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研究成果の概要（和文）：ベンダムスチンは2010年に国内で承認されたリンパ腫の治療薬である。その作用機序はこれ
までDNAアルキル化と考えられてきた。本研究ではがん細胞の増殖や生存と深く関わっている転写制御因子STAT3に着目
して解析を進めた結果、ベンダムスチンがSTAT3のSH2ドメインに作用することによって、その機能を阻害することを新
たに見出した。またベンダムスチンががん細胞内STAT3と共有結合複合体を形成することも示唆された。以上、本薬剤
による優れた抗がん活性や免疫調節作用はSTAT3機能阻害と関わっていることが考察され、今後新たな抗がん剤をデザ
インするための鍵となることが期待さる。

研究成果の概要（英文）：Bendamustine (Benda) is an anti-lymphoma drug, which was recently approved in Japa
n. Although DNA has been believed to be primary target of this agent, the details of mechanism of action s
till remain unclear. We herein, for the first time, report STAT3 inhibition by Benda. The STAT3-SH2 antago
nistic activity was shown by Benda but not by the inactive metabolites in the biochemical assay using reco
mbinant human STAT3 protein. Furthermore, Benda suppressed both DNA-binding and transcriptional activity o
f STAT3 in the human breast cancer cell line MDA-MB-463. The competitive pull-down assay using the Benda a
nalogs revealed that this agent tightly bound to cellular STAT3. Therefore, those results suggest that the
 previously reported anti-cancer and immunomodulation effects by this agent might be associated with its i
nhibitory effect on STAT3.
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１．研究開始当初の背景 
塩酸ベンダムスチンは 1950年に旧東ドイツ
で合成され、その後 1971 年からドイツにお
いて非ホジキンリンパ腫、多発性骨髄腫及び
慢性リンパ性白血病の治療薬として長年使
用されている。米国では慢性リンパ性白血病
及び低悪性度非ホジキンリンパ腫の新規化
学療法剤（商標名「TREANDA®」）として、米
国食品医薬局（FDA）から 2008 年に承認取得
し、米国臨床腫瘍学会（ASCO）の 2008 年度
に最も重要と考えられる研究を総括した報
告書の中で、慢性リンパ性白血病の治療に大
きな影響を与えた新薬に選ばれている。日本
でも臨床開発が進められ、2010 年 10 月 1 日
厚生労働省において国内製造販売が承認さ
れた。ベンダムスチンは N,N-ビス(2-クロロ
エチル)メチルアミン (HN-2) 構造とプリ
ン様ベンズイミダゾール環を連結させた構
造を有し DNAアルキル化剤として知られてい
る。しかし近年米国国立がん研究所（NCI）
の各種がん細胞パネルを用いた COMPARE解析
においてこれら他のアルキル化剤とは異な
る感受性プロファイルを示すことや、通常と
は異なる DNA損傷ストレスレスポンスを示す
ことなどが明らかとなってきた（Leoni et al. 
Clin Cancer Res 2008）。また、臨床上の優
れた効果の点からも、上記 DNA アルキル化剤
とは異なる作用機序を有することが示唆さ
れている。しかし DNA アルキル化作用以外の
作用機序に関する詳細な解析は行われてお
らず、新たな標的分子候補もこれまでに報告
がない。 
 STAT3 は 1994 年に Darnell JE Jr（ロック
フェラー大）らによって発見された STAT フ
ァミリー転写制御因子のひとつである
（Zhong et al. Science 1994）。細胞増殖、
生存、血管新生などに関わるタンパク質の発
現を促進することが知られており、さらにリ
ンパ腫や乳癌、脳腫瘍など多くのがん細胞で
恒常的活性化が報告されていることから、新
規抗がん剤の標的分子として注目されてい
る。IL-6 や EGF などの刺激により細胞質内の
STAT3の Tyr705が JAK等によりリン酸化され、
相互の SH2 ドメインを介して STAT3 二量体を
形成する。二量化した STAT3は核内に移行し、
標的遺伝子の DNAプロモーター領域に特異的
に結合し転写が開始されることが知られて
いる。従って二量化は STAT3 の活性化におい
て重要であり、これを阻害した場合 STAT3 の
機能が損なわれがん細胞の増殖抑制やアポ
トーシス誘導に繋がる。実際に申請者らは、
独自のスクリーニング法を開発し（Uehara, 
Asai et al. BBRC 2009）STAT3 の二量化を選
択的に阻害し、かつ担がんマウスモデルにお
いて経口投与で抗腫瘍活性を示す STX-0119
などを発見してきた（Matsuno, Asai et al. 
ACS Med Chem Lett 2010）。一方、非ホジキ
ンリンパ腫や多発性骨髄腫において STAT3の
活性化阻害が既存抗がん剤の作用を増強す
ることも報告されている（Alas et al. Clin 

Cancer Res 2003）。 
 
２．研究の目的 
塩酸ベンダムスチンは非ホジキンリンパ

腫、マントル細胞リンパ腫の治療薬として
2010 年 10 月に国内での製造販売が承認され
た抗がん剤である。その作用機序は DNA アル
キル化と考えられてきたが、HN-2 構造を有す
る他の DNAアルキル化剤とは異なる作用機序、
すなわち他の標的分子の存在が示唆されて
きた。そこで本研究ではリンパ腫など多くの
がんで恒常的な活性化が報告されている転
写制御因子 STAT3 に着目して、ベンダムスチ
ンによる STAT3 の SH2 ドメインを介した作用
の詳細を解明し、その優れた薬効を裏付ける
と共に、次世代抗がん剤のデザインへ繋げる
ことを目的としている。 
 
３．研究の方法 
非細胞系アッセイ  

これまでに著者らによって開発されたア
ルファスクリーン法を基盤とした独自の手
法（Uehara, Asai et al. BBRC 2009）及び
その改良型（Takakuma, Asai et al. PLoS ONE 
2013）を用いた。各種組換えヒト STAT ファ
ミリー（rhSTAT）、および他の SH2 ドメイン
を有するタンパク質（Grb2）は大腸菌発現系
にて調製し、Avi-tag により N 末特異的にビ
オチンを導入した。システインをアラニンに
置換した各種変異 STAT3 はインバース PCR 法
を用いて調製した。これらビオチン化タンパ
ク質と FITC ラベル化したリン酸化ペプチド
を用いることにより、各タンパク質とリン酸
化ペプチドとの特異的結合をフォトシグナ
ルとして検出した。本手法を用いることによ
り、ベンダムスチンやシスプラチンによる阻
害効果を評価した。 
 
細胞系アッセイ 
STAT3 が恒常的に活性化しているヒト乳が

ん細胞株 MDA-MB-468 を解析に用いた。STAT3
の標的遺伝子として知られている Survivin, 
Bcl-2 等の mRNA は RT-PCR 法によって、また
これらのタンパク質の発現はウェスタンブ
ロット法によって、薬剤による発現抑制効果
を評価した。また核内 STAT3 の DNA 結合活性
については、Transcription factor ELISA を
用いて評価した。同様にクロマチン免疫沈降
（ChIP）アッセイによって STAT3 の c-Myc プ
ロモーターへの結合活性に対する薬剤の作
用も検討した。競合的プロダウン法は、ビオ
チンラベル化ベンダムスチンを用いて、抗
STAT3 抗体によるプルダウンとアビジン―
HRP によってベンダムスチンの STAT3 に対す
る結合を検出した。 
 
４．研究成果 
著者の主宰する研究室で実施可能な 29 種

類のアッセイ系でベンダムスチンを評価し
た結果、ベンダムシチンは、組換えタンパク



質を用いた非細胞系での STAT3の二量化阻害
試験で阻害活性を示すことが判明し、その他
の標的分子（Eg5, Survivin, IDO, hTERT, HIF
など）に対しては阻害作用を示さなかった。
この結果を受けて、さらに STAT ファミリー
の中での STAT3 に対する選択性、関連化合物
の STAT3 阻害作用、細胞系における STAT3 に
対する作用を評価することによって、ベンダ
ムスチンの STAT3に対する作用を詳細に検討
し、以下の結果を得た。 
 
１）非細胞系における試験結果 

著者らは STAT3の二量化阻害物質の開発を
目的として、AlphaScreen 法を用いた独自の
アッセイ法を開発し（Uehara, Asai et al. 
BBRC 2009）、これまでに 5,15-DPP や STX-0119
（Matsuno, Asai et al. ACS Med Chem Lett 
2010）などの二量化阻害物質を発見してきた。
また今回新たに rhSTAT3 と rhSTAT5b を用い
たマルチプレックス法の開発に成功した。
（図１、Takakuma, Asai et al. PLoS ONE 
2013） 
 

図１ STAT-SH2 アンタゴニスト評価法 

 
これらの評価系を用いた非細胞系での試

験の結果（図２）、ベンダムスチンは、rhSTAT3
の SH2ドメインを介したリン酸化ペプチドと
の結合を最も強力に阻害し（IC50=7.5 µM）、
STAT1（IC50=60 µM）、Grb2（IC50>100 µM）
STAT5b（IC50>100 µM）に対しては弱いまた
は阻害を示さなかった。したがって、ベンダ
ムスチンが rhSTAT3に対して選択的な阻害活
性を有することが判明した。不活性型の代謝
産物として知られる OH 体（HP-2）は STAT3
二量化阻害活性を示さなかった（IC50>100μ
M）。一方、カルボン酸部位を修飾したエチル
エステル体（BM1EE）は STAT3 に対してベン
ダムスチンと同程度の二量化阻害活性を示
した。よって、rhSTAT3 の SH2 ドメインに対
するアンタゴニスト活性には、DNA との共有
結合に必須な HN-2 構造が重要であることか
ら、rhSTAT3 に対しても NH-2 を介した共有結
合複合体を形成していることが容易に推測
される。また同様の作用はプラチナ系アルキ
ル化剤であるシスプラチンでも確認され、シ
スプラチンのプロドラッグ体であるカルボ

プラチンでは阻害が見られなかった。この結
果をもとに、共同研究者であるオランダの
Radboud University Nijmegen ・ Joost 
Lesterhuis らによってシスプラチンの STAT
ファミリータンパク質への作用を細胞株か
たは臨床組織を用いて検討中である。ベンダ
ムスチンに関しては、さらにシステニンのチ
オ ー ル 修 飾 体 と し て 知 ら れ て い る
Alexa488-C5-madeimide の rhSTAT3 への取り
込み実験において部分的ではあるが濃度依
存的に蛍光色素の取り込みを阻害し、不活性
代謝産物 HP-2 では阻害が見られなかったこ
とから、ベンダムスチンは STAT3-SH2 内また
はその近傍のシステインと共有結合複合体
を形成していることが強く示唆された。そこ
でアルキル化部位の同定を目的として、SH2
ドメイン及びその近傍に存在する 5か所のシ
ステイン（Cys468, Cys550, Cys542, Cys687, 
Cys712）を選択し、これらをアラニンに置換
した変異型 rhSTAT3 を調製した。これらの変
異体は、ベンダムスチンの標的となるシステ
イン残基の絞り込みに有用である。 
 

図２ ベンダムスチン関連化合物の構造と STAT-SH2 阻

害活性 

 
２）細胞系における試験結果 
細胞系における各種解析には、STAT3 が恒

常的に活性化しているヒト乳がん細胞株
MDA-MB-468 を用いた。ベンダムスチンは極め
て不安定な薬剤であることから特に細胞系
での解析には高濃度の薬剤を必要とした。ま
ず薬剤処理した細胞から核抽出液を取得、抽
出液中の STAT3 の DNA 結合を transcription 
ELISA を用いて in vitro で解析した。その結
果ベンダムスチン処理細胞では濃度依存的
に DNA 結合活性が低下したが、HP-2 処理細胞
では変化が見られなかった。次に STAT3 の標
的遺伝子として知られている Survivin, 
Cyclin D1, Bcl-2, Bcl-XL の mRNA レベルを
real time RT-PCR 法により解析した。ベンダ
ムスチンまたは HP-2 を細胞に 8 時間接触さ
せ、mRNA お回収、cDNA 合成後に特異的プラ
イマーを用いて解析した結果、ベンダムスチ



ン処理細胞ではいずれも mRNAレベル低下し、
HP-2 処理では変化が見られなかった。また
c-Myc プロモーターへの STAT3 の結合活性を
CHIP アッセイによって解析した結果も同様
であった（図３）。 
 

図３ STAT3 の c-myc プロモーターへの結合に対する

ベンダムスチンの作用（ChIP アッセイ） 

 

従ってベンダムスチンは細胞内において
も STAT3の機能を阻害することが明らかとな
った。一方、免疫染色法を用いて核内 STAT3
タンパク質レベルの変動を解析したが、ベン
ダムスチン処理細胞で STAT3の核内移行の抑
制は見られなかった。従ってベンダムスチン
による STAT3 機能阻害は、核内の STAT の量
的ではなく STAT3 の質的な変化によって DNA
結合活性が低下したものと考えられた。そこ
でビオチンラベル化ベンダムスチンを用い
ることによって、細胞内におけるベンダムス
チンと STAT3 の相互作用について解析した
（図４）。 

図４ 細胞内 STAT3 とベンダムスチンの結合（競合的プ

ルダウンアッセイ） 

 
ビオチン化ベンダムスチン処理後の細胞

抽出液かに抗 STAT3 抗体を添加し、ビーズ法
により STAT3 を免疫沈降させた。免疫沈降物
をアビジン―HRP を用いてブロッティングし
た結果、STAT3 の位置にビオチン由来のバン
ドがはっきりと検出された。またこのバンド
は過剰量のベンダムスチン処理により消失
し、過剰量のHP-2処理では変化しなかった。
以上の結果から、ベンダムスチンは細胞内の
STAT3 と強固に結合し、その結合には HN-2 構
造が必要であることから、共有結合複合体を
形成していることが示唆された。 
 
 以上の結果から、ベンダムスチンはこれま
でに報告されてきた DNAのアルキル化に加え
て、少なくともがんの増殖や生存に重要な
STAT3 に共有結合しその機能を阻害すること

が示唆された（図 5）。このことはリンパ腫等
に対するベンダムスチンの優れた効果の一
部を説明するための機序として興味深いだ
けでなく、次世代の抗がん剤を開発するうえ
での有用な情報となることが期待される。 
 

図 5 ベンダムスチン作用機序概念図 
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