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略語 

 

AF488 maleimide：Alexa Fluor 488 C5 maleimide 

Alpha：amplified luminescence proximity homogeneous assay 

BENDA：bendamustine 

Bio-BENDA：biotinylated BENDA 

BM1EE：bendamustine ethyl ester 

-ME：-mercaptoethanol 

CBB：coomassie brilliant blue 

cDNA：complementary deoxyribonucleic acid 

CFP：cyan fluorescent protein 

ChIP：chromatin immunoprecipitation 

DMEM：Dulbecco’s modified Eagle medium 

DMSO：dimetyl sulfoxide 

ECL：enhanced chemiluminescence 

EDTA：ethylenediamine-N, N, N’, N’- tetraacetic acid 

EGF：epidermal growth factor 

EGFR：epidermal growth factor receptor 

ELISA：enzyme-linked immunosorbent assay 

FBS：fetal bovine serum 

FRET：fluorescence resonance energy transfer 

FITC：fluorescein isothiocyanate 

GAPDH：glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

Grb2：growth factor receptor-bound protein 2 

HEPES：N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N’-(2-ethanesulfonic acid) 

HIF-1：hypoxia-inducible factor 1 

HEK293：human embryonic kidney 293 

HP2：dihydroxy bendamustine 

HRP：horseradish peroxidase 

HTS：high-throughput screening  

IC50：50% inhibitory concentration 

IP：immunoprecipitation 



IFN-：interferon- 

IL-6：interleukin-6 

IPTG：isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

JAK：janus kinase 

NE：nuclear extract 

NP-40：octylphenoxypolyethoxyethanol (nonidet P-40) 

OD：optical density 

PBS：phosphate buffered saline 

PCR：polymerase chain reaction 

PMSF：phenylmethylsulfonyl fluoride 

PTK：protein tyrosine kinase 

PVDF：polyvinylidene difuluoride (immobilon-P transfer membrane) 

pY：phosphorylated tyrosine 

RT：reaction time 

SD：standard deviation 

SDS-PAGE：sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

S/N：signal-to-noise 

SH2：src-homology 2 

siRNA：short interfering RNA 

STAT：signal transducer and activator of transcription 

TBS：tris buffered saline 

TBS-T：tris-buffered saline containing Tween-20 

VEGF：vascular endothelial growth factor 

WB：western blotting 

YFP：yellow fluorescent protein 
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序論 

Signal transducer and activator of transcription（STAT）ファミリーは、細胞質に局在

し、種々のサイトカインや成長因子のシグナルを核内に伝達する転写因子として同定

され、細胞の分化、増殖に関連する遺伝子の転写を誘導する。STAT ファミリーは様々

な生物学的機能を有しているが、特に STAT3 や STAT5 などは様々ながん細胞で活性

化していることが報告されている［1-4］。Janus kinase（JAK）などのタンパク質チ

ロシンキナーゼ（protein tyrosine kinase、PTK）を介するシグナル伝達経路は細胞の

動態や機能の制御に重要な役割を担っており、きわめて広範なシグナル伝達経路に関

与する。そのシグナル伝達経路の中で、JAK-STAT シグナル伝達経路は細胞の分化や

増殖と密接に関係があると報告されている［5-7］。JAK-STAT シグナル伝達経路では、

サイトカインや成長因子の刺激により活性化された JAKなどのチロシンキナーゼが、

細胞質に局在する STAT のチロシン残基をリン酸化する。チロシン残基のリン酸化は

STAT ファミリーに保存されている Src homology 2（SH2）ドメインとリン酸化チロ

シン部位との相互作用を促し、STAT の二量体が形成される。二量体化した STAT は

核内に移行した後、DNA の特異的なエンハンサー配列に結合し、増殖や分化などに

関連する遺伝子の転写を誘導する（Figure 1A）。 

哺乳類の STAT ファミリーには STAT1、STAT2、STAT3、STAT4、STAT5a、STAT5b、

STAT6 の 7 種類が知られている（Figure 1B）。これらサブファミリーは、細胞の分化、

増殖、血管新生、アポトーシスなど多様な生物学的機能を有する。その中でも 1994

年に JE Darnell Jr らによって報告された STAT3 シグナル伝達や転写の活性化を担い、

epidermal growth factor（EGF）と interleukin-6（IL-6）に反応性の DNA 結合タンパ

ク質であり、多くのがん種において恒常的に活性化する事が報告されている［8］。が

んの種類によって活性化している STAT は異なっているが、多くの STAT シグナルが

多発性骨髄腫、白血病、乳がん、前立線がん、頭頸部扁平上皮がんなど様々な造血性

細胞腫瘍や固形腫瘍で恒常的に活性化している。取り分け、大型顆粒リンパ球白血病、

皮膚 T 細胞性リンパ腫、黒色腫などのがんにおいては STAT3 が恒常的に活性化して

いることが報告されている（Table 1）［10-11］。このように STAT3 は種々の腫瘍に

恒常的に発現しており、さらに STAT3 の活性化が予後不良の重要な因子の１つとし

て報告されている［12］。STAT3 は細胞の分化、増殖［13-14］、血管形成［15-16］、

アポトーシス［17-18］、炎症等を活性化することが報告されている。JAK-STAT シグ

ナル伝達経路では、interleukin-6（IL-6）等のサイトカイン、EGF や platelet-derived 

growth factor（PDGF）等の成長因子と受容体が結合すると、受容体のチロシン残基
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のリン酸化により JAK2、Src チロシンキナーゼが活性化され、STAT3（Tyr705）が

リン酸化される［19］。リン酸化 STAT3 は、SH2 ドメインを介した二量体を形成し

核内に移行し、その後 STAT3 の DNA binding domain と DNA の特異的なエンハンサ

ー配列に結合し、転写が誘導され、c-myc、cyclin D1、survivin、Bcl-xL、VEGF 等の

がん細胞の増殖、生存、血管新生に重要な遺伝子群の転写が活性化されることが報告

されている［1、4、5、20］。実際に、STAT3 に対して阻害する性質を有するドミナ

ントネガティブ変異体である STAT3β がメラノーマ細胞の増殖を抑制することや、乳

がん細胞を移植したマウスで STAT3 特異的 siRNA が腫瘍増殖を抑制すること、及び

STAT3結合配列を有する二本鎖DNAのデコイオリゴが頭頸部がん細胞の増殖を抑制

することなどによって［21-23］、STAT3 シグナル経路の抑制によりがん細胞の増殖

が抑えられることが明らかになっている。一方、STAT3 シグナル阻害と抗がん剤と

の併用による相乗作用についても報告があり、シスプラチンと JAK2 阻害剤であるル

キソリチニブを併用することで、シスプラチンに耐性をもつ非小細胞肺癌（Non-small 

cell lung cancer（NSCLC））の増殖を抑制できるとの報告がされている［24］。また、

JAK-STATシグナル伝達経路でSTAT3の下流に位置するBcl-2に関しても抗がん剤に

対する耐性との関連性が示唆されている［25］。また、STAT3 と免疫逃避機構との関

係も注目されている。2005 年に M. Kortylewski らは、 STAT3 遺伝子をノックアウ

トしたマウスを用いることで、 STAT3 の欠損により腫瘍組織で制御性 T 細胞が減少

し NK 細胞や好中球など抗腫瘍免疫に関わる細胞群が活性化すること、及びそれに伴

い顕著に腫瘍増殖性が抑制されることを報告した［26］。また、がん細胞で恒常的に

活性化した STAT3 は、がん細胞から VEGF や IL-6、IL-10 などの産生を促進し、腫

瘍組織中に浸潤している免疫細胞のがん細胞に対する免疫作用を抑制することも報

告されている［27-30］。 

 



3 

 

 

 

Figure 1.  STAT ファミリーの構造と JAK-STAT シグナル経路の概念図 

（A）IL-6 等のサイトカイン、及び EGF や PDGF 等の成長因子が細胞表面の各受容体に結合すると、
受容体のチロシン残基がリン酸化され JAK 及び Src チロシンキナーゼが活性化される。STAT のチロ
シン残基（STAT3 は Tyr705）はこれらの活性化したチロシンキナーゼによりリン酸化され、STAT の
C末端に存在する SH2ドメインを介して二量体を形成する。二量体化した STATは核内に移行し、DNA
上の特異的エンハンサー配列に結合し、分化や増殖に関係した遺伝子の転写を誘導する。（B）STAT
ファミリーの構造。 
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Table 1. がん細胞における STAT シグナル経路の活性化 

Tumour Type   Activated STAT 

Blood tumours     

Multiple myeloma   STAT1, STAT3, STAT5 

Leukaemias：     

HTLV-1-dependent   STAT3, STAT5 

Erythroleukemia   STAT1, STAT3 

Acute myelogenous leukaemia （AML）   STAT1, STAT3, STAT5 

Chronic myelogenous leukaemia （CML）   STAT5 

Megakaryocytic leukemia  STAT1, STAT3, STAT5 

Large granular lymphocyte leukaemia （LGL）   STAT3 

Lymphomas：     

Anaplastic large T cell lymphoma   STAT3 

Sezary syndrome  STAT3, STAT5 

EBV-related Burkitt's lymphoma  STAT3 

HSV Saimiri-dependent（T cell）   STAT3 

Cutaneous T-cell lymphoma   STAT3 

Non-Hodgikins lymphoma （NHL）   STAT3 

Mycosis fungoides   STAT3 

Solid tumours     

Breast cancer   STAT1, STAT3, STAT5 

Brain cancer  STAT3, STAT5 

Head and neck cancer   STAT1, STAT3, STAT5 

Melanoma   STAT3 

Ovarian cancer   STAT3 

Lung cancer   STAT3 

Pancreatic cancer   STAT3 

Prostate cancer   STAT3 
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上述したように転写制御因子 STAT3 の阻害は、腫瘍及びその周辺環境に作用し抗

腫瘍効果を導く事が示されている。この様な STAT3 の活性化を阻害する方法は、４

つ考えられる（Figure 2）。１つ目は、STAT3 の Tyr705 のリン酸化の上流チロシンキ

ナーゼである JAK 等を阻害する方法である。STAT3 をはじめとした STAT ファミリ

ーは、JAK1、JAK2、JAK3 及び TYK2 の 4 つから構成される JAK ファミリーにより

リン酸化される。JAK2 は様々なサイトカインや増殖因子によって活性化される。

JAK2 の活性化は STAT3 のリン酸化を誘導し、その結果、STAT3 の 2 量体形成を引

き起こす。低分子 JAK2 阻害剤 Ruxolitinib は STAT3 活性を阻害することで、がん細

胞のアポトーシスを誘導する［31］。また、JAK 阻害剤としては STAT3 のリン酸化

を抑制する AZD1480 やリン酸化 STAT3 から脱リン酸化をする Morin などが報告さ

れている［32-34］。その他、Src など他のチロシンキナーゼも STAT3 の活性化に関

与すると報告されており、実際、Src 阻害剤である Dasatinib は、STAT3 のリン酸化

阻害能を有している［35-39］。２つ目としては、STAT3 の二量体化を阻害する方法

である。STAT3 に直接作用して二量体化を阻害するタイプの薬剤はチロシンキナー

ゼに対する阻害剤と比較してより JAK-STAT シグナル伝達経路の下流に位置するた

め他の経路への影響が少なく副作用の低減が期待できると考えられる。また、Src、

Abl など他のチロシンキナーゼによる STAT3 の活性化機構にも対応できる利点もあ

る。STAT3 の SH2 ドメインを標的として設計されたペプチド性 STAT3 阻害剤は、

STAT3 のリン酸化チロシン残基に高い親和性を持つ SH2-like peptide や STAT3-SH2

ドメインに特異的に結合する small peptide mimetics があり、STAT3 の転写活性を抑

制することが報告されている［40-41］。さらに、H. Song らが報告したバーチャル

スクリーニングを用いて見出された STA-21、T. Berg らがスクリーニングから見出し

た Stattic、その他 S3I-201、Eriocalyxin B、Cryptotanshinone などの低分子化合物は、

STAT3 の SH2 ドメインを標的として STAT3 の機能を阻害することが報告されてい

る［42-48］。さらに、当研究室でも 5、15-diphenylporphyrin が二量体形成に重要

な STAT3 の SH2 ドメインを介する結合（以降、STAT3-SH2 結合と称する）を阻害

することで STAT3 の二量体化を阻害することを報告した［49］。３つ目の方法とし

ては、STAT3 の核内移行の阻害がある。インシリコ創薬によって見いだされた LY5

は、STAT3 の核内移行を阻害することが報告されている［50］。４つ目の方法として

は、DNA 結合阻害がある。DNA 結合阻害剤である platinum （IV） tetrachloride は

非競合的に STAT3 の DNA 結合を阻害することが報告されている。Galiellalactone、
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CPA-1 や CPA-7 も STAT3 の DNA 結合を阻害し、がん細胞の増殖抑制やアポトーシ

ス促進を誘導することが報告されている［51-52］。 

当研究室ではアルファースクリーン技術を基盤として、STAT3 に直接作用する二

量体化阻害物質を同定する独自の High -throughput screening（HTS）系を確立した。

本アッセイ系では、無細胞系で STAT3 の SH2 ドメインとリン酸化チロシン含有ペプ

チドとの相互作用に対する低分子化合物の拮抗作用を測定することができる。このス

クリーニング系を用いて化合物ライブラリーのスクリーニングを実施し、これまでに

5、15-diphenylporphyrin や 2-chloro-1、4-naphthalenedione 誘導体である PVCB0308

を選択的な STAT3-SH2 アンタゴニストとして同定した［49、53］。一方、当研究室

とファルマデザイン社と共同で、バーチャルスクリーニングと上記 HTS 系との組合

せにより、N-[2-（1,3,4-oxadiazolyl）]-4-quinolinecarboxamide 誘導体である STX-0119

を STAT3-SH2 アンタゴニストとして新たに見出した。STX-0119 は、c-Myc プロモ

ーターのコンセンサス配列に対する STAT3 の結合を阻害すること、STAT3 により転

写促進されるタンパク質（c-Myc や Survivin など）の発現を抑制すること、STAT3

が活性化されているがん細胞株（MDA-MB-468 細胞）における選択的なアポトーシ

スを惹起することなどを明らかとしてきた［54］。その後の解析で、STX-0119 はヒ

トリンパ腫、テモゾロミド耐性ヒト神経膠芽腫などを移植したヌードマウスモデルに

おいて、経口投与で有意な抗腫瘍活性を示すことや［55-56］、再発性神経膠芽腫か

ら得たがん幹細胞においても増殖阻害を示すこと、STX-0119 とラパマイシンを併用

することでテモゾロミド耐性ヒト神経膠芽腫細胞に対し増殖阻害の効果が単剤より

もより高くなることが明らかとなった［57-58］。 
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Figure 2. STAT3 阻害が報告されている低分子化合物の構造 
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 当研究室では前述した阻害物質以外にも既存医薬品ライブラリーを用いたスクリ

ーニングによってベンダムスチン（BENDA）をヒット化合物として同定した。BENDA

は、1960 年代初めに旧東ドイツで合成され、1971 年より同国内で血液がん及び乳

がんなどの固形腫瘍に対して用いられてきた薬剤である。東西ドイツ統一後は、適応

症についての再評価並びに欧州諸国への承認申請のため非ホジキンリンパ腫、多発性

骨髄腫及び慢性リンパ性白血病を対象とした臨床試験が実施され、2005 年にドイツ

において非ホジキンリンパ腫、多発性骨髄腫の適応症で再承認、2008 年には慢性リ

ンパ性白血病が追加申請された。2007 年にはドイツを参照国として非ホジキンリン

パ腫、多発性骨髄腫及び慢性リンパ性白血病を適応症とした承認申請がなされ、各国

で順次承認された。米国では 2008 年 3 月に慢性リンパ性白血病、2008 年 10 月に

は非ホジキンリンパ腫の適応症が承認された。本邦では、2009 年 10 月には、「再発

又は難治性の低悪性度 B 細胞性非ホジキンリンパ腫又はマントル細胞リンパ腫」を

適応症として承認申請され、2010 年 10 月に承認された。BENDA は、適応症とし

て非ホジキンリンパ腫［59-60］、慢性リンパ性白血病［61］、多発性骨髄腫［61-63］

の治療に使用されている。また、転移性乳癌患者の無増悪生存期間を延長すること

［64］、小細胞肺がん患者に効果があること［65-66］など様々ながんに対して効果

があることが報告されている。BENDA は、N、N-ビス（2-クロロエチル）メチルア

ミン（HN-2）構造、プリンアナログ様化学構造を持つベンゾイミダゾール環、水溶

性の向上をもたらすカルボン酸の構造を有している［67］。HN-2 構造はナイトロジ

ェンマスタード系 DNA アルキル化剤と共通の構造でありアルキル化作用を有してい

る。一方、ベンゾイミダゾール環は代謝拮抗作用［68-69］を示し、当構造を持つこ

とが、BENDA が従来のナイトロジェンマスタード構造を持つ薬剤との違いである

［70］。 

 

Figure 3. BENDAと HP2 の構造 
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BENDA 代謝の主要な経路は、ジヒドロキシベンダムスチン（HP2）への加水分解

であり、HP2 は不活性型の代謝産物であることが知られている（Figure 3）［71］。

BENDA は、他のアルキル化剤と同様に DNA 架橋剤である。しかし、BENDA が引き

起こす DNA 損傷は、シクロホスファミド等が引き起こす作用より広範囲で、持続性

がある［72］。がん細胞株を用いた実験系で、BENDA 単剤［73］、または、他の抗が

ん剤との併用［74］においてアポトーシスを引き起こすことが報告されている。近年、

米国国立がん研究所において、BENDA の細胞増殖抑制作用についてヒト腫瘍細胞株

パネル（55 種）を用いて活性プロファイルを他の抗悪性腫瘍剤（全 175 種）と比較

した COMPARE 解析が行われ、他のアルキル化剤とは異なる感受性プロファイルを

BENDA が示すことや、通常とは異なる DNA 損傷ストレスレスポンスを惹起するこ

とが報告された［75］。しかし、BENDA について DNA アルキル化作用以外の作用機

序に関する詳細な解析は行われておらず、新たな標的分子や感受性因子の候補もこれ

までに報告がない。 

以上の背景を踏まえ、本論文ではリンパ腫など多くのがんで恒常的な活性化が報告

されている転写制御因子 STAT3 に着目して、BENDA による STAT3 阻害作用の詳細

を解明することを目的とした。その結果、BENDA は細胞内 STAT3 に直接作用して、

その機能を阻害すること、及び STAT3 が恒常的に活性化しているがん細胞株に対し

て選択的に細胞増殖阻害を示すことが明らかにした。 
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本論 

 

第 1章 無細胞系での BENDAによる STAT3-SH2ドメイン阻害作用の

解析 

 

STAT3 の SH2 ドメインは、STAT3 二量体形成をはじめとするタンパク質相互作用

において重要なドメインである。当研究室では、STAT3-SH2 とリン酸化チロシン含

有ペプチドとの相互作用の阻害を指標とした STAT3 阻害剤スクリーニングによって、

BENDA をヒット化合物として同定した。本章では BENDA による STAT3-SH2 の阻

害活性、及びその機序について生化学的に解析した。チオールの存在によって BENDA 

による STAT3-SH2 の阻害活性が低下したことから BENDA が STAT3 のシステイン

に作用していることが推察された。そのため蛍光標識マレイミドを用い、競合結合実

験及び変異型 STAT3 を用いたアッセイ系によって BENDA の作用部位を推測した。 

 

 

1-1 実験材料及び実験方法 

 

1-1-1 実験材料 

・ Bendamustine（BENDA）（SymBio Pharmaceuticals より供与） 

・ Dihydroxy bendamustine（HP2）（SymBio Pharmaceuticals より供与） 

・ Bendamustine ethyl ester（BM1EE）（SymBio Pharmaceuticals より供与） 

・ FITC-GY（PO3H2）LPQTY-NH2ペプチド（Nippi） 

・ FITC-GY（PO3H2）DKPHVL-NH2ペプチド（Nippi） 

・ FITC-PSY（PO3H2）VNVQN-NH2ペプチド（Nippi） 

・ Ac-GY（PO3H2）LPQTY-NH2ペプチド（Nippi） 

・ Ac-GYLPQTY-NH2ペプチド（Nippi） 

・ Alexa Fluor® 488 C5 Maleimide（Invitrogen） 

・ AlphaScreen FITC Detection Kits（PerkinElmer） 

・ AlphaScreen Streptavidin Donor beads（PerkinElmer） 

・ 大腸菌AVB99（Avidity） 

・ EnVison Xcite（PerkinElmer Life Sciences） 

・  pBluescript II KS（+）（Novagen） 
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・  エタノール（99.5%）（Wako） 

・  Ligation High（TOYOBO） 

・ Ligation High ver.2（TOYOBO） 

・ HindIII（TOYOBO） 

・ DpnI（TOYOBO） 

・ XhoI（TOYOBO） 

・  QIAquick Gel Extraction kit（QIAGEN） 

・  NucleoSpin® Plasmid QuickPure（TaKaRa） 

・  25 mM MgSO4（TOYOBO） 

・  2 mM dNTPs（TOYOBO） 

・  KOD-Plus-（TOYOBO） 

・  DH5（Stratagene） 

・ 大腸菌 BirA-BL21 株（Stratagene） 

・ 抗 STAT3 抗体（CellSignaling TECHNOLOGY） 

・ Streptavidine-HRP conjugate（Amersham Biosciences） 

・ 抗 STAT1 抗体（CellSignaling TECHNOLOGY） 

・ 抗 Grb2 抗体（CellSignaling TECHNOLOGY） 

・ 5’- STAT3（HindIII）：5’- CGACAAGCTTGCATGGCCCAATGGAATCAGCT -3’   

（北海道システムサイエンス） 

・ 3’- STAT3（XhoI）：5’- ATCGCTCGAGATCACATGGGGGAGGTAGCG -3’      

（北海道システムサイエンス） 

・ 5’- STAT1（BamHI）：5’- ATCGGGATCCATGTCTCAGTGGTACGAACTT -3’    

（北海道システムサイエンス） 

・ 3’- STAT1 （ SalI ）： 5’- ATCGGTCGACCTATACTGTGTTCATCATACTG -3’        

（北海道システムサイエンス） 

・ 5’- Grb2 （ BamHI ）： 5’- AGTCGGATCCATGGAAGCCATCGCCAAATAT -3’       

（北海道システムサイエンス） 

・ 3’- Grb2 （ XhoI ）： 5’- AGTCCTCGAGATTAGACGTTCCGGTTCACGG -3’         

（北海道システムサイエンス） 

1-1-2 発現プラスミドの構築 

 組換えビオチン化 STAT3（1-770aa）発現プラスミドを構築した。全長ヒト STAT3 

cDNA は、ヒト cDNA ライブラリーから KOD-plus-を用いた PCR により増幅し、
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Ligation High を用いて pBluescript II KS（+）にサブクローニングした。プライマー

（北海道システムサイエンス）は、 

5’-STAT3 （HindIII）： 5’-CGACAAGCTTGCATGGCCCAATGGAATCAGCT-3’と

3’-STAT3 （XhoI）： 5’-ATCGCTCGAGATCACATGGGGGAGGTAGCG-3’を使用した。  

PCR 反応は、1 ng の cDNA、10 M のフォワードプライマーとリバースプライマ

ーを 0.75 l、2 mM dNTPs を 2.5 l、10×buffer を 2.5 l、そして 1 U の KOD-Plus-

を含む最終容量 25 l の反応液を作成し、94ºC で 2 分間の加熱後、94ºC15 秒間、

61ºC30 秒間、68ºC2 分 18 秒間を 30 サイクル行い、68ºC で１分間反応させた。 

 

   final Conc. 

10× PCR buffer 2.5 μL 1× 

2 mM dNTPs 2.5 μL 0.2 mM 

25 mM MgSO4 1 μL 1 mM 

10 μM 5'-STAT3 (HindⅢ) 0.75 μL 0.3 μM 

10 μM 3'-STAT3 (XhoⅠ) 0.75 μL 0.3 μM 

100% DMSO 0.5 μL 2% 

2 ng/μL cDNA ライブラリー 0.5 μL  

 KOD ‐plus‐ 0.5 μL 1unit 

  H2O 16 μL  

  25 μL  

 

94ºC 2min   

    

94ºC 15sec   

61ºC 30sec  30cycles 

68ºC 2min18sec   

    

68ºC 1min   

 

増幅した DNA 断片は、アガロース電気泳動により確認した。約 2.3 kbp の DNA 断

片を QIAquick Gel Extraction により精製した後、HindIII、XhoI による制限酵素処理
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を行った後、pBluescript II KS（+）の HindIII/XhoI サイトに Ligation High を用いて環

化反応を行った。反応液を DH5コンピテントセルへとトランスフォーメーションし、

LB プレート（100 g/mL ampicillin）にて 37ºC で一晩培養した。培養により形成さ

れたコロニーを LB 液体培地（100 g/mL ampicillin）で 37ºC 一晩振盪培養した。培

養液を集菌し、QIAprep Spin Miniprep Kit を用いてプラスミドを精製した後、ABI 

Sequencer 3100-Avant を用いて塩基配列の確認を行い、STAT3 cDNA を得たことを

確認した。続いて、得られた STAT3 cDNA を、マルチクローニングサイトの N 端側

に6×His-tag とAvi-tagが付加されている大腸菌発現ベクターpET-28a（+）（Novagen）

（以下、改変 pET-28a（+））の HindIII/Xho I サイトに Ligation High を用いて環化反

応を行った。反応液を DH5コンピテントセルへトランスフォーメーションし、LB

プレート（30 g/mL kanamycin）にて 37ºC で一晩培養させた。培養により形成され

たコロニーを LB 液体培地（100 g/mL kanamycin）を用いて 37ºC にて一晩振盪培

養させた。培養液を集菌し、QIAprep Spin Miniprep Kitにてプラスミドを精製した後、

HindIII、XhoI による制限酵素処理を行い、1%アガロースゲル電気泳動により解析す

ることで、改変 pET-28a（+）_STAT3 を得たことを確認した。 

 組換えビオチン化 STAT1（1-751aa）発現プラスミドを構築した。STAT1 cDNA の

単離は STAT3 cDNA と同様に行った。プライマー（北海道システムサイエンス）は、

5’-STAT1（BamHI）：5’- ATCGGGATCCATGTCTCAGTGGTACGAACTT-3’と 3’-STAT1

（SalI）：5’- ATCGGTCGACCTATACTGTGTTCATCATACTG-3’を使用した。 

 組換えビオチン化 Grb2（1-217aa）発現プラスミドを構築した。Grb2 cDNA の単

離は STAT3 cDNA と同様に行った。使用したプライマー（北海道システムサイエン

ス）は、5’-Grb2（BamHI）：5’-AGTCGGATCCATGGAAGCCATCGCCAAATAT-3’ と

3’-Grb2（XhoI）：5’-AGTCCTCGAGATTAGACGTTCCGGTTCACGG-3’を使用した。 

 

1-1-3 組換えビオチン化タンパク質の発現と精製 

 組換えビオチン化STAT3を発現させ、精製した。改変pET-28a（+）_STAT3を導入

した大腸菌AVB99を、30ºCのLB 培地（30 g/mL kanamycin、10 g/mL 

chloramphenicol）にてOD600 = 0.6になるまで振盪培養した。その後、培養液に0.4 mM 

IPTG、50 M biotinを加え、30ºCにて3時間発現誘導した後、4ºC、4000×g、25分間

遠心し大腸菌を回収した。得られた大腸菌をPBS（-）にて洗浄後、4ºC、4000×g、

25分間遠心し再び沈殿させた。培養液500 mLあたり、20 mLのLysis buffer（50 mM 

Tris-HCl （pH 7.4）、500 mM NaCl、5 mM -ME、0.1% NP-40、1 Tab/50 mL Complete 
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protease inhibitor cocktail tablet）に懸濁後、超音波処理（SONIFIER® （Branson））

により細胞を破砕した。この細胞破砕液を8000×g、30分間遠心し、得られた上清を

細胞溶解液とした。組換えタンパク質の精製はHis-tagアフィニティー精製法に従いカ

ラム法で行った。細胞溶解液にNi SepharoseTM High Performance（以下、Ni 

Sepharose）20 Lを加え、4ºCにて回転振盪しながら90分間反応させた。反応後、1500

×gで15分遠心し、Ni Sepharoseを遠沈させ、細胞溶解液と分離した。Wash buffer

（50 mM Tris-HCl （pH7.4）、300 mM NaCl、0.2 mM EDTA、0.1% NP-40、5 mM -ME、

20 mM imidazole、10% Glycerol）中にNi Sepharoseを懸濁し、ポリエンプティ―カ

ラム（Bio-Rad）に通した後、Wash bufferで3回洗浄し、イミダゾールを含むHis-tag

用Elution Buffer（50 mM Tris-HCl（pH7.4）、300 mM NaCl、0.2 mM EDTA、0.1% NP-40、

5 mM -ME、10% Glycerol）で溶出した。溶出したHis6-Avi-STAT3（ビオチン化）は

透析膜UC8-32-25（三光純薬株式会社）に詰めた後、透析buffer（10 mM HEPES-NaOH 

（pH 7.4）、125 mM NaCl、10 mM -ME、0.1 mM EGTA、0.02% NP-40、0.2 mM PMSF、

10% glycerol）を用いて透析した。透析後のHis6-Avi-STAT3（ビオチン化）のタンパ

ク質濃度を、BSAを標準試料としたBCA Protein Assay（Pierce）により測定した。

得られたタンパク質溶液をSDS-PAGEで解析した後、抗STAT3抗体（CellSignaling 

TECHNOLOGY）、Streptavidine-HRP conjugate（Amersham Biosciences）を用い

たウェスタンブロット法により発現を確認した。 

 組換えビオチン化 STAT1 の発現・精製は、組換えビオチン化 STAT3 の発現・精製

方法に準じて行った。得られたタンパク質を SDS-PAGE で解析した後、抗 STAT1

抗体（CellSignaling TECHNOLOGY）、Streptavidine-HRP conjugate を用いたウェ

スタンブロット法により発現を確認した。 

 組換えビオチン化 Grb2 の発現・精製は組換えビオチン化 STAT3 の発現・精製方

法に準じて行った。得られたタンパク質溶液を SDS-PAGE で解析した後、抗 Grb2

抗体（CellSignaling TECHNOLOGY）、Streptavidine-HRP conjugate を用いたウェ

スタンブロット法により発現を確認した。 

 

1-1-4 変異型 STAT3 の発現と精製 

 改変 pET-28a（+）_STAT3 を制限酵素 HindIII、XhoI で処理し、フェノールクロ

ロホルム沈殿、エタノール抽出を行った。その後アガロースゲルで電気泳動し、約

2.3 kbp のバンド（STAT3 cDNA）を切り出し、QIAquick Gel Extraction を用いて精

製した。ベクターである pBluescript II KS（+）の HindIII、XhoI サイトに Ligation High 
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ver.2 を用いてライゲーションを行った。これを DH5コンピテントセルにトランス

フォーメーションし、LB プレート（50 g/mL ampicillin）にて 37ºC で一晩培養さ

せた後、LB 液体培地（50 g/mL ampicillin）を用いて、37ºC にて一晩振盪培養させ

た。培養液を集菌し、NucleoSpin Plasmid QuickPure にてプラスミドを精製した後、

Operon DNA シーケンス受託サービスにて塩基配列の確認を行った。 

 配列が確認された STAT3 を用いてインバース PCR（反応液組成：1×PCR バッフ

ァー、1.5 mM MgSO4、5’プライマー及び 3’プライマー各 15 pmol、0.2 mM dNTPs、

50 ng STAT3 cDNA、1U KOD-Plus-）を行った。プライマー（sigma-aldrich）は、

Cys468（forward：5’-TCCAACATCG CTCAGATGCC AAATG-3’、reverse：

5’-GATCACCACA ACTGGCAAGG AGTGG-3’）；Cys542（forward：5’-GAATTATTCA 

GGGGCTCAGA TCACATGGGC TAAAT-3’、reverse：5’-ACACCAGGTC 

CCAAGAGTTT CTCTGCC-3’）；Cys550（forward：5’-GCTAAATTTG CCAAAGAAAA 

CATGGCTGGC-3’、reverse：5’-CCATGTGATC TGACACCCTG AATAATTCA 

CACC-3’）；Cys687（forward：5’-GGAAAGTATG CTCGGCCAGA GAGCCAG-3’、

reverse：5’-GAATGCCTCC TCCTTGGGAA TGTCAGG-3’）；and Cys712（forward：

5’-AAGTTTATCG CTGTGACACC AACGACCTGC-3’、reverse：5’-GGTCTTCAGG 

TATGGGGCAG CGCTAC-3’）を使用した。PCR サイクルは、94ºC で 2 分間加熱後、

98ºC10 秒間、68ºC6 分 30 秒間加熱を 7 回繰り返した。その後、PCR 後の溶液を制

限酵素 DpnI で処理し、アガロースゲル電気泳動で目的の産物が得られたかを確認し、

Ligation High ver.2 を用いてセルフライゲーションした。得られた産物は上記と同様

にトランスフォーメーションし、プラスミドを精製した。これを Operon DNA シー

ケンス受託サービスにて塩基配列の確認を行い、目的の部位がシステインからアラ

ニンに翻訳されるコドンに変異していることを確認した。 

 確認された変異 STAT3 を再び制限酵素 HindIII、XhoI で処理し、組み換えビオチ

ン化 STAT3 作成時と同様の操作を行い、DNA を精製した。His-Avi-pET28a（+）の 

HindIII、XhoI サイトに Ligation High ver.2 を用いてライゲーションを行った。これ

を DH5コンピテントセルにトランスフォーメーションし、同様の方法で培養した。

培養液を集菌し、NucleoSpin Plasmid QuickPure にてプラスミドを精製した。

Operon DNA シーケンス受託サービスにて精製したプラスミドの塩基配列の確認を

行い Cys468、Cys542、Cys550、Cys687、Cys712 がアラニンに変異した変異型

STAT3 His-Avi-pET28a（+）の構築が完了した。 
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 構築した変異型STAT3 His-Avi-pET28a（+）の発現・精製は組換えビオチン化STAT3

の発現・精製方法に準じて行った。pBirAcmプラスミドを組み込んだ大腸菌BirA-BL21

を用いてタンパク質を発現させた。得られたタンパク質を SDS-PAGE で解析した後、

CBB 染色とウェスタンブロット法により発現を確認した。 

 

1-1-5 ALPHAScreen Assayによる阻害試験 

 ビオチン化した STAT3 タンパク質と FITC- GY（PO3H2）LPQTY-NH2ペプチド、

ビオチン化した STAT1 タンパク質と FITC- GY（PO3H2）DKPHVL-NH2ペプチド、

ビオチン化した Grb2 タンパク質と FITC- PSY（PO3H2）VNVQN-NH2ペプチドを反

応バッファー（10 mM HEPES-NaOH（pH 7.4）、50 mM NaCl、1 mM EDTA、0.1%

（w/v）NP-40、0.001%（w/v）BSA）で希釈した。96 穴プレートを用いて最終ボリ

ュームを 25 L/well とし、遮光下で試験を行った。50 nM STAT3 タンパク質と DMSO

で希釈した BENDA を混合し、500 rpm、1 分で遠心分離後、シェーカで 30 秒混合し、

24ºC で 15 分間プレインキュベーションした。反応液として、STAT3 では、FITC- GY

（PO3H2）LPQTY-NH2ペプチドを、STAT1 では FITC- GY（PO3H2）DKPHVL-NH2

ペプチド、Grb2 では FITC- PSY（PO3H2）VNVQN-NH2ペプチドを添加し、500 rpm、

1 分で遠心分離後、30 秒混合し、24ºC で 90 分間インキュベーションした。その後、

Anti-FITC acceptor beads（0.1 L /well）を添加し、500 rpm、1 分で遠心分離後、30

分混合しながら 24ºC でインキュベーションした。更に、Streptavidin-coated donor 

beads（0.1 L /well）を添加し、500 rpm、1 分で遠心分離後、シェーカで 90 分混合

しながらインキュベーションした後、EnVison Xcite で化学発光を測定した。positive 

control（Ac- GY（PO3H2）LPQTY-NH2）と negative control（Ac-GYLPQTY-NH2）

についても、1 M において上記と同様の条件でアッセイを行った。阻害剤を添加し

ていないときのシグナルを 0%阻害とし、被試験物質の各濃度の阻害率を算出した。

IC50値は Graph pad prism 4.0 で算出した。HP2、BM1EE、BENDA に 200 M -ME

を添加したもの、BENDA に 200 M L-Cystein を添加したものについても同様の条件

で Alpha Screen assay を行った。 

 

1-1-6 チオール反応性蛍光色素を用いた阻害試験 

 100 mM HEPES を含む pH7.4 なるように希釈した STAT3 タンパク質溶液 1.5 l

に、300 M あるいは 150 M の BENDA 溶液、または BENDA を含まないコントロ

ール溶液 1.5 l を加え、さらに 10 M のチオール基修飾蛍光物質 Alexa Fluor 488 C5 
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Maleimide （AF488 maleimide）反応試薬 1.5 l を加え、アルミホイルで遮光した状

態で室温、2 時間インキュベーションした。ジメルカプトエタノールの入っていない

4xSDS サンプルバッファー1.5 l を加え、加熱せずそのままアルミホイルで遮光した

状態で SDS-PAGE を行い、LAS-3000 で蛍光を確認した。 

 

1-1-7 ALPHAScreen Assayによる組換え STAT3-SH2結合阻害試験 

 STAT3 のシステイン部位（468 番、542 番、550 番、687 番、712 番）をアラニン

に変異した組換え STAT3 を用いて ALPHAScreenassay を行った。ビオチン化した組

換え STAT3 タンパク質と、FITC- GY（PO3H2）LPQTY-NH2ペプチドを反応バッフ

ァー（10 mM HEPES-NaOH （pH 7.4）、50 mM NaCl、1 mM EDTA、0.1%（w/v）

NP-40、0.001% （w/v） BSA）で希釈した。96 穴プレートを用いて最終ボリューム

を 25 L/well とし、遮光下で試験を行った。375 nM STAT3 タンパク質と DMSO で

希釈した 100 μM BENDA を混合し、500 rpm、1 分で遠心分離後、30 秒混合し、24ºC

で 15 分間プレインキュベーションした。反応液に FITC- GY（PO3H2）LPQTY-NH2

ペプチドを添加し、500 rpm、1 分で遠心分離後、シェーカで 30 秒混合し、24ºC で

90 分間インキュベーションした。その後、Anti-FITC acceptor beads（0.1 L /well）

を添加し、500 rpm、1 分で遠心分離後、シェーカで 30 分混合しながら、24ºC でイ

ンキュベーションした。更に、Streptavidin-coated donor beads（0.1L /well）を添

加し、500 rpm、1 分で遠心分離後、シェーカで 90 分混合しながらインキュベーショ

ンした後、EnVison Xcite で測定した。1 M の positive control（Ac- GY（PO3H2）

LPQTY-NH2）及び negative control（Ac-GYLPQTY-NH2）を使用し、上記と同様の条

件でアッセイを行った。3 M シスプラチンについても同様の条件で

ALPHAScreenassay を行った。溶媒のみを添加した際のシグナルを 0%阻害として、

被試験物質の各濃度の阻害率を算出した。各濃度 n = 3 の平均値を計算し、標準偏差

をエラーバーとしてグラフにプロットした。 

 

 

1-2 実験結果 

 

1-2-1 BENDAによる STAT3-SH2結合阻害活性 

ALPHAScreenassay［49］を用いて BENDA、 HP2、 BM1EE（Figure 4-A）の

STAT3-SH2結合阻害活性及び選択性を評価した。その結果、BENDAは STAT3のSH2
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結合を濃度依存的に阻害し（IC50 = 7.4 μM）、その阻害活性は、STAT1（IC50 = 60 μM）、

Grb2 （IC50 > 100 μM）に比べて高かった（Figure 4-B）。以上より BENDA は、選択

的に STAT3-SH2 の結合阻害活性を有することが in vitro の解析で明らかとなった。

BENDA は加水分解により不活性型代謝産物である HP2 へと変換されることが知ら

れている［71］。HP2 による STAT3-SH2 とリン酸化チロシン含有ペプチドとの結合

阻害活性は、BENDA と比して顕著に弱かった （IC50＞100 μM）。以上の結果から

STAT3-SH2に対する BENDAの結合阻害活性にはDNAアルキル化に必須なHN-2構

造が重要であり、STAT3 に対しても HN-2 構造を介した共有結合複合体を形成するこ

とが推測された。一方、BENDA と同様に BENDA のエチルエステル体の BM1EE の

IC50値は 6.1 μM と BENDA と同等であった（Figure 4-C）。さらに本アッセイ系に

200 μM 2-ME または、200 μM L-Cystein を添加したもので評価を行ったところ、顕

著に BENDA の阻害活性が抑制された。このことから BENDA は、チオールと容易に

反応し不活性化されると考えられ、さらに STAT3 のアミノ酸配列中に存在するシス

テインのチオール部位に作用し STAT3 を阻害していることが予想された（Figure 

4-D）。 
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Figure 4.  BENDA 類似体の構造及び BENDA による STAT3-SH2 結合の阻害 

（A）BENDA、HP2 と BM1EE の構造を示した。（B）ALPHAScreen assayを用いて、BENDA による

FITC- GY（PO3H2）LPQTY-NH2ペプチドに対する STAT3、FITC- GY（PO3H2）DKPHVL-NH2 ペプチ

ドに対する STAT1 及び FITC- PSY（PO3H2）VNVQN-NH2 ペプチドに対する Grb2 の、SH2 結合に対

する阻害活性を測定した。DMSO（溶媒）のみを用いたときのシグナルを 100%として相対値（Activity 

[%]）をプロットした。各濃度 n=3 のデータの平均値を算出し、標準偏差をエラーバーで示した。（C） 

ALPHAScreen assayを用いて BENDA、HP2 及び BM1EE の、STAT3-SH2 結合に対する阻害活性を

測定した。 DMSO（溶媒）のみを用いたときのシグナルを 100%として、相対値（Activity [%]）をプ

ロットした。各濃度 n=3 のデータの平均値を算出し、エラーバーで標準偏差を示した。（D）

ALPHAScreen assayを用いて、L-Cysteine 及び-ME の存在下における、BENDA の、STAT3-SH2 結

合に対する阻害活性を測定した。 DMSO（溶媒）のみを用いたときのシグナルを 100%として相対値

（Activity [%]）をプロットした。 

 

1-2-2  BENDAと STAT3 のシステインを介した相互作用 

1-2-1 では BENDA が選択的に STAT3-SH2 結合を阻害し、さらにその作用はチオ

ールの存在で打ち消されることを明らかにした。そこで STAT3 のシステイン部位に

結合するチオール基修飾蛍光物質 AF488 maleimide を用い、BENDA が STAT3 のシ

ステイン残基に結合しているかを検討した。その結果、AF488 maleimide が STAT3

のシステイン部位に結合して生じる SDS-PAGE の蛍光シグナルバンドの蛍光強度が

BENDA 処理により濃度依存的に低下することが見出された（Figure 5-A、B）。一方、
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BENDA の最終濃度が 50 μM と 100 μM のとき、それぞれ 62％と 52％に蛍光が減少

するのに対し、HP2 処理では蛍光の減少が見られなかった（Figure 5-C、D）。以上

より、BENDA が STAT3 のシステインに結合し、さらに HN-2 構造が STAT3 の阻害

活性に重要な役割を果たしていることが示唆された。 

次に、STAT3 の変異体を用いて、BENDA による STAT3-SH2 結合阻害活性を評価

した。STAT3 には、全部で 14 個のシステイン（108 番目、251 番目、259 番目、328

番目、367 番目、418 番目、426 番目、468 番目、542 番目、550 番目、687 番目、

712 番目、718 番目、765 番目）が含まれるが、そのうち STAT3-SH2 結合に重要な

役割を果たす SH2 ドメイン内及びその周辺に含まれるのは 468 番目、542 番目、550

番目、687 番目（SH2 ドメイン）、712 番目（SH2 ドメイン）のシステインである。

そこで、これらのシステインをそれぞれアラニンに変異した組換え STAT3 を作製し、

STAT3 の SH2 ドメインを介したリン酸化チロシン含有ペプチドとの結合の阻害活性

を検証した。その結果、550 番目、712 番目のシステインをアラニンに変異すること

で BENDA による阻害率が各々3%、25%に有意に減少することが明らかになった

（Figure 6-A）。また、すでに STAT3-SH2 とリン酸化チロシン含有ペプチドを阻害す

ることが知られているシスプラチンでは、システインのアラニン置換による阻害率の

有意な差が得られなかったことから、BENDA が特異的に STAT3 の 550 番目、712

番目のシステインに結合し、STAT3-SH2 結合阻害を引き起こしていることが示唆さ

れた（Figure 6-B）。 
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Figure 5. システインを媒介にした BENDA と AF488 の競合試験 

（A）組換え STAT3 と AF488 maleimide の混合液に、BENDA を添加し、AF488 maleimide の蛍光

（ex/em： 493/516 nm）を測定した。（B）（A）の蛍光強度を定量してグラフにしたもの。（C）組換

え STAT3 と AF488 maleimide を含む反応溶液に、BENDA と HP2 を競合的に反応させた。AF488 

maleimide の蛍光（ex/em： 493/516 nm）を測定した。総 STAT3 のタンパク量は、Ni-HRP を用いた

ウェスタンブロッティングで確認した。（D）（C）の蛍光を定量してグラフにしたもの。 
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Figure 6. 変異型 STAT3 を用いた BENDA及びシスプラチンの STAT3-SH2 結合阻害試験 

（A）システインをアラニンに置換した変異型組換え STAT3（C468A、 C542A、 C550A、 C687A、 

C712A）を用いて、100 μM BENDA の STAT3-SH2 結合阻害試験を ALPHAScreenassay で行った。

（B）（A）と同様の条件下で BENDA の代わりに 3 μM シスプラチンを用いて STAT3-SH2 結合阻害試

験を行った。各濃度 n = 3 のデータの平均値を算出し、標準偏差をエラーバーで示した。Student’s t-test

で vehicle に対する有意差を検定した（** P< 0.01）。 
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1-3 考察 

 本章では、無細胞系での STAT3-SH2 ドメイン阻害作用の解析を行った。組換え

STAT3 とリン酸化チロシン含有ペプチドとの相互作用阻害を指標としたアッセイ系

において、BENDA は、SH2 ドメインとリン酸化チロシン含有ペプチドとの結合を濃

度依存的かつ選択的に阻害した。また、STAT3-SH2 に対する結合阻害活性には、

BENDA と DNA との共有結合に必須な HN-2 構造が重要であり、STAT3 に対しても

HN-2 構造を介した共有結合複合体を形成していること、及び STAT3 のシステイン残

基のチオール部位に作用をしていることが示唆された。近年 STAT3 のシステインに

結合することによって STAT3阻害作用を示す化合物が多数報告されている［76、77、

78、79］。例えば、Stattic は、Cys251（coiled-coil domain）、Cys259（coiled-coil domain）、

Cys367（DNA-binding domain）、Cys426（DNA-binding domain）をアルキル化し、

STAT3の２量体化阻害やリン酸化阻害及びDNAへの結合を阻害することが報告され

ている［77］。さらに、Galiellalactone は Cys367（DNA-binding domain）、Cys468 

（DNA-binding domain）、Cys542（linker domain）に結合し、STAT3 の DNA への結

合を阻害する［78］。このように STAT3 のシステイン残基はドラッガブルな標的とし

て注目されている。本研究では BENDA と相互作用するシステインの候補として

Cys550（linker domain）と Cys712（transcription activation domain）を同定した。

この部位は上記システイン修飾化合物とは異なる作用部位である点は興味深い。今後

は質量分析等による解析によって明確に結合部位を特定する必要がある。 

BENDAのエチルエステル体の BM1EE が BENDAと同等の阻害活性を示している

ことは、BENDA の阻害活性にはカルボン酸部位が影響しないことを示唆している。

このことから、BENDA をビオチンで標識する際には、BENDA 内のカルボン酸構造

の部分にビオチンを付加しても阻害活性に影響しないこと考えられた。先に述べたと

おりSTAT3との結合においてもDNAアルキル化同様にHN-2を介したシステインと

の結合が重要であるとするとカルボン酸は STAT3 に対して外側を向いており、その

ため STAT3 との相互作用に重要ではないことが予想される。 

今回、BENDA の STAT3 の SH2 結合に対する阻害活性は、IC50=7.4 μM であった

（Figure 4-B）。臨床試験では、投与量として 120 mg/m2 （非ホジキンリンパ腫）が

推奨投与量とされている。BENDA 投与後の最高血中濃度が約 15.2 µM（非ホジキン

リンパ腫）であることから［80］、BENDA の IC50値である 7.4 μM という濃度は、治

領濃度域に含まれるため患者生体内において BENDA の二量体化阻害作用が発揮さ

れる可能性があり、これが BENDA の重要な作用メカニズムのひとつかもしれない。 
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チオール基修飾蛍光物質 AF488 maleimideによる STAT3のシステイン残基の修飾

に対する BENDAの阻害作用を検討した結果 BENDA の最終濃度が 50 μMと 100 μM

のとき、それぞれ 62％と 52％程度にしか蛍光が減少しなかった（Figure 5-C、 D）。

この蛍光の減少率が低いのは以下の理由が考えられる。BENDA が STAT3 の SH2 ド

メイン付近の特定のシステイン 550 番目と 712 番目に選択的に結合する可能性と

AF488 maleimide が STAT3 のシステイン残基のすべてに非特異的に結合する点から

考えると、100 μM BENDA で結合が飽和していることが推測される。しかしシステ

イン残基との共有結合の詳細については、今後、質量分析法などを取り入れた詳細な

解析が必要である。一方、STAT1 に対しては、SH2 ドメインの結合阻害活性が弱く、

また Bio-BENDA を用いた免疫沈降実験でも細胞内 STAT1 への結合が確認されなか

った。このことは、これは STAT1 の SH2 ドメイン付近には、STAT1 の 550 番目、

712 番目のシステイン残基に相当するシステインを有さないことが原因として考え

られる。よって上記システイン残基は STAT3 選択的な阻害のための標的として重要

であることが示唆された。 

 

1-4 小括 

 本章では、無細胞系での STAT3-SH2 結合に対する BENDA の阻害作用について解

析した。BENDA が、試験管内で STAT3-SH2 結合を用量依存的に阻害することを明

らかにした。また、BENDA の加水分解物 HP2 は、STAT3-SH2 結合を阻害しなかっ

た。2-ME と L-Cystein を添加したところ、顕著に BENDA の阻害活性が抑制された

ことから BENDA は、STAT3 のシステインのチオール部位に作用をしていることが

示唆された。STAT3 のシステイン残基をチオール基修飾蛍光物質 AF488 maleimide

にて標識した場合、BENDA が蛍光を用量依存的に減少させることから、BENDA が

STAT3 のシステイン部位に結合していることを推定した。さらに、STAT3 の特定の

システインをアラニンに変異した組換え STAT3 を用いて ALPHAScreenassay を行

い、STAT3 の 550 番目、712 番目のシステインに変異があると STAT3-SH2 結合に対

する BENDA の阻害活性が減少したことから、STAT3 の 550 番目、712 番目のシス

テインが BENDA の阻害活性に重要であることを明らかとした。 

 以上の結果から、BENDA は STAT3 の 550 番目、712 番目のシステインに共有結

合することで、STAT3 の活性化に必要な STAT3-SH2 ドメインの機能を阻害すること

が示唆された。 
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第２章 BENDAによる細胞内 STAT3阻害作用の解析 

 

第 1 章では、無細胞系での STAT3-SH2 結合に対する BENDA の阻害作用について

解析した。 

本章では、生理的条件下において BENDA の STAT3-SH2 結合に対する作用を明ら

かにするため、細胞系を用いた検討を行った。がん細胞内において、BENDA と

STAT3-SH2 の結合が解析可能か否かを検証するため、ビオチン標識した BENDA と

STAT3 が細胞内で結合するかを免疫沈降アッセイにより検証した。次に、BENDA に

よるがん細胞内 STAT3 の機能阻害について解析を行った。 

 

2-1 実験材料及び実験方法 

 

2-1-1 実験材料 

・DMEM（Life Technologies） 

・MDA-MB-468細胞（ATCC） 

・Bio-BENDA（静岡県立大学 創薬探索センターにて合成した） 

・抗 STAT3抗体（Cell Signaling Technology） 

・抗 STAT1抗体（Cell Signaling Technology） 

・Protein G Plus/Protein A Agarose Suspension（Calbiochem（EMD Millipore）） 

・PhosphoSafe™ Extraction Reagent（NOVAGEN） 

・Streptavidin-HRP（Cell Signaling Technology） 

・Fetal bovine serum（Life Technologies） 

・Penicillinand streptomycin（Life Technologies） 

・MDA-MB-453細胞（ATCC） 

・SpectraMax M5SK（Molecular Devices） 

・TransAMTM STAT Family Assay Kit（Active Motif） 

・Bio-Rad Protein Assay（Bio-Rad） 

・ExactaChIPTM Human/Mouse STAT3 Chromatin Immunoprecipitation Kit 

（R&D systems） 

・1%ホルムアルデヒド（Sigma-Aldlich） 

・SONIFIER® （Branson） 

・GeneAmp PCR System 9700（Applied Biosystems） 
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・RNeasy kit（QIAGEN） 

・One Step SYBR® PrimeScript PLUS RT-PCR Kit（TAKARA） 

・抗STAT3抗体（Cell Signaling Technology） 

・抗リン酸化STAT3抗体（Tyr705）（Cell Signaling Technology） 

・抗c-myc抗体（Cell Signaling Technology） 

・抗GAPDH抗体（abcam） 

・ECL Anti-Rabbit IgG, HRP-linked F(ab')2 fragment（GE Healthcare） 

・ECL Anti-Mouse IgG, HRP-linked F(ab')2 fragment（GE Healthcare） 

・SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate（Pierce） 

・LAS-3000（FUJIFILM） 

・HEK293（RIKEN Cell Bank） 

・DMEM/F-12（Gibco） 

・pAmCyan1-N1（Clontech） 

・pZsYellow1-N1（Clontech） 

・Lipofectamine 2000（invitrogen） 

・Human c-myc forward primer：5’- TACCCTCTCAACGACAGC AG -3’ 

（Sigma-Aldlich） 

・Human c-myc reverse primer：5’- TCTTGACATTCTCCTCGGTG -3’ （Sigma-Aldlich） 

・Human cyclin D1 forward primer：5’-GCTGGAGCCCGTGAAAAAGA-3’ 

（Sigma-Aldlich） 

・Human cyclin D1 reverse primer：5’-CTCCGCCTCTGGCATTTTG-3’  

（Sigma-Aldlich）                                                                                              

・Human survivin forward primer：5’-ACCAGGTGAGAAGTGAGGGA-3’ 

（Sigma-Aldlich） 

・Human survivin reverse primer：5’-AACAGTAGAGGAGCCAGGGA-3’ 

（Sigma-Aldlich） 

・Human Bcl-2 forward primer：5’-TCTTTGAGTTCGGTGGGGTC-3’  

（Sigma-Aldlich） 

・Human Bcl-2 reverse primer：5’-TGCATATTTGTTTGGGGCAGG-3’  

（Sigma-Aldlich） 

・Human GAPDH forward primer：5’-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG-3’ 

（Sigma-Aldlich） 
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・Human GAPDH reverse primer：5’-TCCTTGGAGGCCATGTGGGCAT-3’ 

（Sigma-Aldlich） 

・Thermo Scientific PikoReal Real-Time PCR System（Thermo Scientific） 

・Epirubicin（Sigma-Aldlich） 

・Camptothecin（Sigma-Aldlich） 

・Taxol（Sigma-Aldlich） 

・Stat3 siRNA II（Cell Signaling Technology） 

 

2-1-2 細胞培養 

 MDA-MB-468 細胞は、DMEM/F-12（10% FBS、20 units/mL Penicillin、20 g/mL 

Streptomycin）を用い、37ºC、5% CO2存在下で培養し継代した。 

 HEK293細胞は、DMEM（10% FBS、20 units/mL Penicillin、20 g/mL Streptomycin）

を用い、37ºC、5% CO2存在下で培養し継代した。但し、トランスフェクションに用

いた培地には Penicillin/Streptomycin は含有されていない。 

 

2-1-3 競合条件において Bio-BENDAを用いた免疫沈降アッセイ 

 MDA-MB-468 細胞を、37ºC、5% CO2存在下で 24 時間前培養した後、培養液を吸

引除去し、最終濃度 50 M の Bio-BENDA を含む培養液 5 mL に過剰量の BENDA も

しくは HP2 を加えて 37ºC、5% CO2存在下で 4 時間インキュベーションした。培養

液を吸引除去した後 PBS で洗浄し、PhosphoSaf Extraction Reagent を 1.0 mL 加え

室温で 5 分インキュベーションした。スクレイパーを用い細胞を遠心チューブに回収

し 16000×g、4ºC で 5 分間遠心した。上清を新しいチューブに移し、30 l の protein 

G Plus/Protein A Agarose Suspension（33%懸濁液）で 1 時間洗浄し、10 分間遠心

することにより上清を得た。細胞溶解液 200 l に 1 l の抗 STAT3 抗体を加え、4ºC

で振盪しながら一晩インキュベーションした。30 l の protein G Plus/Protein A 

Agarose Suspension（33%懸濁液）を加えて 4ºC で 4 時間振盪した後、16000×g、

4ºC で 30 秒遠心し、PhosphoSafe Extraction Reagent 500 l で沈殿物を 5 回洗浄し

た。SDS サンプルバッファーに沈殿物を懸濁し、ボルテックスで攪拌した後 95ºC で

3 分加熱し、さらに 16000×gで１分遠心して得られた上清を SDS-PAGE に用い、

ウェスタンブロティング後 streptavidin-HRP 用いて反応させた。STAT1 についても

一次抗体に抗 STAT1 抗体を用いて同様の条件で実験を行った。 
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2-1-4  蛍光共鳴エネルギー移動法を用いた二量体化阻害試験 

96 穴黒色プレートにフェノールレッド不含 DMEM（5% FBS）で希釈した HEK293

細胞を 2×104 cells/well になるように播種し、37ºC、5% CO2存在下で一晩培養した。

培養後、STAT3- CFP 発現プラスミドと STAT3- YFP 発現プラスミドを DNA 量が 0.2 

g ずつになるように、Lipofectamine 2000 を用いてトランスフェクションした。ト

ランスフェクション開始より 6 時間後、フェノールレッド不含 DMEM（2% FBS、20 

units/mL Penicillin、20 g/mL Streptomycin）に培地を交換し、37ºC、5% CO2存在

下で 48 時間インキュベーションした。その後、BENDA と HP2 を最終濃度 10、20、

50 M になるように培養液に加え、37ºC、5% CO2存在下で 23 時間プレインキュベ

ーションした後、50 ng/mL IL-6 を添加して 37ºC、5% CO2存在下でさらに 1 時間イ

ンキュベーションした。インキュベーション後、SpectraMax M5SK を用いて FRET

シグナル（Ex：436 nm/Em：528 nm）を測定した。 

 

2-1-5  転写因子 ELISA法を用いた STAT3のコンセンサス配列への結合阻害試験 

本アッセイは、TransAM STAT Family Assay Kit を用いて行った。直径 10 cm の培

養皿に、フェノールレッド不含DMEM/F-12（2% FBS、20 units/mL Penicillin、20 g/mL 

Streptomycin）で希釈した MDA-MB-468 細胞を播種し、37ºC、5% CO2存在下で 24

時間培養した後、培養液を吸引除去し、BENDA を最終濃度 0、50、100 M になる

ように HP2 を最終濃度 100 M になる様に調整した培養液 5 mL を加え、37ºC、5% 

CO2存在下で 24 時間インキュベーションした。核抽出液は以下の方法で調製した。

直径 10 cm の培養皿に播種してある細胞を Buffer 1（125 mM NaF、250 mM 

-glycerophosphate、250 mM para-nitrophenyl phosphate、25 mM NaVO3）で洗浄

した後、Hypotonic buffer（20 mM HEPES-NaOH（pH7.4）、5 mM NaF、0.1 mM EDTA、

10 M Na2MoO4、10% NP-40）で細胞抽出液を調製し、15000 x g、30 秒間、4ºC に

て遠沈した。得られた沈殿物をキット付属の Complete Lysis Buffer にて溶解し、核

抽出液を得た。核抽出液中のタンパク質の濃度は Bio-Rad Protein Assay を用いて測

定した。 

 STAT3 が結合するコンセンサス DNA オリゴヌクレオチド（5’-TTCCCGGAA-3’）

が固定化された 96 穴プレートに、BENDA 処理済みの核抽出液を 20 g/well になる

ように添加し、25ºC で 1 時間振盪しながら反応させた後、Antibody Binding Buffer

（5% BSA、TBS-T（50 mM Tris-HCl（pH7.4）、100 mM NaCl、0.1% Tween-20））

で 1000 倍希釈した抗 STAT3 抗体を 25ºC にて 1 時間反応させた。反応後Washing 
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Buffer で洗浄し、Antibody Binding Buffer で 5000 倍希釈した抗ウサギ HRP 結合 IgG

を 25ºC にて 1 時間反応させた。反応後 Developing Solution で発色させた後、H2SO4

を添加し発色反応を止めた。測定は、SpectraMax M5SK を用いて 450 nm の吸光度

を検出した。バックグラウンドとして 655 nm の吸光度を測定した。DNA 結合阻害

率は次式で算出した。 

 

[STAT3 activation of control]（%）= 100 x （Abs450/chem - bkgd）（Abs450/DMSO- bkgd） 

Abs450/chem：化合物を添加した反応溶液の吸光度 

Abs450/DMSO：DMSO のみを添加した反応溶液の吸光度 

bkgd：各ウェルの反応溶液 655 nm の吸光度 

 

2-1-6 クロマチン免疫沈降法を用いたBENDAによる c-myc遺伝子プロモーター結

合阻害試験 

 本試験は、ExactaChIP Human/Mouse STAT3 Chromatin Immunoprecipitation Kit

を用いて行った。c-myc プロモーター領域（-1304～-969）に対するプライマーを使

用した。 

Human c-myc forward primer：5’-GAAGCCTGAGCAGGCGGGGCA-3’ 

Human c-myc reverse primer：5’-GCTTTGATCAAGAGTCCCAG-3’ 

 6 穴プレートに、フェノールレッド不含 DMEM/F-12（2% FBS、20 units/mL 

Penicillin、20 g/mL Streptomycin）で希釈した MDA-MB-468 細胞を播種し、37ºC、

5% CO2存在下で 24 時間培養した後、BENDA を最終濃度 0、25、50、100 M にな

るように加え、37ºC、5% CO2存在下で 24 時間インキュベーションした。並行して、

HP2 を最終濃度 0、50、100 M になるように加え、同様の条件でインキュベーショ

ンした。 

 STAT3 と DNA のクロスリンクを目的として最終濃度 1%ホルムアルデヒドを添加

後、25ºCにて 10分間振盪しながら反応させた。固定化した細胞を Lysis buffer（50 mM 

Tris-HCl（pH7.4）、10 mM EDTA、1% SDS、1 Tab./50 mL protease inhibitor cocktail 

tablets）に懸濁し、超音波処理（SONIFIER）により細胞溶解液を調製した。細胞溶

解液を 12000×g、10 分間遠心し、上清を除いた後、Dilution buffer で沈殿を懸濁し、

ビオチン化抗 STAT3 抗体を加えた。ネガティブコントロールとしては、Normal 

Sheep IgG を加えたサンプルを準備した。抗体添加後、4ºC にて一晩反応させ、その

後 Streptavidin agarose beads を 50 L 添加して 4ºC にて回転振盪しながら 30 分間
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反応させた。反応後、12000 x g、1 分間遠心し、agarose beads を遠沈させた。遠沈

させた agarose beads を洗浄し、Chelating Resin Solution を 100 L 添加して 100ºC

で 10 分間反応さることにより DNA 断片を beads から解離した。得られた DNA 断片

を鋳型にして、下表の PCR サイクルで c-myc プロモーターDNA を増幅させた。PCR

反応は、2 ng の DNA 断片、それぞれ 20 μM のフォワードプライマーとリバースプラ

イマーを 0.75 μl、2 mM dNTPs を 5 μl、10×buffer を 5 μl 及び 1 U の酵素を含む最終

容量 50 μl の反応液を作成し、GeneAmp PCR System 9700 を使用して、95ºC 9 分

間の後、94ºC 1 分間、60ºC 1 分間を 47 サイクル反応させ、その後 60ºC で 10 分間

反応した。得られた PCR 産物は 2%アガロース電気泳動しバンドを検出した。 

 

 

   final Conc. 

10× PCR buffer 5 μL 1× 

2 mM dNTPs 5 μL 0.2 mM 

25 mM MgSO4 2 μL 1 mM 

20 M Forward primer 0.75 μL 0.3 μM 

20 M Reverse primer 0.75 μL 0.3 μM 

100% DMSO 1 μL 2% 

2 ng/L DNA 断片 1 μL  

 KOD-plus- 1 μL 1 unit 

  H2O 34.5 μL  

  50 μL  

 

 

95ºC 9 min  

   

94ºC 1 min  

60ºC 1 min 47 cycles 

   

60ºC 10 min  
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2-1-7  定量 PCR法を用いた BENDAによる STAT3標的遺伝子の発現抑制試験 

 本試験は、RNeasy kitとOne Step SYBR PrimeScript PLUS RT-PCR Kitを用いて行

った。下記のプライマーを使用した。 

Human c-myc forward primer：5’-TACCCTCTCAACGAC AGCAG-3’ 

Human c-myc reverse primer：5’-TCTTGACATTCTCCTCGGTG-3’ 

Human cyclin D1 forward primer：5’-GCTGGAGCCCGTGAAAAAGA-3’ 

Human cyclin D1 reverse primer：5’-CTCCGCCTCTGGCATTTTG-3’ 

Human survivin forward primer：5’-ACCAGGTGAGAAGTGAGGGA-3’ 

Human survivin reverse primer：5’-AACAGTAGAGGAGCCAGGGA-3’ 

Human Bcl-2 forward primer：5’-TCTTTGAGTTCGGTGGGGTC-3’ 

Human Bcl-2 reverse primer：5’-TGCATATTTGTTTGGGGCAGG-3’ 

Human GAPDH forward primer：5’-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG-3’ 

Human GAPDH reverse primer：5’-TCCTTGGAGGCCATGTGGGCAT-3’ 

6穴プレートにフェノールレッド不含DMEM/F-12（2% FBS、20 units/mL Penicillin、

20 g/mL Streptomycin）で希釈したMDA-MB-468細胞を播種し、37ºC、5% CO2存在

下で24時間培養した後、BENDAを最終濃度0、25、50、100 Mになるように、また

HP2を最終濃度100 Mになるように調整し、37ºC、5% CO2存在下で8時間インキュ

ベーションした。細胞培養液を除きPBSで洗浄した後、 Buffer RLTを600 L添加し

て細胞溶解液を回収した。回収した細胞溶解液をQiashuredderに添加し、16000×g

で2分遠心した。抽出液に70%エタノールを600 L加えてピペッテイングした。2 mL

のコレクションチューブにセットしたRNeasyスピンカラムに回収した細胞溶解液を

セットし、10000 rpmで15秒遠心した。その後、Bufer RW1及びbuffer RPEにて洗浄

した。RNeasyスピンカラムに新しい1.5 mLのコレクションチューブをセットして

RNaseフリー水30 Lを添加し、RNAを回収した。得られたRNAを鋳型にして下表の

様にPCRでc-mycのDNAを増幅させた。定量PCR反応は、100 ngのRNAテンプレート、

それぞれ10 μMのフォワードプライマーとリバースプライマーを2 μl、PrimeScript 

PLUS RTase Mixを0.4 μl、 2 × One Step SYBR® RT-PCR Buffer 4を10 μl及び1.2 μl

のTaKaRa Ex Taq HS Mixを含む最終容量20 μlの反応液を作成し、Thermo Scientific 

PikoReal Real-Time PCR Systemを使用して、42ºC 5分間、95ºC 10秒間の後、 94ºC 

30秒間、55ºC 30秒間、72ºC 30秒間を40サイクル反応させ、その後60ºC30秒間、

20ºC10秒間反応した。得られたPCR産物はPikoRealソフトウェアで解析した。 
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2 × One Step SYBR® RT-PCR Buffer 4 10 μL 

 TaKaRa Ex Taq HS Mix 1.2 μL 

 PrimeScript PLUS RTase Mix 0.4 μL 

10 μM Forward primer 2 μL 

10 μM Reverse primer 2 μL 

100 μg/mL RNA テンプレート 1 μL 

 RNase フリー水 3.4 μL 

  20 μL 

 

 

42ºC 5 min  

95ºC 10 sec  

   

94ºC 30 sec  

55ºC 30sec 40 cycles 

72ºC 30 sec  

   

60ºC 30 sec  

20ºC 10 sec  

   

 

2-1-8 BENDAによる STAT3標的遺伝子のタンパク質発現抑制試験 

直径 10 cm の培養皿にフェノールレッド不含 DMEM/F-12 （2% FBS、20 units/mL 

Penicillin、20 g/mL Streptomycin）で希釈した MDA-MB-468 細胞を播種し、37ºC、

5% CO2存在下で 24 時間培養した。BENDA を最終濃度 0、50、100 M になるよう

に、また HP2 を最終濃度 100 M になるように調整し培養液へと加え、37ºC、5% CO2

存在下で 24 時間インキュベーションした。PhosphoSafe Extraction Reagent を 1.0 

mL 加えて室温で 5 分インキュベーションし、細胞抽出液を回収した。細胞抽出液の

タンパク質濃度は Bio-Rad Protein Assay を用いて測定した後、抽出液を、30 g/well
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になるように 7.5% ポリアクリルアミドゲルに添加して SDS-PAGE を行った。電気

泳動後、Transfer buffer（25 mM Tris-HCl （pH7.4）、150 mM Glycine、20% Methanol）

を用いて、4ºC において、40 V で 40 分間、更に 90 V で 90 分間通電し、ゲル内のタ

ンパク質を PVDF 膜に転写した。 

 転写後の PVDF 膜を Blocking buffer（5% skim milk/TBS-T（100 mM Tris-HCl

（pH7.4）、150 mM NaCl、0.1% Tween-20））で 60 分間室温にてブロッキングした。

PVDF膜をTBS-Tで3回洗浄した後、抗STAT3抗体、抗リン酸化STAT3抗体（Tyr705）、

抗 c-myc 抗体、抗 GAPDH 抗体を 4ºC にて一晩反応させた。全ての 1 次抗体は、1.5% 

skim milk/TBS-T で 1000 倍希釈して使用した。 

 抗 STAT3 抗体、抗リン酸化 STAT3 抗体（Tyr705）及び抗 c-myc 抗体の 2 次抗体

として ECL Anti-Rabbit IgG, HRP-linked F(ab')2 fragment を、抗 GAPDH 抗体の 2 次

抗体として ECL Anti-Mouse IgG, HRP-linked F(ab')2 fragment を TBS-T で 5000 倍希

釈し、室温で振盪させながら PVDF 膜と 1 時間反応させた。TBS-T で PVDF 膜を 3

回洗浄し、SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate を用いて化学発光さ

せ、LAS-3000 にて検出した。 

 

2-1-9 STAT3 siRNAを用いたがん細胞増殖抑制試験 

 MDA-MB-468 細胞は、DMEM/F-12（10% FBS、20 units/mL Penicillin、20 g/mL 

Streptomycin）を用い、37ºC、5% CO2存在下で培養し継代した。MDA-MB-453 細胞

は、DMEM（10% FBS、20 units/mL Penicillin、20 g/mL Streptomycin）を用い、37ºC、

5% CO2存在下で培養し継代した。直径 10 cm の培養皿に播種した 1×106 cells の

MDA-MB-468 細胞及び MDA-MB-453 細胞に 100 nM Stat3 siRNA II を加え

CLB-Transfection System を用いエレクトロポレーションを行い、72 時間インキュベ

ーション後に細胞数をカウントした。 

 

2-1-10 BENDAによるリン酸化 STAT3高発現がん細胞に対する選択的増殖阻害試

験 

 MDA-MB-468 細胞は、DMEM/F-12（10% FBS、20 units/mL Penicillin、20 g/mL 

Streptomycin）を用い、37ºC、5% CO2存在下で培養し継代した。MDA-MB-453 細胞

は、DMEM（10% FBS、20 units/mL Penicillin、20 g/mL Streptomycin）を用い、37ºC、

5% CO2存在下で培養し継代した。各細胞株を 10000 cells/wellになるように調製し、

96 穴プレートに播種して 37ºC、5% CO2存在下で一晩培養した。BENDA 及び HP2
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を最終濃度 0.1、0.3、1.0、3.0、10、30 もしくは 100 M になるように培地へと添

加し、37ºC、5% CO2存在下で 48 時間反応させた。その後、CellTiter96 AQueous One 

Solution Reagent を 20 L/well 添加し、37ºC、5% CO2存在下で 1 時間インキュベー

ションした後、SpectraMax M5SK を用いて吸光度（ = 492 nm）を測定した。測定

した吸光度から下記の算出方法にて cell viability を算出した。 

 

[Cell viability] （%）= 100 x （Abschem - bkgd）/（AbsDMSO – bkgd） 

 

Abschem：化合物を添加した場合の吸光度 

AbsDMSO：DMSO を添加した場合の吸光度 

bkgd：細胞培養用培地に CellTiter96 AQueous One Solution Reagent を添加した場合の

吸光度 

 

2-1-11 Epirubicin、Camptothecin、Taxol、BENDA及び HP2 を用いたがん細胞

増殖抑制試験 

 MDA-MB-468 細胞は、DMEM/F-12（10% FBS、20 units/mL Penicillin、20 g/mL 

Streptomycin）を用い、37ºC、5% CO2存在下で培養し継代した。MDA-MB-453 細胞

は、DMEM（10% FBS、20 units/mL Penicillin、20 g/mL Streptomycin）を用い、37ºC、

5% CO2存在下で培養し継代した。96 穴プレートに播種した 1×104 cells/100 L/well

の MDA-MB-468 細胞 と 2×104 cells/100 L/well の MDA-MB-453 細胞に、種々の濃

度の Epirubicin、Camptothecin、Taxol、BENDA 及び HP2 を加え、48 時間インキュ

ベーションした後WST-8 溶液を加え、プレートリーダーで 450 nm における吸光度

を測定した。DMSO 存在下のシグナルを 100%として相対値（Activity [%]）をプロッ

トした。各濃度 n = 3 のデータの平均値を算出し、標準偏差をエラーバーで示した。 

 

2-1-12 データ解析 

蛍光共鳴エネルギー法、転写因子 ELISA 法及び定量 PCR 法、細胞増殖試験の結

果について Student’s t-test を行い、Vehicle に対する統計学的な有意差を検討した。

Vehicle に対して*P< 0.05 及び**P< 0.01 を表した。 
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2-2 実験結果 

 

2-2-1 Bio-BENDAと細胞内 STAT3の相互作用 

 STAT3 が恒常的に活性化しているヒト乳がん細胞株 MDA-MB-468 細胞に

Bio-BENDA を処理した後、細胞抽出液を回収し、免疫沈降法を用いて Bio-BENDA

と STAT の結合について検討した。Bio-BENDA の構造式を Figure 7A に示す。

Bio-BENDA は、BENDA のカルボン酸側に十分な長さのスペーサーを介してビオチ

ンを結合させたプローブである。MDA-MB-468 細胞に対する細胞増殖阻害活性は、

BENDA で IC50値が 7.4 μM、Bio-BENDA で 23.3 μM であり、Bio-BENDA は BENDA

比較して弱いものの細胞増殖阻害活性を保持していた。 

Bio-BENDA 処理した細胞の抽出液を抗 STAT3 抗体または抗 STAT1 抗体で免疫沈

降して Streptoavidin-HRP を用いてブロッティングした結果、Bio-BENDA が細胞内

のSTAT1とは結合せず、細胞内STAT3に対して強固に結合していることが判明した。

また、その結合は過剰量の HP2（500 M）の添加では阻害されなかったが過剰量の

BENDA（500 M）の添加によって阻害された（Figure 7-B、C）。このことは、BENDA

と細胞内 STAT3 の結合には、無細胞系と同様に BENDA の HN-2 構造が必要である

ことを示しており、BENDA は STAT3 とシステインを介した共有結合複合体を形成

していることが示唆された。  
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Figure 7. ビオチン化 BENDA を用いた競合的免疫沈降アッセイ 

（A）Bio-BENDAの構造。（B）競合条件で Bio-BENDAを用いた免疫沈降アッセイを行った。Bio-BENDA

と BENDA を MDA-MB-468 細胞に 4 時間反応させた。抗 STAT3 抗体と抗 STAT1 抗体で免疫沈降法を

行った。Bio-BENDA は Streptavidin-HRP を用いて検出した。（C）競合条件で Bio-BENDA を用いた

免疫沈降アッセイを行った。Bio-BENDA と BENDA もしくは HP2 を MDA-MB-468 細胞に 4 時間反応

させた。抗STAT3抗体で免疫沈降法を行いStreptavidin-HRP を用いてBio-BENDAの結合を評価した。 

 

2-2-2 蛍光共鳴エネルギー移動法を用いたBENDAよる細胞内STAT3二量体化阻害

活性 

 FRET 検出系による細胞内 STAT3 二量体化阻害試験系を用いて、BENDA が細胞内

での STAT3 の二量体化を阻害するかを検証した。本試験は、STAT3-CFP と

STAT3-YFP が物理的に近接したとき、STAT3-CFP に励起光（= 436 nm）の照射に

より励起された STAT3-CFP から STAT3-YFP へエネルギーが転移され、STAT3-YFP

から蛍光（ = 528 nm）が放出されることを STAT3 の二量体化の指標とした。濃度

段階的に調製した BENDA と HP2 を用いて評価した結果、BENDA による濃度依存的

な FRET シグナルの減少が確認できた。BENDA の 50 M における細胞内 STAT3 二

量体化阻害率は 52±4.3%、HP2 の 50 M における細胞内 STAT3 二量体化阻害率は
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-0.5±0.4%であった（Figure 8）。この結果から、BENDA は細胞内 STAT3 の二量体

化を阻害し、その阻害活性には HN-2 構造が必要であることが明らかとなった。 

 

Figure 8. 蛍光共鳴エネルギー法による細胞内 STAT3 二量体化阻害作用 

HEK293 細胞を BENDA または HP2 と 23 時間インキュベーションした後 IL-6 で 1 時間刺激し、

STAT3-CFP と STAT3-YFP の相互作用による FRET signals を測定した。各濃度 n = 3 のデータの平均

値を算出し、標準偏差をエラーバーで示した。Student’s t-test で vehicle に対する有意差を検定した（** 

P< 0.01）。 

 

2-2-3 BENDAによる STAT3のコンセンサス配列への結合阻害活性 

STAT3 とコンセンサス配列との結合を BENDA が阻害するかを検証した。転写因

子 ELISA 法は、STAT ファミリーに共通して結合するコンセンサスオリゴヌクレオ

チドを用いて、各 STAT の DNA への結合を評価する方法である。MDA-MB-468 細胞

を BENDA にて処理し、核抽出液を回収した後、STAT3 のコンセンサス配列への結

合能を検討した。その結果、50 M 及び 100 M の BENDA 処理により STAT3 のコ

ンセンサス配列への結合能が、62%及び58%と有意に減少することを明らかにした。

また、バックグランドとして加熱変性処理した核抽出液である Heat-denatured NE

を測定したがコントロールの約 30%であった。一方、HP2 処理では有意差のある阻

害は確認されなかった（Figure 9）。 
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Figure 9.  転写因子 ELISA法を用いた BENDA処理後における核内 STAT3 とコンセンサ

ス DNAヌクレオチドとの結合の評価 

MDA-MB-468 細胞を BENDA または HP2 で 24 時間処理した後、TransAM STAT Family Assay Kit を

用いて、核内 STAT3 の DNA 結合活性を評価した。各濃度 n = 3 のデータの平均値を算出し、標準偏

差をエラーバーで示した．Student’s t-test を用いて vehicle に対する有意差を検定した（* P< 0.05）。 

 

2-2-4 クロマチン免疫沈降法を用いた BENDAによる STAT3の c-myc 遺伝子プロ

モーターへの結合阻害活性 

BENDA が STAT3 の c-myc 遺伝子プロモーターへの結合を阻害することを、クロ

マチン免疫沈降法を用いて評価した。c-myc は STAT3 の標的遺伝子として知られて

おり、実際に、がん細胞において STAT3 の転写活性の上昇が、c-myc の発現レベル

を上昇させると報告されている［1、4、7、15］。また、STAT3 の標的遺伝子の c-myc

の発現には、STAT3 シグナルの寄与が最も大きいとの報告もある［4］。BENDA で処

理したMDA-MB-468細胞を用いて評価を行った結果、BENDAが濃度依存的にSTAT3

の c-myc 遺伝子プロモーターへの結合を減少させることが明らかとなった。この場

合も HP2 は STAT3 の c-myc 遺伝子プロモーターへの結合を抑制しなかった（Figure 

10-A）。 

 

2-2-5 BENDAによる c-mycの発現抑制 

MDA-MB-468 細胞を BENDA にて処理し、定量 PCR 法を実施した結果、濃度依存

的に c-myc の mRNA の発現量が減少することを明らかにした。また、HP2 について

は有意差が得られなかった（Figure 10-B）。 
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次に、MDA-MB-468 細胞を 50 M または 100 M の BENDA にて 24 時間処理し、

c-myc のタンパク質の発現レベルをウェスタンブロット法にて確認した。その結果、

BENDA の処理濃度依存的に c-myc のタンパク質の発現レベルが減少するが、HP2

では変化が見られなかった。さらに、STAT3 のリン酸化レベル（Tyr705）について

も検討した結果、BENDA 処理により STAT3 の発現は変化せず STAT3 のリン酸化レ

ベルのみが減少すること、及びこの変化は HP2 で処理では見られないことが明らか

になった（Figure 10-C）。これらの結果及び前述した 2-2-4 の結果から、BENDA は

細胞内 STAT3 に直接作用して、その転写因子としての機能を阻害することが示唆さ

れた。 
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Figure 10. BENDAによるがん細胞の STAT3 の機能阻害 

（A）STAT3 と c-myc promoter の結合に対する BENDA の阻害作用について検証した。MDA-MB-468

細胞を、25、50、100 M の BENDA で 24 時間前処理した後、クロマチン免疫沈降法を行った。陰性

対照群として Normal Sheep IgG を添加したサンプル用いた（IgG レーン）。（B）BENDA 及び HP2 が

c-myc の mRNA の発現レベルへ及ぼす影響を評価した。MDA-MB-468 細胞に、BENDA または HP2

を添加し、8 時間後、定量 PCR 法にて評価した。Vehicle のシグナルを 100%として各濃度における

相対的な c-myc の mRNA 発現レベルを算出した。各濃度 n = 3 のデータの平均値を算出し、平均値を

グラフにプロットした。標準偏差をエラーバーで示した。Student’s t-test で vehicle に対する有意差を

検定した（* P< 0.05 、** P< 0.01）。（C）BENDA による STAT3 の Tyr705 に対するリン酸化と、c-myc

タンパク質の発現レベルを確認した。MDA-MB-468 細胞を、50 M BENDA、100 M BENDA、また

は 100 M HP2 で処理した後、ウェスタンブロット法によって抗 STAT3 抗体、抗リン酸化 STAT3 抗

体（Tyr705）、抗 c-myc 抗体及び抗 GAPDH 抗体を用いてタンパク質の発現レベルを検証した。 

 

2-2-6 定量 PCR法を用いた BENDAによる標的遺伝子の発現抑制 

c-myc に加え、STAT3 の標的遺伝子である Cyclin D1、Survivin 及び Bcl2 の発現変

化についても、定量 PCR 法で評価した。その結果、Cyclin D1、Survivin 及び Bcl2

の mRNA の発現量が、BENDA の濃度依存的に有意に減少することが確認された

（Figure 11-A、 -B、 -C）。このことから、BENDA は STAT3 が関与する転写活性化

を阻害することが示された。 
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Figure 11. STAT3 標的遺伝子に対する BENDA の影響 

BENDA 及び HP2 による、CyclinD1（A）、Survivin（B）及び Bcl2（C）の mRNA の発現レベルの変

化を評価した。MDA-MB-468 細胞に BENDA または HP2 を添加して 8 時間インキュベーションした

サンプルを用い、定量PCR法を実施した。Vehicleのシグナルを 100%として各濃度におけるmRNA 発

現レベルを算出した。各濃度 n = 3 のデータの平均値を算出し、平均値をグラフにプロットした。標

準偏差をエラーバーで示した。Student’s t-test を用いて vehicle に対する有意差を検定した（* P< 0.05）。 

 

2-2-7 STAT3 siRNAを用いた STAT3依存的な細胞増殖の解析 

リン酸化 STAT3 が恒常的に発現し活性化している MDA-MB-468 細胞と

MDA-MB-453 細胞の細胞増殖が STAT3 依存性かを検証するため、STAT3 siRNA を用

いて細胞増殖抑制試験を行った。その結果、STAT3 siRNA によって MDA-MB-468 細

胞の細胞増殖が 48.7％に抑制されたのに対し、MDA-MB453 細胞では細胞増殖につ

いて差はなかった（Figure 12A、B）。一方、STAT3 阻害以外の作用機序を有する、

以下の既存抗がん物質である Epirubicin（DNA と複合体を形成して阻害する。）、

Canptohecin（Ⅰ型 DNA トポイソメラーゼを阻害する。）、Taxol（微小管蛋白重合を
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促進し、紡錘体の機能を障害する。）を用いて、MDA-MB-468 細胞と MDA-MB-453

細胞に対する細胞増殖阻害を評価した。その結果、いずれの化合物も BENDA と異な

りMDA-MB-468に対する選択的な細胞増殖阻害活性は認められなかった（Figure 13）。

これらの結果から、MDA-MB-468 細胞の増殖は STAT3 に依存し、MDA-MB-453 細胞

の増殖は STAT3 に依存しないことが示された。 

 

 

Figure 12. STAT3 siRNAのリン酸化STAT3高発現がん細胞に対する選択的増殖阻害 

（A）MDA-MB-468 細胞（リン酸化 STAT3 高発現）と（B）MDA-MB-453 細胞（リン酸化 STAT3 低

発現）に STAT3 siRNA、 Non-targeting siRNA をエレクトロポレーション法で導入し、72 時間インキ

ュベーションした後、細胞数を評価した。 
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Figure 13. Epirubicin、Camptothecin 及び Taxol による MDA-MB-468 細胞及び

MDA-MB-453 細胞に対する細胞増殖阻害 

MDA-MB-468 細胞と MDA-MB-453 細胞を、Epirubicin、Camptothecin 及び Taxolで 24 時間処理し、

細胞生存率を測定した。DMSO 存在下のシグナルを 100%とした相対値をプロットした。各濃度 n = 3

のデータの平均値を算出し、標準偏差をエラーバーで示した。 

 

2-2-8 BENDAと HP2 によるリン酸化 STAT3高発現がん細胞株に対する増殖阻害

活性 

STAT3 が恒常的に活性化するヒト乳がん細胞株に対して、BENDA の細胞増殖阻害

作用を検証した。恒常的に STAT3 が活性化している細胞株である MDA-MB-468 細胞

において、30 M及び 100 MのBENDA処理により、細胞生存率が 58.9%及び 24.3%

に減少した。一方で、リン酸化 STAT3 低発現細胞株である MDA-MB-453 細胞では、

30 M 及び 100 M の BENDA 処理により細胞生存率は、95.9%及び 81.8%でありほ

とんど減少はなかった（Figure 14）。以上より、BENDA は STAT3 依存的に増殖する

MDA-MB-468 細胞に対して強い阻害増殖阻害を示し、また STAT3 非依存的な

MDA-MB453 細胞に対してはほとんど増殖阻害活性を示さないことが明らかとなっ



46 

 

た。このことから Epirubicin、Camptothecin 及び Taxol などの抗がん物質と異なり

（Figure 13）、BENDA が STAT3 の機能を阻害することによって増殖阻害を示すこと

が示唆された。一方で、STAT3 阻害活性を示さない主代謝産物である HP2 の場合、

両細胞に対して増殖阻害を示さなかった。 

 

 

Figure 14. BENDAのリン酸化 STAT3 高発現がん細胞に対する選択的増殖阻害 

MDA-MB -468 細胞（リン酸化 STAT3 高発現）（A）と MDA-MB-453 細胞（リン酸化 STAT3 低発現）

（B）に BENDA または HP2 を添加し、48 時間インキュベーションした後、WST assays を行い細胞

生存率を測定した。各濃度 n = 3 のデータの平均値を算出し、平均値をグラフにプロットした。標準

偏差をエラーバーで示した。 



47 

 

2-3 考察 

本章では STAT3 阻害に基づく BENDA の作用を、各種細胞アッセイ系を用いて解

析した。細胞内 BENDA の解析用ツールとして Bio-BENDA を用いた。このプローブ

は BENDA の活性に対する影響を極力抑えるために、カルボン酸側に十分な長さのス

ペーサーを介してビオチンを結合させた分子プローブである。Bio-BENDA は BENDA

と同程度の細胞増殖阻害活性を示すことから、細胞膜透過についても BENDA と同等

と考えられる。このプローブを細胞株に接触させた後の免疫沈降物を解析した結果、

本プローブは STAT3 に結合するが STAT1 にほとんど結合しなかった。この結合は界

面活性剤を含む免疫沈降条件で解離しないことから、第一章の結果を併せて考えると

システインとの共有結合複合体と考察される。また過剰量の BENDA 存在下でこの結

合が阻害されることから BENDA と競合的であり、本プローブが BENDA 同様に

STAT3 に結合していることが示唆された。 

BENDA が細胞内 STAT3 の二量体化を阻害し、STAT3 によって発現誘導される遺

伝子の発現を抑制したことから、BENDA が細胞内においても STAT3 に直接結合し

てその機能を阻害している可能性が考えられる。しかしながら、BENDA は STAT3

の Tyr705 のリン酸化を抑制した。Tyr705 は JAK 等のチロシンキナーゼによってリ

ン酸化される部位であり、STAT3 の活性化に重要な部位である。この部位のリン酸

化の阻害は、STAT3 の上流のチロシンキナーゼなどに対する何らかの作用を BENDA

がもつ可能性を示唆しており、その可能性の排除はできない。一方、Stattic の場合、

STAT3 の SH2 ドメインに結合することによってチロシンキナーゼへのリクルートが

阻害される可能性も指摘されている［77］。したがって BENDA によるチロシンリン

酸化阻害については今後さらなる解析が必要と考えられる。 

STAT3が恒常的に活性化しているがん細胞株としてMDA-MB-468細胞が一般的に

用いられる。Figure 10C に示されているとおり、IL6 等の刺激なしでもリン酸化

STAT3 の発現が認められる。一方、MDA-MB-453 細胞ではリン酸化 STAT3 は発現し

ていない。実際に siRNA を用いた実験（Figure 12）から MDA-MB-468 細胞が STAT3

に依存して増殖することが検証された。また STX-0119 や Stattic や EriocalyxinB な

どのSTAT3阻害剤でも同様にMDA-MB-468細胞選択的な細胞増殖阻害が報告されて

いる［45、46、54］。STAT3 以外の作用機序を有する抗がん物質ではこのような選択

毒性は認められなかった（Figure 13）。BENDA が MDA-MB-468 細胞選択的な細胞増

殖阻害を示したことは、この化合物が STAT3 の機能を阻害していることを示唆して

いる。また興味深いことに、BENDA の細胞周期に対する作用の解析結果から、この
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化合物が二相性の細胞周期停止作用を有することが報告されている。具体的には、

HeLa 細胞（子宮頸がん細胞）、BXPC3 細胞（膵臓腺癌細胞）、MCF7 細胞（乳がん

細胞）、OVCAR 5 細胞（卵巣がん細胞）や U2932 細胞（リンパ腫細胞）のなどの多

くのがん細胞を用いた場合 BENDA は 50 µM などの低濃度域では G2 期で、200 µM

などの高濃度域では S 期で細胞周期を停止させることが報告されている［83］。使用

している細胞株や解析方法が異なるため比較はできないが、その二相性は BENDA に

よる DNA アルキル化作用と STAT3 阻害のデュアルな作用に起因するかもしれない。

すなわち、STAT3 阻害により G2 期の停止［86］、あるいは DNA アルキル化作用に

より DNA 合成が阻害され S 期の停止が、BENDA によって誘導されていると推察さ

れる。 

無細胞系と細胞系で BENDA の IC50値が 10倍程度異なるのは BENDA の物理化学

的性質、安定性、溶解性が影響している可能性が考えられる。無細胞系では 0.2 mM の

Cysteine や 2-mercaptoethanol で BENDA の阻害活性が抑制されたことから、細胞

系では、がん細胞におけるグルタチオンが BENDA の阻害活性に影響している可能性

が考えられる。BENDA の水溶液中での不安定性からより高濃度 BENDA 処理を必要

とする可能性も考えられる。前章で述べたとおり、BENDA 投与後の最高血中濃度が

約 15.2 µM（非ホジキンリンパ腫）であり、乳がん細胞株に対する増殖抑制活性はこ

の濃度に比べて高めである。固形腫瘍の場合の腫瘍内濃度に関する報告がないため、

MDA-MB-468 などの乳がん細胞株を用いた本実験系での濃度域が妥当かどうかは議

論の余地がある。細胞増殖阻害試験において BENDA の IC50値はリンパ性白血病由来

細胞や骨髄性白血病由来細胞では 10 M から 60 M と報告されている［82］。したが

って今後はより感受性の高いリンパ性白血病細胞株などを用いた解析が必要と考え

られる。 

転写因子 ELISA 法では、BENDA 処理後の MDA-MB-468 細胞の核抽出液を用いた

評価を実施した。STAT3 のコンセンサス配列への結合能を検討した結果、当結合阻

害における阻害濃度は全体的に細胞増殖阻害試験での値より高かった。しかし、

TransAM ELISA kit で用いる核抽出液には STAT3 以外にも非特異的にコンセンサス

配列に結合するバックグランドが含まれることが考えられ、そのバックグランドが見

た目の阻害濃度を高くしていることが考えられる。そこで、バックグランドを示すた

め核抽出液を加熱処理した Heat denatured NE を示した。Heat denatured NE の値は

約 30%を示しており、このことから全体の約 30%がバックグランドであると考えら
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れ、そのことを考慮に入れると転写因子 ELISA 法と細胞増殖阻害試験で得られる阻

害濃度は概ね同じと考えられる。 

BENDAは低悪性度B細胞性非ホジキンリンパ腫やマントル細胞リンパ腫の血液が

んで承認されており、乳がん等の固形腫瘍への使用は承認されていない。本研究では

実験モデルとして一般的に STAT3 阻害剤研究で用いられている乳がん細胞株を用い

た。今後はリンパ腫での作用の解析が重要である。また STAT3 の活性化状態が感受

性因子として重要であれば、将来的には BENDA の治療効果予測のための生物学的指

標すなわちバイオマーカーとしても期待される。 
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2-4 小括 

 本章では第 1 章の無細胞系での実験結果を基に、ビオチン化 BENDA を用いてが

ん細胞内 STAT3と BENDA の相互作用及び BENDAによるがん細胞内 STAT3の機能

阻害に関する解析を行った。 

STAT3 が恒常的に活性化しているヒト乳がん細胞株 MDA-MB-468 細胞を用いて、

Bio-BENDA 処理後の細胞抽出液でプルダウンアッセイを行った。その結果、

Bio-BENDA は細胞内の STAT1 とは結合せず、STAT3 に対して強固に結合した。ま

た、その結合は過剰量の BENDA の添加によって阻害され、HP2 では阻害されなか

った。したがって細胞系においても BENDA による STAT3 への結合には HN-2 構造

が必要であり、BENDA はがん細胞内 STAT3 とシステインを介した共有結合複合体

を形成していることが示唆された。 

BENDA による STAT3 の二量体化阻害が、細胞内における JAK-STAT3 シグナル経

路にどのような影響を与えるかを分子レベルで解明した。まず、FRET を用いて検証

したところ、細胞内でBENDAがSTAT3の2量体化を阻害した。次に、転写因子 ELISA

法を用いて検証したところBENDAがSTAT3のコンセンサスDNAヌクレオチドへの

結合を低下した。さらに、クロマチン免疫沈降法により STAT3 の c-myc のプロモー

ター部位への結合を検討したところ、BENDA の濃度依存的に c-myc プロモーター部

位へのSTAT3の結合が阻害され、mRNAレベル及びタンパク質レベルの両方でc-myc

の顕著に減少することが確認された。さらに、c-myc 以外の STAT3 の標的遺伝子で

ある CyclinD1、Survivin 及び Bcl2 の mRNA 量も減少した。以上の結果より、BENDA

は細胞内の STAT3 に直接作用し、その転写因子としての機能を阻害することが示唆

された。また、細胞増殖阻害試験では、STAT3 が恒常的に活性化している

MDA-MB-468 細胞に対して BENDA は細胞増殖阻害効果を示したが、STAT3 阻害と

は異なる作用機序を有する Epirubicin、Camptothecin 及び Taxol は、この細胞株の増

殖を選択的に阻害しないことも示した。これらの結果から、活性型 STAT3 は BENDA

の標的タンパク質だけでなく、BENDA の治療効果予測のためのバイオマーカーの候

補としても考えられることを示した。以上の結果より、BENDA は細胞内で STAT3

に直接作用し二量体化を阻害することで、がん細胞内 STAT3 の機能阻害をしている

ことが示唆された。 
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総括 

本研究ではリンパ腫など多くのがんで恒常的な活性化が報告されている転写制御

因子 STAT3 に着目して、BENDA による STAT3 阻害作用の詳細を解明することを目

的とした。 

第 1 章では、BENDA は、STAT3 の SH2 ドメインを介したリン酸化チロシン含有

ペプチドとの結合を濃度依存的かつ選択的に阻害した。また不活性型の代謝産物とし

て知られる HP2 は阻害活性を示さなかった。よって、STAT3-SH2 に対する BENDA

のアンタゴニスト活性には、HN-2 構造が重要であり、STAT3 に対して NH-2 を介し

た共有結合複合体を形成していることが推測された。さらにチオール基修飾蛍光物質

を用いた競合実験から BENDA が STAT3 のシステイン残基に結合することが示唆さ

れた。そこで STAT3 の SH2 ドメイン及びその周辺のシステインをアラニンに置換し

た変異型 STAT3 を用いて、リン酸化チロシンペプチドとの結合阻害試験を行った。

その結果、STAT3 の 550 番目、712 番目のシステインをアラニンに置換した変異体

を用いた場合に、BENDA による阻害活性が減弱した。よって、BENDA は、これら

のシステイン残基に共有結合することによってSTAT3-SH2ドメインの機能を阻害す

ることが示唆された。以上の結果から、BENDA は STAT3 の 550 番目及び 712 番目

のシステインに共有結合することで、STAT3-SH2 結合を介した STAT3 の二量体化を

阻害することが示唆された。 

第 2 章では、Bio-BENDA を用いて BENDA のがん細胞内 STAT3 と相互作用に関す

る解析を行った。STAT3 が恒常的に活性化しているヒト乳がん細胞株 MDA-MB-468

に競合条件で Bio-BENDA 処理しプルダウンアッセイを行った。その結果、

Bio-BENDA は細胞内の STAT1 とは結合せず、STAT3 に対して強固に結合した。ま

たその結合は過剰量の BENDA の添加によって阻害され、HP2 では阻害されなかっ

た。したがって、BENDA による細胞内 STAT3 への結合には無細胞系同様に HN-2 構

造が必要であり、STAT3 とシステインを介した共有結合複合体を形成していること

が示唆された。次に、蛍光共鳴エネルギー移動法を用いて BENDA が細胞内で STAT3

の二量体化を阻害するか検証したところ、BENDA によって STAT3 の二量体化が阻

害された。 BENDA 処理後の MDA-MB-468 の核抽出液では、STAT3 のコンセンサス

配列への結合能が低下した。また、クロマチン免疫沈降法により BENDA が STAT3

のc-myc遺伝子プロモーターへの結合を阻害した。さらにBENDAはc-myc のmRNA

とタンパク質のレベルを濃度依存的に低下させた。これらの結果から、BENDA は細
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胞内 STAT3 に直接作用して、その転写因子としての機能を阻害すると考えられる。

また、ヒト乳がん細胞株を用い細胞増殖試験により、BENDA は STAT3 が恒常的に

活性化しているがん細胞株に対して、選択的に細胞増殖阻害を示した。したがって、

活性型 STAT3 は BENDA の標的タンパク質だけでなく、BENDA の治療効果予測のた

めの生物学的指標すなわちバイオマーカーの候補としても考えられる。 

 以上、BENDA の新たな標的タンパク質候補として STAT3 を同定し、またシス

テインを介した阻害機構の一部を明らかとした。本知見は、ベンダムスチンの優れた

薬効を裏付けるものであり、将来的にはレスポンダーの選択や STAT3 のシステイン

を標的とした新たな創薬コンセプトの提案［84, 85］の一助となることが期待される。  
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