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研究成果の概要：

ヌクレオシド系薬物を積極的に細胞内に取り込むトランスポーター（CNT）のみを発現する細

胞では，これに加えて濃度差にしたがって両方向性に輸送するトランスポーター（ENT）を同

時に発現する細胞に比べて低濃度における細胞内蓄積量が多く，薬物曝露後に ENT の活性を

阻害することで細胞内への蓄積性を高められる可能性が示唆された．ヌクレオシド系抗がん薬

ゲムシタビンを用いた検討の結果，ENT 活性を阻害した条件下において非阻害条件下に比べて

高い殺細胞効果が認められたことから，ENT 阻害剤を使用することにより，低濃度でより高い

効果が得られる可能性が示唆された．
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１．研究開始当初の背景
ヌクレオシド系化合物は抗がん剤や抗ウ

イルス剤として広く臨床に用いられている．
その体内動態（組織、細胞内移行）には，こ
れらの化合物を膜輸送するトランスポータ
ーが深く関与している．
抗がん剤では，がん細胞におけるトランス

ポーターの発現が薬物の作用（薬効）や薬剤
耐性に関与するとの報告がある．また，その
作用は正常組織では毒性として現れる．一方，
抗ウイルス薬（C 型肝炎治療薬）リバビリン

の副作用である貧血の原因は，トランスポー
ターにより赤血球内に取り込まれ，細胞内で
リン酸化されたリバビリンが蓄積し赤血球
膜破壊を促進することが原因の一つである
ことが報告されている．
これらの作用・毒性発現は組織中（細胞内）

の薬物濃度に左右されるが，トランスポータ
ーを介して輸送される薬物の組織中（細胞
内）濃度と血液中薬物濃度との関係や作用・
毒性との関係が明らかにされている例は少
ない．これらの関係が明らかになると，薬物
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の血液中濃度をもとに有効性を担保したり
副作用を回避したりすることが可能となる
が（TDM: Therapeutic Drug Monitoring），
現在，このようなモニタリングが可能な抗が
ん剤，抗ウイルス剤は非常に少ない．

２．研究の目的
１）細胞に発現するヌクレオシドトランスポ
ーターの種類やそれぞれの特性，発現量が与
える細胞内薬物蓄積量（濃度）への影響を明
らかにする．
２）それによって起こる薬効（殺細胞効果）
の変動との関係についてヌクレオシド系抗
がん剤を用いて評価する．

３．研究の方法
１）BeWo 細胞 Cos7 細胞を用いた取り込み
実験

取り込み実験には，底面積1.9 cm2の24 well
に培養した細胞を用いた．取り込み実験の緩
衝液には140 mM NaCl，5.4 mM KCl，1.8 mM
CaCl2 ，0.8 mM MgSO4 ，5 mM D-Glucose，25
mM TrisをHEPESでpH7.5 に調整したものを用
いた．ただし，Na + 非存在下で行う場合は，
NaClをNMDGとHClに置換した．室温の緩衝液1
mLで細胞を洗浄後，1 well当たり250 µLの基
質溶液を添加し，室温で一定時間インキュベ
ートした．その後，細胞を氷冷した緩衝液1 mL
で二回洗浄し，1 well当たり250µLの0.2 M
NaOH含有1% SDS溶液で細胞を溶解した．定量
は放射性同位元素を用い液体シンチレーショ
ンカウンターで測定し，得られた値を細胞数
で補正した．

２）トランスポーター発現oocyte を用いた取

り込み実験

cRNA を注入することにより目的のトラン
スポーター蛋白質を発現させた Oocyte を用
いた．取り込み実験の緩衝液には ND96 (96 mM
NaCl，2 mM KCl，1.8mM CaCl2 ，1 mM MgCl2 ，
5 mM HEPES-Tris，pH 7.4)を用いた．ただし，
Na+非存在下で行う場合は，NaClをNMDGとHCl
に置換した．取り込み実験は oocyte 1 個当
たり 100 µL ND96 となるように基質溶液を添
加し，室温で一定時間インキュベートした．
その後，oocyte を氷冷した ND96 で 5 回洗浄
し，500 µL の 3% SDS 溶液で oocyte を溶解し
た．定量は放射性同位元素を用い液体シンチ
レーションカウンターで測定した．
３）XTT assay 法による殺細胞効果の評価

XTT Sodium Salt は黄色のテトラゾリウム
塩であり，生細胞中のミトコンドリアに存在
するコハク酸デヒドロゲナーゼの作用によ
って還元されると，オレンジ色のフォルマザ
ン色素 (XTT formazan) を生成する．XTT
assay 法はこの反応を利用し、細胞の生存率
を定量化して測定する方法である．生細胞が
多いほどより多くの XTT Sodium Salt が還元

されるため，生細胞数との高い相関関係がみ
られる．
実験にはCOS-7細胞を96穴ウェルに5～10

×104 cells/mL の濃度で 200μL ずつ播き，
24 時間培養したものを用いた．ゲムシタビン
は生理食塩水に溶解されたものを Medium で
希釈して濃度を調整した．NBMPR を用いる場
合は、DMSO に溶解して 1 mM に調製したもの
を100倍希釈になるよう添加した．またNBMPR
を添加しない群にも同様に DMSO を 100 倍希
釈になるよう添加した．
濃度調整したゲムシタビン含有 Medium を

100μL 添加し，37℃，5 % CO2 下でインキュ
ベートした．一定時間後，ゲムシタビン含有
Medium を吸引し，Medium 200μL で洗浄後
Medium 200μL を加え，37℃，5 % CO2下で培
養した．一定時間後に Medium を吸引し，XTT
混合溶液 (1 mg/mL XTT Sodium Salt + 25μ
M 1-methoxy PMS in PBS) を 50μL添加した。
これを 5 % CO2，37℃で 2 時間インキュベー
トし，マイクロプレートリーダーを用いて
450 nm の吸光度を測定することで，生成した
XTT formazanを定量し，生細胞量を測定した．

４．研究成果
１）トランスポーターによる細胞内薬物蓄積
性制御
促進拡散型であるENT,濃縮型であるCNTの

両方を発現しているBeWo細胞を用いて取り込
み実験を行った．基質としては，抗がん薬ゲ
ムシタビン，抗ウイルス薬リバビリンほか，
内因性，外因性のヌクレオシド系化合物を用
いた．まずCNTとENTの関与を明らかにする目
的で，薬物取り込みに及ぼすNa+およびENT特
異的阻害剤であるNBMPRの影響について検討
した．その結果，NBMPR存在下においてCNT依
存的取り込みが，Na+非存在下においてENT依
存的取り込みが認められた．しかしNa+存在下
では予想に反しNBMPRを添加することで取り
込み量の上昇が認められた（図１）．

そこで，Na+存在下における取り込み量とNa+

およびNBMPR存在下における取り込み量の差
は，双方向性のトランスポーターであるENT

図１ BeWo 細胞へのリバビリン取り込みにおける CNT
と ENT の寄与



図４ hCNT3-hENT1 共発現 Xenopus oocyte のリバビ
リン取り込みの数理モデルの概略図

を介した排出が起きているという仮説を立て
，アフリカツメガエル卵母細胞を用いて取り
込み実験を行った．その結果，ENTの発現量が
上昇するにつれてNa+存在下における取り込
み量が減少した．これらの結果から，CNTとENT
が共発現した細胞では取り込まれた薬物が
ENTによって排出される可能性が示唆された
（図２，３）．

上述の検討において，卵母細胞の容積から
換算すると，細胞内に薬物が飽和する前に
ENT を介した排出が起きているものと考えら
れた．そこでこの現象を説明するために，数
理モデル（図４）を作成し検証した．その結

果，細胞内に取り込まれた薬物は細胞膜内側
の表面において局所的に高濃度になること
が示唆された．また 10 分間の取り込みにお
ける細胞内薬物量のシミュレーション値は
実測値を反映した（図５，６）．

したがって，CNT-ENT 共発現細胞において，
細胞内に取り込まれた薬物は，CNT により細
胞膜内側に局所的に濃縮され，さらに生じた
細胞内外の濃度勾配により，双方向性のトラ
ンスポーターである ENTを介して排出される
可能性が示唆された．臓器によってトランス
ポーターの発現量や分布が異なるため，この
結果はヌクレオシド系薬物の各臓器への分
布を予測する上でも有用であると考えられ
る．

図２ hCNT3-hENT1共発現Xenopus oocyteのリバビリ
ン取り込みにおける Na+および NBMPR の影響

図３ hCNT3-hENT1共発現Xenopus oocyteのリバビリ
ン取り込みにおける hENT1 発現量の影響

図５ hCNT3-hENT1 共発現 Xenopus oocyte の細胞
内外におけるリバビリン濃度のシミュレー
ション

図６ hCNT3-hENT1 共発現 Xenopus oocyte の細胞内
外におけるリバビリン濃度のシミュレーショ
ンと実測値の比較



２）トランスポーターの活性変動と抗がん薬
の殺細胞効果との関係

Na+依存性ヌクレオシドトランスポー
ター（CNT）および Na+非依存性ヌクレオ
シドトランスポーター（ENT）が同時に
発現している細胞においては，高濃度の
基質存在下では ENT による輸送が優位で
あるのに対し，基質が低濃度の場合は
CNT が優位であり，細胞内に取り込まれ
た薬物は細胞膜内側に局所的に濃縮さ
れ，さらに生じた細胞内外の濃度勾配に
より ENT を介して排出されることが示唆
された．この時，ENT の活性を阻害する
と阻害しないときに比べて細胞内への
薬物蓄積量が増大した．したがって，ENT
阻害剤を共存することで薬物の細胞外
への流出を遅延させ，薬効の持続あるい
は低濃度での効果増強が期待できるも
のと推測された（図７）．

そこで，CNTおよび ENTの基質であり，
抗がん剤であるゲムシタビンの殺細胞
効果におよぼす ENT 阻害剤の影響を検討
し た ． ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 腎 臓 由 来
COS-7 細胞を用い，細胞内に取り込まれ
たゲムシタビンの排出阻害時における
殺細胞効果を検討した．ゲムシタビン曝
露後，ENT 阻害剤であるニトロベンジル

メルカプトプリンリボシド（NBMPR）を
添加した培地で細胞を培養し，生存率を
XTT アッセイ法により測定した．その結
果，NBMPR 存在下において細胞生存率の
減少が認められた．すなわち，その IC50

値は NBMPR 添加時で 0.71μM に対し非添
加時では 1.96μM であり，ゲムシタビン
曝露後に NBMPR を添加して培養した方が
高い殺細胞効果が認められた（図８）．

これらの結果より，ゲムシタビン曝露
後の ENT による薬物排出を抑制すること
により，より高い抗腫瘍効果が得られる
可能性が示唆された．これらの成果につ
き，現在論文作成中である．
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図７ ENT 阻害による細胞内ゲムシタビン排出抑制

図８ ENT 排出阻害条件下におけるゲムシタビンの
殺細胞効果


