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研究成果の概要（和文）： 抗がん剤耐性を制御する新しい分子標的治療法開発に向けた基礎的

研究を行った。がん細胞のアポトーシス耐性、固形がんの薬剤耐性の分子機序、細胞生存に係

わる PDK1-Akt シグナル系、テロメアなどについて、その分子機構解明の研究を進め、新しい分

子標的を同定した。そして、それら分子標的に対する阻害化合物の探索や同定した化合物の抗

腫瘍効果の評価を行い、耐性を制御する治療法開発のための基盤情報を得た。 
 
研究成果の概要（英文）： We studied molecular mechanisms of various types of drug 
resistance, such as apoptosis resistance, tumor microenvironment-associated drug 
resistance, PDK1-Akt-related cell survival signaling pathways, and telomere-mediated 
cell maintenance.  We succeeded to identify new molecular targets and to discover 
compounds that inhibit such molecular targets.  By evaluating the antitumor effect of 
such compounds, we accumulated fundamental information to develop new molecular-targeted 
therapy that controls drug resistance features of tumor cells. 
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１．研究開始当初の背景 
がんの分子標的治療研究においては、がん

化、悪性化に関係する種々の分子標的に対し、
治療法の開発を論理的に進めることができ
るようになってきた。がん遺伝子産物などに
加え、薬剤耐性・感受性因子も重要な化学療

法の標的として考えられる。我々は新たな抗
がん剤耐性制御の分子標的を探索する目的
で研究を進めてきた。がん細胞の薬剤耐性の
中でも、我々が進めたＰ-糖タンパク質によ
る多剤耐性の研究は、この領域で先鞭を付け
る研究であり、よく進んだ。 
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一方で、Ｐ-糖タンパク質に加えて、耐性
の新しい標的となる分子が多く考えられる
ようになってきた。具体的には、以下に述べ
る、耐性・感受性に関わる分子標的の研究が
進展を見せつつあった。これらの従来からの
具体的研究成果に基づき、本研究が立案され
た。 
 
(1)がん細胞のアポトーシス耐性 
アポトーシス耐性がん細胞において発現

亢進する遺伝子として、解糖系の副生成物メ
チルグリオキサールを代謝する酵素
Glyoxalase I(GLO1) が発現上昇し、抗がん
剤耐性に関与すること、また、GLO1 阻害剤は
抗がん剤耐性克服効果を示すことが明らか
になった。また、細胞死の制御に IAP ファミ
リータンパク質が重要な働きをしており、一
部のがんでは IAPが過剰発現して薬剤耐性の
原因になっていることが明らかになった。 
(2)シャペロンタンパクが関与する耐性機構
を制御する分子標的薬剤 
ヒト乳がんなどで高発現するヒートショ

ックタンパク質 Hsp27 について、がん細胞内
ではメチルグリオキサールによる修飾を受
けており、この多量体型 Hsp27 が抗がん剤耐
性に寄与することを示した。 
(3)微小環境依存的な薬剤耐性を制御する分
子標的薬剤 
固形がん内部で認められるグルコース飢

餓や低酸素などのストレスによって抗がん
剤耐性が誘導される。この耐性の制御にプロ
テアソーム阻害剤が有効であり、その阻害剤
が動物レベルでも抗がん活性を示すことな
どを見出した。 
(4)耐性に関わるシグナル伝達系を制御する
分子標的薬剤 
Hsp90阻害剤はMAPKや Aktなど抗がん剤耐

性に関わるシグナル伝達を阻害することを
見出した。Hsp90 と結合している新たな分子
を探索し、PDK1 など新たな Hsp90 結合タンパ
ク質を見出した。 
(5)耐性に関与するテロメア鎖長制御の分子
標的薬剤 
EGCG 等のテロメラーゼ阻害剤に加えて新

規テロメラーゼ阻害剤 MST-312 を創製した。
またテロメア短縮そのものがテロメラーゼ
阻害剤耐性因子となる可能性を見出した。 
 
２．研究の目的 
最近のがん治療研究は様相が変わってき
た。すなわち、がん化、悪性化に関係する種々
の分子標的に対して、治療法の開発が論理的
に進められている。分子標的治療薬は、標的
に作用し、そしてそれが臨床効果に結びつく
薬剤と考えられる。具体的な分子標的として
は、がん遺伝子産物、シグナル伝達系、増殖
因子とリセプター、アポトーシスなどがある

が、薬剤耐性・感受性因子も重要な化学療法
の標的として考えられる。  
本研究では新しい耐性研究の中で、がん細
胞のアポトーシス耐性、固形がんの薬剤耐性
の分子機序、生存耐性に係わる PDK1-Akt シ
グナル系、テロメアなどについて、関与する
標的タンパクの制御機構などを明らかにす
るとともに、それら分子標的に対する治療法
の開発の基礎研究を推し進める。本研究はこ
の領域の分子創薬と分子標的治療の研究者
と有機的な連携が可能であり、それによって
新しい創薬研究に進展することが期待され
る。 
 
３．研究の方法 
目的達成に向け、前半の H19 年度までにつ
いては、以下に述べる計画・方法に従って、
5項目に分け研究を進めた。 
(1)がん細胞のアポトーシス耐性 
GLO1 は、前立腺がんや大腸がんなどで過剰

発現している。新規抗がん剤の開発を目的と
して、GLO1 を分子標的とした強力且つ化学的
に安定な GLO1 阻害剤の探索を行う。また、
細胞死の制御に関わる因子についての研究
を進める。 
(2)シャペロンタンパクが関与する耐性機構
を制御する分子標的薬剤 
腫瘍増殖に選択的に関わるヒートショッ
クタンパク質について、その阻害薬剤やペプ
チドのスクリーニングを行い、ヒトがん細胞
に対する治療効果や選択性を検討する。 
(3)微小環境依存的な薬剤耐性を制御する分
子標的薬剤 
プロテアソーム阻害剤の薬剤耐性克服作
用の分子メカニズムについて検討する。また
抗がん活性を有するストレス応答阻害物質
について、耐性細胞の樹立等によりその標的
の同定を試みる。 
(4)耐性に関わるシグナル伝達系を制御する
分子標的薬剤 
新たに見出された Hsp90結合タンパク質の
結合部位を、断片化タンパクを作製すること
により決定する。さらに Hsp90 阻害剤添加時
の半減期の減少度合いを pulse chase 法など
で決定すると共に、分解に関わる酵素（プロ
テアソームなど）を探索する。 
(5)耐性に関与するテロメア鎖長制御の分子
標的薬剤 
テロメア短縮によるテロメラーゼ阻害剤
耐性はテロメア伸長抑制因子 TRF1 や POT1 の
テロメアからの遊離阻害・分解阻害によって
克服されるか検討する。 
 
後半の H20 年度以降は、H19 年度までの成
果に基づき、研究を進めた。なお、研究項目
の 1つであった「耐性に関わるテロメアタン
パク質を制御する分子標的薬剤」は共同研究



先企業との検討を重ね、会社の方針もあり研
究を中断した。新しい研究として、抗ホルモ
ン剤耐性の研究と、抗がん剤耐性に関して注
目され出したがん幹細胞の薬剤耐性の研究
を「(1）がん細胞のアポトーシス耐性」の研
究項目に組み入れて、研究を継続した。また、
「(2)シャペロンタンパクが関与する耐性機
構を制御する分子標的薬剤」は、研究の進展
に伴い、「(2）細胞死調節に関わる代謝酵素
を制御する分子標的薬剤」と項目名を更新し
た。以下に、H20 年度以降の計画・方法を述
べる。 
 
(1)がん細胞のアポトーシス耐性 
GLO1 の発現や活性を指標として前年度ま

でに構築したスクリーニング系で、既に得ら
れた GLO1阻害物質の最適化をはかる。また、
前立腺がんにおいて、その内分泌療法薬耐性
に関わるアンドロゲン受容体シグナルを遮
断し、薬剤抵抗性がんに増殖阻害およびアポ
トーシスを誘導するためのスクリーニング
系を確立し、薬剤探索を進める。更に、がん
幹細胞の薬剤耐性を克服するため、SP（side 
population）細胞に過剰発現しているトラン
スポーターに対する阻害剤を探索し、がん幹
細胞をも死滅させる化学療法の開発を目指
す。また、SP細胞で薬剤排出トランスポータ
ーが過剰発現する分子機構を解析する。 
(2)細胞死調節に関わる代謝酵素を制御する
分子標的薬剤 
アポトーシス抑制に作用する脂肪酸代謝

酵素阻害剤の治療効果とその作用の分子機
構を明らかにする。 
(3)微小環境依存的な薬剤耐性を制御する分
子標的薬剤 
抗がん活性を有するストレス応答阻害物

質について、耐性細胞の樹立や遺伝子発現解
析などにより、標的分子の同定、作用機序の
解析を行う。また、抗がん剤などの既知の化
合物を含め、ストレス応答阻害物質の探索を
行う。 
(4)耐性に関わるシグナル伝達系を制御する
分子標的薬剤 
Hsp90 結合タンパク質として同定した因子

について、抗がん剤耐性との関連を検討する。
また、がん細胞の生存や抗がん剤感受性に関
わる Pim キナーゼについて、Pim キナーゼ結
合タンパク質の機能解析を行い、がん化や抗
がん剤耐性化との関係を検討する。 
 
４．研究成果 
成果について、研究項目ごとに分け、以下

に簡潔に述べる。 
 
(1)がん細胞のアポトーシス耐性 
前立腺がんや大腸がんで過剰発現する

GLO1を分子標的として、化学的に安定な GLO1

阻害剤の検索を行った。リード化合物として
４種類の化合物を見出した。これら GLO1 阻
害活性をもつ化合物と GLO1 タンパクとの共
結晶の取得に成功した。これらの 3次元構造
情報を基に、さらなる GLO1 阻害増強及び化
学的性質向上のために、化合物の最適化を行
った。 
GLO1 阻害剤の探索研究に加え、平成 20 年
度以降においては、アンドロゲン受容体とが
ん幹細胞に関する研究を追加し、以下の成果
を得た。 
前立腺がん治療では、内分泌療法薬が中心
的な役割を担うが、この内分泌療法耐性には
アンドロゲン受容体シグナルの活性化が関
与する。我々は、アンドロゲン受容体シグナ
ルを遮断し、薬剤抵抗性がんに増殖阻害およ
びアポトーシスを誘導する薬剤を同定する
目的で、アンドロゲン受容体シグナル活性評
価系の構築を行った。そして、化学療法基盤
情報支援班標準阻害剤キットを用い複数の
陽性化合物を同定した。また、再燃性前立腺
がんに見られる短鎖型アンドロゲン受容体
は、アンドロゲン受容体シグナリングを常時
作動させることにより、同細胞のアンドロゲ
ン非依存性増殖に寄与することを見出した。  
近年その存在が確認されてきたがん幹細
胞は、化学療法に耐性を示し、再発・転移の
原因となっていることが明らかになってき
た。がん幹細胞を標的とした新たながん化学
療法の開発を目指し、がん幹細胞の性状解析
を進めた。我々は乳がん細胞株でも、がん幹
細胞が多く含まれるとされる SP（side 
population）細胞の存在を見出し、それらの
分離に成功した。そして、薬剤耐性を示す SP
細胞では ABCG2 が過剰発現していること、
ABCB1を阻害する多剤耐性克服薬 Dofequidar
が ABCG2 をも阻害し SP 細胞の多剤耐性形質
を克服できることを証明した。さらに、SP 細
胞に過剰発現している ABCトランスポーター
に関して、48種類の発現量を定量リアルタイ
ム PCR 法にて検討した結果、これまでに報告
の無い ABCトランスポーターの過剰発現を見
出すことに成功した。 
 
(2)シャペロンタンパクが関与する耐性機構
を制御する分子標的薬剤/細胞死調節に関わ
る代謝酵素を制御する分子標的薬剤 
ミトコンドリア依存的な細胞死誘導経路
の調節因子 Hsp27や脂質代謝酵素などの阻害
による影響を検討した。その結果、脂質代謝
酵素のアシル Co-A 合成酵素（ACS）に対する
阻害剤トリアシンが、抗がん剤 CPT の効果を
増強することを見出した。また、トリアシン
は、抗がん剤エトポシドとも併用効果を示す
ことを見出した。トリアシンは熱ショックタ
ンパク質の発現の低下に関わり、さらに、エ
トポシドとの併用により、ミトコンドリアか



らのチトクローム Cの遊離を促進し、カスパ
ーゼの相乗的活性化を引き起こすことがわ
かった。 
他方で、ACS が、がん微小環境で見られる

低 pH 環境下でのグリオーマ細胞の生存増殖
に寄与することを見出した。その分子機序と
して、低 pH 環境下で、ミッドカイン遺伝子
の発現が ACS 過剰発現細胞で選択的に増強・
維持され、細胞生存につながることを明らか
にした。 
 
(3)微小環境依存的な薬剤耐性を制御する分
子標的薬剤 
グルコース飢餓ストレスで誘導される UPR

（unfolded protein response）は、種々の
薬剤への耐性化に関与する。この UPR を阻害
する化合物として versipelostatinを見出し
ていたが、新たにビグアナイド系糖尿病薬メ
トホルミン、ブホルミン、フェンホルミンが、
UPR 阻害活性を有することを見出した。そし
て、これらの化合物を用いマイクロアレイに
よる遺伝子発現解析を進め、薬剤の作用とリ
ンクする発現 signature の同定に成功した。
この発現 signature を用い、Connectivity 
map の手法を利用することで、新たな UPR 阻
害剤の同定が可能であることが明らかにな
った。実際、Connectivity map を活用し、寄
生虫薬のパモ酸ピルビニウムが、グルコース
欠乏時選択的に小胞体ストレス応答を抑制
することを見出した。 
Versipelostatin の UPR 阻害作用について

検討し、翻訳開始抑制因子４E-BP1 が関与す
ることを明らかにした。また、種々の阻害剤
探索の結果、グルコース飢餓環境下での細胞
生存にミトコンドリアが重要な役割を果た
していることが示唆された。そこで、グルコ
ース飢餓環境での細胞生存におけるミトコ
ンドリアの役割を明らかにするため、ミトコ
ンドリア DNA欠損細胞やミトコンドリア呼吸
鎖阻害剤を用い、体系的な遺伝子発現解析を
進めた。ミトコンドリアの機能欠損によって、
薬剤耐性に関わるストレス応答 UPRに関連す
る遺伝子の多くが発現抑制されることを見
出した。 
網羅的な遺伝子発現解析情報を活用し、新

規 UPR 制御因子の同定研究を進めた。その結
果、ストレス応答に重要な転写因子 ATF6の、
ゴルジ体での切断活性化の制御に関わる因
子として、NUCB1 を見出すことに成功した。
また UPR の新規制御因子 NUCB1 について、ゴ
ルジ体局在化機構の研究を進め、N 末端シグ
ナルペプチドの切断部位から 2番目のプロリ
ン残基が小胞体－ゴルジ体輸送シグナルと
して機能することを明らかにした。 
 
(4)耐性に関わるシグナル伝達系を制御する
分子標的薬剤 

抗がん剤耐性化に関わる Aktに関し研究を
進め、Akt に結合する分子を大腸菌を用いた
ツーハイブリッド法にて検索し、CKIP-1 を同
定した。CKIP-1 の過剰発現は、Akt の活性を
減弱するとともに抗がん剤感受性を増大さ
せた。ヌードマウス移植モデルで、CKIP-1 の
過剰発現はがん細胞の増殖能を低下させる
ことが確認された。また、細胞接着に伴うシ
グナル伝達に関わる ILK とそれを制御する
Hsp90 との結合部位を、断片化タンパクを作
成することにより決定した。そして Hsp90 阻
害剤添加時の半減期の減少度合いを pulse 
chase 法などで決定すると共に、分解に関わ
る酵素（プロテアソームなど）の探索を進め
た。 
がん細胞の生存や抗がん剤耐性化に関わ
る Pimキナーゼの新たな基質分子として、p27
とフォークヘッド転写因子を同定した。Pim
キナーゼは p27 の核外移行・タンパク質分解
を誘導するだけでなく、p27 の転写をも抑制
しており、これががんの異常増殖につながる
ことを明らかにした。Pim キナーゼは、新た
な基質として同定した p27 の 157 番目と 198
番目のスレオニン残基をリン酸化すること
を見出した。同定したリン酸化部位を含む
p27 ペプチドと Pim との共結晶化に成功し、
阻害剤開発につながる構造的基盤情報を解
明した。Pim の構造解析より得られた Pim 阻
害剤を、前立腺がん移植担がんマウスに投与
したところ、腫瘍の増殖遅延が認められ、さ
らにタキソールと併用することで腫瘍の退
縮が一部のマウスで認められた。この結果よ
り、本阻害剤を Pim 阻害薬のリード化合物と
して利用できる可能性が示された。 
 
(5)耐性に関わるテロメアタンパク質を制御
する分子標的薬剤 
テロメラーゼ阻害剤耐性因子として機能
するタンキラーゼ１の細胞内活性評価系を
構築した。本系を用いた探索により、タンキ
ラーゼ１を阻害する化合物、すなわちテロメ
ラーゼ抑制因子 TRF1 のテロメア結合を安定
化する化合物を複数同定した。なお、本研究
項目は、平成 19 年度をもって終了した。 
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