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研究成果の概要（和文）：Ph陽性ALLのpatient derived xenograft (PDX)モデルから得られる腫瘍細胞（PDX）
を用いたハイスループットスクリーニングシステムを構築し、FDA承認薬を含む3440化合物のライブラリに対し
スクリーニングを実施することで、PDX細胞に対し強い抗腫瘍効果を示す薬剤としてverteporfinを選別した。本
剤は光感受性物質であるが、今回の抗腫瘍効果には光非依存性の活性酸素種の産生が重要であることを同定し
た。さらにこの薬剤がPh陽性ALLの標準的治療薬であるdasatinibと協調的に作用して抗腫瘍効果を示すことを発
見し、その効果をマウスモデルでも確認した。

研究成果の概要（英文）：We developed a high-throughput drug screening system using PDX cells and 
performed drug screening using the PDX cells of Philadelphia chromosome-positive acute lymphoblastic
 leukemia (Ph+ ALL). We performed a screening of 3440 compounds using leukemia cells from the PDX 
mice (PDX-cell screening). The profiles of drugs selected by PDX-cell screening were markedly 
different from those by screening using the Ph+ ALL cell line. We found that verteporfin, an 
FDA-approved drug, exhibited strong PDX cell-specific cytotoxicity. Although verteporfin is a 
photosensitizer activated by photoirradiation, its cytotoxic effects were mediated by the 
light-independent production of reactive oxygen species; therefore, its anti-leukemic effects were 
also exerted in vivo without photoirradiation. Furthermore, it exhibited synergistic effects with 
dasatinib, an ABL kinase inhibitor. These results indicated the potential of verteporfin as a new 
anti-leukemic reagent.

研究分野：血液内科
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１．研究開始当初の背景 
 現在の抗癌剤開発の手法は、悪性腫瘍のモ
デルである細胞株を用いて、薬剤候補化合物
の抗腫瘍効果をハイスループットスクリー
ニングシステムで評価し、候補化合物を絞り
込んでいく手法が一般的である。この手法に
より多くの薬剤が開発され一定の成果を上
げてきたが、抗癌剤への反応性の高いといわ
れる造血器腫瘍の分野においても、半数以上
の症例はいまだに化学療法のみでは治癒は
得られず、十分な薬剤が開発されているとは
言えない。こうした中、現行の薬剤開発シス
テムの限界が、腫瘍のモデルとして使用して
いる細胞株と実際の腫瘍細胞の差異に起因
している可能性が指摘されている。細胞株は
プライマリの腫瘍細胞に種々の工夫を加え
て体外長期培養できるようにした特殊な腫
瘍細胞で、微小環境非依存的増殖でプライマ
リ腫瘍細胞より増殖速度が著しく速いとい
う特徴を持つ。これらの相違点が細胞株を用
いたスクリーニングに与える影響は重大で、
細胞株を用いてスクリーニングをする事は、
微小環境の腫瘍生存サポートを治療標的と
せず、腫瘍細胞の細胞周期が速い事のみを治
療標的として評価する事につながってしま
う。結果的に、現存する抗癌剤の中で、微小
環境による腫瘍生存サポートを治療標的と
する薬剤はなく、ほとんどの薬剤は DNA 合成
阻害、DNA 複製／修復阻害、微小管形成阻害
など細胞複製を阻害する作用機序を持ち、増
殖の早い細胞に感受性の高い薬剤になって
いる。こうした作用を持つ物質は既にほとん
ど発見しつくされていると思われるが、こう
した薬剤だけでは多くの癌に治癒をもたら
す事はできない所に、細胞株スクリーニング
の限界があり、異なったシステムを用いて細
胞複製阻害以外の作用機序を持つ薬剤を開
発していく事が画期的抗癌剤の開発に不可
欠である。 
 
２．研究の目的 
 Patient-derived xenograft (PDX)とは患
者より採取したプライマリ腫瘍細胞を、NOG
マウスなどの高度免疫不全マウスに移植し
たモデルの事で、PDX より採取した PDX 細胞
はその生存が微小環境依存性であるなどプ
ライマリ腫瘍細胞の形質を高度に保持して
いる。我々は PDX 細胞を、その微小環境を再
現したシステムで培養し、これを用いて薬剤
をスクリーニングする独自のシステムを開
発した。本研究では、このシステムを用いて
既知活性化合物と off patent 医薬品のライ
ブラリをスクリーニングする事により、細胞
株を用いた従来型のスクリーニングでは見
いだす事のできなかった新たな抗腫瘍活性
を持つ既存薬剤を発見する事を目的とする。
発見した薬剤の作用機序を解明する事で、腫
瘍細胞の生存に関わる新たな機序の解明を
目指すと共に、最終的には発見した既存薬を
用いた医師主導治験により発見薬剤の有効

性の証明を目指す。対象疾患はフィラデルフ
ィア染色体（Ph）陽性急性リンパ性白血病
(ALL)とする。 
 
３．研究の方法 
 東京大学創薬オープンイノベーションセ
ンターより既知活性化合物と off patent 医
薬品からなる化合物ライブラリ（約 4000 化
合物）の提供を受け、これを用いて PDX スク
リーニングを実施する。実施の手順は以下の
通りである。 
Day1: 96 穴プレートに S17 を播種する（1回
約 20 プレート）。Day2: PDX マウスを屠殺し
PDX細胞を採取しDay1で播種したS17の上に
播種する(PDX 細胞+S17)。 
Day4: 48 時間後に細胞を Hoechst 染色（全細
胞）と PI 染色（死細胞）で２重染色し、イ
メージアナライザー（ArrayScan VTI HCS 
reader:サーモサイエンティフィック社）で
読み取りを行う。細胞の核の大きさによって
S17 と PDX 細胞を区別し、S17 の全細胞数と
S17 の死細胞数をカウントし死細胞率を計測
する事が可能である。 
 S17 に対する化合物の作用をみるために、
単独培養したS17にもライブラリ化合物を添
加し、48 時間後に MTT アッセイにより S17 に
対する増殖抑制能を評価する。それぞれの解
析の結果を元に、各化合物における PDX 細胞
死細胞率を Y 軸、S17 単独培養 MTT 値を X 軸
にプロットして化合物の効果を判定する。 
選別した化合物に関しては抗腫瘍効果を PDX
細胞、細胞株でより詳細に確認し、候補薬剤
をさらに絞り込む。 
 最終的に選別した薬剤に関してはマウス
モデルでの薬効を確認するとともに薬剤作
用機序に関しても詳細に検討する。 
 
４．研究成果 
 フィラデルフィア染色体(Ph)陽性急性リ
ンパ性白血病 (ALL) の patient derived 
xenograft (PDX)モデルを５症例作成した。
PDX から得られた腫瘍細胞（PDX 細胞）を体
外で培養する方法を検討し、骨髄間質細胞
S17 との共培養で長期培養可能なことを発見
し、この培養系を用いて、PDX 細胞に殺細胞
効果のある薬剤を選別するハイスループッ
トスクリーニングシステムを構築した（PDX
スクリーニング）このシステムを用いて、東
京大学創薬機構提供の、既知活性化合物と
off patent 医薬品のライブラリ(3440 コンパ
ウンド)を用いてスクリーニングを行った。
その結果細胞株では弱い殺細胞効果しか示
さないが、PDX 細胞に対し強い抗腫瘍効果を
示す薬剤として verteporfin を選別した。本
剤は加齢性黄斑変性症に対する承認薬であ
る。 
 Verteporfin に関してスクリーニングに用
いたものも含めて複数の PDX 細胞（２種類）
および細胞株（３種類）に対する薬効の用量
依存性を調べ、比較した。PDX 細胞に対する



GI50 は 228 nM、395 nM で、細胞株における
GI50 は 3.93 μM、2.11 μM、5.68 μM と細
胞株に比べてPDX細胞に対する強い殺細胞効
果が確認された（図１）。 

図１ Verteporfin 用量依存的殺細胞効果の PDX
細胞と細胞株における比較 
PhLO, PhLH, PhLK は PDX 細胞。ALL-1, TCCY/sr, 
NPhA1 は細胞株。PDX 細胞において低容量で殺細胞
効果を示している。 
 
 また、本剤の作用機序を詳細に検討し、
reactive oxygen species (ROS)産生による
酸化ストレスが本剤の殺細胞効果の機序で
あることを明らかにした（図２）。 

図２ Verteporfin による ROS 酸性 
Menadione は ROS 酸性を誘導することで知られる
薬剤。Verteporfin はいずれの PDX 細胞に対して
も ROS の酸性を誘導している。 
 
 さらに同じ患者細胞から樹立されたPDX細
胞と細胞株を用いて同様の薬剤スクリーニ
ングを行い、PDX 細胞優位に殺細胞効果を示
す薬剤と細胞株優位に殺細胞効果を示す薬
剤を選別し、それぞれの薬剤の ROS 産生能を
比較するとPDX細胞に殺細胞効果が高い薬剤
では ROS 産生能が著明に高かった。これらの
結果は、PDX 細胞には細胞株では失われた酸
化ストレス感受性が維持されており、酸化ス
トレスによる殺細胞効果を持つ薬剤をスク
リーニングするのに有用であることを示し
ていた（図３）。 

 
図３ PDX 優位化合物と細胞株優位化合物の薬剤
作用機序の比較 
PDX 優位化合物では酸化ストレスを酸性する薬剤
の割合が多かった。 
 
 さらに本薬剤が Ph 陽性 ALL の標準的治療
薬であるdasatinibと協調的に作用して抗腫
瘍効果を示すことを発見し、その効果をマウ
スモデルでも確認した（図４）。 

 
図４ マウスモデルにおける Verteporfin と
Dasatinib の協調的な抗腫瘍効果 
PhLO を NOG マウスに播種し、3 週間後から
Verteporfin の持続皮下投与（７日間）および
Dasatinib 腹腔内投与（６日間）を行った後、脾
臓（左図）、骨髄（右図）における白血病細胞の割
合を評価した。脾臓においては単剤での抗腫瘍効
果を、骨髄においては Dasatinib との協調的な抗
腫瘍効果が確認できている。 
 
 これらの研究に加え、予後不良の悪性リン
パ腫であるprimary effusion lymphoma (PEL)
の PDX を作成し、PEL PDX 細胞を用いた PDX
スクリーニングを行った。その結果、
survivin 阻害薬として開発中の YM155 が PEL
細胞に対し強い抗腫瘍効果を示すことを発
見した。YM155 の作用機序を分子生物学的に
検討し、survivin の阻害ではなく、抗アポト
ーシスタンパクであるMCLのリン酸化とデグ
ラデーションを誘導することが作用機序で
あることを明らかにした。これらの結果を論
文にまとめ、海外雑誌に発表した。 
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