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研究成果の概要（和文）：抗がん剤の耐性因子(P-糖タンパク質;Pgp)の発現にARF-GEP100（GEP100)が関与しているか
を抗がん剤のDoxorubicin(DOX)を用いて耐性細胞を作製し検討した。その結果、Pgpの発現が確認されるとGEP100の増
加が認められ、Pgpに対する抗体を用いて、免疫沈降を行ったところ、GEP100はPgpとともに共沈した。siRNAを作成し
検討したところ、ARF6のノックダウンではPgpやGEP100の発現は変化しなかった。以上のことから、GEP100は、Pgpの発
現にともなって増加し、ARF6が関与しない新たなpathwayによってPgpの発現に影響を与えることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：It has been already revealed that ARF-GEP100 (p100) preferentially activates ARF (
ADP-ribosylation factor) in vitro and regulated various cell functions. In contrast, P-glycoprotein (Pgp) 
transports a broad range of anticancer drugs out of the cells. The inhibition of Pgp is expected to circum
vent the Pgp-mediated drug resistance. In this study, we examined whether p100 may affect the expression o
f Pgp using the Doxorubicin (DOX)-resistant K562 cells. The expression level of p100 increased, accompanie
d with Pgp expression. Interestingly, the expression of p100 was increased in the cell membrane fraction. 
Furthermore, anti-Pgp antibody immunoprecipitated p100 in DOX resistant cell lysate. The DOX resistant cel
ls treated with ARF6 siRNA were investigated for expression level of Pgp and p100. However, the expression
 of Pgp and p100 was not changed.
Collectively, these observations suggest that p100 may be involved in the expression and activation of Pgp
 to induce the DOX resistance.
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１．研究開始当初の背景 
細胞内には数多くのシグナル分子が存在し

ており、その中でも低分子量Gタンパク質
（small GTP-binding protein）と呼ばれる一
群の分子は、細胞運動やタンパク輸送をはじ
めとする多くの細胞機能に関わるシグナル分
子として重要な役割を担っている。Gタンパク
質はGTPと結合し、それ自身が持つGTPase活性
によってGTPをGDPに分解するタンパク質の総
称であり、分子量20-40kDaのものを特に低分
子量Gタンパク質と呼ぶ。低分子量Gタンパク
質の活性はGTP結合型（活性型）とGDP結合型
（不活性型）の交換反応により調節されてい

る。 
図 1. 低分子量 Gタンパク質の活性調節機構 
図 1に示すように、それぞれの反応に GDP

結合型をGTP結合型に変換するグアニンヌク
レオチド交換タンパク質（guanine 
nucleotide exchange protein; GEP）とGTPase
活性化タンパク質（GTPase-activating 
protein; GAP）が関与している。研究分担者
の染谷は、ARF を GTP 結合型に変換するタン
パク質、ARF-GEP100 を発見し、白血球のアポ
トーシスや貪食作用における作用機序につ
いて研究を進めてきた。ARF とは、ADP リボ
シル化因子（ADP-ribosylation factor）の
略名で、すべての真核細胞に存在し、哺乳動
物では ARF1 から ARF6 の 6種類が同定されて
いる。ARF の役割として、細胞内の小胞輸送、
ホスホリパーゼDやホスファチジルイノシト
ール 5-キナーゼの活性化などが知られてお
り、なかでも ARF6 は白血球機能の調節や細
胞接着の調節、さらには EGFR（epidermal 
growth factor receptor）を介したがん細胞
の浸潤に関与することが報告されている。最
近、ARF-GEP100 は、乳がん細胞において ARF6
を活性化するために EGFR のリン酸化ドメイ
ンに直接結合し、浸潤や転移に関わる特異的
な EGFR-GEP100-Arf6-AMAP1 pathway の一翼
を担っていることが報告されている。このよ
うに ARF-GEP100 は、ARF6 を活性化するタン
パク質として同定され、ARF6 の活性化が関与
する種々の機能を調節するとともに、細胞の
機能を多面的に調節している可能性が示唆
される。 
細胞におけるストレス応答は、外界からの

様々な刺激が受容体や細胞膜を通過し、細胞
内にその情報が伝達されると細胞は運動能
を獲得や形態変化をもたらす。さらに細胞内
ではストレス応答性のカスケードを利用し
て、様々な遺伝子発現やタンパク質の発現が

行われる。抗がん剤による治療は、がん細胞
にとってはある意味ストレス応答と考えら
れ、その結果として薬物耐性能や転移能を獲
得する要因となる。P-糖タンパク質は、抗が
ん剤に対する多剤耐性を獲得したがん細胞
において発現しており、様々な抗がん剤を細
胞外に排出輸送することから、多剤耐性因子
として位置づけられている。そして、P-糖タ
ンパク質の抗がん剤排出機能を阻害するこ
とにより多剤耐性の克服が期待されている
が、いずれもそのメカニズム解明が色々と行
われているものの、基礎研究の成果が実際の
治療として臨床の現場に反映されていない
のが実情である。 
 

２．研究の目的 
がんの予後を左右する因子として、転移性

と薬剤耐性があげられる。このふたつの問題
をどのようにコントロールするかが患者の
存命の Key となるが、いずれもそのメカニズ
ム等の解明が検討されているが、十分に臨床
応用されていないのが実情である。そこで本
研究では、白血球機能やがん細胞の運動性に
関与することが知られている ARF-GEP100 に
着目し、ARF-GEP100 の薬剤耐性マーカーとし
ての可能性と P-糖タンパク質の発現メカニ
ズムに ARF-GEP100 が関与する pathway が存
在するかを分子生物学的手法や免疫学的手
法を用いて検証する。 
 

３．研究の方法 
ヒト白血病細胞株である K562 あるいは

Nalm-6 細胞を低濃度のドキソルビシン（DOX）
存在下で継代培養し、耐性細胞を作製した。
ARF-GEP100および P-糖タンパク質の発現は、
特異抗体を用いて Western blotting で検討
した。 
白 血 球 機 能 発 現 な ど に 関 与 す る

ARF-GEP100やARF6に対するsiRNAを作成し、
ARF-GEP100、ARF6 および P-糖タンパク質の
発現に影響があるかをそれぞれに対する抗
体を用いた Western blotting で確認する。
さらに、DOX の細胞毒性について MTT 試薬を
用いて測定を行った。 
 

４．研究成果 
はじめに、がん細胞におけるARF-GEP100の薬
剤耐性化のマーカーとしての検討を検討する
ため、ARF-GEP100の部分ペプチドを合成し、
ウサギに免疫しペプチド抗体の作成を行った。
その結果、ARF-GEP100を認識する特異性の高
い抗体を作ることができた。次に、K562およ
びNalm-6を用いて、DOXに対する72時間におけ
る細胞毒性についてMTT試薬を用いて調べ、
80％以上の生存率のある濃度の1/10用量であ
る0.5 nMから処置し、DOXの濃度を徐々に上げ
て行くことで耐性細胞の作成を行った（130
日から180日間）。そして、ARF-GEP100とP-
糖タンパク質の発現の時間経過をK562細胞で
検討した。その結果、図2．に示すようにDOX



を処置してから131日目にP-糖タンパク質の
発現が確認されると、ARF-GEP100の発現が増
加することが認められた。しかしながら、P-
糖タンパク質が発現されている耐性細胞に
DOXをさらに処置しても、ARF-GEP100の発現量
には変化は認められなかった。一方、Nalm-6
に同じ期間DOXを処置しても、P-糖タンパク質
の発現は認められなかった。そして、
ARF-GEP100の発現の増加も認められなかった。
また、histone deacetylase 阻害剤である
spiruchostatin B (SP-B)耐性Nalm-6細胞を用
いて、P-糖タンパク質とARF-GEP100の発現を
検討したところ、図2．に示すようにP-糖タン
パク質の発現は認められず、そして、

ARF-GEP100の発現増加も認められなかった。
さらに、SP-B耐性Nalm-6にDOXを処置しても、
両タンパク質に変化は認められなかった。 
図2.耐性細胞におけるARF-GEP100の発現 
 
P-糖タンパク質は140kDaの新生タンパク質

として合成され、糖鎖付加により170kDa～の
糖タンパク質となる。そして、細胞膜に移動
したうえでリン酸化を受け、薬剤排出ポンプ
として機能し、抗がん剤からのアポトーシス
などの細胞死から逃れる。この一連のP-糖タ
ンパク質の細胞内での変化に、ARF-GEP100が
関与している可能性が十分に考えられる。そ
こで、細胞膜でのARF-GEP100の発現を検討し
たところ、P-糖タンパク質の細胞膜での発現
に伴い、ARF-GEP100の発現も増加していた。
さらに、P-糖タンパク質に対する抗体を用い
て、免疫沈降を行ったところ、ARF-GEP100は
P-糖タンパク質とともに共沈した。このこと
から、P-糖タンパク質の発現にARF-GEP100の
関与が示唆された。 
白血球の機能発現やEGFRを介したがん細胞

の浸潤にARF6などの低分子Gタンパク質の関
与が示唆されていることから、これらに対す
るsiRNAを作成し、P-糖タンパク質と
ARF-GEP100の発現を検討した。その結果、
ARF-GEP100は、2種類作ったsiRNAでノックダ
ウンされなかったが、ARF6およびARF1は、
siRNAでノックダウンされた。そして、P-糖タ
ンパク質およびARF-GEP100の発現を検討した
ところ、それぞれのタンパク質の発現に影響
を与えなかった。さらに、DOX処置による細胞
毒性を検討したが、いずれの濃度でもDOX処置
による細胞毒性は認められなかった。以上の
ことから、ARF-GEP100は、P-糖タンパク質の
発現にともなって増加し、ARF6およびARF1が

関与しないpathwayによってP-糖タンパク質
の発現や機能発現に影響を与えることが示唆
された。 
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