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〈総　説〉

天然物スクリーニングによる制がん剤シードの探索研究

井本正哉
慶應義塾大学理工学部

（2018年10月2日受付）

高齢化に伴いわが国でも罹患率が急上昇している去勢抵抗性前立腺がんの治療薬
シードのスクリーニングから放線菌が生産する新規化合物アンタルライドを発見し
た。アンタルライドは第2世代のアンドロゲン受容体（AR）アンタゴニストである
エンザルタミド耐性ARに対してもアンタゴニスト活性を示し，耐性を克服できる可
能性を示唆した。一方，Bcl-2/Bcl-xLが過剰発現することでアポトーシスに耐性と
なったがんに対する制がん剤シードとして，放線菌培養液からインセドニンを発見
した。インセドニンは脂肪酸合成に関わる酵素を阻害することで，アポトーシス耐性
を克服する作用があることを明らかにした。また，がんと密接に関係があると考えら
れているオートファジーの制御物質を微生物培養液から探索し，キサントフモール
を単離した。さらにキサントフモールがValosin-containing protein阻害を介してオー
トファジーを阻害していることを明らかにした。一方，ヒトがんでその変異が観察さ
れているβカテニンを標的とした制がん剤シードの探索を行い，メタシクロプロジギ
オシン（mcPG）やノナクチンなどに目的の活性を見出した。このことから，ミトコ
ンドリアを標的とすることがβカテニン突然変異を有するがん細胞にとって潜在的な
化学療法戦略であることを示唆している。

はじめに

がん研究の飛躍的進歩にもかかわらず日本では
がんが主な死因であり，有効な治療薬の開発が期
待されている。近年，がん発症に関わる遺伝子を
標的にする分子標的治療薬ががん治療に大きく貢
献している。この分子標的薬の開発では，いかに
して新たな薬剤標的分子を探すか，そしていかに
して効率良くリード化合物を得るかという点が問
題となる。一方，ケミカルバイオロジーは多様な

構造と生理活性を有する化合物を用いて生体分子
の機能を制御し，その生物学的解析から生命現象
を解明する学問領域である。したがってケミカル
バイオロジー研究では，多彩な機能を持つ小分子
化合物を見いだすことが非常に重要であり，そこ
で見いだした小分子化合物の標的分子が疾患関連
分子である場合には疾患治療薬の新たな標的の提
唱につながるだけでなく，その小分子化合物自身
が分子標的治療薬のリード化合物になる可能性も
ある。このことから，ケミカルバイオロジーは次
世代新薬の開発のための有用な手法として期待さ
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れている。このような創薬シードとなるような小
分子化合物は従来から天然化合物，特に微生物二
次代謝産物からスクリーニングされてきた。近年
は，合成化合物ライブラリーを用いたスクリーニ
ングが主流になってきたとはいえ，構造の多様性
と多彩な生理活性を示す微生物二次代謝産物から
のスクリーニングは依然，大きな魅力である。本
稿では，我々が行った微生物二次代謝産物からが
ん治療シードの探索研究とケミカルバイオロジー
研究について概説する。

前立腺がん治療薬シードの探索研究
近年，日本において急増しているがんの一つに
前立腺がんがある。前立腺がんは男性に特有のが
んであり，2020年には国内の罹患率が第2位にな
ることが予想されている。男性ホルモン（以下ア
ンドロゲン）がアンドロゲン受容体（AR）に結合
することで生じるシグナル伝達が前立腺がんの
悪性化の中心的な役割を果たすことから 1），進行
性前立腺がんの男性にとっては，薬や外科的去勢
によるアンドロゲンの欠乏が標準的な第一選択治
療である。しかし時間の経過と共にがんは再燃
し，「去勢抵抗性前立腺がん（Castration Resistant 

Prostate Cancer: CRPC）」と呼ばれるより悪性度の
高い病態へと移行する．CRPCには，アンドロゲ
ンとARとの結合を競合的に阻害するARアンタ
ゴニストが治療薬の一つとして用いられる．しか
し，ARアンタゴニストの長期使用により耐性を
示す変異体ARの出現が問題視されてきた。近年，
より効果的かつ長期的なAR阻害の必要性から第

2世代のARアンタゴニストであるエンザルタミ
ドが登場した 2）。しかし，既にエンザルタミド耐
性を示す変異体ARの出現が報告されている。こ
の問題を克服するには既存のARアンタゴニスト
とは異なった構造を有するARアンタゴニストが
必要とされる。そこで，新しいタイプのARアン
タゴニストのスクリーニングを行い，放線菌の一
種Streptomyces sp. BB47株の培養液から新規化合
物アンタルライドA-Fを発見した 3,4）。アンタルラ
イドA-Fは22員環の新規な大環状構造を有する
マクロライドの一種であり，お互いに幾何異性体
であることが明らかとなった（図1）。その後，同
じ放線菌株から20員環マクロライド構造を有す
るアンタルライドファミリーのアンタルライドG

およびH（図1）を発見した 4）。アンタルライド類
の in vitroにおける［3H］-DHTとARの結合阻害活
性を評価した結果，既存薬の一つであるフルタミ
ドは IC50＝38 μMであるのに対し，アンタルライ
ド類はそれよりも強い活性（10～20 μM）を有し
ていることが分かった。一方，ARと同じ核内受
容体スーパーファミリーに属するERαとそのリガ
ンドである［3H］-エストラジオールの結合は阻害
しなかった（IC50＞100 μM）。このことから，アン
タルライド類はAR特異的に結合することがわ
かった。また，アンタルライド類が示すARアン
タゴニスト活性に，幾何異性の組み合わせや環構
造の大きさは影響しないことが示唆された。次
に，アンタルライド類が細胞レベルでもARアン
タゴニスト活性を示すか評価した。ここでは，ア
ンタルライド類の中で最も安定性の高いアンタル

図1.　アンタルライド類の構造
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ライドBを用いた。その結果，アンタルライドB

は前立腺がん細胞LNCaPにおいて，DHTにより
誘導されるマーカー遺伝子PSA mRNAの発現及
び細胞増殖をそれぞれ IC50値0.18, 0.31 μMで抑制
した。フルタミドの IC50値はそれぞれ2.3, 1.1 μM

であり，それよりも強い活性を有していた。以上
より，アンタルライドBは細胞レベルでもARア
ンタゴニスト活性を示すことが分かった 3）。
続いて，既存薬に対して耐性を示す変異体AR

に対してもアンタゴニスト活性を示し，耐性を克
服できるか評価した。ヒト胎児腎細胞HEK293T

に野生型もしくはエンザルタミド耐性変異AR

（F876 L）遺伝子発現プラスミド及びPSAのプロ
モーター領域のプロモーター領域をルシフェラー
ゼに連結させたレポータープラスミドを発現させ，
レポーターアッセイにより耐性克服活性を評価し
た。その結果，アンタルライドB及びGは野生型
だけでなく，エンザルタミド耐性変異（F876 L）
ARに対してもアンタゴニスト活性を示し，耐性
を克服できる可能性が示唆された（図2）。このこ
とからアンタルライド類は第3世代のARアンタ
ゴニスト候補化合物としてのポテンシャルを秘め
ていることを意味している 3,4）。

アポトーシス耐性がん細胞に対する創薬シード探索
多くのヒト腫瘍においてアポトーシス抑制タン
パク質Bcl-2やそのホモログであるBcl-xLの過剰

発現が見られる 5,6）。Bcl-2/Bcl-xLの過剰発現は細
胞の正常なターンオーバーを妨げ，がん化やがん
悪性化に関与するだけでなく，既存の抗がん剤に
対して抵抗性を示し，薬剤耐性化の一因になる。
そこでBcl-2/Bcl-xL過剰発現ヒト腫瘍に対する治
療薬シードを開発することを目的に，Bcl-2/

Bcl-xLの機能を阻害する物質を探索した。Bcl-xL

を過剰発現したヒト小細胞肺がんMs-1細胞
（Ms-1/Bcl-xL）は種々の抗がん剤に耐性を示すこ
とから，抗がん剤と同時に添加したときにのみ細
胞死を誘導する物質を微生物代謝産物より探索し
た。その結果，Streptomyces sp. 694–90F3株の培
養液中に新規物質インセドニンを発見した 7）。イ
ンセドニンは非常に不安定な物質であり，その単
離精製は困難を極めたが，遠心液々分配クロマト
グラフィーとMSクロマトグラフィーを駆使する
ことで単離に成功した。インセドニンの構造は各
種NMRスペクトル解析，コンピュータモデリン
グにより平面及び相対立体構造を決定し，改良型
Mosher法，X線構造解析によりその立体絶対配置
を決定した（図3）。すなわちインセドニンは，そ
のアグリコンに天然物には珍しい骨格（エノール
エーテル -アミド）を有する新規24員環マクロラ
クタム配糖体であった。
次にインセドニンのBcl-2/Bcl-xL機能阻害活性
を評価した。Bcl-xLを過剰発現させたヒト小細胞
肺がんMs-1細胞はアドリアマイシンなどの制が
ん剤に耐性を示すがインセドニンを処理すること
によりその耐性を克服した。またインセドニンは
Bcl-xLによるBax誘導性アポトーシス抑制機能
をキャンセルすることがわかった。さらにインセ

図2.　 アタルライドによるエンザルタミド耐
性の克服

図3.　インセドニンの構造
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ドニンと抗がん剤の共処理によって誘導される細
胞死誘導機構を解析したところ，AIFを介したカ
スパーゼ非依存的経路で誘導されることが示唆さ
れた。これまでに報告されているBcl-2阻害剤の
多くはBaxとBcl-2の結合を阻害しカスパーゼ依
存的な細胞死を誘導することで作用を発揮するこ
とが知られているが，インセドニンはBaxと
Bcl-xLの結合に影響を与えなかった。このことか
らインセドニンは既存の薬剤とは異なるメカニズ
ムでBcl-xLの機能を抑制していることが示唆さ
れた。
そこで次にインセドニンの標的タンパク質の同
定を試みた。まずインセドニンのアフィニティー
ビーズを用いてインセドニン結合タンパク質を同
定した結果，53種類のタンパク質が同定された。
しかし，これらはいずれもインセドニンの機能的
標的タンパク質ではないことがわかったことから，
慶應義塾大学理工学部の榊原康文教授が開発され
たCOPICAT8,9）を用いてインセドニンの結合タン
パク質を予測した。その結果，24245個のヒトの
タンパク質の中で182個のタンパク質が新たにイ
ンセドニン結合タンパク質として予測された。さ
らにメタボローム解析の結果を用いて候補タンパ
クを絞り込み，それらのビオチン標識インセドニ
ンとの結合を検証し， 最終的にACACA（アセチル
CoAカルボキシラーゼα）がインセドニンの機能
的標的分子であると示唆された，ACACAは長鎖
脂肪酸合成過程でアセチルCoAからマロニルCoA

を合成する律速酵素であり，エネルギー生産と脂
質合成に重要な役割を演じている。がん細胞の増
殖や生存は脂肪酸合成に依存しており，ACACA

は多くのがん細胞で高い発現が観察されているこ
とからACACAがBcl-xL過剰発現細胞の生存に
深く関わっていることが考えられ，これらのこと
からACACAがインセドニンの機能的標的分子で
あると示唆された 10）。

オートファジーを標的とした制がん剤の探索
オートファジーは，進化的に保存された細胞内
成分の分解経路であり，細胞ホメオスタシスの維
持に重要である 11,12）。オートファジーのメカニズ
ムおよび機能は，一連のオートファジー関連遺伝
子を同定した酵母の遺伝子研究によって明らかに
されているが，オートファジーを誘導または阻害
する小分子化合物は，オートファジープロセスの
メカニズムおよび機能についての解析に貢献して
いる。また，近年，オートファジーはがんや神経
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
るために微生物培養液からオートファジー制御化
合物の探索を行った。オートファジーでは，まず
細胞質に隔離膜と呼ばれる扁平な膜構造が現れる。
その後，隔離膜が細胞質成分を包み込むように伸長
及び湾曲し，最後に末端同士が融合してオートファ
ゴソームと呼ばれる二重膜構造が形成される 13）。
続いて，オートファゴソームはリソソームと融合
して，一重膜構造であるオートリソソームにな
り，リソソームに含まれていた加水分解酵素が隔
離された細胞内小器官等を分解する 12）。LC3-II

は，オートファゴソームの内外表面に組み込まれ
ているため，緑色蛍光タンパク質（GFP）-LC3融
合タンパク質の発現を用いて，オートファジーを
表すGFP斑点を検出することができる 14）。この
システムを用いてオートファジーを調節する化合
物を同定したところ，放線菌の一株が生産するキ
サントフモール（図4）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 15）。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，
キサントフモール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
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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
キサントフモール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
胞抽出液からキサントフモールの標的タンパク質
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15）。
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 16）。そこで，キサントフモールとVCPが直接結
合しているのかを検証した。その結果，キサント
フモールは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，キサントフ
モールは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。
一方，VCPは近年がん細胞で過剰発現している
との報告がされている。そこで次にキサントフ
モールによる抗がん活性を検討した。キサントフ
モールに対して高い感受性を示すがん細胞と感受
性の低いがん細胞が存在することを見出し，高い

感受性を示したがん細胞ではキサントフモール処
理によって抗アポトーシスタンパク質サバイビン
の発現減少が誘導されることを見出した 17）。
次にキサントフモール感受性細胞に対するXN

の抗腫瘍効果を徳島大学の片桐豊雅教授に依頼し
て評価していただいた。大腸がん細胞HCT116細
胞やSW480細胞を移植したヌードマウスにキサ
ントフモールを静脈注射によって投与した。その
結果，顕著な体重減少なしに，用量依存的に各異
種移植片モデルにおいて腫瘍増殖阻害が観察され
た（図5）。これらの結果は，キサントフモールが
ヒト腫瘍細胞系に対しても in vivoで抗腫瘍活性
を示したことを示した 17）。
さらにキサントフモールが示す制がん効果のさ
らなる解析を目的に，東京医科歯科大学石川俊平
教授との共同研究で，網羅的 shRNAスクリーニ
ングによってキサントフモールの感受性を増強さ
せる遺伝子を探索した。27500種類の shRNA感染
ウイルスをHCT116細胞に感染させ，キサントフ
モールの存在下と非存在下で3日間培養し，それ
ぞれの細胞から shRNAを回収した。その結果，キ
サントフモール存在下で非存在下に比べて5倍以
上回収量が少ない shRNAが138種類あった。この
ことは，これら shRNAに対応する138遺伝子はキ
サントフモールの制がん効果に促進効果を示すこ

図4.　キサントフモールの構造 図5.　キサントフモールの抗がん効果

HCT116細胞担癌マウスにキサントフモールを静脈注射し，17日後
に癌の体積を測定した。
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とを示している。次にこの138遺伝子の役割をバ
イオインフォマティクスで解析したところ，アデ
ニル酸シクラーゼ /プロテインキナーゼAシグナ
ル伝達経路がキサントフモールの合成致死作用に
関連することを示唆する結果が得られた。また，
アデニル酸シクラーゼ /プロテインキナーゼAシ
グナル伝達経路がサバイビンの発現制御を介して
キサントフモールの抗がん活性を抑制的に制御し
ていることを見出し，プロテインキナーゼAの阻
害剤はキサントフモールによってVCPが阻害さ
れた細胞に合成致死活性を誘導することを見出し
た 17）。

βカテニン変異の合成致死誘導物質
MAPKシグナル経路は，細胞の増殖 /生存シグナ
ルを制御する重要な経路であり，この経路のうち
膵臓がん，大腸がんなどのヒト腫瘍ではK-RASや
BRAFの活性型変異が観察されている 18）。このこ
とから，K-RASやBRAFの下流で作用するMEK

の阻害剤はK-RASやBRAFの変異したがんに対
して有効な抗腫瘍制がん剤になると期待され， 特
にBRAF変異がんに対する治療薬として臨床応用
された 19,20）。しかし，その効果は限定的であった。
その理由としてMEK阻害剤はこれらのがん細胞
に対して細胞増殖抑制は誘導するが，細胞死を誘
導できないためにMEK阻害剤に耐性ながんが出
現することが一因と考えられている。一方，第一 

三共株式会社で開発されたMEK阻害剤SMK-17

は，結合ドメイン解析からMEKのATP近傍ポケッ
ト構造に入りこみ，他の多くの化合物で見られる
ATP結合競合とは異なる様式，つまりアロステ
リック阻害をしていることを示唆していた。カイ
ネティクス解析からも，ATP濃度によらずMEK1

を阻害できることから完全なATP非競合阻害薬
であることが示された。さらに，200種以上のキ
ナーゼプロファイリングではMEK1/2以外のいか
なるキナーゼも阻害しないことを確認した 21）。そ

こで我々はMEK選択的阻害化合物SMK-17 （図6）
を用い，MEK阻害薬の新たな感受性規定因子同
定を試みた。様々な遺伝子変異を有する24種類
のがん細胞株に対し，SMK-17のアポトーシス誘
導活性を評価した。その結果，SMK-17はK-RAS

変異やBRAF変異の有無に関わらずβカテニン活
性型変異を有するがん細胞株に選択的にアポトー
シスを誘導した。βカテニンはWnt経路の構成要
素であり，活性型に変異している場合，細胞増殖
シグナル伝達は過剰に活性化され腫瘍形成を促進
する 22）。βカテニン活性型変異を有するがん細胞
株に対する選択的アポトーシス誘導は，他の
MEK阻害剤PD184352やU0126でも同様に確認
された。βカテニン変異がSMK-17によるアポ
トーシス誘導に関わっていることを調べるため
に，βカテニン野生型細胞に活性化型変異βカテニ
ンを強制発現したところ，SMK-17添加によりア
ポトーシスが誘導された。また反対にβカテニン
変異がん細胞にWnt pathway下流のTCF4を不活
化するドミナントネガティブTCF4を強制発現し
たところSMK-17によるアポトーシス誘導活性が
減弱された。さらにβカテニン変異を有するヒト
大腸がん細胞株SW48やcolo-205を移植したマウ
スを用いた in vivo抗腫瘍試験においてもSMK-17

の経口投与により腫瘍退縮が確認された。βカテ

図6.　 βカテニン変異癌に選択的細胞死を誘
導する化合物の構造
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ニンは，すべての散発性結腸がん腫の10%，肝細
胞がん腫の20%など広範囲の腫瘍で変異が観察
されており，これらのがんの治療薬開発の有望な
標的と考えられている。このことからMEK阻害
剤はβカテニン変異がんに対し，単独投与で効果
を発揮する新しいタイプの分子標的治療薬となる
と考えられる。
一方，私たちは，MEK阻害活性を持つことなく

βカテニン突然変異に対して合成致死性を示す化
合物を微生物培養液から探索した。放線菌培養液
サンプル879サンプルについて検証したところ，
K622株にそのような活性を見出した。K622株培養
液から活性本体の単離精製を進めた結果，V-ATPase

阻害剤であるメタシクロプロジギオシン（mcPG）
（図6） を活性本体として同定した 23）。また，βカテ
ニン変異型がん細胞はmcPGおよび他のV-ATPase

阻害剤バフィロマイシン1，コンカナマイシン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βカテニンを過
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
βカテニンに依存して細胞死を誘導することが示
唆された 24）。

mcPGの誘導する細胞死は，Caspase-8を介した
カスパーゼ依存的な細胞死であることが示唆され
た。そこで，カスパーゼ -8の活性化に重要なFas

やDR4/5といったDeath Receptorに着目して細胞
死誘導機構を解析しようと試みた。その結果，
V-ATPase阻害剤の誘導する細胞死がDR4をノック
ダウンすることで抑制されたことから，V-ATPase

阻害剤の細胞死誘導機構にDR4が関与している
ことが示唆された。
しかし，βカテニンのノックダウンによるmcPG

細胞死誘導の抑制程度が低いことや，V-ATPase阻
害剤が臨床で用いられていないことなどを踏まえ
ると，V-ATPase以外の分子を標的とする化合物の
取得が望ましいと考え，さらに，放線菌培養液か

らスクリーニングを継続した。その結果，ミトコン
ドリア脱共役剤であるノナクチン（図6）が。βカ
テニン変異がんに対して選択的に細胞死を誘導す
ることを見出した （図7）。またノナクチンだけでな
く他のミトコンドリア脱共役剤も，βカテニン突然変
異腫瘍細胞においてアポトーシスを選択的に誘導
した。さらに動物実験においても，ノナクチンの
連日投与に応答して，βカテニン変異型HCT116

異種移植片モデルにおいて有意な腫瘍退縮が観察
された 25）。これらの結果は，ミトコンドリアを標
的とすることがβカテニン突然変異を有する腫瘍
細胞にとって潜在的な化学療法戦略であることを
示唆している。

おわりに

微生物培養液などを用いた天然物スクリーニン
グからの創薬研究は縮小傾向にある。それは，合
成化合物に比べて誘導体展開が困難であることや，

図7.　 βカテニン変異癌に対するノナクチン
の選択的細胞死誘導

各細胞にノナクチンを24時間処理したのちの細胞死誘導効果を
PARPの切断（矢印）で評価した。
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近年は新規骨格を有する新規化合物の取得が困難
であることが原因と考えられる。しかし，天然化
合物の持つ「構造多様性」や「多彩な生理活性」
は依然，大きな魅力であることから，微生物のゲ
ノム情報を利用して休眠遺伝子の覚醒技術の開発
や生合成遺伝子の改変技術による新規化合物の取
得を目指す研究が精力的に展開されている。これ
らの技術を駆使して，創薬を志向する天然物スク
リーニングの再興が期待される。
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Searching for the compounds as antitumor drug-seed  
from microbial origin

Masaya Imoto

Keio University

Despite the dramatic progress of cancer research, cancer is a major cause of death in Japan, 
and development of effective therapeutic drugs is still needed. In recent years, molecular targeted 
therapeutic drugs targeting genes involved in cancer onset have greatly contributed to cancer 
treatment. In developing this molecular targeted drug, how to search for new drug target 
molecules and how to efficiently obtain the lead compound becomes a problem. Natural products 
have made a great contribution to the development of pharmaceutical development so far, 
accounting for about 60% of medicines approved in the past 30 years. Meanwhile, in recent 
years, the mainstream of drug development has shifted to synthetic compounds, and natural 
product screening tends to shrink. However, natural products are overwhelmingly dominant in 
terms of “structural diversity” and “Bioactive diversity” compared to synthetic compounds, 
therefore, natural products still have sufficient potential as a drug seed. We therefore conducted 
natural product screening in microorganisms to obtain the compounds that function as antitumor 
drug-seed. In this article, we describe the studies on the antitumor drug-seed from the microbial 
secondary metabolites we isolated.


