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研究成果の概要（和文）：固形がん細胞の低酸素応答を指標とした抗がん剤シーズの探索により見出された低分
子化合物IACS-010759（以下IACS）は、ミトコンドリア呼吸鎖のNADH-キノン酸化還元酵素（複合体-I）を標的と
する。本研究ではIACSの詳細な作用機序を調べた。
　独自にIACSを合成し、ミトコンドリア複合体-Iに対する影響を調べた結果、既知複合体-I阻害剤とは異なり、
IACSは複合体-Iの順反応よりも逆反応に対してより高い阻害活性を示すことがわかった。さらにIACSを鋳型とし
た光反応性プローブ分子を合成し、複合体-Iにおける標識部位を調べたところ、既知複合体-I阻害剤とは結合部
位が異なることがわかった。

研究成果の概要（英文）：The small molecule IACS-010759 (IACS), found as an anti-cancer drug seed of 
hypoxic tumor cells, interferes with the functions of NADH-quinone oxidoreductase (complex I) in the
 mitochondrial respiratory chain. In this study, we investigated the detailed mechanism of action of
 IACS.
　We synthesized IACS and examined its effect on bovine mitochondrial complex I. We found that 
inhibition by IACS of reverse electron transfer is more efficient than that of the forward reaction,
 contrary to the other complex I inhibitors. Furthermore, we synthesized a photoreactive IACS probe 
and examined the labeling site on complex I. The labeling site differed from that of known complex I
 inhibitors.

研究分野： 農芸化学・生物有機化学

キーワード： ミトコンドリア　呼吸鎖複合体-I　抗がん剤分子　低酸素誘導因子　光親和性標識　ケミカルバイオロ
ジー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　複合体-Iは電子伝達系の初発酵素として機能する重要な呼吸鎖酵素であり、基質の酸化還元反応に共役して
ATP合成（酸化的リン酸化）に必須のプロトン駆動力を形成する。複合体-I阻害剤としてロテノンやピエリシジ
ンなどが知られているが、これら既知阻害剤は培養細胞レベルで高い抗腫瘍活性を示すものの、通常細胞に対し
ても顕著な毒性を示す。一方、IACSは複合体-I阻害剤であるにも関わらず腫瘍細胞選択的に細胞毒性を示すた
め、新しいタイプの阻害剤である可能性が高い。本化合物の作用機構を明らかにすることは、複合体-Iの基礎研
究の進展に貢献するだけでなく、抗がん剤分子の設計戦略に資するところも大きい。

※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 

低酸素状態は固形がんの特徴の一つであり、

低酸素状態に対する応答は低酸素誘導性遺伝

子を調節する低酸素誘導因子（HIFs）によって

媒介される。特に HIF-1 は、腫瘍の発生および

進行に重要な役割を果たしていることから、が

んの化学療法の重要な標的の一つとされてい

る。2018 年にテキサス州立大学の研究チーム

により、固形がん細胞の低酸素応答を指標とし

た抗がん剤シーズの探索研究によって、IACS-

010759（図 1A、以下 IACS と略記）という低

分子化合物が発見された。報告によれば、IACS

の標的分子はミトコンドリア呼吸鎖のNADH-

キノン酸化還元酵素（複合体-I、図１B）であ

り、複合体-I を阻害することで、酸化的リン酸

化に強く依存している脳腫瘍細胞や急性骨髄性白血病細胞における HIF-1 の産生が抑制さ

れる。 

複合体-I は電子伝達系の初発酵素として機能する重要な呼吸鎖酵素であり、基質の酸化

還元反応に共役して ATP 合成（酸化的リン酸化）に必須のプロトン駆動力を形成する。複

合体-I 阻害剤としてはロテノンやピエリシジンなどが知られており、このような典型的複

合体-I 阻害剤は、複合体-I のキノン結合ポケットに結合することでキノン還元を阻害する

と考えられている。こうした既知の阻害剤は、培養細胞レベルで高い抗腫瘍活性を示すもの

の、通常細胞に対しても顕著な毒性を示すことから、IACS は腫瘍細胞選択的に細胞毒性を

示す新しいタイプの阻害剤である可能性が高い。本化合物の作用機構を明らかにすること

は、複合体-I の基礎研究の進展に貢献するだけでなく、抗がん剤分子の設計戦略に資すると

ころも大きい。 

 

２．研究の目的 

IACS が抗がん活性を示す理由として、「固形がん細胞と正常細胞のエネルギー代謝（酸

化的リン酸化と解糖系のバランス）の差」が挙げられている。しかし、これだけでは多様な

複合体-I 阻害剤の中で、IACS が正常細胞に対する毒性が低い理由は十分に説明できない。

そこで本研究では、IACS と既知阻害剤の作用機序の差異を複合体-I レベルで明らかにする

ことを目指す。 

 

３．研究の方法 

 IACS を合成し、複合体-I の阻害作用について既知阻害剤との差異を精査する。さらに

IACS を鋳型とした光反応性プローブ分子を合成し、複合体-I における IACS の結合部位を

同定し、既知阻害剤の結合部位との差異を調べる。  

 
図 1. （A） IACS-010759 の構造 

（B）呼吸鎖複合体-I の構造. 



４．研究成果 

(1) IACS の複合体-I 阻害活性 

 複合体-I は通常の条件下ではキノン還元反応（順反

応）を触媒するが、ある特定の条件下ではキノール酸

化反応（逆反応）を触媒できる可逆的な酵素である。

実験試料としてウシ心筋ミトコンドリアから調製し

た亜ミトコンドリア粒子（SMPs）を用い、IACS の複

合体-I に対する影響を精査したところ、順反応よりも

逆反応に対してより高い阻害活性を示すことがわか

った（約 10 倍、図 2）。既知阻害剤は順・逆両反応を

同程度に阻害することを踏まえると、IACS は既知阻害剤とは異なる作用機序によって複合

体-I を阻害していることが示唆された。 

 

(2) キナゾリン型阻害剤[125I]AzQ に対する IACS の 

拮抗試験 

複合体-I のキノン結合部位に作用する典型的な阻

害剤であるキナゾリン型化合物である 6-amino-4-(4-

tert-butylphenethylamino)quinazoline（図３A、以下

AQ）を鋳型とした光親和性標識プローブ[125I]AzQ

（図３A）は、複合体-I のキノン結合ポケットを構成

する 49 kDa サブユニットの N 末端領域を特異的に標

識する。そこで、 [125I]AzQ による 49 kDa サブユニ

ットの特異的標識を指標として、IACS がキノン結合

部位に及ぼす影響を精査した。SMPs 懸濁液に IACS

と[125I]AzQ を加えた後、光照射を行い[125I]AzQ で

SMPs を標識し、各サブユニットを電気泳動により分離し、49 kDa サブユニットの放射活

性を比較した。その結果、 [125I]AzQ の 4000 倍量の IACS 加えても、[125I]AzQ による 49 

kDa サブユニット標識を抑制しなかった。キノン結合部位に作用する典型的な阻害剤であ

る AQ や bullatacin は[125I]AzQ の結合を完全に抑制することから、IACS の結合部位はキ

ノン結合部位に作用する典型的な阻害剤のものとは異なることが強く示唆された。 

 

(3) 光反応性 IACS プローブ分子による複合体-I の光親和性標識 

 IACS の結合部位を調べるために、IACS をテンプレートとしてデザインした光反応性

IACS プローブ分子（[125I]IACS-PD1、図 4）を合成した。光反応性基にはトリフルオロメ

チルジアジリンを採用し、検出基には高感度検出が可能な 125I を採用した。複合体-I を

[125I]IACS-PD1 で標識し複合体-I を単離した後、各サ

ブユニット（異なる 45 個のサブユニット）を 2 次元電

気泳動（doubled-SDS-PAGE）により分離し、放射活性

を検出することで特異的に標識されるサブユニットを

同定した（図５）。その結果、IACS-PD1 は複合体-I の

キノン結合ポケットの入り口を構成する ND1 サブユ

ニットを特異的に標識することがわかった。 

 
図 2. IACS による順・逆反応の阻害. 
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図３. (A)AQ や[125I]AzQ の構造. 
(B)[125I]AzQ に対する IACS 

の拮抗試験 

 

図 4. 光反応性 IACS 類縁体の構造. 

[125I]IACS-PD



 

(4) 複合体-I における IACS の詳細な結合部位の同定  

[125I]IACS-PD1 の ND1 サブユニットにおける詳細な標識部位を同定するために、標識

した ND1 サブユニットを単離し、Lys-C や Asp-N といったタンパク質消化酵素を用いて

限定消化を行い、生成した消化ペプチドを Tricine-SDS-PAGE に供したところ、両者とも

に約 15 kDa のバンドに強い放射活性が観察された（図 6A）。これをウシ ND1 サブユニッ

トのペプチド配列と照らし合わせると、Lys-C、Asp-N による最終切断断片はそれぞれ、

Tyr127-Lys262（15.2 kDa）、Asp199-Thr318（13.8 kDa）に該当すると予想された（図 6B）。

以上のことから、[125I]IACS-PD1 の ND1 サブユニットにおける結合領域は Asp199-Lys262

であると結論付けた。本標識部位はこれまでに報告のあるアミノキナゾリンなどの既知複

合体-I 阻害剤とは結合部位が異なることを示している。 

 

 
図 6. ND1 サブユニットにおける[125I]IACS-PD1 の標識部位. 

 
図 5. [125I]IACS-PD1 の標識サブユニットの同定. 
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