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研究成果の概要（和文）：本研究では、腫瘍内や感染部位で細胞や病原微生物が示す特異な表現系変化に着目し
た評価系を用いて、がんおよび結核に有効な活性天然物の探索研究を実施した。その結果、７個の新規化合物を
含む１４個の活性天然物を見出した。そして、見出した活性天然物の作用機序および結合タンパク質の解析を、
分子生物学またはケミカルバイオロジーの手法を利用して進め、新規薬剤標的となることが期待できる複数の分
子を創出することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we conducted an exploratory study of bioactive natural 
products effective for cancer and tuberculosis using established screening systems focusing on 
unique phenotypic changes of cells and pathogenic microbes in tumor and infected region. As a 
result, 14 bioactive natural products containing 7 novel compounds were discovered. In addition, we 
analyzed the action mechanism and binding protein of isolated bioactive natural products using the 
methods of molecular biology or chemical biology. Then, several molecules that were expected to be 
new drug targets, were successfully identified.

研究分野： 天然物化学　ケミカルバイオロジー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
創薬標的となる新規分子の開拓は、細胞、

動物、病原体等を用いた、生物または分子生
物学的な手法による病態解析から見出され
る場合がほとんどであり、疾患に有効な活性
天然物の探索を実施し、その結合タンパク質
解析を通して新たな創薬標的を見出す研究
はほとんどなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、腫瘍内や感染部位で細胞や病
原微生物が示す特異な表現系変化に着目し
た評価系を用いて、がんおよび結核に有効な
活性天然物の探索研究を実施した。また、見
出した活性天然物の結合タンパク質の解析
を通して、同定した分子を新規薬剤標的とし
て応用展開することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
活性天然物の探索では、以下の４つの評価

系を用い、独自に保有する底生海洋生物の抽
出物および海洋由来微生物の培養抽出物ラ
イブラリーを探索源として、活性試験の結果
を指標にした分画精製を行った。 
① 低酸素環境適応がん細胞選択的な増殖阻
害物質の探索 
  がんの病態悪化に寄与している低酸素環
境適応がん細胞に対して選択的に増殖阻害
活性を示す天然物の創出を目指して、ヒト前
立腺がん細胞DU145を1%の低酸素条件で培養
することにより、低酸素環境に適応させ、通
常培養条件と比較して、低酸素培養条件選択
的に増殖阻害活性を示す化合物を探索した。 
②グルコース飢餓環境適応がん細胞選択的
な増殖阻害物質の探索 
 ①と同様、がんの病態悪化に寄与している
栄養飢餓環境適応がん細胞に対して選択的
に増殖阻害活性を示す天然物の創出を目指
して、炭素源であるグルコースを除去した培
地での培養を栄養飢餓環境のモデルとして、
ヒト膵臓がん細胞 PANC-1 を栄養飢餓環境に
適応させた後、被験サンプルの増殖阻害活性
を測定した。また、通常培養条件と比較して、
グルコース飢餓環境選択的に増殖阻害活性
を示す化合物を探索した。 
③正常ヒト臍帯静脈血管内皮細胞HUVEC選択
的な増殖阻害物質の探索 
 本スクリーニングでは、がん血管新生阻害
物質の創出を目的として、血管新生の全ての
過程に関与している血管内皮細胞に着目し、
がん細胞（ヒト咽頭上皮がん細胞 KB3-1）の
増殖には影響を与えず、HUVEC 選択的に増殖
阻害活性を示す化合物を探索した。 
④潜在性結核菌に有効な抗菌物質の探索 
 Mycobacterium smegmatisおよび M. bovis 
BCG を検定菌として、これらを 0.2%の低酸素
環境下で培養することにより、既存の抗結核
薬isoniazidに抵抗性を示す潜在状態を誘導
した。また探索研究では、潜在状態の検定菌
に対しても抗菌活性を示す化合物を探索し

た。 
 一方、これらの探索研究から見出した活性
天然物の標的分子解析は、研究代表者がこれ
まで構築・実施してきた、合成したプローブ
分子を用いる、細胞（または菌体）破砕物や
ペプチド提示型ファージライブラリーから
のプルダウンアッセイ、またはゲノム DNA ラ
イブラリー形質転換微生物を利用する方法
を、適宜改変を加えて最適化を行い実施した。 
 
４．研究成果 
（１）活性天然物の探索研究 
保有する底生海洋生物の抽出物および海

洋由来微生物の培養抽出物ライブラリーを
対象に、前述した評価系での探索研究を実施
した。その結果、グルコース飢餓環境適応が
ん細胞選択的な増殖阻害物質の探索におい
て、新規アルキルピリジンアルカロイド
N-methylniphatyne A 、 新 規 ポ リ ケ チ ド
biakamides A–D、新規セスキテルペンアルカ
ロ イ ド fasciospyrinadinone お よ び
fasciospyrinadinol を見出した。また、
20-hydroxyhaterumadienone お よ び
polybrominated diphenyl ether 類が本活性
を有することを新たに見出した（図１）。潜
在性結核菌に有効な抗菌物質の探索では、チ
オジケトピペラジン verticillin A および B、
ナフトキノン誘導体 viomellein、3環性アル
カ ロ イ ド
3-(phenetylamino)dimethyl(oxy)aaptamine
（PDOA）に本活性を新たに見出した（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

図１ グルコース飢餓環境適応がん細胞選択的な増殖阻

害物質として見出した化合物の構造 
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図２ 潜在性結核菌に有効な抗菌物質として見出した

化合物の構造 
 
 
（２）活性天然物の作用機序および結合タン
パク質の解析 
 
① Dictyoceratin-C に関する研究 
 Dictyoceratin-C は、低酸素環境適応がん
細胞選択的な増殖阻害物質として以前に見
出した化合物であり、これまでの研究から、
がん細胞の低酸素適応に関わる転写因子
HIF-1の発現量を低下させることを明らか
にしていた。本研究では、HIF-1の発現量低
下をもたらすdictyoceratin-Cの結合タンパ
ク質同定を試みた。まず、合成アナログ化合
物を用いた構造活性相関の知見を基に
dictyoceratin-C のプローブ分子を作成し、
低酸素培養条件選択的な活性を保持するプ
ローブ分子の創出に成功した（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ Dictyoceratin-C およびプローブ分子の化学構造 

 
そこで次に、本プローブ分子を利用して、ペ
プチド提示型ファージライブラリーから
dictyoceratin-C の結合タンパク質同定を行
なった。そして、種々検討した結果、
dictyoceratin-C の結合タンパク質が RNA 
polymerase II associated protein 3（RPAP3）
であることを強く示唆する知見が得られ、さ
らに、siRNA で RPAP3 の発現を抑制した DU145
細胞の表現型変化を調べたところ、低酸素培
養条件選択的な増殖阻害を受けること、なら
びに HIF-1の発現量の減少が確認された。以

上の結果から、dictyoceratin-C の結合タン
パク質は RPAP3 であると結論づけた。 
 
② Polybrominated diphenyl ether 類に関す
る研究 
 グルコース飢餓環境適応がん細胞選択的
な 増 殖 阻 害 物 質 と し て 見 出 し た
polybrominated diphenyl ether 類の作用機
序および標的分子解析については、まず始め
に、がん細胞の低栄養環境適応の際に上昇す
るリン酸化 Aktと GRP78 に対する影響を調べ
た。その結果、polybrominated diphenyl 
ether は、リン酸化 Akt 量、GRP78 の発現量
ともに阻害することを明らかにした。また、
この効果は、グルコース飢餓環境適応がん細
胞選択的な増殖阻害活性を示すことが報告
されており、ミトコンドリア電子伝達系酵素
複合体 I の阻害剤として知られている
antimycin A でも見られる現象であることか
ら、次に本化合物のミトコンドリア電子伝達
系酵素複合体に対する影響を調べた。その結
果、polybrominated diphenyl ether は、ミ
トコンドリア電子伝達系酵素複合体 II の活
性を IC50値 6.4 nM で阻害することを明らか
にした。以上の結果から、polybrominated 
diphenyl ether 類は、ミトコンドリア電子伝
達系酵素複合体 II を標的として、グルコー
ス飢餓環境適応がん細胞選択的な増殖阻害
活性を示すことが強く示唆された。 
 
③ Biakamide 類に関する研究 
 Biakamide 類の作用機序についても、前述
のpolybrominated diphenyl ether類と同様、
まずリン酸化 Aktおよび GRP78 への影響を検
討した。その結果、biakamide 類（biakamide 
C）もリン酸化 Akt 量、GRP78 の発現量ともに
阻害することが明らかとなった。また、ミト
コンドリア電子伝達系酵素複合体に対する
影響を調べたところ、IC50値 0.45 µM でミト
コンドリア電子伝達系酵素複合体Iを阻害す
ることが明らかとなった。現在、biakamide
プローブを利用した化合物の細胞内局在、な
らびにミトコンドリア電子伝達系酵素複合
体 I中の結合部位の解析を進めている。 
 
④ Melophlin A に関する研究 
Melophlin A は（図４）、潜在性結核菌に有

効な抗菌物質として、以前に見出した化合物
であり、ゲノム DNA ライブラリー形質転換微
生物を利用する標的分子解析において、その
標的分子が、M. bovis BCG ゲノムの 1422.304
〜1448.713 kBおよび 1169.370〜1183.760 kb
の２つの領域に存在することが明らかにな
っていた。そこで、本化合物の標的分子を同
定することを目的に、さらに検討を進めた。
すなわち、各ゲノム領域を分割後、それらを
高発現する形質転換 M. smegmatisを作成し、
melophlin A に対して耐性となる株をスクリ
ーニングした。そして同操作を繰返すことに
より、melophlin A に対して耐性を付与する
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遺伝子を明らかにした。その結果、melophlin 
A の標的分子は、exopolyphosphatase と予想
される BCG1083 タンパク質、および HIT-like 
proteinの１つと予想されるBCG1321cタンパ
ク質であることが明らかとなった。現在、こ
れら２つの分子の創薬標的としての有用性
を検証している。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ Melophlin A の化学構造 

 
⑤ 3-(phenetylamino)dimethyl(oxy)- 
aaptamine（PDOA）に関する研究。 
 PDOA については、潜在状態の M. bovis BCG
に抗菌活性を示すだけではなく、病原性を有
する M. tuberculosisおよび多剤耐性株を含
む臨床分離株に対しても良好な抗菌活性を
示すことを明らかにした。また、その標的分
子の解析を目的として、合成した PDOA アナ
ログの構造活性相関をもとに、標的タンパク
質と共有結合を形成させることが可能なト
リフルオロジアジリン基を持つ下記のプロ
ーブ分子の合成に成功した（図５）。さらに
本プローブ分子と M. bovis BCG の菌体破砕
物を混和後、光照射を行い、PDOA が有する自
家蛍光を指標に、標的分子の標識・検出が可
能か否かを検討した。その結果、７つのタン
パク質が標識されることが明らかとなった。
現在、本手法を用いて、標的タンパク質の精
製を進めている。 
 
 
 
 
 
 
 

図５ PDOA プローブの化学構造 

 
⑥ その他の研究 
前述した①〜⑤の検討以外にも、本研究で

見出した化合物の作用機序および標的分子
の解析を進めている。そして、グルコース飢
餓環境適応がん細胞選択的な増殖阻害物質
として見出した、N-methylniphatyne A につ
いては、ミトコンドリア電子伝達系酵素複合
体への影響を検討しており、予試験的な結果
として、ミトコンドリア電子伝達系酵素複合
体Iを阻害することを示唆する知見を得てい
る。また、潜在性結核菌に有効な抗菌物質と
して見出した viomellein は、DNA と結合する
こと、verticillin A の作用が、Mycobacteria
のエピジェネティクス制御に関係している
ことを示唆する知見を得ている。 
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