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研究成果の概要（和文）：哺乳類の全ての細胞に存在する構成型プロテアソームに対して、適応免疫において重要な役
割を果たしているのが免疫プロテアソームである。そして、免疫プロテアソームに特異的な薬剤は、自己免疫疾患に有
効であるため注目を集めている。そこで本研究では自己免疫疾患の治療薬の開発を目指し、免疫プロテアソームに対す
る特異的な新規阻害物質を天然資源から探索することを計画した。構成型プロテアソームよりも免疫プロテアソームを
より強く阻害する天然資源抽出物をスクリーニングで選び、阻害物質の精製を行った。新規プロテアソーム阻害物質の
発見には成功したが、現在のところ免疫プロテアソームに特異的な阻害物質は得られていない。

研究成果の概要（英文）：The immunoproteasome plays an important role in antigen processing and T cell 
generation. Recently, immunoproteasome-specific inhibitors have been proposed to have effects on diseases 
including immune function. In this study, we searched for selective immunoproteasome inhibitors from 
natural sources. In screening, we selected the extracts of natural sources that inhibited the 
immunoproteasome more potent than the constitutive proteasome and purified inhibitors. We succeeded in 
isolating new proteasome inhibitors, whereas they were found to be non-selective inhibitors.

研究分野： 天然物化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

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、
図 1）は、細胞内での選択的なタンパク質分
解を司るシステムとして知られている。本シ
ステムにおいて分解される運命にある標的
タンパク質は、3 つの酵素（E1, E2, E3）の連
続的な作用によってユビキチン修飾された
後、プロテアソームにより分解される。そし
て近年、ユビキチン修飾系はタンパク質の分
解だけでなく、多様な様式でタンパク質機能
を調節することにより多彩な生命現象の制
御において中核的な役割を果たすことが明
らかとなりつつある。その一方で、UPS を構
成する各ステップを標的とする創薬研究が
活発に行われ、現在では、がんに加えて自己
免疫疾患や神経変性疾患の治療薬の開発へ
と発展している。 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(1) プロテアソームを標的とする薬剤 
 プロテアソーム阻害剤である bortezomib は
first-in-class の薬剤として開発され、2003 年
に米国 FDA により多発性骨髄腫の治療薬と
して認可された（Adams, Drug Discov. Today 8, 
307, 2003）。その後、bortezomib の示す重篤な
副作用、薬剤耐性、多発性骨髄腫以外の悪性
腫瘍への効果の低さ等の欠点を克服するよ
うな第二世代の薬剤の開発が活発に行われ、
2012 年 7 月には carfilzomib が認可された
（Thompson, Ann. Pharmacother. 47, 56, 2013）。 
 
(2) 免疫プロテアソームを標的とする薬剤 
 プロテアソームを構成する多くのサブユ
ニットのうち、触媒活性部位を有するのが 
1, 2, 5 サブユニットである。哺乳類の全て
の細胞に存在するプロテアソームは「構成型
プロテアソーム」と呼ばれ、一方、MHC ク
ラス I への抗原提示を促進し適応免疫におい
て重要な役割を果たしているのが「免疫プロ
テアソーム」である。免疫プロテアソームで
は、ウイルス感染時に産生される IFN-によ
って発現が誘導される 1i, 2i, 5i が入れ替
わっている（図 2）。Bortezomib や carfilzomib
は、構成型プロテアソームだけでなく免疫プ
ロテアソームの作用も阻害するが、その後開
発された PR-957 は、免疫プロテアソームを
特異的に阻害する。PR-957 は 5i に対する特
異的阻害剤で、自己免疫疾患（関節炎、大腸
炎、全身性エリテマトーデス）や多発性骨髄

腫に有効であることが明らかとなっていた。
さらに、bortezomib の 10 分の 1 の量で有効
であることから、bortezomib が示す副作用等
が現れにくいという点が高く評価され、前臨
床試験が開始された。このような背景から、
5i サブユニットを特異的に阻害する薬剤の
画期的な有効性が大きな注目を集めていた
（Huber and Groll, Angew. Chem. Int. Ed. 51, 
8708, 2012）。 

 
 
 
 

 
 

 
 
 

２．研究の目的 
 Bortezomib が認可されて以来、プロテアソ
ームだけではなく UPS の全体ががん治療の
標的になると期待され、薬剤の開発が活発に
行われてきた。しかし、UPS 阻害物質の開発
は、化合物ライブラリーからの探索に加えて、
得られたリード化合物の修飾による方法が
ほとんどである。そこで、本研究代表者は、
構造に多様性のある天然物を対象として阻
害剤を探索することは、全く新しいリード化
合物の発見につながると考えた。そして、
bortezomibが認可される以前からUPSが創薬
の標的になりうると考え、次世代型がん治療
薬の開発を目指して、海洋生物資源からの探
索を行なってきた。その結果、世界に先駆け
て、プロテアソームに加えて E1, E2, E3 に対
する阻害物質を探索するためのアッセイ系
を確立しスクリーニングを行い、各種阻害物
質を発見した。発見した阻害物質の中でも、
本研究代表者が単離した E2 阻害物質
（Tsukamoto et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 18, 
6319, 2008）は世界初の発見例であり、また、
本研究代表者が単離した E1 阻害物質 
(Tsukamoto et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 15, 
191, 2005) と E3 阻害物質 (Tsukamoto et al., 
Bioorg. Med. Chem. Lett. 16, 6319, 2006) は、天
然資源からの発見例としてはいずれも 2 例目
にあたる。そして現在に至るまで、より活性
の強い阻害物質の探索を継続してきた。 
 E1 は 1 種類が存在するのみであるが、E2
と E3 はそれぞれ 40 種類及び 600 種類存在す
る。そこで E2 と E3 に関しては、阻害するこ
とで p53（がん抑制遺伝子産物）の作用を増
強すると考えられる E2（Ubc13）と E3（Mdm2）
を対象として阻害物質の探索を行ってきた。
また、E1 阻害物質も p53 の作用を増強する。
本研究代表者は、がん治療薬としての効果を
考えると、p53 の作用を増強する薬剤の中で
異なる標的に作用する薬剤を複数併用する
ことにより相乗効果が現れ、治療効果の飛躍
的な向上が期待できると考えた。そこで、E1, 
E2, E3 に加えて、p53 の作用を増強できる脱

図 2. 免疫プロテアソームでは IFN-で誘導 
される 1i, 2i, 5i が入れ替わっている 

図 1. ユビキチン－プロテアソームシステム (UPS) 



ユビキチン化酵素 USP7 に対する阻害物質の
探索も行っている。 
 以上のように、本研究代表者は、UPS に関
する作用機構や臨床データを含む広汎な情
報に基づき、これまで多くのステップを対象
としたスクリーニングを行いながら天然資
源から阻害剤を探索し、先駆的な成果をあげ
てきた。そこで本研究では新たに、自己免疫
疾患の治療薬の開発を目指し、免疫プロテア
ソームの 5iサブユニットに対する特異的な
新規阻害物質を天然資源から探索すること
を計画した。 
 
３．研究の方法 
(1) 薬用海洋資源の採集及び抽出液の調製 
 本研究代表者は、平成 18 年度からインド
ネシアにおいて薬用海洋資源の調査・採集を
行っている。本研究では、その抽出物ライブ
ラリーを用いてスクリーニングを行い、免疫
プロテアソームを特異的に阻害する化合物
の探索を行った。 
 
(2) アッセイ法の構築と活性試験の遂行 
 本研究では、免疫プロテアソームの 5i サ
ブユニットに対する特異的阻害物質を探索
するために、新たにアッセイ系を構築し、薬
用海洋資源ライブラリーから新規阻害物質
を単離することに重点をおいた。さらにこれ
までに構築したアッセイ系を用いて、構成型
プロテアソームや E1, E2, E3 および USP7 に
対する阻害物質を探索し、p53 の作用を増強
するがん治療薬の開発を目指した。 
 
(2-1) 5i サブユニットに対する特異的阻害物
質の探索 
 これまで本研究代表者は、ラット肝臓から
構成型プロテアソームを調製しスクリーニ
ングを行ってきた。本研究で用いる免疫プロ
テアソームは、脾臓に多く含まれているので、
構成型プロテアソームと同様の方法で、ラッ
ト脾臓から調製して用いた。そして、サンプ
ル存在下に、5（構成型プロテアソーム）あ
るいは 5i（免疫プロテアソーム）サブユニ
ットに由来するキモトリプシン様活性に対
する阻害作用について、発蛍光性 MCA 基質
（Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-MCA）を用いてスクリ
ーニングを行い、免疫プロテアソームをより
強く阻害するサンプルを選んだ（図 3）。なお、
脾臓から高収率で免疫プロテアソームを調
製できない場合には、市販の免疫プロテアソ
ーム標品を用いることにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2-2) 構成型プロテアソームや E1, E2, E3 お
よび USP7 に対する阻害物質の探索は、既に
確立したアッセイ系を用いて行った。 
 
４．研究成果 
(1) プロテアソーム阻害物質 
 ラットの肝臓から構成型プロテアソーム
を調製する方法を用いて、脾臓から免疫プロ
テアソームの調製を行ったが、キモトリプシ
ン様発蛍光性 MCA 基質（Suc-Leu-Leu-Val- 
Tyr-MCA）を分解しなかった。そこで、市販
の免疫プロテアソームを購入し用いた。スク
リーニングを行い、構成型プロテアソームよ
りも免疫プロテアソームを強く阻害する天
然資源抽出物から、阻害物質を精製し構造決
定した。そして、単離した化合物を用いて、
構成型プロテアソームに対してはキモトリ
プシン様活性、トリプシン様活性およびカス
パーゼ様活性に対する阻害活性を調べた。一
方、免疫プロテアソームに対してはキモトリ
プシン様活性およびトリプシン様活性に対
する阻害活性を調べた（免疫プロテアソーム
は、カスパーゼ様活性を示さない）。結果的
に、免疫プロテアソームを特異的に阻害する
化合物は得られなかったが、以下の化合物が
プロテアソーム阻害物質として得られた。 
 
①Taichunamide F および 6-epi-avrainvillamide 
 真菌 Aspergillus taichungensis (IBT 19404) 
からプレニル化インドールアルカロイドを
21種類単離した。それらの中で taichunamide F
および 6-epi-avrainvillamide は、プロテアソー
ムのキモトリプシン様活性を 10 M で 81 お
よび 95% 阻害した（発表論文①）。 
 
 
 
 
 
 
 
②Strongylophorine 誘導体 
 海綿 Petrosia corticata から 2 個の新規物質
と 6 個の既知化合物を単離したが、それらの
中で strongylophorine-13/-14 は、プロテアソー
ムのキモトリプシン様活性を 2.1 M の IC50

値で阻害した（発表論文④）。 
 
 
 
 
 
 
 
③Halenaquinone 誘導体 
 Xestospongia 属海綿から、既知化合物
halenaquinone とともに新規物質として
1-hydroxyethylhalenaquinone を単離した。それ
ら化合物は、プロテアソームのキモトリプシ
ン様活性を 0.63および 0.19 Mの IC50値で阻図 3. 5i サブユニットに対する特異的阻害物質の探索 
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害した（発表論文⑤）。 
 
 
 
 
 
 
 
④Manzamine 誘導体 
 海綿 Acanthostrongylophora ingens から単離
した manzamine A は、プロテアソームのキモ
トリプシン様活性を 2.0 M の IC50値で阻害
した。さらに、新規物質 acanthomanzamine D、
pre-neo-kauluamine お よ び 既 知 化 合 物
neo-kauluamine は、0.63, 0.34, 0.13 M の IC50

値で阻害したが、新規物質 acantholactam は、
IC50 値が 33 M であった。このことから、
manzamine 類の構造に特徴的な 8 員環の存在
が活性発現に必要であると考えられる（発表
論文⑥、⑦）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) E1 阻害物質 
 以前、海綿 Hyrtios reticulatus から本研究代
表者らが単離した hyrtioreticulins A, B はそれ
ぞれ 2.4, 35 M の IC50 値で E1 を阻害した
（Yamanokuchi et al., Bioorg. Med. Chem. 20, 
4437, 2012）。その後、同じ海綿から新規物質
として類縁化合物 hyrtioreticulin F およびイミ
ダゾール誘導体 reticulatins A, B を単離したが、

いずれの化合物も200 Mの濃度でもE1を阻
害しなかった。Hyrtioreticulins A, B はイミダ
ゾール部分を有しているが、reticulatins A, B
は阻害作用を示さなかったので、hyrtio- 
reticulins A, B のような構造の全体が、E1 阻害
作用に必要であると考えられる（発表論文
⑨）。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
(3) USP7 阻害物質 
 海綿 Stylissa massa から既知アルカロイド
で あ る spongiacidin C を 単 離 し た 。
Spongiacidin C は脱ユビキチン化酵素 USP7 
を 3.8 M の IC50値で阻害した（発表論文⑩）。
USP7 阻害作用を示す合成化合物は、既に数
種類が発見されていたが、spongiacidin C は天
然資源から発見された初めての USP7 阻害物
質であった。 
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