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研究成果の概要（和文）：ウシガエル卵由来シアル酸結合性レクチン (SBL) は、レクチン活性とリボヌクレアーゼ活
性を併せ持ち、さらに抗腫瘍効果を示すことが明らかになっている。今回、SBL および他の抗腫瘍性リボヌクレアーゼ
を作製し、それらのレセプター様分子の探索を行った。さらに悪性中皮腫細胞に対する抗腫瘍効果について解析を行っ
た。
その結果、レセプター様分子候補としてアクチンが同定された．また、SBL は既存薬剤であるペメトレキセドなどと比
較しより広範囲かつがん細胞選択的な抗腫瘍効果を示すことが明らかになり、さらに SBL とペメトレキセドの併用で
は相乗効果が得られ、SBL が新規抗がん剤になる可能性が示された．

研究成果の概要（英文）：A sialic acid-binding lectin derived from Bullfrog eggs (SBL) has both lectin and 
ribonuclease activity. It has been revealed that SBL demonstrates anti-tumor effect. In this time, we 
constructed recombinant proteins of SBL and other antitumor ribonucleases and performed cross-link 
experiments to identify their receptor-like molecules . Furthermore, we assessed anti-tumor effect of SBL 
against several malignant mesothelioma cell lines.
As a result, the actin has identified as the receptor-like molecule candidate . Furthermore, SBL 
exhibited more wide-ranging and cancer cell selective anti-tumor effect compared to existing drug such as 
pemetrexed. And also, combination treatment of SBL and pemetrexed showed synergistic anti-tumor effect. 
These results indicate that SBL could be a novel kind of anti-cancer drug.

研究分野：生物系薬学
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１．研究開始当初の背景 
本研究室で発見されたウシガエル卵由来シ
アル酸結合性レクチン (SBL) は、レクチ
ン活性とリボヌクレアーゼ (RNase) 活性
を併せ持つ多機能タンパク質である。SBL 
は、in vitro、in vivo 両方において抗腫瘍
効果が報告され、その効果は悪性細胞選択
的なことから、新規抗がん剤として期待さ
れている。しかし、その作用機序、特に悪
性細胞選択性に関しては不明な点が多い。
また他の RNase や既存薬剤との比較研究
も十分ではなくそれらの解析が必要であっ
た。 
 
２．研究の目的 
SBL や他の RNaseの新規抗がん剤として
の応用を目標に 
(1) 種々の RNase リコンビナントタンパ
ク質作製の効率化 
(2) SBL および他の RNaseの抗腫瘍作用
に関わるレセプター様分子の探索 
(3) アスベスト禍の問題で注目される悪性
中皮腫細胞に対する抗腫瘍効果 
について解析する。 
 
３．研究の方法 
上記研究目的を達成するため、それぞれ以下
の方法により研究を行った。 
(1)本研究室ではこれまでに、SBL リコンビ
ナントタンパクの発現誘導に関し、ペリプラ
ズム移行シグナルを付加したタンパク質発
現系によりリコンビナントタンパク質の作
製に成功している。今回、野生型 cDNA 配列
に変異を導入し、新たなシステイン残基を導
入することで種々の試薬でラベル可能な変
異体を作製した。また、ヒョウガエル卵由来
Onconase (ONC) も同様に野生型およびシス
テイン変異体を作製した。大腸菌により発現
されたそれぞれのタンパク質はその精製条
件を詳細に検討し、SBL に関しては大腸菌培
養液を硫安沈殿後、スルホプロピルカラム、
ハイドロキシアパタイトカラム、ゲル濾過カ
ラムを用いて精製した。ONC は不溶性画分に
発現したものを変性・リフォールドし、スル
ホプロピルカラム、ゲル濾過カラムにより精
製した。 
(2)SBL および ONC のがん細胞膜上のレセ
プ タ ー 様 分 子 を 探 索 す る た め 、
Mts-Atf-Biotin 試薬を用いたビオチントラ
ンスファー実験を行った．SBL および ONC 
のシステイン変異体を上記試薬でラベルし、
SBL 高感受性悪性中皮腫細胞株である H28 
細胞に処理した(4 C̊、30 分)。細胞に UV を
照射後、細胞溶解液を調製し、アビジンカラ
ムによるビオチン化タンパク質の精製を行
った．精製されたビオチン化タンパク質はア
ビジン検出系を用いたウェスタンブロット
により確認され、ビオチントランスファーが
確認されたタンパク質を SDS-PAGE 後、ゲル

から切り出し MS 分析によりタンパク質の同
定を行った． 
(3)種々の悪性中皮腫細胞株に対するに対す
るリボヌクレアーゼの抗腫瘍効果を検討し
た。細胞の生存率は WST-1 アッセイにより測
定し、その生存率低下作用は既存の悪性中皮
腫治療薬であるペメトレキセド、シスプラチ
ンと比較検討した。また同時に、SBL とそれ
ら薬剤との併用効果を解析し、拮抗、相加ま
たは相乗効果の判定は combination index 
の算出により行った。アポトーシス誘導の確
認はウェスタンブロットによるカスペース
の活性化やフローサイトメーターによるホ
スファチジルセリンの細胞膜外層側への移
行を検出することにより行った． 
 
４．研究成果 
(1) SBL と ONC のリコンビナント作製条件
を最適化し，ともにペリプラズム移行シグナ
ルを用いた発現系が適していること，また 
SBL は 発現用大腸菌として BL21 (DE3) 
pLysS 株を利用し，培地画分から可溶性体を
回収することが最も効率が良い一方で，ONC 
は BL21 (DE3) 株を利用し，不溶性画分から 
変性・リフォールドすることが最も効率が良
いことを明らかにした．さらに，RNase をラ
ベルするためのシステイン変異体の作製も
検討し，それぞれ同様の発現系が最適である
ことが分かった．カラム精製後の回収効率は 
SBL で 〜1 mg / L (大腸菌培養), ONC で 〜
10 mg / L となり，研究材料確保の観点から，
SBL 作製のさらなる効率化は今後の検討課
題と考える． 
 
(2)ビオチントランスファー実験によるレセ
プター様分子の探索を行った。その結果、ウ
ェスタンブロットにより強くビオチン化さ
れたタンパク質が 42 kDa 付近に検出された 
(Fig. 1 左)。そこで、SDS-PAGE 後にそのバ
ンドを切り出し (Fig. 1 右)、MS 分析を行
った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 1 ビオチントランスファー実験の確認 
   左；ウェスタンブロット、右；SDS-PAGE 



 
その結果、アクチンがその候補分子として同
定され、in vitro における実験でもその結
合が確認された．近年、細胞表面のアクチン
は、抗腫瘍性リボヌクレアーゼである T2 リ
ボヌクレアーゼのレセプターとして報告さ
れ、新規のがん標的になる可能性が議論され
ており、アクチンが SBL や ONC の抗腫瘍性
に関わる可能性が示唆された今回の結果は
非常に興味深いものになった。今後、詳細な
機構を精査する必要があると考えられる。 
 
(3) 
現在、悪性中皮腫に対する化学療法は限られ
ており、本邦においてはペメトレキセドとシ
スプラチンの併用療法のみ適応が認められ
ているが、奏功率の低さや耐性の出現が問題
になっており、新規薬剤の開発が期待されて
いる。今回、悪性中皮腫に対する SBL の抗
腫瘍効果をペメトレキセドおよびシスプラ
チンと比較し、また、SBL とそれらの薬剤と
の併用効果について検討した。 
5 種の悪性中皮腫細胞株および 1 種の正常中
皮由来細胞株を用い各薬剤の IC50 値を算出
したところ、SBL は 5 種の全ての悪性中皮腫
細胞株に対し、正常中皮由来細胞に毒性を示
さない濃度において、強い生存率低下作用を
示した。一方でペメトレキセドやシスプラチ
ンでは正常中皮由来細胞に毒性を示す濃度
においても、それらに対して抵抗性示すがん
細胞株が数種観察された (Table 1)。なお 
SBL の生存率低下作用は SBL のアポトーシ
ス誘導効果によるものであることを明らか
にしている。これらのことから、SBL がペメ
トレキセドやシスプラチンと比較してより
広範囲およびがん細胞選択的な抗腫瘍効果
を示すことが示唆された。 
 

 
 Table 1 各種細胞に対する各薬剤の IC50値 
 
さらに、各薬剤を同時に 2 剤併用処理し、
その際の生存率低下作用を、Combination 
index を用いて解析を行い、その相乗性を判
断した。その結果、SBL とペメトレキセドを
併用した場合、相乗的な抗腫瘍効果が観察さ
れ、その相乗性は既存療法であるペメトレキ
セドとシスプラチンの併用と同等以上であ
ることが示された (Fig 2)。 
 

Fig. 2 相乗効果解析 
CI は >1 で拮抗的、=1 で相加的、  
<1 で相乗的、を示す。 
CI が低い程相乗性が高いことを示す。 
Fa は影響をうける細胞の割合で、
Fa=0.5 は 50 % の生存率が低下する
点を示す。 
注：SBL とペメトレキセドの併用は高
い相乗性が示された。 

 
これらのことから、SBL が新規の悪性中皮腫
治療薬になる可能性が示唆された。今後 in 
vivo における SBL の有効性および安全性の
検証など、臨床応用を目標とした研究が必要
と考える。 
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