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研究成果の概要（和文）：ケジカルゲノミクスの手法でオートファジー制御活性を定量的に測定した．その結果
を階層的クラスタリングによって解析することで，がんと神経細胞におけるオートファジーの制御機構の違いを
明らかにした．オートファジーを促進することで，たんぱく質凝集を阻害するSO286はSOBP1と結合し，SOBPをノ
ックダウンすることでSO286の作用が阻害された．このことから，SOBP1がSO286の作用に関与していることが示
唆された．オートファジー細胞死誘導物質の探索をおこなった結果，放線菌2142A-36株を大量培養し，単離精
製，構造解析した結果， Cholest-5-ene-3b,7a-diolを取得した．

研究成果の概要（英文）：We constructed GFP-LC3-RFP-expressing cells, and using the cells, we 
analyzed the diversity and consistency of regulatory signaling in autophagy. The effects of more 
than 200 small molecular compounds were assessed quantitatively by autophagy regulatory system in 
cancer cells and neuronal cells. Hierarchical clustering was performed on the subsequent autophagy 
inhibition profile of the compounds in each cell type. The result was that hierarchical clustering 
accurately classified the compounds according to their targets. And we distinguished between common 
and cell type-specific signals responsible for autophagy. SO286, which increased autophagy flux, 
inhibited the Aggresome formation. SO286 was found to bind SOBP, and by knockdown of SOBP, SO286 
failed to inhibit Aggresome formation. This result indicated that SO286 functioned SOBP-dependent 
manner.  We searched for the compounds that induce autophagic cell death, and we isolated 
Cholest-5-ene-3b,7a-diol from microbial origin.  

研究分野：化学生物学

キーワード： オートファジー
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１．研究開始当初の背景 
オートファジーはユビキチン-プロテアソー
ム系と並ぶタンパク質分解系であり,細胞質
内のタンパク質や細胞小器官を非選択的に
分解する細胞応答システムである．オートフ
ァジーは細胞内のタンパク質や小器官の品
質管理を担っていることからオートファジ
ーの異常は変性タンパク質の増加を誘導し，
がんや神経変性疾患など様々な疾患に関係
することが認識されている．従って，オート
ファジーのさらなる理解は，がんや神経変性
疾患の新しい治療戦略を提案できる可能性
がある． 
２．研究の目的 
ケミカルバイオロジーのアプローチでオー
トファジー制御機構の全容解明への貢献を
目指すとともに，申請者がこれまでに見いだ
したオートファジー制御物質の作用機構解
析および新しいオートファジー制御物質（オ
ートファジー細胞死誘導物質）の探索を目的
とする． 
３．研究の方法 
(１）申請者が開発した神経細胞系とがん細
胞系でのオートファジー定量的評価系を用
いて，作用機構既知の小分子化合物のオート
ファジー阻害効果を評価し，その結果をシス
テム生物学手法で解析することでオートフ
ァジー制御機構を解析する．	
 
(２）パーキンソンモデル系での凝集タンパ
ク質をクリアランスする化合物 SO286	
 の標
的分子同定を起点にした作用機構解析を行
う．	
 
(３）オートファジー細胞死を誘導する物質
を天然化合物ライブラリーから探索し，新し
いがん治療戦略への応用を目指す．	
 
４．研究成果	
 
(１）GFP-LC3-RFP プローブは内在性細胞内で
GFP-LC3 と RFP へと切断される．GFP-LC3 は
オートファジーに伴って分解されるのに対
し RFP は細胞質中で内部標準として機能する
ことから，GFP/RFP 蛍光強度比を測定するこ
とで，オートファジー誘導活性を簡便に評価
することができる(Kaizuka	
 T.	
 et	
 al,	
 Mol	
 
Cell,	
 2016)．この GFP-LC3-RFP 蛍光プロー
ブをヒト非小細胞肺がん由来 A549 細胞およ

びラット副腎由来 PC12D 細胞に導入し，安定
発現株を樹立した．これら細胞に対し，29 種
オートファジー誘導剤と，300 種の標的既知
の様々なシグナル伝達阻害剤を共処理した
時のオートファジー活性を網羅的に調べ，ク
ラスター解析することで，オートファジー誘
導に必要なパスウェイを調べた．さらに，が
ん細胞と神経細胞それぞれ特異的に活性化
しているパスウェイを比較解析により同定
した．その結果，	
 オートファジー誘導剤の
作用標的ごとにまとまったクラスターが形
成され，クラスターごとに共通する制御機構
が存在することが示唆された（図１）．そし
て，阻害剤群の解析からオートファジー誘導
剤のクラスター分類に寄与するパスウェイ
として，RTK/PI3k/MAPK，JAK-STAT,	
 ATM-CDK,	
 
HDAC/G9a( エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ク ス ),	
 
Wnt/beta-catenin などを同定した．さらに，
がん細胞に特異的な経路として HSP/HIF,	
 神
経細胞に特異的な経路として Hedgehog パス
ウェイを同定した．	
 
(２）ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y に MPP+を処
理することで凝集物の形成が見られ，また	
 
SO286 による凝集物の形成阻害及び凝集物ク
リアランス活性が見られた(図 2)	
 ．また，

SO286 とオートファジー阻害剤である
Bafilomycin	
 A1 を共処理することで，SO286
の作用が阻害されたことから，SO286 がオー
トファジーを介して凝集物をクリアランス
していることがわかった．	
 SO286 は SOBP1 と
いうタンパク質と結合するということが示
唆された．そこで，	
 SO286 の作用に本当に
SOBP1 が関与しているのかを検証することで
SO286 の作用メカニズムを解析した．	
 siRNA
を用いて細胞内の SOBP をノックダウンした
時，SO286 の作用がどうなるかを検証した結
果，SOBP1 をノックダウンしたことで，SO286
の作用が阻害された．ところが，他の SOBP
ファミリータンパク質である SOBP2 や SOBP4
を同様にノックダウンしても SO286 の作用は
阻害されなかった．このことから，SOBP1 が
SO286 の作用に関与していることが強く示唆
された．	
 	
 
(３)本研究ではオートファジーの進行に重
要な役割を果たす Atg7 に着目した。Atg7 を
ノックダウンした細胞はオートファジーを
誘導できずオートファジー細胞死が誘導さ
れない．つまり，Atg7 ノックダウン細胞に対



して細胞死誘導効果が消失する物質はオー
トファジー細胞死誘導物質であると考えら
れる．そこで本研究では、当研究室で樹立さ
れた Atg7 ノックダウン細胞を用いて，放線
菌培養液および化合物ライブラリーよりオ
ートファジー細胞死を誘導する物質を探索
した．	
 
本研究では，ヒト肺癌 A549 細胞にコントロ
ール shRNA を導入したコントロール細胞と
Atg7	
 shRNA を導入した Atg7 ノックダウン細
胞を用いた．コントロール細胞には細胞死を
誘導する一方で Atg7 ノックダウン細胞には
細胞死を誘導しないサンプルを目的の活性
を有するサンプルであると判断し，顕微鏡下
での形態観察により探索を行った．	
 当研究
室の保有する放線菌培養液 1160 サンプル，
化合物ライブラリ 320 サンプルについてスク
リーニングを行った．その結果，放線菌
2142-36 株培養液にコントロール細胞にのみ
細胞死を誘導する目的の活性を見出した．そ

こで，
放線
菌

2142
-36
株培
養液
から
各種
クロ
マト

グラフィーを用いて活性物質の単離精製を
行い Cholest-5-ene-3b,7a-diol を取得した．
（図３）	
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JST 新技術説明会	
 2017 年 7 月 6 日	
 
JST 東京本部別館（東京都千代田区）	
 

18. 田代悦、井本正哉	
 シスプラチン持続暴
露による EMT 誘導機構の解析．第 21 回
日本がん分子標的治療学会学術集会
2017 年 6 月 15 日	
 九州大学医学部（福
岡県福岡市）	
 

19. 濱村祐輝、小坂威雄、田代悦、大家基嗣、
井本正哉．去勢抵抗性前立腺がん細胞選
択的な制がん剤シーズの探索	
 第 21 回
日本がん分子標的治療学会学術集会	
 
2017 年 6 月 15 日	
 九州大学医学部（福



岡県福岡市）	
 
20. 齋藤駿、加藤航、勝山陽平、大西康夫、

井本正哉	
 耐熱性放線菌の熱ショック
による微生物ホルモン生産誘導	
 日本
農芸化学会 2017年度大会	
 2017年 3月
18 日	
 京都女子大学（京都府京都市）	
 

21. 加藤航、齋藤駿、井本正哉	
 耐熱性放線
菌の熱ショック代謝物（HSM）の生産	
 日
本農芸化学会 2017 年度大会	
 2017 年 3
月 18 日	
 京都女子大学（京都府京都市）	
 

22. 寺尾梢、志賀孝宏、山口昴大、田代悦、
石川景一、斉木臣二、岡野栄之、服部信
孝、井本正哉、赤松和土．パーキンソン
病患者 iPS 由来ドパミン神経細胞を用
いた神経保護化合物の薬効評価．第 16
回日本再生医療学会総会	
 2017年3月8
日	
 仙台国際センター（宮城県仙台市）	
 

23. M.Imoto	
 Mitochondrial	
 uncoupler	
 
exerts	
 a	
 synthetic	
 lethal	
 effect	
 
against	
 b-catenin	
 mutant	
 tumor	
 cells．
Asian	
 Chemical	
 Biology	
 Initiative	
 
2017	
 Ho	
 Chi	
 Minh	
 Meeting．2017 年 1
月 21 日	
 Ho	
 Chi	
 Minh	
 /Vietnam	
 

24. H.Ikeda,	
 Y.Shikata,	
 E.Tashiro,	
 
M.Imoto	
 Metacycloprodigiosin	
 (mcPG)	
 
induced	
 cell	
 death	
 selectively	
 in	
 β
-catenin	
 mutated	
 tumor	
 cells	
 	
 28th	
 
EORTC-NCI-AACR	
 Symposium	
 2016 年 11
月 30 日 Munich/Germany	
 

25. Masaya	
 Imoto	
 Metacycloprodigiosin	
 
(mcpg)	
 induced	
 cell	
 death	
 selectively	
 
in	
 β-catenin	
 mutated	
 tumor	
 cells	
 
The	
 2nd	
 Joint	
 Seminar	
 of	
 Core	
 to	
 Core	
 
Program	
 	
 2016 年 11 月 15 日
Chonburi/Thailand	
 

26. Etsu	
 Tashiro,	
 Ramida	
 Watanapokasin	
 
and	
 Masaya	
 Imoto 	
 Screening	
 of	
 
mesenchymal-epithelial	
 transition	
 
(met)-inducing	
 compounds	
 for	
 
development	
 anti-cancer	
 agents．The	
 
2nd	
 Joint	
 Seminar	
 of	
 Core	
 to	
 Core	
 
Program	
 ． 2016 年 11 月 15 日
Chonburi/Thailand	
 

27. Ramida	
 Watanapokasin,	
 Hiroaki	
 Ikeda,	
 
Etsu	
 Tashiro	
 and	
 Masaya	
 Imoto	
 
Apoptosis	
 cell	
 death	
 induction	
 in	
 
mutant	
 cancer	
 cells	
 via	
 v-ATPase	
 
inhibitor	
 from	
 Streptomyces	
 
sp.Extract．The	
 2nd	
 Joint	
 Seminar	
 of	
 
Core	
 to	
 Core	
 Program	
 	
 2016 年 11 月
15 日 Chonburi/Thailand	
 

28. 田代悦、今辻紗也佳、井本正哉	
 シスプ
ラチン耐性細胞における ROCK による
E-cadherin発現制御	
 第75回日本癌学
会学術総会	
 2016年 10月 8日	
 パシフ
ィコ横浜（神奈川県横浜市）	
 

29. 四方雄貴、木我真基、田代悦、井本正哉	
 
ミトコンドリア脱共役割ノナクチンに
よるβ-catenin 変異がんに対する合成
致死誘導機構解析	
 第 75 回日本癌学会

学術総会	
 2016年 10月 6日	
 パシフィ
コ横浜（神奈川県横浜市）	
 

30. 井本正哉	
 創薬を志向した天然物リガ
ンドの探索と標的分子同定新学術領域
研究「天然物ケミカルバイオロジー」研
究成果報告シンポジウム	
 2016年7月1
日	
 慶應義塾大学日吉キャンパス・藤原
洋記念ホール（神奈川県横浜市）	
 

31. 井本正哉．MEK 阻害剤はベータカテニン
変異細胞選択的にアポトーシスを誘導
する	
 第 68 回日本細胞生物学会大会	
 
2016 年 6 月 17 日	
 京都テルサ	
 テルサ
ホール（京都府京都市）	
 

32. 井岡秀二、斉藤毅、岩野智、牧昌治郎、
宮脇敦、鈴木孝治、井本正哉、西山繁.	
 新
規発光物質の開発を目的としたホタル
ルシフェリンアナログの合成と活性評
価．日本ケミカルバイオロジー学会第
11 回年会．2016 年 6 月 15 日	
 京都テル
サ	
 テルサホール（京都府京都市）	
 

33. 池田拓慧、田代悦、井本正哉．V-ATPase
阻害剤によるβ-catenin 変異型がん細
胞選択的細胞死誘導．新規素材探索研究
会．2016 年 6 月 3 日．新横浜フジビュ
ーホテル（神奈川県横浜市）	
 

34. 四方雄貴、木我真基、田代悦、井本正哉．
合成致死を利用したβ-catenin 変異が
んに対する治療薬シードの探索．日本が
ん分子標的治療学会学術集会．2016 年 5
月 31 日．別府国際コンベンションセン
ター（大分県別府市）	
 

35. 井本正哉．MEK 阻害剤 SMK-17 によるβ-
カテニン変異がんに対する合成致死誘
導．日本がん分子標的治療学会学術集会．
201６年 5 月 31 日．別府国際コンベンシ
ョンセンター（大分県別府市）	
 

36. 齋藤駿、田代悦、井本正哉．エンザルタ
ミド耐性を克服する新規アンドロゲン
受容体アンタゴニストの探索．日本がん
分子標的治療学会学術集会．2016 年 5
月 31 日．別府国際コンベンションセン
ター（大分県別府市）	
 

37. S.Saito,	
 T.Fujimaki,	
 W.Panbangred,	
 
E.Tashiro,	
 Y.Igarashi	
 and	
 M.Imoto．
Antarlides,	
 New-type	
 Androgen	
 
Receptor （ AR ） 	
 Antagonists,	
 That	
 
Overcome	
 Resistance	
 to	
 AR-targeted	
 
Therapy ． Riken-Max	
 Planck	
 Joint	
 
Reseach	
 Center	
 5th	
 Annual	
 Symposium．
2016 年 4 月 18 日 Berlin/Germany	
 

38. Etsu	
 Tashiro,	
 Masaya	
 Imoto．Discovery	
 
of	
 ER	
 Stress-induced	
 XBP1	
 activation	
 
inhibitor	
 as	
 cancer	
 chemotherapeutic	
 
agent．Riken-Max	
 Planck	
 Joint	
 Reseach	
 
Center	
 5th	
 Annual	
 Symposium．2016 年
4 月 18 日 Berlin/Germany	
 

39. S.Ioka,	
 T.Saito,	
 S.Iwano,	
 S.Maki,	
 
H.Niwa,	
 M.Imoto,	
 S.Nishiyama.	
 
Development	
 of	
 the	
 new	
 firefly	
 
luciferin	
 analog	
 aiming	
 at	
 detection	
 



of	
 a	
 free	
 radical	
 in	
 the	
 living	
 body.	
 
2015 環 太 平 洋 国 際 化 学 会 議
（PACIFICHEM	
 2015）	
 2015 年 12 月 17
日.	
 ハワイコンベンションセンター（ホ
ノルル・米国）	
 

40. M.Imoto,	
 T.Fujimaki,	
 S.Saiki,	
 
E.Tashiro,	
 D.Yamada,	
 N.Hattori.	
 
Identification	
 of	
 licopyranocoumarin	
 
and	
 glycyrurol	
 from	
 herbal	
 medicines	
 
as	
 neuroprotective	
 compounds	
 for	
 
Parkinson’s	
 disease.	
 2015 環太平洋
国際化学会議（PACIFICHEM	
 2015）.	
 2015
年12月17日.	
 ハワイコンベンションセ
ンター（ホノルル・米国）	
 

41. S.Saito,	
 T.Fujimaki,	
 E.Tashiro,	
 
Y.Igarashi,	
 M.Imoto.	
 Isolation	
 and	
 
biological	
 activities	
 of	
 novel	
 
androgen	
 receptor	
 antagonist	
 
produced	
 by	
 Streptomyces.	
 2015 環太
平洋国際化学会議（PACIFICHEM	
 2015）.	
 
2015 年 12 月 17 日.	
 ハワイコンベンシ
ョンセンター（ホノルル・米国）	
 

42. 井本正哉.	
 Drug-seed	
 screening	
 for	
 
Parkinson ’ s	
 desease	
 (PD)	
 using	
 
metabolic	
 biomarkers.	
 第 3 回
AMED-CREST・さきがけ合同領域会議.	
 
2015 年 11 月 29 日.	
 (株)島津製作所	
 本
社（京都府京都市）	
 

43. Yuki	
 Shikata,	
 Etsu	
 Tashiro,	
 Masaya	
 
Imoto.	
 Screening	
 for	
 the	
 compound	
 
that	
 induces	
 cell	
 death	
 selectively	
 
in	
 β-catenin	
 mutant	
 tumor	
 cells.	
 第
27 回 AACR-NCI-EORTC	
 International	
 
Conference.	
 2015 年 11 月	
 7 日.	
 Hynes	
 
Convention	
 Center（ボストン・米国）	
 

44. 今辻紗也佳、田代悦、井本正哉.	
 CDDP
耐性細胞における TGF-β受容体阻害剤
による MET 誘導.	
 第 74 回日本癌学会学
術総会.	
 2015年 10月	
 9日.	
 名古屋国際
会議場（愛知県名古屋市）	
 

45. 四方雄貴、田代悦、井本正哉.	
 カリウム
イオノフォアである Nonactin はβ
-catenin 変異がん選択的に細胞死を誘
導する.	
 第 74 回日本癌学会学術総会.	
 
2015 年 10 月	
 9 日.	
 名古屋国際会議場
（愛知県名古屋市）	
 

46. 池田拓慧、四方雄貴、田代悦、井本正哉.	
 
β-catenin 変異型がん細胞選択的に細
胞死を誘導する化合物の探索.	
 第 74 回
日本癌学会学術総会.	
 2015 年 10 月	
 9
日.	
 名古屋国際会議場（愛知県名古屋
市）	
 

47. 吉丸哲郎、小松正人、田代悦、長田裕之、
井本正哉、豊國伸哉、三好康雄、	
 	
 笹
三徳、片桐豊雅.	
 エストロゲン受容体制
御分子BIG3を標的とした新規ER陽性乳
がんの治療法.	
 第 74 回日本癌学会学術
総会.	
 2015年 10月	
 9日.	
 名古屋国際会
議場（愛知県名古屋市）	
 

48. 齋藤駿、藤巻貴宏、田代悦、五十嵐康弘、

井本正哉.	
 放線菌由来新規アンドロゲ
ン受容体アンタゴニスト Antarlide 類
の単離・構造決定及び生物活性.	
 第 57
回天然有機化合物討論会.	
 2015 年 9 月
10 日.	
 神奈川県民ホール（神奈川県横
浜市）	
 

49. Yuji	
 Mizotani,	
 Shun	
 Itoh,	
 Kohji	
 Hotta,	
 
Etsu	
 Tashiro,	
 Kotaro	
 Oka,	
 Masaya	
 
Imoto.	
 Evalution	
 of	
 drug	
 toxicity	
 
profile	
 using	
 Ciona	
 intestinalis.	
 8th	
 
International	
 Tunicate	
 Meeting.	
 2015
年7月16日.	
 Aomori	
 City	
 Cultural	
 Hall
（Aomori	
 City	
 Aomori	
 Pref.	
 ）	
 

50. 井岡秀二、斉藤毅、岩野智、牧昌次郎、
丹羽治樹、井本正哉、西山繁.	
 生体内フ
リーラジカルの検出を目的とした新規
ホタルルシフェリンアナログの開発.	
 
日本ケミカルバイオロジー第 10 回年会.	
 
2015 年 6 月 11 日.	
 東北大学	
 	
 

51. 井本正哉	
 Bcl-2/Bcl-xL 機能阻害物質
インセドニンの標的分子同定.	
 天然物
ケミカルバイオロジー第 8 回公開シン
ポジウム.	
 2015 年 6 月 8 日.	
 東北大学	
 
片平キャンパス（宮城県仙台市）	
 

52. Yuji	
 Mizotani,	
 Shun	
 Itoh,	
 Kohji	
 Hotta,	
 
Etsu	
 Tashiro,	
 Kotaro	
 Oka,	
 Masaya	
 
Imoto.	
 Evaluation	
 system	
 of	
 chemical	
 
toxicity	
 using	
 Ciona	
 intestinalis.	
 
48th	
 Annual	
 Meeting	
 of	
 the	
 Japanese	
 
Sosiety	
 of	
 Developmental	
 Biologists.	
 
2015 年 6 月 2 日 〜 6 月 5 日
International	
 Congress	
 Center	
 
Tsukuba（茨城県つくば市）	
 

53. Masaya	
 Imoto,	
 Antitumor	
 effects	
 and	
 
predictive	
 biomarker	
 identification	
 
for	
 a	
 MEKinhibitor,	
 SMK-17.	
 Riken-Max	
 
Planck	
 Joint	
 Reseach	
 Center	
 for	
 
Systems	
 Chemical	
 Biology	
 The	
 Fourth	
 
Symposium,	
 2015年5月12日.	
 Kobe	
 Port	
 
Island	
 Center（兵庫県神戸市）	
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