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【要旨】 

腫瘍細胞の多剤耐性獲得は、がん治療を困難にする重大な要因のひとつである。代表的

な多剤耐性遺伝子MDR1の発現は主に転写因子NF-Yにより行われている。したがって、

NF-Yの機能を阻害することによりMDR1の発現を抑制することは、多剤耐性に対する有

効な対抗手段と成り得る。我々は、MDR1遺伝子プロモーター配列へのNF-Yの結合性に

影響を与える化合物をスクリーニングし、3 種の indirubin 誘導体を見出した。そのうち

の 2 種は NF-Y の DNA 結合性を活性化し、1 種は抑制するものであったが、興味深いこ

とにMDR1遺伝子のプロモーター活性に対しては 3種とも阻害的に作用した。NF-Yは 3

個のサブユニットからなる複合体であるが、これらの indirubin 誘導体はその発現量には

影響を及ぼすことなく内在性のMDR1遺伝子の発現を抑制することがわかった。さらに、

これらの化合物を抗がん剤と併用することの効果についても検討した。 

 

【序論】 

がんの化学療法を困難にする原因のひとつとなる多剤耐性遺伝子 MDR1 の転写活性化

は、その遺伝子の近位プロモーター領域にある逆向き CCAAT 配列を認識する転写因子

NF-Y によって行われる[1-5]。そのプロモーター領域には転写因子 Sp1 が結合する配列

GC-boxも存在し、NF-Yと共にMDR1の転写に関与している[6]。我々は、これまでにこ

の逆向きCCAATとGC-boxを含む近位プロモーター領域をEGFP cDNAに結合させたレ

ポーター遺伝子を作成し、NF-Yと逆向き CCAATの結合が低分子核内 RNA のひとつU7 

snRNA によって制御されていることを示している[7]。本研究では、そのレポーター遺伝

子を用いてNF-Y活性に影響を及ぼし、MDR1遺伝子の転写を阻害する化合物を探索した。

スクリーニングを行うに当たり、indirubin誘導体ライブラリーを選択した。Indirubinは

植物から抽出される色素のひとつであるが、多くの誘導体を合成することができ、それら

の中には cyclin-dependent kinase (CDKs)を阻害するものや[8-11]、glycogen synthase 
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kinase 3βを阻害するものがある[12-15]。それゆえ indirubin誘導体は、がんや神経系の

疾患の治療薬として利用できる可能性がある。さらに、近年、indirubin が生体内にも存

在しており、Aryl hydrocarbon receptor (AhR)の生体内リガンドとして作用して薬の代謝

や細胞ストレス、細胞分裂などに影響することが報告されている[16-18]。しかし、MDR1

の発現に対する indirubin誘導体の影響は調べられていない。 

逆向き CCAATへの NF-Yの結合性に変化を及ぼす indirubin誘導体を探すため、70種

以上の誘導体の中から様々な置換基を持つ 17種類についてゲルシフトアッセイを行った。

その結果、indirubin 3’-oxime (No. 2)、5-methoxyindirubin (No. 6)、7-methoxyindirubin 

3’-oxime の 3 種が大きな影響を与えることがわかった。NG108-15、SK-N-SH、HepG2、

MCF7、C2C12 の 5 種の腫瘍細胞を用いて 3 つの indirubin 誘導体の MDR1 遺伝子プロ

モーターへの影響を解析した。各々の細胞障害性を調べ、生存率に大きく影響しない濃度

を用いて上述したレポーター遺伝子からの EGFPの発現を指標としてアッセイした。興味

深いことに、それぞれの化合物は NF-Y の発現には影響を与えることなく MDR1 遺伝子

のプロモーターを阻害して発現を抑制するが、その効果には腫瘍細胞特異性があることが

わかった。さらに、3 種の化合物の全てが有効であった MCF7 細胞を用いて抗がん剤

doxorubicin との併用効果を調べたところ、これらの indirubin 誘導体の共存によって

doxorubicin の使用量を軽減できることがわかった。本研究により、MDR1 発現阻害活性

という indirubin 誘導体の新たな作用が示された。このような化合物は抗がん剤に対する

がん細胞の感受性を高めるものとして期待される。 

 

【結果と考察】 

(1) MDR1 遺伝子プロモーターの逆向き CCAAT 配列への NF-Y の DNA 結合性に対する

indirubin誘導体の影響 

本研究でスクリーニングに用いた indirubion 誘導体の構造リストを Fig. 1 に示した。

NF-Yの DNA結合性に対する影響はMDR1遺伝子プロモーターの逆向き CCAATを含む

配列をプローブとし、NG108-15 細胞の核抽出液を用いたゲルシフトアッセイにより調べ

た（Fig. 2）。我々はこれまでに NG108-15細胞がMDR1を発現しており、このプローブ

が NF-Y 特異的に結合することを確かめている[7]。17 種類の indirubin 誘導体のうち

indirubin 3’-oxime (No. 2)と 7-methoxyindirubin 3’-oxime（No.12）は、NF-Yの DNA

結合性を大きく増加させ、5-methoxyindirubin (No. 6) は逆にその結合性を強く抑制した。
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これらの化合物は、Sp1の GC-boxへの結合には影響しなかった。 その他の indirubin誘

導体には特に作用は観察されなかった。これら 3種の化合物は、他の異なる 4種類の腫瘍

細胞（MCF7、HepG2、C2C12、SK-N-SH）に対しても NG108-15 で見られたものと同

様の作用を示した（Fig. 2B）。この結果から、これらの化合物は用いた腫瘍細胞のMDR1

遺伝子プロモーター活性に対して何らかの影響を及ぼす可能性が考えられた。 

 

          indirubin 誘導体の基本骨格 

 

 

Fig. 1 スクリーニングに用いた indirubin誘導体。 
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Fig. 2 NF-Yの DNA結合性に対する indirubin誘導体の影響 

(A) 化合物 No.1~17存在下において、NG108-15細胞の核抽出液と MDR1 遺伝子プロモ

ーター領域の逆向き CCAAT 配列を含むプローブを用いてゲルシフトアッセイを行った。

また、No. 2、No. 6、No. 12が Sp1タンパク質と GC-box プローブとの結合に及ぼす影響

も調べた。 

(B) No. 2、No. 6、No. 12が各 cell line の NF-Yと Sp1の DNA結合性に及ぼす影響。 
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(2) NF-YのDNA結合性を変化させる indirubin誘導体のMDR1遺伝子プロモーターへの

影響。 

 多くの indirubin 誘導体は、それぞれに程度の差はあるが細胞障害性を示す。そこで、

生存している腫瘍細胞中で MDR1 遺伝子プロモーター活性に対する効果を解析するため

の条件を検討した。上述の様々な腫瘍細胞に対して 3種の化合物の濃度依存的な細胞障害

性を調べ、その結果を基に細胞生存率に変化を与えない濃度を決定した。48時間処理で生

存率に影響を与えない濃度として、3 化合物とも NG108-15 に対しては 2μM、MCF7、

HepG2、C2C12、SK-N-SHに対しては 5μMを用いた。 

MDR1 遺伝子の近位プロモーターの下流に EGFP 遺伝子をつないだレポーター遺伝 

子（Fig. 3A）を導入したそれぞれの腫瘍細胞を 3種の indirubin誘導体で処理し、蛍光強

度を指標にしてプロモーター活性への影響を調べた(Fig. 3B-D)。No. 2はMCF7とHepG2

においてMDR1プロモーター活性を抑制したが (Fig. 3B）、それ以外の細胞では効果を示

さなかった。興味深いことに、No. 6はNCF7にのみ有効で（Fig. 3C）、No. 12は用いた

腫瘍細胞全てでMDR1プロモーター活性の抑制が観察された。（Fig. 3D）。これらの結果

は、それぞれの indirubin誘導体は、腫瘍細胞のタイプに選択性をもってMDR1遺伝子プ

ロモーターを阻害することを示唆している。 
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Fig. 3 indirubin 誘導体（No. 2、No. 6、No. 12）が種々の腫瘍細胞中で MDR1遺伝子プロ

モーター活性に及ぼす影響 。 

(A) MDR1遺伝子の近位プロモーター下流に EGFP遺伝子をつないだレポーター遺伝子。

(B-D) レポーター遺伝子から発現した EGFP の蛍光強度の定量的解析。蛍光強度は

co-transfectしたβ-galactosidase 遺伝子由来の酵素活性の値で normalize し、独立した 3

回の実験の平均値と標準誤差を示した。**P ＜0.01 (Student’s t-test) 

 

(3) 3種の indirubin誘導体は、NF-Y発現に影響せずに内在性のMDR1遺伝子の転写を抑

制する。 

No. 2、No. 6、No. 12がMDR1遺伝子プロモーター活性を抑制する腫瘍細胞内で、内

在性の MDR1 遺伝子の転写に対しても阻害効果を示すことを確かめるために、indirubin

誘導体で処理したそれぞれの細胞におけるMDR1 mRNAの発現量をRT-PCRで比較した。

また、そのときのNF-Yの発現量について 3つのサブユニットの各々に特異的な抗体を用

いてWestern blotで解析した（Fig. 4）。それぞれの誘導体は、特異性を示す細胞において

内在性MDR1遺伝子の転写に対して抑制的に働くことが示された。また、このときNF-Y

の各サブユニットには発現量に大きな変化は見られなかった。したがって、これらの

indirubin誘導体は、転写因子である NF-Yの発現には影響せず、NF-Yと相互作用してそ

の DNA結合性を変化させることによって、内在性のMDR1遺伝子プロモーターの活性を

阻害すると考えられる。 
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Fig. 4 内在性MDR1遺伝子の転写とNF-Yサブユニットの発現における indirubin誘導体の

影響。それぞれの化合物が逆向き CCAATを含むプロモーター活性を抑制した細胞（Fig. 

4参照）について解析した。細胞を各濃度の indirubin誘導体で処理した後、MDR1 mRNA

と NF-Yサブユニットの量を調べた。RT-PCRに用いた RNAサンプルには差がないこと

も示した。 

 

(4) MCF7細胞のドキソルビシン感受性に対する indirubin誘導体の効果 

 MDR1 の発現量が減少すれば、抗がん剤に対する感受性が高くなることが期待される。

そこで、3 種の誘導体の全てが MDR1 遺伝子の転写抑制活性を示した MCF7 細胞を用い

て、インディルビンとドキソルビシンの併用効果を調べてみた。まず、MCF7細胞に対す

るドキソルビシンの細胞障害性を測定した（Fig. 5A）。この細胞は 10μMのドキソルビシ

ンに対して約 50% の生存率を示し、1μM以下ではほとんど影響を受けないことがわかっ

た。この結果から、細胞障害性をもたない濃度としてさらに低い 0.5μM のドキソルビシ

ンを用いることにした。MCF7 細胞を生存率に影響のない 2μM と 5μM の濃度の各

indirubin誘導体で一晩処理した後、ドキソルビシンを加えて併用効果をMTTアッセイで

調べた（Fig. 6B）。対象として、Fig. 1のゲルシフトアッセイで NF-Yの DNA結合性に

大きな変化が見られなかったNo. 1 (Indirubin)とNo. 15 (6-Bromoindirubin) を用いた。

効果のない低濃度のドキソルビシンでも No. 2、6、12 の存在下では、濃度依存的に細胞

障害性が観察された。これらの結果から、indirubin誘導体によるMDR1遺伝子の発現抑
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制が起きている状態では低濃度のドキソルビシンでも活性を示すことがわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 indirubin 誘導体（No. 2、No. 6、No. 12）の存在下における MCF7細胞のドキソルビ

シン感受性の増加。 

(A) MCF7細胞に対する non-toxicなドキソルビシン濃度を MTTアッセイで調べた。 

(B) MCF7細胞を表記の濃度の indirubin誘導体で前処理した後、0.5 μMのドキソルビシ

ンを加え、MTTアッセイにより細胞生存率を調べた。 

   

 

本研究で示した 3種の indirubin誘導体は Sp1 活性には影響せず、NF-Yのサブユニッ

トの発現量にも変化を及ぼさないことから、これらの化合物はNF-Y分子を介してMDR1

プロモーターの阻害を行うと考えられる。ただし、No. 6 は NF-Y の DNA 結合性を減少

させることで阻害活性を示したと考えられるが、No. 2とNo. 12は結合を増大させた。こ

れは、NF-Yの DNA 結合部位を活性化するような立体構造の変化が、RNA polymerase II

を含む他の転写関連因子との相互作用部位の構造へも影響を与えたことを示唆している。

詳細な分子メカニズムの解明には 3 量体である NF-Y の立体構造を明らかにしたうえで、
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NF-Y と indirubin 誘導体との相互作用を調べることが必要である。また、化合物間で、

MDR1プロモーターの阻害に腫瘍細胞特異性が見られたことは興味深い。それぞれの誘導

体の化学構造により、細胞膜の透過性や核内への移行性が細胞毎に異なっていることが考

えられる。このような特性を持つことを利用して、今後、さらに異なる種類の腫瘍細胞に

ついて様々な抗がん剤との併用効果を検討し、がんの種類に応じて効果的な抗がん剤と

indirubin 誘導体の組み合わせを知ることができれば、多剤耐性を抑制しつつ抗がん剤を

用いるという治療への応用につながる可能性がある。 
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