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研 究 ノ ー ト

抗 がん リー ド化合物 を海洋天然物 に求めて

1.は じめ に

がん細胞 は、細胞 の分化過程 に異常が生 じ、未成熟で増殖が活発 な段階で分化が停止 した細胞 で

ある。 したが って、 この分化 にお ける基本的な制御機構 の破綻 に働 きかけて分化の停止 したが ん細

胞 を成熟細胞へ と分化 させ、増殖停止 を引 き起 こす ことがで きる化合物(分 化誘導物質)は 、がん

細胞 の悪性形質 を解除 させ、結果的 にがん細胞 を特異的 に死滅 させ ることがで きると考 えられてい

る。 この ような背景か ら、私達 は白血病細胞や神経芽細胞腫 を用いて海洋生物 由来のが ん分化誘導

物質の探索 を行 っている。

2.慢 性 骨 髄 性 白血 病 細 胞K562に 対 す る分 化 誘 導 物 質smenospongine類

慢性骨髄性 白血病細胞K562を 赤芽球様 に分化誘導す る化合物 を探索す るアッセイ法(ヘ モ グロ

ビン産生能 を指標 に探索)を 構築 し、海綿 類の抽 出エキス についてスクリーニ ングを行 った。活性

のみ られたイン ドネシア産海綿Dα6妙los伽8iα6Zθgα%sのMeOHエ キスか ら分化誘導活性 を有す る

s皿enospongine(1)な ど数種 のsesquiterpenequinone類(1～5)を 単離 した。1お よび2は 、

3μMの 濃度 で分化誘導活性 を示 し、K562細 胞 に対す る分化 誘導活性物 質 と して知 られてい る

aphidicolin(15μM)よ り低 い濃度で活性 を示 す ことが明 らか となった1)。一方、 キノン骨格 を持

たない類縁体4,5は まった く活性 を示 さなか ったことより、キノン骨格 が活性発現 に必須であ り

20位 の アミノ基が メ トキシ

基 に置換 された3は 、1と

比較 して弱い活性 しか示 さ

なかったことか ら、20位 の

アミノ基が活性発現 に重要

で あ る こ とが 示 唆 され た

(図1)2)。 また、1をK562

細胞 に作用 させ ると6日 後

には赤芽球細胞膜上の特異

的抗 原 で あ るglycophorin

Aの 発現が誘導 された こと
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図1Smenospongine類 の化学構造 と赤血球への分化誘導活性。 より低い濃度の

化合物 を作用 させた とき、グラフのabSQbanceの 値 が大 きいほど分化誘

導活性が強いことを示す。
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か ら、K562細 胞 の機 能 的分化 が確 認 で きた(図2)。 さ らに、1はGlチ ェ ック ポ イ ン ト制御 因子 で

あ るCDKinhibitor,p21の 発現 上 昇 を誘 導 してK562細 胞 の細 胞 周期 をG1期 で停 止 させ た(図3) 。
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図2Smenospongineを 作 用 させ た と き のK562細 胞 に お け るglycophorinAの 発 現 上 昇 。G正ycophorin

は、 赤 血 球 膜 上 の特 異 的 抗 原 で あ り、 こ の発 現 上 昇 は 、 細 胞 の 赤 血 球 へ の 分 化 を確 認 す る 指 標 と

な る。 ヒス トグ ラム の 山 が よ り右 に移 動 して い る ほ ど、glycophorinAの 発 現 が 上 昇 して い る と

考 え ら れ る 。
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図3Smenospongineを 作 用 さ せ た と き のK562細 胞 の 細 胞 周 期 解 析 。Smenospongineを 作 用 させ る こ と に

よっ て ヒ ス トグ ラ ム の 山 がG1期 に集 積 して い る こ と に よ って 、K562細 胞 の細 胞 周 期 がGl期 に 停 止 し

て い る こ とが わ か る。 ま た 、CDKinhibitorで あ るp21の 発 現 が 上 昇 して い る こ とが わ か る。

3.神 経 芽 細 胞 腫 に 対 す る分 化 誘 導 物 質lembehyne類 の 活 性 と その 標 的 タ ンパ ク質

ラ ッ ト副腎髄質褐色細胞腫PCI2や マ ウス神経芽細胞腫Neuro2Aの ようながん細胞 を正常 な神

経様細胞へ と分化 させ る活性物質 を探 索す るアッセイ系 を用いて、種 々の海洋生物 エキスをス ク

リーニ ング し、 イン ドネシア ・レンベ島で採集 したH繭o伽 α属海綿か ら、活性成分 と して新規長

鎖 アセチ レン化合物lembehyne類 を単離 してそれ らの化学構 造 を決定 した3)。さらに、lembehyne

類 の作用機序 について も検討 し、.lembehyneA(1)がNeuro2A細 胞 に対 し、Glチ ェ ックポ イン

ト制御因子 であるp21の 発現 を誘導 し、細胞周期 をGl期 で停止 させ ることを明 らかに している4)。

i)Lembehyne類 の 構 造活 性 相 関

Lembehyne類 が神 経 分 化 誘 導 作 用 を発 現 す るた め の 必須 構 造 を明 らか にす る ため に
、 い くつ

か の ア ナ ロ グ を設 計 ・合 成 し、 そ れ らの活 性 を評 価 す る こ と と した。 まず
、lembehyneA(1)

か ら末 端 の1-yn-3-ol構 造 が 変換 され た メチ ルエ ー テ ル体2、 ケ トン体3 、 末端 アセ チ レ ンプ ロ

トンが メチ ル基 へ と変 換 され た アナ ロ グ4の3つ の ア ナ ロ グを合 成 した。 さ らに脂 肪 鎖 の タイプ

の異 なる種 々 の アナ ロ グ と して オ ク タ ン酸 、パ ル ミチ ン酸 あ るい は リノ レン酸 を出発物 質 とす る
、
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炭素数10の アナログ5、 炭素数!8の アナログ6、 炭素数20で シス オレフィンを3つ 含んだアナロ

グ7合 成 した。また、アナログ6と は3位 水酸基の立体配置が逆 のアナログ8を 合成 した(図4)。

これ らのアナ ログのNeuro2A細 胞 に対す る神経突起伸展活性試験 の結果 を検討 した ところ、

lembehyneA(1)が1μMで50%以 上 の細胞 に対 し神経突起伸展作用 を示 したのに対 し、 アナロ

グ2～4の ように末端 の1-yn-3-ol構 造 を変換 したアナログは活性が完全 に消失す るか大幅 に減

弱 し、 この部分構造が活性発現 に必須 であるこ とが明 らかになった。 また、脂肪鎖の タイプの異

なるアナログの うち、ClOの アナログ5は 活性が完全 に消失 したが、Cl8、C20の アナログ6、

7は1よ りも強力な活性 を示 したbこ の結果 か ら、脂肪鎖 の長 さは活性発現には重要であるが、

脂肪鎖 中の不飽和結合の有無 はあま り影響 を及 ぼさない ということが明 らかになった。 さらに、

強い活性 を示 したアナログ6と は3位 の水酸基の立体配置が逆のアナログ8は 非常 に弱い活性 し

か示 さず、 この部位 の立体化学の重要性が明 らか になった(図4)3)。
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図4Lembehyne類 の構造活性相関。グラフの値が より低濃度で大 きい化合物が、活性

が強いと考 えられる。

ii)光 親和性放射性標識体を用いたlembehyneA標 的タンパ クの標識5>

Lembehyne類 が 、Neuro2A細 胞 に対 しG!チ ェ ックポイ ン ト制御 因子 であるp21の 発現上昇

を誘導 して細胞周期 をG1期 で停止 させ るとい う作用 を有 してお り、 また、化学構 造が既存の分

化誘導物 質 とは大 き く異 なるこ とか ら、その作 用機 序 に興味が持 たれた。そ こで、1embehyne

A(Dの 活性 アナログか ら光親和性放射性標識体 を合成 し、標的 タンパ ク質の ラベル化 を試みた。

プローブ分子 をNeuro2A細 胞 に直接投与 して一定時間後 に366nmの .UVラ ンプを照射する こ

とによ り細胞 レベルで光親和性標識 を行 い、細胞 を破砕 して得た破砕液 をSDS-PAGEで 分離 し、

ゲル上の放射活性 をオー トラジオグラフィーに より検出 した。その結果、分子量約3万 の タンパ

ク質が特異的 にラベル化 された5)。この ラベル化 は、 プローブ分子の約20～100倍 量の3あ るい

は活性 アナログである6,7で 細胞 を前処理 した場合 には拮抗阻害 されたが、不 活性 アナログで

あ る5,8で 前処理 した場合 は拮抗 阻害 され なかった(図5)。 また、既存 のNeuro2A細 胞 に
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図5LembehyneA光 親 和 性 放 射 性 標 識 体 に よ る 標 的 タ ンパ ク 質 の ラ ベ ル 化 。

対 する分化誘導物質であ るlactacystin、 レチ ノイン酸 、ガ ング リオシ ドGDIa、staurosporin、

mevinolinで 同様の前処理 した場合 には、 この ラベ ル化 は阻害 されず、検 出 された タンパ ク質は

これら既存の分化誘導物 質の標 的タンパ ク質 とは異 なる可能性が考 えられた。 ざらに同様 の方法

で、1が 分化誘導作用 を示 さないK562や 正常繊維芽細胞3Ylに 対す る標 的 タンパ ク質の ラベル

化を試みたが、まった くこのタンパ ク質 は検 出されなか った。以上の ことか ら、 ラベル化 された

分子量約3万 の タンパ ク質 はlembehyne類 がNeuro2A細 胞 の分化 を誘導す る際 に作用す る標 的

タンパ ク質であ り、 この細胞 の神経分化 に関与する重要 な因子である可能性が考 えられた。

4.お わ り に

海洋生物か ら単離 される化合物の中には、その構造 も生理活性 も特異的で興味深い ものが多 くみ

られる。 これ らの化合物が、医薬品のシーズ となることが期待 されると同時 に、作用機序 を詳細 に

解析す ることで、生命現象 の未知の部分 に光 を当てる可能性がある と考え られる。
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用 語 解 説

1)分 化誘導

・人体 を構成する細胞 は、 もともと一つの受精卵 を起源 と してお り、ある段階 まで分裂 を繰

り返 した後 に一時分裂を停止 し、それぞれここの機能を持 った分裂へ と成熟する。 この段 階
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を 「分化」 といい、 この現象 を誘導する物質 を分化誘導物質 とい う。がん細胞 は、染色体異

常が生 じ、未分化 で細胞分裂 を繰 り返す状態 にある細胞 と考 え られる。

2)慢 性骨髄性 白血病細胞K562

血液がんの一種で、血液細胞の分化状態 の初期段 階でがん化 した細胞 。従 って、本来の分

化方向が まだ決定づけ られてお らず、分化誘導剤の刺激 によ り、赤血球や白血球 など様々な

方向へ と分化する潜在能力 を持つ。

3)糸 田月包周期

細胞分裂が起 こる一連の過程 をい う。一般 に、細胞周期 は、G1,S,G2,Mの 四期 に分

け られ、 それぞれの期 には、細胞 自身に異常が生 じてい ないか どうか をチェ ックする機構

(チ ェ ックポイ ン ト機構)が 備わっている。 もし、 自身に異常が見知 された際には、修復可

能な場合 には細胞周期 を止めて修復 を行 い、修復不可能 な場合 には自身を自殺(ア ポ トーシ

ス)へ と導 き、異常 を持つ細胞 の分裂増幅 を防 ぐ。

4)CDKinhibitor

細胞周期 において ブレーキの役 目を果たす一連の タンパ ク質をい う。多 くのがん細胞 で

CDKinhibitorの 発現制御や タンパ クその ものに異常が生 じてお り、 これが、が ん細胞 の細

胞分裂が止 まらな くなっている一 因 と考 え られている。
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