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研究成果の概要（和文）：ヒトアスパラギン合成酵素（hAS）は、急性リンパ性白血病のアスパラギナーゼ療法におい
て、再発や薬剤耐性を引き起こす原因酵素として注目されている。本研究は、hASを特異的に阻害することで、薬剤耐
性を獲得した急性リンパ性白血病細胞に対して有効な新しい化学療法剤を開発することを目的としたものである。hAS
の反応機構にもとづき、その遷移状態アナログとなるN-adenosylsulfoximine およびその誘導体を合成した。その結果
、hASを時間依存的に強力に阻害する化合物を得ることに成功し (Ki* = 7.6 nM)、アスパラギナーゼ耐性の白血病細胞
に細胞死を引き起こすことを、世界で初めて示した。

研究成果の概要（英文）：Human asparagine synthetase (hAS) is responsible for leukemia cells to acquire a r
esistant phenotype for asparaginase, a currently well-adopted chemotherapy to treat acute lymphoblastic le
ukemia (ALL). The purpose of this study is to design, synthesis and evaluation of novel and potent inhibit
ors of hAS for developing a new drug lead for asparaginase-resistant leukemia. According to the catalytic 
mechanism of hAS, we have developed a series of N-adenosylsulfoximines as transition-state analogue inhibi
tors of hAS. The N-adenosylsulfoximines were found to inhibit hAS strongly in a time-dependent manner with
 an overall inhibition constant (Ki*) of 7.6 nM. Interestingly, the N-adenosylsulfoximine caused cell deat
h as well as inhibition of cell proliferation of asparaginase-resistant leukemia cells. Thus we have shown
 that hAS is a highly promising target for anti-leukemia chemotherapy in the current clinical settings and
 that the N-adenosylsulfoximines serves as a promising drug lead.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 哺乳類のアスパラギン合成酵素(AS)は、
L-Gln を加水分解して得たアンモニアとアス
パラギン酸より、アスパラギンを合成する
ATP依存性合成酵素である。その反応機構は、
アスパラギン酸と ATP を反応させ活性なア
シルアデニル酸中間体を生成すると同時に、
グルタミナーゼドメインで L-Gln を加水分解
して得たアンモニアを導き、反応中間体と反
応させ、四面体型遷移状態を経てアスパラギ
ンを生成する。 
(2) ヒト AS（hAS）はガン化学療法と深い関
わりがある。急性リンパ性白血病 (ALL)では、
血中のアスパラギンを枯渇させることによ
りガン細胞の増殖を阻止するアスパラギナ
ーゼ療法が 1970 年代から広く行われている
が、本療法の適用には、ガン細胞のアスパラ
ギン合成活性が低いこと、アスパラギナーゼ
耐性を獲得したガン細胞が一定の割合で発
生し、再発が起こるなどの問題がある。 
 (3) ALL のアスパラギナーゼ耐性獲得機構
として、hASの高発現によってアスパラギン
合成能が亢進することが、さまざまな研究に
より示されている。 
 (4) ALLだけでなく、固形ガンや多剤耐性の
ガン細胞株に対しても、hAS 活性をバイオ
マーカーに、アスパラギナーゼ療法が適用
できる可能性があり、他の細胞障害性の抗
ガン剤とは異なり副作用の少ない作用機作
をもつアスパラギナーゼ療法をガン化学療
法に積極的に導入していこうという医療現
場のニーズは高い。 
 (5) 本研究者らは、hASと同様の反応機構を
もつ ATP依存性リガーゼについて、その中間
体あるいは遷移状態アナログとなる化合物
をもとに、強力な阻害剤を開発することに成
功してきた。AS についても、四面体型のス
ルホキシミンが遷移状態アナログとして機
能することを見いだした。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、hASの反応機構にもとづき、
その遷移状態アナログとなる化合物の分子
設計により、hASを特異的かつ強力に阻害す
る化合物を開発し、アスパラギナーゼ耐性の
ALL細胞に対する効果を検証し、新しい ALL
治療薬のリードとなる化合物を開発するこ
とにある。これまでの研究をふまえ、N-ホス
ホリルスルホキシミン構造を、阻害剤の活性
構造（pharmacophore）と捉え、それ以外の親
水性官能基を中心に、細胞膜透過性や体内移
行性を考慮した系統的な構造変換を行い、細
胞および組織レベルで有効な hAS阻害剤（医
薬シード）を開発する。これにより、アスパ
ラギナーゼ療法に対応した実用的な hAS 阻
害剤開発のための基盤を構築する。 

３．研究の方法 および 
４．研究成果 
 
 これまでの研究により、ヒトアスパラギン
合成酵素（hAS）は、保存されたリジン残基
（hASの Lys449, E. coli AS-Bでは Lys466）を
有し、この静電的相互作用により反応中間体
および遷移状態アナログ阻害剤 1のアデノシ
ン部分の 5’-リン酸基の負電荷を厳密に認識
することが判明した。そこで、5’-リン酸基を
含むアデノシン部分の構造を保持しながら、
細胞透過性やバイオアベイラビリティを向
上させるため、親水性官能基であるα-カルボ
キシ基およびα-アミノ基を除去したアデニ
ル化スルホキシミン 5 および 6 を合成した
(Figure II-1)。これらの化合物の阻害活性を測
定することにより、hAS の認識におけるα-
カルボキシ基およびα-アミノ基の相対的寄
与が明らかになると同時に、分子全体の正味
の電荷が、バイオアベイラビリティや細胞レ
ベルでの活性に及ぼす影響を見積もること
ができる。 

 

 
 
合成. アデニル化スルホキシミン 5および 6
は、別途合成したスルホキシミン 27 および
33のS=NH窒素をアデノシルリン酸化するこ
とで合成した(Schemes II-1, 2)。スルホキシミ
ン 27および 33は、それぞれ対応するスルホ
キシド 26 および 32 より O-mesitylsulfonyl- 
hydroxylamine (MSH)を用いてイミノ化する
ことで合成した。次いで、5’-アデノシルオキ
シホスフィン 28 を用いたホスホロアミダイ
ト法によって、スルホキシミン 27 および 
33の N-アデニル化を行った。酸触媒 tetrazole
の存在下、無水条件でカップリングを行い、
引き続いて酸化反応を行うことで、アデニル
化スルホキシミン 29 および 34 を良好な
収率で得た。スルホキシミン窒素（S=N）と
リン酸基との P-N結合は、通常のホスホンア
ミドと異なり、酸性条件下でも加水分解せず
安定であった。これは、スルホキシミン窒素
の塩基性が低く、プロトン化を受けにくいこ
とによるものと思われる。 
 アミノ基、カルボキシ基、リボース水酸基
の保護基を順次除去することで、目的化合物
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4および 5を高収率で得た。化合物 4および
5ならびに、その前駆体 30 および 35は、キ
ラルなイオウ原子に由来する立体異性体が
存在する。そのジアステレオマーの分離を試
みたが、いずれも成功しなかったため、目的
化合物 4および 5は、1 : 1のジアステレオマ
ー混合物のまま hAS に対する阻害活性を測
定することにした。 

 

 
 
 

 
 
  
酵素アッセイ. 化合物 5 および 6 の hASに
対する酵素阻害アッセイは、定常状態速度論
的方法により行った。C末端に His6タグを結
合した野性型組換えhASを昆虫細胞Sf9 発現
系で発現させ、Niキレーターカラムで精製し
た。hASを ATP (0.5 mM)、L-Asp (10 mM)お
よび NH4Cl (100 mM)を窒素源として反応さ
せる条件下 (NH3-dependent assay)、スルホキ
シミン 5 および 6 の阻害効果を測定したと
ころ、両化合物とも、遅延性の高親和性阻害
剤（slow-onset and tight-binding inhibitor）とし
て、見かけ上、酵素を不可逆的に阻害する強
い活性を示した(Figures II-2 and 3)。 

 

 

 

同様に、hASの天然の基質（窒素源）である
L-Gln (10 mM)を用いる条件下(Gln-dependent 
assay)においても、スルホキシミン 5 および 
6 の阻害活性を測定した。その結果、両化合
物とも、遅延性の高親和性阻害剤（slow-onset 
and tight-binding inhibitor）として、見かけ上、
酵素を不可逆的に阻害する強い活性を示し
た (Figures II-4 and 5)。 
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フリーの酵素が可逆的かつ ATP と拮抗的に
阻害剤と結合し、それがゆっくりと強固な結
合 (tight binding) に移行するモデルを仮定し、
これらのアッセイ曲線から、初期の可逆的阻
害定数 (Ki) および、tight bindingに至ったオ
ーバーオールの阻害定数 (Ki

*) を計算した。
その結果を Table II-1に示す。 

 
α-カルボキシ基を除いた場合（アミノスルホ
キシミン 5）は、NH4Cl を窒素源とする
NH3-dependent assay条件下では、これまでの
阻害剤 1より１オーダー大きなKi

*値（Ki
* = 23 

nM）を示したが、驚いたことに、より生理的
条件下に近く酵素本来の基質である L-Gln を
用いるGln-dependent assayにおいては、Ki

* 値
が 8 nMまで低下し、きわめて強い阻害活性
を示した。遅延性結合 (slow-binding) による
高親和性阻害 (tight-binding inhibition) の様
相を反映し (Figures II-4)、スルホキシミン 5 
の初期の阻害定数 Ki = 490 nMに比べて、高
親和性阻害に移行したあとのオーバーオー
ルの阻害定数 Ki* = 8 nM は著しく小さく、
hAS の N-末端領域にあるグルタミナーゼド
メインに L-Gln が結合することにより酵素の
コンフォメーション変化が起こり、C-末端領
域にあるアスパラギン合成ドメインの親和
性が高まるという本酵素の触媒モデルと一
致する結果が得られた。同様の効果は、大腸
菌の asparagine synthetase B酵素でも観測され
ており、L-Gln を窒素源とするアスパラギン
合成酵素に共通の酵素学的性質と思われる。 

それに対し、α-アミノ基を除去したカル
ボキシスルホキシミン 6 は、NH3-および
L-Gln-dependent assay のいずれにおいても、
Ki

* 値が大幅に低下した。すなわち、アスパ
ラギン酸のα-アミノ基の酵素による認識は、
α-カルボキシ基よりはるかに重要である。α
-カルボキシ基を除去しても阻害剤の親和性
がそれほど低下しないことは、hASの活性中
心におけるスルホキシミン型阻害剤の結合
のコンピューターモデリングからすると予
想外の結果であったが、酵素アッセイ条件下
（pH 8.0）において、アミノスルホキシミン
5 が正味の電荷がゼロであるのに対し、カル
ボキシスルホキシミン 6は-2価の電荷を持っ
ていること、また、酵素の活性中心の静電ポ
テンシャルが負に帯電していることを反映
した結果と思われる。hASの本来の基質であ
る L-Gln を窒素源とする glutamine-dependent 
assay での阻害剤の Ki

* 値は、生理的条件下
における hAS の阻害をより忠実に反映して
いると考えられることから、細胞レベルでの
hAS の阻害を考えたとき、アミノスルホキシ
ミン 5 はより有望な化合物である。そこで、
アミノスルホキシミン 5 を、アスパラギナー
ゼ耐性白血病細胞MOLT-4の生育阻害アッセ
イに供し、hAS阻害がMOLT-4細胞の増殖に
与える影響を調べた。 
 
細胞アッセイ . アスパラギナーゼ耐性
MOLT-4(R) 細胞は、1 U/mgのアスパラギナ
ーゼ存在下で継続的に培養し、アスパラギナ
ーゼ耐性の分子機構を検証した細胞株を実
験に用いた。MOLT-4(R) 細胞をアミノスル
ホキシミン 5 を 0.01–1 mM 含む培地に移し
培養した。阻害活性（Ki

* = 8 nM）から予想さ
れる有効濃度より高い濃度設定にしたのは、
多数の解離基や親水性置換基をもつ化合物 5 
の細胞透過性に難がある可能性を考慮した
ものである。阻害剤 5 の存在下で細胞を 48
時間培養し、細胞増殖に及ぼす阻害剤 5の影
響を、色素染色 (WST-1) による MOLT-4(R)
生細胞をカウントすることにより行った。そ
の結果、アミノスルホキシミン 5 は、濃度
依存的に MOLT-4(R) 細胞の増殖を阻害し、
その 50%阻害濃度 (IC50 = 0.1 mM)は、これま
での阻害剤 1 (IC50 = 1 mM) の 1/10であった。
細胞増殖阻害活性が増大したことは、アミノ
スルホキシミン 5 が生理的 pH条件下で正味
の電荷がゼロであることから細胞透過性が
増大し、バイオアベイラビリティーが向上し
たことによるものと考えられる。 
 さらに重要なことに、化合物 5 は、アスパ
ラギナーゼの有無に関わらず、MOLT-4(R)細
胞の細胞死を引き起こすことが判明した
(Figure II-9)。すなわち、アスパラギナーゼの
有無に関わらず、0.25 mM以上のアミノスル 
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ホキシミン 5 の存在下で、生細胞の数が顕著
に減少していることが判明したのである。 
 

 
 
これまで、アスパラギナーゼ投与による
L-Asn の枯渇は白血病細胞の増殖を阻害する
が、細胞死は引き起こさないと考えられてき
た。しかし、本研究の結果は、hASの阻害が、
それだけで白血病細胞の細胞死を引き起こ
すことを示しており、hASがガン化学療法に
おける有望な標的酵素となることを示唆す
るきわめて重要な発見である。現在、アスパ
ラギナーゼ療法は、固形ガンの化学療法とし
ては使われていない。また、急性リンパ性白
血病の治療においても、もともと AS 活性の
高い細胞種には適用できず、アスパラギナー
ゼ耐性の発現や再発には、AS の高発現が関
与している。他の多くの細胞障害性の抗ガン
剤とは異なり、増殖能の旺盛なガン細胞を兵
糧攻めにすることでその増殖を抑制するユ
ニークな作用機序をもつアスパラギナーゼ
療法は、副作用の少ないガン化学療法として
医療現場のニーズは高い。しかし、これまで
の研究では、AS の阻害が細胞死を引き起こ
すことは知られていなかった。その最大の要
因は、hASを阻害する活性の高い阻害剤がな
かったためである。今回の研究により、hAS
の強力な阻害剤であるアミノスルホキシミ
ン 5を開発し、はじめて細胞レベルでの hAS
阻害の影響を調べることが可能になった。そ
の結果、hASの阻害が細胞死を引き起こすこ
とが明らかになり、ガン化学療法における
hASの位置づけに画期的な知見をもたらした。
hASのガン化学療法における標的酵素として
の重要性に鑑み、今後、アスパラギナーゼと
ともに hAS 阻害剤を併用する新しいガン化
学療法が開発されるものと期待される。 
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アスパラギン合成酵素の新規阻害剤の創製―
ガン化学療法への新展開―、日本農芸化学会
2012年度大会、2012年3月25日（京都女子大学） 
 
⑨池内秀幸、Yong-Mo Ahn、音川拓哉、渡辺
文太、Nigel G. J. Richards、平竹 潤 
アスパラギン合成酵素の新規阻害剤の創製 —
ガン化学療法への新展開—. 
京都大学化学研究所 第111回研究発表会
2011年12月9日（京都大学化学研究所） 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

⑩池内秀幸、Yong-Mo Ahn、音川拓哉、渡辺
文太、Nigel G. J. Richards、平竹 潤 
アスパラギン合成酵素阻害剤の合成 —急性
リンパ性白血病の新規治療剤を目指して—. 
日本農芸化学会関西支部・中部支部合同大会
2011年 10月 1日（京都大学農学部） 
 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計 1 件） 
①名称：ヒトアスパラギン合成酵素の新規阻
害 
発明者：平竹 潤, 池内秀幸, Nigel G. J. 

Richards, Yong-Mo Ahn 

権利者：京都大学、フロリダ大学 
種類：特許 
番号：US, 61/540,864 
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