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研究成果の概要（和文）：本研究では，ヒストン修飾を司るポリコーム複合体中心分子BMI1，およびBMI1の発現を制御
することが知られているウィント（Wnt）やヘッジホッグ（Hh）シグナルに作用する化合物を見出すことを目的として
，天然物を対象としたスクリーニング研究を行った．BMI1プロモーター活性を評価するルシフェラーゼ細胞アッセイシ
ステムを構築し，良好な活性を示す植物種を数種選別した．一方，Wntシグナル阻害作用をもつ天然物として，オオバ
コ科植物からジテルペン，センダン科植物からリモノイドを単離し，またナス科植物からHhシグナル阻害作用をもつ高
度に酸化されたステロイド誘導体を単離した．

研究成果の概要（英文）：This study aims at search for bioactive small molecule from natural resources 
that have effects on BMI1, which is a key regulatory component of the polycomb repressive complex1 (PRC1) 
as well as those that act on Wnt and hedgehog signaling pathways, which are known to control the 
expression of BMI1 molecule. First a cell-based luciferase assay system which assesses the BMI1 promoter 
activity was constructed, and screening study using this assay system afforded several plant extracts as 
hit samples. On the other hand, a diterpene from a Plantaginaceous plant and a limonoid from a Meliaceous 
plant with Wnt signal inhibitory activity were isolated, while a highly oxygenated steroid derivative 
with hedgehog inhibitory activity was obtained from Solanaceous plant.

研究分野：天然物化学
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１．研究開始当初の背景 
エピジェネティックな遺伝子発現制御機
構とは，DNA 塩基配列の変化を伴わず，ヒス
トン修飾，クロマチンリモデリング，DNA メ
チル化などが強調して，遺伝子発現を時間的，
空間的に制御する機構である．最近では，正
常な幹細胞の自己複製制御や分化，生死に関
わるエピジェネティックな遺伝子発現制御
の破綻が「癌幹細胞」への形質転換につなが
る可能性が指摘されている．この遺伝子転写
制御は核内のクロマチンを構成するヒスト
ンの種々の化学修飾と深く関わっており，こ
のヒストン修飾において重要な役割を果た
しているのがポリコーム群（PcG）タンパク
質である．PcG タンパク質は核内で PRC1 や
PRC2 という巨大複合体を形成し，ヒストンの
メチル化やユビキチン化によりクロマチン
構造を凝縮させ転写抑制状態の維持に働く．
例えば，癌幹細胞ではこの機構により癌抑制
遺伝子の転写が抑制されている． 
本研究ではこの転写抑制化に関与する
PRC1 複合体の中心分子 Bmi1 に注目し，この
分子の働きを低分子化合物によって制御す
ることを目指して，Bmi1 を標的としたスクリ
ーニングを行う．当研究室では，数年来，天
然物を主な探索素材として，種々のシグナル
伝達分子を標的としたスクリーニング研究
を行っているため，本研究課題を遂行する環
境は整っている．当研究室で培ってきた天然
物スクリーニングに関するノウハウを有効
に活用して，ヒストン修飾とエピジェネシス
制御という最先端分野に貢献する低分子化
合物の創出にチャレンジしたいと考え，本研
究課題を提案した． 
 
２．研究の目的 
近年，ヒストン修飾や DNA メチル化などの
エピジェネティックな転写制御機構が個々
の細胞の増殖，分化，生死に大きく関わるこ
とが知られて来ている．本研究ではこのよう
な転写制御機構の分子レベルでの解析を目
指し，ヒストン修飾とそれを司るポリコーム
分子群を標的として天然物および天然物基
盤化合物ライブラリーよりスクリーニング
を行い，有用な低分子化合物を開拓すること
を目的とする．とくに本研究では，ポリコー
ム複合体 PRC1 の中心分子 Bmi 等をスクリー
ニングの主な対象に取り上げる．また本研究
では，天然物探索，細胞アッセイ，細胞応答
解析，作用分子機構と標的分子の解明等の一
連の包括的研究（いわゆるケミカルバイオロ
ジー研究）を展開し，それを通して，創薬・
生命科学の進展に寄与する高活性低分子化
合物の創出を目指す．一方，BMI1 の発現を制
御することが知られているウィント（Wnt）
やヘッジホッグ（Hh）シグナルに作用する化
合物に関しても天然物を対象としたスクリ
ーニング研究を行う． 
 
３．研究の方法 

(1) スクリーニング法（細胞アッセイシステ
ム）の構築：Bmi1 プロモーター活性を評価
するルシフェラーゼ細胞アッセイシステム
を構築する．  
(2) スクリーニングと活性成分の分離：(1)
で構築したアッセイシステムを用いて当研
究室保有の天然物ライブラリー等を対象と
したスクリーニングを行い，ヒットしたサ
ンプルについて活性成分の分離・精製を行
う．単離した活性成分に対して，化学構造
を解明する． 
(3) 作用発現分子機構の解析：(2)で得られ
た活性化合物に対して，シグナル制御分子
機構および細胞応答現象の解析を行う． 
(4) 一方， BMI1 の発現を制御することが知
られているウィント（Wnt）やヘッジホッグ
（Hh）シグナルに作用する化合物に関して
も，当研究室で構築済みのルシフェラーゼ
細胞アッセイシステムを用いて天然物を対
象としたスクリーニング研究を行い，上記
(2),(3)の方法と同様に，活性成分の分離精
製，化学構造の決定，作用発現分子機構の
解析を行う． 
 
４．研究成果 
（１）ルシフェラーゼアッセイ方法の構築と
天然物スクリーニング 
ポリコーム複合体中心分子BMI1に関して，
そのプロモーター活性を評価するルシフェラ
ーゼ細胞アッセイシステムの構築を行った．
ジョージ・ワシントン大学G. P. Dimri教授か
らご恵与いただいたプラスミドを用いて，
BMI1プロモーター領域の下流にルシフェラー
ゼ配列を含むレポータープラスミドを作成し
た．次に作成したプラスミドをアッセイ用細
胞（ヒト胎児由来腎臓上皮細胞293T）に導入
し，安定発現細胞の構築を行った．すなわち
播種した細胞に構築したプラスミドを導入し，
ピューロマイシンによる選択培養を行った後，
単一のコロニーが形成された複数のクローン
についてルシフェラーゼ活性試験を行い，陽
性対照による発光の変化等の実験により最も
良好な結果を示した細胞株をスクリーニング
用細胞として選別した．選別した細胞では，
陽性対照（PTC-209）によってルシフェラーゼ
発光量が低下した．  
上記により構築したアッセイ細胞を用い
て，当研究室保有の植物エキスコレクション
を対象としたスクリーニングを行った．これ
までに，当研究室保有のタイ産植物 136 種に
ついてアッセイ試験を行い，そのうちの 4種
が顕著なルシフェラーゼ活性の低下を示し
たことから，これらをヒットサンプルとして
選別した．そのうちの 1種（キョウチクトウ
科植物）について，抽出エキスの溶媒分画お
よびクロマトグラフィーによる精製を開始
し，これまでに数個の活性フラクションを得
た． 
 
（２）Wnt および Hh シグナルに作用する天然



物のスクリーニング 
①Wnt シグナル 
Wnt シグナルに関するスクリーニングには，
転写因子TCFの転写活性をルシフェラーゼ活
性（TOP 活性）により評価する細胞アッセイ
システムを用いた．本試験法によりバングラ
デシュおよびタイ産植物の抽出エキスにつ
いてスクリーニングを行い，活性成分の分画
を行った．オオバコ科 Scoparia dulcis から
単離したジテルペン scopadulciol はヒト胃
がん細胞 AGS において核内の β-catenin を
減少させたが，プロテアソーム阻害剤 MG132
を併用すると β-catenin の減少は認められ
なくなった．これにより scopadulciol はプ
ロテアソーム依存性の β-catenin の分解を
促進することが示唆された．また，
scopadulciolはAGS細胞においてWntシグナ
ルの標的タンパクである cyclin D1，c-myc，
および survivin の発現を抑制した．一方，
scopadulciol は AGS 細胞において，アポトー
シ ス 誘 導 因 子 TRAIL （ tumor necrosis 
factor-related apoptosis inducing ligand）
の感受性を増大させ，TRAIL との併用により
顕著な細胞毒性を示すことが明らかとなっ
た．Scopadulciol はデスレセプターDR4 およ
び DR5 の発現を増大させた一方，抗アポトー
シス因子 Bcl2 を減少させた．以上により，
scopadulciolはAGS細胞においてTRAIL耐性
克服作用を示すことが判明した．  
一方，センダン科 Azadirachta excelsa か
らは，1 種の新規および 7 種の既知リモノイ
ドを単離した．これらのうち数種は顕著な
TCF 転写阻害活性を示した．そのうちの 1 種
である既知の trichillin H は，ヒト胃がん
細胞 AGS および大腸がん細胞 HCT116 に選択
的な細胞毒性を示した．Trichillin H は細胞
質および核における β-catenin を減少させ
なかったが，Wnt シグナルの標的タンパク質
である c-myc の発現を抑制した．Trichillin 
HはWntシグナル経路においてβ-cateninよ
り下流に位置するコンポーネントに作用す
るものと考えられる． 
②Hh シグナル 
Hh シグナルを標的として，当研究室で構築
した転写因子 GLI1 の転写阻害活性に関する
ルシフェラーゼ細胞アッセイ系を用いてス
クリーニングを行った．選別されたナス科
Solanum nigrum から Hh シグナル阻害作用を
もつ高度に酸化されたステロイド誘導体を 7
種単離した．このうちの 1 種 physarin H は
顕著な GLI1 転写阻害活性を示し，Hh シグナ
ルが異常亢進したヒトすい臓がん細胞 PANC1
に対する細胞毒性を有していた．また
physarin H は Hh シグナルの標的タンパク質
である Ptch や Bcl2 の発現を減少させた．さ
らに，physarin H は GLI1 タンパク質と GLI1
結合領域を有するDNAとの複合体形成を阻害
することがエムザ実験により明らかとなっ
た． 
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