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研究成果の概要（和文）： 
がん細胞の増殖と転移に関する分子機構を解明し、標的分子に作用する抗がん剤リード化合

物を、微生物代謝産物および化合物ライブラリーを活用して探索・創製することを目的とする。
転移に関わる RECK やヘパラナーゼ等の解析から新たな標的分子を提示するとともに、抗がん
剤リード化合物標的予測のためのプロテオミクス解析システムを開発した。そして、リベロマ
イシン A（骨転移阻害剤）、エポキシキノール B（血管新生阻害剤）、メチルゲルフェリン（破
骨細胞分化阻害剤）やパーピュロガリン（PBD 依存結合阻害剤）などの作用標的・作用機構を
同定し、抗がん剤リードとしての有用性を明らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
The purpose of this study is to clarify the molecular mechanisms of tumor growth and 
metastasis, and to develop new anticancer agents using microbial metabolites and 
chemical library. We exhibited some new molecular targets through the analysis of 
metastasis-related proteins such as RECK and heparanase, and developed proteomic 
profiling system for classification of compounds according to the mechanism of action. In 
addition, we developed various anticancer lead compounds including reveromycin A (bone 
metastasis inhibitor), epoxyquinol B (antiangiogenic agent), methyl-gerfelin 
(osteoclastogenesis inhibitor), and purpurogallin (inhibitor of PBD dependent binding). 
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１．研究開始当初の背景 
わが国において、悪性新生物（がん）は 1981

年から現在に至るまで死因の第一位を占め
ており、グラフの傾きから今後もその状況は
変わらないことが予想される。これまでに開
発されてきた抗がん剤は、正常細胞とがん細
胞の増殖速度の差を利用したものが多く、比
較的増殖速度の速い正常細胞をも攻撃して
しまい、その強い副作用が逆に患者を苦しめ
るという矛盾を孕んでいた。 

その問題を解決するために、「がん細胞に
だけ特異的に発現しているタンパク質ある
いは機能を標的とした抗がん剤を開発すれ
ば、正常細胞を攻撃することなく、副作用の
少ない夢の抗がん剤が開発できるだろう」と
いう仮説のもと、数多くの抗がん剤候補が開
発されてきた。このような概念に基づく抗が
ん剤を「がん分子標的治療薬」と呼び、1990
年代後半より現在まで、いくつかのがん分子
標的治療薬が承認され、がん患者の延命に寄
与している。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、がん細胞の増殖・転移に不可欠
とされる腫瘍血管新生やヘパラン硫酸など
に着目し、①それらの機能を阻害する抗がん
剤のリード化合物を微生物化学的および有
機化学的に創製し、②見出した抗がん剤の分
子標的をプロテオミクス手法により明らか
にし、③NMR（核磁気共鳴スペクトル）法
や高輝度放射光結晶構造解析などによる、詳
細な「抗がん剤―分子標的」の相互作用を明
らかにし、より選択性に優れた強力な抗がん
剤を創製することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 抗がん剤リード化合物の探索・創製のた
めのライブラリーとして、放線菌のコンビナ
トリアル生合成に基づいた化合物ライブラ
リー群、有機合成化学的に創製した化合物ラ
イブラリー群の創製を行う。 
 
(2) 我々は既に、抗がん剤ホスラクトマイシ
ンの分子標的がセリン・スレオニンホスファ
ターゼ 2A であることを明らかにすると共に、
ホスラクトマイシン生産菌である放線菌に
おいて本抗がん剤の生合成遺伝子のクロー
ニングに成功している。そこで、本放線菌に
おいて、遺伝子シャッフリング手法を用い、
生合成遺伝子の人工的改変を行い、“非天然
型”天然化合物の創製を行う。 
 
(3) ヘパラン硫酸ミミック化合物を分子モデ
リングより設計し創製すると共に、有機合成
化学的手法を駆使して化合物ライブラリー
を創製する。 

 
(4) ヘパラン硫酸のがん細胞における機能多様性、
および血管内皮細胞における細胞内情報伝達系を
生化学的手法・分子生物学的手法を用いて解析す
る。 
 
(5) 本研究において見出した抗がん剤のリード化
合物の標的タンパク質を、主にプロテオミクス手
法を用いて探索・同定する。一方で、低分子マイ
クロアレイ技術を駆使して、「抗がん剤―標的タン
パク質」の網羅的解析技術の基盤を検討する。 
 
(6) 1～2 年目に得られた成果を基盤にして、より
充実した化合物ライブラリーの作成を行い、優れ
た化合物の探索・創製を行うと共に、抗がん剤と
標的タンパク質との相互作用を高輝度放射光ある
いは NMR 解析技術を用いて精密に解析し、論理
的により強力な抗がん剤の創製研究を行う。 
 
 
４．研究成果 
(1) がんの増殖・転移に関する分子機構 
① 転移関連因子として、金属依存性マトリックス
分解酵素阻害因子である reversion-including 
cysteine rich protein with Kazal motifs の糖鎖修
飾に着目した。このタンパク質の 1 次配列からは
5 ヶ所の糖鎖修飾が予想されたが、変異体（アス
パラギン残基をグルタミン残基に置換）やグリコ
シダーゼを用いた解析から、4 箇所のアスパラギ
ン残基が糖鎖修飾されていることが分かった。い
ずれの糖鎖修飾も、GPI アンカーとして細胞外膜
への局在には必要なかった。一方、MMP-9 分泌
抑制能や MMP-2 の活性化抑制に必要であった。
さらに、この遺伝子の過剰発現細胞ではがん細胞
の浸潤能が低下するが、糖鎖修飾がされない変異
体を細胞に発現させるとがん細胞の浸潤能は低下
しなかった。これらの結果より、このタンパク質
の糖鎖修飾によっても MMPs の機能発現、さらに
がん細胞浸潤能が調節されていることが明らかに
なり、新たながんの分子標的となる可能性が示唆
された。 
② ヘパラナーゼは、多くのがんで過剰発現が観察
され、がん細胞の転移に深く関わっていることが
示唆されているが、その詳細な活性化機構は未だ
不明な点が多い。様々な変異体を用いた解析によ
り 、 ヘ パ ラ ナ ー ゼ は Cys127-Cys179 と
Cys437-Cys542の2ヶ所がジスルフィド結合され
ていること、さらに Cys437-Cys542 のジスルフ
ィド結合は、ヘパラナーゼの活性化及び細胞外へ
の分泌に必要であることを明らかにした。 
 
(2) 抗がん剤リードの創製 
① BCRP（Breast Cancer Resistant Protein）阻
害剤フミトレモルジンやイソロイシル tRNA 合成
酵素阻害剤リベロマイシン A の生産菌において、
それらの生合成経路の全容を解明し、人工的経路
改変によってさまざまな類縁化合物群を創製した。
フミトレモルジンC及びデメトキシフミトレモル



ジン C に強い BCRP 阻害活性を見出した。 
 
② ホスファターゼ阻害剤ホスラクトマイシ
ンの生合成前駆体であるデアミノヒドロキ
シホスラクトマイシンに、ヒト白血病細胞株
HL-60 細胞の分化を誘導する活性があるこ
とを見出した。 
 
③ VEGF で誘導される血管内皮細胞の遊走
を阻害する化合物として単離されたエポキ
シキノール B について、血管新生抑制効果の
検討を行った。エポキシキノール B は血管内
皮細胞において、VEGF 刺激で誘導される
VEGF 受容体のリン酸化、引き続いて起こる
PLCおよびERKなどのリン酸化を阻害した。
また、in vitro で VEGF 受容体のキナーゼ活
性を直接阻害したが、DTT などの還元剤存在
下ではその阻害効果は認められなかった。さ
らに、エポキシキノール B は血管内皮細胞に
おいて、VEGF 刺激だけでなく EGF、FGF
および PDGF 刺激で誘導される ERK などの
リン酸化も抑制した。また、Renca 細胞を用
いた in vivo の血管新生モデルをエポキシキ
ノール B は阻害した。以上のことから、エポ
キシキノール B は、VEGF 受容体だけでなく、
EGF や FGF などの受容体に直接作用するこ
とで、その酵素活性を阻害し、血管内皮細胞
の遊走能亢進を in vitro および in vivo で阻
害したことが考えられた。 
 
④ 癌骨転移の発症・進行には、破骨細胞に
よる骨吸収（骨破壊）が重要な役割を担って
いる。リベロマイシン A に破骨細胞選択的に
アポトーシスを誘導する活性があることを
見出し、in vitro 及び in vivo において破骨細
胞の骨吸収を阻害することを明らかにした。
その作用機序として、破骨細胞周辺の酸性環
境に依存したリベロマイシン A の細胞内へ
の取り込みが、破骨細胞に対する選択性を発
揮する要因であることを明らかにした。また、
種々の骨転移モデルマウスを用いて、リベロ
マイシン A が腫瘍骨転移を有意に抑制する
ことを明らかにした。 
 
⑤ リン酸化依存性タンパク質-タンパク質相
互作用阻害剤や p38MAP キナーゼ阻害剤探
索のためのハイスループットスクリーニン
グ系を構築した。そして、PBD（Polo box 
domain）依存結合阻害剤としてパーピュロガ
ィンを、p38 阻害剤として 3Bn7H4M をそれ
ぞれ見出した。   
 
(3) 抗がん剤のケミカルバイオロジー 
① プロテオームを基盤とした新しい薬剤標
的タンパク質同定法の開発を行った。HeLa
細胞に種々の既知化合物を処理し、その後
2D-DIGE 法を用いて未処理細胞と処理細胞
間でタンパク質の変動をプロテオーム解析

し、それらをデータベース化した。 
 
②プロテオミクスによる薬剤標的解析システムを
利用して、培養がん細胞に対して増殖抑制効果を
示すイエジマライドの標的分子解析を行った。そ
の結果、イエジマライド処理した細胞のプロテオ
ームプロファイルは、V-ATPase 阻害剤として知
られているバフィロマイシンのそれと類似してい
た。実際に、イエジマライドが粗精製した
V-ATPase を直接阻害することを明らかにした。 
 
③ 破骨細胞の分化を阻害する化合物としてメチ
ルゲルフェリンを見出した。メチルゲルフェリ
ン・アガロースビーズを用いた結合タンパク質の
アフィニティー精製により、その標的分子がグリ
オキサラーゼ I であることを明らかにした。実際
にメチルゲルフェリンはグリオキサラーゼ I の酵
素活性を in vitro において阻害した。また、メチ
ルゲルフェリンとグリオキサラーゼ I の共結晶の
取得に成功し、分子レベルでその結合様式を解明
した。 
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