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研究成果の概要（和文）：膀胱がんに対する cSBL の効果の解析を行った結果，cSBL の有効性が認められ，他
の薬剤と比較してもがん細胞選択性などの点で有効な知見が得られた．また，cSBL の耐性細胞と親株を比較し
た網羅的遺伝子解析を介し，がんの悪性度や耐性に関与するABCトランスポーターの発現をcSBL が減少させるこ
とや，ドキソルビシンなどの耐性に関与すると報告のある AKR1B10 の発現上昇を cSBL が抑制することなどを
見出した．さらに，cSBL が強い c-Jun の活性化を引き起こすことが明らかになり，cSBLの抗腫瘍作用にその活
性化が重要な役割を持つ可能性が示された.

研究成果の概要（英文）：An analysis of the effects of cSBL on bladder cancer demonstrated its 
effectiveness, with advantages in terms of cancer cell selectivity compared to other drugs. 
Comprehensive genetic analysis comparing cSBL-resistant cells with the parent cell line revealed 
that cSBL reduces the expression of ABC transporters, which are involved in cancer malignancy and 
resistance, and suppresses the increased expression of AKR1B10, known to contribute to resistance to
 doxorubicin and other drugs. Additionally, it was found that cSBL induces strong activation of 
c-Jun, suggesting that this activation may play an important role in the antitumor action of cSBL.

研究分野： 生化学

キーワード： リボヌクレアーゼ　アポトーシス

  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，有効な新規治療薬が望まれている膀胱がんに対する cSBL の有効性が示された．また悪性中皮腫を
用いた研究では，cSBL の抗腫瘍作用機序の解明が進んだ他，多剤耐性に関わる分子の発現を cSBL が抑制する
ことが見出された．これは，がんの耐性化や悪性化といった現行のがん治療おける課題を，cSBL を用いること
により克服できる可能性を示すのものである．したがって，既存のがん療法に cSBL を加えることにより新しい
選択肢を与える可能性があると考えられる．

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
リボヌクレアーゼは，あらゆる生物に存在し RNA の成熟などに重要な酵素であるが，一部の

リボヌクレアーゼは，抗菌，抗ウィルスあるいは抗腫瘍作用を有する．抗腫瘍性リボヌクレアー
ゼは，“RNA を標的とする”という新しい機序による抗腫瘍活性と高いがん細胞選択性を示すこ
とがわかっている．また，RNA を標的とする利点として，従来の DNA 障害型薬剤や放射線治療
と異なり遺伝毒性がないことや，リボヌクレアーゼが熱やプロテアーゼに対する高い安定性を
持つことが示されており血中での安定性も期待できることなどが挙げられる．これらのことか
らリボヌクレアーゼは新規抗がん剤候補として期待されている． 
本研究室で発見された Rana catesbeiana 由来シアル酸結合性レクチン（cSBL）は，リボヌク

レアーゼ活性とレクチン活性を併せ持つ多機能性タンパク質であり“Leczyme (Lectin + 
enzyme)”とも呼ばれている．我々ははこれまでに，cSBL が多種類のがんに細胞毒性を示すが正
常細胞への毒性は低いこと 1)，TRAIL や Pemetrexed などと相乗的な抗腫瘍効果を示し，がん細
胞選択性や他の薬剤との相乗性は既存の薬剤と比較しても優れていること 2,3)，Xenograft モデ
ルを用いた in vivo 実験においても抗腫瘍効果を示すことなどを明らかにしてきた 4)．これら
の研究により cSBL が新規抗がん剤候補になる可能性が示されたが，一方で，安全で効果的な
臨床への応用には，その作用機序のさらなる解明が不可欠であった．cSBL の抗腫瘍作用につい
て，これまでに明らかにされた作用機序は以下の通りである．(1) cSBL が細胞表面に結合し，
(2) 細胞内に移行後，(3) 細胞内 RNA が分解され，(4) ミトコンドリア障害あるいは小胞体ス
トレスが引き金となりアポトーシスシグナルが誘導される．上記機序は，これまでに無い新しい
メカニズムである一方，不明な点も多くあった． 
 
２．研究の目的 
上記の通り，cSBL の抗腫瘍作用機序に関して不明な点が多くある．本研究は，新規抗がん剤候

補である cSBL の可能性を特に安全面・効率面でさらに追求するため，その作用機序を明らか
にすること，および cSBL の効果を最大限に利用する他の薬剤との併用などの検討を目的とし
た．また cSBL の有効性検討のために，これまでに cSBL の効果が調査されていないがん腫に対
する cSBL の抗腫瘍効果についても検討を行った． 
 
３．研究の方法 
（1）cSBL の膀胱がん細胞に対する抗腫瘍効果 
正常膀胱粘膜由来細胞（HCV29），非浸潤性膀胱がん細胞（KK47 および RT4）ならびに浸潤性膀

胱がん細胞（YTS-1 および YTS-3）を対象に WST 法により細胞生存率を測定した．各細胞は cSBL 
の他，膀胱がんの既存治療薬である cisplatin または gemcitabine で処理し，その生存率か
ら IC50 値を，さらにがん細胞選択性の指標として Relative sensitivity (RS) 値（RS = IC50 
normal cells / IC50 cancer cells）を算出した． 
 
(2) 悪性中皮腫 H28 細胞およびその cSBL 耐性株を用いた ATP binding cassette 
transporter C2 (ABCC2) の発現解析． 
H28 細胞および cSBL 耐性細胞（cSR-A1 および B10）を対象として実験を行った．ABCC2 の

発現はウェスタンブロット法により測定した．細胞は cSBL の他，悪性中皮腫の治療薬である 
cisplatin または pemetrexed で処理し，各条件下における ABCC2 の発現を比較した． 
 
(3) cSR 細胞における Aldo-keto reductase 1B10 (AKR1B10) の発現解析 
AKR1B10 低発現 cSR 細胞において, doxorubicin 処理により AKR1B10 の発現に変化が起こる
か否か, およびそれに対する cSBL の影響を調査した.cSR-A1 および B1 細胞をそれぞれ 
doxiorubicin および cSBL で処理し, AKR1B10 の発現をウェスタンブロット法により観察し
た. 
 
４．研究成果 
（1）cSBL は膀胱がんに対しても抗腫瘍効果を示し，既存薬剤と比較しても高いがん細胞選択性
を示す． 
各細胞に対する cSBL，cisplatin および Gemcitabine の細胞毒性を WST-8 法により測定し，

細胞生存率の容量反応曲線で示した結果，いずれの薬剤においても濃度依存的な細胞毒性が認
められた．各細胞の反応をより詳細に分析するため，IC50 値を算出した（Table 1）．cSBL に対
しては，KK47（IC50; 0.09 µM）が高い反応性を示し，HCV29（IC50; 11.08 µM）が一番低い反応性
を示した．Cisplatin に対しては，RT4（IC50; 3.31 µM）が高い反応性を，YTS-1 が（IC50; 14.80 
µM）低い反応性を示し，HCV29 の IC50 値は 10.97 µM と用いた細胞の中では中程度であった．
Gemcitabine でも cisplatin と同様に，RT4（IC50; 0.01 µM）が高い反応を示し YTS-1（IC50; 
5.23 µM） が低い反応を示した．HCV29 の IC50 値は 0.08 µM となり比較的高い感受性を示し
た．細胞選択性の指標として，RS を算出した結果，cSBL はいずれのがん細胞に対しても 1 ＜ 
の RS 値，すなわちがん細胞に対する選択性を示し，特に KK47 で 120.50 と高いがん細胞選



択性が示された（Table 2）．一方，cisplatin では YTS-1 に対する RS は 0.74 となり，むし
ろ正常組織由来細胞と比較して抵抗性が見られ，一番高い RS 値でも RT4 の 3.32 であった．
Gemcitabine でも 4 種のがん細胞中 3 種で 1 ＞ の RS が示され，特に，KK47 （RS; 0.03）
および YTS-1（RS; 0.02）で低かった．今回の実験結果から cSBL は膀胱がんに対しても抗腫瘍
効果があり，選択性高いことが示された．Cisplatin および gemcitabine と比較しても抗腫瘍
効果，選択性が上回っていることより膀胱がんの治療に今後応用できる可能性があると考えら
れる． 
 

Table 1. IC50 values (µM) of cSBL, cisplatin and gemcitabine against bladder cells 

The 95% confidence intervals for each IC50 value are shown in parentheses. 
 
Table 2. RS of cSBL, cisplatin, and gemcitabine against bladder cells 

The RS value was calculated as the IC50 value of each agent in HCV29 cells divided by 
the IC50 value of each cancer cell lines. 
 
(2) cSBL は ABCC2 の発現を減少させる． 
これまでに，悪性中皮腫 H28 細胞を cSBL で持続処理することで，cSBL 耐性(cSR)細胞を樹立

し，得られたクローン株を用いたマイクロアレイ解析の結果から，ATP binding cassette 
transporter C2 (ABCC2)の発現が cSR 細胞で低下していることを見出した．5)今回，ABCC2 の発
現をタンパク質レベルで確認し，H28 細胞に比べて cSR 細胞細胞におけるそれぞれの発現が低
下すること，また，H28 細胞に cSBL を 72 時間処理した際も濃度依存的な ABCC2 の発現低下傾
向が観察されることを明らかにした．また，昨今，低分子抗がん剤などにより薬剤耐性に寄与す
る ABC トランスポーターの過剰発現が引き起こされうることが現行のがん治療で問題となって
いる．今回，H28 細胞においても cisplatin および pemetrexed 処理により ABCC2 の発現が上
昇するか否か，またそれら薬剤処理時に cSBL を共存させた場合の ABCC2 の発現について検討
した．その結果，ABCC2 の発現は，それぞれの抗がん剤により増加傾向が見られた一方，cSBL 単
独または各薬剤と共処理した際には，ABCC2 の発現はコントロールに対しておよそ 0.4倍〜0.5
倍に低下した（Fig. 1）． 

 



 
 
Fig. 1. ABCC2 expression analysis in CDDP, PEM and/or cSBL-treated H28 cells 
H28 cells were treated with CDDP and/or cSBL for 72 hours (A), and PEM and/or cSBL 

for 72 hours (B). Whole cell extracts were subjected to western blotting with anti-
ABCC2 and β-actin antibodies. Densitometric quantification is performed using the 
results of at least three independent experiments (mean ± SD). **P<0.01.  
 
これらのことから cSBL は抗がん剤処理時においても ABCC2 の発現を著しく低下させること

が明らかとなった．したがって cSBL を薬剤耐性がんに対して用いたり，ABC トランスポーター
の過剰発現を誘導する薬剤と併用したりする薬剤療法が，現行の治療法の問題点を克服する新
たながん治療戦略となる可能性があると考えられる． 
 
(3) cSBL は doxorubicin 誘導性の AKR1B10 の発現上昇を抑制する 
これまでの研究で我々は, cSR 細胞における AKR1B10 の発現レベルが H28 と比較して mRNA 

およびタンパク質レベルで大幅に減少することを明らかにしている.5) AKR1B10 は，非小細胞肺
がん, 肝がん, 子宮がん, 膵がんおよび乳がんなどで高発現することが確認されており,新規バ
イオマーカーとして注目されている他,cisplatin, mitomycin C および doxorubicin などの抗
がん剤によって発現が上昇し, 薬剤耐性の獲得に関与していることも示唆されている. 
本研究では, AKR1B10 の発現が低下している cSR を用い, DOX によりその発現上昇が起こる

か否か，およびそれに対する cSBL の影響とその発現変化のメカニズムについて調査を行った. 
その結果 A1 細胞では doxorubicin 処理により約 1.7 倍に有意に上昇した一方, cSBL 共処理
では約 1.3 倍となり, A1 での発現に対し有意差は認められなかった. B1 でも同様に 
doxorubicin 処理により約 1.4 倍に上昇した一方, cSBL 共処理では約 1.1 倍に留まり, 
doxorubicin 誘導性の発現上昇が抑制される結果となった (Fig. 2). 
 

 



 
Fig. 1. AKR1B10 expression analysis in DOX and/or cSBL-treated cSR cells 
A1 (A) and B1 (B) cells were treated with DOX and/or cSBL for 72 hours. Whole cell 

extracts were subjected to western blotting with anti-AKR1B10 and -actin antibodies. 
Densitometric quantification is performed using the results of at least three 
independent experiments (mean ± SD). **P<0.01. 
 
このことから, cSBL は doxorubicin 処理によって誘導される AKR1B10 の発現上昇を抑制す

る可能性が示された．またその作用機序解析の結果からは，cSBL による JNK の活性化を介し
た c-Jun の活性化が，AKR1B10 の発現抑制に関与していることが示された.さらに，この発見
を契機に，cSBL は c-Jun の活性化を強く誘導するシグナルを誘導することが明らかになり，
その上流にはストレスキナーゼが関与することが示唆されるデータが得られている．これは 
cSBL が誘導するアポトーシスにおいて，ミトコンドリア障害の上流に位置するシグナルに関与
すると考えられた．これらは，これまでに明らかになっていなかった cSBL の抗腫瘍作用機序
の一旦を明らかにするものとなった． 
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