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研究成果の概要（和文）：日本近海に生息する海洋生物から抽出された化学物質を精製する．精製された化学物質に対
しBio assayを行い，活性のある画分の精製を進める．分離された溶解物を構造解析装置にて構造決定し，既知の物質
か新規の物質か確認し，新規の物質であれば機能解析や動物実験に必要な量を大量合成するとともに新規の誘導体を化
学合成する．口腔扁平上皮癌の幹細胞の表面マーカーとしてCD133は有用である．口腔扁平上皮癌細胞よりCD133陽性細
胞を分離し，その幹細胞としての特徴を解析するとともに，新規生理活性物質のCD133陽性細胞の抗腫瘍効果を予定す
る．

研究成果の概要（英文）：Marine organisms from Japanese adjacent Sea is collected and freeze-dried. They ar
e homogenized in EtOH-MeOH(4:1)and distributed  by  HPLC into hexane layer  and C2H5OCH3CO layer and aqueo
us layer. Following it, the extracted compounds are investigated their activity by bio-assay and are purif
ied and decided their structure by LC/MS. Their analogues improving the structure of their branches are pr
oduced and massively synthesized them. The anti-tumor activity is investigated by the inoculated tumor cel
l on nude mouse. CD133 is a useful marker of the oral squamous cell carcinoma cells. The oral cancer stem 
cells were isolated from the oral squamous cell carcinoma cell line with index of CD133 and analyzed the c
haracter of a stem cell. The mechanism of the novel anti-tumor agents against not only the oral cancer but
 also the oral cancer stem cells is analyzed in vitro. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 地球上の大半を占める海洋をすみかとす
る海洋生物は地上の生物と異なった代謝シ
ステムや生理機能を有する．海洋生物由来生
理活性物質のがん細胞に対する増殖抑制効
果を指標に活性の高い物質を精製し口腔が
んに対する新規抗がん剤への応用を目指す
（名古屋大学 小鹿研究室との共同研究） 
 
２．研究の目的 
 
 海洋生物より抽出された生理活性物質を
口腔扁平上皮癌細胞に対する細胞毒性を指
標に精製，抽出する．活性の高い生理活性物
質は構造解析による同定を行い，新規物質で
あればその抗腫瘍効果を検討する． 
 口腔がん幹細胞の表面マーカーである
CD133(prominin1)の発現を指標に口腔扁
平上皮癌細胞より幹細胞を selection し，新
規物質の効果を検討する． 
 
３．研究の方法 
 
 日本近海に生息する海洋生物を収集し凍
結乾燥後，HPLCにてエタノール／メタノー
ル（４：１）抽出をおこない，ヘキサン画分，
酢酸エチル画分，水画分に分配する．得られ
た画分から抽出された化学物質に対し Bio 
Assayを行い，がん細胞に対する細胞毒性を
指標に活性の高い物質の構造を LC/MS を用
いて構造を決定するととともに側鎖を改良
した誘導体を合成する．ヌードマウス移植腫
瘍に対する抗腫瘍効果を検討する． 
 癌細胞や癌幹細胞に対する新規生理活性
物質の抗腫瘍効果のメカニズムを解析する． 
 当教室で樹立した口腔扁平上皮癌細胞よ
り磁気カラムを用いて CD133 陽性細胞を分
離し，sphere 形成能を解析する．また EGF
や SHH（ソニックヘッジホッグ）の CD133
陽性細胞の sphere 形成能に及ぼす検討を行
う．また低酸素下での CD133 陽性細胞の
sphere形成に及ぼす影響を検討する．以上の
検討から口腔扁平上皮癌細胞より CD133 陽
性細胞を分離し，口腔癌幹細胞の特徴として
の解析を進め，新規生理活性物質の口腔癌幹
細胞に及ぼす効果を検討する． 
 
４．研究成果 
➊海洋生物抽出物 320 検体（OPB080201-1
～320）の細胞毒性試験を行い、活性が顕著
で、且つ量的確保が可能なサンプル３つにつ
いて、活性物質の探索を行い、以下の結果を
得た。活性本体はいずれも既知物質であった。 
（１）OPB080201-35（沖縄産ソフトコーラ
ル酢酸エチル画分） 
 シリカゲル画分 AK-I-155-3 から３種のプ
ロスタノイドを得たが既知物質であった。
155-2, 155-4にも複数の類縁プロスタノイド
が含まれているようだが、過去にソフトコ

ーラルから多数の細胞毒性プロスタノイド
が発見されていることから、これらの類縁体
も既知物質であると思われる。 
（２）OPB080201-93（沖縄産海綿 Cliona 
solida酢酸エチル画分） 
 強い活性画分 GS-I-10-3は、海綿由来既知
物質 aragusterol Cであり、１桁弱い活性画
分は既知物質 aragusterol Bと Cを含む混合
物であった。 
（３）OPB080201-23（沖縄産海綿 Petrosia 
sp.酢酸エチル画分） 
 活性画分 AK-I-192-3, 192-4 を、上記の
No.93から得られた aragusterol類とTLCで
比較することにより、これらは aragusterol
類と考えられた。 
現在も活性のある物質は構造解析を行って
いる途中である。 

 
➋口腔扁平上皮癌細胞からCD133を指標に口
腔癌幹細胞を分離する． 
 各細胞株からの CD133 陽性細胞の分離は
Indirect CD133 MicroBead Kit （Miltenyi） 
を用いた。増殖飽和状態の各細胞を
Trypsin/EDTA で分散後，単一細胞とし，
running buffer に浮遊させた．細胞浮遊液に
10 倍希釈になるようにビオチン化マウス抗
ヒト CD133 抗体を加え，氷上で 10 分間反応
させた．遠心後細胞を回収し running buffer
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多科連携により初期治療と欠損部の再建
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