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研究成果の概要（和文）：本研究では、がん細胞の増殖や浸潤・転移を促進を誘導する病的血管

新生を抑制する血管新生阻害剤の開発とその作用機序の解明を行った。低酸素条件下で 

GN26361 化合物は HSP60 を阻害することより低酸素誘導因子の発見を低下し血管新生誘導因子

の産生を抑制することが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：In this research, we developed HIF inhibitors as anti-angiogenic 
agents and clarified the mechanism of action. We found that compound GN26361 suppressed 
HIF-1D protein level via inhibition of HSP60 under hypoxic conditions. 
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１．研究開始当初の背景 
血管新生とは、既存の血管から新たな血管が
形成する現象であり、傷と骨折の修復や女性
の月経周期の場合に生理的血管新生が誘導
される。一方、固形腫瘍、慢性関節リウマチ、
糖尿病性網膜症や乾癬など多くの疾患にお
いて病的血管新生が疾患の悪性化を進行す
る。病的血管新生の分子機構について様々な
血管誘導因子が関与することが明らかにな
っており、特に血管内皮増殖因子(VEGF、
vascular endothelial growth factor) が最
も重要な役割を果たしていることが報告さ
れている。VEGF は、Ferrara らによって発見

され(Science、246、1306-9、1989)、血管内
皮細胞の分裂や遊走、血管透過性の亢進など
の作用を示すことが明らかになり、様々な疾
患の治療標的分子である。さらに、VEGF の発
現には増殖因子やサイトカイン、ケミカルメ
ディエーターが関与しており、近年低酸素に
よるVEGF発現亢進が注目されている。特に、
固形腫瘍内の化学療法や放射線治療に抵抗
性を示す低酸素領域では低酸素応答を制御
する重要な転写因子である低酸素誘導因子
(HIF、hypoxia-inducible factor)が発現し 
VEGF を誘導することが報告されている。通
常状態（酸素濃度 20%）では、酸素依存的に
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活性化する酵素であるプロリン水酸化酵素
（PHD、Prolyl hydroxylase）により HIF-1D 
の特定のプロリン残基（P402 と P564）が水
酸化され、ユビキチンリガーゼ E3 の一つの
サブユニットである VHL が結合し、ユビキチ
ン/プロテアソーム経路によって分解される。
一方、酸素濃度が低下すると（低酸素状態)、
PHD の酵素活性が低下され、HIF-1 Dは分解さ
れず、核内に移行し低酸素応答配列（HRE、
hypoxia response element）依存性の遺伝子
である VEGF、赤血球造血を亢進するエリスロ
ポエチンやグルコース輸送にかかわるグル
コーストランスポーターなどを発現する。こ
のような経路によりがん細胞から産生され
た VEGF を標的とした病的血管新生の抑制剤
として、現在ヒト化モノクローナル抗体ベバ
シズマブ（アバスチン™）が大腸がんや肺が
ん、乳がんなどの治療に用いられている。 
 
２．研究の目的 
固形腫瘍内の低酸素領域において低酸素誘
導因子 HIF は、血管内皮増殖因子 VEGF など
の血管誘導因子の発現を亢進することによ
り病的血管新生を誘導する。このような経路
を介してがん細胞の増殖や浸潤・転移を促進
することからHIFはがん治療の標的分子とし
て最近注目されているが、選択的な阻害剤の
報告はまだ数少ない。そこで研究は、病的血
管新生抑制を指向したHIF阻害作用を示す新
規低分子化合物の開発と、ケミカルバイオロ
ジー的手法を用いて阻害剤の標的分子同定
及び作用機序を明らかにすることを目的と
した本研究を行った。 
 
３．研究の方法 
アントラニルアミド及びアリールオキシフ
ェニルアセトアミド誘導体の合成と HRE-ル
シフェラーゼ安定発現細胞（HeLa 及び
HCT116）を用いたレポータージーンアッセイ
法にて低酸素条件下HIF阻害活性の評価を行
うことで構造活性相関を解析した。細胞内の
HIF-1DとVEGFを含む各種タンパクやmRNAの

発現レベルに対する化合物の作用について
解析した。さらに、阻害剤の作用機序を明ら
かにするため、フォトアフィニティラベリン
グ、クリックケミストリーあるいはビオチン
を修飾した阻害剤プローブ(Scheme 1)を用い
てケミカルバイオロジー的手法により標的
分子の同定を行った。さらに、標的分子に対
して高いアフィニティーを示す化合物の設
計・合成と活性評価を行うことで、より強い
HIF-1D阻害剤を開発した。 
 
４．研究成果 
(1) アントラニルアミド及びアリールオキ
シフェニルアセトアミド誘導体の合成と HIF
阻害活性の評価 
100 種類のアントラニルアミド及びアリール
オキシフェニルアセトアミド化合物の
HIF-1D転写活性を5HRE-Luciferase-pGLプラ
スミドを安定発現させたヒト子宮がん細胞
株 HeLa を用いてレポーターアッセイにてス
クリーニングした結果、多数の化合物が低酸
素による HIF-1D活性化抑制作用を示すこと
を見出した。そこで、HIF-1D活性化抑制の構
造活性相関を解析するため、アントラニルア
ミド及びアリールオキシフェニルアセトア
ミド化合物の誘導体を合成した。 
 
(2) ケミカルバイオロジー的手法による標
的蛋白質の同定及び作用機序の解析 
HIF 阻害活性を示す化合物の作用機序を明ら
かにする目的として、標的タンパクの同定に
有効な手法であるフォトアフィニティラベ
ル法とクリックケミストリー法を用いた。 
プローブは光反応により標的タンパクと共
有結合を形成する光反応性官能基ベンゾフ
ェノンを修飾した。さらに、末端にアセチレ
ンを修飾したプローブは、アジド含有蛍光剤
と銅を触媒とするクリックケミストリーラ
イゲーション法を用いて結合可能である
(Figure 1)。 

 
このようなプローブと反応させた細胞ライ
ゼートをポリアクリルアミド電気泳動を行
い、蛍光イメージングシステムにて化合物と
共有結合した蛋白質を可視化し、ゲル内トリ
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Figure 1. Design of GN26361 probes and HIF inhibitory activity

Scheme 1. Design of probe for photoaffinity labeling and click reaction 



 

 

プシン消化法で断片化した(Figure 2)。ゲル
から抽出されたペプチドを液体クロマトグ
ラフィー連結質量分析装置（LC/ESI-TOF-MS）
を用いてペプチドマスフィンガープリンテ
ィング法 (PMF) により解析した結果、標的
分子である HSP60 の同定に成功した。 

 
また、プローブとリコンビナント HSP60 の結
合は GN26361 によって抑制された。さらに、
既知 HSP60阻害剤である ETB は GN26361 と同
様に HIF-1Dレベルを抑制し、HIF 転写活性を
阻害した。以上のことから GN26361 の HIF-1
阻害作用機序を明らかになり、HSP60 は HIF
阻害剤開発の新たなターゲットになると思
われる。 
 
(3) VEGFR 阻害剤 AAL993 による HIF活性化抑
制 
既知VEGFR阻害剤であるアントラニルアミド
AAL993によるHIF活性化抑制作用及びその作
用機序について解析した。ヒト子宮がん細胞
HeLa を低酸素条件下で培養後、細胞内各種蛋
白のレベルをWestern blot法により、HIF-1 D 
及び VEGF mRNA レベルを RT-PCR 法により検
出した。また、HIF の転写活性は HRE-Luc を
安定発現させた HEK293 細胞を用いてレポー
ターアッセイにより、培養液上清中の VEGF
の量を ELISA 法により測定した。さらに、
HIF-1 D の細胞内局在を蛍光免疫染色法によ
り解析した。低酸素条件下で ALL993 は
HIF-1 D レベルの亢進を濃度依存的に抑制し
た。また、AAL993 は低酸素による HIF の転写
活性化を阻害し(IC50; 6.53 PM)、VEGF 産生
を抑制した(IC50; 4.17 PM)。さらに、AAL993
は低酸素による HIF-1 D の分解経路を影響
せずにHIF-1 DのmRNAレベルを低下すること
により HIF-1 Dの発現を抑制した。このよう
な AAL993 の HIF-1 Dの発現抑制作用には ERK
の活性化抑制が大きく関与しており、VEGFR
の非依存的な作用であることが分かった。こ
れらの結果から、AAL993 は VEGFR の阻害作用
だけではなく、低酸素による HIF-1Dの活性化
経路を抑制することにより血管新生を抑制
する作用があることが示唆された。 
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Figure 2. Fluorescence imaging of target protein bound to probe
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