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71　　　　　 培養細胞に お けるNADPH ：cytochrome

P450reductase（reductase ＞活性上昇と薬剤感受性変

化 との 関係の研究

日産婦誌47巻臨 時増刊

72　　　　　癌抑制遺伝子P53を用 い た卵巣癌の遺

伝子治療に関する基礎的検討
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［目的1　NADPH ：cytochrome 　P450　reductase

（reductase ）は 、細胞内電子伝達に関与す る酵素で あ

　り、 各種薬剤代謝お よ び活性化に関与する と言 わ

れ て い る。reductase の ヒ ト遺伝子 を用い て 本酵素

活性 を上昇せ しめた細胞株を確立 し、薬剤感受性

試験を施行、ある種 の 薬剤が本酵素 に よる活性化

を要 す る こ とを in　viVO で 証 明する こ とを目的 と し

た。「方法lchinese　hamster　ovary 　cell　（CHO ）に プラ

ス ミ ド PM2 を用 い て ヒ トreductase 　gene を遺伝子

導入 し、3つ の細胞株 P450 −1，P450 −2，P450 −3を

確立 した 。 Western　bl・t法に て酵素蛋 白を確認 し

MTT 法に て ADR ，MMC ，　Paraqllat，　CDDP ，VLB ，　VCR ，

VP ・16 の 感受性試験 を行い 、　CHO 親株 を contro1 と

して reductasegene の遺伝子導入細胞株との 比較 を

行 っ た。1成wal　reductase の 酵素活性 は、親株と比較

して P450 −1で は 9．3倍 、　 P450 −2で は 10．0倍、

P450 −3で は 11．2倍の 値 で あっ た 。 薬剤感受性変化

は、ADR につ い て はP450 ・1にお い て 親株の1、8倍
の 感受性上昇を認め 、P450 −2で は1．8倍、　 P450 ・3

では 33倍の 上昇を認めた 。 MMC に つ い て は同様

に、P450 −1で 2．5倍、　P450 −2で は 3，0倍 、　P450 −3
で は2．1倍の 上昇 を、Paraquat に つ い て はP450 −1で

2、9倍、P450 −2で は4．3倍、　P450 −3で は 4．2倍の 上

昇 を認め た。 CDDP 、VLB ，VCR ．　VP ．16に つ い て は

感受性上昇は認めなか っ た。1結論】reductase 遺伝

子導入 した細胞株で は、ADR ，MMC ，　Paraquaの 細

胞障害性が 増強された。一方、CDDP ，　VLB ，　VCR，
VP −16に つ い て は作用機序として薬剤が reductase

に よ る電子伝達 を受け て 活性化され る とい う報告

はな く、 実際に細胞障害性は親株と変わ らな か っ

た 。 本研究の 実験結果は こ れ らの 薬剤作用機序の

仮説の裏付け とな る と い える 。
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「目的」我々 は卵巣癌で種 々 の癌抑制遺伝子 の 異

常がmulti 　step に そ の 発 癌 に 関与する こ とを明らか

に して きたが 、それ らの 異常の
一

つ を正常に 戻す

こ と に よ り発癌を阻止 で きれば、癌治療へ の 応用

も可能とな る 。今回癌抑制遺伝子p53を用い て 、 卵

巣癌の 遺伝子治療の 可能性を基礎的に検討 した 。

「材料、方法」卵巣癌細胞株にp53 遺伝子の 発現 の

見 られな い SK −OV −3株 （対照〉、導入する遺伝子 は

正常型p53、変異型p53cDNA を用 い た。 従来よ り正

常型p53遺伝子 を導入す る とその 細胞増殖抑制が強

く、stable　clone が得に くい とい う問題が あっ

’
た 。 我々

は 発現 ベ ク ターに デ キ サ メ サゾ ン に より遺伝子の

発現 が誘導され るpMSG を使用 し、選択効率 の 改善

を試み た 。 リポ フ ェ ク チ ン 法に より遺伝 子を導入

し，HAT 　selection によ りp53cDNA が組み込まれ た

stable　clone を選択 し、 細胞の 増殖動態、　 softagar

colony 　forrnation　assayを行 い 比較検討 した 。　「成績」

1）導入 したp53遺伝子を stable に発現するclene を

効率良 く多数得た 。 2 ）対照 とデキサ メ サゾ ン 存

在下 で 変異型p53を発現 して い るclone で は細胞増殖

が 72 時間後 で 2x107 個／ ml に対 し、正常型p53
を発現 する ク ロ ー

ン で は 2x106 個／ ml と明らか

に抑制 された 。 3 ）softagar　colony 　formation　assay で

も対照 と変異型p53 を発現 して い る clone で は、

colony 形成能が 20 日後で 141 個／cultureで ある

の に 比 し、正常型p53 を発現する ク ロ
ー

ン では 10

個／ culture と著 明 に抑制 さ れ た 。 「結論」ベ ク タ
ー

にpMSG を使用 す ること に よ り正常型p53を発現 し

うる多数のclone を効率良く得 る こ とがで きた 。 正

常型p53に より細胞増殖 を抑制する こ とが で き、癌

抑制遺伝子p53 に よ る卵巣癌の 遺伝子治療の 可能性

を初 め て in　vitro で 実証し た。
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