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研究成果の概要（和文）：本研究において、肺がん細胞のシスプラチン (CDDP) 耐性に伴って高反応性脂質アルデヒド
解毒酵素の一つであるアルドケト還元酵素 (AKR) 1B10が高発現することを見出した。また、CDDP処理は一酸化窒素産
生を亢進し、それがAKR1B10発現機序に関わると推察された。さらに、AKR1B10阻害剤での前処理は肺がん細胞のシスプ
ラチン耐性化を克服したことから、本阻害剤は肺がんのCDDP治療におけるアジュバント療法剤として有効であることが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, I found up-regulation of aldo-keto reductase (AKR) 1B10, an enzyme 
that detoxifies lipid-derived reactive aldehydes, by development of cisplatin (CDDP)-resistance in lung 
cancer cells. In addition, the treatment with CDDP enhanced the nitric oxide production, which may 
participate in mechanism of the AKR1B10 induction. Furthermore, pretreating with AKR1B10 inhibitor 
overcame the CDDP resistance, suggesting the availability of the inhibitor in adjuvant therapy for CDDP 
treatment of lung cancer.

研究分野：生物系薬学

キーワード： シスプラチン　肺がん　抗がん剤耐性化　アルドケト還元酵素

  １版



1. 研究開始当初の背景 

肺がんは近年急増している難治性がん種で

あり、厚生労働省の「平成 22 年 人口動態統

計の概況」によれば、肺がんによる死者は我

が国のがん死亡者全体の約 20％にも及ぶ。ま

た、肺がん部位外科的切除後の 5 年生存率は

30％と低く、良好な治療薬が未だ上市されて

いないため、肺がんは各がん種の中でアンメ

ット･メディカル･ニーズが最も高い。特に発

症の頻度が高い非小細胞肺がんの化学療法時

には、第一選択薬である白金製剤シスプラチ

ン (CDDP) とイリノテカン等の多剤併用療

法が汎用されるが、副作用の発症頻度が高い

上、CDDP の連続投与はがん細胞の感受性の

低下、いわゆる CDDP耐性化を容易に誘発す

るため、CDDP 耐性化を阻止する画期的なア

ジュバント療法剤の開発は急務である。今ま

での研究において、抗がん剤排泄タンパク質①、

上皮細胞増殖因子受容体②や腫瘍増殖に必須

な血管新生因子③の抗がん剤耐性化への関与

が示唆され、これらを標的とする阻害剤や抗

体製剤の開発・臨床試験が進められているが

それ以外の抗がん剤耐性獲得に関わる因子に

ついては知られていない。 

CDDP をはじめとする多くの抗がん剤の抗

がん作用の一序に酸化ストレスの誘導が知ら

れる。細胞内において活性酸素種が産生され

ると、それは生体膜脂質の過酸化を惹起して

有毒な高反応性脂質アルデヒド [4-ヒドロキ

シノネナール (HNE) や 4-オキソノネナール 

(ONE) など] を過剰生成し、酸化タンパク質

の過剰蓄積や小胞体ストレス誘発などを介し

て肺がん細胞死を誘発すると考えられている。

高反応性脂質アルデヒドに対する細胞内解毒

酵素として、グルタチオン転移酵素、アルデ

ヒド脱水素酵素や 5 種のアルドケト還元酵素

（AKR1B1, AKR1B10, AKR1C1, AKR1C2 や

AKR1C3）が挙げられるが、それら解毒酵素

のうち AKR1B10 は肺細胞のがん化に伴って

発現上昇することが報告された④。また、我々

は今までに AKR1B10 はイソプレノイド代謝

を介して細胞増殖能を亢進することを示唆し

た④⑤。このように、AKR1B10 は肺がんマー

カータンパク質として注目されつつあるが、

肺がん細胞の抗がん剤耐性化における意義に

ついてはほとんど未解明である。 

 

2. 研究の目的 

本研究では、新規肺がんマーカーとして臨

床的にも広く認識されつつある高反応性脂質

アルデヒド解毒酵素、その中でも特に

AKR1B10 に主眼を置き、1）肺がん細胞の抗

がん剤耐性獲得への関与を明確にするととも

に、2）抗がん剤耐性克服における本酵素の特

異的阻害剤の有効性を評価することを目的と

した。 

 

3. 研究の方法 

(1) 細胞培養、抗がん剤耐性細胞と AKR1B10

過剰発現の樹立 

A549細胞は 37℃、5% CO2条件下の炭酸ガ

スインキュベーター内で培養し、2 日毎に培

地を交換して 7 日毎に継代維持した。増殖培

地として 10%熱非働化ウシ胎児血清、100 unit 

/mL ペニシリン Gカリウムおよび 100 μg/mL 

硫酸ストレプトマイシンを含むダルベッコ変

法イーグル培地 (pH 7.4) を用いた。 

A549 細胞を CDDP 含有増殖培地にて継続

的に培養することによってそれぞれの耐性細

胞株を樹立した。培地中に添加した CDDP濃

度は段階的 (0.1, 0.2, 0.5, 1, 2および 5 μM) に

増加させ、増加させるタイミングは 3 継代毎



とした。5 μM CDDP に対して耐性獲得した

A549 細胞のバリアントを CDDP-R と命名し

て以下の実験に用いた。AKR1B10過剰発現細

胞は AKR1B10 の全配列を挿入した pGW1 ベ

クターを Lipofectamine 2000 を用いて細胞内

に導入することによって構築した。なお、空

のベクターについても同様に導入し、対照細

胞とて使用した。AKR1B10の発現抑制細胞の

構築には、AKR1B10 siRNAを使用した。 

 

(2) 抗がん剤感受性の測定 

 細胞を 96 ウェルマルチプレート中に 2 x 

105 cells/mLずつ播種し、CO2インキュベータ

ー内で一晩培養した。血清不含培地に交換し

て 2 時間培養後、培地中に試料を添加してさ

らに 24 時間培養した。細胞生存率 (%) は

WST1 を用いたホルマザン色素法で算出した。 

 

(3) ウェスタンブロット分析 

回収した細胞を 0.1% Triton X-100を含むリ

ン酸緩衝化生理食塩水中に懸濁してソニケー

ションによって細胞を破砕した。細胞破砕液

を遠心分離 (12,000 x g、15分間) し、その上

清を採取して細胞抽出液とした。12.5% アク

リルアミドゲルを用いた SDS-PAGEにより試

料を分離した後、タンパク質を PVDF 膜に転

写した。0.1%ウシ血清アルブミンおよび 5% 

スキムミルクを含む緩衝液中でインキュベー

トした後、膜を 1 μg/mLの一次抗体および二

次抗体と順次反応させた。反応性タンパク質

は化学発光法により検出した。 

 

4. 研究成果 

(1) CDDP 耐性化肺がん細胞における

AKR1B10の高発現とその意義 

ヒト肺がん A549 細胞を CDDP 含有培地中

で継続的に培養することによって CDDP-R細

胞を樹立した。CDDP-R 細胞における 6 種の

AKR (1A1, 1B1, 1B10, 1C1, 1C2と 1C3) の発

現量を半定量 PCR 法にて測定して非耐性

A549細胞と比較したところ、耐性化に伴う 3

種の酵素 (AKR1B10, AKR1C1 と AKR1C3) 

の発現量増加が見られ、その中でも AKR1B10

の発現上昇が顕著であった。また、耐性化に

よる AKR1B10 発現量の増加はウェスタンブ

ロット分析およびピリジン-3-アルデヒド還元

活性においても確認された。未処理の

CDDP-R細胞の核中Nrf2量とNrf2遺伝子ヘム

オキシゲナーゼ 1 発現量はどちらも A549 細

胞よりも著明に多かったことから、CDDP 耐

性化に伴う AKR1B10の発現上昇は Nrf2の恒

常的活性化に起因すると推察された。A549細

胞の CDDP 感受性は AKR1B10 の過剰発現に

よって低下し、AKR1B10 siRNAによる発現抑

制やその特異的阻害剤オレアノール酸 (OA) 

での前処理によって有意に高まったことから、

AKR1B10 は肺がん細胞の CDDP 耐性化に関

わる主要因子であると示唆された。 

 

(2) 耐性化に伴う抗酸化能の変動と AKR1B10

の関連性 

CDDP 耐性化に伴うグルタチオン量の変動

を調べたところ、CDDP-R 細胞中の総グルタ

チオン量は非耐性細胞よりも多かった。そこ

で、グルタチオン生合成の律速酵素である γ-

グルタミルシステイン合成酵素の遺伝子発現

量を半定量 PCR 法にて調べたところ、CDDP

耐性化による顕著な増加が認められた。また、

CDDP 耐性化はグルタチオン還元酵素活性と

グルタチオン転移酵素活性も高めたことから、

肺癌細胞の CDDP耐性化はグルタチオンの生
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phenyl) acrylic acid 3-(3- 

において

阻害剤は

耐性化を抑制するアジュバント療法剤

 

耐性克服  

. *Significant difference from 

Significant difference 



他の抗がん剤に対する CDDP-R の感受性を

測定して A549 細胞と比較したところ、ドキ

ソルビシン、マイトマイシン Cや 5-フルオロ

ウラシルなど酸化ストレス誘導を抗がん作用

の一序とする抗がん剤に対して著明な感受性

低下を誘起した。これら抗がん剤に対する交

叉耐性は OA の添加によって有意に回復した

ことから、AKR1B10阻害剤は他の抗がん剤に

対する交叉耐性の抑制にも有効であることが

示唆された。 
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