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研究成果の概要（和文）：シスプラチンは、多くの固形癌の治療に広く用いられている最も有効

な抗癌剤の一つである。しかし、その獲得耐性は臨床上の使用を大きく制限することになる。

近年、銅トランスポーターである ATP7A および ATP7B が CDDP の細胞外への排出に、CTR1 が CDDP

の細胞内取り込みに関与することが示唆されている。本研究では、銅の投与がシスプラチンの

細胞内蓄積量に何らかの影響を与えるのか、また銅トランスポーターの発現様式と獲得耐性と

の間に関連が認められるのか、検討を行った。結果、高濃度の銅は CDDP の細胞内蓄積量を有意

に増加させるが、CTR1 発現量の増加は、CDDP 感受性・耐性細胞ともに認められなかった。ヒト

類表皮癌細胞株における CDDP 耐性機構には、ATP7A の顕著な減少が関連していることが示唆さ

れた。 

 
研究成果の概要（英文）：Cisplatin (CDDP) is one of the most effective anticancer drug and 
has been widely used to treat a variety of solid tumors. However, acquired resistance 
to CDDP limits its clinical use. Recently, it has been suggested that CDDP uptake might 
be mediated by the copper efflux transporters ATP7A and ATP7B, and the copper influx 
transporter CTR1. An investigation was carried out as whether copper affected the 
intracellular accumulation of CDDP and whether changes in the expression of ATP7A and 
CTR1 were related to acquired resistance. As a result, a high concentration of copper 
was associated with increases in cellular accumulation of DNA, but did not increase CTR1 
expression in CDDP-sensitive or -resistant cells. The acquisition of CDDP resistance in 
human epidermoid cancer cells was accompanied by a greatly reduced level of ATP7A. 
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１．研究開始当初の背景 
CDDP は多くの固形癌の治療に有効な抗癌

剤であるが、耐性の獲得が治療上の効果を著
減させていることは広く知られている。この
CDDP 耐性は様々な因子によってもたらされ
ているが、癌細胞種による相違も見られるた
め、耐性を克服するためには、まずその細胞
種における耐性機構を明らかにすることが
重要である。我々はこの検討のために、当科
所有のヒト類表皮癌細胞株 KB か ら
step-wise 法 に よ り CDDP 耐 性 細 胞 株
KBR/1.2 を樹立した。 
KB および KBR/1.2 に対し、CDDP の主要な

耐性機構と考えられている(1)細胞内での解
毒機構の亢進、(2)細胞内の CDDP 蓄積量の減
少、(3)DNA 修復能の亢進の 3 点に着目して
検討を行ったところ、細胞内解毒作用を持つ
GSH の発現に有意差はなく、DNA 修復能に関
しても差異は認められなかった。よって KBR 
における CDDP 獲得耐性のメカニズムはCDDP 
の細胞内取り込み量の低下および DNA に結
合する CDDP 量の低下によるものであること
が明らかになった。 
近年銅のトランスポーターの CDDP 流出入

への関与が注目され始めているがまだ報告
は少なく、その詳細は明らかではない。現在
銅トランスポーターCTR1 が CDDP の細胞内
取り込みに (Ishida S. et al. 2002 他）、
ATP7A が CDDP の排出に関与している 
(Samimi G. et al. 2003) という報告が見ら
れる。しかし、ATP7A を高発現させた細胞株
では、CDDP の細胞内蓄積量が逆に増加した
という報告もある。 
今回樹立したKBR および親株のKB におい

ても銅のトランスポーターの関与は十分に
考えられうるものである。in vitro におい
て CDDP 耐性を克服することが出来れば、他
の細胞種においても、また in vivo において
も十分応用可能となると思われる。本研究で
は、濃度および処理時間、投与方法を変えて
銅を投与した場合、CDDP の細胞内蓄積量に
どのように影響を与えるのか検討する。また、
銅によって細胞内へ流入する CDDP を変化さ
せたときに見られるCTR1 や ATP7A 出現量の
変化およびその役割についても検討する。 
 
 

２．研究の目的 
CDDP 耐性細胞に対して CDDP 処理を行っ

た場合、細胞内流入量が CDDP 感受性細胞と
比較して低下しているという報告がしばし
ばみられる。しかしながら、CDDP の細胞内
への流出入機構に関しては未だ明確に解明
されてはいない。よって CDDP 耐性を克服し

てその有効性を増大させ、CDDP による副作用
の軽減法を確立するためには、まず CDDP 耐
性細胞だけでなく感受性細胞においても
CDDP 細胞内流出入の機構を解明する必要が
あると考える。 
近年、CDDP 流出入に銅トランスポーター

が関与する可能性が示唆されており、我々も
検討を重ねてきた。また、定常状態における
銅レベルは CDDP 耐性ヒト類表皮癌細胞株
（KBR/1.2）で有意に減少していたため 
(Matsumoto S. et al. 2007)、細胞内の銅レ
ベルが CDDP 耐性に何らかの影響を与えてい
ると考えた。 
今回、銅の投与が CDDP の獲得耐性にいか

に影響を与えるかについて更なる検討を行
い、耐性の克服を目指すこととする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)培養、薬剤処理 
KB および KBR/1.2 を用いて、3×106 個の細
胞を145 cm2 dish に播種し、72 時間培養後、
2.5％透析牛胎児血清を添加した arginine 
deficient MEM に置換して、新たな DNA 増殖
を止めた状態で薬剤処理を行う。薬剤濃度お
よび処理時間は結果に応じて適宜変動させ
ていくこととする。 
 
(2)CDDP の細胞内取り込み量の測定 
薬剤処理後の細胞を回収して細胞数を算定
する。この後 PBS 洗浄を行い、硝酸と過塩素
酸を添加して湿式灰化を行う。灰化物を定量
後に含有白金量をフレームレス原子吸光分
光光度計にて測定をする。2 dish 分の細胞
を 1 試料とし、3 試料の測定、比較を行って
結果を検討することとする。 
 
(3)DNA に結合した CDDP 量の測定 
薬剤処理後の細胞を回収し、タンパク質およ
び脂質の溶解を行う。フェノール処理により
これらを除去した後、エタノール沈殿により
核酸を抽出精製する。RNA 除去、クロロホル
ム抽出、再度のエタノール沈殿を行い DNA を
抽出する(Fichtinger-Schepman AMJ. et al. 
1987) 。得られた DNA を Tris/EDTA buffer に
溶解した後、原子吸光分光光度計によって白
金の定量を行う。 
 
(4)銅トランスポーターの発現に関する検討 
上記と同様の細胞培養、薬剤処理を行った後
に細胞を回収し、通法に従って SDS-PAGE 電
気泳動法で蛋白を分離、抗 CTR1 抗体および
抗 ATP7A 抗体を用いて Western blotting 法
にてこれらの蛋白発現を検出する。また、



mRNA の発現を RT-PCR 法により検索する。 
 
(5)薬剤感受性の検討 
以上の実験から得られた結果と薬剤感受性
に相関が見られるか検討する。 
 
 
４．研究成果 
500M 以上の CuSO4で処理することにより、
KBおよびKBR/1.2におけるPt-cell量はCDDP
および CuSO4 の濃度に依存して増加した。
750M の CuSO4で処理すると、40M CDDP 単独
で処理した場合に比べて、Pt-cell 量は KB、
KBR/1.2 においてそれぞれ 1.9、4.0 倍に増加
した。また、Pt-DNA 量は KB で 1.8 倍、KBR/1.2
で 3.2 倍に増加した。ただし、KBR/1.2 の
Pt-cell 量は、KB に比べて有意に減少してい
た。両細胞株とも Pt-cell 量は CDDP の処理
時間にも依存して増加した。 
ATP7Aの量はKBに比べてKBR/1.2で大いに減
少していたが、CTR1 の量はやや減少が認めら
れた程度だった。CDDP 処理により、ATP7A の
発現量は KB においては著しく増加したが、
KBR/1.2 においては変化がなかった。また、
CDDP と同時に CuSO4を処理した場合も同様な
結果であった。CTR1 の発現に関しては、両細
胞とも薬剤処理による誘導は認められなか
った。これらの結果より、高濃度の銅は CDDP
の細胞内蓄積量ならびにDNA結合量を有意に
増加させるが、CTR1 とは関係がないこと、ま
た CDDP の細胞内蓄積には ATP7A が関与し、
細胞内蓄積量の減少に起因する CDDP 耐性機
構には、ATP7A の顕著な減少が関連している
ことが示唆された。 
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