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研究成果の概要（和文）：(1) T24は濃度依存性に増殖抑制効果を認めG2 arrestとp21の発現亢進、mTORの抑制
効果を認めた。またROS産生の減少とチオレドキシン活性上昇を認め、PX-12投与により胞増殖抑制効果とmTOR抑
制効果が減弱された。
(2) ルテオリン投与群では膀胱癌の扁平上皮分化が抑制されていた（p<0.05)。免疫染色では、Lut 20pppm、
100ppmでKi67陽性率の低下とp-S6の発現レベルの低下を認めた。血中・尿中ルテオリン-3'-グルクロニド濃度は
ともにKi67陽性率、p-S6発現レベルと負の相関を認めた。さらに扁平上皮分化は血中濃度との相関を認めた(p
<0.01)。

研究成果の概要（英文）：(1) Luteolin induced apoptosis and a dose-dependent reduction in the number 
of viable cells; it also increased thioredoxin activity and decreased intracellular ROS production. 
Luteolin downregulated phospho-S6 and they were canceled by thioredoxin inhibitor, PX-12. 
(2) In vivo analysis, no adverse effects were observed by oral intake of luteolin. 
Immunohistochemistry of tumors showed a decreased Ki67 index, and a reduction of p-S6 expression in 
the luteolin-treated group. Furthermore, the major findings on the metabolism of luteolin suggest 
that both plasma and urine luteolin-3'-O-glucuronide concentrations are strongly associated with the
 inhibition of cell proliferation and mTOR signaling. Moreover, a significant decrease in the 
squamous differentiation of bladder cancer is attributed to plasma luteolin-3'-glucuronide 
concentration. 

研究分野： 癌

キーワード： 膀胱癌　フラボノイド　酸化ストレス　mTOR　チオレドキシン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、膀胱癌におけるルテオリンに代表される天然食品由来の抗酸化フラボノイドの効果と安全性を
立証できたため、高齢者でも安全に施行できる新たな治療法を提唱することができる。さらには食生活に根ざし
た食品からの摂取という点で、医療コストを抑制することもでき、予防医学の観点からも有益な研究であると言
える。また、既存の薬剤との併用の可否や相乗効果についても今後検討に値すると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 膀胱癌は、高齢者に好発する高悪性度の癌であり、最大のリスクは喫煙である。内視鏡下で

完全切除しても約 80%が再発するため、医療コストが高い癌の一つである。膀胱癌の再発予防

として BCG 膀胱内注入療法が確立されているが、副作用が強いため高齢者に対する適応は限ら

れている。また膀胱内再発後の 10～30％は浸潤性癌へと進展するため、その予後は不良である。

浸潤性膀胱癌の標準治療は、約 20 年前に確立されたシスプラチンを主体とする化学療法から

変わっていない。その背景として、膀胱癌では高率に変異を有する特定の遺伝子がなく、数多

くの遺伝子変異が混在しているため、特定の遺伝子を標的とした治療の確立は困難である。膀

胱癌に対する分子標的薬の治験が今までに国内外で行われてきたが、従来の化学療法にとって

かわる有効な薬剤が報告されていないのが現状である。 

 脂肪や牛肉の過剰摂取に伴って生じる、高インスリン血症、炎症性サイトカインの上昇や喫煙、

老化といった病態は、正常細胞における酸化ストレスを増大させ、癌を発生させると考えられてい

る。酸化ストレスは通常、処理酵素であるSuperoxide dismutase (SOD)や Glutathione peroxidase 

(GPX)といった制御因子によって抑制されており、制御因子の異常により、癌が進展することが解

明されている。ルテオリンは天然フラボノイドの一種であり、日本で多く生産されているエゴマ

などのシソ科の植物に多く含まれている。ルテオリンは、抗炎症作用のほか、天然フラボノイド

の中でも特に強い抗酸化能を有している。私たちは、いち早くルテオリンの抗酸化作用に着目

し、肝癌や前立腺癌においてその効果を検証してきた。今までに肺癌や大腸癌に対するルテオリン

の抑制効果は報告されているが、膀胱癌抑制効果に注目した報告はない。 

 膀胱癌は、高齢者や喫煙者に好発し、病態に酸化ストレスが強く関わっていることが広く知られ

ているが、それを治療標的とした薬剤は報告されていない。さらに膀胱癌患者における遺伝子の網

羅的解析では、約20%の患者に酸化ストレス関連遺伝子の変異が報告されており、酸化ストレスを

標的とした治療薬の開発が期待されている。 

 私たちは、膀胱癌細胞株において、ルテオリン投与により細胞増殖が抑制されアポトーシス

が誘導されていることを確認した。このことより、膀胱癌では、抗酸化剤としてのルテオリン

が抑制効果を示すのではないかとの着想に至った。 

 

２．研究の目的 

 本研究において、膀胱癌におけるルテオリンに代表される天然食品由来の抗酸化フラボノイ

ドの効果と安全性を検証することを目的とした。そのメカニズムを解明することで、高齢者で

も安全に施行できる新たな治療法を提唱することができる。 

 

３．研究の方法 

(1) 膀胱癌細胞株におけるルテオリン投与による抗腫瘍効果の検証 

ヒト膀胱癌細胞株 T24、5637、RT4 において、ルテオリン投与下での増殖抑制効果を検討する。

さらにフローサイトメトリーを用いてアポトーシスや細胞周期抑制が誘導されているかどう

か検討する。さらに細胞周期やアポトーシス、シグナル関連タンパクの発現変化を Western 

blotting を用いて検討した。 

また T24 において、ルテオリン暴露に伴う細胞内 ROS とチオレドキシンの活性の変化を評価し

た。チオレドキシン阻害剤 PX-12 を用いて、ルテオリン暴露に伴い変化したタンパク発現の変



化を検証した。 

(2) 膀胱癌モデル動物におけるルテオリン経口投与による抗腫瘍効果の検証 

 A.膀胱癌細胞株皮下移植モデルにおけるルテオリンの増殖抑制効果の検証 

 7週齢KSN雄ヌードマウスにラット膀胱癌細胞株BC31を皮下移植した。ルテオリン（100ppm）

を混餌投与し、対照群にはコントロール食を投与した。各群はそれぞれ 12匹とし、5週目後に

サクリファイスした。 

B.膀胱癌発がんラットにおけるルテオリンの膀胱発がん抑制効果の検証 

 6 週齢の雄 SD ラットを用い、最初の 10 週間、0.05%の N-butyl-N- (4-hydroxybutyl) 

nitrosamine (BBN)を自由飲水として投与した。11 週目からルテオリン（20ppm, 100ppm）を 20

週間混餌投与し、対照群にはコントロール食を投与した。各群はそれぞれ 20 匹とし、29 週目

に 24 時間尿を、サクリファイス時に血液サンプルを採取した。さらに血中と尿中の主なルテ

オリン代謝物であるルテオリン-3'-グルクロニド濃度を測定し、病理組織学的所見との相関を

検討した。コントロール群の 10 匹とルテオリン 100ppm 群の中で血液・尿を測定十分量採取で

きた 18匹を測定した。 

 A、Bの動物実験系において、Ki67、p21、p-S6、CK5/6、GPX2(Glutathione peroxidase 2)の

免疫染色を行うとともに、TUNEL 染色にて細胞死シグナルの有無を検討する。また肺・肝臓・

腎臓などの諸臓器も摘出し、重量及び組織変化を解析した。 

 

４．研究成果 

(1)全ての細胞株において濃度依存性に増殖抑制効果を示した。フローサイトメトリーではア

ポトーシスの亢進と G2/M 期での cell cycle arrest を認めた。Western blot では p21 の発現

亢進と mTOR 活性の指標となる phosho-S6(p-S6)の低下を認めた。 

 T24, 5637 は p53 変異株であり、p21 の発現亢進作用に p53

が関わっているかどうかを検証した。p53 野生型のヒト膀胱

癌細胞株 RT4 において、siRNA を用いて p53 をノックダウン

しルテオリンに暴露したところ、p21 の発現亢進を認めた。

以上よりルテオリンは、p53 の発現に関わらず p21 の発現亢

進をきたすことが示された。 

 ルテオリン暴露に伴いチオレドキシン活性は上昇し、細胞

内 ROS は減少していた。そして T24 にルテオリンに暴露した後に、チオレドキシン阻害剤 PX-

12 を加えると、mTOR 活性の抑制作用がコントロールと比べて早期にキャンセルされた。以上

よりルテオリンの増殖抑制効果のメカニズムは、チオレドキシンを介した mTOR 活性の抑制で

あると考えられた。 

(2) ① 膀胱癌細胞株皮下移植モデル 

 腫瘍体積はルテオリン投与群で有意に小さく、腫瘍の免疫染色

では Ki67 陽性率の低下、TUNEL 陽性細胞の上昇を認めた。さらに

免疫染色ではルテオリン投与群では p21 の発現上昇と p-S6 の発

現低下を認めた。 

② 膀胱癌発がんラット 

 60 匹全例で膀胱癌が認められ、ルテオリン投与群で腫瘍重量が

小さい傾向を認めたが有意差はなかった。腫瘍の免疫染色では、ルテオリン投与群(20pppm、

100ppm）で Ki67 陽性率の低下と p-S6 の発現レベルの低下を認めた。さらに扁平上皮分化を認



めたのはそれぞれ 16、12、8 匹（コントロール郡、ルテオリン 20ppm 群、同 100ppm 群）であ

った（p<0.05)。また扁平上皮分化のマーカーである Cytokeratin5/6 の発現が、ルテオリン投

与群（20ppm、100ppm）において低下していた。以上よりルテオリンは有意に扁平上皮分化を抑

制したと考えられた。血中・尿中ルテオリン-3'-グルクロニド濃度はともに Ki67 陽性率と中

等 度 の 負 の 相 関 を 認 め (r=-0.31,p=0.11, r=-

0.41,p=0.03)、p-S6 発現レベルとは強い負の相関を

認めた(r=-0.60,p<0.001, r=-0.62,p<0.001)。さら

に扁平上皮分化との相関を検討したところ、血中濃

度との相関を認めた(p<0.01)。 

 

 本研究においてルテオリンは、膀胱癌に対して増

殖抑制効果と扁平上皮分化抑制作用を有し、そのメ

カニズムとしてチオレドキシンを介した mTOR 抑制作用、p21 の発現亢進が認められた。ルテオ

リンは、天然食物由来の膀胱癌の治療薬としての可能性が示唆された。 
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