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研究成果の概要（和文）：ヒト胃癌細胞株（MKN45）を各種低浸透圧環境下に、Oregon greenで蛍光標識された
パクリタキセル(PTX)で処理したところ、低浸透圧レベルに依存して、細胞内PTX濃度が上昇することが確認され
た。浸透圧の細胞増殖への影響は浮遊状態で特に顕著であり、低浸透圧刺激+PTX群の細胞増殖が最も抑制され
た。PTXの膜輸送体(OATP1B3、MDR1)の発現を解析したが、浸透圧変化に伴う遺伝子発現変化は認められなかっ
た。ヌードマウス腹膜播種モデルを用い、播種結節へのPTX取り込みを蛍光顕微鏡で解析しところ、浸透圧の低
下に伴い、PTXの播種結節への取り込みが、結節辺縁より上昇することが確認できた。

研究成果の概要（英文）：Intraperitoneal injection of paclitaxel (PTX) is the promising treatment 
option for peritoneal dissemination of gastric cancer (GC). This study examined whether hypotonic 
stimulation enhances cellular uptake and cytocidal effect of PTX in GC cells. After MKN45 cells were
 incubated with Oregon green 488 PTX in the iso- or hypotonic solution, cellular uptake of PTX was 
determined by flow cytometer. After cells were incubated with PTX for 1h under iso- or hypotonic 
condition, the number of viable cells was counted at 48h after stimulation in order to examine 
cytocidal effect of PTX. Since the fluorescence intensity of a MKN45 cell was significantly higher 
in the hypotonic condition, hypotonic stimulation enhanced cellular uptake of PTX. The number of 
viable MKN45 cells after stimulation was smaller in the hypotonic condition, suggesting that 
hypotonic stimulation enhanced cytocidal effect of PTX. Hypotonic stimulation enhances cellular 
uptake and cytocidal effect of PTX in MKN45 cells.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： 胃癌
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１．研究開始当初の背景 
抗癌剤の腹腔内投与療法は、胃癌腹膜播種

性転移における有効な治療手段として注目
されているが、浸透圧・イオン輸送体・水輸
送体制御等の細胞生理学的観点から治療効
果増強を試みた研究報告はほとんど存在し
ない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、"低浸透圧刺激により抗癌剤の

細胞内取り込みが亢進し、胃癌腹膜播種性転
移に対する腹腔内投与の治療効果を増強で
きる。"という実験仮説の検証を行う。その結
果から、低浸透圧刺激併用抗癌剤腹腔内投与
療法という、細胞生理学的理論・手法を応用
した、胃癌腹膜播種性転移に対する斬新な治
療概念を構築することを本研究の目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト胃癌細胞株における低浸透圧刺激
下での細胞内 PTX 取り込みの解析 
ヒト胃癌細胞株（MKN45）を各種低浸透圧

環境下に、蛍光標識された PTX で処理し、細
胞内への PTX 取り込み、細胞外への PTX 排出
をプレートリーダーを用いて測定する。また、
浮遊細胞における PTX 取り込みも、フローサ
イトメトリーで解析する。 
(2) ヒト胃癌細胞株における低浸透圧刺
激・PTX の殺細胞効果の解析 
胃癌細胞株を様々な PTX 濃度・低浸透圧条

件下で一定時間処理した後、再培養すること
により、増殖活性への影響を解析する。同時
に、細胞周期・アポトーシスへの影響をフロ
ーサイトメトリーで解析する。 
(3) マウス腹膜転移モデルを用いた、低浸透
圧併用 PTX 腹腔内投与における、播種結節内
PTX 取り込み状況の解析 
 ヌードマウスの腹腔内にヒト胃癌細胞を
接種し、腹膜播種モデルを作製。種々のレベ
ルの低浸透圧液と、蛍光標識された PTX を一
定期間腹腔内に投与する。腹膜播種結節を採
取後、MVX10 MacroView (Olympus)や、凍結
切片を蛍光顕微鏡で観察し解析する。蛍光標
識されたPTXの腫瘍組織内分布状況を解析す
ることにより、浸透圧依存性に PTX が播種結
節に移行するか否かを in vivo で確認する。 
 
４．研究成果 
ヒト胃癌細胞株を用い、低浸透圧刺激によ

る細胞内 PTX 取り込み・抗腫瘍作用への増強
効果を解析した。まず、ヒト胃癌細胞株
（MKN45）を接着状態で各種低浸透圧環境下
(1/2, 1/4 浸透圧)に、Oregon green で蛍光
標識された PTX (Flutax-2)で 2hr 処理し、細
胞内へのPTX取り込みをプレートリーダーで
測定したところ、低浸透圧レベルに依存して、
細胞内PTX濃度が上昇することが確認できた
（図 1）。また同時に、細胞外への PTX 排出を
測定したが、低浸透圧依存的な傾向は認めら

れなかった。 
次に、ヒト胃癌細胞株をトリプシン処理後、

浮遊細胞(single cell)の状態での低浸透圧
刺激による細胞内 PTX 取り込み・抗腫瘍作用
への増強効果を解析した。Oregon green で蛍
光標識された PTX (Flutax-2)で処理し、細胞
内へのPTX取り込みをフローサイトメトリー
で解析したところ、低浸透圧刺激により、細
胞内 PTX 濃度が上昇することが確認できた
（図 2）。 
低浸透圧刺激による細胞内PTX取り込み増

強のメカニズムを解析するため、PTX の膜輸
送体として知られる、OATP1B3、MDR1 の mRNA
発現を解析したが、浸透圧変化に伴う遺伝子
発現変化は認められなかった（図 3）。このこ
とより、低浸透圧に伴う PTX の細胞内取り込
み亢進は、脂質二重層を介して生じた可能性
が高いと考えられた。 
更に、胃癌細胞株を低浸透圧刺激の有無・

PTX の投与の有無別に 4群化し、single cell
の状態で一定時間処理後に再培養し、細胞増
殖を解析したところ、低浸透圧刺激+PTX 群の
細胞増殖が最も抑制された（図 4）。一方で、
4群における細胞周期（図 5）・アポトーシス
解析（図 6）を行ったが、PTX に生じた変化
に対する低浸透圧の上乗せ効果は認められ
なかった。 
次に、ヌードマウス腹膜播種モデルを用い、

播種結節への PTX 取り込みを解析した。腹膜
播種結節を採取後、MVX10 MacroView を用い
て解析したところ、蛍光標識された PTX の播
種結節への取り込みが確認できた。また、凍
結切片を蛍光顕微鏡で観察したところ、浸透
圧の低下に伴い、蛍光標識された PTX の播種
結節への取り込みが結節辺縁より上昇する
ことが確認できた（図 7）。これらの成果を英
文論文としてまとめ、投稿予定である。 
一方で、in vivo モデルにおける低浸透圧

液腹腔内投与の安全性の確認、マウス胃癌腹
膜転移モデルを用いた低浸透圧処理による
腹膜播種形成抑制効果を解明した(Biomed 
Res Int. 2014)。また、癌細胞への温熱刺激
における、水輸送体アクアポリン 5 の
Autophagy を介する制御機序の解明(Int J 
Oncol. 2017)や、イオン・水輸送体の制御を
介して、低浸透圧殺細胞効果が増強されるこ
とを示した(J Cancer. 2016)。これらの成果
から、イオン・水輸送体や温度制御が、低浸
透圧による薬剤取り込みの更なる増強に応
用できる可能性が示唆された。 
同時に、消化器癌におけるAE1 (Oncotarget. 

2017) 、 NHE1(Oncotarget. 2017) 、 TRPM7 
(Anticancer Res. 2017)、CA12 (Journal of 
Cancer. 2015)、KCC3 (Biomed Res Int. 2014)、
NKCC1 ( World J Gastroenterol. 2014)等の
細胞生理学的因子の機能解析・臨床病理学的
意義を解明した。更に、癌幹細胞に特異的に
発現するイオンチャネルを同定し、選択的阻
害による標的治療への可能性を解明した(J 
Gastroenterol. 2017)。 
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図 4 低浸透圧刺激・PTX の細胞増殖への影響 

図 1 低浸透圧刺激下の蛍光標識PTXの細胞内へ

の取り込み亢進（接着細胞） 

図 3  低浸透圧刺激と PTX 膜輸送体発現 

図 2 低浸透圧刺激下の蛍光標識PTXの細胞内へ

の取り込み亢進（浮遊細胞） 

図 7 播種結節への低浸透圧下 PTX の取込み 

図 5 低浸透圧刺激・PTX と細胞周期 

図 6 低浸透圧刺激・PTX とアポトーシス 
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