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研究成果の概要（和文）：STX化合物は研究代表者らが見出した新規STAT3阻害剤であり、新たながん治療薬候補
として期待されている。本研究ではSTX化合物のSTAT3阻害剤としての臨床応用を目的とした作用機序解析、他阻
害剤との比較、さらには感受性因子の探索を行った。STX化合物はSTAT3のSH2ドメインに選択的に結合しSTAT3の
転写因子としての機能を阻害することによってがん細胞の増殖を抑制した。さらにPD-L1やIDO1などの免疫チェ
ックポイント関連分子の発現を抑制した。感受性因子と併用薬候補については、siRNAライブラリーおよびキナ
ーゼ阻害剤ライブラリーを用いた解析によって、候補を複数同定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We previously discovered a novel STAT3 inhibitor, STX-COMP, which is 
expected to be a new anticancer drug candidate. The investigation on the mode of action of STX-COMP 
and identification of its susceptibility factors are important issues for the purpose of clinical 
use of this unique compound in future. In this study, we demonstrated STX-COMP inhibits STAT3 
dimerization and thereby suppress the transcriptional activity in cancer cells. The profile of this 
compound in the various bioassays was proved to be quite different from other known STAT3 
inhibitors. Furthermore, we revealed that STX-COMP not only inhibited the growth of cancer cells but
 also suppressed the expression of immune checkpoint factors such as PD-L1 and IDO1 in cancer cells.
 To identify the biomarker for STX-COMP, we refined the susceptibility factor candidates to the 
STAT3 inhibition by using the siRNA library. The kinase inhibitors that might be useful for the 
combination therapies with STX-COMP were also discovered.

研究分野：抗がん剤探索

キーワード： STAT3　SH2　シグナル伝達　免疫チェックポイント　IDO1　PD-L1　抗がん
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１．研究開始当初の背景 
STAT3は 1994年に Darnell JE Jr（ロッ
クフェラー大）らによって発見された STAT
ファミリー転写制御因子のひとつである
（Zhong et al. Science 1994）。細胞増殖、生
存、血管新生などに関わるタンパク質の発現
を促進することが知られており、さらにリン
パ腫や乳癌、脳腫瘍など多くのがん細胞で恒
常的活性化が報告されていることから、新規
抗がん剤の標的分子として注目されている。
IL-6 や EGF などの刺激により細胞質内の
STAT3の Tyr705が JAK等によりリン酸化
され、相互の SH2ドメインを介して STAT3
二量体を形成する。二量化した STAT3 は核
内に移行し、標的遺伝子の DNA プロモータ
ー領域に特異的に結合し転写が開始される
ことが知られている。従って二量化は STAT3
の活性化において重要であり、これを阻害し
た場合 STAT3 の機能が損なわれがん細胞の
増殖抑制やアポトーシス誘導に繋がる。現在
STAT3 の上流に位置するチロシンキナーゼ
JAKを標的としたキナーゼ阻害剤、ルクソリ
チニブ（JAK1/2）とトファシチニブ（JAK3）
が各々骨髄線維症と関節リウマチ治療薬と
して承認されている。しかし後者においては
臨床での優れた効果だけでなく発がんや感
染症などの重篤な有害事象も報告されてい
る。その一方で STAT3 のドミナントネガテ
ィブ変異体を有するヒトでは、高 IgE症候群
による免疫不全を症状とするものの、発がん
などの症状は報告されていない（Minegishi 
et al. Nature 2007）。また各種がん細胞にお
いて、STAT3の活性化に関与するチロシンキ
ナーゼは必ずしもJAKのみではなく、SRC、
ABL など他のチロシンキナーゼも関わって
いることが知られている。したがって、
STAT3 に直接作用してその二量化を阻害す
るタイプの薬剤はその作用としてユニーク
なだけでなく、チロシンキナーゼに対する阻
害剤と比較して、薬効と副作用の両面でアド
バンテージが高いと考えている。 

STAT3の二量化阻害化合物については、こ
れまでにコンピューター支援薬物設計を基
にしたペプチド誘導体の研究が活発に行わ
れ、吸収性の向上した複数の薬剤が報告され
ているものの、臨床上有用な化合物は未だ報
告されていない（浅井ら ファルマシア
2012）。研究代表者らは、二量化阻害化合物
を探索するための独自のスクリーニング法
を開発し（Uehara, Asai et al. BBRC 2009、
Takakuma, Asai et al. PLoS One 2013）、さ
らにバーチャルスクリーニングとの組み合
わせにより STAT3 の二量化を選択的に阻害
し、かつ担がんマウスモデルにおいて経口投
与で抗腫瘍活性を示す STX-0119（図１）を
発見してきた（Matsuno, Asai et al. ACS 
Med Chem Lett 2010）。さらに STX-0119を
リード化合物とした構造最適化研究に取り
組み、これまでに複数の強活性誘導体を見出
してきた。これら研究成果について 2件の国

際特許を出願しており（ Asai et al. 
PCT/JP2009/003235、PCT/JP2010/073787）、
既に米国、欧州、アジア各国で特許登録が完
了している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ STX-0119および他の STAT3阻害剤の構造 

 
２．研究の目的 
研究代表者らは STX-0119 をリード化合物
として、各種誘導体（STX化合物）を合成し
STAT3に対する阻害効果を評価してきた。そ
の結果、複数の強活性化合物の創製に成功し
た。これらの化合物はレポーターアッセイに
おいてもSTAT3依存的な転写活性を阻害し、
ヒトリンパ腫移植ヌードマウスモデルにお
いて経口投与で抗腫瘍活性を示すことが明
ら か と な っ て い る （ Asai et al. 
PCT/JP2009/003235 等）。以上の結果から、
STX化合物は STAT3を標的とした分子標的
薬の候補化合物として有望である。本物質の
今後のステージアップには詳細な薬効・毒性
評価に加えて、薬効の裏付けやがん種の選択
のための分子的基盤が重要である。本研究で
は STX 化合物の将来的な臨床応用を見据え
て、１）他の STAT3 阻害化合物との比較を
含めた作用機序解析、２）感受性予測因子の
探索、２）他剤との併用効果の検討、を研究
課題とする。本研究課題は STX 化合物等の
STAT3 二量化阻害剤を医薬品として開発し
ていくための分子基盤を確立し、さらには次
世代 STAT3 シグナル制御薬探索のための新
たなコンセプトを提案することを目的とす
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 本研究課題の基本概念：STX 化合物の作用機序
を解析し、さらに STX 化合物に対する感受性を増減さ
せる細胞内因子を探索し、STAT3の機能との関連性を分
子レベルで解析することにより、将来的にはバイオマー
カー、適応がん種、併用薬の選択のための有用な情報を
提供する。 

 
３．研究の方法 
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1) Cell-free assay 
これまでに研究代表者らによって開発さ
れたアルファスクリーン法を基盤とした手
法（Uehara, Asai et al. BBRC 2009、Takakuma, 
Asai et al. PLoS One 2013）を用いた。各
種組換えヒト STAT ファミリー（rhSTAT）、お
よび他の SH2 ドメインを有するタンパク質
（Grb2）は大腸菌発現系にて調製し、Avi-tag
により N末特異的にビオチンを導入した。シ
ステインをアラニンに置換した各種変異
STAT3はインバースPCR法を用いて調製した。
これらビオチン化タンパク質と FITC ラベル
化したリン酸化ペプチドを用いることによ
り、各タンパク質とリン酸化ペプチドとの特
異的結合をフォトシグナルとして検出した。
また各種阻害剤とシステインの-SH 基との反
応 性 の 検 討 に は Alexa Fluor 488 C5 
Maleimide を用い蛍光によるバンド強度の変
化を定量化することで解析した（Iwamoto, 
Asai et al. PLoS One 2017 ）。 
2) Cell-based assay 
STAT3 による転写活性化の測定にはルシフ
ェラーゼレポーターアッセイ（HeLa 安定株）
を用いた。また目的応じて HeLa, Karpas299, 
MDA-MB-468, MDA-MB-235などのヒト由来がん
細胞株を用い、STAT3 標的遺伝子の mRNA の解
析には、リアルタイム RT-PCR 法、タンパク
質はウェスタンブロット法（Iwamoto, Asai 
et al. PLoS One 2017 ）、細胞増殖阻害試
験には WST-8 法または CellTiter-Glo 法を用
いた。キナーゼ阻害剤との併用効果は、
Calcusyn ソフトウェアを用いることにより、
併用効果の指標である Combination Index 
(CI)を算出した。 
 
４．研究成果 
１）作用機序解析 
STX 化合物の STAT3 に対する作用を無細胞
系および細胞系で検討し、他の STAT3 阻害化
合物（図 1）との比較を行った。なお、この
中で Pt-3 はミラノ大との共同で本研究期間
中に見出した新規化合物である（Porta, Asai 
et al. Eur J Med Chem. 2017）。表１に無細
胞系と細胞系での各種活性データをまとめ
た。STX 化合物は他の阻害剤と比較して以下
の点で異なることが明らかとなった。 
 
表１ STX 化合物および他の STAT3 阻害化合物の活性プロファイル 

 

 
 
 
 
 

 
 
①STAT1-SH2（78% homology）と比較して
STAT3-SH2 に対して選択性的に作用する。②
他の阻害化合物ではシステインとの共有結
合が示唆されるが、STX 化合物ではその可能

性が極めて低い。③無細胞系と細胞系とでほ
ぼ同程度の濃度でSTAT3阻害とがん細胞増殖
阻害が認められる。④STAT3 Tyr705 のリン酸
化阻害が認められない。⑤STAT3 サイレント
な MDA-MB-453 と比較して STAT3 恒常的活性
化型のがん細胞株 MDA-MB-468 に対して選択
的な細胞増殖阻害を示す。以上の結果から
STX 化合物は他の阻害剤と比較して選択的な
作用を有すると考えられる。さらに SH2 ドメ
インへの作用を検証する目的で STAT3 の SH2
ドメイン周辺のCysに点変異を導入した組換
STAT3 タンパクを調製し、リン酸化ペプチド
との競合阻害活性評価を行った。その結果
C687A と C712A の変異体でその感受性が大き
く異なることが明らかとなった（図 3）。また
これまでの SPR を用いた試験結果からも STX
化合物が STAT3 の SH2 ドメインに結合し上記
システイン残基との共有結合を介さない相
互作用が結合に重要であることが示唆され
る。現在より詳細な作用を検討する目的で共
結晶解析を検討中である。 
 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
図３ SH2 ドメインと STX 化合物の相互作用：SH2 ド
メイン周辺の点変異によって阻害の感受性が異なる。 

 
さらに腫瘍組織におけるSTAT3阻害作用を
想定して、免疫チェックポイント関連分子の
発現に対するSTX化合物の作用をリアルタイ
ム RT-PCR 法で解析した。HeLa 細胞では IFN-
α刺激により PD-L1 及び IDO1 が惹起される。
このため腫瘍組織内ではＴ細胞からの攻撃
を抑制すると考えられている。本研究では
STX化合物がIFN-α刺激によるPD-L1とIDO1
の発現上昇を濃度依存的に抑制することを
明らかとした（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図4 STX化合物によるIDO1(A)およびPD-L1(B)の発現抑制作用 



 
さらに STX化合物は PD-L1 を恒常的に発現し
ている Kapras293 の場合にも同様に PD-L1 の
発現を抑制した。以上の結果から腫瘍微小環
境におけるSTX化合物による効果はがん細胞
自身への作用だけでなくがん細胞の腫瘍免
疫からの逃避機構を解除する作用が期待さ
れる。 
 
２）感受性因子と併用薬の探索 
STX 化合物の細胞内 STAT3 阻害作用はルシ
フェラーゼレポーターアッセイ（HeLa 安定
株）にて簡便に評価可能であり、本アッセイ
を用いてSTX化合物に対する感受性を変化さ
せる因子の探索を行った。具体的には Human 
siGENOME siRNA library 合計 1084 遺伝子
（Protein Kinase 712 遺伝子、Phosphatase 
256 遺伝子、Cytokine Receptors 116 遺伝子
を含む）また併用薬の探索には Kinase 
inhibitor screening library 270 化合物を
用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5  siRNA ライブラリー一次スクリーニング結果 

 
図 5に示した通り一次スクリーニングの結
果多数のヒットが見出されたが、再現性確認
実験によって最終的にはSTX化合物の効果を
減弱させる 12 遺伝子がヒットとして同定さ
れた。その内訳は Protein Kinase (７遺伝子)、
Protein Phosphatase (2 遺伝子)、Cytokine 
Receptors (3 遺伝子)であり今後は STX 化合
物の効果予測のマーカーとしての有用性を
検討予定である。また同様の手法でキナーゼ
阻害剤との併用効果の解析を行っており、
STX 化合物との併用で CI 値<1 を示すキナー
ゼ阻害剤11種類を同定することに成功した。
これらの結果は、臨床上有用な STAT3 阻害剤
の感受性因子と併用薬の同定に繋がること
が期待される。 
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