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研究成果の概要（和文）：我々が発見した選択的ヒトがん幹細胞阻害薬の中で、in vitroとin vivoにおいてヒトがん
幹細胞に対して最も選択性が高く、かつ蛍光特性のある特徴的新規化合物ZM-B708を中心に、がん幹細胞に選択性の無
いimatinib等の臨床分子標的抗がん剤等の作用機序を解析し、ヒトがん幹細胞に対する独自の選択的阻害薬ZM-B708の
選択性の分子基盤を解明した。その成果より、独自の選択的ヒトがん幹細胞阻害薬ZM-B708の最大の特徴である蛍光特
性を活用し、ヒトがん幹細胞に対する選択性の分子機構を解明し、ヒトがん幹細胞に対するin vitro及びin vivo選択
的増殖阻害の分子機構を解明した。

研究成果の概要（英文）：Elimination of leukemia stem cells is necessary for the destruction of malignant 
cell populations. Using the LSC-xenograft zebrafish screening method we previously developed, we found 
that the fluorescent compound DiOC5(3) selectively marked LSCs and suppressed their proliferation in vivo 
and in vitro. DiOC5(3) had no obvious toxicity to human umbilical cord blood CD34+ progenitor cells and 
normal zebrafish. It accumulated in mitochondria through organic anion transporter polypeptides that are 
overexpressed in the plasma membrane of LSCs, and induced apoptosis via ROS overproduction. DiOC5(3) also 
inhibited the nuclear translocation of NF-κB through the downregulation of LSC-selective pathways, as 
indicated from DNA microarray analysis. In summary, DiOC5(3) is a new type of anti-LSC compound available 
for diagnostic imaging and therapeutics that has the advantage of being a single fluorescent chemical.

研究分野：システムズ薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 
悪性腫瘍は、我が国における死因第一位であ
り、その治療抵抗性は、世界における最大の
医療問題であり、アンメットメディカルニー
ズの代表である。特に悪性腫瘍の「治療抵抗
性」の克服における中心的課題がヒトがん幹
細胞治療薬である。一方、がん幹細胞研究の
歴史は、特に最近 in vivo 研究が不可欠であ
り、免疫不全マウス開発史であることは、国
際的にも明らかである。しかしながら免疫不
全マウスによる選択的ヒトがん幹細胞治療
薬の in vivo 探索研究は、そのスループット
の低さや重症の免疫不全マウスから、多くの
困難を抱えている。そこで我々は，約１０年
前からヒトがん幹細胞移植モデルとしてゼ
ブラフィッシュを導入し (PLOS ONE 
2014;9(1):e85439 特 願 2013-217315, 
2012-235286）多くの基盤技術を開発し、多
数の特許を取得し、ようやく選択的ヒトがん
幹細胞治療薬の in vivo 探索研究が可能とな
ったので提案する。 
 
２．研究の目的 
 
悪性腫瘍の治療抵抗性における中心的課題
が、がん幹細胞であることは、世界的共通認
識である。具体的には、悪性腫瘍に含まれる
少数のがん幹細胞が、現在の化学療法や放射
線療法に対して治療抵抗性であるため、再発
や転移の問題が困難を極めているのが現状
である。がん幹細胞研究は従来より免疫不全
マウス開発無しには成立しないことから、
NOG マウス等を活用している。一方、我々
は新しい脊椎動物モデルであるゼブラフィ
ッシュを導入し、免疫抑制しないヒトがん幹
細 胞 移 植 モ デ ル (PLOS ONE 
2014;9(1):e85439.Tumor Biology 2014 Sept 
11,特願 2013-217315, 2012-235286)を創成
し、選択的 in vivoヒトがん幹細胞阻害薬(特
願 2012-236977,2012-236981)を発見したの
で、その in vivo 薬理作用のオミックス機構
を解明する。 
 
３．研究の方法 
 
ヒトがん幹細胞治療機構研究において、不可
欠な独自のヒトがん幹細胞移植モデル（PLOS 
ONE 2014;9(1):e85439. Tumor Biology 2014 
Sept 11, Methods in Molecular Biology, Vol. 
1165 Robles-Flores, Martha (Ed.) 
2014,223-238,Humana Press, 特 願
2012-234617 異種細胞移植モデル動物の作製
方法、特願 22012-235286 透明ゼブラフィッ
シュの作製方法、及び当該方法によって作製
されたゼブラフィッシュを用いた生体イメ
ージング評価法）を創成し、その結果新規選
択的ヒトがん幹細胞阻害薬 ZM-B708 等（特願
2012-236977,2012-236981 がん細胞阻害薬、
がん幹細胞検出用プローブ）を多数発見して

いる。そこで、MZ-B708 等を活用し、ヒトが
ん幹細胞選択性の分子基盤を解明する。 
(1)選択的がん幹細胞阻害薬アフィニティー
クロマトグラフィーにより結合タンパク質
を同定。 
①更なるスクリーニングにより、in vitro と
in vivo においてヒトがん幹細胞に対する選
択性が最大の誘導体を選択し、これをリガン
ドとする薬物アフィニティークロマトグラ
フィーにより、選択的がん幹細胞阻害薬結合
タンパク質を精製し、質量分析から各タンパ
ク質を同定する。 
②同定された各選択的がん幹細胞阻害薬結
合タンパク質のヒト組み換えタンパク質を
製造し、代表的選択的がん幹細胞阻害薬の結
合親和性や結合特性を解析する。 
 
(2)同定された各選択的がん幹細胞阻害薬結
合タンパク質の細胞生物学的機能を解明す
る。 
①各選択的がん幹細胞阻害薬結合タンパク
質発現を siRNA によりノックダウンしたり、
TALEN/CRISPR でノックアウトしたり、Tol2
により過剰発現することにより、がん幹細胞
機能に及ぼす効果を解析し、細胞生物学的役
割を明らかにする。 
②各選択的がん幹細胞阻害薬結合タンパク
質発現を siRNA によりノックダウンしたり、
TALEN/CRISPR によるノックアウトや過剰発
現したヒトがん幹細胞を移植し、生体レベル
での機能を解明する。 
③各選択的がん幹細胞阻害薬結合タンパク
質に対する抗体を作製し、ヒトがん幹細胞移
植モデルやヒト臨床癌組織における発現解
析から、病態生理学的役割を明らかにする。 
④各選択的がん幹細胞阻害薬結合タンパク
質発現を siRNA によりノックダウンしたり、
TALEN/CRISPR によるノックアウトや Tol2 に
より過剰発現したヒトがん幹細胞を移植し、
現在の臨床分子標的抗がん剤や独自の選択
的ヒトがん幹細胞阻害薬に対する薬効応答
を解析する。 
 
(3)独自の選択的ヒトがん幹細胞阻害薬
ZM-B708 等の蛍光特性を活用して、分子作用
機構解析。 
ヒトがん幹細胞阻害薬ZM-B708等の選択性の
分子機構を、薬物動態学と薬力学の両面から
解析する。 
①ヒトがん幹細胞阻害薬ZM-B708のヒトがん
幹細胞選択性に関する薬物動態学的解析 
ﾊｲｺﾝﾃﾝﾂｲﾒｰｼﾞｬｰ Image XpressMicro XL によ
り、in vitro 及び in vivo 薬物動態学的解析
により、ヒトがん幹細胞阻害薬 ZM-B708 は in 
vitro 及び in vivo イメージングにおけるヒ
トがん幹細胞選択性が認められるが、その分
子機構に関与する分子群を探索する。 
②ヒトがん幹細胞阻害薬ZM-B708動態関連遺
伝子を、siRNA によりノックダウンしたり、
TALEN/CRISPR によるノックアウトや Tol2 に



よる過剰発現により、in vitro イメージング
による動態変化を解析し、in vitro がん幹細
胞選択性動態遺伝子を決定する。 
③ヒトがん幹細胞阻害薬ZM-B708動態関連遺
伝子を、siRNA によりノックダウンしたり、
TALEN/CRISPR によるノックアウトや Tol2 に
より過剰発現したヒトがん幹細胞を移植し、
in vivo イメージングによる動態変化を解析
し、in vivo がん幹細胞選択性動態遺伝子を
決定する。 
④各選択的がん幹細胞阻害薬結合タンパク
質発現を siRNA によりノックダウンしたり、
TALEN/CRISPR によるノックアウトや Tol2 に
より過剰発現したヒトがん幹細胞を移植し、
独自の選択的ヒトがん幹細胞阻害薬に対す
る薬効応答を解析し in vitro 及び in vivo
がん幹細胞選択的薬効遺伝子を決定する。 
本研究ではこれら独自の新規蛍光性選択的
ヒトがん幹細胞阻害薬の作用機構を解析す
る事により、今後の悪性腫瘍の医療において
中心となるヒトがん幹細胞治療薬のオミッ
クス機構を解明し、近未来の臨床がん治療の
基盤を確立する。 
 
４．研究成果 
 
悪性腫瘍は、我が国における死因第一位であ
り、その治療抵抗性は、世界における最大の
医療問題であり、アンメットメディカルニー
ズの代表である。特に悪性腫瘍の「治療抵抗
性」の克服における中心的課題がヒトがん幹
細胞治療薬である。一方、がん幹細胞研究の
歴史は、特に最近 in vivo 研究が不可欠であ
り、免疫不全マウス開発史であることは、国
際的にも明らかである。しかしながら免疫不
全マウスによる選択的ヒトがん幹細胞治療
薬の in vivo 探索研究は、そのスループット
の低さや重症の免疫不全マウスから、多くの
困難を抱えている。そこで我々は，約１０年
前からヒトがん幹細胞移植モデルとしてゼ
ブラフィッシュを導入し (PLOS ONE 
2014;9(1):e85439 特 願 2013-217315, 
2012-235286)多くの基盤技術を開発し、多数
の特許を取得し、ようやく可能となった選択
的ヒトがん幹細胞治療薬の in vivo 作用機構
を解析した。 
その結果、我々が発見している選択的ヒトが
ん幹細胞阻害薬の中で、in vitroと in vivoに
おいてヒトがん非幹細胞に比較してヒトが
ん幹細胞に対して最も選択性が高く、かつ蛍
光特性のある特徴的新規化合物 ZM-B708 を
中心に、がん幹細胞に選択性の無い imatinib
等の臨床分子標的抗がん剤等の作用機序を
解析し、ヒトがん幹細胞に対する独自の選択
的阻害薬 ZM-B708 の選択性の分子基盤を解
明した。 
その成果より、ヒトがん幹細胞とは何かに関
する薬理学的分子基盤を確立した。 

具体的には、独自の選択的ヒトがん幹細胞阻
害薬 ZM-B708 の最大の特徴である蛍光特性
を活用して、ヒトがん幹細胞に対する選択性
の分子機構を解明した。 
さらに独自の選択的ヒトがん幹細胞阻害薬
ZM-B708のヒトがん幹細胞に対する in vitro
及び in vivo 選択的増殖阻害の分子機構を解
明した。 
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