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研究成果の概要（和文）：本研究では、in vitro でのランダム探索から見出されたシスプラチン

誘導体の、コラーゲン細線維化阻害活性の分子機構を解析するとともに、その線維化疾患治療

薬としての応用可能性を追求した。活性本体であると考えられるシスプラチン－DMSO 錯体は、

コラーゲン3重らせん上のHisあるいはMet残基を標的として結合していることが示唆された。

また、この錯体は、in vitro 細胞培養系においても分泌されたコラーゲン線維の沈着を阻害し

た。

研究成果の概要（英文）：Molecular mechanism for the inhibitory action of a cisplatin-DMSO
complex on the collagen-fibril formation was investigated in vitro. The cisplatin complex
was strongly suggested to target His and/or Met residues on the collagen triple helices. The
complex was also shown to effectively inhibit the collagen fibril-formation and deposition in
a human cell culture system.
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１．研究開始当初の背景

肝硬変、肺線維症、強皮症などの線維化疾

患は、一般に難治性で予後不良である。線維

化疾患の病態は、過剰な線維形成により組織

が硬化し、正常な機能を喪失することによっ

て形成される。したがって、過剰なコラーゲ

ンの線維形成を抑制することは、線維化の進

行予防あるいは治療につながるものと考え

られている。実際に、コラーゲンの線維化を

抑制するモノクローナル抗体を、線維化疾患

の治療薬として利用しようとする試みがな

されている。

本研究では、既存の薬物を含む約 15,000
種類の低分子量化合物からの in vitro ラン
ダムスクリーニングにより見出されていた

シスプラチン誘導体を出発点として、あたら
しい線維化阻害剤開発の可能性を探ること
とした。

２．研究の目的
本研究では、in vitro でのコラーゲン細線

維化阻害剤探索により発見されたシスプラ
チン－DMSO 錯体のコラーゲンに対する作用
メカニズムを分子のレベルで明らかにする
とともに、ヒト培養細胞系におけるその効果
についても調べた。また皮膚科領域での利用
を目指した予備的な in vivo 試験を行い、新
規線維化阻害剤としての応用可能性につい
て検討した。
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３．研究の方法
(1) 活性本体の同定：シスプラチンの
溶液中に存在する活性本体を
ことを目的として、エレクトロスプレーイオ
ン化（ESI）質量分析を行い、
る錯体構造を推定した。また、
-DMSO 錯体を大量合成し、その
体化合物を結晶化あるいはクロマトグラフ
ィーを用いて単離することを

(2) コラーゲン上のシスプラチン
体結合様式の解析：シスプラチン
が、コラーゲンのどのような構造
結合するのかを明らかにするために
ラチン-DMSO 錯体のコラーゲン１
の結合数を原子吸光スペクトルをもちいて
定量した。また、円偏光二色性
ルによって、シスプラチン-DMSO
したコラーゲンのコンフォメーション
析した。さらに、様々なアミノ
たコラーゲン様３重らせんペプチドの
ら、コラーゲン線維化に対するシスプラチン
－DMSO 錯体の効果を中和しうるものを
し、それらのアミノ酸配列からシスプラチン
－DMSO 錯体が結合するコラーゲン
ノ酸に関する情報を得た。

(3) 構造―活性相関研究：より
ナ錯体を探索する目的で、構造
究を実施した。シスプラチン以外
錯体性抗がん剤と様々なスルフォキシドを
組み合わせて調製した。これら
ルフォキシド錯体の、コラーゲン
剤としての効果を in vitro で
た、プラチナ-スルフォキシド
量分析を行い、活性を示す錯体
造を探した。

(4) 培養細胞を用いた薬効検定
おいて in vitro でコラーゲン
影響を及ぼすことが認められた
ては、培養細胞を用いた検討を
ではヒト臍帯血内皮細胞(HUVEC)
泌したコラーゲンの蛍光免疫染色
プラチナ錯体誘導体の薬効を
様々な培養細胞を用いてシスプラチン
錯体の毒性についても、MTT アッセイを
て検討した。

(5) in vivo での予備的な薬効検討
は、ブレオマイシン誘導強皮症
を用いてシスプラチン誘導体
剤としての薬効の検討をおこ
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ことを試みたが、現状では

図１．シスプラチン DMSO 溶液
析スペクトル

(2) コラーゲン上のシスプラチン
体結合様式の解析：シスプラチン
と３重らせん構造を持ったコラーゲン
結合は、飽和曲線を示し、コラーゲン
当たり最大約３個のプラチナが
ことが分かった。また、この
メーション依存的であった。
ーゲンを熱変性してゼラチン
対しては、シスプラチン‐DMSO
異的かつ、低い親和性しか
２]。

図２．シスプラチン－DMSO 錯体
非変性コラーゲンへの
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のではなく、コラーゲン分子間
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図３．シスプラチン－DMSO 錯体
ラーゲンの CD スペクトル（縦軸
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In vitro でのシスプラチン
ゲン細線維化阻害効果は、His
を含有する化学合成３重らせんペプチド
共存させることにより有意に
図４]。この結果は、コラーゲン
上の His あるいは Met 残基側鎖
としてシスプラチン-DMSO 錯体
となっていることを強く示唆
る。

表１．使用したペプチドのアミノ

図４．シスプラチン－DMSO 錯体
するペプチドの探索
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錯体の効果を中和
探索

(3) 構造―活性相関研究：トランスプラチン
オキサリプラチン、カルボプラチン
プラチナ系抗がん剤について
同様にコラーゲン細線維形成阻害能
するとともに、ESI 質量分析
フォキシド溶液中に含まれる
析した。その結果、シスプラチンと
の DMSO 錯体を形成していたトランスプラチ
ンのみに、コラーゲン細線維化形成阻害能
検出した。このことから
[Pt(NH3)2(Cl)(DMSO)]

+と考えられた

表２．プラチナ錯体系抗がん
の ESI 質量分析結果と推定される

表中化合物：（１）シスプラチン
ンスプラチン、（３）カルボプラチン
オキサリプラチン

(4) 培養細胞を用いた薬効検定
ン-DMSO 錯体は、HUVEC 培養系
型コラーゲン線維のディッシュへの
阻害した[図５]。抗コラーゲン
た蛍光像では、コントロール
ンが線維状に染色されている
スプラチン－DMSO で処理した
コラーゲンはドット状に観察
ウエスタンブロティングにより
タンパク質の量を比較したが
かった。よって、シスプラチン
処理はコラーゲンの産生量には
ず、正常な線維化のステップを
ことが、細胞レベルで示された
また、さまざまな種類の培養細胞

Jurkat, KCL-22, THP-1, human dermal
fibroblast）を用いて、シスプラチン
錯体の細胞毒性を検討した。
細胞で、コラーゲン細線維化阻害活性
する濃度域において細胞毒性
かった[図６]。このことから
は、DMSO と錯体を形成することにより
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理活性）を失うことが明らかになった

図５．HUVEC が分泌したコラーゲンの
疫染色。(左)無処理、(右)シスプラチン

DMSO(100μM)処理

図６．HeLa 細胞に対するシスプラチンおよび
その DMSO 錯体の細胞毒性

(5) in vivo での予備的な薬効検討
強皮症モデルでの予備的検討
しい薬効は検出されていない
て薬物が他のタンパク質により
いる可能性が考えられた。実際
ン－DMSO 錯体は、in vitro においてアミロ
イド‐βペプチドの線維化（
を阻害し、アルブミン等他のタンパク
結合する。

(6)まとめと今後の展望：本研究
がん剤として使用されてきたシスプラチン
が DMSO 錯体となることでコラーゲン
化阻害活性を発現し、同時に抗
うことが示された。このメカニズムは
ように説明できる。まずシスプラチンに
が配位することにより陽イオン
形成される。この DMSO 錯体はその
在により細胞に取り込まれにくくなってい
るものと推定される。
一方、コラーゲン３重らせん

び Met 残基は、直接プラチナ原子
ことで、強固に結合する。この
しての DMSO は S 原子のトランス
アンモニア配位子の易置換性
いるものと考えられる。プラチナとの
よって、コラーゲン３重らせん
ないが、プラチナ錯体が結合していることに
より、コラーゲン分子間での正常
己集合が妨げられたものと考

らかになった。
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プラチナとの結合に
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していることに
正常な側方的自
えられる[図 7]。

シスプラチン－DMSO 錯体
（タンパク質）とも結合することから
ままの形では、薬物にはなりえないと
れる。今後、より選択性の
あるいは投与形態の改変といった
の研究が必要である。

図７．シスプラチン－DMSO 錯体
ゲン細線維化阻害の推定される
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