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論文内容の要旨

癌の化学療法において，一次治療後の再発癌の多くが，先行化学療法に用いた抗癌剤に抵抗性を示す

乙とが知られている。扇平上皮癌が約709ぢをしめる口腔癌においても同様で，扇平上皮癌に対して選

択的に著効を示すブレオマイシン (BLM) を，再発した扇平上皮癌に再び投与しても無効な場合が多く

経験される。これらの事実は，再発癌にはBLMIC耐性を示す細胞が存在する可能性を強く示唆するもの

と考えられる。

このような観点、から，著者は. BLMIと対するヒト扇平上皮癌の耐性獲得機構を解析するため，先にヒ

ト扇平上即高培養細胞から.3 種のBLM耐'性細胞(HeLa-BLM. KB-BLMf • Hepd-uvBLMf )を分離・樹立した

本研究では，これらのBLM耐性細胞を用いて， BLM耐性機構の解析ならびにBLM耐性細胞出現におよぼす

変異原処理の影響を検索するとともに BLM耐性細胞に対する抗癌剤の効果増強についても検討を加えた。

BLM耐性機構を. 1) BLMの細胞内取り込みと細胞外放出， 2) BLM不活化活性， 3) DNA修復能

の面から検討した。 BLM誘導体である 3Hーペプロマイシン(世-PEP) の細胞内への取り込みは，親株

細胞に比べて.HeLa-BLMf細胞およびKB-BLMf 細胞では約40%低下していたが. Hepd-uvBLMf 細

胞では差はみられなかった。また細胞内 lζ取り込まれた 3H-PEPの細胞外放出は. HeLa-BLMf 細胞と

Hepd -u v BLMf 細胞において親株細胞よりも速やかであったが. KB-BLMf 細胞では差異は認められな

かった口細胞内BLM 不活化活性を ， B. subtilis PCl219 株を用いたbioassaylCより調べたが，用いた

実験条件下では明確な結果を得ることができなかった。さらにDNA修復能の指標として紫外線 (UV)照

射後の細胞生残率を求め，親株細胞と比較したところ， HeLa-BLMf 細胞は60秒照射時で 24.5 倍， Hepdｭ

uvBLMf 細胞は45秒照射時で 93.5 倍の細胞生残率の上昇を示したが. KB-BLMf 細胞では差はみられな
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一般に，変異原処理 lとより耐性細胞の出現率は上昇するといわれているが， HeLa帝国胞を変異原で処理

後， BLMを加えて培養したところ， BLM耐性細胞出現率はuv照射により約 2 万倍，放射線照射により

1 - 2 万倍，さらにマイトマイシン C (MMC)処理では 3-5 万倍上昇した。またHeLa 細胞を放射線

およびMMC処理し， BLM存在下で培養後，無作為 lと分離した23クローンのBLM耐性度は，放射線照射

で 6 -21 倍， MMC処理で14-25倍であった。代表的な 4 クローンの耐性機構は，一部に例外はみられた

が， HeLa-BLMr 細胞のそれとほぼ同様であった口

次lζ ， BLM耐性細胞の他の 8 種の抗癌剤に対する交叉耐性を調べた。 2 倍以上の低感受性を基準とし

た場合，いずれのBLM耐性細胞も， BLM誘導体のPEPIC は 10倍以上の耐性を示したほか， 2 - 6 剤の

他種抗癌剤に対しても交叉耐性を有していた口この場合，変異原処理後に分離された耐性細胞ほど多剤

耐性を示したが，抗癌剤の種類に特異性はみられなかった。

以上の実験結果は， BLM耐性機構として， 1) 細胞内への取り込みの低下， 2) 細胞外放出の冗進，

3) DNA修復能の著しい上昇が強く関与している乙とを推測させる。そこで，これらの耐性機構を阻害

することによって耐性を克服しうるかどうかについて検討を加えた。すなわち， 1) BLMの膜透邑性を

克進させる乙とが知られている小ポリエン系抗生剤のフィリピン， 2) 細胞外放出を抑制することが報

告されているカルシウム桔抗剤，ベラパミノレ， 3) ポリ ADP リホース合成酵素を阻害することにより，

DNA修復能を阻害することが知られているニコチン酸アミドを，それぞれBLMと併用することによっ

て， BLMの殺細胞効果を増強することが可能かを検討した。その結果，フィリピン添加により各耐性細

胞の 3H-PEP取り込みは 2-4 倍上昇し，さらにBLMとフィリピンをともに加えて培養すると，各耐性

細胞は著しい増殖抑制をうけた。ベラパミル処理によって各耐性細胞の取り込みは上昇し，かつ BLM

とベラパミノレを併用すると， HeLa-BLMr 細胞と Hepd-uvBLMr 細胞では親株細胞に比して著明な増殖

抑制がみられたが， KB-BLMr 細胞では差はみられなかった。ニコチン酸アミドとBLMを同時に添加し

て培養すると， HeLa-BLMr 細胞と Hepd-uvBLMr 細胞は著しくその増殖が抑制されたが， KB-BLMf 

細胞では抑制がみられなかった。

本研究により ， 1) ヒト肩平上皮癌培養細胞におけるBLM耐性獲得機構は，少なくともBLM細胞内

取り込み，細胞外放出， DNA修復能の 3 つの機構が，程度の差はあるが単独あるいは復数で関与して

いることが明らかとなった。さらに， 2) 変異原処理により， BLM耐性細胞の出現頻度が著しく上昇

することが示され， 3) 細胞膜修飾物質やDNA 修復阻害物質の併用によって， in vitro 実験によっ

てではあるが， BLM 耐性が克服される可能性が示唆された。

論文の審査結果の要旨

本研究は， ヒト肩平上皮癌培養細胞から著者が初めて樹立した 3 種のBLM耐性細胞を用いて， BLM 

耐性機構を解析し，さらに解析結果を基礎にして耐性に対処する方策を実験的に検討したものである。
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扇平上皮癌培養細胞のBLM 耐性獲得機構として， BLMの膜透過性， BLM不活化活性， DNA修復能の 3

つを検討した結果， BLMの細胞内への取り込みの低下， BLMの細胞外放出の克進， DNA修復能の著しい

上昇がBLM耐性に強く関与することが明らかになった。しかし. 3 つの機構の関与の程度は耐性細胞の

種類によって様々であった。またBLM耐性細胞の出現頻度が変異原処理により著明に上昇すること， B 

LM耐性細胞はBLM以外の抗癌剤に対しても交叉耐性を示すこと，さらにこのような多剤耐性を有する

BLM耐性細胞に対して，小ポリエン系抗生剤や力 jレシウム括抗剤などの細胞膜修飾物質や， DNA修復阻

害物質であるポリ ADP リホース合成阻害剤をBLMとともに作用させると， BLMの殺細胞効果が増強され

ることを明らかにした口

杉政和君の業績は，従来研究のなかったヒ卜扇平上皮癌のBLM耐性獲得機構の重要な部分を明らかに

するとともに， in vitro実験の段階で't;土あるが， BLM耐性細胞に対処する途を開いた点で貴重なものと

いえる。したがって，本研究者は歯学博士の学位を得る資格があるものと認める。
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