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研究成果の概要（和文）：本研究は、癌の転移および治療抵抗性を統合的に評価できる薬剤ｽｸﾘｰﾆﾝｸﾞｼｽﾃﾑの開発
とそれを応用した既存薬再開発を目的とした。癌の浸潤・転移過程において高発現するMMP9遺伝子ﾌﾟﾛﾓｰﾀｰ活性
を指標とし、転移性ﾏｳｽ大腸癌細胞を用いて、MMP9のﾌﾟﾛﾓｰﾀｰ誘導性蛍光ﾚﾎﾟｰﾀｰ細胞を構築した。さらに生体内の
腫瘍特性により近づけるために，三次元腫瘍ｵﾙｶﾞﾉｲﾄﾞ(tumoroid)ﾓﾆﾀﾘﾝｸﾞを応用し、癌幹細胞性とMMP9ﾚﾎﾟｰﾀｰ活
性とが同時に評価可能な薬物評価系を確立した。既存薬ｽｸﾘｰﾆﾝｸﾞの結果、ﾊﾟｰｷﾝｿﾝ病治療薬であるﾍﾞﾝﾂﾄﾛﾋﾟﾝの抗
腫瘍効果を見出した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we aimed to develop a novel reporter system evaluating
 tumorigenesis, invasiveness, metastasis, and druggability. High expression and genetic 
amplification of matrix metalloproteinase 9 (MMP9) were found in rapid metastatic colon cancer 
cases. Furthermore, the properties of three-dimensional (3D) tumor-like organoids (tumoroids) more 
closely resemble in vivo tumors. We screened the pharmacologically active compounds using an 
original tumoroid-based multiplex phenotypic screening system with an MMP9 promoter-driven 
fluorescence reporter to evaluate tumoroid formation and progression. The anti-Parkinson drug 
benztropine was the most effective compound uncovered by the screen. Benztropine significantly 
inhibited in vitro tumoroid formation, cancer cell survival, and MMP9 promoter activity. Benztropine
 also inhibited the tumor growth, circulating tumor cell number, and rate of metastasis in a tumor 
allograft model in mice.

研究分野： 薬理学、腫瘍学

キーワード： 既存薬再配置　遺伝子プロモーター　ﾏﾄﾘｯｸｽﾒﾀﾛﾌﾟﾛﾃｱｰｾ　三次元培養　腫瘍オルガノイド

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
日本人の半数が一生に一度はがんに罹患し、三分の一はがんで死亡しているという。癌の悪性化、転移および治
療抵抗性を制御することが可能となれば、癌患者のQOLおよび生存率は飛躍的に向上する。癌の悪性化、転移お
よび再発を制御するには、有効な抗腫瘍薬の開発が不可欠である。本研究は癌の転移や治療抵抗性を統合的にか
つ同時に評価可能な薬物評価系を確立した。さらには、創薬事業における莫大な経費を削減することできる既存
薬再配置を目指した。本研究では、癌浸潤転移能および癌幹細胞性を同時評価可能な独自の多元薬物評価系を確
立し、ﾊﾟｰｷﾝｿﾝ病治療薬であるﾍﾞﾝﾂﾄﾛﾋﾟﾝの新たな作用である抗腫瘍作用を見出した。

※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。
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１. 研究開始当初の背景 

近年，癌の Hallmarks (1, 2)に関与する標的分子が次々と明らかにされ，チロシンキナーゼﾞ阻
害薬などの分子標的薬が臨床で優れた効果を示し，新薬として承認されてきている。しかしなが
ら，現状の分子標的薬で狙いきれていない問題は依然として残されている。癌は様々なゲノム・
エピゲノム異常の蓄積等によって進化し，多様性を獲得し続ける性質を持つために，単一分子の
阻害のみでは十分な臨床効果を発揮できず，既存の抗がん薬や分子標的薬同士の組み合わせ（併
用）での治療を考えていくことが必要となっている。さらには，腫瘍の多様性を踏まえた薬剤ス
クリーニングシステムの構築が必要に迫られている。癌治療上問題となるのは，癌細胞が原発巣
から周囲器官へ広がっていく浸潤と，原発巣から移動して，遠隔部位に再び腫瘍を形成する転移
である。癌患者の生存率の向上のためには癌浸潤・転移の抑制が必須である。小崎らは，癌病態
を横断的に解析可能なモデルを確立すべく，目的とする細胞で特異的に発現する遺伝子のプロ
モーター活性に着目し，そのプロモーター配列を蛍光レポーター遺伝子の上流に組み込むこと
によってプロモーター活性を定量することができる Gene Promoter Activity Detection (gPAD)シス
テムを開発してきた(3, 4)。癌細胞の転移性と関連性が高い遺伝子プロモーターを gPAD システ
ムへ導入することによって遺伝子プロモーター活性を指標とした転移抑制薬スクリーニングシ
ステムの開発が出来ないかと考えた。一方，通常の細胞培養で用いられる二次元単層培養系では，
生体内の癌細胞の性質を十分に再現できていないという問題があるが，低吸着性プレートや底
面に特殊なグリッドをプリントしたナノカルチャープレート(NCP)を用いることで，癌細胞は遊
走しながらコロニーを形成し，大きく成長した癌細胞コロニーは二次元単層培養時よりも生体
内の腫瘍環境を再現できる。gPAD システムを応用した癌転移と関連性の高い遺伝子プロモータ
ー活性の定量化と三次元(3D)培養を組み合わせることにより，薬剤の癌細胞への効果を多元的に
評価可能な薬剤スクリーニングシステムの構築が可能であると考えた。 

 

２. 研究の目的 

先に述べたように，癌患者の生存率向上のためには癌の浸潤・転移を抑制することが重要であ
る。本研究では，癌の浸潤・転移過程における腫瘍微小環境変化，すなわち上皮間葉転換，基底
膜細胞外マトリックス分解，腫瘍血管形成を統合的に評価できる新規薬剤スクリーニングシス
テムを開発することを目的とした。特に，癌の浸潤・転移過程において高発現するマトリックス
メタロプロテアーゼ 9(MMP9)遺伝子のプロモーター活性を指標とし，さらに生体内の腫瘍特性
により近づけるために，3D 培養を取り入れた腫瘍機能評価系を構築し，新規薬剤スクリーニン
グシステムの開発を行った。また，化合物ライブラリーから有効な癌治療薬を再開発することに
より，既存薬再配置を目指した。 

 

３. 研究の方法 

マウス大腸癌細胞株 Colon 26 とその亜株である LuM1（迅速転移性） NM11（低転移性）を
網羅的に比較し，転移に関連する遺伝子として Mmp9 が抽出された。Mmp9 プロモーター領域
(約 600bp)を ZsGeen 遺伝子プロモーター領域に接続し，LuM1 に安定的に導入して蛍光レポータ
ー細胞(LuM1/m9)を作成した。 

さらに，LuM1/m9 をプレートの底面にハニカム構造のグリッドがプリントされたナノカルチ
ャープレート(NCP)を用いて 3D 培養し，形成された腫瘍塊の面積と MMP9 プロモーター活性を
反映する ZsGreen 蛍光強度とをアレイスキャンハイコンテンツスクリーニングで同時に定量し
た。 

LuM1/m9を用いた 3Dアッセイシステムによって細胞塊形成抑制とMMP9プロモーター活性
を同時に抑制した薬剤について，in vivo における効果を検証した。LuM1 細胞を BALB/ｃ系統マ
ウスに移植し，一次腫瘍形成，肺転移を測定する癌細胞同種移植モデルにて検討した。マウス 1

個体あたり 50 万個の LuM1 を腹部皮下投与し，薬剤は LuM1 投与直後から腹腔内投与し，週 3

回，3 週間合計 10 回投与した。一次腫瘍の重量，肺転移したノジュールの数を計測した。対照
群には PBS を投与した。さらに，薬剤が循環腫瘍細胞数に及ぼす効果を評価した。LuM1/m9 細
胞は蛍光レポーター細胞であるため，血中の蛍光細胞をカウントすることで循環腫瘍細胞数が
定量可能である。LuM1/m9 細胞を BALB/c 系統マウスにマウス 1 個体あたり 50 万個腹部皮下投
与し，薬剤は LuM1/m9 投与直後から腹腔内投与し，週 3 回，4 週間，合計 13 回投与した。週 1

回採血し，血液 40μl あたりの循環腫瘍細胞数を定量した。 

 

４. 研究成果 

LuM1 細胞は，NCP 上で緩やかに増殖しながらコロニーを形成し，幹細胞増殖・維持培地を
用いるとコロニー同士が融合しながら，顕著に大きな細胞コロニーを形成した。コロニーが大き
くなると内部は低酸素状態となり，生体内の腫瘍内低酸素状態を再現できていた。さら内部に腺
管構造が確認されたことから，巨大コロニーは腫瘍オルガノイド tumor organoid 略して tumoroid

と呼ぶこととした(図 1)。 

マウス Mmp9 プロモーター領域には腫瘍形成性幹細胞シグナルとして知られている β-



catenin/TCF/LEF 結合部位が複数存在していたため，Wnt/β-

catenin 経路を刺激する LiCl を LuM1/m9 に作用させたとこ
ろ，MMP9 プロモーター活性と tumoroid 形成を促進するこ
とがわかった。 

LuM1/m9-3Dアッセイシステムが薬剤スクリーニングに
応用可能であるかどうかを検証した。大腸癌治療薬の第一
選択薬である 5-フルオロウラシルは tumoroid 形成を阻害し
たが，MMP9 発現を阻害しなかった。一方，抗マラリア薬
で，近年 Wnt/β-catenin 経路を阻害することにより抗腫瘍効
果を示すとの報告があるアルテスネイトについて検討した
ところ，tumoroid 形成，MMP9 プロモーター活性ともに阻
害することがわかった。これらの結果から，LuM1/m9-3D ア
ッセイシステムは薬剤スクリーニングに応用可能であると
評価した（図 2）。 

創薬にかかる膨大な費用，時間，リスクを回避するため，承認済み薬剤に新規薬効を見出す
既存薬再配置が注目されている。江口らは先の報告で，肺扁平上皮癌細胞(A549)tumoroid に対す
る 1330 種類の既存薬ライブラリーを用いたスクリーニングにより，CDK2 阻害薬に新たに上皮
間葉転換活性阻害作用を報告している(5)。そのスクリーニングの過程において，A549 細胞に対
して毒性の高かった 6種の化合物を抽出し，LuM1/m9-tumoroidに対する効果を検証したところ，
パーキンソン病治療薬の１つであるベンツトロピン(Benz)に MMP9 プロモーター活性と
tumoroid 形成抑制効果を見出した（図 2）。さらに，LuM1 の遊走と浸潤を抑制し，MMP9 の遺伝
子発現と産生の抑制を確認した。また，マウスへの癌細胞同種移植モデルにおいても腫瘍形成，
肺転移，循環腫瘍細胞数を抑制した（図 3）。 

MMP9 コアプロモーター領域を再解析したところ，先述の β-catenin/TCF/LEF 結合部位に加
え，STAT 結合配列，NF-κB 結合配列が検出された。これらの転写因子は，いずれも癌促進性シ
グナル伝達物質でもあり，癌幹細胞特性にも寄与するとされている。Benz は LuM1-tumoroid に
おける STAT3，リン酸化 STAT3，NF-κBp 65，β-catenin を著しく減少させ，特に，STAT3 と NF-

κB については mRNA も減少していた。したがって，Benz の抗腫瘍作用は癌促進性転写因子を
網羅的に発現低下させることによると考えられた。 

Benz の薬理作用には M1 型ムスカリン様アセチルコリン受容体(M1AchR)拮抗作用と同時に，
ドパミントランスポーター阻害によるドパミン取り込み阻害作用がある。選択的ムスカリン受
容体拮抗薬であるアトロピンおよびトリヘキシフェニジル，非選択的モノアミントランスポー
ター阻害薬アミトリプチリン，選択的ドパミントランスポーター(DAT)阻害薬 GBR12935，選択
的ノルアドレナリントランスポーター阻害薬ニソキセチンについて，LuM1/m9 3D アッセイを実
施した。その結果，アトロピン，トリヘキシフェニジル，ニソキセチンは tumoroid 形成を抑制せ
ず，GBR12935，アミトリプチリンには抑制効果があった。このことから，抗ムスカリン作用で
はなく，DAT 阻害作用が抗腫瘍効果に関わっている可能性が考えられた。そこで DAT 阻害によ
るドパミン濃度の上昇が関わっている可能性を視野に入れ，ドパミンおよびドパミン受容体阻
害薬の併用を検討したところ，それらは効果を示さなかったため，Benz の抗腫瘍効果はドパミ
ンやドパミン受容体を介するものではなく，DAT を介した細胞内シグナルへの作用か，あるい
は直接細胞内シグナル分子へ作用した可能性が考えられた。DAT は Solute carrier (SLC)トランス
ポーターファミリーの一つで SLC6A3 としてドパミンへの特異性が特に高い膜輸送体として知
られている。最近 DAT が腎細胞癌で高発現しているあるいは活性化しているという報告がある
(6,7)。そこで，ヒトの様々ながん種における SLC6A3 遺伝子の異常を，cBioPortal を用いて検索
したところ，いくつかの癌種で SLC6A3 の遺伝子増幅がみつかった。さらに，SLC6A3 遺伝子異
常と患者予後との相関を調べたところ，SLC6A3 遺伝子変化群は患者生存率が低下していた。
DAT の癌細胞悪性化関与のメカニズムに関しては不明であるが，Benz の作用機序を解明するこ
とによって明らかとなっていく可能性がある。 
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