
緒　　　　　論

スチルベン系化合物でポリフェノールの一種で
あるレスベラトロール（resveratrol, rSV; 3, 5, 4�-
trans-trihydoroxystilbene）は，ブドウの茎や果皮
に多く含まれる抗酸化物質として知られており，1）

現在，rSV による寿命延長作用の研究が行なわれ
ている．2006 年にはヒトと同じ哺乳類であるマウ
スの寿命を延長させるとの成果が発表され，さら
に長寿遺伝子として知られているサーチュイン

（sirtuin）がコードする nad＋依存性脱アセチル化
酵素活性をもつタンパク質の活性を上昇させるこ
とも報告され，注目を集めている．2,3）

2010 年に Kweon らは，がんの多剤耐性の原因の
一つと考えられている薬物排出型 aBC transporter
である multidrug resistance-associated protein-1

（MrP1）を高発現しているドキソルビシン耐性ヒ
ト急性骨髄性白血病細胞を rSV で処理することに
より，MrP1 の発現量が減少し，ドキソルビシン抵
抗性を解除し得ることを示した．4）しかし，rSV が
他のがん細胞に対して同様の効果を有するか否かに
ついては不明である．バーキットリンパ腫は，非ホ
ジキンリンパ腫の中でも悪性度の高い腫瘍である．
症状としては首，脇の下，足の付け根などのリンパ
節の多い部位に痛みを伴わないしこりができる．ま

た，治療はシクロホスファミド，アドリアマイシ
ン，ビンクリスチン，プレドニゾロンの 4 剤での
CHoP 療法が行われているが，いずれの薬剤も高濃
度で使用することが必要である．また，ヒトバー
キットリンパ腫 raji 細胞 において，MrP1 が発現
していることが知られているので，5）raji 細胞の薬
剤への抵抗性はこの分子に起因すると推測される．

本論文では，rSV が raji 細胞に発現している
MrP1 の発現量を減少させることができれば，低濃
度の薬剤で細胞死を誘導することができると考え，
ビンカアルカロイド系に属し，臨床では悪性リンパ
腫の治療に使われるビンブラスチン，微小管の重合
反応を阻害し，小児がんの治療に使われるビンクリ
スチン，トポイソメラーゼ Ⅰ阻害薬で肺がん・非
ホジキンリンパ腫の治療に使われるイリノテカンお
よびトポイソメラーゼ Ⅱ阻害作用により，ホジキ
ンリンパ腫の再発に対するサルベージ（救援）療法
に使われるエトポシドを用いて，rSV との併用に
よる raji 細胞への細胞死誘導効果を検討した．

実験材料および実験方法

１．実験材料
raji 細胞は東北大学加齢医学研究所医用細胞資

源センターより供与されたものを用いた．この細
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Chemo-resistance to anti-cancer drugs is a major obstacle in efforts to develop a successful treatment of cancer.
resveratrol（rSV）facilitates the cellular uptake of doxorubicin through an induced down-regulation of multidrug
resistance-associated protein-1（MrP1）expression. we studied whether rSV enhances the cytotoxic effect of
vinblastine, vincristine, irinotecan, and etoposide in MrP1-expressing Burkitt's lymphoma raji cells. Treatment
with rSV caused decrease of cell viability in a time- and dose-dependent manner, and down-regulation of MrP1
expression in raji cells. The cytotoxic effects of vinblastine, vincristine, and etoposide increased in rSV-pretreated
raji cells, but the effect of irinotecan did not change in the cells. These results indicate that rSV enhances the
cellular uptake of vinblastine, vincristine, and etoposide in raji cells.
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胞を，10％非働化ウシ胎児血清を含む rPMI 1640
培地（日水製薬社製，東京）中で，37℃，5％ Co2

存在下で培養した．
２．レスベラトロールによる細胞増殖抑制

raji（5×105 個/well）を 48 well プレートに播種
した．その後，rSV（和光純薬工業社製，大阪）
の終濃度が 0，12.5，25，50 および 100μM になる
ように加え，37℃，5% Co2 存在下で，24，48 およ
び 72 時間培養し，生存率をトリパンブルー色素排
除試験により求めた．　
３．レスベラトロール処理による MRP1 発現量の

変化
raji（5×105 個/well）を 48 well プレートに播種

した．その後，rSV の終濃度が 0，12.5，25，50
および 100μM になるように加え，37℃，5% Co2

存在下で，24 時間培養した．培養後，TrIzol
（Invitrogen 社製，Carlsbad，Ca，uSa）200μL
に懸濁後，purelink rna mini kit（Invitrogen 社
製）を用いて total rna を抽出した．rna 濃度
は，geneQuant100（gE 社製，uppsala，Sweden）
を用 いて測定し，1μg を用 いて VILo cdna
synthesis kit（Invitrogen 社製）で cdna を合成し
た．遺伝子発現量は，TaqMan probe 法を利用して
以下の配列特異的プライマー MrP1（forward: 5�
CCaTgTgggaaaaCaCaTCTT3�; reverse: 5�
CTgTgCgTgaCCaagaTCC3�），β-actin（forward:
5�CCaaCCgCgagaagaTga3�; reverse: 5�
CCagaggCgTaCagggaTag3�）およびプライ
マーに応じた universal probe（MrP1: #89，β-
actin: #64）用い，Light Cycler®480（roche 社製，
Indianapolis, In）で測定した．定量を行うための検
量線は任意の cdna を 10〜104 倍に希釈したもの
を template として測定し，得られた数値を基に検
量線を作成した．
４．レスベラトロールおよび�抗腫瘍薬による細胞

増殖抑制
raji（5×104 個/well）を 48 well プレートに播種

し，rSV を終濃度 12.5μM になるように加え，
37℃，5% Co2 存在下で 24 時間を培養した．その
後，培養液に直接ビンブラスチン（Sigma 社製，St.
Louis，Mo，uSa），イリノテカン（Sigma 社製），
ビンクリスチン（Sigma 社製）およびエトポシド

（Sigma 社製）の終濃度がそれぞれ 25 ng/mL，
5μM，10 ng/mL，100 ng/mL になるように加え，
再度 48 時間培養し，培養後トリパンブルー色素排

除試験により生存率を求めた．
５．トリパンブルー色素排除試験

raji 細胞を各時間および各濃度で処理後，0.4%ト
リパンブルー溶液（5μL）（Bio-rad 社製，Hercules，
Ca，uSa）と細胞懸濁液（5μL）を混和し，全量

（10μL）を TC10TM 全自動セルカウンター専用スラ
イド（Bio-rad 社製）にロード後，TC10TM 全自動
セルカウンター（Bio-rad 社製）にて生細胞数と死
細胞数を計測し，生存率を算出した．
６．統計学的処理

実験結果は，平均値と標準誤差で示した．有意
差検定は，Student�s t 検定により行い，危険率 5％
以下を有意差ありと判定した．

結　　　　　果

１．レスベラトロールによる Raji 細胞の生存率の
変化

rSV が，raji 細胞に対して処理濃度および処理
時間依存的に細胞死を誘導するか否かを検討した．
rSV の処理濃度を 0，12.5，25，50，100μM およ
び処理時間を 24，48，72 時間とし，細胞生存率の
変化を調べた．その結果，rSV 処理により，濃度
および時間依存的に raji 細胞の生存率が低下し，
25μM 以上の処理により，濃度依存的に有意に生
存率が低下した．rSV 12.5μM で 24 時間処理した
raji 細胞の生存率は 95%で，未処理細胞（97%）と
ほぼ同じであった（Fig. 1）．
２．レスベラトロールによる MRP1 発現量の変化

rSV 処理により，raji 細胞に発現している
MrP1 量が変化するか否かを定量 rT-PCr を用い
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Fig. 1.  Cytotoxic effect of rSV in raji cells
raji cells were treated with resveratrol（0, 12.5, 25, 50 and

100μM）at 37℃for 24（open bars），48（solid bars）and 72 h
（dotted bars）. Cell viability was measured by trypan blue dye
exclusion assay. Each value represents the mean±S.E. for three
independent experiments.
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て調べた．MrP1 発現量は，rSV 処理 12.5μM で
は 23%，25μM では 53%と有意に低下した．しか
し，未処理細胞よりも，50μM 処理では 44%，100
μM 処理では 25%と，MrP1 発現は有意に低下す

るのだが，濃度が高くなるにつれて MrP1 発現量
の低下が減弱する結果が得られた（Fig. 2）．Fig. 1
および 2 の結果から，50μM 処理により MrP1 発
現量は最も低下するが，この濃度では細胞生存率
が未処理細胞より約 14%低下した．そのため，抗
腫瘍薬との併用に用いる rSV 濃度は，細胞生存率
が未処理細胞とほぼ同じレベルで，MrP1 発現量
を低下させる 12.5μM とした．
３．抗腫瘍薬とレスベラトロール併用による細胞

死誘導効果
Fig. 1 および 2 で検討した rSV 濃度および処理

時間で，ビンブラスチン，ビンクリスチン，イリ
ノテカン，エトポシドとの併用により，細胞死誘
導効果が変化するか否かを検討した．トリパンブ
ルー色素排除試験の結果から，rSV 12.5μM では，
未処理 raji 細胞と比較して有意な生存率の低下は
認められず，また，それぞれの抗腫瘍薬単剤処理
での生存率は，ビンブラスチンで約 78%，ビンク
リスチンで約 74%，イリノテカンで約 82%，エト

Fig. 2.  alteration of MrP1 in rSV-treated raji cells
raji cells were pretreated with rSV（0, 12.5, 25, 50 and 100μM）

at 37℃for 24 h. Total rnas, extracted from rSV-untreated and
-treated cells, were analyzed by qrT-PCr using MrP1 andβ-
actin specific primers.β-actin was used as the internal control.
results are presented by one fold increase, and each value
represents the mean±S.E. for at least two independent
experiments. *, p < 0.05 versus control. **, p < 0.01 versus control.

Fig. 3.  Cytotoxic effect of anti-cancer drugs in resveratrol-pretreated raji cells
raji cells were pretreated with resveratrol（12.5μM）at 37℃for 24 h. Then, resveratrol-pretreated cells were treated with vinblastine

（25 ng/mL）（a）, vincristine（10 ng/mL）（B）, irinotecan（5μM）（C）, or etoposide（100 ng/mL）（d）at 37℃for 48 h. Cell viability was
measured by trypan blue dye exclusion assay. Each value represents the maen±S.E. for three independent experiments. *, p < 0.05
versus control and anti-cancer drug alone.



ポシドで約 86%となり，ビンクリスチンでのみ有
意に生存率が低下した．rSV 前処理後，それぞれ
の抗腫瘍薬で処理した細胞の生存率は，ビンブラ
スチンで約 69%，ビンクリスチンで約 62%，イリ
ノテカンで約 81%，エトポシドでは約 67%であっ
た．イリノテカンにおいては，有意な増強は認め
られず，ビンブラスチンでは 9%の増強が認められ
たものの，有意な差はなかった．一方，ビンクリ
スチンでは 12%，エトポシドでは 19%の有意な作
用増強が認められた（Fig. 3a-d）．

考　　　　　察

悪性リンパ腫の治療に使用されているアドリア
マイシンに耐性を有した慢性骨髄性白血病細胞は
multidrug resistance 1 P-glycoprotein（Mdr1 P-
gp）を発現するようになり，Mdr1 P-gp で特異的
に排泄される薬物であるローダミン 123 を細胞外
に排泄することが報告されている．5）このように，
がん細胞の多剤耐性化は，Mdr1 P-gp や MrP1 を
含む薬物排泄トランスポーターの発現を誘導し，
抗がん剤の細胞外への排泄を促進し，抗がん剤の
効果を減弱させ，治療効果を低下させることにつ
ながる．今回の実験から，rSV には，raji 細胞に
対して高濃度あるいは長時間処理により生存率を
低下させる効果のあることが示された（Fig. 1）．
また，細胞の生存率が大きく変化しない濃度で，
MrP1 タンパク質をコードしている MrP1 mrna
発現量を約 23%減少させることも示された（Fig.
2）．MrP1 発現量を 23%減少させることができる
rSV の処理条件下で，抗がん薬の細胞死誘導効果
が高まるか否かを検討したところ，rSV とビンブ
ラスチンとの併用では，ビンブラスチン単独処理
と比較して生存率が約 9% 低下し，ビンクリスチ
ンとの併用ではビンクリスチン単独処理と比較し
て約 12% 減少した（Fig. 3a, B）．ビンブラスチン
とビンクリスチンは，共に Mdr1 P-gp および
MrP1 で排泄されると報告されているので，6,7）ビ
ンクリスチンとの併用で効果が高くなるのは，
MrP1 発現量の低下に伴ってビンクリスチンの排
泄が低下したと考えられる．すなわち，rSV は
Mdr1 P-gp の発現には影響を及ぼさない可能性が
あることを示している．rSV と併用しても効果の
なかったイリノテカンは（Fig. 3C），aBC 輸送体
に属する aBCg2 により排泄されることが報告さ

れている．8）そのため，rSV と併用しても rSV が
aBCg2 の発現に影響を及ぼさない可能性があり，
併用効果がないと考えられる．rSV との併用によ
り，細胞死誘導効果が約 15%増加したエトポシド
は（Fig. 3d），MrP1 で排泄されることが知られて
おり，7）併用により細胞死誘導効果が有意に増加
したと考えられる．これまでに，MrP1 発現を抑
制することが報告されているスチルベン化合物は
rSV だけであるが，同じスチルベン化合物に属し
ていて構造が非常に似ているピセアタンノール

（piceatannol, 3,3',4,5'-trans-tetrahydroxystilbene）
も，rSV と同様に MrP1 発現を抑制する可能性が
ある．しかし，rSV がどのような機序で MrP1 発
現を抑制するのかについてはまだ詳細な報告はな
く，また同じスチルベン化合物でも rSV と同様の
効果を示すか否かは不明である．

今後，rSV の MrP1 発現抑制機構およびがん細
胞の生存率に影響を及ぼさない rSV の適正濃度と
効果的な MrP1 発現抑制のための rSV 適正濃度を
確立することにより，バーキットリンパ腫細胞の
みならず MrP1 を発現しているあらゆるがん細胞
に対して，抗がん剤の効果の増強あるいは大量の
抗がん剤使用により引き起こされる骨髄抑制など
の副作用の低減につながることを期待したい．
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