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緒 言 

 
生体の健常状態か疾病状態かは、生命の鍵となるシグナル伝達が正常か異常かに作用される場合が多々ある。たとえ

ば発生・分化で重要なシグナルがコンポーネントの変異等によりひとたび異常亢進するとがんに繋がる。本研究では生

死のバランスを保っている重要シグナル（ヘッジホッグ（Hh）シグナル、Notch-Hes シグナル、ウィント（Wnt）シ

グナル等、以下、生死の天秤シグナルと呼ぶ）を標的とし、その効果的モジュレーターを研究室独自の植物、放線菌エ

キスライブラリーおよび千葉化合物ライブラリーから見いだすことを目的とする。その手法としては、我々が近年構築

し提唱してきた「タンパク質ビーズ」を用いる「標的タンパク質指向型単離法」および独自に構築した細胞レポーター

アッセイを用いることとした。得られた化合物のがん細胞、神経幹細胞に及ぼす影響を精査し、新規な医薬リード候補

を創出することを最終目標とする。 
「標的タンパク質指向型単離法」は、リガンドフィッシングとも呼ばれる。2005 年に半田らがラテックスビーズに

FK506-binding protein（FKBP）を担持し、Streptomyces tsukubaensisの培養エキスよりFK506のHPLCでの同

定に成功している［1］。この後、我々のグループは磁気ビーズにビタミンD受容体を担持し、タイ産植物Limnocharis 
flava からビタミン D 受容体に結合する天然物を見いだし、実際に HPLC のピーク情報を用いて実際に天然物の単離

に成功した［2］。これは、「標的タンパク質指向型単離法」を用いて実際に天然物を単離した初めての例となった。我々

はその後も、神経幹細胞の分化を抑制しているhairy and enhancer of split 1（Hes1）担持ビーズを作製し、Hes1に

結合し、その活性を阻害し、神経幹細胞の分化を活性化する天然物を見いだした［3～5］。今回、我々は、生死の天秤

シグナルの一つであるヘッジホッグ（Hh）シグナルの阻害剤を見いだすことを目的とし、その転写因子であるglioma-
associated oncogene（GLI1）を担持したGLI1ビーズを用いて、GLI1を直接的に阻害する天然物を探索した［6］。 

 
 

図1．標的タンパク質指向型天然物単離法 
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方法および結果 

 
1． GLI1ビーズを用いる標的タンパク質指向型天然物単離法の構築と、Hhシグナル阻害剤の単離 
 Hhシグナルは生体内において、細胞の分化や幹細胞の維持等に重要なシグナルであるが、異常亢進すると種々のが

んの発生に寄与することが報告されている。そのため、がんの新しい治療薬としてHhシグナル阻害剤は注目されてい

る。そこで今回、シグナルの最下流に位置する転写因子GLI1 に着目し、GLI1 に直接作用するHh シグナル阻害剤を

天然物から見いだすことを計画した（図 2）。GLI1 のDNA に結合する部分（5 つのZn フィンガードメイン）を含む

部分タンパク質を glutathione S-transferase（GST）融合タンパク質として大腸菌から発現・精製し、GST の基質で

あるglutathioneをビーズの表面に有するglutathione sepharose 4B beads（GE Healthcare）に保持させ、GLI1担

持ビーズを作製した。当研究室保有のタイ・バングラデシュ植物エキスライブラリーのMeOHエキスと4度2時間の

間混合し、GLI1 に結合しなかった天然物を洗浄した後、GLI1に結合した天然物をEtOHを加えることで溶出させ、

HPLCによりそのリテンションタイムの情報を得た。コントロールにはGSTビーズを用いた。その結果、バングラデ

シュ産植物のFlemingia congesta のエキスがヒットした。HPLC のピークをもとに、カルコン型天然物を 5 種（1～
5）の単離に成功した。GLI1による転写活性を、GLI1結合サイトをプロモーター部に持ち、下流にルシフェラーゼの

遺伝子があるDNAを安定発現させたアッセイ系により確認したところ、全ての化合物がHh阻害活性を示した。化合

物1～5の阻害活性（IC50）はそれぞれ、9.1、5.8、14.2、7.2、9.2μMであった。 

 
図2．GLI1ビーズを用いた標的タンパク質指向型天然物単離によるHh阻害剤の探索 

 
そのうち活性が最も強かった化合物2に着目し、実際にGLI1タンパク質と結合するかをCDスペクトルを用いて確

認した。化合物がタンパク質に結合すると構造変化を起こし、特にα-helix部のCDパターンに変化が現れることが知

られている。今回もCD パターンの変化が濃度依存的に認められ、Kd 値 7.7μM でGLI1 タンパク質とに結合するこ

とが明らかとなった。また、ドッキングシュミレーションにて検討したところ、ケトン部がGLI1タンパク質350番目

のリジンと、またフェノール水酸基が375番目のアスパラギン酸と水素結合することが示唆された。キラルカラムにて

両光学異性体を分離したが、興味深いことに、光学異性体はどちらも同等のHhシグナル阻害活性を示した。 
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2． Hhシグナル阻害剤2のがん細胞への効果およびがん幹細胞抑制作用 
また、Hh シグナルが異常亢進しているヒト前立腺がん細胞 DU145、ヒト膵臓がん細胞 PANC1、ヒト肝がん細胞

Huh7 に対して、化合物 2 は細胞毒性を示した。IC50はそれぞれ，9.4、9.0、6.9μM であった（図 3）。残念ながら本

化合物は正常細胞であるC3H10T1/2にも毒性を示した。 

図3．化合物2の種々がん細胞に対する細胞毒性 
 
 そのうち、ヒト肝がん細胞Huh7において、Hh関連遺伝子の転写への影響をWestern blottingで確認したところ、

予想どおり Hh 関連タンパク質で抗アポトーシスタンパク質 BCL2、Hh タンパク質の受容体 PTCH、および B cell-
specific Moloney murine leukemia virus insertion region 1（BMI1）のタンパク質量を減少させた（図4）。そのうち、

BMI1の減少に着目した。BMI1はポリコーム抑制複合体の構成タンパク質の一つで、エピジェネティックコントロー

ルにより、クロマチンの凝集を引き起こし、がん職制遺伝子 Ink4a／ARF の発現を抑制し、結果としてがんのがん幹

細胞性を上げている。そこで、化合物2ががん幹細胞性を減少させることができるか検討することにした。 
 

 
図4．化合物2はHh関連タンパク質を減少させた 

 
 がん幹細胞は、その自己増幅能により、足場が弱い培養条件でも増殖し細胞塊（スフェア）を形成することが知られ

ている。そこで，Huh7細胞を用いて化合物2の効果を検討した（図5）。化合物2は4.0μMにて顕著にスフェア形成

を抑制し、10μMでは50μm以上のスフェアは全く観察されなくなった。このように化合物2はHuh7のがん幹細胞

性を顕著に減少させた。 
 また，フローサイトメトリーを用いて、Huh7細胞のがん幹細胞マーカーへの化合物2の影響を検討した。その結果、

がん幹細胞マーカーの一つEpithelial cell adhesion molecule（EpCAM）を91.4 %（コントロール）から、51.6 %（化

合物2 25μM）まで激減させることが明らかとなった。 
 さらに、化合物2がGLI1とDNAとの結合を阻害するかをゲルシフトアッセイを用いて検討を行った。化合物2は、

50μMにてGLI1とDNAとの結合を阻害することが明らかとなった。 
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図5．化合物2によるがん幹細胞性の抑制効果 

 
考 察 

 
このように今回、Hh シグナル阻害剤の探索方法として転写因子GLI1 担持ビーズを用いる「標的タンパク質指向型

天然物単離法」を開発し、5種の天然物の単離に成功した。そのうち化合物2 はGLI1に結合しGLI1のDNAとの結

合を阻害し、Hhシグナル転写活性を IC50 5.8μMで阻害した。さらに化合物2はHhシグナルが亢進しているヒト肝

がん細胞Huh7のがん幹細胞性を減少させることが明らかとなった。 
 Hhシグナルの異常はしばしば上流のタンパク質SMOの変異によって起こる。しかしながら、ほとんどの開発された

Hhシグナル阻害剤はSMOのアンタゴニストである。GLI1は本シグナル伝達の最下流であるため、SMOが変異してい

るがんにも効果的であり、その阻害剤開発は大変渇望されている。今回、GLI1ビーズを用いることにより、GLI1とDNA
の複合体形成を阻害する化合物を効率よく見いだせた。この方法により、より効果的なHhシグナル阻害剤を見いだす

一手法になったと考えている。また、このように転写因子ビーズを用いることで、他の生死の天秤シグナルにおいても、

効果的な阻害剤を見いだせると考えている。 
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