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研究成果の概要（和文）：本研究は固形腫瘍の内部に見られるがんに特異的な低栄養環境において、がん治療の
標的となる代謝機構の阻害剤を開発し、それを抗腫瘍薬として応用することを目的とする。申請者らはカビの生
産するPenicillic acidおよびPapyracillic acidがヒト膵がん細胞に対して低栄養選択的な細胞増殖抑制効果を
示すことを明らかにした。本化合物は細胞内のグルタチオンを低下させ、活性酸素種の上昇を介して細胞増殖を
抑制した。また低栄養環境ではグルタチオンが低いことから、Penicillic acidおよびPapyracillic acidは強い
細胞増殖抑制効果を示すことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Certain cancer cells can survive for prolonged periods of time in 
nutrient-deprived conditions such as the interior of a tumor. We found that penicillic acid and 
papyracillic acid produced by fungi display preferential cytotoxicity to human cancer cells in 
nutrient-deprived conditions compared with those in nutrient-sufficient conditions. Penicillic acid 
and papyracillic acid significantly reduced glutathione, a major cellular antioxidant, and increased
 reactive oxygen species, which may be the cause of cell death. Nutrient deprivation causes low 
basal glutathione levels in cancer cells, leading to increased susceptibility to penicillic acid and
 papyracillic acid. Our results suggest that targeting the redox system, such as glutathione, is an 
attractive therapeutic strategy in the tumor microenvironments, including nutrient deprivation. 

研究分野： 天然物化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、申請者らは固形腫瘍内部のような低栄養環境でカビの二次代謝産物がグルタチオンを減少させ
ることにより細胞増殖を抑制することを発見した。レドックス制御システムの1つであるグルタチオンを低分子
化合物でコントロールして抗がん剤として応用しようという研究は、大変にユニークな新たな試みとして学術的
意義がある。
　新しい抗がん剤としてがん免疫治療薬やキナーゼ阻害剤が盛んに開発されているが、既存薬剤とは作用機序の
異なる薬剤の開発が望まれており、本研究はそのようなニーズを満たすことができる研究であり、社会的な意義
がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 細胞が生存するための三大栄養源はグルコース、アミノ酸、脂肪である。がん細胞が正常細
胞と比べてグルコースの消費が高いことは「Warburg 効果」として知られていて、がん細胞は
酸素が十分に存在しても解糖系を使って ATP を生産する好気的解糖を盛んに行う。近年がん細
胞が示す特徴的な代謝が次々と発見され、がん細胞は正常細胞と異なる代謝を利用しているこ
とが明らかとなってきた（Nat Rev Cancer, 13, 572, 2013）。また腫瘍内の血管の構造異常や
機能異常は腫瘍内血流分布の不均衡性をもたらし、断続的あるいは持続的な酸素・栄養供給の
低下を招く。実際に膵がん組織のグルコース濃度は非がん組織の数分の 1から数十分の 1に低
下しており（Cancer Res. 69, 4918, 2009）、このような様々な原因により腫瘍内部は低グルコ
ース状態にある。低グルコース環境においては小胞体ストレス応答の促進や AMPK の活性化など
低グルコースに応答した適応反応も惹起される。したがってグルコースが欠乏した固形腫瘍内
部環境下ではがん特異的な代謝反応や応答反応が進行しており、それらはがん治療薬開発のた
めの新しい標的となり得る。 
そこで申請者らは、供給するグルコースを制限することにより固形腫瘍内部を模倣したアッセ
イ系を構築し、微生物二次代謝産物や化合物ライブラリーより低グルコース環境に特異的な細
胞増殖抑制物質を探索した。その結果、ミトコンドリアの酸化的リン酸化の特異的阻害剤や
IGF-1 受容体キナーゼ阻害剤、イオノフォアなどが低グルコース環境に選択的な細胞毒性を示
すことを明らかにした（I. Momose, et al. JNP, 82, 1120-1127, 2019）。酸化的リン酸化阻害
剤の解析から、好気的解糖が盛んながん細胞においても低グルコース環境下では酸化的リン酸
化による ATP 生産に依存しており、また IGF-1 受容体キナーゼ阻害剤の解析から低グルコース
耐性に Akt のリン酸化が重要なことを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 申請者らは、上記に示すように固形腫瘍内部に見られる低グルコース環境においてがん細胞
の増殖を抑制する化合物を探索することにより、がんの特異的代謝機構に作用する化合物の探
索研究を行ってきた。これまでは低グルコース環境に着目して研究を進めてきたが、一部の腫
瘍においてはアミノ酸の減少も認められることから、グルコースおよびアミノ酸欠乏環境にお
いて特異的な増殖抑制作用を示す化合物を探索することにより、今までとは作用機序の異なる
化合物を得る可能性がある。そこで本研究はこれまでの研究を発展させる形で、がん特異的代
謝機構を標的にした新しい抗腫瘍薬を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）低栄養特異的細胞増殖抑制物質の探索： 96 穴プレートにヒト膵がん PANC-1 細胞を播き、
24 時間後にグルコース・アミノ酸欠乏培地（低栄養培地）もしくは DMEM 培地（栄養培地）に
置換した。ここに微生物培養液を加え24時間培養後の生存率を、MTTアッセイ法にて測定した。
活性物質の単離は、溶剤抽出法、シリカゲルクロマトグラフィーおよびセファデックス LH-20
ゲルろ過カラムクロマトグラフィー法により行った。得られた化合物は NMR スペクトルおよび
LC-MS スペクトルの解析により同定した。Caspase-3/7 の活性は Caspase-Glo 3/7 アッセイ（プ
ロメガ）、アポトーシス細胞はアネキシン V-FITC とヨウ化プロピジウムで二重染色後にフロー
サイトメーターを用いて検出した。 
 
（2）Penicillic acid および Papyracillic acid の作用機序の解析：メタボローム解析はヒュ
ーマン・メタボローム・テクノロジーズ株式会社に委託した。グルタチオンは発光グルタチオ
ンアッセイ（プロメガ）、活性酸素種は過酸化水素を H2O2アッセイ（プロメガ）にて測定した。
Penicillic acid および Papyracillic acid とグルタチオンの結合体は LC-MS にて検出し、N-
アセチルシステインモノメチルとPenicillic acidの結合体は逆相HPLCカラムにて単離し、NMR
スペクトルおよび LC-MS スペクトルを詳細に解析することにより化学構造を決定した。 
 
（3）Penicillic acid および Papyracillic acid の抗がん活性：低栄養選択的細胞増殖抑制活
性は、12 種類のヒト膵がん細胞（PANC-1、PK-45H、KP-4、BxPC-3、Capan-1、KP-3、PK-8、PK-59、
PSN-1、KP-2、KLM-1、MIA Paca-2）にて測定した。スフェロイドは低接着プレートにて形成さ
せ、スフェロイド内部の低酸素状況はハイポキシアプローブ LOX-1（MBL ライフサイエンス）を
用いて観察した。コロニーファーメーションは、10 日間の培養の後にメチレンブルーで染色し
コロニー数を計測した。 
 
４．研究成果 
（1）低栄養特異的細胞増殖抑制物質の探索：ヒト膵がん PANC-1 細胞を用いて低グルコース・
低アミノ酸の培養条件において選択的に細胞増殖を抑制する微生物培養液を探索したところ、
目的の活性を有する 2種類のカビ培養液を得ることができた。そこで、これらのカビを玄米培
地で固体培養し、培養物からアセトン抽出した抽出液を、酢酸エチルによる溶媒抽出法、シリ
カゲルカラムクロマトグラフィー、ゲルろ過カラムクロマトグラフィーを用いて、目的化合物
を単離・精製した。これらの化合物は高分解能 MS スペクトルの解析により化学式を C7H8O3およ
び C11H14O5と決定し、詳細な NMR スペクトルの解析により Penicillic acid および Papyracillic 



acid と同定した（図 1）。これらの化合物は PANC-1 細胞において富栄養環境よりも低栄養環境
において強い細胞増殖抑制活性を示した（図 2）。さらに Penicillic acid および Papyracillic 
acid は低栄養環境において caspase-3/7 を活性化し、アポトーシスを誘導した。また多種のが
ん細胞に対する細胞増殖抑制活性を調べたところ、既存の抗がん剤とは異なる感受性パターン
を示しユニークな作用機序を有する可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（2）Penicillic acid および Papyracillic acid の作用機序の解析： Penicillic acid および
Papyracillic acid は異常有機酸に分類される低分子化合物であることから、細胞内の有機酸
に関連した代謝経路に作用する可能性がある。そこで作用機序を明らかにするために、
Penicillic acid が中心代謝経路に与える影響についてメタボローム解析を用いて調べた。
Penicillic acid を PANC-1 細胞に作用させて、経時的に細胞内の代謝物を CE-TOFMS にて解析
したところ、218 種の代謝物を同定することができた。それらの中から 110 種の主要代謝物に
ついて定量的に解析したところ、細胞内の主な抗酸化物質であるグルタチオンが顕著に減少す
ることがわかった。そこで Penicillic acid および Papyracillic acid の薬剤濃度や処理時間
の及ぼす影響について検討したところ、グルタチオンは Penicillic acid および Papyracillic 
acid により薬剤用量依存的かつ時間依存的に低下することがわかった。グルタチオンはグリシ
ン、システイン、グルタミン酸より構成させるトリペプチドであり、システイン部分のチオー
ル基を有している。一方で Penicillic acid や Papyracillic acid はa,b不飽和カルボニル構
造を持っていることから、グルタチオンのチオール基との間で結合体を形成する可能性がある。
そこでリン酸バッファー中でグルタチオンと Penicillic acid および Papyracillic acid を混
合させたところ、本化合物は非酵素的にグルタチオンと結合体を形成することが明らかとなっ
た（図 3）。さらに詳細な結合様式を調べるために、グルタチオンよりも単純なモデル化合物と
して N-アセチルシステインモノメチルを用いて、Penicillic acid と結合体を形成させた。こ
の結合体は NMR および LC-MS スペクトルの解析により、N-アセチルシステインモノメチルのチ
オール基と Penicillic acid のエキソメチレン基の間で共有結合が形成されることを明らかと
した。よって Penicillic acid および Papyracillic acid は、細胞内のグルタチオンと結合体
を形成することにより、遊離の還元型グルタチオンを低下させることが明らかとなった。 
 次に低栄養環境とグルタチオンの関係について調べた。PANC-1 細胞を低栄養培地で培養する
と、細胞内のグルタチオン濃度が急激に減少することが明らかとなった。ここに Penicillic 
acid または Papyracillic acid を作用させると、さらにグルタチオンの減少が促進されること
がわかった。グルタチオンの減少は細胞内の抗酸化能の低下を導くことが知られている。そこ
で Penicillic acid および Papyracillic acid による活性酸素種（ROS）の産生量に与える影響
について調べたところ、Penicillic acid および Papyracillic acid は ROS の産生を亢進し、
低栄養環境ではさらに大量の ROS を産生することを明らかとした。 
したがって Penicillic acid および Papyracillic acid は、細胞内のグルタチオンを低下させ
ることにより ROS の増加を導き、細胞死を誘導すると推定した。さらに低栄養状態では基底レ
ベルのグルタチオン濃度が低下することから、ここに Penicillic acid および Papyracillic 
acid を作用させるとさらにグルタチオンが低下し ROS の産生が強く誘導されることが、低栄養
選択的細胞増殖抑制の作用機序と推定した（図 4）。 
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（3）Penicillic acid および Papyracillic acid の抗がん活性：これまでヒト膵がん PANC-1
細胞を用いて様々な検討を行ってきたが、さらに 11 種類のヒト膵がん細胞を用いて低栄養環境
における細胞増殖抑制効果を調べた。Penicillic acid や Papyracillic acid は、いずれのヒ
ト膵がん細胞においても低栄養環境において強い細胞増殖抑制活性を示した。次にスフェロイ
ドコロニー内部は低酸素・低栄養状態に陥りやすいと報告されていることから、低栄養環境の
モデルとしてスフェロイドを用いて Penicillic acid および Papyracillic acid による細胞増
殖抑制効果について調べた。12 種類のヒト膵がん細胞を低接着プレートで培養することにより
スフェロイドを形成させ、低酸素センシングプローブでスフェロイド内部が低酸素状態である
ことを確認した。スフェロイドは本化合物で 3日間処理したところ、いずれの細胞のスフェロ
イドにおいても生存率の低下を示したが、二次元培養と比べて IC50値は高くスフェロイド選択
性は示さなかった。 
 Penicillic acid や Papyracillic acid はグルタチオンを低下させる作用があるので、その
作用を利用してシスプラチンの抗がん活性の向上に応用した。すなわちプラチナ系抗がん剤で
あるシスプラチンはグルタチオンにより抗がん活性が低下することから、Penicillic acid や
Papyracillic acid と併用することでグルタチオン濃度を低下させ、シスプラチンの抗がん活
性を増強させようと考えた。そこでヒト膵がん PSN-1 細胞および PK-4 細胞を用いてシスプラチ
ンとの併用効果をコロニーファーメーションアッセイにて調べたところ、Penicillic acid お
よび Papyracillic acid はシスプラチンのコロニー形成抑制活性を顕著に増強できることを明
らかにした。 
以上により、本研究で見出されたカビの代謝物 Penicillic acid および Papyracillic acid
は、がんの重要な代謝物であるグルタチオンを著しく低下させることにより、低栄養環境で選
択的に細胞増殖を抑制するユニークな活性を有することを明らかとした。今後本研究をさらに
発展させ、新しい抗がん剤の開発につなげていく予定である。 
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図４. Penicillic acid と Papyracillic acid の作用機序 
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