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要 旨 

抗がん剤使用におけるがん細胞の薬剤耐性化は広く知られており、P-糖タンパク質が

ATPの加水分解エネルギーを利用して薬物を輸送することが原因の 1つとされている。 

また、転写因子 Nuclear Factor-κB（NF-κB）は抗アポトーシス遺伝子の発現上昇を介

して抗がん剤や death receptorを介するアポトーシス抑制に関与している。近年、さまざま

な天然物がNF-κB阻害作用を介して抗腫瘍活性を持つことが明らかになり、分子レベルで

の研究が行なわれている。NF-κBの阻害作用と抗腫瘍活性を合わせ持つ天然物の中でP-

糖タンパク質による排泄機構を阻害することができる化合物を発見できれば、臨床において

非常に有用なものとなると思われる。 

そこで、本研究では NF-κB 阻害作用が報告されている天然物を用いて、P-糖タンパク

質の ATPの加水分解に対する影響と NF-κBの活性化抑制の効果について検討した。そ

の結果、Celastrol、Licochalcone A、Anacardic acid、Caffeic acid phenethyl ester 

(CAPE)、Xanthohumol、Magnolol、ＨonokiolはP-糖タンパク質の基質であると考えられ、

P-糖タンパク質の排出能を上回る量の多量の NF-κB阻害天然物を添加、あるいは P-糖タ

ンパク質の阻害作用を持つことが知られている Verapamil と併用することでNF-κBの活性

化が阻害された。これらのことより、いくつかの天然物が、がんによる多剤耐性を克服し、が

んの治療効果を向上させることが期待できる物質として有用なものとなることが示唆された。 
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論 文 

１．はじめに 

今日、抗がん剤使用におけるがん細胞の薬剤耐性化は広く知られており、構造的に

類似性の無い抗がん剤でも効果が無くなる現象、多剤耐性が臨床上大きな問題となって

いる。がん細胞の多剤耐性の原因の 1つとされている P-糖タンパク質(ABCB1, MDR1)

は ABC(ATP-binding cassette)トランスポーターファミリーに属し、ATP の加水分解エ

ネルギーを利用して薬物を細胞内から細胞外へ方向選択的に輸送する膜タンパク質で

ある[1,2]。P-糖タンパク質は 2つの ATP結合部位を持っており、ダウノルビシン、ドキソル

ビシン、ビンクリスチン、ビンブラスチン、パクリタキセルなどの抗がん剤のほか、ベラパミ

ル、キニジン、ジゴキシン、シクロスポリン、タクロリムスなどの薬物をATPの加水分解エネ

ルギーを利用して輸送する(Fig.1)。この P-糖タンパク質は小腸や肝臓、腎臓、血液-脳

関門、血液-胎盤関門などの正常組織などに発現して、薬物や有害物質から生体を守る

役割を担っている。しかし、がん細胞膜上においては、P-糖タンパク質が過剰に発現する

ことで、細胞内に取り込まれた抗がん剤が細胞外に排出され細胞内濃度が減尐し、多剤

耐性を引き起こすことが問題となっている[3,4,5]。 

また、がん細胞では転写因子 Nuclear Factor-κB(NF-κB)が非常に活発化されてい

ることが分かっている。NF-κB は Rel ファミリー(プロトオンコロジーである c-rel 遺伝子と

相同性のある領域を有している分子からなるファミリー)に属する分子とホモあるいはヘテ

ロ二量体を形成して存在する転写因子群の総称であり、この二量体は IκB(inhibitor of 

κB)と呼ばれるインヒビターと会合し、不活性型として細胞質に存在している。しかし、腫

瘍壊死因子 α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)や IL-1などの炎症性サイトカインや放

射線照射、抗がん剤などにより IκBキナーゼ(IKK)が活性化されると、IKK により IκBが

分解されて遺伝子発現レベルで細胞死抑制や免疫反応抑制、器官形成、発がんなどに

関与している。特に問題とされているのは NF-κB の機能として抗アポトーシス遺伝子の

発現上昇を介して抗がん剤や death receptorを介するアポトーシス抑制に関与している

ことである[6,7]。 

近年、さまざまな天然物が NF-κB を阻害し、抗腫瘍活性を持つことが明らかになり、

分子レベルでの研究が行なわれている。そこで NF-κB の阻害作用と抗腫瘍活性を合わ
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せ持つ天然物の中で P-糖タンパク質による排泄機構を阻害する化合物を発見すること

ができれば、がんによる多剤耐性を克服し、がんの治療効果を向上させることが期待でき

る物質として非常に有用なものとなると思われる[8,9,10,11]。 

そこで、本研究では NF-κB 阻害天然物の薬物排出トランスポーターP-糖タンパク質

阻害作用について、ヒト P-糖タンパク質遺伝子導入 KB/MDR1細胞を用いて検討した。 

 

ダウノルビシン            ドキソルビシン                ビンクリスチン 

   

ビンブラスチン                          パクリタキセル 

   

タクロリムス               シクロスポリン                  キニジン 

 

ジゴキシン                              ベラパミル   

(Fig.1) Ｐ-糖タンパク質の基質となる医薬品 
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２．実験方法 

(1)細胞及び試薬 

実験細胞として、KB/MDR1細胞を用いた。この細胞は、抗がん剤感受性 KB-3-1細

胞にヒト P-糖タンパク質遺伝子を導入した細胞であり、京都大学農学研究科 植田和光

教授に御提供いただいた。KB/MDR1細胞は 5 g/mL vinblastine存在下、10 %ウシ

胎児血清含有 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(D-MEM)培地にて 37 ℃、5 % 

CO2で培養を行った。 

また、P-糖タンパク質の ATP 加水分解活性測定はヒト P-糖タンパク質 cDNA をバキ

ュロウイルスにより昆虫細胞に組み込んで発現させたヒト P-糖タンパク質発現膜画分(BD, 

Woburn, MA, USA)を用いた。 

NF-B阻害天然物として、Celastrol、Licochalcone A(CALBIOCHEM, La Jolla, 

CA, USA)、Anacardic acid(Alexis, Lausen, Switzerland)、Caffeic acid phenethyl 

ester(CAPE)、Xanthohumol(常磐植物化学研究所、千葉)、Magnolol、Honokiol(和光

純薬工業)を用いた(Fig.2)。 

   

Celastrol           Xanthohumol          Magnolol 

     

        Licochalcone A        Anacardic acid       

   

caffeic acid phenethylester(CAPE)        Honokiol 

 

(Fig.2) 使用した NF-κB阻害天然物 
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(2)P-糖タンパク質の ATP加水分解活性測定 

ヒト P-糖タンパク質発現膜画分を 1.25mg/mL となるように懸濁し、5mM ATP 及び

100μM NF-κB阻害天然物を加え、37℃で40分間保温した。その後、ルシフェラーゼを

加え、37℃で 40 分間保温後、残存している ATP から生じる発光をルミノメーター

(GloMax 20/20n,Promega)で測定した。 

 

(3)NF-κB活性化に及ぼす NF-κB阻害天然物の影響 

KB/MDR1 細胞における NF-κB 活性化に及ぼす天然物の影響を、レポーターアッ

セイを用いて測定した。KB/MDR1細胞を 24wellプレートに 1×105 cell/well となるよう

に植え継ぎ、Fugene HD Transfection Reagent(Roche, Indianapolis, IN, USA)を

用いて、ホタルルシフェラーゼ上流に応答配列として NF-κB 応答配列を持つ pGL 

4.32(Promega, Madison, WI, USA)及びウミシイタケルシフェラーゼ遺伝子上流に

herpes simplex virus 1-thymidine kinase (HSV-TK)を持つ pGL 4.74(Promega)を

遺伝子導入し、KB/MDR1 細胞の核内で目的遺伝子が複製されるようにした。24 時間

培養後、D-MEM 1mLで細胞を一度洗浄し、D-MEM 0.5 mLを加えた。添加薬物を加

え 1 時間培養後、TNF-α を 20ngL となるように加えた。さらに 5 時間培養後、

Reporter Lysis Buffer(Promega)を 100μL 加え、凍結融解して細胞を可溶化し、

Dual-Glo Luciferase Reagent(Promega)を 100μL 加え、ルミノメーター(GloMax 

20/20n, Promega)で発光強度を測定してホタルルシフェラーゼ活性を測定した。次に、

Stop&Glo Reagent を 100μL 加え、発光強度を測定してウミシイタケルシフェラーゼ活

性を測定した。 

 

(4)統計解析 

 データは mean±standard error of the mean(S.E.)で表す。分散分析 post-hoc 

Dunnet法を用いて検定を行い、P < 0.01のものを有意とした。 
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３．結果 

(1)P-糖タンパク質の ATP加水分解活性測定 

ヒト P-糖タンパク質発現膜画分を用いて、Verapamil、Celastrol、Licochalcone A、

Anacardic acid、CAPE、Xanthohumol、Magnolol、Honokiol 存在下での P-糖タン

パク質による ATP の加水分解活性を測定した。その結果、P-糖タンパク質の基質である

Verapamil 存在下では P-糖タンパク質の ATP の加水分解活性が促進された。また、

Celastrol、Licochalcone A、Anacardic acid、CAPE、Xanthohumol、Magnolol、

Honokiol 存在下でも Verapamil 存在下と同様に P-糖タンパク質の ATP 加水分解活

性が促進された(Fig. 3)。 

VerapamilとCAPEを同時に加えた場合では、VerapamilまたはCAPE単独時より

も P-糖タンパク質の ATP加水分解活性がさらに促進されることが示された。 

 

(Fig. 3) ベラパミルや NF-κB 阻害天然物を用いたヒト P-糖タンパク質発現膜画分の ATP加水分解活性 
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 (2)NF-κB活性化に及ぼす NF-κB阻害天然物の影響 

ホタルルシフェラーゼ上流に NF-κB応答配列を持つ pGL 4.32(Promega)を遺伝子

導入した KB/MDR1 細胞では、TNF-α によって NF-κB ルシフェラーゼ活性が

8.64±1.00倍に上昇した。しかし、1μM CAPE存在下で 3.29±0.35倍、2μM CAPE存

在下で 2.71±0.81倍、5μM CAPE存在下で 1.13±0.32倍と、CAPEの濃度が増加する

に従って TNF-αによるNF-κB活性化が強く阻害された。 

また、Licochalcone A、Xanthohumol、Anacardic acid共存下でも同様に、濃度が

増加するに従って TNF-αによる NF-κB活性化が阻害された(Fig.4,Fig.5)。 

 

(Fig. 4) NF-κB活性における NF-κB阻害天然物の効果 1 
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(Fig. 5) NF-κB活性における NF-κB阻害天然物の効果 2 

４．考察 

Celastrol はニシキギ科のタイワンクロヅル(Tripterygium wilfordii)の根に含まれ、

TNF-αによる IKK活性化、IκBα リン酸化、IκBα分解を阻害し、NF-κB標的遺伝子の

発現を抑制することが報告されている[7,9]。CAPEはミツバチの巣から単離されたプロポリ

スの活性成分であり、ヒト細胞において IκBα分解を阻害せずにNF-κBの核移行阻害を

介して NF-κB標的遺伝子発現を抑制することが報告されている[11]。Anacardic acidは

ウルシ科のカシューノキ(Anacardium occidentale)の穀液に多く含まれ、ヒト細胞にお

いて抗酸化作用を持つ。また、IKK活性化阻害を介して IκBα リン酸化、IκBα分解を阻

害し、NF-κB標的遺伝子の発現を抑制することが報告されている[10]。Xanthohumol は

アサ科のホップ(Humulus lupulus)の毬果に多く含まれ、抗菌活性を持つことが知られ

ている。また、ヒト細胞において NF-κB 活性化を阻害し、アポトーシスを誘導することが

報告されている [12]。Magnolol とその異性体の Honokiol はモクレン科のホオノキ

(Magnolia obovata)の樹皮に多く含まれ、IKK 活性化阻害を介して IκBα リン酸化、

IκBα分解を阻害し、ヒト細胞において NF-κB 標的遺伝子の発現を抑制することが報告

されている[8]。 

P-糖タンパク質の ATP 加水分解活性測定において、P-糖タンパク質の ATP 加水分

解活性を促進した天然物である Celastrol、Licochalcone A、Anacardic acid、CAPE、

Xanthohumol、Magnolol、Honokiolは P-糖タンパク質の基質であると考えられる。 
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また、NF-κB 活性化に及ぼす NF-κB 阻害天然物の影響の測定において、TNF-α

による NF-κB活性化が濃度依存的に阻害されることが示されたことより、NF-κB阻害天

然物の尐量添加では P-糖タンパク質の基質として細胞外に排出されてしまい、NF-κB

の活性阻害作用が弱かったものと考えられる。よって、P-糖タンパク質の排出能を上回る

量の NF-κB 阻害天然物を添加することで大きな NF-κB 阻害作用が得られると思われ

る。 

さらに、P-糖タンパク質の阻害作用を持つことが知られている Verapamil との併用に

おいては、Anacardic acid との併用で Anacardic acid単独時より高い阻害作用を示し

たことから、P-糖タンパク質阻害剤と併用することで NF-κB 阻害天然物の細胞内濃度が

上昇し、より大きな阻害効果が得られる可能性が窺える。しかし、今回の結果からは全て

の天然物において同様な結果が得られたわけではないので、さらなる検証が必要である

と思われる。 

５．おわりに 

本研究から、NF-κB阻害天然物を高用量で使用すれば、P-糖タンパク質の抗がん剤

などの排泄機構を競合的に阻害し、NF-κBの活性化を抑制することで新たな P-糖タン

パク質の発現を抑制し、抗がん剤による治療効果を上げることができると思われる。しかし、

本実験はヒト P-糖タンパク質遺伝子導入 KB/MDR1細胞を用いたものであり、実際の生

体においては、天然物を経口投与するのであれば成分の含有率や吸収・分布・代謝・排

泄機構などを考慮する必要が有り、たとえ安定した血中濃度を保つことができたとしても、

標的部位への集積性や正常細胞への影響などを考慮する必要がある為、実用化に向け

ては多くの障壁がある。しかし、それらをクリアすることができれば今後のがん治療におい

て非常に有用なものとなると思われる。 
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