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略語 

 

IAP, Inhibitor of apoptosis 

cIAP-1, cellular IAP1 

cIAP-2, cellular IAP2 

XIAP, X chromosome-linked IAP 

ML-IAP, Melanoma IAP 

Smac, Second Mitochondrial-Derived Activator of Caspases 

BIR, Baculoviral IAP repeat 

TNF, tumour-necrosis factor 

TRAIL, TNF-related apoptosis-inducing ligand 

FADD, Fas associated death domain 

RING, Really Interesting New Gene 

Bcl-2, B-cell lymphoma 2 

ATP, adenosine 5’-triphosphate 

DMSO, dimethyl sulfoxide 

MOA, mode of action 

NMR; nuclear magnetic resonance 

Tris, tris(hydroxymethyl)aminomethane 

Tween-20, polyoxyethylene(20)sorbitan monolaurate 

IC50, inhibitor concentration producing 50% inhibition 

EGFR, epidermal growth factor receptor 

HER2, human epidermal growth factor receptor 2 



 

3 

 

第一章 

 

序論 

 

 がんは、1981 年以降日本人の死因の第 1 位であり、現在では、年間 30 万人以上の国民

が、がんで亡くなっている (厚生労働省「2010 年人口動態統計月報年計(概算)」)。また、

生涯のうちにがんに罹患する可能性は、男性の 2 人に 1 人、女性の 3 人に 1 人と推測され

ており、がんの治療は社会的な問題となっている。がんの 3 大療法は、外科的手術、放射

線療法、薬物療法と言われているが、これまでの薬物療法の中心であった化学療法は正常

細胞とがん細胞を区別しない殺細胞療法であり、副作用と薬効とのバランスが課題であっ

た。一方、近年の医薬品開発において、細胞内の特定分子を標的にした分子標的治療薬が

相対的に副作用の軽減された治療法として見いだされ、その有用性が明らかになるにつれ、

さらなる分子標的の探索と創薬研究の発展が期待されている。 

 

 

1-1. がん分子標的と細胞死 

がんの標的となる分子を発見するためには、がんの特徴、つまりがんと正常組織とがど

のように異なるのかを明らかにすることが重要となる。Hanahan と Weinberg は 2000 年

に Cell誌に「Hallmarks of Cancer」と題して総説を発表し、持続的な増殖シグナル、増殖

抑制シグナルの回避、組織への浸潤・転移能、継続的な血管新生、無制限な複製能、細胞

死からの回避の 6つのがんの特徴を定義付けている (Figure 1-1, Hanahan et. al., 2000)。

また、2011年には「Hallmarks of Cancer: The Next Generation」と題してアップデート

され、免疫逃避、腫瘍促進免疫、ゲノム不安定性・変異の 4 つのがんの特徴が追加された 

(Figure 1-2, Hanahan et. al. 2011)。細胞死からの回避はがんの必須な特徴の 1つであり、

がんの既存治療の中心である化学療法への抵抗性獲得の主要な原因となっている。実際、

細胞死シグナル、アポトーシスシグナルに関わるたんぱく質の発現変動が多くのがんにお

いて確認されており、抗がん剤開発の魅力的なターゲットとなっている。 

アポトーシスシグナルは主にミトコンドリアを介した内因性シグナルとデスレセプター

を介した外因性シグナルの 2 つの経路に分けられる。外因性シグナルは tumour-necrosis 

factor (TNF), FAS ligand, TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), TNF ligand 

superfamily member 10 (TNFSF10)等のリガンド分子が、それぞれの受容体である TNF 

recptor 1 (TNFR1), FAS, death receptor 4 (DR4), DR5 に結合することにより、細胞死受容

体と fas associated death domain (FADD)、Caspase-8が複合体を形成し誘導される。形

成された複合体内で Caspase-8 の分解、活性化を介した、エフェクターCaspase-3 および

Caspase-7が活性化し、DNA断片化誘導、細胞内分子の分解によりアポトーシスをきたす。

一方で、内因性シグナルは各種ストレスによりミトコンドリアからチトクローム cが放出さ
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れることにより、細胞内で Caspase-9 を含むアポプトソーム複合体を形成し、下流のエフ

ェクター分子である Caspase-3および Caspase-7を分解、活性化することにより誘導され

る。また、直接的に細胞死に関わる分子に加え、細胞死を抑制するたんぱく質としては、

チトクローム cの放出に関与する B-cell lymphoma 2 (Bcl-2)ファミリー、Caspasesの抑制

に関わる Inhibitor of apoptosis (IAP) proteinファミリーが重要な分子として存在しており、

細胞死の誘導を指向した抗がん剤の創薬ターゲットが注目を集めている (Figure 1-3, 

Anderson et. al., 2005, Fesik, 2005)。 

 

 

1-2. Inhibitor of apoptosis (IAP) たんぱく質ファミリーとがん 

アポトーシスの抑制は生理現象において重要な役割を担っており、がん細胞や神経細胞

の生存やウィルスの効率的な複製に関与している。IAP たんぱく質ファミリーは最初にバ

キュロウィルスにおいてウィルスの複製過程においてアポトーシスを抑制する遺伝子とし

て同定され (Birnbaum et. al., 1993, Crook et. al., 1992)、ヒトでは baculoviral IAP 

repeart (BIR) ドメインという特徴的なドメインを有する遺伝子として、これまでに

neuronal apoptosis inhibitory protein (BIRC1), cellular IAP1 (cIAP1, BIRC2), cellular 

IAP2 (cIAP2, BIRC3), X chromosome-linked IAP (XIAP, BIRC4), survivin (BIRC5), 

ubiquitin-conjugating BIR domain enzyme appolon (BIRC6), melanoma IAP (ML-IAP, 

BIRC7), IAP-like protein 2 (ILP2, BIRC8)の 8種類 の IAPたんぱく質が同定されている 

(Figure 1-4, Fluda et. al., 2012)。がんでは IAPたんぱく質ファミリーの遺伝子レベルもし

くはたんぱく質レベルの発現亢進が多く報告されており、cIAP-1, cIAP-2をコードする 11

番染色体 q22 領域は肺がん、食道がん、子宮頸がん、肝臓がんなど、多くのがんでの遺伝

子増幅が認められており、XIAPは腎細胞がん、肝臓がん、乳がんでの発現亢進と予後不良

との相関が報告されている。IAP たんぱく質ファミリーの機能としては、中心的分子であ

るXIAPはCaspasesと結合するサイトを有し、BIR3ドメインを介してCaspase-9と、BIR1

と BIR2 のリンカー部分を介して Caspase-3 および Caspase-7 と直接結合、活性抑制する

ことから、直接的にアポトーシスを制御するたんぱく質ファミリーと考えられてきた 

(Eckelman et. al., 2006)。一方で、近年の研究から C末端の Really Interesting New Gene 

(RING)ドメインによる、たんぱく質のユビキチン化とデグラデーションを介して、各種シ

グナル伝達、特に細胞死と生存の両面で重要な機能を有する転写因子である NFκBに関与

することから、重要な分子であると考えられており、がんの創薬ターゲットとして注目を

集めている。 
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1-3. IAP antagonistの作用メカニズム 

アポトーシスの過程においてミトコンドリアから漏出し、IAP たんぱく質ファミリーの

内在性リガンドとして知られている SMAC (Second mitochondria-derived activator of 

caspase) ペプチドの IAPたんぱく質ファミリーとの結合に重要な AVPIの 4ペプチドを模

倣する戦略のもと、複数の IAP antagonistが開発されている。IAP antagonistは当初、ア

ポトーシスの実行因子である、Caspase-3, Caspase-7 および Caspase-9 と結合している

XIAP, cIAP-1, cIAP-2, ML-IAPと直接結合し、その機能を抑制することにより、Caspase

の再活性化を来たし、アポトーシスを誘導すると考えられていたが、近年の研究から IAP 

antagonistによる主要なアポトーシス誘導メカニズムは cIAP-1を介したものであることが

明らかとなってきた (Varfolomeev et. al., 2007, Vince et. al., 2007)。通常 cIAP-1たんぱく

質は BIR3ドメインと RINGドメインが結合し、その E3 ligase活性を抑制しているが、IAP 

antagonistが cIAP-1の BIR3ドメインに結合すると、たんぱく質の立体構造が変化し、E3

リガーゼが活性化される。活性化された cIAP-1の E3 ligase は基質である RIP1および自

身である cIAP-1をユビキチン化する。RIP1のユビキチン化は、下流の古典的 NFκBシグ

ナルを活性化し、cIAP-1の分解は NIKの蓄積を介して非古典的な NFκBシグナルを活性

化する。このように IAP antagonistを介した古典的、非古典的両者の NFκB シグナルの

活性化は下流においてサイトカインの産生と抗アポトーシスたんぱく質の誘導をきたす。

ここで産生されたTNFはオートクラインもしくはパラクラインに外因性アポトーシスパス

ウェイの受容体である TNFR1を活性化する。通常状態では TNFによる TNFR1の活性化

では NFκBの活性化が誘導されるが、IAP antagonistにより cIAP-1たんぱく質が分解さ

れている状態では RIP1 のユビキチン化を誘導できず、TNF 刺激を受けた RIP1 は FADD

や Caspase-8 と複合体を形成することにより外因性のアポトーシスシグナルを誘導するこ

ととなる。このように IAP antagonistは Prosurvivalな TNFシグナルから Pro-apoptotic

な TNFシグナルへとスイッチを入れ替えることにより、がん細胞に選択的なアポトーシス

を誘導すると考えられている(Figure 1-5, Varfolomeev et. al., 2012)。 

 

 

1-4. サイトケラチン-18 

サイトケラチン-18は上皮性細胞の細胞骨格を成す、直径 8～11㎜の中間径フィラメント

のサイトケラチンファミリー分子の 1つであり、乳がんや前立腺がん、肺がん、大腸がん、

卵巣がんにおいて発現が認められいる。またそのメカニズムは不明であるが、がん患者さ

んの血液中に分泌されることから、臨床でのがんの診断や患者さんの状態をモニターする

マーカーとして広く使われている(Chu et. al., 2002, Lane et. al., 1990)。一方で、細胞死の

過程においては血液中へのサイトケラチン-18の分泌量が増えること、アポトーシスの過程

において、サイトケラチン-18の Asp238と Asp396 の 2か所が Caspaseにより消化され、

分解されたサイトケラチン-18が血液中に増加することが報告されている。そこで、分解さ
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れたサイトケラチン-18 の新しいエピトープのみを選択的に検出する M30 抗体および可溶

性の全長型サイトケラチン-18 と新規エピトープの両者を検出する M65 抗体が開発されて

おり、2 種類の抗体を組み合わせて血液中のサイトケラチン-18 量を測定することにより、

腫瘍の細胞死レベルとアポトーシスレベルを比較検討することが可能となっている 

(Figure 1-6, Kramer et. al., 2004)。実際、近年の研究においてサイトケラチン 18の血液中

量が抗がん剤、特に細胞死を誘導する薬剤の薬効を予測するマーカーとなりうる可能性が

示されている(Micha et. al., 2008, Demiray et. al., 2006, Ulukaya et. al., 2007)。 

 

 

1-5. Pevonedistat 

ユビキチンプロテアソームシステムは細胞内たんぱく質の分解をつかさどり、幅広い細

胞機能の調節に重要な役割を担っている。その機能は Ubiquitin activating enzyme (E1)

によるユビキチンの活性化、Ubiquitin conjugating enzyme (E2)へのユビキチンの輸送、

Ubiquitine ligase enzyme (E3)による基質たんぱく質のユビキチン化がたんぱく質の分解

に重要なプロセスであることが知られている(Hershko et. al., 2005)。一方で Nedd8経路は

Ubiquitine-like proteins (UBLs)として同定された経路であり、その活性化プロセスは

Nedd8 activating enzyme (E1)による Nedd8の活性化、E2酵素による Nedd8の輸送と基

質となるCullinたんぱく質群の修飾により、たんぱく質の分解を調節している(Gong et. al., 

1999, Pan et. al., 2004)。 

Pevonedistat は Nedd8 経路の最初のプロセスをつかさどる重要酵素である Nedd8 活性

化酵素を阻害する薬剤として、武田薬品工業株式会社のグループ会社であるミレニアムフ

ァーマシューティカルにより創製された化合物であり(Figure 1-7, Soucy et. al., 2009)、

Nedd8 経路の阻害により Cullin たんぱく質群の蓄積を誘導することが知られている。

Pevonedistat は増殖の盛んながん細胞において、Cullin たんぱく質群の中で DNA の再複

製に重要な役割を担っている Cdt1の顕著な蓄積を誘導し、4n以上の DNAを含んだ細胞の

増加とそれに伴う DNAのダメージを誘導し、最終的に細胞死を誘導することが知られてい

る(Lin et. al., 2010)。さらに薬効動物モデルにおいて強い抗腫瘍効果が報告されており、武

田薬品工業株式会社において、急性骨髄性白血病 (AML: acute myeloid leukemia)および

骨髄異型性症候群 (MDS: myelodysplastic syndrome)を対象にした臨床開発が試みられて

いる。 
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1-6. 本研究の目的 

抗アポトーシス分子をターゲットとした抗がん剤の開発は、がん選択的な抗腫瘍効果の

獲得と、抗がん剤治療への抵抗性の克服の観点において、非常に重要であると考えられる。

しかし、アポトーシスを指向した薬剤の開発は、まだ少なく、その作用メカニズムの解析

や薬剤開発上の課題は不明な部分が多かった。そこで、本研究では XIAP, cIAP-1,cIAP-2

をターゲットとした創薬研究を目的に、新規 IAP antagonistである T-3256336を用いた作

用メカニズムの解析、モデル細胞、動物を用いた薬効薬理解析、および薬効や感受性を予

測するバイオマーカー解析を実施した。さらに臨床での用途を指向した、併用薬の探索と

そのメカニズムについて検討した。 
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Figure 1-1 Hallmarks of Cancer 

引用： Cell, 144, 646-74, 2011.  
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Figure 1-2 Hallmarks of Cancer: The Next Generation 

引用： Cell, 144, 646-74, 2011.  
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Figure1-3 細胞死シグナル 

引用：Nat. Rev. Drug Disc., 5, 399-409, 2005. 
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Figure 1-4 IAPたんぱく質ファミリー分子 

引用：Nat. Rev. Drug Disc., 11, 109-123, 2012. 
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Figure 1-5 IAP antagonistの作用メカニズム 

引用：Cell 131, 669-681, 2007.  
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Figure 1-6 Caspaseによるサイトケラチン 18の分解と検出 

引用：Cancer Res, 64, 1751-1756, 2004. 
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Figure 1-7 Pevonedistatの構造 

引用：Nature, 458, 732-736, 2009. 
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第二章 

 

新規 IAP antagonist T-3256336の薬効薬理およびバイオマーカーに関する解析 

 

2-1. 要旨 

 

 T-3256336は cIAP-1, cIAP-2ならびに XIAPに結合し、その機能を抑制することにより

がん細胞選択的なアポトーシスを誘導する薬剤として、がん治療薬を目指して武田薬品工

業株式会社により創製されたオクタピロロピラジン骨格を有する新規経口 IAP antagonist

である。T-3256336 は他社との競合状況を勘案し、同社での開発は中止されている。本章

では T-3256336 の生化学的な特長と作用メカニズムを解析することを目的として、分子生

物学的手法および細胞生物学的な手法を用いて検討した。さらに薬効動物モデルを用いた

解析から、薬効薬理評価とバイオマーカーに関して検討した。 

組換えたんぱく質を用いた結合試験および機能的 Caspase 活性回復試験の結果、

T-3256336は cIAP-1, cIAP-2および XIAP選択的に結合、機能を抑制する化合物であるこ

とが明らかとなった。また培養がん細胞株を用いた解析から、T-3256336 は細胞内におい

て cIAP-1たんぱく質に作用し、ユビキチン化を介した cIAP-1たんぱく質の分解と NFκB

シグナルの活性化、TNFαの発現および分泌を誘導し、外因性アポトーシスシグナルに依存

した強い細胞死を誘導した。T-3256336は薬効動物モデルを用いた薬物動態解析において、

高い経口吸収性と腫瘍移行性を示した。また、薬効薬理評価において、腫瘍組織における

cIAP-1たんぱく質の分解と TNFαの誘導、Caspase活性化を誘導し、腫瘍の退縮を来たし

た。さらに、薬効動物モデルの血液中において TNFα 量およびアポトーシスの指標となる

フラグメント化されたサイトケラチン 18量の増加を認め、非侵襲的手法による薬理作用の

検出が可能であることを示した。以上の結果により、T-3256336は新規 IAP antagonistと

して有用な薬剤であることが示された。さらに今回の試験において示された各種バイオマ

ーカーの変動率は動物モデルでの薬効との相関が示されており、臨床での薬効を予測する

有用なバイオマーカーになりうる可能性が示された。 

 

2-2. 分子生物学的な手法を用いた T-3256336の IAP antagonist作用の確認 

武田薬品工業株式会社における化合物スクリーニングおよび化合物最適化研究の結果、

オクタピロロピラジン骨格を有する新規の低分子 IAP antagonistであるT-3256336を創製

した(Figure 2-1)。  組換えたんぱく質を用いた Binding assay による解析の結果、

T-3256336の cIAP-1, cIAP-2および XIAPに対する強い結合活性を有し、その阻害活性の

IC50 値はそれぞれ 1.3 nM, 2.2 nM および 200 nM であった (Figure 2-2)。次に IAP 

antagonist の XIAP による Caspase-3抑制作用の解除活性を確認するために、組換えたん

ぱく質を用いた細胞フリーの機能的 Caspase活性測定系を設定して解析したところ、XIAP
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の組換えたんぱく質は Caspase-3 の活性化を濃度依存的に抑制した(Figure 2-3A)。XIAP

の組換えたんぱく質による Caspase-3 の活性抑制が強く認められる XIAP たんぱく質濃度

40 nM の条件において、T-3256336 による抑制解除の活性を測定したところ、濃度依存的

なCaspase-3活性化が認められ、そのEC50値は 1.3 μMであった(Figure 2-3B)。Caspase-7

および Caspase-9に関しても機能的 Caspase測定系を設定し検討した結果、同様に濃度依

存的な Caspase-7および Caspase-9の活性化が確認された(Figure 2-3C, D)。以上の結果よ

り、T-3256336は cIAP-1, cIAP-2および XIAPに結合し、機能的にその作用を抑制してい

ることが明らかとなった。 

 

2-3. がん細胞に対する T-3256336の IAP antagonist作用の確認 

IAP antagonistは細胞内において cIAPに結合することにより、ユビキチンプロテアソー

ム系を介した cIAP-1 たんぱく質の分解、NIK 安定化と RIP1 のリクルートによる NFκB

シグナルの活性化、TNFαの産生、外因性アポトーシスシグナルの強い誘導を来たすことが

報告されている (Varfolomeev et. al., 2007, Vince et. al., 2007, Petersen et. al., 2007 

Wang et. al., 2008)。そこで、一連のシグナル分子の変動に関して、乳がん細胞株の

MDA-MB-231細胞を用いて検討した。T-3256336は 5 nM以下の濃度において強い cIAP-1

および cIAP-2 の分解を誘導した。XIAP や Livin のたんぱく質量に変化はなく、cIAP-1/2

に特異的な作用であることが示された(Figure 2-4A)。また、プロテアソーム阻害剤の

MG-132を共処理したところ cIAP-1たんぱく質の分解が抑制されたことから、ユビキチン

プロテアソーム系を介した作用であることが確認された(Figure 2-4B)。時間依存的な解析

をしたところ cIAP-1たんぱく質の分解は 1時間以内から誘導され、関連する形で、時間依

存的な NFκB シグナルの活性化が認められた(Figure 2-4C)。また、NFκB 下流にて誘導

されるTNFαのmRNA量および培養液中のTNFαを測定したところ、時間依存的なmRNA

誘導と培養液中への TNFα分泌量の増加が確認された(Figure 2-5A, B)。次に Caspase-3/-7, 

Caspase-8 および Caspase-9 の活性を測定キットおよびウエスタンブロットにて検討した

ところ、T-3256336 による強い Caspase-8 と Caspase-3/7 の活性化が時間依存的に認めら

れた。一方で内因性アポトーシスシグナルの指標となる Caspase-9 の活性化はごくわずか

の誘導であった(Figure 2-5C, Figure 2-4C)。ATP量を指標に乳がん細胞株のMDA-MB-231

細胞および正常肺繊維芽細胞の MRC-5 細胞に対する増殖阻害作用を確認した結果、

T-3256336はがん細胞のMDA-MB-231細胞株選択的に強い増殖阻害作用を示し、そのGI50

は 1.8 nMであった(Figure 2-5D)。T-3256336による増殖阻害作用の IAP選択性を検討す

るため、TNFαの中和抗体および Pan-caspase阻害剤の z-VAD-FMKおよび Caspase-8選

択的阻害剤の z-IETD-FMKの共処理による増殖への影響を検証した。その結果、いずれの

阻害剤においても濃度依存的な増殖抑制作用の減弱が認められ(Figure 2-6)、TNFαを介し

た外因性アポトーシスシグナルを介した作用であることが示唆された。以上の結果から、

T-3256336はがん細胞選択的に作用し、強い細胞死を誘導することが確認された。 
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2-4. T-3256336のマウスにおける薬物動態解析 

T-3256336 のマウスにおける薬物動態を検証するため、10, 30, 50, 100 mg/kg の

T-3256336を MDA-MB-231-Luc Xenograftマウスに経口にて単回投与し、経時的に血液と

腫瘍を回収して薬物濃度を測定した。T-3256336の 10, 30, 50 および 100 mg/kg投与によ

る薬物血液濃度-時間曲線下面積 (AUC)はそれぞれ血液中で 0.29±0.07, 1.85±0.24, 3.53

±0.81および 8.03±0.51 μg h/ml、腫瘍中で 4.02±2.23, 11.20±0.94, 23.05±1.41および 

63.09±0.86 μg h/mgであった。腫瘍における AUCは血液中の AUCと比較して約 6～14

倍高かった (Table 2-1, Figure 2-7)。以上の結果から、T-3256336は非常に優れた経口吸収

性と腫瘍への移行性を示すことが明らかとなった。 

 

2-5. T-3256336の MDA-MB-231-Luc xenograftマウスにおける IAP antagonist特異的な

ファーマコダイナミクスバイオマーカーの解析 

T-3256336の腫瘍に対する薬理作用を検討するため、10, 30, 50, 100 mg/kgの T-3256336

を MDA-MB-231-Luc Xenograftマウスに経口にて単回投与し、経時的に血液および腫瘍を

回収して各種解析に供した。腫瘍内の cIAP-1 たんぱく質量の減少は単回投与後 30 分以内

に速やかに確認され、その効果は 24 時間後まで持続した(Figure 2-8)。腫瘍組織から産生

されるマウス血液中のヒト TNFα 量は濃度依存的に増加し、投与後 6 時間に最高濃度に達

した(Figure 2-9A)。Caspase-3/7活性化は 30 mg/kg以上の投与量において誘導が確認され、

その効果は濃度依存的に持続が確認された(Figure 2-9B)。更に、細胞死の指標となるサイ

トケラチン 18 (M65)の合計量および Caspase 特異的なサイトケラチン断片 (M30)の血液

中濃度もCaspase-3/7活性と同様に 30 mg/kg以上の投与量において濃度依存的に増加した

(Figure 2-9C, D)。以上の結果より、T-3256336は薬効評価モデル動物の腫瘍組織において

IAP antagonist として濃度依存的に作用することが確認された。さらに、血液中の指標と

して TNFα量およびM30/M65によりモニター可能であることが示された。 

 

2-6. T-3256336の Xenograftモデルに対する薬効薬理作用の解析 

T-3256336 の抗がん剤としての薬理作用を確認するために、MDA-MB-231-Luc xenograft

マウスに対して 10, 30, 50, 100 mg/kgの T-3256336を 1日 1回経口投与し、経時的に腫瘍

サイズと体重、一般状態を観察した。10 mg/kgの T-3256336を投与した群においては腫瘍

の増殖はほぼ抑制され、腫瘍/コントロール群の比率（T/C）は約 5％であった。一方、30, 50

および 100 mg/kg投与群においては、腫瘍の退縮作用が確認され、それぞれ薬物投与開始

時の腫瘍サイズと比較して 79％, 86%および 90％の腫瘍の縮小が確認された(Figure 

2-10A)。重要なことに、10, 30および 50 mg/kgの薬物投与時の有意な体重減少は確認され

なかった(Figure 2-10B)。次に血液がん細胞株の HL-60 xenograftマウスに対する薬理作用

を同様に確認したところ、濃度依存的な腫瘍の抑制効果が確認され(Figure 2-11A)、投与後

の腫瘍を用いた病理的な解析の結果、アポトーシス細胞の増加が確認された(Figure 2-11B)。
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さらに、マウス個体を用いた一般病理学的な解析の結果、毛根の萎縮、皮膚の過角化、脾

臓の肥大に対して若干の異常を認めたが(data not shown)、肝臓や小腸、その他組織におけ

る異常は 100 mg/kg 投与においても確認されなかった(Figure 2-12)。以上の結果より、

T-3256336は重篤な副作用を示さずに、抗腫瘍作用を示すことが明らかとなった。 

 

2-7. MDA-MB-231-Luc xenograftモデルにおけるファーマコダイナミクスバイオマーカー

と抗腫瘍効果の相関解析 

薬効マウスモデルにおけるファーマコダイナミクスバイオマーカーの変動と抗腫瘍効果

の相関を解析するために、2.3で測定した各種ファーマコダイナミクスパラメーターのArea 

under the effect (AUE: PD レスポンス曲時間下面積)を算出した cIAP-1たんぱく質の腫瘍

内 AUEcIAP-1 degradation (0-24 h)は 10 mg/kgの投与においてすでに飽和していた(Figure 2-13A)。

血液中の TNFαの AUETNFα (0-24 h), M30の AUEM30 (0-48 h)およびM65の AUEM65 (0-48 h)は 10 

mg/kgから 50 mg/kgの投与において用量依存的に増加し、50 mg/kg以上の投与ではほぼ

同等であった(Figure 2-13B, Figure 2-13D, Figure 2-13E)。一方で、腫瘍内の Caspase活

性化の AUEcaspase activation (0-72 h)は 100 mg/kg 投与まで濃度依存的な増加が確認された

(Figure 2-13C)。腫瘍退縮率（TGI: Tumor growth inhibition）との相関を検証すると、血

液中の TNFα, M30および M65との相関が確認され(Figure 2-14)、この結果はこれらのフ

ァーマコダイナミクスパラメーターが臨床での薬効を予測しうるものであることを示唆し

ている。 

 

2-8. 考察 

IAP たんぱく質ファミリーはがん選択的な細胞死を誘導する点でがんの創薬ターゲット

として注目を集めている。本研究において、武田薬品工業株式会社が創製したオクタピロ

ロピラジン骨格を有する新規経口 IAP antagonist T-3256336 が cIAP-1, cIAP-2 および

XIAPに選択的に結合し、細胞内での cIAP-1たんぱく質の分解、NFκBの活性化、TNFα

の産生を誘導し、最終的に強い細胞死を起こすことを明らかにした(Figure 2-15)。またマ

ウス薬効モデルにおける解析において、in vitroの強い阻害作用と相関するように腫瘍内で

の cIAP-1たんぱく質の分解、TNFαおよび Caspase活性化を誘導し、強い抗腫瘍効果を示

した。 

T-3256336の IAPたんぱく質ファミリーに対する結合活性は XIAPと比較して cIAP1お

よび cIAP-1に対して強いものであった(Figure 2-2)。この cIAPに対する選択性はたんぱく

質と T-3256336の共結晶解析の結果からも示されている(Hashimoto et. al., 2013)。組換え

たんぱく質を用いた細胞フリーの機能的 Caspase 活性測定系において、T-3256336 は IAP 

antagonist による強いアポトーシス誘導に重要な XIAP の機能を抑制し、Caspase の活性

を効率的に誘導することが示された(Figure 2-3)。T-3256336のマウスモデルを用いた薬物

動態解析の結果では、用量依存的な腫瘍内濃度の増加を認めており、30 mg/kg以上の投与
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量における腫瘍内濃度は XIAP を機能的に阻害するのに十分な濃度に達していることが確

認された(Table 2-1, Figure 2-7)。これらの結果は T-3256336がマウスモデルにおいても強

い抗腫瘍効果を示す可能性を示唆した。 

次に、マウス薬効モデルにおける解析の結果、T-3256336 は単回投与において非常に早

い cIAP-1たんぱく質の分解(Figure 2-8)、TNFαの産生、Caspase活性化を誘導した(Figure 

2-9)。これらファーマコダイナミクスパラメーターの誘導時間は cIAP-1 が 30 分後には分

解され 24 時間持続するのに対して、TNFα の血中量増加は 6 時間後、Caspase 活性化は

12時間後にピークに達した(Figure 2-9)。この時間的なタイムラグは IAP antagonist の作

用メカニズムを考えた際にリーズナブルな変化であったと考えられる。ファーマコダイナ

ミクスパラメーターの解析で示された cIAP-1たんぱく質の分解 AUEcIAP-1 degradation (0-24 h)、

血液中 TNFαの AUETNFα (0-24 h)は 10 mg/kgから 50 mg/kgまで用量依存的な傾向で増加す

るが、高用量ではその増加ペースは鈍くなっており(Figure 2-9)、30～50 mg/kgの用量で

Emax に到達していると考えられる。cIAP-1 の分解および TNFα 産生は IAP antagonist

による cIAP-1 阻害作用を反映したものであることから、T-3256336 の cIAP-1 に対する活

性と腫瘍内濃度を総合的に解析すると、T-3256336 が MDA-MB-231-Luc の腫瘍に対して

TNFα依存的なアポトーシスシグナルを誘導する能力を有していることを示している。一方

で Caspase活性化に対する AUEcaspase activation (0-72 h)は 100 mg/kgの用量まで濃度依存的な

増加を示した。Caspase活性化の最大誘導能は 50 mg/kgと 100 mg/kgのいずれの用量に

おいても同等であったが、活性化の持続時間は 50 mg/kg の投与に比べて 100 mg/kg にお

いて長かった(Figure 2-9)。この持続的な作用は腫瘍内の T-3256336濃度を反映した結果で

あると考えられ、T-3256336 による XIAP 阻害活性が寄与した結果であると推察される。

T-3256336は 100 mg/kgの週 1回投与においても MDA-MB-231-Luc xenograftモデルに

対する強い増殖阻害作用を示しており(data not shown)、Caspaseの持続的な活性化が寄与

したものであると考えられる。これらの結果から、強い増殖阻害作用の誘導には cIAP-1と

XIAP両者の阻害活性が重要であり、T-3256336は副作用を示さない用量において強い抗腫

瘍効果を示すことができる有用な IAP antagonistであることが示唆された。 

サイトケラチンは上皮系の細胞や腫瘍において発現しており、可溶化もしくは断片化さ

れたサイトケラチンが上皮系がん患者の血液中において検出可能なことから、がんの診断

に用いられている(Chu et. al., 2002, Lane et. al., 1990)。本章にて検出した M65は全長お

よび Caspaseによって断片化されたサイトケラチン 18を検出することから、細胞の細胞死

全体を反映する指標として用いられている。一方で M30は Caspaseにより断片化された新

規エピトープのみを特異的に検出することから、Caspase 依存的なアポトーシスを表す指

標として用いられている(Kramer et. al., 2004)。近年の研究においてサイトケラチン 18の

血液中量が抗がん剤、特に細胞死を誘導する薬剤の薬効を予測するマーカーとなりうる可

能性が示されていることから、本検討においても血液中の M30 および M65 の検出を行っ

た。T-3256336 の単回投与により用量依存的な血液中の M30 および M65 の増加が確認さ
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れ、その増加のピークは投与後 9時間であった(Figure 2-9)。近年の研究から IAP antagonist

は Caspase依存的なアポトーシスだけではなく、RIP1も同時並行的に介したネクロプトー

シスを誘導することが報告されている。したがって、T-3256336 により Caspase 依存的な

M30だけでなく、M65の増加が認められたことは、Caspase依存的なアポトーシスと平行

してネクロプトーシスも誘導している可能性を示唆している(Feoktistova et. al., 2011 

Tenev et. al., 2011)。また、ファーマコダイナミクス的な解析において、M30および M65

の AUEは抗腫瘍効果と相関した。これらのデータは血液を用いたサンプルの解析により抗

腫瘍効果を予測できる可能性を示しており、臨床での適応に有効である可能性が示された。 

 

2-9. まとめ 

本章における解析において、武田薬品工業株式会社が創製したオクタピロロピラジン骨格

を有する新規経口 IAP antagonist T-3256336が cIAP-1, cIAP-2およびXIAPに選択的に結

合し、細胞内での cIAP-1 たんぱく質の分解、NFκB の活性化、TNFα の産生を誘導し、

最終的にがん細胞選択的な強い細胞死誘導することを明らかにした(Figure 2-15)。またマ

ウス薬効モデルにおける解析において、T-3256336 は経口吸収性、腫瘍移行性に優れ、in 

vitro の強い阻害作用と相関して、腫瘍内での cIAP-1 たんぱく質の分解、TNFα および

Caspase 活性化を誘導し、強い抗腫瘍効果を示した。さらにファーマコダイナミクス的な

解析の結果、血液中の TNFα, M30および M65の増加量が薬効モデルマウスにおける抗腫

瘍効果と高い相関を示し、臨床において薬効を予測しうる非侵襲的なバイオマーカーとし

て活用可能であることを示唆した。これらの結果は T-3256336が IAP antagonistとしての

プロファイルに優れており、臨床開発の可能性があることを示している。一方で IAP 

antagonist が抗腫瘍効果を示すがん細胞株および動物モデルは限られていることが報告さ

れている。次章では IAP antagonistの感受性を規定する因子とそのメカニズムに関して検

討を行う。 
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Table 2-1 T-3256336のヌードマウスにおける薬物動態パラメーター 

10, 30, 50, and 100 mg/kgの T-3256336 をヌードマウスに単回投与後の薬物動態パラメー

ターを示す、データは N =3の平均および標準偏差を示す 
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Figure 2-1 T-3256336の構造 
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Figure 2-2 T-3256336の IAPファミリーたんぱく質と内在性リガンド Smacの N末端 7

ペプチドの結合を阻害する活性, FRET系を用いた Binding assay 

A: XIAPとの結合阻害活性, B: cIAP-1との結合阻害活性, C: cIAP-2との結合阻害活性 

データは N =3の平均および標準偏差を示す 
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Figure 2-3 T-3256336による Caspase活性回復試験 

A: XIAPによる Caspase-3阻害作用, 

B: T-3256336による Caspase-3の XIAP阻害を解除する活性, 

C: T-3256336による Caspase-7の XIAP阻害を解除する活性,  

D: T-3256336による Caspase-9の XIAP阻害を解除する活性 

データは N =3の平均および標準偏差を示す 
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Figure 2-4 T-3256336による MDA-MB-231細胞内シグナルへの影響 

A: IAPたんぱく質ファミリーの発現変化、 化合物 8時間後のサンプルを回収して、実験方

法に記載の方法にてウェスタンブロッティングにより検出 

B: cIAP-1たんぱく質変化、化合物 8時間後のサンプルを回収して、実験方法に記載の方法

にてウェスタンブロッティングにより検出、MG-132：プロテアソーム阻害剤 

C: 細胞内シグナル変化、 
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Figure 2-5 MDA-MB-231細胞における TNFα誘導作用、Caspase活性と増殖抑制作用 

A: TNFα mRNAレベル、化合物処理後 RNAを回収して Real-time PCRにて測定 

B: 培養液中 TNFα量、化合物処理 24時間後の培地を回収して実験方法に記載の方法にて

培地中 TNFα量を定量 

C: Caspase活性の時間変化、500 nMの化合物処理後、実験方法に記載の方法にて Caspase

活性を測定 

D: 増殖試験、化合物処理 3日後に実験方法に記載の方法にて ATP量を測定、 

いずれもデータは N =3の平均および標準偏差を示す 
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Figure 2-6 T-3256336の増殖阻害活性に対する各種阻害剤の影響 

A: hTNF抗体による作用 

B: z-VAD-fmk (Pan-caspase阻害剤)による作用,  

C: z-IETD-fmk (Caspase-8選択的阻害剤)による作用  

T-3256336濃度：10 nM,  

化合物処理 3日後に実験方法に記載の方法にて ATP量を測定、 

データは N =3の平均および標準偏差を示す 
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Figure 2-7 T-3256336の血液中および腫瘍内濃度 

10, 30, 50, and 100 mg/kgの T-3256336 をヌードマウスに単回投与後の血液中 (A)および

腫瘍内(B)の化合物濃度を実験方法に記載の方法にて定量 

データは N =3の平均および標準偏差を示す 
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Figure 2-8 T-3256336投与後の腫瘍内 cIAP-1たんぱく質量変化 

A: ウエスタンブロット 

B: 数値化データ、データは N =3の平均および標準偏差を示す 

10, 30, 50, and 100 mg/kgの T-3256336 をヌードマウスに単回投与後の腫瘍を回収して、

実験方法に記載の方法にて cIAP-1たんぱく質量を定量 
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Figure 2-9 T-3256336投与後のファーマコダイナミクスパラメーター 

A: 血中のヒト TNFα量, B: 腫瘍内 Caspase-3/7活性, C: 血中 M30量, D: 血中M65量 

データは N =3の平均および標準偏差を示す 
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Figure 2-10 T-3256336投与の MDA-MB-231-Lucモデルにおける薬効 

A: 腫瘍サイズ, B: 体重 

10, 30, 50, and 100 mg/kgの T-3256336 を 1日 1回経口投与して、腫瘍サイズと体重を週

に 2回計測、データは N =5の平均および標準偏差を示す 

Shirley-Williams test, *, P < 0.05, **, P < 0.01. vs vehicle treatment. 
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Figure 2-11 T-3256336の HL-60 xenograftモデルにおける薬効 

A: 腫瘍サイズ, データは N =5の平均および標準偏差を示す 

B: 薬効試験終了後の腫瘍 HE染色像、黒矢印はネクローシスもしくはアポトーシス像を示

す (Bar =100 μm) 
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Figure 2-12 T-3256336投与終了後の各種組織の HE染色像(Bar =100 μm) 
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Figure 2-13 T-3256336のファーマコダイナミクスパラメーターの AUE 

A: 腫瘍内 cIAP-1, B: 血中ヒト TNFα, C: 腫瘍内 Caspase-3/7活性 

D: 血中M30量, E: 血中 M65量 

データは N =3の平均および標準偏差を示す 
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Figure 2-14 T-3256336のファーマコダイナミクスパラメーターAUEと抗腫瘍効果 

A: 腫瘍内 cIAP-1, B: 血中ヒト TNFα, C: 腫瘍内 Caspase-3/7活性 

D: 血中M30量, E: 血中 M65量 

データは N =3の平均および標準偏差を示す 
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Figure 2-15 T-3256336の作用メカニズム 
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第三章 

 

IAP antagonist T-3256336の Systemic TNF alphaを介した薬効に関する薬理学的解析 

 

3-1. 要旨 

第二章では武田薬品工業株式会社が創製した T-3256336は TNFαオートクラインに外因

性アポトーシスシグナルを活性化して、がん細胞選択的な細胞死を誘導することを示した。

しかし、IAP antagonist 単剤で強い抗腫瘍効果を示すがん細胞株や薬効動物モデルは限ら

れており、IAP antagonist の感受性を規定する因子および新たな感受性群の探索が課題と

なっている。そこで本章では T-3256336 に対する感受性群の探索および新たな感受性メカ

ニズムの探索を目的にがん細胞株を用いた網羅的な解析と、薬理学的手法を用いた新規の

IAP antagonist感受性メカニズムの解析を行った。 

がん細胞株を用いた増殖試験結果およびアポトーシスに関連する分子の発現解析の結果、

T-3256336 に対する感受性が TNFαの定常的な mRNA 発現量と相関することが示された。

また T-3256336単剤に対して非感受性の細胞株の約半数においては T-3256336と TNFαの

共処理により強い細胞死が誘導されることを明らかとした。マウス薬効動物モデルを用い

た解析により、T-3256336 はこれまで報告されていたヒト腫瘍由来の TNFα だけでなく、

マウスの TNFα を誘導し、血液中量が増加することを示した。血液中で増加した TNFα は

T-3256336と協調的に腫瘍に作用することにより、in vitroにおいて非感受性の Panc-1細

胞に対しても、薬効動物モデルにおいて強い細胞死を誘導し、抗腫瘍効果を示した。さら

にその抗腫瘍効果はマウス TNFα の中和抗体により減弱することから、マウスで産生され

た TNFαに依存した作用であることを示した。以上の結果から、IAP antagonist はマウス

を用いた解析において全身性の TNFαの誘導し、腫瘍を IAP antagonistに対して感受性へ

と変化させる作用を有することが明らかとなった。 

 

3-2. 結果 

3-2-1. がん細胞株における T-3256336と TNFα発現レベルの相関解析 

近年の研究から IAP antagonistは外因性のアポトーシスシグナルを誘導し、強い細胞死

を誘導することが知られている(Vince et. al., 2007, Varfolomeev et. al., 2007, Petersen et. 

al.,2007)。T-3256336 を用いた、乳がん細胞株 MDA-MB-231 における大規模 RNAi スク

リーニング解析において、外因性アポトーシスシグナル分子の中で、TNFα や TNFSF10

のノックダウンにより、T-3256336 による増殖阻害作用が減弱することを確認した(Data 

not shown)。また同様の報告は他の IAP antagonist を用いた検討でも報告されている

Gaither et. al., 2007)。そこで、がん細胞株における T-3256336の感受性と TNFαおよび

TNFSF10A の定常レベル発現の相関を明らかにするため、網羅的ながん細胞株を用いて

ATPを指標とした増殖阻害試験とTaqMan PCRによりTNFαおよびTNFSF10AのmRNA
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量を定量した。T-3256336に対して 10 μM以下の IC50を示す細胞株を感受性株、10 μM以

上の IC50を示す株を非感受性株と規定して解析したところ、増殖試験に供した 47がん細胞

株中 17細胞株は感受性株であり、T-3256336単剤に対する感受性と TNFαの高発現と有意

差を伴って相関した(Figure 3-1A, Figure 3-2A)。一方で、TNFSF10Aの発現は T-3256336

の感受性とは相関しなかった(Figure 3-1B, Figure 3-2B)。なお、がん細胞株の由来癌種に

基づく感受性の差異は認められなかった。以上の結果より、TNFαの定常状態での発現レベ

ルが T-3256336単剤に対する感受性を規定する因子になりうることが示された。 

 

3-2-2. T-3256336によるマウス TNFαおよびサイトカインに与える影響の解析 

これまでの解析からある一部の細胞株群は T-3256336に対して高い感受性を示し、TNFα

依存的な外因的アポトーシスシグナルを強く誘導することを確認した。しかし、T-3256336

に対する感受性細胞株の割合は限られており、2割～3割程度であった。一方で、第二章に

て解析したMDA-MB-231-Luc xenograftモデルに対してT-3256336を投与したマウス血液

のサンプルを用いた解析により、T-3256336 は腫瘍に作用してヒトがん細胞由来のヒト

TNFα を誘導するだけでなく、マウス個体に対する作用を介してマウスの血液中 TNFα 量

を増加させることが明らかとなった(Figure 3-3A)。そこで、100 mg/kgの T-3256336を単

回投与後の 4 および 8 時間後に血液を回収しサイトカインアレイを用いて各サイトカイン

レベルを測定した。その結果、T-3256336 はマウス血液中の幅広いサイトカインを誘導す

ることが明らかとなった。10倍以上の増加を認めたサイトカインは G-CSF, IL-5, IL-6, JE

および MIGであった(Figure 3-3B, Figure 3-3C)。マウス血液中において増加の認められ

た TNFαの T-3256336感受性に与える影響を推察するため、T-3256336単剤および組換え

TNFα併用時の増殖阻害活性に関して 47がん細胞株を用いて検証した。T-3256336単剤に

対して感受性を示す細胞株は 47株中 14株であったのに対して、T-3256336と TNFα併用

に対して感受性を示す細胞株は 47 株中 23 細胞株であった(Table 3-1)。これらの試験結果

より、T-3256336 がマウスに作用して血液中の TNFα 量を増加させることと合わせて、

TNFα 併用時の T-3256336 感受性を示した約半数の細胞株はマウス薬効モデル動物におい

ては T-3256336単剤に対して薬効を示しうることが示唆された。 

 

3-2-3. T-3256336による全身性 TNFα誘導を介した抗腫瘍作用の薬理的解析 

T-3256336 投与による全身的な TNFα 誘導のマウス薬効モデルに対する寄与を検討する

ため、ヒト膵癌 Panc-1細胞株を選択して以下の試験に供した。in vitroの増殖阻害試験に

おいて、Panc-1細胞株は T-3256336単剤に対して感受性を示さないが、TNFαとの併用時

に低濃度から強い増殖阻害作用を示した(Figure 3-4)。次に in vivoでの作用を確認するた

め、100 mg/kgの T-3256336を Panc-1 xenograftモデルに単回投与後、腫瘍および血液を

回収して、IAP antagonist のファーマコダイナミクスパラメーターの解析を行った。その

結果、T-3256336 投与により IAP antagonist の直接的作用の指標である cIAP-1 たんぱく
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質の減少を認め(Figure 3-5A)、アポトーシスの指標である腫瘍内 Caspaseの活性化を誘導

した(Figure 3-5B)。血液中のヒト TNFα 量を ELISA法にて測定したが、ヒト TNFαは検

出されなかった (Data not shown)。次に、Panc-1 xenograftモデルにおける T-3256336の

抗腫瘍効果を確認するため、100 mg/kg の T-3256336を 1日 2回投与して腫瘍サイズ、体

重、一般状態を検討したところ、強い抗腫瘍活性を示し最終投与時の T/C は－41.8％であ

った。また T-3256336投与により誘導されるマウス TNFαの抗腫瘍効果に与える影響を検

討するため、マウス TNFα 中和抗体を同時投与して検証したところ、TNFα 中和抗体によ

り T-3256336 の抗腫瘍作用は減弱し、最終測定時の T/C は 41.7％であった(Figure 3-6)。

以上の結果から、T-3256336 投与によるマウス薬効モデルでの抗腫瘍作用はその一部がマ

ウスにより誘導される TNFαを介したものであることが示された(Figure 3-7)。 

 

3-3. 考察 

IAP antagonist はがん細胞に対して選択的なアポトーシスを誘導する薬剤として注目を

集めているが、その感受性を規定する因子に不明な部分が多く、課題となっていた。本章

にて実施した網羅的細胞株を用いた解析(Table 3-1)および近年の報告(Wu et. al., 2007)か

ら、がん細胞株は IAP antagonistに対する感受性に基づき、in vitro, in vivo ともに感受性

を示す第一群、in vivoのみにおいて感受性を示す第二群、in vitro, in vivo ともに非感受性

の第三群の主に 3つに分類されることが明らかとなってきた(Table 3-2)。第一群は第二章の

解析に用いた MDA-MB-231 を含む細胞株群であり、IAP antagonist 単剤に反応して、が

ん細胞自身が NFκB 活性化を介した TNFα の誘導と、オートクライン TNFα シグナルか

らの外因的アポトーシスの誘導を引き起こし、増殖阻害作用を示す(Vince et. al., 2007, 

Varfolomeev et. al., 2007, Petersen et. al., 2007, Figure 1-5)。本章での T-3256336を用い

た解析から、単剤感受性の第一群細胞株を規定する因子として定常状態での TNFα 発現レ

ベルが重要であることが明らかとなった(Figure 3-1A, Figure 3-2A)。類似の報告は他の

IAP angatonistを用いた解析でも報告されている(Firestone et. al., 2007)。また逆説的に

TNFαの定常レベルの発現が低い細胞群は IAP antagonistに対して非感受性を示すことも

報告されており Szlosarek et. al., 2006, Szlosarek et. al., 2003)、TNFαの発現レベルによ

る感受性の予測が可能である可能性が示唆された。 

次に in vivoにおいてのみ、単剤への感受性を示す第二群は本章での解析で明らかとなっ

た Panc-1 細胞株を含む細胞株群である。第二群の細胞株は in vitro では IAP antagonist

単剤に対して感受性を示さないが、TNFα と併用した際に感受性を示す群である(Figure 

3-4)。第二群の細胞株はがん細胞自身は T-3256336 に反応した TNFα の誘導を起こさない

が、TNFα併用時には第一群細胞株と同様に外因性アポトーシスシグナルを誘導し、強い細

胞死を来たす。47 がん細胞株を用いた感受性試験において、T-3256336 単剤に対して in 

vitro で非感受性を示す 33 株中 9 株が TNFα との併用において感受性を示すことが明らか

となった(Table 3-1)。また、本章での解析から、T-3256336はマウス個体に作用して、マウ
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ス由来の全身性 TNFαを誘導し、血液中 TNFα量を増加させた(Figure 3-3A)。マウス血液

中の TNFαレベルは約 50 pg/mlであり、この TNFαレベルは in vitroでの T-3256336と

協調して外因性アポトーシスを誘導するのに十分なレベルであった。なお、全身の各組織

における TNFα mRNA発現レベルに関して解析を行ったが、第一群細胞株の腫瘍で確認さ

れるような強力な遺伝子発現の誘導は確認されておらず、TNFα誘導のメカニズムは不明で

ある。しかし、同様の TNFα誘導はラットやイヌでも観察されており(data not shown)、一

般的な反応であると考える。次に第二群細胞株の in vitro での TNFα 併用下における

T-3256336に対する感受性とマウスモデルにおける TNFα誘導能から、in vivoでの薬効が

期待できると仮説を立て、Panc-1 xenograft モデルにおける検証を行った結果、予想通り

強い抗腫瘍効果が確認された(Figure 3-6)。またその抗腫瘍効果はマウス TNFα中和抗体に

より減弱が認められ、全身性に誘導された TNFα が薬効の惹起に大切な役割を担っている

ことが示唆された。以上の結果から、第二群の細胞株は in vivo では動物から産生された

TNFαと協調的に作用することにより、単剤に対して感受性へと変化することを明らかとし

た(Figure 3-7)。なお、サイトカインパネルの結果、T-3256336 により誘導された M-CSF, 

GM-CSFを初めとした各種サイトカインはマクロファージの機能や増殖、細胞傷害性 T細

胞の機能調節において重要な役割を担っていることが示唆されており、近年のがん創薬研

究で注目されているがん免疫との関わりに関する研究の発展も期待される(Hamilton, 

2008)。実際、競合他社の IAP antagonistである LCL-161, HGS1029および TL32711の

臨床第一相試験においても血液中のサイトカイン類の上昇が確認されており、本章の検討

にて明らかとなった血液中の TNFα を介した薬理作用は、ヒトでも同様のメカニズムで適

応可能であると考えられる。 

 

 

3-4. まとめ 

これまで IAP antagonistの感受性を規定する因子および新たな感受性群の探索が課題で

あったが、本章における解析において、単剤での薬効を予測する因子として定常状態での

TNFα発現レベルが重要であることを明らかとした。また IAP antagonistはマウスに作用

し血液中の TNFαを誘導すること、誘導された TNFαは IAP antagonistと協調的に作用し

て強い抗腫瘍効果を誘導することが明らかとなった(Figure 3-6)。これにより動物モデルに

おいて IAP angatonist に対して感受性を示すと考えられる細胞株は約半数程度となり

(Table 3-2)、臨床での適応可能性が広がったと考えられる。 
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Table 3-1 T-3256336のがん細胞株における単剤および TNFα併用の感受性 

PF: T-3256336単剤処理時の IC50/TNFα併用時の IC50 
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Table 3-2 IAP antagonistの感受性に基づくカテゴリー 
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Figure 3-1 T-3256336の増殖阻害作用と TNFおよび TRAIL発現 

A: TNFα, B: TNFSF10A 

データは N =3の平均および標準偏差を示す 
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Figure 3-2 T-3256336の増殖阻害作用と TNFおよび TRAIL発現との相関解析 

A: TNFα, B: TNFSF10A 
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Figure 3-3 T-3256336投与によるマウスサイトカイン分泌  

A: 血中マウス TNFα量, データは N =5の平均および標準偏差を示す 

B: 血中サイトカイン量, C: サイトカインアレイ 
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Figure  3-4 Panc-1細胞株における T-3256336と TNFαの併用作用 

化合物処理 3日後に実験方法に記載の方法にて ATP量を測定、データは N =3の平均およ

び標準偏差を示す 
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Figure 3-5 Panc-1 xenograftモデルにおける T-3256336のファーマコダイナミクス 

A: 化合物単回投与後の腫瘍内 cIAP-1たんぱく質量の変化 

B: 化合物単回投与後の腫瘍内 Caspase-3/7活性、データは N =3の平均および標準偏差を

示す 
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Figure 3-6 Panc-1 xenograftモデルにおける T-3256336の抗腫瘍作用 

A: 腫瘍体積の時間推移 

B: 抗腫瘍試験結果のまとめ、T/C: treated to control value、P value: Shirley-Williams test 

 



 

49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-7 第二群細胞株における T-3256336の作用メカニズム 
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第四章 

 

IAP antagonist T-3256336 の Nedd8 activating enzyme inhibitor pevonedistat 

(MLN4924/TAK-924)との併用効果に関する薬理学的解析 

 

4-1. 要旨 

第二章および第三章では武田薬品工業株式会社が創製した T-3256336 単剤の作用メカニ

ズムおよびその感受性を規定する因子に関して検討を行ってきた。しかし、実際の抗がん

剤治療の臨床現場ではその多くが化学療法剤や他の分子標的治療薬との併用で治療に用い

られており、臨床試験でも他の抗がん剤と併用して試験が進められるのが一般となってい

る。そこで本章では化学療法剤や他の分子標的薬と T-3256336 の併用の可能性を明らかに

することを目的に in vitroの併用試験スクリーニングとそのメカニズム解析を行った。特に

武田薬品工業株式会社の臨床開発化合物である Nedd8 activating enzyme inhibitor 

pevonedistat (MLN4924/TAK-924)を用いた解析に注力し、新しい分子標的薬の組み合わせ

の可能性を検証した。T-3256336と pevonedistat の併用可能性に関して検証したところ、

HL-60および SK-OV-3細胞株において相乗的な増殖阻害作用を示した。またメカニズム解

析において pevonedistat は細胞株に対して DNAダメージを介した TNFα を誘導し、その

TNFα が T-3256336 と強調的に作用して外因性アポトーシスを誘導した。さらに HL-60 

xenograft マウスにおいて、T-3256336 と pevonedistat は併用の抗腫瘍効果を示した。し

たがって IAP angatonistと Nedd8 activating enzyme inhibitorは新たな併用の組み合わ

せとなることが示唆された。また T-3256336と pevonedistatはどちらも武田薬品工業株式

会社により創製された薬剤であり、臨床開発戦略上も優れた組み合わせであると考えられ

た。 

 

4-2. 結果 

4-2-1. T-3256336と化学療法剤との併用試験およびそのメカニズム解析 

T-3256336との併用効果が期待できる薬剤の探索を目的に、MDA-MB-231細胞株を用い

て各種化学療法剤との併用増殖阻害試験を実施した。その結果、DNAダメージを誘導する

ことが知られている gemcitabine, doxorubicine および camptothecin、チューブリンに作

用する薬剤である paclitaxel と相乗的な増殖阻害作用を示した。また、その作用は TNFα

中和抗体、Caspase阻害剤、RIPK1阻害剤により減弱した (Figure 4-1)。camptothecinと

の併用処理時の Caspase活性の活性および増殖阻害作用を検証した。その結果、T-3256336

処理により誘導される外因性アポトーシスの指標である Caspase-8 および Caspase-3/7 活

性化は camptothecinとの併用において相乗的に増加し、これと相関する相乗的な増殖阻害

作用が確認された。一方、内因性アポトーシスの指標である Caspase-9 の活性化はいずれ

の単剤処理および併用処理ともに認められなかった(Figure 4-2A)。また Caspase-8および
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Caspase-3/7の相乗的な活性化に関して、4薬剤に共通した誘導であった(Figure 4-2B)。次

に、各種化学療法剤の処理 24時間後の細胞内 TNFα mRNA量および培養液中の TNFα量

を、それぞれ TaqMan PCRおよび ELISA法にて検証した。その結果、相乗的な増殖阻害

作用を示す薬剤処理により細胞内 TNFα mRNA の誘導と培地中 TNFα 量の増加を認めた

(Figure 4-3)。以上の結果から、DNA ダメージを誘導する薬剤はがん細胞における TNFα

を誘導し、その TNFαの誘導を介して T-3256336と協調的に外因性アポトーシスを誘導し

て相乗的な増殖阻害作用を示すことが示唆された(Figure 4-12)。 

 

4-2-2. pevonedistatの感受性およびバイオマーカー解析 

pevonedistat は Nedd8 経路の最初のプロセスをつかさどる重要酵素である Nedd8 活性

化酵素を阻害する薬剤として、武田薬品工業株式会社のグループ会社であるミレニアムフ

ァーマシューティカルにより創製された化合物であり(Figure 1-7, Soucy et. al., 2009)、

Nedd8 経路の阻害により Cullin たんぱく質群の蓄積を介して、DNA の再複製ストレスや

DNAダメージを誘導し、がん細胞の増殖を抑制することが知られている(Lin et. al., 2010)。

まず、がん細胞株の A2058, A375, HT29, PC3, SK-OV-3 および NCI-H460 細胞株の

pevonedistat感受性を検証したところ、A2058, A375, PC3は pevonedistatに対して感受

性を示し、GI50はそれぞれ 0.09, 0.19 および 0.27 μMであった。一方 NCI-H460, SK-OV-3

および HT-29細胞は相対的に非感受性であり、その GI50はそれぞれ 0.92, 1.51 μMおよび

2 μM以上であった(Table 4-1)。次に Nedd8活性化酵素の基質である p27および DNAダ

メージの指標である CHK1S317、CHK2T68 のリン酸化、アポトーシスの指標である PARP

を観察した。その結果、p27、CHK1S317および CHK2T68のリン酸化はいずれの細胞株にお

いても濃度依存的な増加が認められたが、アポトーシスの指標である PARP の切断断片は

感受性細胞株のみにおいて誘導された(Figure 4-4)。以上の結果から、pevonedistat は

Nedd8 活性化酵素の阻害により DNA ダメージを誘導し、感受性と相関したアポトーシス

誘導を来たすことが明らかとなった。 

 

4-2-3. T-3256336と pevonedistatの併用作用に関する解析 

これまでの解析で明らかとなった pevonedistat による DNA ダメージとアポトーシス誘

導作用および T-3256336 の DNA ダメージを誘導する薬剤との高い併用効果に着目し、

pevonedistat と T-3256336 の併用作用に関して卵巣がん細胞株の SK-OV-3 および血液が

ん細胞株の HL-60を用いて検証を行った。いずれの細胞株も pevonedistat単剤による増殖

阻害作用は軽微であるのに対して、T-3256336 の増殖阻害作用を相乗的に増強した(Figure 

4-5)。次に T-3256336、pevonedistat単剤および併用処理時のフローサイトメーターによる

細胞周期解析を実施した。pevonedistatは Nedd8活性化酵素の阻害により S期での細胞の

蓄積を誘導することが知られている(Lin et. al., 2010)。pevonedistat処理により SK-OV-3

細胞では G2/M 期の割合の増加が、HL-60 細胞株では S 期および 4N 以上の核を有する細
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胞の割合の増加を認めた。一方で T-3256336 処理においては細胞周期の波形の大きな増加

は認められず、細胞死の指標である Sub-G1期の割合の若干の増加を認めた。2剤を併用し

た際の細胞周期波形は主に pevonedistat 単剤処理時の波形と同様であったが、Sub-G1 期

の細胞の割合が増加した(Figure 4-6)。以上の結果より、T-3256336と pevonedistatの併用

処理により細胞死が相乗的に誘導されていることが示唆された。 

 

4-2-4. T-3256336と pevonedistat併用時のファーマコダイナミクスパラメーターに関する

解析 

T-3256336 と pevonedistat 併用における詳細な作用メカニズムを解析するため、それぞ

れの薬剤のファーマコダイナミクスパラメーターに与える影響に関して解析を行った。

T-3256336、pevonedistat単剤および併用処理 4時間後のウエスタンブロット解析の結果、

IAP antagonist の直接的な指標である cIAP-1 の分解は T-3256336 により誘導され、

pevonedistat単剤および併用による cIAP-1たんぱく質量の変化は認められなかった。また

cIAP-1 の分解はプロテアソーム阻害剤により阻害されたことから、ユビキチンプロテアソ

ームシステムを介した作用と示唆された(Figure 4-7A)。また、pevonedistatの指標である

p27たんぱく質の蓄積および DNAダメージの指標である CHK1S317、CHK2T68のリン酸化

の増加は pevonedistat の単剤処理により誘導され、T-3256336単剤および併用による変動

は認められなかった。一方で、NFκB 活性化の指標である p65S536 のリン酸化は

pevonedistat 単剤処理により若干の増加を認め、T-3256336 との併用により増強した。ア

ポトーシスの指標である PARP の切断断片は T-3256336 の処理により若干の増加を認め、

pevonedistatの併用により増強した(Figure 4-7B)。次に IAP antagonistにより誘導される

Caspase-8および Caspase-3/7の活性化に関して検証した。T-3256336、pevonedistat単剤

および併用処理 24時間後の活性測定の結果、いずれの細胞株においても T-3256336および

pevonedistat の 2 剤併用処理時に相乗的な活性化を認めた(Figure 4-8)。以上の結果より、

T-3256336 および pevonedistat はお互いの直接的な作用メカニズムの指標である cIAP-1

および p27 たんぱく質量に影響を与えることなく、相乗的に外因性アポトーシスを誘導し

ていることが示唆された。 

 

4-2-5. pevonedistatの T-3256336による TNFα依存的アポトーシスに与える影響について

の解析 

これまでの解析から IAP antagonist依存的な外因性アポトーシス誘導には TNFαが惹起

因子となり重要な役割を担っていることが明らかとなっている。そこで、pevonedistat に

よる TNFα に与える影響を検証するため、pevonedistat 処理 8 時間および 72 時間処理後

の TNFα mRNA量を TaqMan PCRにより定量した。pevonedistat処理 72時間後の TNFα 

mRNA 量は DMSO 処理群と比べて、SK-OV-3 細胞では約 3.2 倍、HL-60 細胞では約 14

倍に増加していた(Figure 4-9)。次に誘導されたTNFαが増殖に与える影響を検討するため、
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T-3256336および pevonedistat併用時に対する TNFα中和抗体の作用を確認した。その結

果、いずれの細胞株においても T-3256336と pevonedistat併用により誘導された増殖阻害

作用が TNFα 中和抗体により減弱した(Figure 4-10)。以上の結果より、T-3256336 と

pevonedistatの併用により認められる相乗効果は pevonedistatにより誘導される TNFαを

介した外因性アポトーシスの増加による作用であることが示唆された。 

 

4-2-6. HL-60 xenograftモデルにおける T-3256336と pevonedistatの併用効果に関する解

析 

最後に、in vivo での T-3256336 と pevonedistat の併用効果を確認するために、HL-60 

xenograftモデルにおける薬効試験を実施した。T-3256336および pevonedistatの 2週に 1

回投与における抗腫瘍作用はそれぞれT/C = 45%および 81％であるのに対して、T-3256336

と pevonedistatを併用した際の T/C = 24%であった(Figure 4-11)。この結果は T-3256336

と pevonedistatの併用が動物モデルにおいても有効であることを示唆している。 

 

4-2-3. 考察 

化学療法剤や各種抗がん剤に対する薬剤抵抗性はがん治療における課題であり、アポト

ーシスからの回避はがんの特徴であるばかりではなく、薬剤抵抗性獲得の主要なメカニズ

ムである。そのため IAP たんぱく質ファミリーをターゲットとした薬剤の開発は他の抗が

ん剤と併用した際にその抵抗性を克服する観点からも魅力的なターゲットであると考えら

れている。 

そこで、本章においては T-3256336 併用薬の探索とそのメカニズム解析に関して、化学

療法剤および pevonedistat との併用に関して検討した。T-3256336と化学療法剤との併用

増殖阻害試験の結果、T-3256336は DNAダメージを誘導する薬剤およびチューブリン阻害

剤と高い相乗効果を示すことが明らかとなった(Figure 4-1)。またそれら薬剤により、TNFα

発現と培養液中量の増加と T-3256336 併用時において外因性アポトーシスの指標である

Caspase-8と Caspase-3/7の誘導が認められた(Figure 4-2, Figure 4-3)。さらに、それら相

乗作用は TNFα中和抗体、Caspase阻害剤、RIPK1阻害剤により減弱されることが明らか

となった(Figure 4-1)。以上の結果から、DNA ダメージ誘導剤やチューブリン阻害剤との

併用において認められる相乗的な増殖抑制作用は、IAP antagonist の主要な作用メカニズ

ムである、TNFα誘導に起因する外因性アポトーシスの惹起による作用であることが示唆さ

れた(Figure 4-12)。なお、同様のメカニズムに基づく併用効果は他の IAP antagonistを用

いた報告においても報告がなされている(Probst et. al., 2010)。 

gemcitabine や doxorubicin は ATM/ATR を介した DNA ダメージを誘導し、

IKK-γ/NEMO のユビキチン化を介して古典的 NFκB シグナルの活性化とその下流ターゲ

ット遺伝子の発現を誘導することが報告されている(Basu t et. al., 1998 Piret t et. al., 

1996 Brzoska t et. al., 2009)。また paclitaxelなどのチューブリン阻害剤においても NFκ
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Bを活性化することが報告されている(Jackman et. al., 2009)。したがって、DNAダメー

ジを誘導する薬剤やチューブリン阻害剤により TNFαの誘導を介した IAP antagonistとの

相乗作用が認められるのは作用メカニズムに基づいた効果であると考えられる。 

pevonedistat を用いたファーマコダイナミクス解析の結果、pevonedistat は CHK1S317

および CHK2T68 にて検出される DNA ダメージを強く誘導することが明らかとなった

(Figure 4-7)。また、その作用は pevonedistatによる増殖阻害活性とは相関せず、いずれの

細胞株においても認められる作用であった(Figure 4-4)。したがって、pevonedistatによる

DNAダメージ、NFκB活性化を介した TNFαの誘導は T-3256336との併用において、有

用であるばかりでなく、pevonedistat に非感受性のがん細胞株に対しても併用療法が有効

である可能性が考えられた。また近年の抗がん剤の開発においては、新しい作用メカニズ

ムを有する薬剤同士を最適に組み合わせることにより、副作用のコントロールと高い薬効

を両立することが期待されている。T-3256336と pevonedistat はいずれも武田薬品工業株

式会社にて創製された薬剤であり、開発戦略上も最適な組み合わせであると考えられた。

実際、pevonedistatはDNAダメージを介したNFκBの活性化、TNFαを誘導し、T-3256336

との増殖阻害試験において相乗効果を示した(Figure 4-5, Figure 4-7, Figure 4-8, Figure 

4-9)。また、T-3256336と pevonedistat 併用による増殖阻害作用は TNFα 中和抗体により

減弱され(Figure 4-10)、TNFαによる惹起される外因性アポトーシスによるものであること

が示唆された。さらに T-3256336と pevonedistatの併用効果はマウス薬効モデルにおいて

も確認された(Figure 4-11)。IAP antagonistと pevonedistatの併用作用メカニズムのまと

めを Figure4-12に示す。以上の結果から IAP antagonistと Nedd8活性化酵素阻害剤の併

用療法は有効である可能性が示唆された。 

 

4-4. まとめ 

最適な併用薬の探索は抗がん剤の開発の成功の可否を握るものであり、大きな課題であ

った。本章における IAP antagonist の併用薬探索およびそのメカニズム解析において、

DNA ダメージを誘導する薬剤が TNFα の誘導を介して、IAP angatonist と高い併用効果

を示すことを明らかとした。さらに新規の Nedd8 活性化酵素阻害剤である pevonedistat

も同様に TNFα の誘導を介した外因性アポトーシスの惹起により、T-3256336 と高い併用

効果を示した。またその併用作用はマウス動物モデルにおいても同様であった。以上の結

果から、IAP antagonistと Nedd8活性化酵素阻害剤の併用療法は新たな治療法として有効

である可能性が示唆された。 
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Table 4-1 Pevonedistatによるがん細胞に対する増殖阻害活性 

化合物処理 3日後に実験方法に記載の方法にて ATP量を測定して GI50を算出 
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Figure 4-1 T-3256336と化学療法剤との併用作用 

A: camptothecin, B: doxorubicin, C: gemcitabine, D: paclitaxel  

MAB210: TNFα中和抗体、Necrostatin-1: RIPK1阻害剤、z-VAD-fmk：Caspase阻害剤 

化合物処理 3日後に実験方法に記載の方法にて ATP量を測定、 

データは N =3の平均および標準偏差を示す 

Student’s t-test, *, P < 0.05. vs T-3256336 and chemotherapeutics treatment. 
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Figure 4-2 T-3256336と化学療法剤併用時の Caspase活性 

A: T-3256336 (3 nM)と camptotecin (50 nM)併用時の Caspase活性と増殖阻害作用 

B: 化学療法剤併用時の Caspase-3/7および Caspase-8活性  

化合物処理 24時間後に実験方法に記載の方法にて Caspase活性を測定 

データは N =3の平均および標準偏差を示す 
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Figure 4-3 化学療法剤による TNFα誘導作用 

A: 細胞内 TNFα mRNA、B: 培養液中 TNFα量  

化合物処理 24時間後に実験方法に記載の方法にて TNFα mRNA量および培地中の TNFα

量を測定、データは N =3の平均および標準偏差を示す 
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Figure 4-4 Pevonedistatによる細胞内シグナルへの影響 

化合物処理 24時間後の細胞を回収して、ウェスタンブロッティングにより検出 
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Figure 4-5 T-3256336と Pevonedistat併用の増殖阻害作用と細胞周期への影響 

化合物処理 5日後に実験方法に記載の方法にて ATP量を測定、 

データは N =3の平均および標準偏差を示す  

 



 

61 

 

 

 

 

 

Figure 4-6 T-3256336と Pevonedistat併用時の細胞周期への影響 

化合物処理 3日後に細胞を固定、propidium iodideにて染色しフローサイトメーターによ

り DNAプロファイルを解析  
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Figure4-7 T-3256336と Pevonedistat併用時の細胞内シグナルへの影響 

A: Cullin ring ligase 関連タンパク質の変動解析、SK-OV-3細胞に 50 nMの T-3256336お

よび pevonedistat処理後 4時間のサンプルを回収して、ウェスタンブロッティング法によ

り解析 

B:細胞内シグナル変化の解析、SK-OV-3細胞に 100 nMの T-3256336および pevonedistat

処理後 24時間のサンプルを回収して、ウェスタンブロッティング法により解析 
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Figure4-8 T-3256336と Pevonedistat併用時の Caspase活性 

A: SK-OV-3細胞, B: HL-60細胞   

SK-OV-3細胞に 100 nMの T-3256336および pevonedistat処理後 24時間に実験方法に記

載の方法にて Caspase活性を測定、データは N =3の平均および標準偏差を示す  
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Figure 4-9 Pevonedistatによる TNFα誘導作用 

A: SK-OV-3細胞, B: HL-60細胞 

100 nMの pevonedistat処理後に実験方法に記載の方法にて TNFα mRNA量を Real-time 

PCRにて測定、データは N =3の平均および標準偏差を示す 
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Figure 4-10 T-3256336と Pevodestat併用作用に対する TNFαの影響 

A: SK-OV-3細胞, B: HL-60細胞 

100 nMの T-3256336および pevonedistat処理後 72時間に実験方法に記載の方法にて細

胞内 ATP量を測定、データは N =3の平均および標準偏差を示す 

Student’s t-test, *, P < 0.05. vs T-3256336 and chemotherapeutics treatment. 
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Figure 4-11 HL-60 xenograftモデルにおけるT-3256336とPevonedistat併用の抗腫瘍作

用  

データは N =5の平均および標準偏差を示す 

Student’s t-test, *, P < 0.05. vs vehicle treatment. 
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Figure 4-12 Pevonedistatと IAP antagonistの併用作用メカニズム 
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第五章 

 

総括 

がんは日本人の死因の第一位であり、現在では、年間 30万人以上の国民が、がんで亡く

なっている。また、生涯のうちにがんに罹患する可能性は、男性の 2 人に 1 人、女性の 3

人に 1 人と推測されており、がんの治療は社会的な問題となっている。このような背景か

ら製薬業界における抗がん剤の開発は、そのアンメットメディカルニーズと市場性の高さ

から多くの製薬会社において最重要領域と位置づけられ、活発な創薬研究が推進されてい

る。 

 

これまでのがん創薬研究はがんの増殖に直接関与する分子やがんの増殖を助ける働きを

する分子をターゲットとした薬剤、特にプロテインキナーゼ阻害剤の開発が中心であり、

EGFR 阻害剤、HER2 阻害剤、VEGFR 阻害剤など、多くのキナーゼ阻害剤が市場に導入

されてきた。一方で細胞死に関わる分子をターゲットとした薬剤開発は、がん選択的な殺

細胞作用の達成と抗がん剤治療への抵抗性克服の観点で魅力的な領域であったが、アポト

ーシスに関わるターゲット分子の多くは酵素活性を有さず、創薬研究の難しさから、開発

が遅延してきた。ところが、近年のたんぱく質結晶構造解析技術の進歩によりたんぱく質

間の相互作用を阻害する低分子のデザインが可能になるにつれ、細胞死シグナルの薬剤の

開発が進み、2016年 4月には慢性リンパ性白血病（CLL）患者の治療薬として、内因性ア

ポトーシスシグナルを抑制する分子である Bcl-2 をターゲットとした阻害剤、venetoclax

が FDA に承認された。今後 venetoclax の承認を契機に、実臨床での細胞死シグナルの理

解が進み、新たな阻害剤の開発が進むと考えられる。 

本研究では細胞死シグナルの主要な 2 つのパスウェイである内因性シグナルと外因性シ

グナルの両シグナルにおいて重要な機能を担っている XIAP, cIAP-1,cIAP-2 をターゲット

とした創薬研究を目的に、新規 IAP antagonistである T-3256336を用いた作用メカニズム

の解析、モデル細胞、動物を用いた薬効薬理解析を実施した。また、がんは多種多様な組

織および細胞から発生するため、1つのがん種であってもその性質が大きく異なり、抗がん

剤の効果を予測するマーカーの開発や、最適な併用薬の探索といったトランスレーショナ

ル研究が非常に重要になってきている。そこで T-3256336 に感受性を規定する分子の探索

および最適な併用薬の探索と、そのメカニズム解析を実施した。 

 

第二章では武田薬品工業株式会社にて創製した新規 IAP antagonistであるT-3256336の

生化学的な特徴と作用メカニズムを解析することを目的として、生化学および分子生物学

的な手法を用いて解析した結果、T-3256336が cIAP-1, cIAP-2および XIAPに選択的に結

合し、細胞内での cIAP-1 たんぱく質の分解、NFκB の活性化、TNFα の産生を誘導し、

最終的にがん細胞選択的な強い細胞死を誘導することを明らかにした。さらに動物モデル
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を用いた解析において、臨床での応用が可能な薬効を予測するバイオマーカー探索を目的

に、in vivoでの作用メカニズムとファーマコダイナミクスパラメーターの解析と、抗腫瘍

効果との相関に関して検討した結果、血液中 TNFα 量、細胞死およびアポトーシスの指標

となるサイトケラチン 18 の血液中量（M30 および M65）が臨床において薬効を予測しう

る非侵襲的なバイオマーカーとして活用可能であることを明らかとした。 

組換えたんぱく質を用いた cIAP-1, cIAP-2および XIAPとの結合試験の結果、T-3256336

は cIAP-1および cIAP-2に対して それぞれ 1.3 nMおよび 2.2 nMで結合することを明ら

かにした。またXIAPとの結合試験およびXIAPとCaspaseとの結合による機能的Caspase

活性回復試験の結果、T-3256336 は XIAP に結合して Caspase 活性を回復させる作用を有

する化合物であることを明らかにした。次に、培養がん細胞を用いた解析から、T-3256336

は細胞内において cIAP-1 たんぱく質に作用し、ユビキチン化を介した cIAP-1 たんぱく質

の分解と NFκBシグナルの活性化、TNFαの発現および培養液中への分泌を誘導し、誘導

された TNFα がオートクライン的に外因性アポトーシスシグナルを誘導して強いアポトー

シスをきたすことが示された。さらに薬効動物モデルを用いた薬物動態解析において、

T-3256336 は経口吸収性と腫瘍移行性に優れた化合物であることを示し、薬理評価におい

て、腫瘍組織における cIAP-1たんぱく質の分解とTNFαの誘導、Caspase活性化を誘導し、

腫瘍を退縮させる作用を有することを明らかとした。以上の結果から、武田薬品工業株式

会社が創製したオクタピロロピラジン骨格を有する新規経口 IAP antagonist T-3256336が

cIAP-1, cIAP-2 および XIAP に選択的に結合し、細胞内での cIAP-1 たんぱく質の分解、

NFκBの活性化、TNFαの産生を誘導し、最終的にがん細胞選択的な強い細胞死を in vitro

および in vivoいずれにおいても誘導することを明らかにした。 

さらに、ファーマコダイナミクスパラメーターの解析において、薬効動物モデルの血液

中 TNFα量、細胞死およびアポトーシスの指標となるサイトケラチン 18の血液中量（M30

および M65）の増加量は薬効動物モデルにおける抗腫瘍効果と高い相関を示し、臨床にお

いて薬効を予測しうる非侵襲的なバイオマーカーとして活用可能であることを示唆した。

これらの結果は T-3256336が IAP antagonistとしてのプロファイルに優れており、臨床開

発の可能性があることを示している。 

 

第三章では IAP antagonistの課題であった単剤での感受性を規定する因子と新たな感受

性群の探索を目的にがん細胞株を用いた網羅的な解析と薬理学的手法を用いた新規の IAP 

antagonist感受性メカニズムの解析を行った。IAP antagonistは単剤で強い抗腫瘍効果を

示すが、感受性を示す細胞株は全体の約 2 割から 3 割と言われており、感受性を規定する

因子は臨床開発の成功のために必須となっていた。そこで 47のがん細胞株を用いた増殖試

験結果およびアポトーシスに関連する分子の発現解析を行い、T-3256336 に対する感受性

が TNFαの定常的なmRNA発現量と相関することを明らかとした。以上の結果から、IAP 

antagonist 単剤に対する感受性を規定する因子として定常状態での TNFα 発現レベルが重
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要であることが示唆された。 

次に新たな感受性メカニズムの探索に向けた薬効動物モデルの解析において、T-3256336

はこれまで報告されていたヒト腫瘍由来の TNFα だけでなく、マウスの TNFα を誘導し、

血液中量が増加することを明らかとした。47がん細胞株を用いた TNFαと T-3256336共処

理による増殖阻害試験の結果、T-3256336単剤に対して in vitroで非感受性を示す 33株中

9 株が TNFα との併用において感受性を示すことが明らかとなった。さらにマウス薬効動

物モデルを用いた解析により、T-3256336 投与により増加した血液中マウス TNFα が

T-3256336 と協調的に腫瘍に作用することにより、in vitro では非感受性であった Panc-1

細胞に対しても、動物モデルで強い細胞死を誘導し、抗腫瘍効果を示すことを明らかとし

た。また、Panc-1 xenograftモデルにおいて認められた抗腫瘍効果は TNFαの中和抗体に

より減弱することから、マウスで産生された TNFα に依存した作用であることが示唆され

た。以上の結果から、IAP antagonistはマウスを用いた解析において全身性の TNFαを誘

導し、腫瘍を IAP antagonistに対して感受性へと変化させる作用を有することが明らかと

なった。これにより動物モデルにおいて IAP angatonistに対して感受性を示すと考えられ

るヒトがん細胞株は今回試験したがん細胞株全体の約半数程度となり、臨床での適応可能

性が広がったと考えられる。 

 

第四章では臨床現場で重要視されている併用療法に着目し、T-3256336 の併用薬の探索と

併用メカニズムの解析を行った。実際の抗がん剤治療の臨床現場では、その多くが化学療

法剤や他の分子標的治療薬との併用で治療に用いられており、臨床試験でも他の抗がん剤

と併用して試験が進められるのが一般的となっている。T-3256336 と化学療法剤との併用

増殖阻害試験の結果、T-3256336は DNAダメージを誘導する薬剤およびチューブリン阻害

剤と高い相乗効果を示すことを明らかとした。またそれら薬剤により、がん細胞中の TNFα

発現と培養液中 TNFα 量の増加、T-3256336 併用時において外因性アポトーシスの指標で

ある Caspase-8と Caspase-3/7の誘導が認められた。さらに、それら相乗作用は TNFα中

和抗体、Caspase 阻害剤、RIPK1 阻害剤により減弱することを明らかとした。以上の結果

から DNA ダメージ誘導剤やチューブリン阻害剤との併用において認められる相乗的な増

殖抑制作用は、IAP antagonist の主要な作用メカニズムである、TNFα 誘導に起因する外

因性アポトーシスの惹起による作用であることが示唆された。 

近年の抗がん剤の開発においては、新しい作用メカニズムを有する薬剤同士を最適に組

み合わせることにより、副作用のコントロールと高い薬効を両立することが期待されてい

る。そこで武田薬品工業株式会社が創製した Nedd8活性化酵素阻害剤である Pevonedistat

に着目したファーマコダイナミクスの解析を行ったところ、Pevonedistat はがん細胞に対

する増殖阻害活性の有無に関わらず、CHK1S317および CHK2T68にて検出される DNAダメ

ージを強く誘導することが明らかとなった。Pevonedistat により誘導された DNA ダメー

ジは NFκBの活性化を介して TNFαを誘導し、T-3256336との増殖阻害試験において相乗
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効果を示した。また、T-3256336と Pevonedistat併用による増殖阻害作用は TNFα中和抗

体により減弱され、TNFαによる惹起される外因性アポトーシスによるものであることが示

唆された。薬効動物モデルを用いた解析において、T-3256336と Pevonedistatの併用は in 

vivoでも高い抗腫瘍効果を示すことを明らかとした。以上の結果から、IAP antagonist と

Nedd8 活性化酵素阻害剤の併用療法は有効であることが示され、2 剤とも武田薬品工業株

式会社にて創製された薬剤であることから、開発戦略上も最適な組み合わせであると考え

られた。 

 

本研究において、武田薬品工業株式会社が創製した T-3256336は cIAP-1, cIAP-2および

XIAP に対する高い阻害活性、選択性と優れた薬物動態プロファイルを有する有望な IAP 

antagonistであることを明らかとした。またトランスレーション研究から、血液中のTNFα、

M30および M65が IAP antagonistの薬効を予測する非侵襲的なバイオマーカーとなるこ

と、定常レベルの TNFα発現レベルが、IAP antagonistに対する感受性を規定するバイオ

マーカーになること、IAP antagonistにより誘導される全身性の TNFαを介した新たな作

用メカニズムが存在すること、Pevonedistatが IAP antagonistの最適な併用薬となること

を明らかとした。一連の研究において、IAP antagonistの中心的な作用は TNFαを介した

外因性アポトーシスであることが示唆された。今後、これらの知見をもとに、さらに IAP 

antagonist および細胞死研究の発展が進むことで、新たな抗がん剤の開発に貢献すること

を期待したい。 
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実験の部 

 

第二章の実験 

 

Chemical synthesis 

Synthesis of T-3256336 

T-3256336 was prepared by following procedure.  The starting material, benzyl 

{(1S)-1-(4,4-difluorocyclohexyl)-2-[(3S,7R,8aR)-3-[(4R)-3,4-dihydro-2H-chromen-4-yl-car

bamoyl]-7-ethoxyhexahydropyrrolo[1,2-a]pyrazin-2(1H)-yl]-2-oxoethyl}carbamate, 

showed very weak XIAP and cIAP binding inhibitory activity (IC50 values > 30 μM).  

 

(3S,7R,8aR)-2-{(2S)-2-(4,4-Difluorocyclohexyl)-2-[(N-methyl-L-alanyl)amino]acetyl}-N-[(

4R)-3,4-dihydro-2H-chromen-4-yl]-7-ethoxyoctahydropyrrolo[1,2-a]pyrazine-3-carboxa

mide (T-3256336).  To a solution of benzyl 

{(1S)-1-(4,4-difluorocyclohexyl)-2-[(3S,7R,8aR)-3-[(4R)-3,4-dihydro-2H-chromen-4-yl-car

bamoyl]-7-ethoxyhexahydropyrrolo[1,2-a]pyrazin-2(1H)-yl]-2-oxoethyl}carbamate (2.40 

g, 3.67 mmol) in 5-10% HCl solution in methanol (48 mL) was added 10% Pd/C (0.72 g), 

and the reaction mixture was stirred at room temperature for 3 h under hydrogen 

atmosphere. The mixture was filtered through a pad of Celite®, and the filtrate was 

concentrated under reduced pressure to give 

(3S,7R,8aR)-2-[(2S)-2-amino-2-(4,4-diluorocyclohexyl)acetyl]-N-[(4R)-3,4-dihydro-2H-ch

romen-4-yl]-7-ethoxyoctahydropyrrolo[1,2-a]pyrazine-3-carboxamide dihydrochloride as 

yellow oil.  

To a solution of N-(tert-butoxycarbonyl)-N-methyl-L-alanine (0.82 g, 4.04 mmol), HOBt 

(0.59 g, 4.37 mmol) and DIPEA (3.19 mL, 18.1 mmol) in DMF (14.4 mL) was added 

EDC-HCl (2.11 g, 11.0 mmol) at 0 oC, and the mixture was stirred at room temperature 

for 15 min. To the mixture was added a solution of 

(3S,7R,8aR)-2-[(2S)-2-amino-2-(4,4-difluorocyclohexyl)acetyl]-N-[(4R)-3,4-dihydro-2H-c

hromen-4-yl]-7-ethoxyoctahydropyrrolo[1,2-a]pyrazine-3-carboxamide dihydrochloride 

and DIPEA (0.64 mL, 0.742 mmol) in DMF (19.2 mL) at room temperature, and the 

reaction mixture was stirred at room temperature for 16 h. The mixture was partitioned 

between EtOAc (200 mL) and water (200 mL), and the organic layer was washed with 

sat.NaHCO3 (100 mL) and brine (100 mL), dried over MgSO4, and concentrated under 

reduced pressure. The residue was purified by silica gel column chromatography 

(50-100% EtOAc in n-hexane) to give tert-butyl 

[(1S)-2-({(1S)-1-(4,4-difluorocyclohexyl)-2- 
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[(3S,7R,8aR)-3-[(4R)-3,4-dihydro-2H-chromen-4-ylcarbamoyl]-7-ethoxyhexahydropyrrol

o[1,2-a]pyrazin-2(1H)-yl]-2-oxoethyl}amino)-1-methyl-2-oxoethyl]methylcarbamate 

(1.69 g, 65%) as white amorphous solid; 1H NMR (DMSO-d6, 300 MHz): δ 1.10 (3H, t, J 

= 7.1 Hz), 1.10–1.36 (15H, m), 1.55–2.24 (13H, m), 2.57–3.68 (8H, m), 3.86–5.17 (8H, m), 

6.70–6.90 (2H, m), 7.07–7.29 (2H, m), 7.65–8.32 (2H, m). 

The obtained crystals (1.68 g, 2.38 mmol) were dissolved in 4M HCl in EtOAc (33.6 mL), 

and the mixture was stirred at room temperature for 1 h. The mixture was concentrated 

under reduced pressure. The residue was partitioned between EtOAc/THF (2:1, 120 mL) 

and sat.NaHCO3 (100 mL), and the organic layer was washed with brine (100 mL), 

dried over MgSO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified 

by silica gel column chromatography (5-70% EtOAc in n-hexane) and subsequent 

crystallization from ether/heptane (1:1, 20 mL) to give T-3256336 (1.08 g, 75%) as 

colorless crystals; mp 171-174 °C; 1H NMR (DMSO-d6, 300 MHz): δ 1.01–1.15 (6H, m), 

1.15–1.38 (3H, m), 1.54–2.29 (16H, m), 2.63–3.64 (7H, m), 3.88–4.48 (4H, m), 4.59–5.15 

(3H, m), 6.70–6.80 (1H, m), 6.80–6.92 (1H, m), 7.07–7.30 (2H, m), 7.88–8.12 (1H, m), 

8.12–8.33 (1H, m); Anal. Calcd for C31H45 F2N5O5: C, 61.47; H, 7.49 N, 11.56. Found: 

C, 61.54; H, 7.61; N, 11.30. 

Recrystallization of T-3256336.  The crystals T-3256336 (5.00 g, 8.25 mmol) was 

dissolved in 2-butanone (25 mL) at 77°C (inside temperature was 60°C). Heptane (40 

mL) was added dropwise to the mixture at 77°C (inside temperature was above 60°C). 

The mixture was stirred at 77°C for 1 h (inside temperature was 65°C). Heptane (60 

mL) was added dropwise at 77°C (inside temperature was above 60°C) and the 

suspension was cooled to 5°C slowly. The resulting crystals were collected by filtration, 

washed with heptane (30 mL) and dried under reduced pressure (70°C for 1 h) to give 

T-3256336 (4.56 g, 91%) as colorlss crystals; mp 178.6°C.; 1H NMR (300 MHz, 

DMSO-d6) : d 1.01–1.15 (6H, m), 1.15–1.38 (3H, m), 1.54–2.29 (16H, m), 2.63–3.64 (7H, 

m), 3.88–4.48 (4H, m), 4.59–5.15 (3H, m), 6.70–6.80 (1H, m), 6.80–6.92 (1H, m), 7.07–

7.30 (2H, m), 7.88–8.12 (1H, m), 8.12–8.33 (1H, m); Anal. Calcd for C31H45F2N5O5: C, 

61.47; H, 7.49 N, 11.56. Found: C, 61.52; H, 7.54; N, 11.45 

 

Cell lines, Proteins, Peptides, and Reagents  

MDA-MB-231, MDA-MB-468, BT-474 SK-OV-3, and T-47D, HL-60 and NCI-H1703 

cancer cell line and MRC5 normal lung fibroblasts were obtained from the ATCC 

(Manassas, VA, USA). The culture medium that was recommended by the suppliers was 

used for the cultivation of each cell line. MDA-MB-231 cells stably expressing luciferase 

(MDA-MB-231-Luc) were established at Takeda Pharmaceutical Company, Ltd. (TPC, 
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Fujisawa, Kanagawa, Japan) by transfecting a firefly luciferase expression vector 

(Promega Corporation, Madison, WI, USA) into MDA-MB-231 cells. Commercially 

obtained cells were not authenticated by the authors. An antibody against cIAP-1 

(AF8181), cIAP-2 (AF8171), and human TNFα (MAB210) was purchased from R&D 

Systems, Inc. (Minneapolis, MN, USA). Anti-XIAP (610762) was purchased from BD 

Biosciences (Albertslund, Denmark). Anti-Livin antibody (88C570) was from IMGENEX 

Corporation (San Diego, CA, USA). Anti-glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH; MAB374) antibody was from Millipore (Bedford, MA, USA). Anti-IκBα 

(#4814), anti-phospho-IκBα (Ser32) (#2859), anti-NF-κB p65 (#3034), 

anti-phospho-NF-κB p65 (Ser536) (#3033), anti-c-Jun N-terminal kinase (JNK) (#9258), 

anti-phospho-JNK (Thr183/Tyr185) (#9251), anti-phospho-p38 (Thr180/Tyr182) (#9211), 

anti-p38 (9217), anti-caspase-8 (#9746), and anti-caspase-3 (#9665) were purchased 

from Cell Signaling Technology, Inc. (Beverly, MA, USA). MG-132 (#474791), 

pan-caspase inhibitor z-BAD-fmk (#219007), caspase-8 inhibitor z-IETD-fmk (#218759) 

were purchased from Calbiochem (San Diego, CA, USA). The recombinant human XIAP 

(residues 124–357, XIAP_BIR2-BIR3) and caspase-9 were prepared at Takeda 

California, and the 6-His-tagged recombinant BIR3 domains of human cIAP-1 (residues 

250–350, cIAP-1_BIR3) and cIAP-2 (residues 238–349, cIAP-2_BIR3) were prepared at 

TPC. The recombinant BIR3 domain of human XIAP (residues 252–356) fused to a 

N-terminal His-tag (XIAP_BIR3) was purchased from R&D Systems, Inc., and the 

SMAC-N7 peptide (AVPIAQK) was purchased from Merck KgaA (Darmstadt, Germany). 

C-terminal-biotinylated SMAC-N7 peptide [AVPIAQ-K(biotin)-NH2] (biotinyl-SMAC) 

was synthesized at Peptide Institute Inc (Osaka, Japan). The cryptate-conjugated 

mouse monoclonal antibody anti-6-Histidine (Anti-6HIS Cryptate), high-grade 

XL665-conjugated streptavidin (SA-XL), and homogeneous time-resolved fluorescence 

resonance energy transfer (HTRF) detection buffer were purchased from Sceti Medical 

Labo K.K. (Tokyo, Japan). Recombinant human caspase-3 and caspase-7 were 

purchased from Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan).   

 

Binding activities using HTRF technology 

Five μL of IAP proteins (40 nM of XIAP_BIR3 and 8 nM of cIAP-1/-2_BIR3) and 5 μL 

of increasing concentrations of compounds were added to the wells containing assay 

buffer (25 mM (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid [HEPES], 100 mM 

NaCl, 0.1% bovine serum albumin, 0.1% Triton X-100, pH 7.5). After shaking, 5 μL of 

biotinyl-SMAC (20 nM of XIAP_BIR3, 80 nM of cIAP-1_BIR3, and 120 nM of 

cIAP-2_BIR3 dissolved in assay buffer) was added to the well, which was followed by 
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adding 5 μL of the mixture of Anti-6HIS Cryptate and SA-XL, which was diluted 100 

times with HTRF detection buffer. After an overnight incubation at room temperature 

in the dark, HTRF measurements were conducted with a EnVision multi-label reader 

(PerkinElmer Inc., Waltham, MA). Fluorescence at 615 nm (F615 nm) is the total 

europium signal, and fluorescence at 665 nm (F665 nm) is the fluorescence resonance 

energy transfer signal. The ratio [(F665 nm/F615 nm) × 10,000] was calculated, and 

IC50 values were determined using the ratio with nonlinear regression curve fitting 

with Prism (Version 5.01, GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). 

 

Cell-free functional assay  

Various concentrations of T-3256336 or SMAC-N7, XIAP_BIR2-3 (40 nM for caspase-3, 

4 μM for caspase-7 or 300 nM for caspase-9), and 1 unit of caspase-3/caspase-7/caspse-9 

were added to wells in 384-well plates (Corning Incorporated, Lowell, MA) at a final 

volume of 30 μL in assay buffer (20 mM HEPES, 0.1% CHAPS, 1mM 

ethylenediaminetetraacetic acid [EDTA], 10% Sucrose, and 10 mM DTT, pH 7.5). After 

incubating at room temperature for 5 min, 10 μL of 40 μM or 160 μM Ac-DEVD-AMC 

solution (Enzo Life Sciences, Inc., Farmingdale, NY, USA) for caspase-3 and caspase-7, 

50 μM of Ac-LEHD-AMC for caspase-9 were added to the wells, respectively. Following 

incubation for 30 min at room temperature with shaking, fluorescence at 380 nm 

excitation and 460 nm emission wavelengths was measured using a multi-mode 

microplate reader Spectra Max M5e (Molecular Devices, Inc., Sunnyvale, CA, USA). 

Activity was expressed as EC50, which was the concentration at which half-maximum 

recovery was achieved, with Prism. 

 

Cell viability assay and measurement of caspase activity 

Cells were seeded at 3 × 103 cells/well in 96-well plates (Sumitomo Bakelite Co., Ltd., 

Tokyo, Japan) and cultured overnight. On the following day, test compounds were 

diluted in growth medium to the desired final concentration and then added to the cells. 

After 24 h of incubation, caspase activities were measured with 

Caspase-Glo®-3/Caspase-Glo®-7, Caspase-Glo®-8, or Caspase-Glo®-9 Assays (Promega 

Corporation). After 3 days of incubation, cell viability was measured with a 

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay® (Promega Corporation). GI50 values 

were determined with the ratio by nonlinear regression curve fitting with Prism. 

 

Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and western 

blotting 
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Cells were lysed with 100 μL of SDS sample buffer (BioRad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA, USA) and heated at 95°C for 5 min. Each cell lysate was subjected to 

SDS-PAGE and transferred onto Sequi-Blot™ PVDF Membranes (BioRad Laboratories, 

Inc.). The membranes were blocked with StartingBlock™ T20 (PBS) Blocking Buffer 

(Thermo Fisher Scientific, Inc., Rockford, IL, USA) and probed overnight with an 

antibody diluted 500- to 2000-fold with Can Get Signal® Immunoreaction Enhancer 

Solution I (Toyobo Co., Ltd., Osaka, Japan). The membrane was washed with 

phosphate-buffered saline containing 0.1% Tween-20 (Wako Pure Chemical Industries, 

Ltd.) and incubated with horseradish peroxidase-labeled secondary antibody (GE 

Healthcare, South Burlington, VT, USA) that was diluted 20,000-fold with Can Get 

Signal® Immunoreaction Enhancer Solution II (Toyobo Co., Ltd.) for 2 h at room 

temperature. The membrane was washed in the same manner as above, and proteins 

labeled with the antibody became chemically luminescent with SuperSignal® West 

Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific, Inc.) and were 

detected with the luminoimage analyzer LAS-1000 (Fujifilm Corporation, Tokyo, 

Japan). 

 

Quantitative real-time-polymerase chain reaction (RT-PCR) 

Cells were seeded at 5 × 105 cells/well in 6-well plates and cultured overnight. On the 

following day, test compounds were diluted in growth medium to the desired final 

concentration and then added to the cells. The isolation of total RNA was performed 

with a RNeasy mini kit (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA). About 1 ng of total RNA 

from each sample was reverse transcribed with the SuperScript® VILO™ cDNA 

synthesis kit (Life Technologies, Grand Island, NY, USA). For the quantitative analysis 

of the levels of mRNA expression, a real-time PCR assay was performed (TaqMan with 

the 7900HT Fast Real-Time PCR System; Life Technologies) using TaqMan probes. 

 

In vivo Efficacy study 

Mice were housed and maintained within the facility at Takeda Pharmaceutical 

Company in accordance with the Takeda Experimental Animal Care and Use 

Committee approved protocol. Athymic nude mice (BALB/cAJcl-nu/nu) of approximately 

5 weeks of age were obtained from CLEA Japan, Inc. (Tokyo, Japan). For the 

subcutaneous implanted tumor xenograft models, nude mice were injected with 5 × 106 

cells/mouse. When tumor volumes reached approximately 200 mm3, mice were 

randomly assigned to treatment groups. The compounds were orally administered to 

the mice in 0.5% methylcellulose (Shin-Etsu Chemical Co., Ltd., Tokyo, Japan). Tumor 
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growth and body weights were measured twice weekly, and average tumor volumes 

were calculated, as estimated from the formula [(L x W2)/2] throughout the study. 

 

In vivo pharmacokinetics/pharmacodynamics study  

Nude mice were injected with 5 × 106 MDA-MB-231-Luc cells. When the tumor 

volumes reached approximately 200 mm3, mice were randomly assigned to control or 

treatment groups. Tumors and plasma were collected at multiple time points after the 

oral administration of T-3256336. The concentrations of T-3256336 in the plasma and 

tumors were determined by liquid chromatography/tandem mass spectrometry. 

Homogenization was performed with a Physcotron (NS-310E, Chiba, Japan) with RIPA 

buffer containing a phosphatase inhibitor cocktail and a protease inhibitor cocktail 

(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). The protein concentration in the tumor lysate 

was determined by bicinchoninic acid (BCA) protein assay kit (Thermo Fisher Scientific, 

Inc., Rockford, IL, USA). Plasma human TNF-α levels were determined with a human 

TNF-α Quantikine ELISA Kit (R&D Systems, Inc.). The levels of caspase-cleaved (M30) 

and total (M65) cytokeratin-18 in plasma were determined with an ELISA kit (Peviva 

AB, Bromma, Sweden). 

 

Measurement of caspase activity in tumors 

Caspase-3/caspase-7 activities in tumors were measured with a Caspase-Glo assay kit 

(Promega Corporation). Cytosolic extracts from MDA-MB-231-Luc xenografts were 

prepared by homogenization in extraction buffer (25 mM HEPES, pH 7.5; 5 mm MgCl2; 

1 mm EDTA) and subsequently centrifuged (5 min, 10,000 rpm, 4°C). The protein 

concentration of the supernatant was adjusted to 1 mg/mL with extraction buffer, and 

an equal volume of reagents and 10 μg/mL cytosolic protein was mixed and incubated at 

room temperature for 30 min. The luminescence of each sample was measured in a 

luminometer.   

 

Histopathological examination of xenograft athymic nude mice 

To determine the effect of T-3256336 on xenograft model, necropsy was conducted on 

the day after 2-week po administration of T-3256336. The animals were euthanized and 

were macroscopically examined the external surface of the carcass, the thoracic and 

abdominal cavities, organs, and tissues. Tumor tissues, liver, spleen, skin and intestines 

from the control, 30 and 100 mg/kg groups were fixed in 10 vol% neutral buffered 

formalin, embedded in paraffin, sectioned, stained with hematoxylin-eosin (H&E) and 

examined histopathologically.  
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第三章の実験 

 

Cell Lines and Reagents 

MDA-MB231, MDA-MB435S, MDA-MB436, MDA-MB468, MCF7, T-47D, BT-474, 

BT-549, SK-Br-3, DU-4475, MB361, HCC1806, HCC1143, HCC1937, CHL-1, HMCB, 

SK-MEL-2, Malme-3M, HT-144, C32, A375, A2058, SK-OV-3, ES-2, OVCAR-3, TOV-21G, 

TOV-112D, OV-90, Caov3, SW626, NCI-H1703, NCI-H1975, NCI-H1650, NCI-H1437, 

NCI-H1395, NCI-H1299, HCC827, HL-60, HL-60/Mx2,  CEM/C2 and PANC-1 were 

purchased from the ATCC (Manassas, VA). EVSA-T, EFM-192A and EFO-21 were from 

the German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (Leibniz Institut 

DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 

Braunschweig, Germany). G-361 and HMVII were from the European Collection of Cell 

Cultures (Health Protection Agency Culture Collections, Salisbury, UK).  GAK, 

KURAMOCHI, OVISE, OVTOKO, RMG1, MCAS, and TYK-nu were from the Japanese 

Cancer Research Resources Bank (JCRB, Tokyo, Japan). Colo720E was from the Health 

Protection Agency Culture Collections. PC14 was from the BioResource Center (BRC, 

RIKEN Tsukuba Institute, Ibaraki, Japan).  

 

Cell viability assay 

Cells were seeded at 3 × 103 cells/well in 96-well plates and cultured overnight.  The 

following day, test compounds were diluted in growth medium to the desired final 

concentration and added to the cells. After 3 days of incubation, cell proliferation was 

measured with a CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega 

Corporation, Madison, WI). IC50 was calculated from the dose-response curve that was 

generated by a least-squares linear regression analysis of the response using SAS 

software and the NLIN procedure (version 5.0; SAS Institute Japan, Inc, Tokyo, Japan).   

 

Quantitative RT-PCR 

The isolation of total RNA was performed with a RNeasy mini kit (QIAGEN Inc, 

Valencia, CA) according to the manufacturer’s instructions.  About 1 μg of total RNA 

from each sample was reverse transcribed using the SuperScript® VILO™ cDNA 

synthesis kit (Life Technologies, Grand Island, NY).  For the quantitative analysis of 

the expression of each mRNA, a real-time PCR assay was performed (TaqMan, with the 

7900HT Fast Real-Time PCR System; Life Technologies) using TaqMan probes. 

  

Tumor cIAP1 levels and plasma cytokine levels 
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All animal experiments were performed according to the guidelines of the 

Institutional Animal Care and Use Committee in Takeda Pharmaceutical Company Ltd. 

Eight-week-old mice were inoculated subcutaneously with 5 × 106 PANC-1 cells.  When 

the tumors had grown to approximately 250 mm3, compounds in 10% methylcellulose 

were orally administered to the mice (Shin-Etsu Chemical Co, Ltd, Tokyo, Japan).  

Mice were euthanized, and tumors were harvested 6 h after dosing.  The 

pharmacodynamics of the compounds were assessed by measuring tumor cIAP1 protein 

levels, TNFα mRNA levels, and caspase activity.  Plasma murine TNFα (mTNFα) levels 

and other cytokine levels were determined with human TNFα Quantikine ELISA Kits 

or Mouse Cytokine Antibody Arrays, Panel A (R&D Systems, Inc).   

 

SDS-PAGE and western blotting 

Protein extraction and Western blot  analysis were performed as previous described 

[12]. Primary antibody against cIAP1 was purchased from R&D Systems, Inc 

(Minneapolis, MN). A HRP-labeled secondary antibody was purchased from GE 

Healthcare (South Burlington, VT)  

 

Measurement of Caspase-3/7 activities in tumors 

Caspase-3/7 activities in tumors were measured using a Caspase-Glo assay kit 

(Promega Corporation).  Cytosolic extracts from PANC-1 xenografts were prepared by 

homogenization in extraction buffer (25 mmol/L HEPES, pH 7.5; 5 mmol/L MgCl2; and 

1 mmol/L EDTA) and subsequently centrifuged (5 min, 10,000 rpm, 4 °C).  The 

supernatant protein concentrations were adjusted to 1 mg/mL with extraction buffer, 

and equal volumes of reagents and 10 μg/mL cytosolic protein were mixed and 

incubated at room temperature for 30 min.  The luminescence of each sample was 

measured in a luminometer.   

 

In vivo efficacy study 

Eight-week-old mice were inoculated with 5 × 106 PANC-1 cells.  The mean tumor 

volume was calculated using the following formula: Volume = (Width2 × Length)/2.  

When the mean tumor volume reached approximately 250 mm3, the animals were 

randomized into treatment groups containing 4 animals per group.  The murine 

TNFα-neutralizing antibody (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN) was administered 

once at day 22 intraperitoneally, T-3256336 was administered orally twice a day.  The 

tumor regression rate was calculated using the following formula: Tumor regression 

rate (T/C, %) = (tumor volume on the day of the start of administration - tumor volume 
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on the day of completion of administration)/tumor volume on the day of start of 

administration × 100. 
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第四章の実験 

 

Cell lines and reagents 

SK-OV-3, HL-60, A2058, A375, PC3, NCI-H460, and HT-29 cancer cell lines were 

purchased from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). 

Chemotherapy drugs that were used in this studies were all obtained from Sigma–

Aldrich Co. (St Louis, MO) and Z-VAD-FMK was purchased from EMD Millipore 

(Darmstadt, Germany). Pevonedistat was synthesized at Millennium Pharmaceuticals, 

Inc. (Cambridge, MA), (Soucy et. al., 2009). 

 

Cell viability assays, measurements of caspase activity, and real-time PCR 

Cell viability assays, measurements of caspase activity, and real-time PCR analyses 

were performed as described previously. Statistical analyses were performed using 

Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA) and differences were identified 

using two-tailed t-tests where appropriate. Combination index (CI) values for drug 

sensitivity data were calculated on the basis of the Bliss independence model. 

 

SDS-PAGE and Western blotting 

Protein extraction and Western blotting analyses were performed as described 

previously [8]. The anti-cIAP-1 antibody (AF8181) and the anti-human TNFα antibody 

(MAB210) were purchased from R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN). Anti-p27Kip1 

(sc-528) was purchased from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). 

Anti-glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (MAB374) was obtained from EMD 

Millipore (Billerica, MA). Anti-phospho-CHK1 (Ser317) (#2344), anti-phospho-CHK1 

(Ser345) (#2341), anti-phospho-NF-κB p65 (Ser536) (#3033), and anti-PARP (#9542) 

antibodies were purchased from Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, MA). 

HRP-labeled secondary antibody was purchased from GE Healthcare (South Burlington, 

VT). 

 

Flow cytometry 

Cells were seeded at 1 × 106 cells in 10-cm dishes and were cultured overnight. The 

following day, test compounds were diluted in growth medium to the desired final 

concentration and were then added to cells. Cells were trypsinized, washed with PBS, 

treated with 100 μg/mL RNase A, and were stained with 10 μg/mL propidium iodide for 

1 h before cell cycle analyses. Flow-cytometric analyses were performed using a 

FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA). 
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In vivo study 

All animal experiments were performed according to the guidelines of the 

Institutional Animal Care and Use Committee of Takeda Pharmaceutical Company Ltd. 

Eight-week-old mice were inoculated with 5 × 106 HL-60 cells and mean tumor volumes 

were calculated using the following formula: volume = (width2 × length)/2. When mean 

tumor volumes reached approximately 200 mm3, animals were randomized into 

treatment groups of five animals. Pevonedistat was suspended in 10% 

2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin and was adjusted to pH 5.0–5.2 and administered 

intraperitoneally (i.p.) twice weekly. T-3256336 was suspended in 10% methylcellulose 

(Shin-Etsu Chemical Co., Ltd., Tokyo, Japan) and was orally administered twice weekly 

for up to 11 days. Tumor regression rates (T/C, %) were calculated using the following 

formula: Percent T/C = (tumor volume on the day of the start of administration − tumor 

volume on the day of completion of administration)/tumor volume on the day of the start 

of administration × 100. Statistical analyses were performed using Excel and 

differences were identified using two-tailed t-tests. 
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