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研究成果の概要：ヒートショックプロテイン 90 (Hsp90) は癌の治療耐性を規定する様々な蛋

白の発現と機能を担保する．細胞毒性を示さない低用量の Hsp90 阻害剤は，これら治療耐性

関連蛋白の発現と機能を抑制し，膀胱癌細胞の化学放射線療法治療耐性克服を可能とした．

Hsp90 阻害剤は，正常尿路上皮細胞に対しては，癌細胞にみられた強い治療増感効果を示さな

かったことから，その増感作用は癌細胞選択的であることが示唆された． 
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１． 研究開始当初の背景 

癌の治療耐性は，克服すべき臨床的重要課題

のひとつである．癌の抗癌剤や放射線に対す

る感受性の増大は，治療耐性を克服し担癌患

者の生命予後を改善するのみならず，抗癌剤

使用量や放射線照射量の減量による副作用

の軽減をも可能にする． 

２． 研究の目的 

分子シャペロンである heat shock protein 90 

(Hsp90) は，癌細胞の生存・増殖・浸潤・転

移に関わる数多くの変異蛋白や過剰発現し

たシグナル蛋白の構造安定化と機能を保証

する．これら Hsp90 に安定化と活性を依存

している蛋白（Hsp90 クライエント蛋白）と
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して，変異型 p53, Akt, ErbB2, 低酸素応答

因 子  HIF-1 α , survivin な ど の

anti-apoptotic な生存シグナル伝達に関わ

る多様な癌原蛋白が知られている．Hsp90 阻

害剤は Hsp90 と特異的に結合してそのシャ

ペロン機能を抑制し， Hsp90クライエント蛋

白の失活と分解を引き起こす．Hsp90 阻害剤

は，単一分子を標的としながら癌の生存・増

殖・浸潤・転移に関わる多様な癌原蛋白を同

時に，しかも癌細胞特異的に (Kamal et al. 

Nature 2003) 阻害できる点が，他の分子標

的治療薬と異なる特徴であり，様々な 

preclinical model で抗腫瘍効果が示されて

いる．Hsp90 阻害剤の１つである 17-AAG 

(17-allylamino-17-demethoxygeldanamycin

) は欧米で第２相臨床試験が進行中であり，

人体に対する安全性も確認されている． 

 

  Hsp90阻害剤は単独でも抗癌作用を発揮

するが，anti-apoptotic シグナルに関わる

クライエント癌原蛋白群の阻害作用により，

従来癌治療との併用で更なる抗癌作用を発

揮すると予想される．しかし，これまで詳細

な検討は数尐ない． 

 

  申請者はこれまでに，細胞毒性を示さな

い低濃度（100nM ）の Hsp90 阻害剤が，増

殖因子や低酸素などの外的刺激により促進

される膀胱尿路上皮癌細胞の浸潤・血管新生

能を効果的に抑制すること，そして，その機

序として Hsp90 阻害剤による Akt と HIF-1

αの機能阻害が重要であることを示した

(Clin Cancer Res 2005)．100nM という Hsp90 

阻害剤の濃度は，第１相臨床試験で安全性が

確認されている血中濃度の範囲内であり，低

用量 Hsp90 阻害剤持続投与による癌の進行

阻止療法が臨床で応用可能であることが示

唆された．  

  以上をふまえ，本研究では泌尿器癌培養

細胞株で発現する anti-apoptotic シグナル

蛋白群（特に Akt, 変異型 p53, survivin，

および HIF-1α）を有効に阻害する Hsp90阻

害剤の最低濃度を見出し，低用量 Hsp90 阻

害剤併用による癌細胞の従来癌治療に対す

る増感効果（および耐性克服）を in vitro で

解析する．  

 

 

 

 

 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) 浸潤性膀胱癌に対する化学放射線療法

治療耐性に関連する蛋白の解析：臨床サンプ

ルの免疫組織学的蛋白発現解析 

 

(2) 低用量 Hsp90 阻害剤の膀胱癌細胞株の

化学放射線療法耐性克服（in vitro）：クロ

ノジェニックアッセイ，細胞増殖アッセイ，

アポトーシスアッセイ，ウェスタンブロット 

 

(3) 低用量 Hsp90 阻害剤の癌細胞選択性の

解析：クロノジェニックアッセイ，ウェスタ

ンブロット 

 

(4) 低用量 Hsp90 阻害剤の膀胱癌細胞株の

化学放射線療法耐性克服（in vivo）：マウス

膀胱癌細胞皮下移植モデル 

 

 



 

 

４．研究成果 

(1) 化学放射線療法の後に根治的切除術を

施行された 35 例の化学放射線療法前の腫瘍

組織の p53, survivin, erbB2, NFkB の発現

解析を行い，各蛋白発現と化学放射線療法治

療効果との関連をロジスティック回帰分析

で解析した結果，erbB2 と NFkB の発現が治

療耐性と有意に関連することを見出した．す

なわち，これら蛋白が浸潤性膀胱癌に対する

化学放射線療法治療耐性を規定する因子で

ある可能性が示唆された． 

 

(2) 2種類の膀胱癌細胞株を用いた．5637 細

胞は化学放射線療法感受性が高く，T24 細胞

は治療抵抗性である． 

Hsp90 阻害剤は 17-DMAG を用いた． 

両細胞株で，17-DMAG による Hsp90 クライ

エント蛋白である erbB2, IKKB (NFkB 活性

化に関わる蛋白)，phospho-Akt の発現抑制

を調べると，5637細胞では 50 nM, T24 細胞

では 100 nM の濃度で有効に抑制しうること

が判明した．これらの濃度は，細胞増殖アッ

セイで膀胱癌細胞に細胞毒性を示さない濃

度であった． 

治療感受性である 5637 細胞は，50 nM の 

17-DMAG 前治療で化学放射線療法に対する

感受性がさらに増大するものの，元々4Ｇｙ

＋シスプラチン 0.4 ug/mL で 90％以上の増

殖抑制が得られていたので，17-DMAG 前治療

による増感効果に大きなインパクトはなか

った． 

一方，治療抵抗性の T24 細胞は同用量の

化学放射線療法に対し，60～70％程度の増殖

抑制効果しか得られていなかったが，100 nM 

17-DMAG 前治療により 95％の抑制効果を得

ることができた． 

このように，細胞毒性を示さない低用量の

17-DMAG 前治療は，治療耐性膀胱癌細胞の治

療感受性を，治療高感受性癌細胞と同程度ま

で増感しうることが判明した．治療感受性増

大の背景には，化学放射線療法によるアポト

ーシスの誘導があることも判明した． 

 

(3) 膀胱粘膜を構成する細胞は尿路上皮細

胞である．次に，17-DMAG 併用化学放射線療

法が正常尿路上皮細胞に及ぼす影響を上記

と同様の方法で解析した．正常尿路上皮細胞

は，腎腫瘍患者の腎摘除標本の正常尿管粘膜

からの初代培養株を用いた． 

 興味深いことに，正常尿路上皮細胞は T24 

細胞よりも化学放射線療法に対し強い抵抗

性を示しており，100 nM 17-DMAG 前治療に

よっても，4Ｇｙ＋シスプラチン 0.4 ug/mL

による増殖抑制が 90％を越えることはなく，

アポトーシス誘導酵素である caspase 3 の

活性化も認められなかった．100 nM 17-DMAG 

前治療は，正常尿路上皮細胞の IKKB および 

phospho-Akt の発現を抑制したことから，正

常尿路上皮細胞の化学放射線療法治療耐性

は，Hsp90 クライエント蛋白の機能に依存し

ないことが示唆された． 

 

(4) 現在，マウス膀胱癌細胞皮下移植モデル

で Hsp90 阻害剤による化学放射線療法治療

耐性克服の解析を行っているところである． 
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