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研究成果の概要（和文）：正常細胞は血液によって供給される前駆体又は酸素に依存する、順に、サルベージ経路と生
合成経路をピリミジン源として用いる。大腸癌や膵臓癌等の固形系癌内部では血管新生が不完全な環境（微小環境）で
あるにも関わらず生存に必須なピリミジンを得ているが、その供給源は長年不明であった。本研究で、生化学・構造生
物学・逆ケミカルバイオロジー手法を用いて癌微小環境では酸素呼吸からフマル酸呼吸へのスイッチングが行われ、こ
のフマル酸呼吸はピリミジン生合成とNADHの再酸化を可能にしている事が明らかとなった。この事から、ピリミジン生
合成経路の鍵酵素であるDHODHが新規薬剤標的として極めて有望である事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Pyrimidine are building blocks of DNA/RNA and essential to sustain life. Human 
cells obtain pyrimidine bases from either salvage or de novo biosynthesis pathways, which are completely 
dependent on pyrimidine precursors and oxygen, respectively. Both nutrients are provided by blood and the 
molecular mechanism of both pathways are well studied. Solid tumors are known to be hypovascularized 
making the provision of those nutrients extremely low (tumor microenvironment). Since the growth is not 
affected, those type of cancer cells may obtain pyrimidines by unknown mechanism. The present study aimed 
to identify the mechanism of pyrimidine acquisition in tumor microenvironment by biochemical, structural 
biology and reverse chemical biology approaches. As the main result, we have identified a novel mechanism 
involving mitochondria, which allows the pyrimidines de novo biosynthesis even in the absence of oxygen 
and can be explored for development of new drugs for cancer chemotherapy.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
ピリミジンは DNA や RNA を合成するため
の構成要素であり、全生物の生存に必要不可
欠である。ヒトでは前駆体から合成されるサ
ルベージ経路と細胞内で生合成される二種
類の経路から全ピリミジン（UTP, CTP, 
TTP）の元となるウリジン一リン酸(UMP)を
得ている（図１）。サルベージ経路の場合、
前駆体のウラシルやウリジンを元に細胞質
で 1～2ステップ経てUMPに変換される（図
１）。また、ピリミジン生合成経路は合計 6
ステップで行われ、律速となる第 4ステップ
以外は細胞質で行われる（図１）。ピリミジ
ン生合成経路の第 4ステップ、ジヒドロオロ
ト酸脱水素酵素(DHODH)反応はミトコンド
リアの内膜で行われ、ジヒドロオロト酸をオ
ロト酸に酸化し、ユビキノンに電子を伝達す
る（図１）。DHODH に還元されたユビキノ
ンの電子は呼吸鎖の複合体 III、チトクロー
ム c、複合体 IVを経て最終的に酸素に伝達さ
れる。正常細胞では増殖に必要なピリミジン
をサルベージ経路で確保できるため、生合成
経路を阻害しても増殖に影響は無い。しかし、
活性化した免疫細胞や増殖が異常に速い癌
細胞などでは、増殖に必要なピリミジンがサ
ルベージ経路のみでは確保できず、生合成経
路が活性化する。そのため、ヒト DHODH
阻 害 剤 は 免 疫 抑 制 剤 （ leflunomide 、
Sanofi-Aventis社、抗リウマチ薬）として実
用化され、その他の自己免疫疾患の治療薬と
して期待されている。また、肝癌や白血病等
でも DHODH は薬剤標的となっている。ピ
リミジンを供給する両経路は、血液によって
運ばれる前駆体と酸素を必要とするため、細
胞内のピリミジン源は根本的に血液に依存
している。しかし、大腸癌や膵臓癌等の血管

新生が未発達である固形系癌の内部組織は
血液からのピリミジン前駆体・酸素の供給が
乏しい過酷な環境に置かれているのにも関
わらず増殖する。これら微小環境下（低酸
素・低栄養）にさらされている固形系癌にお
けるピリミジン供給源は長年の疑問であっ
た（図２）。 

 
申請者らはこれまで、創薬を目指した
DHODH阻害剤の探索を行い、Ascofuranone 
(AF)、Lapachol (LC)と Ferulenol (FL)が極
めて低濃度（順に IC50が 38, 40と 138 nM、
図 3）でヒト DHODHを阻害する事を見出し
た(特許出願番号 2012-122221)。この異なっ
た骨格を持つ 3種類の化合物は通常の培養条
件下では大腸癌と膵臓癌由来の細胞に対し
増殖阻害活性が低かったが、低酸素・低栄養
条件下では、増殖阻害活性が 70～170倍も増
強する事を見出した。DHODHはピリミジン
生合成経路の第 4ステップを担う酵素である
ことから癌微小環境下でのピリミジン源は
生合成経路に極めて依存していることが明
らかとなった(論文投稿中)。さらに、微小環
境下の様々な癌細胞では、ミトコンドリアの
呼吸鎖が、複合体 I～IVで構成される酸素依
存的な呼吸鎖から複合体 Iと IIのみで構成さ
れるフマル酸依存的な呼吸鎖（フマル酸呼
吸）に移り変わる事を発見した(Tomitsuka et 
al., Ann N Y Acad Sci., 2010; Tomitsuka et 
al., J. Biochem., 2012; Sakai et al., 
Mitochondrion, 2013)。このフマル酸呼吸の
最大の利点は酸素が無くても NADH の再酸
化と膜電位の維持が可能になる事である。以
上の結果から、微少環境下にある癌では
DHODH を介してフマル酸呼吸と共役する
新規合成経路によりピリミジンが供給され
ている可能性が示唆された。本研究は、癌微
小環境におけるピリミジン源はフマル酸呼
吸依存的な生合成経路で行われる直接的な
証拠を得る事と、同時に新規薬剤標的として
評価する事を目的とする。 
 
２．研究の目的 



本申請では、癌微小環境においてフマル酸呼
吸依存的なピリミジン生合成が行われてい
ることを証明する。さらに、新規薬剤標的と
しての可能性を逆ケミカルバイオロジー・構
造生物学・分子生物学の手法を用いて検討す
る。研究期間内には以下の事を明らかにする。 
1. フマル酸呼吸依存的なピリミジン生合成
は、DHODHの電子がユビキノンを介して複
合体 II に受け渡される事によって行われる
と考えられる。そのため、微小環境において
DHODH もしくは複合体 II を阻害するとピ
リミジン生合成が減少すると予想される。そ
こで、正常と微小環境条件下において
DHODH または複合体 II の阻害剤を添加し
細胞内のピリミジンを HPLC を用いて定量
する。同様の実験を、DHODH と複合体 II
の RNAi を用いたノックダウンの系で行う。
以上の実験により、微小環境下においてピリ
ミジン生合成とフマル酸呼吸の繋がりを明
らかにする。 
2. 当研究室ではすでにAF及び FLをアフリ
カ睡眠病に対する薬剤として開発しており、
約 200種類の誘導体を有する。この誘導体を
用いてヒト DHODH に対する構造活性相関
を行う。これによって AF 及び FL のヒト
DHODH 阻害活性に必須な置換基を同定す
ると同時に、より強力にヒト DHODH を阻
害する誘導体を探索する。 
3. AF、LC、FL、及び阻害活性が強い誘導体
とヒト DHODH との複合体結晶構造解析を
行う。これにより構造活性相関の結果を裏付
けるとともに、異なった骨格を持つ 3種類の
化合物の阻害メカニズムを原子レベルで明
らかにする。 
4. 阻害活性が強い化合物を用いて、正常と微
小環境条件下での細胞増殖阻害効果を検討
し、微小環境特異的な効果を評価する。 
5. 酵素と細胞を用いた阻害実験の結果を踏
まえて化合物を一つに絞り、in vivoのモデル
系を用いて抗癌作用を評価する。 

 
３．研究の方法 
1．阻害剤及び RNAi によるフマル酸呼吸依存
的なピリミジン生合成経路の分子機構。 
申請者はこれまで、微小環境において癌細胞
のピリミジン源は、フマル酸呼吸依存的なピ

リミジン生合成経路によって供給されてい
る手がかりを得ている。本申請ではこれを検
証するために、逆ケミカルバイオロジー及び
分子生物学の手法を用いる。微小環境におい
て癌細胞のピリミジンの量はヒトDHODH及び
複合体 IIの阻害剤または RNAi ノックダウン
により減少する事が予想できる。そのため、
各酵素の阻害剤および RNAi と、正常及び微
小環境の条件を組み合わせて癌細胞を培養
し、各条件での核酸ヌクレオチドの量を HPLC
で定量する。この実験では微小環境下で増殖
する大腸癌由来の DLD-1 と膵臓癌由来の
Caco-2 細胞を用いる。悪性リンパ腫も微小環
境で増殖するため、免疫系の癌細胞を用いて
ヒト DHODH 阻害剤の効果も検討する。 
2．AF、LC、FL 誘導体の構造活性相関の解析
及び絞り込み。 
AF 及び FL はアフリカ睡眠病を引き起すトリ
パノソーマのシアン耐性末端酸化酵素を極
めて低濃度で阻害し、高い抗寄生原虫活性を
示す。この事から、当研究室ではアフリカ睡
眠病薬としての薬剤開発が行われており、合
計約 200 種類の誘導体を有する。LC の誘導体
に関しては、AF 及び FL 誘導体の情報を参考
にして、連携研究者である斎本教授らが合成
する予定である。これを用いて構造活性相関
を行い、AF、LC 及び FL がヒト DHODH を阻害
するために重要な構造を同定すると同時に、
より強力にヒトDHODHを阻害する誘導体を探
索する。具体的には、プレートリーダーを用
いて AF、LC 及び FL 誘導体のヒト DHODH 阻害
活性を評価する。この実験は各誘導体の終濃
度を 0.2 M と 1 M 存在下で行う。2種類の
濃度で行う事で、阻害の dose response を判
断する。この実験で終濃度 0.2 M で 50%以上
ヒト DHODH を阻害する誘導体について再度
IC50を算出する。阻害活性が低下した化合物
との情報を総合的に判断して構造活性相関
の解析を行う。 
3．ヒト DHODH と AF、LC 及び FL 誘導体との
複合体構造。 
AF、LC 及び FL 誘導体の構造活性相関に基づ
いて、阻害活性が高い誘導体について積極的
にヒト DHODH との複合体構造解析を行い、構
造活性相関の結果を分子レベルで明らかに
する。複合体結晶の作成には大量（1 化合物
あたり約 2 mg）の精製タンパク質が必要とな
るが、申請者はすでに大腸菌を用いた大量発
現・大量精製の系を確立しており、10 L 分の
大腸菌の培養から約 80 mg のヒト DHODH を精
製できる。ヒト DHODH と阻害剤との共結晶化
の系もすでに申請者のグループで確立して
おり、LC または FL との共結晶が得られ、1.8Å
及び 1.9Å分解能で構造解析を進めている（図
４）。AF に関してはヒト DHODH との共結晶は
出来ており、今年度中に京都工芸繊維大学の
原田繁春教授の協力を得て、大型放射光施設
でＸ線回折データを測定する予定である。も
う一つ重要な点は、この共結晶はすべて同じ
結晶化条件で出来るため、各阻害剤との共結



晶化の条件検討が必要ないことである。その
ため、共結晶化のハイスループット化が可能
であり、ヒット化合物全ての複合体構造解析
を確実に得ることができる。 
4．ヒト DHODH 阻害剤の、正常及び微小環境
条件下での癌細胞増殖阻害効果。 
前年度に得られたヒトDHODH阻害剤の構造活
性相関の情報に基づいて、正常及び微小環境
条件下において癌細胞増殖阻害効果を検討
する。この実験により、酵素レベルと細胞レ
ベルでの構造活性相関の結果を比較し、微小
環境でのピリミジン生合成経路を薬剤標的
としたケミカルバリデーションを行う。 
5. 微小環境系の癌マウスモデルを用いた
ヒト DHODH 阻害剤の効果。 
 培養細胞を用いた結果を踏まえ、もっとも
阻害効果を示した化合物と癌細胞を1個ずつ
選択し、マウスモデルを用いて、移植した癌
の増殖阻害効果を検証する。さらに、このモ
デルで移植した癌細胞から実際に化合物群
とコントロール群においてピリミジンの量
を定量し、癌の増殖とピリミジンの量に相関
性があるか検討する。AF 及び FL の誘導体は
全て連携協力者である鳥取大学の斎本博之
教授によって全合成され、必要に応じて in 
vivo 実験に必要な約 200～500 mg 程度のスケ
ールアップ合成が可能である。 
 
４．研究成果 
①阻害剤及び RNAi によるフマル酸呼吸依存
的なピリミジン生合成経路の分子機構。フマ
ル酸呼吸の最終産物であるコハク酸の高感
度な新規定量方法を開発し、各種呼吸鎖阻害
剤存在下におけるコハク酸の産生量を測定
した。正常培養条件下では複合体 II の阻害
剤でコハク酸の量が上昇した。逆に、低酸
素・低栄養条件下では複合体 II、複合体 I及
び DHODH阻害剤によりコハク酸量が減少した。
一方、複合体 III 阻害剤ではコハク酸の変動
は見られなかった。これは正常培養では複合
体 II がコハク酸脱水素酵素として機能し、
低栄養・低酸素条件下ではフマル酸還元酵素
として機能する事によって NADH の再酸化と
ピリミジン生合成を可能にすると言う事が
判った。②AF、LC、FL 誘導体の構造活性相関
の解析及び絞り込み。当研究室が保有する AF
誘導体約 220種類を用いてヒト DHODH に対し

スクリーニングを行い、IC50 が 10nM 以下で
阻害する化合物を最終的に 3 種類見出した。
③ヒト DHODH と AF、LC 及び FL 誘導体との
複合体構造。②で見出した新規ヒト DHODH 阻
害剤の AF・LA 誘導体との複合体結晶構造を
得た。④ヒト DHODH 阻害剤の、正常及び微小
環境条件下での癌細胞増殖阻害効果。②で見
出した強力な新規ヒトDHODH阻害剤を最終的
に 6種類用いて低酸素・低栄養条件下におけ
る癌細胞の増殖を IC50が 1μM 以下で特異的
に阻害する事が判った（図５）。⑤微小環境
系の癌マウスモデルを用いたヒトDHODH阻害
剤の効果。27 年度で計画していた in vivo 実
験を行うための AF、FL 及び LC 誘導体の絞り
込みを行ったが、目的の合成量に達しなかっ
たため、現在合成のスケールアップ中である。 
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