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研究成果の概要（和文）：既に樹立したヒト癌遺伝子HRASの変異型導入メダカ系統を利用した新規抗癌化合物スクリー
ニングシステムの確立を目的とした。既存薬ライブラリーを用いた一次スクリーニングではゼブラフィッシュ胚の黒色
素産生を減少させる35薬剤を取得し、神経冠細胞系列遺伝子の発現低下を起こす7薬剤を候補とした。二次スクリーニ
ングにおける薬剤投与試験の予備実験としていくつかのRASシグナル下流因子の阻害剤を水槽へ投与し、変異型HRASメ
ダカ個体への効果として生存期間の延長や腫瘍組織中の活性化タンパク質量の減少を確認できた。このシステムでHRAS
高発現型腫瘍に効果のある薬剤をスクリーニングできると考えている。

研究成果の概要（英文）：We have previously reported a transgenic medaka strain expressing human HRAS 
mutant gene. Here, we further intend to establish a novel drug screening system using this medaka. In the 
first screen using our drug library, we obtained 35 drugs which could decrease pigmentation of zebrafish 
embryos. Seven out of 35 drugs were selected as candidate drugs because they had affected the 
downregulation of the gene for marker of embryonic neural crest progenitors. Before the second screening, 
we tried to validate the experimental system using the transgenic HRAS medaka. Inhibitors for downstream 
molecules of RAS signaling were administered to the HRAS medaka. Treatment with sorafenib, an inhibitor 
of Raf kinase, improved their survival, and Trametinib, an inhibitor of MEK, decreased the levels of 
phosphorylated ERK in the tumor tissue. The in vivo system presented here is promising to screen 
potential anticancer drugs.

研究分野： 腫瘍医学

キーワード： がん遺伝子導入メダカ　抗癌剤スクリーニング
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１．研究開始当初の背景 
  研究代表者は平成 23 年度までにヒト
HRAS遺伝子導入による、メダカ悪性黒色腫
モデルを構築した。この系統は受精後 6ヶ
月までに 100％の個体に外観から確認でき
る黒色腫瘍がみられたが、腫瘍を生じるま
での期間には個体差があり、受精後１ヶ月
の稚魚では 30％程度であった。大規模の薬
剤ライブラリーを扱う場合、稚魚の段階で
利用することができれば、労力とコストの
面で非常に優れたスクリーニング系にな
りうる。2011 年に White らはゼブラフィッ
シュ野生型稚魚を用いて神経冠細胞系列
の遺伝子指標である crestinの発現低下を
起こす薬剤をスクリーニングし、この方法
で得た薬剤が黒色素細胞数をも減少させ、
さらに腫瘍増殖を抑制することを示した。
そこで、本研究では当初メダカ野生型稚魚
での黒色素胞の減少を薬剤一次スクリー
ニングの指標とし、その結果得られた候補
薬剤の二次スクリーニングに HRASG12V トラ
ンスジェニックメダカを用いることとし
た。 

 
２． 研究の目的 
  小型魚類の黒色素胞を稚魚の段階で減
少させる薬剤を既存薬ライブラリーの一
次スクリーニングにより取得し、二次スク
リーニングでは HRASG12V トランスジェニッ
クメダカを用いる。黒色腫を発症した
HRASG12V トランスジェニックメダカに得ら
れた候補薬剤を投与し、治療効果を評価す
る。 

 
３． 研究の方法 
(1) 黒色素胞量の豊富な近交系黒メダカを
複数系統入手し、生育能力や薬剤耐性能力
を比較し、既存薬ライブラリーを用いた一
次スクリーニングに使用可能である系統
を選択する。 

(2) 一次スクリーニングについては薬剤濃
度の検討を行う。既存薬ライブラリー（薬
剤数：1164）を初期濃度 10μM で受精後 5
時間のゼブラフィッシュ胚に添加し 48 時
間後、対照群と比較し胚の色素胞黒色化抑
制が見られた薬剤を黒色腫瘍化抑制候補
として選択する。スクリーニングの結果、
黒色素胞の減少もしくは消失のみられた
薬剤については投与する薬剤濃度を希釈
し、効果の濃度依存性を確認する。さらに
ゼブラフィッシュ crestin 遺伝子につい
て whole mount in situ hybridization
（WISH）を行い、神経冠細胞系列の遺伝子
発現低下を確認することで、二次スクリー
ニングを行う薬剤を決定する。決定した薬
剤については新たに異なる製造元の試薬
を購入し、同じ結果が得られるかどうかに
ついて確認する。 

(3) 二次スクリーニングでは黒色腫瘍が進
展した HRASG12V トランスジェニックメダカ

に薬剤を投与し、生存期間および RAS シグ
ナル下流遺伝子産物の増減により治療効
果の測定を試みる。候補薬剤が得られる前
での検証実験であるため、RAS シグナル下
流遺伝子産物のいくつかの阻害剤を用い
ることとした（RAS ファルネシル化阻害剤
FTI-277、BRAF 阻害剤ソラフェニブ、MEK
阻害剤トラメチニブ、S6K1 阻害剤 N-トシ
ル-L-フェニルアラニンクロロメチルケト
ン(TPCK)）。使用濃度については、予め野
生型メダカ系統で 72 時間投与による急性
毒性がみられない濃度を決定する。 

 
４．研究成果 
(1) 一次スクリーニング 
 当初野生型メダカ胚を用いる予定であっ
たが、卵膜の硬さが薬剤処理に適さなかっ
たため、野生型ゼブラフィッシュ胚に変更
した。現在までに既存薬ライブラリー1164
の薬剤すべてについてスクリーニングを
行う事が出来た。黒色化抑制効果のみられ
た 35 の試薬については、さらにゼブラフ
ィッシュ crestin 遺伝子の発現を WISH に
より評価し、発現を抑制することのできた
7 種の薬剤を候補として得た。下図上段は
既存薬ライブラリーの候補として残った
試薬 Aを受精後 5時間のゼブラフィッシュ
胚に 0 nM、20 nM、50 nM の濃度で添加し、
48 時間後、胚を撮影したものである。薬剤
濃度依存的に黒色素産生の減少が見られ、
48 時間後の胚を用いて行った WISH におい
ても crestin遺伝子の発現が濃度依存的に
減少していた(下図下段)。 

 
 候補となった7薬剤については異なる製造
元の試薬を購入し色素産生抑制や遺伝子
発現抑制が再現できるかどうかについて
検討をはじめた。効果の再現された薬剤に
ついては HRASG12V トランスジェニックメダ
カに投与を行う予定である。 

 
(2)二次スクリーニング 
  RASファルネシル化阻害剤FTI-277、BRAF
阻害剤ソラフェニブ、MEK 阻害剤トラメチ
ニブ、S6K1 阻害剤 N-トシル-L-フェニルア
ラニンクロロメチルケトン(TPCK)を用い
て生存期間、RAS シグナル下流遺伝子産物
の増減による治療効果の測定について検
討した。 

① 黒色素胞を過剰発現しているメダカをソ
ラフェニブ投与群と対照群とで各々5 個
体以上準備し、薬剤濃度は 0.1μM から
1μM、投与時間は 1回につき 24 時間 1週



間 1-2 回、4-12 週間とした。3 回行った
生存曲線の解析では、常に有意な生存期
間の延長がみられた。図の生存曲線はソ
ラフェニブ 0.1μM 投与群 14 個体と対照
群 13 個体とで、1回につき 24 時間、2週
間で 4 回投与した実験で得た結果である。
両群間でログランク検定を行うと P = 
0.0267 と有意な差が生じた。 

② FTI-277（5μM、72時間x 4）トラメチニ
ブ(10-50 nM、72時間x 4)、については生
存期間の延長はみられていない。トラメ
チニブを72時間2回投与後、黒色腫瘍部か
らタンパクを抽出しウェスタンブロッテ
ィングを行ったところ活性型リン酸化
ERKのタンパク量が著しく減少していた。
生存期間の延長はみられなかったものの、
水槽中の薬剤が体内にとりこまれ、その
結果組織から抽出したタンパク量が変化
したと考えられる。 

③ トラメチニブ(10-50 nM)、TPCK(50-100 
nM)を併用し、2ヶ月齢のHRASG12V腫瘍メダ
カの飼育水中に投与後(72時間x 4-10)、
生存期間、RAS下流シグナルタンパク質リ
ン酸化を指標に評価を行った。単剤投与
では現時点で対照群との有意な差は見ら
れず、並行投与群は濃度を低く設定して
も約2週間で死滅してしまうため投与法
の改善が必要である。 

④ これらの結果から、HRAS腫瘍メダカに対 
し薬剤を水中投与することで効果の測定
評価が可能であると考えられる。 

(3) 考察 
  一次スクリーニングではゼブラフィッシ
ュ野生型稚魚を用いたが、孵化前の胚は多
数の個体(数百)を同時に用意できるととも
に、個体サイズが 1 mm と小さいため投与に
必要な薬剤量が少なくて済む（約 1/200 量）
という利点がある。また、黒色素胞の減少
もしくは消失を薬剤評価の指標にしている
ので、この時選択されてくる薬剤には色素
細胞の生成に関わる多くの分子が含まれる
はずであり、悪性黒色腫だけでなく、色素
異常関連疾患に関与する分子も存在すると
考えられる。色素異常関連疾患では、生育
に支障のある疾患から美容上の問題となる
疾患まで幅広い症状が関わっており、得ら
れた候補薬剤の応用範囲は広い。 

  HRASG12Vトランスジェニックメダカに候
補薬剤を投与して行う二次スクリーニング
の予備実験として、RAS シグナル関連のい
くつかの阻害剤を用いて生存期間および下
流遺伝子産物の増減により治療効果の測定
を試みた。このような in vivoでの簡便な
治療実験は今までに行われたことはなく、
これらは臨床応用の前段階試験として最適
な実験系であると考えている。 
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