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The　 modifier　 subunit　 of　glutamate　 cysteine　 ligase(GCLM)is　 a　molecular　 target

　　　　　　　　　 for　amelioration　 of　cisplatin　 resistance　 in　lung　 cancer.

　　　　　　　 (グル タメー トシステイ ンライゲースのモディファイアーサブコ・ニ ッ トは

　　　　　　　　 肺癌 におけるシスプラチン耐性 の克服に有用 な分子標的である。)

内容の要旨

井　上

縮 曾

　 癌 細 胞 の シ ス ブ ラチ ン(CDDP}耐 性 の 原 因 と して 細 胞 内 グ ル タ

チ オ ン(GSH)量 の 上 昇 が 知 ら れ て い る。　GSH合 成 の 律 速 酵 素 は

Glutamate　 cysteine　ligase(GCL)で あ る 。　GCLは 、　modifier　 subunit

(GCLMJ)とcatalytic　 subunii(㏄LC}の2つ の サ ブユ ニ ッ トで 構 成

され る。 ㏄L発 現 と抗 癌 剤 耐 性 に 相 関 が あ る こ と は 知 られ て い る

が 、 ど ち らの サ ブ3　 ッ トが 疵 細 胞 のCDDPofr)i性 に 重 要 なの か に つ

いて は 、曳 在 まで の と こ ろ不 明 で あ る。

　 リポ ザ イ ム(Riboryme)は 、　RNAを 塩 基 配 列 特 異 的 に 酵 素 的 に 切

断 す る ア ン チ セ ン ス リポ核 酸(RNA醇 禦)で 、標 的 のm・RNAを 塩 基

配 列 特 異 的 に 切 断 す る よ うに 合 成 可 能 で あ る。

　 今 回 我 々 は、 ヒ ト肺 腺 癌 細 胞Z4cA549にGCLの 各 サ ブ ユ ニ ッ ト

(GCしM.㏄1£)に 対 す る リ ポ ザ イ ム(Anti・GCLM　 riboryme,

Mii-OCLC　 ribozymeJを 導 入 し、　GCLの 各 サ ブ ユ ニ ッ ト(㏄LM,

GCl£)に 特 異的 な発 現の 抑 制 が,　NSCLCのCDDP耐 性 に 与 え る影 響

を検 肘 した の で 報 告 す る,

材 料 ・方 法

　 A549にGCしMお よびGCLCを そ れ ぞ れ 特 異 的 に 切 断 す る リポ ザ イ

ム を導 入 し、anti・GCLM　 nbozyme導 入 株(A549/M・Rz)、anti-GCLC

riboryme導 入 採{A5491C・Rz)を 得 た。 コ ン トロー ル と して、 そ れ ぞ

れ の リボ ザ イ ム の 活 性 中 心 配 列 を1塩 基 変 え て 失 活 させ た、 変 異 型

リボ ザ イ ム 導 入 棟(A549'dis・M・Rz,　 A549/disc-waを 作 成 し た。

nsasma-tu・A549/C・R2に お け る 標 的 遺 伝 子(そ れ ぞ れ ㏄LM,

GCLC}の 発 現 、 細 胞 内 ㏄L活 性 、細 胞 内GSH量 、　CDDP感 受 性 をそ

れ ぞ れ の コ ン トロー ル(A549/dis・M・Rz,　 A549/dis・c・Rz)と 比 較 ・検

肘 した 。

　 測 定 値 の 比 較 に お い て 、P〈0.osを 有意 差 あ りと判 定 した。

結 果

　 リポ ザ イ ム導 入 株 〔A5491M・Rz,　 A5491C-Rz)で は そ れ ぞ れ の コ ン

トロー ル に 比 べ て標 的 遣 伝 子 の 発 現 が 低 く、 細 胞 内 ㏄L活 性 が 有 意

に 低 下 して い た。 リ ポ ザ イ ム 導 入 株(nsagm十 一Rz,　A549/C-Rz}の

CDDP感 受 性 は と も に コ ン トロー ル と比 較 して有 意 に 高 か っ た が 、

磐 受 性 の 変 化 はA549/M。Rzの 方 が 、　A54%C・R2よ り顕 著 で あ う た。 さ

らに 、A549/M一 。RzのCDDP感 受 性13A549!(:・ 艮zと 比 較 して も、 有 意 に

高 か っ た。

考 察

　 以 上 の 結 果 か ら 、㏄LCお よ びGCLMと も に癌 細 胞 のCDDP酎 性 克

服 に有 用 な標 的 で あ り、 さ らに㏄LCよ り も㏄LMの 方 が非 小 細 胞 肺

廣 のCDDP耐 性 克 服 の 標 的 と して よ り有 用 で あ る 可 能 性 が示 唆 され

た。

芳　正

険文審査の竪旨

　 シスプラチン(CDDP)は 非小細胞肺癌(NSCLCJに 対する化学療

法のkeydrugで あ る。　CDDPの 解毒においてグルタテオン(GSH》 抱合

によるCDDPの 細胞外への排泄が重要である。　GSH合 成の律速酵素は

Glutamate　cysteine　IiB鱈e(㏄L)で あ る。　GCLは 、　modifier　subunit

(GCLM)とcatalyticsubmil((iCLC)の2っ のサブユニットで構成さ

れる。本研究ではヒ ト肺腺疵細胞株A549に ㏄Lの 各サブユニ ット

(GCLM、 　GCLC)の 遺 伝子発現をmRNAレ ベルで特異的に抑制する

ribozymeを 導入 し、㏄Lの 各サブユニッ トの発現を特異的に抑制する

ことfitNSCl£ のCDDP耐 性に与える影響を検肘 した。　dbozy鵬e導 入株

のCDDP感 受性は上昇したが、感受性の上昇はAn!i・GCLM　dbo◎me導

入採の方が、Ami・(℃LC而ozymc導 入採より顕著であった。㏄LCと

GCLMと もに非小細胞肺癌のCDDP耐 性克服の標的として有望である

事が示凌された。

　審査では、細胞株 としてA549よ りもシスブラチン耐性株を遡択し

た方が適切であったのではないかとい う質問がなされた。これに対し

て、非小細胞肺癌は7割 以上がシスプラチンに対 して自然耐性であ

り、獲得耐性よりも自然酎性の克服がより重要躁題であると考えられ

ること、m前 の検索でA549が 複数の肺癌細胞棟の中でシスプラチン

感受性が最 も低いことか ら、自然耐性のモデルとしてAS49を 採 用し

たと回答された。また、ribo剛購 導入株ではコン トロールに比べ細胞

内GCL$性 が有意に低下していたにもかかわらず、細胞内GSH量 に差

が無かった点について説明を求められた。これに対し、CDDP投 与に

より新たに合成されるGSH量 に差がある可能性があると回答 された

が、CDDP投 与後の細胞内GSH量 の詳細な検附が行われるべきとの指

摘がなされた。本研究では㏄LCよ りも㏄LMの 方が非小細胞肺癌の

CDDP耐 性 克服の標的 としてより有用である可能性があると主張し

ているが、これを主張するにはribozymei:よ る標的遺伝子の抑制には

導入株のnnで のばらつきが大きく、細胞株間でのGCLC,㏄LMの 蛋 白

Bと 感受性 との相関が示されていない点が問題 となるとの指摘が

あった。これに対しては、遺伝子抑制 レベルと感受性の相関にっいて

は別の研究で検討中であり、蛋白祉にっいては現時点で特異性の簡い

抗体の入手が難 しいことが検討を妨げていると回答された。

　 以上のよ うに、本研究ではなお検附すべき点は残るものの、

Glutamue　eysteine　ligaseのmodifier　subunitdsCDDPdSi性 の克服に有用な

標的であることを初めて示 したものである点で、今後の癌化学療法に

向けて有意鶉な研究であると評価された。

　瞼文審査担当者　主査　外科学　小林　紘一

　　　　　病理学　坂元　亭宇　　端医科学　河上　　裕

　　　　　内科学　小川　　聡

　学力確認担当者:北 島　政樹、坂元　掌宇

　　　審査委員長=坂 元　亨宇

　　　研究指導者:石 井　裕正(内 科学)

　 　　　　　　　　　　　　　　　　　試問日=平 成巳6年6月8日

一iz一


