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研究成果の概要（和文）：我々はニコチンが腫瘍にどのように影響を与えるのかを調査した。膀胱癌細胞株を用いてニ
コチン・シスプラチン（CDDP）・PI3K/mTOR阻害薬（BEZ）による影響を調査した。ニコチンを曝露させた所、細胞のvi
abilityが上昇し、pS6の活性上昇を認めた。BEZ投与は活性上昇したpS6を有意に抑制した。マウス皮下腫瘍モデルに対
しニコチンの投与を行うと、腫瘍体積は有意な増大を認め、CDDP投与にても腫瘍縮小効果は確認できず、治療抵抗性獲
得が示唆された。尿路上皮癌においてニコチンがPI3K/Akt/mTOR経路を介し腫瘍増殖や抗癌剤耐性の獲得に関連がある
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim was to investigate whether nicotine could affect tumor aggressiveness and 
acquiring chemoresistance in urothelial carcinoma. We evaluated the bladder cancer cell line T24 exposed 
to nicotine, cisplatin (CDDP) and/or PI3K/mTOR dual inhibitor (BEZ) treatment. The cell growth was 
induced and the pS6 was up-regulated after exposure to nicotine. In T24 cells exposed to nicotine, pS6 
expression was increased and cell growth was not significantly inhibited by CDDP. The pS6 activation 
induced by nicotine was significantly reduced by BEZ. In a subcutaneous bladder tumor model, tumor volume 
in mice given nicotine was significantly increased as compared with that of control. In mice given 
nicotine, tumor volume in mice administered CDDP was not significantly decreased as compared with that of 
control. In conclusion, nicotine increases tumor growth and induces acquiring chemoresistance through 
activation of the PI3K/Akt/mTOR pathway in bladder cancer cells.
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１．研究開始当初の背景 
本邦での膀胱癌は癌の中で第8番目の罹患
率であり、膀胱癌の発症は年齢が高齢になる
ほど多く、今後の高齢化に伴い罹患率は徐々
に上昇することが予想される。現在、ヒトの
膀 胱 発 癌 に 関 与 す る benzidine 、
2-naphthamine などの芳香族アミンの使用は
禁止され、曝露されることは少ない。その他
の膀胱癌の発癌危険因子として喫煙、尿路感
染症などが挙げられ、このうち喫煙は今後、
膀胱癌の発癌因子としてより重大なものと
なると考えられている。 
 今までの喫煙の膀胱癌発症に与えるリス
クは後ろ向き研究が中心であるが、多くの研
究で喫煙と膀胱癌発症の関連を強く示唆さ
れている。これらの報告から膀胱癌の発症リ
スクを改善するためには禁煙を勧められる
が、実際の臨床現場においては初期膀胱癌治
療後の患者に再発・進展の回避のための禁煙
を勧めるべきか、明確となっていない。 
喫煙と再発、進展への関与について、他癌
における報告が散見され、臨床的検討・基礎
的研究において報告がある。一方、膀胱癌の
臨床、基礎的分野においてはこれらの検討が
ほとんどなされておらず、たばこの含有物質
の代謝産物、発癌物質が尿路上皮に直接曝露
するという機序は膀胱癌特有の現象であり、
他癌腫に無い癌進展経路である為、膀胱癌に
おけるこれらの研究は必須のものと考える。 
 
２．研究の目的 
本研究では、膀胱癌細胞株を用いてニコチ
ンの膀胱癌の再発・進展への寄与について解
明する。さらに喫煙による膀胱癌に対する現
在の治療法への影響を明らかにし、新規治療
戦略を検討する。 
 
３．研究の方法 
我々はヒト膀胱癌細胞株T24を用いて研究
を行う。T24 細胞株は American Type Culture 
Collection より購入し使用する。 
まずは In vitro 実験系での研究を行う。
膀胱癌細胞株 T24 に対し、ニコチンの曝露が
細胞のviabilityに影響をどのように与える
のかを WST-1 assay を用いて調査し、Western 
blot法を用いてPI3K/Akt/mTOR経路への影響
を検討する。特に p70 S6 のリン酸化(pS6)の
発現を検討する。 
さらに、各種治療薬を用いてニコチン曝露
下での効果・PI3K/Akt/mTOR 経路への影響と
変化につき検討を行う。各種治療薬としては
ニコチン性アセチルコリンレセプターα7 サ
ブ ユ ニ ッ ト ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る
methyllycaconitine(MLA)、シスプラチン
(CDDP)、PI3K/mTOR dual inhibitor として
NVP-BEZ235 を用いる。 
次に、In vivo 実験系での研究を行う。生
後 6週の BALB/c ヌードマウスを用いて、T24
細胞株による皮下腫瘍モデルを作成する。皮
下腫瘍体積が約 150mm3になった時点で、各種

薬剤の投与を開始する。ニコチンは 1mg/kg
を週 3回、腹腔内投与を行い、NVP-BEZ235 は
40mg/kg の連日胃管を用いて投与、CDDP は
2mg/kg の腹腔内単回投与とする。投与開始か
ら 21 日目まで腫瘍体積を測定し、その後、
腫瘍を摘出し、腫瘍切片に対し pS6 免疫組織
学的検討を行う。 
 
４．研究成果 
(1)初めに、In vitro 実験系での研究を行っ
た。まず、ニコチン曝露が、膀胱癌細胞の
viability に影響をどのように与えるのかを
WST-1 assay を用いて調査した。0-10µMの濃
度にて 24 時間の曝露を行い、WST-1 assay を
施行し、細胞の viability を比較した所、
5-10µMの濃度に曝露した細胞のviabilityは
コントロール(ニコチン非曝露)と比較して
有意に viability が高かった。 

 
そこで、我々は、ニコチン性アセチルコリ
ンレセプター(nAChR)に着目し、まずはその
阻害を検討した。nAChR には複数のサブタイ
プがあり、どの細胞にどのサブタイプが存在
しているかはわかっていない。最近の研究で
は他癌細胞において、特にα7 サブユニット
が腫瘍増大と進展に関連があると報告され
ている。その為、我々もα7 サブユニットに
着目し、そのアンタゴニストである
methyllycaconitine(MLA)を用いて、ニコチ
ンによる影響の阻害を行った。10µMニコチン
と共に 100µMの MLA を同時に投与し、その時
の viability を検討した所、ニコチン単独投
与と比較して有意にviabilityを抑えること
ができた。しかし、コントロールと比較する
と、ニコチンによる viability の上昇を完全
には抑えることができなかった。 
ニコチン曝露によるPI3K/Akt/mTOR経路へ
の影響を検討した。実験には Western Blot
法を用いて p70 S6 のリン酸化(pS6)の発現を
検討した。10µMのニコチンを曝露した細胞に
おけるpS6は共にコントロールと比較して有
意に発現の上昇を認めた。一方、100µM MLA
の同時投与により、pS6 はニコチン単独投与
と比較して有意に発現を抑えられたが、完全
に抑制することは確認できなかった。 
 
 
 



次に我々は、PI3K/Akt/mTOR 経路を直接阻
害するべく、PI3K/mTOR dual 阻害薬である
NVP-BEZ235 を用いて、その効果を検討した。
まず、T24 細胞株における NVP-BEZ235 の効果
を検討するために 0-1000nM の濃度での
viability を検討した。500nM NVP-BEZ235 の
投与にてviabilityはコントロールと比較し
て 38.1±4.5%と有意に低下した。一方、10µM
ニコチン曝露細胞においても同様に
NVP-BEZ235 の効果の検討を行った。ニコチン
曝露下でも 500nM NVP-BEZ235 の投与にて
viability は 39.0±2.0%と有意に低下した。 

 
NVP-BEZ235投与時におけるPI3K/Akt/mTOR
経路への影響を Western blot 法を用いて検
討した。ニコチン非曝露細胞における
NVP-BEZ235の投与によりpS6の発現は有意に
抑制することができた。一方、ニコチン曝露
細胞においてもNVP-BEZ235の投与によりpS6
の発現は有意に抑制することができた。 

 
次に現在尿路上皮癌に対し有効な治療効
果を認めているシスプラチン(CDDP)を用い
て、ニコチン曝露下での治療効果の検討を行
った。WST-1 assay を用いて CDDP の殺細胞効
果を検討した所、ニコチン曝露なしでの 10µM 
CDDP の殺細胞効果は 91.8±0.4%であったの
に対し、ニコチン曝露下では 49.8±1.2%とな
り、有意に殺細胞効果の減弱を認めた。 

 
さらに PI3K/Akt/mTOR 経路への影響を
Western blot 法にて検討すると、CDDP 単独
投与でも、pS6 の発現は上昇し、ニコチン曝
露においてより発現の上昇を確認した。 

 
 次に CDDP と NVP-BEZ235 のニコチン曝露下
での併用効果につき検討を行った。WST-1 
assay において 10µM の CDDP と 500nM 
NVP-BEZ235n の併用により cell viability は
10.9±1.0%となり、それぞれの単独投与と比
較して有意に低下した。 

また、ニコチン・CDDP にて発現が上昇した
pAkt/pS6 も、NVP-BEZ235 により有意にその
発現を抑制することができた。 
 
(2)次に In vivo 実験系においてニコチンの
影響と機序解明につき検討を行った。皮下腫
瘍モデルマウスに対し、ニコチンは 1mg/kg
を週 3回、腹腔内投与を行い、NVP-BEZ235 は
12.5mg/kg の連日胃管を用いて投与、CDDP は
2mg/kg の腹腔内単回投与を行った。ニコチン
投与群と非投与群において、21 日目の腫瘍体
積は有意に投与群のほうが大きかった。 



 
  
腫瘍切片におけるpS6の発現を免疫組織学
的に評価した所、ニコチン投与マウスの腫瘍
内の pS6 は有意に発現の増加がみられた。 

 
 次に、ニコチン投与マウスにおける各種治
療薬の抗腫瘍効果につき検討した所、CDDP 単
剤投与では有意な抗腫瘍効果を認めること
ができなかったが、NVP-BEZ235 単剤投与では
有意な抗腫瘍効果を認めた。さらに CDDP・
NVP-BEZ235 の 併 用 投 与 を 行 っ た 所 、
NVP-BEZ235 単剤投与よりもさらに強い抗腫
瘍効果を認め、CDDP の効果を認めることがで
きた。 

 
これらの結果から、ニコチン曝露は
PI3K/Akt/mTOR 経路を介し、腫瘍増大効果を
もたらすことが確認された。また、CDDP に代
表される現在の抗癌剤に対し、その耐性化の
一因になっている可能性が示唆された。一方、
NVP-BEZ235のようなPI3K/Akt/mTOR経路を直
接阻害する薬剤は、ニコチンの影響を受けづ
らく、抗腫瘍効果の減弱を認めない可能性が
あることが確認された。また、既存の抗癌剤
と併用で用いることで、喫煙者に対し、さら
なる治療効果が期待できる可能性を示唆し
た。 
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