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論文の内容の要旨

（目的）

　マイトマイシンC（MMC）は臨床的に有益な抗癌抗生物質であるが，細胞内グルタチオン（GSH）に代表され

る解毒機構により自然耐性，獲得耐性が存在する事は大きな問題である。MMCの誘導体である7－W一［2一［［2

一（γ一しg1耐amy1－amim）ethy1］dithio］ethy1］mitomycinC（KW－2149）は細胞内GSHによって活性化されるこ

とが報告されているため，GSH合成の律速酵素であるγ一g1utamy1cysteines皿thetase（γ一GCS）のcDNAを細

胞に遺伝子導入して細胞内GSH濃度を上昇させた細胞を作製し，細胞内GSH量とKW－2149の殺細胞効果の関係を

明らかにする事を目的とした。

（対象と方法）

　γ一GCScDNA遺伝子のN田／3T3への遺伝子導入のため，G4！8耐性遺伝子を含む発現ヴェクター（pCR3）にヒ

トγ一GCScDNAを導入し，NT田3T3に遺伝子導入した。G418で選択した後，pCR3一γ一GCSを導入した細胞

を3T3／GCSと命名した。細胞内RNAをフェノール抽出し，γ一GCSmRNAの発現確認のためRTPCRを行った。

細胞内GSH濃度は，enzymerecyc1ingassayで測定した。

　γ一GCS活性の測定には，細胞溶液を，システイン，グルタミン酸，ATPと反応させ，肥LCでγ一g1utamy1cysteine

のピークを測定した。抗癌剤感受性試験は，M1MCとKW2149の発育阻止効果をMn方で評価した。また，DNA

鎖間架橋量は，アルカリエルーション法を用いて測定した。

（結果）

N田／3／T3と比較して，3T3／GCSでは，γ一GCSmRNAの発現は強く，γ一GCS活性は約2倍，細胞内GSH濃度

も2倍高値であった。

3T3／GCSは，N肥／3T3と比較してMlMCに対して企4倍耐性を示したが，KW－2149に対しては耐性を示さなかっ

た。

N阻／3T3でDNA鎖問架橋形成ができるMMCの濃度を用いても，3T3／GCSでは，DNA鎖聞架橋形成は見られな
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かった。しかしKW－2149はN肥／3T3，3T3／GCSともにDNA鎖間架橋形成量は同等であった。これより，3T3／GCS

はN玉肥／3T3と比較してMMCでのDNA鎖問架橋は形成しにくいが，KW2149では同等の形成を示した。

　シスプラチン耐性細胞とアドリアマイシン耐性細胞は親細胞と比較してMMCに対してそれぞれ64倍と7．5倍の

耐性度を示したが，KW－2149に対してはそれぞれ3．7倍，2．9倍の耐性度であった。KW2149はMMCよりも獲得耐

性株に対してより強い発育阻止効果を示した。

（考察）

　MMCは細胞内GSH濃度を増加させた細胞（3T3／GCS）に対して親細胞より強い耐性を示し，DNA鎖問架橋形成

量もより少なかった。これはMMCの殺細胞効果に細胞内GSH濃度が関係することを示唆している。一方，KW－

2149はNIH／3T3と比較して3T3／GCSに対して交叉耐性を示さず，DNA鎖間架橋形成にも違いはなかった。これか

らKW2149の殺細胞効果は細胞内GSH量によって影響を受けないことが推測された。また，KMCと交叉耐性を示

す抗癌剤獲得耐性株に対してKW－2149はMMCよりもより効果的であったことより，MMCに対する耐性機序の一

部はKW／2149に影響を与えず，それはGSH関連耐性機構であると推察された。よってGSHによって活性化される

というKW2149は臨床上有益な薬物になると考えられた。

審査の結果の要旨

（批評）

　癌細胞における抗癌剤耐性機構にはいくつかあるが，その中でGSHは解毒機構として働き，多くの抗癌剤耐性

細胞で上昇していることが報告されている。そこで著者らは細胞内のGSHのみを上昇させた細胞を作成し，抗癌

剤の感受性変化を検討しようと考えた。通常，培養細胞内GS荘を上昇させようとする場合，GSHを多く含んだ培

養液で培養してGSHを細胞内に移行させるのであるが，著者等はGSH合成の律速酵素であるγ一GCS遺伝子を導

入することで，細胞内GSH濃度を上昇させることを考えた。実際，γ一GCS遺伝子導入細胞では細胞内GSH濃度

が上昇し，MMCのDNA鎖聞架橋形成量を低下させ，MMCに対して耐性を示した。この細胞にGSHによって活性

化されるというKW2149を用いて同様の実験を行い，GSHの増加した細胞でも他の細胞と同等の殺細胞効果を示

した。この知見は，GSH関連耐性機構を解明する上で新たな実験系を提唱したと考えられる。また，KW－2149の

様にGSHによって活性化される薬剤も今後の癌化学療法においてkeydmgになる可能性を持っており，今後のさ

らなる解析が期待される。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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