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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、細胞表現型を指標にしたハイコンテンツスクリーニ

ングシステムを構築して、エンドサイトーシスを標的とした新規癌分子標的治療薬を開発する

ことである。イメージングサイトメーターを用いて薬剤が誘導するさまざまな細胞形態変化を

定量的に評価することに成功し、さらに形態変化パターンから薬剤作用を予測する手法「モル

フォベース」を開発した。スクリーニングで見出したエンドサイトーシスを撹乱する NPD1801

は、カルモジュリンとの結合・機能阻害→Ras-Raf 経路活性化→後期エンドソーム－リソソー

ム融合阻害→リソソームの機能不全、を引き起こして抗癌作用を示すことを明らかにした。 

 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to construct a cell morphology-based 
high-content screening system and to develop anti-cancer agents targeting the endocytic 
pathway. We constructed a chemical-genetic phenotype profiling system based on the 
high-content cell morphology database, Morphobase. We showed that NPD1801, which 
perturbs the endocytic pathway, targeted calmodulin, caused the activation of Ras-Raf 
pathway, the inhibition of the fusion of late endosome and lysosome, and the dysfunction of 
lysosome, and resulted in the cancer cell death. 
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１．研究開始当初の背景 
 エンドサイトーシスは、細胞外物質の取り
込み過程にかかわる膜動過程であり、狭義に
は取り込んだ物質を主に初期エンドソーム、

後期エンドソームを介して消化系であるリ
ソソームへと輸送する一連のプロセスを指
す。 
近年、ショウジョウバエを用いた発生学研
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究から、エンドサイトーシスが癌化と密接に
かかわっていることが示唆されてきた。以前
から、組織中で隣り合う 2つの細胞がその分
裂速度を競い合い、分裂速度の速い「勝者」
が「敗者」を細胞死によって除去してその場
を占有する“細胞競合”と呼ばれる現象が見
つかっていた（Morata G. and Ripoll P. Dev. 
Biol. 42, 211-221, 1975）。この機構は、組
織中の細胞の分裂速度を均一化させること
で最終的に形成される各器官の大きさや形
を規定するのに貢献するだけでなく、癌細胞
の組織内での優勢的増殖にも深く関与して
いることが示された。細胞競合のメカニズム
は長らく不明であったが、2004 年にエンドサ
イトーシス経路を介した生存因子捕獲モデ
ルが報告された（Moreno E. and Basler K. 
Cell 117, 117-129, 2004）。すなわち、細胞
競合の勝者（癌細胞）はエンドサイトーシス
経路を増幅させることでより多くの細胞外
生存因子を捕獲し、その優勢的な競合を成立
させていることが示された。細胞競合現象の
存在は哺乳類でも確認され、癌の全く新しい
発症機構を提唱するものである（Moreno, E. 
Nat. Rev. Cancer 8, 141-147, 2008）。 
 ヒト癌の発症や進展に関しては、現時点で
細胞競合現象に基づいた臨床学的エビデン
スは何もない。しかしながら、細胞競合によ
る優勢的増殖を実現している癌種ならば、そ
の増殖や生存にエンドサイトーシスが強く
依存しているはずである。このような場合、
エンドサイトーシスを標的とした阻害剤は、
癌細胞の獲得しているホメオスタシスを破
綻させ、速やかに細胞死を導くと考えられ、
癌細胞に対する選択毒性を発揮するものと
期待できる。しかし、エンドサイトーシスを
標的とした抗癌剤開発研究は国内外を見渡
してもほとんど行われていないのが現状で
ある。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的はエンドサイトーシスを標
的とした新たな癌分子標的治療薬を開発す
ることである。具体的には、細胞表現型を指
標にしたセルベースハイコンテンツスクリ
ーニングシステムを構築してエンドサイト
ーシス経路を阻害する小分子化合物を見出
す。得られたヒット化合物の細胞内標的分子
を同定し、それをツールにエンドサイトーシ
スの制御機構および癌化における役割を解
明する。さらに、得られた化合物の標的分子
が創薬ターゲットとして有望と認められた
場合、得られた化合物の抗癌剤としての有用
性を疾患モデル動物で検証する。 
 
 
３．研究の方法 

３－１．癌細胞増殖阻害活性化合物の探索（1
次スクリーニング） 
癌細胞増殖阻害活性化合物を取得する目

的で、理研天然化合物バンク（NPDepo）の化
合物ライブラリーおよそ 30,000 化合物につ
いて、HeLa 細胞や srcts-NRK 細胞、HL-60 細
胞、tsFT210 細胞に対する増殖阻害活性を評
価し、化合物の構造と活性情報をデータベー
ス化した。 
 
３－２．細胞表現型を指標にしたセルベース
ハイコンテンツスクリーニングシステムの
構築 
 薬剤が誘導するエンドサイトーシス関連
オルガネラ（初期エンドソーム、後期エンド
ソームおよびリソソーム）の形態変化を指標
にしたハイコンテンツスクリーニングシス
テムを構築する目的で、各オルガネラマーカ
ーの蛍光標識タンパク質の強制発現や蛍光
標識抗体染色による可視化を検討した。しか
し、いずれの検討においても、オルガネラ形
態を数値化するための十分な蛍光強度が得
られなかった。 
そこで、用いるパラメーターを細胞形態に

かかわる因子群に変更した。まず、HeLa 細胞
と srcts-NRK 細胞の明視野画像および核染色
画像を取得し、イメージングサイトメーター
を用いてイメージングアルゴリズムの開発
を行い、コンピューター上で微細かつ複雑な
細胞形態を認識できるようにした。次に、薬
剤が誘導するさまざまな形態変化を特徴づ
けるため、細胞質や核、薬剤の影響で生じる
顆粒や液胞などの構造体についてその大き
さや数、扁平率など 12 種類のパラメーター
を設定した。さらに、およそ 200 種類の作用
既知薬剤によって誘導される 2種類の細胞の
形態変化をそれぞれ定量化し、得られた数値
を計 71 次元の座標に変換した統計値で分析
した。 
  
３－３．化合物固定化プローブを用いた結合
タンパク質の同定 
 目的化合物を光親和型固定化法（Kanoh N. 
et al., Angew. Chem. Int. Ed., 44, 
3559-3562, 2005）でアガロースビーズ上に
固定化させたプローブを作製した。HeLa 細胞
のライセートに化合物固定化プローブを混
合してアフィニティー精製し、SDS-PAGE 後、
得られた結合タンパク質を MALDI-TOF/MS で
同定した。 
 
 
４．研究成果 
 本研究で得られた主な研究成果を以下に
示す。 
・イメージングサイトメーターを用いて、薬
剤が誘導するさまざまな細胞形態変化を定



 

 

量的に評価するハイコンテンツセルベース
スクリーニングシステムを構築した。さらに、
本システムは薬剤の「作用」と「細胞形態変
化」を定量的に関係付けられることがわかり、
作用既知薬剤の細胞形態変化情報をデータ
ベース化することで、作用未知化合物の作用
メカニズムをプロファイリングすることが
可能となった（モルフォベース）。 
・NPD1801 は 1 次およびハイコンテンツセル
ベーススクリーニングで見出したエンドサ
イトーシス制御候補化合物である。その作用
標的・作用機構解析を行った結果、NPD1801
は、カルモジュリンとの結合・その機能阻害
→Ras-Raf 経路の活性化→後期エンドソーム
の膨張および後期エンドソーム－リソソー
ムの融合阻害→リソソームの機能不全、を引
き起こして抗癌作用を示すことが示唆され
た。 

・NPD6689、NPD8617およびNPD8969は、1次ス

クリーニングで見出した癌細胞増殖阻害活性

化合物である。モルフォベースで解析した結

果、これらの化合物はいずれもチューブリン

阻害剤と推定された。3化合物はin vitroでチ

ューブリン重合を阻害し、また化合物処理し

たHeLa細胞では、間期微小管の崩壊やM期紡錘

体の形成異常、G2/M期停止を引き起こした。

これらのことから、3化合物はいずれもチュー

ブリン重合阻害剤として作用することが明ら

かとなった。 

・ピロリジラクトンはNPD6689等と同様に1次

スクリーニングで見出した癌細胞増殖阻害活

性化合物である。モルフォベースで解析した

ところ、ピロリジラクトンはプロテアソーム

阻害剤と推定された。In vitroプロテアソー

ムアッセイを行った結果、ピロリジラクトン

は20Sプロテアソームのトリプシン様活性、キ

モトリプシン様活性およびカスパーゼ様活性

を阻害し、特にトリプシン様活性を強く阻害

した。またHeLa細胞において、ピロリジラク

トンは既存のプロテアソーム阻害剤と同様に

、ユビキチン化タンパク質の蓄積を誘導し、

細胞周期をG1期およびG2/M期で停止させた。

これらのことから、ピロリジラクトンはプロ

テアソームを標的にしていることが明らかと

なった。 
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