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悪性脳腫蕩におけるぴ'-methylguanine-DNAmethyltransferase 

(MGMT)の発現とACNU耐性の相関，及びantisenseRNA療法

によるACNU耐性克服の試み
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Iはじめに

神経路厩(耳目oma)を中心とする:11::'1'1:脳経泌は近年のめざましいl災被進歩にも拘わらず依

然治療困難な疾患で， JU も :IM'IJ止の~:~い多形性鯵3f{if((gliobI3\IOmamuJtifom鷲)では 1
il三位4長率が45%，5 if.~;，イ子市では{也かに 8% に逃ぎない， ~111*f勝目唱は此~;;~.に俊能してい

る周凶のJ脳組織内へ以前l しながら tl'l~する性格のため， i也l以?:~HfIのような広範開切除に

よる腕務会摘出という i白紙切除術が行い難い. そのため，通常の1tr後に l;tlJiIH~~細胞は残

存し.悪性星細胞JIiJi(malignamaSlTocytoma)や膝3fniJiなどのJ{?JliIi生成の迷い:思性神経路網;ー
では確実に再発をきたしてくる.そこで残存臓器E細胞の死滅， .!.~いはj的効力の減少を問

的とした術後補助彼法が必笈となってくる， Jelsmaらの綴行によると，路=*厳に対して

広範切除術に加え術後自主射線治械を併mすると，手術tjti'J!1.必法にltぺ6ヶ月生.(:f.率及び
1年生存F41の改善はみられるが. 2年生存本では殆ど去がなくなってしまう 2 一方

Walkerらは，政射線tjl-剣!!則Jよりニ トロソウレア系抗痛剤'J(chloroelhylnilTosourea:CENU) 

のーつである1，3・bis(2・chlor∞Ihyl)-I・netrosourea(BCN切を併月lした}jが中間生存他が延
l屯すると報告している¥ したがってJ33性神経路胞に対しては，術後の1&射線照射のみ
令らず，化学療法をiJf:)IJした11!争的治療がl1Í~となってくる.
m1'f，怒性神経鯵)1引に対する化学療法の第一i選択斉1IはCENUぉであり，わが国では主と
して水溶性の[-(4・aminoふ向山ylふpyrimidinyl)methylふ(2-chloroelhyl)・3-nilTosourea 

hydrocbloride (ACNU)カ句史mされている・ CENUは中松神粍系に{f:{fする血液脳|潟門
(blood-br百inbanier: BBB)の透過性が尚<. BBBが比較的保たれている脱~辺縁部のviable

cellsへの賓j途性にもも優れている.またcellcycle-nonspecificにイ1J11するため，悪性神経鯵級

の70%を占めるとされるJI:J{?Hl仰の脆筋細胞に対しても効*が出める利点、がある.更に

ACNUは紋射線感受性のlu人となるG;JMJ切に服務細胞を;lIHIIさせる作JIJもあり.欣射線
J{?感効'*も期待できる~しかしながら.このような利点をイiするACNUを中心とした化
乍療法を併用しても， ~~に，;tcrJ-，の純筋消失E容は僅かに5%がHま，イi効惨でも半数に
もi崎たない40%前後.'1'1111

'
1'，イf.11tiとして50迎前後の治療)，J(:紛しか1!J>られていないのが現

状であり，臨床上， ACNUJ!!~効の症例が過半数を占めていると 45・えられる 6 また，初期l

給僚の際は良Hな反応が凡られていても，維持療法でACNUをb(~投ヲ・する聞に再発を

きたし.ACNU感受性を失うL結合も多く認められる.ACNUliBBB透過性が尚〈腹筋へ
の到達性には優れていることから.このような無効例 i専売p.¥'燃がJ例でI:t月聖者5細胞 ・誕i
織に必けるACNU耐性俊~~(n~会面t11及び獲得耐性)の存企がíf(~な IIJJ~となってくる.

ACNUをは じめとするCENUI;t.bi向前山nalなアルキル化作用によってJ克服務効果を発

li1iする.I!Pち，先ずCENU分F・11'のchloroe出yl基が，経綴細胞後DNA分子rtのguanind毎
y;内にあるぴ吉首位に主として鮎f干しぴ'-alkylguanineを形成する.このぴ~aU... ylguani隠は，

DNA紘製の際.guanineに+11補{ドJなcylosineとではなく， しばしばlhymineとmismatchの水

ぷ結合をし， C→TtranぉiuonをきたすことでDNAにmUl3IIonがや.じる.しかし.CENUの
殺制!泡作用としてより fft~な以応は，ぴèalkylguanineが羽i布Iì (r~ なDNA鎖のcytosineと不 IIJ

i盤的なDNAimer古田nd・cro然linkを形成する反応で，その船井!・版協制1I1!:包lまDNA後製ができ

なくなり最終的に紛ぬ必にゼると診えられる7'.(Fig.1). 
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Fig.) Mechanisms of guanine alkylation by ni町'osou陀asleading 10 DNA-inter官官加dcrosslinks 

and its repair by ぴ・n、elhylguanine-DNAme山yl汀加山rdsc(MGMlヲ.

ところが，細胞にはCENUにより隙包を受けたDNAを 1正常のDNAに修復してしまう

4.y'ft..，なDNA修復俳ぷがイf:イkすることが明らかとなってきた9.11 このM，r;Iま
ぴ~rneLhylguanine-DNA rnelhyltraru，ferase (MGMT)と øtばれ.ぴ~alkylguanineのぴ樹立に結合

するアルキルi去をt盤以的に除去することでDNAを修復し. t'Jらのもつ受・容基である
codon 145のcysLeine~.\1~に除去したアルキル基を不可逆的に受け取り. ('1身は失活して

しまう自殺酵ぷである日・'(Fig. 1). 各線~繕由来の細胞株において. MGMT活性が

ACNU耐性皮と.11<相関することカ汁判1m回らにより報告され.MGMTがACNU耐性の

1=.1尽となることが示唆されたl' このような細胞妹の中には.Merと材、されるMGMT活

竹を欠知する株が20-30%引伎の:イ1:するIS.16 MGMT活性は.'X-)版総IIU日比いは版協細胞

IIU. また各例人IIUの多級1'1:がみられ. Chen らは，各臓w.~~JIJ釧でMGMTt;rii慢の・ド均偵を比

較すると，怒性flt経路11もでは相対的に低値を示したが. -g~には 1\6111( をえi した線本やi廷

にMer'の標本も存{tしたとfli公している17 悪性神経路脈でl.i.f由l版協織と比ぺACNU感

受性を示す懸泌が多いことがぶ峻されるが，やはり個々の佐例での倹討が必要となる.
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このような観点より， ¥1GMT活性偵をACNU投与以前に測定することは.化学療訟を

治療・検討する上で41ti:Iをなf.'dftになると考えられる.とこゐが.MGMT活性の測定}J
i}，としては，これまで‘11をfTむメチル化DNAを使則するiMitな)j法がとられてきた.し
かもこのJj法では大 ;I tの紙約締i総 ・綱11胞が必~とされるため e般化されにくい聞があっ

たベ近年，TanoらによりhumanMGMTのcDNA機i立が解IMJされたことより， mRtサAレベ
ルでのMGMT発s↓祉の解析がIIJf1抱となったーそこでJJe々は， human glioma細胞株と:忠悦
I~明者泌摘出線本を則い，より Nlj1Jl!な Northembloli去によりMGMTmRNA発現;;，を測定し，

それをもとにACNU耐性1.lI:を測定できるJii去を倹討した.その結決.MGMTmRNAの発

現tli.licolony形成能式験で符られた~服務細胞のACNU耐性肢とよく相関することが示
さtl.;た11'.11

MGMTの発現がみられる地合に.ACNU以外の薬剤を選択して術後化学療法をhti行す
る)j法は合理的ではあるが，先にぶしたような悪性脳級絡に付する利点をイ守している

CENUが投与できないことはがf綴 k大いに不利な点となる.加えて3分の2以上の服務

はがJらかの程度でMer'を'Elすことから'5.17 MGMTt古f'tを抑制lしACNU耐性を克服する

ことは治療成総の向上をl:xlるためにも級めて丞袋な課組となってくる.
MGMT隣家活性を低ドさせる}ji.去としては.この両手ぶのもつ1'1殺M.ぶという特殊性に

il:日した)i法，日Hちstreplozolocin~~'DNAにぴ'-aLkylguanineを形成する物質.或いは

ぴ・benzylg凶則的士事MGMTの)J;ftとなる物質を， CENU治僚に先立ちjjij.f:支援することで
MGMTを枯渇させるmまがぷみられてきた.しかしこの}j訟では. MGMTが新たに~1:.
されてくるため.MGt-.行'i[il"t:f.)(-過伐にしか低下しない点:がUlI~となるlZ.:!7そこで我々

は.ACNUでMGMTを仏泌させた後. MGMT~自の発現を抑制する )jl~去にi主日した.通t

ClはmRNAがriboso聞で凱J(されて合成されてくる!実るmRNAに4.y'P_，的な格布1¥的配夢IJ

を持つantisenseRNA(成いはoligonucleotide)が存伝すれば，ノド米のmRNAとの問で水素結

合により 2本鎖が形成され，そのためmRNA上のriboson砲のJ!Miが11:められ制沢反応が
Itrl汗される18-)2 そこでノト1"1.MGMT mRNA(こ特異なantiscnscRNA~JJ.J.vωlorを構築 し ，

MGMTmRNAの制，沢を1!J1'gし，MGMTfli白質合成を抑制するMGMTantisensc RNA療法ー
によって，MGMTmRNAの発JJUじi!Lが主悶と考えられるACNU耐性の必1111ができるか任
かを検討した.

11.材科 -方法

L 細胞及び脳極協組織t:!本

human glioma細胞株として， U・87MG.U・138MG.U・251MG.U.343MG. U.373MG， 

SF・126.SF・188の7極， ral glioma細胞株としてC6.C6AR(C6・ACNU耐性株).9し.9LAR

(9しACNU耐性株)の4純， mou潟 glioma細胞株の203Gしを1ω1Iした.これらの細胞は，
10% feωbovine SCI'UIn (FBS). gluωninc3∞μg/ml. 0.14% NaHCO、.streplomycin 60μg/mlを)111
えたEagle'sminimal ぬscmialmcdium (MEM)で37'C.95%宅会(.5% CO2，減皮100%の条件

ドで安定して縦代されている.J.~q腕泌組織原本は， 1反発作:忠世LJ悩脚fi5として，
glioblastoma (Gbl): ('il -j1f発例を合み10例， anapl総ticas町ocyloma(八郎1):，.ij一再発例を含み
9例， as町ocytoma(Ast): 1例.oligodendroglionna (Olg): 4例， ependymonna (E凶):2例.

.3. 



同 dullobla5toma(Mdl): 3 t自IJ，ganglioglioma (Ggl): 2 i91J， olfactory neuroblastoma (Nbl): 2例，
p白川rymaJignant Iymphoma仰向:1例の計34例.転移住l脳lJiIi筋として，lung cancer (Lc): 

8例， colon釧即(Col):3例， lacrimal gland c肌・inoma(LG): 2例， malignant mclanoma 

(Mln): 1例.ostωsarcoma頭説内転移・絞澗(OS):1例， Hand-Schüller-Christian病砲~膜転

移(HSC):1例の計16例.良性脳服務は.meningioma (Mng): 3例， neurinorna (Nrn): 2例，

pituitary adenoma (PA): 1例の員j'6例.また大型深夜性版協摘出に際し，服務への歪IJ述の

ため手術中に切除された正常脳(Brain):2例.全体として計58例の原本を使用した.こ

れらの際水は手術で摘出後，直ちに液体議去により凍結し，似uu直前までー70tで保存
した.

2. 脳版協初代精r~細胞の樹立

上記脳j陸揚組織56例のうち， 12例から初代培養細胞を術立した.服務組織は手術摘

出後21時間以内にImnl角以下のノj、片となるようにミンチングした後，隣家カクテル

(0.05% pronase. 0.02% collagenase 1 r. 0.02% DNAse)にて単細胞に分隊し， 10% FBS}JIl:培地
仰EM)下で継代培養した

3. MGMTcDNAの合成

Tano士事が綴告したMGMTcDNA自己ヂIJに従い，以下のprimersetをmいてreverse
transcription (R1)・polymerasechain reaction (PCR)法にて266bpのMGMTcDNAを合成したゆ.

f!IJち.sense primer: 5・-GGAATTCACCATCCCGγmCCAGCAAG・3'及びantisensepri rner: 
5'-GGAA ITCA TGGGCCAGAAGCCA TTCCTT-3そ使用し.codon 85から172までの領域を

PCR""(':t附した.精製されたPCR産物をphagemidvectOr p立 18RI:su恥loningし，

competent cell: JM1091人jで地怖した後，日的の266bpのDNA断片を精製した.Northem blot 

解析或いはSouthernblot解析に際しては，このMGMTcDNAをOligolabelingKit~ 
(Pharmacia)にて[α_32PJdCTP(sp. acl. 2∞OCilmmol)でラベルし使用した.

4. Northern blot法によるMGMTrnRl可A発現況の解析

各種上高f~細胞からは，約J x 1出向のsubcont1uentな状態の細胞から，
vanadyl-ribol1ucleoside-complex (VRC)法を使用しto凶 RNAをJ概した.また，約19の服
務純凶在標本からはacidguanidium thiocyanat，巴-phenol-chlorofoml(AGPC)法によりtot材RNAを

み1製した.次いでoligo-dTcellulose columnを月]いてpoly(A)'悶-JAを選別し.1%
agaroseゐrmaldehydegel上でm気泳動後， nylon mcmbr，lI1e (Hybond N")にtransferした叩
で係議した266bpの合成MGMTcDNA probeをmい， Church & Gil悦rtの方t去に封書じ， 65t. 
15-201時間5%fonnamid巴を含むbufferでhybridizationし， washing bufferで65t，1O分間wash

した後， fts感度X線白1m及び的感紙を使用し70tにてautoradiographyを焔行したH

5. Colony形成tmによるACNU耐性試験
各種glioma培長剣JYa.，**及び手術標本から樹立した初代精養細胞に対してcolony形成能

によるACNU耐性試験を施行した.対数別刷。jにある各種塙養創n胞を適当例(2∞-2(削
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側)60111J1lシャーレに倣き.24時間後に各級濃度のACNUで11時間治療した後.ACNUを

合まない培地に1)[;し 1-3週間指dをした.50細胞以上のωlonyを数え，米治療の対照鮮

との比でsurvivalfraction を J~:定した.また. 1 log kiUをもたらすACNU濃度をSOl011tlとし

て算出した.

6. Southern blot法によるgenorneONAの解析

human gtioma細胞抹の内， MGMf発現陽性株2純(SF-188.U-138MG)と発現陰性株

3手Ti(SF・126，U-87MG. U・251MG)から genomicONAを鴻製した.各々約1x 10'僻|の

subconfluentな状態、の~!nJli2から protei nase K処理1.RN剖巴処理， phenol抗IIH1.及び6出納01ちt
般にてONAを抽出した.20間の各ONAをEco悶にて消化後0.9%agarose gel上で活気泳動

し.nylon tiJter (Hybond N)にtransferした.Nonhern blot解析と同じprobeを刷いてChurch

法で65'C. 15-201時r:11， 10% forma rnideを合も・bufferでhybridizationし.Sou山巴rnblol解析

を行なった.

7. ACNU耐性株の樹立

AC間耐性株を総立する日的で.ACNU感受性の形質を持つratgliomaA!lO胞株のC6).えぴ
9しに対して.sublelhalな濃度(5μM)のACNUを継代1u;に投与・し， liつACNU濃度を徐々に
高めて精必した.段終的にはACNU50μMでも生存可能であり.ACNUを合まない培地

で安定してACNU耐性の形'f~を保つ変異妹. C6AR及び9LARを樹立した.

8. MGMT antiscnse RNMH見veClorの緋祭及びi立伝子.~1入

rat MGMT mRNAの開始∞donを含むがI後3i'59bの泡基配列に相当する一本~l'iONA，及び

それに相補な配列を持つ59bの1.本鎖DNAを化学的に合成し.それらをannealさせ2本鎖

の断片とした.各ONA鎖の5・及び3'末端にはvector と ligationする際の制限砂;，!~site

(BamHl)を付け加えた.外務からZn2・4事の金属イオンで発現を誘滋することができる

hu刊 n問 tallolhioneinpromOlerとSV4QのpolyA付力nシグナルを持ち，薬剤耐性マーカーで

あるneomycinir.t伝子を組み込んだ発現v巴ctor(pSVneoHM下旬r)のclo凶ngsite (BamHl)に， 2 

本鎖にした合成ONAIlfrJ十をamisense方向とsense1noJにそれぞれligationし， MGMT 
antisensdEびにsenseRNA発現vector(pSVneoHMT-ter・MGMT-ASと-S)を桃築した(Fig.2). 

この発現vωlorを.rat glioma~~IH抱株のC6仰とのACNU耐性変異株で， MGMTを高発現して

いるC6ARkln胞に泣伝子滋入し.G418 (neomyc川)にて刊じtorを合むc10neを選択した.

9. in vitro MGMT antisense RNA療法

MGMT antisense RNA発現vectorを導入したC6AR/AS株.controlとしてsens巴即時A発現

vector (このRNAのコードする部位';tMGMTl首位を持たない)を導入したC6AR/S株に対し

て，以下のprotocolによるcolony形成能試験でACNU感受性を検討した.

発現誘導に{創刊するZn
2・は，尚濃度では細胞傷答性があるため.細胞が安定して贈挺I

しうる濃度の100μMを使用した.細胞のplateoutと同時にZn'・を投与し，以降24日寺関目，

48時IIOI:Jにmediumchange及び新たにむ12・をI∞μM投与することでMGMfantisens巴町仙の
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発現を誘導し維持した.各極iC:皮でのACt、rui台僚はplateOutの24時間後から次の24時間持
続的に行った.また，細胞内に元米存イ干するMGMT活性を低下させる目的で.低濃度

(10μM)のACNUをdayOに投ラーするAC則 前治療を行った.

SV40 terminator 

MGMT-AS 

pSVneoHMT -ter-
MGMT-AS 

neo 

問tMGMTcDNA は

Ampr 

ATG I 
ιーーーーーーーー.. 3'・

一一一---t ORF ト一一一

MGMT-AS 

Fig. 2 Construction of山eral MGMT anlisense mRNA expresson veCIor， 

pSVneoHMT-ler・MGMT-AS.



llI.結果

1. )悩!ffi紡におけるMGMTmRNA発現

Northern blol解析の結来， human glioma細胞株ではSF・188で0.95kbのサイズにMGMT

mRNAの著明な発現が認められた また， U-138MGでも強い発現がみられた • _.}j， 他
の5径の細胞株では明らかなMGMTの発現は検出できなかった(Fig.3)・J脳服務組織t宮
本では，約80%の級協でMGMTの発現が認められ，制11胞妹に!tぺMGMT発Z見本がおい傾

向を示した.この点はWiestlerらの報告と一致する傾向であり， n義務組織内の
helerogeneilyや， JEE性細胞の株化総代J~~の際にMGMT?ê現が失われた可能性が考えら
れるH 組織別にみると，痕例数は少ないがlowgrad巴as町ocylomaやoligodcndrogliomaでは

MGMTmRNAの発現が低く， malignant gliomaでは中古事皮に発現がみられる傾向にあった.

また， ωlonc加 ωr，lung cancer~;からの転移性脳服務や， neurinoma， meningioma~;の良性
脳版協ではMGMTm附 Aが3・6発現の症例が多くみられた(Fig.4)・しかし， 11司々の組織
で発現hlは異なり， inlerindividual variatiol1が存在すると考えられる.阿 疲例再発例は
2 例しかなく，内 1 例はその 11\1にACNUを投ヲ-していたが，ともに rl}~後にMGMT

mRNA発現用JJDはみられなかった.

2. MGMTm附 A発現とACNU耐性の剥11瑚
各組glioma細胞株及び初代培養創1)胞を用いてACNU(':j.fする∞lony形成能試験を路行し

た結来， SD
10
11<<が50μM以上の耐性鮮と40μM以ドの感受性鮮に大別された.更に耐性1停

のなかでSD，o怖が80μM以上の強耐性を示す鮮が認められた(Fig.5 a， b)・

MGMTmRNA ~ 
(0.95 kb) 

日.actin円、RNA-ー券，
(2.2 kb) 

句、て;， .0 
.~ .~0 _~ ，~~ t'" ir ~$ 

.">' 宅事
.~" s" _~'相令、戸市、主唱、':). ~. ~、':)

Fig. 3 Expression of MG恥rrmRNA in 7 human gLioma cell lin巴s.Comparabte RNA loading 

was comfmned using human s-actin probe in all celllines 
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Pituitary adenoma (1) 

patholooical Dlaonosls 

(number of c8ses) 

。

』.+→

国一ー--i

50 100 150 

MGMT mRNA (%SF・188MGMT mRNA) 

Fig. 4 MGMT mRNA exp陀机lonm防司inIUmors in comparison wilh山310fSF・188cells. 

HorizontaJ b.1fS indic31e ¥wndard deviation of山emean for each Iurnor. 
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Fig. 5 Colony forming efficicncy 3ssay with ACNU tre3UnCnl. a)批判nhuman gHoma ceU 

lines. Horizontal Ixll宮arcM.andard deviations for lhrce川dependcnlexperill1ents. b) 

Primary cultu陀 ccllぉfrom12 malignanl brain lumor... 
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MGMT mRNA発現:止と 3~.~細胞の ACNU感受性との1対i全性を検;;-tするため，彼輸に
MGMT mRNA発現:J{HSF.188~!l.MGMTm貯IA:孟).縦軸にSO..1111をプロ 1 トした{Fig.6 
i 二の凶より.l'両者ーのnlJにはlドの相|対関係が認められ(r=O.825.p<O.∞01. Pearson柑関分
析). MGMT mRNAの~.fJI.l.~は. MGMTTli性とI'i';隊に細胞のACNU曲1tL肢を反映すると

45・えられた.

3. MGMTmRNA発現とgenelicaltcralionの関連

以上のような細胞nu或いは組織IIlJにおけるMGMTmRNA発現ほの.iitいが.遺伝子上の
劣化によるものかを検dするため.human glioma細胞株をJfIいてSoulhemb10t解析を行っ

たその結果.MGMTmRNAを発現しているU.138MG株では村131)榊誌がみられた他は，

いずれの細胞株でもほぼIri'''!宇の23kbpのシグナルが検出された(Fig.7)・また.MGMT遺

伝r-のpromoter領械の1kbpONAIIJfJ~・をprobcとして用いたhybridizationでは谷細胞131に差
はぷめられなかった (datanotぉhown).1111ち.MGMTmRNA発mが必められない妹でも，
Aべた領域内でMGMTgeneの欠~.'lilZ(，i:は必められず.また111も允!JI.の強いSF・188でも
~[~な遺伝子il'l偏は，認められなかった. 11ft.にMGMTmRNAle.fJl.は i:として転'り・成いは転
写後に市1)1却されているnJ能性がJ示唆された.

4. MGMTmRNA発現必将

sublctha1 doseのACNUを~.~絞tt'j して樹立したratgliomaのACNU画ttl-l*.C6AR及び
9しARでは. MGMTmRNAの~J3l.が筏鉢のC6. 9Lと比べ定治・がjにjじj!!，しており， ACl¥"U 

耐性の獲得にMGMTの発現がi刻!j・していることが示唆された(FIg.8).

a b 

i .1'¥ ~ 
抽、、 i 

む匂 む<o<f'令q、r，q3r 〈Fev 8 dr 

f 
01

1 
203GL. 

MGMTmRNA~ 
(O.8kb) 

。01
lI'l 

C6 

。 9L. 28S~ 

。∞， 18S ~ 。 2S 50 7S 1∞ 
ACNU(ltM) 

Fig.8 Induction of MGMT mRNA in ral glioma celllines aftcr acquisition of ACNU resistance. 

a) Colony fonning efliciency assay wi山ACNUtreatmenl in日1邑Iioma cell li nes. b) 

MGMT mRNA expression. Ethidium bromide staining shows comparable RNA loading 

in all celllines. 
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5. MGMT anlisense RNA発現vCClorによるACNU耐性の%IJI(

1) ZnSO.によるMGMTantisense RNAの発現誘滋

細胞外より投，)-するZn2'，こよりMGMTantisense附制発泌がx際に必滋されゐこ とをli(li
認するため.各lransfec回 tc10neにZn2・を150-160μM投リ・し，Zn

2・投与が!と投与後6U.H¥J

でm貯IAを納111し.Nonhem bloli.tにて((的のMGMTantisense RNAの発現ゑj!7-を比較し

た(Fig.9). ffiどのc10neでilI2・投'j.，jirの状態で発現はみられなかったが， Zn20投与{去に
は多数のcloneで約0.4kb(poly A tailを合む長さ)の目的のMGMTanlisense 肘Mの免税かI~
涼された.また.MGMTsense RNA~.6l.veclorを導入 したιlonc(S2)では，ドlじサイズの
MGMT sense RNAがI~滋された(Fig. 9). 
これらのcloneのい~. antisense 附仙の発JJU採が~l列にみられたAS28株を佼月l し，作~Ir(

i食皮のZn2・を ~:.t 'j し， 6時間後のMGMTanti鑓附貯IAの発iJJ.を比較した(Fig.IOa). 202' 
l叫1Mで発現の1以降が認められ.刀、2・のielS!:が尚くなるとともに発現なは多くなり.
ilI:ï農&に ).tする正の濃度依'{H'tがぷめられた -)i， 内l碍1'1'のMGMTmRNAの~JJJ.:，t

はZn2'i&H!lにより変化しなかった.
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Fig. 10 ZnS04・dependenlexprc~sion of MGMT加 usenseRNA in C6ARJAS28 cells. 

Expr<総sionofMGMT削 ti凶貼巴 RNAafter trcatment with ZnSQ1 150μM川山E

C6AR/AS3 cel1s. 

ItiJ-hliに発~誘獄がみられたAS3十本でZn2・ 1 50凶4を投 'j・後，続的(I~にMGMTanusense 

RNAの発現41;を検討すると， l.立'j3 U!i=1i日後には発漢が;溌みされ， 1211主IIU後にI比大となり ，
以降24時間後，更に 36時間後に1J:t主hに減少した(Fig.IOb).従って， Zn2・による

anusense RNAの発現m量得はU.}IIU依((.性であることが判明した.

2 MGMT antisense RNA発現によるACNU感受性の変化

JiI;去にd己したprotocolによるcolony形成能試験により，み:rlt.iよの似1*を検川した.
まず， Zn2・を投与しないACNUの 1j1.~1山it;戎きでは， 定見株(C6AR)，antisenω株(AS4，AS28) 

及ひ・sense株($2，S6)ともに， ACNUの両tttはほぼ同程度であり， lransfe山onによる影符は

P.~;l比することができるものと与えられた.発現誘導しない状態でMGMTanlisense RNAの
~~jい発現がみられるAS4株では， ACNU画~.性j支は軽度低 F した(Fig. 11a).手守株をACNU

10μ品1でliiJ処理後， ACNUi{ìlJ~ した場合Iム ACNUtìi51!治療l作と両Jt'1必:はほぼ|斗械で，

10~MのACNUの前処J1Ilではitfl.:l次み先1)来は認められなかった(Fig. llb). 
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+ + 

sense外(S6)とanuc，en均株(AS28)において.未処Jlll或いは谷Hi処理後のACNU耐性をそれ
ぞれ比較すると，S6+'みではいずれも強度耐性を示したが， AS28株では.刀、z・により

antisense RNAを発.m必i(/.すると耐性が減ωし，!lLにACNU，iif処理を))11えると，より感受・
性の熔強がみられた(Fig.12)・この結決をおnse~cr(S2. S6) と antisen~t，j.;1:宇 (AS28.A$4)で

比較すると， Fig. 13a. bの如く，る12・でantisenseRNAの発現を必議しただけの場合でも，

?をantisense株の方がsense株iこltぺACNU感受性となる傾向がみられた.J1IにACNUliij処

JlIl.を加えると. ACNU感受性の澄はI悦強し anti~n時群のSOl0111'1は2・J!僚のおn~cClに比ぺ

39.8%とイjfJ.に減少した(p<O.05，unpair獄It・tesl)(Fig.14). 

rv.考tf
1. MGMTmRNA発現とACNU両fttの羽11刻

今回の*，Ii見(・が示すように，human及びratglioma細胞徐に加え， :IHtJ悩"'ll泌組織標本に
おいても， ACNU耐性1交をぷすSOI' 依と紛胞或いは組織のMG~ITmRNA発現 ;.t との!旬に

l;ll列らかな相関関係、が認められた. これまでに， ACNU耐性肢とMGMT活性の羽11提lt'1に
ついてtU~I;-されてきておりaHMW，抜々の結果から， MGMT!Ii自の介J英hlは， Northern 

blolI:在によ って検出されうるMGMTrnIU.JA発現1.tに1ft'接的に依作していることがぶされ

た.
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般に，細胞の』帥刷性機111.としては， 1) 細ぬ内~m終日I{:.tの減少(p-gly(，;oprotein~~) . 

2 )細胞内来高11分仰の変化(Golgi体俊能.同tωhondria膜t刷、Iの変化.muhidrug-resistance 

齢民i3tωprote川 (MRP)守). 3 繍胞内解毒後f1iの/じ進， 41 ~filJ標的のは的政いは1t

ð~~1t(TopOisOI前rase1， II~~)， 5)集部l活性化の抑制J!.'xいは小活性化の促進， 6) DNA 
修彼般傍， 7)創IJ胞の分化成長或いは釧l泡死に閃')-する泣Ili{-版物の変化.などが小げ

られる.このうち，アルキル化斉11系tiiAb¥卸lの耐1'1険機として(i，thiolを多く合む僻心併

殺のreduc吋 glutaUlione(GSH). gluta出回開 S・同制化r首唱・π(GST・π). 主として if(金総の，，~':1' 

に|湖チしSH)，!; 1': i:rむ問tallo山ioneinによる抱合解，1)';DNA修復両手，k;のN寸前thylpu巾e・DNA
glycosylase， endonuclease. cxonuclease ;或いは細胞内;旋斉IJJtr-H，の減少さ干の附与も報iaaされ

ているl64I' しかしCENUに関しては， ti綴胞効果の主要な棋聖路がぴ~au..ylguani問から.じ

起きれるDNAinterstrand-crosslinkの形成にある点から.guanine成法のぴi1sf占に付加Jtた

ア 1レキル悲に~.~・5~n(Jに作Hlし，ワンステップでDNAを修復してしまう MGMTのl刻'}がw

めて喰要であることが子怨される.今[n)の攻#の料 ~Hi. :J..:際にMGMl・の発現がACNU

it11の主肉となることぷ唆したものと与えられる.更に.MGMTmRNAの発現レベルで
ACNU耐性との相闘がみられたことから，煩雑で.ノミ祉の，式料を必~とするこれまでの

i&t'l，i制定法とltぺ，我々のNor曲ernblottl~によるMGMT mRNA発現測定i去は.細胞&.ぴ

.tf，j島組織のACNU耐性検UI訟としてより.fiJtlな}ji去と考えられる.

MGM"τ mRNA発現1立を測定した:忌t~.脳腕協&例で，手術後の治療内容&.ぴ綬過を倹バ

すると.MGMTmRNAが尚発現していたglioblastorna.anapJaはicastT∞ytoma.巴pendymoma，
R宙物脳転移の5例(Gbll，AA~t3. AAst6. Epd2. Lc5)では.ACNUを合む締助依法にも拘わ

らずl府i~の ~i完成いは残イ1・師協のi切大が認められた.内 l 例(E凶2)では.初問手術後

ACNU単独制H年1M法を施行したが，急激な級協l与党をきたし. Ilf下術のI~の版協MGMT

mRNA党現=ìdよ休めて i匂{~l を示した. ー}j，MGMTmRNAの党現が儲かであった

gliobl抗ωm払anaplastica与町ocytorna.oligωen的 'gliomaの6例(GbI3.AAstl-2. AA~t8， Olg2. 

Olg3.0lgのではACNUを合む併m療法が~効した . JJ;(~性:l!::t'u悩服務では.殆どの~d，例

でT術後にACNUを合む多例化学療法投び放射線1M:去を併HJしており， ACNU単独の約
彼幼巣を判定することは附難ではあるが.このようにi患者続師1窃のMGMTmRNA発現尽
かACNU療法の幼果を}:i.I決する臨床例も認められた.逆に.1Mb伎を合むACNUj/;E訟を
絡hしたglioblastomaの l 例(GbJ7)では.腕筋がJI'l大し 1ヰ手Urを必~としたが，摘出IH\I必

のMGMTm附 A党現lま削iを示した.しかしこの純仰の初代I服組It'l'!li.ACNUにHす

るSO値が13.3帥1とACNU感受性をぶしていた. 般にgliomaは組織多似性を示し，~年

に(1トヴ苦glioblll!itornaではその傾向が強い.この故例では検貸した嫡It¥M¥泌日11分がACNU両i
t'1・t11ミすviableな服筋細胞叙I~でなかった可能性も与ーえられる. また.このtlH6HilW~で

はm凶lIoUlio問inの完茨がjじj[しており(datanot shown)， ACNU耐性にMG¥1T以外の慢織

が関与していた1fT能性も併定できない.このように組織多級代を示す腕~では， ~もなる

都{すでのサンプリングもiT(~である.

脈符標本舗111以前I":ACNUを投与されていたケースで， MGMTの発現jt:ilLが若呼jであっ
たものは5例中1例(E凶2)と少なく， ACNU治療により， MGMTmRNAの発現がi却さ

れてくる両党脈筋は必ずしも多くはなかった.
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2. MGMTm附 Me現の調節とi糾
~IGMTの発現制御に|刻 しては. human glioma事m胞t*を用いたSou出ernblo1解析の結果か
ら.MGMTmRNA発mの欠如11.tMGMT逃(l:(.の欠失や刺立.1'.化手IJによるものではなく，
5e.fJ!の凋節は，t].1j:必いは転勾:f:去のRNAprocessingの段階でれわれていることが小峻され

た.即ち.MGMTmRNA発裁に必要なれ'fi.的な転び肉 f.または転写抑制図i二の(f:伝.

或いはそれらの肉fの結合するMGMTpromOler忽IJ.o&やenhancerp.íU~のDNAの点突然笈3耳

などのl刻')・が診えられる.

k~近. 'vtGMT遺伝f・りb、はそのpromoter箆i.t.主におけるCpG閥均lationの関与が多施政よ
り被告されている・，..，即ち.Mcr(MGMT活性+)の網11胞では，この領域のCpG

同松山ylationが陽性で.Merの制I!包では陰性であるとするものである .Ji， von Wronski 

らは.human rha凶側yo処rcoma細胞株をmいて， piI主的な鮎*を示している剖.今後挺

に検討を~する問，W llì と考えられる .

rJI glioma~llln包株のC6及び9しはACNU感交性の形伐をもち， MG叩 'mRNAの発現れま殆と'

dめられない.これらC6.9L1;t.~剤投与により ACNUを含め各段薬剤耐性株を制収する
ことができることが知られている"'.46 段々は，これらの細胞株にjx~eJ，t以下の低iQBt
ACNU を段Il'..r的にi~'HQを向くしながら投うすることで， 各々のACNUït1'tl*， l!Uち，

C6AR及び9しARを樹立した. ~l(二， C6ARI孟.培地I':ACNUを合まない状態‘でも安定に

紺;代され.ll'lJiIi迷瓜も貌株のC6と同級であり，Jlつ定常的にACNU耐性をIJミす.これら

C6AR.9LARでは， MGMT mRNAの発現はI~I らかに/じ進していた(Fig. 8).即ち.ACNU 
耐性4獲得にf't.い， MGMTmRNA発攻のjcill.が認められた ')j， C6AR.9LARでは.他
の来剤耐1"1:1刻述遺伝rであるGST-πや附rallothioneinmRNAの~~現なは，それぞれ税株と

ほぼ同級でfJS;かった(dalanOl shown). C6・ACNU削悦株においては，縦sII:9.内の島平均俳ぷで

あるGST・πの発現先進lま必められなかったとする般本らの報;りもあり， C6徐においては.

MGMT発現の ，~m~fACNU耐1''1:のjミ肉をなすことが示唆された41 9LAR株では， ACNU 

耐間交にiじしMGMT mRNA発.fJ! 1よ中~I主であり，他の耐性機Jfの誘i与が関与 している可

能11も否定はできない.

r.llliverやrdlhepaloma細胞~;j(においては . y線を ml~.JするとMGMTの発J;JJ.がーìfWtに i諺

(~され， mRNAの発I.JJ.レベルで劣化が生じてくる4.岬.その他.a1kylation. hydrogen 

peroxide. ullravioleL CDDP. bleomycin. heal~~のDNAお11詰物質によってもMGMTの発現が義

~~されることがおI~りされている岬.30 また . E.ωJiのもつMGMTの相I;，j;立伝子である 8(お

geneでは.アルキル化卸lの投与によって.adager砲の転写が似jl!.し発現が必導されるが.

rtiJL作用をもっogrgeneは発現，.ki!'tlま認められない11
花々 の車t;*から.ral gliomaA:iO n;g，妹では.ACNUl又{u投与を比較的長WJに継続すること
により， DNA鍛傷修復隣家であるMGMTm郎IA発現のJ工進をii'うACNU耐性のぬl!}が認

められた.そこで.ACNU tr. [111投与による ー過f生のMGMT党現d恐も.ralのIivcrや
hcpatoma細胞でy線!t(1~・fやCDDP~文 'j.により ，誘導されたのと IIIIMに認められるのか，また，

humanMGMT遺伝チのpromoterUI域にlil削 1shock element (HSE) も存夜するので~， heat 

、hocklこよ っても同般の発現，必持がみられるか， human及びralglioma*UlJJ;包株を月1いて現在
検Ii.t中である.
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3. MG¥1T antisen-.e RNAによるACNU耐性完自民のよみ
ACNU創作に対するantisen，eRNA療法では，今11tH品告書したMGMTanti刷 lseRNA~現
vcclorを)(jいると， Znl'l1与により叩ti悶 lseRNAの発JJl.を謙抑し.細胞内でのMGMTのdc

no"o synthe，isを抑制するだけで，経度のACNU耐刊の続減埼玉ぷめられた.iJ.!:に.これに
低濃度のACNUによるIjiJ処J1IlをJJIIえて，細胞内にl死に存夜していたMGMT分子を動uし
Nii勧化させると，より -府ACNU1M感元IJ*が!l'l強した.このh法で， ACNU感受t'tを2.5
1削二高めることができ， MGMT antisense RNAによるACNU耐性の克服がイi効であること

がmVltroでぶされた.今後更に.MGMTに対する特典的抗体を作製することで. tn(l合

成レベルで検討を加えていく予'必である.

CENU耐件の克服iJ，; として.5lにもぷしたようにMGMTがひNAを修復すると Ilil8~に失

ìri してしまう分子である特性を ~'l;仮して. s町eplozotocin.ぴ・benzylguanineA，t;のMGMTの

ふ伎を前治僚として佼与する)iil;が検付されている11-]2 これらの誘母体による耐性克
服法では.MGMTii'iM:の低Fが・過性にしか符られない点が(111Mとなる.Chenらの報告

によれば.JJlイ'Eit，l:も抑制j奴j栄が向いとされるぴ'-benzylguanineを投与しでも.~mJII胞を

JIJいたinvirro の系で， MGMTi首性は24時11IJ以内にJ乙の活性レベルに反ってしまうな.従っ

て.CENUの設細胞効果を一定時間以上期待するには不十分と考えられる.また，繰り

返し長期にわたる投'j.では，釧l胞や組織へのll，ttt:などの彩轡も 11IJ~ とI，j:る.今lulの政均

のm去では.前j台械業として 10μMの低jQJ~ACNUを併用しt. ， この混Jゑでは. ACNU耐

性細胞の生存-+1に殆ど影響はなく.ACNU治療の隙の前治療えとしての幼来も1M!!では

必められなかったのにIナし.MGMT anlisense RNAがイ{:{J:するとACNU耐1"1:1;1:イnJ:に改善
された.llllち.細胞内のMGMTdenovo 谷ynthesL~を m1}し. MGMT蛋(1以を持続的に低

トさせておくことは.ACNU耐性改善に，f(妥であることがぶされた.

このよう令治療の対象となる釧胞内には.)己米多くのMGMT分r-が{i;まれているため.
MGMT anlbense RNAによるdenovo synthe，isの限7fだけでMGMTi首位をイj.(!.に減少させ
るには，比較的長時間の飢むenlTCRNA発現が必要となる可能Mが考えられる.そこで，
今後史に本政によるACNUit'l!志幼-*を!l'l~!良させるための一法として， MGMT a l1ú~cnse 

RNAに加え， ACNUよりも強)Jなぴ'-benzylgωnhct宇の，jíl投:定を併用したMGMT~f'i前処
JIll-an附附附A削 H/i法も検dしてい〈必妥があると考えられる.
MGMT制 lisenseRNAを細胞内で発現させるため，今凶のメ:験lf.、ではIì{(~たに外部より~

JJl.をよ毒導しえるhumanmetallothionein promOlerを組み込んだ発成町Clorを使mした. この
、，oectorにより H的通りのRNA党現が得られたが， ')jで以下の如き問題点が考えられた.

~n に，このveclOrでは，斜IIIf.:!.Hf8科;をイiするZn2・tf;の金紙イオンをRNA発現必iJ3の際
に必要とするの:であ，}. ACNuitì彼以前にる，2'1こよる細胞俗'l'~ を招く可能性がある.こ
のため，内l羽性のMGMTmRNAを向発現している細胞に対しては.飽和!なのイま幼な

alllisense RNAの発現を期待することは凶~'1tと与えられる.

自白2に， Znl・4事の金~イオン 1;1，それ自体がMGMTi首位に対する抑制作11"1を有してい
る点である. しかしょの点にl刻しては.Sci∞hitanoらの報告によると，ノト制使mしたI(的
、 120凶1f'~J~のZnl'jQ)~では. rat liverにおけるMGMT活性では9%の抑制jしか認められな
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いことや'l 今[(1)の尖験系では!日j浪1交のZn~・を投与したco附'01の細胞詳(1ll仏C6AR&び
MGMT唱n、eRNA党JJlクロ・ン}との比較で却価していること，また:K際にl'iJしクローン

でZn
2・
f):')・のイl何i・よる'1{{'併のJ.H;t.f'itかlこ過ぎなかったことなどから，彩響I;t.少ない

ものと与えられる.

~~ 3に， n的とするanli<;enseRNAは59bであるのに対し，この、rectorから発現される
RNAのサイズは.mRNAを安定化するために付加されているpolyA凶のため，約3ω~
4∞bに及ぶl~:である.またこのRNA自身が形成する可能性のあるお次情i:iなどが，際的
となるMGMTmRNAとhybridizeする際lこ.務動性・特異性・効率にどの相変彩容を及ぼ

すのか， JJIJ争点ではィ、191である.この/..(1孟.一般のano終的t即可A自体でもI'.J+.'(<の1ll1ffiで.
将米的に解明されてくれば.新たなamisense附ぜAのdesignが考えられよう"・ 3 

以仁のtûl点から，今後細胞内で1.(・定して，ある校l変持続的に，且つ大 ~I{に 1ê.Bi.をきた
すことのできる veClorの開l党が必~Jì となるが，次に障害となる問題は，如何に服~にH
して特}~・(J~に ILつ幼ボ尚<，このような遺伝子発現vecωrを導入し得るかという J，'，(であ
る. これは術に対する泣かi{.療法4消tに関わる!日j足立であるが，現住， JJ脳l悩泊刈岬)j助Ij' fi射~í扱5に』付Jして Iはよ，
H岬伐ess一p川le巴以xv川i川凡印川H附S，f.均削附e引tげrovi附'パ川川ac刈附ICωd巾1化c附 i叩ru附』鴎sνぷd4t‘
a飢ntib加odのyを引lip仰0剛 neと払鮎tf介守させて呂pμecωif恥iciαllyげyを1尚"匂.百6めるプ方'i法s矢8ぺ， また， 1ωumo釘r!J.成比いiは:J:lissue
specific promOlcrを組み込んだvectorを用いるH法などが施行されており，今後の成*が
待たれるところである.

ノドfAWでi毛JYJIIU，ii;令にMGMTt，r，.性を除去してしまうと， MGMTが本米イIする似I!.}
DNAの修復~能が尖われてしまい，細胞の突然変異性が噌加する危険代が併げられる.
しかし，本法の日的11，治療浪1StのACNUIこNして感受性となる程度のMGMTWtl:f1tト
を役得することであり.また先に述べたように，高発現しているMGMTmRNAを完全に

プロ 1クする仰の川縄問RNAを細胞内で持続的に発現させるのは図鑑であること.似

終的にはj台鍛標的となる服筋細胞に選択的に投与することが自僚であり. 2次織をきた

すような危険1'1:は低いと考えられる.

V.給1h

;Il;.性肺脆t!~に J.fする化~r:lJ.Æ ìtで，第 l 選択として使用されているACNUにおける耐科.
の棋聖俗として.DNA修復I'It"誌であるMGMTの関与につき述ぺ， human&ぴralglioma細胞
株及ぴJ陰性脳雌筋組織燃本をJIJいて. ACNUIi.行生と MGMTmRNA発現の有11刻性 ~/l~ した.
また，このMGMT.irt伝子の発現，凋節及び必導に関わる因子につき検討を加えた

MGMT'}eJJlによるACNU耐1""を必服する試みとして， MGMT anusense RNA彼法を倹。i.J
し耐性改i"Mt1~~られたことを微行した 州の問題点と今後の展望iにつき挺にJ及し
" 
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