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序章 研究の背景 

 

1. はじめに  

化 学 療 法 は 、 が ん 治 療 に お い て 手 術 療 法 、 放 射 線 療 法 、 お よ び 免 疫 療 法 と

共 に 「 四 大 療 法 」 の 一 つ と し て 位 置 づ け ら れ る 。 化 学 療 法 は 、 が ん 細 胞 の 増

殖 を 抑 制 し、がんの進⾏を抑えることで患者の⽣存期間延⻑に寄与する重要

な 治 療 法 で あ る 。 し か し 、 手 術 療 法 や 放 射 線 療 法 が 局 所 的 な ア プ ロ ー チ で あ

る の に 対 し 、 化 学 療 法 は 抗 が ん 剤 が 経 口 ま た は 注 射 に よ っ て 投 与 さ れ る た め 、

血 中 を 通 じ て 全 身 に 循 環 す る こ と か ら 、 副 作 用 の 発 現 頻 度 が 高 い 。 化 学 療 法

に 伴 う 副 作 用 の 発 現 は 、 抗 が ん 剤 の 減 薬 や 中 断 な ど 患 者 の 生 活 の 質 （ QOL）

を 著 し く 低 下 さ せ る た め 、 臨 床 的 に 重 大 な問題 で あ る 。  

抗 が ん 剤 の 中 でも、広域 な固形が ん に使用 さ れ る シ ス プラチ ン （ CDDP）

は 、 副 作 用 と し て 重篤な 腎 障 害 を引き起こ す こ と が知ら れ て い る 。 し か し 、

こ れ ま で多く の 研 究 が行われ てきた が 、 腎 障 害 の 発症機 構 は 、 い まだ解明さ

れ て お らず、 特異的 な 副 作 用予防薬 は 存在し な い 。 CDDP 腎 障 害 に お け る 発

現 機 構 を解明す る た め に は 、 実 験 動 物 や 培 養 細 胞 を 用 い た非臨 床 研 究 が 重 要

で あ る 。 CDDP は 、 実 験 動 物 を 用 い た 研 究 か ら 、 近 位 尿 細 管 の 中 でも S3 領 域

で 高 感 受 性 を示す こ と が示さ れ て い る 。 本 研 究 で は 、 マ ウ ス 近 位 尿 細 管 領 域

由 来 不 死 化 細 胞 で あ る S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 を 用 い て 、 細 胞 間 に お け る

CDDP に 対 す る 反 応 性 の違い を 比 較 し 、 CDDP 腎 障 害 の責任因子の同定 を 目

指し て 研 究 を行っ た 。  
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2. CDDP について  

シ ス プ ラ チ ン （ cis-diamminedichloro-

platinum(II) : CDDP）は、2 つの塩化物（Cl）

イオン配位子と 2 つのアンモニア（NH3）配位

子がシス配置で中央の白金（ Pt）原子に配位

した正方形平面錯体である（Fig. 1 A）。1845年

にイタリアの化学者 Michele Peyrone によって

錯体の研究材料として合成された 1。しかし、

その抗がん活性が明らかとなったのは、最初

に合成されてから 100 年以上経過した 1960 年

代になってからであった。 1965 年に米国の生

物物理学者 Barnett Rosenberg は、大腸菌を

含む溶液に白金電極を用いて電流を流し、

電場が大腸菌の分裂に及ぼす影響を調べた

ところ、大腸菌の細胞増殖が阻害されるこ

とを発見した 2。この現象を白金電極による電場の影響ではなく、何らかの

化合物によるものであると仮説を立て検証を進めたところ、白金電極の白金

イオンと溶媒中の塩化アンモニウムが結合した CDDP によるものであること

を発見した。1969 年、彼らは CDDP の哺乳類への投与を検討することで、

CDDP が抗腫瘍効果を有することが明らかとなった 3。当初、 in vivo 実験にお

いて強い腎毒性を示したため臨床への応用は断念されかけたが、投与前後に

大量の生理食塩水と利尿薬の投与によって腎毒性が軽減されることが報告さ

れ 4、1978 年にアメリカ食品医薬品局（FDA）から抗がん剤として認可され

た 5。  

CDDP は、重篤な腎障害を引き起こすため、腎障害の少ない白金系抗がん

剤の開発が行われ、カルボプラチン（CBDCA）やオキサリプラチン（L-OHP）

などが開発された（Fig. 1 B, C）。しかし、どの白金系抗がん剤においても腎

シスプラチン

カルボプラチン

オキサリプラチン

A

B

C

白金系抗がん剤の構造式を示す。 
（A）シスプラチン、（B）カルボプラ
チン、（C）オキサリプラチン 

Fig. 1 白金系抗がん剤の構造式 



 

6 

 

障 害 の 発 現 は問題 と な っ て お り 6,7、 腎 障 害 発 現 機 構 に つ い て多く の 研 究 が行

われ てきた が 、詳細 な 機 構 は解明さ れ て お らず、 特異的 な 副 作 用予防薬も存

在し て い な い 。  

 

2.1 抗がん作用  

CDDP は 、 臨 床 応 用 さ れ た最初の 白 金 系 抗 が ん 剤 で あ り 、 現在も精巣が ん

8、卵巣が ん 9、肺が ん 10 な ど広域 な固形が ん の 治 療 に使用 さ れ て い る 。 CDDP

は 、精巣が ん に 対 し て非常に有効 で あ り 、 5 年相対 生 存 率 は 90%以上 で あ る

11。 CDDP に よ る 抗 が ん 作 用 の 機序に つ い て は完全 に は解明さ れ て い な い が 、

CDDP が DNA と 結 合 し 、鎖間 及 び鎖内 の架橋を形成 す る こ と が広く知ら れ て

い る 。 CDDP は 、 DNA へ の架橋形成 の 結 果 、 DNA の 構造にゆが み を 生 じ さ

せ 、 DNA 合 成 と複製を停止さ せ る 12,13。 が ん 細 胞 の よ う な急速に 分裂す る 細

胞 は 、 DNA 架橋を介し た DNA 損傷の影響を強く 受 け る 。軽度 の DNA 損傷

は 、 酵 素 な ど の働きに よ っ て修復す る こ と が できる が 、 重 度 の DNA損傷は 不

可逆 的 な 障 害 と 細 胞 死 を誘導 す る 。  

 

2.2 副作用  

CDDP は 、広域 な固形が ん の 治 療 に使用 さ れ て い る 抗 が ん 剤 で は あ る が 、

腎 障 害 、神経 毒 性 、耳毒 性 、悪心・嘔吐な ど多く の 副 作 用 を引き起こ す 。 い

く つ か の 副 作 用 の うち、 腎 障 害 が CDDP 化 学 療 法 に お け る 減 薬 や 中止な ど に

繋が る 用 量 制限毒 性 に な っ て お り 、 患 者 の予後 に 大きな影響を 及ぼす こ と か

ら 、開発当初よ り問題 と さ れ て い る 。 CDDP は 、主に 腎 臓 か ら 排 泄 さ れ る こ

と か ら 、 CDDP に よ る 化 学 療 法 を 受 け て い る 患 者 の約 30%に 腎 障 害 を 生 じ さ

せ る 14。  

こ れ ま で に 、 CDDP 腎 障 害 を改善す る た め に さ まざま な 検 討 が行われ てき

た 。 1 つ の方法 と し て 、正常組 織 に 対 し て 毒 性 が 低 い新規 CDDP 類似体 を 合

成 し 、 ス ク リ ー ニ ン グ が行われ た 。 こ の 結 果 、 CBDCA や L-OHP な ど CDDP
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と 比 較 し て 副 作 用 の少な い医薬品が同定 さ れ 、 現在使用 さ れ て い る 。 し か し 、

CDDP 以外の 白 金 系 抗 が ん 剤 と し て 現在世界的 に承認さ れ て い る の は 、 こ の

2 種類の み で あ り 、 腎 障 害 の問題 は あ っ ても CDDP は 、依然と し て 臨 床 現場

で広く使用 さ れ て い る 15。 ま た 、 CDDP 化 学 療 法 で は 、 高 用 量 の 生 理食塩水

に よ る水分補給や利尿 薬 の併用 投 与 が行われ て い る 。 こ れ は 、 腎 臓 組 織 中 の

CDDP を 尿 中 へ 排 泄亢進し 、 腎 障 害 を軽減 す る た め に 用 い ら れ て い る 4,16,17。

こ の よ う な背景か ら 、 CDDP 腎 障 害 の詳細 な 発症機 構 を解明す る こ と は 、 抗

腫瘍効 果 の 高 い CDDP の 投 与 量 の 増 量 を介し て 、 治 療 効 果 の 増強に つ な が る

可能性 が あ る 。  

 

2.3 CDDP 腎障害に関連する現状の課題  

 現 時点に お け る 、 CDDP 腎 障 害 に 関 連 す る 課 題 を以下 に挙げる 。  

1. 既存予防法 で は 、 CDDP 腎 障 害 を完全 に は 抑 制 できな い  

CDDP 腎 障 害予防の た め 、 大 量 の 輸液を 短 時 間 で 投 与 す る ショー トハイド

レ ー ション 法 な ど の 処 置 が行われ て い る が 、 こ れ は 間接的 な予防法 で あ

り 、根本 的 な 副 作 用 の解決に至ら な い 。  

2. CDDP に よ る 腎 障 害 発症機 構 は 、 不明な点が多い  

CDDP 腎 障 害 の詳細 な 発症機 構 は 、 不明な点が多く 、 治 療標的 の 特 定 や 治

療 法 の設計 が困難で あ る 。  

3. 抗 が ん 剤 と し て の 治 療 効 果 の維持と 腎 障 害 抑 制 の両立  

CDDP の 抗腫瘍効 果 を 阻 害 し な い 、 CDDP 腎 障 害 の 発症機 構 に基づ く 、 副

作 用軽減 法 の探索が必要 で あ る 。  
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3. CDDP の腎臓への取り込みと排泄  

 CDDP は、投与後全身循環に達

し、血漿タンパク質と結合すること

により不活性複合体を形成すると考

えられている 18–20。遊離の CDDP

は、ほぼすべて臓器に急速に分布す

ることが知られている。腎臓は、

CDDP の輸送に関わるトランスポー

ターの発現量が高いため、他の臓器

と比較して腎臓における CDDP の組

織中濃度が高くなる 21。腎臓の最小

単位であるネフロンは、形態学的および機能的にいくつかの分節から構成さ

れている。ネフロンは、腎小体および尿細管から成り、尿細管の中でも近位

尿細管は、輸送体を介して CDDP の血中からの尿細管分泌や原尿からの再吸

収に関与するため、CDDP の近位尿細管における濃度は、血中の約 5 倍とな

り 19,22、特異的に障害を受ける 23。近位尿細管における CDDP の輸送に関与し

ている輸送体として、  Organic Cation Transporter 2（OCT2）、High-Affinity 

Copper Transporter 1（Ctr1）、Multidrug And Toxin Extrusion 1（MATE1）など

が報告されている（Fig. 2）。  

 

3.1 OCT2 

OCT ファ ミリーは、ラットやヒトなどから 5 種類（OCT1, OCT2, OCT3, 

OCTN1, OCTN2）のアイソフォームが同 定されている。OCT2（SLC22A2）は、

主に腎臓に発現し、ヒトの近位尿細管における有機カチオン（生理的 pH で

正に帯電した分子）の尿細管分泌（側 底 膜 側）を媒介する 24。この作用によ

り、OCT2 は糸 球体ろ過量を増大させ、多くの陽イオン性薬物の血漿中から

の除 去において中心的な役 割を果たす。医薬品の約 40%が陽イオン性薬物で

腎臓近位尿細管における CDDP 輸送の模式図を示
す。CDDP の取り込みには、OCT2 や Ctr1 などの
輸送体が関与する。排泄には、MATE1 が関与す
ることが報告されている。 

Fig. 2 腎臓における CDDP輸送の模式図 

近位尿細管細胞

刷子縁膜側底膜側

受動拡散

尿中血液中 CDDP排泄

OCT2

Ctr1

MATE1

CDDP
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あ る こ と か ら 25、 尿 細 管 分泌は多く の 臨 床 的 に 重 要 な 薬 物 の 薬 物 動態に影響

を 与える 26。  

 OCT2 は 、主に 腎 臓 で 発 現 し て お り 、 腎 臓 近 位 尿 細 管 細 胞 の側底膜に 局在

し て い る 27。 ま た 、 大腸腫瘍細 胞 や 腎腫瘍細 胞 な ど数種類の が ん 細 胞 で の み

発 現 し て い る こ と か ら 、 抗腫瘍効 果 に影響を 与える こ と な く CDDP の 腎 臓 へ

の 取 り 込 み を 減少さ せ る 理想的 な標的 で あ る こ と が示唆さ れ て い る 28。 OCT2

欠損は 、 CDDP の 血漿濃度 に影響を 与えずに CDDP 腎 障 害 を 抑 制 し 29、骨肉

腫のラッ ト に お い て OCT2 阻 害 剤 で あ る シメチジン の持続静脈内 へ の 投 与 は 、

CDDP の 抗腫瘍活 性 に影響な く 腎 障 害 を 抑 制 さ せ た 30。 ま た 、 が ん 患 者 に お

い て OCT2 の 一塩基多型は 、 体 内 動態に 変 化 をもた ら さず、 CDDP 腎 障 害 を

抑 制 し た 31。 低 マ グネシ ウム血症は 、 近 位 尿 細 管 に お け る OCT2 の 発 現 量 を

亢進さ せ る こ と で 、 CDDP の 取 り 込 み を 増加さ せ る こ と が報告さ れ て い る 32,33。

現在、 マ グネシ ウムの補充は 、 CDDP 腎 障 害 の予防に 用 い ら れ て い る 34。  

 

3.2 Ctr1 

 Ctr は 、銅（ Cu2+） の 細 胞 へ の 取 り 込 み に 関 与 す る こ と が認識さ れ て お り 、

細 胞膜に 存在し 、 さ まざま な原形質膜に 分布し て い る 35。 Cu2+は 、ミトコン

ドリ ア に お け る ATP 産生 や 、 細 胞 か ら の有害 な フ リ ーラジカ ル の除去な ど 、

生命活 動 の維持に必要 で あ る 。 し か し 、 過剰な Cu2+は 過 酸 化水素 と の 反 応 に

よ りヒドロキシラジカ ル を形成 し 、 細 胞 毒 性 を引き起こ す 36。その た め 、 細

胞 内 に お け る Cu2+の恒常性 の維持は 、非常に 重 要 で あ る 。 Ctr は 、鉄の恒常

性 に 関 与 す る遺伝⼦スクリーニング中に酵⺟で同定された 37。その 後 、 Ctr フ

ァミリ ー 全 体 が さ まざま な 生 物 で 発見さ れ 、 現在で は 6 種類の Ctr タ ン パ ク

質 が同定 さ れ て い る 38。  

Ctr1（ SLC31A1） は 、 近 位 尿 細 管 細 胞 お よ び遠位 尿 細 管 細 胞 の側底膜側に

局在し て い る 39。 3回膜貫通型で あ り 、ホモ三量 体 を形成 す る こ と に よ り 機能

す る 40。 Ctr1 に よ る Cu2+の 輸 送 は 、 エネルギー非依存 的 で あ る が 、温度 、 pH、
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お よ び K+の影響を 受 け る 41。 Ctr1 に よ る Cu2+の 細 胞 内 取 り 込 み の正確なメカ

ニズムは明ら か に な っ て い な い が 、 こ の三量 体 は チャネル と し て 機能す る 中

心孔を形成 し て い る 42。 2002 年に酵⺟やマウス由来培養細胞を⽤いた研究か

ら 、 Ctr1 の欠損に よ っ て CDDP の 感 受 性 お よ び 蓄 積 量 を 低 下 す る こ と が示さ

れ た 43。 こ れ以降、 Ctr1 が CDDP を含め た 白 金 系 抗 が ん 剤 の 細 胞 内 取 り 込 み

に 関 与 し て い る こ と が報告さ れ た 44。その た め 、 Ctr1 は CDDP に よ る が ん 化

学 療 法 の 感 受 性 を規定 す る因子で あ る と 考えら れ て い る 。 一方、 Ctr1 は多く

の 組 織 で の 分布が報告さ れ て お り 45、腫瘍細 胞 に お い ても CDDP の 取 り 込 み

に 関 与 す る こ と か ら 46、 腎 障 害 の 抑 制 に お い て 、 こ の 輸 送 体 を標的 と す る場

合 、 薬 剤 の 抗腫瘍効 果 に影響を 与える疑念が 生 じ る 。  

 

3.3 MATE1 

 MATE は 、 12 回膜貫通 α ヘリ ッ ク ス で 構 成 さ れ る タ ン パ ク 質 で 、 さ まざま

な 生 物種に お い て恒常的 に 発 現 し て お り 、多く の 生命活 動 に 関 与 し て い る可

能性 が示唆さ れ て い る 。ヒト に お い て は MATE1/2 が 腎 臓 近 位 尿 細 管 細 胞 の刷

子縁膜に 高 発 現 し て お り 、 腎 臓 か ら の有機 カ チ オ ン お よ び ア ニ オ ン の 尿 中 へ

の 排 泄 を促進し て い る 47。 MATE1/2 は 、メトホルミン 、 ク ロ ロキン 、 抗 生 物

質 、 CDDP な ど 、 化 学 的 に異な る さ まざま な 薬 物 を 輸 送 す る こ と が示さ れ て

い る 48。  

 CDDP を 投 与 し た MATE1 ノッ ク ア ウ ト マ ウ ス ま た は MATE 阻 害 剤 で あ るピ

リメタミン を前投 与 し た マ ウ ス に お い て 、 CDDP の 腎 臓 組 織 中 の 蓄 積 量 が 高

く 、 生 存 率 の 低 下 を示し 、 腎 障 害 の指標で あ る ク レ ア チ ニ ン や BUN の値が 上

昇 す る こ と が報告さ れ た 。 こ の こ と か ら 、 CDDP 腎 障 害 に お い て MATE1 が 重

要 で あ る こ と が示唆さ れ て い る 49。 し か し 、ヒト に お け る CDDP 腎 障 害 で の

MATE ファミリ ー の寄与 に つ い て は 、 さ ら な る 検 討 が必要 で あ る 。  
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4. CDDP 腎障害における細胞毒性発現機構   

 CDDP 腎障害の細胞毒性発現機構については、これまで多くの研究が行わ

れており、CDDP 腎障害の分子メカニズムが提 唱されている。このメカニズ

ムとして、細胞内ストレスである DNA障害、ミトコンドリア障害、酸化スト

レス、小胞体ストレスなどが関与しており、これらのストレス応答としてオ

ートファ ジー、細胞周 期 停 止、老化、アポトーシスなどが重要な役 割を担っ

ていることが報告されている 50。ここでは、本 博 士 論 文に関連する DNA 障害

および酸化ストレスについて記 載する。  

 

4.1 DNA 障害   

 CDDP が細胞内に取り

込 まれると、クロライド

配位子が水分子に置換さ

れる 51。これは、細胞質

の Cl -濃度（ 4 mM）が、

血 液 中 の Cl -濃 度 （ 100 

mM）に比べて著しく低

いためである 52。この置

換 反応によって生じた分

子種は、非 常に反応性が

高く、核 酸塩基中の求 核

性に富んだ 部位の中でも、グアニン塩基の 7 位の窒 素原子と優 先的に配位結

合を形成する 53。CDDP は、DNA の鎖 内および鎖 間の架 橋を引き起こすこと

が知られており、これにより DNA 複製と転 写が阻害されて DNA 障害を引き

起こす 12,13（Fig. 3）。  

 

 

Fig. 3 細胞内における CDDP-DNA付加体の形成 52 

細胞内に取り込まれた CDDP は、クロライド配位子が水分子に
置換されることで活性体となる。活性体となった CDDP は、核
酸塩基中のグアニン塩基の 7 位の窒素原子と優先的に配位結合
を形成する。 
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4.2 酸化ストレス  

 酸化ストレスは、生体において酸化力が抗酸化力を上回った状態であると

定 義されている 54。酸化ストレスを引き起こす要 因として、生体内において

発生する活性酸 素 種（ROS）に由 来する酸化反応が関与している。ROS は、

生体において DNAの酸化、脂質の過酸化、タンパク質の変性、酵 素の失活を

引き起こす 55。一方、生体内には ROS を消 去する抗酸化機能が備わっており、

ROS による酸化から生体を防 御している 55。  

 抗 酸 化 機 能 の 一 つ と し て

Thioredoxin（ Trx）システムが知ら

れている（ Fig. 4）。 Trx システム

は、酸化還 元活性を持つタンパク質

または補 酵 素である Peroxiredoxin

（ Prx）、 Trx、 Thioredoxin reductase

（TrxR）および nicotinamide adeninde 

dinucleotide phosphate（ NADPH）か

ら構成される 56,57。このシステムは、

転 写 因子の酸化還 元 制 御、DNA の合成、細胞増殖、酸化ストレスからの保 護

など多くの細胞機能において重要な役 割を果たしている 57。Trxは、一重項 酸

素を直 接 消 去し、ヒ ドロキシラジカルを除 去することや酸化された ROS 標的

タンパク質を間 接的に還 元することによって、抗酸化機能を発揮する 58。ま

た、Trx は、Prx を介して、抗酸化機能を示す。Prx は SH 基を利用して H2O2

やアルキルペルオキシドなどの過酸化物を直 接 還 元する。さらに、酸化型と

なった Prx は Trx によって還 元 型を再生する 59。  

CDDP 腎障害における酸化ストレスの関与については、これまで多くの研

究によって報告されてきた。ROS の発生については、主に 3 つの機序が提 案

されている。  

1. CDDP は、グルタチオン（GSH）などのチオール含有抗酸化分子と急速に

Fig. 4 Trxシステム 

Trxシステムは Prx, Trx, TrxRおよび NADPHから
構成される。これらは、酸化還元サイクルによっ
て、細胞内で生じた ROS を消去し、ROS による
酸化から生体を防御している。 

H2O2/R-OOH

O2 + H2O/R-OH + H2O

酸化型

還元型

酸化型

還元型

酸化型

還元型

Prx Trx TrxR

NADPH

NADP+
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反応する。その結果、GSH や抗酸化物質が枯 渇し、細胞内の酸化ストレ

スが増加する 60。  

2. CDDP は、ミトコンドリアの呼吸鎖を障害することで ROS 産生の増加を

引き起こす。また、スーパーオキシド ジスムターゼやカタラーゼなどの

抗酸化酵 素が減少することにより、ミトコンドリア障害が増強する悪循

環が形成される 50。  

3. CDDP は、シトクローム P450（CYP）系を介して ROS の増加を引き起こ

す可能性がある。CYP2E1 ノ ックアウトマウスでは、CDDP による ROS 蓄

積が減弱し、CDDP による腎障害が抑 制される 60。  

しかし、CDDP による ROS の発生機構について不明な点は多く、統 一的な

見解はない。  

 

5.  フェロトーシス   

 2012 年に Stockwell ら 61は、鉄に

依 存した過酸化脂質の蓄 積に特徴 付

けられるプログラム細胞死の一つと

して、フェロトーシスを提 唱した。

Stockwell らは、化合物ライブラリ

ーから抗がん剤のスクリーニングを

行 う こ と に よ り 、 Erastin や ras-

selective lethal small molecule 3

（ RSL3）を発見した。これらの化

合物のメカニズム解 析からフェロト

ーシスの存 在が明らかにされてきた

61（Fig. 5）。  

Erastinは、シスチントランスポー

ター（ xCT）に結合し、細胞内への

フェロトーシスは、鉄に依存した過酸化脂質の蓄
積を特徴としたプログラム細胞死である。細胞内
の GPX4は、GSHを利用して ROSにより生成した
過酸化脂質を還元することでフェロトーシスを抑
制する。フェロトーシスの誘導剤としては、
Erastinや RSL3が使用されている。Erastinは、xCT
を阻害することで GSH を減少させる。RSL3 は、
直接的に GPX4 を不活化させることでフェロトー
シスを誘導させる。フェロトーシスの阻害剤とし
ては、抗酸化剤である Fer-1や鉄キレーターである
DFOが使用されている。 

Fig. 5 フェロトーシスの模式図 63 

Erastin
xCT

Cystine

Glutamate

Cystein

GSH

RSL3
ROS

Fe2+

Lipid Peroxidation

Ferroptosis

Fe3+

DFO

Fer-1

GSSG

GPX4
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シ ス チ ン の 取 り 込 み を 阻 害 す る 。その 結 果 、 細 胞 内 の シ ステイ ン 量 が 減少す

る 。 細 胞 内 の還元物 質 で あ る GSH は 、 グ ル タミン 、 シ ステイ ン 、 グ リ シ ン か

ら な る ト リペプ チドで あ る た め 、 細 胞 内 の GSH も減少し 、 グ ル タ チ オ ンペル

オキシダーゼ（ GPx） 活 性 が 減少す る 。 こ の とき、 細 胞 内 で Fe2+を介し た フ

ェ ン ト ン 反 応 に よ り リ ン 脂 質 の 酸 化 が亢進し 、 細 胞 死 が誘導 さ れ る 61–63。 こ

の 細 胞 死 は 、 アポト ー シ ス の 特徴で あ る カ ス パ ーゼの 阻 害 剤 に よ っ て 抑 制 さ

れ な い こ と 、ネク ロ プ ト ー シ ス に 関 与 す る因子のノッ ク ア ウ ト に よ っ ても細

胞 死 が誘導 さ れ る こ と か ら 、既知の 細 胞 死 と は異な る 細 胞 死 で あ る こ と が示

さ れ た 。 一方、 RSL3 は 、 GPX4 の 活 性 中心で あ るセレノシ ステイ ン に 共有結

合 し て 不 活 性 化 し 、 過 酸 化 脂 質 を 増加さ せ て フ ェ ロ ト ー シ ス を誘導 す る と 考

えら れ る が 、 GPX4 の 上流で あ る GSH 枯渇や シ ス チ ン 取 り 込 み に は影響を 与

えな い 62,64。  

フ ェ ロ ト ー シ ス の判別は 、 フ ェ ロ ト ー シ ス 阻 害 剤 に よ る 細 胞 死 の 抑 制 と 過

酸 化 脂 質 を 測 定 す る こ と に よ っ て行う 。 抗 酸 化 剤 で あ る Trolox（ビタミン E

誘導 体 ） や Ferrostatin-1（ Fer-1） な ど は フ ェ ロ ト ー シ ス 阻 害 剤 で あ る が 、鉄

依存 の 細 胞 死 で あ る こ と を示す た め に は Deferoxamine（ DFO） な ど の鉄キレ

ー ト 剤 で 細 胞 死 が 抑 制 さ れ る か を確認す る必要 が あ る 64。  

フ ェ ロ ト ー シ ス は 、 生 化 学 的・遺伝的・形態的 に アポト ー シ ス 、ネク ロ プ

ト ー シ ス 、 オ ー ト ファジー と は明ら か に異な る 65。最近 の 研 究 か ら 、 フ ェ ロ

ト ー シ ス は多く の疾患 の 発 生 と 発展に お い て 重 要 な 調節的役割を 果 た し て お

り 、 関 連疾患 の 治 療 と予後改善に 関 す る 研 究 の焦点と な っ て い る 65。  
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6. マウス近位尿細管 S1, S2, S3 領域由来不死化細胞  

 腎臓の近位尿細管は、構成する細胞の

タイプ（細胞の⼤きさ、刷⼦縁の数・⻑

さ、側 底細胞膜の陥 入の数 ・ 程度、細胞

内小器官の数 ・形態、隣 接細胞との tight 

junction など）により、S1, S2, S3 領 域に分

類される 66（Fig. 6）。糸 球体から続く近位

曲尿細管が S1, S2 領 域であり、ヘンレ 係 蹄

の手前の近位直尿細管が S3 領 域となって

いる。近位尿細管は、医薬品や環境 汚 染

物質の標的となるが、尿細管の部位（ S1, 

S2, S3）によって物質の蓄 積性や感 受性が

異なる。例として、ゲンタマイシン 67や重

クロム酸カリウム 68などの一 部の腎障害誘

発物質は、S1 領 域と S2 領 域に障害を与えることが報告されている。一方、

実験動物に CDDP を投与すると、S3 領 域が多く存 在する部位を中心に腎障害

を引き起こす 20,23,69。しかし、これらの腎障害誘発物質の領 域特異的な毒性発

現機構についての詳細な機序は明らかになっていない。この毒性発現機構を

解明するためには、近位尿細管の各 領 域に由 来する培 養細胞株（マウス近位

尿細管 S1, S2, S3 領 域 由 来不死化細胞）が有効な手 段となる可能性がある。  

  

Fig. 6 近位尿細管 S1, S2, S3領域 

腎臓近位尿細管は、S1, S2, S3領域に分類
される。糸球体側から S1, S2, S3領域に分
類され、それぞれ輸送する物質が異な
る。本研究では、領域ごとに単離し、不
死化させた S1 細胞､S2 細胞､S3 細胞を用
いることで、CDDP による S3 領域特異的
毒性発現機構の解明に取り組んだ。 
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 S1 細胞、S2 細胞、S3 細胞は、マウス腎

臓近位尿細管の各 領 域から初代培 養細胞

として樹立し、SV40 large T 抗原を用いて

不死化したものである 70,71。これらの細胞

において、各 領 域の特定のマーカータン

パク質の発現量を測 定し、領 域の基 本特

性を維 持しているかどうかを検討した

（Fig. 7）。生体内において主に S1, S2

領 域で主に発現していることが知

られている OCT1 と 4F2hc, subunit 

of heteromeric amino acid transporter

（CD98）の発現量は、S1 細胞や S2 細胞で高く、S3 細胞では低く検出され

た。また、生体内で主に S3 領 域に発現している solute carrier family 38, 

member 3（SNAT3）、glutamine synthetase （GS）の発現量は、S3 細胞で最も

多く検出された。このように、S1 細胞、S2 細胞、S3 細胞は各 領 域 固有のマ

ーカータンパク質の発現量から、各 々の領 域の性質を保 持していることを確

認した。  

 

Fig. 7 領域別マーカータンパク質発現量 

S1 細胞, S2 細胞, S3 細胞の全細胞溶解液を用いて、
OCT1, CD98, SNAT3, GSのタンパク質発現量をウエス
タンブロット法によって測定した。 
ローディングコントロールとしてβ-actinを使用した。 
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7. 本研究の目的と特色  

 CDDP は 、開発 さ れ て か ら 40 年以上使用 さ れ て い る稀有な 抗 が ん 剤 で あ り 、

現在でも多く の が ん 患 者 に使用 さ れ て い る 。 CDDP を含め た 白 金 系 抗 が ん 剤

の世界市場規模は 、 2026 年ま で に約 2700 億円以上 に な る こ と が予測 さ れ て

お り 、 が ん 化 学 療 法 に お け る 白 金 系 抗 が ん 剤 の汎用 性 は非常に 大きい 。 一方、

CDDP 化 学 療 法 に お け る 腎 障 害 の 発 現 は 、 CDDP 開発段階か ら問題視さ れ て

お り 、 こ れ ま で多く の 研 究 が行われ てきた 。 し か し 、 現在に お い ても詳細 な

毒 性 発 現 機 構 は 分 か っ て お らず、 CDDP 腎 障 害 に 対 す る 特異的 な予防薬 は 存

在し な い 。 ま た 、 CDDP 腎 障 害 に お け る 重症例で は 血液透析 が 検 討 さ れ 、 1人

当た り 500 万円 /年ほど の医療費が必要 と な る 。 す なわち、 CDDP 腎 障 害 の解

決は 、 患 者 の QOL の改善だけ で な く 、医療費削減 と い う社会的 にも大きく貢

献できる こ と が 期待さ れ る 。  

 本 研 究 で は 、「 CDDP の S3 領 域 に お け る 高 感 受 性 に は何が 関 与 し て い る の

か？」 を 学 術 的 な 「問い 」 と し て 位 置付け 、 CDDP 腎 障 害 に お け る責任因子

を明ら か に す る こ と を 目 的 と し た 。具体 的 に は 、同一種由 来 で 近 位 尿 細 管 S1, 

S2, S3 領 域 由 来 の 3 種揃っ た唯一 の 細 胞株で あ る マ ウ ス 腎 臓 近 位 尿 細 管 領 域

由 来 不 死 化 細 胞 を 活 用 す る こ と で 、各領 域 に お け る CDDP の 反 応 性 の違い に

つ い て詳細 な 検 討 に 取 り 組 んだ。  

 

8. 本研究における検討内容の概要  

 第 1 章 で は 、 マ ウ ス 腎 臓 近 位 尿 細 管 領 域 由 来 不 死 化 細 胞 で あ る S1 細 胞 、 S2

細 胞 、 S3 細 胞 を 用 い た 白 金 系 抗 が ん 剤 に 対 す る 感 受 性 の 比 較 を行っ た 。その

結 果 、 実 験 動 物 で の報告と同様に 、 S3 領 域 由 来 で あ る S3 細 胞 が 白 金 系 抗 が

ん 剤 に 対 し て 高 感 受 性 を示す こ と が明ら か と な り 、その 高 感 受 性 は 白 金 系 抗

が ん 剤 の 細 胞 内 Pt 量 の差で は説明できな い こ と を明ら か に し た 。  

第 2 章 で は 、 CDDP 腎 障 害 の原因の 一 つ と し て 考えら れ て い る ROS に着目

し 、 検 討 を行っ た 。 S3 細 胞 は 、 ROS に 対 し て脆弱で あ り 、 CDDP を 曝 露 し た
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S3 細 胞 で は 、 抗 酸 化 タ ン パ ク 質 の 減少や遊離 Fe2+量 の 増加な ど複数の 要因か

ら鉄依存 性 の 細 胞 死 で あ る フ ェ ロ ト ー シ ス が誘導 さ れ る こ と を見出 し た 。  

 第 3 章 で は 、 CDDP 腎 障 害 に お け るユニ ー ク な 特徴で あ る遅発 性 腎 障 害 に

着目 し 、 機序の解明を 目指し た 。 CDDP 腎 障 害 は 、 腎 臓 組 織 中 へ の CDDP 蓄

積 に 対 し て 毒 性 発 現 が遅延す るユニ ー ク な 特徴を有し て い る 。 S1 細 胞 、 S2 細

胞 、 S3 細 胞 へ の CDDP 曝 露 に よ る 細 胞 内 Pt 量 のピー ク は 15 分 で あ っ た 。

CDDP を 15 分 間 曝 露 し 、 CDDP が含ま れ な い 培地に交換し た と ころ、 経 過 時

間依存 的 に 細 胞 生 存 率 は 低 下 し た 。 さ ら に 、 S3 細 胞 は いずれ の 培 養日数に お

い ても高 感 受 性 を示し た 。 ま た 、 S3 細 胞 は 、 CDDP を 曝 露 し た際の DNA 結

合 Pt 量 が 高 く 、 細 胞 周 期 の 変 動 が S1 細 胞 や S2 細 胞 と 比 較 し て 大きい こ と を

明ら か に し た 。  

 第 4 章 で は 、 CDDP 腎 障 害 に お け る新規責任因子を同定 す る た め 、 CDDP 耐

性 （ CisR） 細 胞 を樹立し た 。 CisR 細 胞 で は 、セレノシ ステイ ン含有タ ン パ ク

質 で あ るセレノプ ロテイ ン P（ SeP） が 高 発 現 し て お り 、 SeP が CDDP 腎 障 害

に お け る新規防御因子で あ る可能性 を見出 し た 。  

  Fig.8 本博士論文における概念図 

CDDPのS3領域における高感受性には何が関与しているのか？

第1章

白金系抗がん剤による各領域由来不死化細胞間での感受性の比較

領域由来不死化細胞間におけるCDDPによる反応性についての比較

CDDP耐性細胞の樹立

第4章

CDDP耐性細胞を用いた新規腎障害責任因子の探索

第2章

S3細胞におけるCDDP高感受性にフェロトーシスが関与する

第3章

CDDP短時間曝露による遅発性腎障害機構の解明



 

19 

 

実験方法 

 

1. 試薬  

 特 に記載の な い 試 薬 に 関 し て は 特級試 薬 を 用 い た 。水は 、 特 に記載の な い

限り超純水製造装置 arium pro VF H2OPRO-VF-T (Sartorius Stedim Biotech 社 , 

Göttingen, Germany)で 調 整 し た 、 18.2ΩM-cm の超純水を 用 い た 。  

 

【一般試 薬】  

・0.25% Trypsin（富士フィルム和光純薬株式会社（ 大阪）：201-16945）  

・2 x SYBR Premix Ex TaqTM（ タ カラバイ オ株式会社（滋賀）：RR041A）  

・2',7'-Dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA)（ Invitrogen（ Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA）：D399）  

・2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol (Tris)（ 関東化 学株式会社（東京）

：40326-00）  

・2-Mercaptoethanol (2-ME)（富士フィルム和光純薬株式会社：131-14572）  

・4-Fluoro-7-sulfobenzofurazan, ammonium salt (SBD-F)（同仁化 学 研 究 所株式

会社（熊本 ）：84806-27-9）  

・50 x ROX Reference Dye（ タ カラバイ オ株式会社：RR39LR）  

・Accutase（富士フィルム和光純薬株式会社：1000449）  

・Acrylamide（ 関東化 学株式会社：01080-30）    

・Boric Acid（富士フィルム和光純薬株式会社：021-02195）  

・Bovine serum albumin (BSA)（富士フィルム和光純薬株式会社：017-15146）  

・Bromophenol blue（ 関東化 学株式会社：04319-30）  

・Buthionine-sulfoximine (BSO)（富士フィルム和光純薬株式会社：B690270）  

・Carboplatin (CBDCA)（富士フィルム和光純薬株式会社：033-25231）  

・Cell cycle reagent（ Guava Technologies（ Hayward, CA, USA）：4500-0220）  
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・Chloroform（ 関東化 学株式会社：2447-1B）  

・Cisplatin (CDDP)（富士フィルム和光純薬株式会社：039-20093）  

・Cisplatin 点滴静注  (CDDP)（ Pfizer（ New York, NY, USA））  

・Cumene hydroperoxide (CHP)（ Alfa Aesar（ Ward Hill, MA, USA）：80-15-9）  

・Deferoxamine mesylate (DFO)（ Selleck Chemicals（ Houston, TX, USA）：138-

14-7）   

・Dimethyl sulfoxide (DMSO)（キシダ化 学株式会社（ 大阪）：120-25425）  

・Dulbecco's modified Eagle's minimum essential medium（ DMEM F12-HAM）

（富士フィルム和光純薬株式会社：087-08335）  

・Dulbecco's phosphate-buffered saline (D-PBS)（富士フィルム和光純薬株式会

社：166-23555）  

・Epidermal growth factor (EGF)（富士フィルム和光純薬株式会社：053-07751）  

・Ethanol (EtOH)（ 関東化 学株式会社：14033-00）  

・ Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)-2Na （同仁化 学 研 究 所株式会社：

6381-92-6）     

・FerroOrange（五稜化 薬株式会社（北海道）：GC904-01）  

・Ferrostatin-1 (Fer-1)（ Selleck Chemicals：347174-05-4）  

・Fetal bovine serum (FBS)（ MP Biomedicals（ Irvine, CA, USA）：2917354H）  

・GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit（ Sigma-Aldrich 社（ St. Louis, 

MO, USA）：G1N70）  

・Glutathione (Reduced Form) (GSH)（富士フィルム和光純薬株式会社： 077-

02016）  

・Glycine（ 関東化 学株式会社：01194-00）  

・Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)（富士フィルム和光純薬株式会社：

084-08961）  

・Heparin sodium solution（持田製薬株式会社（東京））  

・Hydrochloric acid (HCl)（富士フィルム和光純薬株式会社：080-01066）  
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・Hydrogen peroxide (H2O2)（ナカライテス ク株式会社（京都）：20779-65）  

・ Insulin（ フナコシ株式会社（東京）：0105）  

・ Isopropanol（ 関東化 学株式会社：20322-09）  

・LiperFluo（同仁化 学 研 究 所株式会社：1448846-35-2）  

・Methanol（ MeOH）（ 関東化 学株式会社：25183-70）  

・N,N'-Methylenebisacrylamide（富士フィルム和光純薬株式会社： 138-06032）  

・Nitric acid (HNO3)（ 関東化 学株式会社：28163-09）  

・Nonidet P40 Substitute（富士フィルム和光純薬株式会社：N649570）  

・Oxaliplatin (L-OHP)（富士フィルム和光純薬株式会社：152-02691）  

・Paraquat (PQ)（富士フィルム和光純薬株式会社：160-08871）  

・ Penicillin-Streptomycin solution （富士フィルム和光純薬株式会社： 168-

23191）  

・Saline（ 大塚製薬株式会社（東京））  

・Skim milk（富士フィルム和光純薬株式会社：190-12865）  

・Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)（富士フィルム和光純薬株式会社：190-13981）  

・Sodium chloride (NaCl)（ 関東化 学株式会社：37144-00）  

・Sodium deoxycholate（富士フィルム和光純薬株式会社：190-08313）  

・Sodium hydroxide（富士フィルム和光純薬株式会社：192-15985）  

・Sodium selenite hydrate (Na2SeO3･5H2O)（ Merck KGaA（ Darmstadt, Germany）

：26970-82-1）  

・ Tetramethylethylenediamine (TEMED) （富士フィルム和光純薬株式会社：

205-06313）  

・Transferrin（富士フィルム和光純薬株式会社：201-18084）    

・Tri-n-butylphosphine（キシダ化 学株式会社：020-79732）   

・Trichloroacetic acid (TCA)（富士フィルム和光純薬株式会社：203-04952）  

・Triton X-100（キシダ化 学株式会社：020-81155）  

・Trolox（富士フィルム和光純薬株式会社：202-17891）  
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・Trypan blue（富士フィルム和光純薬株式会社：204-21102）  

・Tween 20（富士フィルム和光純薬株式会社：T1003）     

・ alamarBlue Cell Viability Reagent（ Invitrogen：DAL1100）    

・ tert-Butyl hydroperoxide (t-BHP) （富士フィルム和光純薬株式会社： 023-

13451）   

 

【抗 体】  

・Anti-SLC31A1 / CTR1 antibody（ Abcam（ Cambridge, MA, USA） #ab129067）  

・Anti-GAPDH antibody（富士フィルム和光純薬株式会社  #014-25524）  

・Anti-GPx4 antibody（ Proteintech（ Chicago, IL, USA）  #67763-1-IG）   

・Anti-MATE-1 antibody（ Santa Cruz Bio（ Dallas, TX） #sc-138983）  

・Anti-NOX4 antibody（ Proteintech #14347-1-AP）  

・Anti-OCT2 antibody（ Proteintech# 10867-2-AP）  

・Anti-Prx1 antibody（ R＆D Systems（ Minneapolis, MN, USA） #AF3488）  

・Anti-TrxR1 antibody（ R＆D Systems #MAB7428）  

・Anti-Trx antibody（ Proteintech #14999-1AP）  

・Anti-ZIP8 antibody（ Proteintech #20459-1-AP）  

・Anti-β -actin antibody（ Cell Signaling Technology（ Danvers, MA, USA） #4967）  

 

【PCR プライ マ ー】  

・Clusterin（ タ カラバイ オ株式会社：MA123684）  

・GCLC（ タ カラバイ オ株式会社：MA111575）  

・GCLM（ タ カラバイ オ株式会社：MA111764）  

・GusB（ タ カラバイ オ株式会社：MA050366）  

・Kim-1（ユー ロ フィンジェノミク ス株式会社（東京）：1971989）  
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2. 動物  

 実 験 動 物 は 、 ICR 系 の雌マ ウ ス （ 6 週齢） を 用 い た 。日本 エ ス エ ル シ ー株

式会社（浜松） か ら購入 し 、飼育室内 で 一 定 期 間飼育し た 後 に使用 し た 。飼

育室内 は 、空調 機器に よ り室温 23±1℃、 12 時 間 の明暗サ イ ク ル で プラス チ ッ

クケージを 用 い て飼育し た 。 マ ウ ス に は 、市販の飼料と水道水を自由 に摂取

さ せ た 。  

 本 研 究 は 、米国国立衛生 研 究 所 （ NIH） が推奨す る 「 Guide for the Care and 

Use of Laboratory Animals（ 実 験 動 物 の飼育と使用 の 手引き）」 に 定 め ら れ た

倫理ガイドライ ン に従っ て 実施さ れ た 。 ま た 、 すべて の 動 物 実 験 は 、徳島文

理 大 学 動 物 実 験委員会（許可番号： 21-1） が承認し た プ ロ トコル に従っ て 実

施さ れ た 。 こ の プ ロ トコル は 、 実 験 動 物 の飼育お よ び使用 に 関 す る指針に準

拠し た指令 2010/63/EU に従っ て お り 、 ARRIVE ガイドライ ン にも準拠し て い

る 。 動 物 が 受 け る苦痛を最小限に 抑える よ う最大限の努力を行っ た 。 マ ウ ス

は 、無作為に グ ル ー プ 分 け を行っ た （ n=4-5）。  

 

3. 実験動物への CDDP 投与  

 CDDP 酢酸塩を 15 mg/kg の 用 量 で腹腔内単回投 与 し 、 CDDP 投 与 5, 15, 30, 

45 分 後 、 1, 6, 12 時 間 後 、 1, 2, 4, 7 日後 に解剖を行っ た （ n=4~5）。 マ ウ ス は 、

麻酔下 （ミダゾラム（ 4 mg/kg） , メデトミジン （ 0.75 mg/kg） , ブ ト ル ファ

ノー ル （ 5 mg/kg） を腹腔内 投 与 ） で 下 大静脈か ら の採血 後 に 腎 臓 を摘出 し 、

摘出 し た 臓器は 、直ちに液体窒素 に よ り凍結 後、− 80℃で冷凍保存 し た 。 ま

た 、採取 し た 血液サ ン プ ル は 、 4℃, 1,000×g で 10 分 間遠心分離し 、 上清を採

取 し た 。採取 し た 血漿サ ン プ ル は 、その 後 の 測 定 ま で−80℃で保存 し た 。  
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4. 細胞培養  

4.1. マウス近位尿細管 S1, S2, S3 領域由来不死化細胞（S1, S2, S3 細胞）  

 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 は 、千葉⼤学の安⻄尚彦教授から供与 し て い た

だい たもの を使用 し た 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 領 域 由 来別の 特異的 な マ ー カ ー タ

ン パ ク 質 の 発 現 量 を確認す る こ と に よ り 性 質 を保持し て い る こ と を確認し た

（背景 6.） 72。 細 胞 の 培 養 に は 、 CO2 イ ンキュベー タ ー  MCO-170AICUVD-PJ

（ PHC 株式会社 , 東京） を使用 し 、 37℃、 5％CO2/95%Air の条件下 で 培 養 し

た 。 培地に は 、 DMEM F-12-HAM 培地を 用 い 、 5% FBS、 1 µ g/mL Insulin、 10 

ng/mL EGF、 10 µ g/mL Trnsferrin、 100 U/mL penicillin、 100 µ g/mL Streptomycin

を添加し たもの を使用 し た 。 実 験 に は 、継代数 1-15 の各種細 胞 を使用 し た 。  

 

4.2. CDDP 耐性 S3 細胞（CisR 細胞）  

 S3 細 胞 を親株細 胞 と し て 、 CDDP を 低濃度 （ 0.5 µ M） で 曝 露 し 、 生 存 し た

細 胞 を継代し た 。徐々に CDDP 濃度 を 上 昇 さ せ （ 1, 3, 5 µ M）継代を繰り返し 、

最終的 に は 、 5 µ M の CDDP 存在下 で 増 殖可能な 細 胞 を得た （ CisR 細 胞 ）。 細

胞 の 培 養 に は 、 CO2 イ ンキュベー タ ー  MCO-170AICUVD-PJ を使用 し 、 37℃, 

5％CO2/95%Air の条件下 で 培 養 し た 。 培地に は 、 DMEM F-12-HAM 培地を 用

い 、 5% FBS、 1 µ g/mL Insulin、 10 ng/mL EGF、 10 µ g/mL Trnsferrin、 100 U/mL 

penicillin、 100 µ g/mL Streptomycin を添加し たもの を使用 し た 。 実 験 に は 、継

代数 1-15 の各種細 胞 を使用 し た 。 CisR 細 胞 は 、 5 µ M の CDDP 存在下 で維持

し 、 実 験 に使用 す る際は 、 CDDP を含ま な い 培地で 3〜4 日間 培 養 し たもの を

使用 し た 。  
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5. タンパク質の定量（BCA 法）  

 タ ン パ ク 質 の 定 量 は 、 BCA Protein Assay Reagent Kit （ Thermo Fisher 

Scientific 社 , Waltham, MA, USA） を使用 し て 定 量 し た 。 BCA 試 薬 A と BCA

試 薬 B を 50:1 で混合 し 、 10 µ L の サ ン プ ル を加えた 96 well plate に 200 µ L の

混合液を添加し た 。暗所室温で 30 分 間 反 応 さ せ た 後 、 540 nm の吸光度 を マ

イ ク ロ プ レ ー ト リ ーダー  Multiskan FC（ Thermo Fisher Scientific 社） に よ っ て

測 定 し 、 bovine serum albumin（ BSA） を標準タ ン パ ク 質 と し て 作 成 し た 検 量

線 か ら 、各サ ン プ ル の タ ン パ ク 質濃度 を算出 し た 。  

 

6. 細胞生存率の測定  

 細 胞 生 存 率 の 測 定 に は 、 alamarBlue 法 を使用 し た 。 alamarBlue 溶液の 成 分

であるレサズリンは、無毒性の細胞透過性化合物で⻘⾊の非蛍光物質であり、

生 細 胞 に浸透す る と 、ミトコンドリ ア に 存在す る NADPH に よ っ て赤色 で蛍

光を示す 化 合 物 で あ る レゾル フィン に還元さ れ る 。 96 well plate で 培 養 し た 細

胞 に 、 1 well あ た り 10 µ L の alamarBlue 溶液と 100 µ L の 培 養 培地を混合 し た

もの を添加し 、 CO2 イ ンキュベー タ ー  MCO-170AICUVD-PJ 内 で 2 時 間 培 養

した。⽣細胞によるレサズリン（⻘⾊）からレゾルフィン（⾚⾊）への変換

は 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ーダー  Multiskan FC に よ り 540 nm の吸光度 を 測 定

し た 。  

 

7. RT-qPCR 法による mRNA 量の測定  

7.1. 細胞サンプルからの total RNA 抽出法  

 細 胞 サ ン プ ル か ら の total RNA の 抽 出 に は 、 Blood/Cultured Cell Total RNA 

Mini Kit（ FAVORGEN 社 , TAIWAN） を 用 い た 。 まず、 1~5×106 cells の 細 胞 を

1.5 mL エ ッペン チュー ブ に回収し 、 300×g, 4℃, 5 分 間遠心し 、 上清を除去し

細 胞ペレ ッ ト と し た 。 350 µ L の FARB Buffer と 3.5 µ L の 2-ME をペレ ッ ト に

加え、完全 に溶解す る ま でボルテッ ク ス とピペッティン グ を行っ た 。 細 胞溶
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解液を 、付属 の Filter column に添加し 、 18,000×g, 4℃, 2 分 間遠心す る こ と に

よ り 、 不純物 を除去し た 。ろ過液と同量 の 70% EtOH を加え、ボルテッ ク ス

し 、 FARB Mini Column Set に添加し た 。 18,000×g, 4℃, 1 分 間遠心し 、ろ過液

を破棄し た 。次に 、 500 µ L の Wash Buffer 1 を FARB Mini Column に加え、

18,000×g, 4℃, 1 分 間遠心し 、ろ過液を破棄し た 。 さ ら に 、 750 µ L の Wash 

Buffer 2 を FARB Mini Column に加え、 18,000×g, 4℃, 1 分 間遠心し 、ろ過液を

破棄し た （同様の操作 を 2 回行っ た ）。 FARB Mini Column か ら Buffer を完全

に除去す る た め 、 18,000×g, 4℃, 3 分 間遠心し た 。 FARB Mini Column を Elution 

Tube に 取 り付け 、 RNase free water を 40 µ L 添加し た 。 18,000×g, 4℃, 1 分 間遠

心し 、 RNA を溶出 さ せ た 。 抽 出 し た total RNA 濃度 は 、 Nano Drop 2000

（ Thermo Fisher Scientific 社） を 用 い て 260 nm に お け る吸光度 を 測 定 し て算

出 し た 。  

 

7.2. 腎臓組織サンプルからの total RNA 抽出法  

 腎 臓 組 織 サ ン プ ル か ら の total RNA の 抽 出 に は 、 ISOGEN（ ニ ッポン・ジー

ン社 , 東京） を 用 い た 。摘出 し た 腎 臓 組 織 サ ン プ ル  25 mg に 1 mL の ISOGEN

を加え、 4,000 rpm, 1 分 間 で Micro Smash MS-100（ トミー精工株式会社 , 東京）

を使用 し 、ホモジナイズし た 。そこ に 、 200 µ L の Chloroform を加え、 15 秒

ボルテッ ク ス し て混和し 、室温で 2〜3 分 間静置 し た 。 12,000×g, 4℃, 15 分 間

遠心し 、 2 層に 分 か れ た 上層を別の チュー ブ に回収し た 。回収し た 上層に 、

500 µ L の Isopropanol を加え、 12,000×g, 4℃, 10 分 間遠心し た 。 上清を除去し 、

RNA のペレ ッ ト を 70％  EtOH を加えて洗浄し た 。 12,000×g, 4℃, 5 分 間遠心

し 、 上清を除去し た 後 、得ら れ たペレ ッ ト を乾燥さ せ 、 RNase free water でペ

レ ッ ト を溶解し た 。 抽 出 し た total RNA 濃度 は 、 Nano Drop 2000 を 用 い て 260 

nm に お け る吸光度 を 測 定 す る こ と で算出 し た 。  
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7.3. 逆転写（RT）反応  

 RT 反 応 に は 、 PrimeScrip RT Master Mix（ タ カラバイ オ株式会社 , 滋賀） を

使用 し た 。 0.2 mL マ イ ク ロ チュー ブ に 、 2 µ g の Total RNA と 4 µ L の

5×PrimeScrip RT Master Mix を加え、 全 量 が 20 µ L に な る よ う に RNase free 

water を加えた 。 逆 転 写 反 応 は 、 サ ー マ ル サ イ クラー  TP100（ タ カラバイ オ

株式会社 , 滋賀） を 用 い て行っ た 。 37℃, 15 分 間 で 逆 転 写 反 応 を進行さ せ 、

85℃, 5 秒間 で 逆 転 写 酵 素 を熱失活 さ せ た 。  

 

7.4. Real time PCR 法  

 RT 反 応 に よ っ て得ら れ た cDNA を鋳型と し て 、 TB Green Premix Ex Taq II

（ タ カラバイ オ株式会社 , 滋賀） を 用 い て 、以下 に示す条件で 反 応混合液を

作製し 、 qPCR 用 プ レ ー ト に混合 し た 。 本混合液を 95℃, 5 分 間加熱し た 後 、

95℃, 5 秒、 60℃, 1 分 の サ ー マ ル サ イ ク ル を 40 回行っ た 。 PCR お よ びデー タ

解析 は 、 CronoSTAR 96 Real-Time PCR System（ タ カラバイ オ株式会社 , 滋賀）

を 用 い て行っ た 。  

 

 反 応混合液組 成  ＜1 反 応 あ た り＞  

 試薬       使用量  最終濃度 

 2×TB Green Premix Ex Taq II   10 µL   1× 

 PCR Forward Primer (10 µM)   0.8 µL   0.4 µM 

 PCR Reverse Primer (10 µM)   0.8  µL   0.4 µM 

 ROX reference Dye (50×)    0.4  µL   1× 

 RT product       2  µL 

 RNase free water       6  µL 

 Total       20  µL 
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8. タンパク質量の測定法（ウエスタンブロット法）   

8.1. ウエスタンブロット用サンプル調整   

 細 胞 は 、 培地を除去後 、 D-PBS で 3 回洗浄を行い 、 RIPA Buffer【 50 mM 

Tris-HCl Buffer (pH 7.6), 150 mM NaCl, 1% Nonidet P40 Substitute, 0.5% Sodium 

Deoxycholate, 0.1% SDS】に よ り可溶化 し た 。その 後 、 Handy Sonic UR-20P

（ トミー精工株式会社 , 東京） に よ る 5 秒間 ×3 回の超音波処 理 で破砕し 、

12,000×g, 4℃, 5 分 間遠心し 、 上清を回収し た 。 試料は 、 BCA 法 に よ り タ ン パ

ク 定 量 し た 後 、泳動 用 サ ン プ ル と し て使用 す る ま で−80℃で保存 し た 。  

 

8.2. SDS-PAGE  

8.1 で 作製し た サ ン プ ル に 2×Sample Buffer【 130 µ M Tris-HCl (pH6.8), 4% 

SDS, 20% Glycerol, 0.01% bromophenol blue, 9% 2-ME】を 1:1 で加え、 95℃, 5

分 間加熱し 、 SDS-PAGE 用 サ ン プ ル と し た 。 SDS-ポリ ア ク リ ル アミドゲル の

分離ゲル濃度 は 5-15%、濃縮ゲル は 4%と し た 。 SDS-ポリ ア ク リ ル アミドゲ

ル に 10 µ g の タ ン パ ク 質 が含ま れ る よ う に サ ン プ ル を ア プライ し た 。電気泳

動 は 、装置名 AE-6500（ ATTO 株式会社 , 東京） を使用 し た 。電気泳動 に は 、

Running Buffer【25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS】を 用 い 、濃縮ゲル泳

動 中 は 10 mA で 、 分離ゲル泳動 中 は 20 mA の電流で泳動 し た 。 タ ン パ ク 質

分子量 の指標と し てワイドビュー プ レ ステイ ン タ ン パ ク 質 サ イズマ ー カ ーⅢ

（富士フィルム和光純薬株式会社（ 大阪）） を使用 し た 。  

 

8.3. ウエスタンブロット法  

 電気泳動 し たゲル を 転 写装置名ミニ プ ロティア ン  Tetra セル （ Bio-Rad 社 , 

Hercules, CA, USA） を 用 い て Polyvinylidene fluoride（ PVDF）膜（富士フィル

ム和光純薬株式会社 , 大阪） に 転 写 し た 。 PVDF 膜へ の 転 写 に は 、 Transfer 

Buffer【25 mM Tris, 192 mM glycine, 20% MeOH】を 用 い 、 103 V、 1 時 間 転 写

し た 。その 後 、 TTBS【10 mM Tris（ pH 8.0）、 150 mM NaCl、 0.05% Tween 20】
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で溶解し た 5% Skim milk溶液で 1 時 間 ブ ロ ッキン グ を行っ た 。 さ ら に 、 PVDF

膜を TTBS で 10 分 間 の洗浄を 3 回繰り返し 、条件に 合わせ て希釈し た 1 次抗

体 に 4℃、 一晩反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 PVDF 膜を TTBS で 10 分 間 の洗浄を 3

回繰り返し 、 HRP 標識二次抗 体 （ Jackson ImmunoResearch（ West Grove, PA, 

USA）） を室温、 1 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 TTBS で 10 分 間 の洗浄を 3 回繰

り返し 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッティン グ 検 出 試 薬 Immobilon Forte Western HRP 

Substrate（ Millipore 社 , Billerica, MA, USA） を 用 い て 検 出 を行っ た 。 検 出 し

たバンドの強度 は ImageJ を 用 い て数値化 し た 。  

 

9. 腎臓組織および細胞内における金属量の測定（ICP-MS）  

 腎 臓 組 織 内 、 細 胞 内 の 金 属 蓄 積 量 は 、前処 理 と し て 湿 式 灰 化 を行っ た 後 、

誘導 結 合 プラズマ 質 量 分 析 法 （ Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry ; 

ICP-MS） を 用 い て 測 定 し た 。  

 

9.1. 湿式灰化  

摘出 し た 腎 臓 組 織 サ ン プ ル は秤量 し 、約 25 mg を切り 出 し て使用 し た 。 細 胞

サ ン プ ル は 、 6 cm dish に 1-7×105 cells/dish に播種し たもの を 一晩培 養 し 、各

金 属 化 合 物 を各濃度 で 曝 露 し 、指定 の 曝 露 時 間 で 培 養 し た のち、 D-PBS で 3

回洗浄し た 後 、 1 mL の D-PBS で回収し た 。 細 胞 か ら の DNA 抽 出 に は 、

GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit（ Sigma-Aldrich 社 , St. Louis, 

MO, USA） を 用 い て行っ た 。 細 胞 は 、 6 cm dish に 1×106 cells 播種し 、 一晩培

養 し た 。 1 mM の CDDP を 細 胞 に添加し 、 15 分 間 曝 露 し た 後 、 PBS で の洗浄

を 3 回繰り返し 、 1.5 mL の エ ッペン チュー ブ に 細 胞 を回収し た 。 300×g, 4℃, 

5 分 間遠心し 、 上清を除去す る こ と に よ り 細 胞ペレ ッ ト と し た 。 200 µ L の

Resuspension Buffer と 20 µ L の RNase A Solution で 細 胞ペレ ッ ト を懸濁し 、室

温 , 2 分 間静置 し た 。次に 、 200 µ L の Lysis Solution C と 20 µ L の Proteinase K

を サ ン プ ル に加え、ボルテッ ク ス （約 15 秒） で十分 に攪拌し 、 70℃, 10 分 間
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反 応 さ せ た 。 GenElute™ Miniprep Binding Column（ 結 合 カラム） に 500 µ L の

Column Preparation Solution を加え、 12,000×g, 1 分 間遠心し 、ろ過液は廃棄し

た 。 サ ン プ ル溶液へ 200 µ L の 95〜100% EtOH を加え、 5〜10 秒間ボルテッ ク

ス し て混合 し た 。 結 合 カラムに サ ン プ ル溶液を 全 量加え、 6500×g, 1 分 間遠心

し た 。 500 µ L の Wash Solution を 結 合 カラムに添加し 、 6500×g, 1 分 間遠心し 、

ろ過液は廃棄し た 。 さ ら に 、 500 µ L の Wash Solution を 結 合 カラムに添加し 、

16,000×g, 3 分 間遠心し て 結 合 カラムを乾燥さ せ た 。 結 合 カラムを新し いコレ

ク ション チュー ブ に付け替え、 200 µ L の Elution Solution を カラムに加え、

6500×g, 1 分 間遠心す る こ と に よ り DNA を溶出 さ せ た 。 抽 出 し た DNA 濃度

は 、 Nano Drop 2000 を 用 い て 260 nm に お け る吸光度 を 測 定 し て算出 し た 。 本

研 究 に お け る 金 属 化 合 物 の濃度 、 曝 露 時 間 に つ い て 下記の 表 に示す 。  

 

各金 属 化 合 物 の 動 物・細 胞 へ の 曝 露濃度 と 曝 露 期 間  

 動物・細胞 化合物名 濃度 曝露時間 

第 1 章 2.3 S1, S2, S3 CDDP 0.5 µM 1, 3, 6 days 

第 1 章 2.3 S1, S2, S3 L-OHP 0.5 µM 1, 3, 6 days 

第 1 章 2.3 S1, S2, S3 CBDCA 0.5 µM 1, 3, 6 days 

 

第 3 章 2.1 

 

ICR マウス 

 

CDDP 

 

15 mg/kg 

5, 15, 30, 45 min 

1, 6, 12 h 

1, 2, 4, 7 days 

第 3 章 2.3 S1, S2, S3 CDDP 5 µM 5, 15, 30 min 

第 3 章 2.7 S1, S2, S3 CDDP 1 mM 15 min 

第 4 章 2.1 S3, CisR CDDP 0.5 µM 1 days 

第 4 章 2.6 S3, CisR CDDP 1 mM 15 min 

こ れ ら の サ ン プ ル は 、テフ ロ ン 容器に サ ン プ ル と 1 mL の濃硝酸 を加え、 マ

イ ク ロ波湿 式 分解装置  ETHOS-One（ マ イ ル ス ト ー ンゼネラル株式会社、神
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奈川） を 用 い て 180℃, 10 分 間 で 灰 化 し た 。 灰 化 し た サ ン プ ル は 、超純水で 5 

mL と な る よ う にメス ア ッ プ し た 。  

 

9.2. ICP-MS  

 サ ン プ ル 中 の 金 属濃度 を ICP-MS  (Agilent 7700x ; Agilent Technologies 社 , 

Santa Clara, CA, USA)で 測 定 し た 。 195Pt の 分 析 に は 209Bi を 内部標準物 質 と し

て使用 し た 。   

 

10. 細胞内 ROS 量、過酸化脂質量および細胞内 Fe2+量の測定  

 細 胞 内 ROS 量 の 測 定 に は DCFH-DA、 過 酸 化 脂 質 量 の 測 定 に は LiperFluo、

細 胞 内遊離 Fe2+の 測 定 に は FerroOrange を 用 い て 細 胞 の染色 を行っ た 。 S1 細

胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 を 6 well plate に 1×105 cells/dish で播種し 、 一晩培 養 し

た 。各指定濃度 の CDDP ま た は PQ を添加し 、 3, 6, 12, 24 時 間 曝 露 し た 細 胞

を使用 し た 。 細 胞 か ら 培地を除去し 、 1 mL の HBSS で洗浄し た 。 FBS Free 培

地で希釈し た蛍光プ ロ ー ブ （ DCFH-DA 0.5 µ M, LiperFluo 125 nM, FerroOrange 

1 µ M） を 500 µ L ずつ 細 胞 に添加し 、 37℃, 30 分 間 イ ンキュベー ト し た 。 1 mL

の HBSS で洗浄し 、 200 µ L の Accutase を添加す る こ と に よ り 細 胞 を剥離し 、

1 mL の HBSS を加えて回収し た 。回収し た 細 胞 は 、 6,000×g, 2 分 間遠心す る

こ と に よ り 上清を除去し 、 D-PBS で再懸濁後 、 フ ロ ー サ イ トメト リ ー

（ Guava easyCyte 6HT/2L；Millipore 社 , Billerica, MA, USA） で 測 定 し た 。各

実 験 で約 5×103 cells の 細 胞 を 分 析 し た 。蛍光試 薬 で染色 し た 細 胞 の蛍光強度

を 定 量 化 す る た め に 、 細 胞集団を 2 群に 分 け 、右側領 域 の 細 胞集団の割合 を

算出 し た 。 試 薬 を 曝 露 し て い な い各細 胞 をコン ト ロ ー ル と し て染色 細 胞 の割

合 を相対 比 で グラフ を 作 成 し た 。  
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11. 細胞周期分析  

 細胞周 期分析は、 Guava Cell Cycle Reagent

（Guava Technologies 社 , Hayward, CA, USA）を

用いて実施した。S1 細胞、S2 細胞、S3 細胞を

6 cm dish に 5×105 cells/dish で播 種し、一 晩 培 養

した。細胞に 5, 10, 25 µM の CDDP を 15 分間 曝

露し、CDDP が含まれない培 地に交 換し、1 日

間 培 養した細胞を使用した。ま ず、 5×105 〜

1×106 cells の細胞を回収し、450×g で遠 心分離

し、上清を除 去した。1 ml の氷 冷 70% EtOH に

再懸 濁し、4℃, 1 時 間インキュ ベートすること

により細胞の固 定を行った。細胞固 定後、細胞

を 450×g, 5 分間 遠 心分離し、PBS で洗 浄後、

200 μL の Guava Cell Cycle Reagent で再懸 濁

し、37℃, 30 分間インキュ ベートした。染 色

した細胞を回収し、フローサイトメトリー

（Guava easyCyte 6HT/2L）で測 定した（Fig. 9）。各実験で約 5×103 cells の細

胞を分析した。  

 

12. BUN および sCr の測定  

 血漿中の血中尿素 窒 素（ BUN）は、 DetectX Urea Nitrogen Colorimetric 

Detection Kit（Arbor Assay 社 , Ann Arbor, MI, USA）を用いて測 定した。 96 

well plate に 50 µ L のサンプルを加え、1 well あたり 75 µ L の Reagent A と

Reagent B を加えた。室 温 , 30 分間 反応させた。450 nm の吸光度をマイクロプ

レートリーダー  Multiskan FC によって測 定し、付 属のスタンダード溶液から

検量線を作成し、各サンプルの BUN 値を算 出した。  

Fig. 9 細胞周期の測定 

S3細胞にCDDP（25 µM）を 15分間曝
露後、24 時間培養した。Cell Cycle 
Reagent で染色した細胞をフローサイ
トメトリーで測定した際のヒストグラ
ムを示す。 
A. CDDP未処理細胞 
B. 25 µM CDDP 
赤：G0/G1期、緑：S期、⻘：G2/M期 
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 血清ク レ ア チ ニ ン （ sCr） は 、 LabAssay Creatinine Kit（和光純薬工業株式会

社 , 大阪） を 用 い て 測 定 し た 。 1.5 mL エ ッペン チュー ブ に 50 µ L の サ ン プ ル

を加え、 300 µ L の除タ ン パ ク 試 薬 をボルテッ ク ス に よ り十分攪拌し 、室温 , 

10 分 間静置 し た 。 600×g, 10 分 間遠心分離し 、 100 µ L の 上清を 96 well plate に

加えた 。 50 µ L のピク リ ン 酸 試 薬 と 0.75 mol/L水酸 化ナト リ ウム溶液を加え、

25〜30℃, 20 分 間 反 応 さ せ た 。 520 nm の吸光度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ーダー  

Multiskan FC に よ っ て 測 定 し 、付属 の ス タ ンダード溶液か ら 検 量 線 を 作 成 し 、

各サ ン プ ル の sCr 値を算出 し た 。  

 

13. 細胞内グルタチオン（GSH）量の測定  

 細 胞 内 GSH 量 の 測 定 は 、主に Tanaka-Kagawa ら 73 の方法 に よ り 、 チ オ ー ル

基と 4-Fluoro-7-sulfobenzofurazan, ammonium salt（ SBD-F） を 反 応 さ せ 、その

反 応 物 の蛍光を 測 定 す る方法 を使用 し た 。 ま た 、 こ の 反 応 物 は HPLC を 用 い

て 、他の チ オ ー ル基を含む化 合 物 と 分離し た 。  

 細 胞 は 、 6 cm dish で 培 養 し 、 細 胞 か ら 培地を除去し 、 D-PBS で 2 回洗浄し 、

細 胞 を回収し た 。 400×g, 5 分 間遠心し 、 上清を除去す る こ と に よ り 細 胞ペレ

ッ ト に し た 。 細 胞 に 500 µ L の 5% trichloroacetic acid（ TCA） + 5 mM EDTA-

2Na 溶液を加え、再懸濁し た 。その 後 、 Handy Sonic UR-20P に よ る超音波処

理 で 細 胞 を破砕し た 。 12,000×g, 5 分 間遠心し 、 300 µ L の 上清を回収し た 。回

収し た 上清に 、 350 µＬの 1 M Borate buffer + 5 mM EDTA-2NA（ pH 10.5）溶

液、 100 µＬの 1% tri-n-butylphosphine、 100 µＬの 0.2% SBD-F 溶液を加え、ボ

ルテッ ク ス に よ り攪拌し た 後 、 60℃, 30 分 間 反 応 さ せ た 。その 後 、 50 µＬの 4 

M HCl を加え、 反 応 を終了さ せ 、 フィル タ ー （ pore size 0.45 µ m）（ Sartorious 

Stedim Biotech 社 , Göttingen, Germany） でろ過 後 、 サ ン プ ル と し て使用 し た 。

サ ン プ ル は 、 オ ー ト サ ン プラー  NanoSpace SI-2 3023（ 大阪ソーダ株式会社 , 

大阪） を 用 い て HPLC に 10 µ L 注 入 し 、蛍光検 出器  NanoSpace SI-2 3213（ 大

阪ソーダ株式会社 , 大阪）により、励起波⻑ 384 nm、蛍光波⻑  516 nm で 測
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定 し た 。 カラムに は 、 5C18-MS-II（ 4.6 x 150 mm）（ナカライテス ク株式会社 , 

京都） を使用 し 、 75 mM citrate buffer（ pH 2.75） : methanol = 97 : 3 を溶媒と

し て流速 2.0 mL/min で展開し た 。 検 量 線 と し て 、還元型 GSH を標品と し て

作 成 し た 検 量 線 か ら 、各サ ン プ ル の GSH 濃度 を算出 し た 。 な お 、超音波処 理

後 の遠心分離の 上清の 一部は別の チュー ブ に移し 、 BCA 法 に よ る タ ン パ ク 定

量 を行い 、 GSH 量 の値を タ ン パ ク 質 量補正し た 。  

 

14. DNA マイクロアレイ  

 DNA マ イ ク ロ ア レ イ に使用 す る mRNA は 、 Blood / Cultured Cell Total RNA 

Mini Kit を 用 い て 抽 出 を行っ た （方法 に つ い て は 7.1.参照）。回収し た total 

RNA は 、 S3 細 胞 サ ン プ ル と CDDP 耐 性 （ CisR） 細 胞 サ ン プ ル を 比 較 す る ア

プ リケー ション （遺伝子発 現解析 2 色 法 ） で 、 スライドと し て SurePrint G3 

Mouse 8x60K ver.2.0 を 用 い た 。解析 は 、 すべて の マ ウ ス遺伝子に 対 し て行っ

た 。 マ イ ク ロ ア レ イ解析 は 、北海道シ ステム・サ イ エ ン ス株式会社（北海道）

に依頼し た 。  

 

15. Small interfering RNA （siRNA）   

 本 研 究 に使用 し た siRNA の配列と購入会社を 下記に示す 。  

siRNA メーカー 配列（5‘ → 3’） 

SeP  ニッポン

ジーン 

Sence     GCCAUUAAGAUCGCUUACUD dTdT 

Antisence  AGUAAGCGAUCUUAAUGGCD dTdT 

 

siRNA は 、 RNase free water で 50 µ M と な る よ う に 調 整 し、−20℃で保存 し

た 。 siRNA の 導 入 は 、 Lipofectamine RNAiMAX（ ThermoFisher Scientific 社）

に よ り 、製造者 の プ ロ トコル に従っ て行っ た 。 S3 細 胞 を 5×105 cells/dish で 6 

cm dish、もし く は 5×104 cells/well で 96 well plate に播種す る と同時 に 、 siRNA

を 遺 伝 子 導 入 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 （ OPTI-MEM ） に
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Lipofectamine RNAiMAX と siRNA を適量加え、室温 , 10~15 分 間静置 す る こ と

で トラン ス フ ェ ク ション複合 体 の形成 を促し た 。複合 体 を 細 胞 に添加し 、 24

時 間 培 養 し て siRNA を 細 胞 に遺伝子導 入 し た 。その 後 、各種実 験 に 用 い た 。

培地中 に お け る siRNA の最終濃度 は 50 nM と し た 。各 dish・plate に お け る

siRNA お よ び Lipofectamine RNAiMAX の使用 量 を 下 表 に示し た 。  

 

遺伝子導 入 に お け る siRNA お よ び Lipofectamine RNAiMAX の使用 量  

 Medium OPTI-MEM RNAiMAX siRNA 

6 cm dish 5,000 µL 1,000 µL 20 µL 6 µL 

96 well plate 100 µL 20 µL 0.36 µL 0.12 µL 

 

16. 統計処理  

 デー タ解析 に は 特 に記載が な い限り 、 3 回の独立し た 実 験 か ら得ら れ た 結

果 の平均値を 用 い た 。 図 中 の各平均値に は 、標準偏差（ SD） を併記し た 。  

統 計 的 に有意な差異は 、 Statcel 3 ソフ ト ウ ェ ア （ ver. 3, 2012; OMS 出版有限

会社、埼玉） を使用 し た 一元配置 分散分 析 （ ANOVA ） お よ びそれ に続く

Tukey-Kramer 多重 比 較 検 定 に よ り決定 し た 。各群間 の差は 、 p <0.05 で 統 計 的

に有意で あ る と み な し た 。各化 学 物 質 の LC50 値は 、 GraphPad PRISM8 ソフ

ト ウ ェ ア に よ る非線形回帰分 析 を使用 し て 、 生 存 細 胞 の割合 と 試 験 化 合 物 の

濃度 を プ ロ ッ ト す る こ と に よ り算出 し た 。  
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第 1 章 白金系抗がん剤による各領域由来不死化細胞間での感受性の比較 

 

1.1. 目的  

 CDDP は 、 腎 臓 の 近 位 尿 細 管 に お い て S3 領 域 特異的 な 毒 性 を引き起こ す

（背景 6）。 し か し 、 CDDP に よ る S3 領 域 特異的 な 毒 性 発 現 機 構 に つ い て の詳

細 な 機序は 、明ら か に な っ て い な い 。そこ で 、 こ の 領 域 特異的 な 毒 性 発 現 機

構 を解明す る た め に は 、 近 位 尿 細 管 の各領 域 由 来 の 不 死 化 細 胞 を 用 い た 検 討

が有効 な 手段と な る可能性 が あ る 。  

 近年、 腎 毒 性 の評価に お い て 、様々な新規尿 中バイ オ マ ー カ ー が in vivo 試

験 で利用 さ れ て い る 。 Kidney Injury Molecule 1（ Kim-1） お よ び clusterin の 尿

中 排 泄 量 の 増加は 、 実 験 動 物 お よ びヒト に お け る 腎 障 害 の 高 感 度指標と し て

使用 さ れ て い る 74–76。 こ れ ま で に 、使用 さ れ て い た 腎 障 害 の指標で あ る β2-ミ

ク ロ グ ロ ブ リ ン の 尿 中 排 泄 量 の 増加は 、 近 位 尿 細 管 に お け る再吸収障 害 に よ

っ て引き起こ さ れ る 。 一方、 Kim-1 と clusterin の 尿 中 排 泄 量 の 増加は 、 近 位

尿 細 管 細 胞 の損傷に 応 じ て 、 こ れ ら の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 量 が 増加す

る こ と に よ っ て起こ る 77,78。 し た が っ て 、 細 胞 死 が起きて い な い 培 養 細 胞 に

お け る Kim-1 や clusterin の 発 現 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 通常の 細 胞 毒 性 試

験 よ りも鋭敏に 腎 障 害 を 検 出 できる可能性 が あ る 。  

本 章 で は 、 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 間 に お け る 白 金 系 抗 が ん 剤 に 対 す る

感 受 性 、 腎 障 害 マ ー カ ー の解析 お よ び 細 胞 内 蓄 積 量 の 比 較 を行っ た 。 ま た 、

CDDP の 細 胞 内 輸 送 に 関 与 す る トラン スポー タ ー の 発 現 量 を 細 胞 間 で 比 較 し

た 。 こ れ ら の 検 討 か ら 、 不 死 化 し た S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 を 用 い て 、 白

金 系 抗 が ん 剤 の 領 域 特異的 毒 性 を in vitro で評価できる 実 験 系 の樹立を 目指し

た 。  
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1.2. 結果  

1.2.1 S1 細胞、S2 細胞、S3 細胞における白金系抗がん剤に対する  

感受性の比較  

 96 well plate に播種し た S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 に 、 白 金 系 抗 が ん 剤 で

あ る CDDP, L-OHP, CBDCA を 曝 露 し 、 1, 3, 6 日後 に お け る 細 胞 生 存 率 を 測 定

し た 。その 結 果 、 S3 細 胞 で は すべて の 白 金 系 抗 が ん 剤 に 対 し て 、 いずれ の 曝

露 期 間 に お い ても S1 細 胞 や S2 細 胞 と 比 較 し て最も高 い 感 受 性 を示し た （Fig. 

1-1）。 こ れ ら の 薬 剤 の LC50 値を 比 較 す る と 白 金 系 抗 が ん 剤 の 中 でも、 CDDP

は 、 いずれ の 曝 露 期 間 に お い ても最も高 い 毒 性 を示す こ と が 検 出 さ れ た

（ Table. 1-1）。 ま た 、 L-OHP ま た は CBDCA の LC50値は 、 いずれ の 曝 露 期 間

に お い ても S3 細 胞 が S1 細 胞 や S2 細 胞 よ り 低 い値を示し た 。  

 

1.2.2 白金系抗がん剤曝露による腎障害マーカーの上昇  

 白 金 系 抗 が ん 剤 に 1, 3, 6 日間 曝 露 し た S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 に お け る

Kim-1 と clusterin の mRNA 量 を 測 定 し た 。 こ の 実 験 で は 、 細 胞 毒 性 試 験

（ 1.2.1） の 結 果 に基づ い て 、 LC50 値以下 の 白 金 系 抗 が ん 剤 を 曝 露 し た た め 、

薬 剤 お よ び 曝 露 期 間ごと に異な る濃度 を 用 い た 。 Kim-1 と clusterin の誘導 は 、

各細 胞 に お け る未処 理群と の相対 比 で評価し た 。その 結 果 、 S1 細 胞 、 S2 細

胞 、 S3 細 胞 を CDDP に 曝 露 す る と 、 CDDP の 1 日曝 露 後 に は Kim-1 の mRNA

量 は顕著 な 増加を示さ な か っ た が 、 1 μM の CDDP に 3 日お よ び 6 日間 曝 露 し

た すべて の 細 胞 で 、 Kim-1 の mRNA 量 の 増加が観察 さ れ た （ Fig.1-2A）。 特 に

S3 細 胞 で は 、未処 理群と 比 較 し て 20 倍以上 増加し た 。 CDDP 曝 露 に よ る

clusterin の 増加率 は 、 Kim-1 の 増加率 よ りも低 か っ た が 、 S3 細 胞 で は CDDP

曝 露 6 日後 に clusterin の mRNA 量 の 増加が観察 さ れ た （ Fig. 1-3A）。 こ の よ

う に 、 LC50値以下 の CDDP に 曝 露 さ れ た S3 細 胞 で は 、 Kim-1 と clusterin の誘

導 が添加後数日経 過 し て か ら遅発 的 に誘導 さ れ る こ と が明ら か に な っ た 。

CDDP と 比 較 し て 、 L-OHP や CBDCA は 、 Kim-1 や clusterin の mRNA 量 に 一
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貫性 の あ る 増 減 を示さ な か っ た 。 L-OHP や CBDCA に 1 日お よ び 3 日間 曝 露

し ても、 Kim-1 ま た は clusterin の 発 現 に顕著 な 増加は認め ら れ な か っ た （ Fig. 

1-2 and 1-3）。最大濃度 の L-OHP や CBDCA に 6 日間 曝 露 す る と 、 Kim-1 お よ

び clusterin の mRNA 量 の 増加が観察 さ れ た 。  

 

1.2.3 白金系抗がん剤の細胞内蓄積量の比較  

 S3 細 胞 が 白 金 系 抗 が ん 剤 に 対 し て 高 感 受 性 を示す 理 由 を明ら か に す る た め 、

各曝 露 期 間 に お け る 細 胞 内 Pt 量 を 細 胞 間 で 比 較 し た 。 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3

細 胞 を 0.5 µ M の CDDP, L-OHP, CBDCA で 1, 3, 6 日間 曝 露 し 、回収し た 細 胞

内 Pt 量 を ICP-MS で 測 定 し た 。その 結 果 、 CDDP を 6 日間 曝 露 し た際の S3 細

胞 で は 、 S1 細 胞 や S2 細 胞 と 比 較 し て 高 い 細 胞 内 Pt 量 を 検 出 し た （ Fig. 1-

4A）。 し か し 、 CDDP を 1, 3 日間 曝 露 し た際の S3 細 胞 に お け る 細 胞 内 Pt 量

は 、 S1 細 胞 や S2 細 胞 と 比 較 し て 高 い値を示さ な か っ た 。 CDDP を 6 日間 曝

露 し た際に S3 細 胞 で 高 感 受 性 を示し た こ と （ Fig. 1-1A） は 、 S3 細 胞 に お い

て 高 い 細 胞 内 Pt 量 を示し た こ と に 一部起因す る可能性 が 考えら れ る が 、

CDDP の 感 受 性 （ Fig. 1-1A） と Kim-1 の 発 現 （ Fig. 1-2A） が CDDP を 1, 3 日

間 曝 露 し た際に お い ても S3 細 胞 で最も高値を示し た こ と を 考慮す る と 、 細 胞

内 Pt 量 の差で は S3 細 胞 に お け る CDDP の 高 感 受 性 を説明できな い と 考えら

れ た 。 L-OHP 曝 露 後 の S3 細 胞 で の 細 胞 内 Pt 量 は 、 1, 3, 6 日曝 露 後 の S1 細 胞

や S2 細 胞 の 細 胞 内 Pt 量 と 比 較 し て 高 い値を示さ な か っ た （ Fig. 1-4B）。 ま

た 、 CBDCA 曝 露 後 の S3 細 胞 で の 細 胞 内 Pt 蓄 積 量 は 、 1, 3 日曝 露 後 の S1 細

胞 や S2 細 胞 の 細 胞 内 Pt 量 よ り 高 い値を示し た （Fig. 1-4C）。  
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1.2.4 CDDP の輸送に関与する輸送体タンパク質発現量の比較  

 CDDP の 輸 送 に 関 与 す る こ と が報告さ れ て い る 輸 送 体 で あ る OCT2, Ctr1, 

MATE1 の タ ン パ ク 質 発 現 量 を 測 定 し た （ Fig. 1-5）（背景 3）。 CDDP の 取 り 込

み に 関 与 す る OCT2 と Ctr1 の 発 現 量 を 細 胞 間 で 比 較 し た と ころ、 S3 細 胞 で 高

い 発 現 量 を示さ な か っ た 。 ま た 、 CDDP の 排 泄 に 関 与 す る MATE1 の 発 現 量 は 、

S3 細 胞 で 低 い 発 現 量 を示し た こ と か ら 、 MATE1 が CDDP の 6 日間 曝 露 に お

け る S3 細 胞 で の 細 胞 内 Pt 量 の 高 さ に 一部関 与 し て い る可能性 が 考えら れ た 。  
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1.3. 考察  

 本 研 究 は 、 CDDP, L-OHP, CBDCA の 領 域 特異的 毒 性 を 腎 臓 近 位 尿 細 管 S1, 

S2, S3 領 域 由 来 の 培 養 細 胞株を 用 い て 比 較・検 討 し た初め て の 研 究 で あ る 。

本 章 で は 、 不 死 化 し た S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 を 用 い て 、 白 金 系 抗 が ん 剤

の 領 域 特異的 毒 性 を in vitro で評価できる 実 験 系 の樹立を 目指し 、以下 の 検 討

に 取 り 組 んだ。  

1.  細 胞 毒 性 試 験 （ alamarBlue 法 お よ び 腎 障 害 マ ー カ ー の解析 ） に よ る 白

金 系 抗 が ん 剤 に 対 す る 感 受 性 の 比 較  

2. 白 金 系 抗 が ん 剤 曝 露 に よ る 細 胞 内 蓄 積 量 の 比 較   

3. CDDP の 細 胞 内 輸 送 に 関 与 す る トラン スポー タ ー の 発 現 量 の 比 較  

こ れ ら の 検 討 か ら 、 実 験 動 物 で観察 さ れ て い た CDDP の 近 位 尿 細 管 S3 領 域 特

異的 毒 性 を 近 位 尿 細 管 の各領 域 か ら 不 死 化 し て得ら れ た S3 細 胞 に お い ても検

出 できる こ と が明ら か と な っ た 。  

 

1. 細胞毒性試験（alamarBlue 法および腎障害マーカーの解析）による  

白金系抗がん剤に対する感受性の比較  

S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 に CDDP を 曝 露 し た際の 細 胞 毒 性 試 験 の 結 果 か

ら 、 S3 細 胞 が CDDP に最も高 い 感 受 性 を示し た （ Fig. 1-1, Table. 1-1）。 ま た 、

S3 細 胞 に LC50値以下 の CDDP を 3 日お よ び 6 日間 曝 露 す る と Kim-1 が 、 6 日

間 曝 露 す る と clusterin が顕著 に誘導 さ れ た （ Fig. 1-2 and 1-3）。 こ れ ま で 、

CDDP を 実 験 動 物 に 投 与 し た多く の 研 究 か ら 、最も顕著 な 腎 臓 組 織 に お け る

病理 学 的 変 化 は 、 近 位 尿 細 管 の S3 領 域 が多く 存在す る 腎 臓 の皮質 と髄質 の境

界領 域 で起こ る こ と が 分 か っ て い る 23,79。 こ れ ら の病理 学 的 変 化 は 、 CDDP の

投 与 後 3〜5 日で観察 さ れ た 23,79,80。 こ の こ と か ら 、 本 研 究 で観察 さ れ た Kim-

1 お よ び clusterin の誘導 に よ っ て 検 出 さ れ る S3 細 胞 に お け る CDDP の遅発 性

毒 性 は 、 実 験 動 物 に お け る CDDP の遅発 性 毒 性 を再現 し て い る と思われ る

（遅発 性 毒 性 に つ い て は 、 第 3 章参照）。  
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L-OHP や CBDCA は 、 臨 床 的 に 腎 障 害 を引き起こ す が 81,82、 L-OHP や

CBDCA が 近 位 尿 細 管 に お け る 領 域 特異的 毒 性 を示す の か は 不明で あ る 。 本

章 に お け る in vitro 研 究 で は 、 S3 細 胞 が L-OHP ま た は CBDCA に 対 し て 高 感

受 性 を示し た 。 さ ら に 、 こ れ ら の 薬 剤 を LC50値以下 の濃度 で 曝 露 す る こ と に

よ る Kim-1 お よ び clusterin の 増加率 は 、 CDDP と 比 較 し て 増加率 が小さ い こ

と か ら 、 CDDP は L-OHP や CBDCA と 比 較 す る と 、 S3 領 域 に 対 し て強い 障 害

を 与える可能性 が示唆さ れ た 。 こ れ ま で に 、 CDDP の 細 胞 毒 性 に は ROS 産生

が 関 与 し て い る こ と が知ら れ て い る こ と か ら 83–85、 L-OHP と CBDCA が ROS

産生 を誘導 す る の か 、 ROS に 対 す る 感 受 性 が こ れ ら の 細 胞 間 で異な る か に つ

い て 、今後 の 研 究 で明ら か に す る必要 が あ る （ CDDP に よ る ROS の 関 与 に つ

い て の 検 討 は 、 第 2 章参照）。  

腎 臓 の S3 領 域 は 、解剖学 的 に 血 管 が少な い こ と が 特徴で あ り 、その た め 酸

素濃度 が 低 く 、様々な 腎 ス ト レ ス に 対 し て脆弱で あ る 86,87。 し か し 、 培 養条

件下 で行われ た 本 研 究 の 結 果 に お い ても、 S3 細 胞 が 白 金 系 抗 が ん 剤 に 対 し て

最も高 い 感 受 性 を示し た こ と か ら 、 S3 細 胞 の 白 金 系 抗 が ん 剤 に 対 す る 高 感 受

性 に は 、解剖学 的 要因で は な く 、各領 域 由 来 不 死 化 細 胞 の 特 性 が 関 与 し て い

る可能性 が示唆さ れ た 。  

 

2. 白金系抗がん剤曝露による細胞内蓄積量の比較  

 S3 細 胞 が 白 金 系 抗 が ん 剤 に 対 し て 高 感 受 性 を示す 理 由 を明ら か に す る た め 、

各曝 露 期 間 に お け る 細 胞 内 Pt 量 を 細 胞 間 で 比 較 し た 。 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3

細 胞 に お け る 白 金 系 抗 が ん 剤 に 対 す る 細 胞 毒 性 試 験 （ Fig. 1-1, Table. 1-1） お

よ び 細 胞 内 蓄 積 量 （ Fig. 1-4） の 結 果 か ら 、 S3 細 胞 に お け る CDDP の 6 日間

曝 露 や CBDCA の 1 日お よ び 6 日間 曝 露 で は 、 高 感 受 性 と 蓄 積 量 の 高 さ が 一

致し て い た 。 一方、その他の各薬 剤 の 曝 露 期 間 で は 、 S3 細 胞 に お け る 高 感 受

性 と 細 胞 内 蓄 積 量 が 、必ずしも一致す るわけ で は な か っ た 。 こ の こ と か ら 、

白 金 系 抗 が ん 剤 に よ る S3 細 胞 の 高 感 受 性 は 、 CDDP の 6 日間 曝 露 や CBDCA
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の 1 日お よ び 6 日間 曝 露 で は 、 蓄 積 量 が 関 与 し て い る こ と が示唆さ れ た が 、

その他の各薬 剤 の 曝 露 期 間 に お け る 高 感 受 性 は 蓄 積 量 の差で は説明できな い

こ と が 考えら れ た 。  

 

3. CDDP の細胞内輸送に関与するトランスポーターの発現量の比較  

次に 、 細 胞 間 に お け る CDDP の 細 胞 内 輸 送 に 関 与 す る トラン スポー タ ー の

タ ン パ ク 質 発 現 量 を 比 較 し た 。 まず、 CDDP の 取 り 込 み に 関 与 す る OCT2 と

Ctr1 の タ ン パ ク 質 発 現 量 を 細 胞 間 で 比 較 し た と ころ、  S3 細 胞 に お い て 高 い

発 現 量 は 検 出 さ れ な か っ た （ Fig. 1-5）。 こ の こ と か ら 、 CDDP の 6 日間 曝 露

に お け る S3 細 胞 で の 高 い 細 胞 内 Pt 量 は 、 こ れ ら 輸 送 体 に よ る CDDP の 取 り

込 み が亢進し て い る可能性 は 低 い 。 一方、 CDDP の 排 泄 に 関 与 す る MATE1 の

タ ン パ ク 質 発 現 量 が S3 細 胞 で 低 い 発 現 量 を示し た こ と か ら 、 CDDP の 6 日曝

露 に お け る S3 細 胞 で の 高 い 細 胞 内 Pt 量 が 検 出 さ れ た こ と に寄与 し て い る可

能性 が示唆さ れ た 。 ま た 、 L-OHP の 細 胞 内 輸 送 にも OCT2, Ctr1, MATE1 が 関

与 し て い る こ と が報告さ れ て い る 47,88。 L-OHP は 、 いずれ の 曝 露 期 間 に お い

ても S3 細 胞 で 蓄 積 量 が 高 く な っ て い な い こ と か ら 、 細 胞 間 に お け る こ れ ら の

輸 送 体 の 発 現 量だけ で は 、 細 胞 内 蓄 積 に つ い て説明できな い可能性 が あ る 。

さ ら に 、 CBDCA の 細 胞 内 輸 送 に は 、 Ctr1 が 関 与 し て い る こ と が報告さ れ て

い る 44,88,89。前述し た よ う に 、 Ctr1 の タ ン パ ク 質 発 現 量 が各細 胞 間 で 変 化 が見

ら れ な か っ た た め （ Fig. 1-5）、 CBDCA の 1 日間 曝 露 で の S3 細 胞 に お け る 高

蓄 積 に は 、 Ctr1 の 発 現 量以外の 要因が 関 与 し て い る と 考えら れ る 。 こ れ ら 培

養 細 胞株に お け る 白 金 系 抗 が ん 剤 の 蓄 積 に 関 与 す る 輸 送 体 の 機能解析 に つ い

て は 、 さ ら な る 検 討 が必要 で あ る 。  

 

本 章 の 結 果 か ら 、 実 験 動 物 で観察 さ れ て い た CDDP の 近 位 尿 細 管 S3 領 域 特

異的 毒 性 は 、 近 位 尿 細 管 の各領 域 か ら 不 死 化 し て得ら れ た S3 細 胞 に お い ても

検 出 さ れ た 。 ま た 、 こ の CDDP に よ る 領 域 特異的 な 高 感 受 性 は 、 細 胞 内 Pt 量
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の差で は説明できず、その他の 要因が 関 与 し て い る可能性 を示すもの で あ っ

た 。そこ で次章 よ り 、 CDDP 曝 露 後 の 細 胞 間 で の 応答性 の違い を 比 較 し 、

CDDP 腎 障 害 の解明を 目指し た 。  
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     Fig. 1-1. S1細胞、S2細胞、S3細胞における白金系抗がん剤に対する 

感受性の比較 

S1細胞、S2細胞、S3細胞に CDDP（A）, L-OHP（B）, CBDCA（C）を 1, 3, 6日間曝露し、

alamarBlue を用いた比色法により細胞生存率を測定した。データは、6 回の独立した実験か

ら得られた平均値±SDを示している。 S1細胞（■）、S2細胞（●）、S3細胞（○） 
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Exposure days 

 

Pt agents 
 Cells  

S1 (µM) S2 (µM) S3 (µM) 

1 CDDP 12.0 ± 3.19 13.7 ± 5.66 7.23 ± 1.34 

 L-OHP 379 ± 27.9 424 ± 23.8 59.9 ± 22.4 a, b 

 CBDCA 2200 ± 691 5280 ± 221a 286 ± 39.4 a, b 

3 CDDP 10.1 ± 0.05 9.99 ± 0.06 1.70 ± 0.13 a, b 

 L-OHP 9.98 ± 0.04 25.2 ± 0.12 a 4.95 ± 0.02 a, b 

 CBDCA 100 ± 0.0216 93.2 ± 4.14 13.3 ± 6.21 a, b 

6 CDDP 5.17 ± 0.08 5.60 ± 0.23 a 0.83 ± 0.03 a, b 

 L-OHP 9.88 ± 0.21 24.8 ± 0.02 a 4.73 ± 0.07 a, b 

 CBDCA 25.1 ± 0.13 35.1 ± 13.1 9.53 ± 0.10 a, b 

a Significantly different from S1 cells at p < 0.01. 

b Significantly different from S2 cells at p < 0.01. 

 

  

Table. 1-1  

S1細胞、S2細胞、S3細胞における白金系抗がん剤に対する LC50値の比較 
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  Fig. 1-2. S1細胞、S2細胞、S3細胞における白金系抗がん剤による 

Kim-1の誘導 

S1細胞、S2細胞、S3細胞を CDDP（A）, L-OHP（B）, CBDCA（C）で 1, 3, 6日間曝露し

た。Kim-1 mRNA の発現を RT-qPCR で測定した。グラフは、各未処理細胞に対する Kim-1 

mRNA の相対比を示している。データは、3 回の独立した実験から得られた平均値±SD を

示している。 **Significantly different at p < 0.01, *Significantly different at p < 0.05 
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Fig. 1-3. S1細胞、S2細胞、S3細胞における白金系抗がん剤による 

clusterinの誘導 
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S1細胞、S2細胞、S3細胞を CDDP（A）, L-OHP（B）, CBDCA（C）で 1, 3, 6日間曝露し

た。clusterin mRNA の発現を RT-qPCR で測定した。グラフは、各未処理細胞に対する

clusterin mRNA の相対比を示している。データは、3 回の独立した実験から得られた平均値

±SDを示している。 **Significantly different at p < 0.01 
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Fig. 1-4. S1細胞、S2細胞、S3細胞における細胞内 Pt量の比較 

S1細胞、S2細胞、S3細胞を 0.5 µMの CDDP（A）, L-OHP（B）, CBDCA（C）で 1, 3, 6日

間曝露した。細胞内 Pt量は、湿式灰化後に ICP-MSで測定した。データは、3回の独立した

実験から得られた平均値±SDを示している。**Significantly different at p < 0.01 
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Fig. 1-5. 白金系抗がん剤の輸送に関与する輸送体の発現量の比較 

S1細胞、S2細胞、S3細胞の全細胞溶解液を用いて、OCT2, Ctr1, MATE1, β-actinの

タンパク質発現量をウエスタンブロット法によって測定した。ローディングコント

ロールとしてβ-actinを使用した。 
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第 2 章 S3 細胞における CDDP 高感受性にフェロトーシスが関与する 

 

2.1. 目的  

 第 1 章 か ら 、 CDDP が S3 細 胞 に お い て 高 感 受 性 を示す こ と が明ら か と な っ

た 。 こ の 高 感 受 性 の 機序を解明す る た め 、 ROS に着目 し た 検 討 に 取 り 組 んだ。

CDDP 腎 障 害 に よ る アポト ー シ ス やネク ロ ー シ ス に は 、 ROS の 増加に よ る 酸

化 ス ト レ ス の亢進が 関 与 し て い る こ と が報告さ れ て い る （背景 4.2） 90,91。 さ

ら に 、 CDDP 腎 障 害 で は 、鉄を介し た 過 酸 化 脂 質 の 蓄 積 に よ っ て引き起こ さ

れ る フ ェ ロ ト ー シ ス が観察 さ れ て い る （背景 5） 92,93。 し か し 、 CDDP 曝 露 に

よ る 細 胞 毒 性 に お い て 、 近 位 尿 細 管 細 胞 の ど の 領 域 で 、 ど の よ う な種類の 細

胞 死 が起こ る か に つ い て は明ら か に な っ て い な い 。  

 本 章 で は 、 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 を 用 い て 、 S3 細 胞 が ROS 関 連 物 質 に

対 し ても脆弱で あ る の か 調べ、 CDDP に 対 す る S3 細 胞 の 高 感 受 性 の 機序を明

ら か に す る た め に 、 酸 化 ス ト レ ス に着目 し た 検 討 を行っ た 。  

 

2.2. 結果  

2.2.1 S1 細胞、S2 細胞、S3 細胞における ROS 関連物質に対する  

感受性の比較  

S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 に 酸 化還元サ イ ク ル に よ り ROS を産生 す る パラ

コー ト （ PQ）、 3 種類の 活 性 酸 素 物 質 （ 過 酸 化水素：H2O2、 tert-ブ チ ルヒドロ

ペル オキシド： t-BHP、 クメンヒドロペル オキシド：CHP） をそれぞれ 24 時

間 曝 露 し 、 細 胞 生 存 率 を 比 較 し た 。その 結 果 、 CDDP を含む全 て の ROS 関 連

物 質 に お い て S3 細 胞 は 、 S1 細 胞 や S2 細 胞 と 比 較 し て 高 い 感 受 性 を示し た

（ Fig. 2-1）。算出 し た LC50 値を 比 較 す る と 、 S3 細 胞 に お け る CDDP の 細 胞

毒 性 は 、 S1 細 胞 や S2 細 胞 よ り 10~15 倍高 い値を 検 出 し た 。 ま た 、 S3 細 胞 に

お け る PQ ま た は 3 種類の 活 性 酸 素 物 質 の 細 胞 毒 性 は 、 S1 細 胞 や S2 細 胞 に お

け る 細 胞 毒 性 よ りも 2~3 倍高 い値を 検 出 し た （ Table. 2-1）。 こ の よ う に 、



 

51 

 

CDDP に よ る 高 感 受 性 は 、 いずれ の ROS 関 連 物 質 よ り顕著 で あ っ た 。そこ で 、

CDDP に よ る S3 細 胞 の 高 感 受 性 に は 、 ROS に 関 連 し たその他の 要因が 関 与 す

る の で は な い か と 考えた 。以降の 実 験 で は 、 S3 細 胞 に 対 す る CDDP の 高 感 受

性 に 関わる 機序を 検 討 す る た め 、 ROSそのもの で は な く 、 細 胞 内 で ROS を産

生 す る こ と に よ り 毒 性 を示す こ と が既に知ら れ て い る PQ を 比 較 対象と し て

検 討 を行っ た 。 ま た 、 CDDP と PQ の濃度 は 、 Fig. 2-1A, B に お い て LC50値以

下 の濃度 を使用 し た 。  

 

2.2.2 CDDP または PQ 曝露後の細胞内 ROS 量の経時的な測定  

 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 を CDDP ま た は PQ に 3, 6, 12, 24 時 間 曝 露 し た

後 の 細 胞 内 ROS 量 を 測 定 し た 。その 結 果 、 CDDP ま た は PQ に 3, 6, 12 時 間 曝

露 し た いずれ の 細 胞 に お い ても、 細 胞 内 ROS 量 に顕著 な 増加は 検 出 さ れ な か

っ た （ Fig. 2-2A, B）。 し か し 、 CDDP に 24 時 間 曝 露 さ れ た S3 細 胞 で は 、 S1

細 胞 や S2 細 胞 と 比 較 し て 高 い 細 胞 内 ROS 量 の 増加が 検 出 さ れ た （ Fig. 2-2A）。

ま た 、 PQ に 24 時 間 曝 露 さ れ た S1 細 胞 や S2 細 胞 で は 細 胞 内 ROS 量 は 増加し

な か っ た が 、 S3 細 胞 で は 細 胞 内 ROS 量 が 増加し た （ Fig. 2-2B）。  

 

2.2.3 CDDP または PQ 曝露後の過酸化脂質量の測定  

細 胞 内 で 発 生 し た ROS は 、 細 胞膜な ど に多く含ま れ る多価不飽和脂肪酸 を

過 酸 化 す る こ と が知ら れ て い る 。そこ で 、 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 を CDDP

（ 3 µ M） ま た は PQ（ 125 µ M） に 24 時 間 曝 露 し た 後 の 細 胞 内 過 酸 化 脂 質 量 を

測 定 し た （ Fig. 2-3）。その 結 果 、 CDDP ま た は PQ に 曝 露 さ れ た すべて の 細 胞

で 過 酸 化 脂 質 量 が 増加し た が 、 S3 細 胞 へ の CDDP 曝 露 後 の 細 胞 内 過 酸 化 脂 質

量 の 増加率 は 、 S1 細 胞 や S2 細 胞 と 比 較 し て 高 い値を示し た 。 一方、 PQ 曝 露

後 の 細 胞 内 過 酸 化 脂 質 量 の 増加率 は 、 S3 細 胞 に お い て 特異的 に 高 い値に は な

ら な か っ た 。  
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2.2.4 抗酸化剤 Trolox 処理の効果  

 S3 細 胞 の CDDP と PQ へ の 高 感 受 性 に お け る ROS の 関 与 を 検 討 す る た め 、

S3 細 胞 を CDDP ま た は PQ に 曝 露 す る際に 抗 酸 化 剤 で あ るビタミン E 誘導 体  

Trolox（ 100 µ M） を同時添加し た 。その 結 果 、 Trolox は CDDP と PQ の 細 胞

毒 性 を 抑 制 し た （ Fig. 2-4A, B）。 ま た 、 Trolox に よ っ て 細 胞 内 ROS 量 と 過 酸

化 脂 質 量 の 増加も抑 制 さ れ た （ Fig. 2-4C, D）。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 S3 細 胞 に

お け る CDDP と PQ に 対 す る 高 感 受 性 に は 、 細 胞 内 で 発 生 し た ROS が 関 与 し

て い る こ と が示唆さ れ た 。  

 

2.2.5 CDDP または PQ 曝露後の NOX4 タンパク質発現量の比較  

 Fig. 2-2, 2-3 に示し た よ う に 、 CDDP や PQ の 曝 露 に 対 す る 細 胞 内 ROS 量

お よ び 過 酸 化 脂 質 量 の 増加は 、 S3 細 胞 に お い て S1 細 胞 や S2 細 胞 と 比 較 し て

高 い値を示し た 。そこ で 、 ROS を産生 す る 酵 素 で あ る NOX4 の タ ン パ ク 質 発

現 量 を 比 較 し た （ Fig. 2-5）。その 結 果 、 NOX4 タ ン パ ク 質 は すべて の 細 胞 で

等し く 発 現 し て お り 、 CDDP ま た は PQ 曝 露 に よ る 発 現 量 の 変 化 は認め ら れ な

か っ た 。  

 

2.2.6 CDDP または PQ 曝露後の抗酸化タンパク質発現量の比較  

 次に 、 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 を CDDP ま た は PQ に 曝 露 し た 後 の 抗 酸

化 タ ン パ ク 質 （ Peroxiredoxin 1：Prx1, Thioredoxin：Trx, Thioredoxin reductase 

1：TrxR1, Glutathione peroxidase 4：GPX4）（背景 4.2） の 発 現 量 を 比 較 し た 。

Prx1 の タ ン パ ク 質 発 現 量 に 関 し て は 、 すべて の 細 胞 で等し く 発 現 し て お り S1

細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 に CDDP ま た は PQ を 曝 露 し ても、顕著 な 変 化 は認め

ら れ な か っ た 。 S3 細 胞 で は 、 3 µ M の CDDP を 6, 24 時 間 曝 露 後 に 、 Trx お よ

び TrxR1 の タ ン パ ク 質 発 現 量 が 低 下 し た （ Fig. 2-6A）。 さ ら に 、 3 µ M の CDDP

に 24 時 間 曝 露 し た S3 細 胞 で は 、 GPX4 の タ ン パ ク 質 発 現 量も低 下 し た （ Fig. 

2-6A）。 一方、 S3 細 胞 を PQ に 24 時 間 曝 露 し た と ころ、 Trx, TrxR1, GPX4 の
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タ ン パ ク 質 発 現 量 は 増加し た （ Fig. 2-6B）。 こ れ ら の 結 果 は 、 S3 細 胞 に お け

る CDDP の 感 受 性 が PQ よ りも高 い こ と に 、 CDDP 曝 露 に よ る 抗 酸 化 タ ン パ

ク 質 の 発 現 量 低 下 が 関 与 し て い る こ と を示唆し て い る 。  

 

2.2.7 CDDP 曝露後の細胞内 GSH 量の比較   

 生 体 内還元物 質 で あ る グ ル タ チ オ ン （ GSH） は 、 ROS の除去（ 抗 酸 化 ） に

重 要 な 分子で あ る 。そこ で 、 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 に CDDP を 24 時 間 曝

露 し た際の GSH 濃度 を 測 定 し た と ころ、 S3 細 胞 で は CDDP 曝 露 に よ っ て 細

胞 内 GSH 量 が 増加す る傾向が み ら れ た が 、有意な差に は な ら な か っ た （Fig. 

2-7A）。 ま た 、 S3 細 胞 に GSH を 減少さ せ る Buthionine-sulfoximine（ BSO） を

添加し 、 CDDP に よ る 細 胞 生 存 率 を 測 定 し た （ Fig. 2-7B）。その 結 果 、 BSO 処

理 の有無に よ る CDDP の 感 受 性 に 変 化 は見ら れ な か っ た 。  

 

2.2.8 CDDP または PQ 曝露後の細胞内 Fe2+量の比較  

 細 胞 内 で 生 じ た H2O2 は 、 細 胞 内 Fe2+の 存在下 で フ ェ ン ト ン 反 応 に よ っ て 、

酸 化力の よ り強いヒドロキシラジカ ル に 変換さ れ る 94。そこ で 、遊離 Fe2+検

出 プ ロ ー ブ （ FerroOrange） に よ る染色 後 、 フ ロ ー サ イ トメト リ ー を 用 い て 、

CDDP（ 3 µ M） ま た は PQ（ 125 µ M） の 曝 露 24 時 間 後 の 細 胞 内 Fe2+量 を 測 定

し た 。その 結 果 、 CDDP 曝 露 に よ り 、 S3 細 胞 は S1 細 胞 や S2 細 胞 と 比 較 し て

細 胞 内 Fe2+量 が 増加し た （Fig. 2-8A）。 一方、 PQ 曝 露 に よ り 、 いずれ の 細 胞

に お い ても細 胞 内 Fe2+量 が 増加す る傾向が み ら れ た が 、 S1 細 胞 や S2 細 胞 と

比 較 し て 、 S3 細 胞 に お け る顕著 な 増加は 検 出 さ れ な か っ た 。（ Fig. 2-8B）。  

 

2.2.9 CDDP 曝露後の SLC39A8（ZIP8）タンパク質発現量の比較  

 Fig. 2-8A に示し た よ う に 、 CDDP を 24 時 間 曝 露 し た S3 細 胞 に お い て遊離

Fe2+量 が 特異的 に 増加し た 。 細 胞 内 へ の遊離 Fe2+の 取 り 込 み に 関 与 し て い る

輸 送 体 と し て ZIP8 が知ら れ て い る 。そこ で 、 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 に
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CDDP を 24 時 間 曝 露 し た際の ZIP8 の タ ン パ ク 質 発 現 量 を 比 較 し た （ Fig. 2-

9）。その 結 果 、 CDDP 曝 露 に よ っ て S3 細 胞 に お い て の み ZIP8 の タ ン パ ク 質

発 現 量 が 増加し た 。 こ の こ と か ら 、 S3 細 胞 に お け る CDDP 曝 露 に よ る遊離

Fe2+量 の 増加に 、 ZIP8 が 一部関 与 し て い る可能性 が示唆さ れ た 。  

 

2.2.10 フェロトーシス阻害剤処理の効果  

 S3 細 胞 に CDDP を 曝 露 す る こ と に よ り 、 細 胞 内 ROS 量 、 過 酸 化 脂 質 量 お

よ び遊離 Fe2+量 の 増加、 GPX4 タ ン パ ク 質 発 現 量 の 低 下 を 検 出 し た こ と か ら 、

CDDP に 曝 露 さ れ た S3 細 胞 で は 、鉄を介し た 細 胞 死 で あ る フ ェ ロ ト ー シ ス が

誘導 さ れ て い る可能性 が示唆さ れ た 。 CDDP に よ る S3 細 胞 に お け る 高 感 受 性

に 、 フ ェ ロ ト ー シ ス が 関 与 し て い る か 検 討 す る た め 、 フ ェ ロ ト ー シ ス 阻 害 剤

で あ る Fer-1 お よ び DFO を 用 い て 検 討 し た 。 DFO は 、 低濃度 （ 30 µ M 以下 ）

で は 細 胞外の鉄とキレ ー ト を形成 す る こ と が知ら れ て い る が 、 高濃度 （ 100 

µ M以上 ） で は 細 胞 内鉄とキレ ー ト を形成 す る こ と が報告さ れ て い る 95。そこ

で 、 100 µ M の DFO を 用 い て 細 胞 内鉄とキレ ー ト を形成 さ せ る こ と に よ り 、

CDDP に よ る S3 細 胞 の 高 感 受 性 が フ ェ ロ ト ー シ ス に 関 連 し て い る の か 検 討 し

た 。その 結 果 、 S3 細 胞 に 対 す る CDDP の 細 胞 毒 性 は 、 Fer-1（ 30 µ M） や DFO

（ 100 µ M） の 2 時 間前処 理 に よ り 阻 害 さ れ た （ Fig. 2-10A, C）。 こ の際、

CDDP に よ る 過 酸 化 脂 質 量 の 増加は 、 Fer-1 や DFO の前処 理 に よ り 抑 制 さ れ

た （ Fig. 2-10E）。 一方、 PQ に よ る 細 胞 毒 性 お よ び 過 酸 化 脂 質 量 の 増加は 、

フ ェ ロ ト ー シ ス 阻 害 剤 の影響を 受 け な か っ た （ Fig. 2-10B, D）。 こ れ ら の 結 果

か ら 、 CDDP に よ る S3 細 胞 へ の 高 感 受 性 に フ ェ ロ ト ー シ ス が 関 与 し て い る こ

と が示唆さ れ た 。 ま た 、 PQ に よ る 細 胞 死 に は 、 フ ェ ロ ト ー シ ス以外の 細 胞 死

の 関 与 が示唆さ れ た 。  
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2.3. 考察  

 本 章 で は 、 CDDP に 対 す る S3 細 胞 の 高 感 受 性 に ROS が 関 与 す る の か 検 討

す る た め に 、以下 の 検 討 に 取 り 組 んだ。  

1. 細 胞 間 に お け る ROS 関 連 物 質 に 対 す る 感 受 性 の 比 較  

2. ROS の産生 系 お よ び消去系 に 関 与 す る タ ン パ ク 質群の 発 現 量 の 比 較  

3. ROS の 増強に 関 与 す る 細 胞 内遊離 Fe2+量 の 測 定  

4. フ ェ ロ ト ー シ ス 阻 害 剤 を 用 い た 検 討  

こ れ ら の 検 討 か ら 、 CDDP に 曝 露 さ れ た S3 細 胞 で は 、様々な 細 胞 応答を介し

て フ ェ ロ ト ー シ ス が誘導 さ れ る こ と を明ら か に し た 。  

 

1. 細胞間における ROS 関連物質に対する感受性の比較  

CDDP 腎 障 害 の原因の 一 つ と し て ROS の 関 与 が報告さ れ て い る 83,85,96,97。 本

章 の 結 果 か ら 、 S3 細 胞 は S1 細 胞 や S2 細 胞 と 比 較 し て 、 CDDP だけ で は な く

PQ や 3 種類の 活 性 酸 素 物 質 （ H2O2, t-BHP, CHP） と い っ た ROS 関 連 物 質 に 対

し て 高 感 受 性 を示し た （ Fig. 2-1）。 ま た 、 抗 酸 化 剤 で あ る Trolox の 処 理 は 、

CDDP ま た は PQ 曝 露 に よ る 細 胞 毒 性 を 抑 制 さ せ た こ と か ら 、 CDDP ま た は

PQ 曝 露 に よ る 細 胞 内 ROS 産生 が S3 細 胞 の 高 感 受 性 に 関 与 し て い る こ と が示

唆さ れ た （ Fig. 2-4）。  

 

2. ROS の産生系および消去系に関与するタンパク質群の発現量の比較  

細 胞 内 に お け る ROS 存在量 は 、産生 系 と消去系 のバラン ス に よ り 調 整 さ れ

て い る こ と か ら 、 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 に CDDP を 曝 露 し た際の 、 こ れ

ら タ ン パ ク 質群の 発 現 量 の 比 較 を行っ た 。  

始め に 、 ROS の産生 に 関わる NADPH オキシダーゼに着目 し た 。 NADPH オ

キシダーゼは 、 ROS を産生 す る 酵 素 で あ り 98、 培 養 細 胞 や 実 験 動 物 を 用 い た

い く つ か の 研 究 か ら 、 NADPH オキシダーゼ由 来 の ROS が CDDP に よ る 腎 障

害 を含む様々な 障 害 に 関 与 す る こ と が報告さ れ て い る 99,100。 NADPH オキシダ
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ーゼの サ ブ タ イ プ で あ る NOX4 の タ ン パ ク 質 発 現 量 を 比 較 し た と ころ、 S1 細

胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 の いずれ の 細 胞 に お い ても、 CDDP 曝 露 に よ る 発 現 量 の

変 化 は認め ら れ な か っ た （ Fig. 2-5）。 こ の こ と か ら 、 S3 細 胞 に お け る CDDP

曝 露 に よ る 細 胞 内 ROS 量 の 増加に は 、 NOX4 が 関 与 し て い な い可能性 が 考え

ら れ た 。  

 次に 、 ROS の消去に 関 与 す る 酵 素群で あ る Trx, TrxR1, Prx1, GPX4 と い っ た

抗 酸 化 タ ン パ ク 質 に着目 し た （背景 4.2） 101,102。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の遺伝子

発 現 量 や 酵 素 活 性 の 低 下 は 、 CDDP に よ る 細 胞 内 ROS 量 増加に 関 与 す る こ と

が 考えら れ る 103。 本 章 の 結 果 で は 、 S3 細 胞 に お い て 、 CDDP の 6 時 間 曝 露 か

ら Trx, TrxR1 の 発 現 量 が 減少し 、 CDDP の 24 時 間 曝 露 か ら GPX4 の 発 現 量 が

減少し た （ Fig. 2-6A）。 S3 細 胞 に お い て の み こ れ ら の 抗 酸 化 タ ン パ ク 質 が 減

少し た原因に つ い て は 、今後 の 研 究 課 題 で あ る 。 ま た 、 タ ン パ ク 質 の チ オ ー

ル基お よ びセレノチ オ ー ル基は 、 CDDP に よ る 結 合 の標的 と な り 、 こ れ ら の

酵 素 活 性 が 阻 害 さ れ る こ と が示さ れ て い る 104。 CDDP が こ れ ら の 抗 酸 化 タ ン

パ ク 質 の 発 現 量 を 減少さ せ るだけ で な く 、 結 合 を介し て 酵 素 活 性 を 阻 害 し て

い る場合 、 細 胞 内 ROS 量 お よ び 過 酸 化 脂 質 量 を 増加さ せ 、 S3 細 胞 の CDDP

に 対 す る 感 受 性 を 増加さ せ た可能性 が 考えら れ る 。  

CDDP に 対 す る 反 応 と は異な り 、 PQ で は 24 時 間 曝 露 に お い て 抗 酸 化 タ ン

パ ク 質 の 発 現 量 が いずれ の 細 胞 に お い ても増加し た （ Fig. 2-6B）。山本 ら 105

は 、 こ れ ら 一 連 の 抗 酸 化 タ ン パ ク 質 の 発 現 が Keap1 / Nrf2 シ ステムに よ り 制

御さ れ て い る こ と を報告し て い る 。 こ の こ と か ら 、 PQ 曝 露 に よ り Keap1 / 

Nrf2 シ ステムの 活 性 化 を介し て 抗 酸 化 タ ン パ ク 質 の 発 現 量 が 増加し た 結 果 、

ROS 消去能が 活 性 化 さ れ た こ と を示唆し て い る 106。 PQ に よ る ROS 消去系 の

活 性 化 は 、 PQ 曝 露 が CDDP 曝 露 と 比 較 し て 、 感 受 性 （ Fig. 2-1A, B） や 過 酸

化 脂 質 量 の 増加（Fig. 2-3A, B） が 、 あ ま り顕著 で は な い こ と に 関 連 し て い る

可能性 が あ る 。 一方、 CDDP 曝 露 に よ っ ても Keap1/Nrf2 シ ステムが 活 性 化 す

る こ と が報告さ れ て い る 107 が 、 本 章 の 結 果 で は 抗 酸 化 タ ン パ ク 質 量 の 増加は
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検 出 さ れ な か っ た 。 こ の 理 由 と し て 、 S3 細 胞 へ の CDDP 曝 露 に よ っ てユビキ

チ ン -プ ロテアソームシ ステムの よ う な タ ン パ ク 質 分解シ ステムが 活 性 化 し 、

その タ ン パ ク 質 分解が Nrf2 活 性 化 に よ っ て引き起こ さ れ る 抗 酸 化 タ ン パ ク 質

の産生 を 上回っ て い る可能性も考えら れ る 。今後 、 CDDP 曝 露 に よ る S1 細 胞 、

S2 細 胞 、 S3 細 胞 に お け る Nrf2 の 活 性 化 お よ び タ ン パ ク 質 分解シ ステムに着

目 し た 比 較・検 討 が必要 で あ る 。  

 

3. ROS の増強に関与する細胞内遊離 Fe2+量の測定  

 細 胞 内 で 生 じ た H2O2 は 、 細 胞 内 Fe2+の 存在下 で フ ェ ン ト ン 反 応 に よ っ て 、

酸 化力の よ り強いヒドロキシラジカ ル に 変換さ れ る 94。 こ れ ま で に 、 実 験 動

物 を 用 い た 研 究論文か ら 、 CDDP 投 与 に よ り 腎 臓 組 織 中 の Fe2+量 が 増加す る

こ と が報告さ れ て い る 93。 本 章 の 結 果 か ら 、 細 胞 に CDDP 曝 露 す る こ と に よ

り 細 胞 内遊離 Fe2+量 が S3 細 胞 で 特異的 に 増加す る こ と を明ら か に し た （ Fig. 

2-8A）。 細 胞 内 へ の Fe2+の 取 り 込 み に は 、 DMT1, ZIP8, ZIP14 な ど の 輸 送 体 が

関 与 し て い る 108。 マ ウ ス の 腎 臓 に お け る こ れ ら の 輸 送 体 の 発 現 量 を in situ ハ

イ ブ リダイゼー ション 法 に よ っ て 調べた 研 究 で は 、 ZIP8 が 近 位 尿 細 管 の S3

領 域付近 で 高 発 現 す る こ と が示さ れ て い る 109。 本 研 究 で は 、 細 胞 へ CDDP 曝

露 し た際に ZIP8 の タ ン パ ク 質 発 現 量 が 、 S3 細 胞 に お い て の み 増加す る こ と

を見出 し た （ Fig. 2-9）。 S3 細 胞 に お け る CDDP に 対 す る 高 感 受 性 に ZIP8 の

発 現 上 昇 を介し た Fe2+の流入 と 、それ に 伴 う フ ェ ン ト ン 反 応 を介しヒドロキ

シラジカ ル の産生 94 が 増加し た こ と が 関 与 し て い る可能性 が示唆さ れ た 。 一

方、 CDDP 曝 露 に よ っ て S3 細 胞 に お い て Fe3+か ら Fe2+へ の還元が促進さ れ た

可能性も考えら れ る 。今後 の 検 討 課 題 と し て は 、 細 胞 内 に お い て Fe3+は 、 エ

ンドソーム内 で還元酵 素 で あ る six-transmembrane epithelial antigen of prostate 

3（ STEAP3） に よ っ て Fe2+へ還元さ れ る こ と か ら 110,111、 CDDP 曝 露 に お け る

STEAP3 の 発 現 量 お よ び 活 性 に つ い て 細 胞 間 で の 比 較・検 討 を行う こ と で

Fe3+の還元が促進さ れ た か に つ い て明ら か に な る と思われ る 。 培 養 細 胞 を 用
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い た 実 験 で ZIP8 は 、 転 写因子 NF-κB に よ り 発 現 が 制御さ れ て い る こ と が知

ら れ て い る 112 こ と か ら 、 本 研 究 で明ら か と な っ た S3 細 胞 に お け る ZIP8 の 発

現 上 昇 に NF-κB の 関 与 が 考えら れ る 。 一方、 マ ウ ス へ の CDDP 投 与 に よ る

NF-κB の 増加が 腎 障 害 に 関 与 す る こ と が報告さ れ て お り 113,114、その際に ZIP8

の 発 現 が 上 昇 し て い る の か 、 ま たそれ ら の事象が S3 領 域 で起こ っ て い る の か

に つ い て は今後 検 討 す るべき課 題 で あ る 。  

 

4. フェロトーシス阻害剤を用いた検討  

フ ェ ロ ト ー シ ス は 、 GSH の枯渇、 GPX4 活 性 の 低 下 、 お よ び 細 胞 内多価不

飽和脂肪酸 の 過 酸 化 を 伴 う 反 応 と し て知ら れ て い る 115,116。 本 研 究 で は 、

CDDP 曝 露 に よ っ て S3 細 胞 で は 、 過 酸 化 脂 質 量 が 増加（ Fig. 2-3A） し 、

GPX4 の タ ン パ ク 質 発 現 量 が 減少す る こ と が示さ れ た （ Fig. 2-6A）。 こ れ ま で

に 、 CDDP 腎 障 害 に フ ェ ロ ト ー シ ス が 関 与 し て い る こ と が い く つ か の 研 究論

文で報告さ れ て い る 92,93,117。そこ で 、 フ ェ ロ ト ー シ ス 阻 害 剤 を 用 い て 、 CDDP

に よ る S3 細 胞 へ の 細 胞 毒 性 に フ ェ ロ ト ー シ ス が 関 与 し て い る の か 検 討 を行っ

た 。その 結 果 、 Fer-1 や DFO と い っ た フ ェ ロ ト ー シ ス 阻 害 剤 に よ っ て 、 CDDP

に よ る 細 胞 毒 性 が 抑 制 さ れ た （ Fig. 2-10A, C）。 さ ら に 、 フ ェ ロ ト ー シ ス 阻 害

剤 と し ても知ら れ て い る 抗 酸 化 剤 で あ る Trolox61,118 に よ っ ても、 CDDP に よ る

細 胞 毒 性 は軽減 さ れ た （ Fig. 2-4A）。 こ れ ら の 結 果 は 、 S3 細 胞 で は CDDP 曝

露 に よ っ て遊離 Fe2+量 の 増加と GPX4 タ ン パ ク 質 の 発 現 量 の 低 下 に よ っ て 、

フ ェ ロ ト ー シ ス が誘導 さ れ た こ と を示唆し て い る 。 し か し 、 CDDP に よ る 細

胞 死 と し て アポト ー シ ス やネク ロ ー シ ス に つ い て の報告もあ る こ と か ら 、

CDDP に よ る S3 細 胞 に お け る 高 感 受 性 が ど の 細 胞 死 に よ るもの な の か 、各細

胞 死 の 阻 害 剤 を 用 い て詳細 な 検 討 を行う必要 が あ る 。  

 Yang ら 119 は 、 PQ に よ る肺毒 性 に着目 し 、 PQ 曝 露 が フ ェ ロ ト ー シ ス を誘導

す る こ と を報告し て い る 。 し か し 、 本 研 究 で 用 い た 腎 臓 由 来 の 細 胞 で は 、 PQ

曝 露 に よ っ て GPX4 タ ン パ ク 質 の 発 現 増加（ Fig. 2-6B） を示し 、 CDDP と 比
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較 し て 過 酸 化 脂 質 の 増加が 比 較 的小さ い こ と か ら 、 PQ 曝 露 に よ る フ ェ ロ ト ー

シ ス誘導 が S3 細 胞 で は 検 出 さ れ な か っ た可能性 が あ る 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、

PQ 曝 露 に よ る S3 細 胞 に お け る 細 胞 毒 性 に は 、 フ ェ ロ ト ー シ ス以外のその他

の 細 胞 死 が 関 与 し て い る可能性 が示唆さ れ た 。 一方、神経 細 胞 に PQ 曝 露 を

行っ た 研 究 に お い て 、 フ ェ ロ ト ー シ ス が誘導 さ れ て い な い こ と が示さ れ て い

る こ と か ら 120、 PQ に よ っ て誘導 さ れ る 細 胞 死 が 臓器ごと に異な る可能性 が

示唆さ れ た 。  

 

 本 章 で は 、 CDDP に 曝 露 さ れ た S3 細 胞 で は 、様々な 細 胞 応答を介し て フ ェ

ロ ト ー シ ス が誘導 さ れ る こ と を 発見し た 。今後 の 検 討 と し て 、 S3 細 胞 に お い

て CDDP 曝 露 に よ っ て 抗 酸 化 タ ン パ ク 質 の 発 現 量 が 減少す る原因に つ い て 、

ま た 、 生 体モデル に お い て CDDP 投 与 に よ っ て S3 領 域 で フ ェ ロ ト ー シ ス が誘

導 さ れ て い る の か に つ い て 検 討 を行う必要 が あ る 。  
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   Fig. 2-1. S1細胞、S2細胞、S3細胞における ROS関連物質に対する 

感受性の比較 

S1 細胞、S2 細胞、S3 細胞を CDDP（A）, PQ（B）, H2O2（C）, t-BHP（D）, CHP（E）に

24 時間曝露し、alamarBlue を用いた比色法により細胞生存率を測定した。データは、6 回の

独立した実験から得られた平均値±SDを示している。 
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Reagents  Cells  

(µM) S1 S2 S3 

CDDP 43.19 72.37 4.544 

PQ 6990 9819 3479 

H2O2 279.2 378.8 109.1 

t-BHP 104.9 78.35 24.97 

CHP 77.32 59.71 26.14 

 

 

  

Table. 2-1  

S1細胞、S2細胞、S3細胞における ROS関連物質に対する LC50値の比較 
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 Fig. 2-2. CDDPまたは PQ曝露後の細胞内ROS量の経時的な測定 

S1細胞、S2細胞、S3細胞を CDDP（A）または PQ（B）で 3, 6, 12, 24時間曝露し、各細胞

を DCFH-DA で染色し、フローサイトメトリーを用いて細胞内 ROS に由来した蛍光強度を

測定した。グラフは、各未処理細胞に対する蛍光強度の相対比を示した。データは、3 回の

独立した実験から得られた平均値±SDを示している。 

**Significantly different at p < 0.01, *Significantly different at p < 0.05 

0

2

4

6

S1 S2 S3
0

2

4

6

S1 S2 S3

A 

B 

3 h 6 h 12 h 24 h

3 h 6 h 12 h 24 h

0

2

4

6

S1 S2 S3

R
e

la
ti

v
e

 F
lu

o
re

s
c
e
n
c
e
 

In
te

n
s
it

y
 (
v
s
. C

o
n

t.
)

0 1 3

S1 S2 S3
Concentration (μM)

0 1 3 0 1 3
0

2

4

6

S1 S2 S30 1 3

S1 S2 S3
Concentration (μM)

0 1 3 0 1 3
0

2

4

6

S1 S2 S3

* ** 

0 1 3

S1 S2 S3
Concentration (μM)

0 1 3 0 1 3
0

2

4

6

S1 S2 S3

**
** * 

**

**

0 1 3

S1 S2 S3
Concentration (μM)

0 1 3 0 1 3

**
**

0

2

4

6

S1 S2 S3

**

0 62.5125

S1 S2 S3
Concentration (μM)

0 62.5125 0 62.5125
0

2

4

6

S1 S2 S30 62.5125

S1 S2 S3
Concentration (μM)

0 62.5125 0 62.5 125

**

0 62.5 125

S1 S2 S3
Concentration (μM)

0 62.5 125 0 62.5125

*

0 62.5125

S1 S2 S3
Concentration (μM)

0 62.5125

*

**
**

(PQ) (PQ) (PQ) (PQ)

(CDDP) (CDDP) (CDDP) (CDDP)

R
e

la
ti

v
e

 F
lu

o
re

s
c
e
n
c
e
 

In
te

n
s
it

y
 (
v
s
. C

o
n

t.
)

R
e

la
ti

v
e

 F
lu

o
re

s
c
e
n
c
e
 

In
te

n
s
it

y
 (
v
s
. C

o
n

t.
)

R
e

la
ti

v
e

 F
lu

o
re

s
c
e
n
c
e
 

In
te

n
s
it

y
 (
v
s
. C

o
n

t.
)

R
e

la
ti

v
e

 F
lu

o
re

s
c
e
n
c
e
 

In
te

n
s
it

y
 (
v
s
. C

o
n

t.
)

R
e

la
ti

v
e

 F
lu

o
re

s
c
e
n
c
e
 

In
te

n
s
it

y
 (
v
s
. C

o
n

t.
)

R
e

la
ti

v
e

 F
lu

o
re

s
c
e
n
c
e
 

In
te

n
s
it

y
 (
v
s
. C

o
n

t.
)

R
e

la
ti

v
e

 F
lu

o
re

s
c
e
n
c
e
 

In
te

n
s
it

y
 (
v
s
. C

o
n

t.
)

0 62.5125



 

63 

 

  

Fig. 2-3. CDDPまたは PQ曝露後の細胞内過酸化脂質量の測定 

S1細胞、S2細胞、S3細胞に CDDP（3 µM）（A）または PQ（125 µM）（B）を 24時間曝

露し、各細胞を LiperFluo で染色し、フローサイトメトリーを用いて細胞内過酸化脂質に由

来した蛍光強度を測定した。グラフは、各未処理細胞に対する蛍光強度の相対比を示した。

データは、3回の独立した実験から得られた平均値±SDを示している。 

**Significantly different at p < 0.01, *Significantly different at p < 0.05 
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Fig. 2-4. 抗酸化剤 Trolox処理の効果 

A, B. S3 細胞に CDDP（A）または PQ（B）を曝露する際に Trolox（100 µM）を同時添加

し、24時間後に alamarBlueを用いた比色法により細胞生存率を測定した。 

C, D. S3細胞に CDDP（3 µM）または PQ（125 µM）を曝露する際に Trolox（100 µM）を同

時添加し、24時間曝露した。その後、細胞内 ROS量（C）と細胞内過酸化脂質量（D）を測

定した。グラフは、未処理細胞に対する蛍光強度の相対比を示した。データは、3 回の独立

した実験から得られた平均値±SDを示している。**Significantly different at p < 0.01 
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Fig. 2-5. CDDPまたは PQ曝露後のNOX4タンパク質発現量の比較 

S1細胞、S2細胞、S3細胞に CDDP（A）または PQ（B）を各濃度で 24時間曝露した後に、

全細胞溶解液を用いて、NOX4のタンパク質発現量をウエスタンブロット法で測定した。 

ローディングコントロールとして GAPDHを使用した。 
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Fig. 2-6. CDDPまたは PQ曝露後の抗酸化タンパク質発現量の比較 

S1 細胞、S2 細胞、S3 細胞に CDDP（A）または PQ（B）を各濃度で 6, 24 時間曝露した後

に、全細胞溶解液を用いて、Prx, Trx, TrxR1, GPX4 のタンパク質発現量をウエスタンブロ

ット法で測定した。ローディングコントロールとして GAPDHを使用した。 
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Fig. 2-7. CDDP曝露後の細胞内GSH量と BSO処理の効果 

A. S1細胞、S2細胞、S3細胞に CDDPを曝露し、24時間後の細胞内 GSH量を測定した。細

胞内 GSH 量は、SBD-F による蛍光標識後、HPLC によって分離させ、蛍光検出器（励起波

⻑ 384 nm、蛍光波⻑ 516 nm）で測定した。 

B. S3 細胞を BSO（200 µM）で 12 時間前処理し、CDDP に 24 時間曝露した。細胞生存率

は、alamarBlueを用いた比色法により測定した。Cont（○）, BSO（●） 

データは、3回の独立した実験から得られた平均値±SDを示している。 
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Fig. 2-8. CDDPおよび PQ曝露後の細胞内遊離 Fe2+量の測定 

S1細胞、S2細胞、S3細胞に CDDP（3 µM）（A）または PQ（125 µM）（B）を 24時間曝

露し、FerroOrangeで染色後、フローサイトメトリーで細胞内 Fe2+の蛍光強度を測定した。 

グラフは、各試薬に未処理の S1 細胞に対する蛍光強度を相対比で示した。データは、3 回

の独立した実験から得られた平均値±SDを示している。 

**Significantly different at p < 0.01, *Significantly different at p < 0.05 
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Fig. 2-9. CDDP曝露後の ZIP8タンパク質発現量の比較 

S1 細胞、S2 細胞、S3 細胞に CDDP を各濃度で 24 時間曝露した後に、全細胞溶解液を用い

て、ZIP8 のタンパク質発現量をウエスタンブロット法で解析した。ローディングコントロ

ールとして GAPDHを使用した。 
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A-D. S3細胞に Fer-1（30 µM）（A, B）または DFO（100 µM）（C, D）を 2時間前処理し、

CDDPおよび PQに曝露し、24時間後に alamarBlueを用いた比色法により細胞生存率を測定

した。Cont（○）, Fer-1または DFO（●） 

E,F. S3 細胞に Fer-1（30 µM）または DFO（100 µM）で 2 時間前処理し、CDDP（3 µM）

（E）および PQ（125 µM）（F）に曝露し、24 時間後の細胞内過酸化脂質量を測定した。

グラフは、未処理細胞に対する蛍光強度の相対比を示した。データは、3 回の独立した実験

から得られた平均値±SDを示している。**Significantly different at p < 0.01 

Fig. 2-10. フェロトーシス阻害剤処理の効果 
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第 3 章 CDDP 短時間曝露による遅発性腎障害機構の解明 

 

3.1. 目的  

 CDDP 化 学 療 法 に お い て 腎 障 害 は 、 投 与 後 6〜10 日目 に 発症す る こ と 121,122、

こ れ ら の事象がラッ ト を 用 い た 研 究 に お い ても再現 さ れ 、 CDDP 投 与 後 3〜5

日目 に 腎 障 害 を 発症す る こ と が報告さ れ て い る 23,123。 一方、 実 験 動 物 に お け

る CDDP の 排 泄 に つ い て は 、 投 与 後 72 時 間以内 に 尿 中 に 90%以上 が 排 泄 さ れ

る こ と 29 や 、 Laser ablation ICP-MS を 用 い た 腎 臓 組 織 イメージン グ に よ っ て 、

投 与 後 4 日目 の 時点で CDDP の 大部分 が 腎 臓 か ら 排 泄 さ れ て い る こ と が示さ

れ て い る 124。 こ れ ら の 研 究論文か ら 、 CDDP は 投 与 後 に 腎 臓 か ら速や か に 排

泄 さ れ る にもか かわらず、遅発 性 の 腎 障 害 を引き起こ す と い うユニ ー ク な 特

徴を示す こ と がわか る 。 し か し 、 CDDP に よ る遅発 性 腎 障 害 の 発症機 構 に 関

す る詳細 な 研 究 は 、行われ て い な い 。  

 本 研 究 で は 、 CDDP に よ る遅発 性 腎 障 害 の 機序を明ら か に す る た め に 、 実

験 動 物 お よ び 培 養 細 胞株（ S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 ） を 用 い て 、 S1 細 胞 、

S2 細 胞 、 S3 細 胞 が CDDP に よ る遅発 性 腎 障 害 の 機序解明に有用 で あ る か 検

証し 、 CDDP に よ る遅発 性 腎 障 害 に お い て S3 細 胞 の 高 感 受 性 が 関 与 す る か に

つ い て 検 討 を行っ た 。  

 

3.2. 結果  

3.2.1 CDDP を投与したマウスにおける経時的な腎臓組織中 Pt 量の変化  

 CDDP 投 与 マ ウ ス の 腎 臓 組 織 中 Pt 蓄 積 量 に つ い て 経 時 的 な 測 定 を行っ た 。

マ ウ ス に CDDP（ 15 mg/kg） を腹腔内 に単回投 与 し 、 投 与 5, 15, 30, 45 分 後 、

1, 6, 12 時 間 後 、 1, 2, 4, 7 日後 の 腎 臓 組 織 中 Pt 量 を 測 定 し た （ Fig. 3-1）。その

結 果 、 CDDP の 投 与 15 分 後 ま で 腎 臓 組 織 中 Pt 量 が 増加し 、 30〜60 分 に か け

て 減少し 、 投 与 7 日後 ま でほと ん ど 変 化 し な か っ た 。  
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3.2.2 CDDP を投与したマウスの腎障害マーカーの経時的な変化  

 次に 、 CDDP 投 与 マ ウ ス に お け る 腎 障 害 マ ー カ ー に つ い て 経 時 的 に 測 定 を

行っ た 。 CDDP の 投 与 1, 2, 4, 7 日後 に 、 腎 障 害 の指標で あ る 血 中 尿 素窒素

（ BUN） と 血清ク レ ア チ ニ ン （ sCr） を 測 定 し た （ Fig. 3-2A, B）。その 結 果 、

CDDP の 投 与 4 日後 に お い て 、 BUN と sCr の値は 、 CDDP 未処 理群と 比 較 し

て 増加す る傾向が み ら れ た 。 さ ら に 、 BUN や sCr よ りも鋭敏な新規腎 障 害 マ

ー カ ー で あ る Kim-1 と clusterin の 腎 臓 組 織 中 mRNA 量 を 経 時 的 に 測 定 し た

（ Fig. 3-2C, D）。 Kim-1 の 発 現 量 は 、 CDDP 投 与 4 日後 に CDDP 未処 理群と 比

較 し て 40 倍以上 の 増加が認め ら れ た 。 clusterin の 発 現 量 は 、 CDDP 投 与 4 日

後 に 増加す る傾向が み ら れ た が 、有意な差に は な ら な か っ た 。  

 こ こ ま で の 結 果 か ら 、 CDDP は 投 与 後速や か に 腎 臓 組 織 に 取 り 込 ま れ 、 排

泄 さ れ る こ と で 、 投 与 1 時 間 後 か ら 腎 臓 組 織 中 Pt 量 が 低値に な っ て い る にも

関わらず、 投 与 4 日後 と 排 泄 に遅延し た 腎 障 害 を 発症し た 。以降の 検 討 で は 、

CDDP に よ る遅発 性 腎 障 害 の 発症機 構 を 、 よ り詳細 に 分子レベル で明ら か に

す る た め に 、 培 養 細 胞株を 用 い た 検 討 を行っ た 。  

 

3.2.3 S1 細胞、S2 細胞、S3 細胞における経時的な細胞内 Pt 量の変化  

 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 に CDDP（ 5 µＭ） を 5, 15, 30 分 間 曝 露 し た際の

細 胞 内 Pt 量 を ICP-MS に よ り 測 定 し た 。その 結 果 、 いずれ の 細 胞 に お い ても、

CDDP 曝 露 15 分 後 に 細 胞 内 Pt 量 がピー ク を示す こ と が明ら か と な っ た （Fig. 

3-3A-C）。 ま た 、 細 胞 内 Pt 量 のピー ク で あ る 、 CDDP 曝 露 後 15 分 に お い て 細

胞 間 で の 細 胞 内 Pt 量 に差は な か っ た 。  

 

3.2.4 S1 細胞、S2 細胞、S3 細胞における CDDP 短時間曝露後の感受性比較  

 15 分 間 の 曝 露 に よ り CDDP が 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ 、 細 胞 に 毒 性 を 与える か

に つ い て 検 討 し た 。 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 を CDDP に 15 分 間 曝 露 し 、

CDDP を含ま な い 培地に交換し 、 1, 2, 4 日間 培 養 し た際の 細 胞 生 存 率 を 測 定
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し た 。その 結 果 、 いずれ の 細 胞 に お い ても培 養日数依存 的 に 細 胞 生 存 率 が 低

下 し た （Fig. 3-4 A-C）。 S3 細 胞 は 、 S1 細 胞 や S2 細 胞 と 比 較 し て 、 いずれ の

培 養日数に お い ても CDDP に 対 し て 高 感 受 性 を示し た 。 培地交換 4 日後 の S1

細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 の LC50値は 、 S1：32.04 µ M, S2：26.54 µ M, S3：8.12 

µ M で あ り 、 S3 細 胞 は S1 細 胞 や S2 細 胞 の約 3〜4 倍の 感 受 性 を有す る こ と が

示さ れ た 。 ま た 、 細 胞 毒 性 試 験 を行っ た条件と同様に 、 CDDP の 15 分 間 曝 露

後 に 、 培地交換し 、 1, 2, 4 日間 培 養 し た際の 細 胞 内 Pt 量 を 測 定 し た （ Fig. 3-

4 D-F）。その 結 果 、 培地交換 4 日後 の 細 胞 内 Pt 量 は 、ピー ク で あ る 15 分 後

と 比 較 し て 、 すべて の 細 胞 に お い て顕著 に 低 い値を示し た 。 こ れ ら の 結 果 か

ら 、 CDDP に よ る遅発 性 の 細 胞 障 害 は 、 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 に お い て

も観察 さ れ 、 S3 細 胞 で最も高 い 感 受 性 を示す こ と を見出 し た 。  

 

3.2.5 S1 細胞、S2 細胞、S3 細胞における L-OHP または CBDCA 

短時間曝露後の感受性比較  

 CDDP に よ る遅発 性 の 細 胞 障 害 は 、 培地交換後 の すべて の 培 養 時 間 に お い

て S3 細 胞 で 高 感 受 性 を示し た （ Fig. 3-4A-C）。 こ の S3 細 胞 に お け る 高 感 受

性 が CDDP 特異的 な 反 応 で あ る か 、その他の 白 金 系 抗 が ん 剤 で あ る L-OHP と

CBDCA を 用 い て 検 討 し た 。 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 に L-OHP ま た は

CBDCA を 15 分 間 曝 露 し 、 培地交換後 2 日間 培 養 し た際の 細 胞 生 存 率 を 測 定

し た （ Fig. 3-5A, B）。その 結 果 、 L-OHP と CBDCA は いずれ の 細 胞 に お い て

も細 胞 毒 性 が 検 出 さ れ た 。 ま た 、 細 胞 毒 性 を 検 出 す る た め に必要 な濃度 は 、

CDDP と 比 較 し て 高 か っ た が 、 S3 細 胞 は S1 細 胞 や S2 細 胞 と 比 較 し て 、 高 感

受 性 を示し た 。  
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3.2.6 CDDP 短時間曝露における S1 細胞、S2 細胞、S3 細胞の細胞周期  

 CDDP は 、 DNA の求核部位 と架橋を形成 す る こ と で DNA 障 害 を引き起こ

し 、その 結 果 、 細 胞 周 期 の停止と 細 胞 死 を誘導 す る 125。そこ で 、 CDDP の 15

分 間 曝 露 に よ っ て引き起こ さ れ る 細 胞 毒 性 に 、 細 胞 周 期 障 害 が 関 与 し て い る

か 検 討 し た 。 細 胞 死 が起こ ら な い濃度 の CDDP（ 5, 10, 25 µ M） を S1 細 胞 、

S2 細 胞 、 S3 細 胞 に 15 分 間 曝 露 し 、 CDDP を含ま な い 培地に交換し た 。その

後 、 細 胞 を 24 時 間 培 養 し 、 細 胞 周 期 測 定 試 薬 で あ る Cell Cycle Reagent で染

色 後 、 フ ロ ー サ イ トメト リ ー で 特 定 の 細 胞 周 期 を持っ た 細 胞 の割合 を 測 定 し

た （Table. 3-1）。その 結 果 、 CDDP は いずれ の 細 胞 に お い ても G0/G1 期 の 細

胞 の割合 を 減少さ せ 、 G2/M 期 の 細 胞 の割合 を 増加さ せ た 。 ま た 、各細 胞 周

期 の 変 動 が 、最も大きか っ た 25 µ M の CDDP を添加し た際の G0/G1 期 と G2/M

期 の 細 胞 の割合 に お け る 変 動 は 、 S3 細 胞 に お い て 大きか っ た 。  

 

3.2.7 CDDP 短時間曝露における S1 細胞、S2 細胞、S3 細胞の  

DNA 結合 Pt 量の比較  

CDDP に よ る 細 胞 周 期 障 害 が S3 細 胞 に お い て強く 検 出 さ れ た こ と か ら 、

CDDP 添加後 の DNA 結 合 Pt 量 を 細 胞 間 で 比 較 し た 。 CDDP（ 1 mM） を 15 分

間 曝 露 し た S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 か ら DNA を 抽 出 し 、 ICP-MS に よ り Pt

量 を 測 定 し た （ Fig. 3-6A）。その 結 果 、 S3 細 胞 で は 、 DNA 結 合 Pt 量 が S1 細

胞 や S2 細 胞 と 比 較 し て 高 い値を示し た 。 ま た 、 CDDP（ 1 mM） に 15 分 間 曝

露 し た際の S3 細 胞 の 細 胞 生 存 率 に つ い て 測 定 し た （ Fig. 3-6B）。その 結 果 、

S3 細 胞 に 1 mM の CDDP を 15 分 間 曝 露 し ても細 胞 毒 性 は 、認め ら れ な か っ

た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 S3 細 胞 が遅発 性 毒 性 を引き起こ し 、 CDDP に 対 し て

高 感 受 性 を示す 一 つ の 要因と し て 、 CDDP-DNA 付加体 の形成 の し や す さ に起

因し た 細 胞 周 期 障 害 が 関 与 し て い る こ と が示唆さ れ た 。  
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3.3. 考察  

 本 章 で は 、 CDDP に よ る遅発 性 腎 障 害 の 機序を明ら か に す る た め に 、 実 験

動 物 お よ び 培 養 細 胞株（ S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 ） を 用 い て 、以下 の 検 討

に 取 り 組 んだ。  

1. CDDP 投 与 マ ウ ス に お け る 腎 臓 組 織 中 Pt 蓄 積 量 お よ び 腎 障 害 マ ー カ ー

の 経 時 的 な 測 定  

2. S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 に お け る CDDP 曝 露 後 の 細 胞 内 Pt 量 お よ び

細 胞 毒 性 の 経 時 的 な 測 定  

3. CDDP-DNA 付加体形成 を介し た 細 胞 周 期 障 害 の解析  

こ れ ら の 検 討 か ら 、 S3 細 胞 が遅発 性 毒 性 を引き起こ し 、 CDDP に 対 し て 高 感

受 性 を示す 要因の 一 つ と し て 、 CDDP-DNA 付加体 の形成 の し や す さ に起因し

た 、 細 胞 周 期 障 害 が 関 与 し て い る こ と が示唆さ れ た 。  

 

1. CDDP 投与マウスにおける腎臓組織中 Pt 量および腎障害マーカーの  

経時的な測定   

CDDP 投 与 マ ウ ス に お け る 腎 臓 組 織 中 Pt 量 を 、 投 与 5 分 か ら 7 日後 ま で 経

時 的 に 測 定 し た （ Fig. 3-1）。その 結 果 、 腎 臓 組 織 中 Pt 量 は 、 投 与 15 分 後 で

ピー ク に達し 、その 後急速に 減少し た 。 CDDP の 排 泄 は 、 投 与 1 時 間 で収束

し 、 投 与 7 日後 ま で 腎 臓 組 織 中 Pt 量 は 低 い ま ま 一 定 の値を示し た 。 こ れ ま で

に 、 CDDP 投 与 1 時 間 後 の 腎 組 織 中 の Pt を 測 定 し た 研 究 は い く つ か あ る が

124,126、 本 研 究 の よ う に 分単位 で 腎 臓 組 織 中 Pt 量 を 経 時 的 に 測 定 し た報告は な

い 。次に 、 CDDP 投 与 マ ウ ス に お け る 腎 障 害 の指標を 測 定 し た （ Fig. 3-2）。

BUN は 、 CDDP 投 与 4 日後 か ら 増加す る傾向が 検 出 さ れ た 。 sCr は 、 CDDP 投

与 1 日後 と 4 日後 を 比 較 す る と 増加し て い た 。 近年、 BUN や sCr よ りも Kim-

1 や clusterin が 特異性・感 度 の点で優れ て い る た め 、 よ り鋭敏な 腎 障 害 マ ー

カ ー と し て 用 い ら れ て い る 74。 本 研 究 で は 、 Kim-1 mRNA 量 が CDDP 未処 理

群と 比 較 し て約 40 倍以上 の 高 い値を示し た （ Fig. 3-2D）。 ま た 、 clusterin 
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mRNA 量 （ Fig. 3-2C） は 、 CDDP 投 与 4日後以内 に 増加す る傾向が み ら れ た 。

本 研 究 の 結 果 は 、 実 験 動 物 に CDDP を 投 与 し た 研 究論文で報告さ れ て い た 腎

障 害 発症の タ イミン グ と 一致し て い た 23,123。以降の 研 究 で は 、 CDDP に よ る

遅発 性 腎 障 害 のメカ ニズムを解明す る た め に 、 培 養 細 胞株で あ る S1 細 胞 、 S2

細 胞 、 S3 細 胞 を 用 い た in vitro 実 験 に 取 り 組 んだ。  

 

2. S1 細胞、S2 細胞、S3 細胞における CDDP 曝露後の細胞内 Pt 量および  

細胞毒性の経時的な測定  

 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 に CDDP を 曝 露 し た際の 細 胞 内 Pt 量 を 経 時 的 に

測 定 し た と ころ、 CDDP 曝 露 15 分 後 でピー ク に達し た （Fig. 3-3）。 近 位 尿 細

管 に お け る CDDP 輸 送 に 関 与 す る トラン スポー タ ー と し て 、 OCT2 や Ctr1 が

細 胞 内 取 り 込 み に 関 与 し 、 MATE1 が 排 泄 に 関 与 し て い る （背景 3）。 本 研 究

で得ら れ た 15 分以内 で収束す る急速な 取 り 込 み と 排 泄 に は 、各輸 送 体 が 関 与

し て い る可能性 が あ り 、 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 に お け る こ れ ら の 輸 送 体

の 活 性 に つ い て 比 較・検 討 す る必要 が あ る 。  

 次に 、 CDDP が 15 分 間 の 曝 露 に お い ても、 細 胞 毒 性 を 生 じ さ せ る可能性 が

あ る と仮説を立て た 。 細 胞 に CDDP を 15 分 間 曝 露 後 、 CDDP を含ま な い 培地

に交換し 、 培 養 し た と ころ、 すべて の 細 胞 に お い て 培 養日数の 経 過 と ともに 、

細 胞 毒 性 が 増加し た （ Fig. 3-4A-C）。 さ ら に 、 細 胞 毒 性 試 験 を行っ た 時点に

お け る 、 細 胞 内 Pt 量 を 測 定 し た と ころ、 培地交換 4 日後 の 細 胞 内 Pt 量 は 、

CDDP 曝 露 15 分 後 のピー ク 時 よ り 、 すべて の 細 胞 に お い て顕著 に 低 い値を示

し た （ Fig. 3-4D-F）。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 に お い て

も、 CDDP の 排 泄 に遅延し た遅発 性 毒 性 が 検 出 できる こ と が明ら か と な っ た 。

ま た 、 S3 細 胞 の 高 感 受 性 が CDDP 特異的 なもの で あ る か 調べる た め 、 L-OHP

ま た は CBDCA でも同様の 検 討 を行っ た （ Fig. 3-5）。その 結 果 、 L-OHP ま た

は CBDCA に お い ても、 すべて の 細 胞 で遅発 的 な 細 胞 毒 性 が観察 さ れ た 。 さ

ら に 、 CDDP と同様に S3 細 胞 は 、 S1 細 胞 や S2 細 胞 と 比 較 し て 高 感 受 性 を示
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し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 S3 細 胞 の CDDP 遅発 性 細 胞 障 害 に お け る 高 感 受 性 は 、

白 金 系 抗 が ん 剤 に 共 通 し て お り 、 CDDP 特異的 で は な い こ と を示し て い た 。  

  

3. CDDP-DNA 付加体形成を介した細胞周期障害の解析  

次に 、 CDDP に よ る遅発 性 腎 障 害 に 、 CDDP-DNA 付加体形成 を介し た 細 胞

周 期 障 害 が 関 与 す る の か 検 討 を行っ た 。 CDDP-DNA付加体 の形成 は 、 DNA 構

造を歪め る こ と に よ り 、 DNA 損傷を引き起こ す 127,128。 DNA 損傷やその他の

異常に よ り 細 胞 周 期 チ ェ ッ クポイ ン ト が 活 性 化 さ れ 、その 結 果 、 細 胞 周 期 が

停止し 、 細 胞 死 を誘導 す る 。 本 章 の 結 果 で は 、 S3 細 胞 は S1 細 胞 や S2 細 胞 と

比 較 し て 、 G0/G1 期 の 細 胞 の割合 が 減少し 、 G2/M 期 の 細 胞 の割合 が 増加し た

（ Table. 3-1）。 ま た 、 S3 細 胞 で は 、 S1 細 胞 や S2 細 胞 と 比 較 し て 、 DNA 結 合

Pt 量 が 高 い値を示し た （ Fig. 3-6A）。興味深い こ と に 、 細 胞 内 Pt 量 は 、 S1 細

胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 間 に お い て差が認め ら れ な か っ た こ と か ら （ Fig. 3-3）、

S3 細 胞 は S1 細 胞 や S2 細 胞 と 比 較 し て 、 CDDP が DNA に 結 合 し や す い 細 胞

内 環境と な っ て お り 、 CDDP-DNA 付加体形成 を介し た 細 胞 周 期 障 害 が 生 じ て

い る可能性 が示唆さ れ た 。  

Fig. 3-7 の 実 験 に お い て 、 CDDP の 曝 露濃度 は 、 1 mM と 高濃度 で使用 し た 。

当初、 細 胞 内 Pt 量 を 測 定 し た条件と同様に 5 μM の CDDP を使用 し 、 DNA 結

合 Pt 量 を 測 定 し た が 、 ICP-MS の 検 出限界以下 で あ っ た 。その た め 、 CDDP濃

度 を 1 mM に 増加さ せ る こ と で 、 DNA 結 合 Pt 量 の 測 定 が可能に な り 、 結 果 と

し て S3 細 胞 で は 高 い値を示し た 。 ま た 、 S3 細 胞 に 1 mM の CDDP を 15 分 間

曝 露 し た際の 細 胞 生 存 率 に つ い て 調べた と ころ、 細 胞 毒 性 は認め ら れ な か っ

た （ Fig. 3-6B）。 本 結 果 は 、 高濃度 の CDDP 曝 露 に よ る 細 胞 毒 性 が 結 果 に影

響を 及ぼし て い な い こ と を示し た 。 DNA 結 合 Pt 量 が 5 µ M の CDDP で 検 出 で

きな か っ た 理 由 の 一 つ と し て 、 CDDP-DNA 付加体 を切除し て除去す るヌク レ

オ チド除去修復（ NER） の働きが 関 与 し て い る可能性 が 考えら れ る 。 NER は 、

CDDP-DNA 付加体 の形成 に よ る DNA 損傷を認識す る こ と で 、異常塩基を除
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去し 、新た に 合 成 さ れ た塩基と 置き換える こ と が できる 129,130。今後 、 S1 細 胞 、

S2 細 胞 、 S3 細 胞 で NER 活 性 に 変 動 が あ る か 、 CDDP 曝 露 時 の NER 活 性 に つ

い て 比 較・検 討 す る必要 が あ る 。  

 

本 章 で は 、 CDDP 腎 障 害 のユニ ー ク な 特徴で あ る遅発 性 腎 障 害 のメカ ニズ

ムを 検 討 し た 。その 結 果 、 CDDP に よ る遅発 性 細 胞 障 害 お よ び DNA 付加体形

成 を介し た 細 胞 周 期 障 害 は 、 S1 細 胞 、 S2 細 胞 、 S3 細 胞 に お い ても起こ り 、

S3 細 胞 で最も影響が 大きか っ た 。今後 は 、 S3 細 胞 に お い て CDDP が DNA に

高濃度 で 蓄 積 す る原因を解析 す る こ と で 、 CDDP 腎 障 害 の原因と な る因子を

特 定 し た い 。  



 

79 

 

    

Fig. 3-1. CDDP投与マウスにおける経時的な腎臓組織中 Pt量の変化 

ICRマウスに CDDP（15 mg/kg）を腹腔内単回投与し、5, 15, 30, 45分後、1, 6, 12時間後、1, 

2, 4, 7日後に解剖した。腎臓組織中 Pt量は、湿式灰化後に ICP-MSにより測定した。 

データは、3回の独立した実験から得られた平均値±SDを示している。 
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Fig. 3-2. CDDP投与マウスにおける腎障害マーカーの経時的な変化 

ICRマウスに CDDP（15 mg/kg）を腹腔内投与し、1, 2, 4, 7日後に解剖した。 

A, B. 血漿中の BUN（A）および sCr（B）濃度を測定した。 

C, D. Kim-1（C）および culusterin（D）の腎臓組織中 mRNAを RT-qPCR法で測定した。 

グラフは、未処理群に対する相対比で示す。データは、3 回の独立した実験から得られた平

均値±SDを示している。 *Significantly different at p < 0.05. 

0

20

40

60

80

0 1 2 4 7

R
e

la
ti

v
e

 r
a

ti
o

A

0

10

20

30

40

control 1day 2day 4day 7day

B
U

N
 (

m
g

 / 
d

L
)

1 2 4 7

CDDP (day)

Cont.
0

1

2

3

control 1day 2day 4day 7day

S
C

r
(m

g
 /
 d

L
)

1 2 4 7

CDDP (day)

Cont.

B

C

0

1

2

3

4

0 1 2 4 7

(v
s

. c
o

n
t.

)

1 2 4 7

CDDP (day)

Cont.

R
e

la
ti

v
e

 c
lu

s
te

ri
n

m
R

N
A

 l
e

v
e

l (
v

s
. c

o
n

t.
)

1 2 4 7

CDDP (day)

Cont.

D

R
e

la
ti

v
e

 K
im

-1

m
R

N
A

 l
e

v
e

l (
v

s
. c

o
n

t.
)

B
U

N
 (

m
g

/d
L

)

s
C

r
(m

g
/d

L
)

*

*



 

81 

 

  

  

Fig. 3-3. S1細胞、S2細胞、S3細胞における経時的な細胞内 Pt量の変化 

S1細胞（A）、S2細胞（B）、S3細胞（C）に CDDP（5 µM）を 5, 15, 30分間曝露した。

細胞内 Pt量は、湿式灰化後に ICP-MSで測定した。データは、3回の独立した実験から得ら

れた平均値±SDを示している。**Significantly different at p < 0.01. 
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  Fig. 3-4. S1細胞、S2細胞、S3細胞における CDDP短時間曝露後の 

感受性比較 

A-C. S1 細胞、S2 細胞、S3 細胞に CDDP を 15 分間曝露し、CDDP を含まない培地に交換

し、1,（A）, 2（B）, 4（C）日間培養した。細胞生存率は、alamarBlueを用いた比色法によ

り測定した。データは、6回の独立した実験から得られた平均値±SDを示している。 

S1細胞（■）、S2細胞（●）、S3細胞（○） 

D-F. S1細胞（D）、S2細胞（E）、S3細胞（F）に CDDP（5 µM）を 15分間曝露し、CDDP

を含まない培地に交換後、1, 2, 4日間培養した。細胞内 Pt量は、湿式灰化後に ICP-MSで測

定した。データは、3回の独立した実験から得られた平均値±SDを示している。 
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Fig. 3-5. S1細胞、S2細胞、S3細胞における L-OHPまたはCBDCA 

短時間曝露後の感受性比較 

S1 細胞、S2 細胞、S3 細胞に L-OHP（A）または CBDCA（B）を 15 分間曝露し、薬剤を含

まない培地に交換し、2 日間培養した。細胞生存率は、alamarBlue を用いた比色法により測

定した。データは、6回の独立した実験から得られた平均値±SDを示している。 

S1細胞（■）、S2細胞（●）、S3細胞（○） 
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S1 
 

Cont. 5 µM 10 µM 25 µM 

% S.D. % S.D. % S.D. % S.D. 

G0/G1 45.9 3.04 43.6 2.58 39.9* 1.81 35.8** 0.65 

S 13.3 2.26 13.2 2.94 13.0 1.74 12.4 1.70 

G2/M 40.8 1.94 43.2 0.74 47.1** 0.79 51.9** 1.74 

 

 
S2 

 

Cont. 5 µM 10 µM 25 µM 

% S.D. % S.D. % S.D. % S.D. 

G0/G1 46.2 4.44 40.0 4.24 36.3 3.17 26.0** 3.58 

S 23.4 1.21 22.6 1.17 22.6 1.86 25.1 4.01 

G2/M 30.4 4.59 37.2 4.24 41.0 2.43 48.9** 4.80 

 

 
S3 

 

Cont. 5 µM 10 µM 25 µM 

% S.D. % S.D. % S.D. % S.D. 

G0/G1 51.2 3.40 45.6 3.11 37.9** 2.57 17.9** 0.75 

S 19.6 1.06 19.9 1.76 20.2 1.10 20.9 3.25 

G2/M 29.2 2.67 34.4 3.95 41.8* 3.57 61.2** 3.93 

 

 

  

Table 3-1.  

S1細胞、S2細胞、S3細胞における CDDP短時間曝露後の細胞周期分布 

S1細胞、S2細胞、S3細胞に CDDP（5, 10, 25 µM）を 15分間曝露後、CDDPを含まない培

地に交換し、24時間培養した。Cell Cycle Reagent で染色後、フローサイトメトリーで特定

の細胞周期を持った細胞の割合を測定した。データは、3 回の独立した実験から得られた平

均値±SDを示している。 

**Significantly different at p < 0.01 (vs. Control),  

*Significantly different at p < 0.05 (vs. Control) 
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Fig. 3-6. CDDP短時間曝露における S1細胞、S2細胞、S3細胞の 

DNA結合 Pt量の比較 

A. S1細胞、S2細胞、S3細胞を CDDP（1 mM）に 15分間曝露した。DNA結合 Pt量は、細

胞から DNAを抽出し、湿式灰化後、ICP-MSを用いて測定した。 

B. S3細胞を CDDP（1 mM）に 15分間曝露した。細胞生存率は、alamarBlueによる比色法に

より測定した。データは、3回の独立した実験から得られた平均値±SDを示している。 

**Significantly different at p < 0.01. 

0

20

40

60

80

S1 S2 S3

P
t 

(p
g

/µ
g

 D
N

A
)

**
**

0

20

40

60

80

100

120

0 1

Concentration (mM)

A B

%
 o

f 
s

u
rv

iv
a

l

(CDDP)



 

86 

 

第 4 章 CDDP 耐性細胞を用いた新規腎障害責任因子の探索 

 

4.1. 目的  

CDDP は 、広域 な固形が ん の 治 療 に使用 さ れ て い る が 、 一部の が ん 細 胞 で

は 、 化 学 療 法 の 経 過 と ともに CDDP 耐 性 を獲得す る こ と が報告さ れ て い る

131,132,88。 が ん 細 胞 に よ る CDDP 耐 性 の獲得は 、 治 療 効 果 を 低 下 さ せ 、 が ん の

再発 や 転移、 生 存 率 の 低 下 に つ な が る可能性 が あ り 、 CDDP 化 学 療 法 に お け

る 臨 床 上 の 大きな 課 題 で あ る 。 CDDP 耐 性獲得機 構 と し て 、 細 胞 内 Pt 量 の 低

下 133、 SH 基を有す る GSH やメタ ロ チ オネイ ン な ど が CDDP と 結 合 す る こ と

に よ る CDDP の 不 活 化 134,135、 アポト ー シ ス 経路の 抑 制 136 な ど が 考えら れ て い

る 。 こ れ ま で に 、 培 養 細 胞株に CDDP に 対 す る 耐 性 を獲得さ せ る 研 究 は 、行

われ てきたもの の 、その多く は 治 療標的 で あ る が ん 細 胞 を使用 し たもの で あ

っ た 。 一方、 副 作 用 の標的 と な る 腎 臓 近 位 尿 細 管 細 胞 に CDDP 耐 性 を獲得さ

せ る 研 究 は 、ほと ん ど行われ て い な い 。 本 章 で は 、 近 位 尿 細 管 細 胞 の 中 でも、

特 に CDDP に 対 し て 高 感 受 性 を示す S3 細 胞 を親株細 胞 と し て 、 CDDP 耐 性

（ CisR） 細 胞 を樹立す る こ と で 、 こ れ ま で報告さ れ て い な か っ た新規 CDDP

腎 障 害 の責任因子の同定 が可能に な る の で は な い か と 考え、 S3 細 胞 と CisR

細 胞 間 で の 性 状解析 に 取 り 組 んだ。  

 

4.2. 結果  

4.2.1 CDDP に対する感受性の比較  

S3 細 胞 に CDDP を 低濃度 （ 0.5 µ M） で 曝 露 し 、 生 存 し た 細 胞 を継代し た 。

徐々に CDDP 濃度 を 上 昇 さ せ （ 1, 3, 5 µ M）継代を繰り返し 、最終的 に は 、 5 

µ M の CDDP 存在下 で 増 殖可能な 細 胞 を得た （ CisR 細 胞 ）。 作製し た CisR 細

胞 が CDDP 耐 性 を獲得し て い る か確認す る た め 、 CDDP を 24 時 間 曝 露 し た際

の 細 胞 生 存 率 を S3 細 胞 と 比 較 し た （ Fig. 4-1）。その 結 果 、 CisR 細 胞 は S3 細

胞 と 比 較 し て 、 CDDP に 対 す る 高 い 耐 性 を示し た 。具体 的 に は 、 LC50 値は 、
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S3 : 2.974 µ M, CisR : 43.89 µ M で あ り 、 CisR 細 胞 は 、 S3 細 胞 と 比 較 し て約 14

倍の CDDP 耐 性 を獲得し て い た 。  

 

4.2.2 L-OHP または CBDCA に対する感受性の比較  

次に 、 CisR 細 胞 がその他の 白 金 系 抗 が ん 剤 で あ る L-OHP と CBDCA に 対 し

て交叉耐 性 を示す か 検 討 し た 。 L-OHP ま た は CBDCA を 24 時 間 曝 露 し た際の

細 胞 生 存 率 を S3 細 胞 と CisR 細 胞 で 比 較 し た （ Fig. 4-2）。その 結 果 、 L-OHP

ま た は CBDCA に 対 し ても、 CisR 細 胞 は S3 細 胞 と 比 較 し て 、 高 い 細 胞 生 存 率

を示し た こ と か ら 、 白 金 系 抗 が ん 剤 に交叉耐 性 を示す こ と が明ら か と な っ た 。  

 

4.2.3 ROS 関連物質に対する感受性の比較  

第 2 章 で は 、 CDDP に よ る S3 細 胞 の 高 感 受 性 に ROS が 関 与 し て い る こ と

が明ら か と な っ た 。そこ で 、 CisR 細 胞 の CDDP 耐 性獲得に ROS に 対 す る 耐

性 が 関 与 し て い る の か確認す る た め に 、 ROS 関 連 物 質 で あ る H2O2 と PQ に 対

す る 感 受 性 を 比 較 し た 。 H2O2 ま た は PQ を 24 時 間 曝 露 し た際の 細 胞 生 存 率 を

S3 細 胞 と CisR 細 胞 で 比 較 し た と ころ、 ROS 関 連 物 質 に 対 す る 感 受 性 に差は

な か っ た （ Fig. 4-3）。  

 

4.2.4 細胞内 GSH 量および GSH 合成酵素の mRNA 発現量の比較  

GSH は 、 細 胞 内 に お い て ROS の消去や 薬 毒 物 の代謝、 排 泄 に 関 与 す る こ と

が知ら れ て い る 137。そこ で 、 S3 細 胞 お よ び CisR 細 胞 に お け る 細 胞 内 GSH 量

（ Fig. 4-4A） と GSH 合 成 の律速酵 素 で あ る glutamylcysteine ligase catalytic 

submit（ GCLC） と glutamylcysteine ligase modifier submit（ GCLM） の mRNA 量

（ Fig. 4-4B, C） を 比 較 し た 。その 結 果 、 細 胞 内 GSH 量 （Fig. 4-4A）、 GCLC, 

GCLM mRNA 量 （ Fig. 4-4B, C） に お い て 、 S3 細 胞 と CisR 細 胞 間 で の有意な

差は 検 出 さ れ な か っ た 。  

 



 

88 

 

4.2.5 CDDP 曝露による細胞内 Pt 量および DNA 結合 Pt 量の比較  

CisR 細 胞 に お け る CDDP 耐 性獲得機 構 を明ら か に す る た め 、 CDDP（ 5 µ M）

を 24 時 間 曝 露 し た S3 細 胞 と CisR 細 胞 に お け る 細 胞 内 Pt 量 を 比 較 し た （ Fig. 

4-5 A）。その 結 果 、 CisR 細 胞 は S3 細 胞 と 比 較 し て 高 い 細 胞 内 Pt 量 を示し た 。  

第 3 章 に お い て 、 S3 細 胞 は S1 細 胞 や S2 細 胞 と 比 較 し て CDDP 曝 露 後 の

DNA 結 合 Pt 量 が 高 く な る こ と を示し た （Fig. 3-7 A）。そこ で 、 CDDP 曝 露 に

よ る DNA 結 合 Pt 量 に つ い て 細 胞 間 で 比 較 し た 。 CDDP（ 1 mM） を 15 分 間 曝

露 し た CisR 細 胞 で は 、 S3 細 胞 と 比 較 し て DNA 結 合 Pt 量 が 低 い値を示し た

（ Fig. 4-5 B）。  

 

4.2.6 DNA マイクロアレイによる CDDP 結合タンパク質のスクリーニング  

Fig. 4-5 に示す よ う に 、 CDDP を 曝 露 し た CisR 細 胞 で は S3 細 胞 と 比 較 し

て 、 細 胞 内 Pt 量 は 高 い値を示し た が 、 DNA 結 合 Pt 量 は 低 い値を示す と い う

相反 す る 結 果 が得ら れ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 CisR 細 胞 で は 細 胞 質 中 で

CDDP と 結 合 す るデコイ タ ン パ ク 質 が 高 発 現 し て い る の で は な い か と の仮説

を立て た （ Fig. 4-6）。そこ で 、 S3 細 胞 と CisR 細 胞 の遺伝子発 現 変 化 を DNA

マ イ ク ロ ア レ イ 法 に よ っ て網羅的 に解析 し 、 こ れ ま で に CDDP と 結 合 す る こ

と が報告さ れ て い る タ ン パ ク 質 に着目 し て 、デー タ の 抽 出 を行っ た 結 果 を 表

に示す （ Table. 4-1）。その 結 果 、セレ ン （ Se）含有タ ン パ ク 質 で あ るセレノ

プ ロテイ ン P（ SeP） の mRNA 量 が CisR 細 胞 に お い て 10.7 倍増加し て い た 。

さ ら に 、 SeP タ ン パ ク 質 の 発 現 量 は 、 CisR 細 胞 に お い て 増加し て お り 、 マ イ

ク ロ ア レ イ の 結 果 と 一致し て い た （ Table. 4-7）。  
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4.2.7 S3 細胞における SeP siRNA 導入による CDDP 毒性の検討  

S3 細 胞 に お い て SeP タ ン パ ク 質 の 発 現 量 が CDDP 毒 性 に 関 与 し て い る の か

検 討 し た 。 S3 細 胞 を播種す る際に 、 SeP siRNA を 導 入 し 、 24 時 間 培 養 し た 。

その 後 、亜セレ ン 酸 （ Na2SeO3）（ 100 nM） を 曝 露 し 、 24 時 間 後 に タ ン パ ク 質

発 現 量 を 測 定 し た （ Fig. 4-8 A）。その 結 果 、 Na2SeO3 曝 露 に よ り SeP タ ン パ ク

質 発 現 量 は 増加し た が 、 こ の SeP タ ン パ ク 質 発 現 の誘導 は 、 siRNA 導 入 に よ

る SeP のノッ クダウ ン で 抑 制 さ れ た 。  

次に 、同条件下 に お け る CDDP 曝 露 に よ る 細 胞 生 存 率 を 測 定 し た （ Fig. 4-

8 B）。その 結 果 、 Na2SeO3 の前処 理 に よ り 、 CDDP 毒 性 が軽減 さ れ た 。 さ ら

に 、 こ の軽減 作 用 は 、 siRNA 導 入 に よ る SeP のノッ クダウ ン に よ っ て 阻 害 さ

れ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 S3 細 胞 に お け る CDDP 毒 性 に SeP タ ン パ ク 質 の 発

現 量 が 関 与 し て い る こ と が示唆さ れ た 。  
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4.3. 考察  

 本 章 で は 、 S3 細 胞 に CDDP に 対 す る 耐 性 を獲得さ せ た CisR 細 胞 の 性 状解

析 を行う こ と で 、 CDDP 腎 障 害 に お け る新規責任因子の同定 を 目指し 、以下

の 検 討 に 取 り 組 んだ。  

1. 白 金 系 抗 が ん 剤 に 対 す る 感 受 性 の 比 較  

2. 細 胞 内 GSH 量 お よ び ROS 関 連 物 質 に 対 す る 感 受 性 の 比 較  

3. 細 胞 内 Pt 量 お よ び DNA 結 合 Pt 量 の 比 較  

4. CDDP 毒 性 に お け る SeP タ ン パ ク 質 発 現 量 の影響  

こ れ ら の 検 討 か ら 、 CisR 細 胞 で は 、 SeP タ ン パ ク 質 の 発 現 量 が 増加し て お り 、

SeP タ ン パ ク 質 の 発 現 量 増加が CDDP に よ る 細 胞 毒 性 を 抑 制 す る こ と を明ら

か に し た 。  

 

1. 白金系抗がん剤に対する感受性の比較  

始め に 、 作製し た CisR 細 胞 が CDDP に 耐 性 を獲得し て い る の か確認す る た

め 、 細 胞 間 で 感 受 性 を 比 較 し た （ Fig. 4-1）。その 結 果 、 CisR 細 胞 は S3 細 胞

と 比 較 し て約 14 倍の 耐 性 を獲得し て い た 。 さ ら に 、 CisR 細 胞 は CDDP 以外

の 白 金 系 抗 が ん 剤 （ L-OHP, CBDCA） に 対 し ても交叉耐 性 を示し た （ Fig. 4-

2）。 こ の こ と か ら 、 CisR 細 胞 に お け る CDDP に 対 す る 耐 性 機 構 は 、 白 金 系 抗

が ん 剤 に 共 通 し た 毒 性防御機 構 で あ る可能性 が示唆さ れ た 。以降の 検 討 で は 、

親株で あ る S3 細 胞 と CisR 細 胞 間 で の 性 状解析 を行っ た 。  

 

2. 細胞内 GSH 量および ROS 関連物質に対する感受性の比較  

こ れ ま で に 、 が ん 細 胞 に お け る CDDP に 対 す る 耐 性獲得機 構 と し て 、 細 胞

内 GSH 量 の 増加が報告さ れ て い る 138,139。 細 胞 内 GSH の 増加は 、 酸 化 ス ト レ

ス の防御や CDDP の代謝、 排 泄 を亢進す る こ と に よ り CDDP に 対 す る 耐 性 化

に寄与 す る 137。 本 章 の 結 果 か ら 、 細 胞 内 GSH 量 、 GSH 合 成 酵 素 で あ る GCLC, 

GCLM の mRNA 発 現 量 に お い て 細 胞 間 で差は な か っ た （ Fig. 4-4）。 ま た 、
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ROS 関 連 物 質 で あ る H2O2 や PQ に 対 し て 細 胞 間 で 感 受 性 に差は な か っ た （ Fig. 

4-3）。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 CisR 細 胞 に お け る CDDP 耐 性 化 の獲得に は 、 抗 酸

化 シ ステムの 増強で は な い 、その他の 要因が 関 与 し て い る こ と が示唆さ れ た 。  

 

3. 細胞内 Pt 量および DNA 結合 Pt 量の比較  

通常、 薬 毒 物 に 耐 性 を獲得さ せ る 研 究 で は 、 細 胞 内 取 り 込 み 量 の 減少や 排

泄 の亢進と い っ た 薬 毒 物 の 細 胞 内 蓄 積 量 を 減少さ せ る 変 化 が 生 じ る こ と で 、

耐 性 を獲得す る報告が多数存在す る 134,140–142。 本 研 究 の 結 果 か ら 、 CDDP を 曝

露 し た CisR 細 胞 で は 、 S3 細 胞 と 比 較 し て 高 い 細 胞 内 Pt 量 を示し た （ Fig. 4-

5 A）。 一方、 DNA 結 合 Pt 量 は 、 細 胞 内 Pt 量 に 反 し 、 CisR 細 胞 に お い て 低 い

値を示し た （ Fig. 4-5 B）。 こ の矛盾に 対 し て 、 生 体 内 で 薬 毒 物 と 結 合・捕捉

す る こ と に よ り無毒 化 す るデコイ タ ン パ ク 質 （メタ ロ チ オネイ ン な ど ） の 存

在に着目 し 143–147、「 CisR 細 胞 で は 、 細 胞 質 中 に CDDP を捕捉す るデコイ タ ン

パ ク 質 が 高 発 現 し て お り 、 毒 性 が 低 下 し た 」 と仮説を立て た （Fig. 4-6）。  

 

4. CDDP 毒性における SeP タンパク質発現量の影響  

こ れ ま で に 、 CDDP と 結 合 す る こ と が報告さ れ て い た タ ン パ ク 質 に着目 し 、

DNA マ イ ク ロ ア レ イ 法 に よ る遺伝子発 現 量 の解析 結 果 か ら 、 Se含有タ ン パ ク

質 で あ る SeP の 発 現 量 が CisR 細 胞 に お い て 10.7 倍増加し て い る こ と を 発見

し た （ Table. 4-1）。 SeP は 、セレノシ ステイ ン （ Sec：シ ステイ ン （ Cys） の

硫⻩が Se に 置き換わっ た アミノ酸 ） を複数含有す る非常にユニ ー ク な 一次構

造を有す る 血漿中 タ ン パ ク 質 で あ る 148。 構造の 中央部分 に は 連続し たヒス チ

ジン （ His） お よ び塩基性 アミノ酸 に富む領 域 （ His-rich domain） が 存在し 、

CDDP が SeP の His-rich domain に 結 合 す る こ と が報告さ れ て い る 147。 し か し

な が ら 、 CDDP 腎 障 害 に お け る SeP の 関 与 に つ い て は明ら か に な っ て い な い 。  

SeP タ ン パ ク 質 の 発 現 量 が CDDP に よ る 細 胞 毒 性 に 与える影響に つ い て 検

討 す る た め 、 siRNA に よ るノッ クダウ ン を 試 み た 。当初、 CisR 細 胞 に SeP 
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siRNA の 導 入 を行っ た が 、 mRNA 量 お よ び タ ン パ ク 質 発 現 量 が 減少し な か っ

た た め 、親株で あ る S3 細 胞 を 用 い た 。 SeP タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 Na2SeO3 な

ど の Se 源の供給に よ っ て誘導 さ れ る こ と が知ら れ て い る 149。そこ で 、 S3 細

胞 へ の Na2SeO3（ 100 nM） の 曝 露 に よ り SeP タ ン パ ク 質 の 発 現 量 が 増加す る

か 、 SeP ノッ クダウ ン に よ り Na2SeO3 に よ る タ ン パ ク 質 発 現 量 の 増加が 抑 制

さ れ る か に つ い て 検 討 し た （ Fig. 4-8）。その 結 果 、 S3 細 胞 に Na2SeO3 を 曝 露

す る こ と に よ り 、 SeP タ ン パ ク 質 の 発 現 量 が 増加し 、 CDDP 毒 性 が軽減 し た 。

ま た 、 SeP のノッ クダウ ン に よ り Na2SeO3 に よ る SeP タ ン パ ク 質 発 現誘導 の

効 果 が 阻 害 さ れ 、 CDDP 細 胞 毒 性 の 抑 制 効 果 が 低 下 し た 。 こ の 結 果 か ら 、

CDDP 腎 障 害 の防御因子と し て SeP が 関 与 し て い る こ と が示唆さ れ た 。  

本 来 、 SeP は肝臓 で の 発 現 量 が 高 く 、 血漿中 に 分泌さ れ る こ と で Se を各臓

器へ 輸 送 す る役割を持つ 148。 こ れ ま で に 、 近 位 尿 細 管 に お け る解毒 応答と し

て SeP タ ン パ ク 質 が 発 現誘導 さ れ る こ と は新た な知見で あ り 、今後更な る 検

討 を行う こ と で 近 位 尿 細 管 に お け る SeP の新規役割の解明に繋げた い 。  

 

本 章 で は 、 S3 細 胞 に CDDP 耐 性 を獲得さ せ た CisR 細 胞 の 性 状解析 を行い 、

CDDP 腎 障 害 に お け る新規責任因子の同定 を 目指し た 。 CisR 細 胞 で は 、 SeP

タ ン パ ク 質 の 発 現 量 が 増加し て お り 、 SeP タ ン パ ク 質 の 発 現 量 の 増加が CDDP

に よ る 細 胞 毒 性 を 抑 制 し た こ と か ら 、 CDDP 腎 障 害 に お け る新規防御因子で

あ る可能性 が示唆さ れ た 。今後 は 、 CDDP 腎 障 害 に 対 す る新規治 療標的 と し

て SeP の確立を 目指す た め 、 SeP に よ る CDDP 腎 障 害 の防御機 構 に つ い て詳

細 な 検 討 を行う 。  
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Fig. 4-1. CDDPに対する感受性の比較 

S3 細胞および CisR 細胞を CDDP で 24 時間曝露し、alamarBlue を用いた比色法により細胞

生存率を測定した。データは、6回の独立した実験から得られた平均値±SDを示している。 
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Fig. 4-2. L-OHPまたは CBDCAに対する感受性の比較 

S3 細胞および CisR 細胞を L-OHP（A）または CBDCA（B）で 24 時間曝露し、alamarBlue

を用いた比色法により細胞生存率を測定した。データは、3 回の独立した実験から得られた

平均値±SDを示している。 
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Fig. 4-3. H2O2または PQに対する感受性の比較 

S3 細胞および CisR 細胞を H2O2（A）または PQ（B）で 24 時間曝露し、alamarBlue を用い

た比色法により細胞生存率を測定した。データは、3 回の独立した実験から得られた平均値

±SDを示している。 
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Fig. 4-4. 細胞内GSH量およびGSH合成関連酵素のmRNA発現量の比較 

A. S3細胞および CisR細胞における細胞内 GSH量を測定した。細胞内 GSH量は、SBD-Fに

よる蛍光標識後、HPLC によって分離させ、蛍光検出器（励起波⻑ 384 nm、蛍光波⻑ 516 

nm）で測定した。 

B. S3 細胞および CisR 細胞における GCLC, GCLM の mRNA 発現量を RT-qPCR 法で測定し

た。 

データは、3回の独立した実験から得られた平均値±SDを示している。 

0

20

40

60

80

S3 CisR

In
tr

a
c

e
ll
u

la
r 

G
S

H
 c

o
n

c
.

(n
m

o
l/
m

g
 p

ro
te

in
)

A

0

0.5

1

1.5

S3 CisR
0

0.5

1

1.5

S3 CisR

B C

R
e

la
ti

v
e

 G
C

L
C

m
R

N
A

 l
e

v
e

l (
v

s
. S

3
)

R
e

la
ti

v
e

 G
C

L
M

m
R

N
A

 l
e

v
e

l (
v

s
. S

3
)



 

97 

 

 

  

Fig. 4-5. CDDP曝露による細胞内 Pt量および DNA結合 Pt量の比較 

A. S3細胞および CisR細胞に CDDP（0.5 µM）を 24時間曝露した。細胞内 Pt量は、湿式灰

化後に ICP-MSを用いて測定した。 

B. S3細胞および CisR細胞に CDDP（1 mM）を 15分間曝露した。DNA結合 Pt量は、細胞

から DNAを抽出し、湿式灰化後、ICP-MSを用いて測定した。 

データは、3回の独立した実験から得られた平均値±SDを示している。 
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Fig. 4-6. CisR細胞におけるCDDP耐性の獲得機構（仮説） 

S3 細胞において細胞内に取り込まれた CDDP は、細胞質中の抗酸化タンパク質や核内の

DNA と結合することによって、細胞死を誘導する。一方、CisR 細胞は、細胞内にシスプラ

チンを捕捉することで不活化させる囮となるタンパク質（デコイタンパク質）が高発現して

おり、細胞毒性を軽減しているのではないかと仮説を立てた。 
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Cisplatin binding proteins 
 

CisR/S3 
Definition 

Selenoprotein P 

protein disulfide isomerase associated 6 

heat shock protein 90 alpha (cytosolic), class B member 1 

metallothionein 1 

glutathione S-transferase, pi 2 

calreticulin 

heat shock protein 90, beta (Grp94), member 1 

eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 

valosin containing protein 

glutathione S-transferase, pi 1 

heat shock protein 90, alpha (cytosolic), class A member 1 

growth factor receptor bound protein 2-associated protein 2 

COP9 signalosome subunit 4 

protein disulfide isomerase associated 3 

ribosomal protein L5 

metallothionein 2 

10.7 

1.54 

1.53 

1.40 

1.37 

1.22 

1.15 

1.14 

1.03 

1.00 

0.97 

0.93 

0.75 

0.73 

0.67 

0.50 

Table. 4-1  

DNAマイクロアレイによるCDDP結合タンパク質のスクリーニング 

S3 細胞および CisR 細胞での遺伝子発現変化について DNA マイクロアレイで検討した。表

は、これまでにCDDPと生体内および試験管内で結合することが報告されていたタンパク質

に着目し、データの抽出を行ったものを示す（n=1）。 
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Fig. 4-7. S3細胞およびCisR細胞における SePタンパク質発現量の比較 

S3 細胞および CisR 細胞の全細胞溶解液を用いて、SeP のタンパク質発現量をウエスタンブ

ロット法で測定した。ローディングコントロールとして GAPDHを使用した。 

データは、3回の独立した実験から得られた平均値±SDを示している。 

*Significantly different at p < 0.05 
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  Fig. 4-8. S3細胞における SePノックダウンによるCDDP毒性の変化 

A. S3細胞に siRNAを導入後、Na2SeO3（100 nM）を 24時間曝露し、SePタンパク質の発現

量をウエスタンブロット法で測定した。 

B. S3細胞に siRNAを導入後、Na2SeO3（100 nM）を 24時間曝露し、CDDP（5 µM）を 24時

間曝露した。細胞生存率は、alamarBlueを用いた比色法で測定した。 

データは、3回の独立した実験から得られた平均値±SDを示している。 

**Significantly different at p < 0.01, *Significantly different at p < 0.05 
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