,
M R P の 関係 す る耐性 機序 は P 糖蛋 白

の 様 な 薬 剤 の 細 胞 外 排 出 の 克 進 だ け で は 説 明 で き な い .

H L 6 0 / A D R 4 細 胞を用 い て我 々 が 行 っ た A D R の 蛍光を利用 し

た 機能解析 で は
,

A D R の 細胞外 へ の 排出 の 完進 が 確認 さ れ
,

H L 6 0/ A D R 4 細胞 に お け る耐性機序 の 1 つ と し て M RP が 薬剤

排出ポ ン プと して 機能 して い る 事が 示唆され た .

こ れ まで に M RP を発現 し た細胞株 の 報告が い く つ か 行 わ れ

て い るが
,

そ の 多く で 同時に D N A トポ イ ソ メ ラ ー ゼ Ⅱ の 量的

ま た は 質的変化 が 見ら れ て い る
2(〉)2 5)‥il) 3 2 )

. D N A ト ポ イ ソ メ ラ
ー

ゼ は D N A の 高 次構 造変 換を 触媒 す る 酵 素で あり , T o p o I は

D N A に結 合 し
,

1 本鎖を切 断 し再結合を行 い
,

T o p o Ⅱ は 2 本

鎖を同時に切 断 し再結 合 を行うニi:l)
. カ ン プ トテ シ ン は T o p o I を

標的 とす る 抗癌剤 で あり
:一4)

,
A D R

,
エ ト ポ シ ドな ど は T o p o Ⅱ

を標的 とす る抗癌 剤で あ る
:i5)

. そ れ ぞ れ の 薬剤 は トポ イ ソ メ ラ

ー

ゼ と D N A と の 3 者で D N A 切 断複合体 を 形成 し安定化す る

こ と によ り切断 され た D N A の 再結合 を阻害 し
, 複製や 転写 を

阻害 し細胞 に致死効 果を与え る と 考え ら れ て い る
:摘)

. トポ イ ソ

メ ラ
ー

ゼを 介する耐性機序 も P 糖蛋白の 関 わ らない 耐性機序と

して 注目され て い る . こ れ まで に ト ポ イ ソ メ ラ
ー ゼ に 関する 耐

性の 報告 と して
, 構造遺伝子変異 に よ る酵 素の 耐性 化

,
酵素発

現量の 低下 に よ る 耐性化 な ど が報 告 さ れ て い る
=i4)=～7卜 ‥瑚

. 本研 究

で我 々 の 検討 した H L 6 0/ A D R 4 細胞で は
,

T o p o I , T o p o Ⅱα
,

T o p o Ⅱ/9 に 関 して C RT IP C R 法に よ り m R N A の 発現量を定量 し

た が
,

い ず れ も H L 6 0 細 胞と H L6 0/ A D R 4 細胞の 間で 発現量に

差を認め なか っ た . た だ しい ずれ も実際 の 酵 素活性 や
, 遺伝~F

変異の 有無まで は確認 して お ら ず
,

E L 6 0/ A D R 4 細胞 の 耐性機

序に トポ イ ソ メ ラ ー ゼ に 関する 要因が 全く な い と は言 い 切 れ な

い
.

A T P 依存性 グ ル タ チ オ ン抱 合排 出 ポ ン プ ( A T P d e p e n d e n t

gl u ta th i o n e S -

C O再u g a te e x p o rt p u m p ,
G S - Ⅹ p u m p) は グ ル タ チ

オ ン と シス プ ラ チ ン の 複 合体を A T P 依存性 に細 胞外 に能動輸

送す る ポ ン プ と して シ ス プ ラ チ ン 耐性 細胞で の 発現が 報告 され

て い る
4 0)

. G S Ⅸ p u m p は ア ニ オ ン 性物質で ある ロ イ コ トル エ ン

や酸化 グ ル タ チ オ ン
,

グ ル タ チ オ ン抱 合物, グ ル ク ロ ン 酸抱合

物,
メ ソ ト レ キ セ

ー

トな どを細胞外 へ 能動輸送 する こ と に より
,

炎症 の際 に生 じる酸化物 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 おり ,
また 腫瘍椰胞の 薬剤耐性 にも

関わ っ て い る . 近年遺伝子導入実験に より M R P 遺伝子 が GS T X

p u m p を コ
ー

ド して い る事が報告さ れ
,

M R P / G S Ⅸ p u m p と も

9

呼 ばれ る よう に な っ て い る
`11) 刷

. γ
- G C S は グル タ チ オ ンを 合

成す る重要 な酵素で あり
,

M R P の 発現 と γ
- G C S m R N A の 発現

が 相 関す る と い う報告が なされ て い る
叫)4 5)

. 我々 の H L 6 0/ A D R 4

細胞株で は γ
- G C S は C R T I P C R 法に よ りその m R N A の 発現畳

の 増幅 は認め ら れ なか っ た
.

ま た 上 記 以 外 の 耐 性 機 序 の
一

つ と し て c a n ali c u l a r

m u lti s p e ci丘c o r g an i c a ni o n tr an S p O rt e r (c M O A ¶ が 報告 され て

い る . c M O H r は M R P と相同関係 に ある 蛋白質 と してまず ラ

ッ トで 単離 され
4(う)

, 後 に ヒ トで も見 つ か っ て い る
1 7)

.
c M O A T も

P 糖蛋白
,

M R P と同様 に A T P 結 合カ セ ッ トス
ー パ ー フ ァ ミ リ

ー

に属 して お り
,

生理 的に は ヒ ト肝細胞 で の 発現 が 認め ら れ
,

肝胆道糸 にお け る グ ル タ チ オ ン抱 合物 質や ダ ル ク ロ ン 醸抱合物

質な どの ア ニ オ ン 性物質の 分泌に 関与 して い る . また シス プ ラ

チ ン 耐性細胞 で の 過剰発現が 確認 さ れ て おり
,

C M O A T が シス

プ ラ チ ン の 細 胞外 へ の 能動輸 送 に関与 して い る 可能性が 示され

て い る . 今回我 々 の 樹立 した H L6 0/ A D R 4 細胞 で は c M O A T に

関す る 検討 は 行 っ て おら ず, 今後検 討が 必 要で あ る と思 わ れ

る .

M R P と 臨床 と の 関係 と して これま で に神経芽細胞阻 急性

骨髄性 白血病 , 慢性 リ ン パ 性白血 病, 多発性骨 髄腫 , 急性 リ ン

パ 性白血 病 の 再発例な どで M R P の 発現が 報告され て い る
4 8卜 5:, )

悪性 リ ン パ 腫 に 関 して は M RP の 発現 は 弱 い とす る報告
48)
が あ

る が , 我 々 は M R P を強く発現 した化学療法抵抗性の B 細胞性

悪性 リ ン パ 腫 の 小 児例を経験 し た . 本例 で は 免疫染 色に より

M R P の 発現が 確認さ れ
,

サ ザ ン プ ロ ッ ト法 で は M P P D N A の

増幅が 認め られ た . C R T I P C R 法に よ る 患児の M RP m R N A の 定

量 で は 今回樹 立 し た E L6 0/ A D R 4 細 胞と 同程 度 の 非 常 に強 い

M RP m R N A の 発現が 認め られ た . M R P D N A の 増 幅は
,

化学

療法 を繰り返 し行 っ た こ と に よ り増幅の 程度が 強く な っ てい る

事が 確認 さ れ て お り
,

M R P を より 強く発現 し て い た サ ブ ク ロ

ー ン が 化学療法 によ り選択さ れ た 可能性,
も しくは 化学療法 に

よ り個 々 の 細胞で M R P が誘導 さ れ 強く 党規 した 可能性な どが

考えら れ た . 本症例 で は免疫染色 に より P 糖蛋白が 陰性で ある

こ と が 確認さ れ て お り
,

本症例 に お ける 化学療法接抗 性の一
一

因

と して M RP の 関 与が 考え ら れ た .

結 論

ヒ ト前骨髄球性〔【l 血 病 H L6 0 細 胞株か ら A D R 選択 に よ り耐

性 株で ある H L6 0/ A D R 4 お よ び H L 6 0/ A D R 1 3 を樹 立し 以 卜
●

の

結 論を得 た .

l . H L 6 0/ A D R 4 細胞は P 糖蛋白陰惟 で
,

M R P を過剰党規

して お り
,

薬剤感受性試験に お い て 多剤酎惟を′示し た
.

2 . H L 6 0/ A D R 1 3 細胞 の A D R に対する耐性度 は ベ ラ バ ミ ル

に より部分 的に阻害さ れ た .

3 . H L 6 0 / A D R 4 細 胞で は A D R の 細胞 内取り 込み の 低 下,

細胞外排 出の 克進 が 見られ た . 細胞外排出の 克進ほ ベ ラバ ミル

に より ほぼ 完全 に阻害さ れ た .

4 . H L 6 0 / A D R 4 細胞 で は M RP D N A の 増幅,
M R P m R N A

の 発現量 の 増加が 認め ら れ た .

5 ･ H L 6 0/ A D R 4 細胞で はT o p o I
,

T o p o r[ α
,

T o p o I β , γ
-

G C S に関 して は m R N A の 発現量の 変化 は認め られ なか っ た .
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p u m p f o r l e u k ot ri e n e C 4 a n d s tr u c t u r a11y r el a t e d c o nj u g at e s . J

B i oI C h e m 2 6 9 : 2 7 8 0 7 - 27 8 1 9
,
1 9 9 4

4 3) 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 ath i o n e
, gl u c u r o n at e

,
a n d s ulf a t e

C O nj u g a te s b y th e M R P g e n e
-

e n C O d e d c o nj u g a t e e x p o r t p u m p .

C a n c e r R e s 5 6 : 9 88 -9 9 4
,
1 9 9 6

44) K u o M T
,
B a o JJ ,

C u rl ey S A
,
I k e g u c h i M

,
J o h n s t o n D A

,

I s h i k a w a T . F r e q u e n t c o o r d i n at e d o v e r e x p r e s si o n o f th e

M R W G S 昔 p u m p a n d γ
-

gl u ta m yl c y s t ei n e s y n th e t a s e g e n e s i n

h tl m a n C O l o r e c tal c a n c e r s . C a n c e r R e s 5 6 : 3 6 4 2 - 3 6 44
,
19 96

4 5) I sh ik a w a T
,
B a o JJ ,

Y a m a n e Y
,
A ki 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 rd i n a te d i n d u c ti o n of M R P / G S X p u m p

a n d γ
-

gl u t a m yl c y s tei 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 mi a c ell s .J B i o I C h e m 2 7 1 : 1 4 9 8 1 - 1 4 9 8 8
,
1 99 6

4 6) P a u l u s m a C C
,
B o s m a PT ,

Z a m a n G J R
,
B ak k e r C T M

,
O tt e r

M
,
S c h e ff e r G L

,
S c h e p e r RJ ,

B o r s t P
,
O u d e Elf e ri n k R PJ .

C o n g e ni t al j a u n d i c e i n r a t s w i th a m u t a ti o n i n a m u lti d r u g

r e si s ta n c e
嶋

a S S O Ci at e d p r o t ei n g e n e . S ci e n c c 2 7 1 : 1 1 2 6 -1 1 2 8
,
1 99 6

4 7) T a ni g u c hi K
,
W a d a M

,
K o h n o K

,
N a k a m u r a T

,
K a w ab e T

,

K a w ak a m i M
,
K ag o t a ni K , O k u m u r a K ,

A ki y a m a S
,
K u w a n o M . A

h u m a n c a n ali c u l a r m ulti s p e cifi c o r g a ni c a n i o n tl
-

a n S P O r t e r (

c M O A T ) g e n e i s o v e r e x p r e s si o n i n ci s pl ati n 十r e Si s ta n t h u m a n

c a n c e r c ell l in e s w ith d e c r e a s e d d ru g a C C u rn ul ati o n . C a n c e r R e s

5 6 : 4 1 2 4 -4 1 2 9
,
1 9 9 6

4 8) B u r g e r H
,
N o ot e r K

,
S o n n e v eld P

,
W i n g e r d e n K E V

,
Z a m a n

GJ R
,
S t o t e r G . H i g h e x p r e s si o n o f th e 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 e i n ( M R P ) i n c h r o ni c a n d p r ol y m p h o c y ti c

l e u k a e m i a . B r J H a e m at o1 8 8 : 3 4 8 -3 5 6
,
1 9 9 4

4 9) B e c k J ,
H a n d g r e ti n g e r R

,
D o pf e r R

,
K li n g e b i e l T

,

N i e th a m m e r D
,

G e k el e r V . E x p r e s si o n of m d r l
,

m r P ,

to p oi s o m e r a s e Il α / ′? ,
a n d c y cli n A i n p ri m a r y o r r el a p s e d s ta te s

of a c u te l y m p h o b l a sti c l e u k a e mi a s . B r J H a e m at o 1 8 9 : 3 5 6 - 3 6 3
,

1 9 9 5

5 0) B u r g e
.

r H
,
N o o t e r K

,
Z a m a n G J R

,
S o n n e v el d P

,
V a n

W i n g e rd e n K E
,
0 0 S tr u m R G

,
S t o t e r G . E x p r e s si o n of th e

m u ltid r u g r e si s t a n c e
-

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

C h r o ni c l e u k e m i a s . L e u k e m i a 8 : 9 9 0 -9 9 7
,
1 9 9 4

5 1) A b b a s z a d e g a n M R
,
F u ts c h e r B W

,
K li m e ck i W T

,
Li s t A ,

D alt o n W S . An al y s I S Of m u ltid r u g r e si s ta n e e
-

a S S O Ci at e d p r o tei n

( M R P) m e s s e n g e r R N A i n n o r m al a n d m ali g n a n t h e m a t o p o i e ti c

C ell s . C a n c e r R e s 54 : 4 67 6 -4 6 7 9
,
1 9 94

5 2) B b rd o w S B
,
H ab e r M

,
M a d a丘gli o J ,

C h e u n g B
,
M a r sh all

G M
,
N o r ri s M D . E x p r e s s i o n of th e m u lti d r u g r e si st a n c e

-

a s s o ci at e d p r o te i n ( 胴乱巧 g e n e c o r r el at e s w ith a m pli丘c a ti o n a n d

O V e r e X p r e S S i o n of th e N - m y C O n C O g e n e i n c h il d h o o d

n e u r ob l a st o m a . C a n c e r R e s 5 4 : 5 0 3 6 -5 0 4 0
,
1 99 4

5 3) S c h n ei d e r E
,
C o w a n K H

,
B a d e r H

,
T o o m e y S

,
S ch w a r tz

G N
,
K a r p J E

,
B u rk e Pl ,

K a u f m a n n S H . I n c r e a s e d e x p r e s si o n of

th e m u ltid 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 g e n e i n r el a p s e d

a c u t e l e u k e mi a . B l o o d 8 5 : 1 8 6 ･1 9 3
,
1 9 9 5
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E st ab lis h m e n t a n d C h a r a c t e ri z a ti o n of a H L 6 0 C ell L i n e O v e r e x p r e ss l n g M ul ti d ru g R e si st a n c e ･ a SS O Ci at e d P r o t ei n

H id e o W ad a
,
D e p ar t m e n t o f P e di atri c s

,
S c h o ol of M e di ci n e

,
K a n a z a w a U n i v e r s l ty ,

K a n a z a w a 9 2 0
-

J ･ J u z e n M e d S o c ･
･
1 0 6 ,

2
-

1 2 ( 1 9 9 7)

K e y w o rd s m ultid ru g r e Si st a n c e - aS S O Ci at e d p r ot ei n
,
m u lti d r u g r e si s ta n c e l

,
P -

g ly c o p r o te i n
,
D N A t op o I S O m e r a S e

, γ
-

g l u t a m yl c y st ei n s y n th et a s e

A b s t r a ct

A n e w h u m a n l e u k e m i c c el1 1i n e
,
H L 6 0/ A D R 4 a n d H L 6 0 / A D R 1 3

,
r e Si s ta n t t o a d ri a m y c l n W a S e St ab li s h e d i n a s el e c ti o n

m e di u m c o n tai n i n g in c re a si n g c o n c e nt r a ti o n s o f a d ri a m y ci n ( A D R) i n th e p r e s e n c e o f l
F
L M c e

p
h a r a n th i n e

,
a m ul ti d r u g

r e si st a n c e r e v e r si n g a g e n t . T h e H L 60/ A D R 4 c e11 s w e r e r e si s ta n t 4 -f ol d (th e r a ti o o f I C 50 0 f th e m u t a n t c ell s t o th at of th e

p ar e n tal c ell s) f o r A D R
,
a n d al s o c r os s -

r eSi st a n t t o s o m e o th e r d ru g S
,
i n cl u di n g vi n c ri sti n e ( 4

･6 - f ol d) , P i r ar u bi ci n ( 2 ･3 - fb l d) ,

a n d e t o
p o sid e (5 .7 - f old) . T h e H L 6 0/ A D R 4 c ell s di d n o t c o n t ai n a l e v el of P -

g ly c o p r o t ei n d et e ct ab l e b y i mm u n O Cy t O C h e m i c al

st ai n i n g w i th a m u ri n e m o n o cl o n al a n ti b o d y C 2 1 9 ･ I n c o n t r a st
,
th e y e x h ibit e d th e el e v at e d e x p r e ssi o n o f th e m u lti d ru g

r e si st a n c e q a s s o ci a t e d p r ot ei n ( M R P) a s s h o w n i m m u n o c y t o c h e m i c a11 y u si n g a r at m o n o cl o n al a n ti b o d y ,
M R P r l ･ T h e

i n tr a c e11 u l a r a c c u m u l a tio n of A D R w as d e c r e as e d i n th e H L 6 0/ A D R 4 c ell s a n d th e ef fl u x of A D R w a s e n h a n c e d a s c o m p a r e d

t o th at of th e p ar e n t a l H L 6 0 c ells
,
W hi c h w a s r e v e rs e d b y th e a d di ti o n o f l O

F
L M v e r ap a m il ･ T h e M R P g e n e w a s a m p li fi e d i n

th e H L 6 0 / A D R 4 c ell s ･ C o m p e ti ti v e R T - P C R a n al y sI S r e V e a l e d th at th e M R P m R N A l e v el w a s i n c r e a s e d 8 イ01 d i n th e

H L 60/ A D R 4 c ells as c o m p a r e d t o th e p ar e n t H L 6 0 c e11s ･ T h e m R N A l e v el s o f D N A to p o I S O m e r a S e I
,
D N A t op ois o m e r a s e Ⅱα

,

D N A to p oi s o m e r a s e Ⅱβ,
a n d γ

-

g
l u t a m y lc y s t ei n s y n th e t a s e i n th e p a r e n t H L 6 0 a n d th e H Lウ0/ A D R 4 c ell s w e r e si m il a r ･

T h e s e r e s ul ts i n dic a t e th at M R P o v e r e x p r e s si o n i n t h e H L 6 0 / A D R 4 c ells d u e t o th e t r a n s c ri p t1 0 n al a cti v a ti o n a s w ell a s th e

a m p li n c ati o n o f t h e M R P g e n e i s r e s p o n sib l e f o r th e r e d u c e d i n t r a c ell ul ar a C C u m u l a ti o n of A D R ･


