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研究成果の概要（和文）：１）低栄養選択的な細胞毒性を有する化合物の創薬化学的研究として、フェンホルミンをリ
ードとする構造活性相関研究を行い、リードの活性を大きく上回る新規誘導体の開発に成功した。本化合物の標的タン
パク質探索のためのプローブ分子設計のための誘導体合成をおこない、プローブ分子設計の指針を得た。２）がん微小
環境ストレスの可視化のためのプローブの開発として、新規鉄（II）蛍光プローブの開発に成功し、低酸素ストレス下
でがん細胞において二価鉄が上昇することを見出した。がんの二価鉄の変動を捉えた初めての例である。３）がんの代
謝リプログラミングを標的とする S. barbata（半枝蓮）エキスの成分検索を行った。

研究成果の概要（英文）：1) A study of structure-activity relationship of biguanides was conducted to 
explore selective antitumor agents blocking adaptive stress responses in the tumor microenvironment. We 
succeeded in synthesis of new derivatives which represented an improvement over a lead compound, 
phenformin in selective cytotoxicity under glucose deprivation, suppression HIF-1- and UPR-related 
protein expression, and angiogenesis inhibition. We also performed molecular modification to explore a 
probe molecule for target identification of the compound. 2) A novel iron(II)-specific fluorescent probe 
was developed to visualize the oxidative stress in tumor microenvironment. We found that iron(II) 
increased in tumor hypoxia by a fluorescence imaging study. 3) To explore antitumor substances targeting 
cancer metabolic reprogramming, we studied effects of extracts and fractions from Scutellaria barbata on 
the energy metabolism of cancer cells.

研究分野： 創薬化学

キーワード： がん微小環境　低栄養　低酸素　二価鉄　酸化ストレス　小胞体ストレス　合成致死
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１．研究開始当初の背景 
  酸素や栄養が欠乏したがん組織では、低酸
素、低栄養、小胞体(ER)ストレスなどに応答
して特異的なシグナル伝達系が活性化し、そ
の結果がん細胞が耐性を獲得して、生存でき
る。そこで、これまでに低酸素環境を標的と
するがん治療薬の開発研究を目指して、
HIF-1、血管内皮細胞増殖因子（VEGF）、
UPR（unfolded protein response）等様々な
標的に対する阻害剤を開発してきた。 (J. 
Pharmacol. Sci. 2011, Cancer Sci. 2009, 
Biol. Pharm. Bull. 2006)。さらに最近、低酸
素、低栄養応答アッセイ系を構築し、スクリ
ーニングを行ったところ、UPR 阻害、HIF-1
阻害、血管新生阻害作用を有する新規化合物
GPU-231 を見出した。一方、抗腫瘍効果を
はじめ様々な生理活性が知られているプロ
ポリスに着目して上記スクリーニングシス
テムによる活性成分探索を実施したところ、
豊富に含有されるポリフェノール群から、複
数のヒット化合物を見いだした（Bioorg. 
Med. Chem. 2011）。特筆すべきは、これら
の微小環境モジュレータは、正常細胞に対す
る毒性を示さず、特定の遺伝子変化や環境ス
トレス適応によるタンパク発現変化がある
場合にのみ作用するという点である。このこ
とから、これらの化合物により合成致死が誘
導され、メタボリックストレスに適応した難
治性がん細胞のみに致死効果をもたらして
いる可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、がん微小環境に特異的な低酸素
及び低栄養ストレスへの適応応答系に着目
し、これをがん攻略のための普遍的な標的と
する新規癌治療薬を開発する。このような微
小環境モジュレータを創成できれば、がんの
転移・再発の制御や難治性がん細胞、休眠が
ん細胞に対する新たな戦略となるものと期
待される。そこで、上述の新規 UPR 阻害剤
をリード化合物として、その構造展開及び構
造活性相関研究を行って、がんのメタボリッ
クストレス応答を標的とする癌治療薬の優
れたシードを創成し、また、それらの標的分
子を同定して、新たな癌治療標的分子の創出
することを目指して研究を行った。 
 
３．研究の方法、結果 
3.1 ビグアニド誘導体をリードとする構造
展開 
3.1.1 分子設計 
 がん微小環境モジュレータのリード化合
物として、冨田らのグループにより UPR 阻
害作用及びグルコース飢餓特異的な細胞毒
性が報告された（Cancer Res. 2009, 69, 
4225）抗糖尿病薬の biguanide 系化合物に着
目した。phenformin は Figure １に示すよ
うに、塩基性部位であるビグアニド部位と疎
水性部位であるベンゼン環をアルキレンリ
ンカーを介して結合した構造を有している。

そこで分子設計として、アルキレンリンカー
の長さの変換、塩基性のビグアニド部位の窒
素含有ヘテロ環やカルボン酸イソスターへ
の変換、Ph基への置換基導入などを行った。  

 
Fig. 1 ビグアニド系化合物の構造展開 
 
3.2 生物活性及び構造活性相関 
3.2.2  低酸素ストレス応答と小胞体ストレ
ス応答に対するスクリーニング系の構築 
がん微小環境を模倣した in vitro スクリー

ニング評価系として、低酸素・低栄養条件下
において誘導される HIF-1 転写活性化及び
UPR 活性化への影響を低酸素応答ルシフェ
ラーゼアッセイ及び UPR 応答ルシフェラー
ゼアッセイにて評価することとした。さらに、
グルコース欠乏培地や低酸素環境における
細胞毒性試験による、ストレス負荷に選択的
な細胞毒性の評価を行い、合成した誘導体群
のスクリーニングを行う。 
低酸素応答ルシフェラーゼアッセイには、

HIF-1 が 結 合 す る hypoxia responsive 
element (HRE) をプロモーター領域に有す
る p2.1 プラスミドベクター (J. Biol. Chem. 
1996, 271, 32529) を 導 入 し た 安 定 株
HEK293 p2.1 #3 を用いた。UPR 応答ルシフ
ェラーゼアッセイには、UPR 応答配列である
ER stress responsive element (ERSE) を有
する、pGRP78pro160-luc プラスミドベクタ
ー  (Cancer. Inst. 2004, 96, 1300) 導入
HEK293 細胞を用いた。化合物の評価におい
て、0.3 mM 2-DG で処理することで、低栄
養ストレスを負荷することとした。 
低栄養選択的細胞毒性試験では、HT29 細

胞を用いて、2-DG あるいはグルコース欠乏
培地 (GF) で 48 h 処理した場合と通常培地
における細胞毒性の差を求め、評価した。 

  
3.2.3 構造活性相関 
まず、Table 1 に示すように、アルキレン

リンカーの長さの変換 (n = 0–6) の結果、
HIF-1 および UPR の活性化に関しては、リ
ンカーを長くすると、その抑制作用が増強し
た。さらに、グルコース欠乏条件における細
胞毒性に関しても、リンカーを長くすると毒
性は増強した。一方、通常培地条件における
細胞毒性に関しても、リンカーを長くすると 



増強し、低栄養選択性は、n = 5 で最も高く
なったが、通常培地における毒性も増強した。 

Table 1 アルキレン鎖長の評価 

 

a IC50 values for inhibition of HIF-1 activity was obtained 
using HEK293 p2.1 #3 cells under hypoxia (1% O2) for 24 h 
with test compounds.  
b IC50 values for inhibition of GRP78 promoter activity was 
obtained using HEK293 GRP78 #85 cells treated with 0.3 
mM 2-DG and test compounds for 24 h.  
c IC50 values from MTT assay using HT29 cells treated with 
test compounds incubated in normal or glucose-free medium 
for 48 h.  
Values are the mean ± SD of triplicate experiments. 
d Selectivity was obtained from IC50 in normal medium/IC50 
in glucose-free medium. 
e The c logD values were calculated by Accord for Excel ver. 
7.1.5. 

Table 2  フェニル基の置換基効果 

 
 Table 2 で、Ph 基への置換基効果を検討し
た結果、o-Me 基あるいは o-Cl 基を導入した
場合 (GPU-469 および GPU-529) に特に優
れた低栄養選択的細胞毒性を示したが、一方
で嵩高い置換基や極性の高い置換基の導入
により、活性が減弱もしくは消失した。オル
ト位に電子供与性の Me 基および電子吸引性
の Cl 基のどちらを導入した場合においても
レポーター活性の強い抑制作用とグルコー
ス欠乏条件選択的な優れた細胞毒性を示し
たことから、電子的な効果よりも立体的な効
果の影響が大きいと考えられた。一方、パラ
位に嵩高い極性置換基を導入した GPU-471
ではいずれの生物活性も消失した。グルコー
ス欠乏条件における選択的細胞毒性は、p-ア
ルキル基が嵩高くなるにつれ減少する傾向
が認められた (Me > Et > t-Bu )。Ph 基をイ

ソプロピル基に変換した GPU-477 は、
phenformin より若干弱いながらも HIF-1 転
写活性化抑制作用及びグルコース欠乏条件
における選択的細胞毒性を示した。 
 
3.3 ビグアニド誘導体の生物活性 
3.3.1 低栄養選択毒性  
上記のスクリーニングの結果選別された

候補化合物について、通常条件およびグルコ
ース欠乏条件における細胞毒性を 1 μM–1 
mM の範囲で検討した。Figure 2 に示すよう
に、いずれの化合物も濃度依存的な低栄養選
択性を示しており、特にFigure 3Cおよび 3D
に示す GPU-529 および GPU-469 では、低
栄養条件特異的に非常に強い毒性を示した 
(IC50 GF: 7.2 ± 3.5 μM, 5.2 ± 0.7 μ
M )。一方で、通常条件においては 300 μM
ま で ほ ぼ 毒 性 を 示 さ ず 、 ど ち ら も
phenformin と比較して、かなり強い生物活
性を示した。 

 

Figure 2.  HT29 細胞を用いたグルコース欠乏
条件における濃度依存的細胞毒性  
Cell viability was determined by MTT assay using 
HT29 cells treated with phenformin (A), GPU-231 (B), 
GPU-529 (C), and GPU-469 (D) under normal or 
glucose deprived condition (GF) for 48 h. Each point 
represents mean ± SD of triplicate experiments. 
 
3.3.2  HIF-1α阻害活性 
phenformin 及び GPU-231 は 20、50 μM
において、低酸素ストレスによって亢進した
HIF-1αタンパク質発現を濃度依存的に抑制
した。さらに、GPU-469 及び GPU-529 は、
より低い濃度である 1、10 μM において、
低酸素ストレスによって亢進したHIF-1αタ
ンパク質発現を濃度依存的に抑制した。 
 
3.3.3 血管新生阻害作用 
 HIF-1 によって、がんのエネルギー代謝、
血管新生、転移や浸潤に関わる遺伝子が活性
化され、がん細胞が悪性化、難治化するもの
と考えられる。そこで、血管内皮細胞増殖因
子 (VEGF-A) の分泌に対する影響をELISA
によって評価した。1%O2 下の低酸素ストレ
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ス及びグルコース欠乏ストレスによって、
HT29細胞におけるVEGF-Aタンパク分泌は
それぞれ 2 倍、3–4 倍程度まで亢進し、
phenformin 、 GPU-231 、 GPU-469 及 び
GPU-529 はこの VEGF-A の発現誘導を有意
に抑制した。次いで鶏卵漿尿膜 (CAM) 法に
よる評価を行ったところ、Figure 3 に示すよ
うに、phenformin 及び GPU-231 は投与量 5 
μg/CAM において、さらに、GPU-469 及び
GPU-529 は、より低用量の 2 μg/CAM にお
いて顕著な血管新生阻害作用を示した。 

 
 Figure 3. CAM アッセイによる血管新生阻害作
用の検討 
The CAMs of 4-day-old chick embryos were treated 
with test compounds for 2 days.    
 (A) Pictures of test compounds show avascular zone 
around the silicon ring where the test compounds 
were administrated. Applied dose (μg/CAM) and 
antiangiogenesis ratio (%; mean ± SD) is shown under 
pictures.  (B) Antiangiogenesis ratios of compounds 
calculated from the following formula; 
Antiangiogenesis ratio (%) = [1 − (control point/drug 
point)] × 100. Eight to ten eggs were used in total for 
each condition. 
 
４．研究成果 
がん微小環境におけるストレス応答を標

的とする治療薬の開発を目指して、UPR 阻害
作用が報告された抗糖尿病薬の biguanide系
化合物に着目し、化学的構造展開及びセルベ
ーススクリーニング評価による構造活性相
関研究を行った。選別された有望候補化合物
については微小環境適応応答に関連する遺
伝子やタンパク発現に対する影響、in vivo
での血管新生阻害作用等について検討した。
その結果、 1)リード化合物の phenformin の
構造を、biguanide 部位、benzene 環部位、
並びにこれらの部位を結ぶ alkylene linker
に分け、種々の誘導体を合成した。HIF-1 転

写活性化及び UPR 活性化抑制作用、及び低
栄養ストレス条件における選択的な細胞毒
性について評価した結果、alkylene linker が
長鎖であるほど活性は向上するものの、n=4
以上では通常環境下での細胞毒性も増大し
選択性は変化しなかった。biguanide 部位を、
guanidino 基に変換した GPU-231 のみが
phenformin に匹敵する活性を示したことか
ら、生理的条件においてカチオン性を有する
ことが重要であると示唆された。benzene 環
部位への置換基導入効果を検討した結果、
o-Me 基あるいは o-Cl 基を導入した場合に特
に優れた低栄養選択的細胞毒性を示したが、
一方で嵩高い置換基や極性の高い置換基の
導入により、活性が減弱もしくは消失するこ
とがわかった。 2) これらの化合物は HIF-1α
および GRP78 タンパク質発現を抑制した。
特 に GPU-469 お よ び GPU-529 は
phenformin よりも強い抑制作用を示した。
3)これらの化合物は低酸素ストレス下で亢進
する VEGF-A タンパク質分泌を抑制した。ま
た、 CAM 法にて血管新生阻害作用を評価し
た結果、phenformin および GPU-231 は 5 
μg/CAM において、さらに、GPU-469 およ
び GPU-529 は 2 μg/CAM において顕著な血
管新生阻害作用を示した。 
以上、本研究において、固形がんの微小環

境における適応応答を阻害するがん微小環
境モジュレータとして、biguanide 誘導体
GPU-469およびGPU-529の開発に成功した。
本化合物はがん微小環境において活性化さ
れる、HIF-1 および UPR に対して優れた阻
害活性を示し、かつ低栄養条件においてのみ
特異的に細胞毒性を示す。さらに、がん微小
環境ストレスによって更新する VEGF-A タ
ンパク発現を阻害し、血管新生阻害作用も有
することから、新たながん治療薬のシード化
合物として有用であると期待される。また、
これらの、biguanide 誘導体の構造活性相関
研究で得られた知見は、標的タンパク質を同
定するためのプローブ設計に対する有用な
指針を与えた。そこで、現在微小環境ストレ
ス応答阻害における新規標的タンパク質同
定のためのアフィニティプローブ分子の開
発を検討中である。 
また、がん微小環境におけるストレス応答

を可視化できる低酸素蛍光プローブ及び、酸
化ストレスセンサーの二価鉄蛍光プローブ
の開発に成功した。これらを用いて、がん細
胞に於いて低酸素環境で二価鉄イオンが誘
導されることを明らかにした。 
さらに、がんのエネルギー代謝を標的とす

ることが期待される生薬 S. barbata（半枝
蓮）エキスを分画し、微小環境モジュレータ
スクリーニングによる成分検索を行った。 
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