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研究成果の概要（和文）： 
癌細胞の異常増殖や転移の原因の一つにプレニル化された G タンパクの増加が挙げら

れる。今回、我々はプレノイドの新規代謝経路及びその経路を触媒するプレニルアルデヒ
ド還元酵素を見出した。本酵素は様々な癌で高発現することが知られており、癌細胞増殖
との関連性も示唆されている。また、3 種のプレニルアルデヒド還元酵素の阻害剤の創製
研究を行い、3種の酵素全てについて強力かつ高い選択性を示す阻害剤の開発に成功した。
またこれら阻害剤によるプレニルアルデヒド還元酵素の阻害は癌細胞の増殖を有意に抑制
した。以上のことから、プレニルアルデヒド還元酵素は癌細胞特異的に作用する新規癌標
的分子であり、その選択的阻害剤は新規制癌薬として期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Increment of prenylated small G proteins is a possible cause of abnormal growth and 
metastasis of carcinomas. Here, we found a novel metabolic pathway of prenoids and 
identified three human prenylaldehyde reductases as enzymes that involves the 
pathway. The enzymes highly express in a variety of carcinomas and have been 
suggested to be promoted to cancer cell proliferation. We succeeded development of the 
inhibitors that show potent and selective inhibitory effect against each enzymes by 
structure-based drug design. Moreover, the inhibitors significantly suppressed 
proliferation of cancer cells. Therefore, prenylaldehyde reductases are novel 
tumor-targeting molecules and their selective inhibitors are expected to be novel 
anticancer drugs. 
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１．研究開始当初の背景 
 
低分子量 Gタンパクを含む細胞内タンパク
の 約 2% が geranylgeraniol (GGOH) と
farnesol (FOH)によりプレニル化され、プレ
ニル化は細胞分化・増殖、並びに細胞骨格形
成のシグナリングに重要なステップの一つ
である。癌細胞では、プレニル化された Gタ
ンパクの増加がその異常増殖や転移をもた
らす要因と考えられている。実際、このプレ
ニル化を直接触媒するトランスフェラーゼ
の阻害剤は、すでに前臨床段階で制癌効果が
認められている。しかし、治験段階では副作
用に加え、FOH と GGOH を転移する 2種類のト
ランスフェラーゼやアイソザイムの存在に
よる制癌効果不良も指摘され、また癌細胞に
おけるこれらトランスフェラーゼの発現が
変動しないこともこの制癌剤開発の問題点
とされている。 
これまでにラットを用いた代謝検討から、
FOHとGGOHの代謝及び関与酵素を明らかにし、
ラットのアルデヒド体 (FAL と GGAL) の還
元酵素に対応するヒトの酵素が 20α-HSD、17
β-HSD5 型および AKR1B10 であることを見出
してきた。これら酵素は、癌の種類によって
異なるが、ヒトの癌細胞で発現増強する癌マ
ーカーであることが最近認識され、新しい創
薬標的として注目されてきた。20α-HSD は、
黄体ホルモンの不活性化および神経ステロ
イドの分解に関与する。応募者は、新規妊娠
維持薬および抗不安・精神安定薬の開発を目
指して、阻害定数 9 nM の強力な 20α-HSD 阻
害剤の候補化合物を見出し、その酵素複合体
の結晶解析を行うなど、本酵素阻害剤につい
ては先駆的な成果を挙げつつある。17β
-HSD5 型は白血病や前立腺癌の進展に関与し、
その阻害剤研究は世界的に激化している。癌
化に伴って上昇するアルドース還元酵素類
似酵素として同定された AKR1B10 は、最近、
ビタミンＡアルデヒドを還元することやそ
の高次構造が報告されたばかりで、その阻害
剤研究は少ない。また、癌細胞でこれらの 3
種の酵素が発現上昇する機作および癌細胞
増殖における各酵素の役割は依然未解明で
ある。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、3 種のプレニルアルデヒ
ド還元酵素 (20α-HSD, 17β-HSD および
AKR1B10) が、プレニル化の促進により癌細
胞の増殖と転移・浸潤に関与することを実証
し、各酵素の高次構造に基づく特異的阻害剤
と遺伝子発現調節物質を探索、創製すること
である。 

 
３．研究の方法 

 
H21 年度 
(1) 代謝酵素の分離・分析 
 ①ラットの代謝酵素の同定と組織分布： 
「GGOH と FOH→アルデヒド体→カルボン酸」
及び「アルデヒド体→GGOH と FOH」の各代謝
段階に関与する酵素について、胃、肺、肝及
び大腸から分離精製（可溶性酵素はクロマト
グラフィー分離分析、膜結合酵素は可溶化精
製）し、その性質分析を行った。予測される
酵素のリコンビナント酵素を調製し、性状解
析し、組織の酵素と性質が一致することを確
認した。 
 ②ヒトの酵素の同定及びヒト培養細胞に
おける分布：ラットの「アルデヒド体を GGOH
と FOH に還元する酵素」に相当するヒトの 20
α-HSD、17β-HSD5 型、AKR1B10 とともに、
それぞれに相同性の高い酵素のリコンビナ
ント酵素も調製し、アルデヒド体に対する反
応速度定数を測定比較した。RT-PCR 法および
特異抗体を用いた Western blot 法により、
肺、乳腺、肝、胃、大腸及び前立腺癌由来の
培養細胞を分析し、各酵素の発現量を検討し
た。 
(2) 培養細胞を用いた代謝・増殖解析 
各酵素の発現が少ない細胞に 20α-HSD、17
β-HSD5 型、AKR1B10 それぞれの cDNA を導入
ことにより過剰発現細胞を作製した。これら
の細胞および各酵素阻害剤添加時における
[1-14C] FOH の代謝を分析比較した。正常細胞、
過剰発現および発現抑制細胞に低濃度の
GGOH と FOH を添加し、各増殖能を測定比較し
た。 
 
(3) ステロイドとプレノイドの代謝相互作
用の解析 
 上記 3 種の酵素の GGOH と FOH のアルデヒ
ド体還元活性に対するステロイドとその代
謝物の影響を調べ、20α-HSD と 17β-HSD5 型
についてはケトステロイド還元活性に対す
るプレノイド（GGOH、FOH その代謝物）の影
響を調べた。また、前項(2)の細胞における
GGOH と FOH 代謝ならびにステロイド代謝
（LC/MS 測定）に及ぼす影響も検討した。
AKR1B10 に対して強力な阻害効果を示したス
テロイドについては、阻害様式の解析、その
結合酵素モデルの作成により、阻害機構およ
び結合部位を明らかにした。 
 
H22 年度以降 
(1) 阻害剤の探索 
 ①20α-HSD の阻害剤  
す で に 見 出 し た リ ー ド 化 合 物
（3,5-dichlorosalicylic acid）とその結合
複合体の結晶構造から、本酵素の結合部位内
の疎水性スペースにより相互作用しやすい



と推定される 3,5-位の塩素の芳香環あるい
はシクロヘキサン環で置換した化合物を合
成した。本酵素、その結合部位アミノ酸の変
異酵素、ならびに本酵素と構造類縁の HSD や
アルドケト還元酵素（5 種）を用いて、合成
化合物の阻害度および速度論的阻害機構を
調べ、阻害剤としての効果と特異性を比較し
た。また、前年度確立した培養細胞の評価系
を用いて FOH の代謝、および癌細胞の増殖に
対する影響を解析し、最も強い阻害化合物を
決定した。 
 ②17β-HSD5 型の阻害剤  
化合物データベースから、毒性・溶解性・
細胞内移行性・既知阻害剤の化学特性などを
考慮してデータマイニング後、モデリングプ
ログラム（ICM）を用いて、本酵素の活性部
位に配位結合すると予測される化合物を選
択した。それらによる各酵素の阻害度を測定
した後、強力な阻害剤は得ることができなか
った。そのため、これまでに抗腫瘍効果が報
告されている化合物について、本酵素活性阻
害により抗腫瘍効果を発揮するという仮定
のもと阻害効果を検討した。高い阻害効果を
示した化合物については①と同様に培養細
胞を用いて癌細胞増殖に及ぼす影響を検討
した。 
 ③AKR1B10 の阻害剤  
②と同様に抗腫瘍効果が報告されている
化合物の中から、本酵素阻害効果を示す化合
物を探索し、得られた強力な阻害剤について
は細胞レベルでの効果を検討するとともに、
分子ドッキングを用いて阻害剤結合様式を
明らかにし、高次構造に基づいた分子設計に
よりより強力かつ選択的な誘導体を創製し
た。 
(2) 遺伝子発現調節物質の探索 
 培養細胞における、20α-HSD、17β-HSD5
型、AKR1B10 の mRNA 発現の促進または抑制す
る化合物（既存の薬物や既知化合物）を
RT-PCR 法により探索した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 代謝酵素の分離・分析 
ラットの組織、リコンビナント酵素及び細
胞を用いて、以下の 3つの代謝経路における
主酵素を検討した。その結果、「①Farnesol 
(FOH)と geranylgeraniol (GGOH)からアルデ
ヒド体への脱水素」にアルコール脱水素酵素
（ADH）が関与し、肝では ADH1、胃では ADH7
の関与が示唆された。また、「②アルデヒド
体から FOH と GGOH への還元」と「③アルデ
ヒド体からカルボン酸体への酸化」にアルド
ーケト還元酵素（AKR）1C15 とミクロソーム
局在型アルデヒド脱水素酵素 3A2がそれぞれ
関与することが示唆された。さらにヒトにお
いては、アルデヒド体の還元代謝に、20α

-HSD、17β-HSD5 型、AKR1B10 が関与するこ
とが示唆された。 
 
(2) ステロイドとプレノイドの代謝相互作
用の解析 
AKR1B10 はその他の酵素と異なり、ステロ
イドホルモン、胆汁酸とそれらの代謝物によ
って、強力に阻害された。この阻害様式はア
ルコール基質に対して拮抗阻害を示し、本酵
素過剰発現細胞における「アルデヒド体から
FOH への還元」への阻害効果は、既知の強力
な阻害剤である tolrestatと同程度であった。 
 
(3) プレノイド代謝酵素の阻害剤の探索 
①20α-HSD 阻害剤 
これまでに見出した 20α-HSD の阻害剤
3.5-dichlorosalicylic acidの結合複合体の
結晶構造を元に、さらに強力かつ選択的な阻
害剤 3-bromo-5-phenylsalicylic acid (Ki
値 4 nM)を見出した (Figure 1)。3 位と 5位
の置換基をそれぞれ変えた誘導体を新たに
合成し、現時点で最も強力な阻害剤
3-chloro-5-phenylsalicylic acid (Ki 値
0.86 nM)を創製し、その 20α-HSD との複合
体の結晶構造を解析し (PDB code, 3NTY)、
結合様式を明らかにした。 

②17β-HSD5 型阻害剤 
 ブラジル産プロポリス含有成分で抗腫瘍
活性が報告されているケイヒ酸誘導体 
(baccharin, artepillin C, drupanin など) 
について、17β-HSD5 型に対する阻害効果を
検討したところ、baccharin が最も強力に 17
β-HSD5 型を阻害し、他の類似酵素をほとん
ど阻害しないことを見出した。Baccharin は
アルコール基質に対して拮抗阻害を示し、Ki
値は 56 nM であった。また、分子ドッキング
によりAKR1C3に特有な残基Ser118と Met120、
阻害剤結合による誘導適合で最も影響を受
けるとされている Phe311 が baccharin の阻
害強度と選択性を決定する上で重要である
ことを明らかにした。これまでに 17β-HSD5
型阻害剤として indomethacin や flufenamic 



acid といった非ステロイド性抗炎症薬
（NSAIDs）が知られている。そこで、その他
の NSAIDs について阻害効果を検討したとこ
ろ、強力 (Ki値 8 nM) かつ高い選択性を示す
tolfenamic acid を見出した。 
 
③AKR1B10 阻害剤 
抗 腫瘍活性を示す化合物の中から
bisdemethoxycurcumin、magnolol、honokiol、
resveratrol、カフェ酸フェネチルエステル 
(CAPE)を、バーチャルスクリーニングから
chromene-3-carboxamide (クロメン)誘導体
を、AKR1B10 の強力な拮抗阻害剤として見出
した。これら化合物の AKR1B10 ドッキングモ
デルを作成し、得られた結合情報を基に CAPE
及びクロメン誘導体を設計し、阻害選択性及
び阻害強度が向上した新規化合物の創製に
成功した (Figure 2)。また、近年抗腫瘍活
性が報告されている NSAIDs による AKR1B10
阻害活性を検討した。その結果、NSAIDs の中
でも flufenamic acid や diclofenac は
AKR1B10 を構造類似酵素であるアルドース還
元酵素よりも約 50 倍強力に阻害し、その阻
害定数 Ki 値はこれら薬剤の臨床投与時の血
中濃度より約 10 倍低く、NSAIDs によって報
告されている抗腫瘍作用の一序として、
AKR1B10 阻害活性が含まれる可能性が示唆さ
れた。 

 
(4) 培養細胞を用いたプレノイド代謝酵素
阻害剤の効果 
ヒト乳癌 MCF7 細胞において、20α-HSD、
17β -HSD5 型が高発現している一方で
AKR1B10 の発現量は低い。そこで MCF7 細胞に
おける farnesal 還元反応に及ぼすプレノイ
ド代謝酵素阻害剤の効果を検討したところ、
PGFS 阻害剤の濃度依存的な阻害効果が確認
された。その中でも 17β-HSD5 型の強力かつ
特異的阻害剤である tolfenamic acid は 20 
μM の濃度において、farnesal 還元反応を約
50%阻害した。20α-HSD 及び AKR1B10 の阻害
剤ではほとんど阻害効果が認められなかっ
たことから、17β-HSD5 型が MCF7 細胞におけ
る farnesal 還元反応の主酵素であることが
示唆された。 
血管内皮細胞への AKR1B10の一過性過剰発

現細胞及び前立腺癌細胞への 17β-HSD5 型の
一過性過剰発現細胞を作製し、細胞増殖試験
を行ったところ、両細胞の細胞増殖はベクタ
ーのみを導入したコントロール細胞よりも
亢進しており、前項目にて見出した両酵素の
阻害剤添加によってその増殖亢進は有意に
抑制された (Figure 3)。また、大腸癌細胞
における AKR1B10 発現上昇及び FOH 及び FAL
の添加は MAP キナーゼ系を亢進させることか
ら、癌細胞増殖へのプレニル代謝酵素の関与
が示された。  

 
(5) 遺伝子発現調節物質の探索 
AKR1B10 の発現誘導物質として、抗酸化剤
として知られる tert-butylquinone及びその
代 謝 体 6-tert-butyl-2,3-epoxy-4- 
benzoquinone を見出した。発現誘導機序の詳
細は明らかではないが、プレニル代謝酵素の
発現調節に関与することが知られる酸化ス
トレス応答性シグナルを介さない可能性が
示唆された。 
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