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研究成果の概要（和文）：PD-1/PD-L1非依存的免疫抑制経路を標的とした新規がん免疫療法の低分子創薬を行う
ため、CD73またはCD39の酵素活性を阻害あるいは上昇させる化合物を酵素学的評価法並びにマウス脾臓細胞を用
いる評価方法を用いて東北大学化合物ライブラリー6,080種をスクリーニングし、評価した結果、19種の有望な
シーズ候補化合物を得た。その中の１種の類縁化合物13種についての酵素反応曲線からCD73に選択的な化合物3
種を得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Enzymatic evaluation methods and enzymatic evaluation methods for compounds 
that inhibit or increase the enzymatic activity of CD73 or CD39 for the small molecule discovery of 
novel cancer immunotherapy targeting the PD-1 / PD-L1 independent immunosuppressive pathway. As a 
result of screening and evaluating 6,080 species of the Tohoku University compound library using the
 evaluation method using mouse spleen cells, 19 promising seed candidate compounds were obtained. We
 succeeded in obtaining three compounds selective for CD73 from the enzyme reaction curves of one of
 the 13 analog compounds.

研究分野： 腫瘍薬学

キーワード： CD73　CD39　inhibitors　compound library

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
「腫瘍内微小環境におけるCD39-CD73-アデノシンカスケードを制御することは臨床的がん治療に貢献することが
できるか?」という問いに対して、東北大学が保有している化合物ライブラリーを活用して、CD39-CD73-アデノ
シンカスケードをモジュレートする分子を酵素学的方法および免疫学的評価方法に基づいて探索・取得し、構造
展開した結果、CD73に選択的な3種類の創薬リード化合物を得ることに成功し、更なる創薬研究に繋げることが
可能となったところに学術的独自性と社会的意義がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 

CD73（EC: 3.1.3.5）は、5’－ヌクレオチダーゼの一種で、GPI アンカー酵素として知られ、
通常 AMP（ヌクレオチド）からアデノシン（ヌクレオシド）を生成する反応を触媒する。CD39
（EC: 3.6.1.5）は、アピラーゼとして知られ、ATP からのγリン酸、ADP からのβリン酸の加
水分解反応を触媒し AMP を生成する。従って、CD39 と CD73 は、細胞外 ATP 量、さらに細
胞外の ADP 量、AMP 量、アデノシン量の制御に重要な酵素であると考えられる。 
我々は、臓器障害マーカー候補である血中・尿中に存在する 1－メチルアデノシン（1mA; 主

に t-RNA に由来する）の生成機序を検討する中で、ヌクレオチドからヌクレオシドに変換する
酵素に注目し、樹立培養がん細胞における CD73 の発現を調べ始めたところ、細胞によってそ
の発現量が異なることに気がついた。免疫チェックポイント分子の一つである PD-L1 の発現量
を同様に調べたところ、これも細胞によって異なっていた。臨床において、PD-1 や PD-L1 など
の免疫チェックポイント分子を標的とするがん免疫療法が期待される中で、患者層別化が重要
であることが理解されていることから、この CD73 発現量も患者層別化に寄与するとともに治
療標的になると考えられた。先行研究において、CD73 阻害薬が異系ドナーＴ細胞輸注療法にお
ける移植片対腫瘍効果を増強し、悪性リンパ腫の再発を抑制することを明らかにしていた
（Tsukamoto, H. et al., Blood, 119: 4554-4584, 2012）。 
改めて文献等の調査を行うと、CD73 を標的とする治療抗体（MEDI9447, BMS-986179, CPI-

006）の治療が進んでいる一方で、CD73 酵素活性を標的とする低分子化合物として 5’-(α,β-
methylene)diphosphate adenosine（APCP）などのプリンアナログなどは報告されているもの
の、臨床に資すことできる有望な化合物が未だ見つかっていないことが明らかであった。また、
血中 CD73 が、抗 PD-1 抗体治療成否のバイオマーカー候補として挙がってきていた。そのよう
な背景において、CD73 を標的とする低分子化合物は、抗体医薬品とは異なる薬物動態・薬力学
となることが期待され、これらを組み合わせる新規療法により、進行中の臨床的 CD73 阻害治
療法を補強することが期待できると考えられた。 
そこで、創薬を出口とし、まずは東北大学化合物ライブラリーから非プリン化合物の CD73３

活性に影響する化合物を得ることを計画した。併せて、CD39 の活性に影響する化合物探索につ
いても計画した。 
 
２．研究の目的 
  本研究の目的は、東北大学化合物ライブラリーから CD73 あるいは CD39 の酵素活性に影
響を与える化合物をスクリーニングし、創薬シーズ化合物としての評価を行うことにある。すな
わち、①CD73 および CD39 の酵素活性評価系など生物活性の評価系を構築しながら、②CD73
あるいは CD39 の酵素活性を阻害あるいは上昇させる化合物のライブラリースクリーニングし
たのち、③ライブラリースクリーニングで得られた候補化合物をリード化合物として有機化学
的等によって構造展開し、ライブラリー化合物を基にしたより創薬につながるシーズ化合物を
得ることを計画した。 
 
３．研究の方法 
①CD73 および CD39 の酵素活性評価系の確立 
 CD73 および CD39 のリコンビナントタンパク質を用いて基質となるヌクレオチドの代謝活性
を評価する系を確立した。 
 
②CD73 あるいは CD39 の酵素活性を阻害あるいは上昇させる化合物のライブラリースクリーニ
ング 
 創薬等先端技術支援基盤プラットフォーム（BINDS）の支援を受け提供された東北大学化合物
ライブラリーに対して、構築した酵素評価系を用いて、CD73 および CD39 の酵素活性に影響する
化合物酵素のスクリーニングを行った。 
 
③マウス脾臓細胞を用いる評価系の構築 
 候補化合物の免疫系に与える影響を評価するために、マウス脾臓細胞を抗 CD3/CD28 抗体で共
刺激したときの T細胞増殖誘導への影響を指標として行った。 
 
④ライブラリースクリーニングで得られた化合物をリード化合物として有機化学的等によって
構造展開し、酵素活性を指標とする構造最適化の検討 
 候補化合物をリード化合物から類縁化合物へ構造展開し、酵素活性を指標する構造最適化の
検討を行った。 
  
４．研究成果 



①CD73 および CD39 の酵素活性評価系の確立 
 CD73およびCD39のリコンビナントタンパク質を用い
て基質となるヌクレオチドの代謝活性を評価する系を
確立した。CD73 は GPI アンカーにより膜と結合する構
造をとり、ホモ二量体の膜結合型と可溶型の二種類の形
態がある。また、その酵素活性には亜鉛イオンの存在が
必要であることが知られる。そこでマウス及びヒト
CD73 の GPI アンカー部分を His タグに置換した可溶型
CD73 を分泌する細胞を構築し、その培養上清を回収し
てニッケルカラムを用いたアフィニティ精製を行った。
溶出はイミダゾールによるグラジエント溶出法を行い、
CD73 を分画・精製した。精製したマウス CD73 の酵素活
性をマラカイトグリーン遊離リン酸測定試薬を用いて
評価した。リン酸溶液標品を調整し、マラカイトグリー
ンと反応させることで検量線を作成した（図１）。その
結果、リン酸濃度 0.5-25μmol/L 間で直線性を確認し
た。酵素と基質の反応時間を決定するために初速度を
測定したところ、反応時間 15 分までにおいて直線性が
確認された（図２）。以上から、酵素と基質の反応時間
を 12 分とした。 
 マウス CD73 と各モノヌクレオチドとの反応を評価
し、Km 値と Vmax 値を算出した（表１）。その結果、評
価した AMP、GMP、CMP、UMP、IMP を基質とすることが明
らかになった。特にプリン系モノヌクレオチドへの親
和性が高いことが確認された。 
CD73 阻害薬である APCP(adenosine 5'-(α,β-

methylene)diphosphate)を用いて、酵素の阻害様式を
評価したところ、3μmol/L APCP では、Vmax 値に影響せ
ずKm値が上昇する競合的阻害様式となることを確認で
きたことから、構築した CD73 酵素評価系が十分である
ことが示された。 
 
②CD73 あるいは CD39 の酵素活性を阻害あるいは上昇
させる化合物のライブラリースクリーニング 
 創薬等先端技術支援基盤プラットフォーム（BINDS）の支援を受け提供された東北大学化合物
ライブラリーに対して、構築した酵素評価系を用いて、CD73 および CD39 の酵素活性に影響する
化合物酵素のスクリーニングを行った。すなわち、提供された化合物 6,080 種のそれぞれについ
て、化合物（10
μ mol/L ） を
CD73 （ 3 
nmol/L）と AMP
（20μmol/L）
の反応系に添
加した場合の
阻害率を求め
た。一次スクリ
ーニングは、
APCP （ 10 μ
mol/L）の 30%
阻害率値を基
準として行い、
次いで化合物
濃 度 を 3 μ
mol/L として
二次スクリー
ニングを行っ
た結果、19 種
類の候補化合
物を得た。 
得られた 19 種類の化合物について特異性評価として、アルカリホスファターゼ（ALP）に対す

る影響を評価した。ALP は、パラニトロフェニルリン酸の脱リン酸化反応によるパラニトロフェ
ノールの生成を 405nm の吸光度を指標に行った。その結果、19 種類の化合物すべてにおいて、
阻害率が 10%以下であった。さらに特異性評価として CD39 の酵素活性への影響を確認すること



とし、CD39（50ng/mL）と ATP（50μmol/L）の反応系に化合物（10μmol/L）で添加した際の阻害
率を求めたところ、3 種の化合物で 10%を超えた。これまでの結果より、有望な候補化合物が得
られていると考え、BINDS にこの 19種類の構造開示を請求した。 
構造開示後に評価し、非プリン系化合物 13 種を CD73 活性に影響する化合物として継続して

評価することとし、ヒト CD73 を用いて酵素反応曲線による阻害様式を決定した。その結果、13
種すべてにおいて競合阻害非依存的阻害様式であることを確認した（図３）。 
 
③マウス脾臓細胞を用いる評価系の構築 
 候補化合物の免疫系に与える影響を評価するために、
Ly5.1マウス脾臓細胞を抗CD3/CD28抗体で共刺激したと
きの T 細胞増殖誘導への影響を指標として行った。はじ
めに、マウス脾臓細胞を抗 CD3/CD28 抗体で共刺激時に
AMP を加えると T 細胞増殖が抑制された。また、そこに
CD73 阻害薬である APCP を加えると、T細胞増殖の抑制が
解除された。同様に、OT-I（MHC クラス I拘束性に OVA ペ
プチド断片に反応する TCR 組み換えマウス）においても、
OVA ペプチドによる CD8 陽性 T 細胞増殖の誘導と AMP に
よるその抑制効果、さらには APCP を加えた時の CD8 陽性
T 細胞増殖抑制の回復が確認された。なお、OT-I マウス
脾臓細胞において、CD4 陽性 T 細胞、CD8 陽性 T 細胞、B
細胞のそれぞれに CD73 が発現していることを確認した。
以上の評価系を用いて、上記過程で候補化合部とした 13
種についてリンパ球増殖反応を指標に評価を行った。陽
性対象化合物として APCP を使用した。その結果、13 種
（10μmol/L）のうち、化合物＃１だけが AMP による抑制
効果を回復させることが明らかとなった（図４）。また、
この回復効果は、濃度が 5μmol/L のときには不明瞭とな
った。なお、いくつかの候補化合物は AMP の抑制よりも
遥かに生細胞数が少なくなったことから、化合物固有の
細胞毒性による影響も否定できないと考えられた。 
 化合物#1 は、競合阻害非依存的阻害様式であるため、
競合阻害様式である APCP との併用効果を評価した。その
結果、それぞれ単独で用いたときより阻害効果が増強さ
れることが明らかとなった（図５）。 
 
④ライブラリースクリーニングで得られた
化合物をリード化合物として有機化学的等
によって構造展開し、酵素活性を指標とする
構造最適化の検討 
 化合物#1 について、CD39 に対する阻害活
性あるいはALPに対する阻害活性を評価した
ところ、CD39 に対してはわずかな阻害作用を
有すること（図６左側）、そして ALP に対し
ては、大きな阻害作用を有することが明らか
になった（図６右側）。 
そこで化合物#1 をリード化合物として類

縁化合物へ構造展開し、酵素活性を指標する
構造最適化を検討することとした。はじめに
化合物#1 の類縁構造物を化合物データベー
スや試薬カタログから抽出（100 化合物）し、
その構造を精査し、13種の類縁化合物を初回
検討化合物とした（図７）。これまでと同様に
ヒト CD73 の酵素活性に対する影響をマラカ
イトグリーン法で評価したところ、類縁化合
物 No.5、No.28、No.74 の 3種において、化合
物#1 よりも高い CD73 酵素活性阻害効果を見
出した（図８）。これら類縁化合物３種につい
て、同様に ALP 活性に対する阻害率を評価し
たところ、No.28 と No.74 においては ALP を
ほぼ阻害しないことが示唆された。特異性評価に関しては、今後、その他の脱リン酸化酵素につ
いての検討や更なる構造最適化の検討が必要であるものの、CD73 阻害活性と特異性が共に高い
創薬リード化合物を得ることに成功したものと考える。今後、#1 以外の化合物ライブラリーか
ら得られた候補化合物の類縁化合物への構造展開と評価を継続し、さらなる候補化合物の取得



成功に繋げたいと考えている。 
以上より、東北大学化

合物ライブラリーから
CD73 あるいは CD39 の酵
素活性に影響を与える化
合物をスクリーニング
し、創薬シーズ化合物と
しての各種評価と構造展
開を実施した結果、創薬
につながるシーズ候補化
合物を得ることに成功し
た。 
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