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研究成果の概要（和文）：アクチンに作用するRubia属植物由来抗腫瘍性環状ペプチドRA-VIIの水溶性の改善、ファル
マコフォアの解明を目的にアザシクロイソジチロシンアナログ、ペプチド側鎖間架橋アナログ、フッ化イソジチロシン
アナログの合成を行い、シクロイソジチロシンの芳香環の配向が活性発現に重要であること、芳香環の電子密度が高く
なると細胞毒性が低下することを示した。R. cordifoliaよりRA系ペプチドの生合成経路解明の手掛りとなる新規二量
体RA系ペプチドを単離した。また、化合物ライブラリー構築を目的にStemona tuberosa、Eurycoma longifoliaより１
６種の新規化合物を単離した

研究成果の概要（英文）：Aza-cycloisodityrosine-, conformationally constrained side chain-bridged-, and 
fluorinated cycloisodityrosine analogues of RA-VII, a Rubia plant-origin antitumor cyclic peptide, were 
synthesized to improve the water solubility and explore the pharmacophore of RA-VII. The results 
indicated that the orientation of the aromatic rings of the cycloisodityrosine moiety is important to 
express the cytotoxic activity and increase of the electron density of those aromatic rings decreases the 
activity. A new dimeric RA-series peptide was isolated from R. cordifolia, whose structure gave us some 
information about the biosynthesis of this series of peptides. In addition, sixteen new compounds were 
isolated from Stemona tuberosa and Eurycoma longifolia to develop chemical library for the screening 
assay.

研究分野： 天然物化学

キーワード： 抗腫瘍活性　RA-VII　アクチン　環状ペプチド　アナログデザイン　ペプチド合成　細胞毒性　配座解
析

  １版



１．研究開始当初の背景  

動物細胞の細胞骨格（微小管、中間径フィ

ラメント、アクチン）は、いずれも小さなユニ

ットが重合して出来る繊維状の構造体である。

これらの細胞骨格のうち、微小管は制がん剤

の標的として古くから認識され、既にビンク

リスチン、タキソールなどが制癌剤として開

発され、臨床的に用いられている。一方、これ

までアクチンを標的とする制がん剤は開発さ

れていないが、異なる作用機序の薬剤を組み

合わせて用いること（多剤併用）が一般的で

ある癌化学療法の観点から、アクチンを標的

とする制癌剤を開発す

ることは癌化学療法に

おいて新たなスキーム

を提供することとなり、

重要な意義を持つ。申請

者らのグループは、アカ

ネ科植物より単離・構造

決定された RA-VII (1) 

がアクチンに作用する

ことを見出している。 

 

２．研究の目的  

(1)《水溶性の改善》アクチンに作用する RA

系ペプチド化合物は強い抗腫瘍活性を示す有

望なリード化合物であるが、医薬品として開

発するうえで毒性が高いことと併せ、水溶性

が低いことが問題となっていた。そこで本研

究では、RA 系ペプチド化合物の水溶性を改善

したアナログをデザインして合成する。 

(2)《配座固定アナログ》RA 系ペプチド化合

物は原料植物中の含量が少ない（約 0.01%）

ため、医薬品として開発するうえで、安定に

原体を供給する方法を確立することが求めら

れていた。そこで、構造を単純化して簡便に

合成による供給が可能な RA アナログをデザ

インするために、活性配座構造を効果的に固

定する方法を確立して活性発現に重要な芳香

環部位の空間配置を特定する。 

(3)《電子密度を低下させたアナログ》RA 系

ペプチドの活性発現は、３カ所のチロシン残

基の芳香環が重要であると考えられる。そこ

で、活性発現に対する芳香環の電子的効果を

解明するため、芳香環の電子密度を低下させ

たアナログを合成して細胞毒性活性を評価す

ることにより、活性発現における芳香環の機

能を解明する。ここで得られる知見は、前項

(2)の目的と併せて、合成が困難なシクロイソ

ジチロシンを、構造を単純化した他のユニッ

トで置き換えた RA アナログをデザインする

うえで有益と考えられる。 

(4)《新規化合物の探索》植物より抗腫瘍活性

を示す（特にアクチンに作用する）低分子天

然有機化合物をスクリーニングするための新

規化合物ライブラリーの構築を行う。 

 

３．研究の方法  

(1)《水溶性の改善》RA-VII (1) の立体構造を

維持したまま水溶性を改善するために、シク

ロイソジチロシンのエーテル酸素原子を窒素

原子で置き換えたアナログ(2)を設計した。2

は 1 と立体空間的にほぼ

等価な構造と見做すこと

ができる。また、塩基性窒

素原子を有するため、生

理学的に許容しうる酸化

合物と水溶性の塩を形成

できると考えられる。2 の

アザシクロイソジチロシ

ンユニットは、L-チロシ

ンより合成可能な 3 位に
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ボロン酸基を有するチロシン誘導体と、4-ア

ミノ-L-チロシン誘導体を縮合してジペプチ

ドとしたのち、アミノ基窒素原子と、ボロン

酸基が結合した炭素原子との間でカップリン

グ反応を行うことにより合成できると考えた。

次にテトラペプチドを連結したのち、残基１、

６間でマクロ環化反応を行い、2 を合成する

こととした。 

(2)《配座固定アナログ》アナログ 3 の構造に

示すように、残基 1、4間をトリメチレン基で

架橋することで、18 員環

の配座構造の固定を行

うこととした。L-アリル

グリシン（allylGly）の N

末側にぺプチド鎖を伸

長し、Boc-allylGly-Ala-

N,O-diMe-Tyr-allylGly-

OH を得る。アカネ根よ

り単離精製して得た

RA-VII の減成反応によ

り供給されるシクロイソジチロシンと結合後、

マクロ環化反応により [allylGly-2,allylGly-

4]RA-VII を得て、分子内オレフィンメタセシ

ス反応による環化後二重結合を還元して 3 を

合成することとした。  

(3)《電子密度を低下させたアナログ》シクロ

イソジチロシンの芳香

環の電子密度を低下さ

せるため、Tyr-5 残基の

芳香環のε位をフッ素

原子で置換した 4 をデ

ザインした。L-チロシン

より誘導した 3 位にボ

ロン酸基を有するチロ

シン誘導体と、3-フッ化

-L-チロシン誘導体を縮

合してジペプチドとしたのち、フェノールの

酸素原子と、ボロン酸基が結合した炭素原子

との間でカップリング反応を行うことにより、

フッ化シクロイソジチロシンを合成する。テ

トラペプチドを連結したのち、残基１、６間

でマクロ環化反応を行い、4 を合成すること

とした。 

(4)《新規化合物の探索》RA 系ペプチド化合

物の３次元的な構造－活性相関情報を得るた

めに、Rubia cordifolia より新規 RA 系ペプチ

ドを探索する。また、抗腫瘍活性物質探索用

ライブラリー構築には、新奇性の高い構造を

有する化合物を見出す可能性を期待してタマ

ビャクブ Stemona tuberosa およびナガエガ

サ Eurycoma longifolia について成分検索を

行うこととした。単離した化合物については、

機器スペクトル解析および化学的手法により

構造決定を行う。 

 

４．研究成果  

(1)《水溶性の改善》合成に成功したアナログ

2は非晶質性化合物で、RA-VII (1)に比べて

種々の極性溶媒に対する溶解性が大きく改善

した。また、2の最安定配座構造を分子モデリ

ングにより1の結晶構造と比較したところ、ほ

ぼ完全に一致するほどの類似性を示した（図

１）。一方、1と2の13C-NMRスぺクトルの化

学シフト値の比較から、窒素原子への置換に

より、芳香環の電子密度がRA-VIIに比べて高
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図１ RA-VII の結晶構造（赤）とアナログ2 のエネ

ルギー最小化構造（青）の重ね合わせ  



くなっていることが確認できた。2の細胞毒性

活性（HL-60、HCT-116）は、RA-VIIに比ベ

約１/５～１/７程度に低下していた。従って、

シクロイソジチロシンの芳香環の電子密度を

上昇させると、細胞毒性活性は低下すること

が示された。 

(2)《配座固定アナログ》合成した架橋アナロ

グ 3 は、RA-VII (1)に比べて細胞毒性活性

（HL-60、HCT-116）は大きく低下（1/20,000

以下）していた。二次元 NMR スペクトルの

解析から、1 と 3 の残基１－４のペプチド骨

格の配座構造はかなり類似しているが、シク

ロイソジチロシン部位の配座構造は大きく異

なることが解り、シクロイソジチロシンの芳

香環の配向が活性発現に重要であることが示

された（図２）。 

 

(3)《電子密度を低下させたアナログ》RA-VII

の Tyr-5 残基の芳香の一方の ε 位にフッ素原

子を導入したアナログ 4 の合成法を確立した。

また、Tyr-5 残基のもう一方の ε 位にフッ素

原子をもつ異性体の合成に必要なシクロイソ

ジチロシンを合成する反応条件を見出すこと

ができた。 

(4)《新規化合物の探索》R. cordifolia より５

種の新規ペプチドを、S. tuberosa より１１種

の新規アルカロイドを、E. longifolia より５

種の新規カッシノイド化合物を得た。これら

のうち R. cordifolia より単離した 5 は、

deoxybouvardin と allo-RA-V がそれぞれの

シクロイソ

ジチロシン

間でジフェ

ニルエーテ

ル結合した

ユニークな

構造を有し

ており、5 が

植物より単離されたことは、RA 系化合物の生

合成過程において、シクロイソジチロシンの

ジフェニルエーテル結合が 18 員環ペプチド

鎖の形成後に構築されることを示唆するもの

である。5 は全合成により絶対配置を含めて

構造を決定した。一方、S. tuberosa より得ら

れた stemona-amine C (6)、E (7)、stemona-

lactam M (8)は、いずれも新規骨格を有する

アルカロイドであった。6 と 8 の相対配置は

X 線結晶解析により決定し、6 についてはそ

の VCD スペクトルを DFT 計算値と比較する

ことにより絶対配置を決定した。一方、7 は二

次元 NMR スペクトルの解析により相対配置

を決定した。 
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