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研究成果の概要（和文）：がん細胞が治療薬に抵抗性を持つ現象である「薬剤耐性」はがん根治を妨げる大きな
問題であり、薬剤耐性を克服する治療法の開発が必要である。研究代表者はこれまでに、がん特異的に高発現
し、様々な癌の生存や薬剤耐性を亢進させる因子を同定している。本研究課題において、低分子化合物のスクリ
ーニングを行い、この因子の機能を阻害する低分子化合物を複数見出した。また、この因子と結合し制御するタ
ンパク質を複数同定した。

研究成果の概要（英文）："Drug resistance" is a major problem that hinders the remission of cancer, 
and it is necessary to develop a therapeutic method that overcomes drug resistance. So far, the 
principal investigator has identified a protein that is highly expressed in many types of cancer, 
and promotes the survival and drug resistance of various cancers. In this research project, we 
screened for small molecule compounds and found multiple compounds that inhibit the function of this
 factor. We also identified several proteins that bind to and control this factor.

研究分野： 分子生物学

キーワード： がん　薬剤耐性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題において、がん特異的に高発現し様々な癌の生存や薬剤耐性を亢進させるタンパク質を阻害する低分
子化合物を見出した。この低分子化合物は、メラノーマや薬剤耐性メラノーマに細胞死を誘導したが、正常ヒト
メラノサイトや正常ヒトケラチノサイトには細胞死を誘導しなかった。これらのことから、同定した低分子化合
物がメラノーマや薬剤耐性メラノーマに有効であると考えられる。また、このタンパク質の制御機構を明らかに
することでさらなる治療薬の開発につながる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１． 研究開始当初の背景 

 
分子標的薬の開発によりがん治療に進展が見られているが、薬剤に対する耐性が生じ、がんの再
増殖が起こる事が治療の問題点である。BRAF 遺伝子に変異を持つメラノーマには BRAF 阻害薬が
有効であるが、数か月後には BRAF 阻害薬に対する耐性がメラノーマに生じ、BRAF 阻害薬の効果
は持続しない。薬剤耐性に関する研究は盛んに行われており、STAT3 (Signal Transducer and 
Activator of Transcription 3)や FAK (Focal Adhesion Kinase)といった分子の活性化による
シグナル伝達が薬剤耐性を亢進させていることが示されている (参考文献①、②)。しかし、特
異性の問題から、これらのシグナル伝達系を阻害する為の優れた標的分子は少ない。 
我々はこれまでに、STAT3 や FAK の活性化に寄与し、メラノーマの薬剤耐性を亢進させている

遺伝子として癌特異的転写因子を同定している。がん特異的に高発現しているこの転写因子は
メラノーマ、大腸癌、前立腺癌の薬剤耐性を亢進させる。この転写因子を阻害すると、分子標的
薬や抗がん剤によるがん細胞死の誘導率が大幅に増加する。また、この転写因子の阻害により、
既に薬剤耐性を獲得しているメラノーマ細胞の細胞死も誘導する。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、癌特異的転写因子の機能を阻害する低分子化合物を見つけ出し、癌特異的転写
因子阻害薬が薬剤耐性の減弱に有効であることを示すことである。 
 
 
３．研究の方法 

 
（１） メラノーマ細胞株 A375 において癌特異的転写因子は高発現し、薬剤耐性の亢進に関与

している為、A375 細胞を用いてスクリーニングを行った。GFP 融合癌特異的転写因子発
現プラスミドを作製し、A375 細胞にトランスフェクション後、puromycin 処理により発
現細胞のみをセレクションした。 
 

（２） 低分子化合物ライブラリーは、主に東京大学創薬機構、創薬等先端技術支援基盤プラッ
トフォーム（BINDS）から入手した。 
 

（３） 入手した化合物を１の細胞に添加し、InCell Analyzer2000 を用いてスクリーニングを
行った。GFP 融合転写因子の核内存在量を減少させる化合物、および GFP 融合転写因子
量を減少させる化合物をヒット化合物として同定した。 
 

（４） 2 次スクリーニングにおいては、タグなしの癌特異的転写因子を過剰発現させたメラノ
ーマ細胞株を使用し、ヒット化合物を添加後、細胞を固定し、癌特異的転写因子の免疫
染色を行い、癌特異的転写因子のタンパク量や局在に変化を及ぼす化合物を同定した。 
 

（５） 得られたヒット化合物を作製済の薬剤耐性メラノーマ細胞株に作用させ、細胞死誘導効
果を検証した。 

 

（６） 得られたヒット化合物を様々な種類のメラノーマ細胞株、およびヒト正常メラノサイト
に添加し、細胞死誘導率を検証した。 

 

（７） 癌特異的転写因子の作用機序を明らかにするため、酵母 two-hybrid 法を行った。 

 

（８） また、酵母 two-hybrid 法で同定された結合候補タンパク質についてクローニングを行
い、免疫沈降法にて癌特異的転写因子との相互作用を検証した。 

 

（９） 結合タンパク質を発現抑制し、癌特異的転写因子が転写誘導する標的遺伝子の発現が阻
害されるかを検証した。 

 



 
４．研究成果 
 
（１） 東京大学創薬機構から提供頂いた 3398 化合物について 1 次スクリーニングを行い、37

個のヒット化合物を得た。 
 

（２） 2 次スクリーニングを行った結果、４つのヒット化合物を得た。 
 
（３） そのうちの２つは正常ヒトメラノサイトに対しても細胞死を誘導したことから除外し、

正常ヒトメラノサイトには細胞死を誘導せず、メラノーマ細胞に細胞死を誘導する２つ
のヒット化合物を得た。 
 

（４） これらの化合物が、濃度依存的に内在性標的タンパク量を減少させることを確認した。 
 

（５） これらの化合物は濃度依存的にリン酸化 STAT3 量を減少させた。 
 
（６） これらの薬剤が、BRAF 阻害薬と相乗的にメラノーマ細胞数の減少を引き起こすことを示

した。 
 
（７） これらの薬剤は、癌特異的転写因子の発現量の多いメラノーマ細胞株および薬剤耐性メ

ラノーマ細胞株に対して高率に細胞死を引き起こした。しかし、癌特異的転写因子の発
現量の低いメラノーマ細胞や正常ヒトメラノサイトには細胞死を誘導しなかった。 

 
（８） 創薬等先端技術支援基盤プラットフォーム（BINDS）から提供頂いた 8960 化合物につい

1次スクリーニングを行い、150 個のヒット化合物を得た。 
 
（９） 2 次スクリーニングを行った結果、14つのヒット化合物を得た。 
 
（１０） これらの化合物が、濃度依存的に標的タンパク質を変動させることを確認した。 
 
（１１） これらの化合物は濃度依存的にリン酸化 STAT3 量を減少させた。 
 
（１２） これらの化合物は、ヒトメラノーマ細胞株および BRAF 阻害薬耐性メラノーマ細胞株  

の細胞数減少を引き起こし、細胞死を誘導した。 
 
（１３） その他、企業から提供頂いた約 3000 化合物についても同様の試験を行い、3 つのヒッ

ト化合物を得ている。 
 
（１４） 酵母 two-hybrid 法により、約 10個の結合候補タンパク質を同定した。 
 
（１５） 免疫沈降法を行い、3つの結合タンパク質を同定した。 
 
（１６） この中のひとつのタンパク質を発現抑制すると、癌特異的転写因子により誘導される

標的遺伝子の発現が減少することが明らかとなった。 
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