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    学位論文題名

Cis―diamminedichloroplatinum（ lII) (CDDP)耐性

ヒト肺扁平上皮癌細胞株の樹立とその特性

学位論文内容の要旨

緒   言

  CDDPはその高い奏功率の故、様々な悪性腫瘍に対して用いられ
ているが、しぱしばCDDP耐性癌細胞の出現によりその有効性が失
われる。従って、CDDPを基礎とした化学療法の成績向上のために
はCDDP耐性機序の解明が不可欠である。
  今までCDDP耐性機序として、細胞内CDDP蓄積量低下、グルタチ
オンやその関連酵素およびメタロチオネインの発現上昇、さらに
DNA修復の亢進などが見出されているが、まだ解明されていない
因子もあると考えられる。今回、筆者はヒ卜肺扁平上皮癌細胞株
からCDDP耐性株を作成し、その特性と耐性機構を検索した。

方   法

  細胞株：ヒト肺扁平上皮癌細胞株PC10は、10X FCS加RPMI－1640
培地で継代した。
  増殖曲線、細胞径およびDNAインデックス：細胞を2xl04/mlで24穴
に移し、7～8日間、24時間毎に細胞数を算定して増殖曲線を作
成した。細胞径およびDNAイ、ノデックスはFACScan flow cytometerを用
いて解析し、ヒ卜正常リンパ球の細胞径およびDNA量との比で表
した。



  CDDP耐性株の樹立：PCIOのCDDP耐性株は、段階的に濃度を上げ
る方法により作成された。即ち、CDDPの最初の濃度を0.1ug/ml
とし、CDDPの間歇投与により数継代毎に濃度を0.1ug/mlずつ上
げて約6カ月問で1.5皿g/mlまで達した。次に、0．5ug/ml、1．0
皿g/mlのCDDPをそれぞれ約3カ月間連続接触させると、0.5ug/
ml下の細胞集団PC10/0. 5sのみ安定に増殖し、そこから段階希釈
法によりCDDP耐性サブクローンPC10ーB3が得られた。一方、不安
定だった1.0皿g/ml下の細胞からも同様の方法によルサプクロ―
ンPC10－E5が得られた。
  NITTアッセイ：細胞を96穴に、アッセイ時に至適な細胞数とな
るように播種し、翌日各濃度の薬剤を加えた。4日後MTT溶液を
加え、生細胞によって還元されるformazanの量をELISAリーダー
で測定した。
  細胞内プラチナ蓄積量： HitachiNlodelZー8000 polarized
Zeeman atomic absorption spectrometerを用いて原子吸光法に
より測定した。
  Z次元電気泳動法：各細胞から9.2M urea，2％NP―40で可溶化し
て全タンパク質を抽出した。タンパク質100ug/mlに対し10%po－
lyacrylamide，2%ampholytesにより1次元目の等電点電気泳動を
6000V -hrで、2次元目の電気泳動を10:l;polyacrylamideにより
540V -hrで行った。泳動後、銀染色を行いタンパク質スポッ卜を
検出した。
  ベプチドマッピング：2次元電気泳動後、タンバク質をPVDF膜
に転写しクマシーブル―で染色した。40枚のPVDF膜から目的のタ
ンパク質を切り出し、卜リプシンで37℃，18hr反応させて消化し
た。消化後のタンパク質を逆相HPLCに添加し、回収したベプチド
断片のアミノ酸配列をプロテインシーケンサ―で決定した後、ホ
モ ロジ―検索を行い目的のタンパク質を解析した。

結   果

増殖曲線、細胞径およびDNAイフデックス：0．5皿g/ml  CDDP存在下で



PC10ーB3はわずかに増殖が阻害されたが、PC10－B3は殆ど増殖不
能だった。PC10とPC10―B3の倍加時間はそれぞれ23. 5hr，33. Ohr
であり、PC10ーB3で有意に延長していた。また、PC10－B3はPCIO
に比べDNAイフデックスは低下（PC10―2.15，PC10－B3－1．93）、細胞
径 は 増 加 （ PCIO― 1． 98， PC10－ B3― 2． 57)し て い た 。
  耐性度および交叉耐性の有無：MTTアッセイより求めたIC60で
比較すると、PC10ーB3およびPCIOーE5はPCIOに比べ、CDDPに対し
てそれぞれ11*4倍、19.9倍耐性だった。また、PCIOーB3はCDDP誘
導体であるCBDCAと254－Sに対しそれぞれ4.7倍、7.1倍の交叉
耐性を示したが、doxorubicin’etoposideに対しては示さなかっ
た。
  細胞内プラチナ蓄積量： 5.0皿g/mlCDDP添加、lhr，3hrおよ
び6hr後の細胞内プラチナ蓄積量をみると、PCIOーB3ではPCIOに
比ベ約1/5～1/8に低下していた。
  2次元電気泳動：PC10に対して、PC10―B3およびPC10－E5でタ
ンパク質スポット}tW5 0kD，pI5.3の著しい減少とスポットNIW50kD，p
14.9の増加、また、PC10－E5でスポッ卜NIW58kD，pI5.8の新たな出
現がみられた。特にMW50kD，pI5.3（以下、50kD―5.3）にっいては
、PC10―B3およびPC10―E5でともにほぼCDDP耐性の獲得時期に一
致して著減していたので、CDDP耐性との関連性を考え、さらに解
析を進めた。
  ベプチドマッピング：50kD－5．3より得られた5っのべプチド断
片のアミノ酸配列を解析すると、合計63残基のうち60残基が50kD
，typeIkeratin（K14)と一致した。また、K14の分子量が50kD、
等電点が5.3という従来の報告と合わせ、50kD―5．3はK14そのも
のであると考えられた。
  retinoic acid（RA)によるK14の減少と耐性の誘導：PC10を10
肛M RAに持続接触させると、96時間以降K14がPC10－B3に近いレ
ベルまで減少した。そこで、PC10において10HMRAを予め96時間
接触させた後NITTアッセイを行ったところ、K14の減少に伴って
、対照群と比較しCDDPに対し4.0倍耐性になった。
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考   察

  今回、ヒ卜肺扁平上皮癌細胞株PC10から、肺の扁平上皮癌とし
て初めて、CDDP耐性株PC10－B3とPC10－E5を樹立した。PC10―B3
では、PC10に対し細胞内CDDP蓄積量が1/5～1/8に低下していた
。細胞内CDDP蓄積量低下は、CDDP耐性機構のーっとして他のCDDP
耐性株でも報告されているが、今回さらに、1）PC10ーB3およびPC
10―E5で共通して、CDDP耐性獲得の時期と一致して50kD，typeI
k－eratin（K14）が著しく減少したこと2）PC10をRAで処理したと
ころ、K14の減少に伴ってCDDPに対し4.0倍耐性になったことか
ら 、 K14の 著 減 と CDDP耐 性 の 関 連 性 が 示 唆 さ れ た 。
  PC10－B3およびPC10―E5におけるK14の滅少がCDDP耐性にどの
ように関与しているかについては、次のような可能性が考えられ
る。
  1）K14の著減が細胞内CDDP蓄積量低下をひきおこす；
K14を含めたkeratinサプファミリ―が構成する中間径フィラ
メン卜は細胞膜と直接結合する。また、サイ卜カラシンB、コル
ヒチン、ニッケルの投与によるkeratinの再編成が細胞膜に影響
を及ぼしhorse radish peroxidaseの取り込みを阻害したとい
う報告があり、PC10ーB3においてK14の著減が細胞膜成分に影響
を与えCDDP蓄積量を低下させた可能性がある。
  2）K14の著減 がCDDP－DNA架橋の減少をひきおこす；
keratinはCDDPーDNA架橋に結合し、核内でkeratin－CDDP－DNA複合
体を形成することが報告されている。PC10においてK14－CDDP－DNA
複合体が形成され毒性に働く場合、PC10－B3及びPC10ーE5では、
K14の著減によりkeratin－CDDPーDNA複合体の量が減少した結果、
CDDP耐性になったという可能性も考えられる。
  今後、K14の著減が直接CDDP耐性機構に関与するかをみるため
、PC10―B3およびPC10―E5にK14遺伝子を移入してCDDP感受性に
戻るか検討すべきと考えられる。
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結   語

ヒト肺扁平上皮癌細胞株から、
PC10－E5を柆j立した。PC10－B3
の耐性度は約 20倍 だった。

CDDP耐性株PC10ーB3および
の耐性度は約11倍、PC10－E5

PC10－B3はCDDP誘導体であるCBDCAおよび254ーSに対して交
叉耐性を示したが、doxorubicinおよびetoposideには示さ
なかった。
PC10－B3における細胞内CDDP蓄積量は、PC10に比ベ約1/5～
1/8に低下していた。
2次元電気泳動による解析で、PC10に対しPC10―B3とPC10―
E5で共通してタンパク質スポットMW5 0kD，pI5.3（50kD－5.3）の
著しい減少がみられた。
ペブチドマッピングにより、50kD－5．3は50kD，typeIkerat－
in（K14）と同定された。
PC10をRAで処理したところ、K14の減少に伴ってCDDPに対し
4.0倍耐性になった。
以上から、PC10ーB3およびPCIO←E5におけるCDDP耐性には、
細胞内CDDP蓄積量低下のほか、K14の著減も重要な因子とな
っていることが示唆された。
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学位論文審査の要旨
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  CDDPは種々の癌治療に用いられている薬剤であるが，耐性細胞の出現により有効性が失わ

れることがある。この耐性機構を追求することを目的とした。

  耐性株はヒト肺扁平上皮細胞株PC10の培養液中のCDDP濃度を段階的に上げ，CDDP耐性

サブク口ーンPC10→B3及びPC10－E5を樹 立した。CDDP耐性はMITアッ セイにより薬

剤反応曲線を作り確認した。

  両株はIC50でみると，CDDPに対し，それぞれ11.4倍，19．9倍耐性だった。PC10―B3tま，

CDDP誘導体のCBDCAと254―Sに対しそれぞれ4．7倍，7.1倍の交又耐性を示したが，dox―

oru bicin，etoposideに耐性はなかった。

  細胞内CDDP蓄積量を原子吸光法により測定すると，PC10－B3ではPC10に比べ，約1／

5から1／8に低下していた。

  両耐性株ともMW50KD，pI5.3の著しい減少とMW50KD，pI4.9の増加がみられ，PC10－

E5ではさらにMW58KD，pI5.8の新たな出現がみられた。この50KD，5．3よりえられた5つ

のペプチド断片のアミノ酸配列は，合計63残基のうち60残基が50KD, typeIケラチンに一致し

た。レチノイック酸にPC10を持続接触させると，96時間以降typeIケラチンがPC10―B3に

近いレベルまで減少し，CDDPに対し4倍耐性となった。

  以 上の 結果 は， PC10ーB3とPC10―E5のCDDP耐性 には細胞内CDDP蓄積量の低下の

ほかケラチン14の著減も重要なことを示している。

  口頭発表に際し，石橋教授，葛巻教授，牧田教授，長嶋教授から詳細に御質問があったが，申

請者は概ね妥当に答えたと思う。

  また，石橋教授，葛巻教授には箇別に審査を受け，合格との返事をいただいている。

  以上，本研究は肺扁平上皮癌のCDDP耐性機構の一部を明らかにしたもので，博士の学位に

相当するものと認めた。
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