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研究成果の概要（和文）：がんの原因分子を標的とする薬剤を用いたがん分子標的治療は、様々ながんに対して
延命効果を示している。しかし最も重要な原因分子の一種である転写因子の多くは、その対象となっていない。
そこで我々は、急性白血病の発症・進展に関与する転写因子Runx1/CBFβを対象とし、低分子阻害薬の開発を進
めた。
　本研究では、分子構造に基づきRunx1のDNA結合の制御部位に対して作用する化合物の探索を行い、複数種類の
化合物がRunx1との結合を介してDNA結合を阻害することを確認した。さらにRunx1に変異を有する白血病細胞株
において、これら化合物がRunx1の転写活性化能を抑制し、生存率を低下させることを示した。

研究成果の概要（英文）：The molecule targeted therapy has been shown to be effective against various
 cancers. One of the potential targets is a transcription factor because its mutation is known to be
 frequently involved in cancer development. However, few drugs targeting transcription factors have 
been available. We have aimed to develop anti-leukemic drugs targeting a transcription factor, 
Runx1. Runx1 is a master regulator of the blood cell development, and various mutations of Runx1 
gene have frequently been found in acute myelogenous leukemia (AML) patients. 
We have searched for compounds that could destabilize the regulatory region of Runx1-DNA binding 
based on the molecular structure, and verified that some compounds have an ability to bind to Runx1 
and inhibit DNA binding of Runx1. Furthermore, we have shown that these compounds could inhibit the 
transcriptional activation ability of Runx1 and decrease the cell-survival rate for the Kasumi-1 AML
 cells with the Runx1 mutation.

研究分野：生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
変異型の転写因子は、ドミナント・ネガティブな様式で転写制御異常を誘起し、細胞の分化異常やがん化の原因
となり得る。そのため、変異分子を含んだ異常な複合体の形成要因となる分子間相互作用を標的とした阻害薬は
有望な治療薬候補となる。我々は急性骨髄性白血病の発症に関わる主要な転写因子の一つであるRunx1のDNA結合
活性における制御部位を分子構造解析と機能解析の結果から明らかにし、その領域を介してアロステリックな様
式で作用し得るDNA結合阻害薬を複数見出した。今後、これら阻害薬の構造の最適化を目指す。これまでに転写
因子を標的とした阻害薬の報告例は極めて少ないため、大きな波及効果を生むことを期待している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がんの原因分子を標的とする薬剤を用いた分子標的療法は、白血病や肺がん等の様々ながん
治療にめざましい効果を上げている。しかしながら、分子標的療法の問題点として、顕著な効
果が期待できるのは標的分子に異常が認められる症例に限られること、薬剤抵抗性が生じる可
能性があること等が挙げられる。抗菌薬等でも同様の問題点が認められるが、作用点や作用機
序の異なる薬剤を組み合わせることによって対処されており、がんに対する分子標的治療にお
いても、異なる分子標的薬を併用するアプローチが効果的治療として考えられる。すなわち、
がんの多くはシグナル分子と転写因子に複合変異を持っており、この場合それぞれの異常分子
を標的とする分子標的薬の併用が重要であると考えられる。しかし、これまでの分子標的薬の
多くはシグナル分子の一つであるリン酸化酵素の阻害薬に限られており、転写因子を標的とす
る薬剤開発の報告例は核内受容体を標的としたもの等わずかしかない。 
転写因子の変異によるがん化のメカニズムとして、変異型転写因子がドミナント・ネガティ
ブな様式で正常な別の転写因子とともに高次複合体をエンハンサーDNA に形成することを発
端として、遺伝子発現制御異常が生じることが推定される。従って、この異常な高次複合体の
形成を回避する目的で、変異型転写因子の DNA 結合を阻害する薬剤が候補となるが、転写因
子の DNA結合活性が強いため（結合定数でリン酸化酵素と ATPとの相互作用の 100−1000倍
程度）、拮抗阻害ではなくアロステリック阻害がアプローチの一つとして考えられる。我々の研
究のモデル系である Runx1は造血細胞の発生・分化を制御する転写因子であり、DNA非結合
性の転写因子 CBFβとヘテロ二量体を形成して標的遺伝子エンハンサーに結合し、転写を制御
する。CBFβは Runx1の DNA結合を安定化する役割を担っており、Runx1の機能において
必須の因子である。Runx1の分子変異は疾患と深く関わっており、例えば、急性骨髄性白血病
でしばしば認められる t(8;21)転座では、転座によって生じた Runx1-ETO融合タンパク質がド
ミナント・ネガティブな様式で正常な遺伝子発現を撹乱することによって引き起こされると考
えられる。この Runx1-ETO融合タンパク質をノックダウンすると増殖が抑制され、正常アリ
ル産物である野生型 Runx1 を特異的にノックダウンするとアポトーシスが誘導されることが
示され（Oren et al, 2013 Cell Rep）、Runx1は白血病治療における標的分子として注目されて
いる。 
これまでの研究の準備状況としては、Runx1等による転写制御機構の構造活性相関の解析を
主眼に置き、モデル系として T細胞抗原受容体α鎖遺伝子のエンハンサー上に形成されるエン
ハンソソーム（Ets1-Runx1-CBFβ-DNA 四者複合体）の分子構造解析および各種変異体を用
いた機能解析を行い、高次複合体の形成制御は転写因子の一部の限局した領域の安定性に依存
することを明らかにした。具体的には DNA のリン酸骨格と転写因子の主鎖のアミド基との水
素結合を中心とした狭い領域が多種転写因子複合体によってアロステリックに安定化されるか
どうかによって制御されることが分かった（Shiina et al, 2015 J Mol Biol)。すなわち、この限
局した領域は転写因子の DNA結合における活性制御中心と考えられた。転写因子 Ets1のリン
酸化による DNA結合阻害でも、リン酸化されたアミノ酸残基を含む領域が Ets1の活性制御中
心に作用することでDNA結合を阻害することを計算科学により明らかにした（Kasahara et al. 
2018 Nucleic Acids Res）。このように転写因子に共通して認められる活性制御中心に対して作
用する化合物はアロステリックな様式で DNA 結合活性を阻害することが期待でき、効果的な
転写因子の活性阻害薬候補になりうると考えられた。 
 
２．研究の目的 
がん治療の新たな分子標的薬としての転写因子阻害薬の創出を目的として、転写因子の分子
構造を基に活性制御中心を標的とした薬剤探索を目的とした。具体的には、急性骨髄性白血病
において高頻度に分子変異が認められる転写因子 Runx1/CBFβを標的とし、Runx1/CBFβの
DNA 結合をアロステリックな様式で阻害する化合物の探索を行い、得られた候補化合物と
Runx1 との結合親和性の生化学解析や候補化合物による Runx1 の転写活性化能の阻害活性、
および Runx1の変異を有するがん細胞株に対する作用の評価等を行った。 

 
３．研究の方法 
分子構造を基にした in silico スクリーニングを行う上で、効率化を目的として INTENDD 法（分
子構造情報を基に３D プリンターによって作製した分子模型を用いて、研究者の目により論理
的にタンパク質上の化合物結合部位を決定する方法）を導入した。INTENDD 法を開発したイン
タープロテイン（株）との共同研究により、転写因子の活性制御中心を標的とした阻害薬の探
索を試みた。まず、Runx1/CBFβヘテロ二量体と DNA との複合体の 3D 分子模型を作製し、化合
物が結合し得る分子ポケットの探索を行い、市販の低分子化合物ライブラリーから候補化合物
を検索した。 
化合物の活性評価として、候補化合物における Runx1 の DNA 結合阻害活性を指標としたスクリ
ーニングを表面プラズモン共鳴（SPR）法により行った。さらに、Runx1 と候補化合物との結合
親和性の測定をマイクロスケール熱泳動（MST）法を用いて行った。また、遺伝子転座によって
生じるRunx1-ETO融合タンパク質を発現するKasumi-1細胞等の白血病細胞を候補化合物の存在
下で培養し、Runx1 による標的遺伝子のエンハンサー(GM-CSF エンハンサー)の活性化に対する
化合物の影響のレポーター・ジーン・アッセイによる解析を行った。さらに、福島県立医科大



学血液内科学講座との共同研究により、化合物存在下での Kasumi-1 細胞株を含む数種類のがん
細胞株の生存率を調べることで、化合物の抗がん活性を評価した。ここでは、MTT アッセイと
よばれるミトコンドリアの呼吸活性を指標とした比色法により行った。さらに Runx1 の DNA 結
合阻害活性をもつ候補化合物と Runx1 との相互作用を明らかにするため、Runx1 の DNA 結合ド
メインの分子構造解析を行うとともに、Runx1 と候補化合物との共結晶化を試みた。 
 
４．研究成果 
インタープロテイン（株）の協力のもと、INTENDD 法により、転写因子 Runx1 の DNA 結合に
おける活性制御中心と想定され、かつ低分子化合物との特異的な結合が可能な領域を阻害薬の
標的部位として選択した（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1.転写因子 CBFβはアロステリック な様式で Runx1の DNA結合活性を強める 
 
分子標的部位に焦点を絞った in silico スクリーニングの結果、Runx1 に対してアロステリッ
クな様式で作用し得る DNA 結合阻害薬として、142 種類の候補化合物が得られた。SPR 法により
測定した結果、そのうち 8種類の化合物が Runx1 の DNA 結合を阻害した。Runx1 の DNA 結合阻
害の強さを示す IC50は、5種類の化合物で 10μM 程度、3種類の化合物では 1μM程度と計算さ
れた（図 2a, b）。 

 

 

 

 

 

 

 

図 2a.Runx1/CBFβと DNA との相互作用に対する候補化合物の作用についての SPR による評価 

 

 

 

図 2b.Runx1/CBFβの DNA 結合活性
を指標とした候補化合物のSPRスク
リーニング 

 

MST を用いて低分子化合物と Runx1 との結合親和性を測定した結果、8種類中 5種類の化合物
で解離定数が数十 nM～数十μM程度と算出され、これらの化合物は Runx1 に対して強い親和性
で相互作用することが示された（図３）。これらの定量解析から、候補化合物の転写因子に対す
る結合の強さと DNA 結合の阻害の程度は明確な相関を示さないことが分かった。これは候補化
合物がアロステリックな様式で作用していることを示唆するものである(図 4)。 

 

 

図 3.候補化合物と
Runx1 との結合親
和性（MST による定
量評価） 

Runx1の DNA結合における活
性制御中心はタンパク質の
アミド基と DNA のリン酸基
との水素結合を中心とした
領域と想定される。 



 

 

 

 

図 4.候補化合物の Runx1-DNA 結合阻害活性と 
Runx1 結合親和性との関係 
 
 
 

白血病細胞である Kasumi-1 細胞株における Runx1 による GM-CSF エンハンサーの活性化に対
する化合物の作用をレポーター・ジーン・アッセイにより解析した結果、候補化合物の多くで
レポーター遺伝子の転写を抑制した。また、候補化合物の存在下での Kasumi-1 細胞における細
胞の生存率を MTT アッセイにより解析した結果、複数の化合物で細胞の生存率が、コントロー
ル群に比べて有意に低下した。以上のように、INTENDD 法により探索した化合物についての in 
vitro, 及び in vivo の解析結果から、候補化合物が Runx1 の DNA 結合阻害活性、転写活性化阻
害作用、および抗腫瘍作用を有することが考えられた。さらに、これら低分子化合物と Runx1
の相互作用の分子構造学的基盤を明らかにするため、Runx1-低分子化合物複合体の X線結晶構
造解析を試みたが、現時点では、低分子化合物を含む Runx1 複合体の結晶構造の解析には至っ
ていない。複合体の結晶化が難航している原因の一つとして、結晶中で Runx1-低分子化合物複
合体を不安定化する結晶パッキングが形成される可能性が考えられた。これまでに Runx1 単体
の構造解析では 2 種類の結晶系(空間群 C222, C2221)を得ているが、これらとは異なる結晶パ
ッキングをもつ結晶の調製を目的として、Maltose-binding protein (MBP)-Runx1 融合タンパ
ク質単体の結晶構造解析も行った。今後、これらの結晶（図 5）を用いて、低分子化合物の浸
漬条件等の検討を行い、Runx1 と低分子化合物の相互作用を分子構造レベルで明らかにするこ
とを目指している。さらに共同研究を行っているインタープロテイン（株）の協力のもと、Runx1-
阻害薬複合体の分子構造に基づいて阻害化合物の構造をさらに最適化することを計画している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5. 候補化合物と Runx1 との共結晶化実験 
Runx1 単体（左）、MBP-Runx1 融合タンパク質（右）の結晶を用いて、候補化合物の浸漬条件の
検討を行う。 
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