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研究成果の概要（和文）： 

本研究では，主に癌に関連するウィント（Wnt），ヘッジホッグ（Hh），トレイル（TRAIL）シグ
ナルを対象として当研究室保有の天然物および天然物基盤化合物ライブラリーを用いたスクリ
ーニングを行った．その結果各々の標的シグナルに対して興味深い作用を示す活性化合物を数
多く見出した．さらに得られた活性化合物に関して，細胞への作用，シグナル伝達経路への影
響とその作用分子機構の解析等，一連の包括的研究を行った． 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we performed screening studies targeting TRAIL, Wnt, and Hedgehog signaling pathways 

which are related to mainly cancer diseases from the extracts of various natural resources as well as 

synthetic compounds library constructed in our group. As a result, we have isolated a number of 

bioactive natural products having effects on these signaling pathways and the molecular mechanisms of 

these active compounds were also investigated in this study. 
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１．研究開始当初の背景 

本研究課題を開始当時，当研究室では，独
自に，変形菌，南方アジア産植物，放線菌，
海洋動物，海藻類等を素材とする天然物ライ
ブラリーを構築していた．また，多様性指向
型合成による天然物基盤合成低分子化合物
ライブラリーの構築研究にも着手していた．
一方，当時，スクリーニング研究のために当

研究室内において，Wnt シグナル，ヘッジホ
ッグ(Hh)シグナル，および TRAIL シグナルを
標的とした細胞アッセイシステムをすでに
構築済みであった．また一方，生物検定試験
を行うために，クリーンベンチ，CO2インキュ
ベーター，蛍光プレートリーダー，ルシフェ
ラーゼアッセイ用ルミノメーター等を設置
済みであり，また，DNA・RNA 抽出，電気泳動，
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PCR，大腸菌へのプラスミド導入等の分子生
物学実験や，ウエスタンブロット法等のタン
パク質を取り扱う実験等のための器具・装置，
P2 実験室の整備等も行い，包括的研究を遂行
するための準備が十分整ったところであっ
た．そこで，本研究では，本研究課題に関し
て本格的な取り組みを開始した． 
 
２．研究の目的 

本研究は，細胞応答シグナルを標的とした
スクリーニングにより天然物および天然物
基盤化合物ライブラリーより有用な低分子
化合物を開拓することを目的とする．とくに
本研究では，主に癌に関連する Wnt，ヘッジ
ホッグ（Hh），TRAIL シグナルを対象として，
これらのシグナル分子により引き起こされ
るアポトーシス，分化などの細胞応答を解析
する．これらのシグナル伝達系を制御する新
たな低分子化合物が開発できれば，これらシ
グナルに関連する創薬・生命科学の進展への
貢献が期待される．本研究では，天然物探索，
合成化合物ライブラリー構築，細胞アッセイ，
細胞応答解析，作用分子機構の解析等の一連
の包括的研究の展開を計画しており，それを
通して，創薬・生命科学の進展に寄与する高
機能天然物資源の創出を目指す． 
 
３．研究の方法 
(1) 標的シグナルに関するスクリーニング：

Wnt，Hh，および TRAIL シグナルに対する
細胞アッセイシステムを用いて，当研究室
独自の天然物ライブラリーを対象とした
スクリーニングを行う． 

(2) 生物活性物質の分離・精製：(1)でヒット
した抽出物について，上記アッセイ試験を
指標として，各種分離用担体を用いたカラ
ムクロマトグラフィーを行い，活性成分を
単離する． 

(3) 活性物質の化学構造の決定：(2)で得られ
た活性物質に対して，各種スペクトル的手
法や分解反応と光学活性化合物の合成な
どの化学的手法を組合せて，化学構造を解
明する． 

(4) シグナル制御活性物質の活性機構の解析
と創製：(3)で構造決定した化合物による
細胞応答現象（アポトーシス，分化等）の
解析，種々の生化学的手法によるシグナル
伝達制御の分子機構を解析する．それらの
情報に基づきさらに有効な活性を示す低
分子化合物の設計・創製を行う． 

 
４．研究成果 

当研究室独自に構築した天然物抽出エキス
ライブラリーを用いて，ウィント，ヘッジホ
ッグ，TRAIL等のシグナル分子を標的とした天
然物の探索を行った． 
(1) ウィントシグナル阻害成分として，千葉

県産放線菌よりノカルダミン等の含窒素
環状ラクタム化合物を単離した．バング
ラデシュ産センダン科植物 Xylocarpus 
granutum の葉部の MeOH エキスについて
溶媒分配を行い，活性の認められたヘキ
サン可溶部について，上記の活性試験を
指標としてシリカゲル，ODS カラムなど
を用いて分画を行った．その結果，新規
化合物 xylogranin A, B を含む 4 種の化
合物を単離し，NMR，MS などの各種スペ
クトルデータの解析に基づき，これらの
構 造 を 決 定 し た ． こ れ ら の う ち
xylogranin B は，核内の β-catenin を
減少させる作用をもつことが分かった．
また xylogranin Bは Wntシグナルの標的
遺伝子である c-myc，PPARδ の発現をタ
ンパク質レベル，mRNA レベルで抑制する
ことが明らかとなった． 

 

一方，ガガイモ科 Calotropis gigantea
滲出物より活性成分として 6 種のカルデ
ノリド化合物を単離した．このうちの 1
種 calotropin は SW480 細胞において，カ
ゼインキナーゼの活性化によりβカテニ
ンのリン酸化を誘導し，プロテアソーム
系での分解を促進することで細胞内のβ
カテニンを減少させることが明らかとな
った． 

 

 

(2) ヘッジホッグシグナルに関するスクリー
ニングの結果，活性が認められたバング
ラデシュ産トウダイグサ科 Excoecaria 
agallocha（現地名，Gewa）のメタノール
エキスより活性成分として新規化合物を
単離し，gewain と命名した．本化合物は



顕著な GLI1 転写阻害活性（IC50 0.5 μM）
を示し，Hh シグナルが亢進している
PANC1 細胞（IC50 0.7 μM）や DU145 細胞
（IC50 0.8 μM）に対して強い細胞毒性を
示したが対照とした C3H10T1/2 細胞に対
する細胞毒性は低かった（IC50 >100 μM）．
gewain は PANC1 細胞において，Hhシグナ
ルの標的タンパクである Ptch や Bcl2 を
減少させ，またその一方で，核内の GLI1
タンパクを減少させた．このことから
gewain は GLI1 タンパクの細胞質から核
への移行を阻害したと推定された．また
gewainは siRNAにより Smoをノックダウ
ンした状態でも，Hhの標的遺伝子である
Ptch の mRNA を減少させたことから，
gewain による Hh シグナルの阻害は Smo
とは無関係（Smo 非依存的）に起こって
いることが示唆された． 

 

一方，バングラデシュ産 Vitex negundo
（クマツヅラ科）葉部について活性成分
の探索行い，新規化合物 nishindanol を
含む 9 種のジテルペンやフラボノイド化
合物を単離した．そのうちとくに
nishindanol はがん細胞（PANC1，DU145）
に対して細胞毒性を示したが，比較対照
細胞（C3H10T1/2）に対する細胞毒性は弱
かった．また顕著な活性を示したジテル
ペン化合物 vitetrifolin D は Hh シグナ
ルで制御されているタンパク質（PTCHや
BCL2）のタンパク質レベルを低下させる
ことがウェスタンブロット実験の結果明
らかとなった．また vitetrifolin D はゲ
ルシフトアッセイの結果，転写因子 GLI1
と DNA 結合サイトとの間の結合を阻害す
ることが判明した． 

 

 

(3) TRAIL 耐性胃がん細胞（AGS）に対する耐
性克服作用を示す天然物の探索を行い，
ヒルギ科 Kandelia candel 葉部抽出物よ

り４種の新規セスキテルペンを含む６種
の化合物を単離した．またクワ科
Artocarpus champeden 根部抽出物からは
３種の新規プレニル化フラボノイドを含
む６種の活性成分を得た．これらのうち
A. champeden より得た heterophyllin は
最も低濃度（4 μM）で TRAIL との併用に
より細胞生存率を 34%低下させたため，
強力な耐性克服作用を示すことが判明し
た．本化合物は，カスパーゼ 3/7 の活性
を増強させたが，カスパーゼ阻害剤やデ
ス受容体（DR5）キメラタンパクによりそ
の作用は打ち消された．また本化合物は
デス受容体 DR5 やその上流因子 CHOP の
mRNAやタンパク発現量を上昇させること
が分かった．従って，本化合物が DR5 を
介して，カスパーゼを活性化させ，アポ
トーシスを誘導することが示唆された． 
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