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概要　絨毛癌は ，す べ て の タ イ プ の 妊娠に続発す る が
， 脈管侵襲が著明で ある た め 血 行性転移 を 伴 い や

す い ．こ の た め ，治療の 主体 は MTX を中心 とする化学療法 で あ り癌細胞 の 薬剤耐性能獲得は
， 絨毛癌

患者 の 予後を大 きく左右す る。今回，2種類 の ヒ ト絨毛癌細胞 株（HCCM 株お よ び CC1 株）よ り，MTX

耐性株を誘導し，HCCM 株 か らは 10−6M 〜10−4M
　MTX 濃度で 増殖可能な 5 種類 ，　CC1 株 か らは 10

一sM

〜10−7M 　MTX 濃度で 増殖 可能 な 2種類 の 耐性株を 作製 し た．非 耐性株お よ び i耐性株 の ，1） HCG 分泌

能 ，
2）細胞内

3H ・MTX の 取 り込 み ，3）細 胞 内 DHFR 活性値，4）核型分析，5）CCI 系耐性株 の DHFR

遺伝子 の 増幅 の 有無 を 比較検討 し た．その 結果，1）HCG 分泌能は，耐性能が高ま る に つ れ低下す る傾

向が 認 め られ た。2）MTX の 細胞内取 り込み は，耐性能獲得に 伴 い 減少 す る傾 向が認め られ た ．3）

DHFR 活性値は，　HCCM 系 で は 耐性能獲得 に 伴 い 上昇 し，10
−4M

耐性株で は親株に比し ， 約10倍の増大

を 認 め た が，CC1 系 で は 差を認 め なか つ た ．4）両耐性株 と も に 耐性能獲得 に よ る特定 の 染色体変化 は 同

定 で きなか つ た が，MTX 葡 性 に よる DHFR 遺伝子 の増幅 で 生ず る とお もわ れ て い る DMs は
， 全 て の

細胞株 で 観察さ れ，そ の 出現頻度 は 耐性濃度上 昇に つ れ増大 し た ．5） CC110 −7M
耐性 株 の DHFR 遺伝

子量 は ，CC1 親株お よ び CC110
−sM

耐性株に 比べ ，約 9 倍 に 増 幅 し て い た．以上 の こ と よ り ，
1） MTX

耐性能獲得 に は，MTX の 細胞膜運搬 の 低下 お よ び DHFR 活性値の 増大が少な くと も関与し て い る こ と

が判明した 。2）DHFR 遺伝子 コ ピ ー数の 増大 は，　DHFR 蛋 白 の 増加 に 先 行す る ら し い こ とが判明 し た．

3）絨毛癌細胞 で 観察 さ れ た DMs は
，
　DHFR 遺伝子以外の 遺伝子 の 増幅 の 結果招来さ れ た もの で あ る こ

とが うか が わ れ た 。

Synopsis　Choriocarcinoma 　cells 　grown 　in　the　presence　of　MTX 　have 　developed　resistance 　irt　two 　ways ．

The　HCCM 　derived　sublines （relatively 　h三gh　MTX 　resistant ）produced 　enhanced 　levels　of 　DHFR 　and 　had

relatively 　unimpaired 　transport 　of　MTX ，　though 　altered 　transport　was 　the　primary 　dete  inant　of　response

in　the　CCI　derived　sublines （low　MTX 　resistant ）．　Since　the 　selection 　pr 〔》cedure 　used 　was 　identicai，　it　was

assumed 　that　altered 　MTX 　transport 　was 　iasu租cient　to　account 　entirely 　for　various 　degrees　of　resistance ．

Increased　DHFR 　activity　was 　necessary 　fQr　the　development　of　high　MTX 　resistance ．　 The　overproduction

of　DHFR 　was 　the　consequence 　of　amplification 　of 　the　DHFR 　gene　sequence ．

　The 　incldence　of 　DMs 　in　rnetaphases 　paralleled 　the　degree　of　resistance ．　 Since　DMs 　were 　also 　present

in　the　cells 　not 　showing 　DI｛FR　gene　amplif …cation ，　mechanisms 　other 　than 　DHFR 　gene 　multiplication 　were

responsible 　for　the　de　novo 　synthesis 　of 　DMs ．

Key 　words ； MTX 　resistance 　・　Transport 　・　DHFR 　
’
　Gene　amplification

　　　　　　　　　緒　　言

絨毛癌は ， すべ て の タ イ プ の 妊娠 に 続発す るが
，

と くに 奇胎妊娠 と の 密接 な関連は 臨床上 よ く知 ら

れた 事実 で ある．そ の 組織形態 は ，異型 ト ロ ホ ブ
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　ラ ス トに よ り構成 され，絨毛形態 の 欠如を特徴 と

す る。本腫瘍は
， と くに 脈管侵襲が著明 で ある の

で ，肺 な どへ の 血 行性遠隔転移 を 伴い や す い ．そ

の た め ，化学療法が治療の 主 体 とされて い る． と

きに ， 妊 孕 性温存 の た め
， primary 　cheTnotherapy

が行な わ れ る こ ともあ る。こ の 場合， Methotrex−

ate （MTX ）を 中心 とする化学療法が頻用 され る

が ， その 抗腫瘍効果は，ジ ヒ ド ロ 葉 酸還元 酵素

（DHFR ） と結合 し ジ ヒ ドロ 葉酸か らテ ト ラ ヒ ド

　ロ 葉酸の 還元を競 含的 に 阻害 し還元型葉酸 プ ー
ル

を欠乏 させ
， チ ミ ジ ン 体 の 合成 を阻害す る こ と に

よ り発現 され る． しか し，絨毛癌 の 中に は MTX
に 対す る反応性 の 低 い もの も存在 し， と くに再発

例な ど以前 に 大 量 の MTX が 使用 され た 症 例 に

頻発す る。こ の た め，臨床的に は 絨毛癌細胞 に お

け る MTX 耐性 の 存在が推測されて い るが
， そ の

詳細 は 不 明で あ る。

　 MTX は絨毛癌以外 の 癌 の 治療 に も使用 され ，

絨毛癌 と同様 臨床的 MTX 耐 性の 存 在 が治療上

の 大 きな障害 となつ て い る。 こ の た め ，種 々 の 実

験動物癌細胞を用い
，
MTX 耐性機構を解 明す る

た め に 多 くの 基礎的研究が 行なわ れ て きた ． し か

し ， 動物癌細胞 で得 られ た結果が すべ て ヒ ト絨毛

癌細胞に 適用可 能で ある か 否 か に つ い て は 全 く不

明で ある ．こ の た め
，

ヒ ト絨毛癌細胞株 か ら MTX

耐性株を樹立 し，耐性能獲得に伴 う生化学的 ， 分

子遺伝学的変化を検討する こ と に よ りそ の 耐 性機

構 の 解明 を試み た 。

　　　　　　　実1験材料 お よび方法

　 1）細胞株 お よ び耐 性株の誘導

　培養 ヒ ト絨毛癌細胞 HCCM 株 （慈恵医大中本

博士 よ り供与）お よび CC1 株 （名古屋大学後藤博

士 よ り供 与）を今 回 の 実験に 使用 した．MTX 耐性

の 誘導は ，MTX 濃度 10
『8M

か ら開始 し ， 順 次段 階

的に MTX の 濃度 を一h げ HCCM 株 か ら，10’6M

（HCCM −Rl ）， 5 × 10
−6M

　（HCCM −R2）， 10
−5M

（HCCM −R3 ），
5× 10−5M 　（HCCM ・R4 ）， 10

− 4M

（HCCM −R5）濃度耐性株 を，　 CC1 株か らは 10”8M

（CC1 −R1）， 10
一

アM （CCI −R2）濃度耐性株を樹立 ／、

た，増殖速度が安定 で あ る こ とを確認する た め
，

CC1 系で は 細胞倍加時間を測定 し た ．　 MTX の 殺

日産 婦誌39巻 5 号

細胞効果を調 べ るた め
， CCI 系で は MTX の 50％

細胞増殖抑制濃度 （ED50 ）を調 べ た ．

　 2） HCG お よ び βHCG の 測定

　 高濃度 MTX 存在下 で ， 培養絨毛癌細胞 が，ラ

ン グ ハ ン ス 型細胞 か ら合胞体型細胞 へ の 転換 が生

じるか否か を調 べ るた め，24時 間に 分泌 され る培

養液 中 の HCG お よ び βHCG を radioimmuno ・

assay 法 に よ り測定 した．

　 3） 3H ・MTX の 細胞内取 り込み

　 10−sM 　
3H −MTX （13．4Ci／m 　mol ） を含む培養

液中に て 2時間培養 した．その 後，冷 リ ン 酸緩衝

液 に て 3 回遠沈 （1，
500rpm 　5分間）洗浄後 ， 細胞

内
3H −MTX の 放射活性を液体 シ ン チ v 一シ ョ ン

カ ウ ン タ ーに て 測定 した．

　 4）細胞 内 DHFR 活性値の測定

　 細胞塊を超音波破壊 し
， Stanley　et　a1．の 方法

に準 じて
，

DHFR 活性 を求め だ
71
．

　 5） Southern　blot　analysis

　 Sodium　dodecyl　sulfate （SDS ） プ ロ ナ ーゼ 処

理 した細胞 （正 常満期胎盤 ，CC1
，
　CC1一衆1お よ び

CCLR2 ）か ら フ ェ ノ
ー

ル 法に よ り高分子量 DNA

を精製 した
9｝lo＞。細胞 DNA 　20μg を制限酵素 Eco

R1を用 い て 消化 し，0．9％ ア ガ ロ
…

ス ゲ ル 電気泳

動に て 分離 し た 後 ， Southernの 方法
16〕

に 従 い ナ イ

ロ ソ フ ィ ル タ
ー

上 に 移 し
32P

で nick 　translation

した ヒ ト DHFR 　c−DNA （PHD 　84　Dr ．　Attardiカ

リ フ ォ ル ニ ア 工 科大学教授 よ り供与）を プ ロ ーブ

として ・ ・イ ブ リ ダ イ ゼ イ シ ョ ソ を行 ない ，autor ・

adiography 　（露光時間96時間）　に よ り／丶イ ブ リ ダ

イ ズ し た DNA 断片を検出 し た ．

　 6）核型分析

　培養細 胞 を コ ル セ ミ ド（0，02μ g／m1 ）に て 処理後

O．075M 　KCI に て 低張処理 し ， カ ル ノ ア 固定 の の

ち ，ギ ム ザ染色 お よ び キ ナ ク リ ン 分染法 に て 核型

分析を した．

　　　　　　　　　 結　　果

　1）MTX 耐 性 ヒ ト絨毛癌細胞株 の 誘導

　MTX 添加培養法 に よ り，

一
定の 速度で 増殖可

能 な 7 種類 （HCCM −R1 〜R5
，
　 CCI −R1 〜R2） の

MTX 　i耐性株 の 誘導に 成 功 した 。絨毛細胞 は
， 多 く

の 場合 MTX 存 在下 で ラ ン グ ハ ソ ス 型細胞 か ら

N 工工
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合胞体型細胞 へ の 転換が生 じ，HCG 分泌能 を獲

得す る と ともに 細胞分裂を停止す る．今回樹立 し

た耐性株で も同様 の 現象が 生 じ
，

MTX 耐性 獲得

が見か け上 の もの で ある と い う可能性を否定す る

た め に ，各細胞株の 細胞増殖速 度お よび HCG 分

泌能 を調 べ た．そ の 結果 ，
CC1

，
　 CC1 −R1お よ び

CC1 −R2 で は それぞれ32，28，24陦問 の細胞倍加時

間が示 され ，
MTX 耐性濃度の 上 昇 に 伴い む し ろ

細胞増殖速度の 速 まる傾 向が認め られた．同時に ，

HCCM ，
　CC1 系両 耐性 株 に お い て HCG

， βHCG

分泌能を 測定 した が両株 と も に ，MTX 耐性濃度

の 上昇 に 伴 い 分泌能 は
…

時亢進す る もの の 全体 と

して は 低下 し た （図 1）． こ の 結果は ラ ン グ ハ ン ス

型細胞 か ら合胞体型細胞 へ の 顕著 な転換が生 じ て

い な い こ とを示唆 し て い る た め ， 7種類 の 細胞株

は 各 MTX 濃 度 に 真 に 耐性 で あ る と判断 し た ．

CC1，　CC1 −R1 お よ び CCI・R2 の 50％細胞増殖抑制

濃 度 は そ れ ぞ れ，1．28× 10
−8M

，4．57　x　10一sM
，

1．08 × 10−6M 濃度で あり ， 親株に比 し CCI −R1は

3．6倍 ， CC1 −R2 は 84倍耐 性で あつ た ，

　 2）MTX 耐性株 に お ける細胞内 MTX 量

　種 々 の 基礎的実験か ら， MTX の 細胞内集積性

の低 下 が MTX 耐性 の
一機構

6＞で ある こ とが 示唆

され て い る の で ，絨毛 癌 MTX 耐 性株 に お い て

MTX の 細胞内取 り込み 量を測定 し ， 親株の そ れ

と比較検討 し た 。HCCM 系 に お け る
， 相対的細胞

内取 り込み 率 （耐 性株細胞内
3H −MTX 量 ／親株細

図　 1

胞 内
3H −MTX 量 ） は HCCM ・R2 で は 44％ ，

HCCM −R5で は 50％で あつ た 。ま た CC1 系で は
，

HCCM 系 よ り耐性獲得 と と も に ， さ ら に 急速 に

MTX の取 り込み を減ず る傾向が見 られ，　CCI −Rl

51％ ，
CC1 −R224 ％の 相対的細胞内取 り込 み 率 で

あ つ た （図 2a）。 こ の た め
，
　 MTX の 細胞内集積性

の低下が，ヒ ト絨毛癌細胞 に お い て も， MTX 耐 性

の
一
機構で ある こ とが 推測 された ，

　 3）MTX 耐挫株の 細胞内 DHFR 活性値 の 測定

お よ び DHFR 遺伝子 の 検出

　 MTX は DHFR と結合す る こ と に よ り， 抗腫瘍

効果を発現す る の で ，も し細胞内 DHFR 量 が増

大 し て お れば 葉酸代謝 は 支陣な く進行 し，MTX

の 抗腫瘍効果 は 発現 されない こ とに なる。 こ の た

め 耐性株 の 細胞 内 DHFR 活性値 を測定 し，非耐

性株 の そ れ と比 較 し た ．そ の 結果，HCCM 系耐性

株で は HCCM −R1で 親株の 約 2倍 ，
　 HCCM ・R5で

は 約 10倍 の 活｛生値増大が示 され ， 耐性獲得 とと も

に細胞 内 DHFR 活性値 の 増大す る 傾 向が観察 さ

れ た。しか し ， CC1 系で は CC1 −R ：L，　CC1 −R2 とも

に 親株 と比較 し活性値の 増大は 認め られなか つ た

（図 2b）．　 HCCM 系 と CCI 系 耐 性株 で は ， 耐 性

MTX 濃度が 異 な り，
　 HCCM −R1が 10

冖6M
　MTX

濃度耐性，CC1・R2が 10
−7M

　MTX 濃度耐性で ある

こ と か ら DHFR 活 性 値 の 増 大 は 恐 ら く10−6M

MTX 濃度付近で 開始 され る こ とが推 測 された 。

　 ヒ ト絨毛癌 瓢 TX 耐 性細胞の 場合，　DHFR 活性
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値の 増大が い か なる分子遺伝学変化 に よ り招来 さ

れ る か は 不 明で あ る た め
， 耐性 細胞 内 DHFR 遺

伝子量 の 変化 に つ い て 検討 し た ．正 常満期 胎盤組

織 DNA を対照 と し ， CC1 ，　CC1 −R1お よ び CCI −R2

DNA に 存在す る ヒ ト DHFR 遺伝子 を Southem

blot　hybridizationに よ り検 出 した ． 4 種 類 の

DNA と もに 介在配 列 を欠如す る DHFR 偽遺伝

子 DNA 断片の ほ か に ，13kbp ，6kbp お よび4kbp

に 3 種類 の ヒ ト DHFR 遺伝子 DNA 断片が観 察

された 。こ の 偽遺伝子に も機能的 に 活性がある ら

しい こ とが示 唆され て い る
3）が，本研究 で は こ の

方面の 究明は 行なわ な か つ た．

　 13kbp ，6kbp お よび4kbp の DNA 断片は
， 正常

満期胎盤 ， CC1 お よび CCI −R1で は 同等の バ ン ド

と して 検 出された が
，
CC1 ・R2 で は 明ら か な増 幅が

観察 され ，正 常満期胎盤 な どに 比較 し
， 約 9倍 の

増幅が存在す る こ とが判明 した （写真 1）．こ の た

め MTX 耐性 に 関与 す る 分子遺伝学 的 レ ベ ル の

変化 は
， 既 に 1rM 　MTX 濃度付近か ら開始 し，

そ の 遺伝子 コ ピ ・一一　vaを 増大す る こ とが示 唆 され

た ．

　4） MTX 耐挫能獲得 に伴 う細胞遺伝学的変化

　DHFR 遺伝子増幅が
，

い か なる細胞遺伝学的変

化 として 表現 される か を調 べ るた め ， 親株お よ び

耐性細胞株 の 染色体分析を行 な つ た ．HCCM 株

は ，染 色体数80 と異数性を示 し，種 々 の 構造異常

a　 b　 c　 d　 o

引触 噌 鞠 蛾 灘齢譱

　
陥

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　浬 蹄

耀
　 　  

鑾 撫麟 賺

莓

田
ダ鞭

幅轟鳩聴
轍

　 ua

−
e．。、．　

− 13kb

 　　驚

笛厭
臨

＿ 6kb

va　
一＃4kb

　 　 　 　 9me 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 げ

　　　　　　　 bdi　 i
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 a隅黶
　 　 　 　 　 　 葺　　　　　　　　　

’
　　　　　　　　　　　　　　　　　 ，

　 ；　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ’　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 、／

　　　写真 1　Southern　blot　hybridizat三〇n
probe　PHD84 （ヒ トーDHFR 　c−DNA ）4× 10scpm／μ g
DNAa

　正 常満期胎盤，b　CC1親株，　 c　CC110 −B耐 性 株，
d　CCI　IO−7耐性株，　 o 　正 常満期胎盤 十 Marker

13kbp， 6kbp，4kbp に 3種 類 の ヒ ト DHFR 遺 伝 子
DNA 断 片が観察 さ れ た．13kbp，6kbp ，4kbp の DNA

断片 は
， 正 常胎盤 CC1 お よ び CCI−R1で は 同等 の バ ソ

ドと し て 検 出 さ れ た が CC1 −R2 で は 明 らか な増幅が 観

察 され，正 常満期胎盤 な どに 比 較 し，約 9 倍の 増幅が

認め られ た ．
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表 la　 HCCM お よ び その 耐性株 の 核型 分析

［
COnSiStent　 ChrOrnOSOmal 　abnOrmalitieS

No ．　of 　cells

examined

Range

儲翻
No．　 of 　 ce 】正s

karyく）typed
gam lOS5， structual

abnormalities

HCCM 45
7Q〜148
（8〔D 6

2， 3，　 3， 6， 7
8，12，14，L4，】7

18，19
，

20
13 lp1

49　　 　 1

　　　　　　…

63〜 85
〔70）

4 4，　 5，　 7，21
1P＋，1P＋

i（ユ3q）H   M −R4

HCCM −R5
一

・・ 」」壁 ⊥ ・ 隔 ：、ド
・ 1PT，1P

．
ト

i（13q）

表 1b　CCI お よ び そ の 耐性 株の 核型分 析

R 。  e ］ clona 五 abn （，rma ユitv　　　　　　　　「
No ，　 of 　cells

examined 艦 と匚」gaIn
structural

abnormalities

1冒

1CC

ユ 24
55〜13主

（89）

3，
10，
19，

8，
U ，
19，

9，
12，
20，

9，
16，
21，

9，
17，
X1018

ユq
−
、2q

’
，　i（2q｝，3P＋

4P
−．
，6q

−
，6q．，19q〒

CC1 ．R1 33
79〜108
　（94）

1，
11，
17，

2，
11，
20，

5，
12，
20，

7，
工3，
227

，
14，

　8
ユ4i

（2q），2q
＋，3P＋，6q−

6q
−
，19q

＋

CC1−R2　　　　　　　　27

＿一 ＿＿

　　　 53〜107

上　　　　　（96） ［
1，

1U，
17，

2，
ll，
20，

2，
11，
2至

5，
／3，

8，
／4，

916　　　　，2q＋ ，3P〒，4q＋，

塵 唱 1…

凹

お よび 由来不 明の 異常染色体が観察 され た．これ

らの 染色体変化は ， 耐性 株で も同様 に 観察 された

が ， 耐性能獲得に 伴 い さ らに染色体数の減少お よ

び i（13q） の 新た な 出現が HCCM 系耐性株 に 共

通 し て観察された （表 1a）．これ ら 2 種類の 染色体

変化 が CC1 株 の 耐性能獲得に 際し て も同様 に 出

現す るか否か を検討 した が，CC1 系で は 染色体数

の増加以外 に 耐性能獲得に伴い 出現す る染色体変

化は な い こ とが判 明した （表 1b）．こ の た め ，こ れ

らの 染色体 変化 は MTX 耐 性能獲得に 関与す る

染色体変化で は な く，む し ろ癌細胞の 細胞遺伝学

的不 安定 さに よ り招来され た もの と解釈 された ．

　次 に ， 基礎的実 験よ り MTX 耐 性 獲得 に 伴 う

DHFR 遺伝子 の 増幅 の 結果生ず る こ とが 示唆 さ

れ て い る 微 小 染 色体 （DMs ）お よ び Homoge −

neously 　staining 　region （HSR ）
4 ）

の 出現頻度を調

べ た ．そ の 結果 ，
HSR の 出現 は 9 種類 の 細胞株 で

全 く認め られな か つ た が ，
DMs は HCCM お よ び

CC1 系細胞株 で そ の 存 在が 確認 され た ．　 HCCM

10％ ，
HCCM −R4　24．5％，　HCCM ・R5　32．2％，　CC1

19％，CC1・R173 ％，　CCユーR2　65％の 出現率で あ り，

表 2　微小染色体 の 出現頻度

　 　 CCI

　 　 　   」．Rユ

　 　 　 CC1−R2

　 　 　 HCCM

　 　 　 HCCM −R4

L ＿ 璽 」至

DMs ／metaphases

19　　％　@（10／　53
73 　％　（53／　7

j65 　　％　（44／　
） 10 　％（7
7  24．5％　（35／
3） 32 ・2笈豐

18

j ＿ 」 両 株 と もにMTX 耐性 濃 度 の 増大 に伴 い

　 DMs の 出現を増すこ とが 判明した（ 表2 ）

こ れ らの 結 果 は ， 絨 毛 癌 細 胞 に お け る M

耐性 獲 得 と DMs の出現の 間に 相 閾関係のあ

こと を示唆す るが， 同 時に非 耐 性 株 である親

およ び DHFR 遺伝 子 の 増 幅 が認められなか つ

CCI − R1 で も DMs が 高 率 に
観 察されるこ

か ら ，ヒト 絨 毛癌 細 胞に 出 現するDMs は M

耐性 以 外 の機構に 原 因

ることが推測された． 　

　　　 　　 　 　 考 　 　 案 　腫 瘍 細 胞に お け

MTX 耐 性 獲得 の機 構を解 明するた めに多 く

蕪礎 的 研究が 行な わ れ，その 結 果，1 ）
MTX

の腫

細胞内
へ
の移 行 障 害 6 ） ， 2 ） N 工 工 一
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DHFR の MTX に 対 す る 親 和 性 の 低 下
7）

， 3）

DHFR の 特異的増加 5）
とい う三 つ の 基 本的 な耐 性

獲得機構が示 され て きた 。研究 の 対象 とな つ た動

物細胞株の 種類 に よ つ て こ の 三 者の うち ，
い ずれ

か が顕著に な つ た もの と考え られ る が ， ヒ ト絨毛

癌細胞の 耐性獲得機構に つ い て は 報告 が全 くな い

た め 詳細は 不 明で ある．

　 本研究 で は
，

2 種 類 の ヒ ト絨 毛癌細胞株 よ り

MTX 耐性細胞株 の 誘導に 成功 した。　 MTX 高濃

度「耐性株 HCCM 系細胞で は ，　 DHFR 活性 値の 増

大お よ び軽 度 の MTX 細 胞内集 積性 の 低 下が 観

察 され た の に 対 し，低濃度耐性株 CCI 系細胞で

は ，高度の MTX 細胞内集積性の 低下の み が観察

された 。こ の た め 10
−8M

か ら10
− 7M

　MTX 濃度耐

性細胞 （CC ］系耐性株） で は
，
　 MTX の 細胞膜運

搬の 低下が，耐性能獲得 に 際 し主要な役 割を果た

す も の と判断 された ．し か し，IO−6M 　MTX 濃度

以上 の MTX 耐性細胞 （HCCM 系耐性株）で は
，

細胞膜運搬 の 低下 の み で は
， 耐性獲得に 不 充分で

あ り，DHFR 活性値 の増大が 必要 とな るも の と考

え られ る。
一

方， DHFR 活性値 の 増大は
， 多量 の

MTX が細胞 内 に 存在 して も，葉酸代謝 を支障な

く回転で きる こ とを意 味す るた め ，MTX の 細胞

膜運搬の 低下を必要 と しな くな り， 高濃度耐性株

で は
， 徐 々 に MTX 運搬が再開 され る こ とが推測

され る．

　 MTX の 運搬は MTX に 高 い 親和性 を示 す温度

お よび エ ネ ル ギ
ー
依存担体を介す る経路が主体 と

な り行 なわれ る
IB｝， ハ ム ス タ ー卵巣細胞に お け る

抵抗性株 で は，MTX 親和性担体 の 欠如が 抵抗 性

出現 の 原 因 とな つ て い る
8）が， ヒ ト絨毛癌細胞 で

も同様 の 機構が作動す る か 否 か に つ い て は 不 明 で

ある．

　腫瘍細胞の 多剤耐性獲得機構 の 研究か ら， そ の

耐性機構は
， 抗癌剤の 膜輸送 に 関与する糖蛋 白の

変化に よ りもた らされ る
13 〕こ とが判明 して い る．

耐性細胞 で は
， 抗癌剤が能動的 に細胞外へ と排泄

され ，その 結果細胞 内濃度が低下す る こ と に よ り

耐性を獲得す る．耐性細胞 に お け る こ の 膜輸送の

変化は ，Ca 拮抗剤な どに よ り改善され ，細胞 内濃

度が高 ま り再度耐性細胞 の 抗癌剤 に対す る感受性

日産 婦誌39巻 5 号

が 高 ま る
14 ）．MTX の 細胞膜輸送 に 関 し て も，こ れ

と同様 に 糖蛋 白の 変化が関与 し て い る こ と も推測

される た め
， MTX の 細胞膜運搬 の 低下が 主要 な

耐性機構 で あ る細胞株に お い て ，糖蛋 白の 同定お

よび Ca 拮抗剤 に よ り MTX の 抗腫瘍効果 が増強

される か 否か の 検討が 必要 で ある。い ずれに せ よ
，

MTX 運搬 シ ス テ ム は あ る種 の 遺伝 子制御 の も と

に 作動す る た め 絨毛癌細胞 に お い て も遺伝子変異

が運搬 の 低下の 原因 と推測 され る．し か し
， 高濃

度 MTX 耐性絨毛癌細艪 に は
， な お抗腫瘍効果発

現可 能 な MTX 量 が取 り込 まれ て い る こ と も事

実で ある た め ，MTX の 細胞 内取 り込み の 低下 の

み で ヒ ト絨毛癌細胞の す べ て を説明する こ とは 困

難 で ある．

　 高濃度 MTX 耐 性絨毛癌細胞で は ，　DHFR 活性

値の 増大が観察 され る とい う結果は ，絨毛癌細胞

の MTX 耐 性 機 構 を 考 え る 上 で 重 要 で あ る．

DHFR 活性値 の 増大 は ，10−6M 　MTX 濃度付近か

ら開始 され ， 10
−4M

　MTX 濃度 で は 約 10倍 に達す

る。MTX の 抗腫瘍効果は
，
　 DHFR の 作用 を阻害

する こ と に よ り発現 され る． こ の た め に は ，多量

の MTX が DHFR と結合 し て い る だ け で な く，
“
自由

”
な MTX と し て 細胞内に 存在 す る こ とが

要求 され る．耐性細胞 に お ける DHFR 産 生 の 増

大は ， こ の
“
自由

”

な MTX の 存在を な く し，葉

酸代謝 を正 常 に 回転 させ る こ と に よ り MTX の

抗腫瘍効果を 消去す る も の と考 え られ る，

　 ヒ ト 白血 病 由 来 の MTX 耐 性 細 胞 の 細 胞 内

DHFR は 非耐牲の もの と比較 し約 200倍に も増加

す る こ とが知 られ て い る
1〕。しか し，本研究で 樹立

され た ヒ ト絨毛癌耐性株 の DHFR 活性値の 増大

は 軽微で 約10倍の 増加 が示 され た に す ぎな い 。両

老 の MTX 耐性 の 程度 が 異 な る こ とが最 も大 き

な原 因 と想像 され る が，本研究 の 結果 か ら ，
ヒ ト

絨毛癌細胞 の 場合は
， 少な くとも二 つ 以上 の 耐性

獲得機構 （MTX の 腫瘍細胞 内へ の 移行 障害お よ

び DHFR 量 の 増大）が 有機的 に 関連 し て 作動す

る た め ，DHFR 量 の 過剰な増大を必要 と し な い も

の とも推測 され る．い ずれに せ よ ， DHFR 量 の 増

大 が MTX 耐性獲得に 主 要 な役 割を果 た す こ と

は 事実 で ，し か も10−6M 　 MTX 濃 度付 近 か ら

N 工工
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DHFR 活性値 の増大が 認め られ る と い う事実 は，

癌化学療法 に お ける薬剤選択 を行な う上 で 重要 で

あ る，

　 すべ て の 蛋 白合成 は ，DNA 上 の 構造 を決定す

る 遺伝 子情報 か ら m −RNA が合 成 さ れ る こ と で

開始され る。こ の た め
， 絨毛癌細胞 の DHFR 活性

値 の 増大は
，
DNA 上 の DHFR 遺伝子量 の 増大 に

よ り招来 され る の で は ない か と推測 し，絨 毛癌

MTX 耐性 細 胞 DNA の DHFR 遺伝 子の 検 出 を

試み た ．そ の 結果 ， 10
− 7M

　MTX 耐性 細胞 DNA 中

に す で に 約 9倍 の DHFR 遺伝子 コ ピ ー数 の 増 大

が 生 じて い る こ とが判 明 した． しか も， 実際の 耐

性獲得の 主役 で ある DHFR 蛋 白の 増加 が 開始す

る MTX 濃度よ りもさ らに 低 い 濃 度 で DHFR 遺

伝子 コ ピ ー数 の 増大 が
， すで に 生 じ て い る こ とも

同時に 観察 された ．CC110 ｝7M
　 MTX 耐性細 胞

は
， 耐性獲得 に 際 し MTX の細胞膜運搬 の 低下 の

み で充分で あ り， DHFR 蛋白の 増大を必 要 と し な

い こ とが推測 される ．そ し て ，細胞が生存す るの

に DHFR 蛋 白の 増大 が必 要 に な つ た 濃度で
，

は

じ め て DHFR 遺伝 子 の 増幅 に 見 合 うDHFR 蛋

自の増大が生 じる か もしれ な い ．或 い は ，増 幅遺

伝子 は 当初通 常の 方法で DHFR 活 性値 と し て 測

定 で きぬ 変異蛋 白の み を合 成す る の か もしれ な

い 。今後 ， CC110
−7M

　MTX 耐性細胞 の 主要 な耐

性機構を確認す る 上で
，
DHFR 　m −RNA の 同定が

必 要で ある ．

　 MTX 存在下 で 樹立 し た v ウ ス 耐性株 を MTX

の 存在 しな い 状態で し ぽ らく培養 す る と，MTX

耐 性の 低下す る 不 安定型
11）（DMs 所有）と耐 1生を

もち続 ける安定型
12 ）

（HSR 所有）に 区別 され る。

さらに ，DMs お よ び HSR の 中に 増 幅 DHFR 遣

伝子が存在す る こ とが明 らか とされ て い る
tl｝12）

。

絨毛癌耐性細胞 で も同様の こ と が存在する の で は

ない か と推測 し，絨毛癌 MTX 耐性細胞 の 染色体

分析を 行な い ，DMs お よび HSR の 出現の 有無を

検討した結果 ， 前者の 存在 の み が確認 された ．耐

性濃度 の 上 昇に 伴 い ，DMs の 出現 も増大す る 傾向

に あつ た が ， DHFR 遺伝 子 の 増幅が招来 され て い

な い 細胞 で もそ の 存在 が観 察された た め ， ヒ ト絨

毛 癌細胞で は DHFR 遺伝子 の 増幅 と は 異 な る機

構 に よ り DMs の de　llovo 合成が起 こ る もの と推

測 された。 ヒ ト神経芽細胞腫
15〕や 大腸癌

2）な どで

は
， 発癌遺伝子 の 増幅の 結果 と し て ，DMs お よ び

HSR が表現 され る こ とがある．こ の た め DMs お

よ び HSR と い う染色体変化は
，
　 DHFR 遺伝子 の

単純増幅に 特定され た もの で は な く何 ら か の 原因

に よ りある種 の 遺伝子 の コ ピ ー数増大が招来 され

た 場合に 生ず る もの と解釈 され る。 こ の た め， ヒ

ト絨毛癌細胞で 観察 され た DMs もむ しろ 発癌 に

関与す る遺伝子 な どの 増幅 の 結果 ， 形 成 さ れ た も

の と想像 された ．
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