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研究成果の概要（和文）：本研究は天然からの探索および分子デザインにより転移を抑制する低分子化合物を発見し、
培養細胞における転移抑制効果および作用機構を解析する。さらにマウス腹腔内転移を発光癌細胞のイメージングで評
価し、新しい方法で腹腔内転移を抑制することを目的とする。主な成果として１）生体イメージング法により、NF-kap
pa B 阻害剤DHMEQはマウスにおける胃癌の播種・転移を抑制することを示した。２）新規がん細胞遊走阻害剤migracin
を放線菌から発見した。３）２型糖尿病の経口医薬として広く使われるglybenclamideはヒト卵巣癌細胞の浸潤を抑制
することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Purpose of this project is to discover new metastasis inhibitors of low molecular 
weight from nature and by molecular design. Especially, peritoneal metastasis is very difficult to treat, 
and wetly to set up bio-imaging system of peritoneal metastasis to evaluate our metastasis inhibitors. Our
 main discoveries are the followings. 1) We previously discovered NF-kappa B inhibitor DHMEQ. DHMEQ was fo
und to inhibit peritoneal metastasis of highly invasive human gastric cancer cells in mice, in which metas
tasis was analyzed by bio-imaging. 2) We discovered novel cancer cell migration inhibitor migracin from a 
microorganism. This inhibitor inhibited migration of human breast carcinoma, fibrosarcoma, and lung carcin
oma cells without any cytotoxicity. 3) Glybenclamide is orally active, and widely used for the treatment o
f type-2 diabetes. In the course of our screening of cancer cell invasion inhibitors, we found that glyben
clamide inhibited ovarian cancer cell invasion mediated by PDGF-AA. 

研究分野：
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1. 研究開始当初の背景 

転移はがんの本質的な悪性形質であるが広

く臨床で使われる転移抑制薬の発見には至

っていない。そこで、副作用の少ない新し

い機構で働く抗がん剤、転移抑制剤が強く

求められている。研究代表者は、すでに多

くの低分子シグナル伝達阻害剤を発見、発

表している。研究室では常に、天然からの

スクリーニングと分子デザイン、得られた

阻害剤の作用機構解明、阻害剤を用いた病

態解析を行っている。 NF-κB 阻害剤

DHMEQ を発見し、その標的タンパク質の

同定し(J. Med. Chem. 51:5780-5788, 2008)、

多くの抗炎症・抗がん活性を示した。光学

活性の(-)-DHMEQは主に培養細胞の実験に

使われ、ラセミ体の DHMEQ は主に動物実

験に使われる。さらに、NF-κB を阻害する

天然物 9-methylstreptimidone から多くの誘

導体をデザイン・合成して、その中から合

成の容易な DTCM-glutarimide (DTCM-G)を

発見した (Bioorg. Med. Chem. Lett. 19: 

1726-1727, 2009)。一方、近年、がん細胞を

光るがん細胞にかえて、イメージングで観

察する技術が発展した。がん細胞を発光酵

素でラベルするバイオイメージングは in 

vivo でがんの進展と局在の情報が得られる

ことから、腹腔内転移の研究に好適であり、

分担研究者は測定系の構築ができている。

そして治療の対象として、胃がん、卵巣が

んなどにみられる腹腔内転移は最も制御が

難しい状況のである。 

 

２．研究の目的 

本研究では、イメージング技術を用いて、

がんの腹腔内転移抑制効果を解析すること

で薬剤有効性のスクリーニングを行う。腹

腔内転移は最も制御が難しい転移のひとつ

である。具体的には、すでに見出している

NF-κB阻害剤 DHMEQの腹腔内転移モデル

の抑制効果を調べる。代表者は微生物、植

物、およびケミカルライブラリーからの活

性物質スクリーニングも行っており、これ

らのサンプルは単純化した in vitro浸潤アッ

セイから入って、新規転移抑制物質を見出

す。このように、分子デザインおよび天然

からのスクリーニングで転移を抑制する新

しいシードを見出し、バイオイメージング

と組み合わせることで、腹腔内がん転移を

抑制する活性物質の発見を可能にする。本

プロジェクトの特徴は、新しい転移抑制物

質が得られ、開発にもつなげられる点であ

る。予想される結果と意義として、新しい

転移抑制剤が得られることで、転移抑制に

よる副作用の少ない抗がん剤は強く求めら

れているので、致死性の高い多くのスキル

ス胃がんや卵巣がんなど腹腔内転移を伴う

難治性がん患者に還元できる。 

 

３．研究の方法 

（１）転移阻害物質のスクリーニング：

NF-κB阻害剤 DHMEQに浸潤・転移阻害活

性があるため、NF-κB 阻害剤の微生物、植

物からのスクリーニングを続ける。さらに、

遊走阻害物質の探索系を構築し、がん細胞

の遊走阻害物質を微生物、植物からスクリ

ーニングする。 

 

（２）がん細胞の遊走とマトリゲル浸潤ア

ッセイ：悪性度の高いがん細胞を用い、比

較的簡単な in vitro転移評価系である遊走能

を wound healing assayで評価する。次に細

胞浸潤能は Matrigel invasion assayを用いて
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評価する。 

 

（３）発光細胞の作成：発光がん細胞の作

製として、胃がん細胞、膵がん細胞、卵巣

がん細胞に分泌型ルシフェラーゼ（ウミホ

タルルシフェラーゼ）遺伝子を導入する。

このプローブをがん細胞に導入し、プロー

ブの細胞レベルでの有効性を in vitroにて確

認する。in vivo使用に必要な反応（十分な

シグナル強度）が得られるよう、この時点

でプローブの修飾をする。十分機能的なプ

ローブと確認された後に、細胞に安定導入

する。 

 

４．研究成果 

 

（１）2型糖尿病薬 glybenclamideによる卵

巣がん細胞の浸潤抑制と作用機構： 

がん細胞の遊走害物質を微生物からスクリ

ーニングしたところ、既知物質の paxilline

が得られた。paxilline は Ca+依存型 K+チャ

ネルを阻害することに注目して、より毒性

の少ない ATP 依存型 K+チャネルブロッカ

ーglybenclamide に注目した。glybenclamide

はヒト卵巣がん細胞 ES-2 細胞において遊

走および浸潤を抑制した。ES-2細胞におい

て ATP 依存型 K+チャネル pore 部分のサブ

ユニットのKir6.2および sulfonylurea受容体

SUR2Bの発現が確認された。作用機構とし

て、PDGF-AAの分泌低下関与していること

がわかった。経口投与可能で毒性の非常に

少ない ATP 依存型 K+チャネルを阻害する

glybenclamide が顕著な浸潤抑制効果を示し

たので、転移抑制剤として利用できる可能

性が示唆された。（雑誌論文 5） 

 

図 1 卵巣がん細胞の浸潤を阻害する

paxillineと glybenclamide。 

 

 

（２）放線菌由来新規がん細胞遊走阻害物

質 migracin の単離と卵巣がん細胞浸潤の抑

制： 

がん細胞の遊走・浸潤を抑制する低分子化

合物は新しい転移抑制剤として有用と考え

られる。そこで、私たちは wound healing 

assay を用いて乳がん MDA-MB-231 細胞の

遊走を測定し、探索系を構築した。そして

阻害物質を微生物株培養液から探索した。

その結果、放線菌由来の 2 つの新規化合物

を発見し、migracin Aおよび Bと命名した。

migracin Aおよび BはMDA-MB-231細胞の

ほか、肺腺がん A549細胞、線維肉腫 HT1080

細胞においても遊走を阻害した。migracin A

と Bは同等の阻害活性を示した。（雑誌論文

2）次に卵巣がん細胞 ES-2における migracin 

Aの遊走や浸潤の抑制を調べた。migracin A

は 30 µg/mlまで細胞毒性を示さず、それよ

りずっと低い濃度で ES-2 細胞の遊走と浸

潤を抑制した。以上の結果から migracin は

転移を抑制する新しい医薬の候補として可

能性がある。 
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図 2 新規がん細胞遊走阻害剤 migracin A & 

B。 

 

（３）新規 epoxide-free (-)-DHMEQ 誘導体

の分子デザイン・合成と生物活性： 

私たちは特異性が高い NF-κB阻害剤として

epoxyquinomicinの構造をもとに(-)-DHMEQ

をデザイン・合成した。(-)-DHMEQは NF-κB

構成因子の p65や RelBの特異的 cysteineに

共有結合して DNA結合能を消失させる。一

方、(-)-DHMEQは構造に cysteine 結合部位

である epoxide を有している。epoxide は反

応性が高く、安定性を低下させると考えら

れるので epoxide のない(-)-DHMEQ 誘導体

のExo-ene EQを分子デザインして合成した。

マクロファージ様マウス RAW264.7 細胞に

おいて Exo-ene EQ は(-)-DHMEQ と同等の

濃度で LPSに誘導される炎症因子の発現と

分泌を抑制した。がん細胞の Matrigel 浸潤

も抑制することがわかった。Exo-ene EQは

(-)-DHMEQより合成が容易であり、がん細

胞の浸潤も抑制し、新しいがん分子標的医

薬の候補として可能性がある。 

 

（４）NF-κB阻害剤(-)-DHMEQの新しい阻

害機構の解明： 

近年、noncanonical経路がリンパ腫や固形が

ん に 関 与 す る と 報 告 さ れ た の で 、

(-)-DHMEQによる noncanonical NF-κB抑制

の詳細な機構の解析を行った。必要な DNA

を導入した HeLa 細胞を用いた研究の結果

から、(-)-DHMEQ は RelB と p52 を不安定

化すること、(-)-DHMEQ が結合した RelB

は核移行に重要な importin との親和性が低

下することがわかった（雑誌論文 4）。これ

らの結果から、(-)-DHMEQ は noncanonical 

NF-κB が活性化している疾患に対する有用

と考えられる。 

 

（５）(-)-DHMEQによるがん細胞の接着の

抑制と galectin-3-binding proteinの役割の解

明： 

galectin-3-binding protein (G3BP)は多くのが

ん細胞に発現がみられ、悪性化に関与する

と考えられているが、役割はわかっていな

い。 (-)-DHMEQ を用いた実験結果から

NF-κB に発現が促進される G3BP はフィブ

ロネクチンとの結合を増加させ、浸潤・転

移を促進させることが示唆された。（雑誌

論文 6） 

 

（６）DHMEQによる発光がん細胞の in vivo

腹腔内転移モデルの抑制 

膵がん AsPC-1 細胞に luciferase を導入した

AsPC-1-Gluc細胞を調製して、腹腔内転移モ

デルを作成した。DHMEQ は恒常的に活性

化された NF-κBを阻害し、アポトーシス阻

害因子 IAP-1 の発現を減少させた。さらに

足場依存性のアポトーシスであるアノイキ

スを誘導した。アノイキス耐性は転移能の

獲得につながる。さらに発光 AsPC-1細胞を

腹腔内に撒き、DHMEQ を腹腔内投与した

ところ、がん細胞の顕著な減少と転移モデ

Migracin A : R1 = H, R2 = OEt 
Migracin B: R1 = OEt, R2 = H �
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ルの抑制がみられた。（雑誌論文 1、図 3） 

 

図 3 発光膵がん AsPC-1 細胞の腹腔内転移

モデルと DHMEQ 腹腔内投与による抑制。

（雑誌論文 1） 

バイオイメージングにより、胃がん細胞の

腹腔内転移が、がん細胞を DHMEQ 処理す

ることで顕著に抑制されることがわかった。

胃がん細胞 NUGC4に luciferaseを導入し、

発光細胞 44As3Lucを調製した。NUGC4お

よび 44As3Luc 細胞は比較的高い NF-κB 活

性を恒常的に有しており、いずれも

DHMEQ に阻害された。DHMEQ 処理する

と、腹腔基底膜の構成成分 ECMでコートし

たプレートへの接着能が減少した。さらに

DHMEQ処理した細胞は vehicle処理細胞よ

りも顕著に腹腔内への局在、接着が減少し

た（雑誌論文 8、図 4）。DHMEQ処理細胞

群にはマウスの延命効果もみられた。 

図 4 発光胃がん NUGC4細胞の DHMEQ前

処理による腹腔内転移抑制。（雑誌論文 8） 

（７）DTCM-G によるがん細胞浸潤の抑制

と機構解析： 

DTCM-G は転移能が高いマウス悪性黒色腫

細胞 B16-F10 の Matrigel 浸潤を強く抑制し

た。作用機構を調べたところ、MMP-1, 

MMP-2, MMP-9の発現を阻害していること

がわかった。さらに DTCM-Gは p53および

Baxの発現を増強させ、逆に MDM2および

Bcl-xL の発現を減少させ、アポトーシスよ

りアノイキスが強く誘導されていることが

わかった。DTCM-G の作用機構として、直

接的な NF-κB阻害剤ではないこと、長時間

処理では NF-κBを阻害することを見出した。

Akt-IKKの阻害を介しての NF-κB阻害が示

唆された。（雑誌論文 3,7） 
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