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略語表 

 

2-ME 2-Mercaptoethanol 

4-OHT 4-Hydroxytamoxifen 

5-OP 5-Oxoproline 

ATP Adenosine triphosphate 

BPB Bromophenol blue 

cDNA Complementary DNA 

CHC α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid  

CYP Cytochrome P450 

DDS Drug delivery system 

DMEM Dulbecco's modified eagle medium 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

DNA Deoxyribonucleic acid 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

ERs Estrogen receptors 

FBS Fetal bovine serum 

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

HBSS Hank’s balanced salt saline 

HER2 Human epidermal growth factor receptor 2 

HRP Horseradish peroxidase 

HIF-1α Hypoxia inducible factor-1α 

IC50 The concentration of drug that exhibited 50% cell viability 

Ki Inhibitory constant 

LDH Lactate dehydrogenase 
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MCTs Monocarboxylate transporters 

mtNOS Mitochondrial nitric oxide synthase  

MTT 3-(4,5-Di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

mRNA Messenger RNA 

NAC N‑acetylcysteine  

NASH Nonalcoholic steatohepatitis 

Nrf2 Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 

PBS Phosphate-buffered saline 

PCR Polymerase chain reaction 

PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride 

RIPA Radioimmunoprecipitation 

RNA Ribonucleic acid 

ROS Reactive oxygen species 

RT Reverse transcription 

S.E. Standard error 

SDS Sodium dodecyl sulfate 

siRNA Small interfering RNA 

SOD Superoxide dismutase 

Treg Regulatory T cell 
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序論 

 世界の新規がん患者予測において、乳がんは最も高い割合を示しており、全体

の 11.7% を占めている 1)。また、地域別の分類では、世界の約 40% をアジアが

占めており、我が国においても女性の新規がん罹患部位のトップとなっている

2)。がんは我が国における死因の第 1 位であり、2018 年には、日本人が一生のう

ちにがんと診断される確率は男性が 65.0% 、女性が 50.2% と報告され、日本人

の 2 人に 1 人が、がんを発症するとされている 3)。加えて、乳がん患者死亡数は

年々増加していることから、新たな治療標的の探索は重要である 2)。乳がんは大

きく、luminal A, luminal B, human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) -positive, 

triple negative の 4 つのサブタイプに分類され、各サブタイプに応じた治療が行

われる 4)。乳がん全体の約 70% を luminal A および luminal B が占めており、こ

れらは estrogen receptors (ERs) が陽性であることから、乳がんとエストロゲンの

間に深い関係があると考えられている 5)。Tamoxifen は ER 陽性乳がんに対して

手術前後に汎用される代表的な抗エストロゲン薬のうちの 1 つである 6)。生体内

で、cytochrome P450 (CYP) 3A4 および CYP2D6 による代謝を受け、活性代謝物

である 4-hydroxytamoxifen (4-OHT) ならびに endoxifen となることが報告されて

いる 7)。4-OHT や endoxifen は tamoxifen と比較して 30-100 倍の高い抗エストロ

ゲン効果に加え、酸化ストレスを生じさせることも知られている 8,9)。一方で、

tamoxifen の 5 年以上の長期的な服用により耐性を示すことから、その機序なら

びに耐性化の問題に対する治療戦略の確立が求められている 6)。 

 

Monocarboxylate transporters (MCTs) は 14 種類のアイソフォームより構成される

トランスポータであり、主に MCT1-4 は乳酸などのモノカルボン酸を pH 依存的

に輸送することが明らかにされている 10)。MCT1 は全身に広く発現し、細胞膜

に加えて、ミトコンドリアにも局在することが報告されている 11)。また、乳酸に
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対する親和性が 3.5-10 mM とされていることから、生体内では主に乳酸取り込

みに寄与すると考えられている。一方、MCT4 は乳酸に対する親和性が 22-28 mM

と MCT1 に比べ、低親和性のトランスポータであることから、生体内において

乳酸濃度の高い条件下で機能し、主に乳酸の排出に寄与することが示唆されて

いる 12)。グルコースは生体のエネルギー源である adenosine triphosphate (ATP) の

産生に最も重要な物質である。一般的に、細胞内に取り込まれたグルコースは細

胞質において解糖系により代謝され、ATP とピルビン酸が産生される。産生され

たピルビン酸は、好気的条件下においてミトコンドリアの TCA 回路および電子

伝達系を介して ATP の産生に関与する。反対に、嫌気的条件下では lactate 

dehydrogenase (LDH) により、乳酸に代謝される。ヒト血漿中の乳酸濃度は安静

時の好気的な条件下では 0.5-2.0 mM とされている一方で、嫌気的な条件下では、

約 20 mM まで上昇するとされている 13)。正常組織では、電子伝達系を介した酸

化的リン酸化が効率よく ATP を産生する。対照的に、栄養や酸素が十分に供給

されない腫瘍組織では、ATPの産生に電子伝達系よりも解糖系が亢進しており、

乳酸産生量が増大するとされている (Warburg 効果)14)。近年、がん細胞内で産生

された乳酸が細胞外に排出された後、再び細胞内に取り込まれ、電子伝達系に再

利用されるエネルギー獲得経路 (Reverse Warburg 効果) が提唱された 15)。これ

までに、腎がんや膀胱がん、グリオーマなどの様々ながんの腫瘍組織において

MCT1 および MCT4 の高発現が報告されている 16–18)。以上より、乳酸はがんの

生育に重要な役割を担っていると考えられており、特に Warburg 効果および

Reverse Warburg 効果への関連が示唆されている MCT1、MCT4 を介した乳酸輸

送の阻害は、がん治療戦略として注目されている 19,20)。これらの背景から、MCT

の阻害を目的とした新規抗がん薬の開発が盛んに行われている 21)。 

 

 近年の臨床研究において、乳がん組織における MCT1 および MCT4 の高い発
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現が明らかとなり、予後不良に相関することが報告された 22,23)。しかしなが

ら、その役割については検討の余地が残されている。 

 

 本研究では、tamoxifen と MCT 阻害剤の併用による乳がん治療効率の向上を

目指して種々検討を行った。 
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第 1 章 MCT 阻害剤と tamoxifen の併用時における tamoxifen の殺細胞効果 

 

第 1 節 緒言 

 乳酸は Warburg 効果および Reverse Warburg 効果に関連することから、がん細

胞のエネルギー獲得において重要な物質であると考えられている。また血管内

皮細胞内外における乳酸の増大は、腫瘍の血管新生を促進することが報告され

ている 24)。したがって、乳酸輸送に寄与する MCTs の阻害はがんに対する有望

な治療戦略として注目されている。 

 これまでに、MCTs を阻害する化合物として、フロレチンやケルセチン、α-

cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHC) などが報告されているが、これらの MCT

阻害剤は親和性が低く、MCTs アイソフォーム非選択的である 25)。近年、MCT

阻害剤の開発が進み、MCT1 を標的とした阻害剤が複数報告されている 26,27)。

特に、BAY-8002 や 7ACC2、AR-C155858 は他の MCTs アイソフォームよりも

MCT1 に対して高い選択性を有しており、inhibitory constant (Ki) 値が数 nM の

強力な阻害剤として注目されている。また、AR-C155858 をもとに開発された

AZD3965 は実用化に向けた臨床試験が行われている (ClinicalTrials.gov 

Identifier: NCT01791595)。MCT4 を阻害する化合物として、ジクロフェナクや

スタチン系薬物が知られているが、その選択性は低いものであった 28,29)。さら

に、MCT4 に高い選択性を有する基質について探索されてはいるものの、その

同定には至っていない。 

 当研究室では、これまでに bindarit あるいはフィブラート系薬物が MCT4 選

択的な阻害剤であることを見出した 30)。また、5-oxoproline (5-OP) が MCT1 選

択的な基質であることも明らかにしている 31)。しかしながら、これらの MCT

を阻害する化合物が、がん細胞に与える影響については不明な点が多い。 

 そこで本章では tamoxifen と 5-OP あるいは bindarit を MCT 阻害剤として併
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用することで、tamoxifen による殺細胞効果に与える影響を評価することとし

た。 
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第 2 節 実験材料および実験方法 

 

第 1 項 試薬 

 4-OHT は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)より購入した。5-OP および

fenofibric acid は東京化成工業株式会社 (Tokyo, Japan) から購入した。Bindarit

は Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA) より購入した。その他の試

薬は特に断らない限り特級もしくは生化学用、分子生物学用のものを用いた。 

 

第 2 項 使用細胞 

 ヒト ER 陽性乳がん細胞として MCF-7 細胞、T47D 細胞を使用した。10% 

fetal bovine serum (FBS; Cytiva, Tokyo, Japan) を含む high glucose Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium (DMEM; Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA)を培養液と

して使用し、37℃、5% CO2 条件下のインキュベータ内で培養した。 

 

第 3 項 RNA 抽出 

 RNA の抽出には ISOGENII (ニッポンジーン, Tokyo, Japan) を使用した。6 

well プレート (Corning, Corning, NY, USA) に MCF-7 細胞を 2.0×106 cells/well ま

たは T47D 細胞を 5.0×106 cells/well で播種し、72 時間後に ISOGENII 1 mL/well

を加え、回収した。ISOGENⅡ 1 mL に対して 0.4 倍量となるように nuclease free 

water を加え、15 秒間激しく混合した。その後室温で 5 分静置し、遠心分離 

(12,000×g、15 分、4℃) を行った。この上清 1 mL に対してイソプロパノールを

等量加え、転倒混和した。室温で 10 分静置した後、再び遠心分離 (12,000×g、

10 分、4℃) した。上清を吸引除去し、70% エタノール 500 µL を加え、遠心分

離 (10,000×g、3 分、4℃) を行う工程を 2 度行った。上清を吸引除去し、

nuclease free water で RNA を溶解し、NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, 
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Waltham, MA, USA)により RNA 濃度を測定した。 

 

第 4 項 逆転写反応 

 逆転写反応は ReverTra Ace (東洋紡, Osaka, Japan) を用いて行った。Table 1 に

示す反応液を調製し、30℃にて 10 分、42℃で 60 分、最後に 99℃で 5 分の条件

で反応させた。 

 

Table 1 Component of reaction solution for reverse transcription 

Component Volume 

5×RT buffer 4 µL 

dNTP Mix (10 mM each) 2 µL 

Random primer (150 ng/µL) 1 µL 

ReverTra Ace 1 µL 

RNA (2 µg) Variable 

Nuclease free water Variable 

Total volume 20 µL 

 

第 5 項 RT-PCR 

 RT-PCR は KAPA Taq Extra PCR kit (日本ジェネティクス, Tokyo, Japan) により

行った。Table 2 の組成に従って反応液を調製し、Scheme 1 に示した条件で反応

を行った。Table 3 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、反応には T100 Thermal Cycler (Bio-Rad Labolatories, Hercules, CA, USA) を

使用した。TAE buffer (40 mM Tris、40 mM 酢酸、1 mM EDTA) 中に沈めた 1% 

アガロースゲル (ニッポンジーン, Tokyo, Japan) に PCR 産物と 6×Loading Buffer 

(BioLabs, Tokyo, Japan) の混合物をアプライし、MARINE23ST (富士フィルム和
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光純薬株式会社, Osaka, Japan) を用いて電気泳動を行った。泳動後のゲルを臭

化エチジウム溶液 (ナカライテスク, Tokyo, Japan) で 10 分染色し、LAS-100 

(GE Healthcare UK Ltd., Buckinghamshire, UK) を用いてバンドを観察した。 

 

Table 2 Component of reaction solution for RT-PCR 

Component Volume 

5×KAPA Taq Extra Buffer 2 µL 

dNTP Mix (10 mM each) 0.6 µL 

25 mM MgCl2 0.2 µL 

Primer mixture (5 µM each) 0.4 µL 

KAPA Taq (5 U/µL) 0.1 µL 

cDNA (1 µg/10 µL) 1 µL 

Nuclease free water 5.7 µL 

Total volume 10 µL 

 

    Scheme 1 Procedure for RT-PCR 
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Table 3 Primer sequences for RT-PCR 

 

 

第 6 項 タンパク質発現量評価 

 6 well プレートに MCF-7 細胞を 2.0×106 cells/well または T47D 細胞を 5.0×106 

cells/well で播種した。細胞播種から 72 時間後、メディウムを吸引除去し、冷

phosphate-buffered saline (PBS; 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4, 1.47 

mM KH2PO4) により 1 回洗浄した。その後、各 well に 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) を溶解させた Radioimmunoprecipitation 

(RIPA) buffer (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) を加え、氷上で 5 分

間静置した。その後、セルスクレーパーを用いて細胞を回収し、冷やしながら

15 分間超音波により破砕した。遠心分離 (14,000×g、10 分、4℃) した後、上

清を回収したものを試料とした。タンパク質濃度は Pierce® BCA Protein Assay 

Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) を用いた BCA protein assay によ

り測定した。その後、タンパク質量に応じて 2×sodium dodecyl sulfate (SDS) サ

ンプルバッファー (0.1 M Tris-HCl (pH 6.8)、4% SDS、10% 2-mercaptoethanol (2-

ME)、20% glycerol、0.004% bromophenol blue (BPB))と等量で混合し、4℃条件

下において一晩静置した。翌日、このサンプルを 10% SDS-polyacrylamide gel 

Product name Sequence Product size
forward GACAAGCTTCCCGTTC
reverse CAATGACCCCTTCATT
forward TGGCACCCAGCACAATGAA
reverse CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA
forward GGTTCAAAGAGGGATGCTCA
reverse CACAAAGCCGGGAATCTTCT
forward TACTGCATCAGATCCAAGGG
reverse ATCAATGGTGCACTGGTTGG
forward CCAGCTCTGACCATGATTGG
reverse GGCGCCAGAGTACAGAGGAAC
forward GTTGGGTTTGGCACTCAACTTCC
reverse CAGGAAGACAGGGCTACCTGCTG

β-actin 186

MCT1 101

MCT4 112

ERα 650

ERβ 540

GADPH 106
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electrophoresis (PAGE)で分離し、転写 (電圧 15V、90 分) した。転写後、1% ス

キムミルク含有 PBS/T (0.05% Tween 20 を含む PBS) を用いてブロッキング (室

温、1 時間) を行った。その後、0.5% スキムミルク PBS/T を用いて Table 4 の

通りに抗体溶液を作製し、4℃条件下において一晩振とうした。翌日、PBS/T

で 10 分間の洗浄を 3 回繰り返し、horseradish peroxidase (HRP) 標識 2 次抗体を

加え、室温で 1 時間振とうした。なお、2 次抗体には goat anti-mouse IgG1 抗体 

(southern biotech, Birmingham, USA) または mouse anti-rabbit IgG 抗体 (sc-2357; 

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) を 0.5% スキムミルク PBS/T を用い

て 4,000 倍に希釈して使用した。振とう後、再び PBS/T を用いて 10 分間の洗浄

を 3 回繰り返した。その後、蛍光検出用試薬 ECL または ECL prime を用いて

化学発光させ、ImageQuant LAS 4000 システム (Cytiva, Tokyo, Japan) を用いて

バンドを可視化した。可視化したバンドは ImageJ (US National Institutes of 

Health, Bethesda, Maryland, USA) を用いて解析を行った。 

 

Table 4 Antibody 

標的タンパク 抗体 (メーカー) 希釈倍率 

MCT1 sc-365501 (Santa Cruz Biotechnology) 1:250 

MCT4 22787-1-AP (ProteinTech Group) 1:1000 

β-actin MAB1501 (Millipore) 1:1000 

 

第 7 項 [14C] L-lactate 輸送実験 

 24 well プレートに MCF-7 細胞を 5×104 cells/well または T47D 細胞を 1.6 × 105 

cells/well となるように播種し、培養 2~3 日後にアッセイを行った。培養液を除

去し、pH 7.4 に調整した Hank’s balanced salt saline (HBSS) buffer (137 mM NaCl, 

25 mM glucose, 5.4 mM KCl, 0.44 mM KH2PO4, 0.34 mM Na2HPO4, 4.2 mM 
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NaHCO3, 1.2 mM CaCl2, 0.8 mM MgSO4, 10 mM HEPES (pH 7.4) or MES (pH 6.0)) 

500 µL で 2 回洗浄した。pH 7.4 HBSS buffer を除去した後、阻害剤を含む HBSS 

buffer 500 µL を加え 10 分間インキュベートを行った。インキュベート後、

HBSS buffer を除去し、阻害剤を含む[14C]-lactate 溶液 (pH 6.0) を加え、5 分間

インキュベートした。その後、[14C]-lactate 溶液を除去し、氷冷した pH 7.4 

HBSS buffer 1 mL で 2 回洗浄した。洗浄後、細胞溶解液 (1% SDS, 0.2 N NaOH) 

500 µL を加えて細胞を溶解した。このうち、10 µL をタンパク定量に使用し

た。残りの細胞溶解液はシンチレーションバイアルに入れ、各バイアルに 

Ultima Gold (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) 3 mL を加え、LS6500 Liquid 

Scintillation Counter (Beckman Coulter, Fullerton, CA, U.S.A) で各サンプルの放射

活性を測定し、細胞内取り込み量を算出した。 

 

第 8 項 細胞生存率評価 

 細胞生存率は 3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT) を用いて MTT assay により評価した。96 well プレートに MCF-7 細胞を

4.0×103 cells/well または T47D 細胞を 2.5×104 cells/well となるように播種し、24

時間培養した。その後、メディウムを吸引除去し、各試薬を溶解させた薬液を

加え、48 時間培養した。なお、薬液中に含まれる dimethyl sulfoxide (DMSO) 濃

度は 0.2% 以下とした。培養後、MTT 試薬 (同人化学研究所, Kumamoto, Japan) 

を PBS に 0.5% となるように溶解した MTT 溶液を各 well の 1/10 量となるよう

に添加した。1 時間インキュベート後、薬液を吸引除去し、各 well に DMSO 

200 µL を加え細胞を溶解させた。細胞の溶解を確認した後、主波長 590 nm に

おける吸光度を Infinite 200 PRO multimode reader (Tecan, Männedorf, Switzerland) 

を用いて測定した。50% 細胞増殖阻止濃度 (IC50; the concentration of drug that 

exhibited 50% cell viability) は SigmaPlot 12.5 (Systat Software, Inc., San Jose, CA, 
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U.S.A.) を用いて算出した。 

 

第 9 項 統計解析 

 統計的有意差は、unpaired Student's t test または Dunnett’s test のうち適したも

のを使用し、p < 0.05 を統計的に有意であるとした。 
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第 3 節 実験結果 

 

第 1 項 ER 陽性乳がん細胞に発現する ERs および MCTs の発現評価 

 まず初めに、使用した MCF-7 細胞および T47D 細胞における ERs の発現を

RT-PCR により評価した。その結果、両細胞において ERα および ERβ の発現を

確認した (Fig. 1)。また、T47D 細胞では、MCF-7 細胞と比較して、ERα、ERβ

の高い発現が認められた。なお、triple negative 乳がん細胞である MDA-MB-231

細胞では、いずれの発現も確認されなかった。次に、使用した両細胞において

発現する MCTs を RT-PCR ならびに western blot により評価した。その結果、両

細胞において、MCT1、MCT4 の発現が確認された。また、MCF-7 細胞では

MCT4 が、T47D 細胞においては MCT1 の発現が高いことが示唆された (Figs. 

2a,2b)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 Gene expression of ERα and ERβ in breast cancer cell lines by RT-PCR 

Gene expression of ERα (650 bp) and ERβ (540 bp) was assessed by RT-PCR. 

GAPDH (106 bp) was used as a housekeeping gene. 
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Fig. 2 Messenger RNA (a) and protein (b) expression of MCT1 and MCT4 in 

ER-positive breast cancer cell lines  

(a) Gene expression of MCT1 (101 bp) and MCT4 (112 bp) was assessed by RT-

PCR. β-actin (186 bp) was used as a housekeeping gene. (b) Western blotting of 

MCF-7 and T47D cells for measuring MCT1 (40–48 kDa), MCT4 (42–45 kDa) and 

β-actin (43 kDa) protein expression. 
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第 2 項 ER 陽性乳がん細胞における乳酸輸送に関与する MCTs アイソフォーム

の推定 

 前項で発現が確認された MCT1、MCT4 のうち、乳酸輸送において中心的な

役割を担っているアイソフォームを推定するため、放射性同位体で標識した

[14C]-L-lactate を用いて乳酸輸送に対する阻害実験を行った。その結果、MCT

非選択的阻害剤 CHC 5 mM ならびに MCT4 選択的阻害剤 bindarit は、両細胞の

乳酸輸送を約 50% 阻害した。また、CHC 0.1 mM 条件下では、MCF-7 細胞に

おいて約 20% 阻害した一方で、T47D 細胞では有意な阻害効果を示さなかっ

た。さらに、MCT1 選択的阻害剤 5-OP は、両細胞における乳酸輸送を約 20% 

阻害した (Table 5)。 

Table 5 The inhibitory effects of various MCT inhibitors on the uptake of L-lactate 

by ER-positive breast cancer cells 

 

 

 

 

 

 

 

 

Effect of MCT inhibitors on the uptake of [14C]-L-lactate in ER-positive breast 

cancer cells. All uptake studies were performed at 37℃, pH 6.0, for 5 min after 

preincubation in the absence or presence of each MCT inhibitors at 37℃, pH 7.4, 

for 10 min. * p < 0.01 compared with control using Dunnett’s test. Each value 

represents the mean ± standard error (S.E.) of three independent experiments. 
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第 3 項 MCT 阻害剤が 4-OHT の殺細胞効果へ与える影響 

 MCT 阻害剤が tamoxifen の殺細胞効果へ与える影響を明らかにするため、

tamoxifen の活性代謝物である 4-hydroxytamoxifen (4-OHT) と併用した際の細胞

生存率を評価した。検討に先立ち、4-OHT 単独曝露における 4-OHT の IC50 を

評価したところ、MCF-7 細胞では 12.4±1.4 µM、T47D 細胞では 15.1±1.0 µM と

算出された。続いて、阻害実験と同様の濃度における 5-OP、bindarit の併用が

4-OHT の殺細胞効果に与える影響について評価した。5-OP との併用時には 4-

OHT の IC50 は、それぞれ 12.2±0.2 µM、14.3±1.0 µM となり、4-OHT の殺細胞

効果に影響を与えなかった。一方、bindarit との併用における 4-OHT の IC50 は

MCF-7 細胞で 18.2±0.6 µM、T47D 細胞において 21.0±0.1 µM と算出され、4-

OHT の IC50 の有意な増大が認められた (Fig. 3)。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 Effect of 4-OHT combined with MCT inhibitors on ER-positive breast 

cancer cell viability  

The sigmoid curve and IC50 values (µM) of 4-OHT cell growth inhibition were 

determined using the MTT assay. * p < 0.01, compared to the control using 

Dunnett’s test. Data are presented as the mean ± S.E. of three independent 

experiments. 
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第 4 項 フィブラート系薬物が 4-OHT の殺細胞効果へ与える影響 

 Bindarit と 4-OHT の併用による 4-OHT の殺細胞効果の減弱が MCT4 の阻害

によるものであることを検証するため、他の MCT4 を阻害する薬物を用いて、

さらなる検討を行うこととした。当研究室では、いくつかのフィブラート系薬

物が MCT1 に比べ、MCT4 に選択性を有する阻害剤であることを報告している

30)。そこで、fenofibric acid (フェノフィブラートの活性代謝物) を用いて、

MCF-7 細胞における乳酸輸送に対する阻害を評価したところ、乳酸輸送を有意

に阻害することが示された (Fig. 4a)。さらに 4-OHT との併用における殺細胞効

果を評価したところ、fenofibric acid との併用により IC50 は有意に増大した 

(Fig. 4b)。 

 

 

 

Fig. 4 Effect of fenofibric acid on the uptake of L-lactate (a) and 4-OHT-

induced cytotoxicity (b) in MCF-7 cells  

(a) Effect of fenofibric acid (250 µM) on the uptake of [14C]-L-lactate in MCF-7 

cells. Uptake studies were performed at 37°C, pH 6.0, for 5 min after preincubation 

in the absence or presence of fenofibric acid at 37°C, pH 7.4, for 10 min. (b) The 

sigmoid curve and IC50 values (µM) of 4-OHT cell growth inhibition were 

determined using the MTT assay. * p < 0.01, compared to the control using 

unpaired Student’s t-test. Data are presented as the mean ± S.E. of three 

independent experiments. 
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第 4 節 考察 

 RT-PCR の結果より、実験に使用した MCF-7 細胞および T47D 細胞におい

て、ERα、ERβ の発現が認められた。さらに、triple negative 乳がん細胞である

MDA-MB-231 細胞において、ERα、ERβ の発現は確認されなかった。また、

MCT1 および MCT4 の発現を RT-PCR、western blot により評価したところ、

MCF-7 細胞ならびに T47D 細胞において、両トランスポータの発現が確認され

た。特に、MCF-7 細胞では MCT4 が、T47D 細胞では MCT1 が高発現すること

が示唆された。これらの結果は in vitro 実験系における既報、さらに乳がん腫瘍

組織における MCTs 発現の報告と同様の傾向を示した 22,32)。両細胞において

ERs ならびに MCTs の発現が確認されたことから、これらの細胞において放射

標識した乳酸を用いて乳酸輸送に対する阻害効果を評価することとした。その

結果、MCT1 選択的阻害剤 5-OP、MCT4 選択的阻害剤 bindarit ならびに MCT

非選択的阻害剤 CHC のいずれの阻害剤も、[14C]-乳酸輸送を阻害した。CHC は

MCT1 に対する Ki 値が 0.17 mM、MCT4 に対する Ki 値が 1.0 mM であることか

ら、低濃度では MCT1 を阻害し、高濃度では MCT1 および MCT4 を阻害する

ことが知られている 33)。MCF-7 細胞において、CHC 0.1 mM は 5-OP 10 mM と

同様に約 20% の阻害強度を示した。一方、CHC 5 mM は乳酸輸送を約 60% 阻

害し、その阻害強度は bindarit 100 µM と同程度であった。アフリカツメガエル

卵母細胞を用いた実験系において、bindarit 100 µM は MCT1 にほとんど影響を

与えず、MCT4 を選択的に阻害することが明らかとされている 30)。したがっ

て、本条件では主に MCT4 を阻害していると考えられることから、ER 陽性乳

がん細胞における乳酸輸送は MCT4 が中心的な役割を担っていることが示唆さ

れた。 

 続いて各 ER 陽性乳がん細胞における、4-OHT 単独曝露による殺細胞効果を

評価したところ、4-OHT の IC50 は MCF-7 細胞では 12.4±1.4 µM、T47D 細胞で
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は 15.1±1.0 µM と算出された。Tamoxifen は 5 年間 20 mg/日で服用することが一

般的であることから、腫瘍組織に 4-OHT などの活性代謝物が 5 µM 以上の濃度

で蓄積することが報告されている 34)。本検討において、算出された IC50 は臨床

におけるがん治療において、有効と考えられる腫瘍内濃度を反映していること

が示唆された。次に、5-OP または bindarit と 4-OHT を併用し、各細胞の生存率

に及ぼす影響を評価したところ、5-OP の併用において有意な差は認めなかった

一方で、bindarit の併用は 4-OHT の IC50 を増大させた。そこで、bindarit 併用時

における 4-OHT 殺細胞効果の減弱が MCT4 の阻害によるものであることを検

証するため、MCT1 と比較して MCT4 の阻害効果を有することが知られている

fenofibric acid を用いて、さらなる検討を行った 30)。その結果、fenofibric acid は

乳酸輸送を阻害し、4-OHT との併用時において、有意に IC50 を増大させた。以

上より、MCT4 を介した乳酸輸送の阻害が 4-OHT の殺細胞効果を減弱させる可

能性が示された。 

 今回の結果から、MCT4 の阻害が tamoxifen の殺細胞効果を減弱させる可能

性が示唆された。これらの結果はフィブラート系薬物においても確認されたこ

とから、MCT4 を阻害する他の薬物においても tamoxifen の殺細胞効果が減弱

する可能性が推察される。近年、MCF-7 細胞において、MCT4 を阻害するスタ

チン系薬物であるシンバスタチンと 4-OHT の併用により、本結果と同様に 4-

OHT の殺細胞効果が減弱することが報告された 35)。本論文において、シンバ

スタチンは 4-OHT の取り込みに影響を与えないことが示唆されている。本検討

では 4-OHT の取り込みについて検証できていないことから、今後の検討が必要

である。また、Tamoxifen などの抗ホルモン薬は副作用として、脂質代謝異常

を引き起こすことが報告されており、tamoxifen による nonalcoholic 

steatohepatitis (NASH) が生じた際に、tamoxifen とフィブラートを併用して治療

を継続した症例が報告されている 36,37)。今後、乳がんモデルラットを用いた in 
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vivo の系や tamoxifen とこれらの MCT4 を阻害する医薬品が tamoxifen の抗腫瘍

効果に対してどのような効果を与えるのか詳細な検討が望まれる。 

 

  



27 
 

第 5 節 まとめ 

 本章では、乳がん細胞における MCTs 発現を評価するとともに乳酸輸送に中

心的な役割を担う MCT アイソフォームを推定した。その結果、ER 陽性乳がん

細胞では MCT1 および MCT4 が発現しており、特に、MCT4 が乳酸輸送におい

て中心的な役割を担う可能性を示した。そこで、MCT 阻害剤の併用時における

4-OHT の殺細胞効果を評価したところ、MCT4 阻害剤 bindarit は 4-OHT の殺細

胞効果を減弱させた。さらに、MCT4 を選択的に阻害する fenofibric acid と 4-

OHT の併用は bindarit と同様の傾向を示した。これらの結果から、MCT4 の阻

害は 4-OHT の殺細胞効果を減弱させる可能性を見出した。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 Summary of section 1 
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第 2 章 Tamoxifen による殺細胞効果が低下するメカニズムの解明 

 

第 1 節 緒言 

 前章より、ER 陽性乳がん細胞における乳酸輸送に寄与する MCT4 を阻害す

ることで、4-OHT の殺細胞効果が減弱することが示された。この原因を明らか

にするため、tamoxifen 耐性乳がん組織において発現増大が報告されている

hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α) に着目した 38)。HIF-1α は低酸素状態 (嫌気

的な条件) においてその発現が誘導される転写因子の 1 つである。固形腫瘍内

の低酸素状態となっている領域では HIF-1α の高い発現が認められており、主

にがんのエネルギー獲得経路として考えられている解糖系の酵素群を誘導する

ことが報告されている 39)。さらに、細胞内乳酸量の上昇に伴い発現が増大する

ことに加え、乳酸を排出すると考えられている MCT4 の発現を正に制御するこ

とから、細胞内の乳酸濃度の調節にも関与すると考えられている 40,41)。また、

HIF-1α の発現は ERα と逆相関することが報告されていることから、HIF-1α と

乳がん患者の生存との関連にも注目が集まっている 42,43)。しかしながら、

tamoxifen 耐性乳がんと HIF-1α の関連性を示唆する報告は限定的であり、不明

な点も多い。本章では、MCT4 の阻害による HIF-1α の発現増大が 4-OHT の殺

細胞効果の減弱の一因となるのではないかと予想し、HIF-1α が 4-OHT の殺細

胞効果に与える影響について、siRNA を用いた knockdown および低酸素条件下

において評価した。 
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第 2 節 実験材料および実験方法 

 

第 1 項 試薬 

 第 1 章 第 2 節 第 1 項と同様のものを使用した。 

 

第 2 項 使用細胞 

 第 1 章 第 2 節 第 2 項と同様のものを使用した。 

 なお、低酸素条件は、BIONIX 低酸素培養キット (株式会社スギヤマゲン, 

Tokyo, Japan) により誘導し、MCF-7 細胞では 1% O2 条件下、T47D 細胞では

5% O2 条件下で検討を行った。 

 

第 3 項 タンパク質発現量評価 

 第 1 章 第 2 節 第 6 項と同様に行った。なお、使用した抗体は Table 6 に

示した。 

Table 6 Antibody 

標的タンパク 抗体 (メーカー) 希釈倍率 

MCT4 22787-1-AP (ProteinTech Group) 1:1000 

HIF-1α sc-10790 (Santa Cruz Biotechnology) 1:200 

β-actin MAB1501 (Millipore) 1:1000 

 

第 4 項 細胞生存率評価 

 細胞生存率は第 1 章 第 2 節 第 8 項と同様に行った。 
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第 5 項 細胞内乳酸蓄積量の評価 

 細胞内乳酸蓄積量は比色乳酸アッセイキット (Cell BIOLABS, Inc., San Diego, 

CA, USA) を用いて測定した。6 well プレートに 2.0×105 cells/well となるように

MCF-7 細胞を播種した。24 時間後、メディウムを吸引除去し、各試薬を溶解

させた薬液を添加し 48 時間培養した。培養後、assay buffer を用いて細胞を回

収し、製品プロトコールに従って細胞内乳酸量を測定した。 

 

第 6 項 細胞内 pH の測定 

 細胞内 pH の測定には pH 感受性の蛍光指示薬である BCECF-AM (同人化学研

究所, Kumamoto, Japan) を使用した。MCF-7 細胞を 6 well プレートに 2.0×105 

cells/well となるように播種した。24 時間後、メディウムを吸引除去し、薬液を

加え、さらに 48 時間培養した。培養後、冷 PBS により 1 回洗浄し、再度冷

PBS を 1 mL 加え、セルスクレーパーにより細胞を回収した。遠心分離 

(10,000×g, 5 min, 4℃) 後、上清を吸引除去し、HEPES buffer (5 mM glucose, 20 

mM HEPES, 5 mM KCl, 153 mM NaCl) を加えて、1×106 cells/mL の細胞懸濁液と

した。これを、37℃で 3 時間インキュベートした後、BCECF-AM を 1 µM とな

るように添加し、さらに 10 分間インキュベートした。その後、遠心分離 

(10,000×g, 5 min, 20℃) したのち、上清を吸引除去し、HEPES buffer 1 mL に懸

濁する。これを 2 回繰り返し、細胞浮遊液とした。この細胞浮遊液 100 µL を

遠心分離 (10,000×g, 5 min, 20℃) し、上清を吸引除去し、サンプルには HEPES 

buffer を 400 µL 加えた。これを 96 well black plate (Corning, Corning, NY, USA) 

に 200 µL 移し、蛍光波長 525 nm 励起波長 488 nm または励起波長 439 nm で測

定した。 

 検量線については細胞浮遊液 100 µL を遠心分離 (10,000×g, 5 min, 20℃) し、

上清を吸引除去し、pH を 6.4, 6.8, 7.2, 7.4, 7.8, 8.0 に調整した Calibration buffer 
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(10 mM NaCl,1 mM MgSO4,10 mM Na-MOPS,130 mM KCl) を 400 µL 加えた。こ

れに nigericin を終濃度 10 µg/mL となるように加え、10 分間インキュベートし

た。これをサンプルと同様の条件で蛍光を測定した。 

 

第 7 項 HIF-1α knockdown 

 siRNA を用いた knockdown は Lipofectamine RNAi MAX (Invitrogen, Waltham, 

MA, U.S.A.) を用いて行った。細胞への siRNA の導入は製品プロトコールに従

い、リバーストランスフェクション法により行った。siRNA の導入 24 時間後

にメディウムを吸引除去し、各試薬を含むメディウム中で 48 時間インキュベ

ートし、実験に使用した。HIF-1α 遺伝子に対する Silencer® Validated siRNA

（siRNA ID No.42840）、negative control として使用した Silencer® negative control 

siRNA は，Ambion 社（Austin, TX, U.S.A.）より購入した。 

 

第 8 項 統計解析 

 統計的有意差は、unpaired Student's t test または Dunnett’s test のうち適したも

のを使用し、p < 0.05 を統計的に有意であるとした。 
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第 3 節 実験結果 

 

第 1 項 ER 陽性乳がん細胞における HIF-1α タンパク質発現量の評価 

 まず始めに MCF-7 細胞および T47D 細胞における HIF-1α タンパク発現量の

評価を western blot により評価した。その結果、T47D 細胞と比較して、MCF-7

細胞において HIF-1α タンパク質の高い発現が認められた (Fig. 6)。以降の検討

については、特に記載しない限り HIF-1α 発現が認められた MCF-7 細胞を用い

て行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6 HIF-1α protein expression in ER-positive breast cancer cells  

HIF-1α protein levels were analyzed by western blot analysis in ER-positive 

breast cancer cells. 
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第 2 項 MCT 阻害剤が HIF-1α タンパク質発現量および細胞内乳酸蓄積量に与

える影響 

 次に、MCT1 選択的阻害剤 5-OP と MCT4 選択的阻害剤 bindarit が HIF-1α タ

ンパク質発現量に与える影響を評価した。その結果、bindarit 曝露において有意

な HIF-1α の発現増大が認められた (Fig. 7)。さらに、MCT 阻害剤曝露時の細胞

内乳酸蓄積量を評価したところ、bindarit は顕著に細胞内乳酸蓄積量を増加させ

た (Fig. 8)。一方、5-OP 曝露は HIF-1α 発現量ならびに乳酸蓄積量に影響を与え

なかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7 Effect of bindarit and 5-OP on HIF-1α protein levels in MCF-7 cells 

HIF-1α protein expression levels were analyzed by western blot analysis in 

MCF-7 cells. * p < 0.05 compared with control versus each group using 

Dunnett’s test. Each data point represents the mean ± S.E. of three independent 

experiments. 
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Fig. 8 Effect of bindarit and 5-OP on L-lactate accumulation in MCF-7 cells  

L-lactate accumulation was measured using a colorimetric lactate assay kit 

according to the manufacturer’s instructions. The levels of L-lactate were 

corrected for the protein content. * p < 0.01, compared to the control using 

Dunnett’s test. Data are presented as the mean ± S.E. of three independent 

experiments. 
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第 3 項 Bindarit が細胞内 pH に与える影響 

 MCT4 は H+と乳酸を共輸送するトランスポータである 44)。そこで前項におい

て認められた細胞内乳酸蓄積量の増加が、MCF-7 細胞内の pH に与える影響に

ついて評価した。その結果、bindarit 曝露により細胞内 pH が低下する傾向が認

められた (Fig. 9)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9 Effect of bindarit on intracellular pH in MCF-7 cells  

Intracellular pH was measured by BCECF-AM. Data are presented as the mean 

± S.E. of three independent experiments. 
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第 4 項 Bindarit が MCT4 タンパク質発現に与える影響 

 HIF-1α が MCT4 を正に制御することから、bindarit 曝露による HIF-1α タンパ

ク質発現量の増大が MCT4 のタンパク質発現に与える影響を評価した。その結

果、bindarit 曝露は、MCT4 の発現を有意に増大させることが示された (Fig. 

10)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10 Effect of bindarit on MCT4 protein expression in MCF-7 cells  

MCT4 protein expression levels were analyzed by western blot analysis in MCF-

7 cells. * p < 0.05 compared to the control using unpaired Student’s t-test. 

Data are presented as the mean ± S.E. of three independent experiments. 
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第 5 項 HIF-1α knockdown 時における 4-OHT の殺細胞効果 

 次に HIF-1α のタンパク質発現の変化が 4-OHT の殺細胞効果へ与える影響を

検証するため、まず HIF-1α の knockdown を行った。Negative control におい

て、hypoxia mimic である cobalt は HIF-1α タンパク質発現量を増大させた。一

方、HIF-1α siRNA 処理において、control および cobalt 曝露における HIF-1α タ

ンパク質発現は顕著に抑制された (Fig. 11a)。そこで、本条件下における 4-

OHT の殺細胞効果を評価したところ、4-OHT の IC50 は有意に低下した (Fig. 

11b)。  

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11 Effects of HIF-1α siRNA on HIF-1α expression (a) and cell sensitivity to 4-

OHT (b) in MCF-7 cells 

(a) Expression of HIF-1α protein levels after siRNA transfection was analyzed 

by western blot analysis in MCF-7 cells. (b) The sigmoid curve and IC50 values (µM) 

of 4-OHT cell growth inhibition by MTT assay in MCF-7 cells. * p < 0.01 compared 

with control by unpaired Student’s t-test. Data are presented as the mean ± S.E. of three 

independent experiments. 
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第 6 項 低酸素誘導時における 4-OHT の殺細胞効果 

 前項において、HIF-1α knockdown が 4-OHT の殺細胞効果を増強させたこと

から、次に低酸素条件下における HIF-1α の誘導が 4-OHT の殺細胞効果へ及ぼ

す影響を評価した。MCF-7 細胞において、低酸素条件下における HIF-1α 発現

量を western blot により評価したところ、HIF-1α タンパク質は有意に増大した 

(Fig. 12a)。また、第 2 章 第 3 節 第 1 項で HIF-1α の低い発現が認められた

T47D 細胞においても同様に HIF-1α の発現増大が認められた (Fig. 12b)。そこ

で、低酸素条件下における 4-OHT の殺細胞効果を評価したところ、両細胞で有

意な IC50 の増大が認められた (Figs. 12c, 12d)。 
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Fig. 12 Effect of hypoxia on HIF-1α protein expression (a, b) and cell viability 

of ER-positive breast cancer cells treated with 4-OHT (c, d) 

ER-positive breast cancer cells were exposed to hypoxic conditions at 1% O2 in 

MCF-7 cells (a) or 5% O2 in T47D cells (b) for 72 h, and HIF-1α protein levels 

were measured by western blotting. The sigmoid curve and IC50 values (µM) of 4-

OHT cell growth inhibition under hypoxic conditions (1% O2 in MCF-7 cells or 

5% O2 in T47D cells) for 48 h were determined by the MTT assay. * p < 0.01, 

compared to the control using unpaired Student’s t-test. Data are presented as the 

mean ± S.E. of three independent experiments. 
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第 4 節 考察 

 本章では、前章で認められた MCT4 の阻害が 4-OHT の殺細胞効果を減弱する

メカニズムを明らかにするため、tamoxifen の耐性化に関わり、かつ MCT4 の発

現を調節する HIF-1α に着目して、検証を行った。 

 まず始めに、HIF-1α の発現量を western blot により評価したところ、T47D 細

胞と比較して MCF-7 細胞では高い発現が確認された。この結果は第 1 章 第 3

節 第 1 項 RT-PCR による ERα 発現の結果と逆相関を示し、既報と合致してい

た 45)。次に MCT 阻害剤を曝露した際の HIF-1α タンパク質発現量を評価したと

ころ、MCT4 阻害剤 bindarit 曝露において有意に増大した。その際の細胞内乳酸

蓄積量は顕著に増加すること、さらに細胞内 pH は減少する傾向が認められた。

MCT4 は低親和性の乳酸輸送担体であり、乳酸をプロトンとともに細胞外へ排

出する役割が示唆されている 44)。したがって、本検討において、bindarit が細胞

外への乳酸およびプロトンの排出を阻害することで、細胞内の乳酸蓄積量が増

大したのではないかと考えられる。Hunt らは、細胞内の乳酸量が増加すること

で HIF-1α の発現増大が生じることを報告しており 41)、本検討においても、細胞

内の乳酸量が増加することにより、HIF-1α タンパク質発現量が増大したことが

推察される。一方、本検討において、乳酸蓄積量が増大しているにも関わらず、

顕著な細胞死は確認されなかった。In vivo の検討において、正常組織では細胞内

pH は 7.3-7.4 である一方、腫瘍組織では細胞内 pH は 6.9-7.2 と正常組織よりも

幅広い pH に適応できることが示されている 46)。さらに、細胞内乳酸量の増大は

正常細胞においてアポトーシスを誘導する一方で、腫瘍細胞は、アポトーシスが

生じにくいことも報告されている 47)。以上より、乳がん細胞を用いた今回の検

討では、細胞内乳酸量の蓄積が細胞生存率に大きく影響を与えないことが推察

された。また、bindarit 曝露時の MCT4 タンパク質発現量を評価したところ、有

意な発現量の増大が確認された。この原因として、細胞内の乳酸の蓄積を回避す
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るために HIF-1α の upregulation を介して、乳酸を排出する MCT4 の発現量を増

大させていることが考察された。 

 続いて、bindarit による HIF-1α タンパク質発現量の増大が 4-OHT の殺細胞効

果に与える影響を明らかにするため、HIF-1α knockdown 条件下および低酸素条

件下における 4-OHT の殺細胞効果を評価した。その結果、HIF-1α knockdown に

よる IC50の低下および低酸素条件下において IC50の増大が確認されたことから、

4-OHT による殺細胞効果は HIF-1α タンパク質発現量に依存することが示唆され

た。これらの結果は、tamoxifen 耐性乳がん患者において HIF-1α タンパク質発現

量が増大する報告を支持するものであると考えられる 38)。近年のメタアナリシ

スによる報告から、乳がん組織における HIF-1α の発現量の増大が乳がん患者の

無病生存期間と全生存期間の短縮と関連していることが明らかとされている 43)。

また、胃がん細胞株である SGC7901 細胞を用いた検討では、HIF-1α タンパク質

発現量の増大に伴い、シスプラチンや 5-FU、ビンクリスチン、アドリアマイシ

ンに耐性を獲得することが示唆されている 48)。これらの報告を踏まえると本検

討における、tamoxifen の効果減弱の機序として MCT4 の阻害による HIF-1α の

タンパク質発現量の増大が強く示唆される。近年の臨床研究では多くのがん細

胞において、HIF-1α の高い発現が認められており、HIF-1α の阻害を目的とした

阻害剤の探索が進められている 49)。最近、HIF-1αの発現増大に起因した tamoxifen

耐性乳がん細胞株において、バイカレインが HIF-1α の発現および転写を抑制す

ることにより、4-OHT によるミトコンドリア ROS を増大させ、4-OHT に再感作

させることが報告された 50)。また、グルコースの取り込みを阻害する 2-

deoxyglucose や解糖を阻害する dichloroacetate が乳がん細胞の増殖を抑制すると

ともに、HIF-1α 発現を抑制し、細胞を抗がん薬に感作させることが示唆されて

いる 51–53)。以上より、HIF-1α の阻害剤を併用することで、4-OHT の殺細胞効果

が上昇する可能性が示された。 
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 近年、がん微小環境が、細胞死耐性や薬剤耐性の獲得を介して、がんの悪性化

に寄与すると考えられており、がん細胞により産生される乳酸および乳酸輸送

に関わる MCTs はその形成に関わることが示唆されている 54)。これまで、制御

性 T 細胞 (Treg) は主に自己免疫疾患の抑制に関与するとされていたが、近年が

ん微小環境下における Treg が、エフェクターT 細胞の作用を低下させることに

より、免疫系からの攻撃を回避させることが明らかにされた。また、最近の

Watson らの報告では、Treg が乳酸をエネルギーとして活性化できることが明ら

かとなった 55)。Treg を含め免疫細胞の多くに、MCT1 の発現が認められている

ことから、MCT1 の阻害により、Treg 活性化を抑制できることが推察される 56)。

しかしながら、MCT1 はがん細胞以外にも恒常的な発現が認められていること

から、MCT1 阻害剤の使用により、他の組織においてもその影響が生じることが

予測される。したがって、Treg やがん細胞などの生体内に悪影響を及ぼすター

ゲットを選択的に阻害するような drug delivery system (DDS) およびターゲティ

ングが求められる。本検討では、MCT4 の阻害は HIF-1α のタンパク質発現量を

増大させることで、4-OHT の殺細胞効果を低下させる一方で、MCT1 の阻害は

HIF-1α の発現量ならびに 4-OHT の殺細胞効果に影響を与えなかった。これらの

結果から MCT1 を標的としたがん治療戦略の構築が有望であると考える。 
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第 5 節 まとめ 

 本章では、MCT4 阻害剤 bindarit と 4-OHT の併用により、4-OHT の殺細胞効

果が低下するメカニズムについて、tamoxifen 耐性乳がん組織において高発現し、

かつ MCT4 の発現調節に関連することが報告されている HIF-1α に着目して検討

を行った。その結果、bindarit は細胞外への乳酸の排出を抑制し、細胞内乳酸蓄

積量の増大を介して、HIF-1α タンパク質を増大させることが示された。また、

HIF-1α タンパク質発現量の変化が 4-OHT の殺細胞効果に与える影響を評価した

ところ、4-OHT の殺細胞効果は HIF-1α knockdown 条件下において増強され、低

酸素条件下において減弱した。以上より、MCT4 阻害剤 bindarit は HIF-1α タン

パク質発現量の増大を介して、4-OHT の殺細胞効果を低下させる可能性が示さ

れた 57)。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13 Scheme of section 2 
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第 3 章 低グルコース条件下における MCT 阻害剤と tamoxifen の併用効果 

 

第 1 節 緒言 

 前章において、MCT4 の阻害により、産生された乳酸が細胞内に蓄積するこ

とで、HIF-1α タンパク質発現量が増大し、4-OHT の殺細胞効果を減弱させる可

能性を示した。膵臓がん由来細胞である BxPC-3 細胞を用いた先行研究より、

培養液中のグルコース濃度に依存して HIF-1α の発現は増大することから、細

胞外のグルコース濃度が低下すると、HIF-1α 発現の低下につながることが考え

られる 58)。また、HIF-1α はその発現の増大に伴い、ミトコンドリア機能を抑制

して解糖系を促進することが知られている 59)。さらに近年、結腸がん由来細胞

である HT-29 細胞における検討において、培地中のグルコース濃度が低下する

ことにより、酸化的リン酸化の割合が増大することが報告された 60)。前章まで

は、解糖系に依存して増殖するがん細胞の生育に適した高グルコース (25 mM) 

条件下で検討を行ってきた。一方、生体内ではグルコース濃度が約 5 mM 前後

であることから、生体内の条件を反映した低グルコース (5.5 mM) 条件での検

討を行うことで、HIF-1α の発現の低下と酸化的リン酸化の割合を高めた条件下

で検討ができると考えた 61)。 

 以上のことから、細胞内のエネルギー獲得経路の変化により、がん細胞の生

育に対する MCTs 阻害の効果が変化するのではないかと仮説を立て、本章では

低グルコース条件下における MCT 阻害剤および 4-OHT の併用効果について

種々検討を行った。  
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第 2 節 実験材料および実験方法 

 

第 1 項 試薬 

 第 1 章 第 2 節 第 1 項と同様のものを使用した。 

 

第 2 項 使用細胞 

 第 1 章 第 2 節 第 2 項と同様のものを使用した。なお、実験には MCF-7

細胞を使用した。低グルコース条件下の検討では、1 継代前に low glucose 

DMEM (和光純薬, Osaka, Japan) に変更して培養し、実験に用いた。 

 

第 3 項 タンパク質発現量評価 

 第 1 章 第 2 節 第 6 項と同様に行った。 

 

第 4 項 RNA 抽出 

 第 1 章 第 2 節 第 3 項と同様に行った。 

 

第 5 項 逆転写反応 

 第 1 章 第 2 節 第 4 項と同様に行った。 

 

第 6 項 Real-time PCR 

 Real-time PCR は、KAPA SYBR Fast qPCR kit (日本ジェネティクス, Tokyo, 

Japan) を用いて行った。反応液を Table 7 のように調製し、Scheme 2 に示した

条件で反応を行った。反応および検出には LightCycler®480 System II (Roche, 

Basel, Switzerland) を使用した。 
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Table 7 Component of reaction solution for real-time PCR 

Component Volume 

2×KAPA SYBR 2.5 µL 

Template DNA 1 µL 

Primer mixture (10 µM each) 0.2 µL 

Nuclease free water 1.3 µL 

Total volume 5 µL 

 

Scheme 2 Procedure for real-time PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

なお、使用したプライマーの配列を Table 8 に示した。 
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Table 8 Primer sequences for real-time PCR 

 

 

第 7 項 細胞生存率評価 

 細胞生存率は第 1 章 第 2 節 第 8 項と同様に行った。 

 

第 8 項 細胞内 ATP 量の測定 

 細胞内 ATP 量は『細胞の』ATP 測定試薬™ Ver.2 (東洋ビーネット, Tokyo, 

Japan) により測定した。96 well プレートに MCF-7 細胞を 4.0×103 cells/well で

播種し、24 時間培養した。その後、メディウムを吸引除去し、薬液を加え、さ

らに 48 時間培養した。培養後、メディウムを吸引除去し、ATP 測定試薬とメ

ディウムを等量で混合し、100 µl/well 加えた。これを 22℃で 10 分間インキュ

ベートし、発光を測定した。なお、薬液中に含まれる DMSO 濃度は 0.2% 以下

とした。 

 

Product name Sequence Product size
forward GACAAGCTTCCCGTTC
reverse CAATGACCCCTTCATT
forward CCAGCTCTGACCATGATTGG
reverse GGCGCCAGAGTACAGAGGAAC
forward GTTGGGTTTGGCACTCAACTTCC
reverse CAGGAAGACAGGGCTACCTGCTG
forward CGAGGAGAATGTCAAGAGGCGAAC
reverse GCTTGGACGGACAGGATGTATGC
forward TGGCCGATGTGTCTATTGAAG
reverse TCCAGCGTTTCCTGTCTTTG
forward GGTTGGCTTGGTTTCAATAAGG
reverse CGTGCTCCCACACATCAATC
forward GATCTGGCAGGAGGTCATG
reverse AAGAAGGCGTCGAGCTTG
forward AATGAGGTTTCTTCGGCTACG
reverse CGTCTAAATCAACAGGGGCTAC

159

Nrf2 139

174

SOD1 143

SOD2 121

106

MCT1 101

MCT4 112

GADPH

c-MYC

SOD3
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第 9 項 統計解析 

 統計的有意差は、unpaired Student's t test、Dunnett's test または Tukey-kramer's 

test のうち適したものを使用し、p < 0.05 を統計的に有意であるとした。 
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第 3 節 実験結果 

 

第 1 項 培養液中のグルコース濃度が HIF-1α タンパク質発現量に与える影響 

 培養液中のグルコース濃度が HIF-1α タンパク質発現量に及ぼす影響を

western blot により評価した。その結果、低グルコース条件下において、有意な

HIF-1α のタンパク質発現量の低下が認められた (Fig. 14)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14 Effect of glucose condition in the culture medium on the expression 

level of HIF-1α protein in MCF-7 cells 

HIF-1α protein expression levels were analyzed by western blot analysis in MCF-7 

cells. * p < 0.05, compared to the control using unpaired Student’s t-test. Data are 

presented as the mean ± S.E. of three independent experiments. 
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第 2 項 低グルコース条件下における MCTs の発現評価 

 次に、培養液中のグルコース濃度の違いが MCTs の発現に与える影響につい

て real-time PCR により評価した。その結果、高グルコース条件と比較して、低

グルコースにすることで、有意な MCT1 mRNA 量の増大、および MCT4 mRNA

量の低下が生じた (Figs. 15a, 15b)。また、MCT1 の発現調節に関与することが

報告されている c-MYC の mRNA 量を評価したところ、低グルコース条件下に

おいて、有意に発現が増大した (Fig. 15c)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15 Effect of glucose condition in the culture medium on MCT1 (a), MCT4 

(b) and c-MYC (c) mRNA levels in MCF-7 cells  

Gene expression level were analyzed by real-time PCR. * p < 0.05, ** p < 0.01, 

compared to the control using unpaired Student’s t-test. Data are presented as the 

mean ± S.E. of three independent experiments. 
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第 3 項 グルコース濃度の違いが細胞内 ATP 量に与える影響 

 続いて、培地中のグルコース濃度の違いが細胞のエネルギー産生に及ぼす影

響を明らかにすべく、細胞内 ATP 量を測定した。その結果、高グルコース条件

と比較して、低グルコース条件においても細胞内 ATP 量に変化は認められなか

った (Fig. 16)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 16 Effect of glucose condition in culture medium on intracellular ATP levels 

in MCF-7 cells 

Data are presented as the mean ± S.E. of three independent experiments. 
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第 4 項 低グルコース条件下における MCT 阻害剤と 4-OHT の併用時の細胞生

存率 

 次に、低グルコース条件下において、MCT 阻害剤が 4-OHT の殺細胞効果へ

与える影響を評価した。MCT 阻害剤については、高グルコース条件下と同様に

5-OP 10 mM、bindarit 100 µM で検討した。Bindarit は高グルコース条件下での

検討と同様に IC50 を増大させた。一方、5-OP は 4-OHT の IC50 を有意に低下さ

せた (Fig. 17)。 

  

 

 

 

 

 

 

Fig. 17 Effect of 4-OHT combined with MCT inhibitors on MCF-7 cell viability 

in low glucose condition  

The sigmoid curve and IC50 values (µM) of 4-OHT cell growth inhibition were 

determined using the MTT assay. * p < 0.05, ** p < 0.01, compared to the control 

using Dunnett’s test. Data are presented as the mean ± S.E. of three independent 

experiments. 
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第 5 項 低グルコース条件下における 5-OP と 4-OHT 併用時の細胞形態 

 前項の結果を受けて、5-OP 10 mM と 4-OHT 10 µM の併用時における細胞形態

を観察した。Control と比較して、5-OP 単独曝露では大きな影響を与えず、4-OHT

の単独曝露は細胞へ障害を与えることが示された。さらに 4-OHT と 5-OP の併

用は 4-OHT による細胞障害を増強することが認められた (Fig. 18)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 18 Confocal microscopy of cell morphology during exposure to 4-OHT and 

5-OP in low glucose conditions in MCF-7 cells 
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第 6 項 低グルコース条件下における 4-OHT および 5-OP 併用時の細胞内 ATP

量の比較 

 Tamoxifen は細胞内 ATP 量を低下させることが報告されている 62)。そこで、

低グルコース条件下における 4-OHT と 5-OP の併用が細胞内 ATP 量に影響を与

えるのではないかと考え、検討を行った。Control と 5-OP 単独曝露群を比較した

ところ、5-OP 単独曝露は細胞内 ATP 量に変化を与えなかった。一方、4-OHT 5 

µM および 10 µM は細胞内 ATP 量を有意に低下させるとともに、5-OP を併用す

ることで ATP 量の低下が増強された (Fig. 19)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 19 Effects of combined 4-OHT and 5-OP on intracellular ATP content in low 

glucose conditions in MCF-7 cells  

* p < 0.05, ** p < 0.01, compared to the control group; † p < 0.01, compared to the 4-

OHT 5 µM group; ‡ p < 0.01, compared to the 4-OHT 10 µM using Tukey-Kramer's 

test. Data are presented as the mean ± S.E. of three independent experiments.  
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第 7 項 低グルコース条件下における 4-OHT と 5-OP の併用が酸化ストレス関

連遺伝子に与える影響 

 Tamoxifen は細胞に対して酸化ストレスを与えることが知られている 9)。そこ

で、前項の低グルコース条件下における 4-OHT と 5-OP の併用が細胞内 ATP 量

を低下させる機序に酸化ストレスの増大が関与するとの予測を立て、酸化スト

レス関連遺伝子に及ぼす影響について検討を行った。まず酸化ストレスの増大

に伴いその発現が増加することが報告されている superoxide dismutase (SOD) 1-3

の mRNA 量を評価したところ、SOD1 および SOD3 の変動は認められなかった 

(Figs. 20a, 20c) 一方で、SOD2 mRNA 量は 4-OHT 単独曝露により有意に上昇し、

さらに 5-OP の併用によって増大した (Fig. 20b)。そこで、SOD2 の転写調節に関

与する Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) の発現を同様に評価したと

ころ、SOD2 と同様に 5-OP の併用により発現が増大することが示された 63) (Fig. 

20d)。 
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Fig. 20 Effect of combined 4-OHT with 5-OP on SOD1 (a), SOD2 (b), SOD3 (c), 

and Nrf2 (d) mRNA levels in low glucose condition in MCF-7 cells 

* p < 0.05, ** p < 0.01, compared to the control group; † p < 0.05, †† p < 0.01 

compared to the 5-OP group using Tukey-Kramer's test. Data are presented as the mean 

± S.E. of three independent experiments.  
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また、先の検討で、4-OHT の殺細胞効果を減弱させた bindarit が SOD2 および

Nrf2 に与える影響について評価した。その結果、4-OHT 曝露により SOD2 の発

現の増大が認められた一方、4-OHT と bindarit の併用は SOD2 の発現に影響を与

えなかった (Fig. 21a)。また、Nrf2 mRNA 量も同様に 4-OHT と bindarit の併用で

は増大しなかった (Fig. 21b)。 

 

  

 

 

 

 

 

 

Fig. 21 Effect of combined 4-OHT with bindarit on SOD2 (a), and Nrf2 (b) mRNA 

levels in low glucose condition in MCF-7 cells 

* p < 0.05, ** p < 0.01, compared to the control group; † p < 0.05, †† p < 0.01 

compared to the bindarit group; ‡ p < 0.05 compared to the 4-OHT group using Tukey-

Kramer's test. Data are presented as the mean ± S.E. of three independent experiments.  
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第 4 節 考察 

 前章までの検討から、HIF-1α タンパク質発現量の増大が 4-OHT の殺細胞効果

を減弱させる可能性を示した。HIF-1α は培地中のグルコース濃度に伴い発現が

増大することから、前章までの培地よりグルコース濃度を約 1/5 とした低グルコ

ース培地にすることで、HIF-1α の発現を低下させることを試みた。さらに、本

条件下において、MCT 阻害剤と 4-OHT を併用することで、4-OHT の殺細胞効果

が向上するのではないかと仮説を立て、検討を行った。 

 グルコース濃度の違いが HIF-1α のタンパク質発現量に与える影響について評

価したところ、低グルコース条件下において、有意な発現の低下が示された。ま

た、本条件下において、MCT1、MCT4 の mRNA 量を評価したところ、顕著な

MCT1 の増大と MCT4 の低下が確認された。さらに MCT1 の発現を調節すると

されている c-MYC の発現を評価したところ、低グルコース条件下において有意

に増大した 64)。MCT1 は低グルコース条件において発現が増大することが知ら

れており、本検討においても同様の傾向を示した 65)。また、c-MYC はグルコー

ス濃度の低下に伴い発現が増大することに加え、c-MYC 発現量の増大が酸素消

費量、ミトコンドリア質量および機能の増加に寄与することが報告されている

66–68)。さらに、MCF-7 細胞を用いた検討において、培地中のグルコース濃度の低

下により、解糖系の割合が低下することが示されている 69)。以上より本条件下

では、解糖系の低下ならびに酸化的リン酸化の上昇による代謝シフトが生じ、乳

酸をエネルギー源とする酸化的リン酸化優位な細胞に対して MCT1 の阻害が生

存率に影響を与えうることが示唆された。 

 本条件下において MCT 阻害剤と 4-OHT を併用したところ、MCT4 阻害剤

bindarit は高グルコース条件下での検討と同様に、4-OHT の殺細胞効果を減弱さ

せた。これは前項における MCT4 の阻害を介した細胞内乳酸蓄積量の増大によ

る HIF-1α タンパク質発現量の増大に起因するものだと考察される。一方、MCT1
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選択的阻害剤 5-OP は高グルコース条件時とは異なり、4-OHT の殺細胞効果を増

強させた。そこで、低グルコース条件下において、5-OP の併用により、4-OHT

の殺細胞効果が向上するメカニズムについて検討を行うこととした。検討に先

立ち、細胞形態の観察を行ったところ、5-OP 単独曝露による細胞への大きな影

響は観察されなかった。また、4-OHT 曝露は細胞に対して細胞障害を引き起こ

し、5-OP の併用により、その効果が増強されることが確認された。Tamoxifen は

濃度依存的に細胞内 ATP 量を低下させることが報告されている 62)。また、MCT1

阻害剤 AZD3965 は単独曝露では影響を与えない一方で、酸化的リン酸化を抑制

するメトホルミンの併用により顕著に細胞死を引き起こすことが報告されてい

る 70)。4-OHT は酸化的リン酸化の阻害効果も有することから、本検討において

使用した MCT1 阻害剤 5-OP も 4-OHT との併用により 4-OHT の効果を増強する

ことが考えられる。そこで、細胞内 ATP 量に着目して評価したところ、5-OP 単

独曝露は細胞内 ATP 量に有意な変化を与えなかった。また、4-OHT 単独曝露は

細胞内 ATP 量を有意に低下させ、その効果は濃度依存的に増大することが示さ

れた。さらに、4-OHT と 5-OP の併用は 5 µM および 10 µM のいずれの濃度にお

いても 4-OHT 単独曝露と比較して細胞内 ATP 量を顕著に低下させたことから、

5-OP は 4-OHT の細胞内 ATP 量の低下効果を増強する可能性が示された。

AZD3965 は MCT1 を阻害することで、解糖系活性の阻害と細胞生存維持に必要

なミトコンドリアのピルビン酸代謝の再活性化につながることが報告されてい

ることから、5-OP 単独曝露では ATP 量に影響を与えないことが考えられた 70)。

また、4-OHT はラット肝ミトコンドリアに対して、ミトコンドリア膜電位の脱

分極を誘導することで酸化的リン酸化効率を減少させることが示唆されている

71)。以上より、本検討においても MCT1 阻害剤を用いた既報と同様に、4-OHT と

5-OP の併用により MCT1 および酸化的リン酸化を阻害することで、併用効果が

生じる可能性が示された。 
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 Tamoxifen は ERs 拮抗作用に加え、細胞に対して酸化ストレスを与えることが

報告されている 9)。そこで、5-OP が tamoxifen による酸化ストレスを増強してい

るのではないかと推察し、酸化ストレス関連遺伝子について real-time PCR によ

り評価した。その結果、ミトコンドリア酸化ストレスを反映する SOD2 の発現

は 4-OHT 単独曝露により有意に増大し、5-OP の併用により mRNA 量が増大す

る傾向が示された。さらに、SOD2 の発現を調節するとされている Nrf2 の発現

を評価したところ、SOD2 と同様に 5-OP の併用により、発現が増大する傾向が

確認された 63)。なお、細胞質に局在するSOD1および細胞膜表面に局在するSOD3

の mRNA 発現量に変化は認められなかった。Reactive oxygen species (ROS) は主

にミトコンドリアにおいて産生されることに加え、ROS の蓄積が細胞に障害を

与えることが報告されている 72)。また、tamoxifen はミトコンドリアのカルシウ

ムイオン濃度と mitochondrial nitric oxide synthase (mtNOS) を調節することによ

り、ミトコンドリア酸化ストレスを増大させ、細胞障害を誘導することが示唆さ

れている 9)。したがって、tamoxifen が細胞に作用することにより、ミトコンド

リアにおいて ROS の蓄積が生じ、細胞が障害されることで細胞内 ATP 量が低下

することが考えられる。また、ミトコンドリアにおいて乳酸はピルビン酸に代謝

され電子伝達系において、重要な NAD+/NADH の産生に関わることからエネル

ギー産生に関わることが知られている。ミトコンドリアにおける乳酸輸送につ

いても MCTs が関与すると考えられており、MCF-7 細胞のミトコンドリアには

MCT1 の発現が報告されている 73,74)。また、HIF-1α 発現量の増大はミトコンド

リア ROS を抑制することが報告されていることから、高グルコース条件と比較

して HIF-1α の発現が低下した本条件は、酸化ストレスの影響を受けやすいと思

われる 75)。以上より、5-OP は MCT1 を阻害することにより、エネルギー産生を

抑制し、ミトコンドリア ROS を増大させることで、4-OHT の殺細胞効果を高め

ることが推察された。また、4-OHT の殺細胞効果を減弱させた bindarit を用いて
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さらなる検討を行ったところ、4-OHT と bindarit の併用は、SOD2 および Nrf2 

mRNA の発現を増大させなかった。MCF-7 細胞を用いた検討において、tamoxifen

による殺細胞効果は抗酸化剤である N‑acetylcysteine (NAC) の併用により、低下

することが報告されている 62)。前章より、bindarit は HIF-1α の発現量を増大さ

せることが示唆されていることから、HIF-1α の発現増大に伴い 4-OHT によるミ

トコンドリア ROS の増大を抑制することにより、4-OHT の殺細胞効果を減弱さ

せる可能性が示された。 

 結論として、低グルコース条件下において、5-OP は 4-OHT によるミトコンド

リア酸化ストレスを増大させ、殺細胞効果を増強することが示唆された。この結

果は AZD3965 を用いた既報と同様の傾向を示したことから、MCT1 阻害剤と 4-

OHT の併用が、乳がん治療において有用である可能性が示された。今後は、他

の MCT1 阻害剤とミトコンドリアを標的とした抗がん薬の組み合わせによる新

規がん治療戦略の確立が望まれる。 
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第 5 節 まとめ 

 HIF-1α の発現量は培地中のグルコース濃度の増加に伴い増大することが知ら

れている。本章では、生体内のグルコース濃度に近い低グルコース条件下におけ

る HIF-1α の発現量の低下が、MCT 阻害剤と 4-OHT の併用効果に与える影響に

ついて検討した。その結果、MCT4 阻害剤 bindarit は高グルコース条件下と同様

に 4-OHT の殺細胞効果を減弱させた。一方、MCT1 阻害剤として使用した 5-OP

は 4-OHT の殺細胞効果を増強することが明らかとなった。また、酸化ストレス

関連遺伝子について評価したところ SOD2 および Nrf2 の発現を増大させる傾向

が確認された。これらの結果から、5-OP は 4-OHT によるミトコンドリア酸化ス

トレスの増大を介して、4-OHT の殺細胞効果を増強することが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 22 Scheme of section 3 
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総括 

 我が国における乳がん患者数および患者死亡数は年々増加していることか

ら、新規乳がん治療の効率の最適化ならびに新規治療標的の探索が求められて

いる。MCTs はがん細胞に特徴的な Warburg 効果および Reverse Warburg 効果に

関連することから治療標的として注目されている。本研究では、ER 陽性乳が

んに対して汎用される tamoxifen と MCT 阻害剤の併用効果に着目し、MCT 阻

害剤が tamoxifen の殺細胞効果に与える影響について検討した。 

 第 1 章では、ER 陽性乳がん細胞において MCT1 および MCT4 が発現してお

り、特に MCT4 が乳酸輸送において中心的な役割を担っていることが示唆され

た。また、MCT4 選択的阻害剤 bindarit および fenofibric acid は 4-OHT の殺細胞

効果を減弱させた。これらの結果から、MCT4 の阻害が 4-OHT の殺細胞効果を

減弱させる可能性を見出した。 

 第 2 章では、bindarit の単独曝露により、HIF-1α のタンパク質発現量が増大

することが見出された。また、その機序として MCT4 の阻害による細胞内乳酸

量の増大が関与することが示唆された。さらに、4-OHT の殺細胞効果は HIF-1α 

knockdown により増強し、低酸素条件下において減弱した。したがって、

MCT4 阻害による tamoxifen の殺細胞効果の減弱は MCT4 阻害剤の曝露による

HIF-1α 発現量の増大に起因することが示唆された 57)。 

 第 3 章では、前章において HIF-1α の発現が 4-OHT の殺細胞効果に影響を与

えることを踏まえ、HIF-1α のタンパク質発現量を低下させた低グルコース条件

下における MCT 阻害剤と 4-OHT の併用効果を評価した。その結果、MCT4 阻

害剤は前章と同様に 4-OHT の殺細胞効果を減弱させた。一方、MCT1 阻害剤の

併用は 4-OHT の殺細胞効果を増強することを見出した。またこれらの機序の一

つとしてミトコンドリアに対する酸化ストレスの増大が寄与している可能性が

示された。 
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 これまでのがん細胞に対する MCT 阻害剤を用いた検討では、他の抗がん薬

との併用効果を評価した報告はほとんど行われていない。本研究では 4-OHT の

殺細胞効果の増強には MCT4 ではなく、MCT1 に選択性を高めた阻害剤が有効

であることを初めて見出した。HIF-1α はがん細胞の生育に重要な役割を果たし

ていることが報告されていることから、本研究は乳がんのみならず、他のがん

細胞種においてもその応用が期待され、今後の MCT 阻害剤を用いた研究の一

助となることが期待される。  
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