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研究成果の概要（和文）：非ステロイド系抗炎症剤celecoxibがhistone deacetylase（HDAC）inhibitorおよびhydrala
zineによる免疫細胞感受性亢進に影響を及ぼさずに薬剤汲み出し蛋白質（MDR-1、MRP-1）の発現誘導を抑制するかを検
討した。HDAC inhibitorとcelecoxibの併用添加は骨肉腫細胞の増殖を著しく抑制した。この併用添加は、細胞の種類
により異なる反応を示したが、概ねMDR-1とMRP-1の発現を抑制した。また単独添加では薬剤耐性活性を増加させたが、
併用添加は薬剤耐性活性を抑制した。この結果からこの併用は、今後の骨肉腫治療に有用と考えられる。

研究成果の概要（英文）：We investigated that the combination of histone deacetylase (HDAC) inhibitor, 
hydralazine (DNA methylation inhibitor) and celecoxib (nonsteroidal anti-inflammatory drugs, 
cyclooxygenase-2 inhibitor) inhibit inducing the expression of multidrug resistance (MDR) protein (MDR-1, 
MRP-1) in osteosarcoma cells without inhibiting cytotoxic sensitivity. The combination of HDAC inhibitor 
and celecoxib significantly inhibits cell-proliferation. This combination showed different reactions 
depending on the type of cells but generally inhibited. HDAC inhibitor alone increased MDR activity, 
however, combined with celecoxib reduced the activity depended on MDR-1 and MRP-1. These results suggest 
that combined treatment of HDAC inhibitor, hydralazine and celecoxib may be a useful for enhancing the 
effect of chemotherapy for osteosarcoma.

研究分野： 実験病理学

キーワード： 骨肉腫　薬剤耐性　非ステロイド系抗炎症剤

  ２版
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１．研究開始当初の背景 

 我々は、histone deacetylase (HDAC) 

inhibitor である valproic acid (VPA)がヒ

ト骨肉腫細胞の増殖を抑制する他に、それら

の細胞の遊離の FAS 生産を抑制すると共に

FAS ligandによる細胞死の感受性を増強させ

ることを明らかにした（Yamanegi et al., J 

Cancer Res Clin Oncol. 135: 879, 2009）。

更に VPA は、ヒト骨肉腫細胞膜の MHC class 

I-related chain molecule(MIC)A 及び MICB 

(NK 細胞活性化受容体 NKG2D の ligand)の発

現を増強させ、ヒト骨肉腫細胞の NK 細胞感

受性を増強させることを明らかにした

（Yamanegi et al., Oncol Rep. 24: 1621, 

2010）。また VPA は、DNA methylation 

inhibitor である hydralazine と強調してヒ

ト骨肉腫細胞の細胞膜のFAS発現を増加させ

ると共に FAS ligand による細胞死の感受性

も更新させる他に、細胞膜の MICA 及び MICB

の発現も増加させ NK 細胞に対するヒト骨肉

腫細胞の感受性を増加させることを明らか

にした（Yamanegi et al., Oncol Rep. 28: 5, 

2012、 Yamanegi et al., Int J Oncol. 41: 

1, 2012）。一方、マウス骨肉腫モデルを使用

して骨肉腫の治療で標準的に行われている

術前化学療法、手術、術後化学療法において

術前化学療法から手術後にかけて

interleukin-18 による免疫療法を行うと術

後の肺転移が著しく抑制されることを我々

は報告した（Yamada et al. Tumor Biol. 

303:176, 2009）。ヒト骨肉腫の治療において

術後の肺転移の出現は予後を著しく悪くす

るので、従来の治療法に免疫療法を併用する

ことはヒト骨肉腫の予後の改善に非常に有

効であると思われる。この免疫療法を賦活化

するために免疫療法と併用して HDAC 

inhibitor と DNA methylation inhibitor を

添加すれば、更に免疫療法の効果が高まり肺

転移を減少させることができると予想され

る。特に我々が使用している VPA、

hydralazine は各々躁うつ病、高血圧の治療

薬として臨床で使用されている薬剤であり、

有効濃度は患者血清で十分に到達しうる濃

度である。しかしながら HDAC inhibitor や

DNA methylation inhibitor は、癌細胞にお

いて可逆的ではあるが MDR-1 

(P-glycoprotein)、MRP-1 等の ABC トランス

ポーター（薬剤汲み出しタンパク質）の発現

を誘導し、化学療法の効果を減弱させること

が報告されている（Ando et al., Leukemia. 

14: 1915, 2000、Okada et al., Int J Cancer. 

118: 90, 2006）。従って HDAC inhibitor と

DNA methylation inhibitor を免疫療法と併

用する時、これらの薬剤による MDR-1、MRP-1

の発現誘導を抑制しなければならない。 

 最近の研究では、cyclooxyganase-2 

(COX-2)の inhibitor は prostaglandin 依存

性または非依存性に癌細胞での MDR-1、MRP-1

の発現を抑制することが報告されている

（Xia et al., J Cell Biochem. 108: 181, 

2009、Roy et al., Cancer Chemother 

Pharmacol. 65: 903, 2010）。従って、本研

究では COX-2 の特異的 inhibitor である非ス

テロイド系抗炎症剤 celecoxib が VPA 単独及

びhydralazine併用によるヒト骨肉腫細胞で

の MDR-1、MRP-1 の発現誘導を抑制するか否

かを検討する。同時に VPA 単独及び

hydralazine 併用によるヒト骨肉腫細胞の細

胞障害性免疫細胞感受性亢進作用に及ぼす

celecoxib の影響について検討する。 

 

２．研究の目的 

我々は、HDAC inhibitor の一つであるバル

プロ酸 (VPA)がヒト骨肉腫細胞の細胞増殖を

抑制し、更にその細胞傷害性免疫細胞の感受

性を亢進させること、また DNA methylation 

inhibitor の一つである hydralazine が HDAC 

inhibitor による細胞障害性免疫細胞の感受

性亢進作用を増強させることを明らかにし、

骨肉腫に対する免疫療法の効果増強に HDAC 



inhibitor や DNA methylation inhibitor が

有用であることを示した。しかしこれらの薬

剤は、薬剤排出能をもつトランスポーターの

MDR-1 や MRP-1 の発現を増加させ、がん細胞

の抗がん剤耐性を誘導する。そこで本研究は、

非ステロイド性消炎・鎮痛薬であり抗がん作

用をもつ celecoxib (cyclooxygenase-2 

inhibitor)が HDAC inhibitor (VPA、TSA、

FK228)、DNA methylation inhibitor による

細胞障害性免疫細胞感受性亢進作用に影響を

及ぼさずに MDR-1 や MRP-1 の発現誘導を抑制

することができるか否かを検討することを目

的とした。 

 

３．研究の方法 

ヒト骨肉腫細胞としてHOS, SaOS-2, U-2 OS

の3株を使用し、HDAC inhibitorとしてVPA、

トリコスタチン A (TSA)、romidepsin (FK228)

を用いた。 

 

（１）HDAC inhibitor、hydralazine、

celecoxib の組み合わせの検討と併用添加に

よる細胞増殖への効果を調べる。 

①ヒト骨肉腫細胞を HDAC inhibitor (VPA、

TSA、FK228)、hydralazine、celecoxib 単独

添加した培養液で 3、6日間培養し、細胞増

殖率を調べ、各薬剤の至適条件を検討する。

②各薬剤の単独添加の至適条件の結果をも

とに、HDAC inhibitor (VPA、TSA、FK228)、

hydralazine、celecoxib を併用添加した培養

液でヒト骨肉腫細胞を 3、6日間培養し、細

胞増殖率を調べ、薬剤併用の至適条件を検討

する。③至適条件下でヒト骨肉腫細胞を培養

し、細胞増殖に及ぼす薬剤の併用添加の効果

を調べる。 

 

（２）MDR-1、MRP-1 の mRNA の発現量を調べ

る。 

 HDAC inhibitor (VPA、TSA、FK228)、

hydralazine、celecoxib を単独または併用添

加した培養液で１、３、６日間培養したヒト

骨肉腫細胞からmRNAを回収し、Real Time PCR

法により mRNA の発現量を調べる。 

 

（３）MDR-1、MRP-1 のタンパク質の発現量を

調べる。 

 HDAC inhibitor (VPA、TSA、FK228)、

hydralazine、celecoxib を単独または併用添

加した培養液で３、６日間培養したヒト骨肉

腫細胞からタンパク質を回収し、Western 

blotting および flow cytometry を用いてタ

ンパク質の発現量を調べる。 

 

（４）ローダミン等を用いて MDR-1、MRP-1

による薬剤耐性活性を調べる。 

 HDAC inhibitor (VPA、TSA、FK228)、

hydralazine、celecoxib を単独または併用添

加した培養液で6日間培養したヒト骨肉腫細

胞に、膜透過性のあるローダミンや反応性蛍

光化合物（eFluxx-ID）を取り込ませる。取

り込ませる時に、薬剤排出トランスポーター

の特異的阻害剤である MDR-1 inhibitor 

(Verapamil)、MRP-1 inhibitor (MK-571)を

それぞれ添加する。最終的に細胞に取り込ま

れたローダミンや反応性蛍光化合物の量を

FACS で検出し、平均蛍光強度 (MFI: mean 

fluorescence intensity) から薬剤耐性活性

を評価する。  

 

（５）MICA、MICB、FAS の mRNA およびタンパ

ク質の発現量を調べる。 

研究の方法（２）、（３）と同様に、MICA、

MICB、FAS の mRNA およびタンパク質の発現量

を調べる。 

 

４．研究成果 

（１）HDAC inhibitor、hydralazine、

celecoxib の組み合わせの検討と併用添加に

よる細胞増殖への効果を調べる。 

①ヒト骨肉腫細胞の HOS、SaOS-2、U-2 OS



の 3株を 3、6日間培養し、細胞増殖率を調

べた。その結果、単独添加では、VPA 1-10 mM、

TSA 10-50 mM、FK228 0.5-3 ng/ml、

hydralazine 5-50 μM、celecoxib 5-50 μM

が至適培養濃度の範囲であることが分かっ

た。②この結果をもとにヒト骨肉腫細胞を

HDAC inhibitor (VPA、TSA、FK228)、

hydralazine、celecoxib を組み合わせて培養

液に添加して 3、6日間培養し、細胞増殖率

を調べた。どの細胞においても併用添加時の

細胞増殖率が無添加時の細胞増殖率の 10％

以下にならない条件を求めた結果、各々の薬

剤濃度は、VPA 1mM、TSA 25mM、FK228 0.5ng/ml、

hydralazine 10μM、celecoxib 25μM が最適

であることが分かった。以降の実験にはこの

濃度を用いた。③HDAC inhibitor (VPA、TSA、

FK228)と celecoxibを併用添加した場合では、

単独添加に比べどの HDAC inhibitor でも細

胞増殖は著しく抑制された。一方 HDAC 

inhibitor (VPA、TSA、FK228)と hydralazine

を併用添加した場合は、単独添加に比べどの

HDAC inhibitorでも細胞増殖はわずかに増加

した。培養期間が 3日間でも 6日間でも同様

の結果が得られた。 

 

（２）MDR-1、MRP-1 の mRNA の発現量を調べ

る。 

 MDR-1 の発現は、VPA の単独添加および

celecoxib または hydralazine との併用添加

により著しく増加したが、TSA、FK228 の単

独・併用添加では変化しなかった。一方 MRP-1

の発現は、単独・併用添加に関わらず大きく

変化しなかった。この結果は、HOS、SaOS-2、

U-2 OS のどの細胞でも見られ、1、3、6日間

培養のどの培養期間でも見られた。 

 

（３）MDR-1、MRP-1 のタンパク質の発現量を

調べる。 

 Western blotting を行った結果、MDR-1 の

発現は、HOS、SaOS-2、U-2 OS の 3 株は異な

る反応を示した。 

①HOS では、HDAC inhibitor (VPA、TSA、

FK228)の単独添加により、MDR-1 の発現が増

加し、HDAC inhibitor (VPA、TSA、FK228)と

celecoxib または hydralazine の併用添加に

より、MRP-1 の発現が抑制された。②SaOS-2

では、HDAC inhibitor (VPA、TSA、FK228)あ

るいは HDAC inhibitor (VPA、TSA、FK228)

と hydralazine の併用添加の添加により、

MDR-1 の発現はほとんど増加しなかったが、

HDAC inhibitor (VPA、TSA、FK228)と

celecoxib の併用添加により、MRP-1 の発現

がわずかに増加した。③U-2 OS では、TSA お

よび FK228 の単独添加により MDR-1 の発現が

増加したが、VPA 単独添加では MDR-1 の発現

は抑制された。HDAC inhibitor (VPA、TSA、

FK228)と celecoxib または hydralazine の併

用添加により、MRP-1 の発現が抑制された。 

 MRP-1 の発現は、3種類の細胞で同様の変

化を示した。①MRP-1 の発現は、celecoxib

の単独添加および celecoxib と HDAC 

inhibitor (VPA、TSA、FK228)の併用添加に

より著しく抑制された。②MRP-1 の発現は、

hydralazine と TSA または FK228 の併用添加

により、抑制された。③MRP-1 の発現は、HDAC 

inhibitor (VPA、TSA、FK228)の単独添加お

よび hydralazine と VPA の併用添加によりほ

とんど変化しなかった。 

 flow cytometry を行った結果、3種類の細

胞はどの条件で培養した場合でも細胞表面

に MDR-1 および MRP-1 を強く発現しており、

発現量の変化は見られなかった。 

 

（４）ローダミン等を用いて MDR-1、MRP-1

による薬剤耐性活性を調べる。 

 ①HOS では、VPA、TSA、FK228 の単独添加に

より、薬剤耐性活性が増加した。celecoxib

との併用添加により、薬剤耐性活性が減少し、

MDR-1、MRP-1 依存性に薬剤耐性抑制効果が増

加した。また VPA と celecoxib の併用添加に



より、薬剤耐性活性が減少し、MDR-1 依存性

に薬剤耐性抑制効果が増加した。②SaOS-2 で

は、VPA、TSA、FK228 の単独添加による薬剤

耐性活性は増加せず、celecoxib との併用添

加により、MDR-1、MRP-1 依存性に薬剤耐性抑

制効果が増加した。③U2-OS では、VPA、TSA、

FK228 の単独添加により、MRP-1 依存性薬剤耐

性活性が増加した。また、VPA と celecoxib

の併用添加、および hydralazine の単独・併

用添加により、MDR-1 依存性に薬剤耐性抑制

効果が増加した。 

 

（５）MICA、MICB、FAS の mRNA およびタンパ

ク質の発現量を調べる。 

 Real Time PCR 法により、HDAC inhibitor 

(VPA、TSA、FK228)の単独添加群と、HDAC 

inhibitor (VPA、TSA、FK228)と celecoxib

または hydralazine の併用添加群を比較した

ところ、MICA、MICB、FAS の mRNA の発現量は

変化しなかった。 

 Western blotting を行った結果、MICA、MICB、

FAS のタンパク質の発現量は、HDAC inhibitor 

(VPA、TSA、FK228)と celecoxib または

hydralazine の併用添加により変化しなかっ

た。 
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