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Wnt/β-Catenin シグナル制御分子をシードとする創薬研究  

-精密合成化学からの挑戦- 

 

大阪大学薬学研究科  薬品製造化学分野  

好  光 健  彦  

 

1. はじめに 

自然界には、人知を超えたユニークな構造と顕著な生物活性を有する多様な

有機化合物が存在する。現代の有機合成化学の高度精密化は、これら生物活性

天然物に見出される有望な医薬シーズの人工的創製を加速し、医薬品開発を支

えている。最近市場に登場した新規抗がん剤、すなわち、群体ホヤ Ecteinascidia 

turbinata を起源とするヨンデリス®や、クロイソカイメン  Halichondria okadai 

から単離されたハリコンドリン  B の誘導体化によって得られたハラヴェン®

などは、まさに生物活性天然物と精密合成化学のインターフェースが生んだ成

功例といえよう。これまで我々は、有機合成化学者の立場から、生物活性天然

物を構造基盤とする創薬研究を展開してきた。本講演会では、ある特定の細胞

増殖シグナル因子（タンパク）の機能を制御し、がん細胞を死に至らしめる海

洋産天然物  (-)-アゲラスタチン  A（AA） (1) をモチーフとする、抗悪性脳腫

瘍（中枢神経系原発悪性リンパ腫）薬の創製に向けた我々の挑戦について報告

したい。 

 

2．海洋天然物アゲラスタチン A と Wnt/β-Catenin シグナル、そしてオステ

オポンチン 

1993 年、Pietra らは、海綿 Agelas dendromorpha の抽出成分が示す細胞毒性

の原因物質がユニークな四環性骨格をもつアルカロイド (-)-アゲラスタチン  

A（AA） (1) であることを突き止めた（図  1）。 1
 その後、本天然物は、種々

のがん細胞に対してシスプラチンを凌ぐ強力な増殖阻害活性を示すことが明

らかにされ、さらに、動物実験によって抗腫瘍活性と延命効果が認められて以

来、一気に注目を集めてきた。2 AA の抗腫瘍活性の発現機構は未だ明確では

ないが、細胞の増殖や分化に関わる Wnt/-catenin シグナルを抑制し、がん細

胞の G2 期での増殖阻害を誘起することが示されている。3 さらに、最近の研

究により、AA は、がんの転移過程への関与が示唆されているタンパク  オス
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テオポンチン（osteopontin）の発現を抑制することが判明し、転移抑制効果を

持つ新たな抗がん剤のシードとしての活用にも期待が寄せられている。このよ

うな状況下、米国 Mayo Clinic Hematology/Oncology 部門の Tun 医師らは、悪

性脳腫瘍において、オステオポンチンが高発現していることを見出した。4 す

なわち、彼らの発見は、オステオポンチンの発現を抑制する AA、そして、AA

より導き得る各種誘導体が悪性脳腫瘍を克服する分子標的創薬の戦略の鍵と

なり得る可能性を示唆している。そこで、我々と Mayo Clinic は、AA を構造

基盤とする脳腫瘍薬の共同開発に着手した。  

 

 

 

3．海洋天然物アゲラスタチン A の化学合成（第一世代～第三世代全合成）  

細胞増殖に関わる Wnt/-catenin 経路に顕著な作用を示し、しかも多数の窒素

官能基によって修飾された特異な化学構造を有する AA は、世界中の有機合成

化学者を魅了し、激しい獲得競争を巻き起こしてきた 5 その結果、これまでに

日本、英国、米国等における研究グループによって、さまざまな化学合成経路

が開拓されている。我々は、自らの化学合成研究を開始するにあたり、前臨床

試験に求められる AA の大量供給路の確立は勿論のこと、優れた AA 誘導体を

開発するための構造活性相関研究に適した合成経路の確立を目指した（図 2）。
6 すなわち、AA の活性発現に関わると考えられる種々の官能基の導入が合成

経路の後半において容易となるよう、ダイバージェンスをもったアプローチを

設計した。本研究のような医薬化学展開を企図する‘全合成’と、目的天然物

の合成が主たるゴールとなる‘全合成’の合成戦略の本質的な相違がここにあ

る。  
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窒素官能基によって高度に修飾された AA の合成においては、骨格の中心部

に存在する五員環ユニットに含まれる多連続不斉中心の立体制御が課題とな

る。我々は、アジドホルマート  4 の立体選択的な変換を鍵として、この課題

を解決することとした。なお、我々が着目した出発物は、炭化水素のシクロペ

ンタジエン（2）である。AA は極性が高いことから、その合成には酸化段階

が高く極性基の導入が容易な出発物が好まれるが、我々は敢えて安価で入手容

易な物質を選んだ。まず、既知の手法を用いてシクロペンタジエン（2）から

4 工程を経て光学的に純粋なアミノアルコール誘導体  3 を調製した。ついで

これを鍵中間体アジドホルマート  4 へ導き、熱条件での分子内アジリジン形

成とその後の窒素官能基導入を経て、四環性化合物 8 を得た（4→6→8）。さら

に、オキサゾリジノン 8 のメチルアミノ化と酸化によって、AA の分子骨格の

特徴を成すヘミアミナール単位を構築し、最後に臭素原子をピロール環に導入

して、目的とする AA (1) に至る全合成経路の開拓に成功した。6
 

さて、こうして AA の全合成には成功したものの、取り扱いに注意を要する

アジド化合物の熱処理は、大量合成時の安全性の観点から必ずしも好ましくは
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ない。そこで我々は、アジドホルマート  4 の熱処理を回避すべく、新たな合

成経路の開拓に着手した。検討の結果、アジドホルマート 5 が二価のハロゲン

化鉄の存在下、室温という緩和な条件下でアミノハロゲン化を起こして環化体

7 を与えることを見出し、続く塩基処理によるラクタム化によって第一世代合

成における既知中間体 8 を得ることに成功した。さらに、これよりウレア形

成、酸化、ブロム化を含む 3 工程を経て、AA の第二世代全合成経路を確立し

た（5→7→8→AA (1)）。7 本第二世代経路は、シクロペンタジエンから総 14 工

程で標的天然物に至るものであり、18 工程を要した第一世代合成経路に比べ、

より安全かつ効率的な経路である。この第二世代合成経路により、数百ミリグ

ラムの AA を得て後述するマウス薬物動態解析を行うとともに、各種 AA 誘導

体の化学合成が極めて容易となった。8,9 

さらに最近、我々は第二世代合成経路を進化させ、アジドホルマート（4 あ

るいは 5）を一切用いることのない

第三世代合成経路を開拓すること

にも成功した（図 3）。10 すなわち、

アジドホルマートの安全な代替物

として機能する N-トシルオキシカ

ルバマート 9 を経由するラジカル環

化経路である。11 合成経路の良し悪

しの基準は、個々の研究者が持つ価

値観や研究目的により一様ではな

いが、安全性やコスト等への配慮は、

アカデミズムの全合成研究におい

ても今や軽視できない事項となり

つつあり、改良を重ねてきた我々の

‘全合成’研究は、そういった要求

にも応え得るものである。  

 

4．化学合成アゲラスタチン A の生物活性・動態評価：がん細胞増殖阻害活性

評価（in vitro）、マウス微小透析法による薬物動態解析（pharmacokinetics）、

Raji 細胞移植マウス脳腫瘍増殖抑制評価（in vivo） 
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上述の化学合成により獲得した AA を用いる in vitro 生物活性試験によって、

当然のことながら、AA の強力な細胞増殖阻害作用が確認された。しかし、実

は、本研究で我々が最も重要視したのは化合物の細胞毒性の強弱ではない。そ

の主な理由は、我々の創薬対象が脳腫瘍（中枢神経系）であり、中枢神経系薬

開発における最大のハードルが適切な薬物動態の確立、すなわち、化合物の血

液脳関門  (blood-brain barrier; BBB) 移行の良し悪しにあるからである。そこで、

我々と Mayo Clinic は、上記の手法で合成した AA が如何なる薬物動態を示す

かをマウスに対する微小透析法（microdialysis）法によって解析した。8 この薬

物動態解析（pharmacokinetics）の結果、AA が良好な血液脳関門移行性を示す

ことが判明し（腹腔内投与 i.p.CSF/serum ratio = 10.09%、静脈投与 i.v.CSF/serum 

ratio = 6.4%）、AA をモチーフとする創薬構想の妥当性を確かめることができ

た（図 4 及び 5）。また、本薬物動態解析に加え、Raji 細胞移植マウスを用い

た動物実験により、AA が用量依存的に脳腫瘍増殖を抑制し、延命効果を示す

ことを見出した。12
 

 

 

5．構造活性相関(SAR)研究によるアゲラスタチン A 新規誘導体の発見 

さて、AA の化学合成経路を確立した我々にとって、次なる課題は、構造活

性相関(SAR) 研究による優れた物性を有する AA 誘導体の獲得である。既に述

べたように、脳腫瘍薬開発における分子設計のハードルは、血液脳関門移行性

をもたらす物性の確保にある。この目的に対して、ランダムに官能基を修飾・

改変して多数の化合物を合成し、SAR によって活性の認められた化合物のす
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べてを in vivo 評価に付すアプローチは効率性の観点から得策ではない。そこ

で我々は、化学合成によって得た化合物群の in vitro 評価と、それによって見

出された高活性 AA 誘導体の chemoinformatics 解析による物性予測、そして、

pharmacokinetics 解析の融合を基軸とするリード探索を試みた（図 6）。  

 

5-1．アゲラスタチン A 誘導体の分子設計  

これまでの AA の構造活性相関に関する関連研究では、天然型 AA に匹敵す

る高い生物活性を維持した新規誘導体の獲得は、極めて困難であることが報告

されている（図 7）。13 特に、5 位ヘミアミナールの酸素原子や 3 位及び 9 位窒

素官能基の構造改変は活性の消失をもたらすことが明らかにされている。そこ

で、我々は、これらの位置での化学修飾を避け、1 位窒素原子とピロール環の

化学修飾を主たる構造改変の指針とした。なお、後述するように、我々が開拓

した AA の全合成経路は、1 位窒素原子とピロール環上での多様な化学修飾を

可能とし、これらの位置に存在する官能基がもたらす活性への影響を明らかに

する強力な基盤となった。  

5-2．アゲラスタチン A 誘導体の化学合成  

AA の全合成中間体 8 を出発物とし、種々の化学変換によって多様な構造を

もつ AA 誘導体を得た（図 8）。すなわち、8 のエチルアミン処理と続くハロゲ

ン化によって誘導体 11～13 を調製した他、AA の臭素原子を置換した誘導体
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14～18 や D 環の欠如した誘導体 19 及び 20 を合成した。また、化合物 8 の鏡

像体より、天然型 AA の鏡像体である(+)-AA (ent-AA) (21)を得た。  

 

 

 

5-3．アゲラスタチン A 誘導体の生物活性・物性予測・薬物動態評価  

上記の化学合成で獲得した AA 誘導体を、がん細胞増殖阻害を指標とする in 

vitro 活性評価に付したところ、三種の誘導体 10、11、および 12 が有望な活性

を示すことが明らかとなった（表 1）。なお、これら三種の誘導体は、共通し

7



 

てピロール環上にハロゲン置換基を有している。このことから、活性の発現に

は、AA 誘導体と標的分子の間での‘ハロゲン結合’のような分子間相互作用

の関与が示唆される。また、本  in vitro 活性評価において、天然型 AA の鏡像

体(+)-AA (ent-AA) (21) が全く活性を示さなかった事実は、明らかに天然型 AA

の三次元構造を空間的に認識する標的分子が存在することを示している。  

 

 

 

次いで、顕著な活性を示した三種の AA 誘導体 10、 11、および 12 を

chemoinformatics 解析に付したところ、本誘導体のすべてが天然型 AA に比べ

てより優れた BBB 透過性を有することが予想された。実際、マウス微小透析

法による薬物動態解析により、これら三種の AA 誘導体が期待通り 3－5 倍も

の優れた血液脳関門移行性を有することが明らかとなった（図 10）。14 以上

の新知見は、AA を構造基盤とする世界初の新規高活性 AA 誘導体の発見を意

味しており、さらなるリード創製に極めて重要な礎となる。現在、これらの候

補化合物を用いて、がん細胞移植マウスに対する抗脳腫瘍活性評価を進めてお
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り、すでに、いくつかの誘導体が AA を超える延命効果を示すことを見出して

いる。  

 

 

 

6．おわりに 

以上、海洋天然物 (-)-アゲラスタチン  A（AA）をモチーフとする抗脳腫瘍

薬創製に向けた、我々のこれまでの創薬研究について報告した。精密合成化学

と生物活性評価、そして、薬物動態解析の統合的アプローチを基軸とする本研

究によって、これまで創出が極めて困難とされてきた新規 AA 誘導体を獲得す

ることに成功した。さらに、これら新規誘導体が抗脳腫瘍薬候補化合物として

好ましい物性を有し、有望な抗腫瘍活性を示すことを見出した。目指すべき目

的地は未だ遠方にあるが、ここに見出した知見は、その地に向かう力強い一歩

となる。  
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病態の体内微小環境で作用する活性天然物の探索と 
その標的分子の解明 

                 大阪大学大学院薬学研究科 荒井雅吉 

１. はじめに 

 近年、数多くの動物細胞や微生物が比較的簡単に培養できるようになり、これらを

利用する医薬シーズの探索研究が数多く行われている。その一方で、生体内の病態部

位の細胞や感染部位に存在する病原微生物は、一般的な培養環境で示す表現型とは異

なる表現型を示すことが明らかにされつつある。このような背景のもと我々は、細胞

や病原微生物が生体内で示す特殊な表現型変化に着目して、それを新しい医薬シーズ

探索のためのスクリーニング系構築へと応用し、既存の医薬シーズ探索とは異なる方

向からの探索研究を展開している。例えば、腫瘍周辺で見られる血管内皮細胞の表現

型変化である、がん血管新生を抑制する活性天然物の探索研究のほか、上皮がん細胞

の転移過程に着目したがん転移抑制物質の探索スクリーニング系を構築して活性物

質を探索してきた。1-4) また、病原微生物が感染部位で示す表現型変化に biofilm 形成

があるが、抗菌活性を示さない濃度で biofilm 形成を阻害する活性天然物の探索研究

を進めている。5,6) 最近は以下に示す、腫瘍内部や細菌感染部位などで観察される生

体内微小環境、特に低酸素環境に起因するがん細胞や病原微生物（Mycobacterium

属細菌）の表現型変化に着目した評価系を構築して、海綿を中心とする底生海洋生物

の抽出エキスや海洋由来微生物の培養抽出物からのスクリーニングにより活性物質

の探索研究を進め、見出した活性天然物をシーズとする合成化学的な創薬研究ととも

に、標的分子の解析による新しい薬剤標的の開拓を展開している。 

 

２. 低酸素環境選択的がん細胞増殖阻害物質の探索 

１）背景 

 腫瘍内部は血管新生により誘導された血管網が無秩序に存在し、その血管構造も脆

弱であることから、部分的な低酸素環境が存在する。また、低酸素環境のがん細胞は

その代謝系を変化させ低酸素状況に適応するとともに、活発に血管新生促進因子やが

ん転移に関与する因子の産生を行うため、病態の悪化に大きく寄与している。一方、

がん細胞の低酸素適応において重要な転写因子として Hypoxia Inducible Factor-1

（HIF-1）が知られており、HIF-1やその関連分子を標的とする化合物の創薬研究

が活発に行われている。しかし、がん細胞の低酸素適応機構の全容は明らかにされて

いないため、これら以外を標的とする研究はほとんどない。このような背景のもと

我々は、がん細胞の低酸素適応に関わる新規責任分子を標的とするがん分子標的治療
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薬の創製を目的に、ヒト前立腺がん DU145 細胞を HIF-1の発現量が上昇する 1%の

低酸素条件で培養を行い、通常培養条件と比較して低酸素培養条件選択的に細胞増殖

阻害活性を示す活性天然物の探索を行う Phenotypic Screening を進めてきた。そし

てこれまでに、インドネシア産海綿 Dactylospongia elegans の MeOH 抽出エキスか

ら、フラノセスタテルペン furospinosulin-1 (1) 7,8)を見出している（図１）。 

 

 

 

 

      図 1 海綿 Dactylospongia elegans と furospinosulin-1 (1)の化学構造 

２）Furospinosulin-1(1)の活性 

  Furospinosulin-1(1)は、単純な化学構造ではあるが濃度依存的かつ低酸素環境選択

的な細胞増殖阻害活性を示し、マウスでの in vivo 試験において、経口投与で良好な

抗腫瘍活性を示すことを明らかにした（図２）。また低酸素領域のマーカーとなる

pimonidazole を腫瘍摘出前にマウスへ投与し、腫瘍切片を免疫染色後、低酸素領域

を定量した。その結果、1 投与群の腫瘍はコントロール群と比較して、顕著な低酸素

領域の減少が観察された。一方、抗がん剤 cisplatin 投与群についても同様に検討し

た結果、腫瘍重量は 1 投与群と同程度であるにも関わらず、低酸素領域の顕著な減少

は観察されなかった（図３）。 

 

 

 

 

 

 

      図 2 In vitro および in vivo における furospinosulin-1 (1)の活性 

 

 

 

 

 

 

        図 3 Furospinosulin-1 (1)の腫瘍内低酸素領域への効果 
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３）新規 furospinosulin-1 アナログの創製 9) 

 我々はまた、天然物より優れた活性を示す化合物の創製を目指し、各種 allyl 

bromide 体と prenyl phenylsulfone とのカップリング反応を用いる、立体選択的か

つ各種類縁体の合成に適用可能な合成法を確立し、furospinosulin-1 (1)および芳香環

部や側鎖上の置換基等が異なるアナログ化合物の合成を行ってきた。その結果、天然

物と比較して幅広い低酸素条件選択性を有し、マウス腫瘍移植モデルにおいても経口

投与で抗腫瘍活性を示す３つのアナログ化合物（analog-k5 (2)、analog-f9 (3) およ

び analog-k13 (4)）の創出に成功した（図４）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
       図 4 Furospinosulin-1 (1)アナログの DU145 細胞に対する 
         低酸素環境選択的な細胞増殖阻害活性 
 
４） Furospinosulin-1(1)の作用メカニズムと結合タンパク質の同定 

 次に我々は、1 の作用メカニズムを解析することを目的に、経路特異的 Oligo 

GEArray を利用して解析を行った。その結果、1 は、低酸素環境で発現誘導される
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養した細胞の核タンパク質と IGF-2 遺伝子 P3 プロモーターの-171 から-142 の遺伝

子配列（Sp1-like 配列）との複合体形成を阻害することを見出した（図５）。 
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  図 5 Furospinosulin-1 (1)の IGF-2 シグナル伝達経路への影響と作用メカニズム 

 さらに我々は、1 が阻害する複合体中のタンパク質の同定を試みた。その結果、そ

れが、これまでがん細胞の低酸素適応や代謝変化に関与することが報告されていない、

２つの転写制御因子（p54nrbおよび LEDGF）であることを見出した。また、プロー

ブ分子を用いた解析研究から、1 は２つの転写制御因子と直接結合することを証明し、

興味深いことに 1 は、低酸素環境下で培養した細胞の p54nrbとのみ結合することを見

出した（図６）。また、それぞれの標的タンパク質の発現を siRNA でノックダウンし

た細胞は、低酸素環境選択的な増殖阻害を受けることが確認された。 

  

 

 

 

 

 

 

       図 6 プローブ分子の化学構造と p54nrbおよび LEDGF との結合 

 

３. 潜在性結核菌に有効な抗菌物質の探索 
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られている。そしてこのことが、最低６ヶ月という長期の化学療法が必要な主因と考
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間で治療効果を示すことが望まれている。我々は、M. smegmatis および M. bovis 

BCGを 0.2 %の低酸素条件で培養することにより、granuloma内の結核菌と同様に、

抗結核薬 isoniazid に 10 倍以上の抵抗性を示す潜在状態を誘導し、このような

isoniazid に高度に抵抗性を示す条件下においても抗菌活性を示す活性天然物の探索

を実施した。そしてこれまでに、Agelas 属海綿から、ジテルペンアルカロイド

agelasine 類、Haliclona 属海綿から大環状アルカロイド halicyclamine 類 10-12)、

Neamphius 属海綿から新規デプシペプチド neamphamide B 13)、海洋由来

Trichoderma 属真菌から新規アミノリポペプチド trichoderin 類 14,15)などを、潜在性

結核菌にも有効な抗菌物質として見出している。本発表会では agelasine 類に関する

研究について報告する。 

 

２）Agelasine 類の抗菌活性 

 インドネシア産海綿 Agelas sp.の MeOH 抽出エキスが、好気および低酸素の両培

養条件下で M. smegmatis に対して抗菌活性を示すことを見出し、活性試験の結果を

指標に活性物質の精製を進めた。その結果、活性物質として agelasine B (2)、

agelasine C (3)および agelasine D (4) 16) を単離・同定した（図７）。Agelasine 類は

好気および低酸素培養条件の M. smegmatis に対して 0.8~3.13 µg/mL の最小生育阻

止濃度（MIC）を示し、M. bovis BCG に対して 1.56~12.5 µg/mL の MIC を示した。

さらに最も強い活性を示した agelasine D (4)を用いて抗菌活性の作用様式を検討し

た。その結果、4 は好気および低酸素の両培養条件で、殺菌的に作用することが明ら

かとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

            図 7 Agelasine 類の化学構造と抗菌活性 

３）ゲノム DNA ライブラリーを利用する agelasine D(4)の標的分子の解析 
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出した抗菌物質の標的タンパク質を簡便に明らかにする方法として、ゲノム DNA ラ

イブラリーを利用する標的分子の解析法を確立した。すなわち、M. bovis BCG のゲ

ノム DNA を断片化して、コスミドベクターに組み込んだゲノム DNA ライブラリー

を作成し、これで M. smegmatis を形質転換することで、ランダムに M. bovis BCG

の遺伝子を高発現する約 4,000 株の形質転換株を作成して、これをライブラリー化し

た。そしてこの中から、見出した抗菌物質に対して耐性を示す形質転換株を選択後、

その形質転換株に導入されている M. bovis BCG のゲノム DNA 配列を解析し、さら

に分割した小さなゲノムを高発現する形質転換株の作成と化合物に対する耐性の有

無を確認して行き、最終的に、化合物に対して耐性を付与する遺伝子を明らかにする

ことを試みた（図８）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        図 8 ゲノム DNA ライブラリーを利用する標的分子の解析法 

 

 本手法を agelasine D (4)の標的分子の解析に適応し、作成した形質転換株の中から

4 に対して耐性を示す株をスクリーニングした。その結果、6 株の形質転換株（Strain 

1-6）が、1.6 µg/mL（2xMIC）の 4 を含む培地においても増殖することが明らかと

なった（図９A）。次に strain 1~6 からコスミドを抽出し、それらに含まれる M. bovis 

BCG ゲノムの遺伝子配列を解析した。その結果、各形質転換株から抽出したコスミ

ドには、図９B に示す M. bovis BCG の遺伝子が含まれていることが明らかとなった。

また以上の結果から、4 に対して耐性を付与する遺伝子は、図９B に示す領域の共通

部分である、M. bovis BCG ゲノムの 3475.051kb ~ 3502.901 kb の 27.85 kb 内に存

在することが示唆された。 

 

16



 

 

 

 

 

 

             図 9 Agelasine D (4)耐性株の増殖と挿入コスミドの遺伝子配列 

  さらに、4 に対して耐性を付与する遺伝子領域を絞り込むため、得られた 27.85 kb

の遺伝子領域を 10 領域（S1~S10）に分割してそれぞれサブクローニングを行い、形

質転換株（Strain 7~16）を作成した（図１０A）。そして、作成した形質転換株の中

から、4 に対して耐性を示す形質転換株を調べた結果、BCG3184c、BCG3185c、

BCG3186c、BCG3187c の 4 遺伝子が含まれる領域の高発現株（Strain 10）のみが 4

に耐性を示した（図１０B）。 さらに同様な検討を進めた結果、最終的に dioxygenase

と予想されるタンパク質をコードしている BCG3185c 遺伝子の高発現株（Strain 18）

が agelasine D (4)に耐性を示すことが明らかとなった（図１０C）。以上の結果から、

agelasine D (4)の標的分子は、BCG3185c 遺伝子の翻訳産物であることが強く示唆さ

れた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           図 10 各形質転換株の agelasine D (4)含有培地での増殖 
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４）BCG3185c 遺伝子高発現による agelasine D (4)代謝への影響 

 BCG3185c 遺伝子の高発現株（Strain 18）が agelasine D (4)の代謝を促進するこ

とにより、見かけ上 4 に耐性を示しているか否かを確認するため、野生株と

BCG3185c高発現株（Strain 18）における 4の代謝量を比較した。野生株および strain 

18 それぞれに、終濃度 0.4 µg/mL（0.5xMIC）で 4 を添加し、経時的に菌体内の 4

の量を HPLC で定量した。また rifampicin を内部標準として用いた。その結果、両

菌株間の agelasine D (4)の代謝量に差は見られなかった（図１１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       図 11 Wild-type と strain 18 の agelasine D (4)代謝の比較 

４）Agelasine D(4)と BCG3185c タンパク質の結合親和性 

 次に、BCG3185c 遺伝子を His-tag 融合タンパク質として Escherichia coli で発現・

調製し、agelasine D (4)との結合親和性を Biacore を利用して解析した（図１２）。

その結果、4 と BCG3185c タンパク質との解離定数は 2.42 µM と算出された。一方、

23S リボソームに結合することが知られている streptomycin を用いて、同様に検討

した結果、その解離定数は 1.47 mM であった。以上の結果から、agelasine D (4)は、

Mycobacterium 属細菌の dioxygenase と予想される BCG3185c タンパク質に結合し、

その機能を阻害することにより抗菌活性を示すことが強く示唆された。 

 

 

 

 

 

 

     図 12 Agelasine D (4)と BCG3185c タンパク質との結合親和性解析 

Ratio* 
incubation 

time (h) Wild-type 

0.28 

Strain 18 

0 

6 

12 

0.26 

0.39 0.40 

0.37 0.37 

24 0.41 0.44 

* Peak area of agelasin D / Peak area of rifampicin 
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４. おわりに 

 以上のように我々は、細胞や病原微生物が生体内で示す特殊な表現型変化に着目し

た Phenotypic Screening の評価系構築、それを利用した海洋薬用資源からの医薬シ

ーズ探索、さらに、分子生物学的手法とケミカルバイオロジーの手法を組み合わせて、

見出した活性天然物の標的分子の解析と新規薬剤標的の開拓を展開してきた。特に、

低酸素環境選択的がん細胞増殖阻害物質 furospinosulin-1 およびそのアナログ化合

物は、がんに対する新しい分子標的治療薬のシーズとしての有用性が高く、見出した

標的分子（p54nrb および LEDGF）は、今後 HIF-1に代わる新規薬剤標的となるこ

とが期待される。また、ゲノム���ライブラリーを利用する抗菌物質の標的分子解析

法は、活性物質に耐性を示す形質転換株の取得に成功すれば、非常に簡便にその結合

タンパク質まで同定することが可能である。今後はこの方法論を動物細胞に作用する

活性天然物の標的分子解析法に応用することを検討して行きたい。 
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ジアミン新規合成法開発を基軸とした医薬品候補物質効率合成法への展開	
 

	
 

熊本大学大学院	
 生命科学研究部	
 	
 	
 石塚	
 忠男	
 

	
 

はじめに	
 

	
 1,2-ジアミン構造は、ビオチン、タミフル（オセルタミビル）、リレンザ（ザナミビル）等

の極めて多岐にわたる医薬品・生理活性物質に含まれる部分構造であるばかりでなく、2-ア

ミノアルコール構造、1,2-ジオール構造を持つ生理活性化合物をシーズに医薬品候補物質を

探索する際には、アナログとして合成が試みられることが多い。	
 

	
 また、さまざまな金属イオンのキラル配位子として不斉触媒に利用されたり、有機分子触

媒として環境配慮型反応の構築に利用されることも多い。	
 

	
 いずれにしても、側鎖構造の異なるものを多数合成することが必要であるが、合成法 1)と

して汎用性の高いものは少なく、2 つの異なる置換基を導入したエチレンジアミン誘導体を

共通の原料から合成できる方法論はほとんどない。	
 

	
 我々は、2-イミダゾロンを出発原料にした合成方法論を以前から検討しており、Scheme 1

のような方法論による“ルート”はほぼ確立していた 2)。しかし、このルートは、“気兼ね

なく使う”、には若干の問題があったので、今回、その問題点を解決し、医薬品候補分子な

どを多種類合成する方法として使用に耐えるものにするための検討をおこなった。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 さらに、2-imidazolone から合成可能な、コンホメーションが固定された 1,2-ジアミンに
ついて、有機触媒としての展開を図り興味深い結果を得たので、併せて報告する。	
 

	
 

まず、確立済であったところを示す	
 

（1）Methoxy 基の置換変換について	
 

	
 4,5-dimethoxy-2-imidazolidinone には 2 つの methoxy 基があるが、これらは区別して段
階的に置換変換することが出来る。（Scheme	
 1	
 	
 2→3→4）	
 

	
 Methoxy基は、BF3・OEt2存在下、各種求核反応剤と立体保持で置換反応するが、mono-acyl

体、mono-sulfonyl 体と、片方の窒素原子を修飾することにより反応性をコントロールする
ことが可能であり、NH 基側（修飾されていない側）の methoxy基だけを置換変換できる。	
 

N N

O

R*

O

R*

O
HN N

O

R*

O

H3CO OCH3

HN NH

O

R1 OCH3
R1Cu R2Cu

HN NH

O

R1 R2

H2N NH2

R1 R2

Scheme 1 2-イミダゾロンを構築剤とした1,2-ジアミン類合成

2-imidazolone 1,2-diamines
1 2 3 4 5
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 Table	
 1 には、Cu 反応剤を用いた反応を示しているが、各種 alkyl 基、Phenyl 基が立体特

異的に導入でき、また vinyl 基の導入も可能である。ほとんどすべての置換反応において、
得られるものは立体保持の trans体であり、まれに cis体がわずかに生成することがあっても、
カラムクロマトにより分離することが可能であった。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 置換反応後に反応した NH側をスルホニル基で修飾し、Cs2CO3 / MeOHなどの弱アルカリ

性条件で処理すると、acetyl基を選択的に除去することができ、残りの methoxy基を置換変
換することが可能となる。	
 

	
 Table	
 2 に、N-Tosyl-5-butyl-4-methoxy 体の反応を示しているが、最初の methoxy 基の置

換と同様に Cu反応剤によるアルキル化の他、Si試薬によるアリル化やシアノ化も可能である。
もちろん、これらの反応は、最初の methoxy 基の変換においても有効であり、本方法論は、
さまざまな置換基の組合せの 1,2-ジアミン類を類似の反応条件で合成していくことに適して

いると言える。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

HN N-Ac

O

MeO OMe

iso-Pr

PhLi (4eq.)

n-BuLi (4eq.)

iso-PrMgBr (4eq.)

LiCl

BF3•OEt2
THF

CuCN
HN N-Ac

O

R1 OMe

t-But-BuLi (4eq.)
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CuCN LiCl BF3•OEt2
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YieldEntry

3

5
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 4,5-両置換体を Ba(OH)2 による加水分解により開環すれば、mono-N-tosyl-1,2-diamines

を得ることができる。（Scheme	
 1	
 	
 4→5）	
 

（2）光学分割について	
 

	
 我々は光学分割剤として、2-exo-methoxyapocanphane carboxylic acid(MAC acid)を開発し

ており、多くの 2-oxazolidinones, 2-imidazaolidinones の光学分割に成功している 3)が、合

成子として用いる 4,5-dimethoxy-2-imidazolidinoneの光学分割は、N位にMAC基を導入す
るだけでは困難であった。一度	
 4-benzyloxy-5-methyl-体に変換すると可能ではあり、分割

後に、再度	
 benzyloxy → methoxy	
 の変換を行えばキラルシントンとして利用可能であっ
た。（Scheme	
 2）（2）	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 また、meso-diol により 4,5-dimethoxy 体を meso-dialkoxy 体に変換後、キラル触媒存在

下での脱アシル化反応により、片方のエナンチオマーだけを得ることにも成功していた。(4)	
 

	
 このように、一応は 2-imizdazoloneからキラル 1,2-ジアミン類を合成することは出来たの
であるが、問題となっていたのは次の点である	
 

	
 	
 ・合成子（8：4,5-dimethoxy-2-imidazolidinone）の合成ルートの長さ	
 
	
 	
 ・合成子の光学分割の操作の煩雑さ	
 

・	
 N-位保護基としての sulfonyl基の脱保護について	
 

	
 

	
 これらの点について、解決策を見出し、Scheme 1 の方法論を	
 より使いやすいもの	
 に

することが出来たので以下で紹介する。	
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2-Imidazolone の 4,5 位二重結合部位への新規付加反応の開発	
 

	
 4,5-Dimethoxy-2-imidazolidinone(8)は、Scheme	
 2 に示す様に、2-imidazolone(6)の二重
結合部位に Br2 を付加させた後に、MeOH により dimethoxy 化して合成している。
NBS/MeOHや Br2/MeOHなどの条件による bromomethoxylationや、PhSeCl / MeOHに

よる Phenylseleno-methoxylationにおいては、付加反応の位置選択性が低く、生成する異性
体の分離が困難なために合成子として用いることが出来ず、4,5 位を同置換基（methoxy基）
に変換してから用いているのであるが、このために、2 重結合への diastereo / enantio選択

的付加反応を試みることが困難であった。	
 

	
 4，5 位に同時に酸素官能基を導入することを目的にして、エポキシ化反応を検討したとこ

ろ、Fe3+触媒存在下 H2O2により反応がすみやかに進行し、エポキシ体は得られないものの、溶

媒に用いたアルコール（および H2O）がエポキシ環を位置選択的に開環したと考えられる
4-alkoxy-5-hydroxy誘導体、4,5-dihydroxy誘導体が得られた。（Scheme	
 3）	
 
	
 本付加体は、多段階にはなるが 4,5-dimethoxy 体へ変換できることができ、エポキシ化に

よる合成子調整が可能であることが明らかになった。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 H2O2との反応を、N 位に MAC 基を導入した 2-imidazolone（18）で実施すると 63%de

の選択性で付加体が得られ、ジアステレオマーはカラムクロマトにより分離可能であること

がわかり、更に嵩高いキラルカルボン酸である PAC acid (2-exo-propoxyapocanphane 
carboxylic acid)の導入により 94％de という高い選択性で反応が進行することが明らかにな

った。（Scheme	
 4）	
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 エポキシ化反応剤として、H2O2水溶液の代わりに H2O2-urea complex を使用しても同様

に反応が進行し、さらに溶媒に trimethyl orthoacetate を用いると 4,5-dihydroxy 体が減少
して 5-hydroxy-4-methoxy体が効率よく得られること、Fe-dipicolinic acid	
 錯体を単離して
用いることも可能であることが明らかになった。	
 

	
 H2O2-urea complex を用いると、反応系中の H2O の量が減り 4,5-dihydroxy 体が減少する
だけでなく、H2O2の slow additionが不要になる。	
 trimethyl orthoacetateは、methoxy
供与剤として働くだけでなく、脱水剤としても働き、CH2Cl2に添加する形で用いることによ

り 5-hydroxy-4-methoxy体のみを得ることが出来るようになった。（Table	
 3）	
 
	
 

	
 

	
 

	
 

entry Oxydant time(h) 
yield(%) 

4-OMe 4-OH 
1 H2O2 aq (30%) 0.5 60 9 
2 H2O2-urea 2.5 83 0 

	
 

	
 また、Fe3+-dipicolinic acid 錯体は Mohr’s salt から合成できることが報告されているが
（Scheme 5）FeCl3と dipicolinic acidから容易に合成することが出来ることがわかった。保
存が出来るだけでなく、アミンを添加すると有機溶媒に溶けて反応系が均一にすることがで

きる。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

4,5-Dimethoxy-2-imidazolidinone の光学分割法の改良	
 

	
 4,5-dimethoxy-2-imidazolidinoneの光学分割において、問題点は 4,5-dimethoxy体のまま
分割出来なかったことである。	
 

	
 さまざまな検討を行った結果、片方の N位に導入するスルホニル基の種類によっては、カ

ラムクロマトで分割可能となることが明らかになった（Table 4）。	
 

	
 ジアステレオマーのカラム分離性や、おのおののジアステレオマーの結晶性、を考慮する
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と 2,4,6-trimethylbenzene- 

sulfonyl (=mesitylene-sulfon- 
yl)化が効率がよいと判断する
ことが出来る。ジアステレオ

マー分離後の、MAC 基は容易に

脱離することが出来（PhCH2SLi	
 

or	
 LiBH4-MeOH）、キラル合成子

としてそのまま利用すること

の 出 来 る 、 1-mesitylene- 
sulfonyl-4,5-dimethoxy-2-imidazolidinoneの両エナンチオマーを得ることに成功した。	
 

脱スルホニル化反応について	
 

	
 合成子として 1-sulfonyl-4,5-dimethoxy-2-imidazolidinone を用いると、4 位の methoxy
基の変換後に 3 位の窒素原子を保護して 1 位の sulfonylを脱離させることが必要となる。し

かし、一般には N-sulfonyl基の脱離性は低く、アシル基やウレタン基が共存すると、それら
の脱離反応が優先してしまう。	
 

	
 N-sulfonyl 基の脱離について、非求核的反応として光反応を検討したところ、NaBH3CN

存在下での UV 光照射により容易に脱離可能であることが明らかになった。Scheme 6 に示

すように、N-acetyl基を残したまま N-tosyl基だけを完全に除去すること（21 → 22）が出

来、1-sulfonylsubstituted-4,5-dimethoxy体を合成子として用いることが可能となった。	
 

	
 

	
 

キラル 1,2-diamine の不斉触媒としての応用について	
 

	
 さまざまなキラル 1,2-diaminesが合成することが出来れば、ジアミン系不斉触媒を開発し、
それによる反応により医薬品候補分子の合成に寄与することも可能になる。	
 

	
 キラル 1,2-diamine として名高いものに、1,2-diphenylethylendiamine(DPEN)があるが、
2-imidazoloneからは DPENはもちろんのこと、芳香環上に置換基を持つものなどを含めて
さまざまな誘導体を合成することが可能である。	
 

	
 	
 既存反応の最適化などに利用することも出来るが、ここでは、2-imidazoloneと anthracene
から合成できる、9,10-dihhydroanthraceno-ethylenediamine(23)を用いた興味深い結果を

Scheme 6
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紹介する。	
 

	
 本アミンは、2-imidazoloneと anthraceneの Diels-Alder反応成績体である 9,10-dihydro- 
anthraceno-2-imidazolidinone(22:DHAIm)を加水分解すれば容易に得られるが、N 上に置
換基が無ければアキラル（meso体）である。しかし、Scheme 7のように、MAC基を用い

た光学分割（20 → 24a + 24b）を行った後に、N上に保護基を導入しながら変換していけば
キラルジアミン化合物（26）とすることが可能である。つまり、骨格そのものは左右対称で

あるキラルジアミンを合成することが出来る。	
 

	
 

	
 cis にコンホメーションが固定されていること、9,10-dihhydroanthraceno 基が屋根のよう
にジアミン部分の片方だけを効率的に遮蔽していること、により、これまでに本ジアミン(26)

を配位子として Ru錯体(31)を合成し、不斉還元反応を報告してきている 5)（Scheme 8）。	
 

	
 

《アミン-チオウレア型有機触媒への応用》	
 

	
 今回、Amine-Thiourea型有機触媒に本骨格を導入し、amino基と thiourea基の位置関係

により触媒の反応性・選択性が大きく変化するという興味深い知見を得たので、以下に示す。	
 

Acetylacetoneと nitrostyleneの反応において、dimethylamino基、thiourea基との間にそ

Scheme 7
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れぞれスペーサーとして(CH2)nを導入したところ、スペーサーの導入位置により選択性が逆

転し、さらにスペーサーの長さにより反応性の変化が見られた。	
 

	
 特に、dimethylamino 基側に(CH2)3をスペーサーとして導入したもの（C3）については、

反応性が著しく向上し、わずか 15 分の反応で高いエナンチオ選択性で生成物を与えることが

明らかになった。（Table 5）	
 

	
 

《NHC 触媒への応用》	
 

	
 本ジアミン骨格の、効率的な立体遮蔽、を実証するために、NHC(N-heterocyclic carbene)
への導入を試みた。カルベンは本来極めて反応性が高く、不安定であり、通常は大きな立体

障害で保護することで、ほどほどの反応性を持たせることで利用されている。	
 

	
 Fig.に示すように、通常はN上に大きな置換基を導入することでカルベンを保護しているが、

本ジアミン骨格の場合、骨格そのものの立体障害のためにN上に大きな置換基は不要であり、
反応性をあまり損なうことなく、取

扱易い（程度の安定性をもつ）カル

ベンを生成させられることが期待で

きる。また、2 つの N 上の置換基を

異なるものにすればキラルカルベン

とすることが出来、不斉触媒としての応用が可能である。	
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Cat.
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Table 5
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 Scheme 9に示すようなルートで合成をしたところ、カルベン Ag錯体（38,39）を安定な結

晶として得ることができた 6)。化合物 38は、N 上に立体障害の小さなメチル基を有する化合

物であるが、骨格の 9,10-dihydroanthraceno基による立体遮蔽により十分に保護されている
と考えることが出来る。	
 

	
 

	
 

	
 これらのカルベン錯体の立体的嵩高さを判断するために、Cu触媒でのアリル位の置換反応
に適用してみた。本反応においては、嵩高いカルベンだとγ付加体が優先するということが

知られている。	
 

	
 Table 6に示す様に、38, 39共にγ選択性を示し、十分な立体的嵩高さを持っていることが

明らかになった。	
 

	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 

現在、N 上の 2 つの置換基の異なるキラルカルベン錯体について研究を進めている。	
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Table 6

Ph Br
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CuCl (5 mol%)

PhMgBr (1.2 eq)
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Ph Ph Ph

Ph
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None 951 96 : 4

38 982 20 : 80

39 953 5 : 95
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膵β細胞を中心とした糖尿病発症原因の解明とその多角的研究 

大杉満（東芝病院代謝内分泌内科） 

【研究の背景】 

 本研究は、インスリン分泌能とインスリン感受性を日本人と白人（デンマーク人）で詳細に

直接比較し、耐糖能を決定づける分泌能と感受性が民族によって異なるのか、異なるならば

体格、運動量や、血中ホルモンなどの何がその差を決定づけているかを研究した。 

 糖尿病の９５％以上を占める２型糖尿病では、インスリン抵抗性（血糖値を下げるインスリン

が効きにくくなること）とインスリン分泌不全（インスリンの出が悪くなること）の両方が存在する

ことが知られている。日本人とその他の民族、コーカシアン白人との間では、２型糖尿病の

発症素因や発症状態の違いが知られている。具体的には日本人２型糖尿病患者では肥満

度が少なくインスリン抵抗性が小さいが、インスリン分泌が少ないために糖尿病を発症してい

ることを示唆する報告があるが、現在のところ日本人と他民族で、同一の測定方法でインスリ

ン分泌能とインスリン感受性を比較した研究は知られていない。現在までに２型糖尿病の

病態について、民族差が存在することが議論され、その具体的例証として別々に計画

された臨床試験を後ろ向き解析で比較することにより、民族差を明らかにする試みは

既に行われていた。優れた着想点と既存のデータを最大限活用する点で評価はできる

ものの、統一プロトコールを用いて耐糖能を調査していないこと、検体検査が中央測

定されていないこと、試験に組み入れるコホートにバランスよく体格・耐糖能別の群

が必ずしも組み入れられていないこと、耐糖能検査に統一プロトコールを用いていな

いために交絡因子の統計的調整などのデータの多角的解析が困難であったことなど

の欠点が存在した。 

 また、インスリン分泌能とインスリン感受性を測定する方法は、正常血糖高インスリンクラン
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プ試験を用いた方法が最善であるが、時間的・肉体的に患者負担が大きく汎用されていな

い。血液検査を用いた簡便な指標（Homeostatic Model Assessment (HOMA)やインスリノジ

ェニック・インデックス）も存在するが、先のクランプ試験で得られる結果と一致しないことがあ

り、真に簡便で正確な指標の開発が望まれている。 

 この研究では、コペンハーゲン大学（デンマーク）ならびにノボ・ノルディスク社研究所（デ

ンマーク）と共同研究し、日本人と白人の被験者を同数集め、同一の試験方法でインスリン

分泌能とインスリン抵抗性を測定し直接比較した。 

 

【方法】 

 日本側は糖尿病患者40名、境界型耐糖能障害患者40名、健常者40名の計120名、デン

マーク側糖尿病患者50名、境界型耐糖能障害患者50名、健常者50名の計150名被験者を

目標とし、臨床試験を行った。凡用されているインスリン分泌・感受性の指標の過去の報告

に基づき、インスリン分泌の差をパワー80% で認めるためには糖尿病患者、境界型耐糖能

障害、健常者の各群で20名に試験を必要であることを根拠にこれらの症例数設定を行った。

最終的には日本側糖尿病48名、境界型26名、健常者46名合計120名、デンマーク側糖尿

病48名、境界型39名、健常者63名、合計150名に試験を行った。 

 各被験者について、以下の検査項目が行われた。 

・経口的ブドウ糖負荷試験 (OGTT):  グルコース71g 及び D2-グルコース（安定同位体）

4g を用い300分の間で12点採血しOGTTの間は、すべての測定時点で以下の項目を測定

した: 血糖値、血漿中重水素グルコース、血清中C-ペプチド、血清中インスリン、血漿中グ

ルカゴン、血漿中GLP-1、血漿中GIP及び血漿中遊離脂肪酸(FFA)。 

・二重エネルギーX 線吸収測定法(DEXA)スキャン: 体脂肪組成を推定する。 
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・間接的VO2max-text （ステーショナリバイクを用いる）: 体力を推定する。 

・Whatman FTA® DNA採血カードによる血液の採取:  17の確認された２型糖尿病感受性遺

伝子検査を行った。これとは別に次々に報告される遺伝子多型の検討を行うために末梢血

からのDNAを採取し長期保存を行う。H20年度時点では報告の無かったKCNQ1遺伝子多

型などが解析候補である。 

・その他、空腹時血漿の測定: HbA1c、TNFα、IL-6、アディポネクチン、レプチン、 総コレス

テロール、高比重リポタンパク(HDL)、低比重リポタンパク (LDL)及び中性脂肪 

・正常血糖高インスリンクランプ法：点滴静注でインスリンを注入し、同時にブドウ糖注入量を

可変しながら正常血糖を維持することにより、インスリン感受性を測定する。最低1.5時間の

定常状態を含め、4時間のグルコースクランプ試験を実施した。クランプ法の目的は、OGTT

及びクランプ法の推定値から得られたインスリン感受性を比較するためである。なお、これは

被験者全体の一部である日本人、白人の各群40例を検査した。 

 両群の検体は、アッセイ法の違いによる差異を避けるため、デンマーク、ならびに

University of Padova の同一の検査施設で分析された。 

 

 インスリン感受性は、OGTTデータに基づき、モデル手法を用いて推定された。すなわち、

集団アプローチ（混合効果モデル）を用いて 、すべての被験者に対し、一つのモデルで動

力学グルコース代謝を推定した。また、比較検討するために、ミニマルモデルを用いた指標、

HOMA-IR、ISI-composite等の指標を用いてインスリン感受性も推定した。クランプ法による

インスリン感受性は、それぞれグルコース及びインスリン注入量から直接推定し、OGTTデー

タから得られるインスリン感受性指標と比較し、高い相関が得られた（データ省略）。β細胞

機能も同様にOGTTデータに基づくモデル手法、及びHOMAβとインスリン分泌指数等の
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単純指標を用いて推定した。混合効果モデル法から得られた結果を、主成分分析、多変量

回帰分析などの統計手法により解析した指標に基づき、共変量分析と比較した。 

 

【主要結果】 

 試験参加者の基礎データを表１に示す。デンマーク白人に比べて、日本人は身長が小さ

く、体重が軽く、BMI もそれに伴い日本人は小さかった。 

 ほとんどの空腹時測定値は二国群間で差はないが、空腹時インスリン値、C ペプチド値は

デンマーク白人で高く、簡易法で測定した最大酸素摂取量（VO2Max）は日本人で高い結果

であった。 

 糖負荷試験後の血糖、血中インスリン濃度、血中 C ペプチド濃度曲線を図１に示す。血糖

反応曲線は、耐糖能別ごとに２つの民族でほぼ同様であったが、血中インスリン、血中 C ペ

プチド濃度曲線は、同一耐糖能では日本人が小さい結果であった。しかしながら正常耐糖

能群と境界型耐糖能異常群を比較すると、同一民族内では負荷後６０分まではほぼインスリ

ンや C ペプチド濃度が同様に上昇するが、そのあとは濃度の最大値が境界型群でより大き

く、かつ遅い時間でピークを迎えることが判明した。また境界型耐糖能異常群と２型糖尿病

群を比べると、同一民族内で２型糖尿病群で負荷後 60 分までのインスリン及び C ペプチド

の上昇が低下しており、かつその最大値も境界型群と比して２型糖尿病群で低下していた。 

 インスリン抵抗性（HOMA-IR）ならびにインスリン感受性（Matsuda Index）をそれぞれ糖負

荷試験から得られる血糖値、インスリン値を元に計算した。図 2A,B に見られるようにインスリ

ン抵抗性は白人で大きく、その逆にインスリン感受性は日本人で大きいという結果になった。
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表 1. 被験者の基礎データ一覧 
 Caucasians  Japanese 

 NGT IGT T2D Total  NGT IGT T2D Total 

No of subjects 63 39 48 150  46 26 48 120 

Low BMIa(%) 32 (51%) 14 (36%) 24 (50%) 72 (48%)  25 (54%) 12 (46%) 27 (56%) 64 (53%) 

Age (yr) 53 (7) 54 (8) 57 (7) 55 (7)  49 (7) 54 (8) 57 (7) 54 (8) 

Sex  (male) 29 (46%) 15 (38%) 29 (60%) 73 (49%)   21 (46%) 12 (46%) 33 (69%) 66 (55%) 

Height (m) 1.74 (0.11) 1.71 (0.10) 1.76 (0.10)   1.74 (0.10)  1.63 (0.10) 1.62 (0.10) 1.64 (0.08)   1.63 (0.09)*** 

Weight (kg) 90.3 (21)   97.7 (22)   94.0 (21)   93.4 (21)  64.6 (13)   69.6 (18) 68.0 (13)   67.1 (14)*** 

BMI (kg/m2) 29.8 (5.9) 33.0 (6.3) 30.4 (5.7)   30.8 (6.1)  24.0 (3.2) 26.3 (5.0) 25.3 (4.4)   25.0 (4.2)*** 

Waist-to-hip ratio 0.91 (0.09) 0.94 (0.08) 0.97 (0.08)   0.94 (0.09)  0.93 (0.05) 0.94 (0.05) 0.95 (0.05)   0.94 (0.05) 

FPG (mmol/L) 5.5 (0.5) 5.9 (0.4) 8.3 (2.0)   6.5 (1.7)  5.5 (0.5) 6.0 (0.6) 7.7 (1.3)   6.5 (1.3) 

FSI (pmol/L) 46 (36) 56 (34) 77 (47)   58 (41)  30 (19) 36 (24) 36 (23)   34 (22)*** 

FS C-peptide(nmol/L)  0.74 (0.30)   0.89 (0.27)   1.13 (0.42)   0.90 (0.37)    0.57 (0.22)   0.66 (0.32)   0.70 (0.20)   0.64 (0.25)*** 

HbA1C  (%) 5.5(0.3) 5.7(0.4) 6.6(0.9) 5.9(0.8)  5.2(0.3) 5.5(0.3) 6.2(0.7) 5.7(0.7)* 

HbA1c (mmol/mol) 36.6(3.5) 38.8(3.8) 48.2(10) 40.9(8.2)  33.5(2.9) 36.5(3.2) 44.3(7.1) 38.5(7.1)* 

V02max (mL/min/kg) 28.0(9.9) 24.9(6.1) 24.7(6.4) 26.1(8.1)  31.7(7.2) 29.8(7.4) 27.6(7.8) 29.7(7.7)*** 

FPG, fasting plasma glucose; FS, fasting serum; FSI, fasting serum insulin; T2D, type 2 diabetes. Data are presented as number of participants (%) or mean (SD). To convert 
the values for glucose to mg/dL, divide by 0.05551. To convert the values for insulin to mU/L, divide by 6. P-values for differences between the Japanese and Caucasian 
cohorts were obtained from two-sided unpaired t-tests (*p<0.05, ***p<0.001)  
aCut-offs for the low-BMI group were <25 and <30 kg/m2 for Japanese and Caucasians, respectively.  
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 インスリン分泌能の指標である HOMA-β、Insulinogenic Index を算出した（図 2C-E）。

Insulinogenic Index に関しては血漿インスリン値を用いた従来からの計算方法及び、血漿 C

ペプチドを用いた指標も計算した（Prehepatic Insulinogenic Index）。これは膵ベータ細胞か

ら分泌されたインスリンは肝臓においてインスリン受容体に結合、ないしインスリン分解酵素

で分解されるため、肝臓におけるインスリン・クリアランスに民族差があれば血中インスリン濃

度を用いる指標のみでは正確にインスリン分泌能を算出できないと考えたからである。空腹

時の血糖ならびにインスリン値を用いる HOMA-βは日本人がすべての耐糖能において低

いという結果になった。インスリン値を用いる、ないし C ペプチド値を用いた Insulinogenic 

Index は全体として日本人はデンマーク人に比べて各耐糖能別に低い傾向にあるものの、

インスリン値を用いた Insulinogenic Index では２型糖尿病群でのみ、C ペプチド値を用いた

同指標では境界型群でのみ統計的有意に差が認められた。 

 次に ANCOVA モデルを用い、基礎データ、遺伝因子、生活環境因子などが、上記インス

リン感受性指標と分泌指標をどれだけ説明するかを検討した。表２に見られるように、インス

リン感受性指標である Matsuda Index においては腹囲、Android Fat（体幹部分の最下部５

分の１）、などの体格指標が重要な説明因子となることが判明した。Insulinogenic Index を代

表として取り上げるが、インスリン分泌指標においても Android fat、BMI などの体格指標が

重要な説明変数となることが判明した。 

 次に民族の違いとインスリン抵抗性・分泌指標全体との関係を ANCOVA モデルを用いて

解析した。表３に見られるように体格指標の中の代表として BMI を用い、BMI をモデルに含

めない解析では Prehepatic Insulinogenic Index を除く指標で、民族差があるという結果に

なるが、BMI をモデルに含めるとその統計的有意差は消失することが示された。そこで図 2 

F) - J)に示すように、インスリン抵抗性・分泌指標を BMI で補正すると、図 2 A) – E) で見ら

れた統計的有意差は大部分が消失するか、有意差があっても（２型糖尿病群のHOMA-IR、

Matsuda Index、HOMA-β）その差は補正前と比べて減弱した。 
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図 1 糖負荷試験後の血糖値、血中インスリン値、C ペプチド値の推移 

A) Glucose – Caucasians B) Glucose – Japanese 

C) Insulin – Caucasians D) Insulin – Japanese 

E) C-peptide – Caucasians F) C-peptide – Japanese 
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図２ インスリン感受性指標とインスリン分泌指標の各民族（■デンマーク人、■日本人）。 

A) HOMA-IR 

 

F) HOMA-IR, BMI-adjusted 

 

B) Matsuda index 

 

G) Matsuda index, BMI-adjusted 

 

C) HOMA-B 

 

H) HOMA-B, BMI-adjusted 

 

D) Insulinogenic index I) Insulinogenic index, BMI-adjusted 

E) Prehepatic insulinogenic index J) Prehepatic insulinogenic index, BMI-adjusted
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Table 2. Contribution of covariate factors for Matsuda and insulinogenic indices.   

Covariate 
(unit) 

Matsuda index Insulinogenic index  

P-value

Percentage
of 

variance 
explaineda

Sign of 
covariate  

relationshipb P-value

Percentage 
of 

variance 
explaineda 

Sign of 
covariate 

relationshipb

Waist (cm) <0.001 39.9 - <0.001 12.3 +

Android fat <0.001 39.8 - <0.001 15.8 +

Hip (cm) <0.001 30.6 - <0.001 10.5 +

BMI <0.001 30.5 - <0.001 11.7 +

Weight (kg) <0.001 29.9 - <0.001 9.4 +

Trunk fat <0.001 29.3 - <0.001 12.2 +

Triglycerides <0.001 17.3 - <0.001 5.9 +

VO2max per <0.001 17.3 + 0.001 4.9 -

Waist-to-hip <0.001 16.6 - 0.001 3.7 +

Whole-body <0.001 15.3 - <0.001 7.7 +

HDL <0.001 13.5 + 0.010 2.1 -

Genetic n.s. N/A N/A 0.003 2.8 -

Genetic 0.195   2.7 + N/A N/A N/A

Gynoid fat 0.025 1.8 N/A 0.006 2.5 +

Lower-limb 0.073 1.2 N/A 0.019 1.7 N/A

LDL 0.134 0.9 N/A 0.116 1.0 N/A

Cholesterol 0.446 0.2 N/A 0.294 0.4 N/A

Age (year) 0.308 0.2 N/A 0.238 0.4 N/A

Total activity 0.850 <0.1 N/A 0.040 1.6 N/A

HDL, high-density lipids; LDL, low-density lipids; MET, metabolic equivalent of task; n.s., 
not significant. P-values were obtained from log-linear models having Matsuda index and the 
insulinogenic indices, respectively, as dependent variable and each covariate, glucose 
tolerance state and ethnicity as independent variables.  
aExplained variance was calculated using the variance of residuals from log-linear models 
with and without each covariate included as independent factor. b+ or - indicate positive or 
negative  slopes for covariate  relationship. Slopes for non-significant relationships 
(p<0.01) were not reported.
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Table 3. インスリン感受性と分泌指標と民族差の統計解析の一覧 
 
 Without BMI in model  With BMI in model 

 

Index 

P-value for 

ethnic 

difference 

P-value for 

interaction between 

ethnicity and 

glucose tolerance 

state 

 

 

P-value for 

ethnic 

difference 

P-value for 

interaction 

between ethnicity 

and glucose 

tolerance state 

HOMA-IR <0.01 0.04  0.14 <0.01 

Matsuda index <0.01 0.10  0.18 <0.05 

HOMA-B <0.01 0.39  0.24 0.16 

Insulinogenic index (0-30 min) <0.01 0.59  0.63 0.43 

Insulin secretion ratio (0-120 min) <0.01** 0.63  0.36 0.57 

Prehepatic insulinogenic index (0-30 min) 0.58 0.99  0.20 0.99 

Prehepatic insulin secretion ratio (0-120 min) <0.01** 0.52  0.26 0.50 

P-values were obtained from ANCOVA models containing ethnicity, glucose tolerance state, the interaction between the two, and with BMI and 

interaction between BMI and ethnicity included in the models.
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【考察】 

 本研究は日本人とデンマーク白人がそれぞれの国に在住したままで、両群のインスリン分

泌能とインスリン感受性を同一の方法で直接比較した試験である。 

 現在までの報告では日本人と白人の二民族のインスリン分泌能とインスリン感受性には差

がある（日本人で分泌能が小さく、感受性は大きい）とされていたが、本研究により体格指標

（BMI や体脂肪率など）で補正することによりその差の大部分が消失することが示された。 

 本研究の特徴としては、それぞれの民族が自国に在住したままで耐糖能などを測定して

いるところがあげられる。先行研究の中には同一国に在住する複数の民族の耐糖能を比較

検討しているものがあり、一定の知見をもたらしている。しかしながら、日本を始めとする移民

研究などから、耐糖能やそれを決定するインスリン分泌や感受性は遺伝的背景が同一であ

っても生活環境の影響を大きく受けることが判明した。一例をあげれば日本から米国（ハワイ、

カリフォルニア、シアトル）への移民は、母国の集団に比べ、体重は重くなり、インスリン反応

は増強し、インスリン抵抗性が増加していると報告されている。これから糖尿病などの生活習

慣病の民族差を議論する際には、遺伝的背景となる民族の差違のみならず、生活環境も同

時に考慮して研究を進めることが必要であることがわかる。 

 インスリン分泌・感受性の検討も二国間で同一のプロトコールを用い、検体計測も同一の

試験機関を用いて測定し、測定誤差が結果に影響することがないように配慮した。 

 本研究は横断研究であってコホート研究ではない。そのため各国住人でそれぞれ肥満度

が増した際にインスリン分泌能や抵抗性が経時的にどのように変化するか、といった疑問に

答えることは出来ない。同様に試験計画の性質上、経時的な耐糖能の変化を追っているわ

けではないので、例えば日本人を含めて東アジア人で糖尿病患者が増加している理由は

何か、糖尿病患者数増加が欧米諸国よりも東アジアで急激に増加している理由は何か、と
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いった疑問に答えることは出来ない。それらの疑問にはコホート研究を行う必要がある。 

 肥満の有無に関して二国それぞれの肥満基準を用いた（日本 BMI25、デンマーク BMI30）。

被験者の平均 BMI を同一にすることも検討されたが、日本側では肥満者を、デンマーク側

では非肥満者を多く集めることになり、被験者選択でのバイアスを増す恐れから、本研究で

は敢えて二国間の BMI を揃えず、しかしながら十分に BMI25 以上 30 以下で被験者数に重

なりが出るように配慮した。 

 インスリン分泌能や感受性の測定に経口糖負荷試験を用いた。これに関しても、インスリン

感受性の測定には正常血糖高インスリンクランプ試験がゴールドスタンダートして認められ

ており、本試験でも一部の症例にはこれを行った。インスリン分泌測定にはそのような標準

的な試験方法はないと考えられ、どのような測定方法にも長所はある反面、非生理的な条件

を作り出す、という批判がある。例えば高血糖クランプでは経静脈的にブドウ糖を点滴し、急

速に血糖値を上昇させた後にそれを維持し、その間のインスリン分泌を見る方法であるが、

経口摂取で食物を摂取した時にそのように血糖値が変化することはなく、非生理的である。

そのため、本研究では経口ブドウ糖摂取後のインスリン反応を検査し、それらを元にインスリ

ン分泌能と感受性を計算した。 

 

 最終的に日本人とデンマーク白人にはインスリン感受性とインスリン分泌能の差が存在し、

日本人はインスリン抵抗性とインスリン分泌が共に小さいが、BMI などの体格因子で調整す

るとその差の大部分が消失する。このことから日本人とデンマーク白人の２型糖尿病の病態

基盤には共通する部分が大きいと結論づけられる。 
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消化管における糖シグナル伝達を介した糖吸収の制御と 

末梢血白血球および内臓脂肪組織の遺伝子発現プロファイルとの関連 

 

静岡県立大学食品栄養科学部栄養生理学研究室 

合田 敏尚 

 

１．はじめに 

 糖尿病の発症の前段階では食後高血糖がみられ、これがインスリン過剰分泌および

肥満をもたらし、脂質代謝異常と脂肪組織における炎症を促進することが明らかにさ

れてきた。また、高血糖の程度とその持続時間により進展する細小血管障害に加えて、

食後高血糖による局所の炎症が動脈硬化を介して大血管障害の誘因になることも明ら

かになってきた。一方、小腸における糖質の消化・吸収にかかわる膜消化酵素や吸収

担体の遺伝子発現制御機構が明らかになるにつれて、食後の血糖上昇の初発因子であ

る小腸における糖質の消化・吸収の速度を制御する方策も考慮できるようになってき

た。そこで本研究では、食事要因による糖質消化吸収関連遺伝子の転写制御機構の解

析を通して、小腸を標的にした食後高血糖の効果的な抑制手段を検討し、さらに、食

後高血糖の履歴とその末梢組織に及ぼす炎症促進作用の評価に有用なバイオマーカー

を探索するために、食後高血糖と末梢血白血球および内臓脂肪組織における遺伝子発

現プロファイルとの関連を検討してみた。 

 

２．小腸糖吸収関連遺伝子の糖シグナルによる転写制御機構 

 小腸は管腔内に流れ込む糖質の量と種類の変化を敏感に感じ取り、糖応答性の消化

吸収関連遺伝子の発現を誘導することによって、糖質の消化・吸収を効率的におこな

うように適応することが知られている。近年の研究から、ヒストン上に記載される情

報であるヒストンコード（ヒストン修飾）による標的遺伝子の転写制御領域における

転写複合体の形成の促進が、このような遺伝子発現の誘導の一因となることが明らか

になってきた。そこで、まず、糖質の量が異なる食事（高糖質食と低糖質食）をマウ

スおよびラットに摂取させ、空腸組織を採取し、糖応答性小腸消化吸収関連遺伝子の

発現量と遺伝子周辺のヒストン修飾の変化を調べてみた。高糖質食の摂取により、マ

ウス空腸におけるスクラーゼ・イソマルターゼ複合体（Si）、マルターゼ・グルコアミ

ラーゼ複合体（Mga）、Na+-グルコース共輸送体（Sglt1）の遺伝子発現はいずれも著し

く増大し、クロマチン免疫沈降法によって、ヒストン H3 のアセチル化が、これらの遺

伝子上流のプロモータ領域だけでなく転写領域においても増大していることが明らか

になった 1)-3）。高糖質食の摂取により、ラット空腸においても、Si と Mga の遺伝子発

現は著しく増大したが、この場合も、これらの遺伝子上流のプロモータ領域だけでな

く転写領域においても、ヒストン H3 およびヒストン H4 のアセチル化およびヒストン
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H3 の 4 番目リジン（ヒストン H3 K4）のメチル化が増大していることが明らかになっ

た 4）。ヒストンのアセチル化あるいは脱アセチル化酵素活性を持つコアクチベータの

候補分子の中で、高糖質食の摂取によって発現が増大するものを探索したところ、ヒ

ストンアセチル化酵素である general control of amino acid synthesis 5 (Gcn5)の

mRNA 量が増大しており、クロマチン免疫沈降法によって、SI 遺伝子と MGA 遺伝子のい

ずれでも、プロモータから転写領域の広い部分で GCN5 の結合が高まっていることが明

らかになった（図１）4）。すなわち、管腔からの糖シグナルの量的な増大は、Si と Gma

という２種類のα-グルコシダーゼ遺伝子の発現を、共通のヒストンコードを介して転

写レベルで高めていることが示唆された。 

 

 

図１ 高糖質食摂取はラットの空腸におけるヒストンアセチル化酵素GCN5の発現 

      増大を介して標的遺伝子の転写領域におけるヒストンコードを修飾する。 

 

 糖質の中でもフルクトースは肝臓における解糖系や脂肪酸合成系の酵素を誘導し、

小腸においても、SI の遺伝子発現をヒストンコードを介して調節する 5）など、シグナ

ル分子として作用することが知られている。そこで、フルクトース水溶液をラットに

経口投与し、６時間以内に発現が増大する小腸の遺伝子を Affymetrix 社のマイクロア

レイ（Rat Gene 1.0ST アレイ）を用いて網羅的に探索したところ、検出された 27,343

遺伝子のち 51 の遺伝子が、グルコース投与に比べてフルクトース投与によって著しく
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発現が増大していた。その中には、糖質消化吸収関連遺伝子としてフルクトース輸送

体（Glut5）が含まれていた。クロマチン免疫沈降法によって、Glut5 遺伝子の周辺の

ヒストン修飾を解析してみたところ、フルクトースの投与によって Glut5 遺伝子の転

写領域におけるヒストン H3 のトリメチル化とアセチル化が増大していた 6）。また、フ

ルクトース摂取による Glut5 遺伝子周辺のヒストンコードの変化はマウスの空腸でも

Glut5 遺伝子の幅広い転写領域で観察された（図２）。フルクトースを投与したマウス

の空腸における Glut5 遺伝子の転写領域においては、アセチル化ヒストン結合タンパ

ク質 Brd4 の結合が増大するとともに、転写伸長因子 pTEFb の結合が高まっており、RNA

ポリメラーゼIIの結合の増大とよく対応していることが明らかになった。この結果は、

小腸管腔からのフルクトースのシグナルは、標的遺伝子である Glut5 遺伝子の転写領

域に作用し、転写伸長反応の効率を高めるという新規のエピジェネティックな遺伝子

発現制御機構があることを示唆している（図３）。 

 

 

 

 

 

図２ クロマチン

免疫沈降法による

ヒストン修飾部位

の同定 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ 糖質シグン

ルによるフルクト

ース輸送体遺伝子

の転写制御機構

（モデル） 
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 小腸様細胞株 Caco-2 を用いて、GLUT5 遺伝子の転写制御機構における核内受容体と

脱リン酸化シグナルの役割を調べてみたところ、p44/42 MAP キナーゼの抑制による脱

リン酸化シグナルは、甲状腺ホルモンによる GLUT5 遺伝子発現の誘導を促進するとと

もに、グルココルチコイドホルモンによる GLUT5 遺伝子発現の誘導も促進することが

明らかになった。さらに、これらの脱リン酸化シグナルは、甲状腺ホルモン核内受容

体 TRα-17）およびグルココルチコイドホルモン核内受容体 GR の核移行 8）を促進する

ことによって標的遺伝子の転写を増大させることが示された。p44/42 MAP キナーゼの

抑制による脱リン酸化シグナルとグルココルチコイドホルモンの相互作用による

GLUT5 遺伝子の転写制御には、GLUT5 遺伝子の転写領域におけるヒストン H3 K9/14 の

アセチル化の増大 9）とともに、ヒストン H3 K4 のジメチル化とトリメチル化の亢進 10）

が関与していることが明らかになった。 

 次に、小腸における糖質の消化吸収遅延をもたらす食事要因としてレジスタントス

ターチを用い、小腸管腔からの糖質の流入速度の低下に伴い、空腸における糖質消化

吸収関連遺伝子の発現低下が起こる機構を解析してみた。レジスタントスターチ添加

食をラットに７日間投与することにより、空腸における Sglt1 遺伝子および MGA 遺伝

子の発現が低下した。このときに、Sglt1

遺伝子のプロモータ領域から転写開始点

付近のヒストン H3 のアセチル化が低下

していた 11）。また、レジスタントスター

チ添加食を投与したラットでは、Mga 遺

伝子のプロモータ領域から転写領域の広

い範囲にわたって、ヒストン H3 の９番目

/14 番目リジン（H3 K9/14）のアセチル

化が低下しており、ヒストン H3 K4 のト

リメチル化もプロモータ領域から転写領

域で著しく低下していた（図４）12）。ま

た、レジスタントスターチ添加食の投与

に伴う空腸への糖シグナルの低下は、糖

質応答領域結合タンパク質（ChREBP）を

介して糖応答遺伝子の転写制御因子の一

つである Thrsp の遺伝子発現の低下をも

たらす 13）とともに、インクレチンの一つ

である GIP の遺伝子発現を低下させるこ

とが示された 14-15）。 

                  図４ レジスタントスターチ添加食投与による 

                  標的遺伝子のヒストン H3 K4 トリメチル化の低下 
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３．血糖上昇に伴う末梢血白血球における炎症関連遺伝子の発現制御機構                       

 糖尿病モデルラットにαグルコシダ−ゼ阻害剤を投与することによって食後の高血

糖を慢性的に抑制することが可能である。このモデルを用いて、食後高血糖という糖

シグナルの亢進が、体内組織にどのような特異的な遺伝子発現の変動をもたらすかを

検討するために、まず、血液環境の変化の影響を直接受けることが想定される末梢血

白血球にける遺伝子発現プロファイルを解析した。 

 少量のストレプトゾトシン投与により誘発させた食後高血糖モデルラットを用い、

スクロースの強制投与を毎日１回、4 日間継続するという断続的な食後の高血糖によっ

て発現が変動する遺伝子を探索したところ、初回であってもスクロース投与３時間後

には末梢血白血球におけるIL-1βならびにTNF-αの遺伝子発現が増大することが明ら

かになった（図５）16）。興味深いことに、スクロース投与３時間後の末梢血白血球に

おいては、血管内皮細胞への接着に関与するβ2 インテグリン（CD11b）の遺伝子発現

も増大していた 17）。また、スクロース投与開始 4 日目には、空腹時においてもこれら

の遺伝子発現が高まっていることも見出された 16）。すなわち、食後高血糖の履歴は、

一過性だけでなく慢性的にも、末梢血白血球における炎症性サイトカインの遺伝子発

現を変動させるものと考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５ ショ糖投与による血糖上昇はラット末梢血白血球における炎症性サイト 

      カインの遺伝子発現を増大させる 

 

 ストレプトゾトシンの投与により糖尿病を発症したラットを用い、末梢血白血球総

RNA についてマイクロアレイ解析を行なったところ、発現が確認された 11,389 遺伝子

のうち、著しい発現増大が観察された遺伝子が 52 あり、その中の多くは、白血球の活

性や遊走を促進する炎症性サイトカインである IL-1βや炎症関連サイトカイン様マー

カーである S100 タンパク質であった 18）。さらに、高脂肪食を 77 日投与することによ
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ってインスリン抵抗性を惹起させたラットを用い、末梢血白血球総 RNA についてマイ

クロアレイ解析を行なったところ、発現が確認された 8,574 遺伝子のうち、著しい発

現増大が観察された遺伝子が 97 あり、その中には、IL-1βや S100 タンパク質のほか

に、好中球分化因子であるコロニー促進因子の受容体 Csf3r が含まれていた 19）。 

 自然発症糖尿病 db/db マウスの末梢血白血球においても、糖尿病の進展に伴い、IL-1

βや S100 タンパク質の遺伝子発現が増大することが示された 20）。db/db マウスおよび

コントロールマウス（db/m+）の内臓脂肪（腸間膜脂肪）から総 RNA を抽出し、マイク

ロアレイ解析を行なったところ、db/db マウスでは、発現が確認された 16,661 遺伝子

のうち、104 の遺伝子がコントロールに比べて４倍以上に発現が増大し、その中の 40%

以上がシグナル伝達系や免疫応答に関与する遺伝子であった。電子伝達系を活性化し、

活性酸素種の産生に関与する ATP アーゼ（Atp6v0d2）やマトリックスメタロプロテア

ーゼ（Mmp12）などの代表的な 13 の遺伝子について、ヒストン修飾の変化を検討した

ところ、転写領域におけるヒストン H3 K4 のジメチル化が亢進しており、転写伸長反

応が亢進していることが示唆された 21）。 

 ヒト単球様細胞 U937 を用いて、グルコース負荷による炎症性サイトカインの遺伝子

発現誘導機構を解析したところ、グルコース刺激に応答して IL-1βおよび S100A8、

S100A9 の遺伝子発現が増大することが明らかになった。特に、グルコースとともにイ

ンスリン抵抗性惹起サイトカインである TNF-αを培養液に添加すると、これらの炎症

関連遺伝子の発現は著しく増大した（図６）19）。クロマチン免疫沈降法によって、IL-1

β遺伝子周辺のヒストンコードの変化を検討したところ、高グルコースの刺激と TNF-

αは、IL-1β遺伝子の転写領域におけるヒストン H3 K4 のトリメチル化と H3 K36 のト

リメチル化を相乗的に促進することが示された。それゆえ、末梢血白血球は TNF-αの

存在下では、血糖上昇に対して鋭敏に応答し、炎症性サイトカイン IL-1βの遺伝子発

現を増大させるもの考えられたが、その発現増大には、ヒストン修飾を介したエピジ

ェネティックな制御機構が関与していることが示唆された。 

図６ ヒト単球様細胞 U937 の炎症関連遺伝子はグルコースと TNFαによって誘導される 
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４．２型糖尿病モデル動物の発症進展に及ぼす血糖上昇抑制の予防的意義 

 非肥満２型糖尿病モデル GK ラットにα-グルコシダーゼ阻害剤（ミグリトール）を

添加した飼料を投与し、食後の高血糖を抑制すると、投与開始８週間後には HbA1c の

上昇が抑制され、膵臓ランゲルハンス島の繊維化が抑制されるとともに、β細胞の数

が維持される 22）。そこで、過食型の自然発症２型糖尿病モデルである OLETF ラットに

α-グルコシダーゼ阻害剤（ミグリトール）を添加した飼料を投与し、末梢血白血球に

おける炎症性サイトカイン遺伝子の発現と糖尿病の発症との関連性を検討してみた。

対照食を投与した OLETF ラットでは、投与開始 28 週間後には血糖値が上昇するととも

に末梢血白血球における TNF-α、IL-6 および IFN-γの遺伝子発現が増大したが、α-

グルコシダーゼ阻害剤添加食投与群では、血糖値の上昇が抑制されるとともに、これ

らの炎症関連遺伝子の発現増大が抑制された 23）。また、α-グルコシダーゼ阻害剤添加

食投与開始 63 週間後には、対照群よりも膵臓ランゲルハンス島における繊維化面積が

小さく、β細胞の面積が高いレベルに維持されているとともに、耐糖能の低下が軽減

されていた（図７）24）。これらの結果は、消化管における糖質消化吸収の遅延を介し

た食後高血糖の抑制が長期的には糖尿病の発症・進展を抑制することを示唆し、また、

この作用機構には、末梢血白血球における炎症性サイトカイン発現の減少が関与して

いることを示唆している。 

図７ 自然発症糖尿病モデルラット OKETF における膵島のインスリン陽性 

   細胞面積に及ぼすα-グルコシダーゼ阻害剤添加食投与の影響 
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５．ヒトにおける代謝性疾患リスク指標としての実践的バイオマーカーの検討 

 これまで見てきたように、一過性の食後高血糖に対して、ラットの末梢血白血球は

速やかに応答し、IL-1βなどの多くの炎症性サイトカインの遺伝子発現を変動させる。

ヒトの２型糖尿病者においても、食事負荷に伴って末梢血白血球における IL-1βなど

の炎症性サイトカインの遺伝子発現が変動することが確認された。２型糖尿病患者に

対して、α-グルコシダーゼ阻害剤（ミグリトール）の投与によって食事前後の血糖の

振幅を少なくすると、12 週間後には、末梢血白血球における IL-1βおよび TNF-αなど

の炎症性サイトカインの遺伝子発現が低下した 25)。それゆえ、ヒトの末梢血白血球で

も、これらの炎症性サイトカインの発現は食後血糖値の変動を反映するといえる。 

 健常者から境界領域者までの集団では、血漿中の IL-1βおよび IL-6 濃度は、肥満度

とは関係なく、空腹時血糖および HbA1c と有意な正の相関を示す 26)。それゆえ、末梢

血白血球における炎症性サイトカインの発現は、間欠的な食後高血糖の履歴を鋭敏に

反映するバイオマーカーとして有用と考えられた。そこで、40-69 歳の日本人男性健診

受診者で治療中でない者を対象とし、炎症性サイトカインである IL-１βの血漿中の濃

度と関連する身体計測値や血液生化学検査値を探索したところ、年齢、空腹時血糖、

血漿γ-GTP 活性、アルコール摂取量はいずれも、血漿 IL-１β濃度に関与する独立し

た説明変数であった。この中で、血漿γ-GTP 活性は、血漿 IL-１β濃度との関連性が

最も高い指標であった 27)。また、血漿 IL-6 濃度に関与する独立した説明変数は、年齢、

拡張期血圧、血漿γ-GTP 活性、アルコール摂取量であり、この中で、血漿γ-GTP 活性

が、血漿 IL-6 濃度との関連性が最も高い指標であった 27)。血漿 ALT 値や血漿γ-GTP

値のような実践的なバイオマーカーと血中のアディポネクチン、IL-6 などのサイトカ

インの濃度との関連性を検討したところ、血漿 ALT 値は血漿アディポネクチン濃度と

強く負の関連を示し、血漿γ-GTP 値は血漿 IL-6 濃度とも関連していた 28)。また、血

漿γ-GTP 値は炎症指標である血漿 CRP 濃度とも関連していた 29) 

 CT スキャンによって測定した内臓脂肪面積および皮下脂肪面積と各種の臨床検査指

標との関連性を解析したところ、皮下脂肪面積と関連を示した検査指標は、関連の強

い順に、エネルギー摂取量、アルコール摂取量、拡張期血圧であったのに対し、内臓

脂肪面積と関連性を示したのは、関連の強い順に、血漿 ALT 値、血漿γ-GTP 値、拡張

期血圧であった 30)。次に、食べる速さと各種の臨床検査指標および生活習慣指標との

関連性を解析したところ、食べる速さは血漿 IL-1β濃度、血漿 IL-6 濃度、HOMA-IR、

喫煙量と有意な正の相関を示した。重回帰分析の結果、食べる速さは、血漿 IL-１β濃

度に関与する独立した説明変数であった 31)。また、食べる速さは、血漿 ALT 値とも関

連したが、ロジスティック重回帰分析により BMI で補正すると、この関連性は消失し

た 32)。 

 本研究により、血漿γ-GTP 活性は血漿 IL-１β濃度と関連性が高い指標であること

が明らかになった。この結果は、血漿γ-GTP 活性が、血糖上昇、内臓脂肪蓄積、酸化
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傷害などに伴って起こる炎症の指標として有用であることを示唆している。すなわち、

食後血糖上昇を介した IL-１βの炎症惹起作用とγ-GTP による酸化傷害除去作用には

密接な関連性があるものと考えられる。一方、血漿 ALT 値は血漿アディポネクチン濃

度と強く負の関連を示し、内臓脂肪面積とも強く関連していた。それゆえ、血漿 ALT

値は、内臓脂肪蓄積型肥満および肝臓におけるインスリン抵抗性の指標として有用で

ある可能性が考えられた。これらの一般的な臨床検査指標を代謝性疾患リスク指標の

ひとつとして組み込むことにより、代謝性疾患に対する個別栄養ケアの有効性を実践的

に評価することが可能になると考えられる（図８）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図８ 代謝性疾患のリスク評価指標としての利用が期待される実用的なバイオマーカー 

 

６．おわりに 

 本研究により、慢性的な食後高血糖は、糖シグナル伝達あるいはインスリン作用に

関わる複数の遺伝子の発現を一過性に制御するだけでなく、主要調節遺伝子のヒスト

ンのアセチル化・メチル化を介して、後天的な、すなわちエピジェネティックな遺伝

子発現の修飾により、炎症の増大による糖尿病の発症・進展に関与している可能性が

示唆された。糖質の消化吸収速度の調節を介した食後高血糖の制御の有用性について

は、末梢血白血球における炎症関連遺伝子ならびに脂肪細胞におけるインスリン感受

性遺伝子の発現レベルの変動とそれらに関連したエピジェネティックな遺伝子発現の

修飾の機構を解析することにより、さらに明確になると考えられる。これらのエピジ

ェネティックな遺伝子発現制御機構の解析は、血糖コントロールを標的にした医薬品

等の設計のためにも有用な情報を提供することが期待される。 
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ポリフェノール類の薬効と毒性についての研究 

 

関西学院大学理工学部生命科学科 

今岡 進 

 

はじめに 

最近、食品に含まれるポリフェノールの生体への効果が注目されている。一つの例

として、フランス人において、飽和脂肪酸が多い食事の摂取や喫煙率が高いにも関わ

らず、心疾患の罹患率が低くフレンチパラドックスと呼ばれる。これはワインに含ま

れるレスベラトロール（RES）というポリフェノールの効果と考えられている。RES

のターゲット因子候補はいくつか報告されているが、今のところ詳しいメカニズムは

明らかではない。一方、ビスフェノール A （BPA）は内分泌かく乱化学物質の一つと

考えられており、性ホルモンや甲状腺ホルモンのかく乱作用が報告されているが、実

際にはそれぞれのホルモン受容体への親和性は、エストロゲンなど、生体内のリガン

ドと比べると極めて低いことが明らかになっており、その生理作用メカニズムについ

ては十分解明されていない（図１）。

一方、申請者らの先行研究におい

て、BPA の結合因子としてプロテ

インジスルフィドイソメラーゼ

（PDI）を明らかにした。PDI の発

見は古く、半世紀前に Anfinsen

によってなされたものである。新

生タンパク質のフォールディング

や小胞体ストレスなどにより生成

したミスフォールドタンパク質の

リフォールディングを

行うシャペロンタンパ

ク質である（図２）。本

研究では申請者らが明

らかにしてきた低酸素

応答や細胞のレドック

ス制御におけるネット

ワークにフェノール化

合物が影響を与える仕

組みを解明し、薬の開発

や病気の予防に役立て

ることを目的としている。 
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フェノール性化合物による低酸素応答阻害 

低酸素応答は、心筋梗塞や脳梗塞とい

った虚血性の疾患、癌の増殖時や発生過

程のように急激な細胞の増加において、

重要な役割を演じていると考えられてい

る。この低酸素応答に中心的な役割を果

たしているのが HIF-1である（図３）。

HIF-1は通常酸素状態ではそのプロリ

ン残基水酸化酵素 PHD によって、水酸化

され、さらにｐVHL によりユビキチン化

され、プロテアゾーム分解を受ける。低

酸素状態においては PHD の水酸化が抑制

されるため、HIF-1は HSP90 と結合し安定化し、核内移行する。核内では HIF-1は
ARNT と結合して、赤血球増殖因子(エリスロポエチン,ＥＰＯ)や血管内皮増殖因子Ｖ

ＥＧＦさらには Glut-1 の誘導によるグルコースの取り込み、グルコース代謝にかか

わる酵素の誘導を行う。申請者は RES や BPA がこの低酸素応答を阻害することを明ら

かにした。そこで、BPA のどの構造が阻害に必要で且つ低酸素応答においてどの因子

に結合するのかについても検討した。因子との結合性については、HIF-1や HSP90 を

大腸菌で発現して精製し、表面プラズモン共鳴を利用して相互作用を解析できる

Biacore を用いて検討を行った。チップに BPA の誘導体を結合して、アナライトとし

てHIF-1やHSP90の精製品を用いて検討したが、一切相互作用は観察されなかった。

これらの因子と相互作用することで不安定化をしているのではないと思われる。一方、

BPA 側の構造としては、BPA のフェノール部位と中心部のジメチル部位のどちらが重

要なのか誘導体を用いて検討した。フェノール部位についてはメチル化によってフェ

ノール部位をブロックしても、阻害効果に変化がなかった。このジメチル BPA は現在

低酸素応答の阻害剤として市販されている。一方、中心部のメチル基を除去すると阻

害効果が弱まった。ジエチルなど、疎水性を上昇するとより阻害性が高まるが、フェ

ニル基など大きな置換基が結合すると阻害性が低下し、この部分は適当なサイズが必

要であることが明らかになっている。これらの試薬について現在低酸素応答阻害剤と

して特許申請中である。 

 

BPA の PDI への結合と活性阻害及びその化学構造 

BPA は内分泌かく乱物質として報告され、エストロゲンや甲状腺ホルモンのかく乱

作用が疑われている。動物実験においては妊娠した母マウスに BPA を与えると、生ま

れてきた仔に多動性などの異常が現れると報告され、BPA の脳への影響が懸念されて

いる。申請者らは BPA の脳への影響を明らかにするために先に述べたように BPA のア
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フィニティーカラムを作成し、ラット脳から結合因子として PDI を精製した。PDI の

イソメラーゼ活性は RNase を用いて簡単に測定することができる。PDI のイソメラー

ゼ活性は BPA の添加によって阻害された。まず、PDI と BPA との結合において BPA の

どの構造が必要なのかを検討した。ジメチル BPA、2,2-ジフェニルプロパン、BPE、 BPF

について検討した結果、前者二つすなわちフェノール基を持たないものは、PDI との

結合性もなく、また阻害活性も見られなかった（図４）。この結果から、BPA について

低酸素応答阻害にはBPAの中心部のメチル基の疎水性が重要であるがPDIとの結合に

はフェノール基が重要であることが明らかとなった。 

 

BPA の PDI への結合ドメインの同定 

BPA が PDI に結合して、イソメラーゼ活性を阻害することは既に述べた通りである

が、PDI のどの部位に結合し、どのような機構で活性を阻害するのかを検討した。PDI

は a,b, b’,a’,c の 5 個のドメインからなり、a と a’ドメインに CGHC の配列を持

つイソメラーゼ活性中心が存在する。まずこれらを a, b, b’, a’c フラグメントに

分けて大腸菌で発現精製してBPAとの結合性をBiacoreで検討した(図５)。その結果、 

a, b’ のフラグメントに BPA 結合性が見られた。このことから結合には a と b’が重

要であると考えられた。次に ab, b’a’, c, a, b, b’, a’, abb’ , a’, abb’, 

b’a’, b’ , a’c (はそのドメインがないことを示す)フラグメントを発現精製

して BPA によるイソメラーゼ活性阻害を調べた。このうち a と a’ドメインを含んで

いるものに活性が見られたが、b’ドメインを含むものにのみ、BPA による活性阻害が

見られた(図６)。 
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このことから、BPA が PDI の b’ドメインに結合することで、そのイソメラーゼ活

性を阻害していることが明らかになった。 
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PDI の甲状腺ホルモン応答活性に関わる機能 

ラットの脳下垂体由来細胞 GH3 は甲状腺ホルモン T3 に応答して成長ホルモン(GH)

を分泌する細胞で、この細胞を利用して甲状腺ホルモン応答機能を解析した。GH3 細

胞に T3 を添加すると顕著な GH 分泌が見られたが、同様に BPA を添加しても GH の分

泌は見られず、BPA の T3 様の作用は弱いと考えられた。しかし、T3 を添加して GH の

分泌が見られる状態で BPA を添加すると GH 分泌の促進が観察された。一方、この細

胞に PDI を過剰発現すると T3 による GH 発現は抑制された。PDI は BPA のみならず、

T3 と結合することが知られ、演者らは T3 と BPA の結合部位が同一であることも明ら

かにしている。ところで、PDI を過剰発現すると T3 応答が低下することは以前から知

られ、これは T3 が PDI にトラップされて、甲状腺ホルモン受容体に結合できなくな

ることによる、PDI 甲状腺ホルモンリザーバー説が報告されている。申請者らの本研

究によって T3 及び BPA の PDI への結合部位が明らかになったことで、上記のメカニ

ズムを検討した。まず、GH3 細胞に様々な PDI 変異体を発現して、甲状腺ホルモンの

応答を GH の発現で調べた。変異体としてはイソメラーゼ活性中心の変異体である C/A 

Mt,及び BPA が結合するそれぞれのドメイン欠損体a, b’である。その結果、b’
では過剰発現すると GH3 細胞の T3 応答に低下がみられたが、a, C/A Mt では低下し

なかった（ただし、a ドメインの除去は活性ドメインの除去にもなる）。このことから、

これまで、PDI を過剰発現すると甲状腺ホルモン応答が低下する原因は PDI に T3 が結

合してその細胞内の濃度が低下するためと考えられてきたが T3 の結合部位を除去し

たb’でも T3 応答に影響があることから、上記の説は否定された。一方、PDI のイ

ソメラーゼ活性中心を除去した C/A Mt の過剰発現では影響が軽微であることから、

甲状腺ホルモン受容体の活性にはPDIのイソメラーゼ活性が必要であることが証明さ

れた(図７)。 
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  そこで、次に細胞の酸化状態、還元状態がどのように甲状腺ホルモン受容体の活

性に影響を及ぼしているかについて検討した。まずチオール基の酸化剤である

diamide や過酸化水素を添加して T3 応答を検討したところ低下がみられ、チオールの

酸化は T3 応答を低下させることが明らかになった。それに対して還元剤である DTT

の添加は影響を与えなかった。そこで核内因子を酸化還元している因子を検索したと

ころ、Ref-1 の可能性が示唆された。Ref-1 は本来低酸素感受性因子 HIF-1を還元活

性化する因子として見いだされたものである。このことから Ref-1 が甲状腺ホルモン

受容体 TR を還元活性化している可能性が示唆された。そこで、まず、GH3 細胞に Ref-1

を過剰発現した。すると、GH3 細胞における T3 応答が増加した。一方で Ref-1 の活性

中心である６４番目のシステイン残基をセリン残基に変換した変異体 C64S Ref-1 で

は全く効果は見られなかった(図８)。すなわち Ref-1 による TR の還元が活性化にか

かわっていることが示された。 

 

 

 

PDI-Ref-1-TR の酸化還元の検討 

次に GH3 細胞における PDI-Ref-1-TR の酸化還元について in vitro および in vivo 

で検討を行った。まず、甲状腺ホルモン受容体のアイソフォーム TR, TR1, TR2
のうちどの分子種がかかわっているのかを明らかにした。これらを GH3 細胞に過剰発

現して、T3 応答を調べた。その結果 TRの効果が最も大きかった。一方、酸化剤であ
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る diamide 添加では TR1 の過剰発現体が応答した。このことから PDI-Ref-1-TR の酸

化還元には TR1 が関わっていることが示唆された。次にこれらの因子の直接的な相

互作用と酸化還元について検討した。まず、TR1 と Ref-1 の免疫沈降実験を行った。

Flag-tag を結合した TR1 と内在性の Ref-1 について Flag-tag 抗体で沈降すると内

在性の Ref-1 が検出できた。さらに Ref-1 の抗体で沈降すると PDI が共沈降した。こ

のことから PDI-Ref-1-TR の直接的相互作用が示唆された。 

  そこで次に PDI-Ref-1-TR の酸化還元について検討した。まず、Ref-1 の活性中心

の変異体 C64S Ref-1 を用いて免疫沈降を行った。C64S Ref-1 と WT Ref-1 に HA-tag

を結合して HEK293 細胞に過剰発現して、HA 抗体で免疫沈降を行ったところ、WT Ref-1

で PDI が共沈したが、C64S Ref-1 では共沈の量に変化がみられた。in vitro の実験

において精製した C64S Ref-1、WT Ref-1 と PDI を用いて、酸化還元の実験を行った(図

９)。 

WT Ref-1 では PDI が還元すなわち Ref-1 は酸化されたが、C64S Ref-1 では変化がな

かった。このことは PDI が Ref-1 を酸化すなわち、ジチオールージスルフィド変換を

していることを示している。一方、通常細胞のレドックス状態を調節しているグルタ

チオンやチオレドキシンでは PDI と同じような効果は現れなかった。 

 

酸化ストレス応答とポリフェノール 

生体の酸化ストレス応答にはいくつかのパスが知られているが、活性酸素などラジ

63



 
 

カルによって活性化される keap1-Nrf2 はその典型的なものでヘムオキシゲナーゼな

どの抗酸化因子を誘導する。すなわち、通常の状態では Nrf2 は Keap1 によって補足

されユビキチン化されプロテアゾーム系で分解されているが、活性酸素が発生する様

な酸化ストレス下において、活性酸素は Keap1 の構造を変化させ Nrf2 を解放して、

これは様々な抗酸化因子の誘導に関わる。BPA は Nrf2 の発現を誘導した。これは細胞

に BPA を投与すると NO が発生することから、これが Keap1 を不活性化するためと考

えられる。一方、RES は Nrf2 の発現量を低下させた。この理由は明らかでないが、お

そらく RES の抗酸化作用によるものと考えられる。 

 

酸化ストレス応答と低酸素応答のクロストーク及びポリフェノール 

虚血・再灌流は酸化ストレスを引き起こす典型的な例である。虚血すなわち血流が

遮断され低酸素状態となり、再灌流によって血流が再開されるとそこで酸化ストレス

が引き起こされる。このように生体では低酸素状態と酸化ストレス状態が連続して起

こる。すなわち低酸素状態で引き起こされる遺伝子発現の変化が次の酸化ストレス状

態を変化させる。そこで、酸化ストレス応答の鍵因子である Nrf2 が低酸素下でどの

ように変化するのかを調べたところ、低酸素状態で顕著な低下が見られた。そして、

さらに検討の結果、この低下の原因が Siah2 というユビキチンリガーゼであることが

明らかとなった。Nrf2 は低酸素下ではリン酸化され、Keap1 による分解が阻害されて

いるが、Siah2 はリン酸化された Nrf2 も分解でき、しかも Siah2 は低酸素によって誘

導されることで Nrf2 の代謝が亢進することが明らかとなった（図 10）。 
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おわりに 

本研究においては、甲状腺ホル

モン応答、低酸素応答、酸化スト

レス応答と当研究室でターゲット

としている細胞の応答とシグナリ

ングについて、典型的なポリフェ

ノール、内分泌かく乱物質 BPA と

食品由来ポリフェノール RES につ

いて、そのシグナリングへの影響

や効果を見たものである。本研究

によって、これらのシグナリング

の新たな分子機構が解明でき、そ

こに働きかけるポリフェノールの

作用の解明につながった。例えば

BPA は内分泌かく乱物質の一つで、甲状腺ホルモンかく乱作用が報告されているが、

甲状腺ホルモン受容体への結合は弱いとされる。これは PDI に対する BPA の影響で説

明できるかもしれない(図 11)。 
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