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研究成果の概要（和文）：本研究では、ユビキチン－プロテアソームシステムによるタンパク質分解活性を検出
できる細胞評価系を用いて、ユビキチン－プロテアソームシステムを阻害する天然物を探索した。微生物や海洋
生物のエキスをスクリーニングした結果、タイで採取した植物から単離したRemotididymella属の真菌のエキス
がタンパク質分解を阻害した。生物活性物質を単離し、構造決定したところ、新規化合物であるmellain Aと
mellain Bに加えて、既知化合物であるleptosphaerodione類を得た。また、単離した化合物がプロテアソームを
阻害することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we searched for natural products that inhibit 
ubiquitin-proteasome system by using reporter cell-based assay. We evaluated the 
ubiquitin-proteasome inhibitory activities of natural products and identified the extract of the 
fungus Remotididymella sp. isolated from a plant collected in Thailand that inhibit cellular 
proteolysis. Bioassay-guided isolation of the extract led to the identification of the new 
polyketides mellains A and B, together with leptosphaerodione and its derivative. Detailed analysis 
of the isolated compounds revealed that leptosphaerodione inhibits the 20S proteasome activity.  

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
ユビキチン－プロテアソームを阻害し、細胞内のタンパク質分解を阻害する化合物は、抗がん剤シーズとしての
利用が期待される。本研究では、細胞内のユビキチン－プロテアソームによるタンパク質分解活性を検出できる
レポーターアッセイを構築し、天然物エキスをスクリーニングすることで、ユビキチン－プロテアソームシステ
ムを阻害する新規天然物を見出すことに成功した。
本研究によって構築した評価系を用いることで、抗がん剤シーズとなるユビキチン－プロテアソームシステムの
阻害薬の発見につながることが期待される。

※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 

 ユビキチン－プロテアソームシステム（UPS）は、細胞内のタンパク質分解制御機構であり、
不要となったタンパク質を選択的にポリユビキチン化し、プロテアソームによって分解する。が
ん細胞では、UPS によるタンパク質分解制御が亢進状態にあるので、UPS 阻害剤により UPS
によるタンパク質分解を阻害すると細胞死が起こる。そのため、UPS は抗がん剤開発の創薬標
的として注目されている。実際にボルテゾミブやカルフィルゾミブ、イキサゾミブなどのプロテ
アソーム阻害剤が多発性骨髄腫の治療薬として上市されている。また、タンパク質のユビキチン
化に関与するユビキチン活性化酵素 E1 やユビキチン結合酵素 E2、ユビキチンリガーゼ E3 の
阻害薬についても新たな抗がん剤シーズとして開発が進められている。 

 当研究室では、プロテアソームやユビキチン化関連酵素を用いた酵素阻害試験により、これま
でに UPS 阻害作用を示す複数の天然物を見出してきた。本研究では、細胞レベルで UPS 阻害
作用を示し、がん細胞の増殖を抑制する天然物を効率的に発見するために、UPS によるタンパ
ク質分解活性を検出することができるプローブが導入された HeLa 細胞を用いたレポーターア
ッセイにより、UPS阻害作用を示す天然物の探索を行った。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、UPS を阻害しがん細胞の増殖を抑える新規天然物の発見とその作用メカニズム
の解明を目的とした。天然資源から UPS阻害作用を示す天然物を効率的に探索することができ
る評価系を構築し、当研究室が保有するオリジナルの天然物エキスライブラリの大規模スクリ
ーニングを実施することで、UPS 阻害作用を示すこれまでに報告例のない天然物の発見を目指
した。 

 

３．研究の方法 

 (1) UPS阻害作用を示す新規天然物の探索 

 本研究では、カリフォルニア工科大学のDeshaies教授らが作成したレポーター細胞を用いた。
このレポーター細胞は、UPSによりポリユビキチン化され分解されるタンパク質である HIF1α
のドメイン（ODD）とルシフェラーゼの融合タンパク質（ODD-Luc）を発現する。UPSが正常
な状態では、ODD-LucがUPSにより分解されるので、細胞内にルシフェラーゼは蓄積しない。
一方、UPSによるタンパク質分解が阻害されると、ODD-Lucが細胞内に蓄積するので、ルシフ
ェリンを添加すると発光する。 

 本実験では、当研究室が保有する微生物や海洋生物のエキスライブラリの内、約 15000 サン
プルについて ODD-Luc の細胞内蓄積量を化学発光量により定量する ODD-Luc 蓄積試験を実
施した。コントロールに比べて発光量が増加するサンプルを選抜した結果、176サンプルをヒッ
トサンプルとして選抜した。次に、再現性が確認できたエキスについて、LCMS で成分を分析
し、新規化合物と思われる成分が含まれているエキスを選抜した。 

（２）UPS阻害物質の単離と構造決定 

 スクリーニングにより見出したエキスについて、溶媒分画や各種クロマトグラフィーを用い
て活性成分を精製し、活性を示した画分から 4種類の化合物を単離した。また、単離した化合物
の内、2種類の化合物が新規化合物であったので、質量分析ならびに NMRスペクトルの解析に
より化学構造を決定した。 

（３）UPS阻害活性の評価 

 単離した化合物について、レポーター細胞を用いた生物活性の評価を実施した。また、化合物
がUPSのユビキチン化あるいはプロテアソームによるタンパク質分解のどちらを阻害するか明
らかにするために、ウエスタンブロッティングにより細胞内のポリユビキチン化タンパク質を
検出した。さらに、構成型ならびに免疫型プロテアソームを用いた酵素阻害試験を実施し、プロ
テアソームに対する阻害作用を詳細に解析した。 

 



４．研究成果 

（１）天然物エキスライブラリのスクリーニング結果 

 天然物エキスおよそ 15000サンプルについてODD-
Luc 蓄積試験を行った。ポジティブコントロールであ
るMG132（プロテアソーム阻害薬）を 1 M添加した
ときの発光量を 1とした際に、相対発光量が 0.5以上
を示したサンプルは 176種類であった（図 1）。176サ
ンプルの内、LCMSを用いた成分分析の結果、新規化
合物が含まれていると予想されたサンプルを選抜し
た。その結果、タイで採取したナンバンサイカチの葉
から単離した Remotididymella属の真菌を見出した。 
 
（２）Mellain 類および leptosphaerodione 類の単離
と構造決定 

 Remotididymella属の真菌の培養物につい
て生物活性を指標に分画した結果、2 種類の
新規化合物mellain A (1)および B (2) と 2種
類の既知化合物 leptosphaerodione (3) およ
びそのアセトン付加体  (4) を単離した。
Mellain 類については、高分解能質量分析に
より分子式を決定し、1 次元ならびに 2 次元
NMR スペクトルの解析により化学構造を決
定した（図 2）。Mellain Aについては、これ
までに報告例のない benzo[g]isoquinoline-
8,10-dione骨格を有することが明らかとなっ
た。また、化学シフトの計算からも化学構造
の妥当性が示された。 

（３）単離化合物の UPS阻害活性 

 単離した 4種類の化合物についてODD-Luc蓄積
試験を実施した。その結果、化合物 1、3、4を処理
した細胞において発光量が増加したことから、これ
らの化合物は UPS を阻害し、細胞内のタンパク質
蓄積を誘導することが示唆された（図 3）。 

 単離した化合物の中で、3は最も低濃度（2 M）
においても発光量の増加が見られたので、UPS 阻
害作用について詳細に検討した。UPS のユビキチ
ン化あるいはプロテアソームによるタンパク質分
解のどちらを阻害するか確認するために、化合物 3
を処理した細胞のタンパク質抽出物を、ユビキチン
抗体を用いてウエスタンブロッティングすること
で、細胞内のポリユビキチン化タンパク質を検出し
た。その結果、3により細胞内のポリユビキチン化
されたタンパク質が増加したことから、3は、ユビ
キチン化は阻害せず、プロテアソームによるポリユ
ビキチン化タンパク質の分解を阻害する可能性が
示唆された（図４）。 

 そこで、単離した 4種類の化合物について 20Sプ
ロテアソームを用いた酵素阻害試験を行った。化合
物 3 については、アッセイバッファーに対する溶解性が低く正確な阻害活性を評価することが
できなかったので、化合物 1、2、および 4についてプロテアソーム阻害活性を評価した。なお、
本実験では、構成型ならびに免疫型プロテアソームを用いて、 トリプシン様、キモトリプシン
様、カスパーゼ様の 3 種類のサブユニットの酵素活性に対する阻害作用を評価した。酵素阻害
試験の結果、化合物 1 は1i 以外のサブユニットの酵素活性を阻害することが明らかとなった。
また、2および 4については、1に比べて阻害作用は弱いものの、複数のサブユニットに対して

図 1. ODD-Luc蓄積試験の結果 

 

図 2. Remotididymella属の真菌から単離した

化合物の構造 

 

図 3. 化合物 1-4のODD-Luc蓄積アッセ

イの結果 



阻害作用を示した。以上の結果から、本研究で見い出した
Mellain 類ならびに Leptosphaerodione 類は、細胞内のプ
ロテアソームによるタンパク質分解を阻害することが明ら
かとなった。 

 本研究では、細胞内の UPSによるタンパク質分解活性を
評価することができるレポーターアッセイを用いること
で、天然物エキスライブラリの大規模スクリーニングを完
遂し、UPS によるタンパク質分解を阻害する新規天然物の
効率的な探索を実践した。また、本研究によって見出した天
然物は、プロテアソームによるタンパク質分解を阻害する
ことが分かった。本研究により構築した実験系を用いるこ
とで、今後より強力に UPSを阻害し、新規抗がん剤のシー
ズとなる天然物の発見につながることが期待される。 

 
 

図 4．ウエスタンブロッティング

によるポリユビキチン化タンパ

ク質の検出 
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