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研究成果の概要（和文）：rasがん遺伝子産物Rasは低分子量G蛋白質であり、多くの癌において活性化が認められるこ
とから、その機能を阻害する抗癌剤の開発が切望されている。我々は、GTP結合型Rasに特異的なポケット構造に基づい
た大規模なスクリーニングを通じて、担がん動物において抗がん活性を示す複数の化合物群（Kobe0065ならびにその誘
導体）の同定に成功した。これらの化合物は、Rasと標的蛋白質ならびに上流の調節因子との結合を阻害することでRas
のシグナル伝達を阻害し、顕著な抗がん作用を示すことが明らかになった。さらに、これらの化合物は、市販の抗癌剤
には認められない癌細胞の転移抑制作用を示すことも明らかになった。

研究成果の概要（英文）：ras proto-oncogene products Ras, is a member of small GTPases, which is frequently
 activated in a wide variety of human cancers, making them promising anti-cancer drug targets. Based on th
e structural information on the specific surface pocket found in the GTP-bound form of Ras proteins (Ras-G
TP), we have performed the compound screening in a large scale, and succeeded in the discovery of the nove
l compounds (Kobe0065 and its analogues) which exhibited a significant anti-tumor activity in animal model
s. The compound-binding to Ras-GTP potently restrained Ras activities in vitro and in vivo, by the direct 
binding inhibition of Ras-GTP with the downstream effectors and also with the upstream regulators. Moreove
r, they showed an anti-metastatic activity on cancer cells, which is not found in the marketed anti-cancer
 drugs.

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

ras 癌遺伝子産物 Ras は多くのヒトの癌、特
に大腸癌や早期発見・治療が困難とされる膵
臓癌において極めて高率に活性化が認めら
れる。従って Ras を分子標的とし、その機能
を特異的に阻害する物質が開発されれば、多
くの癌はもとより難治性の癌に対しても革
新的な治療法が提供できるようになる。Ras

の機能阻害剤としては、Ras の機能に必須の
翻訳後脂質修飾ファルネシル基付加を阻害
するファルネシル基転移阻害剤が多数の製
薬会社で開発されたが、近年の米国等での臨
床治験では、少なくとも固形腫瘍については
患者への延命効果が認められないことから、
開発が頓挫した状況にある。従って、現在世
界的に見て、Ras の機能阻害を目指す有効な
分子標的薬は存在しない状況であり、創造的
かつ革新的な開発アイデアが求められてい
る。 

 Ras蛋白質は低分子量 G蛋白質の一員であ
り、活性型である GTP 結合型(Ras-GTP)と不
活性型である GDP結合型(Ras-GDP)を行き来
しながら細胞増殖・分化に関与するシグナル
伝達を制御する分子スイッチとして機能し
ている。哺乳動物では H-, N-, K-Ras という 3

つのアイソフォームが存在し、ヒトの癌にお
いてそのいずれかが突然変異（G12V 変異な
ど）により活性化している。また Ras には、
アミノ酸配列の類似した Rap, R-RasやM-Ras

などのホモログが存在し、Ras ファミリーを
形成している。Ras-GTP は細胞生物学の領域
では一般的に活性型と呼ばれているが、構造
生物学的には均一なポピュレーションでな
いことが知られている。Ras-GTP には、Raf

（セリン/スレオニンキナーゼ）をはじめとす
る標的蛋白質の認識上最も重要な 2つのスイ
ッチ領域（Switch I, Switch II）近傍の分子表
面にポケット構造が出現するポピュレーシ
ョンが含まれ、ポケットが存在する構造では
標的蛋白質と結合できず、Ras-GTP はシグナ
ル伝達を行えない、いわゆる「GTP 結合型な
がら不活性型」となっている。一方、Ras-GTP

の残りのポピュレーションにはこのポケッ
トが存在せず、標的蛋白質と安定に結合しシ
グナル伝達を行うことができる。我々は、GTP

型ながら不活性型であるポケットを有する
Ras-GTP の立体構造を、Ras のホモログであ
るM-RasならびにそのH-Ras型変異体のＸ線
結晶解析を通じて世界に先駆けて多数決定
してきた（Ye M, Shima F* et al., J Biol Chem. 

vol. 280(35): p31267-31275, 2005, *co-first 

author; Shima F et al., J Biol Chem. vol. 285(29): 

p22696-22705, 2010）。さらに、標的蛋白質結
合部位に近い Ras-GTP のポケットにエネル
ギー的に安定に結合する物質は、Ras-GTP の
ポケット構造を安定化し、Raf をはじめとす
る標的蛋白質と Rasとの結合を阻害すること
により Rasの癌化シグナル伝達を抑制する抗
がん剤になる可能性があることに着目し、
2006年より、ポケットに結合する可能性の高

い低分子量有機化合物（以下化合物、図１）
をコンピュータドッキングシミュレーショ
ン、コンピュータ能動学習法、構造類縁体検
索（日本電気との共同研究）を駆使して市販
の化合物ライブラリー（250 万種類の化合物
を含む）からインシリコスクリーニングした。
約 1000 種類の選抜化合物の活性検証を行う
ために、生化学・細胞生物学的活性検証試験
（H-Ras-Raf 結合阻害試験→活性化 H, K, 

N-Ras を有するヒト各種癌細胞株による癌化
形質抑制試験→活性型 K-Rasを有する大腸癌
細胞を移植した担癌マウスモデルでの抗癌
作用試験）を実施した結果、市販の抗癌剤
sorafenib（マルチキナーゼ阻害剤）に匹敵す
る強い抗癌作用を示す、2 種類の母核構造を
有するヒット化合物（A 群、B 群）を同定す
ることに成功した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、約 20 種類のヒト癌細胞株（活
性型Rasを有する群、活性型Rafを有する群、
Ras-Raf系の活性化が関与しない群：Ras の上
流の受容体が活性したものを含む）を利用し
た癌化形質抑制試験（細胞増殖抑制試験、足
場非依存性細胞増殖試験など）を通じて、A

群ヒット化合物の Ras特異性の検証を行うと
ともに、分子レベルでの化合物の作用メカニ
ズムを解析する。また、Ras と類似した構造
的特徴を有する他の低分子量 G 蛋白質（Rho

ファミリーなど）への作用も評価するために、
レコンビナント蛋白質を用いた標的蛋白質
結合阻害試験も同時並行して行う。また、A

群化合物の新規活性として確認された、腫瘍
細胞の転移抑制作用のメカニズムを解明す
るために、化合物存在下で細胞接着・運動の
表現型の変化を詳細に観察するとともに、関
連分子の発現・局在の変化も詳細に解析する。
さらに、理学研究科・田村厚夫准教授との共
同研究により核磁気共鳴法（NMR）で決定し
た、ヒット化合物と Ras （H-Ras）との複合
体の立体構造情報ならびに前述の Ras特異性
に関する活性情報を利用し、（株）神戸天然
化合物の協力のもと、ヒット化合物の構造展
開（誘導体を有機化学合成し一連の生化学・
細胞生物学的活性検証試験を実施）を通じて、
より高活性で低毒性の医薬品開発候補品に
育成する。 

 

３．研究の方法 

（１）Ras-GTP の新規立体構造情報に基づく
インシリコスクリーニングと生化学・細胞生
物学的活性検証試験を駆使して同定した、
Ras/Raf 結合阻害活性を有する前述の 2 種類
の母核構造を有するヒット化合物（A 群、B

群）のうち、A 群の化合物（Kobe0065, 

Kobe2601, Kobe2602 の抗癌作用のメカニズ
ムを以下の方法で解析した。 

①化合物存在下での、35
S-GTPs でラベルし

たRasとRafとの結合活性を評価しKi値を算
出した。 



②活性化型 H-Ras (H-RasG12V)を有するマウ
ス NIH3T3 細胞ならびに、ヒト大腸癌細胞株
SW480（K-RasG12V）をはじめとする活性化
型変異 Ras（H-, K, あるいは K-Ras）を有す
る種々のヒト培養癌細胞株を用いて、A群化
合物による足場非依存性細胞増殖抑制効果
（癌化形質の１つ）を評価した。比較対象薬

としては、
市販薬であ
る sorafenib

（マルチキ
ナーゼ阻害
剤） 

③A 群化合
物による細
胞 内 で の

Ras のシグナル伝達経路の阻害メカニズムを
解明するために、細胞内での Ras/Raf 結合阻
害作用、MEK, ERK のリン酸化レベル、PI3K

の下流の AKT のリン酸化レベル、RalGEF の
下流の RalAの GTP 型のレベルの増減を調べ
た。 

④A 群化合物存在下での、Ras の上流の調節
因子 Sos による GDP/GTP 交換因子効率を調
べることにより、上流因子への作用を評価し
た。 

⑤大腸癌細胞株 SW480 を移植したヌードマ
ウスに、A群化合物を経口投与して腫瘍増殖
抑制効果を評価するとともに、腫瘍組織切片
における ERK のリン酸化レベルを調べるこ
とにより、化合物による Ras のシグナル伝達
抑制効果を評価した。腫瘍組織でのアポトー
シスについても調べた。 

⑥A群化合物の原子レベルでの Rasへの作用
メカニズムを解明するために、安定同位体
（15

N, 
13

C）ラベルした GppNHp（加水分解さ
れない GTP アナログ）結合型 H-RasT35S 変
異用いた Nuclear Overhauser Enhancement 

Spectroscopy (NOESY)_NMR を実施し、化合
物と Rasとの複合体のモデル構造を決定した。 
⑦H-Ras 以外の低分子量 G 蛋白質（M-Ras, 

RalA, Rap1A, Rap2A, RhoA, Cdc42, Rac1）の、
A 群化合物存在下での Relaxation-edited 1D 
1
H_NMR により、化合物の Ras 特異性の評価
を行った。 

⑧①から⑦の研究成果を学会発表するとと
もに、Proc. Natl. Acad. Sci. USA. (2013) 110 

(20)をはじめとする科学雑誌に発表した。 

（２）A群化合物の新規作用として確認され
た腫瘍転移抑制作用の分子メカニズムを以
下の方法で解析した。 

①活性化型 K-RasG12V を有し高い転移能を
示すヒト大腸がん細胞株 SW620 をヌードマ
ウスに尾静注し、Kobe0065 の経口投与下での
SW620の肺転移の頻度を調べた。 

②化合物存在下での細胞接着・運動の表現型
の変化を創傷治癒アッセイならびに細胞遊
走試験を行った。関連分子として Lyzyl 

Oxidase（LOX）の発現と Ras の機能との関連
に着目し、これらの分子の siRNA による 発

現抑制と表現軽の変化を調べた。 

③①、②の研究成果を第 72 回日本癌学会学
術総会にて発表した。 

（３）H-RasT35S と化合物 Kobe2601 との複
合体の立体構造情報に基づいて、活性改善目
的にヒット化合物の誘導体を神戸天然物化
学株式会社と共同でデザインし、同社におい
て有機化学合成した新規デザイン化合物に
ついて、一連の生化学・細胞生物学的活性検
証試験で活性評価することにより、化合物の
構造展開を実施した。 

 

４．研究成果 

（１）A群化合物の抗癌作用メカニズムの解
析： 

①A 群の代表化合物である Kobe0065 存在下
で、35

S-GTPS でラベルした Ras と Raf との
結合阻害試験を行い算出した Ras に対する
Kobe0065の Ki 値は 40±20 M であった。他
の２つの誘導体についても数百Mという Ki

値が得られた。 

②比較対象薬である sorafenib が活性化型 Ras

ならびに活性化型 Rafの変異を有するヒト癌
細胞株のいずれに対しても足場非依存性細
胞増殖抑制と足場依存性細胞増殖抑制を示
したのに対して、A群化合物は、SW480をは
じめとする活性化型 Rasを有するヒト癌細胞
株（上表の赤字と赤矢印部分）に対して選択
的に細胞増殖抑制作用を示した。 

③A 群化合物は、細胞内において Ras と Raf

との結合を抑制するとともに、下流のシグナ
ル分子である MEK, ERK のリン酸化による
活性も有意に抑制した（次ページ 図③）。 

また、化合物処理を行った細胞において AKT

のリン酸化レベルが低下するとともに GTP

結合型 RalAの量が減少していたことから、A

群化合物は、Ras の下流で機能する PI3Kなら
びに RalGEF のシグナル伝達をともに抑制す
ることが示唆された。 

 



 

④ A 群化合物は、 GTP 結合型 H-Ras

（H-Ras-GTP）に結合することにより、Ras

の上流の GDP/GTP 交換因子 Sos による Ras

のヌクレオチド交換反応を阻害する作用を
有することも明らかになった。 

⑤ ヒト大腸癌細胞株 SW480を移植したヌー
ドマウスに A群化合物を経口投与し、抗癌作
用評価したところ、有意な腫瘍増殖抑制効果
が認められた。また、化合物を経口投与下マ
ウスから採取した腫瘍の組織切片を用いた
免疫染色試験により、ERKのリン酸化が有意
に抑えられていた。この結果は、化合物が培
養細胞のみならず、個体レベルでも
Ras/MAPK 系のシグナル伝達を抑制すること
を示唆していた。また、A群化合物を投与し
た腫瘍組織では、腫瘍細胞の顕著なアポトー
シスが確認された。 

⑥A 群化合物の中で最も溶解度が高く H-Ras

との複合体の立体構造解析に適した
Kobe2601を用いて NOESY_NMRを実施した

結果、各分子の原子間の距離情報に基づく複
合体のモデル構造決定に成功した。複合体の
モデル構造の解析から、化合物の Ras への結
合は、Raf, PI3K, RalGEF などの複数の標的蛋
白質ならびに、上流の調節因子である Sos と
Ras との結合をも阻害することが示唆され、
この結果は、前述の①～⑥の化合物の生化学
的、細胞生物学的活性を支持していた。 

⑦Relaxation-edited 1D 
1
H_NMR では、A群化

合物は H-Ras のみならず、M-Ras, RalA, 

Rap2Aなど Rasファミリーに属する他の低分
子量 G 蛋白質にも結合作用を示すことが明
らかになった。一方、Rho ファミリーの蛋白
質への結合作用は弱いことが確認された。 

⑧ Kobe0065 とその誘導体に関する研究成果
の、米国科学アカデミー紀要への掲載（雑誌
論文の項参照）ならびに Nature Reviews 

Cancer での本研究成果のハイライト（2013 

Nature Reviews Cancer 13, 381）の公開に伴い、
著書などの執筆依頼（雑誌論文の項参照）、
国内外での報道・取材等を多数受ける結果と
なった。 

（２）A群化合物の腫瘍転移抑制作用の分子
メカニズムの解析： 

①活性化型 K-RasG12V を有し高い転移能を
示すヒト大腸癌細胞株 SW620 をヌードマウ
スに尾静注し、Kobe0065 の経口投与下での
SW620 の肺転移の頻度を調べた。その結果、
化合物非投与群ならびに比較対象薬である
sorafenib投与群では全例肺転移が認められた
のに対して、Kobe0065 投与群では濃度依存的
に肺転移を起こした個体数が減少した。また、
肺組織切片において肉眼で確認できた腫瘍
の個数は Kobe0065 投与群では濃度依存的に
減少していたことから、Kobe0065 は、
K-RasG12V を有するがん細胞の肺転移を抑
制する作用を示すことが確認された。 

②③Ras が常時活性化された癌細胞株では、
Kobe0065処理により LOXの有意な発現抑制
が認められた。また Ras が常時活性化されて
いる癌細胞株では、siRNA 処理による Ras の
発現抑制により、LOX の有意な発現抑制が確
認された。これらの結果を踏まえ、Kobe0065

の作用が Ras/LOX を介するがん細胞の遊走
に与える影響を調べるために、創傷治癒アッ
セイを行った。その結果、Kobe0065 は、Ras

に活性化型変異を有するがん細胞特異的に
Rasを介するLOXへのシグナルを抑制する事
により、細胞遊走を阻害する可能性が示唆さ
れた。癌細胞の浸潤における Kobe0065 の作
用についても同様の知見が得られた。これら
の結果をまとめ、第 72 回日本癌学会学術総
会 (横浜)において研究成果を発表した。 

（３）H-RasT35S と Kobe2601 との複合体の
NMR 立体構造情報に基づいて、A 群化合物
の活性改善目的に新規誘導体を神戸天然物
化学株式会社と共同で複数種類デザインし、
同社において有機化学合成した。得られた新
規誘導体の Ras/Raf 結合阻害活性ならびに、
細胞増殖抑制作用、個体レベルでの抗がん作



用の評価を行ったが、現時点では出発化合物
である Kobe0065, Kobe2601, Kobe2602の活性
を顕著に上回る誘導体の獲得には至ってい
ない。 
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