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研究成果の概要（和文）：　がんや結核の治療に有効な新しい医薬シーズを独自に構築した活性試験法を指標にして海
綿などの海洋医薬資源から探索し、複数の活性天然物を見出した。
　見出した微量活性天然物を医薬リードとして発展させるため、全合成やアナログ合成研究を展開して構造と活性の相
関を解析するとともに、プローブ分子を合成して標的分子を解析した。さらに、活性天然物の標的分子を解析するため
の簡便な方法がないことから、微量活性天然物の標的分子を解明するための汎用性の高いプローブ分子の設計・合成法
を確立し、形質転換微生物を用いる手法やファージディスプレイを用いる手法を構築した。

研究成果の概要（英文）：　On the guidance of the constructed screening systems for searching anti-cancer 
and anti-tuberculosis substances from the extract library of marine medicinal resources, we succeeded in 
the isolation of several bioactive natural products, which are expected to be medicinal seeds. We then 
engaged in the total synthesis and analog synthesis of the bioactive natural products to supply 
sufficient amount for further biological analysis and structure-activity relationship study.
 Furthermore, we explored new methods to promote the generality of the method for identifying target 
molecule of bioactive compound. Through the target identification study of the isolated bioactive natural 
products by using the designed new probe molecules, the Mycobacterium transformed with a genomic DNA 
library, and the phage display method, we could clarify the several responsible molecules expected as new 
drug targets for Cancer and Tuberculosis.

研究分野：天然物化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 多彩な化学構造を有する活性天然物（天然
物リガンド）は、医薬品やそのシーズとして
大きく貢献してきた。また、新しい薬剤標的
の開拓や標的分子の構造情報に基づいた医
薬リード化合物の創製研究において、活性天
然物の標的分子を明らかにすることは非常
に重要であるが、これまで見出された数多く
の活性天然物の大半は、標的分子が明らかに
されていない。さらに、活性物質の標的分子
を明らかにするための簡便な手法がないた
めに、多くの研究者が標的分子の解析に多大
な時間とエネルギーを費やしていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、様々な活性物質に簡単に適用
できる系統的なプローブ分子合成法の確立
と活性物質の標的タンパク質を捕捉・同定す
るためのプローブ分子の高機能化を目指し
た。また、研究代表者が見出した活性天然物、
他班において単離または有機合成により見
出された活性物質の標的分子解析を、合成し
たプローブ分子でのプルダウン法、活性物質
のプローブ化を必要としないゲノムDNAライ
ブラリー形質転換微生物を用いる標的分子
解析法、遺伝子発現変動や遺伝子変異解析技
術を活用する方法で進めた。さらに、活性天
然物を新規な医薬リード化合物の創製に導
くとともに、化学構造から作用機序を経て超
活性単純化アナログ創成に至る天然物ケミ
カルバイオロジーを展開した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、以下の研究を実施した。 
（１）様々な活性物質に簡便に適用できるプ
ローブ分子合成法の確立を目的として、マレ
イミドに対するチオールの付加という官能
基選択性の非常に高い反応を利用した、シス
テインを母核とするプローブ分子素子を用
いる手法の構築を検討した。さらに、標的分
子解析におけるこれら手法の有用性を検証
した。また、生物活性物質の標的タンパク質
を捕捉・同定するためのプローブ分子の高機
能化を目指し、プローブ分子にタンパク質と
より強固に相互作用するための捕捉補助基
としてボロン酸を分子中に組み込んだ次世
代型プローブの開発についても検討した。 
（２）研究代表者および他班で見出した活性
物質のプローブ化を試み、細胞破砕物からの
結合タンパク質同定に加え、各種細胞由来の
mRNA を基に作成したペプチド提示型ファー
ジライブラリーを標的分子同定の探索源と
する手法を確立し、結合タンパク質解析を実
施した。 
（３）（２）の研究とともに、Mycobacterium 
bovis BCG 株のゲノムから作成したゲノム
DNA ライブラリーで形質転換した M. 
smegmatis の形質転換株ライブラリーを活用
して、抗菌物質の標的分子解析を行うととも
に、遺伝子変動や遺伝子変異解析法を利用し

て、各種活性物質の標的分子解析を実施した。 
（４）（２）および（３）で同定した標的分
子の新しい薬剤標的としての有用性を検証
するため、活性物質と標的分子の親和性や標
的分子のノックダウンによる表現型の解析
を行った。 
（５）活性天然物をシーズとする新規医薬リ
ード化合物の創製を目的とした合成展開を
行った。 
 
４．研究成果 
（１）次世代型プローブ分子開発 
 様々な活性物質に簡便に適用できる系統
的かつ一般的なプローブ分子の合成法とし
て、システインを母核とするプローブ分子素
子を開発した。すなわち、L-シスチンを母核
としてタグや捕捉補助基を順次導入し、プロ
ーブ分子素子を合成した。また、活性物質に
対して、チオールと高選択的に反応するマレ
イミドやヨードアセトアミド基を有する素
子を導入し、これをプローブ分子素子の還元
処理により生ずるチオールと反応させるこ
とで、プローブ分子を合成する方法論を確立
した。本法の確立により微細な構造の異なる
種々のプローブ分子を系統的かつ簡便に合
成でき、プローブ分子の最適構造を見出して
いくことが可能となった（下図）。実際に本
法を用いることで、後述の標的分子解析に用
いるプローブ分子を、活性を保持した形で簡
便に合成することに成功し、本研究の推進に
つながった。 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに、標的タンパク質とより強固に相互
作用するための捕捉補助基としてボロン酸
基が有用であることを見出した。そして、グ
ルタチオンをモデルリガンドにして、上記の
系統的合成法を適用してボロン酸基の構造
最適化を検討した結果、アルキルボロン酸よ
りルイス酸性の高いボロキソール基を導入
することで標的タンパク質（グルタチオン S
トランスフェラーゼ）の捕捉能が３倍以上も
向上することを明らかにした。 
 
（２）ゲノム DNA ライブラリー形質転換 M. 
smegmatis を利用する標的分子解析 
 研究代表者らが構築している M. bovis BCG
株由来のゲノムDNAライブラリー形質転換 M. 
smegmatis は、約 4,000 株から構成されてお
り、それぞれランダムに M. bovis BCG 遺伝
子を高発現している。抗菌物質の標的分子を
高発現する形質転換株はその抗菌物質に対
して耐性を示すことを利用して、研究代表者
または他班で見出した抗菌物質に対して耐
性を示す M. smegmatis 形質転換株をスクリ



ーニングし、抗菌物質に対して耐性を付与し
ている遺伝子を明らかにすることにより、そ
の抗菌物質の標的分子を明らかにすること
を試みた（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 本研究期間中、見出された３種の抗結核菌
物質に対して本方法を適用して標的分子解
析を進めた、その結果、Haliclona 属海綿由
来の大環状アルカロイド halicyclamine A の
標的分子が、ヒトには存在しない機能未知の
膜タンパク質（BCG2664：DedA ファミリータ
ンパク質）であることが明らかとなった。ま
た、海洋由来の Trichoderma 属真菌から単離
した新規アミノリポペプチド trichoderin A
が、Mycobacterium 属細菌の ATP 合成酵素を
標的としていることを明らかにした。さらに、
Agelas 属海綿由来のジテルペンアルカロイ
ド agelasine D は、dioxygenase と予想され
る BCG3185c タンパク質を高発現した場合に
のみ agelasine D に耐性を示し、さらにリコ
ンビナントタンパク質との結合親和性解析
から、agelasine D は、BCG3185c タンパク質
と直接結合することを証明した。 
 
（３）遺伝子変動解析を基盤とした標的分子
解析 
 海綿 Dactylospongia elegans から単離し
たフラノセスタテルペン furospinosulin-1
は、腫瘍内に存在する低酸素環境に適応した
がん細胞に対して選択的に増殖阻害活性を
示す。本研究開始時、furospinosulin-1 処理
によるがん細胞の遺伝子変動を経路特異的
OligoGEArray で解析し、低酸素培養条件で発
現誘導される増殖因子IGF-2の発現を阻害す
ることにより、低酸素環境に適応したがん細
胞選択的に増殖阻害活性を示すことを明ら
かにしていた。この知見に基づき、
furospinosulin-1が作用するIGF-2遺伝子の
プロモーター領域の特定と結合タンパク質
候補の同定研究を進め、furospinosulin-1 が
転写制御因子LEDGFおよび低酸素環境下で翻
訳後修飾を受けた p54nrbと直接結合し、活性
発現することを明らかにした（下図・右上図）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに、これら転写制御因子をそれぞれ
siRNA でノックダウンしたがん細胞は低酸素
培養条件選択的な増殖阻害を受けることを
確認し、ビアコアを用いる結合親和性解析も
行った。 
 
（４）プローブ分子を利用した標的分子解析 
 設計・合成した活性物質のプローブ分子に
よる標的分子解析では、以下の成果を得た。 
 
① Arenastatin A の標的分子解析 
  研究代表者らが以前に単離、構造決定した
海綿 Dysidea arenaria 由来の環状デプシペ
プチド arenastatin A は、ヒト咽頭上皮がん
KB3-1 細胞に対して非常に強力な細胞毒性
（IC50 値 140 pM）を示し、作用機作として
tubulinの重合をIC50=2.3 µMで阻害すること
を報告していた。しかし、tubulin の重合阻
害活性と細胞毒性との活性強度が大きく異
なることから、arenastatin A は tubulin の
重合を阻害するとともに、細胞内の別のタン
パク質とも結合して強力な細胞毒性を示す
ことが考えられたが、分子プローブを用いる
プルダウン法ではtubulinとその関連タンパ
クしか捕捉できなかった。本研究では、KB3-1
細胞 mRNA を基に作成したペプチド提示型フ
ァージライブラリーを結合タンパク質解析
の探索源として、新規 arenastatin A 結合タ
ンパク質の同定を試みた。その結果、
arenastatin A の強力な細胞毒性に寄与する
機能未知のタンパク質 EXD3 を見出すことに
成功した。 
 
② Cortistatin Aの医薬リードとしての展開
とその標的分子解析 
 海綿から見出した強力な血管新生阻害作
用を有する新規ステロイドアルカロイド
cortistatin A を、実用的な抗がん剤リード
化合物へと展開することを目指し、天然類縁
体の構造活性相関の知見をもとに、活性を保
持しつつ化学構造を簡略化し、容易に供給で
きるアナログ化合物の合成研究を展開した。
その結果、短工程で大量合成が可能であり、
非常に高い血管内皮細胞（HUVEC）選択的増
殖阻害活性を有する化合物を見出すととも
に、腫瘍移植モデルマウスに対して経口投与
で顕著な in vivo 抗腫瘍活性を示すリード化
合物の創成に成功した（次頁、左上図）。 
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 さらに、いまだ不明である cortistatin A
の作用メカニズム解明を目指して、種々の活
性アナログ化合物由来のアフィニティープ
ローブ分子を設計・合成し、標的分子の解析
を進めている。 
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