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研究成果の概要（和文）：ヒストン脱メチル化酵素Lysine Specific Demethylase 1（LSD1）は精巣腫瘍におけ
る治療標的として注目されている。本学で創製した新規LSD1阻害剤であるNCL1およびNCD38の精巣悪性腫瘍への
治療効果について検討した。
WST-8アッセイでは、LSD1阻害剤は濃度依存的に生存細胞数を抑制し、アポトーシスを誘導した。マウスモデル
における検討では、コントロール群に比較し、LSD1阻害剤投与群では腫瘍体積の増加が抑制されていた。血清
AFPは、LSD1阻害剤投与群において低かった。上記より、NCL1およびNCD38は精巣腫瘍において、新規治療薬とな
る可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：LSD1, the first histone demethylase to be discovered, is a novel target in 
prostate cancer therapy. NCL1 and NCD38, novel selective cell-active inhibitors of LSD1, were 
discovered at our university. We analyzed the efficacy of LSD1 inhibitors in germ cell tumors.
The WST assay revealed a reduction in the number of viable cells in a dose-dependent manner after 
NCL1 or NCD38 treatment. In western blotting, NCL1 or NCD38 treatment induced caspase-dependent 
apoptosis, while Oct4 and SOX2 expression was decreased. In flow cytometry analysis, NCL1 or NCD38 
significantly induced apoptosis in a dose-dependent manner. Subcutaneous tumor volumes and serum AFP
 levels were significantly lower in mice treated with NCL1 or NCD38 than in controls. TUNEL analysis
 showed that NCL1 and NCD38 treatment induced apoptosis in NTERA2 subcutaneous tumors. Tissue array 
analysis showed that LSD1 expression in human seminoma specimens was significantly higher than that 
in noncancerous specimens.

研究分野： 腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
精巣腫瘍は化学療法で根治が期待できる腫瘍である。しかし、初回治療に抵抗性となると有効な治療法が少な
い。さらに、悪性度の高い非セミノーマは若年者に多く、新規治療法の確立が求められている。ヒストン脱メチ
ル化酵素LSD1は精巣腫瘍におけるエピジェネティックな増殖メカニズムで重要であり、治療標的として注目され
ている。今回私たちは、LSD1の新規阻害剤であるNCL1およびNCD38は精巣腫瘍において、新規治療薬となる可能
性を示唆する基礎的な研究結果を得た。本研究は、精巣腫瘍に対してこれまでの治療法とは全く異なるエピゲノ
ム治療の可能性を示した点で、学術的および社会的に意義深いと考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



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

本研究に関連する国内・国外の研究動向及び位置づけ 
転移性・再発性精巣腫瘍に対しては、シスプラチンを主体とした化学療法である BEP 療法の

有用性が確立されている。しかし BEP 療法に抵抗性となると難治性となり、治癒を得ることが
困難である。近年、他癌種では多くの分子標的薬などの新規薬剤が登場し生存率が飛躍的に延び
ている。これに対し、精巣腫瘍においては化学療法以外の新たな薬剤は確立されていない。 
ヒトゲノム情報を用いた遺伝子治療の分野は目覚ましい進歩を遂げている。しかし精巣腫瘍

では、数多くの遺伝子変異が混在しているため、特定の遺伝子を標的とした治療の確立は困難で
ある。 
そこで、エピジェネティックな変化に着目した新規治療標的の探索が近年注目されている。そ

の中でも、ヒストンタンパク質のメチル化は、発がん、細胞変性、老化などの病態発現に大きく
関与していることから、これらの酵素を阻害する薬剤の臨床応用が望まれている。これらの薬剤
は抗がん剤と異なった作用機序であり、化学療法抵抗性の腫瘍に対する効果が期待されている。
しかし、精巣腫瘍においてエピジェネティック治療薬は、臨床応用されていない。 

応募者のこれまでの研究成果を踏まえ着想に至った経緯 
ヒストン脱メチル化酵素は、ヒストン N 末端のメチル化リジン残基を脱メチル化する反応を

触媒する酵素である。LSD1 は、ヒストン脱メチル化酵素の一種であり、エピジェネティックな
遺伝子変化に深く関与している。私たちはこれまで前立腺癌に対して LSD1 阻害剤の効果を検
討し、LSD1 阻害剤が副作用なく前立腺癌の増殖を効果的に抑制することを報告してきた[1]。
LSD1 阻害剤は前立腺癌に対して細胞周期停止とアポトーシスの誘導により抗腫瘍効果を発揮
していることを見出した。また、精巣腫瘍における研究では、精巣腫瘍細胞が LSD1 を高発現し
ていることを見出し（図 1）、LSD1 阻害剤が精巣腫瘍の新たな治療法となりうるとの着想に至
った。 
しかし、既存の LSD1 阻害剤は受容体選択性が低いため、効果が低かった。そこで本学では既

存の LSD1 阻害剤の 400 倍以上の選択性をもつ、NCL1 および NCD38 を創薬した[2] [3]。前立
腺癌におけるこれまでの研究で、これらの薬剤は既存の LSD1 阻害剤より低い濃度で強い抗腫
瘍効果を示し、全身投与により腫瘍に効果的に作用する
ことを見出した。 
これらの成果を踏まえ本研究では、LSD1 を介した

精巣腫瘍の増殖メカニズムを解明すること、および新
規 LSD1 阻害剤を用いた分子標的治療の臨床応用に向
けた基礎的研究を行う。 
【参考文献】 
[1] Etani T. et al. Oncotarget 2015           
[2] Ueda R. et al. J Am Chem 2009 
[3] Ogasawara D.et al. Bioorg Med Chem 2010 
 
２．研究の目的 

近年、ヒストン脱メチル化酵素 Lysine Specific Demethylase 1(LSD1)が、腫瘍組織において
発現が高いことが報告された。私たちは、エピジェネティック修飾薬として高選択的に作用する
LSD1 阻害剤である NCL1 と NCD38 を世界で初めて創薬し、これらの薬剤の前立腺癌への効
果について報告してきた。これらの薬剤は前立腺癌の増殖を効果的に抑制し、しかも生体への副
作用は認めなかった。さらに、これらの薬剤が、
精巣腫瘍細胞株の増殖を効率よく抑制するこ
とに着目した。 
前立腺癌や乳癌に対する選択的 LSD1 阻害

剤の効果はすでに報告されているが、精巣腫瘍 へ
の報告はない。また、LSD1 が精巣腫瘍の増殖
にどのようなメカニズムで関与しているかは
解明されていない。私たちは in vitro で精巣腫
瘍細胞株に対する LSD1 阻害剤の効果を検討し
たところ、NCL1 投与により濃度依存性に増殖
抑制効果を認め、NCD38 ではさらに高い効果を
示した（図 2）。そこで本研究では、LSD1 に着
目した精巣腫瘍の増殖・進展・転移のメカニズ
ムの解析を行い、新たな分子標的治療法開発への足掛かりとする。 
 
３．研究の方法 

a) LSD1 阻害剤投与による増殖抑制効果の検討 



ヒト由来精巣腫瘍細胞株 NTERA2、ヒト由来精巣腫瘍細胞株 Tera-1 を用いて、LSD1 阻害剤
投与に伴う生存細胞数の変化について WST-8 アッセイで検討した。アポトーシス関連タンパク、
細胞周期関連タンパク、幹細胞機能関連タンパクについて検討した。 
 

b) LSD1 阻害剤投与によるタンパク発現変化の検討 

NTERA2、Tera-1 を用いて、LSD1 阻害剤投与に伴うタンパクの発現変化についてウェスタン
ブロット法で検討した。アポトーシス関連タンパク、細胞周期関連タンパク、幹細胞機能関連タ
ンパクについて検討した。 
 

c) アポトーシスや細胞周期に与える影響の検討 

NTERA2 に対して LSD1 阻害剤を投与し、GUAVA® assay system を用いてフローサイトメ
トリーを施行し、アポトーシスや細胞周期について検討した。 
 
d) 動物モデルにおける抗腫瘍効果の検討 

 6 週齢の Balb/c nu/nu ヌードマウスに NTERA2 細胞を皮下移植もしくは同所移植し、皮下移
植モデルおよび同所移植モデルを作成した。移植の 5 日後より NCL1 1.0 mg/kg もしくは 
NCD38 1.0mg/kg を週 2 回腹腔内投与し、5 週間投与後にサクリファイスを行い評価した。 
 評価項目は、腫瘍体積、体重、相対臓器重量、血液生化学検査、腫瘍マーカー、腫瘍の TUNEL
染色、腫瘍の免疫染色である。 
 
e) 臨床検体における LSD1 発現状態の検討 

本学で2004年から2015年に精巣腫瘍に対して高位精巣摘除術を施行した臨床検体を用いて、
LSD1 の発現について免疫染色で検討した。セミノーマ患者のセミノーマ組織および正常組織の
LSD1 発現につき免疫染色を行い、 BZ-9000 多機能顕微鏡を用いて写真を撮影した。同多機能
顕微鏡および分析ソフトウェアを用いて定量化し、比較した。 
 
４．研究成果 

a) LSD1 阻害剤投与による増殖抑制効果の検討 

 NTERA2 細胞、Tera-1 細胞とも、NCL1 および NCD38 の投与により、濃度依存的に生存細
胞数が減少した。 

b) LSD1 阻害剤投与によるタンパク発現変化の検討 

NTERA2 細胞、Tera-1 細胞とも、LSD1 の発現を認めた。NTERA2 細胞においては、NCD38
の投与により、OCT3/4、SOX2 の発現低下、および cleaved caspase 3 の発現増加を認めた。
Tera-1 細胞においては、SOX2 の発現低下、および cleaved caspase 3 の発現増加を認めた。い
ずれの細胞においても、Cyclin B1、Cyclin D1、CDK2、CDK4、CDK6、p21、p27 等の細胞周
期関連タンパクの発現変化は認めなかった。 
 

c) アポトーシスや細胞周期
に与える影響の検討 

 NTERA2 細胞において、
NCL1 の投与により、アポト
ーシスの誘導を認めた。一
方、細胞周期への影響は認め
なかった。 
 
 
 
 
 



 
d) 動物モデルにおける抗腫瘍効果の検討 

・皮下移植モデル 

 LSD1 阻害剤の投与により、コントロール群に比較し、皮下腫瘍体積の増加が抑制された。ま
た、腫瘍マーカーとして測定した血清 AFP 値は、コントロール群に比較し、LSD1 阻害剤投与
群で低くなっていた。 
 TUNEL 染色および CD31 免疫染色により LSD1 阻害剤の効果のメカニズムについて検討し
たところ、コントロール群に比較し、LSD1 阻害剤投与群では TUNEL 染色陽性細胞の増加お
よび CD31 免疫染色で同定された腫瘍血管の減少が認められ、LSD1 阻害剤の効果のメカニズ
ムにはアポトーシスの誘導と血管新生阻害が関与していることが示唆された。 
 LSD1 投与による有害事象について、血液生化学検査、相対臓器重量、体重、諸臓器の HE 染
色にて評価した。血液生化学検査については、BUN、クレアチニン、電解質を含めてコントロ
ール群と LSD1 阻害剤投与群には差は見られなかった。LSD1 阻害剤投与による体重の減少は
認めなかった。NCD38 投与群において、相対腎重量の低下が認められたが、HE 染色では腎に
明らかな変化は見られなかった。腎以外の相対臓器重量や HE 染色の結果は、コントロール群と
LSD1 阻害剤投与群で差は認めなかった。 

 
・同所移植モデル 

 LSD1 阻害剤の投与により、精巣局所においてもコン
トロール群に比較し腫瘍体積の増加が抑制された。LSD1
阻害剤投与によるリンパ節等への転移抑制効果について
は明らかではなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
e) 臨床検体における LSD1 発現状態の検討 

LSD1 発現は、正常組織に比較し、セミノーマ組織で高くなっており、LSD1 の治療標的とし
ての可能性が示唆された。 
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