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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
１日に5ｍｇ/Kg～100ｍｇ/Kgの用量で投与することを特徴とする、ジスルフィラム若しく
はその薬理学的に許容される塩またはそれらの溶媒和物からなる肝がん幹細胞のスフェア
形成能およびリプレーティング活性の阻害剤。
【請求項２】
１日に5ｍｇ/Kg～100ｍｇ/Kgの用量で投与することを特徴とする、ジスルフィラム若しく
はその薬理学的に許容される塩またはそれらの溶媒和物からなる肝がん幹細胞のスフェア
形成能およびリプレーティング活性の阻害剤に、さらに付加的な抗がん活性成分を含む肝
がん治療用組成物。
【請求項３】
１日に5ｍｇ/Kg～100ｍｇ/Kgの用量で投与することを特徴とする、ジスルフィラム若しく
はその薬理学的に許容される塩またはそれらの溶媒和物からなる、ＥｐＣＡＭ陽性肝がん
細胞の増殖能および／または自己複製の抑制剤。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ジスルフィラム若しくはその薬理学的に許容される塩またはそれらの溶媒和
物からなる肝がん幹細胞阻害剤、並びに該肝がん幹細胞阻害剤を含む肝がん治療用組成物
に関する。また本発明は、肝がん幹細胞の阻害および肝がん治療におけるジスルフィラム
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若しくはその薬理学的に許容される塩またはそれらの溶媒和物の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　肝がんは、肝臓に発生した悪性腫瘍を意味し、肝臓そのものから発症した原発性肝がん
と、他の臓器のがんが肝臓に転移した続発性肝がん（転移性肝がんともいう）に大別され
る。原発性肝がんはさらに組織の型により肝細胞癌や胆管細胞癌などに分けられる。原発
性肝がんのうち、肝細胞癌がその約９５％を占めている。
【０００３】
　厚生労働省人口動態統計（２００９年度）によれば、原発性肝がんによる死亡者数は年
間３万人を超えており、また治療後の再発も極めて多いことから、原発性肝がんは難治が
んの１つとして認識されている。
【０００４】
　抗がん剤を用いたがん治療法は、手術適応のない進行がん患者のみならず、手術前後の
補助療法としても広く用いられており、がん治療における薬物療法の重要性は揺るぎない
ものである。
【０００５】
　近年、多くの腫瘍において、限られた分化と自己複製を繰り返しながら、腫瘍構成細胞
を供給し続ける「がん幹細胞」の存在が明らかにされている。がん組織に存在するがん細
胞はその全てが無限の自己複製能や多分化能を有するわけではない。がんは性質の異なる
不均一ながん細胞の集合体であり、その中でがん幹細胞のみが自己複製能や多分化能を有
しており、がんを形成する能力を有する。一方、幹細胞としての能力を持たないがん細胞
は、一定の増殖能を持つもののその能力は有限で、がん幹細胞をもたない細胞集団はがん
を形成することができない。がん幹細胞は白血病において最初に報告され（非特許文献１
）、その後、乳がんや脳腫瘍においても一部のがん幹細胞が高い腫瘍形成能を持つという
報告がなされている（非特許文献２、３）。さらに、大腸癌、肝細胞癌、膵臓癌でがん幹
細胞としての性質を持つ細胞が報告されている（非特許文献４－５、６－７、８）。
【０００６】
　がん幹細胞は、無血清条件下で足場非依存性に浮遊培養することによりスフェアと呼ば
れる球形の非接着性細胞塊を形成する。スフェアは個々の細胞の境界が不明瞭であるとい
う特徴を有する。一方、がん幹細胞以外のがん細胞は、このような条件下で培養すると殆
どの細胞が死滅する。このような浮遊（スフェア）培養法は、神経幹細胞の培養・濃縮法
として確立されたが、種々のがん幹細胞、例えば乳がん幹細胞、グリオーマおよび髄芽腫
幹細胞、メラノーマ幹細胞なども、塩基性線維芽細胞増殖因子（ｂＦＧＦ）や上皮細胞増
殖因子（ＥＧＦ）などの成長因子を加えた無血清培地中で浮遊細胞塊を形成し、維持・濃
縮されていることが報告されている。このように、浮遊（スフェア）培養法は、がん幹細
胞の同定方法および単離方法として使用されている。
【０００７】
　がん幹細胞は、発癌や転移などにおいて中心的役割を果たす。また、がん幹細胞は現行
の抗がん剤治療や放射線療法に対して耐性を示すことが多く、治療後再発の主たる要因で
あるとの指摘もある。そのため、がん幹細胞はがん治療における本質的なターゲットとし
て認識されつつある。しかしながら、がん幹細胞の起源、機能、および特性、並びに治療
抵抗性の分子機構などについては未だ詳細には解明されておらず、また、臨床応用可能な
がん幹細胞阻害剤やがん幹細胞阻害方法は報告されていない。
【０００８】
　ジスルフィラムは、１８８１年に初めて合成され、ゴムの硫化促進剤として使用されて
いた。その後、ジスルフィラムがアルデヒドデヒドロゲナーゼ阻害作用を示し、肝臓にお
けるエチルアルコール代謝を抑制して悪酔いの原因となるアセトアルデヒドを体内に蓄積
させることが明らかになった。そのため、ジスルフィラムは、少量の酒でも悪心や二日酔
い様症状をもたらす。このような作用を利用して、ジスルフィラムは慢性アルコール中毒
に対する抗酒療法に使用されている。
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【０００９】
　また、ジスルフィラムが、乳がん細胞、前立腺癌細胞、メラノーマ細胞のアポトーシス
を誘導したことや、担癌マウスにおいて癌の増殖を阻害したことを示す文献が報告されて
いる（非特許文献９、１０、１１）。さらに、ジスルフィラムが、細胞内活性酸素（Ｒｅ
ａｃｔｉｖｅ　Ｏｘｙｇｅｎ　Ｓｐｅｃｉｅｓ；ＲＯＳ）レベルの上昇およびそれによる
ｐ３８マイトジェン活性化プロテインキナーゼ（Ｍｉｔｏｇｅｎ　Ａｃｔｉｖａｔｅｄ　
Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｋｉｎａｓｅ；ＭＡＰＫ）の活性化、並びにＮＦκＢ経路の調節により
、がん幹細胞様の特性を有する乳がん細胞を標的として細胞増殖抑制とアポトーシスを誘
導することが報告されている
（非特許文献１２）。
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696 (2012)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　肝がんは年間の死亡者数が多くかつ治療後の再発が極めて多いことから、難治がんの１
つとして認識されている。一方、腫瘍の発生、転移、再発などにがん幹細胞が中心的役割
を果たすことが報告されている。がん幹細胞は既存の抗がん剤治療や放射線治療に対して
抵抗性を示すため、かかる治療によりがんの寛解が得られても残存したがん幹細胞により
再発や転移などが引き起こされる。したがって、がん幹細胞の阻害に効果を有する薬剤を
開発する必要があるが、現時点で臨床応用に至った薬剤はない。
【００１２】
　肝がんでも、肝がん幹細胞としての性質を持つ細胞が報告されているが、肝がん幹細胞
の阻害に効果のある薬剤は未だ報告されていない。
【００１３】
　本発明の課題は、肝がん幹細胞の阻害に効果を有する化合物を提供することである。本
発明のさらなる課題は、肝がん幹細胞の阻害に効果を有する化合物を含む肝がん治療用組
成物を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明者らは上記課題を解決すべく、肝がん幹細胞の阻害に効果を有する化合物に関す
る探索的研究を進めた。その結果、アルコール依存症治療薬と知られているジスルフィラ
ムが、培養細胞系および免疫不全マウスを用いた異種移植モデルにおいて用量依存性に肝
がん細胞の増殖抑制効果およびアポトーシス誘導作用を示すこと、並びに肝がん幹細胞に
対しても阻害効果を示すことを見出した。そして本発明者らは、ジスルフィラムの単独投
与あるいは既存の抗がん剤との併用投与が、肝がん患者に対する有用かつ新規の治療法と
なる可能性が高いと考え、本発明を完成した。
【００１５】
　すなわち、本発明は以下に関する：
　１．ジスルフィラム若しくはその薬理学的に許容される塩またはそれらの溶媒和物から
なる肝がん幹細胞阻害剤、
　２．上記の肝がん幹細胞阻害剤を含む肝がん治療用組成物、
　３．ジスルフィラム若しくはその薬理学的に許容される塩またはそれらの溶媒和物から
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なる肝がん幹細胞阻害剤に、さらに付加的な抗がん活性成分を含む肝がん治療用組成物、
　４．ジスルフィラム若しくはその薬理学的に許容される塩またはそれらの溶媒和物の肝
がん幹細胞の阻害における使用、
　５．ジスルフィラム若しくはその薬理学的に許容される塩またはそれらの溶媒和物の肝
がん治療における使用。
【発明の効果】
【００１６】
　本発明によれば、ジスルフィラム若しくはその薬理学的に許容される塩またはそれらの
溶媒和物からなる肝がん幹細胞阻害剤、および該肝がん幹細胞阻害剤を含む肝がん治療用
組成物を提供できる。
【００１７】
　本発明に係る肝がん幹細胞阻害剤は、肝がん細胞および肝がん幹細胞のいずれにも阻害
効果を示すため、肝がんの治療において極めて有効である。肝がん細胞のみに阻害効果を
示すが肝がん幹細胞に阻害効果を示さない薬剤は、肝がんの治療において一時的に寛解を
得ることができても、残存した肝がん幹細胞により再発や転移が生じる。本発明に係る肝
がん幹細胞阻害剤は、肝がん幹細胞に阻害効果を有するため、治療後の再発や転移の可能
性が少なく、肝がんの治療に高い効果を示す。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】ジスルフィラムが、４種類のヒト肝がん培養細胞系Ｈｕｈ１、Ｈｕｈ７、ＰＬＣ
／ＰＲＦ／５、およびＨｕｈ６の増殖をすべて用量依存的に抑制したことを示す図である
。左上パネルはＨｕｈ１、右上パネルはＨｕｈ７、左下パネルはＰＬＣ／ＰＲＦ／５、お
よび右下パネルはＨｕｈ６に関する結果を示す。横軸は培養開始後の時間（ｈｏｕｒ）を
、縦軸は細胞数（Ｃｅｌｌ　ｎｕｍｂｅｒ）を示す。図中、Ｍｏｃｋはジスルフィラム非
添加のコントロールを意味し、「＊」は有意差があることを示す。（実施例１）
【図２】免疫不全マウスにヒト肝がん培養細胞系Ｈｕｈ７を移植した生体内異種移植系に
おいて、ジスルフィラムが腫瘍増大を抑制したことを示す図である。図中、「＊」は有意
差があることを示す。（実施例２）
【図３－Ａ】４種類のヒト肝がん培養細胞系Ｈｕｈ１、Ｈｕｈ７、ＰＬＣ／ＰＲＦ／５、
およびＨｕｈ６の浮遊培養（スフェア培養）におけるスフェア形成を、ジスルフィラムが
用量依存的に阻害したことを示す図である。スフェア形成は顕微鏡下で観察した。
【図３－Ｂ】４種類のヒト肝がん培養細胞系Ｈｕｈ１、Ｈｕｈ７、ＰＬＣ／ＰＲＦ／５、
およびＨｕｈ６の浮遊培養（スフェア培養）におけるスフェア形成を、ジスルフィラムが
用量依存的に阻害したことを示す図である。スフェア形成は顕微鏡下で観察し、スフェア
径１００ミクロンを超えたものを計数した。縦軸は１００ミクロンを超えたスフェアの数
（Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　Ｓｐｈｅｒｅｓ）を示す。図中、「＊」は有意差があることを示
す。（実施例３）
【図４】肝がん培養細胞系Ｈｕｈ１およびＨｕｈ７で、ジスルフィラム非添加（Ｍｏｃｋ
）培養に比べて、ジスルフィラム（ＤＳＦ）添加培養により、肝がん幹細胞分画で高発現
が認められる細胞表面マーカーである上皮細胞接着分子（Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌ
ｌ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ；ＥｐＣＡＭ）、ＣＤ１３、およびＣＤ１３３
を高発現する分画が有意に減少したことを示す図である。各図中、上段の数字はＭｏｃｋ
培養の細胞表面マーカー高発現分画の割合を示し、下段の数字はＤＳＦ添加培養の細胞表
面マーカー高発現分画の割合を示す。（実施例４）
【図５－Ａ】肝がん培養細胞系Ｈｕｈ１およびＨｕｈ７で、ジスルフィラム（ＤＳＦ）処
理（２日間）の細胞では、ＤＭＳＯ処理（Ｍｏｃｋ）の細胞に比して、ＲＯＳ感受性の色
素であるＤＣＦＤＡおよびＭｉｔｏＳＯＸＴＭ試薬のいずれの試薬による染色においても
、ＲＯＳレベルの上昇が観察されたことを示す図である。（実施例５）
【図５－Ｂ】肝がん培養細胞系Ｈｕｈ１およびＨｕｈ７で、ジスルフィラム（ＤＳＦ）処
理（２日間）の細胞では、ほぼすべての細胞の核において、リン酸化ｐ３８　ＭＡＰＫの
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発現（すなわちｐ３８の活性化）とＤＮＡ結合色素であるＤＡＰＩの重複像が観察された
ことを示す図である。ＤＳＦ処理細胞で観察されたｐ３８　ＭＡＰＫの活性化は、抗酸化
剤であるＮ－アセチル－Ｌ－システイン（ＮＡＣ）の添加により消失した。一方、ＤＭＳ
Ｏ処理（Ｍｏｃｋ）の細胞では、リン酸化ｐ３８　ＭＡＰＫの発現は認められなかった。
（実施例５）
【図６】肝がん培養細胞系Ｈｕｈ１およびＨｕｈ７のＥｐＣＡＭ陽性細胞で、ジスルフィ
ラム（ＤＳＦ）処理によりスフェア形成能およびリプレーティング活性（自己複製能）が
低下したこと、並びにＤＳＦと同時にｐ３８特異的阻害剤ＳＢ２０３５８０を添加するこ
とにより、スフェア形成能およびリプレーティング活性（自己複製能）の低下が改善傾向
を示したが、コントロールであるＤＭＳＯ処理の細胞の結果と同レベルには至らなかった
ことを示す図である。（実施例６）
【図７】肝がん培養細胞系Ｈｕｈ１およびＨｕｈ７のＥｐＣＡＭ陽性細胞で、ジスルフィ
ラム（ＤＳＦ）処理または５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）処理後に、発現変動した遺
伝子の数を解析した結果を示す図である。ＤＳＦ処理により両方の肝がん培養細胞系で６
９８遺伝子の発現が上昇し、６０５遺伝子の発現が低下した。５－ＦＵ処理により両方の
肝がん培養細胞系で７１７遺伝子の発現が上昇し、１，３５０遺伝子の発現が低下した。
（実施例７）
【図８】肝がん培養細胞系Ｈｕｈ１およびＨｕｈ７のＥｐＣＡＭ陽性細胞で、ジスルフィ
ラム（ＤＳＦ）処理または５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）処理後に、発現変動した遺
伝子の機能分類を行った結果を示す図である。５－ＦＵ処理にて治療に対する細胞応答（
ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｔｏ　ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ）の機能カテゴ
リーに分類される遺伝子が最も有意差をもって抽出されたのに対して、ジスルフィラム処
理した細胞では、これらの遺伝子群は１つも抽出されなかった。また、発現低下した遺伝
子群の機能分類では、ジスルフィラム処理した細胞では、代謝に関わる遺伝子が多く抽出
された。（実施例７）
【図９－Ａ】ジスルフィラム処理した肝がん培養細胞系Ｈｕｈ１およびＨｕｈ７のＥｐＣ
ＡＭ陽性肝がん細胞において、Ｇｌｙｐｉｃａｎ３（ＧＰＣ３）遺伝子が有意に発現低下
したことを示す図である。ＧＰＣ３遺伝子の発現はマイクロアレイ（Ｍｉｃｒｏａｒｒａ
ｙ）およびリアルタイム（Ｒｅａｌｔｉｍｅ）ＲＴ－ＰＣＲにより検出した。図の縦軸は
ＧＰＣ３のｍＲＮＡ発現のＬｏｇ２倍率変化（Ｌｏｇ２－ｆｏｌｄ　ｃｈａｎｇｅ）を示
す。（実施例７）
【図９－Ｂ】ＧＰＣ３に対するショートヘアピンＲＮＡ（ｓｈ－ＲＮＡ）を安定発現させ
た肝がん培養細胞系Ｈｕｈ１およびＨｕｈから純化したＥｐＣＡＭ陽性細胞では、スフェ
ア形成能（下左パネル）およびリプレーティング活性（自己複製能、下右パネル）の抑制
が観察されたことを示す図である。（実施例７）
【図１０】ジスルフィラム処理（Ｄｉｓｕｌｆｉｒａｍ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）は、細胞
内ＲＯＳレベル（ＲＯＳ　ｌｅｖｅｌ）の上昇に伴うｐ３８　ＭＡＰＫの活性化（ｐ３８
　ＭＡＰＫ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ）および、Ｇｌｙｐｉｃａｎ３の発現抑制（Ｇｌｙｐ
ｉｃａｎ３　ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ）により、癌源細胞（Ｔｕｍｏｒ－Ｉｎｉｃ
ｉａｔｉｎｇ　Ｃｅｌｌ；Ｔ－ＩＣ）の自己複製を抑制すること（ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
　ｏｆ　ｓｅｌｆ－ｒｅｎｅｗａｌ）、並びにアポトーシスを誘導する（ａｐｏｐｔｏｓ
ｉｓ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ）ことを説明する図である。Ｔ－ＩＣは自己複製せずに分化細
胞（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ　ｃｅｌｌｓ）になり、アポトーシス誘導によりアポ
トーシス細胞（ａｐｏｐｔｏｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ）が検出される。（実施例７）
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　本発明は、ジスルフィラム若しくはその薬理学的に許容される塩またはそれらの溶媒和
物からなる肝がん幹細胞阻害剤、および該肝がん幹細胞阻害剤を含む肝がん治療用組成物
に関する。
【００２０】
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　用語「がん幹細胞（Ｃａｎｃｅｒ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ）」とは、腫瘍内に存在し、自
己複製能と腫瘍を構成するさまざまな系統のがん細胞を生み出す能力を併せ持つ細胞を意
味する。より詳しくは、がん幹細胞は、亜分画として腫瘍内に存在し、自己複製能、多分
化能、および腫瘍形成能を有する細胞を意味する。「自己複製能」とは自己と全く同じ幹
細胞を作り出す能力をいう。「多分化能」とは、複数系統の細胞に分化し得る能力をいう
。「腫瘍形成能」とは、腫瘍を発生させる性質をいう。がんは悪性の腫瘍であり、腫瘍は
生体構成組織において自律性をもって過剰に増殖する組織と定義される。悪性の腫瘍とは
、腫瘍を構成する細胞の形態や配列がその由来する正常細胞と異なっており、局部組織へ
の浸潤能力や他の組織や臓器への転移能力を有する腫瘍をいう。「がん幹細胞」は、癌源
細胞（Ｔｕｍｏｒ－Ｉｎｉｔｉａｔｉｎｇ　Ｃｅｌｌ；Ｔ－ＩＣ）とも称される。
【００２１】
　用語「肝がん幹細胞」は、肝臓腫瘍内に存在し、自己複製能、多分化能、および肝臓腫
瘍形成能を有する細胞をいう。
【００２２】
　用語「肝がん幹細胞阻害剤」は、肝がん幹細胞を標的として、肝がん幹細胞の増殖抑制
効果または細胞傷害効果を示す薬剤をいう。肝がん幹細胞阻害剤はまた、肝がん幹細胞の
機能、例えば自己複製能、多分化能、および肝臓腫瘍形成能のいずれか１つまたは２つ以
上の機能を阻害する薬剤であり得る。
【００２３】
　ジスルフィラムは、その化学名がテトラエチルチウラムジスルフィド（ｔｅｔｒａｅｔ
ｈｙｌｔｈｉｕｒａｍ　ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ）であり、慢性アルコール中毒に対する抗酒
療法に使用されている。ジスルフィラムは、日本薬局方収載の処方せん医薬品であり、医
療機関にて入手可能である。
【００２４】
　本発明において、ジスルフィラムが培養細胞系および免疫不全マウスを用いた異種移植
モデルにおいて用量依存性に肝がん細胞の増殖を抑制し、抗がん作用を発揮すること、お
よび、幹細胞培養法として知られているスフェア培養およびフローサイトメトリー解析に
よりジスルフィラムが肝がん幹細胞に対しても効果を発揮することを見出した。ジスルフ
ィラムは肝がん細胞および肝がん幹細胞のいずれにも阻害効果を示すため、肝がんに対す
る新規治療薬としての有用性および有効性が極めて高い。
【００２５】
　本発明においてジスルフィラムは、遊離体のままでもよく、薬理学的に許容される塩で
あってもよい。薬理学的に許容される塩として、酸付加塩および塩基付加塩を挙げること
ができる。酸付加塩として、塩酸塩、臭化水素酸塩、硫酸塩、ヨウ化水素酸塩、硝酸塩、
またはリン酸塩などの無機酸塩、およびクエン酸塩、シュウ酸塩、酢酸塩、ギ酸塩、プロ
ピオン酸塩、安息香酸塩、トリフルオロ酢酸塩、マレイン酸塩、酒石酸塩、メタンスルホ
ン酸塩、ベンゼンスルホン酸塩、またはパラトルエンスルホン酸塩などの有機酸塩を例示
できる。塩基付加塩として、ナトリウム塩、カリウム塩、カルシウム塩、マグネシウム塩
、またはアンモニウム塩などの無機塩基塩、およびトリエチルアンモニウム塩、トリエタ
ノールアンモニウム塩、ピリジニウム塩、ジイソプロピルアンモニウム塩などの有機塩基
塩を例示できる。また、ジスルフィラムは、遊離体および塩のほか、これらの溶媒和物で
あってもよい。溶媒和物として、水和物やエタノール和物などを例示できるが、医薬品と
して許容される他の溶媒との溶媒和物であればいずれの溶媒和物であってもよい。
【００２６】
　本発明に係る肝がん幹細胞阻害剤は、必要に応じて、医薬用に許容される担体（医薬用
担体）を含む医薬組成物として製造できる。
【００２７】
　医薬用担体は、製剤の使用形態に応じて通常使用される、充填剤、増量剤、結合剤、付
湿剤、崩壊剤、滑沢剤、希釈剤および賦形剤を例示できる。これらは得られる製剤の投与
形態に応じて適宜選択して使用される。より具体的には、水、医薬的に許容される有機溶
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剤、コラーゲン、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、カルボキシビニルポリ
マー、アルギン酸ナトリウム、水溶性デキストラン、カルボキシメチルスターチナトリウ
ム、ペクチン、キサンタンガム、アラビアゴム、カゼイン、ゼラチン、寒天、グリセリン
、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、ワセリン、パラフィン、ステアリル
アルコール、ステアリン酸、ヒト血清アルブミン、マンニトール、ソルビトール、ラクト
ースを例示できる。これらは、目的とする薬剤の剤形に応じて適宜１種類または２種類以
上を組み合わせて使用される。そのほか、安定化剤、殺菌剤、緩衝剤、等張化剤、キレー
ト剤、界面活性剤、およびｐＨ調整剤などを適宜使用することもできる。安定化剤は、例
えばヒト血清アルブミンや通常のＬ－アミノ酸、糖類、セルロース誘導体を例示できる。
Ｌ－アミノ酸は、特に限定はなく、例えばグリシン、システイン、グルタミン酸などのい
ずれでもよい。糖類も特に限定はなく、例えばグルコース、マンノース、ガラクトース、
果糖などの単糖類、マンニトール、イノシトール、キシリトールなどの糖アルコール、シ
ョ糖、マルトース、乳糖などの二糖類、デキストラン、ヒドロキシプロピルスターチ、コ
ンドロイチン硫酸、ヒアルロン酸などの多糖類などおよびそれらの誘導体などのいずれで
もよい。セルロース誘導体も特に限定はなく、メチルセルロース、エチルセルロース、ヒ
ドロキシエチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、ヒドロキシプロピルメチル
セルロース、カルボキシメチルセルロースナトリウムなどのいずれでもよい。界面活性剤
も特に限定はなく、イオン性界面活性剤および非イオン性界面活性剤のいずれも使用でき
る。界面活性剤には、例えばポリオキシエチレングリコールソルビタンアルキルエステル
系、ポリオキシエチレンアルキルエーテル系、ソルビタンモノアシルエステル系、脂肪酸
グリセリド系などが包含される。緩衝剤は、ホウ酸、リン酸、酢酸、クエン酸、ε－アミ
ノカプロン酸、グルタミン酸および／またはそれらに対応する塩（例えばそれらのナトリ
ウム塩、カリウム塩、カルシウム塩、マグネシウム塩などのアルカリ金属塩やアルカリ土
類金属塩）を例示できる。等張化剤は、塩化ナトリウム、塩化カリウム、糖類、グリセリ
ンを例示できる。キレート剤は、例えばエデト酸ナトリウム、クエン酸を例示できる。
【００２８】
　本発明に係る肝がん治療用の医薬組成物は、上記肝がん幹細胞阻害剤に加え、がんの治
療に有効な付加的な活性成分を組み合わせて含む肝がん治療用組成物であり得る。本発明
において活性成分とは、腫瘍細胞、例えばがん細胞および／またはがん幹細胞、好ましく
は肝がん細胞および／または肝がん幹細胞に対し、増殖抑制効果、細胞傷害効果、または
薬剤に対する細胞の感受性を増強する効果を示す化合物をいう。
【００２９】
　がんの治療に有効な付加的な活性成分は特に限定されず、腫瘍細胞に対し増殖抑制効果
、細胞傷害効果、または薬剤に対する細胞の感受性を増強する効果を示す化合物であれば
いずれを用いることもできる。がんの治療に有効な付加的な活性成分として、例えば化学
療法剤、生物学的応答修飾剤、化学的感作剤などに含まれる活性成分を例示できる。
【００３０】
　化学療法剤とは、がん細胞を死滅させるまたはそれらの増殖を遅らせるために用いる薬
剤を意味する。したがって、細胞傷害性薬と細胞増殖抑制剤の双方が化学療法薬であると
みなされる。化学療法剤の例は、従来タキサン類（例えば、パクリタキセル、ドキセタキ
セル、ＲＰＲ１０９８８１Ａ、ＳＢ－Ｔ－１２１３、ＳＢ－Ｔ－１２５０、ＳＢ－Ｔ－１
０１１８７、ＢＭＳ－２７５１８３、ＢＲＴ ２１６、ＤＪ－９２７、ＭＡＣ－３２１、
ＩＤＮ５１０９、およびＩＤＮ５３９０）、ビンカアルカロイド類（例えば、ビンクリス
チン、ビンブラスチン、ビンデシン、ビンフルニン、ビノレルビン、およびヒドロビンブ
ラスチン）、ドラスタチン類（ドラスタチン－１０、ドラスタチン－１５、ＩＬＸ６５１
、ＴＺＴ－１０２７、シンプロスタチン１、シンプロスタチン３、およびＬＵ１０３７９
３）、クリプトフィシン類（例えば、クリプトフィシン１およびクリプトフィシン５２）
、エポチロン類（例えば、エポチロンＡ、エポチロンＢ、デオキシエポチロンＢ、および
エポチロンＢラクタム）、エレウテロビン、ディスコデルモリド、２－エピ－ディスコデ
ルモリド、２－デス－メチルディスコデルモリド、５－ヒドロキシメチルディスコデルモ
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リド、１９－デス－アミノカルボニルディスコデルモリド、９（１３）－シクロディスコ
デルモリド、またはラウリマリドである。
【００３１】
　具体的には、単剤である化学療法剤として、ニトロソウレア系薬剤（Ｎｉｔｒｏｓｏｕ
ｒｅａｓ）、窒素マスタード系薬剤（Ｎｉｔｒｏｇｅｎ　ｍｕｓｔａｒｄ）、トリアジン
系薬剤（Ｔｒｉａｚｅｎｅｓ）、アンスラサイクリン系薬剤（Ａｎｔｈｒａｃｙｃｌｉｎ
ｅ）、ビンカアルカロイド系薬剤（Ｖｉｎｃａ　ａｌｉｋａｒｏｉｄｓ）、エピポドフィ
ロトキシン系薬剤（Ｅｐｉｐｏｄｏｐｈｙｌｌｏｔｏｘｉｎｓ）、タキサン系薬剤（Ｔａ
ｘａｎｅｓ）、ホルモン類似体（Ｈｏｒｍｏｎａｌ　ａｎａｌｏｇｓ）および白金製剤（
Ｐｌａｔｉｎｕｍ　ｄｒｕｇｓ）などを例示できる。ニトロソウレア系薬剤として、カル
ムスチン（Ｃａｒｍｕｓｔｉｎｅ、ＢＣＮＵ）、ロムスチン（Ｌｏｍｕｓｔｉｎｅ、ＣＣ
ＮＵ）、セムスチン（Ｓｅｍｕｓｔｉｎｅ）、フォテムスチン（Ｆｏｔｅｍｕｓｔｉｎｅ
、ＦＴＭ）およびニムスチン（Ｎｉｍｕｓｔｉｎｅ、ＡＣＮＵ）などを例示できる。窒素
マスタード系薬剤として、シクロホスファミド（Ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ、Ｃ
ＰＡ）を例示できる。トリアジン系薬剤として、ダカルバジン（Ｄａｃａｒｂａｚｉｎｅ
、ＤＴＩＣ）およびテモゾロミド（Ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ、ＴＭＺ）などが例示され
る。アンスラサイクリン系薬剤として、ドキソルビシン（Ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ、ＤＸ
Ｒ）およびブレオマイシン（Ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ、ＢＬＭ）を例示できる。ビンカアルカ
ロイド系薬剤として、ビンクリスチン（Ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ、ＶＣＲ）、ビンデシン
（Ｖｉｎｄｅｓｉｎｅ、ＶＤＳ）およびビンブラスチン（Ｖｉｎｂｌａｓｔｉｎｅ、ＶＬ
Ｂ）などを例示できる。エピポドフィロトキシン系薬剤として、エトポシド（Ｅｔｏｐｏ
ｓｉｄｅ）を例示できる。タキサン系薬剤として、パクリタキセル（Ｐａｃｌｉｔａｘｅ
ｌ、ＰＴＸ）、ドセタキセル（Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ、ＴＸＴ）を例示できる。ホルモン類
似体として、抗エストロゲン剤（Ａｎｔｉｅｓｔｒｏｇｅｎ）、タモキシフェン（Ｔａｍ
ｏｘｉｆｅｎ、ＴＡＭ）を例示できる。白金製剤として、シスプラチン（Ｃｉｓｐｌａｔ
ｉｎ、ＣＤＤＰ）、カルボプラチン（Ｃａｒｂｏｐｌａｔｉｎ、ＣＢＤＣＡ）を例示でき
る。好ましくは、トリアジン系薬剤を例示できる。
【００３２】
　生物学的応答修飾薬とは、疾病と闘う免疫系の能力を刺激するまたは回復させる薬剤を
意味する。すべてではないがいくつかの生物学的応答修飾薬は、がん細胞の増殖を遅らせ
ることができ、したがって化学療法剤であるともみなされる。生物学的応答修飾薬として
、インターフェロン（α、β、γ）、インターロイキン－２、リツキシマブ、およびトラ
スツズマブなどを例示できる。
【００３３】
　化学感作剤とは、化学療法剤の効果に対する腫瘍細胞の感受性をより高くさせる薬剤を
意味する。
【００３４】
　本発明に係る肝がん幹細胞阻害剤の用量範囲は特に限定されず、投与形態、投与経路、
疾患の種類、対象の性質（体重、年齢、病状および他の医薬の使用の有無など）、および
担当医師の判断などに応じて適宜選択される。適当な用量は、当該分野においてよく知ら
れた最適化のための一般的な常套的実験を用いて決定することができるが、一般的には例
えば対象の体重１ｋｇあたり０．０１μｇ乃至１０００ｍｇ程度、好ましくは約０．１μ
ｇ乃至１００ｍｇ程度の範囲である。上記投与量は１日１回乃至数回に分けて投与するこ
とができる。
【００３５】
　本発明に係る肝がん幹細胞阻害剤の好ましい用量は、マウスにおける抗腫瘍効果が５０
ｍｇ／ｋｇ隔日投与で認められている（後述する実施例２参照）ことを基準にすると、１
日に５ｍｇ／ｋｇ乃至１００ｍｇ／ｋｇ、より好ましくは１０ｍｇ／ｋｇ乃至５０ｍｇ／
ｋｇである。実際に、患者が６０ｋｇであると想定して１日に０．２５ｇ乃至１．５ｇで
連日投与内服のプロトコルにて臨床第Ｉ相試験を開始している。
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【００３６】
　本発明に係る肝がん治療用組成物に含まれる有効成分の量は、広範囲から適宜選択され
る。通常約０．００００１－７０重量％、好ましくは０．０００１－５重量％程度の範囲
である。
【００３７】
　投与経路は、全身投与または局所投与のいずれも選択することができる。この場合、疾
患、症状などに応じた適当な投与経路を選択する。本発明に係る薬剤は、経口経路および
非経口経路のいずれによっても投与できるが、経口投与がより好ましい。非経口経路とし
ては、通常の静脈内投与、動脈内投与のほか、皮下、皮内、筋肉内などへの投与を挙げる
ことができる。あるいは、本発明に係る薬剤は、腫瘍内投与することができる。
【００３８】
　剤形は、特に限定されず、種々の剤形とすることができる。例えば、溶液製剤として使
用できるほかに、これを凍結乾燥化し保存し得る状態にした後、用時、水や生理的食塩水
などを含む緩衝液などで溶解して適当な濃度に調製した後に使用することもできる。また
持続性剤形または徐放性剤形であってもよい。
【００３９】
　具体的には、経口投与のためには、錠剤、カプセル剤、散剤、顆粒剤、丸剤、液剤、乳
剤、懸濁液、溶液剤、酒精剤、シロップ剤、エキス剤、エリキシル剤とすることができる
。非経口剤としては、例えば、皮下注射剤、静脈内注射剤、筋肉内注射剤、腹腔内注射剤
などの注射剤、経皮投与または貼付剤、軟膏またはローション、口腔内投与のための舌下
剤、口腔貼付剤、ならびに経鼻投与のためのエアゾール剤、坐剤とすることができるが、
これらには限定されない。これらの製剤は、製剤工程において通常用いられる公知の方法
により製造することができる。
【００４０】
　経口用固形製剤を調製する場合は、上記有効成分に賦形剤、必要に応じて結合剤、崩壊
剤、滑沢剤、着色剤、矯味剤、矯臭剤などを加えた後、常法により錠剤、被覆錠剤、顆粒
剤、散剤、カプセル剤などを製造することができる。そのような添加剤としては、当該分
野で一般的に使用されるものでよく、例えば、賦形剤としては、乳糖、白糖、塩化ナトリ
ウム、ブドウ糖、デンプン、炭酸カルシウム、カオリン、微結晶セルロース、珪酸などを
、結合剤としては、水、エタノール、プロパノール、単シロップ、ブドウ糖液、デンプン
液、ゼラチン液、カルボキシメチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、ヒドロ
キシプロピルスターチ、メチルセルロース、エチルセルロース、シェラック、リン酸カル
シウム、ポリビニルピロリドンなどを、崩壊剤としては乾燥デンプン、アルギン酸ナトリ
ウム、カンテン末、炭酸水素ナトリウム、炭酸カルシウム、ラウリル硫酸ナトリウム、ス
テアリン酸モノグリセリド、乳糖などを、滑沢剤としては精製タルク、ステアリン酸塩、
ホウ砂、ポリエチレングリコールなどを、矯味剤としては白糖、橙皮、クエン酸、酒石酸
などを例示できる。
【００４１】
　経口用液体製剤を調製する場合は、上記化合物に矯味剤、緩衝剤、安定化剤、矯臭剤な
どを加えて常法により内服液剤、シロップ剤、エリキシル剤などを製造することができる
。この場合矯味剤としては上記に挙げられたもので良く、緩衝剤としてはクエン酸ナトリ
ウムなどが、安定化剤としてはトラガント、アラビアゴム、ゼラチンなどを挙げることが
できる。
【００４２】
　注射剤を調製する場合は、上記化合物にｐＨ調節剤、緩衝剤、安定化剤、等張化剤、局
所麻酔剤などを添加し、常法により皮下、筋肉内および静脈内用注射剤を製造することが
できる。この場合のｐＨ調節剤および緩衝剤としてはクエン酸ナトリウム、酢酸ナトリウ
ム、リン酸ナトリウムなどを挙げることができる。安定化剤としてはピロ亜硫酸ナトリウ
ム、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、チオグリコール酸、チオ乳酸などを挙げるこ
とができる。局所麻酔剤としては塩酸プロカイン、塩酸リドカインなどを挙げることがで
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きる。等張化剤としては、塩化ナトリウム、ブドウ糖などを例示できる。
【００４３】
　本発明に係る肝がん幹細胞阻害剤および肝がん治療用組成物は、肝がん、好ましくは原
発性肝がん、さらに好ましくは肝細胞癌に適用される。
【００４４】
　本発明はまた、ジスルフィラム若しくはその薬理学的に許容される塩またはそれらの溶
媒和物を含む医薬組成物を投与することを特徴とする肝がん治療方法に関する。
【００４５】
　本発明はさらに、肝がん幹細胞の阻害における、ジスルフィラム若しくはその薬理学的
に許容される塩またはそれらの溶媒和物の使用に関する。また本発明は、肝がん治療にお
けるジスルフィラム若しくはその薬理学的に許容される塩またはそれらの溶媒和物の使用
に関する。
【００４６】
　以下、実施例を示して本発明をより具体的に説明する。本発明は以下に示す実施例によ
って何ら限定されるものではない。
【実施例１】
【００４７】
　肝がん培養細胞系の増殖に対するジスルフィラムの効果を検討した。具体的には、ジス
ルフィラムを肝がん培養細胞系の培地中に添加し、肝がん培養細胞系に対する増殖抑制効
果を検討した。肝がん培養細胞系として、Ｈｕｈ１、Ｈｕｈ７、ＰＬＣ／ＰＲＦ／５、お
よびＨｕｈ６の４種類のヒト肝がん培養細胞系を使用した。ジスルフィラムは肝がん培養
細胞系の各培地中に０．１μＭまたは１．０μＭを添加し、その４８時間後、９６時間後
、および１４４時間後に細胞数を測定した。
【００４８】
　図１に結果を示す。ジスルフィラムは、すべての肝がん培養細胞系に対し容量依存性に
有意な増殖抑制効果を示した。
【実施例２】
【００４９】
　生体内（ｉｎ　ｖｉｖｏ）におけるジスルフィラムの腫瘍増大抑制効果を検討した。具
体的には、免疫不全マウス（ＮＯＤ／ＳＣＩＤマウス）の背部皮下正中部分に肝がん培養
細胞系Ｈｕｈ７を２００万個移植し、ジスルフィラムを５０ｍｇ／ｋｇまたは１００ｍｇ
／ｋｇの投与量にて腹腔内に週二回投与し、背部皮下腫瘍の体積を移植後６週目に評価し
た。皮下腫瘍の体積は、腫瘍の短径および長径をそれぞれ測定し、次の近似式を用いて算
出した：腫瘍の体積＝腫瘍の短径の２乗×長径×１／２。
【００５０】
　図２に結果を示す。ジスルフィラムは、生体内において有意に腫瘍増大抑制効果を示し
た。データを示していないが、ジスルフィラムは１０ｍｇ／ｋｇの投与量で腹腔内に隔日
投与したときも、投与後６週目の効果判定時に、ジスルフィラムを５０ｍｇ／ｋｇの投与
量で腹腔内に週二回投与したときとほぼ同様の腫瘍増大抑制効果を示した。
【実施例３】
【００５１】
　肝がん幹細胞に対するジスルフィラムの阻害効果を検討した。具体的には、肝がん培養
細胞系を、細胞数１０００個／ウエルで６ウエルプレートに播種し、ジスルフィラムの添
加または非添加の条件下で浮遊培養（スフェア培養）し、培養１４日目にスフェア径１０
０ミクロンを超えたものを計数した。肝がん培養細胞系として、Ｈｕｈ１、Ｈｕｈ７、Ｐ
ＬＣ／ＰＲＦ／５、およびＨｕｈ６の４種類のヒト肝がん培養細胞系を使用した。ジスル
フィラムを添加しないコントロールには、ジスルフィラムの溶剤であるジメチルスルホキ
シド（ＤＭＳＯ）を添加した。
【００５２】
　肝がん培養細胞系のスフェア形成に対するジスルフィラムの効果を図３－Ａおよび図３
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－Ｂに示す。ジスルフィラムは、肝がん培養細胞系のスフェア形成を用量依存的に有意に
抑制した。浮遊培養（スフェア培養）は正常幹細胞およびがん幹細胞のアッセイ法として
一般的な方法で、幹細胞活性を反映すると言われており、がん幹細胞の検出に使用されて
いる。本結果から、ジスルフィラムは肝がん培養細胞系に含まれている肝がん幹細胞を阻
害する効果を有することが判明した。
【実施例４】
【００５３】
　肝がん幹細胞に対するジスルフィラムの阻害効果を検討した。具体的には、２種類の肝
がん培養細胞系、Ｈｕｈ１細胞およびＨｕｈ７細胞に、ジスルフィラムを２日間添加した
状態で培養し、フローサイトメトリー（ＦＡＣＳ）の解析を行った。コントロールとして
ＤＭＳＯを用い、同様に培養および解析を行った。フローサイトメトリーの解析では、肝
がん幹細胞の検出を、抗ＥｐＣＡＭ抗体、抗ＣＤ１３抗体、および抗ＣＤ１３３抗体を使
用して行った。ＥｐＣＡＭ、ＣＤ１３、およびＣＤ１３３はいずれも、肝がん幹細胞とし
ての性質を有する細胞集団で陽性であることが報告されている細胞表面マーカーである（
非特許文献１３および１４、非特許文献１５、並びに非特許文献１６）。ネガティブコン
トロールにはいずれの抗体も添加しなかった。
【００５４】
　肝がん培養細胞系の細胞表面マーカー発現に対するジスルフィラムの効果を図４示す。
これらの肝がん培養細胞系では、ジスルフィラム非添加のコントロールに比べて、ジスル
フィラム０．１μＭ添加培養により、いずれの細胞表面マーカーの解析においても波形が
左方に移動しており、解析した細胞表面マーカー陽性細胞分画すなわち肝がん幹細胞分画
（ＥｐＣＡＭ高発現分画、ＣＤ１３高発現分画、ＣＤ１３３高発現分画）の有意な減少を
認めた。
【００５５】
　実施例１－４の結果から、ジスルフィラムが、培養細胞系および免疫不全マウスを用い
た異種移植モデルにおいて用量依存性に肝がん細胞の増殖抑制効果を示すこと、並びに肝
がん幹細胞に対しても阻害効果を示すことが明らかになった。
【実施例５】
【００５６】
　ジスルフィラムは乳がん細胞において、細胞内ＲＯＳレベルの上昇に伴うｐ３８ＭＡＰ
Ｋの活性化により、細胞増殖抑制とアポトーシスを誘導することが報告されている（非特
許文献１２）。
【００５７】
　そこで、肝がん培養細胞系、Ｈｕｈ１細胞およびＨｕｈ７細胞でも同様の所見が得られ
るか、検証した。これら細胞のジスルフィラム処理は実施例４と同様に行った。細胞内Ｒ
ＯＳレベルの測定は、ＲＯＳ感受性の色素である２’，７’－ジクロロジヒドロフルオレ
セイン　ジアセテート（ＤＣＦＤＡ；２’，７’－ｄｉｃｈｌｏｒｏｄｉｈｙｄｒｏｆｌ
ｕｏｒｅｓｃｅｉｎ　ｄｉａｃｅｔａｔｅ）またはＭｉｔｏＳＯＸＴＭ試薬を用いて実施
した。ＤＣＦＤＡまたはＭｉｔｏＳＯＸＴＭ試薬で細胞を染色後に、フローサイトメトリ
ー解析を行った。
【００５８】
　結果を図５－Ａおよび図５－Ｂに示す。ジスルフィラム処理（２日間）の細胞では、Ｄ
ＭＳＯ処理の細胞に比して、いずれの試薬による染色においても波形が右方に移動するこ
とが観察された。このことから、ジスルフィラム処理によりこれら肝がん培養細胞系でＲ
ＯＳレベルが上昇することが明らかになった。
【００５９】
　また、免疫染色を行ったところ、ジスルフィラム処理（２日間）の細胞では、ほぼすべ
ての細胞の核において、リン酸化ｐ３８　ＭＡＰＫの発現（すなわちｐ３８の活性化）と
ＤＮＡ結合色素である４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ；４’
，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ）の重複像が観察された。し
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かし、抗酸化剤Ｎ－アセチル－Ｌ－システイン（ＮＡＣ；Ｎ－ａｃｅｔｙｌ－Ｌ－ｃｙｓ
ｔｅｉｎ）の添加により、ｐ３８　ＭＡＰＫの活性化は消失した。
【００６０】
　以上の結果により、肝がん細胞においても、ジスルフィラムによる細胞内ＲＯＳレベル
の上昇とｐ３８　ＭＡＰＫの活性化が認められた。
【実施例６】
【００６１】
　ジスルフィラムによるＥｐＣＡＭ陽性細胞のスフェア形成能およびリプレーティング活
性（自己複製能）の抑制におけるｐ３８活性化の依存性を検証した。
【００６２】
　図６に示すように、ジスルフィラム（ＤＳＦ）処理によりＥｐＣＡＭ陽性細胞のスフェ
ア形成能およびリプレーティング活性（自己複製能）が低下した。また、ＤＳＦと同時に
ｐ３８特異的阻害剤ＳＢ２０３５８０を添加することにより、ＥｐＣＡＭ陽性細胞のスフ
ェア形成能およびリプレーティング活性（自己複製能）の低下は改善傾向を示したが、コ
ントロールであるＤＭＳＯ処理の細胞の結果と同レベルには至らなかった。また、細胞増
殖能の低下およびアポトーシス誘導に関しても、同様の結果であった（図示せず）。
【００６３】
　本結果から、ジスルフィラムの肝がん幹細胞に対する効果は、ｐ３８の活性化に部分的
に依存するものと考えられた。
【実施例７】
【００６４】
　ジスルフィラム処理したＥｐＣＡＭ陽性細胞（Ｈｕｈ１細胞およびＨｕｈ７細胞）と古
典的な抗がん剤である５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）処理後のＥｐＣＡＭ陽性細胞よ
りｍＲＮＡを抽出し、Ａｇｉｌｅｎｔ　ＳｕｒｅＰｒｉｎｔ　Ｇ３　Ｈｕｍａｎ　ＧＥ　
８×６０Ｋを用いたマイクロアレイ解析を試みた。
【００６５】
　ジスルフィラム処理により特異的に発現変動する遺伝子、すなわち発現が上昇した６９
８遺伝子および発現が低下した６０５遺伝子、並びに５－ＦＵ処理により特異的に発現変
動する遺伝子、すなわち発現が上昇した７１７遺伝子および発現が低下した１，３５０遺
伝子に着目した（図７）。
【００６６】
　上述の遺伝子を、Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ社のＩｎｇｅｎｕｉｔｙ　ｐａｔｈｗａｙｓ　Ａ
ｎａｌｙｓｉｓ（ＩＰＡ）ソフトウェアにより、機能分類を行なった。図８にＴｏｐ３の
機能カテゴリを示す。発現上昇した遺伝子群では、５－ＦＵ処理にてｃｅｌｌｕｌａｒ　
ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｔｏ　ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ（ＰＥＸ２、ＢＡＤ、ＢＲＣＡ１、
ＣＡＳＰ９（ＥＧ：１００１４０９４５を含む）、ＣＤＫＮ１Ａ、ＤＣＬＲＥ１Ｃ、ＤＤ
Ｂ２、ＦＡＮＣＣ、ＨＥＬＬＳ、ＰＥＲ２、ＰＥＲＰ、ＳＷＡＰ７０、ＴＥＲＦ２、およ
びＸＰＡの１４遺伝子）が最も有意差をもって抽出されたのに対して、ジスルフィラム処
理した細胞では、これらの遺伝子群は１つも抽出されなかった。また、発現低下した遺伝
子群の機能分類では、ジスルフィラム処理した細胞では、代謝に関わるものが多く抽出さ
れるなど、５－ＦＵ処理とジスルフィラム処理とで、発現変動する遺伝子群に大きな差異
を認めた。
【００６７】
　これらの発現プロファイリングの結果から、Ｇｌｙｐｉｃａｎ３（ＧＰＣ３）遺伝子が
、ジスルフィラム処理したＥｐＣＡＭ陽性肝がん細胞において有意に発現低下することを
見出した（図９－Ａ）。ＧＰＣ３は正常な肝幹細胞／肝前駆細胞のマーカーである（非特
許文献１７）と共に、肝がんにおいて高発現しており、治療標的分子としての有用性が報
告され、同分子に対するペプチドワクチンの臨床応用も開始されている（非特許文献１８
）。
【００６８】
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　そこで、レンチウイルスベクターを用いてＧＰＣ３に対するショートヘアピンＲＮＡ（
ｓｈ－ＲＮＡ；Ｓｈｏｒｔ－ｈａｉｒｐｉｎ　ＲＮＡ）を安定発現させた肝がん細胞を作
成した。これらの細胞より純化したＥｐＣＡＭ陽性細胞では、スフェア形成能およびリプ
レーティング活性（自己複製能）の抑制が観察され（図９－Ｂ）、同時に細胞増殖能の低
下およびアポトーシス誘導も観察された（図示せず）。
【００６９】
　以上の結果を図１０にまとめる。ジスルフィラムは、細胞内ＲＯＳレベルの上昇に伴う
ｐ３８の活性化および、ＧＰＣ３の発現抑制により、ＥｐＣＡＭ陽性肝がん細胞（肝がん
幹細胞）の増殖能、自己複製を抑制し、肝がん幹細胞治療薬として機能することが明らか
になった。
【産業上の利用可能性】
【００７０】
　本発明に係る肝がん幹細胞阻害剤は、肝がん幹細胞に阻害効果を有するため、治療後の
再発や転移の可能性が少なく、肝がんの治療に高い効果を示す。さらに、本発明に係る肝
がん幹細胞阻害剤は、がん幹細胞でない肝がん細胞に対しても増殖抑制効果を有する。こ
のように、本発明に係る肝がん幹細胞阻害剤は肝がん細胞および肝がん幹細胞のいずれに
も阻害効果を示すため、肝がんに対する新規治療薬として極めて有用である。

【図１】

【図２】

【図３－Ａ】

【図３－Ｂ】
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【図６】

【図７】

【図８】



(16) JP 6206939 B2 2017.10.4

【図９－Ａ】 【図９－Ｂ】

【図１０】



(17) JP 6206939 B2 2017.10.4

10

フロントページの続き

(72)発明者  金井　文彦
            千葉県千葉市中央区亥鼻１丁目８番１号　国立大学法人千葉大学大学院　医学研究院内
(72)発明者  横須賀　收
            千葉県千葉市中央区亥鼻１丁目８番１号　国立大学法人千葉大学大学院　医学研究院内

    審査官  馬場　亮人

(56)参考文献  特表２００２－５００１８０（ＪＰ，Ａ）　　　
              British Journal of Cancer，２０１１年　４月，vol.104，p.1564-1574
              The Journal of Toxicological Sciences，２００２年，vol.27，p.229-237

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ａ６１Ｋ　　３１／１４５　　　
              Ａ６１Ｐ　　３５／００　　　　　
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＣＡｐｌｕｓ／ＲＥＧＩＳＴＲＹ
              ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

