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研究成果の概要（和文）：強力な抗腫瘍性を示す海洋天然物の作用機序を明らかにした。この化合物は、まず細胞骨格
タンパク質のアクチンと１：１複合体を形成し、さらに別の細胞骨格タンパク質のチューブリンと結合して、三元複合
体を形成する。その結果、チューブリンの重合を阻害し、微小管形態異常を引き起こし、アポトーシスが起こる。二大
細胞骨格タンパク質のタンパク質間相互作用を引き起こす抗腫瘍性物質はこれまでに例がない。

研究成果の概要（英文）：Potent antitumor marine macrolide aplyronine A firstly binds to actin, a kind of 
cytoskeletal protein. The 1:1 complex further binds to tubulin, another cytoskeletal protein. The ternary 
complex inhibits polymerization of tubulin, induces abnormal spindle, and induces apoptosis. This is the 
first example that antitumor compound induces protein-protein interaction between two major cytoskeletal 
proteins.

研究分野： 生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 
 新規の作用機構を示す抗腫瘍性物質の発
見と開発は、抗腫瘍活性機構解明の基礎研究
として重要であり、抗がん剤開発の応用研究
につながるものである。研究代表者らが海洋
動物アメフラシから見いだしたアプリロニ
ンＡは既存の抗がん剤とは異なり、細胞骨格
タンパク質のアクチンとの結合を介して、強
力な抗腫瘍活性（ P388 白血病マウス
T/C=545%など）を示す。これまでに科研費
などの助成を受け、アプリロニンＡの全合成
とアクチンとの複合体の結晶構造解析に成
功するとともに、化学合成により調製したア
ナログを用いて、腫瘍細胞増殖阻害活性とア
クチン結合活性の２つの生物活性に関する
構造活性相関を明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、アプリロニンＡをリード化合
物として、これまでに解明した天然物と生体
高分子の相互作用に基づく分子設計により、
その構造の改変と単純化による高活性アナ
ログの創製を目的とする。これまでの研究に
より、アクチンとの結合に重要な部分構造と
腫瘍細胞増殖阻害活性に必要な部分構造が
明らかになっているので、合理的分子設計と
精密有機合成を基盤として研究を進める。 
 具体的には、極めて強力な抗腫瘍性を持つ
アプリロニンＡとアプリロニンＡよりも強
いアクチン脱重合活性を持つ別の海洋天然
物ミカロライドＢとの合理的な融合による
高活性ハイブリッド・アナログの設計と開発
を目指す。 
 
３．研究の方法 
 これまでに行ったアプリロニンＡ・アクチ
ン複合体のＸ線結晶構造解析とアプリロニ
ンＡのアナログを用いた構造活性相関研究
により判明しているアプリロニンＡの腫瘍
細胞増殖阻害活性に重要な部分構造（マクロ
ラクトン部）を保持しつつ、アプリロニンＡ
よりも強いアクチン結合活性（アクチン脱重
合活性）を持つ別の海洋天然物（ミカロライ
ドＢなど）の側鎖部を導入することにより、
天然物を上回るアナログを創製できると考
え、上記の２つの天然物のハイブリット・ア
ナログを設計した。このアナログを（１）天
然物の分解反応により得られるフラグメン
トのクロスメタセシスを鍵反応にする合成
戦略あるいは（２）全合成での合成戦略に不
斉野崎-檜山-岸反応を鍵反応として加えた
効率的な合成戦略により合成する。合成した
アナログの腫瘍細胞増殖阻害活性とアクチ
ン結合活性を評価することにより、天然物の
活性を上回るアナログの開発を進める。 
 さらに高活性なアナログを設計するため
のさらなる情報を得るために、蛍光プローブ
や光アフィニティプローブを設計・合成する。
これまでに、マクロラクトン部に存在するト
リメチルセリン基が腫瘍細胞増殖阻害活性

に重要であることが分かっているので、特に
この部分に焦点を当てた詳細な構造活性相
関を入手し、分子設計に役立てる。 
 生体分子との相互作用の分子レベルでの解
析や高活性アナログの分子設計においては、
領域内の研究者の助言を得ながら効率的に
進める。 
 
４．研究成果 
 まず、アプリロニンＡの効率的合成法の開
拓を行った。これまでに達成した第一世代の
全合成経路では、（１）三置換オレフィン形
成段階のJulia オレフィン化反応の立体選択
性が低い、（２）マクロラクトン環構築にお
ける二つのヒドロキシ基に対するラクトン
化の選択性が悪いという問題点があり、効率
的合成経路ではなかった。そこで、（１）に
ついては新たに改良したキラルスルホンア
ミドを不斉リガンドとして用いる不斉 Ni 触
媒 Cr カップリング反応を、（２）については
分子内 Ni 触媒 Cr カップリング反応によるマ
クロ環化反応を用いることにより合成経路
を改良して、効率の高い合成経路を開発する
ことができた。クロスメタセシスを用いる合
成法では良い結果が得られなかった。 

 生物活性発現機構を明らかにすることに
より、その活性アナログ開発の指針が具体的
になるため、機構解明を行った。これまでの
構造活性相関研究より、アプリロニンＡはそ
の側鎖部で細胞骨格タンパク質のアクチン
と結合したのち、マクロラクトン部で第二の
標的タンパク質と結合して、三元複合体を形
成すると考えられていた。そこで、アプリロ
ニンＡをリガンドとする各種プローブ分子
（蛍光、光アフィニティー、ビオチンなど）
を作成し、第二の標的タンパク質の探索を行
った結果、アクチンが共存する時のみアプリ
ロニンＡと相互作用して三元複合体を形成
するタンパク質として、別の細胞骨格タンパ
ク質のチューブリンを同定することができ
た。この三元複合体の形成には，トリメチル
セリン基が必須であることも判明し、腫瘍細
胞増殖阻害活性に対する構造活性相関研究
と三元複合体の形成は大いに関係があるこ
とがわかった。この三元複合体が存在する条
件では、チューブリンの重合が阻害され、細
胞分裂期に生成する紡錘体に構造異常が現
れ、細胞周期が G2/M 期で停止することが明
らかとなった。さらに、これらの結果として、
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図１．アプリロニンＡの改良合成法における鍵反
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カスパーゼ３が活性化されてアポトーシス
が引き起こされる。 

 研究計画にも記したように、アプリロニン
Ａの強力な生物活性発現のためには、アクチ
ンと結合する側鎖部とチューブリンと結合
するマクロラクトン部の両方が必要である
ことが分かっている。そこで、アプリロニン
Ａよりも強力にアクチンに結合する別の海
洋天然物であるミカロライドＢの側鎖部と
チューブリンとの結合に重要なアプリロニ
ンＡ側鎖部を組み合わせたハイブリッド化
合物はアプリロニンＡよりも強力な腫瘍細
胞増殖阻害活性と抗腫瘍性を示すと期待で
きる。そこで、このハイブリッド化合物をア
プリロニンＡ改良合成法で開発した合成経
路を利用して合成した結果、このハイブリッ
ド化合物は予想通りアクチンには強力に結
合するが、期待に反して腫瘍細胞増殖阻害活
性は大きく低下してしまった。アプリロニン
Ａとハイブリッド化合物それぞれのアクチ
ンに対するドッキング計算を用いて検討し
た結果、一部の立体化学の差異のためにトリ
メチルセリン基の位置が大きく異なってい
ることが原因だと判明した。 
 簡略化アナログの開発については，以下の
結果を得た。前述のように、マクロラクトン
部にあるトリメチルセリン基は小さな官能
基であるが、これが存在しないと腫瘍細胞増
殖阻害活性が 1/1000 に低下することが明ら
かになっている。よって、アプリロニンＡの
側鎖部とトリメチルセリン基の部分構造を
抽出した人工類縁体は、アプリロニンＡの生
物活性を維持しながらマクロラクトンなど
の構造を大幅に簡略化できると考えた。アプ

リロニンＡの合成戦略を利用して本化合物
を合成し、生物活性を検定したところ、アク
チンに対する活性は維持していたが、上記の
ハイブリッド化合物にようにチューブリン
に対する作用はほとんど示さなかった。また、
腫瘍細胞増殖阻害活性も確認できなかった。
アクチンとの複合体におけるこの化合物の
立体配座を検討したところ、トリメチルセリ
ン基がアクチン上の別の残基と相互作用す
ることにより、アプリロニンＡとは別の位置
にあることがわかった。 
 最近、多くの海洋天然物がアクチンに作用
することが報告されて、天然物化学者や生化
学者の注目を集めてはいるが、それらの多く
は天然品を用いた活性評価に止まっており、
その活性発現機構を生物有機化学的に研究
している例はない。本研究は、精密有機合成
とケミカルバイオロジー研究の両方からア
クチンと標的とする海洋産抗腫瘍性物質の
作用機序を明らかにしたものであり、これま
でにないレベルの研究といえる。また、アプ
リロニンＡは、既存の抗がん剤を上回る極め
て強い抗腫瘍活性（P388 白血病マウス T/C 
= 545%など）を示す点で他のアクチンを標的
とする海洋天然物とは異なる特徴的な化合
物であり、世界で唯一の研究といえる。 
 今回明らかとなった作用機序は、これまで
に前例のない二大細胞骨格タンパク質のア
クチンとチューブリンの間の相互作用を誘
導することが引き金となったものであり、こ
の分野の世界の研究をリードしているもの
である。タンパク質間相互作用は、遺伝子の
発現などの段階で重要であり、よく調べられ
ているが、細胞内に非常に多く存在している
アクチンとチューブリンの相互作用が誘導
されることは極めて興味深い。 
 アプリロニンＡが二大細胞骨格タンパク
質のアクチンとチューブリンのタンパク質
間相互作用を誘導し、チューブリンの重合を
阻害し、紡錘体の形成異常を引き起こし、細
胞周期を G2/M 基で停止させ、アポトーシス
を引き起こすことが明らかとなった。このよ
うな機構による抗腫瘍性発現はこれまでに
例のないものであり、新型の抗がん剤のリー
ド化合物として期待できる。 
 これまでに天然有機化合物がタンパク質
間相互作用を引き起こす例としては，筑波山
の土壌菌から発見されたFK506 が細胞内に比
較的大量に存在する FK 結合タンパク質
（FKBP）と結合し、さらにホスファターゼで
あるカルシニューリンと結合して三元複合
体を形成することにより免疫抑制作用を示
すものである。また、FKBP は別の天然物のラ
パマイシンとも結合し、この場合はキナーゼ
mTOR と結合して三元複合体を形成すること
により抗腫瘍性を示す。 
 タンパク質間相互作用は有機小分子とタ
ンパク質間の相互作用よりも広い範囲で認
識が起こるので、生命現象の様々な過程で利
用されている。このタンパク質間相互作用を

 
図２．アプリロニンＡの作用機序 
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有機小分子で制御できるようになれば、有機
小分子のみでは制御できない副作用などを
抑えることができると期待できる。 
 今後は、三元複合体の構造の解析とアプリ
ロニンＡによって誘導されるタンパク質間
相互作用の解明を行う。最近我々は、レーザ
ー脱着イオン化法を利用する化学プローブ
によるリガンドの効率的な結合位置解析法
を開発した。この手法は、修飾タンパク質の
酵素分解によって得られる修飾ペプチドを
生成することなく構造解析を行うことがで
きるものであり、三元複合体の構造解析に有
用である。 
 また、極微量しか生成していないはずの三
元複合体がチューブリンの重合を阻害する
機構については、不明のままである。これま
でに、チューブリンに作用する抗腫瘍性物質
が多く発見されて、これらがチューブリンの
重合に影響する機構はいくつか提案されて
いるが、今回の三元複合体のものについても
その相違を明らかにしていく必要がある。 
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