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研究成果の概要（和文）：ピレノシンAは子宮頸がん細胞に対して単極紡錘体を誘導する。本研究では、ピレノシンAの
作用メカニズムの解明を目的として研究を行った。ピレノシンAのアルキン誘導体を用いて細胞内の局在を解析した結
果、ピレノシンAは中心体に局在していることが示唆された。このことからピレノシンAは中心体に存在するタンパク質
に作用することが示唆された。さらに、ピレノシンAのアルキン誘導体を用いて、ピレノシンA結合タンパク質の探索を
行った。その結果、enolase 1, elongation factor 1-alpha 1などのタンパク質が同定された。

研究成果の概要（英文）：Pyrenocine A induces monopolar spindle against HeLa cells. To reveal the 
mechanism of action, we analyzed the localization of pyrenocine A in a cell using pyrenocine A-alkyne 
derivative. As a result, the derivative was found to localize to centrosome, which suggested that 
pyrenocine A bound to proteins at centrosome. To identify target proteins of pyrenocine A, we purified 
pyrenocine A-binding proteins using pyrenocine A-alkyne derivatives. The obtained binding proteins were 
found to be enolase 1 and elongation factor 1-alpha 1 by LCMS/MS 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 

(1) ピレノシン A 

 我々の研究室では、主に真菌から天然有機

化合物を単離し、小規模であるが新規物質を

多く含む独自の化合物ライブラリーを構築

している。これら化合物ライブラリーに対し

て各種生理活性試験を行ったところ、ピレノ

シン A
1（図 1）は子宮頸がん細胞（HeLa 細

胞）の細胞増殖抑制活性を示した。さらに本

化合物に対してライブセルイメージングの

手法を用いた解析を行った結果、紡錘体形成

に影響を与えることが明らかになった。 

  

(2) 単極紡錘体 

 細胞が分裂して 2 つに増殖する際、染色体

を分配する紡錘体と呼ばれる構造を形成す

る。ピレノシン A 処理した細胞の微小管を抗

チューブリン抗体により染色した結果、通常

二つの極になる紡錘体が一つの極に形成さ

れることが明らかになった（図 2）。このよう

な形態は単極紡錘体と呼ばれ、単極紡錘体を

誘導する化合物としては STLC やモナストロ

ール 2が知られている。これらの化合物は、

モータータンパク質 Eg5を阻害することで単

極紡錘体を誘導する。そこでピレノシン A の

Eg5 に与える影響を調べた。Eg5 は ATP アー

ゼ活性を有し、単極紡錘体を引き起こす

STLCやモナストロールなどのEg5阻害剤は、

この酵素活性を阻害する。ピレノシン A によ

る in vitro の Eg5 の ATP アーゼ活性の阻害効

果を調べた。その結果、ピレノシン A は Eg5

の ATP アーゼ活性を阻害せず、他のタンパク

質を標的としていることが示唆された。 

 

２．研究の目的 

新規作用機構を有するピレノシン Aの標的

分子の同定を目的とする。ケミカルバイオロ

ジー研究で用いられる手法を駆使すること

により標的タンパク質を同定し、細胞内での

作用機構解析を行う。得られた標的タンパク

質は、細胞分裂期における紡錘体形成の制御

に関わる新たなタンパク質となる可能性が

ある。 

 

３．研究の方法 

まずピレノシン A のプローブとして、アル

キン誘導体（PyrA-alk）及びビオチン誘導体

（PyrA-bio）を合成した（図 3）。PyrA-alk で

処理した HeLa 細胞を抗チューブリン抗体に

より免疫染色し、単極紡錘体を誘導すること

を確認した。 

 

(1) 細胞内局在の解析 

PyrA-alkで HeLa 細胞を処理し、固定化後、

クリックケミストリーにより蛍光色素であ

る Alexa を導入した。その後、共焦点顕微鏡

により観察し、細胞内の局在を解析した。 

 

(2) 標的タンパク質の探索 

以下の二つの方法により結合タンパク質を

探索した。 

① HeLa 細胞の細胞破砕液と PyrA-bio を固

定化した NeutrAvidin ビーズを混合し、ピ
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図 1 ピレノシン Aの構造 

図 3 ピレノシン Aアルキン誘導体（PyrA-alk）及びビオ

チン誘導体（PyrA-bio）の構造 
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図 2 ピレノシン A, STLC処理した細胞の免疫染色 



レノシン A 結合タンパク質を精製した。 

② HeLa 細胞を PyrA-alk で処理し、その細胞

破砕液中のピレノシン A のアルキン部位

に、クリックケミストリーによりアジド

基が結合したビオチンを導入した。ビオ

チン化タンパク質を NeutrAvidin ビーズ

に用いて精製した。 

精製したタンパク質を SDS-PAGE により

分離後、銀染色あるいは CBB 染色、

Streptavidin-HRP によりピレノシン A 結合タ

ンパク質を検出した。 

 

４． 研究成果 

(1) 細胞内局在の解析 

PyrA-alk は、リング状に観察される染色体

の中心にドット状に集積することが示唆さ

れた。さらに、中心体に存在する γ チューブ

リンの抗体で免疫染色した結果、ピレノシン

A アルキン体の局在と重なることが明らかに

なった（図 4）。以上の結果から、ピレノシン

A は中心体に作用していることが示唆された。 

この局在はこの化合物に特徴的であり、細

胞分裂期では中心体は紡錘体極となるため、

関連性が強く示唆された。 

 

(2) 標的タンパク質の探索 

 ①の方法で精製したPyrA-alk結合タンパク

質を SDS-PAGE により解析した（図 5）。 

 

 

その結果、45 kDa 付近のタンパク質に結合す

ることが示唆された。このタンパク質は

Streptavidin-HRP で検出されることから、

PyrA-bio と共有結合していることが示唆され

た。また、この結合は過剰なピレノシン A と

競合することがわかった（図 5）。 

方法②で結合タンパク質を精製した結果、

①と同様に 45 kDa 付近のタンパク質が検出

された。（図 6）。 

 

このタンパク質のバンドをトリプシン消

化後、LC-MS/MSにより解析した。その結果、

このタンパク質は enolase 1, elongation factor 

1-alpha 1 であることが示唆された。 
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図 4  ピレノシン A アルキン誘導体と γ-チューブ

リン（中心体）の細胞内局在 

 

 

図 5 ピレノシン A結合タンパク質の探索① 
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図 6 ピレノシン A結合タンパク質の探索② 
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