
 

 

 

 

非糖ミミックなゴルジ体マンノシダーゼ阻害剤による 

N-結合型糖鎖の制御に関する研究 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

日本大学大学院生物資源科学研究科生物資源利用科学専攻 
博 士 後 期 課 程 

 
 
 

小 山 亮 祐 
 

2019 



 

  



 

 

 

 

 

非糖ミミックなゴルジ体マンノシダーゼ阻害剤による 

N-結合型糖鎖の制御に関する研究 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

日本大学大学院生物資源科学研究科生物資源利用科学専攻 
博 士 後 期 課 程 

 
 
 

小 山 亮 祐 
 

2019  



 

目次 
第 1 章 序論 

1-1. N-結合型糖鎖の生理作用        1 

1-2. 細胞間コミュニケーション (CCC) における N-結合型糖鎖の 

役割             2 

1-3. N-結合型糖鎖の構造制御による CCC 不全を基盤としたがん腫瘍 

 治療戦略         3 

1-4. N-結合型糖鎖プロセシング経路       5 

1-5. ゴルジ体マンノシダーゼ (GM) 阻害による細胞接着不全     7 

1-6. 研究目的         8 

 

第 2 章 本論 

2-1. 新規非糖ミミックな GM 阻害剤の開発     11 

2-1-1. GM 阻害剤探索系の構築       11 

2-1-2. 化合物ライブラリからの探索      17 

2-1-3. ドラックリポジショニングの観点からのヒット化合物の選抜   20 

2-2. ジフェニルプロピルアミン骨格を有する GM 阻害剤 (AR501) の 

 開発         21 

2-2-1. AR501 誘導体の分子設計       21 

2-2-2. AR501 誘導体の合成       25 

2-2-3. AR501 誘導体の構造活性相関解析に基づく GM 阻害剤の選抜  28 

2-3. AR524 の阻害作用点の解析      30 

2-3-1. GM 阻害による細胞内 HM 型糖鎖の分布変化    30 

2-3-2. GM 阻害による細胞表面糖鎖の分布変化     32 

 

第 3 章 結論 

3-1. 総括         36 

  



 

第 4 章 実験の部 

4-1.  ヒト培養細胞の調製        40 

4-1-1. DMEM の調製        40 

4-1-2. Trypsin 溶液の調製       41 

4-1-3. ヒト細胞の培養        41 

4-1-4. ヒト細胞の継代        41 

4-2.  GM 阻害剤評価系の構築       42 

4-2-1. 既知 GM 阻害剤の化学特性の計算      42 

4-2-2. 既知 GM 阻害剤溶液および ConA-AF488 PBS 溶液の調製   42 

4-2-3. 既知 GM 阻害剤を用いた濃度依存的添加による GM 阻害剤 

探索系の評価        43 

4-2-4. 評価系を用いた既知 GM 阻害剤の GM 阻害活性測定   44 

4-3.  化合物ライブラリからの探索      45 

4-3-1. ヒット化合物の化学特性の計算      45 

4-3-2. ヒット化合物溶液の調製       46 

4-3-3. 評価系を用いたヒット化合物の GM 阻害活性測定    47 

4-3-4. ヒット化合物の細胞毒性評価        48 

4-4.  Morevlo Virchal Docker を用いたドッキングモデルの構築   49 

4-5.  AR501 誘導体の合成       50 

4-5-1. 化合物 1 の合成        50 

4-5-2. 化合物 2a および 2b の合成      50 

4-5-3. 化合物 3a および 3b の合成      51 

4-5-4. 化合物 4a および 4b の合成      51 

4-5-5. 化合物 5a および 5b の合成      52 

4-5-6. AR503 の合成        52 

4-5-7. AR506 の合成        53 

4-5-8. AR509 の合成        54 

4-5-9. AR523 の合成        55 



 

4-5-10. AR524 の合成        56 

4-5-11. AR525 の合成        57 

4-5-12. AR520 の合成        58 

4-5-13. AR521 の合成        59 

4-5-14. AR522 の合成        60 

4-6.  AR501 誘導体の構造活性相関解析に基づく GM 阻害剤の 

 選抜         61 

4-6-1. AR501 誘導体の化学特性の計算      61 

4-6-2. AR501 誘導体溶液の調製       61 

4-6-3. 評価系を用いた AR501 誘導体による GM 阻害活性測定   63 

4-6-4. AR501 誘導体の細胞毒性評価      64 

4-7.  蛍光標識 Con-A を用いた細胞内 HM 型糖鎖の分布の観察   64 

4-8.  蛍光標識レクチンを用いた細胞表面 HM 型糖鎖の分布の観察   65 

4-8-1. AR524 溶液および蛍光標識レクチン溶液の調製    66 

4-8-2. 細胞表面糖鎖のフローサイトメトリー分析     66 

 
参考文献 

 

謝辞 

 

 

 



 1 

第 1 章 序論  

 

1-1.  N-結合型糖鎖の生理作用  

 

糖鎖は、核酸、タンパク質に次ぐ第  3 の生命鎖とよばれ、生体内で

タンパク質や脂質に結合し、生体内で様々な生命現象・疾患における

関与する重要な分子である  [1-4]。タンパク質に結合する糖鎖には、タ

ンパク質中のコンセンサス配列「Asn-X-Ser/Thr (X: 任意のアミノ酸残

基 )」を認識し、その中のアスパラギン残基に結合する N-結合型糖鎖、

タンパク質中のセリンもしくはスレオニン残基に結合する O-結合型

糖鎖、さらに、タンパク質中のコンセンサス配列「Trp-X-X-Trp (X: 任

意のアミノ酸残基 )」を認識し、その中のトリプトファンに結合する C-

結合型糖鎖などが知られ、それぞれ特徴的な構造を有している。また、

ヒアルロン酸やコンドロイチン硫酸を含むプロテオグリカンもタンパ

ク質に糖鎖が結合した構造を持つが、結合した糖残基の数がおよそ  

100〜200 残基と長いことから、上記の糖鎖とは区別されて定義されて

いる。  

これらのタンパク質に結合する糖鎖のうち  N-結合型糖鎖は、結合し

たタンパク質上および細胞表面において、様々な生理作用を示すこと

が知られている。タンパク質上においては、その品質・構造・機能の

調整を担っており、小胞体における新生タンパク質の品質管理機構に

おける正しいフォールディングの目印として機能すること、さらに、

抗体分子においてはその抗原活性や動態等に影響することが知られて

いる。細胞表面においては、酵素やレクチン、抗体など糖鎖を認識す

るタンパク質を介した細胞同士の情報伝達や免疫系への情報提示に不

可欠となっている  [5-7]。これらのことから、近年では N-結合型糖鎖

および N-結合型糖鎖をターゲットとした酵素などを標的とした関連疾

患治療への創薬研究が行われている  [8-9]。  
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1-2. 細胞間コミュニケーション（CCC）における N-結合型糖鎖の

役割  

 

N- 結 合 型 糖 鎖 は 、 還 元 末 端 側 の コ ア 構 造 と 呼 ば れ る 5 糖  

(Man3GlcNAc2) の構造を共通構造とし、それ以外の非還元末端側の構

造や構成する糖残基の種類によって、主にハイマンノース型糖鎖、コ

ンプレックス型糖鎖、ハイブリッド型糖鎖の 3 種類に分類される。そ

の構造を図 1 にまとめた。  

 

図  1. 3 種類の  N-結合型糖鎖の構造  

 

 

ハイマンノース糖鎖は、構造中に多くのマンノース残基を含む糖鎖

の総称であり、また、本糖鎖を出発原料として後述の N-結合型糖鎖プ

ロセシング経路にて修飾を受けることでコンプレックス型糖鎖および

ハイブリッド型糖鎖が生合成されることから、未成熟糖鎖とも呼ばれ

ている。コンプレックス型糖鎖は、主にシアル酸、ガラクトース、N-

アセチルグルコサミン、マンノース、フコースなど複数の糖残基で構

成される糖鎖の総称であり、また、N-結合型糖鎖プロセシングの最終

産物となることから成熟型糖鎖とも呼ばれている。ハイブリッド型糖

鎖は、ハイマンノース型糖鎖とコンプレックス型糖鎖の中間の構造を
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持つ糖鎖の総称である  [1,3]。  

また、これらの糖鎖の構造は、前述のタンパク質や細胞表面での生

理作用にも密接に関与している。その中でも細胞間コミュニケーショ

ン  (CCC) においては、その機能が  N-結合型糖鎖の構造に依存してい

ることが知られている。CCC は、細胞間の接着を伴う情報伝達であり、

細胞表面糖鎖をリガンドとする受容体タンパク質  (レクチンや抗体な

ど ) と N-結合型糖鎖が結合することで、細胞間の認識を引き起こして

いる。また、糖鎖 -タンパク質間だけでなく、糖鎖 -糖鎖間、および糖鎖

-低分子間での相互作用においても  CCC が起こることも報告されて

いる  [4,10-13]。この現象は、真核生物の生体内において普遍的に起こ

っており、細胞の発生・分化におけるシグナル仲介や神経細胞におけ

るシナプス形成など、幅広い生命現象に関与している。また、老化に

よる  CCC の機能低下を発端とし、病原真菌やウイルスに感染した細

胞やがん腫瘍細胞へ細胞認識と免疫機能が低下することで、疾患発症

につながることも知られている  [14,15]。このように生体内で重要な役

割を持つ CCC は、3 種類の  N-結合型糖鎖のうち、成熟糖鎖でのみ成

立することが知られている  [11,16,17]。それに対し、N-結合型糖鎖が未

成熟となる場合、または糖鎖が細胞表面に存在しない場合、CCC が不

全となり、細胞接着不全が生じることが知られている  [11,18,19]。  

 

 

1-3. N-結合型糖鎖の構造制御による  CCC 不全を基盤としたがん  

腫瘍治療戦略  

 

本研究では、N-結合型糖鎖の構造を制御し、未成熟型とすることに

よって、CCC を不全とすることができれば、依然として治療が困難な

がん腫瘍の化学療法における問題点が解決できると考えた。  

がん腫瘍は、自己複製能と分化能を示すがん幹細胞を通常がん細胞
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が取り囲む構造を有している。そこへ上市されている抗がん剤を作用

させても、その構造から腫瘍の深部まで作用しにくく、がん幹細胞が

残存し、そこから腫瘍が再構成されるという問題がある  (図  2 上部 )。

さらに、このがん幹細胞は、生体内での遠隔転移にも関与しているた

め、周囲のがん細胞ではなく、がん幹細胞の効率的な除去ががん治療

における重要な課題となっている  [20]。  

そこで、がん腫瘍における  CCC に着目すると、これらのがん細胞

同士の細胞接着も成熟糖鎖を介した CCC によって成立していること

が知られている。このことから、がん腫瘍の細胞表面  N-結合型糖鎖を

未成熟型とし、がん細胞間の  CCC 不全とすることができれば、がん

腫瘍の構造を崩壊させ、露出したがん幹細胞に抗がん剤を投与するこ

とが可能となり、その結果、腫瘍細胞を効率的に治療できる  (図  2 下

部 ) と考えた。さらに、このような新規抗がん腫瘍戦略を達成できれ

ば、がんの再発や遠隔転移のリスクも最小限に抑えることができると

考えた。本研究では、このような抗がん腫瘍戦略を達成するために、

N-結合型糖鎖の構造を制御する方法の開発が必要となると考えた。  

 

 
図  2. N-結合型糖鎖制御を基盤とした新規抗がん腫瘍戦略   
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1-4. N-結合型糖鎖プロセシング経路  

 

 N-結合型糖鎖の構造制御法を開発するにあたり、N-結合型糖鎖プロ

セシング経路の酵素群に着目した。N-結合型糖鎖は、細胞内の小胞体

およびゴルジ体にて生合成されている。まず、小胞体表面にてドリコ

ールリン酸上に  GlcNAc が付加され、そこから  14 糖からなる未成熟

糖鎖  (Glc3Man9GlcNAc2 型 ) まで合成される。次にその糖鎖が小胞体

内腔に入り込み、リボソームにて合成された新生タンパク質のアスパ

ラギン残基にオリゴ糖転移酵素によって付加される  (図  3 上段左 )。

続いて、小胞体グルコシダーゼ  I および  II によってグルコース残基

が除去され、  GlcMan9GlcNAc2 型糖鎖となったのち、分子シャペロン

であるカルネキシン  /  カルネティキュリン  (CRX/CRT) によってタン

パク質のフォールディングが起こり、正しくフォールディングされた

タ ン パ ク 質 の 糖 鎖 は 、 小 胞 体 グ ル コ シ ダ ー ゼ  II に よ っ て  

Man9GlcNAc2  型となったのち、小胞体マンノシダーゼ  (ERGM, EC 2. 4. 

1. 113, Glycosidase Family 47) によってマンノース  1 残基が除去され  

Man8GlcNAc2  型となる  (図  3 上段右 ) [21-23]。  

ここでフォールディングに失敗したタンパク質は、UDP-グルコース

糖タンパク質グルコース転移酵素によってグルコース残基の付加およ

び  CNX/CRT によるタンパク質の折り畳み促進を経て、適切な立体構

造をとるまでグルコシダーゼ  II によって再度グルコース残基除去の

サイクルを繰り返す。また、このサイクルにおいて正しくフォールデ

ィングできなかった、および糖鎖修飾がうまくいかなかったタンパク

質は、小胞体外に輸送され、小胞体関連分解  (ERAD) という機構を経

て、糖鎖とともにプロテアソームに分解される。これらサイクルはタ

ンパク質の品質管理の中心的な役割を担っている  [21,22,24]。  

小胞体にて  Man8GlcNAc2  型糖鎖となった糖タンパク質は、ゴルジ体

のシスゴルジに輸送される。そこでゴルジ体マンノシダーゼ  I (GMI, 
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EC 3. 2. 1. 113, Glycosidase Family 47) の  3 種類の アイ ソザイ ム  

(GMIA1, GMIA2, GMIC1) によって  糖鎖から  3 つのマンノース残基

を除去され、Man5GlcNAc2  型糖鎖となる  (図  3 中段右 ) [21,22,25]。  

GMI によってマンノースを刈り取られた糖鎖は、次にメディアルゴ

ルジに輸送され、 N-アセチルグルコサミン転移酵素により  β-1, 2-

GlcNAc 残基が付加されたのち、ゴルジ体マンノシダーゼ  II (GMII, EC 

3. 2. 1. 114, Glycosidase Family 38) によって  2 つのマンノース残基を

除去される。その後、N-アセチルグルコサミン転移酵素により  β-1, 2-

GlcNAc 残基が付加され、GlcNAc2Man3GlcNAc2  型糖鎖となる  (図  3 

中段左 ) [21,22,26]。  

次に、トランスゴルジに輸送され、N-アセチルグルコサミン転移酵

素により  β-1, 2-GlcNAc 残基、ガラクトース転移酵素より  β-1,4-Gal 

残基、フコース転移酵素より  α-1,6-Fuc 残基、シアル酸転移酵素より  

α-2,6-NeuNAc 残基によって糖付加が行われ、成熟糖鎖を持ったタンパ

ク質は機能発現の場へと輸送される  (図  3 下段右 ) [21,22]。そこで、

本経路を構成する酵素群のうち、ERAD のような糖鎖の品質管理機構

によって分解されず、かつ本糖鎖のプロセシングを未成熟な HM 型糖

鎖で止められるゴルジ体の酵素を阻害や失活させることで、N-結合型

糖鎖の構造制御法を開発できると考えた。  
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図  3. N-結合型糖鎖プロセシング経路の概略  

 

 

1-5. ゴルジ体マンノシダーゼ  (GM) 阻害による細胞接着不全  

 

本経路のグリコシダーゼの中でも、ゴルジ体マンノシダーゼ  (GM, 

GMI および  GMII) の阻害は、N-結合型糖鎖のプロセシングを止め、

かつ阻害により生じた未成熟糖鎖が  ERAD のような分解機構を経ず

に、未成熟のまま細胞内に蓄積し、その後、細胞表面にまで輸送され

ることが報告されている  [27,28] (図  4)。さらに、近年には既知の  GMI 

阻害剤を用いた場合、および  GMI のアイソザイムの  1 つである  

GMIA1 を司る遺伝子をノックアウトさせた場合、この療法の場合にお

いて細胞同士の接着を不全とすることも報告されている  [27,29,30]。

また、N-結合型糖鎖プロセシング経路を構成するグリコシダーゼは近

年、創薬のターゲットとしても注目されており、その阻害剤が抗がん

活性や抗ウイルス活性  [31-33] などの生理活性を示すことが報告され

ている。しかし、GM のみならず、本プロセシング経路に関与するグ

リコシダーゼの阻害剤は、基質である糖に似た糖ミミックな構造を持
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つ阻害剤であることから、酵素レベル以上では阻害活性を示しにくい

という問題点を持ち、医薬品となりにくいと考えられる [31-33]。  

これらのことから、この  GM を標的酵素とし、その阻害剤母核を探

索などによって選定し、さらにその構造を展開することによって、細

胞レベル以上で作用する阻害剤が開発することができれば、その阻害

剤を用いた  N-結合型糖鎖の構造の制御が可能となると考えた。さらに、

N-結合型糖鎖構造が制御できれば、考案した抗がん戦略への応用も含

めた創薬研究に発展することは可能であると考えた。  

 

 

図  4. GM 阻害による未成熟糖鎖蓄積と CCC 不全  

 

 

1-6. 研究目的  

 

本研究では、細胞間コミュニケーション不全を基盤とした新たな抗

がん腫瘍戦略の達成を目指し、N-結合型糖鎖の制御を可能とする GM

阻害剤の開発のために  2 つの研究目的を設定する。  

まず、考案した戦略の基盤となる  GM 阻害剤を開発することを第一
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の研究目的とする。本戦略には、がん腫瘍の細胞内に浸透し、細胞レ

ベルにおいて、低濃度で  GM 特異的に作用する阻害剤が必要となる。

そこで、目的の GM 阻害剤を開発するため、阻害剤の母核となる構造

を選定、その構造を元にした構造展開、およびその構造活性相関解析

を順に行う。はじめに、母核となる構造の選定では、基質であるマン

ノースを基盤に開発された糖ミミック構造の既知  GM 阻害剤が本研

究に適応可能か検討する。適応が可能な場合は既知阻害剤を構造展開

の基盤とした開発を行う。また、検討の結果適応が困難な場合は、阻

害剤探索からの非糖ミミックな構造新規母核の選抜を検討する。また、

探索に必要な阻害活性評価系が報告されていないことから、その構築

も試みる。さらに、選抜の段階にて、低濃度で作用し、かつ  GM に特

異的な阻害剤母核の選抜も試みる。次に構造展開では、得られた母核

構造を元に、構造活性相関解析が可能な数種類の誘導体を合成する。

最後に構造活性相関解析では、合成した誘導体の  GM 阻害活性を評価

し、その構造活性相関を明らかとしたのち、その結果を元に最適な誘

導体を選抜する。  

 第二の研究目的として、開発した  GM 阻害剤が、N-結合型糖鎖プロ

セシング経路の酵素のうち  GM を特異的に阻害するのか、さらに、そ

の阻害によって細胞表面  N-結合型糖鎖構造を未成熟とし、考案した抗

がん戦略に適応を可能とするのか明らかとする。N-結合型糖鎖プロセ

シング経路のマンノシダーゼは、GM 以外にも小胞体マンノシダーゼ

が存在する。そこで、開発した阻害剤の投与によって細胞内および細

胞表面に蓄積する N-結合型糖鎖の構造を特定の糖鎖を認識するタンパ

ク質レクチンを用いて分析し、その阻害標的を解析する。また、開発

した阻害剤の活性によって、CCC 不全を引き起こす細胞表面 HM 型糖

鎖が増加するのかについても解析する。  

 これら  2 つの研究を試みることで、細胞間コミュニケーション不全

を  N-結合型糖鎖構造の制御によって引き起こすこれまでにない  GM 



 10 

阻害剤が開発できる。さらに、阻害剤の探索にて GM 阻害活性評価系

が開発できれば、本系が初となる。また、これらを開発することがで

きれば、考案した抗がん戦略の達成に向けた GM 阻害剤の探索・評価・

開発できるだけでなく、未だ解明されていない  GMI とその  3 種類の

アイソザイム、さらに GMII の諸性質や生物学的意義について解析す

る強力なツールとなることも期待できる。  
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第 2 章 本論  

 

2-1.  新規非糖ミミックな  GM 阻害剤の開発  

 

2-1-1.  GM 阻害剤探索系の構築  

本研究が達成を目標とする抗がん腫瘍戦略には、がん腫瘍の各がん

細胞の細胞膜およびゴルジ体膜を透過して  GM に作用する膜透過性

の高い阻害剤が必要となる。さらに医薬品への応用にあたり、副作用

防止の観点から低濃度かつ特異的な  GM 阻害活性を示すことが重要

である。そこで、初めに既知  GM 阻害剤  4 化合物が本研究に適応可

能か、その化学特性から検討した。  

既知  GM 阻害剤は、1970 年ごろから報告がされており [34-36]、GM 

の基質であるマンノースの構造を模した糖ミミック構造を有している  

(図  5)。  

 

 
 

図  5. 既知  GM 阻害剤の構造  

 

 

デオキシマンノジリマイシン  (DMJ) およびキフネンシン  (KIF) は、

GMI 特異的阻害剤である。スワインソニン  (SWA) およびマンノスタ

チン  A (Man A) は、GMII 特異的阻害剤である。  

これまでに、化合物の化学特性と膜透過性の関係の指標として、

Waring より、1 < log P < 3 を示す化合物は、適切な脂溶性を示すこと  
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[37] が報告されている。また、Hughes らより、 -1 < log P < 5.9、かつ  

tPSA < 132 Å2 を示す化合物は、適切な膜透過性を示すこと  [38] が報

告されている。  

これらの報告をもとに、既知阻害剤  4 化合物の化学特性として、分

子量、分配係数の計算値  (Clog P)、pH 7.4 における分配係数の計算値  

(Clog D7 .4)、極性表面積  (tPSA)、不斉中心数の  5 つを精査した  (表  1)。 

 

表  1. 既知  GM 阻害剤の化学特性  

 既知  GM 阻害剤  

DMJ KIF SWA Man A 

分子量  199.6 232.2 173.2 179.2 

Clog P -1.18±0.54 -1.31±0.58 0.076±0.55 -0.43±0.42 

Clog D7 .4  -1.54 -1.31 -0.53 -1.56 

tPSA (Å2)  92.95 130.3 63.93 112.01 

不斉中心数  4 5 4 5 

 

 

その結果、既知阻害剤  4 化合物  (DMJ、KIF、SWA、Man A) は全て、

糖ミミック構造に由来する  Clog D7 .4 の低さ  (親水性の高さ ) に起因

し、膜透過性が低く、細胞レベルでの生理活性発現に高い阻害剤濃度

が必要になると予想された。また、この膜透過性の問題を解決するた

め、既知阻害剤に対して様々な構造展開が行われ、膜透過性や活性の

向上等の効果を上げている  [35, 39] が、糖ミミックな構造を持つこれ

らは、不斉中心が多いことから構造展開にも限界があると考えた。  

これらより、既知  GM 阻害剤は、非ドラックライクな構造であり、

本研究の目的達成には不適であると判断した。そこで、意図しない作

用標的が存在する懸念はあるが、既知阻害剤よりも容易に化学特性・

生理活性・標的タンパク質を制御できると考え、開発する阻害剤母核
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として非糖ミミック構造を選択した。  

 これまでに非糖ミミックな構造を有する  GM 阻害剤の報告はない

ことから、目的とする  GM 阻害剤を新たに探索しようと考えた。しか

しながら、その探索に必要な  GM 阻害活性の測定系の報告は、これま

でになく、さらに、酵素ベースでの探索系に必要な  GM の単離の報告

もこれまでになかった。これらのことから、本研究では、ヒト培養細

胞レベルで  GM 阻害剤探索を可能とする  GM 阻害活性評価系の構築

を行った。  

 通常の  N-結合型糖鎖プロセシングでは、ゴルジ体内で  HM 型  (未

成熟 ) 糖鎖からコンプレックス型  (成熟 ) 糖鎖が生合成され、細胞表面

などの機能発現の場に輸送される。しかし、阻害剤等によって  GM が

阻害されると、N-結合型糖鎖プロセシングが止まり、糖鎖構造が未成

熟なままゴルジ体内および細胞内に  HM 型糖鎖が蓄積し、さらにその

糖鎖が細胞表面まで輸送されることが知られている  (図  6)。  

 

 
 

図  6. GM 阻害による細胞への  HM 型糖鎖の蓄積  
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このことから、まず、GM 阻害によって蓄積する細胞内および細胞

表面の  HM 型糖鎖に着目した。そこで、HM 型糖鎖を特異的に認識す

る蛍光標識レクチン  (コンカナバリン  A; Con-A) を用いて蓄積した糖

鎖を検出し、阻害剤を投与していないコントロール細胞と比較して、

阻害剤を投与した細胞の蛍光強度および蛍光面積の増加を  GM 阻害

活性として評価する系「蛍光アッセイ系」を構築した。  

次に、細胞表面への輸送によって蓄積した  HM 型糖鎖が起こす細胞

接着不全に着目した。細胞の単層培養において、細胞接着不全が起こ

ると表面張力によって細胞形態が丸くなる。そこで、その細胞形態変

化を観察し、阻害剤を投与していないコントロール細胞と比較して、

阻害剤を投与した細胞の細胞長の縮小を  GM 阻害活性として評価す

る系「細胞形態変化アッセイ系」を構築した。  

次に、構築した蛍光アッセイ系と細胞形態変化アッセイ系が阻害剤

の  GM 阻害活性を定性的に評価できるのか確認を行った。はじめに、

蛍光アッセイ系を用いて、3 種類の既知  GM 阻害剤  (DMJ, KIF, SWA) 

を終濃度  100 µM となるよう投与した細胞における  HM 糖鎖を検出

し、DMSO のみを加えたコントロール細胞と比べ、蛍光強度および面

積の増加を観察できるのか評価した。次に、細胞形態変化アッセイ系

を用いて、既知  GM 阻害剤を終濃度  100 µM となるよう投与した細

胞における細胞長を測定し、DMSO のみを加えたコントロール細胞と

比べ、その縮小を観察できるのか評価した。それらの結果を図  7 にま

とめた。  
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図  7. 蛍光アッセイ系および細胞形態変化アッセイ系を用いた既知  

GM 阻害剤 100 µM における GM 阻害活性評価  

 

 

その結果、蛍光アッセイ系にて既知阻害剤  3 種類の  GM 阻害活性

による蛍光強度の約  2.5~3.5 倍の増加、および蛍光面積の約  2~2.6 倍

の増加を観察できた。さらに、細胞形態変化アッセイ系にて既知阻害

剤の  GM 阻害活性による約  30 % の細胞長の縮小が観察できた。この

結果より、構築した 2 つの系は、GM 阻害活性による  HM 型糖鎖の蓄

積を評価できる系であることが示された。  

次に、構築した蛍光アッセイ系が  GM 阻害活性によって蓄積した  

HM 型糖鎖を観察しているのか、さらに、阻害活性の強さを定量的に

評価できるのか確認するために、既知  GM 阻害剤をそれぞれ終濃度  0,  

10, 30, 60, 100 µM となるよう投与し、阻害剤の濃度依存的に細胞内の

蛍光強度・蛍光面積が増加を観察できるのか評価した  (図  8)。  
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図  8. 既知  GM 阻害剤による濃度依存的な細胞内 HM 型糖鎖の増加  

 

 

その結果、蛍光アッセイ系は、既知阻害剤  3 化合物をそれぞれ  0,  

10, 30, 60, 100 µM 投与した細胞において、阻害剤の濃度依存的な蛍光

強度・蛍光面積の増加を観察できた。この結果より、構築した蛍光ア

ッセイ系は、GM 阻害による  HM 型糖鎖の蓄積を評価できる系である

ことを確認した。さらに、阻害剤の  GM 阻害活性の強さを評価できる

系であることが示された。  

以上の結果より、構築した蛍光アッセイ系は、既知  GM 阻害剤によ

つ細胞内の  HM 型糖鎖の蓄積を定量的に評価できる系であることが

示された。さらに、細胞形態変化アッセイ系は、阻害剤の  GM 阻害活

性を定性的に評価できる系であることが示された。そこで、構築した  

2 つの系を用いて化合物の GM 阻害活性を同時に評価することで、細

胞レベルで作用する新たな  GM 阻害剤を確実に探索できると考え、蛍

光アッセイ系と細胞形態変化アッセイ系を組み合わせ、GM 阻害剤探

索系として採用した。  
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2-1-2.  化合物ライブラリからの探索  

 

次に構築した  GM 阻害剤探索系を用いて、医薬品や天然化合物など

多様な母核構造を特徴とする理化学研究所  天然化合物ライブラリか

ら阻害剤探索を行った。その結果、以下の 4 化合物が得られた  (図  9)。  

 

 
 

図  9. ヒット化合物  4 化合物の構造  

 

 

得られた化合物のうち  3 化合物は医薬品であった。そのうち  2 化

合物は、核内受容体であるエストロジェン受容体を作用標的とする抗

がん剤、タモキシフェン  (TAM) とラロキシフェン  (RAL) であり、他  

1 化合物はシクロオキシゲナーゼ  1 と  2 を作用標的とする抗炎症剤

であるスリンダク  (SUL) であった。残り  1 化合物は、生理活性等の

報告のない化合物であり、AR501 と命名した。また、これらの化合物

は、既知阻害剤とは異なり、非糖ミミックな構造を有していた。  
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そこで、探索で得られた化合物が既知阻害剤の問題点であった Clog 

D7.4  のの低さと不斉中心の多さを解決する化学特性を有し、かつドラ

ックライクな化合物であるか確認するため、その化学特性として、分

子量、Clog D7 .4、 tPSA、不斉中心数の  4 つについて  KIF と比較した  

(表  2)。  

 

表  2. KIF およびヒット化合物の化学特性  

 KIF TAM RAL SUL AR501 

分子量  232.2 371.5 473.6 356.4 345.4 

Clog D7 .4  -1.31 3.83 3.40 -0.49 3.28 

tPSA (Å2)  130.3 12.47 98.24 73.58 30.49 

不斉中心数  5 0 0 1 1 

 

 

その結果、これら化合物は、KIF よりも Clog D7 .4  の値が高く、不斉

中心の数も少ないことから、既知阻害剤の問題点を解決した化合物で

あった。また、Waring らおよび  Hughes らの報告  [37, 38] より、これ

らの化合物が適切な分子量・tPSA・Clog D7.4・不斉中心の数を有し、適

度な疎水性と膜透過性を示すと予想された。  

このことから、これら  4 化合物を既知阻害剤の問題点を解決し、か

つドラックライクな構造を持つ新規  GM 阻害剤であると判断し、ヒッ

ト化合物とした。  

阻害剤探索によって、既知阻害剤の問題点を解決したヒット化合物

が得られた。そこで次に、考案した抗がん腫瘍戦略への適応を目指し、

既知阻害剤よりも低濃度で作用する化合物をヒット化合物の中から選

抜した。そこで、構築した蛍光アッセイ系と細胞形態変化アッセイ系

の  2 つの系を用いて、KIF とこれら化合物の  GM 阻害活性を比較し

た (図  10)。蛍光アッセイ系では、GM 阻害による蛍光強度・蛍光面積
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の増加を示す化合物濃度を検討した。細胞形態変化アッセイ系では、

GM 阻害による細胞長の縮小を示す化合物濃度を検討した。  

 

 

図  10. KIF およびヒット化合物の  GM 阻害活性評価  

 

 

その結果、KIF は、終濃度  100 µM にて蛍光強度および蛍光面積の

増加および細胞長の縮小  (258 %, 199 %, 29 %) を示した。それに対し、

ヒット化合物のうち、TAM・RAL・AR501 は、KIF のが  GM 阻害作用

を示さなかった終濃度  10 µM にて、GM 阻害による蛍光強度および

蛍光面積の増加および細胞長の縮小  (TAM: 122 %, 119 %, 33 %, RAL: 

146 %, 135 %, 26 %, AR501: 168 %, 154 %, 21 %) を示した。このことか

ら、これら  3 化合物は  KIF よりも強い  GM 阻害活性を持つことが示

唆された。SUL は、KIF と同様に終濃度  10 µM にて阻害活性を示さ

ず、100 µM でのみ  GM 阻害による蛍光強度および蛍光面積の増加お

よび細胞長の縮小  (145 %, 142 %, 29 %) を示した。  

また、意図しない作用標的への結合による細胞毒性が発現しないか
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確認するため、これらヒット化合物の細胞毒性を  WST-8 法にて行っ

た。その結果、TAM・RAL・AR501 は、GM 阻害活性を示した 10 µM 

での細胞生存率が  TAM: 90 %、RAL: 100 %、AR501: 98 % を示した。

また、SUL は、GM 阻害活性を示した 10 µM での細胞生存率が  SUL: 

100 ％  を示した。このことから、すべての化合物が阻害活性発現濃度

において細胞毒性を示さなかったことから、意図しない作用標的はな

いと推測された。  

これらの結果より、ヒット化合物より  SUL を排除し、TAM・RAL・

AR501 を選抜した。  

 

 

2-1-3.  ドラックリポジショニングの観点からのヒット化合物の選抜  

 

次に、GM に特異的に作用する阻害剤を選抜するため、ヒット化合

物の生体内標的を精査した。選抜したヒット化合物の  3 化合物のうち、

TAM および  RAL は、上市された抗がん剤であり、その主たる生体内

標的はエストロジェン受容体である。さらに、これまでの実験結果よ

り、GM がこれら  2 化合物の副たる生体内標的であることを明らかと

した。そこで、本結果を医薬品活用の創薬アプローチの  1 つであるド

ラックリポジショニング  [40,41] の観点へ当てはめると、これら  2 化

合物の構造を基盤とした化合物展開を行うことで、迅速かつ低コスト、

かつ薬物動態に対する知見の蓄積からある程度の安全性が担保された  

GM 阻害を基盤とする医薬品開発が可能となり、本研究で提案する新

規抗がん戦略への応用も期待できる。しかしながら、これら  2 化合物

は、GM に特異的に作用しない。さらに、本研究においては、主作用

と  GM 阻害の両方に基づく複雑な生理活性解析は上記のメリットを

鑑みても避けるべきであると考えた。そこで、ヒット化合物から  TAM 

および  RAL を排除し、現時点で生理活性等の報告のない、つまり生
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体内標的が現時点は報告されていない  AR501 を  GM 特異的阻害剤

の開発基盤構造として選抜した。  

 

 

2-2. ジフェニルプロピルアミン骨格を有する  GM 阻害剤  (AR501) 

の開発   

 

2-2-1.  AR501 誘導体の分子設計          

 

 阻害剤探索よりジフェニルプロピルアミン骨格を有する  AR501 が

選抜できたことから、次に  GM 阻害活性の向上を目的とし、本化合物

を母核とした構造展開による誘導体合成と構造活性相関解析による誘

導体選抜を行った。  

はじめに、 AR501 誘導体の分子設計のための  in silico における  

GM の活性部位と  AR501 のドッキングシミュレーションを行った。

通常、このような解析にはヒト由来  GM を用いるのが適切である。し

かし、その立体構造が報告されていないため、ヒト由来酵素と相同性

の高いマウス由来  GM (mouse Golgi α-1,2-mannosidase IA, PDB ID: 

5KKB) の  X 線結晶構造を用いた。まず、本酵素の活性部位の構造お

よび  HM 型糖鎖の  1 つである  Man9GlcNAc2 型糖鎖との結合様式を

解析した  (図  11)。  
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図  11. mouse Golgi α-1,2-mannosidase IA の活性部位と  

Man9GlcNAc2 型糖鎖の結合様式の X 線結晶構造解析結果  

 

 

その結果、GM は、その活性部位内に糖残基が結合可能な  3 つの空

間  (図  11、黄色ハイライト部分 ) を持っていた。さらに、そのうち  2 

つの空間に  HM 型糖鎖のマンノース残基が結合していた。  

そこで次に、GM の活性部位との結合において  AR501 のどの構造

が重要であるか明らかとするため、同様の GM の  X 線結晶構造を用

いて  AR501 とのドッキングモデルを構築し、その結合様式を解析し

た  (図  12)。  
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図  12. mouse Golgi α-1,2-mannosidase IA の活性部位と  

AR501 のドッキングモデル  

 

 

その結果、酵素と化合物間の結合エネルギーの指標である  MolDock 

Score が低い  3 つのドッキングモデルが得られた。さらに、その結合

様式を解析した結果、GM 活性部位内の  3 つの空間に、AR501 が一定

の結合様式を取らずに、フレキシブルに結合するモデルが得られた。

このことから、AR501 構造中の  3 つの芳香環構造が  GM の活性部位

との結合に重要であると考えた。そこで、AR501 の構造中の各芳香族

部位について、ピペロナール構造を持つ部位を  A パート、A パートと

近いフェニル基の部位を  B パート、残る  1 つを  C パートと命名し

た  (図  13)。  

 

 
図  13. AR501 の  A・B・C パートの構造  
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そこで、これら  3 つの部位に着目し、その構造と  GM 阻害活性の

相関を解析することが可能となるドラッカブルな  9 つの誘導体を設

計した  (図  14)。すべてのパートの構造設計は、GM の活性部位におけ

る水素結合の形成能の有無、および化合物の疎水性の違いによる阻害

活性への影響を解析するために行った。A パートでは、AR501 が持つ

ピペロニル基を持つ化合物に加え、フェニル基を持つ化合物を設計し

た。B パートでは、AR501 が持つフェニル基を持つ化合物に加え、4-

メトキシフェニル基を持つ化合物を設計した。C パートでは、AR501 

が持つフェニル基を修飾したピペロニル基を持つ化合物、 p-ジメチル

アミンフェニル基を持つ化合物、p-クロロフェニル基を持つ化合物を

持つ化合物を設計した。  

 

 
図  14. 設計した  AR501 誘導体の構造  
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2-2-2.  AR501 誘導体の合成   

 

 次に、設計した  9 つの  AR501 誘導体の合成するため、その合成経

路設計、および設計した経路を用いての合成を行った。設計した誘導

体のうち、AR503、AR506、AR509、AR523、AR524、AR525 の  6 化合

物の合成経路は、既報  [42-44] をもとに設計した  (図  15)。また、AR520、

AR521、AR522 の  3 化合物の合成経路については、A および B パー

トにフェニル基を持つジフェニルプロピルアミンが市販されていたこ

とから、本化合物を出発原料とし、上記と同様に設計した  (図  16)。  

まず、AR503、AR506、AR509、AR523、AR524、AR525 の  6 化合物

の合成では、A パートを含む芳香族アルデヒドを出発原料とし、シア

ノ酢酸エチルとの縮合反応によりシアノ基を導入するとともに  3 炭

素増炭した化合物  1  を合成した。  

次に、得られた化合物  1  の電子不足オレフィン構造にグリニャール

試薬で  B パートを含む芳香族置換基  (2a:  フェニル基、2b ; p-メトキ

シフェニル基 ) を導入し、化合物  2a および  2b を合成した。次に、得

られた化合物  2a および  2b  のそれぞれの構造中のエステルを加水分

解し、化合物  3a  および  3b  を合成した。次に、得られた化合物  3a  お

よび  3b のそれぞれの構造中のカルボキシ基を脱炭酸反応にて除去し、

化合物  4a および  4b を合成した。  

次に、得られた化合物  4a および  4b のそれぞれの構造中のニトリ

ル基を還元しアミノ基とし、化合物  5a  および  5b を合成した。得ら

れた化合物  5a  および  5b はどちらも精製せず、合成・溶媒留去後に

それぞれ  C パートを含む芳香族  (AR509 および  AR523: ピペロニル

基、AR506 および  AR524: p-ジメチルアミンフェニル基、AR509 およ

び  AR523: p-クロロフェニル基 ) のアルデヒドとイミンを形成し、設計

した  AR503、AR506、AR509、AR523、AR524、AR525 の前駆体構造を

持つ  6 化合物を合成した。  
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最後に、得られた前駆体構造を持つ  6 化合物のイミンをそれぞれ還

元し  2 級アミンすることで、設計した  AR503、AR506、AR509、AR523、

AR524、AR525 を合成した。その結果、これらの  6 化合物をそれぞれ

総収率が  AR503: 35.3 %、AR506: 58.7 %、AR509: 58.7 %、AR523: 18.0 %、

AR524: 31.5 %、AR525: 25.7 % で得ることに成功した。  

 

 
図  15. AR503、AR506、AR509、AR523、AR524、AR525 の合成   
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次に、AR520、AR521、AR522 の  3 化合物の合成では、A および  B 

パートを含むジフェニルプロピルアミンを出発原料とし、C パートを

含む芳香族  (AR520: ピペロニル基、AR521: p-ジメチルアミンフェニ

ル基、AR522: p-クロロフェニル基 ) アルデヒドとイミンを形成し、設

計した  AR520、AR521、AR522 の前駆体構造を持つ  3 化合物を合成

した。最後に、得られたイミンを還元し  2 級アミンすることで、設計

した  AR520、AR521、AR522 を合成した。その結果、これらの  3 化

合物をそれぞれ総収率が  AR520: 88.6 %、AR521: 63.9 %、AR522: 52.4 % 

で得ることに成功した。  

 

 

 

 

図  16. AR520、AR521、AR522 の合成  

 

 

設計した合成法を用いて設計した  9 種類の誘導体を合成した結果、

AR503、AR506、AR509、AR523、AR524、AR525 を  7 工程、総収率  

18.0 % ~ 58.7 % で合成することに成功した。また、AR520、AR521、

AR522 は、2 工程、総収率  52.4 % ~ 88.6 % で合成することに成功し

た。合成した化合物の構造と純度は、核磁気共鳴分析・質量分析・元

素分析により確認した。本方法は、酵素との結合に重要であるとされ

た  A・B・C パートに任意の構造を導入可能な合成法であり、設計し

た誘導体のみならず、必要に応じてさらなる構造展開が可能となる。  
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2-2-3.  AR501 誘導体の構造活性相関解析に基づく  GM 阻害剤の  

選抜  

 

 次に、GM 阻害活性の向上を目指し、設計・合成した  AR501 誘導体

の構造活性相関を解析とその結果に基づいた最も有用な構造の選抜を

行った。そこで、探索で得られた  AR501、および合成した  9 種類の誘

導体の  GM 阻害活性の評価を構築した  2 つの評価系を用いて行った  

(表  3 および  4)。蛍光アッセイ系では、終濃度  10 µM となるように

書く誘導体を投与し、その  GM 阻害による蛍光強度・蛍光面積を観察

し、その増加率を計算した。細胞形態変化アッセイ系においても、同

様に終濃度  10 µM となるように各誘導体を投与し、GM 阻害による

細胞形態変化を観察し、その細胞長の縮小率を計算した。  

 

表  3. KIF および AR501、503、506、509 の  GM 阻害活性評価  

 Control KIF AR501 AR509 AR506 AR503 

蛍光強度  
増加率  

100 % 315 % 168 % 108 % 114 % 111 % 

蛍光面積  
増加率  

100 % 266 % 154 % 113 % 114 % 115 % 

細胞長  
縮小率  

0 % 13 % 21 % 31 % 23 % 18 % 

 

表  4. AR520、521、522、523、524、525 の  GM 阻害活性評価  

 AR520 AR521 AR522 AR523 AR524 AR525 

蛍光強度  
増加率  

114 % 158 % 134 % 110 % 165 % 163 % 

蛍光面積  
増加率  

113 % 152 % 127 % 101 % 148 % 150 % 

細胞長  
縮小率  

28 % 32 % 29 % 26 % 28 % 27 % 
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まず、10 化合物を蛍光アッセイ系にて評価した結果、AR521、524、

525 を終濃度  10 µM となるように投与した細胞において、AR501 と

同程度の約  1.5 倍の  HM 糖鎖の増加が観察された。そこで、その構造

を図  17 に示した。AR522 を投与した細胞においては、AR501 よりも

少ない約  1.3 倍の  HM 糖鎖の増加が観察された。また、AR503、506、

509、520、523 を投与した細胞においては、HM 糖鎖の増加がほとん

ど観察されなかった。  

 

 
 

図  17. AR521、524、525 の構造  

 

 

そこで次に、蛍光アッセイ系にて  AR501 と同程度の  GM 阻害活性

を示したこれら  3 化合物の細胞形態変化アッセイ系で評価した結果、

10 µM で  AR501 以上の  GM 阻害による細胞長の縮小を示した。さら

に、これら  3 化合物の細胞毒性評価を  WST-8 法にて行い、これらの

化合物が  GM 阻害活性を示した 10 µM での細胞生存率が AR521: 

92 %、AR524: 32 %、AR525: 39 % と細胞毒性を示さなかったため、こ

れらの化合物が意図しない細胞内標的を持たない  GM 阻害剤である

と確認した。  

次に、高い阻害活性を示した  3 化合物の構造と  GM 阻害活性の相

関を解析した。得られた  3 化合物の各パート構造に着目すると、A パ

ートではピペロニル基もしくはフェニル基、B パートでは  4-メトキシ
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フェニル基もしくはフェニル基、C パートでは緑色で示した  p-ジメチ

ルアミンフェニル基および  p-クロロフェニル基であった。このことか

ら、GM 阻害活性には、ヘテロ原子を含むことで化合物の極性を下げ、

かつ酵素との水素結合が形成可能なこれらの官能基構造が重要である

ことが示された。  

そこで、本解析の結果より、AR501 誘導体の代表構造として、これ

ら 3 化合物より、全てのパートにヘテロ原子を含んだ官能基をもち、

最も強く  GM と結合すると期待できる  AR524 (図  17 中央 ) を誘導

体の代表構造として選抜した。  

 

 

2-3. AR524 の阻害作用点の解析  

 

2-3-1.  GM 阻害による細胞内  HM 型糖鎖の分布変化  

 

 AR524 が選抜できたことから、次に本化合物が N-結合型糖鎖プロセ

ッシングに関与するマンノシダーゼのうち、どの酵素に作用するのか

解析を行った。ヒト細胞中おいて本糖鎖のプロセッシングに関与する

マンノシダーゼは、GMI (Glycosidase Family 47, GMIA1, GMIA2, GMIC1 

のアイソザイムの総称 ) および  GMII (Glycosidase Family 38) に加え、

小胞体マンノシダーゼ  (Glycosidase Family 47) が存在する。そこで、

AR524 がこれらのいづれの細胞内マンノシダーゼに作用するか、

AR524 と  GMI の  3 種のアイソザイムを区別せず阻害剤である  KIF 

をポジティブコントロールとして用いて、GM 阻害によって細胞内部

および細胞表面に蓄積した  HM 型糖鎖の分布変化の観察とその構造

の分析を行った。  

 まず、細胞内  HM 型糖鎖の分布変化の観察では、KIF と  AR524 を

用いて、それらをそれぞれ投与した際の細胞内の  HM 型糖鎖の分布を  
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構築した「蛍光アッセイ系」に用いたレクチンと同様の蛍光標識レク

チン  Con-A を用いて検出し、比較した  (図  18)。  

 

 
図  18. KIF および  AR524 を用いた細胞内  HM 型糖鎖の  

分布変化  

 

 

 その結果、阻害剤未投与のコントロール細胞では、通常の  N-結合型

糖鎖のプロセシング経路に見られる  HM 型糖鎖が核周辺にある小胞

体およびゴルジ体に分布していることが観察された。それに対し、終

濃度  100 µM となるように  KIF を投与した細胞では、HM 型糖鎖が

核周辺だけでなく細胞全体に分布していることが観察された。さらに、

終濃度  10 µM となるように AR524 を投与した細胞においても、KIF 

と同様に  HM 型糖鎖の細胞全体への分布が観察された。以上の結果か

ら、AR524 は  N-結合型糖鎖プロセッシングに関与するマンノシダー

ゼのうち、3 種のアイソザイムは区別できないが少なくとも  GMI に

作用することが示唆された。  
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3-2. GM 阻害による細胞表面糖鎖の分布変化   

 

 次に、AR524 のより詳細な阻害作用点を明らかにするために、GM 

阻害によって細胞表面へ輸送される糖鎖の種類と分布の変化について

複数の蛍光標識レクチンを用いたフローサイトメトリー分析を行った。

まず、細胞表面糖鎖の検出に用いた 3 種類の蛍光標識レクチンが認識

する糖鎖の構造を表  5 にまとめた [45]。  

 

表  5. 分析に用いた蛍光標識レクチンの認識構造  

蛍光標識レクチン名  認識構造  (□ : 認識する糖残基 )  

Datura Stramonium  
レクチン  (DSL)   

Galactose, β-1,  4 GlcNAc 

コンカナバリン  A 
(Con-A) 

 

α-mannose 

Galanthus Nivalis 
レクチン  (GNL)  

 

末端  α-1,3 mannose 
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成熟糖鎖の認識には、成熟糖鎖中の  ガラクトース  と  β-1, 4 結合し

た  N-アセチルグルコサミンを認識する  Datura Stramonium レクチン  

(DSL) を用いた。HM 型糖鎖の認識には、 α-結合マンノース全般を認

識する  Con-A、および  Con-A とは異なり  HM 型糖鎖末端の  α-1, 3 

結合マンノースを認識する  Galanthus Nivalis レクチン  (GNL) の  2 

種類を用いた。  

 次に、阻害剤を投与した細胞とコントロールとして  DMSO のみを

投与した細胞における細胞表面糖鎖を上記レクチンにて検出し、その

糖鎖の種類と分布変化を観察した  (図  19)。また、すべての実験におい

て、ポジティブコントロールである  KIF は、終濃度  100 µM、AR524 

は、終濃度  30 µM となるように細胞に投与した。  

 

 

図  19. フローサイトメトリー分析による細胞表面糖鎖の分布変化   

(灰色 : DMSO のみ投与したコントロールの糖鎖分布、緑色 : 阻害剤を

投与した細胞の成熟糖鎖分布、橙色 :  阻害剤を投与した細胞の未成熟

糖鎖分布 ) 
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 その結果、DSL を用いて観察した場合  (図  19 左 )、コントロールと

比較し、KIF を投与した細胞にて成熟糖鎖の減少が観察された。そし

て、AR524 を投与した細胞においても、同様の成熟糖鎖の減少が観察

された。次に、Con-A を用いて観察した場合  (図  19 中央 )、コントロ

ールと比較し、KIF を投与した細胞にて、HM 型糖鎖の増加が観察さ

れた。しかし、AR524 を投与した細胞では、その糖鎖量が変化しなか

った。さらに、GNL を用いて観察した場合  (図  19 右 ) 、コントロー

ルと比較し、KIF を投与した細胞にて  HM 型糖鎖の増加が観察された。

それに対し、AR524 は、KIF よりも多くの  HM 型糖鎖を細胞表面に

蓄積させた。これらの結果より、AR524 は、KIF とは異なる構造の  HM 

型糖鎖を細胞表面に増加させていることから、KIF とは作用点が異な

ることが明らかとなった。  

そこで、これまでの阻害作用点解析の結果をレクチンの結合特性か

ら解析した。糖鎖の検出に用いたレクチンのうち、GNL は、GMI、GMII、

および  ER マンノシダーゼの基質のうち、ER マンノシダーゼの基質  

Man9GlcNAc2  型の  HM 型糖鎖を認識しない  [46]。このことから、

AR524 の阻害作用点は、GMI および  GMII のどちらかであることが

示唆された。  

 これまでの研究より、開発した  AR524 は、細胞表面の  N-結合型糖

鎖構造の制御を可能とし、かつ既知阻害剤とは異なる阻害作用点を持

つ有用な阻害剤である。そこで今後、より詳細な阻害作用点解析、お

よび本阻害剤が  GM 阻害に起因する細胞間コミュニケーション不全

活性の解析、これら  2 点の解析を行っていく。阻害作用点解析では、

細胞間コミュニケーションに関与し、GM 阻害によって構造中の糖鎖

が未成熟となることが報告されている  [47] 膜タンパク質インテグリ

ンに着目し、AR524 投与時のインテグリン構造中の糖鎖構造を高分解

能質量分析器にて推定することで阻害作用点を決定する。細胞間コミ

ュニケーション不全活性の解析では、がん腫瘍に近い構造を持つ  3 次
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元培養細胞  (スフェロイド ) を用いて、AR524 の投与によってその構

造を崩壊させるのか評価を行う  [48, 49]。  

 これらを明らかとすることで、本研究で開発した  AR524 が、考案し

た糖鎖構造制御による  CCC 不全を基盤とした新たな抗がん戦略へ応

用できると考えている。  
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第  3 章 結論  

 

3-1.  総括  

 

本研究では、細胞間コミュニケーション不全を基盤とした新たな抗

がん腫瘍戦略の達成を目指し、N-結合型糖鎖の制御を可能とする  GM 

阻害剤の開発のため  2 つの研究目的を設定した。  

まず、考案した戦略の基盤となる、細胞レベルにおいて低濃度で特

異的に作用する  GM 阻害剤を開発することを第一の研究目的とした。

そこで、阻害剤開発の母核となる構造を選定、その構造を元にした構

造展開、およびその構造活性相関解析による選抜を行った。はじめに、

母核構造の選定として、既知  GM 阻害剤が本研究に適応可能か検討し

た結果、糖ミミックな構造に依存した問題点から適応は難しいと判断

した。そこで、意図しない作用標的が存在する懸念はあるが、既知阻

害剤の構造的問題点を解決可能な、非糖ミミック構造を阻害剤の母核

構造として選択した。そこで、これまでに報告のなかった非糖ミミッ

クな構造の  GM 阻害剤を新たに探索することで開発を試みるため、ヒ

ト培養細胞レベルでの  GM 阻害活性が評価可能な  2 つの系、「蛍光ア

ッセイ系」と「細胞形態変化アッセイ系」を新たに構築した。本系の

開発によって、新規  GM 阻害剤の探索を可能とした。  

次に、構築した評価系を用いた阻害剤探索を試み、医薬品である  3 

化合物と生理活性の報告のない  1 化合物を同定した。さらに、これら  

4 化合物より、既知阻害剤よりも低濃度、かつ特異的に  GM を阻害す

る可能性を持つ化合物  AR501 を選抜し、GM 特異的阻害剤開発の母

核構造とした。本化合物は、既知阻害剤の問題点を解決した非糖ミミ

ック構造を持つ有用な  GM 阻害剤であり、細胞レベルにて既知阻害剤

よりも低濃度での  GM 阻害を可能とした。  

次に、選抜した  AR501 の  GM 阻害活性を向上させるため、その構
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造を元にした構造展開とおよびその構造活性相関解析を行った。まず、

AR501 誘導体を設計するため、 in silico  における  GM の活性部位と  

AR501 の結合様式解析を行った。その結果、AR501 構造中の  3 つの

芳香環構造が重要であることが示された。そこで、3 つの芳香環構造

に着目した  9 つの誘導体の設計し、その合成を行った。設計した誘導

体のうち、AR503、AR506、AR509、AR523、AR524、AR525 は、7 工

程、総収率  18.0 % ~ 58.7 % で合成した。また、AR520、AR521、AR522 

は、2 工程、総収率  52.4 % ~ 88.6 % で合成した。次に、合成した誘導

体の構築した  2 つの系を用いて  GM 阻害活性を評価し、AR501 より

も高い阻害活性を示した  3 化合物を選抜した。そこで、この  3 化合

物の構造から、その構造活性相関を解析した。その結果、化合物の極

性を下げ、かつ酵素との水素結合が形成可能ヘテロ原子を含む官能基

が重要であることが示された。このことから、AR501 誘導体の代表構

造として、最も強く  GM と結合すると期待できる  AR524 を選抜した。 

第二の研究目的として、開発した  GM 阻害剤が、N-結合型糖鎖プロ

セシング経路の  3 種のマンノシダーゼ  (ER マンノシダーゼ、GMI、

GMII) のうちいずれの酵素を阻害するのか、さらに、その阻害によっ

て細胞表面  N-結合型糖鎖構造を未成熟とし、考案した抗がん戦略に適

応を可能とするのか明らかとするため、AR524 によって細胞内および

細胞表面に蓄積する N-結合型糖鎖の構造を特定の糖鎖を認識するタン

パク質レクチンを用いて分析した。その結果、AR524 は、既知阻害剤

と同様に細胞内に未成熟糖鎖を蓄積させ、さらに蓄積した未成熟糖鎖

を既知阻害剤以上に細胞表面に増加させた。しかし、興味深いことに、

その構造が既知阻害剤によって増加した糖鎖とは異なる構造を持つこ

とが示された。そこでレクチンの認識構造より阻害作用点を解析する

と、AR524 の阻害作用点は、GMI もしくは  GMII であることが示唆

されたが、決定には至らなかった。これらのことから、開発した  AR524 

は、阻害標的が既知阻害剤とは異なる有用な  GM 阻害剤であることが
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明らかとなった。  

今後の課題として、本研究で既知阻害剤とは作用点の異なる有用な

新規非糖ミミック  GM 阻害剤  AR524 を開発することに成功したが、

その阻害作用点が  GMI もしくは  GMII のどちらであるのか解明でき

ていない。そこで、AR524 によって増加した  HM 型糖鎖の構造につ

いて、質量分析器を用いて解析することで、その阻害作用点を決定す

る必要がある。また、AR524 が細胞表面に  HM 型糖鎖を増加させる

ことを明らかとしたが、本阻害剤が  GM 阻害に基づく  CCC 不全を引

き起こすのか明らかとなっていない。そこで、がん腫瘍に近い構造を

持つ  3 次元培養細胞を用いて、AR524 がその構造を  CCC 不全によ

って崩壊させるのか解析する必要がある。さらに、3 次元培養よりも

実際のがん腫瘍での作用解析も必要である。そこで、器官、個体レベ

ルでの評価として、マウスを用いた固形がんにおける  CCC 不全活性

評価、および上市されている抗がん剤と併用してのがん腫瘍治療が可

能であるか明らかとする必要がある。さらに、抗がん腫瘍戦略に用い

る抗がん剤も検討することも必須である。そこで、上市されているも

のに加え、開発中の抗がん剤や臨床研究の途中で脱落してしまった化

合物も対象とし、がん幹細胞への特異性や活性について、AR524 と併

用して評価していく必要がある。  

また、本研究で  GM 阻害剤の有用性が明らかとできた事から、

AR524 だけでなく、阻害剤探索で得られたヒット化合物  TAM や  

RAL を用いたドラックリポジショニングな阻害剤開発を行っていき、

主たる活性と  GM 阻害活性を併せ持ち、複数の標的に作用する複合的

な効果を持つ強い薬剤を開発する必要がある。  

本研究では、N-結合型糖鎖構造の制御を可能とした新規非糖ミミッ

ク  GM 阻害剤  AR524 を開発した。そこで、AR524 の阻害作用点を決

定することができれば、その標的の阻害による生理活性や酵素学的性

質についての解析研究に発展することが可能となる。また、AR524 が  
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GM 阻害に基づく  CCC 不全を引き起こすのか明らかとできれば、考

案した抗がん腫瘍戦略構築の基盤とすることが可能となり、実際の器

官やマウス個体におけるがん腫瘍を用いた  in vivo レベルでの創薬研

究に発展できる。特に  AR524 との組み合わせでがん腫瘍に対する有

用性が示せれば、現在のがん治療で使用されていない化合物に着目し

た新たな研究を行うことが可能である。また、AR524 の  CCC 不全活

性を基準としてさらなる構造展開と構造活性相関を行うこと  CCC の

強弱などを制御する化合物の開発や N-結合型糖鎖構造と  CCC の詳細

な相関解析につなげることが可能である。  

 最後に、本研究で標的酵素とした  GM は、N-結合型糖鎖のプロセシ

ングの中枢を担う酵素であることから、開発した  AR524 および  GM 

阻害活性評価系を用いることで、考案した抗がん腫瘍戦略への応用だ

けでなく、未だ解明されていない  GMI アイソザイムや  GMII の諸性

質や立体構造、および生物学的意義の解明にも大きく寄与することが

可能である。  
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第 4 章 実験の部  

 

(略語 )  

PhH, benzene; clog P, calculated of dist ribut ion coefficient ; clog D7 .4,  

calculated of distribut ion coefficient on pH 7.4; ConA-AF488, Concanavalin 

A conjugated with Alexa Fluor 488; Et2O, diethyl ether; DCM, 

dichloromethane; DMJ, deoxymanno jirimycin hydrochloride; DMSO, 

dimethyl sulfoxide; DSL-FITC, Datura stramonium lect in conjugated with 

fluorescein isothiocyanate; EtOH, ethanol; AcOEt, ethyl acetate; FBS, fetal 

bovine serum; Hex: hexane; KIF, kifunensine; GNL-FITC, Galanthus nivalis 

lect in conjugated with fluorescein isothiocyanate; MS, mass spectrometry; 

MeOH, methanol; LAH, lithium aluminum hydr ide; NMR, nuclear magnet ic 

resonance; PBS, phosphate-buffered saline (not including Ca2+ and Mg2+); 

SWA, swainsonine; TEA, triethylamine; TFA, trifluoroacet ic acid; THF, 

tetrahydrofuran; tPSA, topological polar surface area; PhMe, toluene.  

 

 

4-1.  ヒト培養細胞の調製   

 

4-1-1.  DMEM の調製  

 

DMEM は 、 DMEM (Sigma-Aldr ich,  D6046) 360 mL に  FBS (MP 

Biomedicals,  S1820) を  40 mL およびペニシリン -ストレプトマイシン

溶液  (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 168023191) を  5 

mL を加えたのち、転倒混和することで作製した。  
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4-1-2.  Trypsin 溶液の調製  

 

Trypsin 溶液は、 0.5 w/v% trypsin-5.3 mmol/L EDTA・ 4Na solut ion 

without phenol red (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 208-

17251) 100 mL に、10 倍希釈し  121 °C, 2 気圧、20 分間オートクレー

ブにより滅菌処理した  PBS (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries,  

Ltd., 163-25265) 900 mL を加えることで作製した。  

 

4-1-3.  ヒト細胞の培養  

 

ヒト細胞として、ヒト由来子宮頸癌細胞  (HeLa, RIKEN BRC through 

the Nat ional Bio-Resource Project of MEXT, RCB0007) を購入した。これ

ら購入した細胞株を含むアンプルビンを  37 °C の湯浴で融解したの

ち、10 mL の  DMEM を含む  15 mL コーニングチューブに全量を移

し、3,000 rpm, 室温、5 分間遠心分離を行った。その後、上清を取り除

き新たに  DMEM を  10 mL 加え、細胞を懸濁後、再度  3,000 rpm、室

温、3 分間遠心分離を行った。上清を除き  DMEM 3 mL を加え細胞懸

濁液としたのち、DMEM 4 mL を含む  25 cm2 細胞培養用ディッシュ  

(TPP Techno Plast ic Products AG, 90026) に  500 μL または  1,000 μL 加

え、37 °C, CO2 濃度  5 % の条件下で培養を行った。  

 

4-1-4.  ヒト細胞の継代  

 

72-96 時間程度培養したヒト細胞を含む細胞培養用ディッシュにつ

いて、25 cm2 細胞培養用ディッシュから  DMEM 除去し、PBS を用い

て  3 回細胞を洗浄したのち、 trypsin 溶液を  2 mL 加え、ディッシュ

から細胞を剥がした。その後、DMEM 2 mL を加え細胞懸濁液とした。

これら細胞懸濁液について、DMEM 4 mL を含む  25 cm2 細胞培養用
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ディッシュに  500 μL または  1000 μL 加え、37 °C, CO2 濃度  5 % の

条件下で再度培養を行った。  

 

 

4-2. GM 阻害剤評価系の構築  

 

蛍光画像は、下記フィルターセットが備えられたオールインワン蛍

光顕微鏡  (KEYENCE, BZ-9000) により記録した。AF488 の測定は、

GFP-BP (EX, 470/40 nm; dichroic filter, 495 nm; and EM, 535/50 nm)で行

った。また、細胞数は、 countess TM automated cell counter (invitrogen, 

C10227) によりトリパンブルー染色法を用いて測定した。  

 

4-2-1.  既知  GM 阻害剤の化学特性の計算  

 

 既知阻害剤  4 化合物  (DMJ, KIF, SWA, マンノスタチン  A) の  

tPSA, clog P, clog D7 .4  は、Structure Design Suite version 12.01 (Advanced 

Chemistry Development Inc.) を用いて計算を行った。  

 

4-2-2.  既知  GM 阻害剤溶液および  ConA-AF488 PBS 溶液の調製  

 

DMJ (Toronto Research Chemicals Inc. TRC-D240000, 1molecular 

weight: 199.63) 1.0 mg を  DMSO 50 μL に溶解し、100 mM DMJ 溶液を

作製した。この  100 mM 溶液  5 μL と  DMSO 20 μL を混合し、20 mM 

DMJ 溶液を作製した。この  20 mM 溶液  12 μL と  DMSO 8 μL を混合

し、12 mM DMJ 溶液を作製した。また、20 mM 溶液  6 μL と  DMSO 

14 μL を混合し、6 mM DMJ 溶液を作製した。さらに、20 mM 溶液  2 

μL と  DMSO 18 μL を混合し、2 mM DMJ 溶液を作製した。  

KIF (Toronto Research Chemicals Inc., 10009437, molecular weight: 
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232.20) 1.0 mg を  DMSO 43 μL に溶解し、100 mM KIF 溶液を作製し

た。この  100 mM 溶液  5 μL と  DMSO 20 μL を混合し、20 mM DMJ 

溶液を作製した。この  20 mM 溶液  12 μL と  DMSO 8 μL を混合し、

12 mM DMJ 溶液を作製した。また、20 mM 溶液  6 μL と  DMSO 14 μL 

を混合し、6 mM DMJ 溶液を作製した。さらに、20 mM 溶液  2 μL と  

DMSO 18 μL を混合し、2 mM DMJ 溶液を作製した。  

SWA (Toronto Research Chemicals Inc., MS10129, molecular weight: 

173.21) 1.0 mg を  DMSO 58 μL に溶解し、100 mM SWA 溶液を作製し

た。この  100 mM 溶液  5 μL と  DMSO 20 μL を混合し、20 mM DMJ 

溶液を作製した。この  20 mM 溶液  12 μL と  DMSO 8 μL を混合し、

12 mM DMJ 溶液を作製した。また、20 mM 溶液  6 μL と  DMSO 14 μL 

を混合し、6 mM DMJ 溶液を作製した。さらに、20 mM 溶液  2 μL と  

DMSO 18 μL を混合し、2 mM DMJ 溶液を作製した。  

ConA-AF488 (Thermo Fisher Scient ific, C11252) 1.0 mg を  0.1 M 重炭

酸ナトリウム  溶液 200 μL に溶解し、5 mg/mL ConA-AF488 PBS 溶液

を作製した。また、5 mg/mL 溶液  30 μL と  PBS 12 mL を混合し、25 

µg/mL ConA-AF488 PBS 溶液を作製した。  

 

4-2-3.  既知  GM 阻害剤を用いた濃度依存的添加による  GM 阻害剤

探索系の評価  

 

DMEM を  1 mL を加えた  6-well plates (Sigma-Aldrich, SIAL0516) 

に  HeLa 細胞を  9.0×104 cells/well となるように播種し、37 °C, CO2 濃

度  5 % の条件下で  24 時間培養した。その後、DMEM を除去し、新

しい  DMEM を 1 mL 加え、終濃度  0, 10, 30, 60 および  100 μM とな

るように、調製した  0, 2, 6, 12 および  20 mM DMJ, KIF, SWA の  

DMSO 溶液をそれぞれ加え、37 °C , CO2 濃度  5 % の条件下で  24 時

間培養した。  
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培養後、PBS で  3 回洗浄したのち、10 % formalin solut ion (FUJIFILM 

Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 064-03843) で細胞を固定し、PBS 

で  1 回洗浄したのち、調製した  25 μg/mL ConA-AF488 PBS 溶液  1 mL 

を加え  15 分間室温で静置した。その後、PBS で  1 回洗浄したのち、

PBS 1 mL 加え、オールインワン蛍光顕微鏡により観察を行った。1 well 

につき、蛍光画像を  5 地点で撮影を行った。  

 オールインワン蛍光顕微鏡にて撮影を行った細胞の蛍光画像から、

細胞の蛍光強度および蛍光面積について、オールインワン蛍光顕微鏡

解析ソフト (BZ-analyzer ver. 2.1)および画像解析ソフト  Winroof 2013 

ver. 1.2.0. (Mitani Co.) を用いて計測を行った。写真が保存されたファ

イルを開き、蛍光画像内の約  100-120 個の細胞を含む領域を選択した。

細胞の蛍光強度および蛍光面積の平均値は、選択した領域の合計値を

半手動で測定したそれぞれの細胞数で割ることで算出を行った。また、

各ウェルの蛍光強度および蛍光面積は、標準偏差で棄却テストを実行

した後の値を平均することによって計算を行った。  

 

4-2-4.  評価系を用いた既知  GM 阻害剤の  GM 阻害活性測定  

 

DMEM を  1 mL を加えた  6-well plates に  HeLa 細胞を  9.0×104 

cells/well となるように播種し、37 °C, CO2 濃度  5 % の条件下で  24 

時間培養した。その後、DMEM を除去し、新しい  DMEM を 1 mL 加

え、終濃度  100 μM となるように調製した  20 mM DMJ, KIF, SWA の  

DMSO 溶液をそれぞれ加え、37 °C , CO2 濃度  5 % の条件下で  24 時

間培養した。  

培養後、PBS で  3 回洗浄したのち、10 % formalin solut ion で細胞を

固定し、PBS で  1 回洗浄したのち、調製した  25 μg/mL ConA-AF488 

PBS 溶液  1 mL を加え  15 分間室温で静置した。その後、PBS で  1 回

洗浄したのち、PBS 1 mL 加え、オールインワン蛍光顕微鏡により観察
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を行った。1 well につき、蛍光画像および位相差画像を  5 地点で撮影

を行った。  

 オールインワン蛍光顕微鏡にて撮影を行った細胞の蛍光画像から、

細胞の蛍光強度および蛍光面積、また細胞の位相差画像から、細胞長

径について、オールインワン蛍光顕微鏡解析ソフトおよび画像解析ソ

フト  Winroof 2013 ver. 1.2.0. を用いて計測を行った。写真が保存され

たファイルを開き、蛍光画像内の約  100-120 個の細胞を含む領域を選

択した。細胞の蛍光強度、蛍光面積および細胞長径の平均値は、選択

した領域の合計値を半手動で測定したそれぞれの細胞数で割ることで

算出を行った。また、各ウェルの蛍光強度および蛍光面積は、標準偏

差で棄却テストを実行した後の値を平均することによって計算を行っ

た。  

 

 

4-3. 化合物ライブラリからの探索  

 

蛍光画像は、下記フィルターセットが備えられたオールインワン蛍

光顕微鏡により記録した。AF488 の測定は、GFP-BP (EX, 470/40 nm; 

dichroic filter, 495 nm; and EM, 535/50 nm)で行った。また、細胞数は、

countess TM automated cell counter によりトリパンブルー染色法を用い

て測定した。吸光度は、波長  400–750 nm で測定が可能なマイクロプ

レートリーダー  ( iMark microplate reader, Bio-Rad) を用いて測定した。 

 

4-3-1.   ヒット化合物の化学特性の計算  

 

 ヒット化合物  4 化合物  (タモキシフェン、ラロキシフェン、スリン

ダク、AR501) の  tPSA, clog P, clog D7 .4 は、Structure Design Suite version 

12.01 を用いて計算を行った。   
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4-3-2.  ヒット化合物溶液の調製  

 

タモキシフェン  (Cayman Chemical, 13258, molecular weight: 371.53) 

1.0 mg を  DMSO 17.9 μL に溶解し、150 mM タモキシフェン溶液を作

製した。この  150 mM 溶液  2 μL と  DMSO 13 μL を混合し、20 mM 

タモキシフェン溶液を作製した。この  20 mM 溶液  10 μL と  DMSO 10 

μL を混合し、10 mM タモキシフェン溶液を作製した。また、20 mM 

溶液  8 μL と  DMSO 12 μL を混合し、8 mM タモキシフェン溶液を作

製した。また、20 mM 溶液  6 μL と  DMSO 14 μL を混合し、6 mM タ

モキシフェン溶液を作製した。また、20 mM 溶液  4 μL と  DMSO 16 

μL を混合し、4 mM タモキシフェン溶液を作製した。さらに、20 mM 

溶液  2 μL と  DMSO 18 μL を混合し、2 mM タモキシフェン溶液を作

製した。  

ラロ キシ フ ェン  (Tokyo Chemical Industry, Ltd., R0109, molecular 

weight: 510.02) 1.0 mg を  DMSO 13.1 μL に溶解し、150 mM ラロキシ

フェン溶液を作製した。この  150 mM 溶液  2 μL と  DMSO 13 μL を

混合し、20 mM ラロキシフェン溶液を作製した。この  20 mM 溶液  10 

μL と  DMSO 10 μL を混合し、10 mM ラロキシフェン溶液を作製した。

また、20 mM 溶液  8 μL と  DMSO 12 μL を混合し、8 mM ラロキシフ

ェン溶液を作製した。また、20 mM 溶液  6 μL と  DMSO 14 μL を混合

し、6 mM ラロキシフェン溶液を作製した。また、20 mM 溶液  4 μL と  

DMSO 16 μL を混合し、4 mM ラロキシフェン溶液を作製した。さら

に、20 mM 溶液  2 μL と  DMSO 18 μL を混合し、2 mM タラロキシフ

ェン溶液を作製した。  

スリンダク  (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 190-12701,  

molecular weight : 356.41) 1.0 mg を  DMSO 18.7 μL に溶解し、150 mM 

スリンダク溶液を作製した。この  150 mM 溶液  3 μL と  DMSO 12 μL

を混合し、30 mM スリンダク溶液を作製した。また、150 mM 溶液  2 
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μL と  DMSO 13 μL を混合し、20 mM スリンダク溶液を作製した。こ

の  20 mM 溶液  2 μL と  DMSO 18 μL を混合し、2 mM スリンダク溶

液を作製した。  

AR501 (NAMIKI SHOJI Co., Ltd., NS-000617656, molecular weight: 

345.40) 1.0 mg を  DMSO 19.3 μL に溶解し、150 mM AR501 溶液を作

製した。また、150 mM 溶液 2 μL と  DMSO 13 μL を混合し、20 mM 

AR501 溶液を作製した。この  20 mM 溶液  10 μL と  DMSO 10 μL を

混合し、10 mM AR501 溶液を作製した。また、20 mM 溶液  5 μL と  

DMSO 15 μL を混合し、5 mM AR501 溶液を作製した。また、20 mM 

溶液  2 μL と  DMSO 18 μL を混合し、2 mM AR501 溶液を作製した。

この  2 mM 溶液  2 μL と  DMSO 18 μL を混合し、0.2 mM AR501 溶液

を作製した。  

 

4-3-3.  評価系を用いたヒット化合物の  GM 阻害活性測定  

 

DMEM を  1 mL を加えた  6-well plate に  HeLa 細胞を  9.0×104 

cells/well となるように播種し、37 °C, CO2 濃度  5 % の条件下で  24 

時間培養した。その後、DMEM を除去し、新しい  DMEM を 1 mL 加

え、終濃度  10 μM となるように、調製した  2 mM タモキシフェン、

ラロキシフェンおよび  AR501、および終濃度  100 μM となるように、

調製した  20 mM スリンダクの  DMSO 溶液をそれぞれ加え、 37 °C ,  

CO2 濃度  5 % の条件下で  24 時間培養した。  

培養後、PBS で  3 回洗浄したのち、10 % formalin solut ion で細胞を

固定し、PBS で  1 回洗浄したのち、調製した  25 μg/mL ConA-AF488 

PBS 溶液  1 mL を加え  15 分間室温で静置した。その後、PBS で  1 回

洗浄したのち、PBS 1 mL 加え、オールインワン蛍光顕微鏡により観察

を行った。1 well につき、蛍光画像および位相差画像を  5 地点で撮影

を行った。  
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 オールインワン蛍光顕微鏡にて撮影を行った細胞の蛍光画像から、

細胞の蛍光強度および蛍光面積、また細胞の位相差画像から細胞長径

について、オールインワン蛍光顕微鏡解析ソフトおよび画像解析ソフ

ト  Winroof 2013 ver. 1.2.0.  を用いて計測を行った。写真が保存された

ファイルを開き、蛍光画像内の約  100-120 個の細胞を含む領域を選択

した。細胞の蛍光強度、蛍光面積および細胞長径の平均値は、選択し

た領域の合計値を半手動で測定したそれぞれの細胞数で割ることで算

出を行った。また、各ウェルの蛍光強度および蛍光面積は、標準偏差

で棄却テストを実行した後の値を平均することによって計算を行った。 

 

4-3-4.  ヒット化合物の細胞毒性評価  

 

DMEM を  100 µL を加えた  96-well plates に  HeLa 細胞を  3.0×103 

cells/well となるように播種し、37 °C, CO2 濃度  5 % の条件下で  24 

時間培養した。その後、DMEM を除去し、調製したヒット化合物の溶

液 (タモキシフェンおよびラロキシフェン : 2, 4, 6, 8, 10 mM, スリンダ

ク : 30 mM, AR501: 0.2, 2, 5, 10, 20 mM) 3 µL に新しい  DMEM を 1 mL

加えて作成した、終濃度  (タモキシフェンおよびラロキシフェン : 10,  

20, 30, 40, 50 µM, スリンダク :  150 µM, AR501: 1, 10, 25, 50, 100 µM) 

ヒット化合物の  DMSO 溶液を各  well に  100µL ずつ加え、 37 °C ,  

CO2 濃度  5 % の条件下で  24 時間培養した。  

培養後、Cell Count ing Kit-8 溶液  (DOJINDO, 343-07623) を各  well 

に 10µL ずつ加え、37 °C , CO2 濃度  5 % の条件下で  2 時間培養した。

その後、マイクロプレートリーダーで 450 nm の吸光度を測定した。細

胞生存率は、 DMEM および  Cell Count ing Kit-8 溶液のみを加えた  

blank の吸光度を引いたヒット化合物を投与した  well の吸光度を、同

様に  blank の吸光度を引いた  DMSO のみを投与したコントロール  

well の吸光度で割ることで算出した。なお、本実験は  5 連で行なった。  
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4-4. Morevlo Virchal Docker を用いたドッキングモデルの構築  

マウス由来ゴルジ体マンノシダーゼ  IA (PDB ID: 5KKB) と  AR501 

のドッキングモデルは、Morevlo Virchal Docker ver. 7.0.0 (Molexus) を

用い て行 った 。本 実験 では 、 a piecewise linear potent ial に 基づ く

MolDock scoring funct ion を使用し、highest ranked poses を再度ランク

付けする方式を適用し、ドッキングの精度を高めた。Grid resolut ion は  

0.3 Å に設定した。リガンドの評価は、結合の内部エネルギー、内部の

水素結合形成、および  Sp2-Sp2 (trigonal planar electron domain geometry) 

のねじれ角に基づいて行なった。  

マウス由来  Golgi α-1,2-マンノシダーゼ  IA の  X 線結晶構造は、

The Protein Data Bank (PDB) よりダウンロードした。AR501 の立体構

造は、Chem3D (Perkinelmer Inc.) を用いて作成し、MM2 より Minimize 

energy を選択し、エネルギー最小化を行った。続いて、Morevlo Virchal 

Docker を起動し、酵素およびリガンドの立体構造をインポートした。

その後、Detect Cavit ies を起動し、10-10000 Å の結合ポケットを検索

した。候補となる  cavity のうち、マウス由来  Golgi α-1,2-マンノシダ

ーゼ  IA の  X 線結晶構造で  Man9GlcNAc2 とラベル付けされた天然

リガンドであるピリジルアミンに結合した  cavity を、ドッキングの活

性部位として選択した。選択した  cavity は、容積  (233.744 Å3), 表面

積  (656.64 Å2), および半径  (15.0 Å) であった。続いて、Docking Wizhad 

を起動し、ドッキングシミュレーションのセットアップを行なった。

Binding Site に得られた  cavity を選択、アルゴリズムを  MolDock 

Opt imizer と し 、 Number of runs を  20, Max iterat ion を  10000, 

populat ion sizes を  50, scaling factor を  0.50, crossover rate を  0.90 に

設定した。すべてのドッキングは、0.60 Å RMSD threshold で実行した。

得られたドッキングモデルの中から、MolDock Score の値が小さいもの

を選択し、ドッキングモデルとして採用した。  
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4-5.  AR501 誘導体の合成   

 

シリカゲルカラムクロマトグラフィーはシリカゲル  60N (Kanto 

Chemical, 37560-85) を用いて行い、反応過程の追跡は  TLC ガラスプ

レート  シリカゲル  60 F254 (Merck, 105715) を用いて行った。また、

合成した化合物ついては  1H-NMR, 1 3C-NMR, 1H- 1H COSY, HMQC, 質

量分析  (イオン化法 :  ESI および  DUIS) によって目的の構造であるこ

と、および元素分析によって高純度で精製されていることを確認した。 

 

4-5-1.  化合物  1 の合成    

 

 窒素雰囲気 下で、ピペ ロナール  (FUJIFILM Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd., 165-02782, 1.50 g, 10.0 mmol) に脱水  PhMe 50 mL、シ

アノ酢酸エチル  (Sigma-Aldr ich, E18425-5G, 1.14 mL, 10.5 mmol)、ピペ

リジン  (Tokyo Chemical Industry, Ltd., P0453, 50.0 μL, 0.50 mmol) の順

に加え、140 °C の油浴で  1 時間加熱還流を行った。その後溶媒を留

去し、真空乾燥を行った。得られた化合物に 99.5 % EtOH を 40 mL 加

え、熱による再結晶を行い、桐山濾過により黄色の結晶である化合物  

1 (2.16 g, 94.2 %) を得た。  

 

4-5-2.  化合物  2a および  2b の合成  

 

 窒素雰囲気下で化合物  1 (2a: 2.00 g, 8.16 mmol, 2b: 0.80 g, 3.23 mmol) 

を脱水  PhMe (2a: 50 mL, 2b: 20 mL) に溶解し、 (2a:  3 M フェニルマグ

ネシウムブロミド  Et2O solut ion, Sigma-Aldr ich, 171565, 3.30 mL, 0.02 

mmol,  2b:  3 M 4-フェニルマグネシウムブロミド  Et2O solut ion, Sigma-

Aldr ich, 470260, 9.80 mL, 4.90 mmol) を加え、室温で  (2a: 45 °C で  1.5 

時間、2b: 5 分間 ) 撹拌した。その後、10 % 塩酸を  (2a: 16 mL, 2b : 7.5 



 51 

mL) 加え、反応を終了した。その溶液を  Et2O 40 mL が入った分液ロ

ートに加え、生成物の抽出を行った。得られた有機層を飽和食塩水  40 

mL で洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥した。溶媒を留去後、真空乾

燥を行った。その後、シリカゲルカラムクロマトグラフィー  (展開溶

媒 ; 2a: Hex / AcOEt = 5/2, 2b:  PhMe / AcOEt = 15/1) により精製し、化

合物  2a (2.46 g, 93.4 %) または化合物  2b (1.19 g, 91.7 %)を得た。  

 

4-5-3.  化合物  3a および  3b の合成  

 

 化合物  (2a: 0.34 g, 1.12 mmol, 2b : 1.02 g, 2.88 mmol) を  MeOH (a: 17 

mL, b: 50 mL) に溶解し、純水  (a: 3.4 mL, b : 10 mL)、28 % ナトリウム

メトキシド  MeOH 溶液  (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 

197-02463, a: 0.34 mL, b: 1 mL) の順に加え、室温で (a: 4.5, b: 2 ) 時間

撹拌した。その後、DOWEX 50W-X8 (H＋ form) 加えて  5 分間撹拌し、

反応を終了した。その溶液を綿栓ろ過し、溶媒を留去後、真空乾燥を

行った。得られた生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー  (展

開溶媒 : DCM / MeOH / TFA = 8/1/0.1) により精製し、化合物  3a  (0.33 

g, 99.0 %) または化合物  3b (0.82 g, 98.2 %) を得た。  

 

4-5-4.  化合物  4a および  4b の合成  

 

化合物  (3a: 1.11 g, 3.75 mmol, 3b: 0.82 g, 2.51 mmol) を  DMA (a: 11 mL, 

b: 9 mL) mL に溶解し、140 °C の油浴で  (a: 1, b: 4) 時間加熱還流を行

った。得られた反応溶液を  70 mL の水の入った分液ロートに注ぎ、70 

mL の  Et2O で  2 回抽出した。得られた有機層を  70 mL の飽和食塩

水で洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥した。溶媒を留去後、真空乾

燥を行った。その後、シリカゲルカラムクロマトグラフィー  (展開溶

媒 : Hex / AcOEt = 5/2）により精製し、化合物  4a (0.79 g, 84.0 %) また
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は化合物  4b (0.58 g, 82.0 %)を得た。  

化合物  4b: 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) :δ 2.96 (d, 2H, J=7.5 Hz, -CH2CN ),  

3.79 (s, 3H, -OCH3 ), 4.26 (t, 1H, J=7.8 Hz, -C (4-methoxyphenyl)HCH2CN), 

5.93 (s,  2H, -OCH2O-), 6.65 (d, 1H, J=2.0 Hz, Aromatic H ), 6.71 (dd, 1H, 

J=2.0 Hz and 8.0 Hz, Aromatic H ), 6.77 (d, 1H, J=8.0 Hz, Aromatic H ), 

7.23 (d, 2H, J=9.0Hz, Aromatic H), 7.97 (d,  2H, J=8.5Hz, Aromatic H).  

DUIS-MS (posit ive mode): m/z = 304 [M+Na]+. 

 

4-5-5.  化合物  5a および  5b の合成  

 

 窒素雰囲気下で化合物  (4a: 0.51 g, 0.20 mmol, 4b: 0.19 g,  0.66 mmol) 

を脱水  THF (a: 3 mL, b: 10 mL) mL に溶解し、アイスバスで  0 ℃とし

た。そこへ、LAH (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 120-

01091, 純度 80 %, a: 19.7 mg, 0.40 mmol, b: 62.6 mg, 1.32 mmol) を加

え、室温で  (a: 1.5, b: 4) 時間撹拌した。その後、飽和硫酸ナトリウム

水溶液をパスツールピペットで  3 滴加え、LAH を失活させた。その

後、DCM を洗浄溶媒に用いてセライトろ過を行った。得られたろ液の

溶媒を留去後、シリカゲルカラムクロマトグラフィー  (展開溶媒 : DCM 

/ MeOH / TEA = 8/1/0.1) により精製し、化合物  5a (0.5 g, 95.9 %) また

は化合物  5b (0.11 g, 71.6 %)を得た。  

 

4-5-6.  AR503 の合成  

 

窒素雰囲気下で化合物  5a  (0.17 g, 0.65 mmol) を脱水  PhH 40 mL に

溶解し、4-クロロベンズアルデヒド  (Tokyo Chemical Industry, Ltd., 165-

02782, 0.14 g, 0.98 mmol) を加え、Dean-Stark トラップを用いた脱水加

熱還流を  6 時間行った。その後、反応液の溶媒を留去し、真空乾燥を

行うことで、イミンである化合物  (0.27 g) を得た。得られた化合物  
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(0.27 g) を  MeOH 4 mL、DCM 1 mL に溶解し、NaBH4 (FUJIFILM Wako 

Pure Chemical Industries,  Ltd., 192-01472, 純度  90 %, 32.8 mg, 0.72 

mmol) を加え、室温で  1 時間撹拌した。その後、得られた反応液を  

20 % 水酸化ナトリウム水溶液  60 mL と  Et2O 60 mL の入った分液ロ

ートに加え、生成物の抽出を行った。得られた有機層を飽和食塩水  60 

mL で洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥した。溶媒を留去後、真空乾

燥を行った。その後、シリカゲルカラムクロマトグラフィー  (展開溶

媒 : DCM / MeOH = 10/1) により精製し、AR503 (0.12 g, 50.3 %) を得

た。  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 2.19 (m, 2H, -NHCH2CH2CH-), 2.57 (t, 2H, 

J=7.0 Hz, -NHCH2CH2CH-), 3.69 (s, 2H, -CH2NHCH2CH2CH-), 3.95 (t, 1H, 

J=7.8 Hz, -NHCH2CH2CH-), 5.90 (dd, 2H, J=1.3 Hz, -OCH2O-), 6.70-6.71 

(m, 3H, Aromatic H), 7.16-7.22 (m, 5H, Aromatic H), 7.25-7.29 (m, 4H, 

Aromatic H). 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): δ 35.86 (-NHCH2CH2CH-), 

47.56 (-NHCH2CH2CH-), 48.56 (-NHCH2CH2CH-), 53.16 (-

CH2NHCH2CH2CH-), 100.85 (-OCH2O-), 108.10, 108.16, 120.65, 126.22, 

127.59 (C×2), 128.42 (C×2), 128.49 (C×2), 129.37 (C×2), 132.49, 138.72, 

138.86, 144.80, 145.81, 147.66 (Aromatic C). DUIS-MS (posit ive mode): 

m/z = 380 [M＋H]＋ .  

 

4-5-7.  AR506 の合成  

 

窒素雰囲気下で化合物  5a  (0.17 g, 0.70 mmol) を脱水  PhH 40 mL に

溶解し、4-ジメチルアミノベンズアルデヒド  (Tokyo Chemical Industry,  

Ltd., D1495, 0.16 g,  1.05 mmol) を加え、Dean-Stark トラップを用いた

脱水加熱還流を  6 時間行った。その後、反応液の溶媒を留去し、真空

乾燥を行うことで、イミンである化合物  (0.31 g) を得た。得られた化

合物  (0.31 g) を  MeOH 4 mL に溶解し、NaBH4 (34.1 mg, 0.81 mmol) 
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を加え、室温で  1 時間撹拌した。その後、得られた反応液を  20 % 水

酸化ナトリウム水溶液  60 mL と  Et2O 60 mL の入った分液ロートに

加え、生成物の抽出を行った。得られた有機層を飽和食塩水  60 mL で

洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥した。溶媒を留去後、真空乾燥を

行った。その後、シリカゲルカラムクロマトグラフィー  (展開溶媒 :  

DCM / MeOH = 5/1) により精製し、AR506 (0.23 g, 83.7 %) を得た。  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 2.18-2.23 (m, 2H, -NHCH2CH2CH-), 2.59 (t, 

2H, J=7.3 Hz, -NHCH2CH2CH-), 2.93 (s,  6H, -N(CH3)2), 3.63 (s, 2H, -

CH2NHCH2CH2CH-), 3.94 (t, 1H, J=7.8 Hz, -NHCH2CH2CH-), 5.90 (t, 2H, 

J=2.0 Hz, -OCH2O-), 6.68-6.71 (m, 5H, Aromatic H), 7.13-7.28 (m, 7H, 

Aromatic H). 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): δ 35.74 (-NHCH2CH2CH-), 

40.78 (-N(CH3)2), 47.47 (-NHCH2CH2CH-),  48.64 (-NHCH2CH2CH-), 53.30 

(-CH2NHCH2CH2CH-), 100.81 (-OCH2O-), 108.08, 108.21, 112.66, 120.69, 

126.15, 127.62, 128.45, 129.08, 138.81, 144.89, 145.76, 147.63, 149.79 

(Aromatic C). DUIS-MS (posit ive mode): m/z = 389 [M+H]+.  

 

4-5-8.  AR509 の合成  

 

窒素雰囲気下で化合物  5a (0.21 g, 0.82 mmol) を脱水 PhH 60 mL に

溶解し、ピペロナール  (165-02782, 0.18 g, 1.23 mmol) を加え、Dean-

Stark トラップを用いた脱水加熱還流を  3.5 時間行った。その後、反

応液の溶媒を留去し、真空乾燥を行うことで、イミンである化合物  

(0.38 g) を得た。得られた化合物  (0.38 g) を  MeOH 4 mL、DCM 1 mL 

に溶解し、NaBH4 (84.8 mg, 2.01 mmol) を加え、室温で  1 時間撹拌し

た。その後、得られた反応液を  20 % 水酸化ナトリウム水溶液  60 mL 

と  Et2O 60 mL の入った分液ロートに加え、生成物の抽出を行った。

得られた有機層を飽和食塩水  60 mL で洗浄後、無水硫酸ナトリウムで

乾燥した。溶媒を留去後、真空乾燥を行った。その後、シリカゲルカ
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ラムクロマトグラフィー  (展開溶媒 : DCM / MeOH = 15/1 で  1 回、

DCM / MeOH = 10/1 で  2 回、DCM / MeOH = 7/1 で  2 回 ) により精

製し、AR509 (0.23 g, 83.7 %) を得た。  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 2.19 (m, 2H, -NHCH2CH2CH-), 2.57 (t, 2H, 

J=7.3 Hz, -NHCH2CH2CH-), 3.63 (s, 2H, -CH2NHCH2CH2CH-), 3.94 (t, 1H, 

-NHCH2CH2CH-), 5.90 (dd, 2H, J=1.5 Hz, J=3.0 Hz, -OCH2O- of -CH(4-

methoxyphenyl)-3,4-mthylyden-1-phenyl),  5.94 (s, 2H, -OCH2O- of -

NHCH2-3,4-mthylyden-1-phenyl), 6.68-6.80 (m, 6H, Aromatic H),  7.16-7.29 

(m, 7H, Aromatic H). 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): δ 35.84 (-

NHCH2CH2CH-), 48.02 (-NHCH2CH2CH-), 53.70 (-CH2NHCH2CH2CH-),  

100.83 (-OCH2O- of -CH(4-methoxyphenyl)-3,4-mthylyden-1-phenyl),  

100.85 (-OCH2O- of -NHCH2-3,4-mthylyden-1-phenyl),  108.01, 108.08, 

108.17, 108.61, 120.66, 121.12, 126.18, 127.59, 128.47, 134.55, 138.75, 

144.85, 144.77, 146.38, 147.59, 147.63 (Aromatic C). DUIS-MS (posit ive 

mode): m/z = 390 [M+H]+. Elemental analysis: Calculated for C24H23NO4: C, 

74.02; H, 5.95; N, 3.60. Found: C, 74.04; H, 6.11; N, 3.64. 

 

4-5-9.  AR523 の合成  

 

窒素雰囲気下で化合物  5b  (0.11 g,  0.45 mmol) を脱水 PhH 60 mL に

溶解し、ピペロナール  (0.13 g, 0.90 mmol) を加え、Dean-Stark トラッ

プを用いた脱水加熱還流を  4 時間行った。その後、反応液の溶媒を留

去し、真空乾燥を行うことで、イミンである化合物  (0.84 g) を得た。

得られた化合物  (0.84 g) を  MeOH 4 mL に溶解し、NaBH4 (84.8 mg, 

2.01 mmol) を加え、室温で  1 時間撹拌した。その後、得られた反応液

を  20 % 水酸化ナトリウム水溶液  60 mL と  Et2O 60 mL の入った分

液ロートに加え、生成物の抽出を行った。得られた有機層を飽和食塩

水  60 mL で洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥した。溶媒を留去後、
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真空乾燥を行った。その後、シリカゲルカラムクロマトグラフィー  (展

開溶媒 : DCM / MeOH = 5/1 で  1 回、DCM / MeOH = 10/1 で  5 回 ) に

より精製し、AR523 (0.067 g, 36.1 %) を得た。  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 2.16 (dt, 2H, J=4.6 Hz, -NHCH2CH2CH-),  

2.56 (t, 2H, J=7.3 Hz, -NHCH2CH2CH-), 3.63 (s, 2H, -CH2NHCH2CH2CH-),  

3.77 (s,  3H, -OCH3), 3.89 (t, 2H, J=7.8 Hz, -NHCH2CH2CH-), 5.90 (dd, 2H, 

J=1.3 Hz, J=2.8 Hz, -OCH2O- of -CH(4-methoxyphenyl)-3,4-mthylyden-1-

phenyl), 5.93 (s, 2H, -OCH2O- of -NHCH2-3,4-mthylyden-1-phenyl), 6.67-

6.83 (m, 8H, Aromatic H), 7.11-7.14 (m, 2H, Aromatic H). 13C-NMR (125 

MHz, CDCl3): δ 35.88 (-NHCH2CH2CH-), 47.41 (-NHCH2CH2CH-), 47.73 (-

NHCH2CH2CH-), 53.62 (-CH2NHCH2CH2CH-), 55.21 (-OCH3), 100.82 (-

OCH2O- of -CH(4-methoxyphenyl)-3,4-mthylyden-1-phenyl), 100.88 (-

OCH2O- of -NHCH2-3,4-mthylyden-1-phenyl), 108.03, 108.07, 108.66, 

113.80, 120.52, 121.22, 128.49, 136.92, 139.15, 145.72, 146.45, 147.61, 

147.63, 157.88 (Aromatic C). DUIS-MS (posit ive mode): m/z = 420 [M+H]+.  

Elemental analysis: Calculated for C25H25NO5: C, 71.58; H, 6.01; N, 3.34. 

Found: C, 71.58; H, 6.27; N, 3.32. 

 

4-5-10. AR524 の合成  

 

窒素雰囲気下で化合物  5b (0.15 g, 0.61 mmol) を脱水  PhH 60 mL に

溶解し、4-ジメチルアミノベンズアルデヒド  (0.15 g, 0.61 mmol) を加

え、Dean-Stark トラップを用いた脱水加熱還流を  4 時間行った。その

後、反応液の溶媒を留去し、真空乾燥を行うことで、イミンである化

合物  (0.28 g) を得た。得られた化合物  (0.28 g) を  MeOH 3 mL に溶解

し、NaBH4 (29.0 mg, 0.68 mmol) を加え、室温で  30 分間撹拌した。そ

の後、得られた反応液を  20 % 水酸化ナトリウム水溶液  30 mL と  

Et2O 30 mL の入った分液ロートに加え、生成物の抽出を行った。得ら
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れた有機層を飽和食塩水  30 mL で洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥

した。溶媒を留去後、真空乾燥を行った。その後、シリカゲルカラム

クロマトグラフィー  (展開溶媒 : DCM / MeOH = 7/1) により精製し、

AR524 (0.18 g, 69.4 %) を得た。  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 2.16 (dt, 2H, J=4.6 Hz, -NHCH2CH2-),  2.57 

(t, 2H, J=7.3 Hz, -NHCH2CH2CH-), 2.92 (s, 6H, -N(CH3)2), 3.63 (s, 2H, -

CH2NHCH2CH2CH-), 3.77 (s, 3H, -OCH3), 3.88 (t, 1H, J=7.8 Hz, -

NHCH2CH2CH-), 5.89 (d, 2H, J=1.0 Hz, -OCH2O-), 6.68-6.71 (m, 5H, 

Aromatic H), 6.79-6.83 (m, 2H, Aromatic H), 7.12-7.14 (m, 4H, Aromatic 

H). 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): δ 35.96 (-NHCH2CH2CH-), 40.78 (-

N(CH3)2), 47.55 (-NHCH2CH2CH-), 47.80 (-NHCH2CH2CH-), 53.37 (-

CH2NHCH2CH2CH-), 55.20 (-OCH3), 100.79 (-OCH2O-), 108.05, 108.11, 

112.65, 113.78, 120.54, 128.52, 129.07, 137.04, 139.27, 145.68, 147.61, 

149.77, 157.84 (Aromatic C). DUIS-MS (posit ive mode): m/z = 419 [M+H]+.  

Elemental analysis: Calculated for C26H30N2O3: C, 74.61; H, 7.23; N, 6.69. 

Found: C, 74.63; H, 7.54; N, 6.54. 

 

4-5-11.  AR525 の合成  

 

窒素雰囲気下で化合物  5b (0.17 g, 0.69 mmol) を脱水  PhH 60 mL に

溶解し、4-クロロベンズアルデヒド  (0.15 g, 1.04 mmol) を加え、Dean-

Stark トラップを用いた脱水加熱還流を  2 時間行った。その後、反応

液の溶媒を留去し、真空乾燥を行うことで、イミンである化合物  (0.29 

g) を得た。得られた化合物  (0.29 g) を  MeOH 2 mL に溶解し、NaBH4 

(29.0 mg, 0.68 mmol) を加え、室温で  1 時間撹拌した。その後、得ら

れた反応液を  20 % 水酸化ナトリウム水溶液  30 mL と  Et2O 30 mL 

の入った分液ロートに加え、生成物の抽出を行った。得られた有機層

を飽和食塩水  30 mL で洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥した。溶媒
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を留去後、真空乾燥を行った。その後、シリカゲルカラムクロマトグ

ラフィー  (展開溶媒 : DCM / MeOH = 15/1 で  3 回、AcOEt で  1 回、

DCM / MeOH = 10/1 で  1 回 ) により精製し、AR525 (0.15 g, 51.6 %) を

得た。  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 2.15 (dt, 2H, J=4.5 Hz, -NHCH2CH2CH-),  

2.56 (t, 2H, J=7.3 Hz, -NHCH2CH2CH-), 3.69 (s, 2H, -CH2NHCH2CH2CH-),  

3.77 (s,  3H, -OCH3), 3.89 (t, 1H, J=8.3 Hz, -NHCH2CH2CH-), 5.90 (dd, 2H, 

J=1.8 Hz, J=2.8 Hz, -OCH2O-), 6.67-6.72 (m, 3H, Aromatic H), 6.80-6.83 

(m, 2H, Aromatic H), 7.11-7.14 (m, 2H, Aromatic H), 7.18-7.19 (m, 2H, 

Aromatic H), 7.25-7.27 (m, 2H, Aromatic H). 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): 

δ 36.03 (-NHCH2CH2CH-), 47.59 (-NHCH2CH2CH-), 47.72 (-

NHCH2CH2CH-), 53.18 (-CH2NHCH2CH2CH-), 55.22 (-OCH3), 100.83 (-

OCH2O-), 108.07, 113.81, 120.50, 128.42, 128.48, 129.39, 132.49, 136.91, 

138.85, 139.16, 145.73, 147.64, 157.90 (Aromatic C). DUIS-MS (posit ive 

mode): m/z = 410 [M+H]+. Elemental analysis: Calculated for C24H23ClNO3: 

C, 70.32; H, 5.90; N, 3.42. Found: C, 70.31; H, 5.86; N, 3.33.  

 

4-5-12. AR520 の合成  

 

 窒素雰囲気下で  3,3-ジフェニルプロピルアミン  (Tokyo Chemical 

Industry, Ltd., D1855, 0.31 g, 1.48 mmol) を脱水  PhH 30 mL に溶解し、

ピペロナール  (FUJIFILM Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 165-02782, 

0.33 g, 2.22 mmol) を加え、Dean-Stark トラップを用いた脱水加熱還流

を  4 時間行った。その後、反応液の溶媒を留去し、真空乾燥を行うこ

とで、イミンである化合物  (0.52 g) を得た。得られた化合物  (0.52 g) 

を  MeOH 2 mL に溶解し、NaBH4 (63.6 mg, 1.51 mmol) を加え、室温で  

30 分撹拌した。その後、得られた反応液を  20 % 水酸化ナトリウム水

溶液  30 mL と  Et2O 30 mL の入った分液ロートに加え、生成物の抽出
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を行った。得られた有機層を飽和食塩水  30 mL で洗浄後、無水硫酸ナ

トリウムで乾燥した。溶媒を留去後、真空乾燥を行った。その後、シ

リカゲルカラムクロマトグラフィー  (展開溶媒 : DCM / MeOH = 15/1) 

により精製し、AR520 (0.46 g, 88.6 %) を得た。  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 2.24 (dt, 2H, J=7.3 Hz, -NHCH2CH2CH-),  

2.57 (t, 2H, J=7.3 Hz, -NHCH2CH2CH-), 3.62 (s, 2H, -CH2NHCH2CH2CH-),  

4.02 (t, 1H, J=7.5 Hz, -NHCH2CH2CH-), 5.93 (s, 2H, -OCH2O-), 6.67-6.77 

(m, 3H, Aromatic H), 7.14-7.18 (m, 2H, Aromatic H), 7.22-7.28 (m, 8H, 

Aromatic H). 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): δ 35.79 (-NHCH2CH2CH-), 

47.55 (-NHCH2CH2CH-), 48.96 (-NHCH2CH2CH-), 53.70 (-

CH2NHCH2CH2CH-), 100.84 (-OCH2O-), 108.01, 108.61, 121.11, 126.15, 

127.79, 128.44, 134.35, 144.74, 146.37, 147.58 (Aromatic C). DUIS-MS 

(posit ive mode): m/z = 346 [M+H]+.  

 

4-5-13. AR521 の合成  

 

窒素雰囲気下で  3,3-ジフェニルプロピルアミン  (0.30 g, 1.46 mmol) 

を脱水  PhH 30 mL に溶解し、 4-ジメチルアミノベンズアルデヒド  

(0.33 g, 2.20 mmol) を加え、Dean-Stark トラップを用いた脱水加熱還

流を  4 時間行った。その後、反応液の溶媒を留去し、真空乾燥を行う

ことで、イミンである化合物  (0.61 g) を得た。得られた化合物  (0.61 

g) を  MeOH 10 mL に溶解し、NaBH4 (75.9 mg, 1.79 mmol) を加え、室

温で  30 分間撹拌した。その後、得られた反応液を  20 % 水酸化ナト

リウム水溶液  30 mL と  Et2O 30 mL の入った分液ロートに加え、生成

物の抽出を行った。得られた有機層を飽和食塩水  30 mL で洗浄後、無

水硫酸ナトリウムで乾燥した。溶媒を留去後、真空乾燥を行った。そ

の後、シリカゲルカラムクロマトグラフィー  (展開溶媒 : DCM / MeOH 

= 15/1 で  1 回、DCM / MeOH = 10/1 で  1 回 ) により精製し、AR521 
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(0.39 g, 63.9 %) を得た。  
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 2.26 (dt, 2H, J=7.5 Hz, -NHCH2CH2CH-),  

2.58 (t, 2H, J=7.3 Hz, -NHCH2CH2CH-), 3.68 (s, 2H, -CH2NHCH2CH2CH-),  

4.02 (t, 1H, J=7.8 Hz, -NHCH2CH2CH-), 7.16-7.19 (m, 4H, Aromatic H),  

7.23-7.29 (m, 10H, Aromatic H). 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): δ 35.78 (-

NHCH2CH2CH-), 47.63 (-NHCH2CH2CH-), 48.93 (-NHCH2CH2CH-), 53.14 

(-CH2NHCH2CH2CH-), 126.19, 127.77, 128.41, 128.46, 129.36, 132.47, 

138.85, 144.69 (Aromatic C). DUIS-MS (posit ive mode): m/z = 336 [M+H]+.   

 

4-5-14. AR522 の合成  

 

窒素雰囲気下で  3,3-ジフェニルプロピルアミン  (0.3 g, 1.42 mmol) 

を脱水  PhH 30 mL に溶解し、4-クロロベンズアルデヒド  (0.3 g, 2.13 

mmol) を加え、Dean-Stark トラップを用いた脱水加熱還流を  4 時間

行った。その後、反応液の溶媒を留去し、真空乾燥を行うことで、イ

ミンである化合物  (0.54 g) を得た。得られた化合物  (0.54 g) を  MeOH 

10 mL に溶解し、NaBH4 (68.9 mg, 1.61 mmol) を加え、室温で  2 時間

撹拌した。その後、得られた反応液を  20 % 水酸化ナトリウム水溶液  

30 mL と  Et2O 30 mL の入った分液ロートに加え、生成物の抽出を行

った。得られた有機層を飽和食塩水  30 mL で洗浄後、無水硫酸ナトリ

ウムで乾燥した。溶媒を留去後、真空乾燥を行った。その後、シリカ

ゲルカラムクロマトグラフィー  (展開溶媒 : DCM / MeOH = 15/1 で  2 

回、Hex / AcOEt = 1/5 で  1 回 ) により精製し、AR522 (0.28 g, 52.4 %) 

を得た。  
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4-6. AR501 誘導体  の構造活性相関解析に基づく  GM 阻害剤の  

選抜  

 

蛍光画像は、下記フィルターセットが備えられたオールインワン蛍

光顕微鏡により記録した。AF488 の測定は、GFP-BP (EX, 470/40 nm; 

dichroic filter, 495 nm; and EM, 535/50 nm) で行った。また、細胞数は、

countess TM automated cell counter によりトリパンブルー染色法を用い

て測定した。吸光度は、波長  400–750 nm で測定が可能なマイクロプ

レートリーダー  ( iMark microplate reader, Bio-Rad) を用いて測定した。 

 

4-6-1.  AR501 誘導体の化学特性の計算  

 

 AR501 誘導 体  9 化 合 物  (AR503, AR506, AR509, AR520, AR521, 

AR522, AR523, AR524, AR525) の  tPSA, clog P, clog D7 .4 は、Structure 

Design Suite version 12.01 を用いて計算を行った。  

 

4-6-2.  AR501 誘導体溶液の調製  

 

AR503 (molecular weight: 379.88) 1.0 mg を  DMSO 17.5 μL に溶解し、

150 mM AR503 溶液を作製した。この  150 mM 溶液  2 μL と  DMSO 13 

μL を混合し、 20 mM AR503 溶液を作製した。 20 mM 溶液  2 μL と  

DMSO 18 μL を混合し、2 mM AR503 溶液を作製した。  

AR506 (molecular weight: 388.51) 1.0 mg を  DMSO 17.2 μL に溶解し、

20 mM AR506 溶液を作製した。さらに、150 mM 溶液  2 μL と  DMSO 

13 μL を混合し、20 mM AR506 溶液を作製した。20 mM 溶液  2 μL と  

DMSO 18 μL を混合し、2 mM AR506 溶液を作製した。  

AR509 (molecular weight: 389.45) 1.0 mg を  DMSO 17.1 μL に溶解し、

20 mM AR509 溶液を作製した。さらに、150 mM 溶液  2 μL と  DMSO 
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13 μL を混合し、20 mM AR509 溶液を作製した。20 mM 溶液  2 μL と  

DMSO 18 μL を混合し、2 mM AR509 溶液を作製した。  

AR520 (molecular weight: 345.44) 1.0 mg を  DMSO 19.3 μL に溶解し、

20 mM AR520 溶液を作製した。さらに、150 mM 溶液  2 μL と  DMSO 

13 μL を混合し、20 mM AR520 溶液を作製した。20 mM 溶液  2 μL と  

DMSO 18 μL を混合し、2 mM AR520 溶液を作製した。  

AR521 (molecular weight: 344.50) 1.0 mg を  DMSO 19.4 μL に溶解し、

20 mM AR521 溶液を作製した。さらに、150 mM 溶液  2 μL と  DMSO 

13 μL を混合し、20 mM AR521 溶液を作製した。20 mM 溶液  2 μL と  

DMSO 18 μL を混合し、2 mM AR521 溶液を作製した。また、20 mM 

溶液  10 μL と  DMSO 10 μL を混合し、10 mM AR521 溶液を作製した。

また、20 mM 溶液  5 μL と  DMSO 15 μL を混合し、5 mM AR521 溶液

を作製した。また、2 mM 溶液  2 μL と  DMSO 18 μL を混合し、0.2 mM 

AR521 溶液を作製した。  

AR522 (molecular weight: 335.88) 1.0 mg を  DMSO 19.8 μL に溶解し、

20 mM AR522 溶液を作製した。さらに、150 mM 溶液  2 μL と  DMSO 

13 μL を混合し、20 mM AR522 溶液を作製した。20 mM 溶液  2 μL と  

DMSO 18 μL を混合し、2 mM AR522 溶液を作製した。  

AR523 (molecular weight: 419.48) 1.0 mg を  DMSO 15.9 μL に溶解し、

20 mM AR523 溶液を作製した。さらに、150 mM 溶液  2 μL と  DMSO 

13 μL を混合し、20 mM AR523 溶液を作製した。20 mM 溶液  2 μL と  

DMSO 18 μL を混合し、2 mM AR523 溶液を作製した。  

AR524 (molecular weight: 418.54) 1.0 mg を  DMSO 15.9 μL に溶解し、

20 mM AR524 溶液を作製した。さらに、150 mM 溶液  2 μL と  DMSO 

13 μL を混合し、20 mM AR524 溶液を作製した。20 mM 溶液  2 μL と  

DMSO 18 μL を混合し、2 mM AR524 溶液を作製した。また、20 mM 

溶液  10 μL と  DMSO 10 μL を混合し、10 mM AR524 溶液を作製した。

また、20 mM 溶液  5 μL と  DMSO 15 μL を混合し、5 mM AR524 溶液
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を作製した。また、2 mM 溶液  2 μL と  DMSO 18 μL を混合し、0.2 mM 

AR524 溶液を作製した。  

AR525 (molecular weight: 409.91) 1.0 mg を  DMSO 16.3 μL に溶解し、

20 mM AR525 溶液を作製した。さらに、150 mM 溶液  2 μL と  DMSO 

13 μL を混合し、20 mM AR525 溶液を作製した。20 mM 溶液 2 μL と  

DMSO 18 μL を混合し、2 mM AR525 溶液を作製した。また、20 mM 

溶液  10 μL と  DMSO 10 μL を混合し、10 mM AR525 溶液を作製した。

また、20 mM 溶液  5 μL と  DMSO 15 μL を混合し、5 mM AR525 溶液

を作製した。また、2 mM 溶液  2 μL と  DMSO 18 μL を混合し、0.2 mM 

AR525 溶液を作製した。  

 

4-6-3.  評価系を用いた AR501 誘導体による GM 阻害活性測定  

  

DMEM を  1 mL を加えた  6-well plates に  HeLa 細胞を  9.0×104 

cells/well となるように播種し、37 °C, CO2 濃度  5 % の条件下で  24 

時間培養した。その後、DMEM を除去し、新しい  DMEM を 1 mL 加

え、終濃度  10 μM となるように  2 mM AR501 誘導体の  DMSO 溶液

をそれぞれ加え、37 °C , CO2 濃度  5 % の条件下で  24 時間培養した。 

培養後、PBS で  3 回洗浄したのち、10 % formalin solut ion で細胞を

固定し、PBS で  1 回洗浄したのち、調製した  25 μg/mL ConA-AF488 

PBS 溶液  1 mL を加え  15 分間室温で静置した。その後、PBS で  1 回

洗浄したのち、PBS 1 mL 加え、オールインワン蛍光顕微鏡により観察

を行った。1 well につき、蛍光画像および位相差画像を  5 地点で撮影

を行った。  

 オールインワン蛍光顕微鏡にて撮影を行った細胞の蛍光画像から、

細胞の蛍光強度および蛍光面積、また細胞の位相差画像から、細胞長

径について、オールインワン蛍光顕微鏡解析ソフトおよび画像解析ソ

フト  Winroof 2013 ver. 1.2.0. を用いて計測を行った。写真が保存され
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たファイルを開き、蛍光画像内の約  100-120 個の細胞を含む領域を選

択した。細胞の蛍光強度、蛍光面積および細胞長径の平均値は、選択

した領域の合計値を半手動で測定したそれぞれの細胞数で割ることで

算出を行った。また、各ウェルの蛍光強度および蛍光面積は、標準偏

差で棄却テストを実行した後の値を平均することによって計算を行っ

た。  

 

4-6-4.  AR501 誘導体の細胞毒性評価  

 

DMEM を  100 µL を加えた  96-well plates に  HeLa 細胞を  3.0×103 

cells/well となるように播種し、37 °C, CO2 濃度  5 % の条件下で  24 

時間培養した。その後、DMEM を除去し、調製した  AR501 誘導体溶

液  (0.2, 2, 5, 10, 20 mM) 3 µL に新しい  DMEM を 600 µL 加えて作成

した、終濃度  (1, 10, 25, 50, 100 µM) AR501 誘導体の  DMSO 溶液を各  

well に  100µL ずつ加え、37 °C , CO2 濃度  5 % の条件下で  24 時間

培養した。  

培養後、Cell Count ing Kit-8 溶液を各  well に 10µL ずつ加え、37 °C ,  

CO2 濃度  5 % の条件下で  2 時間培養した。その後、マイクロプレー

トリーダーで 450 nm の吸光度を測定した。細胞生存率は、DMEM お

よび  Cell Count ing Kit-8 溶液のみを加えた  blank の吸光度を引いた  

AR501 誘導体を投与した  well の吸光度を、同様に  blank の吸光度を

引いた  DMSO のみを投与したコントロール  well の吸光度で割るこ

とで算出した。なお、本実験は  5 連で行なった。  

 

 

4-7. 蛍光標識 Con-A を用いた細胞内  HM 型糖鎖の分布の観察  

蛍光画像は、下記フィルターセットが備えられた共焦点レーザー顕

微鏡  (Olympus, FluoView FV1000-D) により記録した。AF488 の測定は、
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GFP-BP (EX, 470/40 nm; dichroic filter, 495 nm; and EM, 535/50 nm) で行

った。また、細胞数は、 countess TM automated cell counter によりトリ

パンブルー染色法を用いて測定した。  

DMEM を  1 mL を加えたカバーガラス  (Matsunami Glass Ind., Ltd., 

C1210) を各  well に入れた  6-well plates に  HeLa 細胞を  1.0×105 

cells/well となるように播種し、37 °C, CO2 濃度  5 % の条件下で  24 

時間培養した。その後、DMEM を除去し、新しい  DMEM を  1 mL 加

え、終濃度  10 および  100 μM となるように 2 mM AR524、および  20 

mM KIF の  DMSO 溶液  10 µL をそれぞれ加え、37 °C , CO2 濃度  5 % 

の条件下で  24 時間培養した。  

培養後、PBS で  3 回洗浄したのち、カバーガラスを  PBS 1 mL が

入ったペトリディッシュ  (φ75×20mm) に移した。 PBS を除去し、

MeOH を  1 mL 加え、10 分間  -20 °C で静置したのち、MeOH を除去

し、アセトン  を  1 mL 加え、1 分間  -20 °C で静置した。その後、PBS 

で洗浄したのち、調製した  25 μg/mL ConA-AF488 PBS 溶液  1 mL を

加え  15 分間室温で静置した。その後、PBS で  1 回洗浄したのち、

Mounting medium を  1 滴滴下したスライドガラス  (Matsunami Glass 

Ind., Ltd., S1111) に細胞を播種した面を下にして置き、透明色の固定

剤にて固定したのち、共焦点レーザー顕微鏡により観察を行った。  

 

 

4-8.  蛍光標識レクチンを用いた細胞表面  HM 型糖鎖の分布の観察  

 

 細胞表面の蛍光  populat ion は、下記フィルターセットが備えられた

セルソーター  (FACSAria II,  Becton, Dickinson and Company) により記

録した。AF488 および  FITC の測定は、FITC (BP filter, 530/30; and LP 

filter, 502 nm) で行った。得られたデータの解析は、FACSDiva software 

ver. 8.0.1 (Becton, Dickinson and Company) により行った。また、細胞
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数は、 countess TM automated cell counter によりトリパンブルー染色法

を用いて測定した。  

 

4-8-1.  AR524 溶液および蛍光標識レクチン溶液の調製  

 

調製した  20 mM 溶液  6 μL と  DMSO 14 μL を混合し、6 mM AR524 

溶液を作製した。  

調製した  5 mg/mL ConA-AF488 溶液  10 μL と  PBS 12.5 mL を混合

し、4 µg/mL ConA-AF488 PBS 溶液を作製した。  

2 mg/mL DSL-FITC (Vector Laboratories, Inc., FL-1181) 溶液  80 µL と  

PBS 16 mL を混合し、10 µg/mL DSL-FITC PBS 溶液を作製した。  

2 mg/mL GNL-FITC (Vector Laboratories, Inc., FL-1241) 溶液  80 µL と  

PBS 16 mL を混合し、10 µg/mL GNL-FITC PBS 溶液を作製した。  

 

4-8-2.  細胞表面糖鎖のフローサイトメトリー分析  

 

DMEM を  4 mL を加えた  25 cm2 細胞培養用ディッシュに  HeLa 

細胞を  0.5-1.0×106 cells/well となるように播種し、 37 °C, CO2 濃度  

5 % の条件下で  24 時間培養した。その後、DMEM を除去し、新しい  

DMEM を  2 mL 加え、終濃度  30 および  100 μM となるように調製し

た  6 mM AR524、および  20 mM KIF の  DMSO 溶液  10 µL をそれぞ

れ加え、37 °C, CO2 濃度  5 % の条件下で  24 時間培養した。  

培養後、DMEM を  15 mL チューブに回収し、ディッシュを  PBS で  

3 回洗浄したのち、Accutase (Innovat ive Cell Techno logies, Inc., 12679-

54) を 2 mL 加え、37 °C, CO2 濃度  5 % の条件下で  5 分間培養した。

その後、細胞を剥がした懸濁液を  15 mL チューブに回収し、3,000 rpm, 

室温、5 分間遠心分離を行った。上清を除き、調製したレクチン溶液

を  2 mL 加え懸濁し  15 分間室温で静置した。その後、3,000 rpm, 室
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温、5 分間遠心分離を行い、上清を除き、PBS 2 mL を加え懸濁し、再

度遠心分離を行なった。上清を除き、PBS 2 mL を加え懸濁したのち、

セルストレイナー  (sysmex Corporat ion, BG472520) に通し、セルソー

ターにて分析を行った。  
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多くのご指導を賜りました日本大学 生物資源科学部 生命化学科および日本

大学大学院 生物資源科学研究科の先生方に厚く御礼申し上げます。 

また、6 年の長きにわたり生物化学研究室に在籍させて頂き、多くの皆様のご

助力のもと研究を進めて参りました。心から御礼申し上げます。 

  



 


