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序 論  

 

小 腸 は 飲 食 物 を 消 化 ・ 吸 収 す る 器 官 で あ る と 同 時 に ヒ ト の 免 疫 の 60%を

担 う 巨 大 な 免 疫 器 官 で あ り 、 小 腸 陰 窩 底 部 の パ ネ ー ト 細 胞 を 介 し て 分 泌 さ

れ る 抗 菌 ペ プ チ ド 、 α -defensin 5 は 病 原 微 生 物 の 排 除 と 腸 内 細 菌 叢 の 共 生

に 深 く 関 与 す る [1]。 近 年 、 腸 管 モ デ ル 細 胞 で あ る Caco-2 細 胞 に お い て α-

defensin 5 を 処 理 す る こ と で 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る Interleukin-8 (IL-8)

の 分 泌 を 増 加 さ せ る こ と が 報 告 さ れ て い る [2,3]。 IL-8 発 現 は 好 中 球 や T 細

胞 等 の 走 化 性 活 性 を 示 す [4-8]こ と か ら 、 こ の α -defensin 5 は IL-8 発 現 を 調

節 す る こ と で 生 体 内 の 防 御 機 構 と し て 重 要 な 役 割 を 果 し て い る こ と が 考 え

ら れ る 。 そ の 一 方 で 、 炎 症 性 腸 疾 患 患 者 の 回 腸 に お け る 小 胞 内 α -defensin 5

発 現 の 減 少 が 増 悪 因 子 と な る こ と が 知 ら れ て い る [9,10]こ と か ら 、     

α -defensin 5 発 現 変 動 が 病 態 と 深 く 関 連 す る 可 能 性 が 示 さ れ て い る 。 さ ら

に 、 経 口 抗 が ん 薬 も ま た α-defensin 5 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す  [11]こ と か ら 副

作 用 や 病 態 と の 関 連 が 示 唆 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 検 討 は α-

defensin 5 発 現 の み の 評 価 で あ り 、 α-defensin 5 分 泌 に 関 し て は 検 討 さ れ て

い な い 。  
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一 方 、 小 腸 上 皮 細 胞 に は 異 物 や 薬 物 の 輸 送 を 担 う ト ラ ン ス ポ ー タ ー が 発

現 し て お り 、 ATP binding cassette (ABC) transporters で あ る P-glycoprotein 

(P-gp)は 薬 物 等 の 異 物 の 排 泄 に 関 与 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 ま た 、 同

じ く ABC transporters で あ る Breast Cancer Resistance Protein (BCRP)は 薬 物

の 排 泄 み な ら ず 様 々 な 病 態 に 関 与 す る こ と か ら 、 排 出 系 ト ラ ン ス ポ ー タ ー

発 現 お よ び 機 能 の 変 動 は 異 物 で あ る 基 質 薬 物 の 体 内 動 態 や 病 態 に 影 響 を 及

ぼ す  [12-14]。 し た が っ て 、 こ れ ら 排 出 系 ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 異 物 排 除 の 働

き は 、 腸 管 の 免 疫 機 能 と 協 調 し て 働 く こ と が 推 察 さ れ る が 、 排 出 系 ト ラ ン

ス ポ ー タ ー と 腸 管 免 疫 機 能 と の 関 連 性 に つ い て の 報 告 は 少 な い 。  

腸 管 モ デ ル 細 胞 で あ る Caco-2 細 胞 は P-gp や BCRP を 発 現 し 、 輸 送 能 を

測 定 す る こ と が 可 能 な こ と か ら 、 経 口 抗 が ん 薬 等 の 医 薬 品 や 健 康 食 品 成 分

と の 相 互 作 用 の 検 討 に 汎 用 さ れ て い る [15-17]。  

以 上 の 背 景 か ら Caco-2 細 胞 に お い て α -defensin 5 の 分 泌 を 測 定 す る こ と

が で き れ ば 、 α-defensin 5 の 分 泌 が 炎 症 性 腸 疾 患 等 の 病 態 に 及 ぼ す 影 響 や 腸

管 免 疫 機 能 と 排 出 系 ト ラ ン ス ポ ー タ ー と の 関 連 性 を 検 討 す る こ と が 可 能 と

な る 。 そ こ で 、 腸 管 免 疫 機 能 を 評 価 す る 指 標 と し て 腸 管 粘 膜 を 防 御 す る  

α-defensin 5 と 主 要 な 排 出 系 ト ラ ン ス ポ ー タ ー で あ る P-gp、 BCRP の 発 現 量
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お よ び 輸 送 機 能 と の 関 連 性 に つ い て 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し て 、 種 々

検 討 し た 。  
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第 一 章  Caco-2 細 胞 は α-defensin 5 を 分 泌 す る  

 

第 一 節  緒 言  

ヒ ト 小 腸 ・ 刷 子 縁 膜 に は Alkaline phosphatase (ALP)が 発 現 し て い る 。 ま

た 、 消 化 管 モ デ ル 細 胞 で あ る Caco-2 細 胞 に お い て 培 養 日 数 の 経 過 に 伴 い

ALP 活 性 は 増 加 し 、 微 絨 毛 様 の 構 造 を 形 成 す る こ と か ら 、 小 腸 上 皮 細 胞 様

の 指 標 と し て 知 ら れ て い る [18]。 一 方 で 、 前 述 の と お り α-defensin 5 と 関 連

す る IL-8 発 現 も ま た 培 養 日 数 の 経 過 に 伴 い 増 加 し 、 細 胞 増 殖 に 関 与 す る こ

と が 報 告 さ れ て い る [19]。 従 っ て 、 Caco-2 細 胞 の 培 養 日 数 が α-defensin 5 分

泌 に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 セ ル バ ン ク の 異 な る

Caco-2 細 胞 に お い て グ ル コ ー ス 輸 送 担 体 の 輸 送 活 性 が 異 な る [20]こ と か

ら 、 各 セ ル バ ン ク の Caco-2 細 胞 で α-defensin 5 の 分 泌 を 含 め た 様 々 な 遺 伝

子 発 現 量 が 異 な る こ と が 推 察 さ れ る 。 そ こ で 我 々 は 、 American type culture 

collection (ATCC)、 Deutsche sammlung für mikroorganismen und zellkulturen  

(DSMZ)、 RIKEN の Caco-2 細 胞 の 培 養 条 件 が α-defensin 5 分 泌 に 及 ぼ す 影

響 を 検 討 し た 。  
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第 二 節  実 験 材 料 お よ び 実 験 方 法  

 

第 一 項  使 用 薬 物 ・ 試 薬 (購 入 先 ) 

・ Alkaline Phosphatase Assay Kit (BioAssay Systems: QFAP-100) 

・ Human α-defensin 5 ELISA kit (LifeSpan Biosciences: LS-F37993) 

・ Human α-defensin 5 peptide (ペ プ チ ド 研 究 所 ) 

 

第 二 項  使 用 細 胞  

使 用 細 胞 は ATCC、 DSMZ、 RIKEN よ り 購 入 し た Caco-2 細 胞 を 使 用 し

た 。 Caco-2 細 胞 は Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) に  10％

FBS、 1％ ペ ニ シ リ ン ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 1%Non-essential Amino Acids 

(NEAA)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 。  
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第 三 項  細 胞 生 存 率  

細 胞 生 存 率 は 3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT)  assay お よ び Trypan blue 染 色 に よ り 評 価 し た 。 Caco-2 細 胞 は 0.6-

1.8×104  cells/well と な る よ う 調 整 し 、 96wells プ レ ー ト に 播 種 し た 。 MTT を

PBS(-)で 最 終 濃 度 を  5 mg/mL に な る よ う に 調 製 し ス ト ッ ク 溶 液 と し た 。

Caco-2 細 胞 を PBS(-)で 洗 浄 し た 後 、 MTT 溶 液 を 細 胞 培 地 で 250 μg/mL と な

る よ う 混 合 し 、 200 μL/ well 添 加 後  1 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を  

PBS(-)で 洗 浄 後 、 Dimethyl sulfoxide (DMSO)を 200 μL 添 加 し 、 ホ ル マ ザ ン

を 溶 解 し た 。 ホ ル マ ザ ン 溶 解 液 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー (Tecan)で  562 

nm の 吸 光 度 を 測 定 し た 。 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 は 0.4% ト リ パ ン ブ ル ー

(BIO-RAD)を 用 い 、 Caco-2 細 胞 懸 濁 液  5 µL と 等 量 混 合 し 、 TC20™ 全 自 動

セ ル カ ウ ン タ ー  (BIO-RAD) を 使 用 し て 細 胞 数 及 び 細 胞 生 存 率 を 測 定 し た

[21,22]。  
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第 四 項  ALP 活 性 お よ び α-defensin 5 分 泌 の 測 定 法  

 Caco-2 細 胞 は 、 0.6-1.8×104 cells/well に な る よ う 調 整 し 96 wells プ レ ー ト

に 播 種 し た 後 、 7 日 間 間 隔 で 28 日 間 ま で 培 養 し た 。 サ ン プ ル 採 取 の 24 時

間 前 か ら 上 清 中 に 分 泌 さ れ た ALP 活 性 を Alkaline Phosphatase Assay Kit 

(BioAssay Systems: QFAP-100)に よ り 測 定 し た 。 上 清 中 の α-defensin 5 分 泌

量 は Human α-defensin 5 ELISA kit (LifeSpan Biosciences: LS-F37993)を 用 い

て ELISA 法 に よ り 測 定 し た 。  

 

第 五 項  RNA 抽 出 法  

Caco-2 細 胞 は PBS (-)で 洗 浄 し た 後 、 ISOGEN Ⅱ 1 mL を 加 え て 激 し く ボ

ル テ ッ ク ス し 、 RNase free 水 を 400 μL 加 え 転 倒 混 和 し た 。 室 温 で 15 min 静

置 し た 後 、 15,000 ×g で 15 min 遠 心 を 行 い 、 上 清 を 回 収 し た 。 イ ソ プ ロ パ

ノ ー ル を 900 μL、 上 清 800 μL 転 倒 混 和 し 、 室 温 で 10 min 静 置 し た 後 、

15,000×g で 10 min 遠 心 分 離 を 行 っ た 。 そ の 後 、 ア ス ピ レ ー タ ー を 使 用 し 上

清 を 抜 去 、 500 μL の 75% エ タ ノ ー ル を 加 え 12,000 ×g で 5 min 遠 心 し 再

度 エ タ ノ ー ル を 除 去 す る こ と を 2 回 繰 り 返 し た 。 こ れ に よ っ て 得 ら れ た 沈

殿 を 10-20 µL の RNase free 水 で 溶 解 し RNA 溶 液 と し た 。 そ の 後 、 以 下 の

式 を 用 い て  total RNA 濃 度 を 算 出 し た 。  
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Total RNA concn. = O.D. 260 nm × Dilution rate × 40 (ng / µL)  

 

そ の 後 、 逆 転 写 反 応 を ReverTra Ace (Toyobo)を 用 い て 行 っ た 。 Table 1 に 示  

す 反 応 液 を 調 製 し 、 30℃に て 10 min、 そ の 後  42℃に て 60 min、 最 後 に

99℃に て 5 min の 条 件 で 反 応 さ せ た 。  

 

Table 1 Composition of reaction solution for reverse transcription  

 

 

 

 

 

 

 

 

Component Volume

5 × RT Buffer 2 µL

dNTP Mix (10 mM each dNTP) 1 µL

Random primer (150 ng / µL) 0.5 µL

ReverTra Ace 0.5 µL

Template RNA (1 µg) Variable

Nuclease-free water Variable

Total volume 10 µL
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第 六 項  Real-time PCR 法  

 Table 2 に 示 し た 塩 基 配 列 お よ び プ ロ ダ ク ト サ イ ズ の プ ラ イ マ ー を 使 用

し 、 そ れ ぞ れ の mRNA 量 を KAPA SYBR Fast qPCR kit (KAPA Biosystems) を

用 い た  Real time PCR 法 で 定 量 し た 。 反 応 及 び 検 出 に は Mx3005P(Agilent 

Technologies)を 使 用 し た 。 Table 3 に 示 す 反 応 液 を 調 製 し 、 95 ℃に て 30 

sec、 そ の 後  90℃に て 10 sec、 各 プ ラ イ マ ー の ア ニ ー リ ン グ 温 度 で 30 sec、

72 ℃に て 10 sec を 40 回 繰 り 返 し 反 応 さ せ た [23,24]。  
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Table 2 Primer list   

 

Table 3 Component of reaction solution for real time PCR 

 

product name sequence Tm product size

forward TGGCACCCAGCACAATGAA 60.2

reverse CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA 61.7

forward GTTGGTTTTCGGAACTGAGGC 60.0

reverse GTCGGCATCGTTTATGGTCG 59.4

forward GGACTAATTATGGACAGGACTG 55.7

reverse GCTCTTCAGTCTGATAAAATCTAC 55.1

forward CAATGACCCCTTCATTGACC 56.4

reverse GACAAGCTTCCCGTTCTCAG 58.6

forward CAGCGTACTCCAAAGATTCAGG 59.1

reverse CCCAGACACATAGCAATTCAGG 59.1

forward ATTGCTATGTCCACCACAGG 57.6

reverse GGTTTCTAGGGTCTTCCCAAC 57.9

forward GGATAAGAGAGCCACGAACC 57.8

reverse GCTGGAAAACCCAACTTCTG 57.2

forward TGGAGACCTAAAGCACCTGAAG 59.7

reverse TACTCATCAATCCGCACCTTG 58.1

forward CAGACAGCAGGAAATGAAGTTGAA 59.7

reverse TGAAGACATTTCCAAGGCATCA 58.2

forward CAGGTCTGTTGGTCAATCTCACA 60.5

reverse TCCATATCGTGGAATGCTGAAG 58.3

forward AGAGTGATTGAGAGTGGACC 56.3

reverse ACTTCTCCACAACCCTCTG 56.3

forward TACCCCCAGGAGAAGATTCC 57.8

reverse AGTGCCTCTTTGCTGCTTTC 59.0

forward TGAGCTCGCCAGTGAAATGA 59.7

reverse CATGGCCACAACAACTGACG 60.0

forward TCTTCTCGAACCCCGAGTGA 60.3

reverse ATGAGGTACAGGCCCTCTGA 59.7

forward TCAAACCTCTGGAGGAAGTGCT 61.3

reverse CATGAATGTTGTTTCAGATCCCTT 57.7

81mdr1/P-gp

BCRP 77

IL-8 118

IL-6 166

IL-2 125

TNF-α 164

IL-1β 199

SDHA 183

β-ACTIN 186

TBP 136

GAPDH 106

18S 204

HPRT1 195

84B2M

HMBS 249

Component Volume

Master mix 5 µL

Nuclease-free water 3.6 µL

Primer mic (10 µM each) 0.2 µL

Rox Low 0.2 µL

Template DNA 1 µL

Total volume 10 µL
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第 七 項  統 計 解 析  

実 験 結 果 は 平 均 ±標 準 偏 差 ま た は 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 ま た は Tukey 

test を 用 い た 。  
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第 三 節  研 究 結 果 と 考 察  

 

第 一 項  Caco-2 細 胞 は 細 胞 播 種 か ら １ ４ 日 以 降 に 細 胞 分 化 を 生 じ る  

 初 め に 、 培 養 日 数 が Caco-2 細 胞 の 分 化 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 明 ら か と す

る た め 、 培 養 日 数 の 経 過 に 伴 う ALP 活 性 を 検 討 し た 。 ま た 、 3 種 の Caco-2

細 胞 は 7 日 で コ ン フ ル エ ン ト と な る よ う に 細 胞 播 種 数 を 調 整 し 、 7 日 間 間

隔 で 7-28 日 間 培 養 を 行 い 、 サ ン プ ル 採 取 の 24 時 間 前 か ら 培 養 液 中 に 分 泌

さ れ た ALP 濃 度 を 測 定 し た 。  
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Fig. 1. Different culture days effect on alkaline phosphatase activity (ALP) 

levels in each Caco-2 cell. Data are presented as the means with S.D. (error 

bars) from 9 determinations. 

 

そ の 結 果 、 い ず れ の Caco-2 細 胞 に お い て も 細 胞 播 種 か ら 14 日 以 降 に 横

ば い 傾 向 を 示 し た 。 し た が っ て 、 Caco-2 細 胞 は 細 胞 播 種 か ら 14 日 以 降 に

細 胞 分 化 を 生 じ る こ と が 明 ら か と な っ た (Fig. 1)。  
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第 二 項  Caco-2 細 胞 は α-defensin 5 を 分 泌 す る  

次 に 、 培 養 日 数 の 経 過 が α-defensin 5 分 泌 に 及 ぼ す 影 響 を 明 ら か に す る

た め 、 前 項 と 同 様 に サ ン プ ル 採 取 の 24 時 間 前 か ら 上 清 中 に 分 泌 さ れ た α-

defensin 5 分 泌 量 を ELISA 法 に よ り 測 定 し た 。   

 

Fig. 2. Different culture days effect on α-defensin 5 secretion levels in each 

Caco-2 cell. Data are presented as the means with S.D. (error bars) from 9  

determinations. 
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そ の 結 果 、 DSMZ お よ び RIKEN の Caco-2 細 胞 に お い て は 細 胞 播 種 か ら

14 日 後 に 横 ば い 傾 向 と な っ た 一 方 で 、 ATCC の Caco-2 細 胞 に お け る α-

defensin 5 分 泌 量 は 培 養 日 数 の 経 過 に 伴 い 直 線 的 に 増 加 し た  (Fig. 2)。 以 上

の 結 果 か ら 、 い ず れ の Caco-2 細 胞 に お い て も α-defensin 5 が 分 泌 さ れ る こ

と が 明 ら か と な っ た 。 ま た 、 ATCC の Caco-2 細 胞 の α-defensin 5 分 泌 量 に

直 線 性 が 見 ら れ た こ と か ら 、 以 降 の 検 討 に は ATCC の Caco-2 細 胞 を 用 い る

こ と と し た 。  

 

第 三 項  培 養 日 数 の 経 過 は サ イ ト カ イ ン mRNA 量 に 影 響 を 及 ぼ す  

 α-Defensin 5 曝 露 は 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る IL-8 発 現 量 を 増 加 さ せ る

こ と が 報 告 さ れ て い る [2,3]。 そ こ で 培 養 日 数 の 経 過 が IL-8 や そ の 他 の サ イ

ト カ イ ン の mRNA 量 に 与 え る 影 響 を 検 討 す る た め 、 遺 伝 子 発 現 解 析 の 補 正

を 行 う た め の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 し た 。 ま た 、 ハ ウ ス

キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 は Caco-2 細 胞 に 発 現 す る 18S、 β -ACTIN、 GAPDH、

TBP、 SDHA、 HMBS、 HPRT1、 B2M の 遺 伝 子 を 用 い た 。  
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Fig. 3. Different culture days effect on housekeeping genes mRNA levels that 

18S, β-ACTIN, GAPDH, TBP, SDHA, HMBS, HPRT1 and B2M in ATCC 

Caco-2 cells. Data are presented as the median with maximum or minimum range 

from 9 determinations. 

 

  そ の 結 果 、 18S は 最 も 培 養 日 数 の 影 響 を 受 け な い こ と が 明 ら か と な っ

た (Fig. 3)こ と か ら 、 以 降 の 検 討 に ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 と し て 18S を 用

い る こ と と し た 。 次 に 、 培 養 日 数 の 経 過 が サ イ ト カ イ ン 発 現 に 及 ぼ す 影 響

を 明 ら か と す る た め 、 同 条 件 化 に お け る IL-8、 IL-6、 IL-1β、 TNF-α、 IL-2 

mRNA 量 を 測 定 し た 。  
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Fig. 4. Different culture days effect on IL-8, IL-6, TNF-α, IL-1β and IL-2 

mRNA levels in ATCC Caco-2 cells. Transcript levels were normalized to the 

18S housekeeping gene. Data are presented as the means with S.E. (error bars) 

from 3 independent experiments . *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. cell culture 

for 7 days by Dunnett's test . 

 

そ の 結 果 、 IL-8 を 始 め と す る い ず れ の サ イ ト カ イ ン の mRNA 量 は 培 養 日

数 の 経 過 に 伴 い 上 昇 し 、 特 に IL-8、 IL-6 な ら び に TNF-α の mRNA 量 は α-

defensin 5 分 泌 と 同 様 の 傾 向 を 示 し た (Fig. 4)。 し た が っ て 、 こ れ ら サ イ ト

カ イ ン 発 現 変 動 と α-defensin 5 分 泌 が 関 連 し て い る 可 能 性 が 示 さ れ た 。  
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第 四 項  α-Defensin 5 分 泌 機 序 に サ イ ト カ イ ン 発 現 が 関 与 す る  

そ こ で 次 に 、 サ イ ト カ イ ン 発 現 変 動 に α -defensin 5 が 関 与 す る か を 検 証

し た 。 ヒ ト 回 腸 内 に お け る α-defensin 5 濃 度 は 6~30 μg/mL で あ る こ と [10]

か ら 、 18 μg/mL と な る よ う 調 整 し て Caco-2 細 胞 を 処 理 し た 。 そ の 後 、 24

時 間 後 に お け る サ イ ト カ イ ン mRNA 量 を 測 定 し た 。  

 

Fig. 5. Effect of 24 h exposure to 18 μg/mL α-defensin 5 on mRNA of IL-8, 

IL-6, TNF-α, IL-1β and IL-2 mRNA levels in ATCC Caco-2 cells. Transcript 

levels were normalized to the 18S housekeeping gene. Data are presented as 

means with S.E. (error bars) of 3 independent experiments. *P < 0.05, **P < 0.01 

vs. control by t-test.  

 

そ の 結 果 、 α-defensin 5 曝 露 は い ず れ の サ イ ト カ イ ン の mRNA 量 を 上 昇 さ

せ た (Fig. 5)。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 α -defensin 5 分 泌 は サ イ ト カ イ ン 発 現 と

関 連 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。  
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α -defensin 5 の 分 泌 の 機 序 と し て 、 細 菌 の 構 成 成 分 を 認 識 し た 後 に 、 転

写 に 関 連 す る nuclear factor-kappa B (NF-kB)の 経 路 が 関 与 し 、 α-defensin 5

の 合 成 が 促 進 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る (Fig. 6a) [25]。 一 方 で 、 サ イ ト カ

イ ン 発 現 も ま た NF-κB 経 路 と 一 部 関 連 し 、 フ ィ ー ド バ ッ ク を 受 け る こ と が

報 告 さ れ て い る (Fig. 6b) [26]。 し た が っ て 、 α-defensin 5 と TNF-α を 始 め と

す る サ イ ト カ イ ン 発 現 の 間 に NF-κB 経 路 を 介 し た シ グ ナ ル 経 路 が 影 響 し て

い る 可 能 性 が 推 察 さ れ る 。  

一 方 で 、 Caco-2 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る α-defensin 5 濃 度 は ヒ ト 回 腸 内 濃 度

よ り 低 い こ と が 示 さ れ た 。 こ の α -defensin 5 濃 度 の 差 は 細 胞 数 の 違 い に よ

る も の で あ る こ と が 考 え ら れ る が 、 Caco-2 細 胞 に お い て 培 養 日 数 の 経 過 に

伴 う サ イ ト カ イ ン 発 現 変 動 は 培 養 期 間 の 長 期 的 な α -defensin 5 曝 露 に よ る

影 響 の 可 能 性 も 考 え ら れ る 。  
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(a)                   (b)  

 

 

 

 

 

Fig. 6. Graphical abstract of research conducted by Yang E et al,  titled “The 

roles and functions of Paneth cells in Crohn’s disease: A critical review  

[25]”. (a) and Blackwell T S et al, titled “The role of nuclear factor-kappa B 

in cytokine gene regulation [26]”. (b) 
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第 四 節  小 括  

1. 3 種 の Caco-2 細 胞 は 細 胞 播 種 か ら 14 日 以 降 に 細 胞 分 化 を 生 じ 、 α-

defensin 5 を 分 泌 し た 。  

2. α -defensin 5 の 分 泌 の 機 序 に サ イ ト カ イ ン 発 現 が 関 与 す る こ と が 示 唆 さ

れ た 。  

 

 

Fig. 7. Graphical abstract of research conducted by Yasuda G et al, titled 

“Analysis of α-defensin 5 secretion in differentiated Caco-2 cells: 

Comparison of Cell Bank Origin [27]”. 
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第 二 章  α-Defensin 5 は TNF-α 発 現 を 介 し て P-gp 発 現 量 ・ 輸 送 能 を 変 動 さ

せ る  

 

第 一 節  緒 言  

Caco-2 細 胞 に お い て 様 々 な ト ラ ン ス ポ ー タ ー が 発 現 し て い る こ と か ら 、

腸 管 上 皮 細 胞 モ デ ル と し て 医 薬 品 や 健 康 食 品 成 分 が ト ラ ン ス ポ ー タ ー に 及

ぼ す 影 響 に 関 す る 研 究 に 汎 用 さ れ て い る [28-34]。  

ま た 、 異 物 排 除 の 働 き を 担 う 排 出 系 ト ラ ン ス ポ ー タ ー で あ る P-gp お よ び

BCRP の 発 現 お よ び 輸 送 機 能 は サ イ ト カ イ ン 発 現 と 関 連 す る こ と が 報 告 さ

れ て い る [23,24,35,36]。 し た が っ て 、 こ れ ま で の 検 討 に よ り サ イ ト カ イ ン 発

現 と の 関 連 が 示 唆 さ れ た α -defensin 5 が P-gp お よ び BCRP 発 現 に 影 響 を 及

ぼ す 可 能 性 が 推 測 さ れ る 。  

そ こ で 、 Caco-2 細 胞 に お け る α-defensin 5 分 泌 が 主 要 な 排 出 系 ト ラ ン ス

ポ ー タ ー で あ る P-gp お よ び BCRP の 発 現 量 ・ 輸 送 能 に 及 ぼ す 影 響 を 明 ら か

に す べ く 種 々 検 討 を 行 っ た 。  
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第 二 節  実 験 材 料 お よ び 実 験 方 法  

 

第 一 項  使 用 薬 物 ・ 試 薬 (購 入 先 ) 

・ Human α-defensin 5 peptide(ペ プ チ ド 研 究 所 ) 

・ Human TNF-alpha Recombinant (PeproTech Inc.)  

 

 

第 二 項  使 用 細 胞  

使 用 細 胞 は ATCC よ り 購 入 し た Caco-2 細 胞 を 使 用 し た 。 Caco-2 細 胞 は

DMEM に  10％ FBS、 1％ ペ ニ シ リ ン ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 1%NEAA 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 三 項  細 胞 生 存 率  

第 一 章  第 二 節  第 三 項 で 述 べ た 。  

 

第 四 項  RNA 抽 出 法  

第 一 章  第 二 節  第 五 項 で 述 べ た 。  
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第 五 項  Real-time PCR 法  

第 一 章  第 二 節  第 六 項 で 述 べ た 。   

 

第 六 項  タ ン パ ク 質 発 現 量 評 価  

Total タ ン パ ク 質 は Caco-2 細 胞 を 1% Triton X-100、 0.1% SDS、 プ ロ テ ア

ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー (Roche)を PBS(-)の 緩 衝 液 で 可 溶 化 し 抽 出 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 。 P-gp は ラ イ セ ー ト と ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ

ー 4% SDS、 10% 2-mercaptoethanol、 20% glycerol、 0.004% bromophenol 

blue、 0.125 M Tris-HCl、 pH 6.8)を 1:1 で 混 合 し た 。 BCRP は ラ イ セ ー ト と

ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー と 9M Urea を 1:4:5 で 混 合 し た 。 P-gp は 7.5 %、

BCRP は 10％  SDS-PAGE で 分 離 し 、 15V の 電 圧 を 90 分 か け 、 PVDF 膜 に

転 写 し た 。 転 写 バ ッ フ ァ ー は P-gp の み 不 連 続 バ ッ フ ァ ー (1 液 :0.3 M Tris、

pH 10.4、 20 % Methanol、 2 液 :  25 mM Tris、 pH 10.4、 20 % Methanol、 3 液 :  

25 mM Tris、 pH 7.6、 20 % Methanol、 40 mM 6-  aminocaproic acid)を 用 い 、

純 セ ル ロ ー ス 製 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 用 ろ 紙 (GE Healthcare)に 1 液 は 4 枚 (陽 極 側

の ろ 紙 )、 2 液 は 2 枚 (ゲ ル と 接 す る ろ 紙 )、 3 液 (ゲ ル 、 メ ン ブ レ ン 、 陰 極 側

の ろ 紙 )は 2 枚 を そ れ ぞ れ の 液 を 浸 し た 。 BCRP は 連 続 バ ッ フ ァ ー を 用 い て
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転 写 し た 。 BCRP は 1 %、 P-gp は 5％ と な る よ う 0.05％ の Tween 20 を 含 む

PBS 洗 浄 バ ッ フ ァ ー  に ス キ ム ミ ル ク を 溶 解 さ せ 、 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 、 Anti-Actin Antibody (Millipore)を

PBS 洗 浄 バ ッ フ ァ ー に 2,000 倍 希 釈 し 、 一 晩 4℃で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。

Anti-P Glycoprotein, Mouse-Mono [C219] (GENETEX, Inc.)を  2.5%ス キ ム ミ ル

ク を 含 ん だ PBS 洗 浄 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 100 倍 希 釈 、 Anti-BCRP/ABCG2 

抗 体  [BXP-21] (abcam)を 0.5%ス キ ム ミ ル ク を 含 ん だ PBS 洗 浄 バ ッ フ ァ ー を

用 い て 500 倍 希 釈 し 、 一 晩 ４  ℃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  (Southern 

Biotech)を 2.5%ス キ ム ミ ル ク を 含 ん だ PBS 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で  1,000 倍 希

釈 、 mouse anti-rabbit IgG 抗 体 (Santa Cruz Biotechnology)を 0.5% ス キ ム ミ ル

ク を 含 ん だ PBS 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で  1,000 倍 希 釈 し 、 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) ま た は ECL prime (GE 

Healthcare) を 用 い て 化 学 発 光 さ せ 、 画 像 解 析 装 置  ImageQuant LAS 4000 

シ ス テ ム (GE Healthcare)を 用 い て 可 視 化 し た 。 画 像 解 析 は ImageJ を 用 い た

[23,24,35]。  
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第 七 項  P-gp 輸 送 能 評 価  

 P-gp 輸 送 能 は Rhodamine123 蓄 積 量 を 測 定 す る こ と で 評 価 し た 。 Hank's 

Balanced Salt Solution (HBSS)で Caco-2 細 胞 を 10 min プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し

た 後 、 10 μM Rhodamine123 in HBSS を 加 え １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ

の 後 、 HBSS で ２ 度 洗 浄 し 、 1% Triton X in HBSS で 細 胞 を 溶 解 さ せ た 後 、

BCA 法 に よ り タ ン パ ク 定 量 を 行 っ た 。 さ ら に 、 そ の ラ イ セ ー ト に 1:1 

Acetonitrile を 加 え 、 遠 心 分 離 し た 後 、 上 清 を 回 収 し た 。 サ ン プ ル は 96 well 

Black plate (Coster®)に 入 れ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー (Tecan)で  500/550 

nm の 蛍 光 強 度 を 測 定 し た [37,38]。  

 

第 八 項  統 計 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 。  
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第 三 節  研 究 結 果 と 考 察  

 

第 一 項  培 養 日 数 の 経 過 は P-gp 発 現 を 変 動 さ せ る  

 ま ず 、 培 養 日 数 の 経 過 が 腸 管 免 疫 機 能 と 関 連 す る 可 能 性 の あ る P-gp お よ

び BCRP 発 現 量 に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 し た 。  

 

Fig. 8. Different culture days effect on mdr1 mRNA levels or protein levels in 

ATCC Caco-2 cells. Transcript levels were normalized to the 18S 

housekeeping gene. Data are presented as the means with S.E. (error bars) from 

3 independent experiments. * <0.05, ** <0.01, *** <0.001 vs. cell culture for 7 

days by Dunnett's test.  



 

28 

 

そ の 結 果 、 細 胞 播 種 か ら 21 日 以 降 に お い て P-gp mRNA 量 お よ び タ ン パ

ク 発 現 量 は 上 昇 し た (Fig. 8)こ と か ら 、 培 養 日 数 の 経 過 は P-gp 発 現 量 に 影 響

を 及 ぼ す こ と が 明 ら か と な っ た 。  

次 に 、 培 養 日 数 の 経 過 が BCRP 発 現 量 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 同 様 に 検 討 し

た 。  

 

Fig. 9. Different culture days effect on BCRP mRNA levels or protein levels 

in ATCC Caco-2 cells. Transcript levels were normalized to the 18S 

housekeeping gene. Data are presented as the means with S.E. (error bars) from 

3 independent experiments.  
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そ の 結 果 、 培 養 日 数 の 経 過 は BCRP mRNA 量 お よ び タ ン パ ク 発 現 量 を 変

動 さ せ な か っ た (Fig. 9)こ と か ら 、 培 養 日 数 は BCRP 発 現 に 影 響 を 及 ぼ さ な

い 可 能 性 が 示 さ れ た 。  
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第 二 項  α-defensin 5 曝 露 は P-gp 発 現 量 ・ 輸 送 機 能 を 上 昇 さ せ る  

 前 章 に お い て 、 α -defensin 5 が 培 養 日 数 の 経 過 に 伴 い 上 昇 す る こ と が 示

さ れ て い る 。 し た が っ て 、 α -defensin 5 の P-gp 発 現 変 動 へ の 関 与 を 明 ら か

に す る た め 、 18 μg/mL α-defensin 5 処 理 後 24 時 間 後 に お け る P-gp 発 現 量 を

測 定 し た 。  

 

Fig. 10. Effect of 24 h exposure to 18 μg/mL α-defensin 5 on mdr1 mRNA 

levels or protein levels in ATCC Caco-2 cells. Transcript levels were 

normalized to the 18S housekeeping gene. Data are presented as means with 

S.E. (error bars) of 3 independent experiments. *P < 0.05, ***P < 0.001 vs. 

control by t-test. 
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そ の 結 果 、 α-defensin 5 曝 露 は mdr1 mRNA 量 お よ び P-gp 発 現 量 を 有 意 に

上 昇 さ せ た (Fig. 10)。 こ の 結 果 か ら 、 α -defensin 5 は P-gp 発 現 変 動 に 関 与

す る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

次 に 、 α -defensin 5 処 理 時 に お け る P-gp の 機 能 変 動 を 明 ら か と す べ く 、

基 質 で あ る Rhodamine 123 の 細 胞 内 蓄 積 量 を 評 価 す る こ と と し た 。  

 

Fig. 11. Effect of 24 h exposure to 18 μg/mL α-defensin 5 on Rhodamine 123 

accumulation in ATCC Caco-2 cells. Rhodamine 123 accumulation were 

normalized to amount of protein. Data are presented as means with S.E. (error 

bars) of 3 independent experiments. *P < 0.05 vs. Control by t -test.  
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そ の 結 果 、 α-defensin 5 曝 露 は 細 胞 内 Rhodamine 123 蓄 積 量 を 低 下 さ せ た

(Fig. 11)こ と か ら 、 P-gp の 機 能 亢 進 が 示 さ れ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 α-

defensin 5 曝 露 時 に お け る P-gp の 機 能 亢 進 は P-gp 発 現 増 大 よ る も の で あ る

こ と 、 α-defensin 5 は P-gp の 発 現 お よ び 機 能 と 協 調 し て 異 物 排 除 の 働 き を

す る 可 能 性 が 示 さ れ た 。 さ ら に 、 P-gp 発 現 量 は TNF-α 発 現 に 関 連 す る こ と

が 報 告 さ れ て い る [35,39]。 し た が っ て 、 α-defensin 5 曝 露 に よ り 誘 導 さ れ た

サ イ ト カ イ ン 発 現 が P-gp 発 現 量 に 影 響 を 及 ぼ し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ

た 。  
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第 三 項  α-defensin 5 は BCRP 発 現 量 に 影 響 を 及 ぼ さ な い  

 次 に 、 α-defensin 5 処 理 時 に お け る BCRP 発 現 量 を 測 定 し た 。  

 

Fig. 12. Effect of 24 h exposure to 18 μg/mL α-defensin 5 on BCRP mRNA 

levels or protein levels in ATCC Caco-2 cells. Transcript levels were 

normalized to the 18S housekeeping gene.  

 

そ の 結 果 、 α-defensin 5 曝 露 は BCRP mRNA 量 お よ び タ ン パ ク 発 現 量 を 変

動 さ せ な か っ た (Fig. 12)。 こ の 結 果 は 、 前 述 の と お り 培 養 日 数 の 経 過 に よ

り α-defensin 5 分 泌 が 変 動 す る 一 方 で 、 BCRP 発 現 は 変 動 し な か っ た (Fig. 9)

こ と と 相 関 す る こ と が 考 え ら れ る 。  
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第 四 項  α-defensin 5 は 酸 化 ス ト レ ス 応 答 性 に 影 響 を 及 ぼ す  

次 に 、 α -defensin 5 に よ る P-gp 発 現 量 お よ び 機 能 変 動 の 機 序 に つ い て 明 ら

か に す る こ と と し た 。 こ れ ま で の 検 討 に お い て α-defensin 5 に よ り 誘 導 さ

れ る こ と が 示 さ れ た サ イ ト カ イ ン 発 現 と 関 連 の 深 い 酸 化 ス ト レ ス 応 答 性 に

着 目 し た 。 そ こ で 、 α-defensin 5 処 理 が 酸 化 ス ト レ ス 応 答 性 に 関 連 す る

Superoxide dismutase (SOD)の mRNA 量 に 及 ぼ す 影 響 を 測 定 し た 。  

 

 

Fig. 13. Effect of 24 h exposure to 18 μg/mL α-defensin 5 on mRNA of SOD1, 

SOD2 and SOD3 in ATCC Caco-2 cells. Transcript levels were normalized to 

the 18S housekeeping gene. Data are presented as means with S.E. (error bars) 

of 3 independent experiments. **P < 0.01 vs. control by t -test.  
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そ の 結 果 、 α-defensin 5 曝 露 は SOD1 お よ び SOD3 mRNA 量 を 変 動 さ せ な

か っ た が 、 SOD2 mRNA 量 を 有 意 に 上 昇 さ せ た (Fig. 13)。 こ の 結 果 か ら 、 α-

defensin 5 は 酸 化 ス ト レ ス 応 答 性 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が 明 ら か と な っ た 。  

 SOD2 は ミ ト コ ン ド リ ア に 局 在 し 、 TNF-α が 誘 導 す る ROS に 応 答 し 抗 酸

化 作 用 を 示 す (Fig. 14) [40]。 ま た 、 そ の シ グ ナ ル に NF-κB 経 路 を 一 部 介 す

る こ と か ら 、 TNF-α や IL-1β 発 現 と 関 連 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 し た

が っ て 、 α-defensin 5 曝 露 時 に お け る SOD2 発 現 変 動 に TNF-α が 関 与 す る こ

と が 推 察 さ れ た 。  

 

Fig. 14. Graphical abstract of research conducted by Zuo J et al,  titled 

“TNF‑α‑mediated upregulation of SOD‑2 contributes to cell proliferation and 

cisplatin resistance in esophageal squamous cell carcinoma [40]”.  
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第 五 項  TNF-α は 酸 化 ス ト レ ス 応 答 性 を 変 動 さ せ る  

 そ こ で 、 P-gp の 発 現 お よ び 輸 送 機 能 に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 の あ る TNF-α

が 酸 化 ス ト レ ス 応 答 性 と 関 連 す る か を 明 ら か と す る た め 、 TNF-α 

recombinant を 用 い て TNF-α 曝 露 が 酸 化 ス ト レ ス 応 答 性 に 及 ぼ す 影 響 を 検 討

し た 。  

 

 

Fig. 15. Effect of 24 h exposure to 100 ng/mL TNF-α on SOD1, SOD2 and 

SOD3 mRNA levels in ATCC Caco-2 cells. Transcript levels were normalized 

to the 18S housekeeping gene. Data are presented as means with S.E. (error 

bars) of 3 independent experiments. *P < 0.05 vs. control by t -test.  

 

そ の 結 果 、 TNF-α 処 理 に お い て SOD2 の mRNA 量 を 有 意 に 上 昇 さ せ た

(Fig. 15)こ と か ら 、 TNF-α は 酸 化 ス ト レ ス 応 答 性 を 誘 導 す る 可 能 性 が 示 さ れ
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た 。 ま た こ の 結 果 は 、 α-defensin 5 曝 露 が SOD1-3 mRNA 量 に 及 ぼ す 影 響 と

同 様 の 傾 向 を 示 し て い る 。  

 

第 六 項  TNF-α は サ イ ト カ イ ン 発 現 量 を 上 昇 さ せ る  

こ れ ま で に α -defensin 5 処 理 が サ イ ト カ イ ン 発 現 と 関 連 が 示 さ れ た が 、

こ れ ら の サ イ ト カ イ ン 発 現 変 動 に TNF-α が 関 与 す る か を 検 証 す る た め 、

TNF-α 処 理 時 に お け る サ イ ト カ イ ン の mRNA 量 を 測 定 し た 。  

 

 

Fig. 16. Effect of 24 h exposure to 100 ng/mL TNF-α on IL-8, IL-6, TNF-α, 

IL-1β and IL-2 mRNA levels in ATCC Caco-2 cells. Transcript levels were 

normalized to the 18S housekeeping gene. Data are presented as means with 

S.E. (error bars) of 3 independent experiments. *P < 0.05, **P < 0.01 vs. control 

by t-test.  
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そ の 結 果 、 TNF-α 曝 露 は い ず れ の サ イ ト カ イ ン の mRNA 量 を 上 昇 さ せ

(Fig. 16)、 こ れ ま で に 検 討 し た α-defensin 5 処 理 時 の 結 果 と 同 様 の 傾 向 を 示

し た 。 し た が っ て 、 α-defensin 5 曝 露 時 に お け る サ イ ト カ イ ン の 発 現 上 昇 に

TNF-α が 関 与 し て い る 可 能 性 が 示 さ れ た 。  

 

第 七 項  TNF-α は P-gp 発 現 量 お よ び 輸 送 機 能 を 上 昇 さ せ る  

TNF-α 処 理 が P-gp 発 現 を 変 動 さ せ る か を 明 ら か に す る た め 、 TNF-α 処 理

時 に お け る P-gp 発 現 量 を 測 定 し た 。  
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Fig. 17. Effect of 24 h exposure to 100 ng/mL TNF-α on mdr1 mRNA levels or 

P-gp protein levels in ATCC Caco-2 cells. Transcript levels were normalized 

to the 18S housekeeping gene. Data are presented as means with S.E. (error 

bars) of 3 independent experiments. **P < 0.01 vs. control by t -test.  

そ の 結 果 、 TNF-α 曝 露 は mdr1 mRNA 量 お よ び タ ン パ ク 発 現 量 を 上 昇 さ せ

た (Fig. 17)。 こ の 結 果 か ら 、 α-defensin 5 曝 露 時 に お け る P-gp 発 現 変 動 に

TNF-α が 関 与 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。  

次 に 、 TNF-α 処 理 が P-gp の 輸 送 機 能 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て も 検 討 し た 。  
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Fig. 18. Effect of 24 h exposure to 100 ng/mL TNF-α on Rhodamine 123 

accumulation in ATCC Caco-2 cells. Rhodamine 123 accumulation were 

normalized to amount of protein. Data are presented as means with S.E. (error 

bars) of 3 independent experiments. *P < 0.05 vs.  Control by t-test.  

 

そ の 結 果 、 TNF-α 曝 露 は 細 胞 内 Rhodamine 123 蓄 積 量 を 有 意 に 低 下 さ せ

た (Fig. 18)こ と か ら 、 P-gp の 機 能 亢 進 が 示 唆 さ れ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 α-

defensin 5 曝 露 時 に お け る P-gp 発 現 お よ び 機 能 変 動 に TNF-α が 関 与 す る 可

能 性 が 示 さ れ た 。  
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第 八 項  TNF-α 曝 露 は α-defensin 5 分 泌 能 を 変 動 さ せ な い  

 最 後 に 、 α -defensin 5 と TNF-α の ど ち ら が 上 流 の シ グ ナ ル と し て 作 用 し

て い る か を 明 ら か と す る た め 、 TNF-α 処 理 時 の α-defensin 5 分 泌 を 測 定 し

た 。  

 

Fig. 19. Effect of 24 h exposure to 10-100 ng/mL TNF-α on α-defensin 5 

secretion levels in ATCC Caco-2 cells.  α-Defensin 5 secretion levels were 

normalized to the cell viability. Data are presented as means with S.E. (error 

bars) of 3 independent experiments.  
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 そ の 結 果 、 TNF-α 曝 露 は α-defensin 5 分 泌 能 を 変 動 さ せ な か っ た (Fig. 

19)。 以 上 の 結 果 か ら 、 α -defensin 5 が 上 流 の シ グ ナ ル と な り TNF-α 発 現 を

上 昇 さ せ 、 P-gp 発 現 量 お よ び 輸 送 機 能 に 影 響 を 及 ぼ し て い る こ と が 示 唆 さ

れ た 。  
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第 四 節  小 括  

1. Caco-2 細 胞 の 培 養 日 数 の 経 過 に 伴 い α -defensin 5 分 泌 お よ び P-gp 発 現 は

変 動 し た 一 方 で 、 BCRP 発 現 は 変 動 し な か っ た こ と か ら 、 α -defensin 5 は

P-gp 発 現 お よ び 輸 送 機 能 と 関 連 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

2. TNF-α は P-gp 発 現 お よ び 機 能 を 上 昇 さ せ た が 、 α-defensin 5 分 泌 に 影 響

を 及 ぼ さ な い こ と か ら 、 α-defensin 5 曝 露 時 に お け る TNF-α の 発 現 上 昇 が

P-gp 発 現 お よ び 機 能 を 変 動 さ せ る 可 能 性 が 示 さ れ た 。  

 

Fig. 20. Summary of section 2 
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第 三 章  Afatinib は α-defensin 5 分 泌 お よ び P-gp 発 現 量 ・ 輸 送 機 能 を 変 動

さ せ る  

 

第 一 節  緒 言  

Afatinib (GIOTRIF®)は 第 二 世 代 の Epidermal growth factor receptor tyrosine 

kinase inhibitors (EGFR-TKIs)で あ り 、 EGFR 遺 伝 子 変 異 陽 性 の 手 術 不 能 ま

た は 再 発 非 小 細 胞 肺 癌 に 適 応 を も つ 経 口 抗 が ん 薬 で あ る [41-44]。 Afatinib

は EGFR-TKI 作 用 に 加 え て 、 human epidermal growth factor receptor type 2 

(HER2) 阻 害 作 用 も 併 せ も ち 、 高 頻 度 に 消 化 管 障 害 が 生 じ る [45,46]こ と か

ら α -defensin 5 分 泌 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が 推 察 さ れ る 。 し か し な が ら 、

Afatinib が α-defensin 5 分 泌 に 及 ぼ す 影 響 に 関 す る 報 告 は 皆 無 で あ る 。

Afatinib が α -defensin 5 分 泌 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が 明 ら か と な れ ば 、

Afatinib 服 用 時 に 生 じ う る 腸 管 免 疫 機 能 の 変 動 お よ び 、 こ れ ま で に  

α -defensin 5 と の 関 連 が 示 さ れ た P-gp の 基 質 薬 物 の 体 内 動 態 に 及 ぼ す 影 響

に 関 す る エ ビ デ ン ス の 一 旦 と な る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。  

本 章 で は 、 Afatinib が α-defensin 5 分 泌 に 及 ぼ す 影 響 を 評 価 し 、  

α -defensin 5 と の 関 連 が 示 唆 さ れ た P-gp の 発 現 お よ び 機 能 と の 関 連 性 を 明

ら か に す る こ と を 目 的 と し 種 々 検 討 し た 。  
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Afatinib は 1 日 1 回 40 mg 投 与 さ れ る こ と か ら 、 ヒ ト 小 腸 に お け る

Afatinib 曝 露 濃 度 は 約 77 μM と 算 出 さ れ る [47]。 そ こ で 、 Afatinib 濃 度 を  

50μM と な る よ う 培 養 液 に 溶 解 し 用 い た 。  
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第 二 節  実 験 材 料 お よ び 実 験 方 法  

 

第 一 項  使 用 薬 物 ・ 試 薬 (購 入 先 ) 

・ Afatinib(ChemScence)  

 

第 二 項  使 用 細 胞  

第 一 章  第 二 節  第 二 項 で 述 べ た 。  

 

第 三 項  細 胞 生 存 率  

第 一 章  第 二 節  第 三 項 で 述 べ た 。  

 

第 四 項  RNA 抽 出 法  

第 一 章  第 二 節  第 五 項 で 述 べ た 。  

 

第 五 項  Real-time PCR 法  

第 一 章  第 二 節  第 六 項 で 述 べ た 。   
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第 六 項  タ ン パ ク 質 発 現 量 評 価  

第 二 章  第 二 節  第 五 項 で 述 べ た 。  

 

第 七 項  P-gp 輸 送 機 能 評 価 法  

 第 二 章  第 二 節  第 六 項 で 述 べ た 。  

 

第 八 項  統 計 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 を 用 い た 。  
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第 三 節  研 究 結 果 と 考 察  

 

第 一 項  Afatinib は α-defensin 5 分 泌 を 上 昇 さ せ る  

 Afatinib が α-defensin 5 分 泌 に 及 ぼ す 影 響 を 明 ら か に す る た め 、 Afatinib

曝 露 時 に お け る α-defensin 5 分 泌 量 を 測 定 し た 。  

 

Fig. 21. Effect of 24 h exposure to 50 μM Afatinib on α-defensin 5 secretion 

levels in ATCC Caco-2 cells. α-Defensin 5 secretion levels were normalized to 

the cell viability. Data are presented as means with S.E. (error bars) of 3 

independent experiments. *P < 0.05 vs. Control by t-test. 
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そ の 結 果 、 Afatinib 曝 露 は α -defensin 5 分 泌 を 有 意 に 上 昇 さ せ た (Fig. 

21)。 前 述 の と お り Afatinib は EGFR に 作 用 す る が 、 EGFR の シ グ ナ ル の 一

部 に NF-κB 経 路 が 関 与 す る こ と が 報 告 さ れ て い る (Fig. 22) [48]。 し た が っ

て 、 Afatinib 曝 露 時 に お け る α-defensin 5 分 泌 変 動 に は NF-κB 経 路 を 介 し た

影 響 が 関 連 し て い る こ と が 考 え ら れ る 。  

 

Fig. 22. Graphical abstract of research conducted by Pan D et al,  titled 

“MALT1 is required for EGFR-induced NF-κB activation and contributes to 

EGFR-driven lung cancer progression [48]”.  
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第 二 項  Afatinib は サ イ ト カ イ ン  mRNA 量 を 変 動 さ せ る  

Afatinib が NF-κ B 経 路 に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が 示 さ れ た こ と か ら 、 同 じ

く NF-κ B シ グ ナ ル に 深 く 関 与 し 、 α -defensin 5 と の 関 連 が 示 さ れ た サ イ ト

カ イ ン mRNA 量 に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 し た 。  

 

 

 

Fig. 23. Effect of 24 h exposure to 50 μM Afatinib on TNF-α, IL-8, IL-6, IL-

1β, IL-2 mRNA levels in ATCC Caco-2 cells. Transcript levels were 

normalized to the 18S housekeeping gene. Data are presented as means with 

S.E. (error bars) of 3 independent experiments. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. 

control by t-test. 
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そ の 結 果 、 Afatinib は IL-6 お よ び TNF-α の mRNA 量 を 上 昇 さ せ た が 、

IL-1β の mRNA 量 は 低 下 し 、 IL-8 お よ び IL-2 の mRNA 量 に 影 響 を 与 え な か

っ た (Fig. 23)。 こ れ ら の 結 果 は Afatinib が NF-κB 経 路 に 影 響 を 及 ぼ し て い

る と 推 察 さ れ る が 、 同 様 に NF-κB 経 路 と 関 連 す る IL-1β 発 現 量 が 低 下 し て

い る 点 や IL-8 発 現 量 が 変 動 し て い な い 点 を 考 慮 す る と 、 Afatinib の EGFR-

TKI 以 外 の 作 用 も 影 響 し て い る 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 Afatinib 曝 露 時 に

TNF-α の 発 現 が 上 昇 し た こ と か ら 、 酸 化 ス ト レ ス 応 答 性 に 影 響 を 及 ぼ す 可

能 性 が 示 さ れ た 。  
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第 三 項  Afatinib は 酸 化 ス ト レ ス 応 答 性 を 変 動 さ せ る  

 こ れ ま で の 検 討 に よ り 、 TNF-α は SOD の mRNA 量 に 影 響 を 及 ぼ す こ と

が 示 さ れ て い る 。 ま た 、 Afatinib 処 理 は TNF-α  mRNA 量 を 上 昇 さ せ た こ

と か ら 、 Afatinib は 酸 化 ス ト レ ス 応 答 に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が 示 さ れ た 。

そ こ で 次 に 、 Afatinib が 酸 化 ス ト レ ス 応 答 性 に 及 ぼ す 影 響 を 明 ら か に す る

た め 、 Afatinib 処 理 時 に お け る SOD の mRNA 量 を 測 定 し た 。  

 

 

 

Fig. 24. Effect of 24 h exposure to 50 μM Afatinib on SOD1, SOD2 and SOD3 

mRNA levels in ATCC Caco-2 cells. Transcript levels were normalized to the 

18S housekeeping gene. Data are presented as means with S.E. (error bars) of 3 

independent experiments. **P < 0.01 vs. control by t -test. 
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そ の 結 果 、 SOD1 お よ び SOD2 の mRNA 量 を 上 昇 さ せ 、 SOD3 の mRNA

量 を 低 下 さ せ た (Fig. 24)。 Afatinib は ROS を 生 じ る こ と が 報 告 さ れ て い る

[49]こ と か ら 、 こ れ ら 酸 化 ス ト レ ス 応 答 性 の 変 動 に Afatinib 誘 導 性 の ROS

に よ る 影 響 と TNF-α を 含 め た サ イ ト カ イ ン 発 現 変 動 に よ る 影 響 が 関 与 し て

い る 可 能 性 が 示 さ れ た 。 こ れ ま で の 検 討 に よ り 、 TNF-α は P-gp 発 現 お よ び

輸 送 機 能 を 変 動 さ せ る こ と が 示 さ れ て い る た め 、 Afatinib 処 理 時 に お け る

TNF-α 発 現 変 動 が P-gp 発 現 お よ び 輸 送 機 能 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が 示 唆 さ れ

た 。  
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第 四 項  Afatinib は P-gp 発 現 量 お よ び 輸 送 機 能 を 上 昇 さ せ る  

Afatinib 処 理 は こ れ ま で の 検 討 に よ り P-gp 発 現 お よ び 輸 送 機 能 と 関 連 が

示 さ れ た TNF-α 発 現 を 上 昇 さ せ た 。 そ こ で 、 Afatinib 処 理 が P-gp の 発 現 量

に 及 ぼ す 影 響 を 明 ら か と す る た め 、 Afatinib 曝 露 時 に お け る mdr1 mRNA 量

お よ び P-gp タ ン パ ク 質 発 現 量 を 測 定 し た 。  

 

Fig. 25. Effect of 24 h exposure to 50 μM Afatinib on mdr1 mRNA levels or 

P-gp protein levels  in ATCC Caco-2 cells. Transcript levels were normalized 

to the 18S housekeeping gene. Data are presented as means with S.E. (error 

bars) of 3 independent experiments. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. control by t -

test.  
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そ の 結 果 、 Afatinib 曝 露 は P-gp の 発 現 量 を 上 昇 さ せ た (Fig. 25)。 以 上 の

結 果 か ら 、 Afatinib 処 理 時 に お け る P-gp 発 現 変 動 に TNF-α が 影 響 を 及 ぼ し

て い る 可 能 性 が 示 さ れ た 。  

最 後 に 、 Afatinib 曝 露 時 に お け る P-gp の 輸 送 機 能 を 測 定 し た 。  

 

 

Fig. 26. Effect of 24 h exposure to 50 μM Afatinib on Rhodamine 123 

accumulation in ATCC Caco-2 cells. Rhodamine 123 accumulation were 

normalized to amount of protein. Data are presented as means with S.E. (error 

bars) of 3 independent experiments. *P < 0.05 vs. Control by t -test.  
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そ の 結 果 、 Afatinib 曝 露 は 細 胞 内 Rhodamine 123 蓄 積 量 を 有 意 に 低 下 さ せ た

(Fig. 26)。 し た が っ て 、 Afatinib は P-gp 発 現 増 大 を 誘 導 し 、 機 能 を 亢 進 さ

せ る こ と が 推 察 さ れ た 。  
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第 四 節  小 括  

1. Afatinib は α-defensin 5 分 泌 お よ び TNF-α の mRNA 量 を 上 昇 さ せ た 。  

2. Afatinib 曝 露 時 に お け る P-gp の 発 現 お よ び 機 能 は 上 昇 し た こ と か ら 、 P-

gp の 発 現 お よ び 機 能 変 動 の 一 部 に α-defensin 5 分 泌 が 関 与 し て い る 可 能

性 が 示 さ れ た 。  

 

以 上 の 結 果 か ら 、 Afatinib は 異 物 と し て 認 識 さ れ 、 異 物 に 対 す る 防 御 力

を 高 め る た め Caco-2 細 胞 に お け る α-defensin 5 分 泌 を 上 昇 さ せ 、 P-gp 発 現

量 お よ び 輸 送 機 能 を 誘 導 さ せ た 可 能 性 が 考 察 さ れ た 。  

 

Fig. 27. Summary of section 3  
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総 括  

 

本 研 究 で は 、 Caco-2 細 胞 に お け る α-defensin 5 分 泌 量 の 測 定 と 異 物 排 泄

な ら び に 基 質 薬 物 の 治 療 効 果 に 影 響 を 及 ぼ す 主 要 な 排 出 系 ト ラ ン ス ポ ー タ

ー で あ る P-gp 発 現 お よ び 輸 送 機 能 と の 関 連 性 を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、

Caco-2 細 胞 は α-defensin 5 を 分 泌 し 、 そ の 分 泌 機 序 に 炎 症 性 お よ び 炎 症 抑

制 性 サ イ ト カ イ ン が 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 次 に 、 α-defensin 5 は 異 物

の 排 泄 に 関 わ る P-gp の 発 現 お よ び 機 能 を 上 昇 さ せ 、 腸 管 に お け る 防 御 機 能

を 誘 導 し て い る 可 能 性 が 示 さ れ た 。 最 後 に 、 Afatinib に 対 し て 抵 抗 性 を 高

め る た め Caco-2 細 胞 に お け る α-defensin 5 分 泌 と P-gp の 発 現 量 ・ 輸 送 機 能

を 向 上 さ せ た 可 能 性 が 示 さ れ た 。  

以 上 の 結 果 よ り 、 α-defensin 5 分 泌 は P-gp の 発 現 お よ び 機 能 と 協 調 す る

こ と が 明 ら か と な っ た こ と か ら 、 α-defensin 5 発 現 と の 関 連 が 報 告 さ れ る 病

態 や P-gp の 基 質 薬 物 の 体 内 動 態 に 影 響 す る 可 能 性 の 一 旦 を 見 出 す こ と が で

き た 。 今 後 、 さ ら に α-defensin5 分 泌 を 変 動 さ せ る 可 能 性 の あ る 医 薬 品 や 健

康 食 品 成 分 等 の 化 合 物 を 検 討 し 、 α-defensin 5 分 泌 と そ の 影 響 に 関 す る エ ビ

デ ン ス 構 築 の 必 要 が あ る が 、 そ の 第 一 歩 と し て α -defensin 5 分 泌 と 排 出 系
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ト ラ ン ス ポ ー タ ー で あ る P-gp と の 関 連 性 を 本 研 究 で 明 ら か に す る こ と が で

き た 。  
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ご 審 査 を 賜 り ま し た 北 海 道 大 学 大 学 院 薬 学 研 究 院 臨 床 薬 物 動 態 解 析 学 研 究 室  

菅 原  満  教 授 、 同 大 学 大 学 院 薬 学 研 究 院 臨 床 病 態 解 析 学 研 究 室  武 田  宏 司  

教 授 、 な ら び に 北 海 道 医 療 大 学 薬 学 部  井 関  健  教 授 に 深 く 感 謝 致 し ま す 。  

本 研 究 の 遂 行 に あ た り 多 く の ご 助 言 、 ご 助 力 を 賜 り ま し た 北 海 道 科 学 大 学 薬

学 部  山 田  武 宏  教 授 、 同 大 学 薬 学 部  鈴 木  夏 子  准 教 授 、 北 海 道 医 療 大 学

薬 学 部  窪 田  篤 人  助 教 、 北 海 道 大 学 大 学 院 薬 学 研 究 院 臨 床 薬 剤 学 研 究 室  

鳴 海  克 哉  助 教 、 な ら び に 古 堅  彩 子  助 教 に 謹 ん で 感 謝 致 し ま す 。  

北 海 道 薬 科 大 学 在 学 時 に 進 学 に 向 け た 基 礎 を ご 指 導 頂 い た 北 海 道 科 学 大 学 薬

学 部  渡 辺  一 弘  教 授 、 同 研 究 室  佐 藤  隆 司  教 授 、 同 大 学 薬 学 部  鈴 木  

裕 治  講 師 に 厚 に 厚 く 御 礼 申 し 上 げ ま す 。  

私 の 研 究 環 境 の 維 持 な ど 本 研 究 を 遂 行 す る に あ た り 多 く の 面 で ご 助 力 い た だ

き ま し た 臨 床 薬 剤 学 研 究 室 の す べ て の 方 々 に 心 か ら 感 謝 致 し ま す 。  

最 後 に 心 身 両 面 で 支 え て 下 さ っ た 家 族 、 友 人 ら 大 切 な 方 々 に 深 く 感 謝 の 意 を

示 し ま す 。  

 
令 和 ３ 年 3 月  保 田  元 気  

 


