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研究成果の概要（和文）：本研究では、膀胱癌細胞株を用いて新規ヒストン脱メチル化酵素LSD1の新規阻害剤で
あるNCL1の抗腫瘍効果を検討し、NCL1が効率よく膀胱癌の増殖を抑制し、ヒストンのリジン残基のメチル化を促
進することを見い出した。また、NCL１の投与によりオートファジーが誘導され、オートファジー阻害剤の投与
によりNCL1の抗腫瘍効果が増強されることが示された。そして、ヒト臨床検体やデータベースをもちいて、LSD1
の発現と予後との関連について検討した。そして、膀胱癌皮下移植モデルや、膀胱発がんモデルの作成を行い、
NCL1の投与プロトコールについて検討した。

研究成果の概要（英文）：We investigated therapeutic potential of a novel histone lysine demethylase 
1 (LSD1) inhibitor, NCL1, in bladder cancer. Bladder cancer cell lines were treated with NCL1, and 
LSD1 and cell viability were assessed. Bladder cancer cells showed strong LSD1 expression, and cell 
viability was decreased by NCL1. In addition, autophagy was induced by NCL1 treatment. Autophagy 
inhibitor, chloroquine, demonstrated synergic anti-tumor effect with NCL1. In TCGA database, LSD1 
RNA expression in bladder cancer was significant higher than that in normal bladder tissues. We 
suggest that NCL1 and autophagy inhibitor is a potential therapeutic agent for bladder cancer. 

研究分野： 医学
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１．研究開始当初の背景 
高齢化に伴い膀胱癌死亡者は増加傾向

であり、国内では年間約 8000 人が膀胱癌
で死亡している。進行性膀胱癌に対しては、
シスプラチンを主体とした化学療法が確
立されているが、5 年生存率は 13〜15%程
度であり極めて予後が悪い。他癌種では多
くの新規分子標的薬が登場し生存率が飛
躍的に延びている。これに対し、膀胱癌で
は新たな薬剤の登場は少なく、生存率は 10
年前とほぼ変わっていない。そのため、進
行性膀胱癌に対する新規治療薬の確立は
急務である。 
ヒトゲノム情報を用いた遺伝子治療の

分野は目覚ましい進歩を遂げている。その
中で、特定の遺伝子をターゲットとした分
子標的治療は、癌に特異的な遺伝子変異を
標的にすることが多い。しかし膀胱癌では、
高率に変異を有する特定の遺伝子がなく、
数多くの遺伝子変異が混在しているため、
特定の遺伝子を標的とした治療の確立は
困難である。 
近年、変異のない遺伝子の発現に異常を

認めるエピジェネティックな変化が解明さ
れつつある。その中でも、ヒストンタンパ
ク質のメチル化は、発がん、細胞変性、老
化などの病態発現に大きく関与しているこ
とから、これらの酵素を阻害する薬剤の臨
床応用が望まれている。これらの薬剤は従
来の抗がん剤と異なった作用機序であるた
め、化学療法抵抗性を獲得した癌に対する
効果が期待されている。しかし、膀胱癌に
おいてエピジェネティックな遺伝子変化を
標的とした治療薬は、まだ臨床応用されて
いないのが現状である。 

ヒストン脱メチル化酵素は、ヒストン N
末端のメチル化リジン残基を脱メチル化
する反応を触媒する酵素である。Lysine 
Specific Demethylase 1(LSD1)（図 1） は、

そのヒストン脱メチル化酵素の一種であ
り、エピジェネティックな遺伝子変化に深
く関与している。本学では既存の Lysine 
Specific Demethylase 1(LSD1)阻害剤と比
べて 400 倍以上の受容体選択性をもつ、
NCL1 を創製した。私たちは、NCL-1 が去勢
抵抗性前立腺癌のモデルラットに対して
抗腫瘍効果を発揮することを報告してき
た。さらにそのメカニズムとして、G1期に
おける細胞周期の停止ならびにアポトー
シスを引き起こすだけではなく、オートフ
ァジーを誘導することを世界で初めて証
明した。 
私たちは、前立腺癌と同様に膀胱癌細胞

株が、オートファジーのマーカーである
LC3-Ⅱを発現しているという結果を得てお
り（図 2）、NCL1 が膀胱癌の新たな選択肢と
なりうるのではないかとの着想に至った。
これらの成果を踏まえ本研究では、LSD1 を
介した膀胱癌の増殖メカニズムを検証する
ことで、新規治療薬 NCL1 を用いた分子標的
治療の臨床応用に向けた基礎的研究を行う。 

 
２．研究の目的 

肺癌や肉腫に対する LSD1 阻害剤の効果
はこれまでに報告されているが、膀胱癌に
有効性を示した報告は少ない。私たちは、
前立腺癌と同様にラット膀胱癌細胞 BC31、
ヒト膀胱癌細胞株 T24 においても LSD1 を
発現しているということを確認した。さら
に NCL1 にオートファジーの阻害剤である
クロロキンを添加した膀胱癌細胞株は、
NCL1 単独のものと比べて LC3-Ⅱの発現が
高く（図 2）、NCL1 がオートファジーを誘
導していることを証明した。 

これらの
成果を踏ま
え本研究で
は、LSD1 を
介した膀胱
癌の増殖メ
カニズムを
解明するこ
とで、新規
治療薬 NCL1
を用いた分
子標的治療
の臨床応用
に向けた基
礎的研究を
行う。 

 
 
３．研究の方法 



本研究では、膀胱癌における LSD1 の癌制
御機序を解明し、LSD1 の選択的阻害剤であ
る NCL1 を治療法として確立することを目的
としている。in vivo での NCL1 の有効性と
安全性を検証し、その作用メカニズムの解明
を目指す。そのため本研究では、以下の研究
内容を予定した。 

(1) 膀胱癌モデルラットにおける LSD1 発現
の検証 
(2) 膀胱癌細胞株を用いた NCL1 の細胞増殖
抑制効果の検証とメカニズム解析 
(3) NCL1 を用いた LSD1 阻害による制癌作用
ならびに生体に及ぼす影響を検証 
(4) ヒト検体を用いた、膀胱癌における LSD1
タンパク発現と生命予後との関連の解析 
そして、実際の研究計画においては、下記

の流れに沿って実験を進めた。 
研究①：TCGA データベース等を用いた LSD1
発現と膀胱癌の予後等の関連の解析： 
TCGA データべースや Protein Atlas などの既
存のデータベースを用い、LSD1 の RNA 発現や
蛋白発現、また予後との関連について検討し
た。 
研究②：当科での膀胱癌臨床検体を用いた
LSD1 と関連因子の解析：当科における膀胱癌
169 例の臨床検体について、LSD1 を免疫染色
し、予後などのパラメータとの関連を検討し
た。 
研究③：膀胱癌細胞株を用いた LSD1 阻害剤
とオートファジー阻害剤の細胞増殖抑制効
果の検証とメカニズム解析：膀胱癌細胞株を
用いて、NCL1 を投与し、細胞増殖抑制効果や
その効果のメカニズムをWST-8アッセイやウ
ェスタンブロットで検討した。また、オート
ファジー阻害剤クロロキン（CQ）との併用に
よる細胞増殖抑制効果についても検討した。 
研究④：膀胱癌モデルラットおよび膀胱癌モ
デルマウスにおける検討：膀胱癌皮下移植モ
デルマウスの作成を T24 や BC31 の細胞株を
用いて行った。また、これらのマウスに NCL1
を投与し、有害事象の有無を検索し、適正な
投与量の設定を試みた。また、ラットやマウ
ス に BBN （ N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) 
nitrosamine）を自由飲水投与し、膀胱癌や
異形成の発生について検討した。 
 
４．研究成果 
研究①：TCGA データベースを用いて検討した
ところ、LSD1 の RNA 発現は、正常膀胱組織に
比べて膀胱がん組織においてより高度であ
った。また、膀胱癌を low grade と high grade
に分けて検討したところ、正常膀胱組織、low 

grade 尿路上皮癌、high grade 尿路上皮癌、
の順に LSD1 発現が高くなっていた（図 3）。
引き続いてこれらの結果より、LSD1 発現が高
度であることが OS（全生存率）や PFS（無再
発生存率）を低下させると考え解析を行った
が、これを示唆する結果は得られなかった。 
 上記の結果は蛋白発現を検討する Protein 
Atlas でも同様であった。 
 
研究②：当科において経尿道的膀胱腫瘍切除
術を施行した169例の臨床検体についてLSD1

を免疫染色し、定量用にキーエンス社顕微鏡
システムをもちいて定量し、OS（全生存率）
や癌特異的生存率、PFS（無再発生存率）な
どの予後パラメータとの関連を検討したが、
LSD1 発現との明らかな関連は認めなかった
（図 4）。 
 

 
研究③：T24、RT4、5637、TCC sup、BC31 の
膀胱癌細胞株を用いて LSD1 発現を検討した
ところ、いずれの細胞株にも LSD1 の発現が
確認された（図 5 左）。また、NCL1 をこれら
の細胞株に投与したところ、濃度依存的な細
胞増殖抑制効果を認めた（図 5右）。さらに、
LSD1 阻害剤とオートファジー阻害剤クロロ
キン（CQ）の併用効果を Combination index
法で検討したところ、相乗的な抗腫瘍効果を
認めた（図 6）。 
また、ウェスタンブロットで LSD1 のターゲ
ットとなる H3K4 および H3K9 のメチル化状態
の変化を検討したところ、NCL1 の投与により
H3K4me2 および H3K9me2 の発現が増加してい
た。 
 
 



研究④：膀胱癌皮下移植モデルとしては、
BC31 皮下移植が安定的に腫瘍の生着および

増殖を得られることを見い出した。また、こ
のモデルに対して NCL1 を投与したところ、
今回投与した範囲内では明らかな有害事象
を認めなかった。BBN 投与モデルマウスにお
いては、高率に過形成を誘導することができ
たものの、膀胱癌の発生数は少ない結果であ
った。そのため、現在、BBN 投与期間を延長
したプロトコールでラットに対する実験を
施行中である。 
今後は、in vitro での LSD1 のメカニズム

に関する解析をフローサイトメトリー、
RT-PCR、ChIP アッセイ、マイクロアレイ解析
透過型電子顕微鏡などを用いてさらに進め
ていく。そして、その結果を臨床検体の解析
に還元し、検討を進める。LSD1 は前立腺癌に
おいてアンドロゲン受容体と関係が深い酵
素であるが、近年、膀胱癌においてもアンド
ロゲン受容体との関連が報告されている
[Izumi K et al, Oncotarget 2016]。当教室
においては前立腺癌と LSD1 の関連について
も研究を施行中であり、緊密な連携をとって
研究を進めていく。そして、膀胱癌皮下移植
モデルや、BBN 投与膀胱発癌モデルについて
も投与実験を意欲的に推進していく予定で
ある。 
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