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研究成果の概要（和文）：腎癌細胞におけるアドレナリン受容体β(ADRB; β-adrenoceptor)の機能解析と薬剤
耐性との関連の検討を目的とした。ヒト腎癌細胞株にADRB1/2刺激作用を持つイソプロテレノールを添加したと
ころERK1/2、Aktのリン酸化、BCL2、MCL1の発現を促進し、細胞活性の上昇が見られた。この反応はADRB1のノッ
クダウンでは解除されず、ADRB2ノックダウンで解除された。次に、腎癌治療薬であるソラフェニブ、カボザン
チニブを腎癌細胞株に添加したところ、細胞増殖を抑制したが、イソプロテレノール添加で抵抗性を示した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to investigate the role of β-adrenoceptor 
(ADRB) and drug resistance induced by ADRB activation in renal cell carcinoma (RCC). Adding 
isoproterenol onto human RCC cells, the phosphorylation of ERK1/2 and Akt was up-regulated, the 
expression of anti-apoptotic protein BCL2 and MCL1 increased, and the cell viability increased. This
 reaction was canceled by ADRB2 knockdown, while was not by ADRB1 knockdown. Clinically used RCC 
therapeutic agents sorafenib and cabozantinib suppressed viability in RCC cell lines, and 
isoproterenol weakened the sorafenib and cabozantinib effects.

研究分野： 泌尿器科

キーワード： ADRB　腎癌　薬剤耐性

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ADRB刺激はストレス環境で惹起されることが知られている。ストレス環境が癌の予後を悪化させることは多くの
癌腫で報告されているが、その機序に言及したものは少ない。本研究は、ADRB刺激により腎癌の細胞活性をあ
げ、治療抵抗性に寄与することを基礎研究レベルで解明しており、今後ストレスとの関係などとの関連の研究の
礎になると考えられる。

※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 

 癌患者、特に進行癌患者は、慢性的な精神的ストレス環境に置かれている。これまでストレ

スと癌の促進について、いくつかの報告があり、ストレス応答としてのカテコールアミンに

よるアドレナリン受容体刺激、特に β アドレナリン受容体刺激（β adrenergic receptor: 

ADRB）は、cAMP 上昇、Erk 経路、Akt 経路の活性化、Bcl-2 ファミリー蛋白の発現上昇

などを介して癌の進行と関連していることが示されている。さらに、肝細胞癌の研究におい

て、β2 アドレナリン受容体（ADRB2）刺激がソラフェニブに対する治療抵抗性に関与する

報告がある。また、乳癌や前立腺癌では交感神経が腫瘍に多く分布している症例の予後が不

良である。腎癌（RCC）においては、近年、ADRB2 を阻害することにより細胞増殖が抑制

されることが報告されたが、この研究は ADRB を刺激していない環境下での検討で、リガ

ンドとは無関係な、ADRB の基礎活性にのみ着目した研究であった。 

 また、我々はこれまでの研究で、腎癌細胞株において Bcl-2 ファミリー蛋白がソラフェニ

ブ耐性に寄与することを報告している。 
２．研究の目的 

 ストレス当により惹起されることが想定される ADRB1/2 刺激が、Bcl-2 ファミリー蛋白

の発現を介してソラフェニブなどの腎癌治療薬剤の効果減弱に働くと仮説を立てた。本研

究では、カテコラミン存在/非存在下での腎癌における ADRB1/2 の機能解析、ADRB1/2 と

細胞内シグナル、Bcl-2 ファミリー蛋白の発現解析、ADRB1/2 刺激によりソラフェニブ抵抗

性を引き起こすかを検討した。 
 
３．研究の方法 

(1) ヒト RCC 細胞株 A498、786O、769P、A704、Caki-1、Caki-2、ACHN について、ADRB1、

ADRB2 の発現を mRNA レベルは RT-qPCR 法を用いて、蛋白レベルはウェスタンブロット

法を用いて比較した。 

(2) ADRB1、ADRB2 の発現が高い細胞株 ACHN と A498 を用いて、ADRB1/2 の基礎活性（カ

テコラミン非存在下）をみるため、siRNA 法によるノックダウンを行い、MTS アッセイで

細胞活性を評価した。 

(3) ADRB1、ADRB2 の発現が高い細胞株 ACHN と A498 を用いて、ADRB 刺激（カテコラ

ミン存在下）の効果をみるため、イソプロプラノール（ISO）を添加した。添加後腎癌細胞

株で ISO が作用していることを確認するため、cAMP アッセイで細胞内 cAMP を評価した。

また、ISO によりシグナル伝達が活性化しているか、Bcl-2 ファミリー蛋白が変化している

か、細胞活性が変化しているかを評価するため、Akt、ERK1/2、STAT3、4EBP1、pAkt (S473)、

pERK1/2(T202/Y204)、pSTAT3(Y705)、p4EBP1(T37/T46)、Bcl-2、Mcl-1 の発現量変化をウェ

スタンブロット法で評価した。細胞活性の変化は MTS アッセイで評価した。 

(4) ソラフェニブの効果を減弱するか評価するため、ISO とソラフェニブを添加し、MTS ア

ッセイで評価した。 
 
４．研究成果 

(1) 腎細胞癌株の ADRB1/2 発現 

RCC 細胞株における ADRB1、ADRB2 の mRNA 発現レベルを qRT-PCR 法で確認し

た。769-P 細胞株における ADRB2 の mRNA の発現レベルを１として、各細胞株の



mRNA 発現量の相対値を求めた。ADRB2 の mRNA

発現レベルは、A-498 では約 6 倍、Caki-1 では約 100

倍、ACHN では約 640 倍であった。ADRB1 の発現

は、A-498、Caki-1、Caki-2、ACHN で確認された

が、いずれの細胞株でも ADRB2 に比べて発現レベル

は低かった。Western blot で蛋白発現を確認したとこ

ろ、ｑRT-PCR と同様の傾向が見られた。Human 

Renal Cortical Epithlial HRCEpC と比較して、

ADRB1 および

ADRB2 の発現

は癌細胞の方

が高かった。 

 

(2) ADRB1/2 の基礎活性の検討 

 ADRB1/2 の基礎活性を見るために、ヒト腎癌細胞株 ACHN と A-498 を用いて、カテコ

ールアミン非存在下に siRNA 法により ADRB1 および ADRB2 のノックダウンを行っ

た。 

 ADRB1 のノックダウンにより、ACHN で 

は Stat3、Akt（S473）、Erk1/2 のリン酸化、

Bcl-2 の発現が上昇した。A-498 では Erk1/2

のリン酸化が軽度上昇したが、ADRB1 が高発

現である ACHN ほどの差は認められなかっ

た。MTS アッセイで細胞活性を見たところ、

ACHN では ADRB1 ノックダウンにより細胞

活性が上昇した。A-498 については最も

ADRB1 の蛋白発現が低下していた

siADRB1(2)のみ細胞活性が上昇していたが、siADRB1(1)、siADRB1(2)では細胞活性の

差を認めなかった。 

 次に ADRB２ノックダウンの結果を示す。

ADRB2 のノックダウンにより、Akt（S473）、

Erk1/2 のリン酸化が低下した。ADRB2 発現が

多い ACHN については Bcl-2 ファミリータン

パクである Mcl-1 が低下した。A-498 において

も siADRB2(1)、siADRB2(3)では Mcl-1 は低下

していたが、ADRB2 の mRNA 発現レベルが比

較的高かった siADRB2(２)では Mcl-1 の低下は

認められなかった。MTS アッセイで細胞活性を

見たところ、ACHN では mRNA の発現抑制効

果が高かった siADRB2(1)と siADRB2(2)で、A-

498 では最も発現抑制効果が高かった

siADRB2(1)で細胞活性は低下していた。 

 

細胞活性 細胞活性 
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ADRB 刺激が腎癌細胞へ与える影響 

ADRB 刺激が腎癌細胞のシグナル伝達に影響を与えるかを調査するために、ISO を腎癌

細胞株 ACHN、A-498 に添加し、GloSensor cAMP アッセイを用いて細胞内 cAMP 濃度

を経時的に観察した。ACHN、A-498 とも ISO による ADRB 刺激により、刺激直後から

60 分間、cAMP の濃度上昇を認めた。 

次に腎癌細胞株に ISO を添加し、シグナル伝達、Bcl-2 ファミリー蛋白の発現を見た。

ACHN、A-498 ともに 50μg/mL カナマイシンと 10%ウシ胎児血清を添加した RPMI 培地

を用いて、5% CO2、37℃のインキュベーター内で培養したのち、同培地で培地交換後、2

時間後に、最終濃度が 10 μM となるように ISO を添加し、5, 10, 60, 240, 300 分後に蛋

白を回収した。ERK1/2 のリン酸化レベルは cAMP の濃度上昇と同様、刺激直後から上昇

し、60 分以降低下した。Stat3、Akt（S473）のリン酸化は cAMP や pERK1/2 の上昇か

ら遅れて上昇し、刺激 4 時間後以降に ACHN では Mcl-1 の、A-498 では Bcl-2 の発現上

昇が見られた。

 

NC、siADRB1、siADRB2 導入細胞に

ISO を添加し細胞活性を観察したとこ

ろ、NC 導入細胞への ISO 添加により細

胞活性促進が観察された。この活性促進

は ADRB1 ノックダウンにより解除され

ず、ADRB2 ノックダウンにより解除され

た。 



(3) ADRB 刺激と阻害が腎癌治療薬剤 Sorafenib の効果に与える影響 

 薬剤耐性と ADRB 刺激が関連するかを

検討するため A-498 にて 0–10 μM の

Sorafenib を ISO 非存在下および ISO 10 

nM（血中濃度レベル）、10 μM（神経末

端レベル）添加条件下で MTS アッセイを

行い、Sorafenib 無添加状態との細胞活性

比を求めた。ISO 非存在下と比較し、血中

濃度レベルの 10 nM ISO では細胞活性に

差は認められなかったが、神経末端レベル

の 10 μM  ISO 刺激では細胞活性が上昇

した。この結果から、神経末端レベルの ADRB1/2 刺激は Sorafenib 耐性作用を持つと考

えられた。 

 次に ADRB1/2 ノックダウンで ISO による Sorafenib 耐性作用が解除されるかを見る

ために、ADRB1/2 ノックダウン ACHN、A-498 において 5 µM Sorafenib と ISO 10µM

添加による細胞活性を観察した。5 µM Sorafenib では細胞活性は低下したが、ISO の添

加により Sorafenib の効果は減弱した。

siADRB1 が ISO による Sorafenib 耐性作

用を解除しなかったことと対照的に、

ADRB2 ノックダウンは ISO による

Sorafenib 耐性作用を解除した。A-498 に

siADRB2 を導入 48 時間後に ISO を添加

し、6 時間後に蛋白を回収し Bcl-2、Mcl-1

の発現を見たところ、両者の発現低下が見られた。 

 次に、治療応用の可能性を見るため非特異的 ADRB 遮断薬（PRO）の併用による細胞

活性を調べた。ACHN に PRO を添加したところ細胞内の cAMP 濃度は著明に低下して

いた。しかし、ISO による Sorafenib 耐性作用に関しては、臨床的に投与不可能な 10 μ

M では若干細胞活性が低下していたものの、低濃度の PRO では Sorafenib 耐性を解除す

ることはできなかった。 
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