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研究成果の概要（和文）：およそ3,000種の化合物群から2段階のスクリーニングを経て、極めて難治性である腹
膜播種に対して高い有効性が期待出来るPD0325901を得た。既存の抗がん剤Paclitaxelを対照に用いてマウス腹
膜播種モデルでの治療効果の確認を行った。その結果、驚くべき事に、PD0325901は劇的に奏功し、播種結節の
縮小・貯留腹水の低減・著明な生存期間の延長を示した。一方で、同モデルにおいてはPaclitaxelは播種結節、
貯留腹水を僅かに減少させるに留まり、生存期間の延長は見られたものの長期生存個体はみられなかった。固形
腫瘍を悪性たらしめているメカニズムの解明の糸口となることが期待される。

研究成果の概要（英文）：We obtained PD0325901 which can be expected to have high efficacy against 
peritoneal dissemination which is extremely refractory through a two-stage screening from 
approximately 3,000 compound groups. Using the existing anticancer agent Paclitaxel as a control, 
the therapeutic effect in the mouse peritoneal dissemination model was confirmed. As a result, 
surprisingly, PD0325901 has shown reduction of  nodules and ascites, and has prolonged survival 
time. On the other hand, in the same model Paclitaxel remained only slightly reducing the 
disseminated nodules and  ascites, and although the survival time was prolonged, long - term 
survivors were not observed. It is expected to be a clue to elucidating the mechanism of making 
solid tumors malignant.

研究分野：血管外科学、病理学、腫瘍免疫学
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１．研究開始当初の背景 
がんは国民死亡原因の第 1 位であり、この
がん死亡率を低下させると共にがん患者の
QOL の向上に主眼を置いた治療戦略を構築
することは、極めて重要である。近年の医学
の進歩により、手術は安全に行われるように
なり、また分子標的薬や抗体医薬の登場によ
って、その予後も目覚ましく改善してきた。
一方で、既存の手術、放射線療法、化学療法
に抵抗性であるがん種も依然存在しており、
特に消化器がん腹膜播種に対しては標準的
治療技術が確立されていない。 
	 本研究組織はこれまでがん難治化メカニ
ズムの解明に取り組み、『Sphere 形成』に着
目、消化器がん発生学会理事長直轄プロジェ
クトとしても“Sphere Biology”研究を推進し
てきた。中でも極めて悪性で、有効な治療方
法が確立されていない腹膜播種の研究を進
め、これまで謎とされてきたその形成過程並
びに難治化メカニズムを解明するに至った
（Kasagi Y, et al. Cancer Res, 76:347-357, 
2016）。Sphere を形成した腫瘍細胞はその内
部への薬剤浸透効率が極端に低下する上に、
幹細胞様の特徴をも有するようになる。つま
り、Sphere形成とそれに起因する微小環境と
の相互作用が存在することで、各種化学療法
剤に対する抵抗性が極めて高く、現行の治療
法が生命予後の改善に繋がっていないこと
が明らかになった。 
	 以上のことから、Sphereの形成阻害・破壊
を指標とした化合物スクリーニングのため
の洗練されたシステム構築が必要であり、ま
たそこで得られた化合物を用いたバイオロ
ジカルな解析を通じて固形腫瘍の治療技術
開発に繋げることが求められている。 
 
２．研究の目的 
東大創薬機構のValidated libraryを対象に行っ
た試験的スクリーニングにより、既知の化合
物の中から腹膜播種に有効と考えられる化
合物を複数得ることに成功したが、そのター
ゲット分子は多岐に渡り、抗腫瘍効果発揮の
メカニズムは不明のままである。そこで、そ
れら化合物の作用プロファイルを解き明か
し、腹膜播種治療薬候補が奏功するメカニズ
ムを明らかにするとともに、より効率化され
た汎用性のあるスクリーニングシステムを
完成させることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
このスクリーニングによって得られた化合
物について、特に in vivoでの妥当性検証を実
施すると共に、さらにスクリーニング技術そ
のものについて、精緻なシステムへのブラッ
シュアップを行う。 
(1)「化合物 X1及び X2」の in vivoにおける
「sphere破壊効果」に関する検証  
1)「化合物 X1」について、単剤投与ならびに
標準治療剤パクリタキセル併用投与(用量依
存性)による、a) 生存期間延長効果の確認、

b) 腹水貯留抑制効果の確認、を実施する。 2)
「化合物 X2」についても同様に、単剤投与
ならびに標準治療剤パクリタキセル併用投
与(用量依存性)による、a) 生存期間延長効果
の確認、b) 腹水貯留抑制効果の確認、を実施
する。 
 (2)さらに鋭敏かつ短時間でのスクリーニン
グが可能な検出系の構築 
現在のスクリーニング系は、sphere 形成開始
より 48 時間で判定することが多い。この系
は開始後 12 時間程度よりクラスター形成が
始まるが、これまでの検討から Collagen type 
IV(Coll-IV)並びに plasma fibronectin (pFN)が
共存すると、これが大幅に促進することを明
らかとしており、これこそが腹腔内でがん細
胞が速やかに sphereを形成して転移に至るメ
カニズムであった。この研究ではこの知見を
応用し、a) アッセイを短時間に するための、
適量の Coll-IV並びに pFNの添加および細胞
の組合せの最適化、b) Coll-IV並びに pFNの
添加が検出系に及ぼす影響の検討、を行うこ
とにより、より鋭敏かつはいスループットな
システムへと進化させること を目指す。 
 
４．研究成果 
Sphereを用いて薬物のスクリーニングを行う
に際しては、大量の候補化合物を精度よく評
価する必要がある。その際には均質な Sphere
が必要となるが、従来の形成方法ではこの点
が十分ではなかった。 
	 本研究ではその解決を図ると共に、sphere
を形成する位置を well 中心に固定出来るた
め、イメージング装置を用いた単独の sphere
の高速撮像が実現される。Sphereは wellの中
心に整列し、その大きさや蛍光強度は極めて
均質である。従って、撮像の際に行うオート
フォーカス機能によるピント調整時間も短
縮される。１つの well に 1 つの Sphere を形
成させることは Scaffoldタイプでは困難であ
り、そのサイズ設定も理論的に不可能であっ
た（細胞が接着する足場がある限りコントロ
ール不能）が、それを可能としている。さら
にその精度は極めて高く、蛍光を用いた
Viability 測定と試薬を用いた ATP assay を経
時的に行うと、均一なデータを取得可能であ
る。さらに、ハンギングドロップ方式（液滴
下部に Spheroidを形成）では１つの wellに 1
つの Sphere を形成させることは可能である
が、試薬や化合物等を途中で添加すると液滴
のサイズが変化し、場合によっては液滴が落
下するため調節が難しかった。本研究ではそ
の点も考慮し、well当たり培養液の 3倍程度
までの試薬添加を可能としており、化合物の
溶媒である DMSO の濃度調整にも対応して
いる。すなわち、現存する技術で唯一、均質
な sphere を対象とした HTS に対応可能であ
る。 
腹膜播種形成過程でキーとなる生体内現象
はこの sphere形成であることから、sphereを
ターゲットとした化合物スクリーニングシ
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MiaPaca-2 cell-induced orthotopic tumors in nude 
mice - Average Tumor Size On Day of Death
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Minnelide Increases Survival in an 
Orthotopic Pancreatic Cancer Model

Day 1: Aspc-1 (2X 105) implanted into pancreas (n=20)

Day 7: 0.42 mg/kg Minnelide or saline IP begins (n=10)

Day 100: Minnelide treatment stopped (n=5)
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Minnelide decreases tumor burden in a
human xenograft 
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Minnelide: A Novel Therapy for
Pancreatic Cancer

Ashok K. Saluja, Ph.D.
Professor and Vice Chair

Director of Basic and Translational Research

Department of Surgery

University of Minnesota

• Diseases of the exocrine pancreas cause 
considerable morbidity. In the US alone, 
pancreatitis causes 300,000 hospitalizations 
and 7,000 deaths, while pancreatic cancer
claims another 38,000 deaths annually.

• Treatment is limited for both, likely reflecting 
an inadequate understanding of their 
etiological and pathophysiological 
mechanisms. The national economy suffers 
by $3.5 billion annually.
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ステムの開発を開始、これまでにその基礎開
発を実施してきた。具体的には、U底の低接
着384 well plateを用いて必要に応じた種々の
サイズの均質な sphereを作製し、アッセイ用
にマーカー遺伝子を導入した腫瘍細胞株を
組み合わせることで、細胞の viability を非破
壊的に、簡便かつ経時的に計測可能な評価シ
ステムを構築した。 
	 すなわち、単一の分子標的に対する、或い
は 2D 培養法を用いたフェノタイプアッセイ
に基づく化合物スクリーニングでは進行が
ん組織の特性を反映しておらず、in vivo及び
臨床フェーズにおいて期待される十分な薬
効が発揮されない場合がある。そこで、従来
の標的分子に対する活性評価や立体構造を
伴わずに薬効を評価する 2D 培養法とは異な
り、“次世代型”とも呼べる腫瘍組織に対す
る活性を評価する 3D 培養法でのスクリーニ
ング（本開発対象シーズ）の実用化を目指す
こととした。2段階のスクリーニングを経て、
腹膜播種に対して高い有効性が期待出来る
PD0325901 と、2D 培養では抗腫瘍活性の高
い既存の抗がん剤 Paclitaxel を用いてマウス
腹膜播種モデルでの治療効果の確認を行っ
た。 

その結果、驚くべき事に、PD0325901は劇的
に奏功し、播種結節の縮小・貯留腹水の低
減・著明な生存期間の延長(一部は長期生存、
腫瘍特異的免疫の成立も確認:2nd challenge
で生着率 0%)を示した。一方で、現在臨床で
腹膜播種の治療目的で用いられることもあ
る Paclitaxel は播種結節、貯留腹水を僅かに
減少させるに留まり、生存期間の延長は見ら
れたものの長期生存個体はみられなかった。  
また、もう一つの 2nd スクリーニング Hit化
合物である Triptolide はミネソタ大学のグル
ープにより研究が進められており、マウスを
用いた腹水貯留を来す膵がん腹膜播種モデ
ルに著効することが確認されている（※
Minnelide: 活性体は Triptolide、下図）。 

 
Sphere の破壊を指標にして得られる結果と、
腹膜播種に対する有効性については類似性
が高いものの、その作用メカニズムについて
は未だ未解明な部分が多い。今後は本研究成
果を基盤とし、それらの解明を通した腹膜播

種に対する創薬ターゲット発見が期待され
る。 
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