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要旨 

 

【背景と目的】 肺癌は癌関連死亡原因の第一位を占め、今後も世界的に増加が予想

される未だ予後不良な疾患であり、より効果的な治療法の開発が求められる。 

今日、肺癌に対し分子標的薬や免疫チェックポイント阻害剤などの新たな治療薬が

実用化されてきたが有効な症例は限られる。分子標的治療や免疫チェックポイント阻

害治療の対象とならない場合の一次治療、分子標的治療や免役チェックポイント阻害

治療に抵抗性を示した場合の二次治療、あるいは分子標的薬や免役チェックポイント

阻害薬との併用療法として、殺細胞性抗癌剤は今日でも幅広く使用される。プラチナ

製剤は殺細胞性抗癌剤のキードラッグとされるが、数ヶ月程度の使用で耐性が誘導さ

れる。したがってプラチナ製剤への耐性の克服は重要な課題である。 

シスプラチンは代表的なプラチナ製剤であり、その作用機序は DNA 傷害、酸化スト

レス、小胞体ストレスを介したアポトーシス誘導などとされる。癌細胞がシスプラチ

ン耐性をおこす機序として、細胞内への移行の低下、細胞外への排出の増加、核酸の

修復機構の強化、細胞内でのシスプラチンの無毒化、の 4 つが主に考えられている。

また、シスプラチン耐性癌細胞は好気呼吸が活性化しており細胞内活性酸素種量が上

昇しているが、細胞内抗酸化物質を増加させることより活性酸素種による酸化ストレ

スから細胞を保護している。 

ユビキチン・プロテアソーム系は真核細胞の代表的なタンパク質分解機構である。

プロテアソームは多数のサブユニットからなる酵素複合体であり、ユビキチンにより

標識されたタンパク質を分解する。構成型プロテアソームはプロテアーゼ活性を有す

る構成型サブユニット PSMB5/PSMB6/PSMB7 を持ち、細胞内のタンパク質の恒常性を維

持している。インターフェロンなどの炎症性サイトカインの刺激により構成型サブユ

ニットが免疫プロテアソームサブユニット PSMB8/PSMB9/PSMB10 に変化した免疫プロ

テアソームが発現する。免疫プロテアソームは免疫反応を活性化し、ウイルス感染へ

の応答や自己免疫性疾患の発症に関与する。一方で酸化ストレスや細胞増殖、代謝な

どによるストレスも免疫プロテアソームを誘導し、その際免疫プロテアソームは構成

型プロテアソームと共に細胞内外からのストレスで誘導された細胞内の不要なタンパ

ク質分解を行い恒常性維持に寄与する。 

 プロテアソーム阻害剤はプロテアソームのプロテアーゼ活性を阻害し、小胞体スト

レス誘導や細胞周期停止を通じて抗腫瘍効果を発揮する。免疫プロテアソームサブユ

ニットに選択性が高いカーフィルゾミブ（CFZ）や PR957 は免疫プロテアソーム阻害剤

と呼ばれる。プロテアソーム阻害剤は多発性骨髄腫では既に臨床使用されているが、

固形癌での臨床応用は進んでいない。肺癌に対する臨床試験では奏効割合は低いもの
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の、プロテアソーム阻害剤が効果を示す症例が存在すること、プラチナ製剤への耐性

獲得がプロテアソーム阻害剤への感受性に影響を与える可能性を示唆している。 

そこで我々は、シスプラチン耐性肺癌細胞におけるプロテアソームサブユニット発

現を評価し、CFZ および PR957 の有効性を検討した。また、免疫プロテアソーム阻害

剤の有効性を予測する因子を探索した。 

【材料と方法】 3 種類の非小細胞肺癌細胞株（A549、H1299、H1975）および 2 種類

の小細胞肺癌細胞株（SBC3、SBC5）を使用した。培養液に低濃度のシスプラチンを添

加し 3 ヶ月間継代培養を続けシスプラチン耐性細胞を作成した。各細胞のシスプラチ

ン、CFZ、PR957 への感受性を MTT 法を用いて評価した。細胞内活性酸素種量を

2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate を用いて評価した。プロテアソーム

サブユニットの発現を定量的逆転写 PCR 法、ウエスタンブロット法を用いて評価した。

プロテアソームのキモトリプシン様プロテアーゼ活性を蛍光基質 Suc-LLVY-AMC を用

いて評価した。CFZ のアポトーシス誘導および細胞周期に対する効果をフローサイト

メトリー法で評価した。CFZ が分裂期細胞死（mitotic catastrophe）を誘導するかど

うかを蛍光免疫染色法を用いて評価した。 

【結果】 作成した 5 種類のシスプラチン耐性細胞は親細胞に対しシスプラチンの感

受性が低下し、細胞内活性酸素種量が高く、また 5 種類中 4 種類で免疫プロテアソー

ムサブユニット PSMB8、PSMB9 の発現が亢進していた。 

H1299および SBC3ではシスプラチン耐性細胞は親細胞に比べ有意に免疫プロテアソ

ーム阻害剤への感受性が亢進していたが、その他の細胞株ではシスプラチン耐性化に

より免疫プロテアソームへの感受性が低下する傾向にあった。免疫プロテアソーム阻

害剤への感受性が亢進した H1299、SBC3 ではシスプラチン耐性細胞は親細胞に対して

キモトリプシン様活性が 2.9 ないし 3.5 倍に亢進していたが、その他の細胞株ではシ

スプラチン耐性細胞のキモトリプシン様活性の亢進は親細胞の約 1.4 程度の上昇にと

どまった。 

 H1299および SBC3のシスプラチン耐性細胞では CFZ投与によりアポトーシスが誘導

された。H1299 および SBC3 では親細胞、シスプラチン耐性細胞ともに細胞周期の G2/M

期の割合が上昇した。その他のシスプラチン耐性細胞では CFZ による G2 期および M

期の増加は親細胞と比較して減弱したか変化がみられなかった。また H1299 のシスプ

ラチン耐性株では CFZ 投与により分裂期細胞死が誘導された。 

【考察】肺癌細胞株 5 株中 2 株においてシスプラチン耐性獲得後に免疫プロテアソー

ム阻害剤への感受性が亢進することを示した。これはプロテアソーム阻害剤が効果を

示す肺癌症例が少数ではあるものの存在すること、プロテアソーム阻害剤が効果を示

す肺癌症例がプラチナ製剤耐性例にみられることを示す臨床試験の結果を支持する結

果と考える。 



 

4 

シスプラチン耐性肺癌細胞に対する免疫プロテアソーム阻害剤の抗腫瘍効果は、

G2/M 期の増加および細胞分裂死を介したアポトーシス誘導によると考えられた。免疫

プロテアソーム阻害剤の感受性が亢進した細胞株ではキモトリプシン様活性が大きく

上昇しており、シスプラチン耐性獲得後にキモトリプシン様活性が大きく亢進するこ

とが免疫プロテアソーム阻害剤の有効性を予測するマーカーとなりうると考えられた。 

【結論】非小細胞および小細胞肺癌において、シスプラチン耐性化に伴い免疫プロテ

アソームに対する感受性が亢進する細胞株が存在する。シスプラチン耐性獲得後にキ

モトリプシン様活性が大きく亢進している肺癌では免疫プロテアソーム阻害剤が効果

を示す可能性があるため、症例を適切に選択できれば免疫プロテアソーム阻害剤はシ

スプラチン耐性肺癌に対する治療選択肢の一つとなりうる。 
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略語表 

 

本文中および図表中で使用した略語は以下のとおりである。 

ALK  Anaplastic lymphoma kinase 

APC  Anaphase-promoting complex 

ATF  Activating transcription factor 

ATP7B  Copper-transporting P-type ATPase 

BRAF  V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 

BTZ  Bortezomib 

CDK1  Cyclin dependent kinase 1 

CFZ  Carfilzomib 

CHOP  C/EBP homologous protein 

CR  Cisplatin-resistant 

CTR  Copper transporter protein 

DAPI  4’,6-diamidino-2-phenylindole 

DCFDA  2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate 

EDTA  Ethylenediaminetetraacetic acid 

EGFR  Epidermal growth factor receptor 

ERCC1  Excision repair cross-complementation group 1 

ERO1-  Endoplasmic reticulum-resident oxidase 

FBS  Fatal bovine serum 

HSP70  70 kDa heat-shock protein 

IC50  Half maximal inhibitory concentration 

IFN-  Interferon- 

IPI  Immunoproteasome inhibitor 

IRE1  Inositol-requiring enzyme 1 

LC3  Microtubule-associated protein light chain 3 

MEM  Minimum essential media 

MRP2  Multidrug resistance-associated protein 2 

MTT  3-（4,5-dimethylthiazol-2-yl）-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

NER  Nucleotide excision repair 

NTRK  Neurotrophic receptor tyrosine kinases 

PARP  Poly（ADP-ribose）polymerase 

PBS  Phosphate-buffered saline 
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PD-1  Programmed cell death 1 

PD-L1  Programmed cell death ligand 1 

PERK  Double-stranded RNA-activated protein kinase-like ER kinase 

PI  Propidium iodide 

PR  Partial response 

PSMA  Proteasome subunit  

PSMB  Proteasome subunit  

qRT-PCR  Quantitative reverse transcription PCR 

ROS1  V-ros UR2 sarcoma virus oncogene homolog 1 

RPMI  Roswell Park Memorial Institute medium 

SD  Stable disease 

Stat-1  Signal transducer and activator of transcription-1 

TBST  Tris-buffered saline with Tween 20 

TNF-  Tumor necrosis factor- 

XPF  Xeroderma pigmentosum complementation group F 
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緒言 

 

1) 肺癌について 

肺癌は、癌関連死亡原因の第一位を占め、世界では毎年約 180 万人が罹患し、約

160 万人が死亡すると報告される。近年先進国の男性の罹患率は減少傾向であるもの

の、世界全体としては今後も増加が予想されている(Torre et al., 2015)。日本にお

いては毎年約 11 万人が肺癌に罹患し、約 7 万 4000 人が肺癌にて死亡している。肺癌

による死亡は全悪性新生物死亡の原因として最多であり、男性の第 1 位、女性の第 2

位である（国立がん研究センターがん情報サービス「がん登録・統計」より , 

https://ganjoho.jp/reg_stat/statistics/stat/summary.html, 2019 年 11 月 13 日ア

クセス）。近年、肺癌に対する治療は大きく進歩しているが未だ予後不良であり、より

効果的な治療法の開発が求められる。 

肺癌は病理学的に非小細胞肺癌と小細胞肺癌に大別され、約 85%を非小細胞肺癌が

占める(Herbst et al., 2008)。近年、非小細胞肺癌に対する薬物療法は飛躍的な発展

を遂げている。1990 年代以降、腫瘍細胞の増殖や生存に強く影響を与えるドライバー

遺伝子が同定され、それを標的とした分子標的薬が開発された。上皮成長因子受容体

（epidermal growth factor receptor:EGFR）の変異に対する EGFR 阻害薬、未分化リ

ンパ腫キナーゼ（anaplastic lymphoma kinase:ALK）融合遺伝子に対する ALK 阻害薬

の有効性が示され(Kwak et al., 2010; Maemondo et al., 2010)、さらに最近では V-ros

ト リ UR2 肉 腫 ウ イ ル ス 癌 遺 伝 子 ホ モ ロ グ 1 （ V-ros UR2 sarcoma 

virus oncogene homolog 1:ROS1）転座や V-raf マウス肉腫ウイルス癌遺伝子ホモログ

B1（V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1:BRAF）変異に対する分子標的

薬の臨床的な有効性が証明された(Planchard et al., 2017; Shaw et al., 2014)。ま

た、肺癌を含めた固形癌に対して神経栄養受容体チロシンキナーゼ（neurotrophic 

receptor tyrosine kinase:NTRK）融合遺伝子を標的とした薬剤も臨床使用されている

(Drilon et al., 2017)。これらの分子標的治療の対象となった症例の生存期間中央値

は 2 年半を越えるとの報告もあり(Maemondo et al., 2010; Solomon et al., 2018)、

今後も新たな分子標的薬の開発により予後の改善が期待される。しかし、これらの分

子標的治療の対象となるのは非小細胞肺癌の 30%程度に留まり(Arbour and Riely, 

2019)、また分子標的治療により奏効が得られても大半の症例では耐性を獲得して再増

悪する。 

 さらに近年、腫瘍免疫についての研究の進歩から癌細胞による免疫抑制機構を標的

とした免疫チェックポイント阻害剤の開発が進んでいる。非小細胞肺癌においては

programmed cell death 1（PD-1）や programmed cell death ligand 1（PD-L1）に対

する抗体療法の有効性が報告され(Borghaei et al., 2015; Brahmer et al., 2015; Mok 

https://ejje.weblio.jp/content/sarcoma+virus
https://ejje.weblio.jp/content/sarcoma+virus
https://ejje.weblio.jp/content/oncogene
https://ejje.weblio.jp/content/homolog
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et al., 2019; Rittmeyer et al., 2017)、2015 年より日本および米国などで保険承

認されている。抗 PD-1 抗体ペムブロリズマブによる治療の PD-L1 発現未治療非小細胞

肺癌に対する効果は推定 5 年生存率 23.2%と報告され(Garon et al., 2019)、長期生

存が実現されつつある。小細胞肺癌においても抗 PD-1 抗体の有効性が報告され

(Antonia et al., 2016)、米国では 2018 年に保険承認されている。しかしこれらの免

疫チェックポイント阻害剤の奏効割合は、初回治療として使用された場合は約

30%(Mok et al., 2019)、二次治療以降に使用された場合は 10-20%であり(Antonia et 

al., 2016; Borghaei et al., 2015; Brahmer et al., 2015; Rittmeyer et al., 2017)、

治療の恩恵を受けられない患者も多い。また治療効果を予測するバイオマーカーの探

索も不十分である。 

分子標的治療や免疫チェックポイント阻害治療の対象とならない場合の一次治療、

分子標的治療や免役チェックポイント阻害治療に抵抗性を示した場合の二次治療、あ

るいは分子標的薬や免役チェックポイント阻害薬との併用療法として、殺細胞性抗癌

剤は今日でも幅広く使用される。特に 1970 年代に登場したシスプラチン、あるいは

1980 年代に登場したカルボプラチンといったプラチナ製剤がキードラッグである。非

小細胞肺癌に対しては、1990 年代に臨床導入されたドセタキセル、ゲムシタビン、ビ

ノレルビン、イリノテカンあるいはパクリタキセルといった「第 3 世代抗癌剤」とプ

ラチナ製剤の併用化学療法の有効性が報告され、今日まで標準治療のひとつである。

このプラチナ併用化学療法が初回治療として用いられた場合の奏効割合は 30%程度、

生存期間中央値は約 10-12 ヶ月程度、5 年生存率は数%以下である(Ohe et al., 2007; 

Schiller et al., 2002)。小細胞肺癌に対しては 1980 年代以降に様々な臨床試験が行

われ、シスプラチン・エトポシド併用化学療法が標準治療である(Pujol et al., 2000)。

日本においてはシスプラチン・イリノテカン併用療法がシスプラチン・エトポシド併

用療法よりも有意に予後を延長したと報告された(Noda et al., 2002)。このように今

日も多くの肺癌患者がプラチナ製剤を含む治療を受けているが、プラチナ製剤に対し

ても数ヶ月程度の使用で耐性が誘導される(Amable, 2016)。このためプラチナ製剤へ

の耐性の克服は重要な課題である。 

 

2) シスプラチンについて 

 シスプラチンは代表的なプラチナ製剤である。物質名はシスジアミンジクロロ白金

（II）であり白金錯体に分類される。中心金属が白金で配位子がアンミンと塩化物イ

オンである（cis-[PtCl2(NH3)2]）。薬理作用を発現するのはシス型だけでトランス型は

細胞毒性を持たない(Amable, 2016)。 

シスプラチンの抗腫瘍効果は DNA 傷害作用が中心であると考えられてきた。シスプ

ラチンは copper transporter protein（CTR）1 や CTR2 を通して細胞内に移行する。
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細胞内は塩化物イオン濃度が低く、白金に配位していた塩化物イオンが遊離して水分

子に置換され、その水分子から水素イオンが電離するため DNA への結合能を有する。

DNA の 4 種の核酸塩基はいずれも金属イオンと配位結合する能力があるが、白金錯体

はグアニン塩基の 7 位の N に優先的に結合する。さらに DNA に結合したシスプラチン

の約 60%は隣り合ったグアニン塩基に一本鎖交叉結合する。このようにして DNA に重

金属が結合することで DNA の複製が阻害される。DNA 傷害は Bcl-2 ファミリータンパ

クの内、アポトーシス促進性タンパクである Bax や Bak を介してミトコンドリアから

のシトクローム C の放出を促し、カスパーゼ 9 活性化を起点としてカスパーゼカスケ

ードを活性化し、アポトーシスを誘導する(Amable, 2016; Basu and Krishnamurthy, 

2010)。 

 近年、DNA 傷害以外の作用機序も報告されている。その一つが活性酸素種を通じた

細胞毒性である。シスプラチンは抗酸化物質であるグルタチオンと結合する他、抗酸

化酵素であるグルタチオン-S-トランスフェラーゼ、グルタチオンペルオキシダーゼ、

スーパーオキシドジスムターゼを阻害することで細胞内活性酸素種を増加させ、ミト

コンドリア膜電位低下を介した代謝障害やアポトーシスを誘導する(Cocetta et al., 

2019; Karasawa and Steyger, 2015)。 

また、小胞体ストレスを通じた抗腫瘍効果も報告されている(Martins et al., 2011)。

小胞体はタンパク質の折りたたみや修飾、カルシウム貯蔵を担う細胞小器官である。

化学物質暴露、遺伝子変異、ウイルス感染などにより細胞内に生じた変性タンパクは

小胞体に蓄積し、小胞体ストレス反応が誘導され、遺伝子の翻訳量を減少させること

でのタンパク量の低下、分子シャペロンを増加することによる折りたたみ効率の向上、

オートファジーの活性化による変性タンパク質の除去を行う。しかしこのような恒常

性維持機能を超えた場合には細胞のアポトーシスが誘導される。シスプラチン投与に

よりユビキチン化タンパクの蓄積、C/EBP homologous protein（CHOP）などの小胞体

ストレス関連タンパクの発現亢進、カスパーゼ 12 を起点としたアポトーシス誘導が報

告されている(Xu et al., 2014)。また、シスプラチンの小胞体ストレスを通じたアポ

トーシス誘導は脱核した細胞でも観察されることから DNA 傷害とは独立した作用機序

であると考えられている(Xu et al., 2014; Yu et al., 2008)。 

 

3) シスプラチン耐性について 

 シスプラチンに長期に暴露されると癌細胞は耐性を獲得する。シスプラチン耐性機

序として以下の 4 点が考えられている。 

1. 細胞内への移行の低下 

シスプラチンの細胞への移行を促す CTR1 の発現の低下が起こり細胞内へのシスプ

ラチン移行が低下する(Zisowsky et al., 2007)。 
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2．細胞外への排出の増加 

Copper-transporting P-type ATPase（ATP7B）や multidrug resistance-associated 

protein 2 (MRP2)が高発現し、細胞外へのシスプラチンの排出を強化する(Komatsu et 

al., 2000; Taniguchi et al., 1996)。 

3．核酸の修復機構の強化 

シスプラチンに傷害された DNA は主にヌクレオチド除去修復（nucleotide excision 

repair:NER）によって修復される。Excision repair cross-complementation group 1 

(ERCC1)と Xeroderma pigmentosum complementation group F（XPF）のヘテロダイマ

ーが DNA の損傷部位を除去することが NER の律速段階と考えられているが、シスプラ

チン耐性癌細胞では ERCC1 と XPF が高発現すると報告される(Q et al., 2000)。 

4．細胞内でのシスプラチンの無毒化 

シスプラチンはチオール基をもつ化合物と結合して DNA との結合能を失う。チオー

ル基をもつ抗酸化物質のグルタチオンやメタロチオネインが増加することでシスプラ

チンの細胞毒性が低下する(Reedijk, 1999)。また、グルタチオンとの反応生成物は

MRP2 を介して細胞内に排出される(Ishikawa and Ali-Osman, 1993)。 

また、シスプラチン耐性癌細胞では代謝に変化がみられる。癌細胞は有酸素下でも

解糖系による嫌気的な ATP 産生が優位になっており、これはワールブルグ効果として

知られる(Garber, 2006)。しかし、シスプラチン耐性癌細胞はミトコンドリアを利用

した好気呼吸が活性化しており細胞内活性酸素種量が上昇している。活性酸素種によ

る酸化ストレスから細胞を保護するのにも抗酸化物質は役立っている(Wangpaichitr 

et al., 2012; Wangpaichitr et al., 2017)。シスプラチン耐性を獲得した癌細胞は

耐性を獲得する前の細胞に比較し増殖速度が緩徐であるが、この変化に活性酸素種が

関わっていることも報告されている(Fang et al., 2017; Wangpaichitr et al., 2017)。 

これらの知見に基づいた治療法の研究が進んでいる。サラゾスルファピリジンはシ

スチントランスポートターxCT による細胞内へのシスチン輸送を抑制する。シスチン

はグルタチオンの前駆物質であるため、サラゾスルファピリジン投与により細胞内の

グルタチオンが低下し、シスプラチンの無毒化や反応生成物の細胞外への排出および

活性酸素種の除去が低下する(Chen et al., 2009)。非小細胞肺癌においてサラゾスル

ファピリジンとシスプラチン・ペメトレキセド併用療法の I 相試験が行われ、奏効割

合が 26.7%、無増悪生存期間の中央値が 11.7 ヶ月と報告され(Otsubo et al., 2017)、

過去に報告されているシスプラチン・ペメトレキセド併用療法の無増悪生存期間の中

央値 4.0-5.3 ヶ月よりも良好な結果であった(Barlesi et al., 2011; Paz-Ares et al., 

2012; Scagliotti et al., 2008)。サラゾスルファピリジンがシスプラチン耐性機序

を抑制し奏効期間を延長させた可能性がある。 
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4) ユビキチン・プロテアソーム系について 

ユビキチン・プロテアソーム系は真核細胞における主要なタンパク質分解機構の一

つである。細胞内において役割を終えたタンパク質や変性したタンパク質を分解し、

細胞の恒常性維持に寄与している。オートファジー・リソソーム系が選択性の低いタ

ンパク分解機構であるのに対し、ユビキチン・プロテアソーム系では分解の標的とな

るタンパク質の選択性は厳密に制御されている。3 種類のユビキチン活性化酵素 E1、

E2、E3 が ATP 依存的にタンパク質にユビキチンを付加する。GTPase や細胞骨格タンパ

ク質はモノユビキチン化されることで細胞内での局在が調節されるが、ポリユビキチ

ン化されたタンパク質はプロテアソームの一部である 19S 複合体に認識され分解の対

象となる(Budenholzer et al., 2017)。 

プロテアソームはプロテアーゼ活性を持った巨大な酵素複合体である。プロテアー

ゼ活性を持つ 20S プロテアソームの両端に調節ユニットである 19S 複合体が結合した

26S プロテアソームが標準的な状態である。20S プロテアソームはサブユニット

proteasome subunit （PSMA）1～7（1～7）の 7 分子から構成されるリングが 2 つ

と、サブユニット proteasome subunit （PSMB）1～7（1～7）の 7 分子から構成さ

れるリングが 2 つの計 4 つのリングがの順に積み重なった構造をしている。イ

ン タ ー フ ェ ロ ン  （ interferon-:IFN- ）、 腫 瘍 壊 死 因 子  （ tumor necrosis 

factor-:TNF-）などの炎症性サイトカインによる刺激に反応してシグナル伝達兼転

写活性化因子（signal transducer and activator of transcription-1:STAT1）など

の転写因子が活性化されると、免疫プロテアソームサブユニット PSMB8（5i）、PSMB9

（1i）、PSMB10（2i）が発現し、それぞれが PSMB5（5）、PSMB6（1）、PSMB7（2）

と置き換わったプロテアソームが発現する(Aki et al., 1994; Hallermalm et al., 

2001)。PSMB5、PSMB6、PSMB7 はそれぞれキモトリプシン様、カスパーゼ様、トリプシ

ン様のプロテアーゼ活性を持つ。また PSMB8、PSMB9 はキモトリプシン様、PSMB10 は

トリプシン様活性を持つ。PSMB5、PSMB6、PSMB7 を含むプロテアソームは構成型プロ

テアソーム、PSMB8、PSMB9、PSMB10 を含むプロテアソームは免疫プロテアソームと呼

ばれる。免疫プロテアソームが切断したポリペプチドは殆どの C 末端側が中性および

塩基性となり、主要組織適合遺伝子複合体（major histocompatibility complex:MHC）

クラス I 分子に親和性が高い。したがって免疫プロテアソームは炎症性サイトカイン

の刺激に反応して MHC クラス I を介した免疫系の活性化に寄与すると考えられ、サイ

トメガロウイルスやインフルエンザなど感染への応答、また関節リウマチや炎症性腸

疾患などの自己免疫性疾患の発症にも関わっている(Angeles et al., 2012; Tanaka 

and Kasahara, 1998)。 

一方で、熱刺激、高濃度グルコールなどの細胞外からのストレス、酸化ストレス、

代謝や増殖などに関連した細胞内のストレスも免疫プロテアソーム発現を誘導する
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(Callahan et al., 2006; Pickering et al., 2010; Rouette et al., 2016; Thomas et 

al., 2007; Zu et al., 2010)。その際免疫プロテアソームは構成型プロテアソームと

共に細胞内外からのストレスで誘導された細胞内の不要なタンパク質分解を行い恒常

性維持に寄与している(Nathan et al., 2013)。 

 

5) 免疫プロテアソーム阻害剤について 

プロテアソーム阻害剤および免疫プロテアソーム阻害剤はプロテアソームのタンパ

ク質分解を阻害することにより抗腫瘍効果を発揮する薬剤である(Gandolfi et al., 

2017; Roeten et al., 2018)。ボルテゾミブ（Bortezomib:BTZ）は PSMB5、PSMB8 を中

心に幅広くプロテアソームを阻害するプロテアソーム阻害剤である(Gandolfi et al., 

2017)。カーフィルゾミブ（Carfilzomib:CFZ）は PSMB8 を強く阻害し、PSMB5 を部分

的に阻害する(Parlati et al., 2009)。PR957 は PSMB8 を選択的に阻害する(Muchamuel 

et al., 2009)。CFZ や PR957 のような免疫プロテアソームに特異性の高いプロテアソ

ーム阻害剤は免疫プロテアソーム阻害剤と呼ばれる。 

プロテアソーム阻害剤の作用機序は主に小胞体ストレス誘導と細胞周期停止とされ

る(Gandolfi et al., 2017; Roeten et al., 2018)。70 kDa 熱ショックタンパク 

(heat-shock protein 70:HSP70)の一種である BiP は小胞体ストレス反応に関係する各

種の小胞体膜貫通型タンパク質に結合し、これらを不活化している。プロテアソーム

活性が阻害されると、分解されずに小胞体に蓄積したタンパク質が BiP と結合する。

その後 BiP が小胞体膜貫通型タンパク質から遊離し、小胞体ストレス反応が誘導され

る。小胞体ストレス反応は inositol-requiring enzyme 1（IRE1）経路、double-stranded 

RNA-activated protein kinase-like ER kinase （ PERK ） 経 路 、 activating  

transcription factor（ATF）6 経路の 3 つに分類される。IRE1 経路では、BiP から遊

離した IRE1 が二量体を形成して自己リン酸化することによって活性化され、Bcl-2 フ

ァミリーの抗アポトーシスタンパク質の mRNA を分解する。PERK 経路では、BiP から遊

離した PERK が二量体を形成しトランス自己リン酸化して活性化され、eIF2をリン酸

化する。リン酸化 elF2は転写因子として ATF4 を発現させる。ATF6 経路では、ATP6

が BiP から遊離するとゴルジ体に移動し site 1 プロテアーゼと site 2 プロテアーゼ

に切断され、DNA 結合能を有するようになる。ATF4 と ATF6 は共同して転写因子として

働き CHOP を発現させる。CHOP は Bcl-2 ファミリーのアポトーシス促進性タンパク質

の活性化と抗アポトーシスタンパク質の不活化を介してアポトーシスを誘導する

(Nikesitch et al., 2018)。また、CHOP は endoplasmic reticulum-resident oxidase

（ERO1-）を誘導して酸化ストレスにより細胞を障害する(Marciniak et al., 2004)。 

プロテアソーム阻害剤および免疫プロテアソーム阻害剤による細胞周期停止の機序

はまだ十分に解明されていないが、サイクリン依存性キナーゼ阻害因子 1 として知ら
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れる p21の亢進による G2/M期での細胞周期停止の機序が報告されている(Ling et al., 

2003; Zhang et al., 2016)。M 期から G1 期への移行の障害は分裂期細胞死（mitotic 

catastrophe）を誘導する(Gu et al., 2017; Strauss et al., 2007)。 

BTZ および CFZ は多発性骨髄腫の治療に高い効果が証明され臨床使用されている。

多発性骨髄腫細胞ではグロブリン産生が亢進しているためプロテアソーム阻害によ

り細胞内にタンパク質が蓄積しやすくプロテアソーム阻害剤および免疫プロテアソー

ム阻害剤の感受性が良好であると考えられている(Gandolfi et al., 2017)。再発多発

性骨髄腫の患者において BTZ 療法はデキサメサゾン療法と比較し有意に無増悪生存期

間を延長した（6.2 ヶ月 vs 3.5 ヶ月、p<0.001）(Richardson et al., 2005)。また再

発・難治性多発性骨髄腫患者において、CFZ・デキサメサゾン併用療法は BTZ・デキサ

メサゾン療法に比較し有意に全生存期間を延長している（47.6 ヶ月 vs 40.0 ヶ月、

p=0.01）(Dimopoulos et al., 2017)。しかし、固形癌においては、前臨床での効果が

報告されているものの、臨床試験においては有効性が証明されていない(Roeten et al., 

2018)。 

肺癌における I相もしくは II相試験でもプロテアソーム阻害剤は奏効割合が低く有

効性を証明するには至っていないが、少数ながら著効する症例が報告されている。CFZ

の I/II 相試験において、すでに 6 次治療まで受けている小細胞肺癌患者 1 例が CFZ

により 2 年以上にわたり部分奏効（partial response:PR）が維持された。また、非小

細胞肺癌患者 1 例において 10 ヶ月以上にわたり安定（stable disease:SD）が維持さ

れた(Papadopoulos et al., 2013)。BTZ の小細胞肺癌を対象とした II 相試験におい

ては、プラチナ併用化学療法に感受性を示した 28 例には効果がみられた症例はいなか

ったが、プラチナ併用化学療法抵抗性の 28 例では 1 例で PR がみられた(Lara et al., 

2006)。また、KRAS G12D 変異をもつ非小細胞肺癌患者 16 例に対する II 相試験におい

て、カルボプラチン併用化学療法既治療の 1 例で著明な腫瘍縮小がみられた。(Drilon 

et al., 2019)。これらの症例はプロテアソーム阻害剤が効果を示す肺癌症例が少数で

はあるものの存在すること、プラチナ製剤への耐性獲得がプロテアソーム阻害剤への

感受性に影響を与える可能性を示唆している。 

 

6) 本研究の仮説 

 シスプラチン耐性を獲得した肺癌細胞は、度重なるシスプラチン暴露による外的な

ストレスおよび好気性代謝亢進による酸化ストレスという内的なストレスにより免疫

プロテアソームが活性化しており、免疫プロテアソームに恒常性維持を依存している。

したがってシスプラチン耐性肺癌において免疫プロテアソームの阻害は有効な治療法

となりうる。 
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7) 本研究の目的 

 シスプラチン耐性肺癌細胞におけるプロテアソームサブユニット発現を評価し、免

疫プロテアソーム阻害剤の有効性を検討する。また、免疫プロテアソーム阻害剤の有

効性を予測する因子を探索する。 

  



 

15 

実験方法 

 

細胞株と薬剤 

 細胞株は以下の 3 種類の非小細胞肺癌細胞株と 2 種類の小細胞肺癌細胞株を用いた。

非小細胞肺癌細胞株は American Type Culture Collection（米国バージニア州マナサ

ス）から、小細胞肺癌細胞株は Japanese Collection of Research Bioresources 細胞

バンク(東京都)からそれぞれ購入した。 

 A549、H1299、H1975：非小細胞肺癌細胞株 

 SBC3、SBC5：小細胞肺癌細胞株 

 細胞の培養には、非小細胞肺癌細胞株はローズウェルパーク記念研究所培地

（Roswell Park Memorial Institute medium：RPMI）、小細胞肺癌細胞株は最小必須培

地（minimum essential media：MEM）を使用した。いずれの培地にも 10%の牛胎仔血

清（fatal bovine serum: FBS）を添加し、5%CO2下の 37℃湿潤環境で培養した。 

シスプラチンは日本化薬（東京都）、免疫プロテアソーム阻害剤 CFZ、PR957 はアド

ックバイオサイエンス社（米国カリフォルニア州アーバイン）から購入した。 

 

シスプラチン耐性肺癌細胞株の樹立 

 非小細胞肺癌および小細胞肺癌を培養する際に培地に低濃度のシスプラチンを添加

してシスプラチン耐性を誘導し、シスプラチン耐性細胞を作成した。シスプラチン濃

度は 0.15 mol/L から開始し、2.0 mol/L まで漸増した。その後、2.0 mol/L で 3

ヶ月間以上培養して得られた細胞をシスプラチン耐性細胞として使用した。 

 得られたシスプラチン耐性細胞は、親細胞の名称の後に ddpR を付して命名した。シ

スプラチン耐性非小細胞肺癌細胞 A549ddpR、H1299ddpR、H1975ddpR はそれぞれ親細胞

A549、H1299、H1975 から作成した。シスプラチン耐性小細胞肺癌細胞 SBC3ddpR、

SBC5ddpR はそれぞれ親細胞 SBC3、SBC5 から作成した。 

 

薬剤の抗腫瘍効果の測定 

 薬剤の抗腫瘍効果を評価するために MTT（3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 

-diphenyltetrazolium bromide）法を用いて細胞増殖抑制効果を測定した。96 ウェル

プレートに細胞を散布した。1 ウェルあたりの散布細胞数は A549：1000 個、H1299：

1000 個、H1975：1500 個、SBC3:3000 個、SBC5：3000 個、A549ddpR：2000 個、H1299ddpR：

2000 個、H1975：2500 個、SBC3ddpR:5000 個、SBC5ddpR：5000 個とした。一晩培養後、

濃度勾配をつけてシスプラチン、CFZ、PR957 を添加し、72 時間培養した。MTT 溶液（プ

ロメガ社、米国ウィスコンシン州マディソン）を各ウェルに 10 L 添加し、その 4 時

間後に Solubilization Solution/Stop Mix（プロメガ社）75 L を添加し、Varioskan 
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Flash（サーモフィッシャー・サイエンティフィック社、米国マサチューセッツ州ウォ

ルサム）を用いて吸光度を測定した。また、各薬剤の 50%阻害濃度（half maximal 

inhibitory concentration：IC50）を GraphPad Prism v7.0（グラフパッド・ソフト

ウェア社、米国カリフォルニア州サンディエゴ）を用いて算出した。 

 

細胞増殖速度の測定 

 肺癌細胞の増殖速度を MTT 法を用いて測定した。96 ウェルプレートに細胞を散布し

た。1 ウェルあたりの散布細胞数は A549、A549ddpR：1000 個、H1299、H1299ddpR：1000

個、H1975、H1975ddpR：1000 個、SBC3、SBC3ddpR:3000 個、SBC5、SBC5ddpR：3000 個

とした。0、24、48、72、96 時間培養した。それぞれに MTT 溶液（プロメガ社）を各

ウェルに 10 L 添加し、その 4 時間後に Solubilization Solution/Stop Mix（プロ

メガ社）90 L を添加し、Varioskan Flash（サーモフィッシャー・サイエンティフィ

ック社）を用いて吸光度を測定した。 

 

活性酸素種量の測定 

 細胞の産生する活性酸素種量を 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate

（DCFDA）を用いて測定した。DCFDA Cellular ROS Detection Assay Kit（アブカム社、

英国ケンブリッジシャー州ケンブリッジ）を用いた。黒色透明底 96 ウェルプレートに

細胞を 1 ウェルあたり 10000 個散布し一晩培養した。翌日、メディウムを吸引し付属

のバッファーで洗浄した後、各ウェルに 30 mol/L の DCFDA を 100 L 加えて染色し

た。暗所、37℃で 45 分間培養した。DCFDA を吸引し 1 ウェルあたり 100 L のバッフ

ァーを添加した。その後、直ちに Varioskan Flash（サーモフィッシャー・サイエン

ティフィック社）を用いて蛍光を測定した。 

 

定量的逆転写 PCR（quantitative reverse transcription PCR: qRT-PCR）法 

 以下の処理はすべて RNase フリーの器具を使用して行った。 

1. RNA 抽出  

 RNeasy Mini Kit（キアゲン社、ドイツ・ヒルデン）を用いて施行した。細胞培養を

行なった 10 cm ディッシュに TRIZOL（サーモフィッシャー・サイエンティフィック社）

を 1 mL 加え、細胞溶解後に回収した。回収液にクロロホルム 0.2 mL を加え 15 秒間激

しく混和し、室温で 3 分間静置した後、4℃で 12000 g×15 分間遠心し、3 相に分離し

た無色の上部水相のみを新しいチューブに移した。移した水相にイソプロピルアルコ

ールを 0.5 mL 加え、室温で 10 分間静置した後、4℃で 12000 g×10 分間遠心し、上清

を除去してペレットのみを残した。ペレットを 75%エタノールで洗浄後に 10 分間真空

乾燥を行い、RNase フリー水 100 L を加え再溶解し、別のチューブに移した。移した
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溶液に Buffer RLT 350 L と 100%エタノール 250 L を加え混和した後、専用のスピ

ンカラムに注入し、8000 g×15 秒間遠心を行なった。 遠心後廃液は破棄し、Buffer RW1

でスピンカラム・メンブレンを洗浄し、RNase-Free DNase Set（キアゲン社）を用い

て DNase 処理を行なった。再度、Buffer RW1 及び Buffer RPE でスピンカラム・メン

ブレンを洗浄した後、RNase フリー水を添加し、8000 g×1 分間遠心を行い、コレクシ

ョンチューブ内に RNA 抽出を行った。 

2. 逆転写 

 High Capacity RNA-to-cDNA Kit（サーモフィッシャー・サイエンティフィック社）

を用いて行なった。RNA 濃度を NanoDrop ND-1000（サーモフィッシャー・サイエンテ

ィフィック社）を用いて測定し、総 RNA 量が 1 g になるように RT Enzyme Mix 1 L、

RT Buffer Mix 10 L 及び RNase フリー水で調整し、逆転写を行った。反応時間は 25℃ 

10 分、48℃ 30 分、95℃ 10 分で行なった。 

3. 定量的 PCR 

 SYBR Green PCR Master Mix（キアゲン社）を用いて行った。プライマーは表 1 に

記載した配列のものを用いた。上記工程で逆転写したサンプル 0.2 L、フォワードプ

ライマー10 mol/L、リバースプライマー10 mol/L、マスターミックス 10 L、RNase

フリー水 9.6 L を各ウェル内で調整し、StepOnePlus Real-Time PCR System（アプ

ライドバイオシステムズ社、米国カルフォルニア州フォスターシティ）を用いて 95℃ 

5 分、続いて 95℃ 20 秒、60℃ 20 秒 40 サイクル、最後に 70℃ 20 秒の反応時間で行

なった。Threshold cycle（Ct）値は StepOnePlus Real-Time PCR System に内蔵され

たプログラムにより自動的に測定された。ACTB を内因性コントロールとし、各サンプ

ルにおける各遺伝子の相対的な発現量をΔCt 法で算出し、対照群と各薬剤投与群の遺

伝子発現量の比較はΔΔCt 法にて行った。 

 

表 1. qRT-PCR 法に用いたプライマー 

標的遺伝子 フォワードプライマー リバースプライマー 

ACTB CCGCGAGAAGATGACCCAGAT GGATAGCACAGCCTGGATAGCA 

PSMB5 TCCAGGGAGTCTCAGTGATGG CTCCATGGCGGAACTTGAAGG 

PSMB6 AATTCACTGCCAATGCTCTCG TACCCCTGACTCTGCAATGG 

PSMB8 GCTGGGATAAGAAGGGTCCTGG CCCACTACCCGTGGAGAACA 

PSMB9 CGCTTCACCACAGACGCTAT CCACACCGGCAGCTGTAATA 
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ウエスタンブロット法 

 各種タンパク質の発現はウエスタンブロット法を用いて評価した。ウエスタンブロ

ット法は NuPAGE プロトコールに従い施行した。サンプルの蛋白濃度よりロード量を算

出し、メルカプトエタノール、NuPAGE LDS sample buffer（サーモフィッシャー・サ

イエンティフィック社）と混合しゲルにそれぞれ注入し、泳動した。この際泳動バッ

ファーは NuPAGE MES SDS Running Buffer（サーモフィッシャー・サイエンティフィ

ック社）を使用した。泳動後、NuPAGE Transfer Buffer（サーモフィッシャー・サイ

エンティフィック社）を用いて 60 分間かけてメンブレンに転写した。Tween20 含有ト

リス緩衝生理食塩水（Tris-buffered saline with Tween 20：TBST）で 5 分×3 回の

洗浄施行後、5%スキムミルクまたは 5%BSA を用いてブロッキングを行った。再度 TBST

で 5 分×3 回洗浄した後、1 次抗体を添加したブロッキング液を用いて 4℃下で一晩振

とうした。 

 翌日に TBST で 5 分×6 回の洗浄施行後、2 次抗体を 60 分添加した。再度 TBST で 15

分×6 回洗浄して撮影を行った。感光液は ECL TM Prime Western Blotting Detection 

Reagent（GE ヘルスケア社、米国イリノイ州シカゴ）を用いた。1 次抗体に関しては

表 2 に記載したものを用いた。 

 タンパク発現量のコントロールおよび相対定量のための標準化にはアクチンを用い

た。 
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表 2. ウエスタンブロット法に用いた 1 次抗体 

抗体名 販売元 商品番号 希釈倍率 

抗アクチン シグマ・アルドリッチ A2066 1:1500 

抗 PSMA6 アブカム ab3325 1:1000 

抗 PSMB5 アブカム ab3330 1:1000 

抗 PSMB8 アブカム ab3329 1:1000 

抗 PSMB9 アブカム ab3328 1:2000 

抗 cleaved caspase-3 セル・シグナリング・テクノロジー #9961 1:1000 

抗 PARP セル・シグナリング・テクノロジー #9532 1:1000 

抗サイクリン A サンタクルーズ・バイオテクノロジー sc-271682 1:100 

抗サイクリン B1 サンタクルーズ・バイオテクノロジー sc-166210 1:100 

抗サイクリン D アブカム ab134175 1:10000 

抗リン酸化 CDK1 アブカム ab47594 1:1000 

抗 p21 アブカム ab109199 1:1000 

抗リン酸化ヒストン H3 セル・シグナリング・テクノロジー #3377 1:1000 

抗 CHOP セル・シグナリング・テクノロジー #2895 1:1000 

抗リン酸化 eIF2 セル・シグナリング・テクノロジー #9721 1:1000 

抗リン酸化 IRE1 アブカム ab48187 1:1000 

抗 LC3 セル・シグナリング・テクノロジー #12741 1:1000 

初出の略語： cyclin-dependent kinase 1（CDK1）、microtubule-associated protein 

light chain 3（LC3）、poly（ADP-ribose）polymerase（PARP） 

（サンタクルーズ・バイオテクノロジー社、米国テキサス州ダラス） 

 

 

20S プロテアソームキモトリプシン様活性の測定 

肺癌細胞の 20S プロテアソームのキモトリプシン様プロテアーゼ活性を 20S 

Proteasome Assay Kit（ケイマンケミカルカンパニー社、米国ミシガン州アナーバー）

を用いて測定した。96 ウェルプレートに肺癌細胞を散布した。細胞数は 1 ウェルあた

り 30000 個とした。96 ウェルプレートを 500 g×5 分間遠心し、培養メディウムを除

去した。アッセイバッファー（5 mmol/L ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）

添加トリス緩衝生理食塩水）200 L で洗浄した後、500 g×5 分間遠心して上澄み液

を吸引した。溶解バッファー10 Ｌとアッセイバッファー90 L を加え、30 分間振と

うしながら反応させた。96 ウェルプレートを 1000 g×10 分間遠心して細胞膜や核な

どを沈殿させ、プロテアソームを含む上澄み液 90 L を採取した。採取した上澄み液

を黒色 96 ウェルプレートに移し、キモトリプシン様活性の基質となる Suc-LLVY-AMC 
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10 L とアッセイバッファー10 L を加え、遮光し 37℃で 1 時間培養した。その後、

Varioskan Flash（サーモフィッシャー・サイエンティフィック社）を用いて蛍光を測

定した。 

 

CFZ 投与濃度の設定 

CFZ が細胞周期、分裂期細胞死、アポトーシス、小胞体ストレス反応に与える影響

を評価する際の CFZ の投与濃度は親細胞とシスプラチン耐性細胞の IC50 の内、より高

い濃度とした。A549と A549ddpRには 100 mol/L 、H1299と H1299ddpRには 30 mol/L、

SBC3 と SBC3ddpR には 40 mol/L 、SBC5 と SBC5ddpR には 6 mol/L とした。 

 

細胞周期の解析 

 CFZ が細胞周期に与える影響を、フローサイトメトリー法を用いて評価した。A549

（1.0×105個）、A549ddpR（2.0×105個）、H1299（1.0×105個）、H1299ddpR（2.0×105

個）、SBC3（2.0×105個）、SBC3ddpR（3.0×105個）、SBC5（1.0×105個）、SBC5ddpR（2.0×105

個）を 10 cm ディッシュで培養した。24 時間後に CFZ を投与した。24 時間後にトリ

プシンで処理し、Phosphate-buffered saline （PBS）で 2 回洗浄した後に-20℃下で

70%エタノールを用いて 4 時間固定処理を行なった。遠心し、上清を破棄した後に残っ

たペレットを PBS で 2 回、Stain Buffer(FBS)（ベクトン・ディッキンソン社、米国ニ

ュージャージー州フランクリンレイクス）で 1 回洗浄し、Alexa Fluor® 647 Rat 

anti-Histone H3 (pS28) 20 L でリン酸化ヒストン H3 を標識した。20 分後に PI/RNase 

Staining Buffer（ベクトン・ディッキンソン社）500 L で再懸濁し、DNA を標識し

た。測定は BD FACSVerse flow cytometer（ベクトン・ディッキンソン社）を使用し

た。核相が 2 倍体である細胞を G1 期もしくは S 期と定義した。また、核相が 4 倍体か

つリン酸化ヒストン H3 が陰性である細胞を G2 期、核相が 4 倍体かつリン酸化ヒスト

ン H3 が陽性である細胞を M 期と定義した。 

 

アポトーシスの解析 

 Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit（メルクミリポア社、米国マサチューセ

ッツ州バーリントン）を用いて行なった。A549（1.0×105個）、A549ddpR（2.0×105

個）、H1299（1.0×105個）、H1299ddpR（2.0×105個）、SBC3（2.0×105個）、SBC3ddpR

（3.0×105個）、SBC5（1.0×105個）、SBC5ddpR（2.0×105個）を 10 cm ディッシュで

一晩培養し、翌日に CFZ を添加した。CFZ 暴露時間は 24 時間、48 時間、72 時間とし

た。その後、トリプシンで処理し、PBS で 2 回洗浄した後に Binding Buffer 500  L

で再懸濁した。キットに含まれている試薬でアネキシン V とプロピジウムイオダイド

（Propidium iodide: PI）の 2 重染色を行ない、暗所で 15 分間静置した後に測定を行
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なった。測定は BD FACSVerse flow cytometer（ベクトン・ディッキンソン社）を使

用した。アネキシン V 陽性かつ PI 陰性の細胞を早期アポトーシス細胞と定義し、アネ

キシン V 陽性かつ PI 陽性の細胞を後期アポトーシス細胞と定義した(Vermes et al., 

2000)。 

 

分裂期細胞死の解析 

免疫蛍光染色法を用いて CFZ による分裂期細胞死の誘導効果を評価した。A549ddpR

（5.0×104個）、H1299ddpR（5.0×104個）をチャンバースライド II（IWAKI、東京都）

で一晩培養し、翌日に CFZ を添加した。24 時間後に 4℃の PBS で二回洗浄し、4%パラ

ホルムアルデヒド 500 L を用いて 4℃で 20 分間固定した。その後、4℃の PBS で三回

洗浄し、0.5%Triton X-100（シグマ・アルドリッチ社）500 L を 4 ℃で 10 分間反応

させた。再び 4℃の PBS で 2 回洗浄し、Blocking One Histo（ナカライテスク社、日

京都市）で 5 分間ブロッキングを行った。その後、一次抗体である抗チュブリン抗体

（1:100、#2128、シグマ・アルドリッチ社）を 4℃で一晩反応させた。翌日、4℃の PBS

で三回洗浄し、蛍光二次抗体である Alexa FluorTM 488 goat anti-rabbit IgG（1:500、

A-11008、サーモフィッシャー・サイエンティフィック社）を室温で 90 分間反応させ

た。その後、4℃の PBS で二回洗浄し、4’,6-diamidino-2-phenylindole（DAPI）を含

む ProLongTM Glass Antifade Mountant with NucBlueTM（サーモフィッシャー・サイエ

ンティフィック社）で核の染色と包埋を行った。カバーガラスをかけ、蛍光顕微鏡

BZ-2000（キーエンス社、大阪市）で観察した。 

 

統計解析 

 全ての検討は独立した状態で 3 回以上行った。2 群間の比較にはウェルチの t 検定

を用い、統計学的有意差は p 値が 0.05 未満の時と定義した。 
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実験結果 

 

1）シスプラチン耐性肺癌細胞および親細胞のシスプラチン感受性の検討 

 はじめに、3 種類の非小細胞肺癌細胞株（A549、H1299、H1975）と 2 種類の小細胞

肺癌細胞株（SBC3、SBC5）、及びそれらから作成した 5 種類のシスプラチン耐性細胞株

（A549ddpR、H1299ddpR、H1975ddpR、SBC3ddpR、SBC5ddpR）のシスプラチン感受性を

検討した。MTT 法を用いて細胞増殖抑制効果を測定し（図 1）、IC50 を算出した（表 3）。

作成したシスプラチン耐性細胞はいずれも親細胞に対して有意に IC50 が大きく、シス

プラチン耐性を獲得したと考えられた。 

 

 

 

 

図 1. シスプラチン耐性肺癌細胞および親細胞に対するシスプラチンの細胞増殖抑制

効果 

A：非小細胞肺癌細胞に対するシスプラチンの細胞増殖抑制効果を MTT 法を用いて評価

した。 

B：小細胞肺癌細胞に対するシスプラチンの細胞増殖抑制効果を MTT 法を用いて評価し

た。 

グラフは平均値と標準偏差値を示す。 
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表 3. シスプラチン耐性肺癌細胞および親細胞に対するシスプラチンの IC50 

 IC50 values of cisplatin (mol/L) 

 Parent CR variant p 

A549 3.8±0.2 14.1±2.1 <0.05 

H1299 3.6±2.2 8.8±2.2 <0.05 

H1975 3.1±0.1 9.3±0.4 <0.01 

SBC3 1.3±0.4 7.0±0.4 <0.01 

SBC5 2.7±0.8 15.0±2.0 <0.01 

 

シスプラチンの細胞増殖抑制効果を MTT 法で測定し、IC50 を算出した。実験は独立

して 3 回行い、2 群間の比較にはウェルチの t 検定を用いた。数値は平均値と標準偏

差値を示す。CR: cisplatin-resistant。 

 

 

2）シスプラチン耐性細胞における細胞増殖速度および細胞内活性酸素種量の測定 

 作成したシスプラチン耐性細胞の特徴を明らかにするため、細胞増殖速度および細

胞内活性酸素種量を測定した。細胞増殖速度の測定には MTT 法を用いた。全ての細胞

株においてシスプラチン耐性細胞の方が親細胞よりも有意に増殖速度が遅かった（図

2）。細胞内活性酸素種の測定には DCFDA 法を用いた。いずれの細胞株でもシスプラチ

ン耐性細胞の方が親細胞よりも有意に細胞内活性酸素種量が高かった（図 3）。いずれ

も既報と一致する結果であった。 
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図 2. シスプラチン耐性肺癌細胞および親細胞の細胞増殖曲線 

A：非小細胞肺癌細胞の細胞増殖速度を MTT 法を用いて評価した。 

B：小細胞肺癌細胞の細胞増殖速度を MTT 法を用いて評価した。 

数値は平均値と標準偏差値を示す。2 群間の比較にはウェルチの t 検定を用いた。

*p<0.05、**p<0.01。 

 

 

 

図 3. シスプラチン耐性肺癌細胞における細胞内活性酸素種量の親細胞との比較  

親細胞に対するシスプラチン耐性細胞の細胞内活性酸素種量を DCFDA を用いて評価

した。グラフは平均値と標準偏差値を示す。2 群間の比較にはウェルチの t 検定を用

いた。*p<0.05、**p<0.01、***p<0.001。 
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3）シスプラチン耐性細胞におけるプロテアソームサブユニット発現についての検討 

 シスプラチン耐性肺癌細胞におけるプロテアソームの意義を調べるため、まずシス

プラチン耐性細胞における 20S プロテアソームサブユニットの発現を評価した。 

qRT-PCR 法を用いた mRNA 発現量定量の結果、SBC3ddpR では有意な変化が見られなか

ったが、A549ddpR、H1299ddpR、H1975ddpR、SBC5ddpR の 4 種類のシスプラチン耐性細

胞株では免疫プロテアソームサブユニット PSMB8、PSMB9 の発現はそれぞれの親細胞の

2.7 倍から 5.8 倍と高発現していた(図 4)。一方、構成型プロテアームサブユニット

PSMB5、PSMB6 の発現は親細胞株と比較して変化がみられないか、高々2.2 倍程度まで

の発現にとどまった。 

次にウエスタンブロット法を用いてタンパク質の発現量を評価した。PSMB8 は全て

のシスプラチン耐性細胞株において、PSMB9 は SBC5ddpR 以外のシスプラチン耐性細胞

株において、それぞれ親細胞に比較して有意に高発現していた(図 5)。構成型プロテ

アソームサブユニット PSMB5 およびサブユニット PSMA6 の発現には明らかな変化が

見られなかった。 

 

 

 

図 4.シスプラチン耐性肺癌細胞における構成型および免疫プロテアソームサブユニ

ット mRNA 量の親細胞との比較 

 シスプラチン 耐性肺癌細胞における 20S プロテアソームサブユニットの mRNA 量を

定量的逆転写 PCR 法を用いて評価した。グラフはそれぞれの親細胞を 1 とした相対定

量値の平均値と標準偏差値を示す。 
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図 5.シスプラチン耐性肺癌細胞および親細胞における 20S プロテアソームサブユニ

ットタンパク発現 

A：非小細胞肺癌細胞の 20S プロテアソームサブユニットのタンパク発現をウエスタン

ブロット法を用いて評価した。 

B：小細胞肺癌細胞の 20S プロテアソームサブユニットのタンパク発現をウエスタンブ

ロット法を用いて評価した。 

アクチンで標準化し相対定量した。グラフは平均値と標準偏差値を示す。2 群間の

比較にはウェルチの t 検定を用いた。*p<0.05、**p<0.01、***p<0.001。 

 

 

4）シスプラチン耐性細胞の免疫プロテアソーム阻害剤感受性の検討 

 シスプラチン耐性肺癌細胞株において免疫プロテアソームが高率に発現しているこ

とが明らかとなったが、細胞の生存あるいは増殖が免疫プロテアソームに依存してい

るかどうかを検討するため、免疫プロテアソーム阻害剤である CFZ と PR957 の細胞増

殖抑制効果を MTT 法を用いて評価し（図 6、7）、IC50 を算出した（表 4）。非小細胞肺

癌株 H1299 および小細胞肺癌株 SBC3 では、CFZ および PR957 の IC50 はシスプラチン

耐性細胞において親細胞よりも有意に小さかった。その他の 3 つの細胞株では、シス

プラチン耐性細胞の方が免疫プロテアソーム阻害剤の IC50 が大きい傾向があった。 

シスプラチン耐性化に伴い免疫プロテアソーム阻害剤への感受性が亢進した

H1299ddpR および SBC3ddpR を immunoproteasome inhibitor（IPI） responder、それ
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以外のシスプラチン耐性細胞 A549ddpR、H1975ddpR、SBC5ddpR を IPI non-responder

と定義し、以降の検討をすすめた。 

 

 

 

図 6. シスプラチン耐性肺癌細胞および親細胞に対する CFZ の細胞増殖抑制効果 

A：非小細胞肺癌細胞に対する CFZ の細胞増殖抑制効果を MTT 法を用いて評価した。 

B：小細胞肺癌細胞に対する CFZ の細胞増殖抑制効果を MTT 法を用いて評価した。 

グラフは平均値と標準偏差値を示す。 
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図 7. シスプラチン耐性肺癌細胞および親細胞に対する PR957 の細胞増殖抑制効果 

A：非小細胞肺癌細胞に対する PR957 の細胞増殖抑制効果を MTT 法を用いて評価した。 

B：小細胞肺癌細胞に対する PR957 の細胞増殖抑制効果を MTT 法を用いて評価した。  

グラフは平均値と標準偏差値を示す。 

 

 

表 4. シスプラチン耐性肺癌細胞および親細胞に対する免疫プロテアソーム阻害剤の

IC50 

 IC50 values of carfilzomib 

(nmol/L) 

IC50 values of PR957 

(mol/L) 

 Parent CR variant p Parent CR variant p 

A549 12.9±5.9 97.5±42.0 <0.05 0.91±0.11 7.03±4.22 0.13 

H1299 28.9±1.6 3.2±1.2 <0.01 1.48±0.17 0.26±0.07 <0.01 

H1975 2.4±1.9 33.8±20.4 0.12 0.14±0.06 0.84±0.44 0.11 

SBC3 42.8±2.0 16.3±6.1 <0.05 12.7±6.1 0.80±0.28 <0.05 

SBC5 3.9±0.5 5.7±0.8 0.08 0.40±0.04 0.41±0.08 0.88 

 

CFZ および PR957 の細胞増殖抑制効果を MTT 法で測定し、IC50 を算出した。実験は

独立して 3 回行い、2 群間の比較にはウェルチの t 検定を用いた。数値は平均値と標

準偏差値を示す。 
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5）IPI responder と IPI non-responder における免疫プロテアソームサブユニット発

現およびプロテアーゼ活性の比較 

 IPI responder と IPI non-responder の違いを決定する因子を探るため、免疫プロ

テアソームサブユニットの発現亢進と免疫プロテアソーム阻害剤への感受性変化の関

係を検討した。 

上述の qRT-PCR 法による mRNA 発現の評価結果をもとに検討した（図 4）。IPI 

responder においては、H1299ddpR では PSMB8 が 3.0 倍、PSMB9 が 4.9 倍に亢進してい

た。SBC3ddpR では PSMB8 が 1.2 倍に亢進し、PSMB9 は 1.0 倍と変化に乏しかった。IPI 

non-responder においては、A549ddpR では PSMB8 が 5.8 倍、PSMB9 が 2.7 倍に亢進し

ていた。H1975ddpR では PSMB8 が 2.6 倍、PSMB9 が 5.7 倍に亢進していた。SBC5ddpR

では PSMB8 が 4.7 倍に、PSMB9 が 4.3 倍に亢進していた。したがって、シスプラチン

耐性細胞における免疫プロテアソームサブユニットの mRNA 発現亢進について、IPI 

responder あるいは IPI non-responder で一定の傾向は見られなかった。 

ウエスタンブロット法によるタンパク発現の結果をもとに検討した（図 5）。IPI 

responder においては、H1299ddpR では PSMB8 が 6.1 倍、PSMB9 が 33.0 倍に亢進して

いた。SBC3ddpRでは PSMB8が 7.8倍、PSMB9が 1.9倍に亢進していた。IPI non-responder

においては、A549ddpRでは PSMB8が 9.5倍、PSMB9 が 57.3倍に亢進していた。H1975ddpR

では PSMB8 が 2.6 倍、PSMB9 が 20.0 倍に亢進していた。SBC5ddpR では PSMB8 が 1.5

倍に亢進し、PSMB9 は 1.0 倍と変化に乏しかった。したがって、シスプラチン耐性細

胞における免疫プロテアソームサブユニットのタンパク発現亢進について、IPI 

responder あるいは IPInon-responder で一定の傾向は見られなかった。 

次に、20S プロテアソームのプロテアーゼ活性を検討した。シスプラチン耐性細胞

で発現亢進がみられた PSMB8 および PSMB9 が有するキモトリプシン様活性を、分解さ

れることで蛍光を発する Suc-LLVY-AMC を基質として用い、蛍光強度を測定した。いず

れの細胞株においてもシスプラチン耐性細胞では親細胞に対してキモトリプシン様活

性が亢進する傾向があった。また、IPI non-responder での亢進が約 1.4 倍であるの

に対し、IPI responder における亢進は 2.9 ないし 3.5 倍と大きかった（図 8）。 
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図 8.シスプラチン耐性肺癌細胞におけるキモトリプシン様プロテアーゼ活性の親細

胞との比較 

 蛍光基質 Suc-LLVY-AMC を用いてキモトリプシン様プロテアーゼ活性を測定した。

グラフは平均値と標準偏差値を示す。2 群間の比較にはウェルチの t 検定を用いた。

*p<0.05、**p<0.01。 

 

 

6）CFZ のアポトーシス誘導に与える影響の検討 

 IPI responder に対する免疫プロテアソーム阻害剤の増殖抑制効果の機序を検討す

るため、免疫プロテアソーム阻害剤がアポトーシスを誘導するかどうかを評価した。

非小細胞肺癌細胞株 A549、A549ddpR、H1299、H1299ddpRおよび小細胞肺癌細胞株 SBC3、

SBC3ddpR、SBC5、SBC5ddpR に CFZ を投与し、フローサイトメトリー法を用いてアポト

ーシス細胞の割合を評価した。IPI responder では IPI non-responder に比べて高率

にアポトーシスが誘導された（図 9A）。次にウエスタンブロット法を用いて IPI 

responder における CFZ 投与後のアポトーシス関連タンパクの発現を評価した。シス

プラチン耐性細胞において cleaved caspase-3と cleaved poly（ADP-ribose）polymeras

が強く誘導された（図 9B）。したがって、免疫プロテアソーム阻害剤の抗腫瘍効果に

アポトーシスが関与しており、IPI responder では免疫プロテアソーム阻害剤がアポ

トーシスを強く誘導することが示された。 
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図 9. 肺癌細胞における CFZ のアポトーシス誘導の検討 

A： CFZ 投与後のアポトーシス細胞の割合をアネキシン V と PI の二重染色を用いたフ

ローサイトメトリー法で評価した。 

B：IPI responder における CFZ 投与後のアポトーシス関連タンパクの発現をウエスタ

ンブロット法を用いて評価した。 

 

 

7)CFZ が細胞周期に与える影響の検討 

 IPI responder に対する免疫プロテアソーム阻害剤の抗腫瘍効果に細胞周期停止が

関与しているかどうかを検討した。非小細胞肺癌株 A549、A549ddpR、H1299、H1299ddpR

および小細胞肺癌株 SBC3、SBC3ddpR、SBC5、SBC5dpR に CFZ を投与し、フローサイト

メトリー法を用いて細胞周期を評価した。IPI responder では親細胞、シスプラチン

耐性細胞ともに CFZ により G2 期および M 期の細胞の割合が増加した（図 10）。一方、

IPI non-responder では CFZ による G2 期および M 期の増加は親細胞と比較して減弱し

たか変化がみられなかった。A549 では親細胞で CFZ により G2 期および M 期の細胞の

割合が増加したが、シスプラチン耐性細胞ではその効果は減弱した。SBC5 では、親細

胞、シスプラチン耐性細胞ともに CFZ は細胞周期に殆ど影響を与えなかった。 

 また、免疫プロテアソーム阻害剤が分裂期細胞死を誘導するかどうかを検討した。

A549ddpR と H1299ddpR に CFZ を投与し、蛍光免疫染色法および蛍光顕微鏡を用いて観

察した。H1299ddpRでは CFZ投与により micronuclei、fragmented nuclei、multilobular 

nuclei を呈する細胞が観察された（図 11A）。H1299ddpR ではこれらの核形態を呈する
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細胞の割合が有意に増加したが、A549ddpR では変化しなかった（図 11B）。また、

H1299ddpR においては CFZ 投与により中心体の多極化および非赤道面への染色体の集

合という異常な分裂期像が観察された（図 11C）。以上より免疫プロテアソーム阻害剤

の IPI responderに対する抗腫瘍効果は G2/M期誘導とその後の分裂期細胞死と関連し

ていると考えられた。 

 

 

 
図 10. 肺癌細胞における CFZ の細胞周期への影響の検討 

 CFZ が肺癌細胞の細胞周期に与える影響を、PI 染色および抗リン酸化ヒストン H3

抗体を用いたフローサイトメトリー法で評価した。グラフは平均値と標準偏差値を示

す。 
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図 11.CFZ の分裂期細胞死誘導の検討 

A： H1299ddpR に CFZ を投与し、DAPI を用いて核を染色して蛍光顕微鏡で観察した。

分裂期細胞死の特徴を有する細胞が観察された。 

B：A549ddpR および H1299ddpR に CFZ を投与し、分裂期細胞死の特徴を有する細胞の

割合を蛍光顕微鏡を用いて評価した。グラフは平均値と標準偏差値を示す。2 群間の

比較にはウェルチの t 検定を用いた。**p<0.01。 

C：H1299ddpR に CFZ を投与し、染色体および星状体をそれぞれ DAPI、抗チュブリン

抗体を用いて染色して蛍光顕微鏡で観察した。異常な分裂期像が観察された。 

 

 

8)CFZ の抗腫瘍効果の分子的機序の検討 

 CFZ が細胞周期関連タンパク質および小胞ストレス関連タンパク質の発現に与える

影響をウエスタンブロット法を用いて検討した。CFZ 投与により p21 発現が亢進する

傾向がみられた（図 12）。また、CFZ 投与により小胞体ストレス関連タンパク質であ

る CHOP、リン酸化 eIF2、リン酸化 IRE1 の発現が亢進する傾向がみられた（図 13）。

しかし、これらの発現亢進の程度と CFZ の感受性との相関はみられなかった。 
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図 12.CFZ が細胞周期調節タンパク質の発現に与える影響の検討 

A：CFZ が IPI responder の細胞周期調節タンパク質発現に与える影響をウエスタンブ

ロット法を用いて評価した。 

B：CFZ が IPI non-responder の細胞周期調節タンパク質発現に与える影響をウエスタ

ンブロット法を用いて評価した。 

 

 

 

図 13.CFZ が小胞体ストレス関連タンパク質の発現に与える影響の検討 

A：CFZ が IPI responder の小胞体ストレス関連タンパク質発現に与える影響をウエス

タンブロット法を用いて評価した。 

B：CFZ が IPI non-responder の小胞体ストレス関連タンパク質発現に与える影響をウ

エスタンブロット法を用いて評価した。 
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考察 

 

 我々は、シスプラチン耐性が誘導された肺癌細胞では親細胞よりも免疫プロテアソ

ームサブユニットが高率に発現すること、そしてプロテアソーム活性が強く亢進した

シスプラチン耐性肺癌細胞では免疫プロテアソーム阻害剤への感受性が亢進すること

を示した。これはプロテアソーム阻害剤が効果を示す肺癌症例が少数ではあるものの

存在すること、プロテアソーム阻害剤が効果を示す肺癌症例がプラチナ製剤耐性例に

みられることを示す臨床試験の結果を支持する結果であると考える(Arnold et al., 

2017; Drilon et al., 2019; Lara et al., 2006; Papadopoulos et al., 2013)。ま

た、シスプラチン耐性化後のキモトリプシン様プロテアーゼ活性亢進が免疫プロテア

ソーム阻害剤の感受性亢進を予測するマーカーとなりうる可能性を示した。症例を適

切に選択できれば免疫プロテアソーム阻害剤はシスプラチン耐性肺癌に対する治療選

択肢の一つとなりうると考える。 

 免疫プロテアソームは IFN-、TNF-といった炎症性サイトカインの他、酸化ストレ

スや高グルコース、代謝や増殖などに関連した細胞内外のストレス反応やミトコンド

リア活性の変化によって発現が促進される。我々の作成したシスプラチン耐性肺癌細

胞は既報と同様に親細胞と比較して細胞内活性酸素種量が有意に上昇していたが

(Wangpaichitr et al., 2012; Wangpaichitr et al., 2017)、このことによる酸化ス

トレスが免疫プロテアソームサブユニットの発現を誘導した一因となっている可能性

がある。シスプラチン耐性細胞では糖代謝やアミノ酸代謝も変化していると報告され

ており(Garber, 2006; Sullivan et al., 2014)、これらが複合的に免疫プロテアソー

ムの発現に影響しているのかもしれない。我々が用いたシスプラチン耐性細胞は in 

vitro で作成したものであるが、in vivo で作成したシスプラチン耐性細胞あるいはプ

ラチナ製剤を含む化学療法をうけた患者から採取された癌細胞においても免疫プロテ

アソームサブユニットが高発現しているかどうかは今後の検討課題である。 

 免疫プロテアソームの発現亢進がプロテアソーム阻害剤および免疫プロテアソーム

阻害剤の効果予測因子となりうることがこれまで報告されている。BTZ を含む化学療

法をうけた白血病患者から採取された腫瘍細胞における PSMB9/PSMB6 発現比は、完全

寛解を達成した患者群で有意に高かった(Niewerth et al., 2016)。小児白血病患者か

ら採取された腫瘍細胞において PSMB8/PSMB5 比、PSMB9/PSMB6 比、PSMB10/PSMB7 比が

高い細胞は BTZ、CFZ、PR957 の感受性が高い傾向があった(Niewerth et al., 2013)。

また、血液腫瘍細胞および固形癌細胞を 96 時間 IFN-に暴露すると免疫プロテアソー

ムの mRNA 発現が亢進し、プロテアソーム阻害剤への感受性が亢進することが報告され

ている(Busse et al., 2008)。さらに血液腫瘍細胞において 24 時間の IFN-暴露が

PSMB8、PSMB9 の高発現と BTZ、PR957 に対する感受性の亢進をもたらし、PSMB8、PSMB9
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のノックダウンにより感受性亢進は阻害されることが報告されている(Niewerth et 

al., 2014)。我々の検討では、シスプラチン耐性化に伴い免疫プロテアソーム阻害剤

の感受性が亢進した細胞では 20S プロテアソームのキモトリプシン様プロテアーゼ活

性が大きく亢進していたが、一方免疫プロテアソームサブユニット PSMB8 あるいは

PSMB9 の遺伝子発現またはタンパク発現とは一定の関係を認めなかった。今後細胞株

の数を増やし、キモトリプシン様活性亢進のカットオフ値の検討が必要である。 

 既報では小胞体ストレスがプロテアソーム阻害剤および免疫プロテアソーム阻害剤

のアポトーシス誘導に関与していると報告される(Gandolfi et al., 2017; Roeten et 

al., 2018)。我々の検討でも免疫プロテアソーム阻害剤により CHOP を中心とした小胞

体ストレス関連タンパク質の発現が誘導されたが、IPI responder および IPI 

non-responder でその発現に明らかな差異を見出せなかった。 

 細胞内の代表的なタンパク質分解機構にはユビキチン・プロテアソーム系の他にオ

ートファジー・リソソーム系がある。ユビキチン・プロテアソーム系が厳密に選択性

を制御されているのに対して、オートファジー・リソソーム系は大量のタンパク質を

非選択的に分解する。この二者は互いに代償し合って細胞内のタンパク質の恒常性を

維持している(Ji and Kwon, 2017; Zaffagnini and Martens, 2016)。我々の検討では

オートファジーの総量を反映する LC3 発現量と免疫プロテアソーム阻害剤の感受性と

の明らかな相関はみられなかった。 

 CFZ は IPI responder に対して G2 期および M 期を増加させ、また分裂期細胞死を有

意に増加させた。一方で IPI non-responder においてはこれらの効果は低かった。つ

まり IPI responder に対する免疫プロテアソーム阻害剤の抗腫瘍効果は、G2/M 期の増

加および細胞分裂死を介したアポトーシス誘導によるものである可能性が考えられた。

その機序を解明するために G2/M 期移行に関わる細胞周期調節因子が免疫プロテアソ

ーム阻害剤により影響をうけている可能性を考えて検討を行った。既報ではプロテア

ソーム阻害剤および免疫プロテアソーム阻害剤の G2/M期停止には p21が関与すると報

告されている(Ling et al., 2003; Zhang et al., 2016)。p21 は G1/S チェックポイ

ントにおいて S 期移行の強力な抑制因子であるが(Sherr and Roberts, 1999)、G2/M

チェックポイントにおける p21 の役割は十分には解明されていない。我々の検討でも

CFZ投与により p21の発現亢進がみられたが、CFZの感受性との相関はみられなかった。

また、S 期の後期においてサイクリン A は CDK1 と複合体を形成し、G2 期にはサイクリ

ン B が CDK1 と複合体を形成し、紡錘体の形成やクロマチン凝集を促進し M 期への進行

を実行する。役割を負えたサイクリン A、サイクリン B は anaphase-promoting complex

（APC/C）によりユビキチン化され、プロテアソームによって分解されることで M 期か

ら G1 期に移行する(Zhou et al., 2016)。そこで CFZ 投与によりサイクリン A、サイ

クリン B の分解が抑制され、M 期が遷延する原因となっていることを予想したが、サ
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イクリン A に明らかな変化はみられなかった。またサイクリン B の減少が一部の細胞

ではみられたものの CFZ の感受性とは相関しなかった。以上 G2/M 期移行に関わる細胞

周期調節因子が免疫プロテアソーム阻害剤の効果と関与していると考えられるものの、

因子の同定に至ることはできなかった。  
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総括および結論 

 

本研究では以下の新知見が得られた。 

 

• 肺癌細胞はシスプラチン耐性化に伴い、免疫プロテアソームサブユニット PSMB8、

PSMB9 が高率に発現し、またキモトリプシン様プロテアーゼ活性が亢進すること。 

• 一部のシスプラチン耐性肺癌細胞は親細胞と比較して免疫プロテアソーム阻害剤

CFZ、PR957 への感受性が亢進すること。 

• 免疫プロテアソーム阻害剤 CFZ、PR957 への感受性が亢進したシスプラチン耐性肺

癌細胞株はキモトリプシン様活性の亢進が大きいこと。 

• シスプラチン 耐性肺癌細胞に対する免疫プロテアソーム阻害剤の抗腫瘍効果は、

G2/M 期の増加および細胞分裂死を介したアポトーシス誘導であること。 

 

今回の新知見の意義は、シスプラチン耐性獲得後にキモトリプシン様活性が大きく

亢進した肺癌では免疫プロテアソーム阻害剤が効果を示す可能性があるため、症例を

適切に選択できれば免疫プロテアソーム阻害剤はシスプラチン耐性肺癌に対する治療

選択肢の一つとなりうる可能性を示したことである。 

臨床応用を目指す上で以下の点が今後の研究課題である。 

 

• In vivo で作成したシスプラチン耐性細胞あるいはプラチナ製剤を含む化学療

法に抵抗性の患者から採取された癌細胞においても免疫プロテアソームサブユ

ニット PSMB8、PSMB9 の高発現、キモトリプシン様活性の亢進、免疫プロテアソ

ーム阻害剤の感受性亢進が起こるかどうかの検討。 

• 細胞株を増やしシスプラチン耐性化後の免疫プロテアソーム阻害剤の感受性亢

進を予測するためのキモトリプシン様活性亢進のカットオフ値の検討。 
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