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第一章 序論 

第一節 High Throughput Screening 系 

大規模化合物ライブラリーを用いた high throughput screening は、細胞の表現型を制御

し、疾患を治療する化合物を探索する上で非常に強力な手法である。実際に 1999 年から

2008 年の間に承認された薬剤 239 種類のうち、158 種が high throughput screening

によって見出された化合物である。さらに、75 種類の first-in-class の新規薬剤のうち、

28 種 (37 %) が phenotype-based screening (生細胞を用いて細胞増殖能等の表現型を

指標に評価する high throughput screening)、17 種 (17 %) が target-based 

screening (標的の精製酵素を用いた in vitro 系で酵素活性を評価する high throughput 

screening) によるアプローチでその候補化合物が見出されていることから 1,2、high 

throughput screening という手法が大きく創薬に貢献してきたことが窺える(Table 1-1-

1)。 

 

Table 1-1-1. Discovery of first-in-class new molecular entities by therapeutic 

area2. 
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製薬会社等で行われる high throughput screening によって開発される薬剤の主な標的と

して酵素が挙げられる 3 (Fig. 1-1-1. 参照)。生体内では数多の酵素反応が進行しており、

タンパク質のリン酸化、バイオマスやエネルギー産生など様々なはたらきを酵素が担うこ

とで細胞機能を維持している。従って酵素活性の異常は正常な細胞機能を阻害し、疾患に

直結しうるため、これを制御する薬剤の開発は疾患を治療する上で非常に重要である。 

 

 

Fig. 1-1-1. Marketed small-molecule drug targets by biochemical class. GPCRs: G-

protein-coupled receptors3. 

 

 

 

 

 

 



  

p. 6 
 

酵素活性と疾患が関わる代表例としてがんが挙げられる。数ある疾患の中でもがんは治療

が最も困難な病気の 1 つであり、原発巣、原発細胞種の違いによってがん細胞の性質は多

様なため、これを 1 つの病気として捉えることが困難である。しかしながら、無秩序な増

殖を繰り返すというがん細胞共通の性質があり、細胞増殖に必要なエネルギーやバイオマ

スの産生、レドックスバランスの調整に対する要求性が高いため、生体内で数多に存在す

る酵素の中でもこれらに関わる酵素活性の異常に着目することで、多様ながん細胞に共通

の治療標的を見出すことができる可能性が示唆されており、近年これを支持する研究結果

が得られている 4-6。実際に解糖系酵素やアミノ酸代謝系酵素にあげられるような、生体内

の小分子を代謝する酵素の多くはがんの創薬標的とされており、これらの活性を制御する

薬剤の開発はがんの治療戦略の 1 つとして有用である (Table 1-1-2)4-6。 
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Table 1-1-2. Targeting metabolic enzymes as a strategy to block biosynthesis or 

induce energy stress. 

 

 

しかしながら、重要な創薬標的とされながらも薬剤の開発が進行していない酵素も存在

し、その理由の 1 つとしてそのような酵素の活性を評価するアッセイ系が不足しているこ

とが挙げられる。特にこれら生体内小分子を基質として代謝する酵素の活性を生細胞系で

評価する high throughput screening 系の開発がほとんど行われていないということが現

状である。 
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第二節 酵素活性の評価 

前節で、生細胞系で酵素活性を評価するアッセイ系がほとんど開発されていないことを述

べたが、一般に酵素活性は生細胞中で行う in cellulo の評価法と精製酵素を用いた in vitro

での評価法が存在し、”生体内を反映した形” で酵素活性を評価するには、in cellulo での

評価の方が in vitro での評価よりも望ましいと考えられる。細胞内において、酵素の機能

はタンパク-タンパク相互作用や翻訳後修飾、基質や補因子の濃度変化等によって動的に、

複雑に制御されているため、” in cellulo” と ” in vitro” では酵素を取り巻く環境は大き

く異なっているからである (Fig. 1-2-1)7,8。 

 

Fig. 1-2-1.Comparison of the in cellulo and in vitro environments typically 

experienced by proteins, highlighting several natural modes for their post-

translational regulation. (Nat. Chem. Biol., 2005, 1, 130-142. より一部改変) 
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例えば、Pyruvate kinase は解糖系の律速酵素であり、そのアイソザイム PKM1 は活性の

高い 4 量体で存在する一方、PKM2 は活性の低い 2 量体と活性の高い 4 量体で存在する。

がんにおいて PKM2 の発現量が高いことが知られており、解糖系酵素として

phosphoenolpyruvate を pyruvate へ変換するほか、二量体の PKM2 は核内に移行して

プロテインキナーゼとしてはたらき、がんの生存に有利な状況を作り出すことが知られて

いる 9。PKM2 の解糖系酵素としての活性は細胞内 L-serine によってアロステリックに制

御されることが知られている。具体的には L-serine は解糖系から分岐する生合成経路によ

って 3-phoshoglycerate を出発物質に合成されるが、細胞内に L-serine が十分量存在す

る場合は PKM2 を活性化することで解糖系を亢進する一方で、細胞内 L-serine 濃度が低

下すると PKM2 の活性が低下し、取り込んだ glucose は L-serine の生合成系へ消費され

るようにシフトする 10。がんでは酸素が十分に存在している状況においても、解糖系を利

用して ATP 産生を行う現象 (Warburg 効果) が 1924 年に発見されて以降、解糖系をは

じめとしてがんと代謝酵素に関する研究は行われてきたが、近年このような L-serine 生合

成系と解糖系代謝経路とのクロストークをはじめとして新たな知見が得られており、未だ

に生体内における酵素活性制御への理解は十分ではない。 

従って、単一精製酵素を用いた in vitro の検討で得られる情報だけではその酵素の生体内

におけるはたらきを説明するには不十分であると言える。生細胞を用いることで標的酵素

のタンパクータンパク相互作用や細胞内局在などの情報は失われることはなく、生体内を

反映した形で標的酵素の活性を評価することが可能であると考えられる (Fig. 1-2-2)。し

かしながらその一方で、細胞内の数多ある酵素の中から目的の酵素の活性のみを観察する

ことは非常に困難である 8。 



  

p. 10 
 

 

Fig. 1-2-2. The three representative platforms used to study enzyme functions. (J. 

Biochem. 2019, in press より一部改変) 
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これに対して、細胞の”生きた状態“を保ちながら特定の酵素活性を可視化する優れたツー

ルとして、有機小分子蛍光プローブが挙げられる。酵素反応部位と蛍光色素を組み合わせ

た分子設計を施し、基質アナログとしての蛍光プローブを開発することにより、生細胞系

で特定の酵素活性を評価することが可能である (Fig. 1-2-3)11。また、蛍光検出は、多検

体のサンプルをスループット高く検出することが可能であるため、high throughput 

screening 系の開発に広く用いられてきた。 

 

Fig. 1-2-3. The fluorescent probe to monitor NPP6 activity in live cells.11 

しかしながら、解糖系や TCA 回路に関わるような、糖やアミノ酸およびその代謝物をはじ

めとする生体内小分子に対してリン酸化や異性化、脱炭酸反応などをおこなう酵素につい

ては、その基質認識能の問題や酵素反応に伴う構造変化を蛍光特性への変化に繋げること

の困難さから、基質アナログとして機能する蛍光プローブの開発は非常に困難であり、従

ってこれらの代謝活性を生細胞系で評価する実験系はこれまでにほとんど開発されていな

い。 
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第三節 本研究の目的 

第二節までで、がんの創薬標的とされる酵素でありながら、その活性を生細胞系でスルー

プット良く評価する技術が乏しいということを概説した。 

このような生細胞系で活性評価が困難な酵素に対して生細胞で有効な阻害剤を探索するた

め、本研究では、生細胞系で生体内小分子を代謝する代謝系の活性をハイスループットに

評価する汎用性の高いアッセイ系を構築することとした。 
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第二章 Pathway-Oriented Screening (POS) 

第一節 Pathway-Oriented Screening (POS) 

ハイスループットに生細胞の代謝活性を評価するため、①生細胞を用いて特定の酵素 1 つ

ではなく、ある代謝経路を標的とし、②この標的代謝経路を経て産生される小分子代謝物

をカップルドアッセイによって選択的に in situ で蛍光検出する、という 2 つの概念を組

み合わせた新たな生細胞ベースの high throughput screening 系を構築することを目指し

た。 

①について、 

ある基質を input として生細胞に添加し、その後代謝されて細胞外に放出された代謝物を

output として検出する。この「output 量を input から output に至るまでの代謝経路の

活性」として評価することを考えた。これにより複数の異なる細胞種間の代謝活性の違い

を評価することが可能であり、その output 量の減少を指標に標的代謝経路の阻害剤探索

として用いることができると期待される。例えばある化合物が標的代謝経路に関わる酵素

を阻害した場合 output は減少することが推測される (Fig. 2-1-1)。 

 

Fig. 2-1-1. Schematic view of Pathway-Oriented Screening (POS). 
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②について、 

検出対象である細胞外代謝物 (output) を in situ で選択的に検出する手法として、その

代謝物を選択的に代謝する酸化還元酵素を用いて NAD (P) H や H2O2 を産生させ、これら

と反応することで蛍光上昇する蛍光プローブを用いて検出するカップルドアッセイを利用

することを考えた (Fig. 2-1-2)。 

 

Fig. 2-1-2. Detection of metabolites by using coupled assay. 
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・カップルドアッセイについて 

糖、アミノ酸をはじめとする多くの生体内小分子は、これらと選択的に反応する酸化還元

酵素によって NAD (P) H や H2O2 へと変換することが可能であり、これら NAD (P) H や

H2O2 と反応することで蛍光増大する色素を用いて目的の代謝物を蛍光検出することが可

能である (Fig. 2-1-3)。カップルドアッセイの利点の 1 つとして、最終的に検出する物質

は NAD (P) H や H2O2 であり、検出対象の代謝物に応じて用いる酵素を変えるだけで良

く、色素側の構造を目的に応じて設計・合成する必要がないため、簡便に様々な代謝物を

検出することが可能な点が挙げられる。 

 

Fig. 2-1-3. The fluorescent probes for coupled assay. 

 

本研究ではこのような、ある代謝経路 (Pathway) を標的として生細胞レベルで代謝活性

を制御することが可能な化合物を取得する high throughput screening 系を Pathway-

Oriented Screening (POS) と名付け、以降その実証実験を行った。 

 

 

NADH

DT-diaphorase

NAD+

resazurin resorufin

H2O2

HRP
resorufin

H2O

Amplex Red
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第二節 細胞外代謝物蛍光検出プローブの開発 

第一節で述べた POS 法による評価は細胞共存下でその細胞が放出した目的代謝物を検出す

ることが肝となる。細胞共存下で特定の細胞外代謝物を蛍光検出するには、カップルドア

ッセイに用いる蛍光プローブが細胞外で反応し、かつ反応前の蛍光プローブが細胞内へ透

過しない必要がある。細胞内に蛍光プローブが透過してしまうと、細胞内に豊富に存在す

る NADH 等と酸化還元酵素を介して反応し、これに由来する蛍光シグナルはバックグラウ

ンドシグナルとなり、細胞外代謝物に由来する蛍光シグナルの測定が困難になるためであ

る (Fig. 2-2-1)。 

そこで、本研究では水溶性を高めることで細胞外に留まり、細胞外代謝物を蛍光検出する

ことが可能な新規蛍光プローブを開発することとした。 
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Fig. 2-2-1. The concept of extracellular metabolite detection module under the co-

presence of live cells. The fluorescent probe is modified with hydrophilic 

substituents to make it membrane impermeable to avoid target-independent 

background signal. 
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細胞外代謝物は酸化還元酵素によって NADH や H2O2 に変換することとし、これらを検出

する新規 NADH 検出蛍光プローブおよび新規 H2O2 検出蛍光プローブの開発を行った。 

NADH 検出プローブとしては、酵素 DT-diaphorase が NADH を用いてキノン構造を還元

する性質を利用し、蛍光色素クマリンとキノン構造を組み合わせたプローブを設計・開発

した。以下 Fig. 2-2-2 のようなキノン構造は、還元されフェノール構造を形成すると分子

内で速やかに環化する性質をもつため (trimethyl lock system) 12、これを利用して

NADH との反応後に蛍光色素クマリンからキノン構造が脱離して、蛍光上昇することを期

待した。なお水溶性を高めるため、用いるクマリンにはスルホ基を導入している (Fig. 2-

2-3)。 

 

Fig. 2-2-2. Rapid reaction of a trimethyl lock acid to form a -lactone. 

 

H2O2 検出プローブとしては、酵素 Horseradish peroxidase (HRP) を用いて H2O2 と反

応し蛍光を発する蛍光プローブ APF13 を基にスルホ基を導入することで水溶性をさらに高

めた構造を設計した (Fig. 2-2-3)。 
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Fig. 2-2-3. Novel fluorescent probes to detect NADH or H2O2. 
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それぞれのプローブは以下のスキームに従って合成した。 

 

Scheme 2-2-1. Synthesis of a novel NADH detection fluorescent probe (SQC). 

(a) MeSO3H, 85 °C, Yield: quant. (b) NBS, MeCN/H2O, r.t., Yield: 76.7 % (c) 

ClSO3H, 0 °C -> 120 °C, Yield: 13.5 % (d) 1,4-Cyclohexadiene-1-propanoic acid, 

HATU, DIEA, r.t., Yield: 6.1 %. 

 

 

Scheme 2-2-2. Synthesis of a novel H2O2 detection fluorescent probe (APsF). 

(a) Acetone/H2O, 50 °C, Yield: 49.8 % (b) i) sec-BuLi, THF, -78 °C ii) DiTBS 

Xanthone, THF, -78 °C -> r.t. iii) 2 N HCl aq., r.t., Yield: 32.5 % (in 3 steps) (c) p-

fluoronitrobenzene, K2CO3, MeCN/DMF, 180 °C, Yield: 49.1 % (d) Pd/C, H2, 

MeOH/CH2Cl2, r.t., Yield: 30.5 %.  
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NADH (H2O2) との反応前・反応後の蛍光色素について、その光学特性を取得した。

NADH 検出プローブ、H2O2 検出プローブいずれも反応前の構造では消光し、反応後の構

造で蛍光強度は大きく上昇しており、反応前後の蛍光強度は十分な S/N を有することが考

えられた (Fig. 2-2-4, 2-2-5)。 

 

Fig. 2-2-4. (a) Absorbance and (b) emission spectra of 1 M probes (SQC or 

sulfoC) in PBS (pH 7.4) containing 0.1 % DMSO as a cosolvent. (c) Chemical 

structure and the fluorescence quantum yield of SQC or sulfoC. For determination 

of the fluorescence quantum yield, quinine sulfate in 0.1 N H2SO4 aq. (ΦFL = 0.55) 

was used as a fluorescence standard. 
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Fig. 2-2-5. (a) Absorbance and (b) emission spectra of 1 M probes (APsF or 

sulfoF) in PBS (pH 7.4) containing 0.1 % DMSO as a cosolvent. (c) Chemical 

structure and the fluorescence quantum yield of APsC or sulfoF. For determination 

of the fluorescence quantum yield, fluorescein in 0.1 N NaOH aq. (ΦFL = 0.85) 

was used as a fluorescence standard. 
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実際に開発したプローブが NADH および H2O2 を検出しうるか検討したところ、いずれの

プローブもサブマイクロオーダーの NADH (H2O2) を蛍光検出可能であることが分かった 

(Fig. 2-2-6)。特に蛍光プローブ SQC については NADH とほぼ量論的に反応しているこ

とが分かる。 

 

 

Fig. 2-2-6. Detection of NADH or H2O2 by using SQC or APsF.  

(a) Probe solution: SQC (1 M), NAD+ (100 M), DT-diaphorase (1 U/mL) in 

DPBS. Ex./Em.=355/460 nm. Error bars represent S.D.. n=3, *** p<0.005  
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(b) APsF 10 M, HRP (1 U/mL) in DPBS (Dulbecco’s phosphate-bufferd saline; pH 

7.4). Ex./Em.=485/535 nm. Error bars represent S.D.. n=4, * p<0.05, *** 

p<0.005 

 

続いて、開発したプローブを用いたカップルドアッセイによって生体内小分子を検出可能

か検討した。L-lactate、glucose を対象にそれぞれと選択的に反応する酸化還元酵素であ

る L-lactate dehydrogenase、glucose oxidase を用いて NADH および H2O2 を産生さ

せ、これを開発したプローブにより検出したところ、数 M の代謝物を検出可能であるこ

とが確かめられた (Fig. 2-2-7)。検出感度が NADH、H2O2 単体の時と比べて低下してい

る原因は酸化還元酵素の反応性によるものと考えられる。 
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Fig. 2-2-7. Detection of L-lactate or glucose by using SQC or APsF.  

(a) Probe solution: SQC (1 M), NAD+ (100 M), DT-diaphorase (1 U/mL), LDH 

(1.5 U/mL) in DPBS (pH 7.4). Ex./Em.=355/460 nm. Error bars represent S.D.. 

n=3, * p<0.05,*** p<0.005  

(b) APsF 10 M, HRP (1 U/mL), FAD (5 M), GOD (0.25 mg/mL) in DPBS (pH 

7.4). Ex./Em.=485/535 nm. Error bars represent S.D.. n=4, * p<0.05*** 

p<0.005 
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最後に細胞共存下で細胞外に存在する代謝物を選択的に検出しうるか検討した。細胞懸濁

液に L-lactate、glucose をそれぞれ添加し、これとプローブ溶液を混合させたところ、蛍

光上昇が見られた。さらにこの蛍光上昇は、これら生体内小分子を添加した条件において

酸化還元酵素を含まないプローブ溶液を用いた場合には見られなかったことから、細胞外

に添加した L-lactate (glucose) に由来する蛍光上昇と考えられる。従って、開発したプ

ローブは細胞共存下においても検出対象の細胞外代謝物を選択的に検出することが可能で

あることが示された (Fig. 2-2-8)。 
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Fig. 2-2-8. Detection of extracellular L-lactate or glucose by using SQC or APsF.  

(a) Probe solution: SQC (2 M), NAD+ (200 M), DT-diaphorase (2 U/mL), LDH (2 

g/mL) in DPBS (pH 7.4). A549 cells (2 x103 cells) were mixed with L-lactate 

solution and then probe solution was added to the mix solution. Ex./Em.=355/460 

nm. Error bars represent S.D.. n=8. *** P<0.005. 

(b) APsF (10 M), HRP (0.1 U/mL), FAD (5 M), GOD (0.05 mg/mL) in DPBS (pH 

7.4). A549 cells (2 x103 cells) were mixed with glucose solution and then probe 

solution was added to the mix solution. Ex./Em.=485/535 nm. Error bars 

represent S.D.. n=8. *** P<0.005. 
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・既存のカップルドアッセイに用いる蛍光プローブとの比較 

既存のカップルドアッセイに用いる NADH 検出蛍光プローブ (resazurin) を用いて、上

記 (Fig. 2-2-8.) と同様の実験を行い、選択的に細胞外代謝物を検出可能か検討し、開発

した蛍光プローブとの比較を行った。 

細胞外に検出対象の代謝物を添加した場合、蛍光プローブ溶液を加えることで蛍光上昇が

確認されたが、代謝物と反応して NADH を産生させる酵素を含まないプローブ溶液を用い

ても蛍光上昇が観察され、目的の細胞外代謝物の有無に関わらず細胞と共存することによ

り蛍光上昇する様子が確認されたことから、細胞外代謝物に由来しない蛍光シグナルが生

成していることが分かる。これは resazurin が細胞内へ透過し、酸化還元反応を起こして

resorufin が生成することで、蛍光上昇が見られたと考えられる。一方、開発した蛍光プ

ローブ SQC の場合、そのような蛍光上昇は確認されず、細胞存在下で細胞外代謝物を選

択的に検出する蛍光プローブとして適切だと考えられる (Fig. 2-2-9)。 
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Fig. 2-2-9. Detection of extracellular L-lactate by using SQC or resazurin.  

A549 cells (2 x103 cells) were mixed with L-lactate solution and then the probe 

solution was added to the mix solution.  

(a) Probe solution: SQC (2 M), NAD+ (200 M), DT-diaphorase (2 U/mL), LDH (2 

g/mL) in DPBS (pH 7.4). Ex./Em.=355/460 nm. Error bars represent S.D.. n=8.  

(b) Probe solution: Resazurin (50 M), NAD+ (200 M), DT-diaphorase (2 U/mL), 

LDH (2 g/mL) in DPBS (pH 7.4). Ex./Em.=544/590 nm. Error bars represent 

S.D.. n=8.  
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第三節 小括 

細胞外代謝物を細胞共存下においても選択的に蛍光検出可能な新規 NADH 検出蛍光プロー

ブ SQC および H2O2 検出蛍光プローブ APsF を開発した。これら開発した蛍光プローブは

サブマイクロオーダーの NADH、H2O2 と反応して十分な蛍光上昇を示すことから、細胞

外の微小量の代謝物を検出可能であることが考えられる。 
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第三章 Methylglyoxal (MG) 代謝系阻害剤の探索 
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第三章 Methylglyoxal (MG) 代謝系阻害剤の探索 

第一節 がんと Methylglyoxal (MG) 代謝系 

第二章までの検討で細胞共存下においても目的の細胞外代謝物を検出することが可能な蛍

光プローブの開発に成功したことを報告した。続いて POS 法という概念に基づき、実際に

開発した蛍光プローブを用いて生細胞の代謝活性を評価し、その阻害剤を探索することと

した。第一章では、生体内小分子を代謝する酵素の多くはがんの創薬標的とされているこ

と、そして重要とされながらもその薬剤の開発が進行していない酵素が存在することを述

べたが、その代表的な例が Methylglyoxal (MG) 代謝系である。 

MG は、解糖系中間代謝物である glyceraldehyde-3-phosphate および dihydroxy 

acetonephosphate（DHAP）が産生されると同時に生成されるジカルボニル構造の小分

子であり、MG はタンパクや核酸、リン脂質と反応する。MG はタンパクとは主にアルギ

ニン残基と反応して imidazolone 構造を形成し、DNA とは主にデオキシグアノシンと反

応して imidazopurione 構造を形成する (Fig. 3-1-2)。これらが形成することで正常な細

胞機能が阻害されるため、高濃度の MG の細胞内蓄積は細胞増殖抑制や細胞死を引き起こ

すことが知られている。このように細胞内で MG は様々な付加体を形成するが、特に

glutathione (GSH) が付加したヘミアセタール体が最も多く形成され、酵素 GLO1 はこれ

を基質として S-D-lactoylglutathione (SLG) を産生する。酵素 GLO2 は SLG を基質とし

て D-lactate と GSH を産生する (Fig. 3-1-1)。 

このように、MG 代謝系は酵素 GLO1 (glyoxalase1) と GLO2 (glyoxalase2) による二段

階の反応を経て、有害な MG を無害な D-lactate へと変換する役割を担っている 14-16。 
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Fig. 3-1-1. Methylglyoxal metabolic pathway. 
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Fig.3-1-2. Biochemistry of dicarbonyl glycation–glycation by methylglyoxal16. 

(a) Formation of MG-H1 residues in proteins. Other minor adducts of MG are: CEL, 

argpyrimidine, bis(lysyl)-4-methylimidazolium cross-link MOLD and arginine/lysine 

cross-link MODIC (MG-derived imidazolium cross-linking).  

(b) DNA adducts. Adduct residues of deoxyguanosine are shown with guanyl base. 

 

多くのがんでは解糖系が亢進しており、これに比して MG の産生も増加するが、がんでは

MG を無害な D-lactate へ代謝する MG 代謝系が亢進しており、これが MG の毒性に対す

る防御に寄与している。従って MG 代謝系を阻害し、MG の細胞内蓄積を促進することで

がん細胞選択的な細胞死を導くことが可能であることが知られている 14-16。 
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実際に、下記に示すように多くのがんで MG 代謝系が亢進しており、これを阻害すること

による治療可能性が報告されている (Table 3-1-1)17-21。また、抗がん剤耐性の高いがん

において MG 代謝系酵素 GLO1 の発現が高いことが明らかにされており、例えばエトポシ

ドのようなアポトーシスを誘導する抗がん剤に耐性をもつヒト白血病細胞 UK711 は

GLO1 阻害によりエトポシド感受性が高まることが報告されている 22。 

さらにこの MG 代謝系が創薬標的として重要な点としては、肺小細胞がんや Triple 

negative 乳がん、膵臓がんなどの難治性のがんにおいても MG 代謝系は亢進しており

21,23-25、肺小細胞がんについてはその阻害による治療可能性が報告されていることであ

る。 

Table 3-1-1. Methylglyoxal metabolic pathway is a biomarker and therapeutic 

target of many tumors. 
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このように様々ながんにおいて MG 代謝系は亢進しており、特に難治性の肺小細胞がんに

対してその阻害による治療可能性が報告されていることを鑑みると、MG 代謝系を阻害す

る薬剤の開発はがん治療の有用な戦略となることが期待される。 

しかしながら、現状として MG 代謝系を阻害する薬剤の開発は進行していない。現在、最

も代表的な MG 代謝系阻害剤として GSH 類縁体の BBG (S-p-

bromobenzylglutathione) が存在する。BBG は酵素 GLO1 を阻害し、その Ki は 100 

nM 程であるが、細胞膜透過性が低く、生細胞系で利用するためにエステル化を施した誘

導体が BBGCD である。BBGCD が生細胞系でその阻害効果を示すには 10 M 以上必要で

あり、臨床応用までは行われず、生化学実験での使用に留まっている 16。 

さらに、既存の阻害剤 BBGCD とは異なる母核に基づく新規阻害剤の開発が必要とされる

理由の１つとして、肺がん細胞の培養細胞系では BBGCD が増殖抑制効果を示すには正常

肺細胞よりも高濃度必要であることが本研究の検討で明らかになっている。 

具体的には、各種肺がん細胞 (A549, H522, H226, DMS114, DMS273)、肺正常細胞 

(NHBE) に対して BBGCD を添加して 48 時間培養後 CCK8 アッセイを行うことで

BBGCD による細胞増殖抑制効果を調べたところ、正常細胞 NHBE に対して最も低濃度で

増殖抑制を示し、がん細胞 A549 では増殖抑制効果を示すまでに数十M の BBGCD が必

要であった (Table 3-1-2)。 
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Table 3-1-2. IC50 of BBGCD toward cell growth. Cells were incubated with BBGCD 

(0-50 M) in culture medium for 48 hr at 37 °C and cell viability was evaluated by 

CCK-8 assay. 
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この原因として、細胞内の阻害剤濃度が正常細胞とがん細胞で大きく異なることが判明し

た。BBGCD は細胞内でエステル構造が加水分解され、BBGC および BBG が生成する 

(Fig. 3-1-2)。 

 

Fig. 3-1-2. BBGCD is hydrolyzed to BBGC or BBG. 

 

正常細胞内の BBG を基準にした時の各細胞種における BBGCD、BBGC、BBG の細胞内濃

度を以下のグラフに示す。これら BBGCD、BBGC、BBG の細胞内濃度はいずれもがん細

胞よりも正常細胞において特に高く、BBGCD が正常細胞に対してより低濃度で細胞増殖

抑制効果を示した理由と考えられる (Fig. 3-1-3)。 
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Fig. 3-1-3. Intracellular level of BBG, BBGC or BBGCD. Cells were incubated with 

BBGCD (10 M) in DPBS (pH 7.4) for 2 hr at 37 °C. Cells were lysed and the 

lysate samples were measured by LC-MS/MS. Error bars represent S.D.. n=4. 
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以下に細胞内の阻害剤濃度および増殖抑制効果の IC50 を表にまとめた。NHBE の細胞内

BBG 濃度を 1 として各細胞種における BBGCD、BBGC、BBG の細胞内濃度を算出した。

低濃度で増殖抑制効果が見られた細胞種ほど細胞内の阻害剤濃度が高い傾向にある (Table 

3-1-3)。 

Table 3-1-3. IC50 of BBGCD toward cell growth and intracellular level of BBG, 

BBGC or BBGCD. 

 

 

このように、既知の阻害剤として抗がん作用を示すことが知られる BBGCD であるが、肺

がんの培養細胞での検討では正常細胞より低濃度で増殖抑制阻害を示す結果であった。 

従って、新規母核に基づく MG 代謝系阻害剤を開発することが望ましいが、既存の MG 代

謝系の活性評価法としては精製酵素を用いた in vitro での評価法であり、現在までに MG

代謝系の活性を生細胞系で評価する high throughput screening 系は開発されていない 

(Table 3-1-4)16。 
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Table 3-1-4. Methods for measurement of glyoxalase metabolic activities. (Clin. 

Sci., 2016, 130, 1677-1696.より改変) 

 

 

そこで、本研究では Pathway-Oriented Screening 法によって新規 MG 代謝系阻害剤を探

索することを目指した。 
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第二節 Methylglyoxal (MG) 代謝系阻害剤の探索 

MG 代謝系の亢進が知られるがんの中でも、肺小細胞がんにおける MG 代謝系の活性を評

価し、その阻害剤を取得することとした。MG 代謝系の酵素 GLO1 の活性は特に肺がんで

亢進しており (Fig. 3-2-1)21、難治性の肺小細胞がんに対して MG 代謝系を阻害すること

による治療可能性が報告されている。 

 

Fig. 3-2-1. Glyoxalase1 enzyme activity in 38 human solid tumor cell lines and 

human normal lung tissue samples21. 

 

肺小細胞がんは高い浸潤性、致死性を持ち、転移範囲の高いがんで 5 年生存率は 7%と非

常に予後は悪いことが知られており、難治性で治療に関してここ 30 年大きな発展はな

く、有用な抗がん剤がないことから”recalcitrant cancer (手に負えないがん)”と呼ばれて

いる 26。従って、このような治療が困難とされているがんに対して MG 代謝系の阻害剤を

開発することは新たな治療戦略として期待される。 



  

p. 44 
 

本研究では、肺小細胞がん細胞 DMS114 を用いて、MG を input、D-lactate を output と

してこの MG 代謝系を評価することとし、output である細胞外の D-lactate は下図のよう

に D-lactate dehydrogenase (DLDH) を用いて pyruvate に変換し、その際産生される

NADH を開発した蛍光プローブにより検出する (Fig. 3-2-2)。 

 

 

Fig. 3-2-2. POS for identification of compounds to inhibit MG metabolic pathway. 
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・開発した蛍光プローブ SQC による MG 代謝系の評価 

input である MG を細胞に添加後、代謝されて細胞外に放出される D-lactate を選択的に

検出することが可能か検討した。 

各条件で DMS114 細胞をインキュベーション後、蛍光プローブ溶液を加え、プレートリ

ーダーにて蛍光強度を測定した。 

基質 MG が存在しない条件でインキュベーションした場合、蛍光上昇は見られない一方

で、基質 MG が存在する場合では蛍光上昇が観察された。またこの蛍光上昇は既知の MG

代謝系阻害剤である BBGCD を基質とともにインキュベーションした条件において抑えら

れることが確認された。さらに、基質 MG を添加してインキュベーションした場合でも蛍

光プローブ溶液に D-lactate を pyruvate に変換してその際 NADH を産生する D-lactate 

dehydrogenase が存在しなければ蛍光上昇は見られなかった (Fig. 3-2-3)。 

これらの結果から、MG 添加後、MG 代謝系で代謝され細胞外へ放出された D-lactate を選

択的に蛍光検出することが可能であること、そして MG 代謝系の阻害を蛍光強度の減少と

いう形で評価可能であることが確かめられた。つまり、生細胞系で MG 代謝系の活性を開

発した蛍光プローブにより評価可能であることが示された。 
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Fig. 3-2-3. Detection of extracellular D-lactate released from DMS114 cells.  

DMS114 cells (2 x103 cells) were incubated with MG (0 or 200 M), BBGCD (0 or 

50 M) in DPBS (pH 7.4) for 1 hr at 37 °C. After incubation, probe solution was 

added and the fluorescence intensity was measured by plate reader (Ex./Em.= 

355/460 nm). Probe solution: probe (2 M), NAD+ (200 M), DT-diaphorase (2 

U/mL), D-lactate dehydrogenase (0 or 2 U/mL) in DPBS (pH 7.4). Error bars 

represent S.D.. n=4. 
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・阻害剤スクリーニングの実施 

スクリーニングを実施するにあたり、構築したアッセイ系が十分なアッセイ精度を有して

いるか検討した。一般にスクリーニング系のアッセイ精度は 

Z’ = 1-{(3*SD1+3*SD2)/(Average1-Average2) } で算出され (Average1、SD1 は

negative control、Average2、SD2 は positive control)、0.5 以上が望ましいとされる。

MG を添加する群を negative control、添加しない群を positive control として Z’を算出

すると 0.69 となり、十分なアッセイ精度を有していることが示された (Fig. 3-2-4)。 

 

Fig. 3-2-4. Detection of extracellular D-lactate released from DMS114 cells.  

DMS114 cells (2 x103 cells) were incubated with MG (0 or 100 M) in DPBS (pH 

7.4) for 2hr at r.t.. After incubation, probe solution was added and the 

fluorescence intensity was measured by plate reader (Ex./Em.= 355/460 nm). 

Probe solution: SQC (2 M), NAD+ (200 M), DT-diaphorase (2 U/mL), D-lactate 

dehydrogenase (2 U/mL) in DPBS (pH 7.4). Error bars represent S.D.. n=16 

(treatment with MG 0 M), n=336 (treatment with MG 100 M). 
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開発したアッセイ系が十分なアッセイ精度を有していることが分かったため、これを用い

て生細胞系で MG 代謝系の活性を阻害する化合物を東京大学創薬機構提供の 9600 化合物

から探索することとした。 

 

Fig. 3-2-5. Flow chart for screening of the small-molecule compounds library. 
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・1 次スクリーニング 

がん細胞 DMS114 を基質 MG および各種化合物とともに 384 wellplate 中でインキュベ

ーション後、プローブ溶液を添加し、蛍光強度を測定した。蛍光強度の減少を化合物によ

る MG 代謝系に対する阻害とした。MG を添加しない群を positive control として阻害率

100 %、MG を添加した群を negative control として阻害率 0 %と定め、各化合物の阻

害率を算出した (Fig. 3-2-6)。阻害率 50 %を超える化合物を 2 次スクリーニングに進め

た。 
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Fig. 3-2-6. The result of 1st screening. DMS114 cells (2 x103 cells) were incubated 

with MG (0 or 100 M) and compounds (0 or 10 M) in DPBS (pH 7.4) for 2 hr at 

r.t. After incubation, probe solution was added and the fluorescence intensity 

(Ex./Em.= 380/490 nm) was measured at 30 min after probe solution was added. 

Probe solution: SQC (2 M), NAD+ (200 M), DT-diaphorase (2 U/mL), D-lactate 

dehydrogenase (2 U/mL) in DPBS (pH 7.4).  
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・2 次スクリーニング 

2 次スクリーニングでは、1 次スクリーニングの再現性確認および、細胞の MG 代謝系で

はなく検出系の阻害を示すような false positive を除く作業を行った。Fig.3-2-7 左に示

すように、再現よく化合物は阻害を示していた。細胞非存在下の条件では、MG、D-

lactate、化合物の混合溶液にプローブ溶液を添加することで、D-lactate を検出する過程

を阻害しているか否か検討した。false positive を除くために、1 次スクリーニングと同様

に細胞共存下で阻害率を算出した場合と、細胞非存在下で阻害率を算出した場合を比較し 

(Fig. 3-2-7 右)、細胞非存在下の条件よりも細胞存在下の条件でより大きな阻害率を示し

た化合物をヒットとして 3 次スクリーニングへ進めた ( (細胞存在下における阻害率) > 

30 %かつ (細胞存在下における阻害率) > (細胞非存在下における阻害率) )。 
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Fig. 3-2-7. The result of 2nd screening.  

“Presence of cells” conditions: DMS114 cells (2 x103 cells) were incubated with MG 

(0 or 100 M) and compounds (0 or 10 M) in DPBS (pH 7.4) for 2 hr at r.t..  

“Absence of cells” conditions: MG (0 or 100 M), D-lactate (0 or 5 M) and 

compounds (0 or 10 M) in DPBS (pH 7.4) were incubated for 2hr at r.t.. 

After incubation, probe solution was added and the fluorescence intensity 

(Ex./Em.= 380/490 nm) was measured at 30 min after probe solution was added. 

Probe solution: SQC (2 M), NAD+ (200 M), DT-diaphorase (2 U/mL), D-lactate 

dehydrogenase (2 U/mL) in DPBS (pH 7.4). 
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・3 次スクリーニング 

2 次スクリーニングで得られた化合物が増殖抑制効果を示すか検討した。がん細胞 

(DMS114) と正常細胞 (NHBE) を用いて比較することとし、通常培地にて化合物存在下

48 時間培養した後 CCK-8 アッセイで評価した (Table 3-2-1.)。がん細胞でより強い増殖

抑制効果を示す化合物をヒット化合物として、以下の 2 種類の化合物を得た (Fig. 3-2-

8)。 
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Table 3-2-1. The result of 3rd screening. DMS114 (NHBE) cells were seeded at 5 x 

103 cells to 96 well plate. After incubation for 12hr at 37 °C, compounds (0, 0.3, 

1, 10 M) were added to cells. After incubation for 48 hr in culture medium at 

37 °C, CCK8 assay was performed.  

 

 

  

Fig. 3-2-8. The chemical structures of hit compounds. 

 



  

p. 55 
 

・類縁体を用いた４次スクリーニング 

3 次スクリーニングで得られた 2 種類の化合物について、それぞれの類縁体 (計 29 種) 

を創薬機構から提供して頂き、MG 代謝系阻害能と増殖抑制効果を検討した。 

増殖抑制効果は、正常細胞 1 種 (NHBE) とがん細胞 2 種 (DMS114, DMS273) で比較

することとし、通常培地にて化合物存在下 48 時間培養した後 CCK-8 アッセイで評価し

た。MG 代謝系阻害能は、基質 MG を細胞に添加後、最終産物として細胞外に放出される

D-lactate を LC-MS にて測定することで検討した (Table 3-2-2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

p. 56 
 

Table 3-2-2. The result of 4th screening. Cell Viability assay: DMS114, DMS273 or 

NHBE cells were seeded at 5 x 103 cells to 96 well plate. After incubation for 12hr 

at 37 °C, compounds (0, 0.05, 0.5, 5 M) were added to cells. After incubation 

for 48 hr in culture medium at 37 °C, cell viability was evaluated by CCK8 assay. 

Measurement of extracellular D-lactate: DMS114 or DMS273 (2 x105 cells) were 

incubated with MG (100 M) and compounds (0 or 10 M) in DPBS (pH 7.4) for 

3hr at 37 °C. After incubation, the supernatants were measured by LC-MS.  
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D-lactate 産生阻害つまり MG 代謝系阻害を示し、かつ正常細胞よりもがん細胞に対して

特に強く細胞増殖抑制効果を示す以下の 7 種をヒット化合物とした。 

Table. 3-2-3. The hit compounds of MG metabolic pathway inhibitors screening. 

 

 

これら化合物の中でも特に以下の化合物 1 について、正常細胞に毒性を示さず、最もがん

細胞に対して増殖抑制効果を示していたことから、以降精査することとした。 
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まず MG 代謝系阻害効果と増殖抑制効果の dose response について、正常細胞 (NHBE) 

とがん細胞 (DMS273) を比較検討した。 

化合物 1 は MG 代謝系阻害効果と増殖抑制効果のいずれについても正常細胞よりもがん細

胞に対して特に強く効果を示すということが分かった。 

 

Fig. 3-2-9. Suppression of cell proliferation or MG metabolic pathway by 

compound 1. Cell Viability assay: DMS273 or NHBE cells were seeded at 5 x 103 

cells to 96 well plate. After incubation for 12hr at 37 °C, compound 1 (0-30 M) 

were added to cells. After incubation for 48 hr in culture medium at 37 °C, cell 

viability was evaluated by CCK8 assay. Measurement of extracellular D-lactate: 

DMS273 or NHBE cells (2 x105 cells) were incubated with MG (100 M) and 

compound 1 (0-50 M) in DPBS (pH 7.4) for 2hr at 37 °C. D-lactate was detected 

by SQC probe. Error bars represent S.D.. n=6. 
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次に化合物 1 による MG 代謝系阻害のメカニズムについて、まず化合物 1 が MG 代謝系の

どの段階を阻害しているかを知るため、MG 代謝系の代謝物を測定した。MG 代謝系は MG

を酵素 glyoxalase1 (GLO1) が S-D-lactoylglutathione (SLG) に変換し、次に酵素

glyoxalase2 (GLO2) がこれを D-lactate へ変換する。従って、MG (100 M)、化合物 1 

(10 M) を含む DPBS 中で DMS273 細胞を 2 時間インキュベーションし、その後細胞内

SLG 量と細胞外の D-lactate 量を測定した。その結果細胞外 D-lactate および細胞内 SLG

は化合物 1 の添加により、大きく減少していることが分かり、化合物 1 は GLO1 による酵

素反応を阻害している可能性が考えられた。 

 

Fig. 3-2-10. Intracellular level of S-D-lactoylglutathione (SLG) and extracellular 

level of D-lactate. DMS273 cells (2 x 105 cells) were incubated with MG (100 M) 

and compound1 (0 or 10 M) in DPBS (pH 7.4) for 2 hr at 37 °C. After 

incubation, extracellular media was collected and cells were lysed and the lysates 

were measured by LC-MS/MS. Extracellular D-lactate was detected by SQC probe. 

Error bars represent S.D.. n=4. *** P < 0.005. 
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そこで、GLO1 の精製酵素を用いて代謝物 SLG の産生量を測定することにより化合物 1 に

よる阻害効果を評価したが、化合物 1 が酵素 GLO1 を阻害する様子は見られなかった。化

合物 1 による MG 代謝系阻害効果は in vitro の実験では再現しないことが分かった。 

 

Fig. 3-2-11. Inhibition of compound 1 toward GLO1 in in vitro assay. 

MG (100 M), GSH (1 mM) and compound 1 (0-50 M) were mixed and incubated 

in DPBS (pH 7.4) for 15 min at r.t. After incubation, glyoxalase 1 (1 g/mL) was 

added and incubated for 5 min at r.t. and the glyoxalase 1 activity was quenched 

with MeOH. The sample was measured by LC-MS/MS. Error bars represent S.D.. 

n=4. 
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GLO1 は MG に GSH が付加したヘミアセタール体を基質として代謝物 SLG を産生するた

め、細胞内 GSH の量は GLO1 の活性に大きく影響すると考えられる。そこで細胞内 GSH

量を測定したところ、化合物 1 を添加した条件において細胞内 GSH 量は大きく減少して

いた。 また、測定サンプルを調整する際に TCEP を加えて還元処理しているため、細胞

内 GSH が酸化型の GSSG になることで GSH 量が減っているわけではなく、GSH と

GSSG を含めた総量が減少していると言える。 

この結果から、化合物 1 は細胞内グルタチオンの総量を減少させることで MG 代謝系を抑

制するということが示唆された。 

 

Fig.3-2-12. Intracellular level of GSH + GSSG.  

DMS273 cells (2 x 105 cells) were incubated with MG (100 M) and compound 1 

(0 or 10 M) in DPBS (pH 7.4) for 2 hr at 37 °C. After incubation, cells were lysed 

and the lysates were measured by LC-MS/MS. Error bars represent S.D.. n=4. *** 

P < 0.005. 
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化合物 1 による阻害効果について、通常培地中 (RPMI1640) でも検討したところ、GSH

の減少が確認された。参考として化合物 1 と同様に細胞増殖抑制効果を示したテトラフル

オロフタルイミド構造の化合物 (化合物 1’とする) でも検討したが確かに細胞内 GSH は

減少していた (化合物 1’の構造と細胞増殖抑制効果については後述 Fig. 3-2-14)。 

基質 MG (in DPBS) のみの条件と比べるとその減少具合は小さいが、培地中では栄養素が

豊富であり GSH の産生が十分に可能であることため、GSH 減少具合に差をもたらしてい

る理由の 1 つであると考えられる。あるいは化合物 1 が培地中の FBS への吸着すること

で実効濃度が小さくなっているという可能性も考えられるが、いずれの可能性にせよ化合

物 1 が細胞内 GSH を減少させるというはたらきは通常培地中でも行われていると考えら

れる。 

 

Fig.3-2-13. Intracellular level of GSH + GSSG.  

DMS273 cells (2 x 105 cells) were incubated with compound1 (0 or 10 M) or 

compound 1’ (0 or 10 M) in culture medium for 2 hr at 37 °C. After incubation, 
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cells were lysed and the lysates were measured by LC-MS/MS. Error bars 

represent S.D.. n=4. * P < 0.05, *** P < 0.005. 

化合物 1’の構造と増殖抑制効果のグラフを以下に記載する。 

 

Fig. 3-2-14. Suppression of cell proliferation by compound 1’.  

DMS273 or NHBE cells were seeded at 5 x 103 cells to 96 well plate. After 

incubation for 12hr at 37 °C, compound1’ (0-30 M) were added to cells. After 

incubation for 48 hr in culture medium at 37 °C, cell viability was evaluated by 

CCK8 assay. Error bars represent S.D.. n=6. 
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ここまでの検討から考えると、化合物 1 による MG 代謝系阻害は、細胞内 GSH の減少に

より、MG と GSH のヘミアセタール体が形成されなくなり、これを基質とする GLO1 の

反応が抑制されたため引き起こされたと考えられる。細胞増殖抑制効果の原因としては、

化合物 1 により GSH が減少していることから MG 代謝系阻害単体による効果ではなく、

GSH が関わる種々の酵素反応や酸化ストレス応答の阻害によるものと考えられる。 

  

Fig.3-2-15. Compound 1 decrease intracellular GSH level and this causes inhibition 

of MG metabolic pathway and suppression of cell proliferation. 
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細胞内 GSH の減少については、①GSH と化合物 1 が非酵素的あるいは酵素的に反応す

る、②細胞内 GSH の分解系を促進する、③GSH の生成系を阻害する、という可能性が考

えられる。 

①の可能性についてであるが、酵素 GST (glutathione-S-transferase) によって GSH が

2,4-dinitro chlorobenzene へ求核付加し、Cl-が脱離する芳香族求核置換反応を触媒する

ことで GSH 付加体が形成されることが知られており 27、GST の活性を吸光検出する試薬

として 2,4-dinitro chlorobenzene は用いられる。同様に化合物 1 は GST の基質として

GSH と反応している可能性が考えられる。またテトラフルオロイミド構造という電子密度

の低い構造を有していることから非酵素的に芳香族求核置換反応を起こして GSH が求核

付加し F-が脱離する可能性も考えられる。ただし、GSH と反応しうるということはタンパ

クの SH 基とも十分反応しうるため、化合物 1 が GSH 分解系の促進や生成阻害に寄与し

ている可能性は十分に考えられる。 

化合物 1 による正常細胞 NHBE とがん細胞 DMS273 を用いた MG 代謝系阻害と増殖抑制

効果を検討した結果を先述したが (Fig. 3-2-9.)、いずれの効果もがん細胞で特に強く示

されていた。これについては、化合物 1 が細胞内 GSH を減少させる効果を有し、SH 基と

反応し得るという性質だけでは説明することは難しく、今後精査する必要がある。 
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第三節 小括 

難治性の肺小細胞がんで亢進している MG 代謝系に対し、POS 系を構築することにより、

生細胞系で有効な新規 MG 代謝系阻害剤を取得した。これら新規阻害剤のうち化合物 1 は

がん細胞に対して特に強く MG 代謝系阻害効果と増殖抑制効果を示すことが明らかになっ

た。阻害のメカニズムとしては、化合物 1 は MG 代謝系酵素に直接作用するのではなく、

細胞内 GSH を減少させることで MG 代謝系を阻害しているということが考えられる。 

細胞内 GSH の減少については、①GSH と化合物 1 が非酵素的あるいは酵素的に反応す

る、②細胞内 GSH の分解系を促進する、③GSH の生成系を阻害する、という可能性が考

えられるが、正常細胞とがん細胞における阻害効果が異なる理由も含めて詳しいメカニズ

ムは今後の検討課題である。 

化合物 1 以外の新規阻害剤については、テトラフルオロフタルイミド構造を有していない

化合物も複数含まれているため、化合物 1 とは異なるメカニズムで MG 代謝系阻害を示す

ことが期待される。従って、これらの作用メカニズムを精査することで新規 MG 代謝系阻

害剤の開発の貢献することができると考えられる。 

また、今回開発した NADH 検出蛍光プローブ SQC は、以下に示すように肺小細胞がんに

限らず、様々な正常細胞、がん細胞についてその MG 代謝系の活性を生細胞レベルで評価

可能であった (Fig. 3-3-1)。開発した蛍光プローブが微小量の代謝物を検出可能であるこ

と、複数種の細胞種で MG 代謝系の活性を評価可能であることを考えると、POS 法は今後

様々な細胞種の代謝活性を評価しうるアッセイ系であることが強く期待される。 
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Fig. 3-3-1. Detection of extracellular D-lactate released from normal (NHBE, 

HCoEpic) or cancer cells (H226, A549, HCT116, HT29, DLD1, HepG2, MIAPaCa2).  

Cells (2 x103 cells) were incubated with MG (0 or 200 M) in DPBS (pH 7.4) for 1 

hr at 37 °C. After incubation, probe solution was added and the fluorescence 

intensity was measured by plate reader (Ex./Em.= 355/460 nm). Probe solution: 

SQC (2 M), NAD+ (200 M), DT-diaphorase (2 U/mL), D-lactate dehydrogenase 

(2 U/mL) in DPBS (pH 7.4).  
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第四章 アミノ酸代謝系阻害剤の探索 
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第四章 アミノ酸代謝系阻害剤の探索 

第一節 標的代謝経路の探索 

これまでの検討で、がんにおいて亢進している代謝経路に対して、適切な input と output

を選択することでその活性を評価することが可能であると分かった。Pathway-Oriented 

Screening 法は、細胞に添加する input と検出する細胞外の output を変えることで様々

な代謝経路を評価することが可能であると考えられるが、用いる input と output の組み

合わせとしては、ある input を細胞に添加することで、増加する細胞外代謝物を output

として選ぶ必要がある。Input を反映して増加する output を選択することでその input

と output の間に介在する代謝経路の活性を評価することが可能となる。本研究では

Pathway-Oriented Screening 法というアッセイ手法が、MG 代謝系のほかに適用可能な

代謝経路を探索し、適用範囲の拡張を行うこととした (Fig. 4-1-1)。細胞内には様々な代

謝経路が存在するが、アミノ酸が窒素源や炭素源としてがん細胞の機能維持に重要である

ことから 28 本研究ではアミノ酸代謝系に着目し、その活性を Pathway-Oriented 

Screening 法により評価可能な input と output の組み合わせを探索した。 
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Fig. 4-1-1. Discovery of a pair of input/output for Pathway-Oriented Screening.  
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各アミノ酸を 1 種類ずつ正常細胞 (NHBE) またはがん細胞 (A549) に添加してインキュ

ベーション後、細胞外に放出されたアミノ酸量を LC-MS/MS を用いて測定した。 
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Fig. 4-1-2. Heat map showing concentrations of extracellular metabolites (output, 

horizontal axis) produced by cells in the presence of the input compound. The unit 

is nM. NHBE (non-tumorigenic) or A549 (tumorigenic) cells were cultured in DPBS 

(pH 7.4) containing specified input metabolites (vertical axis, 1 mM) for 4 hr, and 

the extracellular media was collected, dansylated, and analyzed by LC-MS/MS. 

The data are average values of 6 experiments. 
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ヒートマップ最下段の control は、基質を添加しない条件における細胞外アミノ酸量を示

しており、これと比較すると、基質の添加に応じて増大する細胞外アミノ酸が確認され、

Pathway-Oriented Screening 法が適用可能と期待される複数の input と output の組み

合わせが見出された (Fig. 4-1-2)。さらにこの input と output のパターンは細胞種によ

って異なっており、特に L-Gln の添加後の細胞外 L-Asn、L-Gln の添加後の細胞外 L-Ser

の量は以下に示すように A549 細胞で大きく増加している一方で、NHBE 細胞ではそのよ

うな大きな増加は見られなかった (Fig. 4-1-3)。この結果から、Gln -> Asn (Gln -> 

Ser) という代謝経路が A549 で亢進していることが考えられる。 

 

Fig. 4-1-3. The relative amount of extracellular metabolites (L-asparagine, L-

serine) released by cells after incubation with 1 mM input (L-glutamine). The 

value was divided by that without inputs.  n = 6, and error bar represents S.D.. 

***P < 0.005 
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このような細胞外 L-Asn および L-Ser の増加は、これらを産生しうる代謝経路の基質であ

る glucose や glycine の添加では見られず、L-Gln の添加に特徴的な変化であった。 

 

Fig. 4-1-4. The relative amount of extracellular metabolites (L-asparagine, L-

serine) released by cells after incubation with 1 mM inputs (D-glucose, L-

glutamine, and glycine). The value was divided by that without inputs. n = 6, and 

error bar represents S.D.. ***P < 0.005 
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これら Gln -> Asn 代謝経路および Gln -> Ser 代謝経路という 2 つの経路に着目した理

由として、これら代謝経路は以下の図のように L-Gln を代謝するグルタミノリシス、L-

Ser の生合成、TCA 回路から構成されると考えられ、がんの創薬標的が多く含まれている

経路であることが分かる 29-35。従ってこれら代謝経路に対して Pathway-Oriented 

Screening を行うことで、複数の創薬標的を対象に効率良くそれぞれの阻害剤を取得する

ことが可能であると期待される。 

 

Fig. 4-1-5. The metabolic pathways that produce L-asparagine or L-serine from L-

glutamine.  
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特に、L-Gln を加えた際の細胞外 L-Asn の増加について、各種正常細胞 (NHBE, 

HCoEpic, HUVEC) とがん細胞 (A549, HeLa, MIAPaCa2, HT29, HepG2) で検討した

ところ、正常細胞ではほとんど変化しなかった一方でがん細胞では L-Gln の添加により細

胞外 L-Asn が大きく増大していた。この検討から確かに Gln -> Asn 代謝経路はがんで亢

進していることが分かったため、以降は Gln -> Asn 代謝経路の活性を評価し、その阻害

剤を取得することとした。 

 

Fig.4-1-6. The relative amount of extracellular L-asparagine released by cells after 

incubation with 1 mM L-glutamine. The value was divided by that without L-

glutamine condition.  n = 6, and error bar represents S.D..  
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Gln -> Asn 代謝経路について、Fig. 4-1-5.で示したように細胞に取り込まれた L-Gln が

TCA 回路を介して L-Asn へ代謝され、細胞外に放出されていることを確かめることとし

た。安定同位体で標識された 13C5 L-Gln を用いて検討したところ、これに由来する質量数

の大きい L-Asn (m+4) が確認された (Fig. 4-1-7)。L-Gln が TCA 回路を介して L-Asn

へ代謝される場合、TCA 回路で一度脱炭酸するため、13C4 L-Asn が生成すると予想される

ことから、質量数の大きい L-Asn (m+4) が確認された結果は L-Gln が TCA 回路を介し

て L-Asn へ代謝されることを支持するものであると言える。13C4 L-Asn 以外に L-Asn も

産生されており、TCA 回路を介さずに L-Asn が産生される可能性も考えられるが、L-Asp

から L-Asn が生成される際にアミンの原料として 13C5 L-Gln のアミンが使われること、細

胞内に存在する内在性の L-Gln に由来する可能性が考えられるため、Fig. 4-1-5.で示した

ような TCA 回路を介した代謝経路以外の経路が主であるとは考えにくく、がんのグルタミ

ノリシスという性質と本実験結果から L-Gln 添加後に増加する細胞外 L-Asn は、Fig. 4-1-

5.で示した代謝経路を反映したものと考えられる。 
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Fig. 4-1-7. The relative MS peaks of extracellular metabolites released from 

cells incubated with 1 mM inputs (L-glutamine or 13C5 L-glutamine). The graph 

legend designations of “m+1”, “m+2”, etc., indicate the increased mass 

numbers of 13C-labelled L-Asparagine. n=4, Error bars represent S.D.. 
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第二節 Gln -> Asn 代謝経路阻害剤の探索 

Gln -> Asn 代謝経路を阻害するような化合物を探索することとした。L-Gln を input、L-

Asn を output として、output である細胞外の L-Asn の検出は下図のようにカップルドア

ッセイを組むことで最終的に H2O2 を産生させ、これを蛍光検出することとした。 

 

Fig. 4-2-1. POS for identification of compounds to inhibit Gln -> Asn metabolic 

pathway. 
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・開発した H2O2 検出蛍光プローブによる Gln -> Asn 代謝経路の評価 

A549 細胞を L-Gln 溶液中でインキュベーションした後プローブ溶液を添加し、プレート

リーダーにて蛍光強度を測定した。L-Gln 存在下でインキュベーションした条件で蛍光上

昇が確認され、L-Asn を変換して H2O2 を産生する酵素群を一部含まないプローブ溶液で

はその蛍光上昇は抑えられた。MG 代謝系の場合と同様に、L-Gln 添加後に細胞外に放出

される L-Asn を開発した蛍光プローブで蛍光検出することに成功し、Gln -> Asn 代謝経

路の活性を蛍光プロ―ブにより評価可能であることが示された。さらにアッセイ精度も

Z’=0.81 と十分に高いことが分かった。 

 

Fig. 4-2-2. Detection of extracellular L-asparagine released from A549 cells.  

A549 cells (2 x103 cells) were incubated with L-glutamine (0 or 2 mM) in DPBS 

(pH 7.4) for 4 hr at 37 °C. After incubation, probe solution was added and the 

fluorescence intensity was measured by plate reader (Ex./Em.= 485/535 nm). 

Probe solution: APsF (10 M), asparagine detection kit enzyme solution (diluted to 

1/100, from BIOVISION) in DPBS (pH 7.4). Error bars represent S.D.. n=8. 
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・阻害剤スクリーニングの実施 

Gln -> Asn 代謝経路に対して POS 系を構築することが可能であることが示されたため、

実際に Gln -> Asn 代謝経路を阻害する化合物の探索を行った。化合物ライブラリーは創

薬機構が保有する生理活性既知の 1600 化合物のライブラリーを用いた。 

 

 

Fig. 4-2-3. Flow chart for screening of the drug-repositioning library. 
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・1 次スクリーニング 

L-Gln 添加後細胞外に放出される L-Asn を蛍光プローブで検出し、蛍光減少を示した化合

物を Gln -> Asn 代謝経路を阻害する化合物とした。L-Gln を添加しない群を positive 

control、L-Gln を添加した群を negative control として 50 %を超える阻害率を示す化合

物を 2 次スクリーニングに進めた。 

 

Fig. 4-2-4. The result of 1st screening. 

A549 cells (2 x103 cells) were incubated with L-glutamine (0 or 2 mM) and 

compounds (0 or 10 M) in DPBS (pH 7.4) for 4 hr at 37 °C. The fluorescence 

intensity (Ex./Em.= 485/535 nm) was measured at 1 hr after probe solution was 

added. Probe solution: APsF (10 M), asparagine detection kit enzyme solution 

(diluted to 1/100, from BIOVISION) in DPBS (pH 7.4).  
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・2 次スクリーニング 

蛍光アッセイの再現性確認およびアッセイ系阻害を示す化合物の排除を行った。 

再現性確認 (細胞存在下) は 1 次スクリーニングと同様に行い、細胞非存在下の条件につ

いて、positive control: L-Asn 1 M, L-Gln 0 mM in DPBS (pH 7.4)、negative 

control: L-Asn 9 M, L-Gln 2 mM in DPBS (pH 7.4) という細胞非存在下の条件で L-

Asn を検出することとした。細胞非存在下の条件で蛍光減少を示す化合物は検出系を阻害

する化合物と考えられる。細胞非存在下における阻害率が小さい、つまり検出系への阻害

が小さく (阻害率 < 10 %) 、細胞存在下における阻害率が高い化合物 (阻害率 > 

80 %) をヒット化合物として 3 次スクリーニングへ進めた (Fig. 4-2-5)。 
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Fig.4-2-5.The result of 2nd screening.  

“Presence of cells” conditions: A549 cells (2 x103 cells) were incubated with L-

glutamine (0 or 2 mM) and compounds (0 or 10 M) in DPBS (pH 7.4) for 4 hr at 

37 °C. “Absence of cells” conditions: L-glutamine (0 or 2 mM), L-asparagine (1 or 

9 M) and compounds (0 or 10 M) in DPBS (pH 7.4) were mixed and incubated 

for 4 hr at 37 °C. The fluorescence intensity (Ex./Em.= 485/535 nm) was 

measured at 1hr after probe solution was added. Probe solution: probe (10 M), 

asparagine detection kit enzyme solution (diluted to 1/100, from BIOVISION) in 

DPBS (pH 7.4). . 
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・3 次スクリーニング 

ヒット化合物 42 個について、①細胞増殖阻害能 (CCK8 アッセイ) の検討 ②L-Gln 添加

後の細胞外 L-Asn を LC-MS/MS で測定、という 2 つの検討を行った。CCK8 アッセイは

MG 代謝系阻害剤スクリーニング時と同様に、化合物添加後 48 時間培地で培養し、細胞

増殖能を CCK8 アッセイで評価した。また、細胞外 L-Asn は L-Gln を添加して 4 時間後に

細胞外液を回収し、Dansyl 化処理を施した後に LC-MS/MS を用いて測定することで評価

した (Table 4-2-1)。 
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Table 4-2-1. The result of 3rd screening. 
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42 種の候補化合物のうち、細胞外 L-Asn の減少効果および細胞増殖抑制効果の両方を示

す以下の 5 種の化合物をヒット化合物とした。 

Table 4-2-2. The hit compounds to inhibit Gln -> Asn metabolic pathway of live 

cells. 
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・ヒット化合物の精査 

これらヒット化合物が Gln -> Asn 代謝経路を阻害することに関して、この代謝経路に関

わる細胞内代謝物について検討した。L-Gln 存在下でヒット化合物を添加してインキュベ

ーション後、細胞内代謝物を抽出した。細胞内アミノ酸は Dansyl 化処理後に LC-MS/MS

にて検出し、細胞内 ATP は ATP 検出キット (Cell Titer Glo 2.0) を用いてプレートリー

ダーにて発光測定することで検出した。 

 

Fig. 4-2-6. Intracellular level of metabolites after treatment of benzethonium 

chloride, regorafenib or niclosamide. A549 cells (1.2 x 105 cells) were incubated 

with L-glutamine (0 or 2 mM) and benzethonium chloride, regorafenib or 

niclosamide (0 or 10 M) in DPBS (pH 7.4) for 2 hr at 37 °C. After incubation, 

cells were lysed and the lysates were measured by LC-MS/MS (for detection of 

Gln, Glu and Asp). Intracellular ATP level was measured with Cell Titer Glo 2.0 

solution by plate reader. Error bars represent S.D.. n=4. 
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これら 5 つのヒット化合物はキナーゼ阻害剤 (Regorafenib, Sorafenib)、界面活性剤 

(Benzethonium chloride, Thonzonium bromide)、アンカップラー (Niclosamide) に

分類されるが、いずれも Gln -> Asn 代謝経路に関わる代謝物の減少が確認された (Fig. 

4-2-6)。 

Niclosamide はアンカップラーとして機能し、細胞増殖抑制を示すことが知られるため

36、ミトコンドリアの膜電位を消失させ、その機能を阻害することで Gln -> Asn 代謝経

路に対する阻害を示したと考えられる。キナーゼ阻害剤と界面活性剤については Gln -> 

Asn 代謝経路に関わるアミノ酸と ATP の減少が見られたことから、Gln -> Asn 代謝経路

に関わるいずれかの酵素活性を抑制し、TCA 回路を阻害したことで ATP の産生を阻害し

たと考えられる。 

特にヒット化合物として取得した Regorafenib、Sorafenib はジフェニル尿素系のマルチ

キナーゼ阻害剤であり、血管新生に関わるキナーゼ (VEGFR1-3) や細胞増殖に関わるキ

ナーゼ (KIT、RET、Raf-1、BRaf)を阻害することにより抗腫瘍効果を示し 37,38、

Regorafenib は肝細胞がんや消化管間質腫瘍 (GIST)、Sorafenib は腎がんや肝細胞に対

する抗がん剤として承認されている 39。このようなキナーゼ阻害剤が Gln -> Asn 代謝経

路を阻害することは非常に興味深いため、以降は Regorafenib について精査を進めること

とした。 
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・Regorafenib の阻害標的酵素について 

13C で安定同位体標識された L-Gln (13C5 L-Gln) を用いて得られた阻害剤の標的酵素を探

索した。13C5 L-Gln を添加し 2 時間インキュベーションした後、細胞内の代謝物を抽出し

て 13C5 L-Gln に由来する細胞内の各アミノ酸 (13C5 L-Gln、13C5 L-Glu、13C4 L-Asp、

13C4 L-Asn) を LC-MS/MS にて測定した。 

以下のグラフは Regorafenib を添加しない場合のコントロール群における各アミノ酸量を

100%とした場合の Regorafenib 添加群における各アミノ酸量を表している。 

 

Fig.4-2-7. Intracellular level of metabolites after treatment of regorafenib. 

A549 cells (1.2 x 105 cells) were incubated with 13C5 L-glutamine (2 mM) and 

regorafenib (0 or 10 M) in DPBS (pH 7.4) for 2 hr at 37 °C. After incubation, 

cells were lysed and the lysates were measured by LC-MS/MS. The value was 

divided by that without regorafenib condition. Error bars represent S.D.. n=4. 
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Regorafenib を添加することで細胞内 13C5 L-Gln は増加し、13C5 L-Glu、13C4 L-Asp、

13C4 L-Asn は減少することから、Regorafenib は L-Gln を L-Glu へ代謝する酵素 GLS 

(glutaminase) を標的の 1 つとして阻害することを強く示唆する結果であると考えられ

る。 

 

 

Fig. 4-2-8. Regorafenib is assumed to inhibit GLS. 
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・Regorafenib の阻害メカニズムについて 

Regorafenib が GLS を阻害することが強く示唆されたが、キナーゼ阻害剤が GLS を阻害

するメカニズムについて以下のことが考えられる。 

まず、本研究で用いた細胞 A549 では GLS のサブタイプのうち、GLS1 を主に利用してグ

ルタミン代謝を行っていることが知られている 40。さらに重要な点として、GLS1 は

Ras/Raf/Mek/Erk シグナルによって活性化される性質を有することが報告されており

40、そして得られた阻害剤 Regorafenib は Raf-1 を阻害することが知られている 37,42。 

以上の先行研究から、KRas 変異を有する A549 細胞において、活性化されている Raf-1

を Regorafenib が阻害することで GLS1 の活性が抑制され、その結果 Gln -> Asn 代謝経

路が阻害されたと考えられる。 

 

Fig. 4-2-9. The probable mechanism of inhibition toward GLS by regorafenib. 
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・ヒット化合物 Benzethonium Chloride について 

Benzethonium Chloride はモノカチオンの界面活性剤として知られ、抗菌活性を示す化

合物である 43。この化合物についても Regorafenib と同様に 13C5 L-Gln を用いたアッセ

イを行った結果を以下に示す (Fig. 4-2-10)。 

13C5 L-Gln は増加し、13C5 L-Glu、13C4 L-Asp、13C4 L-Asn は減少しているが、

Regorafenib とは阻害のパターンが異なる。この結果と、Benzethonium Chloride がモ

ノカチオンの界面活性剤であることを考えると、Gln -> Asn 代謝経路に関わる複数の酵

素を阻害していることが予想される。 
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Fig.4-2-10. Intracellular level of metabolites after treatment of benzethonium 

chloride. 

A549 cells (1.2 x 105 cells) were incubated with 13C5 L-glutamine (2 mM) and 

benzethonium chloride (0 or 10 M) in DPBS (pH 7.4) for 2 hr at 37 °C. After 

incubation, cells were lysed and the lysates were measured by LC-MS/MS. The 

value was divided by that without benzethonium chloride condition. Error bars 

represent S.D.. n=4. 
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また、Benzethonium Chloride による増殖抑制効果についてであるが、Gln -> Asn 代謝

経路を阻害することから、細胞の主な栄養・エネルギー源である glucose と L-Gln のうち

L-Gln に由来する部分を阻害することが考えられるため、解糖系阻害剤と併用することに

よる抗がん作用を検討することとした。通常培地において、解糖系阻害剤 2-DG (20 mM) 

とともに Benzethonium Chloride (0-30 M) を添加し、24 時間培養した。 

解糖系阻害剤 2-DG 存在下では、Benzethonium Chloride は A549 細胞に対して特に強

く増殖抑制効果を示すことが明らかとなった (Fig. 4-2-11)。多くのがんではグルタミン

代謝が亢進しており、この代謝にエネルギーや栄養源の確保を依存していることが知られ

ている。解糖系阻害剤存在下では特にエネルギーや栄養源をグルタミン代謝に頼る必要が

あるため、正常細胞とがん細胞におけるエネルギーや栄養源の要求性の差がこのようなが

ん選択的な増殖抑制効果を示す結果となったと考えられる。 
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Fig. 4-2-11. Cell growth inhibition of benzethonium chloride with 2-DG.  

A549 or NHBE cells were seeded at 5 x 103 cells to 96 well plate. After incubation 

in culture medium with 2-DG (20 mM) for 12 hr at 37 °C, benzethonium chloride 

(0-30 M) were added to cells. After incubation for 24 hr at 37 °C, cell viability 

was measured by CCK8 assay. Error bars represent S.D.. n=6. 
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Benzethonium Chloride は多くのがん種に対して細胞増殖抑制効果を示し、特に咽頭が

んについて、正常細胞と比較して選択的な増殖抑制効果を有し、モデルマウスでの in vivo

実験で抗腫瘍効果を示すことが報告されている 43。Benzethonium Chloride によってミ

トコンドリア膜電位の低下がみられることからこれが増殖抑制効果の要因として挙げられ

ているが、本研究で Benzethonium Chloride が Gln -> Asn 代謝経路を阻害することが

明らかになり、この阻害によって ATP 産生が阻害され、ミトコンドリア膜電位低下に繋が

ると考えられる。アンカップラーとしてミトコンドリアの膜電位を減少させることでミト

コンドリアの機能を低下させ、Gln -> Asn 代謝経路を阻害している可能性は考えられる

が、以下の 13C5 L-Gln を用いた検討から Niclosamide を含むアンカップラーによる Gln -

> Asn 代謝経路阻害のパターンとは異なることが分かっている。 

 

Fig. 4-2-12. Intracellular level of metabolites after treatment of niclosamide or 

CCCP. A549 cells (1.2 x 105 cells) were incubated with 13C5 L-glutamine (2 mM) 

and niclosamide (0 or 10 M) or CCCP (0 or 10 M) in DPBS (pH 7.4) for 2 hr at 

37 °C. After incubation, cells were lysed and the lysates were measured by LC-
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MS/MS. The value was divided by that without inhibitor condition. Error bars 

represent S.D.. n=4. 

 

これらヒット化合物の標的について、13C5 L-Gln を用いた検討から Regorafenib と

Benzethonium chloride の標的は異なることが分かる。Sorafenib は Regorafenib の類

縁体であることからその標的は同じと推測される。Thonzonium bromide は

Benzethonium chloride と同様にモノカチオンの界面活性剤であることから、その標的は

同じと予想される。得られた新規阻害剤は Gln -> Asn 代謝経路を止めるという点では共

通しているもの、その標的酵素はキナーゼ阻害剤 (Regorafenib、Sorafenib) とモノカチ

オン界面活性剤 (Benzethonium chloride、Thonzonium bromide) で異なると考えられ

る。従って、Gln -> Asn 代謝経路中で創薬標的として重要とされる酵素は複数存在する

が、Pathway-Oriented Screening 法によって Gln -> Asn 代謝経路を抑え、かつ標的酵

素が異なる複数種の阻害剤を取得することに成功したと言える。 
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・ヒット化合物の Viability 抑制効果について 

これらヒット化合物の Viability 抑制効果について正常細胞 (NHBE) とがん細胞 (A549) 

で比較した。L-Gln のみが栄養源として供給される条件で細胞に阻害剤を添加し、2 時間

のインキュベーション後に calcein-AM を用いてその蛍光強度から細胞の Viability を算出

した (Fig. 4-2-13)。 
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Fig.4-2-13. Cell viability after treatment of hit compounds. A549 or NHBE cells (2 

x 103 cells) were incubated with L-glutamine (2 mM) and hit compounds (0, 10 or 

30 M) in DPBS (pH 7.4) for 2hr at 37 °C. After incubation, calcein-AM (1 M) 
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was added and incubated for 1hr at 37 °C. The fluorescence intensity of calcein 

was measured by plate reader. Ex./Em=485/535 nm. Error bars represent S.D.. 

n=16. **P<0.01, ***P<0.005 

 

アンカップラーである Niclosamide は正常細胞 (NHBE) およびがん細胞 (A549) に対す

る Viability 抑制は変わらなかった。 

キナーゼ阻害剤である Regorafenib、Sorafenib は L-Gln のみが栄養源として供給される

条件下において正常細胞 (NHBE) よりもがん細胞 (A549) に対して特に強く Viability を

抑制することが判明した。Regorafenib、Sorafenib がキナーゼ阻害剤として増殖シグナ

ルに関わる VEGFR や Raf-1 を阻害することから、これらによる Gln -> Asn 代謝経路阻

害がこのような Viability 抑制の主な要因であると断定することは困難であるが、

Regorafenib や Sorafenib がキナーゼ阻害剤としてはたらくほかに Gln -> Asn 代謝経路

を阻害することが本研究で明らかになったことは biological な知見を与えたと思われる。

実際の腫瘍の増殖を抑制するにあたり、キナーゼ阻害剤として細胞増殖に必要なシグナル

経路を阻害するだけでなく、L-Gln に由来する栄養・エネルギーの産生を抑制することも

抗腫瘍効果に寄与していることが本研究結果から推察される。 

モノカチオンの界面活性剤である Benzethonium chloride、Thonzonium bromide につ

いて、これらはいずれも A549 細胞に対して特に強く Viability を抑制していた。

Benzethonium chloride と 2-DG を用いた細胞増殖抑制効果を検討した結果から、

Benzethonium chloride、Thonzonium bromide の Gln -> Asn 代謝経路阻害はこれら

による Viability 抑制効果に大きく寄与するものであると考えられる。 
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第三節 小括 

各種アミノ酸を基質 (input) として添加し、その後細胞外に放出されるアミノ酸量を正

常細胞 (NHBE) とがん細胞 (A549) で比較することで Gln -> Asn、Gln -> Ser とい

う二つの代謝経路が A549 細胞で亢進していることが分かり、特に Gln -> Asn 代謝経路

は複数種のがん細胞においても L-Gln の有無で L-Asn の産生量が大きく変化することか

ら、Gln -> Asn は複数のがん種で亢進している代謝経路であると考えられた。 

この Gln -> Asn 代謝経路に対して POS 系を構築することにより、生細胞系でこの代謝

経路を阻害する新規阻害剤の取得に成功した。これら阻害剤は L-Gln のみが栄養源とし

て供給される条件下において A549 細胞で特に Viability を強く抑制していることが示さ

れ、特に Benzethonium chloride は通常培養条件で 2-DG と併用することで A549 に対

して特に強く細胞増殖抑制効果を示した。さらにキナーゼ阻害剤である Regorafenib は

GLS を阻害することが強く示唆され、GLS 活性を制御するシグナル経路を阻害すること

で Gln -> Asn 代謝経路の活性が抑制されたということが予想される。詳しい阻害メカニ

ズムについては今後の検討課題である。 

得られた阻害剤は異なる標的を阻害していることが示唆され、本研究によって Gln -> 

Asn 代謝経路を構成する複数の酵素に対して生細胞レベルで有効な阻害剤を取得したこ

とに成功したと言える。 
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第五章 総括と今後の展望 
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第五章 総括と今後の展望  

第一節 総括 

生細胞系で活性評価が困難な酵素に対して、これら酵素活性を生細胞レベルで阻害する化

合物を探索する新たな生細胞ベースの high throughput screening 系である、Pathway-

Oriented Screening (POS) 法を開発した。がんに特徴的な代謝経路に対して阻害剤を探

索することにより、これまでに知見のない、生細胞レベルで有効な新規 MG 代謝系阻害

剤・Gln -> Asn 阻害剤を見出し、これら阻害剤はがん細胞で特に強い増殖抑制効果を示

したことから、新たな代謝活性制御型の抗がん剤候補化合物としての発展が期待される。 

生体内小分子を代謝する酵素について、カップルドアッセイを用いることで精製酵素を用

いた in vitro での high throughput screening は可能と考えられるが、生体内でこれら酵

素が複雑に制御されていることから、本研究で開発した POS 法という生細胞ベースで代謝

活性を評価する high throughput screening 系は、今後有用なツールとなると考えられ

る。創薬プロセスのうち、基礎研究部分におけるアカデミア研究の貢献は大きく、このう

ち high throughput screening 系の技術開発やリード化合物の探索に対する貢献という観

点から本研究の意義は深いと考えられ、今後大規模化合物ライブラリーを用いた POS 法に

よる薬剤開発への貢献が期待される。 

本研究で開発した細胞外代謝物を選択的に検出する新規蛍光プローブについて、これらは

細胞から放出された代謝物を in situ で検出可能であることから、細胞のある代謝活性をリ

アルタイムで評価することができるという利点を有し、阻害剤スクリーニング以外にも応

用できる可能性を秘めている。 
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POS 法は基質 (input) 添加後に代謝されて細胞外に放出された代謝物 (output) を検出

することで input と output の間に介在する代謝経路の活性を評価するため、標的代謝経

路を構成する酵素それぞれを標的として阻害剤スクリーニングを行うことが可能であり、

実際に得られた Gln -> Asn 代謝経路の複数の阻害剤は、細胞内アミノ酸量の変化からそ

れぞれ異なる標的を阻害していることが示唆された。 

POS 法の汎用性について、系の性質上 input および output、細胞種を様々に選択可能で

あることからその汎用性の高さが期待される。実際に本研究では 2 つの代謝経路について

POS 法による阻害剤スクリーニングを行い、新規阻害剤を取得した。Gln -> Ser 代謝経

路についても蛍光プローブによる活性評価が可能であることを確認しており、これについ

ても将来的にはその阻害剤の取得が可能と考えられる。さらに適用可能な細胞種につい

て、MG 代謝系に関して 10 種類以上の正常細胞・がん細胞における活性を開発した蛍光

プローブにより評価可能であったことから、適用可能な細胞種は多いことが推察される。

このように複数の代謝経路・細胞種に対して適用可能であったことから、POS 法は汎用性

の高いアッセイ系であると考えられる。 

また、POS 法は基質のみしか存在しない条件でアッセイを行うため、実際の細胞培養条件

とは異なる。従って、生細胞を用いているが、他の基質が存在する通常培養条件では得ら

れた阻害剤の標的代謝経路に対する阻害能は異なることが考えられるため、スクリーニン

グでの条件と通常培養条件との乖離については考慮する必要があることは今後の課題であ

る。しかし、これは裏を返せば、栄養条件を限定した環境では確実に標的代謝経路を阻害

するため、例えば抗がん剤の併用という点で得られる代謝活性阻害剤を発展させることが

期待される。 
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第二節 今後の展望 

POS 法は input・output は様々に選択可能で様々な代謝活性を生細胞レベルで評価可能で

あり、用いる細胞に遺伝子操作などの特別な処理は必要ないことから、がんを含め様々な

疾患について代謝活性を評価可能でこれを制御する化合物を探索できると期待される。 

様々な細胞種に利用可能という点について、今後は例えば希少がんの代謝活性を評価し、

その阻害剤を取得することが考えられる。希少がんは「新規に診断される症例の数が 10

万人あたり年間 6 例未満のがん」と発症数により定義されるがんである 44。希少がんの治

療の課題は主に症例数が少ないことに起因し、その課題の 1 つに希少がんの知見が少なく

診断や治療法の確立が困難という点が存在する 45。POS 法を希少がんに適用することで、

代謝活性という観点から個々の希少がんの特徴を捉え、抗がん候補化合物の探索が可能で

あると考えられる。例えばアミノ酸代謝系阻害剤の探索の研究 (第四章) で触れたよう

に、各希少がんについて input と output の組み合わせを探索することで代謝活性の特徴

を知り、これを基に適用可能な既存薬の探索や POS を行うことによる新規抗がん剤候補化

合物の探索が可能になると期待される。 

さらに、POS 法は生細胞の様々な代謝活性を評価可能という点について、第四章で述べた

Gln -> Ser 代謝経路や、あるいは解糖系・アミノ酸代謝と同様にがんの治療標的とされる

脂質代謝系 4-6 に対しても POS 法を用いた阻害剤探索を行うことで新規抗がん剤候補化合

物を取得し、がん治療に貢献することが期待される。 
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Methods 

Materials. General chemicals were of the best grade available, supplied by 

Tokyo Chemical Industries, Wako Pure Chemical, Sigma-Aldrich, and were 

used without further purification. All solvents were used after appropriate 

distillation or purification. Silica gel column chromatography was performed 

with silica gel 60 (Spherical) (Kanto Chemical Co.) or silica gel 60 N (Spherical, 

neutral) (Kanto Chemical Co.). D-lactate dehydrogenase was purchased from 

TOYOBO. 

 

Instruments. NMR spectra were recorded on a JEOL JNM-LA400 instrument 

at 400 MHz for 1H NMR and 100 MHz for 13C NMR, or ECZ400S instrument at 

400 MHz for 1H NMR and at 100 MHz for 13C NMR.  values are in ppm relative 

to tetramethylsilane. Mass spectra (MS) were measured with a JEOL JMS-

T100LC AccuToF for ESI. Preparative HPLC was performed on an Inertsil ODS-

3 (10 × 250 mm) column (GL Sciences Inc.) using an HPLC system composed 

of a pump (PU-2080, JASCO) and a detector (MD-2015 or FP-2025, JASCO). 

Preparative MPLC was performed on a silica gel column (silica gel 40 m or 

Amino 40 m, Yamazen) using an MPLC system composed of a pump and 
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detector (EPCLC AI-580S, Yamazen) or (Biotage). LC-MS analysis was 

performed on an Astec CHIROBIOTIC (25 cm × 2.1 mm, 5 m) column (sigma 

aldrich) using an LC-MS system composed of a pump (1260 Bin Pump, Agilent 

Technologies), PDA detector (1260DAD, Agilent Technologies) and MS detector 

(6130 Quadrupole LC/MS, Agilent Technologies).  UPLC-MS/MS analysis was 

performed on an Acquity UPLC BEH C18 1.7 m (2.1 × 50 mm) column 

(Waters) using a UPLC system Acquity UPLC H-Class, Waters) and MS/MS 

detector (Xevo TQD, Waters).   

 

UV-Vis Absorption and fluorometric Analysis. UV-Visible spectra were 

obtained on a Shimadzu UV-1650. Fluorescence spectroscopic studies were 

performed on a Hitachi F-7100. The slit width was 5.0 nm for both excitation 

and emission. The photomultiplier voltage was 400 V. Relative fluorescence 

quantum yields were obtained by comparing the area under the emission 

spectrum of the test sample, such as coumarin derivatives (SQC and sulfoC). 

SQC and sulfoC were excited at 350 nm in PBS solution (pH 7.4). Quinine 

sulfate was excited at 350 nm in 0.1 M H2SO4 aq., which has a quantum yield 

of 0.5546.  
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For determination of the fluorescence quantum yield of APsF and sulfoF, APsF 

and sulfoF were excited at 490 nm in PBS solution (pH 7.4), and fluorescein 

were excited at 490 nm in 0.1 N NaOH aq., which has a quantum yield of 

0.8547.  

 

Preparation of cells.  

H226, H522, DMS114 and DMS273 cells were cultured in Roswell Park 

Memorial Institute medium (RPMI medium 1640 (1×), Gibco 11875-093), 

supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum, 1% (v/v) Penicillin-

Streptomycin (Gibco, 15410-122).  

A549, HepG2, MIAPaCa2, HT29 and HeLa cells were cultured in Dulbecco’s 

Modified Eagle medium (DMEM medium (1×), Gibco 11885-084), 

supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum, 1% (v/v) Penicillin-

Streptomycin (Gibco, 15410-122).  

NHBE cells were cultured in Bronchial Epithelial Cell Basal medium (BEBM, 

Lonza CC-3170), supplemented with Bronchial Epithelial Cell Growth Medium 

SingleQuotsTM Supplements and Growth Factors (BEGM, Lonza, CC-4175).  
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HCoEpic cells were cultured in Colonic Epithelial Cell Medium (CoEpiCM, 

ScienCell, #2951), supplemented with Colonic Epithelial Cell Growth 

Suppllement (CoEpiCGS, ScienCell, #2952). 

HUVEC cells were cultured in Endothelial Cell Basal Medium-2 (EBMTM-2, Lonza 

CC-3156), supplemented with EGMTM-2 SingleQuotsTM Supplements (Lonza, 

CC-4176). 

All cells were cultured in a humidified incubator under 5% CO2 in 95% air. 

 

Measurement of NADH in in vitro assay.  

Fluorescence (Ex/Em = 355/460 nm) was measured by microplate reader 

(Envision) 20 min after mixing probe solution and NADH solution at 37 °C. 

SQC (1 M), DT-diaphorase (1 U/mL) and NADH (0, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 

100 M) were used. The reaction buffer was Dulbecco’s phosphate-buffered 

saline (DPBS, pH 7.4). 

 

Measurement of H2O2 in in vitro assay.  

Fluorescence (Ex/Em = 485/535 nm) was measured by microplate reader 

(Envision) 20 min after mixing probe solution and H2O2 solution at 37 °C. 
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APsF (10 M), Horseradish peroxidase (1 U/mL) and H2O2 (0, 0.1, 0.3, 1, 3, 

10, 30, M) were used. The reaction buffer was Dulbecco’s phosphate-

buffered saline (DPBS, pH 7.4). 

 

Measurement of L-lactate in in vitro assay.  

Fluorescence (Ex/Em = 355/460 nm) was measured with a microplate reader 

(Envision) 20 min after mixing probe solution and L-lactate solution at 37 °C. 

SQC (2 M), DT-diaphorase (2 U/mL), L-lactate dehydrogenase (2 g/mL), 

NAD+ (200 M) and L-lactate (0, 0.3, 1, 3, 10, 30 M) were used. The 

reaction buffer was DPBS (pH 7.4). 

 

Measurement of D-glucose in in vitro assay.  

Fluorescence (Ex/Em = 485/535 nm) was measured with a microplate reader 

(Envision) 20 min after mixing probe solution and L-lactate solution at 37 °C.  

APsF (10 M), glucose oxidase (0.25 mg/mL), Horseradish peroxidase (1 

U/mL), FAD (5 M) and D-glucose (0, 0.3, 1, 3, 10, 30 M) were used. The 

reaction buffer was DPBS (pH 7.4). 
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Measurement of L-lactate in extracellular media.  

DMS273 cells were seeded at 2 × 103 cells per well in 100 M L-lactate in 

DPBS (pH 7.4) and then probe solution was added to the medium. 

Fluorescence (Ex/Em = 355/460 nm) was measured with a microplate reader 

(Envision) 20 min after addition of probe solution at 37 °C.  

SQC (2 M) or Resazurin (50 M), DT-diaphorase (0 or 20 g/mL), L-lactate 

dehydrogenase (0 or 2 g/mL), NAD+ (200 M) in DPBS (pH 7.4) were used.   

 

Measurement of D-glucose in extracellular media.  

A549 cells were seeded at 2 × 103 cells per well in 10 M D-glucose in DPBS 

(pH 7.4) and then probe solution was added to the medium. Fluorescence 

(Ex/Em = 485/535 nm) was measured with a microplate reader (Envision) 20 

min after addition of probe solution at 37 °C.  

APsF (10 M), glucose oxidase (0.05 mg/mL), Horseradish peroxidase (0.1 

U/mL), FAD (5 M) in DPBS (pH 7.4) were used.  
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CCK8 assay (cytotoxicity assay).  

Cells were seeded at 5 × 103 cells per well in culture medium on 96-well 

plates. After 48 hr incubation at 37°C, CCK8 assay kit solution (Dojindo, 343-

07623) was added. After 1- 4 hr incubation at 37°C, the absorbance at 450 

nm was measured with a plate reader (Envision). 

 

Measurement of Methylglyoxal metabolic activity of cells  

Cells were seeded at 2 × 103 cells per well in 100 M methylglyoxal in DPBS 

(pH 7.4) with or without BBGCD (50 M). After incubation for 1 hr at 37 °C, 

probe solution was added to the medium. Fluorescence (Ex/Em = 355/460 

nm) was measured with a microplate reader (Envision) 20 min after addition 

of probe solution at 37 °C.  

SQC (2 M), DT-diaphorase (2 U/mL), D-lactate dehydrogenase (0 or 2 U 

/mL), NAD+ (200 M) in DPBS (pH 7.4) were used.   
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Methylglyoxal metabolic pathway inhibitor screening.  

1st screening.  

High-throughput screening (HTS) was performed against a chemical library of 

9,600 compounds at the Drug Discovery Initiative, The University of Tokyo. 

First, test compounds (50 nL of 2 mM DMSO stock solution) were placed in 

wells of a multiwell plate (Corning No. 3677) using a POD Automation Platform 

(Labcyte). Then, 10 L of DMS114 cells (4 × 105 cells/mL) in 100 M MG in 

DPBS (pH 7.4) was added to all wells using a Multi-Drop combi (Thermo 

Fischer Scientific). After incubation at r.t. for 2 hr, 10 L probe solution (SQC 

(2 M), DT-diaphorase (2 U/mL), D-Lactate dehydrogenase (2 U/mL), NAD+ 

(200 M) in DPBS (pH 7.4)) was dispensed into the wells, and the plates were 

incubated at r.t. for 30 min. The fluorescence intensity of SQC was measured 

(Ex/Em = 380/490 nm) using a microplate reader (PHERAster, BMG LABECH). 

Negative or positive control wells (i.e., including 100 or 0 M MG, n = 16) 

were also prepared for all plates.  
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2nd screening.  

2nd screening was performed against 583 compounds that showed high 

inhibition (cutoff = 50%). The confirmation assay was performed in the same 

way as in the 1st screening, but the inhibitory effect was tested in two 

independent experiments. Inhibition was also examined under cell-free 

conditions. A 10 L aliquot of 5 M D-lactate and 100 M MG in DPBS (pH 7.4) 

was injected to all wells containing hit compounds using Multi-Drop combi 

(Thermo Fischer Scientific). After incubation at r.t. for 2 hr, 10 L/well of probe 

solution was dispensed, and incubation was continued at r.t. for 30 min. The 

fluorescence intensity of SQC was measured (Ex/Em = 380/490 nm) using a 

microplate reader (PHERAster, BMG LABECH). Negative or positive control 

wells. Negative or positive control wells (i.e., including 5 or 0 M D-lactate, n = 

16) were also prepared for all plates.  

 

3rd screening.  

3rd screening was performed against 21 compounds that showed high 

inhibition (cutoff = A, A > 30 %) in confirmation assay, and did not inhibit the 

assay system itself (cutoff = B, A > B). NHBE or DMS114 cells were seeded at 
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5× 103 cells per well (96 well plate) in culture medium with/without inhibitor 

(0.3, 1 or 10 M test compound, n = 3 for each).  After 48 hr incubation at 

37°C, CCK-8 assay was performed. Absorbance at 450 nm was measure by 

microplatereader (Envision). Two compounds that showed stronger cell growth 

inhibitory activity toward DMS114 cells at 10 M than that toward NHBE cells 

were selected as hits.  

 

4th screening.  

4th screening was performed against 29 compounds that are derivatives of 

two hit compounds at 3rd screening. 

Evaluation of the inhibitory activity of each test compound toward MG 

metabolic pathway was performed by LC-MS. DMS114 or DMS273 cells were 

seeded at 4 × 105 cells per tube in 100 M MG and test compounds (10 M) in 

DPBS (pH 7.4) (n = 3). After 2 hr incubation at 37°C, the sample was 

centrifuged and supernatant was collected. The supernatant was analyzed by 

LC-MS (Agilent Technologies).  

Evaluation of the cell growth inhibitory activity of each test compound was 

performed by CCK-8 assay. NHBE, DMS114 or DMS273 cells were seeded at 5 
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× 103 cells per well (96 well plate) in culture medium with test compounds (0, 

0.05, 0.5 or 5 M, n = 3) and incubated for 48 hr at 37°C. Seven compounds 

that showed inhibitory activity toward MG metabolic pathway of DMS114 or 

DMS273 cells and had stronger inhibitory activity toward cell growth of 

DMS273 cells at 5 M than that of NHBE cells were selected as hits.  

 

Measurement of metabolites of methylglyoxal metabolic pathway after 

treatment of hit compound 1. 

DMS273 cells were seeded at 4 × 105 cells per tube in 100 M MG and hit 

compound 1 (0 or 10 M) in DPBS (pH 7.4) (n = 4). After 2 hr incubation at 

37°C, sample was centrifuged and supernatant was collected. Extracellular D-

lactate was measured by analysis of the supernatant with SQC probe. After 

collection of supernatant, the cells were washed with DPBS (pH 7.4) and lysed 

by vortexing with MeOH/H2O (80/20, v/v). The lysate was centrifuged and 

supernatant was collected. Intracellular S-D-lactoylglutathione was measured 

by analysis of the cell extract with LC-MS/MS (Waters). For detection of 

intracellular GSH, the cell extract (15 L) was mixed with 15 L 5 mM Dansyl-

Cl in MeCN and 15 L 100 mM borate buffer (pH 9.1) at r.t. for 30 min, then 
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quenched by adding 15 L MeCN containing 10% formic acid. The mixture was 

subjected to UPLC-MS/MS. Detection was performed in the positive mode. For 

S-D-lactoylglutathione, the fragment of m/z = 380.1 > 233.1 was used (cone 

voltage: 20 V, collision voltage: 20 V), for GSH, the fragment m/z = 541.2 > 

170.1 was used (cone voltage: 45 V, collision voltage: 40 V). 

 

Evaluation of the inhibitory activity of hit compound 1 toward 

methylglyoxal metabolic activity in in cellulo.  

DMS273 or NHBE cells were seeded at 2 × 103 cells per well (384 well plate) 

in 100 M MG and hit compound 1 (0-30 M) in DPBS (pH 7.4) (n = 4). After 

2 hr incubation at 37°C, probe solution was added to the medium. 

Fluorescence (Ex/Em = 355/460 nm) was measured with a microplate reader 

(Envision) 20 min after addition of probe solution at 37 °C.  

SQC (2 M), DT-diaphorase (20 g/mL), D-lactate dehydrogenase (2 U/mL), 

NAD+ (200 M) in DPBS (pH 7.4) were used. 
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Evaluation of the inhibitory activity of hit compound 1 toward cell 

growth. 

NHBE or DMS114 cells were seeded at 5× 103 cells per well (96 well plate) in 

culture medium with hit compound 1 (0-50 M, n = 6).  After 48 hr 

incubation at 37°C, CCK-8 assay was performed. 

 

Evaluation of the inhibitory activity of hit compound 1 toward GLO1 

activity in in vitro. 

GSH (1 mM), MG (100 M) and hit compound 1 (10 M) were mixed for 15 

min at r.t. and GLO1 enzyme (1 g/mL) was added. After 5 min incubation at 

r.t., the mixture was quenched by MeOH and measured by UPLC-MS/MS 

(Waters). Detection was performed in the positive mode. For S-D-

lactoylglutathione, the fragment of m/z = 380.1 > 233.1 was used (cone 

voltage: 20 V, collision voltage: 20 V). 
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Measurement of extracellular metabolites by UPLC-MS/MS 

(input/output screening).  

A549 or NHBE cells were seeded at 1.2 × 104 cells in a 96-well plate and 

incubated with each input metabolites in DPBS (pH 7.4) at 37°C for 4 hr. After 

incubation, extracellular medium 30 L was recovered and mixed with 30 L 5 

mM Dansyl-Cl in MeCN and 30 L 100 mM borate buffer (pH 9.1) at r.t. for 30 

min, then quenched by adding 30 L MeCN containing 10% formic acid. The 

mixture was subjected to UPLC-MS/MS. 

 

Measurement of extracellular metabolites by UPLC-MS/MS (13C-labeled 

amino acid input/output).  

A549 cells were seeded at 1.2 × 104 cells in a 96-well plate and incubated 

with 1 mM L-glutamine or 13C5 L-glutamine in DPBS (pH 7.4) at 37°C for 4 hr. 

After incubation, extracellular medium 30 L was recovered and mixed with 30 

L 5 mM Dansyl-Cl in MeCN and 30 L 100 mM borate buffer (pH 9.1) at r.t. 

for 30 min, then quenched by adding 30 L MeCN containing 10% formic acid. 

The mixture was subjected to UPLC-MS/MS. Detection was performed in the 

positive mode. For Asn, the fragment of m/z = 366.2 > 170.1 was used, for 
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Asn (m+1), the fragment m/z = 367.2 > 170.1 was used, for Asn (m+2), the 

fragment m/z = 368.2 > 170.1 was used, for Asn (m+3), the fragment m/z = 

369.2 > 170.1 was used, for Asn (m+4), the fragment m/z = 370.2 > 170.1 

was used (cone voltage: 25 V, collision voltage: 25 V). 

 

Gln -> Asn metabolic pathway inhibitor screening.  

1st screening.  

High-throughput screening (HTS) was performed against a chemical library of 

1,600 compounds at the Drug Discovery Initiative, The University of Tokyo. 

First, test compounds (50 nL of 2 mM DMSO stock solution) were placed in 

wells of a multiwell plate (Corning No. 3677) using a POD Automation Platform 

(Labcyte). Then, 10 L of A549 cells (2 × 105 cells/mL) in 2 mM L-glutamine 

in DPBS (pH 7.4) was added to all wells using a Multi-Drop combi (Thermo 

Fischer Scientific). After incubation at 37°C for 4 hr, 10 L probe solution 

(APsF (10 M), enzyme solution (diluted to 1/100, Asn detection kit, 

BIOVISION )) was dispensed into the wells, and the plates were incubated at 

37°C for 1 hr. The fluorescence intensity of APsF was measured (Ex/Em = 

485/535 nm) using a microplate reader (Envision). Negative or positive 
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control wells (i.e., including 2 or 0 mM L-glutamine, n = 16) were also 

prepared for all plates.  

 

2nd screening.  

2nd screening was performed against 271 compounds that showed high 

inhibition (cutoff = 50%). The confirmation assay was performed in the same 

way as in the 1st screening, but the inhibitory effect was tested in four 

independent experiments. Inhibition was also examined under cell-free 

conditions. A 10 L aliquot of 9 M L-Asparagine and 2 mM L-glutamine in 

DPBS (pH 7.4) was injected to all wells containing hit compounds using Multi-

Drop combi (Thermo Fischer Scientific). After incubation at 37°C for 4 hr, 10 

L/well of probe solution was dispensed, and incubation was continued at 

37°C for 1 hr. The fluorescence intensity of APsF was measured (Ex/Em = 

485/535 nm) using a microplate reader (Envision). Negative or positive 

control wells (i.e., including 9 or 1 M L-Asparagine, n = 16) were also 

prepared for all plates.  
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3rd screening.  

3rd screening was performed against 42 compounds that showed high 

inhibition (cutoff = A, A > 80%) in confirmation assay, and did not inhibit the 

assay system itself (cutoff = B, B < 10%). Evaluation of the inhibitory activity 

of each test compound toward Gln -> Asn metabolic pathway was performed 

by UPLC-MS/MS. A549 cells were seeded at 4 × 104 cells per well (96 well 

plate) in 2 mM L-glucose in DPBS (pH 7.4) with test compounds (0, 0.3, 1, 10 

M, n = 3 for each).  After 4 hr incubation at 37°C, sample was centrifuged 

and supernatant was collected. Supernatant (15 L) was mixed with 15 L 5 

mM Dansyl-Cl in MeCN and 15 L 100 mM borate buffer (pH 9.1) at r.t. for 30 

min, then quenched by adding 15 L MeCN containing 10% formic acid. The 

mixture was subjected to UPLC-MS/MS. Detection was performed in the 

positive mode. For L-Asparagine, the fragment of m/z = 366.2 > 170.1 was 

used (cone voltage: 25 V, collision voltage: 25 V). 

Evaluation of the inhibitory activity of each test compound toward cell growth 

was performed by CCK-8 assay. A549 cells were seeded at 5 × 103 cells per 

well (96 well plate) in culture medium with test compounds (0, 0.3, 1, 10 M, 

n = 3 for each).  After 48 hr incubation at 37°C, CCK-8 assay was performed. 
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 Five compounds that showed consistently strong inhibitory activity at 10 M 

toward both Gln -> Asn metabolic pathway and cell growth were selected as 

hits.  

 

Identification of the target enzymes of hit compounds. 

A549 cells were seeded at 7.5 × 105 cells in a tube and incubated with 2 mM L 

13C5 L-glutamine in DPBS (pH 7.4) with hit compounds (Niclosamide, 

Benzethonium chloride or Regorafenib, 0 or 10 M) at 37°C for 2 hr. After 

incubation, sample was centrifuged and supernatant was collected. After 

collection of supernatant, the cells were washed with DPBS (pH 7.4) and lysed 

by vortexing with MeOH/H2O (80/20, v/v). The lysate was centrifuged and 

supernatant was collected. Intracellular 13C-labeled amino acids were 

measured by analysis of the cell extract with LC-MS/MS (Waters). The cell 

extract (15 L) was mixed with 15 L 5 mM Dansyl-Cl in MeCN and 15 L 100 

mM borate buffer (pH 9.1) at r.t. for 30 min, then quenched by adding 15 L 

MeCN containing 10% formic acid. The mixture was subjected to UPLC-

MS/MS. Detection was performed in the positive mode. For 13C5 L-Gln, the 

fragment of m/z = 385.2 > 170.1 was used (cone voltage: 35 V, collision 
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voltage: 30 V), for 13C5 L-Glu, the fragment m/z = 386.1 > 170.1 was used 

(cone voltage: 45 V, collision voltage: 20 V). for 13C4 L-Asp, the fragment m/z 

= 371.2 > 157.1 was used (cone voltage: 30 V, collision voltage: 40 V). for 

13C4 L-Asn, the fragment m/z = 370.2 > 170.1 was used (cone voltage: 25 V, 

collision voltage: 25 V). 

 

Evaluation of the inhibitory activity of hit compounds toward Gln -> Asn 

metabolic activity in in cellulo.  

A549 cells were seeded at 7.5 × 105 cells per tube in 2 mM L-glutamine and 

hit compounds (Niclosamide, Benzethonium Chloride or Regorafenib 0 or 10 

M) in DPBS (pH 7.4) (n = 4). After 2 hr incubation at 37°C, sample was 

centrifuged and supernatant was collected. After collection of supernatant, the 

cells were washed with DPBS (pH 7.4) and lysed by vortexing with MeOH/H2O 

(80/20, v/v). The lysate was centrifuged and supernatant was collected. 

Intracellular amino acids were measured by analysis of the cell extract with 

LC-MS/MS (Waters). The cell extract (15 L) was mixed with 15 L 5 mM 

Dansyl-Cl in MeCN and 15 L 100 mM borate buffer (pH 9.1) at r.t. for 30 min, 

then quenched by adding 15 L MeCN containing 10% formic acid. The 
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mixture was subjected to UPLC-MS/MS. Detection was performed in the 

positive mode. For L-Gln, the fragment of m/z = 380.2 > 170.1 was used 

(cone voltage: 35 V, collision voltage: 30 V), for L-Glu, the fragment m/z = 

381.1 > 170.1 was used (cone voltage: 45 V, collision voltage: 20 V). for L-

Asp, the fragment m/z = 367.2 > 157.1 was used (cone voltage: 30 V, 

collision voltage: 40 V). for L-Asn, the fragment m/z = 366.2 > 170.1 was 

used (cone voltage: 25 V, collision voltage: 25 V). For detection of intracellular 

ATP, sample was mixed with CellTiterGlo2.0 solution (Thermofisher) and the 

luminescence intensity was measured by microplate reader (Envision). 

 

Evaluation of the inhibitory activity of Benzethonium Chloride toward 

cell growth in the presence of 2-DG. 

NHBE or A549 cells were seeded at 5× 103 cells per well (96 well plate) in 

culture medium with Benzethonium chloride (0-30 M n = 6) and 2-DG (0 or 

20 mM).  After 48 hr incubation at 37°C, CCK-8 assay was performed. 
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Evaluation of the inhibitory activity of hit compounds toward cell 

viability. 

NHBE or A549 cells were seeded at 2× 103 cells per well (384 well plate) in 2 

mM L-glutamine in DPBS (pH 7.4) with hit compounds (0, 10 or 30 M n =1 

6). After 2 hr incubation at 37°C, Calcein-AM solution was added and 

incubated for 30 min at 37°C and the fluorescence intensity (Ex./Em. = 

485/535 nm) was measured by microplate reader (Envision). 
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Synthesis of a novel NADH detection fluorescent probe (SQC). 

 

 (a) MeSO3H, 85 °C, Yield: quant. (b) NBS, MeCN/H2O, r.t., Yield: 76.7 % (c) 

ClSO3H, 0 °C -> 120 °C, Yield: 13.5 % (d) 1,4-Cyclohexadiene-1-propanoic acid, 

HATU, DIEA, r.t., Yield: 6.1 %. 

 

Preparation of compound 1 

 

Trimethylhydroquinone (3.04 g, 20.0 mmol) and 3-Methylcrotonic acid (2.20 g, 

22.0 mmol) was dissolved in MeSO3H (15 mL), and the solution was stirred at 

85°C for 6 hr under Ar. Then, the mixture was cooled to r.t. and extracted with 

AcOEt and washed with sat.NaHCO3aq.. The organic layer was evaporated to 

dryness and pumped up to afford 1 (4.70 g, 20.1 mmol, quant yield ).  1H NMR 

(400 MHz, CDCl3):  1.44 (s, 6H), 2.17 (s, 3H), 2.20 (s, 3H), 2.34 (s, 3H), 2.53 
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(s, 2H), 4.73 (s, 1H). 13C NMR (100 MHz, CDCl3):  12.4, 12.7, 14.6, 26.7, 27.8, 

35.6, 46.2, 119.0, 121.9, 123.5, 128.3, 143.6, 148.9, 169.0. HRMS (ESI+): 

Calcd. for [M+H]+ 235.13342, Found 235.13197 (-1.45 mmu).  

 

Preparation of compound 2 

 

Compound 1 (4.70 g, 20.1 mmol) was dissolved in MeCN/H2O (6/12 mL), and 

then NBS (3.86 g, 21.7 mmol) was added. The mixture was stirred at r.t. for 2 

hr, then the mixture was extracted with AcOEt/2 N HCl aq. and evaporated to 

dryness. The residue was purified by MPLC (silica, eluent, 50% CH2Cl2/hexane 

(0 min) to 100% CH2Cl2/hexane (9 min)) to afford 2 (3.86 g, 15.4 mmol, 76.7 % 

yield). 1H NMR (400 MHz, CDCl3):  1.33 (s, 6H), 1.82 (s, 6H), 1.85 (s, 3H), 

2.04 (s, 3H), 2.91 (s, 2H), 10.94 (s, 1H). 13C NMR (100 MHz, CDCl3):  12.1, 

12.5, 14.3, 28.8, 37.9, 47.3, 138.3, 139.0, 143.0, 152.1, 178.7, 187.4, 190.8. 

HRMS (ESI-): Calcd. for [M-H]- 249.11268, Found 249.10864 (-4.05 mmu). 
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Preparation of compound 3 

  

ClSO3H (2 mL) was added slowly to 7-amino-4-methylcoumarin (554 mg, 3.16 

mmol) at 0 °C and the mixture was stirred at 120 °C for 4 hr. The mixture was 

cooled to 0 °C and quenched with H2O and neutralized with 2 N NaOH aq. and 

evaporated to dryness. The residue was purified by HPLC (eluent, 4% 

CH3CN/0.1% TEAA aq. (0 min) to 80% CH3CN/0.1% TEAA aq. (25 min); flow 

rate = 5.0 mL/min) to afford 3 (230 mg, 0.43 mmol, 13.5 % yield).  1H NMR 

(400 MHz, CD3OD):  4.19 (s, 2H), 6.18, (s, 1H), 6.63 (s, 1H), 8.20 (s, 1H). 

13C NMR (100 MHz, CD3OD):  52.5, 100.9, 108.2, 111.4, 125.5, 126.4, 149.3, 

149.4, 156.5, 162.0  HRMS (ESI-): Calcd. for [M-H]- 333.96913, Found 

333.96614 (-2.99 mmu).  
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Preparation of compound 4 

 

Compound 3 (54 mg, 0.10 mmol), compound 2 (73.5 mg, 0.29 mmol), HATU 

(108 mg, 0.28 mmol) and DIEA (81 L, 0.47 mmol) were dissolved in MeCN (1 

mL). The mixture was stirred at r.t. for 16 hr, and evaporated to dryness. The 

residue was purified by HPLC (eluent, 4% CH3CN/0.1% TEAA aq. (0 min) to 

80% CH3CN/0.1% TEAA aq. (25 min); flow rate = 5.0 mL/min) to afford 4 (4.70 

mg, 0.0061 mmol, 6.1 % yield).  1H NMR (400 MHz, CD3OD):  1.48 (s, 6H), 

1.95-1.96 (m, 6H), 2.11 (s, 3H), 3.12 (s, 2H), 4.28 (s, 2H), 6.49 (s, 1H), 8.29 

(s, 1H), 8.42 (s, 1H).  HRMS (ESI-): Calcd. for [M+Na-H]- 588.06102, Found 

588.06169 (+0.67 mmu). . 
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Synthesis of a novel H2O2 detection fluorescent probe (APsF). 

 

 (a) Acetone/H2O, 50 °C, Yield: 49.8 % (b) i) sec-BuLi, THF, -78 °C ii) DiTBS 

Xanthone, THF, -78 °C -> r.t. iii) 2 N HClaq., r.t., Yield: 32.5 % (in 3 steps) (c) p-

fluoronitrobenzene, K2CO3, MeCN/DMF, 180 °C, Yield: 49.1 % (d) Pd/C, H2, 

MeOH/CH2Cl2, r.t., Yield: 30.5 %.  

 

Preparation of compound 5 

 

2-Bromobenzenesulfonyl Chloride (4.09 g, 16.0 mmol) was dissolved in 

acetone/H2O (16/8 mL), and the solution was stirred at 50 °C for 6 hr. The 

mixture was evaporated to dryness and the residue was purified by HPLC (eluent, 

4% CH3CN/0.1% TFA aq. (0 min) to 80% CH3CN/0.1% TFA aq. (25 min); flow 

rate = 5.0 mL/min) to afford 5 (1.89 g, 7.97 mmol, 49.8 % yield).  1H NMR 
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(400 MHz, CD3OD):  7.62-7.64 (m, 2H), 7.91-7.93 (m, 1H), 8.17-8.19 (m, 

1H). 13C NMR (100 MHz, CF3COOD):  119.8, 127.8, 130.3, 134.8, 135.6, 137.4. 

HRMS (ESI-): Calcd. for [M-H]- 234.90645, Found 234.90747 (+1.02 mmu).  

 

Preparation of compound 6 

 

2-Bromo-benzene sulfonic acid (324 mg, 1.38 mmol) was dissolved in THF in a 

dry flask, and the solution was stirred at -78°C for 10 min under Ar. Then, 1 M 

sec-BuLi (2.76 mL, 2.76 mmol) was added slowly and the mixture was stirred 

at -78°C for 10 min under Ar.  A solution of DiTBS-xanthone (161 mg, 0.35 

mmol) in THF was added slowly and the mixture was stirred at r.t. for 1.5 hr 

under Ar.  2N HCl aq. was added and stirring was continued at r.t. for 20 min. 

The mixture was evaporated to dryness and the residue was purified by HPLC 

(eluent, 4% CH3CN/0.1% TFA aq. (0 min) to 80% CH3CN/0.1% TFA aq. (25 

min); flow rate = 5.0 mL/min) to afford 6 (42 mg, 0.11 mmol, 32.5 % yield).  
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1H NMR (400 MHz, CD3OD):  6.57-6.60 (m, 4H), 6.99 (dd, 2H, J = 1.6, 8.8 

Hz), 7.22 (d, 1H, J = 7.2 Hz), 7.60-7.68 (m, 2H), 8.17 (d, 1H, J = 8.0 Hz). 13C 

NMR (100 MHz, CD3OD):  102.7, 114.7, 121.3, 127.8, 129.2, 129.9, 130.1, 

130.8, 132.1, 144.2, 155.7, 158.3, 177.4. HRMS (ESI-): Calcd. for [M-H]- 

367.02763, Found 367.02754 (-0.10 mmu).  

 

Preparation of compound 7 

  

Compound 6 (15 mg, 0.041 mmol) was dissolved in MeCN/DMF (4/0.6 mL), and 

then 4-fluoronitrobenzene (22 L, 0.21 mmol) and K2CO3 (11 mg, 0.08 mmol) 

were added. The mixture was stirred at 180 °C for 40 min with microwave, then 

cooled to r.t., and evaporated to dryness. The residue was purified by HPLC 

(eluent, 4% CH3CN/0.1% TEAA aq. (0 min) to 80% CH3CN/0.1% TEAA aq. (25 

min); flow rate = 5.0 mL/min) to afford 7 (12 mg, 0.020 mmol, 49.1 % yield). 

1H NMR (400 MHz, CD3OD):  6.41 (t, 1H, J = 0.8 Hz), 6.53 (dd, 1H, J = 2.0, 
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9.6 Hz), 7.00 (dd, 1H, J = 2.4, 8.8 Hz), 7.09 (d, 1H, J = 9.6 Hz), 7.18 (d, 1H, 

J = 8.8 Hz), 7.26-7.32 (m, 4H), 7.63-7.71 (m, 2H), 8.17 (d, 1H, J = 7.2 Hz), 

8.30 (d, 2H, J = 9.2 Hz).  HRMS (ESI-): Calcd. for [M+H]+ 490.05966, Found 

490.06237 (+2.71 mmu). 

 

Preparation of compound 8 

 

Compound 7 (12 mg, 0.024 mmol) was dissolved in MeOH/CH2Cl2 (3/3 mL), 

and then a catalytic amount of Pd/C was added. The mixture was stirred at r.t. 

for 30 min under H2, and evaporated to dryness. The residue was purified by 

HPLC (eluent, 4% CH3CN/0.1% TEAA aq. (0 min) to 80% CH3CN/0.1% TEAA aq. 

(25 min); flow rate = 5.0 mL/min) to afford 8 (4.1 mg, 0.0073 mmol, 30.5 % 

yield).  1H NMR (400 MHz, CD3OD):  7.12 (dd, 1H, J = 2.0, 9.2 Hz), 7.18 (t, 

1H, J = 2.0 Hz), 7.28 (dt, 1H, J = 2.0, 9.2 Hz), 7.34-7.39 (m, 4H), 7.45 (dd, 

2H, J = 2.0, 8.8 Hz), 7.54 (dd, 1H, J = 2.0, 9.2 Hz), 7.59 (dd, 1H, J = 2.0, 9.2 
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Hz), 7.71 (t, 1H, J = 8.0), 7.79 (t, 1H, J = 8.0 Hz), 8.21 (d, 1H, J = 8.0 Hz). 

13C NMR (100 MHz, CD3OD):  102.1, 103.4, 118.0, 118.8, 118.9, 121.7, 122.2, 

124.1, 127.9, 128.9, 129.3, 130.0, 130.6, 130.9, 133.9, 134.8, 144.5, 153.1, 

157.7, 160.8, 166.7, 167.3, 175.3.  HRMS (ESI-): Calcd. for [M+H]+ 

460.08548, Found 460.08628 (+0.80 mmu).  
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