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研究成果の概要（和文）：肝臓で中性脂質 (コレステリルエステル (CE) とトリグリセリド (TG))が異常蓄積し
た脂肪肝状態は、炎症と線維化を惹起し、脂肪肝炎へと進展することから、その予防・治療法が求められてい
る。本研究では、1) 微生物資源を対象に、脂肪滴として中性脂質生成を阻害する機能分子と、脂肪滴を除去す
る (分解する) 機能分子を探索し、2) 既に研究代表者の研究グループが発見した脂質代謝を制御する機能分子
もしくはその誘導体の動物レベルでの有効性を検証し、3) 項目1)で発見した新しい機能分子の構造やその標的
分子を解明した。

研究成果の概要（英文）：Accumulation of neutral lipids (cholesteryl ester (CE) and triglyceride (TG)
 as lipid droplet triggers inflammation and fibrosis, and finally progresses NASH. Therefor it is 
very important to discovery drugs for the treatment of NAFLD/NASH. In this study, 1) Screening for 
microbial lipid droplet accumulation inhibitors or lipid degradation promoter, 2) In vivo 
experiments of microbial lipid metabolism inhibitors using mouse models and 3) Search for the mode 
of action of microbial lipid metabolism inhibitors (from 1)) were investigated.

研究分野： 天然物化学

キーワード： 微生物資源　脂肪肝　脂肪肝炎　脂質代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、未だに治療薬のない脂肪肝/脂肪肝炎に対して、独自の細胞評価系を構築し、その評価系を用い
て、微生物資源から中性脂質代謝を制御する新規機能分子を発見し、その標的分子を明らかにしたことは、学術
的意義が非常に高い。また、研究代表者の研究グループが発見した独自の機能分子について、動物レベルで有効
性を確認したことは、創薬への展開が期待でき、国民の健康を維持するために、社会的意義も非常に高い。

※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 
生活習慣と深く関与した脂質異常症では、スタチン系医薬品が第一選択薬として、広く使われ
てきた。しかし、本研究で焦点をあてる脂肪肝や脂肪肝炎には、スタチンはまったく治療効果が
なく、脂肪肝の治療方法は運動療法と食事療法が主であり、脂肪肝炎の予防治療薬はない。これ
まで、数多くの標的分子(ACC(acetyl-CoA carboxylase)、FXR(frenosoid X receptor)、PPAR(peroxisome 
proliferator-activated receptor)など)から脂肪肝/脂肪肝炎の予防治療薬の開発が進められているが、
ゴールデンスタンダートなる標的分子はまだない。また、留学先の Dr. Rudel (Wake Forest Univ., 
USA) らは、脂肪肝は肝臓でトリグリセリド(TG)蓄積だけでなく、コレステリルエステル(CE)の
蓄積も深く関与していることを示唆している (Alger HM et al, J Biol Chem, 285, 14267 (2010))。こ
のことから、肝臓での中性脂質蓄積(CE と TG の蓄積)を制御する観点から脂肪肝や脂肪肝炎の
予防治療薬の開拓やその創薬標的分子の解明は重要な研究課題と考えられる。 
２．研究の目的 
本研究の目的は、肝臓の脂質異常蓄積(CEと TGの蓄積)から進展する炎症や線維化を制御する
化合物の提供や、その制御化合物を投与した脂肪肝炎発症モデルマウスの解析や標的分子の解
明を通して、メカニズム(分子機構)を明らかにすることを目的とする。すなわち、1) 微生物資源
を対象に、脂肪滴(CEと TGから構成される)の生成を阻害する機能分子だけでなく、細胞内に中
性脂質 CE と TG を脂肪滴として蓄積させ、形成した脂肪滴を除去する(分解する)機能分子を探
索すること、2) 既に研究代表者の研究グループが発見した脂質代謝を制御する機能分子もしく
はその誘導体(SOAT2(sterol O-acyltransferase 2)選択的阻害剤ピリピロペン(PRD 誘導体)とマクロ
ファージ内脂肪滴蓄積阻害剤ボーベリオライド(BVD 誘導体)など)の動物レベルでの有効性を検
証すること、3) 項目 1)で発見した新しい微生物由来の細胞内脂肪滴生成阻害機能分子もしくは
除去(分解)機能分子の構造やその標的分子を解明することを目的として進めている。 
３．研究の方法 
 本研究では、微生物資源から、CHO 細胞内で CE や TG 生成を観察する細胞評価系と CHO 細
胞内で蓄積した CE や TG の分解(除去)を観察する細胞評価系を用いて、脂肪滴生成を制御する
機能分子もしくは蓄積させた脂肪滴を分解(除去)する機能分子を検索した。また、脂肪肝/脂肪肝
炎の標的分子として期待される SOAT2 を制御する機能分子(PRD 誘導体や BVD 誘導体など)に
ついては、疾患モデル動物を用いて、脂肪肝に対する薬理効果を解析することで、標的分子とし
ての有用性の証明を試みた。さらに、本研究期間内に得られた新しい機能分子については、その
作用メカニズム解析を進め、その標的分子を特定した。 
(1) 微生物資源からの脂肪滴生成阻害機能分子もしくは脂肪滴分解(除去)機能分子の探索 
スクリーニングサンプルは、研究代表者の研究グループが分離、培養した微生物資源ライブラ
リーを用いた(3 年間で約 6,000 サンプル評価した)。CHO細胞内の CEや TG生成を観察する細
胞評価系としては、[14C]オレイン酸から生合成させた細胞内の CEと TGの変動を定量し、その
生成阻害剤を探索した。また、CHO細胞内で蓄積した CEや TGの分解(除去)を観察する細胞評
価系では、まず[14C]オレイン酸を含んだオレイン酸添加により脂肪滴を蓄積させ、その後、サン
プルを添加し、細胞内の CEと TGの変動を定量することで、CEや TGの分解(除去)活性を評価
し、脂肪滴分解(除去)機能分子を探索した。 
選択された培養液は、UFLC(超高速液体クロマトグラフィー)を用いて既知化合物が含まれてい
る可能性を調査し、研究代表者の研究グループが行なっている他のアッセイ評価系の結果と比
較することで、効率よく新しい機能分子を探索した。選択されたサンプルは、三角フラスコなど
を用いた大量培養を行ない、この培養液から、抽出操作(溶媒、各種吸着剤)、各種クロマトグラ
フィー(液々分配、吸着カラム、イオン交換、順相、逆相)、高速液体クロマトグラフィー(HPLC)
などを駆使し、機能分子を単離精製した。単離した機能分子は、各種分析機器(質量分析、赤外
吸収スペクトル、紫外部吸収スペクトル、核磁気共鳴スペクトル NMR など)の測定及び解析を
行ない、立体構造含めた化学構造を明らかにするとともに、その新規性を化合物検索システムに
より調査した。 
(2) 微生物由来脂質代謝制御分子のモデル動物での検証 
我々の研究グループが発見したピリピロペン A (PPPA)は、唯一の SOAT2 高選択的阻害剤であ
り、PPPAやその半合成誘導体(PRD誘導体)が動脈硬化発症モデルマウスや遺伝性脂肪肝疾患ウ
ォルマン病モデルマウスにおいて、有用性を証明してきた(Ohshiro T et al, Arterioscler Thromb Vasc 
Biol., 31, 1108 (2011)、Ohshiro T et al, J Pharmacol Exp Ther., 355, 299 (2015)、Lopez AM et al, J 
Pharmacol Exp Ther., 355, 159 (2015))。その過程で、脂質低下作用や抗動脈硬化作用だけでなく、
脂肪肝に対する効果も確認できた。そこで、脂肪肝/脂肪肝炎発症モデルマラットを用いて、
SOAT2選択的阻害剤の有用性を評価した。 
真菌由来ボーベリオライド III はマクロファージ内脂肪滴蓄積阻害剤として、我々の研究グル
ープが発見し(Namatame I et al., J Antibiot., 52, 1 (1999))、動脈硬化発症モデルマウスにおいて、有
用性を証明された(Namatame I et al., PNAS, 101, 737 (2004))。さらに、コンビケムの手法により誘



 

 

導体合成が展開された(Nagai K et al., J Comb Chem, 8, 103 (2006))。その過程で、脂肪肝/脂肪肝炎
への創薬が期待される SOAT2を選択的に阻害する BVD誘導体を見出した(Ohshiro T et al., Chem 
Pharm Bull, 57, 377 (2009))。そこで、BVD誘導体について、apolipoprotein E 欠損マウス(apoE 欠
損マウス)を用いて、肝臓に異常蓄積した脂質と動脈硬化病巣について、動物レベルでの有用性
を評価した。 
(3) 項目(1) にて発見した機能分子の作用メカニズム解析 
項目(1) で得られた制御分子について
は、SOAT アイソザイムに焦点をあてた 
target-based assay システムを用いて、細胞
レベル及び酵素レベル SOAT1 と SOAT2
に対する評価を行った(Ohshiro T. et al, J 
Antibiot., 60, 43 (2007))。 
４．研究成果 
(1) 微生物資源からの脂肪滴生成阻害機
能分子もしくは脂肪滴分解(除去)機能分
子の探索 
我々の研究グループが分離した土壌およ
び海洋由来放線菌や真菌などの微生物や
海洋生物などの生物資源、さらに合成誘導
体ライブラリーを用いて評価した。 
本研究期間で、微生物資源から新規化合
物として発見・報告した機能分子を図１、
微生物資源から新規生物活性として発見・
報告した機能分子を図 2、海綿や生薬成分
から新規生物活性として発見・報告した機
能分子(半合成誘導体も含まれる)を図 3に
示した。すなわち、土壌真菌 Volutella 
citronella BF-0440 か ら 新 規 化 合 物 
voluhemin 類 2成分と terpendole 類 3成分 
既知化合物 6 成分、土壌真菌 Talaromyces 
cellulolyticus BF-0307 から新規化合物 
celludinone 類 3 成分、インドネシア産海
綿から既知化合物 avarol 類 14 成分、白朮 
Atractylodes  rhizome から既知化合物 4
成分を発見・報告した。いずれの化合物も
毒性を示すことなく(>20 µM)、動物細胞の
CEもしくは TG 生成を阻害した。 
 また、CHO細胞内に蓄積した CEや TG
の分解(除去)を観察する細胞評価系より
選択された微生物培養液は、現在、精製を
進めている。 
(2) 微生物由来脂質代謝制御分子のモデ
ル動物での検証 
SOAT2 選択的阻害剤ピリピロペン誘導
体(PRD誘導体)について、高脂肪食を与え
た脂肪肝/脂肪肝炎発症モデルマラットを
用いて、検討を進めた。現在、血清脂質や
肝臓の生化学的解析や病理学的解析を進
めている。 
SOAT2 選択的阻害剤ボーベリオライド
誘導体 BVD327 について、高コレステロ
ール食を与えた apoE 欠損マウスを用い
て、検討を進めた。12 週間高コレステロ
ール食 (0.2%コレステロール )を与えた
apoE 欠損マウスに BVD327(50 mg/kg/day) 
を 12 週間連続経口投与した。その結果、
肝臓に蓄積した中性脂質の中で CE 蓄積
を有意に抑制した。その他の中性脂質 (遊
離コレステロール(FC)、TG、リン脂質(PL))
については有意な差はなかった(図 4)。肝
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図1 本研究で発見・報告した微生物由来新規化合物の構造
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図2 本研究で発見・報告した微生物由来既知化合物 (新規生物活性) の構造
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臓中の CE 蓄積阻害が
観察されたので、肝臓中
の SOAT 酵素活性と肝
臓に特異的に発現して
いる SOAT2のタンパク
質の発現レベルを評価
した。その結果(図 5)、
肝臓中の SOAT2タンパ
ク質の発現レベルは、薬
剤未投与群と有意な差
がなかったのに対して、
肝臓の SOAT 酵素活性
は有意に低下していた。
この結果は、SOAT2 タ
ンパク質の発現レベル
には影響を与えず、生体
内(in vivo レベル)で、
BVD327 が肝臓に到達
し、SOAT 酵素活性を阻
害したと推定された。ま
た、動脈硬化病巣に対し
ては、薬剤未投与群の動脈硬化病巣より約 25.4±6.9%減少していた(図 6)。なお、この投与期間
(12 週間)、肝毒性、腎毒性、急激な体重変化などの副作用症状は観察されなかった。以上の結果
から、SOAT2選択的阻害剤 BVD327は、肝臓中の中性脂質蓄積阻害作用と抗動脈硬化作用を示
すことを明らかにした。 
(3) 項目(1) にて発見した機能分子の作用メカニズム解析 
項目(1) にて発見した新規化合物 voluhemin 類 2成分と terpendole 類 3成分、既知化合物 6成
分、新規化合物 celludinone 類 3成分は、毒性を示すことなく、細胞内の CEを選択的に阻害し、
その標的分子は SOATであった。特に、voluhemin B と celludinone B は SOAT2を選択的に阻害
した(表 1)。また、avarol 類 14 成分については、毒性を示すことなく、細胞内の CE と TG 生
成を阻害し(表 2)、その標的分子は、CE 生成阻害は SOAT、TG 生成阻害は diacylglycerol 
acytransferase (DGAT) であることを明らかにした。さらに、Atractylodes  rhizome から既知化合
物 4成分は、毒性を示すことなく、細胞内の CE生成を阻害し(表 3)、その標的分子は SOATで
あった。 
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図4 apoE欠損マウスの肝臓中の中性脂質蓄積量
(A) CE, (B) FC, (C) TG, (D) PL
*p >0.05, NS; 有意差なし

図5 apoE欠損マウスの肝臓のSOAT酵素活性と
SOAT2タンパク質発現レベル
*p >0.05, NS; 有意差なし
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図6 apoE欠損マウスの動脈硬化病巣に対する影響
*p >0.05

Compound
IC50 for CE synthesis (µM)

SISOAT1-
CHO cells

SOAT2-CHO 
cells

新規化合物

Voluhemin A 0.67 0.24 + 0.45

Voluhemin B 6.12 0.073 + 1.92

Terpendole N >14 >14 -
Terpendole O 2.8 2.4 +0.06
Terpendole P 5.9 6.9 -0.06
Celludinone A1 8.8 4.8 + 0.26

Celludinone A2 15 6.1 + 0.49

Celludinone B 2.8 0.15 + 1.27
既知化合物

NK12838 6.74 3.55 +0.27
Terpendole C 2.0 2.2 -0.04

Terpendole D 0.8 2.1 -0.42

Terpendole L 6.8 1.8 +0.57
Tolypocladin A >18 >18 -
Terpendole J 18.6 10.7 +0.24

1) SI (selectivity index) = log (IC50 for SOAT1)/(IC50 for SOAT2)
2)  +1.0 ≦ SI means SOAT2-selective inhibition, -1.0 < SI < +1.0 
means dual-type inhibition and SI ≦ -1.0 means SOAT1-
selective inhibition.

表1 本研究期間で発見・報告した化合物の生物活性 (1)

Compound
IC50 (µM)

CE TG
1 5.74 6.80
2 13.7 >27.3
3 23.1 >27.3

4 11.0 14.2

5 11.9 >27.3
6 16.0 >27.3
7 13.9 >31.1
8 13.2 27.5

9 16.5 23.5

10 11.4 >29.6
11 16.7 13.5
12 10.8 >24.4
13 10.4 >29.6

14 11.0 >22.8

表2 本研究期間で発見・報告した化合
物の生物活性 (2)

Compound
IC50 (µM) for synthesis

CE TG
15 5.74 6.80
16 13.7 >27.3
17/18 23.1 >27.3

表3 本研究期間で発見・報告した化合
物の生物活性 (3)
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