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脳毛細血管内皮細胞 に おける P 糖蛋白の発現と機能に 関す る研究

金沢大学医学部脳神経外科学講座 (主 任 : 山下純宏教授)

高 畠 靖 志

(平成4 年 2 月 5 日受付)

P 糖蛋白は 悪性腫瘍 に 対する化学療法の 後 に 発現 し得 る分子量約 1 70 kil o d alto n (k D ) の 険糖蛋白 で , A T P 依存性 に 抗癌

剤を細胞外 へ 排 出する こ と に よ り多剤耐性 に 関与す ると され て い る . P 糖蛋白 ほ 副腎や 乳 肝な どの 正常阻織 に も認め られ る

一 方
,
脳や 畢丸 の 毛細 血管 に も特異的に み られ る こ と か ら, 関 門機能と の 関連が 示 唆 され て い る ･ 本研 究に お い て は t

ウ シ 脳

よ り精製 した 毛細血管内皮細胞の 初代単層培養系を用い て , P 糖蛋白に 特異的に 反応す る モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 C 21 9 お よ び

M R E 1 6 に よ り生化学臥 免疫覿織化学的に P 糖蛋白の 発現を検索 した . さ ら に
,
P 糖蛋白の 作用 を阻害す る種 々 の 薬剤を 用

い て
, 培養 内皮細胞 へ の ピ ン ク リ ス チ ソ の 取 り込み を薬物動態学的に 検討 した ･

ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グで ほ , ウ シ 脳よ り

精製 した 毛細 血管内皮細胞に お い て , 分子量約 1 30 k D の P 糖蛋白が検出 され た ･ 免疫覿織化学的 に は ▲ ウ シ 脳毛細血管内皮細

胞 , お よび 初代培養脳毛細血管内皮細胞 に 特異的に P 糖蛋白の 発現が認め られ , 免疫電顕的に は , 内腔側の 細胞膜 に局在 して

い た . 初代単層培養系 を用い た薬物動態実験 で ほ ,
M R K 1 6 に よ り ビ ン ク リ ス チ ン の 取 り込み は有意 に 増加 した ･ 同様に ,

カル

シ ウ ム 抵抗剤 ( ベ ラ バ ミ ル) , お よび ス テ ロ イ ドホ ル モ ン (プ ロ ゲ ス テ ロ ソ ,
テ ス トス テ ロ ソ) に よ っ て も有意 の 増加が み られ

た .

一 方
, 代謝阻害剤 (ア ジ化 ナ ト リ ウ ム ,

ジ ニ ト ロ フ ェ
ノ ー ル) で ほ ピ ン ク リ ス チ ソ の 取 り込 み は増加 した が ,

ブ ド ウ糖添加

に よ り A T P 産生を賦活化す ると取 り込み は 減少 した . 以上 の 結 果よ り ,
P 糖蛋白 ほ脳 毛細血管内皮細胞 に お い て 薬剤を血管

内腱側 へ 能動的に汲み出す作用 が あり , 血 液脳関門の 機能 の
一 端を 担 っ て い る こ と が示 唆 され た ･ ま た ,

カ ル シ ウ ム 括抗剤な

どに よ り薬剤 の 取 り込 みが 増加する こ とか ら , 悪性脳腫瘍匿 おけ る化学療法 へ の 応用 が期待 され る ･

K e y w o r d s P 糖蛋白 ,
化学療法 , 血液脳関門 , 多剤耐性 , 脳毛細血管内皮細胞

悪性脳腫瘍に 対 して 化学療法を行 う場合 , 最大の 問題 は血 液

脳 開門に よ り薬剤の 腫瘍組織内移行が制限 され る こ と に ある .

血 液脳関門ほ古くか ら知 られ た 概念で あるが , 1 9 6 0 年代よ り脳

毛細血管内皮細胞そ の もの の 関門機構が重視 され て きた
-)2)

. す

なわ ち , 脳毛細血 管内皮細胞 は胞体が非常 に 薄い に もか か わ ら

ず 有窓 (f e n e s tr a ti o n) 形 成 が み ら れ ず , 飲 み 込 み 小胞

(pi n o c yt o si s) が き わ め て 少 な い 上 , 互 い に 密 着 帯 (tig h t

j u n c ti o n) で 接合 して い る
封
. した が っ て , 血 液脳関門を通過 で

きる の は 】
ブ ドウ糖や ア ミ ノ 酸な ど何 らか の 輸送担体が関与す

るもの ,
お よ び

目 脂溶性 の 高い もの な ど に 制限 さ れ る
4)

. しか

し
,
ビ ン ク リ ス チ ソ や ア ドリ ア マ イ シ ン な どは

ぃ
脂溶性 が高 い

に もかか わ らず ,
血 液脳関門の 透過性 はきわ め て 悪い

5)
.

1 97 0 年代後半 よ り これ らの 薬剤に よ り治療 した 後, 多剤耐性

を獲得 した 悪性腫瘍の 細胞膜 に お い て , P 糖蛋白 とい う分子量

約 170 kil o d alto n (k D) の 糖蛋白が 多量に 発現 して い る事実が報

告 され た
6 卜 8)

. そ の 後 の 研究 で P 糖 蛋白に は , 腫瘍細胞内に 取 り

込 まれ た 薬剤 を A T P 依存性 に 細胞外 へ 汲み 出す作用があ る こ

と が明 らか に さ れ た
g 卜 11)

. p 糖蛋白ほ ∴副腎, 腎 , 肝等の 正 常組

織
12)1 3) の み ならず ト 脳や畢丸な どの 毛細血 管内皮細胞 にも発現

が認め られ る
H)
こ とよ り , 関門機構 と の 関 連が示唆 さ れ て い

る . しか し , P 糖蛋白と 血 液脳関門との 関連に つ い て ほ未だ不

明 な点 が多く , 検討の 余地が ある . た と えば
,
P 糖蛋白の阻害

作用を持 っ て い る と され る カ ル シ ウ ム 括抗剤
15)

等 に よ り抗癌剤

の 血液脳関門透過性が高 まれ ば , 悪性脳腫瘍 の 化学療法に新し

い 方向性 を見 い 出せ る可 能性がある .

そ こ で , 本研究 に お い て は ,
A u d u s らに よ っ て 開発されたウ

シ 脳 よ り精製 した毛細血管内皮細胞の 初代培養法
16)17 )

を 血液脳

関門の モ デ ル と して , P 糖蛋白 の 発現及び , 薬剤 の 移行に対す

る阻害作用 に つ い て検 討 した .

材料 お よび 方法

Ⅰ . ウ シ脳毛細血管内皮細胞 の精製

A u d u s ら の 方法
16)1 7 )
に 従 い

,
ウ シ 脳の 灰 白質 よ り , 毛細血管

内皮細胞を 分離 , 精製 した . 新 鮮な ウ シ 脳 よ り表面の 髄膜と血

管を除去 した後 , 大脳皮質 を 1 ～ 2 m m 大 に 細 切 し , 0 . 5 % の

デ ィ ス パ
ー ゼ 入 り の イ

ー グ ル の 最 少 必 須 培地 ( m in im u m

e s s e n ti al m e di u m
,
M E M ; S ig m a , S t . L o u is , U S A ) 中で 3 時間

振返 した . 遠心 後 ,
1 3 % デ キ ス ト ラ ン 溶液中で遠心 を重ね胸毛

細血管の 粗分画を分離 し, 1 m g/ m l の コ ラ
ー ゲ ナ ー ゼ/ ディ ス

パ ー ゼ を 溶解 した M E M に 加え, 3 7 ℃ に て4 . 5 時間振資し内皮

A b b r e vi ati o n s : A B C
,
a Vidi n - bioti n p e r o xid a s e c o m pl e x ; B C E C , b r ai n c a p illa r y e n d ot h eli al c e 11 s ; C/ M ratio ･

c ell/ m e di u m r a ti o ; D N P , 2 ヰdi nit r o p h e n ol ; k D , kil od alt o n ; M E M ,
m i ni m u m e s s e n ti al m e di u m ; N a N 3 , S O diu m

a zid e ; P A G E , p Oly a c ryl a m id e g el ele c tr o p h o r e sis ; P
- G P , P P -

gly c o p r o t ein ; S D S , S O di u m d o d e c yl s ulf a t占; V C
R
･

V in c risti n e ; V P M ,
V e r a p a mi 1
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細胞の粗分画を得 た ･ 沈瞳を50 % パ
ー

コ ー ル ダ ラ デ ベ ニ ン ト上

に加え遠心 し ,
2 層 目 の バ ン ドを取 り 出 し

,
さ らに 遠心 して ,

沈漆を収集した ･

並 .
モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体

P 糖蛋白に 対す る モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 と して ほ ,
P 糖蛋白の

膜内側の
エ ビ ト プを 認識する C 21 9

1B)

( C e n t o c o r D ia g n o s ti c s ,

P e n n y syl v e ni a ,
U S A ) お よ び , 膜外側 の エ ピ ト ー

プ を認識する

M R K 1 6
柑)

( 東京大学応用微生物研究所 , 鶴尾 隆教授 よ り供与)

を用い た .

Ⅲ . ウエ スタ ン ブ ロ ッ テ ィ ング

ウ シ 脳よ り梼製 した 毛細血管内皮細胞の 細胞膜 を用 い て ウ ェ

ス タ ソ ブ ロ ッ テ ィ ソ グを 行 っ た .

1 . 細胞膜の精製

N ait o らの 方法
11)
に よ り細胞膜 を精製 した . 細胞 を 10 m M

N a C l, 1 .5 m M M g C l2 , 0 . 0 2 m M ph e n yl m e th yls ulf o n yl fl u o rid e を

含む10 m M トリ ス 塩酸 ( T ris- H C l) 緩衝液 (p H 7 . 4) 中 で 挽 拝

し
,
ホ モ ジナ イ ズ した . 遠心 後 , 上 帝を35 % シ ョ 糖液上 に 重層

し遠心 した . 境界面の 膜画分 を 250 m M シ ョ 糖入 りの 10 m M ト

リス 塩酸(T ris - H C l) 緩衝 液中で 撹絆 し , さ らに 遠心 し沈液を得

た.

2 . ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ

ドデ シ ル 硫酸ナ トリ ウ ム ( s o d i u m d o d e c yl s u lf a t e , S D S ) 電気

泳動は 1 L a e m m li 法
20)
に 従い7 . 5 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル を

用い て 行い , 分離 され た蛋白質を ク リ ア プ ロ ッ ト P 膜( A T T O ,

東京) に 転写 した .
こ の ク リ ア プ ロ ッ ト P 膜 を ブ ロ ッ キ ン グ用

の緩衝液に 1 晩浸透 し, 1 次抗体 と して C2 1 9 (1 0 0 □g/ m i) を 3

時間反応させた 後, a Vi di n - bi o ti n p e r o xid a s e c o m pl e x ( A B C ) 法

に て 抗原を 検出 した . 陰性 コ ン ト ロ ー

ル と して ヒ ト骨髄性白血

病由来の 細胞株で ある K 562 , 陽性 コ ン ト ロ ー ル と し て そ の ア

ドリア マ イ シ ン 耐性株 で ある K 56 2/ A D M ( い ずれ も東京大学応

用微生物研究所 , 鶴尾隆教授よ り供与) を用 い た .

Ⅳ . 免疫組織化学的検索

1 . ウ シ 脳 阻織

1) 光学顕微鏡

新鮮なウ シ 脳の 灰 白質 を 4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドに よ り 6

時間固定した後, 1 0 % , 1 5 % , 2 0 % シ ョ 糖液 に 4 時間ず つ 浸透

させた ･ これ を O C T c o m p o u n d ( M il e s , E lk h a r t
,
U S A ) を 用

いて 凍結包喫 し
,
ク ラ イ オ ス タ ッ ト ( M il e s L a b o r a t o ri e s

,

N a p elvill e
,
U S A ) で厚 さ 6 FL m の 凍結 切片を作製 した . 0 . 3 %

過酸化水素入 りの メ タ ノ ー

ル に て 内因性 ペ ル オキ シ ダ ー ゼ を 阻

止し
,
ウ マ 正常血清 に て 非特異的反応を阻止 した 軋 1 次抗体

として
,
C 21 9 ( 5 iL g/ m l) を 4 ℃ で 1 晩反応 さ せ ,

A B C ｡1it e

kit
21)

( V e c t o r
,
B u rli n g a m e , U S A) に よ り抗原を検出 した . 1 次

抗体を マ ウ ス 正常免疫 グ ロ プ リ ン (D A K O P A T T S , G l o st r u p ,
D e n m ar k) に 置換 した もの を陰性 コ ン ト ロ ー ル と した .

2 ) 電子顕徴鏡

光顕と同様に A B C 法 を行 っ た 軋 1 % グル タ ー ル ア ル デ ヒ

ドで20 分臥 後国定 し
, 不完全 グ ラ ハ ム ーカ ル ノ フ ス キ

ー

液に

30 分間, 完全 グラ ハ ム ー

カ ル ノ フ ス キ ー 液 に1 5 分間浸 し
,
2 %

四酸化オス ミ ウ ム を 1 時間反応 させ た . ア ル コ ー ル 系列に て 脱

水した後, エ ボ ン 樹 脚 こ包唖 し
, 無染色 で H-6 0 0 塾電子顕微鏡

(日払 東京) に よ り観察 した .

2 ･ 初代培養 ウ シ 脳毛細血管内皮細胞
1 ) 光学巌徴鏡

組織培養 用 の チ ェ ン バ ー

ス ラ イ ド ( L a b- T e k ; N u n c ,

N a p e r v i11 e
,
U S A ) を ラ ッ ト テ ･ - ル コ ラ ー

ゲ ン タ イ プ Ⅰ

( B o e h ri n g e r M a n n h eir n
,
M a n n h ei m

,
G e r m a n y) と ヒ ト フ ァ イ

ブ ロ ネ ク チ ン (B o e h ri n g e r M a n n h ei m ) で コ H 卜 し乾煉 さ せ た

後 ,
そ の 上 に ウ シ脳 よ り精製 した 毛細 血管内皮細胞 を まき ,

M E M 中で11 日 間培養 した . 培養液を洗浄後 ,
4 % パ ラ ホ ル ム

ア ル デ ヒ ドで30 分間固定 し, 0 . 0 5 % サ ポ ニ ン 液 に1 0 分間浸 し

た ･ 1 次抗体と して M R K 1 6 (1 0 Jl g/ m l) お よ び C 2 1 9 ( 5 jL g/

m l) を用 い ,
2 次抗体と して P O D 標識抗 マ ウ ス I g , F a b フ ラ

グ メ ソ ト(B o e h ri n g e r M a n n h ei m ) を 用 い た酵素抗体間接法 ,
お

よ び A B C 法を行 っ た .

2 ) 電子顕徽鏡

1 次抗体と して M R K 1 6 (1 0 FL g/ m l) を 用 い ,
A B C 法を 行 っ

た 後 ,
エ ボ ン 樹脂 に て 包嘩 して超薄切片を作製 し, 鉛染色を施

し観察 した .

V
. 使用 した薬剤

P 糖蛋白に よ り輸送 され る薬剤 と して [
3
H ] ビ ン ク リ ス チ ン

(6 ･ O C i/ m m ol , A m e r sh a m I n t er n a ti o n al
,
B u c k i n gh a m s hi r e ,

U K ) を 用 い た ･ 対照 と して [
14
C ] シ ョ 糖(4 . 6 m C i/ m m ol , N e w

E n gl a n d N u c l e a r , B o s t o n , U S A ) を 用 い た . P 糖蛋白を 阻害す

る薬剤 と して は M R K 1 6
,
ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル

,
ア ジ化 ナ ト リ

ウ ム
,
ベ ラ バ ミ ル

,
お よ び 7 種の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン ( 和光純

薬, 大 阪) を 用い た .

Ⅵ ･ 培養脳毛細血管内皮細胞にお け る ビン ク リ ス チ ン の取 り

込 み 実験

1 . 取 り込み の 経時的変化

取 り込み実験は T e r a s a ki らの 方法
22)
に 準 じて 行 っ た . ウ ソ

毛細血 管内皮細胞を培養 した 直径1 9 m m の デ ィ ッ シ ュ に 0 . 5 /J

C i の [
3

H ] ビ ン ク リ ス チ ン と , さ ら に 細 胞外液の 補 正 (Ⅶ 参

C 2 1 9

1 2 3

A 轡
穏

■′嘲 聯 勤 =

4 3 -

F ig . 1 . W e s t e r n bl o t a n al y sis of th e c e11 m e m b r a n e f r a c 二i o n

Of i s ola t e d b o vi n e b r ai n c a pill a r y e n d ot h eli al c ell s (B C 丘C)

(1a･
n e l) , K 5 6 2 c ell s (1 a n e 2 , n e g a ti v e c o n tr ol) , a n d K 5 6 2/
A D M c e u s (1 a n e 3 , p O Siti v e c o n t r ol) . T h e p r ot ei n s w e r e

f r a c ti o n at e d b y S D S
- P A G E i n 7 .5 % p oly a c r yl a m id e g el , a n d

W e r e tr a n Sf e r r e d o n t o a sh e et of n yl o n m e m b r a n e , W hi c h

W a S S t ai n e d wi th a n tトP -

gly c o p r o t ei n m o n o cl o n al a n ti b o d y

C 21 9 u si n g th e A B C m e th o d . T h e m ol e c ul a r w ei gh t

m a r k e r s i n k ilo d alt o n (k D ) a r e i n d i c a t e d o n th e l ef t . T h e

1 7 0 k D b a n d o f K 5 6 2/ A D M c e11s (△) a n d th e 1 30 k D b a ,n d
Of b o vi n e B C E C ( ▲) a r e in di c a t e d .
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照) の た め に 0 . 1 〟C i の [
14
C ] シ ョ 糖が 入 っ た 実 験用 緩衝液

(1 4 1 m M N a Cl , 6 . 4 m M K C l , 2 .8 m M C a C1 2 . 1 m M M g S O 4 ,

1 0 m M H E P E S
,
1 0 m M ブ ドウ糖 ,

0 . 1 % ウ マ 血 清ア ル ブ ミ ン ;

p H 7 .4) を 25 0 〟1 加えた . そ の 5 , 1 0 , 3 0 , 6 0 , 9 0 分後に 氷冷

した実験用緩衝液を加えて 反応 を停止 し吸引除去後 ,
さ らに 同

様の 操作を 2 回 線 り返 して 洗浄 し, 1 N 水酸化 ナ ト リ ウ ム 水溶

液を加 えて 細胞を 可 溶化 した . 5 N 塩酸に て 中和 し ク リ ア ゾル

Ⅰ(半井 , 京都) を 加え た後 , 液体シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン タ

ー

L S C -1 0 0 0 塑( ア ロ カ , 東京) で 細胞内の ビ ン ク リ ス チ ン 量を測

定 した . 培養 した 脳毛細血管内皮紳胞 の タ ン パ ク 量 は L o w r y

ら の 方法
23)
に よ り測定 した .

2 . 薬剤に よ る ピ ン ク リ ス チ ソ 取 り込み の 阻害

あらか じめ , P 糖蛋白を 阻害す る薬剤(Ⅴ参照) を 加え30 分間

培養 した . そ の 後 , 上 述の 方法 に 従い , 細胞 内の ピ ン ク リ ス チ

ソ 濃度を 測定 した .

F ig . 2 . I m m u n o hi s t o ch e m i c al s tai n in g of P -

gly c o p r o t ei n

(P - G P) i n t h e b o vi n e g r a y m a tt e r u si n g th e C 21 9 a n tib o d y ･

P- G P w a s d et e c t e d o n th e l u m i n al sid e o f th e b r ai n

c a pilla r y e n d o th eli al c ells ( A ) . (B ) i s n e g a ti v e c o n tr ol u si n g

m o u s e n o r m a l s e r u m . M a g nifi c a ti o n , × 5 6 0 .

F ig . 3 . I m m u n o el e c tr o n m ic r o s c o p y of P
- G P i n th e b o vin e

g r a y m a tt e r u si n g th e C 2 1 9 a n tib o d y . P- G P w a s l o c aliz ed

O n th e l u m i n al sid e o f th e e n d oth eli al c ell s ( ar r o w h e ad s) .

N
,
n u Cl e u s ; P , P e r lC yt e . M a g nific a ti o n , ×1 0 ,5 0 0 .

F i g . 5 . I m m u n o el e c tr o n m i c r o s c o p y of P- G P i n th e pri m a ry -

c ult u r e d b o vi n e B C E C . PL G P w a s l o c ali z e d o n the

l u mi n al sid e of th e m e m b r a n e ( a rr o w h e a d s) . M a g nifi c ati-
O n
,
× 2 5

,
0 0 0 .

F ig . 4 . I m m u n o hi s t o c h e mi c al s t ai ni n g of P
- G P i n th e p ri m a r y

-

C u ltu r e d b o v i n e B C E C ･ P - G P s t ai n e d u si n g th e M R K 18 a n tib od y

w a s di s trib u t e d diff u s ely i n th e c y t o pl a s m ( A ), W h il e th e pr o t ビi n w a s st 乱i n e d a s g r a n ul e s i n th e c yt o pl a s m u si n g th e C 21
9

a n tib o d y ( B) . (C) is n e g a ti v e c o n tr ol u si n g m o u s e n o r m al s e r u m . M a g nifi c a ti o n , ×5 6 0 .



脳血管内皮細胞に お ける P 糖蛋白

Ⅶ. 培養脳毛細血管内皮細胞に お け る ビ ン ク リス チ ン の汲み

出し実験

代謝阻害剤である ジ
ニ ト ロ フ ェ ノ

ー ル を 1 m M 含む 実 験用

緩衝液に [
3

H ] ビ ン ク リ ス チ ン を加 え , ブ ドウ糖無添加また は

添加の 状態で 5 ,
1 5 , 弧 6 0 , 6 5 , 7 5 , 9 0 分後 に 反応を停止 さ

せ, 細胞内に 取 り込 まれ た ビ ン ク リ ス チ ン 量 を測定 した ･ さ ら

に ブドウ糖無添加の も の に ,
S k o v s g a a r d の 方法

24)
に 従い ,

6 0 分

後に10 m M ブ ドウ糖を 加え培養を続行 して , 吼 75 , 90 分後 の

細胞内の ピ ン ク リ
ス テ ン 量 を 測定 した ･ ま た

,
6 0 分後 に

10 g l M ブ ドウ糖と共 に 200 / 上 M の
ベ ラ バ ミ ル を加 え , そ の 効果

を検討した .

Ⅶ . 細胞内ビン ク リ スチ ン分布容積の計算

測定値よ り , 細胞外薬液濃度 に 対す る細胞内薬物量 の 比

(c e11/ m e di u m 上L C/ M 比) を 求めた . すな わ ち , 測定 した細胞

内[
3
H] ビン ク リ ス チ ン お よび [

川
C] シ ョ 糖の 億を タ ン パ ク 1

m g あた りに 換算 し, 加え た薬液濃度で割り C/ M 比 ( 〃l/ m g

pr ot ein) を算出 した . シ ョ 糖は脳毛細血管内皮細胞 を透過 しな

い ことか ら, シ ョ 糖の 値は細胞外 の 付着水の 値と して見か けの

C/ M 比か ら差 し引い て 真 の ビ ン ク リ ス チ ン の C/ M 比を 計算

L た .

Ⅸ . 統計学的検討

ピン ク リ ス チ ソ 取 り込 み の 時間経過と汲み出 し実験 に お い て

は C/ M 比 を 平 均値 士 標準 誤差 ( m e a n 土S .E . M .) J l l/ m g

p r ot ei n で 表 した . また ,
ビ ン ク リ ス チ ン 取 り込 み の 阻害実験

は, 対照群 の C/ M 此 を1 0 0 % と し , 平 均 値 ± 標準誤 差

(m e a n ±S . E . M .) % で 表 した . さ らに , 各測定値 の 比較検定 に

は
,
S t u d e n t の t 検定を 用い , 危険率 p < 0 . 05 の 場合 に 有意差

ありと した .

成 績

Ⅰ . ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

陽性コ ン ト ロ ー ル の K 5 6 2/ A D M では , 分子 量約 17 0 k D の 位

置にP 糖蛋白の 強い バ ン ドが 認め られ た の に 対 し , 精製 した ウ

シ脳毛細血管内皮細胞 で は
, 分子 量約 1 30 k D の 位置 に 弱 い バ

ン ドが認め られた ( 図 1 ) .

Ⅱ . 免疫組織化学

1 . ウ シ 脳観織

1) 光学顕微鏡
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T i m 亡 ( m i n )
Fig ･ 6 ･ T i m e c o u r s e of [

3
H ] v i n c ri sti n e ( V C R) u p t a k e (ロ

ー

ロ) i n to th e p ri m a r y- C ult u r e d b o vi n e B C E C . T h e V C R
up ta k e i s i n d i c a t e d a s c e H/ m e d i u m (C/ M ) r a ti o a s
d e s c rib e d in M e th o d s . n = 4 .

3 5 9

ウ シ 脳組織 に お い て は l
.
毛細血 管内皮細胞 の こ と に 内腱側の

細胞膜が抗P 糖蛋白モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 C21 9 に よ り強く染色

され た (図2) .

2 ) 電子顕微鏡

P 糖蛋白の 発現は t ウ シ 脳毛細血管内皮細胞の 内陸側 の 細胞

膜 に 局在 して い た ( 図3 ) .

2 . 培養ウ シ 脳毛細血管内皮細胞

1 ) 光学顕微鏡

培養ウ シ 脳毛細 血管内皮細胞ほ抗 P 糖蛋白 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 M R K 1 6 に 対 L て 陽性 ,
C 21 9 に 対 して は 弱陽性を示 した . P

糖蛋白は , M R K 1 6 で ほ紡錘形の 細胞質全体に 均
一

に 分布 して

い るの に 対 し(図 4 A) , C 2 1 9 で は 顆粒状 に 分布 して い た (図

4 B) .

2 ) 電子顕微鏡

割断面で は , コ ラ ー ゲ ン と フ ァ イ ブ ロ ネ タ チ ソ の 上 に 横た わ
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Fi g ･ 7 ･ E ff e c t of th e M R K 1 6 a n tib o d y o n th e u pt a k e of

[
3
H ] V C R i n t o th e p ri m a r y- C ult u r e d b o vi n e B C E C . T h e

C elI s w e r e p r ei n c u b a t e d i n t h e p r e s e n c e o f l O 〟 g/ m l of th e
M R K 1 6 a n tib o d y f o r 3 0 m i n u t e s a n d th e n i n c u b a t e d w it h

[
3

H ] V C R f o r 6 0 mi n ut e s . T h e u p t a k e is i n di c a t e d a s th e

P e r C e n t a g e Of t h e c o n tr ol ( 10 0 % ) . n
= 4

, * p < 0 .0 5 .
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F i g . 8 . E王f e c t of m e t a b oli c i n hibit o r s o n th e u pt a k e of [
3
H]

V C R i n to th e p ri m a r y- C ult u r e d b o vi n e B C E C . A ft e r

p r ei n c u b a ti o n i n th e p r e s e n c e of l O m M of s o d i u m a zid e

( N a N 3) o r l m M of 2 ,4 -d i nitr o ph e n ol ( D N P) f o r 3 0 m i n u t e s ,

th e c ell s w e r e i n c u b a t e d w ith [
3
H ] V C R f o r 6 0 m i n u t e s .

T h e u p t ak e i s in di c a t e d a s th e p e r c e n t a g e of th e c o n tr ol

(1 0 0 % ) . n = 4 , * p < 0 .0 5 .



3 6 0 偽

る ウ シ 脳毛細 血管内皮細胞 の 表面側 , すなわ ち , 血管 内陸側 の

細胞膜 に P 糖蛋白の 発現が認 め られ た (図 5) .

m . 培養 ウ シ脳毛細血管内皮細胞 におけ る ビ ン ク リ ス チ ン の

取 り込 み

1 . 経時変化

培養脳毛細 血管内皮細胞 に おけ る ビ ン ク リ ス チ ン の 取 り込み

ほ経時的に 上 昇す るが , 6 0 分後 に は ほ ぼ平衡状態 に 達 した (図

6 ) .

2 . P 糖蛋白 の 阻害効果

1 ) モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体 : M R K 1 6

P 糖蛋 白の モ ノ ク ロ ･ - ナ ル 抗体で ある M R K 1 6 を 1 0 〃g/ m l

の 濃度で作用さ せ た場合 ∴細胞内 ピ ン ク リ ス チ ソ 濃度 は対照群

を100 % とする と156 .5 ±7 . 6 % と有意に増加 して い た (図7 ) .

2 ) 代諜阻害剤

ア ジ化 ナ ト リ ウ ム (10 m M ) を作用 させ た 場合 , 細胞内 ビ ン ク

リ ス チ ン 濃度 は145 . 0 ±1 2 . 4 % ,
ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル (1 m M ) で

は1 51 . 0 土5 . 5 % と , い ずれ も対照群と比較 して 有意 に 増加 して

い た (図 8) .

3 ) カ ル シ ウ ム 抵抗剤 : ベ ラ バ ミ ル

ベ ラ バ ミ ル を 作用 させ た場合 ,
5 /∠ M で は細胞内 ビ ン ク リ ス

チ ン 濃度 は124 . 1 ±1 5 . 4 % , 5 0 / 上 M で は1 3 7 . 2 ±1 9 ･ 6 % ,
5 0 0

〃M で は15 4 . 0 ±2 1 . 5 % と , 対照 群と比較 して ,
い ずれの 濃 度

に お い ても有意に増加 して い た .
ベ ラ バ ミ ル 濃度が 上 が るに つ

れ増加する慣向にあ っ たが , 各濃度間で の 有意差 は認 め られ な

か っ た (図 9 ) ,

5 ) ス テ ロ イ ドホ ル モ ソ に よ る効果

各種 ス テ ロ イ ドホ ル モ ン に よ る効果を各薬剤 とも 100 /` M の

濃度 で検討 した ( 図10) . 細胞 内ピ ン ク リ ス チ ソ 濃度 は , 対照群

と比較す る と ,

ハ イ ド ロ コ
ー チ ゾ ソ で は88 . 7 ±3 . 8 % ,

プ レ ド

ニ ゾ ロ ン で は1 0 2 . 0 土9 . 1 タ̀ ,
ベ タ メ サ ゾ ン で ほ86 . 4 土3 . 5 % ,

デキ サ メ サ ゾ ン で は84 . 6 ±4 . 1 % , β
-

エ ス ト ラ ジ オ
ー ル で は

10 4 . 2 士1 5 . 4 % ,
プ ロ ゲ ス テ ロ ン では23 8 . 4 土1 9 - 5 % , テ ス ヤス

テ ロ ン では17 4 . 1 ±2 5 . 3 % で あ っ た . すな わ ち ,
プ ロ ゲ ス テ ロ
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F i g . 9 . E ff e c t o f v e r a p a m il o n th e u pt a k e of [
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H ] V C R i n to

th e p ri m a r y
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C utt u r e d b o vi n e B C E C ･ T h e c ells w e r e

p r ei n c u b a t e d i n th e p r e s e n c e ･ Of 5 JJ M ･ 5 0 F L M ･ O r 5 0 0 〟 M

｡f v e r a p a mi l f o , 3 0 m i n u t e s , a n d th e n i占c u b a t e d wi th [
3

H ]

V C R f o r 6 0 mi n u t e s . T h e u p t a k e i s i n d ic a t e d a s th e

p e r c e n t a g e of th e c o n
tr ol (1 0 0 % ) ･ n = 4 , * p < 0 ･0 5 ･

ソ お よび テ ス ト ス テ ロ ン で は , 有意 に細胞内の ビ ン ク リス チン

濃度が 増加 して い た が , 他の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン で は
, 対照帝

と同程度 で あ っ た .

3 . 汲み 出 し実験

ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル (1 m M ) を加 えた ブ ドウ糖無添加群でほ

90 分ま で ピ ン ク リ ス チ ソ 濃度が 上 昇 した ･ しか し
,
ブ ドウ糖添

加群 で は6 0 分値で1 08 . 7 土9 ･ 3 F Ll/ m g p r o t ei n と ブ ドウ糖無添加

群158 . 3 土3 . 3 FL l/ m g p r o t ei n に 比 べ31 . 4 % 減 少 して い た . ブド

ウ糖無添加群の 60 分後に ブ ド ウ糖を加 え る と , 速やか に ブドウ

糖を 加 えた 群 の 曲線付近 まで 減少 した が , 同時 に ベ ラ バ ミルを

加える と ほ ぼ横 ば い とな り , ピ ン ク リ ス チ ソ の 取 り込み の低下

は抑制 さ れ た ( 図11) .
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脳血管内皮細胞に おけ る P 糖蛋白

考 察

癌細胞がある種の 抗癌剤に 対 して 耐性 を獲得す ると , 同時に

他の い く つ か の 抗癌剤 に 対 して も耐性 を獲得す る , い わ ゆ る多

剤耐性現象は197 0 年代
に 発見 され た ･ 1 9 7 6 年 J uli a n o らは エ コ

ル ヒ チ ソ によ り耐性化 した チ ャ イ ニ
ー ズ ハ ム ス タ ー 卵巣細胞の

細胞膜に ,
耐性獲得前 の 細胞に は み られ な い 分子 量約 170 k D

の 膜蛋白の 発現 を認 め ,
P 糖 蛋 白 と 名付け た

6)
･ 1 9 8 1 年

T s u r u o ら は ,
ピ ン ク リ ス チ ソ 耐性 の 培養白血病細胞 P 38 8/

V C R に 対して カ ル シ ウ ム 括抗剤である ベ ラ パ ミ ル を 投与す る

と, ビン ク リス チ ン の 細胞外 へ の 排出が 阻害 され るた め ビ ン ク

リス テ ン 耐性を克服 で きる こ とを 報告 した
1 引

. そ の 後 ,
ジ ル チ

ア ゼ ムや ニ カ ル ジ ピ ソ な どの カ ル シ ウ ム 括抗剤
25)

,
ト リ フ ロ ベ

ラジン な どの カ ル モ ジ ュ リ ソ 阻害剤狗 , キ ニ ジ ン 抑
,
サ イ ク ロ ス

ボリ ソ A
28)

,
お よび あ る種 の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン

胡 即 )
な どもー 同

様に多剤耐性を克服す る作用 を持 つ こ とが 報告され て きた .

一

方 ,
P 糖蛋 白 を コ ー ド す る 多剤 耐性 遺伝 子 皿d r1

31)
ほ

よ

Ri or d a n ら
32)

,
R o ni n s o n ら

33)
に よ り

,
そ れ ぞれ 耐性化 した チ ャ イ

ニ ー ズ ハ ム ス タ
ー 卵巣細胞や ヒ ト上 咽頭癌 K B 細胞か ら ク ロ

ー

ニ ン グされた . m d rl とそ の C D N A
34)
の 構造を解析す る こ と に

より, P 糖蛋白は128 0 の ア ミ ノ 酸残基 よ りな り, 前半部と後半

部と は類似の 構造 を示す こ と , それぞれ に 1 ケ所ず つ A T P 結

合部位がある こ と , お よび 膜を12 回 貫通 し , 膜の 外側 に 糖鎖結

合部位を持つ こ と な ど
35)3 6)
が 明 らか に さ れ た .

K a r tn er ら
18)

▲
H a m a d a ら

1 9)

,
S c h e p e r ら

3T)

ほ ! そ れ ぞ れ

C21 9
,
M R K 1 6

, JS B -1 と い うP 糖蛋白 に 対す るモ ノ ク ロ ー ナ ル

抗体を作製 した . これ ら を用 い た免疫組織化学的検索
13)14 )
や

,

ノ ー ザ ソ ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン に よ る m R N A の 検出
12)
に よ

り
,
P 糖蛋白 は 耐性化腫瘍細胞ばか り で ほな く正 常覿織 に も発

現して い る こ とが わ か っ た . すな わ ち , 副腎 , 腎 , 肝 , 膵 , 結

腸な ど
lユ)
の み な らず , 脳と 華丸 の 毛細 血管内皮細胞に も特異的

にP 糖蛋白の 発現が認め られ た
14)

. 脳 と 畢丸 ほ い ずれ も関門機

構の 存在する器官で ある こ と よ り
,
P 糖蛋白 の 発現と開門機構

との 関連が示唆 され た . 菅原 らは , M R K 1 6 を 用い て ヒ ト 脳の

毛細血管内皮細胞に お ける P 糖蛋白の 発現を電子顕微鏡に よ り

調べ , そ の 内腔側細胞膜 に P 糖蛋白が発現 して い る こ と を報告

した
き8)

. しか し , 脳 毛細血 管内皮細胞 に お ける P 糖 蛋白 の 機能

に つ い て は
ユ
ニれ ま で 検索が な され て い な い .

脳毛細血管内皮細胞の 培養に つ い て ほ , 1 9 7 8 年 に P a n ul a ら

がラ ッ トで 試み て
39)

以 来 ,
い く つ か の 報告 が な さ れ て い る .

B o w m a n らは19 8 3 年に ウ シ 脳 よ り多量 の 毛細 血管内皮細胞 を

取り出し培養 した と こ ろ
, 細胞間に は 密着帯 が形成 され る こ と

を報告した48) . ま た , A u d u s らは , ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
M ゼ

やγ
- ダル ク ミ ル ト ラ ン ス ペ プ チ ダ

ー ゼ な どの 脳毛細血管内皮

細胞に特異的な酵素活性が培養下 に お い て も保たれ てい る こ と

を報告した16)
. しか し

,
生 体内に お い て 毛細血管内皮細胞を支

持し様々 な抑制を行 っ て い ると推定 され て い る星状 馴田胞が な

い培養下の 状態で ほ , 密着帯の 形成は 不 十分であり脳毛細血管

に特異的な蛋白の 発現は少な い と言わ れ て い る
41 ト 43)

. しか しな

がら, 初代培養条件下 の 内皮細胞 は , 脳 よ り分離 した 毛細血管

内皮細胞に 比 べ て生育能力が高く 1
しか も細胞膜 の 極性を維持

L て内陸側が表面を向くな どの 利 点が あ り
22)4 4)

,
血 液 脳関門の

輸送モ デ ル と して 有用 で ある.

本研究に お い て も, ウ シ 脳切片 の 免疫艶織化学的検索 で は
,

36 1

P 糖蛋白の 発現 は毛細血管内皮細胞の 内腱側の 細胞膜に 強く認

め られ た が
, 培養細胞で は そ の 発現は 弱か っ た . しか し

, 免疫

電願 で は 血 管内脛側に 相当する細胞膜 に 局在 して お り
,
脳艇織

に お ける所見と 一

致 した . さ ら に
,
ビ ン ク リ ス チ ソ の 取 り込み

実験 に お い て も M R K 1 6 に よ る P 糖蛋 白の 阻害効果 が現われ て

い た こ と よ り , モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体の 対象 とな る P 糖蛋白が存

在する こ とほ 明 らか で ある .

一 方 ,
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

で は
, 陽性 コ ン ト ロ ー ル と して用い た K 562/ A D M の P 糖蛋白

の バ ン ドが分子量約 17 0 k D の 位置に 認め られ た の に 対 し , ウ

シ 脳 の 毛 細 血 管 内皮細胞 の P 糖 蛋白 の バ ン ド は 分 子 量約

1 30 k D の 位置に 存在 して い た . これ ほ , P 糖蛋白の 分子量ほ臓

器や動物種に よ り異な っ て お り
45 卜 48】

,
た とえ ば, ウ シ 副腎の P

糖蛋白は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ で は分 子 量約 1 30 k D 付近

に バ ン ドが認め られ ると 報告 されて い る
4T) こ と に 対応すると 考

え られ る .

白血 病の 細胞株である P 38 8 や 上 咽頭痛の 細胞株である K B

な どに ビ ン ク リ ス チ ソ や ア ドリ ア マ イ シ ソ な どの 抗癌剤を用い

て 耐性を誘導 した細胞株に お い て , カ ル シ ウ ム 括抗剤や カ ル モ

ジ ュ リ ン 阻害剤な どを用 い る と よ 抗癌剤 の 細胞内濃度が高 ま

り
, 抗癌剤が効果を発揮 した とい う報告は従来 よ り数多くな さ

れ て い る
15)2 5 卜 30 )

. 本研究に おい て ほ , 正 常脳 毛細血管内皮細胞

に お い て も同様 に , 種 々 の 薬剤に よ る P 糖蛋白 に 対する阻害効

果が認め られ た . た と えば ,
カ ル シ ウ ム 抵抗剤 で ある ベ ラ バ ミ

ル を用 い た取 り込み 実験に お い て , ビン ク リ ス チ ソ の 細胞内取

り込み ほ有意に 増加 した . これ は
,
ベ ラ バ ミ ル が ビ ン ク リ ス チ

ン と 括抗 して P 糖蛋白に よ り細胞外 へ 排出 された た め に , 紳胎

内の ピ ン ク リ ス チ ソ 濃度 が 相対的に 高 ま っ た た め と 推定 され

た . ま た
,
A T P の 阻害剤で ある ア ジ化ナ ト リ ウ ム ,

ジ ニ ト ロ

フ ェ ノ
【

ル を 用 い た ブ ドウ糖無添加の 取 り込み実験に お い て ,

ビ ン ク リ ス チ ン の 細胞内取 り込み が増加 した が ,
こ れ は A T P

依存性の P 糖蛋白 の 薬剤排出作用 が 阻害 され た た めと 推定され

た . ブ ドウ糖の 添加 で ほ細胞内の ビ ン ク リ ス チ ン 濃度が 低下し

た が
,
これ は ブ ドウ糖に よ り A T P が塵 生され P 糖蛋白が活性

化 され た結果 , 汲み 出 し機構が克進 した ため と 思われ た .

P 糖蛋白 は , 正常の 副腎に お い て も強い 発現が認め られ る こ

と か ら, ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 分泌 と の 関連が 示 唆さ れ て い

る
29)

. 多剤耐惟細胞株や マ ウ ス 妊娠 子宮内膜細胞 を 用 い た 実験

で は
,
プ ロ ゲ ス テ ロ ン や テ ス ト ス テ ロ ン な どを用 い て も , ビ ン

ク リ ス チ ン や ビ ン ブ ラ ス チ ン の 取 り込み が 増加 して い る
29)3 0 )

Y a n g ら は , P 糖蛋白に 対する阻害効果は ス テ ロ イ ドホ ル モ ン

の 疎水性と相関 し, 疎水性 が強い は ど阻害効果も強い こ と を示

した
2g)

. 本研究で は , 初代培養脳毛細血管内皮細胞に おい て も,

プ ロ ゲ ス テ ロ ン と テ ス ト ス テ ロ ン に よ り細胞内の ピ ン ク リ ス チ

ソ の 取 り込 みが 増加 した . 1 9 4 5 年の P r a d o s らの 報告
掴)
以来 ,
脳

浮腫 に 対 して はある種の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン が 有効 と され て い

る . そ の 作用機序は , 血 液脳関門の 保護 お よび 修復作用 , 細胞

膜 の 透過性先進の 抑制等が考え られ て い る
50)51 )
が

, 依然 明 確な

説 明 はな され て い な い . 本研究 で も ,

ハ イ ドロ コ
ー

チ ゾ ン
,
プ

レ ド ニ ゾ ロ ン , デ キ サ メ サ ゾ ン
,

ベ タ メ サ ゾ ン な ど悪性脳腫瘍

の 化学療法の 際 に しば しば併用され て い る薬剤は , 比較的疎水

性 が弱く ,
ビ ン ク リス チ ン の 取 り込み は増加せず, こ れ らの 薬

剤 に は P 糖蛋白を介 した抗癌剤の 取 り込み は増強作用 はな い も

の と考え られた .

本研究の 結果か らほ , 月旨溶性が高 い に もか か わ らず , 血 液脳
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関門を 透過 しに く い ピ ン ク リ ス チ ソ や ア ドリ ア マ イ シ ン な どの

薬剤は , 脳毛細 血管内皮細胞 に お い て P 糖蛋白 に よ り排出 され

る こ とが 示 唆さ れ た . 今後∴悪性脳腫瘍に 対す る化学療法 に 際

して ,
カ ル シ ウ ム括抗剤等を併用すれば ,

抗癌剤 の 血 液脳開門

に おけ る移行ほ増加す る こ と が 期待 され る . しか し, カ ル シ ウ

ム 括抗剤に ほ 本来, 降圧作用や 血管拡張作用等がある た め , 実

際P 糖蛋白に 括抗する ように 大量投与を行う と低 血圧や 不 整脈

をきた した 症例が報告され て い る
52)5 3}
の で慎重 を 期す べ き で あ

る . ま た , 脳 毛細血 管内皮細胞の 取 り込み増加に よ り, 抗腫瘍

効果の 増大が期待 され る反面 ,
過度の 抗癌剤が 正 常脳組織 に 到

達する こ と に よ る神経毒性が懸念 さ れ る . い ずれ に しろ , 今

後 , 悪性脳腫瘍濫 対 して 化学療法を行 う場合 に は t
脳毛細血 管

内皮細胞 に おけ る P 糖茸白の 存在を考慮 に 入 れ る必 要が あ ると

思わ れ る .

結 論

ウ シ 脳よ り精製 した毛細血管内皮細胞の 初代単層培養系に お

ける P 糖蛋白の 発現と機能に つ い て ,
生化学的, 免疫観織化学

的, な らび に 薬物動態学的に 検討 した .

1 . 生化学的な らび に 免疫覿織化学的に は ,
ウ シ脳 の 毛細血

管内皮細胞と培養脳毛細血管内皮細胞 の 両者に お い て P 糖蛋白

の 発現 が認め られ た . しか し
, 培養下で は P 糖蛋白の 発現 は比

較的弱か っ た .

2 . 免疫電願的 に は ▲
ウ シ 脳お よ び培養下の い ずれ に お い て

も ,
P 糖蛋白 は毛細血管内皮細胞の 内腔側の 細胞膜に 局在 して

い た .

3 . P 糖蛋白 に 対す る モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 で ある M R K l▲6 を

初代単層培養系 に 加 え ると , 脳毛細血 管内皮細胞 の ビ ン ク リ ス

チ ン の 取 り込み は 有意 に 増加 した .

4 . カ ル シ ウ ム 括抗剤 で ある ベ ラ バ ミ ル や ,
ス テ ロ イ ドホ ル

モ ン で あ る プ ロ ゲ ス テ ロ ン や テ ス ト ス テ ロ ン な どほ P 糖蛋白を

阻害す る作用を待 つ た め ,
こ れ ら を初代培養系砿 加え る と , 脳

毛細血 管内皮細胞の ビ ン ク リ ス チ ン の 取 り込み ほ 増加 した .

5 . 初代単層培養系に A T P の 阻害剤を加 え る と , 脳毛細血

管内皮細胞 の ピ ン ク リ ス チ ソ の 取 り込み は 増加 した . そ の 後 ,

ブ ドウ糖添加 に よ り A T P 塵生を 活性化す ると ビ ン ク リ ス チ ン

の 取り込 み は減少 した が , こ の 効果は ベ ラ バ ミ ル に よ り抑制 さ

れた .

6 . 以上 よ り , P 糖蛋白 は , 脳毛細血管内皮細胞に お い て ビ

ン ク リ ス チ ン を 内皮細胞か ら 血 管内腔側 へ 汲み 出す機能 を持

ち , 血 液脳関門機構 に 関与 して い る可 能性 がある .
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: R e l ati o n sh ip of o c t a n ol/ w a t e r p a rtitio n

C O effi ci e n t a n d m ol e c ul a r w ei g h t t o r a t b r ai n c a pi11a ry

p e r m e a b ility . J . M e d . C h e m .
,
23

,
6 8 2 -6 84 (1 9 8 0) .

6 ) J u li a n o , R . L . & L i n g , V . : A s u rf a c e gly c o p r otein

m o d u l a ti n g d r u g p e r m e a bilit y i n c h i n e s e h a m s t e r o v ar y c ell

m u t a n t s . B io c h i m , B i o p h y s , A c t a , 4 5 5 , 1 5 2
- 1 6 2 (1 97 6) ,

7 ) B e c k , W . T .
,
M u e ll e r

,
T . J . & T a n ヱe r

,
L . R . :

A lt e r e d s u rf a c e m e m b r a n e gl y c o p r ot ei n s i n vi n c a alk aloid
-

r e-

si st a n t h u m a n l e u k e mi c l y m p h o b l a s t s . C a n c e r R e s り 39 ,

2 0 7 0- 2 0 7 6 (1 9 79) .

8 ) I n a b a , M .
,
K o b a y a s h i , H .

,
S a k u r ai

,
Y . & J o h n s o n

,

R . K . : A c ti v e effl u x of d a u n o r u b i ci n a n d a d ria m y cin in

s e n siti v e a n d r e sis t a n t s u bli n e s of P 3 8 8 1 e u k e m i a . C a n c er

R e s
リ
3 9

,
2 2 0 0 -2 2 0 3 (1 9 7 9) .

9 ) H a m a d a , H . & T s u r u o , T . : P u rifi c a ti o n of th e 1 70 - tO

1 8 0-k il o d alt o n m e m b r a n e gl y c o p r o t ei n a s s o cia t e d wi th

m ultid r u g r e sis t a n c e . 1 70 - t O 1 80-k ilo d alt o n m e m b r a n e

gly c o p r o t ei n i s a n A T P a s e . J . B i ol . C h e m .
, 2 6 3 , 1 45 4 b1 458

(1 98 8) .

10) H a r n a d a , H . & T s u r u o , T . : C h a r a c te riz a tio n of th e

A T P a s e a c ti vi ty of th e M r 1 7 0 ,00 0 t o 1 8 0 ,0 0 0 m e m b r a n
e

gly c o p r o t ei n (P
-

gl y c o p r ot ei n ) a s s o ci a t e d w ith m ultid r u g

r e sis t a n c e i n K 5 6 2/ A D M c ell s . C a n c e r R e s リ 4 8 , 4 9 26-4932

(1 9 8 8) .

1 1) N a it o , M .
,
H a m a d a

,
H . & T s u r u o

,
T . : A T P/

M g
2 +

-d e p e n d e n t bi n di n g of vi n c ri s ti n e to th e pla s m a

m e m b r a n e of m u ltid r u g
-

r e Sis t a n c e K 5 6 2 c e ll s . J I BioI ･

C h e m .
,
2 6 3

,
1 1 8 8 7-1 1 8 91 (1 9 8 8) .

1 2) F oj o , A . T .
,
U e d a

,
K .

,
Sl a m o n

,
D . J .

,
P o pl a c k , D ･

G .
,
G o tt e s m a n , M . M . & P a s t a n , l . : E x p r e s si o n of a

m ultid r u g
-

r e Sisit a n c e g e n e i n h u m a n t u m o r s a n d ti
s s u e s ･

P r o c . N a tl . A c a d . S ci . U S A
,
8 4

,
2 6 5 - 2 6 9 (1 98 7) .

1 3) T hi e b a u t , F .
,
T s u r u o

,
T .

,
H a m a d a

,
H . , G o t te s r n a n ･

M . M .
,
P a st a n

,
Ⅰ. & W illi n gh a m , M . C . : C ell ul ar lo c aliz at

■

i o n o f t h e m ultid r u ㌢ r e Sisit a n c e g e n e p r o d u c t P
-

gly c o p r o tein

in n o r m al h u m a n ti s s u e s . P r o c . N a tl . A c a d . S ci . U S A , 84 ,

77 3 5 - 7 7 38 (1 98 7) .

1 4) C o r d o n
- C a rd o

,
C .

,
0
'

b ri e n
,
J . P .

,
C a s al s

,
D .

,
R itt m a n

~

G r 乱u e r
,
l J .

,
B i e dl e r

,
J . L .

,
M el a m e d

,
M . R .

& B e r ti n o ･ J ･

R . : M d ltid r u g- r e Si sit a n c e g e n e (P- gl y c o p r o t ei n ) i s e x p r e S S
ed

b y e n d o th eli al c ell s a t bl o o d
- b r ai n b a r ri e r sit e s ･ P r o c ･ N

atl ･
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A c a d , S ci . U S A , 8 6 , 6 95- 6 9 8 (1 9 8 9) ･

1 5) T s u r u o , T
･
,
I i d a

･
H ･

･
T s u k a g o s h i ･ S ･ & S a k u r ai

･
Y ･ :

O v e r c o m i n g of
vi n c ris ti n e r e sis t a n c e i n P 3 8 8 1 e u k e mi a i n

vi v o a n d i n vitr o th r o u gh e n h a n c e d c y to t o x i city of v i n c ri sti n e

a n d vi n bl a s ti n e b y v e r a p a m iI
･ C a n c e r R e s ･

･
4 l

,
1 96 7 -1 97 2

(1 98 1) ･

1 6) A u d u s , K
･ L ･ & B o r c h a r d t

,
R ･ T ･ : C h a r a c t e ri z ati o n o f

a n i n vitr o bl o o d
- b r ai n b a r ri e r m o d el s y s te m f o r s t u d yi n g

d r u g tr a n s p O r t a n d m e t a b oli s m ･ P h a r m ･ R e s ･
,
3
,
81- 8 7 (1 9 8 6) ･

17) A u d u s , K ･ L ･ & B o r c h a r d t
,
R ･ T ･ : B o v i n e b r ai n

m ic r o v e s s el e n d o th eli al c ell m o n ol a y e r s a s a m o d el s y s t e m

f o r th e bL o o d-b r ai n b a r ri e r ･ A n n ･ N . Y ･ A c a d . S ci .
,
50 7

,
9,1 8

(198 7) .

18) K a rt n e r , N .
,
E v e r n d e n - P o r e ll e

,
D .

,
B r a dl e y , G . &

L i n g , V . : D e t e cti o n of P -

gly c o p r o te i n i n m u lti d r u g
-

r e Si s t a n t

c el1 1i n e s b y m o n o cl o n al a n tib o d ie s . N a t u r e , 3 1 6 , 8 2 0-8 2 3

(19 85).

1 9) H a m a d a , H . & T s u r o
,
T . : F u n c ti o n al r ol e f o r th e 1 70T

to 1 8 0-k D a gly c o p r o t ei n s p e cific t o d r u g-r e Sis t a n t t u m o r c ells

a s r e v e al e d b y m o n o cl o n al a n tib od i e s . P r o c . N a tl . A c a d . S ci .

U S A
,
8 3

,
7 7 85- 7 78 9 (1 9 8 6) .

20) L a e m m li , U . K . : C l e a v a g e of st r u c t u r al pr o t ei n s d u ri n g

th e a s s e m ply of th e h e a d of b a c te ri o p h a g e T 4 . N a t u r e
,
2 2 7

,

68 0 -6 8 5 (1 9 70) .

21) H s u , S .
,
R a i n e

,
L . & F a n g e r , H . : U s e of a vid in-b i oti n .

p er o xid a s e c o m ple x ( A B C) i n i m m u n o p e r o x id a s e t e c h ni q u e s :

A c o m p a ris o n b e t w e e n A B C a n d u nl a b el e d a n tib o d y (P A P)

pr o c e d u r e s . J . H is t o c h e m . C y t o c h e m .
,
2 9

,
5 7 7 - 5 80 (1 9 81) .

2 2) T e r a s a k i , T . , T a k a k u w a , S . , M o rit a n i
,
S . & T s uj i ,

A . : T r a n s p o r t of m o n o c ar b o x yli c a cid s a t th e bl o o d- b r ai n

b a rri er : S t u di e s w ith m o n ol a y e r s of p ri m a r y
､

C ult u r e d b o vi n e

br ai n c a pilla r y e n d o th eli al c e u s . J . P h a r m a c ol . E x p , T h e r リ

2 58
, g 32 -9 3 7 (1 9 9 1) .

23) L o w r y , 0 . H .
,
R o s e b r o u g h , N . J .

,
F a r r

,
A . L . &

R a n d a11
,
R ･ J ･ : P r o t ei n m e a s u r e m e n t wi th t h e f o lin p h e n ol

r e a g e nt ･ J ･ B i ol . C h e m .
,
1 9 3

,
2 6 5-2 7 5 (1 9 51) .

24) S k o v s g a a r d , T . : M e c h a ni s m of c r o s s-r e Si s t a n c e

b e t w e e n vi n c ri sti n e a n d d a u n o r u b i ci n i n E h rli c h a s cit e s

t u m o r c ell s . C a n c e r R e s . , 3 8 , 4 7 22-4 7 2 7 (1 9 7 8) .

25) T s u r u o
,
T .

,
K a w a b a t a , H .

, N a g u m o , N . , Iid a , H り

K it a t a n i
, Y .

,
T s u k a g o s h i , S . & S a k u r a i

,
Y . : P o te n ti a tio n

Of a ntit u m o r a g e n ts b y c al ci u m c h a n n el b lo c k e r s wi th

Sp e ci al r ef e r e n c e t o c r o s sr r e si st a n c e p a tt e r n s . C a n c e r

C h e m o th e r . P h a r m a c ol . , 15
,
1 6 -1 9 (1 9 8 5) .

2 6) T s u r u o
,
T ･
,
I id a

,
H .

, T $ u k a g o s h i , S . & S a k u r ai , Y . :

I n c r e a s ed a c c u m ul a ti o n of vi n c ris ti n e a n d a d ri a m y c l n i n

dr u g
-

r e Si st a n t P 38 8 t u m o r c ell s f oll o w i n g i n c u b a ti o n w ith

C al ci u m a n ta g o n is ts a n d c al m o d uli n i n h ibit o r s . C a n c e r R e s .
,

4 2
, 4 73 0 -4 7 33 (1 9 82) .

2 7) T s u r u o , T ･
,
1 id a

,
H .

, K it a t a n i , Y .

,
Y o k o t a , K . ,

T s u k a g o s h i , S ･ & S a k u r ai
,
Y . : E ff e c t s of q ui nidi n e a n d

r elat e d c o m p o u n d s o n c yt o t o xi city a n d c ell ul a r a c c u m ul a ti o n

Of vi n c ris ti n e a n d a d ri a m y cin i n d r u 針 r e Sis t a n t t u m o r c ells .

C a 眠 e r R e s り 4 4
,
4 3 0 3 - 43 0 7 (1 9 8 4) .

3 63

2 8) S l a t e r , L ･ M .
,
S w e e t

,
P .

,
S t u p e c k y , M . & G u pt a ,

S . : C y c l o s p o ri n A r e v e r s e s vi n c ri st in e a n d d a u n o r u b ici n

r e si st a n c e i n a c u t e l y m p h ati c l e u k e m i a in vi tr o . J . Cl in .

I n v e s し 7 7
,
1 40 5 -1 40 8 (1 98 6) .

2 9) Y a n g , C . H .
,
D e P i n h o

,
S . G .

,
G r e e n b e r g e r , L . M .

,

A r c e ci
,
R ･ J . & H o r wi t z

,
S . B . : P r o g e st e r o n e i n t e r a c t s

wi th P - g ly c o p r o t ei n i n m u ltid r u g
-

r e Si s ta n t c e u s a.n d i n th e

e n d o m e tri u m of g r a vid u t e r u s , J . B i ol . C h e m .
, 26 4

,
7 8 2 -7 8 8

(1 9 8 9) .

3 0) N ai t o , M .
,
Y u s a

,
K . & T s u r u o

,
T . : S te r oid h o r m o n e s

in h ibit bi n d i n g of vi n c a alk al oid t o m ultid r u g r e sis t a n c e

r el a t e d P, gly c o p r ot ei n . Bi o c h e m . B i o p h y s . R e s . C o m m u n . ,

1 5 8
, 1 06 6-1 0 7 1 (1 9 89) .

3 1) U e d a , K .
, C o r n w ell

,
M . M .

,
G o tt e s m a n

,
M . M .

,

P a s t a n
,
Ⅰ.
,
R o ni n s o n

,
Ⅰ. B . , L in g , V . & R i o rd a n

,
J . R . :

T h e m d rl g e n e , r e S p O n Sibl e f o r m ultid r u g
,r e Sis t a n c e , C O d e s

f o r P q

gly c o p r o t ei n . B i o c h e m . Bi o p h y s . R e s . C o m m u n . , 1 4 1 ,

9 5 6- 96 2 (1 9 8 6) .

3 2) R i o r d a n , J . R .
,
D e u c h a r s , K .

,
K a r t n e r

,
N .

,
A l o n

,
N .

,

T r e n t
,
J ･ & L i n g , V . : A m plifi c a tio n of P- gly c o p r o t ei n

g e n e s i n m ultid r u g
-

r e Si st a n t m a m m a ,1ia n c e11 1i n e s . N a t u r e ,

3 1 6
, 引7-81 9 (1 9 8 5) .

3 3) R o n i n s o n , I . B . , C h i n , J . E .
,
C h oi , K .

,
G r o s

,
P .

,

H o u s m a n
,
D . E .

,
F oj o , A .

,
S h e n

,
D .

, G o tt e s m a n , M . M .

& P a s t a n
,
I . : I s ol a tiio n of h u m a n m d r D N A s e q u e n c e s

a m plifi e d i n r n ultid r u g- r e Si st a n t K B c a r ci n o m a c ell s . P r o c .

N atl . A c a d . S ci . U S A , 83 , 45 3 8 -4 5 4 2 (1 9 86) .

3 4) G r o s , P .
,
N e ri a h

,
Y . B .

, C r o o p , J . M . & H o u s m a n
,

D . E . : I s ol a ti o n a n d e x p r e s si o n of a c o m pl e m e n t a r y D N A

t h a t c o nf e r s m ultid r u g r e si st a n c e , N a t u r e
,
3 2 3

,
72 8- 7 31

(1 9 8 6) .

3 5) G r o s , P .
,
C r o o p , J . & H o u s m a n , D . : M a m m ali a n

m ultid r u g r e si s t a n c e g e n e : C o m pl e t e c D N A s e q u e n c e

i n d i c at e s str o n g h o m ol o g y t o b a c t e ri al tr a n s p o rt p r o t ei n s .

C e11
,
47

,
3 7 ト3 8 0 (1 9 8 6) .

3 6) C h e n , C .
,
C hi n , J . E

. , U e d a , K .
, C l a r k , D . P

,
.

P a s t a n
,
1 .
,
G o tt e s m a n

,
M . M . & R o n i n s o n , l . B . :

I n t e r n al d u plic a ti o n a n d h o m ol o g y w ith b a ct e rial t r a n s p o r t

P r O t ei n s i n th e m d rl ( P -

gly c o p r o t ei n) g e n e f r o m m ultid r u g-

r e si s t a rlt h u m a n c ells . C e11 , 47 , 3 81-3 8 9 (1 9 86) .

3 7) S c h e p e r , R . J .
,
B ult e

,
J .
,
B r 且 k k e e

, J .
, Q u a k

,
J .
,

V a n- d e r
-S c h o o t

,
E .

,
B a l m

,
A .

,
M eij e r , C . , B r o x t e r m a n ,

H .
,
K u i p e r , C .

,
L a n k el m a

,
J . & P i n e d o

,
H . M . : M o n o cl o-

n al a n tib o d y JS B-1 d e t e c ts a hi g hl y c o n s e r v e d e pit o p e o n th e

P -

gly c o p r o t ei n a s s o c ia t e d w ith m u lt トd r u g
-

r e Sis t a n c e . I n t . J .

C a n c e r , 4 2 , 3 8 9
-3 9 4 (1 98 8) ,

3 8) S u g a w a r a , I . , H a m a d a , H .
,
T s u r u o

,
T . & M o ri

,
S . :

S p e ci ali z e d l o c aliz a ti o n of P- gly c o p r o te in r e c o g n iz e d b y

M R K 1 6 m o n o cl o n al a n tib od y i n e n d o th elia l c e11s oL th e b r ai n

a n d th e s pi n al c o r d . J p n . J . C a n c e r R e s . , Sl , 7 2 7 -7 3 0 (1 9 9 0).

3 9) P a n ul & , P .
,
J o o

,
F . & R e c h a rd t

,
L . : E vi d e n c e f o r

th e p r e s e n c e of v i a bl e e n d oth eli al c ells i n c ult u r e s d e ri v e d

f r o m dis s o ci a t e d r a t b r ai n . E x p e ri e n ti a , 3 4 , 9 5
-9 7 (1 9 7 8) .

4 0) B o w m a n , P . D .
,
E n n i s

,
S . R

り
R 乱r e y , K . 駄

,
B a t ち
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A . l J . & G o l d s t ei n
,
G , W . : B r ai n mi c r o v e s s e l e n d o th eli al

c ells i n ti s s u e c u lt u r e : A m od el f o r s t u d y of b l D O d
- b r ai n

b a rri e r p e r m e a bilit y . A n n , N e u r ol ･
,
1 4

,
3 9 6-4 0 2 (1 9 8 3)･

4 1) D e B a u lt , L . E . & C a n c ill a , P . A . : r
-

gl u t a m yl

tr a n s p e ptid a s e i n is ol a t e d b r ai n e n d o th elial c ell s : I n d u c ti o n

b y gli al c ell s i n v itr o . S ci e n c e , 2 0 7 , 6 5 3
-6 5 5 (1 9 8 0) ･

4 2) T a o
- C h e n g , J .

,
N a g y , Z . & B ri g h t m a n , M ･ W ･

:

T i g h t j u n c ti o n s of b r ai n e n d o th eli u m i n vi t r o a r e e n h a n c e d

b y a s tr o gli a . J . N e u r o s c i . , 7 , 3 2 93 - 3 29 9 (1 9 8 7) ･

4 3) P a r d ri d g e , W . M .
,
T ri g u e r o , D .

,
Y a n g , J ･ & C a n cill a

,

P . A . : C o m p a ri s o n of i n vi tr o a n d in vi v o m o d els of d r u g

tr a n s c yt o sis th r o u gh th e bl o o dqb r ai n b a rri e r ･ J ･ P h a r m a c ol ･

E x p , T h e r リ 2 5 3 , 8 8 4
-8 91 (1 9 9 0) ･

4 4) A u d u s , K . L . , B a r t e l , R . L .
,
H id a l g o , Ⅰ･ J ･ &

B o r c h a r d t , R .
T

.
: T h e u s e of c u lt u r e d e pith eli al a n d

e n d oth eli al c ells f o r d r u g tr a n s p o r t a n d m e ta b oli s m st u di e s
･

P h a r m . R e s .
,
7
,
4 3 5r4 5 1 (1 9 90) .

4 5) L ie b e r m a n , D . M .
,
R eit h m e i e r , R . A . F .

,
L in g , V ･

,

C h a r u k
,
J . H . M .

,
G o l d b e r g , H . & S k o r e c k i

,
K . L . :

I d e n tifi c a ti o n of P
-

gl y c o p r o t ei n i n r e n al b ru S h b o rd e r

m e m b r a n e s . B i o c h e r n . B i o p h y s . R e s . C o m m u n . , 1 6 2 , 2 4 4
- 2 5 2

(1 98 9) .

4 6) I c hi k a w a , M .
,
Y o s h i m u r a , A .

,
F u r u k a w a

,
T .
,

S u m i z & W a
,
T .

,
N a k a z i m a , Y .

& A ki y a m a , S . : G l y c o s yla ti-

o n of P- gl y c o p r o t ei n i n a m ultid r u g
-

r e Sis t a n t K B c e11 1i n e
,
a n d

i n th e h u m a n ti s s u e s . B i o c hi m . Bi o p h y s . A c t a , 1 0 73 , 3 0 9-3 1 5

(1 9 91) .

4 7) I c hi k a w a ･ M ･ , Y o s hi m u r a ･ A ･
･
S u mi z a w a , T ･

,
S h u d o

,

N .
,
K u w a z u r u

,
Y .

,
F u r u k a w a

,
T . & A k i y a m a

,
S

. :

I n t e r a c ti o n of o r g a n i c c h e m i c als w ith P- gly c o p r o t ei n i n the

a d r e n aL gl a n d , k id n e y , a n d a m ultid r u g
-

r e Si st a n t K B c ell . J ,

B i ol . C h e m .
,
2 6 6

,
9 0 3-9 0 8 (1 9 9 1) .
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