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ヒト腎がん細胞に対する
抗がん剤の併用効果

兵庫県立神戸高校総合理学科2年

腎臓とは？

生活で生じた毒素や余分な水

分を尿として排出する臓器

腎臓と腎細胞がん

腎細胞がんとは？
腎がん全体の80パーセントを占
めており、薬剤耐性が非常に高い

正常腎

腎がん

⇒高濃度・多量投与すれば効く

強い薬剤耐性を持つ

BUT

副作用などのリスク

低濃度・少量で十分な効果を出す方法

相乗効果

副作用の低減 薬学研究への応用

H25年の課題研究

〇15-デオキシ Δ12,14 プロスタグランジン J2 (15d-PGJ2)
：血中に存在し、抗がん剤としてはたらく脂質代謝物質

●ドキソルビシン（トポイソメラーゼ阻害剤）

：DNA２本鎖のねじれ解消を中断する抗がん剤

の併用が相乗効果を示す

• 細胞：ヒト腎がん細胞Caki-2

• 培地：RPMI1640
10％FBS（ウシ胎児血清）

• 薬品：15d-PGJ2

抗がん剤9種類

• 解析方法

：MTTアッセイ（ミトコンドリア変質評価）

画像解析（形態変質評価）

実験手法



2

微小管阻害薬・・・・・・・・・・・・・・・・

抗腫瘍性抗生物質・・・・・・・・・・・・

分子標的薬(プロテアソーム)・・・・・・・・

(EGFR)・・・・・・・・・・・・・・

(VEGFR)・・・・・・・・・・・・・

白金製剤・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

代謝拮抗薬・・・・・・・・・・・・・・・・・・

mTOR阻害剤・・・・・・・・・・・・・・・・・・

アルキル化薬・・・・・・・・・・・・・・・

パクリタキセル

ブレオマイシン

ボルテゾミブ

エルロチニブ

ゲニステイン

シスプラチン

メルカプトプリン

ラパマイシン

シクロホスファミド

使用した薬剤

〇15-デオキシ Δ12,14 プロスタグランジン J2  (15d-PGJ2)
血中に存在し、抗がん剤としてはたらく脂質代謝物質

●パクリタキセル（微小管阻害薬）

微小管を標的とする抗がん剤

●ボルテゾミブ（分子標的薬）

がん細胞のプロテアソームを標的とする抗がん剤

●ブレオマイシン（抗腫瘍性抗生物質）

DNA鎖を切断する抗がん剤

用語説明

24wellプレートに播いたCaki-2を

CO2 インキュベーター内で37℃、CO2 ５％で24h培養。

↓
培養液で希釈した薬剤を加え、24hさらす。

↓
画像解析（形態観察）

↓
MTTアッセイ

実験の流れ MTTアッセイ

ミトコンドリア MTT
脱水素

ホルマザン

有機溶媒

左：正常なCaki-2 右：変性したCaki-2

形態観察
〇15-デオキシ Δ12,14 プロスタグランジン J2   (15d-PGJ2)

血中に存在し、抗がん剤としてはたらく脂質代謝物質

●パクリタキセル（微小管阻害薬）

抗がん剤

●ボルテゾミブ（分子標的薬）

抗がん剤

●ブレオマイシン（抗腫瘍性抗生物質）

抗がん剤

用語説明(おさらい)
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MTTアッセイ結果 （ミトコンドリア変性）
15d-PGJ2 と抗がん剤の併用
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H25年度 研究論文による

（Yamamoto et al.,Synergistic effects of 15-deoxy Δ12,14-prostaglandin J2 on the anti-tumor activity of doxorubicin in renal cell carcinoma, 
Biochemistry and Biophysics Reports 2405-5808）

80%

40%

90%

ドキソルビシンと15d-PGJ2の相乗効果

MTTアッセイ結果 （ミトコンドリア変性）
15d-PGJ2 と抗がん剤の併用
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画像解析結果 （形態観察）
各薬剤単独適用時
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MTTアッセイ結果 （ミトコンドリア変性）
パクリタキセルと抗がん剤の併用

単独 PTX併用

bor

BLM                           

画像解析結果 （形態観察）
パクリタキセルと抗がん剤の併用
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単独 PTX併用

bor

BLM                           

画像解析結果 （形態観察）
パクリタキセルと抗がん剤の併用

PTX単独

• 15d-PGJ2、パクリタキセルともに相乗効果を示す新たな
薬はない

•腎細胞がん細胞Caki-2において分子標的薬

ボルテゾミブは単独で抗腫瘍効果を示す。

考察

15d-PGJ2と相乗効果を持つ抗がん剤は
トポイソメラーゼ阻害剤のみである

• 15d-PGJ2、パクリタキセルともに相乗効果を示す新たな
薬はない

•腎細胞がん細胞Caki-2において分子標的薬

ボルテゾミブは単独で抗腫瘍効果を示す。

考察

分子標的薬ボルテゾミブがCaki-2に対する効果を示す

がん細胞のみを攻撃できる

副作用の低減

考察

■がん抑制遺伝子vhl
腎がん罹患者の約４割で変異が見られる。

この遺伝子の変異が神経、腎臓、精巣、膵臓などの

がん発症の最大の原因の一つとなる。

今後の展望

15d-PGJ2とトポイソメラーゼ阻害剤の相乗効果は
がん抑制遺伝子vhlの状態に依存するか

vhl遺伝子の変異の有無に依存するか

同じ治療がvhlの状態が異なる患者に効くか

多くの人に対して有効な治療法の開発の契機
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補足説明

• 各薬剤（9種）実験結果（形態・MTT）

• 各薬剤の作用機序の詳細

• 副作用は絶対悪か

• 厳密な相乗効果とは

• 15d-PGJ2の代謝経路

• 15d-PGJ2周辺の話

• 今後使用予定の細胞

• MTTアッセイについて

Erlotinib

control

J

erl

erl+J

エルロチニブ単体ではあまり効果は見られないが、
Jが加わると細胞死を引き起こしている。相乗的ではない。

Rapamycin

control

J

rap

rap+J

薬物による効果はあまり見られない。
J単独の方が薬物併用より効果があると考えられる。 6-Mercaptopurine

6MP

6MP+J

control

J

薬物による効果はあまり見られない。
Jによる細胞死だと考えられる。
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Genistein

control

J

gen

gen+J

ゲニステイン単独ではあまり効果は見られないが、
Jが加わると細胞死を引き起こしている。相乗的ではない。 Cisplatin

control

J

CDDP

CDDP+J

わずかだが、写真からは併用効果がみられる。

Bleomycin

J

control BLM

BLM+J

薬物による効果はあまり見られない。
J単独の方が薬物併用より効果があると考えられる。 Bortezomib

bor+J

borcontrol

J

ボルテゾミブ単独でもJ単独でもあまり効果は見られない
が、
併用させると多くの細胞死を引き起こしている。

Paclitaxel

control

J

PTX

TXL+J

形態が大きく変化している。やや併用効果もみられる。 結果（画像解析）
15d-PGJ2 + 抗がん剤
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結果（画像解析）
パクリタキセル + 抗がん剤
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結果
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MTTアッセイ結果 （ミトコンドリア変性）
15d-PGJ2と抗がん剤の併用

15d-PGJ2 0 μM 15d-PGJ2 20 μM
bor濃度 吸光度 生存率(%) 吸光度 生存率(%)
0 μM 0.782 100.0 0.672 86.6
0.10 μM 0.558 72.2 0.576 74.9
1.0 μM 0.532 69.5 0.547 71.4
10 μM 0.541 70.7 0.519 68.0

表：15d-PGJ2とボルテゾミブのMTTアッセイ結果と生存率

MTTアッセイ結果 （ミトコンドリア変性）
15d-PGJ2と抗がん剤の併用

15d-PGJ2 0 μM 15d-PGJ2 20 μM
BLM濃度 吸光度 生存率(%) 吸光度 生存率(%)

0 μM 0.961 100.0 0.743 78.3
0.10 μM 0.804 84.3 0.726 76.5
1.0 μM 0.796 83.6 0.671 71.0
10 μM 0.611 65.1 0.765 80.4

表：15d-PGJ2とブレオマイシンのMTTアッセイ結果と生存率
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MTTアッセイ結果 （ミトコンドリア変性）
15d-PGJ2と抗がん剤の併用

15d-PGJ2 0 μM 15d-PGJ2 20 μM
PTX濃度 吸光度 生存率(%) 吸光度 生存率(%)

0 μM 0.857 100.0 0.734 86.3
0.10 μM 0.867 101.1 0.733 86.2
1.0 μM 0.788 92.3 0.697 82.1
10 μM 0.677 79.9 0.623 73.9

表：15d-PGJ2とパクリタキセルのMTTアッセイ結果と生存率

画像解析結果 （形態観察）
15d-PGJ2と抗がん剤の併用

15d-PGJ2 0 μM 15d-PGJ2 20 μM
1 2 3 1 2 3

control 94.7 93.9 91.5 78.9 81.0 79.6
93.4 79.7

bor 10 μM 83.9 83.6 86.3 50.7 44.9 45.8
84.6 47.1

BLM 10 μM 88.9 83.8 87.5 79.8 78.7 80.7
86.7 79.7

PTX 10 μM 58.6 57.7 66.7 33.7 52.6 60.5
61.0 48.9

MTTアッセイ結果 （ミトコンドリア変性）
パクリタキセルと抗がん剤の併用

PTX 0 μM PTX 0.1 μM
bor濃度 吸光度 生存率(%) 吸光度 生存率(%)

0 μM 0.584 100.0 0.364 64.5
0.10 μM 0.549 94.4 0.344 61.3
1.0 μM 0.508 87.7 0.351 62.4
10 μM 0.648 81.3 0.392 69.1

表：パクリタキセルとボルテゾミブのMTTアッセイ結果と生存率

MTTアッセイ結果 （ミトコンドリア変性）
パクリタキセルと抗がん剤の併用

PTX 0 μM PTX 1.0 μM
BLM濃度 吸光度 生存率(%) 吸光度 生存率(%)

0 μM 0.644 100.0 0.315 51.7
0.10 μM 0.409 65.5 0.334 54.5
1.0 μM 0.184 32.4 0.372 60.0
10 μM 0.204 35.5 0.351 57.0

表：パクリタキセルとブレオマイシンのMTTアッセイ結果と生存率

画像解析結果 （形態観察）
パクリタキセルと抗がん剤の併用

PTX 0 μM PTX 20 μM
1 2 3 1 2 3

control 93.8 93.0 94.1 56.6 49.0 52.4
93.6 52.7

bor 10 μM 71.9 68.0 85.1 65.7 67.7 81.6
75.0 71.7

BLM 10 μM 93.9 93.0 92.3 87.5 93.7 86.4
92.9 89.2

微小管阻害薬
•微小管の働きを阻害することで、染色体の分
配を阻害し、増殖を抑える抗がん剤。
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分子標的薬
•がん特有の分子を標的とし、副作用が少ない

全ての細胞の
増殖を抑制

癌細胞に特有
の分子を認識し
て増殖を抑制

白金（プラチナ）製剤

•DNAの二本鎖のグアニン・アデニンをアルキル

基で結合し、二重らせんがほどけるのを防ぎ、
分裂を停止する（架橋反応）。

代謝拮抗薬
DNAの構成材料であるプリン塩基やピリミジン塩基
を装い、細胞周期のS期において、これらの物質の
DNAへの取り込みを妨げ、分裂を停止させる。

mTOR阻害剤
•タンパク質合成経路を遮断し、細胞死を誘導
する。

アルキル化剤

•DNAの二本鎖のグアニンをアルキル基で結合し、

二重らせんがほどけるのを防ぎ、分裂を停止す
る（架橋反応）。



10

プロテアソーム
核膜

細胞膜

リボソーム

ミトコンドリア

中心体

分子標的薬

膜貫通タンパク質

分子標的薬

mTOR

mTOR阻害剤 アルキル化剤 白金製剤

微小管阻害薬

トポイソメラーゼ
阻害剤

抗腫瘍性抗生物質

用語説明
パクリタキセル（微小管阻害薬）
•染色体の分配阻害などによって細胞死を誘
導する

核

星状体

紡錘糸

副作用とは何か （例：アスピリン）

アスピリン（解熱鎮痛剤）

主作用：解熱、鎮痛

副作用：血小板凝固阻害（出血がなかなか止まらなくなる）

必ずしも短所か？
アスピリン（抗血栓治療薬）

主作用：血小板凝固阻害（血栓を溶かす）

副作用はほかの治療では主作用として使われたりする
⇒人間に都合の悪い作用を「副作用」と呼ぶ。
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相乗効果とは

[A]：A単独の用量
[B]：B単独の用量
[A’]：AB併用時の

Aの用量
[B’]：AB併用時の

Bの用量

ＣＩ < 1

ＣＩ > 1

CI = 1 PGA PGB
PGC PGE
PGF PGG
PGH PGI
PGJ PGK

15d-PGJ2周辺の話

15d-PGJ2は

低濃度では細胞保護、高濃度では細胞死誘導

アルブミン非存在下でプロスタグランジンJ2から代謝

※アルブミン：微量元素・脂肪酸運搬、薬・ホルモン運搬などを担う血中成分

プロスタグランジンは

種類によって血圧低下、血小板凝集、血小板合成阻害、睡眠誘発、動脈管開
存、末梢血管拡張、発熱・痛覚伝達、骨新生・骨吸収、黄体退行、子宮収縮、平
滑筋収縮、眼圧効果などの効果を持つ。アスピリンや避妊薬の作用対象である。

vhlの状態

Caki-1 正常

Caki-2 欠損

ACHN 正常

RCC-4(-/-) 欠損

RCC-4(+/+) 正常(本来欠損している細胞にvhlを導入)
786-O 欠損

使用予定の細胞とvhl遺伝子の状態

集合管
近位尿細管

遠位尿細管

糸球体

血液

乳頭状腎細胞癌
（約１５％）

淡明細胞癌
（約８０％）

嫌色素細胞癌
（約５％）

集合管癌
（約0.5％）
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背景② 腎癌概要抵抗性症状等

約80%

15％

5％ 0.5％

MTT

cell

mitochondrion

dehydrogenase

formazan
organic solvent

・発色試薬MTTは細胞内に取り込まれる
と細胞内のミトコンドリアが持つ脱水素酵
素により青色非水溶性結晶ホルマザンに
変化する
・これを有機溶媒で溶解させると均一の
赤紫色の溶液になる

MTT Assay

3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, yellow tetrazole）


