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研究成果の概要（和文）：ゲムシタビン持続処理により樹立されたゲムシタビン耐性株は、ミトコンドリアDNA
に部分的な欠失をしめす部分ρ０形質を有していた。この細胞は、ゲムシタビン処理により、ミトコンドリア膜
電位の低下と酸化的リン酸化の抑制を介してゲムシタビンにより誘導されるミトコンドリアROS産生を抑制する
ことによりゲムシタビン耐性を獲得していた。このように、抗癌剤耐性は抗がん剤自身が有するDNA毒性による
癌細胞の部分ρ０化が重要な役割を果たすことが示唆された。この部分ρ０形質を標的とする治療法を検討売る
ことにより、より有効な化学療法が実現されることが期待される。

研究成果の概要（英文）：The gemcitabine-resistant cell line established by continuous gemcitabine 
treatment had a partial ρ0 phenotype, indicating a partial deletion in mitochondrial DNA. These 
cells acquired gemcitabine resistance by suppressing gemcitabine-induced mitochondrial ROS 
production through reduction of mitochondrial membrane potential and inhibition of oxidative 
phosphorylation by gemcitabine treatment. Thus, it was suggested that acquisition of the partial ρ0
 phenotype due to DNA toxicity of the anticancer drug itself plays an important role in anticancer 
drug resistance. It is hoped that more effective chemotherapy will be realized by investigating 
therapies that target this partial ρ0 phenotype.

研究分野：人体病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌細胞における抗がん剤耐性の獲得に、抗がん剤の有するミトコンドリアDNAに対する毒性に起因する部分ρ０
形質の獲得が重要な役割を果たすことが示された。この結果は、抗癌剤による化学療法そのものが耐性を惹起す
る内在的危険性を有することを、その機序を明らかにしたものであり、重要な知見と考えられる。今後は部分ρ
０形質の獲得の抑制、あるいは、部分ρ０形質を克服する治療法を開発することにより、抗がん剤耐性の獲得を
抑制し、より効果的な化学療法を可能にすることが可能になると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
膵癌は男女がん死亡の 4位を占め、近年も増加を続け、予後不良の難治癌として知られている。
膵癌において、診断時 80%の症例は stage IVであり、治癒切除率は低く、化学療法が膵癌の治
療においては特に重要性が高い。一方、ゲムシタビンは膵癌における 1st lineの抗がん剤である
が、耐性が治療上の問題となっている。化学療法剤によりミトコンドリア DNAにも障害がもた
らされることにより、ρ0化が誘導され、抗がん剤耐性を惹起し、さらに悪性形質を亢進させる
可能性を示唆している。これまでには、HeLa 細胞に doxorubicin によりミトコンドリア DNA
損傷がもたらされたとの報告がある（Singh KK, Oncogene, 1999）が、ゲムシタビンによるミ
トコンドリア DNA損傷は未報告である。 
 
 
２．研究の目的 
膵管癌の臨床において、ゲムシタビン投与中はコントロールされていた病勢が耐性出現ととも
に他剤投与によっても制御不能になることはしばしば経験されるところであり、ゲムシタビン
はどのようにしてがん細胞にρ0形質を誘導するのか、および、ρ0細胞はゲムシタビンを含め
た抗がん剤耐性を有するのか、の 2点を解明することにより、抗がん剤耐性、悪性形質亢進、ρ
0化を結ぶメカニズムが明らかとなり、ゲムシタビン耐性獲得の予防および耐性解除の方策の確
立につながると考えられる。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、以下の 5点について解明することを目標とする。 1. ρ0 化によりゲムシタビン耐
性が獲得されるか、2. ゲムシタビン耐性に関連するρ0化に伴う遺伝子発現や代謝変化は何か、 
3. ρ0化に伴う悪性形質亢進の原因は何か、4. ρ0 化はゲムシタビン以外の薬剤耐性にも関与
するのか、5. ゲムシタビンががん細胞のρ0化を誘導するのか。 
 
 
４．研究成果 
（１）ゲムシタビン耐性株 MIA-G は部分ρ0形質を有する 
 
本研究では、ゲムシタビン持続処理によりヒト膵管癌細
胞株 MIA-PaCa-2（MIA-P）からすでに樹立したゲムシタビ
ン耐性株 MIA-G を用いて解析を行った。MIA-G は図 1のよ
うに親株MIA-Pに比較し高いゲムシタビン耐性を示した。 

MIA-G図2のように5-FUに対しても
耐性を示したが CDDP に対しては耐
性を有していなかった。 
 MIA-Gは図3に示すようにTFAM発
現は低下しており、EtBr により染色
されるミトコンドリアDNAは減少し
ていたが、狭義のρ0 細胞のような

ミトコンドリア DNA の欠失は認められなかった。このことから、ゲ
ムシタビン耐性株であるMIA-Gは部分的なρ0形質を有する可能性
が示唆された。 
 
 
 

（２）ゲムシタビン耐性株 MIA-G のエネルギー代謝 
次に、ミトコンドリア DNA に障害を有する MIA-G のエネルギー代謝の特徴を検討した。図４のよ
うに、MIA-G は MIA-P とミトコンドリア量に有意な変化は認められなかった。しかし、MIA-G で
はミトコンドリア膜電位とミトコンドリア ROS は減少していた。興味深いことに、MIA-P ではゲ
ムシタビン処理により、ミトコンドリア膜電位は亢進し、ミトコンドリア ROS が増大したのに対
し。MIA-G では、ゲムシタビン処理によりミトコンドリア膜電位は低下し、ミトコンドリア ROS
も減少した。このような、定常状態にけるミトコンドリアエネルギー代謝の差異、および、ゲム
シタビン処理時の反応の差異が部分ρ０形質に相関する可能性が認められた。 



 さらに、Flux 解析により MIA-G と MIA-P のエネルギー
代謝を比較すると、図５のように定常状態では MIA-G は

MIA-P と酸化的リ
ン酸化に目立った
差異は認められな
いのに対し、ゲムシ
タビン処理によっ
ても MIA-P が酸化
的リン酸化を維持
したのに対して、
MIA-G では酸化的
リン酸化は抑制さ
れていた。 
 このゲムシタビ
ン処理時のミトコ
ンドリア膜電位の
低下と酸化的リン
酸化の抑制がミト
コンドリア ROS 産
生低下をもたらし、
ゲムシタビン耐性
を誘導したと考え
られた。 
 

さらに、酸化的リン酸化の抑制がゲムシタビン耐性を有するかを確かめるために、MIA-P を電
子伝達系複合体 Iの阻害剤であるロテノンで処理し、ゲムシタビン感受性の変化を検討した。す

ると図６のように、ロテノン処理に
より MIA-P にゲムシタビン耐性が誘
導された。このとき、ミトコンドリ
ア ROS レベルを検討すると、ロテノ
ン処理によりゲムシタビン処理時に
見られたミトコンドリア ROS の増大
が消失していた。 
 さらに、ミトコンドリア ROS の抑
制がゲムシタビン耐性を誘導するか

を検討するため、図７のように MIA-P を抗酸化剤である
ビタミン Cで処理したところ、ゲムシタビン処理による
増殖抑制が回復することが確認された。このように、ゲ
ムシタビンの細胞毒性にはミトコンドリアROSが重要な
役割を果たしており、ミトコンドリア DNA の部分的な障
害を有する部分ρ0 形質は、ミトコンドリア膜電位の低
下と酸化的リン酸化の抑制により、ゲムシタビンによる
ミトコンドリアROS産生を低下させゲムシタビン耐性を
誘導することが明らかになった。 
 
結論 
以上の結果から、目的に示した 5点の疑問に対して以下のような解答が得られた。 
1.ρ0 化によりゲムシタビン耐性が獲得されるか：部分ρ0化は耐性を誘導する 
2.ゲムシタビン耐性に関連するρ0化に伴う遺伝子発現や代謝変化は何か：酸化的リン酸化の抑
制が認められた 
3.ρ0 化に伴う悪性形質亢進の原因は何か：ミトコンドリア ROS 産生低下が重視される 
4.ρ0 化はゲムシタビン以外の薬剤耐性にも関与するのか：5-FU 耐性も誘導されており多剤耐
性に関与する可能性が示唆された 
5. ゲムシタビンががん細胞のρ0 化を誘導するのか：ゲムシタビン持続処理により部分ρ０形
質が獲得されている。このことは、DNA 障害をもたらす抗がん剤に共通して部分ρ0形質を誘導
する可能性があり、薬剤耐性を惹起する危険性が示唆された。 
このように、抗癌剤耐性は抗がん剤自身が有する DNA 毒性による癌細胞の部分ρ０化が重要な



役割を果たすことが示唆された。この部分ρ０形質を標的とする治療法を検討売ることにより、
より有効な化学療法が実現されることが期待される。 
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