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梗概 

カポジ型リンパ管腫症 (KLA) は、リンパ管内皮細胞 (LEC) の体細胞活性化 NRAS 変異
(p.Q61R)によって引き起こされる、まれで悪性度の高い不治の病です。KLAの臨床症状
を忠実に再現する動物モデルがないため、新しい治療法の開発が妨げられています。今
回、私たちは静脈およびリンパ管 EC でヒト NRAS 変異の条件付き発現を促進すること
で、KLAの新しいゼブラフィッシュモデルを確立しました。変異胚は、心膜浮腫や胸管
拡張などのKLAの臨床的特徴を再現し、KLA治療に使用されるMEK阻害剤であるトラ
メチニブによって表現型が元に戻ることを発見しました。さらに、このモデルをAIベー
スのハイスループット薬物スクリーニングプラットフォームと組み合わせて活用し、変
異表現型を選択的に元に戻す小さな化合物を検索し、FDA承認のチロシンキナーゼ阻害
剤であるカボザニチブと、競合的pan-Akt ナーゼ阻害剤である GSK690693を主要なヒッ
トとして特定しました。最後に、KLA 患者由来の培養細胞でこれらの薬剤をテスト
し、LEC発芽を正常化し、NRAS下流経路をブロックする能力を実証し、GSK690693と
カボザニチブが潜在的なKLA治療薬として有望であることを強調しました。全体とし
て、私たちの新しいゼブラフィッシュモデルは、KLAの病因の研究と新しい治療方法の
特定に貴重なツールを提供します。

タイトル: カポジ型リンパ管腫症 (KLA) のハイスループットゼブラフィッシュスクリー
ニング
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はじめに 

カポジ型リンパ管腫症 (KLA) は、まれな浸潤性、多巣性、またはびまん性のリンパ管奇
形であり、全身性リンパ管異常 (GLA) の新しいサブタイプに分類されています1。診断の
ほとんどは小児で、平均年齢は8.2歳ですが2、KLAが成人で同様の症状を示すという報告
もまれにあります3。KLAの臨床症状には、皮下および縦隔の腫瘤、出血、胸水などがあ
ります。KLAによる死亡率は高く、心肺不全が患者の死亡原因の第1位となっていま
す。4

KLAに対する現在の薬物治療、たとえばラパマイシン (シロリムス)5 や MEK 阻害
剤6は、臨床的な改善と生存率の潜在的上昇をもたらしています7。しかし、これらの治療
に対する反応は患者によって異なり、KLAの全体的な生存率は依然として残念なほど低
いままです。さらに、標準的な治療法4はまだ存在せず、KLAを管理するための効果的な
医療介入が極めて重要であることが強調されています。
我々は以前の研究で、GLA/KLA患者の関与する組織から採取したリンパ管内皮細胞
（LEC）における体細胞活性化NRAS変異（p.Q61R）を初めて特定しました8。Q61R変異
は、位置61のアミノ酸置換（グルタミン（Q）からアルギニン（R））をもたらします。
このホットスポット変異はNRASタンパク質のGTP結合領域内にあり、GTP結合NRASの増
加をもたらします9,10。これはその後、RAS-MAPKおよびPI3K-AKT-mTOR下流経路の恒常
的活性化につながり11、細胞の成長、生存、および浸潤を促進します。我々の当初の結
果はin vitroでさらに再現され12、近年実施されたKLA患者のゲノム評価により、ほとん
どの場合でRas経路、特にNRASが疾患の原因である可能性がさらに特定されました
13,14。
KLAの病因の根底にある分子メカニズムの理解の進歩と、それに続く新しい治療法の開
発は、KLAで観察される多様な臨床症状を忠実に再現できる信頼性の高い動物モデルの
欠如によって妨げられています。私たち以前の研究では、ヒトNRASの変異型が一過性に
全内皮細胞で過剰発現した後、ゼブラフィッシュの血液とリンパ管の異常な発達が実証
され、KLAを研究するための有利なモデルとしてのゼブラフィッシュの可能性が強調さ
れました8。ゼブラフィッシュは、外部発達が速く、光学的に透明で、子孫の数が多く、
遺伝子操作の戦略が簡単なため、ヒトの疾患をモデル化するための優れた手段となりま
す。さらに、in vitroスクリーニングの規模とスループットを動物研究の生理学的複雑さ
と組み合わせることで、ゼブラフィッシュはすでにいくつかの表現型に基づく新薬発見
に成功しています15。例えば最近では、ヒトの変異16, 17を持つゼブラフィッシュの胚で実
施されたハイスループット薬物スクリーニングを通じて、リンパ系異常の命を救う治療
法が特定され、ゼブラフィッシュに基づく研究が疾患の分子メカニズムを識別し、それ
を臨床に応用する可能性を浮き彫りにしました。

ゼブラフィッシュは、他の脊椎動物に見られるリンパ管と多くの特徴を共有するリンパ
系を有しています18。これには、適切なリンパ管形成のためのProx1転写因子の必要性19,20 

や、ヒトリンパ管のゴールドスタンダードマーカーであるLyve1のゼブラフィッシュ相同
遺伝子であるlyve1bの発現21–23 が含まれます。ゼブラフィッシュ胚のライブイメージング
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により、 受精後 2 日目に胚の正中線に沿って形成される傍脊索細胞 (PAC)がリンパ系の
構成要素として機能することが確認されました18,19。受精後2.5日で、PACは腹側に移動
し、主要なリンパ管である胸管 (TD) を生成します。胸管は、哺乳類の解剖学的位置に似
ており、魚の胴体に沿って大動脈 (DA) と主静脈 (CV) の間を走ります。

ここでは、静脈およびリンパECでヒトNRASの変異型(p.Q61R) (hNRASmut)の条件付き発
現を促進することにより、KLAの新しいゼブラフィッシュモデルの確立について説明し
ます。2dpfのゼブラフィッシュ胚でhNRASmut発現を誘導すると、心膜浮腫と顕著に拡張
したTDが起こり、ヒトKLAの臨床症状の一部を再現することを示します。 さらに、現在
臨床で使用されているMEK阻害剤トラメチニブによる治療により、変異に関連するすべ
ての表現型が効果的に回復し、モデルの適合性が確認されることを実証します。さら
に、このシステムを活用して、変異表現型を選択的に元に戻す小さな化合物をスクリー
ニングし、FDA承認のチロシンキナーゼ阻害剤であるカボザンチニブと競合的汎Aktキ
ナーゼ阻害剤であるGSK690693を主要なヒットとして特定しました。最後に、これらの
薬剤を KLA 患者由来の培養細胞でテストし、LECの発芽を正常化し、NRAS 流経路をブ
ロックする能力を実証し、GSK690693とカボザンチニブがKLA治療の新たな治療手段と
しての可能性を強調しました。

結果 

eKLAの条件付きゼブラフィッシュモデルを確立するために、まずUASプロモーター下
でヒトNRASのwtおよび変異体を発現させました(図S1A)。新しく生成された
Tg(UAS:hNRASp.Q61R)フィッシュ(以下hNRASmut)は、最初に
TgBAC(prox1a:KALTA4;4xUAS-E1B:TagRFP)24,25 と交配され、LECで UAS:NRAS wtおよ
び変異体コンストラクトの構成的発現を促進しました。5dpf

で、prox1a:KALTA4;hNRASmut幼生は、体の腫れや顕著な心膜浮腫などの重大な欠陥を
示しました (S1B、C赤矢印)。共焦点画像では、後主静脈（PCV）が著しく拡張し、節
間血管（ISV）が虚脱または欠損しているなど、血管系が著しく奇形化していることも
明らかになりました(図S1D、E)。prox1a遺伝子がニューロンや体節などの組織にも広く
発現し、初期胚に見られること26から、これらの表現型の一部は、異所性NRAS発現によ
る全体的な毒性から生じているのではないかと考えました。これを克服するた
め、Tg(UAS：hNRAS)wtおよび変異体動物と、静脈およびLEC特異的プロモーター
lyve1b22–24 の制御下でGal4転写活性化因子を発現する魚類を交配し、KLAの条件付き誘
導モデルを作成しました。早期致死および/または毒性を回避するために、Gal4コンスト
ラクトをエストロゲン受容体バリアント(ERT2)(以下、Tg(lyve1b:Gal4ERT2)と融合しま
した。4-ヒドロキシタモキシフェンを投与すると、ERT2は急速に活性化され、UASコン
ストラクト25,27の発現を誘導します。図1A-B’  に示すように、受精後24時間（hpf）の静
脈およびリンパECでのhNRASwtの標的発現は、5dpfで目立った欠陥を引き起こしません
でした。対照的に、同じEC集団にhNRASmutが存在すると、顕著な心膜浮腫を伴う重度
の腫脹した胚が発生しました（図1C、C’  、赤い破線）。心膜面積の測定によ
り、hNRASmut胚はwtおよびhNRASwtを発現する対応する胚と比較して4倍の増加を示
しました(図1D)。興味深いことに、48hpfでのhNRASmutの活性化は、胚の正常な発達に
影響を与えず、24hpfでの誘導後に観察されたように、全体的な体の形態の変化や心膜浮
腫を引き起こさないことに気付きました（図S1F）。
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次に、リンパ管（Tg(lyve1b:dsRed)）と血液（Tg(kdrl:TagBFP)）の血管を強調する二重蛍
光レポーターを用いて、Tg(lyve1b:Gal4 ERT2;UAS:hNRASwt)と
Tg(lyve1b:Gal4 ERT2;UAS:hNRASmut )の魚を交配させ、発達中の血管系に対するhNRASmut

発現の影響を調査しました。共焦点画像により、静脈およびリンパECにおける
hNRASmutの発現は5dpfで異常な拡張TDを引き起こしましたが、hNRASwtの発現は引き
起こしませんでした(図1E-H、TDは黄色でマーク)。対照的に、DAおよびPCVの口径およ
び形態に欠陥は見られませんでした(図S1G、H)。これは、変異NRASの発現がリンパ内皮
に特異的に影響を与えることを裏付けています。注目すべきことに、突然変異を発現す
るすべての胚が両方の症状を示したことから、心膜浮腫と拡張型TD表現型の間には完全
な相関関係が観察されました。

ゼブラフィッシュでは、魚類のリンパ系の構成要素として機能する水平筋隔膜レベルに
位置するリンパ前駆細胞（PAC）からの芽の移動および合体後にTDが形成されます19,28。
変異によって影響を受けるTD形成段階についての洞察を得るため、まず3.5dpfにおける
PACの数を評価しました。図S1I-Kに示すように、wt幼生とhNRASmut幼生を比較しても
有意差は検出されず、変異がLEC前駆細胞がCVから芽生えてHMに到達する能力に影響を
与えないことを示唆しています。次に、24hpfでの誘導後、60-120hpfの間のタイムラプス
でTg(lyve1b:DsRed);hNRASmut/wtを画像化しました(ビデオS1)。約 60hpf から、PACの
芽はHMの位置から背側および腹側に移動し始め、ISVに沿って背側縦走リンパ管 

(DLLV)29とDA19のすぐ腹側にTDを形成します。タイムラプスシリーズから抽出したス
ナップショットに見られるように、約75hpf でwt幼生に形成中のTDを検出できました (図 

S1L’)  。ただし、この段階では、hNRASmut幼生のTDはすでにわずかに拡大しているよ
うに見え(図S1M’ )、出現中のPACの芽も同様に拡大しています(図S1M’ 、青矢印)。この表
現型は、発達が進むにつれてより顕著になります(図S1 L’ 、M’ )。興味深いことに、約
90hpfで、hNRASmut幼生は完全なDLLVを確立できないことにも気付きました (図 S1M''、
白いアスタリスク)。これは、wt兄弟ではこの段階で完全に確立されているように見えます 

(図 S1L''、白い矢印)。総合すると、これらの結果は、24hpfでのCV-ECでのhNRASp.Q61R

変異の誘導は、LEC前駆細胞の仕様や分化には影響せず、むしろその後の増殖、移動、お
よび/または細胞形態に影響を与えることを示唆しています。
最近の研究では、MEK阻害剤がヒトおよびゼブラフィッシュの複雑リンパ管異常(CLA)に
良い影響を与えることが報告されています17,30。そこで、トラメチニブ治療がhNRASmut変
異体幼生のリンパ系表現型を効果的に回復させるかどうかを検討しました。24 hpfで
hNRASmut/wt発現を誘導した後、24時間後にトラメチニブを胚水に加え、5dpfで形態学的
分析を行いました（図2A）。図2B-Fに示すように、トラメチニブ治療により、wt胚の正常
な発達に影響を与えることなく、hNRASmut幼生の腫脹した体と心膜浮腫の表現型が完全
に回復しました(図2C、C’  、F)。さらに、Tg(lyve1b:dsRed;kdrl:TagBFP)幼生の共焦点画像
では、トラメチニブ治療によりTD拡張が大幅に回復したことが示されています(図2G-

J’  、TDは黄色でマークされ、Kで定量化されています)。
全体的に、拡張したリンパ管や心膜浮腫などのゼブラフィッシュhNRASmut幼生で観察さ
れる表現型特性は、トラメチニブ治療に対する肯定的な反応と並んで、ヒト患者で見られ
るKLAの特性を反映しており、KLA研究に対する当モデルの妥当性を強く裏付けていま
す。
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CLA全般、特にKLAに対する特異的な治療法がない重要な要因は、潜在的な治療薬を効
率的にテストできる適切な動物モデルがないことです。そこで私たちは、新しく作成し
たhNRASmutゼブラフィッシュ モデルの容易に区別できる表現型を利用して、KLAの安
全で効果的な治療法を特定しようとしました。この目的のために、私たちは、ハイコン
テンツ イメージングと、ゼブラフィッシュ幼生全体の明視野画像を分析するように設計
されたディープラーニング ベースのAIアルゴリズムを組み合わせた、ハイスループット
薬物スクリーニング プラットフォームを考案しました (WiSoft® Athena ソフトウェア、
詳細については「材料と方法」および 31 を参照)。最初に、5 dpf hNRASwt および 

hNRASmut 幼生 (トラメチニブの有無にかかわらず) を使用してシステムをセットアップ
し、以前にトレーニングした AI アルゴリズム 31 を調整しました。トラメチニブで処理
した幼生は「レスキュー」の陽性ベンチマークと見なされ、未処理または DMSO で処理
した幼生は陰性対照として使用されました (図 3A-D)。自動画像分析には、眼数と尾数が 

1 である魚として定義される、横向きの魚のみを使用しました。画像は最初に AI ベー
スのセグメンテーションを使用して分析され、幼生の外側の輪郭と 3 つの体区画 (頭、胴
体、尾) の推定マスクが定義されました。その後、マスクはアンカー ポイントを調整す
るか、描画ツールを使用して拡張することにより手動で編集されました。魚の輪郭を区
切る手動で注釈が付けられたマスク (図 3A-D、赤い輪郭) を使用して、AI アルゴリズム
を再トレーニングし、表現型を定量化する改良された検出モデルを作成しました。パイ
ロット実験のデータにより、「幼生の総面積」(図 3E) が、表現型が野生型と突然変異型
の動物を区別するための最も効果的な尺度として重要であることが明らかになりまし
た。そのため、このパラメーターをその後のすべての実験の分析に適用しました。
スクリーニングの第 1 ラウンドでは、既知の NRAS ターゲットとの関連性に基づいて選
択された 126 の化合物のライブラリ (表 1、図 S2A) を作成し、1 uM の濃度で追加しまし
た。このコホートから、アルゴリズムは 35 の化合物を、総幼生面積を wt グループと同
等のレベルまで減らすのに著しく効果的であると自動的に特定しました (表 2)。これら
のヒットは 2 回目の検証ラウンド (図 S2B-E) にかけられ、その終わりまでに、「総胚面
積」を平均寸法に戻すのに最も効果的な 4 つの化合物を特定しました。GSK690693、ベ
ラパミル、カボザンチニブ、コビメチニブです (図 3F-L)。
次のスクリーニング フェーズでは、3 つの異なる用量への曝露後の TD 形成を分析する
ことにより、主要なヒットの有効性と特異性を判断することに重点を置きました。共焦
点画像では、用量依存性にわずかな違いはあるものの、hNRASmut幼生の拡張 TD 表現型
の回復に特に効果的である 3 つの化合物、GSK690693、ベラパミル、カボザンチニブが
強調表示されました (図 4)。競合的 pan-Akt 阻害剤3 2 である GSK690693 は、0 .5および
1μMの濃度では TD 拡張表現型を回復しませんでした (図 4C-E、G)。一方、2 μM処理で
はTD正常化が見られました (図 4F、G)。
ベラパミルは高血圧の治療に使用されるカルシウムチャネル遮断薬です33。この化合物に
曝露された胚は、低用量では比較的穏やかな効果を示し（図4K、N）、最高用量ではTD

口径の完全な回復を示しました（図4L-N）。また、MET、VEGFR2、FLT3、c-KITな
ど、幅広い標的を持つ受容体チロシンキナーゼ阻害剤であるカボザンチニブも評価しま
した。カボザンチニブは現在、甲状腺髄様癌、腎細胞癌、肝細胞癌の治療薬としてFDA

の承認を受けています34。 GSK690693と同様に、0.5µMの用量では効果がなく、胚は未処
理のhNRASmutサンプルと同等のTD直径を示しました（図4Q、R、U）。一方、1µMと
2µMの両方で表現型の完全な回復が見られました（図4S-U）。最後に、共焦点イメージ
ング解析に基づくと、コビメチニブはリンパ表現型の回復に失敗しました（図S2F-L）。

選択した化合物がKLAの治療薬として有効であることを確認するために、KLA患者の罹
患組織から分離したNRAS p.Q61R変異LECにおけるLECの芽生えを阻害する能力を試験
しました。私たちは、生体内での芽生えリンパ管新生の重要な特徴を再現する
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スフェロイドベースの芽生えアッセイを使用しました35。以前の研究では、培養された
KLA LEC8と変異NRASp.Q61Rを発現するように形質転換されたヒト真皮 
LEC(HDLEC)36で芽の数が増加したことが実証されています。図5に示すように、スク
リーニングヒットのカボザンチニブとGSK690693は、芽の数を減らすのにトラメチニブ
と同等に効果的であることがわかりました(図5A-C、F)。さらに、どちらも pERK((図5I) 

レベルに影響を与えることなく、p-S6 (図 5G、H) の大幅な減少を引き起こしました。興
味深いことに、ベラパミルはゼブラフィッシュの表現型を逆転させるのに効果的でした
が、KLA細胞の発芽 (図 5E) や p-S6 およびp-ERKレベル(図 5G-I)には影響を及ぼしませ
んでした。

次に、GSK690693とカボザンチニブのプラス効果がこれらの化合物に特有のものか、そ
れとも同じファミリーに属し同じ経路を阻害する他の薬剤に広く共通するものなのかを
検討しました。実際、他のRTK37 の中でも血管内皮増殖因子受容体 (VEGFR) 1、2、3 を
標的とするTKIであるニンテダニブは、LECの発芽 (図 5B) と p-S6レベル (図 5G、H、カ
ボザンチニブと同様) に対して顕著な阻害効果を示しました。GSK690693がPI3K-AKT-

mTORに対して示したプラス効果を検証し、さらに拡大するために、アルペリシブ(PI3K 

阻害剤)、コパンリシブ (PI3K 阻害剤)、トリシリビン (AKT 阻害剤) を試験しました。
これらはすべて、LECの発芽とp-S6を同等のレベルで阻害しました。興味深いことに、2 

つのMEK阻害剤 (コビメチニブとレファメチニブ) は、ERKリン酸化を抑制するものの、
発芽を阻害しませんでした。

最後に、KLA 患者の組織を pAKT および pERK 抗体で染色し、これらの経路のin situで
の活性化について洞察を得ました。虫垂はポドプラニンの陽性対照として、結腸癌は
pAKT38およびpERK39染色の陽性対照として機能しました。図S3A-Bに示すように、pAKT 

とpERKの両方がKLA異常リンパ管で検出されています。ただし、pAKTレベルはより特
異的であり、ポドプラニン + リンパ管に限定されています。

総合すると、私たちの結果は、KLA の病態生理学を研究し、新しい治療法を特定する上
で、私たちの新しいゼブラフィッシュ モデルが適していることを示しています。さら
に、ゼブラフィッシュとヒトのアッセイを組み合わせることで、チロシンキナーゼ阻害
と PI3K-AKT 阻害が、KLA を治療するための潜在的な薬理学的治療法として注目されて
います。

検討 

ゼブラフィッシュで KLA をモデル化するために、prox1a プロモーターの制御下でヒ
トNRASの変異体または野生型を恒常的に発現するprox1a:KALTA4;hNRASmut/wtと、
lyve1bプロモーター下でhNRASmut/wt発現の時空間制御を可能にし、エストロゲン受容体 

ERT2によって制御されるGAL4-UASシステムに基づく2つのトランスジェニックライン
を確立しました。prox1aプロモーターによって駆動される発現は、主にprox1a遺伝子の早
期かつ広範な発現による一般的な毒性と非特異的効果をもたらしましたが、両方のライ
ンが心膜浮腫やTD拡張などのKLAの臨床的特徴を再現することがわかりました。さら
に、現在KLA治療の臨床で使用されているMEK阻害剤であるトラメチニブは、変異表現
型の反転に非常に効果的であることもわかりました。最後に、126個の化合物をAIベース
でスクリーニングした結果、ゼブラフィッシュのリンパ表現型を元に戻し、患者のLEC 

機能を正常化し、NRAS下流ターゲットのリン酸化を阻害する能力に基づいて、汎AKT阻
害剤であるGSK690693とチロシンキナーゼ阻害剤であるカボザンチニブがKLAの治療の
ための新薬候補として特定されました。
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興味深いことに、ベラパミルは用量依存的にゼブラフィッシュの表現型を改善しました
が、患者の異常なLEC発芽や、pAKT、pERK、pS6を介した下流のシグナル伝達を妨げま
せんでした。カルシウムシグナル伝達は、さまざまなメカニズムによってRas活性
(NRAS、HRAS、KRAS) を制御できます40。さらに、RASの発癌性変異は、細胞質Ca2+

ミグナルに影響を及ぼすことが示されています41,42。ただし、これらの相互効果は細胞と
状況に依存します40。したがって、ベラパミルの効果は、ゼブラフィッシュ変異体に存在
するリンパ系前駆細胞のサブポピュレーションに限定される可能性があり、これは
シト細胞アッセイには存在しません。あるいは、NRAS変異L ECにおけるカルシウム調
節は、E RK/MAPKカスケード以外のRal/GDSやP LCε40 などのさまざまなRasエフェク
ヱーと結合し、発芽アッセイでは再現されない機能に影響を与える可能性があります。
ベラパミルが単独療法として、またはトラメチニブなどの他の薬剤との併用でKLA表現
型を改善できるかどうかを確認するには、今後の臨床研究が必要です。

GSK690693 は、ATP競合性汎 Aktキナーゼ阻害剤です。現在までに、いくつかのアロス
テリックおよびATP競合性AKT阻害剤が合成され、さまざまな癌の臨床試験でテストさ
れています43,44。多数の体細胞変異を示すことが多い腫瘍とは異なり、KLAなどの血管異
常は、体細胞単一遺伝子疾患であることが実証されています。したがって、それらの発
生と進行には、ドライバー腫瘍タンパク質の存在に依存する可能性が高くなります。実
際、ミランセルチブによるAKT阻害は、AKT1の接合後活性化変異体によって引き起こさ
れる過成長疾患であるプロテウス症候群45の表現型と、PIK3CA関連過成長スペクトラム
(PROS) の小児 2 名の表現型を改善し、良好な安全性プロファイルを示しました46。

GSK690693 が KLA 表現型を逆転させる効率は、リンパ発達中の RAS エフェクターとし
ての PI3K/AKT 経路の重要な役割を再確認するものであり、マウス モデル フィールドで
の RAS/PI3K 相互作用の役割に関する以前の研究結果と一致しています4 7。P ik3ca 遺伝
子の RBD ドメインに 2 つの点変異を導入して RAS が PI3K の p110αサブユニットに結
合できないようにしたマウスを生成すると、ホモ接合変異マウスはリンパ発達不全によ
る乳び腹水のために生後まもなく死亡することが示されました。カボザンチニブはチロ
シンキナーゼ阻害剤で、小児患者を含むいくつかの悪性腫瘍の治療薬として FDA の承認
を受けています34,48。その標的には VEGF 受容体 1、2 、349 が含まれており、リンパ管新
生に対するその効果をさらに裏付けています。副作用は一般的ですが、用量に関連して
おり、治療中止に至る患者はわずか 9 ～ 20% です。

興味深いことに、mTOR 阻害剤は、私たちのゼブラフィッシュ モデルにおける異常なリ

ンパ表現型に対して部分的な効果しか示しませんでした。これらの結果は臨床データと
一致しており、患者では完全な反応は得られず、KLA 患者の半数のみが部分的な反応を
達成しました36。
我々の研究結果は、リンパ管内皮における Q61R NRAS 変異が KLA の病因に果たす役割
が以前から特定されていたことを再確認するものであす。実際、この変異はほとんどの
KLA 患者の罹患組織および体液で特定されています50。しかし、変異の出現時期は依然
としてほとんどわかっていません。ほとんどの患者の発症年齢が若いことと、この疾患
が多巣性であることから、この変異は胚発生の初期段階で発生する可能性があります。
変異が表現型を発揮するために必要な特定の「時間枠」に関する我々の研究結果は、こ
の仮説を裏付けるものかもしれません。
ゼブラフィッシュモデルの使用にはいくつかの制限があります。まず、成体ゼブラ
フィッシュの顕微鏡画像化は依然として非常に難しいため、初期の胚/幼生段階に焦点を
当てています。したがって、成体動物で同様の薬効が見られるかどうかを判断するに
は、

(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission. 
The copyright holder for this preprintthis version posted March 25, 2024. ; https://doi.org/10.1101/2024.03.21.586124doi: bioRxiv preprint 

https://doi.org/10.1101/2024.03.21.586124


他の動物モデルでテストする必要があります。さらに、ゼブラフィッシュへの薬物投与
は胚水への添加によって優先的に行われるため、このモデルでは不溶性薬物の薬物スク
リーニングが依然として困難です。最後に、ゼブラフィッシュの生理機能は、薬物の吸
収と分布に影響を与える可能性のある最適温度や呼吸システムなど、哺乳類と比較して
進化の相違点を示しており、哺乳類システムでの薬物動態をさらに特徴付けることが重
要になります。それでも、ゼブラフィッシュベースのスクリーニングで特定されたリー
ド候補のうち2つがKLA細胞の発芽表現型をうまく逆転させたことを示す私たちの結果
は、KLA治療の新規治療手段の前臨床薬物評価に対するこのモデルの関連性を強く強調
しています。
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材料と方法 

ゼブラフィッシュの飼育、遺伝子組み換えおよび突然変異系統 
ゼブラフィッシュは標準的な方法で飼育され、ワイツマン研究所動物実験委員会 23のガ
イドラインに従って取り扱われました。すべての画像化では、色素形成を阻害するため
に、受精後 8  日目から胚に 0.003% フェニルチオ尿素（ PTU、  Sigma-Aldrich）を処理しまし
た。この研究で使用したゼブラフィッシュの系統は、 Tg(fli1:EGFP)yl 51、 
Tg(kdrl:TagBFP)mu293 25、  TgBAC(prox1a:KALTA4,4xUAS-E1B:TagRFP)nim5 24です。  

Tg(lyve1b:Gal4ERT2)コンストラクトは、p5E-lyve1bプロモーター52とERT2配列を組み合わ
せ、次にGatewayシステムを使用してpME-Gal4VP1653と組み合わせることによって生成さ
れました。   

Tg(UAS:hNRASwt)およびTg(UAS:hNRASmut)は、それぞれヒトwtおよびp.Q61R NRAS 変異
体をTol2互換ベクターにクローニングすることによって生成されました。得られた構築物
は 1 細胞期に AB ゼブラフィッシュに注入され、安定した系統 54 が生成されました。

イメージングと画像処理
共焦点イメージングは、水浸型×20/1.0 NAまたは×10/0.5 NA対物レンズを装備したZeiss 
LSM780またはLSM880直立共焦点顕微鏡（Carl Zeiss）を使用して実施しました。胚は
1.5%（w/v）低融点アガロースを使用してマウントされました。共焦点画像は、ImageJの
Fiji55バージョン（NIH）またはImaris v.9.3（Bitplane）を使用してオフラインで処理され
ました。この研究で示されている蛍光画像は、収集されたzシリーズスタックの単一
ビュー、2D再構成です。  

ゼブラフィッシュ胚の位相差画像は、Nikon DS-Fi3 を搭載した実体顕微鏡 LEICA M165 
FC を使用して取得されました。 

薬物スクリーニングのために、胚は透明なガラス底の96ウェルプレート(ZFプレート、三
重県橋本市) で培養されました。透過光画像は、高開口数 (NA)31の4倍空気対物レンズを
備えた高コンテンツ倒立スキャンシステムであるWiScan®Hermes (IDEA Bio-Medical、イ
スラエル、レホヴォト)を使用して取得されました。各ウェルの画像をつなぎ合わせて、
幼生の全身の 1 つの画像を作成しました。

薬物スクリーニング画像分析は、WiSoft® Athena ソフトウェア ゼブラフィッシュ アプリ
マーション(IDEA Bio-Medical、イスラエル、レホヴォト)を使用して実施しまし
た。Athenaは、新しいディープラーニング ベースのAIアルゴリズムを使用してゼブラ
ケィッシュ幼生全体の明視野画像を分析して、魚の輪郭と、心臓、目、尾、および3つの
体区画 (頭、胴体、尾) などの特定の解剖学的構造を、前述のように識別します31。目と
尾の解剖学的構造は、幼生全体の面積の比較を可能にするために、適切に方向付けられ
た魚のみを選択するために使用されました。アッセイ開発プロセスでは、WiSoft®Athena 
ソフトウェアに組み込まれた手動描画ツールを使用して、マスク定義を調整しました。

フモキシフェンの導入と薬物スクリーニング
Tg(lyve1b:Gal4ERT2;UAS:hNRASwt) および Tg(lyve1b:Gal4ERT2; UAS:hNRASmut) 幼生を 24 
hpf まで飼育し、その時点で 5 µM のタモキシフェンを添加した。 48 hpf でタモキシフェ
ンを洗浄し、阻害剤を添加しました。焦点を絞った臨床関連スクリーニングを実行する
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ために、まず最新の文献に基づいて126個の標準および非標準NRASターゲットを定義し
ました(図S3A、B)。Drug Bankデータベースを使用して、キーワードリストとしてNRAS 

ターゲットを持つ化合物をマイニングしました。次に、承認状態(臨床的に承認された化
合物を優先) およびサプライヤーからのターゲット注釈に基づくNRASターゲットとの関
連レベルに基づいて化合物に優先順位を付けました。既知の細胞毒性薬CPMは除外しま
した。ハイスループット薬物スクリーニングは、ゼブラフィッシュと光学的に透明な底
部を効率的に位置合わせして画像化できるウェルスリット設計の96ウェルプレート(ZFプ
レート、三重県橋本市)で実施しました。スクリーニング用の化合物はソースプレートか
ら採取し、Echo555アコースティックトランスファーリキッドハンドラー(Labcyte/

Beckman)を使用してアッセイプレートに移しました。各薬物は、橋本プレートに直接添
加された1 µM の濃度でテストされ、その後、魚は2 8℃インキュベーター内で暗条件で5

日目まで保管され、その後、WiScan®Hermes (IDEA Bio-Medical、イスラエル、レホヴォ
ト) を使用して画像化されました。

ウエスタンブロッティング

KLA 患者のリンパ管内皮細胞の分離と特徴付けについては、以前に記載されています
8。この研究は、S heba Medical Center の機関研究委員会 (#8333-10-SMC) によって承認さ
れました。細胞は 60X15 mm の皿に 60% のコンフルエンスで播種されました。2 4 時間
後、細胞は未処理か、または以下のいずれかの薬剤の1μMで処理されました:  ベラパ
ミル、カボザンチニブ、ニンテダニブ、アルペリシブ、コパンリシブ、トリシリビ
ン、GSK-690693、コビメチニブ、レファメチニブ、トラメチニブ。2 4時間インキュ
ベーション後、全細胞溶解物を生成しました。細胞をP BSで2回洗浄し、RIPA溶解バッ
ファー システム (カタログ番号 sc-24948、S anta Crus Biotechnology、カリフォルニア州、
米国)  で細胞スクレーパーでこすり落としました。細胞を氷上で緩衝液とともに3 0分間
インキュベートし、その後 4℃で1 4,000x RPM で3 0分間遠心分離して細胞残骸を除去し
ました。タンパク質濃度は、製造元の指示に従ってMicro BCATM Protein Assay Kit 

(ThermoFisherscientific、MA、USA) で測定しました。各細胞ライセートの 30μgのタン
パク質を、Tris-MOPS-SDSランニング緩衝液 (Cat. No: M00138、A2S technologies、イス
ラエル)中の4-20%勾配Bis-Tris-PAGE(SurePAGETM、Bis-Tris、Cat.No: M00657、A2S 

technologies、イスラエル) で分離し、その後ニトロセルロースシートに転写しました。
次に、膜をIntercept Blocking Buffer(Cat.927-60001、LI-COR、NE、USA) で１時間

ブロックしました。次に、メンブレンを一次抗体とともに4℃で一晩インキュベートし
ました。蒸留水で1:10に希釈したTBST(カタログ番号002089232300、Bio-Lab、イスラエ
ル)で10分間3回洗浄した後、メンブレンを適切なヤギ抗マウスまたはヤギ抗ウサギIgG 

ペルオキシダーゼ コンジュゲートとともに室温で1時間インキュベートしました。次
に、記載どおりにメンブレンをTBSTで再度洗浄し、ECL基質(WESTAR ANTARES、カ
タログ番号 XLS142,0250、Cyanagen、イタリア)にさらし、ChemiDOcTM MP Imaging 

System (Bio-Rad、カリフォルニア州、米国) を使用してシグナルを検出しました。最後
に、検出されたバンドの濃度測定分析をImage Labソフトウェア(Bio-Rad、カリフォル
ニア州、米国)を使用して行いました。使用した一次抗体:モノクローナルウサギ抗リン
酸化p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (20G11)(カタログ番号 4376S); モノクローナ
ルウサギ抗S6リボソームタンパク質 (5G10) (カタログ番号 2217); モノクローナルウサ
ギ抗リン酸化S6リボソームタンパク質 (Ser235/236)(2F9) (カタログ番号 4856); (すべて 

Cell Signaling Technology Inc、MA、USA から購入) {希釈度 1:1000}。モノクローナルマ
ウス抗βアクチンAC-15)(カタログ番号s c-69879);(すべてS anta Crus 
Biotechnology、CA、USA から購入)  {希釈度 1:1000}
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LEC発芽アッセイ 

KLA 患者由来 LECの分離と特性評価については、すでに説明しました8。6X105個の細胞
を24ウェルディッシュAggreWell400に播種し、EBM2培地でAggreWellRising溶液
(STEMCELL Technologies) を 16 時間前処理して、約500個の細胞を含むスフェロイドを形
成させました。2 日目に、スフェロイドを収集し、40µm pluriStrainer (pluriSelect) で濾過
して、スフェロイドのサイズが均一になるようにしました。スフェロイドの収量は顕微
鏡で定量化し、8～10個のスフェロイドをCultrex Basement Membrane Extract 
(Trevigen) と混合して、さまざまな処理を加えて最終的なタンパク質濃度が8mg/mlにな
るようにし、96ウェルプレートの1つのウェルに埋め込みました。翌日、各条件につい
て、合計約50個のスフェロイドに相当する5つのウェルを、Nikon Eclipse TS-100顕微鏡 

(10倍対物レンズ) とNikon DS-Fi1カメラを使用して手動で撮影し、芽の数を手動で数え
ました。

免疫染色 

KLA浸潤組織8からの FFPEブロックを4で切片化し、スライドの右端に陽性コントロール
を追加しました。Phospho-AKT (#9271、Cell Signaling、米国)、phospho-ERK1/2 
(#4376、Cell Signaling、米国)、およびPodoplanin (M3619、Dako、米国) 免疫染色プロト
コルは、Benchmark Ultra 染色モジュール (Ventana Medical Systems Inc.、米国)  で較正し
ました。スライドは 60℃で1時間温めた後、完全に自動化されたプロトコルで処理しま
した。簡単に説明すると、脱蝋および再水和後、切片は pAKT および pERK1/2 に対して
64 分間の CC1 HIER 前処理 (Ventana Medical Systems Inc.、米国)  に曝露されました。切
片は Podoplanin に対して 36 分間前処理されました。 pAKT抗体（1 :25）、p ERK1/2抗体
（1 :50）、およびポドプラニン（1 :80）をすべて3 7℃で4 4分間インキュベートしまし
た。PAKTとpERK1/2は、OptiView検出キット（Ventana Medical Systems）で検出しまし
た。pAKT染色は、OptiView増幅キット（Ventana Medical Systems Inc.、米国）で強化さ
れました。ポドプラニンは、UltraView検出キット（Ventana Medical Systems）で検出し
ました。その後、すべての切片をヘマトキシリン（Ventana Medical Systems）で対比染色
しました。自動実行の最後に、スライドを段階的エタノール（70％、96％、および
100％）で脱水しました。カバーガラスをかぶせる前に、切片をキシレンで透明化
し、Entellanでマウントしました。

統計分析 

2つのサンプルの比較は、特に明記しない限り、少なくとも3つの独立した実験からの等
分散を前提とした、対応のない両側Student t検定を使用して行われました。3つ以上のサ
ンプルの統計的有意性は、特に明記しない限り、一元配置分散分析に続いてTukeyまたは 

Dunnettの多重比較検定によって計算されました。すべてのデータは平均値±SEMとして
報告され、Prism6ソフトウェア (GraphPad Software, Incorporated、米国カリフォルニア州
ラホヤ) を使用して分析されました。
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図の説明 

図 1。ゼブラフィッシュ KLA モデルの確立と特性。A-C’。h-NRAS wt (hNRASwt、B、B’) 

または hNRAS p.Q61R (hNRASmut) (C、C’) 変異体を過剰発現している 

Tg(lyve1b:GalERT2) wt 魚 (A、A’) の位相差画像。変異幼生のみ、腫れた体 (C) と心膜浮腫 

(C’、赤い破線) が見られます。D。心膜領域の定量化 (n=18、一元配置分散分析、Tukey 

事後検定による多重比較)。E-G’。hNRASmut の誘導後に拡大した胸部リンパ管 (TD) を示
す体幹血管の共焦点画像 (G、G’)。 E’-G’ の黄色の破線は TD を表し、E-G の破線の四角
は E’-G’ で拡大された領域を示します。H. wt、hNRASwt、hNRASmut 幼虫の TD 直径の
定量化 (n=18、一元配置分散分析、Tukey 事後検定による多重比較)。スケールバー: 

A、B、C = 100 μm、A’、B’、C’ = 50 μm、E、F、G = 50 μm、E’、F’、G = 50 μm。エラー
バーは平均 ± 標準誤差です。

図 2。MEK 阻害剤 Trametinib は hNRASmut 誘導表現型を回復します。A。薬物試験の実
験設計を示す図。B-E’。wt (B-C’) および hNRASmut 幼虫 (D-E’)、未処理 

(C、C’、E、E’)、または水に Trametinib を追加した後 (C、C’、D、D’、D’ の赤い破線は
心膜領域の拡大を示す) の位相差画像。F。心膜領域の測定は、Trametinib 処理後の 

hNRASmut 胚の完全な回復を示しています (n=11、一元配置分散分析、Tukey 事後検定に
よる多重比較)。G-K。hNRASmut 誘導 (I、I’) 後の拡大した TD を示す体幹血管の共焦点
画像 (G-J’)。これは Trametinib 処理後に回復します (J、J’)。トラメチニブの追加は、wt 胚
の発達に影響を与えません (C、C’)。G’-J’ の黄色の線は TD を表し、G-J の破線の四角は 

G’-J’ で拡大された領域を示します。wt、wt + トラメチニブ、hNRASmut、および 

hNRASmut + トラメチニブ幼虫の TD 平均直径の定量化 (K)。スケール バー: B、C、D、E 

= 100 μm、B’、C’、D’、E’ = 50 μm、G、H、I、J = 50 μm、G’、H’、I’、J’ = 100 μm、エ
ラー バーは平均 ± s.e.m. です。

図 3。ゼブラフィッシュの NRAS 変異表現型を反転させる低分子化合物のハイスループッ
トスクリーニング。A-D。WiScan® Hermes で取得し、WiSoft® Athena ゼブラフィッシュ
アプ  リケーションでマスクボディセグメンテーションによって処理した、wt、wt + 

DMSO、hNRASmut、および hNRASmut + トラメチニブ 5 dpf 幼虫の明視野画像。E。異な
るサンプルにおける幼虫の総面積の定量化 (n=26、一元配置分散分析、Tukey 事後検定に
よる多重比較)。F-L。 5 dpf wt (F)、hNRASmut (G)、および Cabozantinib (H)、GSK690693 

(I)、Cobimetinib (J)、または Verapamil (K) で処理した hNRASmut の明視野画像。処理した
幼虫 (L) の全面積が完全に回復していることを示しています (n=10 一元配置分散分
析、Tukey 事後検定による多重比較)。スケールバー: A-D、F-J = 50 。エラーバーは平
均 ± s.e.m. です。

図 4。選択された候補は、hNRASmut 幼虫の TD 拡張表現型を効率的に回復します。A-
G。Akt 阻害剤 GSK690693 (GSK) を 0.5 (D)、1 (E)、2 (F) µM で処理した後の 5 dpf 幼虫の
体幹血管の共焦点画像 (G で定量化)。H-N。カルシウム チャネル遮断薬ベラパミルを 0.5 

(K)、1 (L)、2 (M) µM で処理した後の 5 dpf 幼虫の体幹血管の共焦点画像 (N で定量
化)。O-U。カボザンチニブを 0.5 (R)、1 (S)、2 (T) µM で処理した後の 5 dpf 幼虫の体幹血
管の共焦点画像 (U で定量化)。 A-F、H-M、O-T の黄色の破線は TD を表します。グラフ 

G、N、U、n=6、一元配置分散分析、Tukey 事後検定による多重比較)。スケール バー: A-
F、H-M、O-T = 50 μm。エラー バーは平均 ± 標準誤差です。 
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図 5. 患者由来細胞での検証。さまざまな薬剤 (2µM) で処理した KLA 患者由来 LEC の芽
形成の代表的な画像: A. 未処理 (上パネル)、トラメチニブ 0.5µM (下パネル)。B. チロシン
キナーゼ阻害剤。C. P13K/Akt/mTOR 阻害剤。D. RAS/RAF/MEK/ERK 阻害剤。E. ベラパ
ミル。F. 4 つの独立した実験 (5 つのウェル、条件あたり約 200 個のスフェロイド) から計
算された芽の数の定量化。プロットされているのは平均 ±

s.e.m. で、* は p < 0.05 を示します。G-I. リン酸化 ERK (p-ERK) およびリン酸化 S6 (p-S6) 

に対する薬剤 (2µM) の効果の WB 分析。プロットは平均±標準誤差、*はp < 0.05を示
す。n=4、一元配置分散分析。スケールバー：A-E= 100μm

Supplementary Figure Legends 

図 S1。Tg(UAS:hNRAS) ゼブラフィッシュトランスジェニックラインの生成。A. 

Tg(UAS:hNRASwt) および Tg(UAS:hNRASmut) トランスジェニックラインを確立するため
に使用された戦略を示す図。B-E。prox1a プロモーター下での hNRASmut の構成的発現
は、心膜浮腫、体部の腫脹 (C)、体幹血管の重度の奇形、および全身毒性 (E) を引き起こ
します。B-C の破線四角は、D、E で拡大された領域を示します。F. lyve1b:GAL4ERT2 胚
における hNRASmut 発現誘導後の形態学的欠陥の定量化 (24 および 48 

hpf、N=3、n=20)。G、H。 lyve1b:GAL4ERT2 胚における hNRASwt および hNRASmut の
誘導後の DA および PCV 口径の定量化 (n=10、一元配置分散分析、Tukey 事後検定による
多重比較)。I-K。3.5 dpf での wt (I) および hNRASmut (J) 胚の胴体の共焦点画像。PAC の
数に有意差は見られず、定量化されています (K、n=4、両側 Student t 検定、
P=0.83)。L-M’’。 Tg(fli1:EGFP; lyve1b:DsRed; lyve1b:GAL4ERT2) wt (L-L’’) または 

hNRASmut 発現誘導後 (M-M’’) の共焦点タイムラプスシリーズから選択された画像。膨張
した PAC 芽 (M’’、青い矢印)、肥大した TD (M’’、黄色の破線)、および DLLV の欠損 

(M’’、アスタリスク) を示しています。L’’ の白い矢印は正常な DLLV を示しています。
スケールバー: B、C = 100 μm、D、E = 100 μm、J、K = 50 μm、L-M’’ = 100 μm。エラー
バーは平均 ± s.e.m. です。 

図 S2. ゼブラフィッシュの幼生におけるハイスループット薬物スクリーニング。A. スク
リーニング用に選択された NRAS 下流ターゲットを示す図。B-E. WiSoft® Athena ゼブラ
フィッシュ アプリケーションによるセグメンテーションと分析後の魚の総面積の定量
化。各ターゲット グループの代表的な化合物が表示されます 

(nwt=40、nhNRASmut=40、nwt+単一化合物=6、nhNRASmut+単一化合物=6、一元配置分
散分析、Tukey 事後検定による多重比較)。F-L. コビメチニブ投与後の体幹血管の共焦点
画像では、TD 拡張表現型の回復は示されていません (TD は黄色で強調表示されています 

(n=6、一元配置分散分析、Tukey 事後検定による多重比較)。エラー バーは平均 ± s.e.m. で
す。スケール バー: F-L = 50 μm

図 S3. pAKT および pERK レベルは KLA リンパ管で増加しています。A. ポドプラニ
ン、pERK、pAKT 染色の陽性対照。B. ポドプラニン、pERK、pAKT 染色のための患者の 

KLA 関与組織の染色; H = 100μm 

ビデオ S1: 体幹リンパ管の発達を示す Tg(lyve1b:GAL4ERT2; lyve1b:DsRed) wt (左) および 

hNRASmut (右) 胚のタイムラプス シリーズ。白い矢印は欠陥のある PAC を示していま
す。
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表1. 試験した化合物のリスト

薬品名 製薬メーカー 
SP600125 SIGMA 

PHA-767491 selleck 

10058-F4 SIGMA 

Abemaciclib SIGMA 

Afuresertib selleck 

AICAR (Acadesine) SIGMA 

Alpelisib selleck 

Alvespimycin SIGMA 

Aminosalicylic acid SIGMA 

Apitolisib selleck 

AS-252424 SIGMA 

Atorvastatin calcium salt trihydrate MicroSource 

Autophinib SIGMA 

Avermectin B1a SIGMA 

Azathioprine SIGMA 

Baricitinib SIGMA 

BAY 11-7082 (BAY 11-7821) selleck 

Binimetinib selleck 

BIX 02188 selleck 

Brigatinib selleck 

Cabozantinib selleck 

Capmatinib selleck 

Celecoxib selleck 

Cobimetinib selleck 

Copanlisib selleck 

Crizotinib selleck 

Dabrafenib selleck 

Danusertib (PHA-739358) selleck 

Dinaciclib selleck 

Duvelisib Prestwick 

Elesclomol selleck 

Encorafenib Analyticon 

Enzastaurin selleck 

Everolimus MicroSource 

Fasudil HCl (HA-1077) selleck 

Fedratinib Selleck Chemicals 

Fenoprofen calcium MicroSource 

Fingolimod Selleck 

Foretinib (GSK1363089, XL880) Selleck Chemicals 
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Fostamatinib selleck 

Galunisertib selleck 

GDC-0879 selleck 

Gedatolisib selleck 

Glasdegib selleck 

Golvatinib selleck 

GSK429286A Selleck Chemicals 

GSK690693 selleck 

Idasanutlin selleck 

Idelalisib selleck 

Indirubin selleck 

Indole-3-carbinol selleck 

IPA-3 Selleck Chemicals 

JNJ-38877605 selleck 

KEPPRA selleck 

K-Ras(G12C) inhibitor 6 selleck 

LB42708 selleck 

Leflunomide selleck 

LIPITOR Selleck Chemicals 

Lonafarnib Selleck Chemicals 

Lonafarnib (SCH66336) selleck 

LY294002 Selleck 

Mesalamine (Lialda) selleck 

Miltefosine selleck 

MLN0128 selleck 

Myricetin (Cannabiscetin) Selleck 

Myricitrin selleck 

Neratinib Selleck 

NF 023 selleck 

Nifedipine selleck 

Nintedanib selleck 

NVP-BHG712 selleck 

Omipalisib selleck 

OSI-027 selleck 

OSI-930 selleck 

OSU-03012 (AR-12) selleck 

Palbociclib selleck 

Palomid 529 Selleck 

Parecoxib Sodium selleck 

PD98059 TargetMol 

PF-3758309 selleck 
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PF-4708671 Selleck Chemicals 

Phenformin hydrochloride selleck 

Pictilisib (GDC-0941) selleck 

Pirfenidone selleck 

PLX-4720 selleck 

Quercetin (Sophoretin) selleck 

Ranolazine Selleck 

Refametinib Selleck Chemicals 

Regorafenib selleck 

RepSox selleck 

Ribociclib selleck 

Romidepsin selleck 

RSL3 selleck 

SB 216763 selleck 

SB 415286 selleck 

SB 525334 selleck 

Selumetinib selleck 

Sepanisertib selleck 

SGX-523 selleck 

Sildenafil TargetMol 

Sirolimus selleck 

Sodium 4-Aminosalicylate selleck 

Sonidegib selleck 

Sorafenib selleck 

TAK 715 selleck 

Taladegib selleck 

Taselisib selleck 

Temsirolimus selleck 

TG 100713 selleck 

Thalidomide selleck 

Tideglusib selleck 

Tipifarnib (Zarnestra) selleck 

Tivozanib (AV-951) selleck 

Tozasertib selleck 

Trametinib selleck 

Triciribine selleck 

Tucatinib selleck 

U0126-EtOH selleck 

Valdecoxib selleck 

Vemurafenib selleck 

Verapamil selleck 
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Verbenalin selleck 

Vismodegib selleck 

Wnt-C59 selleck 

XL147 analogue selleck 

ZM-447439 selleck 

表2: ハイスループットスクリーニング後の選択された化合物 

PI3K/akt/mTOR 
group  

RAS/RAF/MEK/ER
K 

Tyrosine kinase (TKI) Miscellaneous 

Alpelisib Cobimetinib Crizotinib Vismodegib 

Copanlisib Vemurafenib Cabozantinib Palbociclib 

Taselisib Pictilisib Leflunomide Abemaciclib 

Afuresertib Refametinib Nintedanib Aminosalicylic 

acid 

Triciribine Fostamatinib Thalidomide 

GSK690693 Tucatinib Baricitinib 

Gedatolisib Brigatinib Fingolimod 

Temsirolimus Ranolazine 

OSI-027 Verapamil 

Sepanisertib Sildenafil 

Palomid 529 Fedratinib 

Valdecoxib 

Celecoxib 
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