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研究成果の概要（和文）：Metチロシンキナーゼは多機能性のシグナルを伝達し、腫瘍の増殖、浸潤、血管新生を増強
する。また、臨床癌の予後不良に関わる。それゆえ、分子標的治療の格好の対象と考えられる。我々はCOSMOS法という
新規分子設計法を独自に開発し、Met阻害剤の設計を試みた。その主要戦略は、同類のチロシンキナーゼ分子であるBcr
-Ablの315番目アミノ酸変異型との3次構造の類似性を基盤とするものである。設計薬剤のうち特に2剤が有効なMet阻害
活性を示し、リード化合物候補となった。また、我々はMetキナゼー活性を阻害するオリゴペプチドも見出した。以上
の結果は、Met阻害剤開発戦略についての新たな情報を提供する。

研究成果の概要（英文）：Met tyrosine kinase transduces multifunctional signals that enhance tumor progress
ion, invasion, and angiogenesis. Also Met correlates well with poor prognosis in clinical cancers. Therefo
re, Met is considered to be a suitable molecule for targeting therapy. Introducing our new strategy named 
COSMOS (Conversion to Small Molecules through Optimized-Peptides Strategy), we have designed candidate mol
ecules for Met inhibitors. Main strategic concept of the drug design for Met was based on its similarity t
o the tertiary structure of T315I-mutated type Bcr-Abl. Among various molecules tested, two compounds inhi
bited Met kinase activity most effectively, thereby showing the possibility of becoming candidate lead com
pounds. We also developed oligopeptides that can bind Met kinase and effectively inhibits its activity. Th
ese results provide information about a new strategy for developing small molecule inhibitors for Met.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)分子標的対象としてのMetの位置づけ 

Metは細胞膜に存在する受容体型チロシン

キナーゼであり、そのリガンドであるHGF 
(肝細胞増殖因子)のシグナルを経膜的に細胞

内に伝達する役割を担っている。 
HGF-Met 系は個体発生に必須のシグナルと

して働く一方、その機能亢進は腫瘍の増殖や
浸潤性を増強する。また、HGF-Met シグナル
は下流経路を活性化して細胞死の回避に関わ
るほか、原発巣からの遊走、転移/定着、転移
巣での血管新生等など、癌の発育進展に重要
な全てのステップに関与するマスター的なシ
グナル伝達系である。 
臨床例によるMet及びHGF発現の解析では、

HGF-Met 系は一部の血液系腫瘍を除きほぼ全
ての癌種で高発現している。また、多くの癌
種で Met 発現が癌の悪性度や予後不良と相関
関係にある。したがって、癌の発育進展にお
ける Met 発現の意義は大きく、新たな癌治療
法及び制癌剤開発の極めて重要な標的分子と
なっている。 
 
(2)Met 標的治療の着想 

HGF-Met 系を特異的に阻害する方法として、

Met への HGF 結合阻害（NK4 や抗 HGF 中和

抗体）、Met の二量体化阻害（ドミナントネガ

ティブやデコイ）、Met mRNA に対するリボザ

イム、Met mRNA をターゲットとした RNAi、
Met チロシンキナーゼを標的とした低分子化

合物、などの試みがある。このうち、デコイ

については我々がその有用性を指摘したほか、

Met RNAi 技術については我々が米国特許を

取得している(US 7,872,117 B2; Jan. 18, 2011)。
しかし、このような遺伝子工学的手技は実験

上優れた抗腫瘍効果を示すが分子送達の観点

からは効率が悪く、臨床的治療への導入に高

いハードルが待ち受けている。 
一方、イマチニブ(グリベック®)の成功に

みられるように、低分子チロシンキナーゼ阻
害剤の開発は臨床応用への可能性が高い。こ
れまで抗腫瘍薬剤は、ハイスループット系に
より膨大な化合物ライブラリーから試行錯誤
的に探索されてきた。しかし、この方法は選
定段階で非効率的であるのみならず、阻害低
分子化合物の最適化の面においても有効性に
乏しい。我々はこれらの問題点を克服し、『タ
ンパク質分子の活性/抑制ホットスポットに
対する最適結合ペプチドをコンピュータデザ
インし、その結合立体配座を基に低分子化合
物への変換設計を行い、それを自動最適化す
る』という創薬方法論を立て、それを実装す
る新規分子設計手法（Conversion to Small 
Molecules through Optimized-peptides Strategy : 
COSMOS 法）を開発した（特願 2002-188806、
PCT/JP03/11237）。これにより、立体構造をベ
ースとした理論創薬が可能となった。 

従来型の阻害剤は殆どが ATP 結合部位に結
合し、特異性の面で他のキナーゼと交差反応

性が問題となる。我々はこの点も克服し、Met
のキナーゼドメインを分子標的とした新規制
癌剤の母核構造のスクリーニングを終えた。 
 
２．研究の目的 
我々はこれまでに、細胞増殖や細胞死に関

わる遺伝子の機能解析を行ってきており、特
に Met については種々の方法で活性/抑制評
価が可能である。また、分子標的薬開発法の
妥当性評価も行い、COSMOS 法などの新規薬
剤設計手法も手にしている。これらの技術的
背景をもとに、癌発育進展の重要な鍵を握る
癌遺伝子である Met の生物活性についての研
究を行い、イマチニブとの構造比較から Met
を標的とした新規分子標的薬の候補デザイン
を見出した。そこで、本研究では、(1)この候
補デザインをもとに Met を標的とする優れた
低分子標的薬の最適化分子設計を行い、生物
活性を確認することにより、手法としての本
方法論の有効性・普遍性を検証するとともに、
臨床応用に向けた薬剤開発の可能性を探るこ
とを目的とする。また、(2)Met を標的とする
分子標的薬と腫瘍細胞との生物学的な関係性
(特に薬剤感受性)についても、腫瘍細胞側の
特性を主眼として検索することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)Met を標的とする低分子標的薬の設計 
 慢性骨髄性白血病の治療薬として知られる
イマチニブは、Bcr-Abl キナーゼを特異的に阻
害し癌化シグナルの伝達を抑制する。その阻
害機序は、イマチニブが Bcr-Abl の不活性型
に強く結合することに起因する。このことか
ら、特異的なキナーゼ阻害剤の設計において
は、ATP 結合部位のみを対象とするのではな
く、不活性型分子構造に存在する特異的なキ
ャビティーも有効な標的となり得る。これま
でに報告された Met チロシンキナーゼ阻害
剤は、いずれも ATP 結合部位を標的としたも
のであり、特異性の問題が懸念される。高い
特異性を得るためには、Bcr-Abl の場合と同様、
不活性型を対象とした阻害剤設計が有効であ
ると考えられる。 
 
①Met キナーゼ 不活性型の分子モデリング 

Met阻害剤設計の戦略として不活性型の分

子モデリングが利点を持つ理由として、1)イ

マチニブ結合部位におけるアミノ酸配列の

類似性、2)Bcr-Ablの3つの不活性型の存在、

3)Bcr-Abl阻害剤R66のMet阻害活性、の3点が

挙げられる。この中でも特にアミノ酸配列の

類似性は、本分子モデリングの基盤となる知

見である（図1）。 
本研究では、Bcr-Ablの不活性型結晶構造

（図2）を鋳型としたMet不活性型のホモロジ

ーモデリングを実施した。これによって、構

造に基づいた視覚的スクリーニング及び薬剤

設計を行い、Met特異的阻害剤の分子設計を実

施するための基盤の確立を目指した。 



 
図1 FGFRK, IRK, Abl, Metのアミノ酸配列

の類似性：赤枠は各キナーゼでアミノ酸配列

が保持されている部分、緑枠はAblのイマチ

ニブ耐性に関わる部分 

 
図2 Bcr-Abl不活性型の結晶構造 

 
視覚的スクリーニングでは、通常、ドッキ

ングスタディを用いて結合親和性及び結合様

式の評価を実施する。このとき、標的タンパ

ク質をリジッド、低分子をフレキシブルとし

て取り扱うことが一般的である。しかし、生

体内では低分子の結合に伴う標的タンパク質

の構造変化が考えられることから、ドッキン

グスタディの精度向上には柔軟性の考慮が必

須である。そこで本研究では、分子ダイナミ

クスを用いて標的タンパク質に柔軟性を取り

入れたサンプリング法を開発し、不活性型の

ホモロジーモデルに柔軟性を導入した。 
 
②Metキナーゼ特異的阻害剤の分子設計 

ホットスポット・フィルタリング法を開発

することにより、Met チロシンキナーゼの不

活性型に対し特異的な阻害剤の設計を実施し

た。本法では、まず Met 不活性型に結合親和

性の高い最適ペプチドをアミノ酸部位フィッ

トネス法(APF 法 )により設計した (特開

2004-81178)。次いで、設計した最適ペプチド

と Met 不活性型との複合体構造を用いてホッ

トスポットを同定した。これまでの研究から、

ホットスポットはリガンドとの結合に最も重

要なアミノ酸の小規模な集まり(クラスター)

であり、この領域との相互作用は、結合力の

強い小分子の同定に重要な要因と考えられて

いる。そこで、ホットスポットと低分子との

結合パターンをヒット化合物の選別条件とし

て利用した。 
 
③Met キナーゼ特異的阻害剤の結合親和性の評価 

上記の方法により設計されたMetチロシン

キナーゼ特異的阻害剤の活性につき、リコン

ビナントMet キナーゼを用いたキナーゼア

ッセイにより評価した。この結果をもとに、

予測値と実測値の相関性及び定量的構造活性

相関解析を行うことによって、Metキナーゼ特

異的阻害剤設計における最適化に反映させた。 
 
(2) Met を標的とする分子標的薬と腫瘍細胞
との生物学的な関係性の解析 
 HGF を強制発現させたマウスモデルを用い
て肝細胞癌を発癌させ、その分子標的阻害剤
に対する感受性を評価した。また、分子標的
阻害剤に対する感受性を決める因子として、
腫瘍細胞に起きる遺伝子変化、染色体変化を
調べた。 
 
①HGF 過剰発現マウスに発癌した肝細胞癌の
染色体解析並びに遺伝子発現の検索 
 HGF 過剰発現マウスで肝肥大が起きること
を確認した後、FISH 法によりマウスに発癌し
た肝細胞癌の染色体解析を行った。また、マ
イクロアレイにより肝細胞癌組織と正常肝組
織を 60遺伝子について比較した。さらに、最
も顕著な発現の差異があった遺伝子 20 個に
ついて調べた。また、生存期間が長い腫瘍と
短い腫瘍について、HGF 過剰発現マウスと
Myc-Tgfαマウス（ヒトの肝細胞癌の遺伝子変
化に最も近いと言われるマウスモデル）とで
遺伝子発現の際について検討した。 
 
②移植腫瘍に対する分子標的薬の有効性に関
する評価 
 マウス皮下に肝細胞癌を移植し、病理学的
検索を行うとともに、分子標的薬の有効性に
ついて調べた。分子標的薬には、ソラフェニ
ブ（VEGF 受容体を阻害し血管新生を阻止す
る薬剤）、SGX523（Met 特異的阻害剤）、もし
くはその組み合わせを用いた。 
 
③HGF 自己分泌と Met 遺伝子増幅に関する検討 
 8 株の培養肝細胞癌について Met 及び HGF
の発現を調べ、これらの発現と分子標的阻害
剤に対する感受性との関係についてマウスへ
の腫瘍皮下移植系を用いて検討した。抗腫瘍
効果を持つ分子標的薬として、INC280（Met
特異的阻害剤）、エルロチニブ（EGFR 阻害剤）
もしくはそれらの組み合わせを用いた。さら
に、Met 阻害剤にのみ強い感受性を示す腫瘍
につき FISH による染色体検査を行い、遺伝子
増幅の有無を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) Met キナーゼ阻害剤の設計 
 図 1 に示したとおり、Bcr-Abl と Met は共通
のアミノ酸配列を持ちキナーゼドメインの立
体構造として類似部分が存在する。Bcr-Abl



に結合してキナーゼ阻害活性を示すイマチニ
ブは、図 3 左に示す如くその結合ポケットに
うまく嵌るよう設計されているが、315 番目
のアミノ酸がスレオニンからイソロイシンに
変わる変異(T315I)を起こすと、イソロイシン
部分の立体構造上の突出により結合ポケット
に収まりきれなくなり阻害活性を失う。一方、
Bcr-Ablの 315番目のスレオニンに相当するア
ミノ酸は Met ではロイシンであり、立体構造
上 T315I 変異型 Bcr-Abl の結合ポケットの構
造に類似している。この情報をもとに Met キ
ナーゼの結合ポケットに親和性を持つ低分子
を設計し複数の薬剤を合成した。それらから
生物学的に Met 阻害活性を持つ低分子薬剤候
補として＃597 を得た(図 3右)。 

 
図 3 左：Bcr-Abl のイマチニブ結合ポケット

と T315I 変異による結合阻害、右：T315I 変異

型 Bcr-Abl の結合ポケットに親和性を持つ薬

剤の設計、ここでは一候補として＃597 を示す。 
 

図 4に示す如く、薬剤＃597は細胞増殖阻害、
HGF によって誘導されるスキャタリングの阻
害、膜 Met 分子のリン酸化阻害などの生物学
的活性を示した。しかしながら、リコンビナ
ント Met キナーゼドメインを用いたキナーゼ
阻害アッセイによる計測では有効な IC50 
(50％阻害活性を有する薬剤濃度)が得られな
かったことから、再度薬剤設計をやり直すこ
ととした。薬剤再設計に当たっては既知の低
分子 Met 阻害剤を複数入手し、Met キナーゼ
阻害アッセイの結果(図 5)と薬剤構造との相
関を検討し直した。 

 
図 4 薬剤＃597 の生物学的 Met 阻害効果 

 
以上のような経過を経て、Met キナーゼ活

性を有効に阻害する薬剤を複数得た(図 6)。
特に、R360473 と STK801964 は IC50が 30µM
程度であるが、量依存的に明確な抑制活性を
示すことから、低分子 Met 阻害剤の有効なリ
ード化合物に繋げることが期待できる。 

図 5 既知の Met 阻害剤の阻害活性 
 

 
図 6 有効な Met キナーゼ阻害活性を示す低
分子薬剤の例 
 
 このような低分子 Met 阻害剤の開発の一方
で、我々は 15mer のオリゴペプチドが Met キ
ナーゼ阻害活性を持つことを見出した(図 7)。
この 15mer をさらに細かく分けて Met 阻害活
性を有する部分の探索を行ったところ、3～8
番目のペプチド(PepV3-8)に最も高い Met キナ
ーゼ阻害効果があることがわかった。 

 
図 7 Met キナーゼ阻害活性を有するオリゴペプチド  
 
 さらに最近の結果では、低分子 Met 阻害剤
と PepV3-8 が相互作用を有することを発見し
ており、現在そのメカニズムの解析を行って
いるところである。 
 
(2)Metキナーゼ阻害剤の有効性 
 HGF 過剰発現マウスでは肝臓の腫大がみら
れ、中間値 42 週で肝細胞癌を発癌した。一方、
B 型肝炎の HBs 抗原による発癌モデルでは発
癌に 70 週以上を要し、HGF が肝細胞癌発育
の大きな促進因子になることが分かった。こ
のような肝細胞癌は血管に富む組織像であり、
癌細胞の染色体解析では多くの例で mHGF 遺
伝子のコピー数増加がみられた(図 8)。 
8匹の HGF 過剰発現マウスにおいて発癌し

た肝細胞癌と同数の野生型マウスの肝臓の遺
伝子をマイクロアレイにより比較し、遺伝子
発現の差が最も顕著な 20 遺伝子まで絞り込



みをしたところ(図 9)、Lee らが 2004 年に
Nature Genetics に報告した肝癌での遺伝子変
化と類似するものであった。 

 
図 8 HGF 過剰発現マウスに発癌した肝細胞
癌での mHGF 遺伝子のコピー数増加 
 

 
図 9 肝細胞癌と正常肝組織で発現の差が最

も顕著な上位 20 遺伝子 
 
これらは、肝細胞癌モデルである 7 種の遺

伝子組み換えマウスや実際のヒトの肝細胞癌

での遺伝子発現変化と類似するものであるが、

現在のところヒト肝細胞癌の遺伝子発現変化

に最も近いマウスモデルが Myc-Tgfαマウス

であることから、我々は HGF 過剰発現マウス

と Myc-Tgfαマウスの比較を試みた。ヒト肝細

胞癌のうち生命予後の不良なもの(グループ

A)と比較的良好なもの(グループ B)との 2 つ

のクラスターに分けて、マウス肝細胞癌とヒ

ト肝細胞癌の類似性を検討した(図 10)。その

結果、我々のモデルは Myc-Tgfαマウスと類似

した傾向を示し、ヒト肝細胞癌の予後とも相

関する遺伝子モデルとなることが示された。 

 
図 10 HGF 過剰発現マウス及び Myc-Tgfαマ
ウスモデルにおける遺伝子発現と HB 陽性ヒ

ト肝細胞癌との比較 

このような HGF の発現増強によって発癌

した肝細胞癌の分子標的治療薬への感受性を

見るため、マウス皮下に肝細胞癌を移植し、

マイクロアレイで有意な所見がみられた

VEGF/HGF の受容体を標的とするソラフェニ

ブ及び SGX523 の治療効果を判定した。ソラ

フェニブは用量依存的に腫瘍の増殖を有効に

抑制したが、SGX523 と併用しても顕著な抗

腫瘍効果の増強は認められなかった(図 11)。 

  
図 11 血管に富む肝細胞癌とソラフェニブ

(VEGF 受容体阻害剤)の有効性 
 
 次いで、ヒト肝細胞癌に対する分子標的治

療薬の効果をHGF及びMet発現の観点から検

討した。事前のスクリーニングにより、JHH4
や JHH5 などの肝細胞癌株は HGF の産生が見

られるとともに Met のリン酸化が亢進してお

り、HGF の自己分泌による Met の活性化が起

きているものと考えられた。このうち、JHH5
特に HGF の自己分泌が顕著であり(図 12 左

上)、このような癌細胞は Met 特異的阻害剤

INC280に対する強い感受性を示した(図 12右

上)。 

 

 
図 12 ヒト肝細胞癌の HGF 及び Met 発現と

分子標的治療薬への感受性 



一方、MHCC97H はリガンド非依存性の強

い Met 活性化が起きている細胞株で、INC280
に強い感受性を示すとともに、Met 遺伝子の

増幅が起きていることが分かった(図 12 下半

分)。 

 以上のことから、肝細胞癌における HGF の

自己分泌による Met 活性化や Met 遺伝子の増

幅は、Met 分子標的治療薬の感受性指標とな

ることが分かった。 
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