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研究成果の概要（和文）：中・大型複雑構造ペプチド天然物と、その類縁体が構成する化学空間を対象として機
能解析研究を実施した。
WAP-8294A2については、新たに確立した固相全合成を基盤とした機能解析により、本分子がメナキノン依存的膜
破壊活性を示すことを明らかにした。また、蛍光標識ポリセオナミドBの合成と、これに基づく作用解析の結
果、本分子が細胞膜電位変化を引き起こすことに加え、リソソーム-細胞質間のpH勾配を解消する複合的な作用
を持つことを強く示唆する結果を得た。さらに、ヤクアミドBの末端構造改変類縁体群の合成とこれらを用いた
解析により、本分子がFoF1-ATP合成酵素に結合することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, solid-phase total synthesis of a peptide antibiotic 
WAP-8294A2 was achieved.  Further functional evaluation revealed the antimicrobial activity of 
WAP-8294A2 is due to their membrane-disrupting effects depend on the presence of menaquinone.  We 
also achieved solid-phase total synthesis of a channel-forming peptide polytheonamide B, which 
enabled the investigation of the mechanism of action.  The addition of polytheonamide B to MCF-7 
cells rapidly diminished a potential across the plasma membrane.  Furthermore, polytheonamide B was 
found to be internalized into the cells, accumulating in lysosomes and neutralizing the lysosomal pH
 gradient.  In addition, the cellular target of yaku’amide B was elucidated.  Pull-down assays with
 biotinylated probes revealed FoF1-ATP synthase as the major target protein of yaku’amide B. 

研究分野： 有機化学、生物有機化学

キーワード： 有機化学　構造活性相関　固相合成　ペプチド　ケミカルバイオロジー　生物機能分子　天然物　全合
成

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、顕著な抗菌活性、抗がん活性などの極めて重要な生物活性を示す中・大型複雑構造ペプチド天然物
に該当する複数の化合物および類縁体の合成的供給法を確立した。ここで見出された方法論は、他の中・大型複
雑構造ペプチドの合成にも直接的に応用可能であり、これら化合物群の持つ機能解析ならびに類縁体合成へ資す
ることが期待される。また、これら化合物の持つ分子機能ならびに特異な作用機構を明らかにしたことで、中・
大型複雑構造ペプチドの構成する化学空間の潜在的有用性を示した。以上より、本成果は将来的に有用な新規医
薬品シーズの発見へも寄与しうる、薬学、有機化学を含む広範な領域に対して意義を有するものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

中・大型複雑構造ペプチド系天然物には、重要かつ強力な生物活性を示すものの、天然資源
の希少性ならびに合成的供給の困難さなどから探索が不十分な化合物が多く存在する。したが
って、これら中・大型複雑構造ペプチド天然物と、その類縁体が構成する化合物群を対象とし
た機能解析研究は、新たな創薬シーズの創出に資する可能性が高く、極めて重要である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、中・大型複雑構造ペプチドの基盤構造として、重要かつ顕著な生物活性を示す
天然物を選択し、これらの類縁体が構成する化学空間に該当する化合物群を合成し、機能解析
研究を実施する。これにより、各天然物の持つ機能を明らかにすること、また有用な天然物類
縁体を創出することを目指す。 

 

３．研究の方法 

対象とするペプチド系天然物(WAP-8294A2, ポリセオナミド BおよびヤクアミドB)の全合成
を基盤とした類縁体合成と、これらの類縁体を用いた詳細な機能解析研究により、各天然物の
持つ機能を明らかにする。 

 

４．研究成果 

(1) WAP-8294A2および類縁体の固相全合成と機能評価 

WAP-8294A2 (1、図1)は、Lysobacter属細菌の培養上清から単離・構造決定された環状デプシペ
プチド天然物であり、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌(MRSA)に対して顕著な抗菌活性を示す。
また、1と類似の構造を有する天然物ライソシンE (3)は、黄色ブドウ球菌の細胞膜に存在し、電
子伝達系に必須の補酵素であるメナキノン(MK)を標的とし、細菌細胞膜破壊活性を有すること、
また、ヒトの電子伝達系で用いられるユビキノン(UQ)とは相互作用しないことが知られている。
一方で、1の作用機構に関しては、これまで詳細は不明であった。本研究では、1およびデオキシ
類縁体2の固相全合成法を確立し、これらの生物活性を詳細に評価することで作用機構を解明す
ることを目的とした。  

 
図1 WAP-8294A2 (1)、デオキシ類縁体(2)、ライソシンE (3)、MK-4 (4)およびUQ-10 (5)の構造式 

 

1の固相全合成に関しては、固相担体としてWang-ChemMatrix樹脂を採用した。グルタミン酸
アリルエステルを担持した樹脂6を出発物質として、Fmoc基の除去と、HATU、HOAtを用いたア
ミノ酸ユニットの縮合反応を繰り返すことでペプチド鎖を伸長した。続いて、C末端のアリルエ
ステルのPd(PPh3)4による化学選択的除去、PyBOPによるマクロラクタム化、TBAFおよび酢酸な
らびにTFA/H2Oによる段階的な脱保護により、27工程8.4%の総収率で1を得ることに成功した(図
2)。デオキシ類縁体2に関しても同様の方法にて得た。 

 

 
図2 1の固相全合成 

 



1および2のMRSAに対する抗菌活性を評価したところ、両化合物は同等の最小発育阻止濃度
(MIC = 2 g/mL)を示した。さらに、抗菌活性発現機構に関する知見を得るため、MK-4 (4)または
UQ-10 (5)を添加したリポソームを用いて膜破壊活性を評価した。結果として、1、2ともに、3と
同様に4含有リポソームに対する選択的膜破壊活性が観測され、これらの化合物が4を含む脂質二
重膜を認識して膜破壊活性を示すことで抗菌活性を示すことが強く示唆された。 

本研究は、1がMKを認識して膜破壊活性を有することを初めて示したことに加え、1–3に内在
するMK認識のための構造要件に関して極めて重要な示唆を与えるものであり、これらの知見を
応用した新規抗菌化合物および新規機能分子創出への展開が期待される。本成果はThe Journal of 

Organic Chemistry誌に報告した(発表論文6)。 

 

(2) ポリセオナミドBの細胞内挙動解析 

ポリセオナミドB (7, 図3)は、48アミノ酸残基からなる巨大ペプチド系天然物である。多数の
非タンパク質構成アミノ酸を含むD-, L-アミノ酸が交互に配列する7の一次構造は、6.3-ヘリック
スと呼ばれるらせん構造を形成し、脂質平面二重膜中で一価カチオン(H+, Na+, K+, Cs+)選択的な
イオンチャネルとして機能する。また、7はP388マウス白血病細胞株に対し、極めて強力な毒性
(IC50 = 0.098 nM)を示す。この細胞毒性は、7のイオンチャネル形成により細胞膜電位が乱れるこ
とに起因すると想定されていたが、7の哺乳動物細胞に対する作用機構の詳細は不明であった。
本研究では、7の固相全合成法に基づく蛍光標識ポリセオナミドB (8)の効率的な供給により、7

および8を用いた細胞内動的挙動および作用解析を実施した。 

 
図3 ポリセオナミドB (7)および蛍光標識ポリセオナミドB (8)の構造式 

 

蛍光標識体8の固相合成に際しては、7の固相全合成と同様に、側鎖間の相互作用や副反応を抑
制する目的で、側鎖に1級アミド、2級アミドまたは3級ヒドロキシ基を有する非タンパク質構成
アミノ酸ユニットに保護基を導入した。これらを用い、ChemMatrix樹脂担持スレオニン19を用
いて、マイクロ波による加熱条件下固相合成を行うことで、37残基からなるC末端フラグメント
20を固相上で構築した。別途固相合成で調製したN末端フラグメントとの縮合により21とした後、
19個の保護基の除去と樹脂からのペプチド鎖の切断を経て、22を得た。これに、BODIPYタグ23

を導入することで、8の全合成を1.9%の総収率で達成した(図4)。 

 
図4 8の全合成 

 

7のイオンチャネル活性が細胞膜電位に及ぼす影響を評価したところ、7のNa+輸送に起因する
脱分極が起きることが示唆された。さらに、蛍光標識体8のMCF-7細胞内局在を、オルガネラ蛍
光染色試薬を用いて調査した。その結果、8の緑色蛍光(図5)は、リソソーム蛍光標識色素
LysoTrackerの赤色蛍光と良く一致した。また、リソソームのpH測定により、7のプロトン輸送に
起因するリソソームpHの上昇が示唆された。さらに、フローサイトメトリーおよびミトコンド
リア膜電位感受性色素を用いた解析により、7によるアポトーシスの誘導が示唆された。 



 
図5 8の細胞内局在 

 

以上より、7が細胞膜電位の脱分極およびリソソーム-細胞質間のpH勾配解消という2つの作用
を示し、これらの複合的な効果によりアポトーシスを誘導することを初めて明らかにした。本成
果はJournal of the American Chemical Society誌に報告した(発表論文4)。 

 

(3) ヤクアミドBの標的タンパク質同定 

ヤクアミドB (24, 図6)は、屋久新曽根産の希少深海海綿Ceratopsion sp.から単離された複雑構
造ペプチド系天然物である。24はJFCR39ヒトがん細胞パネルに対して、既存の抗がん薬とは異
なるパターンで強力な細胞増殖阻害活性を示す。本研究では、エナンチオマーを含む様々なケミ
カルプローブの合成と解析により、24の標的タンパク質を解析した。 

24の細胞内局在に関する情報を得るため、N末端またはC末端に蛍光団BODIPYを導入した25

および26を設計・合成した。また、標的タンパク質同定に向けて、リンカー長の異なるビオチン
化プローブ27および28をそれぞれ用いた。さらに、生体内キラル分子の関与を直接的に評価する
ため、25のエナンチオマー(ent-25)も合成し、解析に付した。 

 
図6 ヤクアミドB (24)、蛍光標識体25および26、ビオチン化プローブ27および28の構造式 

 

蛍光標識体(25、ent-25および26)のMCF-7細胞内における局在を調査したところ、25 (100 nM)

および26 (20 nM)の緑色蛍光(図7a、b)は、ミトコンドリア蛍光染色試薬であるMitoTracker Red 

CMXRosの赤色蛍光と良く一致した。一方で、ent-25 (100 nM)は細胞内全体に分布した(図7c)こ
とから、24の細胞内標的はミトコンドリアに存在するキラル分子であることが示唆された。そこ
で、ビオチン化プローブを用いたアフィニティープルダウンによる標的タンパク質精製を試みた。
27および28とともに、対照化合物として29 (図7d)を用いて比較したところ、28選択的に50 kDa

付近に2つのバンドが見出された(図7e)。これらのバンドは、ゲル内消化後のLC-MS/MS解析によ
り、主にミトコンドリア内膜に存在するFoF1-ATP合成酵素のサブユニットおよびであること
が明らかになった。続いて、24の標的タンパク質への作用を明らかにするため、ミトコンドリア
におけるATP産生作用と逆反応である加水分解に対する作用を評価したところ、24はFoF1-ATP合
成酵素によるATP産生を阻害する一方で、逆反応であるATP加水分解を3倍程度亢進した。 

 

   
図7 (a-c)蛍光標識体の細胞内局在 (d)対照化合物29の構造式 (e)ビオチン化プローブを用いた

アフィニティープルダウン  
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29 
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今回明らかにした24のFoF1-ATP合成酵素に対する作用は、どちらも細胞内ATP濃度の低下に寄
与し、24の標的タンパク質に対する機能が細胞増殖阻害機構と関連することを強く示唆する。本
成果はJournal of the American Chemical Society誌に報告した(発表論文3)。 
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