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研究成果の概要（和文）：標的酵素が膠芽腫の幹細胞性および造腫瘍能の維持に必須であることを確認した。ま
た、当該酵素に対する阻害剤の初期ヒット化合物が、実際に、膠芽腫モデルマウスの生存期間を有意に延長する
ことを確認した。この初期ヒット化合物の抗がん作用を増強し、生体内薬物動態を改善するために、類縁体を網
羅的かつ系統的に合成し、それぞれに対して標的酵素の阻害活性を評価した。第一次、第二次スクリーニングで
有望だった類縁体については、膠芽腫モデルマウスに対する投与実験を行った。また、患者層別化が可能な遺伝
子パネルについて、機能未知の遺伝子の役割を初めて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We confirmed that the target enzyme is essential for the maintenance of 
glioblastoma stemness and tumorigenic potential. We also confirmed that an initial hit compound, an 
inhibitor of the enzyme, did, in fact, significantly prolong the survival of a mouse model of 
glioblastoma. To enhance the anticancer activity of this initial hit compound and improve its in 
vivo pharmacokinetics, we comprehensively and systematically synthesized analogues and evaluated the
 inhibitory activity of the target enzyme against each. The analogues that showed promise in the 
first and second screening were tested in a mouse model of glioblastoma. In addition, the role of 
genes with unknown function was clarified for the first time for a gene panel that allows patient 
stratification.

研究分野：腫瘍幹細胞、創薬化学、翻訳機構

キーワード： エピトランスクリプトーム創薬　膠芽腫　腫瘍幹細胞　翻訳制御機構

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題においては、難治性がんの代表格である膠芽腫に対する革新的な抗がん剤の創薬開発基盤を整えるこ
とができた。具体的には、膠芽腫幹細胞特異的な翻訳様式に依存した幹細胞性維持機構を分子的に詳細に解析
し、それに対する阻害剤の候補物質または出発物質として、初期ヒット化合物とその類縁体が実際に良好な抗が
ん作用を発揮することを実証できた。また、これらの化合物に対する感受性を規定する遺伝子パネルのうち、こ
れまで機能未知であった構成要素の複数について、その機能を初めて実証することに成功した。これらのデータ
は、創薬分野のみならず、分子生物学における重要な発見を表している。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 近年、がん幹細胞性を司る因子の多くが、翻訳レベルで制御されていることが実証され
(Sendoel ら, Nature 2017)、研究者は「転写と翻訳の乖離=がん遺伝子の選択的翻訳機構」と
いう新たな課題に直面している。我々は、tRNA が翻訳機構の要諦でありかつ多彩な修飾と機能
制御を受けることから、がん幹細胞性と関連する tRNA 修飾酵素を標的とすれば、がん幹細胞特
異的な翻訳様式を制御することが可能であると考え、その候補として特定の酵素に着目し、主
に乳がんを対象として研究を行ってきた。当該酵素は膠芽腫を含む様々ながん種において予
後・病勢の不良因子であり、当該酵素が高発現の患者群においては、がん幹細胞関連遺伝子群
が高発現していることを発見した。この分子機構として、当該酵素が特定の tRNA を修飾するこ
とで対応するコドンを多く含む mRNA(例: がん幹細胞性中核因子である転写調節因子など)の
翻訳を促進することを実証した。実際に膠芽腫幹細胞において、当該酵素のノックダウンによ
って自己複製能や未分化維持能が著しく減弱することを確認している。 
 これらの知見は、当該酵素が膠芽腫幹細胞の維持にとって重要であることを表しており、当
該酵素に対する阻害剤が膠芽腫治療において革新的な抗がん剤となりうることを示唆している。
そこで我々は、当該酵素の活性を間接的に評価できるルシフェラーゼアッセイ系を確立し、お
よそ 3000 個の低分子化合物をピックアップし、スクリーニングを行ったところ、非常に強力な
酵素阻害作用と抗がん作用を有する化合物群を同定することに成功した。 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 本研究課題の目的は、集学的治療を以ってしても未だに劇的な予後の改善が実現できていな
い膠芽腫に対する革新的な制がん戦略を構築することである。予備実験において、本研究で着
目している酵素が膠芽腫の幹細胞性を維持するのに必須であることを実証しているため、我々
が現在主に乳がんを対象として開発している当該酵素に対する阻害剤は、膠芽腫においても有
効である可能性が高い。本課題の完遂により、膠芽腫において「当該酵素の阻害剤は創薬標的
が明確で患者層別化が可能な分子標的薬である」という非臨床 POC を確立したいと切望してい
る。 
 本研究課題は、tRNA 修飾酵素を標的としてがん特異的な翻訳様式を制御することを目指す
「tRNA エピトランスクリプトーム創薬」の概念を、世界に先駆けて膠芽腫で実現するという、
独自性と創造性に富んだ極めて挑戦的な課題である。 
 
 
 
 
３．研究の方法 
 上記の目的を達成するために、我々は下記の課題に取り組んだ。本項ではまず、それぞれの
課題解決に際する研究手法について概説する。 
【Target Validation の実施】 
 本研究課題で標的としている酵素が、実際に膠芽腫幹細胞の維持に必須であることを多角的
に検証する。具体的には、膠芽腫幹細胞の幹細胞性を司る転写因子群に関して、標的酵素に依
存した翻訳様式がその発現を制御することを確認した上で、これが膠芽腫幹細胞の増殖や腫瘍
形成能に影響を与える否かを分子生物学的および腫瘍生物学的に検証する。 
 
【非臨床 POC の確立】 
 膠芽腫の担がんモデルマウスを用いて、標的酵素に対する阻害剤の薬効を確認する。用いる
腫瘍細胞としては、患者由来の膠芽腫幹細胞を用いた。 
 
【患者層別化の検証】 
 すでに得られている遺伝子パネルを用いて、標的酵素に対する阻害剤が実際に抗がん作用を
発揮する細胞と抵抗性を示す細胞とを区別することが可能であることを検証する。また、実際
に、感受性を与える遺伝子を、抵抗性を示す細胞に過剰発現させることで、当該細胞に対して
感受性を付与することが可能であるか否かを検討する。 
 
【リード化合物の創製】 
 これまでに得られている標的酵素の情報に基づき、初期ヒット化合物の類縁体を網羅的かつ
系統的に合成する。それぞれの酵素阻害活性をルシフェラーゼベースのアッセイ系で評価し、
有望なものは膠芽腫幹細胞を用いた生物学的な評価を実施する。 



 
 
 
 
４．研究成果 
 前述の各課題に関して、実際に得られた知見を概説する。 
【Target Validation の実施】 
 本研究課題の標的酵素に対して、shRNA を発現するレンチウイルスを作成し、複数の膠芽腫
幹細胞株に感染させて、自己複製能や未分化状態維持能等の評価を行った。また、同時に、ウ
ェスタンブロッティング法にて、膠芽腫幹細胞の幹細胞性を司る転写因子群の評価を行った。
いずれの検証においても、標的酵素をノックダウンした細胞亜株においては、自己複製能等の
幹細胞性が著しく低下していることを確認した。重要なこととして、膠芽腫幹細胞の幹細胞性
を司る転写因子群のうち一つの転写因子の翻訳が、標的酵素をノックダウンすることで著しく
減弱することを確認した。この詳細な分子メカニズムとして、当該転写因子は、アミノ末端領
域付近に標的酵素依存的な翻訳様式が必要となる領域があったためであることが判明した。ま
た、標的酵素をノックダウンした亜株は、免疫不全マウスを用いた xenograft モデルにおいて、
造腫瘍能が著しく減弱していることも明らかとなった。これらの結果は、標的酵素が確かに抗
がん剤の創薬標的として妥当であることを強く表している。 
 
【非臨床 POC の確立】 
 前項の通り、標的酵素は膠芽腫の幹細胞性の維持に必須であることが判明している。そこで、
我々はすでに得られていた標的酵素に対する初期ヒット化合物の抗がん作用を、膠芽腫
xenograft モデルマウスで検証した。非治療群（DMSO 群）に比べて、初期ヒット化合物を投与
した群においては、有意に生存期間が延長したことが明らかとなった。このことは、標的酵素
に対する阻害剤が膠芽腫の治療薬として有望であることを示唆している。 
 
【患者層別化の検証】 
 すでに得られている遺伝子パネルのうち、標的酵素に対する阻害剤に対する感受性を示す遺
伝子の機能解析を行った。そのうち、２つの機能未知の遺伝子について、それぞれの分子生物
学的な役割を新たに発見した。とりわけ、前者は細胞内の修飾基ドナーの濃度制御に深く関与
している因子であり、本研究課題で標的としている酵素の活性制御に直接的に関与しているこ
とが判明した。これらの結果は、我々が創薬標的に定めている酵素に関して、その関連因子が
当初の想定以上に広く、様々な生物学的作用を発揮しうることを示唆している。 
 
【リード化合物の創製】 
 研究分担者より創製された化合物類縁体を、第一次スクリーニングとして、標的酵素の活性
をモニタリングすることが可能なルシフェラーゼベースのアッセイ系で評価した。複数の有望
な候補化合物について、さらに、膠芽腫幹細胞に対する自己複製能阻害作用を確認し、そのう
ち特に見込みのある化合物について、患者由来膠芽腫幹細胞を用いた同所性 xenograft マウス
モデルに対してその抗がん作用を評価した。初期ヒット化合物およびその類縁体のいずれもが
陰性対照群よりは生存期間を延長したものの、類縁体が初期ヒット化合物に比べて有意に生存
期間を延長することはなかった。この要因として、血液脳関門のために薬効成分が十分に腫瘍
組織に送達されていなかった可能性を第一に考えた。別の考えられる理由として、膠芽腫幹細
胞によって得られた同所性 xenograft モデルにおいては組織内の不均一性が高いことが知られ
ているが、我々の化合物が特定の性質を持つ細胞集団によく効いた一方で、また別の性質を有
する細胞集団に対しては抗がん作用が減弱されてしまったのかもしれない。今後の方針として
は、引き続き、生体内薬物動態に優れた類縁体のデザインを続ける一方で、上記の膠芽腫の不
均一性に対応できるようにするために、我々の開発している化合物と既存の抗がん剤との併用
などのプロトコルの可能性を検討する必要があると思われる。 
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