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研究成果の概要（和文）：本研究では、上皮間葉転換（EMT）誘導細胞増殖阻害物質の探索系を確立し、活性物
質を見出すことを目的にした。そこで、唯一EMT誘導細胞増殖阻害活性が知られている放線菌由来のnanaomycin 
Kの挙動を、MDCK細胞を用いて解析した。その結果、EMT誘導細胞およびEMT阻害細胞で活性を比較することによ
り、目的物質が得られることを確認した。約13,000種の植物エキスをスクリーニングした結果、活性を示すエキ
スを見出し、数種の活性物質を得た。既知物質1種については、作用機序解析をトランスクリプトーム解析を行
い、活性に寄与していると思われる遺伝子の候補を推定した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to establish a search system for 
epithelial-mesenchymal transition (EMT)-inducing cell proliferation inhibitors and to find active 
substances. Therefore, we analyzed the behavior of nanaomycin K, derived from actinomycetes, which 
is the only substance known to have EMT-inducing cell proliferation inhibitory activity, using MDCK 
cells. As a result, we confirmed that the target substance could be obtained by comparing the 
activity in EMT-inducing cells and EMT-inhibiting cells. As a result of screening approximately 13,
000 types of plant extracts, we found extracts that showed activity and obtained several active 
substances. For one known substance, we performed a mechanism of action analysis and transcriptome 
analysis, and found several genes that are thought to contribute to the activity.

研究分野：天然物化学、生薬学

キーワード： 上皮間葉転換　抗癌剤　天然物　植物　スクリーニング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
上皮間葉転換 (EMT) は，癌細胞では転移，浸潤の初期ステップとしてEMTが関与していることが分かっている．
また，癌の治療抵抗性や，治療後の再発の原因として考えられている癌幹細胞 (cancer stem cells；CSCs) や
血中循環癌細胞 (circulating tumor cells；CTCs) とEMTの関連も報告されており，EMTの制御に着目した新た
な癌治療の戦略が期待されている．本研究の成果は，EMTに着目したこれまでにない新しいタイプの抗癌剤の開
発に寄与するものである。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
国内における癌患者数は 99万人を超え，依然，死亡率の第一位を独走している [1]．癌の薬物治療は，
パクリタキセルやメトトレキサートなどをはじめ，近年では分子標的薬も主力となり，例えば非小細
胞肺癌患者では 3年生存率が約 20%増加した[2]．また，外来での薬物治療も増えてきており，在宅治療
による患者の QOL向上にもつながっている．しかしながら，強い副作用や非常に高額な薬価など，未
だ多数の問題点も残されており，薬物療法を含め新たな治療法の開発が急務である． 
上皮間葉転換 (EMT) は，1980 年代に提唱された，上皮様細胞が間葉系細胞へと形質変化する現象
で，初期胚の発生，臓器形成，組織修復時などで見られる [3]．とりわけ，癌細胞では転移，浸潤の初期
ステップとして EMTが関与していることが分かっている [4]．また，癌の治療抵抗性や，治療後の再発
の原因として考えられている癌幹細胞 (cancer stem cells；CSCs) や血中循環癌細胞 (circulating tumor 
cells；CTCs) と EMT の関連も報告されており [5]，EMT の制御に着目した新たな癌治療の戦略が期待
されている． 
 
[1] 厚生労働省「全国がん登録の概要」, [2] Reck, M. et al. N. Engl. J. Med., 375, 1823-1833, 2016., [3] 
Klymkowsky, M. W., et al., Am. J. Patholol., 1588-1593, 2009., [4] Marcucci, F. et al., Nat. Rev., 15, 311-325, 
2016., [5] Ksiazkiewicz, M. et al., Pathobiology, 79, 195-208, 2012. 
 
２．研究の目的 
 
本研究では，当センターで独自に構築した薬用植物エキスライブラリーを用い，これまでにない新
しいタイプの EMT制御物質の探索およびそのメカニズム解明を目指す． 
 
３．研究の方法 
 
MDCK細胞を20,000 cells/wellおよび2,000 cells/wellで播種した96 well plateをそれぞれ1枚ずつ調製した．
細胞の接着を確認後，各well (100 µL) に植物エキスを終濃度が50 µg/mLになるよう2枚の96 well plateに
同様に添加して24時間インキュベートし，生細胞数定量キット (WST-8) により細胞生存率を算出した．
EMT誘導細胞増殖阻害活性の指標は，細胞密度が高いとき (20,000 cells/well) には毒性を示さず，低い
とき (2,000 cells/well) に細胞生存率が概ね50%以下となるような植物エキスを陽性とした (1次スクリ
ーニング)．MDCK細胞を1×106 cellsに調製したシャーレに、EMT誘導剤のTGF-を10 ng/mLになるよう
添加した。同様にして、EMT阻害剤のSB431542を10 µMになるよう添加したシャーレ、TGF-と
SB431542の両薬剤を添加したシャーレ、DMSO (control) を添加したシャーレを調製した（以下まとめ
て4条件細胞と記載する）。72時間インキュベート後、4条件細胞をそれぞれ20,000 cells/wellおよび2,000 
cells/wellの濃度になるように96ウェルプレートに播種した。一晩細胞の接着を行い、各濃度に調製した
被験化合物を添加した。24時間インキュベート後、WST-8を添加して20,000 cells/wellのプレートは2時
間、2,000 cells/wellのプレートは4時間インキュベートした後、450 nmの吸光度を測定した。細胞生存率
はDMSOコントロールの生存率を100%としたときの値で示した。 

2次スクリーニングにより活性を示した植物エキスは，順次各種クロマトグラフィーを用いて活性物
質の取得をした．得られた活性物質は，質量分析 (LC/MS) や核磁気共鳴装置 (NMR) などにより構造
を解明した．また，SAS細胞や A549細胞など、ヒト癌細胞を用いて EMT誘導細胞増殖阻害活性の評
価をした． 
メカニズム解析に関しては，スクリーニングにより見出された活性の強い物質を用いて行った．化
合物添加した細胞としていない細胞の RNAを抽出し、トランスクリプトソーム解析を行い，作用メカ
ニズムの解明を目指した 

 
４．研究成果 
・EMT誘導細胞における各種薬剤の細胞増殖阻害活性の検討 
濃度調製したMDCK細胞をシャーレに播種し、TGF-ng/mL、SB431542 (10 µM)、TGF-

+ SB431542、DMSOをそれぞれ添加した 4つの条件を作成し、72時間インキュベートした。
これら各種条件の細胞を 20,000 cells/wellおよび 2,000 cells/wellに調製して 96ウェルプレート
に播種し、nanaomycin Kの増殖阻害活性の比較を行った結果、nanaomycin Kの活性は TGF-に
より増強され、SB431542によって阻害されることが明らかになった (図 1)。また、同様の試験
を既存の抗癌剤 3種で行った。その結果、cisplatinでは一部の濃度 (20,000 cells、100 µM) でそ
の活性が TGF-により増強され、SB431542 によって阻害される現象が認められたものの、ほ
とんどの薬剤および細胞濃度では nanaomycin Kのような変化は認められなかった (図 2)。 
 以上の結果より、細胞密度を変えた細胞増殖阻害活性の評価と、TGF-やSB431542添加細
胞における増殖阻害活性の評価を組み合わせることで、EMT誘導細胞増殖阻害活性物質の
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【１ 研究目的、研究方法など（つづき）】 
探索系を構築することができた。 
 

 
図1. 各種条件におけるnanaomycin Kの増殖阻害活性の比較 
 

 
図2. 既存の抗癌剤の各種条件における増殖阻害活性の比較 
 
・エキスライブラリーのスクリーニング 
 13427エキスをスクリーニングし、222エキスが1次スクリーニングを通過した。1次スクリー
ニング通過率は1.5%であった。1次スクリーニングを通過したエキスの一部で、再現性を示し
た59サンプルに関して2次スクリーニングを行った結果、27サンプルがヒットした 
 
・ヒットエキスからの活性物質探索 
1. MPSC-0663キンマ葉エキス 
キンマエキスを、活性を指標に分画し
た結果、9.7 mgの目的物質（HM-PB0001）
を取得した。1D、2D NMR解析の結果、
hydroxychavicol であることが分かった
（図 3,4）。 
 最終的に、hydroxychavicol を用いて 4
条件細胞における活性を評価した結果、
2,000 cellsの 25 µg/mLのみで活性が認め
られた（図 5）。 
 

図 3. MPSC-0663エキスからの活性物質精製スキーム 
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【１ 研究目的、研究方法など（つづき）】 
 

 
 
 
 
  

図 4. Hydroxychavicolの構造解析結果 
 

 
図 5. 活性物質 HM-PB0001 の 4 条件細胞における活性 (*P < 0.05, ANOVA/Tukey’s test). Cont: 
control, SB: SB431543, TG+SB: TGF-+SB431542, TG: TGF- 
 
2. MPSC-2120タケニグサ完熟果実エキス 
 
タケニグサには主要成分として、sanguinarine、chelerythrineが報告されている。そこで、まず
はその 2種（sanguinarine、chelerythrine：図 6）について活性を評価した。その結果、活性が認め
られた（図 7）。次に、これら 2 種の化合物を除いたエキスで活性を評価したところ、ほとんど
活性は認められなかったため、タケニグサの活性成分は上記 2種であると考えられた。 
 

 

 
図 6. Sanguinarineと chelerythrineの構造 

 

 図 7. Sanguinarineと chelerythrineの活性 
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・ヨツバヒヨドリ由来化合物 Xの作用機序解析 
 
 EMT 誘導細胞増殖阻害作用のメカニズム解析について、活性が強く、数種類のヒト癌細胞に
対しても安定的に活性を示したヨツバヒヨドリから取得した化合物 X についてトランスクリプ
トーム解析を行った。 
 6 well plateで control（DMSO処理）、EMT誘導細胞（TGF-処理）をそれぞれ播種し、化合物
は 2.4 µg/mLの濃度で添加した。24時間培養し、total RNAを抽出して AZENTA社へ RNAを送
付し、トランスクリプトーム解析を行った。解析は図 8に示した 4通りについて解析した。 

図 8. サンプル条件と解析の比較条件 
 
 解析の結果、表 1および 2に示す遺伝子について、作用機序に寄与している可能性が示唆され
た。 
 
表 1. EMT細胞 (–) vs EMT細胞 (+) で化合物添加後に発現量が 200以上となった遺伝子（up） 

 
表 2. EMT細胞 (–) vs EMT細胞 (+) で化合物添加前に発現量が 100以上の遺伝子（down） 

以上のように、Control (–) vs Control (+) と EMT細胞 (–) vs EMT細胞 (+) の遺伝子発現をトラ
ンスクリプトームで解析することにより、なぜ EMTを誘導した細胞で化合物 Xの細胞増殖阻害
活性が増強されるのか、その作用メカニズムを解析する上でキーとなる候補遺伝子をいくつか
得ることができた。 
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