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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、de novoピリミジン生合成経路を強力に阻害するDI-01をシードとして新規
抗がん剤リードを開発することである。DI-01は由来の異なるさまざまながん細胞の増殖をnMオーダーで強く阻害し、
また、既存の抗がん剤5-フルオロウラシル（5-FU）と併用することで著しい効果増強作用を示した。DI-01は溶解性が
低くかつ代謝的に不安定であったが、一連の構造最適化により、薬物動態が大幅に改善されたDI-148の創製に成功した
。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop novel anti-cancer agents targeting de 
novo pyrimidine biosynthetic pathway based on our recently-discovered DI-01 compound. DI-01 strongly 
inhibited cell proliferation in a wide variety of human cancer cell lines, and showed a marked 
synergistic effect when used with 5-fluorouracil (5-FU). Although DI-01 was poorly-soluble and 
metabolically unstable, we successfully developed DI-148 with a good pharmacokinetic profile by a series 
of structure optimization.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： がん　抗がん剤

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
(1) ピリミジン塩基を新規に合成する de 
novo ピリミジン生合成経路は、増殖が盛んな
がん細胞や活性化した T細胞などの免疫担当
細胞で亢進していることから、抗がん剤や自
己免疫疾患治療薬の標的として有望である
と考えられる。しかし、現在までに、de novo
ピリミジン生合成経路を標的にした抗がん
剤はほとんど開発されていないのが現状で
ある。 
 
(2) 我々はこれまで、理化学研究所天然化合
物 バ ン ク （ RIKEN Natural Products 
Depository, NPDepo）の化合物ライブラリー
を用いて、新規抗がん剤シードの探索研究を
行ってきた。およそ 3万化合物のスクリーニ
ングを実施してきた過程で、de novo ピリミ
ジン生合成経路を阻害するクマリン誘導体
の小分子化合物 DI-01 を見出した。DI-01 は
ヒト白血病細胞（HL-60 細胞）やヒト肺がん
細胞（A549 細胞）の増殖を nM オーダーで強
力に阻害することがわかった。 
 
２．研究の目的 
(1) DI-01 は in vitro において強力ながん細
胞増殖阻害活性を示したことから、抗がん剤
としての高いポテンシャルを有する。そこで
本研究は、DI-01 をシード化合物として de 
novo ピリミジン生合成経路を標的とした新
規抗がん剤リードを開発することを目的と
する。 
 
(2) 具体的な検討項目は以下に示す通りで
ある。 
①DI-01 のがん細胞増殖阻害機構を明らかに
する。 
②由来の異なるさまざまながん種を用いて、
DI-01 の効果が強くみられる最適ながん種を
選定する。 
③経口投与可能な DI-01のリード化合物を創
出する。 
⑤担癌モデルマウスを用いて、リード化合物
の抗がん剤としての有用性を検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
 由来の異なる種々のヒトがん細胞株（A549
細胞、HeLa 細胞、HL-60 細胞、Jurkat 細胞、
K562 細胞、U937 細胞、A431 細胞、MCF-7 細
胞、MDA-MB231 細胞、MKN74 細胞、PC-3 細胞、
DU-145 細胞、HT29 細胞、HT1080 細胞、HepG2
細胞、WM266-4 細胞、SK-MEL-28 細胞、Saos-2
細胞、MG-63 細胞）は、DMEM あるいは RPMI1640
に fetal-calf serum を 10% 、
penicillin/streptomycin溶液を 0.5%添加し
た培地中、37℃、5% CO2の湿気中培養下で維
持した。 
 
(2) がん細胞増殖阻害活性評価 
 化合物のがん細胞に対する増殖阻害活性

は WST-8 法を用いて評価した。細胞を 96 穴
プレートに播種し、翌日化合物を添加した。
化合物添加から 72 時間後に、WST-8 試薬を各
ウェルに添加し、マイクロプレートリーダー
を用いて吸光度（450 nm）を測定し、測定値
から細胞生存率を求めた。 
 
(3) 細胞周期解析 
 化合物を処理した細胞を PBS で洗浄後、PI
溶液（0.005% propidium iodide、0.1% sodium 
citrate、0.2% NP-40）を加え、30 分氷上で
遮光して静置することで DNA を染色した。そ
の後、フローサイトメーターを用いて細胞周
期を測定した。 
 
(4) タンパク質の発現量解析 
 化合物を処理した細胞を RIPA バッファー
で可溶化後、各サンプルのタンパク質濃度を
そろえた。その後、SDS サンプルバッファー
を加え、100℃で 5 分間加熱することで細胞
抽出液を調製した。サンプルを SDS-PAGE で
分離後、ウエスタンブロット法でタンパク質
の発現量を解析した。 
 
(5) 化合物の溶解性試験 
 化合物の溶解度は、溶液沈殿法を用いて測
定した。DMSO に溶かした化合物を PBS あるい
は蒸留水に加え、溶解した化合物の濃度を吸
光度で定量化した。 
 
(6) 化合物の代謝安定性試験 
 化合物をヒト、マウスあるいはラット由来
のミクロソーム画分と混合し、30 分後あるい
は 1時間後に残った化合物を LC-MS を用いて
定量化した。 
 
(7) 薬物動態解析 
 マウスあるいはラットに、化合物を静脈内、
腹腔内あるいは経口投与し、経時的に血液や
臓器を採取した。血液中あるいは臓器中の化
合物量を LC-MS で測定し、各種薬物動態パラ
メータを算出した。 
 
４．研究成果 
(1) DI-01 は、HeLa 細胞や HL-60 細胞に対し
て S期停止を誘導し、より高濃度あるいはよ
り長時間処理することでアポトーシスを誘
導した。 
 
(2) 由来の異なるさまざまなヒトがん細胞
に対する DI-01 の効果を調べた結果、DI-01
はほとんどのがん種に対して nM オーダーで
増殖を阻害した。一方、Saos-2 細胞や MG-63
細胞といった骨肉腫細胞には高濃度を処理
してもほとんど効果を示さないことがわか
った。 
 
(3) 臨床で用いられているさまざまな既存
抗がん剤と DI-01を併用処理してがん細胞増
殖阻害効果を調べた結果、DI-01 はいくつか



の抗がん剤と相乗効果を示し、特に代謝拮抗
剤の 5-フルオロウラシル（5-FU）と顕著な効
果増強作用を示した。 
 
(4) DI-01 の全合成を行い、3 工程で収率が
およそ 60%の合成ルートを確立した。 
 
(5) マウスあるいはラットを用いて DI-01の
体内動態、特に吸収と分布について調べた結
果、DI-01 は経口投与および腹腔内投与で吸
収されたが、経口投与によるバイオアベイラ
ビリティーは非常に低かった。また、DI-01
は広い組織移行性を示し、特に肺組織への移
行性が高かった。 
 
(6) DI-01 の in vitro における溶解性および
代謝安定性を調べたところ、DI-01 は溶解性
が低くかつ代謝的に不安定であることがわ
かった。このことが低い経口バイオアベイラ
ビリティーの要因になっていることが示唆
された。 
 
(7) DI-01 の溶解性および代謝安定性の向上
を目的に 100 化合物以上の DI-01 誘導体を合
成した。構造活性相関解析を行った後、活性
を保持していた誘導体について、溶解性試験
および in vitro 代謝安定性試験を実施した。
その結果、2 つの有望化合物（DI-146 と
DI-148）を見出した。 
 
(8) DI-146 は、DI-01 と比べ代謝安定性は向
上しなかったが、活性および溶解性が向上し
た。 
 
(9) DI-148 は、DI-01 と比べ活性がやや落ち
るものの、溶解性および代謝安定性が著しく
向上した。DI-148 をラットに経口投与あるい
は静脈内投与し、その後、 DI-148 の血中濃
度を経時的に測定して各種薬物動態パラメ
ータを算出した。その結果、DI-148 は DI-01
と比べ、経口バイオアベイラビリティーが大
幅に向上した（F = 32%）。このように、DI-01
の一連の構造最適化により、薬物動態の改善
が認められた DI-148 を創製することに成功
した。 
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