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研究成果の概要（和文）：低浸透圧刺激によるヒト胃癌細胞株（MKN45）へのパクリタキセル（PTX） 取り込み
増強を確認した。PTXの膜輸送体（OATP1B3、MDR1）発現変化や、Rifampicin（OATP1B3の阻害薬）併用によるPTX
取り込み変化を認めなかった。また、HgCl2（アクアポリン5(AQP5)阻害薬）併用あるいはAQP5-siRNAによりAQP5
発現を下方制御することによるPTX取り込み変化を認めなかった。一方、低浸透圧刺激時にクロライドイオン輸
送阻害薬のNPPBを併用すると、調節性細胞容積減少（RVD）の抑制とともに細胞内PTX取り込みの増強を認めた。

研究成果の概要（英文）：At first, we confirmed that hypotonic stimulation enhanced paclitaxel (PTX) 
uptake into MKN45 cells (human GC cell line) with increasing their cell volume. The mRNA expressions
 of influx (OATP1B3) and efflux (MDR1) transporters for PTX were not changed by hypotonic 
stimulation, and the blockade of OATP1B1/3 with rifampicin did not affect hypotonicity-induced PTX 
uptake into GC cells; thus, hypotonic stimulation did not alter the expression and function of 
transporters for PTX. Next, we examined the influence of the expression and function of aquaporin 5 
(AQP5) on hypotonicity-induced PTX uptake into GC cells. Neither the blockade of AQP5 with HgCl2 nor
 the knockdown of AQP5 using AQP5-siRNA affected hypotonicity-induced cellular uptake of PTX. 
Meanwhile, the blockade of chloride transports with NPPB inhibited the occurrence of regulatory 
volume decrease (RVD), and significantly enhanced PTX uptake into GC cells.

研究分野： 消化器外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腹腔内パクリタキセル投与は、難治性の胃癌・膵癌腹膜播種性転移に対する新たな治療選選択の一つとして注目
されているが、浸透圧・イオン輸送体・水輸送体制御による治療効果増強や、その分子生物学的・細胞生理学的
メカニズムについての研究報告は存在しない。本研究は、低浸透圧刺激併用による腹腔内パクリタキセル投与療
法という新しい治療概念を構築するとともに、クロライドイオン輸送阻害薬併用によるRVD抑制を介した低浸透
圧細胞内PTX取り込み増強効果という全く新たな知見を明らかにしたという点で、学術的・社会的に意義がある
と思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
腹腔内パクリタキセル（PTX）投与は、消化器癌腹膜播種性転移に対する有効な治療法として

注目されているが、浸透圧・イオン輸送体・水輸送体制御による治療効果増強や、その分子生
物学的・細胞生理学的メカニズムについての研究報告は存在しない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、“水輸送体であるアクアポリン 5（AQP5）発現レベルにより、低浸透圧刺激時の

癌細胞内への PTX 取り込みが異なる”という実験仮説の検証を行う。その結果から、“AQP5 制
御を介した低浸透圧併用の腹腔内 PTX 投与療法”という、消化器癌腹膜播種性転移の制御に対
する斬新な治療概念を構築することを本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）低浸透圧刺激による細胞内 PTX 取り込み変化の解析 
ヒト胃癌細胞株（MKN45）を低浸透圧下に蛍光標識された PTX（Flutax-2：Oregon green 488 

PTX）で処理し、細胞内への PTX 取り込み、細胞外への PTX 排出をプレートリーダーや蛍光顕微
鏡にて測定する。また、浮遊癌細胞への PTX 取り込みをフローサイトメトリーで解析する。 
 
（２）低浸透圧刺激による細胞内 PTX 取り込み増強のメカニズム解析 
低浸透圧刺激による、PTX 取り込みまたは排出に関与する膜輸送体（取り込み：OATP1B3、排

出：MDR1）の mRNA 発現変化を解析する。また、OATP1B1/3 の阻害剤である Rifampicin を併用
した際の、低浸透圧下細胞内 PTX 取り込み変化を解析する。 
 

（３）AQP5 阻害薬・発現制御による細胞内 PTX 取り込み変化の解析 
AQP5 阻害薬の HgCl2を併用した際の、低浸透圧下細胞内 PTX 取り込み変化を解析する。また、

胃癌細胞株に AQP5-siRNA をトランスフェクションして AQP5 発現を下方制御した際の、低浸透
圧下細胞内 PTX 取り込み変化を解析する。 
 
（４）イオン輸送制御による細胞内 PTX 取り込み変化の解析 
クロライドイオン（Cl-）輸送阻害薬の NPPB を併用した際の、低浸透圧下細胞内 PTX 取り込

み変化を解析する。 
 
４．研究成果 
 まず、接着状態のヒト胃癌細胞株（MKN45）を低浸透圧下（1/2 浸透圧）に Flutax-2 で処理
し細胞内 PTX 取り込みを測定したところ、等浸透圧に比し低浸透圧下で細胞内 PTX 取り込みが
増強することを確認した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
                          
                                         

 
図 1 低浸透圧刺激下の細胞内 PTX 取り込み増強（接着細胞：蛍光顕微鏡） 
 
また、浮遊状態での 1細胞当たりの細胞内 PTX 取り込みを解析したところ、低浸透圧刺激（1/2
浸透圧）により細胞内 PTX 取り込みが増強することを確認した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 低浸透圧刺激下の細胞内 PTX 取り込み増強（浮遊細胞：フローサイトメトリー） 
 
 次に、低浸透圧刺激による細胞内 PTX 取り込み増強のメカニズムを解析するため、PTX の膜
輸送体である OATP1B3、MDR1 の mRNA 発現を解析したが、低浸透圧刺激（1/2 浸透圧）による遺
伝子発現変化は認めなかった（図 3）。また、Rifampicin 併用による細胞内 PTX 取り込みの違い



も認めなかった（図 3）。したがって、低浸透圧刺激に伴う PTX 細胞内取り込み増強は、PTX 膜
輸送体の発現・機能亢進によるものではなく、脂質二重層を介して生じた可能性が高いと考え
られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 低浸透圧刺激による PTX 膜輸送体の発現・機能変化 
 
 続いて、AQP5 阻害薬・発現制御による低浸透圧刺激時（1/2 浸透圧）の細胞内 PTX 取り込み
変化の解析を行った。AQP5 阻害薬である HgCl2を併用した際、低浸透圧細胞内 PTX 取り込みに
変化を認めなかった（図 4）。また、AQP5-siRNA を用いて MKN45 の AQP5 発現を下方制御した際
にも、低浸透圧細胞内 PTX 取り込みに変化を認めなかった（図 4）。これらの結果からは、今回
の実験仮説である“AQP5 の発現・機能制御による低浸透圧細胞内 PTX 取り込み変化”は確認で
きなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4  AQP5 阻害薬・発現制御による低浸透圧細胞内 PTX 取り込み変化 
 
 一方で、Cl-輸送阻害薬の NPPB を併用した際、調節性細胞容積減少（Regulatory volume 
decrease: RVD）の抑制とともに細胞内 PTX 取り込みの増強を認めた（図 5） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5  Cl-輸送阻害併用による細胞容積変化と細胞内 PTX 取り込み変化 
 



以上、実験仮説であった“AQP5 発現レベルによる低浸透圧細胞内 PTX 取り込みの違い”は確
認できなかったものの、“Cl-輸送阻害薬による RVD 抑制を介した低浸透圧細胞内 PTX 取り込み
増強効果”という新しい知見を得た。これらの研究結果については、現在英文雑誌への投稿準
備中である。 
 
研究期間中、同時に低浸透圧細胞破壊療法の基礎的検討も進め、ヒト胃癌細胞株において、

カリウムチャネル阻害薬併用による低浸透圧殺細胞増強効果を in vitro、in vivo 両実験系で
明らかにした（Oncotarget. 2017）。また、消化器癌における AQP1（Oncotarget. 2018）、CLIC1
（Oncotarget. 2018）、AE2（Oncotarget. 2018）、NIS（Gastric Cancer. 2019）などの細胞生
理学的因子の機能解析・臨床病理学的意義を明らかにした。 
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