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Pl−208　分裂期 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト機能 と抗がん 剤感受性
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旧 的】細胞は分裂期前中期に お い て 1）染色体が赤道上 に 並ん で い るか，2）染色体に 損傷が ない か を見極め た Lで ，娘細胞
へ と均等 に 分 配 させ る ．こ の 監 視機構 を 分裂期チ ェ ッ ク ポ イ ン ト （以 下 SAC ） と呼ぶ ．が ん 細胞 に と っ て み れ ば分裂の た び

に 遺伝子不安定性を高め る こ とが で きる だけ に，多 くの が ん にお い て こ の SAC 機能が 低下 して い る こ とが 考え られ る．　SAC
が タ キ サ ン 系薬 剤 の 効果に 必 須 で あ る こ とが 報告 さ れ て い る が，我 々 は 他 の 作用機序 を有する 抗 が ん 剤 の お い て も，SAC
機能が 重 要 か どうか を検討 した．【方法】HeLa 細胞 を用い て SAC の 構成因子 Mad2 を siRNA に よ っ て ノ ッ ク ダ ウ ン し，　 SAC

機能低下 の モ デ ル と した．自金製剤 （CDDP ，　 CBDCA ），　 DNA 合成阻 害剤 （SN−38，　doxorubicin）投与 を行い ，　 MTT 法 に よ

る IC50の 値 で感受性評価 をお こ な っ た．【成績】SAC 低 ド細胞 は コ ン トロ ール 細 胞 と比 し，自金製剤投与で は有意な差 は認 め

な か っ た が （低下細胞 vs コ ン トロ ール 細胞 ：0．39　vs  ．29pg／ml （CDDP ），7．7　vs　6．0μg〆ml （CBDCA ）），
　 DNA 合成阻害剤投

与 で は抵抗性 を示 した （0．13vs　O．06μgfml （dox 。rubicin ），3．3　vs 　1．7ng，”ml （SN −38）），【結論】SAC 低下 に よ りタ キ サ ン系薬

剤 に対 して 著 しい 抵抗性 を示 す こ とが既 に 報告 され て い るが．DNA 合 成 阻害剤 感 受性 にお い て も SAC が 重 要で あ る こ とが

わ か っ た，一方，白金製剤 感受性で は SAC は関 係 し なか っ た．今後，　 SAC の 機能 を評価す る こ と に よ り薬剤選択が 可能に な

る こ とが考えられた．

P1−209　抗癌剤 Vincristine（VCR ）投与後の Weanling（W ）マ ウ ス と Adult （A ）マ ウ ス の 毒性 の 違 い
一

薬剤耐性遺伝子
ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス を用い た in　vivo の 検討
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【目 的】薬剤 耐 性 遺 伝子 に よ っ て 作 られ る ATP −binding　cassette 　transp 。rter は 抗癌剤 を細胞外 に 排 山させ る 重要な役割 を

担 っ て い る，われ わ れは薬剤耐性遺伝子 ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス を用 い ，年齡 の 異なるマ ウス に抗癌剤を投与 しそれ ぞれ の 毒性 の

違 い と，野 生マ ウス （WT ）お よび ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス の 各臓器内の VCR 濃度に つ い て も比 較 した．【方法】C57BL／6野生

（WT ）マ ウ ス と multidrug 　resistance 　associatedproteinl （Mrpl ）お よび P−glycoprotein （MdrlaAb ）遺伝子をそ れ ぞ れ ノ ッ

ク ア ウ トした Mrpl （KO ），　 Mdrla ／lb （DKO ），
　 Mrpl ，mdrla ／lb （TKO ）マ ウ ス の Weanling （W ）： 生後 3週 マ ウ ス と Adu 且t

（A ）： 牛 後 8−12週 マ ウ ス 3−4匹 に，VCR を WT ；4．0 と6．Omg，，
「
kg，　KO ；2．0 と 4．Omg，・’kg，　DKO ；0．5 と 1．Omg ，

！kg，　TKO ；O．0625
と O．125mg〆kg を腹 腔内投与 し生存率 と生 存期間を 調べ た，また，［

3H
］VCR 投 与後 2 時間，4 時間，8 時間後の WT マ ウ ス

と TKO マ ウ ス の 各臓器内の VCR 濃度 をそれ ぞれ 比 較 した．【成績】異なる遺伝子マ ウ ス で ，　 W マ ウス は A マ ウ ス より高い 死

亡 率 と短期生存を認め た．特に TKO マ ウ ス は 微量の VCR 投与で W マ ウ ス が高い 死 亡率だ っ た．各臓器内の VCR 濃度は，
WT マ ウ ス で は 8 時 間 後 の W マ ウ ス の 肺，脾臓 に．　 TKO マ ウ ス で は 4 時間後の W マ ウ ス の 心 臓 腎臓 に 高濃度を示 し た，
【結論】同 じ投 ワ量 の VCR に 対 して W マ ウ ス が A マ ウ ス よ り高い 死亡率 （毒性〉を示 し，主要臓器内に 高濃度の VCR が確

認された，こ れは ヒ トの 小児 と成人に おい て も，た と え抗癌剤の 投 与量 （mg ／kg）が 同 じで も小児の 方が 強 い 薬物毒性を示す

こ とが 考え られ た．

P1−210 新 し い CDDP 耐性化機序 とそ の 克服法 の 発 見 ：CDDP 耐性癌細胞 に お け る deaてh−associatedprotein 　kinase
（DAPK ）mRNA 翻 訳障 害の 意 義
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【目的】CDDP 耐性克服法の 開発」方法】ヒ ト于宮頸部扁平上皮癌株か ら，CDDP 長期暴露法と限界希釈法で単細胞由来耐性株を6株樹 L匿，　CDDP
感受性試験 とDNA 断片化 ア ッ セ イで耐性化確認，脱メチ ル 化剤 5AZ−CdR処理及びヒ ス トン 脱アセ チ ル化 阻害剤 TSA 処理時の CDDP 感受性

変化解析とDAPK 蛋白発現を western 　blot解析．定量 RT −PCR 法で DNAmethyltransferase（DNMTI ，DNMT3A ，　DNMT3B ）及び DAPK
mRN 　A 発現を比 較，　DAPK 　promotorメチ ル化を DAPK 特異的 メチル化ア ッ セ イで検畠．【成績15，　AZ −CdR と CDDP の 同時処理は耐性株 と親株

の CDDP 感受性を同復させ，24時 間 5AZ　CdR処理 後の CDDP 暴 露は，耐性株全 6株で CDDP 感受性回復を認めず，3耐性株で DNMT3B
発現著増し，5AZ −CdR 処理に よる CDDP 感受性同復が軽度の 3株に

一
致，4 耐性株に親株同様の DAPK 　promotorメチ ル化を認め

，
2 耐性株に

はメチ ル化を検出せず．親株は5AZ．CdR単独処理で DAPK 蛋白発現亢進，5AZ−CdR とTSA との 併用処理は相乗的に DAPK 蛋白発現を促進

した、耐性 6株全て が 5AZ−CdR処理 にもTSA との 同時処理にもDAPK 蛋 自発 現誘導を認めず．3耐性株は著明 な DAPK 　mRNA 発現亢進，
全 6耐性株で親株よ り1）APK　mRNA 発現が高かっ た，【結論】5AZ −CdR 処理は CDDP 耐性を一過性に回復させ，耐性株で効果が持続しない の

は DNMT 発現亢進に
一
因する，可逆的に長時聞脱メ チ ル化を維持で きる蘂剤は臨床的CDDP 耐性癌に治療応川 が可能で ある．耐性癌細胞は

CDDP 耐性獲得過程で DAPK 翻訳障害を獲得し，5AZ−CdRとTSA の 同時処理 にも不応を呈し，この 翻訳障害獲得は新 しい CDDP 耐性化機序

に関与 し，耐性獲得の 一分子マ ーカーになる，定説を覆し，DAPK 蛋自発現は mRNA 翻訳レベ ル で の 調節が大 きい こ とを実証 した，
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