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1 ）が ん 分化誘導物質の 探索

　が ん 網胞 は，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，著者 は，慢 性 骨

髄性 白血 病細胞 K562 やマ ウ ス 神経 芽細胞腫 Neuro　2A

の よ う な が ん細 胞 を 薦 常様細 胞 へ と分化 させ る低分 子

活性物質 を探索 す る ア ッ セ イ系 を用 い て ，海綿 な ど の

海洋 生 物や 植物 の 抽 出 エ キ ス か ら分 化 誘 導物質 を探索

して お り，こ れまで に K562 細胞 を赤芽球へ と分化誘導

す る セ ス タ テ ル ペ ン PHcD や セ ス キ テ ル ペ ン キ ノ ン

smenospongine2
），　 K562 細胞 をマ ク ロ フ ァ

ー一ジへ と分化

誘導す る ア ル カ ロ イ ド hymeniaidisinc や マ ク 凵 リ ド

misakinolide ，　 Neuro　2A 細胞 に 対す る 分化 誘 導 物質 と し

て 長鎖 ア セ チ レン 化 合物 lcmbehyne 類
3）や ア ル カ ロ イ

ド labuanine　A4・］な ど を 活性 物 質と して 単離 して い る ，

神経 分化誘導物質 1embehyne類の 活性

　 イン ドネ シ ア ，レ ン ベ 島 で 採集 した Haiictona属 海

綿 か ら，Neuro　2A 細胞 に 対 す る 分化誘導 物 質 と して 新

規 長鎖 ア セ チ レ ン 化 合物 】embehyne 類を 単離 し，そ れ

らの 化 学構 造 を 決 定 した 塑 LcmbehyneA （1）は 1μ M

の 濃度 で 投 与後，48h で 50％ 以 Lの Neuro　2A 細 胞 を

bipolar 型 の 神 経 突起 を も つ 神 経 様 細 胞へ と 誘導 し た

（Fig．1）．また．1 は 3μ M の 濃度 で ラ ッ ト副腎褐色細胞
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 of

　　morphotogical 　changes 　in 　Neuro 　2A 　cells．

　　　 A ： control −24　h，　B ： control −48　h；C ：LB −A （1 μM ）
−24　h；D’LB −A

　 　（1μM ）−48h

腫 PCI2 の 神経突 起伸展 も誘 導 した が，ヒ ト神経芽細胞
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鱒 SH −SY5Y に対 して は 誘 導 作 用 を示 さな か っ た ．また ，

1は Neuro　2A に お い て 分 化 マ
ー

カ
ー

で あ る細胞内ア セ

チ ル コ リ ン エ ステ ラーゼ 活 性 を濃度依存的に ヒ昇 させ ，

Neuro　2A を 形態 だ けで な く機能 的 に も 神経 樣 細胞 へ と

分 化 さ せ て い る こ と も明 ら か と なっ た （Fig2）．細 胞分

化 は，細 胞周 期 と 密接 に 関連 して い る こ とが 報告 さ れ

て い る
s｝．そ こ で ，1が Neuro　2A の 細胞 周期 に どの よ

うな影響 を 及 ぼす か 検 討 す る た め，フ ロ ーサ イ トメ ト

リ
ー

に よ る 解析 を 行 っ た と こ ろ，1 は NeurQ　2A の 細 胞

周 期 を Gt 期 で 停 止 さ せ る こ と が 明 ら か と な っ た

（｝〜ig　3）
t’）．

Le而 ehy 冂e 類の 構造 活性相関

　Lcmbehyne 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．1embchyne　A （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 ブ 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 ゲ と して オ ク タ ン 酸，ベ ル ミ チ ン 酸

あ るい はリ ノ レ ン 酸 を出発物 質 とす る．炭素数 10 の ア

ナ ロ グ 5，炭素数 18 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 （Fig　4）．こ れ ら

の ア ナ ロ グの Ncuro　2A 細 胞 に対す る神経突

起伸展活什 試 験 の 結 果 を 検討 した と こ ろ，

lembehyne　A （1）が 1μ M で 50 ％ 以 t：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 イフ の 異な る ア ナ ロ ヴの う ち，CIO の

ア ナ ロ グ 5 は活性が 完 全 に消 失した が，C18，

C20 の ア ナ ロ グ 6．7 は 1 よ りも 強力 な 活性を

示 し た ．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 浩 性 しか 示 さず，3 位 の

立体化 学の 重要性が明 らか にな っ た （Fig．4）
η．

Lembehyne類の 標的 タ ンパ クの ラ ベ ル 化

　さ ら に，ユの 化 学 構 造 が 既 存 の 分 化誘導物 質 とは大 き

く異 な りそ の 作 用 機序 に 興味が 持た れ た こ とか ら，1

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．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 （Fig．

5）
s
）．こ の ラベ ル 化 は，1 あ る い は活 性 アナ ロ グで ある
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Fig．3，　Action　fbr　the　ceil　cycle 　of 　Neuro　2A　cells

by ］embeh ＞
・ne 　A （LB −A ）

6 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 前処埋 した 場合 は 拮抗阻害 さ

れ な か っ た．ま た，既 存 の Neuro　2A 細胞 に 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 1・丁能性が考え られ た．さ らに ，同様 の

方法 で ，1 が 分化誘導作 用 を 示 さ な い K562，3Yl 細胞

を用 い て ラ ベ ル 化を試み た が，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 lembchyne 類 が Neuro　2A 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 自1能

性 が 考え られ た ．

2 ）が ん 多剤耐性克服物質の 探索

　 が ん細胞 が 化学構造や作用機序 の 関連 しな い 複数 の

抗が ん 剤 に 対 して 耐性を示 すがん多剤耐性 は．がん 化

学 療法 の 大き な 障害 に な っ て い る ，が ん 細 胞の 耐性 獲

得機構 と して は，い くつ か の 要因が知 られて い る が，

［・Iiて6．も　　P−glycoprotein　（P−gp）
9｝
弋，

　multidrug 　resistance

as　9．　ociated 　protein （MRPD
］°｝

とい っ た 膜 タ ンパ ク質 を細

胞 膜 ヒに 過剰 発現 し，抗 が ん 剤 を 細 胞 外 へ 排出 す る こ

と に よ り耐性 を 獲得す る 機構が注目さ れて い る，こ の

よ うな 背景 か ら，著 者は，こ れ ら の 薬剤排出膜 タ ン パ

ク 質 を過剰 発現 す る 多剤耐性が ん 細胞を用い た阻 害剤

探索 の ア ッ セ イ法 を構築 し，そ れ ら膜タン パ ク質 に特

異的 に 作用 す る 阻害物質 を 探索 して い る．こ れ まで に，

P−gp の 阻 害 物 質 と し て 大環 状 ア ル カ ロ イ ド

araguspongine 類，ジ テ ル ペ ン brianthein　AID や セ ン ブ ラ

ノイ ド，ペ プチ ド kendarimideAi2）な どを単離 して お り，

さ ら に，P−gp だ け で な く MRPI も低濃度で 阻 害す る こ

とが で き る ステ ロ イ ド agostero 【re　13・　］4｝を単離構造決定

して い る．

Agosterol　 A の 多剤耐性克服 作用

　三 重県 英 虞 湾で 採 集 した 》 o ηg’α 属 海綿 か ら一）1活 性
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agosteroi 　A （9｝　　　　　　　　　　　　　　Ac 　OAc 　Ac　OH 　OH

agosterol 　B （10）　 　　 　　 　　 Ac 　OAc　 H 　OH 　OH

3−deacetylagosterol　A （11）　　　　　H 　　OAc 　Ac　OH 　OH

3，4、6−trideacetyiagosterol　A （12）　H　　OH 　　H　OH 　OH
11−dehydroxyagosterol　A （13） 　Ac 　 OAc 　Ac 　 H　 OH
22−dehydroxyagosterol　A 〔14）　　Ac　OAc 　Ac 　OH 　H

4−deacetoxyagosteroiA（15）　　　 Ac 　　H　　Ac　OH　OH
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Fig．7A．　E銑 α s　of　agoSterol 　A　on 　accumultttic ｝r匸 of

vincrist 加e　in　KB −CV60 　ceHs

　 Columns　　rep τcscnt 　　（、｝；SE）　　of 　　triplicate

determinations．　 Differences　 betwcen 　 groups　 were

tested　by　Dunnett　test （
＊ ＊P ＜ 0．01）．
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一 日一 KB ・3・1　　一聞一 KB・CV60 ＋ AG ・A （10pM ）

一 △ − KB・CV60 ＋ ▼ erapamil 〔10　pM ｝

Fig．7B ．　Emux 　 of 　the　accumulated 　vincristlne 行om

KB −3−1　 cclls 　and 　KB −CV60cclls

　 Points　rcprescnt （．＋SE）oftriplicate 　determinations．
Di行brences　between　groups　 wcre 　testcd　by　Dumett

test （
＊ ＊P ＜0．OD ．

物 質 と し て 新規 ス テ 〔t一ル ア セ テ
ート agog．terol　 A （9）

を 単離 し，そ の 化 学 構 造 を 明 らか に した （Fig．6）
B ♪．

　まず，P−gp を過 剰 発 現 す る 多剤 耐 性 ヒ ト咽 頭 上 皮 が

ん 細胞 KB −C2 株
15）お よ び MRPI を 過剰発現 す る

KB −CV60 株
16切 2 種 類 の 多剤耐性が ん細 胞 を 用 い ，緇

胞 内 の 抗 が ん 剤蓄積濃度お よ び細胞外 へ の 抗が ん 剤排

出 に対 す る 9 の 作用 を検討 した ．多 剤耐 牲 が ん 細 胞 は，

過 剰 発 現 した 薬剤排出タ ン パ ク 質の 働 き に よ っ て 細胞

内 の 抗 が ん 剤蓄積濃度が 減 少 して お り，また 細 胞 外 へ

の 抗が ん 剤排出が 亢進 して い る が，9 を 抗がん 剤 と 共存

さ せ る こ と に よっ て 細胞内の 抗 が ん 剤 蓄積濃度 は 回 復

し，過 剰 な 薬 剤排 出 は 抑 制 され．た （Fig．7）．こ れ らの
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Fi9・　9・　Ef于bct　of 　agosterol 　A 　on 　ATP −dependent
DNP ＿SG　uptake 　in　m ¢ mbrane 　v ¢ sicles 　prepared行ont

KB −CV60　cells

　 Columns 　 reprcsent 　 （土 SE）　 of 　 triplicate

determinations ．　 Differcnces　between　group§　were

tested　by　Dunnett　test （
＊ ＊P＜ 0．Ol＞、

結 果 か ら，9 は多 剤耐性 が ん 細胞 に 過 剰 発現す る薬剤排

出 膜 タ ンパ ク 質 に作用 し，そ の 薬剤排出 を阻 害 して 細

胞 内抗 が ん剤濃度を高め る こ とが 示 唆 さ れ た
1フ｝．さ ら

に ，9 の 薬 剤 排 出 膜 タ ン パ ク 質 に 対 す る 直 接作 用 に つ い

て 検討 し た ，P−9p の 基質 と し．て 知 られ る azidopin ¢ と

P−gp の 結合に 対 する 9 の 作用 を KB −C2 株か ら調 製 し

た膜 小 胞 を 用 い て 検 討 し た ．Fig．8 に 示 す よ う に，

［
3H

］　a‘　zki　opine に よ っ て 標 識 さ れ る 170　kDa の P−gp の

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 mpl

・ ・ 妬 単

AcO 2
篇 H2
； X

VCR ＝ vincristine

　 　 　 　 − KB ．CV60 →

　　　　　GSH 　　　GSH （＋ ）KB −C2
　　　　　（2mM ） ＋ VCR （μM ）

コMRP ・

Fig，1〔〕．　Photolabeling　ofMRP ］by　photoaMnity　probe 且6

バ ン ドが，9の 存在下で は用 量 依存的 に減弱し，9は P−gp
の 基質 結 合 部 位 に 直接結合 し て い る こ とが 示唆 さ れ た ．

ま た，KB −cV60 株 か ら調製した反転膜小 胞 を用 いて ，

MRPI を介 した 薬物 輸 送 に 対す る 9 の 作 用 を 調 べ た．

Arp お よ び 9 の 存 在
．
Fで MRPI の 基質 「

コH］DNP −SG

を 添 加 し，反 転 膜 小 胞 内 に輸 送 され た ［
3HPNP −SG 量

を測定 した，そ の 結 果 9 は 用 最依存的 に DNP −SG 輸

送量を 減 少 さ せ た （Fig，9）．こ れ らの 結果か ら，9 は 薬

剤排出膜タ ン パ ク 質 に 直接 作 用 して そ の 機能 を 阻害す

る も の と 考え られ た
” ）．

　また，9 か ら誘導 した 各種誘導体，さ ら に 天 然 か ら 得

られ た 類 縁 体 の 耐 性 克服 作用 を 検 討 した 結果，9 の 水酸

墓 も し く は a、　cetyl 基 の それ ぞ れ が 活 性 発 現 に は 重 要

で ，それ らを一・
つ で も失 う と，そ の 耐 性 克服作用が 減

弱する こ とが 明 ら か に な っ た
ゆ ．

Agosterol　A　photoaffinity 　probe を用 いた MRPIの 機

能解 析

　　Agosterol　A （9）が MRPI に 対 して 強 い 阻害作用を

（255）
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Fig．1］．GSH −dependent　photolubelingofMRP　I　mutant 　by　photoafiinity　probe　16

示 す こ とか ら，9 の 光親和性放射性標識体 16 お よ び

17 を 合 成 し，MRP1 の 標識 を 試 み た．そ の 結 果 ，　 ll 位

に 光親和性補助基 を 結合 させ た 16 は，P−gp お よ び

MRPI を特 峩 的 に 標識す る こ とが で き，さ らに 16 と

MRP ］ の 結 合に は MRPI の 基 質輸送 に重 要 な 役 割 を持

つ グル タチ オ ン （GSH ）が 必須 で あ る こ とが 明 らか に な

っ た（Fig．10）
］s｝．また，16 と MRPI の 結 合が vincristinc

や doxorubicinに よ っ て 阻 害 さ れ る こ と か ら，9 の

MRPI に お け る結 合 部 位 は 薬 物 結 合 部位 と 同
一

で あ る

こ とが 示 唆 さ れ た ．一
方 ，22 位 に光親和性光親和性補

助 基 を結 合 させ た 17 は P −gp お よ び MRPI を標識す

る こ とが で きな か っ た ．

　 さ ら に，MRPI の mutant タ ン パ ク を 発現 させ ，ラ ベ

ル 実 験 を 行 っ た．す な わ ち，N 末端 側 の 膜 貫 通 領 域

TMD   を 持た な い mutant 〔LO △ MRP ）と TMDO に 加 え て

リ ン カ
ーLO も持た な い mutant （△MRP ）を 用 い て ラ ベ ル

化を行 っ た と こ ろ ，LO △ MRP の み が GSH 依存的 に ラ

．
ベ ル 化 され た こ とか ら，リン カ

ーLO が MRPI に お ける

GSH 依存性の 基質輸送 に 必 須 で あ り，　 MRP1 に お け る

GSH の 作用部位 で あ る と考 え られ た
lx） ．また，ラ ベ

ル 化 した MRPI を トリ プシ ン処理 す る と，標識は TMD2

以 降 の C 末 端 側 に 残 る
．・

方 ，MRPI の 1296 番 目か ら C

末端ま で を 除 い た MRPIt ．L？9fiは，　 GSH 依存的 に 16 に

よ っ て ラ ベ ル 化 され た こ とか ら，NBD2 含む 1296 番目

以 降の C 末端 部分 は MRPI と基質 の 結合 に は 必 要 な く，

基質結合部位 は TMD2 に 存 在 する 了11能性が 示 唆 さ れ た。

さ ら に ，TMD2 に 存 在 す る ア ル ギ ニ ン 残基 の point

mutant 　R 　1222M が トラ ン ス ポート活性 を 保 持 して い た

の に 対 して R1249A は トラ ン ス ポ
ート活性 を ほ と ん ど

失 っ て お り，16 に よ っ て ラベ ル 化 も され な か っ た こ と

か ら，TMD2 に存 在 す る 1249番目の ア ルギニ ン が 基 質

結合 部位 の 形 成 に 重 要で あ る こ と が 明 ら か に な っ た
tg）．
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