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研究成果の概要（和文）：がんに特異的な代謝機構は有望な創薬標的になると考えられるが、がん代謝の詳しい
制御機構は不明な点が多い。本研究では、ヒト骨肉腫MG-63細胞がグルコース非依存的に増殖することを見出し
たので、本細胞を用いてグルコース非依存的ながん代謝機構を標的とした小分子阻害剤を探索した。その結果、
MG-63細胞のグルコース非依存性増殖を選択的に阻害する化合物として、微生物培養抽出液からbikaverinおよび
化合物1、また、NPDepo化合物ライブラリーからNPL40330およびRCOP8154を見出した。さらに、化学生物学的手
法により、これら化合物の作用機序の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cancer-specific metabolic pathways are expected to be promising therapeutic 
targets, but the detailed mechanisms of cancer metabolism remain unclear. We found that human 
osteosarcoma MG-63 cells can grow without glucose, and thus explored small-molecule inhibitors 
targeting glucose-independent cancer metabolism using MG-63 cells. By cell-based screening, we found
 that bikaverin, compound 1, NPL40330 and RCOP8154 from NPDepo chemical library and microbial broth 
library inhibit glucose-independent growth of MG-63 cells. Moreover, we revealed a part of the 
mechanism of action of those compounds using chemical biological technique. 

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： がん　代謝　阻害剤

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　がんの代謝機構は多様性や適応性、不均一性を有しており、詳しいメカニズムは未だ不明な点が多いのが現状
である。本研究で得られた化合物は、このような複雑ながん代謝制御機構を理解する有用な化学ツールになる。
さらに、今後抗がん剤としての有用性を示せれば、がん特異的な代謝機構を標的とした新たな治療法の確立にも
つながる。このように、学術的にも社会的にも本研究の意義は大きいと思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) がん細胞は、その旺盛な増殖や転移を可能にするため、正常細胞とは異なる代謝機構を有
することが知られている。このような代謝リプログラミングは、がんの主要な特性の一つであ
ることが明らかになり、近年新たな創薬標的として注目されている。しかし、がんの代謝機構
は細胞ごとに多様であり、また、過酷な環境下でも生存できるよう代謝を適応させる能力を有
する。そのため、このような複雑な代謝多様性や代謝適応性を理解して制御することが、新た
ながん治療法を確立するうえで重要である。 
 
(2) 申請者は、様々なヒトがん細胞の代謝特性を調べていく過程で、骨肉腫細胞の一つである
MG-63 細胞が、培地中にグルコースやピルビン酸がなくてもコントロールと同程度に増殖する
ことを見出した。検討した他の大部分のがん細胞では、程度に差はあるが増殖が抑制されてい
た。また、MG-63 細胞のエネルギー代謝を細胞外フラックスアナライザーで調べたところ、意
外なことに、グルコースに応答して解糖系やミトコンドリア呼吸は正常に機能していた。つま
り、MG-63 細胞はグルコースを代謝する能力を有するが、グルコースが欠乏している環境下で
も増殖が可能となるよう別の代謝機構を備えているか適応させているものと考えられる。この
ような生存のためのグルコース非依存的な代謝機構は、がん細胞を選択的に傷害する薬剤を開
発するうえで非常に有用な標的になると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、MG-63 細胞の代謝特性を利用して、グルコース非依存的ながん代謝機構を標的と
した小分子阻害剤を開発することを目的とする。具体的には、MG-63 細胞のグルコース非依存
性増殖を選択的に阻害する化合物を探索し、得られたヒット化合物の標的分子を明らかにする。
候補化合物を用いてグルコース非依存的ながん特異的代謝機構を明らかにするとともに、候補
化合物の抗がん剤としての有用性を in vitro で検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) 化合物および機器 
スクリーニング化合物は、理研天然化合物バンク（RIKEN Natural Products Depository, 
NPDepo）に収蔵されている化合物ライブラリー、微生物ブロスライブラリーおよび微生物ブロ
スフラクションライブラリーを用いた。吸光度の測定には PerkinElmer 社のマイクロプレート
リーダーWallac ARVO SX を用いた。蛍光・発光の測定には Thermo Fisher 社のプレートリーダ
ーVARIOSKAN LUXを用いた。LC/MSはWaters社のWaters Acquity UPLC H-class / ABSciex API3200
を用いた。細胞のエネルギー代謝の測定には Agilent Technologies 社の細胞外フラックスアナ
ライザーXFe96（XFe Extracellular Flux Analyzers）を用いた。細胞蛍光観察は Olympus 社の
共焦点レーザー走査型顕微鏡 FV1000 を用いた。ウエスタンブロットの検出にはエムエス機器社
の FUSION SOLO S を用いた。 
 
(2) 細胞培養 
MG-63 細胞（ヒト骨肉腫由来細胞株）および HeLa 細胞（ヒト子宮頸がん由来細胞株）は
Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM）に、MCF-7 細胞（乳がん由来細胞株）、MDA-MB-231
細胞（乳がん由来細胞株）は RPMI1640 に、それぞれ 10 % Fetal Bovine Serum、0.5 % 抗生物
質（penicillin/streptomycin）を添加した培地中、37 ℃、5 % CO2の恒温培養器内で維持した。 
 
(3) 細胞増殖阻害活性評価 
 化合物のがん細胞に対する増殖阻害活性は WST-8 法を用いて評価した。細胞を 96 ウェルプレ
ートに播種し、翌日化合物を添加した。化合物添加から 72 時間後に、WST-8 試薬を添加し、一
定時間反応後、マイクロプレートリーダーを用いて吸光度（450 nm）を測定し、細胞生存率を
求めた。 
 
(4) エネルギー代謝フラックス解析 
 化合物のエネルギー代謝に及ぼす影響は、細胞外フラックスアナライザーを用いて評価した。
酸素消費速度（OCR）および細胞外酸性化速度（ECAR）を指標として、ミトコンドリア呼吸能を
測定するミトストレステスト（MST）および解糖能を測定する解糖ストレステスト（GST）を行
った。 
 
(5) ウエスタンブロット 
 化合物を処理した細胞を RIPA バッファーで可溶化後、各サンプルのタンパク質濃度をそろえ
た。その後、SDS サンプルバッファーを加え、100 ℃で 5 分間加熱することで細胞ライゼート
を調製した。サンプルを SDS-PAGE で分離後、ウエスタンブロット法でタンパク質の発現量を解
析した。 
 
(6) ミトコンドリア呼吸鎖複合体の酵素アッセイ 
 ミトコンドリア呼吸鎖の各複合体の酵素アッセイは、単離ミトコンドリアあるいはジギトニ



ン処理したセミインタクト細胞を用いて行った。 
 
４．研究成果 
(1) アッセイ系の構築 
 MG-63 細胞のグルコース非依存性増殖を選択的に阻害する化合物を探索する目的で、実験の
簡便性やデータの安定性を考慮してセルベースアッセイ系を構築した。すなわち、MG-63 細胞
を 96ウェルプレートに播種して 24 時間後にグルコース含有培地（+Glc）あるいはグルコース
不含培地（-Glc）に交換し、その後化合物を添加して 72 時間後に細胞生存率を WST-8 法で測定
した。 
 
(2) セルベーススクリーニング 
 上記のアッセイ系を用いて、理研 NPDepo の化合物ライブラリー、微生物ブロスライブラリー
および微生物ブロスフラクションライブラリーからおよそ 30,000 サンプルをスクリーニング
した。その結果、細胞生存率が+Glc で 80%以上かつ-Glc で 50%以下、または、+Glc で 50%以上
かつ-Glc で 20%以下をヒットのクライテリアとしておよそ 150 サンプルを取得した。次に、こ
れらのヒットサンプルについて濃度を細かくふって同様の検討を行い、IC50値が 10 倍以上の選
択活性をヒットのクライテリアとしておよそ 30サンプルを取得した。最終的に、活性の強さや
文献調査の結果から 4サンプルに絞り込んだ。 
 
(3) Bikaverin 
微生物ブロスフラクションライブラリーの 16040WB サンプルに活性を見出した。活性成分の
単離、精製、構造解析を行い、活性本体として bikaverin を同定した。Bikaverin を処理した
細胞では、ミトコンドリア膜電位の低下、ミトコンドリア呼吸（OCR）の阻害および細胞内 ATP
量の減少が観察された。このことから、bikaverin はミトコンドリアの機能を阻害することが
示唆された。 
 
(4) 化合物 1 
 微生物ブロスライブラリーの RK17-F0007 サンプルに活性を見出した。活性成分の単離、精製、
構造解析を行い、活性本体として化合物 1を同定した。化合物 1はこれまでに報告のない立体
構造を有していることがわかった。 
 
(5) NPL40330 
 NPL40330 は、MG-63 細胞のグルコース非依存性増殖を選択的に阻害する化合物として、化合
物ライブラリーから見出した。細胞外フラックスアナライザーを用いてエネルギー代謝に与え
る影響を調べた結果、NPL40330 はミトコンドリア呼吸を阻害することが示唆された。ジギトニ
ンで処理したセミインタクト細胞および単離ミトコンドリアを用いた酵素活性測定により、
NPL40330 は呼吸鎖複合体 Iを阻害することを明らかにした。 
 
(6) RCOP8154 
 RCOP8154 は、NPL40330 と同様に化合物ライブラリーからヒット化合物として見出した。
RCOP8154 が自家蛍光をもつことを見出し、蛍光顕微鏡で細胞を観察したところ、本化合物はミ
トコンドリアに局在することがわかった。RCOP8154 は長時間処理で酸素消費（OCR）の低下を
引き起こしたが、呼吸鎖複合体のいずれも直接阻害しなかったことから、標的がミトコンドリ
ア呼吸鎖とは異なることが示唆された。光親和型化合物固定化法で作製した RCOP8154 固定化ビ
ーズを用いて結合タンパク質をアフィニティ精製した結果、ミトコンドリア機能の維持に重要
ないくつかのタンパク質を同定した。同定した結合タンパク質のノックダウン実験等により、
RCOP8154 の作用機序を検証した。 
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