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研究成果の概要（和文）：抗がん剤の多くは、細胞分裂に関わる分子の機能を阻害することで細胞周期を停止さ
せ、がん細胞の増殖を抑制する。そのため、がん細胞の細胞周期の進行を阻害する化合物は、抗がん剤開発のシ
ーズとしての利用が期待される。本研究では、生細胞の状態で細胞周期を解析することができるFucci技術を天
然物探索研究に応用することで、細胞周期を阻害する天然物の網羅探索をおこなった。その結果、2種類の海綿
エキスから細胞周期を阻害する新規天然物を複数発見した。

研究成果の概要（英文）：Anti-cancer agents prevent cell cycle progression and inhibit the 
proliferation of cancer cells. Small molecules which inhibit cell cycle progression are promising 
anticancer agents. Fucci is a fluorescent probe which enables the analysis of cell cycle progression
 in living cells. In this study, we searched for the natural products inhibiting cell cycle 
progression of HeLa/Fucci2 cells, and we identified several new compounds which affect the cell 
cycle progression.

研究分野： 天然物化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞周期の進行を阻害する化合物は、がん細胞の増殖を抑制するので、新規抗がん剤シーズとしての利用が期待
される。本研究では、Fucci技術を用いて細胞周期を阻害する天然物を網羅的に探索する実験系を構築し、天然
物エキスライブラリーをスクリーニングした。本研究の成果として、細胞周期をS期からG2期で停止させる新規
化合物ならびに細胞周期を延長させる新規化合物を海綿エキスから見出した。本研究によって天然物創薬を推進
する研究基盤を構築することができた。

※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 

 天然物は古くから創薬資源として利用されてきた。現在上市されている医薬品の約半数は天
然物、あるいは天然物もとに開発された化合物である。医薬品の中でも、抗がん剤開発研究にお
ける天然物の貢献は大きく、これまでに開発された抗がん剤の約 65％は天然物に由来する１。そ
のため、抗がん剤シーズとしての利用が期待される新規天然物の発見が求められている。 

 これまでに抗がん剤シーズとして見出された天然物は、それぞれ特有の標的分子に作用し、が
ん細胞の増殖を抑制することが知られている。Cryptotethya 属海綿より発見されたスポンゴチ
ミジンやスポンゴウリジンは、DNA 合成を阻害し、Streptomyces 属放線菌から発見されたアン
トラサイクリン系薬剤は、トポイソメラーゼを阻害する。また、イチイの樹皮から単離されたパ
クリタキセルは、微小管に結合し安定化させることで抗がん作用を示す。化合物により抗がん作
用を示す機構は様々であるが、抗がん剤の多くは細胞分裂に関連する分子の機能を阻害するこ
とで、がん細胞の細胞周期を停止し、細胞死を誘導する。 

 細胞周期は、間期と有糸分裂期（M 期）に分けられる。間期はさらに DNA 合成準備期（G1
期）、DNA 合成期（S 期）、および分裂準備期（G2 期）に分類される。細胞周期の進行は、主に
サイクリン、サイクリン依存性キナーゼ (Cdk) および、がん抑制タンパク質である p53 によっ
て厳密に制御されている。正常細胞では、細胞周期の進行はチェックポイント機能によって管理
されており、DNA 損傷や DNA 複製の異常が生じた場合は、細胞周期の停止や DNA 損傷の修
復、アポトーシスの誘導が起こる。しかし、がん細胞では細胞周期チェックポイントを制御する
p53 シグナル経路の不活化や遺伝的不安定性により、チェックポイント機能が失われている。そ
のため、がん細胞では細胞周期が恒常的に進行し、異常な細胞増殖が起こる。このような背景の
もと、がん細胞の細胞周期の進行を停止する天然物は抗がん剤シーズとしての利用が期待され
る。 

 一般的に細胞周期の解析では、フローサイトメトリーによる DNA 量の測定が定法として用い
られる。DNA 量の解析では、細胞の固定および DNA 染色を伴うので、継時的な細胞周期の変
化を解析することは困難である。また、測定までに多段階の工程が必要であり、細胞周期阻害物
質探索のためのハイスループットスクリーニングへの展開は容易ではない。しかし近年、生細胞
の状態で細胞周期を解析することができる蛍光プローブである Fucci (Fluorescent 
Ubiquitination-based Cell Cycle Indicator) が開発され、蛍光イメージングにより細胞周期の
進行を簡便かつ迅速に解析可能になった 2。そこで本研究では、Fucci 技術を天然物スクリーニ
ングに応用することで、細胞周期を停止する天然物の網羅探索を計画した。 
 
２．研究の目的 

 がん細胞では、細胞周期の制御系が破綻しており、細胞周期が停止することなく進行し細胞が
分裂する。一方、正常細胞は静止期（G0 期）にあり、細胞分裂を停止した状態にあることが知
られている。そのため、細胞分裂に関連する分子に作用し細胞周期の進行を阻害する化合物は、
がん細胞選択的に細胞増殖を抑制すると考えられるので、抗がん剤としての利用が期待される。 

 微生物、植物、海洋生物などの生物が生産する天然物は、構造多様性に富んでおり、独特な作
用機構で生物活性を示すものが多い。これまでに細胞周期の制御に関わる生体分子に作用し、細
胞周期阻害作用を示す天然物が複数見出されている。天然物は、既存の抗がん剤とは異なる独自
のメカニズムで抗がん活性を示す可能性が高く、創薬シーズの探索源として注目されている。独
自の作用機構で細胞周期を阻害する天然物を発見することで、天然物創薬シーズの創出、あるい
は生命科学研究の発展に貢献するケミカルプローブの開発につながると考えられる。 

 本研究では、Fucci 技術を天然物の生物活性の評価系に応用
したハイスループットな評価系を構築し、細胞周期を阻害する
天然物の網羅探索を計画した。本研究を実施するにあたり、
Fucci2 が遺伝子導入された HeLa/Fucci2 細胞を用いた 3。
Fucci2 は、G1 期に発現する DNA 複製のライセンス化制御因
子である Cdt1 と S 期から M 期にかけて発現する DNA 複製
のライセンス化阻害因子 Geminin に赤色蛍光タンパク質およ
び緑色蛍光タンパク質を融合した細胞周期可視化蛍光プロー
ブである。そのため、Fucci2 プローブが導入された細胞では、
G1 期では赤色蛍光タンパク質を、S 期から M 期にかけては緑
色蛍光タンパク質を核内に発現するので、蛍光顕微鏡で観察す
ることで生細胞の状態で細胞周期を解析することができる（図
1）。また、タイムラプスイメージングによって細部周期の進行
を継時的に解析することが可能である。本研究では、
HeLa/Fucci2 細胞の細胞周期の進行を阻害する天然物エキス
をスクリーニングし、細胞周期阻害物質を探索した。 
 

 
図 1．HeLa/Fucci2 細胞を用い
た細胞周期の解析 



３．研究の方法 

３－１．細胞周期阻害物質のスクリーニング系の構築 

 HeLa/Fucci2 細胞は、G1 期に該当する細胞では赤色蛍光タンパク質が核内に蓄積し、S 期か
ら M 期にかけては緑色蛍光タンパク質が核内に蓄積する。そこで、細胞周期阻害物質を探索す
るにあたり、赤色蛍光を発する細胞と緑色蛍光を発する細胞の割合を算出することで、細胞周期
の異常を検出することが可能であると考えた。緑色蛍光を示す細胞数を、赤色蛍光を示す細胞数
で割った値（細胞周期指数）を細胞周期解析の指標として算出し、天然物エキスが細胞周期に与
える影響を評価した（図 2）。条件検討を行った結果、HeLa/Fucci2 細胞は対数増殖期において
細胞周期指数が 0.56 であることが分かった。また、細胞毒性があるサンプルでは、正確な細胞
周期の解析ができないので、蛍光イメージングを行った後に細胞毒性試験を行い、細胞の生存率
を算出した。細胞周期指数と細胞の生存率の解析結果から細胞周期に影響を与えるサンプルを
選抜する評価系を構築した。 

３－２．天然物エキスライブラリーのスクリーニング 

 当研究室が保有する海洋無脊椎動物、放線菌、
および糸状菌培養物から調製した天然物エキス
ライブラリーの中から、約 7000 サンプルについ
て、HeLa/Fucci2 細胞に対する細胞周期阻害活性
を評価した。HeLa/Fucci2 細胞を 96 マルチウェ
ルプレートに播種し、エキスサンプルを添加し 2
日間培養後、蛍光イメージングプレートリーダー
を用いて細胞周期阻害活性を評価した。また、
MTT 試験により細胞生存率を算出した。細胞生
存率が 40％以上であるサンプルについて、細胞周
期指数が 0.4 以下のものは G1 期での細胞周期停
止が起きたサンプルとし、細胞周期指数が 1.2 以
上となったサンプルは S 期から M 期にかけて細
胞周期を停止する作用があると判断した（図 2）。
天然物エキスライブラリーをスクリーニングし
た結果、細胞周期阻害作用を示す天然物エキスを
複数見出した。 

３－３．細胞周期阻害物質の単離と構造決定 

 前述のスクリーニングで細胞周期阻害活性が
見られたエキスサンプルについて、活性成分の探索をおこなった。本研究では、細胞周期を S 期
から M 期で停止させる作用を示した Dactylospongia 属海綿のエキスならびに G1 期で細胞周
期を停止させる作用を示した Haliclona 属カイメンの 2 種類のサンプルについて活性成分の探
索をおこなった。海綿抽出物を溶媒分画ならびに各種クロマトグラフィーによって精製し、
Dactylospongia 属海綿から新規化合物 A およびその類縁体を単離し、Haliclona 属海綿から新
規化合物 B およびその類縁体を単離した。マススペクトルおよび NMR スペクトルの解析によ
り構造を決定した（論文投稿準備中）。 

３－４．細胞周期阻害物質の作用機構の解析 

 化合物 A およびその類縁体について、蛍光顕微鏡を用いて HeLa/Fucci2 細胞を観察すること
で、細胞周期に与える影響を評価した。また、ヨウ化プロピジウムで DNA 染色し、フローサイ
トメーターにより細胞周期を解析した。類縁体を用いて構造活性相関研究を行った。 

 化合物 B およびその類縁体についても同様に HeLa/Fucci2 細胞の蛍光顕微鏡観察を行い、細
胞周期阻害作用を評価した。また、蛍光タイムラプスイメージングにより細胞周期の進行に与え
る影響を継時的に観察し、細胞周期阻害機構を解析した。 
 
４．研究成果 

４－１．Dactylospongia 属海綿より単離した細胞周期阻害物質 

 Dactylospongia 属海綿エキスより細胞周期阻害物質として新規化合物 A および 4 個の既知類
縁体を単離した。HeLa/Fucci2 細胞を蛍光顕微鏡で観察した結果、化合物 A およびその類縁体
は、いずれも化合物添加 24 時間以内にほぼすべての細胞が緑色蛍光を示す状態、すなわち S 期
から M 期の間で細胞周期を停止することが明らかとなった。さらに、フローサイトメーターに
より詳細に細胞周期を解析したところ、化合物処理により G1 期の細胞の割合が低下し、S 期お
よび G2 期に該当する細胞の割合が増加することが分かった（論文投稿準備中）。 

４－２．Haliclona 属海綿より単離した細胞周期阻害物質 

 

図 2．赤色および緑色蛍光を示す細胞の比率
を解析することで細胞周期阻害作用を示すサ
ンプルを選抜した 



 Haliclona 属海綿より細胞周期の進行を阻害する化合物として新規化合物 B およびその類縁
体を単離した。化合物を単離した当初は、化合物 A は G1 期で細胞周期を停止すると考えてい
たが、HeLa/Fucci2 細胞を用いて詳細に細胞周期に与える影響を評価したところ、化合物 A お
よびその類縁体は細胞周期を特定の期間で停止させるのではなく、各細胞周期の時間を延長し、
細胞分裂を抑制する作用を示す可能性が示唆された。そこで、蛍光タイムラプスイメージングに
よって、細胞周期の進行に与える影響を詳細に解析した。その結果、通常 HeLa/Fucci2 細胞は、
G1 期の開始から M 期で細胞分裂が起きるまで細胞周期にかかる時間が約 18 時間であったのに
対して、化合物 B を 10 µM 処理した場合、細胞周期が 1 周するまでにかかる時間は 42 時間で
あった。また、化合物 B の濃度依存的に細胞周期の G1 期および S 期から M 期にかけて一様に
細胞周期の進行にかかる時間が延長することが明らかになった。細胞周期の阻害作用を示す天
然物は複数報告されているが、細胞周期を延長する化合物については研究報告が少なく 4、その
作用メカニズムは興味がもたれる。現在、化合物 B の細胞周期延長作用について、類縁体を用
いた構造活性相関研究や標的分子の探索研究を計画中である。本研究で見出された化合物 B の
ように細胞周期延長作用を示す化合物は、フローサイトメーターを用いた既存の細胞周期の解
析手法では検出が困難であり、HeLa/Fucci2 細胞を用いることで発見することができた。今後
は、化合物 B の細胞周期延長作用の作用メカニズムの解析を進めると共に、HeLa/Fucci2 細胞
を用いた天然物スクリーニングを継続し、細胞周期阻害作用を示す新規抗がん剤シーズとして
の利用が期待される新規天然物の発見を目指す。 
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