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研究成果の概要（和文）： 一酸化窒素（NO）はタンパクをSニトロソ化することによるシグナル伝達で知られている。
NOを供与剤併用の腎癌治療への応用をめざし、腎癌におけるNOの作用についての検討を行った。
　腎癌培養細胞(ACHN、CAKI-1、NC60)を用い、NO供与剤としてDETA-NONOateを投与した。ビオチンスイッチ法（ケイマ
ン社）にてS-ニトロソ化タンパクを分離、精製した。その後TOF-MSにてS-ニトロソ化されたタンパクの特定を行ったと
ころ、NC65においてはHSP90、HSP70あるいはHSP70ファミリーであるGRP78をはじめとして計10種のSニトロソ化タンパ
クが特定された。

研究成果の概要（英文）：Purpose and methods: Nitric oxide (NO) is a signaling molecule. This post- 
translational modification by NO is known as S-nitrosylation. We examined the effect of the NO donor 
DETA-NONOate on the renal cell cancer cell lines; CAKI-1, NC65, and ACHN. Anti-S-nitroso-Cysteine 
antibody was applied as a primary antibody for immunohistochemistry. The biotin-switch technique was 
applied to detect specific S-nitrosylated proteins.
Results and conclusions: Significant up-regulation of S-nitrosylated proteins employed with NO donor was 
observed by immunohistochemistry. Specific S-nitrosylated proteins in ACHN cells were detected by the 
biotin-switch technique and included HSP90 (heat shock protein 90), GRP78 (HSP70 family), HSP70, and 
pyruvate kinase M2. In ACNH cells, Significant up regulation of S-nitrosylated HSP90 by western blot. 
Conclusions: Our data showed that NO treatment significantly increased S-nitrosylation of several 
proteins.

研究分野：泌尿器腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
１）腎癌における分子標的治療の現在 

 腎細胞癌の発癌・進行において重要な因子

であるHypoxia inducible factor (HIF)-1αは

低酸素状態で活性化される転写因子である。

腎細胞癌においてはVHL遺伝子が変異を起

こし、その活性が低下すると、vascular 

endothelial growth factor (VEGF)やplatelet 

derived growth factor (PDGF)の産生を誘導する。

VEGFは腎細胞癌における特徴的な血管増生

の主要なメカニズムを担うものと考えられ、

実際にこの経路をターゲットとして開発され

たチロシンキナーゼ阻害剤(TKI)やmTOR阻害剤

（mTORi）の臨床効果が示されている。しかし、完

全奏功率は低く、再発転移を来す症例や治療抵抗性

を示す症例も存在する。また、分子標的薬同士の併

用は有害事象が強く、現在のところよい組み合わせ

は得られていない。したがって、有用な治療法の確

立が望まれている。 

２）VHL-HIF経路とNOのかかわり 

 腎細胞癌においては VHL-HIF経路が注目

され、 分子標的治療のターゲットとなり、

臨床応用された。しかし、治療抵抗性が問題

となる。その原因としてHIF-1αや NF-kB

の活性化があげられる。また、NF-κBによる

HIF-1αの発現調節(van Uden P, Biochem J, 

2008)や NOによるHIF-1αの抑制作用 

(Yasuda H et al, Clin Cancer Res, 2006) が

報告されている 。さらにNOは NF-κBの活

性抑制作用をもつ。そこで血管新生阻害作用

の増強という点で NOの直接的なあるいは

NF-κBを介した VHL-HIF経路への治療介

入が分子標的治療の耐性克服につながる可

能性が示唆される。   

 一方、ソラフェニブやスニチニブといった

チロシンキナーゼ阻害剤によるアポトーシ

ス誘導メカニズムの報告に加え、NOによる

活性化p53蛋白の増加を介したアポトーシス

誘導の経路も報告されている。従って、アポ

トーシス誘導という点でもチロシンキナー

ゼ阻害剤と NO供与剤の併用の有用性が示唆

される。 

 適切な併用薬としてニトログリセリン(NTG)

に注目した。ニトログリセリンは NO供与体

であり、これまでより虚血性心疾患に対して

使用されており、安全性も高く、廉価である。

NO供与剤の癌細胞への影響は以下のものが

報告されている。S−ニトロソ化はリン酸化

などともにタンパクの翻訳後修飾の１つで、

一酸化窒素（NO）によるタンパク修飾で

ある。われわれはこれまでに前立腺癌にお

けるFasを介したアポトーシスへの抵抗性

を転写因子 YY-1の S-ニトロソ化により克

服できることを報告した（Hongo et al. 

2005）。 

 

２．研究の目的 

 in vitro および in vivoにおいてヒト腎癌細胞に

おける分子標的薬とNO供与剤との併用による

抗腫瘍効果、アポトーシス誘導効果、血管新

生阻害効果の検討を行う。さらに in vivoにお

いて転移抑制効果も明らかにする。その上で、

申請者らは腎癌においてVHL-HIF経路をター

ゲットとし、チロシンキナーゼ阻害剤や

mTOR阻害薬と NO供与剤の併用による血

管新生とアポトーシスの両シグナル伝達経

路を制御するという新しい治療戦略の確立

を目指す。その結果をふまえ、臨床への応用

を提案する。 

 

３．研究の方法 

 腎癌培養細胞として、CAKI-1, ACHN, 

NC65を用いた。NO 供与剤として 

DETA/NONOate (100-500uM)を用いた。 

免疫染色による S-ニトロソ化タンパクの同

同定は以下の方法で行った。 

免疫染色は一次抗体として抗 Sニトロソシ

ステイン抗体を用いた。抗原賦活は PBS(-) 

にて 5min x 3(microwave)にておこなった。 

ビオチンスイッチ法（ケイマン社）により



S-NO を S-C-biotin に変換後にビーズ

（Dynabeads M-280 Streptavidin）を用い

て磁気分離し、S-ニトロソ化タンパクを分

離、精製した。その後 SDS–polyacrylamide 

gel後、TOF-MSにて S-ニトロソ化された

タンパクの特定を行った。 

 

４．研究成果 

 腎癌培養細胞株において、免疫染色により

NO供与剤による S-ニトロソ化が確認された。

また、その NO供与剤による S-ニトロソ化は

濃度依存性にの増強が認められ、バイアブル

細胞の減少が認められた（図１）。 

 

図1  NOドナーの投与により濃度依存性に
腎癌培養細胞株におけるSニトロソタンパク
の発現が増強した。（Anti-S-nitroso-Cysteine 
antibody in rabbit (SIGMA-ALDRICH) 
1:2000）    
 

 ビオチンスイッチ法により、HSP90をは

じめとしていくつかのSニトロソ化タンパク

が検出された(図２)。そのタンパクは９種で

あった。HSP90のほかには GRP78 (HSP70 

family), HSP70, and pyruvate kinase M2等

が検出された。#3 HSP90 (heat shock 

protein 90) は分子シャペロンとして知られ

ている。また、細胞ストレス状況下で発現量

が 増大するが，通常でも細胞質にもっとも

多く存在するタンパク質の一つである。 

 腎癌培養細胞株である ACHNにおいて

HSP90の Sニトロソ化について、ウエスタ

ンブロットでその発現を確認した（図３）。

NO供与剤が腎癌細胞に及ぼす影響として

HSP90が関連している可能性が考えられた。 

 

 
図２ 腎癌培養細胞株（ACHN）において S
ニトロソ化されたタンパクがビオチンスイ
ッチ法により明らかになった。 
 

 

図３ ウエスタンブロットにより ACHNに
おける Sニトロソ化されたHSP90の発現を
認めた。 
 

 NO供与剤による Sニトロソ化が腎癌培養

細胞株において確認された。数種のタンパク

が確認されたため、どのタンパクが腎癌に対

する薬物療法に有効なターゲットとなるか

はまだ明らかではない。引き続き研究をすす

め、分子標的薬や新規免疫療法と NO供与剤

の併用による新規薬物療法を確立をめざす

ものである。 
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