
Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

日本 産科婦 人科学会雑誌　AcTA　OBsT　GYNAEc　Jpl　 Vol．41，　No・1，　PP・7− 14， 1989（昭64， 1月 ）

Cisplatin耐性 ヒ ト卵巣癌細胞株 の 誘導 と

そ の 細胞生物学的性状の 解析

吉谷　徳夫

本多　達雄

新 潟大 学医 学 部産科婦人 科学教室

安達 　茂実 　　三 沢　芳夫

金沢 　浩二 　　竹内　 正 七

　　 香 川 医科 大学 母 子 科学講座

　　　　 田中　耕平

湯沢　秀 夫

Isolation　of　Cisplatin−resistant 　Subline　from　Human 　Ovarian　Cancer

　　　Cell　Line　and 　Analysis　of　its　Cell・biological　Characteristics

　　　　　　　　 Norio　YosH 王YA ，
　Shigemi　ADAcHI ，

　Yoshio　M 王sAwA ，

　　　　　　　　　Hideo 　YUZAwA ，　Tatsuo　HONDA ，
　Koji　KANAzAwA

　　　　　　　　　　　　　　　 and 　Shoshichi　TAKEucHI

DePartment （ゾ 06s観 ガ os　and 　Gyneco　log）9　School〔ゾ Medicine，2＞iigata　Univers功〜，1丶1iigald

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Kohei　 TANAKA

　　　　　1）ePartment げ P廨 嬲 ’0・（；ynecology，　Kagawa　Medical　School，　Kagatt，a

概要　 ヒ ト卵巣未分化癌細胞株 TYK ・nu を用 い
， 低濃度 の Cisplatin（CDDP ）含培地 よ り培養を 開始 し ，

段階的 V− 　CDDP 濃度を高め る こ と に よ り，　 TYK −nu 株 が 完全 に 死滅す る CDDP 含培地 に お い て も増殖

し得 る CDDP 耐 性株 TYK −nu （R ） の誘導に 成功 し，そ の 細胞生物学的性状お よ び CDDP の 新誘導体

Carboplatin（CBDCA ） に ヌ寸する感受性を検 討 し，以下 の 結果 を得た ．

　1。TYK −nu （R）株は TYK −nu 株 に 比較 し
， 細胞境界 が 不 明瞭で ，細 胞 の 大小 不 同 が 顕著 で あ る が，

電顕に よ る観察お よび 免疫酵素抗体法に よ る各種 染色態度 に お い て は 差 異 は 認 め られ な か つ た 、倍加時

間は TYK −nu 株 が 43時間，　 CDDPO ．5μg／ml 含培地 で の TYK −nu （R ）株の そ れ は 48時間 で あ つ た ．

　2．CDDP お よ び CBDCA96 時間接触後，増殖抑制法 に て 算定し た IC， 。 （μg／rn1）は ，　 TYK ・nu 株 で ぱ

CDDPO ．035，　 CBDCAO ．5，　 TYK −nu （R）株 で は 各 々 0．62，2．0で あつ た ．

　3．CDDP （2，0μg／ml ） 2 時間接触後測定 した細胞 内 CDDP 濃度は 両株 の 間に 差 を認 め な か つ た．

　4．染色体分析 に お い て は，両株 と もに多 くは 高 2倍体域 に 分布する が，TYK −nu 株の モ ードは 56で あ

る の に 対 し，TYK −nu （R）株で は 51で あつ た ．　 TYK −nu （R ）株 の 核型 分析に お い て，ほ ぼ共通 し て 7

番染色体長腕の 欠失 が 観察された ，

　5．CDDP （0．2ptgfml）お よ び CBDCA （2．Oμg／ml ）48時間接触後 に 解析 した DNAhistogram で は
，

TYK −nu 株に お い て 各薬剤接触 に よ り S お よ び G2＋ M 期 の 減少 が み られた が，　 TYK −nu （R ）株で は 薬

剤非接触群 と 同様 の 所 見 を 示 し た．

　以上 よ り，
TYK ・nu （R）株 は 親株 に 比 較 し 17．7倍 の CDDP 耐性 を 示 し，　 CBDCA に 対 し て も交叉耐性

を 示 した ．耐性発現機 序と し て は ，核型分析の 結果 よ り遺伝子 上 に 生じ た変異が関与し て い る 可能性 が

示 唆 さ れ た ．

Synopsis　The 　cisplatin （CDDP ）−resistant 　subline 　TYK −m1 （R ＞was 　developed　by　culturing 　TYK −nu （human

ovarian 　cancer 　cell 　line　in　 vitro ）with 　exposure 　to　CDDP 　in　stepwise 　increasing　concentrations ．　 The

characteristics 　of 　both　cell　lines　were 　compared 　and 　the　results 　were 　as 　follows；

　1．Both 　cell　lines　formed　a 　monolayer 　in　a　pavement 一玉ike　arrangement 　and 　large　cells 　were 　occasionally

present 　in　TYK −nu （R）rather 　than　TYK ・nu ．　 The　population 　doubling　time　of 　TYK −nu 　and 　TYK ・nu （R）

was 　43hr　and 　48hr，　respectively ．

　2．ICsD（μg〆ml ＞in　96hr　treatment　with 　CDDP 　and 　carb   platin（CBDCA ）wasO ．035　and 　O，5　in　TYK −nu 　and

O．62and 　2．Oin 　TYK ・nu （R＞，　respectively ．
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　 3，In　the　intracellular　CDDP 　concentration ，　there　was 　no　marked 　difference　between　TYK ・nu 　 and

TYK −nu （R）after 　CDDP 〔2．Optg／rnl）treatment 　in　2hr，

　4．After　treatment　with 　CDDP ω．2μg／ml ）or 　CBDCA （2．0μg／ml ＞，　a　decrease　in　S　and 　G2 十 Mcompart ・

ments 　was 　observed 　in　the　pattern　 of 　the　DNA 　histogram 〔⊃f　TYK −11u，　but　not 　ill　that　of　TYK −nu （R）．

　 5．The 　majority 　of 　chmmosomes 　in　both　cell　Iines　were 　in　hyperdiploid　areas 　and 　the　mode 　of 　TYK −nu
and 　TYK ・nu （R＞was 　56　and 　51，　respectively ．　 The 　karyotype　 of 　TYK −nu （R）showed 　deletion　of　chromo −

some 　7q．
　Thus ，　 compared 　to　TYK ・nu ，　 TYK ・nu （R）was 　17．7　tirnes　 rnore 　 resistant 　to　CDDP 　 and 　 4　times　more

resistant 　to　CBDCA ．　 The 　results 　suggest 　that 　the 　mechanism 　of 　resistance 　to　CDDP 　may 　be　due　to　genet三c
changes 　at 　the 　cel 工ular 　level．

Key　words ：　 Ovarian　cancer ・In　vitro 　cell　line。Cisplatin−resistance ・Carboplatin

緒　 　言

　Cisplatin（CDDP ）は 種 々 の 悪性 腫瘍に対 し強

い 抗腫瘍効果 を示 し
， 婦人科領域で は

， と りわ け

卵巣癌に お い て 優れ た 有効性が認め られ
1）

， 現在 ，

多剤併用 に よ る卵巣癌化学療法の 中心的抗癌剤と

し て導 入され，従来 の 化学療法に比較 し高 い 奏功

率が報告 され て い る
8）12）。しか し，CDDP に抵抗性

を示す症例や再発症例 で は そ の 治療が極 め て 困難

で あ り，今後 の 卵巣癌治療成績 の 向上 を図 る うえ

で ， 有効な新抗癌剤 の 開発 とと もに CDDP 耐性機

序の 解明 は 重要 な課題で ある．

　 こ れ ま で Methotrexate6），　 Adriamycini9）
，

Vincristine24），　Etoposidei6｝等の 耐性細胞株 が誘導

され ， 種 々 の 検討に よ る有意義 な情報 が提供 され

て お り，CDDP 耐性機序解析 の 目的 に お い て 耐性

細胞株の 誘導 は有用 な研究方法 と考え られ る．今

回 ，
ヒ ト卵巣癌細胞株よ り CDDP に 対 す る耐性株

を 誘導 し，そ の細胞生物学的性状お よ び CDDP の

新誘導体 Carboplatin（CBDCA ）に 対す る感受性

を 検討 した の で 報告す る．

　　　　　　　　　研究方法

　1．培養材料 お よ び培養方法

　当教室に お い て樹立 した ヒ ト卵巣未分化癌由来

細胞Sk　TYK −nu 株を用 い た ．TYK −nu 株 の 細胞形

態は
， 多核巨細胞 を混 じた ほ ぼ均

一
な多角細胞か

らな り，
上皮様敷石状配列を示 し増殖す る

7｝．細胞

の 継代維持お よ び実験に お い て は ，10％準牛胎児

血 清 （以下 FCS
，

三 菱化成）添加 Eagle　MEM （日

水製薬）を用い ， 37℃ ， 5 ％CO21ncubator内で 静

置培養 し
，
0．25％trypsin と0．01％EDTA 併用 に

よ る細胞 分散を行 い 継代 し た ．

　2．CDDP 耐 性株の 誘導

　CDDP 耐 性株 の 誘導 は Galivan の 方法 に 準 じ

て 行つ た
141
．すなわ ち，TYK ・nu 株 細胞 1x105 個／

35mm 　plastic　dish （Corning）の 細胞密度 で ，培

養開始 よ り CDDP （ブ リ ス トル ・マ イ ヤ
ーズ ）0．02

μ g／ml を 加 え培養 した．　CDDP 非添加培地 に お け

る TYK ・nu 株 と 同様の 安定 した 増殖 と継代操 作

が可 能 と な る ま で 培養継代を繰 り返 し ， そ の 後，

CDDP 濃度を段 階的 に 増 量 し つ つ 同様 の 培養継

代 を行 つ た ． こ の 操 作 に よ り約 6 ヵ 月 後 に

CDDPO ．5μ g／ml の 濃度 に お い て も増殖す る耐 性

株 TYK −nu （R）株を誘導 し た ．

　3，形態お よ び増殖

　 1）顕微鏡的検 索

　位相 差顕微鏡 下で の 観察 の ほ か に
，

Lab −Tek

chamber 　slide （MILES ）に付着させ た 細 胞 を95％
エ タ ノ ール 固定後，Hematoxylin・eosin （HE ）染

色 ，
Periodic　acid 　schiff （PAS ）染色，　 Diastase

消化試験後 PAS 染色 を行 い 観察 した，また ， 既

報
7｝
に 準 じ て超薄切片を作成 し，酢酸 ウ ラ ニ ル

・ク

エ ン酸鉛で 二 重染色後，透過型 電子顕微鏡 （日立

HS ・9） に よ る観察 も行つ た．

　 2）増殖曲線，倍加時間

　1x105個の TYK −nu （R）株を35mm 　plastic　dish

に 播種 し，培養開始時点 よ り CDDPO ．5μg／ml 含

培地 中に て 培養し， 2 日 ご と ec　medium 　change

を行 い
， 生細胞数を 0．4％ Nigrosinを用 い て 算定

し，増殖 曲線を作成 し倍加時間を求め た．実験は

各 point ご と に triplicateに て 2 回 以 上 行 い
，

CDDP 非含培地 に お い て 同様 の 方 法 に て 得 られ

た TYK −nu 株 の 増殖 と比較 した．

　4．酵素抗体法 に よ る HLA 抗原 の 検索

　 Lab−Tek　chamber に 1 × 10s個 の 細 胞 を 播 種
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し ，

一一re時間 CDDP 非含培地に て培養 した の ち ，

PBS に て 洗浄 し Acetone固定（10分）後 ，
　 ABC 法

に て HLA −A ，
　 B

，
　C（Sera4ab社 ： x100 ），　 HLA ・

DR （Cappel社 ：× 120）の 染色を行い ， 染色態度

を観察 し た ．

　5．薬剤感受性

　TYK −nu 株お よ び TYK ・nu （R）株細胞を各 々

1× 105個35mm 　plastic　dishに 播種 し ， 培養開始 時

点 よ り CDDP お よ び CBDCA （ブ リ ス トル ・マ イ

ヤ ーズ ）を添加 し ， 48時間後 に medium 　change を

行 い
， 培養開始96時間後 に 細胞を剥離採取 し生細

胞数を算定 し，抗癌剤非含培地 に お け る生細胞 数

に 対す る 比 率を 算定 し作成 し た dose　 response

curve よ り両細胞株に 対 す る各薬剤の IC5。 （50％

inhibition　concentration ）を求め た ．実験は 各

point ご とVc　triplicateに て 2 回行 つ た ．

　 6．CDDP 濃度

　 1）細胞 内 CDDP 濃度

　両 株 細 胞 （1xles個 ）を CDDP2 ．0μg／ml 含

MEM 培地 に 浮遊 さ せ
，

37℃恒温槽 内に て 2 時間

振 蘯し つ つ 接触 させ た後，PBS に て 遠心洗浄し ，

回収 し た 細胞を用い て ， 原子吸 光光度法に て 細胞

内 CDDP 濃度を測定 し た
2°）．

　 2）培養上清 中の CDDP 濃度

　 CDDP 非 含 培 地 に お い て
， 両 株 細 胞 が

confiuent の 状態に 達 し た 時点 で ，　 CDDPLO μg／

ml を含む 10％ FCS 添加 MEM 培地に 換 え ， 経時

的 に培養上清 中の 全 （Total）お よび蛋 白非結合型

（Free）Platillum（Pt．）濃度を duplicateに て 前

記方法 で 測定し た ．Free　Pt．の 測定 は
， 採取 した

培養上清を Centrifree　MPS ・3 （Amicon ）を用 い

て 1，200g， 15分間の 遠心 に よる限外濾過法 に て 得

た検体を測定 し た ．

　 7．染色体 分析

　活発 な増殖期に ある細胞を用 い て 染色体分析を

行 つ た．1× 106個の 培養細胞 を MEM5m1 に 浮遊

さ せ
，

コ ル セ ミ ド（GIBCO ）（最終濃度 O．5μg／ml ）

を加 え37℃， 2時間培養後，遠心 （800rpm ， 5 分

間）し上清を捨て ，37℃ に温 め た 0．075M 　KCI 　4ml

を加 え20分間低張処理 を 行つ た ． カ ル ノ ア 液を 同

量加 え細胞を浮遊 させ 10分間 弱 固定後 ， 遠心 し カ

ル ノ ア 液を換 え再浮遊 させ 20分間強固定 の 後，冷

却 し た slide 　glass上 に 細胞を 滴下 し，火炎固定に

て 作成 した 標本を trypsin処 理に よ る G −binding

を行い 染色体数 の 算定 ， 核型分析を行 つ た ．

　8．DAN 　histogram

　 CDDP 非含培地 に お い て confluent の 状態 に達

した両 株細胞を 用 い
， CDDP （0．2μg／ml ）お よ び

CBDCA （2，0μ g／ml ）含培地 に て 48時間培養後，

細胞を剥離分散 し
，
PBS に て 2 回洗浄，70％エ タ

ノ ール 固定を行 い 測定 まで
一20℃ に保存．測定は

，

固定後 の 細胞 を PBS に て 2 回遠心洗浄後，0．1％

RNase （Sigma）処 理 （37℃ ，30分）し た 後 ，

Ethidium　Bromide （E．　B．）溶液 （E ．　B ．　10μg／ml ，

0．1％Na −citrate， 0．1％TritonX −100）に て DNA

染 色 （4℃ ， 30分）施 行．測 定 直 前 に 細 胞 浮

遊液 を 40μ mesh 丘lterに 通 し，　 Cytofluorograf

50H （Ortho祉）に て DNA 　histogramを作成 し分

析 し た ．

　　　　　　　　　研 究成績

　L 形態 ・増殖 お よ び染色態度

　 CDDPO ．5μg／ml 含培地に お ける TYK ・nu （R）

株の 細胞形 態は
， TYK −nu 株 と同様 に 上 皮様敷石

状配列を示 し ，
confluent の 状態 に 達 し て も pile

up す る 傾 向 は ほ と ん ど み られ な い ．し か し ，

TYK −nu 株に 比 較し て 細胞境界が不 明 瞭で
， 細胞

の 大小不 同が著 明に認 め られ る （写真 1〜 4）．電

顕的検索で は両株 とも同様の 所見を示 し ， cilia 様

の 細胞突起 を有 し ， 分泌顆粒や 分泌 空胞 は 認め ず ，

接着装置と して は 少数の desmosome が観察され

た ．

　 TYK −nu 株の 倍加 時間は 43時間．　CDDPO ．5μ g／

m1 含培地 に お け る TYK ・nu （R ）株 の 増殖は ，培

養開始後 2 日 目 よ り対数増殖期に 入 り， 10日目ま

で ほぼ直線的に 増加 し ， 倍加時間 は 48時間で あっ

た （図 1）．TYK −nu （R）株 は CDDP 非含培地 に

お い て 10代以上 継代後 も形 態所見に 変化 は な く，

CDDP 含培地 に お い て も安定 し た 増殖を示 した ．

　 PAS 染色お よ び 免疫酵素抗体法 に よ る各種染

色態度に お い て は 両株細胞 に差異は み られなか つ

た （表 1 ）．

　 2．薬剤感受 性
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写真 1　Morphological　finding　of 　TYK −nu ．（Phase

　contrast ，　x　100）

靆灘
写真 4　 Morphological 　 finding　of 　 TYI （−nu （R），

　 （HE ，× ユ00）

写頁 2　Morphological 　 finding　of 　 TYK −nu （R ）

　（Phase　contrast ，　 x 　1〔｝O）
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写 真 3　 Morphological 　finding　of 　TYK ・nu ．（HE ，

　 × 100）

　CDDP お よ び CBDCA96 時 間 接 触 後，
　 dose

response 　curve よ り求 め た 各薬剤 の IC5。 （μg／

m1 ） は ，　 TYK ・nu 株 で は CDDPO ．035 ，

CBDCAO ．5
，
　 TYK ・nu （R ）株 で は 各 々 0．62，2．O

5xloe
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図 1 　Growth　curves 　of 　TYK ・nu 　and 　TYK −nu （R）

表 1　 Results　of 　PAS 　 staining 　and 　immunohis ・

　tochemical　staining

Cell　line
Staining

TYK ・nuTYK ・nu （R）

PASPAS

（Diastase　digestion）

HLA ・A ，B，C
HLA ・DR

十

｝

十

一

←

　

十

一

で あ り， TYK −nu （R ）株 は TYK −nu 株 に比較 し
，

17．7倍の CDDP 耐性を示 し，　CBDCA に対 して も

4 倍 の 耐性を 示 した （表 2 ）．

　 3．CDDP 濃度

　細胞内 CDDP 濃度 （μ g／10scells）は ，　 TYK ・nu

株で は O．414± 0．071 （n ＝ 3）， TYK −nu （R）株で

N 工工
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表 2　 Sensitivity　 of 　TYK −nu 　 and

　TYK ・nu （R）to　clsplatin 　alld 　car −

　boplatin

一
　　　CeU　hne

玉C ，。（μ9／m1 ）

CDDPCBDCA

TYK ．nuTYK
．nu 〔R ）

0．035G
．62

O．52
，0

ICso：50％ inhibitory　concentration

表 3　　1ntracellular　cisplatin 　con −

　 centration

Cell　line Cisplatin　 conc ，
（μ9〆10

＆
cells ）

TYK ・nuTYK
・nu （R ）

0．414 士 D、D71

0，396± D．013

表 4　 Serial　changes 　of　total　 and 　free　platinum
　 concentration 　in　culture 　rnedium 　containing

　 cisplatin （1μ9／ml ）

Cell　l加e

Cisplatin　concentration
　　　　　　　（μ9！mi ）

1hr＊ 2hr4hr24hr

Cell　free　　　　 Total　Pt． 1，020 ，990 ．98O ，92
Free 　Pt． O，931 ，000 、98O ，71

TYK −nu 　　　 Total　Pt， 0．870 ，97 一一 1，〔｝9
Free　Pt． 0．870 ．87 」一 0．67

TYK −nu （R）　 Total　Pt． 0，98104 一 1，02 ［
Free　Pt． o・921   94 　 0，72
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図 2　 Histogram 　o‘chromosome 　in　TYK ・nu
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図 3　 Histogram　of　chromosoIne 　in　TYK −nu （R）
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＊hours　 after 　 culture

は 0．396± 0．013 （n ＝ 3）であ り両株 の 間に 有意差

は 認め られ なか つ た （表 3）．培養上清 に お け る

Pt．濃度 の 経時的変化を み る と，細胞を含ま な い

dishに お い て は
，
4 時間後まで は ほ ぼ100％ ， 24時

間後 に お い て も約80％が Free　Pt．として存在 し

て い た ．培養細胞 を含む dishで は ， 2時間後に お

い て 約90％，24時間後 に お い て 約 70％が Free　Pt．

として 存在 して い た （表 4 ）．

　4．染色体分析

　両株 と もに 多 くは 高 2 倍体域 に 分布 し
，

TYK −

nu 株 （継代 134代 目）の モ ー ドは 56で ある の に 対

し ， CDDPO ．5μg／ml 含培地 に お い て 十 数代継代

後 の TYK −nu （R）株 の モ ードは 51で あ つ た （図 2
，

3）．核型分析 に お い て は
， TYK ・nu 株 で は既報 7｝
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写 真 5　 Karyotype　of　TYK −nu ．（染 色 体 数56）

と同様 ， 特定部位の trisomy
，
　 tetrasomy がみ ら

れ ， また ， marker 染色体 も観察され た （写真 5 ）．

耐 性株 に お け る特徴的所 見 とし て ，ほ ぼ共 通 して

7 番染色体 の
一

部に 長腕の 欠失 （7q− ）が観察 さ

れ た （写真 6）．

　5．DNA 　histogram
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　 TYK ・nu 株 に お い て は
，
　 CDDP お よ び

CBDCA48 時間接触 に よ り，S，　G2 十 M 期が 障害 さ

れ debrisの 増加 に よ り GI　peak の 幅が拡が り S ，

写 真 6　Karyotype 　of　TYK −nu （R）．（染色体数52，

　矢印は 長 腕 の 欠失 した 7番染 色 体）

G2 十 M の peak が 不 明 瞭 と な つ た の に 対 し，

TYK −nu （R ）株で は薬剤非接触群 と同様 の 所見を

示 し た （図 4 ）．

　　　　　　　　　考　　案

　生体 内動態 か らみ た CDDP の 抗鍾瘍 効果 に つ

い て の 検 討よ り，生体 内に 投与 された CDDP ぱ速

やか に 血 漿蛋 白と結合 し，抗腫瘍効果 の 低 い 蛋 白

結合型 Pt．とな り ， 高 い 抗腫瘍活性を有する Free

Pt．は ，投与後数時間で 血 中 よ り検 出 され な くな

る こ とが 報告 されて い る
2）4｝．今回検討 した培地 中

の Free　Pt．の経時的推移か ら ，
　 CDDP 添加 24時間

後 に お い て も生体 内 と比較 し高 率 （約 70％） に

Free 　Pt． とし て 存 在 して い る こ とが 判 明 し，

CDDP の 殺細 胞効果 を急速 に 減弱 さ せ る こ と の

な い 条件下 で 耐性細胞株を誘導 し得た もの と考 え

られた ．

　抗癌剤 耐性 と関連す る 染色 体所 見 と し て は
，

MTX 耐 性 細 胞 に お け る dihydrofolate

TY κ
一nu TYK −nu （R ）

蒐
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図 4　 DNA 　histogram
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reductase 活性 の 上 昇 と の 関連性 が指摘 され て い

る double　minute 　chromosome 　」

？　homogeneous−

ly　staining 　regioni
’｝
の ξまか は ほ と ん ど知 られて い

な い ．TYK ・nu （R）株の 核型分析 に お ける 7q一の

出現 が CDDP 感受性 と どの よ うな関連性 を有す

る の か 不 明 で ある が
，
TYK −nu （R）株 の CDDP 耐

性発現機序 が mutation に よ る もの で あろ うと推

察され る とともに ，染色体の特定 の 部分欠損症に

お い て腫瘍発生頻度が高い こ とが知 られて お り，

欠損部位 に 腫瘍発生を 抑制す る 遺伝子が存在 し て

い る と考 え られて い る こ とか ら
22 ）， 7 番染色体長

腕 に CDDP 感受性 に 関与す る 遺伝子 が存在す る

可能性 も示唆され た ．

　細胞 レ ベ ル に お け る CDDP 耐性機構 に つ い て

は ，（1）glutathiene（GSH ）
15 ）や metallothionein9

｝

の 細胞内増加 に よる薬剤不活性化 の 亢進 ， （2 ）細

胞膜 に お け る Na 依 存性 ア ミ ノ 酸輸 送機構の 変

化
23 ），（3）DNA 修復能 の 亢進

21）お よ び （4）流

入障害 に よ る細胞 内薬剤濃度 の 減少
5）
な どが報 告

され ，
こ れ ら の 耐性機構を取 り崩す方策 とし て ，

（1）に 対 し て は，細胞内 GSH 濃度を低下 さ せ る

目的で ，GSH 生成を阻害す る buthionine　sulfox −

imine （BSO ）
15）の 併用 ， （3） に 対 し て は，　 DNA

修復酵素の
…

つ で ある 06−alkylguanine 　DNA 　a1−

kyltransferaseの 作用を 障害す る streptozotocin

の 併 用
s），（4 ） に 対 し て は

，
calcium 　 channel

blocker の 併用 18）な どが基礎 的 ・臨床的 レ ベ ル で

検討 され て い る．TYK ・nu （R）株に お い て は ，細

胞内薬剤濃度 に有意差は み られず ，
BSO を添加す

る こ と に よ り CDDP 感受性 が亢進す る こ とか ら

（未発表），耐性機構 に GSH の 関与が推察 された．

　 耐 性機構の 解析 とと もに ，
CDDP 耐性細胞 に 対

する 種 々 の 抗癌剤 の 殺細胞効果の 検討 も重要な課

題で ある．CBDCA は CDDP の dose　limiting　fac−

tor で ある 腎毒性 が軽度で ，　 CDDP の 約10倍量 の

投 与 で CDDP と 同 等 の 抗 腫 瘍 効 果 が 期 待 で

き
i7）

， ま た
，
　 CDDP 耐性化後 の 症例 に も有効性 を

認め た こ とか ら注 目され て い る第 2 世代 の 白金錯

体で ある
13）．今回 の 検討で は

，
TYK −nu （R）株 は

CBACD に 対 し て 交差耐 性を示 し た が，　 ICso値 よ

　り，そ の 耐性 の 程 度 ぽ低 く ， CDDP に 対 し て は

17．7倍で ある の に 対 し，CBDCA に 対 し て は 4 倍

で あつ た．Behrens　et　a1．
10 ）も CDDP 耐性 ヒ ト卵

巣癌細胞株を用い て CBDCA を 含む 3種 類 の Pt．

analogue に 対す る感受性を検討 し ，い ずれ の 薬剤

に 対 し て も交差耐性 を示 し た が，耐性の 程度に は

差 が認め られた と報告 し て い る．こ れ ら の知見は
，

CDDP 耐性化後 の 症例 に 対す る薬剤 の 選択 お よ

び投与量 設定 に お い て 有意義 なもの と い える，

　今回，誘導した TYK −nu （R）株 は CDDP に対

して 安定 し た 耐性を示 し ，
こ れ ま で 報告され て い

る 2780cPls），
　 KFris），　 K562DDP23 ｝な ど の CDDP 耐

性 ヒ ト卵巣癌細胞株 と と もに 今後の 基礎的研究に

有用な細胞株 と考 え られた ．

　 稿 を終 え る に あた り，CDDP 濃度測定 に 御協力 頂 きま し

た ブ リ ス ト ル 。マ イ ヤ ーズ （株）前臨床 研究 所 に 感 謝 致 し

ます，本 論 文 の 要 旨は，第45回 日本癌学会総会 （昭 和61年，

札 幌 ） お よ び第 39回 日本 産科婦 人科学会学術 講演会 （昭 和

62年，東京） に お い て 発表 し た ．

　　　　　　　　　　 文　　献

　 1，cisplatin 婦 人 科 研 究 会 グ ル
ープ （代 表 加 藤

　　　俊）：共 同 研 究 に よ る cisplatin の phase 　 II

　　　study ．癌 と化 療 ，
9 ：694

，
1982．

　 2，藤井正 人 ， 犬 山征 夫 ， 増野 精二 ，田 中寿
一，高 岡

　　　哲 郎 ： ヒ ト血 漿中で の シ ス プ ラ チ ソ の 抗腫瘍活 性

　　　 に つ い て ．癌 と化療，11 ：1875，1984．

　 3．藤 原 康 弘，西條長宏 ：抗癌剤 の 薬剤耐 性．Oncol．

　　　 ＆ Chemother．，3 ：4ユ1，1987．

　 4．堀 内正敏，犬山征 夫，甲能直幸，増野 精二
， 藤井

　　　 正 人 ：Cis・dichlorodiammineplatinum（II）の 体

　　　 内動態．癌 と化療，9 ：632，1982．

　 5．岩野一郎 ， 菊 池 義公 ：卵巣癌 に 対す る 化 学 療 法 の

　　　 検言寸．　Oncol，＆ Chemother ．
，
3 ； 411

，
1987．

　 6．田 中耕 平 ニ ヒ ト絨毛癌 細 胞 株 よ り の Methotrex ・

　　　 ate 耐 性 株 の 誘 導 と耐 性 獲 得機序 に つ い て．日産

　　　 婦言志，　36：2129，1984．

　 7．吉谷 徳 夫 ： ヒ ト卵 巣 癌 （FIGO 未分化癌）由来培 養

　　　 細 胞 株 の 樹立 とそ の 細胞生物学的性状お よび 各 種

　　　 制 癌剤 に 対す る 感受性 の 解析．日産婦誌，38：

　　　 1747，1986．

　　8．湯 沢 秀夫 ， 高桑好
一，鈴 木 孝 明，本 間　滋，吉 谷

　　　徳 夫 ， 田 中邦男，田 中耕平，丸橋 敏 宏，吉 沢 浩 志，

　　　 小 幡 憲 郎，金沢 浩 二 ，竹内正 七 ：悪性 卵巣腫瘍 に

　　　 お け る Cisplatinを 中心 と し た 多剤併 用 化学療

　　　 法．新潟医 学会誌，99 ： 163，1985．

　　9．Bakka，　A ．，　Endresen．　L．，　f∂hnsen，　A ．B．S．，　Ed −

　　　 minson ，　P ．1）．　 and 　Rugs’ind，　 P．D ．’　 Resistance

　　　 against 　cis −dichloroCliammineplatinum　in　 cul 一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

14 CDDP 耐性 ヒ ト卵巣癌細胞株 の 誘導 と細胞生 物学的性状 の 解析 日 産婦誌41巻 1 ．号

　　　tured　cells　with 　 a 　high　content 　 of　metalloth −

　　　ionein．　ToxicoL ＆ Appl ．　Pharmacol ．，61： 215，
　　　1981．

10．Behren∫，　B．　C．，　Hamilton，　τ：C．，　Mas’uda ．　ff．，

　　　G70tzinger，　K ，R ，，　 Whan8 −Peng，」．，　Louie，　K 　G，，
　　　K ％utsen ，　 T．，　 McK ∂曳　碓 ル広，　 Young．　 R．c．　 and

　　　Ozols，　 ム〜．E ’　Characterization　　of　a　　cis
凵

　　　diamminedichloroplatinum　（II｝−resistant
　　 human 　 ovarian 　 cancer 　cell　 line　and 　 its　 use 　 in

　　　evaluation 　of 　platinu 正n 　analogues ．　Cancer　Res．，
　　　47 ：414，1987．

11．　Bi6dler，」．L．，　Melera，　P．　W ．　aηd　SPengler．　B，A ．’

　　 Specificially　altred 　metaphase 　chromosonles 　in
　　　antifolate ・resistant 　chinese 　harnster　cells　that

　　　overproduce 　dihydrofolate　reductase ．　Cancer

　　　Genet．　Cytogenet．，2 ： 47，1979、

12．　Bmekner，　 ff．　W ．，　Cohen，　C．ノ：，　Goldberg．　 f，1）．，
　　　Kaba o々w ，　Bリ　VVa！tach，1〜．C．，　DePPe，0．，　 Green−

　　　si）an ，　 E．　M ．，　 GrtS’berg　s．B．　 and 　Hotland．　f．F．’

　　　Improved　 chemotherapy 　 for　 ovar 三an 　 callcer

　　 with 　cis・diamminedichloroplatinum 　and

　　　adriamycin ．　Cancer，47 ：2288，1981．
13．　Evaη s，　 B．∠）．，　 Raj

凾
er，　 KS ．，　Calvert，　 A ．H ．，　 ffar−

　　　land，　S．f．　and 晒 7お肋 測 ，　E．．・　 Phase 　II　study 　of

　　 JM8 ，　a 　new 　platinum 　ana1Qg ，　in　advanced 　ovar −

　　ian　 carcinoma ，　 Cancer　 Treat．　Rep，，67； 997，
　　　1983．

14．Galivan，　 f，’ Transport　 and 　 metabolism 　 of

　　 methotrexate 　in　normal 　 and 　resistant 　cultured ．

　　 rat 　hepatoma 　cei 王s、　Cancer　Res．，39 ： 735，ユ979，

15．　∬lamilton，　T．　C，，　VVinker．　ル1．ノ1．，　 Louie，　K ，　G．，

　　Batist．θ．，　Bhrens，　B，　c．，
’rSblruo，　T．尸Grotzinger，

　　 K ．R ，，ル直d（o跳　レV．　M ．，　Young ，　R ．　C．　and 　Oeols，　R．

　　　F．：　Augmelltation　of 　adriamycin ，　melpharan ，

　　 and 　cisplatin 　cytotoxicity 　in　drug−resistant 　and

　　 −sensit 量ve 　hurnan　 ovarian 　 carcinorna 　cell 玉ines

　　 by　 buthionine　 sulfoximine 　 mediated 　 glutath −

　　 ione　depletion．　 BiQchem，　 Pha   acol ．，34 ：2583，
　　 1985．
16．Hilt，　B ．　T．　 and 　Bellamy，　A ．S．’　Establishment

　　 of 　an 　etoposide −resistant 　human 　epithelial

　　 tumor 　 cell 　 line　 in　 vltro ： characterization 　 of

　　 Pattems 　 of 　 cross ・resistance 　and 　drug　sensitiv ，

　　　ities．　Int．　J．　Cancer，33： 599，1984．
17．ノbη 6s，　践．C、，　PVilson，　P．メ1．　and 　Steel．　0．　G．’

　　　CeH　 survival 　in　 four　 ovarian 　 carcinoma 　 xeno ．

　　　grafts　 following　 in　 vi亡ro　 exposure 　 to　 me1 ．

　　　phalan ，　 cisplatin 　 and 　　cis・diarrlrnine・1，1−

　　　cyclobutane 　dicarboxylase　 p1atinum 　　II

　　　（CBDCA ，　 JM8）．　 Cancer　 Chemother．　 Phar・

　　　macol ，，13：109，1984．
18．　Kikucizi，】if．，乃露翅 那 6加，　 M ．，　Kdeawa，　L，　Oo 〃 zoガ，

　　　K ．　 and 　Kato，　ノ（．’　Estabiishrnent　 of 　 a

　　　cisplatin ・resistant 　 human 　 ovarian 　 cancer 　 cell

　　　line．」，N ，C．L，77 ：ll81，1986，
19．KimUra，　S．　and 　OkaZaki．　K ．’ AC10Se 　aSSOCia −

　　　tion　 of 　adriamycin 　 resistance 　 with 　 expression

　　　of 　cell 　surface 　antigens 　ill　adria 孤 ycin・resistant

　　　cell 　 lines　 of 　 herpes　 simplex 　 virus 　 type 　 2・．

　　　transformed 　syrian 　hamster 　ce11s ．　Jpn．」．　Can ・

　　　cer 　Res，，76 ： 1179，1985．
20．　LeRoy　A ．F．，　 Wehting，　 M ．五．，　 SPonseller，　 H ．L ．，

　　　配 α覇　W ．S．　t　 Sotomon，　 R，E．　 and 　P 召♂擁（虎，　 R ．

　　　L．tt　 Analysis　of 　platinum 　ill　bio王oglcal 　mate −

　　　rlals　 by　Hameless　 atomic 　 absorptbn 　 spectro ・

　　　photometry ，　Biochem、　Med ．，18 ： 184，1977．

21．　Mi（retich，　K ．，　 Michaels，∫，，．Jude．　 G ．，　 Kohn ，ム「．

　　　and 　Zwe 〃 ng ，ム．’ Mechanism 　 of 　resistance

　　　to　cis −dichlorodiammine・platinum （II）（DDP ）in

　　　aline 　of 　L1210　cells ．　Proc．　AACR 　and 　ASCO ，

　　　22 ： 252，　1981．

22．MblrPhree，　A ．五．　and 正lenedict，羅 E ’　Retinob−

　　　lastoma：Clues　to　human 　oncogenesis ．　Science
，

　　　223 ：ユ028，1984．
23．Shionのa．∫．，　Ler，｝I　and 　Scanlon，　K ，／．　tt　PrOP −

　　　erties　of　amino 　acid 　transport　systems 　in　K562

　　　cells 　 sensitive 　 and 　 resistant 　 to　 cis −

　　　diamminedichloroplatinum（II）．　 Cancer　 Res．，
　　　46： 3445，1986．
24．　TsurttO，　 T．，　Jida，　H ．，τヨκ 惣 os 勉，　Sl　 and 　Szfeu−

　　　rai ，　｝こ：　Overcaエning 　of 　vincristine 　resistance

　　　in　P3881eukemia　in　vivo 　and 　in　vitro 　through

　　　enhanced 　cytotoxicity 　 of 　vincristine 　and 　vinb −

　　　lastine　by　 verapalnil ，　 Cancer 　Res ．
，
41 ： 1967

，

　　　1981．

　　　　　　　　　　　　　 〔No ．6437　昭63 ・9 ・6受 付 ）

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


