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研究成果の概要（和文）：【目的】近年進行大腸癌の罹患率は上昇し治療法の開発は急務である。

進行大腸癌化学療法において、上皮増殖因子 (EGF)を標的とする薬剤の効果は限定的である。

HB-EGFを介した細胞増殖機序には、HB-EGF-C末端 (HB-EGF-CTF)の核移行後promyelocytic 

leukemia zinc finger (PLZF)の核外へのくみだしによる増殖シグナルがある。HB-EGF-CTF核移

行シグナル抑制薬を網羅的に探索し、HB-EGF-CTF核移行細胞増殖シグナルが大腸癌細胞増殖に果

たす役割を検討した。【方法】GST-pull downおよびSurface plasmon resonance アッセイにて

PLZFとHB-EGF-CTFの結合部位を特定した。HB-EGF-CTFとPLZFの結合阻害候補化合物探索のために、

Alphascreen assayを確立した。細胞増殖は、増殖カーブにて検討し、HB-EGF-CTF、PLZF細胞内

局在は蛍光免染を用いた。【結果】PLZFzing finger構造5-8がHB-EGF-CTF蛋白との特異的結合部

位であった。Alphascreen assay解析結果から12種類の候補化合物、telmisartanおよび

candesartanが得られた。telmisartanは、濃度依存的にTPAによる細胞増殖を抑制した。一方、

candesartanは、細胞増殖を抑制しなかった。HB-EGF-CTFおよびPLZFの局在は、telmisartanと

candesartanで前処置後TPA刺激を行うと、TPAによるHB-EGF-CTF核移行は、telmisartanのみで阻

害できた。【結論】telmisartanやその誘導体によるHB-EGF-CTF核内移行シグナル抑制は、新た

な大腸癌治療戦略になりうると考えられた。 

研究成果の概要（英文）：Current treatment target toward advanced colorectal cancers 

is mainly focused on the epidermal growth factor receptor (EGFR) signaling, but its 

additive effects with chemotherapy are still limited. A disintegrin and metalloproteinase 

(ADAM) cleaves the proheparin-binding epidermal growth factor like growth factor 

(proHB-EGF). And soluble HB-EGF activates EGFR. In parallel, the carboxy-terminal 

fragment of proHB-EGF (HB-EGF-CTF) translocate into the inner nuclear membrane, 

subsequently exerts on the regulation of cell proliferation by binding nuclear 

promyelocytic leukemia zinc finger (PLZF) protein, a transcriptional repressor, thereby 

causing its nuclear export. We hypothesized that the inhibition of HB-EGF-CTF nuclear 

translocation may be a new strategy in preventing cell proliferation. 

Methods:12-O-tetradecanoylphorbor-13-acetate (TPA) was treated to activate ADAM. 

Nine-thousand chemical compounds were screened for their efficacies in blocking the 

binding of HB-EGF-CTF to promyelocytic leukemia zinc finger (PLZF) with Alphascreen 
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system. The obtained candidates were then used to block the binding of HB-EGF-CTF to PLZF 

in colon cancer cells, HT29 and HCT116. Cell proliferation was investigated with a growth 

curve assay. The intracellular localization, and association between HB-EGF-CTF and PLZF, 

was assessed with immunofluorescent staining, and immunoprecipitation and Western 

blotting, respectively. The effects of obtained candidates on EGFR phosphorylation and 

on nuclear translocation of HB-EGF-CTF and export of PLZF during the angiotensin II type1 

receptor (AT1R) knockdown were also investigated. Results: Telmisartan and candesartan 

were found to be potential candidates. Telmisartan inhibited TPA-induced cell 

proliferation stronger than candesartan. Telmisartan, but not candesartan blocked the 

nuclear translocation of HB-EGF-CTF, and binding of HB-EGF-CTF to PLZF, during TPA 

stimulation. Both telmisartan and candesartan did not inhibit TPA-induced EGFR 

phosphorylation, and telmisartan, but not candesartan, inhibited TPA-induced nuclear 

translocation of HB-EGF-CTF after knockdown of AT1R. Conclusions: The inhibition of 

HB-EGF-CTF nuclear translocation with telmisartan may be a novel strategy in preventing 

cell proliferation. 
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１． 研究開始当初の背景 

近年進行大腸癌の罹患率・死亡率は上昇
し治療法の開発が急務である。進行大腸
癌の化学療法では、上皮増殖因子 (EGF)
を標的とする薬剤が臨床応用されてい
るが、この効果は、EGF 受容体 (EGFR)
下流分子 K-RAS 変異の存在で減弱する。
EGFファミリーである、HB-EGF前駆体を
介した細胞増殖機序には、メタロプロテ
アーゼ (ADAM)活性化後、HB-EGF 前駆体
の shedding を介した、HB-EGF による、
EGF 受容体リン酸化増殖シグナルと
HB-EGF-C 末端 (HB-EGF-CTF)の核移行を
介した、転写抑制因子 promyelocytic 
leukemia zinc finger (PLZF)等の核外
へのくみだしによる増殖促進シグナル
がある。大腸癌増殖機序において、
HB-EGF-CTF 核移行シグナルの関与につ

いては分かっていない。 
 

２． 研究の目的 
HB-EGF-CTF核移行シグナルの抑制薬を網
羅的に探索し、HB-EGF-CTF核移行細胞増
殖シグナルが大腸癌細胞増殖に果たす役
割につき検討した。 

３． 研究の方法 
ADAM12 活 性 化 剤 と し て
12-O-tetradecanoylphorbor-13-acetat
e (TPA)を使用した。FLAG標識 PLZF強発
現 HT1080細胞株を樹立し、PLZFと EGFR
リ ガ ン ド 前 駆 体 (HB-EGF, TGF-α 、
Amphireglin (AR), Epireglin) C 末端フ
ラグメントとの結合を確認した。次に
GST-pull down assay および Surface 
plasmon resonance (SPR)アッセイにて
PLZF と HB-EGF-CTF の結合部位を特定し



た。HB-EGF-CTF と PLZF の結合阻害候補
化合物探索のために、先に同定した結合
部位蛋白に発色ビーズを付着させ
Alphascreen assay を確立した。細胞増
殖は、増殖カーブ、CCK-8 assay にて検
討し、HB-EGF-CTF、PLZF細胞内局在は蛍
光免染を用いた。EGFR リン酸化について
は、抗 EGFR 抗体にて免疫沈降後、抗リ
ン酸化抗体にてブロットした。また、
Angiotensin II type1 receptor (AT1R)
欠失には RNA干渉を利用した。 

４． 研究成果 
Alphascreen system は 、 high 
through-put screening system である。
9000 種類の化合物から HB-EGF-CTF 核移
行阻害効果をもつ薬剤を見出した。
telmisartan による増殖抑制効果は、
HB-EGF-CTF 核移行抑制によることを初
めて明らかにした。telmisartan は、高
い脂溶度から細胞内への薬剤移行が良
好で HB-EGF-CTF と PLZF の結合を直接
抑制したと考えられた。以上のことから
telmisartan や そ の 誘 導 体 に よ る
HB-EGF-CTF核内移行シグナル抑制は、新
たな大腸癌治療戦略になりうると考え
られた。 
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