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研究成果の概要（和文）：本研究では幹細胞に働き，再生医薬のリードとなり得る天然物を，天然物エキスライ
ブラリーから見いだすことを目的とした．標的タンパク質ビーズを用いる「標的タンパク質指向型天然物単離
法」として，bHLH転写因子Hes1，ヘッジホッグ(Hh)シグナルの転写因子GLI1，ノッチ(Notch)シグナルの転写因
子NICDを担持したタンパク質ビーズを用い，それぞれに結合し生物活性を有する天然物を見いだした．また，細
胞アッセイを用いuscharin 等のNotchシグナル阻害剤を見いだした．

研究成果の概要（英文）：Search for stem cells modulators has been done using screening system of 
natural resources extracts library. Bioactive natural products which bind on Hes1 (bHLH factor), 
GLI1 (Hedgehog signaling transcriptional factor) and NICD (Notch signaling transcriptional factor ) 
were efficiently found by using “target protein oriented natural products isolation (TPO-NAPI)”. 
In addition, bioactivity fractionation using cell-based reporter assay gave Notch signal inhibitors 
such as uscharin.

研究分野：天然物化学
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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 
 自己複製能と分化能をあわせ持つ
embryonic stem cell（ES 細胞）や induced 
pluripotent stem cell（iPS 細胞）から導い
た「組織幹細胞」の病巣への移植は，再生医
療の大きな柱であり，その応用が望まれてい
る．しかしながら，それらを有効に制御する
医薬候補の開発は研究開始当初，不十分であ
り，有効な再生医薬が望まれていた．移植後
の「再生加速」のために必要な二大要素は，
組織幹細胞の増殖加速と，分化誘導加速であ
る．これらに関連の深い種々の生体内のシグ
ナル伝達，Wnt（ウィント），Hh（ヘッジホッ
グ），Notch（ノッチ）シグナルの制御は大変
重要であるが，再生医療のため，これらシグ
ナルの制御を行う試みは発展途上であった．
とりわけ，天然物からそのような有効な医薬
候補を見いだすことは重要であった．申請者
は世界に先駆けて，標的タンパク質に結合す
る天然物を迅速に単離する，「標的タンパク
質指向型天然物単離法」を構築しており，本
方法を用いた上記生体内シグナル伝達モジ
ュレーターの発見は非常に社会に貢献でき
るものと期待できた． 
 
２．研究の目的 
 本研究では生体の臓器各所に存在する組
織幹細胞の再生能力に着目し，それらの「ス
テムネス（幹細胞性）」と「多分化能」を制
御し，「再生プロセスを加速する化合物」を
天然物を基盤として創製することを目的と
する．再生プロセスに関わるシグナル伝達
（Hh, Notch）等の鍵タンパク質に着目し，
それらに結合する天然物を天然物抽出エキ
スから釣り上げる「標的タンパク質指向型天
然物単離」を用いて迅速に単離・構造決定す
る．ウェスタンブロット等を用い，細胞を用
いてシグナル伝達への作用機序解明を行い，
神経幹細胞を用いたフェノタイプアッセイ
を行う．さらに得られた天然物の全合成を試
み，天然物基盤の合成化合物を作成し，包括
的な天然物基盤のケミカルバイオロジー研
究を通して組織幹細胞の再生プロセスを加
速する再生医薬リードを創出することを目
的とする． 
 
３．研究の方法 
 本研究では組織幹細胞を制御する Hh，
NotchシグナルおよびbHLH転写因子に着目し，
それぞれのキープレイヤーである鍵タンパ
ク質ビーズを作成し，天然物の混合物である
エキスから迅速に鍵タンパク質に結合する
天然物を見いだす「標的タンパク質指向型天
然物単離」を行う．Hh シグナルでは転写因子
GLI1 を，Notch シグナルでは転写因子 Notch 
intracellular domain(NICD)を，bHLH 因子で
は神経幹細胞の分化を抑制している hairy 
and enhancer split 1 (Hes1)を glutathione 
S-transferase (GST)融合タンパク質として
大腸菌から発現させ，グルタチオン担持セフ

ァロースビーズにそれぞれを担持させる．こ
のタンパク質ビーズを用いて，タンパク質に
結合する天然物を探索する．続いてHh, Notch
シグナルを評価する細胞レポーターアッセ
イ系において評価を行う．さらにフェノタイ
プ評価を行い，活性天然物を見いだす．探索
材料は当研究室保有のタイ・バングラデシュ
産植物エキスライブラリー，放線菌エキスラ
イブラリー，天然物化合物ライブライリー，
千葉化合物ライブラリーである．合成化学も
交えて，再生プロセスを加速する天然物基盤
化合物を創出する． 
 
４．研究成果 
(1) bHLH 転写因子，Hes1 担持ビーズ 
 Hes1は神経幹細胞の分化を抑制するbasic 
helix-loop-helix (bHLH)型転写因子の一つ
である．そのため，Hes1 に結合し，Hes1 の
役割を阻害する天然物は，神経再生医薬のリ
ードとなると期待できる． 
Hes1 担持ビーズを作成し，天然物エキスと
混合させ，Hes1 に結合する天然物をスクリー
ニングしたところ，Aquilaria agallocha よ
り agalloside を得た．本化合物はマウス神
経幹細胞の分化を促進し，ニューロンを増加
させた．本化合物の詳細な作用メカニズム解
析を行ったところ，agalloside は Hes1 二量
体形成を阻害することが明らかとなった．ま
た，Hes1 の N末端に結合することを明らかに
した．また，agalloside の全合成に成功した． 
 Hes1 担持ビーズを用いて，他に Garcinia 
mangostana か ら -mangostine ， 放 線 菌
Actinoalloteichus cyanogriseus IFM11549
から BE-14106，Streptomyces sp. IFM 11584
か ら 新 規 ピ ペ リ ジ ン ア ル カ ロ イ ド
inohanamine を単離した．またその他に，
Micromonospora sp. IFM 11769 から新規マク
ロラクタム isomicromonolactam を単離し，
Hes1のC末端に結合することを明らかにした． 
 
(2) Hh シグナルの転写因子，GLI1 担持ビー
ズ 
 Hh シグナルは分化段階において重要な役割
を担うシグナル伝達の一つであり，その最下
流である転写因子 GLI1 の役割を阻害する小
分子は非常に魅力的である．そのような分子
を天然物から見いだすべく，GLI1 の DNA 結合
部を含む部分タンパク質を大腸菌から発現
させ，グルタチオンビーズに担持し，GLI1 担
持ビーズの作成と，それを用いる「標的タン
パク質指向型天然物単離」法の構築に成功し
た． 
 本方法を用いて，当研究室の植物エキスラ
イブラリーをスクリーニングしたところ，二
つ植物が GLI1 に結合する天然物を含むこと
が明らかとなった．得られた高速液体クロマ
トグラフィーの情報を元に単離を行ったと
ころ，新規化合物３種を含む７種の天然物を
GLI1 に結合する化合物として得ることがで
きた．それぞれ，Hh シグナル転写活性を阻害



することが明らかとなり，そのうち，カルコ
ンタイプの化合物は，GLI1 と DNA の複合体形
成を阻害する天然物であった．さらに，本化
合物は，Hh シグナルが亢進しているがん細胞
にも毒性を示し，中でも肝がん細胞 Huh7 に
おいて Hh シグナルの標的タンパク質の発現
を減少させ，Huh7 のがん幹細胞性の一つであ
るスフェア形成を阻害した．またがん幹細胞
マーカーEpCAM 陽性の細胞を劇的に減少させ
た． 
 
(3) Notch シグナルの転写因子，NICD 担持ビ
ーズ 
 Notch シグナルは発生・分化，また幹細胞維
持に重要なシグナルであり，特に神経幹細胞
では Hes1 の発現を上昇させ，神経幹細胞を
未分化のまま維持させる．すなわち，Notch
シグナル阻害剤は神経幹細胞の分化活性化
剤になる可能性があると考えた．そこで，転
写因子の一つ NICD に着目し，大腸菌から GST
融合タンパク質として発現させ，グルタチオ
ンビーズに担持し，NICD ビーズを作成し，さ
らに種々条件を検討して，標的タンパク質指
向型天然物単離」法の構築に成功した． 
 本方法を用いて，当研究室の天然化合物ラ
イブラリーをスクリーニングし，フラボノイ
ド配糖体を NICD に結合する天然物として得
ることに成功した．本化合物は，Notch シグ
ナルの阻害活性を示した．また，マウス神経
幹細胞に対し分化活性化作用を示し，神経幹
細胞にて Hes1 の発現を抑制した．また，放
線菌エキスライブラリーをスクリーニング
し，１種の天然物を NICD に結合する化合物
として得た． 
 
(4) Notch シグナル阻害剤 
 Notch シグナル阻害剤を見いだすべく，レ
ポーターアッセイの構築に成功した．本細胞
では転写因子 NICD が過剰に発現する系とな
っており，標的遺伝子の代わりにルシフェラ
ーゼ遺伝子が導入されており，Notch シグナ
ルがONになると，ルシフェラーゼが発現し，
基質との反応により発光が観測できる．化合
物を加えて発光が減少すれば阻害剤である． 
 本細胞アッセイ系を用いて，当研究室保有
のタイ・バングラデシュ産植物エキスライブ
ラリーをスクリーニングしたところ，
Calotropis gigantea より，8 種の天然物を
単離精製した．これらは Notch シグナル阻害
活性を示した．このうち，uscharin は IC50 0.4 
M であった．uscharin に着目し，Notch 関連
のタンパク質の発現を確認したところ，アッ
セイ細胞において，望み通り HES1 と HES5 の
減少が確認された. そこで次にマウス神経
幹細胞 MEB5 に uscharin を作用させたところ，
ポジティブコントロールである DAPT よりも
低い濃度である 1 M にて，ニューロンの分
化を促進し，アストロサイトの分化を抑制す
ることが明らかとなった.ニューロンの数を
計測したところ，uscharin はコントロールに

比べて，ニューロンを 56％増加させることが
明らかとなった．このように Notch シグナル
を阻害してニューロン分化を促進する例は
数例しかなく，この方向性は神経再生に非常
に有用なストラテジーとなることを示すこ
とができた．次にメカニズム解明に取りかか
った．神経幹細胞 MEB5 での Notch シグナル
関連タンパク質を調べたところ，望み通り
HES1, HES5 の減少が認められた．また，NICD
の減少も見られたことから，NICD の分解促進
の可能性を考え，プロテアソーム阻害剤
MG132 と併用実験を行ったところ，予想通り，
NICD の減少が解除された．このことから，
uscharin は NICD のプロテアソームによる分
解を促進し，Notch シグナルの阻害を引き起
こしていることが明らかとなった． 
 タイ産植物 Garcinia speciosa にも Notch
シグナル阻害活性を認めた．本植物は
Clusiaceae（フクギ科）に属し，タイやミャ
ンマーなどに分布し，-mangositin などのキ
サントン類が含まれることが知られている．
Garcinia speciosa の樹皮をメタノールにて
抽出し，メタノール抽出物をヘキサン，酢酸
エチル，水飽和ブタノールにて順次溶媒分配
を行った．活性のあったヘキサン層，酢酸エ
チル層をあわせ，各種クロマトグラフィーを
用いて，12 種の天然物を単離した. 活性の強
かった cowanin (IC50 2.4 M)に着目し，次に
アッセイ細胞へのcowaninの影響を確認した
ところ， HES1 および HES5 のタンパク質量が
減少していることが明らかとなった．また，
Notch 1(1704-2531)を増加させ，その下流の
NICD を減少させたことから，cowanin が
-secretase に作用している可能性が示唆さ
れた．続いて，cowanin の作用機序を検討し
た．-secretase は nicastrin (NCT), Aph-1, 
presenilin (PS), Pen-2 の 4 種のタンパク質
の複合体である．nicastrin は複合体に取り
込まれる際に糖鎖修飾を受け mature 体とな
り，それによって酵素活性が生じる．これら
4 種のタンパク質について評価したところ，
興味深いことに cowanin は nicastrin のみを
減少させた．糖鎖修飾を受けた後の
nicastrin を mature，糖鎖修飾前を immature
とすると，mature, immature のどちらも減少
したことから，cowanin は nicastrin の分解
を促進するのではないかと考えた． 
Nicastrin は，ユビキチン化を受けた後，プ
ロテアソームによって分解されることが知
られている．そこで，cowanin とプロテアソ
ーム阻害剤 MG132 を併用して western 
blotting を行った．その結果，cowanin の添
加によって nicastrin は mature, immature
ともに減少し，MG132 を併用することによっ
て発現が回復した．このことから，cowanin
はプロテアソームによるnicastrinの分解を
促進することが示唆された． 
 その他にも Nerium indicum からステロイ
ド型化合物７種の単離に成功した． 
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