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II. 成果の概要（総括研究報告） 

 

和文 
1) 医師主導治験 

 

I. 平成 26 年度の成果 
【研究体制の構築と IRB 承認】 

 研究採択確定後の平成 26 年 8 月から 10 月にかけて、TBT の小児用製剤の準備、最初の治験の試

験資料を作成した。10 月から平成 27 年 3 月までに、支援組織の準備・TBT 小児用製剤準備・薬物動

態測定準備・各種契約を終了した。また、IRB 承認（国立がん研究センター・大阪市立総合医療セン

ター・九州大学）を得て、平成 27 年 3 月 10 日付けで治験開始届けを終了した。 
 

II. 平成 27 年度の成果 
【TBT 単剤第 I 相試験の実施】 

 平成 27 年 4 月より症例登録を開始し、TBT 単剤第 I 相試験を、2 週内服・2 週休薬のレジメンで

実施した。レベル 1 (6 mg/m2)で 3 例、レベル 2 (8 mg/m2)で 3 例、レベル 3 (10 mg/m2)で 7 例に関し

て行った。その結果、H28 年度初期までに、2 週内服･2 週休薬レジメンでは、最大投与量レベル 3 
(10 mg/m2)まで達成した。 

 

【追加コホートの設定と実施】 
 先述した 2 週内服・2 週休薬のレジメンでは、開始後 2 コホート中、多くの症例で、TBT 投与中の

炎症反応の軽減が観察されたものの、休薬に伴う症状・炎症反応の再燃がみられた。投与期間の延長

による休薬期間の短縮、もしくは増量による曝露量・時間の増量探索が必要性と考えられた。 
 前臨床･基礎グループと連携をとり、非臨床試験を実施した。その結果に基づいて、平成 27 年 6 月

12 日に PMDA と事前面談を行い、3 週内服・1 週休薬のレジメン追加コホートを設定することとな

った。平成 28 年３月から、TBT 単剤第 I 相試験の追加コホートをレベル 3' (10 mg/m2)で 3 例に関し

て行った。 
 

III. 平成 28 年度の成果 
【追加コホートの実施】 

 引き続き、TBT 単剤第 I 相試験の追加コホートを行い、3 週内服･1 週休薬レジメンで、レベル 3' 
(10 mg/m2)で 3 例、レベル 4' (12 mg/m2)で 6 例を実施した。最終登録は、平成 29 年 9 月であった。

その結果、3 週内服･1 週休薬レジメンでも、最大投与量レベルレベル 4' (12 mg/m2)まで達し、推奨用

量と決定した。 
 

【血漿中 TBT 濃度測定】 
 TBT 単剤第 I 相試験の血漿中 TBT 濃度を LC-MS/MS を用いて測定した。検量線、QC 試料および

キャリーオーバーは許容基準を満足したことから、実試料は問題なく測定された。また、ISR の結果

も許容基準を満足し、別日に実試料を測定したときの再現性が認められた。更に、TBT および DAC
の長期安定性の試験も許容基準を満足し，いずれの化合物も凍結保存下の血漿中で 20 ヵ月間は安定

であることが明らかとなった。 
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【骨髄由来細胞の分化誘導作用の解析】 
 TBT は骨髄由来細胞の分化誘導作用を示すことが知られており、その作用機序の１つとして、免疫

抑制細胞など免疫担当細胞への作用が考えられている。そこで、TBT 単剤第 I 相試験の血液検体を用

いて、免疫担当細胞ポピュレーションの変化を追跡し、治療効果との関連性を検証した。凍結した

PBMC の 2 例について、各種免疫担当細胞ポピュレーションをマルチカラーフローサイトメーターに

て解析した。その結果、T 細胞などの各種 Lineage 細胞の割合に関しては、投与による大きな変化は

観察されなかったが、骨髄由来抑制細胞の割合が投与後に減少している傾向が観察された。 
 

2) 奏効の分子機構と治療効果マーカー 
 

I. 平成 26 年度の成果 
【低用量 TBT の in vivo での検討】 
 in vitro の実験においては、TBT は 13-cis-RA の 1/10 倍以下の濃度で、分化誘導効果が発揮され

る。そこで、平成 26 年度後半から平成 27 年にかけて、マウス移植腫瘍を用いて、低用量 TBT (2 
mg/kg)の腫瘍増殖抑制効果の解析および分化誘導能の確認を行った。その結果、劇的な腫瘍減少効果

と分化マーカーの発現上昇が観察された。 
 

【前臨床データの拡充】 
 平成 26 年度後半から平成 27 年にかけて、すでに取得していた前臨床データの拡充を目的として、

神経芽腫 7 細胞株についての TBT および DAC による増殖抑制効果、分化誘導効果を確認した。ま

た、TBT+DAC の併用効果に関しても検証を行った。 
 

II. 平成 27 年度の成果 
【奏効性分子機構の解明】 
 DNA 脱メチル化剤は DNA 脱メチル化の程度が軽度であっても奏効するが、その機構は分かってい

ない。そこで、その理由は、個々の細胞ごとに様々な遺伝子群が完全に脱メチル化･正常化され、そ

の結果として各種パスウェイが正常化されているためであると仮説をたてた。その証明のため、大腸

がん細胞株を DAC 処理後クローン化、個々の細胞の状態を観察可能とした。その後クローンごとの

ゲノム網羅的なメチル化解析を行い、クローンごとに異なる遺伝子群に完全な脱メチル化が誘発され

ていることを明らかにした。このことから、DNA 脱メチル化治療には個々の細胞ごとに異なるもの

の各種パスウェイが正常化されていることが重要であるということが示唆され、エピジェネティック

治療全般につながるコンセプトが得られた。 
 神経芽細胞腫については、４個の細胞株の DAC 処理を行い、脱メチル化されている遺伝子群のオ

ントロジー解析から、神経機能・神経分化・アポトーシスパスウェイが濃縮されていることを明らか

にした。このことは、神経芽腫において、脱メチル化剤の奏効には、これらパスウェイの正常化が必

要であることを示唆している。 
 

【追加コホート設定のための非臨床研究】 
 医師主導治験で、投与期間の延長を検討する必要が生じたことから、in vitro において、３パター

ンの TBT 処理期間について分化誘導効果および細胞数減少効果を検討した。十分な濃度の TBT で処

理した場合は、休薬期間を設けても連続投与と変わらず分化誘導及び細胞数の減少は維持されている

ことを見いだした。 
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【奏効性マーカーの開発】 
 DAC 奏効性のマーカーを分離するため、CIMP 標的遺伝子 200 個から、治療標的ともなり得る

TNF パスウェイに関わる SECTM1, アポトーシスに関わる BCL2L10, 神経分化に関わる S100A6 を

抽出した。TBT+DAC 併用奏効性のマーカーを分離するため、TBT+DAC 処理細胞の DNA メチル化

解析および遺伝子発現解析の統合解析を行った。結果的に、すでに同定していた CIMP 標的遺伝子が

抽出され、効果マーカーとしての有用性が立証された。 
  

III. 平成 28 年度の成果 
【奏効性マーカーの開発】 
 平成 27 年度で同定したマーカーに関して、マウス移植腫瘍モデルの採取腫瘍を用いて、これらマ

ーカーの発現上昇と脱メチル化を確認した。 
 

【血中遊離 DNA を用いた DNA メチル化解析】 
 DAC 治療に反応した細胞由来の末梢血遊離 DNA のメチル化解析を目的として、がん細胞を in 
vitro で DAC 処理後、DNA 脱メチル化効果を i)生存細胞、ii)治療に反応した浮遊細胞、iii)メディウ

ム中の遊離 DNA（治療に反応して死滅した細胞由来）で測定する系を確立した。末梢血遊離 DNA で

はより高度の脱メチル化が誘発されており、NB-1 細胞株に関しては、奏効性マーカーの候補となり

うる、死滅した細胞で脱メチル化されている 2,910 遺伝子を同定した。 
 また、マウス移植腫瘍モデルを用いて、治療群マウス血漿中のヒト細胞由来 DNA の検出と低メチ

ル化の確認を行った。 
 さらに、血中遊離 DNA を用いた新規 DNA 脱メチル化解析法を開発するために、膵がん患者の血

漿サンプルを用いて、遊離 DNA を抽出することに成功した。また、その長さはヌクレオソームと一

致する 130-150 bp であることを確認した。  
 

 
英文 
1) Investigator-initiated trial 

 

I. Achievement in 2014 
【Establishment of research system and approval by IRB】 

From August to October, 2014, we started the drug formulation of TBT for children, and the 
preparation of documents for clinical trials.  From October, 2014 to March, 2015, the 
establishment of research support system, the drug formulation of TBT for children, the 
preparation of pharmacokinetic analysis were completed.  Also, we obtained IRB approval in 
National Cancer Center, Osaka City General Hospital, and Kyusyu University, and submitted the 
notification of clinical trial on March 10, 2015. 
 

II. Achievement in 2015 
【Investigator-initiated phase I trial of TBT】 

From April, 2015, the registration of an investigator-initiated phase I trial of TBT had been 
started.  We treated three cases as level 1 (6 mg/m2), three cases as level 2 (8 mg/m2), and seven 
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cases as level 3 (10 mg/m2) under the regimen of 2-week oral administration and 2-week washout.  
Finally, the maximum dose was reached to level 3 (10 mg/m2) under this regimen. 

 

【Planning and conduct of the additional cohort】 
Although many patients who received the regimen of 2-week oral administration and 2-week 

washout showed the reduction of inflammation response during administration period, the 
symptom flare up was observed during washout period.  We had decided that the increase of TBT 
intake should be required by prolongation of administration period, shortening of washout period, 
or increase of administration dose or period.  Based on the data of preclinical study as mentioned 
below, we had the pre-interview with PMDA on June 12, 2015, and had decided to conduct the 
additional cohort with the regimen of 3-week oral administration and 1-week washout.  In 2017, 
three cases were registered for level 3' (10 mg/m2) in this regimen. 

 
III. Achievement in 2016 
【Conduct of the additional cohort】 

For the additional cohort, three cases and six cases were registered as level 3' (10 mg/m2) and 
level 4' (12 mg/m2), respectively.  We had completed additional cohort and had determined the 
recommended dose at 12 mg/m2 in the regimen of 3-week oral administration and 1-week 
washout. 

 

【TBT pharmacokinetic analysis】 
We analyzed pharmacokinetics of TBT using the plasma from the patients of TBT-phase I trial 

using LC-MS/MS.  Since the calibration curve, the QC samples, and the ISR data passed 
acceptance criteria, it was concluded that the analysis system could be used for clinical specimen 
with high reproducibility.  We also conducted the stability check of TBT and DAC, and found that 
these compounds were stable for 20 months in frozen plasma.     

 

【Analysis of the effect of TBT on differentiation of bone marrow-derived cells】 
It is known that TBT induces differentiation of bone marrow-derived cells, and one of the 

mechanisms is the role of immunocompetent cells such as suppressor cells.  In 2014, we 
measured myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) and lymphocyte subsets using the plasma 
from the patients of TBT-phase I trial.  Although there were no changes in the population of 
lineage cells, including T-cell, by TBT administration, it seemed that MDSC was decreased by 
TBT treatment. 

 
2) Analysis of molecular mechanisms and development of biomarker for drug response 

 

I. Achievement in 2014 
【Effect of low-dose TBT in vivo】 

We have already revealed that neuroblastoma differentiation could be induced by low-dose 
TBT that is one-tenth of 13-cis-retinoic acid in vitro.  In 2014, we analyzed tumor suppressive 
effect of low-dose TBT (2 mg/kg) in vivo using xenograft model of NB-1 cells.  It is revealed that 
low-dose TBT could suppress tumor growth significantly without any severe side-effects, and that 
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the differentiation markers (NTRK2 and NGFR) were up-regulated in the tumor treated with low-
dose TBT. 

 

【Establishment of preclinical data】 
 Seven additional cell lines were used to analyze tumor suppressive effect and differentiation 
effect by the combination of TBT and DAC.  We discovered that prolonged washout period 
enhanced the effect of DAC, and had established an optimal schedule of TBT and DAC 
administration. 

 

II. Achievement in 2015 
【Analysis of the molecular mechanism of DAC response】 

 It is still unclear that the molecular mechanism why DNA demethylating agent shows 
response even the demethylation induction is mild.  We hypothesized that although, in bulk cells, 
demethylation does not seem to be completely induced, in individual cell, demethylation are 
completely induced, leading to the normalization of cancer-related pathways.  To prove this 
hypothesis, the clones of colorectal cancer cell lines after DAC treatment were established.  We 
analyzed genome-wide DNA methylation of each clones, and found that complete demethylation 
was induced in different gene sets, which were specific to each clones.  These data indicate that 
normalization of cancer-related pathways in individual cell might be important for the response of 
epigenetic therapy. 
 To reveal which genes are demethylated by DAC in neuroblastoma cell lines, genome-wide 
DNA methylation analyses was performed using four cell lines.  We compared untreated cells 
and treated cells, and performed GO and KEGG pathway analyses focusing on the 168 genes with 
CGI located at TSS200 and enhancer.  The first term of hypomethylated genes was neurological 
system process, and the genes involved in neuroactive ligand-receptor interaction pathways were 
also enriched.  These data indicate that in neuroblastoma, the genes involved in neuronal 
function might be aberrantly methylated and preferentially demethylated by DAC, and that DNA 
demethylation therapy might be effective to induce neuron differentiation. 

 

【Pre-clinical study for the additional cohort of TBT-phase I】 
Based on the response of first cohort of TBT-phase I, the change of TBT regimen was required. 

To reveal the effect of differentiation by different schedules, we treated NB-1 cell line, and found 
that, compared with the sequential administration, the levels of differentiation and cell growth 
suppression were maintained at the same level by the pulse administration.  

 

【Development of biomarkers for drug response】 
To isolate the markers reflecting DAC response, we conducted genome-wide DNA methylation 

analysis, and found that 262 genes were heavily methylated in multiple neuroblastoma cell lines 
and demethylated by DAC.  Also, to identify the marker reflecting TBT+DAC response, the 
comparative analysis using methylation data and expression data was performed, and 18 genes 
were selected as the genes up-regulated by a combined therapy. Among the 18 genes, the 
expressions of 6 genes were highly induced by a combination compared with TBT single 
treatment. SECTM1 (TNF pathway gene), BCL2L10 (apoptosis-related gene), and S100A6 
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(neuron differentiation-associated genes) were incudes in the 6 genes, meaning that these were 
the target of epigenetic-based differentiation therapy, and might become promising markers to 
monitor therapeutic effect. 

 

III. Achievement in 2016 
【Development of biomarker for drug response】 

 To test the ability of marker candidates, we analyzed DNA methylation level of SECTM1 in 
the tumors of xenograft model.  In mock-treated tumors, the promoter methylation level of 
SECTM1 was almost 100%, while in DAC-treated and TBT+DAC-treated tumors, that was 
around 40 and 60%, respectively, showing that SECTM1 can be used to monitor demethylation 
level in clinical samples. 

 

【DNA methylation analysis using cell-free DNA】 
 To analyze DNA methylation using cell-free DNA that is mainly originated from responder 
cells to therapy, we treated NB-1 cells with DAC, and analyze genome-wide DNA methylation in i) 
surviving cells, ii) floating-cells, and iii) cell-free DNA in the media. The number of demethylated 
genes in cell-free DNA was higher than that in surviving cells, and 2,910 genes were isolated as 
demethylated genes in cell-free DNA, meaning that these genes are the candidates of a biomarker 
for DAC response. Also, we discovered the presence of human DNA in the plasma from mice which 
were bearing xenograft tumors and treated with DAC, and found that repetitive sequence 
(LINE1) of human DNA was demethylated in cell-free DNA. Moreover, to develop a novel method 
for demethylation analysis, we succeeded to extract cell-free DNA from the plasma of pancreatic 
patients, and confirmed that DNA length is around 130 - 150 bp, that is similarly to the DNA 
wrapping with a nucleosome. 
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