
大阪大学・薬学研究科・招へい教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

基盤研究(A)（一般）

2017～2014

腫瘍内細胞の特異的表現型変化に着目した新規分子標的抗がん剤の創製

Creation of novel molecular-targeted anticancer drugs focused on specific 
phenotypic changes of cells in tumor

４０１１６０３３研究者番号：

小林　資正（KOBAYASHI, Motomasa）

研究期間：

２６２４２０７４

平成 年 月 日現在３０   ６   ７

円    33,600,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、腫瘍内微小環境における細胞の代謝変化や表現型変化に着目して、これ
らを制御可能な海洋天然物を探索した。そして、７個の新規化合物を含む１０個の活性天然物を見出した。ま
た、見出した活性天然物の全合成、アナログ化合物合成による構造活性相関、in vivoでの薬効評価を実施し
た。さらに、新規創薬標的の開拓を目的に、活性天然物の作用機序や標的分子解析を行い、５個の化合物の作用
機序または標的分子を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on metabolic or phenotypic changes of cells in 
tumor microenvironments and searched for marine natural products capable of regulating them. Then, 
10 bioactive natural products including 7 novel compounds were discovered. In addition, total 
synthesis of isolated bioactive natural products, study of structure- activity relationship by 
synthesized analog compounds, and evaluation of in vivo efficacy were carried out. Furthermore, for 
the purpose of exploring new drug targets, we analyzed the action-mechanisms and target molecule of 
bioactive natural products. As a result, the action-mechanism or target molecule of 5 compounds were
 clarified. 

研究分野：天然物化学

キーワード： 抗がん剤　がん微小環境　標的分子　海洋生物　分子標的治療薬
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
がんに関する生物学および生化学的研究
から、腫瘍内の微小環境における細胞の代謝
変化や表現型変化が、腫瘍の増大や転移とい
ったがんの病態の悪化に大きく寄与してい
ることは知られていた。しかし、このような
腫瘍内の細胞の代謝や表現型変化を制御可
能な天然物はほとんど知られておらず、さら
に、活性天然物の作用機序解析や標的分子解
析を通して、がんに対する新たな創薬標的を
開拓する試みはほとんどなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、腫瘍内の微小環境における細
胞の代謝変化や表現型変化のうち、「がん細
胞の低酸素環境適応」、「がん細胞の低栄養環
境適応」、「がん血管新生」、「上皮間葉転換」
に着目して、これらの現象を制御可能な海洋
天然物を独自に保有する底生海洋生物の抽
出物および海洋由来微生物の培養抽出物ラ
イブラリーから探索する。またこのような生
物活性を有する海洋天然物を医薬シーズと
して展開して行くことを目的として、全合成、
アナログ化合物合成による構造活性相関研
究、in vivoでの薬効評価を実施する。さらに
見出した活性天然物の作用機序や標的分子
解析を通して、がんに対する新規創薬標的を
開拓する。 
 
３．研究の方法 
活性天然物の探索には、以下の４つの評価
系を用い、探索源を独自に保有する底生海洋
生物の抽出物および海洋由来微生物の培養
抽出物ライブラリーとして、活性試験の結果
を指標にした分画精製により、目的とする活
性を示す化合物を探索した。 

 
①低酸素環境適応がん細胞選択的な増殖阻
害物質の探索 
  ヒト前立腺がん細胞DU145を1%の低酸素条
件で培養することにより低酸素環境に適応
させ、通常培養条件と比較して、低酸素培養
条件選択的に増殖阻害活性を示す化合物を
探索した。 
 
②グルコース飢餓環境適応がん細胞選択的
な増殖阻害物質の探索 
 炭素源であるグルコースを除去した培地
での培養を低栄養環境のモデルとして、ヒト
膵臓がん細胞 PANC-1 を低栄養環境に適応さ
せた後、被験サンプルの増殖阻害活性を測定
した。また、通常培養条件と比較して、グル
コース飢餓条件選択的に増殖阻害活性を示
す化合物を探索した。 
 
③がん血管新生（正常ヒト臍帯静脈血管内皮
細胞 HUVEC 選択的な増殖阻害物質の探索） 
 本スクリーニングでは、がん血管新生の全
ての過程に関与している血管内皮細胞に着
目して、がん細胞（ヒト咽頭上皮がん細胞

KB3-1）の増殖には影響を与えず、HUVEC 選択
的に増殖阻害活性を示す化合物を探索した。 
 
④がん細胞の上皮間葉転換を阻害する化合
物の探索 
 本スクリーニングでは、PANC-1 細胞をサイ
トカイン TGF-で刺激することにより上皮間
葉転換を惹起し、顕鏡下での細胞の形態変化
を指標に、これを阻害する化合物を探索した。 
 
 一方、これらの探索研究から見出した活性
天然物の標的分子解析は、構造活性相関研究
の結果を基に化合物のプローブ分子化を行
い、細胞破砕物またはペプチド提示型ファー
ジライブラリーを使用して、結合タンパク質
を解析・同定した。 
 
４．研究成果 
（１）低酸素環境適応がん細胞選択的な増殖
阻害物質に関する研究。 
 
① Furospinosulin-1 に関する研究 
 これまでの研究から furospinosulin-1 の
標的分子は、転写制御因子である p54nrbおよ
びLEDGF/p75であることを明らかにしていた。
本研究では、p54nrbと LEDGF/p75 の創薬標的
としての有用性を検証することを目的とし
て、各分子または両分子の発現を安定に抑制
した DU145 細胞を作成し、その in vitro お
よび in vivo での増殖を調べた。その結果、
作成したいずれの細胞株も、in vitro におい
て低酸素培養条件選択的な増殖阻害を受け
た。また、各細胞株をマウスに移植し、腫瘍
の増大を経時的に観察したところ、野生型の
DU145 と比較して、p54nrbの発現抑制株および
LEDGF/p75 の発現抑制株の腫瘍増大は抑制傾
向が観察され、両分子の発現抑制株は有意な
腫瘍増大の抑制が確認された。 
 さらに、p54nrbおよび LEDGF/p75 を標的と
する新たな化合物創出を目的として、新規評
価系の構築を行った。すなわち、各分子を高
発現する安定形質転換細胞（DU145）を作成
し、野生型DU145細胞には細胞死が誘導され、
形質転換細胞では耐性を示すことを指標と
する評価系を構築した。 
 
② Dictyoceratin-C に関する研究 
 これまでの研究から dictyoceratin-C は、
がん細胞の低酸素適応に関わる転写因子
HIF-1の発現量を低下させることを明らか
にしていた。本研究では、HIF-1の発現量低
下をもたらすdictyoceratin-Cの結合タンパ
ク質同定を試みた。まず、合成アナログ化合
物を用いた構造活性相関の知見を基に
dictyoceratin-C のプローブ分子を作成し、
低酸素培養条件選択的な活性を保持するプ
ローブ分子の創出に成功した（図１）。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ Dictyoceratin-C およびプローブ分子の化学構造 

 
そこで次に、本プローブ分子を利用して、ペ
プチド提示型ファージライブラリーから
dictyoceratin-C の結合タンパク質同定を行
なった。そして、種々検討した結果、
dictyoceratin-C の結合タンパク質が RNA 
polymerase II associated protein 3（RPAP3）
であることを強く示唆する知見が得られ、さ
らに、siRNA で RPAP3 の発現を抑制した DU145
細胞の表現型変化を調べたところ、低酸素培
養条件選択的な増殖阻害を受けること、なら
びに HIF-1の発現量の減少が確認された。以
上の結果から、dictyoceratin-C の結合タン
パク質は RPAP3 であると結論づけた。 
 
（２）グルコース飢餓環境適応がん細胞選択
的な増殖阻害物質に関する研究。 
 
① 探索研究 
 保有する底生海洋生物の抽出物および海
洋由来微生物の培養抽出物ライブラリーを
対象に探索研究を実施した。その結果、新規
化合物として、アルキルピリジンアルカロイ
ド N-methylniphatyne A 、 ポ リ ケ チ ド
biakamides A–D、セスキテルペンアルカロイ
ド fasciospyrinadinone お よ び
fasciospyrinadinol を見出した。また、
20-hydroxyhaterumadienone お よ び
polybrominated diphenyl ether 類が本活性
を有することを新たに見出した（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
図２ グルコース飢餓環境適応がん細胞選択的な増殖阻

害物質として見出した化合物の構造 
 
さらにN-methylniphatyne A、polybrominated 
diphenyl ether 類、biakamide 類については、
以下の成果を得た。 
 
② N-Methylniphatyne A に関する研究 
N-Methylniphatyne A については、全合成
を達成するとともに、13 位または 17 位にア
ルキンを有するアナログ化合物を合成し、そ
の活性評価を行った。その結果、天然物のグ
ルコース飢餓条件における PANC-1 に対する
IC50値は 16 µM であり、両アナログ化合物の
それも 8.8〜18 µM と顕著な差は認められな
かった。またこれらの化合物はいずれも通常
培養条件では、100 µMまで細胞増殖阻害活性
を示さなかった。以上のことから、
N-methylniphatyne A の活性発現には、アル
キル鎖中のアルキンの位置は影響を与えな
いことが強く示唆された。現在、本化合物の
標的分子解析を進めている。 
 
③ Polybrominated diphenyl ether 類に関す
る研究 
 Polybrominated diphenyl ether 類につい
ては、その作用機序および標的分子解析を行
った。まず、がん細胞の低栄養環境適応の際
に上昇するリン酸化 Aktと GRP78 に対する影
響を調べた。その結果、polybrominated 
diphenyl ether は、リン酸化 Akt 量、GRP78
の発現量ともに阻害することを明らかにし
た。また、この効果は、グルコース飢餓環境
適応がん細胞選択的な増殖阻害活性を示す
ことが報告されており、ミトコンドリア電子
伝達系酵素複合体Iの阻害剤として知られて
いる antimycin A でも見られる現象であるこ
とから、次に本化合物のミトコンドリア電子
伝達系酵素複合体に対する影響を調べた。そ
の結果、polybrominated diphenyl ether は、
ミトコンドリア電子伝達系酵素複合体 II の
活性を IC50値 6.4 nM で阻害することを明ら
かにした。以上の結果から、polybrominated 
diphenyl ether 類は、ミトコンドリア電子伝
達系酵素複合体 II を標的として、グルコー
ス飢餓環境適応がん細胞選択的な増殖阻害
活性を示すことが強く示唆された。 
 
④ Biakamide 類に関する研究 
１）Biakamide 類の構造決定と全合成 
各種 NMR スペクトルの詳細な解析の結果、
biakamide 類はチアゾール環やビニルクロリ
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ド基、2 ヶ所の 3 級アミドなどからなる特異
な化学構造を有することが明らかになった。
しかし、各種スペクトル解析からは 4位およ
び6位のメチル基の立体化学の決定が困難で
あったため、Corey-Seebach 反応を鍵とする
全合成によって両メチル基の全立体異性体
を合成し、各種スペクトルを天然物と比較解
析した（図３）。その結果、biakamide 類の
4位および6位の立体化学をそれぞれ（4R,6S）
配置であると決定することに成功した（図
２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ Biakamide 類の全合成の概略 

 
２）Biakamide 類の作用機序 
 Biakamide 類の作用機序についても、前述
のpolybrominated diphenyl ether類と同様、
まずリン酸化 Aktおよび GRP78 への影響を検
討した。その結果、biakamide 類（biakamide 
C）もリン酸化 Akt 量、GRP78 の発現量ともに
阻害することが明らかとなった。また、ミト
コンドリア電子伝達系酵素複合体に対する
影響を調べたところ、IC50値 0.45 µM でミト
コンドリア電子伝達系酵素複合体Iを阻害す
ることが明らかとなった。現在、biakamide
プローブを利用した化合物の細胞内局在、な
らびにミトコンドリア電子伝達系酵素複合
体 I中の結合部位の解析を進めている。 
 
（３）がん血管新生阻害物質に関する研究。 
① Cortistatin A に関する研究 
 Cortistatin A については、継続して、標
的分子解析を目的としたプローブ分子合成
と結合タンパク質の解析を実施した。すなわ
ち、LC-MS での結合タンパク質同定において
問題となる、ビーズに結合する非特異結合タ
ンパク質を排除するため、光照射で切断可能
なオルトニトロベンゼンユニットを導入し
た光開裂ビオチンタグを設計・合成した。ま
た、標的分子を捕捉するジアジリン基を持つ
cortistatin A analog を合成して、これらを
利用して細胞破砕物から結合タンパク質を
探索した（図４）。その結果、非特異タンパ
ク質の排除に成功するとともに、３つの結合
タンパク質候補を得ることに成功した。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
図４ Cortistatin A analog および光開裂ビオチンタグ

の構造 
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