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第 1章 序論 

 

第 1節 現代における「がん」の理解とその現状 

我々の身体を構成している細胞は、受精卵の分裂に始まり、派生した細胞が分裂・増殖あ

るいは分化を絶えず繰り返した結果として存在する。通常、細胞の分裂・増殖および分化は

厳密に制御されている。しかしながら、分裂増殖を繰り返す過程で、無秩序に増殖するよう

になる細胞が発生し、集団化する場合がある。これが、一般に「がん」あるいは「悪性新生

物」と呼ばれる疾病である。「がん」は、ヒトのほとんどの臓器で発生し、その種類は多岐

に渡る (Tab. 1-1-1)。また、「がん」は、無秩序な増殖と周辺組織への浸潤・転移を繰り返し

て全身に分布し、人が体内に取り込んだ栄養を積極的に摂取する。その結果、栄養を十分に

摂取することができない正常な細胞が増え、がん患者は衰弱する[1]。つまり、「がん」は、

患者の生命を脅かす疾患である。 

厚生労働省が発表した 2016年度人口動態統計によると、1981年以来、「がん」は我が国

における死因別死亡数の第 1位である。また、厚生労働省による発表では、2016年に「が

ん」で命を落とした人の数は、37 万 4000 人であった (厚生労働省:2016 年度人口動態統

計)。これは、2016年における全死亡者数 129万 6000人の 28.8% (およそ 3人に 1人)に相

当する(厚生労働省:2016年度人口動態統計)。したがって、「がん」の克服は、焦眉の急であ

る。 
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Tab. 1-1-1 「がん」の種類

 

  

・ 血液（および骨髄） - 造血細胞悪性腫瘍 ・ 頭頚部癌

┣ 白血病 ┣ 喉頭癌

┗ リンパ腫 ┣ 口腔癌

┣ ホジキン病 ┃ ┣ 口腔底癌

┣ 非ホジキンリンパ腫 ┃ ┣ 歯肉癌

┗ 多発性骨髄腫 ┃ ┣ 舌癌

・ 脳腫瘍 ┃ ┗ 頬粘膜癌

・ 乳がん ┣ 唾液腺癌

・ 子宮体がん - 子宮 ┣ 副鼻腔癌

・ 子宮頚がん ┃ ┣ 上顎洞癌

・ 卵巣がん ┃ ┣ 前頭洞癌

・ 食道癌 ┃ ┣ 篩骨洞癌

・ 胃癌 ┃ ┗ 蝶型骨洞癌

・ 虫垂癌 ┗ 甲状腺癌

・ 大腸癌 - 大腸、直腸、肛門およびその付随組織 ・ 腎臓がん

・ 肝癌 ・ 肺癌

┗ 肝細胞癌 - 肝臓 ・ 骨肉腫 - 骨など

・ 胆嚢癌 ・ 前立腺癌

・ 胆管癌 ・ 精巣腫瘍（睾丸がん）

・ 膵臓がん（膵がん） ・ 腎細胞癌 - 腎臓

・ 副腎癌 ・ 膀胱癌

・ 消化管間質腫瘍 ・ 横紋筋肉腫 - 筋肉（骨格筋）

・ 中皮腫 - 胸膜、腹膜、心膜など ・ 皮膚癌（「ほくろ」と形成異常母斑を含む）

・ 肛門癌

がんの種類
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第 2節 がんの三大療法 

がんの治療法には、外科的な手法を用いた「手術療法」、放射線を用いた「放射線療法」、

抗がん剤をはじめとする薬物を用いた「化学療法」が存在し、これらは、「がんの三大療法」

と呼ばれている。 

手術療法は、組織化した「がん」を切除する方法であり、紀元前 2750年頃のエジプトで

既に行われていたという記録がある。また、我が国においては、1800年に華岡青洲が行っ

た乳がん手術が原点と言われている。その後 1990年代に入ると、腹部に 5～10 mmの小さ

な穴を 4～5箇所開け、腹腔鏡で撮影した腹腔内の映像を見ながら「がん」の切除を行う「腹

腔鏡手術」が登場した。腹腔鏡手術等によって患者の負担は低減したが、手術療法では、が

ん組織の取り残しを避けるため、正常な組織を含めて「がん」を切除することが一般的であ

る。また、「がん」が存在する部位によっては、手術が不可能である。つまり、臓器や身体

の機能が低下するリスクが伴い、必ずしも実施できるとは限らないのが、手術療法である。 

放射線療法は、1895年にWilhelm Conrad Roentgenによる X線の発見が原点である。

1896年には「舌がん」および「乳がん」に対する有効性が報告され、1900年代には「皮膚

がん」にたいする治療が普及した。そして、より安価なコバルト 60が開発されたことを機

に、放射線療法は様々な「がん」に適用されていった。放射線療法は、がん組織に焦点を絞

り、がん細胞が持つ遺伝子を放射線で物理的に破壊し、がん細胞を消滅させる方法である。

また、放射線療法は、手術療法とは異なり非侵襲性である。そのため、正常な組織・臓器の

機能や身体の外見を損なうことが無い[2]。一方、放射性物質を注射や内服で投与する場合

には、治療の場や患者の行動が制限される等、患者への負担は少なくない。 

化学療法は、Robert Kochが確立した「病原菌同定の三原則」[ 1) 病原菌の純粋培養、2) 

実験動物における同様の症状の再現、3) 「同様の症状を呈する動物から分離した菌」と「ヒ

トにおける病巣菌」との一致]に基づいて開発された「ツベルクリン法」が原点である。Robert 

Koch の弟子である北里柴三郎と Paul Ehrlich が、原因療法を推進する中で破傷風菌を純

粋培養して血清療法を確立させ[3]、 Paul Ehrlichがサルバルサンを発見して化学療法の基

礎を築き[3]、がん治療にも「化学療法」という概念が導入された[1]。実際には、第一次・

第二次世界大戦で使用された毒ガス兵器「ナイトロジェンマスタード」から「がん」におけ

る化学療法の歴史が始まった。大量のナイトロジェンマスタードに曝された人において白

血球数の著しく減少することが注目され、1940年頃には、ナイトロジェンマスタードが白

血病や悪性リンパ腫の治療薬として使われ始めた。そして、1950~1970 年代には、ナイト

ロジェンマスタードからナイトロジェンマスタードN-オキシド (ナイトロミン)等が開発さ

れ、「がんの化学療法」が誕生した[4]。この後、「細胞増殖を制御する機構 (転写、翻訳、複

製)」に作用する低分子化合物が数多く発見され、「抗がん剤」として「がんの化学療法」に

使用されるようになった。 

「がん」の三大療法のうち、手術療法と放射線療法は、局所的な「がん」の治療において

有効である。しかしながら、全身に転移したがん組織を切除することは不可能である。一方、
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放射線療法には、手術療法に比して身体に対する負担が少ないというメリットがある。ただ

し、いずれの方法も「がんの所在が分かっている」ことが前提である。一方、化学療法では、

必ずしも「がんの所在が分かっている」必要は無い。血液を含む体液を介して抗がん剤を全

身にめぐらせ、がん細胞に作用せるのが化学療法である。そのため、体内の潜在的ながん細

胞にたいする治療効果も期待できる。化学療法には副作用のリスクが存在するが、単独での

有効性に加え、手術療法や放射線療法を行った後の治療法としての有効性も期待できる。つ

まり、化学療法は、がんを克服できる可能性を有する。したがって、化学療法の効果を高め

る研究および薬剤開発が望まれる。  
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第 3節 「がん」の化学療法における現状と課題 

2018年現在、人類は「がん」を克服することができていない。この背景の一つに、多く

の人に効果が認められる頭痛薬等とは異なり、10人に 3～4人の患者で「がん」の縮小が認

められれば認可されている抗がん剤開発の現状がある[5–7]。また、従来型の抗がん剤は、

細胞増殖を制御する機構 (転写、翻訳、複製)に作用するため、がん細胞に加えて正常な細胞

にも影響を及ぼす可能性がある。そのため、従来の抗がん剤を用いた化学療法には、様々な

副作用 (Tab. 1-3-1)のリスクが存在する。したがって、今後は、多くの患者で効果が認めら

れ、副作用が少ない「患者に優しい抗がん剤」の開発を意識する必要がある。 

1990年代後半、がん治療に「分子標的薬」が導入され、副作用が少ない「患者に優しい

抗がん剤」の開発が始まった。その第一例がトラスツズマブ (Fig. 1-3-1)である[8]。トラス

ツズマブは、HER2タンパク質が発現している HER2陽性乳がんに対する分子標的薬とし

て 1998年に米国で承認された[9,10]。そして、2001年には、フィラデルフィア染色体の遺

伝子産物BCR-ABLを標的としたイマチニブ (Fig. 1-3-1)が慢性骨髄性白血病の治療薬とし

て承認された[11–13]。我が国においてもトラスツズマブ、イマチニブに続き、2002年に肺

がん治療薬としてゲフィチニブ (Fig. 1-3-1)が世界で初めて承認され、これらの分子標的薬

が「がんの化学療法」に用いられるようになった[14]。また、近年では、T細胞の PD-1と

結合することによって T 細胞のがん細胞認識力を高めることができる分子標的薬「ヒト型

抗ヒト PD-1モノクローナル抗体ニボルマブ」が開発され、悪性黒色腫や非小細胞肺癌、腎

細胞癌等の治療に使用されている[15]。これら分子標的薬の登場は、従来の抗がん剤では治

療が難しかった「がん」の治療を可能にし、がん克服に向けた大きな追い風になっている。

特に、ヒト型抗ヒト PD-1モノクローナル抗体を用いた「がん」の治療は、がん克服の決定

打になる可能性もある。しかしながら、分子標的薬も万能では無く、化学療法が全てのがん

患者を全快には導けていないのが現状である。 

抗がん剤が「がん」を克服することができない背景には、「がん細胞の薬剤耐性」がある

[16,17]。これは、「同一患者に由来するがん細胞であっても、ゲノム情報は必ずしも同一で

はない」という「がんの不均一性」[18]が一因であると考えられている。この「がんの不均

一性」は、化学療法によって寛解が認められた「がん患者」に「がん」が再発することを説

明できる。再発前に使用していた抗がん剤に抵抗性を示すがん細胞が検出限界以下の数で

生き残り、その細胞が増殖して「がんの再発」に至るのである。この際、再発前に使用して

いた抗がん剤は効きにくい。この結果、異なる抗がん剤が使用される。しかしながら、がん

細胞が様々な薬剤に対して耐性を示してしまうと、化学療法は無力である。つまり、死を含

めた「がんの重篤化」に繋がる。したがって、人類が「がん」を克服するためには、「がん

細胞の薬剤耐性」を理解することが不可欠である。 
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Trastuzumab [PDB: 1N8Z. (Drawn by MVD)] 

 

 

 

 

 

Fig. 1-3-1 分子標的薬の構造 

  

 

分子量約 185 kDa 

Imatinib 

Gefitinib 
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Tab. 1-3-1 主な抗癌剤の作用場所と副作用 

名称 適応 薬物有害反応（副作用） 

特に注意すること 

代謝拮抗剤 

フルオロウラシル 

（5-FU） 

頭頸部がん、乳がん、

胃がん、大腸がん、肝

がん、子宮がん 

白血球減少、悪心、嘔吐、下

痢、食欲不振、色素沈着、口

内炎等 

高齢者の場合、ときには重度の下痢が起こり、脱水症

状になることがあるので注意する。色素沈着は皮膚が

黒くなる現象で、日光に当たった部位ほど重度。類似

の薬剤として、テガフール、カルモフール、UFT、ド

キシフルリジンがある。 

ゲムシタビン 非小細胞肺がん、膵が

ん 

骨髄抑制、食欲不振、疲労感、

発熱等 

膵がんに対する症状緩和効果が、はじめて認められた

薬剤である。 

シタラビン 

（サイトシンアラビノシッド） 

急性白血病 白血球減少、血小板減少、貧

血、悪心、嘔吐等 

成人の急性非リンパ性白血病の治療の中心的薬剤。類

似の薬剤として、エノシタビンがある。 

メトトレキサート 急性白血病、乳がん、

絨毛性腫瘍、胃がん、

頭頸部がん 

白血球減少、悪心、嘔吐、脱

毛、食欲不振、肝機能障害、

口内炎等 

小児急性リンパ性白血病、乳がん等に多く使用され

る。注意すべき薬物有害反応として、口内炎がある。

投与量が多いときは、ロイコボリンカルシウムを併用

して予防する。 

アルキル化剤 

シクロホスファミド 悪性リンパ腫、乳が

ん、卵巣がん、小児が

ん等 

白血球減少、血小板減少、貧

血、悪心、嘔吐、食欲不振、

脱毛、出血性膀胱炎等 

薬物有害反応で注意しなくてはならないのは、出血性

膀胱炎。これは、本剤の代謝された物質が膀胱を刺激

するために起こる。予防するためには水分を多くと

り、尿量を増やすことで代謝された物質を薄め、体外
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に出すようにする。本剤の類似の薬剤として、イホス

ファミドがある。 

抗がん性抗生物質 

塩酸ダウノルビシン 急性白血病 白血球減少、血小板減少、貧

血、悪心、嘔吐、心筋障害等 

急性非リンパ性白血病の治療に必要な薬剤で、シタラ

ビンと併用して一般的に用いられる。 

最も注意すべき薬物有害反応は心筋障害で、投与量が

増加すると起こりやすい。このため、総投与量が制限

される。 

塩酸ドキソルビシン 

（アドリアマイシン） 

悪性リンパ腫、乳が

ん、胃がん、肝がん、

肺がん、骨軟部肉腫 

白血球減少、血小板減少、貧

血、悪心、嘔吐、食欲不振、

口内炎、脱毛、心筋障害等 

悪性リンパ腫、乳がん等の治療の中心的な薬剤。脱毛

は全脱毛となるが、中止すればもとどおりに生える。 

最も注意すべきは、塩酸ダウノルビシンと同様に心筋

障害である。類似の薬剤に、塩酸エピルビシン、ピラ

ルビシンがある。 

塩酸イダルビシン 急性非リンパ性白血

病 

高度な白血球減少、血小板減

少、貧血、悪心、嘔吐、脱毛、

心筋障害等 

塩酸ダウノルビシンと同様に、急性骨髄性白血病の治

療にシタラビンと併用して用いられる薬剤であるが、

塩酸ダウノルビシンよりも強い血液毒性が出現する。

また、心筋障害も投与量の増加に伴い発生する。 

ブレオマイシン 悪性リンパ腫、頭頸部

がん、食道がん、精巣

（睾丸）腫瘍 

肺毒性、悪心、嘔吐、発熱、

色素沈着等 

わが国で発見され、世界に誇れる抗がん剤。白血球、

あるいは血小板減少を全く起こさない珍しい抗がん

剤の部類に入る。しかし、間質性肺炎から肺線維症と

なる肺毒性に注意が必要で、肝機能の悪い患者さんや

高齢者には使用しないほうがよいと考えられる。類似

の薬剤に、硫酸ペプロマイシンがある。 
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アクチノマイシン D 卵巣がん 過敏症、神経系、色素沈着、

倦怠（けんたい）、筋肉痛、胃

腸障害、肝機能障害等 

微小管作用薬 

ビノレルビン 非小細胞肺がん 白血球減少、血小板減少、貧

血、神経障害 

類似の薬剤にビンブラスチン、ビンデシン、ビンクリ

スチンがある。 

パクリタキセル 乳がん、非小細胞肺が

ん、卵巣がん 

白血球減少、貧血、血小板減

少、脱毛、筋肉痛・関節痛、

無力症、末梢神経障害、悪心、

嘔吐、食欲不振、腹痛、口内

炎、下痢、肝機能障害、腎機

能障害、発熱、呼吸困難等 

ドセタキセル 乳がん、非小細胞肺が

ん 

白血球減少、貧血、血小板減

少、脱毛、悪心、嘔吐、食欲

不振、全身倦怠感、発熱、下

痢、口内炎、末梢神経障害、

肝機能障害、腎機能障害、浮

腫（むくみ）等 

その他の抗がん剤 

塩酸イリノテカン 小細胞肺がん、非小細

胞肺がん、子宮頸が

ん、卵巣がん、胃がん、

結腸・直腸がん、乳が

ん、有棘細胞がん、悪

性リンパ腫（非ホジキ

ンリンパ腫） 

白血球減少、血小板減少、貧

血、下痢、悪心、嘔吐、食欲

不振、腹痛、腸管麻痺、肺炎、

脱毛 

シスプラチン 頭頸部がん、肺がん、

食道がん、胃がん、卵

巣がん、子宮がん、精

巣（睾丸）腫瘍 

腎機能障害、悪心、嘔吐、神

経障害、白血球減少、血小板

減少、貧血等 

現在、成人の固形がんに対して最も広く用いられてい

る薬剤で、薬物有害反応として腎機能障害が起こる。

それを防ぐために、使用するときは尿量を 3,000 cc以
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 (独立行政法人 国立がん研究センターHPから引用 

http://ganjoho.jp/professional/index.html)  

上とする必要がある。外来では使用できないので、入

院して点滴しながら使用する。 

カルボプラチン 頭頸部がん、肺小細胞

がん、睾丸腫瘍、卵巣

がん、子宮頸がん、悪

性リンパ腫、 非小細

胞肺がん 

血小板減少、白血球減少、貧

血、悪心、嘔吐、食欲不振、

全身倦怠感、脱毛、肝機能障

害、腎機能障害等 

シスプラチンの類似薬のプラチナ化合物である。腎機

能障害があると薬物有害反応、特に血小板減少を主と

する骨髄制御が強く現れることがある。最近は腎機能

によって投与量を調節し、血小板減少が強く起こらな

いようにしている。 

エトポシド 悪性リンパ腫、肺が

ん、急性白血病、精巣

（睾丸）腫瘍、悪性絨

毛上皮腫、小児固形が

ん 

白血球減少、血小板減少、貧

血、脱毛、悪心、嘔吐等 

悪性リンパ腫、小細胞肺がん、睾丸腫瘍等の治療の中

心的な薬剤。静脈注射だけでなく、経口投与もできる。 

ネダプラチン 頭頸部がん、小細胞肺

がん、非小細胞肺が

ん、食道がん、膀胱が

ん、精巣（睾丸）腫瘍、

卵巣がん、子宮頸がん 

白血球減少、血小板減少、貧

血、悪心、嘔吐、食欲不振、

下痢、腎機能障害、肝臓機能

障害等 

http://ganjoho.jp/professional/index.html
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第 4節 薬剤耐性と ABC輸送体 

がん治療の現場で大きな問題になっている「がん細胞の薬剤耐性」は、「薬物の不活性化」、

「薬物の作用標的の変異」、「薬物の細胞外への排出」で説明することができる (Fig. 1-4-1)。 

「薬物の不活性化」は、薬物が酸化、還元、加水分解、抱合反応を受けることによって起

こる。中でも、酸化・還元に関与するシトクロム P450は、ヒト遺伝子上に 11種コードさ

れており、「薬物の不活性化」において重要な役割を担っている[19]。「薬物の作用標的の変

異」は、薬物の標的タンパク質をコードする遺伝子にアミノ酸置換を伴う変異が生じること

によって起こる。「薬物の細胞外への排出」は、薬物を細胞外に排出するタンパク質 (ABC

輸送体)の存在によって起こる。 

「薬物の不活性化」、「薬物の作用標的の変異」、「薬物の細胞外への排出」のうち、抗がん

剤耐性の原因として広く認識されているものが「薬物の細胞外への排出」である。この「薬

物の細胞外への排出」において中心的な役割を担っている ABC 輸送体は、1分子内に 6～

17回の膜貫通領域と 1～2つの ATP結合領域を持つ膜輸送体であり、保存性が高いモチー

フ (Walker A、Walker B、Signature)を有する点が大きな特徴である (Fig. 1-4-1)。ヒト遺

伝子上には 49種の ABC輸送体遺伝子が存在し(Tab. 1-4-1)[20,21]、体外との境界 (腸管上

皮細胞、肝臓、腎臓など)や脳との境界 (血液脳関門)、胎児との境界 (胎盤)には、薬物を輸

送する ABC 輸送体が高発現している。また、これら薬物を基質として認識して輸送する

ABC 輸送体は、多剤耐性を獲得したがん細胞にも高発現していることが広く知られている

[22]。なお、ABC 輸送体は、ヒトに限らず、あらゆる生物に発現が認められる。そして、

ATP の加水分解エネルギーを利用して基質を輸送し、生体膜を隔てて二分される領域にお

ける基質濃度を制御することが、ABC輸送体の生理機能である(Fig. 1-4-3)。この仕組みは、

全ての ABC輸送体で共通していると考えられており、ATP結合部位を 2つ有する状態が 1

機能単位であると考えられている。 

「がん細胞の薬剤耐性」における ABC 輸送体の関与は、抗がん剤耐性を示す細胞から

ABCB1 (P糖タンパク質, P-gp, MDR1)が同定され、明らかになった[22–25]。その後、ドキ

ソルビシン耐性のヒト肺癌細胞株から ABCC1 (MRP1)が同定され[26]、次いで、ABCB1お

よび ABCC1 非依存的に抗がん剤耐性を示したヒト乳癌細胞から ABCG2 (BCRP, MXR1, 

ABCP)が同定された[27]。そして現在では、ヒトゲノム上に存在する 49 種の ABC 輸送体

のうち、22 種類に抗がん剤を輸送する機能が備わっていることが明らかにされている

(Tab.1-4-3)[21]。 
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Fig. 1-4-1 がん細胞が薬剤耐性を示すメカニズム 
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Fig. 1-4-2 ABC輸送体における保存性の高い一次構造 

ABC輸送体における保存性の高いモチーフとして、Walker Aモチーフ、Walker Bモチーフ、Signatureモチーフが存在する[28,29]。 
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Fig. 1-4-3 ABC輸送体の基質輸送モデル 

細胞胞膜上に存在する ABC輸送体 (①)は、細胞内に侵入あるいは細胞膜に浸潤した基質

化合物を認識し (②)、ATPが ATP結合部位に結合する (②)。基質を認識した ABC輸送

体 (②)は、ATPを加水分解してエネルギーを獲得し (③)、基質を細胞外に押し出す 

(③)。基質を輸送した後の ABC輸送体には ATPが ATP結合部位に結合し (④)、ABC輸

送体は、ATPを加水分解して獲得したエネルギー (⑤)を利用し、元の形に戻る (⑥)。 
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Tab.1-4-1 ヒト ABC輸送体 

 

  

ABC1 MDR/TAP MRP/CFTR ALD PABP GCN20 White
Subfamily A Subfamily B Subfamily C Subfamily D Subfamily E Subfamily F Subfamily G

ABCA1 ABCB1 ABCC1 ABCD1 ABCE1 ABCF1 ABCG1
(ABC1) (MDR1 orPGP) (MRP1) (ALDP) (OABP)

ABCA2 ABCB2 ABCC2 ABCD2 ABCF2 ABCG2
(ABC2) (TAP1) (MRP2 or cMOAT) (ALDRP) (ABCP,BCRP)

ABCA3 ABCB3 ABCC3 ABCD3 ABCF3 ABCG4
(ABC3) (TAP2) (MRP3) (PMP70)

ABCA4 ABCB4 ABCC4 ABCD4 ABCG5
(ABCR) (MDR2) (MRP4)

ABCA5 ABCB5 ABCC5 ABCG8
(MRP5)

ABCA6 ABCB6 ABCC6
(MRP6)

ABCA7 ABCB7 ABCC7
ABC7 (ABC7) (CFTR)

ABCA8 ABCB8 ABCC8
(SUR1)

ABCA9 ABCB9 ABCC9
(SUR2)

ABCA10 ABCB10 ABCC10
(MRP7)

ABCA12 ABCB11 ABCC11
(BSEP or SPGP) (MRP8)

ABCA13 ABCC12
(MRP9)

ABCC13
※括弧内は別名
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Tab.1-4-2 ヒト ABC輸送体の機能低下/欠損に伴う表現型 

ABCA1サブファミリー 

ABCA1 家族性高比重リポタンパク欠損症 Tangier病 [30] 

ABCA2 ミエリン形成異常 アルツハイマー病 [31] 

ABCA3 新生児呼吸窮迫症候群 [32] 

ABCA4 網膜色素変性症 [33] 錐体桿体ジストロフィー [34] 

 加齢性黄斑変性症 Stargardt病 [35] 

ABCA12 胎児先天性魚鱗癬 2型葉状魚鱗癬 [36] 

ABCA13 双極性障害 統合失調症 [37] 

ABCBサブファミリー 

ABCB1 がんの多剤耐性 [38] 

ABCB2 裸リンパ球症候群 1 [39] 

ABCB3 不全リンパ球症候群 1 [40] ＋Wegener様肉芽腫症 [41] 

ABCB4 進行性家族性肝内胆汁鬱滞症 3型 [42] 

 胆のう疾患 [43] 妊娠中の肝内胆汁鬱滞 [44] 

ABCB7 X連鎖性鉄芽球性貧血 [45] 

ABCB11 進行性家族性肝内胆汁鬱滞症 2型 [46] 再発性肝内胆汁鬱滞 [47] 

ABCCサブファミリー 

ABCC1 がんの多剤耐性 [48] 

ABCC2 Dubin-Johnson症候群 [49] 

ABCC6 弾性線維性仮性黄色腫 [50–52] 乳児期全身性動脈石灰化 [53] 

ABCC7 嚢胞性線維症 [54] 

ABCC8 
家族性新生児持続性高インスリン血性

低血糖症 [55] 
インスリン非依存型糖尿病 

ABCC9 拡張型心筋症 [56] 家族性心房細動 [57] 

ABCC11 耳垢（ウェット／ドライ） [58] 

ABCDサブファミリー 

ABCD1 副腎白質ジストロフィー [59] 

ABCD2 副腎白質ジストロフィー [60] 

ABCD3 Zellweger症候群 2 [61] 

ABCGサブファミリー 

ABCG1 脂質異常症 [62] 

ABCG2 痛風 [63]  

ABCG5 シトステロール血症 [64] 

ABCG8 シトステロール血症 [64] 胆のう疾患 4 [65] 
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Tab.1-4-3 ヒト ABC輸送体の発現部位と主な機能 

ABC輸送体 発現部位[21] 機能 

ABCA1 偏在 HDLへのコレステロール輸送 

ABCA2* 脳 コレステロール輸送[66]、薬物耐性[67] 

ABCA3* 肺 内在性脂質の輸送[68]、薬物耐性[69] 

ABCA4 光受容体  

ABCA5 筋肉、心臓、精巣 細胞内ステロール/ステロイド輸送[70] 

ABCA6 肝臓 脂質輸送[71] 

ABCA7 胸腺 リン脂質輸送[72] 

ABCA8* 卵巣 薬物耐性[73] 

ABCA9 心臓  

ABCA10 筋肉、心臓 コレステロール応答性[74] 

ABCA12 胃 グルコシルセラミド輸送[75] 

ABCA13 すべての組織で少ない   

ABCB1* 副腎、腎臓、脳 多剤耐性[22] 

ABCB2* すべての細胞 ペプチド輸送、薬剤耐性[76] 

ABCB3 すべての細胞 ペプチド輸送 

ABCB4* 肝臓 PCへの輸送、薬剤耐性[77] 

ABCB5* 偏在 薬剤耐性[78] 

ABCB6* ミトコンドリア 鉄の輸送、薬剤耐性[79] 

ABCB7* ミトコンドリア Fe/Sクラスター輸送、薬剤耐性[79] 

ABCB8* ミトコンドリア 薬剤耐性[80] 

ABCB9* 心臓、脳 薬剤耐性[81] 

ABCB10 ミトコンドリア  

ABCB11* 肝臓 胆汁塩輸送、薬剤耐性[77] 

ABCC1* 肺、精巣、PBMC 多剤耐性[82] 

ABCC2* 肝臓 有機アニオン輸送、薬物耐性[83] 

ABCC3* 肺、腸、肝臓 薬物耐性[84] 

ABCC4* 前立腺 ヌクレオシド輸送、薬剤耐性[85] 

ABCC5* 偏在 ヌクレオシド輸送、薬物耐性[83] 

ABCC6* 腎臓、肝臓 薬剤耐性[86] 

ABCC7* 外分泌組織 塩化物イオンチャネル、薬剤耐性[87] 

ABCC8 膵臓 スルホニル尿素受容体、 

ABCC9 心臓、筋肉   
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ABCC10* すべての組織で少ない 薬剤耐性[88] 

ABCC11* すべての組織で少ない 薬剤耐性[89] 

ABCC12 すべての組織で少ない  

ABCD1 ペルオキシソーム VLCFA輸送制御[90] 

ABCD2 ペルオキシソーム   

ABCD3 ペルオキシソーム   

ABCD4 ペルオキシソーム   

ABCE1 卵巣、精巣、脾臓   

ABCF1 偏在   

ABCF2 偏在 腫瘍抑制[91] 

ABCF3 偏在  

ABCG1 偏在 コレステロール輸送[92] 

ABCG2* 血液脳関門、胎盤、腸、腎

臓 

生体異物輸送[93]、薬剤耐性[94] 

ABCG4 肝臓   

ABCG5 肝臓、腸 ステロール輸送[95] 

ABCG8 肝臓、腸 ステロール輸送[95] 

* 薬剤耐性を有する ABC輸送体 
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第 5節 研究の目的 

我が国では、社会の高齢化が世界に例をみない速度で進行している。2065年には、高齢

者の割合は総人口の 38.4%に達し、現役世代 1.3 人で高齢者 1 人を支える必要があると推

計されている[96]。一方、日常生活に制限のない期間と寿命との間には、8～9年の要支援・

要介護・寝たきりの期間が存在する[97]。現役世代 1.3人が高齢者 1人を 8年以上支える必

要が生じる我が国が社会の高齢化と健全に向き合い続けるためには、日本人の 2 人に 1 人

が罹患し、3人に 1人の死因になる疾患「がん」で命を落とす現役世代の数を減らすことが

不可欠である。 

厚生労働省が発表した 2016年度人口動態統計によると、1981年以来、「がん」は我が

国における死因別死亡数の第 1位である。また、厚生労働省による発表では、2016年に

「がん」で命を落とした人の数は、37万 4000人であった (厚生労働省:2016年度人口動

態統計)。これは、2016年における全死亡者数 129万 6000人の 28.8% (およそ 3人に 1

人)に相当(厚生労働省:2016年度人口動態統計)する。したがって、「がん」の克服は、焦眉

の急である。 

がんの治療法には、外科的な手法を用いた「手術療法」、放射線を用いた「放射線療

法」、抗がん剤をはじめとする薬物を用いた「化学療法」が存在する。本研究では、8割以

上のがん患者が受けている「化学療法」に注目し、特に、がん治療の現場で大きな問題に

なっている「がん細胞の薬剤耐性」に注目する。 

がん細胞に多剤耐性を付与する因子として 1976年に ABCB1 (P糖タンパク質, P-gp, 

MDR1) の存在が明らかにされ、以降、ABCB1が抗がん剤を含め多くの薬物や生体異物

を基質にすることが報告されてきた[22–25,98–100]。つまり、ABCB1は、薬物および生

体異物の体内動態を制御しており、生体防御に関わっている。これは、薬物を基質にする

ABC輸送体ががん細胞に発現している場合、ABC輸送体が「がん細胞を抗がん剤から守

る」ことを意味している。したがって、「がんの化学療法」を成功に導き、がんを克服す

るためには、薬物を輸送する ABC輸送体の存在を無視することはできない。また、「がん

の化学療法」を成功に導くためには、薬物を輸送する ABC輸送体の機能を理解・制御す

ることは不可欠である。そこで、本研究では、化学療法における障害として広く知られて

いる ABC輸送体 ABCB1が認識する化学構造に関する理解を深め、ABCB1による基質認

識に重要なアミノ酸残基を明らかにすることを目指す。 
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第 2章 ヒト ABCB1の基質探索 

 

第 1節 緒言 

ABC 輸送体の存在は、がんの克服を目指す人類にとって、大きな障壁の一つである。そ

のため、細胞に多剤耐性を与える ABC 輸送体 ABCB1 の基質認識機構と基質輸送機構は、

その同定以来、精力的に研究されている。特に、ABCB1による多剤耐性を克服することが

できる手段として期待された「ABCB1阻害剤の探索」は、多くの研究者によって行われて

きた[101–105]。実際には、カルシウム拮抗剤である Verapamilが ABCB1の活性を阻害す

ることが報告され[101,102]、次いで、Cyclosporin A および Valspodar (PSC-833)なども

ABCB1 に起因する多剤耐性を抑制することが報告されてきた[103–105]。しかしながら、

ABCB1 による多剤耐性を克服することを目的として Verapamil が化学療法に使用される

ことはなかった。Verapamilは、Km ＝ 4.1 Mで ABCB1に認識され、ABCB1によって

認識される薬物と相互作用する[26]。一方、Verapamilは、T型カルシウムチャネル (ED50 

>20 M) および L型カルシウムチャネル (ED50 = 約 10 M)にも作用し、強力な抗不整脈

効果を発揮する[15,106]。 つまり、抗がん剤と併用処理を行う際には、Verapamil が有す

る抗不整脈薬としての作用を無視することができなかったのである。 

「ABCB1阻害剤の探索」と並行して行われてきた「ABCB1の基質探索」は、ABCB1が

多様な化学構造を認識することを明らかにし、「構造活性相関(SAR)解析」および「定量的

SAR (QSAR)解析」を可能にした[107–121]。しかしながら、ABCB1が認識する化学構造の

全容解明には至っていない。そこで、本研究では、ABCB1が認識する化学構造に関する理

解を深め、ABCB1 による基質認識に重要なアミノ酸残基を明らかにするために、ABCB1

の基質を新たに見出すことを目指した。  
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第 2節 ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用解析 

 

[背景と目的] 

ABC輸送体を介した薬剤耐性機構を理解することは、「がん」の克服に不可欠である。本

研究の題材である ABCB1は、「がん」に薬剤耐性を付与する代表的な ABC輸送体であり、

抗がん剤を中心として、これまでに多くの薬物がABCB1の基質として報告されてきた(Fig. 

2-2-1)。そこで、本研究では、今日使用されている薬物のリード化合物を多数提供してきた

天然物に注目した。 

臨床で使用されている薬物の多くが ABCB1 によって認識され、細胞外/体外に排出され

る。臨床で使用されている薬物の多くが天然物をリード化合物としていることから、天然物

の中には ABC輸送体の基質が存在すると考えられる。そこで、本研究では、解析が十分に

行われていない南米由来の天然物に注目し、南米原産植物 Pterogyne Nitens (Fig. 2-2-2)に

含まれるグアニジンアルカロイドを研究題材として選定した。実際には、Pterogyne Nitens

に含まれるグアニジンアルカロイド  Galedine、  Nitensidine A、Pterogynine、

Pterogynidine (Fig. 2-2-3)を選定した。 

化合物を用いて ABCB1 の機能を評価する方法として、①構造が異なる化合物を対象に

して ABCB1との親和性を試験し、ABCB1との親和性が高い構造および化学的特性を理解

する方法、と②ABCB1の基質として報告されている化合物と構造が似ている化合物・類縁

体を対象にして ABCB1との親和性を試験し、ABCB1との親和性が高い部分構造および化

学的特性を理解する方法、がある。第 2節では、Pterogyne Nitensに含まれる構造類縁グ

アニジンアルカロイド Galedine、 Nitensidine A、Pterogynine、Pterogynidineを用いて

ABCB1との相互作用を評価し、ABCB1の機能を分子レベルで理解することを目指した。

実際には、ABCB1発現細胞を用いた「Calcein assay」および「MTT assay」、ABCB1含

有膜画分を用いた「ATP Assay」を実施した。 
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2-2-1 Flp-In-293/ABCB1細胞の薬剤耐性 

○, Flp-In-293/Mock細胞; ●, Flp-In-293/ABCB1細胞。縦軸, 薬剤非存在下で培養した細

胞の生存率を 100％とした場合の細胞生存率; 横軸, 化合物の濃度。(*、Mock群と比較して

P <0.05）。 
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Fig. 2-2-2 南米原産植物 Pterogyne Nitens  

共同研究者である Prof. Vanderlan Bolzani (São Paulo State University)が提供 
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Fig. 2-2-3 本研究で使用した 4種のグアニジンアルカロイドの構造 
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1. Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用評価 

[材料および方法] 

試薬 

10 × D-PBS(-) (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) 

Antibiotic-Antimycotic Mixed Stock Solution(100 ×) (NACALAI TESQUE, INC.) 

DMEM (High Glucose) (NACALAI TESQUE, INC.) 

FETAL BOVINE SERUM (Biochrom AG; EQUITECH-BIO, INC.) 

L-Glutamine (NACALAI TESQUE, INC.) 

Calcein-AM (nacalai tesque) 

Nuc Blue live cell stain (Molecular Probes) 

Trypan Blue MW = 960.81 (NACALAI TESQUE, INC.) 

 

Guanidine alkaloids 

 本研究で試験した 4 種の Guanidine alkaloids は、Bolzani 教授と Regasini 教授らが

Pterogyne nitensの葉および枝から抽出・精製したものを使用した[122]。 

 

細胞

 本研究では、急性 Tリンパ芽球性白血病細胞株 CCRF-CEM細胞と CEM/ADR5000細胞

から樹立された CEM/ADR5000 細胞を使用した[123]。また、過去に樹立された Flp-In-

293/ABCB1 細胞および Flp-In-293/Mock細胞も使用した[124,125]。なお、Flp-In-293細

胞は、invitorogen社が HEK293細胞から作製した細胞であり、12番染色体短腕の一ヶ所

に Flpリコンビナーゼ標的サイトが導入されている[97]。したがって、Flp-In-293細胞の基

本的な特性は、HEK293細胞と同様である[126]。 



PBS(−)の調製 

10 × D-PBS(−) (50 ml)を超純水 (450 ml)で 10倍希釈し、調製した。調製後は、直ちに

オートクレーブ滅菌 (121˚C, 15分, 2気圧)を行い、使用時まで 4˚Cにて保存した。 

 

200 mM L-Glutamineの調製 

 電子天秤に載せた200 mlビーカーにL-Glutamine (MW = 146.14) (2.92 g)を量り取り、

超純水 (100 ml)を加えた。そして、スターラーバーを用いて水溶液を撹拌し、L-

Glutamineを溶解した。L-Glutamineの溶解後は、0.22 μm フィルター (MILLEX○R GP 

Syringe Driven Filter Unit) (Sigma-Aldrich Co. LLC.)を付けた50 ml テルモシリンジ® 

(TERUMO CORPORATION)にL-Glutamine 水溶液を注入し、フィルター滅菌を行っ

た。ろ液については、10 mlずつ15 ml tubeに分注した。その後、使用時まで−30˚Cにて保
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存した。なお、L-Glutamineを溶解させた後の一連の操作は、クリーンベンチ内で行っ

た。 

 

血清の非働化 

 −30˚Cにて凍結保存していたFETAL BOVINE SERUMを冷蔵庫に移し、一晩かけて融

解した。翌日、融解させたFETAL BOVINE SERUMを恒温槽に静置し、FETAL 

BOVINE SERUMの液面以上になるように恒温槽に水を足した後、恒温槽の水温が56˚Cに

なるまで温めた。水温が56˚Cに到達した後は、FETAL BOVINE SERUM を56˚Cで30分

間温めた。この後、FETAL BOVINE SERUMを恒温槽からクリーンベンチ内に移し、十

分に撹拌した後、50 mlずつ50 ml tubeに分注した。その後、使用時まで−30˚Cにて保存し

た。 

 

細胞培養用 RPMI1640の調製 

 非働化したFETAL BOVINE SERUM (50 ml)、200 mM L-Glutamine (10 ml)、Antibiotic-

Antimycotic Mixed Stock Solution (100 ×) (5 ml)を DMEM (High Glucose) (500 ml)に添

加して細胞培養用 RPMI1640 [10%(v/v) 非働化 FBS, 0.8 mM L-glutamine, 100 U/mL 

penicillin, 100 μg/mL streptomycin, 50 μg/mL kanamycin]を調製した。なお、本論文では

細胞培養用 RPMI1640を「RPMI1640」と記述する。 

 

細胞培養用 DMEMの調製 

非働化したFETAL BOVINE SERUM (50 ml)、200 mM L-Glutamine (10 ml)、Antibiotic-

Antimycotic Mixed Stock Solution (100 ×) (5 ml)を DMEM (High Glucose) (500 ml)に添

加して細胞培養用DMEM [10%(v/v) 非働化FBS, 4 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin, 

100 μg/mL streptomycin, 250 ng/mL amphotericin B]を調製した。なお、本論文では細胞

培養用 DMEMを「DMEM」と記述する。 

 

1M EDTA水溶液の調製 

EDTA (nakarai tesqu) (29.224 g)を超純水 (100 ml)に溶解させたものを 1 M EDTA水溶

液とした。 

 

0.25％(w/v)Trypsin-1 mM EDTA溶液の調製 

Trypsin (from Hog Pancreas) (nacalai tesque) (2.5 g)を少量の超純水でペースト状にし、

約 90 mlの超純水を加えて氷上で撹拌した。その後、1 M EDTA水溶液 (100 l)を加え、

さらに超純水を加えて 100 mlにメスアップした。そして、クリーンベンチ内でこの溶液を

フィルター滅菌[(Sartolab RF 180C3, 0.22 m PES) (Sartorius Japan K.K.)]し、得られた

ろ液を 0.25％Trypsin-1 mM EDTA溶液とした。 
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細胞の培養および継代 

CCRF-CEM細胞と CEM/ADR5000細胞は、37℃, 5%CO2の条件下、RPMI1640中で培

養した。継代は、細胞を播種した日を 0日目とし、3日目もしくは 4日目に行った。具体的

には、培養ディッシュ中の RPMI1640と共に細胞を遠沈管に回収した。そして、遠心分離 

(300 rpm、5分、20℃)を行った。遠心後は、アスピレーターを用いて上清を吸引除去し、

遠沈管をタッピングして沈殿した細胞をほぐした後、遠沈管に新鮮な RPMI1640を加えて

細胞を懸濁させた。そして、この細胞懸濁液の一部を新鮮な RPMI1640と混合して新しい

培養ディッシュに移し、CO2 インキュベーター  (37℃ , 5%CO2)に静置した。なお、

CEM/ADR5000 細胞については、ABCB1 の発現を維持するために、週に一度 2.5 g/ml 

doxorubicinを継代前日に添加して培養した。 

Flp-In-293/ABCB1細胞および Flp-In-293/Mock細胞は、37℃, 5%CO2の条件下、DMEM

中で培養した。継代は、細胞を播種した日を 0日目とし、3日目もしくは 4日目に行った。

具体的には、アスピレーターを用いて培養ディッシュ中の DMEMを吸引除去し、PBS(-)を

用いて細胞表面を洗浄した。アスピレーターを用いて洗浄に使用した PBS(-)を吸引除去し

た後、0.25%(w/v)Trypsin-1 mM EDTA溶液を培養ディッシュに加え、CO2インキュベータ

ー内に約 2分間静置した。その後、顕微鏡下で細胞の様子を観察した。細胞の形状が球状に

変化し、細胞が培養ディッシュから遊離し始めていることを確認した後、新鮮な DMEMを

培養ディッシュに加え、細胞と共に DMEM を遠沈管に回収した。そして、遠心分離 (300 

rpm、5分、20℃)を行った。遠心後は、アスピレーターを用いて上清を吸引除去し、遠沈管

をタッピングして沈殿した細胞をほぐした後、遠沈管に新鮮な DMEMを加えて細胞を懸濁

させた。そして、この細胞懸濁液の一部をHygromycin B溶液 (f.c. = 50 g/ml)を添加して

おいた新鮮な DMEM と混合して新しい培養ディッシュに移し、CO2 インキュベーター 

(37℃, 5%CO2)に静置した。 

 

1 mM Calcein-AM 

Calcein-AM (nacalai tesque)(1 mg)を DMSO (1.005 ml)で溶解し、1 mM Calcein-AMを

調製した。 

 

0.25% Trypan Blue溶液 

Trypan Blue (NACALAI TESQUE) (0.5 g)を超純水 (100 ml)で溶解し、0.22 m フィル

ター (MILLEX® GP Syringe Driven Filter Unit)でろ過して 0.25％Trypan Blue溶液を調

製した。 

 

Calcein assay 

1998年、Calcein-AMおよび Calcein が ABCB1によって認識され、細胞外に排出され
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ることが報告された[127]。非蛍光物質である Calcein-AM は、細胞内のエステラーゼによ

って蛍光物質である Calcein とアセトキシメチル基に分断される。この現象を利用し、

ABCB1研究では、細胞内に蓄積する Calceinに由来する蛍光を観察・定量することによっ

て ABCB1の機能が評価されてきた。 

本研究では、CEM/ADR5000 細胞を RPMI1640 と共に 24 well plate (3 × 105 cells 

/well/1.188 ml)に移し、2.5 mM Verapamil (2.376 l) (f.c. = 5 M)、10 mM Nitensidine A 

(2.376 l) (f.c. = 20 M)をそれぞれのウェルに添加した。また、コントロール群には、試験

化合物の溶解に用いた DMSO (2.376 l)を添加した。溶液を添加した後は、プレートを CO2

インキュベーター内 (37℃, 5% CO2)に静置した。15 分後、1 mM Calcein-AM (Nacalai 

tesque) (12 l) (f.c.=10 M)を添加し、再び CO2インキュベーター内に静置した。この 30

分後、細胞を培地と共に 1.5 mlチューブに回収し、遠心分離 (2000 rpm、10分、室温)を

行った。その後、デカンテーションによって上清を廃棄し、タッピングを行って細胞塊をほ

ぐした後、1 mlの新鮮な RPMI1640を加えて再び遠心分離 (2000 rpm、10分、室温)を行

った。一連の遠心後は、デカンテーションによって上清を廃棄し、タッピングを行って細胞

塊をほぐした後、1 g/ml propidium iodideを含む新鮮な RPMI1640 (700 l/tube)を加え、

BD a FACSCantoTM II Flow Cytometry System (Becton, Dickinson and Company, 

Franklin Lakes, NJ)を用いて細胞に蓄積した Calceinに由来する蛍光の強度を測定した。

そして、10000 個の細胞を対象にし、ソフトウェア CellQuest (Becton, Dickinson and 

Company, Franklin Lakes, NJ)を用いて細胞に蓄積した Calceinの量を解析した。 

一方、Flp-In-293/Mock 細胞および Flp-In-293/ABCB1 細胞をそれぞれ 35 mm glass 

bottom dish (IWAKI)に播種 (3 × 105 cells /dish/2 ml)し、3日間培養 (37℃, 5% CO2)した。

その後、これらのディッシュに 10 mM Verapamil (2 l) (f.c. = 10 M)、10 mM Galedine 

(2 l) (f.c. = 10 M)、10 mM Nitensidine A (2 l) (f.c. = 10 M)、10 mM Pterogynine (2 

l) (f.c. = 10 M)、10 mM Pterogynidine (2 l) (f.c. = 10 M)をそれぞれ添加した。また、

コントロール群には、試験化合物の溶解に用いた DMSO (2 l)を添加した。溶液を添加し

た後は、それぞれのディッシュを CO2インキュベーター内 (37℃, 5% CO2)に静置した。15

分後、1 mM Calcein-AM (Nacalai tesque) (2 l) (f.c.=1 M)を添加し、再び CO2インキュ

ベーター内に静置した。この 30分後、Biozero 8000 (KEYENCE Corp., Osaka, Japan)に

付属のGFP-Bフィルターおよび対物レンズ、Plan Apo 20X・CFI (20X/0.75) (Nikon, Japan)

および Plan Apo VC60XH・CFI (60X/1.40 oil)(Nikon, Japan)を用いて、calcein (ex = 490 

nm, em = 515 nm)に由来する蛍光を観察して画像を取得した。なお、calceinに由来する

蛍光は、1/10 秒の露光時間で取得した。 

 

[結果] 

Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用評価 

CEM/ADR5000細胞を Verapamil (5 M)あるいは Nitensidine A (20 M)、DMSO (溶
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媒)存在下で培養し、ABCB1 による Calcein 輸送にたいする影響を評価した。その結果、

Verapamil (5 M)あるいは Nitensidine A (20 M)存在下では、DMSO (溶媒)存在下で培養

した細胞と比して Calcein蓄積量が多い細胞が増加していた (Fig. 2-2-4)。また、Verapamil 

(5 M)存在下で培養した細胞の方が、Nitensidine A (20 M)存在下で培養した細胞と比し

て Calcein蓄積量が多い細胞が多かった (Fig. 2-2-4)。 

Flp-In-293/Mock 細胞および Flp-In-293/ABCB1 細胞を Verapamil (10 M)あるいは

Galedine (10 M)、Nitensidine A (10 M)、Pterogynine (10 M)、Pterogynidine (10 M)、

DMSO (溶媒)存在下で培養し、ABCB1による Calcein輸送にたいする影響を評価した。そ

の結果、4 種のグアニジンアルカロイドを添加した群では、DMSO を添加した群と比して

強い蛍光が観察された (Fig. 2-2-5)。一方、4種のグアニジンアルカロイドを添加した群に

おいて観察された蛍光は、Verapamilを添加した群と比して弱かった。なお、観察された蛍

光強度は、4種のグアニジンアルカロイド処理群間で大きな差は認められなかった (Fig. 2-

2-4)。 

 

[考察] 

Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用評価 

 疎水性であり非蛍光の Calcein-AMは、細胞が生存している培養液中に添加すると、細

胞膜を自由に通過して細胞内に移行する。そして、細胞内に移行した Calcein-AM は、細

胞内に存在する Esteraseによってエステル結合の切断を受け、490 nm～515 nmの励起光

の存在下で蛍光を発する Calceinへと変換される。一方、Calceinは親水性であるため膜不

透過性であり、細胞が生存して細胞内と細胞外が細胞膜によって厳密に区分されている場

合には細胞内に蓄積する。このような特性が注目され、Calcein-AMは、細胞の生死判定に

用いられてきた[115,128]。一方、ABCB1が Calcein-AMおよび Calceinを基質として認識

することが見出されて以降は[127]、ABCB1 の機能解析にも Calcein-AM が使用されてい

る。 

ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用を評価するために Calcein assayを行った

結果、4種のグアニジンアルカロイドそれぞれが ABCB1による Calceinの輸送を阻害する

ことが見出された[123]。この結果は、4 種のグアニジンアルカロイドが ABCB1 の阻害剤

あるいは基質であることを示唆する。 
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Fig. 2-2-4 Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドとの相互作用の評価 
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Fig. 2-2-5 Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドとの相互作用の評価 

化合物濃度は、それぞれ Verapamil (10 M)、Galedine (10 M)、 Nitensidine A (10 M)、

Pterogynine (10 M)、Pterogynidine (10 M)である。 緑色は、Calceinに由来する蛍光。

DMSO, 溶媒として用いた DMSOを添加した群 (negative control)。Bar = 100 m。 
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2. ATPase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用評価 

[材料および方法] 

試薬 

Tris base [tris (hydroxymethl) aminomethane] (Nacalai Tesque) 

MES [2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid] (Nacalai Tesque) 

EGTA [ethlen glycol bis (-aminoethylether)N,N,N’,N’-tetraacetic acid] (Nacalai Tesque) 

Dithiothreitol (Nacalai Tesque) 

KCl (potassium chloride) (Nacalai Tesque) 

NaN3 (sodium azide) (SIGMA) 

Ouabain (SIGMA) 

HCl (35%-> ~9.6 M) (Nacalai Tesque) 

Na2MoO4・2H2O (disodium molybdate(6) dihydrate) (SIGMA) 

Malachite Green hydrochloride (SIGMA) 

Polyvinyl alcohol (Nacalai Tesque) 

H2SO4 (sulfuric acid, 97%) (Nacalai Tesque) 

TCA (trichloroacetic acid) (Nacalai Tesque) 

ATP (adenosine-5’-triphosphate magnesium salt) (Nacalai Tesque) 

NaHPO4・2H2O (sodium dihydrophosphate dihydrate) (Nacalai Tesque) 

Methanol (Nuclease and Protease tested) (バイオテクノロジーグレード) (NACALAI 

TESQUE, INC.) 

Sodium Lauryl Sulfate (SDS) (NACALAI TESQUE, INC.) 

 

Nitensidine AT, Nitensidine AU 

 本研究で試験した Nitensidine ATおよびNitensidine AUは、Bolzani教授と Regasini

教授らが合成したものを使用した[129]。 

 

50 mM Tris 

Tris base [tris (hydroxymethl) aminomethane] (Nacalai Tesque) (6.057 g)を超純水で溶

解し、1000 mlに調製したものを 50 mM Trisとした。 

 

50 mM MES 

MES [2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid] (Nacalai Tesque) (10.663 g)を超純水で溶

解し、1000 mlに調製したものを 50 mM MESとした。 

 

 

50 mM Tris-MES 
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50 mM Tris (600 ml)と 50 mM MES (750 mM)を混合したものを 50 mM Tris-MESとし

た。 

 

ATPase buffer 

50 mM Tris-MES (700 ml)に EGTA [ethlen glycol bis (-aminoethylether)N,N,N’,N’-

tetraacetic acid] (Nacalai Tesque) (0.761 g)、Dithiothreitol (Nacalai Tesque) (0.309 g)、

KCl (potassium chloride) (Nacalai Tesque) (3.728 g)、NaN3 (sodium azide) (SIGMA) 

(0.325 g)、Ouabain (SIGMA) (1.169 g)を超純水に溶解し、50 mM Trisあるいは 50 mM 

MESを用いて pH 6.8に調製した後、超純水で 1000 mlに調製したものを ATPase buffer 

(50 mM Tris-MES, pH 6.8, 2 mM dithiothreiol, 50 mM KCl, 5 mM NaN3, 2 mM ouabain)

とした。 

 

Solution A (2M HCl : 0.1 M Na2MoO4 = 4 : 3) 

HCl (35%-> ~9.6 M) (Nacalai Tesque) (119.05 ml)に Na2MoO4・2H2O (disodium 

molybdate(6) dihydrate) (SIGMA) (10.37 g)を溶解し、超純水で 1000 mlに調製したもの

を Solution Aとした。 

 

Solution B [0.084% (w/v) Malachite Green in 1 % (w/v) polyvinyl alcohol solution] 

Malachite Green hydrochloride (SIGMA) (0.84 g)、Polyvinyl alcohol (Nacalai Tesque) 

(10 g)を超純水で溶解し、1000 mlに調製したものを Solution Bとした。 

 

Solution C [7.8% (v/v) H2SO4] 

H2SO4 (sulfuric acid, 97%) (Nacalai Tesque) (80.41 ml)を超純水で 1000 mlに調製した

ものを Solution Cとした。 

 

5%(w/v) TCA 

TCA (trichloroacetic acid) (Nacalai Tesque) (80.41 g)を超純水で溶解し、1000 mlに調

製したものを 5%(w/v) TCAとした。 

 

80 mM MgATP 

ATP (adenosine-5’-triphosphate magnesium salt) (Nacalai Tesque) (1 g)を ATPase 

bufferで溶解し、23.61 mlに調製して 80 mM MgATPを調製した。 

 

4 mM MgATP 

80 mM MgATP (200 l)を ATPase buffer (3800 l)と混合し、4 mM MgATPを調製した。 
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200 mM NaH2PO4 

NaHPO4・2H2O (sodium dihydrophosphate dihydrate) (Nacalai Tesque) (0.3120 g)を

超純水で溶解し、10 mlに調製し、200 mM NaH2PO4を調製した。 

 

1 mM NaH2PO4 

200 mM NaH2PO4 (30 l)を ATPase buffer (5970 l)と混合し、1 mM NaH2PO4を調製

した。 

 

無機リン酸標準溶液 

0 M NaH2PO4： 

1 mM NaH2PO4 (0 l)と ATPase buffer (2000 l)を混合し、0 M NaH2PO4を調製した。 

100 M NaH2PO4： 

1 mM NaH2PO4 (100 l)と ATPase buffer (1900 l)を混合し、100 M NaH2PO4を調製

した。 

300 M NaH2PO4： 

1 mM NaH2PO4 (600 l)と ATPase buffer (1400 l)を混合し、300 M NaH2PO4を調製

した。 

500 M NaH2PO4： 

1 mM NaH2PO4 (1000 l)と ATPase buffer (1000 l)を混合し、500 M NaH2PO4を調

製した。 

 

ATPase assay用の Test sample solution 

1 l の 4 mM Verapamil、4 mM Galedine、4 mM Nitensidine A、4 mM Pterogynine、

4 mM Pterogynidine、4 mM Nitensidine AT、4 mM Nitensidine AUをそれぞれ ATPase 

Buffer (99 l)に混合し、試験化合物溶液を調製した。また、control溶液として、溶媒であ

る DMSO (1 l)と ATPase Buffer (99 l)を混合したものも調製した。 

 

Membrane vesicle溶液 

Sakuraiらの方法[107]に従い、CEM/ADR5000細胞からMembrane vesicle溶液を調製

した。また、Sakurai らによって調製された ABCB1 発現 Sf-9 細胞の膜画分 (7.35 g/l) 

[107]をタンパク質濃度が 0.1 g/ml となるように ATPase buffer で希釈し、Membrane 

vesicle溶液を調製した。 

 

 

遊離リン酸定量用の検量線作製 

4本の 1.5 ml tubeに超純水 (30 l)および ATPase Buffer (30 l)を加え、0, 100, 300, 
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500 M NaH2PO4をそれぞれの tubeに 60 l加えて混合した。これらを 37℃で 30分間静

置し、Solution A (126 l)を加えて転倒混和した。続いて、Solution B (54 l) を加えて転

倒混和し、Solution C (360 l) をさらに加えて転倒混和した。この後、これらを室温で 60

分間静置し、Multiskan JX (ThermoLabsystems)にて吸光度 (630 nm)を測定した。 

 

ATPase assay 

生体膜を隔てて基質を輸送する ABC輸送体は、ATPを加水分解して、その駆動力を獲得

する (Fig. 1-4-3)。つまり、ATPの加水分解量は、ABCB1が輸送する基質の量を反映する

と考えられる。そのため、ABCB1研究では、ABCB1が ATPを分解することによって生じ

る単位時間あたりの無機リン酸量を定量して、ABCB1と試験化合物との親和性が評価され

てきた。 

本研究では、1.5 ml tubeに Test sample solution (30 l)、Membrane vesicle solution 

(30 l)、4 mM MgATP (60l)を加え、転倒混和した後に 37℃のインキュベーター内に静置

して反応を促した。30分後、反応を停止させるために全てのチューブに TCA (60l)を添加

した。なお、反応開始時の状態を示す試料として、Test sample solution (30 l)および

Membrane vesicle solution (30 l)を加えた 1.5 ml tubeに 4 mM MgATP (60l)を加える

直前に TCA (60l)を加えた試料も調製した。TCA を添加して反応を停止させた後は、

Solution A (126 l)、Solution B (54 l)、Solution C (360 l) の順番に溶液を 1.5 ml tube

に添加した。なお、それぞれの溶液を加えた後には、よく転倒混和した。この一連の操作が

終了した後は、室温で 60分間静置し、その後、Multiskan JX (ThermoLabsystems)にて吸

光度 (630 nm)を測定した。そして、測定結果を以下の式に当てはめ、1 mgの膜画分が 1分

間に分解する ATPの量 (遊離リン酸の物質量)(nmol)を算出した。なお、本研究では、以下

の式から得られた数値を ATPase活性 (nmol/min/mg protein)とした。 

 

nmol/min/mg protein = 

反応後 (nmol) – 反応 (nmol) – (control solutionにおける測定値) (nmol) ÷ 30 (min) ÷ 

0.0015 (希釈倍率) 

 

また、Hanes-Woolf plotに従って ATPase活性 (nmol/min/mg protein)と化合物濃度を処

理し、Km値と Vmax値を算出した。 

 

[結果] 

ATPase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用評価 

CEM/ADR5000細胞から調製した膜画分を Verapamil (0-100 M)あるいは Galedine (0-

100 M)、Nitensidine A (0-100 M)、Pterogynine (0-100 M)、Pterogynidine (0-100 M)

と混合し、単位時間あたりに ATP から生じる無機リン酸を定量して、ABCB1 との相互作
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用を評価した。その結果、Galegine を除いて ATP の分解が認められた。ATP の最大分解

量は、Verapamil = Nitensidine A > Pterogynidine > Pterogynine > Galedineの順に多か

った (Fig. 2-2-5)。また、VerapamilとNitensidine Aについては、Hanes-Woolf plotから

Km 値  (Verapamil, 3.7 M; Nitensidine A, 6.4 M)と Vmax 値 (Verapamil, 128 M; 

Nitensidine A, 125 M)が算出された (Fig. 2-2-5)。一方、CEM/ADR5000細胞から調製し

た膜画分を Nitensidine A の構造類縁体である Nitensidine AT (0-100 M)あるいは

Nitensidine AU  (0-100 M)と混合し、単位時間あたりに ATPから生じる無機リン酸を定

量した。その結果、Nitensidine ATあるいはNitensidine AU存在下では、共に ATPの分

解が認められた (Fig. 2-2-6)。また、Nitensidine AU については、Hanes-Woolf plotから

Km値 (2.9 M)と Vmax値 (18 M)が算出された (Fig. 2-2-6)。 

ABCB1 を過剰発現させた昆虫細胞 Sf-9 から調製した膜画分を Verapamil (10 M)ある

いは Galedine (10 M)、 Nitensidine A (10 M)、Pterogynine (10 M)、Pterogynidine 

(10 M)と混合し、単位時間あたりに ATPから生じる無機リン酸を定量して、ABCB1との

相互作用を評価した。その結果、Nitensidine A添加群において、Verapamil添加群と同程

度の ATP の分解が認められた (Fig. 2-2-7)。一方、Pterogynidine あるいは Galedine、

Pterogynine添加群で認められた ATPの分解量は、Verapamil添加群と比して 50%以下で

あった (Fig. 2-2-7)。なお、ATPの分解量は、Verapamil = Nitensidine A > Pterogynidine 

> Galedine > Pterogynineの順に多かった (Fig.2-2-4)。 

 

[考察] 

ATPase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用評価 

生体膜を隔てて基質を輸送する ABC輸送体は、ATPを加水分解して、その駆動力を獲得

する (Fig. 1-4-3)。つまり、ABCB1と ATP、試験化合物を混合した際に生じる無機リン酸

を定量することによって、試験化合物が ABCB1 の基質である可能性を評価することがで

きる。 

ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用を評価するために ATPase assayを行った

結果、グアニジンアルカロイドの存在下において ATPが分解され、無機リン酸が生じるこ

とが見出された (Fig. 2-2-5, 2-2-6, 2-2-7)。Calcein assayの結果と合わせると、Nitensidine 

A、Pterogynine、Pterogynidine は、ABCB1 の基質であると考えられる。また、

CEM/ADR5000 細胞から調製した膜画分を用いた実験から得られた結果に基づくと、濃度

依存的な ATPase活性の上昇が認められたため、Nitensidine ATも ABCB1の基質である

と考えられる。Nitensidine ATについては、ATPase活性の上昇が認められたが、実験を行

った条件下において Km値と Vmax値を算出することが出来なかった。一方、CEM/ADR5000

細胞から調製した膜画分を用いた実験から算出された Vmax値に基づくと、単位時間あたり

に ABCB1によって輸送される化合物の量は、Verapamil = Nitensidine A >> Nitensidine 

AU の順に多いと考えられる。さらに、CEM/ADR5000 細胞から調製した膜画分を用いた
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実験から得られた Km 値に基づくと、ABCB1 との複合体の形成は、Nitensidine AU = 

Verapamil > Nitensidine A の順に起こりやすいと考えられる。Nitensidine A と

Nitensidine AUの構造の違いに基づくと、Nitensidine A のイミノ基窒素が硫黄に置換さ

れることによって ABCB1にたいする親和性が高くなると考えられる。つまり、ABCB1と

Nitensidine Aの相互作用に Nitensidine Aのイミノ基窒素が重要であると考えられる。 

ABCB1 を過剰発現させた昆虫細胞 Sf-9 から調製した膜画分を用いた実験において見出

された各化合物存在下における ATP の分解量  (Verapamil = Nitensidine A > 

Pterogynidine > Galedine > Pterogynine)の関係 (Fig. 2-2-6, 2-2-7, 2-2-8)も含めると、

ABCB1 とグアニジンアルカロイドの相互作用は、「ゲラニル基の数」と「グアニジン構造

におけるゲラニル基の結合部位」によって変化することが考えられる。 
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Fig. 2-2-6 Guanidine alkaloidsによる ABCB1 ATPase活性の濃度依存的評価 

○, CCRF-CEM細胞; ●, CEM / ADR5000細胞; 縦軸, ATPase活性; 横軸, 薬剤濃度。 
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Fig. 2-2-7 Nitensidine Aおよび Nitensidne AU、Nitensidine ATによる ABCB1 ATPase

活性の濃度依存的評価 

○, Nitensidine A; △, Nitensidine AT; □, Nitensidine AU; 縦軸, ATPase活性; 横軸, 薬

剤濃度。 
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Fig. 2-2-8 ATPase Assayによる ABCB1とグアニジンアルカロイドとの相互作用の評価 

化合物濃度はそれぞれ Verapamil (10 M)、Galedine (10 M)、 Nitensidine A (10 M)、

Pterogynine (10 M)、Pterogynidine (10 M)である。縦軸, 1分あたりに 1 mgのタンパク

質が分解し生じる遊離リン酸の物質量。有意差検定は、Microsoft Exel 2003 (Microsoft)の

T.TEST関数を用いて行った (*、Mock群と比較して P <0.05）。(Ver = Verapamil、GAL = 

Galegine、NIN = Nitensidine A、PGD = Pterogynidine、PGN = Pterogynine) 
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3. MTT assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用評価 

[材料および方法] 

試薬 

Thiazolyl blue Thtrazolium Bromide MW = 414.32 (SIGMA) 

Cell Proliferation Kit II (XTT) (Roche) 

 

細胞

 「1. Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用評価 細胞」

と同様の細胞を使用した。 



PBS(−)の調製 

「1. Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用評価 PBS(−)

の調製」と同様の操作で調製した。 

 

200 mM L-Glutamineの調製 

 「1. Calcein assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用評価 200 mM 

L-Glutamineの調製」と同様の操作で調製した。 

 

血清の非働化 

 「1. Calcein assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用評価 血清の非

働化」と同様の操作で調製した。 

 

細胞培養用 DMEMの調製 

「1. Calcein assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用評価 細胞培養

用DMEMの調製」と同様の操作で調製した。 

 

1M EDTA水溶液の調製 

「1. Calcein assay を用いた ABCB1 とグアニジンアルカロイドの相互作用評価 1M 

EDTA水溶液の調製」と同様の操作で調製した。 

 

0.25％(w/v)Trypsin-1 mM EDTA溶液の調製 

「1. Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用評価 0.25％

(w/v)Trypsin-1 mM EDTA溶液の調製」と同様の操作で調製した。 

 

細胞の培養および継代 

「1. Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用評価 細胞の
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培養および継代」と同様の操作で調製した。 

 

50 mg/ml MTT溶液 

Thiazolyl blue Thtrazolium Bromide MW = 414.32 (SIGMA) (1 g)を Methanol 

(Nuclease and Protease tested) (バイオテクノロジーグレード) (NACALAI TESQUE, 

INC.) (20 ml)で溶解し、50 mg/ml MTT溶液を調製した。 

 

20% SDS溶液 

ラウリル硫酸ナトリウム(NACALAI TESQUE) (200 g)を超純水 (800 g)で 20％(w/w)に

溶解し、20% SDS溶液を調製した。 

 

MTT assay 

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

は、ミトコンドリアにある脱水素酵素によって Formazanに変化する。つまり、Formazan

の生成量は、細胞が生存している指標とすることができる[130]。 

本研究では、「2. Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用

評価 細胞の培養および継代」に記述した方法に従って、100 mm culture dishから細胞を

回収し、遠心 (300 rpm、5 分、20℃)して新鮮な培地を用いて懸濁させた後、細胞を 96 well 

plateに播種した(0日目)。実際には、遠心分離操作直前に遠沈管から 10 lの細胞懸濁液を

採取し、同量 (10 l)の 0.5% Trypan Blue溶液と混合して、血球計算盤上で生細胞の数を

数えた。遠心後には、アスピレーターを用いて上清を吸引除去し、遠心分離によって沈殿し

た細胞塊をタッピングによってほぐした後、遠沈管に新鮮な RPMI1640 あるいは DMEM

を添加して細胞を分散させた。その後、遠心分離中に計測した細胞数に基づき、必要量の細

胞懸濁液と新鮮な RPMI1640あるいは DMEMをリザーバー上で混合し、96 well plateに

細胞 (CCRF-CEM 細胞および CEM/ADR5000 細胞：2×104 cells/well/50 l 、Flp-In-

293/Mock細胞および Flp-In-293/ABCB1細胞：5×103 cells/well /100 l)を播種した。なお、

96 wellのうち 4 wellには細胞を播種せず、RPMI1640DMEMのみを添加し、「ブランク」

として使用した。 

96 well plateに細胞を蒔いた後、CCRF-CEM細胞あるいは CEM/ADR5000細胞を播種し

たプレートには、直ちに薬物 (Galedine、Nitensidine A、Pterogynine、Pterogynidine)を

添加した。また、CEM/ADR5000 細胞については、verapamil (0, 5, 10, 20 )と共に

Nitensidine A を添加する試験も行った。一方、Flp-In-293/Mock 細胞あるいは Flp-In-

293/ABCB1 細胞を播種したプレートには、一晩 CO2インキュベーター (37℃, 5%CO2)内

に静置した後 (1日目)、薬物 (Galedine、Nitensidine A、Pterogynine、Pterogynidine) を

添加した。薬物は、いずれも 100 Mを試験開始濃度とし、RPMI1640あるいは DMEMで

2倍ずつ 10段階に希釈して添加した。薬物添加後は、96 well plateを CO2インキュベータ
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ー (37℃, 5%CO2)内に静置し、72 時間培養した。72 時間後 (CCRF-CEM 細胞および

CEM/ADR5000細胞：3日目、Flp-In-293/Mock細胞および Flp-In-293/ABCB1細胞：4日

目)、Cell Proliferation Kit II (XTT)を用いて CCRF-CEM細胞および CEM/ADR5000細胞

の生存率を算出した。Flp-In-293/Mock 細胞および Flp-In-293/ABCB1 細胞については、

PBS(−)で 10倍に希釈した 50 mg/ml MTT溶液を 96 well plateの全ての wellに 10 l/well

添加し、CO2インキュベーター (37℃, 5%CO2)内で 3時間培養した。その後、20% SDS溶

液を 100 l/well添加して細胞を溶解し、CO2インキュベーター (37℃, 5%CO2)内に plate

を一晩静置して、細胞内で生じた Formazanを培養液中に拡散させた。そして、翌日 (5日

目)、Multiskan JX (ThermoLabsystems)にて吸光度 (570 nm, 630 nm)を測定した。得ら

れた測定値は、以下の式に当てはめ、薬物未処理群 (コントロール) における測定値にたい

する百分率として細胞の生存率(% of control) の算出に使用した。 

 

細胞の生存率 (% of control) =  

{[(薬物処理群のA570) –(薬物処理群のA630)] – 平均[(ブランクのA570) – (ブランクの

A630)]}÷{[(コントロール群のA570) − (コントロール群のA630)] – 平均[(ブランクの

A570) – (ブランクのA630)]} × 100 

 

有意差検定 

有意差検定は、Microsoft Exel 2003 (Microsoft)の T.TEST関数を用いて行った (*、Mock

群と比較して P <0.05）。 

 

[結果] 

MTT Assayを用いた ABCB1発現細胞にたいするグアニジンアルカロイドの影響の評価 

CCRF-CEM 細胞および CEM/ADR5000 細胞、Flp-In-293/Mock 細胞および Flp-In-

293/ABCB1細胞をそれぞれ Galedine、Nitensidine A、Pterogynine、Pterogynidine存在

下で培養し、細胞増殖にたいする各化合物の影響を評価した。その結果、4種のグアニジン

アルカロイドは、濃度依存的に CCRF-CEM 細胞および CEM/ADR5000 細胞、Flp-In-

293/Mock 細胞および Flp-In-293/ABCB1 細胞の生存率を低下させた (Fig.2-2-9, 2-2-10)。

なお、CEM/ADR5000 細胞と Flp-In-293/ABCB1 細胞は、CCRF-CEM 細胞と Flp-In-

293/Mock細胞に比して、4種のグアニジンアルカロイドに抵抗性を示した (Fig.2-2-9, 2-2-

10)。また、4種のグアニジンアルカロイドにたいする感受性は、細胞間で異なっていた(Tab. 

2-2-1)。一方、CEM/ADR5000 細胞の増殖にたいする Nitensidine A の影響を Verapamil 

(0, 5, 10, 20 )存在下で評価した結果、添加された Verapamil の濃度依存的に

CEM/ADR5000細胞が示す生存曲線が低濃度側にシフトした (Fig. 2-2-11)。 

 

[考察] 
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MTT Assayを用いた ABCB1発現細胞にたいするグアニジンアルカロイドの影響の評価 

CCRF-CEM 細胞および CEM/ADR5000 細胞、Flp-In-293/Mock 細胞および Flp-In-

293/ABCB1細胞を用いて、4種のグアニジンアルカロイドにたいする各細胞の感受性を評

価した。その結果、4 種のグアニジンアルカロイドが、CCRF-CEM 細胞および

CEM/ADR5000細胞、Flp-In-293/Mock細胞および Flp-In-293/ABCB1細胞にたいして濃

度依存的な細胞毒性を示すことが見出された。ABCB1の発現が認められるCEM/ADR5000

細胞と Flp-In-293/ABCB1細胞が ABCB1の発現が認められない CCRF-CEM細胞と Flp-

In-293/Mock 細胞よりも 4 種のグアニジンアルカロイドに抵抗性を示したことから、

CEM/ADR5000細胞と Flp-In-293/ABCB1細胞が 4種のグアニジンアルカロイドを細胞外

に排出していることが示唆された。一方、細胞増殖にたいする Nitensidine A の影響を

Verapamil (0, 5, 10, 20 )存在下で評価した結果、Nitensidine A にたいする

CEM/ADR5000細胞の感受性が、添加された verapamilの濃度依存的に上がることが見出

された。これは、CEM/ADR5000細胞に発現している ABCB1が、Nitensidine Aに加えて

ABCB1の典型的な基質である Verapamilも排出していることが原因であると考えられる。

つまり、Verapamil と Nitensidine Aが ABCB1にたいして拮抗し、CEM/ADR5000細胞

からNitensidine Aが排出され難くなったことが原因として考えられる。 
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Fig. 2-2-9 CCRF-CEMおよび CEM / ADR5000細胞の生存率に対するグアニジンアルカロ

イドの影響 

○, CCRF-CEM細胞、●, CEM / ADR5000細胞、縦軸, ATPase活性、横軸, 薬剤濃度とし

た。(*、CCRF-CEM細胞群と比較して P <0.05）。 
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Fig.2-2-10 MTT assayによる ABCB1とグアニジンアルカロイドとの相互作用の評価 

○, Flp-In-293/Mock細胞; ●, Flp-In-293/ABCB1細胞。縦軸, 薬剤非存在下で培養した細

胞の生存率を 100％とした場合の細胞生存率; 横軸, 化合物の濃度。 
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Fig. 2-2-11  CEM / ADR5000細胞の生存率にたいする Nitensidine Aと Verapamilの併

用処理の効果 

Verapamil (○ , 0 M; ▲ ,5 M; ■ , 10 M; ◆ , 20 M) ; 縦軸 , 細胞生存率 ; 横軸 , 

Nitensidine A濃度。 
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Tab. 2-2-1 

Compounds 
 IC50 (μM)  

 CCRF-CEM cells  CEM/ADR5000 cells  

Galegine  > 100  > 100  

Nitensidine A  4.9 ± 0.03  23 ± 2  

Pterogynidine  16 ± 0.8  > 100  

Pterogynine  37 ± 3  > 100  

データは 3回の測定の平均±SEMとして表す。 
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第 3節 ABCB1と辛夷リグナンとの相互作用解析 

 

[背景と目的] 

ABC輸送体を介した薬剤耐性機構を理解することは、「がん」の克服に不可欠である。本

研究の題材である ABCB1は、「がん」に薬剤耐性を付与する代表的な ABC輸送体であり、

抗がん剤を中心として、これまでに多くの薬物が ABCB1の基質として報告されてきた。そ

して、本研究では、今日使用されている薬物のリード化合物を多数提供してきた天然物に注

目し、第 2節において、南米原産植物 Pterogyne Nitens (Fig. 2-2-2)に含まれるグアニジン

アルカロイド (Fig. 2-2-3)が ABCB1と相互作用することを示した[123,131]。 

我々が利用している薬は、大きく「西洋薬」と「漢方薬」に分類することができ、西洋薬

が単一成分の薬剤であるのに対し、漢方薬は多成分系の薬剤である。一つの症状に対して的

を絞り、有効成分を抽出し、有効性と共に安全性を評価しながら使用に至る西洋薬に対し、

1000年以上に渡って積み重ねられた経験に基づいて使用されているのが漢方薬である。こ

のため、漢方薬の有効性や体内動態は、西洋薬ほど科学的に理解されていない。そこで、本

研究では、共同研究先である中部大学 生物機能開発研究所 禹研究室で研究対象になって

いた生薬「辛夷 (シンイ)」を研究題材として選定した。実際には、シンイから単離されたリ

グナン Epimagnolin Aおよび Fargesin、Kobusin (Fig. 2-3-1)を研究題材として選定した。 

化合物を用いて ABCB1 の機能を評価する方法として、①構造が異なる化合物を対象に

して ABCB1との親和性を試験し、ABCB1との親和性が高い構造および化学的特性を理解

する方法、と②ABCB1の基質として報告されている化合物と構造が似ている化合物・類縁

体を対象にして ABCB1との親和性を試験し、ABCB1との親和性が高い部分構造および化

学的特性を理解する方法、がある。第 3節では、辛夷に含まれるリグナン Epimagnolin A

および Fargesinを用いて ABCB1との相互作用を評価し、ABCB1の機能を分子レベルで

理解することを目指した。実際には、ABCB1 発現細胞を用いた「Calcein assay」および

「MTT assay」、ABCB1含有膜画分を用いた「ATP Assay」を実施した。 
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Fig.2-3-1  第 3節で使用した辛夷リグナンの構造式 
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1. Calcein assayを用いた ABCB1と辛夷リグナンの相互作用評価 

[材料および方法] 

試薬 

 「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 試薬」と同一の試薬を用いた。なお、本研究に用いた Epimagnolin A および

Fargesinは中部大学 応用生物学部 禹済泰教授から提供して頂いた。 

 

細胞

 「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 細胞」の中で、利用した Flip-In-293/Mock 細胞および Flp-In-293/ABCB1 細胞

を用いた。 



PBS(−)の調製 

 「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 PBS(−)の調製」と同様に調製した。 

 

200 mM L-Glutamineの調製 

 「第2章 第2節 1.  Calcein assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 200 mM L-Glutamineの調製」と同様に調製した。 

 

血清の非働化 

 「第2章 第2節 1.  Calcein assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 血清の非働化」と同様に調製した。 

 

細胞培養用 DMEMの調製 

「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 血清の非働化」と同様に調製した。 

 

1 M EDTA水溶液の調製 

「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 1M EDTA水溶液の調製」と同様に調製した。 

 

0.25％(w/v)Trypsin-1 mM EDTA溶液の調製 

「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 0.25％(w/v)Trypsin-1 mM EDTA溶液の調製」と同様に調製した。 
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細胞の培養および継代 

「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 細胞の培養および継代」と同様に実施した。 

 

1 mM Calcein-AM 

「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 1 mM Calcein-AM」と同様に調製した。 

 

0.25% Trypan Blue溶液 

「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 0.25% Trypan Blue溶液」と同様に調製した。 

 

Calcein assay 

「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 Calcein assay」と同様に実施した。なお、dish には、Verapamil (10 M)、

Epimagnolin A (40 M)、Fargesin (40 M)、Kobusin (50 M) をそれぞれ添加し、コント

ロール群には、試験化合物の溶解に用いた DMSO (2 l) を添加した。また、化合物および

DMSOを添加して 15分間 CO2インキュベーター内に静置した後には、1 mM Calcein-AM 

(Nacalai tesque) (2 l) (f.c.=1 M)に加えて、2滴の Nuc Blue live cell stain (Molecular 

Probes)を添加した。この 30分後、Biozero 8000 (KEYENCE Corp., Osaka, Japan)に付属

の GFP-B フィルターと DAPI -B フィルターおよび、対物レンズ、Plan Apo 20X・CFI 

(20X/0.75) (Nikon, Japan)および Plan Apo VC60XH・CFI (60X/1.40 oil)(Nikon, Japan)を

用いて、それぞれ calcein (ex = 490 nm, em = 515 nm)と Nuc Blue live cell stain (ex = 

360 nm, em = 460 nm)に由来する蛍光を観察して画像を取得した。なお、calceinに由来

する蛍光は、1/6秒の露光時間で取得した。また、Nuc Blue live cell stainに由来する蛍光

は、2秒の露光時間で取得した。 

 

[結果] 

Calcein assayを用いた ABCB1と辛夷リグナンの相互作用評価 

Calcein assay では、Flp-In-293/ABCB1 細胞を Verapamil (10, 40 M)あるいは

Epimagnolin A (10, 40 M)、Fargesin (10, 40 M)、DMSO (溶媒)存在下で培養し、ABCB1

による Calcein 輸送にたいする影響を評価した。その結果、Verapamil (10 M)あるいは

Epimagnolin A (10, 40 M)、Fargesin (10, 40 M)存在下では、DMSO (溶媒)存在下と比

して calceinに由来する蛍光が強く観察される細胞が多く認められた (Fig. 2-3-2)。また、

Verapamil (10 M)存在下の方が、Epimagnolin A (10 M)、Fargesin (10 M)存在下と比

して calceinに由来する蛍光が強く観察された (Fig. 2-3-2)。なお、観察された蛍光の強度
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は、Verapamil > Epimagnolin A = Fargesin > DMSOであった。一方、40 M の化合物存

在下では、添加した化合物間で観察された蛍光強度に差は認められなかった (Fig. 2-3-2)。 

 

[考察] 

Calcein assayを用いた ABCB1と辛夷リグナンの相互作用評価 

疎水性であり非蛍光の Calcein-AMは、細胞が生存している培養液中に添加すると、細胞

膜を自由に通過して細胞内に移行する。そして、細胞内に移行した Calcein-AM は、細胞

内に存在する Esteraseによってエステル結合の切断を受け、490 nm～515 nmの励起光の

存在下で蛍光を発する Calceinへと変換される。一方、Calceinは親水性であるため膜不透

過性であり、細胞が生存して細胞内と細胞外が細胞膜によって厳密に区分されている場合

には細胞内に蓄積する。このような特性が注目され、Calcein-AMは、細胞の生死判定に用

いられてきた[115,128]。一方、ABCB1が Calcein-AMおよび Calceinを基質として認識す

ることが見出されて以降は[127]、ABCB1の機能解析にも Calcein-AMが使用されている。 

ABCB1 と辛夷リグナンの相互作用を評価するために Calcein assay を行った結果、

Epimagnolin A と Fargesin が ABCB1 による Calcein の輸送を阻害することが見出され

た。この結果は、Epimagnolin Aと Fargesin、Kobusinが ABCB1の阻害剤あるいは基質

であることを示唆する。 
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Fig. 2-3-2  Calcein Assayにおける Epimagnolin A添加時の Flp-In-293/ABCB1細胞 

化合物濃度はそれぞれ Verapamil (10 M) 、Epimagnolin A (40 M)、Fargesin (40 M)、Kobusin (40 M)で添加した。上段は Calcein由

来の蛍光を 1/2.5 秒で露光し撮影した。中段は Nuc Blue Live cell stain 由来の蛍光を 4 秒の露光で撮影した。下段は Calcein 由来および

Nuc Blue Live cell stain由来の蛍光を撮影したものを比較明合成したものである。スケールバーは 100 mである。 
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2. ATPase assayを用いた ABCB1と辛夷リグナンの相互作用評価 

[材料および方法] 

試薬 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 試薬」と同一の試薬を使用した。 

 

50 mM Tris 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 50 mM Tris」と同様に調製した。 

 

50 mM MES 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 50 mM MES」と同様に調製した。 

 

50 mM Tris-MES 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 50 mM Tris-MES」と同様に調製した。 

 

ATPase buffer 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 ATPase buffer」と同様に調製した。 

 

Solution A (2M HCl : 0.1 M Na2MoO4 = 4 : 3) 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 Solution A (2M HCl : 0.1 M Na2MoO4 = 4 : 3)」と同様に調製した。 

 

Solution B [0.084% (w/v) Malachite Green in 1 % (w/v) polyvinyl alcohol solution] 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 Solution B [0.084% (w/v) Malachite Green in 1 % (w/v) polyvinyl alcohol solution]」

と同様に調製した。 

 

Solution C [7.8% (v/v) H2SO4] 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 Solution C [7.8% (v/v) H2SO4]」と同様に調製した。 
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5%(w/v) TCA 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 5%(w/v) TCA」と同様に調製した。 

 

80 mM MgATP 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 80 mM MgATP」と同様に調製した。 

 

4 mM MgATP 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 4 mM MgATP」と同様に調製した。 

 

200 mM NaH2PO4 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 200 mM NaH2PO4」と同様に調製した。 

 

1 mM NaH2PO4 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 1 mM NaH2PO4」と同様に調製した。 

 

無機リン酸標準溶液 

「第 2章 第 2節 2.  ATPase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 無機リン酸標準溶液」と同様に調製した。 

 

Membrane vesicle溶液 

「第 2章 第 2節 2.  ATPase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 Membrane vesicle溶液」と同様に調製した。 

 

遊離リン酸定量用の検量線作製 

「第 2章 第 2節 2.  ATPase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 遊離リン酸定量用の検量線作製」と同様に作製した。 

 

ATPase assay用の Test sample solution 

Assay 系における DMSO の濃度が 1%になるように 1 l の Verapamil (4 mM)、

Epimagnolin A (4 mM)、Fargesin (4 mM)、Kobsin (4 mM)、および溶媒である DMSOそ

れぞれを ATPase Buffer (99 l)と混合し、ATPase Assay用の Test sample solutionとし
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た。 

 

ATPase assay 

「第 2章 第 2節 2.  ATPase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 ATPase assay」と同様に実施した。 

 

[結果] 

ATPase assayを用いた ABCB1と辛夷リグナンの相互作用解析 

ABCB1 を過剰発現させた昆虫細胞 Sf-9 から調製した膜画分を Verapamil (10 M)ある

いは Epimgnolin A (10 M)、Fargesin (10 M)と混合し、単位時間あたりに ATPから生じ

る無機リン酸を定量して、ABCB1との相互作用を評価した。その結果、Epimgnolin A添

加群において、Verapamil添加群の 60%程度の ATPの分解が認められた (Fig. 2-3-3)。一

方、Fargesin 添加群で認められた ATP の分解量は、Verapamil 添加群と比して 30%以下

であった (Fig. 2-3-3)。なお、ATPの分解量は、Verapamil > Epimgnolin A > Fargesinの

順に多かった (Fig.2-3-4)。また、Verapamil と Epimgnolin A については、Hanes-Woolf 

plotから Km値 (Verapamil, 12.3 M; Epimgnolin A, 4.29 M)と Vmax値(Verapamil, 109 

M; Epimgnolin A, 156 M)が算出された (Fig. 2-3-4)。 

 

[考察] 

ATPase assayを用いた ABCB1と辛夷リグナンの相互作用解析 

生体膜を隔てて基質を輸送する ABC輸送体は、ATPを加水分解して、その駆動力を獲得

する (Fig. 1-4-3)。つまり、ABCB1と ATP、試験化合物を混合した際に生じる無機リン酸

を定量することによって、試験化合物が ABCB1 の基質である可能性を評価することがで

きる。 

ABCB1と辛夷リグナンの相互作用を評価するために ATPase assayを行った結果、辛夷

リグナンの存在下において ATP が分解され、無機リン酸が生じることが見出された (Fig. 

2-3-3)。Calcein assayの結果と合わせると、Epimgnolin A と Fargesinは、ABCB1の基

質であると考えられる。また、Fargesinについても、濃度依存的な ATPase活性の上昇が

認められたため、ABCB1の基質であると考えられる。実験を行った条件下において Km値

と Vmax値を算出することが出来なかった。一方、算出された Vmax値に基づくと、単位時間

あたりに ABCB1によって輸送される化合物の量は、Epimgnolin A > Verapamilの順に多

いと考えられる。さらに、得られた Km 値に基づくと、ABCB1 との複合体の形成は、

Verapamil > Epimgnolin Aの順に起こりやすいと考えられる。Epimgnolin Aと Fargesin

の構造の違いに基づくと、Fargesin におけるベンゾジオキソール構造がトリメトキシフェ

ニル構造に置換されることによって ABCB1にたいする親和性が高くなると考えられる。 
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Fig. 2-3-3 ABCB1膜画分にたいする Epimagnolin Aおよび Fargesin、Kobsinの ATPase 

Assayによる ABCB1発現膜画分の ATPase活性 

化合物濃度はそれぞれ Verapamil (10 M)、Epimagnolin A (10 M)、Farugesin (10 

M)、Kobsin (10 M)である。縦軸, 1分あたりに 1 mgのタンパク質が分解し生じる遊離

リン酸の物質量。 
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Fig. 2-3-4 ABCB1膜画分にたいする Epimagnolin Aおよび Fargesinの ATPase Assayによる ABCB1発現膜画分の ATPase活性 

化合物濃度は〇, Verapamil (10 M) 、△, Epimagnolin A (10 M)、□, Fargesin (10 M)、で実施し、縦軸は 1 mg proteinのMembrane 

vesicleが 1分間にATPを分解して生じた遊離リン酸の物質量(nmol)をATPase活性として算出した。有意性の統計解析は、One-way ANOVA

および Tukey Kramer法を用いて行った(*、Mock群と比較して P <0.05）。 
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3. MTT assayを用いた ABCB1と辛夷リグナンの相互作用評価 

[材料および方法] 

試薬 

「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 試薬」と同一の試薬を使用した。 



細胞

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 細胞」と同一の細胞を使用した。 



PBS(−)の調製 

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 PBS(−)の調製」と同様の操作で調製した。 

 

200 mM L-Glutamineの調製 

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 200 mM L-Glutamineの調製」と同様の操作で調製した。 

 

血清の非働化 

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 血清の非働化」と同様の操作で調製した。 

 

細胞培養用 DMEMの調製 

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 細胞培養用 DMEMの調製」と同様の操作で調製した。 

 

1M EDTA水溶液の調製 

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 1M EDTA水溶液の調製」と同様の操作で調製した。 

 

0.25％(w/v)Trypsin-1 mM EDTA溶液の調製 

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 0.25％(w/v)Trypsin-1 mM EDTA溶液の調製」と同様の操作で調製した。 

 

細胞の培養および継代 
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 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 細胞の培養および継代」と同様の操作で実施した。 

 

50 mg/ml MTT溶液 

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 50 mg/ml MTT溶液」と同様の操作で調製した。 

 

20% SDS溶液 

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 20% SDS溶液」と同様の操作で調製した。 

 

MTT assay 

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 MTT assay」と同様の操作で実施した。ただし、第 3節では、Epimagnolin A (0, 

10 )存在下で Flp-In-293/Mock 細胞および Flp-In-293/ABCB1 細胞の抗がん剤

Daunorubicin、Doxorubicin、Vanblastine、Vincristine 感受性も評価した。なお、

Epimagnolin A 、Daunorubicin、Doxorubicin、Vanblastine、Vincristineは、それぞれ 100 

M、1 M、1 M、100 nM、100 nMを試験開始濃度とした。 

 

[結果] 

MTT Assayを用いた ABCB1発現細胞にたいする辛夷リグナンの影響の評価 

Flp-In-293/Mock細胞およびFlp-In-293/ABCB1細胞をEpimagnolin A存在下で培養し、

細胞増殖にたいする Epimagnolin A の影響を評価した。その結果、50 との

Epimagnolin A 存在下において Flp-In-293/Mock細胞および Flp-In-293/ABCB1細胞の生

存率が低下する傾向が認められた(Fig.2-3-5)。なお、Flp-In-293/Mock 細胞および Flp-In-

293/ABCB1 細胞の Epimagnolin A 感受性には顕著な差は認められなかった。一方、Flp-

In-293/Mock 細胞および Flp-In-293/ABCB1 細胞の増殖にたいする Daunorubicin、

Doxorubicin、Vinblastine、Vincristine の影響を細胞毒性が認められない濃度の

Epimagnolin A (10 )存在下で評価した結果、Flp-In-293/ABCB1 細胞群において 10 

Epimagnolin A の添加に依存して Flp-In-293/ABCB1 細胞が示す生存曲線が低濃度側

にシフトした (Fig. 2-3-6,2-3-7, Tab. 2-3-1)。 

 

[考察] 

MTT Assayを用いた ABCB1発現細胞にたいする辛夷リグナンの影響の評価 

細胞増殖にたいする Epimagnolin Aの影響を評価した結果、顕著な細胞毒性が認められ

ず、Flp-In-293/Mock細胞および Flp-In-293/ABCB1細胞の Epimagnolin A 感受性に差は
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認められなかった。この結果は、Epimagnolin A が ABCB1の基質ではない可能性を示唆

する。一方、Calcein assayおよび ATPase assayの結果は、Epimagnolin A が ABCB1の

基質である可能性を示唆している。また、ABCB1 の基質である抗がん剤 Daunorubicin、

Doxorubicin、Vinblastine、Vincristine[132–134]にたいする Flp-In-293/ABCB1細胞の感

受性が 10 Epimagnolin Aの添加によって高まり、Flp-In-293/Mock細胞の感受性が 10 

Epimagnolin Aの添加によって変化しなかったことは、Epimagnolin Aが ABCB1に

たいして Daunorubicin、Doxorubicin、Vinblastine、Vincristine と拮抗し、Flp-In-

293/ABCB1細胞から Daunorubicin、Doxorubicin、Vinblastine、Vincristineが排出され

難くなっている可能性を示唆している。したがって、Epimagnolin A は、ABCB1の基質で

あると考えられる。また、Flp-In-293/Mock 細胞および Flp-In-293/ABCB1 細胞の

Epimagnolin A 感受性に差が認められなかった原因は、50 との Epimagnolin A

が非特異的に Flp-In-293/Mock細胞および Flp-In-293/ABCB1細胞の生存率を低下させた

ためであると考えられる。例えば、50 との Epimagnolin Aが培養環境に影響を

及ぼし、間接的に Flp-In-293/Mock細胞および Flp-In-293/ABCB1細胞の生存率を低下さ

せているとすれば、ABCB1 の存在は細胞の Epimagnolin A 感受性に影響を及ぼさないで

あろう。 
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2-3-5 MTT Assayによる ABCB1と Epimagnolin Aとの相互作用の評価 

○, Flp-In-293/Mock細胞; ●, Flp-In-293/ABCB1細胞。縦軸, 薬剤非存在下で培養した細

胞の生存率を 100％とした場合の細胞生存率; 横軸, 化合物の濃度。 
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2-3-6 MTT assayによる ABCB1と Epimagnolin Aと抗がん剤との併用処理の相互作用の

評価 

左, 化合物の構造、右, ○, DMSO、●, Epimagnolin A (10 M)、縦軸, 細胞生存率、横軸, 

抗がん剤濃度。 
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Tab. 2-3-1  ABCB1の基質である抗がん剤と Epimagnolin Aを併用処理した際の IC50値 

Compound 

(nM) 

IC50 

Mock ABCB1 

DMSO Epimagnolin A DMSO Epimagnolin A 

Daunorubicin 12.56±2.30 12.34±1.73 242.76±47.26 115.43±17.24 * 

Doxorubicin 14.28±2.85 17.91±2.97 287.63±36.29 116.92±3.57 * 

Vinblastine 3.54±0.30 2.54±0.27 75.07±10.25 20.45±3.63 * 

Vincristine 4.99±1.47 5.49±2.12 308.94±37.12 38.53±5.19 * 
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Fig. 2-3-7  ABCB1 の基質である抗がん剤と Epimagnolin A の併用処理による IC50値の

比率 

Flp-In-293/Mock 細胞および Flp-In-293/ABCB1 細胞にたいする基質である抗がん剤と

Epimagnolin A添加における影響を細胞生存率として評価した。 

縦軸は化合物の溶解に用いた DMSO添加群(Control)を 100とした時に Epimagnolin A添

加群の比率。 -は DMSO添加群、+は 10 M Epimagnolin A有意性の統計解析は、One-

way ANOVAおよびTukey Kramer法を用いて行った(*、DMSO添加群と比較してP <0.05）。  

＊ 

＊ 

＊ 

＊ 
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第 4節 ABCB1と胡麻リグナンとの相互作用解析 

 

[背景と目的] 

ABC輸送体を介した薬剤耐性機構を理解することは、「がん」の克服に不可欠である。本

研究の題材である ABCB1は、「がん」に薬剤耐性を付与する代表的な ABC輸送体であり、

抗がん剤を中心として、これまでに多くの薬物が ABCB1の基質として報告されてきた。そ

して、本研究では、今日使用されている薬物のリード化合物を多数提供してきた天然物に注

目し、第 2節において、南米原産植物 Pterogyne Nitens (Fig. 2-2-2)に含まれるグアニジン

アルカロイド (Fig. 2-2-3)が ABCB1と相互作用することを示した[123,131]。そして、第 3

節において、生薬「辛夷」に含まれるリグナン (Fig. 2-3-1)が ABCB1と相互作用すること

を示した[69]。 

我々が利用している薬は、大きく「西洋薬」と「漢方薬」に分類することができ、西洋薬

が単一成分の薬剤であるのに対し、漢方薬は多成分系の薬剤である。一つの症状に対して的

を絞り、有効成分を抽出し、有効性と共に安全性を評価しながら使用に至る西洋薬に対し、

1000年以上に渡って積み重ねられた経験に基づいて使用されているのが漢方薬である。こ

のため、漢方薬の有効性や体内動態は、西洋薬ほど科学的に理解されていない。そこで、本

研究では、第 3節において研究対象にした辛夷リグナンと Sesaminに代表される胡麻リグ

ナンの構造が類似している点に注目した。そして、胡麻リグナン 13 種 (Fig. 2-4-1)を研究

題材として選定した。 

化合物を用いて ABCB1 の機能を評価する方法として、①構造が異なる化合物を対象に

して ABCB1との親和性を試験し、ABCB1との親和性が高い構造および化学的特性を理解

する方法、と②ABCB1の基質として報告されている化合物と構造が似ている化合物・類縁

体を対象にして ABCB1との親和性を試験し、ABCB1との親和性が高い部分構造および化

学的特性を理解する方法、がある。第 4 節では、胡麻に含まれるリグナン 13 種を用いて

ABCB1との相互作用を評価し、ABCB1の機能を分子レベルで理解することを目指した。

実際には、ABCB1発現細胞を用いた「Calcein assay」および「MTT assay」、ABCB1含

有膜画分を用いた「ATP Assay」を実施した。 
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Fig. 2-4-1 13種の胡麻リグナンの構造 

(-)Asarinin、Diasaminyl ether、(+)Diasesamin、(+)Diasesaminol、(+)Episesamin、

(+)2-Episesaminol、(+)6-Episesaminol、Magnolin、Samin、(+)Sesamin、(-)Sesamin、

(+)Sesaminol、(+)Sesamolinの構造 
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1. Calcein Assayを用いた ABCB1と胡麻リグナンの相互作用評価 

[材料と方法] 

試薬 

 「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 試薬」と同一の試薬を用いた。 

 試験試薬である胡麻リグナンについては、「長良サイエンス株式会社」より購入した。 

 

細胞

 「第 2 章 第 3 節 1.  ABCB1 と辛夷リグナンの相互作用評価 細胞」と同一の細胞を用

いた。 



PBS(−)の調製 

 「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 PBS(−)の調製」と同様に調製した。 

 

200 mM L-Glutamineの調製 

 「第2章 第2節 1.  Calcein assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 200 mM L-Glutamineの調製」と同様に調製した。 

 

血清の非働化 

 「第2章 第2節 1.  Calcein assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 血清の非働化」と同様に調製した。 

 

細胞培養用 DMEMの調製 

「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 血清の非働化」と同様に調製した。 

 

1 M EDTA水溶液の調製 

「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 1M EDTA水溶液の調製」と同様に調製した。 

 

0.25％(w/v)Trypsin-1 mM EDTA溶液の調製 

「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 0.25％(w/v)Trypsin-1 mM EDTA溶液の調製」と同様に調製した。 

 

細胞の培養および継代 
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「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 細胞の培養および継代」と同様に実施した。 

 

1 mM Calcein-AM 

「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 1 mM Calcein-AM」と同様に調製した。 

 

0.25% Trypan Blue溶液 

「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 0.25% Trypan Blue溶液」と同様に調製した。 

 

Calcein assay 

「第 2 章 第 2 節 1.  Calcein assay を用いた ABCB1 と辛夷リグナンの相互作用評価

Calcein assay」と同様に実施した。なお、dishには、終濃度が 10 およびになる

ように 10 mMの(-)Asarinin、Diasaminyl ether、(+)Diasesamin、(+)Episesamin、(+)2-

Episesaminol、 (+)6-Episesaminol、Magnolin、 Samin、 (+)Sesamin、 (-)Sesamin、

(+)Sesaminol、(+)Sesamolinをそれぞれ 2 lおよび 10 l添加した。一方、コントロール

群には、試験化合物の溶解に用いた DMSO (2 l) を添加した。また、終濃度が 10 にな

るようにmM Verapamil を添加した群と終濃度が 10 およびになるように 10 

mM Epimagnolin Aを 2 l添加した群も用意した。 

 

[結果] 

Calcein assayを用いた ABCB1と胡麻リグナンの相互作用評価 

Calcein assayでは、Flp-In-293/ABCB1細胞を 10 およの試験化合物あるいは

DMSO (溶媒)存在下で培養し、ABCB1による Calcein輸送にたいする影響を評価した。そ

の結果、40 M の試験化合物存在下では、DMSO (溶媒)存在下と比して calceinに由来す

る蛍光が強く観察される細胞が多く認められた (Fig. 2-4-2)。一方、10 Mの試験化合物存

在下では、Epimagnolin Aあるいは(+)Sesamolin存在下以外において、DMSO (溶媒)存在

下と比して calceinに由来する蛍光が強く観察される細胞が多く認められた (Fig. 2-4-2)。

なお、観察された calceinに由来する蛍光の強度は、Verapamil > 胡麻リグナン > DMSO

であった。 

 

[考察] 

Calcein assayを用いた ABCB1と胡麻リグナンの相互作用評価 

疎水性であり非蛍光の Calcein-AMは、細胞が生存している培養液中に添加すると、細胞

膜を自由に通過して細胞内に移行する。そして、細胞内に移行した Calcein-AM は、細胞
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内に存在する Esteraseによってエステル結合の切断を受け、490 nm～515 nmの励起光の

存在下で蛍光を発する Calceinへと変換される。一方、Calceinは親水性であるため膜不透

過性であり、細胞が生存して細胞内と細胞外が細胞膜によって厳密に区分されている場合

には細胞内に蓄積する。このような特性が注目され、Calcein-AMは、細胞の生死判定に用

いられてきた[115,128]。一方、ABCB1が Calcein-AMおよび Calceinを基質として認識す

ることが見出されて以降は[127]、ABCB1の機能解析にも Calcein-AMが使用されている。 

ABCB1と胡麻リグナンの相互作用を評価するために Calcein assayを行った結果、試験

した化合物全てが ABCB1 による Calcein の輸送を阻害することが見出された。この結果

は、胡麻リグナンが ABCB1の阻害剤あるいは基質であることを示唆する。 
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Fig. 2-4-2 Calcein Assayにおける Sesaminおよび Sesamin類縁体添加時の Flp-In-293

細胞 

化合物濃度はそれぞれ 10 M(上段)および 50M(下段)で添加した。Calcein由来(緑色)お

よびNuc Blue Live cell stain由来(青色)の蛍光を撮影したものを比較明合成したものであ

る。スケールバーは 100 mである。 
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2. ATPase assayを用いた ABCB1と胡麻リグナンの相互作用評価 

[材料と方法] 

試薬 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 試薬」と同一の試薬を使用した。 

試験試薬である胡麻リグナンについては、「長良サイエンス株式会社」より購入した。 

 

50 mM Tris 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 50 mM Tris」と同様に調製した。 

 

50 mM MES 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 50 mM MES」と同様に調製した。 

 

50 mM Tris-MES 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 50 mM Tris-MES」と同様に調製した。 

 

ATPase buffer 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 ATPase buffer」と同様に調製した。 

 

Solution A (2M HCl : 0.1 M Na2MoO4 = 4 : 3) 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 Solution A (2M HCl : 0.1 M Na2MoO4 = 4 : 3)」と同様に調製した。 

 

Solution B [0.084% (w/v) Malachite Green in 1 % (w/v) polyvinyl alcohol solution] 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 Solution B [0.084% (w/v) Malachite Green in 1 % (w/v) polyvinyl alcohol solution]」

と同様に調製した。 

 

Solution C [7.8% (v/v) H2SO4] 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 Solution C [7.8% (v/v) H2SO4]」と同様に調製した。 
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5%(w/v) TCA 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 5%(w/v) TCA」と同様に調製した。 

 

80 mM MgATP 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 80 mM MgATP」と同様に調製した。 

 

4 mM MgATP 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 4 mM MgATP」と同様に調製した。 

 

200 mM NaH2PO4 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 200 mM NaH2PO4」と同様に調製した。 

 

1 mM NaH2PO4 

「第 2章 第 2節 2. ATPase assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 1 mM NaH2PO4」と同様に調製した。 

 

無機リン酸標準溶液 

「第 2章 第 2節 2.  ATPase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 無機リン酸標準溶液」と同様に調製した。 

 

Membrane vesicle溶液 

「第 2章 第 2節 2.  ATPase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 Membrane vesicle溶液」と同様に調製した。 

 

遊離リン酸定量用の検量線作製 

「第 2章 第 2節 2.  ATPase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 遊離リン酸定量用の検量線作製」と同様に作製した。 

 

ATPase Assay用の Test sample solution 

Assay 系における DMSO の濃度が 1%になるように 1 l の Verapamil (4 mM) 、(-) 

Asarinin (4 mM)、Diasaminyl ether (4 mM)、(+) Diasesamin (4 mM)、Epimagnolin A (4 
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mM)、(+) Episesamin (4 mM)、(+) 2-Episesaminol (4 mM)、(+) 6-Episesaminol (4 mM)、

Magnolin (4 mM)、Samin (4 mM)、(+) Sesamin (4 mM)、(-) Sesamin (4 mM)、(+) Sesaminol 

(4 mM)、あるいは(+) Sesamolin (4 mM)、および溶媒である DMSO それぞれを ATPase 

Buffer (99 l)と混合し、ATPase Assay用の Test sample solutionとした。 

 

ATPase assay 

「第 2章 第 2節 2.  ATPase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 ATPase assay」と同様に実施した。 

 

[結果] 

ATPase assayを用いた ABCB1と胡麻リグナンの相互作用評価 

ABCB1 を過剰発現させた昆虫細胞 Sf-9 から調製した膜画分を Verapamil (10 M)ある

いは 10 M の (-)Asarinin、Diasaminyl ether、 (+)Diasesamin、 (+)Diasesaminol、

Epimagnolin A、(+)Episesamin、(+)2-Episesaminol、(+)6-Episesaminol、Magnolin、Samin、

(+)Sesamin、(-)Sesamin、(+)Sesaminol、(+)Sesamolinと混合し、単位時間あたりに ATP

から生じる無機リン酸を定量して ABCB1との相互作用を評価した。その結果、胡麻リグナ

ン添加群全てにおいて ATPの分解が認められた (Fig. 2-4-3)。 なお、(+)2-Episesaminol、

(+)6-Episesaminol、Magnolin、(+)Sesamolin添加群においては、Verapamil添加群の 60%

程度の ATP の分解が認められ、 (-)Asarinin、 (+)Diasesamin、 (+)Diasesaminol、

(+)Episesamin、Samin、(+)Sesamin、(-)Sesamin添加群においては、Verapamil添加群の

30%以下の ATPの分解が認められた (Fig. 2-4-3)。 

 

[考察] 

ATPase assayを用いた ABCB1と胡麻リグナン類縁体の相互作用評価 

生体膜を隔てて基質を輸送する ABC輸送体は、ATPを加水分解して、その駆動力を獲得

する (Fig. 1-4-3)。つまり、ABCB1と ATP、試験化合物を混合した際に生じる無機リン酸

を定量することによって、試験化合物が ABCB1 の基質である可能性を評価することがで

きる。 

ABCB1と胡麻リグナンの相互作用を評価するために ATPase assayを行った結果、胡麻

リグナンの存在下において ATP が分解され、無機リン酸が生じることが見出された (Fig. 

2-4-3)。Calcein assay の結果と合わせると、辛夷リグナンとと同様に胡麻リグナンも

ABCB1の基質であると考えられる。化合物の量の都合上、本研究では胡麻リグナンの濃度

依存的な ATPの分解量を評価することが出来なかった。したがって、本研究において、試

験化合物間における最大反応速度および ABCB1 との複合体形成については、比較を行え

ない。しかしながら、ベンゾジオキソール構造を分子内に 2つ有する化合物間において ATP

の分解量に差が認められたことから、furo[3,4-c]furan構造が形成する面にたいするベンゾ
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ジオキソール構造の立体が胡麻リグナンと ABCB1 との相互作用に影響を及ぼしているこ

とが示唆された。ATP の分解量が Verapamil 添加群の 60%程度であった群 [(+)2-

Episesaminol、(+)6-Episesaminol、(+)Sesamolin]と 30%以下であった群[(-)Asarinin、

(+)Diasesamin、(+)Diasesaminol、(+)Episesamin、(+)Sesamin、(-)Sesamin]の構造を比

較すると、furo[3,4-c]furan構造が形成する面にたいして 2つのベンゾジオキソール構造が

同じ側にある場合には ABCB1 と相互作用し難くなると思われる。一方、furo[3,4-c]furan

構造とベンゾジオキソール構造が(+)2-Episesaminol、(+)6-Episesaminol、(+)Sesamolin の

ような位置関係にある場合には、ABCB1と相互作用しやすくなると思われる。 
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Fig. 2-4-3 ABCB1膜画分にたいする Sesaminおよび Sesamin類縁体の ATPase Assayにおける ABCB1膜画分の ATPase活性 

化合物濃度はそれぞれの化合物において 10 Mで実施し、縦軸は 1 mg proteinのMembrane vesicleが 1分間に ATPを分解して生じた遊

離リン酸の物質量(nmol)を ATPase活性として算出した。 

  



65 

 

3. MTT assayを用いた ABCB1と胡麻リグナンの相互作用評価 

[材料と方法] 

試薬 

「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 試薬」と同一の試薬を利用し、胡麻リグナンについては、長良サイエンス株式会

社より購入した。 



細胞

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 細胞」と同一の細胞を使用した。 



PBS(−)の調製 

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 PBS(−)の調製」と同様の操作で調製した。 

 

200 mM L-Glutamineの調製 

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 200 mM L-Glutamineの調製」と同様の操作で調製した。 

 

血清の非働化 

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 血清の非働化」と同様の操作で調製した。 

 

細胞培養用 DMEMの調製 

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 細胞培養用 DMEMの調製」と同様の操作で調製した。 

 

1M EDTA水溶液の調製 

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 1M EDTA水溶液の調製」と同様の操作で調製した。 

 

0.25％(w/v)Trypsin-1 mM EDTA溶液の調製 

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 0.25％(w/v)Trypsin-1 mM EDTA溶液の調製」と同様の操作で調製した。 

 

細胞の培養および継代 
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 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 細胞の培養および継代」と同様の操作で実施した。 

 

50 mg/ml MTT溶液 

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 50 mg/ml MTT溶液」と同様の操作で調製した。 

 

20% SDS溶液 

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 20% SDS溶液」と同様の操作で調製した。 

 

MTT assay 

 「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 MTT assay」と同様の操作で実施した。 

 

 [結果] 

MTT assayを用いた ABCB1とリグナン類縁体の相互作用評価 

 Flp-In-293/Mock 細胞および Flp-In-293/ABCB1 細胞を胡麻リグナン存在下で培養し、

細胞増殖にたいする胡麻リグナンの影響を評価した。その結果、10～の範囲におい

て細胞毒性が認められた(Fig.2-4-4)。(+)Diasesamin と(+)Sesamolin 以外は、Flp-In-

293/Mock 細胞と Flp-In-293/ABCB1 細胞との間で試験化合物にたいする感受性に違いが

認められなかった。(+)Diasesamin については、Flp-In-293/ABCB1 細胞の方が Flp-In-

293/Mock 細胞よりも強い感受性を示した。また、(+)Sesamolin については、Flp-In-

293/Mock細胞の方が Flp-In-293/ABCB1細胞よりも強い感受性を示した。

 

 [考察] 

MTT assayを用いた ABCB1とリグナン類縁体の相互作用評価 

細胞増殖にたいする胡麻リグナンの影響を評価した結果、10～の範囲において細

胞毒性細胞毒性が認められた。一方、(+)Diasesamin と(+)Sesamolin を除き、Flp-In-

293/Mock 細胞および Flp-In-293/ABCB1 細胞との間で試験化合物にたいする感受性に差

は認められなかった。この結果は、胡麻リグナンが ABCB1の基質ではない可能性を示唆す

る。一方、Calcein assayおよび ATPase assayの結果は、胡麻リグナンが ABCB1の基質

である可能性を示唆している。ABCB1の基質である抗がん剤 Daunorubicin、Doxorubicin、

Vinblastine、Vincristine[132–134]にたいする Flp-In-293/ABCB1 細胞の感受性が胡麻リ

グナンの添加によって高まることを確認する必要があるが、Epimagnolin A を用いた試験

結果(Fig. 2-3-4, 2-3-5, Tab. 2-3-1)から推測すると、本研究で使用した胡麻リグナンは、
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ABCB1 の基質であると考えられる。(+)Sesamolin を除き、Flp-In-293/Mock 細胞および

Flp-In-293/ABCB1 細胞の胡麻リグナン感受性に差が認められなかった原因は、

Epimagnolin A 同様に(+)Sesamolin を除く胡麻リグナンが非特異的に Flp-In-293/Mock

細胞および Flp-In-293/ABCB1 細胞の生存率を低下させたためであると考えられる。例え

ば、胡麻リグナンが培養環境に影響を及ぼし、間接的に Flp-In-293/Mock細胞および Flp-

In-293/ABCB1 細胞の生存率を低下させているとすれば、ABCB1 の存在は細胞の

Epimagnolin A感受性に影響を及ぼさないであろう。Flp-In-293/Mock細胞よりも Flp-In-

293/ABCB1細胞の方が(+)Diasesamin感受性が高かったことは、この可能性を支持すると

考えている。 
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Fig. 2-4-4 MTT Assayにおける Sesaminおよび Sesamin類縁体の Flp-In-293/Mock細胞、Flp-In-293/ABCB1細胞の細胞生存率 

縦軸を細胞生存率として、横軸を化合物の濃度とした。また、白丸を Flp-In-293/Mock 細胞、黒丸を Flp-In-293/ABCB1 細胞の細胞生存率

とした。 

  



69 

 

第 5節 結言 

 ABC 輸送体の存在は、がんの克服を目指す人類にとって、大きな障壁の一つである。

そのため、細胞に多剤耐性を与えるABC輸送体ABCB1の基質認識機構と基質輸送機構は、

その同定以来、精力的に研究されている。本研究では、ABCB1が認識する化学構造に関す

る理解を深め、ABCB1 による基質認識に重要なアミノ酸残基を明らかにするために、

ABCB1の基質を新たに見出すことを目指した。 

実際には、今日使用されている薬物のリード化合物を多数提供してきた天然物に注目し

て南米原産植物 Pterogyne Nitens (Fig. 2-2-2)に含まれるグアニジンアルカロイド (Fig. 2-

2-3)を第 2 節において研究材料に選定し、Galedine、Nitensidine A、Pterogynine、

Pterogynidine が ABCB1 の基質であることを新たに見出した[123,131]。また、第 3 節で

は、西洋薬ほど科学的に理解されていない漢方薬に注目して生薬「辛夷 (シンイ)」に含まれ

るリグナン (Fig. 2-3-1)を研究題材として選定し、Epimagnolin A および Fargesin、

Kobusinが ABCB1の基質であることを新たに見出した[69]。第 4節では、Epimagnolin A

および Fargesin、Kobusinの類縁体が含まれる胡麻に注目して、胡麻リグナン(Fig. 2-4-1)

を研究題材として選定し、胡麻リグナンの多くが ABCB1の基質である可能性を見出した。 

第 2章では、ABCB1の新たな基質の構造に着目し、ABCB1とグアニジンアルカロイド

の相互作用において、「ゲラニル基の数」および「グアニジン構造におけるゲラニル基の結

合部位」が重要であることを第 2節において見出した。また、第 3節では、ABCB1と辛夷

リグナンとの相互作用において、ベンゾジオキソール構造がトリメトキシフェニル構造に

置換されることによって ABCB1 にたいする親和性が高くなる可能性を見出した。第 4 節

では、furo[3,4-c]furan構造が形成する面にたいして 2つのベンゾジオキソール構造が同じ

側にある場合には ABCB1と相互作用し難くなり、furo[3,4-c]furan構造とベンゾジオキソ

ール構造が(+)2-Episesaminol、(+)6-Episesaminol、(+)Sesamolin のような位置関係にあ

る場合には、ABCB1と相互作用しやすくなる可能性を見出した。 

ABCB1 の新たな基質として第 2 節で見出したグアニジンアルカロイドのうち、

Pterogynineと Pterogynidine (共に分子量 = 195)は、ABCB1が輸送する最小化合物とし

て報告されていた Phenytoin (分子量 = 252)よりも小さい[131]。したがって、Galedine、

Nitensidine A、Pterogynine、Pterogynidineは、ABCB1の機能を分子レベルで理解する

ためのツールとして有効であると考えられる。また、ABCB1の新たな基質として第 3節お

よび第 4節で見出したリグナンもまた、ABCB1の機能を分子レベルで理解するためのツー

ルとして有効であると考えられる。 
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第 3章 ヒト ABCB1の基質認識に関わるアミノ酸残基の探索 

第 1節 緒言 

ABC 輸送体の存在は、がんの克服を目指す人類にとって、大きな障壁の一つである。そ

のため、細胞に多剤耐性を与える ABC輸送体として最も注目されている ABCB1の基質認

識機構と基質輸送機構は、同定以来、精力的に研究されている。特に、ABCB1による多剤

耐性を克服することができる手段として期待された「ABCB1阻害剤の探索」は、多くの研

究者によって行われてきた[101–105]。また、「ABCB1阻害剤の探索」と並行して行われて

きた「ABCB1の基質探索」は、ABCB1が多様な化学構造を認識することを明らかにし、

「構造活性相関(SAR)解析」および「定量的 SAR (QSAR)解析」が精力的に行われるように

なった[107–121]。Onishiらは、構造の異なる41種の化合物を対象にABCB1が示すATPase

活性を指標にして QSAR 解析を行い、脂肪族炭素、非芳香族環および直鎖炭素原子に結合

したオキソ基が ABCB1 の基質として重要な部分構造であることを示してきた[107,108]。

一方、ABCB1の基質として重要な部分構造として、アントラニルアミド構造および窒素あ

るいは水素結合アクセプタ基なども報告されてきた[109,112,114,135–137]。 

一方、ABCB1が同定された 1976年以来[22]、20年以上にわたって構造が不明であった

中、Staphylococcus aureusが発現している Sav1866 (PDB code: 2HYD) (Fig. 3-1-1)[138]

や Escherichia coliが発現しているMsbA (PDB code: 3B5W) (Fig. 3-1-1)[139]の X線結晶

構造を参考に ABCB1 の構造が推測され、in silico でも ABCB1 の機能解析が行われてき

た。ただし、Sav1866およびMsbAと ABCB1とのアミノ酸同一性は、それぞれ 34%およ

び 37%であり、信頼に値する結果が返されたかどうかは定かではなく、in silicoでのABCB1

の機能解析は、ABCB1研究の中では未開拓の領域であると言える。このような中、2003年

にマウス Abcb1aの X線結晶構造 (PDB code : 3G60)が明らかにされた(Fig. 3-1-2)[140]。

マウス Abcb1aとヒト ABCB1とのアミノ酸同一性は 76%である。つまり、マウス Abcb1a

の X 線結晶構造を参考にして ABCB1 の構造を推測すれば、従来に比して格段に高精度の

in silico 解析を行うことが出来る。本研究では、マウス Abcb1aの X線結晶構造に基づい

て構築した ABCB1 の構造(Fig. 3-1-2)を用いて、抗がん剤耐性を制御するヒト ABCB1 上

のアミノ酸残基を探索することにする。また、他の研究との差別化を図るために、第 2章で

ABCB1の基質であることを見出した Nitensidine Aおよび Epimagnolin Aを含むグアニ

ジンアルカロイドとリグナンを研究題材として選定する。 
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Fig. 3-1-1 Sav1866 (PDB code : 2HYD)およびMsbA (PDB code : 3B5W)の立体構造 

左: Sav1866 (PDB code : 2HYD) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/icn3d/full.html?&mmdbid=41167&bu=1 

右: MsbA (PDB code : 3B5W) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/icn3d/full.html?&mmdbid=61092&bu=1 

 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/icn3d/full.html?&mmdbid=41167&bu=1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/icn3d/full.html?&mmdbid=61092&bu=1
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Fig. 3-1-2 ヒト ABCB1の構造 

ABCB1は 12回の膜貫通領域と 2つの ATP結合領域を持ち、91番目、94番目、99番目

のアスパラギンにN結合型糖鎖が付加される[141–144]。 
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第 2節 Docking studyによる ABCB1の基質認識に関わるアミノ酸残基の推定 

 

[背景と目的] 

ABC輸送体を介した薬剤耐性機構を理解することは、「がん」の克服に不可欠である。本

研究の題材である ABCB1は、「がん」に薬剤耐性を付与する代表的な ABC輸送体であり、

抗がん剤を中心として、これまでに多くの薬物が ABCB1の基質として報告されてきた。そ

して、本研究では、第 2章において、Pterogyne Nitensに含まれるグアニジンアルカロイ

ドと辛夷および胡麻に含まれるリグナンが ABCB1 の基質であることを見出した[69,123]。 

化合物を用いて ABCB1 の機能を評価する方法として、①構造が異なる化合物を対象に

して ABCB1との親和性を試験し、ABCB1との親和性に影響を及ぼす部分構造および化学

的特性を理解する方法、と②ABCB1の基質として報告されている化合物と類似の構造を有

する化合物を対象にして ABCB1との親和性を試験し、ABCB1との親和性が高い部分構造

および化学的特性を理解する方法、がある。そこで、第 2節では、2003年に明らかにされ

たマウス Abcb1aの X線結晶構造 (PDB code : 3G60) [140]を活用し、ABCB1の機能を分

子レベルで理解することを目指した。実際には、第 2章で得られた知見に基づいて「Docking 

Simulation」を実施し、ABCB1の基質認識に重要なアミノ酸残基を探索した。 
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1. ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用解析 

[材料および方法] 

ソフトウェア 

Molegro Virtual Docker 6.0 (MVD) (Molegro Vioinformatics Solutions) 

CS ChemDraw Ultra 6.0 software (CambridgeSoft Corp., MA, USA) 

Chem Bio office 15 (Chem Draw ultra, Chem 3D pro) (PerkinElmer ChemBio) 

 

ヒト ABCB1の構造データ 

ヒト ABCB1の構造データは、マインツ大学の Prof. Thomas Efferthから提供された。

なお、このヒト ABCB1の構造データは、マウス Abcb1aの X線結晶構造データ (PDB code: 

3G60)を基にして、ホモロジーモデリングによって導き出されたものである。実際には、欧

州分子生物学研究所  (EMBL)がインターネット上で公開している EMBOSS Needle 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss needle/)を用いてヒトおよびマウスABCB1の一次

構造を整列させ、MODELLER 9.11[140,145]と Swiss-MODEL Alignment Mode[146,147]

を用いてホモロジーモデルを完成させた。 

 

試験化合物の三次元構造の描画と最適化 

試験化合物の三次元構造は、CS ChemDraw Ultra 6.0 software (CambridgeSoft Corp., 

MA, USA)を用いて構造式を描画し、描画した構造式データをCS Chem3D Pro 5.0 software 

(CambridgeSoft Corp., MA, USA)で三次元表示させた。三次元表示させた試験化合物は、

分子力学法あるいは半経験的分子軌道法に基づいて最適化した。なお、分子力学法に基づく

最適化では分子力場として MM2 を採用し、半経験的分子軌道法に基づく最適化ではモデ

ルハミルトニアンとして AM1を採用した。 

 

Docking Study 

ソフトウェアMolegro Virtual Docker 6.0 (Molegro Bioinformatics Solutions)を使用し、

ABCB1とグアニジンアルカロイドとの相互作用を解析した。実際には、シミュレーション

を行う範囲として、ABCB1 の代表的な基質である Verapamil が相互作用すると考えられ

ているアミノ酸 (Gly64、Leu65、 Met69、Ser222、Leu304、Ile306、Tyr307、Phe336、

Leu339、Ile340、Ala342、Phe343、Gln725、Phe728、Phe732、Leu762、Thr837、Ile868、 

Gly872、Phe942、Thr945、Tyr953、Leu975、Phe978、Ser979、Val982、Gly984、Ala985、

Met986、Gly989、Gln990、Ser993) [148]が含まれる直径 50 Åの球空間を設定した (球空

間の中心座標：X = 0, Y = 80, Z = 45)。また、アルゴリズムとしてMolDock SEを採用し、

population size：50, energy threshold：100, grid resolution：0.3 Å, maximum interaction： 

1500の条件の下、Rigid body modeで試験化合物につき 1000回のシミュレーションを実

行した。また、シミュレーション後に水素結合の最適化が行われるように設定した。 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss%20needle/
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解析結果は、返された Total Energy が小さい順に上位 10 回分の結果を採用した。この

10 回分の結果については、それぞれの回で返されたエネルギー値をアミノ酸番号ごとに合

算し、エネルギー値の合算値が小さい順に 10アミノ酸を抽出した。そして、10回分の結果

のすべてのアミノ酸残基にたいして返されたエネルギー値の合計値を 100％とし、抽出した

10 アミノ酸のそれぞれにたいして返されたエネルギー値の合算値を百分率として算出した。

なお、本研究では、この百分率を「相互作用への寄与率」と定義した。 

 

[結果] 

ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用解析 

マウス Abcb1aの X線結晶構造データ (PDB code : 3G60)から構築したヒト ABCB1の

立体構造モデルを用いてヒト ABCB1 と Verapamil、Nitensidine A、Pterogynine、

Pterogynidine、Galegineの相互作用を解析した。その結果、解析した 4種のグアニジンア

ルカロイドの中では、Nitensidine Aが最も小さい Total Enargy値を示した (Fig. 3-2-1)。

また、試験化合物の Total Enargy は、Verapamil = Nitensidine A < Pterogynine = 

Pterogynidine < Galegineの順であった(Fig.3-2-1)。Nitensidine Aと Verapamilについて

は、相互作用に強く寄与すると返された ABCB1上のアミノ酸残基の複数 (Ser222、Pro223、

Gly226、Phe303、Tyr307、Tyr310、Leu339、Ala342、Phe343)に一致が認められた (Fig. 

3-2-2, 3-2-3) 。一方、Pterogynine、Pterogynidine、Galegineについては、相互作用に強

く寄与すると返されたABCB1上のアミノ酸残基の複数 (Ser831、Gln990、Ser993、Phe994、

Ala995、Pro996、Asp997)に一致が認められたが、Nitensidine Aや Verapamilとの相互

作用する場合とは異なるアミノ酸であった (Fig. 3-2-2, 3-2-3)。 

 

[考察] 

ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用解析 

 ヒト ABCB1と Verapamil、Nitensidine A、Pterogynine、Pterogynidine、Galegineの

相互作用を解析した結果、相互作用における ABCB1 上のアミノ酸の寄与率 (Fig.3-2-3)と

ATPase活性 (Fig. 2-2-7)との間に相関が認められた。具体的には、高い ATPase活性が認

められた Verapamilおよび Nitensidine Aとの相互作用には、Ser222、Pro223、Gly226、

Phe303、Tyr307、Tyr310、Leu339、Ala342、Phe343が寄与し、低い ATPase活性が認

められたPterogynineおよびPterogynidine、Galegineとの相互作用には、Ser831、Gln990、

Ser993、Phe994、Ala995、Pro996、Asp997が寄与していることが返された。これらのア

ミノ酸残基のうち、Ser222、Tyr307、Leu339、Ala342、Phe343および Gln990、Ser993

は、Verapamil との相互作用に寄与することが報告されているアミノ酸残基である[148]。

したがって、Ser222、Tyr307、Leu339、Ala342、Phe343と相互作用しやすい化合物の方

が Gln990、Ser993 と相互作用しやすい化合物と比して ABCB1 に基質として認識されや

すいことが考えられる。つまり、Ser222、Tyr307、Leu339、Ala342、Phe343のいずれか
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もしくは全てが ABCB1による基質認識に重要であると考えられる。 
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Fig.3-2-1 Docking Studyによる ABCB1とグアニジンアルカロイドとの相互作用の評価 

縦軸に Verapamil (Positive control)を 100とした場合のそれぞれの化合物における合計エ

ネルギー値を示す。有意性の統計解析は、One-way ANOVAおよび Tukey Kramer法を用

いて行った(*、Mock群と比較して P <0.05）。 
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Fig.3-2-2  Molegro Vertual Docker 6.0を用いた ABCB1にたいするグアニジンアルカロ

イドの結合部位の予測 

赤はVerapamilの構造、青はGalegineの構造、黄はNitensidine Aの構造、緑はPterogynine

の構造、紫は Pterogynidineの構造を示す。 

A. 青色の矢印 A方向から見た場合の結合状態を示す。 

B. 青色の矢印 B方向から見た場合の結合状態を示す。 
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Fig.3-2-3 ABCB1構造データにたいするNitensidine Aおよび類縁体の Total Enargyの平

均値にたいするアミノ酸残基の寄与率 

A, 合計エネルギー値を 100％とした時にそれぞれのアミノ酸残基が寄与するエネルギー

値の割合を示す。 

B, Aのグラフより上位 10個のアミノ酸残基を抜粋した。 
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2. ABCB1とリグナンの相互作用解析 

[材料および方法] 

ソフトウェア 

 「第 3章 第 2節 1. ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用解析 ソフトウェア」

と同一のソフトウェアを使用した。 

 

ヒト ABCB1の構造データ 

 「第 3章 第 2節 1. ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用解析 ヒト ABCB1の

構造データ」と同一の方法で行った。 

 

試験化合物の三次元構造の描画と最適化 

 「第 3章 第 2節 1. ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用解析 試験化合物の三

次元構造の描画と最適化」と同一の方法で行った。 

 

Docking Study 

 「第 3章 第 2節 1. ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用解析 Docking Study」

と同一の方法で行った。 

 

[結果] 

ABCB1とリグナンの相互作用解析 

 マウス Abcb1a の X 線結晶構造データ (PDB code : 3G60)から構築したヒト ABCB1

の立体構造モデルを用いてヒト ABCB1 と辛夷リグナンおよび胡麻リグナンの相互作用を

解析した。その結果、Diasaminyl etherと Saminを除き、試験化合物の Total Enargyに

差は認められなかった (Tab. 3-2-4)。また、相互作用に強く寄与すると返された ABCB1上

のアミノ酸残基の複数 (Phe303、Tyr307、Leu339、Phe343)に一致が認められた (Fig. 3-

2-5, 3-2-6, 3-2-7, 3-2-8) (Tab. 3-2-1)。 

 

[考察] 

ABCB1とリグナンの相互作用解析 

 ヒト ABCB1 と辛夷リグナンおよび胡麻リグナンの相互作用を解析した結果、相互作用

における ABCB1 上のアミノ酸の寄与率 (Fig. 3-2-5, 3-2-6, 3-2-7, 3-2-8) (Tab. 3-2-1))と

ATPase活性 (Fig. 2-4-3)との間に相関は認められなかった。この原因の一つは、化合物量

の都合上、胡麻リグナン濃度依存的な ATP分解量を評価することが出来なかったために試

験化合物間で最大反応速度および ABCB1 との複合体形成について比較を行えなかったこ

とが挙げられる。したがって、相互作用に強く寄与すると返された ABCB1上のアミノ酸残

基 Phe303、Tyr307、Leu339、Phe343については、胡麻リグナン濃度依存的な ATP分解
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量を評価することによって再評価する必要があると言える。一方、試験した全てのリグナン

が ABCB1による ATPの加水分解を誘導したことから、相互作用に強く寄与すると返され

た ABCB1上のアミノ酸残基 Phe303、Tyr307、Leu339、Phe343のいずれかもしくは全て

が ABCB1 による基質認識に重要であることが考えられる。Verapamil との相互作用に寄

与することが報告されている ABCB1上のアミノ酸残基として Tyr307、Leu339、Phe343

が挙げられていることは[148]、この可能性を支持する。 
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Fig.3-2-4  Docking Studyによって算出された合計エネルギー値 

縦軸は Verapamilの構造から予測された ABCB1にたいする合計エネルギー値(Control)を

100とした時にそれぞれのリグナンから予測された合計エネルギー値を比較した。有意性の

統計解析は、One-way ANOVAおよび Tukey Kramer法を用いて行った(*、Mock群と比

較して P <0.05）。 
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Fig. 3-2-5  Docking Studyにおける ABCB1立体構造にたいする Epimagnolin Aの予測

される結合部位 

上段を正面から見た時の ABCB1 立体構造モデルである。A は上段の構造モデルを右から

見た物、Bは左から見たものとする。a、b、cは中段の図の a、b、cを拡大したものとする。 
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Fig. 2-3-6  Docking StudyにおけるABCB1立体構造にたいするFargesinおよびSesamin

の予測される結合部位 

上段はそれぞれの化合物の結合部位予測結果である。 

下段は上段の図中に存在する青色フィルター部分を拡大したものとする。 
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Fig. 3-2-7 Docking StudyにおけるABCB1立体構造にたいするSesaminおよびSesamin

類縁体の予測される結合部位 

上段はそれぞれの化合物の結合部位予測結果である。 

下段は上段の図中に存在する青色フィルター部分を拡大したものとする。 
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Fig. 3-2-8  Docking Studyにおける上位 10回までの合計エネルギー値にたいするアミノ

酸残基の寄与率 

合計エネルギー値を 100％とした時にそれぞれのアミノ酸残基が寄与するエネルギー値の

割合を示す。 
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Tab. 3-2-1  Docking Studyにおける上位 10回までの合計エネルギー値にたいするアミノ酸残基の寄与率 
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第 3節 ABCB1の基質認識に関わるアミノ酸残基の同定 

 

[背景と目的] 

ABC輸送体を介した薬剤耐性機構を理解することは、「がん」の克服に不可欠である。本

研究の題材である ABCB1は、「がん」に薬剤耐性を付与する代表的な ABC輸送体であり、

抗がん剤を中心として、これまでに多くの薬物が ABCB1の基質として報告されてきた。そ

して、本研究では、第 2章において、Pterogyne Nitensに含まれるグアニジンアルカロイ

ドと辛夷および胡麻に含まれるリグナンが ABCB1 の基質であることを見出した[69,123]。 

化合物を用いて ABCB1の機能を評価する方法として、①構造が異なる化合物を対象に

して ABCB1との親和性を試験し、ABCB1との親和性に影響を及ぼす部分構造および化

学的特性を理解する方法、と②ABCB1の基質として報告されている化合物と類似の構造

を有する化合物を対象にして ABCB1との親和性を試験し、ABCB1との親和性が高い部

分構造および化学的特性を理解する方法、がある。そこで、第 2節では、2009年に明ら

かにされたマウス Abcb1aの X線結晶構造 (PDB code : 3G60) [140]を活用し、第 2章で

得られた知見に基づいて「Docking Simulation」を実施した。そして、基質認識に重要で

ある ABCB1上のアミノ酸残基として、Ser222、Phe303、Tyr307、Leu339、Ala342、

Phe343を見出した。そこで、第 3節では、基質認識に重要なアミノ酸残基として推定し

た箇所に一塩基変異を導入した変異型 ABCB1を作出し、基質認識における当該アミノ酸

残基の重要性を評価することを目指した。実際には、変異型 ABCB1をそれぞれ安定発現

する細胞を樹立し、「MTT assay」を実施した。  
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1. 変異型 ABCB1を安定発現する細胞の樹立 

[材料および方法] 

試薬 

スキムミルク (MORINAGA MILK INDUSTRY CO., LTD.) 

(±)-Dithiothreitol (DTT) (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) 

0.5 M EDTA (pH8.0) (NIPPON GENE CO., LTD.) 

30(w/v)%-Acrylamide/Bis Mixed Solution (37.5:1) (30% Acrylamide) (NACALAI 

TESQUE, INC.) 

50 mM Tris-HCl  (NACALAI TESQUE, INC.) 

Ammonium PeroxodiSulfate (APS) (NACALAI TESQUE, INC.) 

Ampicillin Sodium Salt (NACALAI TESQUE, INC.) 

Dpn I (TOYOBO) 

EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid)(NACALAI TESQUE, INC.) 

Ethanol (NACALAI TESQUE, INC.) 

Glycin, Nuclease and Protease tested (NACALAI TESQUE, INC.) 

HCl (NACALAI TESQUE, INC.) 

Hi-Di™ Formamide (Applied Biosystems) 

LB寒天培地, Lennox (NACALAI TESQUE, INC.) 

Lipofectamin™ 2000 Reagent (1 mg/ml) (Invitrogen) 

Methanol (Nuclease and Protease tested) (バイオテクノロジーグレード) (NACALAI 

TESQUE, INC.) 

NaCl (NACALAI TESQUE, INC.) 

NaCl (NACALAI TESQUE, INC.) 

Opti-MEM (Invitrogen) 

Phosphatase inhibitor (NACALAI TESQUE, INC.) 

PNGase F (NEW ENGLAND Bio Labs® Inc.) 

Polyoxyethylene Sorbitan Monolaurate (Tween 20) (NACALAI TESQUE, INC.) 

Ponceau S, practical grade (Sigma-Aldrich Co. LLC.) 

Prime STAR® MAX DNA Polymerase Mix (Takara) 

Protease inhibitor (NACALAI TESQUE, INC.) 

Protein Assay CBB Solution (5×) CBB (NACALAI TESQUE, INC.) 

Sample Buffer Solution with Reducing Reagent (6×) for SDS-PAGE (NACALAI TESQUE, 

INC.) 

SDS PAGE 10´ Running Buffer (NIPPON GENE CO., LTD.) 

Separating Gel Buffer Solution (4×) for SDS-PAGE (NACALAI TESQUE, INC.) 

Stacking Gel Buffer Solution (4×) for SDS-PAGE (NACALAI TESQUE, INC.) 
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Tris(hydroxymethyl)aminomethane, Nuclease and Protease tested (NACALAI TESQUE, 

INC.) 

Triton X-100 

WESTERN LIGHTNING™ Chemiluminescence Reagent Plus (Perkin Elmer®) 

 

抗体 

Anti-P-glycoprotein Mouse mAb (C219) (CALBOCHEM) 

Anti-GAPDH-Clone 6C5 mouse monoclonal, igG2b (GAPDH Specifick antibody) 

(American Research Products) 

Anti-mouse igG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling) 

 

細胞

 本研究では、Flp-In-293細胞 (Invitrogen)を使用した[124,125]。なお、Flp-In-293細胞

は、invitorogen社が HEK293細胞から作製した細胞であり、12番染色体短腕の一ヶ所に

Flpリコンビナーゼ標的サイトが導入されている[97]。したがって、Flp-In-293細胞の基本

的な特性は、HEK293細胞と同様である[126]。また、調製したプラスミドの保存と複製に

は、DH5™ invitrogenを用いた。 

 

80% Ethanolの調製 

Ethanol (NACALAI TESQUE, INC.) (40 ml)と超純水(10 ml)を混合し-30℃にて保管し

たものを 80% Ethanolとした。 

 

125 mM EDTA の調製 

超純水 (75 ml)で 0.5 M EDTA (pH8.0) (25 ml)を希釈して、125 mMに調製した。 

 

1 M DTTの調製 

(±)-Dithiothreitol (DTT) (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) (1.542 g)と超純水(10 

ml)を混合した物を 1 M DTTとした。 

 

10%(w/v) APSの調製 

Ammonium PeroxodiSulfate (APS) (NACALAI TESQUE, INC.) (1 g)を超純水(10 ml)

で溶解した物を10%(w/v) APSとした。 

 

10%(w/v) Tween 20の調製 
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Polyoxyethylene Sorbitan Monolaurate (Tween 20) (NACALAI TESQUE, INC.) (5 g)

と超純水 (40 ml)を混合した後、メスシリンダーに全量を移した。そして、超純水を用い

て50 mlにメスアップして調製した物を10%(w/v) Tween 20とした。 

 

10× TBSの調製 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane, Nuclease and Protease tested (NACALAI 

TESQUE, INC.)と150 mM NaCl (NACALAI TESQUE, INC.)(87.75 g)を超純水 (950 ml)

で溶解した後、メスシリンダーに全量を移した。その後、超純水を用いて1 Lにメスアッ

プした物をオートクレーブ滅菌 (121℃、15分、2気圧)して、10× TBSとした。 

 

TBS-Tの調製 

10× TBS (100 ml)と超純水 (900 ml)を混合し、10%(w/v) Tween 20 (5 ml)を添加して混

合した物を TBS-Tとした。 

 

5%(w/v)スキムミルク/TBS-Tの調製 

スキムミルク (MORINAGA MILK INDUSTRY CO., LTD.) (1 g)を TBS-T (20 ml)で溶

解した物を 5%(w/v)スキムミルク/TBS-Tとした。 

 

Lysis Buffer B(+)の調製 

50 mM Tris-HCl (pH7.6)、5 mM EDTA (pH8.0)、120 mM NaCl、1% Triton X-100、

Protease inhibitor (NACALAI TESQUE, INC.)、 Phosphatase inhibitor (NACALAI 

TESQUE, INC.)、1mM DTTを超純水に溶解した物を Lysis Buffer B(+)とし、還元型サン

プル用の調製に用いた。 

 

Lysis Buffer B(−)の調製 

50 mM Tris-HCl (pH7.6)、5 mM EDTA (pH8.0)、120 mM NaCl、1% Triton X-100、

Protease inhibitor (NACALAI TESQUE, INC.)、 Phosphatase inhibitor (NACALAI 

TESQUE, INC.)、20 mM NEMを超純水に溶解した物を Lysis Buffer B(−)とし、非還元型

サンプルの調製に用いた。 

 

Running Bufferの調製 

SDS PAGE 10 Running Buffer (NIPPON GENE CO., LTD.) (100 ml)を超純水(900 

ml)で 10倍に希釈した物を Running Bufferとした。 

 

2× Running gel bufferの調製 
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Separating Gel Buffer Solution (4×) for SDS-PAGE (NACALAI TESQUE, INC.) (25 

ml)を超純水 (25 ml)で 2倍に希釈した物を 2× Running gel bufferとした。 

 

2× Stacking gel bufferの調製 

Stacking Gel Buffer Solution (4×) for SDS-PAGE (NACALAI TESQUE, INC.) (25 ml)

と超純水 (25 ml)で 2倍に希釈した物を 2 Stacking gel bufferとした。 

 

2× Sample Bufferの調製 

Sample Buffer Solution with Reducing Reagent (6×) for SDS-PAGE (NACALAI 

TESQUE, INC.)を超純水で 3倍に希釈した物を 2× Sample Buffer とした。 

 

Sample Bufferの調製 

Sample Buffer Solution with Reducing Reagent (6×) for SDS-PAGE (NACALAI 

TESQUE, INC.)を超純水で 6倍に希釈した物を Sample Bufferとした。 

 

10× Transfer bufferの調製 

Glycin, Nuclease and Protease tested (NACALAI TESQUE, INC.) (89.15 g)と

Tris(hydroxymethyl)aminomethane, Nuclease and Protease tested (NACALAI 

TESQUE, INC.) (18.93 g)を超純水 (400 ml)を用いて溶解した物を10× Transfer bufferと

した。 

 

Transfer Bufferの調製 

10 Transfer buffer (100 ml)とMethanol (200 ml)と超純水 (700 ml)を混合した物を

Transfer Bufferとした。 

 

Ponceau S溶液の調製 

Ponceau S, practical grade (Sigma-Aldrich Co. LLC.) (0.5 g)を酢酸 (2.5 ml)を用いて溶

解した後、超純水 (47.5 ml)と混合した物をPonceau S溶液とした。 

 

LB/Amp寒天培地の調製 

LB寒天培地, Lennox (NACALAI TESQUE, INC.) (35 g)を 1 Lの超純水に溶解・懸濁さ

せ、オートクレーブ滅菌 (121℃、15分間、2気圧)を行った。その後、手で触ることができ

る温度になったことを確かめた後、50 mg/ml Ampicillin (1 ml) (f.c. = 50 g/ml)を添加し

た。そして、φ90  15 mm アズノール滅菌シャーレに注ぎ、冷却して固めた物を LB/Amp

寒天培地とした。 
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LB/Amp液体培地の調製 

LB培地, Lennox (NACALAI TESQUE, INC.) (15 g) を 1 Lの超純水に溶解・懸濁させ、

オートクレーブ滅菌 (121℃、15分間、2気圧)を行った。その後、手で触ることができる温

度になったことを確かめた後に 50 mg/ml Ampicillin (1 ml) (f.c. = 50 g/ml)を添加した者

を LB/Amp液体培地とした。 

 

1 M EDTA水溶液の調製 

「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 1M EDTA水溶液の調製」と同様に調製した。 

 

0.25%(w/v)Trypsin-1 mM EDTA溶液の調製 

「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 0.25%(w/v)Trypsin-1 mM EDTA溶液の調製」と同様に調製した。 

 

変異型 ABCB1遺伝子の作成 

当研究室において過去に作製された pcDNA5/FRT/ABCB1 ベクター  (ng)と

PrimeSTAR MAX DNA Polymerase Mix (Takara) (12.5 l)、10 M Primer (0.5 l) (Tab. 

3-3-1) を PCR tube 中で混合し、超純水を添加して 25 l に調製した。そして、iCycler 

(BioRAD)を用いて PCR [98℃, 10秒; (98℃, 10秒、55℃, 5秒、72℃, 10分) × 16サイクル]

を行った。その後、電気泳動にて増幅を確認し、テンプレートとして用いた

pcDNA5/FRT/ABCB1 ベクターを分解する為に、メチル化されたプラスミドを分解する制

限酵素 Dpn I (TOYOBO) (0.5 l)を PCR後の PCR tubeに添加し、37℃で 1時間反応させ

た (Fig. 3-3-1)。 

 

形質転換 

大腸菌 DH5 (Invitrogen)と pcDNA5/FRT/ABCB1ベクター、pOG44ベクター、Dpn I

処理を行った PCR 産物各種をそれぞれ氷冷した 14 ml 遠沈管内で混合し、氷上に 2 分間

静置した。そして、42℃のウォーターバスに浸して 45秒間ヒートショックを行った。ヒー

トショック後は直ちに氷上に戻し、2分間静置した。その後、37℃で温めていた SOC培地 

(250 l)を添加して 250 rpm、37℃の条件で 60分間培養し、このうちの 30 lを LB/Amp

寒天培地に塗布して、37℃のインキュベーターで一晩培養を行った。 

 

プラスミド精製 

形質転換を行った大腸菌を LB/Amp寒天培地に塗布した翌日、LB/Amp寒天培地上に形

成されたコロニーを回収し、LB/Amp液体培地 (5 ml)に懸濁させ、160 rpm、37℃の条件

で振盪培養した。この翌日、LB/Amp液体培地を 10,000 rpm、1分間、4℃の条件で遠心分
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離し、上清を除去した後、ペレットとして残存した大腸菌を QIAprep Spin Miniprep Kit 

(Qiagen)に付属する P1 buffer (250 l)を用いてほぐし、1.5 ml tube中に回収した。次いで、

回収したペレットに P2 buffer (250 l)を加えて転倒混和し、続けてN3 buffer (350 l)を加

えて転倒混和した。そして、この結果得られた懸濁液を 15,000 rpm、4℃、15 分間の条件

で遠心分離して上清を回収した。回収した上清は、QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)に

付属するスピンカラムに充填して 14,500 rpm、室温で 1分間遠心した。スピンカラムから

溶出された液体を廃棄した後、スピンカラムに PB Buffer (500 l)を添加して 14,500 rpm、

室温で 1分間遠心した。溶出液を再度廃棄した後、スピンカラムに PE buffer (750 l)を添

加して 14,500 rpm、室温で 1分間遠心分離し、溶出液を廃棄した。この後、カラムに残存

している液体を除去するために再度 14,500 rpm、室温で 1分間遠心分離し、スピンカラム

を未使用の 1.5 ml tubeに設置して、スピンカラムに超純水 (50 l)を添加した。このスピ

ンカラムを室温で 1分間静置した後、14,500 rpm、室温で 1分間遠心してプラスミドを溶

出し、1.5 ml tube にプラスミドを回収した。なお、本研究では、pcDNA5/FRT/ABCB1 

(S222G)ベクター、 pcDNA5/FRT/ABCB1 (F303G)ベクター、 pcDNA5/FRT/ABCB1 

(L339G)ベクター、pcDNA5/FRT/ABCB1 (F343G)ベクターおよび pOG44ベクターの精製

を行った。 

 

シークエンス解析 

精製したプラスミド[pcDNA5/FRT/ABCB1 (S222G)]、[pcDNA5/FRT/ABCB1 (F303G)]、

[pcDNA5/FRT/ABCB1 (L339G)]、[pcDNA5/FRT/ABCB1 (F343G)]をそれぞれテンプレー

トにして、BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)を用いて

シークエンス解析を行った。実際には、テンプレート (100 ng)にたいして BigDye 5× Buffer 

(1 l)、BigDye Terminator v3.1 Cycle Seqencing Kit Reaction Mix (2 l)、0.8 M primer 

(2 l) (Tab. 3-3-2)を PCR tube中で混合し、総容量が 10 lになるように超純水を加えた。

そして、これを iCycler (BioRAD)にセットして反応させ (96℃、1分間)、サイクルシーク

エンス反応 [(96℃, 10 秒、50℃, 5秒、60℃, 4分) × 25サイクル)を行った。その後、サイ

クルシークエンス反応後の PCR tube に 125 mM EDTA (5 l)と Ethanol (NACALAI 

TESQUE, INC.) (60 l)を加えて混合し、室温で 1分間静置した後、遠心した (15,000 rpm、

4℃、20分)。その後、この Tubeに 80％ Ethanol (60 l)を加えて遠心 (15,000 rpm、4℃、

10分)し、上清を廃棄した後に暗所で乾燥させた (室温、10分)。そして、20 lの Hi-Di™ 

Formamide (Applied Biosystems)でペレットを溶解してヒートショックを行い (95℃、2 

分)、5分間氷冷した。その後、サンプルをMicro AmpTM Optical 96-Well Reaction Plate 

(Applied Biosystems)に移し、Applied Biosystems 3130ジェネティックアナライザを用い

て塩基配列を解析した。 

 

PBS(−)の調製 
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「第 2章 第 2節 1. Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 PBS(−)の調製」と同様の操作で調製した。 

 

200 mM L-Glutamineの調製 

 「第2章 第2節 1. Calcein assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用

評価 200 mM L-Glutamineの調製」と同様の操作で調製した。 

 

細胞培養用 DMEMの調製 

「第2章 第2節 1. Calcein assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用

評価 細胞培養用DMEMの調製」と同様の操作で調製した。 

 

血清の非働化 

 「第2章 第2節 1. Calcein assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用

評価 血清の非働化」と同様の操作で調製した。 

 

Flp-In-293細胞の培養および継代 

Flp-In-293細胞の培養および継代は、「第 2章 第 2節 1. Calcein assayを用いた ABCB1

とグアニジンアルカロイドの相互作用評価 細胞の培養および継代」と同様の操作で行った。

ただし、DMEM には、Hygromycin B溶液ではなくを添加した。 

 

変異型 ABCB1を安定発現する細胞の樹立 

変異型 ABCB1の機能を野生型 ABCB1の機能と比較するために、染色体上の同一箇所に

1つだけ目的遺伝子を導入することを可能にする Flp-In system™ (Invitrogen) (Fig. 3-3-2)

を利用した。具体的には、抗生物質を含まない DMEM培地を含む 35-mm dishに Flp-In-

293 細胞 (Invitrogen)を播種し (1 × 106 cells/dish)、100 ng の pcDNA5/FRT/ABCB1 

(S222G)あるいは pcDNA5/FRT/ABCB1 (F303G)、 pcDNA5/FRT/ABCB1 (L339G)、

pcDNA5/FRT/ABCB1 (F343G)と pOG44 (900 ng)をこの Flp-In-293細胞に移入した。実

際には、ベクター [pcDNA5/FRT/ABCB1 (100 ng)、pOG44 (900 ng)]と Lipofectamin™ 

2000 Reagent (1 mg/ml) (Invitrogen) (10 l)をそれぞれ Opti-MEM (250 l)に懸濁させ、5

分間室温に静置した後、これらを混合した。そして、この混合溶液を 20分間室温に静置し

た後、細胞培養液に滴下して培養した。この約 24時間後、培地を吸引除去し、抗生物質を

含む新鮮な DMEMを添加して培養を継続した。この 2日後、全ての細胞を 100 mm dish

に移し、100 g/ml Hygromycin存在下で培養して、遺伝子導入に成功した細胞を選別した。

なお、培養は、週に 1度培地交換を行いながら 1ヶ月間行った。Hygromycin耐性を示す細

胞がコロニーを形成した場合には、継代を繰り返し、それぞれの細胞を Flp-In-293/ABCB1 

(S222G)細胞および Flp-In-293/ABCB1 (F303G)細胞、Flp-In-293/ABCB1 (L339G)細胞、
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Flp-In-293/ABCB1 (F343G)細胞として実験に使用した。 

 

樹立した細胞の培養および継代 

樹立した細胞 [Flp-In-293/ABCB1 (S222G)細胞、Flp-In-293/ABCB1 (F303G)細胞、Flp-

In-293/ABCB1 (L339G)細胞、Flp-In-293/ABCB1 (F343G)細胞]の培養および継代は、「第

2章 第 2節 1. Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用評価 

細胞の培養および継代」と同様の操作で行った。 

 

Cell lysateの調製 

Flp-In-293/Mock 細胞および Flp-In-293/ABCB1 (S222G)細胞、Flp-In-293/ABCB1 

(F303G)細胞、Flp-In-293/ABCB1 (L339G)細胞、Flp-In-293/ABCB1 (F343G)細胞をそれぞ

れ 35 mm dishに播種した (1 × 106 cells/dish)。3日間培養した後、培地を除去して PBS(−) 

(1 ml)を添加し、ピペッティングを繰り返しながら細胞を剥離して 1.5 ml tube中に回収し

た。次いで、この 1.5 ml tubeを遠心し(300 × g、4℃、5分)、上清を廃棄した。そして、ペ

レットが残る 1.5 ml tubeに Lysis Buffer B(+) (100 l)あるいは Lysis Buffer B(−) (100 l)

を添加して細胞を溶解した。実際には、この細胞溶解液を 27 G Needle(Terumo)に 10回通

過させて均質化した。細胞溶解液を均質化した後は、この溶解液を遠心し (3000 rpm、4℃、

10分)、得られた上清を Cell lysateとして用いた。 

 

Cell lysateのタンパク質濃度の定量 

Cell lysate のタンパク質濃度は、Protein Assay CBB Solution (5×) CBB (NACALAI 

TESQUE, INC.)を用いて定量した。実際には、1.5 ml tube中に超純水 (200 l)と Protein 

Assay CBB Solution (5×) CBB (NACALAI TESQUE, INC.) (700 l)を添加した後、超純水

(98 l)と Cell lysate (2 l)を順に添加して合計 1000 lとし、転倒混和を行った。なお、検

量線作成用の試料として、超純水 (200 l)と Protein Assay CBB Solution (5×) CBB 

(NACALAI TESQUE, INC.) (700 l)を混合した 1.5 ml tubeに 98.75、97.5、95、92.5あ

るいは 90l の超純水と 1.25、2.5、5、7.5あるいは 10lの 2 mg/ml BSAをそれぞれ順

に添加した試料も調製した。これらの溶液を調製した後は、室温で 20分間静置し、吸光度

(570 nm)を測定して検量線から cell lysateのタンパク質濃度を算出した。 

 

N結合型糖鎖の除去 

Lysis Buffer B(+)を用いて還元条件下で調製した cell lysate については、PNGase F 

(NEW ENGLAND Bio Labs® Inc.)を用いて N結合型糖鎖の除去を行った。実際には、50 

g のタンパク質を含む cell lysateに 0.3 lの PNGase Fを添加し、37℃のウォーターバ

スにて 10分間処理した。 
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SDS-PAGE用サンプルの調製 

 調製した cell lysateおよび PNGase F処理後の cell lysateを Sample Buffer Solution 

with Reducing Reagent (6×) for SDS-PAGE (NACALAI TESQUE, INC.)と 5 : 1の割合で

混合し、室温に約 20分間静置したものを SDS-PAGE用サンプルとした。 

 

7.5%(w/v)ポリアクリルアミドゲルの作製 

 2× Running gel buffer (4 ml)、超純水 (2 ml)、30(w/v)%-Acrylamide/Bis Mixed 

Solution (37.5:1) (30% Acrylamide) (NACALAI TESQUE, INC.)、10%(w/v) APS (100 l)

を15 ml遠沈管の中で混合し、TEMED (12 l)を添加して混合した後、直ちに事前に組み

合わせたゲル板の間に注ぎ込んだ(Running gelの調製)。なお、Running gel を注いだ後に

は、イソプロパノールを重層し、室温にて静置した。Running gelが固まったことを確認

した後は、Running gel に重層したイソプロパノールを除去した。また、2× Stacking gel 

buffer (1.5 ml)、超純水 (1.2 ml)、30(w/v)%-Acrylamide/Bis Mixed Solution (37.5:1) 

(30% Acrylamide) (NACALAI TESQUE, INC.) (300 l)、10%(w/v) APS (50 l)を15 ml遠

沈管の中で混合し、TEMED (6 l)を添加して混合した後、直ちにRunning gelの上層に重

層させた (Stacking gelの調製)。なお、Stacking gelを注いだ後は、12レーン用のコーム

をゲル板の間に挿入し、室温にて静置した。 

 

SDS-PAGE 

作製した7.5%(w/v)ポリアクリルアミドゲルを泳動層にセットして、Running Bufferを

泳動層に注いだ。そして、SDS-PAGE用サンプルを各レーンに充填した (10 g/レーン)。

その後、空いているレーンにSample Bufferを充填して、電気泳動を行った。なお、試料

がStacking gel中に存在する間は60 V、3 A、300 Wの条件で泳動を行い、Running gelに

試料が移動した後は、150 V、3 A、300 Wの条件で電気泳動を行った。 

 

Western blotting 

SDS PAGE終了後、ゲル板からゲルを回収し、ゲル中のタンパク質をニトロセルロース

膜に転写した。具体的には、CHROMATOGRAPHY PAPER (GE Healthcare Life Sciences, 

Inc.)、ニトロセルロースメンブレン (GE Healthcare Life Sciences, Inc.)に Trasfer buffer

を染みこませ、泳動後のゲルと共に TRANS-BLOT○R  SD SEMI-DRY TRANSFER CELL 

(Bio-Rad Laboratories, Inc.)の電極板上で重ね合わせた。実際には、Trasfer bufferを染み

こませた CHROMATOGRAPHY PAPER を 3枚重ねで TRANS-BLOT○R SD SEMI-DRY 

TRANSFER CELL の電極上に敷き、この上にニトロセルロースメンブレン  (GE 

Healthcare Life Sciences, Inc.)を重ね、次いで、泳動後のゲルを重ねた。そして、この上に

CHROMATOGRAPHY PAPER を 3 枚 重 ね 、 TRANS-BLOT ○R  SD SEMI-DRY 

TRANSFER CELLの蓋を被せた。一連の操作後は、15 V、3 A、300 Wの条件でゲル中の
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タンパク質をニトロセルロースメンブレンに転写した。なお、転写の成否は、転写後のニト

ロセルロースメンブレンを Ponceau S溶液で染色して評価した。転写に成功していた場合

には、スキムミルクを用いて、ニトロセルロースメンブレン上で泳動試料が存在しない部分

をブロッキングした。実際には、転写後のニトロセルロースメンブレンを 5%(w/v)スキムミ

ルク/TBS-T に浸し、往復振盪処理を施し (室温、1時間)、抗体処理を行うまで 4℃に静置

した。 

抗体処理には、一次抗体として Anti-P-glycoprotein Mouse mAb (C219) (CALBOCHEM)

または Anti-GAPDH-Clone 6C5 mouse monoclonal, igG2b (GAPDH Specifick antibody) 

(American Research Products)、二次抗体として Anti-mouse igG, HRP-linked Antibody 

(Cell Signaling)を用いた。実際には、ブロッキング後のニトロセルロースメンブレンを

TBS-T  (5 ml)で 2 回洗浄した後、5%(w/v)スキムミルク/TBS-T で 1000 倍希釈した一次

抗体溶液にニトロセルロースメンブレンを浸し、この溶液を往復振盪させて抗原抗体反応

を促した (1時間、室温)。抗体処理後は、抗体溶液を回収し、TBS-T  (5 ml)を加えて往復

振盪させ、非特異的に結合している抗体を除去した。なお、TBS-Tは、10分に一度交換し、

計 6 回 TBS-T で一次抗体処理後のニトロセルロースメンブレンを洗浄した。この後、

5%(w/v)スキムミルク/TBS-T で 1000 倍希釈した二次抗体溶液にニトロセルロースメンブ

レンを浸し、この溶液を往復振盪させて抗原抗体反応を促した (1時間、室温)。抗体処理後

は、抗体溶液を回収し、TBS-T  (5 ml)を加えて往復振盪させ、非特異的に結合している抗

体を除去した。なお、TBS-Tは、10分に一度交換し、計 6回 TBS-Tで二次抗体処理後の

ニトロセルロースメンブレンを洗浄した。一連の操作後、WESTERN LIGHTNING™ 

Chemiluminescence Reagent Plus (Perkin Elmer®)をニトロセルロースメンブレンに滴下

し、二次抗体に結合している HRP による化学発光を促した。そして、WSE-

6100LuminoGraph I (ATTO)を用いて化学発光を検出した。 

 

[結果] 

変異型 ABCB1を安定発現する細胞の樹立 

 Flp-In-293 細胞に pOG44 および pcDNA5/FRT/ABCB1 (S222G)あるいは、 

pcDNA5/FRT/ABCB1 (F303G)、pcDNA5/FRT/ABCB1 (L339G)、pcDNA5/FRT/ABCB1 

(F343G)を移入した結果、Hygromycin B 耐性の細胞を得ることができた。これらの細胞か

ら cell lysate を調製して western blotting を行った結果、樹立した全ての細胞において

Anti-P-glycoprotein Mouse mAb (C219) (CALBOCHEM)に結合した二次抗体由来のシグ

ナルが検出された(Fig. 3-3-3)。また、PNGase F 処理した試料を泳動したレーンにおいて

は、PNGase F未処理の試料を泳動したレーンと比して低分子量側に、このシグナルが検出

された(Fig. 3-3-3)。 
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[考察] 

変異型 ABCB1を安定発現する細胞の樹立 

 Flp-In-293 細胞に pOG44 および pcDNA5/FRT/ABCB1 (S222G)あるいは、 

pcDNA5/FRT/ABCB1 (F303G)、pcDNA5/FRT/ABCB1 (L339G)、pcDNA5/FRT/ABCB1 

(F343G)を移入して得られた Hygromycin B 耐性細胞から cell lysateを調製して western 

blottingを行った結果、Anti-P-glycoprotein Mouse mAb (C219) (CALBOCHEM)に結合し

た二次抗体由来のシグナルが検出された。したがって、樹立した細胞に ABCB1が発現して

いることが示唆された。また、Anti-P-glycoprotein Mouse mAb (C219) (CALBOCHEM)に

結合した二次抗体に由来するシグナルが PNGase F 処理した試料において低分子量側にシ

フトしたことから、Anti-P-glycoprotein Mouse mAb (C219) (CALBOCHEM)が結合したタ

ンパク質に N 結合型糖鎖が付加していることが示唆された。Anti-P-glycoprotein Mouse 

mAb (C219) (CALBOCHEM)に結合した二次抗体由来のシグナルが検出された位置が 140 

kDa付近であったことから、Flp-In-293/ABCB1 (S222G)細胞、Flp-In-293/ABCB1 (F303G)

細胞、Flp-In-293/ABCB1 (L339G)細胞、Flp-In-293/ABCB1 (F343G)細胞の樹立に成功し

たと結論付けた。 
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Fig. 3-3-1  site-direct mutagenesis 

目的の変異を持つプライマーを用いて PCRを行い、メチル化されたテンプレートを切断す

る制限酵素 Dpn I を用いることによって、目的ベクターを大腸菌に生産させることができ

る。 
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Fig. 3-3-2  Flp-In systemの原理 

pcDNA5/FRT/ABCB1と SNPバリアントを組み込んだベクターと pOG44を同時に導入す

ると pOG44より発現したリコンビナーゼによって FRT部位特異的に目的遺伝子を導入す

る事ができる。 
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Fig. 3-3-3  Western Blottingを用いた変異型 ABCB1の検出 

Flp-In-293/ABCB1 細 胞 お よ び Flp-In-293/ABCB1(S222G) 細 胞 、 Flp-In-

293/ABCB1(F303G)細胞、Flp-In-293/ABCB1(L339G)細胞、Flp-In-293/ABCB1(F343G)細

胞からそれぞれ調製した細胞溶解液を用いた。また、それぞれのサンプルは糖鎖を除去する

酵素である PNGase F を用いて処理したものと処理していないものを利用した。なお、コ

ントロールとしてハウスキーピングタンパク質である GAPDHを検出した。 
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Tab. 3-3-1 変異導入用プライマー 

 

      

Mutation Type Primer sequence 

S222G 

Fwd 5- GTGATTTTGGCCATCGGTCCTGTTCTTGGA-3 

Rev 5- TCCAAGAACAGGACCGATGGCCAAAATCAC-3 

G226L 

Fwd 5- CCATCAGTCCTGTTCTTTTACTGTCAGCTGCTGTC-3 

Rev 5-GACAGCAGCTGACAGTAAAAGAACAGGACTGATGG-3 

F303G 

Fwd 5- TTCTATAGGTGCTGCTGGCCTGCTGATCTATGCA-3 

Rev 5- TGCATAGATCAGCAGGCCAGCAGCACCTATAGAA-3 

L339G 

Fwd 5-CTGTATTCTTTTCTGTAGGAATTGGGGCTTTTAGTGTTGG-3 

Rev 5- CCAACACTAAAAGCCCCAATTCCTACAGAAAAGAATACAG-3 

F343G 

Fwd 5- CTGTATTAATTGGGGCTGGTAGTGTTGGACAGGCATC-3 

Rev 5- GATGCCTGTCCAACACTACCAGCCCCAATTAATACAG-3 
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Tab. 3-3-2 Sequence解析用プライマー 

 

    

Primer name Primer sequence 

B1-seq1 5-AGCTTAACACCCGACTT-3 

B1-seq2 5-AGGCATCTCCAAGCATT-3 

B1-seq3 5-CTGTCAAGGAAGCCAAT-3 

B1-seq4 5-AGTACCAAAGAGGCTCT-3 

B1-seq5 5-TTGCTGTAATTACCCAGA-3 

B1-seq6 5-ATATCAGCAGCCCACAT-3 
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2. 細胞の薬剤感受性にたいする変異型 ABCB1の影響の評価 

[材料および方法] 

試薬 

Daunorubicin 

Taxol



細胞

 「第 2章 第 2節 1. Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 細胞」で用いた Flp-In-293/Mock 細胞と Flp-In-293/ABCB1 細胞および「第 3 章 

第 3 節 1. 変異型 ABCB1 を安定発現する細胞の樹立」で樹立した Flp-In-293/ABCB1 

(S222G)細胞と Flp-In-293/ABCB1 (F303G)細胞、Flp-In-293/ABCB1 (L339G)細胞、Flp-

In-293/ABCB1 (F343G)細胞を用いた。 

 

PBS(−)の調製 

「第 2章 第 2節 1. Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作

用評価 PBS(−)の調製」と同様の操作で調製した。 

 

200 mM L-Glutamineの調製 

 「第2章 第2節 1. Calcein assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用

評価 200 mM L-Glutamineの調製」と同様の操作で調製した。 

 

細胞培養用 DMEMの調製 

「第2章 第2節 1. Calcein assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用

評価 細胞培養用DMEMの調製」と同様の操作で調製した。 

 

血清の非働化 

 「第2章 第2節 1. Calcein assayを用いたABCB1とグアニジンアルカロイドの相互作用

評価 血清の非働化」と同様の操作で調製した。 

 

1 M EDTA水溶液の調製 

「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 1M EDTA水溶液の調製」と同様に調製した。 

 

0.25%(w/v)Trypsin-1 mM EDTA溶液の調製 

「第 2章 第 2節 1.  Calcein assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 0.25%(w/v)Trypsin-1 mM EDTA溶液の調製」と同様に調製した。 
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変異型 ABCB1を安定発現する細胞の培養および継代 

樹立した Flp-In-293/ABCB1 (S222G)細胞および Flp-In-293/ABCB1 (F303G)細胞、Flp-

In-293/ABCB1 (L339G)細胞、Flp-In-293/ABCB1 (F343G)細胞の培養および継代は、「第 2

章 第 2 節 1. Calcein assay を用いた ABCB1 とグアニジンアルカロイドの相互作用評価 

細胞の培養および継代」と同様の操作で行った。 

 

MTT Assay 

「第 2章 第 2節 3. MTTase assayを用いた ABCB1とグアニジンアルカロイドの相互

作用評価 MTT assay」と同様の操作で実施した。なお、試験化合物には Daunorubicinお

よび Taxolを選定した。 

 

[結果] 

細胞の薬剤感受性にたいする変異型 ABCB1の影響の評価 

 「第 2 章 1. 変異型 ABCB1 を安定発現する細胞の樹立」において樹立に成功した Flp-

In-293/ABCB1 (S222G)細胞、Flp-In-/ABCB1 (F303G)細胞、Flp-In-293/ABCB1 (L339G)

細胞、Flp-In-293/ABCB1 (F343G)細胞を用いて Daunorubicin感受性および Taxol感受性

を「MTT assay」にて評価した(Tab. 3-3-3)(Fig. 3-3-4)。IC50 値を比較した結果、Flp-In-

293/ABCB1 (S222G)細胞の Daunorubicin感受性は、Flp-In-293/ABCB1 (WT)細胞に比し

て約 3倍高かった。また、Flp-In-293/ABCB1 (F303G)細胞と Flp-In-293/ABCB1 (L339G) 

細胞の Daunorubicin感受性は、Flp-In-293/ABCB1 (WT)細胞に比して約 2 倍高かった。

Flp-In-293/ABCB1 (F343G)細胞の Daunorubicin感受性は、Flp-In-293/ABCB1 (WT)細胞

に比して約 10倍の感受性を示し、Flp-In-293/Mock細胞と同程度であった(Tab. 7)。一方、

lp-In-293/ABCB1 (S222G)細胞の Taxol感受性は、Flp-In-293/ABCB1 (WT)細胞と同程度

であった。また、Flp-In-293/ABCB1 (F303G)細胞と Flp-In-293/ABCB1 (L339G)細胞 の

Taxol感受性は、Flp-In-293/ABCB1 (WT)細胞に比して約 2倍高かった。Flp-In-293/ABCB1 

(F343G) 細胞 の Taxol感受性は、Flp-In-293/ABCB1 (WT)細胞に比して約 3倍高かった。 

 

[考察] 

細胞の薬剤感受性にたいする変異型 ABCB1の影響の評価 

 樹立に成功した Flp-In-293/ABCB1 (S222G)細胞、Flp-In-/ABCB1 (F303G)細胞、Flp-In-

293/ABCB1 (L339G)細胞、Flp-In-293/ABCB1 (F343G)細胞を用いて Daunorubicin 感受

性および Taxol 感受性を「MTT assay」にて評価した結果、それぞれの ABCB1 が異なる

抗がん剤感受性を細胞に与えることを見出した。Flp-In-293/ABCB1 (S222G)細胞および

Flp-In-/ABCB1 (F303G)細胞における ABCB1の細胞内存在量が Flp-In-293/ABCB1 (WT)

細胞と同程度であったことから、Flp-In-293/ABCB1 (S222G)細胞および Flp-In-/ABCB1 
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(F303G)細胞において Daunorubicin 感受性が Flp-In-293/ABCB1 (WT)細胞と異なった理

由は、ABCB1 を構成するアミノ酸の一つをグリシンに置換したことにあると考えられる。

これまでの研究において、アミノ酸置換が ABC輸送体の細胞内安定性や細胞内分布、基質

特異性に影響を及ぼすことが明らかにされている[149,150]。したがって、Ser222と Phe303

は、ABCB1の細胞内分布もしくは基質特異性とって重要である可能性が示唆される。一方、

Flp-In-293/ABCB1 (WT)細胞と比して ABCB1 の細胞内存在量が低下していた Flp-In-

293/ABCB1 (L339G)細胞および Flp-In-293/ABCB1 (F343G)細胞については、Leu339 と

Phe343が ABCB1の細胞内安定性にとって重要である可能性が考えられる。 
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Fig. 3-3-4 MTT Assayを用いた変異型 ABCB1の基質抗がん剤にたいする細胞生存率 

縦軸を細胞生存率として、横軸を化合物の濃度とした。また、白丸をMock細胞、黒丸を

ABCB1/WT、白三角を ABCB1/S222G、白四角を ABCB1/F303G、白菱形を

ABCB1/L339G、灰丸を ABCB1/F343Gの細胞生存率とした。 
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Tab. 3-3-3  MTT Assayを用いた変異型 ABCB1を発現する細胞の基質抗がん剤にたいす

る半数阻害値 

         

Cell type 

IC50   

Doxorubicin Taxol 

Flp-In-293/Mock 8.86 ± 2.35   3.53 ± 1.23   

Flp-In-293/ABCB1  76.68 ± 8.71*  624.12 ± 118.67*  

Flp-In-293/ABCB1 (S222G) 25.28 ± 6.68**  655.21 ± 125.8*  

Flp-In-293/ABCB1 (F303G) 37.04 ± 15.69**  350.43 ± 25.15* ** 

Flp-In-293/ABCB1 (L339G) 42.00 ± 12.12* ** 431.09 ± 64.57*  

Flp-In-293/ABCB1 (F343G) 7.87 ± 2.11**   210.37 ± 18.75**   

*=P<0.01 (vs Mock), **=P<0.01 (vs ABCB1 WT) 
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第 4節 結言 

 

 ABC 輸送体の存在は、がんの克服を目指す人類にとって、大きな障壁の一つである。

そのため、細胞に多剤耐性を与えるABC輸送体ABCB1の基質認識機構と基質輸送機構は、

その同定以来、精力的に研究されている。本研究では、ABCB1が認識する化学構造に関す

る理解を深め、ABCB1による基質認識に重要なアミノ酸残基を明らかにすることを目指し

た。 

実際には、ABCB1 の基質を新たに見出すことを目指し、第 2 章において南米原産植物

Pterogyne Nitens (Fig. 2-2-2)に含まれるグアニジンアルカロイド Galedine、Nitensidine 

A、Pterogynine、Pterogynidine (Fig. 2-2-3) [123,131]、生薬「辛夷 (シンイ)」に含まれる

リグナン Epimagnolin Aおよび Fargesin、Kobusin (Fig. 2-3-1) [69]、胡麻に含まれるリ

グナン (Fig. 2-4-1)が ABCB1の基質である可能性を見出した。 

第 3章では、ABCB1の新たな基質と ABCB1の構造モデルを用いて docking studyを実

施し、ABCB1による基質認識に重要なアミノ酸残基を推定した。そして、ABCB1 による

基質認識に重要であると推定されたアミノ酸残基をグリシンに置換し、ABCB1による基質

認識における当該アミノ酸残基の重要性を検証した。その結果、Ser222 と Phe303 が、

ABCB1による基質認識に重要である可能性を見出した。また、Leu339とPhe343がABCB1

の細胞内安定性にとって重要である可能性を見出した。 

本研究において ABCB1 の基質認識あるいは細胞内安定性に影響を及ぼす可能性を見出

した 4つのアミノ酸残基 (Ser222、Phe303、Leu339、Phe343)のうち、Phe303、Leu339、

Phe343については、基質認識に重要である可能性が報告されている[151,152]。また、本研

究において ABCB1 の基質認識あるいは細胞内安定性に影響を及ぼす可能性を見出した 4

つのアミノ酸残基 (Ser222、Phe303、Leu339、Phe343)は、のうち、Ser222、Leu339、

Phe343については、ABCB1の基質である Verapamilとの相互作用に関係することが報告

されている[148]。ABCB1は、多くの酵素とは異なり、構造が異なる多数の化合物を基質と

して認識する。したがって、基質認識において中心的な役割を担うアミノ酸残基と基質特異

的に関与するアミノ酸残基が存在する可能性が考えられる。 
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第 4章 総括  

我が国では社会の高齢化が世界に例をみない速度で進行しており、2065年には、現役世

代 1.3人で高齢者 1人を支える必要があると推計されている[96]。したがって、高齢者を支

える現役世代の確保・維持は、我が国が社会の高齢化と健全に向き合い続けるために不可欠

である。厚生労働省が発表した 2016年度人口動態統計によると、1981年以来、「がん」は、

我が国における死因別死亡数の第 1位であり、日本人の 2人に 1人が罹患し、3人に 1人

の死因になる。したがって、「がん」の克服は、焦眉の急である。 

がんの治療法には、外科的な手法を用いた「手術療法」、放射線を用いた「放射線療

法」、抗がん剤をはじめとする薬物を用いた「化学療法」が存在する。本研究では、8割以

上のがん患者が受けている「化学療法」に注目し、特に、がん治療の現場で大きな問題に

なっている「がん細胞の薬剤耐性」に注目した。実際には、1976年に存在が明らかにさ

れ、「がん」に薬剤耐性を与える因子として注目を集めている ABCB1 (P糖タンパク質, P-

gp, MDR1)を研究題材に採用した。「がんの化学療法」を成功に導くためには、薬物を輸

送する ABCB1の機能を理解・制御することは不可欠である。そこで、本研究では、

ABCB1が認識する化学構造に関する理解を深め、ABCB1による基質認識に重要なアミノ

酸残基を明らかにすることを目指した。 

第 2 章では、今日使用されている薬物のリード化合物を多数提供してきた天然物に注目

して南米原産植物 Pterogyne Nitens (Fig. 2-2-2)に含まれるグアニジンアルカロイド 

Galedine、Nitensidine A、Pterogynine、Pterogynidineが ABCB1の基質であることを新

たに見出した[123,131]。また、漢方薬に注目して生薬「辛夷 (シンイ)」に含まれるリグナ

ン Epimagnolin Aおよび Fargesin、Kobusinが ABCB1の基質であることを新たに見出し

た[69]。そして、Epimagnolin Aおよび Fargesin、Kobusinの類縁体が含まれる胡麻に注

目して、胡麻リグナンの多くが ABCB1の基質である可能性を見出した。さらに、これらの

化合物の構造に着目し、ABCB1 との相互作用に重要は基質側の部分構造も明らかにした。

具体的には、ABCB1 とグアニジンアルカロイドの相互作用において、「ゲラニル基の数」

および「グアニジン構造におけるゲラニル基の結合部位」が重要であることを見出した。ま

た、ABCB1と辛夷リグナンとの相互作用において、ベンゾジオキソール構造がトリメトキ

シフェニル構造に置換されることによって ABCB1 にたいする親和性が高くなる可能性を

見出した。さらに、furo[3,4-c]furan構造が形成する面にたいして 2つのベンゾジオキソー

ル構造が同じ側にある場合には ABCB1と相互作用し難くなり、furo[3,4-c]furan構造とベ

ンゾジオキソール構造が(+)2-Episesaminol、(+)6-Episesaminol、(+)Sesamolin のような

位置関係にある場合には、ABCB1と相互作用しやすくなる可能性を見出した。 

第 3章では、2009年に明らかにされたマウスAbcb1aのX線結晶構造 (PDB code : 3G60)

を活用し、第 2章で得られた知見に基づいて「Docking Simulation」を実施した。そして、

基質認識に重要である ABCB1上のアミノ酸残基として、Ser222、Phe303、Tyr307、Leu339、
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Ala342、Phe343を見出した。そこで、第 3節において、基質認識に重要なアミノ酸残基と

して推定した箇所に一塩基変異を導入した変異型 ABCB1 を作出し、基質認識における当

該アミノ酸残基の重要性を評価することを目指した。実際には、変異型 ABCB1をそれぞれ

安定発現する細胞を樹立し、抗がん剤感受性に及ぼす影響を評価した。そして、Ser222お

よび Phe303 が ABCB1 による薬剤耐性に重要な役割を果たしている可能性を見出し、

Leu339および Phe343が ABCB1の細胞内安定性に影響を及ぼす可能性を見出した。 

我々が経口摂取した薬物および食品中の成分は、一般に小腸から吸収され、肝臓で代謝を

受けた後、全身に分布する。そして、胆管や腎臓を経て体外へと排泄される。この吸収、分

布、代謝、排泄のうち、代謝以外の工程を担っているのが ABCB1を始めとする ABC輸送

体である。したがって、本研究で見出した知見は、「がん」の抗がん剤耐性機構の理解に加

えて、抗がん剤および辛夷リグナン、胡麻リグナンの体内動態の理解にも繋がる点において

大きな意味を有する。これらの知見に基づいて提案される新たな研究が人類を「がん」の克

服に導いてくれることを期待したい。 
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略語表 

 

略語  

5-FU 5-Fluorouracil 

ABC ATP-Binding Cassette 

ABCP Placenta-specific ATP-binding cassette transporter (=ABCG2) 

ABCR ATP-Binding Cassette  

ADME Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion 

ADP Adenosine diphosphate 

ALDP Adrenoleukodystrophy protein (=ABCD1) 

ALDRP Adrenoleukodystrophy-related protein (=ABCD2) 

AM acetoxymethyl 

ATP Adenosine Triphosphate 

BCRP Breast cancer resistance protein (=ABCG2) 

BSA Bovine serum albumin 

BSEP Bile Salt Export Pump (=ABCB11) 

Calcein-

AM 

3',6'-Di(O-acetyl)-2',7'-bis[N,N-

bis(carboxymethyl)aminomethyl]fluoresceinTetraacetoxymethyl Ester 

CBB Coomassie Brilliant Blue 

cDNA complementary Deoxyribonucleic acid 

CFTR Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (=ABCC7) 

cMOAT canalicular multispecific organic anion transporter 1 (=ABCC2) 

DEPC Diethylpyrocarbonate 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

DNA deoxyribonucleic acid 

D-PBS Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline 

DTT dithiothreitol 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

EGTA ethlen glycol bis (b-aminoethylether)N,N,N’,N’-tetraacetic acid 

F.C. final concentration 

FACS fluorescence activated cell sorting 

FRT Flp-recombinase target 

GABA g-Aminobutyric acid 
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GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

HER Human Epidermal growth factor Receptor  

HRP Horseradish peroxidase 

IC50 half maximal (50%) inhibitory concentration 

lex  最大励起波長 

MDR Multiple drug resistance 

MDR1 Multiple drug resistance 1 (=ABCB1) 

MES 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid 

MES 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid 

MRP1 Multidrug resistance-associated Protein 1 (=ABCC1) 

MRP2 Multidrug resistance-associated Protein 2 (=ABCC2) 

MRP3 Multidrug resistance-associated Protein 3 (=ABCC3) 

MRP4 Multidrug resistance-associated Protein 4 (=ABCC4) 

MRP5 Multidrug resistance-associated Protein 5 (=ABCC5) 

MRP6 Multidrug resistance-associated Protein 6 (=ABCC6) 

MRP7 Multidrug resistance-associated Protein 7 (=ABCC10) 

MRP8 Multidrug resistance-associated Protein 8 (=ABCC11) 

MRP9 Multidrug resistance-associated Protein 9 (=ABCC12) 

MRSA Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

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

tetrazole 

MVD Molegro Vioinformatics Solutions 

MW molecular weight 

MXR1 Mitoxantrone resistance-associated protein 1 (=ABCG2) 

OABP 2'-5' oligoadenylate-binding protein (=ABCE1) 

PBP2A penicillin-binding protein 2a 

PBS Phosphate buffered saline 

PC phosphatidylcholine 

PCMB Peripheral Blood Mononuclear Cells 

PCR polymerase chain reaction 

PDB Protein Date Bank 

P-gp P-glycoprotein (=ABCB1) 

PMP70 70 kDa peroxisomal membrane protein (=ABCD3) 

QSAR Quantitative Structure-Activity Relationship 
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RNA ribonucleic acid 

SAP  Alkaline Phosphatase (Shrimp) 

SAR Structure-activity Relationships 

SDS Sodium dodecyl sulfate 

SDS-

PAGE 

Sodium dodecyl sulfate - Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis 

SPGP Sister of P-glycoprotein (=ABCB11) 

SUR1 Sulfonylurea receptor 1 (=ABCC8) 

SUR2 Sulfonylurea receptor 2 (=ABCC9) 

TAP1 Transporter associated with Antigen Processing 1 (=ABCB2) 

TAP2 Transporter associated with Antigen Processing 2 (=ABCB3) 

TBS-T Tris Buffered Saline with Tween 20 

TCA trichloroacetic acid 

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethane 

UFT Tegafur/Uracil (製剤の名称) 

VLCFA very long chain fatty acid 

WT wild type 
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