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    活 性 及 び 阻 害 機 構 の 研 究

学位論文内容の要旨

  真核細胞のDNAトポイソメラーゼはDNAの高次構造を制御することで複製、転写の進行

にかかわる酵素で、スーパーコイル型のDNAをりラックスさせる働きを持つ。トポイソメ

ラーゼはDNAのりンキングナンバーを”1”ずつ変化させるI型（トポイソメラーゼI=ト

ポI）と”2”ずつ変化させるII型（トポイソメラーゼII＝トポII）に分類されるが、いず

れも癌の化学療法の重要な標的酵素となっている。私は抗腫瘍薬剤として有用な物質を倉I↓製

すべく天然物及び合成化合物の中からトポイソメラーゼ阻害物質をスクリーニングし、以下

に示す3種の新規制癌物質を見いだし、これらの新規化合物のトポイソメラーゼ阻害効果と

その阻害機構及び抗腫瘍効果を明らかにした。

  新規 イン ドロ カル バゾ ール 系化 合物 ED-110の 卜ポ イソ メラー ゼI阻害効果

  ED-110は放線菌培養上清中より見いだされた新規インドロカルバゾール系物質

BE-13793Cにグルコースを導入した半合成化合物である。ED-110はトポIを介したDNAl

本鎖切断を濃度依存性に促進した。またエチジウムブロマイドのDNA結合阻害実験、及び

DNA巻き戻し実験の結果から、ED-110にはDNAインターカレーション活陸が認められた。

ED-110はトポIのDNA relaxation活性を10 yMで完全に阻害したが、前述のDNAインター

カレートによる環状DNAの構造変化が顕著になるのもこの濃度領域であり、正確なDNA

relaxarion阻害濃度は決定されなかった。

  ED-110はP388マウス自血病培養細胞内のcleavable complexの形成を濃度依存的に促進し、
トポI阻害剤カンプトテシンと同等の効果を示した。ED-110はトポI阻害作用から予想され

たとおり、P388細胞の核酸合成を阻害し、更にフローサイトメトリーによる細胞周期の解

析でG2期へと蓄積することが明かとなった。また、ED-110は10日間連続腹腔内投与によっ

てP388を腹腔内接種したマウスの生存日数を3倍以上延長させる抗腫瘍効果を示した。

  新規キノロン系化合物B0-2367のトポイソメラ―ゼII阻害効果

  原核細胞のII型トポイソメラーゼであるDNAジャイレース阻害剤の中に、真核細胞のト

ポIIを阻害して抗腫瘍効果を示す物質があるのではないかと考え、合成キノロン化合物から

スクリーニングを行なった。その結果、シプロフロキサシンのC-7．C-8位置換体，B0-2367

にトポII阻害効果を見いだした。更にB0-2367のC-7位（り異性体である(-)B0-2367に強い

阻害効果が認められた。

  キノ口ン系抗菌剤として知られるノルフ口キサシン，シプロフ口キサシンは細菌のDNA

ジャイレースのDNA supercoiling活性は阻害したが、L1210マウス自血病細胞より精製した

トポIIのDNA relaxation活性は阻害しなかった。一方、(-)B0-2367はDNAジャイレースとト
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ポIIの両者を強く阻害した。(-)B0-2367はトポIIを介したDNA2本鎖切断を誘導したこと

から、その阻害機構はDNAとトポIIの共有結合性複合体(cleavable complex)の安定化による

と考えられた。(-)B0-2367を作用させたL1210細胞内には、cleavable complexが形成され、細

胞内のDNAは二本鎖で切断された。′また、(-)B0-2367は10日間連続腹腔内投与によって
L1210を腹腔内接種したマウスの生存日数を最高2.36倍まで延長させたが、有効濃度域の広

さは既存のトポn阻害剤VP-16が優れていた。

  (+)B0-2367のII型トポ阻害効果、細胞増殖阻害効果、マウス実験腫瘍における抗腫瘍効果

は(-)B0-2367より5～100倍弱く、C-7位の置換基の立体構造がトポII阻害効果に重要な役割

を果たしていることが示唆された。

  新規デプシベプチドBE-22179の卜ポイソメラーゼII阻害効果

  放線菌培養液中より見いだされた新規物質BE-22179はデプシベプチド構造を有し、その

全体構造はキノキサリン系抗生物質に類似している。しかし環状ベプチド鎖の中にチオエス

テル結合を有する点や、クロモフォアとして3一ヒドロキシキノリンを有する点など性質を

異にする部分もある。構造上の類似性からキノキサリン系抗生物質のーつ、エキノマイシン

と対比しながらBE-22179のトポII阻害機構を検討した。

  BE-22179はDNAにインターカレートしてDNA巻き戻し効果を示す濃度よりはるかに低

い濃度で、トポ1IによるDNA relaxationを選択的に阻害した。またBE-22179の阻害効果は酵

素濃度に依存的であった。一方エキノマイシンによるトポIIのDNA relaxation阻害活性は添

加したトポIIの量に左右されず、DNA巻き戻し効果を示す濃度と一致していたことから、

エキノマイシンのDNA relaxation阻害効果は、見かけ上の阻害であり、トポII阻害効果は

BE-22179にのみ認められる作用であった。また、その活性には3ーヒドロキシキノリンの水

酸基が大きな働きをしていた。 BE-22179のトポIIを介した2本鎖切断の誘導および細胞内

cleavablecomplexの形成はごく僅かでBE‐22179のトポII阻害機構はcleavablecomplexの形成
とは異なることが示唆された。

  BE‐22179はL1210細胞の増殖阻害し、更にL1210を腹腔内接種したマウスの生存日数を

最高2．94倍まで延長させる抗腫瘍効果を示したがトポIIの阻害がこの抗腫瘍効果にどの程

度反映されているかは不明であった。

    結語

  異なる活性測定方法を組み合わせることによって、トポI，IIそれぞれに特異的な新規の阻

害物質を見いだし、更にその作用機構を解明することによって以下の知見を得た。

  （1）新規インドロカルバゾール系化合物ED-110がDNAインターカレーターであり、トポ

    I依存性にDNAl本鎖切断を誘導することを明らかにし、トポI阻害剤に新しい基本

    構造を提供した。
  （2）新規キノロン系化合物(-)B0-2367がトポIIを阻害して抗睡瘍効果を示すことを発見し、

    特にC-7位の立体構造がその活性に大きく関与していることを光学異性体の検討から

    明らかにした。

  （3）新規デプシペプチドBEー22179がcleavable complexを形成せずにトポIIを特異的に阻

    害することを見い出した。

  この研究は抗腫瘍性トポイソメラーゼ阻害剤に新規な基本構造を提供するとともに、トポ

I、トポIIが担っている生理的役割とその作用機構解明のための有用な手段を与えたと考ら

れる。
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学 位 論 文 題 名

新規DNAトポイソメラーゼI，n阻害剤の

    活 性 及 び 阻 害 機 構 の 研 究

  申請者はDNAトポイソメラーゼI，IIの阻害剤を天然物

および合成化合物中に見出すべく研究を行って来たが今回

新規阻害剤について特異性，作用点，阻害機構を明らかに

した．

  DNAトポイソメラーゼはDNAの高次構造を制御するこ

とで複製，転写の進行に深くかかわる酵素であルスーノヾー

コイル型のDNAをりラックスさせる働きを持つ．トポイ

ソメラーゼはDNAのりンキングナンバ’ーを”1”ずつ変化

させるタイプI（トポイソメラーゼI）と”2”ずつ変化さ

せるタイプII（トポイソメラーゼII）に分類されるが，

いずれも癌の化学療法の重要な標的酵素となっている・

  申請者はまず新規インド口カルバゾール系物質ED-110

のトポイソメラーゼI阻害効果について検討した．

  トポイソメラーゼIIを阻害する抗腫瘍物質には数多く

の化合物が報告されているのに対し，トポイソメラーゼI
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の特異的阻害剤の報告は少なく，そのほとんどがカンプト

テシンを基本骨格とした誘導体である．カンプトテシンは

DNAとトポイソメラーゼIとの共有結合性複合体（クリ

ーバブルコンプレックス）を安定化することによってト

ポイソメラーゼIを阻害することが知られている．そこで

全く新しい基本構造を持ったトポイソメラーゼI阻害剤を

探すべく培養細胞内のクリーバブルコンプレックスを増

加させる物質をスクリーニングしたところ，

Streptoverticillium  mobar aense類似の放身寸菌（BA13793）培

養上清中に新規インド口カルノヾゾール系物質BE-13793Cを

見いだし，Ehrlich腹水癌に対して抗腫瘍効果を示すこと

を確認した．更にこの物質にグルコースを導入した誘導体

ED-110がより強カなクリーバブルコンプレックス安定

化作用および抗腫瘍効果を示したためED‐110のトオイソ

メラーゼに対する効果を詳細に検討し，”DNAインター

カレータートポイソメラーゼ阻害剤”であることを明らか

にした．

  次に，新規キノロン系化合物（‐）B0-2367のトポイソ

メラーゼII阻害効果及び抗腫瘍効果を調べた．キノ口ン

系化合物は原核細胞のタイプIIトポイソメラーゼである

DNAジャイレースを阻害する抗菌剤として広く開発，応

用されてきた．演者はこれらキノソン化合物の中に真核細

胞のトポイソメラーゼIIを阻害するものがあるのではな

いかと考え，新たに合成されたキノロン化合物のトポイソ

メラーゼII阻害活性を調べたところ．シプロフロキサシ

ンのC7，C8位置換体，BO‐2367が強カな阻害効果を示すこ



とを発見した．更にBO―2367を光学分割しC7位光学異性

体（‐）B0-2367（Fig.4b)および（十）B0-2367の活性を比較検討

した．L1210細胞に（‐）BO‐2367を作用させると，細胞内の

蛋白結合性DNAの量が濃度依存的に増加し，細胞レベル

でのクリーノヾブルコンプレソクス形成が確認された．また

この時，細胞内のDNAが2本鎖切断されて短いフラグメン

トとなっているのがパルスフイールド・ゲル電気泳動にて

検出された・

    さらに，新規オク夕・サイクリック・デプシペプチド

BE-22179のトポイソメラーゼII阻害効果について解析

を行った．多くのトポイソメラーゼ阻害剤がクリーバブル

コンプレックスの安定化とぃう阻害機構を有する一方，ク

リーノヾブルコンプレックスを形成せずにトポイソメラー

ゼの触媒作用(DNAリラックス活性）を直接阻害する物質

が近年報告されているのでトポイソメラーゼIIのDNAリ

ラックス活性を指標に阻害剤のスクリーニングを行ったと

ころ，強カなDNAリラックス阻害を示し，かつクリーノヾ

プ 少 コ ン プ レ ッ ク ス 形 成 能 の 極 め て 弱 い 新 規 物 質

BE-22179が放線菌培養液中より見いだされた．BE-22179

は分子量1060のオク夕・サイクリック・デプシベプチドで

その全体構造はキノキサリン系抗生物質に類似しているこ

とがわかった．BE―22179は単独，あるいはトポイソメラ

ーゼI存在下でDNAを切断せず，トポイソメラーゼIIの

存在下でも2本鎖切断をごく僅かしか誘導せず，むしろ

VP-16によって促進されたクリーノヾプルコンプレックスの

形成を抑制した．これらの結果から，BE‐22179はクリー
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バブルコンプレックスの安定化とは異なる新しい阻害機構

を持ち，クリーノヾブルコンプレックスの形成にはむしろ抑

制 的 に 働 く 阻 害 剤 で あ る こ と を 見 出 し た ・

  以上の実験からこれらの作用点及びその阻害機構を異に

するトポイソメラーゼ阻害剤は，それ自体が抗腫瘍物質と

して有用なだけでなく，癌の化学療法において主要なター

ゲットとなっ、ているトポイソメラーゼI，IIが細胞内で担

っている生理的役割やその機構を解明するための有用な手j

段であることを明らかにした．

  この研究は博士（薬学）の学位を受けるに充分値するも

のと認めた．


