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研究成果の概要（和文）：難治性消化器がんの手術切除試料を用いたRNAメチル化情報に基づくサブクラス分類
を進め末梢血のマイクロRNAのメチル化情報を連結させたコンパニオン創薬の基盤を構築した。
更に18種類のがん細胞において、オンコプロテインの翻訳系に与える効果を検討し、正常細胞への影響を考慮す
るため初代培養やオルガノイドおよび３D培養などの正常に近い細胞条件を用いて、ヒット化合物が正常細胞に
与える影響をRun-Onアッセイで検討した。

研究成果の概要（英文）：Subclass classification based on RNA methylation information was performed 
using surgically excised samples of intractable gastrointestinal cancer.
Then, we constructed a platform for companion drug discovery by linking the methylation information 
of microRNA of peripheral blood.
The effect of oncoprotein on the translation system was examined in 18 types of cancer cells. In 
addition, the effect of hit compounds on normal cells was examined by Run-On assay.

研究分野： 計算科学

キーワード： エピゲノム制御因子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
オンコプロテイン翻訳系を標的とした創薬において、特許情報プラットフォーム でMettl3、Ythdf1を記載した
特許は３件のみで、化合物の特許はない。またModomics DatabaseやNCBI DatabaseやTCGA Databaseにおいて
も、がんの手術材料からm6A修飾RNAに特化したデータベースとして確立されたものも研究開始当時存在していな
かった。そのため、開発リスクが伴う難治がんへの創薬では、アカデミア創薬の役割がとくに重要である。さら
に体内の腫瘍と末梢血のリキッドバイオプシーを並列で解析することは、コンパニオン診断として意義がある。
本研究でこの創薬基盤を構築した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

細胞機能の基本はタンパク質であり、その翻訳系の活性化が難治がんの生物学的な悪性
形質に深く関わっている。したがって翻訳系が診断や治療の標的であることは広く受け入
れられている。たとえば、胆道がん、膵がん、メラノーマ、転移性大腸がんおよび肺がんな
どで標的化されている抗 EGF や抗 MEK などの KRAS 経路阻害薬や、抗 BRAF 阻害薬への
抵抗性は、「RAS-RAF-MEK-ERK-MAPK 経路」と「PI3K-AKT-mTOR 経路」の双方を介して
翻訳系をロバストに維持し、治療に抵抗する Notch, Myc, Bcl2, Kras などのオンコプロテイ
ンの翻訳を活性化している (Nature, 513, 65, 2014; Nature, 513, 105, 2014)。すなわち、RAS 経
路は eIF から翻訳を活性化し、また PI3K 経路は翻訳開始因子 eIF がその結合タンパク質
eIF4EBP との相互作用を介して mRNA の Cap 反応を促進し、ともに翻訳系を活性化する。 
そのため既存の分子標的薬への治療抵抗性の克服のためには eIF 複合体を標的化するこ

とが有効な戦略の 1 つとして挙げられるが、正常細胞でもこれらの翻訳系は機能しており、
有害事象に懸念がある。したがって、がんで特異的に活性化しているオンコプロテインの
翻訳系の機構に焦点をあてて標的化する画期的な創薬が必要である。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、難治性消化器がんの m6A を介したオンコプロテインの翻訳を阻害する
創薬の Proof-of-Concept（POC）を明らかにすることであり、具体的な成果としてヒット化
合物を取得する計画である。 

 
(1) オンコプロテイン翻訳系を標的としたアカデミア創薬 

特許情報プラットフォーム (J-PlatPat) で Mettl3、Ythdf1 を記載した特許は３件のみで、
化合物の特許はない。また Modomics Database (2013 年から) や NCBI Database (2015 年
から) や TCGA Database (2008 年から)においても、がんの手術材料から m6A 修飾 RNA
に特化したデータベースとして確立されたものはまだない。開発リスクが伴う難治がん
への創薬では、アカデミア創薬の役割がとくに重要である。 

 
(2) プレシジョン医療におけるコンパニオン創薬の意義 

体内の腫瘍と末梢血のリキッドバイオプシーを並列で解析することは、コンパニオン
診断として意義がある。特に、昨今の高価な免疫チェックポイント阻害剤でバイオマ
ーカーの開発が後手に回っている例を鑑みると、開発の段階からバイオマーカーが可
能な標的を選定して進めることも理にかなっており、それが本計画の特徴の１つであ
る。 

 
３．研究の方法 

(1) 創薬展開 
インシリコ創薬と AlphaScreen のアッセイ系を組み合わせてヒット化合物を取得する。
ナミキ化合物データベースに登録されている約 700 万化合物と、並行して大阪大学の 15
万化合物ライブラリーから選別した１万のコアライブラリーを用いて、段階を踏みなが
らインシリコスクリーニングとハイスループットスクリーニング、またその結果に対し
て機械学習を重ね、最適な化合物を探索する。標的は Ythdf1-eIF3 相互作用と、Ythdf1-
m6A 相互作用部位である。 

(2) POC 確保 
POC(Proof-of-Concept)確保として、標的の阻害が下流に及ぼす影響、正常細胞への影響、
標的合理性を検討する。さらに、大阪大学消化器外科（森・土岐・今野ら）と協働して、
ステージ別予後診断、層別化サブクラス分類を検討する。 

(3) m6A 疾患データベース構築 
大阪大学消化器外科（森・土岐・今野ら）と協働して、手術材料(胆道がん、膵がん年間
各 50 症例)、リキッドバイオプシー(胆道がん、膵がん年間各 50 症例)の血清エクソソー
ムから miRNA を抽出する。その分子内の m6A を計測し、末梢血の miRNA のメチル化
情報から、体の深部の腫瘍の m6A メチル化酵素やオンコプロテインの翻訳系の活性化を
予測する。データ解析により、コンパニオン創薬の基盤を構築する。 

 
４．研究成果 

RNA 修飾はその 80%が N6-メチル化アデノシン（m6A）であり、この m6A は疾患で非常
に重要な意味を有していることが報告されている。我々の研究室からの報告を含む国内外
の研究成果によって、m6A はメチル化酵素群（Mettl3-Mettl4-Wtap 複合体）の働きでメチル
基が付加されること、さらにその m6A に Ythdf1 等の認識たんぱく質に結合することによっ
て生物学的な機能が発揮されることが明らかになった。Ythdf1 は、KRAS 等のオンコプロ
テインの翻訳を正に制御することがわかっているので、本研究で Ythdf1 及び m6A によるオ
ンコプロテインの翻訳を阻害する化合物探索を実施した。まず初めに、YTHDF1 と Family
タンパク泊質である YTHDF2 の配列上の相違について解析した。この 2 つのタンパク質間
における配列は非常に類似している (図 1)。図 1 における赤枠部分が配列として異なる部



分であり、青枠部分が m6A 認識部位の
アミノ酸を示している。これを見てわか
るように相違残基はそれほど多くはな
く、m6A 認識部位には全く違いはない。
PDB データに登録されている両たんぱ
く 質 の 立 体 構 造 （ YTHDF1: 4RCJ, 
YTHDF2: 4WQN）の違いに着目し、生体
内環境下（水相環境下、310 K ~ 36.85 ℃）
における分子挙動をシミュレートして
も、m6A 認識部位に有意な違いは見られ
なかった（図 2）。従って、コンピュータ
におけるバーチャル・スクリーニングに
おいて、両たんぱく質への選択的特異性
を加味することは、難しいと判断され
た。一方でこのような立体構造解析と生
体内熱振動解析の結果から、メチル化を
触媒する METTL3 とは、その触媒部位
の構造が大きく異なっているため、互い
に特異性を有した阻害候補化合物を抽
出できる可能性が高いことを見出した。
よって本研究では、METTL3 の阻害候補
化合物も同時に探索することによって、
YTHDF Family への選択的特異性を有したリード化合物の抽出に取り組んだ。 
本申請研究における候補化合物の抽出には、前述したように YTHDF Family の立体構造

が報告されているので、SBDD（Structure Based Drug Design）技法を採用した。具体的な in 
silico バーチャル・スクリーニングの流れは、図 3 に示したようなものである。データベー
ス化されている薬物候補の
500 万化合物が立体空間的
に結合可能であるかを判定
させた後、たんぱく質-化合
物間の結合エネルギーでふ
るいをかけた。その後、たん
ぱく質の生体内での熱振動
を考慮し、さらに溶媒和に
よる効果を考慮して化合物
を抽出した。 
この私の候補化合物抽出

アプローチに従って抽出さ
れた、YTHDF Family を効果
的に阻害し、METTL3 には
強い結合が見込まれない化
合物を骨格構造の類似性解
析をじっしすることによ
り、実際の実験的検証に回すべき化合物数を絞り込んだ。本研究結果ではリピンスキーの
Rule of Five を満たした 68 化合物を、最終的にリード化合物として抽出した。 

図 1 YTHDF1 と YTHDF2 の配列相動性 

図 2 YTHDF1 と YTHDF2 における

m6A 認識部位の構造上の相違 

  YTHDF1: 4RCJ (Color) 

  YTHDF2: 4WQN (Red) 

図 3 in silico バーチャル・スクリーニングの過程と

各ステップにおける概要 



また、大阪大学消化器外科（森・土岐・今野ら）と協働することにより、現在までに大腸
がんを始めとしてすい臓がんや胃がん等多くのがんから抽出された miRNA で m6A が検出
された。これは血清中から抽出された let-7a や miR-17 等から、p<0.01 レベルの差を観測す
ることができた。さらに膵がん患者さんの術前術後においても血清中の miRNA のメチル化
レベルは p<0.01 の差を観測することができた。 

最後に、現段階において抽出した化合物は臨床試験に移行できるレベルではなく、そのた
めにはまだまだ多くの問題点が存在している。しかしながら、本研究の成果は m6A 修飾に
よる翻訳機序を標的とした創薬への足場を確実に構築することは出来た。 
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