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研究成果の概要（和文）：がん抑制遺伝子産物p53はがん細胞において約50%が変異している。本研究では、がん
治療薬開発のため変異型p53の機能を回復させる化合物を探索した。そして、p53-R175Hを過剰発現するSaos-2 
(p53-R175H)細胞を用いて、当研究室で保有する天然資源エキスをスクリーニングし、植物内生菌から変異型p53
の細胞内レベルを低下させる化合物を単離した。化合物の作用機構を調べたところ、本化合物は当初推定したよ
うに変異型p53を野生型構造に変換させて機能回復させるのではなく、変異型p53を不安定にさせプロテアソーム
による分解や凝集を誘導させていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The p53 mutant is a tumor suppressor. In more than 50% of tumors, p53 
mutates and loss its suppressor function. In this study, the compounds that restore wild-type p53 
function were searched from natural sources. The extracts of natural sources were screened using 
Saos-2 (p53-R175H) cells, and the compounds, which decreased mutant p53 level in the cells, were 
isolated from the plant endophyte. The compounds may promote the proteasome-mediated degradation of 
mutant p53 and the accumulation of the aggregated mutant p53.

研究分野：天然薬物学

キーワード： p53作用増強　HTS探索　がん治療薬　天然資源　機能解析
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで本研究代表者は、それぞれを阻害することでp53の作用を増強すると考えられるUba1 (E1)、Ubc13 
E2)、Mdm2 (E3)及びUSP7 (DUB)を対象として阻害剤の探索を行ってきた。それは、がん治療薬としての効果を考
えると、p53の作用を増強する薬剤の中で異なる標的に作用する薬剤を複数併用することにより相乗効果が現
れ、治療効果の飛躍的な向上が期待できると考えたからである。そして本研究では、p53に関する別な視点から
のがん治療薬の開発として、変異型p53の機能を回復させる化合物の探索に関する研究を行った。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
細胞内での主要な選択的タンパク質分解は、ユビキチン−プロテアソームシステム [ubiquitin-

proteasome system (UPS)、図 1] により行われている。標的タンパク質は、3種の酵素 [ユビキチ
ン活性化酵素 (E1)、ユビキチン結合酵素 (E2)、ユビキチン連結酵素 (E3)] によりユビキチン化
された後、脱ユビキチン化酵素 [deubiquitinating enzyme（DUB)] によりユビキチンが除去され、
プロテアソームにより分解される。プロテアソームはさまざまな機能タンパク質の分解を通し
て生命現象を制御している。そして、E1、E2、E3により構成されるユビキチン修飾系は、プロ
テアソーム分解に先立つポリユビキチン化に関与し、多様な様式でタンパク質機能を調節する
ことにより多彩な生命現象を制御している。その結果、UPSの各ステップに対する阻害物質は、
創薬シーズとしてだけでなく、UPS の未知の機能を解明するための分子ツールとしても期待さ
れている。しかしその開発は、既存の合成化合物ライブラリーのスクリーニングやリード化合物
の修飾による方法が中心で、天然資源からの網羅的な探索は世界的にもあまり行われていなか
った。 
そこで、本研究代表者は、2003 年にプロテアソーム阻害物質である bortezomib が多発性骨髄
腫の治療薬として認可される以前から、UPSの全体が創薬の新規標的になりうると考え、構造的
に多様性を有する天然物から次世代型がん治療薬の探索を行なってきた。そして、これまで、
UPS の各ステップに対する阻害物質を探索するための評価系を確立して自らスクリーニングを
行い、新規の各種阻害物質の発見に成功した。しかし、これまでに構築した評価系は、酵素やタ
ンパク質間相互作用に対する阻害試験などであったため、検出にあたり天然物エキスに含まれ
る蛍光物質などの影響を受けやすかった。また、細胞レベルの評価系では、化合物の細胞膜透過
性や細胞内での安定性などの予測は困難であった。そこで本研究では、これらの欠点を克服し、
かつ効率の良いハイスループットスクリーニング（hithrouput screening: HTS）システムの構築を
行った。 
 

 
２．研究の目的 
「ゲノムの守護神」であるがん抑制遺伝子産物 p53は、細胞のがん化を抑えている。ヒトのユ
ビキチン修飾系においては、E1は主に 1種、E2と E3はそれぞれ約 40種および 600種、また
DUBは 98種存在する。これまで本研究代表者は、それぞれを阻害することで p53の作用を増強
する、Uba1（E1）（引用文献①、②)、Ubc13 （E2）（引用文献③、④)、Mdm2（E3）（引用文献
⑤、⑥)および USP7（DUB）（引用文献⑦、⑧)に対する阻害物質の探索を行ってきた。なぜな
ら、p53の作用を増強する薬剤に関して、異なる標的に作用する薬剤を複数併用すると相乗効果
が現れ、がん治療効果の飛躍的な向上が期待できると考えたからである。そこで本研究では、p53
に対する作用増強物質の開発を強力に進めるため、Saos-2 (p53-R175H) 細胞を用いた評価系によ
る変異型 p53の機能回復物質の探索を行った（引用文献⑨)。 

p53 はがん細胞において約 50%が変異していると言われているので、本研究代表者は、「変異
型 p53を修飾し機能回復させる方法」や「変異型 p53の凝集阻害に着目した方法」に関する評価
系の構築を検討した。そして、変異型 p53 および野生型 p53 それぞれに対する抗体を用いて、
p53 変異体を野生型に変換させる化合物を探索してきた。しかし、抗体による検出感度に問題が
あったので、本研究では新たな方法として、ヒト骨肉腫細胞 Saos-2（p53 欠損）に変異型 p53 
[R175H: 175 番目の Arg (R) が His (H) に変異] 遺伝子を導入し doxycycline 依存的に p53-R175H
を過剰発現できる細胞 [Saos-2 (p53-R175H) 細胞] を用いた方法 (Wassman et al., Nat. Commun. 
2013, 4, 1407)（図 2）を採用した。すなわち、Saos-2 (p53-R175H) 細胞を doxycyclineで処理した
後、天然資源エキス存在下で培養した際に、変異型 p53が野生型構造へと変換すると、p53の作

図 1. ユビキチン−プロテアソームシステム



 

 

用によりアポトーシスが誘導され細胞が死滅する。そこで、細胞生存率をMTT法で評価するこ
とにより、HTSにより「p53の機能回復物質」の探索が可能である。p53機能回復物質として合
成化合物である PRIMA-1 (Amaro et al., Nat. Commun. 2013, 4, 1407) の治験が進んでいるが、構造
的多様性を有する天然物から臨床適用可能な新規 p53 機能回復物質を発見する研究は、世界的
にも報告がない。  
 

 
３．研究の方法 

Saos-2 (p53-R175H) 細胞をマルチウェルプレートに播種し、翌日 doxycyclineを添加した。8 時
間後に変異型 p53が発現するタイミングで、天然資源エキスを添加した。72 時間培養後に、MTT
試薬を添加し細胞生存率を測定した。エキス中に変異型 p53を野生型構造の p53 へと変換させ、
p53の機能を回復させる化合物が存在する場合には、アポトーシスによりがん細胞が死滅するこ
とが期待される。この方法で天然資源エキスをスクリーニングした。 
 
４．研究成果 
(1) Saos-2 (p53-R175H) 細胞を用いて、2,311の真菌エキスをスクリーニングした結果、数種類の
エキスが細胞内の変異型 p53を野生型構造の p53に変換することが示唆された。それらの中で、
阿蘇の植物から単離した Colletotrichum 属真菌を米培地で培養した。そして、エキスを精製し、
既知化合物の colletofragarone A2 と 3 種類の新規類縁体 colletoins A–C を活性物質として単離し
た。NMRスペクトル、マススペクトルおよび計算化学を用いて、絶対立体配置を含む構造を決
定した（図 3）[日本薬学会第 141年会で口頭発表 (2021年 3 月); 引用文献⑩]。 
 

 
 Colletofragarone A2と colletoin Aの Saos-2 (p53-R175H) 細胞に対する IC50値は、いずれも 0.36 
µMであった。そして、colletoins B、Cは 21 µM および 12 µMだったので、a,b-不飽和カルボニ
ルの有無により活性に大きな差が生じたと考えられる。また、変異型 p53の機能回復物質として
報告されている APR-246や PEITCの IC50値は 13 µM および 1.3 µMだったので、colletofragarone 
A2 および colletoin A の方が強い細胞増殖阻害作用を示したと言える。さらに、p53 の発現型の
異なる細胞を用いて調べたところ、colletofragarone A2は R175H 変異を有する細胞に対して特に
強い増殖阻害作用を示し、SK-BR-3 細胞に対する IC50 値は 0.18µM であった（図 4）。また、
HuCCT1細胞を移植したマウスに colletofragarone A2を投与したところ腫瘍体積が縮小したので、
in vivo においても腫瘍を縮小させる効果がある（図 5）。引き続き作用機構を調べた結果、
colletofragarone A2は HSP90のような分子シャペロンに作用することにより変異型 p53を不安定
にさせ、プロテアソームによる分解や凝集を誘導させていると考えられる（図 6）[第 63 回天然
有機化合物討論会で口頭発表 (2021 年 9 月)、第 37 回日本薬学会九州山口支部大会で口頭発表 
(2021年 11 月); 引用文献⑪]。 

図 2. Saos-2（p53-R175H）細胞を用いた評価系： 
変異型 p53の機能回復物質の検出  
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(2) 宮崎で採取したオオバタンキリマメの葉から単離した真菌を米培地で培養し、そのエキスか
ら torreyanic acid の新規類縁体を単離した。Saos-2 (p53-R175H) 細胞を用いて、変異型 p53に対
する化合物の作用を、変異型および野生型両方の p53を認識する DO-1 抗体と、変異型 p53のみ
を認識する Pab240 抗体を用いて蛍光免疫染色により評価した。さらに、ウエスタンブロッティ
ングにより、化合物で Saos-2 (p53-R175H) 細胞を処理すると、変異型 p53 が減少することを確
認した [日本生薬学会第 68 回年会で口頭発表 (2022年 9 月)]。 
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図６. Colletofragarone A2 の変異型 p53 (mut p53) に対する作用に関する考察. 
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