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研究成果の概要（和文）： 

 独自に構築した自然免疫の活性化を検出するための評価系を用いて，未利用微生物を中心と
した天然資源についてスクリーニングを行った．その結果，terresterol および TM-DIF-1 といっ
た自然免疫制御物質を得ることができた．また，これまでの研究で得られていた gonytolide A お
よび aspergillicin F といった自然免疫制御物質について，その合成法を確立するとともに，各
種誘導体の合成も行った．さらに，自然免疫抑制物質 celastramycin について，そのビオチン
ラベル化体を利用した標的分子の同定を試みた． 

 
研究成果の概要（英文）： 

To screen pharmaceuticals that target innate immunity, we established an ex vivo culture system 

based on the innate immune response of Drosophila, which is highly useful for identifying immune 

regulators that act on human innate immunity. We used this system to search for natural substances 

that regulate innate immunity, and identified terresterol and TM-DIF-1 as an activator and a 

suppressor, respectively. In addition, we synthesized gonytolide A, aspergillicin F and their 

derivatives. 
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１．研究開始当初の背景 

 自然免疫は，感染初期に常在性の分子によ
って広範囲の異物を認識し，貪食細胞の活性
化・抗菌ペプチドや炎症性サイトカインの産
生などにより排除する生体防御機構であり，
ほぼ全ての多細胞生物に遺伝的に保存され
ている．これまで免疫学では，抗原-抗体反応
を主とする獲得免疫を中心として研究が進
められてきたが，自然免疫の活性化が獲得免
疫の成立に深く関与していることが明らか
となり，自然免疫の重要性に大きな注目が集
まっている．一方，自然免疫の異常な機能低
下や活性化はそれぞれ日和見感染症や敗血

症といった人体に重大な障害を引き起こす．
しかし，これらの疾病に対する有効な化合物
はほとんど開発されておらず，敗血症治療薬
として臨床段階にある eritoran や，抗炎症薬
のリード化合物として研究が進められてい
る NF-kB 選択的阻害剤 DHMEQ といった化
合物が挙げられる程度である．したがって，
自然免疫を制御する化合物の発見が望まれ
ているのが現状である． 

 

２．研究の目的 

 本研究では，未利用微生物を中心とした天
然資源由来の自然免疫制御物質の創出を目
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的とする．昆虫寄生糸状菌・卵菌・ツボカビ
といった未利用微生物からは，宿主-寄生体
相互作用に基づく新規自然免疫制御物質が
得られる可能性が十分に考えられる．また，
得られた自然免疫制御物質については，全合
成および誘導体化を行うことで化学構造を
最適化し，新たな免疫医薬品のリード化合物
として，また，未だに不明な点が多い自然免
疫の分子機構を解明するためのバイオプロ
ーブとしての応用を目指す． 
 これまで，獲得免疫の影響を受けず自然免
疫のみを高感度に検出する評価系は存在し
ておらず，自然免疫制御物質の探索を行うた
めには新たな評価系の確立が必須であった．
我々は哺乳類と昆虫の自然免疫活性化機構
には高い相同性があることに着目し，昆虫の
中でも自然免疫研究のモデル生物として非
常に広く利用されているショウジョウバエ
を用いて，自然免疫の活性化を検出するため
の独自の評価系を構築した．この系では，シ
ョウジョウバエが産生する抗菌ペプチドの
一種 diptericin をコードする遺伝子の転写制
御領域に，レポーター遺伝子 lacZ を導入した
ショウジョウバエ幼虫個体を用いている．ス
クリーニングの対象となる化合物と共にこ
の個体を培養したのちに lacZ がコードして
いる -galactosidase を定量することで，自然
免疫の活性化の程度を定量することが可能
となる．この評価系を用いることで，本研究
における目的を達成することができると考
えられる． 

 
３．研究の方法 

(1) 天然資源からの自然免疫制御物質の探索 

 前述のショウジョウバエを用いる評価系
により，様々な天然資源についてスクリーニ
ングを行う．その探索源としては，主に昆虫
寄生糸状菌・卵菌・ツボカビといった，宿主
-寄生体相互作用に関与する自然免疫制御物
質の産生が期待できる未利用微生物とする． 
 これらの微生物については，数種類の異な
る培地（Potato Dextrose 培地，Czapek-Dox 培
地，SDY 培地，PY trehalose 培地 他）で振と
う培養し，得られる菌糸体と培養後培地の抽
出物を，前述の自然免疫活性試験に供する． 

 スクリーニングの結果，有望な微生物抽出
物については，活性を指標に精製し，活性成
分の単離・構造決定を行う．単離された自然
免疫制御物質については，TNF- 刺激による 

HUVEC（ヒト臍帯静脈血管内皮細胞）の炎症
性サイトカイン IL-8 の産生量に対する影響
を検討し，昆虫（ショウジョウバエ）だけで
なく哺乳類に対しても活性を示すかどうか
確認する． 

(2) 単離した化合物を基盤とした活性誘導体
の創製 
 スクリーニングによって得られた有望な

化合物について，様々な生物活性試験を行う
のに十分な量を安定供給する目的で，その全
合成を行う．また，より強力な活性を有した
化合物の創製を目的として，種々の誘導体合
成を行い，構造活性相関の検討を行う． 
 放線菌から得られた celastramycin A は，こ
れまでの研究で強力な自然免疫抑制作用を
示すことが明らかとなっており，その全合成
についても既に手法を確立している．この合
成法を利用して，celastramycin A の各部位を
変換した多くの誘導体を合成し，活性発現に
必要な構造部位を明らかにしていく． 

 糸状菌より得られた自然免疫抑制物質
aspergillicin E は環状デプシペプチドである．
本化合物については，まずその合成法を確立
し，さらに，構成するアミノ酸をそれぞれ変
化させることで種々の誘導体を合成し，その
自然免疫抑制活性を評価することで，活性発
現に必須な構造を明らかにする． 

 糸状菌より得られた gonytolide A は自然免
疫応答増強作用を示すことが明らかとなっ
ている．本化合物は多官能基化されたクロモ
ン誘導体の二量体であり，それを全合成する
のは困難であると考えられるため，その活性
を維持しつつ，構造を単純化した誘導体の開
発を目指す． 

(3) 活性化合物の自然免疫制御機構の解明 

 (2)までの結果を踏まえて，活性化合物の蛍
光ラベル化体，ビオチンラベル化体の合成を
行い，細胞内における局在部位および標的分
子の同定を行う．例えば蛍光ラベル化に関し
ては，低分子化合物の生物活性にあまり影響
を与えないと考えられる比較的小さな蛍光
発色団 NBD, BODIPY を用いる． 

 

４．研究成果 
(1) 天然資源からの自然免疫制御物質の探索 

 ショウジョウバエを利用した自然免疫活
性の評価系を用いて，昆虫寄生糸状菌・卵
菌・ツボカビ・細胞性粘菌などの未利用微生
物を中心とした各種天然資源についてスク
リーニングをおこなった．その結果，卵菌の
一種である Saprolegnia terrestris より新規ラ
ノスタン型化合物 terresterol を自然免疫応
答増強物質として単離した．本化合物の構造
は，絶対構造も含め，各種スペクトルデータ
と構造変換により決定した．Terresterol は 10 

g/mL 以上で濃度依存的に自然免疫増強作用
を示すことが明らかとなった（図１）． 

 また，細胞性粘菌の分化誘導因子として知
られている化合物 DIF-1 とその誘導体の自
然免疫に対する作用を検討した結果，DIF-1

には選択的な作用はみられなかったが，その
フェノール性水酸基をメチル化した誘導体
TM-DIF-1 に濃度依存的かつ選択的な自然免
疫抑制作用を見出した（図２）． 

 



 
(2) 単離した化合物を基盤とした活性誘導体
の創製 
 糸状菌より得られた自然免疫応答増強物
質 gonytolide A は，これまでの研究により，
その-ラクトン開環体もまた自然免疫応答増
強作用を示すことを明らかにしている．この
ことから，クロマノン環に結合した側鎖部分
を単純化しても活性を示すと推測し，容易に
合成可能な gonytolide 誘導体の創製を目指し
た．その結果，ビスクロモン型化合物 A な
らびにビスフラボン型化合物 B が gonytolide 

A とほぼ同程度の自然免疫増強作用を示すこ
とが明らかとなった（図３）． 

 糸状菌より得られた自然免疫抑制作用を
示す化合物は，以前の研究で環状デプシペプ
チド aspergillicin Eであると推定されていた．
その構造活性相関研究を行うことを目的と
して，まず aspergillicin E の合成法の開発を
検討した． 

 L-プロリンを出発原料として，順次ペプチ
ド鎖を伸長させることでヘキサペプチド C

とし，両端の保護基を外した後に環化させる
ことで，aspergillicin E の合成を達成した．し
かし，得られた合成品と天然物の NMR スペ
クトルは一致しなかった．詳細なスペクトル
解析の結果，自然免疫抑制作用を示した天然
物の構造は aspergillicin E ではなく，その立体
異性体である新規化合物 aspergillicin F であ
ると推測された．実際に aspergillicin F を合
成し，その NMR スペクトルを天然物と比較
した結果完全に一致し，その構造が正しいこ
とが明らかとなった（図４）． 

 
(3) 活性化合物の自然免疫制御機構の解明 

 これまでに，強力な自然免疫応答抑制作用
を示す celastramycin A のビオチン化誘導体 

CeA-biotin を合成している．これを用いて，
ビオチン-ストレプトアビジン間の強力な相
互作用を利用した標的分子の同定を目指し
た． 

 まず，ネガティブコントロールとして，自
然免疫応答抑制作用を示さないメトキシ化
体 Methoxy-CeA-biotin の合成を行った．つづ
いて，両ビオチン化体をショウジョウバエ由
来 S2 細胞に作用させ，その細胞の溶解液を
ストレプトアビジンでコーティングされた
磁性ビーズによって精製した．得られた精製
後タンパク質の電気泳動を行った結果，
CeA-biotin を作用させた場合でのみ検出され
るバンドが 60 kDa 付近に得られた（次頁図
５）．このバンドが celastramycin A の標的タ
ンパク質に相当すると考えられる． 

 

 

 

 

図１ Terresterol の自然免疫応答増強作用 

図２ TM-DIF-1 の自然免疫抑制作用 

 

図３ 合成した gonytolide A の活性誘導体 

 

図４ Aspergillicin E および F の構造 
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