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　　　　　　パ クリタキセルおよびイリノテカン活性体による

シスプラチン耐性克服に関する卵巣癌由来培養細胞株 を用 いた検討

小　室 優　貴

内容の要旨

【背景および目的】卵巣癌は、女性癌死亡の7th+s位Utを 占めている

おり、進行癌が多いことから、化学療法が徽要な1Zlryを担 っている。

従来卵巣癌には、シスプラチン(DDP)をkey　 dmgと して種々の多剤

併用療法が行われてきたが、DDPに 元来耐性である卵巣描症例(fi

然射 性}や 、化学療法施行後再発 した卵巣癌症例(獲 碍耐控)の 治

療が重要な課題となっている。新規抗癌剤pacliiaxcl、　CPT-11は 、そ

のような卵巣描DDP耐 性症例に対 し臨床的に高い奏効率を示す こと

から、その有用性が期待 されているものの、DDP耐 性に関する両薬

剤の基礎的解明はいまだ十分になされていない。DDPの 耐性機彫に

ついてt3,1)PDP取 り込みの減少もしくはDρP排 出の尤進1二よる

細胞内のDDP猛 の減少、2)DDP解 毒機惚の充進、3)DDPに よ っ

て侮轡を受けた後のDNA修 復のn進 、修徹の冗進によるDNA慨 書の

減少などが示唆されている。そのような耐性機序の中でも、ことに

細胞内Pd詑 はDDP酎 性の重嬰な要因であると考えられている。そこ

で、本研究では、卵巣棚由来DDP自 然 耐性EKRTSG、 獲 得耐性株

KFraf3よ ぴその栽株KFを 用いて、　DDPとpaclil脳clあ るいはDDPと

SN-3B(crra　 iの活性体}の 桐互作用 を明らかにすることを目的 と

した。すなわち、各細胞における各組み合 わせの併用抗腫瘍効果を

検討 し、併用により相乗効果が得られる機序として、細胞内DDP取

り込み機構および排出機構 として細胞膜に存在しDDPの 俳出ボンブ

と考えられるmul6dmg　 fCS151311CC-associateA　protein(Mrtr)に 漕 目し、

DDP耐 性におけるDDPとpaclitaxelあ るuV3SN・38の 相 互作用が、　DDP

取 り込み機構およびMRP猪 税の変化に及ほす影響 を解明することと

した。

【結果1耐 性.掬しTSG、　KF【aおよびそのwilO一重yl箆KFを用い、　DDP耐 性

機椴と藁剤併用(DDP十paclilaxclま たはDDP十SN-38}効 果 について

検討し以下の結果を得た。

1.DDP+1旧cli撚dま たはDDP+SN-38の 組み合わせによる併用抗脈

癌効果は、各細胞において{SObUIO$f210{一よ り梱加的ないしは相乗的

と評価 された。したがって、DDP感 受性細胞KFの みならず、　DDP耐

性細胞RTSG、 　KFraに おいても,上 記薬剤による組み合わせは有効

と考えらriた。

2.pacliiaxelま たはSN・381殉接触により細胞内Pl擢 檀臆の増加が雌め

らn,こ の噌強はNayK◆ ・ArrPascボンブ阻書剤であるouabainに より田

嵜された。このことは、pac旗 餌olま た13SN.38i14接 触 は、南 ワκ・。

AlrPaseを 介することにより細胞内翫蓄積燈を増加 させることを靭ら

かにした。

3,DDP単 剤投与で増強されたMRP　 mRNAは 、　DDPにlncli臨eぼ た

はSN弓8を 併用す ることにより減弱 した。 したがって,　DDP1:

padil蹴e1ま たはSN-38を 併lq投 与†ることにより、MRP　 mRNAを 抑

制し、DDP耐 性 を克Asし 得 ることが示唆 された。

　以上のことから、卵巣描由来細胞株においてlroclilaxel#たはSN-38
接 触後のDDP{:よ るPilClttGtの増加とMRP発 現 の減弱がこれらの薬

剤の併用効果に閲与 していることが示 された。細胞内Pε苗積量が

o魍aba乖nにより阻害されたこと、薬剤併用によりMRP　 mRNAの 減弱が

認められたことから、pacliiaaelt3よびSN-381.よ る細胞 内Pl蓄積置の

増加がDDPと の併用効果に関与していることが明らかとなった0し

たがって、paclitaxelおよびSN・38はMRP　 mRNAを 減弱させることに

より卵果癌株細胞のDDP酎 性 を克服 し得ることが示 さfした。この成

績は、臨床におけるDDP耐 性卵巣癌患者の今後の治療峨略に光明を

もたらすもの と考えられる。

論文審査の要旨

　卵巣癌化学療法において、臨床1_kき な問題であるcisplatin(DDP)

耐性症例にziし 、　DDPと 新規抗xs剤 タキサン化合物あるいはDDPと

トポイソメラーゼ附害剤 との併用療isは 高い奏幼率を示す ものの、

併網効果とDDP餅 性 との関係は未だ解明されていない。そこで本研

究ではこれ らの薬剤の併絹が、細胞内P岨 や抗磁剤排出ポンプとい

われるmulliUrug　resistance・associated　protein(MRP)、mu踊d【ug

resislarrcc　prorein(MDR-1)な どの抗柵剤感受性規定因子にいかなる

影響を及ぼすかについて検討した。材斜 としては卵巣癌由来獲得耐

性株KFra、 感受性株KFお よび当教室にて樹立した自然耐性株RTSG

などを用いて、DDP+pazlitaxelお よびbDP+SN-38(ト ポイソメラー

ゼ1阻 害剤CPT・11の 活性体)のin　 viWに おける併用効果の検討を行

った。 まず、併用殺細胞効果については耐性株、感受性株 ともにほ

ぼ相乗的な殺紹胞効果を示 した。DDP耐 性の要因とされる細胞内Pr

濃度 について13,併 用 により細胞内P雌 度の増加が認められ、その

増加13DDPOT(人 ポンプであるN甜K←・ATPaseの 岨轡剤㎝ahainに よ り阻

害された。 この ことにより併用による細胞内Ptyの 増 加はNaソKウー

ATPaseを 介 する可能性が示 された。一方、元来此常の卵巣には発現

が認められないとされるMRP13、 　ooepRtH:Yン ブと雀定 されでいる

ものの ト分な検討はなされていなかった。本研究では薬剤単独 と併

用によるMRPI-3　 mRNAの 変化を系統的に検討 し、　DDP単 独投与で

増強されたMRP　 mRNAが 併附により減弱もしくは抑制 される傾向を

各細胞で示 した。このことによりDDP排 出にはMRPが 関与し、併用

によりMRP　 mRNAを 抑 制し細胞内P澱 度が高まる可能性が示唆 され

た。・一方、MDR-11:つ いてはDDP耐 性や併用の増強には関与してい

ないことが明らかになった。

　審査では併用効果判定1二周いた150bolo3ram法 について質問があり、

同法が鼓も僧頼性のある判定法 として一般的に用いらitて いること

やその描Nsgk・ 解釈について説明がなされた。　nuabainに よる阻書突

験については藁剤無処理群とも比較するべきであるという指摘がな

さa,よ り流入機構を明確にするにはNaッK'・A7Tace　mRNA'C'ア イ ソ

トープを用いた検討も用いるぺ きとの助冒があった。DDPに よ り増

強 さaたMRP　 mRNAが 、併用により減弱 もしくは抑制 される現象は

極めて興味深いと誌価 されたものの、①MRP3EA!がUFIH　 r.よ り抑制

されるのは細胞が陽笹を受けたからではないかとい う町能性、②併

用によりMRP　 mRNAの 発現が現魚減弱する理由、③定量的にPCRを

用い、IunC　WWSCを みればm[tNAの 変化が直接追えるのではないかと

の助言がなされた。①については、細胞の障書が非常に少ないよう

薬剤の濃度や接腔時noを 設定しており.Mrr法 にて細胞への職害を

検討 していることが説明された。②については明らかな現象の解明

が現段陪でi3ppし く、今後③の定憧的PC即 二より、現象を検討して

いきたいと抱負が述べ らttた。 また、今後の課題として、各細胞株

でp53の 変異の有無やDDP抵 抗性といわれる明細胞腺癌など他の細胞

株でも試みることが有意義ではないかとの指摘がなされた。

　以上、本研究は個々の爽験の緒果からさらに踏み込んだ実験の展

開と理酋づけが望まれるものの、MRPとDDP耐 性の闇係4DDPと の

併帽効果について新 しい知見を与え、今後大きく発展する可能性が

あるものと評価された。

　論文審査拠当者　主査　産婦人科学　野澤』志朗
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