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研究成果の概要（和文）：足場非依存性増殖時においてのみアポトーシスを誘導する物質

（anoikis 誘導物質）の探索を行った。その結果、hypothemycin などの MEK 阻害剤が、MEK-ERK

経路への依存度が高いヒトがん細胞に対して anoikis を誘導することを見出し、その分子機構

を明らかにした。その他のがん化シグナル抑制物質として、anicequol、hsp90 阻害剤、セスキ

テルペンラクトンなどを見出し、これらの作用を解析した。 
 
研究成果の概要（英文）：We searched for compounds that induce apoptosis in cancer cells 
only when cells are nonanchored (anoikis sensitizer). We found that MEK-inhibitors such 
as hypothemycin induce anoikis sensitivity in human cancer cells that rely heavily on 
the MEK-ERK pathway, and elucidated the molecular mechanism. We also discovered anicequol, 
HSP90 inhibitors, and sesquiterpene lactones as inhibitors of oncogenic signaling, and 
analyzed their mechanisms of action. 
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１．研究開始当初の背景 

足場非依存性増殖はがん細胞の生化学的

特性の中で造腫瘍性と最も相関性が高い事

が知られている。この足場非依存性増殖を

選択的に阻害する物質の探索を効率よく行

う た め に 、 親 水 性 ポ リ マ ー で あ る

poly(2-hydroxyethyl methacrylate) 

(polyHEMA)でコートした96穴プレートを用

いる定量法を開発し探索を行った。 

その結果、糸状菌由来の新規物質

anicequol や spicamycin 新規類縁体、
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hypothemycin 等を単離し、構造を決定した。 

一方、MEK 阻害剤 U0126 が ras でトランス

フォームしたラット繊維芽細胞の足場非依

存性増殖を選択的に抑制することを見出し

た。U0126 および別の MEK 阻害剤である

PD98059、mTOR 阻害剤 rapamycin を用いた解

析から、ras でトランスフォームした NRK 細

胞の表現型の正常化には、ERK と p70S6K の

両経路を同時に遮断することが必要である

ことを示唆した。さらに、ヒト培養がん細

胞株に対する阻害剤の影響を調べた。大腸

癌、乳癌の中に U0126 処理によって anoikis

感受性になる細胞があった。anoikis 感受性

となる細胞では U0126 は MEK-ERK に加え、

p70S6K の経路を阻害していた。anoikis が

誘導されない細胞では、ERK の活性化は抑制

されたが、p70S6K はほとんど影響を受けな

かったことから、mTOR-p70S6K 経路は細胞に

よっては主に MEK-ERK によって制御される

こと、またそのようながん細胞に対して MEK

阻害剤はanoikiを誘導する有効な治療薬と

なりうることを示唆した。 

このような背景から、申請者らが開発し

た polyHEMA 細胞培養法は、選択性の高いが

ん分子標的治療薬リードの作用機序解明と

探索に有用と考えられた。 

 
２．研究の目的 

上皮や内皮由来の細胞は、基質から遊

離するとapoptosisを起こし死滅する。

この機構は anoikis と呼ばれ、正常細

胞が異所性に生存、増殖することを防

いでいる。がん細胞は anoikis を回避

し無秩序に増殖や転移を起こす。従っ

て、足場非依存性増殖時においてのみ

apoptosis を誘導する物質（anoikis 感

受性誘導物質）は副作用の少ない新し

い抗がん剤になる可能性がある。本研

究では、主に上皮系のヒト培養がん細

胞株を用い、各種阻害剤の anoikis 誘

導能を調べ、生存に関与するシグナル

伝達を解析するとともに、anoikis 誘導

物質の探索を行う。そのために申請者

らが開発したpolyHEMA細胞培養法を用

い、がん細胞の足場非依存性の生存・

増殖能を標的とした抗がん剤リードを

見出し、分子メカニズムを解明する。 

 
３．研究の方法 

(1)モノレーヤーの細胞増殖よりも足

場を除去したpolyHEMA上の細胞増殖を

より強く阻害する物質の探索とその作

用機構の解析を行う。がん細胞の特異

な増殖機構を明らかにし、がん化シグ

ナル抑制物質を探索し、その作用の解

析を通じて新しい抗がん剤を探索する。 

(2)上皮や内皮由来の細胞は、基質から

遊離するとアポトーシスを起こし死滅

する。この機構は anoikis と呼ばれ、

生体内において、細胞が本来存在すべ

きでない場所で生存、増殖することを

防いでいる。がん細胞では anoikis を

回避する機構が働き、無秩序な増殖や

転移が起きる。そこで、上皮系のヒト

培養がん細胞株を用い、各種阻害剤の

anoikis 誘導能を調べ、生存に関与する

シグナル伝達を解析するとともに、

anoikis 誘導物質の探索を行う。 

 探索に用いる化合物は、微生物およ

びその誘導体からなる化合物ライブラ

リーと構造未知の真菌由来の２次代謝

産物を用いる。上記のアッセイ系を利

用することで細胞がん化のシグナル伝

達を解析し、そのがん化シグナルを標

的とする新しいタイプの抗がん物質の

創製を目指す。 



４．研究成果 

(1) MEK阻害剤によるanoikis誘導と機

構解析 

 ヒト大腸がん細胞株の足場非依存性

増殖を選択的に抑制する物質の探索か

ら、 MEK 阻害活性が報告されている

hypothemycin を真菌二次代謝産物から

同定したので詳細な解析を行った。 

①K-ras でトランスフォームした NRK

細胞での解析 

 KRAS でトランスフォームした NRK 細

胞を hypothemycin(HPM)処理すると形

態が正常様になり、足場非依存性増殖

も阻害された。HPM は MEK、ERK を含む 

46 種のプロテインキナーゼに保存され

ているシステインに共有結合し、プロ

テインキナーゼを不活性化することが

報告されている。しかし KRAS でトラン

スフォームした繊維芽細胞の形態変化

や、PKD など HPM の標的となりうる シ

ステインを持つ他のキナーゼに対する

影響の解析から、HPM は細胞内ではかな

り選択的に MEK-ERK 経路を阻害すると

予想された。 

 次に、NRK 細胞を PDGF 刺激し、活性

化される PI3K 経路及び MEK-ERK 経路

への影響を調べた。HPM は PDGFR 自己リ

ン酸化を強く阻害したが、PI3K 経路の

AKT、S6R に対する影響は PDGFR に比べ

はるかに弱かった。これに対し MAPK 経

路の ERK、p90RSK の活性化は PDGFR と

同程度に阻害された。以上から HPM は

細胞内では選択的に MEK-ERK 経路を阻

害していること、また、HPM は PDGFR

に加え MEK、ERK、p90RSK も不活性化す

るため、同一経路上を複数箇所で遮断

することで有効性が発揮されているこ

とが確認された。 

②ヒトがん細胞での解析 

 約50種類のヒトがん細胞株について

HPM に対する感受性を調べた。その中で、

B-RAF が変異しているがん細胞は HPM

に感受性が高かった。HPM は RAF は阻害

しないが、下流の MEK、さらに ERK、

p90RSK を阻害する。BRAF が変異してい

るがんは、MEK-ERK 経路への依存度が高

いと考えられるが、BRAF に変異がある

がん細胞とKRASに変異があるがん細胞

に対するHPMの影響を比較すると、BRAF

変異がん細胞の感受性が高い傾向が見

られた。しかし BRAF 変異があっても

HPM や他の MEK 阻害剤に対する感受性

が低いがん細胞もあることから、

MEK-ERK 経路阻害による影響には他の

要因も関与していると考えられた。

B-RAF が変異しているがんは、MEK-ERK

経路への依存度が高いと考えられるが、

制御を逸脱した増殖を抑制するために

は B-RAF よりも下流の MEK を阻害する

方が効果的であり、さらに複数箇所で

シグナルを遮断するとより有効である

可能性が考えられた。 

 HT29 など BRAF に活性化変異(V600E)

があるがん細胞が HPM に対して高感受

性であり、足場非依存性増殖が強く抑

制される分子機構を解析した。その結

果、BH3-only protein の BimEL のレベ

ルが上昇したことから、MEK-ERK 経路阻

害に起因する BimEL 蛋白量の増加が原

因であると考えられた。 

  

(2) 足場非依存性増殖抑制物質の探索

と機構解析 

 真菌から見出した足場非依存性増殖

の選択的阻害剤である anicequol 

(ANC)はステロイド骨格類似構造をも



つので、他の生理活性物質のステロイ

ド、ステロール類の DLD-1 がん細胞に

対する足場非依存的増殖阻害活性を検

索したところ、25-hydroxycholesterol

が DLD-1 の足場非依存的増殖を選択性

高く阻害し anoikis を誘導することを

見いだした。いくつかの生理活性を比

較した結果、25-hydroxycholesterol

との分子薬理メカニズムの類似性が示

唆された。 

 一方、ANC の DLD-1 に対する anoikis

誘導活性について、細胞死シグナルに

関与する因子の同定を試みた。その結

果、ANC 処理細胞において、p38MAPK の

活性化がおきていること、さらに、

p38MAPK の下流因子である ATF-2 およ

び HSP27 についても同様の活性化が起

きていることが分かった。また、他の

大腸がん細胞HT-29及びWiDrについて

も ANC が同様の anoikis 誘導活性をも

つことを見出した。この結果は、大腸

がん細胞特異的な機構が ANC のがん細

胞に対する anoikis 誘導活性に関与す

ることを示唆している。 

  浮遊培養状態でRNAiノックダウンに

よりp38MAPKalphaの発現量を特異的に

減少させたところ、ANC による anoikis

誘導活性が抑制されることを見出した。

さらにRho-kinase阻害剤Y27632がANC

による anoikis 誘導活性を減少させる

ことも判明した。p38MAPK 経路との関係

を調べるため、Y27632 存在下で ANC に

よる p38MAPK 誘導活性を検討したとこ

ろ、p38MAPK の活性化(リン酸化)が抑制

された。従って、p38MAPK 経路と Rho

経路のクロストークが ANC のもつがん

細胞に対する anoikis 誘導活性に関与

することが示唆された。 

(3) その他のがん化シグナル伝達抑制

物質の探索 

①Hsp90阻害剤であるgeldanamycin

の誘導体 17-AAG、17-DMAG が、大腸

がん細胞株 DLD-1、HT29 に anoikis

を誘導した。このとき BimEL の増加

は観察されず、Hsp90 阻害剤は MEK

阻害剤とは異なる機序で anoikis

感受性を誘導することが示唆され

た。また Hsp90 阻害剤は細胞間で感

受性の差が大きく、調べた 17 細胞

株の中で最も高感受性であった

HT29 は、DLD-1 とは IC50 に約 100

倍、最も低感受性であった HCT15 と

は約 1,000 倍の開きがあった。各株

間で Hsp90 量に差はなく、Hsp90 阻

害剤処理による変動もなかったが、

Raf 等の Hsp90 client protein は高

感受性細胞株ほど低濃度で減少し

ていた。 

②植物由来のある種の

sesquiterpene lactone が

rapamycinとは異なる機序でmTOR経

路を遮断することを見出した。mTOR

の標的である p70S6K は複数の酵素

により複数の残基がリン酸化され

る。rapamycin は調べたすべての部

位のリン酸化を抑制したのに対し、

sesquiterpene lactoneは mTORの直

接のリン酸化部位であるとされる

T389 を選択的に抑制した。解析の結

果、mTOR の分解の促進が見出された。 
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