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緒 言

癌化学療 法中に癌細胞が抗癌剤に対 して抵抗性 と

なる,い わゆ る耐性化現象 は癌化学療法 にお いて重

大 な問題 となってい る. Adriamycin (ADM)は 膀

胱癌の化学療法 において有効 な薬剤 の一つ であ り,

表在性膀胱癌 に対 しては再発予 防の 目的で膀胱腔内

注入療法が行 われ1),ま た進行膀胱癌に対 してはM

-VAC (methotrexate , vinblastin, adriamycin and

cisplatin)療 法2)な どの多剤併用療法におけ る主 たる

薬剤のひ とつ として全身化学療法 あるいは単独 また

は併用 での動脈 内注入療法が3)行われている.しか し,

抗癌 剤が奏効す る症例 において も経過 中に抵抗性 を

示す場合が あ り,ま た構 造 も作用機序 も全 く異な る

他 の抗癌剤 に も耐性 を示 す症例 もあ り臨床上 問題 と

なっている.

また,種 々の ヒ ト細胞癌 よ り樹立 され たADM耐

性細胞 にお いて もこの ような多剤耐性が確 認 されて

お り,そ の耐性機序 の解 明が急務 となってい る.最

初,細 胞膜に存在す るポンプ機構 のP-glycoprotein

 (Pgp)4)に よるclassical MDR (multidrug resis

tance)が 中心 とな って研究 され,多 剤耐性獲得機構

の解 明が飛 躍的に進 んだが,そ の後Pgpの まった く

関与 しない多剤耐性,す なわちatypical MDRも 多

くの細 胞で認め られ さまざまな耐性機構 が報告 され

て きている.特 にColeら によってADM耐 性肺小

細胞癌株H69ARか ら分離,発 見 され たmultidrug

 resistance-associated protein (MRP)5)6)やDNAの

高次構造変換 を触媒 す る重要 なDNA代 謝酵素 であ

るTopoisomerase (Topo)の 関与が 多 くの施設 か

ら報告 されて いる7)8).ま た,薬 剤 の解毒機構 に関 る

グルタチオン(GSH)やglutathion-S-transferase

 (GST)な どのGSH関 連酵素, GSH抱 合 され た

物質 を細胞外 に排 出す るポンプ(GS-X pump)が さ

まざまな抗癌剤耐性細胞にお いて単独 あるいは相互

に関係 しなが ら関与 していると報告 されているが9)10),

その関連の度合 いは細胞や抗癌剤 で異 な り詳細 はは

っき りしていない.ま たGS-X pumpと してMRP

の関与 も強 く示唆 されて いるが今 後 さらに検 討 を要

す ると思われ る.ま た抗癌剤の細胞内分 布の変化が

耐性化 を引き起 こ している可能性 も指摘 されてお り,

その原因 としてMRPも 含め てlung resistance

 related protein (LRP)11)12)な ど種 々の細胞内輸送蛋

白質の変化や細胞 内pHの 変化13)などい ろい ろな機

序が考 え られ ているが,再 分布 の様 式 も報告に よっ

て異な り14-16),こ の分野で もさらなる検討が必要 と

思われ る.

今 回,こ の ような耐性機序 を解 明する目的で,ADM

耐性 ヒ ト膀胱癌培養細胞株T-24/ADMを 樹立 し,

その生物学的特性,生 化学的特性 を検 討 した.
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材 料 と 方 法

1)　細胞 およびADM耐 性細 胞の樹 立

今 回使用 した細胞 は, 1970年 にBubenikら17)に よ

りSwedenで 初代培養,そ の後Czechoslovakiaで

樹 立株化 された ヒ ト膀 胱癌培養細 胞株T-24で あ り,

 1979年12月 に 日本 医科大学 附属 第一病 院泌尿器科 中

神義三教授 よ り提供 された. T-24細 胞のdonorは

82歳 の女性 であ り膀胱移行上皮癌grade Ⅲである.

岡 山大 学での培養 方法 は10% bovine serum添 加

Eagle's MEM(日 水製薬,東 京)を 培養液 として用

い, pHはNaHCO3を 加 え約7 .2に なるように調節

した.培 養プ ラスチ ックシャー レ(3002 tissue culture

 dish, Falcon Co. USA)を 用 い開放 系 とし, 37℃,

 5% CO2下 で 静 置 培 養 を行 っ た.継 代 は0.2%

 trypsinお よび0.04% EDTAの 等量 混合液 にて週1

回行 った.耐 性 細胞の樹 立は,培 養液にADMを 添

加す るこ とによ り行 った. ADMは1×10-9Mよ り開

始 し,濃 度 を漸増 した.

2)　制癌剤感受性試験

制癌剤感受性試験はコロニー形成法 を用いた. Dish

内にsemiconfluent monolayerに 発育 してい る細

胞 にPBSを 加 え細 胞層 を洗浄 した後, 0.2% trypsin

お よび0.04% EDTAの 等量混合液 を加 え, pipetting

を行 いsingle cell suspensionと した.こ れ を前述

の培養液 にて希 釈 し,生 細胞数400個/mlの 細 胞浮遊

液 を作製 した.こ れ を予め培養液2.5mlを 入れた3002

 tissue culture dishに, 0.5mlず つ分 注 し, 200個/dish

とした. 37℃, 5% CO2下 で24時 間培養 した後,培

養 液 を捨て,各 濃度の薬剤 を加 えた培養液 で2時 間

(あ るいは24時 間)同 様 に培養 し薬剤 に接触 させ た.

その後培養 液 を捨て, Hanks液 にて2回 洗浄 し,あ

らたに培養 液 を3mlを 加 えincubateし た. 10～12日

目に培養 液 を捨 て,メ タノー ルにて固定 しギムザ染

色 して乾燥 させ た後,細 胞数30個 以上 よ りなる コロ

ニー数 を算定 した。薬剤無添加培養液 の コロニー数

をコン トロール としてrelative plating efficiencyを

各 濃度別 に計算 し(各 濃度3枚 のdishを 用 い平均値

を算出),こ れを片対数 グラフにプ ロ ッ トしグラフの

曲線 か ら50%コ ン トロー ルに相 当す る濃 度 を求めLD

50と し た.実 験 は それ ぞれ の 薬 剤 に つ い て3-4回

行 っ た.

制 癌 剤 感 受 性 試 験 に使 用 した 抗癌 剤 は制 癌 抗 生 物

質,植 物 由 来 制 癌 剤,代 謝 拮抗 剤,植 物 ア ル カ ロ イ

ド,金 属 錯 体 化 合 物 で あ り,制 癌 抗 生 物 質 と して は,

 anthracycline系 のADMお よ び そ の誘 導 体 で あ る

terarubicin (THP), epirubicin (EPI)と

mitomycinC (MMC), bleomycin (BLM),植 物 由

来 制 癌 剤 として は,植 物 ア ル カ ロ イ ドで あ りcyclo

phosphamideの 活 性 体 で あ る4-hydroperoxycy

clophosphamide, ifosphamideの 活 性体 であ る4-

hydroperoxyifosfamide, etoposide (VP-16),お よ

びcamptotecin誘 導 体 でCPT-11の 活 性体 で あ る

SN-38を 使 用 した.ま た代 謝 拮 抗剤 としては5-fluor

ouracil (5-FU)お よ びmethotrexate (MTX),

植 物 ア ルカ ロイ ドとしてvinblastine (VLB), vincris

tine (VCR), vindesine (VDS),白 金 錯体 化 合 物 と

してCDDPを 使 用 した.薬 剤 接 触 時 間 は2時 間 と し

たが,代 謝 拮抗 剤 は24時 間 と した.

3)　 Doubling time測 定

感 受 性 試 験 に用 い たcontrolの プ ラ スチ ッ ク シャ

ー レ上 の コ ロニー を無 作 為 に50個 取 り出 し
,そ れ ぞ

れ の 細 胞数 をcountし た.細 胞 数 とincubation time

か らdoubling timeを 算 出 した.

4)　 細 胞 内 へ のADM取 り込 み ・排 出

対 数 増 殖期 に あ るT-24,お よびT-24/ADMに1,

 5, 10μg/mlの 濃 度 に調 整 したADM添 加 培 養 液 を

接 触 させ,そ れ ぞ れ30, 60, 90, 120, 150, 180分 後

にPBSに て2回 洗 浄, 0.2% trypsinお よ び0.04%

 EDTAの 等 量混 合 液 にて 処理 し, 1,000rpm,3分

間 遠 心 後cold PBSに て 細 胞 浮 遊 液 とし0℃ を保 ち,

 flow cytometry (FCM)に て 細 胞 内 のADM量 を

測 定 した. FCMはEPICS-750を 使 用 し, 488nmア

ル ゴ ン レー ザ ー で励 起 し, 530nm以 上 の蛍 光 量 を

15,000個 の 細 胞 で測 定 し,細 胞1個 あ た りの 平均 を

求 め, forward light scatterの 平 均 値 で除 し相 対 的

細 胞 内ADM量 と した.

排 出 に つ い て は, 5μg/mlの 濃 度 に 調整 したADM
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添 加 培 養 液 を接 触 させT-24,お よ びT-24/ADMそ

れ ぞれ の細 胞 内ADM量 が ほぼ 等 しくなった時 点(T

-24; 60分
, T-24/ADM; 120分)でPBSに て2回

洗 浄 後ADM無 添 加 培養 液 に 変 更 し,上 記 と同様 に

FCMを 使 って 細 胞 内 のADM量 を30, 60分 後 に測

定 した.

5)　 ADMの 細 胞 内分 布

T-24, T-24/ADMそ れ ぞ れ の細 胞 をglass bot

tom microwells (Mat Tek Co.)に 継 代 し, 3-6

日後 に3×10-1μg/ml濃 度 のADM添 加 培 養 液 を加

えて, 40分, 120分 のincubation後 にPBSに て 洗

浄 し, 4℃ のHanks'BSSを 加 え,共 焦 点 走査 レー

ザ ー 顕微 鏡(Olympus LSM-GB 200)で 観 察 した.

ま た,細 胞 か らの排 出 をみ る ため にADM添 加 培 養

液 で40分, 120分incubation後PBSに て 洗 浄 し,

 ADM無 添 加 培養 液 に て40分, 120分incubationを

行 い,培 養 液 を4℃ のHanks'BSSに 変 え た もの を

同様 に観 察 した.

6)　 細 胞 内還 元 型 グル タチ オ ン(GSH),酸 化 型

グ ル タチ オ ン(GSSG)量

GSHお よ びGSSGは, Burchillら18)の 方 法 に よ

っ て測 定 し た.す な わ ち,細 胞 を10%ト リ クロル 酢

酸/0.02% HCl+0.25% TritonX-100, bovine

 serum albumin (BSA)中 で 撹 拌 ・氷 中放 置 した後,

遠 心 し上 清 を得 た.こ れ を2回 繰 り返 し,等 量 の エ

ー テ ル で5回 抽 出 して ト リクロル 酢 酸 を除去 した
.

こ れ を5mM EDTA, 0.1Mリ ン酸 緩 衝 液pH 7.5で

20倍 に 希 釈(試 料100μl)し,試 料 を2つ に分 け た.

一 方 の 試 料 に
, 1.18mg/5-5'dithio-bis-(2-

nitrobenzoicacid)(DTNB) solution (SIGMA D

 8130) 0.1ml, 10U/mlのglutathione reductase solu

tion (SIGMA G4751) 0.1ml, 1mg/mlのNADPH

 solution (SIGMA N6505) 0.1ml,リ ン 酸 緩衝 液0.15

mlを 加 え た,室 温 に て412nmに お け る吸 光 度 を5分

間測 定 し,既 知 量 のGSHよ り得 られ る標 準 曲 線 か

らGSH量 を 求 め た.ま た,も う一 方 の 試料 に0.04

MN-methylmaleimideを 加 え,室 温 で60分 間incu

bateし た.次 い で10回 エ ー テル 抽 出 した後,上 記 測

定 法 にてGSSG量 を 測定 した.

7)　 細 胞 内 グル タ チ オ ン-S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ

(GST)活 性, GST-π 量

GST活 性 はHabig19)ら の 方 法 で測 定 した.す な

わ ち,細 胞 に リン酸 緩 衝 液 を加 えて 凍 結 ・融 解 を繰

り返 した 後,遠 心 し上 清 を得 た.こ れ を試 料 と して,

 30mM 1-chloro-2, 4-dinitrobenzene (CDNB)

 solution  0.1ml, 30mM GSH solution 0.1ml, 0.11

 M KPO4 buffer 3.0mlを 加 え,室 温 に て340nmに

お け る吸光 度 を5分 間 測 定 し, GST量 を 算 出 した.

細 胞 内GST-π 量 は, GST-π ・EIAキ ッ ト(大

日本 製 薬)を 使 用 して測 定 した.す なわ ち,上 記 の

上 清 また は標 準GST-π 溶 液50μlとperoxidase標

識 抗GST-π マ ウ スモ ノ クロー ナ ル抗 体300μlお よ

び抗GST-π マ ウ ス モ ノ クロー ナ ル 抗体 を結 合 した

ポ リスチ レ ンボ ー ル1個 を混 合 し37℃, 60分 間 静 置

した後,反 応液 を除去 し,洗 浄 液 に て2回 ボー ル を

洗 浄.つ ぎに ボ ー ル を新 しい試 験 管 に 移 し,酵 素 基

質 液500μlを 抑 え30分 間 静 置 させ た後 反 応 液 を2ml

加 え 混 合 後, 492nmに お け る吸光 度 を測定,標 準 曲

線 か ら検 体 のGST-π 濃 度 を測 定 した.

8)　 細 胞 内 メ タ ロチ オ ネ ィン(MT)量

a)　 細 胞 上 清 の採 取

細 胞 をPBSで3回 洗 っ た後, 50mM Tris-HCl 

(pH 8.6)を 加 え,cell scraperに て 細 胞 を集 め た.

こ れ をsonicator (HEAT SYSTEMS, Models W

-220)に て30秒 間 処理 後
, 4℃ に て20,000Gで30分

間 遠 心 分 離 し,そ の上 清 を1分 間沸 騰 水 中 で加 熱 処

理 した後,再 び4℃ に て20,000Gで30分 間 遠 心分 離

し,そ の上 清 を得 た.

b)　 125I-Tyr-MTの 調 製 お よびMTの ラ ジ

オ イム ノア ッセ イ

清 水 ら20)の 方 法 に従 って,二 重 カ ップ リン グ試 薬

Mmaleimido-benzoyl-N-hydroxy-succimide

 (MBS)を 用 い て,ラ ッ ト肝MT-2を 化 学 修 飾 し,

こ の 化 学修 飾 され たTyr-MT-2を ク ロ ラ ミンT法

に よ り125Iで 標 識化 した.ま た, MTの 定 量 は,池

井 ら21)の 方 法 に 準 じて ラジ オイム ノア ッセ イに て行 っ

た.標 準 希 釈 液 と して は0.25% BSA, 10mM EDTA

-2Naお よ び0 .01% NaN3を 含 有 す る0 .05Mリ ン 酸
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緩衝 液pH 7.4を 用 い た.ガ ラ ス試 験 管(10×75mm)

に 標 準希 釈 液200μl,抗MT血 清(希 釈 液 に て20,000

倍 に希 釈 し た もの)100μl,標 準 試 料 ま たは 検体100

μlお よ び125I-Tyr-MT-2(約10,000cpm) 100μl

を 入 れ, 4℃ で48時 間 反 応 させ た.反 応 後,抗 ウサ

ギIgGヤ ギ 血 清(400倍 希 釈)100μl,ウ サ ギ血清(40

倍 希 釈)100μlお よび12.5%ポ リエ チ レン グ リコー

ル200μlを 添 加 した.室 温 に て30分 間 反応 後,反 応

混 合 物 を4℃ に て, 30分 間, 3000rpmで 遠 心 分 離 し,

上 清 と沈 澱 を傾 斜 に て分 離 後,両 者 の放 射 活 性 を ガ

ン マ カ ウン ター で 測定 した.

9)　 P-glycoproteinの 検 出

細 胞 をsingle suspensionと し た 後, P-glyco

proteinに 対 す るmonoclonal抗 体 で あ るMRK-

16(東 京 大 学 医 学部 応 用微 生 物研 究所 鶴 尾 隆先 生 よ

り提 供)で 氷 中 に30分 問suspendし,つ ぎにFITC

標 識 ヤ ギ抗 マ ウスIgG抗 体 に て 同様 に30分 間sus

pend, 517nmの 波 長 をFCMに て 測定 した.ま た

positive controlと してADM耐 性 のsmall cell

 lung cancer cell lineで あ るSBC-3/ADM(岡 山

大 学 第 二 内科 よ り提供)22)を 使 用 した.

10)　 Topoisomerase (Topo)活 性 の 測 定

a)　 Crude nuclear extract

細 胞 をPBSに て2回 洗浄 後,cell scraperに て

集 め 遠 心 し,そ のpelletをPBS (-)+10mM

 MgCl2/0.35% TritonX 1mlに て 氷 中 で10分 間SUS

pendし, vortex後, 1000g, 10分 間 遠 心 を行 いpellet

を 得 た.こ のpelletに1×Nuclear extraction

 buffer (1M Tris-HCl (pH 7.5) 20μl, 5M NaCl 

70μl, 14M 2-Mercaptoethanol 10μl, 10mg/ml

 BSA (DNAase free) 5μl, ddH2O 895μl)を 加 え

氷 中 で30分 間suspend, 1,2000gで5分 間遠 心 後 上

清 を と りcrude nuclear extractと し た.

b)　 DNA topoisomerase assay (Ⅰ. Ⅱ)

上 記方 法 で得 た,crude nuclear extractの 蛋 白濃

度 をBio-Rad protein assay kitに て 測 定 し,各 細

胞 間 で 蛋 白量 を合 わせ た後, 1×nuclear extraction

 bufferで2倍 ず つ 段 階 希 釈 した. ddH2O14μl, 5×

reaction buffer (5×Topo I buffer; 1M Tris-

HCl (pH 8.0) 50μl, 5M NaCl 100μl, 0.5M EDTA

 (pH 8.0) 10μl, ddH2O 840μl, 5×Topo Ⅱ 

buffer; 1M Tris-HCl (pH 8.0) 250μl, 2M KCl

 300μl, 1M Mg2Cl2 50μl, 1M DTT 2.5μl, 0.5

M EDTA 5μl, 0.1M ATP 25μl, 10mg/ml BSA

 (DNAse free) 352.5μl) 4μl, 0.5μg/μl substrate

 DNA (Topo I: pBR 322 form I, Topo Ⅱ: 

kinetoplast DNA;岡 山 大 学 病 態 分 子生 物 学 筒 井研

助 教 授 よ り提 供)をmixし,こ れ に2倍 ずつ 段 階希

釈 したsample 1μlを 加 え50℃, 40分 間incubation

後, SDS, proteinasc Kを 加 え反 応 を停 止 させ た.

反 応 溶 液12μlを0.8% agarose/TBE gelにapply

し, 50V, 90分 間 電気 泳 動 し, ethidium bromideを

添 加 後UV下 に 写 真 撮 影 を行 っ た.

11)　 MRP (multidrug resistance-associated

 protein)の ウ エ ス タン ブ ロ ッ ト法 に よ る検 出

T-24お よ びT-24/ADMを 培 地 上 でPBSに て3

回washし, 10mlのPBSを 加 えcell scraperで 細

胞 を回 収 した. 800rpm, 5分 間 の 遠 沈 で 回収 され た

細 胞 を, lysis buffer [62.5mM Tris-HCl, pH 6.8;

 0.25M sucrose; 2% sodium dodecyl sulfate

 (SDS); 1.25% 2-mercaptoethanol; 1u/ml

 Aprotinin (Boehringer Mannheim); 1mM 4-

(2-aminoelthyl)-benzenesulfonyl fluoride,

 hydrochloride (Pefabloc SC, Boehringer Mann

heim)]中 でpipettingし, 95℃ で15分 間incubate

後, 10000rpm, 20℃, 10分 間 の 遠 沈 後 の 上 清 をcell

 lysateと し た.こ のlysateをCoomassie plus

 Protein Assay Reagent (Pierce)で タ ンパ ク質 定

量 し,そ の30μgタ ンパ クを6% SDS-PAGEで 分 離

した.ニ トロセ ル ロー ス膜 にblotting後, 10%正 常

ウマ 血 清 と5% skin milkを 含 むTBS (10mM Tris

-HCl
, pH 7.6, 150mM Nacl)で2時 間 ブ ロ ッキ

ン グ し, 1% gelatinを 含 むTTBS (20mM Tris-

HCl, pH 7.5, 500mM Nacl, 0.05% Tween-20)

溶 液 で希 釈 した抗MRP抗 体(rat monoclonal

 antibody, clone: MRPr1)と37℃ で1時 間 反 応 さ

せ た. Horseradish Peroxidaseのconjugateさ れ

た抗 ラ ッ トIgG抗 体 を1% gelatinを 含 むTTBS
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で 希 釈 し, 25℃ で30分 間 反 応 させ た 後, ECL法

(enhanced chemiluminescence)に よ り発 色 させ た.

ま た,統 計 学 的 検 討 はstudent's t testに よ り行

っ た.

Fig. 1 Dose Response Curves for ADM

Dose-response curves for ADM in T-24 and T-24/ADM. Cells were exposed to various concentrations of ADM for 2 

hours and plating efficiency was measured by colony formation assay. Bars: Mean•}standard deviation (SD) .

結 果

1)　ADM耐 性細胞の樹立

ADMを 添加 した培養 液で継代培養 し(18ヶ 月間)

その濃度 を漸増することにより2×10-7Mの 濃度にお

いて も増殖す るADM耐 性株T-24/ADMを 樹 立 し

た.な お,以 下 の実験成績はADM無 添加培養 液で

1ヶ 月間継代培養 した後の ものである.

2)　制癌 剤感受性試験

T-24, T-24/ADMのADMに 対す るdose

 response curveはFig. 1の ごと くで,そ れ ぞれの

細胞のLD 50はT-240.2±0.06μg/ml, T-24/ADM

 7.1±0.45μg/mlでADM耐 性株 は親株 に対 して34.9

倍の耐性度 を示 した.お な じanthracycline系 で

ADMの 誘 導体 であ るEPI, THPに もそれぞれ185.7

倍, 26.4倍 と交差耐性 を示 した.ま た, VCR, VP-

16, VDS, SN-38に も そ れ ぞ れ420, 24.9, 20.7. 4.8

倍 と交差 耐性 を示 したが, MMC, BLM, 4-hydro

 peroxycyclophosphamide, 4-hydroperoxyifos

phamide, 5-FU, VLB, CDDPに は それ ぞ れ0.9,

 0.93, 1.13, 1.26, 1.13, 1.5, 0.97倍 と親 株 と耐 性

株 間 で差 が な か っ た.ま た,MTXの 相 対 的 耐 性 度

は0.19倍 で あ りcollateral sensitivityを 示 した.

 (Table 1)

3)　 生 物 学 的特 性

Doubling timeはT-24 27.3時 間, T-24/ADM

 26.6時 間 で ほ とん ど差 を認 め ず, plating efficiency

はT-24 71.2%, T-24/ADM 82.0%で 耐 性 株 が や

や 高 値 であ った(Table 2).

4)　 細 胞 内 へ のADMの 取 り込 み ・排 出

各 種 濃 度 のADMをT-24と 接 触 させ た場 合 の60,

 l20, 180分 後 の細 胞 内ADM濃 度 は, 1μg/mlで は

それ ぞれ0.078, 0.138, 0.170, 5μg/mlで は0.244,

 0.444, 0.662, 10μg/mlで は0.398, 0.900, 1.096で

あ り,ADM濃 度 に依 存 して 細 胞 内へ のADMの 取

り込 みが 増 加 した.ま た耐 性 株T-24/ADMに つ い
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て は60, 120, 180分 後 の細 胞 内ADM濃 度 は, 1μg/

mlで は それ ぞれ0.059, 0.088, 0.088, 5μg/mlで は

0.160, 0.233, 0.267, 10μg/mlで は0.232, 0.336,

 0.458と 親 株 と同様 にADM濃 度 の 増加 に とも なっ

て細 胞 内へ のADM取 り込 み は 増加 した.し か し,

親 株 に比 べ 各ADM濃 度 に お い て 取 り込 みが35-60

%減 少 して い た.(Fig. 2)

Table 1 ID 50 and Resistance Ratio

Table 2 Biological Characteristics

一方
, ADM無 添加 培養 液に変更直前の細胞

内ADM濃 度 を100%と す ると30, 60分 後には

T-24で は それ ぞれ73, 58%, T-24/ADMで は

56, 48%で あ り,短 時間で排 出が耐性株 でやや

充進 して いた.

5)　 ADMの 細胞 内分布

共焦点走査 レーザー顕微鏡 に よるADMの 細

胞 内分布 の検 討 では, ADM添 加培養液 を加 え

た後,時 間の経過 とともにT-24, T-24/ADM

とも細胞 内へのADMの 蓄積 の増加が見 られた

が, T-24に 比べT-24/ADMで 蓄積 がやや悪か

った.ま たADM無 添加培養液 に変 えて120分

incubationを 行 な った ところ,細 胞質 の穎粒状

分布につ いては両者間で大 きな差はなかったが,

 ADMの 核 内分布 はT-24/ADMは 親株 に比較

して明 らかに減 少 していた.(Fig. 3)

6)　 生 化 学 的 特 性

細 胞 内GSHは, T-247.09nmol/4×106cells,

 T-24/ADM 6.91nmol/4×106cells.細 胞 内GSSG

は, T-240.04nmol/4×106cells, T-24/ADM 0.06

nmol/4×106cellsとGSH, GSSGと も親 株,耐 性

株 間 で差 を認 め なか った.細 胞 内GST活 性 は,T

-240 .06μmol/min/mg protein. T-24/ADM 0.08

μmol/min/mg protein,細 胞 内GST-π 量 はT-24

 2.60μg/mg protein, T-24/ADM 4.41μg/mg protein

とGST活 性, GST-π 量 と も親 株 に比 し耐 性 株 で

や や 上 昇 して お り,と くにGST-π 量 は約1.7倍 に 増

加 して お り統 計 学 的 に 有 意 差 を認 め た.ま た細 胞 内

のMT量 はT-241.77μg/mg protein, T-24/ADM

 2.02μg/mg proteinと 耐 性 株 でや や 増加 して い た.

(Table 3)

Table 3 Biochemical Characteristics

a Mean•}SD
bSignificantly different (P<0.01) from the T-24 cells

7)　 P-glycoproteinの 発 現 の有 無

FCMに よ るP-glycoproteinの 発 現 の検 討 で は,

 Fig. 4の ご と くpositive controlで あ るADM耐 性

small cell lung cancer cell line SBC-3/ADMで

明 らか な発 現 が認 め られ たが, T-24, T-24/ADM

で は 過 剰 発 現 は認 め られ なか った.

8)　 Topoisomerase活 性

pBR 322, kinetoplast DNA を 使 っ た
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Topoisomerase活 性 の検 討 で は, T-24, T-24/

ADMと もTopoisomerase I活 性 は明 らか な差 は

な く,Topoisomerase Ⅱ 活 性 はT-24に 比 しT-24/

ADMで 約1/2に 低 下 して い た.(Fig. 5)

Fig. 2 Flow Cytometric Analysis ADM-Uptake

A flow cytometric analysis on ADM-uptake in T-24 and T-24/ADM under various concentra

tions of ADM (1, 5, 10ƒÊg/ml).

Fig. 3 Analysis of Intracellular Distribution of ADM

Analysis of intracellular distribution of ADM by laser confocal fluorescence imaging microscopy 

in (a) T-24 and (b) T-24/ADM after 2 hours treatment with 3•~10-1ƒÊg/ml ADM following 2 

hours incubation with drug-free medium.

9)　 MRPの 発 現の有 無

ウェ スタンブ ロッ ト法 に よるMRPの 検討 では,

 T-24で は発現がほ とん ど認め られなか ったが, T-

24/ADMで は親株 に比べ 多 く認め た.
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Fig. 4 Histogram Stained with MRK-16
A flow cytometric analysis of the P-glycoprotein expression in T-24 (a) and T-24/ADM (b), and in SBC-3/ADM (c) as

 positive control.

考 察

ヒ ト膀胱癌培養細 胞株T-24にADMを 持続接 触

させ, 2×10-7Mの 濃度において も増殖するADM耐

性株T-24/ADMを 樹 立 した.耐 性細胞樹立の指標

について明確 な ものはないが,今 回の耐性細胞は親

株に比べ 高度の耐性度 を示 し,ま たADM非 添加 の

培養 液中にて6ヶ 月以上 継代維持 しているに もかか

わ らず,耐 性 度に まった く変化 がみ られないこ とよ

りstableな 耐性株 と思われ た.

コロニー形成法 を用いた制癌剤感受性試験 では,

 T-24/ADMはT-24に 比べ34.9倍 の耐性 を示 した.

また同 じanthracycline系 でADMの 誘導体 であ る

EPI, THPに も交差耐性 を示 したが,植 物アル カロ

イ ドであ るVCR, VDS, VP-16, SN-38と いった構

造 も作用機 序 も全 く異な る抗癌剤 に も交差耐性 を示

してお り,多 剤 耐性 を示 して い た.ま た興 味 深 い こ

とに, MTXに つ い ては 耐性 度 で0.19倍 とcollateral

 sensitivityを 示 してい た. ADM耐 性 細 胞 でMTX

に 対 してcollateral sensitivityを 示 した報 告 は散 見

さ れ る にす ぎない が, Matsuoら23JはADM耐 性 肺

小 細 胞 癌 株SBC-3/ADM-100がMTXを 含 む 葉 酸

拮抗 剤 に対 してcollateral sensitivityを 示 す とと も

に,親 株 に比 べ 耐性 株 で新 しい葉 酸 拮 抗 剤TNP-351

の 細 胞 内へ の 取 り込 み の増 加 と蓄 積 の増 加 が 認 め ら

れ た と報 告 して い る.ま た, Hermanら24)はADM

耐 性Chinese hamster ovary (CHO) cellでMTX

のcollateral sensitivityを 示 す と と もに,そ の機 序

と して細 胞 内へ のMTXの 取 り込 みの 増 加 と排 出 の

減少, dihydrofolate reductaseの 減 少 を挙 げ てお り,

 T-24/ADMに お い て も今 後検 討 を要 す る と思 わ れ

た.
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Fig. 5 Topoisomerase ‡T and ‡U Activities

Topoisomerase activities in the nuclear extracts of T-24 and T-24/ADM. (a) Topoisomerase ‡T as measured by the

 relaxation assay with supercoiled pBR 322 DNA. (b) Topoisomerase ‡U as measured by the decatenation assay with 

kinetoplast DNA. The extract protein amounts were as follows; C no extracts protein, 1; 2ƒÊg, 2; 1ƒÊg, 3; 0.5ƒÊg, 4;

 0.25ƒÊg, 5; 0.125ƒÊg, 6; 0.06ƒÊg, 7; 0.03ƒÊg, 8; 0.015ƒÊg

薬剤耐性 の機序 としては, 1) 細 胞膜変化,薬 剤

の膜輸送機構の変化による細胞内薬剤蓄積量の低下,

 2) 薬剤 の活性化経路 の不活化,不 活化す る解毒機

構 の活性化 な ど薬剤代謝酵素 の変化, 3) 細胞内薬

剤分布 の変化, 4) 細胞 内標的酵素 量の変化 または

その変 異, 5) 核 内の変化, DNA修 復酵素の変化等

があげ られ る.

今 回のT-24/ADMに つ いては, FCMに よる細胞

膜の解析 では,細 胞膜 に存在 す るポ ンプ機構 で多剤

耐性 に関係 す る と言 わ れ てい るP-glycoprotein

 (Pgp)4)の 過 剰発現 は認め られなか ったが,細 胞 内へ

のADMの 取 り込みの低下 お よび排 出の充進がみ ら

れ,こ の ことがADM耐 性 さらには多剤耐性の一つ

の要 因になっている もの と考 えられた.

このよ うな細胞 内の薬剤蓄積 量の低下 に起 因 し,

 Pgpの 関与 しない多剤耐性の機序については, 1)膜

に存 在 す るcytosine arabinoside, methotrexate,

 nitrogen mustard, CDDP, cyclophosphomideな

ど に対 す るtransport系 の 量 的 な減 少,な い し,膜

の透 過 性 の低 下 な ど細 胞 膜 の変 化 に よ る薬 剤 の取 り

込 み の低 下,お よび, 2) 薬 剤 の排 出や 細 胞 内薬 剤

分 布 の 変化 に関 与 す るPgpと は 異 な る膜 輸 送体 の 存

在 が 考 え られ る25). 1)に つ い て, ADMはVP-16

と 同 じよ うにtransport carrierが 存 在 しな い と考

え られ て い るが,実 際 に は耐 性 機 序 の一 つ と して 取

り込 み量 の 低 下 が 認 め られ て い る. Ramuら26)27)は,

 ADM耐 性P388株 と親 株 に つ いて, ADMは 受 動 的

に細 胞 内 に拡 散 す るが そ の 比 は 明 らか に 耐性 株 で低

く,耐 性 株 で のplasma membrane中 のlipid含 量

が 高 か った と報 告 して い る.ま た, Mountfordら28)

はVLB耐 性 細 胞 とその 親株 につ いてplasma mem

brane中 のneutral lipid含 量 を調 べ た とこ ろ
,耐
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性株 で上昇 してお り,薬 剤 の浸透性 の低下 が耐性化

をもた らした としてい る. 2) につ いて は, P-糖 蛋

白質 と同様 にATP binding cassette (ABC)膜 輸

送蛋 白質の スーパー ファ ミリーに属 す るMRP5)6)が

発見 され,種 々の 多剤耐性(ADM, VCR, VP-16な

ど)細 胞株や臨床上の癌組織 でその発現が確認 され

て きている29)30)31).今回のT-24/ADMに つ いて も

MRPの 発現が確 認 されてお りこれが耐性の一つの要

因になった と思 われ るが,多 剤耐性 に関与す る未知

のABCス ーパ ーフ ァ ミリー の可能性 も含め て今後

の検討 を要す る.

薬剤代 謝酵素 の変化 については, P-450な どの薬

物活性化酵素(Phase Ⅰ酵素)の 活性低下,あ るい

は薬剤 を不活化す る解 毒系酵素(Phase Ⅱ酵素)の

活性上昇が耐性機序 として考 えられ る.

L-γ-glutamyl-L-cysteinyl-glycineの トリペプチ

ドの構造 を もつ グルタチ オン(GSH)は 細胞におい

て触媒的 な働 き,輸 送,還 元プ ロセスに関与す る細

胞成分 であ り,毒 性 物質の解毒 に携わ る. GSHの 抗

癌剤耐性 の機構 としては1) melphalan, chloram-

bucilと いったアルキル化剤 をGSH抱 合に よ り不

活化 す る, 2) CDDP, melphalanの よ うにDNA

鎖 間 と架橋 をおこす薬 剤 と結合することによ りDNA

架橋 形成 を阻害す る, 3) ラジカルが抗癌作用に関

係 す るADM, MMCと いった薬剤 に対 してラジカ

ル を消去 す る, 4) GSH抱 合体 としてMRPも 含

めて細胞膜におけ る薬剤 輸送 のポ ンプの基質 として

働 くこ とが考 えられてい る9)10).

またGSH抱 合 を触媒 す るglutathion-S-trans

ferase (GST)は さまざまな抗癌剤や発癌剤 を含む

外因性有機化合物 をGSH抱 合 す るほか,ビ リルビ

ン,ス テロイ ド,ホ ルモ ンな どと直接結合 した り,

脂質や核 酸の過 酸化脂質 を還 元す るといった多機能

蛋 白質であ る.こ のisozymeの 中で胎盤や肺 を除 い

て正 常組織にはほ とん どみ られないGST-π が各種

悪性腫 瘍組 織で認め られ,ま たGST-π が増加 して

い る腫 瘍細胞はあ る種 の抗癌剤 に対 して耐性 を示す

ことが 多い. GST,特 にGST-π の抗癌剤耐性 に関

与す る機序 としてはGSHと もに作用 す るこ とが 多

く, 1) melphalan, chlorambucilと い ったアルキ

ル化剤 を直接 または薬剤 の中間代謝 活性体 をGSH

抱合 す ることに よ り不 活化す る, 2) 抗癌剤 に直接

結合 す ることに よ り不 活化 す る, 3) GSTの ペ ルオ

キシダーゼ作 用に よ り過酸化水素,過 酸化脂質 を還

元す る. 4) 過酸化DNAを 減少 させ, DNAを 修

復す ると考 えられている.今 回の検討 では細胞 内GSH

は, T-24, T-24/ADMの 両者 間で差 はなか ったが,

 GST活 性, GST-π 量につ いては親株 に比 し耐性株

で上昇 してお り,と くにGST-π 量 は約1.7倍 の値 を

示 してお り多剤耐性 の一 因 となった可能性が ある.

また,他 の解毒系酵素 として ビスマ ス等,重 金属

によって誘導合 成 され る金属結合蛋 白質, MTが 重

金属や アル キル化剤 と高い親和性 を持 ち,そ れ らの

毒性 を軽減 し32)33),またスーパー オキサ イ ドラジカル

(O2-)や ハ イ ドロキ シル ラジカル(・OH)な どの

フ リー ラジカルを除去する能 力 を有する34)35)ことが報

告 され ている.ま た,現 在,重 金属化合物 である白

金錯体 のほかに種 々のアルキル化剤や フ リー ラジカ

ル生成活性 を有す る化合物が抗癌剤 として使われて

い るが,腫 瘍組織中でMTの 合成が誘導 されれば,

これ らの抗癌剤に対 して多剤耐性 を獲得す る可能性

も考 え られ る.ま た実 際にカ ドミウム(Cd)やCDDP

耐性細 胞にお いてMTが 上昇 してい るとの報告 もあ

り36-40),また腫 瘍組織 内でMTを 誘導合成す るこ と

を確かめた亜鉛化合物 を担癌 マウスに前投与すると,

 ADMの 抗腫瘍性が顕著 に抑制 される との報告 もあ

る39)が,今 回の検討 では耐性株 で細胞 内MT量 がや

や増加 していたがあ ま り差 は認め られ なか った.

DNA Topoisomerase (Topo)はDNAの 複製,

転写 な どのDNA代 謝に際 して,高 次構造変換 を触

媒 す る重要 なDNA代 謝酵素 で, ⅠとⅡがあ り両者

ともDNA鎖 と複合体 を形成 しDNA鎖 の切 断,再

結合 を行 う. Topo ⅠはDNAの 単鎖切 断 を行 うの

に対 して, Topo ⅡはATP存 在 下で反応が行 われ,

 Topo阻 害剤はTopo蛋 白質 とDNAの 複合体 に結

合 し,安 定化 させ るこ とに よ り切 断 されたDNAの

再結合 を阻害す る と考 えられてい る. Topo Ⅰお よ

びTopo Ⅱ阻害剤へ の耐性 獲得の機序 としては, 1)
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Topo Ⅰお よびTopo Ⅱの発現 レベ ルの低下7)41-43),

 2) 遺伝 子内の突然変 異に よるア ミノ酸変化 による

質 的な構 造変化44-48), 3) VP-16やCPT-11な ど

Topo Ⅰ, Topo Ⅱ阻害剤の細胞 内蓄積 量の低下49)50)

が生 じるこ とに起 因す る と考 えられてい るが,高 濃

度の耐性 を獲得す るためには単一ではな く複数 の耐

性機序が作用す ることも報告 されている4l)49).今回の

制癌剤感受制試験 ではTopo Ⅱ阻害剤であ るVP-

16お よびTopo Ⅰ阻害剤 でCPT-11の 活性体 であ る

SN-38に おいて耐性株 は親株 に対 してそれぞれ26.9

倍3.6倍 と交叉耐性 を示 したが とくにVP-16で 顕著

であった. Topo Ⅰ活性 につ いては親株 と耐性株 で

活性 に変化はな く,他 の耐性機序がお こってい る可

能性 もある.ま た, Topo Ⅱ活 性生は親株に比 し耐性

株 で約2倍 の活性低下 が認め られ,こ の ことがVP

-16に 対 し耐性 を示す一 因 と考 え られ るが
,耐性度 を

考慮す る とTopo Ⅱ活性の低 下42)51)52)以外に, Topo

 Ⅱ量 の低下51)53), Topo Ⅱ阻害剤の細 胞内蓄積量の低

下50)53)など他の耐性機序が作用 している可能性 も十分

ある と考 えられた.

ADMの 細胞内分布 の検討 では, ADM添 加培養

液 を加 えた後,時 間の経過 とともにT-24, T-24/

ADMと も細胞 内へ のADMの 蓄積 の増加 が見 られ

たが, T-24に 比べT-24/ADMで 蓄積 が悪 く,ま た

ADM無 添加 培養 液に変更後, ADMの 核 内へ の分

布 は親株に比較 して耐性株 で明 らか に少 な くなって

いた. Hindenburgら14)はdaunomycin (DNR)の

細胞 内分布 をdigitized video microscopyを 使用 し

てPgpの 発現 していないanthracycline-resistant

 HL-60 cell lineで 調べ ているが,親 株 ではDNRが

核,細 胞質に一様に分布 す るのに対 して,耐 性株 で

は大部分 のDNRは 最初, Golgi装 置に取 り込 まれ,

次 に徐々にlysozomeやmitochondriaあ るいは細

胞外に移行 していた と報告 した.同 様 に, Willingham

ら15)もdrug-resistant KB cellを 使 った同様 な実 験

で耐性株では核 内への取 り込みがな く,大部分のDNR

はGolgi装 置 とlysozomeに 分布 していた と報告 し

てい る. Marquardtら16)もPgpの 発現 していない

ADM-resistant HL-60 cellに おけ るDNRの 取 り

込み をcell fractionation techniqueを 使 用 して調べ

た ところ,最 初DNRは 親株,耐 性株 とも核 に蓄積

され るが,排 出相 では親株 ではDNRが 核 に保 持 さ

れ るのに対 して,耐 性株 では速やか に核 よ り離れて

いた と報告 してい る.薬 剤 の細胞 内分布 の変化 をき

たす原因 としてOuarら13)は 細 胞質pHの 違 い を指

摘 してお り,又, Scheper, Schefferら11)12)はPgp

とは異 な り, ERあ るいはGolgi装 置 な ど一連 の

exocytotic compartmentと して細胞質 内のmem

braneに 存在 し, Pgpと 同様 にATP-dependentに

有害物質 を排 出す る機能 を持 ったLRP (lung resis

tance related protein)と 名付 け られ たtransporter

 proteinを 同定 し報告 している.ま た, MRPが 過剰

に発現 してい る細 胞では細胞 内への薬剤の蓄積 は多

くの場合減 少 してい るが,薬 剤の耐性 度に比べ て軽

微 であ り,ま た変化 のない もの も報告 されて いる.

さらにPgpが 過剰に発現 している細胞 と比べ て薬剤

の細胞外へ の排 出はそれ ほ ど顕著 ではな く54),ま た

MRPが 細胞膜 だけでな く,細 胞質 内(小 胞体)に 局

在 しているとの報告 もある.し たが って今 回のT-24/

ADMも 含めて, ABCス ーパー ファ ミリー など輸送

蛋 白質の変化 が抗癌剤の細胞 内分布 を変化 させ,標

的分子に到達 で きないため に耐性化 を引 き起 こ して

いる可能性 もあ ると考 え られ た.

今 回のT-24/ADMに おけ る耐性機序 としては1)

 細胞 内へのADMの 取 り込みの低 下お よび排 出の1L

進 に伴 う,蓄 積 の低下(MRPの 過剰発現 も含め て)

2) ADMの 細胞 内分布の変化,特 にADMの 核 内

へ の分 布 の減 少3) Topoisomerase Ⅱ活 性 の低 下

4) 細胞質内のGST-π 量の増加が あげ られ,そ の

関 わ りの程 度については特 に1)-3) の関与が強い

と思 われ るが判然 としない. ADMに 対 して耐性 度

の異 なるT-24/ADMを 作成 し,耐 性 度別 に上 記因

子 を検討す るこ とに よ りさらに詳細 な情報 が得 られ

ると思 われ る.

今後 は,こ の耐性細胞 を使用 しADM耐 性機序 の

解 明 をさ らに進めて い くと ともに,多 剤耐性膀胱癌

に対す る化学療法選択のモデル として臨床 に応用 し

てい きたい.
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結 論

ADM耐 性機序 を解 明す る 目的 で, ADM耐 性 ヒ

ト膀胱癌培養細胞株T-24/ADMを 樹立 し,生 物学

的,生 化学的特性 を比較検討 した.

1)　ADM耐 性 ヒ ト膀胱癌培養 細 胞株T-24/ADM

は親株 に対 し34.9倍 のADM耐 性度 を示 した.

2)　両株 ともdoubling timeに ほ とん ど差 を認め な

か ったが, Plating efficiencyはT-24/ADMが

親株 に比 し若 干上昇 していた.

3)　制癌 剤感受性 試験 によ る検 討 ではAnthracy

cline系 薬剤 でADMの 誘導体 であ るEPI, THP

に交差耐性 を示 していたが,そ れ以外 にVCR,

 VDS, VP-16, SN-38に も交差耐性 を示 し,多 剤

耐性 となってい た.ま た, MTXに はcollateral

 sensitivityを 示 した.

4)　 T-24/ADMで は細胞内へ のADMの 取 り込 み

の低下お よび排 出の充進が認め られ,蓄 積 は親株

に比 し約1/2に 低下 してい た.

5)　耐性株 と親株 でADMの 細胞内分布 に差が見 ら

れ,特 にADMの 核 内へ の分布がT-24/ADMで

明 らかに少 な くなって いた.

6)　細胞質 内のGST-π 量についてT-24/ADMで

軽度増加 していた.

7)　 T-24/ADMでTopoisomerase Ⅱ活性 の低下

が認め られ た.

8)　 T-24/ADMでMRPの 過剰 発現が認め られた.

稿を終えるにあたり,御 指導,御 校閲を賜った恩師大森弘

之名誉教授,お よび公文裕巳教授に深謝いたします.さ らに

貴重な御助言 ・御指導を賜った津島知靖助教授,本 実験を御

指導・御協力いただいた那須保友講師,三 原浩一郎先生,井

上高明先生,渡 辺昌実先生に深謝いたします.最 後に, T-24

細胞を御提供くださいました日本医科大学中神義三教授, SBC

3/ADMを 御提供いただいた岡山大学第2内 科原田実根教

授, pBR322, kinetoplast DNAを 御提供 くださいました岡

山大学病態分子生物学筒井研助教授, MRK-16を 御提供いた

だいた東京大学分子細胞生物研究所鶴尾隆先生,メ タロチォ

ネイン測定にご協力いただいた大塚アッセイ研究所,実 験に

御協力いただいた梅井幸江嬢,原淵尚子嬢に謝意を表します.
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A human bladder cancer cell line resistant to adriamycin (ADM), T-24/ADM was established in vitro by 

exposing T-24 parent cells to a progressively higher concentration of the drug over an 18 month period. The 

T-24/ADM was 34.9 times more resistant to ADM than the T-24 parent. The T-24/ADM exhibited cross 

resistance to ADM derivatives, vinca alkaloid (vindesine, vincristine), etoposide and SN-38, but collateral 

sensitivity to methotrexate. The biological and biochemical characteristics of T-24/ADM were examined in 

terms of ADM-resistance.

Although a flow cytometric analysis showed that Pglycoprotein is not expressed on the T-24/ADM cells, 

lower accumalation of the drug caused by decreased uptake and increased active efflux were observed. The 

cellular level of glutathione-S-transferase ƒÎ was 1.8-fold higher than the parent cells and the activity of 

nuclear extracts of DNA topoisomerase ‡U for T-24/ADM assayed by decatenation of kinetoplast DNA was 

lower, about one-half that of the T-24 parent. Confocal laser microscopy revealed the difference in 

intracellular distribution of ADM in T-24/ADM; in particular, the accumulation of the drug in the nucleus 

decreased. Additionally western blot analysis showed an enhanced expression of multidrug resistance

-associated protein (MRP) in the T-24/ADM cells.

This resistant cell may be used as an experimental system to elucidate the mechanism of ADM resistance 

and also as a model for developing new chemotherapeutic strategies against multi-drug resistant bladder 

cancer.


