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研究成果の概要（和文）：がん細胞の増殖やエイズウイルス(HIV)の複製に関与する蛋白の核外

移行阻害を阻害し、その機能を阻害する活性天然物である peumusolide A および osthol の基本

骨格分子に、標的蛋白との共有結合を形成させる光親和性基であるジアジリン基と標的蛋白－

プローブ複合体の精製、検出に必要なビオチンを組み入れたジアジリン－ビオチンユニットを

導入したプローブ分子の合成に成功した。さらに、合成したプローブ分子が、蛋白ラベル化に

必要な光照射下でも安定でかつ、標的蛋白解明のための十分な活性を示すことを明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：Elucidation of new anti-tumor and anti-HIV target proteins has been 

investigated by using the probe molecules derived from the bioactive natural products, peumusolide and 

osthol, found by our group. Consequently, we disclosed the respective probe molecules not only 

containing the diardine-biotin unit to capture and purify target proteins under photo-irradiation but also 

inhibiting nuclear-export of MEK and Rev potently. 
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１．研究開始当初の背景 

がん細胞増殖に関与する MEK やエイズ

ウイルス(HIV)の複製に関与する Rev 蛋白

は、約 10残基のアミノ酸配列からなる核外

移行シグナル(NES)を有し、核から細胞質

へと輸送され、その機能を発現する。これ

ら蛋白の核外移行過程を阻害する分子は、

新規作用機序の抗がん剤や抗 HIV 薬の開

発に繋がることが強く期待されるにも関わ

らず、これまでこれら両蛋白の核外移行阻

害分子の探索はほとんど行われていなかっ

た。 

このような背景のもと、申請者は、薬用

植物から両蛋白の核外移行阻害天然物とし

てポリケチドpeumusolide Aならびにプレ

ニルクマリン ostholを見出し、両者が実際

に抗がんならびに抗 HIV 作用を示すこと

を明らかにしていた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、申請者自らが見出したがん

細胞増殖に関与する MEK やエイズウイル

ス(HIV)の複製に関与する Rev 蛋白の核外

移行を阻害し、実際に抗がんおよび抗HIV

作用を示す薬用植物より単離構造決定した

天然物である peumusolide A ならびに

osthol の作用機序を明らかにすることを目

的として、合成プローブ分子を用いて両活

性天然物の標的蛋白の解明を目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 申請者が見出した活性両天然物の標

的蛋白を解明するには、その蛋白をラベル

化し単離する必要がある。そのラベル化は

光照射で行うが、そのためには標的蛋白と

の共有結合を形成させる光親和性基であ

るジアジリン基と標的蛋白－プローブ複

合体の精製、検出に用いるビオチンを組み

入れたジアジリン－ビオチンユニットが

導入が必要である。しかしながら、両天然

物にジアジリン－ビオチンユニットを導

入する足がかりとなる官能基は存在しな

い。そこで、ジアジリン－ビオチンユニッ

ト導入可能な水酸基を有する基本ユニッ

トとなる化合物の合成を行う。 

Peumusolide A については、既に申請者が

開発したアナログの合成手法を利用して、

側鎖末端に水酸基を有するアナログを合

成する。 

また、osthol については、天然物の脱メチ

ル化が極めて困難であることから、

methoxyl 基を水酸基とした demethyl 体の

実用的な化学合成法を開発する。 

(2) 次に、上記で合成した基本ユニットと

なる水酸基を有する化合物とジアジリン

－ビオチンユニットを縮合させてプロー

ブ分子の合成を行う。その合成は、基本ユ

ニット分子にジアジリン－ビオチンユニ

ットを直接エステル化したものの他に、ス

ペーサーとしてアルキル鎖長の異なるヒ

ドロキシカルボン酸やポリエチレングリ

コールなど導入した種々のプローブを合

成する。 

(3) 合成した各種プローブ分子について

は、HeLa 細胞を用いた MEK 核外移行阻害

活性や Rev 蛋白核外移行阻害活性ならび

に光照射下による安定性を評価し、標的蛋

白ラベル化に実用可能なプローブ分子の

選抜を行う。 

(4) 上記で選抜したプローブ分子を用い

て、光照射下 HeLa 細胞を用いて標的蛋白

のラベル化を検討する。 

 

４．研究成果 

(1) MEK および Rev 蛋白核外移行阻害を示

す両活性天然物の基本コア分子の合成 

① MEK核外移行阻害天然物 peumusolide A

基本コア分子の合成 

MEK 核外移行を阻害し、抗がん作用を示

す天然物 peumusolide A (1)について、ジアジ

リン－ビオチンユニットが導入可能な水酸

基を側鎖末端に有する基本コア分子の合成

を検討した。我々は、すでに 2-yn-1-olに対

する位置および立体選択的ヒドロヨウ素



化反応により得られたヨードアルケンに

2-yn-1-al を縮合させ全炭素骨格を構築し

た 後 に 、 数 工 程 で 誘 導 さ れ る

1-yn-4-en-3-one に対する不斉還元を用い

る peumusolide A (1)アナログの立体選択的

合成法を開発している。さらに、本法を用い

て合成した側鎖炭素数が 7 個であるヘプチ

ルアナログが、1と同程度の MEK 核外移行

阻害を示すことも明らかにしている。 

そこで、今回、本法を適用してヘプチルア

ナログと同じ側鎖炭素数を有し、その末端に

水酸基を有する基本コア分子(2)の合成を計

画した。末端水酸基を t-butyldimethylsilyl 基

で保護した 2-yn-1-olを用いて、本法に従い

2の合成を検討したところ、全行程問題無

く反応が進行し、目的とする基本コア分子

(2)を得ることができた。 

 

 

② Rev 蛋白核外移行阻害天然物 osthol 基本

コア分子の合成 

Rev 蛋白の核外移行を阻害し、抗 HIV 作

用を示す天然物 osthol(3)については、不飽和

ラクトン構造ならびに 6 位イソプレニル基

が活性発現に必須の部分構造であることを

明らかにしていることから、7位メトキシル

基を水酸基へと置換した 7-O-demethyl 体(4)

を基本コア分子として設計した。 

天然物の脱メチル化を種々検討したが極

めて困難であることから、7-O-demethyl体(4)

の実用的な合成法の検討を行った。

2,4-dihydroxybenzaldehyde を出発物質として、

Claisen 転位によるイソプレニル基の導入、

Wittig 反応による末端ジビニル構造の構築、

第 2世代の Grubs 触媒を用いた閉環メタセシ

スによる不飽和ラクトン環の形成を経由し

て、目的とする 7-O-demethyl 体(4)の実用的な

合成法を確立することができた。 

 

③ 両基本コア分子の蛋白核外移行阻害能

の検定 

合成した両アナログ (2, 4) について、間

接蛍光抗体法によりMEKおよびRevの核外

移行阻害能を評価した。その結果、両者が

標的蛋白解明のためのプローブ分子のコア

構造になる十分な蛋白核外移行阻害活性を

示すことを明らかにした。 

 

(2) MEK および Rev 蛋白核外移行阻害を示

す両活性天然物由来のプローブ分子の合成 

① MEK 核外移行阻害天然物 peumusolide 

A由来のプローブ分子の合成 

MEK核外移行を阻害し、抗がん作用を示

す天然物 peumusolide A(1)について、すで

に昨年度合成した強力な MEK 核外移行阻

害活性を有し、水酸基を側鎖末端に有する基

本コア分子に対して、標的蛋白との共有結合

を形成させる光親和性基であるジアジリン

基と標的蛋白－プローブ複合体の精製、検出

に用いるビオチンを組み入れたジアジリン

－ビオチンユニットを種々のスペーサーを

用いて縮合させ、数種のプローブ分子の候補

物質を合成した。 

② Rev蛋白核外移行阻害天然物 osthol由来

のプローブ分子の合成 

Rev 蛋白の核外移行を阻害し、抗 HIV作

用を示す天然物 osthol(3)については、すで

に昨年度合成した強力な Rev 蛋白核外移行

阻害活性を有し、7位メトキシル基を水酸基

へと置換した基本コア分子に対して、標的蛋

白との共有結合を形成させる光親和性基で

あるジアジリン基と標的蛋白－プローブ複

合体の精製、検出に用いるビオチンを組み入

れたジアジリン－ビオチンユニットを種々

のスペーサーを用いて縮合させ、数種のプロ



ーブ分子の候補物質を合成した。 

③蛋白ラベル化に適した候補分子の選抜 

Peumusolide A(1)の数種のプローブ分子

候補物質について、間接蛍光抗体法による

MEK核外移行阻害能ならびにHeLa細胞内

での光安定性の評価を行った。その結果、

ジアリジン部分とビオチンをトリエチレン

グリコールをスペーサーとして用いて合成

したプローブ分子5(IC50=15.2 M)がHeLa

細胞内で光安定性を有し、最も強い活性を

示した。本プローブ分子は、シーズ分子で

ある天然物1(IC50=3.7 M)と比較すると若

干活性が低下していたものの、依然として

強いMEK核外移行阻害活性を示し、標的蛋

白解明のためのプローブ分子に成り得るこ

とを明らかにした。 

また、osthol(3, IC50=1.6 M)の数種のプ

ローブ分子候補物質について、我々が構築

したHA-RevプラスミドをHeLa細胞に随時

トランスフェクションする間接蛍光抗体法

によりRev蛋白の核外移行阻害能を評価し

た。その結果、osthol(3)についてもジアリ

ジン部分とビオチンをトリエチレングリコ

ールをスペーサーとして用いて合成したプ

ローブ分子6(IC50=12.1 M)がHeLa細胞内

で光安定性を有し、最も強い活性を示した

。本プローブ分子は、シーズ分子とした天

然物3(IC50=1.6 M)と比較すると若干活性

が低下していたものの、依然として強いRev

蛋白核外移行阻害活性を示し、標的蛋白解

明のためのプローブ分子に成り得ることが

判明した。 
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