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研究成果の概要（和文）：本研究は、CDDP-NAC (N-アセチルシステイン複合体)の尿細管輸送

に関わる薬物トランスポータの役割を解明することを目的として実施した。OCT2, OAT1, 
OAT3 を発現させた HEK 細胞では、CDDP-NAC の細胞内取り込み速度は CDDP 単独に比べ

低下していたことから、NAC 投与は CDDP の尿細管への取り込みを低下させることで、腎毒

性を軽減する可能性がある。 
研究成果の概要（英文）：This study was performed to investigate the characteristics of renal 
tubular transport of N-acetylcysteine conjugate of cisplatin (CDDP-NAC, cytotoxic 
metabolite).  In the human embryonic kidney 293 (HEK293) cells transfected OCT2, OAT1 
or OAT3, the CDDP-NAC accumulation in these cells was significantly lower than that of 
CDDP alone.  NAC treatment prevented CDDP uptake in renal tubular cells, which might 
contribute to the reduced toxicity of CDDP.    
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１．研究開始当初の背景 
 
抗悪性腫瘍薬シスプラチン（CDDP）の用

量規制因子の一つは腎障害である。生体内に
投与された CDDP の一部は肝臓でグルタチ
オン複合体（CDDP-GSH）に変換され、次
いで細胞表面酵素によってシステイン複合
体（CDDP-Cys）へと変換される。CDDP-Cys
は細胞内に取り込まれ、毒性本体と考えられ
るチオール化合物（CDDP-S－）へと変換さ
れる。この経路に関わる変換酵素を阻害する
ことで、腎障害が軽減されることが報告され

ている。したがって、CDDP による腎障害に
は、CDDP-Cys の尿細管輸送特性が深く関わ
ることが予想される。また、ウサギの近位尿
細管において CDDP と N-acetyl Cysteine 
(NAC) 複合体（CDDP-NAC）の輸送が、典
型的な有機アニオントランスポーター
（OATs）の基質であるパラアミノ馬尿酸
（PAH）により阻害されることが報告されて
いる（Colb RJ et al., Cancer Chemother 
Pharmacol 51: 132–138, 2003）。 
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これまでの報告から、シスプラチンの毒性

本体の前駆体と考えられる CDDP-Cys の尿
細管輸送には、OATs の関与が示唆されてい
る。また、現在臨床試験が行われている抗が
ん剤補助薬 BNP-7787 の腎障害軽減メカニ
ズムとして、上記グルタチオン複合体の変換
経路への作用が研究されており（Hausheer 
FH et al., Cancer Chemother Pharmacol 
67: 381-391, 2011）、CDDP-Cys の輸送メカ
ニズムを明らかにすることは重要である。し
たがって本研究は CDDP-Cys の尿細管輸送
に関わる薬物トランスポータの役割を解明
し、研究成果を腎障害予防法の構築に還元す
ることを目的とした。 
 

３．研究の方法 
 
① CDDP および CDDP-NAC による細胞傷

害性の評価 
LDH assay : CDDP または CDDP－

NAC,CDDP－Cys 等量混合物を各種細胞
に一定時間（30 分）曝露し、fresh culture 
medium に置き換えて 24 時間インキュベ
ーションした。その後、細胞を回収し、培
養液中の LDH、細胞内の LDH を測定した。
LDH release (%) を算出することで細胞傷
害性を評価した。 

 
② 細胞内への薬物取り込み実験 
 
(1) 各種トランスポータをトランスフェクト
した HEK 細胞（HEK-hOAT1, 
HEK-hOAT3, HEK-hOCT2）の基質薬物輸
送機能の確認。hOAT1 の基質薬物として
[14C]パラアミノ馬尿酸（PAH）、hOAT3 の基
質薬物として[3H]Estrone 3-sulfate(ES)、
hOCT2 の基質薬物として[14C]Metformin を
用いた。 
 
(2)各種トランスポータの発現・輸送能をその
特異的基質で確認したのち、CDDP または
CDDP－NAC 等量混合物を 30 分間曝露させ、
細胞内 Pt 取込み量を原子吸光分光光度計に
て測定した。 
 
(3) CDDP 溶液にシステインを一定量、一定
時間加え、CDDP の吸光度を経時観察した。
吸光度変化から、CDDP へのシステインの一
分子付加体と二分子付加体の生成について、
条件を検討した。 
 
４．研究成果 
 
① CDDP および CDDP-NAC による細胞傷

害性の評価 
 

(1) 有機カチオントランスポータ（OCT2）を
発現する LLC-PK1 細胞に CDDP 単剤を曝
露させたとき、濃度依存的に LDH release
の上昇がみられた（Fig. 1）。また、LLC-PK1
細胞に 500 µM CDDP 単剤、 500 µM 
CDDP-NAC(1:1)、500 µM CDDP-Cys(1:1)
をそれぞれ曝露させたとき、すべてにおいて
コントロール群に比べて LDH release が上
昇したが、CDDP 単剤暴露は、CDDP-NAC、
CDDP-Cys に比べ有意に LDH release の上
昇していた（Fig. 2）。CDDP は OCT2 によ
り輸送されることが知られていることから、
CDDP 単剤、CDDP-NAC、CDDP-Cys の細
胞毒性の違いは、OCT2 による輸送の差に起
因している可能性が示唆された。 

Fig. 1 Effects of cisplatin on the LDH release 
from LLC-PK1 cell monolayers. Each column 
represents the mean ± SEM of three. **p<0.01, 
***p<0.001, significant difference from control 
by Dunnett's Multiple Comparison test. 

Fig. 2 Effects of cisplatin and cisplatin- 
conjugate on the LDH release from LLC-PK1 
cell monolayers. Each column represents the 
mean ± SEM of three. **p<0.01, ***p<0.001, 
significant difference from control, ###p<0.001, 
significant difference from cisplatin by Tukey’s 
Multiple Comparison test. 
 

   



 

 

(2) 有機アニオントランスポータ(OAT)を発
現する OK 細胞に CDDP 単剤、CDDP-NAC、
CDDP-Cys をそれぞれ曝露させたとき、
CDDP 単独投与が最も LDL 遊離量が多かっ
た。このことから、OAT による基質認識性は
CDDP＞CDDP-NAC、CDDP-Cys である可
能性、または β-lyase が細胞内に少なく、
CDDP-NAC、CDDP-Cys が CDDP-S-に変換
されない可能性が示唆された。 

Fig.3 Effects of cisplatin and cisplatin-conjugate 
on the LDH release from OK cell monolayers. 
Cisplatin was diluted in HBSS with 5 mM 
HEPES, pH 7.2. Each column represents the 
mean ± SEM of three. ***p<0.001, significant 
difference from control; #p<0.05, from NAC; 
++p<0.01, from Cysteine; bp<0.05, from 
Cysteine-Cisplatin by Tukey’s multiple 
comparison test. 
 
② CDDP, CDDP-NAC の細胞内輸送特性
の検討 
 
(1) 各種トランスポータをトランスフェクト
し た HEK 細 胞 (HEK-hOAT1, 
HEK-hOAT3, HEK-hOCT2)の発現・輸送能
をトランスポータ特異的基質で確認したと
ころ、３種ともコントロール群に比べ有意に
基質の取り込みがみられた (Fig. 4)。この結
果から、それぞれの細胞はトランスポータに
よる輸送特性を評価できる細胞であること
が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 4 Uptake of various compounds by 
HEK-hOAT1, HEK-hOAT3 and HEK-hOCT2. 
HEK-pBK, HEK-hOAT1, HEK-hOAT3, 
HEK-Vector and HEK-hOCT2 were incubated 5 
µM PAH(A), 20 nM ES(B), 5 µM Metformin (C) 
for 15 min at 37℃.  After the incubation, the 
radio activity of solubilized cells was measured. 
Each column represents the mean ± SEM. of 
three HEK cells. ***p<0.001, significant 
difference from HEK-pBK or Vector. 
 
(2) HEK-hOCT2にCDDP単剤を曝露させた
ところ、コントロール（vector）に比べて有
意な細胞内 Pt 蓄積量の上昇がみられた（Fig. 
5）ことから、CDDP は hOCT2 の基質であ
り、LLC-PK1 細胞でみられた細胞毒性は、
OCT2 による輸送と関連していることが示唆
された。 

Fig. 5 Uptake study of CDDP by HEK-hOCT2 . 
HEK-Vector and HEK-hOCT2 were incubated 
with 500 µM CDDP for 30 min at 37℃ . After 
the incubation, Pt was measured by atomic 
absorption. Each column represents the mean ± 
SEM of three.  ***p<0.001, significant 
difference from HEK-Vector. 
 
(3) NAC の 1 分子結合体および 2 分子結合体
の生体膜輸送の特性について検討した。
CDDP に等量の NAC, 2 倍量,3 倍量、4 倍量
の NAC を加えたところ、NAC の容量依存的
に吸光度の上昇がみられ、反応時間が 3 およ
び 5 時間では、各溶液の吸光度の差が大きか
ったことから、反応時間は 4 時間で
CDDP-NAC の細胞輸送実験を行った(Fig.6)。 

OAT3, OCT2 を発現させた HEK 細胞では、
CDDP 単独投与の細胞内取り込み速度が最
も速く、NAC の反応割合を高くするにつれ
て、細胞内への取り込み速度が低下していた。
また、OAT1 を発現させた HEK 細胞におい
ても、CDDP 単独投与した場合に細胞内取込



 

 

み速度が最も速く、次いで等量、2 倍量、4
倍量、3 倍量の NAC で反応させた複合体の
順であった(Fig.7)。 
 

Fig. 6  Time course of the change in absorbance.  
CDDP (250 µM) and CDDP (250 µM )-Cysteine 
conjugates (1:1, 1:2 and 1:4) were measured at 
309nm. 
 

 
Fig. 7 Uptake study of CDDP and 
CDDP-Cysteine by HEK cells. HEK cells were 
incubated with 250 µM CDDP (control)  or 250 
µM CDDP preincubated with equimolar 
cysteine (Cys)(1:1), 2-fold Cys (1:2), 3-fold Cys 
(1:3) and 4-fold Cys (1:4) for 4hr at 37℃. After 
30 min incubation, Pt was measured by atomic 
absorption. Each column represents the mean ± 
SEM of three. 

 
 
 これまでに、CDDP の毒性本体はシステイ
ン複合体から生成される CDDP-S－という報
告、システインの投与は腎毒性を軽減すると
いった相反する報告がある。本研究結果から、
シ ス テ イ ン の 投 与 に よ り 生 成 さ れ る
CDDP-NAC 複合体は、CDDP よりも OCT2、
OAT1, OAT3 に対する認識性が弱く、腎側底
膜からの輸送が低下するため、腎細胞への傷
害が軽減されることが示唆された。 
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