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研究成果の概要（和文）：医薬品シーズの探索のため、インドネシアの熱帯サンゴ礁海域において海洋生物資源の調査
研究を行った。平成22～25年の間に4回、マナドを拠点として海綿やホヤなどの無脊椎動物を中心に採集を行い、さら
に平成22、23年には、採集した生物から真菌の単離も行った。採集した生物の抽出物を用いて当研究室において生物活
性試験（ユビキチン－プロテアソームシステムに対する阻害作用、細胞増殖抑制作用、抗菌作用など）のスクリーニン
グを行った。そして活性を示した抽出物から、プロテアソーム、ユビキチンシステムにおけるE1、脱ユビキチン化酵素
USP7、動脈硬化を阻害する新規化合物の発見に成功し、学会や論文で成果を発表した。

研究成果の概要（英文）：We conducted the research on the marine sources for drug discovery in the Indonesi
an tropical coral reef. In 2010-2013, we collected invertebrates including marine sponges and tunicates ba
sed on Manado four times. In 2010 and 2011, we isolated fungi from the invertebrates. We performed the scr
eening of the biological activities, such as an inhibition of the ubiquitin-proteasome system, cytotoxicit
y, and antimicrobial activity, in our laboratory. We succeeded in isolating new compounds that inhibited t
he proteasome, the E1 in the ubiquitin system, the deubiquitinating enzyme USP7 and suppressed atheroscler
osis in vivo. Theses results were reported in meetings and journals.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年、海洋生物から得られた化合物を用い
て次々と臨床試験が進んでいる。中でも、ホ
ヤから得られたアルカロイドである ET-743
は、海洋生物から開発された抗がん剤として、
日本でも 2008 年の 5 月から購入が可能とな
った。また、イモガイが捕食に用いるペプチ
ド毒は、モルヒネの 1000 倍という強力な鎮
痛作用を示す一方で、モルヒネの弱点である
習慣性を示さないという長所を備えた優れ
た鎮痛剤として用いられている。その他にも、
海洋生物から得られた化合物の中には臨床
試験中の化合物が多く存在している。しかし、
伝承薬用植物に比較して、海洋生物から医薬
品シーズを探索する研究の歴史は浅く、生物
活性が調べられているものは意外なほど少
ないのが現状である。 
 海洋生物の棲息する環境は、陸上とは大き
く異なっている。そのような環境に適応して
棲息するために、海洋生物は、化学物質を生
体防御や情報伝達のために巧みに利用して
きた。そして、そのような化学物質は、海水
中に分泌された後に作用するので、低濃度で
強い生物活性を示すものが多いことが特徴
である。たとえば、海綿やホヤのような付着
生物は、他の生物に対する忌避物質を海水中
に分泌して身を守っている。また、海水中に
は空気中の数十億倍もの病原微生物が存在
しているので、海洋生物は抗生物質のような
化合物を用いて身を守っている。一方、海綿
やホヤの体内には特定の微生物が共生して
いることが多く、宿主である海洋生物は、自
らの生存のために共生微生物が生産する化
学物質を巧みに活用している。このように海
洋生物を化学生態学の視点からとらえると、
海洋生物や微生物が含有する化学成分が医
薬品シーズの候補として魅力的であること
に加えて、海洋生態系が化学物質によってダ
イナミックに制御されていることが理解で
きる。以上のような背景から、本申請者は、
平成 18 年度から、自ら研究室において各種
生物活性試験を行いながら、生物種の豊富な
インドネシア熱帯サンゴ礁の海洋生物資源
を用いて医薬品シーズの探索を行ってきた。 
 
２．研究の目的 
 本申請者らは、平成 18〜21 年度の間に 6
回、インドネシア（マナド）にあるサムラト
ランギ大学の海洋生物学者の協力のもと、薬
用海洋資源の調査研究を行なってきた。そし
て、採集した生物の抽出物を用いて申請者の
研究室において各種生物活性試験（スクリー
ニング）を行ない、多くの新規生物活性物質
を発見している。これまでの調査研究により、
マナド周辺では、海底の地形や海水の流れが
非常に複雑で、それに伴い生物相も変化に富
んでいることを見出した。そして、「生理・
生態学的に興味深い生物」や「有用な化合物
を含有している生物」など、研究対象として
魅力的な多くの海洋生物を発見した。それら

生物の棲息するポイントは、GPS により正確
に記録しているので、同じポイントでの再調
査が容易に可能である。本研究では、これま
での調査結果に基づき有用な生物資源を採
集するとともに、新しい海域での新たな生物
資源の発見を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) マナド周辺海域における調査研究 
 本研究代表者は、サムラトランギ大学のマ
ンギンダーン教授（インドネシア・マナド市）
の協力を得て、ダイビングによる海洋生物の
調査研究（2010 年 9 月 9 日〜19 日、2011 年
9 月 6 日〜15 日、2012 年 8 月 30 日〜9 月 8
日、2013 年 8月 29 日〜9 月 7 日）を行った。
採集は、海綿やホヤなどの無脊椎動物を中心
に行ったが、2010 年と 2011 年には採集した
生物から真菌の単離も行った。 
(2) 無脊椎動物および微生物からのスクリ
ーニング用サンプルの調製 
 採集した無脊椎動物は直ちにエタノール
漬けにした。そして、マンギンダーン教授の
研究室において大学院生・学生の協力を得て
抽出液とし、本研究代表者の研究室に輸送し
た。真菌の単離、培養とスクリーニング用サ
ンプルの調製は、本研究代表者の研究室で行
った。 
(3) 各種生物活性についてのスクリーニン
グ、活性物質の精製・構造決定 
 本研究代表者の研究室において、生物活性
のスクリーニング、活性物質の精製・構造決
定を行った。本研究では生物活性として、①
ユビキチン−プロテアソームシステム (UPS)
（図 1）に対する阻害作用、②細胞増殖抑制
作用、③抗菌作用などを調べた。特に①の試
験は、近年、世界的にも非常に興味を持たれ
ているアッセイ系であるが、本申請者は世界
に先駆けて、これまでに UPS に関する各種ア
ッセイ系を立ち上げて各種阻害物質を発見
してきた。UPS は、細胞内での選択的なタン
パク質分解を司るシステムとして知られて
いる。本システムにおいて分解される運命に
ある標的タンパク質は、3つの酵素（E1, E2, 
E3）の連続的な作用によってユビキチン修飾
された後、プロテアソームにより分解される。
そして近年、ユビキチン修飾系はタンパク質

図 1. ユビキチン-プロテアソームシステム 



の分解だけでなく、多様な様式でタンパク質
機能を調節することにより多彩な生命現象
の制御において中核的な役割を果たすこと
が明らかとなりつつある。その一方で、本シ
ステムを構成する各ステップを標的とする
創薬研究が活発に行われ、現在では、がんに
加えて自己免疫疾患や神経変性疾患の治療
薬の開発へと発展している。 
 
４．研究成果 
 本研究期間中の研究成果を表 1に示す。表
中、「雑誌論文」と「学会発表」の番号は、
次頁の「５.主な発表論文等」に記載したも
のに対応している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 表 1に示した研究成果のうち代表的なもの
について詳細を以下に示す。 
 
(1) Manzamine A の動脈硬化抑制作用 
 動脈硬化症を予防・改善する天然機能成分
の探索のため、マクロファージの泡沫化阻害
活性についてのスクリーニングを行ったと
こ ろ 、 Bajotalawaan で 採 集 し た 海 綿
Acanthostrongylophora ingens の EtOH 抽出
エキスの EtOAc 可溶部が活性を示したので、
化合物の精製を行った。その結果、manzamine 
A (1), 6-hydroxymanzamine A, 8-hydroxy- 
manzamine A, 12,34-oxamanzamine E および
manzamine M が得られた。それらの中で、マ
クロファージに対する泡沫化阻害活性が最
も強かったのは 1で、4.1 M の IC50値でコレ
ステロールエステルの蓄積を阻害した。1 に
より泡沫化が抑制される原因として、変性
LDL がマクロファージへ取込まれる過程、あ
るいは、コレステロールをエステル化する酵
素 ACAT-1 を阻害している可能性が考えられ
た。そこで、変性 LDL がマクロファージに取
込まれる際に関与しているスカベンジャー
受容体と ACAT-1 の発現が、サンプル存在下
で抑制されるかどうかを調べたが、いずれも
変化は認められなかった。次に ACAT-1 活性
に対する影響を調べたところ、1は ACAT-1 活
性を阻害することが明らかとなった。さらに、
泡沫化阻害作用が最も強く、かつ、海綿から
多く得られた 1 を用いて動物実験を行った。

ApoE 欠損マウスに 1 を 30 mg/kg/day で 90
日間投与しマウスの血中脂質濃度を調べた
ところ、1の投与により、総コレステロール、
LDL コレステロール、遊離コレステロール、
トリグリセリド濃度は、非投与群に比較して
それぞれ 40、20、40、50%低下した。また、1
を投与したマウスから心臓を摘出し固定後、
切片を作成し oil red O で染色したところ、
1 を投与した場合に動脈硬化部位の面積は
45%減少することが明らかとなった。そして、
実験の進行にともない、非
投与群のマウスでは毛並
みが荒くなり一部では脱
毛も生じたが、1を投与し
たマウスではそのような
変化は全く認められなか
った。したがって、1には
高脂血症や動脈硬化症の
予防・改善効果があるとい
える（雑誌論文④）。 
 
(2) E1 阻害物質 hyrtioreticulin A 
 E1 はユビキチン修飾系において、初めにユ
ビキチンを活性化させる役割を果たしてい
る。主に働いている E1 は 1 種類であるが、
最近、E1 阻害物質と抗がん作用の関連が明ら
かとなってきている。ユビキチン活性化の測
定は、E1-Ub チオエステル複合体形成をウエ
スタンブロット法で検出することで行った。
スクリーニングを行い、マンテハゲ島で採集
した海綿 Hyrtios reticulatus から E1 阻害
物質として、hyrtioreticulins A,B を単離し
た (IC50, 2.4, 35 M) 。それらの化合物は、
トリプトファンとヒスチジンが縮合した構
造をしているが、ヒスチジンの代わりにアラ
ニ ン が 縮 合 し た 構 造 を 有 す る
hyrtioreticulins C-E は 100 M でも活性を
示さなかったので、イミ
ダゾール基が存在する
ことが活性発現に必要
であると考えられる（原
著論文⑧）。 
 
(3) Ubc13-Uev1A 複 合 体 形 成 阻 害 物 質
manadosterols A, B 
 E2 は 40 種類存在するが、Ubc13 は Uev1A
とヘテロダイマーを形成して E2 活性を示す
ことが知られている。そして、生合成中の p53
に Ubc13-Uev1A 複合体が結合すると p53 の
K63-ユビキチン化が起こり、p53 のがん抑制
作用が阻害され発がんに至る。したがって、
Ubc13-Uev1A
複合体形成を
阻害する化合
物は、がん抑
制作用を示す
と考えられる。
そ こ で 、
Ubc13-Uev1A
複合体形成を

表 1. 本研究期間中にインドネシアの海洋生物から発見

した生物活性物質 



ELISA 法で検出する方法を確立し、スクリー
ニングを行った。そして、マンテハゲ島で採
集した海綿 Lissodendryx fibrosa から
Ubc13-Uev1A 複 合 体 形 成 阻 害 物 質
manadosterols A, B を単離した (IC50, 0.09, 
0.13 M)（原著論文⑦）。 
 
(4) p53-Hdm2 複 合 体 形 成 阻 害 物 質
siladenoserinol A 
 E3は約600種類存在し膨大な数の標的タン
パク質を認識する。そして、特定の E3 の作
用を阻害することにより特定の標的タンパ
ク質の分解を抑制し、より副作用の少ない薬
剤を開発することが可能と考えられる。p53
の負の調節因子 Mdm2 は p53 の細胞修復・ア
ポトーシス作用を阻害する一方で、p53 は
Mdm2 により K48-ユビキチン化され、プロテ
アソームにより分解される。したがって、
Mdm2 拮抗剤は、p53 の作用を増強し抗がん作
用を示すと考えられる。そこで、p53 とヒト 
Mdm2（Hdm2）の複合体形成を ELISA 法で検出
する方法によりHdm2拮抗剤の探索を行った。
そして、シラデン島で採集した Didemnidae
科 の 群 体 ボ ヤ か ら 新 規 阻 害 物 質
siladenoserinols A-L を単離し、絶対立体配
置も含めて構造決定した。最も活性が強かっ
たのは siladenoserinols A, B で、IC50が 2.0 
M であった。今後、ドッキングスタディによ
り活性-構造相関を検討し、さらに強力で特
異的な Hdm2 拮抗剤の開発につなげたい（雑
誌論文⑥）。 
 
 
 
 
 
 
(5) 脱ユビキチン化酵素 USP7 阻害物質
spongiacidin C 
 脱ユビキチン化酵素は、ユビキチン修飾の
逆反応を触媒する酵素で、これまでに 96 種
類が存在し、多様な機能を行うことが報告さ
れている。そして、現在、特定の機能に関与
する脱ユビキチン化酵素を標的とする創薬
研究が展開されている。p53の E3である Hdm2 
は自らをポリユビキチン化してプロテアソ
ームにより分解される。この時、脱ユビキチ
ン化酵素 USP7 は Hdm2 に結合して自己ユビ
キチン化された Hdm2 からユビキチンを除去
する働きをしているので、USP7 阻害物質は発
がん抑制につながると考えられる。そこで、
発蛍光基質として Ub-Rh110 を用い、USP7 に
よる酵素作用で生成する Rh110（ローダミン）
の蛍光強度を測定し、その USP7 活性を阻害
する作用を評価する方法を用いて、USP7 阻
害物質の探索を行った。そして、Likpan で採
集 し た 海 綿 Stylissa massa か ら
spongiacidin C (2)を USP7 阻害物質として
単離した。2 は IC50 値として 3.8 M を示し
た が 、 同 じ 海 綿 か ら 単 離 し た

debromohymenialdisine (3) お よ び
hymenialdisine (4) は 20 M でも 20%しか阻
害しなかった。2 は hydantoin 環を部分構造
として有するのに対して、3 と 4 では
hydantoin 環が aminoimidazolinone 環に置
き換わっているので、両者の部分構造の違い
が阻害作用の違いに反映していると考えら
れる。また、2 は、USP21 に対して弱い阻害
作用（IC50 値、16.6 M）を示す一方で、USP2、
USP8 お よ び SENP1 (SUMO-specific 
peptidase 1) に対してはほとんど阻害作用
を示さなかった。以上の結果から、2 は USP7 
に対して比較的強い特異性を示す阻害物質
であると言える。そこで、p53 が野生型で
USP7 が発現しているHCT-116細胞を用いて、
2 による細胞増殖への影響を調べたが、2 は
50 M でも細胞増殖を阻害しなかったので、
その細胞透過性が低いと考えられる（原著論
文⑤）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6) 抗菌物質 spironaamidine 
 ブナケン島で採集した海綿 Leucetta 
microraphis か ら 抗 菌 物 質 と し て
spironaamidine を単離した。本化合物は、ス
ピロキノン環を含むユニ
ークな構造を有している。
Bacillus cereusに対して
抗菌試験を調べたところ、
ディスク法で 12 mm (10 
g/6 mm disk) の阻止円
を示した。 
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