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研究成果の概要（和文）：新規のコリントランスポーターであるcholine transporter-like protein 1 (CTL1)
は様々ながん細胞において高発現しており、その機能阻害により細胞増殖の抑制ならびにアポトーシスが誘導さ
れることを見出した。さらに、CTL1阻害剤を既存医薬品および植物由来の有機化合物ライブラリーから探索した
結果、有望なイソキノリン誘導体を見出した。本ヒット化合物は新規の治療メカニズムを有する新たな分子標的
癌治療薬の候補となり得ると思われる。

研究成果の概要（英文）：A novel choline transporter-like protein 1 (CTL1) was found to be highly 
expressed in cancer cells, and its inhibition induced apoptosis and suppressed cell growth. 
Furthermore, the search for CTL1 inhibitors from existing pharmaceutical and plant-derived organic 
compound libraries led to the discovery of promising isoquinoline derivatives. This hit compound may
 be a candidate for a new molecularly targeted cancer drug with a novel therapeutic mechanism.

研究分野：薬理学

キーワード： コリン　トランスポーター　がん治療

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、これまでの抗がん剤が標的としていない新規のがん治療標的分子であるcholine transporter-like 
protein 1 (CTL1)を見出し、このCTL1を阻害しアポトーシスによる細胞死を誘導する化合物を発見した。本ヒッ
ト化合物のメカニズムも明らかにし、癌細胞移植ヌードマウスにて抗腫瘍効果を確認した。本研究における成果
は、新たな分子標的治療薬の開発に繋がり、予防・治療医学および創薬科学への発展に貢献するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
新規のコリントランスポーターである choline transporter-like protein 1 (CTL1)は様々な
組織に発現し、CTL1 を介するコリン取り込みは、細胞膜の構成成分であるリン脂質の合成に深
く関与しており、細胞増殖に重要な機能分子である。近年、癌細胞においてコリン代謝系の活性
増加が報告されており、細胞増殖との関連性が指摘されている。臨床において、PET/CT を用い
た癌の画像診断に 11C-コリンや 18F-コリンが用いられるようになり、コリンの腫瘍細胞への集積
性の高さが確認されその特性が臨床応用されている。従って、癌細胞は積極的にコリンを取り込
み細胞増殖に利用していることが推察される。そこで我々は、癌細胞におけるコリン代謝系の律
速段階に関与する CTL1 の機能解析を行い、癌細胞の異常増殖機能との関連性を解明し、新たな
分子標的癌治療の研究に着手している。これまでの研究において、グリオーマ、小細胞肺癌、乳
癌細胞ならびに大腸癌におけるコリン輸送は CTL1 を介していることを明らかにし、その機能阻
害により細胞増殖の抑制ならびにアポトーシスが誘導されることを見出している。これらの知
見は、CTL1 分子を標的とした癌治療の可能性を示唆しており、新たな分子標的癌治療薬の開発
に繋がると確信する。 
 
２．研究の目的 
様々な癌細胞における CTL1 を介したコリン取り込み機構の異常亢進が癌細胞の増殖と深く関
係していることを報告してきた。臨床においてもコリン PET/CT の画像診断によりコリンの腫瘍
細胞への集積性の高さが確認されていることより、癌細胞は積極的にコリンを取り込み細胞増
殖に利用していることが推察される。多くの癌細胞は新規のコリントランスポーターである
CTL1 を介して取り込まれており、CTL1 の機能阻害はアポトーシスを誘導することが確認されて
いる。したがって、CTL1 は癌治療における新規標的分子としての可能性があり、CTL1 阻害剤を
ドラッグ・リポジショニング研究および植物由来の有機化合物ライブラリーからの探索により
見出すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
 ヒトグリオーマ細胞株 U251MG 細胞ヒト食道がん細胞株 KYSE180 細胞およびヒト舌がん細胞
株HSC-3細胞は、JCRB細胞バンクより分譲されたものを用いた。ヒト膵臓がん細胞株MIA PaCa-
2 細胞は理化学研究所バイオリソースセンターより購入し、10%FBS 含有 D-MEM 培地および
10%FBS 含有 RPMI-1630 培地を用いて培養を行なった。全ての培地には 100 units/mL ペニシリ
ンおよび 100 µg/mLストレプトマイシンを加えた。 
 
(2) 植物由来有機化合物ライブラリー 
 植物由来有機化合物ライブラリー（500 化合物）は、フランスの Greenpharma 社より購入し
た。いずれの化合物も 10 mM の DMSO 溶液で遮光下にて冷凍保存した。スクリーニングでは、
100% DMSO 溶液を溶媒対照として比較検討した。 
 
(3) コリン取り込み測定 
各種がん細胞を 24 穴プレートに 1x105個/well になるように播種し、24 時間後に[3H]コリン
取り込み実験を行なった。U251MG 細胞を培養した 24 穴プレートの培地を捨てた後、uptake 
buffer (125 mM NaCl, 4.8 mM KCl, 1.2 mM CaCl2, 1.2 mM KH2PO4, 5.6 mM glucose, 1.2 mM 
MgSO4 and 25 mM HEPES, pH 7.4)で洗浄した。uptake buffer を加えた後、最終濃度が 10 µM
になるように[3H]コリンを加えて取り込みを開始した。[3H]コリンの取り込みを行なった後、
uptake buffer を吸引し予め冷やしておいた uptake buffer で 2回洗浄した。細胞は、0.1 M 
NaOH, 0.1 % Triton X-100 溶液で溶解させ細胞内に取り込まれた[3H]コリン量を液体シンチ
レーションカウンターにて測定した。 
 
(4) 細胞生存および Caspase-3/7 活性の測定 
 細胞生存は、CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega)を用いて培養
中の生細胞数を発光アッセイにより測定した。アポトーシスの指標である caspase-3/7 活性
は、caspase-Glo® 3/7 Assay Systems (Promega)を用いて発光アッセイにより測定した。
Caspase-3/7 活性の測定と同時に生細胞数を測定し、単位生細胞数あたりの活性として評価し
た。 
 
(5) RT-PCR 法による mRNA の定量 
U251MG 細胞および不死化ヒト正常アストロサイトの Total RNA は、RNeasy® Mini Kit 
(Qiagen)を用いて抽出した。  
 コリントランスポーター(CHT1, CTL1-5, OCT1-3)、スフィンゴミエリナーゼ(SMPD1-4, 
SMPDL3A, SMPDL3B)、サバイビン(Survivin1-3)およびハウスキーピング遺伝子の GAPDH、B2M



の mRNA 発現は、各ターゲット遺伝子に対する TaqMan Probe (Applied Biosystems)と TaqMan® 
RNA-to-Ct™ 1-Step Kit (Applied Biosystems)を用いて LightCycler® 96 システム (Roche)
にて定量化した。 
 
(6) Western blot 法によるタンパクの定量 
U251MG 細胞のタンパクは RIPA  buffer を用いて抽出し、超音波による破砕後 2-
Mercaptoethanol と Laemmli Sample Buffer(BIO-RAD)を混合、加熱しサンプルを調整した。
Mini-PROTEAN® TGXTM(BIO-RAD)を用いて電気泳動、Trans-Blot® TurboTM Transfer System(BIO-
RAD)で PVDF membrane に転写を行った。転写した membrane は iBindTM Flex Solution 
Kit(Invitrogen)を用いて blocking 後、一次抗体(抗 CTL1,2 抗体、抗 SMPD4 抗体、抗 Survivin1
抗体)を反応させ、次に HRP 結合抗ウサギ、マウス二次抗体を用い、ECLTM Prime Western 
Blotting Detection Reagents(GE Healthcare)にて検出した。 
 
(7) 細胞免疫染色 
100%エタノールにて細胞を固定し、一次抗体(抗 CTL1,2 抗体、抗 COX 抗体、抗 Carnexin 抗
体)を反応させ、二次抗体に Alexa Fluor488 goat anti-rabbit IgG、Alexa Fluor568 goat 
anti-mouse IgG を用いて免疫陽性の蛍光画像を共焦点レーザー顕微鏡(FV10i-DOC:オリンパ
ス)を用いて取り込んだ。核の染色は DAPI を用いた。 

 

(8) ヒトがん異種移植モデルマウスにおけるヒット化合物の抗腫瘍効果の観察 
雄性ヌードマウスにがん細胞の懸濁液を皮下注射により移植した。定着後はその固形腫瘍を
ブロック状にし、次のマウスに植え継いだ。腫瘍体積が 200 mm3を超えてから、化合物を 10 
mg/kg を腹腔内投与した。対照は同容量の 100% DMSO を用いた。体重と腫瘍の長径(L)、短径
(W)を測定し、L×W2×1/2 を推定腫瘍体積として観察した。各種臓器の Total RNA は PS 2000 
Cell Destroyer を用いて臓器を破砕後に抽出を行った。 
 
４．研究成果 
口腔領域の癌である舌がんおよび食道がんにおいて RT-PCR、Western blot および免疫染色に
より CTL1 および CTL2 が高発現していることを見出した。細胞外からのコリン輸送には CTL1 が
コリン取り込みに関与していることを明らかにした。さらに、CTL1 を介したコリン取り込みを
阻害することによりアポトーシス誘導による細胞死が観察され、CTL1 はがん治療の標的分子に
なりうると考えられる。さらに、食道がんにおいてカチオン系医薬品のコリン取り込み阻害作用
および細胞死誘導作用を検討した結果、既存医薬品のアゼラスチン、クレマスチン、ロラタジン、
ルパタジン、ベプリジル、メキタジン、パロキセチンがコリン取り込み阻害によるアポトーシス
誘導を引き起こすことを明らかにした。しかしながら、これらの薬物の臨床使用量と比較すると
効果を発現する濃度は高濃度でありドラッグ・リポジショニングとして臨床応用するには難し
いと判断した。 
そこで、CTL1 阻害剤を植物由来の有機化合物ライブラリー（500 化合物）からスクリーニング
を行った。その結果、CTL1 阻害作用を有し、アポトーシス誘導による細胞死を引き起こすヒッ
ト化合物のイソキノリン誘導体を見出した。これらの化合物はグリオーマ細胞、膵臓がん細胞、
舌がん細胞に対して有効であり、マウスがん移植モデルにてがん細胞の増殖抑制を確認した。ま
た、下記のアポトーシス誘導メカニズムを解明した。CTL1 阻害作用により細胞内コリン量の減
少により細胞膜の主成分である phosphatidylcholine 合成が低下し、細胞膜合成が出来ず増殖
抑制が引き起こされる。しかし、癌細胞
は増殖能を維持する代償機構として
sphingomyelinase-4 を 活 性 化 し て
sphingomyelin を 分 解 し て
phosphocholine を供給することで細胞
膜合成を維持しようとするが同時にアポ
トーシス誘導分子である ceramide が生
成する。この ceramide により caspase-
3/7 が活性化され細胞死が誘導される。
また、ceramide はアポトーシス抑制因子
の survivin 発現を抑制してアポトーシ
ス誘導を増加させる事が示唆された。 
これらの結果は、従来の抗がん剤とは異なる作用機序を持つコリントランスポーターCTL1 を含
むコリンの代謝系を標的とした新規抗がん剤の開発につながる可能性があると結論づけられる。
植物由来の有機化合物のライブラリーから発見されたイソキノリン誘導体は、新しい治療機序
を持つグリオーマ治療のリード化合物となりうる。コリン PET は、前立腺がん、乳がん、食道が
んの肺転移、縦隔リンパ節転移を含む複数の腫瘍のイメージングに高い効果を示すことが示さ



れており、この治療メカニズムは多くの腫瘍に対しても提案される可能性がある。 
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