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研究成果の概要（和文）：プラチナ系抗がん剤であるシスプラチン（CDDP）の耐性機序を解明するため、細胞内での白
金（Pt）の分布を透過型電子顕微鏡（TEM）及び走査型電子顕微鏡（SEM）を用いて検索した。TEMによる解析では、い
ずれの細胞種においても核内部にはPtによって染色されたクロマチンが認められ、クロマチンは凝縮していた。これら
はCDDPが核内部に取り込まれ、DNAへ結合していることを示唆するものであった。また、Ptが電子染色の染色剤として
の役割を果たすことも示された。SEMによる分析においても、マッピング上Ptのピークを認め、細胞内でのCDDPの局在
部位を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of cisplatin, the distributions of intracellular 
platinum were searched using a transmission electron microscope (TEM) and a scanning electron microscope 
(SEM). In individual cell lines which varied their sensitivity to cisplatin, by the analysis using the 
TEM, much chromatin stained with Pt was observed, and condensed. These findings suggested that cisplatin 
was incorporated into nuclear and bound to the DNA, thereby agglutinating chromatin. It was also 
indicated that platinum plays the role as a stain of an electron staining. A peak of platinum was 
detected by mapping examination by the SEM, and revealed a localization of cisplatin in the cells.

研究分野： 歯科放射線学

キーワード： シスプラチン　トランスポーター　薬剤耐性

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
シスプラチン（以下 CDDP）は非常に優れた抗
がん剤であるにもかかわらず、同薬剤に対す
る自然耐性、獲得耐性により臨床上の使用が
制限される。多くの研究がなされているにも
関わらず、その細胞内流出入についての機構
には未だ不明確な点が多く、また、細胞種に
よる相違についても解明されてはいない。近
年、CDDP の輸送には何らかのポンプの関与が
示唆されている。本研究において CDDP の細
胞内外への輸送システムを明らかにするこ
とにより、CDDP 耐性を克服してその有効性を
増大させることを目指す。 
 
２．研究の目的 
 プラチナ系抗癌剤である CDDP は、DNA 鎖内
および鎖間に Pt−DNA 架橋を形成し、DNA の複
製および転写を阻害することで抗癌作用を
発揮する。CDDP は固形癌化学療法において最
も重要な抗癌剤で、臨床でも広く使用されて
いる。しかし患者の多くは、やがてこの薬剤
に 対 し て 耐 性 を 示 す よ う に な る
（Kollmannsberger et al., 2006）。この CDDP
に対する自然耐性、獲得耐性により CDDP の
治療上の効果は低減し、臨床上の使用が制限
されることとなる。 
 CDDP の耐性機構には、（1）細胞内への CDDP
蓄積の低下、（2）細胞内でのチオール類によ
る解毒の亢進、（3）CDDP によって傷害された
DNA の修復能の亢進、（4）CDDP によるシグナ
ル伝達経路、細胞周期調節の異常などが関与
している（Stewart, 2007）。これらのうちの
1 つの機構が耐性の主な原因となっている場
合もあるし、さまざまな因子が複雑に絡み合
っている場合もある。耐性克服に関する研究
は、あらゆる分野で多くの研究者により現在
も盛んに行われている。 

しかし、それにもかかわらず、上記（１）
の細胞内 CDDP 蓄積量の低下にかかわる原因
因子は特定されてはいない。CDDP に対して感
受性か耐性かに関わらず、そもそも、CDDP が
どのようにして細胞内へ入るのか、あるいは
どのようにして細胞外へ排出されるのか、そ
の機構が正確にはわかっていない。 
CDDP は受動拡散によって細胞内へ入ると考
えられてきたが、ウアバイン、pH、サイクリ
ック AMP などによって CDDP の細胞内蓄積は
左右される。また、CDDP には極性がある。こ
れらのことなどから、CDDP の輸送には何らか
の機構の存在が示唆され、未だ知られていな
いポンプによって輸送される可能性も考え
られる。近年、CDDP の輸送に銅のトランスポ
ーター（CTR1：Cu influx transporter、ATP7A
及び ATP7B：Cu efflux transporters）の関
与が示唆された（Samimi et al., 2004, 
Safaei et al., 2005 他）。しかし、ATP7A を
高発現させると、CDDP 耐性になるが細胞内
CDDP 蓄積は増加するといった矛盾が生じて
いる。CTR1 についても、高発現させると細胞
内の CDDP量は増加するにもかかわらず、CDDP

に対する感受性は変わらないという報告も
でてきた（Safaei et al., 2006）。 

申請者は in vitro の研究により、CDDP の
細胞内蓄積量が低下した耐性細胞株では
CTR1 の発現は変化しないが、ATP7A が高発現
していることを報告した（Matsumoto et al., 
2007）。ATP7A は細胞内のゴルジネットワーク
のトランス面に、CTR1 は細胞膜上に存在する
といわれており（Safaei 2005）、これらのト
ランスポーターが細胞内で CDDP を核まで、
あるいは細胞外へどのように輸送するのか
についても本研究で明らかにする必要があ
ると考える。 
これまでの基礎的研究から得られた知見

をもとに、CDDP 処理後、Pt が細胞内のどの
部位に取り込まれているのか、また細胞種に
おける CDDP 局在の相違を調べるため、電子
顕微鏡を用いて検索を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
（１）使用する細胞株 
耐性機序の異なる 2 種の細胞株を使用する。 

 
（２）細胞培養および薬剤投与 
細胞を 145cm2 dish に播種し、37℃5%CO2下で
培養を行った。72 時間後、160μM の CDDP を
6 時間もしくは 24 時間投与後、直ちに細胞の
回収を行った。 
 
（３）電顕観察用試料の準備 
一般的に、電子染色においては、酢酸ウラ

ン、酢酸鉛等の重金属を染色剤として用いて
いる。CDDP 中に含まれる Pt も重金属の一種
であるため、透過型電子顕微鏡観察における
染色効果を有している可能性があると考え
た。このため、回収した 4種の細胞株をオス
ミウムを含まないグルタールアルデヒド単
独による固定を行い、脱水処理後、包埋した。 
透過型電子顕微鏡用には 80～100 nm の薄

切を行い、無染色状態で観察を行った。 
走査型電子顕微鏡用には 1μm に薄切を行

い、カーボン膜シートを利用して Pb での染
色を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）走査型電子顕微鏡（SEM）による細胞
内元素分布の分析結果 
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①細胞元素の分布図 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
②各元素のマッピング画像 
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（２）透過型電子顕微鏡（TEM）による分析 
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③考察 
各細胞株を無染色状態下、TEM により観察

を行ったところ、核内部のクロマチンの着色
を認めた。これは Pt が電子染色において染
色剤としての役割を果たすことを示すもの
であった。 
今回、CDDP 6 時間処理後、A2780 では CDDP

が核膜や核内に多く取り込まれていた。
2780CP では驚くべきことに、ミトコンドリア
にも CDDP の取り込みが認められ、CDDP の耐
性機序の１つである DNA 修復能の亢進には、
ミトコンドリアが重要な役割を果たすこと
が示唆された。24 時間処理後には、A2780 で
は核内に多量の Pt 染色を認め、クロマチン
が凝集していると思われた。2780CP では核膜
周辺に CDDP の局在が認められ、6時間処理後
同様、ミトコンドリアにも CDDP の取り込み
が認められた。 
また、KB と KBR/1.2 においては、CDDP6 時

間処理後では KBにより多くの CDDP が含まれ
ていた。24時間処理後では、KBR/1.2ではCDDP
量に明らかな変化を認めなかったが、KBにお
いてはクロマチンの凝縮を示唆する結果を
得た。 
これまでに行った研究において、2780CP で

は A2780 と比べ DNA 修復能は亢進しているが、
細胞内 CDDP 蓄積量の減少は認められないこ
と、KBR/1.2 においては KB と比べ、DNA 修復
能に変化は認めないが、細胞内 CDDP 蓄積量
が減少していることを報告してきた。今回の
結果はいずれもこれまでに報告してきたこ
の結果に沿うものでもあった。 
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