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研究成果の概要（和文）：本研究では、酸化ストレス防御機構の中核を担うNF-E2 related factor 2（Nrf2）誘導性の
aldo-keto reductases (AKR) の機能及び発現を制御する新規制癌薬候補物質を探索した。これまでに報告された中で
最も強力な阻害剤を含めた優れた阻害剤の探索及び創製に成功した。また、AKR安定発現癌細胞株の作製にも成功した
。これらの研究成果は、癌の新規標的分子として注目され始めているAKRを標的とした癌治療薬の開発に貢献できると
期待される。

研究成果の概要（英文）：Aldo-keto reductases (AKR) which are induced by oxidative stress via Keap1/Nrf2 pa
thway are suggested to involve in proliferation and survival of cancer cells. Then, we searched novel AKR 
inhibitors for anticancer therapeutic development and have succeeded the development of the most potent an
d high selective AKR inhibitors and construction of AKR stably expressing cancer cells. These results woul
d facilitate the development of novel anticancer drugs targeting for AKR. 

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： aldo-keto reductases　抗癌剤　抗癌剤耐性抑制薬

薬学・創薬化学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
生体は細胞内酸化還元状態を一定に維持

して機能し、このバランスの歪みが様々な疾
患を誘発することが知られる。酸化ストレス
誘導性の転写因子 Nrf2 は正常細胞ではその
抑制タンパク質 Keap1 に制御され、細胞内活
性酸素量を調節しているが、癌においては恒
常的に活性化し、活性酸素種の無毒化を介し
て腫瘍発生を促進することが報告され 
(DeNicola et al., Nature 475巻 106-109頁 2011
年) 、Nrf2-Keap1 制御系は創薬標的として注
目されている。その機序は Nrf2 によるヘムオ
キシゲナーゼや NAD(P)H キノン還元酵素な
どの酸化ストレス防御遺伝子群の発現亢進
であるが、最近、AKR 酵素も Nrf2 によって
発現調節されることが報告された (Nishinaka 
et al., Chem Biol Interact 30巻 185-191頁 2011
年) 。 

AKR 酵素  (1B10, 1C1, 1C2, 1C3) は、
4-hydroxy-2-nonenal, isocaproaldehyde など脂
質過酸化由来反応性アルデヒドを解毒代謝
する酸化ストレス防御酵素であり、申請者ら
は 1B10 による反応性アルデヒドの解毒が大
腸癌細胞における抗癌剤マイトマイシンC耐
性化の一因であることを明らかにしてきた。
AKR 酵素は癌の種類は異なるものの、様々な
癌での発現上昇が報告され、詳細は未解明で
あるが、上記反応性アルデヒドの解毒に加え
て、図 1 に示す複数の代謝経路を介して癌の
生存戦略に利用されていることが明らかに
されつつある。 
現在、開発が進められている Nrf2 活性化抑

制剤は正常細胞における酸化ストレス防御
酵素の発現低下をまねき、種々のストレスに
対する感受性を上昇させる可能性が考えら
れる。そのため、本研究では Nrf2 シグナル伝
達経路の下流に位置し、癌特異的に発現する
AKR 酵素に焦点を当て、機能と発現という二
極面から、その制御を可能にする薬剤の開発
研究を実施する。 
このような背景の下、申請者らは Nrf2 誘導

性の 3 種の AKR 酵素 (1B10, 1C1, 1C3) の選
択的阻害剤の開発研究に取り組み、見出した
酵素阻害剤が癌増殖及び既存の抗癌剤耐性
化に対して抑制効果を示すことを明らかに
してきた。各 AKR 酵素阻害剤が新規制癌薬
の候補となる学術背景と申請者の研究経過
を以下に示す。 
肺癌、乳癌や子宮体癌で高発現する1C1は、

黄体ホルモンの不活化及び PGE2 からの
PGF2α 産生反応を触媒する。1C1 によるプロ
ゲステロンの不活化は相対的エストロゲン
濃度の上昇をもたらし、プロスタノイド受容
体のリガンドである PGF2α の産生は
MAPK-NFκB 経路を活性化する。申請者らは、
in silico スクリーニングにより、1C1 に高選択
性で強力な阻害剤を見出し、酵素複合体の結
晶構造解析から得られた知見を基に、現時点
で 最 も 強 力 で 選 択 的 な 阻 害 剤 
(3-chloro-5-phenylsalicylic acid) の創製に成功

している。 
1C3 は前立腺癌、乳癌で高発現し、男性ホ

ルモンの活性化に関与する他、PGD2 還元代
謝による PPARγ リガンド産生低下によって、
癌細胞増殖に関与することが報告されてい
る。これまでに、抗炎症薬トルフェナム酸が
強力な阻害活性 (阻害定数9 nM) を示すこと
や、その他の AKR 酵素に極めて高い特異性
を示す桂皮酸誘導体を見出している。一方で、
1C2 はステロイド代謝においては男性ホルモ
ンを不活化するが、1C1 よりも強力な PGF2α
合成能を有し、細胞増殖に関与することが知
られる。最近、メラノーマなどの癌において
発現低下する miRNA (miR-193b) による本酵
素遺伝子の発現調節が報告されるなど、癌と
の関連性が明らかにされつつある。 

1B10 は肝癌や喫煙者肺癌で高発現し、本酵
素の発現抑制により実験移植肝癌が抑制さ
れることから、癌との強い関連性が注目され
ている。その機序として本酵素のレチナール
還元によるレチノイン酸量の低下が考えら
れていたが、申請者らはイソプレニルアルデ
ヒドの効率的還元によるプレニル化の促進
が関与することを提唱してきた。また、反応
性アルデヒド代謝が抗癌剤マイトマイシン C
の耐性化に関与することも明らかにしてき
た。1B10 阻害剤としては in silico スクリーニ
ングにより見出した現時点で最も強力なク
ロメン環化合物 (阻害定数 2.7 nM) に加えて、
高い選択性を示すテルぺノイドや桂皮酸誘
導体を新たに見出している。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、酸化ストレス防御機構の

中核を担う NF-E2 related factor 2（Nrf2）誘導
性の 4 種の aldo-keto reductases (AKR) の機能
及び発現を制御する新規制癌薬候補物質の
探索である。 
そこで、本研究では、①各酵素に高選択的

かつ強力な阻害効果を示す新規阻害剤の創
製、②酵素遺伝子発現調節分子の探索を目的
とする。 
 
３．研究の方法 

3 種の AKR 酵素 (1B10, 1C1, 1C3) につい
ては、申請者が既に見出している阻害定数が
nM オーダーの強力な阻害剤もしくは阻害効
果は少し劣るが高い特異性を示す阻害剤を
リード化合物とした。各酵素結晶構造へのド
ッキングモデル、また、結合に関与するアミ
ノ酸残基の部位特異的変異酵素を作製した。
これまでに確立した培養細胞の評価系を用
いて、3 種の AKR 各酵素阻害剤によるイソプ
レノイドやステロイドの代謝及び癌細胞の
増殖・浸潤能に対する影響を解析した。また、
阻害剤の安定性についても LC/MS を用いた
代謝分析によって検討した。さらに、AKR 酵
素安定発現癌細胞株を構築した。また、発現
調節物質の探索を試みた。 
 



４．研究成果 
①AKR 酵素の特異的阻害剤の創製 
(1)AKR1B10 阻害剤：リード化合物として得
ていた化合物 C1 (chromene-3-carboxamide 誘
導体) のドッキングモデルを元に誘導体 97
種を合成し、その阻害効果を評価した。中で
も KO79 は阻害定数 Ki 値が 1.3 nM とこれま
で に 報告さ れ ている 中 で最も 強 力 な
AKR1B10 阻害効果を示した。本化合物は細
胞レベルでも AKR1B10 の還元活性を有意に
阻害し、肺癌 A549 細胞の増殖能を抑制した。
一方で、構造類似酵素であるアルドース還元
酵素 (AR) との選択性は 5倍程度までしか上
昇せず、さらなる検討が必要である。現在、
これまでに見出してきた AKR1B10 特異的阻
害剤の構造的特徴を参考にし、新たな誘導体
の創製に取り掛かっている。また、天然物由
来成分の中からキサントン骨格を有する γ-マ
ンゴスチンが本酵素の強力な阻害剤である
ことを見出し、学術誌 Biol. Pharm. Bull.に発
表した。 
(2) AKR1C3 阻害剤： AKR1C3 阻害剤として
これまでに見出している baccharin は高い選
択性を持つことが特徴である。そのドッキン
グモデルに基づき誘導体を合成した。その結
果、高い選択性を維持したまま、活性を約 4
倍向上させた化合物 BA43 の創製に成功した。
BA43 は A549 細胞における androsterone の代
謝を有意に抑制し、その効果は baccharin より
も強かった。AKR1C3 の良い基質である
4-oxo-2-nonenal (ONE) は強い細胞毒性を示
すが、その還元体の毒性は低い。そこで、ONE
感受性の変動を指標に細胞内 ONE 代謝に及
ぼす BA43 の効果を検討した。その結果、
BA43 は baccharin よりも強力に濃度依存的に
ONE 代謝を阻害していることが示された。ま
た、AKR1C3 を安定発現した前立腺癌 PC3 細
胞を構築し、この細胞を用いて、BA43 の癌
細胞増殖抑制効果を検討した。AKR1C3 の過
剰発現によって、PC3 細胞の増殖能は有意に
亢進し、BA43 の添加によってその増殖能は
抑制された。同様の結果は、白血病 U937 細
胞においても確認された。従って、BA43 は
AKR1C3によるアンドロゲン合成のみならず、
増殖抑制系プロスタグランジン類や反応性
アルデヒドの生成抑制効果の阻害効果を介
して、癌相棒の増殖や生存を制御すると考え
られた。 
 
②発現調節物質の探索 
 AKR1B10 は 食 品 添 加 物 質 で あ る
tert-butylhydroquinone のキノン代謝体である
2-tert-butyl-1,4-benzoquinone (TBQ) 及 び
6-tert-butyl-2,3-epoxy-4-benzoquinone (TBE) 
によって発現誘導されることを見出した。両
キノン体は高い細胞毒性を示すが、その毒性
発現機序については不明であった。その作用
機序には酸化ストレスや小胞体ストレスが
ほとんど関与しなかったが、グルタチオンと
高い反応性を示すことを見出した。従って、

生体内タンパク質への修飾を介して毒性発
現に関与する可能性が示唆された。その一方
で、これら両キノン体はオートファジーを誘
導した。オートファジー阻害剤の併用により
キノン体の毒性は増強されたことから、オー
トファジー性細胞死ではなく細胞防御的オ
ートファジーが誘導されていることが示唆
された。また、構築した AKR1B10 過剰発現
細胞では両キノン体の細胞毒性が軽減され
た。以上のことから、両キノン体の細胞毒性
に対応すべく、生体は AKR1B10 とオートフ
ァジーを誘導していることが示唆された。 
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