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がん特研究者の皆様へ

標準阻害剤キットユーザーレポートの公開（その２）

　これまで多くの研究者にご利用いただき、キットの有用性や今後のキットの作製などについてたくさんのご意見を頂戴しております。そこで、支援班では「標準阻害剤キット」の有用性をもっと多くの研究者に知っていただき、さらに支援を充実したものとするため、前回に引き続き今年キットをご利用になった研究者の生の声を以下の通り公開させていただきます（尚、ユーザーの先生方には公開のご承諾を得ております）。具体的な使用例なども含まれ、どのように利用できるのかといったヒントになると思います。今後も支援班は、がん特研究者のニーズを反映したキットの充実を図って行く予定です。今後ともなお一層のご理解とご協力の程よろしくお願い致します。

化学療法基盤情報支援班　矢守隆夫
（財）癌研究会癌化学療法センター分子薬理部
ユーザーレポートのご紹介（ユーザー五十音順）

伊藤悦朗先生（弘前大学医学部小児科）

　白血病細胞株の増殖に関わるシグナル伝達カスケードの研究に用いた。5種類の骨髄球性白血病細胞株を、キットの阻害剤存在下に培養しMTTアッセイを行った。また、一部の細胞株はサイトカイン依存性の増殖を示すことから、サイトカインによって引き起こされるリン酸化シグナルの解析に用いた。PI3K-AKT、JAK-STAT、Ras-MAPKカスケードが複数の白血病細胞株の増殖に関与していることが示された。現在は増殖を抑制した阻害剤の一部を用いて、用量依存的効果について検索している。さらに、キナーゼのターゲットになっている因子のリン酸化をウェスタンブロッキングによって確認している。
大石智一先生（（財）癌研究会癌化学療法センター分子生物治療研究部）

　テロメア伸長因子タンキラーゼ１を阻害することは、テロメア・テロメラーゼを標的としたがん治療に有効であると考えられる。我々はイメージングにより簡便にタンキラーゼ１阻害活性の有無を観察できる系を構築し、標準阻害剤キット１を用いてタンキラーゼ１阻害剤のスクリーニングを行った。その結果、一種に強度の、四種に中度のタンキラーゼ１阻害活性が認められた。現在、二次評価を行っているところである。また、これまでタンキラーゼ１の活性制御機構は不明であるが、本スクリーニングの結果如何によっては同機構が明らかになる可能性もある。このように標準阻害剤キットはがん分子標的薬の開発において重要な知見を付与するものであると考えられる。

岡崎　拓先生（京都大学医学研究科）

　リンパ球の活性化は、抗原受容体刺激に加え、様々な免疫補助受容体刺激により制御されている。我々は、免疫補助受容体刺激の制御により、がん、及び感染症の治療を試みている。今回、標準阻害剤キット１、２を用いて、各種免疫補助受容体の発現量を減弱させる薬剤をスクリーニングしたところ、いくつかの候補薬剤が得られた。それらの標的は、（１）抗原受容体刺激に関与する分子、（２）細胞の生存・増殖に関与する分子、（３）その他、免疫系への影響があまり解析されていない分子の３種類に分類された。今後は、（１）と（３）に注目し、阻害効果と特異性の高い薬剤を選択して、in vivoでの効果を検討していく予定である。
岡田　太先生（山形大学大学院医学系研究科生体分子機能学講座）

　炎症発癌の起点となる炎症細胞の浸出過程を再現したin vitroモデルを構築し、この過程を修飾する低分子化合物を提供して戴いた標準阻害剤キットI、IIを用いて検索しております。その結果、当該モデルにおいてこれまでに報告のある化合物にその阻害作用を認めました。このことから当該モデルの汎用性を検証することができました。さらに数個のこれまでに報告のない化合物に抑制あるいは促進作用のあることを見いだしました。これらの結果は、炎症発癌過程を制御し得る新たな分子シグナル経路等の存在を示すものであり、現在その詳細を検討しております。極めて有用なキットの提供に感謝致します。

久野高義先生（神戸大学）

　我々の研究室では分裂酵母を真核細胞のモデル生物として使用しています。分裂酵母細胞はrasなどのがん遺伝子や細胞周期制御遺伝子がヒトなどの高等動物細胞とよく似たメカニズムで働いているので抗がん剤のスクリーニング系として優れています。私の行っているスクリーニングでポジティブに出た薬物と似たような作用を持つ薬物を探索する目的でキットを利用させていただきました。残念ながら今回は同様の作用を持つ薬物はありませんでしたが，逆に我々の発見した薬物の新規性が示唆された結果が得られました。
小林久芳先生（東京大学分子細胞生物学研究所生体有機化学研究分野）

　微生物の形態変化をモニターするスクリーニング法は以前から報告されている。私達はrhizoxin などの微小管重合阻害剤がイネいもち病菌（Pyricularia oryzae P-2b）分生子菌糸に対し湾曲作用を示すことを利用し、新規微小管重合阻害剤を発見してきた。今回、標準阻害剤キット１および２を用いPyricularia oryzae による表現スクリーニング法の適用範囲と応用性について評価を行った。

　微小管作用物質のうちnocodazole はrhizoxinと同様に菌糸の湾曲を伴った強い形態異常を示した。一方、菌糸に膨潤作用を示すものは Na ionophoreのmonensin、K ionophoreのnigericinやglycosylation 阻害剤のtunicamycinそしてlipoxgenase阻害剤のNDGAとETYAである。菌糸先端に特徴的な細かな縮れを起こしたのは免疫抑制剤のcyclosprin AとFK-506である。HDAC 阻害剤のtrichostatin Aとscriptaidも強弱の差はあるが形態異常を示すことが判明した。他にも分生子発芽阻害作用や菌糸の生育阻害作用を持つものを確認した。

　標準阻害剤キット１および２によりスクリーニング法の可能性と限界について検討した結果、特徴的な形態変化を誘導する化合物群を確認することが出来た。このことからPyricularia oryzaeをモデルとした表現スクリーニング法は安く早く簡単なスクリーニング方法として応用できるものと結論した。この結果は近く投稿予定である。

近藤昌夫先生（大阪大学大学院　薬学研究科）

　今回、肝線維化阻害剤の探索を目的に、ヒト活性化星細胞株LI90細胞に対する細胞毒性のスクリーニングを行った。LI90細胞に0.01, 0.05, 0.27, 1.33, 6.67 µMの標準阻害剤キットIを添加し、48時間後にCell counting kit (WAKO)により細胞生存率を測定した。その結果、溶媒処理群と比較して以下の阻害剤において有意な細胞毒性が観察された。

　各阻害剤の作用濃度と細胞生存率は以下の通り、

1） mitomycin C 0.27 µM処理　45%
2） vinblastine 6.67 µM処理　54%

3） daunorubicin 0.27 µM処理　24.7%

4） doxorubicin 0.27 µM処理　31%

5） actinomycin D 0.27 µM処理　8.8%

6） aclarubicin 1.33 µM処理　48%

7） staurosporine 0.05 µM処理　37%

8） cyclosporin A 0.27 µM処理　56%

9） MG-132 1.33 µM処理　49%

10） Nocodazole 1.33 µM処理　53%

　以上の結果より、DNA synthesis inhibitor, protein kinase inhibitor, protein phosphatase inhibitorなどが肝線維化阻害剤として有用である可能性が示唆された。今後は、ヒト正常線維芽細胞とLI90細胞間での細胞毒性を評価し、安全域が確認された阻害剤について、マウスモデルによりin vivo肝線維化効果を解析する予定である。

下遠野邦忠先生（京都大学ウイルス研究所　ヒトがんウイルス研究分野）

　C型肝炎ウイルス(HCV)の複製を培養細胞で評価できるHCVサブゲノムレプリコンシステム（遺伝子型1b型）とHCV粒子産生系（遺伝子型2a型）を用いて各化合物のHCV増殖に対する効果を評価した。Tamoxifen, radicicol, 17-AAG, cyclosporin Aはサブゲノムレプリコンシステムにおいて10倍以上の複製抑制効果を示したが、粒子産生系においてはその効果は比較的弱かった。

杉本憲治先生（大阪府立大学大学院生命環境科学研究科応用分子生物学研究室）
　核／染色体（histone H3）、核膜（importin）、中心体／紡錘体（AuroraA）、動原体（CENP-A）の４種類のタンパク質を可視化したヒト乳癌細胞MDA-MB-435を用い、標準阻害剤キット（１９０種の薬剤のうちまずは９５種）の中より、細胞分裂に影響を与える薬剤のスクリーニングを行った。
　それぞれの薬剤を終濃度200 nMで処理し、４時間後ないし２４時間後に固定・観察したところ、染色体の配置異常、アポトーシス様の核形態、動原体タンパク質の局在性の変化をもたらすものが見つかったが、ほとんどは予想された化合物であった。この実験で、生きた細胞を対象としたスクリーニングには、それぞれの薬剤に適した濃度、時間等の設定が必要であり、その難しさを実感した。また、観察する対象を十分吟味する必要があることが分かった。

　
杉本千尋先生（北海道大学人獣共通感染症リサーチセンター）
Theileria parvaは牛リンパ球に感染し、その腫瘍性の増殖を引き起こす血液寄生性原虫であるが、どのような機構で宿主細胞の増殖が引き起こされるか不明である。細胞内寄生生物でこのような現象が引き起こされるのは極めて特異な例であり、その過程には血液系細胞の腫瘍化と類似のメカニズムが存在すると考えられる。今回、2種類の阻害剤キットを用いて、T. parva感染リンパ球の増殖を抑制する阻害剤のスクリーニングを行った結果、抗腫瘍作用のある阻害剤のいくつかが、T. parva感染リンパ球増殖を顕著に抑制する事がわかった。これらの結果はT. parva感染によるリンパ球「腫瘍化」の機構を解明する上で、非常に有用な情報である。今後、その増殖阻害の機序を詳細に検討することで、T. parva感染症の分子病態が解明できると考えている。さらに、今回の知見に基づいて効果的な原虫感染症治療薬の開発にも展望が開けた。

鈴木裕之先生（筑波大学・大学院人間総合科学研究科・基礎医学系・病理学）
　TGF-bとEGF共刺激による細胞運動性の亢進にどのようなシグナル伝達系が関与しているのかを、本阻害剤キットを用いて検討した。特にEGFRからは様々なシグナル系が活性化されるが、どのシグナル伝達系が細胞運動性の亢進に関与するのか同定するのに役立った。
高橋祐司先生（国立成育医療センター）

　継代により細胞の増殖能を増す顆粒膜細胞株を用いてproliferation assayを行い、細胞の増殖能を抑制する阻害剤を選別した。このキットを用いることにより、本細胞株で動いているシグナル経路を予測することができ、正常細胞との相違を明らかにする上で非常に役立った。
田原栄俊先生（広島大学大学院医歯薬学総合研究科・細胞分子生物学研究室）

（目的）テロメラーゼ遺伝子hTERTの発現を制御する生理活性物質の探索
（方法）hTERT高発現大腸癌細胞RKO及びhTERT発現抑制細胞SVts９-3にhTERTプロモータ制御下のルシフェラーゼ遺伝子が安定に組み込まれた細胞株をそれぞれ樹立し、ルシフェラーゼ活性を指標としてhTERTの発現を抑制あるいは誘導する物質のスクリーニングを行った。

（結果）hTERT高発現大腸癌細胞RKOを用いたスクリーニングからほぼ全ての化合物 (1 M) が発現抑制活性を示したが、細胞増殖抑制作用も見られた。hTERT発現抑制細胞SVts９-3を用いたスクリーニングから、5種類の化合物がヒットし、再現性を確認した。そのうち一種類は、説の天然物化合物ライブラリースクリーニングにより得られた化合物と同様の薬理作用を示すものが見られた。
（考察）hTERTの発現を誘導する化合物群は、hTERT遺伝子発現の機構解明のツールとして今後の解析に有用であり、再生医療への応用に重要な知見を与えるものと期待できる。
土田信夫先生（東京医科歯科大学）
　p５３遺伝子に変異をもった各種口腔扁平上皮癌細胞株の間でも抗がん剤etoposide、cisplatin, 5-FUに対する感受性が異なることは既に報告した。そこでこれら以外の抗がん剤に対する感受性を本キットを用いて検討した。最も感受性が低く、caspase ８遺伝子に終止コドン変異をもつ細胞株と、もっとも感受性が高い細胞株を選びWST-1 assay法を用いて薬剤感受性を調べた。その結果抗がん剤によって、２つの細胞間での感受性の違いが見いだせたものと見いだせないものがあった。抗がん剤のターゲットと細胞死制御におけるカスパーゼ８の役割について示唆に富む結果が本キットを使用することにより得られた。

時野隆至先生（札幌医科大学医学部がん研究所分子生物学部門）

【目的】各種抗癌剤およびシグナル伝達阻害剤に対する感受性を，細胞分裂チェックポイント遺伝子Chfr(-/-)由来のMEFsと野生型MEFsを用いて比較した。
【方法】各阻害剤を0.1,1,10,100,1000nMでMEFs培養液中に添加し、48hr後の生存をMTT assayにより測定し、DMSOをコントロールとしてgrowth rateを算出、WT及びChfr KO MEFの増殖における阻害剤に対する感受性の違い評価した。
【結果】doxorubicin, rapamycin, valinomycin, nigericin, ionomycin, rotenone, antimysin A1, LY 83583に対し、Chfr KO MEFsはWTに比較して低感受性を示した。一方、aclarubicin, staurosporine, MG-132に対しては、Chfr KO MEFsはWTに比較して高感受を示した。これらの結果から、Chfrの発現の有無が阻害剤に対する感受性マーカーとなりうる可能性が示唆された。また、Chfrの新たな機能が推察され、機能解析の手がかりとなった。現在、更に詳細な解析を行っているところである。
服部雅一先生（京都大学医学研究科免疫細胞生物学分野）

　低分子量G蛋白質Rap1を活性化させたマウスではＴ細胞性白血病を発症し、このマウス由来の細胞株がNotchシグナル依存性に増殖することを確認した。この細胞株を阻害剤で処置し、MTTアッセイで細胞増殖を検討した。標準阻害剤キットによりどのシグナル経路がNotchシグナルに関与しているか絞り込むことができた。

広田　亨先生（財団法人癌研究会癌研究所　実験病理部）

 [目的] 細胞が分裂増殖する際に、遺伝情報を担う染色体が形成されて分配されるというステップは必須である。その中でも、細胞分裂期への進入および染色体の形成という、未だに分子背景の乏しい2つの現象に焦点を当てて、これらの過程にかかわる分子群の網羅的な検索を目的とした。その第一のスクリーニングとして阻害薬キットを用いた。[方法] HeLa細胞を二重チミジン法にて同調し、分裂期に進入する直前のG2期にある細胞に、キットの阻害剤をそれぞれ終濃度1 uMとなるように添加し、コントロールで分裂期細胞の割合が最も高くなるように、引き続き２時間の培養を行う。細胞をトリプシン処理にて回収、カルノア液で固定、スライドガラス上に展開してギムザ染色を行い、観察する。それぞれのサンプルで、クロマチン凝縮が観られない「間期」、分裂期は染色体の形態から５つの時期に分類し、分裂期の進行程度の指標とした。また、染色体が形成しているものについては、その形状に、凝縮度、一次狭窄、染色体腕部の開閉などの異常が観察できないかを記録した。[結果および考察] 現在、この方法で解析を進めており、これまでに知られていなかった分子の関連を示唆できる可能性が出てきた。今後はRNAiによって阻害薬処理との表現形の相違を調べて特異性を検討し、分裂期制御について新しい知見を加えたい。また、標的とされている分子以外の未解の効果であったとすれば、その阻害薬の作用としての分裂期の障害性を報告したいと考えている。
深川竜郎先生（国立遺伝学研究所）

　潜在的なセントロメアの活性を知る目的で、セントロメアタンパク質の局在を変化させる薬剤のスクリーニングを試みた。試したキットの中にセントロメアタンパク質の局在を変化させるものも見つかり、今後その理由を検証することで、セントロメアの関わる機能をつきとめたい。

藤田直也先生（財団法人癌研究会・癌化学療法センター）

　現在検討を行なっておりますがん関連キナーゼに対する阻害剤候補を同定し、将来的には誘導体展開をする目的で、標準阻害剤キット1および標準阻害剤キット2を使用させていただきました。具体的には、精製がん関連キナーゼによる基質のリン酸化抑制効果をin vitro kinase assayで検討いたしました。詳細はまだ記載できませんが、既に阻害活性があると報告されている阻害剤だけでなく、今までに報告の無いいくつかの阻害剤にも阻害活性があることを見いだすことが出来ております。現在希釈系列を作製してそのIC50の確定をおこなうとともに、細胞内での阻害活性の確認を行なっております。
馬島哲夫先生（癌研癌化学療法センター）

　前立腺癌においてはアンドロゲン受容体やそれに依存して発現する遺伝子が増殖や内分泌療法抵抗性において重要な役割を果たす。我々は、標準阻害剤キット化合物を用いて、内分泌療法抵抗性前立腺癌細胞において、アンドロゲン受容体依存的な遺伝子発現を抑制する化合物の検索を行なった。その結果、キット化合物には、アンドロゲン受容体依存的な遺伝子発現を抑制することが報告されている既知化合物が含まれていたが、それにによる濃度依存的な抑制が確かに確認された。これに加えてさらに、数種の新たな抑制化合物を見い出すことができた。
水野健作先生（東北大学・大学院生命科学研究科）

　アクチン細胞骨格を制御するリン酸化酵素の活性測定方法を作製し、標準阻害剤キット１、標準阻害剤キット２の化合物を用いて阻害効果を持つ物質の探索を行った。その結果、リン酸化酵素阻害剤の中で2種類の化合物に阻害効果が見られた。その一つはこれまで報告されていない活性であった。現在、構造の類似した化合物を用いてより特異性の高い化合物の探索を進めている。

宮城妙子先生（宮城県立がんセンター研究所、生化学部門）

　ヒトシアリダーゼは、現在まで4種が同定されておリますが、このうち、活性レベルとしては主要なリソソーム局在型シアリダーゼNEU1と形質膜局在型シアリダーゼNEU3に着目して阻害効果を調べました。前者は免疫機能に関与しており、後者は種々の癌で異常に発現亢進を示します。これらの生理機能を制御するひとつの手段として、特異的阻害剤の開発研究も進めておりますが、その一環として、阻害剤キットを使用させていただきました。

　2キットについて、レコンビナント酵素を用いて、可能な濃度範囲で活性阻害効果を調べたところ、4－5種の阻害剤が両酵素のための候補として挙がってきました。その後、試薬メーカーからそれらを購入し、確認したところ、一種のみ残りました。その結果、NEU3に対して、DIDS（kit IIの6H）が阻害効果を有する可能性があることがわかりました。今後、この物質とNEU3の関連について詳細に調査する予定です。

