
 
 

 
 

兵庫医療大学大学院薬学研究科学位論文 
 
 
 
 

Improvement on the potency of 
anticancer drug cisplatin. 

 
 

抗がん薬シスプラチンの有用性向上に関する研究 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2020 年 3 月 

安田 恵 



 
 

目次 

 

序論 ·································································································· 1 

 

本論 

第一章 腎障害予防のための Mg 投与による CDDP の抗腫瘍効果への影響 

1-1. 緒言 ···························································································· 3 

1-2. 実験材料および方法 ······································································· 4 

1-2-1. 細胞培養 

1-2-2. Mg 接触条件 

1-2-3. RNA 抽出および real-time PCR 

1-2-4. SDS-PAGE および western blot 法 

1-2-5. 細胞内白金量 

1-2-6. SRB assay 

1-2-7. 統計学的処理 

 

1-3. 結果 ···························································································· 6 

1-3-1. Mg 接触によるトランスポーターの mRNA 発現量の変化 

1-3-2. Mg 接触によるトランスポーターのタンパク質発現量の変化 

1-3-3. 細胞内白金量および細胞内 Mg 量に対する Mg 併用の影響 

1-3-4. CDDP の細胞増殖抑制効果に対する Mg 併用の影響 

 

1-4. 考察 ···························································································· 13 

 



 
 

第二章 CDDP の抗腫瘍活性に対する Pregnane X receptor の影響 

2-1. 緒言 ···························································································· 15 

2-2. 実験材料および方法 ······································································· 17 

2-2-1. 細胞培養 

2-2-2. SRB assay 

2-2-3. Caspase-3 活性 assay 

2-2-4. 細胞内白金量 

2-2-5. RNA 抽出および real-time PCR 

2-2-6. 統計学的処理 

 

2-3. 結果 ···························································································· 19 

2-3-1. CDDP 接触による caspase-3 の活性化について 

2-3-2. CDDP 接触による核内受容体の発現量への影響 

2-3-3. PXR アゴニスト RFP の CDDP 抗腫瘍活性に対する影響 

2-3-4. PXR アンタゴニスト LEF の CDDP 耐性への影響 

 

2-4. 考察 ···························································································· 25 

 

第三章 PXR アンタゴニストによる CDDP の抗腫瘍効果増強機構  

3-1. 緒言 ···························································································· 27 

3-2. 実験材料および方法 ······································································· 29 

3-2-1. 細胞培養 

3-2-2. Caspase-3 活性 assay 

3-2-3. 細胞内白金量 



 
 

3-2-4. RNA 抽出および real-time PCR 

3-2-5. SDS-PAGE および western blot 法 

3-2-6. 統計学的処理 

 

3-3. 結果 ···························································································· 31 

3-3-1. PXR アンタゴニスト併用による Caspase-3 活性への影響 

3-3-2. PXR アンタゴニスト併用による細胞内白金量への影響 

3-3-3. PXR アンタゴニスト併用による MRP2 mRNA 発現への影響 

3-3-4. PXR アンタゴニスト併用による MRP2 タンパク質発現への影響 

 

3-4. 考察 ···························································································· 36 

 

総括 ·································································································· 38 

 

参考文献 ···························································································· 40 

 

主論文 ······························································································· 50 

 

 

 

 

 

 



 
 

1 

序論 
 

シスプラチン（CDDP）は、米国において偶然に発見された低分子白金錯体である。日本

においては 1984 年に承認を受けて以来、肺がん、胃がんおよび膀胱がんなどの多くの固形

がんに対し適応を拡大し、現在も多くのレジメンにて使用されている。CDDP は高い抗腫瘍

効果を示す一方で、腎障害、悪心嘔吐、難聴、骨髄抑制などの厳しい副作用を有する。特に、

腎障害は CDDP の用量制限因子であり、治療の継続の妨げとなっている。 

抗がん剤の有用性を高める方法としては、副作用の軽減や DDS、プロドラッグ化等によ

る効果増強がある。腎障害の予防として、CDDP の添付文書では、計 2.5～5 L、10 時間以上

かけて補液を CDDP の投与前・投与中・投与後に行うこととされている。患者に大量の水

分を投与する水分負荷法は、尿中の CDDP 濃度を下げる、かつ、CDDP と腎尿細管の接触時

間を短縮することで腎障害を軽減すると考えられている 1, 2)。近年では、腎機能や心機能が

十分に保持されており、全身状態が良好、患者自身が飲水に対し十分に理解できるような場

合は、経口補液を追加するショートハイドレーション法が用いられるようになった。これに

より、外来においても CDDP 治療を受けることが可能となった。また、CDDP 投与により、

近位尿細管等でマグネシウム（Mg）の再吸収の低下が生じ、低 Mg 血症が生じることが知

られている 3)。動物実験では、低 Mg 血症時には、近位尿細管において CDDP の過剰な蓄積

が生じ、腎障害が引き起こされることが示されている 4)。CDDP 投与時の Mg の補充投与は、

腎トランスポーターの発現と活性に影響を与え、CDDP の排泄促進が生じ、腎障害を予防す

ると考えられている 5)。近年では、水分負荷法およびショートハイドレーション法のどちら

においても、CDDP 起因性腎障害の予防のための Mg の補充投与が推奨されている 6，7)。し

かし、がん細胞における CDDP の蓄積と抗腫瘍効果に対する Mg の補充投与の影響につい

ては報告されていない。 

抗がん剤の効果増強の手法の１つとして、リポソーム化 8)、ミセル化 9)などが行われてお

り、CDDP においても内包ミセル製剤が開発されている 10)。従来の白金系抗がん剤に対し

て交差耐性を示さない、あるいは副作用のさらに少ない白金系抗がん剤誘導体の開発も行

われているが 11, 12)、より副作用も少なく、効果的な化合物の開発には至っていない。また、

フルオロウラシル系抗がん剤では、酵素変換により腫瘍内活性薬物濃度を高める方法や、薬

物排出機構として知られている multidrug resistance protein 1（MDR1）などを阻害し、抗がん

剤の細胞レベルでの蓄積量の増大を目的とした研究も行われている。CDDP は中性金属錯体

であるため、がん細胞の膜に容易に浸透できると考えられてきた。しかし、CDDP の細胞内

取り込みにおいて能動輸送と受動輸送の両方の関与が多くの細胞株で報告されている 13, 14)。

CDDP の耐性化の要因の一つには、細胞内白金量の減少があげられ、細胞内取り込み量の低

下、細胞外排出量の亢進、あるいはその両方によって生じる。CDDP の細胞内取り込み機構
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にはさまざまなトランスポーターの関与が報告されている。以前の研究において、細胞内白

金量の低下を示す CDDP 耐性細胞は、複数のトランスポーターの発現量の変化を伴う不均

一な細胞の集団で構成されていることを報告した 15)。したがって、CDDP の細胞内取り込

みに関わる特定のトランスポーターを利用した CDDP の有用性改善は困難であると判断さ

れた。また、排出機構の亢進においては、multidrug resistance associated protein 2（MRP2）の

関与が報告されているが、MRP2 を特異的に阻害する薬剤はない。そこで、CDDP 耐性を克

服する手法として、トランスポーター自体ではなくトランスポーターの発現を調節してい

る核内受容体に焦点を当てた。リガンド依存性転写調節因子としての核内受容体は、標的遺

伝子の発現を負または正に制御する。さらに、これらの受容体は、細胞分化、発生、代謝、

恒常性などの重要な生物学的現象を厳密に制御することが知られている 16)。CDDP を輸送

するトランスポーターの発現を制御している核内受容体のリガンドと CDDP との併用は、

CDDP の効果を高め、さらには CDDP 耐性を克服することが期待される。 

本研究では、CDDP 治療中の Mg の補充投与による、がん細胞の白金蓄積量および CDDP

の抗腫瘍効果への影響について検討を行った。また、CDDP の抗腫瘍効果を増強させる目的

で、トランスポーターや代謝酵素の発現調節をしている核内受容体に着目した。CDDP の抗

腫瘍効果における核内受容体の関与について検討を行い、さらに、核内受容体のリガンドを

CDDP に併用した場合、CDDP の抗腫瘍効果への影響とその機構の解明を目的として検討を

行った。 
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本論 
 

第一章 

腎障害予防のための Mg 投与による CDDP の抗腫瘍効果への影響 

 

1-1. 緒言 

CDDP の腎障害の軽減に対して、大量の補液やマンニトールなどの利尿薬投与が、白金代

謝物を速やかに排泄し、尿細管との接触時間を低下させることで腎障害を軽減するために

行われている。また、CDDP 投与時に、血清 Mg 濃度の低下が高頻度に発現し 3, 17, 18)、低 Mg

血症が腎障害を引き起こす可能性も報告されている。そのため、CDDP の腎障害への対策の

1 つとして、8～16 mEq の Mg の補充投与が推奨されている。 

Mg は、人体において 4 番目に多いカチオン性金属元素である。生体内で、エネルギー生

産、酸化的リン酸化、解糖のために必要であり、骨格系の発達を助ける働きもしている。ま

た、DNA、RNA、および抗酸化物質であるグルタチオンの合成にも必要な金属元素である

19, 20)。腎機能が正常な患者では、糸球体でろ過された Mg のうち、20％は近位尿細管、70％

はヘンレの太い上行脚、5％は遠位尿細管から再吸収され、尿中に排泄されるのはわずか 5％

である。CDDP 投与後にみられる血清 Mg 濃度の低下は、CDDP 投与により引き起こされる

Mg 再吸収の低下によると考えられている 17, 21)。 

CDDP による腎障害には、トランスポーターの関与も報告されている。腎組織切片を

CDDP 含有培地で培養すると、培地中濃度と比べて組織内濃度は約 5 倍高くなることが示

された 22)。また、CDDP を投与されたラットの近位尿細管では、投与初期から重度の障害を

認め、CDDP における腎障害は近位尿細管部位に生じることが明らかとされた 23)。CDDP は、

近位尿細管の側底膜に発現するトランスポーターによって取り込まれ、それによって近位

尿細管に強い毒性を引き起こすとされている。トランスポーターとして、organic cation 

transporter（OCT）が CDDP の尿細管細胞への蓄積をもたらし、multidrug and toxin extrusion

（MATE）が尿細管内腔への排出を行っている 24)。血清 Mg 濃度が低下した状態では、OCT

の発現量が増大、MATE の活性が減弱するため、尿細管細胞内への CDDP の過剰な蓄積が

生じ、腎障害を引き起こすことが報告されている 25, 26)。がん細胞における CDDP の細胞内

取り込みおよび排出においてもさまざまなトランスポーターが関与することが報告されて

いる。血清 Mg 濃度の変化が、がん細胞におけるトランスポーター発現にも影響を及ぼし、

CDDP の抗腫瘍効果にも影響を与える可能性が考えられる。 

本章では、2 種のがん細胞を用いて、Mg の併用がトランスポーター発現と CDDP の細胞

増殖抑制効果および細胞内蓄積に与える影響について検討を行った。  
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1-2. 実験材料および方法 

1-2-1. 細胞培養 

ヒト肝がん株 HepG2 細胞およびヒト卵巣がん株 2008 細胞は、大日本製薬から購入した。

細胞は、5% CO2、37℃で 10% FBS 含有 MEM 培地で in vitro 継代維持した細胞を用いた。 

 

1-2-2. Mg 接触条件 

細胞を維持する培地中の Mg 濃度は 0.5 mM であった。ヒト血清の通常の Mg 濃度は約 1 

mM である。CDDP 腎障害の予防のために、臨床の治療においては、8 mEq の硫酸 Mg が投

与されている 3)。循環血液量を考慮すると、血清 Mg 濃度は約 1 mM 増加し、2 mM になる

と考えられる。したがって、Mg 接触群では、硫酸 Mg（1 mEq / mL）を培地に添加し、最終

Mg 濃度が 2 mM となるように調整した。 

 

1-2-3. RNA 抽出および real-time PCR  

HepG2 細胞または 2008 細胞を、75 cm2 の組織培養フラスコに、1.0×106 個の細胞を播種

し、24 時間後、2 mM Mg に接触させた。Mg に 8 時間接触後、細胞を回収し、冷 PBS で 3

回洗浄した。FastGene Premium Kit（NIPPON Genetics）を用いて total RNA を抽出し、NanoDrop 

Lite（Thermo Fisher Scientific）を用いて RNA 濃度を測定した。PrimeScript II First Strand cDNA

合成キット（Takara Bio）を使用した逆転写により、total RNA から cDNA を合成した。Real-

time PCR は、調製した cDNA、Table 1 の各種 primer および KAPA SYBR Fast qPCR キット

（NIPPON Genetics）を用いて Rotor-Gene Q（Qiagen）を使用し、SYBER-GREEN 法にて行

った。相対的ｍRNA 発現量は、housekeeping gene として、GAPDH を用いた、ΔΔCT 法によ

って解析した。 

 

Table 1 使用した primer の塩基配列 

Gene Sense primer Antisense primer 

OCT1 5’-ACT TCA TAG CGC CTG CAC TG-3’ 5’-TCC TCA TCT TAT GCC TGC TG-3’ 

MATE1 5’-TGTCACTGGTGTCTCAGTGG-3’ 5’-GTAAGCCTGGACACATCTGG-3’ 

MRP2 5’-AGG CAC TCC AGA AAT GTG CT-3’ 5’-GAC TAT GGG CTG ATA TCC AGT GT-3’ 

GAPDH 5’-CCA TCA CCA TCT TCC AGG AG-3’ 5’-CCT GCT TCA CCA CCT TCT TG-3’ 

 

1-2-4. SDS-PAGE および western blot 法 

HepG2 細胞または 2008 細胞を、75 cm2 の組織培養フラスコに、1.0×106 個の細胞を播種

し、24 時間後、2 mM Mg に接触させた。Mg 接触 24 時間後に、細胞を回収し、冷 PBS で 3

回洗浄した。細胞の膜タンパク質画分は、plasma membrane protein extraction kit（MBL）を用
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いて抽出した。タンパク質 20 µg/lane を、ポリアクリルアミドゲルを用いて SDS-

polyacrylamide gel electrophoresis（SDS-PAGE）によって分離し、polyvinylidene difluoride（PVDF）

膜に転写した。メンブレンを Bullet Blocking One for Western Blotting（ナカライテスク）に浸

し、1 時間室温で振盪させた。1 次抗体として MRP2（24893-1-AP、Proteintech）、OCT1（24617-

1-AP、Proteintech）、MATE1（#14550、Cell Signaling Technology）、または GAPDH（10494-1-

AP、Proteintech）をそれぞれ用い、4℃で一晩反応させた。PVDF 膜を PBS-T（FUJIFILM Wako 

Pure Chemical）ですすぎ、その後、horseradish peroxidase（HRP）-conjugated anti-rabbit IgG

（#7470、Cell Signaling Technology）を室温で 1 時間反応させた。その後、PVDF 膜を洗浄

し、ECL Prime Western Blotting Detection Reagent（GE Healthcare Japan）で可視化を行った。 

 

1-2-5. 細胞内白金量 

HepG2 細胞または 2008 細胞を、75 cm2 の組織培養フラスコに、1.0×106 個の細胞を播種

し、24 時間後 2 mM Mg および/または 25 µM CDDP に接触させた。CDDP に 8 時間あるい

は 24 時間接触後、細胞を回収し、冷 PBS で 3 回洗浄した。各群の細胞の一部（5%）を用

い、BCA Protein Assay Kit（Pierce）にてタンパク質含量の測定を行った。残りの細胞ペレッ

トを、過塩素酸と 30％過酸化水素が 1：2 の比率の酸混合物 1.5 mL に懸濁し、65℃で一晩

静置し細胞を溶解させた。サンプル中の白金量は、SPS 3100 Inductively Coupled Plasma Optical 

Emission Spectrometer（ICP-OES、日立ハイテクサイエンス）にて測定した。結果は、タンパ

ク質 1 mg あたりの白金量（ng）として表した。 

 

1-2-6. SRB assay 

細胞毒性試験は、sulforhodamine B（SRB、ナカライテスク）を使用して実施した。HepG2

細胞または 2008 細胞をそれぞれ 96 well plate に 4.0×103または 1.5×103個/well となるように

播種し、24 時間後、2 mM Mg および/または数段階の濃度の CDDP に接触させた。96 時間

の培養後、細胞を 10%トリクロル酢酸で固定後、水で洗浄し、乾燥させた。その後、0.4% 

SRB 溶液を添加し、室温で 30 分間インキュベートした。プレートを再洗浄し、結合した染

色液を trisma base solution（ナカライテスク）で可溶化し、マイクロプレートリーダー（Model 

550、BIO-RAD）にて 570 nm の吸光度を測定した。データは Microsoft Excel を用いて評価

し、相対生存細胞の割合は、コントロール群に対して各薬物接触群で計算した。すべてのデ

ータは、5 つの well の平均値を用いた。 

 

1-2-7. 統計学的処理 

結果は平均±標準偏差（SD）として表した。統計分析は、コントロール群との多重比較

のために、Dunnett’s test を使用した。p <0.05 は有意とみなした。  



 
 

6 

1-3. 結果 

1-3-1. Mg 接触によるトランスポーターの mRNA 発現量の変化 

HepG2 細胞および 2008 細胞を用いて、Mg 接触後の MRP2、OCT1、および MATE1 の

mRNA 発現量について検討を行った（Figure 1, 2）。2 mM Mg を 8 時間接触した HepG2 細胞

では、CDDP の排出に関与する MRP2 および MATE1 の mRNA 発現量は、それぞれ 1.7 倍お

よび 5.0 倍と有意に増加した。さらに、CDDP の取り込みに寄与する OCT1 の発現量は、0.6

倍と有意な減少を示した。2 mM Mg を 8 時間接触した 2008 細胞では、いずれのトランスポ

ーターの発現量にも変化は認められず、Mg 接触は細胞株によって異なる変化をもたらす可

能性が示唆された。 

 

Figure 1. Relative mRNA expression levels of transporters in HepG2 cells exposed to 2 mM of Mg 

for 8 h. mRNA levels of MRP2 (a), OCT1 (b), and MATE1 (c) were normalized to that of GAPDH. 

The relative mRNA level of each transporter is expressed as a fold increase with respect to the control 

group. The control group is in culture but not in contact with the drugs. Data are presented as mean ± 

SD of three independent experiments. *p<0.05 vs. control. 
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Figure 2. Relative mRNA expression levels of transporters in 2008 cells exposed to 2 mM of Mg for 

8 h. mRNA levels of MRP2 (a), OCT1 (b), and MATE1 (c) were normalized to that of GAPDH. The 

relative mRNA level of each transporter is expressed as a fold increase with respect to the control 

group. The control group is in culture but not in contact with the drugs. Data are presented as mean ± 

SD of three independent experiments. 
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1-3-2. Mg 接触によるトランスポーターのタンパク質発現量の変化 

HepG2 細胞および 2008 細胞を用いて、Mg 接触 24 時間後の細胞膜分画における MRP2、

OCT1、および MATE1 のタンパク質発現量について検討を行った（Figure 3, 4）。HepG2 細

胞では、Mg によるトランスポーターの発現量への影響は認められず、トランスポーターの

発現量に対する Mg 接触の影響は mRNA とタンパク質間で異なる結果となった。2008 細胞

では、MATE1 のタンパク質は Mg を接触しても検出されず、MRP2 および OCT1 の発現量

は 1.3 倍と有意な増加を認めた。CDDP の輸送に対し、取り込み機構と排出機構に関与する

2 つのトランスポーターは、わずかではあるが同等の発現量変化を示した。 

 

 

Figure 3. Relative membrane protein expression levels of transporters in HepG2 cells exposed to 2 

mM of Mg for 24 h. (a) Immunoblotting for MRP2, OCT1, and MATE1 in HepG2 cells. Protein 

levels of MRP2 (b), OCT1 (c), and MATE1 (d) were normalized to that of GAPDH. Relative protein 

level of each transporter is expressed as a fold increase with respect to the control group. The control 

group is only in culture but not in contact with the drugs. Data are presented as mean ± SD of three 

independent experiments. 
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Figure 4. Relative membrane protein expression levels of transporters in 2008 cells exposed to 2 mM 

of Mg for 24 h. (a) Immunoblotting for MRP2 and OCT1 in 2008 cells. Protein levels of MRP2 (b) 

and OCT1 (c) were normalized to that of GAPDH. The relative protein level of each transporter is 

expressed as a fold increase with respect to the control group. The control group is in culture but not 

in contact with the drugs. Data are presented as mean ± SD of three independent experiments. *p<0.05 

vs. control. 
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1-3-3. 細胞内白金量および細胞内 Mg 量に対する Mg 併用の影響 

8 時間または 24 時間 CDDP と Mg を併用接触したときの HepG2 細胞の細胞内白金量お

よび細胞内 Mg 量を比較した（Figure 5）。CDDP 接触後の細胞内白金量は CDDP の接触時間

とともに増加を認めたが、Mg の併用接触による影響は認められなかった。一方、細胞内 Mg

量は、CDDP 単独接触のコントロール群において、接触時間の 8 から 24 時間の延長により、

25％の減少を認めた。また、24 時間接触においてコントロール群に比べ、Mg 併用群では、

わずかであるが有意な増加を認めた。しかし、2008 細胞に CDDP および Mg を 8 時間併用

接触した場合、細胞内白金量の差は見られず、細胞内 Mg 量は CDDP 単独接触したコント

ロール群と比較して約 30%程度の増加が認められた（Figure 6）。2008 細胞では、HepG2 細

胞よりも細胞内白金量は低値を示した。 

 

Figure 5. Intracellular platinum and Mg accumulation in HepG2 cells exposed to 25 µM of CDDP and 

2 mM of Mg for 8 or 24 h. (a) Platinum levels after exposure to CDDP with or without Mg for 8 h, (b) 

Mg levels after exposure to CDDP with or without Mg for 8 h, (c) Platinum levels after exposure to 

CDDP with or without Mg for 24 h, and (d) Mg levels after exposure to CDDP with or without Mg 

for 24 h. The control group was exposed to CDDP only. Data are presented as mean ± SD of three 

independent experiments. *p<0.05 vs. control. 
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Figure 6. Intracellular platinum and Mg accumulation in 2008 cells exposed to 25 µM of CDDP and 

2 mM of Mg for 8 h. (a) Platinum levels after exposure to CDDP with or without Mg for 8 h and (b) 

Mg levels after exposure to CDDP with or without Mg for 8 h. The control group was exposed to 

CDDP only. Data are presented as mean ± SD of three independent experiments. *p<0.05 vs. control. 
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1-3-4. CDDP の細胞増殖抑制効果に対する Mg 併用の影響 

HepG2 細胞および 2008 細胞において、2 mM Mg の併用接触による CDDP の細胞増殖抑

制効果への影響について検討した（Figure 7）。Mg の単独接触は、細胞の増殖に影響しなか

った。HepG2 細胞における CDDP 単独および Mg 併用接触時の CDDP の IC50値はそれぞれ、

0.79 ± 0.04 µM および 0.95 ± 0.18 µM、2008 細胞では 1.21 ± 0.15 µM および 1.42 ± 0.11 µM で

あった。これらの結果から、CDDP の細胞増殖抑制効果に対して、Mg 併用は影響しないこ

とが示された。 

 
Figure 7. Effect of Mg on the cytotoxicity of CDDP in HepG2 cells (a) and 2008 cells (b). The graphs 

represent proliferation rates in HepG2 cells and 2008 cells treated with CDDP and CDDP combined 

with Mg. Cells were exposed to 2 mM of Mg and/or CDDP for 96 h. Cytotoxicity was assessed by the 

SRB assay. Opened circles: CDDP, closed circles: CDDP combined with Mg. Data are presented as 

mean ± SD of three independent experiments. 
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1-4. 考察 

腎障害は、CDDP の用量制限毒性である。CDDP による腎障害は、大量の輸液により軽減

されるが、完全に回避することは困難である。In vitro の研究により、ヒト OCT2 は CDDP

を基質とし、CDDP の近位尿細管細胞内への蓄積に関与することが報告されている 27)。

Nakamura らによると、Mate1 欠損マウスを用いた研究により、Mate1 は CDDP を管腔側に

輸送し、Mate1 の発現低下が CDDP の尿細管障害に関与していることが明らかとなってい

る 4)。CDDP によって引き起こされる低 Mg 血症では、OCT2 の発現量増大や MATE の活性

減弱がおき、尿細管細胞における CDDP の蓄積を増加させることが報告されている 25)。Mg

の併用は、腎トランスポーターであるOct2およびMate1の発現を調節することによりCDDP

蓄積を減少させ、それにより CDDP 誘発腎障害を弱めることが報告された 5)。しかし、Mg

の補充投与が、がん細胞における CDDP の動態と抗腫瘍効果に及ぼす影響は不明のままで

あった。CDDP の細胞外排出は MRP2 および MATE1 が関与していることが実証されてい

る。CDDP の取り込みに関与するトランスポーターはさまざまな報告がされているが、腎臓

での CDDP 輸送に寄与する OCT ファミリーが、HepG2 細胞などのがん細胞における CDDP

輸送に寄与することが報告されている。 

本章では、CDDP 輸送に関与するトランスポーターの発現量に対する Mg 接触の影響を検

討した。HepG2 細胞に Mg を接触後、取り込みに関与するトランスポーターである OCT1 の

mRNA 発現量は減少し、排出トランスポーターである MRP2 および MATE1 の mRNA 発現

量は増加を認め、特に MATE1 の mRNA 発現量の変化は顕著であった。一方、Mg の接触は、

HepG2 細胞のトランスポーターのタンパク質発現量に影響を与えず、CDDP 接触後の細胞

内白金量にも影響を与えなかった。Mg は転写を行う RNA ポリメラーゼの必須の補因子で

あるため 28)、Mg 負荷は、mRNA の転写活性を増大させた可能性が考えられる。しかしなが

ら、HepG2 細胞の MATE1 の mRNA 発現量に特に大きな影響を及ぼした理由については不

明である。MATE1 は CDDP の尿中排泄をもたらす一つの因子であり、Mg 補充は、特に尿

細管細胞での MATE1 の機能改善をもたらす可能性が考えられる。尿細管細胞とがん細胞で

は、MATE1 タンパク質の翻訳制御に大きな違いがある可能性も考えられた。2008 細胞にお

いて、Mg 接触は、これらのトランスポーターの mRNA 発現量に影響を与えず、CDDP 接触

後の細胞内白金量は、HepG2 細胞よりもはるかに低いものであった。この結果は、HepG2 細

胞とは異なり、2008 細胞では CDDP 輸送に対するトランスポーターの寄与が低いことを示

唆している。Mg は生体内の構成要素であるため、細胞外 Mg 量の数倍程度の変化は、細胞

内 Mg 量に大きな変化を示さない可能性がある。しかし、同じトランスポーターによって輸

送される物質が共存する場合、いずれかの物質の輸送が競合的または非競合的に抑制され

ることはよく知られている。銅トランスポーターである solute carrier family 31 member 1

（SLC31A1）による CDDP の取り込みは、共存する銅濃度が 50 µM 程度の低い場合には影
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響を受けず、銅濃度が 500 µM 以上の場合は影響すると報告されている 29, 30)。本研究におい

て、生体内構成要素である Mg の併用接触は CDDP の輸送と細胞内 Mg 量に影響を与えな

かった。逆に、CDDP の長時間接触は、HepG2 細胞の細胞内 Mg 量を低下させた。solute carrier 

family 41（SLC41）は最近 Mg のトランスポーターとして注目されており 31, 32)、CDDP は

SLC41 発現／機能に影響を与える可能性も考えられる。Mg の併用接触は、HepG2 細胞およ

び 2008 細胞における CDDP の細胞毒性には影響しなかった。本研究において使用された

Mg 濃度は、臨床的な Mg の負荷により想定される最高の血漿濃度と同じであるため、臨床

レジメンにおける Mg の投与は、CDDP の腎障害を回避するものの CDDP の抗腫瘍効果に

影響することはほとんどないことが示された。 
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第二章 

CDDP の抗腫瘍活性に対する Pregnane X receptor の影響 

 

2-1. 緒言 

CDDP 耐性獲得の主なメカニズムには、細胞内白金量の減少、CDDP 不活化能の亢進およ

び DNA 修復能の亢進といった経路が知られている。この中でも多くの CDDP 耐性細胞で

は、細胞内白金量の低下が認められる。ヒト肝腺がん SK-HEP-1 およびヒト黒色腫 MeWo 細

胞株において、薬物排出トランスポーターである MRP2 の発現量の増大が CDDP 耐性化の

原因であることが報告されており 33, 34)、ヒト神経膠腫 NHG2 細胞株に MRP3 を過剰発現さ

せると、CDDP に対する感受性を低下させることが報告されている。これらのトランスポー

ターは、CDDP の細胞外への排出に関与することが知られている 35)。一方、CDDP 耐性細胞

において、銅のトランスポーターである SLC31A1 36, 37)、OCT1-3 38, 39)および Na +, K + -ATPase 

40, 41)の発現または活性レベルの低下によって細胞内白金量の減少が起こることが報告され

ており、これらのトランスポーターはCDDPの取り込みに関与していることが示唆される。

しかし、シスプラチン取り込みに関与するトランスポーターは細胞の種類によってさまざ

ま報告されており、主となる特定のトランスポーターは明らかにされていない。CDDP 耐性

腫瘍は、トランスポーターの発現量の変化がさまざまに生じた細胞の集団で構成されてお

り、CDDP の耐性化を克服するには、トランスポーターの発現を調節している核内受容体を

標的とする手法の有効性が期待される 15)。 

核内受容体は、リガンド依存性転写調節因子として、標的遺伝子の発現を制御し、生体に

おいて分化、代謝、ホメオスタシスなどの重要な生命現象を厳密に調節していることが知ら

れている。Pregnane X receptor（PXR）および constitutive androstane receptor（CAR）は、生体

内に入った異物の代謝および排泄に関与するタンパク質の発現をコントロールしており、

主に標的タンパク質としては、cytochromes P450（CYPs）や MDR1、MRP2 などの排出トラ

ンスポーターが知られている。Peroxisome proliferator activated receptor（PPAR）の活性化は、

主に脂質や糖質のホメオスタシスの維持に重要な役割を担っている。これらの核内受容体

はがん細胞においても細胞機能維持のために重要な役割を果たしている。近年、核内受容体

による細胞機能の調節が、抗がん剤の抗腫瘍効果の発現に影響を与える可能性が報告され

ている。ヒト乳がん細胞における PXR 発現の増大は、タキサン、ドキソルビシン、タモキ

シフェン、ビンブラスチンなどの抗がん剤に対する感受性に影響を与えることが報告され

ている 42)。白血病細胞では、CAR 発現の増大により CYP2B6、CYP3A4 の発現が誘導され、

シクロホスファミドの抗腫瘍効果の増強をもたらした 43)。PPAR は腫瘍抑制因子または促進

因子として機能することができ、結腸直腸がんの進行に関与が報告され、がんの予防および

治療の潜在的なターゲットであることが示唆されている 44)。 
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CDDP の抗腫瘍活性に対しても、核内受容体の発現制御する様々な因子が影響を与える可

能性がある。PXR および CAR は、細胞外へ CDDP を排出するトランスポーターの発現を制

御している 42, 45)。PPAR に作用する薬剤は、CDDP 誘発腎障害 46)および聴覚障害 47)を抑制

し、その抗腫瘍活性 48)を高めることが報告されている。したがって、核内受容体のリガンド

と CDDP との併用は、CDDP の抗腫瘍活性および副作用の発現を修飾しうることが期待さ

れる。本章では、核内受容体 PXR, CAR, PPARα および PPARγ の発現量に対する CDDP の影

響と、核内受容体リガンドが CDDP の抗腫瘍活性に及ぼす影響について検討した。 
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2-2. 実験材料および方法 

2-2-1. 細胞培養 

HepG2 細胞は、大日本製薬から購入した。細胞は、5% CO2、37℃で 10% FBS 含有 MEM

培地で in vitro 継代維持した細胞を用いた。CDDP 耐性 HepG2 細胞は、以前の研究におい

て、3 段階（1, 3 および 5 µM）の CDDP 接触により単離された 15)。確立された細胞株は、

HepG2/R と名付けた。 

 

2-2-2. SRB assay 

細胞毒性試験は、SRB（ナカライテスク）を使用して実施した。HepG2 細胞を 96 well plate

に 4.0×103個/well となるように播種し、24 時間後、リファンピシン（RFP、ナカライテスク）

および/または 48 時間後に数段階の濃度の CDDP に接触させた。72 時間後、細胞を 10%ト

リクロル酢酸で固定後、水で洗浄し、乾燥させた。その後、0.4% SRB 溶液を添加し、室温

で 30 分間インキュベートした。プレートを再洗浄し、結合した染色液を trisma base solution

（ナカライテスク）で可溶化し、マイクロプレートリーダー（Model 550、BIO-RAD）で 570 

nm で吸光度を測定した。データは Microsoft Excel を用いて評価し、相対生存細胞の割合は、

コントロール群に対して各薬物接触群で計算した。すべてのデータは、5 つの well の平均値

を用いた。 

 

2-2-3. Caspase-3 活性 assay 

Caspase-3 酵素活性は、Caspase-3 Fluorometric Assay Kit（BioVison）を使用して、基質 N-

Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-trifluoromethylcoumarin（Ac-DEVD-AFC）の分解により生成

する蛍光を測定した。HepG2 細胞および HepG2/R 細胞を 6 well plate に 2.0×105個/well とな

るように播種し、24 時間後、100 µM RFP または 100 µM レフルノミド（LEF、ナカライテ

スク）に接触させた。 

さらに 24 時間後、4 または 25 µM の CDDP を 72 時接触させた後、細胞を回収し、冷 PBS

で洗浄した。Cell lysis buffer 100 µL を使用してペレットを溶解し、細胞溶解液の一部を使用

し、BCA Protein Assay Kit（Pierce）にてタンパク質含量の測定を行った。細胞溶解液を、タ

ンパク質濃度が 0.25 µg/µL となるように調製した。96 well plate にて、サンプル 50 µL、10 

mM DTT を含む 2×reaction buffer 50 µL、2 mM Ac-DEVD-AFC 溶液 5 µL を加え、37℃で 1

時間、室温でさらに 1 時間インキュベートした。蛍光リーダー（Versa Fluor 蛍光計、Bio-Rad 

Laboratories）で蛍光を測定した。それらは、コントロール群に対する相対的な値として表し

た。 
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2-2-4. 細胞内白金量 

HepG2 細胞を、75 cm2 細胞培養フラスコに、1.0×106個の細胞を播種し、24 時間後 100 µM 

RFP および/または 48 時間後に 25 µM CDDP を接触させた。24 時間後、細胞を回収し、冷

PBS で 3 回洗浄した。各群の細胞の一部（5%）を用い、BCA Protein Assay Kit（Pierce）にて

タンパク質含量の測定を行った。残りの細胞ペレットを、過塩素酸と 30％過酸化水素の 1：

2 の比率の酸混合物 1.5 mL に懸濁し、65℃で一晩静置し細胞を溶解させた。サンプル中の

白金量は、SPS 3100 Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometer（ICP-OES、日立

ハイテクサイエンス）にて測定した。結果は、タンパク質 1 mg あたりの白金量（ng）とし

て表した。 

 

2-2-5. RNA 抽出および real-time PCR  

HepG2 細胞を、75 cm2 の細胞培養フラスコに、1.0×106 個の細胞を播種し、24 時間後、4 

µM または 25 µM CDDP を加えた。所定時間接触後、細胞を回収し、冷 PBS で 3 回洗浄し

た。Sepasol-RNA I Super（ナカライテスク）を用いて total RNA を抽出し、NanoDrop Lite

（Thermo Fisher Scientific）を用いて RNA 濃度を測定した。PrimeScript II First Strand cDNA

合成キット（Takara Bio）を使用した逆転写により、total RNA から cDNA を合成した。Real-

time PCR は、調製した cDNA、Table 2 の各種 primer および KAPA SYBR Fast qPCR キット

（NIPPON Genetics）を用いて Rotor-Gene Q（Qiagen）を使用し、SYBER-GREEN 法にて行

った。相対的 mRNA 発現量は、housekeeping gene として、GAPDH を用いた、ΔΔCT 法によ

って解析した。 

 

Table 2 使用した primer の塩基配列 

Gene Sense primer Antisense primer 

PXR 5’-TGA GGA GGA GTA TGT GCT CAT G-3’ 5’-GCA GTG TCC ATC TGT CTT GG3’ 

CAR 5’-TGA GCT GAG GAA CTG TGT GG-3’ 5’-TGA TGT CTG CGA AGT GTG TG-3’ 

PPARα 5’-ATT CGC CAT GCT GTC TTC TG-3’ 5’-CAT CCG ACT CCG TCT TCT TG-3’ 

PPARγ 5’-GCA GGA GAT CAC AGA GTA TGC-3’ 5’-GGC TTG TAG CAG GTT GTC TTG-3’ 

GAPDH 5’-CCA TCA CCA TCT TCC AGG AG-3’ 5’-CCT GCT TCA CCA CCT TCT TG-3’ 

 

2-2-6. 統計学的処理 

結果は平均±標準偏差（SD）として表した。統計分析は、コントロール群との多重比較

のために、Dunnett’s test を使用した。 p <0.05 は有意とみなした。  
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2-3. 結果 

2-3-1. CDDP 接触による caspase-3 活性化への影響 

HepG2 細胞において、4 または 25 µM の CDDP を接触したときの caspase-3 活性を検討し

た（Figure 7）。4 および 25 µM の CDDP 濃度は、それぞれ IC50および IC90値であり、4 µM 

CDDP は、48 時間接触でも caspase-3 活性に影響を与えなかった。25 µM CDDP は、コント

ロールと比較し、24 時間および 48 時間接触で caspase-3 活性は、8.6 倍および 10 倍に増大

を認めた。HepG2 細胞において、4 µM CDDP は細胞の増殖抑制をもたらすが、アポトーシ

スを引き起こさないことがわかった。また、アポトーシス誘導は、25 µM CDDP で 24 時間

以上の接触が必要であることが示された。 

 

Figure 7. Caspase-3 activation induced by CDDP in HepG2 cells. The graphs represent caspase-3 

activity values in HepG2 cells exposed to 4 (a) or 25 µM (b) of CDDP for 4 to 48 h. Caspase-3 activity 

was assessed by using Caspase-3 Fluorometric Assay Kit. The relative fluorescence is expressed as 

the fold increase with respect to the control group. Data are presented as means±SD for 3 individual 

experiments. *p<0.05 vs. control. 
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2-3-2. CDDP 接触による核内受容体の発現量への影響 

HepG2 細胞に CDDP を接触させた時の、核内受容体 PXR, CAR, PPARα および PPARγ の

mRNA 発現量について検討を行った。4 µM CDDP を接触させた時、PXR の mRNA 発現量

はわずかに増加したが、CAR, PPARα および PPARγ の mRNA 発現量はいずれも減少傾向を

示し、12 時間接触で最も低値を示した（Figure 8）。25 µM CDDP を接触させた時、PXR の

mRNA 発現量は一時的に減少を認め、12 時間接触で最低値に達した。PPARα の mRNA 発現

量は CDDP 接触により大幅に減少し、12 時間接触で最低値に達し、以降の接触時間でも発

現量は低いままであった（Figure 9）。一方、CAR と PPARγ の mRNA 発現量は二相性の変化

を示した。したがって、PXR および PPARα の mRNA 発現量は CDDP の接触濃度に依存し

た変化を示したが、CAR および PPARγ の mRNA 発現量と CDDP の接触濃度との相関はみ

られなかった。 

 

Figure 8. Relative mRNA levels of nuclear receptors in HepG2 cells exposed to 4 µM of CDDP for 4 

to 48 h. mRNA levels of PXR (a), CAR (b), PPARα(c), and PPARγ (d) were normalized to GAPDH 

mRNA expression level. The relative mRNA levels of each nuclear receptor are expressed as the fold 

increase with respect to the control group. Data are presented as means±SD for 3 individual 

experiments. *p<0.05 vs. control.  
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Figure 9. Relative mRNA levels of nuclear receptors in HepG2 cells exposed to 25 µM of CDDP for 

4 to 48 h. mRNA levels of PXR (a), CAR (b), PPARα(c), and PPARγ (d) were normalized to GAPDH 

mRNA expression level. The relative mRNA levels of each nuclear receptor are expressed as the fold 

increase with respect to the control group. Data are presented as means±SD for 3 individual 

experiments. *p<0.05 vs. control. 
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2-3-3. PXR アゴニスト RFP による CDDP 抗腫瘍活性への影響 

HepG2 細胞において、PXR アゴニストである RFP が CDDP の抗腫瘍活性に与える影響に

ついて評価した。100 µM RFP は、HepG2 細胞の増殖挙動および caspase-3 活性に影響を与

えなかった。CDDP 単独時の IC50値は 2.3 ± 0.5 µM であったが、100 µM RFP との併用接触

時、CDDP の IC50値は 8.5 ± 1.5 µM と有意に増加した（Figure 10）。したがって、RFP は CDDP

の細胞増殖抑制効果を有意に阻害することが明らかとなった。25 µM CDDP の単独接触は、

コントロールと比較して caspase-3 活性を 12 倍に増加させたが、100 µM RFP と 25 µM CDDP

との併用では、caspase-3 活性はコントロールと比較し約 2 倍程度の増大であり、RFP を併

用することにより caspase-3 活性が有意に抑制された（Figure 11）。さらに、CDDP の細胞内

蓄積に対する RFP の影響について検討した。25 µM CDDP を 24 時間接触後の細胞内白金量

は、266.4 ± 92.3 ng/mg protein であったが、25 µM CDDP と 100 µM RFP の併用接触時、この

値は 142.7 ± 53.8 ng/mg protein へと明らかに減少し、RFP は、CDDP の細胞内蓄積を抑制し

た。 

以上より、RFP は、CDDP の細胞内蓄積を抑制することで、caspase-3 活性化の抑制および

細胞増殖抑制効果の阻害をもたらすことが示唆された。 

 

Figure 10. Effect of RFP on the cytotoxicity of CDDP in HepG2 cells. The graphs represent 

proliferation rates in HepG2 cells treated with CDDP and CDDP combined with RFP. Cells were 

exposed to 100 µM of RFP for 48 h and/or CDDP for 24 h. Cytotoxicity was assessed by the SRB 

assay. Opened circles: CDDP; closed circles: CDDP combined with RFP. Data are presented as 

means±SD for 3 individual experiments. 
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Figure 11. Effect of RFP on caspase-3 activation induced by CDDP in HepG2 cells. Cells were exposed 

to 100 µM of RFP for 48 h and/or 25 µM of CDDP for 24 h. Caspase-3 activity was assessed by 

Caspase-3 Fluorometric Assay Kit. The graph represents caspase-3 activity in HepG2 cells exposed to 

CDDP, RFP or both. The relative fluorescence in each group is expressed as the fold increase with 

respect to the control group. Ct: Control, R: RFP, C: CDDP, C+R: CDDP and RFP. Data are presented 

as means±SD for 3 individual experiments. *p<0.05 vs. control. 
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2-3-4. PXR アンタゴニスト LEF による CDDP 耐性への影響 

以前の検討において、HepG2/R 細胞は、CDDP に対して 2.6 倍耐性があり、細胞内白金量

は親株である HepG2 細胞と比較し、30％の減少を示した。また、HepG2/R 細胞の PXR 発現

量は HepG2 細胞と比較し、約 1.5 倍の増加を示した。本検討では、抗リウマチ薬である LEF

を PXR アンタゴニストとして用いた。HepG2 細胞および HepG2/R 細胞において、CDDP 単

独、LEF 単独および CDDP と LEF を併用接触した時の、caspase-3 活性について検討を行っ

た（Figure 12）。LEF 単独では、いずれの細胞でも caspase-3 活性に影響を及ぼさなかった。

HepG2 細胞では、25 µM の CDDP は、コントロールと比較して caspase-3 活性を 8 倍増加さ

せた。一方、CDDP と LEF 併用は、コントロールと比較して 12 倍とより高い caspase-3 活

性をもたらした。また、HepG2/R 細胞では、25 µM の CDDP は、caspase-3 活性を 2 倍に増

加させたが、CDDP と LEF 併用はコントロールと比較して 6 倍に増加させた。したがって、

PXR アンタゴニストである LEF の併用は、PXR が高発現している HepG2/R 細胞の CDDP

感受性を回復させることを明らかとした。 

 

 
Figure 12. Effect of LEF on caspase-3 activation induced by CDDP in HepG2 cells (a) and HepG2/R 

cells (b). Cells were exposed to 100 µM of LEF for 48 h and/or 25 µM of CDDP for 24 h. Caspase-3 

activity was assessed by Caspase-3 Fluorometric Assay Kit. The relative fluorescence in each group 

in both HepG2 cells and HepG2/R cells is expressed as the fold increase with respect to the control 

group. Ct: Control, L: LEF, C: CDDP, C+L: CDDP and LEF. Data are presented as the means±SD for 

3 individual experiments. *p<0.05 vs. control. 
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2-4. 考察 

CDDP は、多くの固形がんの治療に使用される抗がん剤であるが、薬剤に対する耐性の獲

得は、臨床において大きな問題となっている。多くの CDDP 耐性細胞で認められる細胞内

白金量の低さは、細胞内取り込みの減少、細胞外への排出の増強、または両方の経路の変化

に関連している 13, 14)。様々なトランスポーターがこれらの経路で重要な役割を果たしてお

り、これらのトランスポーターの発現量の変化が CDDP に対する耐性をもたらす可能性が

ある。核内受容体は、トランスポーターの発現調節に関与することが知られているが 49, 50)、

CDDP の抗腫瘍活性に及ぼすそれらの影響は不明のままである。 

本章では、トランスポーターと代謝酵素の発現を制御する核内受容体を発現している

HepG2 細胞を使用した。IC50 程度の CDDP は細胞増殖を阻害し、IC90 程度の CDDP は細胞

増殖抑制と caspase-3 の活性化の両方を生じさせた。核内受容体 CAR および PPARγ の発現

量は CDDP の接触濃度に依存した変化を示さなかったが、PPARα の発現量は CDDP 濃度の

増加とともに顕著に減少した。一方、PXR の発現量は、細胞増殖を抑制する濃度の CDDP

によりわずかではあるが有意に増加し、caspase-3 を活性化する CDDP 濃度により著しく低

下を認めた。これらの変化より、CDDP 接触を受けた細胞において、PXR は細胞を CDDP

の毒性から保護する機能を有し、一方で PXR 発現の低下が細胞にアポトーシスを引き起こ

す可能性が示唆された。実際、PXR は、薬物代謝酵素と薬物トランスポーターの発現を調

節することにより、抗がん剤の抗腫瘍効果に影響を与えることが報告されている 51)。

Harmsen によると、結腸腺がん由来 LS180 細胞において、PXR を介した MDR1 の誘導は、

MDR1 の基質となる抗がん剤の細胞内蓄積を減少させることを報告した 52)。さらに、PXR

アゴニストである RFP で前処理した細胞では、ドキソルビシンの抗腫瘍効果が減弱するこ

とが示されている。HepG2 細胞において、RFP は CDDP により誘導される細胞増殖抑制効

果と caspase-3 の活性化を阻害し、細胞内白金量を減少させた。PXR の活性化は、薬物排出

トランスポーターである MRP2 の発現を増加させることが知られている。したがって、RFP

の前処理による MRP2 発現の増加が、細胞内白金量を減少させ、それにより CDDP の抗腫

瘍効果を減弱させることが示唆された。 

CDDP 耐性化のメカニズムの 1 つに、MRP2 の高発現による CDDP の細胞内蓄積の減少

がある。MRP2 の発現は PXR によって制御されていることから、CDDP 耐性細胞は PXR の

発現または活性の増加を示す可能性がある。以前の研究で確立した 3 つの CDDP 耐性細胞

株はすべて、PXR 発現量が増加していた。PXR は、複数の細胞株において、微小管やトポ

イソメラーゼに作用する薬物を解毒することで知られている CYP3A4、および MDR1 の発

現を誘導することが知られている 53, 54)。いくつかの報告は、PXR アンタゴニストが特定の

腫瘍において薬剤耐性を予防または克服できることを示唆している 55, 56)。ファーマコフォ

アとドッキングツールを使用した新規小分子 PXR アンタゴニストの研究により、LEF が有
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望な薬物である可能性が報告されている 57)。LEF による前処理により、HepG2 細胞では

CDDP による caspase-3 の活性化が約 40%増大し、HepG2/R 細胞では、caspase-3 活性化が約

3 倍増加することが明らかとなった。したがって、PXR アンタゴニストは、CDDP 感受性の

亢進とともに CDDP 耐性の克服をもたらしうることが明らかとなった。 

CDDP 耐性は、さまざまなトランスポーターの複雑な発現変化によって引き起こされる。

本章では、これらのトランスポーターと代謝酵素の発現の調節に関与する核内受容体に焦

点を当てた。PXR 発現量は、CDDP の接触濃度およびそれに応じた caspase-3 活性に相関し

た変化を認めた。PXR アゴニストである RFP は、CDDP 接触した細胞を保護する反応とし

て PXR の活性化を誘導し、CDDP の細胞増殖抑制効果を阻害した。一方、PXR アンタゴニ

ストである LEF の併用により、CDDP 耐性を克服することができた。以上より、核内受容

体リガンドは、将来のがん治療戦略において重要な物質となりうることが示唆された。今後、

CDDP 耐性を完全に克服するためには、最適な PXR アンタゴニストの選択、併用スケジュ

ール、および in vivo 併用方法に関するさらなる研究が必要である。 
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第三章 

PXR アンタゴニストによる CDDP の抗腫瘍効果増強機構 

 

3-1. 緒言 

PXR は、多くの代謝酵素およびトランスポーターの転写調節を通じて、生体異物の解毒

メカニズムを調節する 58)。PXR によって調節される標的遺伝子には、CYP3A4 59)、CYP2B6 

60)、UDP-グルクロノシルトランスフェラーゼファミリー61)、MRP1-3 62, 63)、および有機アニ

オン輸送ポリペプチド 2 64)等が報告されている。PXR は主に肝臓と腸管に発現しているが、

腫瘍組織での発現は未だ明確にはなっていない。オールトランスレチノイン酸 65)、エトポ

シド 66)、パクリタキセル 67)などの抗がん剤の代謝と排泄に関与するさまざまな遺伝子の発

現も PXR によって調節されており、抗がん剤の効果発現における PXR の潜在的な役割が近

年注目されている。 

CDDP は、多くの種類の固形がんの治療に使用され、がん細胞にアポトーシスを誘導する

白金化合物である。ただし、がん細胞における CDDP 耐性の獲得は重要な臨床的問題とな

っている。CDDP 耐性に関与するメカニズムとして、細胞内 CDDP 取り込みの減少、細胞外

CDDP 排出の増加、解毒および核酸修復システムの活性の増加などが特定されている。その

中でも多くの CDDP 耐性細胞株は、MRP2 発現量の増加に起因する細胞内白金量の減少を

示す 68 - 71)。前述したように、MRP2 の発現は PXR によって制御されており 72, 73)、CDDP 耐

性細胞では PXR の発現/活性が増大している可能性が考えられる。 

PXR アンタゴニストである bitter melon 抽出物は、がん細胞において、PXR の活性を抑制

しドキソルビシンの主な排出トランスポーターである MDR1 の発現を抑制することにより、

ドキソルビシンの細胞毒性を高めることが示された 74)。また、前章では、PXR アンタゴニ

ストである LEF が、CDDP 耐性 HepG2/R 細胞における CDDP の細胞毒性を増強しうること

も明らかとなった。したがって、PXR アンタゴニストは、排出トランスポーターの発現を

抑制することにより、抗がん剤の効果を高めうる薬剤として可能性をもっている。 

ケトコナゾール（KTZ）は、1980 年代からさまざまな真菌感染症の治療に使用されてき

たイミダゾール系の抗真菌薬である 75)。さらに、KTZ は前立腺がんの治療に効果的である

ことが報告されている 76)が、その分子メカニズムは不明である。KTZ は、核内受容体の活

性化を阻害することにより、CYP450 などの薬物代謝酵素に対する阻害作用があることも報

告されている 77, 78)。イソチオシアネートは、アブラナ科の野菜（クレソン、キャベツ、芽キ

ャベツ、カリフラワーなど）の主成分であるグルコシノレートの分解によって形成される。

その１つであるフェネチルイソチオシアネート（PEITC）は、PXR を介して CYP3A4 の発

現を阻害し、ミダゾラムのクリアランスの減少をもたらすことが報告されている 79)。本章

では、2 つの PXR アンタゴニストである KTZ と PEITC が、CDDP の細胞毒性をさらに高め
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る可能性があるという仮説を立てた。そこで、白金化合物の細胞毒性と細胞内蓄積に対する

KTZ と PEITC の効果を比較し、MRP2 発現を抑制する PXR アンタゴニスト作用と白金化合

物の効果増強との関連について検討を行った。 

  



 
 

29 

3-2. 実験材料および方法 

3-2-1. 細胞培養 

HepG2 細胞は、大日本製薬から購入した。細胞は、5% CO2、37℃で 10% FBS 含有 MEM

培地で in vitro 継代維持した細胞を用いた。 

 

3-2-2. Caspase-3 活性 assay 

Caspase-3 活性は、Caspase-3 Fluorometric Assay Kit（BioVison）を使用して、基質 N-Acetyl-

Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-trifluoromethylcoumarin（Ac-DEVD-AFC）の分解により生成する

蛍光を測定した。HepG2 細胞を 6 well plate に 2.0×105個/well となるように播種し、24 時間

後、30 µM KTZ（ナカライテスク）または PEITC（ナカライテスク）を各 well に添加した。

24 時間後、10 µM CDDP または 180 µM カルボプラチン（CBDCA）を対応する well に追加

した。白金化合物を接触させて 24 時間後、細胞を回収し、冷 PBS で洗浄した。Cell lysis 

buffer 100 µL を使用してペレットを溶解し、細胞溶解液の一部を使用し、BCA Protein Assay 

Kit（Pierce）にてタンパク質含量の測定を行った。細胞溶解液を、タンパク質濃度が 0.25 

µg/µL となるように調製した。96 well plate にて、サンプル 50 µL、10 mM DTT を含む 2×

reaction buffer 50 µL、2 mM Ac-DEVD-AFC 溶液 5 µL を加え、37℃で 1 時間、室温でさらに

1 時間インキュベートした。蛍光リーダー（Versa Fluor 蛍光計、Bio-Rad Laboratories）で蛍

光を測定した。それらは、コントロール群に対する相対的な値として表した。 

 

3-2-3. 細胞内白金量 

HepG2 細胞を、75 cm2 の細胞培養フラスコに、1.0×106 個の細胞を播種し、24 時間後 30 

µM KTZ または PEITC を各フラスコに添加した。24 時間後、25 µM CDDP または 360 µM 

CBDCA を対応するフラスコに追加した。白金化合物を接触させて 24 時間後、細胞を回収

し、冷 PBS で 3 回洗浄した。各群の細胞の一部（5％）を用い、BCA Protein Assay Kit（Pierce）

にてタンパク質含量の測定を行った。残りの細胞ペレットを、過塩素酸と 30％過酸化水素

を 1：2 の比率で合わせた酸混合物 1.5 mL に懸濁し、65℃で一晩静置し細胞を溶解させた。

サンプル中の白金量は、SPS 3100 Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometer

（ICP-OES、日立ハイテクサイエンス）にて測定した。結果は、タンパク質 1 mg あたりの

白金量（ng）として表した。 

 

3-2-4. RNA 抽出および real-time PCR  

HepG2 細胞を、75 cm2 の細胞培養フラスコに、1.0×106 個の細胞を播種した。24 時間後、

30 µM KTZ または PEITC を加え、さらに 24 時間後、25 µM の CDDP を加えた。KTZ また

は PEITC を 48 時間接触後、細胞を回収し、冷 PBS で 3 回洗浄した。FastGene Premium Kit
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（NIPPON Genetics）を使用し、total RNA を抽出し、NanoDrop Lite（Thermo Fisher Scientific）

を用いて RNA 濃度を測定した。 PrimeScript II First Strand cDNA 合成キット（Takara Bio）

を使用した逆転写により、total RNA から cDNA を合成した。Real-time PCR は、調製した

cDNA、Table 3 の primer および KAPA SYBR Fast qPCR キット（NIPPON Genetics）を用いて

Rotor-Gene Q（Qiagen）を使用し、SYBER-GREEN 法にて行った。相対的ｍRNA 発現量は、

housekeeping gene として GAPDH を用いた、ΔΔCT 法によって解析した。 

 

Table 3 使用した primer の塩基配列 

Gene Sense primer Antisense primer 

MRP2 5’-AGG CAC TCC AGA AAT GTG CT-3’ 5’-GAC TAT GGG CTG ATA TCC AGT GT-3’ 

GAPDH 5’-CCA TCA CCA TCT TCC AGG AG-3’ 5’-CCT GCT TCA CCA CCT TCT TG-3’ 

 

3-2-5. SDS-PAGE および western blot 法 

HepG2 細胞を、75 cm2 の細胞培養フラスコに、1.0×106個の細胞を播種し、24 時間後、30 

µM KTZ または PEITC を加えた。KTZ または PEITC を 24 時間接触後、細胞を採取し、冷

PBS で 3 回洗浄した。細胞の膜タンパク質画分は、plasma membrane protein extraction kit（MBL）

を用いて抽出した。20 µg/lane をポリアクリルアミドゲルを用いて SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis（SDS-PAGE）によって分離し、polyvinylidene difluoride（PVDF）膜に転写し

た。メンブレンを Bullet Blocking One for Western Blotting（ナカライテスク）に浸し、1 時間

室温で振盪させた。1 次抗体として MRP2（24893-1-AP、Proteintech）または GAPDH（10494-

1-AP、Proteintech）をそれぞれ用い、4℃で一晩反応させた。PVDF 膜を PBS-T（FUJIFILM 

Wako Pure Chemical）ですすぎ、その後、horseradish peroxidase（HRP）-conjugated anti-rabbit 

IgG（#7470、Cell Signaling Technology）を室温で 1 時間反応させた。その後、PVDF 膜を洗

浄し、ECL Prime Western Blotting Detection Reagent（GE Healthcare Japan）で可視化を行った。 

 

3-2-6. 統計学的処理 

結果は平均±標準偏差（SD）として表した。統計分析は、コントロール群との多重比較

のために、Dunnett’s test を使用した。p <0.05 は有意とみなした。  
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3-3. 結果 

3-3-1. PXR アンタゴニスト併用による Caspase-3 活性への影響 

前章において、HepG2 細胞において、10 µM CDDP と比較して、25 µM の CDDP では

caspase-3 活性を有意に増加させた。また、HepG2 細胞において、CBDCA は、360 µM で

caspase-3 活性を増加させたが、180 µM では効果がなかった。したがって、10 µM CDDP お

よび 180 µM CBDCA を、PXR アンタゴニストと併用する条件として設定し、caspase-3 活性

に対する影響について検討した。HepG2 細胞において、30 µM KTZ あるいは 30 µM PEITC

の単独接触は、caspase-3 活性に影響を与えなかった。CDDP または CBDCA と PXR アンタ

ゴニストの併用接触では、caspase-3 活性は顕著な増大を示した（Figure 13）。また、caspase-

3 活性に対する PXR アンタゴニストの併用効果は、いずれにおいても CDDP と比較し、

CBDCA では低かった。 
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Figure 13. Effects of KTZ (K) and PEITC (P) on caspase-3 activation induced by CDDP (C) or 

CBDCA (CB) in HepG2 cells. Cells were exposed to 30 µM of KTZ or PEITC for 48 h with/without 

10 µM of CDDP (a and b, respectively) or 180 µM of CBDCA (c and d, respectively) for 24 h. 

Caspase-3 activity in HepG2 cells was assessed in each group by fluorescence and expressed as the 

fold increase with respect to the untreated control group (Ct). Data are presented as the mean±SD for 

three independent experiments. *p<0.05 vs. control. 
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3-3-2. PXR アンタゴニスト併用による細胞内白金量への影響 

HepG2 細胞において、25 µM CDDP または 360 µM CBDCA を単独接触した場合、細胞内

白金量はそれぞれ 110 ± 4.7 および 222 ± 55.8 ng/mg protein であった（Figure 14）。したがっ

て、CBDCA 接触では、CDDP 接触と比較して、モル用量あたりの細胞内白金量は明らかに

低く、CBDCA の細胞内蓄積性が低いことが示された。CDDP との併用において、30 µM KTZ

および PEITC は、細胞内白金量をそれぞれ 2.3 倍と 4.9 倍に増加させた。また、CBDCA と

の併用において、KTZ は細胞内白金量に影響を与えず、PEITC は 1.9 倍に増加させた。 

したがって、細胞内白金量に対する PXR アンタゴニストの併用効果は、CDDP と比較し

てCBDCAの方が低く、PEITCの方がKTZよりも大きい細胞内白金量の増加作用を示した。 

 

Figure 14. Effects of KTZ (K) and PEITC (P) on the intracellular platinum accumulation in HepG2 

cells additionally exposed to CDDP (C) (a) or CBDCA (CB) (b) for 24 h. The control group was 

exposed to CDDP or CBDCA only. Data are presented as mean±SD of three independent experiments. 

*p<0.05 vs. control. 
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3-3-3. PXR アンタゴニスト併用による MRP2 mRNA 発現への影響 

白金化合物を細胞外に排出する機能を有し PXR によって調節されるトランスポーターで

ある MRP2 の mRNA 発現量に及ぼす KTZ および PEITC の影響について検討した（Figure 

15）。30 µM KTZ 単独接触および 10 µM CDDP との併用接触は、MRP2 mRNA の発現量に影

響を与えなかった。しかし、30 µM PEITC は、10 µM CDDP と併用した場合、MRP2 mRNA

発現量を 18%と顕著に減少させた。また、10 µM CDDP 単独接触では MRP2 の発現量に影

響は見られなかったが、25 µM CDDP 単独接触では発現量が 9%と著しく低下した（データ

は示さず）。 

 

Figure 15. Relative MRP2 mRNA level in HepG2 cells exposed to KTZ (K) and PEITC (P) alone and 

in combination with CDDP (C). MRP2 mRNA level was normalized to that of GAPDH. The relative 

mRNA level was expressed as the fold increase with respect to that of the control group (Ct). Data are 

presented as means±SD of three independent experiments. *p<0.05 vs. control. 
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3-3-4. PXR アンタゴニスト併用による MRP2 タンパク質発現への影響 

HepG2 細胞の細胞膜分画における MRP2 のタンパク質発現量に対する KTZ および PEITC

の影響について検討を行った（Figure 16）。HepG2 細胞において、30 µM KTZ 接触は、MRP2

発現量に影響は与えなかったが、30 µM PEITC 接触は MRP2 発現量を 18%まで有意に低下

させた。 

 
Figure 16. Membrane protein expression level of MRP2 in HepG2 cells exposed to KTZ (K) and 

PEITC (P) alone. A: Immunoblotting for MRP2 and GAPDH in HepG2 cells. B: Protein levels of 

MRP2 were normalized to that of GAPDH. Relative protein level of MRP2 is expressed as fold 

increase with respect to that of the untreated control group. Data are presented as mean±SD of three 

independent experiments. *p<0.05 vs. control. 
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3-4. 考察 

CDDP に対する耐性獲得に関与する要因の 1 つは、細胞内白金蓄積の減少である。細胞内

白金量の低下は、細胞内取り込みの減少、細胞外への排出の増強、またはその両方に起因す

る 70, 71)。さまざまなトランスポーターがこれらの経路で重要な役割を担うが、その中でも、

MRP2 が CDDP 耐性に関連することが多数報告されている 68, 69)。核内受容体は、トランス

ポーターの発現調節に関与することが知られている 72, 73)。前章において、PXR アゴニスト

である RFP が CDDP の抗腫瘍活性を抑制し、PXR アンタゴニストである LEF が CDDP 耐

性を克服することを示した。他の報告においても、PXR アンタゴニストの併用が多剤耐性

を克服することにより、抗がん剤の有効性を改善する可能性があることが示唆されている

74)。 

本章では、PXR アンタゴニストの併用が、CDDP あるいは CBDCA の抗腫瘍活性を高め

る可能性を、2 つの構造的に異なる PXR アンタゴニストであるアゾール系抗真菌薬 KTZ、

およびイソチオシアネート誘導体 PEITC を用いて検討を行った。両薬剤は、CDDP と併用

すると、caspase-3 活性を有意に増加させ、KTZ はより強い増強作用を示した。また、両薬

剤と CDDP との併用は、細胞内白金量を増大させ、PEITC はより強い増大作用を示した。

CBDCA と併用させた場合においても、KTZ は caspase-3 活性をより顕著に増大させたが、

細胞内白金量では、PEITC のみ有意な増加をもたらした。したがって、両薬剤による CDDP

あるいは CBDCA との併用においてもたらされる caspase-3 活性の増大と細胞内白金量の増

加には相関性が認められなかった。一般に、白金化合物の抗腫瘍活性は、細胞内に蓄積され

た白金量に依存する。したがって、KTZ と PEITC は、異なる作用機序を介して白金化合物

の抗腫瘍活性を高めた可能性が考えられる。この研究では、PXR アンタゴニストの併用効

果のメカニズムは、白金化合物の排出トランスポーターである MRP2 の発現量の減少であ

ると想定した。本章の結果によると、PEITC は MRP2 タンパク質の発現を抑制したが、KTZ

は MRP2 タンパク質の発現を抑制しなかった。よって、PEITC による CDDP の抗腫瘍活性

の増強は、主に MRP2 の発現抑制による細胞内白金蓄積の増加に起因することが示唆され

る。ただし、MRP2 mRNA 発現量は PEITC 単独では変化せず、CDDP と併用した場合に、

顕著な減少が観察された。一方、KTZ は、PEITC とは対照的に、CDDP と併用しても MRP2 

mRNA 発現量に影響を与えなかった。Tang らによると、ヒト CDDP 耐性胃がん細胞

SGC7901/DDP において、PEITC を接触させると、PXR によって発現が制御されている MDR1

および MRP2 の mRNA およびタンパク質発現量の減少が生じた 80)。さらに、PEITC は、

MRP2 の基質であるグルタチオンと細胞内で相互作用することで MRP2 を介した他の物質

の輸送を阻害する可能性が報告されている 81)。したがって、PEITC と CDDP の併用効果は、

MRP2 発現の抑制と MRP2 の機能的阻害に基づいていると考えられる。 
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PXR は、主に薬物代謝酵素とトランスポーターの発現を調節して生体異物を排除する生

体異物受容体であるが、アポトーシスを含む細胞増殖に関するタンパク質発現についても

調節している可能性がある。PXR は、抗アポトーシス因子である Bcl-2 および Bcl-xL の活

性化に関与し、スタウロスポリンによるアポトーシスを抑制し肝細胞を保護することが示

されている 82)。Lin らは、ヒト骨肉腫細胞において、KTZ は、Ca 2+非依存的に c-Jun N 末端

キナーゼ（JNK）リン酸化を介して細胞死とアポトーシスを誘導することを明らかとした 83)。

KTZ は、PXR によって制御される Bcl-2 ファミリーおよび増殖シグナル伝達経路に対して

も抑制効果を持ち、細胞にアポトーシスを誘導する可能性がある。この作用が、KTZ によ

る CDDP の抗腫瘍活性の増強メカニズムとなる可能性が考えられる。 

本章では、白金化合物の抗腫瘍活性を高めることができる薬剤として PXR アンタゴニス

トに注目し、KTZ および PEITC の機能特性について比較した。KTZ と PEITC が、白金化合

物との併用による活性増強を示す際に、caspase-3 活性と細胞内白金量の間には相関性は認

められなかった。細胞内白金量の顕著な増加をもたらした PEITC の存在下でのみ、細胞膜

における MRP2 タンパク質発現の抑制が認められた。一方、KTZ は、細胞内白金量の大き

な変化なしに caspase-3 活性の顕著な増加をもたらし、KTZ の作用がアポトーシス制御機構

に関与している可能性があることが示された。これらの結果は、KTZ と PEITC が PXR によ

って調節される異なる経路を抑制することにより、白金化合物の抗腫瘍活性を増強したこ

とを示唆している。PXR アンタゴニストは白金化合物と組み合わせるとより大きな効果を

もたらしたが、併用する白金化合物または標的とする腫瘍に応じて、複数の作用機序を持つ

PXR アンタゴニストの併用方法を決定するには、さらなる研究が必要であると考える。 
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総括 
 

本研究では、抗がん剤である CDDP の有用性を高める目的で 2 つの検討を行った。1 つ

は、CDDP による腎障害に対する Mg の補充投与が、がん細胞における CDDP の挙動に与え

る影響を in vitro にて検討を行った。もう 1 つは、トランスポーターや代謝酵素などの発現

の調節を担っている核内受容体に着目し、CDDP の抗腫瘍効果の発現へのかかわり、さらに

核内受容体のリガンド併用による CDDP 抗腫瘍活性への影響およびその作用機序について

検討した。以下に本研究で得られた知見を示す。 

 

１ Mg の補充投与は、がん細胞における CDDP の排出トランスポーターに対し、遺伝子発

現量に影響はあるものの、タンパク質発現量には影響を与えなかった。 

 

２ Mg の併用は、CDDP の細胞毒性および細胞内白金量には影響しないことが明らかとな

った。したがって、臨床レジメンでの Mg の補充投与は、CDDP の抗腫瘍効果に影響するこ

とはほとんどないことが示唆された。 

 

３ 核内受容体のうち PXR は、CDDP の接触濃度およびそれに応じた caspase-3 活性に相関

した変化を認め、CDDP の毒性から細胞を守るうえで重要な役割を果たしていることが示唆

された。 

 

４ PXR アゴニストである RFP の併用は、CDDP により誘導される細胞増殖抑制効果と

caspase-3 の活性化を阻害し、CDDP の細胞内蓄積量を減少させた。一方、PXR アンタゴニ

ストである LEF の併用は、CDDP による caspase-3 の活性化を増大し、PXR が高発現してい

る CDDP 耐性細胞の CDDP 感受性の回復をもたらした。 

 

５ PXR アンタゴニストの併用による白金化合物の抗腫瘍活性の増大の一因としては、白

金化合物の細胞内蓄積量の増大があげられ、白金排出トランスポーターの MRP2 の発現量

の減少が関与することが示された。 

 

がんの治療には手術、放射線療法、化学療法の三大治療がある。手術や放射線治療が、が

んに対する直接的・局所的な治療であるのに対し、化学療法では、より広い範囲に治療の効

果が期待できる。各臓器の悪性腫瘍に対する化学療法は、ガイドラインが作成されている。

ガイドラインの根拠になっている各種臨床試験では、一定の選択基準を満たした患者が対

象となっていることが多く、選択基準に合致しない患者も少なくない。特に近年、高齢化社
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会を迎え、高齢患者における化学療法の適応、治療効果と副作用のバランスを考慮した薬剤

選択や投与量の決定を行わなければならない。 

本研究より、Mg の併用は、がん細胞における CDDP の細胞内蓄積量や細胞毒性には影響

がほとんどないことが明らかとなった。ガイドラインでは、CDDP による腎障害を予防する

ための Mg の補充投与が推奨されているが、現時点において Mg の推奨投与量や投与の至適

タイミングは未だ明らかでない。また、今回の検討ではガイドラインに記載されている濃度

の Mg を補充した場合を想定したものであるが、施設によってはさらに高濃度の Mg を補充

されている場合もある。したがって、今後さらに臨床の実情にあわせ、かつ、ガイドライン

の策定にいかしうる検討が必要とされる。 

また、PXR アンタゴニストの併用は、CDDP の抗腫瘍活性を高め、CDDP 耐性を克服しう

ることが明らかとなった。すなわち、PXR アンタゴニストを併用薬として用いることによ

り、低用量 CDDP で、高用量単独時と同程度の抗腫瘍効果を得られることが示唆された。

これまで副作用の懸念から、CDDP の投与が困難であった臓器機能の低下を認める高齢患者

あるいは、再発・転移し全身状態が低下しているような患者においても PXR アンタゴニス

トの併用により治療可能とすることが期待される。今後は、白金化合物または標的とする腫

瘍に応じて、最適な PXR アンタゴニストの選択、併用スケジュール、および in vivo 併用方

法になどさらなる研究が必要であると考える。 
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