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研究成果の概要（和文）：ヒト Rab27a と Rab27b の cDNA をクローニングした。ATP7A 高発現細

胞に野生型ヒト Rab27a、マウス Rab2 ドミナントネガティブ体あるいはマウス Rab9 のドミナン

トネガティブ体をそれぞれ遺伝子導入し恒常的に発現している細胞を単離した。 

ATP7B の細胞内ドメインの 6 番目の金属結合部位の金属結合に重要な２つのシステインをセリ

ンに変異したATP7Bを発現した細胞はCDDPに対して親株と同様の感受性で耐性路ならないこと

を見いだした。 

 
研究成果の概要（英文）：We isolated human Rab27a and Rab27b cDNA.  Human Rab27a, mouse 
dominant negative mouse Rab2 or dominant negative mouse Rab9 expressing cells were 
established from ATP7A over expression cells respectively. We found the cells expressing 
ATP7B whose 6th metal binding domain was mutated were as sensitive as the parental cells 
to CDDP.  
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１．研究開始当初の背景 

我々は銅輸送体ATP7Bの高発現細胞が白金誘

導体シスプラチン(CDDP)に耐性となること、

さらにアイソフォームであるATP7Aの高発現

細胞はCDDPのみならず、金属とは無関係な

Doxorubicin (Dox), Vincristine, 

paclitaxel, CPT-11の活性化体である 

SN-38,  etoposideなど広範な抗癌剤に対し

て耐性になることを見いだし報告した。 

ヒトの大腸がんでATP7Aの異所性の発現を34

例中8例に認めた。Ex vivoの耐性度の測定で

これらの8例の細胞がSN-38に対して有意に耐

性であることを確認した。 

Doxの蛍光を蛍光顕微鏡で観察すると、親株で

はDoxは核に高度に局在するが、ATP7Aの高発

現細胞では核周辺の小胞体に少量局在した。

細胞外への、小胞輸送を阻害する薬剤

Brefeldine AやMonensinを毒性の内条件で共
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存させると、Doxの核への局在がある程度回復

することから、ATP7Aによる抗癌剤の薬剤排出

機構に小胞輸送系が関わっていることが予想

された。 

また、小胞輸送を制御するGタンパク質である

ある種のマウスRabをATP7Bの高発現細胞に一

過性に発現させるとDoxの局在を変化するこ

とや一部のRabタンパク質とDox局在性の小胞

に共局在することから、ある種のRabがATP7A

を介した薬剤に輸送に重要な働きをしている

可能性を見いだした。 

 
２．研究の目的 
小胞輸送系が ATP7A とどのように連携して、
抗がん剤の排出に関わっているのかを Rabタ
ンパク質の解析から明らかにする。 
ATP7Aと ATP7B の機能ドメインの変異体を作
製して遺伝子導入し、発現細胞を単離して、
抗癌剤に対する耐性の変化や ATPase 活性の
活性化を測定する。 
これらの結果から、薬剤輸送に重要な機能ド
メインを同定して、ATP7A と ATP7B の抗癌剤
の輸送機構を解明する。 
 
３．研究の方法 

予備実験で重要な働きをしていることが示

唆された Rab2, Rab9, Rab27 を中心に検討し

た。 

ATP7A 発現細胞とその親細胞にヒト Rab27a

を恒常的に発現する細胞株を作製し、抗がん

剤 Dox に対する耐性度を比較し、Dox の局在

の変化を蛍光顕微鏡で調べる。 

ATP7A 発現細胞とその親細胞に Rab2, Rab9

の Dominant negative 体を発現さて抗がん剤

Dox に対する耐性度の変化を観察した、また

Dox の局在の変化を蛍光顕微鏡で調べた。 

主要なドメインを欠失あるいは点変異させ

た変異体を作製して ATP7B タンパク質を

ATP7B の低発現細胞に発現させて、抗がん剤

に対する耐性度を調べ、重要な機能ドメイン

を同定する。 

 
４．研究成果 

新たにヒト Rab27a, Rab27b の遺伝子をクロ

ーニングし、 ATP7A 発現させたメンケス病患

者由来の線維芽細胞の ATP7A高発現株にヒト

Rab27a を恒常的に発現させた細胞株を作製

した。 

Dox に対する耐性度に明らかな違いを見いだ

せなかった。Dox の局在の変化を蛍光顕微鏡で

調べた顕著な差異を見いだせなかった。 

また、CHO 細胞の ATP7A 高発現株にマウスの

Rab2, Rab9 の Dominant negative 体を発現さ

せた細胞を単離した。これらの細胞について

Dox に対する抗がん剤耐性を検討したが、明ら

かな耐性の低下を確認できなかった。また、

Dox の局在についても明らかな変化を観察で

きていない。 

ATP7Bの持つ6つの金属部位について1から5

番目なでを欠いている変異体、6番目の金属結

合部位だけを欠いている変異体、6番目の金属

結合部位で保存された配列であり、金属の結

合に重要な働きをすることが予想される２つ

のシステインをセリンに変化させた変異体の

cDNA をそれぞれ作製した。 

これらのうち 6 番目の金属結合部位の金属結

合に重要な 2 つのシステインをセリンに変異

した ATP7B を発現する複数の細胞株を複数単

離した。これらの細胞については CDDP に対す

る耐性を持たないことを見出した。 

このことから 6 番目の金属結合部位がシスプ

ラチン輸送に重要な役割を果たしていること

が明らかとなった。 
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