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研究成果の概要（和文）： 血管新生阻害剤を目指して、プロポリス由来化合物及び arylidene 
TZD 誘導体をリードとする構造活性相関解析を行い、細胞毒性の低い選択的血管新生阻害剤と

してリードを上回る新規化合物の開発に成功した。作用機構としては、HIF-1-VEGF シグナル

伝達系の阻害を介していると予想され、現在標的タンパク質の同定にむけてケミカルバイオロ

ジープローブの合成をおこなっている。本化合物はがんの血管新生阻害療法に加えて、眼内血

管新生性疾患に対して有用であると期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： Novel angiogenesis inhibitors were developed based on natural 
product chemistry-based approach using Brazilian green propolis and SAR study of 
arylidene thiazolidinedione (TZD) analogs library. They inhibited in vitro and in vivo 
angiogenesis significantly without cytotoxicity through reducing HIF-1-VEGF signaling 
pathway. They are promising candidates as nontoxic and selective anti-angiogenesis agents 
applicable to inhibit tumor and retinal angiogenesis. Now we are investigating their target 
protein for angiogenesis inhibition.  
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１．研究開始当初の背景 
 がんの血管新生阻害療法は、血管内皮細胞
増殖因子（VEGF）などを中心とする分子標
的の解明により、近年抗 VGEF 抗体薬であ
るアバスチンやサリドマイドなどが相次い
で承認されるに至り、次世代のがん治療法と
して非常に注目されている。血管新生は固形
がんの増殖や転移に必須であり、血管新生阻

害剤を既存の抗癌剤と併用することにより
治療効果を格段に向上し得ることが臨床的
にも証明されつつある。その結果、阻害剤の
開発競争は熾烈を極めている。申請者は、こ
れまで固形がんにおける低酸素微小環境を
標的とする治療薬の開発研究を行い、低酸素
誘導因子 HIF-1 の阻害を介して、その転写
制御下にある VEGF を抑制することで血管
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新生を阻害すると予想される種々の化合物
を開発した。一方、強い細胞毒性を有する
methylene cyclopentenedione 類に非特異的
チロシンキナーゼ阻害作用及び血管新生阻
害作用があることを見いだした。そこでこれ
をリードとして構造展開し、鶏卵漿尿膜
(CAM)法による in vivo 血管新生阻害剤スク
リ ー ニ ン グ を 実 施 し た と こ ろ 、
cyclopentenedione 環をチアゾリジンジオン
(TZD)に換えた場合に細胞毒性が消失し、血
管新生阻害作用が増強することを見いだし
た（2008 年米国癌学会 AACR 報告）。腫瘍
のみならず、様々な血管新生依存性疾患、特
に眼内血管新生性疾患においては、細胞毒性
のない選択的血管新生阻害剤の開発が必須
であると考え、申請者らはこれを新たなリー
ド化合物として構造展開を行うことを計画
した。 
 
２．研究の目的 
 健常成人では血管新生の促進と抑制の恒
常性バランスが保たれており、通常創傷治癒
や月経以外では血管新生は見られない。しか
し血管新生依存性疾患にかかると、異常な血
管新生が誘導される。例えば固形がん、加齢
性黄斑変性症や糖尿病網膜症等の眼内血管
新生性疾患、リウマチ様関節炎などをはじめ
として、現在 50 種類もの疾患で異常な血管
新生が誘導されるために、症状が悪化するこ
とが明らかになっている。このため、上述の
様々な疾患の治療薬として血管新生阻害剤
の開発が強く求められている。そこで本研究
において、①細胞毒性を持たない新規血管新
生阻害剤として我々が見いだした、環状イミ
ド化合物をリード化合物として種々の誘導
体の設計と合成を行い、血管新生過程やがん
転移の機構を解明するためのバイオプロー
ブライブラリーを構築する。また、天然物ス
クリーニングとしてブラジル産プロポリス
について活性探索を行う。②各種血管新生阻
害試験を実施して、血管新生阻害に関する構
造活性相関を検討し、構造最適化を図る。③
選別された有望化合物について、マウス血管
新生モデルや担がんモデルによる in vivo 活
性試験を行う。④一方で高活性候補化合物を
基に分子修飾を行って、アフィニティプロ 
ーブや高感度マススペクトル解析を志向し
た新規バイオプローブ等を構築し、それらを
用いたフォワードケミカルジェネティクス
解析による標的分子探索を行う。以上を総括
して、血管新生の分子機構解明のためのバイ
オプローブの創製と新規分子標的の同定、及
び臨床適用可能な血管新生阻害剤の開発を
めざす。 
 
３．研究の方法 
① ブラジル産グリーンプロポリスの分離

精製 
 山田養蜂場よりご供与いただいたプロポ
リスのエタノール抽出液の溶媒を減圧留去
し抽出エキス(59.0 g)を得た。得られた抽出エ
キスをクロロホルム-アセトン(クロロホルム
→ 20 : 1 → 5 : 1 → 1 : 1 → アセトン)を用い
てシリカゲルカラムクロマトグラフィー
(CC)により分離し下記のスクリーニングシ
ステムにより活性探索を行った。活性画分に
ついてさらにシリカゲル CC を実施し、最終
的に単離した活性化合物について、各種スペ
クトルより同定した。 
 
② arylidene 環状イミド類及び桂皮酸誘導
体の合成、構造活性相関解析 
 冒 頭 で 述 べ た よ う に methylene 
cyclopentenedione 類の構造展開に於いて、
cyclopentenedione基をTZDに変換を種々行
ったところ毒性の軽減、活性の増強が達成さ
れたことから、TZD 骨格のヘテロ原子を変換
した環状イミド類を種々合成した。一方、桂
皮酸誘導体にも活性が見られたことから、
種々のカルボン酸のバイオイソスター変換
を行った。ベンゼン環のアルキル側鎖の検討、
共役系の有無、フェノール水酸基、カルボン
酸（または等価体）の水素結合ドナー性の有
無などの影響について構造活性相関を行っ
た。  
  
③ 生物活性評価 
A. ルシフェラーゼアッセイ 
がんの低酸素微小環境では HIF-1 が活性

化し、その結果、VEGF が誘導されて、血管
新生が誘導されることが知られている。そこ
で、微小環境における低酸素、低栄養ストレ
ス応答系に重要な転写因子である HIF-1 応
答ルシフェラーゼベクターp2.1（ジョンズ・
ホプキンス大学 G. Semenza 博士より供与）
および ER ストレス応答ルシフェラーゼベク
ターpGRP78 pro160（財団法人癌研究会化学
療法センター冨田 章弘博士より供与）を
HEK293 細胞に導入したクローン株を構築
し、セルベーススクリーニングシステムに供
した。 
B. 微小環境ストレス応答系への影響 

HIF-1a及びその下流遺伝子、GRP78 の発
現に対する影響についてウェスタンブロッ
ティング、real-time RT-PCR により調べた。
VEGFの分泌についてELISAにより調べた。 
C. 鶏卵漿尿膜(CAM)アッセイ 
 活性化合物について鶏 0日卵を３日間培養
した後、殻に穴を開け、翌日漿尿膜上に検定
化合物溶液を投与し、２日間培養して血管新
生を観察して評価した。コントロールおよび
検定化合物のポイントの平均値を算出し以
下に示すいずれかの式を用いて阻害率また
は阻害活性を求めた。 



 

 

 
血管新生阻害率(%) = [1 - (control point / 
drug point)] × 100 
血管新生阻害活性 (point) = drug point / 
control point 
 
D. 高酸素負荷網膜血管新生モデルにおける
in vivo 血管新生阻害試験 

C57BL/6 生後 7 日目マウスを 75%高酸素
条件下で生後 12 日目 (P12) まで飼育し、そ
の後通常大気条件下に戻して P17 まで飼育
した。P12 に新生仔マウスを大気圧条件下に
戻し、直後から P16 までの 5 日間、GPU-4
を 0.1–10 mg/kg/day 宛 24 時間ごとに皮下投
与した。評価時期 (P17) のマウスに
FITC-dextran を全身灌流後、網膜フラット
マウント標本を作製し、網膜異常血管につい
て評価した。 
 
４．研究成果 
① プロポリス由来血管新生阻害剤の探索
(ref. 4) 
低酸素の適応応答を評価するために

enolase 1 (ENO1)の低酸素応答性プロモー
ターを導入したルシフェラーゼ発現ベクタ
ーをトランスフェクションしたヒト胎児腎
(HEK) 293 細胞の安定株を構築した。以下、
安定発現株として構築したクローン
(HEK293 p2.1 #3 および#25)を用いて一次
スクリーニングを行った。山田養蜂場のブラ
ジル産グリーンプロポリスのエタノール抽
出エキス(#Y080527)を HEK293 p2.1 #3 を
用いた低酸素応答性ルシフェラーゼアッセ
イにて評価した。その結果、20 mg/mL にお
いて約 1.4倍の有意な HIF-1転写活性加増強
作用が認められた。そこで、このブラジ 

 
Fig. 1 ブラジル産プロポリスエタノールエキスの分離
と低酸素応答プロモーターアッセイによる活性探索  

 
ル産プロポリスのエタノール抽出エキス
59.0 g をシリカゲルカラムクロマトグラフィ
ー(CC)にて分離した結果 14 本のフラクショ
ンが得られた。得られたフラクションを 20 
mg/mLにてさらにHEK293 p2.1 #3を用いた
低酸素応答性ルシフェラーゼアッセイにて

評価した結果、フラクション 3、8、9 に有意
な HIF-1 転写活性増強作用が認められ、さら
に興味深いことにエキスでは認めらなかっ
た HIF-1 転写活性抑制作用がフラクション 6
および 10–13 にて認められた。活性が認めら
れたフラクションをさらに HIF-1 転写活性
を指標としてシリカゲル CC、再結晶を繰り
返し行い Figure 1 エラー! 参照元が見つか
りません。に示す化合物を単離した。 
それらの化合物の低酸素応答プロモータ

ーアッセイの結果、baccharin (GPU-215), 
drupanin (GPU-249), 及 び kaempferide 
(GPU-228)は用量依存的に HIF-1 転写活性
を 阻 害 し 、 beturetol (GPU-216) 及 び
isosakuranetin (GPU-295) は増強する事が
明らかになった (Fig. 2) 。また、HCT116
細胞のクロノジェニックアッセイによる細
胞毒性試験において桂皮酸類は 200 mM まで
フラボノイドは 50 mM までの範囲で毒性を

示さなかった。 
 
Fig. 2 ブラジル産プロポリス由来成分の低酸素応答プ
ロモーターアッセイ  
 

Fig. 3 ブラジル産プロポリス由来成分の HIF-1aタンパ
ク発現に対する効果 
 
 GPU-215及び249はHIF-1aタンパクの発
現を用量依存的に抑制し(Fig. 3)、さらに
GLUT1, HK2, VEGFAの mRNA発現を抑制
した。 
 次いで低栄養環境で誘導される ER ストレ
ス応答として知られる unfolded protein 
response (UPR)に対する上記の活性化合物
の作用を調べるため、GRP78 プロモーター
を導入したルシフェラーゼ発現クローンを
導 入 し た HEK293 細 胞 株 を 用 い て 、
2-deoxyglusose (2-DG)処理によるプロモー
ターアッセイを行った。GPU-215 及び 228
は用量依存的にルシフェラーゼ活性を抑制
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した。また、無グルコース培地と通常培地で
培養した HCT116 に対する増殖抑制効果を
調べたところ、GPU-215 及び 249 はグルコ
ース無しの低栄養条件選択的に有意な細胞
増殖抑制作用を示した。 

Fig. 4 GPU-215, 249および 246(アルテピリンC)の血管

新生阻害作用 
 

CAM アッセイの結果、HIF-1 及び UPR 阻
害作用を示した桂皮酸誘導体 GPU-215, 249
は血管新生阻害作用が報告されているアル
テピリン C と同程度の阻害作用を示した
(Fig. 4)。 

以上の結果、低酸素及び低栄養ストレスに
対する適応応答を抑制して、血管新生阻害作
用及び低栄養選択的増殖抑制作用を示す桂
皮酸誘導体 GPU-215 及び 249 をブラジル産
グリーンプロポリスより見いだした。 

 
② GPU-4 の血管新生阻害作用機構(ref. 5) 

GPU-4 は HUVEC に VEGF で誘導される
血管新生阻害を 30 mM 以上の濃度で有意に
抑制したが、細胞毒性は示さなかった。また、
VEGF 分泌(50 mM)及び mRNA 発現(100 
mM)を有意に抑制した。さらにヒト網膜毛細
管内皮細胞において、細胞遊走を 3 mM で有
意に抑制し、10 mM で VEGF による ROS の 
Fig. 5  高酸素負荷網膜血管新生モデルにおけるGPU-4
の血管新生阻害作用 
発生を有意に抑制した。さらに高酸素負荷網
膜血管新生モデルにおいて1 mg/kg以上の用
量で、網膜血管新生を有意に抑制した(Fig. 5)。
以上により、GPU-4 は低毒性血管新生阻害剤
として有望と考えられる。その機構として、

抗酸化作用による、HIF-1-VEGF シグナル伝
達の抑制を介することが示唆された。 
 
③ 新規血管新生阻害剤の構造活性相関 
 上記で見いだした、GPU-4 及び桂皮酸類を
リード化合物として血管新生阻害および
HIF-1 阻害作用を指標に構造展開を行った。 

Fig. 6 新規血管新生阻害剤の構造展開 

 
Fig. 7  低酸素応答プロモーターアッセイにおける構造
活性相関 

 
Fig. 8  CAM アッセイによる血管新生阻害作用におけ
る構造活性相関 
 

構造活性相関の結果（Fig. 7,8 に結果の一
部を示す）、カルボン酸イソスター変換より、
TZD 基とスルホン酸基が有効であった。特に
TZD 誘導体に於いて、フェノール性水酸基に
かさ高い置換基をつけると活性が低下し、o
位のアルキル基を変
換 し た 化 合 物
GPU-401がリードを
上回る最も強い活性
を示した。TZD 基の
N-メチル体では活性が消失した。以上により、
arylidene TZD誘導体のHIF-1阻害及び血管
新生阻害活性において、共役系、o 位置換基、
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水素結合ドナー性が重要なファーマコフォ
アと考えられた。 

以上、本研究により、細胞毒性の低い、選
択的血管新生阻害剤として新規な arylidene 
TZD 誘導体の開発に成功した。作用機構とし
ては、HIF-1-VEGF シグナル伝達系の阻害を
介していると予想され、現在標的タンパク質
の同定にむけてケミカルバイオロジープロ
ーブの合成をおこなっている。本化合物はが
んの血管新生阻害療法に加えて、眼内血管新
生性疾患に対して有用であると期待される。 
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