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研究成果の概要（和文）：本研究では腎細胞癌において多剤耐性（MDR）により継続治療が困難となるsunitinib(SU)の
感受性を高める新たな化学療法薬の組み合わせを探ることを目的とした。併用薬物群に一つはエピジェネティック治療
薬（sodium butyrate、TSA）、さらに一方でMDR改善薬（elacridar）の有用性が見出された。前者はSUの作用点である
RTKシグナルの相乗的抑制、腎細胞癌のがん抑制因子コネキシンの発現上昇、細胞周期の調整、後者は薬剤排出トラン
スポーター，P糖タンパク質の機能阻害を介して作用を発揮することが示唆された。またコネキシンを介するSUの感受
性増強作用は悪性中皮腫においても示された。

研究成果の概要（英文）：We aimed to search an appropriate drug which sensitize sunitinib efficacy in renal
 cell carcinoma (RCC). Finally epigenetic drugs (sodium butyrate, TSA) came out as good combination partne
rs via blockage of RTK signaling which is sunitinib targeted pathway, upregulation of anti-tumor factor of
 RCC, connexin, or cell cycle regulation. Another candidate was multi drug resistance improving drug (elac
ridar) via inhibition of drug efflux pump, p-glycoprotein. Furthermore, it has been shown that connexin co
uld also improve sunitinib resistance in malignant mesothelioma cells.
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エピジェネティック治療薬を活用した薬

剤耐性の克服 
１．研究開始当初の背景 
がん治療における実施臨床では併用治療が

基本となるが、多剤耐性（MDR）が弊害となるこ

とが多い。がん細胞に特異的な分子を標的とす

る分子標的治療薬は従来型の抗がん薬に比べ

て正常細胞に対する副作用発現を抑えられ、治

療奏功率も高いという報告がある一方で、これま

で見られなかった新たな有害症状や、繰り返し

使用するうちに耐性化が避けられなくなるという

一面もある。耐性化の要因には、がん抑制遺伝

子の発現低下、新たなサルベージ経路の発達、

細胞膜上の薬剤排出トランスポーターの亢進な

ど、複数の因子が考えられる。一方でエピジェネ

ティック治療薬が抗がん薬の殺細胞効果を高め

るという報告が増えている。 
 
２．研究の目的 
本研究では受容体型チロシンキナーゼに対

するマルチキナーゼインヒビター（TKI ）の

sunitinib（SU）に着目し、SU の耐性化に関わる

経路や感受性を向上させる方策として効果的な

併用薬物について検討することを目的とした。

薬物抵抗性を示すがん種として、SU の適応が

ん種である腎細胞癌（RCC）を選択した。SU の

感受性を向上させる新たな化学療法薬の候補

にエピジェネティック治療薬、また MDR 改善薬

として P-gp/ABCG2 阻害薬の併用薬としての有

用性を検討した。さらに効果的な組み合わせに

ついて作用点を追究し、他のがん種への応用性

を図った。 
 
３．研究の方法 
（１） RCC における SU の感受性を向上させる

併用薬物の探索および作用機序の検討 

エピジェネティック治療薬には代表的な

HDAC阻害薬の sodium butyrate (NaBu)および

トリコスタチン A (TSA)を選択した。一方、

P-gp/ABCG2 阻害薬としては第三世代の

elacridar (Elac)を選択した。各薬物と SUの併用

効果は MTT assay による増殖能への寄与度で

確認し、combination index(CI)値により有用性を

判断した。 

併用効果の作用機序の検討として、各薬物の

作用点への影響を多角的に検証した。すなわち、

①TKI の作用点となる RTK シグナルを主とする

血管新生経路への関与、②RCC におけるがん

増殖抑制因子，コネキシン（Cx）の寄与度、そし

て③MDRの関与を考慮して SUが基質となる薬

物排出トランスポーター，P 糖タンパク質（P-gp）

への影響、を確認した。 

（２） 他のがん種への応用性についての検討 

Cx のがん増殖抑制作用に着目し、RCC と同

様に血管新生が旺盛な悪性中皮腫（MM）に対

する SU感受性を Cx が向上させるかどうか、Cx

遺伝子導入 MM 株にて検討を行った。RCC に

おいては母体組織に発現の多い Cx32 に、MM

においては母体組織に発現の多い Cx43 に着

目した。 
４．研究成果 
（１） SUと他の薬物の併用効果の検討 
NaBuと SUの併用効果 

RCC 細胞において、SU と NaBu を各種濃

度で併用することでいずれも有意に細胞生

存率が低下し、CI値は 1を下回った。従って

この組み合わせが SU の細胞増殖抑制効果を

高めることが示された（図 1）。SU の作用点

である細胞膜上の増殖因子受容体や RTK シ

グナルの構成因子の発現をみると、PDGF 受

容体 βの発現が併用により抑制される傾向が

みられたが、RTKシグナル下流の Aktや Erk

の活性化には変化はみられなかった（data not 

shown）。 

 

 

 

 
 
 
 
 
図１ SUと NaBuの併用後の細胞生存率． 

 



一方、RCC における血管新生に対して SU

と NaBu は共に抑制作用を示したという報告

がある。血管新生の重要な寄与因子となる

HIF-2αの発現を、低酸素条件 4～24時間の培

養で薬物群ごとに比較したところ、併用群で

最も発現低下がみられ、薬物感受性に影響し

た可能性が示唆された（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 HIF-2α発現への影響． 
 
一方、Cx（Cx32）のタンパク質発現は SUおよ

び NaBu 単独添加により上昇し、SU と NaBu の

併用で最も強い発現上昇がみられた（図 3）。さ

らにCxが6量体を作り、隣接細胞の片側膜状で

コネクソンとよばれるヘミチャネルを形成し、また

細胞間のコネクソンが連結して gap junction(GJ)

が形成されチャネルとなるが、細胞膜上での

Cx32 の発現はほとんどみられず、GJ 形成およ

び機能の回復はないと考えられた。ヘミチャネ

ルについては、有意ではないものの併用群で機

能が上昇する傾向はみられた（図 4）。以上より、

Cx32 の作用は GJ 非依存的な機序で増殖抑制

に寄与する可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
図 3 コネキシン(Cx)発現への影響．（緑：Cx,
赤：核） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 ヘミチャネル機能への影響．（蛍光取り
込み能） 

 
TSAと SUの併用効果 

TSAと SUの組み合わせにおいても、NaBu

の場合と同様に CI 値は１を下回り、増殖抑

制の相乗効果が確認された。TSA添加により

濃度依存的にアセチル化ヒストン H3 

（AcH3）の割合が増加したが（図 5）、がん

抑制因子の Cx32については TSAでは発現回

復が認められなかった。一方 TSAにより制御

される遺伝子群の中で細胞周期の G1 期およ

び G2期を制御する p21が存在する。TSA添

加後の細胞周期の解析から、S期, G2期に多

く停止する傾向と p21の発現上昇が確認され

た（図 6）。従って TSA による p21 発現誘導

が細胞周期をアレストし、SU 感受性向上に

寄与した可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 
図 5 TSA 添加後のアセチル化ヒストン H3
（Ac-H3）の割合の変化 

 

 

 

 

 

 
図 6 TSA添加後の p21発現の変化 
 

Elac と SUの併用効果 

Elacと Suの併用によりSUの増殖抑制作用

は有意に増強した。Elacのターゲットとなる

P-gpおよび ABCG2について各々の基質の細

胞内取り込みを評価したところ、Elacの併用

による取り込み能の増加は P-gp基質（テクネ

シウム標識 MIBI）の場合に顕著であったこ

とから、Elacの作用は主に P-gp阻害の寄与が

大きいことが示唆された（図 7）。 



 

 

 

 

 
 
 
図 7 SUと Elacの併用後の P-gp基質（γ線
標識）の細胞内取り込み． 
 

（２）悪性中皮腫（MM）の SU感受性に Cxが与

える影響 

Cx が SU 感受性に影響すると考えられたた

め、悪性中皮種(MM)において悪性度への関与

が示唆されるCx43発現と SU感受性の相関を

検討した結果、Cx43強制発現株では SUの細

胞増殖抑制作用が有意に強く示された（図 8）。 

 

 

 

 

 

 
 
図 8 MM における SU の増殖抑制作用．
（H28;human MM, H28-T; H28の Cx43遺伝
子導入株） 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 9 SUと GJ 阻害薬（GA）の併用が増殖
抑制作用へ与える影響．薄いカラム：GA な
し，濃いカラム：GA存在下の検討． 
一方、Cx43の作用が GJを介する作用なのか、

Cx タンパク質単体としての作用なのか検証

するため、GJ機能を阻害するグリチルリチン

酸（GA）を併用して SUの作用を検討したと

ころ、Cx43強制発現株（H28-T）における SU

の増殖抑制作用は GAが存在しても解除され

なかった。従って SU に対する Cx の作用は

GJ非依存的な機序によると考えられ、これは

RCCにおける結果と同様であった。 

以上より、エピジェネティック治療薬や

MDR改善薬の中にSUの併用薬物として新た

に効果的な組み合わせが見出され、それぞれ

の作用機序について一序が解明された。 
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