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研究成果の概要（和文）：ガン細胞で過剰に発現し、抗ガン剤耐性に寄与しているグルタチオン S トランスフ
ェラーゼは複数のサブタイプがあり、ガン細胞によって発現しているサブタイプが異なる。本研究では GST の
サブタイプ特異的なプローブの開発を目指し、グルタチオンの誘導体を設計・合成した。
アミノ酸と共有結合を形成する誘導体を合成して検証を行ったところ、サブタイプ特異性を示唆する構造が得ら
れた。また、グルタチオンのグリシン残基に蛍光分子またはビオチンをつけた誘導体でも GST に結合すること
を確認した。
これらの知見は、GST サブタイプ特異的なプローブ開発につながるものである。

研究成果の概要（英文）：Glutathione S transferase (GST) is one of highly expressed enzymes in cancer
 cells. The subtype of this enzyme depends on the cancer species. Tough the determination of the 
cancer species by detecting GST subtype is thought to contribute to cancer therapy, the GST probe 
with subtype specificity remains to be developed. As fundamental step for developing the 
subtype-specific probe, glutathione derivatives were designed and synthesized and those subtype 
specificities were evaluated.
We synthesize glutathione derivatives with fluorescent group or the functional group forming 
covalent bond with amino-acid residue. Using this derivative, we discovered the structure for the 
subtype-specificity. In addition, we succeeded in a synthesis of derivatives with several chemical 
groups at glycine residue in glutathione without reduction of GST binding ability. These results are
 thought to promote the development of probes with GST substrate specificity.
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１．研究開始当初の背景 
 グルタチオン  S トランスフェラーゼ
（GST）はグルタチオンと様々な基質が結合
できるポケットを持っており、結合した基質
に対して、チロシン残基がグルタチオンのシ
ステイン残基からプロトンを引き抜くこと
で、グルタチオンのチオール基が基質を求核
攻撃し、共有結合を介して基質にグルタチオ
ンを結合させる酵素である。グルタチオンが
付加された基質はトランスポーターによっ
て細胞外に排出されることが知られている
（Figure 1）。そのため、グルタチオンが抗
がん剤などの薬剤の排出に関わり、ガン細胞
における抗がん剤耐性に寄与していること
が知られている。また、ガン細胞に多く発現
していることもこれまでの研究で報告され
ている。GST には α、μ、π などと複数のサ
ブタイプが存在することが知られている。各
サブタイプの立体構造は決定しており、グル
タチオン結合部位は共通していることが知
られている。また、ガン細胞によって発現し
ている GST のサブタイプが異なるため、GST 
サブタイプからガン細胞の同定が期待でき
る。しかし、これまで GST のサブタイプ特
異的なプローブは報告されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 前項に記載した通り、GST のサブタイプ
特異的なプローブはガン診断等に有用にも
関わらず、未だ開発されていない状況である。
本研究課題の目的は、GST のサブタイプ特異
的なプローブを開発するための基盤を構築
することにある。我々は GST に対する特異
性を保持するためにグルタチオン骨格を基

盤とした各種誘導体を設計・合成した。具体
的には蛍光化合物を持つグルタチオン誘導
体を開発することとサブタイプ特異性を発
揮する構造を決定することである。 
 
３．研究の方法 
 本研究課題ではグルタチオンに蛍光物質
および共有結合性の官能基を導入したグル
タチオン誘導体を設計・合成し、これらの物
性を調べるとともに、GST に対する活性を評
価した。 
 蛍光化合物を持つグルタチオン誘導体の
合成には、グルタチオンの基本骨格を合成す
る際に蛍光化合物が導入可能な反応残基を
導入し、蛍光をもつクマリンの誘導体を導入
した。 
 共有結合性のグルタチオン誘導体の合成
の際は、グルタチオンに共有結合を形成する
官能基を含む炭素鎖を反応させることでグ
ルタチオン誘導体を合成した。また、合成し
た各化合物の検証は、質量分析計と NMR を
用いて行った。 
 化合物の検証は、精製したヒト由来 GST 
タンパク質を用いて行った。各サブタイプの
ヒト由来 GST タンパク質を大腸菌内で過剰
発現させ、超音波破砕によって抽出し、グル
タチオンを固定した樹脂を用いることで調
製した。精製標本の純度は SDS-PAGE による
電気泳動で確認した。合成したグルタチオン
誘導体と GST との結合能の評価については、
天然のグルタチオンに対する競合を見るこ
とで行った。 
 
４．研究成果 
 GST にはグルタチオンの結合する G 部位
とグルタチオンが付加される基質が結合す
る H 部位の二つが存在する。このうち、H 部

 

Figure 2 GST の機能 

 

Figure 1 ヒト由来 GST の比較 



位は基質特異性が低い。そこで本研究課題で
は、GST 特異的に結合する誘導体を合成する
ために、特異性の高い G 部位に着目し、グ
ルタチオンを基本骨格とする化合物を設計
した。すでに報告されているヒト由来の GST 
の結晶構造を観察すると、グルタチオン結合
部位付近にもサブタイプ毎に違いが見られ
た（Figure 2）。そこで、本研究では、グル
タチオンのシステイン残基およびグリシン
残基に目的の化合物を付加したグルタチオ
ン誘導体を設計した。 
蛍光化合物を導入したグルタチオン誘導
体として、クマリン色素を導入したものを設
計・合成した。この誘導体ではグルタチオン
部分のチオール基がスルホンリンカーに置
換されており、スルホンリンカーを介してク
マリン色素が結合している。GST 内において、
Tyr によるプロトン引き抜きにより、β 脱離
反応を引き起こし、クマリン色素が脱離する
ことが予想される。クマリン色素はグルタチ
オン骨格と結合している際は蛍光を発しな
いが、遊離すると蛍光を発することが予想さ
れるため、GST のプローブになることが期待
された。 
 まず、クマリン色素とグルタチオンをカー
ボネートで結合させた誘導体を設計・合成し

た。合成した化合物を質量分析計および NMR 
で検証したところ、設計通りの化合物が合成
できたことが確認された。蛍光スペクトルを
観測したところ、グルタチオン骨格と結合し
た状態と遊離した状態で蛍光スペクトルの
変化が見られたことから、設計したとおり、
反応前後で蛍光が変化するプローブの合成
に成功した。これを用いて溶液中での蛍光の
変化を計測した。ジメチルスルホキシド
(DMSO) 溶液に溶解したグルタチオン誘導体
をリン酸緩衝液に希釈し、蛍光を経時変化で
測定したところ、精製 GST の非存在下にも
かかわらず、蛍光スペクトルの変化が見られ
た(Figure 3)。また、溶媒をリン酸緩衝液か
ら純水（milliQ）に変えたところ、安定性の
向上が見られた(Figure 4)。 
 次にクマリン色素とグルタチオンとの結
合を安定化させるために、グルタチオン骨格
とクマリン色素間のリンカーをカーボネー
トからカルバメートに変換した化合物を合
成した。この誘導体についても、合成後、質
量分析計と NMR を用いて設計通りの化合物
が得られていることを確認した。こちらの化
合物について、カーバネートリンカーを利用
したときと同様にリン酸緩衝液中での蛍光
スペクトル変化を観察したところ、GST 非存
在下でも蛍光スペクトルが変化することが
確認された（エラー! 参照元が見つかりませ
ん。）。 
 次にサブタイプ特異的なグルタチオン誘
導体に求められる構造を探索するために、グ
ルタチオンのシステイン残基部分に炭素鎖
をのばし、アミノ酸と共有結合を形成する官
能基を導入した誘導体を複数設計・合成した。
共有結合を形成する官能基は、活性化状態で
求電子性が高くなる特徴があり、タンパク質
中のチロシン等と反応して共有結合を形成
する。そのため、GST のサブタイプと高い親
和性を持つ場合は、長く酵素内にとどまるた
め、GST と共有結合を形成する。本研究で合
成する化合物はグルタチオン誘導体である
ため、結合部位は基質結合部位となる。よっ
て、共有結合の形成によって不可逆的な阻害
が観察される。また、質量分析によって共有
結合を形成しているアミノ酸残基を同定す
ることで、サブタイプのどこに結合したかが
明らかになる。そのため、結合状態が容易に
考察でき、サブタイプ特異的な構造を予想す
ることができる。 
 共有結合を形成する官能基および炭素鎖
が異なる誘導体を設計・合成した後、質量分
析計および NMR で合成産物を測定し、設計
通りの化合物が得られていることを確認し
た。 
 ボロン酸を導入したグルタチオン誘導体
を設計・合成した場合、酵素活性の阻害から
GST との結合は示唆されたものの、不可逆的

 
Figure 3 誘導体のリン酸緩衝液にお
ける蛍光スペクトル変化 

 

Figure 4 溶媒による蛍光変化の比較 



な阻害がみられなかった。この結果から、誘
導体の GST 結合能が不十分であったと考え
られた。さらに共有結合性の官能基を持つ誘
導体を合成したところ、不可逆的な結合を形
成する誘導体がえられた。また、GST のサブ
タイプによって不可逆的な阻害の有無が異
なったことから、得られた構造は GST サブ
タイプ特異性を発揮するものであると期待
される。 
 また、プローブ開発として、グルタチオン
のグリシン残基に注目した誘導体を合成し
た。具体的には、蛍光物質およびビオチンを
導入した誘導体を合成した。合成された化合
物を質量分析計および NMR で確認した上で、
GST との結合を観察したところ、結合能が損
なわれていないことが解った。 
 以上の結果は、GST サブタイプ特異的なプ
ローブを設計する上で必要不可欠な知見で
あり、本研究が目的とする GST サブタイプ
特異的なプローブの開発が大いに促進され
たといえる。 
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