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研究成果の概要（和文）：PANC-1のようなヒト膵臓癌細胞は正常細胞と異なる代謝様式を持っていて、極端な栄養飢餓
条件に耐えて生き残れる。癌細胞の栄養飢餓条件下の生存力を抑える候補薬物に注目する探索は「抗緊縮戦略」という
抗がん剤探索領域での新規方法である。我々は、Uvaria dac、Caesalpinia sappan、Artocarpus altilisなどの薬用植
物を検討し、合計32個の新規化合物を単離した。抗緊縮活性を示した単離化合物の作用機序はプロテオミクスとメタボ
ロミクス分析により検討した。

研究成果の概要（英文）：Human pancreatic cancer cell lines, such as PANC-1 have altered metabolism, which 
enables them to tolerate and survive under the extreme nutrient starvation condition. Search for 
candidates that inhibit their viability during nutrition starvation represents a novel anti-austerity 
strategy in anticancer drug discovery. We investigated selected medicinal plants such as Uvaria dac, 
Caesalpinia sappan, Artocarpus altilis as a potential source for anti-austerity agents. A total of 
thirty-two new compounds were isolated. The mechanism of action of selected active anti-austerity agents 
was investigated by proteomic and metabolomic analysis.

研究分野：ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
がん細胞は一般的に無秩序かつ急速に増殖で
きる特性をもつですが、形成された腫瘍血管
系が脆弱かつ不規則であるため、栄養や酸素
の欠乏した環境に晒されることになる。しか
しながら，がん細胞は低栄養・低酸素といっ
た極限状態におかれると、エネルギー代謝を
変えることで生存する特有の耐性機構を示す。
特に，PANC-1 のようなヒト膵臓がん細胞はこ
のような耐性を獲得しており、低栄養・低酸
素といった厳しい環境下においても長期間の
生存が可能となっている。従って、がん細胞
の 栄 養 飢 餓 耐 性 を 解 除 す る 化 合 物
（antiausterity agent）は新たな抗がん剤探
索の標的と考えられる。ほとんどの膵臓がん
患者は速やかに転移を起こし、短期間で死に
至る。これまで膵臓がんに対する有効な薬は
なく、従来の抗がん剤に対しては耐性を示す。
それゆえ、栄養飢餓耐性を標的とする天然抗
がん物質の探索は、治療戦略において重要な
研究課題の一つであると考えられる。 
 
今まで、我々は見つけたブチロラクトンリグ
ナンアルクチゲニン(Arctigenin)という化合
物は栄養飢餓条件下数種のヒト膵臓癌細胞株
に対する選択的な細胞毒性を示す、但し通常
栄養条件下その毒性を示ないことを発見した。
漢方由来かつヒト膵臓癌細胞株に選択的な細
胞毒性を示す化合物の発見は初めてであった。
Arctigenin は 1μM の微濃度でも栄養飢餓条
件下の膵臓癌細胞を選択的に100%殺すことが
できる。更に、異種移植モデルでの in vivo 実
験を行い、結果として、Arctigenin は膵臓腫
瘍の増殖を強力的に抑制し、優れた安全性プ
ロファイルを示した。このエキサイティング
な発見より、Arctigenin は抗膵臓癌剤として
選ばれ、国立がんセンター東病院にてヒト臨
床試験を行った。結果として、 Arctigenin は
膵臓癌患者に対して優れた臨床効果と生存 
率を示し、非常に有望な抗膵臓癌剤であるこ
とを確認できた。従って、抗緊縮薬の発見に
努力することは継続すべきである。重要なこ
とは、現状では、プロテオミクスまたはメタ
ボロミクスレベルにおいて抗緊縮薬の作用機
序はまた十分に解明されていないことである。
抗緊縮薬の主要な作用標的を発見することは、
膵臓癌の治療に新たな視点を提供できると考
えられる。 
 
２．研究の目的 
本プロジェクトは、抗緊縮スクリーニング方
法を用いて、薬用植物から新規抗膵臓がん剤
を発見することを目的とした。更に、がん細
胞プロテオミックおよびメタボローム分析を
使用し選択された抗緊縮剤の作用機序を解明
した。 
 
３．研究の方法 
広範な分光技術を用いて、活性薬用植物から
抗がん化合物の単離と同定を行った。まずは、

MPLC、HPLC などを含む最先端のクロマトグラ
フィー技術を使用し、選択された薬用植物か
ら活性成分を精製した。その次は、広範な分
光分析[NMR (1H, 13C, COSY, HMQC, HMBC, and 
ROESY), MS, UV, IR, CD, X- ray]を使用し化
合物を同定した。抗緊縮薬の作用標的を解明
するため、ウエスタンブロット法および蛍光
顕微鏡法を用いて、活性化合物の選択的細胞
毒性を評価し作用機序を検討した。ヒト膵臓
PANC-1細胞における選択された抗緊縮剤によ
って誘発された代謝変化は FT-NMR 分光分析
データにより解明した。 
 
４．研究成果 
I. Uvaria dac 由来の抗緊縮薬の発見及び
(+)-Grandifloracin 作用機序の研究 
Uvaria dac 茎のジクロロメタン抽出物は、10
μg/ mL の濃度で栄養欠乏条件下の PANC-1 ヒ
ト膵臓癌細胞の生存を選択的に阻害する作用
を示した。当該生物活性抽出物から、4つのヒ
ト膵臓癌細胞株 PANC-1 (PC50, 14.5 μM), 
PSN-1 (PC50, 32.6 μM), MIA PaCa-2 (PC50, 
17.5 μM), 及び KLM-1 (32.7 μM)に対して
強力な抗緊縮活性を有する化合物 (+)-
grandifloracin を 発 見 し た 。 (+)-
grandifloracin の絶対立体化学は、単結晶 X
線結晶解析および円偏光二色性分光分析によ
り解明した。更には、11 種の新規高酸素化シ
クロヘキセン誘導体、すなわち、uvaridacanes 
A (1) and B (2), uvaridacols A−H (3, 4, 
6−11), and uvaridapoxide A (5)も単離し、
構造を解明した（図-１）。 
 

 

 
図-1. Uvaria dac から単離された化合物の構
造 
 
単離された化合物の中に、grandifloracin（GF）
は癌細胞の栄養飢餓耐性を濃度依存的に著し
く低下した。 栄養欠乏培地（NDM）において、
25μM の GF に曝露された細胞は、14.5μM の
PC50値で24時間以内に細胞死100％となった。
一方、栄養豊富培地（DMEM）における癌細胞に



 

 

対して、GF は毒性を示しなかった（図-2A）。
更に、アミノ酸の有無に関わらず、GF はグル
コース或いは血清欠乏時の癌細胞に対して有
毒であることを発見した（図-2B）。栄養欠乏
培地において GF により誘導された細胞死の
タイプを研究するために、細胞形態を検討し
た。PANC-1 細胞の形態は 25μM の GF の添加
によって著しく変化された。蛍光色素標識
annexin V（AV）と propidium iodide（PI）試
薬でこれらの細胞の染色により、AV と PI 陽
性の細胞数が著しく増加したため、細胞死は
壊死（ネクローシス）であることが考えられ
る（図-2C）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
図-2. 栄養欠乏培地（NDM）と栄養豊富培地
（DMEM）における PANC-1 細胞の 24 時間生存
率に対する(+)-grandifloracin (GF)の効果
（図 A）。多様な栄養条件下の GF の細胞毒性
（図 B）。GF（25μM）の 8時間処理によって誘
導された PANC-1 細胞の形態学的変化。 
 
栄養欠乏培地（NDM）と栄養豊富培地（DMEM）
に増殖する PANC-1 細胞を用いて、細胞に対す
る選択的毒性について GF と従来の抗がん剤
（ゲムシタビン、5-FU、2-DG、パクリタキセル、
カンプトテシン、およびポドフィロトキシン
など）を比較した(図-3)。 
 

図-3. 栄養欠乏培地（NDM）と栄養豊富培地
（DMEM）における PANC-1 細胞の 24 時間生存
率に対する従来の抗がん剤の効果 
 
AKT は、大多数の腫瘍において活性化される
生存促進因子であり、細胞周期の進行、細胞
遊走・浸潤、及び血管新生などの細胞機能の
調節に重要な役割を果たしている。Akt の高
活性化は栄養飢餓に対する耐性と緊縮環境に
おける生存性を示すマーカーである。本研究
では、栄養欠乏培地（NDM）に増殖する癌細胞
の Akt における Ser473 のリン酸化は GF によ

って濃度依存的に且つ時間依存的に完全に阻
害されることを発見した。栄養欠乏環境下の
癌細胞は、生存し続けるためオートファジー
（自食反応、緊縮のバイオマーカーである）
を誘導するなどの対策を生み出すことができ
る。従って、オートファジーのマーカーであ
る LC3、[LC3-I (16 kDa)と LC3-II (14 kDa)]
の発現をウエスタンブロット法によって測定
した。図-4 に示すように、LC3-I と LC3-II の
両方の発現は、GF の処理によって濃度依存的
に且つ時間依存的に増加した。栄養欠乏培地
（NDM）において、GF 処理 2 時間、3.5 時間、
6 時間後の LC3-I の発現は、コントロールと
比較してそれぞれ 8倍、13 倍、22 倍に漸増し
た。同様に、GF 処理 2時間、3.5 時間、6時間
後の LC3-II の発現は、コントロールと比較し
てそれぞれ 141 倍、146 倍、659 倍に漸増した
（図-4）。この結果から、GF は、オートファジ
ーのマーカーを過剰に活性化させることによ
り PANC-1 細胞死を誘導した(細胞を自殺させ
た)と考えられる。従って、オートファジーを
過剰に活性化させることは抗緊縮剤作用の新
たなメカニズムであることを発見した。 

 

 
図-4. 重要なタンパク質 Akt、mTOR、LC3A/B I 
と II に対する(+)-grandifloracin (GF)の影
響 
 
癌細胞は緊縮状態に陥ると、エネルギー代謝
を変化することにより栄養飢餓に対する耐性
の獲得ができる。抗緊縮剤によって誘導され
た癌細胞代謝変化を判明するため、抗緊縮剤
処理後の癌細胞培地の FT-NMR プロファイル
を検討した。抗緊縮剤と PANC-1 ヒト膵臓癌細
胞株を培養後、培地中に放出された代謝物の
水性相抽出物の代表的な 1H-NMR スペクトル、
及び識別された代謝物は、図-5 に示されてい
る。抗緊縮剤による処理は、特にコリンおよ
び乳酸代謝に関連する 2 つの主要な細胞代謝
物を変調した。Arctigenin、grandifloracin及
び抗緊縮活性を示したプロポリス抽出物は、
PANC-1細胞中の乳酸の産生を大幅に阻害した。
癌細胞は、好気的解糖を行うことによって、
癌細胞の制御できない増殖にエネルギーを供
給することが知られている（ワールブルグ効
果）。好気的解糖過程では、グルコースは優先
的に異化（分解）されて乳酸に代謝され、それ
と伴って ATP は急速に生成される。乳酸は腫
瘍環境の酸性化、炎症反応の誘発、及び腫瘍
細胞の増殖や転移の促進に働きしており、乳
酸生成レベルの上昇は、膵臓癌を含む大部分
の腫瘍にとってメタボロームのマーカーにな
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る。本研究では、試験抗緊縮剤の処理により
乳酸の生成は著しく低下し、この低下は細胞
死につながると考えられる。 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

図-5. PANC-1 細胞の培地に放出された代表的
な代謝物 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図-6. コリン代謝物の変動 
 
II.スオウ種子の酢酸エチル抽出物は、栄養欠
乏培地中の PANC-1 ヒト膵臓癌細胞に対して
選択的な細胞毒性を示し、PC50 値（PC50は濃
度のことであり、この濃度で栄養欠乏培地に
おける細胞の 50％は選択的に殺されるが、栄
養豊富培地における細胞は殺されないであ
る。）は 43.6μg/ mL であった。植物化学物質
の検討により、3 個の生物遺伝的に排他の
cleistanthane 型 の 新 規 diterpenes
（tomocinon, tomocinol A, and tomocinol 
B）、9個の新規 cassane diterpenes（tomocin 
A-I）、3 個の既知化合物を単離出来た。
Cleistanthane diterpenes は、栄養欠乏培地
における PANC-1 ヒト膵臓癌細胞株に対して
選択的な細胞毒性を示し、PC50 値はそれぞれ
34.7 μM, 42.4 μM と 39.4 μM であった。
50μM の tomocinon の存在により、PANC-1 細
胞の形態が大幅に変化され、EB/AO 染色後完
全な赤蛍光が観察された。この結果から、
100 ％ の 細 胞 死 が 示 唆 さ れ て い る 。
Cleistanthane diterpenes は、抗膵臓癌剤の
研究開発において主導目標になれる可能性の
ある新規抗緊縮剤クラスを表す。 
 
III. パンノキ属の Artocarpus altilis（ク
ワ科）の葉のメタノール抽出物は 50μg/ ml
で栄養欠乏状態下の PANC-1 細胞に対して選
択的な細胞毒性 100％を示した。この抽出物
のさらなる植物化学研究から、sakinAH（1-8）
という名付けの 8個の新規 dihydrochalcones
と 4 個の既知化合物が単離できた（図-7）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図-7. Artocarpus altilis から単離した化合
物の構造 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図-8. Sakenin F (6)に誘発された PANC-1 細
胞の形態の変化 
 
単離した化合物を用いて、antiausterityスク
リーニング方法を利用し、栄養欠乏培地（NDM）
と栄養豊富培地（DMEM）における PANC-1 ヒト
膵臓癌細胞に対する細胞毒性について検討し
た。検討した全ての dihydrochalcones は、栄
養豊富状態下の細胞に明らかな毒性を示しな
かったが、栄養欠乏状態下の細胞に選択的な
細胞毒性を示した。 
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