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研究成果の概要（和文）：　癌に関与する亜鉛蛋白質の中で腫瘍細胞の転移に関与するADAM17，細胞の増殖に関
与するRas蛋白の翻訳後修飾に必須であるファルネシルトランスフェラーゼを標的とする新規抗癌剤の創製を目
的とした．
　ADAM17の阻害剤としては，50μMの濃度でPro-TNF-αに対するADAM17の切断活性を完全に阻害し，分化誘導し
たTHP-1細胞に対するIC50が3.22μMの化合物を合成することができた．
　ファルネシルトランスフェラーゼの阻害剤としては，Dansyl-GCVLSを基質とした阻害実験でIC50が0.90μMで
ある化合物を合成することができた．

研究成果の概要（英文）：It is well known that various proteins are relating to cancer. Among them, I
 focused on a disintegrin and metalloprotease 17 (ADAM17) and farnesyltransferase (FTase).
We are successful to synthesis of a new pyridine /cysteamine based zinc chelator equipped with 
butynyloxybenzenesulfonyl group (as a ADAM17 inhibitor) or farnesyl group (as a FTase inhibitor) for
 recognition of these proteins. 
IC50 value of ADAM17 inhibitor against the THP-1 cell was 3.22μM, and IC50 value of FTase inhibitor
 against the dansyl-GCLVS was 0.90μM.

研究分野：生体機能分子合成学

キーワード： 癌　浸潤・転移　ADAM17　Rasタンパク　亜鉛配位子
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１．研究開始当初の背景 
 
 癌による死亡の約90％は，腫瘍細胞の
局所浸潤（周辺組織への浸潤）と遠隔転
移によるものであると考えられている．
近年，腫瘍細胞の浸潤・転移に，上皮間
葉転移（EMT）に関連する転写因子Snail
と，細胞の移動に関連してメタロプロテ
アーゼADAM10，およびADAM17が関与して
いることが見いだされた.また，細胞増
殖シグナルに関与するファルネシルト
ランスフェラーゼ（FTase）は，多くの
癌で変異型が見つかっておりがん細胞
の異常増殖の原因となっている． 
 ADAM10やADAM17などのプロテアーゼや
FTaseは，活性中心に亜鉛を持っており，亜
鉛に作用する化合物は，これらの蛋白の活性
を阻害することができると考えられる．MMP
は，1990年代から癌治療の分子標的として認
識され，その阻害剤（MMPI）の開発は活発な
研究が行われているものの，その成功に行き
着いたものはなかった． 
 研究代表者らは，ピリジンと 2つのシステ
アミンからなる化合物が，亜鉛配位子として
働き，亜鉛フィンガー蛋白質である HIV-EP1
に対して良い阻害効果を示すことを見いだ
した．さらに，この配位子のピリジン環の４
位に芳香環を連結した化合物は，活性中心に
亜鉛が存在し，その近傍に疎水性ポケットを
持つファルネシルトランスフェラーゼの活
性を阻害する事を見いだした．また，システ
アミン側鎖部位に広くMMPを阻害することが
知られているマリマスタットの部分構造を
導入した化合物は，細胞毒性を示さない濃度
でがん細胞のフォーカス形成を阻害する事
を見いだした． 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では，我々が開発した亜鉛特異
的な配位子に，蛋白質を特異的に認識す
る側鎖を結合し，これらの蛋白質の機能
発現に必須である亜鉛と特異的に相互
作用する亜鉛キレーターを設計・合成す
ることを目的とした．ADAM17 阻害活性を
持つ化合物は，癌の浸潤・転移を阻害す
る事により，また，FTase 阻害活性を持
つ化合物は，がん細胞の異常増殖を抑え
ることでがん患者の QOLを改善する新し
い抗癌剤の開発につながるものと考え
た．   
 
３．研究の方法 
 
 ADAM17 阻害剤の合成は，4-ジメチルアミノ
ピリジンを原料として，2 位へのホルミル基
の導入，アセタール保護，6 位へのホルミル
基の導入を順次行うことで得られる化合物
に，キレート性側鎖であるシステアミンを還
元的アミノ化により連結する．得られた化合

物に対して，ADAM17 に特異的に結合すること
が知られているブチニルオキシフェニルス
ルフォニル基を ADAM17 認識部位として導入
する．その後アセタールの脱保護を行い，生
じたアルデヒドに対して，さらに一分子のシ
ステアミンを還元的アミノ化により連結す
ることで合成した． 
 ファルネシルトランスフェラーゼ阻害剤
の合成は，ケリダム酸を原料として，4 位の
クロル化と 2,6位のアルデヒド化に続く 4位
のアジド化，システアミンを用いたアジドの
還元と 2,6 位のチアゾリジン化を行う．得ら
れた化合物に対して，FTase 認識部位として
ファルネシル基またはドデシル基を導入し， 
脱保護とチアゾリジン環の開環を行い，目的
化合物を合成した． 
 合成した化合物は， ADAM17 や FTase に対
する阻害活性を in vitro，in vivo で評価し
た． 
 
４．研究成果 
 
（１）ADAM17 阻害化合物の合成 
 4-ジメチルアミノピリジンから４工程で
得られた化合物（5）に，ADAM17 認識部位と
してブチニルオキシベンゼンスルホニル基
を導入した後，6 位をシステアミン側鎖に変
換した．チオール保護基である t-ブチル基を
ニトロフェニルスルフェニル基（Nps 基）に
置換した後，アミノ基の Nps 基を除去し目的
化合物である化合物（10）を得た． 
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（２）ファルネシルトランスフェラーゼ阻害
化合物の合成 
 ケリダム酸から６工程で得られた化合物



（17）に，FTase 認識部位としてファルネシ
ル基またはドデシル基を，トリホスゲンを用
いることでカルバメートとして導入した．
Boc 基の脱保護に続くチアゾリジン環の還元
的開環により，目的化合物である化合物（20）
が空気酸化された化合物（21）を得た． 
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（３）ADAM17 阻害剤の活性評価 
in vitro 酵素阻害アッセイ 
 化合物（10）と ADAM17 と DTT をバッファ
ーに溶かし 37℃で 1 時間インキュベートし
た．その後，Pro TNF-αを加えて 37℃で一晩
インキュベートし，Western Blotting により
活性を評価した．その結果，50μM の濃度で
ADAM17 の活性を完全に阻害することがわか
った．また，化合物と同時に塩化亜鉛を加え
た実験では，完全ではないものの ADAM17 の
切断活性が回復した．この結果は，化合物
（10）が ADAM17 の亜鉛に作用することで阻
害活性を発現することを示唆するものであ
る． 
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in vivo Pro TNF-α切断阻害活性 
 Moreila-Tabaka らの方法（Plos ONE, 7, 
e34184 (2012)）に従い，THP-1 細胞を PMA に
より分化誘導し，化合物（10）を添加した．
1 時間後に LPS で処理し，6 時間後に可溶性
TNF-αを Western Blotting で定量した．そ
の結果，化合物は濃度依存的に ADAM17 を阻
害する事がわかった．ELISA を用いて IC50を
求めたところ，3.22μM であった．同様の方
法で ADAM17 を含む MMP を幅広く阻害する事

が知られている marimastat の IC50を求めた
ところ，4.75μMであった． 

 
 
MTT アッセイ 
 化合物（10）の細胞毒性を調べるために MTT
アッセイを行った．その結果，10μM の濃度
では，細胞毒性を示さないことがわかった．
一方で，認識部位を持たない化合物では同濃
度で細胞毒性が認められた． 
 
（４）FTase 阻害剤の活性評価 
in vitro 酵素阻害アッセイ 
 Pompliano らの方法（Biochemistry, 31, 
3800 (1992)）に従い，酵素としてヒト由来
野生型 FTase，基質として Dansyl-GCVLS と
FPP を用いて実験を行った．その結果，化合
物（21a, b）は，濃度依存的に FTase を阻害
する事がわかった．それぞれの化合物につい
て IC50 を求めたところ，ファルネシル基を
持った化合物（21a）では 0.90μＭ，ドデシ
ル基を持った化合物（21b）では 2.0μＭであ
った． 
 
細胞増殖阻害アッセイ 
 変異 K-Ras を発現している膵臓がん細胞
AsPC-1 細胞を 37℃で 24時間培養し，化合物
（21a, b）を加えた．化合物を添加してから
24 時間後と 48 時間後の生細胞数をカウント
した．その結果，どちらの化合物においても
24 時間後の時点では細胞数は増加していた
が，48 時間後には細胞数は減少していた．こ
れは，細胞内での化合物のジスルフィド結合
の還元に時間がかかるためではないかと考
えられた． 

 

 そこで，培養液中に還元剤である DTT を加
えて実験したところ，24 時間後においても細
胞数の増加は観察されなかった．この結果は，
化合物（21）のジスルフィド結合が還元を受
けジチオール型になった後，FTase 阻害活性
を発現していることを示唆するものである．  
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