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研究成果の概要： 
 
 本研究では、癌細胞の浸潤や転移において重要な役割をもつマトリクス・メタロプロテイナ

ーゼ（MMP）の活性を阻害することが可能な新規ピロリジン誘導体を合成し、その有効性を検討

することを目的とした。研究代表者らと共に山東大学「中・日新薬スクリーニングセンター」

を設立した研究協力者によって、本研究計画において多くの種類の新規ピロリジン誘導体が合

成され、有効な化合物のスクリーニングが実施された。その結果、合成された新規ピロリジン

誘導体の一種であるLY52が、他の細胞に毒性を示すことなく、乳癌細胞MDA-MB-231の増殖を

有意に阻害することを見出した。また、当該化合物は、化合物設計時の想定どおり、ターゲッ

トとするMMP-2の酵素活性を有意に阻害した。さらに、癌培養細胞株を用いたin vitro解析に
より、当該化合物が癌細胞の浸潤を有意に阻害することが明らかとなった。また、癌を移植し

たモデルマウスを用いたin vivo実験では、当該化合物の経口投与により肺に形成される腫瘍
結節数が有意に減少した。以上のことから、新規ピロリジン誘導体LY52は、癌細胞の増殖のほ

か、間質組織への浸潤及び他の臓器への転移を阻害することができ、抗癌効果をもつ化合物と

して有効であることが示唆された。 

 一方、本研究計画では、抗癌効果をもつことが明らかとなった化合物の構造に基づいて、そ

の結果を化合物設計にフィードバックさせて更なる新規化合物の設計及び化合物ライブラリの

拡大を図ってきた。現在、MMPのように癌の進行に重要なタンパク質分解酵素をターゲットと

して設計した新規化合物群を有するライブラリが構築された。従って、本研究計画による成果

は、今後のタンパク質分解酵素をターゲットとした創薬研究に対して大きく貢献することがで

きたと考えている。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 肝細胞癌（以下、肝癌）は、現時点では外
科的な切除が有効な治療方法であるが、肝癌
の再発率は6割を超えている。その最大の原
因は、癌細胞の浸潤による血管侵襲や、周囲
への増殖などの肝内転移がその最大の原因
と考えられおり、それらを抑制する抗がん剤
の開発は、肝癌の克服や患者QOLの改善ため
に重要な課題である。 
 肝癌の肝内転移には、肝癌細胞が過剰発現
するマトリクス・メタロプロテイナーゼ
（MMP；とりわけMMP-2およびMMP-9）やそれ
による細胞外マトリクス成分の分解が関与
していることが示唆されている。本研究代表
者らは最近、癌転移に対する新規化学療法剤
の開発を目指し、MMP-2および MMP-9の基質
結合部位をターゲットとして設計・合成した
100種以上のピロリジン誘導体についてスク
リーニングを行い、これら誘導体の一部がin 
vitroの系においてMMPの活性を抑制するこ
とを見出した。さらに、これらのピロリジン
誘導体が、モデル動物を用いたin vivoの系
においても、移植癌の転移や慢性肝炎の発症、
肝硬変への進行を抑制することを示唆する
結果を得た。これらの予備的知見から、本研
究代表者らが有するピロリジン誘導体は肝
内転移に対する新規化学療法剤の候補とし
て期待でき、これら誘導体の有効性をさらに
進んだ生化学的・病理学的研究により評価す
ることが必要と考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 肝癌は、患者数の増加と高頻度な再発が問
題となっているが、その再発を防止するよう
な有効な化学療法剤の開発は立ち遅れてい
る。前述のように、本研究代表者らは、癌に
特徴的なメカニズムに着目した創薬研究を
展開し、癌細胞の浸潤において重要なMMPを
標的とした新規化合物を開発してきた。本研
究では、新規に合成された化合物も含めて、
これまで明らかにした予備的知見に基づい
て肝癌の肝内転移抑制に対するピロリジン
誘導体の有効性を検証するとともに、その疾
患制御のメカニズムを解明することを目的
とした。本研究を実施することにより、主に
以下にあげる事項が成果として輩出できる
と期待された。 

 
（１） MMP活性を抑制する化合物の創生 
（２） モデル動物による転移抑制評価系

の確立 
（３） 肝癌の肝内転移抑制剤の提案 

 
 
３．研究の方法 
 
本研究計画では、第一段階として、ピロリ
ジン誘導体群からMMPの活性や細胞外マトリ
クス成分の分解を効果的に抑制する化合物
をスクリーニングし（in vitro実験）、次に、
モデル動物を用いて肝内転移抑制を評価し
た（in vivo実験）。さらに、疾患制御のメカ
ニズムを詳細に解析することで（生化学およ
び組織化学的研究）、肝癌の憎悪と再発の原
因となる肝内転移抑制のための化学療法剤
としての候補化合物を開発することを目的
とした。 
 
（１）培養細胞を用いた in vitro実験によ

る候補化合物のスクリーニング 
 
 培養細胞を用いた in vitro実験によるス
クリーニングを実施した。すでに作製してい
る 100種以上のピロリジン誘導体について、
主に以下の実験を行い、MMP活性抑制効果が
高く転移抑制に有望な誘導体を選定した。さ
らに、構造活性相関に基づいて新規誘導体を
設計・合成し、候補化合物数の増加を試みた。 
 
① 培養細胞における MMPの発現に対す

る阻害効果（ゼラチン・ザイモグラ
フィー法） 

② 培養細胞の浸潤に対する効果（ボイ
デン・チャンバー法） 

③ ピロリジン誘導体の細胞毒性に関す
る評価（MTT法） 

 
（２）肝癌モデル動物を用いたin vivo実験

による肝内転移抑制効果の病理学的評
価 

 
 in vitro実験による候補化合物のスクリー
ニングで選定された化合物に関して、モデル
動物を用いたin vivo実験を実施した。癌細
胞を移植させたモデル動物（マウス）に候補
化合物を投与し、移植癌細胞の転移に対する
影響を病理学的に評価した。また、当該ピロ



リジン誘導体の動物個体に対する毒性につ
いても検討した。このin vivo実験の結果を
もとにして、候補化合物の絞込みや構造活性
相関に基づく新規ピロリジン誘導体設計へ
のフィードバックを行った。 
 
（３）疾患制御メカニズムに関する生化学的

および組織化学的研究 
 
 in vivo実験において転移抑制効果が高い
と評価された候補化合物の作用メカニズム
や生体影響について、主に以下の実験を実施
した。 
 
① 培養細胞および動物血清における各種
MMP（MMP-2、MMP-9）およびMMP阻害因
子（TIMP）の発現を、SDS-PAGEやELISA
法で評価する。 

② 各種細胞外マトリクス成分（ICAM21、
CD54、コラーゲン、ラミニン、ヒアル
ロン酸など）の発現を、ELISA法やウ
エスタンブロット法、フローサイトメ
トリー法で分析する。 

③ 細胞内シグナル伝達に関わる各種因子
（TGFE1、Smad、ERK1など）の発現を
組織化学的手法を用いて分析する。 

④ モデル動物の肝組織におけるアポトー
シス評価のため、c-fos、bcl-2および
Baxの発現を組織化学的手法や
TdT-mediated dUTP nick labeling
（TUNEL）法を用いて解析する。 

⑤ 肝細胞の形態学的変化や微細血管の伸
長を病理学的に評価する。 

 
 
４．研究成果 
 
 研究代表者は、研究協力者とともに設立し
た山東大学「中・日新薬スクリーニングセン
ター」を主軸として新薬開発に関する研究協
力体制を構築した。本研究代表者らは、その
研究体制に基づき、研究協力者がもつコンピ
ュータ分子設計技術を利用して新規化合物
の開発を行ってきた。その結果、ピロリジン
骨格を有した新規ピロリジン誘導体を100種
類以上有する化合物ライブラリを構築した。
本研究では、その化合物群のなかでとりわけ
有効性が高いと示唆された化合物 LY52（図
１）に関して様々な検討を試みた。 
 
 
 
 
 
 
 

図１ LY52の化学構造式 

 当該化合物 LY52が標的とする MMPの活性
を阻害するかを検証するために、ゼラチンザ
イモグラフィー法を用いた解析を行った。そ
の結果、LY52を添加することによってMMPに
よるコラーゲンの分解が有意に阻害された
ことから、LY52はMMP阻害剤として機能する
ことが明らかとなった。 

図２ LY52によるMMP活性阻害効果 
 
 
 続いて、LY52が癌細胞の増殖への阻害効果
を有するかをMTTアッセイ法により解析した。
その結果、検討に用いた乳癌細胞を LY52と
共に長期に培養した場合、LY52は濃度依存的
に乳癌細胞の増殖を阻害した。従って、LY52
は癌細胞の増殖を抑制する能力をもつこと
が明らかとなり、その効果は肝癌細胞でも実
証された。 
 さらに、癌細胞の浸潤に対する LY52の効
果を in vitroで検証するために、人工的な
コラーゲンゲルを用いたマトリゲルアッセ
イを行った。その結果、LY52を添加すること
によってコラーゲンゲルを分解して浸潤す
る癌細胞の数が有意に減少した（図３）。こ
の効果は、阻害効率は異なるものの、種々の
肝癌細胞を用いた場合でも確認された。従っ
て、LY52はMMPの活性阻害を介して癌細胞の
浸潤を阻害できることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ LY52による浸潤阻害効果 
 
 
 一方、様々な in vitro解析で癌細胞に対
する LY52の効果が確認されたので、当該化
合物を用いた in vivo解析を実施した。
C57/BL6マウスに対して癌細胞及び各種濃度



の LY52を静脈接種した結果、LY52の投与に
よってマウスの肺に形成された癌結節の数
が有意に低下した。また、その際にマウスに
対して毒性は確認されなかった。このことか
ら、LY52は動物個体内において癌細胞の転移
を抑制する能力をもつことが示唆された。 
 以上の結果より、新規に合成されたピロリ
ジン誘導体の一種であるLY52は、MMP阻害剤
として機能し、癌細胞の増殖や浸潤の抑制、
そして生物体内における癌細胞の転移を抑
制する能力をもつことが本研究により明ら
かとなった。従って、当該化合物 LY52が、
新規化学療法剤としての有効性をもつこと
が示唆された。 
 さらに、本研究では、得られた解析結果を
化合物設計の段階にフィードバックさせ、よ
り有効性の高い化合物の創出を図ることを
実行した。前述のように明らかとなったピロ
リジン誘導体 LY52に関する本研究で得られ
た成果を、ターゲットの選定及び化合物の設
計の行程に導入した。それによって、現在は
新たな化合物がライブラリに付加され、それ
らに関する有効性の評価が進行し、その中か
ら有用な化合物が見出されている。従って、
本研究で得られた成果は、新規化合物 LY52
の有用性を示すと共に、今後進行する「タン
パク質分解酵素をターゲットとした創薬研
究」の基盤となった。また、本研究は研究代
表者らが構築した研究協力体制に基づいて
行われたが、前述した成果は、当該研究体制
の連携強化及び創薬研究体系の構築にも大
きく貢献した。 
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