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83　　　　　 PaclitaxelとCDDP 併川療法の作用機

序 の 検討一 Apoptosisの 関与に つ い て

84　　 　　　 CDDP 耐性細胞に 対する トポイ ソ

　メ ラ
ーゼ 阻害剤の 効果
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［目的1paclitaxel（Tax 〔，1，以下 T ）は 、 化学療法

後の 再発卵巣癌に対 して有効性が認め られ て い る

が 、 さ らに CDDP （以
一
ドP）と の併用 に よる効果 も

検討が始め られ て い る 。 わ れ わ れ は 、前回、T の先

行投与に続 い て P を投与する の が 最 も殺細胞効果

が高い こ とを増殖動態と細胞周期の 解析か ら明ら

か に し た 。 そ こ で こ の機序 に apeptosis が 関与 し て

い るか否か を検討 した。［方法］P耐性ヒ ト卵巣癌

培養細胞株 （KFrl3 、菊池ほか）は、10％牛新生仔

血 清加RPMI1640ili 地を用 い 5％CO2下 で培養 した。

培養第3日目に 、A群では T10 ．7M
と PI μ g／m1 を同

時添加後24 時間で 培地 交換 し、B 群 で は Pift9 ／ml

24時間添加後TlO 了M 添加培地 に交換 し24時間培

養 した。C群で は T　10’7M 　24時間添加後 Pl μ g／ml 添

加培地 に交換 し24時間培養 した 。 細胞数を算定し、

dye　exclusion 法に よっ て 生細胞 も算定 した 。 培養

液中に浮遊 した細胞 と2 × los個の付着 して い る細

胞 を用い て gel　electrophoresis をお こ な い DNA

ladderの 検出を、またIloechst33342に よ る蛍光染色

と nick 　and 　labelling法 によ っ て apoptosis を起こ し

た細胞を形態学的に検討 した。［成績］細胞増殖

は 、薬剤添加後48時 間で A群27，8％ 、B群33．4％、 C群

32．0％、72時間で A群 10，0％、B群 15．0％、C群5．8％に抑

制された。付着 して い る細胞 で は24− 48時間後にT

単 独投 与群 とB群 に apoptosjs 、C群 に apoptosis と

necrosis が 認め られ たが 、A群で は変化が軽微で あ

っ た 。 すべ て の群で 浮遊 して い る細胞に は顕著 な

ap 。pt。 sis を認めた 。 「結論1　 T添加後P投与 （c群）

が最も有効で ある機序と して 、T に よ る apoptosis の

誘導に加えたP に よる necrosis の 誘導が共存す る こ

と を示 し た 。

旧 的亅CDDP 耐性細胞の トポイ ソ メラ
ーゼ活性 と

トポイ ソ メ ラ
ーゼ 阻害剤 に 対する感受性を明 ら

か にす る こ とを本研究の 目的 とした．

1方法1He臨 ，
　KF

，
TYK およ びそれ ら の CDDP 耐性

獲 彳馴朱で あ るHeLaR ，　 KF 　R ，　TYKR の 各細胞株を

研 究対 象 と した． トポイ ソ メ ラーゼ 1阻害剤 と

して CPT − 11の 活性本体で あるSN −38を，ト

ポ イ ソ メ ラ ーゼ ロ 阻害剤 と して VP −16を選択 し，

MTT 　as　sayに よる感受性試験を行 うとと もに ，

CDDP と の 併用効果をIS　obologram に よ り解析 し

た．次 に，核蛋白の 抽出後， トポイ ソ メ ラーゼ

1で は supercDil 　ed　DNA と培養 し，　 supercoiled

DNA の relaxation 【assay を行 っ た． トポイ ソ メ ラ
ー

ゼ ilで は，　 ATP 存 在下 に kinetoplast　DNA と培養

し ，
ki　netoplast 　DNA の 〔iCcatcnat　ion　assay を用 い て

トポイ ソ メ ラ ーゼ 活性を測定 し，耐性細胞と そ

の 親細胞で 比較検討 した．

［成 績】耐性株 に 対 して SN −38と VP −16は交叉 耐性

を示さず，SN −38で はα ）Lateral　sensitivity を認め た．

親細胞 では CDDP と トポイ ソ メ ラ
ーゼ 阻 害剤と

の 相乗効果 はみ られな か っ たが，耐性細胞に お

い て はSN −38はCDDP との相乗効果を示 した．耐

性細胞 の トポイ ソ メラーゼ 1活性は親細胞の 4倍

程度に 上昇 したが， トポ イ ソ メラ
ーゼ II活性は

同程度 であ っ た．

［結論F 種の CDDP 耐性細胞を用 い た 成績よ り，

CDDP 耐性細胞に おける トポイ ソ メ ラ
ーゼ 1活

性の 上 昇な らび に SN −38 とCDDP との 相乗効果が

明 らか とな り，
CDDP 耐 性細胞に 対する トポ イ

ソ メラ
ーゼ 1阻害剤の 有効性が示唆された．
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