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研究成果の概要（和文）：細胞内に生じた異常蛋白はプロテアソームによって分解される。私は、vorinostatやritona
virが細胞内に異常蛋白を増加させ、そこにプロテアソーム阻害薬bortezomibを併用することで、それらの分解を妨げ
、前立腺癌細胞を死滅できると仮定した。予測通り、これらの併用療法は、ユビキチン化蛋白と呼ばれる異常蛋白を細
胞内に蓄積し、前立腺癌細胞を死滅させた。

研究成果の概要（英文）：Unfolded proteins are normally repaired by the proteasome. I postulated that vorin
ostat or ritonavir increased unfolded proteins and bortezomib in combination would inhibit their degradati
on, leading to cell death. As expected, the combination therapies caused ubiquitinated proteins to accumul
ate in the cell and killed prostate cancer cells.
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１． 研究開始当初の背景 
進行した泌尿器科癌に対する根治的な治

療は未だ存在していない。新しい発想による

治療法の開発が急務である。私は、本研究開

始前より、泌尿器科癌に対する新規治療開発

を目指して、特定のシグナル伝達機構にとら

われないアプローチを試みてきた。当初、腎

細胞癌に対して、プロテアーゼ阻害薬である

ritonavir と histone deacetylase (HDAC)阻

害薬である vorinostat(SAHA)の併用が効果

的に細胞増殖を抑制することを明らかにし

た(Sato et al. Urology 2010)。この研究の

流れの中で、いかに効率的に細胞内にユビキ

チン化蛋白を蓄積して癌細胞を死滅させる

ことが出来るか、に研究の焦点が絞られた。

一般に、細胞内に生じた異常蛋白は、まず分

子シャペロンによってその修復が試みられ

るが、修復がうまく行かなかった場合は、目

印としてユビキチンを付加され（ユビキチン

化）、プロテアソームで分解される。

Vorinostat は HDAC 6 の抑制を介して分子シ

ャペロンである heat shock protein (HSP)90

をアセチル化し、その機能を抑制することで

異常蛋白の修復を妨げ、細胞内のユビキチン

化蛋白を増加させる。このユビキチン化蛋白

を分解するメカニズムであるプロテアソー

ムをプロテアソーム阻害薬 bortezomib を用

いて阻害すれば、分解されないユビキチン化

蛋白が細胞内に蓄積されると仮定した。そし

て、このユビキチン化蛋白には細胞毒性があ

るため細胞増殖が抑制される、と考えた訳で

ある。 

 
２．研究の目的 
本研究では、第一に前立腺癌細胞において、

vorinostat と bortezomib の併用効果、およ

びそのメカニズムについて検討し、ユビキチ

ン化蛋白蓄積を介した新規治療を開発する

ことを目的とする。さらに他の HDAC 阻害薬

や小胞体ストレスを誘導する薬剤と

bortezomib を組み合わせることで、さらなる

ユビキチン化蛋白蓄積を介した治療法の開

発を目指す。 

 

３． 研究の方法 

(1) Vorinostat と bortezomib の併用が前立

腺癌においてユビキチン化蛋白を蓄積し、

細胞増殖を抑制するか。 

① Vorinostat と bortezomib 投与による細

胞増殖抑制効果の検討 

前立腺癌培養株(LNCaP, PC-3, DU145)に

vorinostat及びbortezomibを投与し（以下、

併用療法）増殖抑制効果を MTS assay にて検

討する。Chou と Talalay らの方法で、

combination index を算出、相乗性を検討す

る。次いで colony formation assay を行い、

コロニー形成阻害能について検討する。 

 

②  Vorinostatと bortezomib投与による蛋

白ユビキチン化、小胞体ストレス誘導、

ヒストンアセチル化の検討 

併用療法を施行し、蛋白を抽出する。

Western blot法によりユビキチン化蛋白蓄積、

小胞体ストレス誘導、ヒストンアセチル化な

どについて検討する。 

 

③ Vorinostat と bortezomib 投与によるア

ポトーシス誘導の検討 

併用療法を施行し、annexin V 陽性細胞を

フローサイトメトリーにて検出する。またア

ポトーシス関連蛋白の発現を検討する。 

 

④ 細胞周期および細胞周期関連蛋白発現の

変化に関する解析 

 併用療法を施行し、細胞周期の変化をフロ

ーサイトメトリーにて解析する。また

western blot法にて細胞周期関連蛋白の発現

の変化を検討し、併用療法が細胞周期に変化

を及ぼす原因を追究する。 

 

⑤ In vivo における併用療法の検討 



 ヌードマウスを用い、前立腺癌皮下腫瘍モ

デルを作成する。マウスをコントロール群、

vorinostat 投与群、bortezomib 投与群、併

用療法群に分け、腹腔内投与による治療を行

い、治療効果を検討する。 

 

⑥ アンドロゲンレセプターの発現が

bortezomibの感受性に及ぼす影響につい

ての検討 

LNCaP において、アンドロゲンレセプター

を small interfering RNA (siRNA)を用いて

ノックダウンし、bortezomib に対する感受性

の変化を検討する。 

 

(2) 他の HDAC 阻害薬や小胞体ストレスを誘

導する薬剤と bortezomib の併用もユビ

キチン化蛋白を蓄積し、前立腺癌細胞増

殖抑制に効果があるか。  

Panobinostat など他の HDAC 阻害薬や小胞

体 ス ト レ ス を 誘 導 す る ritonavir と

bortezomib の併用も効果的にユビキチン化

蛋白を蓄積することが予想される。そこで

Panobinostat 或 い は ritonavir と

bortezomib の併用療法について(1)と同様の

手法で検討し、より効果的なユビキチン化蛋

白蓄積を介した新規治療法開発を目指す。 

 

４．研究成果 

まず、vorinostat と bortezomib の併用療

法が、ユビキチン化蛋白を蓄積し、in vitro、

in vivo において前立腺癌に有効であること

が示された。 

Vorinostat 及び bortezomib の併用は前立

腺癌細胞増殖を効果的に抑制し、その効果は

相乗的であることが Chou-Talalay method に

よる isobologram 解析で明らかとなった

(combination indexes <1)。併用療法はコロ

ニー形成も有意に阻害した。さらにヌードマ

ウスを用いた PC-3 皮下腫瘍モデルでの検討

では、有意に腫瘍の増大を抑制した。また

annexin-V assay, アポトーシス関連蛋白の

検討から、併用療法はアポトーシスを誘導す

ることが示された。更に、細胞周期解析では、

併用療法により劇的な sub-G1 fraction の増

加が確認された。この際、cyclin D1, CDK4

といった細胞周期関連蛋白の発現の抑制が

見られた。併用療法は相乗的に小胞体ストレ

スを誘導し、ユビキチン化蛋白を蓄積するこ

とが示された。大変興味深いことには、併用

療法はヒストンのアセチル化も相乗的に促

進し、これに伴い p21 の発現が増加した。

Vorinostat はヒストンをアセチル化するも

ののユビキチン化蛋白を蓄積せず、一方で

bortezomib はユビキチン化蛋白を蓄積しヒ

ストンをアセチル化したことから、ヒストン

アセチル化はユビキチン化蛋白蓄積の２次

的な現象であることも初めて示された。更に

siRNA を用いた検討により、アンドロゲンレ

セプターの発現がボルテゾミブの作用を減

弱すること、vorinostat がアンドロゲンレセ

プターの発現を抑制することも見出された。 

HIV protease inhibitor である ritonavir

による小胞体ストレス誘導下における

bortezomib の併用効果についての検討では

両者の併用は前立腺癌細胞増殖を効果的に

抑制し、その効果は同様に相乗的であること

が isobologram 解析で明らかとなった。また

annexin-V assay, アポトーシス関連蛋白の

検討から、併用療法はアポトーシスを誘導す

ることが示された。更に、細胞周期解析では、

併用療法により劇的な sub-G1 fraction の増

加が確認された。Western blot 法による検討

では、併用療法は相乗的に小胞体ストレスを

誘導し、ユビキチン化蛋白を蓄積することが

示された。さらに併用療法は、ヒストンをア

セチル化することも確認された。この際、

histone acetyltransferase 作用を有する

creb2 の発現も同時に増加しており、ヒスト

ンアセチル化の重要なメカニズムの一つと

考えられた。 



他に、vorinostat に比して低濃度で作用す

る panobinostat と bortezomib、ritonavir

と panobinostat の併用についても検討を行

ったが、細胞増殖抑制についての相乗性は確

認できず、HDAC 阻害の選択性が重要と考えら

れた。また、各種薬剤の組み合わせにおいて、

SUMO 化に関する検討も行ったが、確認されな

かった。 

本研究では、前立腺癌に対してユビキチン

化蛋白蓄積を介した新規治療法を開発する

ことを目的としてきた。Vorinostat と

bortezomib および ritonavir と bortezomib

の併用が、最も効率的に小胞体ストレスを誘

導し、ユビキチン化蛋白を蓄積した。特に

vorinostat と bortezomib の併用では、in 

vivo における効果も確認されたのみならず、

cyclin D1/CDK4 complex の発現と機能の抑制、

またアンドロゲンレセプターの発現が

bortezomib の効果を抑制するなどの、多くの

新しい知見が得られた。Vorinostat と

bortezomib の併用は、すでに多発性骨髄腫患

者で臨床応用され、薬物動態パラメーターに

関するデータや副作用についても明らかに

されており、本併用療法の難治性前立腺癌患

者に対する臨床応用が期待される。 
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