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研究成果の概要（和文）：本研究では、低分子をベースとした複合がん免疫療法のための堅牢な創薬基盤を築く
ことを目的としている。新たな免疫チェックポイント阻害化合物同定のための結合アッセイパネルを構築しバー
チャルスクリーニングとの組合せによって、PD-L1、LAG-3などを阻害するヒット化合物を発見した。またPD-L1
リガンドと細胞障害性化合物とのハイブリッド化合物をデザインし、PD-L1高発現がん細胞株に対して強い細胞
増殖阻害活性を示す新規化合物を創製した。さらに研究代表者らが創製したSTAT3二量化阻害薬YHO-1701による
抗腫瘍免疫誘導作用と抗腫瘍効果を検証し、さらに抗PD-1抗体との優れた併用効果を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research project is to establish a robust drug discovery
 platform for small molecule-based combination cancer immunotherapy. We constructed a binding assay 
panel to identify new small molecule inhibitors acting on the immune checkpoint molecules. By using 
the assay panel in combination with virtual screening, we successfully discovered several hit 
compounds that inhibit PD-L1, LAG-3 or other checkpoint molecules. We also designed hybrid compounds
 composed of a PD-L1 ligand and a cytotoxic compound, and synthesized novel compounds that exhibit 
potent antiproliferative activity against PD-L1 expressing cancer cell lines. Furthermore, we found 
the anti-tumor immune induction and anti-tumor effect of the STAT3 dimerization inhibitor YHO-1701, 
and revealed its excellent combination effect with an anti-PD-1 antibody.

研究分野： 創薬科学、腫瘍薬学

キーワード： がん免疫療法　免疫チェックポイント　スクリーニング　ドラッグデザイン　ドッキングシミュレーシ
ョン　ハイブリッド化合物　PD-L1　併用効果

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年がん免疫療法が臨床で用いられ幅広いがん種でその有効性が実証されているが、現状ではこれら免疫療法に
おけるモダリティは、抗体や遺伝子改変T細胞などに偏っている。また、単剤での効果には限界があり様々な組
み合わせによる併用試験が臨床で試されている。よって今後は経口投与可能で安価に製造でき、かつ複数の標的
に作用するハイブリッド化合物の開発に期待がかかる。本研究では独自のアッセイパネル構築とスクリーニン
グ、さらにSTAT3阻害薬の他剤との併用効果や複合的機能を有する新規化合物のデザインと有用性を検証した。
これらの成果は、低分子をベースにした新たな複合がん免療法の開発のための創薬基盤としての意義をもつ。

※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 

近年、がん患者の免疫を標的とした治療薬により間接的に腫瘍細胞を攻撃する腫瘍免疫療法

が、第 4の腫瘍治療法として臨床現場で用いられるようになり、幅広いがん種でその有効性が実

証されている。中でも免疫チェックポイント分子を標的とした抗体薬が多数開発され、現在では

本邦においても抗 CTLA-4 抗体 抗 PD-1 抗体、抗 PD-L1 抗体、抗 LAG-3 抗体が承認されている

（Figure 1）。さらに、TIM-3、BTLA、VISTA、TIGIT など他の免疫チェックポイント分子を標的と

した抗体薬の臨床試験が国内外で進められている状況にある（1）。また、CD19 や BCMA を標的と

したキメラ抗原受容体発現 T 細胞療法（CAR-T）が国内で承認され、その有効性も明らかとなっ

てきた。しかしながら、これら免疫療法における主たるモダリティは、抗体や遺伝子改変 T 細胞

などに偏っているため、医療現場における取扱いの複雑さや医療経済面における課題が残る。さ

らにがん免疫療法の場合、がん患者の長期生存を可能としているが、このような効果が認められ

るのは一部の症例に限定されている。よって、レスポンダー選択のためのバイオマーカーの同定

やレスポンダー拡大のための有効な併用薬の開発が重要な課題となっている。このような背景

から二剤以上の併用をベースとした複合がん免疫療法は、課題解決のための有効な手段とされ

ており、様々な組み合わせによる併用試験が臨床で試みられている。よって、今後は経口投与可

能で安価に製造できる低分子薬の開発にも期待がかかる。 

各種免疫チェックポイント分子に対する低分子薬としては、PD-L1/PD-1 相互作用を標的とし

た低分子薬の研究が最も進んでおり、

INCB086550、CA170、IMMH-010 などが臨床

試験に進んでいる状況にある（2）。他の

チェックポイント分子については、ペプ

チドや低分子の論文や特許が散見される

ものの、その数は極めて少なく、臨床上

有望な化合物は未だ報告されていない。

よって低分子をベースにした複合がん免

疫療法へのアプローチは未開拓分野であ

り、そのための堅牢な創薬基盤の確立は

極めて重要な研究課題と言える。 

 

２．研究の目的 

研究代表者らはこれまでに、STAT3 や IDO/TDO などがん免疫逃避機構を制御する分子を標的と

した低分子化合物を創製し、担がんモデルマウスにおいて優れた抗腫瘍効果を示すことを明ら

かとしてきた。これらの実績を踏まえて本研究では、新規免疫チェックポイント阻害薬同定のた

めの独自のアッセイパネルの構築、スクリーニング、さらに複合的機能を有する新規ハイブリッ

ド化合物のデザイン、合成、作用機序解析を通して、新たながん免疫療法開発のための堅牢な低

分子創薬基盤を確立することを主たる目的としている。 

 

３．研究の方法 

１）免疫チェックポイント分子結合アッセイ

パネルの確立とスクリーニング 

レトロウイルスベクターによってヒト PD-

1 を高発現させた細胞クローンを作製した。

本クローンを PD-L1-Fc キメラタンパク質（可

溶性 PD-L1）で処理後、蛍光ラベル化二次抗

体を添加しフローサイトメトリー（FCM）で解

析することにより、本細胞株に対する可溶性

PD-L1 の結合を定量的に測定できること、さ

らにこの結合が抗 PD-L1 抗体、抗 PD-1 抗体、



市販の低分子阻害薬でブロックされることを検証し、PD-1/PD-L1 結合アッセイを確立した。同

様の方法にて、PD-1/PD-L2、CTLA-4/CD80,CD86、LAG-3/MHC class Ⅱ、BTLA/HVEM、TIGIT/PVR の

各結合アッセイ系を構築することにより、免疫チェックポイント分子結合アッセイパネルとし

た。本アッセイパネルの概念図を Figure 2 に示した。スクリーニングは 96 ウェルフォーマッ

トで実施した。また、PD-L1 (PDB: 5J89)、BTLA (PDB: 2AW2)、TIGIT (PDB: 3UCR) など PDB に

登録されている立体構造データを活用し、分子シミュレーションソフトウエア MOE を用いてバ

ーチャルスクリーニングを行った。 

２）複合的機能を有する新規 PD-L1 阻害化合物のインシリコデザインと創製 

 免疫チェックポイント分子の中で、低分子の探索研究が比較的進んでいる PD-1/PD-L1 着目し

た。未だ承認薬は無いものの、様々な阻害化合物が報告されている。その中で PD-L1 との共結晶

構造が報告されている化合物の結合モードを詳細に解析することにより、リガンド結合部位の

ポケットの外側に PEG リンカーを導入した化合物をデザインした。さらに PEG リンカー末端の

一級アミンと細胞障害性化合物のカルボン酸残基を縮合することにより、PEG リンカー長の異な

る複数の二重機能性ハイブリッド化合物を合成した。また別ルート、すなわち細胞障害性化合物

から末端にアジド基を有するペグリンカー体を合成、アセチレン基を有する PD-L1 リガンドと

のクリックケミストリーによりリンカー結合部位の異なる化合物を合成した。 

３）細胞およびマウスモデルにおける評価と免疫学的解析 

二次評価系として主に免疫抑制解除の機能評価系を構築した。PD-L1/PD-1 阻害作用の評価に

ついては、独自に調製した PD-1 高発現 Jurkat/NFAT-RE/PD-1 細胞クローンを用い、PD-L1 また

は PD-L2 遺伝子と市販の TCR activator 遺伝子を一過的に導入した HEK293 細胞との共培養下で

ルシフェラーゼレポーター活性を測定することによって化合物の免疫抑制解除の機能の評価を

実施した。同様にして Jurkat/NFAT-RE 細胞に標的となる他のチェックポイント分子の恒常的発

現株を作製し、化合物の機能評価系とした。担がんマウスモデルでの薬効評価と作用機序解析は

以下の通り実施した。6～8週齢の雌性 BALB/c マウスまたは BALB/cSlc-nu/nu は日本 SLC から購

入し、静岡県立大学動物センターにて飼育した。Day 0 において、雌 BALB/c マウスに マウス大

腸がん細胞株 CT26 細胞またはマウス線維肉腫細胞株 CMS5a 細胞懸濁液を両後背部に皮内投与し

た。試験化合物を経口投与し腫瘍体積を継時的に測定した。細胞障害性 T 細胞や種々の抑制性免

疫細胞、抗原提示細胞、サイトカイン類などの各種腫瘍免疫パラメータの免疫学的解析を行った。

本研究の組換え DNA 実験は、静岡県立大学組換え DNA 実験安全委員会の承認（承認番号：690-

2303）の下で、また動物実験は、静岡県立大学動物実験審査委員会の承認（承認番号：186319 号）

の下で実施した。 

 

４．研究成果 

１）免疫チェックポイント分子結合アッセイパネルの確立とスクリーニング 

本研究では、低分子をベースと

した複合がん免疫療法のための堅

牢な創薬基盤を築くことを目的と

しており、各種免疫チェックポイ

ント分子の相互作用を、FCMを用い

た同一プラットフォームで定量的

に検出する手法の確立に取り組ん

だ。本研究で構築した結合アッセ

イパネルの概要をTable 1に示す。 

文献や公的データベースの情報

から、高発現細胞株候補を選び、

その発現およびリガンドとの結合について精査した。その結果、Raji 細胞は、CD80/CD86 及び

MHC class II を発現しており、それぞれ可溶性 CTLA-4、及び可溶性 LAG-3 の結合が認められ

た。また PVR を発現する A549 細胞は可溶性 TIGIT と結合した。PD-1 安定発現細胞株は、Jurkat

細胞に PD-1 遺伝子を導入しクローン化することによって調製した。高発現が認められたクロー

ンは可溶性 PD-L1 及び可溶性 PD-L2 と結合した。HVEM 安定発現株は、Raji 細胞に HVEM 遺伝子



を導入しクローン化することによって調製した。高発現が認められたクローンは可溶性 BTLA と

結合した。また Jurkat 細胞にスタウロスポリンを接触させることによって、細胞表面に露出し

た PtdSer と TIM3 との結合が認められた。これらの結合アッセイにおける相互作用は、各種チェ

ックポイント分子に対する抗体で濃度依存的に阻害されることから、目的とした相互作用を定

量的に測定することが可能となった。いずれのアッセイも 96 ウェルフォーマットでのアッセイ

が可能であり、また高い Z’ファクター値を示しており、安定したアッセイ系として化合物スク

リーニングに適していることが検証された。よって、FCM 法を基盤とした手法によって、PD-1/PD-

L1、PD-1/PD-L2、CTLA-4/CD80,CD86、LAG-3/MHC II、BTLA/HVEM、TIGIT/CD155、TIM-3/PtdSer の

免疫チェックポイント分子結合アッセイパネルを確立した。各アッセイ系を用いた化合物ライ

ブラリースクリーニングを実施したところ、PD-1/PD-L1 結合を阻害する１化合物と LAG-3/MHC 

II 結合を阻害する３化合物を見出した。いずれも選択的な阻害作用を有することを明らかとし

た。またバーチャルスクリーニングとの組合せによって、BTLA/HVEM 結合や TIGIT/CD155 結合を

阻害する化合物など３化合物のヒットを得た。これらヒット化合物については多面的な評価を

実施することによってリード化合物としての妥当性を検証する必要があるが、構築した結合ア

ッセイパネルとバーチャルスクリーニングの組み合わせによって、効率的に選択的な免疫チェ

ックポイント阻害化合物候補を同定可能であることを明らかとした。 

２）複合的機能を有する新規 PD-L1 阻害化合物のインシリコデザインと創製 

 PD-L1 に直接作用して PD-1 との

結合を阻害する化合物が複数報告

されている。本研究では既存 PD-L1

阻害化合物の中から細胞表面の

PD-L1 レベルを低下させる化合物

を見出した。低分子リガンドが PD-

L1 のインターナリゼーションを促

進している可能性があるため、細

胞障害性化合物であるSTLC誘導体

（3, 4）を PEG リンカーで連結し

た化合物をデザインした。つまり、

PD-L1/PD-1 相互作用を阻害するだ

けでなく、PD-L1 を介してがん細胞

内に取り込まれ細胞内で細胞障害

作用を発揮することが期待される

（Figure 3）。本研究では、PD-L1 リガンドに PEG リンカーを導入した化合物が、PD-L1 阻害活性

を保持することを結合アッセイとドッキングモデルによって検証した。また当該化合物による

チェックポイント分子結合阻害活性は PD-L1 選択的に阻害することを明らかとした。これらの

知見を活かして、異なる長さの PEG リンカー末端に細胞障害性化合物を連結した化合物を合成

した。その結果、これらの化合物は PD-L1/PD-1 結合阻害活性を示し、かつ PD-L1 を恒常的に発

現する Karpas-299 細胞に対して細胞増殖阻害を示すことを明らかとした（Figure 3）。今後更な

る構造最適化と作用機序解析が必要であるが、低分子をベースとした新たな機能性分子の創製

に繋がるものと期待される。 

３）細胞およびマウスモデルにおける評価と免疫学的解析 

研究代表者らが創製した YHO-1701 は STAT3 二量体化阻害作用を有する経口投与可能な低分子

化合物である。これまでにヒトがん細胞を免疫不全マウスに移植した xenograft モデルを用い

抗腫瘍活性と作用機序を報告してきた（5）。本研究では、ALK 阻害薬などチロシンキナーゼ阻害

薬との併用効果に加えて、CT26 細胞を移植した同種移植マウスモデルにおいて、YHO-1701 が抗

PD-1 抗体と併用効果を示すことを明らかとした。また当該併用効果は、各種免疫チェックポイ

ント阻害薬に対して耐性である CMS5a 細胞（6）に対しても有意な抗腫瘍活性を示した。そこで、

抗腫瘍活性を示す主な免疫細胞である T 細胞および NK 細胞の関与を調べたところ、CD8 陽性 T

細胞に加えて NK 細胞も関与することが示唆された。NK 細胞の細胞傷害活性は、IL-6 等により活

性化された STAT3 により抑制されるが、マウス NK 細胞に IL-6 を曝露させて活性を抑制した系



において、YHO-1701 はその抑制をキャンセルしたことから、当該併用効果には YHO-1701 の NK

細胞に対する直接的な作用が示された。また、がん細胞に対する作用と NK 細胞の細胞傷害活性

との関係について YHO-1701 は、マウスがん細胞の MHC クラスⅠ分子の発現抑制を示した。これ

らの結果から YHO-1701 の NK 細胞に対する作用機序は、腫瘍微小環境において NK 細胞とがん細

胞の双方向から高効率に NK 細胞の細胞傷害活性を上昇させるものと考えられた。さらにヒトが

ん細胞とヒト免疫細胞を用いて検討した結果、YHO-1701 が NKG2D リガンドである MICA の発現を

上昇させた。よって NK 細胞とがん細胞に対するこれらの作用が NK 細胞の傷害活性向上に繋が

っていると考えられる。また、T 細胞および NK 細胞以外の免疫細胞として、ヒト樹状細胞に注

目した実験系を確立し検証した。その結果、IL-10 曝露により成熟化を抑制したヒト樹状細胞に

対して、YHO-1701 はその成熟化抑制を阻害した。以上の結果から YHO-1701 は、STAT3 二量化阻

害を介して多面的に抗腫瘍免疫を誘導することによって PD-1/PD-L1 結合阻害薬との併用効果を

示すことが示唆された。 

以上、本研究では新たな免疫チェックポイント阻害化合物同定のための結合アッセイパネル

を構築し、バーチャルスクリーニングとの組合せによって、PD-L1、LAG-3 などを阻害するヒッ

ト化合物を発見した。また PD-L1 リガンドと細胞障害性化合物とのハイブリッド化合物をデザ

インし、PD-L1 高発現がん細胞株に対して強い細胞増殖阻害活性を示す新規化合物を創製した。

さらに研究代表者らが創製した STAT3 二量化阻害薬 YHO-1701 による抗腫瘍免疫誘導作用と抗腫

瘍効果を検証し、さらに抗 PD-1 抗体との優れた併用効果を明らかとした。これら創薬基盤研究

の成果は、低分子をベースにした新たな複合がん免療法開発の礎として期待される。 
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