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研究成果の概要（和文）：樹立したペメトレキシド(MTA)耐性肺癌細胞株において、ゲムシタビンやAra-C細胞内活性や
代謝関わる因子の発現が変化し、感受性が高めることを示した。
MTAの効果予測因子として、ターゲットであるthymidylate synthase (TS)と薬剤排出ポンプABCC11の検討を行った。肺
癌細胞株や臨床検体を用いてTSの遺伝子増幅がMTA治療の効果予測マーカーになる可能性を示した。ABCC11は多型によ
る発現の違いに着目し、強制発現株を樹立したところ、高発現株Hela-538G(V5)でMTAやmethotrexateの耐性亢進を認め
た。現在臨床肺癌検体での効果との関連について検討中である。

研究成果の概要（英文）：We found that the mechanisms of the synergistic interaction of pemetrexed (MTA) an
d cytotoxic nucleoside analogues are multifactorial, and that the chemotherapeutic activity of the combina
tion of MTA and cytotoxic nucleoside analogues is synergistic with regard to the alteration of metanotboli
c molecules.
In a search for biomarkers for study of the efficacy of MTA treatment, we examined the thymidylate synthas
e (TS) copy number in NSCLC cell lines and in clinical NSCLC samples treated with MTA with platinum drugs.
 Significant correlation was found between the TS copy number and the sensitivity for MTA in both lung can
cer cell lines and clinical NSCLC samples. Our results suggest that TS copy number could be a predictive b
iomarker for MTA. 
We also focus on ABCC11 polymorphism 538G>A, and established cell liens expressing human ABCC11, one carry
ing allele G and another carrying allele A. Moreover we now examine the relationship between ABCC11 polymo
rphism and resistance to MTA clinically.
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１．研究開始当初の背景 
 
Pemetrexed (MTA)や Methotrexate (MTX)など
の葉酸代謝拮抗薬は肺癌や血液腫瘍に用い
られているが、その効果予測マーカーは明ら
かとなっていない。以前肺癌の MTA 耐性株を
用いた実験から、MTA の耐性株で薬剤のター
ゲットである thymidylate synthase (TS)の
高発現や、薬剤排出ポンプ ABC トランスポー
ターである ABCC11 の高発現を認めた。この
ため葉酸代謝拮抗薬の効果予測因子として
TS や ABCC11 の可能性を中心に検討した。ま
た MTA の耐性株において、同じ代謝拮抗薬で
ある cytotoxic nucleoside analogue の 
gemcitabine (GEM)や cytosine arabinoside 
(Ara-C)の感受性が親株に比べ高いことも見
いだした。このため、この機序についても検
討をおこなった。 
 
２．研究の目的 
 
葉酸代謝拮抗薬、特に MTA において、効果予
測因子として、TS や ABCC11 の役割を検討し
る。また化学療法としてのMTAとGEMやAra-C
の併用療法の有用性とその機序について検
討を行う。 
 
３．研究の方法 
 
（１）MTA と GEM や Ara-C の併用療法の有用
性とその機序 
 
樹立したMTA耐性肺癌細胞株と親株における
GEM や Ara-C の殺細胞効果を MTS assay を用
いて検討する。また GEM や Ara-C の細胞内代
謝に関わる deoxycytidine kinase(dCK)や
ribonucleoside reductase subunit M1(RRM1)、
薬剤の取り込み・排出に関わる human 
equilibrative nucleoside transporter 
1(hENT1)や multidrug resistance protein 
5(ABCC5)の遺伝子発現について real-time 
PCR により検討を行った。さらに白血病細胞
株 K562 に MTA2.5ｎMを 12時間曝露し、Ara-C
の感受性変化と dCK、RRM1、hENT1、ABCC5 の
遺伝子変化を検討した。 
 
（２）MTA 感受性規定因子としての TS 遺伝子
増幅の検討 
 
MTA 耐性肺癌細胞株において、ターゲット遺
伝子である TS の発現上昇が耐性機序の１つ
であることを以前に示している。今回は TS
の遺伝子増幅（コピー数）と MTA の効果との
関連を調べるために、非小細胞非扁平上皮癌
の肺癌細胞株および診断時に得られた肺癌
組織からマイクロダイセクションにより切
り出した肺癌細胞を用いて DNA を抽出し、
real-time PCR法を用いて検討をおこなった。
細胞株については MTA の殺細胞効果を MTS 
assay を用いて検討し、臨床検体については

一次化学療法として行われたプラチナ製剤
と MTA の併用療法の治療効果を判定し、TS 遺
伝子コピー数との関連を調べた。 
 
（３）MTA 感受性規定因子としての ABCC11 遺
伝子多型の検討 
 
MTA 耐性肺癌細胞株において、以前 ABCC11 遺
伝子の上昇を確認し、MTA 耐性へ関与してい
ることを確認しているが、ABCC11 は一塩基多
型(single nucleotide polymorphism; SNP, 
538G>A)を有しており、この多型の違いによ
り MTA 感受性の違いがあることも確認した。
このため前立腺 cDNA を鋳型としてヒト
ABCC11遺伝子 (538G)とABCC11遺伝子(538A)
を作成し、ベクターpcDNA3.1/V5-His へ組み
込み、HeLa 細胞へ transfection することに
よ り 、 ABCC11SNP の 強 制 発 現 細 胞 株
HeLa-538G(V5)と HeLa-538A(V5)の樹立を行
っ た 。 こ の 樹 立 細 胞 で MTA や
methotrexate(MTX)の殺細胞効果をMTS assay
を用いて検討を行い、また FPIA 法により細
胞内 MTX 濃度の変化を調べる。 
 またⅢB＋Ⅳ期または術後再発の一次化学
療法としてプラチナ製剤とMTAの併用療法が
おこなわれる非小細胞非扁平上皮癌患者よ
り採取した血液サンプルから DNA を抽出し、
taqman PCR 法により ABCC11 遺伝子の 538 塩
基の多型を調べ、その治療効果との関連を調
べる。 
 
４．研究成果 
（１）MTA と GEM や Ara-C の併用療法の有用
性とその機序 
 
MTA 耐性株（PC6/MTA0.4,PC6/MTA1.6）におい
て GEM や Ara-C の耐性は、親株 PC-6 と比較
し低下していた。 

 
 
MTA耐性株と親株においてdCK、RRM1、hENT1、
ABCC5 の遺伝子変化を検討したところ、耐性
株で dCKと hENT1 遺伝子の発現上昇を認めた
が、RRM1、ABCC5 遺伝子発現には変化を認め
なかった。 

 



さらに白血病細胞株 K562 に MTA2.5ｎM を 12
時間曝露し、Ara-C の耐性変化と dCK、RRM1、
hENT1、ABCC5 の遺伝子変化を検討したところ、 
K562のAra-Cに対する耐性はMTA曝露で低下
し、dCK、hENT1 遺伝子発現の上昇ならびに
RRM1、ABCC の遺伝子発現の低下を認めた。 
 
以上の結果より MTAが cytotoxic nucleoside 
analogue の細胞内代謝に影響し、その殺細胞
効果を高める可能性を明らかにし、臨床応用
としてのMTA併用療法のあらたな展開につな
がるものと考えられた。 
 
（２）MTA 感受性規定因子としての TS 遺伝子
増幅の検討 
 
肺癌17細胞株（腺癌細胞14株と扁平上皮細胞3
株）においてTS（TYMS）遺伝子増幅（コピー
数）を検討したところ、腺癌細胞株では扁平
上皮癌と比較し、TS遺伝子コピー数は有意に
低下していた。そこでMTA感受性とTS遺伝子コ
ピー数との関連を調べたところ、肺癌細胞17
株でTSコピー数とMTA感受性の間に有意な相
関(r=0.6814、p=0.0026)を認めた。腺癌14細
胞株だけでも有意な相関(r=0.6747、
p=0.0081)を認めた。 

 
 
次に 25 症例の肺癌診断時に得られた肺癌組
織を用いて、マイクロダイセクションにより
切り出した肺癌細胞を切り出し、DNA を抽出
して、TS 遺伝子コピー数を調べた。用いた肺
癌組織は、11 例の肺扁平上皮癌と 14 例の肺
腺癌症例で、14 例の肺腺癌症例はすべてプラ
チナ製剤とMTAの併用療法を一次治療として
受けていた。 
 細胞株と同様に肺癌検体においてもTS遺伝
子コピー数を検討したところ、扁平上皮癌に
比べ腺癌で有意に低下していた。腺癌症例に
おいて、計測可能病変が存在した13例におい
て、治療の腫瘍縮小効果とTS遺伝子コピー数
の関連を検討したところ、腫瘍の縮小率とTS
遺伝子コピー数との間に有意な相関関係
(r=0.7967、p=0.0011)を認めた。 

 
 
以上の結果より TS 遺伝子コピー数は MTA 感
受性と相関を認め、臨床でのプラチナ併用
MTA 治療における効果予測因子になり得る可
能性を示した。 
 
（３）MTA 感受性規定因子としての ABCC11 遺
伝子多型の検討 
 
前立腺 cDNA を鋳型としてヒト ABCC11 遺伝子 
(538G)と ABCC11 遺伝子(538A)を作成し、ベ
クターpcDNA3.1/V5-His へ組み込み、HeLa 細
胞へ transfection し ABCC11SNP の強制発現
細胞株 HeLa-538G(V5)と HeLa-538A(V5)を樹
立した。 
これら 2 つの ABCC11 遺伝子強制発現細胞

株 HeLa-538G(V5)と HeLa-538A(V5)および親
株において、MTA に対する殺細胞効果を比較
したところ、HeLa-538G(V5)は親株と比較し
て約 28 倍の耐性を有していたのに対し、
HeLa-538A(V5)は親株と同等であった。さら
に MTX においても、HeLa-538G(V5)は親株に
比 較 し 約 8 倍 の 耐 性 を 示 し た が 、
HeLa-538A(V5)は親株と同等であった。MTX2
時間曝露後のMTX細胞内濃度を検討したとこ
ろ、HeLa-538G(V5)は HeLa-538A(V5)や親株と
比較し、有意に MTX の細胞内濃度の低下を認
めた。以上の結果から ABCC11 遺伝子多型の
違いにより、癌細胞内での葉酸代謝拮抗薬の
濃度低下とその効果の違いが生じることが
示された。 
 
現在非小細胞非扁平上皮肺癌症例で一次治
療としてプラチナ製剤とMTAの併用療法で治
療を受けた症例で、治療効果と ABCC11 遺伝
子多型との関連について、症例蓄積し今後検
討予定である。 
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