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研究成果の概要（和文）： 

約 1 万種の低分子化合物ライブラリーからをスクリーニングし、サイクリン A 発現阻害活性を

有する 5 種の化合物（化合物 A～E）を見出した。各種培養癌細胞株において、これらのうち

特に化合物 C が最も強い細胞増殖抑制効果、抗癌剤との相乗効果を示した。さらにこの化合物

C はマウスへの腹腔内投与により、皮下移植腫瘍の増大を著明に抑制した。この結果はこの化

合物 C が子宮内膜癌に対する有望なリード化合物であることを示すものである。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We found 5 kinds of compound (the compound A ~ E), which had inhibitory activity of 

cyclinA expression, from a compound's library including approximately 10,000 kinds of 

small molecular compound. Of these 5 compounds, the compound C most strongly inhibited 

the growth of several cancer cells and indicated synergistic effects to cisplatin and 

paclitaxel. This compound C inhibited the growth of xenograft of HEC1B cell in nude mice. 

These results suggested that this is a promising compound for novel cyclin A targeted 

anti-cancer therapy of endometrial carcinoma. 
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１．研究開始当初の背景 

近年わが国において子宮内膜癌の患者は
著明に増加しており、例えば最近 20 年で患
者数は約 5 倍となっている。癌が子宮に限局
している早期癌の場合には手術で良好な治
療成績が期待できるが、内膜癌患者数自体の
急増により、手術不能な進行癌患者が増加し

ている。このような場合には手術と化学療法
および放射線療法が施行されているが予後
は不良である。このため、進行癌や再発癌に
対する新たな治療戦略としての分子標的療
法の開発が強く待たれている。 

内膜癌に対する分子標的療法を開発する
ためには、子宮内膜癌の増殖機序を理解する
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ことが必要である。我々は子宮内膜癌の増殖
機序を解明するために、正常内膜および内膜
癌におけるサイクリンをはじめとした各種
の細胞周期調節因子の発現を調べたところ、
これらの因子が内膜癌では過剰発現されて
おり、特にサイクリン A の発現は独立した予
後 不 良 因 子 で あ る こ と を 見 出 し た
(Cancer1996; 77: 321, Cancer 1996; 78: 

1248, Cancer 1997; 80: 2250, Hum Pathol 

2003; 34; 471)。加えて、抗癌剤を使用した後
に再発や転移を呈した症例はサイクリン A

が強陽性であることを明らかにした。   

これらの結果から、我々は、サイクリン A

は本来の機能として細胞増殖を刺激するの
みならず、抗癌剤感受性などにも影響を及ぼ
しているのではないかと考え、これを検証し
た。まず子宮内膜癌細胞 HHUA にサイクリ
ン A 発現ベクターを導入してサイクリン A

強発現 HHUA 株を樹立し、この細胞の増殖
能、抗癌剤に対する感受を性検討したところ、
サイクリン A 導入細胞は増殖能が亢進し、内
膜癌治療の Key drug であるシスプラチン
(CDDP)とアドリアマイシンに対する感受性
が低下していた。加えてこの作用を in vivo 

にて検討するために、サイクリン A 導入
HHUA 細胞とコントロール細胞をヌードマ
ウスに皮下注した。皮下注 30 日目のサイク
リン A 導入 HHUA 細胞の腫瘍体積はコント
ロールの 1.3 倍で、有意に造腫瘍能の亢進が
観察された。さらに CDDP(4mg/kg/wk1、腹
腔注)3 回投与後の腫瘍体積増加率はサイク
リン A 導入細胞ではコントロール細胞と比
較して 1.6 倍となっており、マウスモデルに
おいてもサイクリン A 導入により CDDP 感
受性が低下した。次にこのサイクリン A によ
る CDDP 耐性獲得の分子機序について
CDDP によるアポトーシスを検討したとこ
ろ、サイクリン A 導入 HHUA 細胞ではコン
トロール細胞と比較して CDDP によるアポ
トーシスが低下していること、またこれはサ
イクリン A 導入による PI3 kinase-Akt 経路
の活性化とそれに伴うアポトーシス促進因
子 Bad の不活化によることを明らかにした。 

我々はこのサイクリンA導入によるAkt活性
化の分子機序を明らかにするために、サイク
リン A 導入によって変化する遺伝子群を
Microarray 解析した結果、periplakin に注
目した。Periplakin は細胞内では Akt のシグ
ナルの安定化に関与するといわれている(J 

Cell Sci 2002;115:3957)。我々は Akt 蛋白が
periplakin と結合しており、siRNA を用いて
periplakin の発現を抑制すると、Akt 活性が
低下することを明らかにした。さらにこれが、
サイクリン A によって活性化された転写因
子 SP1 が periplakin の転写を促進している
ことを証明した(J Cell Mol Med. 2009 Jul 

6）。これらの結果はサイクリン A 抑制が内膜

癌に対する新規の分子標的治療となりうる
可能性を示す。我々はまずサイクリン A の発
現機序を検討するために、近年内因性の転写
調 節 因 子 と し て 重 要 視 さ れ て い る
microRNA に注目した。サイクリン A mRNA

の 3’端領域の塩基配列の相同性のコンピュ
ータ解析により microRNA である miR219

を選定し、miR219 を HHUA 細胞に導入し
たところ、サイクリン AmRNA の発現低下が
認められ、microRNA のサイクリン A 発現抑
制法としての可能性が示唆された。さらに
我々は新規サイクリン A 抑制剤の開発を試
みた。サイクリン A プロモーターを reporter 

plasmid への組み込み(pGL4/CCA2/Neo)こ
れを cyclin A高発現内膜癌 Ishikawa 細胞へ
導入し、安定発現細胞株（ILCA 細胞）樹立
した。この細胞を用いて約 1 万種の低分子化
合物薬剤ライブラリーをスクリーニングし
た結果、サイクリン A 発現阻害活性を有する
5 種の化合物（化合物 A～E）を新規に同定
した。これらの化合物は子宮内膜癌に対する
全く新しい分子標的薬として非常に大きな
可能性を有することが判明した。 

 

２．研究の目的 

①新規に同定した化合物の機能解析と臨床
応用に向けた検討：我々はこれまでに 1 万種
の化合物ライブラリーをスクリーニングす
ることにより、サイクリン A 抑制機能を有す
る５種類の低分子化合物の同定に成功して
いるが、最終的に、これらの化合物が臨床応
用可能であるか、さらに検討する必要がある。
そのために、培養細胞を用いて、これら 5 種
の化合物の抗腫瘍能と抗癌剤感受性に対す
る作用を検討し、最も有効な化合物を選出す
る。 

 

②臨床応用に向けた検討、マウスでの化合物
の効果：選出された化合物が実際に生体内で
も有効であるかどうかを確認するため、その
抗腫瘍効果をヌードマウスを用いて検討す
る。また化合物投与経路についてや、毒性に
ついても包括的に検討し、子宮内膜癌治療薬
としての臨床応用の可能性を検討する。 

 

３．研究の方法 

①培養細胞における化合物 A~E の抗増殖効
果：内膜癌細胞株 5 種（Ishikawa, HHUA, 

HEC1A, HEC1B, KLE）、卵巣癌細胞株 5 種
(A2780, OVCAR3, SKOV3, ES2, RMG1)、子
宮頸癌細胞株 1 種（CaSki）、乳癌細胞株 2

種（MCF7, T47D）に各化合物を 10-7M の低
濃度で添加し、72時間後の細胞生存をWST-1 

assay で検討した。 

 

②培養細胞における化合物 A~E の各種抗癌
剤との併用効果：①と同じ細胞株に各化合物



 

 

を 10-7M の低濃度で添加、さらに cisplatin 

(CDDP)10-6M, paclitaxel (PTX) 10-7M ，
HDAC 阻害剤 SAHA 10-7M の低濃度で添
加し、72 時間後の細胞生存を WST-1 assay

で検討した。 

 

③マウス皮下移植腫瘍に対する抗腫瘍効果
および毒性の評価：①②で最も有効であった
化合物 C を用いた。マウス皮下に子宮内膜癌
細胞株 HEC1B、1,000,000 細胞を皮下に移
植し、径 5mm となったところから化合物 C

の weekly 腹腔内投与を開始し、腫瘍増大を
観察した。なお、投与経路に関しては、腹注
以外に尾静脈からの静脈注射、経口投与など
も検討した。毒性に関しては、体重変化や等
から検討を行った。 

 
４．研究成果 
①培養細胞における化合物 A~E の抗増殖効
果：5 種の化合物のうち、化合物 C は 10-7M

と低濃度にもかかわらず、細胞株の増殖を最
大 89%抑制した（ES2）。特に HEC1B, KLE, 

A2780, ES2 に対する効果が強かった。化合
物 E も HEC1B に対しては化合物 C と同等
の効果を示した。 

 

②培養細胞における化合物 A~E の各種抗癌
剤との併用効果：5 種の化合物のうち、化合
物 C が最も強い併用効果を示した。化合物 C

と CDDP 併用では HEC1B, KLE, A2780, 

OVCAR3, ES2で 50%以上の増殖抑制効果を
示した。また化合物 C と PTX との併用では、
HEC1B, KLE, OVCAR3, ES2, RMG1 で
50%以上の増殖抑制効果を示した。化合物 C 

と SAHA との併用でも、HEC1B, KLE, ES2

で 50%以上の増殖抑制効果を示した。他の化
合物では 50%以上の増殖抑制効果は 1~2 種
までの細胞種でしか確認できなかった。 

 

以上の結果から、特に化合物 C に注目して以
後の検討を行った。 

 

③マウス皮下移植腫瘍に対する抗腫瘍効果
および毒性の評価：まず、マウスへの化合物
C 投与における 50%致死量（LD50）は
37.2mg/kg/wk で あ っ た 。 化 合 物 C 
0.5mg/kg/wk、毎週腹腔内投与では control
に比較して D-21 での腫瘍体積は 38%であ
り、著明な腫瘍増大抑制効果を示した。 
 

 また投与経路の検討では、尾静脈からの静
脈内注入も検討中であるが、現在までのとこ
ろ腹腔内投与が最も安定した結果を得られ
ている。 

以上より、化合物 C は単独でも腫瘍増大抑
制効果を示し、他の抗癌剤との併用効果も期
待される。 
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