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研究成果の概要（和文）：固形癌組織における癌細胞と繊維芽様細胞の相互作用を標的とした抗癌剤の開発を目指し、
両細胞の共培養スクリーニング系を構築し、活性物質の探索を行った。その結果、胃癌細胞と胃繊維芽様細胞の共培養
系から、放線菌が産生する新規物質intervenolinを見出した。Intervenolinは胃癌だけでなく大腸癌細胞の増殖を繊維
芽様細胞の存在下で強く選択的に抑制した。また、intervenolinは胃癌および大腸癌を移植したマウスxenograftモデ
ルに対しても有意に癌の増殖を抑制した。

研究成果の概要（英文）：For creation of a new antitumor drug targeting the interactions between tumor cell
s and the surrounding stromal cells in tumor tissues, we have developed coculture systems of both cells an
d searched for compounds that modulate the interactions. As a result, we have isolated a new compound, int
ervenolin, from the culture broth of actinomyces. Intervenolin inhibits the growth of human gastric and co
lorectal cancer cell lines when cocultured with the respective organ-derived stromal cells more strongly t
han that of the cancer cells cultured alone. Intervenolin shows antitumor effects against xenograft models
 of human gastric and colorectal cancer cells in vivo. 
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様	
 式	
 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通）	
 

１．研究開始当初の背景 
	
 固形癌の多くは、癌細胞だけでなく周辺の

間質が混在する形で成り立っている。間質は、

コラーゲンなどの細胞外基質、繊維芽様細胞、

マクロファージ、血管内皮細胞など様々な成

分・細胞で構成されており、癌の増殖に密接

に関わっている。この中で繊維芽様細胞（間

質細胞とも呼ぶ）は、癌の増殖を促進させる

ことが明らかにされつつあり、前立腺癌、乳

癌、膵癌などでその重要性が注目されている。

繊維芽様細胞と癌細胞は分泌因子や接着を

介してお互いの増殖や性質を調節しあって

おり、これを癌－間質相互作用と呼んでいる

（図１）。この癌－間質相互作用は原発臓器で

はもちろんのこと癌転移部位でも重要であ

る。癌̶間質相互作用について、これまでに

いくつかの実験系によって検討されている

が、各臓器によってその相互作用が異なるた

め、未だ不明な点が多い。しかしその一方で、

癌に特徴的な性質であることから、癌－間質

相互作用の本体解明とそれを標的とした癌

治療法の開発が期待されている。我々はこの

癌－間質相互作用を制御することで癌を抑制

する新しいタイプの癌治療法および抗癌剤

の開発を目指して研究を行っている（図１）。	
 

	
 我々はこれ

まで癌−間質

相互作用が密

接であると言

われている癌

の一つ、前立

腺癌をモデル

として、実験系の構築、癌−間質相互作用の

解析および相互作用を調節する低分子化合

物の探索を行ってきた。具体的には、マウス

に移植したヒト前立腺癌細胞の増殖がヒト

前立腺繊維芽様細胞を混ぜると促進される

ことを in	
 vitro で再現した共培養実験系を

開発し、前立腺癌の増殖に繊維芽様細胞が分

泌するインスリン様増殖因子（IGF-I）が重

要な役割を果たしていることを明らかにし

た（Anticancer	
 Res	
 24:	
 1561,	
 2004;	
 Cancer	
 

Res	
 66:	
 4419,	
 2006）。そしてこの共培養実

験系を利用して放線菌やカビなどの微生物

培養液をスクリーニング源として癌－間質相

互作用を調節する低分子化合物の探索を行

った。その結果、数種の既知化合物および新

規化合物に活性を見出してきた。例えば、

phthoxazolin	
 A や leucinostatin	
 A は前立腺

繊維芽様細胞の IGF-I の産生を抑制すること

で共培養において前立腺癌の増殖を阻害す

ることが分かった（Cancer	
 Sci	
 100:	
 150,	
 

2009;	
 Int	
 J	
 Cancer	
 126:	
 810,	
 2010）。また、

leucinostatin	
 A や新規化合物 NBRI16716A な

どは実際にマウスのモデルで抗癌活性を示

すことも分かってきた（Int	
 J	
 Cancer	
 126:	
 

810,	
 2010;	
 J	
 Antibiot	
 63:	
 319,	
 2010）。こ

れらの結果から、癌－間質相互作用を調節す

る低分子化合物が新たな抗癌剤と成り得る

可能性が見えてきた。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 癌－間質相互作用は癌種によって異なるた

め、その相互作用を標的とした抗癌剤の開発

のためには、種々の相互作用それぞれに選択

的に作用する活性物質が必要である。我々は

これまでヒト前立腺癌、胃癌、肺癌と各ヒト

臓器由来の繊維芽様細胞との共培養実験系

を構築し、癌－間質相互作用を調節する活性

物質を見出してきた。本研究では、新たにヒ

ト膵癌、乳癌、大腸癌と各ヒト臓器由来の繊

維芽様細胞との共培養実験系を構築すると

ともに、既に構築した３系のスクリーニング

系を活用し、計６系のスクリーニングによっ

て癌－間質相互作用を調節する活性物質を放

線菌やカビなどの培養液および化合物ライ

ブラリーから探索する。培養液については活

性物質の精製・同定を行い、スクリーニング

によって見出した活性物質の詳細な作用機

構および抗癌活性を検討し、癌－間質相互作

図１癌－間質相互作用 



用の本体解明の一助とするとともに、抗癌剤

としての有望物質の候補を見出す。 
	
 

３．研究の方法	
 

（１）膵癌、乳癌、大腸癌を用いた新しい共

培養スクリーニング系の構築	
 

	
 ヒト癌細胞をその臓器由来の繊維芽様細

胞と混ぜてマウス皮下に移植すると、その移

植ヒト癌の増殖が変化することがある。例え

ば、ヒト前立腺癌をヒト前立腺繊維芽様細胞

と混ぜてマウスに移植すると、前立腺癌の腫

瘍が大きくなる（Cancer	
 Res	
 66:	
 4419,	
 2006）。

これまでに我々は蛍光タンパク GFP を安定的

に発現するヒト前立腺癌、胃癌、肺癌細胞株

を樹立し、それらに対応する臓器由来のヒト

繊維芽様細胞と混ぜてマウス皮下に移植し、

その癌の増殖の変化を調べ、さらにその現象

を in	
 vitro で再現する共培養実験系を開発

してきた。例えば、ヒト前立腺癌は前立腺繊

維芽様細胞と共培養すると in	
 vitro でもあ

る 条 件 下 で そ の 増 殖 が 促 進 さ れ た

（Anticancer	
 Res	
 24:	
 1561,	
 2004）。そこで

この知見をもとに、先ず新たな共培養実験系

の構築を行った。蛍光タンパク GFP の発現遺

伝子を安定的に導入した膵癌、乳癌、大腸癌

の各ヒト由来の数株と各臓器のヒト繊維芽

様細胞を混ぜてヌードマウスの皮下に移植

し、各癌細胞株の造腫瘍能の変化を調べた。

一方、それぞれの組み合わせで in	
 vitro 共

培養実験を様々な培養条件（細胞数、血清濃

度、添加物）で行った。その結果、マウスと

in	
 vitroで同じ様に繊維芽様細胞で癌細胞の

増殖が増大された組み合わせを選択し、共培

養系の候補とした。	
 

	
 

（２）前立腺癌、胃癌、肺癌、膵癌、乳癌、

大腸癌の共培養スクリーニング系による活

性物質の探索	
 

	
 我々は、ヒト前立腺癌、胃癌、肺癌の増殖

がその臓器由来の繊維芽様細胞によって促

進される in	
 vitro 共培養実験系を既に構築

した。各臓器数種類の癌細胞株と繊維芽様細

胞の組み合わせの中から、それぞれの癌－間

質相互作用が異なると考えられる組み合わ

せを１つずつ選び、合計３つの共培養スクリ

ーニング系とした。この選別には、数百の阻

害剤（がん研究支援班標準阻害剤キットを使

用 https://scads.jfcr.or.jp/）を共培養系

に作用させ、その結果が重複しないものを選

んだ。（１）で構築した膵癌、乳癌、大腸癌

の共培養系についても同様に検討し、新たな

３つの共培養スクリーニング系とした。ヒッ

ト化合物は、繊維芽様細胞に毒性を示さず、

癌細胞のみの培養では増殖を阻害しないが、

繊維芽様細胞と共培養した時に癌細胞の増

殖を強く阻害する活性を指標に選んだ（図

２）。このような活性を示す物質は、癌̶間質

相互作用を調節し

ている可能性が極

めて高い。共培養

系では GFP の蛍光

強度を測定するこ

とで間質細胞が共

存する中でも癌

細胞の増殖を選

択的にトレースすることができる。我々は

これまでに、放線菌やカビなどの培養液をス

クリーニング源として数多くの天然物質に

目的の活性を見出し、実際にマウスのモデル

でそれらの化合物が抗癌活性を示す事を確

かめた（Int	
 J	
 Cancer	
 126:	
 810,	
 2009;	
 J	
 

Antibiot	
 63:	
 319,	
 2010）。そこで、更に新

しい活性物質を見出す事を目的として、これ

ら６系のスクリーニング系を活用して活性

物質の探索を行った。スクリーニング源はこ

れまでと同様に放線菌やカビなどの培養液

を利用するだけでなく、既に精製されている

化合物ライブラリーも利用し、活性物質発見

の高率化を図った。化合物ライブラリーは

我々のインハウスライブラリーに加えてが

図２ヒット化合物の例 



ん研究支援班ライブラリーも利用した。	
 

	
 

（３）活性物質の精製・同定と作用機構の解

析	
 

	
 （２）のスクリーニングで活性を見出した

培養液について、活性物質の精製・同定を行

った。また、見出した活性物質について作用

機構の解析を行った。これまでに申請者は

phthoxazolin	
 A や leucinostatin	
 A が繊維芽

様細胞に作用して前立腺癌と間質の相互作

用を調節し癌の増殖を抑制することを見出

した（Cancer	
 Sci	
 100:	
 150,	
 2009;	
 Int	
 J	
 

Cancer	
 126:	
 810,	
 2010）。そこで、作用機構

の解析ではそれらの実験方法を応用し、繊維

芽様細胞および癌細胞への作用を細胞内の

シグナル伝達系や分泌因子、接着因子などに

焦点をあてて解析した。これまでの知見から、

活性物質が繊維芽様細胞からの分泌因子の

産生を阻害する可能性が最も高いので、特に

注目した。	
 

	
 

（４）活性物質の抗癌活性の評価	
 

	
 （３）の検討から活性が強力または興味あ

る作用機構を持っている化合物を中心にマ

ウスのモデルを利用して抗癌活性を評価し

た。マウスのモデル実験では、（１）の検討

も含め既に実施済の癌細胞と繊維芽様細胞

を混ぜた移植モデルを使用する。このモデル

の利点は、癌細胞に GFP が導入されているこ

とである。癌細胞の蛍光イメージングによっ

て小さな腫瘍でも癌の増殖を可視化できる

ため、動物実験の期間が従来法よりも短縮で

き、それによって投与期間が短くなるので化

合物の必要量も少なくて済む。従来よりも短

期間で多検体を評価できるこの迅速な動物

実験を最大限利用して、活性物質の抗癌活性

の評価を行い、大量調整などさらにステージ

アップすべき抗癌剤として有望な化合物の

見極めをした。	
 

	
 
４．研究成果	
 

（１）Intervenolin の発見および精製	
 

	
 ６系の共培養スクリーニング系を用いた

活性物質のスクリーニングの結果、胃癌細胞

MKN-74 の共培養系に目的の活性を見出した。

活性物質の生産菌 ML96-86F2 株は性状および

16S	
 rRNA の遺伝子配列から放線菌 Nocardia

属と推定され、独立行政法人	
 製品評価技術

基盤機構に NITE	
 P-1464 として寄託した。	
 

	
 ML96-86F2 株の培養液 10L をろ過し、菌体

をメタノールで抽出した。メタノール抽出物

のメタノールを減圧下で除き、水で 1L とし

た後、酢酸エチルで抽出した。この酢酸エチ

ル抽出物（１g）をヘキサン－酢酸エチル（１：

１）にて準備したシリカゲルカラムにかけ、

ヘキサン－酢酸エチル（１：１）、ヘキサン－

酢酸エチル（１：３）、メタノールの順に溶

出した。ヘキサン－酢酸エチル（１：１）で

溶出した画分を濃縮した後、粗精製サンプル

（58.3mg）を HPLC カラムにて 80%メタノール

で分離し、目的の活性物質（3.9mg）を得た。

活性物質の物理化学的性質と、1H および 13C	
 

NMR の解析から活性物質は新規化合物である

ことが判明し、その構造を図３のように決定

した。癌－間質相互

作用に干渉する

(intervene) キ ノ

リン系化合物とい

うことから

活性物質を

intervenolin と名付けた。	
 

（２）Intervenolin の共培養系での作用	
 

	
 Intervenolin は胃癌細胞 MKN-74 単独での

培養ではその増殖を IC50	
 3.0µg/ml で阻害し

たが、胃由来繊維芽様細胞 Hs738 との共培養

下で MKN-74 細胞の増殖を IC50	
 0.17µg/ml と

より低濃度で阻害した（図４）。Intervenolin

の癌細胞株への選択性および in	
 vivo抗癌活

性を検討するために適した癌細胞株を選ぶ

ため、胃癌５株、膵癌４株、前立腺癌３株、

N

O

N

SMeMeS

図３	
 Intervenolin の構造	
 



乳癌５株、大腸癌６株、肺癌６株の共培養系

に対する作用を調べた。その結果、胃癌２株、

大腸癌５株、肺癌２株で、目的とする活性、

即ち癌細胞単独培養に比べてそれぞれの臓

器由来の繊維芽様細胞と共培養した時の癌

細胞の増殖を強く阻害することが分かった。

例えば、intervenolin は胃癌細胞 MKN-7 や多

剤耐性の大腸癌細胞 HCT-15 の単独培養での

増殖を IC50	
 1.6µg/ml で阻害するが、共培養

下ではそれぞれ IC50	
 0.13 および 0.21µg/ml

で阻害した（図４）。一方、目的の活性を示

さなかった例としては、肺癌細胞 NCI-H460

の増殖を単独および共培養どちらにおいて

も intervenolin は IC50	
 2µg/ml で同様に阻

害した（図４）。これらの結果から、

intervenolin は選択性を有しており、この作

用の差は作用機構に起因するものと考えら

れた。	
 

	
 

（３）Intervenolin の in	
 vivo抗癌活性	
 

	
 Intervenolin の急性毒性試験をマウスを

用いて検討した結果、intervenolin は iv 投

与にて 50mg/kg でも何ら毒性を示さないこと

が分かった。しかしながら、intervenolin 生

産菌 10L の培養から約 4mg しか得られないこ

とから、動物実験で使用するサンプルの確保

が問題となった。そこで、有機合成研究者の

協力を仰ぎ、intervenolin を化学的に全合成

することに成功した。また、合成を行う過程

で、様々な intervenolin 類縁化合物の合成

も行った。これらのことから、動物実験で使

用する十分な intervenolin のサンプル量を

確保することができ、さらには構造活性相関

な ど の 研 究 に も 利 用 で き る 様 々 な

intervenolin の類縁体も得ることができた。	
 

	
 合成して得られた intervenolin を用いて、

in	
 vitroの検討から感受性が良好であった胃

癌細胞 MKN-74 および多剤耐性大腸癌細胞

HCT-15 に対する in	
 vivo	
 xenograft 抗癌活性

を評価した。癌細胞を繊維芽様細胞の有無で

ヌードマウスの皮下に移植し、intervenolin

を iv にて投与した。その結果、intervenolin	
 

は繊維芽様細胞の有無に関わらず12.5	
 mg/kg

で有意に癌の増殖を抑制することが分かっ

た（図５）。多剤耐性大腸癌細胞 HCT-15 でも

同様に繊維芽様細胞の有無に関わらずヌー

ドマウスに移植した癌の増殖を有意に抑制

した。これら腫瘍の組織切片を作製し、解析

した結果、繊維芽様細胞を一緒に移植しなく

ともホストのマウスの繊維芽様細胞が腫瘍

内に侵入していることが分かった。また予備

的実験から、腫瘍から分離したマウスの繊維

芽様細胞との共培養下でも intervenolin は

癌細胞の増殖を強く抑制することが分かっ

た。	
 

	
 

図４	
 Intervenolin の癌細胞単独培養

（○）および共培養（●）での作用	
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図５	
 Intervenolin の in	
 vivo 抗癌活

性．*P<0.05、**P<0.01	
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（４）Intervenolin の作用機構の解析	
 

	
 Intervenolin の作用機構について、繊維芽

様細胞から分泌される因子に特に着目して

解析を行った。その結果、予備的結果ではあ

るが、intervenolin を繊維芽様細胞に作用さ

せると癌細胞の増殖を抑制する因子が分泌

されてくることが分かった。従って、

intervenolin は癌－間質相互作用を調節する

ことで癌細胞の増殖を抑制すると考えられ

た。今後、この因子の同定と intervenolin

の詳細な作用機構を解明し、癌－間質相互作

用の解明に役立てるとともに、抗癌剤として

の可能性を追求する予定である。	
 

	
 このように癌－間質相互作用を調節する活

性物質を抗癌剤として開発する発想はこれ

までにほとんど例はなく、我々のように構造

がユニークである天然物質にその活性物質

を求めるアプローチは類がないと考えられ

る。本研究で得られる活性物質は当該分野に

おいて低分子化合物を用いたケミカルバオ

ロジーの手法を応用するためのプローブと

して利用価値があるだけでなく、中には抗癌

剤として有望な候補物質の発見へとつなが

る可能性もある。	
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