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略語表 

 

本論文においては以下の略語を用いた。 

ABC ATP-binding cassette; ATP 結合カセット輸送担体 

ATP Adenosine triphosphate; アデノシン三リン酸 

BCA Bicinchoninic acid; ビシンコニン酸 

BCRP Breast Cancer Resistance Protein; 乳がん耐性タンパク質 

3-BrPA 3-Bromopyruvate; 3-ブロモピルビン酸 

DNA Deoxyribonucleic acid; デオキシリボ核酸 

FBS Fetal Bovine Serum; ウシ胎児血清 

GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

; グリセルアルデヒド 3-リン酸デヒドロゲナーゼ 

GBM Glioblastoma; 神経膠芽腫 

HDAC Histone Deacetylase: ヒストン脱アセチル化酵素 

HGNC HUGO Gene Nomenc1ature Committee 

IC50 Half maximal (50%) inhibitory concentration; 50% 阻害濃度 

Kd Coefficient of passive diffusion; 受動拡散係数 

Km Michaelis–Menten constant; ミカエリス・メンテン定数 



 

 

LDH Lactate Dehydrogenase; 乳酸脱水素酵素 

MCT Mnocarboxylate transporter 

; モノカルボン酸トランスポーター 

MRP Multidrug resistance-associated protein 

; 多剤耐性関連タンパク質 

dNTP Deoxyribonucleotide triphosphate 

; デオキシリボヌクレオチド 3 リン酸 

5-OP   5-Oxoproline; 5-オキソプロリン 

PBS Phosphate Buffered Saline; リン酸緩衝生理食塩水 

PCR Polymerase chain reaction; ポリメラーゼ連鎖反応 

P-gp P-glycoprotein; P 糖タンパク質 

PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride 

; フェニルメチルスルホニルフルオリド 

RNA Ribonucleic acid; リボ核酸 

RNase Ribonuclease; リボヌクレアーゼ 

RT-PCR Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 

; 逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 



 

 

S.E. Standard error; 標準誤差 

SLC   Solute carrier 

SMCT Sodium-coupled monocarboxylate transporter 

; ナトリウム依存性モノカルボン酸トランスポーター 

TAE Tris, Acetate, ETDA; トリス、酢酸塩、EDTA 

Vmax Maximum velocity; 最大取り込み速度 

VPA Valproate; バルプロ酸 
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序論 

 

我が国において、脳腫瘍は年間 2 万人が罹患するといわれている。脳腫瘍の

一つに位置づけられる神経膠芽腫 (GBM) は、支持組織であるグリア細胞から

発生する原発性脳腫瘍である。増殖能と浸潤性が高く、化学療法に強い抵抗性を

示すことから [1, 2]、悪性脳腫瘍の中でも、最も悪性度が高い。 

治療は、外科的療法、化学療法、放射線療法の集学的治療が行われ、既存の治

療薬として、テモゾロミドなどのアルキル化薬が使用される。しかしながら、そ

の効果は不十分であり、治療成果の一つの目安となる 5 年生存率は、脳腫瘍全

体では 75％であるのに対し、GBMにおいては 10％以下である [3]。したがって、

GBM 治療の改善は急務であり、新規治療戦略が求められている。 

バルプロ酸 (VPA) は、てんかんの治療薬として汎用されている薬剤であるが、

双極性障害や片頭痛など臨床における適用が拡大されていることに加え、近年

では、神経保護作用を示すことが報告されている [4, 5]。また、ゲフィチニブや

シスプラチンなど、既存の抗悪性腫瘍薬が有する抗腫瘍効果を高め、患者の生存

率を延長させるという知見もある [6–8]。以上のことから、VPA は GBM の薬物

治療に有効である可能性があるが、GBM における VPA の作用に関する情報は

少ないのが現状である。 
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本研究では、GBM モデル細胞として T98G 細胞を使用し、T98G 細胞における

VPA の輸送機構を明らかにすること、ならびに、VPA による新規 GBM 治療に

おける有用性について検討することを目的とした。 

検討内容として、第 1 章ではこれまで VPA の輸送特性に関する報告がない

GBM モデル T98G 細胞における VPA の輸送機構解析を行った。第 2 章では、

GBM モデル T98G 細胞における新規抗悪性腫瘍薬候補 3-ブロモピルビン酸 (3-

BrPA) の抗腫瘍効果に対する VPA の有用性について検討した。 
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第１章 GBM モデル T98G 細胞における VPA の輸送機構解析 

 

第 1 節 緒言 

 

VPA はモノカルボン酸構造を有し、短鎖脂肪酸に分類される (Fig. 1.1)。その

構造的特徴とプロトン依存的な輸送機構から、Monocarboxylate transporter (MCT) 

が輸送に関与することが示唆されてきたが、詳細は明らかではない。 

MCT は、SLC16A ファミリーに属し、推定 12 回膜貫通型のトランスポーター

である。これまでに 14 種類のアイソフォームが同定されており、機能解析され

たアイソフォームのうち、プロトン依存的な輸送機構を有するのは、MCT1、

MCT2、MCT4、ならびに MCT6 である [9]。 

VPA 輸送に MCT の寄与が報告されて

いるが、各アイソフォームの寄与に関す

る報告はなされていないことから、当研

究室において、ヒト胎盤絨毛がん由来

JEG-3 細胞における VPA の輸送に関する

研究を行ってきた [10]。 
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JEG-3 細胞における VPA 輸送には、プロトン依存的なトランスポーターが関

与していたが、MCT1–4 は輸送に寄与しないことを明らかにした (Fig. 1.2)。 

一方、VPA の酸解離定数である pKa は 4.6 であることから、VPA は、生理的

条件において主にアニオンで存在する。アニオン交換輸送体である Anion 

Exchanger 2 が輸送に寄与する可能性も示唆されている [11]。 

しかしながら、VPA 輸送の詳細は明らかではなく、GBM モデル細胞における

VPA の輸送に関する報告はほとんどない。本章では、T98G 細胞における VPA

の輸送機構解析を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1.2 Graphical abstract of research conducted by Ishiguro et al, 

titled “Valproic acid transport in the choriocarcinoma placenta cell 

line JEG-3 proceeds independently of the proton-dependent 

transporters MCT1 and MCT4 [10] ”. 
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2 節 材料と方法 

 

第 1 項 使用試薬 

 [3H] VPA は Moravek より購入した。その他の試薬は東京化成工業株式会社、

シグマ、Wako の特級または生化学用のものを使用した。 

 

第 2 項 使用細胞 

 ヒトグリア芽細胞腫由来 T98G 細胞を使用した。T98G 細胞は RIKEN より購

入した。Dulbecco's Modified Eagle Medium (Sigma) に 10％FBS、1％ペニシリン-

ストレプトマイシンを添加したものを培養液とし、37℃、5％CO2の条件下で培

養した。 

 

第 3 項 基質輸送の測定 

 T98G 細胞を 5×104 cells/mL で 24 well プレートに播種し、コンフルエントに

なるまで培養した。37℃に保った水浴上で培養液を除去した後、uptake buffer 

(Table 1.1) 0.5 mL で 2 回洗浄し、10 分間プレインキュベートした。Uptake buffer

を除去した後、基質溶液 ([3H] VPA) を 0.25 mL 添加し、インキュベートして細

胞内に基質を取り込ませた。基質溶液を除去した後、氷冷した uptake buffer 1 mL 
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Component Concentration (mM)

CaCl 2 1

MgCl 2 1

KCl 3

NaCl 140

Glucose 10

Good's buffer 5

で細胞を 3 回洗浄し、取り込みを停止させた。続いて 0.5N NaOH 溶液を 0.5 mL

加えて細胞を溶解させた。これに、Ultima GoldTM シンチレーションカクテル 

(Perkin Elmer) を加え、放射性同位体標識した基質の放射活性を測定することに

より、基質の定量を行った。また、タンパク質の定量は BSA を標識タンパク質

とし、Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo) を用いて行った。 

なお Cl-が VPA 取り込みに及ぼす影響の評価は、uptake buffer の Cl-をグルコン

酸に置換して使用した。プロトノフォアである CCCP 処理は、uptake buffer に

CCCP を溶解した溶液で、プレインキュベートとインキュベートを行った。 

  

 

Table1.1 Component of uptake buffer. 
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Component Volume

5×RT buffer 4 µL

10 mM dNTP mix 2 µL

150 ng/µL Random primer 1 µL

Rever Tra Ace 1 µL

Template RNA Variable (50 ng 分)

RNase-free water Variable

Total Volume 20 µL

第 4 項 Total RNA の抽出 

 Total RNA は ISOGEN (Nippon Gene) を使用して抽出した。RNA は ReverTra 

Ace (Toyobo) を使用して逆転写反応を行った。Total RNA は、Nuclease-Free Water

に溶解させ、その一部を用いて 260 nm における濃度を超微量分光光度計

NanoDrop を用いて測定した。逆転写反応液は Table1.2 のように調製した。逆転

写反応には iCyclerTM (BIO-RAD) を使用し、30℃で 10 分、42℃で 60 分、99℃

で 5 分の順に反応させた。 

 

Table1.2 Components of reaction solution for reverse transcription. 
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Name HGNC name

Forward 5'-ccattgtggaatgctgtcct-3′

Reverse 5'-cctacttctttcccccatcc-3′

Forward 5'-gcccaaagaaaatcaaaacg-3′

Reverse 5'-aatccaccaatttacctgcaa-3′

Forward 5'-atcctgggcttcattgacat-3′

Reverse 5'-cttcaggaaatgctccacct-3′

Forward 5'-ggtgctgggcttctactttg-3′

Reverse 5'-gcagcagtggagaaagatcc-3′

Forward 5'-aaggtcatccctgagctgaa-3′

Reverse 5'-ttctagacggcaggtcaggt-3′

540

540

540

169

96

Product size (bp)

MCT6

GAPDH

SLC16A1

SLC16A7

SCL16A3

SLC16A5

-

MCT1

MCT2

MCT4

Primer sequence

第 5 項 RT-PCR 

PCR には KAPA Taq Extra PCR kit を使用した。使用したプライマーを Table1.3

に示す。PCR 産物は 2％アガロースゲルを用い、100 V、40 min、TAE buffer 中に

て電気泳動により分離した。エチジウムブロマイド染色を行い、LAS-1000 UV 

min (FUJIFILM) にて可視化し、バンドを観察した。 

 

Table1.3 Primer sequences of RT-PCR. 
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第 7 項 データ解析 

 実験結果はすべて平均 ± 標準誤差で示した。また、有意差の検定は、2 群比

較では Student’s t-test、多群比較では Dunnett’s test を用いた。 

非線形回帰は Sigma plot 12.5 (HULINKS) を用いてフィッティングした。 

速度論的パラメーター (Km, Vmax, Kd) は、以下に示すミカエリス・メンテン速

度式によって導出した。 

V = Vmax [S] / (Km + [S]) + Kd [S] 

V: 反応速度, Vmax: 最大速度, [S]: 基質濃度,  

Km: ミカエリス・メンテン定数, Kd: 受動拡散係数 
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第 3 節 結果 

 

第 1 項 T98G 細胞における VPA 取り込みの細胞外プロトン濃度依存性 

  

T98G 細胞における細胞外プロトン濃度依存性を調べた。pH 5.5–7.5 において、

プロトン濃度の増加に伴い、T98G 細胞における VPA 取り込みは増大した（Fig. 

1.3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.3 pH-dependent uptake of VPA in T98G cells.  

The uptake of [3H] VPA was measured in various pH between pH 5.5–pH 7.5 buffer at 

37℃. Data represent the means with standard error (S.E.) of four independent 

experiments.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 
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第 2 項 T98G 細胞における VPA 取り込みに対する基質濃度依存性 

 

 T98G 細胞における VPA 取り込みの基質濃度依存性から速度論的解析を行っ

た (Fig. 1.4)。VPA の取り込み初速度は VPA を高濃度にした時に飽和した。Eadie-

Hofstee plot は一相性を示し、VPA が単一の輸送担体を介して取り込まれること

を示している。算出された速度論的パラメーターを Table1.4 に示す。輸送クリア

ランス (Vmax/Km) は、20 µL/mg protein/10 min と算出された。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.4 Kinetics of VPA transport in T98G cells.  

Uptake of VPA (0–5 mM) was measured in MES buffer at 37℃. Figure in left represents 

concentration-dependent uptake of [3H]VPA in the presence of increasing concentrations 

of unlabeled VPA. Figure in right represents the Eadie-Hofstee plot of VPA uptake. V 

represents the uptake rate of substrate; S, concentration of the substrate in buffer. Data 

are means with S.E. of four independent experiments. 
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Table1.4 Kinetic parameters of VPA uptake in T98G cells. 

 

 

 

第 3 項 T98G 細胞における駆動力の推定 

 

 VPA のトランスポーターの駆動力を明らかにするため、各種イオンの影響

を評価した (Fig. 1.5)。pH 7.5 とは、コントロールである pH 5.5 (細胞外プロトン

濃度 3.2 µM) に対して、細胞外プロトン濃度を 1/100 にした pH 7.5 (細胞外プロ

トン濃度 0.032 µM) の条件を示す。CCCP とは、プロトノフォアである CCCP 20 

µM で細胞をプレトリートメントし、VPA 取り込みを評価した条件を示す。pH 

7.5 において、VPA の取り込みは有意に減少した。さらに、CCCP において、VPA

の取り込みが大きく減少した。 

Cl--free 条件とは、Cl-をグルコン酸で置換した buffer で取り込み実験を行うこ

とで評価した。Cl--free 条件において、T98G 細胞における VPA の取り込みに変

化は認められなかった。 
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Fig. 1.5 Effects of various condition on [3H] VPA transport. 

Uptake of VPA was measured in the presence of CCCP and measured under the condition 

of Cl--free buffer or pH 7.5. Data are means with S.E. of four independent experiments. 

*; p < 0.05, **; p < 0.01 
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第 4 項 T98G 細胞における MCT の発現 

 

T98G 細胞における VPA の取り込みに、プロトン濃度依存的なトランスポー

ターが寄与している可能性が示唆されたことから、MCT の寄与を検証すること

とした。 

同定されている 14 種類のアイソフォームのうち、輸送機構が明らかになって

おり、基質輸送の駆動力としてプロトン勾配を利用する MCT 1、MCT2、MCT4

ならびに MCT6 について、RT-PCR にて T98G 細胞における発現を確認した。 

T98G 細胞において、MCT1、MCT2、MCT4、ならびに MCT6 の発現が認めら

れた (Fig. 1.6)。 

 

 

 

 

 

 

Fig.1.6 mRNA expression of proton-dependent MCT in T98G cells. 

mRNA was determined by RT-PCR. GAPDH was used as a housekeeping gene. 
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第 5 項 T98G 細胞における VPA 取り込みに対する基質特異性 

 

 VPA がプロトン濃度依存的な輸送機構を有する MCT によって細胞内に取り

込まれるか否かを判定するために、MCT の基質または阻害剤を使用して、T98G

細胞における VPA 輸送に及ぼす影響を検証した。 

阻害実験には、L-Lactate、5-Oxoproline (5-OP)、Pyruvate、Bindarit、ならびに、

Bumetanide を用いた (Table1.5)。また、VPA と構造が類似している Butyrate も阻

害剤として使用した (Fig. 1.7)。 

 

Table1.5 Substrates and inhibitors for MCT1–6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 1.7 Structure of Butyrate. 
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その結果、MCT1、2、4 の基質である L-Lactate によって、細胞内への VPA の

取り込みが阻害された (Fig. 1.8)。一方で、Pyruvate、5-OP、Bindarit ならびに

Bumetanide は、VPA の細胞内への取り込みを阻害しなかった (Fig. 1.8)。 

一方で、Butyrate によって、細胞内への VPA の取り込みが強く阻害された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.8 Substrate specificity of [3H] VPA uptake in T98G cells.  

Uptake of VPA was measured in MES buffer (pH 5.5) for 10 min at 37℃ in the presence 

of L-lactate (10 mM), 5-OP (10 mM), Pyruvate (10 mM), Bindarit (100 µM), Bumetanide 

(1 mM) and Butyrate (10 mM). Data are represented means with S.E. of 3–6 independent 

experiments. *; p < 0.05, **; p < 0.01 
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第 6 項 T98G 細胞における VPA の取り込みに対する Butyrate の阻害強度 

  

T98G 細胞において、細胞内への VPA の取り込みを Butyrate が強く阻害した

ことから、VPA の取り込みに対する Butyrate の阻害強度を評価した (Fig. 1.9)。

Butyrate (0.1–10 mM) は、Butyrate 濃度依存的に VPA の取り込みを阻害し、IC50

は、0.43 ± 0.08 mM と算出された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.9 Inhibitory effect of Butyrate on VPA uptake in T98G cells. 

Concentration of Butyrate was 0.1–10 mM. Each point represents the mean ± S.E. of three 

independent experiments. 
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K m V max K d

(mM) (nmol/mg protein/10min) (µL/mg protein/10 min)

Control 0.26 ± 0.16 5.2 ± 1.2 0.17 ± 0.24

Butyrate 0.43 ± 0.11 4.4 ± 0.61 0.16 ± 0.11

第 7 項 T98G 細胞における VPA 取り込みに対する Butyrate の阻害様式 

 

Butyrate (1 mM) の VPA (0.05–5 mM) の取り込みに対する阻害様式を調べた 

(Fig. 1.10)。その結果、速度論的パラメーターは、Vmax には有意な変化は認めら

れず、Kmは増大した。速度論的パラメーターを Table1.6 に示す。 

Eadie-Hofstee プロット解析を行ったところ、阻害様式は競合阻害であった。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.10  

The uptake of VPA in the absence or presence of Butyrate.  

The VPA uptake in T98G cells was measured in the absence or presence of Butyrate (1 

mM). Figure in left represents Michaelis-Menten equations and in right represents Eadie-

Hofstee plots. Each point represents the mean ± S.E. of four independent experiments.  

 

Table1.6  Kinetic parameters of VPA uptake in the absence or 

presence of Butyrate. 
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第 4 節 考察 

 

T98G 細胞において、細胞外のプロトン濃度をコントロール (pH 5.5) の 1/100 

(pH 7.5) にすると、VPA の取り込みは大きく減少した (Fig. 1.5)。さらに、プロ

トノフォアである CCCP で処理したところ、VPA の取り込み活性は大きく減少

した。T98G 細胞における VPA のトランスポーターは、プロトン勾配を駆動力

とすることが示された。 

また、プロトン濃度依存性を調べたところ、細胞外プロトン濃度の増加に伴い、

VPA の取り込みは増加した (Fig. 1.3)。したがって、VPA の取り込みにプロトン

が関与している可能性が示された。 

また、T98G 細胞における VPA の取り込みには基質濃度依存性があり、取り

込みは飽和性を示した (Fig. 1.4)。さらに輸送クリアランスは、受動拡散定数と

比べて十分に大きく (Table 1.4)、T98G 細胞における VPA 取り込みにトランス

ポーターが寄与することが示唆された。Eadie-Hofstee plot 解析を行ったところ、

Eadie-Hofstee プロットは一相性を示し、T98G 細胞における VPA の取り込みに

は単一のトランスポーターが寄与していることが示唆された。 

次に、VPA の輸送に寄与するトランスポーターの駆動力を推定すべく、T98G

細胞における VPA 輸送に対する各種イオンの影響を検討した (Fig. 1.5)。 
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Cl--free 条件において、VPA の取り込みに変化が認められなかったことから、

輸送に Cl-イオンが関与する Anion Exchanger 2 は VPA の輸送に寄与しないこと

が示唆された。 

Sodium-coupled monocarboxylate transporter (SMCT) は Na＋勾配を駆動力とする

モノカルボン酸トランスポーターである。MCT と同様に、L-Lactate や Pyruvate

などのモノカルボン酸を基質とする [12]。げっ歯類のグリア細胞において、

SMCT1 の発現が確認されているものの [13]、T98G 細胞において SMCT の発現

は認められなかった（データは示さない）。また、当研究室の報告によると Normal 

human astrocyte においても SMCT の発現は認められなかった [14] 。したがっ

て、SMCT もまた、T98G 細胞における VPA の取り込みに寄与していないこと

が示唆された。 

 T98G細胞において、基質輸送に pH依存性が認められるMCT1、MCT2、MCT4、

ならびに MCT6 の発現が認められたことから (Fig. 1.6)、次に T98G 細胞におけ

る VPA の取り込みに MCT が寄与しているかを検証するため阻害実験を行った 

(Fig. 1.8)。検討には、MCT1、2、4 の基質となる L-lactate、MCT1 の特異的な基

質である 5-OP [15]、MCT2 の基質となる Pyruvate、MCT4 の選択的阻害剤である

Bindarit [16]、MCT6 の基質である Bumetanide を用いた (Table 1.5)。 

L-Lactate によって、細胞内への VPA の取り込みが阻害されたことから、VPA
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の取り込みに MCT1、2、4 が寄与している可能性が示唆された。一方、5-OP、

Pyruvate、ならびに Bindarit は VPA の取り込みを阻害しなかった。5-OP は MCT1

の選択的基質であり [15]、Pyruvate は MCT2 に高親和性の基質であり [9]、さら

に Bindarit は MCT4 選択的阻害剤である。したがって、MCT1、2、4 は T98G 細

胞における VPA の取り込みに寄与しないことが示された。さらに、MCT6 の基

質である Bumetanide [17, 18] は、T98G 細胞における VPA の取り込みを阻害し

なかったことから、T98G 細胞において MCT6 もまた VPA の取り込みに寄与し

ない可能性が示された。  

また、構造の類似性に着目し、Butyrate を用いた阻害実験も行った。Butyrate

は、腸内フローラが食物繊維を分解する際に産生される物質として広く知られ

ており、VPA と類似構造を有する一価のカルボン酸である (Fig. 1.7 )。腸内にお

いてプロトン依存的に細胞内に輸送されることが報告されているが、輸送に寄

与するトランスポーターは明らかになっていない。また、Butyrate は構造だけで

はなく、HDAC 阻害作用を有する点においても [19]、VPA の特徴と一致してい

る。 

T98G 細胞において、Butyrate により VPA の取り込みに顕著な阻害が認められ

たことから、T98G 細胞における VPA 輸送に及ぼす Butyrate の阻害について詳

細に調べることとした。VPA の取り込みは、Butyrate 濃度依存的に阻害された 
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(Fig. 1.9)。阻害様式を調べたところ、速度論的パラメーターは Vmax には有意な

変化はなかったが、Km は増大した。Eadie-Hofstee plot 解析を行ったところ、阻

害様式は競合阻害であった (Fig. 1.10)。 

この結果は、VPA と Butyrate は同一のトランスポーターの同じ基質結合部位

に結合することを意味しており、VPA は、Butyrate を基質として認識するトラン

スポーターと同一のトランスポーターによって輸送される可能性が高いことが

示された。本検討から、T98G 細胞に発現している MCT のうち、依然として機

能解析されていないプロトン依存的な輸送機構を有するオーファントランスポ

ーターによって輸送される可能性が考えられる。 
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第 5 節 結論 

 

 T98G 細胞において、VPA の輸送にはプロトン依存的なトランスポーターが

関与していた。T98G 細胞において、発現が確認された MCT1、MCT2、

MCT4、ならびに MCT6 は、輸送に関与する可能性は低いことが示された。一

方、VPA は Butyrate を基質として認識するトランスポーターと同一のトランス

ポーターで輸送される可能性が示され

た。本検討で明らかとなった VPA の

輸送に関する知見は、今後 VPA のト

ランスポーターを特定するうえで重要

な知見となることが期待される。 
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第 2 章 神経膠芽腫モデル T98G 細胞における新規抗悪性腫瘍薬候補 

3-BrPA に対する VPA の有用性に関する研究 

 

第 1 節 緒言 

一般に、腫瘍細胞は好気的環境においても、解糖系に偏ったエネルギー代謝に

よって ATP を獲得し、細胞の生存や増殖に利用する。腫瘍細胞のエネルギー代

謝に着目すると、解糖系は抗腫瘍薬の重要なターゲットとなる。 

3-BrPA (Fig. 2.1) は、新しい抗腫瘍薬の候補として近年盛んに研究が進められ

ており、GBM に対して抗腫瘍効果を

示すことが、in vitro および in vivo 研

究において示されている [20, 21]。 

3-BrPA の作用機序は、解糖系の

Glyceraldehyde-3-Phosphate 

Dehydrogenase (GAPDH) を阻害することで、細胞内の ATP 産生を抑制し、細胞

内の ATP を枯渇させることにより、細胞死が引き起こされる (Fig. 2.2)。がん細

胞は、エネルギー供給の大部分を解糖系に依存しているため、解糖系の GAPDH

の阻害がターゲットである 3-BrPA は、がん細胞特異的な抗腫瘍効果を発揮する

ことが期待される。また、3-BrPA は p53 を脱リン酸化または分解することで、

Fig. 2.1 Structure of 3-BrPA. 
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不可逆的なオートファジーを引き起こし [20]、解糖系酵素やストレス関連タン

パク質の発現を変化させる作用も有する [22]。 

臨床において、脳腫瘍はてんかんを合併する場合が多く [23]、VPA は脳腫瘍

と合併するてんかん発作に対して、第一選択薬として位置づけられる [24]。し

たがって、将来 3-BrPA による GBM 治療が実現した場合には、3-BrPA と VPA は

併用されることが想定される。前述のとおり、VPA は既存の抗腫瘍薬の抗腫瘍

効果を増大させることが近年の研究において見出されている [5–7]。 

本検討では、3-BrPA と VPA を併用した場合に抗腫瘍効果は増大するか、とい

う問いを起点として、GBM に対する新規抗悪性腫瘍薬候補 3-BrPA と VPA の併

用が抗腫瘍効果に及ぼす影響を検証し、VPA の新規有用性に関する新規知見を

得ることを試みた [25]。 

  

Fig. 2.2 Mechanism of 3-BrPA action. 
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第 2 節 材料と方法 

 

第 1 項 使用試薬 

[14C] 3-BrPAはMoravekより購入した。その他の試薬は東京化成工業株式会社、

シグマ、Wako の特級または生化学用の試薬を使用した。 

 

第 2 項 使用細胞 

 第 1 章と同様、ヒトグリア芽細胞腫由来 T98G 細胞を使用した。Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (Sigma) に 10％FBS、1％ペニシリン-ストレプトマイシン

を添加したものを培養液とし、37℃、5％CO2の条件下で培養した。 

 

第 3 項 細胞生存率 

 細胞生存率測定は 24 well プレートに播種した細胞を用いた。メディウムを除

去した後、トリプシン溶液にて細胞をはく離した。その後メディウムによってト

リプシンの反応を停止させ、細胞懸濁液とした。細胞懸濁液に Trypan Blue Dye 

(BIO-RAD) を混和し、測定用プレートおよび TC20TM Automated Cell Counter 

(BIO-RAD) にて測定した。 
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第 4 項 細胞毒性 

 T98G 細胞を 5×104 cells/mL で 96 well プレートに播種した細胞を用い、

Cytotoxicity LDH Assay Kit (Wako) のプロトコールに倣い、LDH をプレートリー

ダーで測定した。各種薬液は、血清を除いたメディウムで調製し 48 時間作用さ

せた。0.2 % Tween 20 メディウム溶液を、細胞に 48 時間曝露させた際の LDH 放

出レベルをポジティブコントロール (100％) とした。 

 

第 5 項 基質輸送の測定 

 T98G 細胞を 5×104 cells/mL で 24 well プレートに播種し、コンフルエントに

なるまで培養した。37℃に保った水浴上で、培養液を除去し、uptake buffer 0.5 mL 

で 2 回洗浄し、10 分間プレインキュベーションした。Uptake buffer の組成は第

1 章第 2 節第 3 項で述べた。Uptake buffer を除去した後、基質溶液 ([14C] 3-BrPA) 

を 0. 5 mL 添加し、インキュベートして細胞内に基質を取り込ませた。基質溶液

を除去した後、氷冷した uptake buffer 1 mL で細胞を 3 回洗浄し、取り込みを停

止させた。続いて 0.5N NaOH 溶液を 0.5 mL 加えて細胞を溶解した。これに、

Ultima GoldTMシンチレーションカクテル (Perkin Elmer) を加え、放射性同位体

標識した基質の放射活性を測定することにより、基質の定量を行った。また、タ

ンパク質の定量は BSA を標識タンパク質とし、Pierce® BCA Protein Assay Kit 
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Name HGNC name Product size (bp)

Forward 5'- tgctcagacaggatgtgagttg -3'

Reverse 5'- aattacagcaagcctggaacc -3'

Forward 5'- acagaggctggtggcaacc -3'

Reverse 5'- accattaccttgtcactgtccatga -3'

Forward 5'- ggcgtctatgctgctttagg -3'

Reverse 5'-  ccttggagaagcagttcagg -3'

Forward 5'-  ttatccgtggtgtgtctgga -3'

Reverse 5'- ttcctgaggccaataaggtg -3'

Forward 5'- tggcacccagcacaatgaa -3'

Reverse 5'- ctaagtcatagtccgcctagaagca -3'

187

243

β-Actin - 186

P-gp

MRP2

MRP3

BCRP

ABCB1

ABCC2

ABCC3

ABCG2

Primer sequence

122

227

(Thermo) を用いて行った。 

第 6 項 Total RNA の抽出 

第 1 章第 2 節第 4 項で述べた。 

 

第 7 項 RT-PCR 

 RT-PCR の方法は、第 1 章第 2 節第 5 項で述べた。使用したプライマーの配列

を Table2.1 に示す。 

Table2.1 Primer sequences of RT-PCR and real-time PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

第 8 項 Real-time PCR 

 Real-time PCR には、KAPA SYBR Fast qPCR kit を使用した。反応液を Table2.2

のように調製し、反応に用いた。反応および検出には LightCycler®480 (Roche) を
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Component

2×KAPA SYBR 5 µL

Primer mix (10 µM) 0.4 µL

Template DNA 3 µL

RNase-free water 1.6 µL

Total Volume 10 µL

Volume/ Reaction

使用した。用いたプライマーの配列は Table2.1 に示した。 

Table2.2 Components of reaction solution for reverse transcription. 

 

 

 

 

 

第 9 項 タンパク質発現 

 Total タンパク質を T98G 細胞より抽出した。T98G 細胞は 1 mM PMSF を含ん

だタンパク質抽出用の緩衝液 RIPA buffer (Cell Signaling Technology) で可溶化し、

タンパク質を抽出した。タンパク質は、10％ SDS-PAGE で分離し、15V の電圧

を 90 分かけ、ニトロセルロースメンブレンに転写した。0.05％になるように

Tween 20 を添加した PBS にスキムミルクを 1％となるように添加したものをブ

ロッキング剤とし、室温で 1 時間ブロッキングした。1 次抗体は、マウス MCT1

抗体 (H-1: sc-365501, Santa Cruz Biotechnology) を 500 倍希釈して一晩室温でイ

ンキュベートした。Horseradish peroxidase (HRP) 標識 2 次抗体は、goat anti-mouse 

IgG1抗体 (Santa Cruz Biotechnology) を 2000 倍希釈して、1 時間室温でインキュ

ベートした。蛍光検出用試薬 ECL (GE Healthcare) を用いて化学発光させ、画像
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解析装置 ImageQuant LAS 4000 システム (GE Healthcare) を用いて可視化した。

また、タンパク質の定量はBSAを標識タンパク質とし、Pierce® BCA Protein Assay 

Kit (Thermo) を用いて行った。 

 

第 10 項 ATP 量測定 

 細胞は 96 well プレートに播種して使用した。IntraCellular ATP 測定キット 

(TOYO) のプロトコールに倣い、比色法にて細胞内の ATP 量を測定した。発光

の測定には、マイクロプレートリーダー (Infinite M200, TECAN) を使用した。 

 

第 11 項 統計処理 

実験結果はすべて平均±標準誤差で示した。また、有意差の検定は、2 群比較

では Student’s t-test、多群比較では Turkey’s Kramer test および Dunnett’s test を用

いた。 

  



31 

 

第 3 節 結果 

 

第 1 項 3-BrPA の抗腫瘍効果に及ぼす VPA の影響 

第 1 T98G 細胞の生存率に対する 3-BrPA (0–100 µM) と VPA 併用の影響 

 

検討に先立ち、3-BrPA の曝露が T98G 細胞に及ぼす影響を確認した。3-BrPA 

(0, 100, 500 µM) を 48 時間曝露させると、細胞生存率は、3-BrPA の濃度が 100 

µM では有意な変化は認められず、500 µM では有意に低下した (Fig. 2.3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2.3 3-BrPA induced T98G cell death.  

T98G cells were cultured with 3-BrPA (0, 100, 500 µM) for 48 h. Data represent the 

means with standard deviation of single experiment.  
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 T98G 細胞に 3-BrPA (0–100 µM) および VPA (5 mM) を 48 時間曝露させた際

の細胞生存率を測定した (Fig. 2.4)。 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2.4 3-BrPA induced T98G cell death in the absence or presence of 

valproate.  

T98G cells were cultured with 3-BrPA (0–100 µM) in the absence or presence of valproate 

(5 mM). Data represent the means with S.E. of three independent experiments.  

*; p < 0.05, **; p < 0.01  

 

その結果、3-BrPA (0–100 µM) を単独曝露させたところ、細胞生存率にほとんど

影響を及ぼさなかった。一方、3-BrPA と VPA を同時曝露させると、3-BrPA 濃度

依存的な細胞生存率の低下が認められた。 
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第 2 T98G 細胞の生存率に対する VPA (0.1–5 mM) と 3-BrPA 併用の影響 

 

T98G 細胞に様々な濃度の VPA (0.1–5 mM) および 3-BrPA (100 µM) を 48 時間

曝露させた際の細胞生存率を測定した (Fig. 2. 5)。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2.5 3-BrPA induced T98G cell death in the absence of valproate 

(0.1–5 mM). 

T98G cells were cultured with 3-BrPA (100 µM) in the absence or presence of valproate 

(0.1–5 mM). Data represent the means with S.E. of three independent experiments.  

**; p < 0.01 

その結果、VPA単独曝露は細胞生存率に影響を及ぼさなかった。VPAと 3-BrPA

を同時曝露した場合、VPA 0.1 mM および 1 mM において T98G 細胞の生存率に

影響を及ぼさなかったが、VPA 5 mM において細胞生存率の顕著な低下が認めら

れた。  



34 

 

第 3  3-BrPA および VPA の併用による T98G 細胞に及ぼす細胞毒性 

 

 3-BrPA と VPA の併用により T98G 細胞に及ぼす細胞毒性を評価するため、

LDH アッセイを行った。3-BrPA (100 µM) および VPA (5 mM) を 48 時間同時曝

露させた際に放出される LDH レベルを測定した (Fig. 2.6)。 

3-BrPA 単独曝露させた群と 3-BrPA と VPA を同時に曝露させた群において、

LDH レベルは増大した。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2.6 Cytotoxicity of 3-BrPA enhanced by valproate in T98G cells  

T98G cells were cultured with or without 100 μM 3-BrPA and 5 mM valproate for 48 h. 

Cytotoxicity are showed as LDH leaking levels. 0.2 % Tween 20 was used as a positive 

control and calculated as 100 %. Data represent the means with S.E. of four independent 

experiments. **; p<0.01. 
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第 4 T98G 細胞における VPA のプレトリートメントが 3-BrPA 誘発性の抗腫瘍

効果に及ぼす影響 

 

5 mM VPA を 48 時間単独曝露した後、PBS で 1 回洗浄し、100 µM 3-BrPA を 48

時間単独曝露させたときの細胞生存率を評価した。 

その結果、VPA をプレトリートメントした後、3-BrPA を曝露させても、細胞生

存率に影響を及ぼさなかった (Fig. 2.7)。T98G 細胞において、抗腫瘍効果増大作

用を得るためには、VPA と 3-BrPA は同時に曝露させることが重要であると示唆

された。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2.7 The effect of pre-treatment with valproate on T98G cell 

viability. 

T98G cells were treated with valproate (5 mM) for 48 h. T98G cells were washed prior 

to addition of 3-BrPA (100 μM) for 48 h. Data represent the means with S.E. of three 

independent experiments. 
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第 2 項 VPA が MCT1 の発現量と 3-BrPA の細胞内蓄積量に及ぼす影響 

 

T98G 細胞において、VPA は 3-BrPA の抗腫瘍効果を増大せることが明らかと

なったことから、抗腫瘍効果増大の機序を明らかにすることとした。 

当研究室において、3-BrPA の細胞毒性と細胞内蓄積量は相関し、3-BrPA の細

胞内蓄積量が増加するほど、細胞毒性が増強することを明らかにしている。また、

MCT1 が 3-BrPA を輸送することが報告されている [26]。本検討において、T98G

細胞に VPA を曝露したとき、MCT1 の発現量増大により 3-BrPA の細胞内蓄積

量が増加し、抗腫瘍効果が増強されたと仮説を立て、VPA 曝露時の MCT1 の発

現量、ならびに、3-BrPA の細胞内蓄積量を評価した。 

 

第 1 VPA が MCT1 の発現量に及ぼす影響 

 

5 mM VPA を 48 時間曝露した際、MCT1 のタンパク質発現量に変化は認めら

れなかった (Fig. 2.8A)。 
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第 2 VPA が 3-BrPA の細胞内蓄積量に及ぼす影響 

 

T98G 細胞における 3-BrPA の細胞内蓄積量は、取り込み時間 3 分まで直線的

に増加した (データは示さない)。したがって、取り込み時間は 2 分で行うこと

とした。5 mM VPA を 48 時間曝露したときの 3-BrPA の細胞内蓄積量には、有意

な変化は認められなかった (Fig. 2.8B)。 

(A)                                      (B) 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2.8 Effects of 48-h incubation with valproate (5 mM) on MCT1 

protein level and 3-BrPA accumulation in T98G cells. 

(A) MCT1 protein level was determined by western blot analysis. β-actin was used as a 

universal control. Data represent the means with S.E. of three blots. (B) Uptake of 10 µM 

[14C] 3-BrPA was measured in MES buffer (pH 5.5) for 2 min at 37 °C. Data represent 

the means with S.E. of eight independent experiments. 
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第 3 項 VPA と 3-BrPA が ABC トランスポーターの発現に及ぼす影響 

 

3-BrPA と VPA 併用時の抗腫瘍効果増大は、3-BrPA の細胞内蓄積量の増大に

よるものではないことが示唆されたことから、ABC トランスポーターに着目し

た。 

ABCトランスポーターはATPの加水分解によって得られるエネルギーを利用

して細胞内から細胞外へ物質を排出するトランスポーターであり、P-

glycoprotein (P-gp: ABCB1)、Breast cancer resistance protein (BCRP: ABCG2)、

Multidrug resistance-associated protein (MRP: ABCC) などがこのファミリーに属す

る。 

P-gp 発現細胞に 3-BrPA を作用させると、細胞内の ATP の枯渇が促進される

ことで、高い抗腫瘍作用を示すことが明らかになっている [27]。そこで、3-BrPA

および VPA 併用時の細胞死と ABC トランスポーターとの関連を検証すること

とした。 
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第 1 T98G における ABC トランスポーターの発現 

 

典型的な ABC トランスポーターであり、がん化学療法において抗がん剤を排

出するなど、治療上障害となる P-gp、MRP2 (ABCC2)、MRP3 (ABCC3) ならび

に BCRP について T98G 細胞における発現を調べた (Fig. 2.9)。T98G 細胞にお

いて、MRP2、MRP3 および BCRP の発現が認められた。 

 

 

 

 

 

Fig. 2.9 mRNA expression of P-gp, MRP2, MRP3, and BCRP. 

mRNA was determined by RT-PCR. β-actin was used as a housekeeping gene. 
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第 2 T98G 細胞における VPA 曝露による mRNA レベルの変動 

 

T98G 細胞において発現が確認された MRP2、MRP3、ならびに BCRP につい

て、VPA 曝露時の発現変動を評価した (Fig. 2.10)。 

その結果、VPA 単独の曝露により、MRP2 および BCRP の発現量は有意に増

大し、MRP3 の発現量はわずかに減少した。3-BrPA と VPA を 48 時間曝露させ

たとき、MRP2 および BCRP の発現量は有意に増大し、MRP3 の発現量はわずか

に減少した。これらの増減は VPA 単独曝露と同程度であった。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2.10  Effects of 48-h incubation with valproate (5 mM) and 3-BrPA 

(100 µM) on ABC transporter mRNA levels.  

Data represent the means with S.E. of three independent experiments.  

*; p < 0.05, **; p < 0.01 
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第 4 項 MRP2 および BCRP の阻害が、3-BrPA と VPA 併用時の細胞生存率に

及ぼす影響 

 

 T98G 細胞において認められた MRP2 および BCRP の発現増大が、3-BrPA と

VPA 併用時の抗腫瘍効果増大と関連しているか明らかにするため、MRP2 なら

びに BCRP の阻害が細胞生存率に及ぼす影響を検証することとした。 

 

第 1 MK571 による MRP2 の阻害が細胞生存率に及ぼす影響 

 

MRP の阻害剤として MK571 (10 µM) を使用した。3-BrPA と VPA を同時曝露

すると、T98G 細胞の生存率は有意に低下し、さらに MK571 を併用することで、

細胞生存率の低下は抑制された (Fig. 2.11A) 

  

第 2 Ko143 による BCRP の阻害が細胞生存率に及ぼす影響 

 

BCRP の阻害剤として Ko143 (10 µM) を使用した。3-BrPA と VPA を同時曝露

すると、T98G 細胞の生存率は有意に低下し、さらに Ko143 を併用することで、

細胞生存率の低下は抑制された (Fig. 2.11B)。 
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(A)                                  

 

 

 

 

 

 

(B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2.11  Effects of MK571 (A) and Ko143 (B) on 3-BrPA- and 

valproate-induced reduction of cell viability in T98G cells.  

T98G cells were cultured with 3-BrPA (100 µM) and valproate (5 mM) in the absence or 

presence of 10 µM MK571 or 1 µM Ko143. **; p < 0.01 
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第 5 項 MRP2 および BCRP の発現増大による細胞内 ATP 量の変化 

 

 MRP2 ならびに BCRP の発現増大と、3-BrPA ならびに VPA 併用による細胞生

存率の低下に関連が認められたことから、MRP2 および BCRP の発現増大が細

胞内 ATP 量に及ぼす影響を検証した。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2.12 Cellular ATP levels treated with 3-BrPA, VPA, and MK571 

or Ko143. 

T98G cells were cultured with 3-BrPA (100 µM) and valproate (5 mM) in the absence or 

presence of 10 µM MK571 (A) or 1 µM Ko143 (B) for 48 h. Data represents the means 

± S.E. of four independent experiments. *; p < 0.05, **; p < 0.01 
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その結果、3-BrPA を単独曝露すると、細胞内 ATP 量は低下した。VPA と 3-

BrPA を同時曝露させることにより、細胞内 ATP 量は顕著に低下した。さらに

MK571 あるいは Ko143 を併用すると、細胞内 ATP 量の低下は抑制された (Fig. 

2.12)。 
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第 4 節 考察 

 

 GBM は脳腫瘍の中で最も悪性の腫瘍であり、増殖能が高く化学療法への抵抗

性を有するため、予後が極めて悪い。GBM を含め腫瘍細胞は、解糖系によるエ

ネルギー産生経路をアップレギュレートしているため、解糖系を阻害すること

は抗悪性腫瘍の治療において重要かつ効果的な標的となる。 

 3-BrPA は、腫瘍細胞において亢進している解糖系を標的とすることから、腫

瘍細胞特異的な効果が期待される薬剤である。また、抗腫瘍薬のなかには、その

抗腫瘍効果を増大させるために、VPA のような異なる薬剤と組み合わせて相乗

効果を求めるものがある。本検討にて GBM モデルとして使用した T98G 細胞に

おいて、VPA は 3-BrPA による抗腫瘍効果を増強させることを見出した (Fig. 2.4)。 

3-BrPA 単独処理では細胞毒性は極めて小さい一方で、3-BrPA (0–100 µM) に

VPA (5 mM) を併用すると、細胞生存率は顕著に低下した (Fig. 2.4)。3-BrPA は、

低グルコース条件では強い細胞毒性を示すが、高グルコース条件では 3-BrPA の

輸送担体である MCT1 の発現量が低下するため、3-BrPA の細胞毒性は極めて小

さくなる [28]。本検討において、T98G 細胞は高グルコース条件で培養されてお

り、既報と同様、3-BrPA (0-100 µM) 単独曝露による細胞毒性は極めて小さいこ

とが示された (Fig. 2.3)。しかし、VPA を併用すると 3-BrPA の効果は、高グルコ
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ース条件下においても強い細胞毒性を示した (Fig. 2.4)。 

一方、VPA は 0.1–5 mM の濃度域で単独曝露させても、細胞毒性に影響を及ぼ

さなかった (Fig. 2.5)。100 µM 3-BrPA と VPA を併用した場合、VPA の濃度が 0.1 

mM および 1 mM では細胞生存率に変化は認められなかったが、VPA の濃度が

5 mM の場合、細胞生存率の顕著な低下が認められた (Fig. 2.5)。これらの結果か

ら、5 mM VPA と 100 µM 3-BrPA が in vitro の系において併用効果が最大となる

濃度であることが示唆された。 

さらに、3-BrPA (100 µM) および VPA (5 mM) を 48 時間同時曝露させた際の

LDH レベル、ならびに 3-BrPA を 48 時間単独曝露させた際の LDH レベルは増

大した (Fig. 2.6)。細胞毒性の結果もまた、細胞生存率の結果と同様、3-BrPA と

VPA の組み合わせは、抗腫瘍効果を増大させる可能性を示した。 

また、VPA (5 mM) を 48 時間曝露させた後、VPA を除去し、その後 3-BrPA (100 

µM) を 48 時間曝露させても抗腫瘍効果の増大が認められなかった (Fig. 2.7)。

VPA のプレトリートメントにより、クロマチンの構造維持関連タンパク質、DNA

メチルトランスフェラーゼ、ならびにヘテロクロマチンタンパク質のダウンレ

ギュレーションが起こることにより、クロマチンの脱凝縮が生じ、アントラサイ

クリン系の抗腫瘍薬であるエピルビシンの抗腫瘍効果を増大させることが報告

されている [29]。本検討において、VPA をプレトリートメントすることにより、
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VPA による 3-BrPA の抗腫瘍効果増大は認められないが、3-BrPA と同時に曝露

させる場合において、3-BrPA の抗腫瘍効果を増大させる可能性が示された。VPA

をプレトリートメントした際に、3-BrPA の抗腫瘍効果増大に関連する遺伝子が

発現変動しているか否か検討する必要がある。 

本知見は、3-BrPA と VPA の組み合わせが GBM 治療において良好な治療成績

をもたらす可能性を示している。多くの in vitro 研究では、VPA の濃度を 1–10 

mM に設定するため [7, 30, 31]、本研究における濃度設定は VPA による最大効

果を検証するうえで適切であると考える。しかし、VPA 5 mM は臨床濃度を大き

く上回っているため、臨床効果に関する考察は本研究の限界であり、更なる研究

が必要である。VPA は様々な作用点を有するが、3-BrPA の抗腫瘍効果を増大さ

せる VPA の作用に関して、その分子メカニズムが明らかになれば、5 mM VPA

と同等の効果を得る治療薬の開発に有益な知見となる。 

3-BrPA の細胞内蓄積量の増大と 3-BrPA の作用は相関するが [28]、3-BrPA を

輸送する MCT1 の発現量ならびに 3-BrPA の細胞内蓄積量に変化は認められな

かった (Fig. 2.8)。したがって、VPA による 3-BrPA の抗腫瘍効果促進は、MCT1

のアップレギュレーションに起因する 3-BrPAの細胞内蓄積量の増大とは別の機

序によって引き起こされていることが示唆された。 

P-gp 発現細胞に 3-BrPA を作用させると、細胞内 ATP の枯渇が促進され、高
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い抗腫瘍作用を示すことが明らかになっている  [27]。そこで、3-BrPA および

VPA 併用時の細胞死と ABC トランスポーターとの関連を検証することとした。   

T98G細胞においてMRP2、MRP3およびBCRPの発現が認められた (Fig. 2.9)。

T98G 細胞において P-gp の発現が認められないことは、過去の報告と一致した  

[32, 33]。発現が確認された ABC トランスポーターのうち、VPA の曝露により、

MRP2 と BCRP の発現が有意に増大した (Fig. 2.10)。3-BrPA と VPA を同時に添

加した場合においても、MRP2 および BCRP の発現量は有意に増大し、VPA 単

独曝露と同程度の増大が認められた (Fig. 2.10)。したがって、MRP2 ならびに

BCRP の発現増大は、主に VPA の作用によるものであることが示唆された。 

VPA は HDAC 阻害作用を有し、ヒストンの H3 をアセチル化することが報告

されている [34]。Hauswald らは、VPA が HDAC 阻害作用によって、BCRP の発

現増大を誘導することを報告している [35]。T98G 細胞における MRP2 および

BCRP の発現増大が HDAC 阻害作用によるものであるかに関しては、更なる検

討が必要であるが、本検討において VPA は HDAC 阻害剤として作用するのに十

分な濃度であり、T98G 細胞においても VPA が HDAC 阻害剤として寄与してい

る可能性が高い。 

MRP2 ならびに BCRP の発現増大と 3-BrPA の抗腫瘍効果増大が関連するかを

明らかにするため、MRP2 または BCRP を阻害した際の細胞生存率に及ぼす影
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響を評価した (Fig. 2.11)。過去の報告に基づき [36]、本検討では、MK571 の濃

度を 10 µM、Ko143 の濃度を 1 µM に設定し、それぞれ MRP の阻害剤ならびに

BCRP の阻害剤として使用した。 

 VPA は 3-BrPA 誘因性細胞死を促進したが、MK571 あるいは Ko143 存在下に

おいて、細胞死の促進が有意に抑制されたことは、MRP2 および BCRP の発現増

大が、3-BrPA 誘因性細胞死の促進に関与することを示唆した。 

 3-BrPA および VPA に MK571 を曝露した場合においても、Ko143 を曝露した

場合においても、細胞生存率はコントロールレベルまで回復した (Fig. 2.11)。し

たがって本検討において、細胞生存率の回復レベルの違いから、MRP2 と BCRP

の抗腫瘍効果増大に対する寄与の大きさに関する情報を得ることができなかっ

た。その理由として、本検討で使用した MK571 ならびに Ko143 は、特異性が高

い阻害剤ではないことが考えられる。MK571 ならびに Ko143 は、濃度を設定す

ることで、各 ABC トランスポーターに対する選択的な阻害剤として使用するこ

とができるが、標的とした MRP2 ならびに BCRP 以外の ABC トランスポーター

も阻害する可能性がある。そのため、MRP2 を阻害した場合においても、Ko143

を阻害した場合においても、細胞生存率はコントロールレベルまで回復し、

MRP2 ならびに BCRP の抗腫瘍効果増大に対する寄与度は明らかにならなかっ

たと考える。 



50 

 

MRP2 および BCRP の発現量が 3-BrPA の抗腫瘍効果増大と関連することが明

らかとなったことから、3-BrPA と VPA の同時曝露による抗腫瘍効果増大は、3-

BrPA による細胞内 ATP 枯渇作用に加えて、発現増大した MRP2 および BCRP が

基質輸送によって ATP を消費することで、細胞内の ATP の消費が増加するため

であると仮説を立て、細胞内の ATP 量を調べた (Fig. 2.12)。 

T98G 細胞に 3-BrPA と VPA を曝露すると、細胞内の ATP レベルは 3-BrPA 単

独曝露時より更に低下し、さらに MK571 または Ko143 の併用で細胞生存率は 3-

BrPA 単独曝露時と同程度まで回復した。VPA 単独曝露において、MRP2 ならび

に BCRP の発現が増大したものの、細胞内 ATP 量の低下は認められなかった。   

一方、3-BrPA と VPA を同時曝露すると、細胞内の ATP 量に顕著な低下が認

められた。3-BrPA を細胞に曝露させると、細胞内において代謝物の組成が変化

することが明らかとなっている [37]。これらの結果は、MRP2 ならびに BCRP

が、3-BrPA の曝露によって生じた代謝物を基質として輸送し、ATP を消費した

可能性を示唆している。 

T98G 細胞において、3-BrPA に VPA を同時曝露させると、3-BrPA の ATP 枯渇

作用に加えて、MRP2 および BCRP の基質輸送に起因する ATP の消費が増大し

ATP が枯渇することで細胞死が増強することが機序である可能性が示された。 
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第 5 節 結論 

 

本研究は、GBM において 3-BrPA 誘因性細胞死を VPA が促進することを示し

た。3-BrPA の細胞毒性は細胞蓄積量と相関するが、MCT1 の発現増大に起因す

る 3-BrPA の細胞内蓄積量増大は、その機序でないことを明らかにした。VPA は

ABC トランスポーターである MRP2 および BCRP の発現量を増大させ、それら

ABC トランスポーターによる ATP の消費が 3-BrPA 誘因性細胞死を促進してい

る可能性が強く示唆された。 

本研究では、VPA 曝露 48 時間時点にて検討を行っているが、臨床において

VPA は長期に渡って投与されることが想定される。GBM に対する VPA の長期

的な作用が 3-BrPA の抗腫瘍効果を促進させるか、更なる研究が必要とされる。

本研究が、3-BrPA の実用化と GBM 治療の新規治療戦略の一助となることを期

待する。 
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総括 

 

本研究で得られた結果は以下のとおりである。 

 

VPA の輸送に関する研究 

T98G 細胞における VPA の取り込みには、プロトン依存性を有する単一のト

ランスポーターが寄与していた。T98G細胞において、VPAの取り込みにはMCT1、

2、4、6 は寄与しない可能性が示されたが、Butyrate と同一のトランスポーター

で輸送される可能性が示された。 

 

VPA の有用性に関する研究 

T98G細胞において、VPAは 3-BrPAの濃度依存的に抗腫瘍効果を増大させた。

T98G細胞にVPAを曝露させると、3-BrPAの細胞内蓄積量は変化しなかったが、

MRP2 および BCRP の mRNA レベルは増大した。VPA と 3-BrPA を同時曝露さ

せた際に生じた細胞生存率の低下は、MK571 または Ko143 の併用により回復し

た。さらに、T98G 細胞において、VPA と 3-BrPA を同時曝露させた際に生じた

細胞内 ATP レベルの低下は、MK571 または Ko143 の併用により回復した。VPA

と 3-BrPA の抗腫瘍効果増大には、3-BrPA の ATP 枯渇作用に加えて、MRP2 お

よび BCRP の発現増大に起因する細胞内 ATP 量の消費が増大したことが機序で

ある可能性が示された。 
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