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序章 

がんは本邦における 2019 年 1 年間での死亡数は 37万人以上であり、全死亡数の約 3 割を占める。

がん治療は近年グリベック（イマチニブ）などの分子標的薬や、免疫チェックポイント阻害剤オプジ

ーボ（ニボルマブ）などの登場により飛躍的な治療成績の向上を遂げている。しかし未だにがん種や

臨床病期によっては予後が悪いものもある。また治療困難な再発性のがんや抗がん剤に対する耐性化

など多くの問題が残されており、さらなる治療薬の開発が待ち望まれている。胚発生、幹細胞分化調

節、骨形成、細胞増殖などに関与するシグナル伝達経路であるWnt/-catenin経路の異常な活性化は、

さまざまながん種の発がんやがん幹細胞の発生・維持に寄与することが報告されている。そのため本

経路は、がんの再発や耐性化の問題を解決につながる魅力的ながん治療の標的として治療薬の開発が

行われてきた。しかし、Wnt/-catenin経路を特異的に標的とする、承認済みの治療薬は未だに存在し

ない。 

本研究では、臨床における治療抵抗性や再発などの問題を解決可能とする、新たなWnt/-catenin経

路阻害薬の開発を目指し、京都薬科大学薬品化学分野が創製した化合物を用いて新規阻害薬の探索研

究を行い、がん細胞における抗腫瘍効果を検討した。 

 

第 1章 Wnt/-catenin経路阻害薬候補化合物の探索 

Wnt/-catenin経路阻害薬を探索するため、ヒト胎児腎細胞HEK293細胞にSuper TOP flashプラスミ

ドを導入したTOP細胞を作製し、T-cell factor（TCF）ルシフェラーゼレポーターアッセイでのTCF活

性を指標としたスクリーニングを可能とした。まず、京都薬科大学薬品化学分野が創製した化合物よ

り Wnt/-catenin 経路阻害活性を有する化合物のスクリーニングを行った。既存の同阻害薬である

ICG001 と構造類似性を有する SARS 3CL プロテアーゼ阻害剤合成中間体（23 化合物）を評価した。

その結果、12 化合物が ICG001 を上回る活性を示したが、これらの中間体は合成に多くの工程を要

し、化合物供給の面での課題がある。そのため、合成が簡便であり多様な原料を容易に利用可能なジ

ペプチド型化合物を新たに設計し、合成と評価を行った（8化合物）。結果、ICG001よりも強いTCF

阻害活性を示す compound 31（Comp. 31）を見出した。 

 

第 2章 がん細胞における抗腫瘍効果の評価 

第 1節 急性骨髄性白血病細胞に対する抗腫瘍効果 

前章で開発した Comp. 31 を用いて、Wnt/-catenin 経路の異常が数多く報告されている急性骨髄性

白血病（AML: acute myelogenous leukemia）に対しての抗腫瘍効果を検討した。実験には、ヒトAML

細胞株（U937、KG1a、HL-60）を用いた。Comp. 31 は、各細胞の増殖を用量依存的に抑制した。さ

らに、細胞周期を G1期で停止し、アポトーシスを強く誘導した。次に細胞死メカニズムの解析にあ



たり、Wnt/-catenin経路阻害による細胞死との関連が報告されているROS（Reactive Oxygen Species）

に着目した。フローサイトメトリー法によりROS検出試薬（CM-H2DCFDA）を用いてROS産生を

評価したところ、control 群およびWnt/-catenin 経路阻害薬 ICG001 処置群と比してComp. 31 処置群

においてROS産生が亢進していることを見出した。また抗酸化剤であるN-acetyl cysteine（NAC）と

の併用により細胞増殖抑制および死細胞の増加が一部解除された。これらの結果より、Comp. 31によ

る AML 細胞株の細胞増殖抑制および細胞死誘導に、ROS が部分的に関与していることが示唆され

た。次に、Comp. 31によるWnt/-catenin経路関連遺伝子の発現変化を、qRT-PCR法およびウエスタ

ンブロッティング法によって確認したところ、CTNNB1（-catenin）、C-MYC、SURVIVINなどのタン

パク質およびmRNA発現が低下していた。さらに、AMLの治療で広く用いられているアントラサイ

クリン系抗がん剤であるイダルビシンと Comp. 31 との併用効果を検討した。2 剤併用処置により相

乗的に増殖を阻害した。以上の結果よりComp. 31はCTNNB1 mRNAの発現を抑制し、Wnt/-catenin

経路を阻害することで、細胞増殖抑制・細胞周期停止・アポトーシス誘導をもたらすことを明らかに

した。 

 

第 2節 大腸がん細胞に対する抗腫瘍効果 

大腸がん患者のうち約 8割にAPC（adenomatous polyposis coli）の変異が認められ、Wnt/-catenin経

路の異常な活性化の関与が多く報告されている。そこで Wnt/-catenin 経路への依存性が高い大腸が

ん細胞に対してComp. 31 における抗腫瘍効果を検討した。まず、Super TOP flash プラスミドを導入

したヒト大腸がん細胞株を用いて TCF ルシフェラーゼレポーターアッセイを行ったところ、Comp. 

31は濃度依存的なTCF活性阻害効果を有していた。次に、細胞増殖抑制効果を検討した。Wnt/-catenin

経路依存性のヒト大腸がん細胞株HT29に対し、濃度依存的な増殖抑制を示した。一方、Wnt/-catenin

経路非依存性のヒト大腸がん細胞株 RKO に対しては、HT29 細胞に比して低い細胞増殖抑制効果を

示した。以上の結果より、Comp. 31 は Wnt/-catenin 経路を特異的に抑制している可能性が示唆され

た。さらに、CTNNB1 mRNAの発現を抑制し、Wnt/-catenin経路関連遺伝子の発現を抑制しているこ

とを明らかとした。以上より、Comp. 31 は大腸がん細胞に対して Wnt/-catenin 経路を抑制し、抗腫

瘍効果を発揮することを明らかとした。 

 

総括 

本研究では京都薬科大学薬品化学分野が創製した化合物から既存の ICG001 よりも強い TCF 阻害

活性を示したジペプチド型Wnt/β-catenin 経路阻害薬Comp. 31 を見出した。本化合物はAML 細胞株

と大腸がん細胞株に対する細胞増殖抑制効果とアポトーシス誘導効果を示し、さらにWnt/β-catenin関

連遺伝子の発現を抑制した。本研究の研究成果はこれまで難治性腫瘍とされてきた Wnt/β-catenin 経

路活性化腫瘍に対して、治療効果を期待できる治療薬創出につながる知見である。 
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いる。また本論文は、一部、未発表データも含んでいる。 
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7-AAD  7-Aminoactinomycin D 

Ab  antibody 

Ac  acetyl 

AML  acute myelogenous leukemia 

APC  adenomatous polyposis coli 

ATCC  american type culture collection  

Boc  t-butoxycarbonyl 

BOP  (benzotriazol-1-yloxy)-tris(dimetylamino)phosphonium hexafluorophosphate 

BSA  albumin, from bovine serum 

-TRCP  -transducin repeat containing protein 

CDK  Cyclin-dependent kinase  

CK1   casein kinase  

CM-H2DCF-DA  5-(and-6)-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate acetyl ester 

CML  chronic myelogenous leukemia 

CI  combination index 

CBP  c‐AMP response element binding protein‐binding protein 

Comp.  compound (s) 

COMU (1-cyano-2-ethoxy-2-oxoethylidenaminooxy)dimethylamino-morpholino-carbenium 
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DCF  2’,7’-dichlorodihydrofluorescein 

DIBAL-H diisobutylaluminum hydride 

DKK  dickkopf 

DMAP  4-dimethylaminopyridine 

Et  ethyl 

Fa  fraction affected 

FBS  fetal bovine serum 

Fmoc  fluorenylmethoxycarbonyl 

FOXO  Forkhead box O 

Fz  Frizzeled 

GAPDH  glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

GSK-3   glycogen synthase kinase 3 

h  hour(s) 

His  histidine 

HRMS  high resolution mass spectrometry 

Hygr  hygromycin  

IC50  inhibitory concentration of 50% 

IDR  idarubicin 

LRP5/6  low-density lipoprotein receptor-related protein 



LSC  leukemia stem cell   

Luc  luciferase 

Me  methyl 

min  minute(s) 

NFDM  non-fat dry milk 

NMM  N-methylmorpholine 

NMR  nuclear magnetic resonance 

P  phosphorylation 

PBS  phosphate-buffered saline 

PCP  planar cell polarity 

PI  propidium iodide 

PTLC  preparative thin layer chromatography 

PVDF  poly vinylidene di fluoride 

qRT-PCR  quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction 

RIPA  radioimmuno precipitation assay 

ROS  reactive oxygen species 

Sam68  Src associated in mitosis, 68 kDa 

SARS 3CLpro  severe acute respiratory syndrome chymotrypsin-like protease 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

SEM  standard error of the mean 

SFRP  secreted frizzled-related protein 

TBDPS  t-butyldiphenylsilyl 

TCF/LEF  T cell factor/Lymphocyte enhancing factor 

TLC  thin layer chromatography 

Trt  trityl 

Ub   ubiquitination 

WIF-1  Wnt inhibitory factor
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序論 

がんは本邦で死因第 1 位の疾患であり 2019 年 1 年間における死亡数が 37 万人以上と増加してい

る。そして生涯のうち 2人に 1人が罹患を経験し、3人に 1人が、がんで死亡するという誰しもが罹

患するリスクの高い疾患である 1。がん治療は近年グリベック（イマチニブ）2 をはじめとした分子標

的薬の登場や、免疫チェックポイント阻害剤オプジーボ（ニボルマブ）3 の登場により飛躍的な治療

成績の向上を遂げている。しかし未だにがん種や臨床病期によっては予後不良のものもあり、さらな

る治療薬の開発が待ち望まれている。 

Wnt は約 350～400 のアミノ酸で構成される分泌性の糖タンパク質である 4。1980 年代に乳がんの

原因遺伝子 Int-1 が単離され、ショウジョウバエの遺伝学的解析から分節極性遺伝子として同定され

ていたWinglessと高い相同性を示したことからWnt-1と名付けられた 5。これがWntシグナルの研究

の最初である。Wntシグナル伝達経路には 3種類の経路が明らかになっている。古典的な-catenin経

路と−cateninに依存しないPCP（planar cell polarity）経路 6、Ca2+経路 7 である。 

Schema 1. Wnt/-catenin signaling pathway 

Ub: ubiquitination, P: phosphorylation 

 

Wnt/-catenin経路は、胚発生、幹細胞分化調節、骨形成、細胞増殖などに関与するシグナル伝達経

路である 8, 9。リガンドであるWntタンパク質の非存在下では、APC（adenomatous polyposis coli）10、

GSK-3（glycogen synthase kinase-3）11、CK1（casein kinase ）12、Axin13 などの-cateninのリン酸

化に関わる分子が複合体を形成して-catenin をリン酸化し、ユビキチンリガーゼである-TRCP（-
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transducin repeat containing protein）14 がリン酸化-cateninをポリユビキチン化し、プロテアソーム系で

の分解へ導く 15。その結果、細胞周期調節や細胞発生に関わる下流遺伝子の転写は抑制される。一方、

Wntタンパク質存在下では、Wntタンパク質が細胞膜に存在する 7回膜貫通型受容体であるFrizzeled 

（Fz）受容体 16 および 1回膜貫通型受容体のLRP5/6（low-density lipoprotein receptor-related protein）共

受容体 17 に結合し、Disheveled18 のリン酸化を誘導することで GSK-3を介した-catenin のリン酸化

を妨げ、-cateninは分解されずに安定化し細胞質内で蓄積する。その後、核内に移行し、転写因子で

あるTCF/LEF（T cell factor/Lymphocyte enhancing factor）と結合し、標的遺伝子であるCCND119 や c-

MYC 20 等の遺伝子の転写を促進する（Schema 1）。-cateninはE-cadherinの裏打ちタンパク質として

の細胞接着に関わる機能も有しているが 21、細胞質内で蓄積することで核内へ移行し転写翻訳を活性

化するエフェクター分子としての機能も持ち合わせている 22。 

 

Schema 2. Relationship between Wnt/-catenin signaling pathway and various cancer types 

 

この 30 年間で Wnt シグナル伝達のメカニズムは解明されつつあり、この経路の異常な活性化は、

さまざまな悪性腫瘍の病態生理に深く関与しており 8, 23、がんに対して有用な治療標的になりうるこ

とが示唆されてきた（Schema 2）。またこのWnt/-catenin経路はがん幹細胞の発生・維持に関わって

いることがよく知られている。特に白血病幹細胞（Leukemic stem cell: LSC）におけるWnt/-catenin経

路の役割に関する研究が盛んに行われてきた。白血病治療において既存の抗がん剤に対する耐性化や、

再発率が依然高いということが臨床現場では重要な課題となっている。その原因の一つとしてあげら

れるのがLSCの存在である 24 - 26。LSCは細胞周期の静止状態にあり、抗がん剤に対する感受性が低
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い 26)。LSCの本態を明らかにし、LSC維持の鍵となる分子を標的とした治療法を開発することが、白

血病を根治に導く治療法の確立につながると期待されている 27。LSCの維持・自己複製に重要な役割

を果たしているシグナルの一つとしてWnt/-cateninシグナル経路がある 28。これまでの研究で急性骨

髄性白血病（acute myelogenous leukemia: AML）や慢性骨髄性白血病（chronic myelogenous leukemia: CML）

における LSC 発生・維持とWnt/-catenin 経路の関りや、Wnt/-catenin を標的とすることが白血病幹

細胞に対して有用であることが示唆されている 29, 30。 

また従来の化学療法や放射線療法に対する耐性に Wnt/-catenin 経路が関わっていることが報告さ

れており 31、本経路を阻害する薬剤の開発成功により臨床現場におけるさまざまな問題が解決される

ことが期待される。 

本研究の目的は、より効果が高い Wnt/-catenin 経路阻害薬を開発し臨床現場に新たな治療の選択

肢を提案することである。そのために京都薬科大学の薬品化学分野で合成された化合物を用いて新規

阻害薬の探索研究を行っていくこととした。 

第 1章では、Wnt/-catenin経路阻害薬を探索するため、ヒト胎児腎細胞HEK293細胞にSuper TOP 

flashプラスミドを導入したTOP細胞を作製し、TCF（T-cell factor）ルシフェラーゼレポーターアッセ

イでのTCF-Luciferase（Luc）活性を指標としたスクリーニング系の確立と既知の阻害薬 ICG001との

構造類似性に基づき選択した合成化合物を用いた Wnt/-catenin 経路阻害活性を有する化合物の探索

について論じた。 

第 2章では、前章で有効性を確認した化合物を用いて、Wnt/-catenin経路の異常が数多く報告され

ている AML ならびに約 80%に APC の変異が認められ、Wnt/-catenin 経路の異常な活性化の関与が

多く報告されている大腸がん細胞株に対する抗腫瘍効果の検討について論じた。 
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第 1章 Wnt/-catenin経路阻害薬候補化合物の探索 

第 1節 緒言 

Wnt/-catenin経路はさまざまながん種でその異常が報告され、新たな治療標的としてこれまで本経

路を標的とする薬剤の開発が世界で行われてきた 32（Schema 3）。 

Schema 3. Drugs that have been developed targeting Wnt/-catenin pathway 

 

代表的な化合物として Emami K. H. らによって開発された ICG001 が挙げられる 33。ICG001 は転

写コアクチベーターであるCBP（c-AMP response element binding protein - binding protein）と結合する

ことで CBP と-catenin の結合を阻害し、-catenin/TCF シグナルを抑制する。現在 ICG001 第 2 世代

の PRI724 が米国および日本で臨床試験が進行中である。また XAV939 は Axin のユビキチン化を促

進するタンキラーゼを阻害することで Axin の活性化し、Wnt/-catenin シグナルを抑制する 34。

CWP232291はTCF-1の選択的スプライシングを調節するRNA結合タンパク質Sam68（Src associated 

in mitosis, 68 kDa）35 に結合することでWnt/-cateninシグナルを抑制する化合物である 36。去勢抵抗性

の前立腺がんに対して抗腫瘍効果を示し 37、現在米国で白血病に対する臨床試験も行われている。ま

た OMP-54F28 は Wnt タンパク質と Fz 受容体との結合を競合的に阻害する作用を持ち 38、現在米国

で固形腫瘍に対する臨床試験が進められている 39。このようにWnt/-catenin経路を標的とした様々な

治療薬が今日まで開発されている。しかし現在までに臨床試験を通過し臨床で実用化されている薬剤

は存在していない。そこで Wnt/-catenin 阻害薬としてより効果がある新たな薬剤の開発を目的に研

究を着手した。 
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まずヒト胎児腎細胞 HEK293 細胞に Super TOP flash プラスミドを導入した細胞を作製した（以下

TOP細胞）。このTOP細胞を用いてTCFルシフェラーゼレポーターアッセイでのTCF-Luc活性を指

標としたスクリーニングを可能とした。 

京都薬科大学の薬品化学分野で合成された化合物の中から、Wnt/-catenin 経路阻害薬を探索した。

既存のWnt/-catenin 経路阻害薬として ICG00133 と構造類似性がある SARS 3CLpro阻害剤合成中間体

40, 41 を用いてスクリーニングを行った。 
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第 2節 実験方法 

1. TOP/FOP細胞作製 

ルシフェラーゼの上流に TCF/LEF 結合部位を含む TOP flash レポーターを最初に確立した。M50 

Super TOP Flash（Addgene、Cambridge、MA、U. S. A）と pGL4.32 [luc2P/NF - κB-RE/Hygr (Hygromycin) ] 

Vector（Promega、Madison、WI、U. S. A）から、制限酵素（BamHIとSal1）（タカラバイオ、草津、

日本）を用いて、p.M50 Super 8 x TOP Flash - Hygr - Resistance vector を挿入し、Super TOP flash plasmid

を作製した。同様の方法で TCF binding site に変異がある M51 Super FOP Flash（Addgene）を用いて

Super FOP flush plasimdを作製した。次に、Opti-MEM（Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、U. S. 

A）と FuGENE® HD Transfection Reagent（Promega、Madison、WI、U. S. A）を用いて HEK293 細胞

（American Type Culture Collection; ATCC、Manasass、VA、U. S. A）にSuper TOP flash plasmidおよび

Super FOP flash plasimdをトランスフェクションした（TOPトランスフェクション細胞およびFOPト

ランスフェクション細胞）。TOPおよびFOPのトランスフェクション細胞をHygr（FUJIFILM和光純

薬、大阪、日本）入りD-MEM Low-Glucose（L−グルタミン、フェノールレッド含有)（FUJIFILM和

光純薬）で培養し、セレクションを行った。これらのトランスフェクション細胞を 96 ウェルプレー

ト（Corning、NY、U. S. A.）に 1 cell/ウェルになるように播種し、クローニング後、安定発現細胞を

採取した。 

 

2. Wnt3A細胞作製 

L-Wnt-3A細胞（ATCC）は、活性Wnt-3Aタンパク質を分泌する培地の調製に使用した。L-Wnt-3A

細胞は、10%非働化ウシ胎児血清（fetal bovine serum: FBS; Sigma-Aldrich, St. Louis、MO、U. S. A）、1%

ペニシリン-ストレプトマイシン(100 units/mL ペニシリンおよび 100 μg/mL ストレプトマイシ

ン)(FUJIFILM和光純薬)、および 0.4 mg / mL G418（FUJIFILM和光純薬）を含むD-MEM Low - Glucose

で培養した。上清は以下の方法で調整した。 L-Wnt-3A細胞を 1.25x 106 cells/dishで播種し、G418を

含まない培地で培養した。コンフルエントになる培養 3日間後、培養上清を 0.22 µmシリンジフィル

ター（Merck Millipore、Burlington、MA、U. S. A）で回収し、使用するまで−80℃で保存した。 

 

3. ルシフェラーゼレポーターアッセイ 

TCF-Luc 転写活性は、ルシフェラーゼレポーターアッセイを使用して測定した。PBS（phosphate 

buffered saline）で剥離してTOP細胞およびFOP細胞を回収し、遠心分離後、Wntタンパク質の含有

の培養上清を混和した。細胞を 96ウェルプレート（Thermo Fisher Scientific）に 5 x 104 cells/wellで播

種した。24 時間後各化合物を添加し、混合物を 24 時間インキュベートした。次に、細胞溶解試薬

（Table 1）をプレートの各ウェルに添加し、プレートを 30分間穏やかに振とうし、細胞を溶解した。

細胞溶解物（100 L）をポリスチレン 96ウェルプレート （Thermo Fisher Scientific）に移した。発光

試薬（Table 2）をウェルに添加し、マイクロプレートリーダー（GloMax®、Promega）を使用して発光

を測定した。 
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Reagent name Concentration  

Tris-HCl (pH7.8) (Thermo Fisher Scientific) 25 mM 

DTT (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries) 2 mM 

CDTA (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries) 2 mM 

Glycerin (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries) 10% 

Triton X (NACALAI TESQUE, INC., Kyoto, Japan) 1% 

Table 1. Composition of cell lysing reagent used in this study 

 

 

Table 2. Composition of luminescence reagent used in this study 

 

  

Reagent name Concentration (mM) 

Tricine-NaOH (pH 7.8) (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries) 14.3 

Magnesium carbonate hydroxide penta-hydrate (Sigma-Aldrich) 0.8 

Magnesium sulfate (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries) 1.9 

0.5M EDTA (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries) 0.1 

DTT (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries) 23.8 

Acetyl-CoA (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries) 0.2 

D-luciferin K (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries) 0.3 

ATP (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries) 0.4 
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4. 候補化合物の合成 

Comp. 1-23は以前の報告に従って合成し、Comp. 25-31は新たに合成した 40, 41。Comp. 24は渡辺化

学工業株式会社（広島、日本）から購入した。合成方法の詳細は、サプリメントに記載している。 

 

 

Schema 4. Synthetic routes for inhibitors. (A) Outline of synthetic route for intermediates of decahydroisoquinoline 

type SARS 3CLpro inhibitors (Comp. 1-23). (B) Synthetic routes for dipeptide type inhibitors (Comp. 25-31). 

  

Total 22 steps40) 
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第 3節 実験結果 

1. ルシフェラーゼレポーターアッセイを用いたTCF阻害化合物の探索 

既知の Wnt/-catenin 経路阻害薬である ICG001 をポジティブコントロールとして使用し、Wnt/-

catenin経路を標的とする新薬候補を検索するためにスクリーニングを実施した。第 1章において、合

計 31種の化合物を用いてTCFルシフェラーゼレポーターアッセイを行った。アッセイの対象化合物

は ICG001との構造類似性に基づいて、デカヒドロイソキノリン型 SARS 3CLpro阻害剤合成中間体を

京都薬科大学薬品化学分野の化合物ライブラリーから候補化合物として選択した。 

 

 

Figure 1. Structure of ICG001 and synthetic intermediates of SARS 3CLpro inhibitors. 

 

デカヒドロイソキノリン型 SARS 3CLpro 阻害剤合成中間体の構造とスクリーニング結果を Table 3

と 4に示した。23化合物についてTCFルシフェラーゼレポーターアッセイを行ったところ、12化合

物が ICG001を上回る良好な活性を示した。Table 3およびTable 4における Inhibitory activityの数値は

ネガティブコントロールを 100 としたときのルシフェラーゼレポーターアッセイの発光強度比を示

す。 

 

 

Table 3. Structure of test compounds (Comp. 1 and 2) and screening results of the luciferase assay using TOP 

cells. Inhibitory activity represents the luminescence intensity ratio of the luciferase reporter assay when the 

negative control is 100%. 
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Table 4. Structure of test compounds (Comp. 3-23) and screening results of the luciferase assay using TOP cells. 

TOP cells were treated with compounds (10 μM, 30 μM) for 24 h, and then TCF-Luc activity was measured. 

Inhibitory activity represents the luminescence intensity ratio of the luciferase reporter assay when the negative 

control is 100%. 
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しかしながら、これらのデカヒドロイソキノリン型SARS 3CLpro阻害剤合成中間体は合成に最長 22

もの工程を要し 40、化合物供給の面での課題がある（Schema 4A）。そのため、合成が簡便であり多様

な原料を容易に利用可能なジペプチド型阻害薬をSARS 3CLpro阻害剤合成中間体を基に新たに設計し

た（Figure 2）。今回、設計したジペプチド型阻害薬は最短 3段階、最長でも 5段階で合成可能であり

合成工程の大幅な短縮を実現した（Schema 4B）。これらの合成経路を用いてジペプチド型阻害薬の合

成を行い、合成した化合物の評価を行うこととした。 

 

 

Figure 2. Design of the dipeptide type inhibitor via synthetic intermediates of SARS 3CLpro inhibitors. 

 

8 種類のジペプチド型阻害薬について TCF ルシフェラーゼレポーターアッセイを行ったところ、

Comp. 31 が ICG001 を上回る良好な活性を示した（Table 5）。さらにComp. 31 は濃度依存的にTCF-

Lucの活性を阻害することも確認された（Figure 3）。また変異型のTCF binding siteをもつSuper FOP 

plasmidをHEK293細胞に導入して作製したFOP細胞を用いて、ルシフェラーゼレポーターアッセイ

を実施したところ、TCF-Lucの活性阻害率はTOP細胞に比して低い結果であった。 
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Table 5. Structure of test compounds (Comp. 24-31) and screening results of the luciferase assay using TOP cells. 

TOP cells were treated with compounds (10 μM, 30 μM) for 24 h, and then TCF-Luc activity was measured. 

Inhibitory activity represents the luminescence intensity ratio of the luciferase reporter assay when the negative 

control is 100%. 
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Figure 3. Comp. 31 diminished TCF-Luc activity in a dose-dependent manner. FOP cells have a mutant TCF 

binding region. No Tx indicates treatment with DMSO as a solvent control. Wakabayashi R. et al., Biochem. 

Biophys. Res. Commun. 2021, 535, 73-79, Fig. 1D. The figure was partially modified. 
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第 4節 考察 

Wnt/-catenin経路は抗がん剤の魅力的な標的として認識されていたため、この経路を標的とするさ

まざまな阻害薬が開発されてきた 33, 34, 42, 43。しかし、現在までにWnt/-catenin経路を標的とした治療

薬で、承認されたものは存在しない。 

既知のWnt/-catenin経路阻害薬である ICG001との構造類似性に基づいて、京都薬科大学薬品化学

分野で合成された化合物群の中からデカヒドロイソキノリン型SARS 3CLpro阻害剤合成中間体 40, 41 を

候補として選択した。Figure 1 に示すように、デカヒドロイソキノリン型 SARS 3CLpro阻害剤合成中

間体は、ICG001 と同様に縮環型の中心骨格（part A）を有する。また、ICG001 は中心骨格上に 2 つ

の疎水性芳香族置換基（part B および part C）を持っているが、これらの部分構造はデカヒドロイソ

キノリン型SARS 3CLpro阻害剤合成中間体のヒスチジン部分（part B）とアミド置換基（part C）で代

替可能と考えた。ICG001のウレア部分（part D）はデカヒドロイソキノリン型SARS 3CLpro阻害剤合

成中間体のWeinrebアミド部分に相当するが、part DはEmami K. H.らの報告 33 から活性発現に重要

ではないと判断した。 

Table 3およびTable 4に示した通り、デカヒドロイソキノリン型SARS 3CLpro阻害剤合成中間体の

スクリーニング結果から、構造活性相関についての情報が得られた。まず、part Aと part Cのみの場

合や part Aが単純な二置換シクロヘキサン環のComp. 6-11と 22、23は不活性である。次に、中心骨

格の part Aにおける立体化学は活性に明確な影響を示さなかった（Comp. 12と 14、16、19 vs Comp. 

13と 15、17、20）。その一方、part Bの嵩高いTrt基は、活性発現に不可欠であり（Comp. 1 vs Comp. 

2）、part Cのアミド置換基が変わっても同様である（Comp. 4と 5）。また、part Cのアミド置換基と

して、メチル基のような小さなものから二つのメチレン鎖を介したBoc保護アニリンや t-ブチルフェ

ニル基、ビフェニル基までは許容されるが、ビフェニル基がさらに置換されると阻害活性が失われる

ことを明らかにした。（Comp. 3 vs Comp. 1と 12-21）。 

これらの中間体は ICG001を上回る良好な活性を示したが、Schema 4Aに示した通り合成に長い工

程を要し、合成困難なため化合物供給において課題がある 40。現状において、中心骨格の part Aに縮

環構造が必要かどうかや part Bのアミノ酸誘導体の最適構造は不明なままである。そのため、さらな

る構造最適化が必要であるが、先述の通り有望なスクリーニング結果を示したデカヒドロイソキノリ

ン型SARS 3CLpro阻害剤合成中間体は合成困難であるため種々の誘導体合成に不向きである。従って、

これらの課題を解決するために、合成が容易で多様なアミノ酸誘導体を利用可能なジペプチド型化合

物をSARS 3CLpro阻害剤合成中間体を基に新たに設計し、合成と評価を行った（Figure 2およびSchema 

4B）。 

8 種類のジペプチド型阻害薬を評価した結果、デカヒドロイソキノリン型 SARS 3CLpro阻害剤合成

中間体にもっとも近い構造を有するテトラヒドロイソキノリン型では濃度依存性が見られなかった

（Comp. 24-29）。また、ピペリジンアミノメチル型よりもピペリジンアミド型の方が良い活性を示し

た（Comp. 30 vs Comp. 31）。Comp. 31は 30 μMにおいて ICG001よりも強いTCF-Luc阻害活性を示し

た。また変異型のTCF binding siteをもつSuper FOP plasmidをHEK293細胞に導入して作製したFOP

細胞を用いた解析も合わせて行った。偽陽性の化合物であった場合、FOP 細胞での TCF-Luc 活性を

抑制し、非特異的な阻害効果を有すると判定される 44。TOP細胞とFOP細胞のTCF-Luc活性の阻害

率を比較解析した結果、FOP細胞でのTCF-Luc活性の低下は小さいものであった。この結果からComp. 
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31が特異的にWnt/-cateninのTCF-Luc活性を抑制していることが示唆された。 

これらの結果から、デカヒドロイソキノリン型SARS 3CLpro阻害剤合成中間体を用いて得られた構

造活性相関に関する情報に加えて、中心骨格（part A）に縮環構造は必須ではなく、より単純な単環

系の骨格で置換可能であることを見出した。また、ピペリジンアミノメチル型よりもピペリジンアミ

ド型の方が適した構造であることも明らかにした。 

以上のことから、今後の構造展開が容易なジペプチド型阻害薬である Comp. 31 を最適構造とし、

さらに詳細な活性発現メカニズム解析を行うこととした。 
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第 2章 がん細胞における抗腫瘍効果の評価 

第 1節 急性骨髄性白血病に対する抗腫瘍効果 

第 1項 緒言 

Wnt/-catenin経路の異常が白血病の病態に関わっており、白血病細胞における-cateninの発現量は

AML 患者の予後に関連していることが報告されている 45 。また Wnt 阻害タンパク質とし Wnt/-

catenin経路の活性調節に関わるSFRP（secreted frizzled-related protein）46 やDKK（dickkopf）47 等遺伝

子のプロモーターのCpGアイランドのメチル化が、AML患者ではアップレギュレートされているこ

とが確認されており、予後不良との関連も報告されている 48 。これら Wnt 阻害タンパク質における

高頻度のメチル化によって SFRP とDKKの発現が抑制され、Wntタンパク質に直接結合し、Wnt と

Fz 受容体の結合を阻害する機能を失い Wnt/-catenin シグナルが活性化する。そのため AML におい

ても有望な治療標的であると考えられている 8 。 

近年、AML の治療成績は造血幹細胞移植術の向上、またシタラビンとアントラサイクリン系の抗

がん剤を組み合わせた多剤併用化学療法により寛解率は改善されてきている 49 。しかし、既存の抗が

ん剤に対する耐性化の出現や、再発率が現在でも高いという問題が残されている 49, 50 。白血病の治療

効果を向上させるためには、現在の標準的な治療薬とは異なり、AML 発がんの重要な経路に関与す

る分子を標的とする新規薬剤を開発することが重要である。 

本章では AML の新規治療薬の開発のためにスクリーニング系で見出した Comp. 31 の AML 細胞

に対する in vitro での抗腫瘍効果の検討を行った。具体的には、WST-8 アッセイを用いた化合物の細

胞増殖抑制効果、フローサイトメトリー法を用いた細胞周期抑制効果、アポトーシスの誘導、ウエス

タンブロッティング法および定量的リアルタイム RT-PCR（quantitative reverse transcription-polymerase 

chain reaction: qRT-PCR）法によるWnt関連遺伝子C-MYC、CCND1、SURVIVINの発現変化を検討し

た。C-MYC は古くから腫瘍化に関わる遺伝子と知られ、パートナー遺伝子である MAX と相互作用

することで転写因子として機能する 51 。また幹細胞維持にも関わっており、iPS細胞誘導の初期化因

子としてしても知られる 52 。CCND1 は CDK4 （Cyclin-dependent kinase 4）または CDK6 （Cyclin-

dependent kinase 6）の調節サブユニットとして複合体を形成し、これらを活性化することで細胞周期

G1 期から S期への移行を促進する 53 。SURVIVINは caspase 3 や caspase 7 を阻害することで、アポ

トーシスを抑制し細胞分裂を促進する分子であることが知られる 54 。さらに、AML治療薬として臨

床で使用されているイダルビシンとComp. 31の併用効果についても検討した。 
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第 2項 実験方法 

1. 細胞株と試薬 

AML細胞株（U937、KG1aおよびHL-60）はATCCから入手した。これらのAML細胞は、10%FBS

（Sigma-Aldrich）と抗菌剤（100 units/mL ペニシリンおよび100 μg/mLストレプトマイシン）（FUJIFILM

和光純薬）を含むRPMI1640（FUJIFILM和光純薬）で 37 ˚C、5 % CO2の環境下で培養した。Wnt/β-

catenin経路阻害薬 ICG00133 は、フナコシ株式会社（東京、日本）から購入した。 

 

2. AML細胞に対する増殖阻害効果（WST-8アッセイ） 

細胞増殖は、Cell Count Kit-8（DOJINDO LABORATORIES、熊本、日本）を使用し評価した。AML

細胞株（U937、KG1aおよびHL-60）を 96ウェルプレート（Thermo Fisher Scientific）に、各ウェルあ

たり 3.0 ~ 8.0 x 103 cells/wellの密度で細胞播種し、Comp. 31または ICG001の段階希釈液とともに 72

時間インキュベートした。Cell Count Kit-8試薬を各wellに 10 Lずつ処置し、マイクロプレートリー

ダー（GloMax®、Promega）を使用して吸光度（極大吸収波長 450 nm）を測定した。各濃度での 4つ

のサンプルの平均を評価した。50%の阻害濃度（IC50）の値は、非線形回帰プログラムCalcuSyn（Biosoft、

Cambridge、UK）を使用して算出した。 

 

3. 細胞周期解析 

細胞周期解析はヨウ化プロピジウム（Propidium Iodide: PI）染色によりフローサイトメトリー法を

使用して評価した。AML細胞株U937、KG1aを 3.0 ~ 8.0 x 104 cells/mLの濃度で 70 mLフラスコに播

種して 3時間インキュベートし、Comp. 31および ICG001を処置した。24時間後細胞を回収し、遠心

後 PBS で洗浄した。さらに遠心し上清を捨てた後、−20℃で冷却した 70%エタノールで細胞固定し、

−20℃冷凍庫で保存した。エタノールを取り除いた後PI 20 µg/mL(フナコシ)、RNase 100 µg/mL（Sigma-

Aldrich）を含むPBSにて染色後、BD FACS Diva TMソフトウェア（Becton Dickinson、Franklin Lakes、

NJ、U. S. A）を使用してFACS Fortessaを用いて解析した。結果はFlowJoソフトウェア（Becton Dickinson）

を用いてデータ分析した。 

 

4. アポトーシス解析 

化合物により誘導されるアポトーシスの解析は、Annexin-V-FITCアポトーシス検出キット（Thermo 

Fisher Scientific）を使用して解析を行った。AML細胞株U937、KG1aを 3.0 ~ 8.0 x 104 cells/mLで播種

後、Comp.31 または ICG001 を処置し 72 時間インキュベートした。細胞を回収し PBS で洗浄後、

Annexin V Binding Bufferを加え、Annexin V、PI（20 g/mL）にて染色し、15分遮光下でインキュベー

トし、1時間以内にFACS Fortessaを用いて解析を行った。細胞は、細胞周期解析同様BD FACS Diva 

TMソフトウェア（Becton Dickinson）を使用してFACS Fortessaで分析し、FlowJoソフトウェア（Becton 

Dickinson）を用いてデータを分析した。 
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5. ROS産生の測定 

細胞内 ROS（reactive oxygen species）の産生を、CM-H2DCF-DA（5-(and-6)-chloromethyl-2',7'-

dichlorodihydrofluorescein diacetate, acetyl ester）（Thermo Fisher Scientific）を利用したフローサイトメト

リー法により測定した。U937細胞を 70 mLフラスコに 5.0 x 104 cells/mLで播種し、次にComp. 31ま

たは ICG001 を処置し 48 時間インキュベートした。 その後細胞を回収し PBS で二回洗浄した後、

10 M CM-H2DCF-DAで 37℃、45分間暗所で染色した。7-AAD（7-Aminoactinomycin D）（FUJIFILM

和光純薬工業）で 10 分染色後細胞を収集し、DCF（2’,7’-dichlorodihydrofluorescein:）蛍光を FACS 

Fortessaフローサイトメーター（BD Biosciences）で分析した。 

 

6.  NAC併用によるComp. 31における細胞死メカニズムの検討 

6.1. 細胞増殖解析 

抗酸化剤NAC（N-acetyl cysteine）とComp. 31の併用処置による細胞増殖抑制効果の検討について

WST-8アッセイを用いて行った。AML細胞株U937を 5.0 x 103 cells/wellずつ96ウェルプレートに播

種し、①薬物未処置群（2% DMSO含有RPMI1640）、②NAC単独処置群、③Comp. 31単独処置群、

④NAC + Comp. 31併用処置群を作製した。NACは細胞播種直後に処置し、3時間インキュベートし

た後Comp. 31または 2% DMSO含有RPMI1640を処置した。24時間インキュベート後Cell Count Kit-

8試薬を処理し、マイクロプレートリーダー（GloMax®、Promega）を使用して吸光度（極大吸収波長

450 nm）を測定した。 

 

6.2. 死細胞率解析 

抗酸化剤 NAC と Comp. 31 の併用処置による死細胞率の解析をトリパンブルー染色によるセルカ

ウントで算出した。AML細胞株U937を 6 wellプレート（Thermo Fisher Scientific）に 5.0 x 103 cells/well

ずつ播種し、6.1と同様に ①薬物未処置群（2% DMSO含有RPMI1640）、②NAC単独処置群、③Comp. 

31単独処置群、④NAC + Comp. 31併用処置群を用意する。NACは細胞を播種した直後処置し、3時

間インキュベートした後Comp. 31または 2% DMSO含有RPMI1640を処置した。12時間後細胞を回

収し、遠心した後 PBS で懸濁してトリパンブルー染色した。トリパンブルーを排出し、トリパンブ

ルー溶液で染色されない細胞を生細胞、トリパンブルー溶液で青く染色される細胞を死細胞とし、セ

ルカウントを実施した。死細胞率の計算は（死細胞数）/（死細胞数+生細胞数）× 100 で算出した。 

 

7. qRT-PCR解析  

 AML細胞株U937、KG1aを 70 mLフラスコに播種して 3時間インキュベートし、Comp. 31または

ICG001を処置した。4時間に後に全細胞を回収しRNAを抽出した。RNAはNucleo Spin RNA Kit（タ

カラバイオ）で精製した。Nano Drop 2000（Thermo Fisher Scientific）で精製RNAの濃度を測定した。

全RNA（200 ng/L）を、PCR Thermal Cycler MP（タカラバイオ）でRever Tra Ace qPCR RTキット

（東洋紡、大阪、日本）を使用して逆転写し cDNAを合成したヒト c-MYC、CCND1、SURVIVIN、お

よびGAPDH（glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase）（Cell Signaling Technology、Danvers、MA、U. 

S. A）の発現を qRT-PCRで測定した。各リアルタイムPCR反応混合物には、20 μLのTaqman master 

mix（Roche Diagnostics、Mannheim、Germany）、cDNA、プライマー、およびTaqman probe（Universal 
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Probe Library、Roche Diagnostics）が含まれている。cDNAはThermal Cycler Dice system（タカラバイ

オ）で増幅した。mRNA発現量はGAPDH遺伝子を内部標準に用いてΔΔCt法により各遺伝子の発現

量を相対的に定量した。この研究で使用されたプライマーは、以下Table 6に示す。 

 

 Table 6. Primer sequences and probe numbers for qRT-PCR used in this study 

Fw: forward  Rv: reverse  bp: base pair   

 

8. ウエスタンブロッティング解析 

 AML細胞株U937、KG1aを 70 mLフラスコに播種して 3時間後に、Comp. 31または ICG001を処

置した。48 時間または 72 時間後に、全タンパク質を回収した。回収した細胞をRIPA（radioimmuno 

precipitation assay）buffer（FUJIFILM和光純薬）を用いて 1.0 x 106 cells/100 μL以上になるように溶解

した。氷冷（20分）し、その間に 4回ボルテックスを用いて撹拌し、十分に混和した。その後、遠心

（12000 rpm、20分、4 ̊ C）し、その上清をサンプルとして回収した。回収したサンプルは、Qubit Protein 

Assay kit（Thermo Fisher Scientific）、Quantus Fluorometer（Promega）を用いて定量を行い、4 μg/µLに

なるようにSample Buffer Solution（FUJIFILM和光純薬工業）、滅菌超純水と混合し、5 分間煮沸して

サンプルを調製した。 

調製したサンプルを用い、タンパク質の発現をSDS-PAGE（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis）を行い解析した。電気泳動 （12.5 % polyacrylamide gel、200 V）し、PVDF（poly vinylidene 

di fluoride）膜（Merck Millipore）に 100 V、90分で転写した。非特異的結合を防止するため、PVDF膜

を 1%NFDM（non-fat dry milk）および 5%BSA（Albumin, from Bovine Serum）（FUJIFILM和光純薬）

中で 1時間反応させた。各ブロッキング剤はTween 20を含む tris-buffered saline（TBS; 20 mM tris、500 

mM NaCl、pH 8.0）で溶解した。その後、一次抗体として、抗CTNNB1（Becton Dickinson）、抗 c-MYC、

抗CCND1、抗SURVIVIN、および抗GAPDH抗体を使用した。HRP（Horseradish peroxidase）標識抗

ウサギ IgG抗体および抗マウス IgG抗体（Cell Signaling Technology）を二次抗体として使用し、免疫

反応性タンパク質に対応するバンドをECL Western Blotting Detection Kit（GE Healthcare、 Chicago、

IL、U. S. A）を用いてX線フィルム（ケアストリーム株式会社、東京、日本）に感光させることによ

り検出した。使用した抗体とブロッキング剤はTable 7に示す。 

primers  
Length 

(bp) 
Sequences 

Probe 

Number 

Accession 

Numbers 

GAPDH 

Fw 20 5'-GAGTCCACTGGCGTCTTCAC-3’ 45 NM_001256799.2 

Rv 20 5'-GTTCACACCCATGACGAACA-3’ 

CTNNB1 
Fw 20 5'-GCTTTCAGTTGAGCTGACCA-3' 21 NM_001098209.1 

Rv 22 5'-CAAGTCCAAGATCAGCAGTCTC-3' 

SURVIVIN 
Fw 20 5'-AGAACTGGCCCTTCTTGGA-3' 86 NM001168.2. 

Rv 20 5'-CAAGTCTGGCTCGTTCTCAGT-3' 

C-MYC 
Fw 20 5'-GCTGCTTAGACGCTGGATTT-3' 66 NM_002467.4 

Rv 19 5'-TAACGTTGAGGGGCATCG-3' 
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 Table 7. Antibodies and blocking agents 

       Ab: antibody, NFDM: non-fat dry milk, BSA: albumin, from bovine serum 

 

9. イダルビシンとの併用効果の検証 

Comp. 31とイダルビシン（Selleck Chemicals、Houston、Texas、U. S. A）の同時処置による併用効

果は、WST-8アッセイを行い、CI（combination index）を使用して評価した。CIはChou. T. Cにより

開発された酵素反応速度モデルから導出された質量作用の法則の原理に基づいて薬物の細胞毒性相

乗作用を定量化する方法である 55, 56 。この手法は、抗腫瘍剤の相互作用を評価するために広く使用

されている 57 - 59 。細胞を 72時間、各化合物の 6つの濃度（IC50の 0.25、0.5、0.75、1.0、1.5、また

は 2.0倍）または両方を組み合わせて、一定の比率の組み合わせで処置しインキュベートした。各希

釈でのCIとFa（fraction affected）（例えば、0.25のFaは 75%の生細胞率に等しい）は、以前に報告

されたように計算した 57 -59 。この方法により、さまざまな用量および効果での相乗効果（CI < 1）、

相加効果（CI = 1）、および拮抗作用（CI > 1）の定量化が可能となる 56 。CIの計算は、評価された

薬剤の作用機序が相互に排他的ではないという仮定の下で行われた。組み合わせ効果の検証は、非

線形回帰プログラムCalcuSyn（Biosoft）を使用して行った。 

 

10.  統計分析 

3群以上の比較での統計学的解析は、一元配置分散分析を用いたBonferroni検定を使用して分析し

た。NACとComp. 31併用による 2群間の比較ではDunnet検定を用いて解析した。統計解析ソフト

はGraphPad Prism5（GraphPad, USA）を使用した。得られた実験結果については、平均値±標準誤差

（standard error of the mean；SEM）で表示した。危険率 5%以下両側を統計学的に有意差があると判

定した。 

  

Primary 

Ab 

Primary Ab 

concentrations 

Secondary 

Ab 

Secondary Ab 

concentrations 
Blocking agents 

GAPDH 1:1000 anti-mouse IgG 1:1000 1% NFDM 

CTNNB1 1:500 anti-mouse IgG 1:1000 1% NFDM 

C-MYC 1:1000 anti-rabbit IgG 1:1000 5% BSA 

CCND1 1:1000 anti-rabbit IgG 1:1000 5% BSA 

SURVIVIN 1:1000 anti-rabbit IgG 1:1000 1% NFDM 
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第 3項 実験結果 

1. Comp. 31におけるAML細胞に対する細胞増殖および細胞周期への影響 

Figure 4Aに示すように、Comp. 31 は、3つのAML細胞株（U937、KG1a、HL-60）の細胞増殖を

用量依存的に阻害した（Figure 4A）。Comp. 31における IC50はそれぞれU937細胞およびKG1a細胞

で 7 M、HL-60細胞で 9 Mであった。ICG001における IC50はU937細胞で 5 M、KG1a細胞で 10 

M、そしてHL-60細胞で8 Mであった。これ以降の実験はU937細胞とKG1a細胞を用いて IC50 x 

1.5の薬物濃度で行った。 

2 つの細胞株、U937 細胞およびKG1a 細胞に対するComp. 31 および ICG001 の効果を、フローサ

イトメトリー法によって解析した（Figure 4B、C）。Comp. 31および ICG001で処理されたU937細胞

のG1分画の割合は、それぞれ 58.5±5.36%および 58.4±1.76%であった。Comp. 31および ICG001で処

理されたKG1a細胞のG1分画の割合は、それぞれ 68.4±4.71%および 68.1±6.98%であった。これらの

結果は、Comp. 31 および ICG001 が同様に G1分画での割合の増加とともに AML 細胞の細胞周期を

有意な差を持って停止させることを示唆した。 
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Figure 4. Inhibitory effects of Comp. 31 on AML cell lines. (A) WST-8 assay for detecting the effects of Comp. 31 

on cell proliferation. Data represent the mean ± standard error of the mean (SEM) of three independent experiments, 

each with test conditions replicated four times. (B) WST-8 assay for detecting the effects of ICG001 on cell 

proliferation. (C) Cell cycle status of U937 and KG1a AML cells after treatment with Comp. 31 or ICG001. Comp. 

31 arrested the cell cycle of AML cells, with an increase in the proportion in G1 phase. Data represent the mean ± 

SEM of three independent experiments. Black, white, dark gray, and light gray bars indicate subG1, G0/G1, S, and 

G2/M phases of the cell cycle, respectively. Means ± SEM were analyzed using a one-way ANOVA, and multiple 

comparisons of means were performed with Bonferroni’s correction. p<0.05 was considered significant. *p<0.05 

v. s. No Tx. (D) Cell cycle analysis by flow cytometry. U937 and KG1a cells were incubated with Comp. 31 or 

ICG001 at the indicated concentrations for 24 h. No Tx indicates treatment with DMSO as a solvent control. 

Wakabayashi R. et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 2021, 535, 73-79, Fig. 2A, 2B, 2C. The figure was 

partially modified. 
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2. Comp. 31におけるAML細胞に対するアポトーシスへの影響 

Annexin-V / PI 染色を使用して、Comp. 31 で処理したU937 細胞およびKG1a 細胞におけるアポト

ーシスの誘導を検討した（Figure 5A、B）。初期アポトーシス細胞（Annexin-V + / PI－）の割合は、薬

物未処理の細胞で 6.58±1.49%（U937細胞）および 3.20±0.80%（KG1a細胞）で、Comp. 31で処理し

た細胞では 66.6±9.19%（U937 細胞）および 21.2±3.52%（KG1a 細胞）であった。後期アポトーシス

細胞（Annexin -V + / PI +）の割合は、未処理細胞で 6.40±1.03%（U937細胞）および 1.89±0.31%（KG1a

細胞）であり、Comp. 31処理細胞での割合は 13.9±6.48%（U937細胞）および21.2±2.95%（KG1a細

胞）であった。従って、Comp. 31 は、ICG001 と比較した場合、より有意にAML細胞をアポトーシ

スに誘導した。 
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Figure 5. Induction of apoptosis in U937 and KG1a cells treated with Comp. 31 (10 M) or ICG001 (U937: 7.5 

M; KG1a: 15 M) for 72 h. (A) Dot plots showing apoptosis detected by Annexin-V/PI using flow cytometry. 

Results shown are representative of three independent experiments. (B) Analysis of the proportion of cells in early 

and late apoptosis. Data represent the mean ± SEM of three independent experiments. White, gray, and black bars 

indicate the percentage of cells after treatment with solvent, ICG001, and Comp. 31, respectively. Means ± SEM 

were analyzed using a one-way ANOVA, and multiple comparisons of means were performed with Bonferroni’s 

correction. p<0.05 was considered significant. *p<0.05, ***p<0.001 v. s. No Tx. No Tx indicates treatment with 

DMSO as a solvent control. Wakabayashi R. et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 2021, 535, 73-79, Fig. 2D, 

2E. The figure was partially modified. 
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3. Comp. 31におけるアポトーシスメカニズムの解析 

Comp. 31 によるアポトーシスのメカニズムを明らかにするため、アポトーシスとの関連が報告さ

れているROSについて検討した。Comp. 31を処置した時のAML細胞株U937におけるROSの産生

をフローサイトメトリー法により測定した（Figure 6A）。ROS検出試薬CM-H2DCFDAは細胞に取り

込まれた後、細胞内に蓄積したROS と反応し蛍光物質であるDCF となる。そのDCF の蛍光を検出

してROSの値を測定する。DCFのヒストグラムを作成する際は、7-AADで染色を行い生細胞の分画

を抽出して行った。Comp. 31処置群では薬物未処置群と ICG001群よりもヒストグラムが右へシフト

しており、ROSの産生量がその他の 2群よりも増加していることが示された。 

さらにComp. 31による細胞増殖抑制効果にROSが関連しているかを検証するため、抗酸化剤であ

るNACとComp. 31を併用してWST-8 assayを行い細胞増殖の影響を検討した（Figure 6B）。その結

果 NAC 処置により Comp. 31 による細胞増殖の抑制が有意な差を持って一部解除された。さらに細

胞死誘導とROS の関連を確認するため、NAC とComp. 31 を併用してトリパンブルー染色により死

細胞率を測定したところ、NAC処置によってComp. 31による死細胞率の増加が有意な差を持って一

部解除された（Figure 6C）。これらのことから、Comp. 31によるアポトーシス誘導のメカニズムの一

部にROSの産生が関与していることを明らかとした。 
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Figure 6. Evaluation of ROS production and verification of combined use of Comp. 31 and NAC. (A) U937 cells 

treated with Comp. 31 (10 M) or ICG001 (7.5 M) for 48 h. The production of ROS was measured by CM-

H2DCFDA using flow cytometry. The DCF histogram is displayed as a 7-AAD negative live cell fraction. No Tx 

indicates treatment with DMSO as a solvent control. (B) WST8-assay. U937 cells were treated with Comp. 31 (10 

M) and NAC (5mM) for 24 h. Results shown are the mean ± SEM of three independent experiments. Means ± 

SEM were analyzed using a one-way ANOVA, and multiple comparisons of means were performed with Dunnet’s 

correction. p<0.05 was considered significant. ***p<0.001. (C) Measurement of dead cell rate by trypan blue 

staining. U937 cells were treated with Comp. 31 (14 M) and NAC (10 mM) for 12 h. Results shown are the mean 

± SEM of three independent experiments. Means ± SEM were analyzed using a one-way ANOVA, and multiple 

comparisons of means were performed with Dunnett’s correction. p<0.05 was considered significant. *p<0.05. 
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4. Comp. 31におけるAML細胞に対するWntシグナル関連分子発現への影響 

AML細胞におけるWnt/-cateninシグナル関連分子の発現の変化を、qRT-PCRおよびウエスタンブ

ロッティング法を用いて評価し、Comp. 31 による細胞周期停止および細胞死誘導メカニズムを検証

した。 

qRT-PCRによる解析は、Comp. 31がCTNNB1、c-MYC、および SURVIVINのmRNA発現量を有意

に減少させることを示した（Figure 7A、B）。またCTNNB1（-catenin）のタンパク質発現量が、Comp. 

31処置によって減少した。（Figure 7C、D）。Comp. 31は、c-MYC、CCND1、SURVIVINタンパク質

などのWnt関連タンパク質の発現量も抑制した（Figure 7C、D）。 
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Figure 7. Effect of Comp. 31 on the expression of Wnt/-catenin signaling-related molecules. U937 (A) and KG1a 

(B) cells were incubated with Comp. 31 or ICG001 at the indicated concentrations for 4 h, and then mRNA levels 

of the indicated Wnt/-catenin signaling-related molecules were detected by qRT-PCR. Results shown are the 

mean ± SEM of three independent experiments. Means ± SEM were analyzed using a one-way ANOVA, and 

multiple comparisons of means were performed with Bonferroni’s correction. p<0.05 was considered significant. 

*p<0.05, **p<0.01 v. s. No Tx. U937 (C) and KG1a (D) cells were treated with Comp. 31 or ICG001 at the 

indicated concentrations for 72 h (U937) or 48 h (KG1a), and then protein levels of the indicated Wnt/-catenin 

signaling-related molecules were detected by western blotting. Results shown are representative of two or three 

independent experiments. No Tx indicates treatment with DMSO as a solvent control. Wakabayashi R. et al., 

Biochem. Biophys. Res. Commun. 2021, 535, 73-79, Fig. 3. 
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5. Comp. 31のAML細胞におけるイダルビシンと組み合わせたの併用効果 

KG1a細胞およびU937細胞のAML細胞に対するイダルビシンとComp. 31を組み合わせた併用効

果を検討した。イダルビシンは、AMLの導入療法で使用されている重要な薬剤である 49 。各化合物

またはその両方の 6つの濃度（IC50の 0.25、0.5、0.75、1.0、1.5、2.0倍）を一定の比率で使用し、WST-

8アッセイを実施した。各希釈でのCIおよびFa値は、既報に従いCalcuSynソフトウェアを使用して

計算した 57 - 59 。U937 細胞とKG1a 細胞に対するイダルビシンとComp. 31 の用量効果プロットをそ

れぞれ Figure 8A と 8B に示し、U937 細胞とKG1a 細胞に対するComp. 31 とイダルビシンの併用効

果を示すCI-FaプロットをFigure 8Cおよび 8Dにそれぞれ示した。イダルビシンとComp. 31の組み

合わせた併用処置は、AML 細胞に対する各化合物単独の処理よりより強い増殖抑制効果を示した

（Figure 8A、B）。CI値はCI < 1で相乗効果、CI = 1で相加効果、およびCI > 1で拮抗作用と判定さ

れる。Comp. 31とイダルビシン併用によるCI値は大方の濃度で 1より低い値を推移しており、Comp. 

31とイダルビシンの併用が、U937細胞とKG1a細胞に対して相乗的に増殖抑制効果を有しているこ

とが示された。 
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Figure. 8 Evaluation of the combined effects of Comp. 31 and idarubicin (idarubicin) treatment on AML cells. 

Cells were incubated for 72 h with six concentrations of each agent or both in combination. The IC50 values of 

Comp. 31 for U937 cells and KG1a cells were 7 M and 9 M, respectively, and those of IDR were 5 nM and 7 

nM, respectively. (A, B) The cytotoxic effect of treatment with Comp. 31 or IDR, alone or in combination, on U937 

cells (A) and KG1a cells (B). (C, D) Combination index (CI) -fraction affected (Fa) plots of U937 cells (C) and 

KG1a cells (D). CIs were determined with the nonlinear regression program CalcuSyn. Wakabayashi R. et al., 

Biochem. Biophys. Res. Commun. 2021, 535, 73-79, Fig. 4. 
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第 4項 考察 

In vitroでのAML細胞に対する抗腫瘍効果を確認するために、AML細胞株の細胞増殖、細胞周期、

アポトーシスに対するComp. 31 における影響を既存のWnt/-catenin 経路阻害薬 ICG001 と比較して

評価した。WST-8アッセイの結果は、Comp. 31がU937細胞、KG1a細胞、およびHL-60細胞の増殖

に対する濃度依存性阻害を示した。ICG001 においても AML 細胞株に対して細胞増殖を抑制してい

たが、高濃度における阻害率は Comp. 31 よりも低い値であった。細胞増殖に影響を与える可能性の

ある要因を探索するため、Comp. 31または ICG001によって引き起こされる細胞周期の変化について

フローサイトメトリー法を用いて検討した結果、Comp. 31 と ICG001 は細胞周期におけるG1期の割

合が同程度に増加しており、両化合物における細胞周期への影響が等しいことが示された。さらに

Comp. 31 はAML細胞に対して、ICG001 よりも強くアポトーシスの誘導をもたらした。これらの結

果からComp. 31と ICG001は共に細胞周期の停止を誘導して細胞増殖を抑制する効果を有している。

しかしAML細胞を細胞死に至らせる効果は ICG001に比してComp. 31の方が優れていると推察され

る。この違いは抗アポトーシスタンパク質である SURVIVIN の発現変化の差が影響していることが

考えられる。Comp. 31においてSURVIVINのタンパク発現は強く抑制されているのに対して、ICG001

では発現の変化が見られなかった。よってこれら 2剤におけるSURVIVN発現の差が細胞死に対する

影響に関わっていることが考えられる。 

またComp. 31における細胞増殖の結果に細胞株ごとの大きな差はみられなかったが、ICG001にお

いては細胞株ごとに増殖阻害率の結果に差がみられた。またウエスタンブロッティング法によるタン

パク質発現解析では、U937細胞とKG1a細胞で異なる結果が確認された。U937細胞ではC-MYCお

よびCCND1のタンパク質発現変化については、Comp. 31および ICG001で同程度発現を抑制してい

るのに対し、KG1a 細胞では ICG001 による発現抑制が確認されなかった。これはそれぞれの細胞に

おける-catenin の発現の差が影響している可能性が考えられる。Ysebaert L.らが行った AML 細胞株

を用いたウエスタンブロッティング解析によりKG1a細胞がU937細胞よりも顕著に-cateninのタン

パク発現が上昇していることが認められた 45 。ICG001は-cateninの発現量がより亢進しているKG1a

細胞に対しては完全に Wnt/-catenin 経路を抑制することができないために、細胞ごとの差が認めら

れた可能性がある。それに対して Comp. 31 は-catenin の発現に影響を受けることなく本経路を阻害

し、抗腫瘍効果を発揮することが示唆された。 

Comp. 31によるアポトーシス誘導のメカニズムの解析にあたり、ROSの関与に着目した。ROSが

アポトーシス誘導に関連していることは、これまでにも多く報告されている 60, 61。また様々な薬物に

よるアポトーシス誘導に ROS が産生されることが報告されている 62, 63。Yang X. らはヒト肝細胞株

Hep G2細胞を用いた検討により中国で動物飼料添加物として使用されているキノセトンがROSを介

してWnt/-catenin 経路を抑制し、最終的に caspase 9 の活性化を伴うアポトーシスを誘導したことを

示している 62 。Wu S. らは前立腺がんを用いた実験により、プロテインキナーゼC阻害作用を持つ

薬物として同定された天然アルカロイド Chelerythrine が ROS の蓄積を介して小胞体ストレスを引き

起こしアポトーシスを誘導することを報告している 63。さらには-catenin 阻害により ROS が産生さ

れることが報告されている 62, 64。FOXO（Forkhead box O）は細胞周期を負に調節する転写因子であり

19、Essers M. A. G.らはFOXOの細胞周期の調節に-cateninが関わっていることを発見し、HEK293細

胞を用いた共免疫沈降解析において、H2O2処置により FOXO と-catenin の結合が増強し細胞周期の
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停止をさらに促進することを示した 64。このようにWnt/-catenin 経路がROSの産生に関与している

報告が散見されている。そこでComp. 31によるアポトーシスの誘導がROSを介して起きるという仮

説を立て、フローサイトメトリー法により ROS 検出試薬 CM-H2DCFDA を用いて ROS の産生を解

析した。その結果、Comp. 31 は薬物無処置群および ICG001 処置群に比較してROS の産生が亢進し

ていた。また抗酸化剤である NAC の併用により Comp. 31 による細胞増殖抑制と細胞死の誘導が一

部解除された。NAC はグルタチオンの前駆物質であり、細胞内でグルタチオンに変換されることで

ROS スカベンジャーとして抗酸化作用を発揮する 65。NAC を前処置することで、Comp. 31 による

ROS産生が抑制され、細胞増殖抑制および細胞死の誘導が抑制されたと考えられる。今回の検討では

ROS の増加が Wnt/-catenin 経路を抑制したのかもしくは Wnt/-catenin 経路の抑制により ROS が増

加したのかについてはさらなる検討が必要である。これらの結果より Comp. 31 による細胞死の誘導

に、一部 ROS が関与していることが示唆された。その他の細胞死に関わる要因はまだ不明であり、

今後さらなる検証が必要である。 

ウエスタンブロッティング法では、Comp. 31で処理した細胞の-cateninのタンパク質発現が、対照

群と比較して減少していることが明らかになった。さらに、Comp. 31はCTNNB1 mRNA発現量を減

少させた。Comp. 31がCTNNB1 mRNAの発現を抑制することで、ROSの産生を亢進させ細胞死を誘

導しているのか、それともComp. 31がまずROSを産生し、CTNNB1の発現を減少しているのかにつ

いては現時点では不明である。先述したように、Yang X. らの研究ではキノセトンが ROS を介して

Wnt/-catenin 経路を抑制し、最終的に caspase 9 の活性化を伴うアポトーシスを誘導したことを示し

ている 62。一方Laphanuwat P. らの研究ではMDA-MB-175細胞などの乳がん細胞に対して shRNAを

用いてWnt/-cateninの標的遺伝子であるCyclinD1の発現を抑制したところ、強いROSの蓄積が確認

されたことを報告している 19。このように、これまでの ROS の産生と-catenin 発現の報告では、い

ずれの機序も報告されており 19, 62, 66、Comp. 31の機序についてはさらなる検証が必要である。 

Wnt/-catenin 経路は LSC の発生に関連しており、Wnt/-catenin 経路はがん幹細胞治療の重要な標

的であることが報告されている 29, 67。そして従来の抗がん剤とWnt/-catenin経路阻害薬の組み合わせ

は、がん治療において有用である可能性が考えられている 31。そこでComp. 31とAMLの強力な主要

薬剤であるイダルビシンとの併用効果を検討した。CalcuSynを使用した併用療法の分析結果は、Comp. 

31 とイダルビシンの併用が効果的かつ相乗的であることを示している。その要因としてイダルビシ

ン処置により-cateninの発現上昇が関与している可能性が考えられる。Zhou Y. らによる実験で、イ

ダルビシンと同じアントラサイクリン系抗がん剤であるドキソルビシンをヒト肝がん細胞株（HuH-

7、HepG2、SNU-387）に処置したところ、-cateninの発現が上昇していることが示されていた 68。今

回の検討ではイダルビシン処置による-cateninの発現が上昇していることは確認できていない。しか

しアントラサイクリン系のドキソルビシンで-catenin の発現に変化が現れることが示されているこ

とから、同アントラサイクリン系のイダルビシンの処置により-cateninの発現が上昇し、Comp. 31が

より活性を示しやすい環境がもたらされている可能性が考えられる。またZhou Y. らの研究では、イ

オノフォア抗生物質であるサリノマイシンが FOXO を介して-catenin/TCF の複合体を阻害して肝が

ん細胞でのドキソルビシンの耐性化を低下させたことを示している 68。この報告からもWnt/-catenin

経路がアントラサイクリン系抗がん剤での耐性化に寄与する重要な治療ターゲットであることを示

している。この結果は、Comp. 31を使用することでLSCを駆逐できることができる可能性を示唆し
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ており、AML 細胞の LSC に対するComp. 31 の抗腫瘍効果に関する検証はさらに必要であると考え

る。 

以上の結果より、ジペプチド型のWnt/-catenin阻害薬Comp. 31は、AML細胞の増殖を阻害し、G1

期での細胞周期の停止とアポトーシスを誘導した。その細胞死誘導に一部 ROS が関与することが示

唆された。Comp. 31 はAML 細胞において、CTNNB1 および関連遺伝子のmRNAの発現を減少させ

た。さらには、イダルビシンとの併用によりAML細胞の増殖を相乗的に阻害した。Comp. 31は既存

の Wnt/-catenin 経路阻害薬 ICG001 に比してより細胞死を強く阻害作用する効果を有していた。

Wnt/-catenin 経路標的遺伝子である SURVIVIN において発現変化に差が見られたことから、本経路

を抑制する効果の違いが細胞死誘導の差を引き起こしている可能性がある。またComp. 31がWnt/-

catenin経路を阻害する作用に加えて、アポトーシスに関わる経路に作用するマルチなターゲットを有

する化合物である可能性も考えられ、今後さらに詳細な検証が必要である。これらの結果はこのComp. 

31 は AML に対する魅力的な Wnt-catenin 阻害薬として有望なリード化合物になることを示唆して

いる。 
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第 2章 第 2節 大腸がんに対する抗腫瘍効果 

第 1項 緒言 

大腸がんの死亡者数は近年増加しており、2018 年の死亡数は男女合わせると約 5 万人であり、部

位別で 2位に位置するがん種である 1。血管新生阻害剤であるベバシズマブ 69 などの分子標的薬の登

場により生存期間は延長しているものの、ステージⅣにおける 5 年生存率は 2割に満たない 1。よっ

てさらなる治療効果の高い大腸がん治療薬の開発は最重要課題あると考える。 

CTNNB1 の分解に重要な分子である APC の変異が大腸がん患者のうち約 80%で見つかっており

70、Wnt/-catenin経路の異常な活性化が多く報告されている 71。APCは家族性大腸腺腫症の原因遺伝

子として同定されたものであり、がん抑制遺伝子としても知られる 72, 73。変異したAPCは-cateninと

の結合能を有してはいるものの、Axinとの結合部位が欠損しているものが多くみられる。そのため-

cateninをリン酸化し、その後に続くプロテアソーム系での分解が不可能となり、細胞質内で-catenin

が蓄積し核へ移行することとなる 74。大腸がん患者における核内での-cateninの蓄積が 80%以上で検

出されている報告もあり 75、核内での-cateninの高発現は予後不良と関連することが報告されている

76。よって Wnt/-catenin 経路は大腸がんにとって有望な治療ターゲットであり、大腸がんに対する

Wnt/-catenin経路阻害薬の開発が行われてきた 71。しかし未だ臨床で使用されている本経路を標的と

した薬剤はない。そこでWntシグナルの活性が高い大腸がん細胞においても新たな効果の高いWnt/-

catenin経路阻害薬を開発するため、第 1章、第 2章第 1節でWnt/-catenin経路を抑制し、AML細胞

株に対して有効性を示したComp. 31の大腸がん細胞に対する抗腫瘍効果の検討を行った。 
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第 2項 実験方法 

1. 大腸がん細胞株培養方法 

 ヒト大腸がん細胞株HT29、RKO、SW480は、ATCCから入手した。これらの細胞は 10 %FBS、抗

菌薬（100 units/mLペニシリンおよび 100 µg/mLストレプトマイシン）（FUJIFILM和光純薬）を含む

D-MEM High-Glucose（L−グルタミン、フェノールレッド含有）（ナカライテスク）で 37 ̊ C、5 % CO2

の環境下で培養した。 

 

2. Luc-SW480細胞の培養 

 Luc-SW480はTOP細胞と同様にSuperTOPflush plasmidを導入した細胞である。プラスミドの導入

にはLipofectamine🄬2000（Thermo Fisher Scientific）を使用した。Luc-SW480は 10% FBS、抗菌薬（100 

unit/mL ペニシリンおよび 100 µg/mL ストレプトマイシン）、Hygr（150 mg/mL）（FUJIFILM 和光純

薬）を含むD-MEM High-Glucose（L−グルタミン、フェノールレッド含有）（FUJIFILM和光純薬）に

て 37˚C、5 % CO2の環境下で培養した。 

 

3. 大腸がん細胞に対する増殖阻害効果  

大腸がん細胞に対する増殖抑制効果においても、第 2 章第 1 節と同様に Cell Count Kit-8 を用いて

評価した。ヒト大腸がん細胞株を 96ウェルプレート（Thermo Fisher Scientific） に、ウェルあたり 3.0 

x 103 cells/wellの密度で細胞播種し、Comp. 31または ICG001の段階希釈液とともに 72時間インキュ

ベートした。Cell Count Kit-8試薬を各wellに10 Lずつ処置し、マイクロプレートリーダー（GloMax®、

Promega）を使用して吸光度（極大吸収波長 450 nm）を測定した。各濃度での 4つのサンプルの平均

を評価した。50%の阻害濃度（IC50）の値は、非線形回帰プログラム CalcuSyn（Biosoft、Cambridge、

UK）を使用して取得した。 

 

4. ルシフェラーゼレポーターアッセイ 

ヒト大腸がん細胞株Luc-SW480を用いたTCF-Luc転写活性を、ルシフェラーゼレポーターアッセ

イを使用して測定した。大腸がん細胞株ではWntの活性が正常細胞（HEK293細胞）よりも亢進して

いるため、Wnt上清を使用せずに細胞懸濁して播種した。Wnt上清の有無でLuciferaseの活性に差が

ないことは検証済みである。Luc-SW480細胞を 96ウェルプレート（Thermo Fisher Scientific）に 5 x 104 

cells/well で播種した。培養 24 時間後にComp. 31 を処置し、さらに 24 時間培養した。次に細胞溶解

試薬（Table 1）をプレートの各ウェルに添加し、プレートを 30 分間穏やかに振とうして細胞を溶解

した。細胞溶解物をポリスチレン 96 ウェルプレート（Thermo Fisher Scientific）に移した。発光試薬

（Table 2）を添加し、マイクロプレートリーダー（GloMax®、Promega）を使用して発光を測定した。 

 

5.  qRT-PCR解析 

第2章第1節と同様の方法で大腸がん細胞株HT29のmRNAを採取し、qRT-PCR解析を実施した。

HT29細胞を 10 cmカルチャーディッシュ（Thermo Fisher Scientific）に細胞濃度3.0 x104 cells/mLで播

種し、24時間後Comp. 31または ICG001を処置した。24時間後 NucleoSpinRNA Kit（タカラバイオ）

を用いてmRNAを精製した。それ以降の cDNAへの逆転写と qRT-PCRでの解析は第 2章第 1節と同
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様である。 

 

6. ウエスタンブロッティング解析 

第2章第1節と同様の方法で大腸がん細胞株HT29のタンパク質発現解析をウエスタンブロッティ

ング法にて解析を行った。HT29 細胞を 10 cm カルチャーディッシュに細胞濃度 3.0 x 104 cells/mLで

播種し、24時間後Comp. 31または ICG001を処置した。72時間後に全タンパク質を回収した。回収

した細胞をRIPA buffer（FUJIFILM和光純薬）を用いて 1.0 x 106 cells/100 μL以上になるように溶解し

た。氷冷（20分）し、その間に 4回ボルテックスを用いて撹拌し十分に混和した。その後、遠心（12000 

rpm、20分、4 ̊ C）し、その上清をサンプルとして回収した。回収したサンプルは、Qubit Protein Assay 

kit（Thermo Fisher Scientific）、Quantus Fluorometer（Promega）を用いて定量を行い、2 μg/µLになるよ

うにSample Buffer Solution（FUJIFILM和光純薬工業）、滅菌超純水と混合し、5 分間煮沸してサンプ

ルを調製した。それ以降の SDS-PAGE を用いた解析は第 2 章第 1 節と同様に行った。使用した抗体

とブロッキング剤はTable 8に示す。 

 

Table 8. Antibodies and blocking agents 

Ab: antibody, NFDM: non-fat dry milk, BSA: albumin, from bovine serum 

  

Primary 

Ab 

Primary Ab 

concentrations 

Secondary 

Ab 

Secondary Ab 

concentrations 
Blocking agents 

-actin 1:1000 anti-mouse IgG 1:1000 5% NFDM 

CTNNB1 1:2000 anti-mouse IgG 1:1000 5% NFDM 

MYC 1:1000 anti- mouse IgG 1:5000 5% BSA 

SURVIVIN 1:1000 anti-rabbit IgG 1:1000 5% NFDM 

cleaved caspase-3 1:1000 anti-rabbit IgG 1:1000 5% BSA 

caspase-3 1:1000 anti-rabbit IgG 1:1000 5% NFDM 
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第 3項 実験結果 

1. Comp. 31における大腸がん細胞株に対するTCF-Luc活性および細胞増殖への影響 

TOP 細胞を用いたルシフェラーゼレポーターアッセイにおいて TCF-Luc の活性を抑制していた

Comp. 31 においてヒト大腸がん細胞株 SW480 細胞に Super-TOPflush plasmid を導入した Luc-SW480

細胞を用いてルシフェラーゼレポーターアッセイを行った。Luc-SW480 細胞においても濃度依存的

にTCF-Lucの活性を抑制した（Figure 9A）。 

また細胞増殖においてWnt/-catenin経路依存的であるHT29細胞と非依存的であるRKO細胞にお

いてComp. 31処置における細胞増殖抑制効果を比較し検討を行った（Figure 9B）。Comp. 31の処置は

HT29細胞では IC50 : 9 Mに対し、RKO細胞では IC50 : 18 Mであり、HT29細胞に対してより強力

な細胞増殖抑制効果を示した。 



42 

 

Figure 9. Inhibitory effects of TCF-Luc activity and cell viability on colorectal cancer (A) Luciferase reporter assay 

using Luc-SW480.Luc-SW480 cells were treated with Comp. 31 for 24 h. Results shown represent the means ± 

SEM of three independent experiments. (B) WST-8 assay for detecting the effects of Comp. 31 on cell proliferation 

for 72 h (HT29 and RKO). 
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2. Comp. 31におけるヒト大腸がん細胞株に対するWnt関連遺伝子の発現への影響 

Comp. 31 処置後の CTNNB1 の発現変化を大腸がん細胞株 HT29 で解析したところ、24 時間で

CTNNB1 mRNAの発現減少が認められた（Figure 10A）。しかしComp. 31によるCTNNB1のタンパ

ク質の発現変化はウエスタンブロッティング法では認められなかった（Figure 10B）。さらに他のWnt

関連遺伝子の SURVIVIN、C-MYC は AML 細胞での結果と同様にタンパク質発現の減少が見られた

（Figure 10C）。また、アポトーシス関連タンパク質である cleaved caspase 3の発現が上昇しているこ

とが確認された（Figure 10D）。 
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Figure 10. Effect of Comp. 31 against colorectal cancer (HT29) on the expression of Wnt/-catenin signaling-

related molecules. (A) HT29 were incubated with Comp. 31 or ICG001 at the indicated concentrations for 24 h, 

and then mRNA levels of CTNNB1 (-catenin) were detected by qRT-PCR. (B), (C) and (D) HT29 cells were 

treated with Comp. 31 or ICG001 at the indicated concentrations for 72 h, and then protein levels of the indicated 

Wnt/-catenin signaling-related molecules were detected by western blotting. No Tx indicates treatment with 

DMSO as a solvent control.  
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第 4項 考察 

これまでに大腸がん治療の有用な標的として Wnt/-catenin 経路は注目され、様々な阻害薬が開発

されてきている 71。Emami K. H. らによって ICG001が大腸がん細胞に対して効果を発揮することが

示されている 33。前節でAML細胞で効果を示したComp. 31について、他のがん種での効果の可能性

を検証するため、ヒト大腸がん細胞株に対する in vitroでの抗腫瘍効果を検討した。 

ヒト大腸がん細胞株 SW480 に Super TOP flash plasmid を導入した細胞（Luc-SW480 細胞）を作製

し、TCF-Luc 活性に及ぼす影響を検討した結果、Comp. 31 は大腸がん細胞株に対しても TCF-Luc 活

性の減少を誘導した。この結果は、Comp. 31 が恒常的に Wnt/-catenin シグナルが活性化している大

腸がん細胞に対し同シグナルの抑制効果を示し、本経路を阻害する化合物であることを示す上で重要

な所見と考える。またSW480細胞はAPCに変異を有する細胞株であり 77、Wntタンパク質の有無に

関係なくシグナルが活性化していると考えられる。実際大腸がん細胞を用いたルシフェラーゼレポー

ターアッセイでは、Wnt 上清を添加せずとも、TCF-Luc の活性を示している。よって APC に変異が

ある大腸がん細胞でもTCF-Lucの活性を抑制するということは、Comp. 31がAPCより下流でWnt/-

catenin 経路を抑制しているということが推察される。このことは、Comp. 31 の阻害作用メカニズム

解析において重要な知見になると考える。 

次にヒト大腸がん細胞株においても WST-8 アッセイを用いて細胞増殖抑制効果を確認した。細胞

増殖においてWnt/-catenin経路依存性の細胞株（HT29細胞）と細胞増殖においてはWnt/-catenin非

依存性の細胞株（RKO 細胞）で比較検討を行った。HT29 細胞は変異型APC を有して-catenin が高

発現しているのに対し、RKO細胞は野生型APCを有し細胞内-catenin発現が低い 78。WST-8アッセ

イの結果、HT29 細胞は RKO 細胞に対して、より低い濃度で細胞増殖抑制効果を示すことが明らか

となった。これらの結果よりComp. 31がWnt/-catenin経路を抑制することで増殖を抑制することが

示唆された。 

qRT-PCRによるCTNNB1 mRNAの発現量はAML細胞における結果と同様に、Comp. 31処置によ

り減少した。しかしウエスタンブロッティング法によるタンパク質解析で CTNNB1 のタンパク質発

現は Comp. 31 処置によって変化が確認されず AML 細胞とは異なる結果が認められた。大腸がん細

胞における CTNNB1 の発現量が AML 細胞よりも高いことが要因であると推察される。大腸がん細

胞とAML細胞でのWnt/-catenin経路のシグナル活性の違いおよび-cateninの発現量の違いは現状検

証ができていないが、-cateninは細胞接着因子のE-cadherinの裏打ちタンパク質として機能を有して

いることから 21、細胞接着因子のE-cadherinの発現量と、-cateninの発現量が比例することが推察さ

れる。また大腸がん細胞は接着性の強い上皮細胞であることからしてもE-cadherinは高発現し、それ

に伴って-catenin の発現が高くなることが考えられる 79。一方白血病の E-cadherin に関しては、Rao 

Q. らは、AML細胞株（U937 およびHL-60）を用いてE-cadherin に対する siRNA処置を行い、細胞

増殖の変化を解析した。その結果はE-cadherinの低発現が白血病発生に寄与していることを示してい

る 80。よって血球系の細胞である白血病細胞では、E-cadherin の発現が大腸がんに比して低いことが

予想され、それに伴い、-cateninの発現も大腸がん細胞より低発現であることが考えられる。これら

の所見から大腸がん細胞では-cateninの発現量が高く、今回のウエスタンブロット法では本化合物に

よるタンパク質発現量の変化が検出できなかったと考察する。しかし関連遺伝子の発現低下を認めた

ことから、-catenin核内移行についての検討は行っていないが、-catenin/TCF転写活性を変化させた
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と推察する。Comp. 31処置によるWnt/-catenin経路の標的遺伝子のタンパク質発現変化の解析では、

細胞増殖に関わる C-MYC および抗アポトーシスタンパク質である SURVIVIN の発現が抑制される

ことを確認した。それに対して ICG001 では第 2章第 1 項のAML細胞での解析と同様に SURVIVIN

の発現変化は認められなかった。またアポトーシスの関連タンパク質である cleaved caspase 362 の発

現が上昇している結果からも、大腸がん細胞においても Comp. 31 はアポトーシスを誘導しているこ

とが示された。大腸がんにおいてもアポトーシス誘導に関わる分子の発現変化の差が Comp. 31 と

ICG001との間に認められAML細胞での結果を裏付ける所見となった。。 

以上より、Comp. 31 は AML 細胞に加えて大腸がん細胞に対しても Wnt/-catenin 経路を抑制し、

抗腫瘍効果を発揮している可能性を明らかにした。 
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総括 

第 1章では、まず、ヒト胎児腎細胞HEK293細胞にSuper TOP flashプラスミドを導入し、安定発現

を確認した TOP 細胞を作製した。この TOP 細胞を用いて TCF ルシフェラーゼレポーターアッセイ

での TCF-Luc 活性を指標としたスクリーニング系を確立した。次いで、評価対象化合物として既知

の Wnt/-catenin 阻害薬である ICG001 との構造類似性から京都薬科大学薬品化学分野で合成された

化合物からSARS 3CLpro阻害剤合成中間体を選択した。先に確立したスクリーニング系を用いて評価

したところ、複数の有望な化合物を見出した。しかしながら、これらのSARS 3CLpro阻害剤合成中間

体は合成が困難な為さらなる構造展開は容易ではない。そこで、合成が簡便であり、多様なアミノ酸

誘導体を容易に利用可能なジペプチド型阻害薬を SARS 3CLpro 阻害剤合成中間体を基に新たに設計

し、合成と評価を行った。その結果、ICG001よりも高活性なComp. 31を見出した。 

 

Figure 11. Structure of Comp. 31 and its outline of development history 

 

第 2章では、Comp. 31におけるAML細胞株と大腸がん細胞株における抗腫瘍効果を検討したとこ

ろ、各々の細胞において細胞増殖抑制効果を示した。AML 細胞株においては細胞周期の停止および

アポトーシスの誘導、さらにはイダルビシンとの併用によって相乗効果を発揮することを確認した。

またComp. 31の細胞増殖抑制および細胞死誘導のメカニズムにROSが部分的に関連している可能性

が示唆された。qRT-PCRによる解析でCTNNB1 mRNAの発現が抑制されることが、AML細胞株と大

腸がん細胞株ともに確認された。しかし、未だ本化合物の詳細な作用メカニズムは十分には明らかに

はできていない。今後標的分子を同定し、構造最適化を実施し、より効果の高い薬剤を設計していく

ことが必要である。 

Wnt-catenin経路は、その経路の異常が、がん幹細胞の発生維持、抗がん剤への耐性に関わること

が明らかとなっている重要ながん治療標的である。そのため本経路を阻害する薬剤は既存の抗がん剤

に対する耐性化や再発などの臨床における諸問題を解決する可能性を大いに秘めている。また本経路

の異常はさまざまながん種で報告されていることからも、本経路を標的とする薬剤を開発することが

多様ながん種に対して有効性を示す可能性を有している。 

本研究ではその標的に対する化合物の開発を行い、Wnt/β-catenin 経路を阻害し、AML 細胞と大腸

がんに対して効果を発揮するComp. 31を見出した。細胞死を強く誘導する点やROSの産生が高いこ

となど、Comp. 31と ICG001は異なる点もあり、既存のWnt/-catenin経路阻害薬とは異なる新たな機

序を有している可能性も考えられる。またジペプチド型阻害薬である Comp. 31 は短段階での合成が

可能であり、多様なアミノ酸誘導体が容易に利用可能であるという利点をもつ。これは今後標的分子

を同定しさらなる化合物の構造最適化を行い、in vitro、in vivo研究を広げていく上で大変有益である



48 

 

と考えられる。 

本研究の成果は、最終的に薬剤の開発が成功するまでの大きな礎となり、これまで難治性腫瘍とさ

れてきた Wnt/-catenin 経路活性化腫瘍に対して、治療効果を期待できる治療薬創出につながる知見

である。 
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Supplemental data 

 

分析薄層クロマトグラフィー（TLC）はSilica gel 70 F254, 0.25 mm TLC Plate-Wako（FUJIFILM和光

純薬）を用いた。分取薄層クロマトグラフィー（PTLC）はSilica gel 70 F254, 0.75 mm TLC Plate-Wako

（FUJIFILM和光純薬）を使用した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにはWakogel® 60N（particle 

size, 63-212 μm、FUJIFILM和光純薬）を用いて行った。高分解能質量分析（HRMS）測定は LCMS-

IT-TOF（ESI、島津製作所）またはGC mate II（EI、日本電子）のいずれかを使用した。1H NMR（核

磁気共鳴）スペクトルは重クロロホルム中でAvance III 300 MHz spectrometer（300 MHz、Bruker）で

測定した。ケミカルシフトはテトラメチルシランの 0.00 ppm を内部標準物質の基準値とした。13C 

NMRスペクトルは重クロロホルム中で同装置（75 MHz、Bruker）を用いて測定し、重クロロホルム

の 77.0 ppmを内部標準物質の基準値とした。また、カップリング定数には Hzを使用した。 

 

Compound（Comp.） 1-23は以前の報告に従って合成した（Schema 4A）40, 41。新たに合成した化合

物のNMRおよびHRMSのデータは以下の通り。 

 

 

 

 

Comp. 3 

(S)-2-((((3S,4aR,8aS)-2-(3'-ethynyl-[1,1'-biphenyl]-4-carbonyl)decahydroisoquinolin-3-yl)methyl)amino)-N-

methoxy-N-methyl-3-(1-trityl-1H-imidazol-4-yl)propenamide 

 

1H NMR (60:40 mixture of two amide rotamers): δ = 7.70 (br d, J = 6.9 Hz, 1.2H), 7.61-7.30 (m, 17.8H), 7.13-

7.08 (m, 6H), 6.62 (s, 0.6H), 6.56 (s, 0.4H), 4.93 (br s, 0.6H), 4.43-4.40 (m, 0.4H), 4.16-4.11 (m, 0.6H), 3.91 (m, 

1H), 3.77-3.76 (m, 0.4H), 3.68 (s, 1.8H), 3.50 (s, 1.2H), 3.39-3.35 (m, 0.6H), 3.14 (s, 1.8H), 3.08 (s, 1.2H), 2.83-

2.81 (m, 2.4H), 2.71-2.69 (m, 1.6H), 2.49-2.42 (m, 0.4H), 2.31-2.29 (m, 0.4H), 2.05-2.01 (m, 1.6H), 1.79-1.54 (m, 

3H), 1.39-1.26 (m, 6H), 1.07-0.83 (m, 2H); 13C NMR: δ = 171.2, 170.5, 142.44, 142.41, 140.9, 140.8, 140.7, 140.6, 

138.2, 136.4, 136.2, 131.2, 130.8, 129.8, 129.7, 128.8, 128.0, 127.6, 127.5, 127.4, 127.1, 127.0, 122.63, 122.60, 

119.3, 83.4, 75.1, 61.7, 57.6, 55.6, 49.5, 48.3, 47.2, 46.7, 43.1, 42.6, 42.1, 36.5, 36.3, 34.5, 33.0, 32.9, 32.8, 32.0, 

31.9, 30.0, 29.7, 29.3, 26.2, 26.1, 25.9, 25.7; HRMS (ESI) Calcd. For C52H54N5O3 [M+H]+: 796.4221. Found: 
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796.4231. 

 

 

 

Comp. 18 

(S)-2-((((3S,4aR,8aS)-2-(4-(tert-butyl)benzoyl)decahydroisoquinolin-3-yl)methyl)amino)-N-methoxy-N-methyl-

3-(1-trityl-1H-imidazol-4-yl)propenamide 

 

1H NMR (60:40 mixture of two amide rotamers): δ = 7.36-7.24 (m, 15H), 7.14-7.11 (m, 6H), 6.61 (s, 0.6H), 6.56 

(s, 0.4H), 4.86 (m, 0.6H), 4.39 (dd, J = 12.9, 3.9 Hz, 0.4H), 4.11 (m, 0.6H), 3.94-3.91 (m, 0.8H), 3.71 (s, 1.8H), 

3.50 (s, 1.2H), 3.50-3.37 (m, 0.6H), 3.13 (s, 1.8H), 3.08 (s, 1.2H), 2.88-2.81 (m, 3.4H), 2.75-2.68 (m, 1.6H), 1.79-

1.52 (m, 4H), 1.31 (s, 5.4H), 1.29 (s, 4.6H), 1.40-1.25 (m, 6H), 1.09-0.80 (m, 2H); 13C NMR: δ = 171.6, 152.2, 

152.1, 142.5, 138.2, 134.2, 129.8, 129.7, 128.0, 127.9, 126.6, 125.3, 125.2, 119.3, 75.1, 61.5, 57.5, 55.4, 52.9, 49.5, 

48.1, 47.1, 46.6, 45.7, 43.0, 42.6, 42.1, 36.5, 36.2, 34.7, 34.6, 33.1, 33.0, 32.1, 31.2, 30.0, 29.7, 26.2, 26.1, 25.9, 

25.7; HRMS (ESI) Calcd. For C47H58N5O3 [M+H]+: 752.4534. Found: 752.4542. 

 

 

 

Comp. 20 

(S)-2-((((3R,4aS,8aR)-2-benzoyldecahydroisoquinolin-3-yl)methyl)amino)-N-methoxy-N-methyl-3-(1-trityl-1H-

imidazol-4-yl)propenamide 

 

1H NMR (50:50 mixture of two amide rotamers): δ = 7.41-7.30 (m, 15H), 7.11 (br s, 7H), 6.57 (br s, 0.5H), 6.54 

(s, 0.5H), 4.99 (m, 0.5H), 4.44 (dd, J = 13.8, 2.7 Hz, 0.5H), 4.15 (br s, 0.5H), 3.85-3.69 (m, 0.5H), 3.65 (s, 1.5H), 

3.52 (s, 1.5H), 3.39-3.34 (m, 1H), 3.13 (s, 1.5H), 3.10 (s, 1.5H), 3.06-2.88 (m, 1.5H), 2.80-2.63 (m, 1.5H), 2.51-

2.32 (m, 2H), 1.6-1.58 (m, 4H), 1.45-1.26 (m, 6H), 1.01-0.81 (m, 2H); 13C NMR: δ = 171.3, 171.1, 142.4, 138.1, 
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137.2, 136.9, 136.8, 129.73, 129.70, 129.1, 129.0, 128.5, 128.29, 128.25, 127.9, 126.9, 126.8, 119.5, 119.3, 75.1, 

61.5, 57.6, 55.4, 50.5, 49.2, 48.3, 47.4, 47.2, 42.9, 42,7, 42.0, 36.6, 36.5, 34.5, 33.5, 33.0, 32.9, 32.2, 29.9, 29.6, 

26.2, 26.0, 25.8, 25.7; HRMS (ESI) Calcd. For C44H50N5O3 [M+H]+: 696.3908. Found: 696.3902. 

 

 

 

Comp. 21 

(S)-2-((((3S,4aR,8aS)-2-acetyldecahydroisoquinolin-3-yl)methyl)amino)-N-methoxy-N-methyl-3-(1-trityl-1H-

imidazol-4-yl)propanamide 

 

1H NMR (50:50 mixture of two amide rotamers): δ = 7.34-7.31 (m, 10H), 7.14-7.11 (m, 6H), 6.59 (s, 0.5H), 6.58 

(s, 0.5H), 4.76-4.75 (m, 0.5H), 4.37 (dd, J = 13.4, 3.5 Hz, 0.5H), 4.00 (br s, 0.5H), 3.89 (m, 0.5H), 3.66 (s, 1.5H), 

3.61 (d, J = 3.0 Hz, 0.5H), 3.58 (s, 1.5H), 3.35 (dd, J = 12.6, 2.7 Hz, 0.5H), 3.12 (s, 3H), 2.84-2.49 (m, 3H), 2.21-

2.13 (m, 1H), 2.08 (s, 1.5H), 2.00 (s, 1.5H), 1.95 (br s, 1H), 1.72-1.53 (m, 4H), 1.25-1.09 (m, 6H), 1.00-0.82 (m, 

2H); 13C NMR: δ = 169.6, 169.3, 142.54, 142.48, 138.3, 138.1, 137.3, 129.80, 128.75, 128.0, 119.4, 119.3, 61.6, 

57.6, 54.7, 48.3, 47.7, 47.2, 42.5, 42.4, 41.7, 36.1, 36.0, 34.2, 33.0, 32.5, 32.2, 30.0, 29.9, 29.7, 26.2, 26.1, 25.8, 

22.0, 21.8; HRMS (ESI) Calcd. For C39H48N5O3 [M+H]+: 634.3752. Found: 634.3757. 

 

 

Comp. 24 は市販品（渡辺化学工業）を用いた。Comp. 25-28 と 31 は以下の方法で新たに合成した

（Schema 4B）。 

 

 

氷冷撹拌下、HCl·H-His(Trt)-OMe（1.1等量）とN-メチルモリホリン（NMM、5.0等量）、ベンゾトリ

アゾリル-N-ヒドロキシトリスジメチルアミノホスホニウムヘキサフルオロリン化物塩（BOP、1.2等

量）のジクロロメタン溶液に保護アミノ酸Aを加え、室温で 16時間撹拌した。飽和塩化アンモニウ

ム水溶液を加えて反応を停止し、酢酸エチルで抽出した。有機層を飽和食塩水で洗浄し、硫酸ナトリ

ウムで乾燥した後、ろ過してろ液を減圧下濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィーに

付し粗生成して粗生成物Bを得た。粗生成物Bを 20% Et2NHのMeCN溶液に溶解し 20 分間撹拌し

た後、減圧下濃縮した。残渣をピリジンに溶解し、4-ジメチルアミノピリジン（DMAP、1.0等量）と

酸クロリド（2.0等量）を加えて 16時間撹拌した。飽和塩化アンモニウム水溶液を加えて反応を停止

し、酢酸エチルで抽出した。有機層を飽和食塩水で洗浄し、硫酸ナトリウムで乾燥した後、ろ過して

ろ液を減圧下濃縮した。残渣をPTLC（CHCl3/MeOH = 20:1）に付し、化合物Cを得た。 
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Comp. 25 

(9H-fluoren-9-yl)methyl (S)-3-(((S)-1-methoxy-1-oxo-3-(1-trityl-1H-imidazol-4-yl)propan-2-yl)carbamoyl)-3,4-

dihydroisoquinoline-2(1H)-carboxylate 

 

Yield, 97%: 1H NMR (55:45 mixture of two amide rotamers): δ = 8.50 (br d, J = 7.2 Hz, 0.55H), 8.11 (br d, J = 7.2 

Hz, 0.45H), 7.72 (br d, J = 6.0 Hz, 2H), 7.59-7.51 (m, 2H), 7.35-7.14 (m, 17H), 7.07-7.01 (m, 7H), 6.50 (br s, 

0.45H), 6.44 (br s, 0.55H), 5.06-5.00 (m, 1H), 4.86 (br t, J = 16.1 Hz, 1H), 4.74-4.62 (m, 2H), 4.51-4.41 (m, 1H), 

4.32-4.21 (m, 2H), 3.49 (br s, 1.35H), 3.43 (s, 1.65H), 3.43-3.35 (m, 1H), 3.17-3.07 (m, 1H), 2.95-2.90 (m, 1H), 

2.78-2.62 (m, 1H); 13C NMR: δ = 171.2, 171.0, 170.5, 170.3, 156.0, 155.5, 144.2, 143.8, 143.5, 142.0, 141.1, 140.9, 

138.5, 136.3, 133.1, 132.8, 132.6, 129.5, 128.5, 128.1, 127.89, 127.87, 127.5, 127.1, 126.9, 126.5, 126.4, 126.1, 

125.8, 125.4, 125.2, 125.0, 119.7, 119.3, 75.1, 68.3, 67.8, 55.4, 54.4, 52.5, 52.3, 51.8, 47.0, 44.6, 31.3, 30.4, 29.3; 

HRMS (ESI) Calcd. For C51H45N4O5 [M+H]+: 793.3384. Found: 793.3391. 

 

 

 

 

Comp. 26 

Methyl N-((S)-2-([1,1'-biphenyl]-3-carbonyl)-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-carbonyl)-N-trityl-L-histidinate 

 

Yield, 78% (3 steps): 1H NMR (55:45 mixture of two amide rotamers): δ = 8.48 (br d, J = 7.5 Hz, 0.55H), 8.09 (br 

d, J = 7.5 Hz, 0.45H), 7.76-7.72 (m, 2H), 7.60-7.51 (m, 2H), 7.41-7.30 (m, 3H), 7.28-7.23 (m, 12H), 7.21-7.11 (m, 

3H), 7.07-7.01 (m, 7H), 6.50 (br s, 0.45H), 6.43 (br s, 0.55H), 5.05-4.97 (m, 1H), 4.86 (br t, J = 15.6 Hz, 1H), 4.73-

4.60 (m, 1H), 4.46-4.41 (m, 1H), 4.31-4.18 (m, 1H), 3.50 (s, 1.35H), 3.43 (s, 1.65H), 3.11 (dt, J = 15.2, 5.9 Hz, 

1H), 2.95 (dt, J = 13.9, 4.5 Hz, 1H), 2.76 (dd, J = 13.5, 4.2 Hz, 0.4H), 2.65 (dd, J = 14.7, 4.2 Hz, 0.6H); 13C NMR: 

δ = 171.3, 171.1, 170.6, 170.4, 156.1, 155.6, 144.25, 143.9, 143.7, 143.6, 142.1, 141.2, 141.0, 138.5, 136.4, 133.2, 
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132.9, 132.7, 129.6, 128.6, 128.2, 127.98, 127.95, 127.6, 127.2, 127.0, 126.6, 126.2, 125.9, 125.5, 125.2, 125.1, 

119.8, 119.4, 75.2, 68.4, 67.9, 55.5, 54.5, 52.6, 52.4, 51.9, 47.1, 44.7, 31.4, 30.5, 29.4; HRMS (ESI) Calcd. For 

C49H43N4O4 [M+H]+: 751.3279. Found: 751.3270. 

 

 

 

Comp. 27 

Methyl N-((S)-2-(4-(tert-butyl)benzoyl)-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-carbonyl)-N-trityl-L-histidinate 

 

Yield, 58% (3 steps): 1H NMR (60:40 mixture of two amide rotamers): δ = 8.96 (br d, J = 7.2 Hz, 0.6H), 8.21 (br 

d, J = 7.2 Hz, 0.4H), 7.62 (br d, J = 7.5 Hz, 0.8H), 7.52 (br d, J = 8.1 Hz, 1.2H), 7.43-7.37 (m, 2H), 7.31 (br s, 9H), 

7.19-7.06 (m, 10.6H), 6.87-6.84 (m, 0.4H), 6.57 (br s, 0.4H), 6.50 (br s, 0.6H), 5.55 (br s, 0.4H), 5.30-5.24 (m, 

0.6H), 4.88-4.78 (m, 2H), 4.71-4.41 (m, 0.4H), 4.54-4.18 (m, 0.6H), 3.56 (s, 1.8H), 3.54 (s, 1.2H), 3.43-3.38 (m, 

1H), 3.20-3.04 (m, 1H), 2.97-2.92 (m, 1.4H), 2.61-2.56 (m, 0.6H), 1.29 (s, 9H); 13C NMR: δ = 172.2, 171.2, 170.0, 

153.0, 144.2, 138.9, 136.2, 133.3, 132.4, 132.2, 129.7, 128.7, 128.1, 127.7, 126.9, 126.7, 126.3, 125.5, 125.2, 119.8, 

119.3, 75.3, 58.3, 52.7, 52.1, 43.9, 34.8, 31.9, 31.6, 31.2, 29.7, 29.5, 29.3, 28.9, 24.8, 22.7; HRMS (ESI) Calcd. For 

C47H47N4O4 [M+H]+: 731.3592. Found: 731.3589. 

 

 

 

Comp. 28 

Methyl N-((S)-2-([1,1'-biphenyl]-4-carbonyl)-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-carbonyl)-N-trityl-L-histidinate 

 

Yield, 75% (3 steps): 1H NMR (55:45 mixture of two amide rotamers): δ = 9.04 (br d, J = 7.2 Hz, 0.55H), 8.35 (br 

d, J = 7.5 Hz, 0.45H), 7.80 (br d, J = 7.5 Hz, 0.9H), 7.68 (br d, J = 7.8 Hz, 1.1H), 7.61-7.35 (m, 8.55H), 7.34-7.28 
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(m, 8.45H), 7.23-7.07 (m, 9.45H), 6.87 (br d, J = 6.9 Hz, 0.55H), 6.57 (br s, 0.45H), 6.51 (br s, 0.55H), 5.62 (br s, 

0.45H), 5.29 (br d, J = 17.4 Hz, 0.55H), 4.95-4.70 (m, 2.45H), 4.56-4.54 (m, 0.55H), 3.57-3.41 (m, 1H), 3.55 (s, 

3H), 3.11-2.88 (m, 2.45H), 2.61-2.54 (m, 0.55H); 13C NMR: δ = 166.6, 164.8, 146.0, 141.8, 140.0, 138.4, 135.0, 132.4, 

131.3, 130.6, 129.7, 129.6, 128.9, 128.7, 128.2, 128.1, 127.3, 127.0, 126.3, 120.2, 75.8, 55.4, 55.2, 53.4, 44.4, 34.0, 31.4, 

29.7; HRMS (ESI) Calcd. For C49H43N4O4 [M+H]+: 751.3274. Found: 751.3279. 

 

 

 

 

Comp. 31 

Methyl N-((S)-1-(4-(tert-butyl)benzoyl)piperidine-2-carbonyl)-N-trityl-L-histidinate 

 

Yield, 54% (3 steps): 1H NMR (60:40 mixture of two amide rotamers): δ = 8.76 (br d, J = 6.6 Hz, 0.4H), 8.05 (br 

d, J = 7.5 Hz, 0.6H), 7.51 (br d, J = 8.1 Hz, 1.2H), 7.43 (br d, J = 7.5 Hz, 0.8H), 7.32-7.30 (m, 12H), 7.08 (br s, 

6H), 6.572 (br s, 0.4H), 6.570 (br s, 0.6H), 5.47 (br s, 0.6H), 4.85 (m, 1H), 4.76 (br s, 0.4H), 4.53 (br s, 0.4H), 3.77 

(br s, 0.4H), 3.73-3.67 (m, 0.4H), 3.63 (s, 1.2H), 3.58 (s, 1.8H), 3.46 (d, J = 4.2 Hz, 0.4H), 3.25-3.22 (m, 1.2H), 

3.13 (dd, J = 14.6, 4.7 Hz, 1H), 3.03-2.98 (m, 1H), 2.43 (br d, J = 7.5 Hz, 0.6H), 2.35 (br d, J = 9.0 Hz, 0.6H), 1.97 

(br s, 1H), 1.68-1.49 (m, 5H), 1.29 (s, 6H), 1.27 (s, 3H); 13C NMR: δ = 172.0, 171.4, 171.0, 152.8, 142.1, 138.9, 

138.6, 136.5, 136.1, 132.6, 129.6, 128.0, 127.2, 126.6, 125.3, 125.0, 119.5, 75.2, 59.7, 53.4, 52.8, 52.0, 46.2, 40.2, 

34.6, 31.1, 29.7, 29.1, 26.7, 25.8, 25.6, 24.8, 20.8; HRMS (EI) Calcd. For C43H46N4O4 [M]+: 682.3519. Found: 

682.3523. 

 

 

Comp. 29と 30は以下の方法で新たに合成した（Schema 4B）。 

 

 

氷冷撹拌下、HCl·HN(Me)OMe（1.1等量）とNMM（5.0等量）、BOP（1.2等量）のジクロロメタン溶

液に保護アミノ酸Aを加え、室温で 16時間撹拌した。飽和塩化アンモニウム水溶液を加えて反応を

停止し、酢酸エチルで抽出した。有機層を飽和食塩水で洗浄し、硫酸ナトリウムで乾燥した後、ろ過

してろ液を減圧下濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィーに付し粗生成して粗生成物

を得た。粗生成物を 20% Et2NHのMeCN溶液に溶解し 20分間撹拌した後、減圧下濃縮した。残渣を

ジクロロメタンに溶解し、NMM（3.0等量）と 4-t-ブチル安息香酸（1.1等量）、（1-シアノ-2-エトキシ
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-2-オキソエチリデンアミノオキシ）ジメチルアミノ-モルホリノ-カルベニウムヘキサフルオロリン酸

塩（COMU、1.2等量）を加えて 16時間撹拌した。飽和塩化アンモニウム水溶液を加えて反応を停止

し、酢酸エチルで抽出した。有機層を飽和食塩水で洗浄し、硫酸ナトリウムで乾燥した後、ろ過して

ろ液を減圧下濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィーに付し粗生成して粗生成物Dを

得た。アルゴン雰囲気下、粗生成物Dのジクロロメタン溶液を−78 ℃に冷却し、水素化ジブチルアル

ミニウムヒドリド（DIBAL-H、1.0 M ヘキサン溶液、1.2 等量）を滴下した。15 分間撹拌後、メタノ

ールを加えて反応を停止した。この混合物を室温まで昇温後、セライト®とシリカゲルパッドでろ過

した。ろ液を硫酸ナトリウムで乾燥した後、ろ過してろ液を減圧下濃縮した。残渣は精製することな

く次の反応に使用した。残渣のジクロロメタン溶液にHCl·H-His(Trt)-OMe（1.1等量）を加えて 16時

間撹拌後、NaBH3CN（2.0等量）を加えてさらに 1時間撹拌した。飽和塩化アンモニウム水溶液を加

えて反応を停止し、酢酸エチルで抽出した。有機層を飽和食塩水で洗浄し、硫酸ナトリウムで乾燥し

た後、ろ過してろ液を減圧下濃縮した。残渣をPTLC（CHCl3/MeOH = 10:1）に付し、化合物Eを得

た。 

 

 

 

Comp. 29 

Methyl N-(((S)-2-(4-(tert-butyl)benzoyl)-1,2,3,4-tetrahydroisoquinolin-3-yl)methyl)-N-trityl-L-histidinate 

 

Yield, 6.4% (5 steps): 1H NMR: δ = 7.77 (br d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.43-7.33 (m, 10H), 7.25-7.22 (m, 6H), 7.11-7.04 

(m, 8H), 6.84 (br d, J = 1.5 Hz, 1H), 3.74 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 3.67 (s, 3H), 3.64 (dd, J = 17.7, 5.7 Hz, 2H), 3.55 (d, 

J = 12.6 Hz, 1H), 3.15 (dd, J = 15.6, 5.1 Hz, 1H), 3.01 (dd, J = 15.6, 8.1 Hz, 1H), 2.37-2.28 (m, 1H), 1.29 (s, 9H); 

13C NMR: δ = 174.2, 150.0, 140.3, 138.0, 136.4, 134.8, 129.6, 128.9, 128.6, 127.8, 125.2, 121.9, 59.1, 52.1, 51.6, 

34.4, 31.9, 31.3, 29.7, 29.3, 29.1, 28.5, 27.2, 22.7. 
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Comp. 30 

Methyl N-(((S)-1-(4-(tert-butyl)benzoyl)piperidin-2-yl)methyl)-N-trityl-L-histidinate 

 

Yield, 2.2% (5 steps): 1H NMR: δ = 7.79 (br d, J = 1.5 Hz, 0.5H), 7.43-7.28 (m, 13H), 7.14-7.08 (m, 7H), 6.79 (br 

d, J = 1.8 Hz, 0.5H), 6.55 (br s, 1H), 3.85 (dd, J = 7.7, 5.9 Hz, 1H), 3.67-3.48 (m, 2H), 3.48 (s, 3H), 3.22 (dd, J = 

15.8, 5.6 Hz, 0.5H), 2.95 (dd, J = 16.2, 4.7 Hz, 0.5H), 2.89 (br d, J = 7.2 Hz, 2H), 2.80 (br d, J = 6.9 Hz, 2H), 1.78 

(br s, 2H), 1.60 (m, 4H), 1.30 (s, 9H); 13C NMR: δ = 174.8, 152.2, 153.9, 142.4, 140.3, 138.4, 138.3, 137.1, 134.7, 

134.0, 129.8, 129.6, 129.0, 128.6, 127.99, 127.97, 126.5, 125.3, 122.0, 119.2, 77.6, 75.1, 61.6, 53.1, 52.3, 51.5, 

46.6, 34.7, 32.0, 31.9, 31.2, 30.3, 21.0, 19.4; HRMS (EI) Calcd. For C43H48N4O3 [M]+: 668.3726. Found: 668.3728. 
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