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腎細胞癌における内因性多剤耐性とその克服
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   Most of renal cell carcinomas (RCCs) are refractory at the start of chemotherapy. We have 
demonstrated that the frequently elevated expression of the multidrug resistance gene (MDR) in 
RCCs is associated with the intrinsic  vinca alkaloids and anthracyclines resistance. The preliminary 
clinical trials using verapamil or amiodarone in combination with  vinblastine or doxorubicin to 
overcome multidrug-resistant (MDR) tumors could not achieve satisfactory results owing to severe 
cardiovascular toxicities of such reversing agents. In the present study, we studied the sensitizing 
ability of bisbenzylisoquinoline  (cepharanthine)  and  SDB-ethylenediamine  (N-1379) in natural MDR 
kidney cancer cells. Cepharanthine remarkably sensitized vinblastine and doxorubicin sensitivities 
in those cells with high MDR RNA levels. From a clinical point of view, cepharanthine seems 
to be a potent and less toxic agent to treat natural MDR kidney cancers. 

                                                 (Acta Urol. Jpn. 38: 1319-1324, 1992) 
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緒 言

腎癌細 胞の種 々の化学療 法剤に対す るお しなべて低

い感受性 は,進 行症例の治療 上大きな障害 とな ってい

る.化 学療法剤投与前か ら見 られ る腎癌の 内因性多剤

耐性現象(自 然耐性)に はい くつか の機序が複合的 に

関与 していると思われ る.わ れわれは,抗 癌剤の能動

的排出ポソプであるP糖 蛋 白質が腎癌で高率に発現 し

てお り,vincaalka且oid系 やanthracycline系 薬剤

などに対する内因性 耐性に関与 している可能性が高 い

ことを報告 して きた1・2).invitroでP糖 蛋白質か ら

の抗癌剤の排 出を阻害 し,細 胞内の抗癌剤濃度を高め

る作用を有す る薬剤(耐 性克服薬剤)の うちverapa-

milやamiodarone,quinidineな どは,米 国では 白

血 病や悪 性 リンパ腫のみな らず卵 巣 癌,腎 癌,大 腸

癌な どの固形癌に対 して もすでに臨床治験 が行われて

いる.し か し,不 整脈や低血圧 ・心 不全な どの重篤な

副作 用 な どの た め,一 卜分 な 感 受性 増 強 効果 が え られ て

い ない 現 状 で あ る3-5)従 って,副 作 用 が 軽 微 で十 分 な

感 受 性 増 強 効 果 の え られ る薬 剤 が期 待 され て い る.

今 回,biscoclaurine型alkaloidで あ るcepharan-

thineと,verapamilと 類 似 した 構 造 を 有 し耐 性 克

服 薬 と して 合 成 さ れ たisoplenoid系 化 合 物 で あ る

SDB-ethylenediamine(Nl379)に つ い て腎 癌 細 胞

に おけ る耐 性 克服 効 果 を 検 討 した.

P糖 蛋 白 質 の 構 造 と 多 剤 耐 性 克 服 薬 剤

米 国NIHのLPastanや イ リノイ大 学 のL

Roninsonら に よ って 単 離 され たP糖 蛋 白 質 の ヒ ト

遺 伝 子(MDRI)のcDNAよ り全 塩基 配列 が 決 定

され,こ の物 質 が1,280ケ の ア ミノ酸 よ りな り細 胞 膜 貫

通 性 に 存 在す る膜 蛋 自で あ る こ とが ほ ぼ 明 らか とな っ

た6).す な わ ちP糖 蛋 白質 は 膜貫 通 部 分 と考 え られ る

6つ の 疎 水性 配列 が2回 反 復 した 構 造 を有 し,お の お

のにATP結 合 部 位 を 有 す る.doxorubicinやvin一
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SchematicmodelofP-glycoprotein,andrug-ef刊uxpump(a),

andtheMDR-overcomingagentscompetitivelyinhibitdrug・

efflux(b).

blastineな どの疎水性抗癌剤は 拡散に よって細 胞内

に入 りP糖 蛋白質の細胞質側にあ る抗癌剤結合部位 と

結合す る.そ してATPの 水解 エネルギ ーに よ りP

糖蛋 白質の立体構造 が変化 し抗癌剤は細胞外へ排 出さ

れる(Fig.1-a).い わゆ る多剤耐性克服薬剤 と呼 ばれ

るazidopineやverapami1な どはP糖 蛋 白質の抗癌

剤結合部位に結合 し,抗 癌剤がP糖 蛋 白質に結合す る

のを妨げ ることによ り抗癌剤の細胞 内蓄積 を増加 させ

る と考 えられ る7)(Fig.1-b).P糖 蛋 白質の薬剤結合

部位が単一 なのか複数なのかはまだ不明だが,多 くの

抗癌剤や多剤 耐性克服薬剤 と結合で きることが 明らか

とな っている.光 アフ ィニテ ィーラベ リングに よ りP

糖蛋 白質 と直接結合するこ とが確認 され,多 剤耐性を

克服す ることが細 胞 レベルで確認 され て い るazido-

pine8),verapamil9)お よび今回の解析対象であるce-

pharanthine(以 下Cep),Nl379の 構造をFig.2

に示す.こ れ ら多剤 耐性を克服す る薬剤に共通の性 質

として,多 環構造 を有 し両親 媒性(ま たは脂溶性)で

窒素原子を有 し,陽 性荷電であることが挙げ られ る.

対象および方法

ヒ ト腎 癌細 胞 と してA704,CAKI-1,CAKI-2,

ACHN,NC65,CCF-RC-1の6種 を 用 い た.お の お

の のMDRlRNAレ ベ ル をFig.3に 示す .A704

とCAKI・1細 胞 は 多 剤 耐性 細 胞KB-8-5と1司 等 か や

や 高 い 発現 レベ ルの細 胞 で あ り,CAKI-2は わ ず か

だ が 明 らか に 発 現 を認 め た.こ れ ら6種 の腎 癌細 胞 の

指 数 増 殖 期 にvinblastine(VBL)ま た はadriamy一
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(N・1379).
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Table2.IC50forADMandS,1.byCep

orN-1379。

collline

ICsovelu●8forADM(ng!鰯)

controlCep(S.1.)N-i3T9(S.1.)

20

●A704

OCAK同

CAKI-2

A704

CAKI-1

CAK卜2

㏄F-RC-1

ACHN

NC65

120

7.5

61

6.3

4,9

2.8

13(当L_2)100(1.2)

5.8(1.3)6.3(1.2》

44(1.4)23(2= _ヱ)

6.4(OG98)6.6(0.95)

4.1(1.2)3.7(1.3)

2.3(1.2)2.5(1.1》

CCF-RC-1

CCF-・RC.-2

Cgp=incub自todwI'th2μMcopharan廿1inoforA704.CAKI-1,

NC650r1.6μMforCCF-RC-1,ACHN,1μMbrCAK卜2,

respoctivoly.

N-1379:incubatedwith10μgん20fN-1379(SDB-ethylenediemine)

S.1.:tho3●r博i価zingindox

Each》aluorepresentsthemoanof40翼porimgnts.

ACHN

KB-8-5●

NC65

Fig'3.RNAslotblotswhichreprcscntthe

MDRRNAleve且sof6kidncycanccr

cellsandmultidrug-resistantKB-8-5

cells.ThehumanMDRcDNAprobe

(5A)waskindlyprovidedbyDr.Ira

Pastan(N.C。1.,N・1・H・)

Tablel. IC50forVBLandthesensitizing
index(S.1.)byCeporN-1379.

1C50valuo8fo「V8L(㎎!nt)

controlC◎P(S.L)N-1379(S,置.)

結

C●111in●

A704

CAK卜1

CAK1-2

㏄F-RC-1

ACHN

NC聞

4T

3.2

0.55

0.26

0.076

T.2

3.2(世)

1(鎚)

0,063(旦_ヱ)

0.33(0.79)

0.063(1.21)

7.5(0.96)

45(1.04)

3.8(0.田)

0,36(1.53)

0.35(0.76)

0.076(1.0)

T.5(O.96)

C●p=ir鵬ubotodwith2μMcophoranthingforA704,CAK1-1.

NCeSor1.6μMforCCF-RC-1.ACHN.1μMforCAKI-2.

r●8隅ti鴨ly.

N-1379=incubetodwithlOμg!旧DofN-1379(SDB-ethylen●di8min●)

S.1.=th●sensitizingindox

Eech鴨tu●r●Pte8entsthomo8nof4experiments.

cin(ADM)を 単 独,も し くはCepま た はNl379

を 同時 添加 し,5～10日 後 に 生細 胞数 をcrystalvio-

let法10)に て 算定 した.Cepお よびN1379の 濃 度 は

単独 で は殺 細 胞効 果 の ほ と ん ど見 られ な い濃 度 と し

た.こ れ ら2剤 の お の お の の抗 癌 剤 に 対 す る感受 性 増

強効 果 は 以下 の感 受 性 増 強 指 数(SI・)と して表 した.

S・1.=IC50(単 独)/IC50(CeporNl379併 用)

果

6種 の腎 癌 細 胞 に対 す るVBLの 単 独投 与 も し く

はCepま た はNl379同 時 添 加 峙 のIC50お よび

S.1.をTable1に 示 す.ま た,ADM単 独,Cepま

た はNl379併 用 時 のIC50お よびS・1・ をTable2

に示 す.た だ し,Cepの 濃 度 はCAKI-2,CCF-RC-

LACHN,NC65で は そ れ ぞれCep単 独 で は 殺細

胞 効 果 を示 さ ない 濃 度 まで 減 じて い る.VBLに 対 し

てはCepがA704,CAKI-1,CAKI-2の3細 胞 に

お い て 明 らか な 感受 性 増 強 効果 を示 した が,Nl379は

明 らか な増 強 効 果 を示 さな か った.ADMに 対 しては

CepがA704細 胞 に お い て,N1379がCAKI-2セ こ

お い て 明 らかな 感 受 性 増強 効 果 を 示 した.Cepに よ り

VBLに 対 す る明 らか な 感受 性 増 強 効 果 が み ら れ た

A704,CAKI-1,CAKI-2細 胞,お よび ほ とん ど見 ら

れ な か ったACHN細 胞 に お け る増 殖 阻 止 曲 線 を

Fig・4に 提示 す る.

考察および臨床応用への展望について

腎癌に対する抗癌剤の効 果は,単 独 ではVBLや

pyrimidine拮 抗剤 などご く少数 の薬剤で10%前 後の

奏功率を示すのみでおしなべてきわめて低い11).わ れ

われは これ までに,腎 癌ではMDRI遺 伝子 の発現

が多剤耐性細胞KB-8-5と 同 等かそ れ以上の ものが

50%以 上であること2),さ らに この高い発現がVBL

やADM匿 対す る腎癌細胞 の内因性 耐性に関与す る

可能性が高い1・2)ことを報告 して きた.KB-8-5細 胞

は コルヒチ ソを選択薬剤 としてえられた多剤 耐性細胞

で,MDRIRNAの 上昇はあるが遺伝子増 幅は伴わ

ない.親 株 のKB-3-1に 比 しVBL,ADMに 対 し3

～6倍 程 度の耐性度を示 し臨床 レベルの多剤耐性に近
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い細胞であ る12).Fig.3に 示す ように今回実験対象

とした腎癌細 胞の うちA704とCAKI-1は それぞれ

KB-8-5よ りやや高 いか同等 のMDRIRNAレ ベ

ルを有 し13).Tablelに 示す よ うにVBLやADM

に対するIC50と もかな り相関 してお り,臨 床 腎癌

の自然耐性を よく反映 した細胞 と考え られる.

今 回の解析 では,CepがVBLに 対 してはA704,

CAKI-1,CAKI-2細 胞で,ADMに 対 してはA704

で明らかな 感受性増 強効果 を示 した.MDRIRNA

レベルの低いNC65,ACHNやCCF-RC4細 胞では

増強効果が認め られなか った ことは,Cepの 感受性

増強効果がP糖 蛋白質 を介 した競合的阻害作用 である

ことを示唆す る.一 方,Nl379はCAKI-2細 胞にお

いてADMに 対 して2.7倍 の増強効果を示 した以外は

明らかな効果 は認 め られなか った.日 清精粉(株)に て

合成 されたNl379はCaチ ャンネル拮 抗 剤verapa-

milと 類似 した部分構造を有 し,チ ャイニーズハムス

ターv79/ADM(多 剤耐性細 胞)な どで強力な抗癌

作用増強効果 が確認 され14),か つ動物(イ ヌ)試 験 で

はverapamilの ような血圧低下作用が観察 されてい

ない.今 回の解析では 自然耐性の腎癌細胞に対 して,

と りわけVBLに 対 して 目立 っ た増 強効果 が見 られ

なかったが,他 の腎癌細胞(CRLI611)で は今回 と

同等 の濃度で増強効果を認 めた との報告 もあ り(第2

回N-1379基 礎 研究会発表資料,1987年9月21日),

今後さらに検討す る必要 があ ると思われ る.

さて,Cepは タマサキ ツジラフジか ら抽出 された

植物 アルカ ロイ ドで,古 く結核薬 として開発 され,最

近では 白血球減少症,円 形脱毛症,マ ムシ咬傷な どに

使用 され てい る.1987年,大 分医大 の桑野 らの グルー

プが多剤耐性細胞KB-Ch-24で 強力な耐性克服作用

を報告 し15》,多剤耐性 克服薬 として新たに注 目され て

いる薬剤であ る.以 後,小 児の再 燃 白血病 症例 など

でvincristineと の併用療 法 な どが試 み られ つ つ あ

る16).今 回のわれわれ の解析結果は腎癌の自然耐性 の

克服にも効果 が期待 できることを示 唆する ものであっ

た.す でに,わ れわれ は骨や腎な どの動脈 内注入可能

な病巣に対 し抗癌剤 とCepの 併用療法 を開始 して い

る.最 後に,腎 癌の大腿 骨への孤 立 性転 移に 対 し,

VBLお よびADMの 動脈内注 入にCepを 併 用 し

良好な結果 のえられた1例 を紹 介す る.

症 例

症例:52歳,女

主訴=右 大腿部痛

現病歴ll989年3月,右 腎腫瘍 のため右腎摘除術施

1〕

蘇

虜

b

菱

1323

Fig.5.Therightfemoralarteriographybefore
chemotherapy(a)andafter3courses
ofVBL,ADMandCepinjection
(b).

行.腎 細 胞 癌(clearcelltype),pT2bVONOMOで

あ った.1991年2月 頃 よ り右 大 腿 部 痛 出現,X-p上

右 大 腿 骨 に 孤立 性 溶 骨 性病 変 を 認 め た.血 管 造 影 に て

hypervascularで あ り腎 癌 よ りの転 移 と診 断,他 に

転 移 を 認 め なか った の で,4月 よ り リニア ッ ク50Gy

照 射,γ 一イ ンタ ー フ ェ ロ ソ(イ ム ノ マ.,ク ス2×106

JU,5/週 ×1月),α 一イ ンタ ー フ ェ ロ ン投 与(HLBI

3×106U,2/週x2月)な どを 行 った が病 変 の 縮 小 が見

られ な か った.そ のた め右 大 腿 動 脈 内 に注 入 用 カテ ー

テ ルを 留 置 し,CeplOmgを 注 入後,VBLlOmg

を注 入 した.2週 後 にCeplOmg十VBL5mgを,

さ らに2週 後 にCepIOmg十VBL2mg十ADM20

mgを 注 入 投 与 した.そ の結 果,Fig.5-a.bに 示 す よ

うに 溶 骨性 変 化 は 残存 す る も のの腫 瘍 血 管 の 完 全 な消

失 を 認 め た.そ の後,2～4週 毎 にCeplOmg+V-

BL2mg十ADMlOmgの 注 入 とHLBI(3×106U,

2/週)の 併 用 療 法 を続 け てい る.こ の間,動 脈 内注 入

時 にCepに よ る と思わ れ る大 腿 部 の灼 熱 感,お よび

5～10日 後 にVBLに よ る と 思 わ れ る大腿 後面 の 痛

み を 訴 えた が,そ れ ら以 外 に 特 に 副作 用 を認 め てい な

い.そ の後,他 に遠 隔 転 移 巣 を認 めな い た め,現 在,

右 大腿 骨 の部分 切除 を 検 討 中 で あ る.

結 語

腎癌細胞の抗癌剤に対する自然耐性現象 を克服する

可能性のあ る薬剤 の中か ら,副 作用が少な く臨床応用

の期待が持てるCep,お よびSDB-ethylenediamine

(Nl379)の2剤 について検討 した.CepはP糖 蛋白

質 の発現の高い腎癌細胞でVBLやADMに 対 して

明 らかな感受性増強効果 を示 した.Cepは 臨床応用

可能な多剤耐性克服薬 として期待で きる と思われ る.
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