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研究成果の概要（和文）：がん細胞が薬剤抵抗性を示す主な原因として，アポトーシスを抑制することで抗がん
剤抵抗性に寄与する熱ショックタンパク質 (HSP) ならびに抗がん剤抵抗性を有するとともに自己複製能および
多分化能を持つがん幹細胞の存在が挙げられる．本研究では，生細胞イメージング装置およびレポーターアッセ
イ等を駆使し，HeLa 細胞の ADR 感受性を高められる複数の天然物を見出した．さらに，がん幹細胞の維持・増
殖に関わる Wnt/β-catenin 経路阻害活性を持つ新規天然由来化合物を見出すとともに，その標的タンパク質が
核輸送因子 importin7 であることを明らかとした．

研究成果の概要（英文）：Heat shock proteins (HSPs) are overexpressed in several tumors and 
contribute to cell proliferation, metastasis, and anticancer drug resistance. Also, cancer stem 
cells (CSCs) are important tumor cell subclass that is a significant factor in cancer recurrence and
 treatment resistance. In this study, we found naturally occurring compounds that significantly 
improve the sensitivity of anti-cancer drugs on cancer cells via inhibiting the expression of 
several HSPs. In addition, we found novel wnt/β-catenin pathway inhibitor from medicinal plant that
 directly inhibits the function of importin7. These compounds may be useful seed compounds for 
development of new cancer treatment agents.

研究分野：天然物化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，HSP 発現阻害作用を介し，がん細胞の抗がん剤感受性を高められる化合物を見出した．見出した化
合物は HSP105 発現阻害活性を有する初の天然物であるとともに，抗がん剤の治療効果を高めることで，がん根
治に貢献できる可能性が有る．
また，核輸送因子 importin7 に結合することで，Wnt/β-catenin 経路を阻害する化合物を見出した．
Importin7 は大型がんゲノムデータ解析により，がんの悪性化を引き起こす因子である可能性が示唆されてい
る．すなわち，見出した化合物は，新規標的を有するシード化合物として，がん治療薬開発に貢献できる可能性
が有る．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がん治療において従来用いられてきた細胞障害性抗がん剤に加え，がん分子標的治療薬の臨
床応用が進んでおり，治療成績の向上に寄与している．一方で，これら薬剤によって死に至らな
かった細胞により，がんの再発が起こる．がん細胞が薬剤抵抗性を示す主な原因として，小胞体
ストレスおよび酸化ストレス等によるアポトーシスを抑制することで抗がん剤抵抗性に寄与す
る熱ショックタンパク質 (Heat Shock Protein, HSP) ならびに抗がん剤抵抗性を有するととも
に自己複製能および多分化能を持つがん幹細胞 (Cancer Stem Cell，CSC) の存在が挙げられる． 
HSP は熱ショック因子 1 (HSF1) によって発現制御されるストレス応答タンパク質であり，
HSP70，HSP90，および HSP105 等の分子種が存在する．HSP70 および HSP90 は，HSF1 の機能抑
制を担う自己調節応答タンパク質であることから，その機能阻害は各種 HSP の高発現をもたら
す可能性が有る [引用文献 ①]．次に HSP105 は，in vivo 試験におけるノックダウンにより
腫瘍細胞の増殖抑制が確認 [引用文献 ②] されており，さらに boltezomib 等，種々の抗がん
剤投与により発現が促進され，治療効果の減弱をもたらす [引用文献 ③]．よって，HSP105 の
発現抑制や機能阻害は，がん細胞の抗がん剤感受性を高め，がん再発予防に寄与できる可能性が
有る． 
CSC は，乳がん等種々のがん細胞中に少数存在し，自己複製能と多種類の細胞に分化しうる多
分化能をもつ．さらに，CSC は分化の進んだがん細胞とは異なり，細胞分裂停止期であることが
多いため既存の抗がん剤に抵抗性を有しており，化学療法後のがんの再発に深く関わっている．
よって CSC を死滅させる薬剤はがんの根治に極めて有効であると言えるが，未だ臨床応用には
至っていない [引用文献 ④]． 
 
２．研究の目的 
がん細胞増殖抑制作用を指標とした抗がん剤の探索研究により，低濃度でがん細胞の増殖を
抑制できる多数の化合物が見出されてきた．一方，本研究では，抗がん剤抵抗性改善薬の提案を
目的とした．特に，これまでにほとんど報告の無い HSP105 発現阻害作用および CSC 駆逐作用
等，がん再発に関わる因子を標的とした天然由来低分子有機化合物の探索を行った．さらに見出
した活性化合物については，標的分子を含む，詳細な作用機序の解明進めることで，がん根治へ
貢献できる新規医薬品シード化合物の提案を目指した． 
 
３．研究の方法 
 研究代表者らが保有する天然物ライブラリーを用い，(1) ライブセルイメージング装置を用
いた抗がん剤抵抗性改善薬シード化合物の開拓，(2) レポーターアッセイを用いた HSP105 発
現抑制化合物の探索，および (3) がん幹細胞の駆逐に寄与する Wnt/-catenin 経路阻害活性
化合物の探索を行った．また，薬用植物および真菌を用いた新規天然由来化合物の探索も併せて
実施し，上記活性評価を行った．また，見出した活性化合物の一部については，標的タンパク質
を含む詳細な作用機序を解明した． 
 
(1)  子宮頸がん HeLa 細胞に対し，低濃度アドリアマイシン (ADR，2 g/ml) を処理すると，
細胞増殖は抑制される一方で，90% 以上の細胞は死に至らない．この現象には，HeLa 細胞
で高発現するとともに抗アポトーシス作用を持つ HSP105 が関与している．すなわち，
HSP105 をノックダウンした HeLa 細胞では，ADR (ADR，2 g/ml) 処理による細胞死が有
意に増加することが報告されていた．そこで，生細胞セルイメージング装置を用い，HeLa 
細胞の ADR 感受性を増強できる化合物の探索を行った．具体的には，96 well plate に播
種した HeLa 細胞に対し，被験化合物単独もしくは被験化合物および低濃度 ADR を併用処
理し，1 群当たり 100 以上の細胞を 24 時間観察することで，細胞分裂期移行細胞数およ
び細胞死数について数値化した．これにより，被験化合物単独では細胞周期および細胞死
に影響を与えず，ADR との併用時，細胞死が起こる割合を増加させる化合物を抗がん剤抵
抗性改善化合物候補として選択した．さらに，候補化合物が各種 HSP の発現へ与える影響
を，ウェスタンブロッティング等により評価した． 

(2)  マウス線維芽細胞に対し，HSP105 プロモーター下流にルシフェラーゼ遺伝子を持つプラ
スミドを導入した pGL105/C3H 細胞を用い，HSP105 発現阻害活性を持つ化合物の探索を行
った．すなわち，pGL105/C3H 細胞を 41℃ で 3 時間熱処理することで高発現するルシフ
ェラーゼ活性を抑制できる天然物の探索を行った．見出した活性化合物については，HeLa 
細胞における HSP 発現および抗がん剤感受性へ与える影響を評価した． 

(3)  レポーターアッセイを用い，種々のがん細胞の増殖および CSC の幹細胞性維持に関わる 
Wnt/-catenin 経路阻害活性化合物の探索を行った．すなわち，Wnt/-catenin 経路にお
ける転写因子である TCF の結合領域下流にルシフェラーゼ遺伝子を持つプラスミドを導
入した TOP 細胞を用い，ルシフェラーゼ活性を抑制できる天然物の探索を行った．見出し
た活性化合物については，Wnt/-catenin 経路の異常亢進が知られる大腸がん (HT-29) 細
胞に対する増殖抑制活性および発現タンパク質解析を行うとともに，アフィニティービー
ズを用いた標的分子解明を行った．さらに，標的分子の機能へ与える影響をウェスタンブ



ロッティングおよびリアルタイム PCR を用いて評価した． 
４．研究成果 
 本研究により，HSP 発現阻害作用を介し，HeLa 細胞の ADR に対する感受性を高められる複
数の天然物をオトギリソウ (Hypericum erectum, 全草)，カノコソウ (Valeriana fauriei, 根
および根茎)，および京都府大気粉塵由来真菌 (Penicillium maximae, 培養上清および菌糸) 等 
より見出すことができた．本研究により HSP105 の発現阻害活性を有する初の天然由来化合物
を見出すとともに，見出した化合物は ADR 等，各種抗がん剤の治療効果を高めることで，がん
の根治に貢献できる可能性が有った． 
さらに，がん幹細胞の維持・増殖に関わる Wnt/-catenin 経路阻害活性化合物を見出すとと
もに，その標的タンパク質が，これまでに低分子阻害剤の報告が無い核輸送因子 importin7 で
ある可能性が示唆された．Importin7 は Wnt/-catenin 経路の活性化に関わるとともに，大型
がんゲノム (TCGA) データ解析により [引用文献 ⑤]，がんの悪性化を引き起こす因子である
可能性が示唆されている．このことから，本研究で見出した化合物は，全く新しい標的を有する
新規医薬品シード化合物として，がん治療薬開発に貢献できる可能性が有った．以下には，研究
成果の一部を詳細に記載する． 
(1)  オトギリソウ全草より含有成分の探索を行い，NMR,MS,ECD スペクトル解析および単結晶
X線構造解析等を用いて 4 種の新規プレニル化アシルフロログルシノール (1a, 1b, 2a, 
および 2b) の化学構造を決定した (Fig. 1)．これらの化合物について，被験化合物単独
もしくは被験化合物および低濃度 ADR を併用処理し，有糸分裂期移行および死細胞数へ与
える影響を評価した．その結果，これら化合物単独では有糸分裂期移行細胞数および死細
胞数に有意な影響を与えなかった．一方，化合物 1b および 2b (50 M)は，ADR (1 g/ml) 
との併用により，ADR 単独処置群と比較し，有意に死細胞数を増加させた．一方，化合物 1b 
および 2b それぞれのエナンチオマーである化合物 1a および 2a は，単独および ADR と
の併用の双方において，死細胞数に有意な影響を与えなかった．このことから，化合物 1b 
および 2b は，HeLa 細胞中の光学活性を有する標的に作用している可能性が考えられた．
次に，ウェスタンブロッティング法により，HSP105, 90, および 70 の発現量へ与える影響
を評価したところ，活性化合物 1b は，HSP105 を選択的に減少させることが確認できた 
(Fig. 1)．これらの結果から，化合物 1b は，HSP105 の発現量を低下させることで，ADR
等，各種抗がん剤の治療効果を高められる可能性が示唆された [引用文献 ⑥]. 

 
(2)  京都市大気浮遊粉塵より単離した真菌 P. maximae JKYM-AK1 を液体培地にて培養し，産
生化合物の探索を行った．その結果，maximazaphilones I-IV (3-6) と命名した 4 種の新
規化合物を含む，7 種の azaphilone 類を得た (Fig. 2)．これらの化合物を，HSP105 プロ
モーター下流にルシフェラーゼ遺伝子を持つプラスミドを導入したpGL105/C3H細胞へ処理
し，ルシフェラーゼ活性を評価した．その結果，化合物 4-6, 8, および 9 は細胞増殖阻
害作用を示すことなく，有意にルシフェラーゼ活性を減少させた．このことから，これらの
化合物は，がん細胞の HSP105 発現を阻害することが期待できた．そこで，HeLa 細胞へ被
験化合物単独もしくは低濃度 ADR と併用処理し，その影響の解析を行った．その結果，化
合物 4-6, 8, および 9 は ADR との併用により，ADR 単独処置群と比較し，有意に死細胞
数を増加させた．特に，化合物 8 と ADR (1 g/ml) の併用群における死細胞の割合は，
ADR 処置濃度を 2 倍 (2 g/ml) とした群と比較しても有意に高かった (Fig. 2)．以上
の結果より化合物 8 は，HSP105 の発現抑制作用を介し，DNA 障害性抗がん剤の使用量を大
幅に減少させられる可能性が有った [引用文献 ⑦]． 

 

Fig.1. オトギリソウ (H. erectum) 含有新規成分の化学構造お

よび HeLa 細胞に対する ADR 感受性増強作用 



 
(3)  ヒト胎児腎細胞 HEK293 に 8x super TOP-flash プラスミドを安定導入した TOP 細胞
を用い，Wnt/-catenin 経路阻害作用を有する新規化合物の探索を実施した．すなわち，
本細胞におけるルシフェラーゼ活性をもとに，Wnt/-catenin 経
路最下流における T-cell factor (TCF)/-catenin 転写活性に
対する阻害作用を評価した。その結果，研究代表者らの保有する
天然由来化合物ライブラリーより，既存の Wnt/-catenin 経路
阻害剤である ICG-001 と同程度の有意な阻害作用を持つ 
linderapyrone [10, クロモジ（Lindera umbellata) 含有新規化
合物] を見出した (Fig. 3)．そこで，10 および LPD-01 (10a) 
を含む各種類縁体を合成し,これらの化合物について TCF/-
catenin 転写活性に対する阻害作用を評価するとともに，構造
活性相関について検討した．その結果，構造中に含まれるピロン
環およびモノテルペンの部分構造の双方が活性発現に必要であ
ることが示唆された [引用文献 ⑧]． 
Wnt/-catenin 経路は大腸がんの 9 割以上の症例で異常亢進が見られ，その増殖に関わ
る．そこで，10 および類縁体のヒト大腸がん (HT-29) 細胞増殖抑制作用を評価したとこ
ろ，10 および 10a が有意な活性を示した．そこで，有意な活性を示した 10a について，
HT-29 細胞における Wnt/-catenin 経路関連因子に与える影響をウエスタンブロット法
および RT-qPCR 法で評価した．その結果，10a 処理時において，転写調節因子である -
catenin は減少しなかった一方で，本経路により転写が促進される c-Myc および 
Survivin は存在量および mRNA 発現量がともに減少していた．次に，10a および非活性類
縁体に磁気ビーズを固定し，HT-29 細胞において親和性を示すタンパク質のアフィニティ
精製を行うとともに，LC-MS/MS で解析した．その結果，10a のみと親和性を持つ分子とし
て，各種タンパク質や RNA 等の細胞質/核輸送に関わる 2 種のタンパク質 importin7 お
よび exportin5 を同定した． 
Importin7 は TGF-1 刺激下，細胞増殖に関わる各種 Smads の核内移行を担うことが報
告されている．このことから 10a は importin7 の機能阻害を介し，HT-29 細胞の増殖を
抑制する可能性が有ると考えた．そこで，TGF-1 刺激時の HT-29 細胞において，10a が 
Smads の核内移行に与える影響をウエスタンブロット法で評価した．その結果，10a 処理
により核内の Smad2 および Smad3 が減少することが確認できた．加えて，importin7 を
ノックダウンした HT-29 細胞において，Wnt/-catenin 経路の活性化により産生が亢進す
る c-Myc および Survivin の mRNA 発現量が減少することを明らかとした．このことから 
10a は，importin7 の機能抑制を介し，Wnt/-catenin 経路を阻害することで，HT-29 細
胞の増殖を抑制する可能性が示唆された [引用文献 ⑨]． 
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