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研究成果の概要（和文）：本研究では，様々な生命現象，がん等の各種疾患において重要な役割を果たすWntシグナル
に着目し，当研究室保有の植物，放線菌抽出物ライブラリーを用いたスクリーニングを行った．その結果，Wntシグナ
ルを阻害，または活性化する生物活性天然物を見出すことに成功した．さらに得られた活性天然物について分子生物学
的手法を用いてその作用機構について解析を行い，多様性に富んだ興味深い作用をもつことを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the Wnt signaling pathway. The Wnt signaling plays 
pivotal roles not only in various aspects of cell biology and adult tissue homeostasis, but also in 
various diseases, including cancer. During our screening study targeting Wnt signal, we examined a number 
of plant and actinomycetes extracts using a cell-based luciferase assay system. As a result, we have 
isolated and identified a number of bioactive natural compounds that inhibit or enhance Wnt signaling. 
Molecular-biology investigation of these active compounds revealed that they have various and interesting 
mode of action.

研究分野： 天然物化学

キーワード： 天然物化学　ケミカルバイオロジー　Wntシグナル
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１．研究開始当初の背景 
ウィント（Wnt）シグナルは，動物の発生過程に

おける体軸形成や陥入運動など形作りの基盤と
なる重要なプロセスから，その後の種々の組織・
器官形成に至るまで多彩な役割を演じている．
また，がん，神経疾患，糖尿病などの種々の疾
患や，骨形成，体内時計さらには再生医療にお
いても重要な役割を果たしていることが知られて
いる．したがって Wnt シグナルを制御する化合
物は，各種生命現象を研究する上での分子ツ
ールや有効な医薬品リード化合物となることが
期待される．このような背景から我々は先行研究
において Wnt シグナルを標的とした天然低分子
化合物の探索研究を行い，Wnt シグナルを阻害
する化合物を得ていた． 

 
２．研究の目的 

本研究では，1）さらなる Wnt シグナルに作用
する天然由来活性低分子の発見を目的として，
当研究室にて構築した抽出物ライブラリーか
らの活性を指標とした成分の探索を行い，Wnt
シグナルを阻害，または活性化する活性低分子
を発見することを目的とした．また，2）先行研究
において見出している Wnt 阻害作用を有する天
然物および 1）で新たに見出した Wnt シグナル
に作用する天然低分子について，シグナル制御
機構，標的分子の解明（ケミカルバイオロジー）
研究を行い，これらの化合物の創薬シード化合
物，生命科学研究における分子ツールとしての
可能性を検討し，創薬・生命科学研究へ貢献す
ることを目的とした．  
 
３．研究の方法 
①高活性抽出物からの活性低分子の単離・精
製：すでに得ている高活性抽出物からの Wnt シ
グナル制御作用を指標とした活性低分子の単
離・精製． 
②単離した活性低分子の構造解析：NMR，MS
などのスペクトル解析ならびに化学的手法を用
い，精密な化学構造を決定する． 
③活性低分子の再評価：単離した低分子を用い，
Wntシグナル制御作用の濃度依存性や，Wntシ
グナルの関連が知られている大腸がん細胞に
対する細胞毒性を解析する． 
④活性低分子の Wnt シグナル制御機構の解明: 
β カテニンの発現への影響に応じて，Wnt シグ
ナル関連因子の解析を行う． 
 
４．研究成果 

スクリーニングにより選別した高活性抽出物に
ついて Wnt シグナルを指標とした成分探索を行
った． 

アオイ科植物 Hibiscus ficulneus 茎部からは 4
種のリグナン類を Wnt 阻害成分として単離した．
このうち boehmenan (1) および boehmenan D (2) 
はそれぞれ IC50 値 1.0 μM，1.9 μM で阻害作用
を示した．このうち 1 の作用について検討を進め
たところ，細胞質および核において β-catenin を
減少させること，核において Wnt シグナルの標

的遺伝子であるc-mycを減少させることが判明し
た．また，1 の β-catenin の減少には，プロテアソ
ームにおける β-catenin の分解が関わることが示
唆された． 

 
ニガキ科植物Eurycoma longifolia 根部からは，

β カ ル ボ リ ン 型 ア ル カ ロ イ ド で あ る
9-hydroxycanthin-6-one (3) およびその配糖体
canthin-6-one 9-O-β-glucopyranoside (4) を Wnt
阻害成分として単離した（IC50 値 3: 6.8，4: 11.6 
μM）． 

3 の作用機序につ
いて解析した結果，細
胞質，核の両方にお
いて β-catenin 量を減
少させることが判明し
た．関連するタンパク
因 子 の 解 析 お よ び
siRNA を用いたノックダウン実験などにより，3 は
CK1α 非依存的な GSK3β の活性化を介した機
序で β-catenin のリン酸化およびその分解を促進
し Wnt シグナルを阻害していることが示唆された．
一般的に β-catenin の分解には CK1α による
β-catenin のリン酸化とそれに続く GSK3β によるリ
ン酸化が必須とされている．しかし，3 による
β-catenin の分解には CK1α は関与していない．
このような機序で β-catenin を分解する機構や，
このような作用をもつ化合物は報告されていな
いことから，3 の作用は興味深いものと考えられ
た．さらにゼブラフィッシュを用いた検討の結果，
3 の 投 与 に よ り 中 脳 後 脳 境 界 （ MHB ：
mid-hindbrain boundary）の形成不全，色素細胞
の顕著な減少や，尾部の屈曲などの Wnt シグナ
ル阻害と関連する表現型（フェノタイプ）の変化
が認められた．Wnt シグナルの標的遺伝子であ
る zic2a（中脳の発達に関与）および mitf （神経
堤細胞から色素細胞への分化誘導を制御する）
に対する影響を in situ hybridization を用いて調
べたところ，これら標的遺伝子の発現の低下が
確認できた．GSK3β 阻害剤である BIO を用いた
検討から，in vivo においても 3 は GSK3β を介し
て Wnt シグナルを阻害していることが示唆され
た． 

 
オオバコ科植物 Scoparia dulcis の地上部から

は，ジテルペノイド scopadulciol  (5)， scopadiol  
(6) とともに，2 種のトリテルペンを得た． 



このうち 5 は AGS 細胞において細胞毒性を示し，
p53 およびプロテアソームを介した β-catenin の
分解とそれに続く β-catenin の核内での減少によ
り Wnt シグナルを阻害することが判明した．一方，
本化合物は AGS 細胞においてカスパーゼを介
して TRAIL 耐性克服作用を示し，さらに TRAIL
との併用により β-catenin の分解を促進すること
が判明した． 

 
Azadirachta excelsa （センダン科）果実から得

たリモノイド四種 (7-10) は IC50値121-300 nM と
いう低濃度で，TCF/β-catenin 転写活性を阻害し
た．これら化合物は 14,15 位にエポキシ環があり，
この部分構造が活性に寄与していると考えられ
た． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このうち trichillin H (8) は，Wnt 依存性大腸

がん細胞である HCT116 および胃がん細胞
AGS に対して選択的な細胞毒性を示したが，
Wnt 非依存性細胞 RKO 細胞と正常細胞
HEK293 に対しては毒性を示さなかった．8 は
β-catenin のタンパクレベルを減少させなかった
が，Wnt シグナルの標的タンパクである c-myc を
減少させた． 

 
Ricinus communis（トウダイグ

サ科）茎部について Wnt シグナ
ルの活性化を指標として分画を
進めたところ，ricinin (11) を単
離した．その作用について解析
を 進 め た と こ ろ ， 本 化 合 物 は
CK1α の酵素活性を阻害すること
により β-catenin のリン酸化および分解を抑制し，

Wnt シグナルを活性化すると示唆された．また，
本 化 合 物 は ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ に お い て も
β-catenin を増加させることが判明した． 

 
先行研究において Calotropis gigantea 滲出

液から見出した calotropin (12) は，β-catenin の
リン酸化に関わる CK1α を増加させることにより
β-catenin の分解を促進する機序で Wnt シグナ
ルを阻害すると推定していたが，siRNA を用い
たノックダウン実験により，本化合物による
β-catenin 分解促進には CK1α が関与しているこ
とが確認でき，さらに CK1α の mRNA 発現が上
昇することも明らかにした．さらに本化合物がア
ポトーシスを誘導することを見出し，その作用に
も CK1α が関わることを明らかにした． 
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