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要 旨 

  膀胱がんは泌尿器悪性腫瘍の１つであり、尿路系腫瘍の中で発生頻度が一番高いものである。本研究

ではヒト膀胱がんT24、EJおよびJ82細胞へのオリドニンの抑制効果およびその細胞死制御機構の解明と

標的分子の探索を行った。その結果、オリドニンはこれらの膀胱がん細胞株にアポトーシスおよびオート

ファジーを誘発することによって細胞死を引き起こすことが判明した。さらに、EJ細胞を接種したマウス

モデルを用いた実験ではオリドニンの膀胱がんへの抑制効果をin vivoで検証した。三つの細胞株の中に、

T24とEJ細胞には癌細胞の成長・転移に関わると言われる分泌蛋白質であるnetrin1の発現が非常に高く、

その発現はオリドニン処理によって時間依存的に減少することが分かった。さらに、netrin1特異的siRNA

を用いて内在性のnetrin1 をノックダウンした条件下において、オリドニンによる細胞死誘導が促進され

ることが観察された。一方、netrin1の発現がほとんど検出できないJ82細胞ではオリニン処理によって、 

netrin1 依存性受容体であるUNC5A およびUNC5D が誘導されるのが明らかになった。さらに、臨床検体を

用いた解析ではnetrin１およびその受容体UNC5AとUNC5Dの発現が筋層浸潤性膀胱がんに有意的に高いこ

とが見出された。 これらの結果はオリドニンが膀胱がんに対して明らかな腫瘍抑制効果をもつことと、

netrin1とその依存性受容体UNC5ファミリーが膀胱がんの進展に関わっており、オリドンによる膀胱がん

細胞死誘導機構の標的分子の一つであることが示唆された。 
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緒 言: 

膀胱がんは泌尿器悪性腫瘍の１つであり、尿路系腫瘍の中で発生頻度が一番高いものである。膀胱腫瘍

の約８割を占めている表在癌は、内視鏡治療と化学療法の組み合わせで治療を行ったとしても、術後２年

の再発率が50～70％と言われている[1]。浸潤性膀胱がんは予後が不良で、5年生存率が40-50%である[1]。

したがって、膀胱がんに対する新しい有効な治療法の開発が重要である。 

一方、発生、血管新生、神経変性などに重要な役割を果たすnetrin1とその受容体DCCおとびUNC5ファ

ミリー（UNC5A，UNC5B，UNC5CとUNC5D）は腫瘍形成および転移に関与することが報告されている。DCCお

とびUNC5ファミリーはリガンドであるnetrin1の有無による抗アポトーシス応答とアポトーシス促進応答

を切り替える機能を持つことによって依存性受容体（Dependence Receptors）と呼ばれ、条件的な癌抑制

因子として働いていると考えられる[2,3]。その中に、UNC5Dは最近我々が独自に開発した神経芽腫由来の

cDNAライブラリーを用いて同定したUNC5ファミリー新規メンバーである。これまでの我々の研究結果から、

DNA損傷処理など様々な刺激に応じて細胞死が誘導される過程においてUNC5Dががん抑制遺伝子p53のター

ゲットとして、アポトーシスを誘導することが明らかになった [4]。これまでに、これらの netrin1 受容
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体は遺伝子座のヘテロ接合性の消失（Loss of heterozygosity, LOH）および発現低下がさまざまな腫瘍に

検出された [5]。そして、netrin1の発現は進行神経芽腫に高く、予後不良につながっている[6]。大腸が

んではnetrin1の発現パターンも異常になり、その受容体DCCおよびUNC5ファミリーが、大腸がん全体の

半分以上においてダウンレギュレートされている[5, 7]。したがって、腫瘍形成および転移においては、

netrin1受容体経路が重要な役割を果たしているものと思われる。 

オリドニン（Oridonin）は冬凌草(Rabdosia Rubescens)と呼ばれる植物により抽出した生薬成分である。

このオリドニンには抗炎症作用および抗腫瘍作用があることが知られている。これまでに、白血病、肝臓

がん、大腸がんなど様々な悪性腫瘍においてオリドニンがアポトーシス(apoptosis)や自食作用（autophagy）

などを誘導し、がん細胞を細胞死させることが報告されているが[8-10]、膀胱がんでの抗腫瘍効果はまだ

不明である。 

本研究において、我々は定量的ＰＣＲ法により３種類の膀胱がん細胞株および膀胱がん臨床検体におけ

る netrin1/UNC5 ファミリーの発現レベルを調べた。また、膀胱がんに対してオリドニンの抑制効果を in 

vivoおよびin vitroで検討した。さらに、オリドニンの細胞死制御機構におけるnetrin1/UNC5ファミリ

ーの関与の有無を検討した。 

 

対象と方法: 

 

膀胱がん培養細胞株とsiRNA導入 

ヒト膀胱がん細胞株T24、EJおよびJ82は10％FCSを加えたRPMI培地を用いて37°C にて常法により

培養した。Netrin1 siRNA （Santa Cruz）をマニュアルに従って細胞に導入した。48時間後にオリドニン

(Sigma)を添加し処理を行った。 

ＲＮＡ抽出と定量および半定量ＲＴ－PCR 

RNeasy Kit(Qiagen)またはRNAiso Plus kit（TAKARA）を用いて培養細胞および臨床検体よりそれぞれRNA 

を抽出し、マニュアルに従ってcDNAを合成した。標的遺伝子の発現は定量RT－PCR法（培養細胞由来サンプ

ル：Applied Biosystems 7500； 臨床検体由来サンプル：Roche LightCycler）または半定量RT－PCR法に

て測った。Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) を内因性コントロールとした。 

細胞増殖・細胞死解析 

細胞増殖は細胞増殖アッセイキットのWST-8（Dojinndo）を用いて解析した。細胞死はTrypan Blue染色

およびフローサイトメトリー法（FACS）で検討した。Trypan Blue染色ではオリドニンで処理した細胞を

Trypan Blue(sigma)で染めて（0.2%(W/V)）、血球計算盤を用いて総細胞数と青色に染められた死細胞数を

算定した。FACS解析では細胞をエタノールで一晩固定して、PI(Propidium Iodide)で染色した上で、細胞

解析用装置FACS Caliber (BD)にて解析を行った 。 

ウェスタンブロッティング 

オリドニンで処理した細胞から調製した細胞ライセットを電気泳動によって分離して、PVDF膜に転写し、

特異的な抗体を用いて標的タンパク質の発現や活性化をECL検出法で検出した。 

オリドニンによる抗腫瘍活性のin vivo 評価実験  

１Ｘ１０６の膀胱がんEJ細胞をヌードマウス（BALB/cAJcl-nu/nu、６週齢、♀、日本クリア）の皮下に

移植した。移植五日後に腫瘍体積を指標にマウスを２群に群分け、オリドニン処理群にオリドニンを加え

たPBS溶液（15 mg/kg/day）を、対照群に同量のDMSOを加えたPBSを腹腔内注射により２０日間に投与し

た。腫瘍径を測定し、腫瘍体積の推移を観察した。実験が終わった際に、腫瘍を摘出し、腫瘍重量を測定

した。 

 

結 果： 
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膀胱がんに対するオリドニンの抑制効果 

オリドニンの膀胱がんに対する抑制効果をin vitroにおいて検討した。ヒト膀胱がん細胞株T24、EJお

よび J82 を用いてオリドニンで２４時間に処理したところ、オリドニン投与量の用量依存的に細胞死が起

こることが観察した(Fig.1）。また、細胞増殖アッセイキットのWST-8を用いた細胞増殖解析、Trypan Blue

染色およびFACS解析を行って、同様な結果を得た。さらに、ヌードマウスを用いたEJ細胞移植モデルで

のオリドニンの抗腫瘍活性を検討した。コントロール群に比べて、オリドニンを投与した実験群は腫瘍体

積および腫瘍重量が有意的に減っていた。これらの結果から、オリドニンが膀胱がんに対して確実な抑制

効果をもつことが明らかになった。 

           

          Fig.1 オリドニンが膀胱がん細胞の細胞死を誘導する。 

 

オリドニンによる膀胱がん細胞死誘導の機序 

オリドニンによる膀胱がん細胞死誘導の機序を検討した。オリトニン処理を受けた細胞から調製した細

胞ライセートを用いてウェスタンブロッティング法で解析をしたところ、アポトーシスを起こさせるシグ

ナル伝達経路に重要な因子であるPARPおよびcaspase3のオリドニン用量依存的活性化を検出した。さら

に、オートファジーの特徴的なマーカーであるLC3-II の増加が見られた(Fig.2)。したがって、オリドニ

ンによる膀胱がん細胞死の誘導過程において、アポトーシスとオートファジーの両方が活性化しているこ

とが判明した。 

    

    Fig.2  オリドニンが膀胱がん細胞にアポトーシスとオートファジーを誘導する。 

 

膀胱がんにおけるnetrin1/UNC5ファミリーの発現 

 最近、UNC5D 遺伝子座を含む染色体８番のロッスが浸潤性膀胱がん患者に多くみられることが報告され

ている[11]。我々は膀胱がんにおけるnetrin1/UNC5ファミリーmRNAの発現は定量RT－PCR法で測定した。

その結果、netrin１およびその受容体UNC5AとUNC5Dの発現はT24およびEJ細胞に高く、 J82にほとん

ど検出できなかった。一方、臨床検体を用いた解析ではnetrin１およびその受容体UNC5AとUNC5Dの発現
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が筋層浸潤性膀胱がんに有意的に高いことが見出された。オリトニン処理に応じて、netrin１およびUNC5A、

UNC5Dの発現はT24細胞において、時間依存的に減少していた一方、EJ 細胞において、netrin１が下がっ

ていたが、UNC5AとUNC5Dが誘導された。J82細胞にはUNC5AとUNC5Dが誘導された。さらに、netrin1特

異的siRNAを用いて内在性のnetrin1をノックダウンした条件下において、オリドニンによる細胞死誘導

が促進されることが観察された。 

 

考 察： 

本研究において、我々はオリドニンが膀胱がんに対して明らかな腫瘍抑制効果をもつことをin vivo と

in vitroで検証した。その作用機構については、アポトーシスとオートファジーを誘導することによって

細胞死を引き起こすことが判明した。さらに、我々は腫瘍形成および転移において重要な役割を果たして

いると思われるnetrin1 が膀胱がん細胞および筋層浸潤性膀胱がん組織に高く発現していることを見出し

た。そして、netrin1の依存性受容体UNC5ファミリーメンバーUNC5AとUNC5Dの発現がnetrin1の高発現

細胞においても高いことから、netrin1/UNC5経路は膀胱がん細胞の成長および浸潤・転移能につながる可

能性が示唆される。興味深いことに、netrin1の高発現細胞においてはオリドニン処理に応じて、netrin1

の発現が減少した一方、netrin1の発現が検出できない細胞においてはその依存性受容体のUNC5AとUNC5D

が誘導された。さらに、siRNA による netrin1 の発現抑制がオリドニンによる細胞死の誘導を促進した。

これらの結果はnetrin1/UNC5 がオリドンによる細胞死誘導に重要な役割を担うことを示す。したがって、

netrin1/UNC5経路は膀胱がん治療の新たな標的分子になる可能性が示唆される。 
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