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研究成果の概要（和文）：我々は新規の抗がん物質M-COPAについて、独自の薬剤データベースを用い、ゴルジ体阻害剤
BFAと類似した作用を示すと予測した。BFAは細胞に小胞体(ER)ストレスを起こす。M-COPAも同様に、培養がん細胞に対
してERストレスを誘導した。担がんマウスを用いた実験では、M-COPAが良く効くヒト乳がん細胞株BSY-1に対し、M-COP
AはERストレスを顕著に誘導した。さらに、M-COPAが効かないヒト結腸がん細胞株HT-29について、ERストレス抑制因子
の発現を低下させると、M-COPA感受性となった。以上の結果から、M-COPAの抗がん作用にERストレス経路が関与するこ
とが示された。

研究成果の概要（英文）：We previously identified M-COPA as a novel antitumor compound that seemed to have 
similar biological activities to Brefeldin A (BFA), a prototypic Golgi inhibitor, by using our original 
drug database screening system. Like BFA, M-COPA disrupted the Golgi apparatus and finally suppressed 
tumor cell proliferation in vivo. However, we have not yet elucidated the mechanism by which M-COPA 
exerts antitumor effect. Since BFA was shown to induce ER stress, we examined the activation of ER stress 
signals after exposure to M-COPA in vitro. Expectedly, M-COPA upregulated ER stress in tumor cells. On 
the other hand, human breast cancer BSY-1 cells, a M-COPA sensitive cell line, showed intensive ER stress 
response in vivo. In addition, shRNA knockdown of a ER stress suppressor BiP on human colon 
adenocarcinoma HT-29 cells, a M-COPA resistant cell line, induced sensitization to M-COPA. These results 
suggested the involvement of ER stress signal in the in vivo antitumor activity of M-COPA.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 分子標的治療　ゴルジ体　小胞体ストレス　抗がん剤
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1.研究開始当初の背景	

		当研究室ではこれまでに、独自に構築した

薬剤感受性データベース(文献１)を用い、ゴ

ルジ阻害剤 Brefeldin	A	(BFA)と相同性が高

い薬剤として、新規低分子化合物 M-COPA を同

定した。M-COPA は BFA と同様に、ゴルジ体を

阻害する一方、強力な抗腫瘍活性を示した	

(文献２)。	

		本研究に先立ち我々は、BFA が小胞体(ER)

ストレスを誘導することに着目し、M-COPA も

BFA と同様に ER ストレスを引き起こすことを

見出した。一方、in	vivo における M-COPA の

抗がん効果は細胞種選択的であったが、この

選択性に関わる分子機構については明らかと

なっていない。	

		そこで本研究では、ER ストレス経路に着目

し、M-COPA がもたらす細胞死の誘導に関与す

る機構についての解明を目的とした。	

	

<引用文献>	

1,Yamori	T	et	al.,	Cancer	Res.	59:4042–4049,	

1999.	

2,Ohashi	 Y.	 et	 al.,	 J.	 Biol.	 Chem.	

287:3885–3897,	2012.	

	

2.研究の目的	

		ヒト細胞では、遺伝子変異などにより小胞

体に異常なタンパク質が蓄積する（ER ストレ

スが生じる）と、Unfolded	protein	response	

(UPR)と呼ばれる応答が生じ、異常タンパク質

の排除を介して、細胞生存が図られる。	

		一方で、過剰な ER ストレス下では、UPR は

細胞死を誘発する。この「ER ストレスの解消

による細胞生存」と、「過剰な ER ストレスに

よる細胞死」という異なる運命が、どのよう

に決定されるかついては、不明な点が多い。	

		これまでに我々は、新規ゴルジ阻害剤

M-COPA が、特定の細胞株に対して顕著な細胞

死を誘発すること、さらに、この細胞死が UPR

経路を介することを発見した。本研究は、

M-COPA 誘導性の細胞死に関わる UPR 分子機序

のさらなる解明を目的として、M-COPA 感受性

株であるヒト乳がん細胞株 BSY-1、および、

耐性株であるヒト結腸がん細胞株 HT-29 を	

用いて以下の研究を遂行した。	

	

3.研究の方法	

(1)PERK を中心とした ER ストレス関連分子の

変動解析	

		UPR は IRE1α経路、PERK 経路、ATF6 経路か

らなる。我々はこれまでに、M-COPA による

BSY-1 細胞死が、PERK に対する阻害剤との併

用により、大幅に抑制されることを見出した。	

		そこで、M-COPA がもたらす UPR について、

PERK を中心に検討するため、a)GeneChip やウ

ェスタンブロット法による、in	vitro での

M-COPA 添加時における UPR シグナル変動の解

析、b)ウェスタンブロットや免疫組織化学染

色法による、マウスゼノグラフトモデルを用

いた、in	vivo における ER ストレス応答分子

の発現解析、c)遺伝子導入やノックダウンな

どによる、UPR シグナル分子の変化が M-COPA

感受性に及ぼす影響の解析を行った。	

	

(2)	M-COPA 耐性細胞の作製と耐性機序の解明	

		M-COPAによる抗がん作用機序を解明するた

め、M-COPA 感受性細胞である BSY-1 に対して

M-COPA を継続的に暴露させることで M-COPA

耐性 BSY-1 細胞を得る。樹立した耐性株を親

株と比較することによって、M-COPA 感受性に

寄与する分子メカニズムの同定を目指す。	

	



4.研究の成果	

(1)PERK を中心とした ER ストレス関連分子の

変動解析	

(a)in	vitro での解析	

	 M-COPA 感受性株である BSY-1、および、耐

性株である HT-29 細胞に対して in	vitro で

M-COPA を添加した後、ウェスタンブロット法

で ER ストレス関連分子について解析した。そ

の結果、どちらの細胞でも ER ストレスセンサ

ー分子である PERK や IRE1αについて、時間・

濃度依存的にリン酸化が誘導され、M-COPA が

ER ストレスを誘導する事が示された(図１)。	

	

		また、M-COPA が誘導する遺伝子発現変動を

GeneChip で解析し、パスウェイ解析したとこ

ろ、最も関連性の高かったのは ER ストレス応

答となった。この結果から、M-COPA が有する

主たる生理活性は、ER ストレス応答であるこ

とが示唆された。	

(b)in	vivo での解析	

		一方、マウスゼノグラフトモデルを用いた

試験では、BSY-1 では M-COPA の経口投与によ

って、ER ストレス経路下流に位置し、細胞死

を誘導する PERK-CHOP シグナルが顕著に亢進

したものの、HT-29 ではほとんど活性化は認

められなかった（図２）。同様の結果は、腫瘍

組織切片を用いた免疫染色法によっても確認

された。	

	

		さらに、非感受性株 HT-29 に対してレンチ

ウイルスを用いてERストレス抑制因子BiPの

shRNA を導入すると、in	vivo で M-COPA に感

受性化することを明らかにした(図３)。	

		以上の結果より、in	vitro だけでなく、in	

vivo	においても、M-COPA の抗がん作用には

ERストレス経路が関与することが明らかとな

った。	

	

	

(2)	M-COPA 耐性細胞の作製と耐性機序の解明	

	 BSY-1 ゼノグラフトを持つ担がんマウスに

図１	M-COPA による ER ストレス誘導(in	vitro)	
		赤四角が発現の上昇、黄四角がリン酸化の	

上昇を示す。	

 

図２	M-COPA による ER ストレス誘導(in	vivo)	
		赤四角が発現の上昇、黄四角がリン酸化の上昇

を示す。	

 

図３	BiP	shRNA 導入による M-COPA 感受性化	

		コントロール shRNA 導入 HT-29(左)では M-COPA
投与時(青点線)に腫瘍の退縮が見られないが、BiP	

shRNA 導入 HT-29(右)では、M-COPA 投与時(赤点

線)に腫瘍の退縮が認められる。	
 



対して M-COPA を投与すると、BSY-1 は一度退

縮するが、一部の個体では 20 から 40 日後に

再増殖が見られた。再増殖した BSY-1 に対し

て M-COPA を連続投与し、in	vivo で M-COPA

耐性 BSY-1 を樹立した。	

		一方、in	vitro で BSY-1 に対して M-COPA

を反復投与することで、親株と比較して

M-COPA に 100 倍以上の耐性を持つ BSY-1 の樹

立に成功した。この in	vitro で作製した

M-COPA 耐性 BSY-1 について、全エキソンシー

ケンス解析を行い、親株と比較した結果、

M-COPA の作用点であり、輸送小胞の出芽に関

わる Guanine	nucleotide	exchange	factor	

(GEF)の一つである GBF1 について、１アミノ

酸変異を見出した。変異がみられたアミノ酸

は、GBF1 の GTPase 活性に重要な Sec7 ドメイ

ン内に存在し、酵母からヒトまで高度に保存

されたアミノ酸であった。また、このアミノ

酸の変異は、Brefeldin	A に対する耐性化を

引き起こすことが報告されている。これらの

知見から、GBF1 のアミノ酸変異が M-COPA に

対する親和性の低下を引き起こし、耐性化の

原因となることが考えられた。	
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