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抗ガン剤排出タンパク質MRPlの基質特異性の決定に関与する部位の同定

山本茂隆篠田 桂道下真介大野喬子三水谷有希 2 田口善智 2 佐伯和弘 1，2

要旨

MRP1(ABCC1)は、ガンの化学療法の大きな障害であるガン細胞の多剤耐性化を引き起こすタンパク質の

一つで、ある。 MRPlは細胞膜に発現すると、構造に類似性のない様々な抗ガン剤を基質として認識し、細

胞内から細胞外へ排出する。しかし、 MRPlによる基質認識及び輸送機構は明らかにされていない。これ

までの研究から、ウシより新規に単離されたMRPlとヒトの MRPlとのアミノ酸レベルでの同一性は91%

あるのにもかかわらず、両者の基質特異性は大きく異なることが明らかにされている。このようなウシ

MRPlとヒト MRPlの基質特異性の違いは、両者のアミノ酸の違いによって引き起こされており、これら

両者の間で、異なっているアミノ酸の中には、 MRPlの基質認識及び輸送機構に重要な働きをしているアミ

ノ酸があるのではないかと考えた。今回、我々はウシ MRPlの 1088番目のアミノ酸(グルタミン)に注

目した。ヒト MRPlにおいて、このアミノ酸に相当するアミノ酸は、側鎖に負電荷持つアミノ酸であるグ

ルタミン酸であるD ウシ MRPlの 1088番目のグルタミンをグルタミン酸に置換した変異体をヒト由来の

培養細胞で発現させ、その細胞が抗ガン剤に対して示す耐性度のパターンを、野生型のウシ及びヒト MRPl

の発現細胞のパターンと比較した。その結果、この変異体の発現細胞はウシ野生型MRPlと比較して、抗

生物質系の抗ガン剤であるドキソルピシンに対する耐性度が特異的に上昇していることが分かつた。この

結果から、ウシ MRPlの 1088番目のアミノ酸はドキソルピシンの基質認識または輸送に関与しているこ

とが示唆された。

1 .緒論

ガン細胞は、治療途中に投与した抗ガン剤に対して耐性になると同時に、治療には用いていない抗ガン

剤、しかも作用機構や構造の異なる複数の薬剤に対しても耐性になることがある。このような現象は、ガ

ン細胞の多剤耐性化と呼ばれ、ガンの化学療法にとって大きな障害となっている。ガン細胞の多剤耐性化

の原因のーっとして考えられているのが、 MRPl(Multidrug Resistance Protein 1)である(1，2)0 MRPlがガン細

胞の細胞膜に発現すると、構造に類似性のない様々な抗ガン剤を認識し、細胞内から外へ排出するポンプ

タンパク質として機能する(3)。その結果、 MRPlは、ガン細胞を抗ガン剤に対して耐性化する。

MRPlはABCClという名称でも呼ばれている ABCタンパク質の一つで、ある。 ABCタンパク質は、 ATP

Binding Casstte(ABC)と呼ばれる ATP結合領域を共通して持っているタンパク質ファミリーであり、ヒトの

ゲノム上には 49種類の ABCタンパク質をコードする遺伝子が存在することが明らかにされている例。

MRPlは、ヒトでは、 1531アミノ酸から構成されている膜タンパク質であり、 17個の膜貫通ヘリックスと、

2個のABCタンパク質特有の ATP結合領域を持つ(5)。そのアミノ酸配列から、 MRPlは、 N末端側に 5個

の膜貫通ヘリックスから成る TMDO(工ransmembranegomain 0)と、 130アミノ酸からなる細胞内ループ(Lo)

を持っており、それに続いて 6個の膜貫通ヘリックスと 1個のATP結合領域から成るユニットが2回繰り

返したような構造をとると予想されている(図 1)。
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図1 1¥偲P1の予想される二次卦荷量

3個の1莫貫通ドメイン(TMDO，1 ，2)、TMDOと1を繋ぐ細胞内領域の匂ノレープ、2イ固の畑結合f頁域住TPs白血19

C街路町:ABC)を持っと予想されている。大は今回変異を導入した1088番目のアミノ酸の位置を示す。

MRP1の大きな特徴は、構造に類似性のない様々な抗ガン剤の他、グルタチオン抱合体、グルクロン酸

抱合体等の負電荷を持つ抱合体や、一部の重金属等の極めて多様な物質を基質として認識し、細胞内から

細胞外へ輸送できることである(6-12)口しかし、MRP1による基質認識及び輸送機構は明らかにされていない。

当研究室では、ウシ乳腺より新規にウシの MRP1のcDNAを単離した(13)。単離されたウシ MRP1cDNA 

の配列から、ウシMRP1とヒト MRP1は、アミノ酸レベルで約90%の同一性があることが明らかにされた。

しかし、この両者の MRP1をそれぞれ安定発現する培養細胞の抗ガン剤に対する耐性度を比較すると、両

者の耐性度のパターンは明確に異なっていた。具体的には、ドキソルピシンに対しては、ヒト MRP1の発

現細胞は高い耐性度を示すが、ウシ MRP1の発現細胞はほとんど耐性を示さなかった。一方で、 VP16に

対しては、ウシMRPlの発現細胞がヒト MRPlの発現細胞よりも、はるかに高い耐性度を示した(13)。この

結果から、ウシMRPlとヒト MRP1は約 90%のアミノ酸が同一であるにも関わらず、両者の基質特異性は

明確に異なることが示された。また、ウシ MRPlとヒト MRPlで異なる約 10%のアミノ酸のいずれかが、

MRPlによる基質の認識、及び輸送に重要な役割を果たしている可能性が示唆された(13)。

そこで我々は、上に述べたウシMRPlとヒト MRPlの構造と機能の差異を利用して、 MRPlの基質の輸

送に関与するアミノ酸を同定し、MRPlの基質認識機構を明らかにしたいと考えた。具体的には、ウシMRPl

のアミノ酸のうち、ヒト MRP1.と異なるアミノ酸を、ヒト MRP1と同じアミノ酸に置換した変異型ウシ

MRPlを培養細胞で発現させ、その変異型ウシMRP1の発現細胞と、野生型ウシMRPlの発現細胞の薬剤

に対する耐性度の測定、比較を行い、もし両者間で、耐性度のパターンが変化していれば、その変異が導入

されたアミノ酸が MRPlによる基質輸送に関与していると結論できると考えた。

今回、我々は、ウシMRP1の14番目の膜貫通ヘリックスより、わずかに細胞質側に存在すると予想され

ている 1088番目のグルタミン(Gln1088) に注目した。このアミノ酸は、ヒト MRPlでは酸性アミノ酸のグ

ルタミン酸(Glu1089)で、ある。ウシMRPlの 1088番目の Glnをヒト MRPlと同じ Gluに置換した変異体を作

製し、その変異体を発現する培養細胞の様々な抗ガン剤に対する耐性度を調べ、野生型ウシMRPl及びヒ

トMRPlを発現する培養細胞の耐d性度のパターンとの比較を行った。
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2.材料と方法

2. 1 変異型ウシMRPlの作製

田口らにより単離されたウシMRPlcDNAに対し、 site-directedmutagenesisによってウシMRPlの1088番

目のアミノ酸であるグルタミンをグノレタミン酸に置換した変異型ウシMRPlcDNAを作製した。 site圃

directed mutagenesisは、 QuikChange⑧ Site-DirectedMutagenesis Kit (S仕atageneネ土)のプロトコーノレに従って行

った。変異導入には2木のオリゴヌクレオチド(primer1: 5 '-GACTCGATGATCCCGGAGGTCATCAAGATG-3'、

primer2 : 5'一CATCTTGATGACCTCCGGGATCATCGAGTC-3')を用いた。変異の導入は、変異導入部位付近の塩基配列

を決定することにより確認した。

2.2 発現ベクターの構築

変異型ウシ MRPl、野生型ウシ MRPl、及び野生型ヒト MRPlを、それぞれ培養細胞で発現させるため

の発現ベクターを構築した。発現ベクターは、 CMV(Cytomegalovirus)プロモーターの下流にMRPlcDNA 

を連結し、さらにそのすぐ下流に lRESCinternal ribosome en仕ysite)をはさんで、ネオマイシン耐性遺伝子と

SV40ウイルス由来の転写終結部位を連結するように構築した。このベクターは、 MRPlとネオマイシン耐

性遺伝子をパイシストロニックに発現させることができるため、このベクターを導入して得られるネオマ

イシン (G418)耐性細胞には、高い確率でMRPlを発現していることが期待される。したがって、このベ

クターを用いれば野生型及び変異型の MRPlの安定発現細胞をより迅速に得ることができると考えた。

2.3 MRPlを安定発現する HEK293の作製

発現ベクターを導入する細胞としてヒト由来の培養細胞である HEK293を使用した。細胞の培養は、 10%

FBSを含むDMEM培地を用いて、 3幻7
0

C/C025%の条件で

佐a組nS:D島ecωtio∞nは、 GIBCOInvitrogen社の LipofectAmine2000を用いたリポフェクション法によって行った。

発現ベクターを transfectionした HEK293をGIBCOInvi仕ogen社の Geneticin(G418 1.2mg/ml)による選

抜を行うことで、それぞれの MRPlの発現ベクターが導入された HEK293を得た。得られたそれぞれの

HEK293から膜タンパク質を抽出し、 MRPlを認識するモノクローナル抗体で、ある MRPm6(14)を用いた

Western blottingを行うことで、それぞれの HEK293における MRPlの安定発現を確認した。

2.4 薬剤耐性度の測定

MTTアッセイにより安定発現細胞の様々な薬剤に対する耐性度を測定した(15)。薬剤は、ピンクリスチン、

コルヒチン、ビンブラスチン、アクチノマイシンD、ドキソルピシンは和光純薬製、 VP16は SIGMA社製

のものを使用した。 96穴ディッシュの 1穴あたり 2500個の細胞を播種し、その細胞に様々な濃度の各薬

剤を加えて、 370C/C025%の条件で培養した。 4日間の培養後、 MTT(SIGMA社)を PBSで lmg/mlに溶

かして 50μlずつ各穴に分注し、 37
0
C/C025%の条件で3時間培養した。培養後、培地を全て吸引し、 DMSO

を各穴に 100μlずつ分注・振塗させることで色素を DMSOに溶解させ、マイクロプレートリーダーを用い

て、波長 540nmの吸光度を測定した。薬剤を含まない培地で培養した細胞の吸光度を 100%としたときに、

吸光度が 50%となるような薬剤の濃度を、薬剤濃度と波長 540nmの吸光度の相関グラフから求めて、 IC50

イ直とした。
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3.結果

まず、 site-directedmutagenesisによってウシ恥偲P1の1088番目のアミノ酸であるグルタミンを、ヒト

MRPlにおいて、との部位に相当するアミノ酸であるグルタミン酸に置換した変異型ワシMRP1cDNAを

作製した。変異型ウシ乱偲Pl、野生型ヒト及び野生型ウシ恥偲Plのそれぞれの cDNAとG418耐性遺伝子

をパイシストロニックに発現させることのできる発現ベクターを構築し、これらのベクターをリポフェク

ション法によりヒト由来の培養細胞である E王EK293へ導入した。ベクターを導入したHEK293をG418で

選抜することによって、 MRPlを安定発現していると期待される細胞を得た。RT-PCRによって、これら

の細胞で発現している h偲Plが導入した野生型及び変異型ワシh偲Pl もしくは野生型のヒト h伎町であ

ることを確認した後、それぞれの細胞から抽出した膜タンパク質に対して、 h偲Plに対するモノクローナ

ル抗体で、ある MRPm6を用いてWestemblottingを行った(図2)。その結果、それぞれのMRPlを導入し、

G418で選抜したHEK293細胞では、 MRPlの分子量である約 190kDaのバンドが検出された。このことか

ら、変異型ウシ孔偲Pl、野生型ウシh偲Pl及び野生型ヒト MRPlのそれぞれが、導入されたHEK293にお

いて安定発現していることが確認された。また、検出されたバンドの濃度がほぼ同じであることから、そ

れぞれの安定発現細胞における MRPlの発現量は、ほぼ同じであると予測された。

それぞれのMRPlを安定発現する HEK293の、抗生物質系の抗ガン剤であるドキソルピシン(Dox)、コル

ヒチン(Col)、アクチノマイシンD(AcD)、植物アルカロイド系の抗ガン剤である VP16、ピンクリスチン

(Vcr)、ビンプラスチンσTbl)に対する耐性度を測定した(図 3)。

A B C D 

← 220kDa 

← 971①a 

A :1亜K293

B : HEK293/野生型ウシ乱偲Pl

C : HEK293/野生型ヒトh偲Pl

D: HEK293/ウシh忽Pl:GlnlO銘→Glu変異体

図2 ~由紀mblo凶ng による h偲Pl タンパク質の発現確認

各レーンにはそれぞれの細胞から抽出した膜タンパク質7陀をアプライした。

B、C、Dレーンでは、高分子量のメジャーバンド(分子畠約190kDa)と、低分¥子量のマイナーバンドが検出され

たが、前者は、細目制莫に存在する鰯員付加の完全な成繋盟のMRPlに由来し、後者は、細胞内に留まっている

概員付加の不完全なMRPlに由来すると予測される。
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図3 ]¥侭Plを発現するHEK293の薬剤耐性度

総辞油には耐間支を測定した抗ガン剤の名称を示すWα:ピンクリスチン、 Col:コノレヒチン、Vbl:ピンブラスチン、 AcD:

アクチノマイシンD、Dox:ドキソルピシン)。横軸はHEK293が各薬剤に対して示す耐性度を1とした場合の相対耐

性度を示す。耐性度の指標として、各細胞のそれぞれの薬剤に対するICso値を用いたO グラフに示す耐性度の値は、

3固から4回の独立した呉験の結果を平均して得た。*は、 HEK293/ウシhほPl:G1n1088→Glu変異体とHEK293/野生

型ウシh怨Plのそれぞれの薬剤に対する耐性度の値を比較し、統計的に有意な差異があることを示すが0.01)。

その結果、 ドキソルピシンに対して、ウシ野生型 MRPlの発現細胞は、ほとんど耐性を示さなかった

(HEK293の約1.3倍の耐性度)のに比べ、ウシMRPlの1088番目のグノレタミンをグルタミン酸に置換し

た変異型体の発現細胞は、高い耐性度 (HEK293の約 2.5倍の耐性度)を示した。この変異体のドキソルピ

シンに対する耐性度は、ヒト野生型 MRPlの発現細胞の示す耐性度 (HEK293の約 2.7倍)とほぼ同じで

あった。この結果から、ワシMRPlの1088番目のアミノ酸は、 MRPlによるドキソルピシンの認識及び、輸

送に関与していることが示唆された。

一方、 VP16に対しては、ウシMRPlの1088番目のグルタミンをグルタミン酸に置換した変異体の発現

細胞は、 HEK293の5.4倍の耐性度を示した。この耐性度は、ウシ野生型MRPlの発現細胞がVP16に対し

て示す耐性度 (HEK293の約5.6倍)とほぼ同じであり、どちらもヒト MRPlの発現細胞 (HEK293の約3.6

倍の耐性度)と比較すると、高い耐性度を示した。以上の結果から、ウシMRPlの1088番目のアミノ酸は、

MRPlのドキソルピシンの輸送に関与する一方で、 VP16の輸送には関与していないことが示唆された。さ

らに、ピンクリスチン、コルヒチン、ピンプラスチン、アクチノマイシンDに対しては、ウシ、ヒト野生

型MRPlの発現細胞、及びウシMRPlの 1088番目の変異体の発現細胞は、ほぼ同様の耐性度を示した。
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この結果から、ウシMRPlの 1088番目のアミノ酸は、 MRPlのピンクリスチン、コルヒチン、ピンプラス

チン、アクチノマイシンDの輸送にも特に重要な寄与はしていないことが示唆された。

4. 考察

マウス MRPlにおいて ウシMRPlの 1088番目、ヒト MRPlの 1089番目のアミノ酸に相当するアミノ

酸は、ウシMRPlと同様にグルタミン(1086番目)である(16)。そして、マウス MRPlを発現する培養細胞も、

ウシ MRPlを発現する培養細胞と同様に、ドキソルピシンに対する耐性度は低く、このアミノ酸をヒト

MRPlと同様のグルタミン酸に置換すると、その耐性度が上昇することが報告されている(17，18)。今回の我々

の実験から、ウシ MRPlの 1088番目のグルタミンをヒトと同様のグルタミン酸に置換すると、マウスと

ヒトの MRPlの比較の実験と同様に、 ドキソノレピシンに対する耐性度が上昇することが分かつた。この結

果は、 MRPlの第 14膜貫通ヘリックスの近傍に存在するウシMRPlの 1088番目のアミノ酸に相当するア

ミノ酸は、種の差異を越えて、ドキソルピシンの輸送に重要な寄与をしていることを示唆するものである。

グルタミンは非電荷極性アミノ酸である一方、グルタミン酸は側鎖にマイナスの電荷を持つ酸性アミノ

酸である。今回、ウシ MRPlの 1088番目のグルタミンをグルタミン酸に置換した変異によってドキソル

ピシンに対する耐性度が変化したことから、このアミノ酸部位の電荷が、ドキソルビシンとの相互作用に

関与している可能性が示唆された。 ドキソルピシンは、全体としては疎水性の化合物で、あるが、そのアミ

ノ糖の部位に一つプラスの電荷を持つ。ウシ MRPlの 1088番目のアミノ酸がドキソルピシンの持つ電荷

と相互作用しており、このアミノ酸がマイナスの電荷を持つアミノ酸に置換されることで、 ドキソルピシ

ンとの静電的相互作用が強化され、 MRPlによるドキソルピシンの輸送が上昇した可能性も考えられる。

この仮説を検証するためには、このアミノ酸をグルタミン酸と同様に側鎖にマイナスの電荷を持つアスパ

ラギン酸や、プラスの電荷を持つアルギニン、リジンに置換したときにドキソルピシンに対する耐性度が

どのように変化するのかを検討する必要がある。

一方で、、ウシMRPlの 1088番目のグルタミンをグルタミン酸に置換した変異によっても VP16に対する

耐性度は変化しなかった。この結果は、このアミノ酸部位が VP16の基質輸送には重要な寄与をしていな

いことを示唆している。ヒト MRPlの発現細胞と比較して、ウシMRPlの発現細胞は、 VP16に対しては

るかに高い耐性度を示す。この耐性度の違いの原因となっている、 VP16の基質輸送に重要な働きをするア

ミノ酸は、ウシ、ヒトの MRPlの間で性質の異なるアミノ酸のうち、今回のウシ MRPlの 1088番目以外

のアミノ酸である可能性が高い。今後、ウシ MRPlの 1088番目のアミノ酸以外のウシ、ヒト間で性質の

異なるアミノ酸に関しても変異を導入し、その変異体の活性を調べることで、これまでに報告されていな

い、 MRPlの基質の認識及び輸送に関与する部位に関する新しい情報が得られることが期待される。
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Alteration of Substrate Specificity by Mutation at the Gln1088 

Position of Bovine MRPl (ABCCl) 

Shigetaka Yamamoto1， Katsura Shinoda1， Shinsuke Michishita1， Takako Ohn02， 

Yuki Mizutani2ラYoshitomoTaguchi
2， and Kazuhiro Saeki1，2 

Multidrug resistance protein 1 (MRP1)， a member of the ATP-binding cassette (ABC) family of membrane 

transport proteins， fu.nctions as an energy-dependent efflux pump that ex仕udesmany kinds of xenobiotics out of cells 

It has been suggested th剖bovineMRP1， the cDNA ofwhich was recently cloned from mammary gland oflactating 

cow， apparently differs企omhuman MRP1 in substrate specificity， despite a high degree of similarity in amino acid， 

and that some of nOIトconservedamino acids between two orthologs might be important in deciding the subs仕ate

specificity of MRP 1. 

In this work， we focused on the Gln 1088 position of bovine MRP 1. The amino acid residue in human MRP 1 

corresponding to the Gln1088 of bovine MRP1 is Glu1089. We changed Gln1088 in bovine MRP1 by Glu， and the 

drug-resistance profi1es ofHEK293 cells stably expressing the mutated bovine MRP1 was examined. The resistance 

to doxorubicin was remarkably increased by this replacement， suggesting that this amino acid would play important 

roles in the recognition and/or transport of substrates， especially doxorubicin， by MRP 1. 
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