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II. 成果の概要（総括研究報告） 

本研究では、膠芽腫形成・分化異常に関わるエピゲノム調節因子の解明とその病態への関与を明ら

かにし革新的治療法の開発研究を目指す。 

分担研究課題①「膠芽腫の分化制御に関わるエピゲノムを標的とした治療法の開発」 
長鎖非翻訳 RNA-A (LncA) は膠芽腫幹細胞の維持に必須であるが、その安定性は F タンパク質が

結合することにより制御されている。そこで LncA と相互作用する F タンパク質について、LncA 
と結合する領域の解析を行った。F タンパク質の欠失変異を作製し、F タンパク質が LncA と相互

作用するために必要な部位（T-F 領域）を同定した。さらに膠芽腫幹細胞株において、T-F 領域を

CRISPR-Cas9 の技術を用いてコンディショナルに欠失させると、両者の結合が障害され、LncA の
発現量が低下するとともに、強い細胞増殖抑制が誘導されることを確認した。次に LncA の欠失変

異体を作製し、F タンパク質との結合部位を絞り込んだ。以上の結果から、F タンパク質と LncA の
相互作用を阻害する小分子化合物の HTS スクリーニング法の構築を開始した。 

分担研究課題②「LSD1阻害薬を用いた膠芽腫治療法の開発」 
取得した LSD1 阻害剤の類縁体を合成し、その活性評価を通して LSD1 に対する阻害活性を上昇

させることに成功した。この in vitro アッセイのヒット候補化合物について、近藤班との共同研究を

通して各種細胞株に対する細胞増殖阻害アッセイを行い、標的疾患細胞株を低濃度で阻害する低分

子化合物を取得した。これらの阻害活性が良好な化合物のうち、代表的な１種類について今後の薬効

試験に向けた予備実験としてマウス IP 投与後の血中濃度試験および脳内移行性試験を行った。血中

濃度試験については 30 mg/kg 投与で投与後 24 時間まで薬物血中濃度が持続することを確認した。 

分担研究課題③「膠芽腫の治療薬の開発とその臨床応用」 

グリオーマ発症マウスモデルから同定し、膠芽腫の悪性化に必要であると考えたヒストン修飾酵

素（HMT1）の機能解析を行った。グリオーマ発症マウスモデルから樹立したがん細胞株に対して

siRNA による HMT1 の阻害が強い抗腫瘍効果を示すことを見出した。一方でグリオーマ発症マウス

モデルを詳細に解析した結果、ヒト Grade III グリオーマに対応する病態であることが明らかとな

った。さらに siRNA による HMT1 の阻害は市販の膠芽腫細胞株に対して抗腫瘍効果が予測どおり

得られなかった。恐らく HMT1 は一部の Grade III グリオーマ形成に重要であるが、膠芽腫（Grade 
IV）では依存性が必ずしも高くないことが示唆された。 
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（英語概要） 
In this project, we endeavor to develop novel treatments against epigenetic regulators to 

modulate cancer cell differentiation, which may enhance the malignant behavior of tumor cells. 
Subproject ① Targeting epigenetic regulator to modulate glioma cell differentiation 

A lncRNA-A, plays pivotal roles in maintaining the self-renewal properties of glioma stem cells. 
Targeting LNCA is effective strategy for glioblastoma treatment. We found that a novel protein, 
Prot-F, can stabilized the LNCA in glioma cells. Therefore, first we examined the region within 
Prot-F that interacts with LNCA using a series of Prot-F deletion mutants and found that Prot-
F bound LNCA at the T-F regions. Indeed, conditional deletion of the T-F regions of Prot-F using 
CRISPR-Cas9 system in glioma cells showed that impaired the interaction between LNCA and 
Prot-F, which resulted in decreasing of LNCA coupled with strong inhibition of glioma cell growth. 
Next, we determined the region within LNCA that interacts with Prot-F using a series of LNCA 
deletion mutants. Based on the results, we started to construct the high throughput screening 
assay for the discovery of the potent small molecular inhibitors against the interaction between 
LNCA and Prot-F. 
Subproject ② Development of LSD1 inhibitor-based treatment for glioblastoma 

We succeeded to increase LSD1-inhibitory activities through chemical synthesis of derivatives 
of LSD1 inhibitors that we had obtained before, and evaluation of their potencies. We further 
performed proliferation rate inhibition assays using several cancer cell lines, and obtained new 
compounds that inhibit a targeted cancer cell line at low concentrations among the hit candidates 
which were identified by the in vitro assays. Among these compounds, we picked up one 
representative LSD1-inhibitory compound for near-future pharmacodynamics/-kinetics analyses, 
and validated its concentrations in blood and in brain after i.p. injection into mice. In this fiscal 
year, we confirmed that concentration of the compound in mouse blood lasts after 24 hours in the 
case of 30 mg/kg i.p. injection.  
Subproject ③ Development of novel drugs for glioma treatment 
  We examined the contribution of HMT1 to the glioblastoma tumorigenesis, of which extreme 
overexpression was identified in our glioma mouse model. Inhibition of HMT1 with siRNA showed 
strong growth inhibition in mouse glioma-derived tumor cells. We also found that the tumors in 
our glioma mouse model are consistent with human glade III glioma. However, inhibition of 
HMT1 with siRNA showed minimal effect on cell growth in glioblastoma cell lines (grade IV), 
suggesting that HMT1 contributes to tumorigenesis of grade III glioma, while grade IV 
glioblastoma rarely depends on HMT1.  
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