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研究成果の概要（和文）：本研究では、創薬標的の枯渇が問題になっている「がん」および「感染症（結核なら
びに赤痢アメーバ）」に対する新規創薬標的の開拓を目的に、実際の病巣で細胞や病原微生物が示す特殊な表現
型変化に着目した４種のPhenotypic Screening法を用いて、研究代表者が独自に保有する底生海洋生物の抽出物
および海洋微生物の培養抽出物ライブラリーを対象に、新しい創薬標的開拓の基軸となる新規活性天然物を探索
した。その結果、新規化合物を含む１１個の活性天然物を見出した。そして、これまでに見出している活性天然
物を含め、合計７個の化合物の標的分子解析を実施し、４個については標的分子の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：In recent years, novel drug targets for cancer and infectious diseases 
(tuberculosis and amoebiasis) have been difficult to discover. In this study, we conducted an 
exploratory study of bioactive marine natural products effective for cancer and infectious diseases 
using established screening systems focusing on unique phenotypic changes of cells and pathogenic 
microbes in tumor and infected region. As a result, 11 bioactive marine natural products including a
 new compound were discovered. In addition, target molecule analysis was performed for a total of 
seven compounds, and target molecules were successfully identified for four of them.

研究分野：天然物化学,　ケミカルバイオロジー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで新規創薬標的は、細胞、動物、病原体等を用いた生物学または分子生物学的な手法による病態解析から
見出される場合がほとんどであった。本研究は、創薬標的の枯渇が問題となっている「がん」や「感染症」に対
して、それらに有効な海洋天然物（活性天然物）の探索と取得を行い、その結合タンパク質の解析を通して新た
な創薬標的の開拓を目指している。本手法はこれまでとは異なるアプローチによる研究であり、見出された結合
タンパク質はこれまでとは異なる新規創薬標的となる可能性が高い。また、見出した活性天然物は、医薬シーズ
としての応用展開が可能であることから創薬化学領域への波及効果も期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
がんや感染症に対する創薬標的は枯渇状況にあり、新たな創薬標的の開拓は喫緊の課題であ
った。また、これまで新規創薬標的は、細胞、動物、病原体等を用いた生物学または分子生物学
的な手法による病態解析から見出される場合がほとんどであり、がんや感染症に有効な海洋天
然物（活性天然物）の探索と取得を行い、その結合タンパク質の解析を通して新たな創薬標的を
見出す研究は非常に少ない状況であった。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、創薬標的の枯渇が問題になっている「がん」および「感染症（結核ならびに赤痢
アメーバ）」に対する新規創薬標的の開拓を目的に、実際の病巣で細胞や病原微生物が示す特殊
な表現型変化に着目して構築した独創性の高い Phenotypic Screening の評価系を用いて、研究
代表者が独自に保有する底生海洋生物の抽出物および海洋微生物の培養抽出物ライブラリーか
ら、新しい創薬標的開拓の基軸となる新規活性天然物を見出す。そして、研究代表者が確立して
きた結合タンパク質解析法である、ゲノム DNA ライブラリー形質転換微生物を利用する手法や
分子プローブによるプルダウン法などを基盤技術として、活性天然物の結合タンパク質同定に
よる新規創薬標的の開拓を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 活性天然物の探索では、以下の４つの評価系を用い、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を探索源として、活性試験の結果を指標に分画
精製を行った。 
 
（１）栄養飢餓環境適応がん細胞選択的な増殖阻害物質の探索 
 がんの病態悪化に寄与している栄養飢餓環境に適応したがん細胞に対して、選択的に増殖阻
害活性を示す化合物の創出を目指し、炭素源であるグルコースを除去した培地での培養を栄養
飢餓環境として、ヒト膵臓がん細胞 PANC-1 を本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、栄養飢餓環境選択的に増殖阻害活性を示す化合
物を探索した。 
 
（２）がんエクソソーム産生阻害物質の探索 
 （１）と同様、がんの悪性化や転移に寄与している、がん細胞から産生される膜小胞（エクソ
ソーム）の産生を阻害する化合物の創出を目指し、エクソソームに内包されるタンパク質（CD63）
をルシフェラーゼとの融合タンパク質として発現する形質転換 HT29（ヒト大腸がん）細胞を利
用して、培養上清中のルシフェラーゼ活性を指標にエクソソーム産生阻害物質を探索した。 
 
（３）潜在性結核菌に有効な抗菌物質の探索 
 Mycobacterium smegmatis および M. bovis BCG を検定菌として、これらを 0.2%の低酸素条件
で培養することで、既存の抗結核薬 isoniazid に抵抗性を示す潜在状態を誘導した。また、探索
研究では、潜在状態の検定菌に対しても抗菌活性を示す化合物を探索した。 
 
（４）共棲関係の阻害を作用機序とする抗赤痢アメーバ物質の探索 
 赤痢アメーバは無菌培養では病原性を失い、代表的な腸内細菌である大腸菌やバクテロイデ
スとの共棲培養では病原性を維持する。本研究では、無菌培養の赤痢アメーバ、大腸菌およびバ
クテロイデスには抗菌活性を示さず、共棲培養した場合にのみ赤痢アメーバに抗菌活性を示す
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、研究代業者がこれまで構
築・実施してきた、合成したプローブ分子を用いる、細胞（または菌体）破砕物やペプチド提示
型ファージライブラリーからのプルダウンアッセイ、ゲノム DNA ライブラリー形質転換微生物
を利用する方法などを、化合物の物性や活性を勘案して適宜選択し実施した。 
 
 
４．研究成果 
（１）活性天然物の探索研究 
 保有する底生海洋生物の抽出物および海洋微生物の培養抽出物ライブラリーを対象に、前述
した評価系での探索研究を実施した。その結果、栄養飢餓環境適応がん細胞選択的な増殖阻害物
質として Secalonic acid D と 3,6-dibenzylpiperazine-2,5-dione、潜在性結核菌に有効な抗菌



物質として、新規化合物を含む５種の manzamine 類、physcion、2-(2’, 3-epoxy-1’-heptenyl)-
6-hydroxy-5-(3’’-methyl-2’’-butenyl)benzaldehyde および papuamine、共棲関係の阻害を
作用機序とする抗赤痢アメーバ物質として、(-)-citrinin を見出した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図１ 探索研究から見出した化合物の化学構造 
 
（２）活性天然物の作用機序および結合タンパク質の解析 
① 栄養飢餓環境適応がん細胞選択的な増殖阻害物質 N-methylniphatyne A, DC1149B, 3,6-
dibenzylpiperazine-2,5-dione, Secalonic acid D に関する研究 
 これまでの研究で見出していた N-methylniphatyne A、 DC1149B（図２）、ならびに本課題の
探索研究で新たに見出した 3,6-dibenzylpiperazine-2,5-dione と Secalonic acid D（図１）に
ついては、がん細胞の栄養飢餓環境への適応に関連するシグナル伝達経路への影響、細胞内 ATP
量の変動等を調べ、これら化合物がミトコンドリアの機能を阻害していると予測した。さらにミ
トコンドリア膜電位やミトコンドリア電子伝達系に掛かる各酵素複合体への影響を調べた結果、
N-methylniphatyne A は複合体 I、DC1149B は複合体 II と結合して、その機能を阻害することを
強く示唆する知見を得た。また、3,6-dibenzylpiperazine-2,5-dione と Secalonic acid D につ
いては、ミトコンドリアに対する脱共役活性を有し、これが栄養飢餓環境選択的な増殖阻害活性
の主因であることを明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ N-methylniphatyne A および DC1149B の化学構造 
 
② Manzamine 類に関する研究 
 潜在性結核菌に有効な抗菌物質と見出した manzamine 類については、本研究の実施期間に、
manzamine 類が、リコンビナント酵素を使用する評価で、Mycobacterium 属のシキミ酸キナーゼ
（AroK）を阻害することが報告された。しかし、Mycobacterium 属細菌に対する抗菌活性（活動
型結核菌に対する抗菌活性）が、AroK の阻害に起因するのか否かは不明であった。そこで研究
代表者らは、Mycobacterium 属の AroK 遺伝子を高発現する M. smegmatis 形質転換株を作成し
て、manzamine B（図１）に対する抗菌活性を測定した。その結果、AroK 遺伝子高発現株の最小
生育阻止濃度（MIC）は、野生株のそれと同値を示した。このことから、manzamine B の標的分
子は AroK 以外に存在することが強く示唆された。現在、M. bovis BCG 遺伝子をランダムに高発
現する M. smegmatis 形質転換ライブラリーを利用して、manzamine B の標的分子解析を進めて
いる。 
 
③ 3-(phenethylamino)demethyl(oxy)aaptamine（PDOA）に関する研究 
 潜在性結核菌に有効な抗菌物質 PDOA については、これまでに下記（図３）に示すプローブ分
子の合成に成功していた。また、本プローブ分子と M. bovis BCG の菌体破砕物を混和後、光照
射を行い、PDOA が有する自家蛍光を指標に結合タンパク質の検出を試み、SDS-PAGE 上で７つの
バンドが検出されていた。本研究期間には、菌体破砕物を各種クロマトグラフィーで分画したタ



ンパク質溶液での検討、二次元電気泳動の利用、PDOA との競合実験を行い、結合タンパク質の
精製を進めた。その結果、PDOA の結合タンパク質候補を５種類に絞り込むことに成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ PDOA および PDOA probe の化学構造 
 
④(-)-citrinin に関する研究 
  共棲関係の阻害を作用機序とする抗赤痢アメーバ物質として見出した(-)-citrinin は、純粋
培養の赤痢アメーバ、大腸菌およびバクテロイデスに対する MIC が 100 µg/mL以上であるのに
対して、共棲培養での赤痢アメーバに対する MIC は 1.0 µg/mLと、共棲培養選択的な活性を示し
た。また、化合物がどのような共棲関係を阻害しているのかを明らかにするため、赤痢アメーバ
と大腸菌との共棲培養、ならびに赤痢アメーバとバクテロイデスとの共棲培養に対する化合物
の影響を調べた。その結果、非常に興味深い事に、(-)-citrinin は、赤痢アメーバと大腸菌と
の相互作用を選択的に阻害することを見出した。現在、赤痢アメーバと大腸菌間の相互作用に寄
与する分子の同定を進めている。 
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