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研究成果の概要（和文）：癌細胞では、好気的環境下でも解糖系によるエネルギー産生が優位となるグルコース
代謝にシフト（ワールブルグ効果）が生じており、悪性化に寄与している。我々は、ピルビン酸からアセチル
CoAへの反応を抑制し解糖系を亢進するピルビン酸脱水素酵素キナーゼ4(PDK4)に着目し、中医学で利用される丹
参の薬効成分クリプトタンシノン(CPT)が低濃度でPDK4を抑制し、膀胱癌細胞株で三次元スフェロイド形成能、
上皮間葉転換(EMT)を抑えることを見いだした。また、この活性にはβカテニン/Nカドヘリン経路が関与するこ
とを明らかにした。CPTが、難治性膀胱癌治療の新しい治療アプローチにつながる可能性が示唆した。

研究成果の概要（英文）：A majority of cancer cells preferentially metabolize glucose through 
glycolysis, even under aerobic conditions (Warburg effect), which is a primary metabolic hallmark of
 cancer cells. Pyruvate dehydrogenase kinase 4 (PDK4) is a key molecule, which via decarboxylation, 
regulates the oxidative metabolism of pyruvate into acetyl-CoA. Cryptotanshinone (CPT), which is 
obtained from the traditional Chinese herb danshen, effectively inhibited PDK4 activity at low 
concentrations to suppress the three dimensional (3D)-spheroid formation and epithelial-mesenchymal 
transition (EMT) in human bladder cancer cells via β-catenin/N-cadherin pathway. CPT could be a 
potential treatment option for intractable bladder cancer.

研究分野：膀胱癌

キーワード： 膀胱癌　ワールブルグ効果　ピルビン酸脱水素酵素キナーゼ4　クリプトタンシノン　上皮間葉転換　β
カテニン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膀胱癌は、10番目に発生が多い癌であり、浸潤性膀胱癌となった場合には、抗癌剤による治療と根治的膀胱全摘
除術による標準治療を行っても満足できる治療結果は得られていない。また、一旦転移癌になると5年生存率は5
%以下で、ここ30年間治療結果の改善が見られていない難治性の癌である。今回治療の新しいアプローチとし
て、癌細胞のエネルギー代謝に注目し、解糖系を抑えることにより癌の上皮間葉転換を抑え、細胞浸潤能を抑制
できることを示した。用いた薬剤も漢方の有効成分であるクリプトタンシノンであり、癌治療の新しいアプロー
チの可能性を示すことができたと考えている。

※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 
癌細胞では、好気的環境下でも解糖系によるエネルギー産生が優位となるグルコース代謝の
シフト(ワールブルグ効果)が生じており、増殖に必要な物質やエネルギー産生の亢進、酸化スト
レス回避などを介して、悪性化に寄与していると考えられている。 
我々はこれまで、癌の悪性化進行に関与するいくつかの遺伝子(drs, periostin, cyclin D1b)
に注目し、その生理機能と癌化の関連について膀胱癌等の泌尿器癌を中心に研究を続けてきた。
その中で drs 遺伝子はヒトの活性化 K-ras など各種の癌遺伝子によって遺伝子発現が抑制され、
膀胱癌や前立腺癌など多くのヒト癌細胞においも遺伝子発現が抑制されていることを確認した。
我々は、drs ノックアウト(KO)細胞を用いた解析から、drs 遺伝子が乳酸脱水素酵素(LDH)やピル
ビン酸脱水素酵素キナーゼ 4(PDK4)などのピルビン酸代謝調節分子の発現調節を介してワール
ブルグ効果の誘導に関与していることを見い出した。Drs KO 細胞でのこの遺伝子の発現消失は
LDH と PDK4 の発現を亢進させた。そこで、これらの分子から特に PDK4 を標的とする新たな癌治
療法の検討を始めた。PDK4 に対してμM オーダーで阻害作用を有する低分子化合物を深索して
いた北里大学の大野智博士と東京工業大学の中野洋文博士らと連携し PDK4 阻害剤のスクリーニ
ングを行い、中医学で利用される薬用植物の丹参(Salvia miltiorrhiza)の薬効成分クリプトタ
ンシノン(cryptotanshinone)がμM オーダーでヒト膀胱癌細胞株の三次元(3D)スフェロイド形
成（癌幹細胞性とも関連する悪性化形質の一つ）を顕著に抑制する活性を有することを見い出し
た。また、クリプトタンシノンはマトリゲルアッセイで細胞浸潤能を顕著に抑制することを見い
出した。これらの化合物の薬理作用には未詳の点が多く、代謝調節作用や抗腫瘍作用についても
十分にわかっていない。また、これらの低分子化合物を新規抗癌剤として臨床応用するためには
in vitro の培養細胞レベルの作用だけでなく、in vivo のマウス発癌モデルにおける抗腫瘍作
用や副作用などの検証が必須である。我々はこれまでヌードマウスの膀胱にヒト膀胱癌細胞株
を移植し腫瘍を形成させる同所性膀胱癌モデルや、尾静脈から肺への転移モデルを樹立してき
ている。本研究では、通常の皮下移植による Zenograft マウスモデルに加えて、同所性膀胱癌お
よび転移マウスモデルを用いてクリプトタンシノンの抗腫瘍作用の検証を行う。 
 
２．研究の目的 
これまで行ってきた drs 癌抑制遺伝子研究から見い出したピルビン酸代謝の制御分子に着目
し、我々が樹立してきた in vitro および in vivo の腫瘍活性を検討する実験系を用いて難治性
膀胱癌の新たな治療法の深索するのが本研究の目的である。ミトコンドリアに局在するピルビ
ン酸脱水素酵素(PDH)は糖代謝の制御に重要な酵素であり、PDK によりリン酸化され不活化され
る。癌や糖尿病では PDK4 の過剰発現による PDH の低下が起きていることから PDK4 阻害剤は癌
や糖尿病の分子標的薬剤として深索が行われてきたが、これまで PDK4 を 100μM以下の IC50 で
阻害できる化合物は見い出されていなかった。PDK4 阻害剤として報告されているジクロル酢酸
(DCA)は阻害活性が弱く神経毒性などの副作用が大きいため実用化には至らなかった。今回使用
するクリプトタンシノンは、従来の化合物よりも阻害活性が強く毒性も低いもので、動物実験で
良好な結果がでれば臨床への応用まで期待できる。 
本研究では、クリプトタンシノンの in vitro での抗腫瘍活性を検討するとともに、その分
子機構も明らかにする。また、ヌードマウスを用いた実験系を用い、in vivo での抗腫瘍活性や
副作用の発現状態も検討を加える。 
 
３．研究の方法 
① 新規 PDK4 阻害剤クリプトタンシノンは、ワールブルグ効果を抑制できるか。 
ヒト膀胱癌細胞 (T24, J82)を CPT 10～20μMで処理し、PDH のリン酸化(p-PDH)が抑制される
かウエスタンブロット(WB)分析で確認する。合わせて PDK4 や PDH の発現にも検討を加える。 
 
② クリプトタンシノンは、ヒト膀胱癌細胞に対して抗腫瘍活性を示すか。 
癌細胞の腫瘍活性の指標として、細胞増殖活性、3D スフェロイド形成能、細胞浸潤能（Matrigel 
invasion assay）に検討を加えた。 
 
③ クリプトタンシノンはどのような分子機構でヒト膀胱癌細胞に抗腫瘍活性を示すか。 
ヒト膀胱癌細胞 (T24, J82)をクリプトタンシノン 10～20μMで処理し、細胞増殖シグナル伝
達系(mTOR, Akt, MEK/Erk)、細胞周期、上皮間葉転換(EMT)（E-cadherin, N-cadherin, βカテ
ニン など）、癌幹細胞性(CD44, EpCAM など)、アポトーシスに検討を加えた。また結果を検証
する目的で、small interfering RNA (siRNA)の手法や mTOR, Akt, Erk に対する阻害剤を用い
た実験を行った。 
 
④ クリプトタンシノンは in vivo のヌードマウスを用いたモデルでも抗腫瘍活性を示すか。 
ヒト膀胱癌細胞株 J82 細胞を用いて、皮下接種による皮下腫瘍形成モデル、膀胱内細胞注入に



よる膀胱癌同所性モデル、尾静脈癌細胞注入による肺転移モデルを試みたが、いずれも腫瘍形成
が確認できず、動物実験モデルを確立することができなかった。 
そのため、実験チームで確立していたヌードマウスでのヒト膵臓癌細胞株 SUIT-2 を用いた膵
臓癌同所性モデルを用い in vivo の実験系として用いた。膵臓癌細胞 SUIT-2 を開腹後膵臓に接
種したのち閉腹し、一週間後からクリプトタンシノン 40mg/kg を 2 日に 1回 2週間腹腔内に投
与した。最終日翌日に解剖して腫瘍形成、腹膜播種の状態を観察したのちに、腫瘍や各種臓器を
病理組織学的に検討し、コントロール群とクリプトタンシノン処理群で比較した。 
 
４．研究成果 
① in vitro におけるヒト膀胱癌細胞に対するクリプトタンシノンの細胞浸潤抑制活性 
 ヒト膀胱癌細胞 (T24, J82)をクリプトタンシノン 10～20μMで処理したところ、濃度依存的
に PDH のリン酸化が抑制されることが確認できたが、PDH と PDK4 発現には変化はなかった。ATP
活性を指標とした細胞増殖活性、3Dスフェロイド形成能、Matrigel invasion assay を用いた細
胞浸潤能の癌化形質に関しても、濃度依存的に抑制されることが確認できた。アポトーシスの誘
導の有無を、caspase-3 の活性化を指標とした WB分析、Caspase-Glo3/7 分析を用いた caspase-
3/7 活性の測定による検討を加えたが、アポトーシスの誘導は確認できなかった。 
 
② クリプトタンシノン処理に細胞浸潤関連タンパク質の変化 
 ヒト膀胱癌細胞 (T24, J82)をクリプトタンシノン 10～20μMで処理し、細胞浸潤に関連する
と考えられる EMT 関連タンパク質の発現を WB 分析で検討した。N-cadherin の発現が濃度依存的
に抑制され、EMT の関与を確認することができた。E-cadherin の発現は確認することはできなか
った。βカテニンの検討では、βカテニンの核への移行や転写活性に関与する S552 のリン酸化
が濃度依存的に抑制されることが確認できた。一方、ユビキチン化やプロテオソームでの分解に
関与する S33/37/T41 のリン酸化は 10μM のクリプトタンシノン処理で増強された。20μM のク
リプトタンシノン処理では、全体のβカテニン、S33/37/T41 のリン酸化いずれも抑制された。
これらのことよりクリプトタンシノンは、βカテニンのリン酸化に対するデュアル機能により、
細胞浸潤能を抑制すると考えられた。次にβカテニンの細胞内の局在を検討したところ、クリプ
トタンシノン処理によりβカテニンの核への集積が著明に抑制されることも確認できた。βカ
テニンがクリプトタンシノンによる細胞浸潤抑制活性に重要な機能を保持していることが確認
できた。 
 3D スフェロイド形成能と関連すると考えられる癌幹細胞性について、CD44 と EpCAM の発現を
検討すると、クリプトタンシノン処理により抑制されることが確認できた。癌に関連したシグナ
ル経路である MEK/Erk、Akt、mTOR (S6K, 4EBP1)シグナル伝達系について検討したところ、いず
れの経路もクリプトタンシノン処理により抑制されることが確認できた。 
 
③ クリプトタンシノン処理により誘導される N-cadherin と細胞浸潤能抑制におけるβカテニ
ンの役割 
 クリプトタンシノン処理で誘導される EMT の抑制や癌幹細胞性の抑制が PDK4 抑制の結果か検
討する目的で siRNA の手法で PDK4 をノックダウンした。T24 を用いた実験系で、PDH のリン酸
化や PDK4 が抑制されていることが確認できた。細胞浸潤活性も抑制され、WB 分析により N-
cadherin、βカテニンの S552 のリン酸化、MEK リン酸化、Akt リン酸化、mTOR (S6K, 4EBP1)、
CD44 いずれも抑制されており、これまでの実験結果に合致する結果であった。次に、βカテニ
ンをノックダウンして同様の検討を行ったところ、細胞浸潤活性抑制作用は確認できた。WB 分
析では、βカテニンと N-cadherin は抑制されたが、他のタンパク質には変化はなかった。βカ
テニンは細胞浸潤能の制御に重要な役割を果たし、N-cadherin はβカテニンの下流で機能する
ことが確認できた。 
 40μMの mTOR、Akt、Erk 阻害剤で T24 細胞を処理し、βカテニン、N-cadherin、CD44 等の関
連を調べたところ、mTOR阻害剤のみでN-cadherinの発現が抑制され、他の阻害剤ではN-cadherin
の発現に変化はなかった。これらの結果から、膀胱癌細胞でのクリプトタンシノンによる EMT 抑
制を介した細胞浸潤抑制活性には、PDK4→mTOR→βカテニン→N-cadherin→EMT→細胞浸潤 の
経路が関与していることが確認できた。この経路には、Akt、MEK/Erk、癌幹細胞性は関与してい
ないと考えられた。 
 
④ in vivo ヌードマウス膵臓癌同所性モデルでのクリプトタンシノンの抗腫瘍活性 
 ヒト膵臓癌細胞 SUIT-2 で、クリプトタンシノンがヒト膀胱癌細胞と同様の活性を示すか WB分
析で検討した。まず、クリプトタンシノン処理を行うと PDH リン酸化は抑制され、ワールブルグ
効果の抑制効果が確認できた。EMT 関連タンパク質では、N-cadherin の発現が濃度依存的に抑制
されたが、E-cadherin の発現に変化はなかった。βカテニンの S552 のリン酸化、totalβカテ
ニン、CD44 いずれも濃度依存的に抑制され、膀胱癌細胞の結果に合致し、膀胱癌細胞に対する
活性と同様の活性を有することが確認できた。 
 クリプトタンシノン処理群とコントロール群各5匹のSUIT-2膵臓癌同所性モデルで検討した。
膵臓に形成された腫瘍は、最も大きい腫瘍容量で比較したところ、クリプトタンシノン処理群
0.011±0.008 mL、コントロール群 0.061±0.028 mL で、腫瘍の成長はクリプトタンシノン処理



群で有意に抑制されていた(p<0.05)。HE 標本による病理組織学的検討では、特に差は認めなか
った。しかし、βカテニンによる免疫組織学的検討では、βカテニンの発現はコントロール群と
比較して、クリプトタンシノン処理群の膵臓腫瘍で著明に抑制されていた。これは、in vitro の
実験結果に合致するものであった。同所性モデルのマウスには、膵臓癌の腹膜播種による腫瘤が
確認できた。腹膜播種腫瘤をカウントし比較すると、コントロール群と比較してクリプトタンシ
ノン処理群では有意に少なく(p<0.05)、クリプトタンシノン処理で腹膜播種が抑制されている
ことが確認できた。クリプトタンシノン処理による副作用を検討する目的で、心臓、肺、肝臓、
腎臓を病理組織学的にクリプトタンシノン処理群とコントロール群で検討したが、この実験系
の範囲で明らかな副作用は確認できなかった。 
クリプトタンシノンは、膵臓癌同所性モデルで in vivo での腫瘍の成長、腹膜播種を抑制する
活性を有することが確認できた。 
クリプトタンシノンが難治性癌の浸潤・転移抑制をターゲットとする新規治療法開発の候補
になる可能性を示すことができた。 
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