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研究成果の概要（和文）：がん細胞の薬剤耐性化によりヘパラナーゼの発現が著しく高まることが明らかになっ
てきた。新しいヘパラナーゼ阻害剤を見出すことを目的として、ヘパラナーゼ阻害評価系を構築し冬虫夏草類代
謝産物ライブラリー、天然化合物ライブラリーから阻害剤の探索を行い、阻害活性を示す化合物を見出した。ま
た、天然物由来のヘパラナーゼ阻害剤Heparastatinの構造―活性相関の検討から、Heparastatinの活性と構造の
不安定性に関する新たな知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Heparanase has been proven to express significantly in drug-resistant 
cancer. To discover a new heparanase inhibitor, we have screened an inhibitor from libraries of 
Tochu-Kaso and natural product to find active compounds, whereas structure-activity relationship 
study gave new findings for stability and activity of Heparastatin, a natural heparanase inhibitor.

研究分野： 天然物化学、創薬化学

キーワード： がんの浸潤、転移、増殖　ヘパラナーゼ　薬剤耐性

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で見出すヘパラナーゼ阻害剤は、微生物の代謝産物に由来する天然物やブロスライブラリーから探索す
る。天然物ヘパラナーゼ阻害剤をベースにした合成探索は、当研究所で開発した高度な認識構造を有する天然物
阻害剤をベースにしており、創製される化合物は学術的に独自性が高い。また阻害剤の探索資源として、独自に
開発してきた冬虫夏草類代謝産物ライブラリーは、がん、免疫などに薬効を示すと期待されており、抗がん薬の
シーズを見つけるという社会的な要請に応えると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 
ヘパラン硫酸糖タンパク質糖鎖修飾酵素ヘパラナーゼは、転移性癌細胞の基底膜浸潤に関与す

るマトリックス分解酵素として同定された。ヘパラナーゼは、細胞外マトリックスのヘパラン硫
酸を分解し癌細胞の浸潤・転移を促進する。また細胞表面のヘパラン硫酸糖タンパク質(Syndecan, 
Glypican）を切断し、糖鎖に結合している VEGF, FGF などの増殖因子を遊離し、癌の増殖を促進
する。最近、癌患者の癌細胞の薬剤耐性獲得の過程でヘパラナーゼの発現が著しく高まることが
報告されてきた(Oncotarget, 2015, 7, 1598-1607; Neoplasia, 2015, 17, 101-113)。Syndecan
や Glypican の糖鎖構造の変化は、薬剤に対する感受性を変化させ薬剤耐性を誘導すると考えら
れている。また細胞表面糖鎖の修飾により引き起こされるエクソソーム（細胞外分泌小胞）の分
泌により、ホスト（間質）細胞に薬剤耐性を伝えるなど、ヘパラナーゼはこれまでの増殖、浸潤・
転移の因子に加え新たに薬剤耐性化の因子が加わり、臨床上極めて重要な標的として注目され
ている。薬剤耐性を制御する試みとして、高分子多糖のヘパラナーゼ阻害剤が臨床試験で試され
たが未だ医薬品に至るものがなく、低分子合成阻害剤も十分な活性をもつものは無い（Future 
med. chem., 2016, 8, 647）。 
 
 
２．研究の目的 

 
従来の高分子多糖のヘパラナーゼ阻害剤の物性と低分子阻害剤の活性の問題点を克服した新し

いヘパラナーゼ阻害剤を創出することを目的とする。さらにヘパラナーゼの分泌と薬剤耐性を
指標とした細胞系を用い、ヘパラナーゼの分泌を抑制し、癌細胞の薬剤耐性を制御する物質を独
自に開発した冬虫夏草菌代謝産物ライブラリーから探索し、抗癌医薬品のシーズを獲得するこ
とを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究の方法は、癌の薬剤耐性を制御する薬剤のシーズを見出すことであり、以下の課題に沿

って研究を実施する。 
 
課題１：両性イオン型認識構造を有する新規ヘパラナーゼ阻害剤の合成 
Siastatin Bを出発原料としてHeparastatinのメタンジアミン構造（-N(1)-CH(-NH2)-とは異な

る構造を有する化合物、HeparastatinとN-acetylglucosamineを結合した二糖誘導体の合成を検
討した。 
 
課題２：冬虫夏草菌代謝産物からのスクリーニングと標的の同定 
ヘパラナーゼの酵素阻害アッセイ系を構築し、独自に菌を分離、培養しライブラリー化した冬

虫夏草代謝産物や天然化合物ライブラリーからヘパラナーゼ阻害剤の探索を行う。またヘパラ
ナーゼを分泌する細胞の評価系を構築し、分泌を阻害する物質のスクリーニングを行う。活性化
合物が得られた場合は標的の探索を行う。 
 
課題３：得られた化合物の動物試験 
耐性制御物質のマウスに対する急性毒性、がん細胞の皮下移植モデルマウスを用いて単剤お

よび抗癌剤との併用における抗癌活性を評価する予定であったが、課題 2 において基準を超え
るものが得られなかったため、動物試験は行わなかった。 
 
 
 
４．研究成果 
 
課題１．両性イオン型認識構造を有する新規ヘパラナーゼ阻害剤の合成 

 



以前当研究所で見出されたヘパラナーゼ阻害剤
Heparastatin の活性と構造の情報を基に Heparastatin の
出発原料である天然物シアスタチン B を用い、メタンジア
ミン構造を変換した阻害剤、2-MeO-N(Boc)siastatin B 
（１）、2-deacetylamino-siastatin B（２）を合成した（図）。
Heparastatin と N-acetylglucosamine を結合した二糖化合
物は得るに至らなかった。 
化合物１,2 は、メタンジアミン構造（-N(1)-CH(-NH-)-）

を持たない構造であり、1は 7.8  g/ml、2 は 30.9 g/ml
の阻害活性（IC50）を示した（ヘパラナーゼ阻害活性は課題
２において構築されたアッセイ系により評価された）。1 は
酵素アッセイ系中で加水分解を受け徐々にアミナール構造
に変化することが示され、このアミナール構造が活性に寄
与していると考えられた。 
 

課題２：冬虫夏草菌代謝産物からのスクリーニングと標的
の同定 
 
当初、MDA-MB-231(乳がん)、HEK293（ヒト胎児腎細胞）、HEP-G2（ヒト肝癌細胞株由来）をも

ちいてヘパラナーゼ高発現細胞を作成し、細胞外にヘパラナーゼが分泌されていることを確認
したが、分泌される量が低く分泌阻害を評価するスクリーニングに耐える量ではなかった。これ
により、ヘパラナーゼの分泌を阻害する評価系の構築は中止とし、ヘパラナーゼ酵素阻害アッセ
イ系による阻害剤のスクリーニングをメインに行うこととした。 
ヘパラナーゼの酵素活性を呈色試薬により検出する探索系を完成した。MDA-MB-231 細胞破砕

液とリコンビナントヘパラナーゼ酵素を酵素源として、酵素反応の基質として酵素の切断部位
を含む 5 糖（Fondaparinux)と反応検出試薬（WST-1）を用いた探索系を確立した。このスクリー
ニング系を用いて、試験的に当研究所が保有する既知天然化合物ライブラリーから阻害剤を探
索し低活性ながら、Oxanthromicin、Panosialin、Dioxamycin, vegfrecine などの天然物阻害剤
を見出すことができた。Vegfrecine は文献１において VEGFR-1tyrosine kinase の阻害剤として
報告したが、ヘパラナーゼ阻害活性も有することが明らかになった。 
阻害剤スクリーニングに冬虫夏草類微生物代謝産物ブロスサンプルをもちいると、当初予想

していなかった偽陽性が検出された。偽陽性は、非還元末端をもつ糖化合物によることが明らか
になり、水溶性の糖化合物を除いたブロスの酢酸エチル抽出物からスクリーニングを行った。ま
たこの探索系を補完するスクリーニング系として、LC/MS を用いて酵素阻害を検出する系を構築
し、糖類を含むブロスサンプルでもスクリーニングが可能となったが、これまでブロスサンプル
からのヒット化合物は得られていない。 
 
ヘパラナーゼの阻害剤スクリーニングにおいて対照化合物として使用している Heparastatin

は、当研究所に於いて開発された強力な天然物由来のヘパラナーゼ阻害剤である。共同研究先に
提供しており、学会発表が行われた（学会発表の項）。 
 
本研究を通じ、がんの薬剤耐性により発現が上昇するヘパラナーゼに着目し、その阻害剤を探

索する過程で、数種の天然物の阻害剤を見出し、活性に寄与する部分構造などの情報を得ること
ができた。一方阻害剤の合成による探索により、Heparastatin の特徴的な構造であるメタンジ
アミン構造を変化させた場合の活性変化から今後の研究の展開に重要な示唆が得られた。 
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