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はじめに

60年以上前から喫煙は尿路上皮癌（膀胱癌および上部尿路上皮癌（UTUC））発生の最も重要

な原因の一つと言われている。最近の報告では喫煙者は非喫煙者と比較して約4倍の膀胱癌

発生リスクがあるとされている（1）。一方で、尿路上皮癌患者の喫煙が予後にどのように影響

を与えるかははっきりしていない。最近、喫煙歴が膀胱癌の発生だけでなく、予後に影響を

与えるとの報告が散見されるようになった（2-5）。Lammersらは筋層非浸潤性膀胱癌患者におい

て喫煙者及び禁煙者は非喫煙者と比較して経尿道的手術後の再発率が高いと報告している（6）。

また萩原らは喫煙歴がUTUCにおいて手術後の再発に関連があると報告している（7）。これらの

研究結果から、喫煙が尿路上皮癌に対し、腫瘍増殖促進・血管新生誘導に働くと推察される。

しかしながら喫煙が尿路上皮癌に対し腫瘍増悪にどのように関与しているかの詳細ははっき

りしていない。

我々は、タバコに含まれるニコチンに注目し、膀胱癌細胞に与えるニコチンの影響につい

て検討した。ニコチンの生物学的な働きは細胞表面に発現するニコチン性アセチルコリンレ

セプター（nAChR）を介して行われる。nAChRは体内では特に神経細胞・筋細胞に多く発現し

ているが、様々な癌細胞にも発現していると報告されている（8-12）。肺癌・口腔癌・乳癌など

の細胞株を用いた研究ではニコチンはnAChRを介し、様々なシグナル伝達系の変化を生じさ

せると報告されている。またPI3K/Akt/mTOR経路は癌細胞において非常に重要な経路であり、

その活性上昇は腫瘍形成・増大や治療抵抗性と関連があるとされている。膀胱癌領域におい

て、膀胱癌細胞におけるシグナル伝達経路、特にPI3K/Akt/mTOR経路とニコチンとの関連に

ついての研究はほとんどない。

今回、我々は①ニコチンの腫瘍増殖能の有無、②膀胱癌細胞株においてニコチンがPI3K/

Akt/mTOR経路に及ぼす影響、③ニコチンによる腫瘍増殖能の変化に対するPI3K/Akt/mTOR

阻害剤の効果につき基礎的研究を行った。		 　　	
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結　果

1） ニコチンによる膀胱癌細胞株T24の細胞増殖能の検討

ニコチン曝露（0-10μM	、24時間）が、膀胱癌細胞の細胞増殖にどのように影響を与える

かをWST-1	 assayを用いて検討した。5-10μMの濃度のニコチン曝露下の細胞増殖はニコチ

ン非曝露下と比較して有意に高かった（図1）。

　　　　　　　　　　　　　　　図1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図2

2） ニコチンとnAChRとの関連

nAChRには複数のサブタイプがあり、我々はα7サブユニットに着目し、そのアンタゴニ

スト	methyllycaconitine	（MLA）を用いて、ニコチンによるリセプター阻害の影響を検討

した。10μMのニコチンと共に100μMのMLAを同時に投与したところ、ニコチン単独投与と

比較して有意な細胞増殖抑制が確認された（図2）。

3） ニコチン曝露によるPI3K/Akt/mTOR経路への影響

Western	Blot法を用いてAktのリン酸化（pAkt）およびp70	S6のリン酸化（pS6）の発現を

検討した。10μMのニコチン曝露にてコントロール群と比較し有意なpAkt/pS6の上昇を認め

た（図3）。一方、100μMのMLAの同時投与により、ニコチン単独投与群と比較してpAkt/pS6

の発現は有意に抑えられたが、完全な抑制は確認されなかった。	
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図3

4） ニコチン曝露下におけるPI3K/mTOR阻害薬の効果

T24細胞株におけるPI3K/mTOR	 dual阻害薬であるNVP-BEZ235の細胞増殖への効果（0-

1000nM）をニコチン非曝露下、および10μMのニコチン曝露下で検討した。ともにPI3K/mTOR	

dual阻害薬の濃度依存性に細胞増殖抑制効果が確認された（図4）。

図4

5） NVP-BEZ235投与時におけるPI3K/Akt/mTOR経路への影響

ニコチン非曝露細胞、ニコチン曝露細胞ともにNVP-BEZ235の投与によりpAkt/pS6の発現

は有意に抑制された（図5）。

図5
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6） In vivoにおけるニコチンとNVP-BEZ235の影響・効果の検討

生後6週のBALB/c	ヌードマウスを用いて、T24細胞株による皮下腫瘍モデルを作成した。

皮下腫瘍体積が約150㎣になった時点で、薬剤の投与を開始した。ニコチンは1mg/kgを週3

回、腹腔内投与を行い、NVP-BEZ235は40mg/kgの連日胃管を用いて経口投与した。ニコチ

ン投与群で21日目の腫瘍体積は平均929.1±180.2㎣であり、コントロール群の470.3±

73.4㎣と比較して有意に増大を認めた（図6）。	NVP-BEZ235単独投与群の腫瘍体積は282.0

±22.6㎣とコントロール群と比較して有意に縮小していた。ニコチンとNVP-BEZ235同時投

与群の腫瘍体積は295.4±101.4㎣とニコチン投与群と比較して有意に縮小していた。摘出

した腫瘍切片の免疫組織学的検討においてニコチン投与群はコントロールと比較して有意に

pS6の発現が上昇しており、NVP-BEZ235投与群ではニコチン投与の有無に関わらず、pS6の

発現の有意な低下が確認された（図7）。

図6

	

図7
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考　察

最近の研究によると、喫煙歴は腫瘍発生のみならず、腫瘍進展のリスク因子であるとの報

告がされている。Rinkらは膀胱全摘症例において喫煙期間と喫煙量が治療後の予後に関連

があると報告している（13）。しかしながら喫煙の予後悪化への影響の基礎的背景は十分には

解明されていないのが現状である。そこで我々は喫煙、特にニコチンに着目し、ニコチン曝

露が膀胱癌細胞株に与える影響を詳細に検討した。WST-1	 assayの結果から膀胱癌細胞にニ

コチンを曝露すると細胞増殖が確認された。これよりニコチン曝露は腫瘍細胞の増殖能を促

進することが示唆された。その効果は5μM以上のニコチン濃度で有意に確認できた。今まで

の報告によると、喫煙後のニコチンの血中濃度は10-100μMであることより（14-15）、生体内で

も同様にニコチンによる癌細胞増殖が促進されている可能性が示唆される。また、nAChRの

1つのサブユニットであるα7サブユニットを阻害し細胞増殖抑制を認めたことより、ニコ

チンによる細胞増殖能獲得はnAChRを介していると考えられる。またpAkt/pS6の活性上昇

が確認され、ニコチンはPI3K/Akt/mTOR経路を介して細胞増殖能に影響を及ぼしていること

も確認された。

そのため、ニコチンによる膀胱癌細胞の増殖促進に対してPI3K/Akt/mTOR経路の直接阻

害は有効と考えた。我々はPI3k/mTOR	dual阻害薬であるNVP-BEZ235を用いてその経路を阻

害した。NVP-BEZ235は未処理の腫瘍細胞に対し殺細胞効果を認め、その効果はニコチン曝

露下の細胞においても同様であった。またニコチンによって上昇したpAkt/pS6の活性につ

いても、NVP-BEZ235によりその活性上昇は抑制された。マウス皮下腫瘍モデルを用いたin	

vivoの検討において、ニコチンは腫瘍増殖促進に働きNVP-BEZ235の投与により、その腫

瘍増殖は有意に抑制された。免疫組織学的所見においてはニコチン投与下においてもNVP-

BEZ235の投与により有意なpS6の発現抑制が確認された。

以上の結果から、ニコチン曝露はPI3K/Akt/mTOR経路を介し、腫瘍増大効果をもたらすこ

とが確認された。NVP-BEZ235に代表されるPI3K/Akt/mTOR経路を直接阻害する薬剤は、喫

煙歴を有する予後不良が想定される尿路上皮癌症例に対して、新たな治療戦略のひとつとな

りえることが推察された。

要　約

喫煙は尿路上皮癌の発生リスク因子であるのみならず、腫瘍再発・進展に強く関わってい

るといわれている。しかし、そのメカニズムの詳細はほとんど解明されていない。我々はニ

コチンが腫瘍増殖に与える影響の有無を評価した。膀胱癌細胞株T24を用いてニコチン曝露

を行ったところ、T24の細胞増殖は有意に上昇し、pAkt/pS6の活性上昇を認めた。ニコチン

性アセチルコリンレセプターのα7サブタイプの阻害あるいはPI3K/mTOR	dual	阻害薬（NVP-

BEZ235）により、ニコチン曝露下の細胞増殖に対してその抑制効果、活性化したpAkt/pS6の

抑制を認めた。マウス皮下腫瘍モデルを用いたin	 vivo実験系においては、ニコチン投与に
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より膀胱癌移植により生じた腫瘍体積の有意な増大が認められ、NVP-BEZ235投与はニコチ

ン投与の有無に関わらず腫瘍縮小効果を示した。腫瘍の免疫組織学的検討においてpS6の発

現はニコチン投与群でその発現の上昇、NVP-BEZ235投与群で発現の抑制が確認された。喫

煙歴を有する尿路上皮癌症例に対してPI3K/Akt/mTOR経路阻害は新たな治療戦略のひとつと

なりえると推察された。
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