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研究成果の概要（和文）：　多発性骨髄腫の治療薬として用いられているプロテアソーム阻害剤は注射剤であるため、
経口投与で有効なプロテアソーム阻害剤が求められている。そこで我々はin vivoイメージング法を用いて経口投与可
能なプロテアソーム阻害剤を探索した。まずプロテアソームによって分解される蛍光タンパク質を発現する細胞を樹立
してマウスに移植し、腫瘍内部のプロテアソーム阻害活性を測定できるin vivoイメージング法を開発した。さらにプ
ロテアソーム阻害剤チロペプチンの誘導体を合成し、in vivoイメージング法を用いて経口投与で有効なプロテアソー
ム阻害剤を得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：　Proteasome inhibitors were approved for treatment of multiple myeloma. Because 
these inhibitors are administered by intravenous bolus, new orally active proteasome inhibitors are 
desired. In this study, we developed a system for in vivo imaging of proteasome inhibition in the tumors 
of living mice, using a proteasome-sensitive fluorescent reporter. Then we used tyropeptin, which are 
produced by Kitasatospora sp. MK993-dF2, as a lead compound for the design of proteasome inhibitors, and 
synthesized tyropeptin derivatives. Finally, we found new orally active proteasome inhibitors using our 
in vivo imaging system and tyropeptin derivatives.

研究分野： 天然物化学
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１．研究開始当初の背景 
	 真核細胞内の主要なタンパク質分解酵素
であるプロテアソームは、細胞内で不要なタ
ンパク質やダメージを受けたタンパク質を
分解するのみでなく、細胞周期やシグナル伝
達に関与する種々の機能性タンパク質の分
解に関与しており、細胞機能の制御に重要な
役割を担っている。プロテアソーム阻害剤は
これらのタンパク質の分解を抑制すること
により、それらが規則正しく機能できなくな
り、アポトーシスを引き起こすと考えられて
いる。特にがん細胞は増殖が盛んであり、か
つタンパク質分解も活発であることからプ
ロテアソームの阻害に対して高い感受性で
細胞死が誘導される。よってプロテアソーム
はがん治療の分子標的と考えられており、実
際にプロテアソーム阻害剤 bortezomibは多発
性骨髄腫の治療薬として使用されている。し
かし、bortezomib の長期投与による毒性や耐
性が問題とされており、新たなプロテアソー
ム阻害剤の開発が必要とされている。また
bortezomib は注射剤であり患者の QOL
（quality of life）を向上させるために、新しい
経口投与可能なプロテアソーム阻害剤が求
められている。このため国内外においていく
つかの新しい経口プロテアソーム阻害剤の
開発の報告はあるが、今だ上市に至っていな
い。 
	 これまでに我々は新しいプロテアソーム
阻害剤を探索し、放線菌の培養ろ液より新規
プロテアソーム阻害剤チロペプチンを見出
した（図 1）。そこでチロペプチンをリード化
合物として数十種類の誘導体を合成し、
bortezomib よりも強いプロテアソーム阻害活
性を有する誘導体を得ることに成功した。 

 
	 これら誘導体のマウスを用いた抗腫瘍活
性の測定には、大量のサンプルや長期間の観
察が必要になる。全てのサンプルを合成によ
り大量に得ることは困難であることから、各
誘導体の in vitro での生物活性や薬物動態を
指標に総合的に判断し、化合物を絞り込み in 
vivo 抗腫瘍活性を測定する必要がある。しか
し in vivo評価への選考に漏れた誘導体でも抗
腫瘍活性を示さないとは限らず、有望な誘導
体を見落とす可能性がある。そこで多くの誘
導体を少ないサンプル量で迅速、かつ効率的
に抗腫瘍活性を測定するために、in vivoイメ
ージングを利用した方法を考案した。マウス
に移植した腫瘍のプロテアソーム阻害活性
と抗腫瘍活性は相関することが我々のこれ
までの研究で明らかになっていることから、

プロテアソーム分解性蛍光タンパク質を利
用して腫瘍内プロテアソーム阻害活性を測
定する方法を開発した。このタンパク質は通
常翻訳後直ちにプロテアソームにより分解
され低レベルに抑えられているが、プロテア
ソーム活性が阻害されると蛍光タンパク質
の分解が抑制され細胞内に蓄積し強い蛍光
を発する。このプロテアソーム分解性蛍光タ
ンパク質発現細胞をマウスに移植して腫瘍
を形成させた後に bortezomibを静脈内投与す
ると、腫瘍内プロテアソームが阻害され強い
蛍光を発することが確認できた。よってこの
in vivoイメージング法を用いて経口投与可能
なプロテアソーム阻害剤を簡便に探索でき
るのではないかとの着想に至った（図 2）。こ
の in vivoイメージング法は、薬剤投与 24時
間後で腫瘍内蛍光が観察されることから、従
来の抗腫瘍効果の測定に比べて遥かに短時
間で測定できる。また単回投与で判断できる
ため少量のサンプルで評価することが可能
であり、生きたまま非浸襲的な観察のため経
時変化を調べることができる等のメリット
がある。このような in vivoイメージング法を
用いて新しいプロテアソーム阻害剤を開発
した研究は国内外問わずこれまでになく新
しい試みである。 

 
２．研究の目的 
	 本研究は in vivoイメージング法を用いて迅
速かつ効率的に経口投与可能な新しいプロ
テアソーム阻害剤を開発することを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
（1）プロテアソーム阻害剤チロペプチン誘
導体の生物活性：In vitroのプロテアソーム阻
害活性はヒト赤血球由来 20Sプロテアソーム
を用いた。細胞を用いた検討には、ヒト多発
性骨髄腫 IM-9、RPMI8226、KMS-11 細胞を
用いた。抗腫瘍活性の測定には SCID マウス
の鼠蹊部皮下に RPMI8226細胞を移植したが
ん移植モデルマウスを用いた。 
 
（2）プロテアソーム阻害剤チロペプチン誘
導体の合成：チロペプチンのアルデヒド基を
ボロン酸に変更し、さらに種々のアミノ酸を
導入した誘導体を合成した。 
 
（3）In vivo イメージングによる腫瘍内プロ
テアソーム阻害活性測定法の改良：GFP
（Green fluorescent protein）にモノユビキチン



が結合した組み換えタンパク質を発現する
ヒト大腸がん RKO-PS3 細胞を作製した。こ
の細胞を nude マウスの皮下に移植し腫瘍を
形成させ、造腫瘍性やプロテアソーム阻害剤
に対する反応性を測定した。 
 
（4）In vivo イメージングを用いた経口投与
可能なプロテアソーム阻害剤の探索：
RKO-PS3 細胞を移植し腫瘍体積が約 1,000 
mm3に達したマウスに、50 mg/kgのチロペプ
チン誘導体を経口投与し（n=3）、24時間後オ
リンパス OV110 イメージングシステムを用
いて生体蛍光観察を行った。 
 
４．研究成果 
（1）プロテアソーム阻害剤チロペプチン誘
導体の生物活性：これまでに合成したチロペ
プチン誘導体の中で、ヒト赤血球由来 20Sプ
ロテアソームに対して bortezomibと同程度の
強い阻害活性を示す誘導体 AS-29 について、
詳細に生物活性を解析した。まず多発性骨髄
腫 IM-9、RPMI8226および KMS-11細胞にお
ける AS-29の作用について調べた。AS-29は
細胞内のプロテアソームを阻害し、プロテア
ソームの基質であるユビキチン化タンパク
質の分解を抑制した。生体内ではさまざまな
タンパク質がユビキチン化されプロテアソ
ームにより分解されるが、がんの分子標的と
して注目されている転写因子 NF-κB の抑制
タンパク質 IκBもその 1つである。NF-κBは
多発性骨髄腫などで恒常的に活性化してお
り、プロテアソーム阻害剤の主要な作用点と
考えられていることから、AS-29の NF-κB活
性化抑制作用について調べた。AS-29 は
RPMI8226 細胞おいて TNF-α 刺激による
IκB-αの分解やNF-κBの核内移行およびDNA
結合活性を著しく抑制した。 
	 さらに AS-29は RPMI8226細胞にアポトー
シス実行タンパク質であるカスパーゼ 8やカ
スパーゼ 9 の活性化を亢進し、カスパーゼ 3
の活性化および PARPの分解を介して、アポ
トーシスを誘導した。 
	 次に in vivoでのAS-29の作用を調べるため、
in vivoイメージング法を用いた腫瘍内プロテ
アソーム阻害活性を測定した。プロテアソー
ム分解性蛍光タンパク質を発現するヒト胎
児腎 HEK293 細胞を nude マウスの鼠蹊部皮
下に移植し、腫瘍体積が約 1,000 mm3になっ
たところで AS-29を静脈内投与した。投与 24
時間後、腫瘍部位のプロテアソーム活性が阻 

害され、プロテアソーム分解性蛍光タンパク
質の蓄積が確認された。次に RPMI8226細胞
を nude マウスの鼠蹊部皮下に移植したヒト
がんモデルマウスを用いて抗腫瘍活性を測
定した。AS-29（4 mg/kg）を週に 2回静脈内
投与したところ、著しい抗腫瘍活性が認めら
れた（図 3）。以上によりチロペプチン誘導体
の有用性は明らかとなったが、しかしながら
目的とした経口投与での抗腫瘍活性は認め
られなかった。 
 
（2）プロテアソーム阻害剤チロペプチン誘
導体の合成：これまでに我々はチロペプチン
をリード化合物として数十種類の誘導体を
合成した。今回さらに誘導体の拡充を図るべ
く合成を行った。経口吸収性の良い化合物を
創製するためには、水溶性と脂溶性のバラン
スが重要である。チロペプチンは溶解性の低
いペプチド性化合物であることから、水溶性
の向上および物性のバリエーションの多様
化を目指して、酸性や塩基性、中性等の多岐
にわたるアミノ酸を導入した誘導体を合成
した。その結果、全体の傾向として水溶性が
増加するとプロテアソーム阻害活性が低下
することがわかった。またリピンスキーの法
則に従いチロペプチンの低分子化を試み、分
子量を 2/3 ほど小さくしてもプロテアソーム
阻害活性を維持することが確認できた。 
 
（3）In vivo イメージングによる腫瘍内プロ
テアソーム阻害活性測定法の改良：これまで
プロテアソーム分解性蛍光タンパク質とし
てサンゴ ZsGreen蛍光タンパク質とユビキチ
ン化なしにプロテアソームにより分解され
る MODC（マウスオルニチン脱炭酸酵素）ド
メインを融合させたタンパク質を発現する
ヒト胎児腎 HEK293細胞を用いて、腫瘍内プ
ロテアソーム阻害活性を in vivoイメージング
法にて測定してきたが、実験に適したマウス
を作製するのに約 40 日間が必要であること
が問題であった。そこで宿主としてヒト大腸
がん RKO 細胞、プロテアソーム分解性蛍光
タンパク質としてモノユビキチンを予め結
合させた GFP を用いてプロテアソーム分解
性蛍光タンパク質発現 RKO 細胞（RKO-PS3
細胞）を作製した。この細胞をマウスの皮下
に移植させたところ、高い造腫瘍性を示し移
植後 17日（HEK293細胞のおおよそ半分の期
間）で 1,000 mm3の腫瘍を形成した。さらに 



このマウスに経口プロテアソーム阻害剤
CEP-18770（15 mg/kg）を経口投与したとこ
ろ、腫瘍内のプロテアソームが阻害され蛍光
タンパク質の分解抑制および腫瘍内蓄積が
明らかとなった（図 4）。よって RKO-PS3 細
胞移植マウスを利用することにより腫瘍内
プロテアソーム阻害活性を効率的にイメー
ジングすることができ、実験時間の大幅な短
縮ならびにスループット性の向上を可能に
した。そこで我々はこの RKO-PS3 細胞を用
いた in vivoイメージング法により経口投与可
能なチロペプチン誘導体の探索を開始した。 
 
（4）In vivo イメージングを用いた経口投与
可能なプロテアソーム阻害剤の探索： 
RKO-PS3細胞移植マウスに 50 mg/kgの 各種
チロペプチン誘導体を経口投与し、24時間後
の蛍光タンパク質の蓄積を in vivoイメージン
グ法を用いて測定した。実験に供した 50 種
類の誘導体の中で、13種類の誘導体で明らか
な蛍光タンパク質の蓄積が認められた。続い
てこの 13 誘導体の中から蛍光強度や化学構
造の特徴などを考慮し 4種類の誘導体につい
て薬剤用量依存を調べたところ、2 種類の誘
導体において明らかな薬剤用量依存性が認
められた。そこで、この 2種類の誘導体につ
いて、RPMI8226 細胞移植マウスにおける経
口投与での抗腫瘍活性を測定した。いずれの
誘導体においても明らかな抗腫瘍活性を示
し、本研究の目的である経口投与可能なプロ
テアソーム阻害剤を得ることに成功した。現
在、一部の誘導体について再合成しており、
今後それらの抗腫瘍活性の測定から、さらに
高活性の化合物を選択し、新しい経口プロテ
アソーム阻害剤の開発に向けた研究を進め
ていく予定である。 
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