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研究成果の概要（和文）：本研究は白血病細胞の新規分化誘導剤が固形癌細胞への増殖抑制効果をも発揮する可能性が
あること、およびその分子基盤を明らかにし、新しい作用機序による固形癌の治療法を確立することを目的とした。こ
の研究では、我々が新たに見出した分化誘導剤コチレニンAと白血病治療に使用されている低濃度の三酸化ヒ素とを併
用すると相乗的に固形癌細胞の増殖を阻害出来ることを見出した。これら併用効果の分子機構には活性化カスパーゼ７
の誘導、サーバイビン抑制および活性化酸素の誘導が関連していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We have examined whether a new differentiation inducer of leukemia cells can 
suppress the proliferation of solid tumor cells. In this study we found that cotylenin A significantly 
potentiate arsenic trioxide-induced inhibition of cell growth of human breast and pancreatic cancer 
cells. The combined treatment with cotylenin A and arsenic trioxide induced cleaved caspase-7 in human 
breast cancer MCF-7 cells at the concentration which arsenic trioxide alone scarcely induced and 
cotylenin A alone only weakly induced. Expression of survivin was markedly decreased with the presence of 
both cotylenin A and arsenic trioxide. The pretreatment with N-acetylcysteine significantly reduced the 
combination treatment-induced cell growth inhibition. These data suggest that induction of cleaved 
caspase-7, inhibition of survivin and oxidative responses are important events in the corporative 
inhibition in the growth of MCF-7 cells.

研究分野： 医歯薬学
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１． 研究開始当初の背景 

（１）現在、広く使用されている抗癌剤の多
くは癌細胞を殺すことにより、その治療効果
を発揮する。しかし、その欠点として正常細
胞にも作用するため深刻な副作用を引き起こ
すことがあげられる。そこで、今までとは異
なる作用機構に基づいた治療法の開発が望ま
れている。我々は、白血病が分化調節機構の
破綻に深く関わっていることに注目し、がん
細胞の分化異常を克服する分化誘導剤の開発
を進めてきた。分化誘導剤を用いた分化誘導
療法はある種の白血病では有効性が確認され、
現在臨床的に適応されている。このような分
化誘導剤は、また、cDNA マイクロアレイの研
究から多数の遺伝子の発現を修飾している事
が判明してきた。従って、このような分化誘
導剤は、遺伝子発現修飾物質とも考えられ、
固形癌細胞の細胞生物学的性質をも変化させ
る可能性がある。そこで、これまでに白血病
細胞で有効と見出してきた分化誘導剤が固形
癌細胞の増殖制御にも応用できるか否かを検
討することは、今までとは異なる作用機構に
基づいた癌治療法の開発につながる可能性が
ある。 
 

（２）我々が新たに見出した分化誘導剤コチ
レニンＡは、現在白血病の分化誘導剤として
臨床的に用いられているレチノイン酸と同様
に強い分化誘導活性を示し、また、レチノイ
ン酸に抵抗性になった白血病細胞にも顕著な
分化誘導効果を示した。さらに、白血病細胞
を移植した SCID マウスにおいても延命効果
を示したことから、コチレニンＡはレチノイ
ン酸につぐ in vivo で有効な分化誘導剤とな
る可能性がある。そこで、我々はこの新規で
強力な分化誘導剤コチレニンＡが単独または
他の分化誘導剤や化学療法剤との併用で固形
癌細胞の増殖を抑制できるか検討した。 そ
の結果、分化誘導剤コチレニンＡが mTOR 
(mammalian target of   rapamycin)の阻害
剤であり、分化誘導剤でもあるラパマイシン
と相乗的にヒト乳癌細胞の増殖を顕著に抑制
すること、さらに、コチレニンＡとラパマイ
シンの併用処理はヒト乳癌細胞を移植したヌ
ードマウスに対して、単独処理よりも顕著な
治療効果を示すことを見出した。これらの結
果は、この併用処理が乳癌を含む固形癌に対
する新しい治療法となる可能性を示唆する。
さらに、最近、この併用処理に伴って、増殖抑
制的に作用すると考えられているサイクリン
G2遺伝子の発現が早期から顕著に誘導される
ことを見出した。しかし、この併用処理効果
の作用機序の研究は緒についたばかりである。 
 

２．研究の目的 

（１）本研究は新規分化誘導剤コチレニンＡ
が固形癌細胞への増殖抑制効果を発揮する際
の分子機構ならびに分子標的を明らかにし、
新しい作用機序による固形癌の治療法を確立
することを目的とする。癌細胞ではしばしば

mTORおよび、その上流のキナーゼが活性化さ
れていることが判っている。そこで、ラパマ
イシンのような mTOR 阻害剤は癌に特異的に
有効な抗癌剤の候補になっている。現在、日
本でもラパマイシン誘導体が進行性腎癌の治
療に使用が認められた。しかし、種々の癌細
胞に対する有効濃度と最大効果にはバラツキ
があり、単剤での臨床応用には限界が指摘さ
れている。我々は、最近、乳癌細胞を固形癌細
胞の実験モデルとしてコチレニンＡとの併用
効果をスクリーニングした結果、コチレニン
Ａとラパマイシンとの併用が最も顕著である
ことを見出した。本研究ではコチレニンＡと
ラパマイシンとの併用による乳癌細胞の増殖
抑制の分子メカニズムを解明する。さらに、
これらの処理の最も重要な分子標的を明らか
にし、その発現と臨床症状との関連性を検討
するとともに、新しい分子標的治療法の確立
を目指す。 

 

（２）最近、白血病細胞を用いてコチレニン
Ａと様々な分化誘導剤との併用効果を検索し
ている中で、低濃度の三酸化ヒ素（arsenic 
trioxide, ATO）が前骨髄球性白血病細胞のコ
チレニンＡによる分化を促進することを見出
した。そこで、この併用処理が固形癌細胞に
対しても有効な抗癌作用を示すことが出来る
かどうか検討し、さらに、その併用効果の作
用機序を検討する。 

 

３．研究の方法 

細胞増殖は MTT assayまたは trypan blue dye 
exclusion test で測定した。リン酸化蛋白質
は Western blotting で測定した。アポトーシ
ス蛋白質のプロファイリングは Human 
Apoptosis Array Kit(R&D Systems)を用いて
行 っ た 。 In vitro 細 胞 浸 潤 能 測 定 は
xCELLigence Real-Time Cell Analyzer 
(Roche-Diagnostics)で行った。 
 
４．研究成果 
（１）我々はこれまでに、植物成長制御因子
として報告されているコチレニンＡおよび
mTOR(mammalian target of rapamycin)阻害剤
であるラパマイシンが白血病細胞に対する強
い分化誘導剤であることを報告している。さ
らに、コチレニンＡとラパマイシンがヒト乳
癌細胞 MCF-7 の増殖を相乗的に抑制すること
を見出している。また、MCF-7 細胞をヌードマ
ウスに移植した実験系でも、コチレニンＡと
ラパマイシンを併用処理した場合、それぞれ
単独処理よりも顕著な抗腫瘍効果を示すこと
を見出した。しかしながら、これら分化誘導
剤の併用による効果のメカニズムは未だ不明
である。我々は最近、癌細胞おいて高頻度に
活性化されている Akt/mTOR シグナル経路に
ついて検討し、コチレニンＡがラパマイシン
処理で誘導される Akt のリン酸化を顕著に抑
制することを見出した（図１）。このラパマイ
シンによる Akt リン酸化の誘導はラパマイシ



ン自身の増殖抑制効果を減弱させるものと考
えられている。これらの結果は、ラパマイシ
ンが誘導する Akt リン酸化のコチレニンＡに
よる阻害が、コチレニンＡとラパマイシンに
よる相乗的増殖抑制効果と密接に関連してい
ることを示唆する。 

 
（２）我々はすでに、コチレニンＡとラパマ
イシンの併用による乳癌細胞 MCF-7 の顕著な
増殖抑制効果には、サイクリン G2の誘導が密
接に関係していることを明らかにしている。
そこで、本研究では、サイクリン G2遺伝子の
プロモーター部分約 2kb をクローニングし、
コチレニンＡとラパマイシンの併用によるサ
イクリン G2 遺伝子誘導に必須な領域を検討
した。クローニングしたサイクリン G2 遺伝子
のプロモーター部分をさらに７個に分割し、
サブクローニングした。これらを MCF-7 細胞
にトランスフェクトし、ルシフェラーゼ活性
を測定することによって検討した。その結果、
-331bpまでのプロモーター部分がコチレニン
Ａとラパマイシンの併用によるサイクリン G2
遺伝子発現誘導に必須な領域であることを明
らかにした。これらの結果は、この併用効果
の分子基盤を解明するのに重要な手がかりと
なると考えられた。 
 
（３）我々は、最近、白血病細胞を用いてコチ
レニンＡと様々な分化誘導剤との併用効果を
検討している中で、低濃度の三酸化ヒ素 
(arsenic trioxide, ATO)が前骨髄球性白血
病細胞のコチレニンＡによる分化を顕著に促
進することを見出した。そこで、この併用処
理がヒト乳癌細胞対して有効な抗癌作用を示
すか検討した。その結果、コチレニンＡは ATO
によるヒト乳癌細胞(MCF-7, MDA-MB-231)細

胞の増殖抑制を顕著に促進することを見出し
た（図２左）。さらに、コチレニンＡと ATO の
併用処理は足場非依存性の増殖抑制効果も示
した。また、この併用処理は MCF-7 細胞にお
いて活性化カスパーゼ７を顕著に誘導し（図
３）、逆に、サーバイビンの発現を抑制した（図

４）。これらの結果より、この併用処理は MCF-

7 細胞においてアポトーシスを誘導すること
を示した。さらに、コチレニンＡと ATO の併
用処理による増殖抑制効果は、抗酸化剤 N-
acetyl-L-cystein(NAC)により、部分的に消失
した（図５）ので、この顕著な併用効果には活

性化酸素(ROS)の誘導が重要であることが示
唆された。ATO の固形癌細胞に対する増殖抑
制効果は既に報告されているが、その有効濃
度が白血病細胞に対するよりも高く臨床応用
は困難であった。我々は本研究で、臨床で応
用可能な濃度の ATO でもコチレニンＡを併用
することで乳癌細胞の増殖を抑制できること
を見出した。我々は、さらに、最近、このコチ
レニンＡと低濃度 ATO との併用処理が膵臓癌
のような難治性固形癌細胞の増殖をも効果的
に抑制できることを見出した（図２右）。 
 
（４）効果的な治療効果を得るためには癌細
胞の増殖を抑制することに加えて、癌細胞の
浸潤能を抑制することが非常に重要である。
そこで、我々は、in vitroで癌細胞の浸潤能
をリアルタイムで測定できる xCELLligence 
Real Time Cell Analyzer を用いて検討した。
この測定システムにおいても、これまでのト
ランスウェルでの報告と同様に MCF-7 および
T47D細胞は浸潤能はなかったが、MDA-MB-231



細胞は明確な浸潤能を示した。コチレニンＡ
または ATO は単独でも濃度依存的に MDA-MB-
231 細胞の浸潤能を抑制したが、コチレニン
Ａと ATO とを併用処理すると MDA-MB-231 細

胞の浸潤能を完全に抑制できることを見出し
た（図６）。この併用処理で用いた濃度ではア
ポトーシスは誘導されなかったので、この効
果的な浸潤能抑制の機構にはアポトーシスは
関与しないことが示唆された。 
 
以上、本研究から、コチレニンＡとラパマイ
シンとの併用による固形癌の増殖抑制に関連
する重要な分子基盤の一部が解明された。ま
た、コチレニンＡと ATO の併用処理は乳癌細
胞だけでなく難治性の膵臓癌細胞の増殖を相
乗的に抑制できることを見出した。この増殖
抑制効果には活性化酸素誘導を介したアポト
ーシスが関与していることを明らかにした。
さらに、このコチレニンＡと ATO の併用処理
は癌細胞の浸潤能も効果的に抑制できること
を見出した。今後さらに、これらの研究を発
展させて行くことで、白血病の分化誘導剤が
将来、固形癌細胞へ効率良く応用できる可能
性が出てきた。 
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