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研究成果の概要（和文）：B細胞由来の非ホジキンリンパ腫に分類される濾胞性リンパ腫 (FL) に対して、臨床
で用いられる抗がん薬を継続的に曝露したところ、薬物耐性能の亢進が認められた。また、耐性能が亢進した細
胞において、P-糖タンパク質 (P-gp) の発現亢進に基づく輸送機能亢進が認められた。一方で、P-gp阻害薬を併
用した場合には薬物耐性の減弱が認められた。これらの結果から、治療薬に持続的に曝露されたリンパ腫細胞
は、P-gpの発現増加を介して薬物耐性を増強させることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Follicular lymphoma (FL), a non-Hodgkin's lymphoma, was continuously exposed
 to the clinically used anticancer drugs. As a result, the drug resistance of the FL cells was 
markedly enhanced. Moreover, the increase in P-glycoprotein (P-gp) expression and its transport 
function was observed in the FL cells with enhanced resistance. On the other hand, drug resistance 
was attenuated when P-gp inhibitors were used concomitantly. Thus, these results suggest that FL 
cells continuously exposed to therapeutic agents enhance drug resistance via increased P-gp 
expression.

研究分野：薬物動態学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、濾胞性リンパ腫細胞に対して、実際に濾胞性リンパ腫の治療に用いられる抗がん薬であるドキソル
ビシンとビンクリスチンを持続的に曝露した結果、薬物耐性能が亢進した細胞株を樹立することに成功した。こ
の成功により、既存のリンパ腫の研究とは異なり、臨床で実際に確認されるリンパ腫細胞の薬物耐性およびその
誘導メカニズムを解析していくことができるものと期待される。また、そのメカニズムのひとつとして、抗がん
薬を細胞外へと掃き出すP-糖タンパク質の発現および機能上昇を見出した。以上の点で、本研究の成果は学術的
および社会的意義が大きいと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

B 細胞由来の非ホジキンリンパ腫に分類される濾胞性リンパ腫 (FL)の化学療法として、シク
ロホスファミド (C)、ドキソルビシン (H)、ビンクリスチン (O) およびプレドニゾロン (P) が
用いられてきた (CHOP 療法)。近年では、リンパ腫が有する cluster of differentiation 20 

(CD20) 抗原に対する分子標的薬としてリツキシマブ (R) が登場し、CHOP 療法に追加するこ
と (R-CHOP) で予後が大幅に改善されてきている。しかしながら、これらのリンパ腫は再発率
が極めて高く、継続的な抗がん薬治療の過程で、薬物耐性を獲得し抗がん薬が効かなくなる。1,2)

この耐性機構には、細胞膜上に発現することで様々な抗がん薬を細胞内から細胞外へと掃き出
す、 P-糖タンパク質 (P-gp) や乳がん耐性タンパク (BCRP) などの機能亢進がある。 P-gp は 

FL において発現が確認されており、CHOP 療法におけるドキソルビシンやビンクリスチンは
いずれも P-gp の基質薬物である。通常は CHOP によって多くのリンパ腫細胞が死に至る。一
方、一部が自然耐性あるいは P-gp による抗がん薬の排出によって細胞死を回避し、増殖を繰り
返すことでリンパ腫が再発する。再発したがん細胞は高頻度で形質転換を起こし、悪性化（さら
なる多剤耐性および転移能を獲得）する。他の組織由来のがんにおいては、悪性化の誘導因子の
ひとつとして、ある種の転写因子や microRNA と呼ばれる微小な RNA の存在が確認されてい
る。一方で、リンパ腫においては詳細な報告はなされていない。3,4）したがって、リンパ腫におけ
る悪性化時の薬物耐性獲得メカニズムを明らかにすることは、既存の医薬品の有用性を高める
ことにつながるものと考えられる。しかしながら、これまでに数多く報告されているリンパ腫の
細胞株を基本培地にて培養する研究手法では、必ずしも臨床における悪性化を反映しておらず、
ゆえに薬物による悪性化の誘導機構を同定することは困難である。 

 

２．研究の目的 

 抗がん薬の持続的な暴露によって、濾胞性リンパ腫の薬物耐性能が亢進するかに加え、亢進し
た薬物耐性において P-gp の機能上昇が直接的に関係しているかを明らかにする。本研究の遂行
により、薬物により誘発される濾胞性リンパ腫の薬物耐性亢進という現象およびそのメカニズ
ムの一端を見出し、治療困難な再発性リンパ腫を完治可能ながんへと転換することを目的とす
る。申請者は、R-CHOP などのがん化学療法が再発後のリンパ腫に奏功しない原因として、再
発したリンパ腫細胞では P-gp の機能が亢進され、抗がん薬の効果が減弱しているからではな
いかと考えた。しかしながら、リンパ腫の細胞株を通常通り基本培地にて培養している研究手法
では必ずしも悪性化時を反映しておらず、臨床で起きている薬物による誘導機構を同定するこ
とは困難である。本研究では、抗がん薬を持続曝露することで臨床を反映した悪性リンパ腫の悪
性化モデルを構築し、リンパ腫特異的な P-gp 機能亢進とそのメカニズムを同定する。これによ
り、既存の抗がん薬の有用性と安全性のいずれも高める治療法が提案でき、完治可能な患者を増
やすことが可能となると考えた。 

≪参考論文≫1) Myron S. Czuczman, et al., J Clin Oncol. 22, 4711-4716 (2004), 2) Mozessohn 

L. et al., Leuk Lymphoma. 55, 2502-2507 (2014), 3) Fang S. et al., Oncol Lett. 12, 5007-5014 

(2016), 4) Ono M. et al., Sci Signal. 7, ra63 (2014) 

 

３．研究の方法 

再発リンパ腫（転移・悪性化）モデルの構築と P-gp の機能評価 
（１）細胞培養法 
 ヒトB細胞由来濾胞性リンパ腫細胞株であるSci-1細胞の基本培地は、Roswell Park Memorial 
Institute medium 1640 (RPMI1640) に非働化済みの Fetal Bovine Serum (FBS)を 10％となる
ように加えたものを用いた。細胞は 37℃、5％CO2条件下にて 3～4 日おきに継代した。 
（２）耐性化モデル細胞の作製 
 P-gp の基質薬物であり CHOP 療法にて使用されるドキソルビシン (Dox) およびビンクリスチ
ン (Vinc) を、単独または併用して Sci-1 細胞に持続曝露した。曝露濃度は低濃度から開始し、
各薬物の添付文書から推測される最高血中濃度を元に、最終的にドキソルビシンは 50 nmol/L、
ビンクリスチンは 1 nmol/L とした。並行して培養した未処置の細胞（NT）と持続暴露した細胞
を用いて、抗がん薬に対する耐性能を cell counting kit-8 (CCK-8)により評価した。 
（３）各種遺伝子発現量の評価 
P-gp をはじめとした薬物耐性に関わる排出系トランスポーター群の遺伝子発現量は、内在性コ
ントロール遺伝子である glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)に対する発現比
として評価した。 
（４）P-gp の細胞内局在の評価 
 細胞全体および膜画分を用いて、P-gp の細胞膜上タンパク発現量が増加しているかを
Western blotting により確認した。 
（５）P-gp の輸送機能比較 
 P-gp の基質薬物の細胞内蓄積量あるいは、一度細胞内に蓄積させてから一定時間後に培地中



に排出される速度を測定することで、薬物持続暴露細胞における P-gp の輸送機能変動を評価し
た。また同時に P-gp 阻害薬を併用することで、薬物の排出における P-gp による排出の寄与を評
価した。さらに、耐性能が亢進した細胞と未処置の細胞における機能を比較することで、再発モ
デルにおいて P-gp の輸送機能が亢進しているかを確認した。 
（６）P-gp 基質薬物である抗がん薬に対する薬物耐性能の評価 
 P-gp 基質薬物である Dox および Vinc に対する、Sci-1 細胞の感受性 (IC50) 変動を明らかに
するとともに、P-gp 阻害薬を追加添加した場合の感受性と比較することにより、薬物耐性能亢
進における P-gp の関与を評価した。 
（７）P-gp 基質薬物以外の抗がん薬に対する薬物耐性能の評価 
 P-gp 基質ではない抗がん薬として 6-メルカプトプリン (6-MP) に対する細胞生存率を評価
し、薬物耐性の亢進が P-gp 以外の要因によるものであるのかを評価した。 
 
４．研究成果 

（１）抗がん薬持続曝露細胞における排出

系トランスポーターの遺伝子発現量およ

びタンパク発現量の変動 

 Vinc および Dox＋Vinc の曝露下におい

て継代培養し、生存した細胞から RNA を回

収した。各種排出系トランスポーターの

mRNA 発現量を測定したところ、Vinc およ

び Dox＋Vinc 持続曝露細胞のいずれにお

いても、未曝露の細胞 (NT) と比較して、

特に P-gp の有意な発現増加が確認された

（図 1）。また、BCRP も、両細胞に置いて

mRNA 発現が増加していたが、P-gp ほど顕

著な増加ではなかった。一方で、MRP2 は

Dox＋Vinc を持続曝露した細胞において

は 2 倍程度の発現増加が認められたもの

の、Vinc 単独持続曝露した細胞において

は変化が認められなかった。したがって、

いずれの細胞においても P-gp の mRNA 発

現量増加が最も顕著であったことから、次

にタンパク発現量も変動しているかを確

認した。その結果、Vinc 持続曝露によって P-gp の細

胞内総発現量が増加しており、Dox＋Vinc においては

さらに大幅な増加が確認された（図 2）。また、細胞膜

画分においても同様の増加が確認されたことから、P-

gp の mRNA 発現量の増加に基づいた、タンパク発現量

の増加が引き起こされ、その結果として細胞膜上のタ

ンパク発現量が増加したものと考えられた。 

 

（２）P-gp の輸送機能変動 

 P-gp の膜上発現量増加に伴って P-gp の輸送機能亢

進が認められるか明らかにするため、P-gp 基質薬物

rhodamine123 (Rho123) の排

出速度を efflux assay により

評価した。未処理の NT と比較

して Vinc 持続曝露細胞におけ

る Rho123 の排出速度は有意に

増加した（図 3）。これに対して

P-gp 阻害薬であるベラパミル 

(Vera) の併用によって、排出

速度の増加が有意に抑制され

た。したがって、本検討で認め

られた Rho123 の排出速度の増

加には、P-gp による排出増加が

主要な原因となっていること

が示唆された。なお、Dox＋Vera についても同様の検討を行っており、Vinc 持続曝露細胞で見ら

れた排出速度以上に有意な P-gp による排出速度の亢進が確認できている。 



 

（３）抗がん薬に対する耐性能亢進における P-gp の関与 

 P-gp の輸送機能亢進が薬物耐性能

の亢進に影響し得るかを確認するた

め、P-gp 基質となる抗がん薬および

非基質である抗がん薬に対する細胞

生存率を評価した。P-gp 基質抗がん

薬としては Vinc を用いた場合、耐性

能はおよそ 2 倍高まっていたが、P-

gp 阻害薬であるシクロスポリン 

(CysA) を加えた場合には耐性能が

減弱し、薬物持続曝露細胞 (Vinc) 

と未処理の細胞 (NT) に対する IC50

は一致した（図 4）。したがって、Vinc

持続曝露細胞におけるVincに対する

耐性能の亢進には、P-gp が主要な要

因であることが示された。一方で、P-

gp の基質とはならない抗がん薬とし

て 6-MP を用いて、同様に薬物耐性能

を評価したところ、Vinc 持続曝露お

よび Dox＋Vinc 持続曝露細胞いずれにおいても、耐性亢進は認められなかった。すなわち、P-gp

基質薬物を持続曝露した細胞における薬物耐性能の亢進は、主に P-gp の機能上昇に依存したも

のであり、アポトーシスなどを誘発するシグナルの減弱などの P-gp 以外の要因は大きな影響を

与えていないものと考えられた。 
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