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序 論

代謝や発育の一時的な停止､すなわち休眠は生物の広範囲で確認できる普遍

的な生命現象である｡植物での種子休眠や菌類の胞子や芽包での休眠､また動

物の冬眠 ･夏眠などが相当する｡このような休眠中の生物の多くは､活動中に

比べ､季節変動などに伴う不適な環境条件下でも生存できる｡つまり生命の維

持に必要なェネルギーを節約することで､より長期間の生存を有利にする手段

でもある｡

ほ乳類での長期臓器保存を目的として開始されたシベリアシマリス (Tamias

sibiricus)での休眠研究により､活動期では血中に存在する冬眠特異的タンパグ
(

質 (hibemation-specificpeptide:HP)が､冬眠期にHP複合体の形体で脳関門を通

過し脳内に存在しており､HP複合体から帝離し活性化したHP20Cの脳内での存

在量と冬眠の期間が見事に相関していることが報告されている (Kondoetal.,

2006)｡その一方で､HPの臓器での機能や､冬眠における直接的な機能とその

作用機構､すなわち生体での代謝低下や発育停止を誘導する分子実体について

はいまだに解明されていない (近藤,2007)0
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シベリアシマリス以外の動物の休眠として､胞胚期で停止する着床前のカン

ガルーやワラビーなどの有袋類､マウスやラットといったほ乳類､さらにカイ

コやイナゴ類のような昆虫の卵での休眠など､発生の初期段階でも知られてい

る｡昆虫およびほ乳類の休眠を調整する内分泌系には､大きな違いが存在する

にもかかわらず､分裂や分化に関連する成長因子などは進化的に保存されてい

る (Ren丘eeandShaw,2000)｡また､マウス胞腔での休眠ステージと非休眠ステ

ージのマイクロアレイを用いた研究により､休眠中と活動中の発現遺伝子の比

較で明確な差異がある代謝経路が報告されており､細胞周期やシグナル伝達､

エネルギー代謝などに関連する経路が含まれている (Hamatanietal.,2004)｡し

かし､シマリスやラットなどほ乳動物を用いた休眠研究では､数ヶ月から数年し

に及ぶ長期間の厳密な実験を要し､飼育可能な個体数も限られてくる0

ライフスパンが短いにもかかわらず､ほ乳動物と代謝上類似の経路を有する

生物としてセンチュウ (Caenorhabditiselegans)が知られている.無脊椎動物で

あるC.elegansの休眠は飢餓や過密など､環境条件の悪化により耐性幼虫 (dauer

lama)として誘導される｡休眠移行-の決定は､生存に不適な環境条件に応答

し､チトクロームP450のCYP2ファミリーに関連するステロイドの水酸化酵素
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DAF-9を介しておこなわれる (GerishandAntebi,2004)｡センチュクの休眠機構

は遺伝的欠損系統やRNA主などによるノックダウン個体で進められており､ミト

コンドリアレベルでのエネルギー代謝と寿命の関係 (Artal-SanzandTavemarakis,

2009)のように､真核生物の根幹に迫る研究がなされている｡その一方で､外

部からのエネルギー補給のない長期間の生存を可能にする分子実体および生理

的機構の詳細は､ほとんど解明されていない (NarbonneandRoy,2009)｡

昆虫の生活圏は地球上の熱帯から亜寒帯までに及び､多様な環境に適応する

ことで繁栄しており､進化の頂点に位置している生物網のひとつである｡昆虫

の休眠は生存を脅かすような極端な乾燥地帯や､一年を通じて変動する環境条

件である温帯でも､厳しい環境条件が疲和されるまでの生存を可能にしている｡
し

このように､昆虫にとっても休眠は環境適応戦略のひとつであり､昆虫繁栄の

面でも有効な生存様式である｡

昆虫の休眠はチョウ目 (Lepidoptera)というひとつの目に焦点を絞っても､

カイコ (Nakagakietal.,1991)などの卵内腔子やヤママユ (鈴木 ･藤沢,1989)

やマイマイガ(Atay-KadiriandBenhsain,2005)などの前幼虫体､ニカメイガ(Goto

etal.,2001)などの終齢幼虫､ナミアゲハ (Yamanakaetal.,2004)などの蛸､シ
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ジミチョウの仲間などの成虫休眠が挙げられる｡このように休眠はその種特異

的なステージで発生し､多岐にわたる機構および生体物質が関与することが示

唆される｡

昆虫休眠の分子レベルの調節機構として､蛸休眠中のニクバェ (Sarcophaga

crasslbalpis)では遺伝子の明らかな up-regulationとdown -regulationが確認され

(Flannaganetal.,1998)､またHSPなどストレス応答タンパク質遺伝子が休眠期

間を通じて発現していることが報告されている (Rinehatetal.,2007)o

このように昆虫休眠を研究することは､それぞれの種の生命現象を理解する

だけにとどまらず､老化や長寿といったメカニズムの解明､さらには休眠関連

物による医薬品候補物質など-の応用開翠の可能性を秘めている (Suzukietal･,

2001;鈴木 ･楊,2007;Dedinger,~2008)｡その一方で､植物や動物での休眠の共通

点として､環境条件改善までの期間の発育停止や生体としてのストレス耐性の

増強 (EiraandCaldas,2000;HandandMenze,2008)､代謝および呼吸の可逆的な

低下などの事象が挙げられる｡これらを解析することは､休眠という生命現象

を理解するにとどまらず､農業や医療など､生物を扱う多様な分野-の応用が

可能となる,.しかし現在に至るまで､休眠中の細胞レベルにおける共通する現
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象に関して､未だに有効なツールを持ちえていない｡

ヤママユ (Antheraeayamamai,通称天蚕)は日本原産の大型絹糸昆虫で､そ

の絹糸は繊維のダイヤモンドといわれるほどの高級織材として知られている｡

一方でヤママユは産下後幼虫体を形成し､約8か月に及ぶ休眠 (前幼虫体休眠)

をおこなう｡その後､春先に卵字化後約2か月で繭を作って蛸になり､さらに2

か月間の休眠を纏て､8月上旬から9月下旬に羽化する-化性の昆虫である｡

このようにヤママユは高級織材を生産する昆虫であるが､生活史に介在する休

眠により飼育期間が限られているため､休眠打破することで年多回育の試行錯

誤がおこなわれてきた｡その成果として､前幼虫体休眠中のヤママユにイミダ

ゾール系化合物KK-42(1-benzyl-5-[(E)-2,6-dimethyl1,5-heptadienyl]imidazole)を
し

塗布することで､休眠打破が確立された (鈴木 ･藤沢,1989)｡自然界では､ヤ

ママユの前幼虫体休眠の打破には長期間の低温接触が必要であり､この期間を

短縮するためにKKl42が塗布された｡その結果､長期低温処理と同等な効果を

示すことから (Shimizuetal.,2002)､KK-42による分子機構を解析することで､

前幼虫体休眠メカニズムの解明につながることが期待される｡

このヤママユ前幼虫体休眠では､中胸部から分泌される抑制因子 (repressive
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factor,RF)により休眠が維持され､後休眠は腹部第2-5節から分泌される成

熟因子 (maturationfactor,MF)によって制御されるモデルが提唱された (Suzuki

etal.,1990)｡そして､抑制維持 (因子)のひとつの候補物質として5つのアミ

ノ酸から成り､C末端がアミド化されたペンタペプチド (DILRGa,Yamam arin)

が同定された (Yangetal.,2004)O

休眠打破のためにKK-42を塗布した前幼虫体において､Yamamarinは休眠期

間の延長活性を持っている (楊,2004)｡これ以外にも､ラット肝がん細胞

(dRLh84)での細胞死を伴わない細胞増殖抑制活性 (Yangetal.,2004)､さらに

Yamamarinをリード化合物として合成された C16-Yamamarinは､カイコにおけ

る休眠卵産生活性も報告されている (Yangetal.,2007)｡以上のことから
し

Yam amarinとその誘導体は､起源昆虫であるヤママユのみならずカイコからほ乳

類の細胞レベルまで､広範な休眠化現象を引き起こしていると考えられる｡

そこで本研究では､この Yamamarinおよびその誘導体を活用し､Yamamarin

のリー ド化合物を基盤としながら､昆虫における細胞レベルでの休眠誘導機構

の解析を目的として､第1章では Yamamarin誘導体が各種培養細胞の増殖に及

ぼす影響を検討し､第2章ではマイクロアレイ解析や細胞周期解析､そしてミ
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トコンドリア機能解析を通じて､Yamamarin誘導体による細胞増殖抑制活性のメ

カニズムについて提案した｡
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第 1 章 Yamam∬in誘導体による各種細胞の増殖抑制

Yam am arinはヤママユ (Antheraeayamamai)の休眠中の前幼虫体より休眠維

持物質のひとつの候補として同定された｡Yamamarinの活性として､ほ乳類がん

細胞であるラット肝がん細胞 (dRLh84)において､細胞周期のGO/G1期での停

止という細胞死を伴わない増殖抑制活性が示され (Yangetal.,2004)､甲虫目昆

虫であるチャイロコメノゴミムシダマシ (Tenebriomolitbr)では､心拍の抑制活

性が報告されている (Szym anowska-Dziubasiketal.,2008)｡

さらに､細胞膜六の透過効率の向上を目指してパルミチン酸 (C16)を結合し

た C16-Yamamarinにおいて､チョウ目の別種昆虫であるカイコ蛸-の注射で､

産卵後に胚子発育の停止で休眠卵産生誘導活性を示した (Yangetal.,2007)｡

Yamamarinが同定されたヤママユの休眠は､卵内に幼虫体を形成した後に発生す

る前幼虫体休眠であり､母蛾の日長により休眠ホルモンの分泌が決定されるカ

イコとは分子機構が異なることが推定されるにもかかわらず､休眠という共通

の生理現象を誘導したことは注目に値する｡

そこで本章では､Yam am arin誘導体による細胞増殖制御剤としてのリー ド化
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合物開発研究の可能性を検証するために､Yamamarinの活性部位特定のためのア

ラニン置換体や､酢酸､カプリル酸､パルミチン酸といった脂肪酸を結合させ

たYamamarin誘導体によるラ,yJト肝がん細胞の増殖抑制活性試験と､Yamamarin

の起源昆虫であるヤママユからの昆虫培養細胞とゲノム解析が終了しているシ

ョウジョウバェ腔子由来のS2細胞を使用した細胞増殖抑制活性試験をおこなっ

た｡
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材料と方法

1.供試試薬

ペンタペプチドである Yamamarin(DILRG-NH2) およびアラニン置換体など

のYamamarin関連ペンタペプチドは北海道大学助教の神谷昌克博士が､C2-､C8-､

C16-Yam am arinなどの脂肪酸結合型 Yamamarin誘導体は三重大学教授の今井邦

雄博士が合成したものを用いた (Fig.1)｡
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Fig.1.ThestructureofYamamarinderivatives.(A)Yamamarin(DILRG-NH2),(B)

C2-Yamamarin(acethy1-DILRG-NH2),(C)C8-Yamamarin(octanonyl-DILRGINH2),

(D)C16-Yamamarin(palmitony1-DILRG-NH2)conjugatesand(E)C16-Yamamarin

conjugates(C161CyClo-DIPRKa).
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2.ラット肝がん細胞増殖抑制試験

1)細胞と培地組成

ラット肝がん細胞 (dRLh84)を用い､培地には10%ウシ新生児血清 (NBS)､

4mM グルタミン､50U/mLペニシリン､50Llg/mLス トレプ トマイシン (ペニ

シリン･ス トレプ トマイシン液､大日本住友製薬)､100Llg/mLカナマイシン

を含むダルベッコ変法イーグル培地 (DMEM､日水製薬)を使用tた｡培養

は5%CO2存在下､37oC湿潤条件でおこなった｡

2)がん細胞増殖測定法

がん細胞の増殖は MTTアッセイで測定した｡MTT [3-(4,5-Dimethyト2

-thiazolylト2,5-diphenyト2月二tetrazoliumBromide]は細胞内脱水素酵素により還

元され､ホルマザンを生成する｡細胞数と生成するホルマザンの量は直線的

な比例関係にあり､可溶化したホルマザン溶液の吸光度を測定することによ
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り生細胞数を計測できる (Okaetal.,1992)｡本研究ではこの方法に従い､以下

の手順で実験をおこなった｡

ペンタペプチ ドのようにサンプルが水溶性の場合､細胞は細胞培養用ディ

ッシュ (100×20mm､グライナー)で培養し､対数増殖期に培地を取り除き

PBS(-)で洗浄した｡さらに細胞をトリプシンで浮遊させ､培地を用いて5×104

cells/mLの濃度に調整した細胞浮遊液を 100LILずつ 96穴マイクロプレート

(IWAKI)に添加し､同条件で24h前培養した.培養後の実験区には検定濃

度の10倍の濃度にPBS(-)で溶解したサンプルを各りセルに11LILずつ添加し

た｡なおコントロール区には､サンプルの代わりにPBS(-)を11トILずつ添加

した｡

一方､C16-Yamamarinなどの脂肪酸結合型サンプルでの検定の場合J細胞は

細胞培養用ディッシュ (100×20mm､グライナー)で培養し､対数増殖期に培

地を取り除きPBS(-)で洗浄した｡さらに細胞をトリプシンで浮遊させ､培地

を用いて2.5×104cells/mLの濃度に調整した細胞浮遊液を199pLずつ96穴マ

イクロプレー ト (IWAKI)に添加し､同条件で24h前培養した｡培養後の実

験区には検定濃度の200倍の濃度にDimethylsulfoxide(DMSO)で調整､溶解
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したサンプルを各ウェルにlLLLずつ添加した｡なおコントロール区には､サ

ンプルの代わりにDMSOあるいはDMSOで溶解した同濃度のパルミチン酸を

1トILずつ添加した｡

細胞増殖抑制活性試験の場合には､48hの検定培養後に培地を取り除き､

0.55mg/mLのMTT (DOJIND())を含む培地を100pLずつ添加した｡さらに

4h培養後､MTTを含む培地を取り除いてDMSOを200LILずつ添加し､プレ

ー トボルテックスでホルマザンを溶解したのち､2波長 (590-620nm)にお

ける吸光度をマイクロプレー トリーダー (lmmunO-MiniNJ-2300∴インターメ

ッド)で測定し､コントロールとの対比により細胞増殖抑制率を算出した｡

3.昆虫培養細胞増殖抑制試験

Ⅵlmama血 誘導体による昆虫培養細胞の反応を解析するために､Yamamarin

の起源昆虫であるヤママユ (Antheraeayamamai)と､遺伝子解析などの研究例

の多いショウジョウバェ (Drosophilamelanogaster)に由来するものを使用した｡
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1)細胞と培地組成

Yamamarinの起源昆虫であるヤママユの蛸卵巣皮膜細胞Anya(Imanishietal.,

2003)と増殖速度の速いショウジョウバェ腔子由来 SchneiderS2細胞

(Sclmeider,1972)の2種類の昆虫培養細胞を用いた｡

Anya細胞の培養は､MGM448(Mitsuhashi,1984)に10%の補体処理済FBS

を添加し､抗生物質として Antibiotic-Antimycotic(100×)liquid(GIBCO)を

培地 lLあたりlmL添加したものを用いた｡培養は25oC全暗条件でおこな
1

った｡なお継代は､懸濁した細胞浮遊液1に対し､新鮮な培地4の割合で7

日ごとにおこなった｡

schneiderS2細胞の培養はScbneider-sinsectmedium (Sigma)に10%の補体

処理済 FBSを添加し､抗生物質として Antibiotic-Antimycotic(100×)liquid

(GIBCO)を培地 lLあたり1mL添加したものを用いた｡培養は27oC全暗

条件でおこなった｡なお継代は､懸濁した細胞浮遊液 1に対し､新鮮な培地

10の割合で4日ごとにおこなった｡
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2)昆虫細胞増殖測定法

昆虫培養細胞の増殖抑制活性の測定は､血球計算盤による細胞の計数と､

MTTアッセイを改良したWST-1ア ッセイ (Ishiyamaetal.,1993)によりおこ

なった｡WST-1はMTTと同様に細胞内脱水素酵素により還元され､ホルマザ

ンを生成するが､このホルマザンは可溶性であるため浮遊細胞などの検定が

容易である｡細胞数と生成するホルマザンの量は直線的な比例関係にあり､

ホルマザン溶液の吸光度を測定することにノより生細胞数を計測できる｡本研

究ではこの方法に従い､以下の手順で実験をおこなった｡

細胞は細胞培養用フラスコ (12.5cm2､BDFalcon)で培養し､対数増殖期に

培地を用いて5×104cells/mLの濃度に調整した細胞浮遊液を199pLずつ96穴

マイクロプレー トに添加し､培養条件にしたがって24h前培養した｡培養後､

実験区には検定濃度の200倍の濃度にDMSOで溶解したサンプルを各ウェル

に1トILずつ添加した｡なおコントロール区には､サンプルの代わりにDMSO

あるいはDMSOで溶解した同濃度のパルミチン酸を1pLずつ添加した｡

細胞数計数による細胞増殖抑制活性試験の場合には､サンプル各濃度にお
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ける24hごとの細胞数を血球計算盤により計数し､顕微鏡下での形態的観察

をおこなった｡

wsTJlアッセイによる細胞増殖抑制活性試験をおこなうにあたり､最適時

間および濃度を決定するための予備実験をおこなった｡すなわち各濃度のサ

ンプルとともに培養した細胞を24hごとに計数し､コントロールに対し2倍

程度の増殖抑制を示す時間と濃度を確認し､以下の実験ではその条件で使用

した｡培養後､WSTl1溶液 (650pg/mLWSTll,70pg/mL1-methoxyPMS,PBS)

を1ウェルあたり10Lllずつ添加した｡さらに4h培養後､吸光磨 (450nm)

をマイクロプレー トリーダー (ImmunO-MimiNJ-2300､インターメッド)で測

定した｡
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結 果

1.Yamamarin誘導体によるラット肝がん細胞 (dRLh84)の増殖抑制効果

Yamam∬in(DILRGa)の細胞増殖抑制活性とアミノ酸配列の関連性を明らか

にするために､Yamamarinおよびペプチド改変体を用いてdRLh84に対する増殖

｢

抑制活性を調べた｡その結果､ペンタペプチ ドの C 末端がカルボキシル化

(DILRG-COOH)されたもの､およびN末端から4および5番目のアミノ酸を

アラニン (A)に置換したもの (DILAGa､DILRAa)では活性の低下を確認した

が､1- 3番目のアミノ酸を置換した3種類のペプチド (AILRGa､DALRGa､

DIARGa)では500ドMまでの濃度で増殖抑制活性が認められなかった(Fig.2)0

またYamamarin改変による活性増強を目指して､YamamarinのN末端に酢酸

(C2)､カプリル酸 (C8)､パルミチン酸 (C16)の各種脂肪酸を結合した脂肪

酸結合型YamamarinでのdRLh84に対する増殖抑制活性を検討した｡その結果､

パルミチン酸結合型Yam am arin(C16-Yam am arin)のIC50値は約 15pMであり､

Yamamarin(IC50値は約300pM)に比べて約20倍の活性上昇を確認した (Fig.
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3)｡なお25pMのパルミチン酸とC16-Yamam arinを比較したところ､顕微鏡下

でも増殖抑制が観察された (Fig.4)｡さらに C16-Yamamarinを改変 した

C16-cyclo-DIPRKaの4種類の異性体 (R-D,K-D､R-D,K-L､R-L,K-D､R-L,K-L)

を用いて増殖抑制活性を調べた｡その結果､R-D,K-Lの異性体でIC50値は約6トIM

であり､Yamam arinに比べて約40倍の活性を確認した (Fig.5)｡
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Fig.4.Phase-contrastmicrographsofdRLh84cellstreatedwithsamples.GrowingCells

weretreatedwith25トLM palmiticacidasacontrol(bottom row),25トIM

C16-Yamamarin(upperrow)for24h(middlecolumn)and48h(rightcolumn)･

Bar-0.2孤 .
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2.C16-Yamamarinによる昆虫培養細胞の増殖抑制効果

Yamamarinの起源昆虫であるヤママユ (Antheraeayamamai)の蛸卵巣被膜由

来細胞 (Anya)でC16lYamamarinの影響を検討した｡予備実験として細胞数で

調査した結果､コントロール区と比べ25LIMC16-Yamamarinとともに168h培養

したときに増殖抑制活性を示し､半分程度の細胞数となった｡また､同様の方

｢

法でこの増殖抑制活性が濃度依存的であることを確認した (Fig.6)｡なお25LIM

のパルミチン酸とC16-Yamamarinを比較したところ､顕微鏡下でも増殖抑制を

観察した (Fig.7)｡さらにWSTJlを用いた細胞増殖抑制活性の検討として､細

胞数における検量線を作成した｡その結果450nmにおける吸光度と細胞数は直

線的な比例関係にあり､特に5×104cells/mL以上の細胞数で傾向が現れることを

確認した (Fig.8)｡このためAnya細胞におけるC16-Yamamarinの活性を検討す

る方法として､5×104cells/mLの細胞にサンプルを添加し､添加後 168h培養し

た後にWST-1法による細胞数の計数をおこなったところ､WSTJl法においても

濃度依存的な増殖抑制活性を確認した (Fig.9)0
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Fig.7.Phase-contrastmicrographsofAnyacellstreatedwithsamples.GrowlngCells

weretreatedwith 25 トーM palmiticacidasacontrol(bottom row),25トtM

Cl6-Yamamarin(upperrow)for0to168h.Bar-0.2mm.
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しかし､Anya細胞では結果が判明するまでに要する培養時間が 168h(7日

間)と長く､起源昆虫であるヤママユも遺伝子レベルでの分子生物学的解析を

進める上での情報が乏しいため､他の昆虫由来細胞株を使用した｡キイロショ

ウジョウバェ(Drosophilamelanogaster)は全ゲノム配列が解読されており(Myers

etal.,2000)､しかもこの腔子に由来する細胞 (sclmeiderS2)は比較的増殖速度

が速いため､C16-Yamamarinによる影響を解析するために最適と考えた｡

予備実験として細胞数で検討した結果､コントロール区と比べて 12.5pM

c16-Yamamarinとともに48h培養したものでは増殖抑制活性を示し､半分程度

の細胞数となり､さらにこの活性が濃度依存的であることを確認した(Fig.10)0

なお､12.5LIMパルミチン酸と同濃度のC16-Yamamarinによる増殖を比較したと

ころ､S2細胞でも顕微鏡下で増殖抑制を観察した (Fig.ll)｡またWSTJlを用

いた細胞増殖抑制活性の解析のために細胞数における検量線を作成した｡その

結果､450nm における吸光度と細胞数は直線的な比例関係にあり､特に 5×104

cells/mL以上の細胞数で傾向が現れることを確認した (Fig.12)｡そこでS2細胞

におけるC16-Yamamarinの活性を検討する方法として､5×104cells/mLの細胞に

各濃度のC16-Yamamarinを添加し､添加後48hの細胞にWSTJl法による細胞数
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の計数をおこなったところ､WSTJl法でも濃度依存的な増殖抑制活性を確認し

た (Fig.13)｡
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48 (h)

C16-Yamamarin

PalmiticAcid

Fig.ll.Phase-contrastmicrographsofDrosophilaSclmeiderS2cellstreatedwith

samples.Growingcellsweretreatedwith12.5トtMpalmiticacidasacontrol(bottom

row),12.5トLMC16-Yamamarin(upperrow)fTor24h(middlecolum n)and48h(right

column).Bar-0.2孤 .
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考 察

Yamamarin(DILRGa)が有する活性のひとつ､dRLh84細胞での増殖抑制活性

が Yamamarinのアミノ酸配列のどの部位に起因するかを明らかにするために､

Yamamarin関連ペンタペプチ ドにおける増殖抑制活性の解析をおこなった｡また

N末から1番目のアスパラギン酸をシーケントしたものでは､Yamamarinと同様

の細胞増殖抑制活性を示す一方で､C末側がカルボキシル基のものでは活性が無

いことがすでに報告されている (Yangetal,.2004)｡これらの結果より､dRLh84

細胞での増殖抑制活性を示すペプチ ドの最小単位は-RG-NH2であることを確

認した (Kamiyaetal.,2010)｡

この配列はヒトやラットなど多くのほ乳類が有する神経ペプチ ドArginine

ⅥlSOpreSSin(CYF(〕NCPRGJNH2)と共通であった｡抗利尿ホルモンとしても知ら

れているVasopressinは脳下垂体後葉より分泌されるペプチ ドホルモンであり､

その名のとおり水イオンチャンネルに関連しており､体液および循環系で恒常

性の維持に重要な役割を果たすだけでなく､統合失調症や自閉症など種々の精

神疾患にも関与していることが知られている (江頭ら,2009)0 Yamamarinと同様
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の-RGJNH2構造を有する Vasopressinが水イオンチャンネルに関連する単一の

機能としてだけではなく､精神疾患に関与していることからも､Yamamarinの立

体構造など物理化学的解析が進展することで､Yamamarinの機能がより明らかに

なることが期待される｡

またペプチ ド構造の安定化と細胞膜-の膜透過性の向上を目的としてパルミ

チン酸 (C16)(Basu,2004)を結合させたC16-Yamamarinや､真菌類に広く分布

しているタンパク毒素Beauvericin(Guptaetal.,1991)の環状構造をモデルにし

てC16-Yamamarinを改変し､浸透性と安定性を確保したC16-cycloIDIPRKaの4

種類の異性体のうちのひとつであるR-D,K-Lでは､dRLh84での増殖抑制活性の

上昇を確認した｡このように Yama品arinの改変により､さらなる活性増強およ

び細胞透過性の向上のみにとどまらず､レセプターの発見などの研究の進展が

期待できる｡Yamamarinの最小単位 (-RG-NH2)の確認により応用の幅が広が

ったことと､脂肪酸結合などでの活性増強の結果におけるYamam arinの改変は､

より強力な細胞増殖抑制剤の開発や個体レベルでの塗布や散布などによる害虫

の休眠誘導の可能性を提案できる｡

さらに C16-Yamamarinにおける昆虫培養細胞-の影響を解析するために､
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Yamamarin起源昆虫であるヤママユの蛸卵巣皮膜に由来するAnya細胞､また比

較的増殖速度の速いキイロショウジョウバェの膝子に由来する ScbneiderS2細

胞を用いた増殖抑制活性試験をおこなった｡その結果､C16-Yamamarinは起源昆

虫であるヤママユのみにとどまらず､ショウジョウバェのように別種昆虫に由

来する昆虫細胞､さらにはほ乳類がん細胞であるラット肝がん細胞dRLh84で増

殖抑制を確認したことから､昆虫からほ乳類まで至る多くの細胞種における

Yamamarin誘導体のinvitroでの活性が期待できる｡

YamamarinおよびC16-YamamarinのCDスペクトルやNMRなど分光解析の結

果より､-RG-NH2に起因する共通のランダムコイルの構造が確認された

(Kamiyaetal.,2010)｡このことからC16-Yamam arinの増殖抑制活性がパルミチ

ン酸などYamamarin以外の分子配位に起因するものではなく､ペンタペプチド

Yamamarinが鍵になっていると考えられる｡すなわち､C16-Yamamarinも含めた

Yamamarin誘導体での解析を進めることでヤママユの休眠維持候補物質

Yamamarinの本来の機能を理解できるかもしれない｡
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摘 要

1.Yamamarin(DILRGa)関連ペンタペプチ ドを使用し､ラット肝がん細胞

(dRLh84)における増殖抑制活性を解析した結果､活性保持の最小分子配列単

位が-RG-NH2であることを確認した｡

2.C16-YamamarinにおけるdRLh84の増殖抑制活性ではIC50値が約 15pMであ

り､Yamamarinに比べて約20倍の活性上昇を確認した｡またC16-ciclo-DIPRKa

の異性体 (R-D,K-L)のIC50値は約6pMであり､Yamamarinに比べて約40倍

の活性上昇を確認した｡

3.ヤママユ卵巣皮膜細胞の培養細胞 (Anya)におけるC16-Yamamarinの増殖

抑制活性が濃度依存的であることを､細胞の計測とWSTJl法で確認した｡

4.ショウジョウバェ腫子由来の培養細胞 (S2)におけるC16-Yamamarin増殖

抑制活性が濃度依存的であることを､細胞の計測とWSTJl法で確認した｡
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