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研究成果の概要（和文）：新たな抗がん剤の創製を目的としてがん抑制遺伝子であるｐ53 をタ

ーゲットとしたスクリーニングを天然物ライブラリーから行った結果、植物からゲラニイン等

のエラジタンニン類、微生物代謝産物から５種類の新規化合物を取得することに成功した。更

にエラジタンニン類のゲラニインやオイゲニインは骨肉腫細胞を移植したマウスに対して抗腫

瘍効果を示すことを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：To search for new anti-tumor compounds, we screened new compounds 
for p53 dependent cell death. As a result of screenings, we identified ellagitannins from 
the plant extracta and 5 new natural products from the microbial metabolite. Geraniin 
and eugeniin, a member of ellagitannins, suppressed tumor growth of osteosarcoma cells 
in a xenograft model. 
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１．研究開始当初の背景 

 がんは遺伝子変化の多様性、臓器特異的腫
瘍特性、転移の有無など治療が困難な疾病で
ある。しかしながら近年、分子標的治療薬の
登場によって著しくがんの治療成績は向上
した。一方で副作用の多様化、分子標的治療
薬への耐性化など新たな問題も出現してき
た。 

 

２．研究の目的 

 新たな分子標的治療薬の創製を目的とし

て、p53 に注目をした。p53 はがん抑制遺伝
子として知られており、がん細胞を強制的に
死へと導くことが可能である。そこで我々は
2 つのスクリーニング系を構築して分子標的
治療薬のリード化合物の探索を行う。 

 

(1) p53 と Mdm2 の結合を阻害する化合物の
探索 

 

(2) p53に依存、非依存した細胞死を誘導す
る化合物の探索 
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３．研究の方法 

(1) 構築した２つのスクリーニング系を用
いて化合物の探索を行った。 
① p53と Mdm2の結合を阻害する化合物の探
索は、セルフリーの Mdm2-p53 蛋白質結合阻
害を TR-FRET法（時間分解・蛍光共鳴エネル
ギー転移をプレートリーダー（EnVison）で
測定）で行った。 
Mdm2-p53 の結合を阻害する微生物代謝産物
がヒットした場合は、希釈系列を作って詳細
に解析し、 Mdm2-p53 蛋白質結合阻害を
TR-FRET法とは別法である DELFIA法（蛍光物
質を用いた ELISA 法）によって再試験した。 
 
② p53 依存的、非依存的な細胞死を誘導す
る化合物は p53の発現量をテトラサイクリン
で制御できるグリオーマの LNZTA3 細胞を用
いてスクリーニングした。まず一晩培養した
LNZTA3細胞に微生物代謝産物を加えて 3日間
培養し、p53 の発現の有無によって細胞死を
起こす細胞を MTT法によって測定した。ヒッ
トした微生物代謝産物は、希釈系列を作って
詳細に解析し、これらの微生物代謝産物によ
る細胞死が LNZTA3 細胞特異的でない事を、
p53 が正常または変異を持つ他のがん細胞で
再試験した。 
 
 
(2) ヒットした化合物の単離、精製 
スクリーニングでヒットした場合、まず予備
試験にて高分子や不安定性な物質を排除し
た。次に溶媒移行性を検討して化合物の抽出
を行う。抽出した粗精製物をシリカゲルやゲ
ルろ過、HPLCを駆使して精製した。精製した
化合物は LC-MSや NMRを使って構造決定した。 
 
 
(3) 化合物の活性評価 
① p53-Mdm2 の結合阻害化合物は細胞内の
p53-Mdm2 結合を mammalian two-hybrid で解
析、p53 の転写活性をレポーターアッセイで
解析した。また化合物を添加した細胞で p53
の 発 現 上 昇 や 下 流 の 遺 伝 子 の 発 現 を
western-blotting で検出を行った。 
 
② p53依存的、非依存的な細胞死を誘導する
化合物はｐ53 が正常または変異したがん細
胞において特異的に細胞死を誘導すること
を検証した。 
 
(4) in vivoでの抗腫瘍効果の解析 
化合物のマウスへの毒性の有無を確認した
後に、がん細胞を移植したマウスに化合物を
投与して、コントロールに対して腫瘍の大き
さや重さを比較検討した。 
 
４．研究成果 

(1) 研究の主な成果 
① p53 と Mdm2 の結合を阻害する化合物の探
索 
植物に含まれるエラジタンニン類のゲラニ
インが p53-Mdm2 の結合を阻害することを明
らかとした。 TR-FRET 法や DELFIA 法で
p53-Mdm2 の結合を阻害するだけでなく細胞
内の p53-Mdm2 の結合も阻害していることが
mammalian two-hybrid の結果で分かった。ま
たゲラニインは p53の転写活性を上昇させる
事がレポーターアッセイの結果から明らか
となった。ゲラニイン処理した細胞は p53 の
蓄積が見られ、下流の遺伝子の発現が上昇し
ていることを見出した。 
また、コロニーフォーメーションアッセイに
よって p53依存的な細胞死を誘導し、骨肉腫
細胞を移植したマウスにゲラニインを投与
すると抗がん効果を示すことが明らかとな
った。 
ゲラニインは生薬であるゲンノショウコに
含まれることが知られているが、ゲラニイン
を含んだゲンノショウコエキスも骨肉腫細
胞を移植したマウスに対して抗腫瘍効果を
持つことが明らかとなった。ゲラニインはエ
ラジタンニン類の一種であるが、その他のエ
ラジタンニンにも p53-Mdm2 の結合阻害活性
があることが明らかとなり、その中でオイゲ
ニインはゲラニインよりも高い抗腫瘍効果
を持っていた。 
 
② p53に依存、非依存した細胞死する化合物
の探索 
微生物培養産物から p53依存的に細胞死を誘
導する化合物を 5種類見出した。これらの化
合物は膠芽腫細胞や胃がん細胞において p53
依存的な細胞死を誘導した。 
 
 
(2) 得 ら れた成果の国内外における位置づ
けとインパクト 
天然物から得られた p53-Mdm2 の結合阻害化
合物としてゲラニインは、最も強い阻害活性
を示す。また in vivoでの抗腫瘍効果は既知
の p53-Mdm2 結合阻害剤と同等である。p53 依
存的細胞死を誘導する化合物は新規化合物
であり細胞死の誘導メカニズムの解析によ
って新たな知見が得られる可能性を秘めた
魅力的な化合物である。 
 
 
(3) 今後の展望 
 p53-Mdm2 の結合阻害剤であるゲラニイン
をはじめとしたエラジタンニン類は単剤、あ
るいは既存薬との併用によって抗がん剤と
して社会貢献出来る可能性を持つ。 
 p53 依存的細胞死を誘導する化合物は in 
vitro、in vivoの研究を進める事で抗がん剤



の新たなターゲットを明らかとする可能性
を秘めている。 
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