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研究成果の概要（和文）：ヘム合成に関与すると予想されたABCB10の機能を明らかにするためにAbcb10コンディショナ
ルノックアウトマウスの解析を行った。
一方、ABCB10の機能低下と腫瘍との関連性が示唆されているが、Abcb10欠損マウスを用いた発癌実験は行われておらず
、腫瘍が発生・悪性化する過程でAbcb10の役割は不明である。
B16細胞（P53野生型）ではAbcb10ノックダウン細胞が腫瘍縮小を示すが、LLC細胞（P53変異型）ではAbcb10ノックダウ
ン細胞が腫瘍の増大を示した。さらにAbcb10+/-マウスに化学発癌を誘導したところ、腫瘍の発生頻度は野生型に対し
増加する傾向が見られたが、有意差はなかった。

研究成果の概要（英文）：Abcb10 is involved in the heme biosynthesis; however its exact function is 
unknown. We have carried out the development and analysis of Abcb10 knockout mice in order to elucidate 
the function.
Although an association between abcb10 depression and cancer development has been suggested, the role of 
abcb10 in the process of tumor progression is unclear.
We transplanted two Abcb10 Knock-down tumor cells to mice and observed. While the tumors of Abcb10 
Knock-down B16 melanoma cells (P53 wild) were smaller in than those of wt ones, the tumors of Abcb10 
knock-down LLC cells (P53 mutant) were larger. In the chemical carcinogenesis experiments using wt Abcb10 
and Abcb10 +/- mice, the incidences of tumor development in Abcb10 +/- mice tended to be higher without 
statistical significance in comparison in wt Abcb10 mice.

研究分野：分子生物学

キーワード： Abcb10
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１．研究開始当初の背景 

近年、Heme生合成の中間産物であるPPIX

が悪性腫瘍に高蓄積すること、その PPIXは

特異的な励起光（633nm付近）を発し可視化

できることから、この性質を利用した悪性腫

瘍の診断方法が開発された（※1）。 

 Hemeの生合成はミトコンドリア‐細胞質

間の移動を伴って進行する（※2、3）。その

際、ABCB10は鉄のトランスポーターである

Mitoferrin-1(Mfn1)やポルフィリン誘導体と

鉄 の 配 位 結 合 を 触 媒 す る

Ferrocheratase(FECH)と結合し、その安定

性と機能を協調することから Heme の産生

に関与すると予想されていた。我々は

Abcb10 の機能を明らかにするために

Abcb10 コンディショナルノックアウトマウ

スの作製と解析を進めてきた。その結果、全

身で Abcb10 を欠損する Abcb10 -/-マウスは

胎生 11.5 日胚において自己造血不全により

死亡する。成獣の血球系細胞特異的に

Abcb10 を欠損させたマウス（Abcb10 f/

― :mx1-cre マウス）末梢血では、野生型

（Abcb10 ＋/＋）マウスに対して Heme が減

少していたこと、その前駆体である PPIXが

20～30 倍ほど蓄積していたこと、さらに

ROSの蓄積が著明である事を確認している。 

 一方、内外の研究より Acute Myeloid 

Leukemia (AML)、乳癌や大腸癌などの

SNPs解析から、ABCB10遺伝子のコーディ

ングエキソンに 5つのミスセンス変異が確認

され、ABCB10の機能低下と腫瘍との関連性

が示唆されているが、Abcb10 を欠失したマ

ウスを用いた発癌実験などは行われておら

ず、腫瘍が発生・悪性化する過程で Abcb10

がどのような役割を持っているかは不明で

ある。 

 

２．研究の目的 

我々は前述するこれまでの知見から、腫瘍

が発生・悪性化する過程において、ABCB10

遺伝子に機能的な変化が生じることで、

Heme合成不全、PPIXと遊離 Feの蓄積、そ

れに伴う ROS の産生（Heme タンパクであ

るROS消化酵素の機能不全も含まれる）が、

肉芽形成→形質転換→転移能獲得をより助

長すると仮定した。このことから本研究では

Abcb10 コンディショナルノックアウトマウ

スを用いて化学発癌や腫瘍移植・転移モデル

マウスを作製し、悪性腫瘍の PPIXの蓄積と

ABCB10 の機能不全との関連性を明らかに

する事を目的とした。 

 

３．研究の方法 

（1）発がん実験 

10日齢の Abcb10 +/-マウスと同腹産仔の野

生 型 マ ウ ス （ コ ン ト ロ ー ル ） に

Diethylnitrosoamine（DEN）を腹腔内投与

し、その 8か月―10か月後における肝がん発

生を観察した（C57/BL6系統）。 

（2）腫瘍細胞移植実験 

 B16F10 メラノーマ細胞（B16）と Lewis 

Lung Cell Carcinoma細胞(LCC)を用いてマ

ウス Abcb10ノックダウン細胞を作製した。

これらの細胞を野生型マウス（C57/BL6 系

統）背部皮下に導入し腫瘍細胞の定着と尾静

脈に導入した際の肺転移を観察した。 

（3）PPIXとHEMEの測定 

マウス血清 PPIX はそのまま、培養細胞の

PPIXは PBSで細胞洗浄後、2xRIPAで溶解

し、等量の Dimethyl sulfoxide (DMSO)を加

えてタンパク定量後、Thermo 社 Fluoro 

Skan FL(励起波長 420nm吸収波長 633nm)

を用いて定量した。 

Hemeの測定はBiochain社Heme Assay Kit

を用いて行なった。 

（4）その他 

RT-PCR、ウェスタンブロッティング、マウ

ス遺伝型解析、組織免疫染色は定法に従って

行なった。 

 



４．研究成果 

まず Abcb10 が腫瘍細胞の生育にどのよう

な影響を及ぼすかを検討するために、我々は

B16 を用いて Abcb10 ノックダウン細胞

(Abcb10KD)を作製した。 

作製したノックダウン細胞では内在性に発

現する Abcb10 の発現が 10～20％程度に減少

していた。これらの細胞を C57/BL6♂の 8 週

齢マウスの皮下に移植した。まず B16 細胞

（5x105cell）を移植して 2週間後に形成され

た腫瘍塊の湿重量を測定したところ、コント

ロールのB16細胞に比較して有意にAbcb10KD

細胞の湿重量が減少していた。 

この Abcb10 の発現減少が、腫瘍細胞の生

育に影響を与えるという現象がその他の細

胞においても普遍的であるかを検討するた

めに、同様に LLC 細胞を用いて Abcb10KD 細

胞を作製し、C57/BL6♂の 8 週齢マウスの皮

下に移植した（5x105cell）。移植して 2 週間

後に形成された腫瘍塊の湿重量を測定した

ところ、B16 細胞では Abcb10KD 細胞が腫瘍縮

小を示したのに対し、LLC 細胞では Abcb10KD

細胞が腫瘍の増大を示した。 

P53 野生型の腫瘍において、P53 は Heme と

結合することによってプロテアソーム系に

依存して分解を受ける。Heme は PPIX と鉄が

結合して完成するが、鉄キレート剤と抗がん

剤の併用療法など、鉄をキレートすることで

Hemeの産生を阻害して腫瘍内在性のP53の活

性を保つことで、その効果をより増強するこ

とが示されている(※3)。P53 野生型である

B16 では、Abcb10 の発現が減少することから

Heme の産生が減少し、細胞内に増加した P53

に依存したアポトーシスによって腫瘍減少

を示したと予想された。いっぽう、P53 変異

型である LCCでは逆にコントロールの LCCよ

り Abcb10KD 株において著名な腫瘍の増大を

示したが、このことは LCC のような P53 変異

細胞では、P53 の不活性化に加えて PPIX が蓄

積することで悪性化した腫瘍細胞の表現型

そのものを示していると考えた。この P53 変

異型で PPIX 蓄積による腫瘍増大のメカニズ

ムの解明は、悪性化した腫瘍や転移巣におい

て PPIX を蓄積しやすい細胞が生存するメカ

ニズムに迫ることができると考えられる。本

研究はこのメカニズムを解明することによ

って、PPIX を蓄積する腫瘍に対して直接の治

療標的を同定できる可能性が高いと考えら

れる。 

一方、マウス個体における内在性の Abcb10

が発がんにどのように影響するかを検討す

るために、Abcb10 +/-マウスと野生型マウスに

DEN 暴露による化学発癌を行なった。 

DEN導入後10カ月齢で肝に発生する腫瘍数を

計測した結果、Abcb10 +/-マウスにおける腫瘍

の発生頻度は野生型に対し増加する傾向が

見られたが、有意な差は認められなかった。 

DENはマウス個体においてP450によって脱ア

ルカリ化された後メチルカチオンに変化す

ることで DNA 損傷を引き起こす。また P450

はヘムを補酵素とするヘムタンパクである。 

マウス発癌モデルの実験では、Abcb10 ヘテロ

欠損により、肝で P450 の活性が減少するこ

とでDENの毒性が減弱したことから肝臓の腫

瘍化が抑制されていた可能性もある。 

また Abcb10 が欠損することでどのような

病態変化を示すのかは不明であることから、

Abcb10 コンディショナルノックアウトマウ

スを用いて、Abcb10 の生理機能についてさら

に詳細な解析を行なった。 

その結果、Abcb10 -/-マウスの胎生期におけ

る Abcb10 の欠損は、分化過程の造血細胞で

ヘムの合成不全、鉄の蓄積および Ros が増加

することよって細胞死が誘導され、これによ

って Abcb10 -/-マウスは発生過程に応じた血

球分化が停止することで、胎生致死に至ると

考えられた。さらに、Heme の補欠元素である

鉄の蓄積が未分化な血球細胞に著名である

こと、蓄積した鉄はミトコンドリアに存在し

ていることを元素分析電子顕微鏡を用いた



解析から突き止めることができた。  

血球特異的に Abcb10 を欠損する成獣マウ

ス（Abcb10F/-;Mx1-Cre マウス）では、骨髄レ

ベルで血球分化に異常をきたし、網状赤血球

が末梢血に豊富に存在すること、赤芽球ミト

コンドリアに鉄と予想される物質が蓄積し、

末梢血においてはPPIXが蓄積することから、

Abcb10 は血球分化とヘム合成過程において

PPIX と鉄の結合に必須の分子であることが

わかった。 

ヒト疾患において PPIX を高蓄積する EPP

や鉄の代謝異常による RARS（鉄芽球性貧血）

が知られているが、これらの病態は希少であ

り、特に RARS はその原因遺伝子が明確に同

定されていない。本研究で作製した Abcb10

ノックアウトマウスは PPIX を高蓄積する

EPP や RARS と類似の病態を示すことから、こ

れらの病因の解明・治療法の開発に病態モデ

ルマウスとして有用であると考えられる 

※1. Plos One 

 doi: 10.1371/journal.pone.0122351.2015 

※2. Cell Physiol Biochem. 

 doi: 10.1159/000366383. 2014 

※3. Cell Rep. 

 doi: 10.1016/j.celrep.2014.02.042. 2014 
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