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研究成果の概要（和文）：本研究では、進行膀胱癌に対するヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害薬の作用を
他の薬剤を用いて増強する手法での新規治療開発を行った。HIVプロテアーゼ阻害薬ritonavirとHDAC阻害薬
panobinostatの併用、ritonavirとHDAC阻害薬vorinostatの併用、HMG-CoA還元酵素阻害薬simvastatinとHDAC阻
害薬romidepsinの併用およびritonavirとHDAC-プロテアソーム阻害薬RTS-V5の併用が効果的に膀胱癌細胞を死滅
させること及びその作用機序について解明した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated the way to enhance the activity of the
 histone deacetylase (HDAC) inhibitors by combining them with other drugs to develop novel 
combination therapies against advanced bladder cancer. We found that the below drug combinations 
kill bladder cancer cells effectively and also clarified the mechanisms of their action: the HIV 
protease inhibitor ritonavir and the HDAC inhibitor panobinostat, ritonavir and the HDAC inhibitor 
vorinostat, the HMG-CoA reductase inhibitor simvastatin and the HDAC inhibitor romidepsin, and 
ritonavir and the HDAC-proteasome inhibitor RTS-V5.

研究分野： 泌尿器癌に対する新規治療法の開発

キーワード： ヒストン脱アセチル化酵素阻害薬　ヒストンアセチル化　小胞体ストレス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、膀胱癌細胞において、一般に固形癌に対してはその効果が限られているヒストン脱アセチル化酵素
阻害薬の作用を他の既存薬剤を用いて増強することに成功した。本研究成果は、現時点で根治的な治療法が存在
しない進行膀胱癌に対する新規治療法開発への基盤となることが期待される。また、既存薬剤を使用すること
は、新規薬剤開発のコストと時間を短縮する上でも有用である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
私の研究室では、これまで一貫して泌尿器癌に対する既存薬の併用による新規治療の開発を

行ってきた。膀胱癌に対しては、HIV プロテアーゼ阻害薬 ritonavir とプロテアソーム阻害薬
ixazomib の併用（Sato A et al. Cancer Sci 2017）および HIV プロテアーゼ阻害薬 ritonavir
と nelfinavir の併用（Sato A et al. Oncol Res 2017）が小胞体ストレスを誘導し、細胞増殖
抑制に有効であることを示した。Ritonavir は細胞内薬物代謝酵素 CYP3A4 および薬物排出ポン
プ P-glycoprotein を抑制し、併用薬の booster として働くが、この 2つの研究により、膀胱癌
においても ritonavir が booster 効果を発揮することが確認された。 
ヒストン脱アセチル化酵素阻害薬（HDACi）は、ヒストンをアセチル化し、エピジェネティク

スの機序で抗腫瘍効果を発揮する薬剤である。ヒストンの低アセチル化は浸潤性膀胱癌と関連
しており、HDACi の膀胱癌治療への応用は合理的と考えられる。しかしながら、膀胱癌は HDACi
に対する感受性が低く、HDACi 単独での増殖抑制効果は限られている。そこで、booster として、
ritonavirを始めとしたHIVプロテアーゼ阻害薬と併用することでHDACiの細胞内濃度を上昇さ
せ、効果的にヒストンをアセチル化できると仮定した。 
一方で、HDACi は、分子シャペロンをアセチル化して抑制することで、細胞内に生じた異常蛋

白の修復を妨げ、細胞内に増加させる働きを持つ。これらの異常蛋白は通常、プロテアソームで
分解されるが、HIV プロテアーゼ阻害薬はプロテアソーム阻害作用も有するため、増加した異常
蛋白の分解を妨げ、細胞内に蓄積することで小胞体ストレスを誘導すると考えられる。つまり、
HDACi と HIV プロテアーゼ阻害薬の併用は、ヒストンアセチル化に加えて、小胞体ストレス誘導
を介しても抗腫瘍効果を示すものと考えられた。 
さらに、例えばヒストンをアセチル化する作用を持つ薬剤等も HDACi の作用を増強する可能

性があり、本研究では、単に HIV プロテアーゼ阻害薬による HDACi の作用増強に留まらず、併用
により HDACi の作用を増強する可能性がある薬剤については積極的にその併用効果を検討して
いくこととした。 
 
２．研究の目的 
現時点で、転移をきたした進行膀胱癌に対する根治的な治療法は存在しない。新しいアプロー

チによる治療法の開発が急務である。本研究は、HDACi の作用を他の既存薬を併用することで増
強するという新しい発想による膀胱癌新規治療法開発を行うことを目的とした。また、こういっ
た併用は、メカニズム的にヒストンアセチル化のみならず、小胞体ストレスも誘導することが予
想されるため、これまでの膀胱癌の治療戦略とは全く異なる作用機序を有する新規治療法の開
発につながるものと考えられた。 
 
３．研究の方法 
① 細胞増殖抑制効果の検討 
膀胱癌培養株として J82、T24 および UMUC3 を用いた。薬剤としては、HDACi（panobinostat、

vorinostat、romidepsin）、ritonavir、プロテアソーム阻害薬 ixazomib、HDAC-プロテアソーム
阻害薬 RTS-V5、HMG-CoA 還元酵素阻害薬 simvastatin を、研究成果の項で示す組合せで投与し
（以下、併用療法）、細胞の viability を MTS assay にて検討した。結果を Chou と Talalay らの
方法で combination index を算出して解析し、併用効果の相乗性について検討した。 
 
② アポトーシス誘導能の検討 
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で検出した。また、western 

blot 法でアポトーシス関連蛋白の発現の変化を検討した。 
 
③ 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した。また、western blot

法で細胞周期関連蛋白の発現を検討した。 
 
④ ヒストンアセチル化および小胞体ストレス誘導の検討 
併用療法を施行し、ヒストンアセチル化および小胞体ストレスの誘導（GRP78、HSP70、ERp44

および Ero-1L 等の発現増加）を western blot 法により検討した。さらに小胞体ストレス誘導
の原因として、異常蛋白の蓄積の有無をユビキチン化蛋白の発現で調べた。また異常蛋白の蓄積
によるオートファジー誘導についても検討した。 
 
⑤ In vivo における併用療法の検討 
ヌードマウスを用いて膀胱癌皮下腫瘍モデルを作成し、マウスをコントロール群、単剤投与群

（2群）および併用療法群に分け、腹腔内投与による治療を行った。腫瘍体積、体重の変化を測
定し、治療効果と副作用について検討した。治療終了後、マウスを安楽死させ、切除した腫瘍よ



り蛋白を抽出して western blot 法によりアポトーシス、ヒストンアセチル化および小胞体スト
レスの誘導の有無を検討した。 
 

⑥ 併用療法における小胞体ストレス誘導の役割の検討 
 併用療法における小胞体ストレス誘導を蛋白合成阻害薬 cycloheximide を用いて抑制した上
で①～④の実験を行い、併用療法における小胞体ストレス誘導の役割について検討した。 
 
４．研究成果 
（１）Ritonavir と panobinostat の併用 
Ritonavir と panobinostat の併用は、相乗的にアポトーシスを誘導し、膀胱癌細胞の増殖を

抑制した。また、細胞周期関連蛋白である cyclin D1 と cyclin-dependent kinase 4 の発現を
抑制し、細胞周期解析における sub-G1 fraction を有意に増加した。併用の作用機序としては、
ritonavir が panobinostat によるヒストンアセチル化を相乗的に増強しており、予想通り、
ritonavir の booster 効果が示された。一方で、本併用は小胞体ストレスも誘導した。
Cycloheximide が本併用の殺細胞効果を減弱したことから、ヒストンアセチル化に加えて小胞体
ストレス誘導も重要な作用メカニズムであることが示された。さらに、これらの作用が AMP-
activated protein kinase (AMPK) の活性化と関連していることが見出され、AMPK を活性化す
る薬剤である抗糖尿病薬 metformin と panobinostat の併用もヒストンアセチル化を増強するこ
とで膀胱癌を死滅することが示された。 
 
（２）Ritonavir と vorinostat の併用 
Ritonavir と panobinostat の併用と同様の作用機序で、ritonavir と vorinostat の併用も相

乗的にアポトーシスを誘導し、殺細胞効果を示すことが確認された。 
 

（３）Ixazomib と vorinostat の併用 
Ritonavir がプロテアソーム阻害作用を持つこと、ritonavir と vorinostat の併用が相乗的

な殺細胞効果を示すこと及びプロテアソーム阻害薬 ixazomib がヒストンをアセチル化すること
に注目し、ixazomib と vorinostat の併用についても研究を行った。本併用は、仮定通り、相乗
的にヒストンアセチル化と小胞体ストレスを誘導した。さらに併用は、AMPK の発現を増強し、
mTOR 経路を阻害した。また、cycloheximide を用いて併用による小胞体ストレス誘導を阻害する
と、ヒストンアセチル化とアポトーシス誘導は有意に抑制され、本併用における小胞体ストレス
誘導の重要性が示された。 
 
（４）Simvastatin と romidepsin の併用 
HMG-CoA 還元酵素阻害薬 simvastatin が AMPK 活性化を介してヒストンをアセチル化すること

に着目し、simvastatin と romidepsin の併用についても研究を行った。併用は in vitro で相乗
的な殺細胞効果を示すのみならず、in vivo においても、明らかな副作用なく、有意に腫瘍の増
大を抑制した。作用機序の面では、相乗的なヒストンアセチル化と小胞体ストレス誘導が示され
た。仮定通り、併用は、AMPK を活性化し、相乗的にヒストンをアセチル化するとともに、小胞体
ストレスも誘導した。この作用機序は、in vivo の切除腫瘍を用いた検討でも証明された。さら
に併用は、PPARγの発現を増加して、ROS 産生を促進した。PPARγ activator である
rosiglitazone を用いた検討では、PPARγの活性化が膀胱癌増殖抑制に関与していること及び小
胞体ストレスを誘導することも示された。さらに、cycloheximide を用いた検討により、小胞体
ストレス誘導と PPARγの活性化の間に positive feedback cycle が存在することが明らかにな
った。なお、TCGA データベースを用いた解析では、PPARγ高発現の膀胱癌患者の予後は、低発
現の患者より良好であることが示された。 
 
（５）Ritonavir と RTS-V5 の併用 
Bonn 大学の Hansen らが開発した HDACi とプロテアソーム阻害薬の性質を併せ持つ RTS-V5 を

使用し、その作用を ritonavir を用いて増強する研究を、国際共同研究として実施した。RTS-V5
と ritonavir の併用はアポトーシスを誘導し、相乗的に膀胱癌増殖を抑制した。この併用効果は
in vivo においても証明された。Ritonavir は RTS-V5 によるヒストンのアセチル化およびα-
tubulin のアセチル化を促進しており、ritonavir による RTS-V5 への booster 効果が示された。
さらに、併用はユビキチン化蛋白を蓄積し、小胞体ストレスを誘導するとともに、AMPK の発現
を増加し、mTOR 経路を抑制した。併用はオートファジーも相乗的に惹起しており、これはユビ
キチン化蛋白蓄積および AMPK による mTOR 経路の抑制と一致する結果であった。なお、併用によ
るヒストンアセチル化と小胞体ストレス誘導については、in vivo においても証明された。膀胱
癌細胞自体が CYP3A4 を発現していること、また、CYP3A4 阻害薬である cobicistat と RTS-V5 の
併用が、ritonavir との併用と同様の効果および作用メカニズムを示したことから、本研究でみ
られた ritonavir の booster 効果では CYP3A4 が重要な役割を果たしているものと推測された。 
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