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細胞骨格は真核生物の細胞質全体に縦横に張りめぐらされた網目状あるいは束

状の繊維からなる構造体であり 、 ミクロフィラメント、中間径フィラメント 、 微小管

という 3 種の繊維に大別される 。 ミクロフィラメントはアクチンが、 中間径フィラメ

ン卜はケラチン、 デスミン、ビメンチンなどが、微小管はチューブリンがそれぞれ規

則正しく方向性を持って重合したものである 。 これら構造体は静的に安定したもので

は無く、常に重合と脱重合を繰り返しその形態と機能を変化させる動的構造体であり 、

細胞に構造的な強度や方向性を付与するのみならず、有糸分裂、細胞運動、細胞内物

質輸送、分泌、細胞内小器官の局在、 シグナル伝達などの多種多様な機能を有してい

る 。 この中でも微小管の生理作用は多岐に渡っており 、 生命現象の根幹を為す細胞分

裂に際し、分裂装置の主要構成成分となり重合と脱重合を巧みに繰り返し染色体の分

配を実行する役割を担っていたり [1 ・ 3] 、ミトコンドリアなどの細胞内小器官の細胞

内局在を規定する要因となっている[4 - 6 ] 。 さらに最近、アルツハイマ一病患者の脳

において微小管結合タンパク質の一つ tau タンパク質のリン酸化異常冗進が観察さ

れたことから痴呆症との関与も示唆されている [7 ， 8] 0 

微小管を構成するタンパク質(微小管タンパク質) は、大きく分けてチューフリ

ンとチュープリンに結合する微小管結合タンパク質からなる ( Fig. 1 )。 チューフリ

ンは分子量約 50 kDa のタンパク質であり、口、日、 y- チュープリンの 3 種のアイ

ソフォームが存在する 。 0- チューブリンと十チューブリンはヘテロダイマーを形成

し、このヘテロダイマーが一つの単位となり極性を持って直線上に重合してプロトフ

ィラメン卜を形成する。 プロトフィラメントは 13 本円筒状に並び、さらに微小管と

呼ばれる構造体を構成する 。 このプロトフィラメントは常に重合と脱重合を繰り返し

動的平衡状態を保っており、伸長速度が早いプラス端と伸長速度が遅いマイナス端に
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@α・tu加 lin (Mw. 5 kDa) 

o ~-tub山側w.5 kDa) 
Table 1 Factor宮 of microtubule dynamic instatility 
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I'ubs / MAPs func舗on Effect 

y-凶bulin nudea1ion componen区 ofMτDC'

~-tubulin G1P hydrolysis dyna rn.icinstab出ty

MAP1 MT stabilizing factor 凪hibiti ng C31 astrophe and promoti ng 陀SωC

MAP2 MT stabilizing factor inhibiting c31ぉtropheand promoti ng rescue 

tau MT stabilizing factor inhibiting C31asロopheand promoti ng 巳sæe

MAP4 MTstab口上z泊g factor promot~ rescu巴

Op18 / s凶 hrn.in MT destabili泊gfactor sig凶 transduct ion ぬ出eMT

Kar3 MT destab白血gfactor nuclear fusion after maIing 
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Figure 1 Structure ofmicrotubu1e 
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*MτOC ; rnicrotubul 巴 org組izingcenter 

Polymer坥疂on phase 
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にあると考えられている [9-12]0 a/ 日ーチューブリンヘテロダイマーはそのままで

は重合能を持たないが、 GTPase 活性を有する β チューブリンに GTP が結合するこ

とによって微小管の末端に重合することができるようになる。この GTP 結合型のチ

ュープリン重合は安定に存在するが、重合後速やかに ß- チュープリン自身が有する

GTPase 活性により GTP から GDP ヘ加水分解され、解離し易い GDP 結合型チュー

ブリンへと変換される。この GTP-GDP 変換反応がチュープリンの重合速度と解離速

度の割合を規定し、微小管の重合と脱重合を調節していると考えられている [9 ， 1 3-

16] 。微小管結合タンパク質 (MAPs) には、チューブリンタンパク質 C末の酸性領

域への結合を通じて微小管の安定化に関与する MAP1 、 MAP2 、 MAP4 、 tau タンパ

ク質が存在する [9 ， 17 ・ 25] 。また、脱重合に関与する因子としては、 Op18/stathmin 、

Kar3 などが知られている [9 ， 26 ・ 28] 0 MAP2/tau タンパク質のチューブリン結合は

リン酸化によって調節を受けており、リン酸化によって微小管結合タンパク質の微小

管安定化能が阻害されることが知られている [9 ， 29-31 ]。特に tau のリン酸化はア

ルツハイマー病患者の脳において完進していたことから臨床面においても注目され

ている [7 ， 8] 。さらに最近、チュープリンと MAPs の重合を調節する因子として

MAP-modulin が単離され、微小管重合の調節機構として新たな経路の存在が示唆さ

れた[32]。微小管タンパク質は以上のような制御機構により動的不安定性を示し、こ

骨与88888

…均…t伽お

町gure 2 Mi耐σo旬b凶edyn皿an踊語 cin匹s匂bi耐B脆tyド: [防砂加n3皿cin町s匂bi凶yisc命bar悶ヨd白er比』盆ÎZe臼e吋d 
b防ytbe cωoe沿店s託t佃包 c:t" pdy問E町t包z函εand dep伊o)yn田B覧町E目r由t包副z討i阻ng島M灯Tsf伊別9列j.

区別される (Fig. 2) [9] 。細胞内においてマイナス端は細胞の中心側(星状体)もし

くは中心体や紡錘体極のような微小管形成中心側に位置しており、微小管の極性を決

定している [9]。プラス端は、常に重合と脱重合を繰り返しており、 GTP 結合型のチ

ューフリンが結合している重合状態 (poIym erizatio n phase) と GDP 結合型のチュ

ーフリンが解離している脱重合状態 (depolymerization phase) の状態を遷移

(catastro p h e 、 rescue) している。また、この微小管の動的不安定性は Table 1 

に示してあるような種々の因子によって制御されている。細胞内での微小管の量は、

中心体に存在する微小管形成中心 (MTOC) の数で決定される。 y- チュープリンは

MTOC の構成タンパク質の一つで・あり、その生理的役割の一つは微小管形成の核形成

4 5 



の性質を利用して増殖、老化等の多種多様な生理作用に寄与している 。 しかしながら、

この動的不安定性ゆえに微小管の生理機能発現機構の解析が非常に困難となってい

H;ﾇO 

る。微小管が関与する細胞内の複雑な生化学的諸現象を理解するためには、微小管タ

ンパク質のそれぞれの機能を充分に把握する必要があり 、 その為には多種多様な特異

的阻害剤の利用が有効である 。

トhCO

H1CO 

∞lchicine 

既存の微小管作用薬は 1 ) 微小管重合阻害斉IJ と 2 ) 微小管過重合剤に大別され、

これらの大半が十チュープリンに作用することが知られている 。 微小管重合阻害剤

には十チュープリン上の作用部位の違いによってさらに A) colchicine 結合部位作

用薬[33 ， 34] 、 B) vinca alkaloid 結合部位作用薬[35 ， 36] 、 C) maytansine-
H1CO 

rhizoxin 結合部位作用薬[37 ・ 39] の三つに分類できる ( Fig . 3, 4) 。 十チューブリ
vinblastine 

Figure 4 Struc旬開s 0 f tubulin b泊ders

maytansine 

微小管の生理的役割が次々と解明されつつある昨今の現状を踏まえると 、 未だ阻害剤

の多様性は十分であるとは言い難い。 特に、微小管結合タンパク質依存的な重合阻害

斉Ij は bis-ANS を除くと他に報告がなくその開発が望まれている 。 また既存の微小管

作用薬は構造が複雑なものが多く、構造活性相関等の解釈が非常に困難となっている 。

F抱ure 5 Structure of tryprostatin and its derivatives 
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Figure 3 1冶bulinbinding gtt5 ofvarious tubulin bindぽS

Ii:JCO 

ン以外に作用点を持つユニークな化合物として estramustine や 5 ， 5 ' ・ 8is[8-
1PS-A; R:;; OCH3 

1PS・ß;R:;; H 

(phenylamino)-1 ・ naphthalenesulphonate] (bis-ANS) がある 。 Estramustine

は MAP2 とチューブリンに作用することによって微小管重合を阻害し、 bis-ANS は

チューブリンの C末よの MAPs 結合部位に作用することによって MAPs 依存的なチ

ュープリン重合を阻害することが報告されている [40 ・ 45] 0 これら微小管作用薬は抗

がん剤[46]、抗力ビ剤、抗寄生虫剤[47] などの多岐に渡り応用されている。しかし、

cTPS-A; R:;; H 

cTPS-゚ ; R:;; CH3 

6 

H1CO 

NHCH3 

H3CD 

colcemid 

H3C 

OCOCH CH1NCH1CODh 
〆
~・

〆~

ーや.<" 

COOCH3 

sTPS-A sTP~トB

R 0 

cTPS・C ;R=α-OH ，(3-H 

cTPS・D;R =0 
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以上の様な現状を踏まえ、理化学研究所抗生物質研究室において微小管作用薬の

共通の特徴である細胞周期の M期停止作用を指標に単離された tryprostat i n 類

(Fig. 5) 、及び日本化薬株式会社において植物の生長抑制物質として単離された

pïronetin 類 (Fig . 6 ) についてその作用機構解析を行った。 その結果、 Tryprostatin

R OHl hベ
".\'、0""" ~O 

Pironetin : R = CH'1 
D町ne血ylpironetin:-R =-靖J 

gCH3 9H """'/L~ 

\,11"'- "0""""'"司、。

Epoxy pironetin 

Figure 6 S仕ucturモ ofpironetinand its derivatives. 

類は天然物由来の化合物としては初めて微小管結合タンパク質依存的なチューブリ

ン重合を特異的に阻害する薬剤であった。 さらに、 トリプロスタチン類縁体聞で・微小

管に対する作用が相反する性質を有する化合物が存在した。 また pironetin は十チ

ューフリン上の vinca alkaloid 結合部位に作用する可能性が示唆され、既存の

vinca alkaloid 結合部位に作用する薬剤の中で最も単純な構造を有する化合物であ

ることを明らかにした。 本論文はこれら tryprostatin 類および pironetin 類の作用

機構解析をまとめたものである 。

8 

本論

第一章新規微小管作用薬 Trypros t at i n A の作用機作解析

細胞周期の進行は触媒サブユニットである cycli n dependent ki nase (Cdk) と

制御サブユニットである cyclin の複合体によって制御されている 。 このうち G2/M

期進行は Cdc2/cyclin B 複合体が担っており、この複合体が活性化されると細胞周

期は G2 期から M 期へと進行する ( Fig. 7) [48] 。 著者のグループはマウス乳がん細

Figure 7 lnvolvement of 出evarioUCi cyclin-dependent kinases (cdc2 a凶 CDKs)
and their associated cyclins during 曲emammalian cell cycle 

胞 FM3A の Cdc2 温度感受性変異株 tsFT21 0 細胞を用いて、新規細胞周期阻害剤を

単離するスクリーニング系を構築した[4 9] 0 t s FT 2 1 0 細胞の Cdc2 は 32 0C培養では

正常に機能しているが 39 0C培養により不活性型となる 。 このため tsFT210 細胞の

細胞周期は Cdc2 不活化条件の 39 0Cで培養すると M 期への進行が閤害され G2/M 期

の境界で停止する 。 この細胞を許容温度の 32 0Cで培養すると Cdc2 が活性型となり

細胞周期は同調的に M期へと進行する [50 ， 51] 。 この系において、 39 0C培養により

G2/M 期の境界で細胞周期を停止させた tsFT21 0 細胞に微生物の二次代謝産物を添

加後、 32 0Cヘ温度を下げることにより細胞周期を G2/M 期において阻害する薬剤の

スクリーニングを行ってきた。

9 



Tryprostatin A および B (TPS-A , -6) は、静岡県大井沖海底土壌より単離し

た Aspergillus fumigatus BM939 株の培養上清中に含まれ、本スクリーニング系

を用いて G2/M 期阻害剤として単離、構造決定されたジケトピペラジン構造を有する

化合物である (Fig. 8) [52 ・ 55] 。前述したように、 G2/M 期阻害剤は生命現象解明

の探索針としてばかりでなく、がんをはじめとする各種疾病に対する治療薬としての

応用が期待される。この応用のためには tsFT210 細胞のような変異細胞のみならず

正常細胞に対する作用およびその阻害機構に対する解析が不可欠である。そこで本章

では本薬剤lの低分子プローブとしての応用の一里塚として、ラット正常繊維芽細胞

3Y1 を用いて細胞周期に対する効果を検討しさらにその作用機構に関して生化学的

な解析を行った。

39.C 

11:- 4C 

R 

Tηpr田阻linA: R = 0α13 
Tηpr価ta1inB: R = H 

39.C • 32 0 C 

Control 

• 

2C 4C 

Figure 8 Tηprost鉱inAandB inhゐ it the G2/M pr噌r白sion of synchronous 印刷 re
。 ftsFT210 cel1s 
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第一節培養細胞への作用

現在までに colchicine 、 vinblastine 、 paclitaxel 、 rhizoxin 等の M期阻害

期jが単離されているが、いす.れの阻害剤も分裂装置の主要構成成分である微小管タン

パク質を標的としている [56-59] 0 TPS-A 、 -B は、 Cdc2 温度感受性変異株 tsFT210

細胞を用いたスクリーニング系によって細胞周期を G2/M 期で停止させる薬剤とし

て単離されたが、その標的分子、正常細胞に対する作用は未だ検討されていない。 そ

こでまず対数増殖期にあるラット正常繊維芽細胞 3Y1 を用いて TPS-A 、 TPS-B の

細胞周期阻害作用の解析を行った。

[実験材料と方法]

[薬剤:J]

TPS-A 、 -B は DMSO に溶解した。 Staurospori ne は協和発酵より、また

colchicine は Sigma より購入し DMSO に溶解した。

尚、特に記載の無い場合はナカライテスクの特級もしくはそれに準ずる

ものを使用した。

[細胞培養]

ラット正常繊維芽細胞 3Y1 は 10%牛胎児血清 (fetal bovine serum) を含

むイーグル DMEM 培地(日水)で培養した。

[細胞周期に対する作用]

対数増殖期にある 3Y1 細胞を 8 we 11 dish (Nunc) に 2 X 105 cells/well 

となるように播種し、 12 時間後に薬剤を細胞に加えた(この時、溶媒が終

濃度 1 0/0.以下となるよう添加した〉。薬剤添加 24 時間後に細胞をトリプシ

ン処理により回収後、 70%エタノールで細胞を固定した。この細胞を PBS

11 



で洗浄し Propidium iodine 溶液を添加し約 30 分間暗所で放置した。 そ

の後、フローサイトメーター (Coulter) を用いて細胞周期を解析した。

[細胞内微小管ネットワークに対する作用]

3Y1 細胞をカバーグラス (24 mm  x 24 mm) 上に 1 X 104 cells 播種し、

24 時間後に薬剤を終濃度 1 % (v/v) となるよう添加した。 6 時間後に細胞

を PBS で一回洗浄後、 3.7% ホルムアルデヒド/PBS を加え室温に 5 分間

固定した後、 0.2% (v /v) Trito n X・ 100/PBS を 5 分間作用させた。 そ

の後、 1 %BSA 含有 PBS で洗浄後、抗 a- チュープリン抗体 (Amersham

Pharmacia Biotech) を 37 0C 、 1 時間作用させた。 その後、 1% BSA 含

有 PBS で洗浄し、 FITC 標識抗マウス IgG 抗体(Kirkegaard) を 37 0C 、 45

分間作用させた。 PBS で洗浄後マウントし細胞骨格の形態を Olympus AX 

70 を用いて観察した。 また、アクチンの観察には rhodamine-

phalloidine (Molecular Probe) を用いて染色を行い蛍光顕微鏡により

観察した。

[結果及び考察]

各種薬剤jの細胞周期への影響を検討したところ、薬剤無処理細胞では DNA 含量

が 2C 即ち G1 の細胞が 59.8% 、 2C ・4C 即ち S 期の細胞が 11.3% 、 4C 即ち G2/M

期の細胞が 20.4%存在していた (Table 2 , Fig. 9) 。 低濃度 (20 nM) の

staurosporine は G1 期細胞を、またM期阻害剤である colchicine は M 期細胞の割

合をそれぞれ増加させた。 一方、 TPS-A 処理細胞では濃度依存的に G2/M 期細胞の

割合が増加していた。 また、核の形態観察によって細胞周期の停止点は M期であるこ

とを確認している。これに対し、 TPS-A のデメトキシ体である TPS-B は増殖阻害活

性を示したが、その阻害は細胞周期非依存的であった。 さらに TPS-B 添加後 24 時

12 
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Table 2 Distribution of DNA ∞ntent in 笛ynchrono山田恒町eof3Y1 
白Ds 仕伺tedwith various drugs 

conc. DNA contents ceD number 

drug 仏M 2C 2C-4C 4C %a 

∞ntrol 0.00 59.8 11.3 20.4 161.8 

sta町osporine 0.02 70.4 7.8 10.2 143.1 

cdchicine 1.00 9.4 11.5 65.9 69.4 

tryprostatin A 25.00 26.7 14.8 45.2 89.6 

50.00 8ユ 13.9 64.5 68.7 

tryprostatin B 25.00 26.2 17.5 22.7 57.4 

50.00 29.1 18.7 13.9 57.8 

a cellnumber at24 h per i回出1cell number at 0 h x 100 

Exponent凶ly gmw匝g 3Y1 cells were 田a蛇d wi血 various compounds for 

24 h and the distributioo of DNA cooteot aod relative cell ou皿 bers were 

determioeι 

間以内に細胞の形態が泡沫化していた。 以上の結果より、 TPS-A は新規 M 期特異的

阻害剤であり、この細胞周期特異的停止作用と細胞毒性抑制作用には、 TPS-B との

比較より 6 位のメトキシ基が重要であると考えられた。 そこで今後の研究は M 期特

異的阻害活性を示した TPS-A に絞って作用機序の解析を行った。

既存の M 期阻害斉IJは微小管を標的とする薬剤が多いことから、 TPS-A も微小管

A 

B 

C 

2C 4C 

Relative DNA conteots 

Fi伊re 9 Effect ofτPS-A and 
colcemid 00 dic;tributioo of DNA 
conteot in asyochroDous cuttures of 
3Yl cells. 
A. control 

B. ∞，lchicine 1μM 

C. TPS-A 50μM 
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を標的として細胞周期阻害作用を発揮するものと推察される。そこで、 αーチュープ

リン抗体を用いた免疫学的蛍光染色により、 TPS-A の in situ 微小管ネットワーク

に対する作用を検討した (Fig. 10) 。薬剤無処理細胞では間期の細胞に特徴的なス

プレッドした細胞形態と微小管ネットワークが観察されるが (Fig. 10a) 、微小管脱

重合部jである colchicine 処理細胞では細胞の形態が丸形となり、微小管ネットワー

クは消失していた (Fig. 10b) 0 TPS-A 処理細胞では colchicine 処理細胞と同様

球状の細胞形態と微小管ネットワークの消失が観察された (Fig. 10c) 。一方、もう

一つの重要な細胞骨格であるアクチンネットワークには影響は見られなかった (Fig.

10f) 。また、微小管ネットワークの消失は TPS-A 20μM 以上の濃度において観察

され、 TPS-A の M 期阻害濃度と一致していた。以上の結果から TPS-A の細胞周期

阻害作用は微小管の脱重合によって引き起こされている可能性が強く示唆された。

Fi伊re10DepolymerizationofcellularmicrotubulesbyTPS4.Microtubules of 
3Y 1 cells we陀 Incubatedwith lJ46ml colchicine (b， e) ， 20μM TPS-A (c, f) or in the 

之江主232?213ぷヰ立LZO印刷es (a・c) 組dactin filaments (d 

14 

第二節微小管に対する作用

前節において TPS-A は細胞周期を M期特異的に阻害した。また TPS-A の細胞

周期阻害作用と細胞内チューブリンネッ卜ワークの消失濃度が一致していたことか

ら、この作用機構には微小管の脱重合が関与している可能性が示唆された。 微小管は

細胞内において常に重合と脱重合を繰り返しており、この動的安定性を維持するため

に直接的、間接的に種々の調節機構を有している。 微小管の細胞内安定性を司る要因

としては微小管安定化因子と微小管不安定化因子があり、両因子とも多数存在してい

る [9] 。そこで本節では、牛脳より精製した微小管タンパク質を用いて、 in vitro (無

細胞系〉微小管重合再構成系を構築し、 TPS-A の微小管重合に対する直接的な脱重

合作用について検討した。

[実験材料と方法]

[微小管タンパク質の精製]

微小管タンパク質は Shelanski らの方法を用いて牛脳より精製した[60] 0

屠殺場より冷却して持ち返った新鮮な牛脳を生理食塩水で洗浄、血管や膜

を取り除いた後、 1 9 当たり RB buffer (100 mM MES (pH6 .8) , 0.5 mM 

MgCI 2 , 1 mM EGTA)を 0.5 ml 加え、ミキサーで破砕後、テフロンペッス

ル型ガラスホモジナイザーで 5 回ホモジナイズした。ホモジナイズ後、

20 ,000 x 9 、 60 分間、 4 0C遠心分離した。この上清{こ 1/3 容量のグリセ

ロール、終濃度 1 mM の GTP を添加し、 37 0C 、 30 分間加温し、微小管

タンパク質を重合させた。重合後、 100 ， 000 x 9 、 50 分間、 30 0C遠心し

た。遠心後、沈澱した微小管タンパク質に牛脳 1 9 当たり 0.05 ml の 1 mM 

GTP 含有 RB buffer を加えて 4 0Cでホモジナイズし、微小管タンパク質

15 



牛脳より精製した微小管タンパク質を用いた無細胞微小管重合系を用いて in4 0C遠心し上清を回収分間、50 100 ,000 x 9 、その後、を脱重合させた。

vitro における TPS-A の微小管重合に対する直接的な効果を検討したところ、この重合脱重合を再度繰り返し精製を行った。 精製した微小管タンした。
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この方法で得られた微小管タンパク質は、

SDS-PAGE により純度の検定を行った ( Fig. 11) 。

[in vitro 微小管重合アッセイ]

また、液として-80 0C保存した。

4J 35 IS 20 2s 

time (m担)

Fgure 12 Eff回SofTPS-A 00 miaotu b時四回bly.

(A) Time ∞U1se of血 vitro miactubule おおmblyis s hown as turbidi1y. Microtubule pro凶ns (2 mg!ml) were i n:: u凶凶
wi th various ∞ロC包仕組ons ofTPS孔， 0μM (口pen årdes), 50 μ M (cbsed cirdes), 125μM (closedtri釦gles) ， 釦d~

μM(doæd !Iluaπs) . 

(B) Effect of TPS-A ∞ asæmbledmicrctubules . Mi∞tub凶eproteinswer e a-; æmbledinthe absenceofTPS-A.1PS-A 
250μM was added (dosed circles)ornot (~e n circles) at 15 m泊 aft ぽ t~ 泊∞b温ωn C也e left arrCM' ), and sampl:s were 
∞oled a t O"C for 30 min (t~ right arrow). The s回ple， incubated with 250μ M TPS-A at 0 min , i s shown a sc los凶

trﾌlngles. 

0.10 

0.05 ().02 
微小管タンパク質を氷中で溶解し終濃度 2 mg/ml となるよう RB buffer 

:lJ 15 20 25 

time (m泊)

10 5 
0.00 
0 40 3S 30 10 5 

().OO 

0 
mM GTP を添加し撹持後、脱気した。微小管タンパク質溶液に 1で希釈、

30 0C に加温しその後、となるよう添加した。薬剤jを溶媒の終濃度が 1 %(v/v) 

吸光波長 350 nm の濁度を指標に経時的に重合度を評価重合反応を開始させ、

重合反応開始 15また重合した微小管タンパク質への脱重合活性は、した。

分後重合が定常状態に達したところで TPS-A を 250μM 添加し、
100 

重合度
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薬剤添加後 4 0Cに冷却するこ

脱重合に対する TPS-A の作用も併せ

また、の変化を測定することにより検討した。

とによって微小管の脱重合を誘導し、

て検討した。

[結果及び考察]

100 

Figure 13 Effect ofvarious 阻b凶iobi凶 ers 00 microb.lble assembly in viω. 

Miαotub叫eproteins (2mg畑町 wereincubated with vari∞s concer重 rations of 

cold1icine (・)， vinblastine (・)， andTPS-A(....) . %ofconrrol=100x 

turbidity of control at 40 minl turbidity of treatment at 40 miu 
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97 -

しかしながら微小TPS-A は濃度依存的に微小管重合阻害作用を示した (Fig. 12A) 。67 一

欄槻

管タンパク質重合系 (2 mg/ml) における TPS-A (分子量 381 )の微小管室合阻害

colchicine (分子量 399) (ICsa 5.0μM) や作用 (ICso 約 250μM) は、

45 -

Flgure 11 SD S-PAGEofmiα・ otu加le proteio 

Prepared MT was applied 10 SDS-PAGE gel (12.5 %), 
包dw� stained wiI h 白omassieB rilliant Blue 
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vinblastine (分子量 909) (ICso 12.3μM) と比較してはるかに弱L、ものであった

(Fig. 13) 0 TPS-A はあらかじめ重合させた微小管に対しでも脱重合作用を示した

ことから (Fig.128) 、 TPS-A の細胞周期阻害作用は分裂装置の構成成分である微小

管ネットワークに対する直接的な重合阻害及び脱重合作用に起因していると考えら

れる 。 また vinblastine は重合した微小管に対して脱重合作用を示すことが知られて

いるが、高濃度処理によって微小管の凝集魂を形成しこの凝集魂は O OC に冷却しでも

脱重合しない[61] 0 TPS-A は重合した微小管に対して脱重合作用を有していたもの

の、。 OCに冷却することにより微小管が脱重合したことから vinblastine とは異なる

作用機序を有しているものと推察された ( Fig.12B) 。

第三節 チュープリンに対する作用

微小管タンパク質はチューブリンと微小管結合タンパク質から構成されている 。

チューブリンタンパク質は分子量が約 50 kDa であり、 G 、日、 v の類縁体が存在す

る。 a- チューフリンと十チュープリンはヘテロダイマーを形成して一つの単位とな

って重合し、プロトフィラメントとなる。このフィラメントが 13 本円筒状に並び微

小管を形造っている。 y- チューブリンは微小管形成中心の主要構成成分であり、中

心体等において微小管の伸長末端を形成している [9-11 ]。微小管結合タンパク質

(microtubule associated protei 円 s: MAPs) は、 MAP1 ， MAP2、 MAP4 、 tau タ

ンパク質などからなり、さらにそれぞれアイソフォームが存在する [9J o MAPs はチュ

ーブリン重合体の周囲に結合し微小管に安定性を付与するばかりでなく細胞増殖制

御においても重要な役割を果たしている。また、この MAPs の微小管安定化作用はリ

ン酸化によって調節されている。最近になってアルツハイマー病患者の脳において、

tau タンパク質の異常なリン酸化元進が観察されたことから、微小管重合やそれを司

18 

る MAPs がアルツハイマー病発症に関与している可能性が示唆されており、 MAPs の

生理的意義が益々重要になってきた[62 ， 63] 0

前節において TPS-A の細胞周期阻害作用の作用点が微小管重合阻害である可能

性が示唆された。 前述したように微小管はチュープリンタンパク質及び種々の MAPs

から構成されていることから、微小管作用薬の標的分子としてはチューブリンタンパ

ク質もしくは MAPs が考えられる 。 そこでまず TPS-A のチュープリンに対する作用

を十チュープリン上に結合し重合阻害作用を発揮することが知られている

colchicine , vinblastine との措抗阻害実験により検討した[64] 。 また、チューフ

リンは無細胞系においても種々の生理的、非生理的重合促進剤によって電子顕微鏡レ

ベルで細胞内と同様の重合像が得られることが知られている [58 ， 65 ， 66] 0 そこで次

に非生理的チューブリン重合促進剤として知られているグルタミン酸[65] 、

pacl itaxe 1[67] 、 polyーし lysine[65] 、さらに自己重合活性を示すことが知られてい

るチュープリンの C末端を subtilisin によって切断した S-tubulin[68 ・ 70] を用い

たチューブリン重合系により、重合阻害機構の解析を行った。さらに生理的因子とし

て微小管結合タンパク質である MAP2 ， tau タンパク質によるチュープリン重合系も

併せて検討した。

[実験材料と方法]

[チュープリンの精製]

チュープリンタンパク質は微小管タンパク質よりホスホセルロースカラム

(Whatman P11) を用いて精製した[71] 0 PC-GTP buffer (20 mM MES 

(pH6.8) , 0.5 mM MgCI2 , 1 mM EGTA, 0.1 mM GTP)でカラムを平衡化し

た後、微小管タンパク質をアプライ、 PC-GTP buffer で溶出し、未吸着

画分としてチュープリンタンパク質を得た。チューブリンタンパク質溶液

19 
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は溶出後直ちに 0.9 M MES, 11 mM MgCI2 , 1 mM EGTA (pH6.8) を加え、

終濃度 100 mM MES, 1 mM MgCI2 , 0.5 mM GTP (pH6.8)溶液として保

存した。

[チュープリン結合アッセイ]

[3H]colchicine 、 [3H]vinblastine は ICN Biomedicals 、 N白~ Life 

Science よりそれぞれ購入した。チューブリン (5μM) fこ 50 nM 

[3H]colchicine または 50 nM [3H]vi n blasti ne 、薬剤を各濃度添加後、

DMSO を終濃度 5% (v/v) となるよう添加し、室温に 5 分間静置した。 その

後、セファデックス G-50 (superfine) によりチュープリン結合薬剤と非

結合薬剤を分離し、チュープリンに結合している [3H]を液体シンチレーショ

ンカウンターにより定量した。

[チューブリン重合間害作用]

グルタミン酸による重合はチューブリン (10μM) を 1M グルタミン酸

溶液に溶解し、 DMSO 4% (v/v) 、 0.4 mM GTP 存在下 37 0Cに加湿すること

により行った。 Paclitaxel による重合は、チューブリン (10μM) に対

し paclitaxel (10μM) を添加し 1 mM GTP 存在下 37 0C に加温するこ

とにより行った。 S-tubulin は、ホスホセルロースカラムを用いて精製し

たチュープリンタンパク質 (1 0μM) に subtilisin (Sigma) を 1%

(w/w) 添加し 30 0C 、 60 分間反応後、 PMSF を 1% (w/v) 加え調整し

た。 S-tubulin は調整後直ちに薬剤を添加し 37 0Cに加温しアッセイを行っ

た。 poly- し Iysine による重合はチューブリン (15μM) に対して

poly- し Iysine (MW 150 ,000 -300 ， 000 、 0.05 mg/ml) を添加し、

37 0Cに加湿することによって行った。尚、いずれのアッセイも吸光波長

350 nm の濁度を指標に重合度を評価した。

20 

[微小管結合タンパク質依存的重合系に対する作用]

MAP2、 tau タンパク質の精製は Hamel らの方法を一部改変して行った

[64] 。微小管タンパク質を 1 M NaCI 存在下、 4 0C 、 60 分間反応後、 沸騰

水中に 5 分間静置した。その後、 25 ， 000 rpm 、 4 0C 、 30 分間 (Beckman

120AT) 遠心し上清を得た。この上清を monoQ カラム(Amersham

Pharmacia Biotech) に通し、 50 mM から 300 mM KCI の濃度勾配によ

り、 MAP2 及び tau タンパク質を精製した。 精製後、 PD ・ 10 カラム

(Amersham Pharmacia Biotech) を用いて RB buffer に置換しセント

りコン (Millipore) を用いて濃縮した。また、純度の検定は SDS-PAGE により

行った (Fig. 14) 。

チュープリン重合はチュープリン (15μM) に対して MAP2 (0.45 

mg/ml) 、 tau (0.22 mg/ml) をそれぞれ添加し、 37 0Cに加温すること

によって行った。

[結果及び考察]
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Figure 14 SDSトPAGEoftubulin ， MAP2,and tau. 
Prepared proteins were a�.plied to SDS-P AGE gel (12.5 %), 
and were stained wi出 CoomassieBrilliant Blue. 

微小管タンパク質 (2 mg/ml) を用いた重合阻害アッセイ系において 400/0 の重
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チューブリン重合条件として、 非生理的重合促進剤・促進条件であるグルタミンのチュeH]vi nblasti ne eH]colchicine 、合阻害を示した TPS -A 250μM でも、

。ーチュープリンに結合するpaclitaxel 、 S-tubulin を用いて検討したところ、酸、
Table 3. Inhibitory effects ofTPS-A on 血 e binding of 

colchicine and vinblastine to tubulin. colchicine はいずれの重合条件においてもチュープリン重合を強く阻害したのに対

し、 TPS-A は 250μM 処理においてもグルタミン酸、 paclitaxel 、 S-tubulin を用

TPS-A 

Radiolabeled drug bound 

(3問 -colchicine [3H] -vinblastine Drug added 一方、いた重合系においてほとんど阻害作用を示さなかった (Table 4 ) 。

% of oontrol 
は微小管結合タンパク質の主要構成成分である MAP2、 tau タンパク質によるチュー

119.7土 5.130.0:t 0.7 colchicine 
poly-L-Iysine による重合を約 70%阻害した (Fig. 15B, C, プリン重合を約 50% 、

19. 7:t 2.5 160.4::t 9.2 吋 nblastine

0) 0 S-tubulin は微小管結合タンパク質の結合部位であるチュープリンの C末端が

切断されており、 poly-し Iysine は、 MAP2 、 tau と同様チュープリンタンパク質の
97.1:t 4.8 lU.7:t 4.7 TPS-A 
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τbe readion mixture (0.35 ml ) ∞ntained 0.5 mglml (ca 5μ 附 tubulin ， 50

ロ M [3H).::olchicine or [3H]vinblasûne , 5% (v(v) dim巴 thyl
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Table 4 E宜ectsofTPS-A and colchicioe 00 the assembly of tubulio 

und er several ass阻1bly conditions. 

Tubulin assembly 

(% of control) 

40 

time (min) 邑me (mil) 
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22.8:t 0.0 86.0:t2.7 5 Glutamate 

(closed circles), 250μM (open circles). 
6.0:t 1.9 86.2:t 0.7 10 pac litaxel 

C 末側を介してチュープリン重合を誘導することが知られている [9 ， 65 ， 72] 。従って61.1:t 5.0 105.8:t 0.4 15 S-Tubulio 

これらの結果より TPS-A の微小管重合阻害作用の標的部位はチューブリン上の微小

管結合タンパク質結合サイトもしくは微小管タンパク質上のチューブリン結合サイ

Percentage activity of in νitro tubulin self-assembly induced under 

several condi tions with 250μM TPS-A or colchicine. m each case, the 
u由idity of purified tOO叫 in without drug at 370C was calculated as 
100%. 

トであると考えられる 。



第五節小括

TPS -A 、 - B は、 静岡県大井沖海底土壌より単離された A. fumigatus BM939 

株の代謝産物で、 Cdc2 温度感受性変異株 tsFT210 細胞を用いたスクリーニングに

よって細胞周期を M で停止させる薬剤として単離精製された[9 ， 52-55 ， 65 ， 72] 0

ラット正常繊維芽細胞 3Y1 を用いて細胞周期に対する作用を検討したところ、 TPS

- A は M 期特異的な細胞周期停止活性を有していたが、TPS-B は細胞周期非特異的な

細胞毒性を示した (Table 2) 0 TPS -A 、 B の構造上の違いはインドール環上のメト

キシ基の有無にあることから、このメトキシ基が細胞毒性発現に重要であると考えら

れる 。 一方、 TPS 恒A の細胞周期停止濃度 (20 -50μM) は、本薬剤lの細胞レベルで

の微小管ネットワーク消失作用濃度と同一であった ( F i g.10 ) 。 このことから TPS -A

の M 期停止作用は、分裂装置の主要構成成分で-ある微小管タンパク質の脱重合に伴う

紡錘体形成不能等に起因しているものと推察される。

また、 TPS-A は in vitro 微小管室合系においても顕著な微小管重合抑制効果を

有していた (Fig . 12A) 0 TPS-A の微小管タンパク質 (2mg/ml ) 重合系における

重合間害の IC50 値は約 250μM であり、 colchicine (ICso : 5.0μM) 、 vinblastine

(ICsO : 12 . 3μM) と比較して TPS-A の重合阻害作用は微弱なものであった ( Fig.

13) 。 この in vitro 微小管重合系における TPS-A の重合阻害作用濃度は、細胞に

おける微小管ネットワーク消失作用濃度 (20 -50μM) よりもはるかに高いもので

あったが、 M期阻害剤である colcemid も in vitro 微小管重合系において約 20%

の重合阻害を示す濃度で-細胞内微小管ネットワークの脱重合を引き起こしていたこ

とから (data not shown) 、この TPS-A の作用濃度の相違は実験系の特性による

ものと考えられる 。
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微小管は生理的条件下において重合と脱重合を繰り返して動的平衡状態を保つ

ている。そこで TPS-A の脱重合作用が重合している微小管に対しても引き起こされ

るか検討したところ 、 TPS -A は重合している微小管に対しても脱重合作用を有して

いた (Fig . 12B ) 0 vinblastine も同様の作用を有していることが知られているが、

vinca alkaloid は高濃度で微小管の凝集を引き起こしこの凝集魂は O oc に冷却して

も脱重合しない[61] 0 TPS -A 添加により脱重合を引き起こした微小管タンパク質を

o ocに冷却することによって微小管が脱重合した ( Fig . 12B ) 。 さらに、他の実験か

ら TPS-A が高濃度処理によっても凝集魂は形成しないという結果を得ている 。 これ

ら微小管を用いた実験の結果から 、 TPS -A の作用様式は vinca alkaloid とは異なる

可能性が示唆された。 実際に精製チュープリンを用いた結合実験の結果から、 TPS ­

A は vinblastine 、 colchicine 結合サイトとは異なる部位に作用していると考えら

れる (Table 3) 。

チューブリン重合は、生理的因子のみならず非生理的因子によっても誘導される

[9] 。本実験において生理的因子として微小管結合タンパク質の主要成分である MAP2 、

tau タンパク質によるチューブリ重合を検討したところ、 TPS-A はこれら MAP2 、

tau タンパク質による重合を阻害していた ( Fig. 15B , C) 。 非生理的因子としてグ

ルタミン酸、 paclitaxel 、 poly-し Iysine によるチュープリン重合系により検討し

たところ、TPS-A は poly- し Iysine による重合のみを有意に抑制した(Fig. 15A, 0 , 

Table 4) 。また、チューブリンの C末を切断した S-tubulin の重合を TPS-A は抑

制しなかった。 MAP2 、 tau タンパク質及び poly-L-Iysine はチューブリン分子上の

C末上に作用してチュープリン重合を引き起こすことが知られている 。 これらの結果

から、 TPS-A はチューブリン分子よの C末に作用することによってチューフリンの

脱重合を引き起こす可能性が示唆された。過去の報告で MAPs 依存的なチューブリン

重合を阻害する薬剤として知られているのは estramustine と bis-ANS だけであり、
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b i s -ANS の過去の報告においても TPS -A と同様の重合阻害様式を示していた[9 ，

40 , 41] 。 このことからも TPS-A の作用機構がチュープリンの C末を介する可能性

が強く示唆される 。 さらに最近 Nogales らのグループによって微小管の構造が解析

され、チューブリンの C末はプロ卜フィラメントの外側に位置していると報告された

[73] 0 この報告を併せて考慮すると、 TPS-A は微小管重合安定化因子である MAPs

のプロトフィラメントへの結合をアンタゴナイズすることによって脱重合を促すと

考えられる。

天然物由来の微小管作用薬の中で、本 TPS-A は微小管結合タンパク質依存的な

重合阻害機構を有する最初の化合物となる。しかしながら、 TPS-A の細胞周期阻害

活性および微小管重合間害活性は、既存の微小管作用薬と比較してはるかに低く、生

命現象解明の探索針としての応用を考えた場合には、活性の強い類縁体の開発が必要

であろう。この点に関しては、現在多くの化学合成が TPS-A 、 TPS-B の生命現象解

明の探索針およひ.癌化学療法への応用を目指し種々試みられており [74 ， 75] 、今後の

展開が期待される。
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第二章 新規微小管作用薬 Tryprostatin 類縁体の作用機作解析

第一章において Aspergillus fumigatus BM939 株の培養上清中より単離した

tryprostatin A (TPS-A) が、微小管結合タンパク質 (MAP2 、 tau ) 依存的なチュ

ーブリン重合阻害を介して細胞周期を分裂期で停止させる可能性が示唆された。 A.

fumigatus BM939 株培養上清中には TPS-A 以外にも種々の類縁体が存在しており、

H3CD 

H,CD 

trypr回latin A tryprostatin B 

-1, ::。

cycl~rypr田tatinA cyclo町prostatinB I cyclo町pro創出 C

H,CO 

5pirotηIproltatiD A ~ spirotryprostatiD B 

Fig町e 16 S仕octu民 oftryprostains 

cyclotηpr暗latioD 

構造上の特徴からこれら類縁体は tr y p r 0 s t a t i n s (T P S) 、 cyclotryprostatins 

(cTPS) 、そして spirotryprostatins (sTPS) に大別できる (Fig. 16) 0 cTPS に

は cTPS-A 、 -B ， -C 、 -0 の 4 種の類縁体が、また sTPS には sTPS-A と sTPS-B

の 2 穫の類縁体が存在し、いずれもお FT210 細胞を用いたスクリーニング系におい

て細胞周期を分裂期で停止させる作用を有していた[76 ， 77]0 TPS-A および TPS-B

は A. fumigatus BM939 株培養上清中の主要成分であり、 TPS-A は TPS-B の 6

位にメトキシ基が付いた構造をしている。前章の結果から、この 6 位のメトキシ基が

TPS の細胞毒性軽減に重要であると考えられた。 そこで本章においては、 cTPS およ
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び sTPS 類縁体の細胞周期停止活性等を調べることにより TPS 類縁体の構造活性相

関について検討を試みた。

第一節培養細胞への作用

TPS-A と同様、 cTPS-A 、 -B 、 -c 、ーD 及び sTPS-A 、 -B は、 Cdc2 温度感受

性変異株 tsFT21 0 細胞を用いたスクリ・ニングによって細胞周期を M期で停止させ

る薬剤として単離された[76 ， 77]0ιかしながら、これら類縁体の活性についてその

詳細は未だ明らかとなっていない。第一章において TPS-A は微小管タンパク質に作

用して細胞周期を分裂期で停止させることが示唆されたことから、本節ではまず各種

類縁体の正常細胞の細胞周期に対する作用を検討しその上で ín sítu における微小

管ネットワ-クに対する作用を併せて検討した。

[実験材料と方法]

[細胞毒性作用]

TPS-A および TPS-B の殺細胞効果は MTI アッセイにより検討した。 細胞を 1

X 10
5 cells/well 播種し、各薬剤を各濃度添加し、添加 24 時間後の細胞の生

存率を MTI アッセイにより評価した [78]0 

[細胞周期に対する作用]

TPS 類縁体はメタノールに溶解した。

細胞周期のアッセイはラット正常繊維芽細胞 3Y1 を用いて第一章第一節に

準じて行った。また、 TPS 、 cTPS 、 sTPS 類縁体は終濃度 250μM とな

るよう添加し、 24 時間後に細胞周期を解析した。

[in sítu における微小管ネットワークに対する作用]
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第一章第二節に準じて実験を行った。

[結果及び考察1

18 位 (TPSs 、 sTPSs の 6 位に相当する)にメトキシ基を有する cTPS-A 、

Table 5. Effec包 oftryprostatin ' derivativeson the cell cycle pr叫~ession

DNA distribution (%)a 

Cornpound C-6/C ・18 2C 2C-4C 4C 

control 67.5 13.1 14.3 

colchicine 11.4 19.5 50.5 

TPS-A OCH3 12.0 24.8 55.2 

TPS-B H N.D.b 

cTPS-A OC~ 14.4 17.1 49.1 

cTPS-B oα{3 10.3 19.8 52.0 

cTPS-C H N.D. 

cTPS-D H N.D. 

sTPS-A oα{3 72.6 6.8 14.6 

sTPS-B H 14.1 19.8 43.1 

a The 巴 xpon巴 ntiallygrowing 3Yl cells were treated with 1μM ∞Jcrucin巴 or250μM ∞mpounds. After24 
h trea皿叩t， DNA ∞n也nts 明日 quantified by 日 owc戸ome町 .

b N.D.: Notdeterminedduetothec戸otox.i city. 

cTPS-B を処理した細胞では、メトキシ基を有する TPS-A 処理の場合と同様、 M 期

特異的な細胞周期停止が観察された (Table 5) 。一方、デメトキシ体である cTPS-C 、

cTPS-D では薬剤添加後急速な細胞の浮遊及び細胞死が観察された。 TPS-A 、

TPS-B の細胞毒性を M丁丁アッセイで検討したところ、 ICso値がそれぞれ 400μM、

4μM であり、メトキシ基の有無によって細胞に対する毒性に 100 倍の差が観察され

た (Fig. 17) 0 cTPS 類縁体においても同様の結果が得られたことから TPS 類縁
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Figure 17 Effects of TPS・Aand-BoD 血e grow血 of3Yl cells. 

2 x 104 cells were seeded ﾎn each well of a 96・wellplate. Various 

∞n白 ntratioDS of TPS-A or -B we詑 then added and the pla1e was 

lDαJbated for 24 hr. A nd th∞Viability of 3 Y1 cells was evaluated by 

MTT お担y. TPS-A (0), TPS-B (・).

体の細胞毒性軽減には 6 位/18 位のメトキシ基が重要な役割を果たしている可能性

が強く示唆された。一方、 sTPS 類縁体では sTPS-A は細胞周期になんら影響を与え

なかったが、 sTPS-B 処理では細胞毒性は観察されず有為な細胞周期の分裂期停止が

観察された。この結果は TPS ， cTPS の結果とは異なり、メトキシ基を持たない

sTPS-B は細胞周期の分裂期停止作用を示したがメトキシ基を有する sTPS-A は作

用を示さないというものであった。 この結果についてはさらに詳細な検討が必要であ

るが、スピロ環を有することにより sTPS の構造が TPSs、 cTPSs とは大きく異なり、

作用自体が TPSs や cTPSs とは異なっている可能性が考えられる。 M期特異的阻害

活性を示した cTPS-A、 cTPS-B 、 sTPS-B 250μM を 6 時間処理したところ、

colchicine 処理と同様、微小管ネットワークの消失が観察された ( Fig.18) 。このこ

とから、 cTPS-A 、 cTPS-B 、 sTPS-B 細胞周期阻害作用は TPS-A と同様、微小管

ネットワ-クの消失によるものであると考えられる。
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Figure 18 Depolymerization of microtubule network by tryprc:路tatin derivatives in sit弘
3Yl cells were incu誥ed 刺曲 1μMcolchicine (B) or 250μM tryprostatin derivatives for 6 b, 
and were observed under a fluor田C個目凶croscopy. ControlωIs wlthout compounds (A). TPS-A (C), cTPS-A 
(D), cTPS-B (E)組dsTPS-B (F)白モated 四JJs， r百P目討vely.

第二節微小管に対する作用

前節の検討で、 cTPS-A、 -B 、 sTPS-B は微小管に作用して細胞周期停止作用を

発揮する可能性が示唆された。さらに、 C-6/C-18 位のメトキシ基が細胞毒性発現に

重要な役割を果たしているものと推察された。そこで、本節ではこれら類縁体を用い

て微小管重合の再構成系における惰造活性相関について解析を行った。

[実験材料と方法]

[in vitro 微小管重合アッセイ]

第一章第二節に準じて行った。

[結果及び考察]

cTPS 類縁体の微小管重合に対する作用を検討したところ、 250μM の TPS-B 、
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は、 13 位以外の構造が同じであるにも関わらず、微小管重合に対する作用は相反すcTPS-A 、 -B 、 - c 、 sTPS-B 処理によって微小管重合阻害作用が観察された (Table

るものであった。今後さらなる検討を要するが、 TPS-A がチューブリンに作用してこのことから細胞の場合とは異なり、微小管重合阻害活性にはメトキシ基の存6 ) 。

いる可能性を考慮すると cTPS-C はチュープリン重合に対するアンタゴ・ニス卜として、Table 6 Effects of tη下rostatio deriya tiyes 00 曲e miα'otubule assembly in vitro 

cTPS-D はアゴニストとして作用している可能性が考えられる 。mlαotubule assembly 

in vitro (%)a conc.( μ M) C-6/C-18 Compound 

43.6 6 ∞Ichicine 

小括第三節57.9 250 OCH3 TPS-A 

33.4 

66.4 

250 

250 

H 

OCH3 

TPS-B 

cTPS-A 
sTPS 等の TPS 類縁A. fumigatus BM939 培養上清中から単離された cTPS 、

66.0 250 OCIちc寸PS-B

体も tsFT210 細胞を用いたスクリーニング系により細胞周期を G2/M 期で停止させ51.1 

137.0 

250 

250 

H 

H 

cTPS-C 

cTPS-D 
る薬剤として単離された天然化合物で・ある。これら類縁体の正常細胞に対する作用を

95.0 250 OCIもsTPS-A 

検討したところ、インドール環上のメトキシ基の有無によって作用は大きく異なって75.3 250 H sTPS-B 

インドーいた (Table 5) 0 3Y1 細胞に各種類縁体(250μM)を作用させたところ、a PelCentage activity of in vi.rro m.ic rotubul巴 ass巴mblywi也 6μM colchi� ne 0 r 250 μ M 
∞mpou nds. Avcrage of two values 

ル環上にメトキシ基を有する cTPS-A 、 cTPS-B は TPS-A と同様に細胞周期を M 期在は影響を与えていないことが示唆された。一方、 cTPS-D 処理では微小管の過重合

で停止させた。それに対しメトキシ基を持たない cTPS-C 、 cTPS ・D は TPS-B と同

様に顕著な細胞毒性を示し、薬剤添加後直ちに細胞の形態が球状に変化した。 TPS-

それぞれの ICsoA と TPS-B の細胞障害性を M丁丁アッセイにより検討したところ、

4μM でありその細胞毒性には 100 倍の開きがあった (Fig. 17) 。{直は 400μM、

これらの結果からインドール環上に存在するメトキシ基によって薬剤の細胞毒性が

軽減され、 M 期停止作用が顕在化したものと考えられる。さらに分裂装置の主要構成

成分である微小管タンパク質に対する作用を蛍光抗体染色で観察したところ、細胞周
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ッ卜ワークが消失した。以上の結果から cTPS-A 、 cTPS-B の M 期停止作用は微小

16 20 24 

time (mio) 

F記ure 19 E庄町tsd c1PS-C aod ・ D00 microtubule assembly. 
Time cour� of in ばtro mi口otnbule ass匂nblyis shown 白川bidity. Microtubl戊 p川eins(2 
rng/叫)were in∞bated with cTPS-C (c1o訶 cir c1白)and -D(o問 circl白)250μM. Control 
w泊10ut ∞mpounds (0戸n squ紅白).

40 36 32 28 ロ8 4 

管重合阻害によるものと考えられた。

さらにこれら類縁体の微小管重合の in vitro 再構成系における作用を検討した)が誘導されていた (Fig. 19) 0 cTPS-C と cTPS-D で(コントロールの 137%
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ところ、 cTPS-A 、 - B 、 -C は微小管重合を阻害し、その重合度は 33 .4% '"'-'66.4%で

あった (Table 6 ) 。 このことからインドール環上のメトキシ基の有無は少なくとも

in vitro における重合阻害に重要ではないと考えられる。一方、 cTPS-D は cTPS-

C と 13 位が異なるのみであるが微小管重合系における作用を検討したところ

cTPS-C とは逆に微小管重合を促進し、コントロールの 137% の重合度を示した。 前

章の検討から、 TPS-A はチュープリン C 末の MAPs と相互作用する領域に作用し、

MAPs とチューブリンの相互作用を悶害することにより微小管重合を阻害する可能

性が示唆された。 以上の結果を考慮すると、 TPS 類縁体はチューブリン重合におい

て微小管結合タンパク質に対するアゴニス卜またはアンタゴニストとして作用して

いるものと推察される。すなわち、 TPS-A 、 TPS-B 、 cTPS-A 、 cTPS-B および

cTPS-C は MAPs のアンタゴニストとして作用し微小管重合を阻害し、 cTPS-D は

微小管結合タンパク質のアゴニス卜として作用するために微小管の重合を促進して

いるのではないだろうか。

現在までに、 vinca alkaloids 、 paclitaxel 、 dolastatin 10 、 2-

methoxyestradiol 、 epothilones などの微小管作用薬が知られており、これらの化

合物には種々の類縁体が存在するものの、微小管に対する活性は全て親化合物と同様

の作用である [79 ・ 83] 0 本研究の結果、 TPS 類は類縁体間で逆の作用を示す初めての

微小管作用薬である可能性が示唆された。今後、さらなる作用機構の解明が必要であ

るが、本薬剤をリード化合物として基礎臨床両面において有用な新規微小管作用性の

探索針の開発が期待される。
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第三章 新規微小管作用薬 Pironetin 類の作用機作解析

Pironetin は植物の生長抑制活性を指標に日本化薬株式会社の小林らによって

放線菌 Streptomyces sp.株から単離精製された化合物であり、基本骨格としてラク

トン環とアルキル鎖を有している [84 ， 85] 0 Streptomyces sp.株からは pironetin

の他、 pironetin の 7 位のメトキシ基が水酸基に変換した demethyl pi ronetin が得

られている [74] 0 また pironetin の 12 ・ 13 位の二重結合を化学的にエポキシ体に置

換した epoxypironetin も合成されている (Fig. 6) 。これらの薬剤を tsFT21 0 細胞

のスクリーニング系にかけたところ、細胞周期進行を G2/M 期で停止させる活性を有

していた(Fig.20) 。そこで、本章では pironetin 類の細胞周期停止活性について作

用機作解析を行った。

390C 

• 
zc 4c 

Figure 20 Pi ronetin 担hibits 血eG2ルf progr回sion

ofsynchronous culture oftsFT210 cells. 
ts"FT210 cells were s戸chronizedin G2ルfb∞nd釘y

by 泊∞凶tion at restrict 隠mperauJre (39 ・c)for 17 h 

Then , celJs were treated with 巴achdrug and incubat巴d

for 4 h at permissi ve temperature (32 ・C). After 

incubation, cells were ∞llected 釘ldDNA ∞ntents

m巴asured by flow cyrometory. 

第一節培養細胞への作用

39 0 C • 32 0 C 
l ωntrol 

Pirooetin 

1.f: 4C 

Pironetin は tsFT210 細胞において細胞周期を M期で停止させる活性を有して
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いたが、今後バイオプローブとしての応用等を考えた場合には正常細胞を用いた解析

が不可欠である 。 そこでまず始めに対数増殖期にあるラット正常繊維芽細胞を用いて

pironetin の細胞周期に対する作用を検討した。さらにその結果を踏まえて、 M期阻

害剤の主要標的部位で・ある微小管ネットワークに対する作用を免疫学的蛍光法を用

いて細胞レベルで検討した。

[実験材料と方法]

[細胞周期に対する作用]

Pironetin 類は DMSO に溶解し、第一章第一節に準じて実験を行った。

[in situ 微小管ネットワークに対する作用]

第一章第一節に準じて実験を行った。 Pironetin 類処理 6 時間後に抗体

染色を行った。

[核の形態観察]

核の形態観察は、カルノア固定法を用いて行った。細胞をエッペンに集め、 0.55%

KCI 溶液で室温で 20 分間膨潤させた。次に 3 倍量のカルノア液(メタノール

750/0、酢酸 25%溶液)を加え、 30 分間以上固定した。一度、カルノア液で洗浄

した後、水を薄く乗せたスライドグラスにたらして細胞をはじかせ、染色体を広

げ、乾燥後、 Hoechest33258 で染色し、顕微鏡で観察した。

[結果及び考察]

Pironetin 、 demethyl pi ron etin 、 epoxypironeti n の細胞周期に対する作用を

検討したところ、いずれにおいても濃度依存的な細胞周期の G2/M 期停止作用が観察

された (Table 7) 0 Carnoy 染色により核の形態を観察したところ大半の細胞が M

期に存在していたことから、 Pironetin 類は細胞周期を M期で停止させる作用を有し
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A 

C 

E 

2C 4C 

Table 7 Distribution of D NA con tent in a可nchronous

c凶ture of3Yl cells treated with vario凶 drugs.

conc. DNA cootents (%) 

og/mJ 2C 2-4C 4C 

control 。 61.0 16.5 1ι5 

colcemid 100 4.4 4.9 62.8 

20 11.6 10.0 64.6 

pironttin 50 7.2 10.6 68.1 

100 6.4 10.3 70.5 

demethyl- 20 33.1 10.6 44.7 

pironetin 50 12.9 10.4 65.4 

100 9.5 9.9 67.1 

epo:xy- 100 70.3 6.2 17.4 

pirooetin 500 7.9 10.0 73.2 

1000 4.5 7.8 77.1 

Exponentially growing rat norrnal fibroblast 3Yl cells 
were treated with various ∞mpounds for 24 h and the 
distribution of DNA content was determined. 

Figure 21 F1'fect of 
pironetin and colcεDÚdon 出E

distribution ofDNA content 
in asy nchronous 3Y1 cell 
cultur・es. Asynchron ous 3Yl 
cel1s (A and B) were trea1ed 

Wﾎth pironetin (C 却d D) and 
colcemid (E and F). PaneJs A , 
C and E; the 田l1swere 
colleαed and the distribution 

pattems of DNA content wぽe

determined by flow cytome1ry. 

Panels B, D and F ; 
chromosome preparations were 

stained w ith Hoechst 33258. 

ていることが示唆された (Fig.21) 。また、類縁体間での細胞周期停止活性を比較

したところ、 pironetin と demethyl pi roneti n はほぼ同程度の細胞周期停止活性を
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有していたが、 epoxypironetin の細胞周期阻害作用は他の類縁体と比較して約 10

分の 1 と低く、 pironetin や demethylpiro net i n が約 70%の細胞で G2/M 期停止

を示す 100 ng/ml の濃度においても全く細胞周期停止作用を示さなかった。この結

果よ り、 p i ro neti n 類の細胞周期停止作用には 1 2 - 13 位の二重結合が重要な役割を

担っている可能性が示唆された。

A B C 

。 E F 

F砲ure 22 Pirooetin ioduced microtubule disassembly in sﾏJu. 
3Y1 cells were incubated with 250 nM colcemid (B, E), 300 n以
pironetin (C , F) or in the absence of either compound (A , D) for 12 h. 

Microtubule (A-C) and actin filaments の-F)were observed under a 
fluorescence microscope. 

次に in situ 微小管ネットワークに対する作用を抗 αーチュープリン抗体を用い

て検討したところ、 pironetin 処理によってチューブリンネットワークの消失が観察

された (Fig.22)。尚、この微小管ネットワークの消失作用は濃度依存的であり 20nM

以上の処理でネットワークは消失していた (Fig. 23)0 Demethylpironetin 処理し

た細胞でも pironetin と間程度の活性が観察されたが、 epoxypironetin 処理では微

小管ネットワークの消失に 100nM 以上の濃度が必要とされ、さらにネットワークの

完全な消失には pironetin の約 50 倍の濃度を要した (data not shown) 。また、

pironetin 処理によってアクチンフィラメントには何ら影響が見られなかったこと

から、 pironetin は微小管特異的に作用することが示唆された。 Pironetin の微小管
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A. 

D. 

Figure 23 Dose dependency of pironetin on microtubule 
disassembly in sﾏlU. 
3Y 1 cells were incubat凶 withpironetin at the indicated 
concentration for 6 hr (A; 0, B ~ 5, C;10, D; 20, E; 50 ng/ml) . 
Microtubule filaments were observed under a fluorescence 
IlliCIOSCOpe. 

B. c. 

Figure 24 Reversibility of p汀onetin on microtubule d店舗sembly

lD. SltU. 

3Yl cells w町eincubated with 戸ronetin(50 ng泊1)for 6 hr , and then 出e

medium was replaced by fresh medium without戸onetin. Afl臼r 出e

replacement , mi町otubu1efi1aments w町e obs町ved

at 0 (A) , 2 (8) , 4 (C) , 6 (D) , 8 (E) ， 組d 12 (F) hr. 

ネットワーク消失作用の可逆性について検討するために、 pironetin (50 nM) 処理 6

時間後に細胞を培地で洗浄したところ、洗浄後 12 時間してチュープリンネットワー

クの再構築が確認された。 colchicine や TPS-Ä では、洗浄後約 3 時間ほどでネッ
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レベルでの微小管脱重合作用は微小管の重合阻害および‘重合した微小管の脱重合のトワークの再構成が生じていたことから、 pironetin の細胞に対する作用は見かけ上

両面によるものであると推察された。。標的分子レベルでは不可逆の可能性も残されている (Fig. 24) 可逆的であるが、

以上の結果より、 pironetin の細胞周期停止作用は微小管タンパク質を標的とし
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p� ro n eti n 類縁体間で in situ における微小管ネさらに、ていることが示唆された。

トワークに対する作用が異なっていたことから、類縁体間での細胞周期阻害作用の

活性の相違は微小管ネットワークに対する作用の相違に起因するものと推察された。

微小管に対する作用第二節

ツ

Figure 25 Pironetin and its derivatives iohゐited micro白bule assembly in vitro. 
A. Tirne ∞urse of in vi1ro mi O"ot ubule assem b砂泊 termof turbidit y. Miαotubule proteins (2 mgJm1) we毘
ín叫batedwith various conαntrations ofpironetin. ThefinaJ concen回tÌms of pironetin were 0(0 ), 3(1・〉

15(")μMresp民tiv 巴ly. B. 白mparison of 泊凶bition effect on miαotubu le assembly between p註onetm

and i俗 derivatives. Miαotubule prot由 s (2mμnl) wer巴凶∞b出dwit h v arious ∞ncentrations of piron巴 1m

(・)， demethypironet iロ(・) andepo町pironetin(O~ % of ∞n trol = 1∞ x turbidi ty of C ontrol al 40 min / 
turb姐ity of 位e a1 ment at 40 m血

30 3 
Drug conc. (p.M) 

0 
0.3 40 35 30 25 

t面目 (mio)

20 15 10 5 。

。

前節において pironetin 類は細胞レベルにおいて微小管ネットワークの消失を

引き起こした。そこで本節では、 pironetin 類の微小管重合に対する直接的な作用を

精製した微小管を用いた in vitro 微小管重合系によって検討した。

[実験材料と方法]
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[微小管に対する作用]

第一章第二節に準じて検討を行った。

0.10 
[結果及び考察]

0.05 

。

Pironetin 類縁体の微小管重合に対する作用を検討したところ、 pironetin は微

15 

time (皿泊)

F切lI'e 26 EtTect ofpirooetin 00 皿icrottiJule disassembか invitro 
Microtubule proteins (2 mglml) were assembled in the aa;ence of pironerin After 15 min 
(aπow) pironerin was adde d and di錨sembly was 出 en monitored. 百1e 五 nal

concentIatﾎons of pironerin were 0(0), 3(・)， 15(企)μM， res戸ctively.

40 35 30 25 20 10 5 。

小管重合系(微小管タンパク質濃度 2 mg/ml) において 15μM 処理で完全に重合を

この系における微小管重合阻害の 50%阻害濃度は阻害していた (Fig. 25) 。

epoxypíronetin では 30μMdem ethyl pi ron etin において約 5μM、pironeti 円、

以上であった。また pironetin は霊合した微小管に対しでも重合前に加えた場合とほ

ぼ間程度の脱重合作用を示した (Fig. 26) 
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pironetin 類の細胞。以上の結果より、
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F記u問 27 EfIects of pironetin and its 
derivatives on tubulin assembly in the 

p問S回目。f glu阻mate. Time course of 

zn ν i1.r o tub叫白 self-assembly induced by 

glutamate using 5μ M tubulin with 5μ 

M epoxypironetin (・ ) ， 5μM

demethoxypironetin (・)， 5μ M
pironetin (企 )， 5μ M coldJ.icine (口)，
vehicle (0). 
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チュープリンに対する作用第三節

前節までの検討で p i r o n e tin は微小管の脱重合を介して M 期停止作用を発揮す

る ことが示唆された。 そこで本節では微小管脱重合作用の詳細な機構を調べるために

種々のチュープリン重合再構成系を用いて検討を行った。

0.00 
0 40 36 32 28 24 

首眠 (min)

16 20 12 8 4 [実験材料と方法]

[チューブリン結合間害アッセイ]
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90 
第一章第三節に準じて検討した。
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[チューブリンの結合アッセイ]

チューブリンタンパク質と薬剤との相互作用を、表面プラズモン共鳴解析

40 

30 

法により行った。 表面プラズモン共鳴測定は SRP670 ( 日本レーザーエレ

20 

10 

0 
1 

チュープリンタンパク質をセンサーチップにクトロン研究所〉を用いた。

1000 10 100 
∞n白ntration (μM) 

薬剤を添加しシグナルの変化を酵素反応評価ソフトを用いて解析固定後、

F忌ure 28 EtI舵t50 f pironetin aoo its derivatives on tubulin assembly. 
The as Sl. ywぉ perforrred 笛 shownin Fig. 23. p註onet凶( 圃)， dernethylpironetin 
(・)，e poxypironetin C.)・% of ∞ntrol = 100 x turbidity of control at 40 rn回 /
turb副 ity of treatrn四ta1 40 rnin. The values were m白出 :t S.D. 

この際、用いた RB buffer の pH が 6.8 では再現性が得られなかっ

7.4 に変更して解析を行った。たため、

し Tこ。

[結果及び考察]

これら類縁体の微小管に対体の微小管重合に対する作用濃度と相関があることから、微小管重合阻害作用の標的分子としてはチューブリンタンパク質および微小管

する作用濃度の相違はチュープリンに対する作用の相違に起因するものと考えられ結合タンパク質が考えられる 。 そこでまずチューブリン重合に対する直接的な作用を

この類縁体問の作用濃度の相違は細胞レベルのアッセイにおいても観察さる 。 また、検討した。 非生理的重合促進条件であるグルタミン酸によるチューブリン重合系を用

れたことから、細胞内においても pironetin の標的分子がチュープリンであることがいて検討したところ、 pironetin はチュープリン重合を阻害した (Fig. 27) 。

さらに、非生理的チューブリン重合促進剤である pacl itaxel によるチ

ュープリン重合も pironetin は阻害していた (Fig.29) 0 TPS-A は paclitaxel に

示唆された。Pironetin 類縁体の 50%阻害濃度は、 pironetin (10μM) 、 demethylpironetin (10 

epoxypironetin (約 100μM)で・あった (Fig.28) 。μM) 、
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この値は pironetin 類縁
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実際、は colchicine のチュープリンへの結合を促進することが知られている [3] 。

我々の実験系においても cold の vinblastine は [3H]vi n b I asti n e の結合を問害し

また cold の colchicine は[3H]colchicine[3H]colchicine の結合を促進していた。

の結合を抑制し[3H]vinblastine の結合を促進していた (Table 8) 。本実験系にお

いて、 pironetin は vin b I asti n e の結合を悶害するとともに colchicine の結合を促
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Figure 29 Effect ofpironetin on the assembly oftubulin by pacl 量axel
Tubulin proteins (10μM) were incubated with pacli回xel (10μM) 
∞n ta匤ing veh icle (0), pironetin 10μM(・)， 50μM(企) and TPS-A 250 
μM(・).

よるチューブリン重合を全く阻害しないことから、 pironetin の微小管に対する作用

進(約 148%) するという vinblastine と同様の性質を示したことから、 pironetin

は日ーチューブリン分子上の vinblastine 結合サイトもしくはその近傍に作用するこ

40 36 32 28 24 20 16 12 8 4 
0.00 
0 

とによってチュープリン重合を阻害しているものと推察された。そこで次に表面プラ

ズモン共鳴法を用いた解析により pironetin とチューブリン分子との相互作用の検

いずれの薬剤も解離速度定数 (KdiSS ) には大きな相違は観察されなかっ討を行った。

機構は前述の微小管結合タンパク質依存的チューブリン重合阻害薬 TPS-A とは異な vinblastine は結合速度定数(ぺJ は pironetin は 2.0 X1 04 (M. 1 ・ S.1 )、

4.2 X103 (M.1 • S'1) であり、

fこが、

[3 H] c 0 I c h i c i n e 、 [3H] v i n b I a s t i n e る可能性が示唆された。そこで次に、 チュープリンに対する結合力は pironetin の方が

Table 9 Kinetic constants fur mitotic inhibitors of tubulin 
The appar巴nt di~ociation c∞向m (lωwas calculated usmg the rel日onship， Kd = 

んi&;/KaÆ The rate ∞凶姐tswere 誥errnmed from sen釦rgrnmωrves using kinetic 

evaluation 釦ftware.

を用いてチ

Surface plasmon resonanωmeasurement 

Inhibitory effects of pironetin on the binding of 
colchicioe aod vioblastine to tubuHo 

The reaction mixt眠 (035 ml) c叩印刷弔 0.5mg岨1 (awrox. 5μ M) tubulin, 50 nM 
[3H]-colchicine or [3H]叶nbl出tin巴， 5%(v/v) DMSO 釦d50μM mitotic inhibitor, 
wasinω附dfぽ 5 min at ro回 temperature. Al i明暗 (0 .1 凶) were applied to 
tr ipli 白.tecolumns of se凶adex G・50 釘討戸oc~ed by cernifugal gel f!ltration. 

Table 8 

KrJiss (sりKぉs (M-1 ・ S-1) んの1)Drug 
(3H]・vinblastine(3H]-colchicine 

10・36.8 x 2.0 X 104 10・ 7

10-6 

ﾗ 3.3 Pironetin 
0/0 ofcoo仕01Drug 

6.4 X 10-3 4.2 X 103 X 1.5 Vinblastine 
150.0 49.0 colchicioe 

6.0 x 10・3100 5.3 x 10・ 3X 1.1 Tryprostatin A 
63.1 139.3 vioblastioe 

59.3 148.4 p叝ooetio 
pironetin カて 3.3x10 ・7

チュープリンとの親和力も pironetin

vinblastine よりも強いと考えられる。また解離定数(角)は、

vinblastine が 1 . 5x 10 ・ 6 (M) であり、(M) 、
ューフリン結合サイトの検索を行った。チュープリン上の colchicine 、 vinblastine

一方、 TPS-A の同は

vinblastine 、 pironetin と比較して 3--4 オーダ一高く、 TPS-A とチューブリンと
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の方カ" vinblastine よりも強固であると推察される。
結合サイトは十チュープリン上にあり、 colchicine は vinblastine 、 vinblastine
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の相互作用が極めて弱いことが示唆された (Table 9) 。 このことから TPS-A による

微小管重合阻害の ICso値の高さ (250μM 以上)が TPS-A のチューブリンに対する

親和力の強度に起因するものと推察される 。

第三節小括

Pironetin は植物の生長抑制活性を指標に放線菌より単離された化合物であり、

類縁体として 3 種の化合物 pironetin 、 demethyl pi ron etin 、 epoxypironeti n が

単離・合成されている [84-86] 。過去の報告で pironetin は免疫抑性活性を有するこ

とが報告されていたが、細胞周期に対する作用については未だに報告が無かった[87] 0 

我々はおFT210 細胞を用いた細胞周期阻害斉IJのスクリーニングの結果、 pironetin

が細胞分裂阻害活性を有することを見い出した。そこで pironetin をバイオプローブ

として応用する第一歩として本薬剤の細胞周期停止作用機構を検討した。

細胞周期阻害活性を見いだした fsFT210 細胞のスクリーニング系は G2/M 期間

調培養系である。そこでまず pironetin の細胞周期阻害点が G2/M 期に限定される

ものであるかどうかを検討する目的で、ラット正常繊維芽細胞 3Y1 の非同調培養系

に pironetin 添加したところ、 3 穫の pironetin 類縁体のいずれも濃度依存的な細

胞周期停止活性を有していた (Table 7) 。また、 early S 期向調系においても同様

の結果が得られた (data not shown) 。このことから、 pironetin の細胞周期停止

点は G2/M 期に限定されることが分かった。核の形態観察をしたところ、核膜は消失

し染色体凝縮が見られたことから、 pironetin 類は M期で細胞周期を停止していると

考えられる CFig. 21 )。また類縁体間で活性は異なり、 demethyl pi ron etin は

pironetin とほぼ同等の、 epoxypironetin は約 1/1 0 程度の M期停止活性を有して

いた。 M 期阻害剤である vinblastine や paclitaxel の作用点は分裂装置の主要構成
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成分のチューブリンであり、 pironetin もこれらの薬剤と同様に M 期阻害活性を示す

ことから、 pironetin 類の作用点が微小管である可能性が高い。 そこで pironetin 類

の微小管に対する作用を細胞レベルで検討したところ、 pironetin 添加により濃度依

存的に細胞の微小管ネットワークの消失が誘導された (Fig. 22 、 23) 。 このことか

ら、 pironetin の細胞周期停止作用は微小管の脱重合作用によるものであると考えら

れる。また pironetin による in situ 脱重合作用は、細胞を培地で洗浄して薬剤を除

去してから微小管ネットワークの再構成が観察されるまでかなりの時聞が必要であ

ったことから pironetin 直接の作用は不可逆的である可能性が高い。

細胞を用いた検討から pironetin 類が微小管に作用している可能性が示唆され

た。そこで牛脳から精製した微小管タンパク質を用いて微小管重合系に対する直接的

な影響を調べたところ、細胞への作用と同様に pironetin は濃度依存的な重合阻害活

性を示した (Fig. 25) 。類縁体聞で微小管重合間害活性を比較すると、 pironetin

と demethylpi ron eti n はほぼ同程度の脱重合活性を示したがepoxypironetin は約

1/1 0 の活性しか示さなかった。次に、チューブリンに対する直接的な作用を微小管

タンパク質から精製したチューブリンを用いたグルタミン酸重合系により検討した

ところ、微小管重合同様、チュープリン重合も阻害し、 pironetin 、

dem ethyl pi ron eti n 、 epoxypironetin の ICso値はそれぞれ約 10μM、 10μM、 100

μM 以上であった。チュープリン単独の重合系においても epoxypironeti n が他の 2

種より阻害活性が低かったことから、類縁体間での細胞周期停止作用の相違は類縁体

のチューブリンに対する作用の相違に起因している可能性が示唆された (Fig.28) 。

[3H]colchicine 、 [3H]vin blasti n e を用いて j チュープリンに対する結合を検討し

たところ pironetin は vinblastine.と同様、 vinblastine のチューブリンに対する

結合を阻害し、 colchicine の結合を促進していた。この結果から pironetin はチュ

ープリンに直接作用することによって vinblastine と同じ様式でチューブリン重合
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を阻害していることが示唆された。さらに表面プラズモン共鳴法によりチュープリン

に対する親和力を調べたところ、 pironetin は vinblastine よりもチュープリンに対

する親和力が強いことが示された (Table 9)0 ß- チュープリン上の vinca al kaloid 

結合部位は、細胞内在性のチュープリン重合因子である交換性ヌクレオチドの結合部

位であり 、 チューブリンの機能発現に重要な役割を担っていると考えられている [88] 0 

現在までに vinca alkaloid 結合サイトに作用する微小管作用薬として、 vinca

alkaloid 以外に maytansine[89] 、 rhizoxin[59] 、 dolastat i n 10[90] 、 phomopsin

A[91 ]等が単離されているがいすれの薬剤も複数のキラル中心を有する複雑な構造で

あり、日-チューブリンとの分子認識機構については未だその詳細は明らかとなって

いない。一方、 pironetin はアルキル鎖とラクトン環から成り既存の vinca al kal 0 i d 

部位作用薬の中で最も構造が単純である。 今後種々の類縁体合成に伴う構造活性相関

の解析を通して、 pironetin がチューブリンの機能発現機構解明に対する有効なバイ

オプローブとなるものと期待される 。

第四章 Pironetin の抗腫療効果

細胞周期を標的とする抗がん剤は現在のところ DNA 合成期 (8 期〉と分裂期 ( M

期)を作用点としているものが主流である 。 とりわけ M 期は、核膜が消失し細胞内に

おいて染色体がむき出しになる時期であり放射線や DNA アルキル化剤に対する感受

性が高くなる。こ のため M 期阻害剤単独療法ばかりでなく、放射線療法やシスプラチ

ンなどとの併用療法などの応用も行われている [92 ， 93] 。現在までに vinblastine 、

paclitaxel 、 rhizoxin などのチュープリン作用薬が抗がん剤として利用されており、

細胞周期 M期停止剤は抗がん剤としての応用が期待される [91] 0 前章において

pironetin が低濃度でチューブリンに作用し、細胞周期を M期で停止させることを明

らかにした。抗がん剤として利用されている M 期阻害剤は構造が複雑であるのに対し、

pironetin はラクトン環とアルキル鎖から成り、既存のチューブリン作用薬と比較し

て非常にシンプルな構造を有していることから、 M期作用性新規抗がん斉Ij のリード化

合物となり得るものと期待される。 そこで本章では、 pironetin の抗腫療効果を in

vitro 、 in vivo において検討した。

第一節 Pironetin の抗腫蕩効果

前章の結果より pironetin は nM オーダーの低濃度で細胞周期停止活性を示すこ

とを明らかにした。既存の抗がん剤には分裂期に作用するものが多いことから本薬剤

も抗がん剤としての応用が期待される。そこで本節では、まず pironetin の抗腫療効

果を細胞レベルで検討し、さらにその上でマウスを用いた腹水癌モデ.ルにおける in

vivo 抗腫痕効果を併せて検討した。
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[実験材料と方法]

[in vitro 抗麗蕩効果1

薬剤は DMSO に溶解した。

ヒト子宮頚癌 HeLa 細胞、ヒト子宮癌 A2780 細胞、ラット腎臓形質転換細

胞 K-NRK 細胞を用いた。

細胞を 96 well に 2 X 104 cells/well 揺種し、一晩培養後、各濃度の

pironetin を添加しさらに三日間培養した。 その後、定法に従い MTI アッ

セイを行い細胞生存率を測定した[78] 0 

[in vivo 抗腫痕効果]

マウス白血病 P388 細胞を 1 X 105 cells 、 CDF1 ・ SLC マウス(雌、 10 週

齢〉腹腔内に播種した。揺穫後 5 日間毎日腹腔内に各濃度の薬剤を投与し

て、 pironetin の抗腫霧効果を検討した。 抗腫痕効果の評価は、 100 x (薬

剤処理マウスの平均生存回数/無処理群の生存日数)で行った。 マウスの

体重は、薬剤投与日と投与後 9 日目で比較した。

[結果及び考察]

Pironetin の各種がん細胞に対する作用を比較したところ、いずれの細胞に対し

でも IC50値は約 10 ng/ml であり細胞レベルにおいて顕著な殺細胞作用を有してい

た (Fig. 30) 0 M 期阻害剤は癌化学療法においても多く用いられており、 pironetin

も細胞レベルで顕著な抗腫蕩活性を有していることから抗がん剤としての応用が期

待される。そこで次に、マウス白血病細胞 P388 を用いたマウス腹水癌モデルにおい

て pironetin の抗腫傷効果を検討したところ、 pironetin 6.3 mgl旬、 5 日間投与

によって若干の抗腫痕効果が観察された (T/C 値 128%) 。しかしながら、副作用と

して顕著な体重減少が観察されたことから (Table 10) 、 pironetin そのものを抗

50 

がん剤として応用することは困難であるものと推察される 。

100 F厄ure 30 Ef長cts ofpironetin 00 the 
growth of various celllines. 

* 80 2 x 104 田11swereseeded in each well of 
a 96-well plate. Various con回ntratiα1S

ofpironetin were then added and the 
EE 60 

plate w出 in印batedfor 3 days. And ..c 

」同ZE 40 

占吾挙。 20
then Viability oftumor cel1s wぉ
evaluated by M廿お回y . HeLa (0), 

A2780 (・)， K-NRK (田)

。

0.1 1 10 100 1000 10000 

Conぽntratiollì (ng!国)

Table 10 The antitum町 activityofpironetin against P388cellsin vivo 

Dose Body weight Mean survival T/C 

Compound (mg/kg) ch却ge 包) (days) (%) 

control 0.00 5.30 11.2 + 0. 84 1ω 

pIr佃 etin 0.78 3.70 11.7 :t 0.58 104 

1.56 0.50 11.7 :t 0.58 104 

3.13 -0.07 13.3 + 1.15 119 

6.25 -2.60 14.3 :t 0.58 ロ8

Approximately 1 x 105 cells ofmurine leukemia cεllline P388 were given 
by in回peritoneal injection to CDFl-SLC mice (10 weeks, female) on day 
o. 日r恒letÎnwas administered intra_r町Îtoneal daily fぽ 5 da ys beginning on 

day 1. For the eva1uation of antitumor activity against P388 , treated/control 
(T/C) (%) values (median survival days of treatment/mean survival of 
c∞tr 01 x 100) was ca1c ula ted. Ea ch mo凶ewa s weighed on day 1 and 10, 
and mortality was monitαed. The T/C values greater than 125% were 

considered to be significant according to the criteria of Nationa1 Cancer 

Instﾏtute. 

Pironetin はラク卜ン環とアルキル鎖からなり、 vinblastine 、 paclitaxel な

どの既存の微小管作用性抗がん剤と比べてはるかに単純な構造を有している。これら
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の薬剤jは副作用を有しているものの構造が複雑なために、作用副作用分離につながる

構造活性相関については未だ十分な検討がなされていない。今後、 pironetin の構造

的な利点を生かし、構造活性相関に関する研究が進展すれば、 pironetin をリード化

合物とした新規微小管作用性の抗がん剤の開発が期待できるものと考えられる。

第二節 ヒト白血病細胞 HL60 細胞における殺細胞効果

前節において pironetin の抗がん剤としての応用の可能性が示唆された。 そこで、

本節では pironetin の抗腫痕効果に」ついて解析を試みた。 Paclitaxel 、 vinblastine

はがん細胞に対してアポトーシスを誘導することが知られている [95] 0 そこでまず、

pironetin のアポトーシス誘導能をマウス白血病細胞 P388 およびヒト前骨髄性白

血病細胞 HL60 を用いて検討した。 細胞は恒常性の維持が不能になると、異常を感知

するセンサ一系、異常を伝達する伝達系、異常に対して反応を起こす誘導系の三つの

システムが機能し、アポトーシスを誘導すると考えられている [4]。微小管ネットワー

クに対するセンサ一系としてはアポトーシス抑制因子である Bcl-2 が機能している

と考えられている [96] 0 bcl-2 遺伝子はヒト濃胞性リンパ腫に高頻度で‘みられる

t(14;18) (q32;q21) 転座点近傍に位置する癌遺伝子として、辻本らによって発見され

たがん遺伝子であり、 Vaux らにより . Bcl-2 のアポトーシス抑制機構が報告されて以

降、放射線や抗がん剤など多くのアポトーシスを誘導する系において Bcl-2 のアポ

トーシス抑制作用が示されてきた[97 ， 98]0 1997 年 Halder らによって微小管ネッ

トワークの監視機構に Bcl-2 が関与していることが示唆され、微小管ネットワーク

の機能が阻害されると Bcl-2 はリン酸化を受けて不活性化型となりアポトーシスが

誘導されると考えられている [96 ， 99 , 100]0 Pironetin は微小管ネットワークを消

失する活性を有していたことから、 pironetin のアポトーシス誘導能と Bcl-2 のり
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ン酸化の相関を併せて検討した。

[実験材料及び方法]

[Pironetin によるアポトーシス誘導]

マウス白血病 P388 細胞及びヒ卜前骨髄性白血病 HL60 細胞は RPMI

1640 10% FCS で培養した。 Pir onetin の殺細胞効果は MTT アッセイに

より検討した。 細胞を 1 x10 5 .cells/well 播種し、各薬剤を各濃度添加

し、添加 24 時間後の細胞の生存率を Mア了アッセイにより評価した。 薬剤

のアポトーシス誘導能は ONA 断片化を指標に検討した。 細胞を PBS で洗

;争後、細胞溶解液 (10 mM Tris-HCI (pH8.0) 、 10 mM EOTA、 0.5% SOS 

(w /v) and 0.1 % RNase A (w /v)) を添加し、 50 0C 、 60 分間インキュベ

ー卜した。その後、 1 mg/ml proteinase K を添加しさらに 50
0

C 、 60

分間反応した。その後、 ONA を抽出し 1.8% (w/v) アガロース電気泳動を

行い、泳動後エチジウムブロマイド染色により ONA の断片化を検出した。

[Pironetin のアポトーシス誘導機構]

Pironetin に対して感受性の高かった HL60 細胞を用いて検討を行った。

Pironetin (33 nM) 添加後、経時的に細胞を回収し、細胞溶解液 (14 . 5 mM  

KCI 、 5 mM MgCI2 、 1 0 mM HEPES (pH 7.2) 、 1 mM EGTA、 0.2% NP40 、

proteinase inhibitor cocktail) を添加後、超音波処理、 4 0C 、 15 ， 000

x 9 、 10 分間遠心を行い可溶性画分を得た。この可溶性画分を 12.5%

SOS-PAGE 電気泳動後、定;去に従い PVOF 膜にブロッテイングした。 5 0/0 

スキムミルク/T-TBS (0.050/0 Tween-20 , 20 mM Tris-HCI (pH7.4), 

0.9% NaCI) でブロッキング後、一次抗体として抗 Bcl ・ 2 抗体 (DAKO) ，

二次抗体として HRP標識抗マウス IgG 抗体を反応させ、化学発光 (Supar

Signal Substrate: Pierce) により Bcl-2 タンパク質を検出した。 また、
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リン酸化 Bcl - 2 タンパク質は移動度の相違によって検出 した。

[結果及び考察]

Pironetin の P3 88 細胞に対するアポトーシス誘導能を検討したところ、 1μM

以上の処理でアポトーシスが誘導されていた (Fig . 31) 。このアポトーシス誘導

A. 100 

E同s 80 

::I ]i 1¥ 1 1i;25e 
若宮〉h 却

p討ちoetin ( μ九1) I 0 

ルfw0 1 5 10 50 I 0.1 1 10 100 1ωo 

Figure 31 The eI町tropho陀sedgenomic DNA 
of the pironetio-tr回tOO P388 celJs for 24 h at 
the iodicated co配entration

を HL60 細胞を用いてさらに詳細に検討したところ、 33 nM 以上の濃度で DNA 断片

化を誘導しており、 MTI アツセイの結果と相聞があった (Fig. 32) 。このことから

pironetin も vinblastine 、 paclitaxel と同様に抗腫傷効果発現にはアポトーシス

の誘導が強く関与している可能性が示唆された。

次に、 pironetin 33 nM 添加後のアポトーシス誘導能を検討したところ、 6 時間

白から Bcl-2 のリン酸化バンドが DNA 断片化に先だって検出され、 9 時間目以降に

DNA の断片化が観察された (Fig. 33)0 vinblastine および paclitaxel 処理によ

っても同様の傾向が観察されたことから、 pironetin の抗腫蕩効果の一部は Bcl - 2

のリン酸化に伴うアポトーシスの誘導によるものであると推察される。
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第三節 小括

本章では、 pironet i n の抗がん剤としての応用に関する基礎的検討を行った。 既

存の抗がん剤には、 vinca alkaloid 、 paclitaxel 、 rhizoxin 等の種々の微小管作用

薬が用いられている 。前章において pironetin はチュープリンに作用して細胞周期を

M 期で停止させる活性を有していることが示唆された。 ラク卜ン環とアルキル鎖から

なる pironetin は、既存の微小管作用薬と比較して構造的に大きく異なることから、

微小管作用薬の新規リード化合物としての応用が期待される 。 そこでまず pironetin

の抗腫痕効果を細胞レベルで検討したところ、 HeLa、 A2470 、 K-NRK 、 P388 そし

て HL60 細胞において nM オーダーで殺細胞効果を示した。 P388 細胞を用いたマウ

ス腹水癌モデルでは、 6.25 mg/kg/day の 5 日間投与で T/C = 1280/0 の抗腫蕩作用

を有していた。しかしながら副作用によると思われる体重減少が観察されたことから、

本薬剤の臨床応用に際しては、より副作用の少ない類縁体の開発等のさらなる検討が

必要であると考えられる。 Vinblastine 、 paclitaxel はがん細胞に対してアポトー

シスを誘導することが知られている 。 そこで pironetin のマウス白血病細胞 P388

およびヒト白血病細胞 HL60 に対するアポトーシス誘導能を検討したところ、両細胞

に対し nM オーダーでアポトーシスを誘導した。 またこのアポトーシス誘導と MTI

アッセイによる細胞毒性の聞に相関があったことから、 pironetin の殺細胞効果はア

ポトーシスの誘導に起因する可能性が示唆された。そこでこのアポトーシス誘導に関

してさらなる解析を試みた。微小管の監視機構を担っている分子としてアポトーシス

抑制タンパク質である Bcl ・ 2 が知られている [96]0 Vinblastine 、 paclitaxel 処理

細胞では Bcl-2 がリン酸化され不活性型になり、アポトーシス抑制能が消失しアポ

トーシスが誘導されると考えられている。 Pironetin 処理した細胞においても Bcl-

2 のリン酸化が生じており、このリン酸化が DNA 断片化に先だって生じていたこと
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から pironetin のアポトーシス誘導は vinblastine 等と同様に Bc l- 2 の不活性化に

よって誘導されることが示唆された。

Pironetin はマウスを用いた検討で、体重減少といった副作用を示していたもの

の、化合物の構造的特徴及びがん細胞に対して低濃度でアポトーシスを誘導したこと

から新規抗がん剤のリード化合物としての展開が期待される 。 また、 Bcl ・ 2 のリン酸

化が観察されたことから微小管ネットワークとアポトーシスとの相関を探る為の有

用なバイオプローブになると考えられる。 現在 Bcl-2 のリン酸化とアポ卜ーシスに

ついては諸説入り乱れており未だ定説は得られていない。Ling らは Bcl-2 のリン酸

化がアポトーシスの抑制作用に必要であると報告しているが[101 ]、この現象につい

ては Bcl之をリン酸化する酵素の同定が必要であり、この点についても本薬剤は有

用なツールになると考えられる。
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総括

生命現象解明の方法論の視点から生命科学の歴史を紐解くと四つの時代に大別

できる。第一の時代は、タンパク質精製といった生化学的手法の進歩による種々のタ

ンパク質の機能解析による生命現象の解明であった。そして 1980 年代に入ると DNA

テクノロジーや組み換え DNA 技術の飛躍的な進歩により第二の時代に入り、遺伝子

テクノロジーを駆使した研究が展開され、免疫学などを始めとした広範に渡る領域に

おいて矢継ぎ早に細胞の生理機能が解明されていった。 しかしながら、個体という

60 兆個の細胞が有機的に連動し合う精巧綴密なモデルを再現する系にはほど遠いも

のであった。 そして第三の時代では、ノックアウトマウスやトランスジェニックマウ

スの開発によって、個体レベルで特定の遺伝子発現を調節することが可能となり、細

胞および組織の有機的な集合体である個体を用いて単一タンパク質の機能を解析す

ることが可能となった。しかしながら、これとても i ntact 状態を反映しているかど

うかについては議論の別れるところである 。 さらに、現在では第四の時代が到来して

いる。これはチップテクノロジーと言われる数千単位の遺伝子の発現を一網打尽に解

析する技術の開発に端を発した時代であり、この手法を用いることにより必要なとき

に必要な場所の遺伝子発現を数千の単位で有機的に解析することが可能となった。

しかしながら、これら分子生物学を駆使した手法は、特殊な機械が必要な点やそ

の手技が煩雑であり、そのうえ細胞種そして動物種ごとに新たな細胞や動物を作成し

なくていけないなど種々の問題点がある。これに対し阻害剤を生命現象解明の探索針

(バイオプローブ)として利用する研究は、遺伝子操作等の煩雑な手法を用いること

なく、単に細胞培養液中に添加もしくは個体に投与することによって、細胞種そして

個体種を越えて解析できるという他の手法では類を見ない有利な特徴を有している 。

さらに、標的とする細胞機能や生理現象に対するバイオアッセイ系を構築することに
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より合目的的な阻害剤のスクリーニングが可能であり、現在でも多種多様なスクリ ー

ニング系が構築され阻害剤の探索がなされている。これらバイオプローブは、研究の

有用なツールとしてばかりでなく医薬品として開発されていくものもあり、基礎臨床

両面において多大な貢献を果たしている 。

この様な背景のもと、本研究室では細胞周期阻害剤のバイオアッセイ系による

種々の細胞周期阻害剤を単離してきた。本論文では tsFT21 0 細胞を用いた G2/M 期

阻害剤探索系により単離された M期阻害剤について、その阻害機構の解析を試みた。

既存の細胞周期 M期阻害剤は、微小管を標的としているものが大半を占め、生命現象

解明のバイオプローブとしてば.かりでなく抗がん剤としても応用されている 。 しかし

ながらこれらの薬剤は構造的な複雑さや作用メ力ニズ.ムの多様性といった点におい

て未だ充分であるとは言い難く、新規微小管作用薬の開発が待望されている。本論文

において新規微小管作用薬で・あることを明らかとした tryprostatin 類や pironetin

類は既知の微小管作用薬には無い特徴を有している 。 Tryprostati n A は微小管結合

タンパク質依存的なチューブリン重合を阻害する活性を有しており、近年アルツハイ

マー病との関与が取りざたされている微小管結合タンパク質の生理機能を解明する

有用なバイオプローブと成る可能性がある。また、 tryprostatin は類縁体聞で in

vitro 微小管重合系に対する作用が相反する化合物が存在した。 この様な性質を具備

する阻害剤は未だ同定されておらず、今後、合成研究の進展に伴って構造活性相関が

解明されれば、微小管の生理機能解明のツールとしての応用が期待できる。Pironetin

は日チュープリンの vinca al kalo id 結合部位に作用する薬剤j としては最も単純な構

造を有しており、またその活性も強いものであった。さらに pironetin は抗産湯活性

を有しており、がん細胞に対しアポトーシスを誘導していた。この時、微小管機能の

監視機構を担う Bcl-2 が不活性化されていたことから本薬剤jは医薬品としてば‘かり

でなく、 Bcl ・ 2 の機能を探るバイオプローブとしての応用が期待できる 。
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微小管タンパク質は細胞分裂時には分裂装置としてその機能を発揮し、間期の細

胞においては分泌タンパク質の輸送や細胞内小器官の局在を決定することから「時間

と場」の両面を司る器官であると言える 。 しかしながら、この性質故に遺伝子破壊等

の方策によっては直ちに致死となってしまい分子生物学的手法を用いた解析の進展

は余り期待できないのが現状である。 現在までに種々の微小管作用薬が単離されては

いるものの、構造や作用機構の面において多様性は未だ十分であるとは言い難く、新

規骨格、新規作用機構を有する阻害剤の開発が望まれている 。 本研究では新規微小管

作用薬としての基礎情報の収集を試みてきたが標的部位及び構造活性相関を同定す

るには至っていない。この点で本論文は萌芽的な研究であると言えるものの、現在行

われている種々の類縁体合成により本薬剤に関してさらに詳細な作用機構の解析さ

れ、本研究を端緒として新たな微小管機能調節物質の開発並びに細胞機能の解明が期

待される。
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結論

新規細胞周期阻害剤 tr y p r 0 s t a ti n 類及び pironetin 類の細胞周期停止作用の解

析を通じて以下の結論が得られた。

1 ) Aspergillus fum刕atus BM939 株が産生する tryprostatin A が、微小管

の脱重合を通じて細胞周期を M期で停止させることが明らかになった。 さらに微小管

重合の再構成系を構築して作用機構の解析を試みたところ、 tryprostatin A は種々

の非生理的重合促進因子を用いたチューブリン重合系においては阻害作用を示さず、

微小管結合タンパク質依存的チュープリン重合のみを特異的に阻害した。 このことか

ら、 tryprostatin A は天然物由来の化合物としては初めての微小管結合タンパク質

依存的チュープリン重合阻害剤であることを明らかにした。

2 ) Asperg匀lus fum刕atus BM939 株が産生する tryprostatin A 、 B 及び

cyclotryprostatin A-D を用いて細胞に対する作用を検討したところ、細胞毒性低

減にはインドール環部分に存在するメトキシ基が重要であることが分かった。

3) Cyclotryprostatin 0 は ín vítro 微小管重合系において微小管の過重合を

誘導した。既存の微小管作用薬には類縁体間で・微小管に対して脱重合と過重合という

相反する作用を示す薬剤は存在しないことから、本 tryprostatin 類は類縁体間で微

小管重合に対して相反する作用を有する初めての薬剤であることが分かつた。このこ

とから、本薬剤は微小管機能に対する有用なバイオプローブとなるものと期待される 。

4) Pironetin が微小管の脱重合を通じて細胞周期を M 期で停止させること、さ
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らにこの微小管脱重合作用は vinca alkaloid 結合部位作用性のものであることが分

かった。 Pironetin は vinca alkaloid 様の作用を示す薬剤としては構造が最も単純

な薬剤でありバイオプローブ及び医薬品のリード化合物としての応用が期待される。

5) Pironetin はマウス腹水癌モデルにおいて抗腫療効果が観察され、腫蕩細胞

に対しアポトーシスを誘導した。このアポトーシス誘導に先だってアポ卜ーシス抑制

因子 Bcl-2 のリン酸化が観察されたことから、本薬剤は抗がん剤としての応用のみ

ならず、微小管ネットワーク監視機構における Bcl-2 の関与を調べるための有用な

プローブとなると考えられる。

以上、二種の新規微小管作用薬 tryprostatin 類および pironetin 類は既存の微

小管作用薬には無い独自の特徴を有しており、本薬剤のバイオプローブ並びに医薬品

としての応用の可能が示唆された。
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