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略語 

DRG    dorsal root ganglion 

CTR    copper transporter 

ABCATP   binding cassette sub-family 

ATP    copper transporting ATPase 

BCRP    breast cancer resistance protein 

bp    base pair(s) 

cDNA    complementary deoxyribonucleic acid 

dNTP    deoxyribonucleotide triphosphate 

EDTA    ethylenediamine-N,N,N’,N’-tetraacetic acid 

GAPDH    glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

HEK 293 cells   human embryonic kidney 293 cells 

ICP-MS    inductively coupled plasma mass spectrometry 

MATE    multidrug and toxic compound extrusion 

Mdr    multidrug resistance protein 

MRP    multidrug resistance-associated protein 

mRNA    messenger ribonucleic acid 

OCT    organic cation transporter 

OCTN    organic cation/carnitine transporter 

OATP    organic anion-transporting polypeptide 

PCR    polymerase chain reaction 

PBS    phosphate buffered saline 

SLC    solute carrier family 

TAE    tris-acetate-EDTA  
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序論 

がん (悪性新生物) は三大疾病の一つであり、日本では 2 人に 1 人はがんに罹患し、3 人

に 1 人はがんで死亡すると言われる。国立がん研究センターによると 2014 年には約 37 万

人ががんによって死亡しており、我が国における高齢化が著しいことから今後更なる罹患

数・死亡数の増加が予測される。 

大腸がんは結腸がん及び直腸がんの総称であり、がんによる死亡数の多い部位として男

性では 3 位、女性では 1 位とされている。食生活の欧米化や喫煙・飲酒・肥満などが原因と

なり、主な症状として排泄異常や血便、腹痛、進行によっては貧血や体重減少等が挙げられ

る。予後は比較的良いとされるが、術後にはストーマの造設が必要になる場合もあるため治

療後も患者にとって大きな負担となる可能性がある。 

オキサリプラチンは本邦において開発された白金系抗悪性腫瘍薬である。作用機序は生

体内変換体が腫瘍細胞内のDNA鎖と共有結合することによる白金-DNA架橋構造の形成と

付随する DNA の複製・転写阻害であると考えられている。他の白金系抗悪性腫瘍薬とは

DNA 結合部位が異なる 1ことから、既存の白金製剤では効果が認められていなかった結腸・

直腸がんに対して適応を持ち、承認から現在に至るまで大腸がん治療のキードラックとし

て使用されている。近年、治癒切除不能な膵癌・胃癌に対しても適応を拡大しており、今後

消化器系のがんに対して幅広い使用が見込まれる薬剤である。大腸がんには FOLFOX 療法、

XELOX 療法、胃がんには CapeOX 療法、膵がんには FOLFIRINOX 療法といったレジメ

ンが開発・臨床応用され、治療効果の向上に寄与している。しかしながら、オキサリプラチ

ンは末梢神経障害を高頻度で発現することが知られており、国内第Ⅱ相臨床試験における

その発現頻度は 100%であったことが報告されている 2。 

オキサリプラチンによる末梢神経障害はその性質によって急性障害と慢性障害に分類さ

れる。急性神経障害はオキサリプラチンの投与開始後数日以内にほぼ全例で発現し、冷感刺

激によって発現・増悪する手足・口周辺の感覚異常を特徴とする 3-6。休薬によって症状の
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改善がみられることが多いが、投与毎に発現し冷刺激に対して注意が必要となることから

QOL 低下につながる。慢性神経障害はオキサリプラチンの累積投与量に依存して発現し、

手足のしびれや感覚異常、疼痛、重篤例では運動機能障害を引き起こす。さらに慢性神経障

害は用量規制因子であり、発現により有効な治療の継続が困難となり変更や中止が余儀な

くされる。重症例では不可逆的な神経障害が引き起こされ、治療終了後も末梢神経障害の症

状が長期にわたって持続する 7ことから、オキサリプラチン投与開始初期からの予防策・治

療法の開発が重要となる。 

現在に至るまで、オキサリプラチン誘発末梢神経障害の発現機序に関して様々な報告が

なされている。特に用量規制因子とされる慢性神経障害に関しては、感覚神経の伝達を中継

する脊髄後根神経節 (Dorsal Root Ganglia: DRG) へのオキサリプラチン蓄積が原因であ

ることが明らかとなっている 8。さらに DRG に蓄積したオキサリプラチンは、細胞体への

障害や DRG に付随する神経線維を変性させることによって神経障害を発現すると考えら

れている 9, 10。当研究室ではこれまでに、オキサリプラチン誘発末梢神経障害モデルラット

を作成しその発現機序と対応策に関して研究を行ってきた。本モデルラットではオキサリ

プラチンの反復投与によって投与初期から急性神経障害の症状である冷感過敏を、2-3 クー

ル目より慢性神経障害の症状である機械的アロディニアを発現した 11。オキサリプラチン

の累積投与量依存的に痛覚過敏が引き起こされ、坐骨神経や DRG といった神経組織に障害

がみられたことから、オキサリプラチンによる末梢神経障害の臨床症状を反映したモデル

であると考えられる。 

オキサリプラチンは生体内に投与された後、Cl-存在下で非酵素的な反応を経てオキサレ

ート基と Pt 活性体 (Pt(dach)Cl2) に分解される。オキサリプラチンによる急性神経障害は、

分解産物のオキサレート基によって引き起こされることが報告されている。オキサレート

基は DRG における電位依存性カルシウムチャネルを介した Ca2+の流入と、それに続く

nuclear factor of activated T-cells (NFAT) の活性化、核内移行による温度感受性チャネル
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transient receptor potential protein melastatin 8 (TRPM8) の発現増加を引き起こすこと

で冷刺激に対する感受性を増大させる 12。さらに、上記のメカニズムをもとにオキサリプラ

チンによる急性神経障害に対してカルシウムチャネル阻害剤が有効であることが明らかに

なっている 13。 

慢性神経障害はPt活性体がDNAに結合し神経細胞に障害を引き起こすことで発症する。

その細胞内取り込みはトランスポーターを介して行われ、腫瘍細胞の耐性化や組織におけ

る毒性の発現に影響を与えることが明らかになっている 14-24。細胞内に取り込まれたオキ

サリプラチンは DNA 内のグアニン-グアニン及びアデニン-グアニン配列と架橋構造を形成

し DNA 合成を阻害することで細胞毒性を示し 25、Pt 製剤の DNA 架橋頻度と神経毒性の

間に相関があることが報告されている 26。神経細胞は特に大きな細胞体と長い軸索を併せ

持ち、その形態と機能を維持するために高度な DNA 転写が必要となる。したがって、神経

組織は他の組織と比較して損傷や機能不全が引き起こされやすいと考えられる。また、プラ

チナ製剤による神経細胞障害の発現機序としてミトコンドリア障害に伴う酸化ストレス 27-

29、グリア細胞の活性化 30, 31、軸索形成関連タンパクの減少 32、ニコチン酸受容体の発現低

下 33, 34等が関与していることが報告されている (Fig.1)。 

しかしながら、末梢神経障害の発現メカニズムに関しては未だ不明な点が多く、有効な予

防策・対応策につながる研究結果は得られていない。本論文の第１章では末梢神経障害の治

療薬探索を第２章では神経障害の発現メカニズムとして DRG における取込及び排出に着

目してトランスポーターの寄与を明らかにすることを目的に研究を行った。 
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第１章 

オキサリプラチン誘発末梢神経障害に対するエキセナチドの効果 

 

背景 

 

当研究室で用いているオキサリプラチン誘発末梢神経障害モデルでは、オキサリプラチ

ン投与開始 5 日から急性神経障害、15 日から慢性神経障害の発現がみられた 11。この慢性

神経障害はオキサリプラチンの分解産物である Pt(dach)Cl2が原因であり、坐骨神経の有髄

神経変性及びラット副腎髄質由来細胞 (PC12 細胞) とラット DRG 細胞に対する神経突起

の伸長阻害が引き起こされることを明らかにした。さらに近年、オキサリプラチンが髄鞘形

成を制御する因子である neuregulin 1 を減少させ、坐骨神経を変性させることを報告して

いる 32。 

Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) は小腸 L 細胞から分泌され、血糖依存的にインスリン

分泌を制御する消化管ホルモンである。GLP-1 は生体内において dipeptydil peptidase-4 

(DPP-4) によって速やかに分解されるため、作用時間が非常に短いことが知られている。

エキセナチドは DPP-4 による分解を受けにくくした GLP-1 のアナログ製剤であり、2 型糖

尿病の治療薬として用いられている。神経系に対する作用も報告されており、GLP-1 アナ

ログ製剤は血糖低下作用の他に糖尿病性末梢神経障害 35-37、アルツハイマー病、パーキンソ

ン病といった神経変性疾患に対して予防・改善効果を示すこと 38-40が明らかになっている。

本研究ではオキサリプラチン誘発末梢神経障害に対するエキセナチドの効果を明らかにす

ることを目的として研究を行った。 
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結果 

 

1. オキサリプラチンによる細胞毒性及び神経様突起短縮に対するエキセナチ

ドの効果 

 

ラット副腎髄質由来細胞株である PC12 細胞をオキサリプラチン (3 µM) 存在下で 24 時

間培養することによって細胞生存率の低下 (Fig. 2A) と神経様突起の短縮 (Fig. 2BC) が

みられた。GLP-1 アゴニスト単独での曝露が PC12 の神経様突起を伸ばすことは過去に明

らかにされており 41、本検討でもエキセナチドの同時曝露を行った結果、細胞生存率の改善

はみられなかったが、神経様突起の伸展が確認された。また、神経様突起の伸展作用はエキ

セナチド濃度依存的であった。 
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Fig. 2 Effect of exenatide on oxaliplatin-induced cell toxicity and neuro toxicity.  

Cultured PC12 cells were incubated with oxaliplatin (3 µM) for 24 h in the presence or 

absence of exenatide (3, 10 or 30 nM). (A) Cell viability was measured using the CCK-8 

assay. (B) Photographs were originally magnified 800 x. Scale bar = 100 µm. (C) Neurite 

length was measured using image analysis software (MetaXpress). Results are expressed 

as te mean ± standard error mean (n = 3). **P < 0.01 compared with control, ✝✝P < 

0.01 compared with oxaliplatin alone.  
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2. オキサリプラチン誘発末梢神経障害の発現及び軸索変性に対するエキセナ

チド反復投与の効果 

 

エキセナチドがオキサリプラチン誘発末梢神経障害の発現に与える影響を評価するため、

モデルラットにエキセナチドの投与を行った。4 週にわたってオキサリプラチン (4 mg/kg) 

を週 2 回静脈内投与、エキセナチド徐放性製剤 (100 µg/kg) を週 1 回皮下投与して神経障

害を von Frey test で評価した。オキサリプラチンの投与によって投与開始 14 日目から反

応閾値が低下し、神経障害の発現がみられた (Fig. 3A)。また、オキサリプラチンの投与に

よって神経障害の発現と同時に坐骨神経の変性が引き起こされることが明らかとなった。

一方で、エキセナチドの投与は神経障害の発現と坐骨神経の変性には影響を与えなかった 

(Fig. 3BC)。 
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Fig. 3 Effect of exenatide on incidence of mechanical allodynia and axonal degeneration 
induced by oxaliplatin.  
Oxaliplatin (4 mg/kg) was administered i.v. twice per week for 4 weeks (days 1, 2, 8, 9, 

15, 16, 22 and 23). Exenatide (100 µg/kg) was administered subcutaneously once per 
week for 4 weeks (days 1, 8, 15 and 22). (A) The von Frey test was performed before the 
first drug administration (on day 0) and on days 7, 14, 21 and 28. Values are expressed 
as the mean ± standard error mean of five or six animals. (B) On day 28, the sciatic 
nerve was harvested and samples were stained with toluidine blue. Images were 
captured at 800 x magnification. Scale bar = 60 µm. (C) The area of axon was 
calculated by image analysis software (Image J 1.36) from approximately 3000 to 6000 
axons per group. Value are expressed as the mean ± standard error mean of four 
animals. **P < 0.01 compared with vehicle.  
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3. オキサリプラチン誘発末梢神経障害回復期におけるエキセナチドの影響 

 

4 週にわたってオキサリプラチン投与を行った後、エキセナチド投与のみをさらに 5 週間

にわたって継続し、末梢神経障害の発現状況と坐骨神経の形態変化を観察した。その結果、

42 日目においてエキセナチド併用群の反応閾値がオキサリプラチン投与群と比較して有意

に上昇し、Vehicle 群と同程度まで末梢神経障害の回復がみられた。一方で、オキサリプラ

チン群の末梢神経障害は 63 日目まで継続した (Fig. 4A)。坐骨神経の形態学的変化を評価

したところ、オキサリプラチン投与群では軸索面積の減少が 63 日目までみられたが、エキ

セナチド併用群では 42 日目から軸索面積の増大がみられ、その変化は測定終了時まで継続

した (Fig. 4BC)。 
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Fig. 4 Effects of exenatide on recovery from mechanical allodynia and axonal 
degeneration induced by oxaliplatin.  

Oxaliplatin (4mg/kg) was administered i.v. twice per week for 4 weeks (day 1, 2, 8, 9, 
15, 16, 22 and 23). Exenatide (100 µg/kg) was administered s.c. once per week for 9weeks 
(day 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50 and 57). Oxaliplatin treatment ceased on day 23, however 
exenatide treatment was continued for additional 5 weeks. (A) The von Frey test was 
performed before the first drug administration (on day 0) and on days 35, 42, 49, 56 and 
63.Values are expressed as the mean ± standard error mean of five or six animals. (B) 
On days 42 and 63, the sciatic nerve was harvested, and samples were stained with 
toluidine blue. Image were captured at 800 x magnification. Scale bar = 60 µm. (C) The 
area of axon: from 3000 to 6000/field) was measured using image analysis software 
(Image J 1.36). Value are expressed as the mean ± standard error mean of four animals. 
*P < 0.05, **P < 0.01 compared with vehicle, ✝✝P < 0.01 compared with oxaliplatin alone. 
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4. エキセナチド併用がオキサリプラチンによる抗腫瘍効果に与える影響 

 

エキセナチドの併用がオキサリプラチン誘発末梢神経障害からの回復を促進することが

示唆されたため、続いてオキサリプラチンの抗腫瘍効果に与える影響に関して評価を行っ

た。抗腫瘍効果マウス大腸がん由来細胞 (C-26) に対してオキサリプラチンとエキセナチド

を同時に 24 時間曝露した後、CCK-8 法による細胞生存率測定を行った。また、C-26 細胞

を足裏に埋め込んだ担癌マウスを作製し、オキサリプラチン単独投与及びエキセナチド併

用投与後の腫瘍径を測定することによって抗腫瘍効果に与える影響を評価した。細胞生存

率測定の結果、オキサリプラチン (70 µM) の 24 時間曝露によって細胞生存率が低下し、

エキセナチドはオキサリプラチンによる細胞障害に影響を与えないことが明らかとなった 

(Fig. 5A)。また、担癌マウスを用いた検討からオキサリプラチンが強い抗腫瘍効果を示し、

エキセナチドがその作用を減弱しないことを確認した (Fig. 5B)。 
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Fig. 5 Effect of exenatide on oxaliplatin induced antitumor effects.  

(A) C-26 cells were incubated with oxaliplatin (70 µM) for 24 h in the presence or 

absence of exenatide (3, 10 or 30 nM). Cell viability was measured using the CCK-8 

assay. Values are expressed as apercentage of the control (n = 4). **P < 0.01 compared 

with control. (B) C-26 cell-implanted mice were treated with oxaliplatin (6 mg/kg, i.p. 

days 1, 2, 8 and 9) and extended-release exenatide (150 µg/kg, s.c. days 1 and 8). Tumor 

volumes were measured on day 0, 4, 7 and 11. Values are expressed as the mean ± 

standard error mean of 8-12 animals on day 0, 4, 7 and 11. *P < 0.05, **P < 0.01 

compared with vehicle.  
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考察 

 

本研究で用いた末梢神経障害モデルラットでは以前の報告と同様に、オキサリプラチン

投与開始 14 日目より神経障害が発現し、投与終了まで徐々に悪化した。その後も 63 日目

まで反応閾値の低下がみられ、長期にわたって神経障害の症状が持続することが明らかと

なった。実際にオキサリプラチンによる化学療法を受けた 10%の患者では末梢神経障害の

症状が完全に回復するために投与終了から 2 年以上を要することが報告されている 7。本研

究の結果から、消化管ホルモンのアナログ製剤であるエキセナチドがオキサリプラチン誘

発末梢神経障害を早期に回復させることが示唆された。エキセナチドはオキサリプラチン

誘発末梢神経障害の治療薬として有用である可能性がある。 

本研究ではまず、オキサリプラチンによる細胞毒性及び神経様突起短縮に対するエキセ

ナチドの効果について検討を行った。その結果、オキサリプラチンによる PC12 細胞の神経

突起の短縮と細胞障害を認めた。エキセナチドの同時曝露は細胞障害の抑制作用は示さな

かったが、神経突起を伸展させた。この結果は、エキセナチドが生体内でオキサリプラチン

による神経細胞体への障害には影響を与えないが、神経変性を緩和することを示唆してい

る。in vitro でエキセナチドがオキサリプラチンによる神経毒性に対して保護効果を示した

ことから、in vivo でエキセナチド併用の効果について検討を行った。オキサリプラチン誘

発末梢神経障害モデルラットでは、28 日目において神経軸索の変性が引き起こされ、63 日

目まで Vehicle と比較して神経線維の断面積が減少した。エキセナチドを併用したところ、

28 日目の軸索変性は抑制できなかったが、42 日目と 63 日目には軸索面積が増大した。こ

の結果から、神経軸索の形態学的な改善がオキサリプラチン誘発末梢神経障害の早期回復

に寄与する可能性が示唆された。また、オキサリプラチンとエキセナチドを同時投与したラ

ットの坐骨神経評価の結果からも、エキセナチドによる神経組織の形態学的な改善作用が

確認された。以上の結果から、エキセナチドはオキサリプラチン誘発末梢神経障害の発現に
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影響を与えず、変性した神経線維の回復促進を介して神経障害の早期回復に寄与すると考

えられる。 

GLP-1 受容体は DRG 内の大型及び小型のペプチド作動性神経細胞体に局在しているた

め、様々な神経線維の機能と関与している 42。GLP-1 受容体アゴニストは cAMP の増加 43、

抗アポトーシス作用 44、c-Jun N-terminal kinase (JNK)/extracellular signal-regulated 

kinase (ERK) シグナル経路の活性化を介した神経保護効果 45や NGF による PC12 細胞の

分化促進作用を示す 41 ことが報告されている。NGF は stress-activated kinase/JNK や

ERK1/2を制御することでオキサリプラチンによる細胞障害からDRG神経を保護する 46こ

とも知られており、神経機能の維持に重要な因子である。近年、GLP-1 受容体アゴニスト

である exendin-4 が損傷性神経障害後の回復を促進することが報告されている 47-49。また、

exendin-4 はラット DRG 細胞と PC12 細胞の神経突起の伸展促進作用を示し、この作用は

phosphatidylinositol-3’-phosphate kinase (PI3K) シグナル経路の活性化によるとされて

いる。現在、エキセナチドが神経線維の回復を促進させる詳細な分子メカニズムに関しては

明らかになっていないが、本研究で明らかとなったオキサリプラチン誘発末梢神経障害に

対するエキセナチドの作用には上記のメカニズムが関与していると考えられる 41。また、こ

れらの結果は GLP-1 受容体が化学療法後の神経再生時における新たな治療ターゲットとな

りうることを示している。 

また、GLP-1 受容体は脊髄後角のミクログリアに発現しており、特に末梢神経障害発現

時にその発現量が増加する。さらに、GLP-1 受容体作動薬の髄腔内投与はホルマリン、末

梢神経障害、骨肉腫、糖尿病に由来する痛覚過敏を緩和することが明らかになっている 50。

この作用は GLP-1 受容体アンタゴニストやノックダウンだけでなく、ミクログリアの活性

阻害剤として知られるミノサイクリンの投与によって抑制された。パーキンソン病モデル

ラットでは exendin-4 がミクログリアの活性化を抑制することでドパミン神経保護作用を

示した 46。これらの報告から GLP-1 受容体の抗痛覚過敏効果や神経保護効果にミクログリ
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アの強い関与が示唆される。一方で、オキサリプラチン誘発末梢神経障害の発現にはミクロ

グリアではなく脊髄のアストロサイト活性化が関与しているという報告もなされている 51-

53。本研究においてエキセナチドがオキサリプラチンによる末梢神経障害の発現や坐骨神経

の変性を抑制しなかったことから、グリアの機能はエキセナチドの効果に関係していなか

ったと考えられる。 

オキサリプラチンの抗腫瘍効果に与える影響に関する検討では、エキセナチドは大腸が

ん細胞である C-26 に対する細胞障害を抑制しなかった。さらに、担がんマウスを用いた検

討からも抗腫瘍効果を減弱しなかったことから、エキセナチドの併用はオキサリプラチン

の治療効果に影響を与えずに末梢神経障害の回復促進作用があることが示唆された。 

 

小括 

 

第 1 章では、消化管ホルモンである GLP-1 のアナログ製剤であるエキセナチドが、オキサ

リプラチン誘発末梢神経障害に与える影響について検討を行った。オキサリプラチンは

PC12 細胞の神経様突起を短縮させたが、エキセナチドの同時処置によって突起の伸展がみ

られた。一方で、オキサリプラチンによる細胞毒性に影響を与えなかったことから、エキセ

ナチドはオキサリプラチンの細胞障害には影響を与えず、神経保護作用を示すことが明ら

かになった。続いてオキサリプラチン誘発末梢神経障害モデルラットを用いて検討を行っ

たところ、末梢神経障害の発現には影響しなかったが、オキサリプラチン投与終了後に回復

を早める効果が確認された。併せて坐骨神経の組織をトルイジンブルー染色後に評価した

ところ、エキセナチドの投与が末梢神経障害と同時に坐骨神経の変性を改善することが明

らかとなった。また、C-26 細胞と担がんマウスを用いた検討からエキセナチドがオキサリ

プラチンの抗腫瘍効果に影響を与えないことが明らかとなった。これらの知見はオキサリ

プラチン誘発末梢神経障害の治療薬としてのエキセナチドの有用性を示唆するものである。 
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第２章 

神経組織においてオキサリプラチン誘発末梢神経障害に寄与する薬

物トランスポーターの解明 

 

背景 

 

これまで、オキサリプラチンによる慢性末梢神経障害は累積投与量に依存して発現し、投

与を繰り返すことによる蓄積、特に感覚刺激の中継を担う神経組織である DRG へのオキサ

リプラチン蓄積が原因であることが明らかになっている 8。オキサリプラチンは DRG 細胞

に取り込まれた後、細胞体の委縮及び核の縮小、坐骨神経の変性を引き起こすこと 9, 10が知

られているが、その詳細なメカニズムに関しては未だ不明とされ有効な対策の確立には至

っていない。また、基本的に神経細胞体が強い障害を受けて死滅した場合、その再生は不可

能であるとされる。さらに、末梢神経障害の症状は 2 年以上にわたって継続することも報

告されており、神経障害が一度発現すると回復には長い時間を要する 7。したがって、DRG

細胞へのオキサリプラチン蓄積に伴う細胞体への障害と神経障害を抑制することはオキサ

リプラチンによる化学療法の治療効果向上や長期にわたる患者の QOL 改善に大きく寄与

すると考えられる。そのためには、神経障害の起点となるオキサリプラチンの蓄積に関わる

機構を明らかにすることが必須である。 

オキサリプラチンをはじめシスプラチン、カルボプラチンといった活性中心に Pt を持つ

薬剤は、固形腫瘍に対して幅広いスペクトルを持つことから化学療法で頻繁に使用される。

腫瘍細胞や腎臓に関する過去の報告から、Pt 製剤がトランスポーターを介して細胞内外へ

と輸送されることが示唆されている 54-56。とりわけ、シスプラチンによる腎障害や腫瘍細胞

の Pt 製剤耐性にトランスポーターが寄与しているとの報告は数多く、前者に関しては有機
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カチオントランスポーターや金属トランスポーターの関与が知られている 57-59。一方で

ABC トランスポーターや Mate といった薬剤排出型のトランスポーターは耐性に強く寄与

していると考えられている 14-24。Pt 製剤間で輸送を担うトランスポーターに違いがあるこ

とも報告されており、オキサリプラチンと比較してシスプラチンが強い腎毒性を示すのは

オキサリプラチンだけが排出に寄与するトランスポーターである Mate2-K の基質になるこ

とがその理由とされる。オキサリプラチンは、腎臓や腫瘍細胞で有機カチオントランスポー

ターである Oct2 や銅輸送トランスポーターである Ctr1 をはじめ、いくつかのトランスポ

ーターで基質として輸送されることが報告されている。しかしながら、DRG におけるそれ

らトランスポーターの発現に関しては未だ十分な報告がなく、神経障害との関連について

は in vitro で有機カチオントランスポーターの寄与を検討したものに限られている。そのた

め、オキサリプラチン輸送、特に神経系における輸送に関しては報告が不足しており、末梢

神経障害との関連は明らかになっていない。 

本研究ではオキサリプラチン誘発末梢神経障害に寄与するトランスポーターを明らかに

することを目的に研究を行った。 
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結果 
1. ラット DRG に発現するトランスポーターの探索 

 

DRG に発現するトランスポーターを明らかにするため、薬物トランスポーターの

mRNA 発現をリアルタイム PCR 法にて確認した。オキサリプラチンをはじめとしたシ

スプラチン、カルボプラチンといった Pt 製剤の輸送に関して報告のある 21 種類を測定

対象とした。ラット 4 匹から採取した DRG をサンプルとして測定した結果を以下に示

す（Table. 1）。12 種のトランスポーターについて、Ct 値 < 30 の発現を認めた。 

 

 
Table 1 Searching for the candidate transporters in rat DRG. 

DRG was harvested and mRNA expressions were measured by Real-time PCR. 

Results are expressed as mean (n = 3). 
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2. ラット DRG に発現するトランスポーターの絶対定量 

 

DRG において発現量の高いトランスポーターを明らかにするため、Table 1 で比較的

発現の高かったトランスポーター（Ct < 30）を絶対検量線法により定量した。候補とな

ったトランスポーター間でも発現量に最大で約 80 倍の差があり、ラット DRG ではト

ランスポーター間で発現量が大きく異なることが明らかになった（Fig. 1）。 

 

Fig. 1 Absolute quantification of drug transporters in rat DRG tissue. 

mRNA expression of 12 drug transporters were measured by Real-time PCR. Data 

represents mean ± S.D. (n = 4) and the results were normalized to the expression of 

GAPDH. 
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3. 一過性発現細胞を用いたオキサリプラチン輸送トランスポーターのスク

リーニング 

 

DRG において高い発現を認めた 12 種のトランスポーターについて、オキサリプラチ

ン輸送活性の有無を確認するため、これらトランスポーターを HEK293 細胞に一過性

に発現させ、オキサリプラチンの細胞内蓄積量を測定した。オキサリプラチン 2 時間曝

露の結果、Octn1、Octn2 及び Mate1 過剰発現細胞で control 細胞を比較して有意な Pt

蓄積量の増加がみられた（Fig. 2）。 

 

 

Fig. 2 Platinum accumulation in HEK293 cells which overexpress drug transporters. 

Transporters transiently transfected HEK293 cells were incubated with oxaliplatin 

(100 µM) for 2 h. Platinum accumulation was measured using ICP-MS. Results are 

expressed as a relative value of the control (n = 4). *P < 0.05 compared with control. 
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4. トランスポーター安定発現細胞の構築 

 

前項の一過性発現細胞により、オキサリプラチン輸送に関与することが示唆されたト

ランスポーターについて、Flp-In システムを用いて安定発現細胞を作製し、以降の検討

に供することとした。安定発現させたトランスポーターの発現はウエスタンブロット法

により確認した（Fig. 3）。 

 

 

 

Fig. 3 Western blot analysis of various transporters in stably expressing Flp-In-293. 

Stable expression cells were generated by Flp-In system. The expression levels of 

transporters (OCTN1/2 and MATE1) were assessed by western blot assay. Densitometric 

analysis was shown for transporter / b-actin of the blot. 
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5. トランスポーター安定発現細胞を用いた濃度依存的細胞内 Pt 蓄積 

 

トランスポーターによるオキサリプラチン輸送能をより正確に評価するため、トラン

スポーターの安定発現細胞を用いて、オキサリプラチン曝露後の細胞内 Pt 蓄積量を測

定した。オキサリプラチン濃度依存的な条件（50, 100, 200, 500, 1000 µM, 1 h）での細

胞内 Pt 蓄積量を測定した結果、各濃度のオキサリプラチン曝露によって Octn1、Octn2、

Mate1 トランスポーターの安定発現細胞では Mock 導入細胞と比較して約 3-5 倍の細

胞内 Pt 蓄積量がみられた。また、トランスポーターを介した細胞内 Pt 蓄積は濃度依存

的であった（Fig. 4）。 

 

 

 

Fig. 4 Oxaliplatin concentration-dependent platinum accumulation in Flp-In-293 cells 
which overexpress candidate transporters. 

Transporter stably expressing cells were incubated with oxaliplatin (50, 100, 200, 

500 and 1000 µM) for 1 h. Pt accumulation was measured by ICP-MS and corrected by 

protein concentration. Date represent the means ± S.D. (n = 6). 
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6. トランスポーター安定発現細胞を用いた濃度依存的細胞内 Pt 活性化体

蓄積 
 

 オキサリプラチンは生体内でオキサレート基と Pt 活性体である Pt(dach)Cl2 に分

解される。トランスポーターによる Pt 活性体の輸送能を評価するため各安定発現細胞

に Pt 活性体を曝露し、濃度依存的な条件での細胞内 Pt 蓄積量の測定を行った。その結

果、トランスポーターの発現によって Pt 蓄積量の増加がみられたことから各トランス

ポーターが Pt 活性体を基質とすることが示された（Fig. 5）。 

 

 
 

Fig. 5 Pt(dach)Cl2 concentration-dependent platinum accumulation in Flp-In-293 cells 

which overexpress candidate transporters. 

Transporter stably expressing cells were incubated with Pt(dach)Cl2 (50, 100, 200 and 

500 µM) for 1 h. Pt accumulation was measured by ICP-MS and corrected by protein 

concentration. Date represent the means ± S.D. (n = 6). 
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7. トランスポーター発現による細胞毒性への影響評価 

 

各安定発現細胞に 0.1-100 µM のオキサリプラチンを曝露し、細胞毒性に与える影響

について検討を行った。最終濃度 1 µM のオキサリプラチン曝露によって、control 細

胞と比較して細胞生存率が有意に低下したことから、細胞に発現するトランスポーター

がオキサリプラチンによる細胞毒性に影響を与えることが示唆された（Fig. 6）。 

 

 
Fig. 6 Oxaliplatin-induced cytotoxicity in Flp-In-293 cells which overexpress candidate 
transporters.  

Transporters overexpressing Flp-In-293 cells were incubated with oxaliplatin (0.1, 1, 

10, 100 and 1000 µM). Cell viability was measured using the CCK-8 assay. Results are 

expressed as mean ± S.D. (n = 5 or 6). *P < 0.05, **P < 0.01 compared with mock. 
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8. トランスポーター発現による神経毒性への影響評価 

 

神経のモデルとされるラット副腎髄質由来細胞 (PC12) に各トランスポーターを発

現させ、オキサリプラチン曝露後の神経様突起の長さを control 細胞と比較した（Fig. 

7）。各トランスポーターの遺伝子導入は Real-time PCR 法にて mRNA 発現が増加して

いることにより確認した。Mate1 発現細胞では最終濃度 1 µM から、Octn1、Octn2 発

現細胞では 3 µM から有意な神経様突起の短縮がみられた。上記の結果からトランスポ

ーターの発現がオキサリプラチンによる神経毒性に影響を与えることが明らかとなっ

た。 

 

 
Fig. 7 Oxaliplatin-induced neurotoxicity in Flp-In-293 cells which overexpress candidate 
transporters. 

PC12 cells were incubated with oxaliplatin (0.1, 0.3, 1, 3 and 10 µM) after NGF (100 

ng/mL) treatment for 72 h. Neurite length was measured using image analysis 

software (Image J). Results are expressed as mean ± S.D. (n = 6). *P < 0.05, **P < 

0.01 compared with mock. 
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9. ラット DRG におけるトランスポーターの in vivo ノックダウン 

 

In vitro の検討から Octn1、Octn2、Mate1 の 3 種のトランスポーターがオキサリプ

ラチン輸送、細胞毒性、神経毒性に寄与している可能性が示された。上記のトランスポ

ーターがオキサリプラチン誘発末梢神経障害モデルラットに与える影響を評価するた

め、ラット DRG における in vivo ノックダウンを行った。下肢の神経とつながる L4-

L6 の DRG を対象として AteloGene Local Use Quick Gelation を用いて髄腔内に

siRNA を投与し、投与 3 日及び 7 日目の DRG におけるトランスポーターのタンパク

発現量を western blot 法にて確認した。その結果、siRNA 投与 7 日目には各トランス

ポーターで約 4 割-6 割の発現低下が確認された（Fig. 8）。 
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Fig. 8 Effects of siRNA administration intrathecally on transporter expressions in DRG. 

Each siRNA was administrated with AteloGene Local Use “Quick Gelation” 

intrathecally. 3 or 7 days after siRNA administration, DRG were collected and the 

expression levels of transporters (OCTN1/2 and MATE1) were assessed by western blot 

assay. Densitometric analysis was shown for transporter / b-actin of the blot. 
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10.  末梢神経障害に対する Octn1 ノックダウンの影響評価 

 

siRNA 投与開始 7 日目よりオキサリプラチンの投与 (4 mg/kg、twice a week) を開

始し、von Frey test によって末梢神経障害の発現状況を確認した。オキサリプラチン

投与によって Day 14 より反応閾値の低下がみられ、末梢神経障害が発現した一方で、

Octn1 ノックダウン群では Day 28 まで反応閾値の低下はみられなかったことから、末

梢神経障害の発現が遅延することが明らかとなった (Fig. 9A)。さらに DRG における

Pt 蓄積量を測定したところ、Octn1 ノックダウンによって Pt 蓄積量が低下した (Fig. 

9B) ことから Octn1 がオキサリプラチンの細胞内取込に寄与していることが明らかに

なった。 
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Fig. 9 Effects of Octn1 knockdown on oxaliplatin-induced peripheral neuropathy and 
platinum accumulation in DRG. 

Oxaliplatin (4mg/kg) was administered i.v. twice per week for 4 weeks (day 0, 1, 7, 8, 

14, 15, 21 and 22). Octn1 siRNA was administered intrathecally once per week for 5 

weeks (day -7, 0, 7, 14 and 21).  (A) The von Frey test was performed before the drug 

administration on days 0 and day 7, 14, 21 and 28.Values are expressed as the mean ± 

S.E.M. (n = 6). (B) On days 28, the DRG was harvested, and platinum accumulation 

was measured by ICP-MS. Value are expressed as the mean ± S.E.M. (n = 6). *P < 

0.05 compared with vehicle.  
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11.  末梢神経障害に対する Octn2 ノックダウンの影響評価 

 

Octn1 と同様のスケジュールで siRNA による Octn2 のノックダウンを行い、末梢神

経障害の発現状況を確認した。Octn2ノックダウン群ではオキサリプラチン投与開始 14

日目より反応閾値の低下がみられ、オキサリプラチン単独投与群と差がみられなかった

(Fig. 10A)。DRG 組織内 Pt 濃度を測定したところ、オキサリプラチン単独投与群と同

程度の蓄積がみられたことからも(Fig. 10B)、DRG 組織におけるオキサリプラチンの輸

送に、Octn2 はあまり寄与していないと考えられる。 
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Fig. 10 Effects of Octn2 knockdown on oxaliplatin-induced peripheral neuropathy and 
platinum accumulation in DRG. 

Oxaliplatin (4mg/kg) was administered i.v. twice per week for 4 weeks (day 0, 1, 7, 8, 

14, 15, 21 and 22). Octn2 siRNA was administered intrathecally once per week for 5 

weeks (day -7, 0, 7, 14 and 21).  (A) The von Frey test was performed before the drug 

administration on days 0 and day 7, 14, 21 and 28.Values are expressed as the mean ± 

S.E.M. (n = 6). (B) On days 28, the DRG was harvested, and platinum accumulation 

was measured by ICP-MS. Value are expressed as the mean ± S.E.M. (n = 6).  
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12.  末梢神経障害に対する Mate1 ノックダウンの影響評価 

 

末梢神経障害モデルに対して、Mate1 ノックダウンの影響を評価したところ、オキサ

リプラチン投与開始 21 日目において control siRNA と投与群と比較して有意な反応閾

値の低下がみられた (Fig. 11A)。また、ノックダウンによって Day 17 の時点で DRG

組織内の Pt 蓄積量が上昇していた (Fig. 11B) ことから、Mate1 がオキサリプラチン

の排出に寄与していることが明らかとなった。 
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Fig. 11 Effects of Mate1 knockdown on oxaliplatin-induced peripheral neuropathy and 
platinum accumulation in DRG. 

Oxaliplatin (4mg/kg) was administered i.v. twice per week for 4 weeks (day 0, 1, 7, 8, 

14, 15, 21 and 22). Mate1 siRNA was administered intrathecally once per week for 5 

weeks (day -7, 0, 7, 14 and 21).  (A) The von Frey test was performed before the drug 

administration on days 0 and day 7, 14, 21 and 28. Values are expressed as the mean ± 

S.E.M. (n = 6). (B) On days 17, the DRG was harvested, and platinum accumulation was 

measured by ICP-MS. Value are expressed as the mean ± S.E.M. (n = 6). *P < 0.05, **P 

< 0.01 compared with vehicle. 
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考察 

 

オキサリプラチンはトランスポーターを介して輸送されることが報告されてきたが、そ

の報告は腫瘍細胞における薬剤耐性や代謝に寄与する腎臓や肝臓での検討が多く 60-62、神

経障害とトランスポーターの関連についてはほとんど研究されていない。本研究では、DRG

組織に発現するトランスポーターをスクリーニングし、DRG においてオキサリプラチン輸

送と末梢神経障害に寄与するトランスポーターを in vitro 及び in vivo で明らかにした。 

まず、過去の報告よりオキサリプラチンをはじめとするプラチナ製剤 (オキサリプラチン、

シスプラチン、カルボプラチン、ネダプラチン) を輸送する報告のある 21 のトランスポー

ターを解析対象とした。これらのトランスポーターのうち、オキサリプラチンの蓄積が神経

障害の起点となるとされる DRG 組織に発現するものを明らかにした。Real-time PCR の

結果、十分発現している (Ct value < 30) と考えられた 12 種のトランスポーターを対象に

一過性発現細胞を作製し、オキサリプラチン曝露後の細胞内 Pt 蓄積量を測定することでス

クリーニングを行った。その結果、Octn1/2 及び Mate1 がオキサリプラチンを基質として

輸送することが示唆された。今回の結果からは、他の 9 種のトランスポーターの一過性過

剰発現がオキサリプラチン曝露後の細胞内 Pt 蓄積量に与える影響は確認できなかった。過

去の報告からは銅輸送トランスポーターである Ctr1 や Atp7A、Atp7B もオキサリプラチ

ンの輸送とその抗腫瘍効果に寄与することが示唆されている。しかしながら、銅や白金製剤

の曝露数分後から Ctr1 が脱感作すること 63や、Ctr1 の阻害剤であるヒスチジン銅が DRG

における Pt 蓄積に影響しないこと 64、腫瘍組織における銅輸送トランスポーターの発現が

FOLFOX による治療効果に影響を及ぼさないこと 65 も報告されている。ABC トランスポ

ーターに関しても、プラチナ製剤の体内動態や耐性に寄与することを示唆する報告がある

66-68 一方で、その遺伝子多型が治療効果に影響しないこと 69 も報告されている。上記のよ

うにオキサリプラチンの蓄積や毒性に対する各トランスポーターの寄与に関しては未だ統



37 
 

一した見解は得られておらず、本検討から Octn1/2 及び Mate1 が比較的大きな影響を持つ

ことが示唆されたことから、その後の検討を 3 種のトランスポーターに絞って行うことと

した。 

今回オキサリプラチンの輸送に寄与することが示された 3 種のトランスポーターを対象

に安定発現細胞を作製し、オキサリプラチン輸送と細胞毒性、神経毒性への寄与について検

討を行った。各トランスポーターの発現によって濃度依存的な細胞内 Pt 蓄積量の顕著な増

加がみられた。オキサリプラチンは生体内の Cl-存在下で非酵素的な過程を経てシュウ酸基

と活性体である Pt(dach)Cl2 に分解されることが知られている。今回、Pt(dach)Cl2 の細胞

内取り込みについても検討を行ったところ、各トランスポーターの安定発現によってその

取込量が増加することが明らかとなった。しかしながら、その細胞内蓄積量はオキサリプラ

チンよりも低値を示しており、各トランスポーターを介した細胞内輸送への寄与はオキサ

リプラチンと比較すると小さいと考えられる。オキサリプラチンの分解に関しての報告は

非常に限られており、未だ不明な点が多い。その理由として、HPLC の測定条件下において

も分解が起こることや、オキサリプラチンと中間体を分離できないといった問題が挙げら

れる。そのため、オキサリプラチンの分解に関して生体内の環境で詳細に検討した報告はな

されていない。しかしながら in vitro においては抗酸化作用を持つトリペプチドであるグル

タチオンがオキサリプラチンの分解を促進することも報告されており、Cl-に限らず種々の

生体内物質の寄与が予想される 70。オキサリプラチンの分解は medium 内では一次消失過

程に従うことが知られている一方で、生体内でのオキサリプラチン分解速度に関して詳細

に検討された報告はなく、オキサリプラチン投与後の DRG への移行にどちらの形態が大き

く寄与しているか明らかにするためには、今後更なる検討が必要である。 

トランスポーターがオキサリプラチンの細胞毒性及び神経毒性に及ぼす影響を、CCK-8 

assay による細胞生存率測定と神経様突起長測定によって評価した。細胞毒性評価の結果、

トランスポーターの安定発現によって 1 µM 及び 10 µM のオキサリプラチン曝露条件にお
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いて、Mock 導入細胞と比較して有意な細胞生存率の低下がみられ、細胞毒性の増強がみら

れた。さらに神経毒性の評価では、Mate1 発現細胞では 1 µM から、Octn1/2 発現細胞では

3 µM から神経様突起の短縮がみられ、神経毒性の増強も確認された。以上の検討より、ト

ランスポーターの発現が細胞内の Pt 蓄積量をさせることで、オキサリプラチンによる細胞

毒性と神経毒性に影響を与えることが示唆された。オキサリプラチン投与後の最大血中濃

度は 10 µM 以下とされ、本結果で得られた 1 µM のオキサリプラチン曝露による細胞毒性

の増大は臨床的な用量を反映した結果であるといえる。神経毒性に関しても低濃度で影響

がみられており、今回着目したトランスポーターの影響が生体内でもあらわれ、神経障害に

寄与する可能性が示された。 

in vitro で行った検討から、Octn1/2 及び Mate1 のオキサリプラチンの輸送と神経毒性

への寄与が明らかとなった。そこで、オキサリプラチン誘発末梢神経障害モデルラットの

DRG において各トランスポーターの in vivo ノックダウンを行い、神経障害の発現、重症

度に与える影響を評価した。下肢の神経とつながる L4-L6 の DRG を対象に siRNA を髄腔

内投与したところ、投与 7 日後には各トランスポーターの 4-6 割の発現低下がみられた。

本実験で用いた AteloGene Local Use “Quick Gelation” は生体内で siRNA と複合体を形

成し、ゲル化することによって長期にわたる局所的な siRNA の投与を可能とする。siRNA

投与 7日目にも十分なノックダウンが確認できたため、その後の検討では週に 1回の siRNA

投与を行った。 

末梢神経障害の発現を評価した結果、Octn1 ノックダウンラットでは反応閾値の低下が

抑制される結果となった。DRG 組織における Pt 蓄積量を測定したところ、蓄積量が低下

したことから Octn1 がオキサリプラチンの細胞内取り込みに大きく寄与することが示唆さ

れた。しかしながら、Octn1 と同じく有機カチオントランスポーターとして働く Octn2 で

はノックダウンによる神経障害への影響はみられなかった。DRG 内 Pt 蓄積量にも変化は

なく、オキサリプラチン輸送に対する Octn2 の寄与は今回確認できなかった。Octn1 は pH
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依存的な cation/proton または cation/cation anti-port さらには Na+依存的なカルニチン及

びエルゴチオネインの輸送を担う多機能性トランスポーターである 71-73。DRG 細胞内外の

プロトン及びカチオン勾配に関して詳細を明らかにした報告はなされていないが、髄液の

pH は 7.4-7.6 程度とされ、一般的な細胞内 pH（6.8-7.4）と比較して塩基性に偏っている。

そのため、本検討でみられたオキサリプラチンの輸送は生体内のプロトンおよびカチオン

濃度に依存した輸送によって行われたと思われる。一方で Octn2 は生体内でカルニチンを

Na+と共輸送し、それと連動してカチオン性物質を輸送する 74。Octn2 の活性を組織内への

カルニチン取り込みによって評価した報告では、脳におけるカルニチン濃度が肺や心臓、腎

臓、肝臓といった他臓器と比較して 1/20 - 1/30 程度であること 75が示唆されており、神経

系における Octn2 の活性が比較的小さいことが予想される。初代培養 DRG 細胞を用いた

Octn1/2 の阻害実験においても、Octn1 の寄与のみを認め 55、本研究と同様の結果が得られ

ている。 

一方で、Mate1 をノックダウンしたラットではオキサリプラチン投与開始 21 日目におい

て末梢神経障害の悪化がみられた。DRG 組織内 Pt 蓄積量は増加しており、Mate1 がオキ

サリプラチンの排出に寄与していることが明らかとなった。Mate1 は腎尿細管や肝臓の微

小胆管に発現し、薬物の排出過程で重要な役割を担うトランスポーターである。腎臓におい

てオキサリプラチンやシスプラチンを基質とし、腎障害の発現に寄与することが報告され

ている 77。今回、安定発現細胞を用いた検討では取り込み方向に働いていた一方で生体内で

は逆方向への輸送が示唆された。Mate1 は細胞内外のプロトン勾配に従って基質を輸送す

るアンチポーターとしての働きと、基質の濃度勾配に依存して基質を輸送するトランスポ

ーターとしての働きを持つ 78。in vitro における検討では培地内に高濃度のオキサリプラチ

ンが含有されており、Mate1 がオキサリプラチンを取り込む環境が維持されたため細胞内

Pt 蓄積量の増加がみられたと考えられる。ラット体内ではオキサリプラチンは投与後速や

かに血中濃度が低下する 79。そのため、投与後には細胞内に蓄積したオキサリプラチン濃度
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が細胞外よりも高い状態が保たれ、排出方向に働いたと予想される。 

以上の結果より、DRG においては Octn1 がオキサリプラチンを取り込む方向に、Mate1

が排出方向に働くことが示唆された (Fig. 12)。DRG におけるオキサリプラチンの蓄積を抑

制するには Octn1 の阻害または Mate1 の活性化が有効であると考えられる。Octn1 に対し

て阻害作用を持つ薬物としてキニジンやベラパミル、プロカインアミド等が挙げられるが、

阻害剤自体が生体に及ぼす影響や Octn1 への特異性から、Octn1 阻害剤としての臨床使用

には十分な検討が求められる。また、Mate1 の発現を増加させる物質に関しては試薬に限

られており 80、臨床的に使用される薬剤としては報告がなされていないため、Mate1 に影

響を与える薬剤の探索が求められる。しかしながら、本検討では 4-6 割のノックダウンによ

って末梢神経障害による反応閾値が有意に変化しており、トランスポーターの影響の大き

さが示唆された。そのため、トランスポーターをターゲットとしたオキサリプラチン誘発末

梢神経障害の予防法探索は非常に有用である可能性がある。 
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小括 

 

第 2 章では、DRG におけるオキサリプラチン蓄積に伴う末梢神経障害に関与するトラン

スポーターを明らかにすることを目的に研究を行った。in vitro 系の検討から、DRG には

多くの薬物トランスポーターが発現しており、その内 Octn1/2 及び Mate1 がオキサリプラ

チン輸送活性を持つことを示した。安定発現細胞を用いた検討からは、トランスポーター発

現による Pt 蓄積量の増加がオキサリプラチンによる細胞毒性、神経毒性を増大することが

確認された。in vivo 系では DRG に発現するトランスポーターをノックダウンすることで

各トランスポーターがオキサリプラチン輸送と末梢神経障害に与える影響について検討を

行った。その結果、Octn2 が末梢神経障害に影響を与えなかった一方で、Octn1 がオキサリ

プラチンの取り込みに、Mate1 が排出に寄与し、神経障害の発現や重症度に関与している

ことを確認した。 

本研究から、DRG におけるオキサリプラチン輸送に Octn1 及び Mate1 が大きく寄与す

ることが明らかとなり、オキサリプラチン誘発末梢神経障害の新たな治療ターゲットとし

て有用である可能性が示唆された。 
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総括 

がん治療において薬物療法は非常に重要な役割を担うが、ときに副作用による治療の中止、

患者の QOL 低下が引き起こされる。白金系抗悪性腫瘍薬であるオキサリプラチンは消化器

系のがんに幅広く適応を持つ一方で、末梢神経障害を高頻度で発現することが問題となっ

ている。しかしながら、その発現機序は未だ明らかになっておらず、有効な予防法、治療法

の確立には至っていない。そこで本研究ではオキサリプラチンの治療薬探索と末梢神経障

害発現メカニズムとしてトランスポーターに着目して実験を行った。 

まず第 1 章では、糖尿病治療薬として使用される GLP-1 アナログ製剤であるエキセナチ

ドがオキサリプラチン誘発末梢神経障害に与える影響を評価した。その結果、エキセナチド

は末梢神経障害の発現は抑制しないが、オキサリプラチン投与終了後の回復を促進するこ

とが明らかとなった。また、そのメカニズムとして坐骨神経の変性を改善することが寄与し

ていると考えられる。さらにエキセナチドがオキサリプラチンの抗腫瘍効果に影響を及ぼ

さないことを示した。 

第 2 章では、DRG においてオキサリプラチン誘発末梢神経障害に寄与するトランスポー

ターを明らかにした。in vitro における検討では Octn1/2 及び Mate1 がオキサリプラチン

を基質とすることが示された。一方、in vivo では、Octn1 と Mate1 にのみトランスポータ

ーの寄与がみられ、Octn1 は取り込みに、Mate1 は排出に寄与していることを明らかにし

た。 

以上、本研究からオキサリプラチン誘発末梢神経障害の新たな治療薬としてエキセナチ

ドが有用である可能性が示唆された。また、末梢神経障害の発現メカニズムとしてトランス

ポーターの寄与と重要性に関する知見を得ることが出来た。今後これらの知見が、末梢神経

障害の有効な予防法・治療法の確立につながることを期待する。 
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実験の部 
 
第 1 章 

 

1-1. オキサリプラチンによる細胞毒性及び神経様突起短縮に対するエキセナチドの効果 

エキセナチドがオキサリプラチンによる細胞毒性及び神経様突起短縮に対して与える影

響を評価するため、神経のモデルとして使用される PC12 細胞を用いて検討を行った。 

 

1-1-1. 細胞培養 

PC12 細胞は独立行政法人理化学研究所より購入した。培養は 75 cm2培養フラスコにて

37℃ 5% CO2湿地条件で行った。 

 

1-1-2. 細胞生存率測定 

細胞生存率は CCK-8 法により定量した。CCK-8 法はミトコンドリアの酵素活性を指標

として生細胞数を検出する方法である。その原理は、ミトコンドリア内の脱水素酵素によっ

て WST-8[2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-

2Htetrazolin, monosodium salt] が還元されることで生成する水溶性ホルマザン色素量が

生細胞数に比例関係にあることに基づく。細胞は 24 well plate に 6.0×104 cells を播種し、

37℃ 5% CO2 条件下にて 24 時間培養後に実験に用いた。薬物処置後、24 時間培養した後

の細胞に新たに 210 µL の無血清培地と 10 µL の CCK-8 assay 試薬を加え、1 時間反応さ

せた。反応後の上清 100 µM を 96 well plate に移し、生成したホルマザン色素量をマイク

ロプレートリーダー (Rainbow Sunrise; Tecan Austria GmbH) を用いて測定した (測定波

長 450 nm 参照波長 620 nm)。 
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1-1-3. 神経様突起の測定 

PC12 細胞に NGF を添加した培地で 72 時間培養し、神経様突起を伸展させた。エキセ

ナチドはオキサリプラチンと同時に処置し、曝露して 24 時間後の細胞を測定に用いた。細

胞全体を Calcein-AM で、核を Hoechst-33342 で染色し High Content Screening System

を用いて神経様突起の撮影、解析を行った。 

 

1-2. オキサリプラチン誘発末梢神経障害の発現及び軸索変性に対するエキセナチド投与の

効果 

PC12 を使用した検討より、エキセナチドがオキサリプラチンによる神経毒性を抑制する

可能性が示唆されたため、オキサリプラチン誘発末梢神経障害モデルラットを使用してエ

キセナチドの効果を検討することとした。反応閾値の低下を von Frey test、神経組織の変

性をトルイジンブルー染色後の断面積測定によって評価を行った。 

 

1-2-1. 動物 

体重 200-250 g の雄性 Sprague-Dawley 系ラットを使用した。ラットは恒温・恒湿およ

び明暗 12 時間周期 (明期 7:00-19:00) の条件下で飼育し、固形飼料および水は自由に摂取

できるようにした。なお、動物は九州大学動物実験規則に準拠し実施した。 

 

1-2-2. 薬物投与 

オキサリプラチン (4 mg/kg) を週に 2 回、4 週にわたって腹腔内投与し、週に 1 回の von 

Frey test によって神経障害の発現を確認した。エキセナチド (100 µg/kg) は徐放性製剤を

週に 1 回皮下投与を行った。 
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1-2-3. von Frey test 

オキサリプラチン誘発末梢神経障害の評価として von Frey test を行った。試験 30 分前

より金網の上に置き馴化させた。その後、金網の下よりラット後足底を 1.0-15 g の von Frey 

フィラメントを用いて反応閾値の測定を行った。各フィラメント強度において左右 6 回ず

つ、1 回につき 6 秒間刺激し、ラットが逃避反応を起こすフィラメント強度を逃避反応閾値

として記録した。 

 

1-2-4. 坐骨神経の変性評価 

オキサリプラチン投与によって末梢神経障害が発現したラットより坐骨神経を採取し、

2%グルタルアルデヒド溶液によって固定した。8%スクロース溶液による置換を行った後、

それぞれのサンプルを 5 mm の長さに揃えパラフィンに包埋した。パラフィンブロックか

ら 3 µm 厚のスライスを作製し、0.05%のトルイジンブルー溶液で染色した。各サンプルは

光学顕微鏡 (BX51; Olympus Corp.) を用いて撮影し、画像解析ソフト (Image J 1.36) に

よって軸索面積の測定を行った。 

 

1-3. オキサリプラチン誘発末梢神経障害回復期におけるエキセナチドの影響 

オキサリプラチン誘発末梢神経障害の発現に対するエキセナチドの効果を検討したとこ

ろ、改善作用はみられなかった。続いて回復期にあたるオキサリプラチン投与終了後にエキ

セナチド投与が末梢神経障害に影響を与えるかを検討した。 

 

1-3-1. 薬物投与 

前実験で使用したラットに対して引き続き、週 1 度のエキセナチド投与のみを継続した。

オキサリプラチン投与群で末梢神経障害の発現が完全に回復した 63 日目まで投与を行い、

末梢神経障害の評価を行った。 
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1-3-2. 末梢神経障害の評価 

末梢神経障害の評価として von Frey test を 2-3.と同様の方法で行った。また、坐骨神経

の形態学的評価はオキサリプラチン群とエキセナチド併用群で有意差がみられた 42日目と

全群で神経障害の回復がみられた 63 日目にサンプルを回収して行った。トルイジンブルー

染色は 1-2-4.と同様の方法で行った。 

 

1-4. エキセナチド併用がオキサリプラチンによる抗腫瘍効果に与える影響 

エキセナチドがオキサリプラチン誘発末梢神経障害の回復を促進することが明らかにな

ったため、続いてエキセナチドがオキサリプラチンによる抗腫瘍効果に与える影響につい

て検討を行うこととした。ラット直腸由来細胞 (C-26) を用いた細胞生存率測定と担がんマ

ウスの腫瘍サイズの測地によって評価を行った。 

 

1-4-1. 細胞培養 

C-26 は理化学研究所より購入した。2 mM L-グルタミン、100 Unit/mL ペニシリン、100 

µg/mL ストレプトマイシン、10% ウシ胎児血清 (FBS: Cell Culture Technology, Hannover, 

Germany) を含有する RPMI1640 培地中で、37℃ 5% CO2条件下で培養した。 

 

1-4-2. 細胞生存率の測定 

C-26 細胞にオキサリプラチン (70 µM) およびエキセナチド (0, 3, 10, 30 nM) を同時曝

露し、24 時間後の細胞生存率を測定した。細胞生存率の測定には CCK-8 法を使用し、1-2.

と同様の手順で行った。 
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1-4-3. 担がんマウスの作製 

培養した 1.0 × 106個の C-26 細胞を 50 µL の PBS に懸濁し、マウス右足裏皮下に投与

した。6 日後よりオキサリプラチン (6 mg/kg 1, 2, 7, 8 日目) の腹腔内投与とエキセナチド 

(150 µg/kg 1, 8 日目) の皮下投与を開始した。腫瘍径は 0、4、7、11 日目に測定し、測定し

た腫瘍径より以下の式で腫瘍の大きさを算出した。 

Volume (mm3) = π/6 × Thickness (mm) × Length (mm) × Width (mm) 

 

1-5. 統計処理 
データは平均値 ± 標準誤差で示した。二群間の比較は Student’s t-test により検定を行

った。多群間の比較は、一元配置分散分析 (one-way ANOVA) 後、各群間の検定を Tukey-
Kramer test により行った。検定には StatView (Abacus Concepts) を用い、有意水準は 5%
とした。 
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第 2 章 

 

2-1. ラット DRG に発現するトランスポーターの探索 

採取したラット DRG を試料として Real-time PCR によってトランスポーターの発現確

認を行った。測定対象は Pt 製剤の輸送に関して報告のある 21 種類のトランスポーターと

した。 

 

2-1-1. 試料調製 

2-1-1-1. total RNA 抽出 

ラットから DRG を採取後、RNeasy® Plus Mini Kit を用いて total RNA を抽出した。

ホモジナイザー (30 Hz) で 3 min 細胞をホモジナイズ、遠心分離 (室温、max、3 min) し、

上清を cDNA 合成に用いた。以降の操作は Kit のプロトコルに従った。total RNA の定量

は、Nano Drop を用いて行い、A260/A280 の値により品質を確認した。 
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2-1-1-2. 逆転写反応 

以下の反応組成式及び反応条件に従い、cDNA を合成した。コントロールとして逆転写酵

素を水に置換した試料を用いた。 

 

＜組成＞ 

5×cDNA Synthesis Buffer   4.0 µL 

5mM dNTP    2.0 µL 

Random Hexamer    1.0 µL 

RT enhancer    1.0 µL 

Verso Enzyme Mix    1.0 µL 

total RNA    x µL ※ 

RNase free water    (11-x) µL  

Total     20.0 µL 

※ x は template RNA が 1 µg 以下になるように調整した 

 

＜Thermal cycler 条件＞ 

cDNA Synthesis       42℃ 60 min 

95℃ 2min    95℃ 2 min 
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2-1-2. Real-time PCR 

21 種類のトランスポーターを特異的に増幅する primer を用いて測定を行い、Real-time 

PCR 法で定量可能なトランスポーターを探索した。内標準物質として gapdh を測定し、コ

ントロールとして水、1-1-2. で逆転写酵素を水に置き換えた試料 (RT(-)試料) を設置した。 

 

＜組成＞ 

SYBR Premix EX TaqTM (2×)  5.0 µL 

10 µM primer (forward＋reverse)  0.2 µL 

ROX Reference Dye (50×)   0.2 µL 

Template (cDNA 溶液）   1.0 µL 

Nuclease free water    3.6 µL 

Total      10.0 µL 

 

＜Thermal cycler 条件＞ 

Hot-start activation    95℃ 30 sec  

Denaturation    95℃ 5 sec 

Annealing/Extention   60℃ 30 sec 

Dissociation    95℃ 15 sec 

Melting     60℃ 1 min から 0.3℃ずつ上昇させて 

95℃15 sec で終了 

 

 

 

 

40 cycles 
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＜primer＞ 

Table 2. Primer sequences used for Real-time PCR analysis 

  accession no. Forward primer (5'-3') Reverse primer （3'-5'） 

Oct1 X78855 TGGCCGTAAGCTCTGTCTCT TCAAGGTATAGCCGGACACC 

Oct2 X98334 ATCACGCCTTTCCTCGTCTA CTGCATATTCTCGGCATCCT 

Oct3 NM_019230 CAATGGGAAACACCTCTCGT ATACACCACGGCACTTGTGA 

Octn1 NM_022270 CATGGCTGTGCAGACTGG GCACCATGTAGCCGATGG 

Octn2 NM_019269 GGCGCAACCACAGTATCC GGGGCTTTCCAGTCATCC 

Oatp1 NM_017111 CCTAGGCATAGGCATTTGGA TCAACCAAAGCACAAAGCAG 

Oatp2 NM_131906 CCTAGGCATAGGCATTTGGA TCAACCAAAGCACAAAGCAG 

Oatp3 AF041105 GCAGGATGATGTGGATGGAACTAAC GCATGTAAATCGGATTGCAGGAG 

Oatp4 NM_031650 AACATGCTTCGTGGGATAGG CATGGAAGTGTGCCCTTCTT 

Ctr1 NM_133600.1 CAACACACCTGGAGAAATGG CGGGCTATCTTGAGTCCTTC 

Ctr2 NM_001033693.2 TGTAACTTTGAGGCCAGAGAGA GCCCATGAGGTACTTGAACG 

Atp7a NM_052803 AGCTTCAGGAGGAGGGAAAG AGCTGCTTCGATGGCTACAT 

Atp7b NM_012511 AACGGCGTCCTAATCAAGG TGCCCGTTTTGTCAAACATA 

Mdr1a NM_133401 CAACCAGCATTCTCCATAATA CCCAAGGATCAGGAACAATA 

Mdr1b NM_01262.2 TTTCTGCTGTTGTCTTTGGTG GGTCGGGTGGGATAGTTGA 

Mrp1 NM_022281 CCTTGGGTCTGGTTTACTT ACAGGGGAACGACTGACAG 

Mrp2 NM_012833 TTCACGGCACATCACCA ATTCGGACCCAAACAGGATG 

Mrp3 NM_080581 GGACCCCATCCTGTTCTC GTCGGCTGGCTGCTCACA 

Mrp4 NM_133411 GAACGCTACGAGAAAGTCATC GCCCGTGCCAAGTTCAC 

Mrp5 NM_053924 AAAAGGCAGTTTCTACAC CAGGGCGATGCTGATGAG 



52 
 

Bcrp NM_181381.2 CAGCAGGTTACCACTGTGAG TTCCCCTCTGTTTAACATTACA 

MATE1 NM_001014118.2 CTCGTGGGCTACATTTTCACC CCACCACAGGTACAGGCAAG 

 

2-1-3. 絶対定量 

2-1-2. の結果、測定可能であった 12 種類のトランスポーター配列を Real-time PCR 法

により増幅させ、PCR product をエタノール沈殿により精製した。精製したサンプルを

Vector と ligation 反応を行い、insert 配列を確認後、コロニーを少量培養し、plasmid DNA

抽出を行った。抽出した全 12 種のトランスポーターの plasmid DNA を段階希釈すること

で各トランスポーターに対する検量線を作成し、Real-time PCR 法による絶対定量を行っ

た。 

 

2-1-3-1. 検量線用試料の調製 

2-1-3-1-1. Real-time PCR 法による insert 増幅 

2-1-1-2.で増幅したラット DRG の cDNA 溶液を用いて検量線標準試料に用いる PCR 

product の増幅を行った。Primer、組成、Thermal cycler 条件は 1-1-2. と同様に行った。

内標には gapdh を用い、コントロールとして水、RT(-)試料を設置した。 
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2-1-3-1-2. ligation 

増幅した PCR product を以下に示す条件で pGEM®-T Easy Vector と ligation 反応を行

った。 

 

＜組成＞ 

Rapid Ligation buffer (2×)  5.0 µL 

10 µM primer (50ng/mL)  0.2 µL 

T4 DNA Ligase   1.0 µL 

PCR product    2.0 µL 

滅菌 milliQ 水    1.8 µL 

Total     10.0 µL 

 

＜Thermal cycler 条件＞ 

  16℃   30 min 

 

 

2-1-3-1-3. 形質転換 

E.coli  JM 109 competent cells に 1/10 量の Ligation sample を加え、ボルテックス後、

氷上で 5 min 静置した。その後 42℃水浴内で 45 sec ヒートショックさせた後、再び氷上で

2 min 静置した。次いで、ボルテックス後 S.O.C.培地 100 µL 加え、100 µL/mL Ampicillin

含有 LB 寒天培地に広げ、37℃にて一晩インキュベートした。 
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2-1-3-1-4. PCR 反応 

得られたコロニーを鋳型サンプルとして、以下の組成、Thermal cycler 条件で PCR を

行った。 

 

＜primer＞ 

Table 3. Primer sequences used for Gene RED PCR 

 primer（5'-3'）
T7 TTGTAATACGACTCACTATAG
SP6 GCTATTTAGGTGACACTATAG  

 

＜組成＞ 

Gene RED PCR Mix  (2×)  5.0 µL 

10 µM T7    0.12 µL 

10 µM SP6    0.12 µL 

滅菌 milliQ 水    4.76 µL 

Total     10.0 µL 

 

＜Thermal cycler 条件＞ 

Initial Denaturation   94℃ 3 min 

Denaturation    94℃ 5 sec 

Annealing    55℃ 30 sec 

Extension    72℃ 30 sec 

Final Extension   72℃ 15 sec 

 

 

35 cycles 
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2-1-3-1-5. アガロース電気泳動 

増幅させた PCR product を電気泳動し、目的バンドの有無を確認することで、insert 

check を行った。Agarose S 1.4 g に 1×TAE buffer 140mL を加え、5 min 加熱した。

10 mg/mL ethidium bromide 2.8 µL を加えプレートに移し成型し、冷やし固めることで

1％アガロースゲルを作製した。 

作製したゲルを 1×TAE buffer で満たした泳動槽に固定し、電気泳動を行った。 

2% Agarose gel にアプライした。PCR product 2 µL を well に注入し、分子量マーカーで

ある φX174DNA/HaeⅢ digest 3 µL とともに、100 V、20 min 泳動した。Luminescent 

Image Analyzer LAS-3000 により UV 照射撮影し、目的バンドの有無を確認した。 

 

2-1-3-1-6. Sequence 

電気泳動により増幅を確認した PCR product の配列を以下の条件にて Sequence 反応に供

した。PCR product の精製は予滅菌milliQ 水を加え静置しておいた illustraTM Sephadex 

TM G-50 Fine DNA Grade を用いて行った。塩基配列の同定は、九州大学大学院医学研究

院教育・支援センターに依頼して、備付の ABI 3100 automatic sequencer にて配列を解読

した。 

 

＜組成＞ 

Terminator Ready reaction mix    1.0 µL 

BigDye○RE

ATerminator v1.1 v3.15×sequencing buffer 3.5 µL 

1 µM SP6      3.2 µL 

PCR product      1.0 µL 

滅菌 milliQ 水      11.8 µL 

Total       20.0 µL 
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＜Thermal cycler 条件＞ 

Initial Denaturation   96℃ 2 min 

Denaturation    96℃ 10 sec 

Annealing    50℃ 5 sec 

Extension    60℃ 4 min 

15℃   ∞ 

 

2-1-3-1-6. plasmid DNA の精製 

insert が確認できた vector を保有した大腸菌を 2 mL 1％Ampicillin 含有 LB 液体培地

で 37℃ 16 hr 培養後、NucleoSpin® Plasmid QuickPure を用いて plasmid DNA を抽出

した。操作は Kit のプロトコルに従った。plasmid DNA の濃度は Nano Drop を用いて測

定し、分子量より物質量を算出した。 

 

塩基数＝insert の塩基数＋pGEM-T Easy Vector の塩基数 (3015 bp) 

分子量＝塩基数×660 

物質量 (mol/L) ＝plasmid DNA 濃度 (ng/µL) ／分子量×10-3 

 

2-1-3-2. 定量 

2-1-3-2-1. Real-time PCR 

Table 2 に示した primer を用いて、2-1-1-2 の組成、Thermal cycler 条件に従って、ラ

ット DRG のトランスポーターmRNA の定量を行った。内標は gapdh を用い、コントロー

ルとして水、RT(-)試料を設置した。 

 

 

25 cycles 
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＜データ解析＞ 

2-1-3-1. で作製した plasmid DNA を 104～109 倍に段階希釈し、検量線を作成した。

plasmid DNA の物質量から各トランスポーターの物質量を算出した。 

 

2-2. トランスポーターの一過性過剰発現細胞を用いた検討 

12 種類のトランスポーターの発現が確認されたことから、これらのトランスポーターの

一過性発現細胞を作製しオキサリプラチンの輸送に関して検討を行うこととした。 

 

2-2-1. トランスポーター発現ベクターの作製 

2-2-1-1. primer の作製 

2-1-3. で絶対定量を行った 12 種類のトランスポーターの mRNA の配列情報をもとに、

プライマー作製ソフト OLIGO Primer Analysis Software を用いて、コーディング領域の

配列を増幅させるプライマーを作製した。各プライマーの配列はTable 4 に示す。 

 

Table 4．Primer sequence used for amplification of transporter genes 

 

  Primer (5'-3') 

Primer 

length（bp） 

Product 

length（bp） 

Annealing(℃) 

Octn1 

Forward CAATCGCCGGATCCCTTTCT 20 

1850 56.2 

Reverse ATGACCTTGAATTCTCGATCCTCCT 25 

Octn2 

Forward TGCGGTACCCCCAGATCCCC 20 

1876 55 

Reverse GTGGCCCTCGAGGAAGGTGG 20 

Oatp2 

Forward GCTTCTTCATAAAAACAGCAGTAAG 25 

2247 63.1 

Reverse AAAATCTCGAGTACTATGTCAGCC 24 
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Ctr1 

Forward GAGAGGAAGACTCAGGCGGTG 21 

895 66.4 

Reverse GATTAGACAAGGCTCGAGATGATGA 25 

Ctr2 

Forward GCGCGGTACCAGCTGCAATC 20 

797 56.2 

Reverse CAGCTTCTGGTCGCTCCATGTTC 23 

Atp7a 

Forward AAAGACATCAAAATGGAACCAAA 23 

4668 55 

Reverse TAGATAATGCCAGGTTCAGAGCT 23 

Atp7b 

Forward TTTTGGTACCATGCCTGAACAGGAGAGAAAG 31 

4419 55 

Reverse CGGGAGCGGGCCCGTCTGGAAGGAGCAC 28 

Mdr1b 

Forward GCGAAGGGTACCCGGAGTGTCAC 23 

3884 55 

Reverse TAGCACCTCGAATTCTCCCAGCTCAT 26 

Mrp1 

Forward GCTGCGCCTGCTAGCTCCG 19 

2976 

55 

Reverse AAAAGGAAGATACTCAAGAAGG 22 

Forward AGGAGACTTGGAAGCTGATGG 21 

1967 

Reverse GGCTTCCTCGAGGTCAGATCCAG 23 

Mate1 

Forward TTTTGCTAGCCACATGGAGGTCTTGGAGGAG 31 

1734 55 

Reverse TGAGGGGTACCTGCATTGCTGGATTATTC 29 

Bcrp 

Forward GCTAGAAAGGCATAGATCCTAAAG 24 

2175 64.5 

Reverse ATAACTGTGAAGAAAAGAACACTGAC 26 
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2-2-1-2. PCR 法による insert 増幅 

作製した primer を用いて、insert 配列を増幅させた。Template DNA にはラット DRG

の cDNA 溶液を用いた。PCR 反応の組成、Thermal cycler 条件は以下の通りである。ま

た、酵素として Atp7a、Bcrp は LA Taq® DNA polymerase、それ以外のトランスポーター

は PrimeSTAR GXL polymerase を用いた。 

 PrimeSTAR GXL polymerase 

＜組成＞ 

5×PrimeSTAR GXL buffer  2.0 µL 

2.5 mM dNTP mixture   0.8 µL 

10 µM mixed primers   0.3 µL 

PrimeSTARA

○R
E

A GXL polymerase  0.1 µL 

Template DNA   0.5 µL 

滅菌 milliQ 水    6.3 µL 

Total     10.0 µL 

 

＜Thermal cycler 条件＞                   

Denaturation     95℃ 30 sec 

Annealing      ※  30 sec 

Extension    72℃ 1 min/kbp 

15℃   ∞ 

40 cycles 
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LA TaqA

○R
E

A DNA polymerase 

＜組成＞ 

10×LA PCR buffer Ⅱ (Mg2+free) 1.25 µL 

2.5 mM dNTP mixture   2.0 µL 

25 mM MgCl2    1.25 µL 

10 µM mixed primers   0.25 µL 

LA Taq (5 unit/µL)   0.125 µL 

Template DNA   0.25 µL 

滅菌 milliQ 水    7.375 µL 

Total     12.5 µL 

 

＜Thermal cycler 条件＞ 

Initial Denaturation   94℃ 1 min  

Denaturation    94℃ 20 sec 

Annealing/Extension   ※  1 min/kbp 

Final Extension   72℃ 10 min 

15℃   ∞ 

 

※Annealing 温度は Table 4 に記載した温度とした 

  

30 cycles 
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2-2-1-3. TA クローニング 

Atp7a と Bcrp は LA Taq® DNA polymerase で insert 配列を増幅後、pGEM®-T Easy 

Vecotr と ligation 反応を行った。次いで形質転換を行い、insert 配列を確認した。

Ligation 反応と形質転換は 2-1-3. と同様に行った。目的の vector を保有した大腸菌を 2 

mL 1％Ampicillin 含有 LB 液体培地で 37℃ 16 hr 培養後、NucleoSpin® Plasmid 

QuickPure を用いて plasmid DNA を抽出した。操作は Kit のプロトコルに従った。 

 

2-2-1-4. 制限酵素処理 

以下の組成、Thermal cycler 条件に従って、2-2-1-1. で増幅させた PCR product、2-1-

1. で抽出した plasmid DNA 及び pcDNA3.1 (+) vector を試料として制限酵素処理を行っ

た。Table 5 の制限酵素、反応条件に従って反応を行った。また、制限酵素処理後は、ア

ガロースゲル電気泳動で制限酵素処理の確認を行った。DNA の精製は NucleoSpin® Gel 

and PCR Clean-up Kit 及び EZ-10 Spin Column PCR Products Purification Kit を用い

て行った。操作は Kit のプロトコルに従った。 

 

＜組成＞ 

10×buffer     2.0 µL 

RE      1.0 µL each 

PCR product/ pcDNA3.1 (+) vector               

滅菌 milliQ 水                               

Total      20.0 µL 

 

＜Thermal cycler 条件＞ 

  37℃  60 min 

16.0 µL 
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Table 5．RE and buffer used for RE reaction 

target   primer (5'-3') RE buffer 

Octn1 

Forward CAATCGCCGGATCCCTTTCT BamHⅠ 

K buffer 

Reverse ATGACCTTGAATTCTCGATCCTCCT EcoRⅤ 

Octn2 

Forward TGCGGTACCCCCAGATCCCC KpnⅠ L buffer 

Reverse GTGGCCCTCGAGGAAGGTGG XhoⅠ H buffer 

Oatp2 

Forward GCTTCTTCATAAAAACAGCAGTAAG EcoRⅤ 

H buffer 

Reverse AAAATCTCGAGTACTATGTCAGCC XhoⅠ 

Ctr1 

Forward GAGAGGAAGACTCAGGCGGTG XhoⅠ 

K buffer 

Reverse GATTAGACAAGGCTCGAGATGATGA BamHⅠ 

Ctr2 

Forward GCGCGGTACCAGCTGCAATC KpnⅠ 

L buffer 

Reverse CAGCTTCTGGTCGCTCCATGTTC ApaⅠ 

Atp7a 

Forward AAAGACATCAAAATGGAACCAAA 

NotⅠ H buffer 

Reverse TAGATAATGCCAGGTTCAGAGCT 

Atp7b 

Forward TTTTGGTACCATGCCTGAACAGGAGAGAAAG KpnⅠ 

L buffer 

Reverse CGGGAGCGGGCCCGTCTGGAAGGAGCAC ApaⅠ 

Mdr1b 

Forward TTTTGCTAGCCACATGGAGGTCTTGGAGGAG KpnⅠ L buffer 

Reverse TGAGGGGTACCTGCATTGCTGGATTATTC EcoRⅤ H buffer 

Mrp1 

Forward GCTGCGCCTGCTAGCTCCG NheⅠ 

M buffer 

Reverse AAAAGGAAGATACTCAAGAAGG HindⅢ 

Forward AGGAGACTTGGAAGCTGATGG HindⅢ M buffer 

Reverse GGCTTCCTCGAGGTCAGATCCAG XhoⅠ H buffer 
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MATE1 

Forward TTTTGCTAGCCACATGGAGGTCTTGGAGGAG NheⅠ 

M buffer 

Reverse TGAGGGGTACCTGCATTGCTGGATTATTC KpnⅠ 

Bcrp 

Forward GCTAGAAAGGCATAGATCCTAAAG 

NotⅠ H buffer 

Reverse ATAACTGTGAAGAAAAGAACACTGAC 

 

2-2-1-5. Ligation、形質転換 

制限酵素処理後の DNA を用いて、以下に示す条件で Ligation 反応を行った。また、制

限酵素処理後 Nano Drop を用いて DNA 濃度を測定し、pcDNA3.1 (+) vector (5428 bp) 及

び insert の分子量から mol 濃度を求めた。Ligation 反応の vector 及び insert の物質量比

は 1：1 及び 1：3 で調整した。形質転換は 1-3-1. と同様に行った。 

＜組成＞ 

Rapid Ligation buffer (2×)  5.0 µL 

T4 DNA Ligase   1.0 µL 

pcDNA3.1 (+) vector                   

PCR product                      

滅菌 milliQ 水            

Total     10.0 µL 

 

＜Thermal cycler 条件＞ 

  16℃ 60 min 

 

2-2-1-6. Insert check 

アガロース電気泳動及び Sequence により insert check を行った。アガロース電気泳動

及び Sequence は 2-1-3-1. と同様に行った。 

4.0 µL 
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2-2-2. 細胞培養 

HEK293 細胞を Dullbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) に 10％ Fetal bovine 

serum (FBS) を加えた培養液中で、37℃、5%CO2、湿度 95% にて培養した。 

 

2-2-3. トランスフェクション 

細胞内 Pt 蓄積量の測定には 6 well プレート、細胞生存率の測定には 96 well プレートを

用いた。播種から 24 h 後よりトランスフェクションを行い、トランスフェクションから 24 

h 経過した細胞を実験に用いた。操作は Lipofectamine® 3000 の推奨プロトコルに従った。 

 

＜6 well プレート (per well) ＞ 

培地量    2.5 mL 

播種する細胞数   7.5×105 cells 

Opti-MEM   125 µL×2 

LipofectamineA

○R
E

A3000  5 µL 

plasmid DNA   2.5 µg 

 

＜96 well プレート (per well) ＞ 

培地量    200 µL 

播種する細胞数   3.0×104 cells 

Opti-MEM   5 µL×2 

LipofectamineA

○R
E

A3000  0.2 µL 

plasmid DNA   0.1 µg 
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2-2-4. オキサリプラチン曝露 

トランスフェクションから 24 h 経過した細胞にオキサリプラチンを曝露した。細胞内 Pt

蓄積量測定 (6 well プレート系) では 100 µM で 2 h、細胞生存率測定 (96 well プレート

系) では 0.1、1、10、100、1000 µM で 24 h 曝露した。また、オキサリプラチンとしてエ

ルプラット®点滴静注液 100 mg を用いた。 

 

2-2-5. 細胞内 Pt 蓄積量の測定 

2-2-5-1. 試料調整 

オキサリプラチンを 2 h 曝露したトランスポーター過剰発現細胞を使用した。各 well の

培地を回収し、PBS 1 mL を加えセルスクレーパーで細胞をはがした。各 well の細胞懸濁

液をチューブに回収し PBS 1 mL で wash 後、遠心分離 (20℃、15,000×g、5 min) を行

った。残渣を回収し、buffer RLT 200 µL 加えピペッティング後、遠心分離 (20℃、15,000

×g、5 min) を行った。上清を 200 µL 回収し、180 µL を細胞内Pt 蓄積量測定用、20 µL

をタンパク質定量用の試料とした。 

 

2-2-5-2. タンパク定量 

タンパク質の定量は Protein Assay Bicinchoninate kit を用いて行った。Standard 

solution にはウシ血清アルブミン (BSA) を 20、50、100、200、500、1000 µM に調整し

たものを用いた。操作は kit のプロトコルに従い、30 min 反応後に吸光度 (562 nm) を測

定した。 

 

2-2-5-3. ICP-MS 

2-2-5-1. で回収した 180 µL の細胞溶解液に 60%硝酸 180 µL を加え、3.24 mL milliQ

水で希釈した。これを試料として、細胞内Pt 蓄積量を測定した。測定装置として、ICP-MS 
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(Agilent7500c) を使用した。また、測定値は、細胞内タンパク量で補正した。 

 

2-2-6. 統計処理 

データは平均値±標準偏差で示した。データの比較には one-way analysis of variance 

(ANOVA) 解析後、Dunnett’s test を使用した。検定には StatView (Abacus Concepts) を

用い、有意水準は 5%とした。 

 

2-3. トランスポーターの安定発現細胞を用いた検討 

2-3-1. 細胞培養 

Flp-In-293 細胞を Dullbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) に 10％ Fetal bovine 

serum (FBS)、100 μg/mL Zeocin を加えた培養液中で、37℃、5%CO2、湿度 95% にて

培養した。各トランスポーターを安定発現した Flp-In-293 細胞は DMEM に 10％ FBS、

100 μg/mL Hygromycin B を加えた培養液中で、37℃、5%CO2、湿度 95% にて培養し

た。 

 

2-3-2. 安定発現用ベクター作製 

2-3-2-1. 制限酵素処理 

以下の組成、Thermal cycler 条件に従って、2-1-1. で増幅させた PCR product、及び

pcDNA5/FRT vector を試料として制限酵素処理を行った。Table 6.の制限酵素、反応条件

に従って反応を行った。また、制限酵素処理後は、アガロースゲル電気泳動で制限酵素処理

の確認を行った。DNA の精製は NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit 及び EZ-10 Spin 

Column PCR Products Purification Kit を用いて行った。操作は Kit のプロトコルに従っ

た。 
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Table 6．RE and buffer used for RE reaction 

target   primer (5'-3') RE buffer 

Octn1 
Forward CAATCGCCGGATCCCTTTCT BamHⅠ 

K buffer 
Reverse ATGACCTTGAATTCTCGATCCTCCT EcoRⅤ 

Octn2 
Forward TGCGGTACCCCCAGATCCCC KpnⅠ L buffer 

Reverse GTGGCCCTCGAGGAAGGTGG XhoⅠ H buffer 

MATE1 
Forward TTTTGCTAGCCACATGGAGGTCTTGGAGGAG NheⅠ 

M buffer 
Reverse TGAGGGGTACCTGCATTGCTGGATTATTC KpnⅠ 

 

2-3-2-2. Ligation、形質転換、Insert check 

2-2-1-5. と同様の手順で pcDNA5/FRT vector と目的配列の Ligation、形質転換、配列導

入の確認として Insert check を行った。 

 

2-3-3. 安定発現細胞株の作製 

各トランスポーターのトランスフェクションは 6 well プレートにて、Lipofectamine® 

3000 の推奨プロトコルに従い行った。 

＜6 well プレート（per well）＞ 

培地量    2.5 mL 

Opti-MEM   200 µL×2 

LipofectamineA

○R
E

A3000  8 µL 

plasmid DNA   0.4 µg 

pOG44    3.6 μg 
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トランスフェクションから 72 h 経過後、細胞を 100 mm ディッシュに播種し、接着する

までインキュベーションした。その後 Hygromicin B 含有培地にて培養し、コロニーが形成

されるまで 3-4 day 毎に培地交換を行った。得られた各クローンについて、ウェスタンブロ

ッティングにより各トランスポーターの発現を確認したものを安定発現細胞として樹立し、

以降の実験に用いた。 

 

2-3-4. トランスポーターの発現確認 

2-3-3. で作製した Mate1、Octn1、Octn2 トランスポーター安定発現細胞よりそれぞれ

タンパク質を抽出し、ウェスタンブロッティングによる目的トランスポーターの発現確認

を行った。 

 

2-3-4-1. 試料調製 

下記方法に従い、各 well にアプライする総タンパク量が等しくなるようにサンプルを調

整した。 

 

2-3-4-1-2. タンパク抽出 

各トランスポーター安定発現細胞を 100 mm dish にて培養し、サブコンフルエントの状

態の細胞を用いた。dish を氷冷した PBS 3 mL で 2 回 wash し、1% Protease Inhibitor 

Cocktails -RIPA buffer 600 µL を加え、4℃にて 15 min 振盪し、細胞懸濁液をチューブに

移した。dish をさらに 300 μL の RIPA buffer で wash し、残渣を回収した。23 G のニー

ドルに細胞懸濁液を 30-50 回通し、細胞を破砕した後、氷上で 30-60 min 静置した。その

後、4℃, 10,000×g, 10 min 遠心し、得られた上清をサンプルとした。 
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2-3-4-1-3. タンパク定量 

抽出した試料のタンパク濃度を 2-5-2.と同様の方法で行った。 

 

3-4-2. SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

2-3-4-2-1. ゲル作製 

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) 前日に、Polyacrylamide gel を作

成し、4 ℃で保管した。Octn1、Octn2 安定発現細胞より抽出したタンパク質の泳動には 8% 

Polyacrylamide gel を、Mate1 安定発現細胞より抽出したタンパク質の泳動には 9%  

Polyacrylamide gel を用いた。 
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〈組成〉 

8% Lower gel (1 枚分) 

30% アクリルアミドミックス 2.7 mL 

1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 2.5 mL 

10% SDS solution 100 µL 

10% APS solution 100 µL 

Ultra PureTM Temed 10 µL 

蒸留水 4.65 mL 

 

9% Lower gel (1 枚分) 

30% アクリルアミドミックス 3.0 mL 

1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 2.5 mL 

10% SDS solution 100 µL 

10% APS solution 100 µL 

Ultra PureTM Temed 10 µL 

蒸留水 4.35 mL 

 

3.0% Upper gel (1 枚分) 

30% アクリルアミドミックス 0.6 mL 

0.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 1.25 mL 

10% SDS solution 50 µL 

10% APS solution 32.5 µL 

Ultra PureTM Temed 10 µL 

蒸留水  3 mL 
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2-3-4-2-2. 電気泳動 

各 well にアプライする総タンパク量が等しくなるようにサンプルを調整し 6×loading 

buffer を加えて還元処理した。加熱処理は行わなかった。この試料を各 well に apply し、

1 x Running buffer 中で泳動を行った。この際、泳動用マーカーとして、ワイドビュー™ プ

レステインタンパク質サイズマーカーを用いた。 

 

2-3-4-3. ブロッティング 

PVDF 膜を MeOH 10 mL に 30 秒浸した後、10×blotting buffer 20 mL を蒸留水で

190 mL までメスアップした調整液 (以下 blotting buffer とする) を注ぎ、SDS-PAGE 中

振盪した。SDS-PAGE 終了後、blotting 装置上を少量の blotting buffer を布き、下から

濾紙、PVDF 膜、gel 、濾紙の順で順にセットし、0.1 A/gel 、120 分間転写した。なお、

セットした濾紙、PVDF 膜、gel は乾燥しないようセット前に十分 blotting buffer で湿ら

せておいた。 

 

2-3-4-4. ブロッキング 

5% skim milk-0.5% Tween-PBS を用いて、室温で 60 min 振盪した。 

 

2-3-4-5. 抗体反応 

一次抗体として Mate1、Octn1、Octn2 検出用にそれぞれ anti-Mate1 抗体、anti-Octn1

抗体、anti-Octn2 抗体を、β-actin 検出用に anti-β-actin 抗体を用いた。一次抗体は Can 

get signal 1 reagent で 1,000 倍希釈し、それぞれに対応する PVDF 膜と 4℃で終夜反応さ

せた。翌日、0.5% Tween-PBS 中で 10 min 振盪させるウォッシュを 1 回行った。ウォッ

シュ後、二次抗体反応を行った。二次抗体を Can get signal 2 reagent で 10,000 倍希釈し

た溶液中に各 PVDF 膜を添加し、1 hr 静置した。静置後、0.5% Tween-PBS で 5 min 振盪
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させウォッシュを 3 回行った。二次抗体としてβ-actin の検出には Amersham ECL Anti-

Mouse IgG、 Horseradish Peroxidase-Linked Species-Specific Whole Antibodyを用い、

Mate1、Octn1、Octn2 の検出には Amersham ECL Anti-rabbit IgG, Horseradish 

Peroxidase-Linked Species-Specific Whole Antibody (from donkey)を使用した。 

 

2-3-4-6. 撮像 

Amersham ECL Select Western Blotting Detection Reagent を用い, 添付のプロトコー

ルに従い, LAS-3000 ルミノイメージアナライザーにて撮像を行った。 
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〈ウェスタンブロッティング関連試薬組成表〉 

0.5% Tween-PBS  Blotting buffer( /1L)  

NaCl 8g Tris 12.114g 

KCl 0.2g Glycine 14.41344g 

Na2HPO4・12H2O 2.9g 蒸留水  Up to 1L 

KH2PO4 0.2g   

Polysorbate 20 5g Running buffer( /1L)  

蒸留水 Up to 1L Tris 3.02g 

  Glycine 14.413g 

6×Loading buffer  SDS 1g 

0.7M Tris-HCl(pH6.8) 10mL 蒸留水 Up to 1L 

Bromophenol Blue 6mg   

Glycerol 6mL RIPA buffer  

SDS 2g 50mM Tris-HCl(pH8.0)  

蒸留水 Up to 20mL 150mM NaCl  

  1.0% NP-40  

30% アクリルアミドミッ

クス 

 0.5% デオキシコール酸 Na  

アクリルアミド 292g 1mM EDTA  

ビスアクリルアミド 8g 0.1% SDS  

蒸留水 Up to 1L 0.2mM PMSF  
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2-3-5. 細胞内 Pt 蓄積量測定 

2-3-5-1. オキサリプラチン曝露 

細胞は 6 well plate に 7.5×105 cells を播種し、24 時間後にオキサリプラチンを曝露し

た。細胞内 Pt 蓄積量の濃度推移を測定するために、50、100、200、500、1000 µM を 1 h 

曝露した。また細胞内 Pt 蓄積量の時間推移を測定するために 100 µM を 5, 10, 30, 60, 120, 

240, 480 min 曝露した。 

 

2-3-5-2. 試料調整 

2-3-5-1. でオキサリプラチンを曝露したトランスポーター安定発現細胞を使用した。各

well の培地を回収し、HBSS 1 mL を加えセルスクレーパーで細胞をはがした。各 well の

細胞懸濁液をチューブに回収し HBSS 1 mL で wash 後、遠心分離 (20℃、15,000×g、5 

min) を行った。残渣を回収し、buffer RLT 200 µL 加えピペッティング後、遠心分離 (20℃、

15,000×g、5 min) を行った。上清を 200 µL 回収し、180 µL を細胞内 Pt 蓄積量測定用、

20 µL をタンパク質定量用の試料とした。 

 

2-3-5-3. タンパク質の定量 

タンパク質の定量は 2-5-2. と同様の方法で行った。 

 

2-3-5-4. サンプル調製、測定 

回収した 180 µL の細胞溶解液に 60%硝酸 180 µL を加え、3.24 mL milliQ 水で希釈し

た。これを試料として、細胞内 Pt 蓄積量を測定した。測定装置として、 ICP-MS 

(Agilent7500c) を使用した。また、測定値は、細胞内タンパク量で補正した。 
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2-4. トランスポーターノックダウンラットを用いた検討 

in vitro での検討によって Octn1/2 及び Mate1 がオキサリプラチンの輸送に寄与するこ

とが示唆されたため、ラット DRG においてこれらのトランスポーターのノックダウンを行

うこととした。 

 

2-4-1. siRNA 髄腔内投与によるトランスポーターのノックダウン 

siRNA の投与は AteloGene Local Use “Quick Gelation” を用いて行った。本キットによ

って投与される siRNA は AteloCollagen と複合体を形成し、生体内でゲル化することで長

期にわたって局所的に作用する。 

 

2-4-1-1. 試薬調製 

投与用 siRNA の調製は推奨プロトコルに従って行った。氷冷しながら 200 µL の QG 

buffer と siRNA 溶液 40 µL を AteloGene QG の上にゆっくりと重層した。その後 4℃で

10 分間、12 r.p.m.で転倒混和を行った。 

 

2-4-1-2. 薬物投与 

調製した siRNA 溶液は下肢の神経とつながる DRG をターゲットとするため、L4-L6 髄

腔内に 30 µL ずつ投与した。投与時は麻酔薬としてイソフルラン吸入用麻酔を使用した。 

 

2-4-1-3. トランスポーターのノックダウン確認 

2-4-1-3-1. サンプル回収 

siRNA 投与 3 日後及び 7 日後に DRG の採取を行った。L4-L6 の DRG 計 6 個を採取し、

ターゲットトランスポーターのノックダウンをウエスタンブロットによって確認すること

とした。 
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2-4-1-3-2. タンパク抽出 

DRG の入った 2 mL チューブに 120 µL の RIPA buffer を加えてビーズによって破砕し

た。4℃ 15000 rpm で 5 分遠心分離後、上清をサンプルとして回収した。 

 

2-4-1-3-3. ウエスタンブロット 

回収したサンプルを用いてウエスタンブロット法によって、トランスポーターのタンパ

ク発現を確認した。ウエスタンブロットは 3-4. と同様の手法で行った。 

 

2-4-2. トランスポーター発現低下がオキサリプラチン誘発末梢神経障害に与える影響評価 

2-4-1. の結果、siRNA 投与 7 日後にトランスポーターの発現低下がみられたことから、

siRNA の週 1 投与によるオキサリプラチン誘発末梢神経障害への影響評価を行うこととし

た。 

 

2-4-2-1. 実験スケジュール 

オキサリプラチン (4 mg/kg) を週 2 回、4 週にわたって (0、1、7、8、14、15、21 及び

22 日目)静脈内投与した。siRNA の投与は 4-1. で行った方法に従ってオキサリプラチンの

投与開始 1 週間前から毎週行った (-7、0、7、14 及び 21 日目)。末梢神経障害の評価とし

て von Frey test を毎週オキサリプラチン投与前に行った。Mate1 ノックダウンラットでは

17 日目、Octn1/2 ノックダウンラットでは 28 日目に L4-L6 の DRG を採取し組織内 Pt 蓄

積量を測定した。 
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2-4-2-2. von Frey test 

オキサリプラチン誘発末梢神経障害の評価として von Frey test1 を行った。試験 30 分前

より金網の上に置き馴化させた。その後、金網の下よりラット後足底を 1.0-15 g の von Frey 

フィラメントを用いて反応閾値の測定を行った。各フィラメント強度において左右 6 回ず

つ、1 回につき 6 秒間刺激し、ラットが逃避反応を起こすフィラメント強度を逃避反応閾値

として記録した。 

 

2-4-3-3. DRG 組織内 Pt 蓄積量測定 

各ラットより L4-L6 の DRG を回収し、組織内 Pt 蓄積に対するトランスポーターノック

ダウンの影響を評価することとした。200 µL の CelLytic M を加えてビーズによって破砕

した後、4℃ 15000 rpm 5 分の遠心後、上清 180 µL を Pt 測定用サンプルとして、20 µL

をタンパク測定用サンプルとして使用した。 

その後の試料調製、タンパク定量、ICP-MS による測定は 2-2-5. と同様の手法を用いた。 

 

2-4-4. 統計処理 

データは平均値 ± 標準誤差で示した。二群間の比較は Student’s t-test により検定を

行った。多群間の比較は、一元配置分散分析 (one-way ANOVA) 後、各群間の検定を Tukey-

Kramer test により行った。検定には StatView (Abacus Concepts) を用い、有意水準は 5%

とした。 
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試薬一覧 

 

RNA extraction, Real-time PCR 

RNeasy® Mini Kit     QiAGEN 

5×cDNA Synthesis Buffer     Thermo 

5 mM dNTP      Thermo 

Random Hexamer      Thermo 

RT enhancer       Thermo 

Verso Enzyme Mix      Thermo 

RNase free water     Ambion 

ROX Reference Dye     TaKaRa 

SYBR Premix EX TaqTM (2×)    TaKaRa 

 

Vetor 作製、Ligation、Transformation 

Rapid Ligation buffer (2×)    Promega 

T4 DNA Ligase      Promega 

pGEM®-T Easy Vecotr      Promega 

QuickLyse® Miniprep     QIAGEN 

Ampicillin sodium salt     Sigma-Aldrich 

JM109 Competent Cells, Subcloning Efficiency   Promega 

LB 液体培地「ダイゴ」     和光純薬工業 

LB 寒天培地「ダイゴ」     和光純薬工業 

S.O.C. medium liquid     Invitrogen 
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PCR, Agarose gel electrophoresis 

10×PCR buffer      Applied Biosystems 

25 mM MgCl2      Applied Biosystems 

5×PrimeSTAR GXL Buffer    TaKaRa  

6×Gel loading solution        TaKaRa  

Agarose S      ニッポンジーン 

dNTP Mixture (2.5 mM each)    TaKaRa 

Ethidium bromide     ニッポンジーン 

GeneAmp® dNTP Mix 2 mM    Applied Biosystems 

PrimeSTAR GXL DNA Polymerase   TaKaRa 

TAE (Tris-Asetate EDTA) powder    TaKaRa 

TE buffer      TaKaRa 

φX174 DNA/HaeⅢ Markers    TaKaRa  

λ-Eco T14I / BglⅡ digest     TaKaRa  

 

RE 

10×H Buffer      TaKaRa 

10×K Buffer      TaKaRa 

10×L Buffer       TaKaRa  

10×M Buffer       TaKaRa 

BamHⅠ      TaKaRa 

EcoRⅤ       TaKaRa 

XhoⅠ       TaKaRa 
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KpnⅠ       TaKaRa 

ApaⅠ       TaKaRa 

NheⅠ       TaKaRa 

NotⅠ       TaKaRa 

HindⅢ       TaKaRa 

 

Sequence 

BigDye Therminator v1.1 v3.15×Sequencing buffer  Applied Biosystems 

IllustraTM SephadexTM G-50 Columns   GE healthcares 

IllustraTM SephadexTM G-50 Fine DNA Grade  GE healthcares 

Multi Screen® Filtration System    MILLIPORE 

Multi Screen®       MILLIPORE 

Terminator ready reaction mixture   Applied Biosystems 

 

Cell culture, Transfection 

DMEM/F-12 Medium     Sigma-Aldrich 

Dullbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)  Sigma-Aldrich 

Fetal bovine serum (FBS)     ニチレイバイオサイエンス 

LipofectamineTM3000 Reagent    Invitrogen 

Opti-Mem® I Reduced Serum Medium   Glibco 

Trypan blue                 和光純薬工業 

Nerve Growth Factor (NGF)    alomone labs 
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細胞内 Pt 蓄積量測定、細胞生存率測定 

Cell Counting Kit-8 (CCK-8)    同仁化学研究所 

Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (PBS)   Sigma-Aldrich 

エルプラット点滴静注液     ヤクルト 

Pt(dach)Cl2 

硝酸       和光純薬工業 

 
Gene Silencing 
AteloGene® Local Use “Quick Gelation”   高研 
 
 

ソフトウェア・ウェブツール 

 

BLAST       NCBI 

GENETIX WIN Version 5.0.0    GENETIX 

OLIGO Primer Analysis Software    Molecular Biology Insights 

Stat View-J5.0      HULINKS 
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使用機器  

 

BioShaker BR-13UM     TAITEC 

CENTRIFUGAL EVAPORATOR CVE-2000  東京理化機器 

Humid Chamer IH400     yamato 

iCyclerTM Thermal cycler     BIO RAD 

iMyRun N 核酸用電気泳動システム   コスモ・バイオ 

Luminescent Image Analyzer LAS-3000   富士フィルム 

NanoDrop      Thermo 

PCR Thermal Cycler MP     TaKaRa 

PCR Thermal Cycler Dice     TaKaRa 

PROGRAM TEMP CONTROL SYSTEM PC707  ASTEC 

T100TM Thermal Cycler     BIO RAD 

StepOnePlus TM Real-time PCR System   Applied Biosystems 

Tabletop Centrifuge Model.5420    新興精機 

Thermo-Mate BF400     yamato 

クリーンベンチ      SANYO 

テーブルトップマイクロ冷却遠心機 3500   KUBOTA 

マイクロ冷却遠心機     KUBOTA 

ユニバーサル冷却遠心機     KUBOTA 

ICP-MS（Agilent7500c）     アジレント・テクノロジー  
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