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研究成果の概要（和文）：がん抑制遺伝子産物である p53 タンパク質は、細胞のがん化を抑える

重要な働きをしている。したがって p53 の働きを増強する薬剤は、がんを治療できると考えら

れる。本研究では、p53-Hdm2 複合体形成と Ubc13-Uev1A 複合体形成の阻害を指標として、海洋

資源から p53 の作用を増強させる低分子化合物の探索を行った。さらに、当研究室において既

に確立したアッセイ系を用いて、広くユビキチン-プロテアソームシステムに対する阻害物質の

探索を行った。

研究成果の概要（英文）：p53 plays an important role on suppression of tumor, and the drugs
which enhance the effect of p53 will treat a various cancer. In this study, we search
for compounds, which inhibit the interactions of p53-Hdm2 and Ubc13-Uev1A from marine
organisms.
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１．研究開始当初の背景

がん抑制遺伝子産物である p53 タンパク質
は、細胞のがん化を抑える働きをしている重
要なタンパク質で「ゲノムの番人」とよばれ
ている。最近、以下のように p53 の働きを増

強することにより、がんを治療することを目
指した研究が行われている。(1) p53 遺伝子
の変異は約 50%のヒトがんで見つかっている。
そこで、変異をもったがん細胞に野生型 p53
遺伝子をウイルスに組み込んで導入する遺
伝子治療の研究が行われている。しかし、す
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べてのがん細胞に遺伝子を組み込むことは
不可能で、また転移した部位には遺伝子を導
入できないため、臨床応用には至っていない。
(2) また、変異型 p53 を活性化して正常な働
きをさせる低分子化合物の開発も行われて
いる。しかし、臨床応用可能な薬剤の誕生に
は至っていない。

２．研究の目的

本研究では、p53 の働きを増強する第 3 の
方法として、p53 の負の調整因子である Mdm2
の作用を阻害することにより、がん抑制遺伝
子産物である p53の作用を増強させることの
できる天然低分子化合物を開発し、がんをア
ポトーシスに導くことを目指した。ユビキチ
ン-プロテアソームシステムを阻害する物質
が、新しい機序で作用する抗がん剤として期
待されている。そこで、新規抗がん剤の開発
を目標として、このシステムを阻害すること
により p53の作用を増強させる化合物を天然
資源から探索する。さらに、当研究室におい
て既に確立したアッセイを用いて、広くユビ
キチン-プロテアソームシステムに対する阻
害物質の探索を行う。

３．研究の方法

本研究は、研究協力者である 北海道大学
大学院薬学研究院生体機能科学分野（現・愛
知学院大学薬学部）の横沢英良 教授との緊
密な連携のもと、以下の方法で行った。当初、
p53 の作用を増強させる化合物を探索するた
め、ユビキチン-プロテアソームシステムの
中でも分解すべき標的タンパク質を認識す
る E3 酵素である Hdm2 と COP1 を標的とする
ことを計画した。さらに本研究課題の遂行中、
p53の作用を増強させる別の標的としてE2酵
素の一つである Ubc13-Uev1A 複合体形成を阻
害する化合物の探索も行った。

（１）海洋生物の採集とスクリーニング用サ
ンプルの調製
本研究課題では、能登半島の海洋資源に加
えて、インドネシアのサンゴ礁海域で採集し
た海綿やホヤなどの無脊椎動物の抽出物や、
その海洋生物から当研究室で単離した海洋
微生物の培養液を用いてスクリーニングを
行った。インドネシアでの採集は、平成 18-20
年度文科省科学研究費（基盤研究(B)）の海
外学術研究『北太平洋熱帯サンゴ礁海域に棲
息する無脊椎動物の生理・生態に関する調査
研究』および日本証券奨学財団平成 20 年度
研究調査助成の支援によるものである。また、
採集は、サムラトランギ大学（インドネシア）

のマンギンダーン教授との共同研究により
行った。

（２）活性試験の遂行
① p53-Hdm2 複合体形成阻害活性
p53-Hdm2 複合体形成を、ELISA 法により検
出した。p53とHdm2は大腸菌で発現・精製し、
両者の複合体形成に対する阻害作用を、抗
Mdm2 抗体を用いた ELISA 法により検出した。
② p53-COP1 複合体形成阻害活性
p53と GSTタグを付加したCOP1を大腸菌で
発現・精製し、両者の複合体形成に対する阻
害作用を、抗 GST 抗体を用いた ELISA 法で検
出した。
③ Ubc13-Uev1A 複合体形成阻害活性
Ubc13と Flagタグを付加したUev1Aを大腸
菌で発現・精製し、両者の複合体形成に対す
る阻害作用を、抗 Flag 抗体を用いた ELISA
法で検出した。

（３）阻害物質の精製・構造決定
（２）に示した活性試験を行い、活性を示
したサンプルからカラムクロマトグラッフ
ィーおよび HPLC により阻害物質の精製を行
った。得られた化合物の構造は、NMR などの
機器スペクトルを用いて決定した。

（４）構造-活性相関および阻害物質の作用
機序の解析
得られた化合物から種々の誘導体を調製
し、構造-活性相関を調べることにより、阻
害作用の発現に関与する部分構造を明らか
にした。また、阻害機構についても解析を行
った。

４．研究成果

【研究の主な成果】
本研究課題においては、プロテアソームに
対する阻害物質として salsolinol 類縁体と
aaptamine 類縁体が得られた。Ubc13-Uev1A
複 合体の形成を阻害する物質として
leucettamol A を単離した。本化合物は、以
前ラセミ体と報告されていたが、本研究で単
離したことをきっかけとしてスクリプス研
究所（アメリカ）の Molinski 教授によりラ
セミ体ではないことが示され絶対配置が決
定された。また、当研究室において以前
p53-Hdm2 複合体形成阻害物質として発見し
た (-)-hexylitaconic acid については、絶
対配置が決定されていなかったが、本研究で
単離したことをきっかけとして、北海道大学
の門出博士によりキラル炭素は R配置である
ことが明らかとされた。これら成果の詳細は、
以下の通りである。



（１）海綿 Xestospongia cf. vansoesti か
ら得た salsolinol 類縁体が示すプロテアソ
ーム阻害活性について
2006 年 12 月にインドネシア北スラウェシ
島レンベーで採集した海綿Xestospongia cf.
vansoesti（湿重量 400 g）の EtOH 抽出物が、
HeLa 細胞に対して細胞毒性を示し、またプロ
テアソームのキモトリプシン様活性を阻害
した。そこで、活性物質を精製した結果、4
種類の化合物、salsolinol (1, 191.8 mg)、
norsalsolinol (2, 4.96 mg) 、
cis-4-hydroxysalsolinol (3, 1.35 mg)、お
よび trans-4-hydroxysalsolinol (4, 3.68
mg) を単離した。1 は、ラセミ体であった。1
は、ヒトデ、アメフラシ、バナナから単離さ
れていることに加えて、アルコール依存症患
者の尿からも検出されている。2 は、ヒトの
大脳基底核から検出されている。3 と 4 は、
合成例は報告されているが天然資源からの
単離例は本研究が初めてである。1 と 2 はと
もに、HeLa に対する細胞増殖抑制作用とプロ
テアソームのキモトリプシン様活性に対す
る阻害作用を示したが、3 と 4 はそれらの作
用を示さなかった（Table 1）（論文 投稿中、
学会発表 2）。

Table 1. Biological Activities of 1-4 (IC50
(µg/mL)).
Compound Proteasome Cytotoxicity

inhibition

1 50 17
2 32 7
3 a >50
4 a >50

a Not inhibited even at 100 µg/mL.

（２）海綿 Leucetta aff. microrhaphis か
ら得た Ubc13-Uev1A 複合体形成阻害物質
leucettamol A
ユビキチン依存的タンパク質分解系にお
いて、E2 酵素の一つである Ubc13 は、Uev1A
とヘテロ複合体を形成することにより、p53
の単量体化と核外輸送を誘起し、また一方、
Ubc13 のノックダウンにより p53 の転写活
性化が誘導される（Laine et al., Mol. Cell.
Biol., 26, 8901, 2006）。したがって、
Ubc13- Uev1A 複合体の形成を阻害する物質
は、p53 の転写活性化を誘導でき、抗がん
剤の候補になると考えられる。そこで、大
腸菌で発現・精製した Ubc13 と Uev1A を用

いて ELISA 法により複合体の形成を阻害す
る化合物のスクリーニングを行った。その
結果、2006 年 9 月にインドネシアのマナドツ
アデウア島周辺で採集した海綿 Leucetta aff.
microrhaphis の抽出物に、Ubc13-Uev1A 複合
体の形成を阻害する活性が認められたので、
化合物の精製を行った。そして、以前、抗菌
物質として単離された（Kong et al., J. Org.
Chem., 58, 970, 1993）leucettamol A を得
た。Leucettamol A の Ubc13-Uev1A 複合体形
成阻害作用は、IC50値が 50 µg/mL であった
が、アセチル化すると阻害活性が消失したの
で、leucettamol A に含まれるアミノ基と水
酸基は、Ubc13-Uev1A 複合体形成の阻害に
必要であると考えられる。また、
leucettamol Aを還元するとIC50値は4 µg/mL
と強くなった。Ubc13 は、MMS2 ともヘテロ
複合体を形成するが、leucettamol A は、
Ubc13-MMS2 複合体形成を阻害しなかった
ので、Uev1A に結合している可能性が考え
られる（雑誌論文 8、学会発表 9、10）。
Leucettamol A は、単離された当初は、ラ
セミ体であると報告されていたが、
deconvoluted exciton coupled CD法により、
絶対立体配置が 2R,3S,28S,29Rであることが
明らかとなった（雑誌論文 5）。

（３）海綿 Aaptos suberitoides から得られ
たプロテアソーム阻害物質
2006 年 12 月にインドネシアのマンテハゲ
島で採集した海綿 Aaptos suberitoides の
EtOH 抽出液にプロテアソームのキモトリプ
シン様活性に対する阻害活性と HeLa 細胞に
対する細胞増殖阻害活性が認められた。そこ
で、抽出液を EtOAc さらに n-BuOH で抽出し
たところ、n-BuOH 画分と残りの水層に活性が
認められた。そして n-BuOH 層と水層を精製
したところ、活性成分として aaptamine,
isoaaptamine, demethylaaptamine が得られ
た。精製した化合物を用いて、プロテアソー
ムのキモトリプシン様、トリプシン様、カス
パーゼ様活性および細胞増殖阻害活性を調
べた（Table 2）。プロテアソーム阻害作用に
ついては、各化合物の 3種類の活性に対する
阻害の程度に大きな差が認められなかった。
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また、3 種類の活性の中では、トリプシン様
活性に対する阻害が他の 2種類の活性に比べ
て弱かった。一方、細胞増殖阻害活性は 3種
類の化合物で差が認められた。以上のことか
ら、細胞増殖阻害活性は、プロテアソーム阻
害によるものではないことがわかる（論文 1、
学会発表 3、7）。

Table 2. Biological activities (IC50
(µg/mL)) of 1-3.
Compound Proteasome Cytotoxicity

inhibition

CT-L T-L C-L

1 1.6 18 2.7 15
2 2.1 10 2.4 3.1
3 2.1 12 2.3 1.4

CT-L, chymotrypsin-like; T-L, trypsin-
like; C-L, caspase-like.

（４）海洋由来 Arthrinium 属真菌から得ら
れた Hdm2 拮抗物質(-)-hexylitaconic acid
について
以前 Arthrinium 属真菌の培養液から Hdm2
拮 抗 物 質 と し て 単 離 し た
(-)-hexylitaconic acid（S. Tsukamoto et
al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 16, 69-71
(2006)）は、p53-Hdm2 複合体形成を IC50値が
50 µg/mL で阻害した。本化合物については、
(＋)-体のものも含めて植物や菌の培養液か
らの単離がこれまでに数例報告されている
のにもかかわらず、この不斉炭素の立体配置
は決定されていなかった。そこで、本研究課
題において化合物が単離されたのをきっか
けとして、北海道大学の門出先生により、
(-)-体は(R)-配置であることが VCDを用いた
研究により明らかにされた。その研究の際に
(＋)-体のものが合成されたので、両者の
p53-Hdm2 複合体形成阻害作用を比較したが、
(＋)-体と(-)-体は同程度の阻害作用を示し
た。したがって、p53 と Hdm2 の相互作用には
この炭素の立体配置は影響を与えていない
と考えられる（論文 4、学会発表 6、8）。

本研究課題において、2 種類の海綿からプ
ロテアソーム阻害物質を単離した。海綿
Xestospongia cf. vansoesti か ら は
salsolinol (1) 、 norsalsolinol (2) 、
cis-4-hydroxysalsolinol (3) 、 お よ び
trans-4-hydroxysalsolinol (4) を、海綿
Aaptos suberitoides からは、aaptamine,
isoaaptamine, demethylaaptamine を単離
した。それぞれの化合物のプロテアソーム阻
害活性はあまり強くはなかったが、現在も、
阻害物質の探索を行っている。一方、海綿
Leucetta aff. microrhaphis か ら は 、
Ubc13-Uev1A 複合体（E2酵素）の形成を阻
害する化合物として leucettamol A を得た。
E2 酵素に対する阻害物質の発見は、本化合
物が唯一の例であり発見の意義は大きい。
また、以前 Hdm2 拮抗物質として単離した
(-)-hexylitaconic acid については、今回、
合成した(+)-体を用いて活性を比較したが、
ほぼ同程度の活性を示したので絶対立体配
置は活性とは関係がないことが分かった。
本研究課題において leucettamol A や
(-)-hexylitaconic acidを単離したことをき
っかけとして、他の研究者により絶対立体配
置が決定された。このことは、天然物の発見
が他の周辺分野に対して研究のシーズとな
ることを示している。
今後は、本研究課題において確立したアッ
セイ系を用いて、さらに特異性が高く活性の
強い化合物の発見を目指すとともに、新たな
アッセイ系の確立が課題である。
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