
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２５年４月２４日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：昆虫由来抗微生物タンパク質を改変したペプチドが正常細胞には作用せ

ず一部のがん細胞を破壊する機序を明らかにする目的で研究が行われた。改変ペプチドはがん細胞

表面のマイナス電荷をもつホスファチジルセリンとペプチドのプラス電荷との静電的引き合いに起因す

る細胞膜の膜破壊が起きることが証明された。 

 一方、タカサゴシロアリからがん細胞増殖抑制活性を示す新規化合物 1,1’-biphenyl-3,3’,4-triol が

分離・同定された。この物質は既知の抗がん剤とは異なる作用メカニズムを有することを示唆する結果

が得られた。 

 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to clarify the mode of action of beetle-derived 
antimicrobial peptides which attack some cancer cells but not normal cells. The peptides were revealed 
to electrostatically interact with negatively charged phosphatidylserine and disrupt the membrane of 
some cancer cells.  
  On the other hand, a new compound, 1,1’-biphenyl-3,3’,4-triol was isolated and identified from a 
termite, Nasutitermes takasagoensis (Shiraki). This compound showed the suppressing activity of cancer 
cell proliferation, and the mode of action was suggested to be different from those of already-known 
anticancer drugs.    
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１． 研究開始当初の背景 

がんは日本人の三大疾病（がん、心臓病、
脳卒中）の第一位をしめる生活習慣病の１つに
分類される慢性疾患である。近年がんが増えた
原因ついて、高脂肪、低繊維、カロリー過多等
による戦後の食生活の欧米化や喫煙率の上昇 

による肺がんによる死亡率の増加が挙げられる。
このような背景からがん研究には多額の国家予
算が投じられてきたが、完全な治療法の確立に
は程遠いのが現状で、新たな作用機構に基づく
画期的な抗がん剤の開発が待たれる。 
  我々はこれまで昆虫のもつ特異的な生体防 
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御機構を解明し、その成果を医薬分野に応用
利用する目的で、昆虫由来のさまざまな抗微生
物タンパク質を分離・同定し、その作用メカニズ
ムを明らかにしてきた。その中でもコウチュウ目
昆虫であるカブトムシ（Allomyrina dichotoma）や
熱帯地域に生息しヤシの害虫として知られてい
るタイワンカブトムシ（Oryctes  rhinoceros）由来
の抗微生物タンパク質ディフェンシンを改変し、
緑膿菌やメチシリン耐性黄色ブドウ球菌
（MRSA）等の多くの病原細菌に対して強い殺菌
作用があり、MRSA や病原性大腸菌に感染した
マウスにも治療効果を示すペプチドを開発して
きた。これらの改変ペプチドは負電荷を帯びた
細菌膜に選択的に結合し、膜バリアー能を破壊
することにより細菌を殺すことが分かった。また、
真核生物では細菌膜表面が電気的に中性であ
り、これらの改変ペプチドは作用できないことが
明らかになった。しかし、2005 年に一部のがん
細胞種の細胞膜表面はわずかながら負電荷を
帯びているという論文が発表された。このことが
事実であれば、我々の改変ペプチドががん細胞
を選択的に殺し、正常細胞には何ら影響を及ぼ
さないということが可能であると思えた。そこでマ
ウス由来のがん細胞を用い改変ペプチドによる
増殖阻害活性を調べてみたところ、予備的な結
果ではあったが、マウス骨髄腫細胞の膜破壊が
引き起こされることが電子顕微鏡による形態学
的な観察により判明した。一方、正常細胞は何
ら変化がみられなかった。この実験結果はマウ
ス骨髄細胞の表面電荷と細胞膜の脱分極さらに
は膜破壊へと進む改変ペプチドの作用機構を
立証できれば、画期的な新しい抗がん剤開発の
重要な基礎的知見が得られることを示唆してい
た。 

一般的に現在臨床で用いられている抗が
ん剤は副作用の強いものが多く、がん細胞も殺
すが同時に正常細胞にも作用するものが多い。
その欠点を補うために、作用機構の異なる抗が
ん剤を用いるのが一般的である。我々の研究目
的は正常細胞には作用せずがん細胞を選択的
に殺す抗がん剤の開発であり、その点なぜ上述
のような改変ペプチドが選択的にがん細胞のみ
を破壊するのかという原因の解明は重要である
と思われた。このような研究は世界的にもまだな
されておらず、発表論文の中で推測された例が
わずかにあるのみである。 
  一方、昆虫のもつ機能性物質の研究は未開
拓の萌芽的分野であり、既知の抗がん剤とは異
なる作用をもつ新規物質の探索は重要だと思わ
れた。実際に日本においてモンシロチョウのサ
ナギから抗がんタンパク質が分離・同定されたが、
正常細胞にも作用してしまうことが明らかとなり、
このタンパク質を基に実用化された例はまだ無
いのが現状である。 
 
2. 研究の目的 

本研究の目的は、従来の抗がん剤とは全く 

作用の異なる新規抗がん剤開発のための基礎
的知見を得ることである。具体的には、昆虫由
来抗微生物タンパク質改変ペプチドのがん細胞
増殖抑制活性をもつ物質の探索を通し、新規抗
がん剤開発のシーズを得ることである。 

（1）改変ペプチドが働くためには標的細胞
の細胞膜表面が負電荷を帯びることが必須条件
であるが、マウス骨髄腫の細胞表面がマイナス
にチャージしているかどうかは不明である。従っ
て、まずこの点を明らかにし、改変ペプチドがマ
ウス骨髄腫細胞の膜バリアー能を破壊するのか
どうかの詳細を明らかにする。その作用機構を
明らかにすることにより、新規抗がん剤開発のた
めの基礎的知見とする。さらに、この作用機構を
利用した抗がん戦略を構築し、その有効性を証
明するモデル実験を行う。 

（2）タカサゴシロアリをはじめ他の昆虫から
スクリーニングを行い、新たながん細胞増殖抑
制活性をもつ物質を探索し、それについて構造
決定を行う。更に、これらがん細胞増殖抑制物
質のがん細胞に対する作用機構を調べ既知の
抗がん剤と異なる作用をもつかどうかを明らかに
し、新たな抗がん剤の可能性についての基礎知
見を得る。 

 
３． 研究の方法 

（1）研究材料としては、カブトムシ及びタイ
ワンカブトムシ由来の抗微生物タンパク質ディフ
ェンシンを出発材料に作出された４種の改変ペ
プチドを用い、６種の培養がん細胞（ヒト子宮が
ん、ヒト肺がん、ヒト扁平上皮がん、マウス骨髄腫、
マウス神経膠腫、アフリカミドリザル腎臓がん）に
対する増殖抑制活性を調べるため IC50値を決定
した。さらに、増殖が強く抑制されるがん細胞に
対しては、電子顕微鏡による形態学的観察やペ
プチド濃度と細胞内酵素の漏出の関係を調べ
た。また、改変ペプチドががん細胞の細胞膜に
直接作用しているかどうかを明らかにするために、
膜電位感受性の蛍光色素を用い細胞膜の脱分
極について調べた。一方、がん細胞表面のマイ
ナス電荷をもつホスファチジルセリンの量と改変
ペプチドのがん細胞増殖抑制活性の関係につ
いて調べた。次に、改変ペプチドの C 末にアル
ギニン残基を８個付け加えた細胞膜を通過でき
るペプチドを新たに合成し、細胞内のミトコンドリ
アに対する影響を調べた。 
  その結果に基づき、がん細胞や新生血管上
皮細胞で過剰発現しているインテグリンαVβ3
に対して指向性を持ち、さらに細胞内移行機能
を持つ環状型 RGD 配列をドラッグデリバリー配
列として付加した改変ペプチドを合成し、その細
胞選択性、標的細胞での細胞内移行とミトコンド
リアに対する影響及びアポトーシスの誘導能に
ついて調べた。 

（2）新たな昆虫由来がん細胞増殖抑制物
質の探索のため、タカサゴシロアリを出発材料と
してスクリーニングを行った。タカサゴシロアリの 



磨砕液の上清を逆相カートリッジ Sep-PakC18 で
粗精製し、さらにヒト白血病細胞 Jurkat に対し増
殖抑制活性を示したアセトニトリル 30％溶出画
分を逆相 HPLC で精製した。単離された活性物
質を FT-ICR-MS, 1H-NMR, 13C-NMR, NOESY, 
COSY, HMBC, HMQC スペクトルの解析を行い
構造の決定を試みた。 
  タカサゴシロアリ由来のがん細胞増殖抑制物
質の作用機構を明らかにするためヒトがん細胞
39 系統を用いがん特有な因子の阻害活性評価
を行い、その物質の作用メカニズム及び分子標
的の予測をインフォーマティクスによる化合物評
価系であるヒトがん細胞パネルを用いて調べた。 
 
4. 研究成果 

（1）昆虫由来抗微生物タンパク質の改変ペ
プチドのがん細胞増殖抑制と形態変化に与える
影響を調べた結果、D 型改変ペプチド B がマウ
ス骨髄腫に対し強い増殖抑制活性を示すことが
明らかとなった。電子顕微鏡観察からこのペプ
チドによる明らかな細胞膜破壊が観察された。
次に、このペプチドはマウス骨髄腫の細胞膜に
直接作用し膜の脱分極を引き起こすことが判明
した。この現象はがん細胞表面に存在するマイ
ナス電荷をもつホスファチジルセリンとプラス電
荷をもつペプチドの静電的引き合いに起因する
ことが証明された。さらに、調査した 6 種の培養
がん細胞に対する改変ペプチドの増殖抑制活
性は細胞表面のホスファチジルセリンの量に比
例して強くなるという明らかな相関関係が認めら
れた。  
  従来の D－ペプチド C の C 末端にアルギニ
ン残基 8 個を付け加え細胞膜を通過する機能を
もたせた新規ペプチド C2 は D－ペプチド C に
比べ細胞増殖抑制効果が高く、細胞内へ移行
しミトコンドリア膜を破壊した結果膜ポテンシャル
を消失させることが明らかとなった。このミトコンド
リア膜破壊は電子顕微鏡による観察からも実証
された。 
  ドラッグデリバリーシステムを用いて、改変ペ
プチドに膜通過機能と細胞選択機能を付与しそ
の特定細胞への輸送と細胞増殖抑制活性を調
べた結果、環状型 RGD―改変ペプチド複合体
が、細胞表面のインテグリンαVβ3 の発現の多
いヒト血管上皮細胞内に取り込まれ、ミトコンドリ
アの膜電位の消失を引き起こすのに対し、イン
テグリンαVβ3 の発現が少ない細胞にはほとん
ど取り込まれず、ミトコンドリアは正常状態を保つ
ことが分かった。また、このペプチド複合体はヒト
血管上皮細胞にアポトーシスを引き起こすことか
ら、がん治療のための新規抗血管新生阻害薬
の可能性を秘めていることが明らかとなった。 

（2）昆虫由来がん細胞増殖抑制物質の探
索の結果、タカサゴシロアリ磨砕液の上清よりこ 
れまで報告されたことのない新規の 
1,1’-biphenyl-3,3’,4—triol (BPT)が分離・同定
された。BPT のプロテインキナーゼ阻害活性、ク

ラス選択的ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）
阻害活性の評価、アンドロゲン受容体（AR）シグ
ナル伝達阻害活性の評価、低酸素誘導因子
（HIF ）制御活性の評価、上皮―間葉転換
（EMT）制御活性の評価が行われたが、いずれ
もネガティブであった。さらに、これらの結果を既
知の抗がん剤の結果と比較することにより活性メ
カニズムの推測を試みた。その結果、BPT はが
ん細胞増殖抑制活性の有効濃度はやや高かっ
たが 39 種のヒトがん細胞株に対し、differential 
growth inhibition が認められ、また既知の抗がん
剤との比較から、その作用機構がユニークであ
る可能性が示された。 
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