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研究成果の概要（和文）：天然物抽出エキスコレクションおよび天然物基盤合成化合物ライブラリーを用いて，ウィン
ト（Wnt），ヘッジホッグ（Hh），トレイル（TRAIL），bHLH転写因子等のシグナル分子を標的とした天然物の探索およ
び活性化合物の作用メカニズムの解析に関する研究を行った．各シグナル経路ごとにスクリーニングで得られた代表的
な化合物として，Wntシグナル阻害作用をもつカルデノリド，TRAIL耐性克服作用をもつクワ科植物由来のプレニル化フ
ラボン，Hhシグナル阻害作用をもつジテルペン，Hes1担持ビーズを用いる「標的タンパク質指向型天然物単離法」によ
り得られた放線菌由来のピペリジンアルカロイドなどが挙げられる．

研究成果の概要（英文）：Screening programs targeting biological pathways such as TRAIL, Wnt, and Hedgehog 
signaling and bHLH transcriptional factors resulted in isolation of a variety of bioactive compounds from 
our natural products collection and natural products based synthetic compounds such as calotropin, a 
caldenolide with Wnt signal inhibitory activity through enhancement of mRNA expression of casein kinase 
1α, artonin E, a prenylated flavone with TRAIL resistance overcoming activity, and vitetrifolin D, a 
diterpene with hedgehog signal inhibitory activity. Search for Hes1 dimer inhibitors by target protein 
oriented natural products isolation (TPO-NAPI) using Hes1-beads HPLC system was examined for rapid 
discovery of natural products with differentiation activating effects of neural stem cells to yield 
agalloside, a flavonoid glycoside from extract of Aquilaria agallocha (Thymelaeaceae), and inohanamine, a 
new piperidine alkaloid with a triene side chain, isolated from a Streptomyces strain IFM11584.

研究分野：天然物化学
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１．研究開始当初の背景 
天然物は創薬，および有用生化学的試薬に
供される割合が非常に高く，天然資源は人類
未知な構造を得る宝庫といえる．本研究では，
天然物および天然物様合成化合物から，疾患
および再生シグナルを制御するもの（天然物
リガンド）を見いだす．標的シグナルとして
は，人類においてその克服および深い洞察が
必要であるが，未だ有用な化合物の発見が少
ないものをとりあげる．例えば，癌での異常
亢進を示す Wnt,ヘッジホッグ(Hh)シグナル
は，発生段階で重要な働きをするが，一方で
その異常亢進は癌化を引き起こす．また，神
経幹細胞を始め種々幹細胞を用いた再生医
療が期待されているが、幹細胞内のシグナル
を特異的に活性化し特定の細胞に分化させ
る化合物の報告は未だに少なく，幹細胞の生
体メカニズムも未知な部分が多い．これらの
シグナル伝達系を制御する新たな天然物リ
ガンドは，医薬の開発のみならず，一見相反
する癌と幹細胞双方をつなぐ謎を解くため
の鍵になると期待でき，癌と幹細胞の両方の
資質を有する癌幹細胞に対しても，グローバ
ルで新規な知見を与えると期待できる．  
 
２．研究の目的 
 本研究は，疾患および再生シグナルを高次
制御する新規天然物を発見し，一見相反する
がんと幹細胞，あるいは両方の資質を有する
癌幹細胞をつなぐ謎を解明する新たな知見
を得ることを目的とする．幹細胞からの発生
段階に重要なシグナル伝達はしばしば癌の
原因の異常シグナルとなる．本研究ではがん
を始めとする種々の疾患に異常がみとめら
れる Wnt，ヘッジホッグ（Hh）シグナル，bHLH
転写因子等を対象とし，これらに作用する新
規天然物および天然物基盤合成化合物を探
索する．また，神経幹細胞に着目し，転写因
子群の働きを制御する天然物を探索し，神経
再生メカニズムに迫る．とくにシグナルの選
択的制御を達成するため，遺伝子転写イベン
トに着目する．また本研究では，細胞を用い
る遺伝子転写アッセイや細胞の表現系変化
から探索するフォワードケミカルゲノミク
ス的探索と，標的タンパク質を用いる蛍光プ
レートアッセイ，およびビーズ担持タンパク
質を用いるリバースケミカルゲノミクス的
探索の二つを軸とした研究を行うことを目
指した． 
 
３．研究の方法 
(1) がんで異常亢進している Wnt, Hh シグナ
ル，およびがん細胞をアポトーシスに導く
TRAIL シグナルに関しては，当研究室で導入
済みの細胞アッセイ法を用いて，タイ，バン
グラデシュ産植物，および放線菌抽出エキス
のスクリーニングを行い，高活性な新規天然
物を単離・構造決定する．一方，A1 班の東京
医科歯科大学・岡本隆一博士との共同研究に
より，Notch シグナルに作用する化合物のア

ッセイ試験法を構築し，本試験システムを用
いて，天然物および合成化合物を対象とした
スクリーニングを行う．また，神経幹細胞の
各神経細胞（ニューロン，アストロサイト）
への分化活性化を，各細胞表面の特異的タン
パク質を抗体染色することにより評価し，分
化を制御する天然物を単離・構造決定する． 
(2) 神経幹細胞の増殖・分化を制御している
塩基性・へリックス・ループ・へリックス
（bHLH）転写因子群に着目し，転写因子複合
体を蛍光強度で検出し，それらを阻害する天
然物を単離する．また，標的とするタンパク
質を大腸菌から調製し，セファロースビーズ
に担持したタンパク質担持ビーズを用い，多
くの天然物の混合物であるエキスから，迅速
に，標的タンパク質に結合する天然物を単離
するスクリーニングを行う． 
(3) 活性成分の分離精製と作用機構解析：顕
著な活性を示した画分について，各々の活性
試験を指標として活性成分を単離する．得ら
れた興味深い活性成分について，その分子レ
ベルでの作用メカニズムの解析に関する実
験を行う．各シグナル経路における標的遺伝
子の mRNA やタンパク質発現への影響を明ら
かにするとともに，染色した細胞を顕微鏡観
察することにより核内および細胞質での発
現量への影響を調べる．またゲルシフトアッ
セイ法によりタンパク質とDNAとの結合を阻
害するか否かを明らかにする．これらの結果
に基づき活性成分の作用点を解析する． 
 
４．研究成果 
当研究室に保有する天然物抽出エキスコ
レクションおよび天然物基盤合成化合物ラ
イブラリーを用いて，ウィント（Wnt），ヘッ
ジホッグ（Hh），トレイル（TRAIL），bHLH 転
写因子等のシグナル分子を標的とした天然
物の探索および活性化合物の作用メカニズ
ムの解析に関する研究を行った．各シグナル
経路ごとにスクリーニングで得られた代表
的な化合物に関する研究成果について報告
する． 
(1) Wnt シグナル 
スクリーニングによりヒットしたガガイ
モ科 Calotropis gigantea 滲出物からカルデ
ノリドの一種 calotropin を単離した．本化
合物 calotropin はプロテアソーム系におい
てβ-catenin の分解を促進することにより
Wntシグナルを阻害する. calotropin の添加
によりβ-catenin の S45 リン酸化,すなわち
CK1α（casein kinase 1α）によるリン酸化
の上昇が認められた．また, RNAi により CK1
αをノックダウンした細胞においては, 
calotropin による CK1αの増加および β
-cateninのS45リン酸化は観察されなかった. 
さらにリアルタイムPCR法によりcalotropin
の添加により CK1α mRNA の増加が認められ
た. 以上より, calotropin は CK1αを mRNA
レベルで増加させβ-catenin のリン酸化を
促進することによりβ-catenin の分解を促



進し, Wnt シグナルを阻害することが示唆さ
れた. 
オオバコ科 Scoparia dulcis から単離した
ジテルペン scopadulciol はヒト胃がん細胞
AGSにおいて核内のβ-cateninを減少させた
が，プロテアソーム阻害剤 MG132 を併用する
とβ-cateninの減少は認められなくなった．
これにより scopadulciol はプロテアソーム
依存性の β-catenin の分解を促進すること
が示唆された． 
ニガキ科 Eurycoma longifolia から単離し
た β- カ ル ボ リ ン ア ル カ ロ イ ド
9-hydroxycanthin-6-oneはCK1α非依存的に
GSK3β（glycogen synthase kinase 3β）を
活性化することにより β-catenin の分解を
促進し，Wnt シグナルを阻害した．また，本
化合物はがん細胞だけでなく，ゼブラフィッ
シュにおいても，中脳後脳境界形成不全，色
素細胞減少，尾部屈曲等の Wnt シグナル阻害
作用を介する形態変化を引き起こすことが
明らかとなった． 
一方，センダン科 Amoora cuculata より以
前単離したロカグラミド誘導体についての
全合成研究を行い，天然物とともにヘテロ環
を含む一連の誘導体の合成を行った．これら
の化合物の中には顕著なWntシグナル阻害作
用を示すものが含まれていることが明らか
となった． 
(2) TRAIL シグナル 
TRAIL 耐性克服作用に関するスクリーニン
グにより，クワ科 Artocarpus communis の根
部抽出物より 12 種の化合物を単離した．そ
のうち artonin E は 3 μM において，単独処
理と比較して TRAIL（100 ng/mL）との併用に
より 24 時間後細胞生存率を 45%低下させる
顕著なTRAIL耐性克服作用を示した．artonin 
E のカスパーゼを介するアポトーシス誘導に
は活性酸素種（ROS）が関与することが示唆
された． 
キク科 Xanthium strumarium の葉部からは
５種のセスキテルペン化合物を単離した．こ
のうちの２種の化合物は AGS 細胞において，
アポトーシス誘導タンパク質として知られ
る DR4，DR5，p53，CHOP，Bax などを増加さ
せ，抗アポトーシスタンパク質である Bcl2
を減少させた．このような結果から，これら
の化合物はデスレセプター経路，ミトコンド
リア経路の両方を介してアポトーシスを誘
導することが示唆された． 
変形菌シロススホコリから単離した
fuligocandin Bについて天然物より優れた活
性を示すヨウ素化化合物を見出し，さらに合
成したビオチンプローブを用いることによ
り標的タンパク質の同定に関する研究を行
った． 
(3) Hh シグナル 
Hh シグナル阻害作用に関するスクリーニ
ングを行い，GLI1 転写阻害活性の認められた
Vitex negundo（クマツヅラ科）について活
性成分の探索行い，新規化合物 nishindanol

を含む 9種のジテルペンやフラボノイド化合
物を単離した．そのうちとくに nishindanol
を含む 4 種の化合物が顕著な GLI1 転写阻害
活性を示した．これらは Hh シグナルが亢進
しているがん細胞（PANC1，DU145）に対して
細胞毒性を示したが，比較対照細胞
（C3H10T1/2）に対する細胞毒性は弱かった．
また活性を示したジテルペン化合物
vitetrifolin D は Hh シグナルで制御されて
いるタンパク質（PTCH や BCL2）のタンパク
質レベルを低下させることがウェスタンブ
ロット実験の結果明らかとなった． 
(4) bHLH 転写因子 
Hes1（Hairy and enhancer of split1)は
神経幹細胞の分化を抑制する抑制型 basic 
helix-loop-helix（bHLH）型転写因子である．
当研究室で構築した Hes1 担持ビーズを用い
る「標的タンパク質指向型天然物単離」によ
りスクリーニングを行い， Aquilaria 
agallocha より agalloside を得た．本化合物
の詳細な分子メカニズム解析を行い，Hes1 二
量体形成を阻害することにより神経幹細胞
分化を促進することが明らかとなった． 
Hes1 担持ビーズ法によりその他にも
Garcinia mangostanaからキサントン化合物，
放線菌 Streptomyces sp. IFM 11584 から新
規ピペリジンアルカロイドinohamamineを単
離した． 
bHLH 転写因子の一つである Ngn2 のプロモ
ーター活性を評価する細胞アッセイシステ
ムを用いてスクリーニングを行った結果，千
葉県犬吠埼産土壌より分離した放線菌株
Streptomyces sp. IFM 11440 の培養抽出物
より 3 種の新規アクリジンアルカロイド
inubosin A-Cを単離した．このうち，inubosin 
Bは強いNgn2プロモーター活性化作用を示し，
また，Ngn1, NeuroD2 など，神経幹細胞分化
に関連する遺伝子の発現を促進した． 
また A01 班・岡本隆一博士（東京医歯大学）
との共同研究によりNotchシグナル阻害作用
を評価する細胞レポーターアッセイ法を構
築した．本法によりスクリーニングを行い，
Garcinia speciosa からのキサントン化合物
や Nerium indicum からのカルデノリド配糖
体などNotchシグナル阻害作用を示す天然物
を数種単離した． 
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