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研究成果の概要（和文）：アメフラシ由来の発がん促進物質であるアプリシアトキシン (ATX) の単純化により開発し
た新規抗がん剤リード・Aplog-1の構造最適化を行った結果，10位にメチル基を導入した10-Me-Aplog-1が，ATXのもつ
副作用（発がん促進ならびに炎症作用）をほとんど示すことなく，ATXよりも約2倍高いがん細胞増殖抑制活性を有する
ことを明らかにした．続いて，10-Me-Aplog-1を数百ミリグラムレベルで大量合成し，移植がんマウスモデルにおいて
抗がん活性を示すことを確認するとともに，その増殖抑制活性の一部が，プロテインキナーゼＣαの活性化によっても
たらされていることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Protein kinase C (PKC) isozymes play central roles in the signal transduction on 
the cell surface and could serve as promising therapeutic targets of intractable diseases like cancer and 
Alzheimer's disease. Although natural PKC ligands like phorbol esters have the potential to become 
therapeutic leads, most of them are potent tumor promoters and proinflammatory on mouse skin. We focused 
on the skeleton of aplysiatoxin (ATX), a natural PKC ligand isolated from sea hare. We found 
10-methyl-aplog-1, a simplified analog of ATX, to have strong anti-proliferative activity against several 
cancer cell lines with little tumor-promoting and inflammatory activities. In order to examine the 
anti-cancer activity in vivo and mechanism of action, several hundred milligrams of 10-methyl-aplog-1 was 
synthesized. 10-Methyl-aplog-1 exhibited significant anti-cancer activity against mouse xenograft models, 
and its anti-proliferative activity derived in part from activation of protein kinase C α.

研究分野：生物有機化学

キーワード： アプリシアトキシン　アプログ　ブリオスタチン　がん細胞増殖抑制　プロテインキナーゼＣ　ホルボ
ールエステル　発がんプロモーター
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１．研究開始当初の背景 
Bryostatin 1 (Bryo-1, 図１) は，海洋生物

Bugula neritina から単離された大環状ラクト
ンである（Pettit, G. R. et al., J. Am. Chem. Soc. 
1982, 104, 6846）．本化合物は，米国での第二
相臨床試験（Phase II）において肺がんや白血
病などに有効である一方で，主な副作用は筋

肉痛のみであったことから，次世代の抗がん

剤として大きな期待が寄せられている．この

ような背景から，Bryo-1の各種活性ならびに
臨床試験データの蓄積が求められているが，

本化合物の天然からの単離収率は 10–4~10–7 %
ときわめて低く，全合成においても多段階を

必要とすることから，Bryo-1を十分量供給す
ることは困難である．この問題を解決するた

め，B. neritina の大量養殖や合成ルートの改
良，生合成遺伝子の単離が試みられているが，

根本的な解決には至っていない． 
Bryo-1の抗がん作用は，細胞内情報伝達の

鍵酵素であるプロテインキナーゼ C（PKC）
アイソザイムの一種・PKCδ の活性化を介し
ていることが指摘されている．Bryo-1が天然
の発がん促進物質と同様に，PKCδ を強力に
活性化するにもかかわらず，発がん促進作用

を示さず，抗がん作用を示す理由については，

PKCδ の細胞内局在性の差異やプロテアーゼ
による分解からの保護作用など複数の仮説

がこれまでに提示されている．しかしながら，

その詳細な機構は不明のままである． 

 
図 1	  Bryo-1, ATXおよび Aplog-1の構造 

 
２．研究の目的 
本研究代表者らは，天然の発がん促進物質

の一つであり，強力な PKC リガンドである
aplysiatoxin（ATX）の単純化アナログ（Aplog-1, 
図 1）が，発がん促進活性などの副作用をほ
とんど示すことなく，Bryo-1に匹敵するがん
細胞増殖抑制活性を有することを見いだし

た（Nakagawa, Y. et al., J. Am. Chem. Soc. 2009, 
131, 7573; Irie, K. et al., Med. Res. Rev. 2012, 32, 
518; Irie, K. and Yanagita, R. C., Chem. Rec. 
2014, 14, 251）．本研究では，Aplog-1をリー
ドとして様々な構造修飾を行なうことによ

り，合成が容易で化学的に安定な Bryo-1等価
体を開発する．続いて，本アナログを数百ミ

リグラムスケールで大量合成し，in vivoでの
抗がん活性を評価するとともに，本新学術領

域内の班員と連携して，PKCアイソザイムを
介したがん細胞増殖抑制機構を明らかにす

る．さらに本アナログを分子プローブ化して，

PKC アイソザイム以外の標的タンパク質の
同定も試みる． 

 
３．研究の方法 
まず，Aplog-1 の側鎖芳香環上に様々な置

換基を系統的に導入する．また，Aplog-1 の
PKC アイソザイムに対する結合において重
要な役割を果たしていると考えられるスピ

ロケタール部位に，ATXの単純化によって取
り除いた不斉メチル基を系統的に導入する．

続いて，これらの Aplog-1アナログの PKCア
イソザイムへの結合能，各種がん細胞増殖抑

制活性，ならびに副作用である発がん促進活

性と炎症作用をマウスで評価し，Bryo-1の代
替薬となりうる最適なアナログを選定する．

PKCアイソザイムへの結合能は，本研究代表
者らが開発した PKCアイソザイム C1ペプチ
ドと [3H]phorbol 12,13-dibutyrate を用いて行
う（Irie, K. et al., J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 
9159）．また，各種がん細胞増殖抑制活性の
評価は，新学術領域研究・化学療法基盤支援

活動に依頼する． 
この最適化アナログを数百ミリグラムス

ケールで合成するため，合成方法を再検討し，

それに基づいて大量合成を行う．また，本ア

ナログの in vivoでの抗がん活性を，各種移植
がんを担持したモデルマウスを用いて行う

（がん研究会・旦 真吾博士との共同研究）．
続いて，Aplog-1 の最適化アナログの作用機
構を解析するため，Aplog-1 に感受性の高い
がん細胞株において発現している PKC アイ
ソザイムの定量をウェスタンブロッティン

グ法で行うとともに，各アイソザイムを

siRNAでノックダウンすることによって，こ
の最適化アナログのがん細胞増殖抑制活性

に寄与する PKCアイソザイムを同定する．さ
らに，PKC以外の標的タンパク質の同定を行
うため，この最適化アナログの側鎖芳香環に

ビオチン残基を導入した分子プローブを合

成し，がん細胞抽出液と反応後，半田磁性ビ

ーズで釣り上げ，質量分析法により標的タン

パク質を同定する． 
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４．研究成果	

(1) Aplog-1 の側鎖芳香環における構造—活性
相関 

ATX の側鎖芳香環の臭素原子は発がんの
促進活性に重要な役割を果たしていること

から，Aplog-1 のベンゼン環に各種置換基を
導入することにより分子疎水性度（log P）を
変化させた誘導体を系統的に合成し，がん細

胞増殖抑制活性に最適な芳香環部分の置換

基ならびに疎水性度を調べた．得られた各種

誘導体のがん細胞増殖抑制活性は，矢守らが

確立した 39 種類のヒトがん細胞パネルを用
いた試験で評価し，各化合物の log Pは HPLC
法により実測した（Kamachi, H. et al., Bioorg. 
Med. Chem. 2013, 21, 2695）． 

39種類のヒトがん細胞に対する Aplog-1誘
導体 10 種の 50%増殖阻害濃度の平均値
（MG-MID）の逆数の対数値と log P につい
て二次回帰式を求めたところ，高い相関が得

られ（r = 0.95），がん細胞増殖抑制活性に最
適な log Pは 4.0 ~ 4.5であることが示唆され
た．また，これらの誘導体の発がん促進活性

ならびに炎症作用は DAT と比べて非常に弱
く，疎水性度との相関も見られなかった．さ

らに，芳香環上の置換基の立体要求性が厳密

でないことも明らかになった．これらの知見

は，側鎖構造を大幅に改変した誘導体の開発

や作用機構解析に用いる分子プローブを設

計するためのリンカーの導入位置を検討す

る上で有用である．一方で，Aplog 類の芳香
環部位を自在に改変可能な新しい合成経路

も確立した (Shu, Y. et al., Heterocycles 2012, 
86, 281)． 
 
(2) Aplog-1のスピロケタール部位の構造最適
化 

Aplog-1 のスピロケタール部位のメチル基
が，PKCへの結合能において重要な役割を果
たしていると推定されたので，スピロケター

ル部位に ATXと同じ立体配置のメチル基（4, 
10, 12位）を系統的に導入した誘導体を合成
し，それらの各種生物活性を評価した

（ Nakagawa, Y. et al., Biosci. Biotechnol. 
Biochem. 2011, 75, 1167; Irie, K. et al., Pure 
Appl. Chem. 2012, 84, 1341; Kikumori, M. et al., 
J. Med. Chem. 2012, 55, 5614; Kikumori, M. et 
al., Biosci. Biotechnol. Biochem. 2016, 80, 221）．
その結果，10-Me-Aplog-1 及び 10,12-diMe- 

Aplog-1 の PKCδ に対する結合能は Aplog-1
の 10 倍以上であり，ATX ならびにその脱ブ
ロモ体である debromoaplysiatoxin（DAT）の
結合能とほぼ同等であった．これらのがん細

胞増殖抑制活性を 39 種類のヒトがん細胞株
を用いて評価したところ，Aplog 類に感受性
の高い 10 種類のがん細胞株において Bryo-1
よりも 10倍以上高い増殖抑制活性を示した．
特に 10,12-diMe-Aplog-1 の増殖抑制活性は，
DATよりも数倍高かった．一方，これらの化
合物の in vivo における発がん促進活性をマ
ウス皮膚二段階発がんモデルで評価したと

ころ，DATが発がん促進活性を示す量の 5倍
量を塗布しても腫瘍は発生しなかった．さら

にこれらは，マウス耳における炎症作用もほ

とんど示さなかった（特願 2012-092842, 
PTC/JP2013/061333）．以上より 10-Me-Aplog-1
ならびに 10,12-diMe-Aplog-1は，「マスターキ
ー」である DAT のがん細胞増殖抑制活性を
保持したまま，発がん促進活性および炎症作

用を除去した「スペシャルキー」と考えられ，

新規抗がん剤シーズになる可能性がある． 
 

図 2	 Aplysiatoxinの単純化による新規抗がん剤シ
ーズの設計 

 

(3) 10-Me-Aplog-1の大量合成と in vivoでの抗
がん活性 

10-Me-Aplog-1 の抗がん剤シーズとしての
有用性が示唆されたので，本化合物の大量合

成を行った．当初の 10-Me-Aplog-1 の合成経
路において，保護基を用いない反応条件の確

立などにより，28 段階の反応を 23 段階まで
短縮することができ，数百 mg スケールの合
成に成功した（Kikumori, M. et al., Tetrahedron 
2014, 70, 9776）．Aplog 類に感受性の高い
NCI-H460, HCC2998, HBC-4の 3細胞株をヌ
ードマウスに移植し，10-Me-Aplog-1 を 5 
mg/kg，1回腹腔内投与したところ，いずれの
がん細胞株に対しても有意な増殖抑制が認

められた． 
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図 3	 10-Me-Aplog-1の大量合成 

 
(4) 10-Me-Aplog-1のがん細胞増殖抑制機構の
解析 

10-Me-Aplog-1の主たる標的は PKCアイソ
ザイムと予想されたので，PKCアイソザイム
を活性化しないネガティブコントロールと

なる Aplog-1 誘導体を複数合成し，がん細胞
増殖抑制活性を評価した（Hanaki, Y. et al., 
Tetrahedron 2013, 69, 7636; Hanaki, Y. et al., 
Biosci. Biotechnol. Biochem. 2015, 79, 888）．そ
の結果，39 種類のがん細胞株のうち，10 種
類のがん細胞株が Aplog類に感受性が高いこ
とが判明し，これらの細胞株においては PKC
アイソザイムに対する結合能と増殖抑制活

性との間に相関が認められた． 
そこで，感受性の高いがん細胞株のうち肺

がん由来の A549 細胞を選び，発現している
すべての PKC アイソザイムをウェスタンブ
ロッティングによって定量した．その結果，

A549 細胞には主として PKCα ならびに

PKCδ が発現していることが判明した．複数

の PKC阻害剤（Gö6976, 6983）存在下で A549
細胞に対する 10-Me-Aplog-1 の細胞毒性が抑
制されたことから，これらのアイソザイムの

活性化が増殖抑制に関与していることが明

らかになった．続いて，PKCα ならびに PKCδ 

の発現を siRNA でそれぞれノックダウンし
たところ，PKCα をノックダウンした時のみ，

10-Me-Aplog-1 の増殖抑制活性が有意かつ顕
著に低下した．これより，10-Me-Aplog-1 の
A549 細胞に対する増殖抑制は，主として

PKCα を介していることが示唆された．これ
まで，Bryo-1 によるがん細胞増殖抑制は，
PKCδ を介したアポトーシスによるものと考

えられてきた．従って，10-Me-aplog-1による
がん細胞増殖抑制に PKCα が関与している
事実は興味深い．PKCα の活性化はその下流
で p21 を誘導することが知られている．p21
はサイクリンを阻害することにより，細胞周

期が G1 期で停止し，その結果，細胞増殖抑
制が引き起こされるものと考えられる．  
さらに，PKC以外の標的の存在も考えられ

たため，10-Me-Aplog-1 のビオチン標識体を
合成し，A549 細胞抽出液とインキュベート
することによって，結合タンパク質を複数見

いだしている．しかしながら，Aplog 類の増
殖抑制活性と相関する標的タンパク質の同

定には至っていない． 

【国内外での成果の位置づけ】 
天然 PKC リガンドを抗がん剤シーズとし

て応用する研究は，国内外で数多くなされて

きている．副作用の少ないものとして特に有

望なものは，スタンフォード大学の Wender
らの Bryo-1単純化アナログである．本研究で
は Bryo-1よりも構造が簡単な ATXを単純化
することにより，ATXの副作用を抑えた新規
抗がん剤シーズ・10-Me-Aplog-1 の開発に成
功した． 

【今後の課題・展望】 
本研究によって，Bryo-1に匹敵する新規抗

がん剤シーズを開発することができた．また

本化合物の大量合成を行い，メカニズム解析

に必要な量を確保し，その標的の一つとして

PKCα を同定することもできた．今後，Aplog
類に感受性の高いすべてのがん細胞株につ

いて標的同定を行い，これらの細胞株におけ

る増殖抑制がPKCα の活性化で説明できるの

かどうか，別のアイソザイムが関与している

のか，あるいは PKC以外の標的が存在するの
かなど，作用機構を詳細に検討する必要があ

る．一方，10-Me-Aplog-1 の更なる構造最適
化も必須である．特に 3位のデオキシ体の合
成には工程数がかかりすぎるので，ATXのよ
うな 3位アセタール型のアナログの開発を検
討することが望まれる．Aplog 類によるがん
細胞増殖抑制機構が解明され，最適な化合物

が大量合成できれば，臨床試験に進める可能

性は十分あると考えている． 
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