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序論 

 

植物には二次代謝産物として多様な低分子化合物が含まれており、それらの植物は古来

より経験的に伝承医薬として活用されている 1–4)。植物から抽出される天然化合物（フィト

ケミカル）には、アルカロイド、カロテノイド、含窒素化合物、有機硫黄化合物、ポリフェ

ノール類などがある。これらの多くは、抗菌、抗ウイルス、抗酸化、抗炎症、抗腫瘍等の多

様な生理活性を示すことが確認されており、種々の疾患の予防や治療に有効な生理活性を

有することが知られている 5, 6)。中でも抗腫瘍活性を有するフィトケミカルについて、多様

な化合物が様々ながん細胞に対して有効であることが報告されている。例えば、フェノール

性化合物のレスベラトロールは、大腸がんや骨髄性およびリンパ性のがんなど多くのがん

に効果的であると報告されている 7, 8)。また、フェノール性化合物、特にポリフェノールと

して分類されるクルクミンは前立腺がん細胞でアポトーシスやオートファジーを誘導する

ことが知られている 9)。さらに、アポトーシス活性を有する天然化合物やその誘導体は、白

血病細胞の化学療法に対する抵抗性を低減するための多剤併用薬物として用いられること

がある 6,10)。 

アメリカ食品医薬品局（FDA）によると 1940 年代から 2014 年末までにがん治療の分野

で医薬品として認可された 175 個の低分子化合物のうち、49％にあたる 85 個が天然物また

はそれらの誘導体であり 11)、現在も医薬品のシードやリード化合物の多くが天然物から探

索されていることを示している。植物由来の化学物質がリード化合物となり、抗がん化学療

法剤として開発されたものとして、イチイ科西洋イチイ（Taxus baccata）由来のパクリタ

キセル（タキソール）12, 13)、ヌマミズキ科カレンボク（Camptotheca acuminata）由来の

カンプトテシン 14)、シクンシ科アフリカブッシュウィロウ（Combretum caffrum）由来の

コンブレタスタチン 15)、メギ科アメリカハッカクレン（Podophyllum peltatum）由来のエ

ピポドフィロトキシン 16, 17)、キョウチクトウ科ニチニチソウ（Catharanthus roseus：旧名

Vinca roseus）由来のビンカアルカロイド 18)などがあり、現在、がんの薬物療法において臨

床上重要な役割を果たしている 19–21)。 

ニチニチソウから単離されたビンカアルカロイドのビンブラスチンやビンクリスチンは

いずれも細胞周期の M 期における微小管の形成を阻害することで細胞死を誘導する 22)。ま

た、西洋イチイから単離されたジテルペノイドのパクリタキセルは、微小管の脱重合を阻害

することで細胞分裂が阻害され細胞周期が M 期で停止する 14)。さらに、カンプトテシンや

その誘導体のイリノテカンはトポイソメラーゼ I 阻害薬で、DNA 切断後の再結合を阻害す

ることで細胞周期の S期からG2初期で細胞周期が停止し、アポトーシスを引き起こす 23)。

エピポドフィロトキシンから半合成されたエトポシドはトポイソメラーゼ II 阻害薬である

24)。トポイソメラーゼ II は姉妹染色分体の脱連環（G2 期）に関与しているため、エトポシ

ドはDNA切断後の再結合を阻害することによりG2期で細胞周期を停止させてアポトーシ
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スを引き起こす 25)。このように植物由来の化合物やそれをリード化合物として多くの抗が

ん剤が見出されている 26, 27)。 

フィトケミカルの中で、ポリフェノール類は植物中で最も広範に存在する物質の一つで

ある（Fig. 1）。ポリフェノールのうち、イソフラボン類は、抗腫瘍、抗菌、抗ウイルス、エ

ストロゲン様などの生理活性を有するものが多く 28–36)、マメ科（Leguminosae）植物が天

然からの主要な供給源である 37)。これまでにマメ科植物のドクフジ（Millettia taiwaniana 

Hayata ）から単離されたイソフラボノイドの furowanin-A 、 warangalone 、

isoerysenegalensein-E は、ヒト白血病細胞株の HL-60 細胞に対してアポトーシス誘導作

用を示すことが報告されている 38)。同じくマメ科植物のボリビアデイゴ（Erythrina 

poeppigiana）は、南アメリカ、アフリカ、アジアに分布する大木で、日本では沖縄県で観

賞植物としても植えられている。これまでの研究でボリビアデイゴはアリルベンゾフラン、

シンナミルフェノール、イソフラバノン、イソフラボン、イソフラベンそして、プテロカル

パンを含むフェノール性の二次代謝物に富んでいることが報告されている 39–42)。Tanakaら

やその他のグループによる研究から、これらのフェノール性化合物のいくつかはヒト免疫

不全ウイルス-1 の複製阻害などの抗ウイルス活性 43)、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌

（MRSA）や Candida albicans に対する抗菌活性 44, 45)、また estrogen 受容体に対する結

合活性を有することなどが明らかにされている 46, 47)。 

筆者らは抗腫瘍活性を有する新規のフィトケミカルを探索する目的で、まず細胞内のグ

リオキサラーゼ経路に着目した。がん細胞は、増殖速度が大きいことから、酸素と栄養が不

足し、細胞内は嫌気的環境になりがちである。そのためがん細胞はそのエネルギー（ATP）

産生を嫌気的な経路である解糖系に大きく依存していることが知られている 48)。さらに、

がん細胞は嫌気的条件下だけでなく、好気的条件下でもエネルギー産生を解糖系に依存し

ており、この効果は Warburg 効果とよばれている 48)。がん細胞は活発な細胞増殖に必要な

核酸合成を行うため、核酸の構成成分であるリボースの合成のためにペントースリン酸回

路の活性が高いことも解糖系を促進させるもう一つの要因である。しかし一方、解糖系はそ

の副産物として C3 化合物であるメチルグリオキサール（MG）を産生する。MG は、分子

内にアルデヒド基とケトン基を持つために反応性が高く、タンパク質や脂質、核酸などと反

応して共有結合性の付加物を形成し、細胞毒性を発現する。細胞内にはこの毒性の高い MG

を解毒するため、グリオキサラーゼ系とよばれる解毒経路が存在している 49, 50)。がん細胞

のように解糖系が亢進する条件下では MG 産生も亢進することから、いくつかのがん細胞

ではこれを無毒化するためにグリオキサラーゼ経路が活性化し、その律速酵素であるグリ

オキサラーゼ I（GLO I）の活性が亢進していることが多い。このことから、GLO I を阻害

すれば腫瘍細胞内にアポトーシス誘導活性を有する MG が蓄積し、腫瘍形成が抑制される

ことから、GLO I 阻害剤の開発はがんの薬物療法に有用であると考えられる 51)。 

そこで本研究では、まず初めにマメ科植物のボリビアデイゴから種々のイソフラボン化

合物を単離精製し、ヒト GLO I 酵素活性に対する阻害活性ならびにヒト白血病細胞株 HL-
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60 に対する細胞増殖阻害活性について検討した。その結果、プレニル基を有するイソフラ

ボンは、GLO I に対する阻害活性および HL-60 細胞に対する細胞増殖阻害活性が強いこと

を見出した。特に、プレニル基を二つ有する isolupalbigenin は調べたイソフラボンの中で

最も強い GLO I 阻害活性を示し、HL-60 細胞に対する細胞増殖阻害活性も強かった。さら

に、この研究を進める過程で、単離したイソフラボンの 1 種 erypoegin K（エリポエギン

K）は GLO I の阻害活性は弱いものの、GLO I とは異なる作用点をもち、かつ HL-60 細胞

に対して極めて強力な抗腫瘍活性を有することを見出した。本論文の第一章、第二章では、

GLO I 阻害活性を有するイソフラボンについて記載し、第三章から第五章では erypoegin 

K に関する研究について記載する。 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Classification of phytochemicals (cited from ref.1)  
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第一章 

ボリビアデイゴ樹皮から各種イソフラボンの単離とヒトグリオキサラーゼＩに対する阻害

活性 

 

第一節 緒言 

細胞のエネルギー産生系の一つである解糖系は C6 化合物であるグルコースを出発材料

として、C3 化合物のピルビン酸に分解する経路である。この解糖系では、1 モルのグルコ

ースがグリセルアルデヒド 3-リン酸とジヒドロキシアセトンリン酸に開裂する。ジヒドロ

キシアセトンリン酸はグリセルアルデヒド 3-リン酸と平衡状態にあるが、ジヒドロキシア

セトンリン酸の一部は解糖系の副産物として同じく C3 化合物であるメチルグリオキサー

ル（MG）に変換される。MG は分子内にアルデヒド基とケトン基をもつジカルボニル化合

物で反応性が非常に高く、強い細胞毒性を有することから、生体には MG を分解するため、

グリオキサラーゼ経路と呼ばれる解毒経路が存在する（Fig. 1-1）49, 50)。グリオキサラーゼ

I（EC 4. 4. 1. 5: GLO I）は MG と還元型グルタチオンから非酵素的に生成されたヘミメル

カプタールを S-D-ラクトイルグルタチオンに変換し、次いで S-D-ラクトイルグルタチオン

はグリオキサラーゼ II（GLO II）により D-乳酸に変換される 49)。D-乳酸は乳酸ラセマーゼ

によって L-乳酸に変換され、解糖系に戻る。この GLO I と GLO II からなるグリオキサラ

ーゼ系は、ほとんどすべての組織の細胞内に存在している。MG は、タンパク質や脂質、核

酸などと反応することによって多くの細胞機能に影響を与えるだけでなく、強い細胞毒性

によって、アポトーシスを引き起こすことが知られている 50)。 

がん細胞は嫌気的条件下だけでなく、好気的条件下でもエネルギー産生を解糖系に依存

していることが知られており、Warburg 効果とよばれる 48)。がん細胞は細胞分裂が盛んで

それに伴い活発な核酸合成を行う。核酸の構成成分であるリボースの合成のためにペント

ースリン酸回路が亢進している。その結果、がん細胞においてはより解糖系が亢進し、MG

産生も盛んになるため、多くのがん細胞ではこれを無毒化するために GLO I の活性が亢進

すると考えられる。事実、これまでに乳がん 52)、大腸がん 53)、肺がん 54)を含む多くのヒト

の悪性腫瘍細胞で GLO I の発現上昇や酵素活性の上昇が報告されている。また、GLO I は

がん細胞の抗がん剤に対する抵抗性を誘導したり 55, 56)、胃がん組織において、GLO I の高

発現は腫瘍の進行や病気のステージの進行とかかわりのあることなどが報告されている 57)。

これらのことから、GLO I 阻害剤は、腫瘍細胞において MG の蓄積を介して腫瘍形成を抑

制するために有用なものであると期待される。これまでに myricetin、quercetin や luteolin

などの天然フラボノイドは組換え型ヒト GLO I を有効に阻害すること、それらのフラボノ

イドによる酵素阻害活性の構造的基盤はフラボノイドの C-4 位カルボニル基と C-5 位ヒド

ロキシ基からなる構造がMGと GLO I との酵素反応中間体の遷移構造と類似していること

が報告されている 58)。 

そこで第一章では、抗腫瘍活性を有する植物由来の新規イソフラボンを見出すことを目
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的として、ボリビアデイゴ（Erythrina poeppigiana）樹皮から各種イソフラボンを単離し、

ヒト GLO I に対する阻害活性を明らかにすることを試みた。その結果、9 種の既知化合物

を単離するとともに 1 種の新規イソフラボンを単離し、構造決定した。また、精製ヒト GLO 

I を得るためにヒト cDNA ライブラリーから完全長 GLO I cDNA を単離し、大腸菌発現系

による酵素タンパク質の発現ならびに Ni2+-アフィニティークロマトグラフィーによる酵素

の精製を行った。本精製酵素標品を用いて、単離した各種イソフラボンの GLO I 阻害活性

を評価した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-1 Glycolytic pathway and glyoxalase system 
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第二節 実験方法 

1. 一般的操作 

旋光度は P-2000 デジタルポラリメーター（JASCO、Tokyo、Japan）で測定した。UV

および IR スペクトルはそれぞれ V-560（JASCO）ならびに FT/IR-4200（JASCO）を用い

て測定した。NMR スペクトルは内部標準としてテトラメチルシラン（TMS）を用い、JNM 

ALPHA-600（1H: 600 MHz, 13C: 150 MHz; JEOL、Tokyo、Japan）で測定した。EIMS と

HR-EIMS は JMS-700 マススペクトロメーター（JEOL）によって測定した。シリカゲル

カラムクロマトグラフィーには Merk silica gel（230–400 mesh; Darmstadt、Germany）

を用いた。分取型逆相 HPLC は島津 SPD-20AV UV 検出器を装備した島津 LC-8A 装置を

用い、カラムは Develosil ODS-10（20 mm × 250 mm、10 μm; Nomura Chemical Co、

Aichi、Japan）を用いた。TLC プレート（Merck silica gel 60 F254）のスポットは UV ラ

ンプ照射またはヨウ素噴霧により検出した。 

 

2. 植物原料 

ボリビアデイゴ（Erythrina poeppigiana）樹皮は 2002 年 7 月に沖縄県において採集さ

れたものを用い、証拠標本（No. 020722）は田中齊名城大学名誉教授によって識別された

ものを使用した。 

 

3. 抽出と単離 

ボリビアデイゴ樹皮からの各化合物の抽出と単離については田中齊名城大学名誉教授ら

によって行われた。 

細切した樹皮（8.88 kg）をアセトン（2 × 18 L）に 72 時間浸漬し、溶媒を留去して得ら

れた残渣（暗褐色油状物）を順に n-ヘキサン、ジクロロメタンならびに酢酸エチルを用い

て溶媒抽出し、3 種の可溶性画分に分けた。次いでジクロロメタン可溶性画分（84.5 g）を

シリカゲルカラムクロマトグラフィーに供し、クロロホルム－アセトン（40：1→10：1→1：

1）、アセトンならびにクロロホルム－メタノール（10：1→1：1）各 500 mL で溶出し、36

画分（A1–A36）を得た。画分 A26（1.38 g）は、n-ヘキサン－アセトン（2：1）を用いた

シリカゲルカラムクロマトグラフィーを繰り返すことによって化合物 10（181 mg）を単離

した。画分 A28（27.7 g）はクロロホルム－アセトン（10：1.5→3：1）各 200 mL を用い

たシリカゲルカラムクロマトグラフィーに供し、42 画分（B1–B42）を得た。そのうち、画

分 B14–B21（2.73 g）についてさらにベンゼン－酢酸エチル（5：1）を用いたシリカゲル

カラムクロマトグラフィーにより 26 画分（C1–C26）を得た。画分 C5 と C6（78 mg）を

クロロホルム－アセトン（20：1）を用いてシリカゲルカラムクロマトグラフィーによって

化合物 5（9.2 mg）と化合物 8（8.8 mg）を分離した。続いて、画分 C7–C9（110 mg）を

シリカゲルカラムクロマトグラフィーにより n-ヘキサン－アセトン（3：1）で溶出し、化

合物 9（6.5 mg）を得た。画分 C23 と C24 は合わせて得た粗固体（250 mg）の酢酸エチル



- 7 - 

 

 

から再結晶により化合物 4（14.3 mg）を単離した。得られたろ液（21.8 mg）を分取型逆相

HPLC（移動相：30％CH3CN－70％H2O、6 mL/min）で化合物 2（6.6 mg、tR 153 min）

と化合物 4（15.9 mg、tR 163 min）を分離した。画分 B22–B32（3.15 g）はベンゼン－酢

酸エチル（5：1→1：1）続いて n-ヘキサン－アセトン（2：1）によるシリカゲルカラムク

ロマトグラフィーを行い、化合物 6（16 mg）と化合物 7（30 mg）を得た。画分 A29（8.0 

g）はクロロホルム－アセトン（10：1.5→3：1）を用いたシリカゲルカラムクロマトグラフ

ィーにより粗油状物（955 mg）を得た後、n-ヘキサン－アセトン（1.5：1→1：1）とベン

ゼン－酢酸エチル（2：1）を用いたシリカゲルカラムクロマトグラフィーにより油状物（21.1 

mg）を得、さらに分取型逆相 HPLC（30% CH3CN－70％H2O、6 mL/min）により化合物

1（5.3 mg、tR 75 min）を単離した。画分 A33（1.67 g）を n-ヘキサン－アセトン（1.5：

1→1：1）を用いたシリカゲルカラムクロマトグラフィーに供して得た粗油状物（189 mg）

について、さらにベンゼン－酢酸エチル（2：1）を用いたシリカゲルカラムクロマトグラフ

ィーに供して褐色油状物（25.2 mg）を得た。褐色油状物を分取型逆相 HPLC（30% CH3CN

－70％H2O、6 mL/min）で精製し、化合物 3（6.1 mg、tR 39 min）を単離した。 

 

Erythgianin A (1) 

無色油状物； [α]D23 –8.4 (c 0.10, MeOH); UV λmax (MeOH) nm (log ε): 261 (4.90), 206 

(4.94); IR νmax (KBr) cm–1: 3393, 1670, 1620, 1572, 1516, 1260, 1212; 1H and 13C-NMR 

(Me2CO-d6): Table 1-1 and 1-2, respectively; EIMS m/z: 386 [M]+ (11), 285 (14), 279 (32), 

256 (41), 243 (16), 228 (17), 213 (22), 199 (12), 185 (34), 167 (100), 161 (53); HR-EIMS 

m/z: 386.1013 [M]+ (calcd for C20H18O8: 386.1002). Differential NOE: Irradiation at δ4.95 

(H-3")––6% and 2% enhancement at δ5.89 (H-4") and 1.42 (H-5"), respectively; 

irradiation of H-4"––3% enhancement of H-3"; irradiation at H-5"––5% and 3% 

enhancement at δ3.29 (H-6"a) and H-3", respectively; irradiation of H-6"a––30% and 3% 

enhancement of H-6"b and H-5", respectively; irradiation at δ3.73 (H-6"b) ––27% 

enhancement of H-6"a.  

 

Erypoegin K (2) 

無色油状物; [α]D23 ± 0 (c 0.10, Me2CO); UV λmax (EtOH) nm (log ε): 266 (4.37), 203 (4.41); 

IR νmax (KBr) cm–1: 3435, 1654, 1625, 1558, 1541, 1508, 1398, 1255; 1H and 13C-NMR 

(Me2CO-d6): Table 1-1 and 1-2, respectively; EIMS m/z: 354 [M]+ (69), 321 (51), 295 (100), 

268 (16), 59 (20), 44 (26); HR-EIMS m/z: 354.1100 [M]+ (calcd for C20H18O6: 354.1103).  

 

Hydroxyerythrinin C (3) 

無色油状物; [α]D23 ± 0 (c 0.10, MeOH); UV λmax (MeOH) nm (log ε): 262 (4.90), 214 sh 

(4.95), 203 (4.98); IR νmax (KBr) cm–1: 3405, 1663, 1626, 1579, 1456, 1370, 1270, 1214, 
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1071; 1H and 13C-NMR (Me2CO-d6): Table 1-1 and 1-2, respectively; EIMS m/z: 370 [M]+ 

(3), 352 (18), 337 (42), 334 (18), 294 (100), 176 (29), 148 (11), 44 (6), 43 (12); HR-EIMS 

m/z: 370.1069 [M]+ (calcd for C20H18O7: 370.1052).  

 

Erysubin B (7) 

無色油状物; [α]D23 ±0 (c 0.1, MeOH); UV (MeOH) λmax nm (log ε): 283 (4.57), 226 (4.33), 

203 (4.46); IR (KBr) νmax cm–1: 3380, 1650, 1620; 1H and 13C-NMR (Me2CO-d6): Table 1-1 

and 1-2, respectively; EIMS m/z: 352 [M]+ (5), 321 (100), 203 (5); HR-EIMS m/z: 352.0940 

[M]+ (calcd for C20H16O6: 352.0947). 

 

4. 大腸菌発現系を用いた組換え型ヒト GLO I の発現 

ヒト GLO I の全長 cDNA は、ヒト肺 cDNA library（BioChain、Hayward、CA、USA）

から PCR 法（sense primer 5’-TAGCATATGATGGCAGAACCGCAGCCCCCGTC-3’、anti-

sense primer 5’-CACGTCGACCTCACAGCACTACATTAAGGTTGCC-3’）によって調製し、

ヒトGLO Iを 6×His-tag結合タンパク質として発現させるためにプラスミドベクターpET-

14b（Novagen、Darmstadt、Germany）に Nde I および Sal I 部位でサブクローニング

し、プラスミド pET-hGLO I を作成した。pET-hGLO I は大腸菌 BL21（DE3）株にエレク

トロポレーション法により導入した。プラスミド pET-hGLO I を導入した大腸菌をアンピ

シリン 100 μg/mL を含む LB 培地（LA 培地）に植菌し、37℃で一晩インキュベートした。

この培養液を、新たに調製した LA 培地に 1％になるように加え、37℃で約 3 時間インキュ

ベート（OD600＝～1.0）した後、イソプロピル-β-D-チオガラクトピラノシドを終濃度 1 mM

となるように加え、さらに 4 時間インキュベートした（OD600＝～1.5）。培養液を遠心（7,800

×g、5 分間、4℃）し、菌体を集め、140 mM NaCl を含む 30 mM Tris HCl buffer（pH 

7.5）で洗浄、遠心後、－80℃で保存した。 

 

5. 組換え型ヒト GLO I タンパク質の精製 

凍結保存した大腸菌ペレットに1 mM dithiothreitol を含む30 mM Tris HCl 緩衝液（pH 

7.5）を加え、氷冷しながら 30 秒間、6 回超音波破砕（SMT、Tokyo、Japan）した。ホモ

ジネートを 543,200 g で 15 分間、4℃で遠心（TL-100、Beckman、Palo Alto、CA、USA）

し、上清を PD-10 カラム（GE Healthcare、Uppsala、Sweden）にアプライし、緩衝液を

Ni2+アフィニティークロマトグラフィー用の結合用緩衝液（20 mM sodium phosphate、500 

mM NaCl、20 mM imidazole、pH 7.4）に置換した。試料を結合用緩衝液で平衡化した Ni2+-

アフィニティカラム（HisTrapTM HP、1 mL、GE Healthcare）にアプライし、非吸着画分

を結合用緩衝液で洗浄した後、溶出用緩衝液（20 mM sodium phosphate、500 mM NaCl、

500 mM imidazole、pH 7.4）で吸着画分の酵素タンパク質を溶出した。精製した酵素は保

存液（50 mM imidazole、pH 7.2、20% glycerol、20 mM glutathione、5 mM MgSO4）に
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置き換え、実験に供するまで －30℃で保存した。 

 

6. タンパク質の定量 

タンパク質濃度は Bio-Rad Protein Assay Kit（Bio Rad、Hercules、CA、USA）を用い

て決定した。0.3 μg/μL に調製したタンパク質標準液（IgG、Bio Rad）をタンパク質濃度 3、

6、12、21、27 μg/100 μL になるように希釈した。試料液は、標準液の希釈系列に入るよう

に希釈して全量 100 μL にした。標準液および試料液に Dye Reagent Concentrate を 4.5 倍

希釈した染色液を900 μLずつ加え、室温で10分間静置後、分光光度計（UV-1600、Shimadzu、

Kyoto、Japan）で 595 nm の吸光度を測定した。標準液の吸光度から標準曲線を作成し、

試料液中のタンパク質量を求めた。 

 

7. SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動と Western blotting 

精製した組換え型ヒト GLO I タンパク質 2 μg（クマシーブリリアントブルー染色用）ま

たは 0.4 μg （Western blotting 用）を SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（PAGE）用

サンプルバッファー（終濃度 125 mM Tris-HCl pH 6.8、20％グリセロール、5％ 

mercaptethanol、2％ SDS、0.025％ブロモフェノールブルー）に溶解し、沸騰湯浴中で 4

分間加熱してサンプル溶液とした。アフィニティークロマトグラフィー前の大腸菌粗抽出

液（タンパク質量 10 μg または 2 μg）を同様に処理して精製標品とともに SDS-PAGE を行

った。泳動後、Western blotting 用ゲルについて、タンパク質をポリフッ化ビニリデン

（PVDF）膜（孔径 0.45 μm、Merck Millipore、Darmstadt、Germany）に転写し、一次

抗体として抗 His-tag 抗体（ヤギ IgG、1,000 倍希釈、Thermo scientific、Waltham、MA、

USA）、二次抗体としてアルカリホスファターゼ結合抗ヤギ IgG 抗体（2,000 倍希釈、Sigma-

Aldrich、St Louis、MO、USA）を用い、発色には nitro blue tetrazolium/ 5-bromo-4-chloro-

3-indolyl phosphate（NBT/BCIP、Sigma-Aldrich）を用いた。 

 

8. ヒト GLO I 酵素活性の測定 

組換え型ヒト GLO I 酵素活性は、Oray ら 59)の方法を一部改変して行った。すなわち、

酵素反応前に、7.9 mM MG、1 mM 還元型グルタチオンを混和し、ヘミメルカプタールの

生成が平衡化するまで、25℃、90 分間プレインキュベートした。酵素反応は平衡化した基

質、供試化合物、または溶媒の DMSO を含む反応溶液（3 ｍL）に酵素タンパク質（1 μg）

を加えて開始し、25℃ で 2 分間、240 nm での吸光度の増加（1 O.D. = 3.37 mM–1 cm–1）

を測定した（UV-1600、Shimadzu）。なお、GLO I の既知の阻害剤で GSH の bromobenzyl

誘導体 S-p-bromobenzylglutathione（BBG）は、Vince らの方法 60)により合成したものを

田中齊名城大学名誉教授から供与していただいた。供試化合物ならびに BBG はジメチルス

ルホキシド（DMSO）に溶解して使用した。  
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第三節 結果 

1. イソフラボン化合物の単離と構造決定 

ボリビアデイゴ樹皮のジクロロメタン可溶性画分をシリカゲルカラムクロマトグラフィ

ーによって分離し、さらに分取型逆相 HPLC により既知の 9 つの化合物 2－10 を単離する

とともに新規イソフラボン 1（erythgianin A と命名）を得た（Fig. 1-2）。9 つの既知化合

物のうち、化合物 2 は Ficus benjamina（Moraceae）から単離され、報告 61)されている 5,4′-

dihydroxy-2′′-hydroxyisopropyldihydrofurano[4,5:7,8]-isoflavone と同定された。他の化合

物は標品との比較または報告されているスペクトルデータと比較することによりそれぞれ

hydroxyerythrinin C (3) 62)、erythrinin C (4) 63)、erythrinin B（wighteone）(5) 64)、M-Wi-

2 (6) 65)、erysubin B (7) 65)、lupiwighteone (8) 66)、laburnetin (9) 67)、isolupalbigenin (10)68)

と同定された。化合物 2 はマメ科植物から初めての報告であり、また固有の名称が与えら

れていなかったことから、erypoegin グループの一つとして erypoegin K と命名した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-2 Chemical structures of compounds 1–10 from Erythrina poeppigiana. 
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Erythgianin A (1)は無色油状物として得られ、旋光度[α]D23 –8.4（c 0.10, MeOH）で HR-

EIMS（m/z 386.1013 [M]+）の結果より分子式は C20H18O8と決定した。IR スペクトルは共

役カルボニル基（1670 cm–1）とヒドロキシ基（3393 cm–1）の吸収を示した。UV スペクト

ルと C-2 の NMR スペクトルデータ（δH 8.22 と δC 154.5）（Table 1-1 と 1-2）により 1 は

イソフラボン誘導体であることが示唆された。1H-NMR スペクトルから 1 個の芳香族水素

（δH 6.45）、4-hydroxybenzene 部位のオルト位の芳香族水素（δH 6.9 と δH 7.47）と水素結

合のヒドロキシ基（δH 13.57）および dihydropyran（ジヒドロピラン）環に、二つの脂肪

族水素（δH 4.95 と δH 5.89）、メチル基（δH 1.42）、ヒドロキシメチル基（δH 3.29 と δH 3.73）

のシグナルが観測された。Fig. 1-3 に示すように C-3 位に 4-hydroxybenzene 基の存在が 

 

Table 1-1. 1H-NMR spectral data for compounds 1–3 and 7 in Me2CO-d6 (600 MHz). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a 6"-OH, Disappeared after addition of deuterium oxide. 

Position 1 2 3 7 

2 8.22 s 8.19 s 8.19 s 8.18 s 

6  6.22 s   

8 6.45 s  6.41 s 6.35 s 

2' 7.47 d (8.8) 7.45 d (8.8) 7.47 d (8.8) 7.46 d (8.8) 

3' 6.91 d (8.8) 6.91 d (8.8) 6.91 d (8.8) 6.91 d (8.8) 

5' 6.91 d (8.8) 6.91 d (8.8) 6.91 d (8.8) 6.91 d (8.8) 

6' 7.47 d (8.8) 7.45 d (8.8) 7.47 d (8.8) 7.46 d (8.8) 

2′′  4.87 dd (9.5, 8.1) 4.45 d (2.9)  

3′′ 4.95 d (5.9) 3.27 dd (15.4, 9.5) 5.56 br s 5.75 d (10.3) 

  3.32 dd (15.4, 8.1)   

4′′ 5.89 d (5.9)   6.77 d (10.3) 

5′′ 1.42 s 1.30 s 1.30 s 1.43 s 

6′′a 3.29 d (9.5) 1.26 s 1.25 s 3.62 dd (11.7, 6.6) 

6′′b 3.73 d (9.5)   3.67 dd (11.7, 5.9) 

5-OH 13.57 s 13.24 s 13.47 s 13.42 s 

OH 8.56 br s 8.57 br s 8.55 br s 8.61 br s     

OH 4.41 br s 3.84 s 4.73 br s 4.20a dd (6.6, 5.9) 

OH 2.85 br s  3.85 br s  
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HMBC〔H-2′ (H-6′) と C-3 の相関〕と NOESY〔H-2 と H-2′ (H-6′)の NOE 相互作用〕ス

ペクトルの両方から示唆された。化合物 1 の 1H-NMR スペクトルは化合物 7 のオレフィン

水素（δH 5.75 と δH 6.77）の代わりに脂肪族水素（δH 4.95 と δH 5.89）が存在しているこ

とを除いて化合物 7 とよく類似していた。C-2"位のメチル基は HMBC（H-5"/C-2"、H-5"/C-

3"、H-5"/C-6"の相関）によって帰属された。C-6 と C-7 位に結合した dihydropyran 環は

H-8/C-6, H-8/C-7, H-4"/C-7 と OH-5/C-6 の間で相関関係を示している HMBC スペクトル

から帰属した。C-2’’、C-3’’、C-4’’位における相対立体化学は、δ4.95 (H-3") の照射で δ5.89 

(H-4") と δ1.42 (H-5")がそれぞれ 6%、2% の増大を示した差 NOE 実験から、さらに H-4"

と H-5"のそれぞれのシグナルが照射されたとき、H-3’’でのシグナルに対して 3％の増大が

観察されたことから明らかである（Fig. 1-4）。立体化学に対するさらなる証拠は、NOESY 

 

Table 1-2. 13C-NMR data for compounds 1–3 and 7 in Me2CO-d6 (150 MHz). 

  
Position 1 2 3 7 

2 154.5 153.9 154.3 154.4 

3 124.1 124.0 123.9 124.1 

4 182.2 181.7 182.1 181.8 

5 160.6 164.3 160.0 157.6 

6 109.7  94.4 113.3 106.0 

7 167.5 167.7 167.9 160.6 

8  89.4 104.8 89.4 95.3 

9 160.3 153.6 160.0 158.2 

10 107.3 106.2 106.8 106.6 

1' 122.8 123.0 122.9 122.9 

2' 131.2 131.2 131.2 131.1 

3' 116.0 115.9 116.0 116.0 

4' 158.6 158.5 158.5 158.5 

5' 116.0 115.9 116.0 116.0 

6' 131.2 131.2 131.2 131.1 

2′′  79.5  92.7 100.6 82.0 

3′′  95.4  27.1 70.1 126.4 

4′′  79.9  71.4 71.1 117.4 

5′′  19.0  25.5 26.0 23.6 

6′′  75.8  26.0 25.5 68.7 
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Fig. 1-3 Key HMBC, NOEY, and 1H-1H COSY correlations for compounds 1–3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-4 Difference NOEs in compound 1. 

 

  1 
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スペクトルを使い、H-3"と H-5"の間での NOE の相関から得られた。これらの結果により、

C-2"位にメチル基と C-3"と C-4"位に二つの carbinolic 水素が同じ配向性を持つことが決定

された。最終的に erythgianin A の構造は、 (–)-rel-(2R,3R,4R)-5,4'-dihydroxy-(3",4"-

dihydroxy-3",4"-dihydro)-2"-hydroxymethyl-2"- methylpyrano-[5",6":6,7]-isoflavone (1)で

ある。しかし、絶対配置については、試料量が十分でなく決定できなかった。化合物 1 は、

高度に酸化された 3′′,4′′-dihydroxy-2′′-hydroxymethyl-2′′-methyl-2′′,3′′-dihydropyrano 置

換基を有する dihydropyranoisoflavone（ジヒドロピラノイソフラボン）であった。 

erypoegin K (2)は無色油状物として得られ、旋光度[α]D23 ± 0 (c 0.10、アセトン) であり、

HR-EIMS から分子式を C20H18O6 (m/z 354.1100 [M]+)であると決定した。HMBC スペク

トルから H-3’’と C-8 で相関性が示され、C-7 と C-8 位に結合した dihydrofuran（ジヒドロ

フラン）環が示唆された（Fig. 1-3）。1-hydroxy-1-methylethyldihydrofuran 部を有するイ

ソフラボン 64)の[α]D23値により、erypoegin K はラセミ化合物である。 

化合物 3 も旋光度[α]D23 ± 0 (c 0.10, MeOH)であり、ラセミ体として単離され、HR-EIMS

から分子式を C20H18O7 (m/z 370.1069 [M]+)と決定した。化合物 3 における 3-hydroxy-2-

(1-hydroxy-1-methylethyl)-2,3-dihydrofuran 基の存在は、1H-1H COSY (H-2"/H-3"の相関) 

と HMBC（H-5"/C-2", H-5"/C-4"ならびに H-6"/C-4"の相関）から示された。C-6 と C-7 に

結合した dihydrofuran 基の結合は H-2"/C-7 と H-3"/C-7 の相関を示す HMBC スペクトル

に基づいて決定した。化合物 3 の立体化学は、H-3"/H-5"と H-3"/H-6"の相関を示す NOESY

スペクトルより trans 配置（H-2" and H-3"）であると帰属した。以上から、化合物 3 は

hydroxyerythrinin C 62)と同定した。 

 化合物 1–3 の 1H-および 13C-NMR スペクトルのシグナルの正確な帰属は、1H-1H COSY, 

HMQC、HMBC ならびに NOESY スペクトルの解析から行った。 

 

2. 組換え型ヒト GLO I の大腸菌による発現と精製 

 単離した化合物 1–10 のヒト GLO I に対する酵素阻害活性評価系に用いる組換え型ヒト

GLO I を得るために大腸菌による発現系を構築した。ヒト肺 cDNA ライブラリーから PCR

法により全長ヒト GLO I cDNA を作成し、タンパク質発現プラスミドベクターに挿入後、

大腸菌に導入した。大腸菌体内でタンパク質を発現させた後、大腸菌の溶解液を直接 Ni2+-

アフィニティークロマトグラフィーに供することでワンステップで目的の精製酵素を単離

することができた（Fig. 1-5）。Fig. 1-6 に SDS-PAGE および Western blotting の結果を示

す。ヒト GLO I は 184 個のアミノ酸残基からなるタンパク質で、2 量体を形成している。

SDS-PAGE によって、単量体の予想される分子量 23 kD の位置に単一のバンドが検出さ

れ、均一に精製された組換え型ヒト GLO I タンパク質を得ることができた。精製ヒト GLO 

I の収量として、大腸菌の培養液 250 mL から約 10 mg の精製タンパク質が得られた。 
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Fig. 1-5 Chromatogram of E. coli homogenate expressing human GLO I on Ni2+ affinity 

column. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-6 SDS-PAGE and Western blotting of puriefied recombinant human GLO I. 

Lane A, C: crude extract    Lane B, D: purified hGLO I 
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3. ヒト GLO I 酵素活性に対する単離化合物の評価 

単離した化合物 1–10 のヒト GLO I に対する酵素阻害活性の濃度依存性を評価した。ポ

ジティブコントロールとして既知の GLO I 阻害剤の BBG を用いた 60)。BBG はグルタチオ

ン誘導体でその化学構造を Fig. 1-7 に示す。各種イソフラボンによる GLO I の活性に及ぼ

す影響を Fig. 1-8 に示し、それらの IC50値を Table 1-3 にまとめた。今回検討した化合物

の中で化合物 10 が IC50 = 4.1 μM と最も強い阻害活性を示し、以下、化合物 5（5.0 μM）、

8（9.3 μM）、9（20.2 μM）、7（37.5 μM）、6（39.7 μM）、4（92.5 μM）、1（95.2 μM）、

2（109.4 μM）であった。化合物 3 は、100 μM においてもほとんど阻害活性を示さなかっ

た。化合物 10、5、8、9、7、6 は BBG（IC50 = 65 μM）より阻害活性が強く、中でもイソ

フラボン骨格の A環にプレニル基を有する化合物 5 と 8 はヒト GLO I に対する阻害活性が

強く、A 環と B 環に二つのプレニル基を有する化合物 10 はより強いヒト GLO I 阻害活性

を示すことが明らかとなった。以上より、化合物 10 は抗がん剤の開発のための有望なリー

ド化合物となる可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-7 Structures of GLO I inhibitor BBG and BBGC. 
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Fig. 1-8 Inhibitory effect of compounds 1–10 and BBG on hGLO I.  

a, compounds 1–4; b, compounds 5–7; c, compounds 8–10. Dose dependency of the 

compounds on hGLO I inhibition at 0–100 μM was measured. Data represent the mean 

(±SE) of at least three independent experiments. Control is vehicle (DMSO) alone, and 

BBG was used as a positive control.  
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Table 1-3. IC50 values of compounds 1–10 against hGLO I activity. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IC50 values are defined as the concentration of compounds 1–10 required to reduce hGLO 

I activity by 50% compared to vehicle alone. Values were obtained from Fig. 1-8. BBG 

was used as a positive control. N.D.: not determined 

 

 

  

Compound IC50 (µM) 

1 95.2 

2 109.4 

3  N.D. 

4 92.5 

5 5.0 

6 39.7 

7 37.5 

8 9.3 

9 20.2 

10 4.1 

BBG 65.0 
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第四節 考察 

 ボリビアデイゴ樹皮のアセトン抽出画分から 10 種のイソフラボンを得、そのうちの 1 種

は新規イソフラボンであり、erythgianin A (1) と命名した。既知の化合物のうち、化合物

2 は、これまでにクワ科植物（Moraceae）で一例の報告 61)があるのみでマメ科植物では新

規であり、かつ固有の名称が与えられていなかったことから、これを erypoegin K と命名

した。 

 これまでに、GLO I の既知阻害剤としてグルタチオン誘導体の BBG が知られているが、

これ以外に天然由来のものとして baicalein、myricetin、quercetin、luteolin などのフラボ

ノイド 58, 70)や curcumin71)などのポリフェノール類も GLO I 阻害活性を有することが報告

されている。今回単離した 10 種のイソフラボンについて、大腸菌発現系を利用して発現・

精製した組換え型ヒト GLO I 酵素活性に対する影響を検討したところ、ほとんどの化合物

が酵素阻害活性を示し、6 種の化合物が BBG よりも強い阻害活性を有することが示された。

その中でも、プレニル基を有する化合物は強い GLO I 酵素活性を示し、特にプレニル基を

二つ有する化合物 10 は最も強い阻害活性を示した。 

飯尾らは、クズから抽出したイソフラボノイドであるダイゼインならびに類似の 8 種の

化合物について GLO I に対する阻害活性について報告している 72)。それによると 100 μM

の濃度において GLO I の酵素活性を 80％阻害するものが 1 種あり、残りのうちの 5 種は

50％よりも弱い阻害活性しか示さなかった。ダイゼインの場合は、C-5 位にヒドロキシ基が

なく、第一節で述べた MG と GLO I との酵素反応中間体の構造と類似した C-4 位カルボニ

ル基とC-5位ヒドロキシ基の骨格が存在しない。本研究で筆者が単離したイソフラボンは、

すべてが genistein を基本骨格としており、この構造を有する。しかし、100 μM の濃度に

おいても GLO I に対する阻害活性をほとんど示さないもの（化合物 3）もあり、この C-4

位カルボニル基と C-5 位ヒドロキシ基の構造は GLO I 阻害に必須ではない可能性がある。

本研究では、多くのイソフラボンがヒト GLO I 酵素活性を阻害し、プレニル基はヒト GLO 

I 酵素活性を阻害するのに重要な役割を示すことが示唆された。疎水的なプレニル基のかさ

高さが、GLO I 酵素の活性部位への基質の結合を阻害している可能性が考えられる。 

これらのイソフラボン類が実際にがん細胞に対してどのような影響を及ぼすか検討する

ことが必要である。A 環と B 環に二つのプレニル基を有する化合物 10 は抗がん剤の開発の

ための有望なリード化合物となる可能性がある。 

 

小括 

抗腫瘍活性を有する新規の植物由来イソフラボンを見い出すことを目的とし、マメ科植

物ボリビアデイゴ（Erythrina poepigiana）樹皮から 10 種のイソフラボンを単離した。そ

のうち、9 種は既知化合物（化合物 2–10）であったが、1 種は新規化合物であり、erythgianin 

A (1) と命名した。化合物 1 の化学構造は各種の分光学的分析によって決定した。化合物 1

は高度に酸化された 3′′,4′′-dihydroxy-2′′-hydroxymethyl-2′′-methyl-2′′,3′′-dihydropyrano 
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置換基を有していた。 

遺伝子工学的手法を用いてヒト GLO I を大腸菌発現系にて発現させ、均一に精製するこ

とに成功した。単離したすべての化合物について精製ヒト GLO I に対する阻害活性を調べ

た結果、分子内に 2 個のプレニル基を有する isolupalbigenin (化合物 10)が最も強い阻害活

性を示すことが明らかとなった。 
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第二章 

ボリビアデイゴ樹皮から単離されたイソフラボンのヒト白血病細胞株 HL-60 に対する細胞

増殖阻害活性 

 

第一節 緒言 

1970 年以降の比較的古くから、がんの治療ターゲットとして GLO I 酵素が注目されてい

る 73,74)。GLO I 阻害剤は、がん細胞で亢進している解糖系の副産物 MG を蓄積させ、その

毒性によりがん細胞の細胞死を誘導すると考えられる。フラボノイドの myricetin、

quercetin、luteolin などは、ヒト GLO I に対する酵素阻害活性を有し、ヒト白血病細胞株

HL-60 において細胞増殖阻害活性を示すことが報告されている 58)。同様に Santel らは、

curcumin が GLO I 活性を阻害し、その阻害の強さは、同時に試験されたフラボノイドで

ある quercetin、myricetin、kaempferol、luteolin、rutin よりも強く、神経膠腫の星細胞

腫細胞株 1321N1、前立腺がん細胞株 PC-3、乳がん細胞株 JIMT-1 ならびに MDA-MB-231

の細胞増殖を阻害することを報告している 71)。これらのことから、GLO I 阻害活性を有す

るイソフラボンにおいても細胞増殖阻害活性を示すことが期待される。 

HL-60 細胞はがん抑制遺伝子 p53 を欠損している 75)。p53 は DNA 損傷の見張り番とも

いわれるように、染色体 DNA の安定化に寄与している 76)。したがって、p53 を欠損してい

る HL-60 細胞は細胞内外の刺激によってアポトーシスを起こしやすく、多くの植物由来抗

がん活性化合物のスクリーニングに活用されている 4)。 

第一章では、ボリビアデイゴ（Erythrina poeppigiana）から 10 種のイソフラボンを単

離し、そのうち 1 種は新規の構造をもつことを明らかにした。さらに遺伝子工学的手法な

らびに大腸菌発現系を用いて高収率に組換え型ヒト GLO I を発現、精製することに成功し

た。精製した組換え型ヒト GLO I を用いて、10 種のイソフラボンの酵素阻害活性を検討

し、特にプレニル化されたイソフラボン類は高い阻害活性を示すことを明らかにした。そこ

で本章ではプレニル基を有するイソフラボンに着目し、プレニル基をもつ 3 種とその他の

4 種のイソフラボンについて、HL-60 細胞の細胞増殖活性に及ぼす影響を検討した。 

 

第二節 実験方法 

1. 供試化合物 

本章で用いた erythgianin A (1)、erythrinin B (wighteone) (5)、M-Wi-2 (6)、erysubin B 

(7)、lupiwighteone (8)、laburnetin (9)および isolupalbigenin (10) の化学構造は Fig. 1-2

に示した。膜透過性 GLO I 阻害剤である S-p-bromobenzylglutathione cyclopentyl diester 

(BBGC) 53)は、Thornalley ら 77)の方法により合成したものを田中齊名城大学名誉教授から

供与していただいた。供試化合物ならびにBBGCはいずれも DMSOに溶解して使用した。

BBGC の化学構造は Fig. 1-7 に示した。 
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2. HL-60 細胞の培養 

ヒト前骨髄球性白血病細胞株 HL-60 は RIKEN Cell Bank（RIKEN BioResource Center, 

Ibaraki、Japan）より購入した。HL-60 細胞は 10% FBS、penicillin（100 units/mL）、

streptomycin（100 μg/mL）を添加した RPMI-1640 培地（SIGMA、St. Louis、MO、USA）

中で 5% CO2 を含む気相下、37℃で培養した（CO2 インキュベーター IT600、Yamato、

Japan）。 

 

3. 細胞生存率の測定 

細胞生存率は CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay Kit

（Promega, Madison, WI, USA）を用い、製品の添付プロトコールに従って求めた。本法

は 、 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxy-methoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium（MTS）がミトコンドリア内膜の還元酵素によって還元され、可溶性のホルマ

ザン色素を生成することにもとづいている。 

HL-60 細胞を、96-well プレート（BD Biosciences, Rockville, MD, USA）に 1.2 × 104 

cells/well で播種した。37℃で 24 時間プレインキュベートした後、1－50 μM の供試化合物

を添加し、さらに 37℃で 48 時間インキュベートした。次いで MTS 試液を加え、37℃で 1

－3 時間反応後、492 nm における吸光度を測定した（Multiskan FC、Thermo Fisher 

Scientific、Waltham、MA、USA）。なお、培養中の DMSO 濃度は、0.4％以下となるよう

に調製した。 

 

4. MG の定量 

HL-60 細胞内と培養液中の MG 濃度は、Chaplen らの方法 78)を一部改変して行った。す

なわち、MG を o-phenylenediamine（ o-PD）を用いて誘導体化し、生成した 2-

methylquinoxaline（2-MQ）を 315 nmの吸光度に基づいてHPLC/UVにより定量した（Fig. 

2-1）。HL-60 細胞を 6 cm ディッシュに播種し（1.5 × 106 cells）、37℃ で 24 時間プレイ

ンキュベートした後、供試化合物を終濃度 30 μM またはポジティブコントロールとして

BBGC を終濃度 10 μM 添加し、さらに 37℃ で 24 時間インキュベートした。供試化合物

での処理後、細胞とメディウムを回収し、遠心してメディウムを別の容器に回収した。細胞

は PBS で 2 回洗浄後、PBS 300 μL に懸濁し、超音波破砕（Ultrasonic homogenizer VP-

050、TAITEC、Saitama、Japan）によりホモジナイズした。ホモジネートまたは細胞培養

後のメディウムに過塩素酸を加え（終濃度 0.45 M）、遠心（13,400×g、15 分）して除タン

パクした上清を Sep-Pak Light tC18 cartridge（Waters、Milford、MA、USA）にアプラ

イし、非吸着画分を集め、吸着した疎水性不純物を除去した。非吸着画分に o-PD（終濃度

25 μM）と内部標準として 5-methylquinoxaline（5-MQ）を、培養液に対して終濃度 2.5 

nM、細胞ホモジネートに対して終濃度 0.25 nM を加えた。室温で 3.5 時間反応した後、反

応液を再度 Sep-Pak Light tC18 cartridge にアプライし、10 mM KH2PO4 (pH 2.5)で洗浄
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後、アセトニトリル 2 mL で 2-MQ と 5-MQ を溶出した。溶出液は SpeedVac SPD1010

（Thermo Fisher Scientific）で約 100 μL になるまで濃縮し、逆相カラム Develosil C30-

UG-5（4.6 × 150 mm、5 μm: Nomura Chemical、Aichi、Japan）と移動相 80% 10 mM 

KH2PO4 （pH 2.5）、20%アセトニトリルを用い、紫外-可視吸光度検出器 UV-1570 （JASCO、

Tokyo、Japan）で検出した。HPLC は PU-980（JASCO）を用いた。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-1 Derivatization of MG by o-PD. 

 

5. カスパーゼ活性の測定 

カスパーゼ 3 の活性測定は Caspase-3 Fluorometric Assay Kit（R&D Systems Inc、 

Minneapolis、MN、USA）を用いて製品の添付マニュアルに従って行った。すなわち、HL-

60 細胞を 24-well プレート（BD Biosciences）に 5 × 105 cells/well で播種し、37℃ で 24 

時間プレインキュベートした後、供試化合物を添加した。37℃ で 2、4、6、8 時間インキ

ュベートした後、1.5 mL チューブに移し取り、遠心（153×g、6 分間）して細胞を集め、

PBS で 2 回洗浄した。集めた細胞に添付の細胞溶解液を加えて氷上で 10 分間インキュベ

ートして細胞を溶解後、遠心（318×g、5 分間）して上清を集めた。細胞溶解液（タンパク

質として 100－200 μg）、キットに含まれる反応緩衝液／ジチオスレイトール（100：1）と

Caspase-3 蛍光基質（DEVD-AFC、終濃度 5％）を混和し反応液として 37℃で 1 時間イン

キュベートした。反応液を black 96-well flat-bottomed plate（Nunc, Thermo Fisher 

Scientific）に移し、反応生成物の蛍光強度を EnSpire マルチモードプレートリーダーで測

定した（励起 390 nm、検出 510 nm; PerkinElmer, Waltham, MA, USA）。 

 

6. タンパク質の定量 

タンパク質濃度は第一章 2-6 と同様に Bio-Rad Protein Assay Kit または Micro BCA 

Protein Assay Kit（Pierce, Rockford, IL, USA）を用いて定量した。タンパク質の標準物質

には、それぞれ IgG ならびにアルブミンを用いた。 

 

7. 統計解析 

有意差は One-way ANOVA を行った後、Dunnett の多重検定を行った（GraphPad Prism 

7 version 7.03 for Windows）。p<0.05 を統計学的に有意であると判定した。  

 

MG               o-PD                  2-MQ 
5-MQ 

(internal standard) 
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第三節 結果 

1. 各種イソフラボンの HL-60 細胞に対する生存率に及ぼす影響 

今回 7 種のイソフラボン erythgianin A (1)、erythrinin B (wighteone) (5)、M-Wi-2 (6), 

erysubin B (7)、lupiwighteone (8)、laburnetin (9) および isolupalbigenin (10)の HL-60

細胞の細胞生存率に及ぼす影響を MTS アッセイにより調べた。GLO I の既知阻害剤 BBG

は水溶性のため、膜透過性の誘導体 BBGC をポジティブコントロールとして用いた。 

各化合物の HL-60 細胞に対する影響を Fig.2-2 に示した。それらの曲線から IC50を算出

し Table 2-1 に示す。精製ヒト GLO I に対して最も強い酵素阻害活性を示した

isolupalbigenin (10)の IC50は 13.4 μM であり、調べた化合物の中で最も強い細胞増殖阻害

活性を示した。しかし、BBGC の IC50値は 3.4 μM であり、isolupalbgenin (10) の細胞増

殖阻害活性は BBGC の約 1/4 の強さであった。次に化合物 7、5、1 の IC50はそれぞれ 37.9 

μM、43.4 μM、46.4 μM と 30－50 μM の範囲であった。化合物 6、8、9 は HL-60 細胞に

対する阻害活性は弱く、IC50は＞50 μM であった。 

以上、調べた 7 種のイソフラボンの中で BBGC より強力な細胞増殖阻害活性を示す化合

物は見い出せなかった。 
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Fig. 2-2 Effects of the isoflavone compounds on the viability of HL-60 cells.  

HL-60 cells were treated with various concentrations (0-50 μM) of compounds 1, 5-10 

for 48 h. Cell viability was measured using MTS-based assay. a, compounds 1, 5, 6; b, 

compounds 7-10. Chemical structure of the compounds was shown in Fig. 1-2. Data 

represent the mean ± SE of at least three independent experiments. DMSO was used as 

a control, and BBGC as a positive control. 
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Table 2-1. IC50 values of isoflavone compounds 1, 5-10 regarding the proliferation of 

HL-60 cells. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

The IC50 value of a compound is defined as the concentration of the compound required 

to reduce viability by 50% compared with the vehicle alone. Values were estimated from 

Fig. 2-2. Chemical structure of the compounds are shown in Fig. 1-2. BBGC was used as 

a positive control. 

 

 

 

  

Compounds IC50 (μM) 

1 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

BBGC 

46.4 

43.4 

>50 

  37.9 

>50 

>50 

13.4 

3.6 
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2. 細胞内及び培養上清中の MG 

第 1 章で述べたように、イソフラボン骨格の A 環と B 環にある二つのプレニル基を有す

る isolupalbigenin (10)は、精製組換えヒト GLO I に対して強い阻害活性（IC50値、4.1 μM）

を示したことから、isolupalbigenin (10)の細胞増殖阻害活性は GLO I 活性の阻害と関係し

ていることが示唆された。そこで細胞内の GLO I の阻害を検証するため、isolupalbigenin 

(10)と BBGC で処理した HL-60 細胞の細胞溶解液と培養液中の MG 濃度を測定した。30 

μM の isolupalbigenin (10)または 10 μM の BBGC で HL-60 細胞を処理したときの細胞培

養液中の MG は 30 μM isolupalbigenin (10)では 0.23 ± 0.02 μM、10 μM BBGC において

も 0.23 ± 0.01 μM であった（Fig. 2-3）。一方、細胞溶解液中の MG はごくわずかしか検出

されなかった。これらの結果は、isolupalbigenin (10)は in vitro における精製 GLO I 酵素

を用いた実験だけでなく、HL-60 細胞内においても GLO I を阻害し、生成された MG は速

やかに細胞から培養液中に放出されることが強く示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-3 MG accumulation in the culture medium of HL-60 cells treated with DMSO, 

BBGC or isolupalbigenin.  

HL-60 cells were treated with DMSO (control), BBGC (15 μM), or isolupalbigenin (30 

μM) for 24 h at 37°C. The concentration of MG in the culture medium was measured by 

HPLC/UV after derivatized with o-phenylendiamine. Data represent the mean (± SE) of 

three independent experiments, and were analyzed for significance by One-way ANOVA 

with Dunnett’s multiple comparison test. Significance, *p < 0.01 vs. control.  
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3 カスパーゼ活性の測定 

次にこれらの化合物によって誘導される細胞死がアポトーシスによるものかどうかを検

討した。アポトーシスの実行を担うのは、保存されたアスパラギン酸残基特異的システイン

プロテアーゼであるカスパーゼのファミリーであり、それらはいずれも前駆体として生合

成された後、タンパク質の限定分解によって活性化される。一般に、アポトーシスには大き

く二つの経路があり、その一つは外因性（もしくはデスレセプター）経路で、アポトーシス

はカスパーゼ-8 の活性化を伴うデスレセプターによって媒介される。もう一つは内因性（も

しくはミトコンドリア）経路で、DNA 損傷、小胞体ストレス、活性酸素種（ROS）生成、

複製ストレス、微小管の変化や有糸分裂の欠陥などの多様なシグナルがミトコンドリア内

から細胞質へのシトクロムｃの放出を導き、アポトソームの形成およびカスパーゼ 9 の活

性化を促進する。どちらの経路も、カスパーゼ-8 と-9 の活性化の後、アポトーシスの実行

を担っているカスパーゼ 3 が活性化されアポトーシスが進行する 79)ことから、アポトーシ

スのマーカーとしてカスパーゼ 3 の活性を測定した。その結果、Fig. 2-4 に示すように

isolupalbigenin または BBGC で処理した HL-60 細胞ではいずれも時間依存的に有意なカ

スパーゼ 3 活性の増加が見られ、処理後 6 時間において最大に達した。このことは

isolupalbigenin が HL-60 細胞でアポトーシスを誘導したことを示唆している。 
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Fig. 2-4 Induction of caspase 3 activity in HL-60 cells treated with DMSO, BBGC or 

isolupalbigenin. 

HL-60 cells were treated with DMSO, BBGC (15 μM) or isolupalbigenin (50 μM) for 

the indicated times. Caspase 3 activity was measured using the caspase-3 fluorometric 

assay kit. Caspase 3 activity is expressed as an arbitrary unit of fluorescence intensity 

in proportion to the reaction product. Data represent the mean (± SE) of four independent 

experiments, and were analyzed for significance by One-way ANOVA with Dunnett’s 

multiple comparison test. Significance, *p < 0.05, **p < 0.01 vs. control. 
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第四節 考察 

プレニル化された化合物は、興味深い生物学的、薬理学的特性を持つことが知られている

33)。たとえば、大豆（Glycine max）から単離されたプテロカルパンの glyceollin 類は、プ

レニル基を有する化合物が強力な抗酸化作用、抗炎症作用ならびに抗エストロゲン活性を

有することが示されている 80)。naringenin のエストロゲン様活性や luteolin のメラニン合

成阻害活性は、プレニル基の導入によってその効果が増強することが報告されている 81,82)。

これは、プレニル基により疎水性が高まり、膜での取り込みやターゲットタンパク質との相

互作用がより行われやすくなったためと推測される 33)。今回の実験で使用した化合物の中

で、プレニル基を二つ有する isolupalbigenin（化合物 10）が HL-60 細胞に対する最も強

い細胞増殖阻害活性を示した。このことから、作用の違いにはプレニル基などのかさ高い疎

水性基の存在が寄与していると考えられる。しかし、プレニル基が一つの化合物 5 のヒト

GLO I に対する阻害活性（IC50＝5.0 μM）は化合物 10（IC50＝4.1 μM）と同等であったが、

細胞増殖阻害活性については化合物 10 ほどの強さを示さなかった。プレニル基を一つ有す

るもう一つの化合物 8 の GLO I に対する阻害活性（IC50＝9.3 μM）は化合物 10 や 5 に次

ぐ強さであったが、細胞増殖阻害活性は弱かった（IC50＞50 μM）。これらのことから、プ

レニル基が複数あることが重要であることが示唆された。 

Takasawa らは、myricetin、quercetin、luteolin などの天然フラボノイドはいずれも C-

4 位にカルボニル基と C-5 位にヒドロキシ基を共通にもっており、それらは MG と GLO I

の酵素反応中間体の遷移構造に類似していることから、ヒト GLO I に対する効果的な阻害

剤であり、HL-60 細胞に対して細胞増殖阻害活性を示すことを報告している 58)。彼らの報

告によると、天然由来フラボノイドの中で myricetin は、ヒト GLO I に対して最も強い酵

素阻害活性ならびに HL-60 細胞に対する強い細胞増殖阻害活性を示し、B 環のヒドロキシ

基がヒト GLO I に対する阻害効果に貢献していると述べている。今回の研究で使用した 7

種のイソフラボン類は、いずれもフラボノイドと同様に C-4 位のカルボニル基と C-5 位の

ヒドロキシ基を有している。さらにいずれの化合物も B 環の一つのヒドロキシ基は C-4’ 位

に位置しているにもかかわらず GLO I 阻害活性や HL-60 に対するアポトーシス誘導活性

に違いが見られた。 

本研究では、HL-60 細胞において isolupalbigenin が GLO I 活性を阻害し、GLO I 阻害

剤の BBGC と同様に MG の産生と MG の培地中への放出が確認された。また、カスパーゼ

3 活性の経時的な上昇も観察されたことから、アポトーシス誘導が起きている可能性が示唆

された。さらに isolupalbigenin による細胞死誘導活性には、2 つのプレニル基の存在が重

要であることが示唆された。以上より、isolupalbigenin は抗がん剤の開発に向けたリード

化合物の一つとして期待される。 

 

小括 

isolupalbigenin は、HL-60 細胞に対して MG の蓄積を引き起こし、さらにカスパーゼ 3
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活性を有意に増大したことからアポトーシス誘導活性のあることが明らかになった。しか

し、isolupalbigenin の HL-60 細胞に対する IC50値は 13.4 μM であり、既知の GLO I 阻害

剤である BBGC（IC50値 3.6 μM）より強力なものではなかった。2 つのプレニル基は HL-

60 細胞中の GLO I 阻害に必要で細胞のアポトーシスを誘導したことから、今後

isolupalbigenin の構造をもとに、より有効なリード化合物を見出せる可能性がある。 
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第三章 ボリビアデイゴ樹皮から単離されたイソフラボン erypoegin K の強力な細胞死誘

導活性 

 

第一節 緒言 

フラボンとイソフラボン類は、様々な植物や食物中に存在している。これらの多くは、抗

菌、抗ウイルス、抗酸化、細胞増殖阻害、アポトーシス誘導、抗腫瘍、抗炎症ならびに、エ

ストロゲン様活性など極めて広範囲に渡る生理活性を有している 83-87)。このうち、イソフ

ラボンの抗腫瘍活性に限っても、白血病 4)、リンパ腫 88)、前立腺がん 89)、乳がん 90)あるい

は肝がん 91)といった様々なタイプの悪性腫瘍の in vitro および in vivoモデルを使用して抗

腫瘍効果を評価することが試みられている。これらのイソフラボンのがん細胞に対する作

用機序として、細胞死に関連する遺伝子発現の調節や抗酸化物質の調節、DNA修復の促進、

血管形成や転移の阻害、放射線療法や化学療法剤との併用による相乗作用、エストロゲンや

アンドロゲンのシグナル伝達経路を介した細胞周期停止とアポトーシスの誘導などが知ら

れている 89)。 

 筆者は、これまでにイソフラボンの細胞増殖阻害活性と細胞死誘導活性に焦点を当て、抗

がん剤としての新規化合物の開発を目的とした研究を進めてきた。その最初の戦略は、第一

章および第二章に述べたとおり、植物から単離した既知または新規のポリフェノール化合

物について、それらの GLO I 阻害活性を明らかにすることであった。GLO I は解糖系の副

産物である MG の分解と解毒に関わるグリオキサラーゼ系の律速酵素である 49, 50)。MG は

タンパク質、脂質、核酸などと相互作用し、細胞に対して強い毒性化合物である。GLO I の

阻害によって基質である MG の蓄積を引き起こして、様々なタイプの腫瘍細胞においてア

ポトーシスを誘導する 73, 77)。 

第二章では、マメ科植物のボリビアデイゴ（Erythrina poeppigiana）樹皮から単離した

プレニル基を有するイソフラボンを中心に検討したが、本章ではイソフラボン骨格の A 環

に縮合した特徴的なフラン環をもつ 3種のイソフラボン、すなわち erypoegin K、erythrinin 

C および hydroxyerythrinin C についてヒト白血病細胞株 HL-60 に対する細胞死誘導活性

について検討した。さらに、正常細胞であるヒト末梢血リンパ球に対する erypoegin K の

作用についても検討した。 
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Fig. 3-1 Chemical structures of erypoegin K, hydroxyerythrinin C and erythrinin C. 

The numbering system and the A, B, and C rings characteristic of isoflavones are 

shown in the erypoegin K structure. Erythrinin C is a regioisomer of erypoegin K with 

respect to the location of the furan ring in the ring A. 

 

第二節 実験方法 

1. erypoegin K、hydroxyerythrinin C および erythrinin C の精製 

erypoegin K（2）、hydroxyerythrinin C（3）および erythrinin C（4）の化学構造は Fig.3-

1 に示した。これらの化合物は、第一章に述べた方法に従って精製した。ボリビアデイゴ樹

皮からアセトン抽出、シリカゲルクロマトグラフィー、分取型逆相 HPLC を用いて精製し、

得られた化合物の純度は逆相 HPLC を用いて純度 99％以上であることを確認した。 

 

2. HL-60 細胞の培養 

 第二章 2-2 と同様に行った。 

 

3. ヒト末梢血リンパ球の培養 

ヒト末梢血リンパ球は、Percoll–Hypaque 密度勾配法 92)による Percoll isolation kit

（Lymphoprep, Axis-Shield, Oslo, Norway）を用い、製品の使用マニュアルに従って行っ

た。単離したリンパ球は、10% FBS、100 units/mL penicillin、100 μg/mL streptomycin

を添加した RPMI-1640 培養液中で 5% CO2を含む気相下、37℃で 24 時間前培養した。 

 

4. 細胞生存率の測定 

 第二章 2-3 と同様に行った。 

 カスパーゼ 3 阻害剤を加えた実験では、erypoegin K を加える 2 時間前にカスパーゼ 3 阻

害剤 Z-DEVD-FMK（R&D Systems Inc.、Minneapolis、MN、USA）を終濃度 100 μM に

なるように培養液に加えた。 

 

5. カスパーゼ活性の測定 

 

R = OH hydroxyerythrinin C (3) 
R = H erythrinin C (4)  erypoegin K (2) 
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 第二章 2-5 と同様に行った。 

 

6. 核の凝縮の検出 

HL-60 細胞を 24-well プレートに 8.0 × 105 cells/well で播種した後、終濃度 10 μM にな

るように erypoegin K を添加し、37℃で 6 時間インキュベートした。細胞を 1.5 mL チュ

ーブに移し取り、Hoechst 33342（Dojindo、Kumamoto、Japan）を加え（終濃度 14.3 μg/mL）、

37℃で 30 分間インキュベートした。次いで、等量の 10％パラホルムアルデヒド/PBS を加

え、室温で 30 分間静置することで細胞を固定した後、遠心（153×g、6 分間）して細胞を

集め、PBS で 2 回洗浄した。スライドグラスに VECTASHIELDTM液（Vector laboratories、

Burlingame、CA、USA）でマウントした後、蛍光顕微鏡で観察した（励起波長 352 nm、

蛍光波長 461 nm；Zeiss Axiophoto2、Carl Zeiss、Jena、Germany）。 

 

7. ゲノム DNA 断片化の検出 

 ゲノム DNA の断片化は Apoptosis Ladder Detection Kit Wako（Wako Pure Chemical 

Industries、Osaka、Japan）を用いて製品の使用マニュアルに従って行った。すなわち、

HL-60 細胞を 3.5 cm ディッシュに 5 × 105 cells/dish で播種した後、終濃度 10 μM になる

ように erypoegin K を添加し、37℃で 10 時間インキュベートした。細胞を 1.5 mL チュー

ブに移し取り、遠心（153×g、6 分間）して細胞を集め、PBS で 1 回洗浄した。いずれも

キットに含まれる Enzyme Reaction Solution、Enzyme Activate Solution および RNase

をあらかじめ混和し、集めた細胞に加えて混和後、50℃で 30 分間インキュベートした。次

いで、DNA Extraction Solution を加えてゲノム DNA を抽出し、転倒混和後、室温にてイ

ソプロパノール沈殿（等量のイソプロパノール、15 分間、室温）を行い、遠心（10,000×

g、5 分間、室温）して沈殿を集めた。70％エタノールで 2 回リンスした後、TE〔10 mM 

Tris-HCl（pH7.5）、1 mM EDTA〕に溶解したものを 1.5％アガロースゲル電気泳動後、

SYBRTM Green I で染色し、UV トランスイルミネーターで DNA の断片化を検出した。 

 

8. MG の定量 

 第二章 2-4 と同様に行った。 

 

9. 統計処理 

 2 群の比較には、Student の t 検定を行い、3 群以上の比較には One-way ANOVA を行っ

た後、Dunnett の多重検定を行い、有意差を調べた（GraphPad Prism 7 version 7.03 for 

Windows）。p<0.05 を統計学的に有意であると判定した。 
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第三節 結果 

1. 3 種のイソフラボンの HL-60 細胞に対する生存率に及ぼす影響 

HL-60 細胞の生存率に及ぼす erypoegin K（2）、hydroxyerythrinin C（3）および

erythrinin C（4）の影響について検討した。HL-60 細胞を様々な濃度の erypoegin K、

hydroxyerythrinin C または erythrinin C で、48 時間処理後の細胞生存率を MTS アッセ

イによって測定した。Fig. 3-2 に示すように、erypoegin K は HL-60 細胞の生存率を著し

く減少させることが明らかとなった。IC50 値は 0.175 ± 0.004 μM で既知の細胞膜透過型

GLO I 阻害剤である BBGC の IC50値 （3.59 ± 0.10 μM）と比べ、20 倍以上強力であるこ

とが示された（Table 3-1）。一方、フラン環の位置異性体である erythrinin C の IC50値は 

47.0 ± 7.8 μM で、HL-60 の細胞生存率に及ぼす影響はあまりみられず、hydroxyerythrinin 

C では 50 μM までの処理で細胞生存率に対してほとんど影響がみられなかった。 
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Fig. 3-2 Effects of erypoegin K, hydroxyerythrinin C and erythrinin C on the viability of 

HL-60 cells. 

a, erypoegin K and BBGC. b, erythrinin C and hydroxyerythrinin C. HL-60 cells were 

treated with various concentrations of the compounds for 48 h. The values are presented 

as the mean ± SE of at least three independent experiments. Triplicate measurements 

were obtained in each experiment. DMSO was used as a control and BBGC was used as 

a positive control.  
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Table 3-1. IC50 values of erypoegin K, hydroxyerythrinin C, erythrinin C and BBGC on 

the cell viability of HL-60 cells. 

 

 

 

 

 

 

The values are presented as the mean ± SE of at least three independent experiments. 

Triplicate measurements were obtained in each experiment. DMSO was used as a control 

and BBGC was used as a positive control.  

  

Compound IC50 (μM) 

erypoegin K 0.175 ± 0.004 

hydroxyerythrinin C >50 

erythrinin C 47.0 ± 7.8 

BBGC 3.59 ± 0.10 
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2. erypoegin K の正常リンパ球に対する作用 

 erypoegin K がヒト白血病細胞株 HL-60 に対して極めて強い細胞死誘導活性を示したこ

とから、次に正常細胞に対する作用について検討した。ここでは正常細胞としてヒト末梢血

リンパ球を用いた。その結果、ヒト末梢血リンパ球に対する erypoegin K の細胞死誘導作

用は弱く、erypoegin K の細胞死誘導活性は HL-60 細胞などのがん細胞に特異的であるこ

とが示唆された（Fig. 3-3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-3 Effect of erypoegin K on the viability of human peripheral lymphocytes and HL-

60 cells. 

Human peripheral lymphocytes and HL-60 cells were treated with various 

concentrations (0-5 μM) of erypoegin K for 48 h. The values are presented as the mean ± 

SE of three independent experiments. Triplicate measurements were obtained in each 

experiment. The significance of differences was evaluated using Student’s t test. *p < 

0.01 vs. HL-60 cells. 
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3. erypoegin K による HL-60 細胞のアポトーシス誘導 

erypoegin K が誘導する細胞死がアポトーシスによるものかどうかを明らかにするため、

アポトーシスのマーカーであるカスパーゼ 3 の酵素活性を測定した。カスパーゼ 3 活性は

erypoegin K または BBGC 各 15 μM で処理した HL-60 細胞で時間依存的に著しく増加し

た（Fig. 3-4）。次に、カスパーゼ 3 の活性化が HL-60 の細胞死に直接関連しているかどう

かを明らかにするため、カスパーゼ 3 阻害剤の存在下、erypoegin K による HL-60 の細胞

生存率に及ぼす影響について検討した。その結果、カスパーゼ 3 阻害剤の添加により、

erypoegin K で 6 時間または 24 時間処理後の細胞生存率が回復する傾向にあった（Fig. 3-

5）。このことから、erypoegin K による細胞死のシグナル伝達経路においてカスパーゼ 3

が関与していることが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-4 Induction of caspase 3 activity in HL-60 cells treated with DMSO, erypoegin K 

or BBGC. 

HL-60 cells were treated with DMSO (control) or 15 μM erypoegin K or BBGC for the 

indicated period of time. Caspase 3 activity was measured using the caspase-3 

fluorometric assay kit, and expressed as an arbitrary unit of fluorescence intensity in 

proportion to the reaction product. The values are presented as the mean ± SE of three 

independent experiments. Duplicate measurements were obtained in each experiment. 

The significance of differences was evaluated using the One-way ANOVA with Dunnett’s 

multiple comparison test. *p < 0.01 vs. control 

  

 

0

20,000

40,000

60,000

80,000

100,000

0 2 4 6

C
a
s
p
a
s
e

-3
 a

c
ti
v
it
y

Time (h)

 erypoegin K

 BBGC

 control

*

*

*

*

*

*



- 40 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-5 Effect of the caspase 3 inhibitor on the viability in cells treated with erypoegin 

K for 6 h (a) or 24 h (b). 

HL-60 cells were treated with various concentrations of erypoegin K in the presence or 

absence of 100 μM Z-DEVD-FMK. The inhibitor was added 2 h prior to treatment with 

erypoegin K. Each measurement was made in duplicate. Open circle: no caspase 3 

inhibitor; closed circle: 100 μM caspase 3 inhibitor. 

 

さらに、アポトーシス細胞に特徴的な形態である核の凝縮とゲノム DNA の断片化につい

て検討した。その結果、核の凝縮は 10 μM の erypoegin K で 6 時間処理した細胞で観察さ

れた。それに対してコントロール（DMSO 処理）の細胞では核の断裂は全く観察されなか
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った（Fig. 3-6）。また、アポトーシスに特徴的なゲノム DNA の規則的な切断パターン（DNA

ラダー）について検討したところ、10 μM の erypoegin K で 10 時間処理した細胞から抽出

したゲノム DNA のアガロースゲル電気泳動によって特徴的な DNA ラダーが観察された

（Fig. 3-7）。これらの結果から、erypoegin K は HL-60 細胞においてアポトーシス経路を

活性化させることによって細胞死を誘導していることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-6 Detection of nuclear condensation. 

HL-60 cells were treated with 10 μM erypoegin K or DMSO for 6 h. The nuclei were 

stained with Hoechst 33342 and fixed with 5% paraformaldehyde.  

a, erypoegin K;  b, DMSO (control) 

 

                            

 

Fig. 3-7 Detection of apoptotic genome DNA 

ladder. 

HL-60 cells were treated with 10 μM 

erypoegin K or DMSO for 10 h. Genomic DNA 

was extracted from the cells using Apoptosis 

Ladder Detection Kit Wako and separated by 

1.5% agarose gel electrophoresis. 

Lane 1, 100 bp size marker; Lane 2, 

erypoegin K; Lane 3, DMSO (control) 
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4. MG の生成と蓄積 

第一章において erypoegin K は精製ヒト組換え型 GLO I の酵素活性を阻害することを示

した。そこで erypoegin K が実際に細胞内 GLO I を阻害しているかどうかを明らかにする

ために erypoegin K で処理した HL-60 細胞における MG の生成について検討した。その結

果、MG は 10 μM の erypoegin K で 24 時間処理した HL-60 細胞の溶解液では検出限界以

下であったが、同様に処理した培養液中には高濃度の MG が検出され、その量は 10 μM の

BBGC で同様に処理したときの値の約 3.5 倍高濃度であった（Fig. 3-8）。これらの結果は

erypoegin K が細胞内 GLO I 活性を阻害して MG を産生し、培養液中に分泌、蓄積したも

のであると考えられた。一方、細胞死誘導活性が弱かった erythrinin C においては MG の

蓄積は認められなかった。すなわち、MG の生成と細胞死誘導活性には明らかな関連性のあ

ることが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-8 MG accumulation in the culture medium of HL-60 cells treated with DMSO, 

BBGC, erypoegin K or erythrinin C. 

HL-60 cells were treated with DMSO (control) or 10 μM BBGC, erypoegin K, or 

erythrinin C for 24 h at 37°C. The concentration of MG in the culture medium was 

measured using HPLC/UV. The values are presented as the mean ± SE of three 

independent experiments. Duplicate measurements were obtained in each experiment. 

The significance of differences was evaluated using the One-way ANOVA with Dunnett’s 

multiple comparison test. *p < 0.05 vs. control.  
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第四節 考察 

ボリビアデイゴ樹皮から単離した erypoegin K、hydroxyerythrinin C および erythrinin 

C のヒト白血病細胞株 HL-60 に対する影響を調べた結果、erypoegin K は非常に強力な細

胞死誘導活性を示した。一方、A 環に縮合したフラン環の位置が異なる erythrinin C は、

細胞死誘導活性が大きく減少し、さらに 3"位にヒドロキシ基を持つ hydroxyerythrinin C

では細胞死誘導活性は認められなかった。細胞死誘導に直接関与すると考えられる MG の

蓄積については、HL-60 細胞に erypoegin K を作用させた時、BBGC を作用させた時より

も高濃度の MG が検出されたのに対して、erythrinin C を作用させた時はコントロール

（DMSO）と同等であった。これらのことから細胞死誘導活性には、フラン環の位置が重要

であることが示唆された。 erythrinin C の 3" 位にヒドロキシ基が付加した

hydroxyerythrinin C は、HL-60 細胞の生存率に対する影響はほとんどみられなかった。ヒ

ドロキシ基の付加による構造の変化が影響していると考えられる。 

MG は主に解糖の代謝副産物として形成される反応性の高いジカルボニル化合物である

73)。これまでに細胞外から導入された MG はタンパク質、脂質、DNA などと容易に反応し

てフリーラジカルの細胞内産生の引き金となることが報告されている 93, 94)。また、フリー

ラジカルはその細胞毒性と密接に関連している 95)。実際、外部から培養液に加えた MG が

ヒト肝がん細胞株 HepG2 96)、ヒト骨芽細胞株 97)、さらにヒト白血病細胞株 HL-60 98)や

U937 99)細胞でアポトーシスを誘導することが報告されている。 

培養液に添加した MG による細胞毒作用に関する研究は、mM またはそれ以下の濃度範

囲で行なわれている 96-99)。筆者は 10% FBS を含む RPMI-1640 培養液に 1 mM の MG を

添加して 24 時間静置した場合、培養液中の遊離 MG 濃度は 1 μM 程度に低下することを見

出している。これは MG が培養液中に存在するタンパク質やアミノ酸と共有結合するため

と考えられる。したがって、erypoegin K で処理した細胞から放出された MG 量は Fig. 3-

8 で示されるよりもさらに高いレベルである可能性がある。 

erypoegin K をヒト末梢血リンパ細胞に作用させたところ、HL-60 細胞に作用させたと

きのような顕著な細胞死誘導活性を示さなかった。このことより、がん細胞に対してより選

択的に細胞死を誘導する可能性が示唆された。 

 

小括 

ボリビアデイゴから単離された化合物である erypoegin K はヒト白血病細胞株 HL-60 に

対して非常に強力な細胞死誘導活性（IC50 = 175 nM）を示すことが明らかになった。この

作用は培養液中への MG の蓄積を伴い、ミトコンドリアを介したアポトーシスによるもの

であることが示唆された。一方、ヒト末梢血リンパ球に対する erypoegin K の細胞毒性は

低く、白血病細胞株である HL-60 細胞に対してより特異的であった。これらの知見は、

erypoegin K ががん細胞に選択的ながん治療薬開発のための基礎となる可能性がある。   
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第四章 

(S)-erypoegin K の HL-60 細胞に対するエナンチオ選択的なアポトーシス誘導活性 

 

第一節 緒言 

第一章から第三章でボリビアデイゴ樹皮から単離した 10 種のイソフラボンの中で、

erypoegin K が HL-60 細胞に対して最も強力な細胞死誘導活性とアポトーシス誘導活性を

示すことを記述した。また、erypoegin K は正常ヒト末梢血リンパ球に対する細胞死誘導活

性をほとんど示さなかったため、その作用はがん細胞に選択的であることが示唆された。 

erypoegin K は、イソフラボンの A 環に縮合したフラン環の C-2’’がキラル炭素になって

おり(R)-と(S)-erypoegin K の 2 つの光学異性体が存在しうる。実際、ボリビアデイゴから

単離した erypoegin K の比旋光度[α]D23 はゼロであることから、天然の植物中においては

(R)-および(S)-光学異性体が 50％ずつからなるラセミ体として存在していると考えられる。 

そこで本章では、(R)-、(S)-erypoegin K の 2 種の光学異性体の生理活性を詳細に検討す

るため、また、マウス個体を用いた in vivo での抗腫瘍活性を評価するため、genistein を出

発材料として (RS)-erypoegin K を半合成することを試みた。合成した標品と天然由来の標

品が同じ化学構造をもち生物学的に同等であることを確認した後、キラルカラムを用いて

HPLC により両光学異性体を光学分割した。精製した 2 つの光学異性体を用いて、HL-60

細胞に対するそれぞれの細胞死誘導活性およびアポトーシス誘導活性について検討した。 

 

第二節 実験方法 

1. (RS)-erypoegin K の合成 

 (RS)-erypoegin K の半合成は、共同研究者の東北大学理学部（現 信州大学繊維学部）浅

尾直樹教授らによって行われた。出発材料として genistein を用い、5 つの工程で(RS)-

erypoegin K が合成された（Scheme 4-1）。 
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Scheme 4-1. Semisynthesis of erypoegin K 

Reagents and conditions : (a) Ac2O, Pyridine, rt, 24 h, 86%; (b) 3-methyl-2-buten-1-ol 

(1.5 equiv), DIAD (1.8 equiv.), PPh3 (1.8 equiv.), CH2Cl2, -10 to rt, 8 h, 78%; (c) Eu(fod)3 

(0.1 equiv.), CHCl3, 60 °C, 20 h, 61%; (d) 10% aq. NaHCO3, MeOH:THF (1:1), 60 °C to rt, 

12 h, 79%; (e) m-CPBA (1.3 equiv.), K2CO3, CH2Cl2, rt, 12 h, 71%. 

 

1.1 一般的方法 

genistein は LC Laboratories（Woburn、MA、USA）から購入した。すべての反応は、

オーブンで乾燥したガラス容器で、アルゴン気流下マグネティックスターラーで撹拌して

行った。空気と反応性の高い試薬や溶液は容器にゴム栓をしてシリンジを用いて加えた。反

応のモニタリングはシリカゲルプレート（60 F254、Merck、Darmstadt、Germany）を用

いた TLC により行った。検出は UV ライトまたは KMnO4で浸漬した後、加熱することに

よって行った。すべての化合物はシリカゲル 60N（spherical、neutral、40－100 μm；KANTO 

Chemical Co、Tokyo、Japan）またはシリカゲル 60（Merck）を用いたカラムクロマトグ

ラフィーで精製した。融点は自動融点測定装置 MPA100（Stanford Research Systems、

Sunnyvale、CA、USA）で測定した。IR スペクトルは FT/IR-6600 （JASCO、Tokyo、

Japan）で測定した。1H-NMR スペクトルは JNM AL 400 (400 MHz、JEOL、Tokyo、

Japan）で測定した。1H-NMR スペクトルについて、化学シフトは CDCl3：7.26 ppm また

は acetone-d6：2.04 ppm とし、積分値、多重度（s = singlet, d = doublet, t = triplet, q = 

quartet, m = multiplet, および br = broad signal）およびカップリング定数（Hz）を示し

た。13C-NMR スペクトルは JNM AL 400 (100.5 MHz、JEOL）を用い、プロトンデカップ

リングにて測定し、化学シフトは CDCl3：77 ppm または acetone-d6：29.8 ppm とした。

HRMS は、APEXIII（Bruker、Billerica、MA、USA）または JMS-700 MStation（JEOL）

により測定した。 

 

1.2 4-(7-acetoxy-5-hydroxy-4-oxo-4H-chromen-3-yl) phenyl acetate (3)の合成 

 3 の合成は、Maharik らの方法を改変して行った 100)。 ピリジン 40 mL に溶解した
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genistein (2) (2 g、7.4 mmol) 溶液に無水酢酸（14.8 mmol）をアルゴン気流下、0℃で滴

下した。遮光して室温で 24 時間撹拌し、生じた暗色の溶液を氷冷した水に注ぎ入れた。沈

殿した黄色の固体をろ過して乾燥した後、acetone/EtOH (3:1) で再結晶して淡黄色固体の

3 (2.25 g, 6.35 mmol)を収率 86%で得た。mp 203–206 °C; IR (KBr) cm-1: 3077, 1751, 1654, 

1589, 1542, 1490, 1251, 1128, 1047, 990, 897; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 12.74 (s, 1H), 

7.97 (s, 1H), 7.54 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.19 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.76 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 

6.59 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 2.33 (s, 3H), 2.32 (s, 3H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 180.9, 

169.4, 168.3, 162.4, 156.8, 156.0, 153.4, 150.9, 130.0, 127.9, 123.6, 121.9, 109.4, 105.6, 

100.9, 21.2, 21.1; HRMS calculated for C19H14O7 [M + Na]+ 377.06317, found 377.06312. 

1.3 4-(7-acetoxy-5-(3-methylbut-2-en-l-yl)-4-oxo-4H-chromen-3-yl) phenyl acetate (4) 

の合成 

 4 の合成は、Maharik らの方法を改変して行った 100)。3 (500 mg, 1.41 mmol)と

triphenylphosphine (PPh3, 666 mg, 2.54 mmol) の混合物を CH2Cl2 (10 mL)に溶解し、10

分間 25℃でソニケートした。この溶液に CH2Cl2 (5 mL) に溶解した 3-methyl-2-buten-1-

ol (182 mg, 2.11 mmol)と diisopropyl azodicarboxylate (DIAD, 513 mg, 2.54 mmol)を－

10℃で 10 分以上かけて滴下した。次に、混液を－10℃で 2 時間撹拌し、さらに室温で 6 時

間撹拌した。溶媒を減圧除去し、得られた濃い黄色の液体をシリカゲルクロマトグラフィー

を用い EtOAc/hexane (20:80)で溶出し、粗固体 4 を得た。さらに EtOH による再結晶を行

い、白色固体の 4 (464 mg, 1.09 mmol)を収率 78%で得た。mp 164–168 °C; IR (KBr) cm-1: 

2913, 1750, 1611, 1542, 1477, 1304, 1250, 1173, 1112, 1045, 1012, 908; 1H-NMR (400 

MHz, CDCl3) δ: 7.81 (s, 1H), 7.55 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.11 (d, J = 7.8 Hz, 2H ), 6.83 (d, J 

= 2.0 Hz, 1H), 6.57 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 5.60- 5.53 (m, 1H), 4.64 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 2.33 

(s, 3H), 2.30 (s, 3H), 1.76 (s, 3H), 1.70 (s, 3H). 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 174.9, 169.4, 

168.3, 160.6, 158.6, 154.3, 150.9, 150.5, 138.1, 130.3, 129.4, 125.8, 121.4, 118.8, 113.4, 

102.8, 102.3, 66.7, 25.7, 21.1, 21.0, 18.3; HRMS calculated for C24H22O7 [M + Na]+ 

445.12577, found 445.12574. 

1.4 4-(7-acetoxy-5-hydroxy-8-(3-methylbut-2-en-1-yl)-4-oxo-4H-chromen-3-yl) phenyl 

acetate (5)の合成 

 5 の合成は、Maharik らの方法を改変して行った 100)。脱水クロロホルム (2 mL) 中に溶

解した 4 (1 g, 2.36 mmol)と Eu(fod)3 (246 mg, 0.236 mmol)を穏やかに還流しながら、アル

ゴン気流下撹拌しながら、24 時間加熱した。溶媒を減圧除去し、得られた濃い黄色の液体

をシリカゲルフラッシュクロマトグラフィーを用い EtOAc/hexane (25:75)で溶出し、淡黄

色の固体として、5 (610 mg, 1.44 mmol) を収率 61％で得た。mp 143–145 °C; IR (KBr) 

cm-1: 3065, 2932, 1742, 1686, 1654, 1647, 1482, 1357, 1206, 1175, 1058, 923, 880 cm-1; 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 12.63 (s, 1H), 8.02 (s, 1H), 7.56 (d, J = 8.3 Hz, 2H ), 7.18 
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(d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.59 (s, 1H), 5.15-5.07 (m, 1H), 3.38 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 2.34 (s, 3H), 

2.33 (s, 3H), 1.78 (s, 3H), 1.76 (s, 3H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 181.3, 169.4, 168.4, 

159.8, 154.8, 154.6, 153.7, 150.9, 132.7, 130.0, 128.0, 123.4, 121.9, 120.9, 112.9, 109.9, 

106.4, 25.6, 22.5, 21.1, 20.9, 17.8; HRMS calculated for C24H22O7 [M + Na]+ 445.12577, 

found 445.12575.  

1.5 lupiwighteone (6)の合成 

 6 の合成は、Maharik らの方法を改変して行った 100)。MeOH/THF (1:1, 25 mL)に懸濁し

た 5 (1 g, 2.36 mmol) に 10% NaHCO3 (50 mL)水溶液を加えた。混液を 60℃で 2 時間撹拌

し、さらに室温で一晩撹拌した。減圧下で溶媒を半分まで留去し、2％HCl 水溶液 (5 mL)

を加えた。次に、混液を EtOAc 抽出し、有機溶媒層を合わせて MgSO4 で脱水後、ろ過し

た。溶媒を減圧留去し、得られた黄色の固体をシリカゲルフラッシュカラムクロマトグラフ

ィーを用いて CH2Cl2/MeOH (50:1)で溶出、精製し、白色固体 6 (632 mg, 1.86 mmol)を収

率 79％で得た。mp 134–136 °C; IR (KBr) cm-1: 3527, 3173, 2913, 1660, 1614, 1514, 1365, 

1254, 1178, 1064, 829; 1H-NMR (400 MHz, acetone-d6) δ: 12.98 (s, 1H), 9.14 (brs, 2H), 

8.24 (s, 1H ), 7.47 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.90 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.36 (s, 1H), 5.28-5.20 (m, 

1H), 3.43 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 1.80 (s, 3H), 1.65 (s, 3H); 13C-NMR (100 MHz, acetone-d6) 

δ: 206.3, 181.9, 162.1, 161.4, 158.3, 156.2, 154.3, 132.0, 131.1, 123.6, 123.1, 123.0, 115.9, 

107.1, 106.2, 99.3, 25.8, 21.8, 17.8; HRMS calculated for C20H18O5 [M + Na]+ 361.10464, 

found 361.10460. 

 

1.6 (RS)-erypoegin K (1)の合成 

 6 (169 mg, 0.5 mmol)をCH2Cl2 (15 mL)に溶解したものにK2CO3 (207 mg, 1.5 mmol)と 

metachloroperoxybenzoic acid (m-CPBA, 160.24 mg, 0.65 mmol) を加えた。反応液をア

ルゴン気流下室温で12時間撹拌した。反応液をろ過後の残渣を数回CH2Cl2で洗浄した。ろ

液を減圧留去し、得られた粗生成物をシリカゲルフラッシュカラムクロマトグラフィーを

用いてEtOAc/hexane (40:60)で溶出、精製し、1 (125 mg, 0.35 mmol)を収率 71％で得た。

mp 251–254 °C; IR (KBr) cm-1: 3487, 3403, 3281, 3078, 2978, 1900, 1831, 1671, 1615, 

1575, 1479, 1252, 1170, 1068, 958, 827; 1H-NMR (400 MHz, acetone-d6) δ: 13.23 (s, 1H), 

8.51 (s, 1H), 8.20 (s, 1H ), 7.40 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.90 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.20 (s, 1H), 

4.89-4.83 (m, 1H), 3.84 (s, 1H), 3.35-3.21 (m, 2H), 1.30 (s, 3H), 1.25 (s, 3H); 13C-NMR (100 

MHz, acetone-d6) δ: 181.6, 167.6, 164.3, 158.4, 153.9, 153.6, 131.2, 124.0, 123.0, 115.9, 

106.2, 104.7, 94.4, 92.7, 71.4, 29.2, 27.1, 25.9; HRMS calculated for C20H18O6 [M + Na]+ 

377.09956, found 377.09954. 

(R)-erypoegin K: mp 247-250 °C; IR (KBr) cm-1: 3488, 3403, 3078, 2978, 2696, 1832, 

1774, 1671, 1618, 1572, 1479, 1291, 1203, 1252, 1171, 1025, 959, 841, 826. 
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(S)-erypoegin K: mp 246 - 248 °C; IR (KBr) cm-1: 3487, 3406, 3077, 2978, 2929, 2803, 

2697, 1900, 1831, 1671, 1619, 1574, 1480, 1291, 1171, 1068, 959, 826. 

 

2. キラルカラム HPLC による(R)-、(S)-erypoegin K の光学分割 

ラセミ体として合成された(RS)-erypoegin K は、移動相イソプロパノール/ヘキサン（30：

70）、流速 4 mL/min、検出 254 nm の条件下、キラルカラム CHIRALPAK AD-H（10 mm 

× 25 cm; Daicell、Osaka、Japan）で分離した。これらの条件下で、(R)- および(S)-erypoegin 

K の保持時間はそれぞれ 11.4 min と 19.2 min であった。各ピーク画分を分取し、ロータ

リーエバポレーターによって 40℃で留去した。 

 

3. 比旋光度の測定 

サンプルを 1.9 mg/mL の濃度でアセトンに溶解し、25℃における比旋光度[α]D23を旋光

度計 P-2200（JASCO、Tokyo、Japan）を用いて測定した。 

 

4. HL-60 細胞の培養 

HL-60 細胞は、第二章 2-2 と同様に行った。 

 

5. カスパーゼ活性の測定 

カスパーゼ 3の測定は、第二章 2-5と同様に行った。カスパーゼ 9の活性測定は、Caspase-

9 Fluorometric Assay Kit（R&D Systems Inc.、Minneapolis、MN、USA）を用いた以外

はカスパーゼ 3 と同様に行った。 

 

6. 核の凝縮の検出 

HL-60 細胞を、24-well プレートに 8.0 × 105 cells/well で播種した後、終濃度 5 μM の

(S)- または、(R)-erypoegin K を添加し、37℃で 6 時間インキュベートした。以降は、第三

章 2-6 と同様に行った。 

 

7. ゲノム DNA 断片化の検出 

HL-60 細胞を 3.5 cm ディッシュに 5 × 105 cells/well で播種した後、終濃度 1 μM または

3 μM の(S)-、(R)-erypoegin K をそれぞれ添加し、37℃で 5 時間インキュベートした。以降

は、第三章 2-7 と同様に行った。 

 

8. MG の定量 

HL-60 細胞を 6 cm ディッシュ に 1.5 × 106 cells で播種し、37℃ で 24 時間プレイン

キュベートした後、(S)-、(R)-erypoegin K をそれぞれ終濃度 1 μM または 3 μM になるよう

に添加し、さらに 37℃ で 8 時間または 24 時間インキュベートした。以降は、第二章 2-4



- 49 - 

 

 

と同様に行った。 

 

9. ヒト GLO I 酵素活性測定 

第一章 2-8 と同様に行った。 

 

10. 統計処理 

第二章 2-7 と同様に行った。 
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第三節 結果 

1. (RS)-erypoegin K の合成 

(RS)-erypoegin K (1)の半合成は genistein (2)を出発材料として Scheme 4-1 に示した 5

段階の反応によって次のように行われた。まず、2 の選択的アセチル化で 86％の収率で 3

が得られ、3 は diethyl azodicarboxylate の代わりに diisopropyl azodicarboxylate (DIAD) 

を用いた反応条件下、3-methylbut-2-en-1-ol で処理し 73％の収率で 4 が得られた。次いで

Eu(fod)3を触媒としたクライゼン転位により 61％の収率で 5 を得た後、塩基性条件下で加

水分解することにより 81％の収率で 6 が得られた。次に、6 のプレニル基のエポキシ化に

続いて 5-exo-tet 環化反応により五員環の環状エーテルの合成を試みたところ、K2CO3の存

在下でm-CPBAを反応させることで1のラセミ体が71％の収率で得られた。lupiwighteone 

(6)は genistein から Maharik らの方法 100)に従い、4 段階の反応で合成され、収率は 44％

であった。 

 各段階の反応条件と収率は第二節の 1 に詳細に記載した。genistein から erypoegin K へ

の全収率は 23％であった。合成した erypoegin K と、天然由来 erypoegin K の１H-、13C-

NMR スペクトルを測定したところ、完全に一致したことから合成 erypoegin K 標品は天然

由来標品と化学的に同等であることが確認された。 
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2. 合成した(RS)-erypoegin K の生理活性 

合成した erypoegin K の生理活性は HL-60 細胞の細胞死誘導活性によって評価した。各

濃度の合成または天然由来の erypoegin K を用いて 48 時間処理した。合成した erypoegin 

K は天然由来のラセミ体 erypoegin K と同様、強力な細胞死誘導活性を示し、その濃度－

細胞生存率曲線は完全に一致した。どちらの IC50値も前章にて記載したように 175 nM で

あったことから合成 erypoegin K は天然由来標品と生物学的にも同等であることが確認さ

れた（Fig. 4-1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-1 Comparison of anti-proliferative activity of natural and semi-synthesized (RS)-

erypoegin K. 

 Human leukemia HL-60 cells were treated for 48 h with various concentrations of (RS)-

erypoegin K obtained from the natural or semi-synthetic sources. Cell viability was 

determined using the MTS-based assay.  
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3. ラセミ混合物から(S)-、(R)-erypoegin K の光学分割 

 光学異性体のどちらかまたは両方が生理活性を持つかどうかを明らかにするために、合

成したラセミ体のerypoegin Kをそれぞれの光学異性体に分割することを試みた。Fig. 4-2a

にキラルカラムを用いてHPLCで分離した光学異性体のクロマトグラムを示す。それぞれの

絶対配置はそれらの比旋光度から推定した。すなわち、ピーク1（tR＝11.4 min）とピーク

2（tR＝19.2 min）の比旋光度[α]D23はそれぞれ－89°、＋86°であった。Taharaら101)は

erypoegin KのB環に2’-OHを有するイソフラボン化合物DK-M1（Fig. 4-2c）について、そ

のフラン環のC-2’’はR-配置で左旋性（[α]D23＝－76°）であることを報告している。このこと

から左旋性を示すピーク1を(R)-erypoegin K、右旋性を示すピーク2を(S)-erypoegin Kと決

定した。Fig. 4-2bに(R)-および(S)-erypoegin Kの化学構造を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-2. Separation of (R)- and (S)-erypoegin K optical isomers by HPLC using a chiral 

column and their chemical structures.  

a, (R)- and (S)-erypoegin K were separated from a semi-synthesized racemic mixture of 

erypoegin K by HPLC, using a chiral column of CHIRALPAK AD-H (10 mm × 25 cm), 

under the following conditions: mobile phase, isoPrOH/ hexane (30:70); flow rate, 4 

mL/min; absorbance at 254 nm. The peaks were determined to be (R)-erypoegin K (peak 

1, retention time: 11.4 min) and (S)-erypoegin K (peak 2, retention time: 19.2 min). b, 

Chemical structures of (R)- and (S)-erypoegin K. c, Chemical structure of DK-M1, which 

is 2’-hydroxy derivative of (R)-erypoegin K. 

  

 

a b

 

 

 

ｂ a 

peak 1: (R)-erypoegin K 

peak 2: (S)-erypoegin K 

DK-M1 

c 
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4. (S)-および(R)-erypoegin Kの細胞死誘導活性とアポトーシス誘導活性 

 HL-60細胞の生存率に対する両光学異性体の生理活性について検討した。HL-60細胞を

様々な濃度のラセミ体、R体、S体のerypoegin Kで48時間処理し、細胞生存率をMTSアッ

セイによって評価した。Fig. 4-3に示すように、(S)-erypoegin KはHL-60細胞に対して強力

な細胞死誘導活性を示し、そのIC50値は90 nMでラセミ混合物のIC50値（175 nM）の約1/2

であった。これに対して、(R)-erypoegin Kは50 μMまで濃度を上げても細胞死誘導活性を

示さなかった。このことから、erypoegin Kの活性体は(S)-erypoegin Kであり、(R)-erypoegin 

Kは不活性体であることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-3 Effects of racemic, (R)-, and (S)-erypoegin K on HL-60 cell viability. 

HL-60 cells (1.2 × 104 cells/ well) were treated with various concentrations of racemic, 

(R)-, or (S)-erypoegin K for 48 h. The values are presented as the mean ± SE of three 

independent experiments. Triplicate measurements were performed in each experiment.  
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 次に (S)-erypoegin Kによって誘導される細胞死がアポトーシスによるものであること

を明らかにするために、アポトーシスの二つの形態的特徴である核の凝縮／断裂とゲノム

DNAのラダー形成の有無について検討した。その結果、 (S)-erypoegin Kで処理したHL-60

細胞では核の凝縮と断裂が観察され（Fig. 4-4a）、(S)-erypoegin K 1 μM または 3 μM処

理によって約180塩基対の整数倍からなる典型的なゲノムDNAのラダー形成が見られた

（Fig. 4-4b）。一方、(R)-erypoegin K処理ではDMSO（コントロール）処理と同様、この

ような核の凝縮やDNAラダーの形成は見られなかった（Fig.4-4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-4 Nuclear condensation/ 

fragmentation and genomic DNA ladder 

formation.  

a, Representative microscopy images of 

nuclear condensation/fragmentation. HL-

60 cells were treated with 5 μM (S)-

erypoegin K or (R)-erypoegin K or DMSO 

as a control for 6 h, followed by staining 

with Hoechst 33342.  

b, Genomic DNA ladder formation. 

Genomic DNA was extracted from the cells 

treated with the test compounds for 5 h 

and analyzed by 1.5% agarose gel 

electrophoresis. M, 100-bp DNA size 

marker; Lane 1, DMSO (control); Lane 2, 1 

μM (S)-erypoegin K; Lane 3, 3 μM (S)-

erypoegin K; Lane 4, 1 μM (R)-erypoegin 

K; Lane 5, 3 μM (R)-erypoegin K.   

 

b 
1 2 3 4 5 M 

a 
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 (S)-erypoegin Kによる細胞死がアポトーシスであることをさらに確認するために、アポ

トーシスによって活性化されるカスパーゼ3と9の酵素活性を測定した。0.1または0.5 μMの

(S)-または(R)-erypoegin Kで処理したHL-60細胞から経時的に細胞抽出液を調製し、抽出液

中の酵素活性を測定したところ、Fig. 4-5aとFig. 4-5bに示すように (S)-erypoegin Kで処理

したHL-60細胞ではカスパーゼ3と9のどちらも時間依存的かつ濃度依存的に著しく活性化

された。一方、(R)-erypoegin Kで処理したものではそのような活性化は見られなかった。

これらの結果より、(S)-erypoegin Kによる細胞死は、ミトコンドリア経路を介したアポト

ーシスによるものであることが示唆された。 
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Fig.4-5 Effect of (S)-, and (R)-erypoegin K on caspase 3 and caspase 9 activity in HL-60 

cells. 

HL-60 cells were treated with (S)- or (R)-erypoegin K at concentrations of 0.1 and 0.5 

μM. After incubation for the indicated time periods, enzyme activities of caspase 3 (a) 

and caspase 9 (b) in cell extract were assayed using each specific fluorescent substrate. 

Enzyme activity is expressed as relative fluorescence intensity in an arbitrary unit. The 

values are presented as the mean ± SE of four independent experiments. Triplicate 

measurements were performed in each experiment. The significance of differences was 

evaluated using one-way ANOVA and Dunnett’s method. *p < 0.05, **p < 0.01 vs. control. 

(S)-EpK, (S)-erypoegin K; (R)-EpK, (R)-erypoegin K.  
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5. (S)-および(R)-erypoegin Kで処理したHL-60細胞におけるMGの産生 

 第三章で述べたように、HL-60細胞を天然由来のラセミ混合物のerypoegin Kで処理する

と細胞培養液中に高濃度のMGが分泌・蓄積した。しかもその濃度はerypoegin Kで処理し

た場合の方が、GLO Iの既知の阻害剤BBGCで処理した場合よりも高かった。そこでこの

MG産生における両光学異性体の作用を調べるために、(S)-または(R)-erypoegin Kで処理し

たHL-60細胞の培養液中のMGレベルを測定した。その結果、Fig. 4-6に示すようにS体で処

理したときのみ、1 μMでは有意な差はみられなかったが、どちらの濃度も8時間でMGの蓄

積が起こり、24時間でさらに蓄積量が増加した。一方、R-体ではそのような効果は見られな

かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-6 Effect of (S)- and (R)-erypoegin K on the production of MG in HL-60 cells. 

HL-60 cells were treated with (S)- and (R)-erypoegin K (1 or 3 μM), and cultured for 8 

or 24 h. Subsequently, MG level in the culture medium was determined by the o-

phenylenediamine derivatization and HPLC/UV method. The values are presented as 

the mean ± SE of four independent experiments. Triplicate measurements were 

performed in each experiment. The significance of differences was evaluated using one-

way ANOVA and Dunnett’s method. *p < 0.05, **p < 0.01 vs. control. MG: methylglyoxal. 

n.s.: not significant. 

  

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

DMSO  1 µM  3 µM  1 µM  3 µM

M
G

 (
µ

M
)

 8 h

 24 h

(S)-erypoegin K (R)-erypoegin K

n.s.

**
**

*



- 58 - 

 

 

6. (S)-および(R)-erypoegin K の精製 GLO I の酵素活性に及ぼす影響 

 MGが(S)-erypoegin Kで処理した細胞の培養液でのみ特異的に検出されたことをから、

MGの産生は(S)-erypoegin KによるGLO Iの選択的阻害の結果であると考えられた。このこ

とを確認するために精製ヒトGLO Iを用いて、その酵素活性に及ぼす(S)-erypoegin Kの効

果について検討した。第一章で述べたようにerypoegin Kの精製GLO Iに対する阻害のIC50

値は109.4 μMであったことから、50 μMと100 μMの2点で酵素阻害活性を測定した。その

結果、予想に反してどちらの濃度においても、S体、R体の酵素阻害活性に有意な差は見ら

れなかった（Fig. 4-7）。酵素阻害に対するこれらのIC50値はどちらもおよそ100 μMであり、

ラセミ混合物のIC50値（109.4 μM）とほぼ一致していた。これらの結果から、(S)-erypoegin 

Kによる選択的アポトーシス誘導活性はGLO Iの酵素阻害による機序では説明できず、GLO 

I阻害とは異なる別の機序によることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-7 Inhibitory effect of (S)- and (R)-erypoegin K on the enzyme activity of purified 

human GLO I. 

 Recombinant human GLO I was purified to homogeneity and its activity was measured 

in the presence or absence of (S)- and (R)-erypoegin K. The enzyme reaction was 

monitored by measuring the increase in optical density at 240 nm because of the 

formation of S-D-lactoylglutathione. Enzyme activity was expressed relative to the 

activity of the control treated with vehicle (DMSO), which was taken as 100%. The data 

are presented as the mean ± SE of three independent experiments.  

BBG: S-p-bromobenzylglutathione. n.s.: not significant.  
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第四節 考察 

本章ではgenistein（2）を出発材料としてerypoegin Kをラセミ混合物として収率23％で

半合成することに成功した。合成した(RS)-erypoegin Kは1H-NMRおよび13C-NMRなどの

分光学的性質において天然由来標品と同一であり、さらにHL-60細胞の細胞死誘導活性に対

しても天然由来の標品と同一のIC50値（175 nM）を示した。このことから合成標品は天然

由来標品と化学的かつ生物学的に同等であることが明らかとなった。さらにS体、R体をキ

ラルカラムを用いて光学分割に成功し、両光学異性体の腫瘍細胞に対する細胞死誘導活性

の評価が可能となった。その結果、HL-60細胞に対するアポトーシスによる細胞死誘導活性

は(S)-erypoegin Kが特異的に有し、(R)-erypoegin Kは全く活性を示さないことが明らかと

なった。このエナンチオ選択的な生理作用は核の凝縮／断裂、ゲノムDNAの断片化、カス

パーゼ3、9の活性化などアポトーシスに特徴的ないくつかの指標からも支持された。さら

にこのことは、HL-60の細胞培養液中のMGの蓄積においてもみられ、GLO Iのエナンチオ

選択的な酵素阻害によるものと想定された。しかし、精製酵素を用いた実験からは予想に反

してS体、R体ともに阻害活性に差は見られなかった。第一章及び第三章で述べてきたよう

に、(S)-erypoegin KによるGLO I阻害のIC50値（約100 μM）とHL-60細胞に対する細胞死

誘導のIC50値（90 nM）には約1,000倍の大きな乖離がある。このことは(S)-erypoegin Kの

作用機構として、当初想定したようなGLO Iの酵素阻害とそれに続く細胞培養液中のMGの

蓄積によるアポトーシスという単純なメカニズムでは説明できない可能性が示唆された。

事実、S体、R体の精製ヒトGLO I酵素活性に対する阻害活性には有意な差は見られなかっ

た。MGの産生と培養液中における蓄積は、確かにエナンチオ選択的な(S)-erypoegin Kの細

胞死誘導活性に関連してはいるが、GLO Iの阻害とは異なる別の細胞内メカニズムに起因し

ていることが強く示唆された。すなわち、グリオキサラーゼ系に含まれるもう一つの酵素で

あるGLO IIをはじめ、MGの解毒に関わる酵素には他にもDJ-1102)（glyoxalase IIIともよば

れる）やアルドース還元酵素94)などがあり、(S)-erypoegin KはそれらのMG分解に関わる酵

素の阻害や解糖系の亢進、dihydroxyacetone phosphateなどからのMG合成の活性化などに

寄与している可能性がある。 

 

小括 

ボリビアデイゴに含まれるイソフラボン(S)-erypoegin K は、本研究によりヒト白血病細

胞株 HL-60 に対して、強力かつエナンチオ選択的なアポトーシスによる細胞死誘導活性を

示すことを明らかにした。しかし、精製ヒト GLO I に対する酵素阻害活性は S 体と R 体で

ほとんど変わらなかったことから、(S)-erypoegin K による細胞死誘導の機序は、GLO I の

阻害とは異なるものであることが示唆された。
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第五章 

(S)-erypoegin K の標的分子の探索と新規トポイソメラーゼ II 阻害剤としての働き 

 

第一節 緒言 

前章で(S)-erypoegin Kの標的分子がGLO Iではない可能性が示唆された。そこで(S)-

erypoegin Kの標的分子を探索するため、（公財）がん研究会と共同でヒトがん細胞株パネル

（JFCR39）を用いた化合物の標的分子の探索を行った。この方法は、39種のヒトがん細胞

株（肺がん7系、胃がん6系、大腸がん5系、卵巣がん5系、脳腫瘍6系、乳がん5系、腎がん2

系、前立腺がん2系およびメラノーマ1系）からなる細胞株パネルを用い、細胞株によって

種々の化合物に対する薬剤感受性（50％増殖阻害濃度、GI50）の違いをフィンガープリント

として表し、フィンガープリントの類似性から未知化合物の作用メカニズムを予測しよう

とする方法である103, 104)。これまでに、標的分子が同定されている化学療法剤や分子標的薬

2,000種類の化合物のフィンガープリントがデータベース化されている。未知化合物の

JFCR39に対するGI50を測定し、このデータベース中のフィンガープリントと比較すること

により、既存薬のどれと作用メカニズムが類似しているか、どれとも異なるユニークな作用

メカニズムを有するかを評価することが可能である。今回、(S)-erypoegin Kのフィンガー

プリントをデータベースと比較したところ、Topoisomerase II（Topo II）阻害剤である

etoposideと極めて高い類似性を示すことが明らかとなった。etoposide以外にも類似性が高

かったものはいずれもTopo II阻害剤であり、(S)-erypoegin Kの標的分子はTopo IIである可

能性が示唆された。 

 ヒトTopo IIは細胞の分裂や増殖に必要な酵素であり105, 106)、αとβのサブタイプが存在す

る。αサブタイプは、増殖している細胞で発現が高く、主にDNAの複製と細胞周期のG2期に

おける姉妹染色分体の脱連環（デカテネーション）において機能している。そのため、この

酵素の阻害は染色体の異常な分離と細胞周期の停止を導く。一方、βサブタイプは主に静止

期の細胞で発現しており、転写や複製中に蓄積したDNAのねじれストレスを開放すること

がその生理的役割である106)。 

 そこで本章では、(S)-erypoegin KのTopoisomerase II酵素活性に対する効果およびin 

silicoによる立体化学を評価した。また、第四章までは、浮遊細胞であるヒト白血病細胞株

HL-60に対する細胞増殖阻害活性について検討してきたが、固形がんに対する作用について

も明らかにするため、ここでは2種のヒト胃がん細胞株GCIYおよびMKN-1を用いてそれら

の細胞に対する(S)-erypoegin Kの作用について検討した。また、(S)-erypoegin Kによるこ

れらの細胞の細胞周期に及ぼす影響について検討した。これまでは培養がん細胞を用いた

in vitroの系における細胞増殖阻害活性ならびに細胞死誘導活性についての評価であった。

マウス個体におけるin vivoでの作用を明らかにするため、ヌードマウスにGCIY細胞を移植

した担がんモデルマウスを作成し、(S)-erypoegin Kによる抗腫瘍効果について検討した。 
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第二節 実験方法 

1. ヒトがん細胞パネル 

ヒトがん細胞株39系（肺がん7系、胃がん6系、大腸がん5系、卵巣がん5系、脳腫瘍6系、

乳がん5系、腎がん2系、前立腺がん2系およびメラノーマ1系）のがん細胞を96wellプレー

トに播き、翌日、細胞培養液に10 nM～100 µMまでの10倍希釈系列の薬液を添加し、48時

間培養後、細胞生存率をスルホローダミンBによる比色定量法により測定した。測定は

duplicateで行った。 

 JFCR39の各がん細胞株について、サンプル物質に対する有効濃度をJFCR39の平均値か

らの濃度偏差として棒グラフで表現したMean Graphにより、各細胞株の相対的な薬剤感受

性が一覧表示される。ここでは薬剤を曝露する前（Time zero）の細胞数を基準として、薬

剤未処理で48時間培養したControlでの増加分を100％とした。Controlに比べて、薬剤処理

により細胞数の増加を50％抑制する濃度をGI50とし、そのMean Graphで表現されるスペク

トルをフィンガープリントとよぶ。このフィンガープリントとデータベースに含まれる標

的分子既知の約2,000化合物のフィンガープリントとを類似性計算プログラムCOMPARE

を用いて解析した。COMPAREプログラムは二つの薬剤間で統計学的相関性を検定するも

ので、サンプルのフィンガープリントに類似したフィンガープリントをもつ薬剤が類似性

の高い順にリストアップされる。類似性（Pearson相関係数：r）r≧0.75の場合、被験化合

物とレファレンス化合物の作用メカニズム（標的分子）が同等である可能性が高く、0.60≦

r＜0.75の場合もメカニズムの共通性が予測されるが、有効濃度が極端に高いまたは低い細

胞株の数など総合的な判断を要する。r＜0.5の場合は、レファレンス化合物のどれとも異な

るユニークな作用メカニズムを持つことが予想される。 

 

2. Topoisomerase IIα assay 

Topoisomerase IIα assayは、Topoisomerase II assay kit（TG1001-1A、TopoGen、Buena 

Vista、CO）を用い、添付のマニュアルを若干改変して行った。キットに含まれるAssay 

buffer AとBを1：1で混和後、QW、Topo IIおよび終濃度50-400 µMになるように化合物ま

たはDMSO（溶媒）を加え（DMSO濃度5％）て混和し、基質としてスーパーコイル型のプ

ラスミドpSL1180を加え、37℃で30分間反応した。反応停止液を加えて混和し、エタノー

ル沈殿した後、proteinase Kを加え37℃で30分間反応し、クロロホルム/イソアミルアルコ

ール（24：1）抽出、エタノール沈殿を行った。反応生成物を1％アガロースゲル上で泳動相

0.5 µg/mL臭化エチジウムを含む 1×TAE（40 mM Tris-acetate buffer、1 mM EDTA、pH7.4）

中で200 V、4℃、約60分間泳動し、超純水（QW）中で15分間脱色後、ゲル撮影装置FAS-

IV（日本ジェネティクス株式会社、Tokyo、Japan）を用いてUV照射下、バンドを検出し

た。 
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3. 分子ドッキングシミュレーション 

分子ドッキングシミュレーションは名城大学薬学部 小田彰史教授らにより行われた。ヒ

トDNA Topo IIαとetoposide複合体の三次元（3D）結晶構造はProtein Data Bank（PDB ID: 

5GWK）から得た。Topo IIαはホモ二量体を形成しており、2 molのMg2+が結合している。

結晶構造からMg2+と2分子のetoposide分子を取り除き、Topo IIαと20 bpの二本鎖DNAとの

複合体の3D構造を得た。AmberToolsのreduce module107)を用いて欠損した水素原子を付加

した後、Topo IIαに対する(S)-および(R)-erypoegin Kのドッキングシミュレーションを行っ

た。(S)-および(R)-erypoegin Kはetoposideが結合していたポケットにドッキングさせた。

ドッキングシミュレーションはGOLD program108)を用いて行われた。 

 

4. 細胞培養 

ヒト胃がん細胞株GCIYは愛知県がんセンター研究所腫瘍病理学部中西速夫先生からご

供与いただいた。またヒト胃がん細胞株MKN-1は理化学研究所より購入した。GCIYおよび

MKN-1細胞はそれぞれ10% FBS、penicillin（100 units/mL）、streptomycin（100 μg/mL）

を添加したD-MEM培地（低グルコース、Fujifilm Wako Pure Chemical、Osaka、Japan）

またはRPMI-1640培地（Gibco、Grand Island、NY、USA）中で5% CO2を含む気相下、

37℃で培養した。 

 

5. 細胞生存率の測定 

GCIY 細胞または MKN-1 細胞を、96-well プレートに 5.0 × 103 cells/well、1.0 × 104 

cells/well でそれぞれ播種した。37℃で 24 時間プレインキュベートした後、0－5 μM の(S)-

erypoegin K を添加し、以降は第二章 2-3 と同様に行った。 

 

6. カスパーゼ活性の測定 

GCIY 細胞または MKN-1 細胞を、24-well プレートに 1.25 × 105 cells/well、2.5 × 105 

cells/well でそれぞれ播種し 37℃ で 24 時間プレインキュベートした後、(S)-または(R)-

erypoegin K を終濃度 1、10 μM になるように添加した。37℃で 6－33 時間インキュベー

トした後、PBS で 2 回洗浄し、添付の細胞溶解液を加えて氷上で 10 分間インキュベートし

て細胞を溶解した。溶解後の液を 1.5 mL チューブに移し取り、遠心（153×g、6 分間）し

た上清を細胞溶解液とし、第四章 2-5 と同様に行った。 

 

7. 細胞周期 

MuseTM Cell Cycle Kit（Luminex Co.、Austin、TX、USA）を用いて添付のマニュアル

に沿って行った。3.5 cm ディッシュに GCIY 細胞を 1.25 × 105 cells で播種し、37℃ で 24 

時間プレインキュベートした後、(S)-erypoegin K を終濃度 0.1、0.3、1 μM になるように

添加した。37℃ で 24 時間インキュベート後、メディウムを除去し、細胞を PBS で 2 回洗
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浄後、0.25％トリプシン-EDTA を加えて 37℃、3 分間インキュベートした。メディウムを

加えて反応を停止し、ピペッティングによりシングルセルにした後、1.5 mL チューブに移

し取り、遠心して細胞を集め、PBS で洗浄した。細胞を少量の PBS に懸濁し、冷 70％エ

タノールの入った 1.5 mL チューブに細胞が塊にならないようにゆっくり混ぜながら加え、

－30℃で 3 時間以上静置し固定した。固定後上清を除去し、PBS で洗浄後、ヨウ化プロピ

ジウムを含む MuseTM Cell Cycle Reagent を加えて撹拌した。遮光下、室温で 30 分間静置

した後、MuseTM Cell Analyzer（Luminex Co.）を用いて細胞周期各期に属する細胞の割合

を測定した。 

 

8. がん細胞移植マウスの作製 

8 週令の雄ヌードマウス（KSN/Slc、SLC、Shizuoka、Japan）に GCIY 細胞を一匹当た

り、5 × 106 細胞/100 μL PBS で左鼠径部付近に皮下注射して移植した（0 日目）。移植後

4 日目にノギスによる腫瘍の大きさおよび体重の測定を行った。腫瘍の大きさに偏りが出な

いように DMSO、(S)-erypoegin K、(R)-erypoegin K、5-フルオロウラシル（5-FU、ポジテ

ィブコントロール）投与群の 4 群（n＝8－11） に分け、それぞれの薬物または DMSO（コ

ントロール）を腹腔内投与した。なお、(S)-erypoegin K、(R)-erypoegin K は DMSO で溶

解後、コントロールの DMSO とともにオリーブオイルでそれぞれ希釈し（DMSO 終濃度

5％）、40 mg/kg/100 μL を週 2 回、4 週間腹腔内投与した。5-FU（40 mg/kg）は注射剤

（Kyowa Kirin、Tokyo、Japan）を PBS で希釈して同様に投与した。4 日目以降は一週間

に 2 回、薬物投与と同時に腫瘍の大きさと体重を測定した。腫瘍の大きさはノギスで測定

し、腫瘍体積（mm3）を長径×短径 2 /2 の計算式で近似した。最後の薬物投与の 2 日後（移

植後 32 日目）、マウスは CO2を用いて安楽死させ、腫瘍を摘出してその重量を測定した。 

なお、本動物実験の実施については、名城大学動物実験委員会の承認を得たものである

（承認番号 2019PE7 号）。 

 

9. 統計処理 

第二章 2-7 と同様に行った。 
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第三節 結果 

1. JFCR39ヒトがん細胞パネルを用いたCOMPARE分析 

 (S)-erypoegin Kの標的分子を探索するために、ヒトがん細胞パネル（JFCR39）解析を行

った。その結果、(S)-erypoegin Kの39種のがん細胞株に対するlog GI50の平均値（GI50：コ

ントロールに対する相対的な50％細胞増殖阻害濃度）は–5.98（1.0 μM）であったのに対し、

光学異性体の(R)-erypoegin Kおよびリード化合物のgenistein（Fig. 5-1）はそれぞれ–4.07

（85 μM）、–4.48（33 μM）であった（Fig. 5-2）。これらの結果から、genisteinを含む3つ

の化合物中、(S)-erypoegin Kが最も強い細胞増殖阻害効果を有することが示された。さら

に、(S)-erypoegin Kの最も感受性の高い細胞株と最も感受性の低い細胞株の有効濃度（対

数値）の差であるRange、および最も感受性が高い細胞株の有効濃度（対数値）と平均値と

の差であるDeltaは、それぞれ3.15、1.18であった。Delta≧0.5、Range≧1である場合、化

合物の作用に特異性があると判定される104)。このことから、(S)-erypoegin KはJFCR39パ

ネルの各細胞株に対して特異性を有することが示された。次に、(S)-erypoegin Kの標的分

子を探索するために、COMPARE分析を行った。その結果、Table 1に示すように、各種が

ん細胞の(S)-erypoegin Kに対するフィンガープリントは、etoposide（Fig. 5-1, Pearson r＝

0.889）、NK-611（0.865）およびidarubicin（0.820）のようなTopo II阻害剤と極めてよく

類似していた。対照的に、genisteinおよび(R)-erypoegin KはTopo II阻害剤とはほとんど類

似していなかった（Pearson r は、それぞれ0.49、0.11）。これらの結果から(S)-erypoegin 

KはTopo II阻害剤として機能し、細胞周期の進行を妨害することによって、その細胞死誘

導活性ならびにアポトーシス誘導活性を表すことが強く示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5-1 Chemical structure of genistein and etoposide. 

  

 

genistein 

 

etoposide 
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Fig. 5-2 Comparison of the fingerprints of etoposide, (S)-erypoegin K, (R)-erypoegin K 

and genistein. 

Fingerprint indicates the differential growth inhibition pattern of genistein, (S)-

erypoegin K, (R)-erypoegin K and etoposide, respectively, for the cell lines in the JFCR39 

panel104). The X-axis shows the difference in logarithmic scale between the mean of log 

GI50 values for all 39 cell lines (MG-MID, expressed as 0 in the fingerprint) and the log 

GI50 for each cell line in the JFCR panel. Columns to the right of 0 indicate sensitivity of 

the cell lines to a given compound and columns to the left indicate their resistance. MG-

MID = mean of log GI50 values for all 39 cell lines; Delta = difference between the MG-

MID and the log GI50 value for the most sensitive cell line; Range = difference between 

the log GI50 values for the most resistant cell line and the most sensitive cell line. The 

cell lines indicated by red square show the cell lines used in the later experiments. 
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Table 5-1. COMPARE analysis of (S)-Erypoegin K. 

 

Rank Pearson r P value Drug name Mode of action 

1 0.889 4.09E-14 Etoposide DNA topoisomerase II inhibitor 

2 0.865 1.24E-12 NK611 hydrochloride DNA topoisomerase II inhibitor 

3 0.820 1.70E-10 Idarubicin hydrochloride DNA topoisomerase II inhibitor 

4 0.818 2.04E-10 NC-190 DNA topoisomerase II inhibitor 

5 0.809 4.60E-10 TAS-103 hydrochloride DNA topoisomerase I/II inhibitor 

6 0.796 1.38E-09 Amsacrine DNA topoisomerase II inhibitor 

7 0.790 2.24E-09 Gemcitabine hydrochloride 
Pyrimidine 

antagonist/Antimetabolite 

8 0.781 4.48E-09 Gemcitabine monophosphate 
Pyrimidine 

antagonist/Antimetabolite 

9 0.774 7.51E-09 Neocarzinostatin DNA strand break 

10 0.766 1.33E-08 Gemcitabine 
Pyrimidine 

antagonist/Antimetabolite 

cf 0.49 1.54E-03 Genistein EGFR tyrosine kinase inhibitor 

DNA topoisomerase II inhibitor 

  0.11 0.51 (R)-Erypoegin K - 
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2. Topo IIα 酵素活性に対する(S)-erypoegin Kの阻害活性 

 ヒトがん細胞パネル解析で (S)-erypoegin Kの標的分子はTopo IIである可能性が示唆さ

れたことから、精製ヒトTopo IIαを用いて酵素活性に対する(S)-erypoegin Kの阻害の有無

について検討した（Fig. 5-3）。基質としてスーパーコイル型のプラスミドpSL1180を用い

た。プラスミドDNAをTopo IIαで処理するとスーパーコイル型DNAは切断された後、ねじ

れを解消し、再結合されることにより、スーパーコイルが解除されたDNA（relaxed）とニ

ックの残存により、オープンサーキュラー型DNA（nicked）となった二本のバンドが検出

された（Lane：Cont）。一方、(S)-erypoegin Kを作用させると、Topo IIα阻害剤である

etoposideの場合と同様、切断されたDNAが再結合されなかったために直鎖状となったDNA

（linear）が検出された。また、(R)-erypoegin Kにおいては、濃度を増加させてもコントロ

ールと同様、直鎖状DNAは検出されなかった。これらのことから、(S)-erypoegin Kは

etoposideと同様にTopo IIαを標的分子として阻害し、その阻害作用はトポII毒として分類

されるものであることが確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5-3 Inhibition of Topo IIα enzyme activity by (S)-erypoegin K.  

Cleavage complex formation in the presence of (S)-erypoegin K. Supercoiled plasmid 

DNA (480 ng) was treated with Topo IIα in the presence of various concentrations of (S)-

erypoegin K, (R)-erypoegin K or etoposide at 37℃ for 30 min. The linear DNA band 

represents cleavage DNA-Topo IIα complex formation. pSL, plasmid DNA alone; Cont, 

plasmid DNA treated with Topo IIα.  

Epk; erypoegin K   

pSL Cont 100 50 200 100 50 200 100 50 200 

(S)-EpK (R)-EpK Eto 

µM 

Nicked 
Linear 
Relaxed 
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3. (S)-erypoegin K と Topo IIα の分子ドッキング 

 前項の結果に示したように、(S)-erypoegin K の Topo IIα に対する阻害活性が S 体に選

択的であったことから、S 体と R 体で酵素タンパク質との結合様式にどのような違いがあ

るかを明らかにするため、計算化学的手法を用いてドッキングシミュレーションを行った。

Topo IIα‒20bp DNA‒etoposide の三者複合体の結晶構造をもとに、そこから etoposide を

取り除き、代わりに(S)-または(R)-erypoegin K をドッキングさせた。Fig. 5-4 はドッキング

シミュレーションによって得られた Topo IIα‒20bp DNA 複合体に対する(S)-または(R)-

erypoegin K の最適なドッキングポーズを示す。(S)-または(R)-erypoegin K の GOLD score

はそれぞれ 84.68 と 83.65 で大きな違いはなかったが、R 体の結合様式は、S 体の結合様式

とは大きく異なり、それぞれの光学異性体の結合はお互いに逆向きであることが示唆され

た。すなわち、Topo IIα‒20bp DNA‒(S)-erypoegin K 複合体では、2 つの水素結合（4’ -OH

とリボース分子の酸素原子間、および 4’’-OH と Tyr805 側鎖の OH 間）ならびに 5-OH と

チミンの芳香環との間に OH/π 相互作用が確認された。4’’-OH と Tyr805 の側鎖 OH 間の

水素結合は、cleavage complex を安定化する上で重要な役割を担っていると考えられた。

これらの結果から、S 体は cleavage complex を安定化させることにより、強い酵素阻害活

性を示すことが明らかになった。一方、Topo IIα‒20bp DNA‒(R)-erypoegin K 複合体では、

4’ -OH とリン酸基間、5-OH とグアニンの酸素原子および 4’’ -OH 間と Arg487 のグアニジ

ノ基間 の 3 つの水素結合が形成が示唆されたが、cleavage complex に関与する Tyr805 の

側鎖 OH との間に水素結合は観察されなかった。これらの結果から、R 体は cleavage 

complex を安定化せず、酵素阻害活性を示さないと考えられた。  
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Fig. 5-4. Molecular docking simulation of (S)- and (R)-erypoegin K to human Topo IIα.  

Panels a and b, poses of (S)-erypoegin K and (R)-erypoegin K obtained by computational 

docking, respectively. In panel a, linkage between Tyr805 and thymine residues indicate 

the transient DNA- Topo IIα covalent cleavage complex. Note the presence of hydrogen 

bonds between the 4’-OH group and oxygen on the ribose moiety, and between the 4”-OH 

group and the side chain OH group of Tyr805, and an OH/π interaction between the 5-

OH group and the aromatic ring of thymine as illustrated by dashed white lines. In panel 

b, no hydrogen bonds nor interactions exist to stabilize the cleavage complex. Gray, 

carbon of Topo IIα and DNA; green, carbon of (S)- and (R)-isomers; white, hydrogen; blue, 

nitrogen; red, oxygen; orange, phosphorus atoms. 
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4. (S)-および(R)-erypoegin Kのヒト胃がん細胞に対する細胞死誘導活性 

 これまで(S)-erypoegin Kのヒト白血病細胞株HL-60における細胞死誘導作用について検

討してきたが、次に固形がんに対する作用について検討した。ここでは固形がんとしてヒト

胃がん細胞株GCIYおよびMKN-1を用いた。その結果、(S)-erypoegin KはHL-60細胞のと

きと同様にGCIY細胞（Fig. 5-5a）およびMKN-1細胞（Fig. 5-5b）に対しても、エナンチオ

選択的に強力な細胞死誘導活性を示し、そのIC50値はそれぞれ0.270 μM（GCIY細胞）およ

び0.327 μM（MKN-1細胞）であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5-5 Cytotoxicity of (S)-erypoegin K against human gastric cancer cells line.  

Enantioselective cytotoxicity of (S)-erypoegin K against human gastric cancer cells lines. 

GCIY (5 x 103 cells/well) (a) or MKN-1 (1.0 x 104 cells/well) (b) cells were treated with 

various concentrations of (S)- or (R)-erypoegin K for 48 h, and cell viability was measured 

by MTS assay. The values are presented as the mean ± SE of three independent 

experiments. Triplicate measurements were performed in each experiment. (S)-Epk; (S)-

erypoegin K 

  

 

5. (S)-および(R)-erypoegin K のヒト胃がん細胞に対するカスパーゼ 3 および 9 誘導活性 

GCIYならびにMKN-1細胞に対する(S)-erypoegin Kによる細胞死がアポトーシスである

かどうかを検討するために、カスパーゼ3と9の酵素活性を測定した。1または10 μMの(S)-

erypoegin Kで処理したそれぞれの細胞から経時的に細胞抽出液を調製し、抽出液中の酵素

活性を測定した。その結果、GCIY細胞において(S)-erypoegin K 処理によりカスパーゼ 3

および9の時間的かつ濃度依存的な活性化が認められた（Fig. 5-6a、b）。同様の結果はMKN-

1細胞においても観察された（Fig. 5-6c、d）。これらの結果より、(S)-erypoegin Kによる

細胞死は、ミトコンドリア経路を介したアポトーシスが関与していることが示唆された。 
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Fig. 5-6 Induction of caspase 3 and 9 activities in GCIY (a, b) and MKN-1 (c, d) cells 

treated with (S)-erypoegin K. 

 GCIY or MKN-1 cells were treated with (S)- or (R)-erypoegin K at concentrations of 1 

and 10 μM. After incubation for the indicated time period, enzyme activities of caspase 

3 (a, c) and caspase 9 (b, d) in the cell extracts were assayed using the corresponding 

specific fluorescent substrate. Enzyme activity is expressed as relative fluorescence 

intensity in an arbitrary unit. The values are represented as the mean ± SE of three 

independent experiments. Triplicate measurements were performed in each experiment. 

The significance of differences was evaluated using one-way ANOVA with Dunnett’s 

multiple comparison test. *p < 0.01 vs. control (DMSO). (S)-Epk; (S)-erypoegin K 

 

 

6. (S)-erypoegin K の細胞周期に及ぼす影響 

 次に(S)-erypoegin K が細胞周期のどの時期に影響を及ぼしているかを明らかにするた

め、細胞周期の測定を行った。細胞周期はG0（静止期）/G1→S（合成期）→G2→M（有糸

分裂期）の順に周る。核内のDNA量はG0/G1期では染色体数2nに相当し、S期ではDNA複

製によりDNA含量が増加する。さらに、G2/M期ではDNAの複製が完了し、DNA含量は約 
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Fig. 5-7 G2/M cell cycle arrest induced by (S)-erypoegin K in human gastric cancer cells. 

 GCIY and MKN-1 cells were treated with (S)-erypoegin K at concentrations of 0.1 or 0.3 

μM for 24 h. Cells were treated with trypsin-EDTA, washed with PBS, and then stained 

with propidium iodide solution. The proportion of cells in each cell cycle phase is 

presented in the various panels as the mean (%) ± SE of three independent experiments. 

 

2倍（4nに相当）となる。Fig. 5-7のヒストグラムはDNA含量（横軸）に対する細胞数（縦

軸）を表わしている。青、赤、うぐいす色はそれぞれ、G0/G1、S、G2/M期を表わしている。 

GCIY細胞またはMKN-1細胞を0.1または0.3 μMの(S)-erypoegin Kで37℃、24時間処理

し、各細胞周期にある細胞数の割合を測定した。Fig. 5-7に示すように、GCIY細胞では (S)-

erypoegin K 処理によってG0/G1期の細胞の割合は43.0%（コントロール）、34.6％（0.1 

μM）、2.8％（0.3 μM）と減少し、これに対してG2/M期の細胞の割合は28.9％（コントロ

ール）、40.4％（0.1 μM）、87.3％（0.3 μM）と(S)-erypoegin Kの濃度に応じて著しく増

大した。MKN-1細胞も同様に、(S)-erypoegin K 処理によってG0/G1期の細胞の割合は

49.6%（コントロール）、24.9％（0.1 μM）、4.9％（0.3 μM）と減少し、これに対してG2/M

期の細胞の割合は33.2％（コントロール）、60.8％（0.1 μM）、83.6％（0.3 μM）と(S)-

erypoegin Kの濃度依存的に著しく増大した。これらのことから、(S)-erypoegin KはGCIY

細胞およびMKN-1細胞において、G2アレスト（停止）を引き起こしていることが示唆され

た。  
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7. ヒト胃がん担がんモデルマウスを用いた(S)-erypoegin Kのin vivo抗腫瘍活性の評価 

 前項までは培養細胞を用いた(S)-erypoegin Kのin vitroでの効果を検討してきたが、本項

では(S)-erypoegin Kのin vivoにおける効果を検討するために担がんモデルマウスを作成し、

抗腫瘍活性を評価した。ヌードマウスにGCIY細胞を移植し、移植後4日目から  (S)-

erypoegin K、(R)-erypoegin Kならびにポジティブコントロールとして5-フルオロウラシル

（5-FU）の3群にそれぞれ40 mg/kgを腹腔内投与した。5-FUは臨床で胃がん治療に最も一

般的に使用されている薬剤の一つである。ネガティブコントロールにはDMSOを投与した。

移植した腫瘍の大きさと体重の変化をFig. 5-8に示す。(S)-erypoegin K投与群は、薬物を2

回投与した後の11日目から有意に腫瘍の成長抑制が見られた（Fig. 5-8a）。最終的に摘出し

た腫瘍の重量も有意に減少していた（Fig. 5-8b）。その抑制度合は、同濃度の5-FUよりもや

や強い傾向であった。一方、(R)-erypoegin K投与群は、DMSO投与群と有意な違いはみら

れなかった（Fig. 5-8a）。なお、体重変化はいずれの群においても有意差はなく（Fig. 5-8c）、

用いた投与量において各薬物の毒性は出ていないと判断された。 

 以上のことより、(S)-erypoegin Kはin vivoにおいても抗腫瘍作用を示すことが明らかと

なり、その作用は臨床現場で一般に汎用されている5-FUと同等、あるいはそれ以上である

ことが示唆された。 
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Fig. 5-8 Antitumor effect of (S)-erypoegin K in a human gastric cancer cell xenograft 

mouse model.  

Human gastric cancer GCIY cells were inoculated subcutaneously into nude mice (n = 

8－11). Test compounds were all administered intraperitoneally at a dose of 40 mg/kg 

body weight twice a week, starting four days after the inoculation of the cancer cells. a, 

Time course of tumor growth (cells were inoculated at day 0). Tumor size was measured 

once or twice a week until day 29. b, Tumor weight removed from mice three days after 

the last injection of test compound. c, Time course of body weight of each mouse during 

the experiment. One-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test. 

*p<0.05, **p<0.01, n.s.; no significant differences. Epk; erypoegin K 
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第四節 考察 

 第四章で(S)-erypoegin K の標的分子が GLO I でないことが示唆されたことから、ヒトが

ん細胞パネルにより標的分子を探索したところ、Topo II 阻害剤の etoposide と各種がん細

胞株に対する効果の類似性が極めて高い（Pearson r＝0.889）ことが明らかとなった。一方、

(R)-erypoegin K は類似性がほとんどなかった（0.11）。(S)-erypoegin K のリード化合物で

あるイソフラボンの genistein は上皮成長因子受容体チロシンキナーゼ阻害剤 109)として知

られ、かつ Topo II 阻害活性も有している 110, 111)。しかし、genistein に対して相対的に低

い Pearson r 値（0.49）であったことから、(S)-erypoegin K はより特異的な Topo II 阻害

剤であることを示している。これらの結果から、(S)-erypoegin K の標的分子は Topo II で

ある可能性が示唆された。 

次に、(S)-erypoegin K が標的分子候補である Topo II を阻害するかを確かめるため、精

製ヒト Topo IIα 標品を用いて酵素活性に及ぼす影響を調べたところ、エナンチオ選択的に

Topo IIα の酵素活性を阻害したことから、Topo IIα が標的分子であることが確認された。

これまでに天然または化学合成された多くの Topo II阻害剤が知られているが、これら Topo 

II 阻害剤は二つのグループに分けることができる。すなわち、Topo II 毒または触媒阻害剤

である 112)。Topo II 毒は通常の酵素反応における、DNA と酵素タンパク質間の共有結合性

反応中間体（cleavage complex）を安定化し、二本鎖切断部位の再結合を阻害する。その結

果、DNA に多くの二本鎖切断が残存することになり、細胞は G2 期において細胞周期の停

止（G2 アレスト）とアポトーシスを引き起こす。触媒阻害剤は、多段階からなる酵素反応

のいくつかの段階で反応を妨害することにより阻害活性を表す。今回の実験では、(S)-

erypoegin K を作用させると etoposide を作用させたときと同様に cleavage complex 由来

の linear DNA が検出されたことから、(S)-erypoegin K は Topo II 毒として阻害している

ことが明らかとなった。しかし、etoposide は濃度依存的に linear DNA が増加傾向にある

のに対し、(S)-erypoegin K は高濃度においても linear DNA の増加は見られなかったこと

から、etoposide とは作用機序に何らかの違いがある可能性が示唆された。 

(S)-erypoegin Kが固形がんにおいても細胞増殖阻害活性を示すかどうかを検討するため、

ヒト胃がん細胞株GCIYおよびMKN-1に対する(S)-erypoegin Kによる細胞生存率への影響

を調べたところ、HL-60細胞と同様に強い細胞死誘導活性がみられた（GCIY；IC50 = 0.270 

µM、MKN-1；0.327 µM）。また、両細胞に(S)-erypoegin Kを作用させて細胞周期に及ぼ

す影響を検討したところ、どちらの細胞もG2/M期細胞の著しい増加がみられたことから、

G2アレストが引き起こされていることが想定された。すなわち、がん細胞は(S)-erypoegin 

Kにより、細胞周期の正常な回転が阻害され、その結果、アポトーシスによる細胞死が引き

起こされるものと考えられる。さらに、GCIY細胞をヌードマウスに移植し、in vivoでの抗

腫瘍活性について検討した。(S)-erypoegin K投与群はコントロール群に比べて有意に腫瘍

の増殖が抑制され、in vivoでも細胞増殖阻害活性を示すことが示された。しかし、腫瘍組織

の増大を完全に止めたり、腫瘍が消失するまでには至らなかった。今後、(S)-erypoegin K
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の構造展開ならびに他の抗がん剤との併用による相乗効果などについて検討する必要があ

る。 

以上、(S)-erypoegin K は今後、新たな抗がん剤開発にとって極めて有用なリード化合物

であることが示された。 

 

小括 

(S)-erypoegin K の標的分子は、Topo IIα であり、細胞周期の G2 アレストを引き起こす

ことにより細胞にアポトーシスを誘導すること、さらに(S)-erypoegin K は固形がんである

ヒト胃がん細胞株 GCIY ならびに MKN-1 に対しも、強力かつエナンチオ選択的な細胞死

誘導活性を示すことを明らかにした。また担がんマウスを用いた実験から、(S)-erypoegin 

K は用いた投与量では毒性を示すことなく in vivo での抗腫瘍活性を有することが示され

た。以上より、(S)-erypoegin K は新たな抗がん剤の開発に向けて有用なリード化合物であ

る可能性がある。 
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総括 

 

本研究では、抗腫瘍活性を有する新規の植物由来イソフラボンを見い出すことを目的と

し、マメ科植物ボリビアデイゴ（Erythrina poepigiana）樹皮から 10 種のイソフラボンを

単離し、ヒトグリオキサラーゼ I（GLO I）酵素活性に対する阻害活性とヒト白血病細胞株

HL-60 ならびに胃がん細胞株 GCIY に対する効果を検討した。 

第一章では、単離したイソフラボンは 9 種が既知化合物であり、1 種が新規化合物であっ

たことから、新規化合物を erythgianin A と命名し、その化学構造を各種の分光学的分析に

よって決定した。erythgianin A は高度に酸化された 3′′,4′′-dihydroxy-2′′-hydroxymethyl-

2′′-methyl-2′′,3′′-dihydropyrano 置換基を有していた。また、既知化合物の1種については、

これまでにクワ科植物からの報告が一報あるのみでマメ科植物から初めての報告であり、

固有の名称を与えられていなかったことから erypoegin K と命名した。次いで、ヒト GLO 

I に対する阻害活性を調べるため、遺伝子工学的手法を用いてヒト GLO I を大腸菌発現系

にて発現させ、均一に精製することに成功した。精製酵素を用いて単離したすべてのイソフ

ラボンについて阻害活性を調べた結果、分子内に 2 個のプレニル基を有する

isolupalbigenin が最も強い阻害活性を示すことを明らかにした。 

第二章では、第一章で比較的強いヒト GLO I 阻害活性がみられた化合物について、HL-

60 細胞に対する作用を調べた。isolupalbigenin は HL-60 細胞に対してメチルグリオキサ

ール（MG）の蓄積を引き起こし、さらにカスパーゼ 3 活性を有意に増大したことからアポ

トーシス誘導活性のあることを明らかにした。しかし、isolupalbigenin の HL-60 細胞に対

する IC50値は 13.4 μM であり、既知の GLO I 阻害剤である S-p-bromobenzylglutathione 

cyclopentyl diester（BBGC）の IC50 値（3.6 μM）より強力なものではなかった。

isolupalbigenin の 2 個のプレニル基は HL-60 細胞中の GLO I 阻害に効果があり、細胞の

アポトーシスを誘導したことから、今後 isolupalbigenin の構造をもとにより有効なリード

化合物を見出せる可能性が示唆された。 

第三章では、イソフラボン骨格の A 環に五員環を有する erypoegin K と erythrinin C が

互いに位置異性体であることから、これらの化合物の構造‐活性相関を明らかにするため

ヒドロキシ基を有する hydroxyerythrinin C も含めて、HL-60 細胞に対する増殖阻害活性

について検討した。その結果、erypoegin K は HL-60 に対して極めて強力な細胞死誘導活

性（IC50 = 175 nM）を示すことが明らかになった。この作用は GLO I 活性の阻害による

MG の蓄積を伴い、ミトコンドリア経路を介したアポトーシスによるものであることが示

唆された。一方、ヒト末梢血リンパ球に対する erypoegin K の細胞死誘導活性は低く、がん

細胞に対してより特異的であった。一方、erypoegin K の位置異性体である erythrinin C や

hydroxyerythrinin C は HL-60 細胞の生存率に対する影響はあまり認められなかった。こ

れらの知見から、erypoegin K はがん細胞に選択的ながん治療薬開発のための基礎を提供す

る可能性があることが示唆された。 
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第四章では、erypoegin K が HL-60 に対して極めて強力な細胞死誘導活性を示したこと

から、その生理活性について調べた。ボリビアデイゴ中に含まれる erypoegin K はラセミ

混合物であるため、(R,S)-erypoegin K の化学合成を行った後、光学分割により(R)-、(S)-

erypoegin K を得、HL-60 細胞に対する作用を検討した。その結果、(S)-erypoegin K が、

強力かつエナンチオ選択的な細胞死誘導活性を示すことを明らかにした。しかし、ヒト GLO 

I 精製標品に対する(S)および(R)-erypoegin K の阻害活性はほぼ同じで違いがなかったこと

から、GLO I が標的分子でない可能性が示唆された。 

第五章では、ヒトがん細胞パネル（JFCR39）を用いて(S)-erypoegin K の標的分子を探

索した。その結果、Topoisomerase II（Topo II）が候補として挙げられ、精製ヒト Topo IIα

に対する(S)-erypoegin K の影響を調べたところ、共有結合性反応中間体（cleavage complex）

由来の linear DNA が検出された。一方、(R)-erypoegin K ではそのような DNA バンドは

検出されなかった。また、ドッキングシミュレーションの結果から、(S)-erypoegin K は、

DNA と酵素タンパク質間の cleavage complex を安定化する水素結合をもつのに対し、(R)-

erypoegin K は、酵素への結合が(S)-erypoegin K と逆向きであり、cleavage complex を安

定化する水素結合なども見い出されなかった。以上から、(S)-erypoegin K の標的分子は

Topo IIα であることが明らかになった。 

次に、固形がんである胃がん細胞株 GCIY 細胞ならびに MKN-1 細胞に対する作用を検

討した。その結果、(S)-erypoegin K はいずれの細胞に対しても、強力かつエナンチオ選択

的な細胞死誘導活性を示すことを明らかにした。また(S)-erypoegin K は細胞周期の G2 ア

レストを引き起こすことによりアポトーシスを誘導することが示された。最後に担がんマ

ウスを用いた実験から、(S)-erypoegin K は用いた用量では毒性を示すことなく in vivo で

の抗腫瘍活性を有することが示された。以上より、(S)-erypoegin K は新たな抗がん剤の開

発に向けての有用なリード化合物であることを明らかにした。 
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