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研究成果の概要（和文）：癌に対する抗癌剤治療の問題として抗癌剤耐性能の獲得があり、その要因のひとつに抗癌剤
耐性ABCトランスポーターの過剰発現がある。本研究ではクルクミン誘導体のABCトランスポーターへの効果を明らかに
することを目的とした。
抗癌剤耐性ABCトランスポーターを過剰発現させた癌細胞株を用い、ABCトランスポーターに特異的な蛍光基質を用いて
FACS解析し、クルクミン誘導体存在下においてABCトランスポーター機能の抑制効果が示唆された。細胞毒性試験で抗
癌剤の感受性を検討しクルクミン誘導体存在下で抗癌剤感受性が約20倍に上昇した。クルクミン誘導体のABCトランス
ポーターに対する抑制剤としての可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：There is the acquisition of anticancer drug resistance capacity as an anti-cancer 
agent treatment of the problem with respect to cancer, there is an over-expression of anticancer drug 
resistance ABC transporter in one of the factors. In this study aimed to clarify the effect on ABC 
transporters curcumin derivatives.
Using carcinoma cell lines overexpressing anticancer drug resistance ABC transporters, and FACS analysis 
using a fluorescent substrate specific for the ABC transporter in the presence of curcumin derivative 
inhibitory effect of ABC transporter function was suggested. Anticancer drug sensitivity was increased to 
about 20-fold in the presence of curcumin derivatives examined the anticancer drug sensitivity in cell 
toxicity test. Potential as an inhibitor for the ABC transporter curcumin derivatives have been 
suggested.

研究分野：消化器外科学
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１．研究開始当初の背景 
大腸癌に対する手術成績の向上、切除不能進
行再発大腸癌に対する抗癌剤治療の進歩に
も関わらず、その治療成績はいまだ満足でき
る状況にない。大腸癌に対する抗癌剤治療の
問題点として癌細胞の抗癌剤耐性能の獲得
があるが、その一因として抗癌剤耐性 ABC
トランスポーターの癌細胞での過剰発現が
ある。 
  ABC トランスポーターとは、ATP のエ
ネルギーを用い薬剤等の排出を行なう膜輸
送タンパクである（図 1）。ヒトには 48種類
の ABC トランスポーターが存在し、A-G の
サブファミリーに分類され、胃癌・大腸癌と
い っ た 消 化 器 癌 に お い て も ABCB1 
(P-glycoprotein: Pgp), ABCC1 (MRP1), 
ABCG2（BCRP）などの抗癌剤排出 ABCト
ランスポーターが過剰発現していることが
知られている。これらトランスポーターに対
する抑制剤の開発により、癌の抗癌剤耐性の
克服が可能になると考えられている（Shukla 
S. Ohnuma S. et al. Curr Drug Targets. 
2011）。しかし、これまで実地臨床で使用で
きる抑制剤はこれまで存在しない。 
  クルクミンはカレーのスパイスである
ウコン（ターメリック）の黄色色素で、ポリ
フェノールの一種である（図 2）。クルクミン

には抗腫瘍効果があることが報告されてお
り、その作用としては、アポトーシスの誘導、
転写因子である NF-kB の抑制が知られてい
る（Aggarwal BB. et al.Ann N Y Acad Sci.）。
また、クルクミンは抗癌剤耐性 ABC トラン
スポーターに直接作用することによって、抗
癌剤排出機能を抑制し、癌細胞の抗癌剤感受
性 を 向 上 さ せ る と 報 告 さ れ て い る
（Limtrakul P. et al.Mol Cell Biochem. 

2007）。 
  東北大学大学院薬学研究科合成有機化
学では 2000 種を越える新規合成有機化合物
ライブラリーを有し、その中でクルクミン誘
導体の一つがクルクミンに比較して大腸癌
細胞株増殖抑制効果を示したことから、その
誘導体の化学構造を基に新たに 50 種類のク
ルクミン誘導体が新規合成された（図 3）。 

そして実際にそれら新規誘導体のひとつは
大腸癌細胞株に対して約 40 倍の増殖抑制効
果を示した（Ohori H. et al. Mol Cancer 
Ther. 2006）。しかし、これらクルクミン誘導
体が抗癌剤耐性 ABC トランスポーター機能
を抑制するかどうかはまだ明らかとなって
いない。 
申請者はこれまで、消化器外科医として消化
管癌の臨床に携わってきたが、進行再発癌に
おける抗癌剤耐性は克服しなければならな
い喫緊の課題であることを認識している。ま
た、学位研究として消化管生理の研究をして
きた（Kudoh K et al. J Gastroenterol. 2009）。
ABCトランスポーターは、癌細胞だけでなく
小腸、大腸に生理的に発現し薬剤のバイオア
ベイラビリティを規定する一因ともなって
いる。消化管生理という観点からも、クルク
ミン誘導体が ABC トランスポーターにどの
ように作用するかを明らかにすることは重
要と考え、本研究の着想に至った。 
２．研究の目的 
本研究の目的は、クルクミン誘導体が、大腸
癌に発現する抗癌剤耐性 ABC トランスポー
ターの新規抑制剤になることを証明し、
chemosensitizer として臨床に応用できるこ
とを証明することである。具体的研究項目は、
クルクミン誘導体が、 
(1) ABCトランスポーター発現大腸癌細胞株
の抗がん剤感受性を向上させることを確認
する、 
(2) ABCトランスポーターにどのように作用
し機能抑制するかを生化学的に明らかとす
る、 
(3) 抗癌剤の抗腫瘍効果を増強させることを
動物モデルにおいて確認することである。 
 
３．研究の方法 
ABC トランスポーターは癌細胞に過剰発現し
ている ABCB1, ABCG2 を解析対象とし、ヒト
子宮頸癌細胞株の KB−3−1 と ABCB1 を過剰発

ABCトランスポーターを
発現する癌細胞：抗癌
剤を細胞外に排泄する
（抗癌剤耐性）

ABCトランスポーターを
発現していない癌細胞：
抗癌剤は細胞内にとどま
る（抗癌剤感受性）

ABCトランスポーター

抗癌剤

ATP ADP + Pi

図2　クルクミンの化学構造

図1　ABCトランスポーターによる薬剤耐性の
メカニズム

化学式：C21H20O6、分子量：368.38

図! "クルクミン誘導体の化学構造
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現させた KB—V1、慢性骨髄性白血病細胞株の
K562とABCG2を過剰発現させたK562/BCRPを
用いる。また、クルクミン誘導体は、これま
でに抗腫瘍効果が認められている GO—Y030, 
GO-Y078 を始めとした、入手可能であった計
19 種で検討を行う。 
 
(1) 使用する癌細胞株のABCトランスポータ
ー発現を確認する。 
① RT-PCR 
ABCB1, ABCG2 の発現を mRNA レベルで確認 
する。 
 
(2) クルクミン誘導体がABCトランスポータ
ーの排泄能を抑制することを証明する。 
①FACS assay 
ABC トランスポーターに特異的な蛍光基質 
（ABCB1 : Rhodamine123, ABCG2:  
Mitoxantrone）を用い、クルクミン誘導体 
が ABCトランスポーターによる基質輸送を 
抑制するかどうかをフローサイトメトリ 
ーで解析する。 
 
(3) クルクミン誘導体がABCトランスポータ
ー発現癌細胞株の抗癌剤耐性能を克服する
かどうか明らかする 
 
細胞毒性試験 （MTS アッセイ） 
①クルクミン誘導体自体の細胞に対する 
毒性チェックを行う 
②クルクミン誘導体がABCトランスポータ 
ー発現癌細胞株の抗癌剤感受性 
（vinblastine,SN-38 など）を向上させる 
か ABCトランスポーター非発現癌細胞株と 
比較し確認する。 
 
(4) クルクミン誘導体のABCトランスポータ
ーに対する作用メカニズムの生化学的解析 
A) ATPase アッセイ 
ABCB1, ABCG2 の基質は ATPase 活性を促進す
る事が知られており、クルクミン誘導体が
ATPase 活性を促進するかどうかを検討する。
またミカエリスーメンテンの式を用い、Km 
(ATP)値を制酸剤の存在／非存在下で求め、
制酸剤がATP結合部位にも作用するかどうか
確認する。 
 
B) IAAP アッセイ 
ABCB1,ABCG2 の基質であるプラゾシンのアナ
ログ、[125I]iodoarylazidoprazosin (IAAP)
は基質結合部位を標識できる。クルクミン誘
導体が ABCB1, ABCG2 の IAAP 標識を抑制する
かどうか確認することで、クルクミン誘導体
がABCB1,ABCG2の基質結合部位に結合（競合）
するかどうかを証明できる。 
この実験では、ABCB1,ABCG2 発現細胞の膜分
画を使う。膜分画はヒト ABCB1,ABCG2 を発現
させた昆虫細胞より抽出する。 
 
 

(5) 動物実験 
ABC トランスポーター発現癌細胞株による
皮下移植ヌードマウスモデルにおいて、クル
クミン誘導体が併用抗癌剤の抗腫瘍効果を
増強させるか確認する。抗癌剤単独投与群と
抗癌剤/クルクミン誘導体併用群それぞれの
腫瘍体積を比較する。各群 5匹を予定してい
る。 
 
４．研究成果 
 
(1) RT—PCR 
使用した癌細胞株 KB−3−1,KB-V1, K562, 
K562/BCRP の RT—PCR を行い、KB—V1 には
ABCB1 が、K562/BCRP には ABCG2 が過剰発現
していることを確認した 
 
(2）FACS assay  
まず、ABCB1 に対して検討を行った。ABCB1
に特異的な蛍光基質 Rhodamine123 を用いて
クルクミン誘導体併用下での細胞内への取
り込みの変化を解析した。ABCB1 発現のない
KB−3−1 細胞株では Rhodamine123 は細胞内に
取り込まれ、高い蛍光強度を示したが、ABCB1
過剰発現株では Rhodamine123 が細胞外に排
出され細胞内の蛍光強度は低下した。クルク
ミン誘導体GO—Y030存在下において10μM,20
μM で併用した際に細胞内の蛍光強度の上昇
を認めトランスポーター機能を抑制してい
ることが示唆されたが、その効果は既知の
Positive control の Cyclosporin A ほどは認
めなかった。GO—Y078 では有意な抑制効果は
認めなかった（図 4−1,2）。 



次いで ABCG2 に対し同様に蛍光基質
Mitoxantrone の細胞内の蓄積の変化を検討
したところ、GO—Y030,078 の両方でクルクミ
ン誘導体の濃度が 1μM という低い濃度から
細胞内蛍光強度の増加を認め、既知の
Positive control の Ko143 と同等の抑制効
果を認めた（図 5−1,2）。その他クルクミン誘
導体 17 種においてスクリーニングを行った
ところ、GO—Y168,172 というクルクミン誘導
体でも同様の効果が認められた（図 6）。 
 

 

 
(3) 細胞毒性試験（MTS アッセイ） 
 FACS assayでより強い抑制効果が示唆され
た ABCG2 を対象に細胞毒性試験を行った。
ABCG2 の基質となる抗癌剤 SN−38 を用いて、
クルクミン誘導体併用下において抗癌剤の
感受性が改善するか検討した。 
 まずクルクミン誘導体単独での抗腫瘍効
果を検討した。K562,K562/BCRP 細胞株に GO—
Y030,GO-Y078 をそれぞれ 0−100μM の濃度で
調節した培地を投与し５日間培養し IC50 を
測定した。GO—Y030 の IC50 は K562 5.3μM 
, K562/BCRP 5.0μM,GO-Y078 の IC50 は K562 
1.7μM, K562/BCRP 1.5μM であった。 
 次いでクルクミン誘導体単独で細胞障害
をきたさない濃度の 1μM を用いて、抗癌剤
の感受性の変化を検討した。 
 

 ABCG2 が発現している K562/BCRP 細胞では
SN−38 が細胞外に排出されることにより抗癌
剤の感受性が低下していた。GO—Y030,078 1
μM を併用した場合、K562 細胞ではクルクミ
ン誘導体の併用の有無に関わらずSN-38の感
受性は一定であったが、K562/BCRP では何も
併用していない Control よりも SN−38 の感受
性が改善した（図 7）。IC50 値を比較すると、
K562 と K562/BCRP の間に約 10 倍の抗癌剤の
抵抗性を認めたが、クルクミン誘導体を併用
することで抵抗性を約２倍までに減少させ
た（表 1）。 

 
以上(1)−(3)の研究結果より、クルクミン誘
導体がABCトランスポーターの薬剤排出機能
を抑制しうることが示唆された。今後、
ATPase assay, IAAP assay による生化学的
解析を進め、クルクミン誘導体の ABC トラン
スポーターの新規抑制剤としての可能性を
探る予定である。 
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