
    博士（歯学）山下知巳
学位論文題名

ネダプラチンのNa+，K+―ATPase活性阻害と

ヒト腎由来近位尿細管細胞に対する作用

学位論文内容の要旨

【目的】
  プラチナ系抗がん剤が誘発する腎毒I生の詳細な機構はまだ不明であるが、Nr，
K+ーATPase濳陸の抑制が腎臓における近位尿細管の機能変化に関与するとされ
ている。プラチナ系抗がん剤であるネダプラチン(NDP)はシスプラチンより抗
がん作用が強く、腎毒陸は少ないとされているものの、臨床で用いる場合は水分
負荷が必要であり、腎障害は主な副作用のひとっとしてあげられている。しかし、
NDPの腎毒性に関する詳細な報告は少なく、Na+，K+-パFPaseに対する作用
については報告が見られない。そこで、NDPによる腎毒I生の機構とその予防法
を明らかにすることを目的として、NDPによるNa+，K+- ATPase活性阻害と
ヒ ト 腎 由 来 近 位 尿 細 管 細 胞 に 対 す る 作 用 に つ い て 検 討 し た 。
【方法】
1．NDPによるブタ腎Na゙ ，K十- ATPase活陸阻害
1）プ夕腎Na+，K―パIBヨse活性とNDPによる阻害の測定
  ブ夕腎臓より精製したNr，K゙ －AコPaseを含む反応液に、種々の濃度のNDP
を添加し、その後ATPを加えて反応を行ったのち、酵素反応の結果生じた無機
1」ン酸を定量した。
2）．NDP存在下で抑制されたNa十，K←ーAロaSe活性の含硫化合物による回復の
測定
  同様に酵素を含みNDP濃度が2mMとなる反応液をプレインキュベーション
した後に、含硫化合物である2一メルカプト工夕ノール、ジチオスレイトール、
グルタチオンあるいはジエチルジチオカルバヌートを加え、その後、A工Pを加え
反応を行った。以後の操作は上記に従った。
2．NDPのヒト腎由来型劃立局細管細胞（HRPTEce‖）に対するヶH羽
1）NDPのHRPIECenに対する作用の評価
  HRnEceuと腎上皮細胞用増殖培地はBioWhittaker社より購入した。細胞
を種々の濃度のNDPを添加した培地で培養し、その後、細胞を超音波破砕し、
そのホモジェネートを用いてタンパク質量、Na十，Kt―ATPase活性、酸性ホス



ファターゼ活性を測定した。
2） NDP存在下のHRIyFE cellに対する2MEの作用
  細胞を20ルMのNDPと同時に種々の濃度の2MEを添加した培地で培養した。
以後の操作は上記に従った。
3） HRPTEcellの生存度に対するNDPと2MEの作用
  細胞を種々の濃度のNDPと2MEを加えた培養液で培養した。Lumi′I'ech社
よ り購 入 した Via工 jght HSを用いて、培養液中のATPを測定した 。
4） NDPによるHRPTE cellのアポトーシスの検出
  20および200 uMのNDPを含んだ培養液で細胞を培養した。回収細胞から
DNA断片を抽出し、アガ口ースゲル電気泳動した後、DNAラダーを検出した。
【結果】
1.NDPのブ夕腎Na゙ ，K十一ATPase活性に対する作用
1） NDPによるブ夕腎Na+，K一ATPase活性阻害
  NDPはその濃度とプレインキュベーション時間に依存してNr，K゙ 一バIPase
活性を阻害した。
2） NDP存 在 下 の Nr， K＋ ― ATPase活 性 の 含 硫 化 合 物 に よ る 回 復
  2mMのNDPを添加後120分で活性は約40％まで低下したが、この時点で、
2MEを添加すると、Na十，K←ーバn’aSe活性は添加した2MEの濃度と時間に依
存して活´l生化された。他の含硫化合物を用いた実験でも、その添加濃度に依存し
て餅卩ase漕I生を回復した。しかし、その活性回復の程度は2MEでもっとも高
かった。
2‐NDPのHRPTEce‖に対する作用
1）細胞増殖および酵素活性の抑制
  NDP濃度に依存した細胞の増殖抑制が光学顕微鏡下で観察され、回収細胞か
ら 求 め た タ ン パ ク 質 量 も 、 NDP濃 度 に 依 存 し て 減 少 し た 。 ゛
  Na十，K．＋一鮒Pase活性は、総活性および一定夕ンバク質量あたりの活性すな
わち比活性のいずれもNDP濃度に依存して低下した。さらに酸性ホスファター
ゼの総活性と比活性は、どちらもNDP濃度に依存して低下したが、比活性の低
下はNr，K＋・ーAn’ase活性の場合より軽度であった。
2）NDP存在下のタンバク質量および酵素活性の低下に対する2MEの回復作用
  臨床血漿濃度と言われる20MMのNDPと同時に種々濃度の2MEを添加して
細胞を培養したところ、2MEを20ルM添加した際にタンバク質量は有意に増加
した。Nr，K゙ ーバIPase活性および酸性ホスファターゼ活性も、20仏Mの2ME
を添加 した際に総活性が有意に増 加し、比活性も軽度に増加した。
3）NDP存任下のHRnEcenの生存度と2MEの効果
  NDP濃度に依存した細胞死が観察された。NDP濃度が20ルM以下では、細
胞は80％以上の生存度であったが、80比M以上の濃度ではほぽ100％死滅した。
  20此MのNDPと同時に種々の濃度の2MEを添加した際の生存度は150彫M



以下で増加し、10ルMでは約150％と最大であった。また600ルM以上ではNDP
単独より生存度は低下した。
4） NDPによるHRPTE cellのアポトーシス
  NDP非存在下あるいは20ルMNDP存在下ではDNAラダーは観察されなか
ったが、200ルMでは観察され、細胞死にアポトーシスが関与することが示され
た。
【考察】
1.NDPによるブ夕腎Na゙ ， K゙ －ATPase活陸阻害と含硫化合物による回復
  近位尿細管の機能は、腎における糸球体濾過量の約75％を再吸収することで
あり、この再吸収はハぱ，K+- ArIPaseが近位尿細管細胞においてナトリウムを
輸送することにより生じる浸透圧の変化により受動的に行われている。このNa+，
K+- ArIPaseの近位尿細管における重要な機能を考えると、NDPが引き起こす
Na+，K+-バFPse活性の阻害が腎毒陸の原因のひとっになりうると推測される。
  含硫化合物はその添加濃度に依存してNDPによって阻害されたブ夕腎Na十，
K．＋―ぷIR〕se活性を可逆的に回復した。これらの薬物はNa十，K’－パIPase活性
を回復することによ．りNDPの腎毒性を軽減できる可能性を持つことを示唆して
いる。
2．NDPのHRPTEce‖に対する作用と2MEの効果
1）NDPによる細胞死とその機構
  NDP存庄下での細胞増殖の抑制は、回収した培養細胞のタンバク質量の減少
および生存度試験の結果からNDPによる細胞死であると確認された。また、DNA
ラダ一・検出の結果、高濃度のNDPによる細胞死の機構にアポトーシスが関与し
ていることが示唆された。
2）NDPによるHRTEcenの酵素活性阻害と2MEの保護効果
  細胞死を引き起こす濃度のNDPによる酵素活陸の低下には、細胞死による細
胞数の減少以外に、NDPによる直接的な酵素活陸の抑制も関与しているものと
考えられる。
  至適濃度の2MEはNDP存在下での酵素活性の低下を抑制することができる
のみならず、細胞死も抑制した。これらの結果は、2MEは酵素活性を保護する
ことによって、NDPの近位尿細管細胞に対する毒陸を軽減できる可能性を示唆
する。
  しかし、NDPは、酵素などタンノ、ク質に対すると同時にDNAに対してもク
口スリンク作用などを示し、これら両者の結果が総合的な腎毒陸発現機構である
と考えられる。そのため、より詳細な腎毒陸機構の解明には、更なる研究が必要
である。



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

ネダプラチンのNa+，K+－ATPase活性阻害と

ヒト腎由来近位尿細管細胞に対する作用

  審査は、審査担当者全員が一堂に会し、口頭にて行った。まず、論文提出者に研究の概

要 の 説 明 を 求 め た 。 論 文 提 出 者 は 研 究 内 容 を 明 快 に 説 明 し た 。   ． ‘

  論文の概要は以下の通りである。

【目的】ネダプラチン(NDP)による腎毒性の機構とその予防法を明らかにすることを目的

として、Na゙ ，K+―ATPase活性阻害とヒト腎由来近位尿細管細胞(HRPTE celDに対する

作用にっいて検討した。

【方法】

1．NDPによるブ夕腎Na゙ ，K+- ATPase活性阻害

1）活性阻害の測定

  プ夕腎臓より精製したNa゙ ，K゙ - ATPaseを含む反応液に、NDPを添加し、その後ATP

を加 え て反 応 を行ったの ち、酵素反応 の結果生じた無 機リン酸を定 量した。

2）含硫化合物による活性回復の測定

  同様に酵素を合みNDP濃度が2mMとなる反応液をプレインキュベーションした後に、

含硫化合物である2―メルカプトエタノール（2ME冫、ジチオスレイトール、グルタチオンあ

るいはジェチルジチオカルバメートを加え、その後、AIPを加え反応を行った。以後の

操作は上記に従った。

2．NDPのHRrceuに対する作用

1）HR阿Ece11を種々の濃度のNDPを添加した培地で培養し、そのタンバク質量、Na゙ ，

K十一A1、Paseと酸性ホスファターゼ活性を測定した。

2）細胞を20肛MのNDPと同時に種々の濃度の2MEを添加した培地で培養した。以後の操

作は上記に従った。

3）細胞を種々の濃度のNDPと2MEを加えた培養液で培養し、そのATPを測定した。

4）20および200UMのNDPを含んだ培養液で細胞を培養した。回収細胞からDNA断片を

抽 出 し 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 し た 後 、 DNAラ ダ ー を 検 出 し た 。
【結果と考察】
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1.NDPのプ夕腎Na+，K+ーATPase活性に対する作用
1） NDPはその濃度とプレインキュベーション時間に依存してNa゙ ，K゙ ーATPase活性を阻
害した。
2） NDPにより低下した酵素活性は2MEを添加後、2MEの濃度と時間に依存して活性化

された。他の含硫化合物を用いた実験でも同様の結果であったが、その酵素活性の回復の
程度は2MEがもっとも高かった。
2.NDPのHRPTE cellに対する作用

1） NDP濃度に依存した細胞の増殖抑制が光学顕微鏡下で観察され、回収細胞から求めた
タンパク質量も、NDP濃度に依存して減少した。
  Na゙ ，K゙ ーATPaseおよび酸性ホスファターゼは、総活性および一定夕ンバク質量あたり
の活性すなわち比活性のいずれもNDP濃度に依存して低下した。
2）   20uMNDPと同時に2MEを20ロM添加した培養の際にタンバク質量は有意に増加し
た。酵素活性の上昇も同様であった。
3）NDP存在下のHR阿Ece11の生存度は、NDP濃度に依存し低下した。20ロMのNDPと
同時に2MEを添加した際のHR阿Ece11の生存度は2ME150ロM以下で増加し、louMで
は約150％と最大であった；
4）NDP非存在下あるいは20ルMNDP存在下ではDNAラダーは観察されなかったが、
200ロMでは観察され、．高濃度のNDPにる細胞死にアポトーシスの関与が示唆された。
  NDPによる酵素活性の低下には、細胞死による細胞数の減少以外に、NDPによる直接
的な酵素活性の抑制が関与しているものと考えられ、それにより弓Iき起こされる近位尿細
管の機能変化が腎毒性の機構のーっになりうると推測された。また、2MEが酵素活性を
保護することによって、NDPの近位尿細管細胞に対する毒性を軽減する可能性が示唆さ
れた。

  続いて、審査担当者から本研究およびその関連事項について種々の質問がされた。
実験法に関して
1）精製Na+，K二十- ATPase活性阻害の回復の実験で含硫化合物をNDPの後から入れる理由
  やATPを加えるタイミングについて
実験結果に関して
2）精製Na十，モぐ―ATPaseに対する実験において、NDPによる活性阻害が時間依存で起こ
    る理由やその活性回復の程度が含硫化合物の種類で異なる理由について
3）  HRPTE cellを用いた実験において、NDPや2MEによりタンパク質量や酵素活性の変
    化 が 起 こ る 主 因 な ら び に NDPの 細胞 へ の移 行経 路 と作 用に つ いて
臨床的な事項として
4）臨床で用いられているプラチナ系抗がん剤の各々の特徴、腎毒性軽減に用いられてい
    る 薬 剤 な ら び に 2MEを 臨 床 応 用 する に あた って の 問題 点に つ いて
5）本実験の今後の展望について
  こ れ ら の 質 問 に 対 し て 、 論 文 提 出 者 は そ れ ぞ れ 明 快 に 回 答 し た 。

  以上より、本論文内容が高く評価されるとともに、本論文提出者は、本研究を中心に広

い 知 識 を 有 し 、 博士 （ 歯学 ）を 授 与す るに 値 する もの と 判定 され た 。


