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研究成果の概要（和文）：本研究では疾患モデル細胞系を用いて天然物リガンドの探索・創製を目指して研究を行った
．放線菌ライブラリーから新規ARアンタゴニストの探索を行なった結果，新規化合物Antarlide A-Eを発見した．また
，オートファジー制御化合物の探索を行った結果， XanthohumolがVCPに結合してその機能を阻害することでオートフ
ァジーを阻害することを見出した．またNonactinがβ-catenin変異型がん細胞種に対して合成致死を誘導することを見
いだした．またβ-cateninが変異したがん細胞株を移植したマウスに対してNonactinは顕著な腫瘍退縮効果を示した．

研究成果の概要（英文）：In the course of screening for a new AR antagonist, we isolated novel compounds, 
antarlides A-E, from the Streptomyces sp. BB47. In addition, antarlide B inhibited the transcriptional 
activity of not only wild type AR but also mutant ARs, which are seen in patients with acquired 
resistance to clinically used AR antagonists.We next observed that xanthohumol (XN), a prenylated 
chalcone, modulates autophagy. By using XN-immobilized beads, valosin-containing protein (VCP) was 
identified as a XN-binding protein. These data indicated that XN inhibited the function of VCP, thereby 
allowing the impairment of autophagosome maturation. We also screened the compound that induced cell 
death selectively in tumor cell lines harboring β-catenin mutation from an in-house natural product 
library, and finally we isolated and found that nonactin. Furthermore, nonactin induced tumor regression 
only in β-catenin mutated HCT116 xenograft mice.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： アンドロゲンアンタゴニスト　オートファジー　βカテニン　アンタルライド　キサントフモール　ノ
ナクチン
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１．研究開始当初の背景 
申請者は医薬品シードの開発を志向してユ
ニークな探索系を構築し、その探索系を用い
て微生物培養液から細胞応答機能を修飾す
る天然物リガンドの探索を行うとともに、こ
こで見いだされたリガンドを用いた細胞応
答制御機構解析研究を行ってきた。 
２．研究の目的 
本課題ではがんおよびパーキンソン症の３
種類の疾患モデル系を用いて天然物リガン
ドの探索・創製とその作用機構解析を通した
疾患シグナル伝達の解明を目的とした． 
３．研究の方法 
(1)前立腺がんの悪性化の原因であり，男性
ホルモンの一種であるアンドロゲンのアン
タゴニスト(AR-A)は前立腺がん治療薬シー
ドとなる．そこで，構造多様性を有する微生
物二次代謝産物から AR-A の探索を行なう． 
(2)オートファジーはタンパク質を非選択的
かつ大規模に分解する経路である．そこで
我々はオートファジー制御化合物を探索し，
Xanthohumol(XN)が目的の活性を有すること
を見出した.本研究では XN のオートファジ
ー制御活性の詳細な機構の解明と抗がん活
性発現機構解析を目的とする. 
(3)細胞増殖に関わる Wnt シグナル伝達経路
において、その経路上の-catenin に活性型
の変異が生じるとシグナルが恒常的に亢進
しがん化を誘導する. 多くのヒト腫瘍にお
いて-catenin の変異が報告されていること
から，このようながん細胞種に対して選択的
に細胞死（合成致死）を誘導する化合物は強
力な抗がん剤となり得る．本研究では放線菌
ライブラリーから，-catenin 変異型がん細
胞種に対して合成致死を誘導する化合物を
取得し，さらにその作用機序を解明すること
を目的とした． 
４．研究成果 
(1)アンドロゲンのアンタゴニストの探索：
アンドロゲン受容体(AR)のリガンド結合部
位である C末端タンパク質と DHTの結合阻害
活性を指標として AR アンタゴニストの探索
を行なった。その結果、Streptomyces sp. 
BB47 の培養液中に目的の活性を見出した. 
本活性物質の精製過程で光に対して非常に
不安定であることが分かったため,精製まで
の過程は全て遮光条件下で行なった.BB47 株
の 10L 培養液を等量の酢酸エチルで抽出し,
得られた抽出物をヘキサン／90%メタノール
で分配した後,90%メタノール層をさらに酢
酸エチル／水(pH 10)で分配した.次に,酢酸
エチル層を遠心液々分配クロマトグラフィ
ー及び高速液体クロマトグラフィーで 
精製し,新規化合物 Antarlide A (1, 55.2 mg), 
B (2, 13.8 mg), C (3, 17.7 mg), D (4, 13.8 
mg), E (5, 4.6 mg)を単離した. Antarlide
類は薄黄色油状物質として得られ、ESI マス
スペクトルにより、いずれの類縁体も同一の
分子式 C33H44O6を持つことが分かった。続いて、
各種NMRスペクトルの解析を行い、Antarlide

類が 22 員環マクロライド構造を有する新規
化合物であることを明らかにした。さらに、
Antarlide 類が有する二重結合の幾何異性を
結合定数とNOESYスペクトルにより解析した
ところ、これらは互いに幾何異性体であるこ
とが判明した．次に、Antarlide 類の中でも
最も生産性の高い Antarlide A の絶対立体配
置を決定することにした．前述のように
Antarlide 類は光に対して不安定であり，そ
の原因として環構造の歪みが考えられた．そ
こで，21 位のラクトン環をメタノリシス
(NaOMe／MeOH)により開環し，直鎖状のメチ
ルエステルへと誘導した．さらに Trost 法を
適用することで 11,19 位をそれぞれ R,Sと決
定した．続いて，19,21 位にアセトナイドを
形成させることで、21 位を Sと決定した．さ
らに，Antarlide A の 21 位から 23 位までの
相対立体配置を JBCA 法により解析し，22,23
位をそれぞれ，S,S と決定した．最後に，ア
セチル化体を酸化分解して得られる 17 位を
末端とするカルボン酸に対し PGME 法を適用
することで，16 位を Sと決定した．Antarlide
類は in vitroにおいて AR-DHT の結合阻害活
性を示すが、エストロゲンとエストロゲン受
容体の結合は阻害しなかった。次に、細胞レ
ベルでも Antarlide 類が AR アンタゴニスト
活性を示すかどうか評価した。Antarlide B
は Antarlide類の中でも比較的安定性が高い
ため本化合物を用いて評価した．その結果，
Antarlide B は LNCaP 細胞において、DHT 依
存的な前立腺がんマーカーである PSA mRNA
の発現とDHT依存的増殖を阻害した．続いて，
既存の AR アンタゴニスト耐性を克服できる
か検討した．まず既存の AR アンタゴニスト
に耐性を示す変異 AR 遺伝子を作成した
(Flutamide 耐性変異(T877A), Bicalutamide
耐性変異(W741C), Enzalutamide 耐性変異
(F876L)．次に，HEK293T 細胞に野生型 AR も
しくは上記変異 AR 遺伝子発現 plasmid 及び
reporter plasmid を発現させ，reporter 
assayにより既存のARアンタゴニスト耐性克
服活性を評価した．その結果、Antarlide B
は第一世代の AR アンタゴニスト耐性克服活
性だけでなく、第二世代の AR アンタゴニス
ト耐性に対しても克服活性を示した．以上よ
り，Antarlide B は第三世代の AR アンタゴニ
ストとして前立腺がん治療薬シードになり
得る可能性を秘めている． 
(2) オートファジー制御物質キサントフモ
ール：オートファジーとは非選択的で大規模
なタンパク質の分解経路である．まずさまざ
まな Autophagy-related gene (Atg)が活性化
することにより細胞質にオートファゴソー
ムと呼ばれる小器官が形成される．そしてこ
れがリソソームと融合しオートリソソーム
を形成することで内部のタンパク質はアミ
ノ酸へと分解され再利用される．近年，オー
トファジーは癌や神経変性疾患の発症に深
く関与していることが報告されており注目
されている細胞応答の一つであるが，その制



御メカニズムは不明な点が多い．そこで，オ
ートファジー制御メカニズムをより深く理
解するためにオートファジー制御化合物の
探索を行った．その結果ヒト扁平上皮がん
(A431 細胞)において hop 由来成分である
Xanthohumol (XN)が顕著にオートファジーの
マーカーである LC3-II の発現上昇を誘導す
ることが分かった．さらにオートファジーの
選択的基質であるp62の発現量が上昇するこ
とから，XN はオートファゴソーム形成を誘導
しているのではなく，オートファゴソームの
オートリソソームへの成熟を阻害し，結果と
して LC3-II の発現上昇を誘導していること
が明らかとなった．さらに詳細に作用機構を
解析するために，XN の標的タンパク質の同定
を試みた．理化学研究所長田裕之博士より御
提供いただいた XN アフィニティービーズを
用いて A431 細胞抽出液から XNの標的タンパ
ク 質 を 探 索 し た ． そ の 結 果 ，
valosin-containing protein (VCP)を XN の
結合タンパク質として見いだした．VCP は
ATPases associated with diverse cellular 
activities (AAA-ATPase)の一つであり，そ
の N-末端ドメインに様々なコファクターが
結合することで様々な機能を有することが
報告されている．その一つにオートファゴソ
ームがオートリソソームへ成熟する過程に
必須であることが報告されている．そこで，
XNとVCPが直接結合しているのかを検証した．
その結果，XNはリコンビナント GST-VCP と結
合した．さらに，N 末端ドメインを欠損した
変異体 GST-VCPΔN には結合しなかったこと
から XN は VCP の N 末端ドメインに結合する
ことが明らかとなった．以上の結果から、XN
は VCP に結合しその機能を抑制し，オートフ
ァゴソームの成熟を阻害することが示唆さ
れた．さらに，VCP が様々ながん細胞種にお
いて高発現しているという報告があること
から，XN の有する抗がん作用を検討した．15
種類のがん細胞に対して XN を添加し，48 時
間後に Flow cytometry で核の断片化が誘導
された細胞の割合を測定した．この結果を元
に、XN に対して高い感受性を示す 6つの細胞
株(SW480, SW620, HCT116, A2058, A375 and 
SW48)を見出した．次に，XN が誘導する細胞
死への autophagy の関与を検証した．XN 高感
受性がん細胞である SW480 細胞と HCT116 細
胞及び XN低感受性がん細胞である EC17 細胞
と A431 細胞に対して、autophagy 阻害剤
Bafilomycin A1 (BMA)及び Chloroquine (CQ)
を用いて XN と同様に感受性試験を行った．
その結果，BMA, CQ ともに XN 高感受性の
HCT116細胞及びSW480細胞に対してのみ細胞
死を誘導した．以上の結果から，XN は
autophagy を阻害することで細胞死誘導活性
を発揮しており，生存するために autophagy
を必要とするがん細胞種に対して細胞死を
誘導することが示唆された． 
(3) -catenin 変異型がん細胞種に対して
合 成 致死を 誘 導する 化 合物の 探 索 ：

-catenin に変異を有するがん細胞株に対し
て選択的に細胞死を誘導する放線菌株を探
索した結果、541 株中 6 株をヒットとして取
得した．その内の 1株から活性本体を単離及
び精製したところ，Nonactin が同定された．
次に，様々な遺伝的背景を有する 15 種以上
のがん細胞株に Nonactin を添加し，その抗
がん活性を比較検証した．その結果，
-catenin に変異を有する 5 種類のがん細胞
株に対しては顕著に細胞死を誘導し，一方で
残りのがん細胞種に対しては一切細胞死を
誘導しなかった．さらに，Nonactin で細胞死
が誘導されないがん細胞株に活性型変異
-catenin を強制発現させると，Nonactin に
よって細胞死が誘導されるようになった．こ
れ ら の こ と か ら ， Nonactin は 変 異 型
-catenin を発現するがん細胞に対して高い
選択性で細胞死を誘導することが示唆され
た．一方，Nonactin は K+イオノフォアとして
知られている。この Nonactin による変異
-catenin 発現がん細胞選択的な細胞死誘導
活性が in vivo動物モデルでも有効かどうか
を検証した．-catenin が変異したがん細胞
株を移植したマウスに対して連日 Nonactin
を腹腔内投与した結果、顕著な腫瘍退縮効果
が観察された．一方，-catenin が変異して
いないがん細胞株を移植したマウスでは腫
瘍の増殖は抑制されたが退縮は見られなか
った。以上の結果から、Nonactin は-catenin
変異がんに対して強力かつ選択的な抗がん
活性を示すことが強く示唆され，がん治療薬
シードとして有望であることが期待された． 
さらに放線菌培養液サンプル879サンプルに
ついてスクリーニングを継続したところ、
K622 株にそのような活性を見出した．そこで
K622 株培養液から活性本体の単離精製を進
めた．その結果， metacycloprodigiosin 
(mcPG)を活性本体として同定した．mcPG は
V-ATPase を阻害することが報告されており、
本論でもその活性を確認した．そこで、他の
V-ATPase 阻害剤も同様の結果を示すか、また，
HCT116細胞のみでなく広く-catenin変異型
細胞選択的に細胞死を誘導するかを検証し
た．その結果，-catenin 変異型がん細胞は
今回用いた mcPG および他の V-ATPase 阻害剤
Bafilomycin A1，Concanamycin A のすべてに
感受性が高いことが分かった．さらに、野生
型HEK-293T細胞に変異-cateninを過剰発現
させると V-ATPase 阻害剤によって細胞死が
誘導されたことから、V-ATPase 阻害剤は変異
-catenin に依存して細胞死を誘導すること
が示唆された。 
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