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研究成果の概要（和文）：沖縄県および鹿児島県奄美地方で採集した海洋シアノバクテリアから、ビセリングビオライ
ドＡおよびＢ、クラハインなど多くの新規生物活性物質を発見した。さらに、それらが腫瘍細胞に小胞体ストレスに基
づくアポトーシス（プログラムされた細胞死）を誘導することを明らかにした。さらに、ビセリングビアサイド類と標
的生体分子である小胞体カルシウムポンプSERCAとの複合体の結晶構造解析を行い、既存の阻害剤とは異なるユニーク
な結合様式を明らかにした。また、ビセリングビオライドＡおよびＢの化学合成を達成した。

研究成果の概要（英文）：We could find a lot of novel bioactive substances such as biselyngbyolides A and 
B and kurahayne from marine cyanobacteria collected at Okinawa and Amami Islands in Kagoshima Prefecture. 
These compounds induced apoptosis based on their ER stress. Crystallization and structure determination 
of sacro-endoplasmic reticulum calcium ATPase (SERCA) complexed with biselyngbyaside and biselyngbyolide 
B were achieved. Biselyngbyasides bind to SERCA with unique binding mode. We achieved chemical synthesis 
of biselyngbyolides A and B.

研究分野：天然物化学
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１．研究開始当初の背景 

 日本の死因第一位は癌であり、優れた抗が
ん剤が求められており、そのリード化合物を
天然物に求める研究が盛んに行われている。
特に、成育環境や生態系が陸上生物とは異な
る海洋生物からは数多くの細胞毒性物質・抗
腫瘍性物質が単離されている。そのような研
究の中から、カイメンから発見されたハリコ
ンドリンＢに基づきエリブリンが開発され、
2011年に認可された。海洋生物由来の物質の
多くは微量成分であり、試料供給が困難なた
めに研究の推進が不可能な場合が多い。エリ
ブリンは、その点を有機合成化学の力で克服
した。近年、クロスカップリングやオレフィ
ンメタセシスなど有機合成化学の発展によ
り、複雑な生体機能分子の効率的な合成が可
能になった。また、生物活性物質の作用機構、
標的分子を解明するケミカルバイオロジー
の手法が発展してきた。リードとなる物質か
ら、有機合成化学とケミカルバイオロジーに
よって医薬へ繋がる研究が可能となりつつ
ある。したがって、上記のような研究の展開
が可能な優れた生体機能分子を発見するこ
とが何よりも重要である。 

 海洋シアノバクテリアは光合成を行う細
菌の一種で、ラン藻とも呼ばれる。これまで
海洋生物からは、特異な化学構造と医薬品と
して有望な活性を持つ物質が多数発見され
ているが、その多くはシアノバクテリアによ
って生産されていると推定される。海洋シア
ノバクテリア由来の生体機能分子は、米国の
Fenical, Gerwick, Lueschらによって活発に
研究されており、ユニークな物質が続々と報
告されている。申請者もここ数年、海洋シア
ノバクテリアの生体機能分子についての研
究を進め、ビセブロモアミド、ビセリングビ
アサイド類を発見した。ビセブロモアミドは
腫瘍細胞の増殖を nMオーダーの低濃度で抑
制し、細胞増殖に重要なシグナル制御キナー
ゼ（ERK）のリン酸化を強力かつ選択的に阻
害した。さらに、細胞骨格タンパク質のアク
チンの重合を促進し、アクチン線維を安定化
することが分かった。また、ビセリングビア
サイドは破骨細胞の分化を 30 nM 程度の低
濃度で抑制し、骨粗しょう症治療薬のリード
化合物として期待される。以上の研究から、
海洋シアノバクテリアは医薬のリードとな
り得る新分子の探索源として極めて有望で
あり、さらに探索を進めることの重要性が示
された。 
 
２．研究の目的 

 細胞内シグナル伝達を選択的に阻害する
優れた生体機能分子をできるだけ多く発見
し、その化学構造を決定する。これが本研究
の第一の目的である。潮間帯は、豊富な生物
多様性を有し、塩濃度や温度が変化しやすい
環境である。環境の変化・ストレスに対する
シアノバクテリアの応答はよく研究されて

おり、さまざまな遺伝子の発現量が変動する
ことが知られている。したがって、環境変化
に応じて多様な物質の産生が期待される。優
れた新分子の発見には生物種の選択が重要
である。申請者は前項で述べたように海洋シ
アノバクテリア由来の生物活性物質につい
て研究を続けており、独自の生態学的情報を
蓄積してきた。この情報に基づき、採集地や
生物種を厳選し、ユニークな生体機能分子を
発見できる可能性を高める。 

 つぎに、発見した物質について細胞内シグ
ナル伝達に着目した生物活性評価や標的分
子探索を行い、作用機構を明らかにする。ビ
セブロモアミドとレプトリングビオライド
類にはアクチンに作用し、ERK リン酸化を
阻害するという共通点がある。アポトーシス
に関連する酵素やシグナル伝達系への作用
を詳細に解析し、アクチンに対する作用が
ERK リン酸化や細胞死（アポトーシス）に
どのように繋がっていくのかを明らかにす
る。アクチンに脱重合作用を有するマクロラ
イド（アプリロニンＡやミカロライドＢ）に
ついても同様の解析を行い、アクチンに対す
る作用が ERK リン酸化や細胞死（アポトー
シス）と普遍的に関係しているかどうかを明
らかにする。ビセリングビアサイドは、各種
ヒト癌細胞に対する感受性パターンが、細胞
の小胞体からのカルシウム放出を誘導する
薬剤と類似していることが分かった。そこで、
ビセリングビアサイドが細胞内カルシウム
濃度に及ぼす影響を調べる。 

 さらに、生体機能分子を生産する海洋シア
ノバクテリアのゲノムを抽出し、最近導入さ
れた次世代シークエンサーにより網羅的配
列解析を試み、遺伝学的特徴を明らかにする。
得られた配列データからバイオインフォマ
ティクス的手法により生合成遺伝子を探索
する。 
 
３．研究の方法 

 沖縄県や鹿児島県奄美地方の海岸で、干潮
時に潮間帯の海洋シアノバクテリアを採集
した後、有機溶媒による抽出で得た抽出エキ
スに対して生物活性試験を行った。時期によ
って発生する種が異なるので、時期を変えな
がら何度も採集を行った。また、同種であっ
ても採集時期や採集場所により、成分が異な
ることもあるため、採集を繰り返し行い、多
種多様なシアノバクテリアを入手した。生物
活性試験としては腫瘍培養細胞に対する増
殖阻害活性を主に用いた。顕著な活性を示し
たサンプルから単離・構造解析を行った。化
学構造はNMRを中心とする機器分析により決
定する。機器分析だけで立体構造の決定が困
難な場合には、合成化学的手法を用いて解決
した。海洋シアノバクテリアの同定は、顕微
鏡による形態観察と 18S rDNA 配列解析によ
り行った。 



 ビセリングビアサイドについては、カルシ
ウムイオン感受性蛍光色素 Fura-2 を細胞に
取り込ませた後、刺激後の蛍光強度変化を測
定し、細胞内カルシウム濃度の変化を調べた。
また、小胞体ストレスを誘導しているのかど
うか明らかにするため、小胞体ストレスマー
カータンパク質の mRNA 発現について RT-PCR
法により解析した。さらに、小胞体膜上のカ
ルシウムポンプ SERCA の阻害活性を評価し、
SERCA との複合体の共結晶化・構造解析を行
った。 

 ビセブロモアミドについては構造活性相
関の知見に基づき、活性に充用ではないケト
ンカルボニル基を利用してビオチン標識体
を合成し、アビジンービオチン結合を利用し
てアフィニティクロマト担体を調製し、アフ
ィニティ精製を行った。 

 レプトリングビオライド類については、結
晶化を狙って種々の誘導体を調製した。また、
細胞骨格タンパク質アクチンとの複合体の
共結晶化・構造解析を検討した。また、アク
チン脱重合マクロリド、アプリロニンＡの側
鎖部人工類縁体のアポトーシス誘導活性を
評価した。 
 
４．研究成果 

 沖縄県および鹿児島県で採集した海洋シ
アノバクテリアから、新規鎖状ペプチド
maedamide, kurahyne, jahanayne、新規環状
デプシペプチド kurahamide、および 8種の新
規 biselyngbyaside 類縁体を単離し、その化
学構造構造を明らかにした。Kurahyne は腫瘍
細胞に対してアポトーシスを誘導し、細胞内
カルシウム濃度を上昇させる活性を示した。
また、全合成を達成し、その化学構造を確定
した。Maedamide および kurahamide は顕著な
プロテアーゼ阻害活性を示した。Maedamide
の全合成も達成したが、スペクトルデータが
天然品のものと一致せず、現在立体化学につ
いて検討中である。また、三重県志摩半島で
採集した海藻の一種より mebamamide 類を単
離し、その構造を明らかにした。Mebamamide 
B は、HL60 細胞のマクロファージ様細胞への
分化を誘導した。 

 Biselyngbyaside(BLS)類は細胞内カルシ
ウムイオン濃度を顕著に上昇させる作用を
示した。また、小胞体ストレスマーカータン
パク質の発現を誘導させる活性も示した。ヒ
トがん細胞パネル実験の結果、BLS 類のプロ
ファイルは小胞体カルシウムポンプSERCA阻
害剤であるタプシガルジン(TG)やシクロピ
アゾン酸（CPA）と類似していることが判明
し、標的分子が SERCA であると予想された。
そこで、共役酵素アッセイで BLS 類の SERCA
阻害活性を評価したところ、数十 nM 程度の
低濃度で SERCA を阻害することが分かった。
そこで、SERCA との共結晶化を検討した結果、
BLS と そ の ア グ リ コ ン で あ る

biselyngbyolide B (BLLB)について SERCA と
の共結晶化が得られ、結晶構造を決定するこ
とが出来た。その結果、BLS および BLLB は、
SERCAに対してTGとは全く異なるサイトで結
合していることが分かった。CPA とは一部結
合位置が重なっていたが、BLS および BLLB は
より細胞質側に結合しており、脂溶性相互作
用によりSERCAに強く結合していることが分
かった実際、BLS および BLLB の SERCA 阻害活
性は CPA に比べて約 100 倍強かった。 

 ビセブロモアミドについては、ビオチン標
識体を用いてアフィニティ精製を行った。標
的候補となるタンパク質を見いだしたが、実
験結果の再現性に問題があり、現在さらなる
検討を行っている。レプトリングビオライド
については、種々の誘導体およびアクチンと
の複合体に関して結晶化を検討しているが、
今のところ構造解析が可能な結晶は得られ
ていない。 

 アプリロニンＡの側鎖部人工類縁体は、や
や活性が弱いものの腫瘍細胞に対してアポ
トーシス誘導活性を示した。また、HL60 細胞
に対する細胞増殖阻害活性はアクチン脱重
合活性と良い相関を示すことが明らかとな
った。 
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