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研究成果の概要（和文）： 

Baf3細胞株の増殖・生存を阻害する低分子化合物のスクリーニング→各化合物が標的とする
分子の精製・同定→各化合物の臨床応用の可能性の検討、という手順で研究を進めた。約 10000
個の低分子化合物をスクリーニングした結果、Baf3 細胞増殖を抑制する 61 個の低分子化合物
を選別できた。類似の構造を持つ新たな化合物を加えて、骨髄性白血病細胞株 32D、赤白血病
細胞株 MELなどに及ぼす作用を解析するとともに、化合物が水溶性であること、化合物がアミ
ノ基や水酸基をもつこと、などを指標にして、候補化合物を 4 個 (T-167317, T-170633, 
T-005170, T-051702)に絞り込んだ。T-167317 は、Baf3 細胞特異的に細胞周期を制御した。
T-170633は、Baf3細胞・32D細胞・MEL細胞に対し、細胞の多核化を誘導し細胞周期を制御し
た。Baf3 細胞・32D 細胞・MEL 細胞に対し、T-0051706 は細胞死を、T-051702は細胞周期静止
を、誘導した。これら 4化合物の標的分子の精製・同定をおこなうために、各化合物を FGビー
ズに固相化する過程を終了した。 
 

研究成果の概要（英文）： 
  We tried to establish a new anti-proliferative drug through a following process: (1) 
screening of compounds to inhibit Baf3 cell growth (2) identification of target molecules 
for the selected compounds (3) analysis of physical effects of each possible compound. 
We screened approximately 10,000 low molecular compounds, which were provided from Tokyo 
University, and successfully isolated 61 compounds. Some inhibited Baf3 cell growth, or 
induced apoptosis, and the others induced morphological changes. Among them, we selected 
4 compounds, T-167317, T-170633, T-005170, T-051702, which is water-soluble and has a 
specific structure. To identify their molecular targets, we just fixed the compounds onto 
FG beads. 
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１．研究開始当初の背景 

分子生物学の発展に伴い、DNA 複製・染色
体分配・細胞周期進行・細胞死制御に関わる
分子機構が解明されつつある。結果、細胞内
外のシグナル分子の機能に基づき癌・感染・

炎症など様々な生命現象を理解できるよう
になってきた。近年、これらシグナル分子を
標的とした疾患治療薬の開発が盛んに行わ
れており、種々の疾患における治療成績の飛
躍的な向上に繋がっている。我々は、c-kit
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変異・FLT3変異や白血病キメラ遺伝子の細胞
増殖・分化および腫瘍化における役割を解析
してきた。また、新規抗アポトーシス分子
Anamorsin や 新 規 イ ン タ ー フ ェ ロ ン
IFN-zeta/Limitinを同定してきた。このよう
に、我々は、血液細胞の細胞増殖・分化をは
じめとして生死や腫瘍化について研究を進
めている。現在の合意事項として、細胞増殖
亢進や不死化（クラス I異常）や細胞分化の
障害（クラス II 異常）が腫瘍細胞の特徴と
して挙げられている。これら腫瘍化に必須な
イベントのより詳細なメカニズムを解明で
きれば、新たな治療標的分子の同定に繋がり
得る。また、細胞増殖や不死化を制御する化
合物を開発できれば、新しい腫瘍治療薬とし
ての展開も可能である。Baf3細胞株は、IL-3
存在下では、細胞増殖シグナルやアポトーシ
ス阻害シグナルが惹起される。一般的に、
IL-3 受容体からのシグナルとして Jak2→
Stat5経路・Ras→Raf→MEK→ERK経路・PI3-K
→Akt/PBK 経路が知られており、さらに、こ
れらの下流に存在する分子群を調節するこ
とにより細胞増殖や細胞生存が誘導される
と考えられている。本研究では、IL-3依存性
増殖を示す Baf3 細胞株の増殖・生存を阻害
する低分子化合物のスクリーニングを行う。
さらに、ナノ磁性微粒子(FGビーズ)を用いて、
選別した化合物が標的とする分子を精製・同
定する。 
 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、「(1) 細胞増殖や細胞生
存における鍵となる分子を網羅的に同定す
る (2)新規治療薬の候補となる新しい低分
子化合物を選別する」ことである。 
 

３．研究の方法 

(1) 低分子化合物ライブラリーのスクリー
ニング：化合物ライブラリーは、東京大学 
生物機能制御化合物ライブラリー機構から
約 10,000 化合物の提供を既に受けている。
Baf3 細胞株の IL-3 依存性増殖・生存を阻害
することを指標に、以下の手順にて低分子化
合物ライブラリーのスクリーニングを行う。 
（手順１）IL-3 存在下の Baf3 細胞培養に、
各低分子化合物を 5Mの濃度で添加する。 
（手順２）３日間培養後の生細胞数を MTT 
assay にて解析する。さらに、細胞数増加が
抑制されている培養中の Baf3 細胞の生死を
確認する。 
（手順３）選別された各低分子化合物につい
て、種々の細胞株における細胞増殖や細胞生
存に対する影響を解析する。 
(2) 選別された各低分子化合物の分類：作用
（細胞周期制御、アポトーシス制御など）お
よび構造から、選別した化合物のグループ割
り振りを行う。 

(3) 選別した化合物が標的とする分子の精
製・同定： ナノ磁性微粒子(FGビーズ)は、 フ
ェライト粒子をポリマーで被覆した 200nmの
粒子であり、表面に設けられたリンカーの先
端に低分子化合物をリガンドとして固定化
できる（図１参照）。リンカーとして、エポ
キシ基・トシル基・活性化エステル基・アミ
ノ基・チオール基・ブロモアセトアミドなど
が用意されており、選別した各低分子化合物
の構造に関わらず固定化するようデザイン
されている。この FG ビーズを用いた各低分
子化合物が標的とする分子の精製・同定を以
下の手順にて行う 
（手順１）選別した化合物の構造に適した FG
ビーズを選択し、FGビーズに化合物を固定化
する。 
（手順２）Baf3 細胞株から抽出液を作製し、
化合物固定化 FGビーズと混合する。 
（手順３）磁気分離を行いつつ洗浄した後に、
FGビーズから結合蛋白を溶出する。 
（手順４）精製蛋白を電気泳動し、特異的バ
ンドを切り出す。ゲルからの蛋白抽出・トリ
プシン処理を行った後に、質量分析
（MALDI/TOF）にて解析する。 
 
４．研究成果 

 スクリーニング法は、 (1) 標的細胞：
Baf3細胞株 (2)低分子化合物濃度： 5 M (3) 
培養期間： 3日 (4) 細胞増殖評価： MTTア
ッセイ、の条件で行った。約 10000個の低分
子化合物を本アッセイ系にてスクリーニン
グした。IL-3 依存性 Baf3 細胞増殖を抑制す
る可能性がある 61 個の低分子化合物を選別
できた。これら化合物の中には、アポトーシ
スを誘導するもの、細胞周期を制御するもの、
Baf3細胞を凝集させるもの、などそれぞれ特
徴ある変化を誘導するものが含まれていた。
第 1 段階スクリーニングで選別した 61 化合
物に加え、それらと類似の構造を持つ化合物
の増殖抑制効果に関して、Baf3細胞・32D細
胞・MEL 細胞を用いて解析した。結果、少し
の構造変化により増殖抑制作用が消失する
ものや作用が増強するものがあり、各化合物
の作用発揮に重要な官能基などの情報が得
られた。上記情報に加えて、水溶性であるこ
と、官能基(NH2や OH)を持つこと、を基準に
し、7個の候補化合物に絞り込んだ。また、7
個の候補化合物のうち、1 化合物の標的蛋白
が小胞体カルシウムチャネル SERCA であり、
他の 1 化合物の標的蛋白が heat shock 
protein 90 や nuclear receptor ROR-gamma
であった。さらに、1 化合物の作用活性部位
に OH 基が必須であると考えられた。以上よ
り、最終候補化合物として 4個の低分子化合
物 (T-167317, T-170633, T-005170, 
T-051702)を得た。T-167317は、Baf3細胞特
異的に細胞周期を制御した。T-170633 は、



 

 

Baf3 細胞・32D 細胞・MEL 細胞に対し、細胞
の多核化を誘導し細胞周期を制御した（図 1）。
Baf3細胞・32D細胞・MEL細胞に対し、T-005170
は細胞死を、T-051702は細胞周期静止を、誘
導した。 
 次に、これら 4化合物の標的分子の精製・
同定をおこなうために、各化合物を FG ビー
ズに固相化する過程を終了した。 
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