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研究成果の概要（和文）：海洋天然物ラメラリンα 20-サルフェートは、HIV-1 インテグラーゼ

を IC50 値 22 µM で選択的に阻害するとともに、実際の標的細胞に対する HIV-1 ウィルス感染

を IC50値 8 µM で抑制することが知られている。一方で HeLa 細胞に対する MTT アッセイから、

ラメラリンα 20-サルフェートの LD50 値は 274 µM と低毒性であることも報告されている。こ

のようなラメラリンα 20-サルフェートの特徴から新たな抗 HIV 剤のリードとして期待される

にも関わらず、これまでに構造活性相関研究はほとんどなされてこなかった。そこで本研究で

は、研究代表者らが開発した合成戦略を用いてラメラリンサルフェート類縁体の効率的な合成

を行った。また構造活性相関研究から、ラメラリン五環性骨格並びにスルホ基が抗 HIV-1 活性

に必要であることを見出した。さらに共焦点レーザー走査型顕微鏡による分析と細胞膜−細胞膜

融合実験から、ラメラリンサルフェート類の抗 HIV-1 活性は、以前に提唱されていたインテグ

レーションの段階というよりウィルスの侵入段階の阻害によるものであることが示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Marine natural product lamellarin α 20-sulfate has been known to inhibit 
integrase with an IC50 of 22 µM and growth of the HIV-1 virus in cell culture with an IC50 of 8 µM.  
The MTT assay of lamellarin α 20-sulfate toward HeLa cells displayed the least toxicity of 274 µM.  
Despite the promising feature of lamellarin α 20-sulfate as a new lead anti-HIV-1 agent, the 
structure–activity relationships of lamellarin sulfates have scarcely been investigated.   
In this research, we have prepared sulfated lamellarin analogues using a synthetic strategy developed in 
our laboratories.  The structure–activity relationship study revealed that the pentacyclic lamellarin core 
and the sulfate group are essential for anti-HIV-1 activity.  Confocal laser microscopic analyses and 
cell–cell fusion experiments suggested that the anti-HIV-1 activity of lamellarin sulfates are caused by 
inhibition of the virus entry step rather than the previously indicated integration step.  
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１．研究開始当初の背景 
 ラメラリンとは、
特異な多環性骨格
を持つ天然物であ
り、骨格上の置換
基が異なる約 40 種
の天然物がこれま
でに単離されてい
る  [Heterocycles 
2011, 83, 491]。1999 年、Faulkner らは、アラ
ビア海産ホヤからラメラリンの一種である
ラメラリンα 20-サルフェート (1) を単離
した [J. Med. Chem. 1999, 42, 1901] (図１)。構
造的な特徴として、20 位にスルホ基を有して
いることがあげられる。一方で 1 は、IC50 値
22 µM にて HIV-1 インテグラーゼ阻害活性を
示すとともに、実際の HIV-1 ウィルスに対し
ても IC50 値 8 µM で感染抑制活性を示し、な
おかつ低毒性（HeLa 細胞に対する細胞毒性 
LD50 値 274 µM）であることが報告された 
[Bioorg. Med. Chem. 2002, 10, 3285]。従って 1
は、HIV-1 インテグラーゼ阻害剤のリードと
して期待された。しかしながら、これまでの
ところラメラリン類の抗 HIV-1 活性における
構造活性相関研究はほとんどなされていな
かった。 
 一方、研究代表者らは、研究分担者の久保
嘉直博士との共同研究にて、1 の HIV-1 感染
抑制評価を実施した。その結果、1 の IC50 値
が約 17 µMと先の Faulknerらの結果と同等レ
ベルの感染抑制効果を示した。また、1 を 100 
µM の濃度で使用しても評価に使用した細胞
の死滅は確認されなかったことから、低毒性
であることが確認された。また予備的ながら
1 の HIV-1 侵入阻害活性評価についても実施
したところ、有意に HIV-1 の侵入阻害活性を
示した。 
 以上の結果から 1 には、従来報告されてい
たインテグラーゼ阻害活性のほか、侵入阻害
活性を有しており、複合的な効果により
HIV-1 の標的細胞への感染を効果的に抑制し
ている可能性が示唆された。 
 
 
２．研究の目的 
 上述した通りラメラリンα 20-サルフェー
ト (1) は、抗 HIV 剤のリード化合物として有
効だと考えられる。そこで本研究では、ラメ
ラリンサルフェート類の効率的合成法を確
立するとともに、それら類縁体の生理活性評
価実施し構造活性相関研究を行い、最終的に
新規作用機序に基づくラメラリン系抗 HIV
剤の創製を目指すことにした。 
 

３．研究の方法 
 ラメラリン類の合成は、研究代表者らが独
自に開発した合成法 [Tetrahedron 2006, 62, 
594; Heterocycles 2010, 80, 841; Bioorg. Med. 
Chem. 2011, 19, 7541] を用いて行った。生理
活性評価は、共同研究者である長崎大学大学
院医歯薬学総合研究科の久保嘉直博士が実
施した。 
 
 
４．研究成果 
(1) ラメラリンサルフェート類の効率的合成 

ラメラリンサルフェート類縁体合成のた
め、まずスキーム１示すルートにてラメラリ
ンα (12) の合成を行った。はじめにビスト
リフラート 2 とアリールボロン酸 3 との鈴木
−宮浦クロスカップリングによりモノアリー
ル化されたピロール 4 を 77%の収率で得た。
ピロール 4 から 5 への変換は、メトキシメチ
ル (MOM) 基の脱保護とそれに引き続く酸
触媒存在下でのラクトン環形成により行っ
た。トリフラート 5 に対して再び鈴木−宮浦
クロスカップリングを適用することで 3, 4 位
が異なるアリール基で置換されたピロール 7
 

 
スキーム１ . ラメラリンα (12) の合成. Reagents and 
conditions: (a) 3, Pd(PPh3)4, Na2CO3, water, THF, reflux, 3 h 
(77%); (b) (1) concd HCl, MeOH, reflux, 3 h, (2) p-TsOH, 
CH2Cl2, reflux, 3.5 h (96%); (c) 6, Pd(PPh3)4, Na2CO3, water, 
THF, reflux, 3 h (94%); (d) (1) 40% aqueous KOH, EtOH, 
reflux, 2 h, (2) PPTS, CH2Cl2, reflux, 8 h (73%); (e) Cu2O, 
quinoline, 220 °C, 10 min (99%); (f) PIFA, BF3·OEt2, CH2Cl2, 
–40 °C, 1.5 h (54%); (g) DDQ, CH2Cl2, reflux, 30 h (87%); (h) 
BCl3, CH2Cl2, –78 °C, 0.5 h then 0 °C, 3 h (98%). 

 

 
図１ 



 

 

が 94%の収率で得られた。カルボン酸 8 は、
7 のアルカリ条件下での加水分解および p-ト
ルエンスルホン酸ピリジニウム (PPTS) 触媒
存在下での再ラクトン環形成により得た。今
度は酸化銅(I)の存在下、熱キノリン中で 8 の
脱炭酸を行ったところ、反応はほぼ定量的に
進行し、9 が得られた。引き続き[ビス(トリフ
ルオロアセトキシ)ヨード]ベンゼン (PIFA) 
を使用した 9 の分子内酸化的ビアリールカッ
プリングでラメラリンの基本骨格を持つ 10
へと誘導した。次に 10 を 2,3-ジクロロ-5,6-
ジシアノ-1,4-ベンゾキノン (DDQ) で処理す
ることで、5,6 位が不飽和化された 11 が 87%
の収率で得られた。最後に三塩化ホウ素を使
用した11のベンジル基およびMOM基の同時
除去により、目的とするラメラリンα (12) 
へと到達した。 

化合物 9, 10 および 11 の位置選択的なスル
ホ基導入については、ベンジル基もしくは
MOM 基の選択的除去とそれに引き続くスル
ホ基導入により達成された (スキーム２)。例
えば、サルフェート 16 は化合物 9 から次の 4
ステップで合成された。まずパラジウム炭素
触媒の存在下、水素雰囲気下で 9 のベンジル
基除去を行い、フェノール 13 をほぼ定量的
に得た。次にフェノール 13 を 2,2,2-トリクロ
ロエチル (TCE) クロロサルフェートで処理
することで 14 へと変換できた。その後、酸
性条件下で 14 を処理したところ、フェノー
ル 15 が 94%の収率で得られた。フェノール
15 に対してギ酸アンモニウム存在下、亜鉛粉
末による TCE 基の除去、IRC-50 (Na+ form) に

よるイオン交換、セファデックス LH-20 によ
る精製を順次行うことで最終的に目的とす
るサルフェート 16 が 90%の収率で得られた。
またラメラリン U 20-サルフェート (20)、ラ
メラリンα 20-サルフェート (1) およびラ
メラリンα 13-サルフェート (27) について
も、サルフェート 16 と同様の手法で合成で
きた。 

なおラメラリンα 13,20-ジサルフェート 
(29) およびラメラリン N 8,13,20-トリサルフ
ェート  (30) は対応するラメラリンα (12) 
およびラメラリン N (28) をピリジン−三酸化
硫黄錯体で処理することにより得ることが
出来た (スキーム３)。  

 
(2) ラメラリンサルフェート類の抗 HIV 活性

評価 
先に合成したラメラリン類 12, 16, 20, 1, 27, 

29, 30の抗 HIV-1活性について、HeLa/CD4 細
胞の HIV-1 ベクターの１回感染評価により実
施した (表１)。スルホ化されていないラメラ
リンα (12) 並びに開環類縁体 16は、100  µM
の濃度でも抗 HIV-1 活性を示さなかった 
(entries 1 and 2)。一方でラメラリン U 20-サル
フェート (20)、ラメラリンα 20-サルフェー
ト (1)、ラメラリンα 13-サルフェート (27)、
ラメラリンα 13,20-ジサルフェート (29) お
よびラメラリン N 8,13,20-トリサルフェート 
(30) は、10  µM のオーダーで抗 HIV-1 活性を
示した (entries 3–7)。なおこれらの化合物 100 
 µM で標的細胞を処理すると、感染細胞は検
出されなかった。これらの結果は、ラメラリ
ン五環性骨格およびスルホ基の両者が抗
HIV-1 活性に必要であることを示している。
一方で、5, 6 位の結合が単結合であるか二重
結合であるかということ (entries 3 and 4)、ス
ルホ基の位置 (entries 4 and 5)、スルホ基の数 
(entries 4, 5, 6, and 7) といった構造的な要素
は抗 HIV-1 活性にさほど重要でないことも明
らかとなった。 

 
表１. ラメラリン類の抗 HIV-1 活性および細胞毒性 

Entry Compound IC50 (µM) 
Anti-HIV-1 activity Cytotoxicity 

1 12 > 100 – 
2 16 > 100 – 
3 20 15.3 > 100 
4 1 13.0 > 100 
5 27 14.4 > 100 
6 29 15.1 > 100 
7 30 20.7 > 100 

 

 

 
スキーム２. ラメラリンαサルフェート 16, 20, 1, 27 の合
成. Reagents and conditions: (i) H2, 10% Pd-C, EtOAc (13: 
99%, 17: 98%, 21: 91%); (j) CCl3CH2OSO2Cl, Et3N, DMAP, 
CH2Cl2, (14: 90%, 18: 99%, 22: 99%, 25: 98%); (k) concd 
HCl, MeOH–CH2Cl2 (1:2) (15: 94%, 19: 92%, 23: 98%, 24: 
97%); (l) (1) Zn powder, HCO2NH4, THF–MeOH (1:1), (2) 
Amberlite IRC-50 (Na+ form), (3) Sephadex LH-20 (16: 90%, 
20: 71%, 1: 99%, 27: 55%); (m) BCl3, CH2Cl2, –78 °C, 0.5 h 
then 0 °C, 1 h (98%). 

 

 
スキーム３. ラメラリンαサルフェート 29, 30 の合成. 



 

 

また、スルホ化されていないラメラリン類
は強力な細胞毒性を示すことが知られてい
る  [Heterocycles 2011, 83, 491]。そこで抗
HIV-1 活性を示したラメラリンサルフェート 
20, 1, 27, 29, 30 に対して WST-1 を使用した細
胞毒性評価を実施した。これらの化合物 100 
 µM で HeLa/CD4 細胞を 24 時間培養した後、
測定を行ったが、少なくともこれらの条件で
不都合となるような細胞毒性は見出されな
かった (表１)。 

親水性のスルホ基を持つラメラリンサル
フェート 20, 1, 27, 29, 30 が細胞毒性を示さ
なかったことから、HeLa/CD4 細胞にこれら
の化合物が吸収されないことが示唆された。
ラメラリン類は紫外蛍光を示すので、共焦点
レーザー走査型顕微鏡によるラメラリンα 
(12) およびラメラリンサルフェート 20, 1, 27, 
29, 30 の細胞への吸収状態の分析を行った 
(図２ )。まずラメラリン類 100  µM で
HeLa/CD4 細胞を 24 時間処理し、洗浄および
4%パラホルムアルデヒドで固定化後、共焦点
レーザー走査型顕微鏡により観察した。ラメ
ラリンα (12) で処理した細胞では、ラメラ
リン骨格に対応する蛍光シグナルが観測さ
れた (写真 A)。一方、ラメラリンサルフェー
ト 20, 1, 27, 29, 30 で処理した細胞では、蛍光
は観測されなかった (写真 B–F)。また比較の
ため、メタノールによる細胞膜の透過処理後
の細胞での類似の実験も行った。その結果、
ラメラリンα (12) とラメラリンサルフェー
ト 20, 1, 27, 29, 30 の両者とも蛍光を示した 
(写真 G–L)。これらの結果は、明らかに親水

性のラメラリンサルフェート 20, 1, 27, 29, 30
が疎水性の細胞膜を透過できないというこ
とを示唆している。 

ここまでの結果から、ラメラリンサルフェ
ート 20, 1, 27, 29, 30 は、インテグレーション
の段階というよりむしろウィルスの侵入段
階で HIV-1 感染を阻害していることが予想さ
れた。HIV-1 は、標的細胞に対する侵入をウ
ィルス膜と細胞の形質膜との融合により成
し遂げている。この HIV-1 と標的細胞との膜
融合プロセスは、HIV-1 のエンベロープ糖タ
ンパク質 (Env) が標的細胞膜上の受容体に
結合することで開始される。また HIV-1 の 
Env を発現した細胞は、Env 蛋白質の膜融合
活性により、感受性細胞と融合可能である。
従って Env 蛋白質による細胞膜−細胞膜融合
は、ウィルスと標的細胞間の膜融合を反映す
るものと考えた。そこで MAGIC 5 標的細胞
と HIV-1 Env を発現した 293T 効果細胞との
共培養系を用いた HIV-1 Env を介した細胞膜
−細胞膜融合における、ラメラリンサルフェ
ート類の影響を検証した。阻害の度合いにつ
いては、細胞溶解物のβ-ガラクトシダーゼの
活性を測定することにより評価した。ラメラ
リンサルフェート類の影響は、図３の棒グラ
フで要約した。バー１は、Env を発現してい
ない (細胞膜−細胞膜融合能力のない ) 効果
細胞を使用したネガティブコントロールを
示している。バー２は、阻害剤が欠如した状
態でのEnvを発現した効果細胞を使用したポ
ジティブコントロールを表している。100 
 µM のラメラリンサルフェート類 20, 1, 27, 
29, 30 で処理した共培養系のβ-ガラクトシダ
ーゼ活性は、ネガティブコントロールのそれ
と同等にまで低下した (バー３−７)。対照的
に、同濃度の開環類縁体 16 で処理した系で
は、β-ガラクトシダーゼ活性は、ポジティブ

 

 
図２. 共焦点レーザー走査型顕微鏡によるラメラリンα  
(12) およびラメラリンサルフェート 1, 20, 27, 29, 30 の細
胞への吸収状態の分析.  写真 A–F は、生存している 
HeLa/CD4 細胞、写真 G–L は、メタノールによる細胞膜
の透過処理後の結果をそれぞれ示している. 

 

 
図３. HIV-1 Env を介した細胞膜−細胞膜融合におけるラ
メラリンサルフェート類の影響. 



 

 

コントロールのそれと同等にまで上昇した 
(バー８)。これらの結果は明らかに濃度 100 
 µM において、ラメラリンサルフェート類 20, 
1, 27, 29, 30 が細胞膜−細胞膜融合を阻害する
のに対し、開環類縁体 16 は阻害しないこと
を示している。HIV-1 感染および HIV-1 Env
を介した細胞膜−細胞膜融合の抑制効果がよ
い相関を示していることから、抗 HIV 活性に
おけるラメラリン類の作用機序はインテグ
ラーゼ阻害というより侵入阻害であること
が示唆された。 

 
(3) 結論 
研究代表者らが開発した方法論を基盤と

した効率的なラメラリンサルフェート類の
合成法を確立した。また合成したラメラリン
サルフェート類の一連の抗 HIV-1 活性評価に
より、ラメラリンα 20-サルフェート (1) だ
けでなく、ラメラリンサルフェート類縁体 20, 
27, 29, 30も同様の抗HIV-1活性効果を示すこ
とが判明した。また抗 HIV-1 活性におけるラ
メラリンサルフェート類縁体の作用機序が、
従来提唱されていたインテグラーゼ阻害と
いうよりむしろ侵入阻害であることを明ら
かにすることが出来た。 
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