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研究成果の概要（和文）：癌細胞の薬剤耐性のメカニズムを解明することは癌化学療法において

重要である。根治手術後の補助化学療法の進歩に伴い、手術単独の治療よりも長期無再発・長期

生存例が得られるようになってきた。一方、術後補助化学療法にも関わらず30-40%の再発が見ら

れる。本研究では癌細胞がどのようにして薬剤耐性を獲得するのかの分子生物学的機構を明らか

にするために胃癌細胞株に薬剤を添加し耐性細胞株として樹立した。この耐性株をCDDP下での反

応を比較するとDNA傷害に関わる経路の反応が破たんしていた。このことは耐性株では細胞がス

トレスに暴露された場合、アポトーシスや細胞周期の停止などの適切な状態に進むことができず

増殖が停止しないことを示している。 

 
研究成果の概要（英文）：It is important to clarify the drug-resistant mechanism of cancer 
cells in the context of cancer chemotherapy. Advances on adjuvant chemotherapy after 
oncologically curative operation have prolonged the long-term disease-free and overall 
survival rates. However, approximately 30-40% cases still experience recurrence despite of 
adjuvant chemotherapy. In the present study, we established a drug-resistant gastric 
cancer cell line to clarify the drug-resistant mechanism. Pathways for DNA damage 
response were found disrupted in the resistant cell line. These results suggest that the 
resistant cell is unable to control cell cycle or apoptosis, which results in continuous 
proliferation. 
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１．研究開始当初の背景 
化学療法において薬剤耐性の獲得は克服す
べき大きな課題のひとつである。従って薬剤
耐性性細胞を解析することは、薬剤耐性機構

の解明を通して化学療法の臨床に役立つ。シ
スプラチン(CDDP)は、胃癌の化学療法に最
も広く用いられている薬剤である。我々は薬
剤抵抗性を特徴づける重要なタンパク分子
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群を検索するためにヒト胃癌細胞株 MKN45
から CDDP 耐性細胞集団を単離した。この細
胞集団の分子プロファイルを行い、薬剤耐性
に関連した分子・パスウェイの同定すること
は化学療法剤の使用法における客観的な指
標を提供できる。 
 
２．研究の目的 
胃癌細胞株 MKN45 を用いて CDDP 薬剤耐
性細胞株を確立する。さらにその耐性株を用
いて CDDP に対する分子レベルでの反応性
について検討する。 
 
３．研究の方法 
はじめに MKN45細胞に対する CDDPの 50%細胞
増殖阻止濃度（GI50）を確定する。この CDDP
濃度に調整された培養液を用いて 2-3週間程
度で形成されるコロニーからクローニング
を行い培養細胞として確立する。確立された
薬剤抵抗性 MKN45R（R=Resistant）を用いて
他の薬剤での抵抗性を検証し CDDP特異的な
抵抗性を獲得したのかを検証する。さらに
CDDPを添加したのちに時間毎に細胞ライセ
ートを回収しウェスタンブロットおよび逆
相タンパクライセートアレイ(RPA)を用いて
パスウェイの状態を解析する。 
 
４．研究成果 
CDDPに対するMKN45のGI50は1.6µMであった。
CDDP耐性細胞集団を得るために 1.6µMのCDDP
濃度下で細胞培養を行ったところ 25 個のコ
ロニーが得られた。培養面積を徐々に増加さ
せ 25cm2まで拡大した時点で各種抗癌剤を用
いて細胞増殖抑制試験を行った。7 つの細胞
集団ではCDDPに対して 1.94-26.3倍の耐性を
示した。さらに 5-FU、CPT-11、パクリタキセ
ルの各薬剤を用いて多剤耐性細胞集団を除
外するため細胞増殖試験を行った。7 つの細
胞集団のうち 6つではすべての薬剤に対して
耐性が認められたが、1 つの細胞集団では
CDDPのみに耐性であった（図１、下）。 

 

その CDDP 耐性細胞集団では、親株である
MKN45 に対して約 9 倍の GI50 を示した。この
細胞を MKN45R として親株と比較するための
以下の実験を行った。 

 MKN45 では p53 と p21 タンパクは薬剤濃度
の増加に応じて発現が増加していたが、
MKN45Rでは p53タンパクは 1.6µMをピークと
する発現の変動があり、p21 タンパクはほと
んど変化が見られなかった。Caspase-3、
CyclinD3は MKN45では濃度に関わらず発現し、
MKN45R では濃度依存性に発現が低下した。
Cdk1/Cdk2、Baxは MKN45では概ね濃度依存性
に発現が増強したが、MKN45R では逆に濃度に
伴って発現が低下する傾向にあった。 
 CDDP 添加後 6 時間ごとの p53 タンパクは
MKN45 では時間依存性に発現が増強したが、
MKN45R では CDDP 非存在下でも強く発現して
いた。p21 タンパクは MKN45 では時間依存性
に発現が増加したが、MKN45R では逆に時間依
存性に低下した。Caspase-3、Bax は MKN45R
で時間依存性に発現が低下した。MKN45R での
CyclinD3 は時間への依存性は明らかではな
かったが不規則な変動が見られた（図２、下）。 

 
 2009年 2月までに発表された主な文献から
アポトーシス・細胞周期に関するキーワード
で抽出し得た細胞シグナル伝達経路をから
MKN45R における変化を推定した。CDDP 添加
により DNA 傷害が起こり、p53 を中心とした
経路が活性化される。アポトーシス経路を推
定するために Bax および Caspase、細胞周期
調節経路を推定するため CDKs、CyclinD3、p21
の変化に注目する必要性が示唆された。ウェ
スタンブロットの結果をもとに添加 CDDP 濃
度による反応の強さ、また時系列データから
伝達の順番を推定すると 160nMでは細胞周期
抑制経路が、160µM ではアポトーシス経路が
predominant に活性化されていることが示唆
された（図３，下）。 
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