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研究成果の概要（和文）：　われわれは、以前、Phosphodiesterase(PDE)1シグナルと悪性黒色腫の増殖・運動能との
関連を発見した。そこで、PDE1阻害作用を併せ持ち、勃起不全治療薬であるPDE5阻害剤が、悪性黒色腫等の治療薬とし
て応用可能かを検討した。PDE5阻害剤sildenafilの運動能への影響を検討したところ、PDE1を発現する細胞では運動能
を抑制した。その他のPDE1を発現していない細胞では、運動能に影響はなかった。sildenafilの効果は各細胞のPDE遺
伝子発現パターンによって異なり、オーダーメイド治療への応用が考えられる。

研究成果の概要（英文）：　We have already reported that the PDE1 signal affects the cell proliferation 
and motility in malignant melanoma cells. Therefore, we examined if the PDE5 inhibitor using for ED 
treatment, which also inhibits PDE1, is available as the therapeutic agent for malignant melanoma. 
Sildenafil inhibited cell motility of malignant melanoma MAA cells which expressed PDE1. Sildenafil was 
not effected for other oral malignant melanoma cells which did not express PDE1. As each oral malignant 
tumor cells showed the different PDE expression patterns and the effect of sildenafil varied by PDE 
expression pattern, PDE might be used for the personalized cancer therapy.

研究分野：口腔外科学

キーワード： 悪性黒色腫　Phosphodiesterase
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１．研究開始当初の背景 

	
 PDE5 は 11 種類(PDE1 から PDE11)報告

されている PDE ファミリーの一種で、細胞
内の cGMP 濃度を調整することにより様々
な生理作用に関与している。その阻害剤

Sildenafil、 Valdenafilなどはすでに勃起不
全(ED)治療薬、肺高血圧症治療薬などとして
広く臨床で使用されているが、悪性腫瘍との

関係はほとんど知られていなかった。本薬剤

は、同時に PDE1阻害作用も持ち合わせてい
ることが判明し、さらに他疾患への応用が期

待されている。	
 一方、2004 年に申請者ら
は PDE1 が 細 胞 性 粘 菌 Dictyostelium 
discoideum が 分 泌 す る 物 質 で あ る

Differentiation-inducing factor (DIF)のター
ゲット分子であることを世界で初めて発見

した（Shimizu et.al.  Cancer Research．64 ; 
2568-71  2004）。この発見により分化や増殖
機構を PDE1と直接結び付け、PDE1シグナ
ルが悪性腫瘍細胞の新しい分子標的である

ことを初めて導き出した (Shimizu et.al.  
Anticancer Res. 29(4):1119-22 2009 )。 
	
 その後、申請者は平成 17、18 年度科学研
究費若手研究(B)の助成を受け、悪性黒色腫細
胞を中心に検討、PDE1による増殖制御、お
よび、遺伝子異常を発見した。更に平成 21、
22 年度科学研究費若手研究(B)の助成により、
この遺伝子異常部位のみに作用する siRNA
を作成し、増殖との関係を明らかにした。現

在、平成 22、23年度科学研究費若手研究(B)
により転移との関係を検討中である。しかし、

PDE1シグナル制御に必要なPDE1特異的阻
害剤や、siRNAは、現在のところ臨床応用さ
れていない。悪性黒色腫は様々な治療に抵抗

性で極めて悪性度が高いことで知られ、新し

い治療法の開発が急務である。	
 最近、PDE5
阻害剤は PDE1 阻害作用を併せ持つことが
判明しており、申請者は、これを悪性黒色腫

の治療に応用することを着想した。PDE5阻
害剤の一つである Sildenafilは 1990年代に、

もともと狭心症治療薬として開発され、治験

段階で陰茎勃起促進効果が発見されたとい

うエピソードがある。また、1998 年に ED
治療薬として発売された後、2008 年に肺高
血圧症治療薬として新たに承認を得たとい

う歴史からもうかがえるように、今後、さら

なる適応拡大の可能性を持った薬剤である。	
  
	
 本研究によってその PDE1 阻害効果およ
び他の PDE ファミリーや下流シグナルへの
影響等、分子機構の詳細を解明し、臨床応用

への足がかりとしたい。 

 
２．研究の目的 

	
 PDE5阻害剤が、悪性黒色腫細胞の増殖能、

運動能等の機能を抑制するかどうかについ

て検討する。PDE5阻害剤による抑制効果が
みられた場合、そのシグナル伝達機構につい

て検討する。 
 
３．研究の方法 

	
 主として、当科で樹立、継代しているヒト

口腔由来悪性黒色腫細胞 MAA 等、および
PDE1を強く発現する肝癌由来SK-HEP-1細
胞を用いた。薬剤は、PDE5阻害剤として現
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在広く臨床で使用されている sildenafil を用
いて検討した。細胞増殖への影響は MTS 
assayで検討した。運動能は BD Falcon™ セ
ルカルチャーインサートを用いて、boyden 
chamber assay にて検討した。cAMP濃度測
定は cAMP-GloTM Max Assayを用いて行っ
た。 

４．研究成果 

	
 SK-HEP-1細胞に sildenafilを作用させ、
cAMP-PDE活性を測定したところ、0.5μM 
〜50μMの間で、濃度依存性に活性が低下し
た。また、MAA 細胞においても同様の結果
が得られた。これは、PDE5阻害剤が、PDE1
活性を阻害した結果であると考えられた。

MAA細胞に sildenafilを作用させたところ、
50μM で、増殖抑制効果がみられた。MAA
と、その他の口腔悪性黒色腫細胞で PDE5活
性を測定したところ活性はわずかで、PDE5
遺伝子をノックダウンしても効果はないと

考えられた。 
	
 sildenafil の運動能への影響を検討したと
ころ、PDE1 を発現する MAA 細胞では、5
μM 以上で運動能は抑制された。そのほか、

ほとんどの口腔由来悪性黒色腫細胞では、

PDE1 を発現しておらず、sildenafil を作用
させても運動能に変化はなかった。以上より、

sildenafil の効果は細胞によって異なると考
えられ、各々の PDE 遺伝子発現を考慮した
オーダーメイド治療への応用が考えられた。 
	
 さらに、MAA 細胞での運動能制御機構に
ついて、検討を行った。PDE1 は cAMP と
cGMPの両方を分解するため、それぞれの誘
導体を作用させ、MAA 細胞の運動能への影
響 を 検 討 し た 。 cAMP 誘 導 体 で あ る

8-Bromo-cAMPを作用させたところ、500μ
M以上で抑制された。しかし、cGMP誘導体
である 8-Bromo-cGMP では抑制されなかっ
た。このことより sildenafil による運動能の
抑制は cAMP シグナルによると考えられた。

そこで cAMP 濃度の変化を検討したところ
濃度が増加した。次に cAMPの下流シグナル
を検討した。下流には PKA と Epac がある
ため、それぞれのアクチベーターおよびイン

ヒビターを使用した。PKAの特異的アクチベ
ーターである N6-Benz-cAMP では運動能は
抑制された。逆に、PKAのインヒビターであ
る PKI14-22では亢進した。これらの結果よ
り、cAMP の下流シグナルは PKA の可能性
が示唆された。次に PKA とは別の経路であ
る Epacについても検討を行った。Epacのア
クチベーターを作用させたところ、運動能に

は影響がなかった。以上の結果より、PDE1
を発現する口腔由来悪性黒色腫 MAA細胞で
は sildenafilが PDE1を阻害することにより
cAMPが上昇し、PKAを介して運動能を抑制
する可能性が示唆された。 
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