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研究成果の概要（和文）：トランスポーターは、白血病における薬剤耐性機序に重要である。本

研究では、質量分析計を用いてトランスポータータンパク質の定量法を開発し、

vincristine(VCR)耐性白血病細胞株における薬物トランスポーターの発現量を明らかにした。

VCR 耐性細胞では、ABCB1 の発現量が感受性細胞の 67 倍に上昇しており、薬剤耐性に重要

であることが示唆された。他の Vincristine 排泄トランスポーターである ABCC family は発現

しておらず、ABCB1 を主体とした薬剤耐性であることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：Transporter play important role in the drug resistance of leukemia. 
In this study, novel quantitative method of transporter protein was developed with mass 
spectrometer. The expression levels of transporter proteins were elucidated in vincristine 
(VCR) resistant leukemia cells.  VCR resistant leukemia cell was 67 times as ABCB1 
expression level as VCR sensitive leukemia cells. Other transporters including ABCC 
family, which were known as vincristin transporters, did not show difference in expression 
level between resistant cells and sensitive cells. These results suggested important role of 
ABCB1 in vincristin resistance of leukemia cells. 
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１．研究開始当初の背景 

白血病の化学療法において腫瘍細胞の薬
剤耐性が問題であり、薬剤耐性機序の解明は

重要な課題であった。白血病の薬剤耐性獲得
には、薬物排泄トランスポーターが重要な役
割を担うことが示唆されていた。薬物排泄ト
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ランスポーターとして、 ATP binding 
cassette (ABC) transporter family が分類さ
れているが、各トランスポーターの耐性への
寄与率は不明であった。 
２．研究の目的 
 本研究は、vincristine 耐性白血病細胞株に
おける ABC トランスポーターの発現量プロ
ファイルを解析し、耐性への寄与を定量的に
解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）トランスポータータンパク質定量法の開
発 
 薬物排泄重要な ABC トランスポーター8タ
ンパク質（ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC3, 
ABCC4, ABCC5, ABCC6, ABCC7）の同時定量法
を、安定同位体標識ペプチドを内部標準とす
る定量プロテオミクス技術を用いて開発し
た。 
 
2）薬剤耐性白血病細胞株におけるトランス
ポータープロファイルの測定 
薬剤耐性細胞株として、vincristine 耐性を
獲得した骨髄性白血病細胞株である
K562/VCR 細胞を用いた。対照群の感受性細胞
として耐性未獲得のＫ562 細胞を用い、両者
のプロファイルについて比較解析を行った。 
 
４．研究成果 
１）トランスポータータンパク質定量法の開
発 
１）－１.ヒト ABC トランスポーター群の測
定対象ペプチド配列リストの作成 
 定量プロテオミクスではタンパク質を断
片化したペプチドを測定対象とするために、
各タンパク質に特異的かつ質量分析計で高
感度を示すペプチドを選択する必要がある。
代表者らの構築した in silico ペプチド選択
法（特願： ）を用いてヒト ABC トランスポ
ーターファミリー 分子全てについて測定
対象ペプチド配列を決定した。ペプチドリス
トを基に、次期発展課題としてヒト組織にお
けるトランスポーター発現アトラスの作成
を行う予定である。 
 
１）－２.vincristine 排泄トランスポーター
定量法の確立 

ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC5, 
ABCC6, ABCC7 について、決定した測定対象ペ
プチドの安定同位体標識体および非標識体
を合成した。標識体を内部標準とし、質量分
析計の selected reaction monitoring モー
ドを用いて 10fmol-1000fmolを定量可能な５
分子同時定量法を確立した。 
 
２）薬剤耐性白血病細胞株におけるトランス
ポータープロファイルの解明 

２）－１．白血病細胞株 K562 および K562/VCR
の vincristine 耐性の測定 
 Vincristine 希釈系列を添加し、72時間後
の細胞生存率を測定し評価した。K562/VCR 細
胞と k562 細胞の IC50 はそれぞれ 0.219μm, 
0.00129μm であり、k562/VCR は 170 倍の耐性
を示した。 
 
２）－２．トランスポータープロファイルの
比較解析 
 １）で確立した定量法を用いて K562 およ
び K562/VCR 細胞の定量解析を行った。K562
細胞では ABCB1(1fmol/μg protein)のみ定量
された。K562/VCR では ABCB1(15.2fmol/μg 
protein), ABCC1(1.2fmol/ μg protein)が発
現しており、ABCB1 が 67 倍以上に高発現して
いた。本定量解析によって、Vincristine 耐
性には MDR1 の関与が重要であることが明ら
かとなった。 
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