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研究成果の概要（和文）：本研究では、熱帯植物から抗リーシュマニア活性物質を探索し、活性化合物の薬理活性機構
解明の一助となるべく新たなスクリーニング系開発を目的として研究を行うものである。一次スクリーニングにて活性
の見られた植物エキスの中から、パパイヤ科、クマツヅラ科、およびショウガ科植物の各エキスより活性化合物の単離
構造決定を実施した。これらの Leishmania 原虫に対する抗リーシュマニア活性と、宿主細胞モデルとしてRAW264.7細
胞に対する影響を検討した。次に、原虫ミトコンドリア系呼吸鎖酵素群に対する阻害活性を検討する為、ルシフェラー
ゼ発光による原虫内ATPの定量試験を行い、スクリーニング系を構築した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the leishmanicidal constituents from tropical plants and 
attempted to build a new screening system to elucidate the biochemical mechanism of the leishmanicidal 
activity. Several extracts from the plants belonging to Caricaceae, Verbenaceae, and Zingiberaceae, were 
found to inhibit the activity in the first screening. Twenty-eight compounds were isolated, and their 
activity as well as cytotoxicity against RAW 264.7 was examined. Additionally, the active compounds were 
subjected to an ATP-bioluminescence assay for measuring intracellular ATP level of promastigotes.

研究分野：天然物化学，生薬学，構造解析学
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１．研究開始当初の背景 
 リーシュマニア症は，WHO が世界六大熱
帯病に指定する，重篤な昆虫媒介性原虫症で
ある。病態は皮膚型・粘膜皮膚型・内蔵型に
分類され，感染者数はマラリア・トリパノソ
ーマに並ぶほどである。現在の第一選択薬は
アンチモン製剤であるが副作用が強く，治療
は高価で近年耐性原虫も報告されている。最
近認可の下りた内臓型治療薬ミルテホシン
も妊娠中の患者には適応できないなどの問
題がある。すなわち，明確な特効薬が未だに
なく，新薬・ワクチン開発の遅れから『顧み
られない』感染症と言われている。 このよ
うな背景のもと，我々は現在まで主に熱帯植
物から昆虫寄生体原虫を用いて，抗リーシュ
マニア活性物質の探索に取り組んできた。そ
の研究過程において，生薬である紫根 (ムラ
サキLithospermum erythrorhizon の根) の成分
である shikonin類縁体に強力な抗リーシュマ
ニア原虫活性を見出した (①)。 この結果か
ら，漢方薬「紫雲膏」を用いてペルーでパイ
ロット臨床試験を行い，有効性が認められた
（②）。現在の第一選択薬であるアンチモン
製剤は非常に高価で，安全性にも問題がある。
一方，紫雲膏の原材料はアジア産の生薬で供
給量に限界がある。現地の人に安価で有効な
治療薬を提供するには，患者の多い熱帯地方
の薬用植物から有効な植物を見出すことが
第一目的である。 最近の研究成果では，ミ
ャンマー産植物Diospyros burmanicaより 3種
の抗リーシュマニア活性物質（burmanin A-C）
を単離構造決定し，報告した (③)。これらは
新規ビスナフトキノン骨格を有しており，原
虫および宿主細胞に対する選択性(IC50 比)が
453 から 147 とこれまでに類を見ないほど非
常に高く，今後リード化合物として十分に期
待される結果が得られている。申請者がこれ
まで単離してきた強力な活性を有する化合
物の多くは，キノン系化合物群であり，これ
らは宿主モデル細胞に対する影響も非常に
低く医薬シーズとしての可能性が期待され
ている。また，キノン系化合物は，多くの寄
生虫の特徴でありリーシュマニア原虫にお
いても重要な ATP 産生の供給源である嫌気
的ミトコンドリア呼吸鎖（PEPCK-コハク酸回
路）を阻害することが知られている。このよ
うな背景から，原虫および原虫ミトコンドリ
ア系呼吸鎖酵素群に対する阻害活性試験の
検討を着想するに至った。 
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２．研究の目的 
 熱帯に多いリーシュマニア症は，寄生虫の
一種であるリーシュマニア原虫が引き起こ
す病気で，WHO により制圧すべき病気の 1
つとされているが特効薬は未だ存在しない。
地球温暖化やグローバル化により，熱帯病の
拡大も懸念されており，治療薬開発が望まれ
ている。これまで我々は，患者の多い地域の
植物資源から医薬品シーズの探索研究を行
い，リーシュマニア原虫を選択的に阻害する
化合物を得ている。本研究では，新たに熱帯
域で入手した有望な薬用植物からさらなる
抗リーシュマニア活性物質を探索するとと
もに，これまでに得られている化合物の薬理
活性機構の解明と新たなスクリーニング系
開発を目的として以下の 3つの項目について
研究を行う。 
 
(1) 熱帯産薬用植物エキスからの抗リーシュ
マニア活性化合物の探索 

(2) リーシュマニア原虫の 
ミトコンドリア系呼吸鎖酵素群阻害試験法
の確立 

(3) 抗リーシュマニア活性とリーシュマニア
原虫呼吸鎖阻害試験との関係評価 

 
３．研究の方法 
(1) 熱帯産薬用植物エキスからの抗リーシュ
マニア活性化合物の探索 
入手した熱帯産薬用植物エキスを用い
て一次スクリーニングにより候補植物エキ
スの選定を行った。リーシュマニア原虫は，
宿主体内にてマクロファージ内に寄生する
形態（アマスチゴート体）と，媒介昆虫体
内に寄生する形態（プロマスチゴート）の
二形態を取るが，取り扱いの容易さと培養
の安定性を考慮し，一次スクリーニングに
はプロマスチゴートを用いた改良 MTT 
(WST-1) アッセイを行った。選定されたエ
キスについて，バイオアッセイガイドによ
る成分探索を行い，化合物の単離を行った。
分離は常法に従い，有機溶媒／水系にて液
液分配後，シリカゲルカラムクロマトグラ
フィー，オクタデシル化シリカゲルクロマ
トグラフィー，中圧カラムクロマトグラフ
ィー，HPLC分析・分取を用いて分画した。
活性成分は単離後， IR, UV, CD, NMR, 
LC-QTOFMSおよび X線結晶構造解析など
の手法により構造解析を実施した。顕著な
活性が見られた化合物については，宿主細
胞への影響を検討するため マウスマクロ
ファージ様細胞RAW264.7についてXTT試
験を行い，検定サンプルの細胞傷害性を調
べた。 

 
 



(2) リーシュマニア原虫のミトコンドリア系
呼吸鎖酵素群阻害試験法の確立 
抗リーシュマニア活性を有する化合物
の原虫ミトコンドリア系呼吸鎖酵素群に
対する阻害の有無を検討するため，原虫
内 ATP の定量試験を検討した。これは，
リーシュマニア原虫が嫌気的ミトコンド
リア呼吸鎖系（PEPCK-コハク酸回路）に
より ATP を獲得し，生命を維持している
ことに起因する。細胞内 ATP はルシフェ
ラーゼ発光機構を利用し化学発光強度の
測定を行う方法が一般的である。この方
法を原虫に応用した。最適な試薬と原虫
数を検討し，リーシュマニア原虫ミトコ
ンドリア系呼吸鎖酵素群阻害試験法を確
立した。 

 
(3) 抗リーシュマニア活性とリーシュマニ
ア原虫呼吸鎖阻害試験との関係評価 

 
 (1)で抗リーシュマニア活性を示したエキ
スや化合物について(2)で確立したリーシ
ュマニア原虫ミトコンドリア系呼吸鎖酵素
群阻害試験法検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 熱帯産薬用植物エキスからの抗リーシュ
マニア活性化合物の探索 
ミャンマー産クマツヅラ科植物の葉部
メタノールエキスより新規ジテルペン 2種
を含む 16種の化合物を単離構造決定した。
こ れ ら の Leishmania major お よ び
RAW264.7 に対する影響を検討した。その
結果，新規ジテルペン 2 種および
5-hyrdoxy-7,4 -dimethoxyflavoneなどのフラ
ボノイド 3種に抗リーシュマニア活性を見
出した。これらは RAW264.7に対して影響
を及ぼさないことを明らかにした。ペルー
産パパイヤ科薬用植物の樹皮メタノール
エキスより 5種の化合物を単離構造決定し
た。その結果，ピペリジンアルカロイド 1
種と直鎖飽和脂肪酸に抗リーシュマニア
活性を見出した。本サンプルは現在も活性
成分の探索を行っている。ミャンマー産シ
ョウガ科薬用植物よりケイヒ酸エステル
類縁体を含む 7種の化合物を単離構造決定
し，抗リーシュマニア活性を評価した。本
サンプルは現在も活性成分の探索を行っ
ている。新たに入手したミャンマー産薬用
植物 17 種について，温浸メタノール抽出
エキスおよび水抽出エキスを作成し，一次
スクリーニングを行った。その結果，11種
のエキスに強い抗リーシュマニア活性を
見出した（MIC 3.1-25 µg/mL）。 

 
(2) リーシュマニア原虫のミトコンドリア系
呼吸鎖酵素群阻害試験法の確立 
リーシュマニア原虫に対するミトコン
ドリア系呼吸鎖酵素群阻害を検討する方
法のひとつとしてリーシュマニア原虫内

ATPの定量を行うこととし，条件検討を行
った。文献調査の結果，リーシュマニアに
関しては遺伝子組み替えされた原虫を用
いて ATP を定量している論文が多く見ら
れ，通常の原虫を用いている論文を用いて
予備実験を行ったが定量する試薬が異な
ると再現性が得られないことが明らかに
なった。試薬により培地中に含まれる血清
や pH 指示薬，細胞溶解などが影響を受け
ることが示唆された。そこで，3 メーカー
の ATP定量キットを用いて，比較検討を行
った。選定されたキットを用いて，最適原
虫数と発光強度の調整を行い，アッセイ系
を構築した。 

 
(3) 抗リーシュマニア活性とリーシュマニア
原虫呼吸鎖阻害試験との関係評価 

(2)で構築した原虫用 ATP 定量アッセイ
を用いて，通常ポジティブコントロールに
用いているアムホテリシン Bと，すでに活
性が確認されている Diospyros burmanica
エキス，ミャンマー産薬用植物メタノール
エキスの計 3サンプルについて，経時測定
（1時間後から 48時間後，6点観測）を行
った。その結果，活性サンプルが原虫のATP
産生にどの時点で影響を与えるのか知見
を得ることができた。 
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