
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６１２

基盤研究(B)

2014～2011

抗がん剤およびがん分子標的薬に対する治療抵抗性および薬剤反応性の分子機構

Molecular mechanism on the drug resistance and responsiveness against anticancer 
agents and molecular-target agents

１０１７９１６１研究者番号：

杉本　芳一（Sugimoto, Yoshikazu）

慶應義塾大学・薬学部・教授

研究期間：

２３３００３６４

平成 年 月 日現在２７   ６   ６

円    16,800,000

研究成果の概要（和文）：本研究の主な成果は以下の通りである。(1) ABCB5がドセタキセルなどの抗がん剤を細胞外
に排出するトランスポーターであることを示した。(2) FBXO15とUBE2R1がP-糖タンパク質のユビキチン化と分解に働く
ことを示した。(3) タンパク質脱リン酸化酵素のPP5-PPP2R3C複合体がP-糖タンパク質の発現を負に制御していること
を示した。(4) 新規BCRP阻害薬が、動物実験でBCRP発現ヒト大腸がんに対するイリノテカンの抗腫瘍効果を増強するこ
とを示した。

研究成果の概要（英文）：The main results of this research project are as follows: (1) The ABCB5 
transfectants showed resistance to various anti-cancer agents including docetaxel. Cellular uptake of 
radiolabeled docetaxel in the transfectants was lower than that in the parental cells, suggesting that 
ABCB5 mediates the efflux of these anticancer agents. (2) Ubiquitin E3 ligase FBXO15 and 
ubiquitin-conjugating enzyme UBE2R1 cooperatively ubiquitinated P-glycoprotein and promoted its 
degradation. (3) Protein phosphatase complex PP5/PPP2R3C negatively regulated the expression and function 
of P-glycoprotein. (4) A novel acrylonitrile derivative enhanced the antitumor activity of CPT-11 in a 
xenograft model of BCRP-expressing human colon cancer without a remarkable increase in body weight loss.

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 P-糖タンパク質（P-gp、ABCB1）、BCRP
（ABCG2）などの抗がん剤排出トランスポ
ーターは、がん細胞の抗がん剤耐性の原因と
なる。一方、これらのトランスポーターは、
正常の腎、肝、血管内皮などにおいて種々の
抗がん剤の吸収・組織移行・排泄の担い手と
して働くため、正常組織におけるトランスポ
ーターの発現や活性の変動は、基質となる抗
がん剤の体内動態、効果、副作用発現に大き
な影響を与える。近年精力的に開発されてい
るチロシンキナーゼ阻害薬の多くは BCRP
などの非常によい基質であり、その体内動態
はトランスポーター活性の影響を受ける。ま
た BCRP、ABCB5 などのトランスポーター
は、高い造腫瘍性をもつがん幹細胞に高発現
していることが示されている。本研究では、
がん細胞・正常組織・がん幹細胞におけるト
ランスポーターの発現・活性・生理機能とそ
の制御について、研究を行った。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、がん細胞および正常細胞におけ
る抗がん剤排出トランスポーターの発現・活
性・生理機能を解明し、またその制御方法を
開発することで、個々の患者に最適な、難治
がん・再発がんに対する治療戦略の構築に寄
与することを目的とする。 
 P-gp、BCRP の発現を変動させてがん細胞
の薬剤感受性に影響を与えるシグナル伝達
系や転写因子等についての解析を進める。が
ん幹細胞に発現する ABCB5、BCRP の生理
機能を解明し、幹細胞機能における意義を明
らかにする。また、幹細胞制御の可能性を検
討する。トランスポーターを競合的に阻害す
る薬物、あるいはトランスポーターの発現と
活性の低下を起こす機能性 SNP が、抗がん
剤やがん分子標的薬の体内動態および副作
用に与える影響について解析する。 
 
３．研究の方法 
 
 遺伝子導入細胞の抗がん剤感受性は、コー
ルターカウンターまたはWST-8を用いた細胞
増殖阻害試験により評価した。細胞における
遺伝子発現は、定量的 RT-PCR または cDNA マ
イクロアレイにより評価した。細胞における
タンパク質発現は、ウエスタンブロット、フ
ローサイトメトリーまたは蛍光顕微鏡によ
り評価した。 
 ヒト ABCB5、マウス Abcb5の全長 cDNA クロ
ーニングには、RT-PCR、5'-RACE および
3'-RACE を用いた。これらの cDNA の開始コド
ン上流に Myc タグを付加し、CAG プロモータ
ーとゼオシン耐性遺伝子を持つ発現ベクタ
ーの pCAL-IRES-ZEO に組み込んだ。これをヒ
ト胎児腎由来 HEK293 細胞に導入して、ABCB5
および Abcb5 の発現クローンを得た。

Myc-ABCB5 の cDNA を pBacPAC9 に組み込み、
ABCB5 バキュロウイルスを作成した。これを
昆虫細胞 Sf21 に導入して得た ABCB5 高発現
細胞より細胞膜ベシクルを調製して ATPase
活性を測定した。ABCB5 発現細胞の抽出液を
蛍光標識し、高速液体クロマトグラフィーを
用いて細胞内のグルタチオン含量を定量し
た。 
 ヒト大腸がんHCT-116細胞にエコトロピッ
クレトロウイルス受容体の Slc7A1の cDNA を
導入した後、エコトロピックレトロウイルス
を用いて Snail、Slug、Twist を導入した。
上皮間葉転換（EMT）を起こして繊維芽細胞
様の形態を示したクローンを選択し、実験に
用いた。細胞の浸潤能の評価には、ボイデン
チャンバー法を用いた。 
 P-gp の C末の細胞内領域（P-gp-C）に FLAG
タグと HA タグを付加した cDNA を pCDNA3.1
に組み込んで HEK293 細胞に導入した。この
細胞より、抗 FLAG 抗体結合ゲルと抗 HA 抗体
結合ゲルを用いて P-gp-C を精製した。得ら
れた免疫沈降物を電気泳動で分離後、各バン
ド を 切 り 出 し て ト リ プ シ ン 消 化 し 、
MALDI-TOF/MS 解析を行ってそれぞれのタン
パク質を同定した。P-gp のユビキチン化は免
疫沈降−ウエスタンブロットにより検討した。
また、ヒトの 23 個の E2 ユビキチン結合酵素
をクローニングして細胞に導入し、P-gp との
相互作用について検討した。細胞の薬物輸送
活性は、ローダミン 123 の細胞内蓄積により
評価した。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究における遺伝子組換え実験は、所属機
関の遺伝子組換え実験安全要綱に従って行
なわれた。本研究における動物実験は、所属
機関の動物実験規程に従い、使用する動物を
最少限とする、動物に対する苦痛を最小限に
する、などの配慮のもとに行なわれた。 
 
４．研究成果 
 
 ヒト ABCB5 の全長 cDNA を導入した 293/B5
細胞、マウス Abcb5 の全長 cDNA を導入した
293/mb5 細胞は、パクリタキセル、ドセタキ
セル、ドキソルビシンに耐性を示した。siRNA
導入および復帰変異株を用いた実験により、
293/B5細胞の抗がん剤耐性がABCB5の発現に
依存することを確認した。また、293/B5 細胞
ではパクリタキセル、ドセタキセルの細胞内
取り込みが低下していた。バキュロウイルス
発現系を用いて ABCB5 を高発現させた
Sf21/ABCB5 細胞の膜ベシクルは、バナジン酸
感受性の ATPase 活性を示した。この ATPase
活性が 100μM のドセタキセルの添加により
上昇したことから、ドセタキセルが ABCB5 に
結合する基質であると考えられた。293/B5 細
胞、293/mb5 細胞は、グルタチオン合成阻害
薬であるブチオニンスルフォキシミン（BSO）
に耐性を示した。これらの細胞における BSO



の細胞内蓄積は親株 HEK293 と同等であり、
BSO自体はABCB5の基質ではなかった。293/B5
細胞、293/mb5 細胞では、BSO による細胞内
グルタチオンの低下効果が親株より弱かっ
た。また、293/B5 細胞、293/mb5 細胞では細
胞内のグルタチオンレベルが上昇しており、
これが BSO 耐性の原因と考えられた。 
 ヒト大腸がんHCT-116細胞にSnail、Slug、
Twistを導入し、上皮間葉転換（EMT）を起こ
して繊維芽細胞様の形態を示したクローン
を選択した。これらの EMT クローンでは、E-
カドヘリンの発現低下、Zeb1 の発現上昇、浸
潤能の亢進が見られた。EMT 細胞の抗がん剤
感受性を検討したところ、Slug 導入細胞は、
シスプラチン、SN-38、ビンクリスチン、メ
トトレキサート、シタラビンに耐性を示し、
最も抗がん剤耐性化が顕著であった。また、
ABCB1、ABCG2、ABCC3 の発現上昇を認めた。 
 免疫沈降-MALDI-TOF-MS により、ユビキチ
ンリガーゼ（E3）の FBXO15 とタンパク質脱
リン酸化酵素の制御サブユニットである
PPP2R3C が P-gp に結合することを見出した。
この 2 つのタンパク質が P-gp の発現と活性
に与える影響について研究を行った。最初に、
FBXO15 についての研究を行うにあたり、プロ
テアソーム阻害薬である MG132 が、ヒト大腸
がん HCT-15 細胞と SW620-14 細胞において、
P-gp のユビキチン化を亢進させて P-gp の発
現を増大させることを確認した。また、MG132
はユビキチン化 P-gp の消失を遅延させた。
これにより、P-gp の分解にユビキチン-プロ
テアソーム系が関与することが示された。次
に、FBXO15 と P-gp に結合するユビキチン結
合酵素（E2）をスクリーニングした結果、
UBE2R1 がこの両者に結合することが明らか
になった。FBXO15 の cDNA 導入により、P-gp
のユビキチン化は亢進した。また、FBXO15、
UBE2R1 をノックダウンすると、P-gp のユビ
キチン化は抑制され、P-gp の発現は増大し、
細胞の抗がん剤感受性が低下した。以上より、
UBE2R1 と FBXO15 は、協調して P-gp のユビキ
チン化と分解に働くと結論された。本研究で
着目したもうひとつの P-gp 結合タンパク質
であるPPP2R3Cは、PP5と複合体を形成して、
protein kinase A（PKA）またはprotein kinase 
C（PKC）でリン酸化した P-gp を脱リン酸化
した。PP5、PPP2R3C をノックダウンすると、
P-gp の発現が増大し、細胞の抗がん剤感受性
が低下した。これにより、PP5-PPP2R3C 複合
体が P-gp の発現を負に制御していることが
明らかになった。 
 ヒト大腸がん SW620 細胞より P-gp の高発
現株、中程度発現株、低発現株を樹立し、cDNA
マイクロアレイを用いて P-gp 発現と相関す
る遺伝子を抽出した。これらのうち転写関連
遺伝子、シグナル伝達関連遺伝子の siRNA を
細胞に導入するスクリーニングを行い、
Kruppel-like factor 9、 neuropilin 1、
distal-less homeobox 3の siRNA が、細胞の
P-gp 発現を変動させることを見出した。 

 Pim-1 阻害薬は、FLT3/ITD 陽性のヒト骨髄
性白血病 MV4-11/MDR 細胞の P-gp の発現、
4E-BP1 の発現とリン酸化、Mcl-1 の発現を、
数十nMの濃度で低下させた。FLT3阻害薬も、
同様の効果を示した。一方、ヒト慢性骨髄性
白血病K562/MDR細胞、ヒト大腸がんSW620-14
細胞の P-gp 発現は、Pim-1 阻害薬の濃度を 1
μMまで上げても変化しなかった。また、PKA
と PKC がインビトロで Pim-1 をリン酸化する
ことが明らかになった。一方、Akt、MEK、ERK、
GSK3βは、Pim-1 をリン酸化しなかった。PKC
阻害薬は、MV4-11/MDR 細胞の P-gp の発現、
4E-BP1 の発現とリン酸化、Mcl-1 の発現を低
下させた。以上より、PKC による Pim-1 のリ
ン酸化が P-gp の発現制御に重要であると考
えられた。 
 新規アクリロニトリル化合物は、BCRP 遺伝
子を導入したヒト大腸がん細胞のマウス移
植モデルにおいて、イリノテカンの効果を増
強した。この結果より、BCRP 阻害薬とイリノ
テカンの併用により BCRP を発現する耐性が
んを治療できる可能性が示された。 
 新規フラボノイドダイマーの BCRP 阻害作
用について検討した。2 種類のフラボノイド
ダイマーは、野生型 BCRP を発現する
PA/BCRPWT 細胞の SN-38 耐性を、それぞれの
フラボノイドモノマーより強く阻害した。ま
たフラボノイドダイマーは、BCRP のホモ二量
体間の共有結合に必要なCys-603を欠いてい
る変異型 BCRP を発現する PA/BCRP-C603S 細
胞の SN-38 耐性に対して、PA/BCRPWT 細胞に
対するよりも強い阻害効果を示した。フロー
サイトメーターを用いた実験では、では、フ
ラボノイドダイマーはPA/BCRP-C603S細胞に
対する抗 BCRP 抗体の結合を増大させた。こ
の作用は、PA/BCRPWT 細胞あるいはフラボノ
イドモノマーではみられなかった。これらの
結果から、フラボノイドダイマーが BCRP の
二量体形成に影響を与えている可能性が示
唆された。 
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