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研究成果の概要（和文）：海洋生物の水溶性に含まれる生理活性物質に着目し、生体膜などの生体のバリアを巧
みに攻略する化合物やサイトカイン受容体等にユニークな活性を持つ物質を探索した。その結果、細胞に侵入し
核内に移行、アポトーシスを誘導して強力な毒性を示す110kDのタンパク質毒素ソリテシジン（SOR）、細胞膜内
に侵入するポリアミンに修飾されたペプチドアーキュレイン（ACU）、トロンボポエチン様活性を持つフコース
結合性レクチンであるトロンでボコルチシン（ThC）、海綿の細胞内に侵入、ゴルジ体に局在するレクチン
RaspL、細胞に侵入して小胞輸送経路をかく乱するKB343等の生理活性物質を得、構造と活性機序に関する知見を
得た。

研究成果の概要（英文）：We searched for compounds that capture cell barriers such as plasma 
membranes focusing on the aqueous extracts of marine organisms. As a result, we found, a 110 kD 
proteinous toxin Soritesidine (SOR); a sponge-derived cell penetrating peptide aculeine-A; sponge 
derived cell invading lectin RaspL; a guanidine alkaloid KB343 that disrupts cell trafficking. We 
characterized mechanisms of activity for the above molecules in detail. We also found a sponge 
derived fucose-binding lectin, thrombocorticin (ThC), that exhibits thrombopoietin-like activity. 
Detailed mechanism of receptor activation was investigated.

研究分野： 水産化学、天然物化学、ケミカルバイオロジー

キーワード： 海洋天然物　タンパク質　ドラッグデリバリー　核内移行　トロンボポエチン受容体　レクチン　アル
カロイド

  ３版
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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、海洋生物の水溶性成分、特にタンパク質成分に極めて興味深い生理活性物質が数多く含まれること
を示した。特に、SORは効率的に核内に移行する機能を持つ。この機能の一部を担う構造モチーフを得た成果は
ドラッグデリバリーへの応用へとつながる。また、トロンボポエチン様の活性を持つレクチンThCの発見はTPO受
容体がこれまでにない機構で活性化することを初めて立証したもので、新規の薬物の作用点やガンなどの病態の
解明を大きく進展させる学術的重要性の高い成果である。これらのほかにも新規の小分子化合物や細胞侵入タン
パク質を見出しており、さらなる知見を得ることで海洋天然物化学の発展に大きく貢献できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
強力な生理活性を持つ化合物はすでに多数知られているが，ほとんどが医薬にはならない．それ
は多くの場合，薬物が標的や組織にたどり着かないからである．画期的な治療法とされる遺伝子
治療や遺伝子編集でも投与された遺伝子や蛋白質が核などに移行しなければ機能しない．この
ように適切かつ効率的な薬物送達（ドラッグデリバリー）を達成するには，まず薬物の移行を妨
げている細胞のバリアを攻略する必要がある．先行の基盤研究 B「細胞表面の生命装置に作用す
る水溶性海洋天然物の探索」(平成 27-30 年度)で代表者は水溶性の生理活性物質の研究を展開し
たが，研究を進めるにつれ水溶性生理活性物質には受容体やイオンチャンネルのリガンド(受容
体攻略分子)以外にも，細胞の強大なバリアである生体膜を攻略し，巧みに細胞内に侵入する化
合物群，生体バリア攻略分子，があることが分かってきた．  
 
２．研究の目的 
これまで代表者は海洋生物の水溶性抽出物に着目し，小分子から蛋白質に至る多数の生理活性
物質を見出したが，それらのうち特に特異な構造と機能を持ち，生体膜などの生体のバリアを巧
みに攻略する化合物に焦点を当て，それらの化合物の作用機構を解明することで，天然物をベー
スとした薬物送達(ドラッグデリバリー)システムの開発に資する基盤的な知見を得る．さらに送
達能の高い分子を天然より探索し，これまでにない薬物送達体の構造エレメントを発掘するこ
とを目的とする． 
 
３．研究の方法 
海洋生物の水抽出物のマウス，ブラインシュリンプ，動物細胞，血球，酵母に対する生理活性を
調べ，興味深い活性が確認された抽出物については透析を行い高分子及び低分子画分に分けた
のち，活性成分の特性に合わせた各種クロマトグラフィーを用いて分離・精製を行った．細胞侵
入の経路は，蛍光ラベル化した化合物の直接観察，動物細胞での小胞輸送の経路特異的阻害剤を
用いる手法，さらにケミカルゲノミクス解析により推定した．トロンボポエチン様作用の研究は
ヒト TPO 受容体を発現した Ba/F3 細胞を用いて検討した．タンパク質のアミノ酸配列は遺伝子
のクローニング，もしくは質量分析を用いた de novo 解析により推定した．立体構造解析は X-
線構造解析により行ったほか，Alphafold による構造予測も併用した．低分子化合物の構造は機
器分析により決定した．また構造の確認・修正は合成モデル化合物を用いて実施した． 

４．研究成果 
4.1．海綿由来のポリアミンペプチドアーキュレイン（ACU）の研究（図 1） 
アーキュレイン（ACU）は西表産カイメン Axinyssa aculeata 長鎖ポリアミンがペプチドに結

合したこれまでにない分子で（図 1，A），強い溶血作用を持ち生体膜を破壊する（図 1，C）1,2．
本研究では，まず類縁体の探索を行い，新規の ACU-D を得た（図 1，A）．また，ACU の核構造と
なる pACU-B の合成法を確立し，全合成に成功したが，提出構造に誤りが判明したので，合成モ
デルを用いた構造決定を行い構造の訂正を行った（図 1，B）3,4．  

次に，ACU の生体膜に対する作用機構をリン脂質，糖，各種陰イオンレクチン等を阻害剤とし
て用い検討した．その結果，溶血作用が酸性多糖および酸性リン脂質（図 1，D）によって強く阻
害されることが分かった．また，ACU-A を HeLa 細胞に作用させ，細胞内に透過・侵入するかを，



質量分析を用いて評価したところ，ACU-A は選択的に細胞内に侵入した（図 1E-G）．これは，細
胞透過ペプチドである HIV-TAT や penetratin と同様に何らかの機構で細胞内に侵入する機能を
有することが分かった． 
 
 
4.2．海綿由来の毒素ソリテシジン（SOR）の研究 
SOR は西表島海綿 Spongosorites sp.より見出されたジフテリア毒素に匹敵する毒性を持つ海

洋生物由来としては初めてとなる AB 型の毒素である 5．今回，遺伝子配列から SOR の全アミノ
酸配列を決定し，947 アミノ酸からなる一本鎖ポリペプチドで，N-末端に 310 残基程度の DNase
モチーフを持つことを明らかにした．タンパク質立体構造予測ソフトである AlphaFold を用い
て SOR の立体構造を予測したところ，5つのドメインがループで結合する構造が得られた（図２
A）．SOR は細胞に侵入し，ゆっくりと核に移行することで活性を示すと推定されたが今回，SOR
が核に移行し，アポトーシスに類似した染色体の断裂を引き起こすことが分かった（図 2B，C）．
また各種阻害剤を用いた実験から，SOR はダイナミン依存性エンドサイトーシス阻害剤の
Dyngo2a およびゴルジ―小胞間の COPI 複合体による物質輸送を阻害する belaferdin-A（BFA）で
毒性が軽減されたことからダイナミン依存性エンドサイトーシスで細胞に侵入し，逆行輸送で
ゴルジから小胞体に輸送されている可能性が示唆された．一方，クラスリン阻害剤（PitStop2），
マクロピノサイトーシス阻害剤(wortmannin)，小胞体から核移行に関与するインポーチンの阻
害剤(importazole)による阻害は見られなかった．これらの結果から，SOR 逆行輸送に関与して
いるルートが示唆された（図 2D）．次に細胞表面の受容体を探索するため，多くのバクテリア毒
素の標的である細胞膜，糖タンパク質，コレステロールを標的としてそれぞれ各種リン脂質，糖，
そしてメチルシクロデキストリンを作用させた細胞における SOR の毒性を調べたが，いずれに
おいても毒性の抑制はなく，受容体の特定には至らなかった．SOR の大腸菌による発現実験を行
ったところ，すべて封入体として発現され，リフォールディングを行ったものの活性の回復には
至らなかった．そこで，タンパク質のトランスフェクション試薬である CrisprMax6 を用いて発
現 SOR の細胞侵入を試みたところ，弱いながらも毒性を示した．この結果から発現 SOR は細胞内

侵入活性を失っているものの，細胞内にトランフェクションされれば核に移行する可能性を示
唆した．そこで核移行に関与する配列を見出すため，C-末端残基を 50 アミノ酸ずつ短縮したポ
リペプチドを 18種発現，蛍光ラベル化（FITC）体を CrisprMax 存在下での核移行能を蛍光顕微
鏡を用いて検討したところ，特定の短縮体が核に移行するすることが分かった．そこでこの情報
をもとに内部配列ペプチドを発現し，その蛍光ラベル体の核移行性を調べたところ 150 残基の
ペプチド（Fragment-A）が核に移行することを見出した(図 2E)．そこでさらに Fragment-A の N-
末端側に GFP を融合し，その核移行性を観察したところ，CrisprMax 存在下で核内への移行が観
察された(図2F)．これらのことから今回SORのアミノ酸配列のうち，核移行配列をもつFragment-
A を見出すことができた．SOR は極めて高い効率で細胞侵入し，核に移行する．今後は Fragment-
A の配列を基盤としてさらに効率よく細胞や核を攻略するペプチドをデザインする予定である． 
 
4.3．海綿由来のトロンボポエチン受容体（MPL）アゴニスト，トロンボコルシチン（ThC）の研
究 



MPL は造血サイトカインであるトロンボポエチンと結合し，造血幹細胞（HSC）を血小板に分
化誘導する要であるほか，骨髄における HSC の分化を抑制し，細胞の数と質を管理する機構にも
かかわる重要な受容体である
(図３)．海綿より見出したタン
パク質 ThC7はトロンボポエチン
受容体（TPO-R）を強力に活性化
するが，今回 ThC のアミノ酸配
列を決定するとともに性状を調
べ，フコースとマンノース特異
的なレクチンであることを明ら
かにした．また，その立体構造を
X-線構造解析で決定するととも
にThCが TPO受容体のN117に結
合する糖鎖と結合し，受容体の 2
量化を促進していることを解明
した（図 3B）．さらに ThC は TPO
と強い協働作用を示し，2つのア
ゴニストが全く異なる機構で受
容体を活性化することを立証し
た．これらの結果は，トロンボポ
エチン受容体（TPO-R）が天然の
リガンド以外にも糖鎖を介して
活性化されることを初めて証明
したものである 8．一方で，血液
がんの１つである骨髄性増殖腫瘍患者において、分子シャペロン CALR が変異し，変異型の
CALRmut となることが発見され，それが細胞内で未成熟な受容体糖鎖に結合，細胞表面で活性化
状態になることで細胞をがん化すると考えられている 9．しかし、細胞外から CALRmut を添加し
ても受容体の活性化が起こらないため，この仮説の実験的な証明は困難であった．ThC による受
容体の活性化は，この現象が正常細胞でも起こりうることを示した．TPO により活性化された TPO
受容体は，エンドサイトーシス後の分解により，シグナルを負に調整するが，CALRmut において
はエンドサイトーシスが起こらず，調整機構が作動しないことで細胞ががん化するものと推測
されている．同様に ThC でもエンドサイトーシスは遅延していることを見出した．この結果は，
糖鎖を介したモードでは正常なエンドサイトーシス経路が作動しないことを強く示唆している．
本発見はサイトカイン受容体の活性化モードの多様性研究の基盤を創り出すもので，今後広く
発展して行くと期待している． 
 
 
4.4．海綿由来の細胞透過性レクチン RaspL の研究 
細胞のバリアを攻略し，細胞内に侵入すること

のできるタンパク質を迅速に見出すため，複雑な
粗抽出物を FITC で蛍光ラベル化し，それを細胞
に添加，回収した細胞の SDS-PAGE をしらべる
ことで，細胞侵襲性タンパク質のみを検出するア
ッセイ系を開発した（図 4A）．この手法で活性成
分を「細胞に選ばせる」ことができ，早期の段階
で同定することが可能である．この検定法でパラ
オ産の海洋生物のスクリーニングを行ったところ
数種に細胞侵襲性タンパク質が含まれることを見
出した．そこで，このタンパク質を分離したとこ
ろ新規レクチンを単離したので RaspL と命名し
た．RaspL は N-アセチル化糖特異的なレクチン
で，弱い細胞毒性を示す．電気泳動の結果，
110,31,14kDa に 3 本のバンドを与えるが，それぞ
れ 8，2，単量体のバンドと推定している．RaspL は細胞内の特定の個所に局在を示した（図
4C）．今後は RaspL のアミノ酸配列，立体構造，局在部位や細胞侵入機構をさらに解析す
る予定である． 
 
4.5．スナギンチャク由来 KB343 の研究 
KB343 はスナギンチャク由来の C5N3 ユニット 3 つで構成されているトリスグアニジンアルカロ
イドである 10．関連化合物の探索を行ったところ，この仮説を裏付ける C5N3 ユニットが２つ，
そして 1つで構成される新規誘導体を得た．KB343 はマウスや培養細胞に対して遅効性毒性
を示すことから緩やかに細胞を攻略することが窺えた．ケミカルゲノミクス解析を行った
ところ，細胞内での小胞体―ゴルジ間の物質輸送やエンドサイトーシスに関連する遺伝子



群が標的候補として挙がり，KB343 が細胞内の物質輸送を制御している可能性が示唆され
た． 
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