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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は，がん細胞特異的に高発現される代謝酵素Glyoxalase I (GLO I)を
ターゲットして，その阻害剤を制がん剤リード化合物として創製することである．我々は，当研究室で見出した
新規GLO I阻害化合物TLSC702とヒトGLO Iとの複合体のX線結晶構造解析を行い，TLSC702の結合様式の解明に成
功した．さらに，新たに数種のGLO I阻害天然有機化合物を発見した．本研究は，GLO I阻害剤の新規設計の重要
な足掛かりとなるものであり，新規制がん剤開発のためのリード化合物創製において大変意義深いものであると
考えられる．

研究成果の概要（英文）：  The purpose of this study is to create novel inhibitors of Glyoxalase I 
(GLO I), which is highly expressed specifically in cancer cells, as lead compounds for anticancer 
agents. In this study, we analyzed the X-ray crystal structure of the complex of the human GLO I and
 the novel GLO I inhibitor compound TLSC702, which found in our laboratory, and succeeded in 
elucidating the binding mode of TLSC702 to human GLO I. Furthermore, we discovered several GLO 
I-inhibiting natural organic compounds. This study is an important milestone for our designing of 
the novel human GLO I inhibitors and the data are very significant and useful in the creation of the
 lead compounds for the development of novel molecular-targeted drugs for cancer therapy that 
inhibit GLO I enzymatic activity.

研究分野： 分子生物学

キーワード： Glyoxalase I　がん特異的代謝　制がん剤リード化合物　in silicoスクリーニング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は，AI創薬によるGLO I阻害剤の構造最適化を目指している．本研究で得られたTLSC702とGLO Iの結合
様式データを用いることで，AI創薬による阻害剤の構造最適化設計が可能となる．また，新たに見出したGLO I
阻害天然有機化合物の構造活性相関解析のデータもAI創薬に利用できる．これに基づいてAI創薬，有機合成展
開，その実測評価のフィードバックによる最適化プロセスを実行することで迅速に新薬リード化合物にたどりつ
くことが可能となると考えている．本研究は，AI創薬を駆使した最適医薬分子創製の新たな道を切り拓き，ひい
ては真のテーラーメイド医療の実現に大きく貢献することになると期待できる．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
我が国では，がんが死亡原因の第 1 位となっており，男女ともに 2 人に 1 人ががんに罹り，男

性では 4 人に 1 人，女性では 6 人に 1 人ががんで死亡している．このような状況から，がん治療
が現在の日本の医療において非常に重要視されており，がんの克服こそが，国民が望む医療の一
つとなっている．このように多くのがん患者が存在するなかで，がん治療を継続的に受けている
患者数は全人口の約１％となっている．日本のがん治療において，継続治療のほとんどが，化学
療法や放射線療法である．しかしながら，この化学療法や放射線療法への感受性には個人差があ
り，化学療法が無効の場合がある．また，化学療法が有効で継続的に治療を行ったとしても，抗
がん剤の継続投与のためにがん細胞が形質変化を起こし，抗がん剤耐性がん細胞が出現し，抗が
ん剤の効果が減弱してしまう場合もある．このような化学療法が無効の患者や抗がん剤耐性が
ん患者の多くが，化学療法耐性がん細胞にも高い効果を示す新たな作用機序の抗がん剤開発を
強く望んでいる．そこで当研究室は，新たな作用機序の抗がん剤開発を目的とし，創薬ターゲッ
トとしてカルボニルストレス消去システムを担う主酵素である Glyoxalase I (GLO I)に着目した．
この GLO I は，解糖系の代謝副産物として生じる反応性の高いジカルボニル化合物である
Methylglyoxal (MG)を無毒な S-D-Lactoylglutathione へと変換させる反応を触媒する酵素である．
反応性の高いジカルボニル化合物である MG は，DNA やタンパク質を修飾し，細胞死（アポト
ーシス）を誘導することが知られている．GLO I は，全ての哺乳動物細胞で一様に存在している
ことや，肺がん，乳がん，膵臓がん，肝臓がん，胃がん，大腸がん，および前立腺がんなどさま
ざまながんで高発現がみられることや，抗がん剤耐性培養がん細胞株においても高発現がみら
れることが報告されている．さらに，GLO I の高発現がエトポシドやアドリアマイシンなどの抗
がん剤に対する抵抗性獲得に関与しているという報告もある．これらの報告から，「がんはアポ
トーシス抑制性疾患であり，アポトーシスを回避して無秩序な高い細胞増殖能を確保するため
に必要なエネルギーおよび材料の産生を，活発な嫌気的解糖系によって行っており，その過程で
生成される有害物質 MG を解毒するために，がん細胞は GLO I 発現量を増加させている」と考
えて矛盾はない． 
 このような知見から，GLO I 阻害剤は，MG を蓄積させることによってがん細胞特異的にアポ
トーシスを誘導するという新しい作用機序の抗がん剤として期待される．また，最近では GLO 
I 活性が破骨細胞の形成に必須であるという報告もされている．さらに，マウスにおいて GLO I
の過剰発現が不安様行動を増加させ，GLO I の阻害が不安様行動を減少させることも報告されて
いる．今後さらなるバリデーションが必要ではあるが，GLO I が抗がん剤としてだけではなく，
がん患者の不安を和らげる効果ももつ治療薬となることや，骨粗しょう症などの慢性骨疾患治
療薬の創薬ターゲットとなることも期待されている． 
 このように抗がんおよび緩和ケアや骨粗しょう症治療の創薬ターゲットとして有望なヒト
GLO I は，2 量体構造をもち，それぞれに亜鉛（Zn2+）を保持する金属結合酵素である．これま
でに，反応基質の１つである GSH を基本骨格とする化合物が数多く開発されてきた．しかし，
GSH 誘導体はペプチド骨格であり，負電荷をもつ 2 つのカルボキシ基が膜透過性・吸収性・安
定性に影響を与えることから，抗がん剤開発のリード化合物としての臨床応用は難しいと考え
られる．そこで我々は，GLO I を新規制がん剤開発の創薬ターゲットとし，非ペプチド性の新規
骨格を有する GLO I 特異的阻害剤の開発を目的として，in silico 手法を用いた GLO I 阻害剤候補
化合物の探索を進めてきた．そして，植物由来天然有機化合物の中から，高い GLO I 阻害能を
有する myricetin（IC50 = 0.56 μM）を見出し，そのファーマコフォアを用いた in silico スクリーニ
ングによって新規骨格 GLO I 阻害剤リード化合物 TLSC702 ((E)-3-(benzo[d]thiazol-2-yl)-4-(4-
methoxyphenyl)but-3-enoic acid)を見出すことに成功した．しかしながら，TLSC702 には in vitro で
の GLO I 阻害能（IC50 = 2.0 μM）に比べて培養がん細胞への効果が弱い（72 h treatment EC50 = 145 
μM）という問題点があった．また，母核の特性上，細胞膜透過性の改善に向けた有機合成展開
が困難であることが判明した．そこで，より GLO I 特異性が高く，有機合成展開の容易な新規
シード化合物を探索することとした．新規骨格を有する阻害剤を探索するためには，myricetin と
は異なる新規ファーマコフォアを構築する必要がある．そこで，GLO I 阻害剤探索のための新規
ファーマコフォアを構築することを目的とし，myricetin ファーマコフォアを用いて，新たに天然
有機化合物ライブラリの in silico スクリーニングを行い，新規 scaffold を有する化合物としてス
チルベン骨格をもつ piceatannol（IC50 = 0.76 μM）を見出すことに成功した．piceatannol の GLO I
結合様式を in silico 予測したところ，活性中心において 2 種類の結合様式をとるという，これま
でに報告されている GLO I 阻害剤にはみられない，興味深い結果が得られた（図 1）． 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1  piceatannol の in silico 予測 GLO I 結合様式 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では，これまでに我々が見出した GLO I 阻害化合物よりも GLO I 特異性が高く，有機
合成展開の容易な新規シード化合物を得るために，上述した piceatannol の 2 種類の in silico 予
測結合様式を満たす新規ファーマコフォアを構築し，より強い GLO I 結合能を有する化合物を
探索，設計することを目的とした．併せて，GLO I 阻害剤ファーマコフォアの最適化に役立つ情
報を蓄積することを目的とし，植物由来天然有機化合物ライブラリを対象として，ベンゼン環上
にシスジオール基をもつ化合物を選出し，GLO I 阻害能を実測評価した．さらに，ファーマコフ
ォアの精度を高めることを目的とし，当研究室で見出した新規 GLO I 阻害化合物 TLSC702 と
piceatannol について，GLO I との複合体の X 線結晶構造解析を行った．また，GLO I が不安感受
性に関与することが報告されていることから，piceatannol の抗不安作用についても検討すること
を目的とし，ストレス条件下における piceatannol の抗不安作用とがん増殖能に対する影響につ
いて担がんモデルマウスを用いて検討を行った． 
 
３．研究の方法 
in vitro GLO I 阻害効果の評価 
 GLO I 酵素反応の生成物である S-D-Lactoylglutathione は，240 nm に吸光をもつ．この性質を利
用して，吸光度測定によって GLO I 活性を定量した．各阻害剤濃度における GLO I 阻害(%)を算
出し，X 軸に阻害剤濃度の対数、Y 軸に GLO I 阻害(%)をとり、50%阻害に対応する濃度（IC50）
を算出した。 
 
GLO I 阻害剤候補化合物のがん細胞への効果の評価 
 培養非小細胞肺がん細胞株のうち，GLO I 阻害剤高感受性の NCI-H522 細胞および低感受性の
NCI-H460 細胞を用い，GLO I 阻害剤候補化合物で処理した際の細胞死誘導能について，WST 
assay およびトリパンブルー染色後の細胞数カウントによって評価した．また，ヒト前骨髄性
白血病細胞株 HL-60 細胞を用い，同様に細胞死誘導能を評価した． 
 
GLO I/piceatannol および GLO I/TLSC702 複合体の X 線結晶構造解析 
 リコンビナントヒト GLO I タンパク質を調製し，結晶化を行った．得られた結晶を用いて，
つくば Photon Factory で X 線回折実験を行った．得られた回折強度データの構造解析を分子置換
法によって行った． 
 
piceatannol の抗不安作用とがん増殖能に対する影響に関する検討 
 piceatannol (1-30 mg/kg)について，C57BL/6N 雄性マウスを用い，不安関連行動を高架式十字迷
路（EPM）試験によって評価した．また，マウス由来肺がん細胞である Lewis lung carcinoma (LLC) 
を 1.0 ×106 cells 皮下投与することで担がんモデルマウスを作製し，腫瘍体積を測定することで
抗がん作用を評価した． 
 
４．研究成果 
(1) GLO I/inhibitor ファーマコフォア構築 
 当研究室で見出した新規 scaffold を有する GLO I 阻害化合物 piceatannol の in silico 予測 GLO I
結合様式（2 種類）に基づき，この 2 種類の結合様式を同時に満たす新規ファーマコフォアを，
LigandScout というコンピュータソフトウェアを用いて構築した． 
 
(2) ファーマコフォアに基づいた in silico スクリーニング 
 構築したファーマコフォアに基づき，スクリーニング化合物ライブラリの一つである ZINK 
lead-like ライブラリについて in silico スクリーニングを行ったが，残念ながらファーマコフォア



を満たす化合物を得ることができなかった．そこで，ナミキ商事の大規模化合物ライブラリにス
クリーニング対象を変更し，in silico スクリーニングを行ったが，こちらについても残念ながら
ファーマコフォアを満たす化合物を得ることができなかった．既存化合物からファーマコフォ
アを満たす化合物を見出すことは困難であると考えられることから，新規に設計することを目
指すこととした． 
 
(3) 植物由来天然有機化合物ライブラリを対象とした GLO I 阻害化合物の探索 

piceatannol の GLO I への結合には，ベンゼン環上のシスジオール基が大きく寄与することが
ドッキングシミュレーションによって予測されている．そこで，上述の in silico スクリーニング
を進めている間に，GLO I 阻害剤ファーマコフォアの最適化に役立つ情報を蓄積することを目的
とし，植物由来天然有機化合物ライブラリを対象として，ベンゼン環上にシスジオール基をもつ
化合物を選出し，in vitro 酵素アッセイによって GLO I 阻害能を実測評価した． 
その結果，新たに caffeic acid phenethyl ester およびその類縁体, sulfuretin, licochalcone B を GLO 

I 阻害化合物として見出すことができた．このことからも，シスジオール基が GLO I への結合に
おいて重要な役割をもつことが裏付けられた（図 2）． 

Caffeic acid phenethyl ester およびその類縁体は，濃度依存的に NCI-H522 細胞および HL-60 細
胞にアポトーシスを誘導することが確認された．また，Sulfuretin および Licochalcone B につい
ては，GLO I 阻害剤高感受性細胞である NCI-H522 細胞に対し，低感受性の NCI-H460 細胞に対
してよりも有意に高い細胞死誘導能を示した．さらに，間接的 MG スカベンジャーである N-
acetyl-L-cysteine や直接的 MG スカベンジャーである aminoguanidine を併用処理すると，Sulfuretin
および Licochalcone B による細胞生存率低下は有意に抑制された．以上の結果から，Sulfuretin お
よび Licochalcone B によるがん細胞へのアポトーシス誘導は，GLO I 阻害によるものであること
が強く示唆された． 
 
 
 
 
 
 
 
        Piceatannol                         Caffeic acid phenethyl ester  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                  Sulfuretin                                Licochalcone B 
 
        図 2 GLO I 阻害能をもつ天然有機化合物の構造式 
 
(3) GLO I/piceatannol および GLO I/TLSC702 複合体の X 線結晶構造解析 
  in silico スクリーニングの結果，既存化合物からファーマコフォアを満たす化合物を見出すこ
とは困難であると考えられることから，新規に設計することを目指した．そこで，ファーマコフ
ォアの精度を高めるために，当研究室で見出した新規 GLO I 阻害化合物 TLSC702 と piceatannol
について，GLO I との複合体の X 線結晶構造解析を行った．その結果，TLSC702 の GLO I への
結合様式の解明に成功した（図 3）．一方，Piceatannol についても結晶は取得できたが，残念なが
ら回折強度データが取得できず，結合様式の解析はできなかった． 
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      図 3  GLO I/TLSC702 複合体のリガンド結合部位 
 
(4) piceatannol の抗不安作用とがん増殖能に対する影響 

GLO I は，不安感受性に関与することが報告されている．そこで，piceatannol の抗不安作用に
ついても検討することを目的とし，ストレス条件下における piceatannol の抗不安作用とがん増
殖能に対する影響について担がんモデルマウスを用いて検討を行った．まず，piceatannol (1-30 
mg/kg) の抗不安作用について検討したところ，3 mg/kg の piceatannol において有意な抗不安作
用が確認された．一方，GLO I による代謝産物である乳酸 (100 mg/kg) を投与すると，不安様行
動が観察された．このことから，GLO I が不安感受性において重要な役割を担い，GLO I 活性の
抑制が抗不安作用をもたらすことが明らかとなった．次に，ストレス条件下でマウス由来肺癌細
胞である Lewis lung carcinoma (LLC)をマウスの足蹠皮下に投与し，亢進したがん増殖能に対す
る piceatannol (3, 30 mg/kg) の影響を検討したところ，用量依存的な腫瘍増殖抑制が認められた．
さらに，マウスの腹側部に LLC を皮下投与したマウスに対しては，piceatannol (30 mg/kg) の連
日投与により腫瘍増殖の有意な抑制が認められた．以上の結果から，GLO I 阻害作用をもつ
piceatannol には，低用量による抗不安作用と高用量による抗がん作用の両作用が期待できること
が明らかとなった． 
 
(5) 考察と今後の方針 
本研究で，当初の目的であった piceatannol/GLO I の in silico 予測結合様式に基づいた GLO I 阻

害化合物の構造最適化は，残念ながら達成できなかった．しかしながら，TLSC702/GLO I 結合様
式を明らかにしたこと，新たに数種の GLO I 阻害天然有機化合物を発見したことは，新規制が
ん剤としての GLO I 阻害剤創製に役立つ重要な情報が得られたという点で大変意義深いといえ
る．また，piceatannol の抗不安作用とがん増殖能に対する影響の検討から，GLO I 阻害剤にはが
ん治療において，抗がん剤としてだけではなく，がん患者の不安を和らげる効果ももつ治療薬と
なることが期待される． 
今後は，本研究で明らかとなったヒト GLO I と TLSC702 との共結晶構造に基づいて，AI 設計

によって TLSC702 の構造最適化を行い，それらの化合物を有機合成することによって，より強
い GLO I 結合能を有する新規 GLO I 阻害化合物を創製する． 
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