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1-1. がんの研究と抗がん剤の現状 

我が国において、がんは 1981年（昭和 56年）より死因の第 1位であり、平成 26年にお

いては死亡総数の 28.9%を占め、年間 36万 8103人が亡くなっている 1)。死因の 2位である

心疾患（15.5%）、肺炎（9.4%）と比較して、がんによる死亡者は圧倒的に多い。また、生

涯のうちにがんになる可能性は、男性の 2人に 1人、女性の 3人に 1人と推計されている。

診断法および治療法が進歩した現在でさえも、残念ながら多くの患者ががんによって命を

落としており、がんによる死亡者は高齢化の進行とともに今後も増加していくものと推測

されている。 

1967 年に Willis により、がんとは「正常組織との協調性を欠いて過剰に増殖し、その変

化の原因となった刺激を取り除いても、過剰に増殖を続ける異常な組織の集塊」と定義さ

れた 2)。がん細胞は、遺伝情報の本体である染色体 DNAが変異したものであることから、

その形質は娘細胞にも受け継がれるため、刺激を取り除いてもその異常は拡大していく。

しかも、がん細胞の増殖に必要な酸素や栄養素は宿主個体に依存しているため、宿主の健

康状態を悪化させることに加え、協調性を欠くがん細胞は細胞間コミュニケーションを無

視し、正常な生命システムを破綻させ、結果として宿主の生命を脅かすことになる。 

この恐ろしいがんを理解して治療法を開発するために、分子生物学の台頭と進展により

活発な研究が進められ、その結果として 1970～80年代の“がん遺伝子”と“がん抑制遺伝

子”の発見は、がんの機構解明に対して革命的なインパクトを与えた。RB遺伝子変異によ

る網膜芽細胞腫、p53 遺伝子変異による Li-Fraumeni 症候群、BRCA1/2 遺伝子変異による家

族性乳がんおよび卵巣がんなど、一部のがんの原因が解明されてきた。その後もがんの生

物学が研究され、2000年には HanahanとWeinbergにより、がんの特徴をまとめた「Hallmarks 

of Cancer」という総説が発表された 3)。 さらに、2011年にはこの続編として「Hallmarks of 

Cancer: The next generation」が発表され、がん化過程で起こる変化が示されるとともに、が

ん研究が目まぐるしいスピードで進行していることが示された 4)。 
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ここで抗がん剤の歴史について述べるが、抗がん剤の進展は 1940年代のナイトロジェン

マスタードの開発に始まった。それから約半世紀にわたり、動物がんモデルや培養がん細

胞によるスクリーニングが実施され、代謝拮抗薬や微小管阻害剤、白金製剤、抗がん抗生

物質、topoisomerase 阻害抗がん剤、タキサン系抗がん剤などの古典的な抗がん剤が開発さ

れてきた。しかし、これらは正常細胞とがん細胞の増殖速度の差などを利用した作用機序

であることから、特に細胞増殖が活発な骨髄造血細胞や小腸上皮細胞などの正常組織にお

ける重篤な副作用や、投与量の治療域と副作用域が近接していることが問題とされてきた。 

このような背景から、1990 年代後半になると、がん細胞に特異的な分子や現象を標的と

した「分子標的治療薬」が上市されるようになった。これは、正常細胞では働きが盛んで

ない、あるいは存在しない分子に作用するため、従来の抗悪性腫瘍薬と比較して飛躍的に

優れた選択性と安全性が期待できる。分子標的の理想条件としては、がん特異的であるこ

と（特異性）、機能修飾によりがんの生育が阻止されること（奏効性）、生命維持に直結す

る生理機能はもたないこと（安全性）があげられる。がん分子標的治療薬は、rituximab

（Rituxan
®、1997年）、trastuzumab（Herceptin

®、1998年）、imatinib（Gleevec
®、2001年）の

上市に幕を開け、現在は世界で 70 種を超えている 5)。この分子標的治療薬の発展は、がん

の分子生物学の理解が進んだことによる素晴らしい成果である。ただし、肺がんに有効な

gefitinib（Iressa
®）による重篤な間質性肺炎のように、分子標的治療薬は予期せぬ副作用の

出現も報告されている。このリスクは、遺伝子検査を行い有効性が期待できる患者を選別

して投与することにより低減できるようになっており、他にもより優れた治療薬の開発が

待たれている。 

がんの治療法としては、ここまでに述べた化学療法に加え、外科的治療、放射線治療が

一般に用いられており、一定の効果が保証されるようになってきた。しかし、それらによ

る副作用や外科的侵襲が過酷であるために著しい体力の低下をもたらし、治療によってむ

しろ次第に患者の状態が悪化してしまうケースは、いまだ完全には防げないのが現状であ
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る。また、がんは長期の闘病を強いられる場合も多く、心身に及ぼす影響は極めて深刻で

ある。 

がんが「国民病」と言われるようになった近年、日本でもがん対策の取り組みが活発に

なり、様々な研究分野が融合して新たな観点からがんの診断法や治療法の開発が進んでい

る。がんは進行に伴い転移し、外科的切除が不能となることから、早期発見が極めて重要

となる。診断法としては、がん細胞自体やがん細胞が分泌する物質などを検出するさまざ

まな方法が開発されている。がん細胞と正常細胞における酵素活性の差を利用し、がん細

胞のみを即時に検出可能な in vivo迅速蛍光がんイメージングが開発された。2011年に、が

ん細胞で活性化している γ-glutamyl transpeptidase活性を検出する蛍光プローブが開発され 6)、

2015 年にはより幅広いがん種に利用可能な β-galactosidase 活性を検出する蛍光プローブへ

の改良に成功している 7)。これらの技術は、手術中にがん細胞の完全切除を達成するために

画期的な方法として期待されている。また、がん細胞と正常細胞の違いとして、細胞が分

泌するマイクロ RNA に注目し、血液などに含まれるマイクロ RNA を測定することによる

診断法の開発も行われている 8)。この方法では、血液 1 滴に含まれるマイクロ RNAの種類

と量をバイオマーカーとして調べることで、がんの有無、悪性度、進行度を評価できると

されている。特に、これまで早期発見が困難でかつ悪性度の高い膵がんについても、バイ

オマーカーとなり得るマイクロ RNAが同定されており 9)、高精度で負担の少ない早期発見

が今後さらに可能となると考えられている。そして、早期発見されたがんから得られる情

報を解析することにより、がんの予防法の確立へとつながる可能性もある。一方、治療法

としては、前述の化学療法、外科的治療、放射線治療に加え、第 4 の治療法として免疫療

法が注目されている。その臨床的有効性を証明したのが、免疫チェックポイント阻害薬

nivolumab（Opdivo
®）であり、「根治切除不能な悪性黒色腫」を効能・効果として、2014年

9 月に世界に先駆けて日本で発売された。Nivolumab は、ヒト型抗ヒト PD-1 モノクローナ

ル抗体である。PD-1（programmed cell death 1、別名 CD279）は、活性化リンパ球や骨髄系
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細胞が発現する、免疫反応を負に制御する免疫チェックポイント分子の一つであり、抗原

提示細胞が発現する PD-1リガンド（PD-L1、PD-L2）と結合する 10)。種々のがん細胞は PD-1

リガンドを発現しており、そのため T 細胞からの攻撃を回避していると考えられるため、

nivolumabにより PD-1と PD-1リガンドの相互作用が遮断されることで、腫瘍免疫が活性化

され、がん細胞に対して抗腫瘍効果を示す 11)。現在は、さまざまながんに対する nivolumab

の臨床試験が行われており、これまで有効な治療法が無かったがんに対して免疫療法が有

効であることが明らかとなりつつある。 

さらに、近年のオミックス解析技術の発展に伴い、がんの全体像の理解が飛躍的に進む

と考えられている。細胞内代謝物を網羅的に定量するメタボローム解析により、長年の謎

とされてきたがんにおけるWarburg効果（好気的条件における解糖系を用いたエネルギー産

生）の意義が明らかとなってきた 12)。このように、がんにおける特異な細胞システムを標

的とした抗がん剤開発も注目されている。より幸福な生活を実現するため、私たち人類に

とって大きな脅威であるがんを克服することが強く求められている。 
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1-2. ケミカルバイオロジー 

 病気の予防法並びに治療法を開発するためには、極めて複雑な生命現象を理解し、病気

に関わる原因を明らかにすることが重要である。がんを含む多くの疾患は遺伝子異常に起

因していることが知られているが、その生命現象の制御を担っている本体は主にタンパク

質であり、多種多様なタンパク質の機能を明らかにする必要がある。これまで長い間、タ

ンパク質の機能解析研究は遺伝子変異と表現型の関連性に基づく遺伝学的手法により行わ

れ、多くのタンパク質の機能が明らかにされてきた。2003 年にヒトゲノムの全塩基配列解

読完了が発表され、ヒトの遺伝子は約 22,000 個であるとされた一方で、そこから翻訳され

るタンパク質は数十万種あると言われている。したがって、それまでの遺伝学ではすべて

のタンパク質の機能解明は不可能であることが示された。この問題点を解決するためには、

遺伝子を標的とするのではなく、実際に細胞機能の調節を担うタンパク質自体を標的とし

てコントロールすることが求められる。それを実現する方法として注目されたのが、ケミ

カルバイオロジーである。1980年代、Harvard大学の S. Schreiber博士らは、免疫抑制剤 FK506

の作用機序研究を行い、アフィニティークロマトグラフィーを用いることにより、イムノ

フィリンである FKBP12 を標的タンパク質として同定した 13)。さらに、FK506 と FKBP12

の複合体と結合する calcineurin の機能解析を進め、IL-2 産生につながる T 細胞活性化のシ

グナル伝達機構を明らかにした 14)。このような、低分子プローブを用いてタンパク質を中

心とする細胞機能を解析する手法が、それまでの遺伝子操作に基づく古典遺伝学に代わる

ものとして提唱された 15)。ケミカルバイオロジーの利点としては、①化合物の添加・除去

や濃度を調節することでタンパク質の機能を容易かつ自在に制御できる、②複数の機能を

もつタンパク質において特定のドメインの機能のみを選択的に制御できる、③同じ機能の

遺伝子が複数存在しても容易に表現型が観察できる、などが挙げられる 16)。一方で、低分

子化合物は多様な生物活性を有することから、特定のタンパク質を制御するという優れた

特異性を得ることが困難な場合がある。したがって、有機合成化学を駆使した構造展開も
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行うことにより、まさに化学と生物学を融合させて、目的の生物活性のみをもつ特異性の

高い細胞機能制御物質（バイオプローブ）の創製が盛んに行われている 17)。 

 ケミカルバイオロジー研究において、興味深い生理活性をもつ低分子化合物の標的分子

を探すことが非常に重要なプロセスである。ところが、それは時間と労力を要するうえに、

その活性にかかわる真の標的分子を同定するのは困難であるとされてきた。そこで、近年

では革新的な標的同定法が次々と開発され 18-22)、それによりケミカルバイオロジー研究、

そしてそれを基盤とした創薬研究、並びに生命現象の解明研究は、今後飛躍的に発展する

と考えられている 23)（表 1-1）。 

 

 

表1-1 バイオプローブを用いたケミカルバイオロジー研究 23)
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

化合物 標的タンパク質 解明された生命現象，重要な生物活性

Chromeceptin MFP-2 STAT-6を介したIGFシグナルの制御

Cyclosporin A Cyclophillin Cyclosporin A-Cyclophillin複合体によるcalcineurin阻害

DX-52-1 Radixin Actin、CD44阻害による細胞遊走阻害

Fatostatin SCAP 脂質合成、抗肥満薬への利用可能性

FK506 FKBP12 FK506-FKBP12複合体によるcalcineurin阻害、T細胞活性化機構の解明

FR177391 PP2A 脂肪滴形成

Fumagillin MetAP2 non-canonical WntシグナルにおけるMetAP2の関与を示唆

Gerdanamycin Hsp90 Hsp90クライアントタンパク質の解析

Glucopiericidin A Glucotransporter Filopodia（糸状仮足）阻害

ICG-001 CBP Wnt/β-Cateninシグナル

Lactacystin 20S Proteasome タンパク質分解機構

Leptomycin B CRM1 NES配列をもつタンパク質とCRM1との結合による核外移行メカニズムの解明

Locostatin RKIP 細胞運動におけるRKIPの関与

Methyl-gerfelin GlyoxalaseⅠ 細胞遊走

Pateamine eIF4A 翻訳制御機構

Pironetin α-Tubulin Tubulin重合阻害の新たな形式

Rapamycin FKBP12 Rapamycin-FKBP12複合体によるmTOR阻害、オートファジー

Resveratrol eIF4A 抗酸化活性、寿命延長

Spliceostatin A SF3b スプライシング機構，スプライシングとがんの関係

Thelidomide Cerebron Thalidomideによる奇形の発生機構

Trapoxin B HDAC HDACとがんの関係

Trichostatin HDAC エピジェネティック制御機構の解明

Withaferin A AnnexinⅡ アクチンフィラメント形成におけるAnnexinⅡの関与

ZSTK474 PI3K kinase阻害
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1-3. 微生物二次代謝産物 

 我が国において、微生物発酵は古くから多用され、「日本のお家芸」と言われている。微

生物の用途は多岐にわたり、酒、パン、味噌、醤油といった食品加工、アミノ酸生産、環

境浄化などにおける利用に加え、微生物が産生する酵素も同様に我々の生活に密接に関わ

っている。このほかにも、微生物は二次代謝産物として多様な低分子化合物を産生し、医

薬品のリード化合物や細胞機能調節物質（バイオプローブ）などが見出されている 24, 25)。

1942年、Waksmanにより、「微生物によって生産され、微生物の発育を阻止する物質」を抗

生物質（antibiotics）と称することが提唱され、現在では、「微生物により生産され、微生物

その他の細胞の発育を阻害する物質」を抗生物質と呼んでいる 26)。その代表例が、2015 年

ノーベル生理学・医学賞を受賞した大村智博士らにより Streptomyces avermectiniusより発見

された avermectinであり、顧みられない熱帯病（Neglected Tropical Diseases）の寄生虫感染

症に分類される、オンコセルカ症やリンパ系フィラリア症から極めて多くの人々を救った

27)。その他にも、臨床薬としての利用に留まらず、バイオプローブとして生命現象の解明に

大きく貢献してきた微生物由来の化合物として、抗生物質 penicillinおよび streptomycin、コ

レステロール合成阻害剤 mevalotin、免疫抑制剤 FK506、並びにスプライシング阻害剤

spliceostatin A 
28) などもよく知られている（図 1-1）。 

このように微生物二次代謝産物が利用されるのは、そこに複雑かつユニークな構造や生

物活性を有する化合物が含まれていることに由来する。微生物代謝産物は、分子内に多数

のキラル中心や複素環構造を含むものが多く、また、合成化合物と比較すると酸素原子が

多いという特徴が示されている 29)。このことは、水素結合の donor/acceptorとなり得る官能

基を多く含んでいるということを表しており、このような低分子化合物は生体高分子と相

互作用できる可能性が高いことから、医薬品ならびにバイオプローブの探索源として非常

に優れていると考えられている 30)。さらに、微生物を用いる利点として、培地の組成や培

養条件の改変、並びに生合成遺伝子の操作などにより、得られる二次代謝産物の種類や生 
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図1-1. 微生物由来の医薬品、バイオプローブの代表例 
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産量を制御することが可能な点などが挙げられる 31, 32)。近年、糸状菌のタンパク質翻訳後

修飾（エピジェネティクス）を調節することにより、産生される化合物がダイナミックに

変化することが明らかとなってきた 33)。特に、転写調節に大きく関与するヒストンのアセ

チル化やメチル化は、二次代謝産物の生合成遺伝子の発現にも関わるため、ヒストン脱ア

セチル化酵素阻害剤、DNA メチル化酵素阻害剤により転写を活性化することで、糸状菌よ

り多数の新規化合物が単離されている 34-39)。 

しかし、天然資源からの単離精製は時間も労力もかかるうえに、既知物質を再単離する

危険性があることから、組み合わせを利用して多数の化合物を合成するコンビナトリアル

ケミストリーがかつて勢力を強めた。ところが、コンビナトリアル合成化合物では、期待

していたような構造多様性は得られなかった。化合物の多様性は、近年「ケミカルスペー

ス」という概念で表されることがあり、これは分子量や極性、不斉炭素数、結合の回転自

由度などの物理化学的特性を座標軸とした多次元空間である。コンビナトリアル合成化

合物と臨床薬のケミカルスペースを比較すると、前者は後者のわずかな部分しか占めず、

化合物の多様性が乏しいことが示された。一方で、天然化合物では、臨床薬のケミカルス

ペースとほぼ一致することが明らかとなり、再び注目を集めるようになった 40)。 

このような背景に基づき、既知化合物の再単離を防ぎ、新規性の高い構造を有する化合

物の発見の可能性を高める戦略も検討されている。その例として、化合物のスペクトルデ

ータを収集したデータベースの構築が有効であり、利用されてきた。ただし、天然化合物

は微量であったり、市販されていないことも多く、データベースの構築は非常に困難を伴

う。この問題点を克服する、より優れた方法として、NPPlot（Natural Products Plot）が最近

開発された 41)。これは、天然資源抽出物の粗精製物について LC-MS分析を行い、得られた

化合物の保持時間（極性）と m/z（分子量情報）をそれぞれ横軸と縦軸に取り二次元にプロ

ットし、加えて UV吸収スペクトルも収集したデータベースである。この NPPlotを用いて、

既知化合物の物性情報と比較しながら精査することにより、精製の早い段階で含まれる化
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合物の新規性に関する情報が得られる。実際、本手法の利用により、β-ketoamide 構造を含

む 16員環マクロラクタム骨格を有する新規化合物 verticilactam 
42)、6,6-spiroacetal構造と末

端に carboxamide基を有する新規化合物 spirotoamide Aおよび B の発見に成功している 43)。 

 地球上に存在する微生物は、10 億種類と言われている。しかし、培養が可能なものはそ

の 1%に満たないとされており、多くの難培養性微生物が存在する 44)。我々は、その培養可

能なわずかな微生物を利用することにより、疾病の治療やケミカルバイオロジー研究に多

大な恩恵を受けてきた。したがって、それらの難培養性微生物を培養可能な技術を開発す

ることで、得られる低分子化合物のバリエーションが飛躍的に増加すると期待される。さ

らに、微生物が教えてくれる新規な構造は、有機合成研究の重要なターゲットとなり、有

機合成化学に対して多くの画期的な知見を与える。すなわち、我々は目に見えないものの

常に密接に関わっている微生物によって、豊かな生活を営むことができ、健康な人生を享

受している。このような計り知れない可能性を秘めた微生物からの生理活性物質の発見や、

それを用いたケミカルバイオロジー研究は今後ますます発展していくものと期待される。 
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1-4. 生物活性スクリーニングと作用機序解析 

 生物活性物質の探索においては、目的の生物活性を評価するスクリーニング系と、探索

源となる化合物または天然資源抽出物のライブラリーが必要となる。そして、そのスクリ

ーニング系は大きく 2 つに分類され、標的ベースのものと表現型ベースのものがある 45)。

標的ベースのスクリーニング系は、疾患に関わる特定の酵素が明らかな場合に有効で、そ

の酵素に対する阻害作用または活性化作用を調べる。ハイスループットで行いやすいこと

から、多数のサンプルを短時間でスクリーニングすることが可能である。しかしながら、

酵素レベルで作用を示しても、細胞レベルや動物レベルでは効果を示さないことも多い。

これは、化合物の細胞膜透過性などに起因するものであり、標的ベースで見出された化合

物の応用において大きな障壁となる。一方、表現型ベースのスクリーニング系は、細胞死

や細胞形態変化など、細胞やモデル生物の疾患に関わる表現型に及ぼす影響を調べる 46-47)。

表現型スクリーニングの場合、細胞やモデル生物の見た目を指標とすることから、機械に

よる評価は難しくハイスループット性は低いため、時間と手間がかかる。加えて、活性の

評価には実験者の主観が介入することも問題となる。また、活性を示す化合物の作用機序

は、標的ベースのスクリーニング系の場合とは異なり明確でない場合が多く、その応用に

おいては、作用機序の解明が必須となる。この作用機序の解明は、すべての化合物に適用

できる一般化された方法はなく、困難を極めるとされており、この段階が表現型ベースの

スクリーニング系を用いる場合の大きな障壁となる 48)。しかしながら、標的ベースのスク

リーニング系において問題となる、細胞や動物レベルで効かないという現象を避けること

ができ、実際に利用できる可能性が高い。さらに、表現型スクリーニングを用いる利点と

しては、新規創薬標的分子の発見がある。表現型スクリーニングで得られた化合物の標的

分子を解明する過程で、あるタンパク質と疾患の関連性が明らかになる場合がある。例え

ば、細胞周期停止などの抗がん活性を示す spliceostatin Aの標的分子として、スプライソソ

ーム U2 snRNPの構成成分である SF3b複合体が同定され、この化合物がスプライシングを
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阻害することが明らかにされた 28)。 Spliceostatin Aは、世界初のスプライシング阻害剤であ

り、それまで知られていなかったスプライシングとがんの関連性が初めて示された。こう

して見出されたタンパク質は、目的とする疾患に対する治療薬の有効な標的分子となる可

能性が高い。薬は長期間の投与による薬剤耐性が生じることも多く、作用点が多様な薬を

用意する必要がある。そのために創薬標的にはバラエティーが必要であり、表現型スクリ

ーニングはそれを達成する有力な方法である。そして、このような新規作用機序を有する

薬（first-in-class drugs）の多くは、表現型スクリーニングで見出されており、有効な治療法

が無かった疾患に対する治療薬の開発において非常に有効な手法である。実際、1999 年か

ら 2008 年に承認された first-in-class に分類される低分子医薬品を見ると、標的ベースのス

クリーニングで見出された化合物（17 種）と比較して、表現型スクリーニングで見出され

た化合物（28 種）が大きく上回っている 49)。以上の背景に基づき、本研究では、がん細胞

に対する細胞毒性という表現型に基づいて見出した化合物の作用機序解析を行った。 
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1-5. 共有結合薬と本研究の概要 

 医薬品やバイオプローブは、タンパク質などの標的分子と相互作用することにより、そ

の活性を制御する。その相互作用には、水素結合などによる弱い結合と、共有結合などに

よる強い結合がある。水素結合などによる場合は、その結合が可逆的である場合が多く、

その作用を調節しやすい。一方、標的分子に共有結合する化合物（共有結合薬）は、可逆

的な場合もあるが、多くは不可逆的で極めて強く結合する。この持続的な強い結合により、

重篤な副作用が生じることが危惧されるとともに、一過的な作用には適さないため、臨床

における使用は難しいと考えられてきた。しかし近年、共有結合薬の利点が注目されるよ

うになってきた 50)。多くの医薬品は、生体内で目的とする作用を十分に得るために、大量

投与を必要とする場合が多く、これにより副作用も出現してしまうことになる。一方、共

有結合薬は低用量で作用を発現することから、投与量が少なく副作用の回避につながる。

また、効果が長時間持続するため、投与回数を減らすこともでき、これも副作用の低減に

貢献する。加えて、共有結合薬はタンパク質の Cys や Thr などの特定のアミノ酸残基に強

力に結合することから、タンパク質の立体構造を認識する水素結合などによる非共有結合

薬の場合と比較して、浅い結合ポケットにも結合し得る 51)。実際、表 1-2に示す多くの共有

結合薬が FDAに認可されている 52)。よって、これまで使用されてきた非共有結合薬では効

果的に作用できなかったタンパク質を標的とした薬剤が、共有結合薬で実現可能になるこ

とも期待されている。 

 これまでに、天然資源から多くの医薬品やバイオプローブが発見され、利用されている。

筆者らは、植物、食材、微生物などの天然資源が産生する二次代謝産物から、抗がん作用、

抗アレルギー作用を中心とする有用な生物活性を示す化合物を探索し、その作用に関わる

分子機構の解明に取り組んできた。その過程で、糸状菌の二次代謝産物より単離された

pyrrocidine A、allantopyrone A、neomacrophorin類が、特徴的な構造と顕著な生物活性を示す

ことを見出した。本章 1-4で述べたように、生物活性物質の標的分子、作用機序を解明する  
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表1-2 FDAに認可されている共有結合薬 52)
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ことは重要である。本論文は、これらの化合物が誘導する細胞応答とその作用機序を明ら

かにすることを目的として行った研究をまとめたものである。その概要を以下に示す。 

 第 2章では、植物内生糸状菌 Neonectria ramulariae Wollenw KS-246が産生する、既知の大

環状アルカロイド系抗菌物質 pyrrocidine A について述べる。プロテオーム解析を用いた既

知化合物との比較解析に基づくバリデーションを行い、in vitroで PI3K（phosphatydylinositol 

3-kinase）のキナーゼ活性を直接阻害することを見出した。さらに、細胞レベルでも PI3K

の下流シグナルのリン酸化を阻害することを見出した。 

 第 3章では、植物内生糸状菌 Allantophomopsis lycopodina KS-97が産生する新規 α-pyrone

化合物 allantopyrone Aについて述べる。プロテオーム解析により、allantopyrone Aが転写因

子 Nrf2を活性化することが示唆されるとともに、Nrf2の核移行の促進も見られ、Keap1-Nrf2

経路に対する活性化作用を見出した。また、化合物ビーズを用いたアフィニティークロマ

トグラフィーにより、allantopyrone Aが Keap1と直接結合することが示された。Keap1-Nrf2

経路は抗酸化システムとして知られているが、実際に allantopyrone Aが酸化ストレスによる

細胞死から細胞を保護することを明らかにした。 

 第 4 章では、白神山地で採取した Daedaleopsis tricolor（チャカイガラタケ）に寄生する

糸状菌 Trichoderma sp. 1212-03が産生する新規ドリマン化合物群 neomacrophorin類について

述べる。Neomacrophorin 類は、HL60 細胞にアポトーシス誘導作用を示した。また、

neomacrophorin Iと IVが酵素レベル、細胞レベルの双方でプロテアソームを強く阻害するこ

とを見出した。活性が強かった I と IVは、ともにキノン構造を有していたことから、この

部分が活性に大きく寄与することが示唆された。I と IV が、求核性チオール基を有する

N-acetyl-L-cysteine methyl ester（NACM）と高い反応性を示すことを明らかにするとともに、

生じる付加体の反応機構について検討した。 
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2-1. 緒言 

2-1-1. Pyrrocidine類 

 Pyrrocidine Aおよび Bは、Heらにより糸状菌 Cylindrocarpon sp. LL-Cyan426から初めて見

出され 53)、その後Wicklowらにより植物内生糸状菌 Acremonium zeaeからも単離されている

54)。これらの化合物は、cis,trans-fused tricyclic decahydrofluorene coreと γ-hydroxy-γ-lactamを

含む 13 員環からなる、極めて特徴的な構造を有している（図 2-1）。生物活性としては、

pyrrocidine Aは薬剤耐性株を含むグラム陽性細菌に対して強力な抗菌活性を示し、その活性

は α,β-不飽和カルボニル構造を持たない pyrrocidine Bと比較して非常に強い。筆者らは、こ

れまでに植物内生糸状菌 Neonectria ramulariae Wollenw KS-246より、pyrrocidine Aとその新

規類縁体を見出すとともに、pyrrocidine Aが α,β-不飽和カルボニル構造の高い反応性を介し

て、ヒト急性前骨髄性白血病 HL60細胞に強力にアポトーシスを誘導することを明らかにし

てきた 55-57)。このように、pyrrocidine Aは化学構造と生物活性の双方において興味深い特徴

を有していることから、複数のグループで pyrrocidine類とその類縁化合物の全合成 58, 59) や

生合成機構 60) に関する研究が進められている。しかし、pyrrocidine Aの標的分子は未だ明

らかにされていない。JFCR39がん細胞パネルスクリーニングを用いた作用機序の予測にお

いては、pyrrocidine Aは対照化合物と一致せず、既存の抗がん剤とは異なる作用機序を有し

ていることが示唆された 57)。一方、筆者の修士論文研究において、プロテオーム解析を用

いた pyrrocidine Aの作用機序の予測を行っており、staurosporineなどのキナーゼ阻害剤との

類似性を見出している（図 2-2）。そこで本章では、この予測に基づき、pyrrocidine Aの標的

分子を同定することを目的とした。 
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図 2-1 Pyrrocidine Aの化学構造 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-2. ChemProteoBaseを用いたプロテオーム解析による作用機序の推定 

HeLa 細胞を用いた 2D-DIGE により、各種化合物で誘導されるタンパク質発現の増減を定量した。階層的

クラスター解析を行い、対照化合物と比較した結果をヒートマップで示した。薬剤処理によって増加した

タンパク質は赤色、減少したタンパク質は緑色で表示した。 
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2-1-2. キナーゼシグナリングと阻害剤 

 細胞の増殖、生存は、多くの細胞内シグナル伝達を介して行われている。特に、タンパ

ク質のリン酸化は種々のシグナル伝達経路の制御に関わっており、その反応を担うキナー

ゼの持続的活性化が多くのがんで認められる 61)。ヒトにおいては、500種以上のキナーゼが

存在するとされており、それらはセリンスレオニンキナーゼ、チロシンキナーゼ、ヒスチ

ジンキナーゼ、アスパラギン酸グルタミン酸キナーゼなどに分類される。 

 分子標的薬としての低分子キナーゼ阻害剤の利用は、2001年、チロシンキナーゼ Bcr-Abl

阻害剤である imatinib（Gleevec
®）が慢性骨髄性白血病（CML）治療薬として認可されたの

に端を発する 62)。慢性骨髄性白血病の 90%以上でフィラデルフィア染色体と呼ばれる異常

染色体が認められ、9 番染色体上の ABL遺伝子と 22 番染色体上の BCR遺伝子が連結した、

BCR-ABL 融合遺伝子が形成されている。この遺伝子産物である Bcr-Abl タンパク質は、恒

常的に活性化しているため、慢性骨髄性白血病の増殖を強力に促進する。慢性骨髄性白血

病の多くが Bcl-Ablに依存していることから、その阻害剤である imatinibは、BCR-ABL融合

遺伝子陽性の慢性骨髄性白血病に対して極めて高い効果を示すことが明らかとなっている。

このような素晴らしい成果に基づき、がんの分子標的治療薬として次々とキナーゼ阻害薬

が開発された。これまでに承認された分子標的抗がん剤 70剤のうち、半数以上の 56%に相

当する 39剤がキナーゼを標的としている事実からも、キナーゼ阻害剤の臨床的な有効性は

確立されていると言える。また、39 剤のうち、7 剤はモノクローナル抗体医薬品であり、

Her2や EGFRなどの受容体に作用する。他の 32剤は低分子のキナーゼ阻害剤であり、さら

にそのうち 9剤は、複数のキナーゼを阻害するマルチキナーゼ阻害剤である（表 2-1）5)。 

 がんの異常増殖に直接的に寄与する主要なキナーゼシグナリングとしては、細胞増殖や

分化に関わるMEK/ERK経路、細胞の生存に関わる PI3K/Akt経路が存在する 63)。両経路の

上流に存在する受容体型チロシンキナーゼとともに、これらの経路を遮断する薬剤は、抗

がん剤として非常に有効である。実際、メラノーマ治療薬である MEK 阻害剤 trametinib
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（Mekinist
®
, JTP-70902）や 64)、慢性リンパ性白血病治療薬である PI3K 阻害剤 idelalisib

（Zydelig
®
, CAL-101）65) が近年承認されていることからも、それぞれのがんの異常増殖に

関与するキナーゼを阻害することは有効な治療法となる（図 2-3）。 
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表 2-1 これまでに承認された主要な分子標的抗がん剤（2016年 2月 9日時点）5) 

 

 

 

  

一般名/商品名 標的分子 適応がん種 米国承認年 日本承認年

Rituximab/Rituxan* CD20 B細胞性非ホジキンリンパ腫, MCL 1997年 2001年

Trastuzumab/Herceptin* Her2 ** 乳がん, 胃がん 1998年 2001年

Alemtuzumab/Campath* CD52 慢性リンパ性白血病 2001年 Phase I

Imatinib/Gleevec Bcr-Abl/Kit ** CML, GIST, Ph+ALL 2001年 2001年

Gefitinib/Iressa EGFR ** 非小細胞肺がん 2003年 2002年

Bortezomib/Velcade Proteasome 多発性骨髄腫, MCL 2003年 2006年

Bevacizumab/Avastin * VEGF 大腸がん, 非小細胞肺がん, 乳がん, グリオブラストーマ, 腎細胞がん, 卵巣がん  2004年 2007年

Cetuximab/Erbitux * EGFR ** 大腸がん, 頭頸部がん 2004年 2008年

Erlotinib/Tarceva EGFR ** 非小細胞肺がん, 膵がん 2004年 2007年

Azacitidine/Vidaza DNMT 骨髄異形成症候群 2004年 2011年

Sorafenib/Nexavar Multi-kinases ** 腎細胞がん, 肝細胞がん 2005年 2008年

Sunitinib/Sutent Multi-kinases ** GIST, 腎細胞がん, NET 2006年 2008年

Dasatinib/Sprycel Bcr-Abl/Src ** CML, Ph+ALL 2006年 2009年

Panitumumab/Vectibix * EGFR ** 大腸がん 2006年 2010年

Vorinostat/Zolinza HDAC 皮膚T細胞性リンパ腫 2006年 2011年

Decitabine/Dacogen DNMT 骨髄異形成症候群 2006年 Phase I/II

Lapatinib/Tykerb EGFR/Her2 ** 乳がん 2007年 2009年

Temsirolimus/Torisel mTOR ** 腎細胞がん 2007年 2010年

Nilotinib/Tasigna Bcr-Abl ** CML 2007年 2009年

Everolimus/Afinitor mTOR ** 腎細胞がん、SEGA、NET、乳がん 2009年 2010年

Pazopanib/Votrient Multi-kinases ** 腎細胞がん、軟部腫瘍 2009年 2012年

Romidepsin/Istodax HDAC 皮膚T細胞性リンパ腫 2009年 未治験

Denosumab/Ranmark * RANKL 多発性骨髄腫による骨病変及び固形がん骨転移による骨病変 2010年 2012年

Ipilimumab/Yervoy * CTLA-4 メラノーマ 2011年 Phase II

Vandetanib/Caprelsa Multi-kinases ** 甲状腺髄様がん 2011年 Phase III

Vemurafenib/Zelboraf BRAF(V600E) ** メラノーマ 2011年 Phase I

Crizotinib/Xalkori ALK ** 非小細胞肺がん 2011年 2012年

Ruxolitinib /Jakafi JAK ** 骨髄線維症 2011年 2011年

Axitinib/Inlyta Multi-kinases ** 腎細胞がん 2012年 2012年

Vismodegib/Erivedge Hh signaling 基底細胞がん 2012年 未治験

Mogamulizumab/Poteligeo* CCR4 成人T細胞白血病リンパ腫 Phase III 2012年

Pertuzumab/Perjeta* Her2** 乳がん 2012年 申請中

Carfilzomib/Kyprolis Proteasome 多発性骨髄腫 2012年 Phase I/II

Ziv-aflibercept/Zaltrap *1 VEGF 大腸がん 2012年 Phase I

Bosutinib/Bosulif Bcr-Abl/Src ** CML 2012年 Phase II/III

Regorafenib/Stivarga Multi-kinases ** 大腸がん 2012年 申請中

Cabozantinib/Cometriq Multi-kinases ** 甲状腺髄様がん 2012年 Phase I

Ponatinib/Iclusig Bcr-Abl(T315I)** CML, Ph+ALL 2012年 Phase I/II

Trastuzumab emtansine/ Kadcyla *2 Her2 ** 乳がん 2013年 2013年

Dabrafenib/Tafinlar BRAF(V600E) ** メラノーマ（BRAF/V600E) 2013年 2016年

Trametinib/Mekinist MEK** メラノーマ（BRAF/V600E/K） 2013年 2016年

Afatinib/Gilotrif EGFR/Her2 ** 非小細胞肺がん（EGFR /exon19del, L858R） 2013年 2014年

Obinutuzumab/Gazyva *1 CD20 CLL 2013年 Phase III

Ibrutinib/Imbruvica Btk ** MCL, CLL, WM 2013年 申請中

Ramucirumab/Cyramza *1 VEGFR2 ** 胃腺がん及び胃食道接合部腺がん,非小細胞肺がん,大腸がん 2014年 2015年

Ceritinib/Zykadia ALK ** 非小細胞肺がん（ALK fusion gene） 2014年 Phase III

Belinostat/Beleodaq HDAC PTCL 2014年 状況不明

Nivolumab/Opdivo *1 PD-1 メラノーマ，非小細胞肺がん,腎がん 2014年 2014年

Alectinib/Alecensa ALK ** 非小細胞肺がん（ALK fusion gene） 2015年 2014年

Idelalisib/Zydelig PI3K ** CLL, FL, SLL 2014年 Phase III

Pembrolizumab/Keytruda *1 PD-1 メラノーマ,非小細胞肺がん 2014年 Phase III

Nintedanib/Vargatef Multi-kinases ** 非小細胞肺がん 2014年 *** 2015年

Blinatumomab/Blincyto *5 CD19/CD3 Ph-ALL 2014年 状況不明

Olaparib/Lynparza PARP 卵巣がん（BRCA遺伝子変異陽性） 2014年 Phase III

Palbociclib/Ibrance CDK4/6 ** 乳がん 2015年 Phase III

Lenvatinib/Lenvima Multi-kinases ** 甲状腺がん 2015年 2015年

Panobinostat/Farydak HDAC 多発性骨髄腫 2015年 2015年

Dinutuximab/Unituxin *1 GD2 神経芽腫 2015年 未開発

Sonidegib/Odomzo Hh signaling 基底細胞がん 2015年 状況不明

Cobimetinib/Cotellic MEK ** メラノーマ (BRAF/V600E/K) 2015年 未開発

Osimertinib/Tagrisso EGFR ** 非小細胞肺がん (EGFR/T790M) 2015年 申請中

Daratumumab/Darzalex *1 CD38 多発性骨髄腫 2015年 Phase III

Necitumumab/Portrazza *1 EGFR ** 非小細胞肺がん 2015年 Phase III

Elotsuzumab/Empliciti *1 SLAMF7 多発性骨髄腫 2015年 Phase III

Ixazomib/Ninlaro Proteasome 多発性骨髄腫 2015年 Phase III

*1 非修飾抗体、*2 抗体薬物複合体、*3 放射性物質標識抗体、*4 VEGF受容体／IgG抗体Fc融合タンパク質、*5 二重特異性を有するT細胞誘導抗体

** キナーゼ標的　　*** 欧承認年　　下線：日本発の分子標的抗がん剤を示す
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図 2-3. 主要なキナーゼ経路と標的とする臨床薬 
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2-2. 実験方法 

2-2-1. in vitroキナーゼ阻害アッセイ 66)
 

 カルナバイオサイエンス（株）に委託して測定を行った。キナーゼ活性は、STK-ELISA

法または Off-chip Mobility Shift Assay 法により測定した。測定方法の概略を以下に記した。

また、各キナーゼの反応条件を表 2-2に示した。 

 STK-ELISA法：アッセイバッファー（15 mM Tris-HCl、0.01% Tween 20、2 mM DTT、pH 

7.5）にて調製したサンプル溶液と基質/ATP/金属溶液を、96 wellプレート内で混合し、室温

で反応させた。120 μlの 40 mM EDTA溶液（pH 7.5）を添加して反応を停止させ、その混合

液の 120 μlを採取して ELISAプレートに移した。反応後、4回洗浄を行い、0.1% BSAを含

むブロッキングバッファーにてブロッキングした。一次抗体溶液を添加して反応させた後、

4回洗浄を行い、二次抗体溶液を添加して反応させた。その後、洗浄し、基質である 100 μl

の TMB（3,3',5,5'-tetramethylbenzidine）溶液を添加して反応させた後、100 μlの 0.1 M硫酸

により反応を停止した。450 nmの吸光度により、キナーゼ活性を評価した。 

 Off-chip Mobility Shift Assay（MSA）法：アッセイバッファー（20 mM HEPES、0.01% Triton 

X-100、2 mM DTT、pH 7.5）にて調製したサンプル溶液と基質/ATP/金属溶液を、384 well

プレート内で混合し、室温で反応させた。その後、60 μlの Termination Bufferを添加して反

応を停止させた。反応溶液中の基質ペプチドとリン酸化ペプチドを LabChip3000 systemに

て分離、定量した。基質ペプチドピーク高さ（S）とリン酸化ペプチドピーク高さ（P）か

ら計算される生成物比（P/(P+S)）により、キナーゼ活性を評価した。 
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表 2-2 キナーゼ反応条件 

 

 

  

Name (nM) Km Assay Name (mM)

PDGFRα MSA CSKtide 1000 28 25 Mg 5 Staurosporine

PDGFRβ MSA CSKtide 1000 23 25 Mg 5 Staurosporine

AKT1 MSA Crosstide 1000 31 50 Mg 5 Staurosporine

AKT2 MSA Crosstide 1000 110 100 Mg 5 Staurosporine

Erk1 MSA Modified Erktide 1000 34 50 Mg 5 5-Iodotubercidin

Erk2 MSA Modified Erktide 1000 33 50 Mg 5 5-Iodotubercidin

MAP2K1 STK-ELISA Erk2 100 11 10 Mg 5 Staurosporine

MAP2K2 STK-ELISA Erk2 100 13 15 Mg 5 Staurosporine

p70S6K MSA S6k2 peptide 1000 14 10 Mg 5 Staurosporine

RAF1 STK-ELISA MAP2K1 85 0.39 0.5 Mg 40 ZM336372

RSK1 MSA S6K peptide (N-FL) 1000 21 25 Mg 5 Staurosporine

PIK3CA/PIK3R1 MSA Phosphatidylinositol 1000 58 50 Mg 5 PI-103

ALK MSA Srctide 1000 57 50 Mg 5 Staurosporine

EML4-ALK MSA Srctide 1000 43 50 Mg 5 Staurosporine

AXL MSA CSKtide 1000 32 50 Mg 5 Staurosporine

EGFR MSA Srctide 1000 2.7 5 Mg+Mn 5+1 Staurosporine

EPHB4 MSA Blk/Lintide 1000 56 50 Mg 5 Staurosporine

FGFR1 MSA CSKtide 1000 89 100 Mg 5 Staurosporine

FGFR2 MSA CSKtide 1000 66 75 Mg 5 Staurosporine

FGFR3 MSA CSKtide 1000 43 50 Mg 5 Staurosporine

FGFR4 MSA CSKtide 1000 230 250 Mg 5 Staurosporine

FLT1 MSA CSKtide 1000 140 150 Mg 5 Staurosporine

FLT3 MSA Srctide 1000 94 100 Mg 5 Staurosporine

FLT4 MSA CSKtide 1000 72 75 Mg 5 Staurosporine

HER2 MSA Srctide 1000 9.4 10 Mn 5 Staurosporine

IGF1R MSA IRS1 1000 63 75 Mg 5 Staurosporine

KDR MSA CSKtide 1000 74 75 Mg 5 Staurosporine

KIT MSA Srctide 1000 370 400 Mg 5 Staurosporine

MET MSA Srctide 1000 27 25 Mg 5 Staurosporine

RET MSA CSKtide 1000 7.5 10 Mg 5 Staurosporine

RON MSA Srctide 1000 27 25 Mg 5 Staurosporine

TIE2 MSA Blk/Lintide 1000 94 100 Mg 5 Staurosporine

TRKA MSA CSKtide 1000 65 75 Mg 5 Staurosporine

TRKB MSA Srctide 1000 80 75 Mg 5 Staurosporine

TRKC MSA Srctide 1000 47 50 Mg 5 Staurosporine

PlatformKinase
Substrate ATP (μM) Metal

Positive control
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2-2-2. 細胞培養 

 ヒト非小細胞肺がん細胞 A549（RCB0098、理研バイオリソースセンター）は、10% 非働

化 FBS（Sigma Aldrich Corp.、St. Louis、USA）、1% penicillin (50 units/ml) - streptomycin (50 

μg/ml)（Gibco、Invitrogen Corp.、Carlsbad, USA）を添加した DMEM培地（和光純薬工業（株））

を用いて、37℃、5 % CO2条件下で培養した。 

 

2-2-3. MTT assayによる細胞毒性の測定 67)
 

 A549細胞の細胞懸濁液（5×10
4
 cells/ml）を、98 μl ずつ 96 well マイクロプレートに播

いた。目的の濃度にメタノールで希釈したサンプルを 2 μlずつ添加し、37℃で 48時間培養

し た 。 48 時 間 培 養 し た 細 胞 に 、 DPBS で 溶 解 し た 5 mg/ml MTT

（3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide、（株）同仁化学研究所）溶液を

10 μlずつ添加し、さらに 37℃で 4時間培養した。イソプロパノール（0.04 N HClを含む）

を 100 μl ずつ添加し、生成した不溶性ホルマザンをピペッティングにより溶解させた後、

マイクロプレートリーダー（Infinite F200 PRO、Tecan、Männedorf、Switzerland）を用いて

570 nmの吸光度を測定した。 

 

2-2-4. Trypan blue色素排除法による細胞生存率の測定 68)
 

 A549細胞の細胞懸濁液（5×10
4
 cells/ml）を、980 μlずつ 24 wellマイクロプレートに播

いた。メタノールで希釈したサンプルを 20 μlずつ添加し、37℃で一定時間培養した。一定

時間経過後、細胞を回収して、細胞懸濁液と 0.4 w/v% trypan blue溶液（和光純薬工業（株））

と 1:1の割合で混合し、顕微鏡下で生細胞（非染色）と死細胞（染色）をそれぞれ計数する

ことにより、細胞生存率を算出した。 

 

2-2-5. タンパク質発現解析 57)
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2-2-5-1. タンパク質抽出 

 A549細胞を 60 mm dishに播種し接着させた。その後、pyrrocidine Aを添加し、一定時間

培養した。培養した A549細胞を氷上で遠心チューブに回収し、遠心（3,000 rpm、4℃、3 min）

して上清の培地を除いた。DPBS 1 mlを加えて撹拌し、遠心（3,000 rpm、4℃、3 min）して

上清を除く操作を 3 回行い、細胞を洗浄した。プロテアーゼ阻害剤カクテル Complete mini 

（Roche Diagnostics、Basel、Switzerland）とホスファターゼ阻害剤カクテル溶液 I（和光純

薬工業（株））を加えた RIPA buffer（10 mM Tris-HCl、150 mM NaCl、1% NP-40、0.1% sodium 

deoxycholate、0.1% SDS、1 mM EDTA、pH 7.5）に細胞を懸濁させ撹拌した後、氷上で 30 min

静置した。軽く撹拌後、遠心（15,000×g、4℃、30 min）し、上清を全タンパク質抽出液と

して回収した。このうちの一部を用い、BCA protein assay kit（Pierce、Waltham、USA）を利

用して BCA 法によりタンパク質濃度を測定した。残りの上清について、 25% 

2-mercaptoethanolを直前に添加した 5×SDS sample buffer（312.5 mM Tris-HCl、25% glycerol、

25% SDS、0.005% bromophenol blue、pH 6.8）を加えて撹拌後 5 min煮沸し、タンパク質を

SDS化した。 

 

2-2-5-2. SDS-PAGE 

 初めに、分離ゲルを作製した。MQ水、4×Lower buffer（1.5 M Tris-HCl (pH 8.8)、0.4 % SDS）、

30 % Acrylamide/Bis、10 % APS、TEMEDを混合し、ゲル板に 3.2 mlずつ流し込み、イソプ

ロパノールで重層した。45 分間静置してゲルを固めた後、イソプロパノールを捨て MQ 水

でよく洗浄した。次に、濃縮ゲルを作製した。MQ水、4×Upper buffer（0.5 M Tris-HCl (pH 6.8)、

0.4 % SDS）、30 % Acrylamide/Bis、10 % APS、TEMEDを混合してゲル板に流し込み、コー

ムを差し込んだ状態で 30 分間静置し、ゲルを固めた。作製したゲルを泳動槽にセットし、

SDS 泳動バッファー（25 mM Tris、192 mM glycine、0.1% SDS）を入れた。SDS化したサン

プルは 20 μg/laneとなるようにそれぞれウェルにアプライした。200 Vで 45分間泳動を行っ
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た。 

 

2-2-5-3. Western blotting 

 電気泳動後ゲル板を外し、分離ゲルのみを回収した。トランスファーバッファー（48 mM 

Tris、39 mM glycine、20% MeOH）で浸したろ紙 3枚、MeOHによる親水化処理とトランス

ファーバッファーによる平衡化をした PVDF膜（Millipore、Billerica、USA）、ゲル、そして

トランスファーバッファーで浸したろ紙 3 枚を下から順番にブロッティング装置に重ね、

トランスファーバッファーで湿潤後、30 minブロッティングした。PVDF膜をブロッキング

バッファー（20 mM Tris、125 mM NaCl、0.1% Tween 20、1% polyvinylpyrrolidone、pH 7.6）

に浸し、室温で 1 hブロッキングした。TBS-T buffer（20 mM Tris、125 mM NaCl、0.1% Tween 

20、pH 7.6）で 3回洗浄した後、一次抗体処理（4℃で over nightまたは室温で 1 h）を行っ

た。一次抗体は、caspase-3、caspase-9、PARP、Akt、p-AKT (Thr308)、p-Akt (Ser473)、p70S6K、

p-p70S6K (Thr389)、p-p70S6K（Ser371）、4E-BP1、p-4E-BP1は Cell Signaling Technology, Inc.

（Danvers、USA）、caspase-8、α-Tubulinは Santa Cruz Biotechnology, Inc.（CA、USA）から

それぞれ購入したものを用いた。TBS-T bufferで 3回洗浄後、HRP（horse radish peroxidase）

標識二次抗体処理（室温で 1 h）を行った。二次抗体は、Cell Signaling Technology（Danvers、

USA）より購入した anti-mouse IgG抗体、anti-rabbit IgG抗体を用いた。TBS-T bufferで 3回

洗浄後、ECL
TM

 Western Blotting Detection Reagents と ImageQuant LAS 4000（GE Healthcare、

Piscataway、NJ、USA）を用いて、化学発光法によりタンパク質バンドを検出した。 

 

2-2-6. 核の形態観察 57)
 

 核染色試薬である Hoechst 33342（（株）同仁化学研究所）を用い、共焦点レーザー顕微鏡

により細胞核の形態を観察した。24 wellマイクロプレートに A549細胞を播種し、一晩培養

して接着させた。その後、pyrrocidine Aを添加して 4 h培養した。細胞を PBSで洗浄した後、
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trypsin-EDTA（Gibco、Invitrogen Corp.、Carlsbad、USA）で 5 min処理して細胞をはがし、

マイクロチューブに回収した。遠心（3,000×g、3 min、室温）しながら PBSで 2回洗浄し、

上清を除き DMEM培地に懸濁させた。Hoechst 33342を加え、暗所で 37℃、15 minインキ

ュベーションした。遠心（3,000×g、3 min、室温）により PBSで 2回洗浄した後、PBSで懸

濁させたものをサンプルとした。共焦点レーザー顕微鏡（C2、（株）ニコン）で細胞核を観

察した。 
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2-3. 結果 

2-3-1. 各種キナーゼに対する in vitro阻害活性 

 プロテオーム解析の結果から、キナーゼを阻害する可能性が示唆された。そこで、既に

臨床薬となっている分子標的抗がん剤の標的、または、現在臨床試験が行われている分子

標的抗がん剤の標的であるキナーゼのうち、代表的な 35種を選択し、10 μM pyrrocidine A

により阻害されるキナーゼを探索した。その結果、PIK3CA（phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）

の p110α 触媒サブユニット）のみに 66.6%の阻害活性を示し、他の 34 種のキナーゼは全く

阻害しなかった（表 2-3）。 

 

 

表 2-3 主要なキナーゼに対する pyrrocidine Aの阻害活性 
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2-3-2. PI3K p110α触媒サブユニットに対する阻害活性 

 2-3-1で、pyrrocidine Aが PI3K p110α触媒サブユニットを阻害することが示された。そこ

で、その再現性と活性の強さを調べるために、濃度依存性試験を行った。その結果、

pyrrocidine Aは PI3K p110α触媒サブユニットを濃度依存的に阻害し、その強さは IC50 = 0.93 

μMであることが判明した（図 2-4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-4. Pyrrocidine Aの PI3K p110α触媒サブユニットに対する阻害活性 

バキュロウイルス発現系を用いて作製した GST-PIK3CA/PIK3R1 を酵素、phosphatidylinositolを基質とし、

室温で 5 h反応させた。反応停止後、Off-chip Mobility Shift Assayにより、基質とリン酸化基質を分離、定

量し、生成物比から阻害率を求めた（n=2）。IC50値は、被験物質濃度と阻害率によるプロットを非線形最

小二乗法により 4パラメータのロジスティック曲線に近似させて求めた。 
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2-3-3. A549細胞に対する増殖阻害作用 

 以上の結果より、pyrrocidine Aが PI3K p110α触媒サブユニットを直接阻害することが明

らかとなった。そこで、細胞レベルでの PI3K阻害活性を検証することとした。細胞はヒト

非小細胞肺がん由来 A549細胞を用いた。A549細胞は、KRAS変異を有している。KRAS変

異陽性細胞は PI3K p110α触媒サブユニット依存性であること、また、PI3K阻害剤 ZSTK474

がA549細胞を用いたマウス異種移植モデルに対して抗腫瘍効果を示すことが報告されてい

ることに基づき、本細胞株を用いることとした。はじめに、A549 細胞の増殖に対する影響

を調べた。その結果、pyrrocidine Aは IC50 = 1.7 μMで濃度依存的に A549の細胞生存率を低

下させた（図 2-5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-5. A549細胞における pyrrocidine Aの増殖阻害活性 

A549細胞を pyrrocidine Aで 48 h処理し、MTT assayにより細胞生存率を測定した（n=3）。 
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2-3-4. Pyrrocidine Aの細胞死誘導作用 

 Pyrrocidine A が A549 細胞の増殖を阻害したため、その特徴を明らかにすることとした。

HL60細胞においてアポトーシスを誘導することを明らかにしているため、アポトーシスの

特徴である caspase活性化と核の凝縮、断片化を調べた。その結果、western blottingにより、

pyrrocidine Aの濃度依存的に caspase-8、9、3、並びに PARPの切断が認められた（図 2-6A）。

さらに、Hoechst 33342を用いた蛍光顕微鏡観察により、pyrrocidine Aは核の凝縮と断片化

を引き起こした（図 2-6B）。これらの結果から、pyrrocidine Aは A549細胞に対してアポト

ーシスを誘導することが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-6. Pyrrocidine Aのアポトーシス誘導作用 

(A) Caspase経路に対する pyrrocidine Aの影響： A549細胞を pyrrocidine Aで 4 h処理し、全タンパク質を

抽出した。得られたタンパク質を用いて western blottingを行った。 

(B) 核の形態に対する pyrrocidine Aの影響： A549 細胞を pyrrocidine Aで 4 h処理した後、Hoechst 33342

で細胞を染色した。共焦点レーザー顕微鏡により核の形態を観察した。 

 

  

A B 
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2-3-5. PI3K下流のリン酸化シグナルに対する影響 

 細胞レベルで PI3K阻害作用が発揮されるかを検証するため、A549細胞を用いて PI3Kの

下流に位置するキナーゼである Akt、p70S6K、4E-BP1 のリン酸化に対する影響を western 

blotting で解析した。その結果、アポトーシス誘導と同等の濃度でこれらのキナーゼのリン

酸化を阻害した（図 2-7）。このことから、pyrrocidine Aは細胞レベルでも PI3K阻害作用を

発揮している可能性が高く、標的分子としての妥当性が示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-7. PI3K下流キナーゼのリン酸化に対する阻害作用 

A549細胞を pyrrocidine Aで 4 h処理し、全タンパク質を抽出した。得られたタ

ンパク質を用いて western blottingを行った。 
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2-3-6. アポトーシス誘導に対する NACの影響 

 Pyrrocidine A の生物活性には、α,β-不飽和カルボニル構造が重要であり、HL60 細胞にお

いては、この構造と高い反応性を示す N-acetyl-L-cysteine（NAC）存在下で活性が消失する

ことを見出している。そこで、A549 細胞での α,β-不飽和カルボニル構造の寄与を明らかに

するため、まずアポトーシス誘導作用に対する NACの影響を調べた。その結果、pyrrocidine 

A による細胞生存率の低下（図 2-8A）、caspase-8、9、3、PARP の切断（図 2-8B）、核の凝

縮と断片化（図 2-8C）は、いずれも NACにより抑制された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-8. Pyrrocidine Aによるアポトーシスに対する NACの抑制効果 

(A) 細胞生存率に対する NACの影響： A549細胞を NACで 1 h前処理した後、pyrrocidine Aで 4 h 処理し

た。細胞生存率を trypan blue色素排除法により測定した（n=3）。 

(B) Caspase経路に対する NACの影響： A549細胞を NACで 1 h前処理した後、pyrrocidine Aで 4 h処理し

た。全タンパク質を抽出し、western blottingを行った。 

(C) 核の形態に対する NACの影響： A549細胞を NACで 1 h前処理した後、pyrrocidine Aで 4 h処理した。

細胞を Hoechst 33342で染色した後、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
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2-3-7. PI3K/Akt経路のリン酸化に対する NACの影響 

 Pyrrocidine Aによるアポトーシスが NACによって抑制されたことから、A549細胞におい

ても α,β-不飽和カルボニル構造が活性に重要であることが示された。そこで、PI3K/Akt 経

路のリン酸化にもこの構造が関与しているか否かを明らかにするため、NAC の影響を調べ

た。その結果、pyrrocidine Aによる Akt、p70S6K、4E-BP1のリン酸化の阻害は、いずれも

NACにより抑制された（図 2-9）。このことから、pyrrocidine Aは、α,β-不飽和カルボニル構

造を介して PI3K p110α触媒サブユニットを阻害している可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-9. Pyrrocidine Aの PI3K/Akt経路のリン酸化阻害作用に対する NACの抑制効果 

A549細胞を NACで 1 h前処理した後、pyrrocidine Aで 4 h処理し

た。全タンパク質を抽出し、western blottingを行った。 

 

  



 第 2章  

37 

 

2-4. 考察 

 近年、植物内生糸状菌から新規化合物が多数見出されていることから、生物活性物質の

探索源として注目されている 69, 70)。実際、我々も植物内生糸状菌より Ca
2+シグナル伝達阻

害物質である anthracobic acid類、eremoxylarin類、benzophomopsin Aを含む新規化合物を見

出してきた 71-75)。Pyrrocidine Aは、植物内生糸状菌 Neonectria ramulariae Wollenw KS-246な

どが産生する化合物である 53-55)。薬剤耐性株を含むグラム陽性細菌に対して非常に強力な

抗菌作用を示すことから、抗菌薬の候補化合物として注目されている。また、構造的にも

ユニークであり、全合成研究も盛んに行われている 58, 59)。我々は、pyrrocidine Aががん細胞

に対して強力にアポトーシスを誘導すること、その活性は分子内の α,β-不飽和カルボニル構

造が重要であり、この部分を介して標的分子に共有結合することを示唆する結果を得てき

たが、直接作用する標的分子は明らかとなっていない 57)。そこで本章では、pyrrocidine Aの

標的分子を明らかにすることを目的とした。 

 一般に、低分子化合物の標的分子の解明は、すべての化合物に適用できる方法は確立さ

れておらず、有機化学と分子生物学の双方の知識と技術を要することから困難を伴う場合

が多い。また、標的分子を直接探索する方法として化合物ビーズを用いるアフィニティー

クロマトグラフィーなどがあるが、構造活性相関の解明、化合物の固定化、化合物とタン

パク質の相互作用の強さ、標的タンパク質の発現量など、様々な問題により適用できない

ことがしばしばある 76)。そこで、標的分子が既知の化合物を細胞に作用させた際に起こる

表現型の変化をデータベース化し、目的の化合物をそれと比較することで間接的に標的分

子を推測したうえで、それに基づき標的分子としての妥当性をバリデーションするという

手法が有効であり、近年実施されている。その１例として、薬剤処理による細胞内タンパ

ク質の発現量変動を 2D-DIGE（2次元ディファレンスゲル電気泳動法）により定量し、それ

を標的分子が既知の化合物の結果をデータベース化した ChemProteoBase に基づき、階層的

クラスター解析により類似度を求める手法が開発された 77)。本手法を用いたプロテオーム
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プロファイリングによる作用機序の推定に基づき、これまでに DNA topoisomerase II触媒阻

害剤 BNS-22 
78)、プロテアソーム阻害剤 pyrrolizilactone 

79)、 tubulin 重合阻害剤 methyl 

3-((6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-yl)amino)benzoate （GN39482）80) などの標的

分子が明らかにされており、標的分子の推定手法としての有用性が明らかとなっている。

そこで、このプロテオームプロファイリングを利用し、pyrrocidine Aによる細胞内タンパク

質の発現変動をリファレンス化合物と比較した。その結果、pyrrocidine Aは、staurosporine

などのキナーゼ阻害剤と同じクラスターに分類されることが明らかとなった。キナーゼは

タンパク質をリン酸化する酵素であり、細胞の生存や増殖、分化など、多様なシグナル伝

達の制御に関与している。疾患との関連性としては、キナーゼはがんと密接に関わってい

ることがよく知られており、多くのがんにおいてキナーゼシグナリングの恒常的活性化を

介して細胞の異常増殖が起こっていると考えられている。細胞増殖に関わる EGFR などの

受容体型チロシンキナーゼの活性化や 81)、反対に異常増殖を抑制するがん抑制遺伝子であ

る p53や RBの欠損や失活もがんの原因として知られており 82)、これらの制御にはいずれも

リン酸化が大きく関与している。実際、キナーゼ阻害剤は分子標的抗がん剤として臨床で

使用されており、今回示唆されたキナーゼ阻害作用は抗がん作用の分子機構として有用で

あることは実証されている。そこで本研究ではまず、pyrrocidine Aの各種キナーゼに対する

in vitro での阻害活性を測定し、阻害するキナーゼを探索した。既に承認されている抗がん

剤の標的、または現在臨床試験中の抗がん剤の標的となっている 35種のキナーゼを選択し、

それらの酵素活性に対する pyrrocidine Aによる阻害作用を調べた。その結果、PIK3CA（PI3K

の p110α触媒サブユニット）のみに対して阻害活性を示し、他の 34種のキナーゼは全く阻

害しなかった（表 2-2）。そこで、PI3Kの p110α触媒サブユニットに対する阻害活性を再度

測定し、pyrrocidine Aが IC50 = 0.93 μMで濃度依存的に阻害することが明らかとなった（図

2-4）。PI3Kは、細胞の生存に大きく関与する PI3K/Akt経路の最上流部に位置するキナーゼ

であり、多くのがんで変異が起こっていることが知られている 83)。特に、p110αをコードす
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る PIK3CA 遺伝子の変異が高頻度に認められ、肺がん（8～54%）、卵巣がん（50%）、メラ

ノーマ（6%）、すい臓がん（4～8%）で、変異による PI3K/Akt 経路の恒常的活性化が起こ

っている。実際、PI3K阻害剤 idelalisib は 2014 年に FDAに認可され、日本でも Phase 3 の

臨床試験が行われており、PI3K 阻害剤の臨床的な有効性は明らかとなっている。そこで、

細胞における PI3K阻害作用を検討することとした。 

 PI3K阻害剤 ZSTK474が、ヒト肺がん細胞 A549において Aktのリン酸化を阻害するとと

もに、A549 細胞を用いたマウス異種移植モデルに対して顕著な抗腫瘍効果を示すこと 84)、

また、A549細胞は KRASに変異があり、KRAS変異陽性細胞は p110α依存的であるという報

告があることから 85)、A549 細胞を用いて細胞レベルでの作用を解析した。まず、A549 細

胞の増殖に対する pyrrocidine Aの影響を調べたところ、IC50 = 1.7 μMでアポトーシスを誘導

することが示された（図 2-5、2-6）。A549の増殖を阻害することが確認されたため、同等の

濃度における PI3Kの下流シグナル伝達に対する影響を解析した。PI3Kの下流には、Akt、

p70S6K、4E-BP1などが存在し、これらはタンパク質合成に主に関与しており、細胞の生存

に大きく関わっている 86)。Pyrrocidine Aは、これらのすべてのリン酸化を阻害することが明

らかとなった（図 2-7）。以上のことから、pyrrocidine Aは酵素レベルで示された PI3Kの p110α

触媒サブユニットに対する阻害作用を介して、細胞レベルでもその下流シグナルのリン酸

化を阻害することが示唆された。この結果から、A549 細胞の PI3Kと pyrrocidine Aが直接

結合するか否かに興味が持たれた。そこで、A549 細胞のタンパク質を用いてアフィニティ

ークロマトグラフィーを実施したが、pyrrocidine A固定化ビーズに特異的に結合する明確な

タンパク質は検出されなかった。その原因としては、結合したタンパク質が微量で検出限

界以下であった可能性と、pyrrocidine Aの脂溶性の高さが影響を及ぼした可能性が考えられ

た。前者については、使用できるビーズの量に制限があったため、今回はビーズとタンパ

ク質をチューブ内で混合して結合タンパク質を精製するバッチ法を利用した。この方法で

は、カラム法と比較して微量のビーズを用いるため、細胞内での存在量が少ないタンパク
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質は十分に得られない可能性がある。後者については、化合物の固定化によりビーズの物

性が変化することが知られている。Pyrrocidine Aは、水系の溶媒への溶解性が非常に悪く、

脂溶性が高い化合物である。一般に、ビーズは疎水性となることで疎水性相互作用により

凝集し、タンパク質との反応効率が低下するとされている。また、ビーズの疎水性が高い

場合、非特異的吸着が起こり、特異的な標的分子との結合が妨げられることもある 87, 88)。

よって、このような物性的な問題により、pyrrocidine Aはアフィニティークロマトグラフィ

ーには適していない可能性もあると考えられる。 

 我々は以前、pyrrocidine Aの抗がん作用には α,β-不飽和カルボニル構造が重要であること

を報告した 57)。そこで、A549 細胞において示されたアポトーシス誘導作用と PI3K/Akt 経

路阻害作用にも、この構造が関与しているか否かを検証した。その結果、これらの作用は

いずれも NAC存在下で抑制された（図 2-8、2-9）。このことから、pyrrocidine Aは α,β-不飽

和カルボニル構造を介して PI3K を阻害し、その結果 A549 細胞の生存シグナルを遮断する

ことで増殖を抑制することが示唆された。近年、α,β-不飽和カルボニル構造を介して標的分

子であるキナーゼに共有結合する抗がん剤として、afatinib（Giotrif
®）と ibrutinib（Imbruvica

®）

の 2剤が承認されている。Afatinibは、EGFRの Cys797、Her2の Cys805に共有結合してそ

れらの活性を阻害し、非小細胞肺がん治療薬として利用されている 89)。  Ibrutinib は、

Bruton’s tyrosine kinase （Btk）の Cys481に共有結合して活性を阻害し、マントル細胞リン

パ腫（MCL）、慢性リンパ性白血病（CLL）、ワルデンシュトレーム型マクログロブリン血

症（WM）の治療薬として利用されている 90)。これらの薬剤は、低用量で長時間、がんのキ

ナーゼシグナリングを介した増殖を阻害することが可能である。特に、がんにおいては持

続的にがん細胞の増殖を抑制し続ける必要があるため、共有結合薬の利点を有効に活用で

きると考えられる。共有結合薬は、重篤な副作用が危惧されてきたが、このような有効性

が明らかとなったことから、抗がん剤の領域においても今後ますます注目されると考えら

れる。 
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 Pyrrocidine A と類似骨格を持つ化合物として、我々が見出した pyrrospirone A、B 
55)、

bispyrrocidine 
56) の他に、GKK1032類 91)、 hirsutellone類 92)、embellicine類 93)、phomapyrrolidone

類 94) などが報告されている（図 2-10）。Embellicine 類は TNFα 誘導性の NF-κB 転写活性を

阻害することが明らかになっているが、その標的分子は調べられていない。また、筆者が

調べた限りでは、これらの類似骨格をもつ化合物がキナーゼを阻害するという報告は無か

った。 

 これまでの結果から、pyrrocidine Aは細胞レベルで強い抗がん作用を示し、抗がん剤とし

て利用されている PI3K阻害作用を有していたことから、動物レベルでの抗腫瘍効果を調べ

る意義があると考えられた。そこで、A549 細胞を用いたマウス異種移植モデルにおいて、

静脈内投与による抗腫瘍効果の検討を行った。急性毒性試験において顕著な異常を認めな

い、0.78、1.56、3.125 mg/kgの投与量で、24日間、3日おきに投与し、腫瘍体積と腫瘍重量

を測定した。その結果、再現性のある有意な抗腫瘍効果は認められなかった。急性毒性試

験は、腹腔内投与、経口投与も行ったが、これらでは 50 mg/kgの投与量でも体重等に顕著

な異常は確認されないことが示されている。このことは、pyrrocidine Aの体内での動態が良

好ではないことを示唆しており、効率的に腫瘍部位に薬剤が到達していない可能性がある。

したがって、動物レベルでの抗腫瘍効果を発揮するためには、物性の最適化等による体内

動態の改善が必要となるのではないかと考えられる。 

 本章では、植物内生糸状菌が産生する pyrrocidine A の標的分子を探索し、がんの生存に

おいて重要なキナーゼである PI3Kの p110α触媒サブユニットを直接阻害すること、そして

細胞レベルでその下流シグナルのリン酸化も阻害することを明らかにした。また、キナー

ゼ阻害剤は多くのキナーゼに非選択的に作用することが多いが、pyrrocidine Aは今回解析し

た他の 34キナーゼと比較して、PI3Kの p110α触媒サブユニットのみに高い選択性を示した。

したがって、pyrrocidine Aと PI3Kの p110α触媒サブユニットの結合様式を今後明らかにす

ることで、この選択性が生じる分子機構に関する知見が得られると期待される。  



 第 2章  

42 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-10 Pyrrocidine Aと類似骨格を有する化合物 
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第３章 

 

 

植物内生糸状菌 Allantophomopsis lycopodina KS-97 が産生する 

allantopyrone A の Keap1-Nrf2経路活性化作用 
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3-1. 緒言 

3-1-1. Allantopyrone A 

 Allantopyrone A（図 3-1）は、塩野らにより単離された植物内生糸状菌 Allantophomopsis 

lycopodina KS-97 が産生する新規 α-pyrone 化合物である 95)。本物質の生物活性としては、

HL60細胞に対する強い細胞毒性（IC50 = 0.36 μM）や、A549細胞におけるがんや炎症に関

わる NF-κB経路に対する阻害作用 96) を見出している。これらの作用には、分子内の α,β-不

飽和カルボニル構造が重要であることが示唆されてきたが、allantopyrone Aが細胞内で直接

結合する標的分子は明らかとなっていない。そこで本章では、2D-DIGE を利用したタンパ

ク質発現の変動解析、アフィニティークロマトグラフィーを利用した結合タンパク質の探

索というケミカルバイオロジー的手法により、allantopyrone Aの標的分子の解明を目的とし

た。 

 

 

 

 

 

 

図 3-1. Allantopyrone Aの化学構造 
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3-1-2 Keap1-Nrf2経路 

 我々は、酸化ストレスや化学物質などによる環境ストレスに常にさらされている。その

ため、これに対抗するための防御システムが備わっている。その 1 つが Keap1-Nrf2 経路で

あり、酸化ストレスや親電子物質に暴露した際にセンサーとして機能すると考えられてい

る 97)（図 3-2）。Keap1は、転写因子 Nrf2の分解に関わるユビキチンリガーゼアダプタータ

ンパク質であり、通常は Nrf2 の分解を促進する。一方、Keap1 が酸化ストレスや親電子物

質により修飾されると、Nrf2は遊離して核内に移行し、転写因子として機能する。Nrf2は、

約 250種以上の抗酸化酵素群や第 II相解毒酵素群の遺伝子発現を制御していることから（表

3-1）、Keap1-Nrf2経路の活性化により、種々の環境ストレスに対して「生体防御機構」とし

て機能することが明らかとなっている。Keap1-Nrf2 経路を活性化する化合物としては、

sulforaphane 
98)、curcumin 

99)、15-deoxy-Δ
12,14

-prostaglandin J2 
100)、bardoxolone methyl 

101) など

があり、肝保護作用や神経保護作用が知られている（図 3-3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-2. Keap1-Nrf2経路 
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表 3-1 Nrf2により転写が制御されるタンパク質の例 
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図 3-3. Keap1-Nrf2活性化物質の化学構造 

 

  



 第 3章  

48 

 

3-2. 実験方法 

3-2-1. プロテオーム解析 77)
 

 本実験は、理化学研究所 環境資源科学研究センター ケミカルバイオロジー研究グルー

プで実施していただいた。以下に実験方法の概略を示す。 

 

3-2-1-1. Cell Growth Assay 

 DMEM培地（10% FBS添加）で培養したヒト子宮頸がん細胞 HeLa（2×10
3
 cells/well）を、

96-well マイクロプレートにまき、一晩接着させた後、allantopyrone Aを添加し、48時間培

養した。その後、WST-8 solutionを 10 μl加え、37℃で 1時間培養し 450 nmの吸光度を測定

した。 

 

3-2-1-2. プロテオーム解析のための cell lysate調製 

 HeLa細胞（3×10
5
 cells）を、3 mlの培地とともに 35 mm culture dishにまき、一晩接着さ

せてから、20 μM allantopyrone Aを添加した。18時間処理後、細胞を氷冷した PBSで洗浄

し、ラバーポリスマンを用いて剥がし、4℃、4,000 rpm、3分間遠心して細胞を集めた。PBS

で再度洗浄した後、細胞を sample buffer（7 M urea、2 M thiourea、4% CHAPS、30 mM Tris、

buffered to pH8.5）に懸濁させて sonicationにより破砕した。得られた cell lysateは、氷中で

1.25 U/μl benzonaseにより 60分間処理し、4℃、12,000 rpm、3分間の遠心による上清を回収

した。 

 

3-2-1-3. Cell lysateの蛍光標識と 2次元電気泳動 

 タンパク質濃度を Bradford法により定量し、50 μgを 200 pmol CyDye DIGE Fluor minimal 

dyesを用いて標識した。サンプルを IPGストリップ（24 cm、pH 3－10、nonlinear gradient）

に rehydration によってアプライし、1 次元目の等電点電気泳動を行った。1% DTT を含む
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Equilibration Buffer（6 M urea、30% glycerol、2% SDS、50 mM Tris-HCl (pH8.8)）中で、15分

間ストリップをインキュベーションし、10% polyacrylamide gelの上部に設置し、2次元目の

SDS-PAGEを行った。泳動後、Typhoon 9400 imagerを用いてゲルをスキャンし、DeCyder BVA 

6.5 により解析した。その結果を、データベースの 41 種の化合物のパターンと比較し、階

層的クラスター解析を行った。 

 

3-2-2. 細胞培養 

 ラット副腎由来褐色細胞種細胞 PC12（RCB0009、理研バイオリソースセンター）は、10% 

非働化 FBS（Sigma Aldrich Corp.、St. Louis、USA）、10% 非働化 HS（ウマ血清）（Gibco、

Invitrogen Corp.、Carlsbad、USA）、1% penicillin (50 units/ml) - streptomycin (50 μg/ml) （Gibco、

Invitrogen Corp.、Carlsbad、USA）を添加した DMEM培地（和光純薬工業（株））を用いて、

37℃、5 % CO2条件下で培養した。 

 

3-2-3. タンパク質発現解析 57)
 

 PC12細胞の cell lysateについて、2-2-5と同様の手法で行った。一次抗体は、HO-1は Enzo 

Life Sciences, Inc.（New York、USA）、α-Tubulin、Nrf2、Keap1は Santa Cruz Biotechnology, Inc.

（CA、USA）、PARPは Cell Signaling Technology, Inc.（Danvers、USA）からそれぞれ購入し

たものを用いた。二次抗体は、anti-mouse IgG 抗体、anti-rabbit IgG 抗体は Cell Signaling 

Technology（Danvers、USA）、anti-goat IgG抗体は Abcam plc（Cambridge、UK）からそれぞ

れ購入したものを用いた。 

 

3-2-4. 細胞分画（核タンパク質）102)
 

 細胞を冷 PBSで洗浄し、ペレットを 100 μlのBuffer A（10 mM HEPES（pH 7.9）、10 mM KCl、

0.1 mM EDTA、0.1 mM EGTA、1 μM DTT、プロテアーゼ阻害剤カクテル Complete mini、ホ
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スファターゼ阻害剤カクテル溶液 I）に懸濁させた。15分後、10% NP-40を 10 μl加え、15

秒間ボルテックスで攪拌した。その後、遠心（1,000×g、4℃、10 min）し、上清を細胞質画

分として回収した。ペレットを 100 μlの Buffer B（20 mM HEPES（pH 7.9）、0.4 M NaCl、1 

mM EDTA、1 mM EGTA、1 μM DTT、プロテアーゼ阻害剤カクテル Complete mini、ホスフ

ァターゼ阻害剤カクテル溶液 I）に懸濁させ、2分おきにボルテックスで攪拌しながら 15分

間氷上でインキュベートした。遠心（20,000×g、4℃、10 min）し、上清を核画分として回

収した。 

 

3-2-5. アフィニティークロマトグラフィーによる結合タンパク質の解析 103-106)
 

3-2-5-1. PC12細胞からのタンパク質抽出 

 細胞培養後、PC12細胞を氷上で遠心チューブに回収し、遠心（3,000 rpm、4℃、3 min）

して培地を取り除いた。DPBS 1 ml を加え撹拌し、マイクロチューブに回収した後、遠心

（3,000 rpm、4℃、5 min）して上清を取り除いた。この操作を 5回行い、細胞を洗浄した。

細胞を Binding buffer（50 mM Tris-HCl、150 mM NaCl、1 mM EDTA、2.5 mM EGTA、pH 7.5）

（1 mM DTT、0.1 mM MgCl2、1% NP-40、Complete Miniを含む）に懸濁させ、4℃で 30 min

処理することで細胞を溶解させた。これを遠心し（15,000×g、4℃、10 min）、上清をタンパ

ク質抽出液とした。また、BCA法によりタンパク質抽出液のタンパク質濃度を測定した。 

 

3-2-5-2. プルダウンアッセイ 

 PBS（1 mM NaN3を含む）で保存していた、コントロールビーズと allantopyrone A固定化

ビーズを 20 μlずつ分注し、800 μlの PBSを加えて遠心し（6,000×g、4℃、3 min）、上清を

除く操作を 2回行った。次に、600 μlの Binding buffer（0.1 mM DTT、0.1 mM MgCl2を含む）

を加えて遠心し（6,000×g、4℃、3 min）、上清を除いた。この操作を 3回行い、各ビーズを

洗浄した。 
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各ビーズにタンパク質抽出液（3 mg）を加え、4℃で 12 h、シェーカーを用いて撹拌した。

その後、6,000×g、4℃で 3 min遠心し、上清を除いた。ビーズに 1 mlの Binding buffer（0.2% 

NP-40を含む）を加えて遠心し（6,000×g、4℃、3 min）、上清を取り除く操作を 6回行った。

最後に、沈殿したビーズに SDS-PAGE sample buffer（140 mM Tris-HCl、22.4% glycerol、6% SDS、

10% 2-mercaptoethanol、0.02% bromophenol blue、pH 6.8）を加えて 10 min煮沸することでタ

ンパク質を SDS化するとともにビーズから溶出し、抗 Keap1 抗体を用いて western blotting

により検出した。 

 

3-2-6. 細胞内 ROS量の測定 102)
 

 細胞内ROS量は、ROS反応性蛍光プローブであるDCFH-DA（Sigma Aldrich Corp.、St. Louis、

USA）を用いて測定した。96 well白色プレートに PC12細胞（2×10
5
 cells/ml）を 98 μl播種

し、一晩培養して接着させた。その後、allantopyrone Aを 1 μl添加して培養した。18時間後、

20 mM H2O2（和光純薬工業（株））を 1 μl添加し（終濃度 200 μM）、1時間培養した。DCFH-DA

を 5 μMになるように添加し、30分後、プレートリーダー（Tecan、Männedorf、Switzerland）

で蛍光強度（Ex. 530 nm / Em. 590 nm）を測定した。 

 

3-2-7. 酸化ストレスによる細胞死の顕微鏡を用いた検出 107)
 

 24 wellマイクロプレートに PC12細胞（2×10
5
 cells/ml）を 980 μl播種し、一晩培養して

接着させた。その後、allantopyrone Aを 10 μl添加して培養した。18時間後、20 mM H2O2

を 10 μl添加し（終濃度 200 μM）、12時間培養した。細胞を PBSで洗浄した後、trypsin-EDTA

（Gibco、Invitrogen Corp.、Carlsbad、USA）で 5分間処理して細胞をはがし、マイクロチュ

ーブに回収した。遠心（3,000×g、room temperature、3 min）しながら PBSで 2回洗浄し、

上清を除いて 40 μl DMEM 培地に懸濁させた。Hoechst 33342（（株）同仁化学研究所）と

propidium iodide（和光純薬工業（株））を加え、暗所で 37℃、15分間インキュベーションし
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た。遠心（3,000×g、room temperature、3 min）により PBSで 2回洗浄した後、20 μl PBSで

懸濁させたものをサンプルとした。共焦点レーザー顕微鏡（C2、（株）ニコン）で観察する

ことにより、全細胞の細胞核を Hoechst 33342、死細胞を propidium iodideで検出した。 

 

3-2-8. 酸化ストレスによる細胞死における生存率の測定 68)
 

 細胞生存率は、trypan blue色素排除法により求めた。24 wellマイクロプレートに PC12細

胞を 980 μl播種し、一晩培養して接着させた。その後、allantopyrone Aを 10 μl添加して培

養した。18時間後、20 mM H2O2を 10 μl添加し（終濃度 200 μM）、12時間培養した。細胞

を PBS で洗浄した後、trypsin-EDTA で 5 分間処理して細胞をはがし、マイクロチューブに

回収した。遠心（3,000×g、room temperature、3 min）しながら PBSで 2回洗浄し、上清を

除いて 200 μl DMEM培地に懸濁させたものをサンプルとした。等量の 0.4w/v% trypan blue

溶液（和光純薬工業（株））と混合し、染色された細胞を死細胞として速やかに顕微鏡下で

計数した。 
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3-3. 結果 

3-3-1. プロテオーム解析 

 はじめに、2D-DIGEを用いてプロテオーム解析を行い、allantopyrone Aにより誘導される

タンパク質発現変動に基づく細胞応答を調べた。階層的クラスター解析を行い、ヒートマ

ップを作成した結果、allantopyrone Aによる HeLa細胞のタンパク質変動は、ChemProteoBase

に含まれる作用既知のリファレンス化合物のものと相同性は見られず、作用機序が異なる

ことが示唆された（図 3-4）。そこで、allantopyrone Aにより有意に発現が変動するタンパク

質を詳細に調べた。すると、様々なストレスや薬剤により発現誘導される熱ショックタン

パク質群に加え、転写因子 Nrf2の標的遺伝子産物である、aldo-keto reductase family 1 member 

C2、UDP-glucose 6-dehydrogenase、D-3-phosphoglycerate dehydrogenase、glutathione S-transferase 

P、peroxiredoxin-6が増加するという、特徴的な変化が認められた（表 3-2）。  
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図 3-4. ChemProteoBaseを用いたプロテオーム解析による各種阻害剤との比較 

HeLa 細胞を用いた 2D-DIGE により、各種化合物で誘導されるタンパク質発現の増減を定量した。階層的

クラスター解析を行い、対照化合物と比較した結果をヒートマップで示した。薬剤処理によって増加した

タンパク質は赤色、減少したタンパク質は緑色で表示した。 
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表 3-2 Allantopyrone Aにより発現が増加したタンパク質 

 

Spot no Fold ratio UniProt Ac Protein Name 

1757 1.74 
*
 P04792 Heat-shock protein beta-1 

949 1.56 
*
 P08107 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B 

934 1.55 
*
 P08107 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B 

1499 1.49 
**

 P52895 Aldo-keto reductase family 1 member C2 

1975 1.42 
*
 P08107 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B 

2164 1.38 
*
 P41250 Glycyl-tRNA synthetase 

1113 1.35 
*
 O60701 UDP-glucose 6-dehydrogenase 

1754 1.35 
**

 P04792 Heat-shock protein beta-1 

1491 1.32 
*
 P04083 Annexin A1 

2168 1.31 
**

 Q8WUM4 Programmed cell death 6-interacting protein 

1138 1.21 
*
 O43175 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 

1579 1.18 
**

 Q15181 Inorganic pyrophosphatase 

1756 1.16 
*
 P04632 Calpain small subunit 1 

2242 1.16 
**

 P09211 Glutathione S-transferase P 

1274 1.14 
*
 P35998 26S protease regulatory subunit 7 

1779 1.10 
*
 P30041 Peroxiredoxin-6 

 

Two-tailed unpaired Student’s t-testにより、タンパク質発現変動の有意差を検定した。 

アスタリスクは、control処理時に対する allantopyrone A処理時の有意差を示す（*P < 0.03、**P < 0.01）。 
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3-3-2. 抗酸化酵素 heme oxygenase-1に対する影響 

 Nrf2 は、多くの抗酸化酵素、第 II 相解毒酵素の転写調節を担っている転写因子である。

3-3-1の結果から、allantopyrone Aが Nrf2によるタンパク質発現を促進することが示唆され

たため、代表的な抗酸化酵素である heme oxygenase-1（HO-1）のタンパク質発現に対する

影響を調べた。その結果、allantopyrone Aは、濃度および時間依存的に HO-1の発現を増加

させることが示された（図 3-5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-5. HO-1のタンパク質発現に対する allantopyrone Aの影響 

(A) 濃度依存性： PC12細胞を示した濃度の allantopyrone Aで 12 h処理した。 

(B) 時間依存性： PC12細胞を 1 μM allantopyrone Aで示した時間処理した。 

それぞれの全タンパク質を抽出し、タンパク質発現量を western blottingで検出した。 

α-Tubulinは、全タンパク質の loading standardとして用いた。 

 

  

A 

B 
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3-3-3. 転写因子 Nrf2の局在 

 3-3-2で、HO-1の誘導を確認した。この HO-1 の発現調節を担う転写因子として、Nrf2が

よく知られている。Nrf2は、Keap1-Nrf2経路の活性化において核内に移行し、転写因子と

して機能する。そこで、核画分における Nrf2のタンパク質発現量を western blottingにより

調べた。その結果、濃度依存的な核移行と、6時間目を最大とした経時的な変化が認められ、

allantopyrone Aにより Nrf2が核へ移行することが示された（図 3-6）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-6. 核画分における Nrf2の発現量に対する allantopyrone Aの影響 

(A) 濃度依存性： PC12細胞を示した濃度の allantopyrone Aで 12 h処理した。 

(B) 時間依存性： PC12細胞を 1 μM allantopyrone Aで示した時間処理した。 

それぞれの核タンパク質を抽出し、タンパク質発現量を western blottingで検出した。 

PARPは、核画分タンパク質の loading standardとして用いた。 

 

  

A 

B 
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3-3-4. チオール化合物の影響 

 これまでの結果より、allantopyrone Aが Keap1-Nrf2経路を活性化することが示された。

本経路の活性化剤の多くは、Keap1を修飾することにより活性を発現することが報告されて

いる。Keap1は、25個のチオール基を有する特徴的なタンパク質であり、そのチオール基

が酸化される、あるいは親電子物質により修飾されると、ダイナミックな構造変化を起こ

し Nrf2を解離する。Allantopyrone Aは、親電子性を示すことが知られる α,β-不飽和カルボ

ニル構造を有していることから、Keap1のチオール基に直接結合する可能性が考えられた。

そこで、allantopyrone Aの作用におけるチオール基の関与を検証することを目的とし、チオ

ール基を有する低分子化合物である N-acetyl-L-cysteine（NAC）または glutathione（GSH）を

培地に添加した際の、HO-1発現と Nrf2局在への影響を調べる競合実験を行った。その結果、

NACと GSHは、いずれも allantopyrone Aによる HO-1発現誘導と Nrf2核移行を完全に抑制

した（図 3-7）。 

 

 

 

 

 

 

図 3-7. Allantopyrone Aの作用に対する NACと GSHの影響 

PC12細胞を 5 mM NAC または 5 mM GSHで 1 h処理した後、1 μM allantopyrone A 

で 12 h処理した。全タンパク質(A)と核タンパク質(B)をそれぞれ抽出し、タンパク質 

発現量を western blottingで検出した。 
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3-3-5. Allantopyrone A-Keap1付加体の検出 

 3-3-4の結果から、allantopyrone Aの Keap1-Nrf2経路活性化作用には、チオール基が重要

であることが示された。Keap1 に直接結合して本経路を活性化する化合物として、

isothiocyanate 化合物が良く知られている。それらは、isothiocyanate 基を介して Keap1 のチ

オール基に共有結合するため、処理細胞の cell lysate 中の Keap1 を抗 Keap1 抗体を用いて

western blottingで検出すると、高分子領域（> 150 kDa）に付加体と考えられるバンドが出現

することが報告されている 108, 109)。そこで、allantopyrone A 処理細胞の Keap1 を western 

blottingで調べた。その結果、isothiocyanate化合物で報告されているものと同様に、150 kDa

より高分子領域に、allantopyrone Aの濃度依存的に生じるバンドを認めた（図 3-8）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-8. Allantopyrone A-Keap1付加体の検出 

PC12細胞を示した濃度の allantopyrone Aで 1 h処理した。 

全タンパク質を抽出し、western blottingにより Keap1を検出した。 

アスタリスクは、Allantopyrone A-Keap1 付加体と考えられるバンドを示す。 
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3-3-6. Allantopyrone A固定化担体を用いた Keap1との結合解析 

 3-3-5の結果から、allantopyrone Aが Keap1と結合すること、その結合が共有結合である

ことが強く示唆された。そこで、allantopyrone A固定化担体を作成し、アフィニティークロ

マトグラフィーにより Keap1 との結合を検証することとした。ただし、低分子リガンドと

タンパク質が共有結合する場合、担体からのタンパク質の溶出が困難であり検出できない

場合が多いため、リンカー切断型ビーズを利用した（図 3-9）105)。この担体は、リンカー部

分にジスルフィド結合が導入されており、2-mercaptoethanolや dithiothreitolなどの還元剤で

処理することにより、タンパク質を解離させることができる。この担体に allantopyrone Aを

固定化し、PC12 細胞の cell lysate に対して pull down 実験を行い、抗 Keap1 抗体を用いた

western blottingに供することで、結合タンパク質に Keap1が含まれるか否かを調べた。その

結果、allantopyrone A固定化担体においてのみ Keap1との結合が示された。さらに、遊離の

allantopyrone A 存在下における競合実験ではそのバンドが消失したことから、確かに

allantopyrone Aと Keap1が結合することが確認された（図 3-10）。 
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図 3-9. リンカー切断型ビーズの概略 

 

 

 

 

 

 

図 3-10. Allantopyrone Aと Keap1の結合 

PC12細胞の全タンパク質から、allantopyrone A固定化担体を用いてアフィニティークロマト 

グラフィーを行い、結合タンパク質を精製した。担体から溶出させた結合タンパク質について、 

抗 Keap1 抗体を用いて western blottingを行い Keap1 との結合を検出した。  
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3-3-7. 細胞内 ROSレベルに対する抑制効果 

 ここまでの結果から、allantopyrone Aは Keap1と直接共有結合することにより、Keap1-Nrf2

経路を活性化することが示された。Keap1-Nrf2 経路は、多くの抗酸化酵素の発現を誘導す

ることで、酸化ストレスを抑制することが知られている 110)。そこで、ROS応答性蛍光プロ

ーブであるDCFH-DAを用い、H2O2による細胞内ROSレベルの上昇に対する allantopyrone A

の効果を検討した。その結果、allantopyrone Aで前処理をすることにより、H2O2による細胞

内 ROSレベルの上昇が有意に抑制されることを確認した（図 3-11）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-11. 細胞内 ROSレベルに対する影響 

PC12細胞を、示した濃度の allantopyrone Aで 18 h前処理した。その後、200 μM H2O2を 

添加した。1 h後、5 μM DCFH-DAを加えて 30 min静置し、プレートリーダーで蛍光強度 

（Ex./Em. = 530/590 nm）を測定した。 
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3-3-8. H2O2誘導性細胞死に対する抑制効果 

 3-3-7 の結果から、allantopyrone A で前処理をすると H2O2による細胞内 ROS レベルが抑

制されることが示された。酸化ストレスは細胞死を誘導することから、allantopyrone Aの前

処理により H2O2誘導性の細胞死も抑制されることが予想された。そこで、共焦点レーザー

顕微鏡による propidium iodide（PI）陽性の死細胞の検出と trypan blue色素排除法による生

存率の測定を行った。その結果、H2O2 単独処理では PI 陽性の死細胞が多く見られるが、

allantopyrone Aの濃度に依存して死細胞が減少した（図 3-12A）。このことは trypan blue色

素排除法でも示され、H2O2による細胞生存率の低下は、allantopyrone Aにより抑制された（図

3-12B）。この作用が、直接的な抗酸化作用であるか否かを確認するために、H2O2 との共処

理も行った。抗酸化剤である NAC は共処理でも H2O2による細胞死を完全に抑制したが、

allantopyrone Aは前処理を行ったときのみ細胞死を抑制した。このことから、allantopyrone A

の酸化ストレス抑制作用は間接的であることが確認された（図 3-12C）。 
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図 3-12. H2O2誘導性細胞死に対する抑制効果 

(A) 核の形態観察： PC12細胞を、示した濃度の allantopyrone Aで 18 h前処理した。その後、200 μM H2O2

を添加した。12 h後、Hoechst 33342（細胞核）、propidium iodide（死細胞）で二重染色し、共焦点レーザー

顕微鏡で観察した。 

(B) 細胞生存率： (A)と同じ処理を行い、trypan blue色素排除法により細胞生存率を測定した。 

(C) 前処理と共処理による作用の比較： PC12細胞を、allantopyrone Aで 18 h前処理した後に H2O2を添加

して 12 h培養したもの（Pre）と、allantopyrone A または NAC と H2O2を同時添加したもの（Co）につい

て、trypan blue色素排除法により細胞生存率を測定した。 
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3-4. 考察 

 Allantopyrone Aは、塩野らにより植物内生糸状菌 Allantophomopsis lycopodina KS-97株か

ら単離された新規 α-pyrone化合物である 95)。我々はこれまでに、HL60細胞に対する強力な

細胞毒性や、A549細胞における NF-κB阻害作用 96) を報告してきた。Allantopyrone Aは、

分子内に α,β-不飽和カルボニル構造を有しており、この構造は種々の細胞内タンパク質と高

い反応性を示すことが知られている 111)。しかし、allantopyrone A が直接結合して作用する

標的分子は明らかとなっていなかったため、標的分子の解明を目的とした。 

 まず、プロテオーム解析を行い、allantopyrone Aにより引き起こされる HeLa細胞のタン

パク質の発現変動を指標に細胞応答を調べた。その結果、allantopyrone A の処理により、

HSP70 などの熱ショックタンパク質群と、転写因子 Nrf2 の標的遺伝子産物が増加するとい

う明らかな傾向を認めた。熱ショックタンパク質群は、高温ストレスや種々の化学物質に

よるストレスに応答して、発現が誘導されることが知られている 112)。一方、Nrf2の転写標

的遺伝子産物の増加は特徴的であったため、Keap1-Nrf2 経路に及ぼす影響を詳細に解析す

ることとした。Nrf2 は、約 250 種以上の抗酸化酵素、第 II 相解毒酵素の遺伝子発現を調節

している転写因子であり、酸化ストレスを中心とする種々のストレスから細胞を保護する

システムとして認識されている 97)。酸化ストレスは、特に神経変性疾患に関わることが知

られるため、神経細胞のモデルとして用いられるラット副腎由来褐色細胞腫 PC12細胞を用

いて、Keap1-Nrf2 経路に対する allantopyrone Aの作用を解析した。まず、Nrf2 により発現

誘導される代表的な抗酸化酵素で、Keap1-Nrf2 経路の活性化作用の指標として用いられる

heme oxygenase-1（HO-1）のタンパク質発現量を解析した。その結果、allantopyrone Aによ

り、濃度依存的、時間依存的に HO-1のタンパク質レベルが増加することがわかった。そこ

で、HO-1の発現誘導を担う Nrf2の局在を調べたところ、細胞質から核へ移行していること

が示された。これらのことから、allantopyrone Aは、Nrf2の核移行を誘導し、その結果 HO-1

の発現が増加したものと考えられ、Keap1-Nrf2 経路を活性化していることが強く示唆され
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た。Keap1 は、Nrf2 のユビキチンリガーゼアダプタータンパク質として機能しており、常

に分解を促進しているため Nrf2の発現量は低く保たれている。一方、Keap1は分子内に 25

個のチオール基を持つ特徴的なタンパク質で、このいずれかが酸化または化学修飾を受け

ると、Keap1の立体構造はダイナミックに変化し、Nrf2との結合能を喪失する。その結果、

Nrf2 は分解を免れるとともに核移行が可能となり、転写因子として機能する。多くの

Keap1-Nrf2活性化物質は、Keap1のチオール基に直接結合することで作用を発現しているこ

とが知られている。その反応機構は、主に親電子性の官能基である α,β-不飽和カルボニル構

造やイソチオシアネート基などとチオールと基の、Michael付加反応による共有結合である。

Allantopyrone A も α,β-不飽和カルボニル構造を有していることから、同様の反応を介して

Keap1 に直接結合している可能性が考えられた。そこで、チオール基を持つ

N-acetyl-L-cysteine（NAC）または glutathione（GSH）を共存させて、Keap1のチオール基と

競合させることで、allantopyrone A の作用が打ち消されるか否かを検討した。その結果、

allantopyrone Aによる HO-1の誘導と Nrf2の核移行は、いずれも NACまたは GSHの存在下

で完全に打ち消された。よって、allantopyrone Aは Keap1のチオール基に直接結合している

可能性が強く示唆された。Keap1に直接結合することが知られている、6-(methylsulfinyl)hexyl 

isothiocyanate（6-MSITC）108) と 6-methylthiohexyl isothiocyanate（6-MTITC）109) において、

処理細胞の Keap1を western blottingにて検出すると、高分子領域（> 150 kDa）にイソチオ

シアネート類との付加体と考えられるバンドが出現することが報告されている。そこで、

allantopyrone Aも Keap1に直接結合した場合、同様のバンドが見られると考えられたため、

allantopyrone Aで処理した PC12細胞の Keap1を western blottingで検出した。その結果、予

想通りに 150 kDaより高分子側の位置に、allantopyrone Aの濃度に依存して濃く現れるバン

ドを認めた。通常、タンパク質と薬剤の結合が水素結合のような弱い結合の場合、その結

合はサンプルの SDS 化の段階でタンパク質の立体構造が失われることにより解離する。一

方、このバンドは SDS-PAGE で電気泳動したサンプルで検出されていることから、イソチ



 第 3章  

67 

 

オシアネート類の場合と同様に共有結合的な強い結合であることが示唆された。以上の結

果から、allantopyrone Aは Keap1と直接結合する可能性が高いと判断し、アフィニティーク

ロマトグラフィーを用いて allantopyrone A と Keap1 との結合を検証することとした。薬剤

とタンパク質が共有結合する場合、一般にその結合は極めて強固であるため、担体からの

溶出が困難であり検出されないことが多い。そこで本研究では、担体のリンカー部分（樹

脂と固定化リガンドの間のスペーサー部分）にジスルフィド結合を導入した、リンカー切

断型ビーズを利用した 105)。この担体は、還元剤存在下でジスルフィド結合が切断されるた

め、タンパク質、リガンド、リンカーの一部が結合したまま、担体から解離・溶出させる

ことができ、タンパク質とリガンドの結合が共有結合で解離できない場合でも検出が可能

となる（図 2-9）。この担体を用いて、PC12細胞の cell lysateから結合タンパク質を精製し、

抗 Keap1 抗体を用いた western blottingを行うことで、結合タンパク質中に Keap1 が含まれ

るか否かを検討した。その結果、allantopyrone Aを固定化していないコントロールビーズと

比較して、固定化ビーズのみで Keap1 のバンドが検出された。さらに、結合反応の際に、

遊離の allantopyrone Aを高濃度（0.5 mM）で共存させることで、その結合が競合され妨害

されるかを調べた。その結果、競合実験では結合が消失したことから、確かに allantopyrone 

Aと Keap1が結合していることが示された。Keap1のチオール基のうち、Cys151、Cys273、

Cys288は特に反応性が高く、その機能に大きく寄与していることが知られている 113)。また、

Keap1-Nrf2 経路の活性化物質は、それぞれ修飾するチオール基が異なることが報告されて

いる。例えば、sulforaphane は Cys151、15-deoxy-Δ
12,14

-prostaglandin J2は Cys273/288 を主に

修飾する。Allantopyrone Aがどのチオール基を標的とするかという点については、本研究で

は明らかになっておらず、今後さらに詳細な解析が必要となる。 

 Keap1-Nrf2 経路は、多くの抗酸化酵素の発現に関わることから、内因性の抗酸化システ

ムとしても重要な役割を担っている。酸化ストレスは、がんや神経変性疾患を含むさまざ

まな疾患に深く関与している。酸化ストレスが関与する疾患として、多発性硬化症（multiple 
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sclerosis）があり、中枢神経（脳、脊髄、視神経）に繰り返し炎症がおきる病気で、視力障

害、感覚障害、運動麻痺、平衡障害などの症状を呈し、再発・寛解を繰り返す 114)。この疾

患において生じる脱ミエリン化という現象は、酸化ストレスが原因となると考えられてい

る。この発症メカニズムを標的として開発された多発性硬化症治療薬が dimethyl fumarate

（Tecfidera
®）であり、本薬剤はKeap1-Nrf2経路を活性化することで酸化ストレスを抑制し、

脱ミエリン化を阻害する 115)。現在までに承認されている Keap1-Nrf2 経路活性化薬は

dimethyl fumarateのみであるが、加齢黄斑変性、緑内障、糖尿病性腎症、さらには難聴など、

酸化ストレスが関与する非常に多様な疾患に対して Keap1-Nrf2 活性化剤の有効性が明らか

となりつつある 116)。このような背景に基づき、allantopyrone Aの Keap1-Nrf2経路活性化作

用が細胞レベルで機能しているかを検証することを目的とし、酸化ストレス抑制効果につ

いて解析を行った。まず、allantopyrone Aで前処理することによる H2O2暴露後の細胞内 ROS

レベルを測定した結果、allantopyrone Aの濃度に依存して抑制された。H2O2は、酸化ストレ

スを介して細胞死を誘導する。そこで、H2O2 による細胞死に対する抑制効果を検討した。

その結果、H2O2単独処理では顕著な細胞死が誘導されるが、前処理した allantopyrone Aの

濃度に依存して、その細胞死は抑制されることが認められた。H2O2 による細胞死は、H2O2

自体を消去するような抗酸化剤でも当然抑制される。そこで、allantopyrone Aによる細胞死

の抑制が直接的な抗酸化作用によるものか、あるいは、Keap1-Nrf2 経路活性化作用による

間接的な作用によるものかを検証するため、H2O2 との同時処理を行い細胞生存率を測定し

た。その結果、直接的な抗酸化剤である NAC は H2O2との同時処理でも細胞死を完全に抑

制した。一方、allantopyrone Aは、H2O2との同時処理では細胞死を抑制せず、前処理の場合

のみ抑制効果を示すことが判明した。このことから、酸化ストレスに対する allantopyrone A

の細胞保護効果は、Keap1-Nrf2 経路活性化作用と矛盾しない間接的な抗酸化作用であるこ

とが強く示唆された。 

 以上の結果から、植物内生糸状菌が産生する allantopyrone Aは、Keap1と直接結合するこ
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とにより生体防御機構 Keap1-Nrf2 経路を活性化すること、さらに、酸化ストレスから細胞

を保護することを明らかにした。Keap1-Nrf2 経路は、第 II 相解毒酵素を誘導することによ

り、化学発がんを抑制することが知られている。したがって、allantopyrone Aは、HL60細

胞において見られるがん細胞に対する細胞死誘導作用と、本研究で示唆された化学発がん

抑制作用を介して、治療と予防の双方から多面的な抗がん作用を有している可能性が期待

される。 
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白神山地で分離した糸状菌 Trichoderma sp. 1212-03 が産生する 

neomacrophorin 類のプロテアソーム阻害作用 
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4-1. 緒言 

4-1-1. Neomacrophorin類 

 環境中には多様な微生物が存在しており、気温等の違いにより構成する微生物が異なる

ことが知られている。我々は、調査があまりなされていない微生物からの新規生物活性物

質の探索を目的とし、青森県と秋田県にまたがる地域に位置する世界遺産である白神山地

に注目し、そこで分離した微生物から得られる化合物の新たな機能性の探索研究を行って

きた。白神山地はブナに覆われている寒冷な地域であり、特徴的な気候である。特徴的な

環境に存在する微生物は独自の化合物を産生することが知られており、実際、白神山地で

分離した Trichoderma crassumの培養物からは、新規物質である 7-β-hydroxy CAF-603並びに

10-β-hydroxy CAF-603 も見出されている 117)。最近、弘前大学白神自然観察園で採取した

Daedaleopsis tricolor（チャカイガラタケ）に寄生する糸状菌 Trichoderma sp. 1212-03より、

新規物質 neomacrophorin I - Vの構造が明らかにされた 118)（図 4-1）。これらの化合物は、

drimenyl cyclohexane骨格を共通して持ち、I - IVはヒドロキシ酪酸、I、IVは epoxyquinone、

II、III、Vは epoxysemiquinoneを分子内に含んでいる。Neomacrophorin類の生物活性につい

ては、I のヒト大腸がん細胞 COLO201 に対する弱い細胞毒性が明らかとなっているのみで

あり、I - V の構造活性相関や標的分子に関する比較検討は行われていない。今回、

neomacrophorin類の HL60細胞に対する細胞毒性の結果から、それぞれの構造的特徴に基づ

き活性に大きな差異があることを見出したため、構造活性相関とともに標的分子を明らか

にすることを目的とした。 
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図 4-1. Neomacrophorin類の化学構造 
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4-1-2. 細胞内タンパク質分解系 

 細胞は、絶えずタンパク質の合成と分解を繰り返しながら、正常な生命機能を維持して

おり、タンパク質の合成と分解のバランスが適切に保たれることが極めて重要となる。細

胞内における異常タンパク質の蓄積は、神経変性疾患を中心とする種々の疾患に関与して

いることが知られ、タンパク質分解系の異常が発症につながると考えられている 119)。主要

な細胞内タンパク質分解機構としては、ユビキチン・プロテアソーム系とオートファジー・

リソソーム系がある。これらを中心とするタンパク質分解系により、細胞内のタンパク質

ホメオスタシス（プロテオスタシス）は適切に保たれる 120)。 

 本研究で扱うユビキチン・プロテアソーム系について、詳細に述べる。ユビキチンは、

76 アミノ酸からなる小さなタンパク質である。ユビキチン化はタンパク質翻訳後修飾の 1

種であり、E1（活性化酵素）、E2（結合酵素）、E3（ユビキチンリガーゼ）という 3 種の酵

素を介して、ユビキチンがタンパク質に結合する。このユビキチン化においてユビキチン

リガーゼが基質特異性を識別するため、特定のタンパク質の分解を促すことができる。そ

して、ユビキチンは脱ユビキチン化酵素により基質タンパク質から取り除かれて再利用さ

れる 121)。ユビキチン化には多様な機能が存在することが近年明らかとなってきたが、主要

な機能はタンパク質分解の識別シグナルである 122, 123)。ユビキチン化されたタンパク質は、

タンパク質分解酵素複合体であるプロテアソームに認識され、分解される。このタンパク

質分解を担うのは、26S プロテアソームと呼ばれる、66 個のサブユニットから構成される

2.5 MDaの巨大なタンパク質複合体である。26Sプロテアソームは、20Sプロテアソームと

19S調節因子が会合したもので、前者はタンパク質分解、後者は基質タンパク質の認識に関

与している。20Sプロテアソームは、α1～α7サブユニットで構成される αリングと、β1～β7

サブユニットで構成される β リングが αββα の順に積み重なった樽状の構造をとっている。

そして、内部に露出している β1、β2、β5サブユニットにより、プロテアソーム内を通過す

るタンパク質が分解される 124)（図 4-2）。  
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図 4-2. ユビキチン・プロテアソーム系 
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4-2. 実験方法 

4-2-1. 細胞培養 

 ヒト急性前骨髄性白血病細胞 HL60（RCB0041, 理研バイオリソースセンター）は、10% 非

働化 FBS（Sigma Aldrich Corp.、St. Louis、USA）、1% penicillin (50 units/ml) - streptomycin (50 

μg/ml)（Gibco、Invitrogen Corp.、Carlsbad、USA）を添加した RPMI1640培地（和光純薬工

業（株））を用いて、37℃、5 % CO2条件下で培養した。 

 

4-2-2. 細胞毒性 67, 68)
 

 MTT assayまたは trypan blue色素排除法により測定した。方法は、それぞれ 2-2-3、3-2-8

に記載した通りに行った。 

 

4-2-3. DNA断片化解析 57)
 

 HL60細胞を 24 wellマイクロプレートに播き、neomacrophorin類を添加し、37℃で一定時

間培養した。培養した HL60細胞を氷上でマイクロチューブに回収し、遠心（3,000 rpm、4℃、

3 min）して培地を除いた。DPBS 500 μlを加えて撹拌し、遠心（3,000 rpm、4℃、3 min）し

て上清を除き、細胞を洗浄した。細胞ペレットに DNA抽出用 Lysis buffer（100 mM Tris-HCl、

25 mM EDTA、0.2% SDS、0.1% RNase A、pH 8.0）を 180 μl加え撹拌後、50℃で 1 hインキ

ュベーションした。次に、10 mg/ml proteinase K（和光純薬工業（株））を 20 μl加え撹拌後、

再度 50℃で 1 hインキュベーションした。5M NaClを 87 μl加えてよく撹拌し、氷上で 30 min

静置した後、遠心（15,000×g、4℃、20 min）し、上清 220 μlを回収した。この上清に-20℃

の 100 % エタノール 220 μl を加え、転倒混和することで DNA を沈殿させた。再び遠心

（15,000×g、4℃、10 min）して上清を除き、-20℃の 70 % エタノールを 500 μl加え、遠心

（15,000×g、4℃、10 min）して上清を除いた。DNAを乾燥させた後、TE buffer （pH 8.0）

40 μlに溶解し、アガロースゲル電気泳動用のサンプルとした。アガロースゲル電気泳動は、
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以下の方法で行った。Agarose III（（株）同仁化学研究所）1 gに TBE（Tris-Borate-EDTA）

バッファー（タカラバイオ（株））を 50 mlを加え、電子レンジで加熱溶解して泳動槽内に

流し入れ、室温で固めることにより 2% アガロースゲルを作成した。電気泳動用サンプル 5 

μlに、6× Loading Buffer Triple Dye（和光純薬工業（株））1 μlを加えた各サンプル 6 μlと、

DNA分子量マーカー（和光純薬工業（株））1 μlをそれぞれウェル内にアプライし、50 Vで

90分間泳動した。電気泳動後、10 mg/ml ethidium bromide（和光純薬工業（株））10 μlをMQ

水 100 mlに加え、溶解したエチジウムブロマイド水溶液にゲルを浸し、シェーカー上で撹

拌しながら 2時間染色した。TBEバッファーで 2時間脱色を行った後、UV（254 nm）照射

条件下で撮影した。 

 

4-2-4. タンパク質発現解析 57)
 

 HL60細胞の cell lysateについて、2-2-5と同様の手法で行った。一次抗体は、Ub、caspase-3

は Cell Signaling Technology, Inc.（Danvers、USA）、α-Tubulinは Santa Cruz Biotechnology, Inc.

（CA、USA）からそれぞれ購入したものを用いた。二次抗体の anti-mouse IgG抗体、anti-rabbit 

IgG抗体は、Cell Signaling Technology（Danvers、USA）から購入したものを用いた。 

 

4-2-5. in vitroプロテアソーム阻害アッセイ 125, 126)
 

 プロテアソーム阻害活性は、市販のヒト赤血球由来 20Sプロテアソーム（Boston Biochem、

Cambridge、MA、USA）と、3 種の酵素活性に対する各蛍光基質（chymotrypsin 様活性：

Suc-LLVY-MCA、trypsin 様活性：Boc-LRR-MCA、caspase 様活性：Z-LLE-MCA）（（株）ペ

プチド研究所）を用いて測定した。96 well白色マイクロプレートにMQ水 36 μl、assay buffer

（20 mM Tris-HCl (pH 8.0)、0.5 mM EDTA、0.035% SDS（trypsin様活性はなし）） 50 μl、5 μg/ml 

proteasome、サンプル 2 μlを入れ、30℃で 10分間プレインキュベーションした。その後、

各蛍光基質 2 μlを添加して 30℃で 3時間インキュベーションし、プレートリーダー（Infinite 
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F200 PRO、Tecan、Männedorf、Switzerland）で遊離したMCAの蛍光強度を測定（Ex. 360 nm 

/ Em. 460 nm）することにより、プロテアソーム活性を求めた。 

 

4-2-6. NACMとの結合実験 127)
 

 PBS : MeOH = 7 : 3 の溶媒中（PBSには neomacrophorin類が完全に溶解しないため）で、 

それぞれ終濃度 1 mM neomacrophorin類と 10 mM NACMになるように混合し、反応液を速

やかに HPLC （880-PU、MD-910、日本分光（株））で分析した（カラム: CAPCELL PAK C18 

(4.6 mmφ × 150 mm)、流速: 1.0 ml/min、移動相: 65% MeOH、波長: 205 nm、注入量: 10 μl）。 

 また、同様に調製したサンプルを、LC-MSにより解析した。分析機器は、Prominence UFLC 

system（（株）島津製作所）と、LTQ Orbitrap XL（サーモフィッシャーサイエンティフィッ

ク（株））を利用した。カラムは Hypersil GOLD（2.1 mmφ × 50 mm）を用い、それぞれ 5 μl

注入し、55% MeOHを移動相として流速 0.2 ml/minで分析した。質量分析は、ESI法の positive

モードでイオン化し、以下の条件で測定した（Capillary temperature: 275℃、Sheath gas flow: 8、

Source voltage: 5 kV、Source current: 100 μA、Capillary voltage: 49 V）。 

  



 第 4章  

78 

 

4-3. 結果 

4-3-1. 細胞毒性と構造活性相関 

 HL60 細胞に対する、neomacrophorin 類の細胞毒性を MTT アッセイにより測定した。

Neomacrophorin I、III、IV、Vはいずれも濃度依存的に細胞生存率を低下させ、それぞれの

IC50値は、2.12、11.30、0.92、22.99 μMであった（図 4-3）。 

 この細胞毒性活性に基づき、構造活性相関を検討した。活性の強かった I と IVは、共通

してキノン型であった。特に、IIIと IVは、前者がセミキノール型、後者がキノン型の違い

のみであり他の部分は同じであるが、IV のほうが III より約 12 倍強いことから、キノン型

であることが活性に重要であることが示された。また、同じセミキノール型である IIIと V

を比較すると、Vの方が約 2倍活性が弱かった。このことから、両者の差はヒドロキシ酪酸

の有無によることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-3. Neomacrophorin類の HL60細胞に対する細胞毒性 

HL60 細胞に neomacrophorin類を作用させ、48 h培養した。 

その後、MTT assayにより細胞毒性を測定した（n=3）。 
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4-3-2. アポトーシス誘導作用 

 Neomacrophorin類による、HL60細胞に対する細胞毒性の特徴を明らかにすることとした。

顕微鏡観察下で、neomacrophorin類がいずれもアポトーシスに特徴的なアポトーシス小体を

誘導したことから、アポトーシスを誘導することが示唆された。そこで、他のアポトーシ

スの特徴である DNA断片化と caspase-3の切断を調べた。まず、DNA断片化をアガロース

ゲル電気泳動により検出したところ、neomacrophorin 類はいずれも濃度依存的に DNA断片

化を誘導することが示された（図 4-4A）。また、caspase-3 の断片化も同様に誘導した（図

4-4B）。また、それらの濃度は、細胞毒性と一致するパターンであり、IV、I、III、Vの順番

で強かった。Caspase-3の切断が見られたが、アポトーシスには caspaseを介さない経路も存

在する。そこで、pan-caspase 阻害剤である z-VAD-fmk との併用による DNA 断片化への影

響を解析した。その結果、neomacrophorin類による DNA断片化は、z-VAD-fmk存在下では

顕著に抑制された（図 4-4C）。したがって、neomacrophorin類は、HL60細胞に対して caspase

依存的なアポトーシスを誘導することが明らかとなった。 
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図 4-4. Neomacrophorin類のアポトーシス誘導作用 

(A) DNA断片化作用： HL60 細胞を、neomacrophorin類で 4 h処理した。細胞から DNAを抽出し、アガロ

ースゲル電気泳動により DNA断片化を検出した。 

(B) Caspase-3活性化作用： HL60 細胞を、neomacrophorin類で 4 h処理した。細胞から全タンパク質を抽出

し、western blottingにより caspase-3 を検出した。 

(C) DNA断片化に対する pan-caspase阻害剤 z-VAD-fmkの影響： HL60細胞を、50 μM z-VAD-fmkで 1 h前

処理した後、neomacrophorin類で 4 h処理した。細胞から DNAを抽出し、アガロースゲル電気泳動により

DNA断片化を検出した。  

A 

B 

C 
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4-3-3. プロテアソーム阻害作用 

 Neomacrophorin 類は、特に I と IV が HL60 細胞に対して比較的強い細胞毒性を示すこと

が判明した。そこで、作用機序の解明を行うこととした。Neomacrophorin 類と側鎖は異な

るが類似の骨格を有する epoxyphomalin A、Bにおいて、プロテアソーム阻害作用が報告さ

れているため、neomacrophorin 類のプロテアソームに対する作用を解析した 128)。プロテア

ソームは、細胞内タンパク質分解酵素複合体であり、chymotrypsin 様、trypsin 様、caspase

様の 3 種の酵素活性を有している。そこで、それぞれに対する neomacrophorin 類の作用を

測定した。その結果、neomacrophorin I、III、IVは、chymotrypsin様活性と caspase様活性を

濃度依存的に阻害することが判明した。一方、neomacrophorin Vは、いずれも阻害活性を示

さなかった。これらの結果を図 4-5に、また、IC50値を表 4-1に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 第 4章  

82 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-5. Neomacrophorin類のプロテアソーム阻害活性 

ヒト赤血球由来の 20Sプロテアソームと、chymotrypsin 様、trypsin 様、caspase様活性に対するそれぞれの

蛍光基質（Suc-LLVY-MCA、Boc-LRR-MCA、Z-LLE-MCA）を用い、プレートリーダーで蛍光強度（Ex. 360 

/ Em. 460 nm）を測定し、neomacrophorin類によるプロテアソーム阻害活性を求めた。プロテアソーム阻害

剤である MG132は、ポジティブコントロールとして用いた。 
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表 4-1 Neomacrophorin類のプロテアソーム阻害活性の IC50 
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4-3-4. ユビキチン化タンパク質蓄積作用 

 4-3-3 で、neomacrophorin 類がプロテアソームを酵素レベルで阻害することを見出した。

プロテアソームは、ユビキチン-プロテアソーム系を介して、ユビキチン化された細胞内の

不要タンパク質や異常タンパク質の分解を担っている。したがって、プロテアソームの阻

害は、ユビキチン化タンパク質の蓄積を誘導することが知られている。そこで、

neomacrophorin 類が細胞レベルでプロテアソームを阻害しているか検証することを目的と

し、抗ユビキチン抗体を用いた western blottingにより、細胞内のユビキチン化タンパク質量

を測定した。その結果、neomacrophorin Iと IVが濃度依存的に顕著なユビキチン化タンパク

質の蓄積を誘導し、III もわずかながら濃度依存的に蓄積させた。一方、酵素レベルでプロ

テアソームを阻害しなかった V は、細胞レベルでもユビキチン化タンパク質を全く蓄積さ

せなかった（図 4-6）。この結果は、細胞毒性、酵素レベルでのプロテアソーム阻害活性の

強さとパラレルであった。また、neomacrophorin Vのみがプロテアソームを阻害しなかった

ことから、側鎖のヒドロキシ酪酸が活性に重要であることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-6. Neomacrophorin類のユビキチン化タンパク質蓄積作用 

HL60 細胞を neomacrophorinで 4 h処理し、全タンパク質を抽出した。 

ユビキチン化タンパク質と α-tubulinの発現量を western blottingにて検出した。  
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4-3-5. Neomacrophorin類の細胞毒性とアポトーシスに対するチオール化合物の影響 

 4-3-1で示した neomacrophorin類の構造活性相関の結果から、細胞毒性の強かった Iと IV

に共通して存在するキノン構造が、活性に重要であることが示された。この部分には、α,β-

不飽和カルボニル構造とエポキシケトン構造が存在しており、これらの構造は有機化学的

に親電子性、すなわちチオール基等の求核基による共有結合による付加反応を示すことが

知られている。そこで、これらの部位が生物活性に寄与しているかを調べるため、チオー

ル化合物である NAC との併用による細胞毒性と、アポトーシスに対する影響を解析した。

その結果、5 mM NACとの併用により、neomacrophorin I、IVが誘導する HL60細胞に対す

る細胞毒性と caspase-3の切断は、いずれも完全に抑制された（図 4-7）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-7. Neomacrophorin類の細胞毒性とアポトーシスに対する NACの影響 

(A) 細胞生存率： HL60細胞を 5 mM NACで 1 h前処理した後、neomacrophorinで 4 h処理した。細胞生存

率を trypan blue色素排除法で測定した（n=3）。 

(B) Caspase-3の切断： HL60 細胞を 5 mM NACで 1 h前処理した後、neomacrophorin類で 4 h処理した。細

胞から全タンパク質を抽出し、western blottingにより caspase-3を検出した。  

A 

B 
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4-3-6. Neomacrophorin類のユビキチン化タンパク質蓄積に対するチオール化合物の影響 

 4-3-5で、NACにより neomacrophorin類の細胞毒性が著しく抑制されることが明らかとな

った。プロテアソーム阻害作用も同様に親電子性を介したものであれば、ユビキチン化タ

ンパク質の蓄積も NACで抑制されることになる。そこで、NACとの併用によるユビキチン

化タンパク質の蓄積に及ぼす影響を western blotting で調べた。その結果、細胞毒性や

caspase-3の切断と同様に、ユビキチン化タンパク質の蓄積も、5 mM NACの存在下で完全

に抑制されることが明らかとなった（図 4-8）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-8. ユビキチン化タンパク質の蓄積に対する NACの影響 

HL60 細胞を 5 mM NACで 1 h前処理した後、neomacrophorinで 4 h処理した。

全タンパク質を抽出し、タンパク質発現量を western blottingで検出した。 
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4-3-7. Neomacrophorin類とチオール化合物の結合性 

 4-3-5および 4-3-6の結果から、neomacrophorin類の生物活性はチオール化合物であるNAC

の存在下では消失することが判明した。Neomacrophorin類は分子内に α,β-不飽和カルボニル

構造とエポキシケトン構造を有することから、求核性官能基を有するチオール化合物と直

接結合することにより、活性が消失した可能性が考えられた。そこで、neomacrophorin類と

NAC methyl ester（NACM）との結合性を LC-MSで調べた。 

Neomacrophorin Iは、HPLC分析において保持時間 17.9 minに検出されたが、NACMと混

合した直後に分析したところ元のピークは消失し、保持時間 9.0 min、28.1 min に新たな 2

つのピークが生じた（図 4-9）。MS解析により、元の neomacrophorin Iは total ion chromatogram

の保持時間 16.2 minに分子量 476.2（[M+H
+
]=477.24、[M+Na

+
]=499.23、[M+K

+
]=515.20）の

ピークを認めた（図 4-10、4-11）。NACMと混合することにより新たに生じた生成物の分子

量を解析した結果、total ion chromatogram（図 4-12）の保持時間 7.9 minのピーク Aは 710.3

（[M+H
+
]=711.30、[M+Na

+
]=733.28、[M+K

+
]=749.25）（図 4-13）、保持時間 28.0 min のピー

ク B は 533.2（[M+H
+
]=534.25、[M+Na

+
]=556.23、[M+K

+
]=572.21）（図 4-14）であることが

示された。 

一方、neomacrophorin IVは、保持時間 28.4 minに検出された。NACMと混合した直後に

分析したところ、保持時間 9.0 minに新たなピークが生じるとともに、元の neomacrophorin IV

の保持時間より少し早い 28.1 min にピークが認められた（図 4-9）。MS 解析により、元の

neomacrophorin IV は total ion chromatogram の保持時間 27.5 min に分子量 460.2

（[M+H
+
]=461.25、[M+Na

+
]=483.23、[M+K

+
]=499.21）のピークを認めた（図 4-15、4-16）。

NACM と混合することにより新たに生じた生成物の分子量を解析した結果、 total ion 

chromatogram（図 4-17）の保持時間 7.8 min のピーク C は 710.3（ [M+H
+
]=711.30、

[M+Na
+
]=733.28、[M+K

+
]=749.25）（図 4-18）、保持時間 27.6 min のピーク D は 533.2

（[M+H
+
]=534.25、[M+Na

+
]=556.23、[M+K

+
]=572.21）（図 4-19）であることが示された。 
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これらの結果から、neomacrophorin Iと IVを NACMと反応させた際に生じた付加体は、

HPLCの保持時間とMSスペクトルが一致したことから、共通のものであることが強く示唆

された。また、I および IV と比較して活性が弱かった III および V については、NACM と

混合した際に元のピークが顕著に減少するような明確な変化は認められなかった（図 4-8）。

したがって、生物活性の強さと NACMとの化学的反応性の高さが同じ傾向であることが示

された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-9. Neomacrophorin類と NACMの反応における HPLC分析結果 

PBS:MeOH = 7:3 の溶液中で、1 mM neomacrophorinと 10 mM NACM になるように混合し、すぐ

に HPLCで分析した（Capcell pak C18, 4.6φ×150 mm, 65% MeOH, 1 ml/min）。それぞれの元のピ

ークに矢印を付した。 
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図 4-10. Neomacrophorin I の total ion chromatogram 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-11. Neomacrophorin I の MSスペクトル 
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図 4-12. Neomacrophorin I + NACM混合液の total ion chromatogram 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-13. Neomacrophorin I + NACM混合液（Rt = 7.85 min）の MSスペクトル 
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図 4-14. Neomacrophorin I + NACM混合液（Rt = 28.04 min）の MSスペクトル 
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図 4-15. Neomacrophorin IV の total ion chromatogram 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-16. Neomacrophorin IVの MSスペクトル 
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図 4-17. Neomacrophorin IV + NACM混合液の total ion chromatogram 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-18. Neomacrophorin IV + NACM混合液（Rt = 7.80 min）の MSスペクトル 
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図 4-19. Neomacrophorin IV + NACM混合液（Rt = 27.55 min）の MSスペクトル 
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4-4. 考察 

 Neomacrophorin 類は、弘前大学白神自然観察園で採取した Daedaleopsis tricolor（チャカ

イガラタケ）に寄生する糸状菌 Trichoderma sp. 1212-03より単離された、新規化合物群であ

る 118)。当初単離されていた neomacrophorin I -IIIについては、Iのみが COLO 201細胞に対

して弱い細胞毒性（IC50 = 96.6 μM）を示すことが報告されていたが、生物活性に関する詳

細な解析は行われていなかった。最近、類縁化合物である neomacrophorin IV、V が単離さ

れたことから、本章では neomacrophorin 類の構造活性相関と標的分子を明らかにすること

を目的とした。 

 まず、産生されなくなってしまった II を除く、I、III、IV、Vの HL60 細胞に対する細胞

毒性を比較したところ、それぞれの IC50は 2.1、11.3、0.9、23.0 μM であり、活性に大きな

差があることが認められた。キノン型である Iと IVの活性がセミキノール型である IIIと V

より強かったことから、キノン型の重要性が示唆された。また、IIIと比較して Vの活性が

2倍程度弱いことから、ヒドロキシ酪酸側鎖も活性に関与していることが示唆された。 

 細胞毒性は、細胞周期阻害、アポトーシス、ネクローシスなどの様々な現象に基づいて

いるため、 neomacrophorin 類による細胞毒性の特徴を明らかにすることとした。

Neomacrophorin類を作用させた HL60細胞を観察したところ、アポトーシスに特徴的なアポ

トーシス小体の形成を認めた。そこで、アポトーシスの生化学的特徴である DNA断片化と

caspase-3活性化を調べたところ、neomacrophorin類はいずれもこれらの現象を誘導すること

がわかった。さらに、pan-caspase 阻害剤である z-VAD-fmk 存在下では、neomacrophorin 類

による DNA 断片化が抑制された。これらの結果から、neomacrophorin 類は HL60 細胞にア

ポトーシスを誘導することで細胞毒性を示すことが明らかとなった。 

 次に、neomacrophorin類の作用機序を明らかにするために、標的分子の解明を試みた。 

Neomacrophorin 類と類似の骨格を有する化合物としては、macrophorin 類 129, 130)、craterellin

類 131, 132)、epoxyphomalin類 133)、myrothecol類 134, 135) が報告されている。それらの化合物に
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ついて生物活性の情報を調べた結果、海洋糸状菌 Phoma sp.より単離された epoxyphomalin A、

Bが、プロテアソームを阻害することが報告されていた 128)（図 4-20）。  

 

 

 

  

 

 

 

 

Epoxyphomalin A             Epoxyphomalin B 

 

図 4-20. Epoxyphomalin類の構造 

 

 

しかし、構造活性相関や細胞レベルでの作用については解析が行われていなかったこと

から、本骨格によるプロテアソーム阻害活性への関与と細胞レベルでの有効性を検証する

必要があると考えた。そこで、ヒト赤血球由来のプロテアソームに対する、neomacrophorin

類の酵素レベルでの阻害活性を測定した。その結果、neomacrophorin I、III、IVが、プロテ

アソームの chymotrypsin様活性と caspase様活性を濃度依存的に阻害する一方で、Vは全く

阻害しないことを見出した。細胞毒性の結果と同じく、特に neomacrophorin Iと IVの活性

が強かった。プロテアソームは、細胞内で不要となったユビキチン化タンパク質の分解を

担っていることから、プロテアソーム阻害剤はユビキチン化タンパク質の蓄積を誘導する。 

そこで、このユビキチン化タンパク質の量を調べることで、細胞レベルでもプロテアソー
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ム阻害作用を発揮しているかを検証した。すると、酵素レベルの結果と一致し、

neomacrophorin Iと IVがユビキチン化タンパク質を顕著に増加させ、III も弱いながら増加

させた。Vは酵素レベルでも細胞レベルでも作用しなかったことから、プロテアソーム阻害

作用にはヒドロキシ酪酸側鎖が関与することが示唆された。20Sプロテアソームの β1、β2、

β5サブユニットは、それぞれプロテアソームの caspase様、trypsin様、chymotrypsin様活性

を触媒する。Neomacrophorin 類が caspase 様、chymotrypsin 様活性を阻害したことから、β1

サブユニットと β5 サブユニットに結合してそれぞれの活性を阻害することが示唆された。

臨床応用されているプロテアソーム阻害薬の阻害部位を見ると、bortezomib（Velcade
®）、

ixazomib（Ninlaro
®）、carfilzomib（Kyprolis

®）は、いずれも β5サブユニットに特に強く結合

し阻害することが知られている 136, 137)（図 4-21）。一方、多発性骨髄腫治療におけるプロテ

アソーム阻害剤耐性が近年大きな問題となっており、解決策の開発が望まれている。ホモ

ピペラジン誘導体 K-7174（N,N’-bis-(E)-[5-(3,4,5-trimethoxy-phenyl)-4-pentenyl] homopiperazine）

は、多発性骨髄腫の bortezomib耐性を克服し、3つのサブユニットすべてを阻害する新たな

タイプのプロテアソーム阻害剤であることが明らかとなった 138, 139)（図 4-22）。また、trypsin

様 活 性 を 有 す る β2 サ ブ ユ ニ ッ ト 選 択 的 な 阻 害 剤 と し て 、 LU-102

（azido-Phe-Leu-Leu-4-aminomethyl-Phe-methyl vinyl sulfone）が見出され、bortezomibまたは

carfilzomibとの併用により相乗的に作用し、多発性骨髄腫のプロテアソーム阻害剤耐性を克

服することも報告されている 140, 141)（図 4-22）。多発性骨髄腫治療薬としてのプロテアソー

ム阻害剤における、各サブユニットに対する選択性の意義は明らかとなっていないが、そ

の多様性が重要であると考えられるようになってきている。 
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図 4-21. 臨床で利用されているプロテアソーム阻害薬の構造 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-22. K-7174（上）と LU-102（下）の構造  
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 本研究で neomacrophorin 類の比較解析を行い、I と IV の細胞毒性とプロテアソーム阻害

活性が顕著に強かったことから、これらに共通して存在するキノン構造が生物活性に重要

であると考えられた。この部分には、pyrrocidine Aと allantopyrone Aの生物活性においても

重要な α,β-不飽和カルボニル構造があるため、それに起因する親電子性の関与に興味が持た

れた。そこで、求核性チオール基を有する NACとの併用実験を行った。その結果、予想通

りにneomacrophorin Iと IVによる細胞死誘導と caspase-3の活性化がともに抑制された。NAC

により、ユビキチン化タンパク質の蓄積も完全に抑制されたことから、これらの化合物に

よるプロテアソーム阻害作用の発現には、neomacrophorin Iと IVが示す高い親電子性が関与

していることが強く示唆された。 

 そこで、neomacrophorin I、IVの活性がキノン構造に起因するものであるかを検証するた

め、NACMと直接結合するか否かを解析した。活性の強い Iと IVは、NACMと混合した直

後に付加体と考えられる新たなピークの出現を認めた。一方、活性の弱い IIIと Vは、明確

な変化は見られなかった。よって、I と IV は化学的に反応性が高いことが示され、生物活

性に寄与することが示唆された。そこで、付加体の構造に関する情報を得ることを目的と

し、LC-MS解析を行った。その結果、Iと IVを NACMと反応させた際に生じたピークの分

子量は、いずれも共通で 710.3、533.2であった。これらの分子量は、neomacrophorin Iまた

は IV に NACM が単純に付加した構造では成立せず、異なる反応も同時に起こっている可

能性が示唆された。この結果は化学的にも興味深く、付加体を単離して NMRによる解析に

より構造を明らかにすることが理想であるが、保有する neomacrophorin 類の量が少量であ

るため困難であった。付加体の構造については、今後 NMR等を用いたさらなる解析が必要

であるが、neomacrophorin I と IVの構造の違いは側鎖にある 2”位の OH基の有無であるこ

とと、今回得られた質量分析の結果を考慮し、考えられる 2 通りの反応機構と付加体の構

造を図 4-23に示した。第 1の機構は、1”-4”位の側鎖部分に SN2求核置換反応により NACM

が 1分子付加（分子量 533.24）し、さらに 2’位または 5’位に NACMが 1分子付加（分  
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図 4-23. Neomacrophorin I と NACMによる付加反応の機構の仮説 

  



 第 4章  

101 

 

子量 710.29）するものである（仮説 1）。第 2の機構は、1”-4”位の側鎖部分が加水分解によ

り脱離したものの 5’位に NACM が 1 分子付加（分子量 533.24）し、さらに 2’位に NACM

が 1分子付加（分子量 710.29）するものである（仮説 2）。このように、NACM付加の反応

機構として複数の可能性が示唆され、今回得られたデータでは残念ながら絞り込むことが

できなかった。今後、さらなる詳細な解析を行い、neomacrophorin類の化学的反応性を明ら

かにすることで、生物活性の発現に関わる分子機構の解明に貢献することが期待される。 

 親電子性に基づくプロテアソーム阻害剤としては、植物病原菌 Pseudomonas syringae pv. 

syringaeより単離された syringolin Aが知られている 142)（図 4-24）。Syringolin Aは、14員環

の中に vinyl ketone 構造を有しており、この部分がプロテアソームの活性部位にある Thr1

のヒドロキシ基と、Michael付加反応により共有結合する。また近年、インドネシアで採取

された海綿 Xestospongia sp.から単離された halenaquinoneと 1-hydroxyethylhalenoquinoneが、

プロテアソーム阻害作用を示すことが報告された 143)（図 4-25）。これらのキノン構造が失

われた 3-ketoadociaquinone A、 B は活性を示さないことから、 halenaquinone と

1-hydroxyethylhalenoquinone はキノン構造を介して、syringolin Aと同様にMichael付加反応

によりプロテアソームと共有結合すると考えられている。 

 これまで、プロテアソーム阻害剤は抗がん剤として臨床応用されてきたが、近年、抗体

依存性疾患である全身性エリテマトーデス（SLE: systemic lupus erythematosus）や、腎移植

時の抗体関連型拒絶（AMR: antibody-mediated rejection）に対する有効性が報告されている

144)。これらの疾患の治療には、高用量のステロイド剤や免疫抑制剤が使用されるが、十分

な効果が得られないことが臨床的に問題となっている 145)。抗体依存性疾患はその名称の通

り、自身の形質細胞が産生する抗体によって惹起される免疫疾患である。よって、この疾

患の克服には、形質細胞による抗体産生を抑制することが重要となる。プロテアソーム阻

害剤が有効な多発性骨髄腫は、形質細胞ががん化により異常増殖した疾患であり、M タン

パク質と呼ばれる単クローン性免疫グロブリンを過剰に産生している 146)。そのため、がん  
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図 4-24. Syringolin Aの構造 
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図 4-25. Halenaquinone類の構造 
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の中でも特に多発性骨髄腫はタンパク質が過剰に合成されており、恒常的に異常タンパク

質が蓄積しやすい状態に曝されている。プロテアソーム阻害剤は、多発性骨髄腫のこのよ

うな高いタンパク質産生能を標的としており、プロテアソームを阻害することで細胞内に

異常タンパク質を蓄積させて細胞を死に至らしめると考えられている。このように、プロ

テアソーム阻害剤は高いタンパク質産生能を有する形質細胞を選択的に除去することが可

能であることから、同じく形質細胞による抗体産生を原因とする免疫依存性疾患への効果

が期待されている。 

 本章では、白神山地で分離した糸状菌 Trichoderma sp. 1212-03より単離された新規化合物

群 neomacrophorin 類の構造活性相関と、標的分子の 1 つがプロテアソームであることを明

らかにした。標的分子が明らかになったことから、プロテアソーム阻害剤が有効な多発性

骨髄腫に対する有効性や、in vivoにおける抗腫瘍効果について、今後さらに詳細な解析が行

われることが期待される。 
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 抗生物質の発見による感染症の克服を発端に、人類を脅かす疾病は大きく変化している。

日本人の死因として圧倒的に高いがんについては、未だ克服は困難であるものの、がんの

生物学の解明に基づく診断法と治療法の進歩により治療成績は向上している。近年、がん

の治療を目的とした分子標的薬が次々と開発されており、微生物二次代謝産物を中心とす

る天然化合物も大きく貢献してきた。がんは、がん遺伝子やがん抑制遺伝子などの特定の

遺伝子変異による細胞の異常増殖を主な要因とすることから、その原因遺伝子産物または

それが関与する経路をピンポイントで狙う分子標的薬の発展により、従来の古典的な細胞

傷害性抗がん剤と比較して副作用が少なくかつ有効な治療が可能となってきている。した

がって、それぞれ原因が異なるがんに対してより有効な治療薬を開発するためには、それ

ぞれのがんにおける優れた創薬標的の発見と、抗がん物質の標的分子の解明が極めて重要

となり、ケミカルバイオロジーの手法を駆使することで、これらの双方を達成できる可能

性がある。また、細胞や動物レベルでの機能性評価に基づく表現型スクリーニングで見出

された、食品成分を含む天然資源からの有用な生物活性物質の同定に関する報告は多数存

在するが、多くは現象論にとどまっており、それらの作用機序、特に標的分子の解明に至

った例は決して多いとは言えないのが現状である。さらに、標的分子を明らかにすること

は、その化合物に潜む生物活性が一挙に明らかとなることや、副作用の原因解明と回避に

もつながるため、多くの有益な情報を得られることが期待できるプロセスである。実際、

緑茶に含まれる機能性成分である(－)-epigallocatechin-3-gallate（EGCG）の標的分子 67kDa 

laminin receptor（67LR）の発見による多機能性のメカニズム解明や 147)、鎮静剤 thalidomide

の標的分子 cereblon の発見による催奇形性のメカニズム解明は 148)、低分子化合物の機能解

析研究に大きなインパクトを与えた例として知られている。我々は、HL60細胞に対する強

い細胞毒性という表現型を示す化合物として、pyrrocidine A（第 2章）、allantopyrone A（第

3章）、neomacrophorin類（第 4章）をこれまでに糸状菌二次代謝産物より見出してきたが、

これらの化合物が誘導する細胞応答とそれに関与する分子機構および標的分子についての
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詳細は不明であった。序論でも述べたように、標的分子の同定においては、あらゆる化合

物に適用できる汎用性の高い方法論が確立されていないことにより、困難を極める場合が

多い。そこで本研究では、この問題を解決するために、それぞれ以下に示す異なるアプロ

ーチにより生物活性に関与する作用機序を絞り込み、検証実験を行うことで標的分子を明

らかにした。 

第 2章では、植物内生糸状菌 Neonectria ramulariae Wollenw KS-246が産生する既知の抗菌

物質である、pyrrocidine Aについて解析した。作用機序が共通の化合物は、細胞に対して類

似のタンパク質発現変動を誘導することが知られていることに基づき、プロテオーム解析

により pyrrocidine A による細胞内タンパク質発現変動を既知化合物と比較したところ、タ

ンパク質リン酸化酵素であるキナーゼの阻害剤との類似性が示唆されていた。そこで、各

種キナーゼに対する阻害活性を測定した結果、細胞の生存に関与する PI3K

（phosphatidylinositol 3-kinase）の p110α触媒サブユニットを in vitroで直接阻害し、さらに

その下流シグナルに存在する主要因子である Akt、p70S6K、4E-BP1 のリン酸化を阻害する

ことを明らかにした。 

第 3章では、植物内生糸状菌 Allantophomopsis lycopodina KS-97が産生する新規化合物で

ある、allantopyrone Aについて解析した。Pyrrocidine Aの場合と同様にプロテオーム解析を

行い、既知化合物と比較したところ、データベースに含まれる他の対象化合物との類似性

が低く、作用機序の予測が困難であった。一方、allantopyrone A処理により発現が有意に変

動したタンパク質を精査したところ、転写因子 Nrf2 により発現が制御される複数のタンパ

ク質の増加という特徴的な変化を認めた。Nrf2の機能は Keap1-Nrf2経路で調節されるため、

本経路に対する allantopyrone A の影響を調べた。その結果、Nrf2 により転写誘導される代

表的な抗酸化酵素 HO-1 を濃度依存的に誘導し、Nrf2 の核移行も引き起こした。また、

allantopyrone Aと Keap1が共有結合することを想定し、リンカー切断型ビーズを用いてアフ

ィニティークロマトグラフィーを行うことで、これらが直接結合することを示した。さら
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に、Keap1-Nrf2経路が抗酸化システムであることに注目し、allantopyrone Aで細胞を前処理

することで、H2O2による酸化ストレス誘導性細胞死が抑制されることを明らかにした
149)。 

第 4章では、白神山地で分離した糸状菌 Trichoderma sp. 1212-03が産生する新規化合物群

である、neomacrophorin類について解析した。エポキシキノン構造を含む I、IVとエポキシ

セミキノールを含む IIIと Vに分類され、さらに、Vのみがヒドロキシ酪酸側鎖を持たない

類縁化合物であったため、これらの比較により構造活性相関を調べた。まず、HL60細胞に

対する細胞毒性とアポトーシス誘導活性は、IV、I、III、Vの順に強かった。Neomacrophorin

類と構造的類似性を有する化合物の生物活性に関する情報検索により、作用機序の候補を

絞り込み、タンパク質分解酵素複合体であるプロテアソームに注目した。その結果、Iと IV

が、酵素レベルと細胞レベルの双方で著しいプロテアソーム阻害活性を示したため、エポ

キシキノン構造が非常に重要であることが示唆された。この I と IVのエポキシキノン部位

には、pyrrocidine Aや allantopyrone Aと同じく α,β-不飽和カルボニル構造が存在するため、

化学的な反応性の高さが活性に寄与していることを予想した。実際、アポトーシス誘導作

用、プロテアソーム阻害作用はチオール基を持つNACにより完全に抑制され、さらにNACM

と速やかに反応して付加体を形成した。この付加体については構造を明らかにすることが

できていないが、以上の結果よりエポキシキノン構造を介したプロテアソーム阻害剤であ

ることが強く示唆される結果を得た。 

標的分子としては、そのタンパク質が draggable（薬剤標的分子として適正）な疾患関連

タンパク質であるか否かが重要となる 150)。本研究で見出した標的分子を見ると、PI3K阻害

薬である idelalisib（Zydelig
®）は、慢性リンパ性白血病、濾胞性 B細胞性非ホジキンリンパ

腫、小リンパ球性リンパ腫の治療薬、Keap1-Nrf2 経路活性薬である dimethyl fumarate

（Tecfidera
®）は、多発性硬化症の治療薬、プロテアソーム阻害薬である bortezomib（Velcade

®）、

carfilzomib（Kyprolis
®）、ixazomib（Ninlaro

®）は多発性骨髄腫、マントル細胞リンパ腫の治

療薬として利用されている。したがって、今回見出した標的分子はいずれも draggable なタ
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ンパク質であり、臨床的に見ても重要な作用機序であったと言える。 

 一方、薬剤としては、drug-like（医薬品として適正）であることが必要となる 150)。本研

究で解析した活性の強い化合物に共通する点として、分子内に α,β-不飽和カルボニル構造を

有しているということが挙げられる。この構造は、高い親電子（求電子）性を示すことが

よく知られており、チオール基のような求核性の官能基と Michael付加反応により共有結合

する。細胞内タンパク質は活性部位にチオール基をしばしば含んでおり、それらのタンパ

ク質に対して非特異的かつ強固に結合することにより、重篤な副作用につながることが危

惧されている。また一方で、細胞内にはチオール基を有する内因性抗酸化物質である GSH

が mMオーダーという高濃度で存在することから、薬剤と GSHが結合することで薬剤の作

用が失われてしまう可能性も指摘される。これらの問題点から、α,β-不飽和カルボニル構造

を介してタンパク質に共有結合する薬剤は、in vivoにおいて目的とする標的分子に特異的に

作用できず、抗がん剤としての臨床応用が難しいと考えられてきた。しかし、経口EGFR/Her2

阻害薬で、「EGFR 遺伝子変異陽性の手術不能又は再発非小細胞肺がん」に対する治療薬と

して 2014年に日本でも承認された afatinib（Giotrif
®）が、その定説を覆した 151)。本剤は α,β-

不飽和カルボニル構造を有しており、EGFRや Her2を含む ErbB受容体ファミリーの細胞内

チロシンキナーゼ領域における ATP 結合部位のシステイン残基に共有結合することにより、

不可逆的にそれらの活性を阻害する。実際、afatinibの in vivoにおける主な代謝物は、非酵

素的な Michael 付加反応による抱合体類であるとされている。また、afatinib は様々なタン

パク質と結合しやすく、ヒトにおける血漿蛋白結合率は 95%で比較的高いものの、臓器や

身体深部区画への分布は制限されないということである。Afatinibの有効性としては、臨床

試験において、プラチナ製剤をベースとした標準化学療法と比較して、無増悪生存期間（PFS: 

progression free survival）の有意な延長と肺がん関連症状の改善効果を示した。一方、afatinib

による有害事象としては、下痢、発疹、爪囲炎、口内炎が高頻度で認められるが、休薬ま

たは減量、積極的な支持療法により管理が可能な程度のものである。したがってこの afatinib
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の例から、従来は drug-like ではないと考えられていた α,β-不飽和カルボニル構造を介した

阻害剤は、有効性と安全性を備えた抗がん剤として臨床応用が可能であることが実証され

ており、本研究で解析した共有結合性化合物の有用性について、今後さらに詳細な解析を

行う意義があると考えられる。 

 本研究は、細胞レベルでの実験によりそれぞれの化合物の生物活性と作用機序を解析し

たものであり、動物レベルでの有効性に関しては今後の検討課題である。動物レベルでの

抗腫瘍効果の評価においては、適切ながん種を選択する必要があるが、標的分子が明らか

な場合は選択しやすいという大きな利点がある。すなわち、被験化合物の標的分子として

見出されたタンパク質が、過剰発現または異常活性化しているがん細胞株が存在すれば、

その化合物に対して高い感受性を示す可能性がある。また、そのタンパク質を標的とする

薬剤が既に臨床薬として用いられている場合は、その適応疾患となっているがん種を選択

することが望ましい。したがって、PI3K阻害作用を有する pyrrocidine Aは、PI3K阻害薬で

ある idelalisib が有効な慢性リンパ性白血病、濾胞性 B 細胞性非ホジキンリンパ腫、小リン

パ球性リンパ腫を対象として、また、プロテアソーム阻害作用を有する neomacrophorin 類

は、プロテアソーム阻害薬である bortezomib などが有効な多発性骨髄腫、マントル細胞リ

ンパ腫を対象として動物試験を行うことで、標的分子に基づく適切な効果を検証できると

考えられる。 

 本研究において、それぞれの化合物について 1 つの標的分子を明らかにした。しかし、

一般に低分子化合物は多くの生体高分子と相互作用することが知られている。そのため、

低分子化合物を細胞や動物に作用させたときに観察される応答は、複数の標的分子に作用

する結果として細胞システムが極めて複雑に撹乱された状態となり、このことも細胞応答

解析や標的分子同定を難しくしている 152)。したがって、本研究ではあくまでもそれぞれの

化合物が作用する複数の標的分子の 1 つを明らかにしたと考えるべきで、化合物が細胞に

及ぼす影響を正しく評価するためには他の標的分子も今後明らかにしていくことが重要と
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なり、さらなる有望な生物活性の解明につながるかもしれない。 

 本研究では、既知化合物である pyrrocidine A、新規化合物である allantopyrone A と

neomacrophorin 類という、糸状菌より単離された化合物の標的分子を明らかにした。α,β-不

飽和カルボニル構造を介してそれぞれ異なる標的分子に作用することが示唆されたため、

この構造を含む共有結合性物質は、分子骨格の違いにより多様かつある程度選択的な細胞

応答を強力に誘導し得ることが示された。この有用性に基づき、がんを中心とする様々な

疾患に対する共有結合薬の応用が期待される。 
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