
 

様式Ｃ‐１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年５月２３日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
 インドネシア産群体ボヤ由来の抗がん物質リソクリバディンは、がん細胞のアポトーシス（細

胞の自殺：プログラムされた細胞死）に重要なタンパク質であるカスパーゼの活性を促進して

がん細胞にアポトーシスを起こさせることが分かった。沖縄県西表島産の海綿からがん細胞の

アポトーシスを誘導するアルカロイドを２種類単離した。インドネシア産単体ボヤのアルカロ

イド成分 DDMG-1 が示す TNF-α（リウマチやがんなどで過剰に産生されることが知られてい
る）の産生抑制活性の分子機構を明らかにした。インドネシア産の軟体サンゴ（ソフトコーラ

ル）から、TNF-α の産生を抑制する物質３種類を単離した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Lissoclibadins, anticancer alkaloids isolated from an Indonesian colonial ascidian, induced an 
apoptosis (programmed cell death) to cancer cells by increasing the activity of caspases, important 
proteins for the induction of an apoptosis. Two alkaloids were isolated from a sponge collected in 
Iriomote Is., Okinawa as cytotoxic components, which induced an apoptosis to cancer cells. DDMG-1, 
an alkaloid isolated from an Indonesian solitary ascidian, decreased the production of TNF-α, an 
inflammatory cytokine that over produced in rheumatism and cancer, and the molecular mechanism of 
action was elucidated. Three components, which inhibited the production of TNF-α, were isolated from 
an Indonesian soft coral. 
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１．研究開始当初の背景 
 悪性腫瘍は本邦においても死因の第１位
であり、有効な抗がん剤の開発は引き続き社

会の大きなニーズとなっている。抗がん作用
のターゲットとしては、核酸やタンパク質の
合成阻害、有糸分裂阻害、免疫の腑活、血管
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新生阻害など多岐にわたるが、我々はがん細
胞へのアポトーシスの誘導に焦点を絞った。
また、がん細胞では TNF-α、IL-1、IL-6、IL-8
などの炎症性サイトカインが異常産生され、
がんの浸潤や転移などにも関与していると
考えられているので、このような炎症性サイ
トカインの産生に影響を与える化合物の研
究も重要な課題である。 
 TNF-α はまた、関節リウマチやクローン病
などの炎症性疾患をはじめ多くの疾病にお
いて、その産生が異常に亢進されている
ことが知られている。最近では、糖尿病
との関連も明らかになってきている。
TNF-α 受容体のミミックなど、 TNF-α 
と受容体との結合を阻害するペプチド・
タンパク質が関節リウマチなどの治療薬
として利用され、成果をあげている。し
かし、これらの薬剤は高価であることと、
アナフィラキシーショック、自己免疫疾
患、結核などの感染症に対する抵抗力の
低下などの重篤な副作用を持つため、有
効性の高い低分子の TNF-α 産生抑制剤
の開発が求められている。また、TNF-α、
IL-1、 IL-6、 IL-8 などの炎症性サイトカ
インの産生の機構が徐々に明らかにされ
てきているが、その詳細な分子機構の解
明には低分子の阻害物質が分子プローブ
としてとても役に立つ。  
 このような背景から、我々はがん細胞にア
ポトーシスを誘導する化合物および炎症性
サイトカイン、特に TNF-α の産生を抑制
する化合物を熱帯・亜熱帯の海洋生物か
ら単離し、活性発現の分子機構の解明を
行っている。  
 
２．研究の目的 
 本研究は、ニシキボヤ（単体ボヤ）か
ら単離した N,N-didesmethylgrossularine-1
（以下 DDMG-1 と略す、図 1）が示す
TNF-α 産生抑制活性および群体ボヤ
Lissoclinum cf. badium か ら 得 た
lissoclibadin 類（Lb 類、図１に１種類を
示した）のアポトーシス誘導のメカニズ
ムを分子レベルで明らかにすることを第
１の目標とした。DDMG-1 は天然には稀  
 
 
 
 
    DDMG-1 
 
 
                       Lb1 

図 1. DDMG-1と Lb1の構造 
なα-carboline 骨格をもつアルカロイドで、
同族体は単体ボヤ由来の３種類しか知ら
れていない。このような化合物が TNF-α

の産生に影響することは知られていなか
ったので、活性発現機構や構造 -活性相関
の解明により新しい知見が得られると期
待できる。また、Lb 類は複数の S 原子を
含む特異な化合物で、既に 18 種類（未発
表を含む）を単離していた。これらの化
合物は構造の違いが活性発現に大きな差
をもたらす点で興味深い。  
(1) DDMG-1 
 我々はホヤや海綿から単離した化合物
の TNF-α 産生に対する影響を調べてい
る。マウスマクロファージ様細胞 RAW 
264.7 株をリポポリサッカライド（LPS）
で刺激すると TNF-α の産生が誘導され
る。この培養細胞系に単離した化合物を
加えて培養し、ELISA で TNF-α の産生
量を定量したところ、DDMG-1 がコント
ロールよりも低い値を示すことを見いだ
した。そこで本研究ではまず、DDMG-1
の TNF-α 産生抑制活性の分子機構を明
らかにすることとした。  
(2) Lissoclibadin（Lb）類  
 平成 19 年度に JST の「シーズ発掘試験」
の資金援助を得て、Lb類の培養ヒト癌細胞増
殖抑制活性とヌードマウスによる抗癌活性
（ヒト大腸癌 HCT-15に対する Lb1の活性）
を検討し、有望な結果を得た。Lb1, Lb8, Lb14
は特に、抗癌剤エトポシドに感受性の低い乳
癌細胞や悪性中皮腫細胞に対しても強い活
性を示した。この研究の際に、Lb類で処理し
た癌細胞において核の凝縮と断片化が認め
られたことから、Lb類は癌細胞の（初期）ア
ポトーシスを誘導すると考えた。そこで本研
究ではまず、Lb 類によるアポトーシス誘
導の鍵となる生体分子（タンパク質）の
同定と分子機構の解明を目指した。  
(3) 新しい活性化合物の探索  
 上記の研究と並行して、がん細胞のアポト
ーシスを誘導する化合物および TNF-α の
産生を抑制する化合物をインドネシアお
よび沖縄の海洋無脊椎動物と海洋糸状菌か
ら単離する研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) DDMG-1 
 マウスマクロファージ様細胞株 RAW264.7
細胞およびヒト単球系細胞株 THP-1 細胞を
用いて、DDMG-1の TNF-α、IL-1、IL-6、IL-8
産生に対する影響を ELISA法で調べた。また、
TNF-αの産生を抑制するメカニズムを解
明するため、リアルタイム RT-PCR によ
る TNF-α の mRNA 量の変化、ウエスタ
ンブロット、EMSA などによる転写因子
AP-1 と NF-κB の活性および MAP キナー
ゼカスケードへの影響を調べた。  
(2) リソクリバディン（Lb）類  
① インドネシア産群体ボヤ Lissoclinum cf. 
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badiumからは、新規 14種類を含む 18種類の
Lb類を単離したが、Lb8~Lb14の７種類の構
造が確定していなかったので、それらの構造
決定を行った。 
② Lb1で処理した細胞をアネキシン V 及
びヨウ化プロピディウム（PI）で染色し
てそれぞれの蛍光を観察し、初期アポト
ーシスであるかどうかを調べた。また、
カスパーゼの阻害剤等を用いて、Lb1 が
活性化するカスパーゼの種類を調べた。  
③ THP-1細胞を LPSで刺激し、産生する IL-8
量への Lb1~Lb7の影響を ELISAで測定した。
また、微小管重合阻害剤 rhizoxin の共存下に
THP-1細胞を LPSで刺激して産生される IL-8
量への Lb1~Lb7の影響を ELISAで測定した。 
(3)ソフトコーラル Sarcophyton sp. 
 インドネシア産のこのソフトコーラルか
らは既に２種類の新規化合物と既知化合物
２種類を単離していたが、粗抽出物が示す活
性を持たなかったので、活性化合物の単離を
行った。LPSで刺激した RAW264.7細胞およ
び THP-1 細胞を用いて、単離した化合物の
TNF-αと IL-8 産生に対する影響を ELISA
法で調べた。また、ウエスタンブロット、
EMSA、ルシフェラーゼアッセイなどに
より、この生物活性発現機構を検討した。 
(4) 群体ボヤ Leptoclinides dubius 
 インドネシア産のこのホヤのエタノール
抽出物から、新規アルカロイド成分の探索を
行った。 
(5) 海綿 Haliclona sp. 
 沖縄県西表島で採集したこの海綿のエタ
ノール抽出物が、ヒト固形癌細胞に対して非
常に強い増殖抑制活性を示し、これらのがん
細胞のアポトーシスを誘導していると推定
されたので、がん細胞増殖抑制活性化合物の
単離を行った。また、単離した化合物の培養
ヒト癌細胞株に対する増殖抑制活性の検討
ならびに蛍光染色・顕微鏡観察による核の形
態変化の検出およびフローサイトメトリー
による細胞周期の分析を行った。 
(6) 炎症性サイトカイン産生系に影響を示す
その他の海洋天然物 
 炎症性サイトカイン産生系のアッセイを
行うための予備検定として、13種類の単離海
洋天然物についてチャイニーズハムスター
V79細胞のコロニー形成に対する影響を調べ
た。V79アッセイで活性を示した化合物につ
いて、LPSで刺激した RAW 264.7細胞および
THP-1細胞から培養上清中に分泌される炎症
性サイトカイン（TNF-α と IL-8）の量を
ELISA法で定量した。 
 
４．研究成果 
(1) DDMG-1 
 DDMG-1は、LPS刺激した RAW264.7細胞
におけるTNF-αと IL-6の産生を抑制した。

このとき、TNF-αの mRNA の産生、NF-κB
の標的 DNAへの結合および IκB-αの分解
を阻害した。また、LPS 刺激した THP-1
細胞によるヒト型 TNF-α、IL-1b、IL-6 お
よび IL-8 の産生を抑制した。THP-1 細胞
においても、DDMG-1 は NF-κB の活性化
および mRNAの発現を抑制する効果を示
した。よって、DDMG-1 は関節リウマチ
やクローン病などの治療を目的とした抗
炎症剤のモデル化合物として有用である
ことが分かった。DDMG-1 自体の活性は
あまり強くないが、この化合物をリード
として、より有効性の高い医薬品候補の
開発が期待される。  
(2) リソクリバディン（Lb）類  
① L. cf. badiumから単離した 14種類の新規
Lb 類のうち、Lb1~Lb7 の構造は既に発表し
ていたが、Lb8~Lb14の構造は確定していな
かった。スペクトルデータとコンピューター
によるコンフォメーション解析によってこ
れらの構造を明らかにした結果、Lb8 は特異
な４量体構造を持っていることが分かった。
Lb9 は Lb1 と同様に、３量体構造であった。
また、Lb8と Lb14（図 2）は非常に強いがん
細胞増殖抑制活性を示し、その活性は最も強
い Lb1と同等であった。 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. Lb8 (左)と Lb14 (右)の構造 
② Lb1 処理により、アネキシン V 陽性細胞
が時間依存的に増加し、12時間後には 54%に
達した。全カスパーゼ阻害剤による処理によ
り、アポトーシスは完全に抑制された。また、
カスパーゼ 9の特異的阻害剤は、同 8の特異
的阻害剤よりも強くアポトーシスを抑制し
た。以上のことから、Lb類はカスパーゼの活
性化を介してがん細胞のアポトーシスを誘
導していることが分かった。 
③ 炎症性サイトカインの産生に対する影響
を調べた結果、Lb1~Lb3, Lb5, Lb6は 1およ
び 3 µMにおいて LPS単独および RX共存刺
激のいずれにおいても、THP-1 細胞からの
IL-8産生を抑制した。一方、同条件下で Lb4
と Lb7は逆に、IL-8の産生を誘導した。同一
実験条件下で異なる挙動を示すという作用
の違いがどのような要因によるのかが、次の
興味ある課題である。 
(3) ソフトコーラル Sarcophyton sp. 
 このソフトコーラルから新たに、LPS刺激
した RAW264.7 細胞における TNF-αの産生
を抑制する化合物を３種類単離した。残
念ながら、いずれも既に発表されている



 

 

lobohedleolide 、 (7Z)-lobohedleolide 、
denticulatolide と一致したが、活性発現機
構を検討した結果、NF-κB 活性を阻害す
ることにより TNF-αの産生を抑制するこ
とが分かった。また、３種類のうち
lobohedleolide の み が LPS 刺 激 し た
RAW264.7 細胞からの IL-8 産生を促進し、
他の２種類は全く影響を与えなかった。
Lobohedleolide は NF-κB 活性を阻害する
が、 IL-8 のプロモーター活性を誘起する
ことにより、 IL-8 の産生を増大させた。
二重結合の立体の違い（ lobohedleolide と
(7Z)-lobohedleolide）がこれらの活性に大
きな影響を与えていることが明らかであ
る。一方、LPS 刺激した THP-1 細胞にお
ける IL-8 産生では、lobohedleolide は弱い
誘導活性しか示さなかった。  
(4) 群体ボヤ Leptoclinides dubius 
 各種クロマトグラフィーを繰り返すによ
り、このホヤから３種類のアルカロイドを単
離した。スペクトルデータの解析と化学反応
による誘導体の作製、あるいは分解反応によ
り、各化合物の構造を決定した結果、２種類
が新規化合物であったので、leptoclinidamide
および (-)-leptoclinidamine B（図 3）と命名し
た。生物活性の詳細については現在検討中で
ある。 
 
 
 
 
 
 
図 3.  leptoclinidamideと (-)-leptoclinidamine 

Bの構造 
(5) 海綿 Haliclona sp. 
 この海綿の粗抽出物から、HPLC による分
取を繰り返すことにより、培養ヒト癌細胞株
の増殖を強く阻害するアルカロイド２種類
を単離した。これらの成分以外のフラクショ
ンには同様の活性は検出されなかったので、
これら２種類の化合物が粗抽出物の活性を
表している。残念ながら両化合物は既に報告
されていた papuamineと haliclonadiamineに一
致したが、培養ヒト癌細胞の増殖を抑制する
活性の報告は初めてである。これらの化合物
は、乳癌 MCF-7、肝細胞癌 Huh-7、前立腺癌
PC-3、大腸癌 HCT-15、白血病細胞 U937およ
び Jurkat 細胞の増殖を同程度の強さ（0.89~
2.51 µM）で抑制した。また、これらの化合
物を単独投与して U937 細胞を培養したとこ
ろ、sub-G1期の細胞が蓄積し、クロマチンの
凝縮と核の断片化が観察された。よって、こ
れらの化合物は、ヒト癌細胞のアポトーシス
を誘導していると考えられる。アポトーシス
誘導の詳細なメカニズムについては現在検
討中である。 

(6) 炎症性サイトカイン産生系に影響を示す
その他の海洋天然物 
 本研究課題を継続中にホヤ、海綿、ソフト
コーラル、海洋糸状菌から単離した上記以外
の化合物のうち、これまでに 13 種類につい
て V79 細胞のコロニー形成阻害活性を検討
した結果、７種類が EC50 = 20 µg/mL以下で
活性を示した。これら７化合物についてさら
に、LPS 刺激した RAW264.7 細胞および
THP-1 細胞による炎症性サイトカイン
（TNF-αと IL-8）の産生に対する影響を調べ
たところ、以下の２化合物が非常に特徴的な
活性をもつことが分かった。 
① AGI-B4 
 インドネシアで採集した海洋糸状菌から
単離した化合物で、V79 アッセイにおいて
EC50 = 1.3 µg/mLを示した。構造は既に報告
されている AGI-B4と一致した。 
 
 
 
 

AGI-B4 
 この化合物は、LPS刺激した RAW264.7細
胞から産生される TNF-αに対して産生抑制
効果を示した。一方、LPS刺激した THP-1細
胞からの IL-8 の産生に対しては増強傾向が
認められた。 
② Pretridhodermamide 
 パラオで採集した海洋糸状菌から単離し
た化合物で、V79アッセイにおいて EC50 = 0.6 
µg/mLという比較的強い活性を示した。構造
は既に報告されている pretridhodermamide と
一致した。 
 
 
 
 
 
 

   Pretridhodermamide 
 この化合物は、LPS刺激した RAW264.7細
胞からの TNF-α産生を誘導する効果を示し
たが、LPS 刺激した THP-1 細胞においては
IL-8の産生を抑制した。 
③ LPS で刺激して炎症性サイトカインの産
生を誘導したRAW264.7細胞およびTHP-1細
胞に対して、異なる作用を示す化合物はこれ
までにも見いだしているが、今回の実験で発
見した pretridhodermamide が示す効果をもっ
た化合物は今まで知られていなかった。よっ
て、このような効果をもたらす活性発現メカ
ニズムの解明は、今後の興味ある研究課題で
ある。 
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