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1.背 景

がん治療法には,手 術療法 ・化学療法 ・放射線療法が

ある。化学療法である抗がん剤治療は,頻 繁な細胞増殖

を伴 うがん細胞においてDNA合 成阻害による細胞増殖

抑制を主要目的とする。 しか し,既 存の抗がん剤はがん

細胞特異的に作用しないため,同 時に正常細胞へも細胞

毒性を誘発する1・2)。当研究室では,培 養細胞において正

常細胞に影響が少なく,が ん細胞に細胞増殖抑制能を示

す抗がん剤候補化合物MF4426を 開発 した。既存の抗が

ん剤 と比べ,MF4426は がん細胞特異的に作用するため,

がん細胞に対する高い抗腫瘍効果が示唆されている。本

研究では,MF4426結 合タンパク質の同定により,細 胞

増殖抑制能の機序解明を目的とした。核酸医薬や抗体医

薬によるターゲット因子の活性阻害に起因 した細胞増殖

抑制が可能とな り,さ らなる新規抗がん剤候補化合物の

創造も期待できる。ヒト大腸がん細胞株DLD-1タ ンパク

質抽出液において,MF4426結 合タンパク質調査の結果

から,約200kDa付 近 と約90kDa付 近にMF4426と 特異

的な結合タンパク質を確認 した。MS解 析の結果をもとに,

信慧性の高いタンパク質を選別し,強 制発現とノックダ

ウンによりMF4426結 合タンパク質の同定を試みた。

した。沈殿物 お よび上清 をポ リア クリル ア ミ ドゲル電気

泳動(SDS-PAGE)し,結 合 タンパ ク質 を可視化 した。電

気泳 動後の ゲル をCoomassieBrilliantBlue(CBB)で 染 色

し,40%メ タ ノール/10%酢 酸 で3時 間以上洗浄 した。

MF4426が 標 的 とす るバ ン ドのゲル 断片 をメスで切 り取

り,タ ンパ ク質 を抽 出 した。 抽 出 した溶 液 をEASY」nLC

1000LiquidChromatograph(ThermoScientificTM)に よ り

LC/MS/MS解 析 した。解 析結果 よ り,ス ペ ク トル数 を表す

Spc値 が 高いMYH9とMYHI4を 約200kDaの 結 合 タンパ

ク 質 候 補 と した 。 結 合 タ ン パ ク 質 候 補 のplasmidを

ScreenFectTMA(Wako)を 用 い て,ヒ ト胎 児 腎 細 胞株

HEK293Tに 強 制発現 した3・4)。24時 間培養後,MF4426お

よびCamptothecinを20pM投 与 した。投与後48時 間後で

のMF4426投 与 に よる細胞増殖の有無を観 察 した。また,

Accumax(fUnakoshi)を 用 いて剥 離 した細胞 数 を トー マ

血球計算盤 に より測 定 した。 次に,結 合 タンパ ク質候 補

のsiRNAをHEK293T細 胞 に導入 し,ノ ックダウン した5)。

48時 間培養 後,既 存の抗 がん剤 お よびMF442610μM投

与 し,強 制発現 と同様 に48時 間後 のMF4426投 与 に よる

細胞増殖 の有無 をお よび細胞数 を測 定 した。

3.結 果

2.材 料 と方法

MF4426と タ ンパ ク質を結合 させ るた め,Gelatinコ ー

ト処理後の100mmdishにMF4426溶 液 を添加 した。16時

間後,MF4426溶 液 を洗浄 し,DLD-1タ ンパ ク抽出溶液 を

3mL添 加 した。16時 間後,沈 殿物 と上清 をそれぞれ回収
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MYH9お よびMYHI4強 制 発現細胞 にMF4426を 投 与

し,48時 間 後の細胞状態の変化を観 察 した。その結果か

ら,MYH9強 制 発現細胞 において,顕 著な細胞増殖抑制

能 の緩和 が確認 され た。また,MYHI4強 制発 現細胞にお

いて,MF4426の 細 胞増殖抑制能 に よる細胞 死が確認 さ

れ た(Fig1.A)。MYH9ノ ックダ ウン細胞 にMF4426を 投

与 し,48時 間 後の細胞状態の変化を観 察 した。その結果

か ら,MYH9ノ ッ クダウン細胞 において,細 胞増殖抑制

能 に よる細胞 死の誘発 が確認 され た(Figl.B)。
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おいてMF4426の 細胞増殖抑制能と関与する約90kDaの

タンパク質の同定が必要である。
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Fig1.抗 が ん剤およびMF4426投 与 後48時 間 の細胞 数

A;MYH9お よ びMYH14強 制 発現細胞にMF4426を20

μM投 与

B;MYH9ノ ックダウ ン細胞 にMF4426を10μM投 与
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MF4426投 与 後48時 間 の細胞 状態 の観 察 に よ り,

MYH9強 制 発現細胞において顕著な細胞増殖抑制能の緩

和が確認 された。一方,MYHI4強 制 発現細胞 においては,

MF4426の 細 胞増殖抑制能 に よる細胞死が確 認 された。

これ らの 結果 か ら,MYH9強 制 発 現細 胞 にお い て,

MF4426とMYH9の 結 合 によるMF4426の 核 移行の阻害

に よ り,MF4426投 与 による細胞 増殖抑制能の緩和が推

測 され た。 また,MYH14強 制 発 現細 胞 にお いて は,

MF4426とMYHI4の 未 結合 に より,MF4426の 核 移行が

阻害 されず,MF4426の 細 胞増殖抑 制能に よる細胞死が

推 測 された。MYH9ノ ックダウン細胞 において,MF4426

投 与 後48時 間 の細胞状態の観 察に よ り,細 胞増殖抑制

能 に よる細 胞死 の誘発 が確認 され た。 この結 果 か ら,

MYH9と 未 結合のMF4426増 加 によるMF4426の 核 移行

に よ り,細 胞増殖抑制能に よる細胞死の誘発が推測 され

た。本研究で は,MYH9を 約200kDaのMF4426結 合 タン

パ ク質 と決定 した。 しか し,MYH9はMF4426の 核 移行

を阻害 してい るが,直 接的 にMF4426の 細 胞増殖抑制能

に関与 してい るとは考 えに くい。今後は,細 胞の核内 に
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