
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２１年 3 月 31 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

研究成果の概要： 

ERK-MAP キナーゼ経路という細胞増殖に必須な経路の異常かつ恒常的活性化のみられるがん細

胞では、その経路遮断薬である MEK 阻害剤と新しい抗がん剤であるヒストン脱アセチル化酵素

(HDAC)阻害剤との併用によって、相乗的な抗がん作用が発現する。その細胞死増強効果は、ミトコン

ドリア傷害と抗酸化酵素の発現抑制が連動し、致死的な活性酸素の蓄積に至ることで発現した。さら

に、ヌードマウスに移植したヒト癌細胞に対しても、併用による相乗効果が劇的に認められ、これらは今

後の HDAC 阻害剤を用いた癌治療において重要な知見となる。 
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１．研究開始当初の背景 

「HDAC 阻害剤の感受性増強剤としてのシグナ

ル経路（ERK-MAP キナーゼ経路/PI3 キナーゼ

経路）遮断薬の有効性の発見」 

細胞の増殖・生存シグナルの中心である

ERK-MAP キナーゼ経路や PI3 キナーゼ経路の

恒常的活性化を示すがん細胞（EGFR, Ras, 

B-Raf, PI3K 等の活性型変異、PTEN の機能喪

失変異等を原因とする）において、その経路遮

断剤を併用することで HDAC 阻害剤に対する感

受性が50～100倍増強されることを、申請者らは
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世界に先駆けて見出した。低濃度 HDAC 阻害

剤と各シグナル阻害剤の併用処理により、がん

抑制遺伝子 Rb の脱リン酸化（活性化）と Rb によ

って負に制御される転写因子E2F1のダウンレギ

ュレーションの増強が見られ、活性酸素の細胞

内蓄積とともにミトコンドリア経路を介した顕著な

アポトーシスが誘導された。これは、50～100 倍

の高濃度 HDAC 阻害剤単独処理によって誘導

される現象と同様であった。なお、Rb は HDAC

と転写抑制複合体を形成することが知られてい

る。本併用効果が認められるがん細胞では、

oncogenic な増殖・生存シグナルによって抑制さ

れた Rb 経路（E2F1 の異常活性化）が HDAC 阻

害剤の標的となっている可能性を見出した。そこ

で、HADC 阻害剤の抗がん作用メカニズムとし

て、Rb-E2F1 経路による遺伝子転写制御に注

目している。 

 
２．研究の目的 

（１）HDAC 阻害剤と MEK 阻害剤との併用による

細胞死誘導増強の分子機構を明らかにし、

HDAC 阻害剤の腫瘍選択的な制癌作用発現の

メカニズムを解明すること。（申請者らが見出した

知見から、次のような仮説を立てた。主に E2F1

の 2 方向性の転写活性制御を中心に解析し、以

下の仮説証明を試みることで目的を達成する。） 

*「HDAC 阻害剤の主なターゲットは、多くの癌

細胞で活性化されている Rb-E2F1 経路であ

る。」（図 A：ERK 経路の恒常的に活性化された

癌細胞では、高リン酸化された Rb は不活化され、

転写因子 E2F1 が活性化されて増殖能が高く、

抗酸化酵素 GPx の発現レベルも高い。一方、

E2F1 のもう 1 つの背反する活性であるアポトー

シス誘導能は、HDAC によって抑制されてい

る。） 

**「Rb による転写因子 E2F1 抑制機構として、

passive repression お よ び 、 低 リ ン 酸 化

Rb-HDAC 複合体が関与する active repression

との二通りがあり、後者によってアポトーシス誘

導因子の発現が厳密におさえられている。」（図

B：ERK 経路の活性化された癌細胞を MEK 阻害

剤、HDAC 阻害剤で処理することにより、Rb が

復活し E2F1 を抑えることで G1 停止、GPx の発

現低下がおこる。一方、アポトーシス誘導因子の

抑制は HDAC 阻害剤によって解除され、Bim な

どの発現誘導によりミトコンドリアの膜透過性が

亢進し、ROS 放出がすすむ。） 

①癌細胞における Rb-E2F1 経路、ERK 経路、

HDAC の活性化レベルの相関を調べる。また、

E2F1 経路が活性化している Rb 変異細胞、活性

化型 Ras 導入細胞、逆に Rb や E2F1 を siRNA

でノックダウンさせた癌細胞などを用いることで

HDAC 阻害剤感受性との関連を見出す。 

②抗 Rb, E2F1, HDAC 抗体を用いた、クロマチ

ン免疫沈降法によって関連遺伝子を各種調べ

ることで、Rb-HDAC を介したアポトーシス誘導

因子に対する active repression の存在を調べ

る。 

（２）HDAC 阻害剤と MEK 阻害剤との併用による

細胞死誘導増強効果を、Xenograft モデルによ

って検証し、HDAC 阻害を基盤とした効果的な

がん分子標的療法の開発に向けた基礎的デー

タを集積すること。 

(関西大学・上里新一教授らのグループにより、

次のことが明らかにされているHDAC阻害剤の提

供をうけることになり、動物実験が可能となった。) 

新規HDAC阻害剤K-32, K-197, K-198が、

いくつかのヒト癌細胞株に対して増殖阻害活性

を有し、特に、K-32に関しては、マウス白血病細

胞P388移植動物モデル実験において顕著な延

命効果（5匹中1匹は腫瘍完全消失:CR）が認め

られている。一方、このK-32を基本構造とし、2-

アミノベンズアミド基をもつK-198は、癌細胞の増

殖抑制効果は臨床試験中のHDAC阻害剤であ



 

 

るSAHA（一部、アメリカで認可）、MS-275と同程

度の活性を有しながら、正常細胞に対してはより

低毒性を示す。また、ヒト血漿中代謝安定性試

験においては、K-198は臨床開発中の経口HD

AC阻害剤MS-275に匹敵する代謝安定性を示

しており、動物実験に最も適していると考えられ

る。以上の知見をもとに、移植に用いるヒト癌細

胞はB-RAF活性型変異によりERK-MAPキナー

ゼ経路の恒常的活性化の見られるヒト大腸癌細

胞株を用いて担癌ヌードマウスを作成し、新規H

DAC阻害剤（今のところ安定性、安全性の高いK

-198が望ましいと考えている。）単独、及びMEK

阻害剤 PD184352との併用による抗腫瘍活性、

毒性について検討する。 

 

３．研究の方法 

（１）RbのE2F1 抑制メカニズム（＝HDAC阻害剤

の作用メカニズム）の解明― 

①Rb, E2F1, HDAC 間の相互作用を各種癌細

胞株における内因性レベルおよび 293T 細胞に

おける過剰発現系において解析した。 

②Rb 経路異常（Rb 変異・欠損、ERK/PI3K 経路

＝Rb抑制シグナルの亢進、E2F1 やHDACの高

発現など）の有無で分類したがん細胞株を、

HDAC 阻害剤、シグナル伝達遮断剤、あるいは

それらを組み合わせて処理した。そこで、E2F1

応答性遺伝子（細胞周期促進・アポトーシス誘

導因子）のプロモーター活性を調べるとともに、

その発現レベルや時間変動をマイクロアレイや

クロマチン免疫沈降法(CHIP)によって解析した。

特に、アセチル化ヒストン, HDAC1-3, E2F1, Rb

に対する抗体を用いた CHIP アッセイを行うこと

で、「RB による E2F1 応答遺伝子の発現抑制に

おける HDAC 依存性」について検討した。 

（２）in vivo xenograft model における新規 HDAC

阻害剤 K-32, K-197, K-198 と MEK 阻害剤

PD184352 併用による抗腫瘍活性について検討

した。 

 
４．研究成果 

（１）BRAF active mutant を有するヒト大腸がん細

胞株(HT29, Colo205)に対して、MEK 阻害剤

（PD184352）と HDAC 阻害剤(HC-toxin)との併

用処理によって、下図のように apoptosis 誘導因

子である Bim や Bik などの BH-3 only protein

の誘導とミトコンドリア傷害（膜電位の低下）が継

時的にすすむ。したがって、ROS の最大の発生

部位としてはミトコンドリアが考えられ、かつ、抗

酸化酵素であるグルタチオンペルオキシダーゼ

の発現抑制による抗酸化力低下が連動すること

によって、致死的なROS蓄積に至ることを明らか

に し た 。 ま た 、 そ の 遺 伝 子 発 現 制 御 に は

Rb-E2F1 経路が関わっていると考えられ、現在

クロマチン免疫沈降法によりさらに詳細に解析し

ている。 

 

（２）担癌ヌードマウス(xenograft model)に対する

本併用効果の検討を行うにあたって、新規

HDAC 阻害剤 K-32, 197, 198（関西大学上里教

授より提供）を用いた併用効果について解析し

たところ、in vitro 効果については認められたも

のの、in vivo レベルでは著しく弱かった。そこで、

新たに経口 HDAC 阻害剤として臨床開発のす

すむ MS-275 を用いて併用効果を検討した。

B-RAF 活性型変異により ERK 経路の恒常的活

性化のみられるヒト大腸癌細胞株 HT-29 の担癌

ヌードマウスを作成し、MS-275 単独、および

MEK阻害剤PD184352 との併用効果を検討した

ところ、併用による相乗効果が劇的に認められ

た(下図・右)。以上より、本併用療法の有効性が



 

 

in vivo レベルにおいても証明され、副作用軽減、

制がん作用増強の観点から今後の HDAC 阻害

剤を用いた癌治療において重要な知見である。 
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