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研究成果の概要（和文）：本研究では、単剤では抗腫瘍活性を示さないが二種類の薬剤を混合した際に強力な活性作用
を持つ薬剤を用いて、生体内での変動解析から抗腫瘍作用メカニズム解明を目指した。これまで約30000種の化合物ア
ッセイから、混合により劇的に細胞生存率を低下させる薬剤C053とC127を発見し、構造活性相関、生体内のシグナル変
動を解析したが、新たな細胞死を誘導するシグナル伝達経路の発見には至らなかった。しかしながらこの実験経過にお
いて既存の薬剤とC053の混合で細胞死が増強される組み合わせが見つかり、転移癌や抗がん剤耐性癌などに対する新た
な治療薬・治療法の可能性や応用が期待された。

研究成果の概要（英文）：I analyzed an anti-tumor mechanism through a variability analysis in vivo. In this
 study, I focused on two-species mixture drugs treatment; combination of two-species drugs has intense ant
i-tumor effect, whereas both drugs are ineffective in tumor suppression when it is used as a sole regimen.
  Through the about 30000 spices chemical assay, I discovered two candidate drugs, C053 and C127, which sh
owed a drastic decrease in cell survivals. Although a structure activity correlation assay, and a variabil
ity analysis of C053 did not uncover a totally new apoptotic pathway, I found some combinations of establi
shed drug and C053 strongly induced apoptosis. This finding has a possibility for new drug discovery and m
edical applying for drug resistance caner cells.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
分子標的治療薬は、疾患特異的な分子を標
的とした副作用の少ない効果的な薬剤とし
て期待され、開発が進められている。しかし
ながら、特定の標的タンパク質への選択的作
用を指向しても、類縁タンパク質をはじめと
した他のタンパク質との作用を完全に回避
することは難しく、予期せぬ副作用が生じる
問題の根本的解決には至っていない。また、
これまでの癌に関する研究は、単一のパスウ
ェイのシグナル伝達に注目したものが多く、
癌細胞死や転移メカニズムの全体像は、ほと
んど解明されていない。 
したがって、薬物と標的タンパク質との直
接的な作用が、周辺や下流の遺伝子群にどの
ような影響を及ぼし、最終的に制がん作用と
して現れるのかという視点、すなわち薬理作
用を生体内の分子ネットワークの変動とし
て捉え制御する新たな創薬アプローチの開
発が必要である。 
 
２．研究の目的 
筆者はこれまで、既存キナーゼ阻害剤の単
剤（187 種）ならびに 2 種のコンビネーショ
ン（187×187 種）について、ヒト乳癌細胞株
を用いた細胞増殖阻害活性のスクリーニン
グを行い、単剤では細胞生存率に影響を与え
ないが、コンビネーションでは生存率を著し
く低下させる薬剤、C053 と C127 コンビネー
ションの同定に成功した。本研究では、この
単一薬剤では抗腫瘍活性を示さないが二種
類の薬剤を複合投与した際に強力な活性を
示すキナーゼ阻害剤の混合シナジー効果に
ついて、生体内分子ネットワークの変動解析
を行うことにより、その抗腫瘍作用メカニズ
ムの解明を行った。 
 
３．研究の方法 
１）キナーゼ阻害剤コンビネーション薬剤に
よる細胞生存率とアポトーシス誘導能の解
析 
 ①活性化カスパーゼの測定、②ssDNA 定量、
③BrdU 取り込み法による DNA 合成能の測定、
④細胞形態観察ならびに測定を行い、コンビ
ネーション薬剤と細胞形態の関連性を探索
した。 
 
２）コンビネーション薬剤の化学構造とシナ
ジー活性効果の構造活性相関解析 
 C053 および C127 の類縁化合物を用いて、
そのコンビネーションによる細胞生存率の
シナジー効果の詳細解析を行った。 
 
３）他細胞株を用いてコンビネーション薬剤
による相乗効果解析 
 主な実験はヒト乳癌細胞株MDA-MB231を用
いて行っており、その他の細胞腫で同様のコ

ンビネーション効果が得られるかを検討し
た。細胞株には A549（肺癌細胞株）、PaCa2
（膵臓がん）、Hep3B（肝臓がん）、PC3（前立
腺癌）、MCF7（乳癌）を用いた。 
 
４）キナーゼ阻害剤におけるシグナルパスウ
エイの解析ならびに癌関連分子ネットワー
クの構築 
 細胞内でのリン酸化タンパク質の変動を
得るために、同様に処置した細胞からタンパ
ク質を抽出し、リン酸化タンパク質アレイ解
析を行った。これらの発現変化のパターンの
違いを発現クラスター解析によって明らか
にし、それらクラスター内の遺伝子の働きに
ついてはシグナルネットワーク解析を行う
ことで機能の推定を行い、コンビネーション
薬剤で特異的に変化する関連分子ネットワ
ークの抽出を行った。 
 
５）マウスを用いた抗腫瘍試験 
リンパ節や肺に高率に転移を示す乳癌細
胞株 BJMC3879 をマウスに移植し、腫瘍サイ
ズが 100mm3 になったところでミニ浸透圧ポ
ンプにて持続的投与（A群：DMSO、B群：C053 
40mg/kg/day、C 群：C127 40mg/kg/day、D 群：
C053 + C127 20+20mg/kg/day）した。毎週腫
瘍径を測定し、4週刊後に屠殺、剖検した。 
 
６）既存分子標的薬とのコンビネーションに
よる相乗効果解析 
 C053 もしくは C127 と既存分子標的薬（19
種）とのコンビネーション投与において、相
乗効果が得られるかどうか、細胞生存率測定
により検討した。 
 
 
４．研究成果 
１）キナーゼ阻害剤コンビネーション薬剤に
よる細胞生存率とアポトーシス誘導能の解
析 
スクリーニングによって同定された薬剤
C053 と C127 の単剤ならびに複合投与につい
て、詳細な細胞生存率を検討した。その結果、
単剤ではほとんど細胞死に影響を与えない
が、7.5+7.5M の複合投与から、劇的に細胞
生存率を低下させていることがわかった（図
1a, b）。 

図 1a C053 と C127 の単剤ならびにコンビネーシ
ョンによる細胞生存率 
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図 1b 細胞形態観察 
 
また時間毎に生存率を測定したところ、単
剤において高濃度の 48 時間で若干の細胞生
存率の低下が見られたが、複合投与では時間
依存的ならびに濃度依存的に細胞死が有意
に低下するのがわかった（図 2）。 

図 2 C053 と C127 の時間毎細胞生存率 
 
 この結果より、7.5+7.5M の薬剤濃度を次の
アポトーシス誘導能解析に使用した。
Caspase3/7、8および9活性解析においては、
すべての条件で、有意な上昇を示した（図 3）。 
 

図 3 Caspase 活性阻害測定結果 
 
ssDNA（single-stranded DNA）定量解析、
BrDU取り込み法を用いたDNA合成能を測定で
は、コンビネーション投与とC127単剤の15uM
において、有意な細胞増殖抑制が見られた
（図 4）。 

図 4 ssDNA ならびに DNA 合成能測定結果 
 
以上の結果より、C053 と C127 のコンビネ
ーション投与による細胞死は、細胞増殖を抑
制し、アポトーシスを誘導していることがわ
かった。 
 
 
 

２）コンビネーション薬剤の化学構造とシナ
ジー活性効果の構造活性相関解析 
 C053 ならびに C127 の類縁体を入手（C053；
44 種、C127；44 種）、コンビネーションによ
る生存率について検討した。その結果、C053
類縁体と C127 によるコンビネーション効果
は見られなかったが、C236 が単剤で強力な細
胞死を示した（図 5a、赤ライン）。また C127
類縁体では C053 と相乗効果を示す薬剤が見
つかり、構造活性相関がみられた（図 5b、
緑ライン）。 

図 5a; C053 類縁体と C127 コンビネーションに
よる細胞生存率、5b; C053 と C127 類縁体コンビ
ネーションによる細胞生存率 
 
 
３）他細胞株を用いてコンビネーション薬剤
による相乗効果解析 
他種細胞株を用いてコンビネーション効
果を比較検討した。その結果、MCF7、Hep3B、
PaCa2、PC3 細胞株では、C127 単剤で有意な
細胞死がみられた。またコンビネーション投
与による相乗効果は、すべての細胞において
見られた（図 6）。 

図6 他種細胞株を用いたコンビネーション投与に
よる細胞生存率測定 
 
 
４）キナーゼ阻害剤におけるシグナルパスウ
エイの解析ならびに癌関連分子ネットワー
クの構築 
リン酸化アレイを用いて、薬剤処置した細
胞のリン酸化レベルについて検討した。また
薬剤の阻害活性効果についても検討した。そ
の結果、コンビネーション投与では、EGFR 経
路がコントロールに比べてエンハンスされ
ていることがわかった（図 7)。これに関して、
単剤におけるシグナルパスウエイとの関連
をネットワークを構築して解析を試みたが、
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有力なシグナル分子の同定には至らなかっ
た。 

 
図 7 リン酸化アレイ解析結果（pink; EGFR, 
Green; FGFR, Blue; EphA2） 
 
 
５）マウスを用いた抗腫瘍試験 
単剤では細胞生存率に影響を与えないが、
コンビネーションでは著しく生存率を低下
させる薬剤コンビネーションについて、マウ
スを用いた抗腫瘍試験を行った。その結果、
in vivo 実験では、コンビネーション投与に
よる腫瘍の有意な抑制効果は見られなかっ
た（図 8）。コンビネーション薬剤では、薬剤
の溶解性や運搬、動態の問題がより一層重要
であると考えた。 

図 8 マウスを用いた抗腫瘍試験 
 
 
６）既存分子標的薬とのコンビネーションに
よる相乗効果解析 
C127 が EGFR 系のリン酸化に関与する可能
性があるとのことを受けて、所有する分子標
的薬と C053 のコンビネーション効果が得ら
れるかを検討した。その結果、EGFR 阻害剤で
は、C053 の複合投与により、相乗的に生存率
が低下した。ほかの分子標的薬では、相乗効
果は見られなかった。 

図 9 既存分子標的薬と C053コンビネーションに
よる細胞生存率 
 
 

 
以上の結果より、C053 と C127 のコンビネ
ーション投与による癌細胞分子シグナルネ
ットワークの解明には至らなかったが、既存
薬剤とのコンビネーションにおいて相乗効
果が得られることがわかり、今後、コンビネ
ーション投与が癌の新たな治療法や耐性株
への応用などに活用が期待できると考える。 
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