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研究成果の概要（和文）：米国 Cincinnati Children’s Medical Center との共同開発したMidkine阻害剤：MDK#3を
用いて、食道癌細胞、非小細胞肺癌細胞に対する抗腫瘍効果を解析した。MDK#3はMidkine発現のある食道癌および非小
細胞肺癌株に対し、その増殖を抑制し、immunoblot解析とTunel染色からcaspase-3活性の増強とapoptosisの誘導が確
認された。一方で当該阻害剤は、Midkine発現の無いヒト線維芽細胞株に対し、その増殖抑制効果は低値であった。上
記検討により、新規Midkine阻害剤を用いた食道癌、肺癌に対する補助療法の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Midkine is a heparin-binding growth factor that is highly expressed in many malign
ant tumors. Therefore,the inhibition of Midkine is considered a potential strategy forcancer therapy. In t
he present study, we demonstrate a novel small molecule compound:MDK#3 that targets Midkine. MDK#3 suppres
sed the cell growth of Midkine-positive esophageal cancer cells and pulmonary adenocarcinoma cells. Howeve
r, the inhibitor did not reduce the cell viability of normal human lung fibroblast cells.MDK#3 increased c
aspase-3 activity and apoptosis in MDK positive pulmonary adenocarcinoma cell. These results imply that in
hibition of Midkine with MDK#3 provides a potential therapeutic approach for the treatment of esophageal c
ancer and lung cancer that are driven by Midkine.
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１．研究開始当初の背景 
 
Midkine は塩基性の低分子量タンパク質で、
ヘパリン結合型サイトカインの一種である。
正常組織における Midkine の発現は低値で
ある一方、食道癌をはじめとする多くの癌種
においてその発現の増強が認められ（左図
１）、また癌の進展に関与することが知られ
ている (Muramatsu T. et al. J Biochem. 
132:359-371, Kadomatsu K et al. Cancer 
Lett. 204:127-43. 2004)。 
さらに Midkine 遺伝子のプロモータ領域
を使って、癌特異的に下流遺伝子を発現させ
ることが可能である  (Curiel DT et al. 
Cancer Res. 60:4305-4310. 2000)。我々は米
国  Cincinnati Children’s Medical Center 
の Whitsett A. Jeffrey 教授らと共同研究を
行い、Midkineプロモータを用いた cell base 
assay により Luciferase 活性を測定し、
44000種の化合物ライブラリーよりMidkine
の特異的阻害剤の screeningを終了した。 
 
２．研究の目的 
 
我が国において、食道癌は増加の一途をたど
っており、進行食道癌５年生存率は現在にお
いても 40%程度に留まっている。 
また本邦における肺癌死亡数は、癌死亡
の約 2 割に達している。本研究において、
Midkine標的阻害薬を使用し、Midkineを発
現する食道癌、非小細胞肺癌細胞株に対する
抗腫瘍効果を解析することでこれらの疾病
に対する新規標的療法開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
研究初年度において、Midkine 阻害剤の in 
vitro における食道癌および肺癌への抗腫瘍
性また細胞死誘導効果の検討及び機序の解
析を行った。       
A: 食道癌および非小細胞肺癌株における
Midkine阻害剤の抗腫瘍性の検討     
1) Immunoblot法によるMidkine発現量の解析 
2) 臨床標本におけるMidkine発現の解析 
3) MTT assay法によるcell viability 阻害効
果の解析。 

4) FACSによる apoptosisの検出。        
B: Midkine阻害剤の作用機序の解析 
特異的抗体および Immuno blot法を用い
MDK#3の抗腫瘍効果誘導機序の解析を行っ
た。      
平成 24 年度以降、Midkine 阻害剤の正常細
胞・組織障害の検討を行うとともに、抗癌
剤・分子標的薬剤と併用効果の検討を行った。
さらに in vivoでの抗腫瘍効果を解析した。         
C：正常細胞・組織障害の評価     
正常ヒト線維芽細胞における Midkine阻

害剤の誘導する増殖抑制効果また細胞
死をMTT assay、 flow cytometryにて解
析する。さらにマウスを用い MDK#3 の
腹腔内投与後の肝機能また体重の変化
を計測した。     
D: 他種分子標的薬剤と併用効果の検討     
Midkine発現癌細胞株を使用し、MDK#3
と MEK inhibitor との併用効果を解析し
た。      
E: in vivoにおける抗腫瘍効果の解析      
Midkine発現癌細胞株を使用し、MDK#3
と MEK inhibitor との併用効果を解析し
た。MDK#3の therapeutic efficacyを評価
するために担癌マウスにおける抗腫瘍
効果を調べた。 
 
４．研究成果 
 
A: 食道癌および非小細胞肺癌株における
Midkine阻害剤の抗腫瘍性の検討    
特異的抗体および Immuno blot 法による解
析結果、食道癌細胞: TE-8、TTn、非小細胞
肺癌株: H441、H520にMidkine発現が認め
られた。 
一方で、非小細胞肺癌株: A549、ヒト正常
肺線維芽細胞株: NHLFでは発現は認められ
なかった。当院での非小細胞肺癌切除症例 80
例においておよそ 70%に Midkine 発現が免
疫染色法にて観察された。Midkine 阻害剤
MDK#3 は、Midkine 発現を有する癌細胞
株：TE-8、TTn、H441、H520 の細胞増殖
を抑制したが、非発現株である A549、NHLF
においてその増殖能を変化させなかった。 
FACS による PI 染色を用いた細胞周期解析
により、MDK#3 は Midkine 陽性肺腺癌株: 
H441において subG0/G1 populationを増加さ
せた。一方で、この変化はヒト正常細胞で
Midkine の発現の無い NHLF にて認められ
なかった。 
このことより、MDK#3はMidkine発現の
ある癌細胞に apoptosis を誘導し、正常細胞
に対し副作用を誘導しない可能性が示され
た。 
 
B: Midkine阻害剤の作用機序の解析    
特異的抗体および Immuno blot 法による解
析を行った結果、MDK#3 は、H441 細胞に
おいて PI3 kinase および AKT のリン酸化
を抑制し、 caspase-3 および PARP の
cleavageを誘導した。このことから当該阻害
剤の抗腫瘍効果は PI3 kinase-Akt pathway
を阻害による caspaseを介した apoptosisで
あることが明らかとなった。 
 
C：正常細胞・組織障害の評価     
Midkine阻害剤： MDK#3投与後の正常
ヒト線維芽細胞を用いた FACS解析によ



り H441に誘導された subG0/G1 population
の増加は認められず、またHoecst33342染
色においてクロマチン凝集などの
apoptosisを示唆する変化は認められなか
った。 
またマウスに対しMDK#3を9mg/kgで腹腔
内へ投与後（隔日３回投与）、肝機能障害、
体重減少などの有害事象は認められなかっ
た。このことよりMDK#3はMidkineを発
現する癌細胞を標的とし、低細胞・組織障害
性であることが示された。 
 
D: 他種分子標的薬剤と併用効果の検討     
Midkine発現癌細胞株を使用し、MDK#3
と MEK inhibitor との併用効果を解析し
た。H441細胞においてMEK inhibitorは、 
MDK#3の増殖抑制効果、また clonogenic 
survivalを抑制した。 
 
E: in vivoにおける抗腫瘍効果の解析 
Nude mice (BALBc nu/nu)にH441細胞を
接種して作製した xenograft において、
MDK#3の腹腔内投与群（週３回 9mg/kg）
および週 5回 9mg/kg）は control群に比し、 
有意な腫瘍増殖抑制効果が認められた。また
このとき肝機能障害や、体重減少といった有
害事象は認められなかった。 
現在MEK阻害剤との併用効果につき、解
析を行っている。 
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