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研究成果の概要（和文）：本研究では，がん微小環境で亢進する細胞シグナルに作用する有用な低分子化合物を
主に天然物から見出すことを目的として，幹細胞の自己複製に関わる細胞内シグナル，エピジェネティク遺伝子
転写を制御するポリコーム構成分子，癌細胞選択的なアポトーシス誘導因子等を標的としたスクリーニングを行
った．その結果，植物，放線菌の天然物抽出エキスコレクション等から，Wntシグナル阻害作用，TRAIL耐性克服
作用，Bmi1プロモーター阻害作用など，種々の有用な活性成分を単離し，それらの化学構造を明らかにするとと
もに，がんの進展に関わる各種タンパク質の発現への影響など作用機構に関する解析を行った．

研究成果の概要（英文）：Ｉn this study, we examined screening programs using several kinds of 
luciferase cell-based assays mainly from natural products, with the aim of finding useful 
low-molecular compounds that act on cell signals that are enhanced in the cancer microenvironment. 
Screening studies were carried out targeting several intracellular signals involved in stem cell 
self-renewal and epigenetic gene transcription such as Wnt, Hedgehog, and Notch signals, cancer 
cell-selective apoptosis-inducing factors, and polycomb-constituting molecules. As a result, a 
number of useful bioactive natural products having Wnt signal inhibitory activity, TRAIL resistance 
overcoming activity, Bmi1 promoter inhibitory activity were isolated from our collection of plants 
and actinomycetes extracts, and their chemical structures were elucidated. We also investigated the 
mechanism of action of these active compounds through analyzing the effect on the expression of 
various proteins involved in cancer progression.

研究分野： 天然資源系薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で対象とする「がん微小環境」で亢進する細胞シグナルは，正常な幹細胞の自己複製，胚の発生，分化，
成人組織再生などにおいて重要な役割を担っていることからきわめて注目度が高く，これまでにも世界的に熾烈
な開発競争が繰り広げられてきている．しかしながら，まだ決して十分な状況ではなく，数多くの選択肢を用意
することが強く求められている．本研究では「天然物」という独自の素材を用いて，これらのシグナルに作用す
る数種の低分子化合物が見出された．これらを有効に活用することにより，新しい切り口として創薬研究あるい
は各種シグナルを介した生命システムの解明等，周辺分野の研究進展につながることが期待される．

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がんの発生と進展は多段階的な遺伝子変異によって誘発され，様々な突然変異の偶発的な蓄

積による腫瘍悪性化，浸潤転移能や細胞死耐性の獲得等によって成り立つ．従って，これらのが
ん組織は多様な遺伝子変異段階からなる機能的・性質的にヘテロな細胞集団であるため，すべて
のがん細胞が同程度の増殖能や未分化能を保持しているわけではなく，組織中にわずかに存在
する「がん幹細胞」が大部分のがん細胞を生み出すことでがん組織が形成されると考えられてい
る． 
がん幹細胞は，正常な幹細胞と同様に，自分自身を再生する自己複製能と様々な分化細胞を産

生する多分化能を併せ持つ．従来の抗がん剤の多くは分化が進んで激しく増殖するがん細胞を
死滅させるものであったが，未分化の状態にあるがん幹細胞は増殖能が高くないために死滅し
にくく，従来の抗がん剤や放射線治療に対して抵抗性を示し生き残る．最近では，分化したがん
細胞が時としてがん幹細胞に戻るという性質（可塑性）も報告されている．このような混沌とし
たがんを根絶させるための新たな治療戦略として，わずかに生き残るがん幹細胞を徹底的に攻
略することが重要と考えられている．本研究では，このがん幹細胞の生存と分裂を支える「がん
微小環境」を標的とし，がん微小環境で亢進するシグナル分子をターゲットとして，その機能を
抑制し正常化を促進する低分子化合物を天然物から探索することを目的とする． 
これらの細胞シグナルは正常な幹細胞の自己複製，胚の発生，分化，成人組織再生などにおい

て重要な役割を担っていることからきわめて注目度が高く，これまでにも熾烈な開発競争が繰
り広げられてきている．すでにいくつかの市販薬やシグナル阻害剤，創薬候補分子等が開発され
てきているものの，高度な不均一性と多様性をもつがん組織の攻略のためにはまだまだ決して
十分な状況ではなく，数多くの選択肢を用意することが強く求められている．従ってこれら細胞
シグナルに作用する有効な創薬候補の探索研究は，さらに継続して引き続き行われることが重
要であることが，世界中の多くの研究者によって認識されていた． 
 
２．研究の目的 
本研究では，がん幹細胞の生存と適度な分裂を支える「がん微小環境」を標的とし，がん微小

環境で亢進するシグナル分子をターゲットとして，その機能を抑制し正常化を促進する高活性
低分子化合物を天然物から探索し，その機能を解明することを目的とする．そのような標的シグ
ナルとして，幹細胞の自己複製に関わるウィント（Wnt），ヘッジホッグ（Hh），およびノッチ（Notch）
シグナル，あるいはエピジェネティク遺伝子転写を制御するポリコーム構成分子などを取り上
げ，得られた活性化合物（低分子天然物）の活性作用発現に関する分子機構の解析を行う．また
スクリーニング対象としては，当研究室で独自に構築した天然物コレクションならびに天然物
基盤合成化合物コレクションを活用し，さらにこれらのコレクションについて継続して拡充に
努める．当研究室では，細胞スクリーニング，天然物探索，構造解析，有機合成，活性分子機構
解明等に関する実験を遂行する準備が整っており，これら一連の包括的天然物化学（天然物ケミ
カルバイオロジー）の展開に基づき，新たな高活性天然物の創出を目指す． 
 
３．研究の方法 
(1) がん微小環境で亢進する細胞シグナルを標的としたスクリーニング：当研究室でこれまで

に構築・導入済みである細胞シグナル（Wnt, Hh, Notch, TRAIL, Bmi1等）関するルシフ
ェラーゼ細胞アッセイシステムを活用して，当研究室保有の天然物抽出エキスコレクショ
ンを対象としたスクリーニングを行う． 

(2) 天然物抽出物コレクションの構築・拡充：(1)のスクリーニングを実施するために，植物
および千葉県を中心として採取する土壌由来放線菌を中心とした天然薬用資源を用いた天
然物抽出エキスコレクションの構築・拡充を行う．また活性天然物の化学構造を基盤とし
て様々な誘導体を調製することにより合成化合物コレクションの拡充も継続して行う． 

(3) ヒット抽出物の分離精製および構造決定・再評価：スクリーニング試験によって，天然物
抽出エキスコレクションの中から選別されたヒットサンプルに対して，各種クロマトグラ
フィーを行い，活性成分を単離する．単離された活性成分に対して，各種スペクトル的手
法等に基づき化学構造を解明する．また，単離した化合物に対して抽出エキスで見られた
活性に関して再評価を行う． 

(4) ヒット化合物の活性構造相関と作用機構解析：(3)で構造決定した天然物について，関連
化合物との活性構造相関を解析し，活性発現のために重要な部分構造因子に関する情報を
収集する．また，これまでに得られた興味深い活性成分について，その分子レベルでの作
用メカニズムの解析に関する実験をさらに進展させ，活性化合物の作用点や標的分子を解
明するための実験方法を検討する． 

  
４．研究成果 
本研究は，がん微小環境で亢進する細胞シグナルに作用する天然物のスクリーニングを行

い，有用な低分子化合物を見出すことを目的としており，とくに，幹細胞の自己複製に関わる
細胞内シグナルとして知られるウィント（Wnt），ヘッジホッグ（Hh），ノッチ（Notch）シグナ
ル，エピジェネティク遺伝子転写を制御するポリコーム構成分子Bmi1，および癌細胞選択的な
アポトーシス誘導因子トレイル（TRAIL）を対象とたスクリーニングを行った．また天然物抽出



物コレクションの構築・拡充のために，新しい研究資源として病原性放線菌Nocardia sp.を用
いる研究を実施した． 
 

(1) ウィント（Wnt）シグナル阻害作用をもつ天然物：  
Wnt シグナル阻害作用に関するスクリーニングをルシフェラーゼ細胞アッセイ（TOP アッ

セイ）を用いて行った．その結果，タイ産カンラン科 Canarium album 葉部のメタノール抽
出物に顕著な活性が認められたため，本抽出物を各種クロマトグラフィーで分画を行い，オ
レアラン型トリテルペン２種，ウルサン型トリテルペン２種，およびルパン型トリテルペン
１種を単離した．これらのうち，１種のオレアラン型トリテルペン chebloside II（1）を主
要成分とするフラクションは，低濃度では TOP 活性を上昇させ，高濃度になると TOP 阻害作
用を示した．これは，本化合物が本アッセイでルシフェラーゼ活性を一旦高めるために用い
る GSK3β阻害剤 LiCl の作用に影響を及ぼすことが原因であることが示唆された． 

一方，タイ産 Santalum album 木部のメタノール抽出物に顕著な活性が認められたため，
本抽出物を各種クロマトグラフィーで分画を行い，３種の新規セスキテルペン化合物(2～4)
と５種の既知セスキテルペンを単離した．これら８種の化合物のうち既知の mansonone I(5)
がとくに顕著な Wnt シグナル阻害作用を示した（IC50値 1.2μM）．本化合物はβ-カテニンを
減少させることなく標的タンパク質の CyclinD1 を減少させた． 

 
また，ヒマシ粕（Ricinus communis）のメタノール抽出物の酢酸エチル可溶部に Wnt シグ

ナル阻害作用が認められたため，本画分を各種クロマトグラフィーを用いた精製を行い，2
種のリグナン型化合物，3種のフラボノイド配糖体，およびピリドンアルカロイド 1種を単
離した．これらのう
ち，リグナン化合物
(6)およびフラバン
配糖体(7)が，変異
を有するプラスミ
ドを用いたルシフ
ェラーゼ試験（FOP
アッセイ）には大き
な影響を与えず，
TOP アッセイのみに
顕著な阻害活性を示し，その IC50値は各々21.7 および 11.1 μM であった． 

 
(2) BMI1 プロモーター阻害作用をもつ天然物： 

活性評価には，BMI1 プロモーター領域の下流にルシフェラーゼ配列を含むレポータープ
ラスミドをヒト胎児由来腎臓上皮細胞 293T に導入することによって安定発現細胞を用いた．
当研究室保有の放線菌培養エキスコレクションを用いたスクリーニングの結果，強い阻害活
性を示した放線菌株 Streptomyces werraensis IFM12104 の大量培養エキスから，３種の既
知 nonactic acid 関連天然物を単離した．そのうちの一つ homononactic acid (8)は４員環
ラクトン構造(8a)をもつと報告されていた天然物とスぺクトルデータが一致したが，X線結
晶解析の結果，本化合物は５員環エーテル構造をもつことが判明した． 
また，強い阻害活性を示したもう 1種の放線菌株 Steptomyces sp. IFM11958 株の大量培

養エキスから，６種の既知天然物を単離した．そのうち，最も強い活性を示したマクロリド
二量体 elaiophylin (9)は，BMI1 プロモーター阻害作用に関する IC50値は 30 nM ときわめて
強力であった．RT-PCR の結果，elaiophylin (9)は濃度依存的に BMI1 の転写量を減少させ，
下流のがん抑制遺伝子 Ink4a の転写量を回復させることがわかった. また western 
blotting の結果，elaiophylin (9)は濃度依存的に BMI1 タンパク質を減少させ，さらに, 
BMI1 プロモーターの活性化因子である c-Myc も減少させた.本結果より elaiophylin (9)は
c-Myc タンパクを減少させ BMI1 の転写を抑制することにより BMI1 タンパク量を減少させ，
その結果クロマチン凝縮が緩和され,がん抑制遺伝子 Ink-4a の転写量が回復したことが示
唆された．一方，がん幹細胞は足場のない状態で自身を取り囲むように増殖することで細胞
塊 (スフェア) を形成する. 従ってスフェア数はがん幹細胞数を反映するため, がんの幹
細胞性の指標となる．Elaiophylin (9)によるスフェア数の変化を計測したところ, 
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elaiophylin (9)は濃度依存的にスフェアの数を減少させることがわかった．これより
elaiophylin (9)は BMI1 の阻害を介してがんの幹細胞性を低下させることが示唆された.  

 
また，タイ産キョウチクトウ科植物 Beaumontia 

murtonii から活性成分としてカルデノリド配糖体
wallichoside (8) を単離した．本化合物はヒト結腸腺
がん細胞 HCT116 に対する細胞毒性を示し，BMI1 タンパ
ク質を減少させた他，ヒト肝がん細胞 Huh7 のスフェア
形成を抑制し，がん幹細胞性を減少させることが判明し
た． 

 
(3) TRAIL 耐性克服作用に関するスクリーニング： 

キク科植物 Enhydra fluctuans より活性成分として 4 種のゲルマクラン型セスキテルペ
ンラクトンを単離した．これらは 1μM 以下の比較的低濃度で TRAIL 耐性胃がん細胞 AGS に
対して中程度の耐性克服作用を示した．また，ショウガ科 Boesenbergia pandurata の根茎
から TRAIL 耐性克服作用を示す３種の新規イソピマラン型ジテルペン boesenberol I, J, K 
(11～13)と２種の既知ジテル
ペンを単離し，各種スペクト
ルデータの解析に基づきそれ
らの構造を決定した．これら
の５つの化合物はヒト胃がん
AGS細胞に対して顕著なTRAIL
耐性克服作用を示した． 

 
(4) Notchシグナルに対するスクリーニング： 

Notchシグナルに関して，当研究室で構築したルシフェラーゼ遺伝子を導入した細胞アッ
セイシステムを用いて，研究室保有の植物および放線菌培養物抽出エキスに対するスクリ
ーニングを行った．その結果，ガガイモ科植物Calotropis giganteanのメタノール抽出物
に顕著な活性が認められたため，各種クロマトグラフィーを用いた分画精製を行い，活性
成分として，8種のカルデノリド誘導体を単離した．これらのうちuscharin (14)について
，その詳細な作用メカニズムの解析を行った結果，本化合物はHES1およびHES5タンパク質
の発現を減少させることが明らかとなった．また，Hes1タンパク質を担持したビーズを用
いたスクリーニングにより，フラボノイド配糖体agalloside(15)，放線菌由来新規ピぺリ
ジンアルカロイドinohanamine(16)，および新規マクロラクタムisomicromonolactam等を単
離し，作用メカニズムの解析を行った．また，agalloside(15)については全合成を達成し
た． 

 
(5) 病原性放線菌 Nocardia sp.に関する研究： 

新しい天然物探索資源として病原性放線菌 Nocardia sp.に注目し，培養条件の検討ならび
に動物細胞との共培養という新規手法を用いることにより，新規化合物の単離に成功した．
まず，Nocardia abscessus IFM 10029T 株に対して種々の培地条件の検討を行った結果，
modified Czapek-Dox（ mCD ）液体培地で培養した際にのみ選択的に産生される成分の存在
が示唆されたため，大量培養後，抽出物の分画を行った結果， nabscessin A(17)をはじめ
とする新規アミノシクリトール化合物３種を単離した．また，Nocardia tenerifensis IFM 
10554T株をマウスマクロファージ様細胞（J774.1）と共培養することにより，放線菌株の単
独培養時には産生されない新規天然物 2種（18 および 19）を単離した．化合物 18 は全合成



により，化合物 19 はＸ線結晶解析と改良マーフィー法により，すべての不斉炭素の絶対立
体配置を含めた化学構造を決定した．化合物 19（nocarjamide）は Wnt シグナル活性化作用
およびマウスマクロファージ様細胞（J774.1）に対する細胞毒性を示した． 
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