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論文内容の要 t:::. 
日

癌化学療法中における抗癌剤耐性の問題は現在さまざまな角度から研究が進められているが，血液脳

関門の存在やリンパ組織の欠如した脳実質内のグリア細胞から発生した脳腫虜に関しては，化学療法に

よる一時的寛解がようやく達せられた段階であり，寛解後lと再発する抗癌剤抵抗性グリオーマに対する

対策はほとんど立てられていない。脳腫虜の治療関門の存在などの理由からニトロソウレア系薬剤が主

に使われているが，本邦で開発された 1 - (4 --amino • 2 -methyJ -5 -pyrimidinyl ) methyJ -3 -

(2 一chloroethyJ )ー 3 -ni trosourea hydroch I ori de (A C N U)は強い抗腫虜効果を有するにもかかわ

らず，再発グリオーマに対しては無効なことが多く，再発グリオーマにおけるACNU耐性が示唆され

ている。そこで我々はラットグリオーマを向いてA C NUlé対する耐性細胞株を樹立するとともに，耐

性機構の解明およびその治療法について検討を行った。

(方法ならびに成績)

腫場細胞として，ラット C6 および 9 L グリオーマ細胞を用いた。

1. ACNU耐性グリオーマ株の樹立

1 X 107 個の C6 および 9 L細胞をそれぞれ Wistar および Fisher 344 ヨットの大槽内へ移植して

meningeal gJiomatosis (MG) ラット(それぞれC6MG ， 9LMG と略記)を作成し， C 6MG ラ

ットは腫場移植後 1 日目に A C N U/kg it で， 9 LMG ラットは 5 日自に AC N U 15mg/kg i v で治

療した。治療後l乙増植してくる腫場を採取し再びラ、γ 卜の大槽内に移植してMG ラットを作成し同様

に治療を行った口このような継代と治療を 5 代繰り返して得られた細胞の in vitroでの ACNUlé対す
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る感受性は，各親細胞に対する 1 C50 の比で表すと C6 由来細胞で75であり， ACNUI乙対し高度の耐

性を有することが証明された。乙れらのACNU耐性細胞を各々 C6/ACNUおよび 9L/ACNU

細胞と命名し，以下の実験に用いた。

2. 耐性細胞における ACNUの uptke と retention

F alcon 24 well pl ate にて C 6/ACNU , 9 L/ACNU および乙れらの親細胞を24時間培養した

のち， Ethylene (14C) ACNU (10μg /me) を加え，一定時間毎に (14C) A C N Uを含む培養液を捨

て， P B S で洗浄後 1 N Na OH で細胞を溶解してシンチレーションカウンターにて放射活性を測定す

ることにより ACNUの細胞内uptake を調べた。 C6/ACNU および 9 L/ ACNU 細胞内ACNU

量は，親細胞に対し 5 時間で，それぞれ 24.2 %および 24.6 %まで低下していた。そこで 9 L および 9

L/ACNU細胞における細胞膜透過性を( 14 C) ・ α-aminoisobutylic acid の細胞内 uptake で比較

したが，両者l乙有意差は見られなかった。乙のことから ACNU耐性細胞における細胞内ACNU量の

低値は，細胞膜透過性の低下による influx の減少よりも，むしろ efflux の充進 lζ原因があることが

示唆された。そ乙でこれらの細胞における efflux ~ごついて検討した。各細胞を24時間培養したのち

(14C)ACNU (10μg/me) を加え，さらに 3 時間培養した。ここで (14C) A C N Uを含む培養液を新

しい培養液に換えて，一定時間毎に培養液を捨て， 1 N Na OH で細胞を溶解したのち細胞内に残存す

る (14C) A C N Uを測定した。その結果C 6/ ACNU および 9 L/ ACNU 細胞は，親細胞に対し 5

時間でそれぞれ 3.3 %および 16.7 %の細胞内ACNU量を示し， ACNU耐性細胞における effluxが親

細胞に比べ元進していることが示唆された。さらに sodium azide, 2,4-dinitrophenol , oligomycin 

などの代謝回害剤などにより細胞内エネルギーをブロックすると， 9 L/ACNU細胞におけるACNU

の細胞外 efflux は， 57%減少した。このことから~ ACNU耐性細胞における efflux はエネルギー

依存性の active transport によるものと推測された。

3. 耐性克服の可能性

今回樹立されたACNU耐性細胞の耐性機構は，主l乙 efflux の元進によることが示唆されたため，

細胞膜代謝花影響を及ぼす nicardipine ， verapamil などのカルシウム桔抗剤や，細胞膜からカルシウ

ムを放出させる作用のある reserpine の存在下で培養したところ， C6/ACNU細胞における ACNU

の efflux は有意に抑制された。そ乙で， in vivo モデノレとして C6/ACNU 細胞を用いてMG ラット

を作成し，腫場移植後 1 日自に， nicardipine 500μg /kg , verapamiI 500μg /kg , reserpine 250 

μg/kg のうちー剤と ACNU 1 mg/kg との併用による髄腔内治療を行ったところ， MG ラットの生存

日数は箔 increased life span (1 L S)で各々 24% ， 22% , 41%と有意に延長した。乙のことから，乙

れらの薬剤が耐性グリオーマの治療に有用である可能性が示唆された。

(総括)

1) ラット C6 および 9 L グリオーマを in vivo で継代と治療を繰り返す乙とにより， ACNU耐性細

胞株を樹立した。

2) 両ACNU耐性株における耐性機構として，細胞外 efflux の克進が示唆され，乙れはカノレシウム

括抗剤により抑制された。

。
。



3) C 6/ A C NU細胞を用いて作成した meningeal g1i omatosisα1G) ラットモデ)レの生存日数は，

nicardipine , verapamil や reserpine と ACNU の併用 lとより有意に延長し，これらの薬剤が坑癌剤

耐性グリオーマの治療に有用で、ある可能性が示唆された。

論文の審査結果の要旨

本論文では， ラット 9 L およびC6 グリオーマから ACNU 耐性株を樹立し，その耐性機構および耐

性の克服の可能性について検討した。その結果， ACNU 耐性細胞では， ACNUの細胞外 efflux が

充進していることが耐性の一因子であると示唆され，さらに耐性の克服の可能性として，カルシウム拾

抗剤の併用が有用であることが示された。

本研究は，脳腫療における抗癌剤耐性について新たな知見を提示するとともに，将来臨床応用へ発展

可能な意義のある研究と考えられる。
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