
V-ATPaseとがん治療

著者 大熊 勝治
著者別表示 Ohkuma Shoji
雑誌名 平成15(2003)年度 科学研究費補助金 基盤研究(B) 

研究成果報告書
巻 2002-2003
ページ 8p.
発行年 2004-03
URL http://doi.org/10.24517/00050623

Creative Commons : 表示 - 非営利 - 改変禁止
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/deed.ja



ATPase阻害剤とpHと細胞増殖阻害V ﾛ■■■■■

研究課題番号:14370741

平成14～15年度科学研究費補助金

(基盤研究(B)(2))研究成果報告書

平成16年3月

研究代表者大熊勝治

（金沢大学薬学部教授）

Ｉ

早
‐
．
．
｜
●
ｆ
口

ロ
ー
辛
一

率
一
一
ゴ
ー
一
、
制
垂

『
路
、

０
｛
０
″
〃
塞
毎
“
今
．

「
，
一

一
‐
‐
‐
凸
″
″
⑫

』
《
■
■
■
叩

冒
《
一
。
一

・
Ｊ

Ｅ
ｊ
△
１
９
｝

〆
一
・
一
一
」
‐
一

デァ
一
●
手
中
‐
』
亀
苧
○
基一

七》

llllllll||||||||||||||||llllll
0400-04997-X



瞬部〃
Z"上､、
夢

V I■■■■■ATPase阻害剤とpHと細胞増殖阻害

(課題番号:14370741)

平成14～15年度科学研究費補助金

(基盤研究(B)(2))研究成果報告書

平成16年3月

研究代表者大熊勝治

(金沢大学大学薬学部教授）



平成14～15年度科学研究費補助金

(基盤研究(B)(2))研究成果報告書

課題番号14370741

研究課題V-ATPase阻害剤とpHと細胞増殖阻害

研究組織

研究代表者：大熊勝治（金沢大学・薬学部・教授）

研究分担者：横山謙（科学技術振興事業団・吉田ATPシステム

プロジェクト・研究員）

研究分担者：太田哲生（金沢大学・医学部・助教授）

研究分担者：染井正徳（金沢大学・薬学部・教授）

研究分担者：畑中保丸（富山医科薬科大学・薬学部・教授）

研究経費 平成14年度

平成15年度

計

7,200

5,500

12,700

千円

千円

千円



はじめに

近年、細胞増殖・癌化・分化・細胞死等に対する空胞系酸性穎粒の役割が注目されてい

るが、その詳細は明らかになっていない。我々 は、これまでに、bafilonⅣcinA1(V-

ATPaseの選択的阻害剤）が各種細胞の増殖を阻害し、細胞死（アポトーシス）を引き起

こすこと、同時に,PC12細胞を神経様細胞に,M1細胞をマクロフアージ様細胞に、それ

ぞれ分化誘導することを見いだした。我々はまた、浸潤性悪性膵癌においては、16kDa

プロテオリピド(V-ATPaseのサブユニットの一つ）が異常に高発現していること、そし

てbafilomycinA1はヌードマウスに移植した膵癌細胞の増殖を強力に抑制することを発

見した。更に、最近、V-ATPaseのプロトン輸送のみを特異的に阻害する新規脱共役剤と

して、プロジギオシンprodigiosin類を見い出した。驚くべきことに、本化合物は

bafilomycinAlとは全く異なる構造であるにも関わらず、同様の分化・細胞死誘導作用

を示した。H+-ATPaseの中でもプロトンポンプ作用が重要であることを示している。細

胞内pHは直接その生物作用発現に関与しないので、上記生物活性はV-ATPase(類似）

タンパク質固有の機能と考えられる。

本研究においては,(1)V-ATPaseのプロトン輸送機構を分子レベルで明らかにする

こと、(2)bafilomycinA1等のV-ATPase阻害剤の増殖阻害、分化・細胞死誘導機構を

明らかにすること、(3)V-ATPaseの細胞増殖機構を、アンチセンスオリゴや抗体等を

用いて、明らかにすること、（4）各種癌細胞を用いて、bafilomycin類やprodigiosin類

V-ATPase阻害剤の癌特異性を明らかにすること、等を目指した。

先ず、(1)高度好熱菌V-ATPaseの遺伝子構造を明らかにする(.IBC(2003)278,

42686-91)と共に、それを利用して高純度に精製したV-ATPaseの遺伝子変異体を用い

て、V-ATPaseが回転していることを示すことができた(PNAS(2003)100,2312-

15）。高度好熱菌内では、V-ATPaseはF-ATPaseのようにATP合成に働いている可能性

が強いので、今後、その関係の解明を図る°

(2)bafilomycinA1耐性細胞の単離に成功した。しかし、それらの細胞においても

bafilomycinAlで1jソソームのpHは上昇した（当然NH4ClでリソソームのpHは上昇し

た)｡prodigiosin類等によるアポトーシスは起ること等から、アポトーシスの能力に変

化はないと思われる。NH4Clではアポトーシスは起らないので、bafilomycinA1類によ

る細胞増殖阻害はリソソームや細胞質pHの上昇が原因とは考えられない。また、

bafilomycinAl類がV-ATPase以外にも働いている可能性や、Vo部分にはpHに関与する

以外にもbafilomycinA1類等で阻害される別の機能が存在する可能性も考えられる。実

際、bafiloHⅣcinA1類は細胞外からも働きうることを明らかにした（投稿準備中）。現

在アフイテイープローブを用いて結合分子を同定中である。また、アポトーシスのルート

を解明すべく各種阻害剤等を用いて検討している。CaspaseSの活性化は起こっているよ

うである。

（3）さらに、その一環としてV-ATPaseのサブユニットに対するアンチセンスオリゴ

β
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を用いて検討したところ、プロテオリピFのヱンチセンスオl｣ゴのみ（主にネクローシス

を介して）細胞増殖を阻害し、V1構成サブユニットである70kDaに対するアンチセンス

オリゴは殆ど細胞増殖を阻害しなかった(Gene.Ce".(2003)8,501-13)。現在、V-

ATPaseに対する各種抗佳を用いて検討中であるが、ほぼ同じ結果を得ている(Voサブユ

ニットの抗体のみ細胞死を起こす。但し、細胞死はアポトーシス)｡NH4Clででもこれ

らの作用は影響を受けなかったことから、アポトーシスに伴う細胞質pHの低下は、アポ

トーシスの原因と言うよりも結果である可能性が高いと思われる（投稿中）。また、

tambiamineグループのBE-18591もH+/Cl-symporter活性を示し、冑粘膜プロトンボ

ンプ阻害、破骨細胞分化の阻害、免疫細胞の増殖抑制、更にはNOG誘導やアボトーシス

誘導作用を示した(FEBSLett.524,37-42)。これらのことから、これら多彩な生理作

用はH+/Cl-symporter活性によることが示唆された。しかしながら、同じ<H+/Cl-

synlporter活性を示すtetrapyrroleは、増殖阻害や細胞死誘導作用はあるものの、NOG

作用は示さなかった。別の空胞系プロトンポンプ阻害剤であるデストラキシンについても

検討したところ、デストラキシンEのみNOG活性を示し、デストラキシンBは活性を殆ど

示さなかった（投稿準備中）。

（4）バフイロマイシン類だけでなく、prodigiosin類も、ヒト膵癌細胞にアポトーシス

を誘導するが、ヌードマウスに移植した膵癌細胞でもアポトーシスを引き起こすことが分

かった。invivoでもアポトーシスを誘導したことは、臨床応用上、極めて重大な発見で

あり、今後の研究の伸展が待ち望まれる。現在、各種の有機合成体を用いて、癌細胞抑制

効果を見ているが、bafilomycin類やprodigiosin類以上に強い制癌作用を示すものは見

い出していない。大腸癌等他の癌に種類を変えてみることも予定している。また、H+

/Cl-symporter活性もprodigiosin類以外には見い出していない。最近、bafilomycin類

以外にもV-ATPaseを阻害する化合物が見い出されているので、それらの細胞増殖抑制効

果や制癌効果も見る予定である。

平成16年3月

金沢大学薬学部

教授大熊勝治
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