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略語表 

APC  ：Adenomatous polyposis coli 

ATP  ：Adenosine triphosphate 

BSA  ：Bovine serum albumin 

CaCl2  ：Calcium chloride 

CCK-8  ：Cell Counting Kit-8 

cDNA  ：Complementary deoxyribonucleic acid 

CH3COOH ：Acetic acid 

CSC  ：Cancer stem cell 

CyDTA  ：trans-1,2-Diaminocyclohexane-N,N,N’,N’-tetraacetic acid 

DBU  ：Diazabicycloundecene 

DMEM  ：Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DMF  ：N,N-Dimethylformamide 

DNA  ：Deoxyribonucleic acid 

DQF-COSY ：Double quantum filtered correlation spectroscopy 

DTT  ：Dithiothreitol 

Dvl  ：Dishevelled 

ECD  ：Electronic circular dichloism 

ECL  ：Enhanced chemiluminescence 

EDTA  ：Ethylenediaminetetraacetic acid 

ent  ：Enantiomer 

EtOAc  ：Ethyl acetate 

FBS  ：Fetal bovine serum 

Glc  ：-D-Glucopyranosyl 

GSK-3 ：Glycogen synthase kinase-3 

HCl  ：Hydrogen chloride 

HEPES  ：4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazine etanesulfonic acid 

HLB  ：Hypotonic lysis buffer 

HMBC  ：Heteronuclear multiple bond coherence 

HMPA  ：Hexamethylphosphoric triamide 

HMQC  ：Heteronuclear multiple quantum coherence 

HPLC  ：High-performance liquid chromatography 

HREIMS ：High-resolution electron-impact ionization mass spectrometry 

HRP  ：Horseradish peroxidase 

IC50  ：50% Inhibition concentration 

KCl  ：Potassium chloride 

K2CO3  ：Potassium carbonate 

 



 

 

LEF  ：Lymphocyte enhancing factor 

LRP  ：Low-density lipoprotein receptor-related protein 

MeCN  ：Acetonitrile  

MeOH  ：Methanol 

MgCl2  ：Magnesium chloride 

MgCO3  ：Magnesium carbonate 

Mg(OH)2 ：Magnesium hydroxide 

MgSO4  ：Magnesium sulfate 

mRNA  ：Messenger ribonucleic acid 

MS  ：Mass spectrometry 

NaBH4  ：Sodium tetrahydroborate 

NaCl  ：Sodium chloride 

NaF  ：Sodium fluoride 

NaHCO3 ：Sodium hydrogen carbonate 

NaOH  ：Sodium hydroxide 

Na3VO4 ：Sodium orthovanadate 

n-BuLi  ：Normal-butyllithium 

NLB  ：Nuclear lysis buffer 

NMR  ：Nuclear magnetic resonance 

NOESY ：Nuclear overhauser effect spectroscopy 

NP-40  ：Nonidet P-40 

ODS  ：Octadecylsilyl 

PMSF  ：Phenylmethylsulfonyl fluoride 

Ran  ：Ras-related nuclear protein 

RNA  ：Ribonucleic acid 

RT-qPCR ：Reverse transcriptional quantitative polymerase chain reaction 

SDS  ：Sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE ：Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

TBS  ：Tris-buffered saline 

TCF  ：T-cell factor 

TGF-  ：Transforming growth factor- 

THF  ：Tetrahydrofuran 

TMSOTf ：Trimethylsilyl trifluoromethanesulfonate 

TrCP  ：Transductin-repeat-containing-protein 

Tris  ：Tris(hydroxymethyl)aminomethane 

Tween 20 ：Polyoxyethylene sorbitan monolaurate 

UV  ：Ultraviolet 

WST-8  ：2-(2-Methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4disulfophenyl)-2H- 

tetrazolium, monosodium salt tetrazolium, monosodium salt  
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序論 

がんは本邦で死因第一位の疾患であり，2021 年には 38 万人以上ががんで亡くなっている

1．がん治療では，従来用いられてきた細胞障害性抗がん剤に加え，免疫チェックポイント阻

害薬等の臨床応用が進み，がんの治療成績向上に寄与している．しかしながら，がん組織は

発現遺伝子の異なる多様な細胞から構成されているため，既存の抗がん剤を用いた治療で死

に至らない細胞が存在する 2, 3． 

がん組織が不均一な細胞集団で構成される原因として，がん幹細胞 (CSC) の存在が挙げら

れる．CSC はがん組織中に少数存在する，自己複製能と多分化能を併せ持つ細胞であり，高

い腫瘍形成能を有する 4, 5．1997 年に，急性骨髄性白血病の患者から調製された CD34 陽性 

CD38 陰性の細胞分画を免疫不全マウスに移植すると高い腫瘍形成能を示すのに対し，他の

細胞分画では腫瘍形成が認められないことが明らかになった．このことから，CD34 陽性 

CD38 陰性の細胞分画中に腫瘍形成能を持つ CSC が存在することが示唆された 6．それ以降，

これまでに乳がん 7, 8や大腸がん 9等，様々ながん種で CSC の探索が行われてきた．CSC は

種々の異なる遺伝子を発現する非がん幹細胞 (non-CSC) に分化する能力を有しており，細胞

分裂停止期であることが多いため，細胞増殖依存的に細胞死を引き起こす抗がん剤に抵抗性

を示す 2．そのため，CSC はがん治療後も，抗がん剤抵抗性を示す一部の non-CSC とともに

残存することで，がんの再発を引き起こすことがある (図 1)．また，CSC は non-CSC から

も発生しうることから，抗がん剤治療後のがん再発を予防するためには，non-CSC および 

CSC を駆逐するとともに，CSC の発生を予防することが重要であると考えられる． 

 

 Wnt/-catenin 経路は胚発生や組織恒常性の維持，細胞の増殖や細胞死等に関わる経路であ

る 10, 11．Wnt/-catenin 経路において，Wnt タンパク質非存在下 (Wnt OFF) では，細胞質の -

catenin は APC12，GSK-3，および AXIN 等と複合体を形成する．本複合体を形成した -

catenin はリン酸化され，ユビキチンリガーゼである -TrCP によるユビキチン化を受けてプ

ロテアソーム系で分解される 14．これにより，Wnt/-catenin 経路は負の制御を受け，本経路

における下流遺伝子の転写は抑制される．一方，Wnt タンパク質存在下 (Wnt ON) では，Wnt 

タンパク質は細胞膜上に存在する Frizzled 受容体および LRP5/6 受容体と結合する 15．これ

図 1 がん組織の不均一性およびがん再発の概念図 

がん組織中には，抗がん剤抵抗性を示すがん細胞およびがん幹細胞が存在し，治療

後も残存する．これらの細胞が再び増殖することで，がんの再発を引き起こすと考

えられている． 
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により Dvl のリン酸化が誘導され，GSK-3 を介した -catenin のリン酸化が阻害される 15, 

16．その結果，-catenin は安定化し，細胞質に蓄積する．その後，蓄積した -catenin は核内

に移行し，転写因子である TCF/LEF と複合体を形成することで，がん幹細胞の機能維持に

関わる c-Myc や細胞死に対する抵抗性に関わる Survivin 等の遺伝子の転写を促進する 17–19 

(図 2)． 

Wnt/-catenin 経路は様々ながん種で異常亢進が見られ，細胞増殖，がん幹細胞の幹細胞性

の維持，および抗がん剤への耐性化等に関与することが報告されている 11, 20．そのため，本経

路はがんの治療標的として期待され，様々な阻害物質の探索が行われてきた．その結果， 

AXIN を安定化させることで -catenin の分解を促進する化合物 (IWR-1-endo21, XAV-93922

等)，-catenin の核内移行を抑制する化合物 (isoquercitrin23, tegavivint24, 25等)，TCF/-catenin 複

合体形成に関わる因子を阻害する化合物 (ICG-00126, NCB-084627 等) 等，様々な機序を持つ 

Wnt/-catenin 経路阻害物質が見出されている (図 3)．現在，tegavivint および ICG-001 の類

縁体である PRI-724 を始めとした様々な Wnt/-catenin 経路阻害物質の臨床試験が行われて

いるが 28，未だ臨床で実用化されている阻害剤は存在しない． 

 

図 2 Wnt/-catenin 経路 

Wnt タンパク質非存在下では -catenin は APC や AXIN 等と複合体を形成する

ことでリン酸化を受け，分解される．しかし，Wnt タンパク質の存在や関連遺伝子

の変異等で -catenin が安定化されると，本経路は活性化され，各種遺伝子の転写

が亢進する． 

-cat: -catenin, P: phosphate, Ub: ubiquitin 
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クロモジ(Lindera umbellata) は日本の山岳地帯に分布している落葉低木である 29．その含有

成分として，リグナン，カルコン，およびカヴァラクトンに加え，カルコンとモノテルペン

の複合体等，多様な化合物が報告されている 29–33 (図 4)．また，カルコンとモノテルペンの複

合体は多様な平面，立体構造を持ち，マウス白血病細胞に対する細胞毒性作用や抗原虫作用

等，様々な作用を示すことが報告されている 34–36．そのため，リグナンもしくはカヴァラクト

ンについても，モノテルペンと複合体を形成することで多様な生体機能性を示すことが期待

される． 

上述したように，Wnt/-catenin 経路はがん細胞の増殖だけでなく，がん幹細胞の生存・維

持にも関与していることから，本経路阻害作用を持つ薬剤はがんの治療および再発予防への

貢献が期待できる．そこで，本研究ではクロモジ (L. umbellata) から含有成分の探索を行う

とともに，得られた化合物が Wnt/-catenin 経路に与える影響を評価した．また，Wnt/-catenin 

経路阻害作用を示した化合物については，その作用機序を解明するため，標的分子を探索し

た． 

 

 

図 3 これまでに報告されている Wnt/-catenin 経路阻害物質の構造式および 

それらの作用機序 

(A および B) IWR-1-endo および XAV939 は Tankyrase の機能を抑制することで 

AXIN を安定化し，-catenin の分解を促進する．Isoquercitrin および tegavivint は 

-catenin の核内移行を抑制する．ICG-001 および NCB-0846 はそれぞれ TCF/-

catenin 複合体形成に関与する  CBP および TNIK の働きを阻害する．現在，

tegavivint および ICG-001 の類縁体である PRI-724 等，様々な Wnt/-catenin 経

路阻害物質の臨床試験が行われている． 
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図 4 クロモジ (Lindera umbellata) から単離報告のある化合物 

これまでにクロモジ (Lindera umbellata) から，カルコンである 2’,6’-dihydroxy-4’-

methoxychalcone，リグナンである(+)-9’-O-(E)-feruroyl-5,5’-dimethoxylariciresinol，カ

ヴァラクトンである 5,6-dehydrokawain，およびカルコンとモノテルペンの複合体

である linderatone, methyllinderatin, (-)-linderol A 等が単離されている．赤はカルコ

ン，紫はリグナン，緑はカヴァラクトン，青はモノテルペンの構造をそれぞれ示

す．Me: methyl 



 

6 
 

本論 

第 1 章 クロモジ (Lindera umbellata) から単離した新規化合物 linderapyrone (1) およびそ

の合成類縁体は Wnt/-catenin 経路阻害作用を示す 

緒言 

クロモジ (L. umbellata) からは前述した化合物に加え，pinocembrin，linderatone，および 

neolinderatin 等，様々な化合物が単離されている  (図 5)29, 30, 34．このうち，linderatone は 

pinocembrin よりもマウス白血病細胞株 (P388) に対して強い細胞毒性作用を示すことが明

らかにされている 34．Linderatone は pinocembrin にモノテルペンが結合した化合物であるこ

とから，モノテルペンの存在が作用増強に寄与していると考えられる．また， 同様にクロモ

ジ  (L. umbellata) からの単離が報告されている  hostmanin C， adunctin E，および 

methyllinderatin はそれぞれモノテルペンの立体もしくはモノテルペンとカルコンの結合様式

が異なる化合物である (図 5)．これら 3 種の化合物は抗マラリア作用を示し，その作用は 

methyllinderatine が最も強く，hostminin C が最も弱い．さらに，hostmanin C および adunctin 

E はヒト乳がん細胞株 (MCF-7) に対して同程度の細胞毒性作用を示すことが明らかにされ

ている 35．以上のことから，構造中におけるモノテルペンの結合様式および立体の違いによ

り，化合物が異なる作用を示すことが期待されると考えた． 

そこで，リグナンもしくはカヴァラクトンとモノテルペンの複合体についても，多様な立

体・結合様式をとることで様々な生体機能性を持つことが期待できると考え，クロモジ (L. 

umbellata) の含有成分を探索した．  
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図 5 クロモジ (Lindera umbellata) から単離報告のあるカルコンおよびカルコン

とモノテルペンの複合体 

pinocembin はカルコンであり，linderatone，neolinderatin，hostmanin C，adunctin E，

および methyllinderatin はモノテルペンとカルコンの複合体である．Hostmanin C 

および adunctin E は緑枠で示したように，一部の立体が異なるジアステレオマー

であり，methyllinderatin とはモノテルペンと異なる様式で結合している．赤はカル

コン，青はモノテルペンの構造をそれぞれ示す．Me: methyl 
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結果 

第 1 節 クロモジ (L. umbellata) 地上部から 2 種の化合物を単離した 

栃本天海堂から購入した徳島県産クロモジ茎および枝 (6.5 kg) より得られた MeOH 抽出

エキス (355.0 g, 5.5%) を EtOAc と H2O で分液し，EtOAc 可溶画分および H2O 可溶画分

を得た．EtOAc 可溶画分を順相シリカゲルオープンカラムクロマトグラフィー，逆相オクタ

デシルシリル基結合シリカゲルオープンカラムクロマトグラフィーおよび HPLC により繰

り返し分離精製し，1 種の新規化合物 linderapyrone (1, 0.00034%) を単離・構造決定するとと

もに，1 種の既知化合物 epi-(-)-linderol A (2, 0.000035%) を単離・同定した (図 6)．このうち，

2 は既にそのラセミ体が合成中間体として報告されていた 36 が，天然物より単離したのは本

研究が初めてである． 

 

第 2 節 Linderapyrone (1) および epi-(-)-linderol A (2) の化学構造を決定した 

Linderapyrone (1) は負の旋光性 ([]25
D -18.3 in MeOH) を示す黄色の粘性物質として得られ，

高分解能電子イオン化質量分析法 (HREIMS) および炭素核磁気共鳴 (13C-NMR) スペクトル

を解析することで，分子式が C23H26O3 であることを明らかにした．また，EIMS において，

分子イオンピークが m/z 350 [M]+ に観察された．さらに，1 について水素核磁気共鳴 (1H-

NMR) および 13C-NMR スペクトル (表 1) の解析を行った結果，3 置換ピロンに由来するプ

ロトン [ H 6.12 (s, H-2)]，オレフィンプロトン [ H 6.63 (d, J = 15.8, H-7)，7.38 (d, J = 15.8, H-

8)]，フェニル基，およびモノテルペン｛3 か所のメチル基由来のプロトン [ H 1.49 (s, H-7')，

0.78 (d, J = 6.2, H-9')，1.20 (d, J = 6.2, H-10')]，3 か所のメチレンプロトン [ H 1.77 (m, H-2')，

1.82 (m, H-2')，1.74 (m, H-5')，1.11 (m, H-5')，1.62 (m, H-6')，2.10 (m, H-6')]，3 か所のメ

チンプロトン [ H 3.54 (br-s, H-3')，1.26 (m, H-4')，1.25 (m, H-8')]，および 1 か所の 4 級炭素 

[ C 82.7 (C-1')]｝の存在が示唆された．ピロン，オレフィン，モノテルペン，フェニル基，お

よびメチル基の結合位置は HMBC 相関をもとに決定した (図 7)．すなわち，H-2 と C-1，

図 6 クロモジ (Lindera umbellata) より得られた化合物 (1 および 2) の化学構造 

クロモジ茎および枝 (6.5 kg) から得られた MeOH 抽出エキス (355.0 g, 5.5%) を各

種カラムクロマトグラフィーにより分離精製し，各種化合物を単離した．得られた化

合物 (1 および 2) の化学構造は NMR などの各種スペクトルデータを解析するこ

とで決定した．(Bioorg. Med. Chem. Lett., 2021, 45, 128161, Fig. 1 より一部改変して引用) 
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4，および 7; H-8 と C-9 および 10;  H-3' と C-4，5，1'，および 5'; H-7' と C-1'，2'，および

6'; H-9' と C-4' および 8'; そして H-10' と C-4' および 8' の間に HMBC 相関が認められ

たことから，その結合位置を決定した．C-8 位の幾何異性に関しては，H-7 と H-8 間の 1H-

NMR スペクトルのスピン結合定数 (J = 15.8) から，E 配置であると決定した．次に，1 の 

H-3' と H-4' における相対立体配置については，H-3' と H-4' の間に NOESY 相関が認めら

れたことから決定した．なお，H-7' に関しては，他の立体だと構造にひずみが生じることか

ら H-3' と同様の結合方向しか存在できないと考え，その相対立体配置を決定した．また，1 

の絶対立体配置に関しては，ECD スペクトルの実測値と理論計算値を比較することで決定し

た．すなわち，1 の ECD スペクトル実測値を，1 およびそのエナンチオマー体の ECD 理論

計算値と比較し，解析することで，絶対立体配置が 1'S，3'S，4'S であると決定した (図 8)．

以上の結果から，linderapyrone (1) の化学構造は，図 6 に示したものであると決定した． 

Epi-(-)-linderol A (2, 0.000035%) は負の旋光性 ([]25
D -19.6 in MeOH) を示す黄色の油状物質

として得られ，HREIMS および 13C-NMR スペクトルを解析することで，分子式が C26H30O5 

であることを明らかにした．また，EIMS において，分子イオンピークが m/z 422 [M]+ に観

察された．さらに，2 の 1H-NMR および 13C-NMR スペクトルは，過去に報告されている (-)-

linderol A34と一致していたことから，その平面構造は同一であると決定した．次に，2 の相対

立体配置は NOESY スペクトルを解析することで決定した．すなわち，H-2' と H-3'; H-3' と 

H-8'; そして H-7' と H-2' の間に NOESY 相関が観測されたことから，2 の相対立体配置を

決定した (図 7)．さらに，その絶対立体配置は ECD スペクトルの実測値と理論計算値を比

較することで決定した．すなわち，2 の ECD スペクトル実測値を，2 およびそのエナンチ

オマー体の ECD 理論計算値と比較し，解析することで，絶対立体配置が 1S，2R，3S，4R で

あると決定した．以上の結果から，epi-(-)-linderol A (2) の化学構造は，図 6 に示したものであ

ると決定した． 
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図 7 1 および 2 の 2D-NMR の相関図 

1 および 2 について，HMBC および DQF-COSY 相関を解析した．また，その幾何

異性については 1H-NMR スペクトルの結合定数をもとに決定した．(Bioorg. Med. 

Chem. Lett., 2021, 45, 128161, Fig. 2 より一部改変して引用) 



 

11 
 

 

表 1.  Linderapyrone (1) および epi-(-)-linderol A (2) の 13C NMR (150 MHz) および 1H 

NMR (600 MHz) スペクトル  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

スペクトルは CDCl3を用いて測定． 

(Bioorg. Med. Chem. Lett. 2021, 45, 128161, Table 1 より引用) 

 

  

Position 1  2  

  C  H (J in Hz)   C  H (J in Hz)  

1 156.6  103.4  

2 112.3 6.12 (s) 161.0  

3 179.8  113.6  

4 100.4  161.7  

5 165.1  93.2 6.10 (m) 

7 119.1 6.63 (d, 15.8) 166.6  

8 135.2 7.38 (d, 15.8) 191.2  

9 134.6  143.5 7.84 (d, 15.8) 

10 and 14 127.3 7.50 (d, 7.6) 125.7 7.06 (d, 15.8) 

11 and 13 128.9 7.39 (d, 7.6) 135.2  

12 129.4 7.38 (d, 7.6) 129.1 7.61 (d, 6.8) 

13   12.84 7.42 (d, 6.8) 

14   130.4 7.40 (d, 6.8) 

15   128.4 7.42 (d, 6.8) 

1' 82.7  129.1 7.61 (d, 6.8) 

2' 37.2  1.77 (m) 

 1.82 (m) 

70.7  

3' 27.4 3.54 (br-s) 92.8 4.37 (d, 5.5) 

4' 49.2 1.26 (m) 41.0 3.02 (dd, 5.5, 11.0) 

5' 22.3  1.74 (m) 

 1.11 (m) 

46.5 1.17 (m) 

6' 39.1  1.62 (m) 

 2.10 (m) 

20.4  1.62 (m) 

 1.16 (m) 

7' 27.8 1.49 (s) 36.1  1.79 (m) 

 1.85 (m) 

8' 30.0 1.25 (m) 25.1 1.35 (s) 

9' 20.6 0.78 (d, 6.2) 27.0 1.87 (m) 

10' 22.5 1.20 (d, 6.2) 15.3 0.88 (d, 6.8) 
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図 8  1 および 2 の実験 ECD スペクトルと理論計算 ECD スペクトルの比較 

(A および B)  1 および 2 の ECD スペクトルを測定した．次に，1，2，およびそれ

らのエナンチオマー体の理論計算 ECD スペクトルを算出し，実測値と比較した．1 

の理論計算 ECD スペクトルは，320 nm 付近に負の Cotton 効果を示した 1 の ECD 

スペクトル実測値をよく再現した．2 の理論計算 ECD スペクトルは，340 nm 付近に

正の  Cotton 効果を示した  2 の  ECD スペクトル実測値をよく再現した．exptl: 

experimental，calcd: calculated (Bioorg. Med. Chem. Lett. 2021, 45, 128161, Fig. 2 より一部

改変して引用) 
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第 3 節 Linderapyrone (1) は TCF/-catenin 転写活性を阻害する 

化合物の Wnt/-catenin 経路阻害作用を評価するため，ルシフェラーゼ遺伝子の上流に 

TCF/LEF 結合部位を含む TOP flash レポータープラスミドをヒト胎児腎細胞株 HEK293 に

安定導入した細胞株 STF/293 を使用した．この細胞を被験化合物で処理することで，Wnt/-

catenin 経路の最下流における TCF/-catenin 転写活性に与える影響をルシフェラーゼ遺伝

子の発現量をもとに評価した．本実験では，既存の Wnt/-catenin 経路阻害物質である ICG-

001 をポジティブコントロールとして用いた．得られた化合物 (1 および 2) で STF/293 細

胞を 24 時間処理した際のルシフェラーゼ遺伝子の発現量を，ルシフェリンを添加した際の

発光量をもとに評価し，同時に WST-8 アッセイで細胞生存率を測定した．その結果，1 は細

胞生存率をほとんど減少させずに，30，60 M の濃度でルシフェラーゼ遺伝子の発現をそれ

ぞれ約 40% と約 65% 抑制した．一方で，2 は 60 M で約 13% の抑制であり，ほとんど作

用が認められなかった (図 9)． 

 

 

 

図 9  1 および 2 の TCF/-catenin 転写活性阻害作用 

3x103 個/well の STF/293 細胞を 96 穴プレートに播種し，24 時間培養した．STF/293 

細胞を各種化合物 (ICG-001, 1, および 2) で 24 時間処理し，TCF/-catenin 転写活性

に対する阻害作用を，ルシフェリンを加えた際の発光量をもとに算出した．また，WST-

8 試薬を加え，生成したホルマザンの吸光度を 450 nm で測定した．グラフ中には，

それぞれ DMSO 処理群を 100% として算出された割合を平均値±標準偏差で示した 

(n = 6)．アスタリスクは Dunnet 検定で Control 群と比較した際の有意差を示す．(*P 

< 0.05, **P < 0.01) 
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第 4 節 Linderapyrone (1) および類縁体を合成した 

TCF/-catenin 転写活性に対する阻害作用が認められた 1 について作用機序および構造活

性相関を検討するため，その類縁体を含めた全合成を行った．Piperitone (3) を MeOH に溶解

し，塩化セリウム存在下，NaBH4 で還元し，piperitol (4) を得た．次に，4 と 4-hydroxy-6-methyl-

2-pyrone を混合し，酸触媒存在下で SN1 反応および分子間エーテル化を行うことで 5 およ

び 6 を得た．本反応では 5 と比較し，そのジアステレオマーである 6 が主生成物として得

られた．その後，5 および 6 を-78 °C で n-BuLi および benzaldehyde と反応させ，合成中

間体を得た．本合成中間体を無水酢酸およびトリエチルアミンでアセチル化した後，DBU 存

在下で脱離反応を進行させ，1，そのエナンチオマー (ent-1) およびジアステレオマーである 

LPD-01 (1a) を得た．加えて，より詳細な構造活性相関について検討するため，7 および 8 を

合成した (図 10)． 

 

 

 

 

 

 

図 10  Linderapyrone (1) およびその類縁体の合成 

Piperitone (3) を出発原料として，1 および 1a を含めた 1 の類縁体を合成した．合成

した化合物の化学構造は NMR スペクトルおよび MS データをもとに決定した．

(Bioorg. Med. Chem. Lett. 2021, 45, 128161, Scheme 1 より一部改変して引用) 
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第 5 節 Linderapyrone (1) およびその類縁体 (ent-1, 1a, 5, および 6) は TCF/-catenin 転写

活性を阻害する 

前節で合成した 1，ent-1，3，5–8，および 1a について TCF/-catenin 転写活性に対する阻

害作用を評価した．その結果，1，ent-1 および 1a は 60 M で TCF/-catenin 転写活性をそ

れぞれ約 35%，約 45%，約 62% 抑制した (図 11A)．また，5 および 6 は同濃度でそれぞれ 

TCF/-catenin 転写活性を約 35% と約 34% 阻害し，STF/293 細胞の増殖をそれぞれ約 26% 

と約 22% 抑制した．さらに，3，7 および 8 は TCF/-catenin 転写活性をほとんど抑制しな

かった (図 11B)．  
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図 11 得られた化合物 (1，ent-1，3，5–8，および 1a) の TCF/-catenin 転写活性

に対する阻害作用 

(A および B) 3x103 個/well の STF/293 細胞を 96 穴プレートに播種し，24 時間培養

した．STF/293 細胞を各種化合物 (1，ent-1，3，5–8，および 1a) で 24 時間処理し，

TCF/-catenin 転写活性に対する阻害作用を，ルシフェリンを加えた際の発光量をもと

に算出した．また，WST-8 試薬を加え，生成したホルマザンの吸光度を 450 nm で測

定した．グラフ中には，それぞれ DMSO 処理群を 100% として算出された割合を平

均値±標準偏差で示した (n = 6)．アスタリスクは Dunnet 検定で Control 群と比較し

た際の有意差を示す．(*P < 0.05, **P < 0.01) (Bioorg. Med. Chem. Lett. 2021, 45, 128161, 

Fig 3 より一部改変して引用) 
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考察 

図 10 に示す手法で 1 の全合成を行ったところ，1 の中間体である 5 と比較し，4’位の立

体が異なる 6 が高収率で得られた．この要因として，4 が持つ 4’位のイソプロピル基が水素

原子よりもかさ高いことが考えられる．すなわち，4 と 4-hydroxy-6-methyl-2-pyrone が反応す

る際に，4 の 4’位において，より立体障害が小さい水素原子側で反応した結果，6 が高収率

で得られたと考える． 

5 および 6 は 60 M で TCF/-catenin 転写活性をそれぞれ約 35% と約 34% 阻害したが，

同時に STF/293 細胞の増殖をそれぞれ約 26% と約 22% 抑制した．このことから，5 および 

6 の TCF/-catenin 転写活性に対する阻害作用のほとんどが STF/293 細胞の増殖抑制に起

因するものであり，5 および 6 の実際の転写阻害作用は 1, ent-1, および 1a と比較すると

弱いと考える．また，図 11 に示した TCF/-catenin 転写活性に対する阻害作用の結果から，

種々の構造活性相関に関する情報が得られた．図 12 に青枠で示したモノテルペンもしくは赤

枠で示したピロンの一方を持つ 3, 7, および 8 に加え，モノテルペンと緑枠で示したカルコ

ンの複合体である 2 は阻害作用を示さなかった．一方で，モノテルペンおよびピロンの両方

を持つ 5 および 6 は阻害作用を示した．このことから，モノテルペンとピロンの部分骨格

の両方が活性発現に必要であることが示唆された．また，モノテルペンおよびピロンに加え，

紫枠で示したフェニル基を持つ 1 および 1a はより強い阻害作用を示したことから，C-8 位

に存在するフェニル基が活性増強に寄与していると考えられる． 

これまでにも Wnt/-catenin 経路阻害物質の探索は行われており，本研究で使用した ICG-

001 に加え，IWR-1-endo や NCB-0846 等，様々な阻害物質が報告されている．しかし，今回

得た化合物 1 および 1a はカヴァラクトンとモノテルペンの複合体であり，これまでに報告

されている阻害物質とは異なる化学構造を有している (図 13)．このことから，1 および 1a 

は新規骨格を有する Wnt/-catenin 経路阻害物質として有用であると考え，その作用機序を

明らかにすることとした． 
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図 12  得られた化合物 (1-3, 5-8, および 1a) の TCF/-catenin 転写活性に対する

阻害作用の比較 

クロモジより単離した化合物 (1 および 2) および 1 の類縁体 (1a, 3，5–8, および 

1a) を TCF/-catenin 転写活性に対する阻害作用の強さで区分した．構造中の赤枠は

ピロン，青枠はモノテルペン，緑枠はカルコン，紫枠はフェニル基をそれぞれ示す． 

図 13 1 および 1a とこれまで

に報告されている Wnt/-catenin 

経路阻害物質の一例 

本研究で見出した  1 および  1a 

はカヴァラクトンとモノテルペ

ンの複合体であり，これまでに報

告されている Wnt/-catenin 経路

阻害物質とは異なる骨格を持つ．

緑はカヴァラクトン，青はモノテ

ルペンをそれぞれ示す． 
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小括 

クロモジ (Lindera umbellata) 地上部より，1 種の新規化合物 linderapyrone (1) および epi-

(-)-linderol A (2) を単離し，構造決定した． 

1 は TCF/-catenin 転写活性を有意に阻害したのに対し，2 はほとんど阻害作用を示さな

かった． 

1 およびその類縁体 7 種 (4–8, ent-1, および 1a) を合成した． 

合成した 8 種の化合物に pipeitone (3) を加えた 9 種の化合物のうち，1, ent-1, LPD-01 (1a), 

5, および 6 は TCF/-catenin 転写活性を阻害したが，その他の化合物 (3, 4, 7, および 8) 

はほとんど阻害作用が認められなかった． 
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第 2 章 LPD-01 (1a) はヒト大腸がん細胞株 HT-29 の増殖を抑制し，その標的分子は 

exportin5 および importin7 の可能性がある． 

緒言 

大腸がんは我が国において罹患数，死亡数がともに増加傾向にあり，2021 年における死亡

数は約 5 万人で，部位別がん死亡率で 2 位となっている 1．大腸がん患者において，がん抑制

遺伝子である APC 遺伝子の変異が約 85% の症例で見られ 37, 38，Wnt/-catenin 経路の異常亢

進が認められている．APC 遺伝子は通常，-catenin の分解に重要な役割を果たしているが，

変異した APC 遺伝子は Axin との結合部位が欠損したものが多く，-catenin との結合能を

損失したものも存在する 39．そのため，-catenin をリン酸化するための複合体を形成できず，

それに続く -catenin の分解が起こらなくなる 40．その結果，安定化された -catenin が核内

に移行し，TCF/LEF と結合することで各種遺伝子の発現を亢進する 38． 

前章で得られた linderapyrone (1) はこれまで報告されている Wnt/-catenin 経路阻害物質

とは異なる骨格を有した化合物であることから，新規骨格を有する阻害物質として有用であ

ると考えた．そこで，本章ではまず，前章で得られた化合物について，大腸がん細胞の増殖

に与える影響を評価した．その結果，最も強い増殖抑制作用を示した LPD-01 (1a) について，

作用機序を検討した．具体的には，-catenin の存在量に加え，Wnt/-catenin 経路で発現が亢

進する遺伝子である c-Myc および Survivin の発現量に与える影響を評価した．さらに，1a 

の標的分子を同定するため，第 1 章で明らかにした構造活性相関をもとに活性化合物および

非活性化合物を合成し，活性化合物のみと親和性を示すタンパク質を分離・同定した． 
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結果 

第 1 節 Linderapyrone (1) および LPD-01 (1a) は HT-29 細胞の増殖を抑制する 

 次に合成した化合物について，Wnt/-catenin 経路の異常亢進が報告されているヒト大腸が

ん細胞に対する増殖抑制作用を評価した．本試験ではポジティブコントロールとして ICG-001 

を使用した．HT-29 細胞を被験化合物で 72 時間処理し，WST-8 アッセイで細胞生存率を測定

した．その結果，構造中にピロン，モノテルペン，およびフェニル基を有する 1 および 1a 

は有意に増殖を抑制したのに対し，その一部の部分構造しか有さない 3，5，6，および 7 は

作用が認められなかった．また，1a は天然由来化合物である 1 よりも強い増殖抑制作用を

示した (図 14)． 

 

第 2 節 LPD-01 (1a) は HT-29 細胞に対して SW480 細胞よりも強い増殖抑制作用を示す 

 得られた化合物の中で最も強い HT-29 細胞増殖抑制作用を示した 1a について，2 種のヒ

ト大腸がん細胞株 HT-29 および SW480 に対する増殖抑制作用を WST-8 アッセイで評価

し，比較した．その結果，1a は HT-29 細胞に対して SW480 よりも強い増殖抑制作用を示

した (IC50値; HT-29: 10.30±2.03 M , SW480: 27.24±0.60 M) (図 15A, B)．また，HT-29 細胞に

対する 1a の細胞死誘導作用を検討した．HT-29 細胞を 1a で 24, 48, および 72 時間処理し

た時の細胞をトリパンブルーで染色し，生細胞および死細胞の数をカウントした．その結果，

1a は時間依存的かつ濃度依存的に，HT-29 細胞に対して細胞死誘導作用を示した (図 15C)． 

図 14 Linderapyrone (1) および類縁体の HT-29 細胞増殖抑制作用 

3x103個/well の HT-29 細胞を 96 穴プレートに播種し，24 時間後に ICG-001, 1, 1a, 

3, 5–7 を 20 M でそれぞれ 72 時間処理した．その後，各 well に CCK-8 試薬を 10 

L ずつ添加し，生成したホルマザンを 450 nm の吸光度で測定した．グラフには，

DMSO 処理群における値を 100% として算出した割合を平均値 ± 標準偏差で示し

た (n =3)．アスタリスクは Dunnet 検定で control 群と比較した際の有意差を示す．

(*P < 0.05, **P < 0.01) 
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第 3 節 HT-29 細胞において，LPD-01 (1a) は Wnt/-catenin 経路の標的因子である c-Myc

および Survivin の発現量を減少させる 

最も強い HT-29 細胞増殖抑制作用を示した 1a について，ウエスタンブロット法で Wnt/-

catenin 経路関連因子の存在量に与える影響を評価した．その結果，HT-29 細胞において，1a  

は -catenin の量を減少させずに，c-Myc および Survivin の量を減少させた (図 16A)． 

また，RT-qPCR 法で mRNA 発現量について評価したところ，1a は c-Myc および Survivin 

の mRNA 発現量も減少させることが明らかになった (図 16B)． 

図 15  LPD-01 (1a) の HT-29 細胞および SW480 細胞に対する増殖抑制作用 

(A および B) 3x103個/well の HT-29 細胞もしくは SW480 細胞を 96 穴プレートに

播種し，24 時間後に ICG-001 および 1a でそれぞれ 72 時間処理した．その後，各 

well に CCK-8 試薬を 10 L ずつ添加し，生成したホルマザンを 450 nm の吸光度

で測定した．グラフには，DMSO 処理群の値を 100% として算出した割合を平均値 

± 標準偏差で示した (n = 6)．(C) 3x103個/well の HT-29 細胞を 96 穴プレートに播

種し，24 時間後に 1a で処理した．24 時間後，48 時間後，72 時間後における細胞

をトリパンブルーで染色し，生細胞数と死細胞数をカウントし，それぞれの時間お

よび処理濃度における死細胞の割合を算出した．同様の実験を 3 回繰り返し，3 回分

の実験の平均値 ± 標準偏差をグラフに示した．死細胞の割合は (死細胞数)/(生細胞

数 + 死細胞数) x 100 で算出した．(A–C) アスタリスクは Dunnet 検定で control 群

と比較した際の有意差を示す．(*P < 0.05, **P < 0.01) (J. Nat. Med., 2023, in press, Fig. 

1 より一部改変して引用) 
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図 16 HT-29 細胞における LPD-01 (1a) の Wnt/-catenin 経路関連因子へ与える

影響 

(A) 24 well プレートで 70–80% コンフルエントまで培養した HT-29 細胞を，ICG-

001 および LPD-01 (1a) で 24 時間処理した．その後，各化合物が -catenin，c-

Myc，および Survivin のタンパク量に与える影響をウエスタンブロットで評価し

た．(B) 35 mm dish で 70–80% コンフルエントになるまで培養した細胞を ICG-001 

または LPD-01 で 24 時間処理した．その後，細胞中の RNA を精製し，RT-qPCR 

法で c-Myc および Survivin の mRNA 量を定量した．グラフには，DMSO 処理群

の mRNA 量を 1.0 として算出した割合を独立した 3 実験の平均値±標準偏差で示し

た．アスタリスクは Dunnet 検定で control 群と比較した際の有意差を示す．(*P < 

0.05, **P < 0.01) (J. Nat. Med., 2023, in press, Fig. 2 より一部改変して引用) 
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第 4 節 LPD-01 (1a) と同程度の HT-29 細胞増殖抑制作用を示す活性化合物 1a-a および作

用を示さない非活性化合物 1a-b を合成した 

 HT-29 細胞における 1a の標的分子を明らかにするため，活性化合物である 1a および非

活性化合物である 8 に，磁気ビーズを固定化するためのフェノール性水酸基を導入した化合

物を合成した．まず，p-hydroxybenzaldehyde (9) を水素化ナトリウムで還元し，クロロメチル

メチルエーテルを反応させることで 4-(methoxymethoxy)benzaldehyde (10) を得た．その後，第

一章第四節と同様の方法で合成した 5 および 6 をそれぞれ -78 °C で n-BuLi および 10 

と反応させ，合成中間体を得た．得られた 2 種の合成中間体を無水酢酸およびトリエチルア

ミンでアセチル化した後，DBU 存在下で脱離反応を進行させ，11 および 12 を得た．11 お

よび 12 を塩酸存在下で加水分解することで，1a-a および 1a-b を得た (図 17A)．このうち，

1a-a は  1a と同程度の  HT-29 細胞増殖抑制作用を示し  (IC50: 1a-a, 9.32±1.48 M; 1a, 

10.30±2.03 M)，1a-b は作用が認められなかった (IC50 > 100 M) (図 17B)． 
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図 17  1a-a と 1a-b の合成およびそれらの HT-29 細胞増殖抑制作用 

(A) 第 1 章と同様の手法で合成した 6 を用いて，1a-a および 1a-b を合成した．合

成した化合物の化学構造は NMR スペクトルおよび MS データをもとに決定した．

(B および C) 3x103個/well の HT-29 細胞を 96 穴プレートに播種し，24 時間後に 

1a-a もしくは 1a-b で 72 時間処理した．その後，各 well に CCK-8 試薬を 10 L 

ずつ添加し，生成したホルマザンを 450 nm の吸光度で測定した．グラフには，

DMSO 処理群の値を 100% として算出した割合を平均値 ± 標準偏差で示した (n = 

6)．(J. Nat. Med., 2023, in press, Fig. 3, Fig, S4 より一部改変して引用) 
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第 5 節 HT-29 細胞において LPD-01 (1a) は exportin5 および importin7 に結合する 

 1a-a および 1a-b に epoxy リンカー結合磁気ビーズを固定化した (図 18A)．Epoxy リン

カー結合磁気ビーズを固定化した 1a-a および 1a-b を HT-29 細胞のタンパク質溶液とイ

ンキュベートし，1a-a および 1a-b に対してそれぞれ親和性を示すタンパク質を分離した．

分離したタンパク質は SDS Sample buffer に懸濁させ，SDS-PAGE および銀染色を行った．銀

染色の結果をもとに，1a-a のみと親和性を示したタンパク質を  LC-MS/MS および 

MASCOT で解析した．その結果，細胞内において，種々の因子の細胞質核間輸送に関わる 

importin7 および exportin5 を同定した (図 18B)．また，1a-a が importin7 に対して，1a-b よ

りも親和性を示すことをウエスタンブロットによっても確認した (図 18C)． 
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図 18 1a-a と 1a-b に対する epoxy リンカー結合磁気ビーズの固定化および親和性

を示すタンパク質の精製と同定 

(A) 1a-a および 1a-b に対して epoxy リンカー結合磁気ビーズを固定化した．(B) 

epoxy beads を固定化した 1a-a および 1a-b を HT-29 細胞のタンパク溶液に懸濁さ

せ，それぞれと親和性を示すタンパク質を，磁気を利用して精製した．その後，精

製したタンパク質を SDS-PAGE で分離し，銀染色した．染色結果をもとに，1a-a 

のみと親和性を示したタンパク質のバンドを LC-MS/MS および MASCOT で解析し

た結果，exportin5 および importin7 を同定した．(C) (B) の実験に使用した HT-29 

細胞のタンパク質溶液を SDS Sample buffer で 20 倍希釈し，(B) で精製したタンパ

ク質とともにウエスタンブロットを行い，importin7 を検出した．(J. Nat. Med., 2023, 

in press, Fig. 4 より一部改変して引用) 
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考察 

第 1 章で得た 6 種の化合物に本章で合成した 2 種の化合物を加えた計 8 種の化合物 (1, 1a, 

3, 5–7, 1a-a および 1a-b) のうち，HT-29 細胞の増殖を抑制した 3 種の化合物 (1, 1a, および 

1a-a) はピロンとモノテルペンに加え，フェニル基を構造中に有している．一方で，そのうち

一部の部分構造しか有していない他の化合物 (3, 5–7, および 1a-b) はほとんど増殖抑制作

用を示さなかった (図 19)．この結果は，第 1 章で明らかにした TCF/-catenin 転写阻害作用

における構造活性相関の結果と類似している．このことから，1，1a，および 1a-a は Wnt/-

catenin 経路を阻害することで HT-29 細胞の増殖を抑制していると考えられる． 

-catenin は AXIN や APC 等と複合体を形成することでリン酸化され，プロテアソーム系

による分解を受ける．HT-29 細胞では，AXIN 結合領域のみ，もしくは AXIN 結合領域と -

catenin 結合領域の両方が欠損した 2種類の APC 遺伝子が発現していることが明らかになっ

ている 39．一方で，SW480 細胞においては，AXIN 結合領域に加え，一部の -catenin 結合

領域が欠損した APC 遺伝子が発現している 39．そのため，これらの細胞では AXIN や APC 

等との複合体形成に伴う -catenin の分解が阻害されており，Wnt/-catenin 経路が恒常的に

活性化している (図 20)．このことから，これら 2 種の細胞種では，化合物処理による AXIN 

の安定化や GSK-3 の作用亢進等に伴う -catenin 分解促進作用は期待できないと考えられ

る．また，1a は -catenin の量を減少させなかったことから，1a は -catenin の合成も阻害

しないと考える．一方で，1a 処理による c-Myc および Survivin の存在量および mRNA 発

図 19 各種化合物 (1, 1a, 1a-a, 1a-b, 3, および 5–7) の構造と HT-29 細胞に対する増

殖抑制作用 

青で示したモノテルペン，橙で示したピロン，および紫で示したフェニル基を構造

中に有する 3 種の化合物 (1, 1a, および 1a-a) は HT-29 細胞の増殖を抑制した．一

方で，そのうち一部の構造しか有していない 5 種の化合物 (1a-b, 3, および 5–7) は 

HT-29 細胞の増殖をほとんど抑制しなかった． 
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現量の減少が認められたことから，1a の作用機序が -catenin の核内移行阻害もしくは 

TCF/-catenin 複合体形成の抑制であることが示唆された．さらに，1a の標的候補分子として

見出した exportin5 および importin7 は，細胞内で各種因子を核外輸送もしくは核内輸送す

るタンパク質である．そのため，1a は exportin5 および importin7 に作用することで核内の 

TCF/-catenin 転写活性に寄与する因子の核内濃度を減少させ，Wnt/-catenin 経路阻害作用を

示している可能性があると考える．また，exportin5 および importin7 はいずれも大腸がんに

おいて高発現が認められている 41, 42．さらに，exportin5 もしくは importin7 をノックダウン

することでヒト膀胱がん細胞 43，ヒトすい臓がん細胞 42，およびヒト乳がん細胞 44 等の増殖

が抑制されることが明らかになっている．このことから，exportin5 および importin7 の機能

を抑制する化合物は大腸がんのみならず，様々ながん種の治療において有用であると考える． 

HT-29 細胞において，1a は c-Myc および Survivin の mRNA 発現量をタンパク質よりも

顕著に減少させた．一般的に mRNA はタンパク質よりも半減期が短いことから，1a による 

c-Myc および Survivin の発現抑制作用が，mRNA においてタンパク質よりも顕著に認めら

れたのではないかと考える．そのため，c-Myc および Survivin に対する 1a の発現抑制作用

を詳細に評価するためには，1a の処理時間を 24 時間より長くした時の影響を評価する必要

があると考える． 

  

図 20 HT-29 細胞および SW480 細胞の APC 遺伝子における変異領域の違い 

HT-29 細胞では AXIN 結合領域と -catenin 結合領域を欠損した APC と AXIN 結

合領域を欠損した APC の 2 種が発現している．一方で，SW480 細胞では AXIN 結

合領域と一部の -catenin 結合領域が欠損した APC が発現している． 
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小括 

6 種の化合物 (1, 1a, 3, および 5–7) のうち，linderapyrone (1) および LPD-01 (1a) は HT-

29 細胞の増殖を抑制した．また，1a は HT-29 細胞に対して SW480 細胞よりも強い増殖抑

制作用を示した．  

1a は -catenin の量を減少させず，Wnt/-catenin 経路によって発現が亢進する c-Myc お

よび Survivin の存在量および mRNA 発現量を減少させた． 

1a の標的候補分子として，importin7 と exportin5 を見出した． 
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第 3 章 LPD-01 (1a) は importin7 の機能抑制を介して Wnt/-catenin 経路を阻害している

可能性がある 

緒言 

Importin7 と exportin5 はともに karyopherin- (importin-)ファミリー (表 2) に属する細胞

質核間輸送タンパク質である 45–47．exportin5 は乳がん 48や尿路上皮がん 43等で高発現が見ら

れ，大腸がん患者では exportin5 の高発現が無病生存期間および全生存期間の低下と関連し

ている 41． Importin7 はすい臓がん，大腸がん，子宮頸がん，および乳がん等で過剰発現が認

められ，その予後不良と関連している 42, 44, 49, 50．また，importin7 のノックダウンによって，

すい臓がんや子宮頸がんの増殖が抑制されることが明らかになっている 42, 49． 

 

表 2 karyopherin- ファミリーおよびその基質の一例  

importins

(nuclear import)

karyopherin- 1 (importin 1) c-Jun
51

, CREB
52, 53

karyopherin- 2 (transportin1, importin 2) H2A, H2B, H3, H4
54, 55

karyopherin- 2b (transportin2) hnRNP A1, FUS
56

transportin3 (transportinSR) ASF/SF2, SC35
57

importin4 HIF-1 58
, rPS3a

59

importin5 c-Jun
51

, Apolipoprotein A-1
60

importin7 Erk
61

, YAP
62

importin8 Smad1, Smad4
63

importin9 c-Jun
51

, HSP27
59

importin11 rPL12
64

, UBE2E2
65

exportins

(nuclear export)

exportin1 snRNAs
66

, sequestosome-1
67

exportin2 importin 68

exportin t tRNAs
66

exportin5 pre-miRNAs
69

, tRNAs
66

exportin6 actin-profilin
70

biportins

(nuclear import and export)

importin13 PAX6
71

, NF-YB/NF-YC
72

exportin4 Sox-2, SRY
73

exportin7 p65
74

unknown function

Ran-binding protein 6

Ran-binding protein 17

基質の一例

karyopherin-  ファミリーおよびその基質

基質の一例

基質の一例
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Wnt/-catenin 経路が活性化すると，安定化された -catenin が核内移行後，TCF/LEF と結

合することで各種遺伝子の発現を亢進する 38．このうち，-catenin の核内移行には 

karyopherin- ファミリーの importin2 や importin11 が寄与することが報告されている 75, 76．

一方で，importin7 が核内輸送を担うタンパク質として，TGF- 刺激下における Smad2 と 

Smad3 が報告されている 77．Smad タンパク質はヒトでは Smad1–8 の 8 種類の分子が同定さ

れており，特異型 Smad (receptor regulated Smad)，共有型 Smad (common mediator Smad)，お

よび抑制型 Smad (inhibitory Smad) に分類される 78, 79．Smad2/3 はこのうち特異型 Smad に

属し，TGF- によるシグナルを伝達する役割を担う 80．TGF- の刺激を受けた細胞では，I 型

受容体および II 型受容体の相互作用を介して Smad2/3 がリン酸化される 78．リン酸化された 

Smad2/3 は共有型 Smad である Smad4 と複合体を形成した後，核内に移行し，各種遺伝子

の転写を制御する 81．また，Smad2 は TCF/-catenin 転写活性に寄与することが明らかにな

っていることから (図 21) 82，LPD-01 (1a) の Wnt/-catenin 経路阻害作用には importin7 の機

能阻害が関わっているのではないかと考えた．そこで，本章ではまず，importin7 の発現抑制

が c-Myc および Survivin の発現量に与える影響を評価した．次に，TCF/-catenin 転写活性

に関わる -catenin および TCF4 の核内輸送に対する LPD-01 (1a) の阻害作用を評価した．

さらに，1a が importin7 の機能に与える影響を検討するため，TGF-1 刺激下での細胞質と

核内それぞれにおける Smad2/3 の存在量を確認した．  

図 21 TGF- /Smad 経路および importin7/8 

Smad2/3 は TGF- 刺激によりリン酸化され，Smad4 と複合体を形成したのち核内

へ移行し，各種遺伝子の発現を調節する．Smad2/3 の核内移行には importin7 と 

importin8 が寄与することが報告されている． 
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結果 

第 1 節 HT-29 細胞における importin7 のノックダウンは Wnt/-catenin 経路の標的因子で

ある c-Myc および Survivin の mRNA 発現量を減少させる 

TGF- 刺激下において，importin7 が Smad2/3 の核内輸送に寄与することに加え，Smad2 

が核内で TCF/-catenin 転写活性の亢進に関わることが報告されている．このことから，

importin7 は Wnt/-catenin 経路の活性化に寄与しているのではないかと考えた．そこで，HT-

29 細胞における importin7 の発現抑制が c-Myc および Survivin の mRNA 発現量に与え

る影響を RT-qPCR 法で評価した．その結果，importin7 を siRNA でノックダウンした HT-

29 細胞において，c-Myc および Survivin の mRNA 発現量が減少することが明らかになっ

た (図 22A, B)．一方で，importin7 のノックダウンによる  -catenin の減少および核内輸送の

抑制は認められなかった (図 22C)． 
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第 2 節 LPD-01 (1a) は -catenin および TCF4 の核内輸送を抑制しない 

 1a が -catenin および TCF4 の核内輸送に与える影響をウエスタンブロット法で評価し

た．その結果，1a は細胞質核内いずれの -catenin も減少させなかった (図 23)．同様に，1a 

が TCF4 の核内輸送に与える影響も評価したが，細胞質核内いずれにおいても TCF4 の減少

は認められなかった (data not shown)．このことから，1a は -catenin および TCF4 の核内輸

送を阻害しないことが示唆された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 22 HT-29 細胞において，importin7 のノックダウンが c-Myc と Survivin の 

mRNA 発現量および -catenin の局在に与える影響 

(A) HT-29 細胞の importin7 を 2 種の siRNA でノックダウンし，ウエスタンブロッ

トで importin7 と -catenin の量を評価した．(B) Importin7 をノックダウンした HT-

29 細胞において，c-Myc および Survivin の mRNA 発現量を RT-qPCR 法で評価し

た．アスタリスクは Dunnet 検定で control 群と比較した際の有意差を示す．(*P < 

0.05, **P < 0.01) (J. Nat. Med., 2023, in press, Fig. 5 より一部改変して引用) (C) HT-29 細

胞の importin7 を 2 種の siRNA でノックダウンし，細胞質画分と核画分を分画し

た．それぞれの画分における -catenin の量をウエスタンブロットで評価した． 
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第 3 節 LPD-01 (1a) は Smad2/3 の核内移行を抑制する 

TGF- 刺激下において，importin7 は Smad2/3 の核内輸送に寄与することが報告されてい

ることから，TGF-1 で刺激した HT-29 細胞中で 1a が importin7  および Smad2/3 の核

内輸送に与える影響をウエスタンブロット法で評価した．その結果，1a は細胞質の Smad2/3 

の量を増加させ，それらの核内量は減少させた．また，1a は importin7 の核内量を増加させ

ることが明らかになった (図 24A)．一方で，1a は細胞全体の importin7，Smad2/3 の量には

ほとんど影響を与えなかった (図 24B)．そこで，TGF-1 非処理下の HT-29 細胞において， 

1a が importin7 の局在に与える影響をウエスタンブロットおよび蛍光免疫染色法で評価し

たところ，TGF-1 非処理下でも importin7 の核内局在が認められた (図 24C, D)．一方で，

1a は exportin5 の局在にはほとんど影響を与えなかった (図 24E)． 

 

図 23 HT-29 細胞において，1a が -catenin の局在に与える影響 

60 mm ディッシュで 70–80% コンフルエントまで培養した HT-29 細胞を LPD-01 

(1a) で 24 時間処理し，細胞質画分と核画分を分画した．それぞれの画分における 

-catenin の量をウエスタンブロットで評価した． 
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図 24 TGF-1 刺激・非刺激下の HT-29 細胞における，LPD-01 (1a) が importin7，

Smad2，Smad3, および exportn5 の局在に与える影響 

(A) 60 mm ディッシュで 70–80% コンフルエントまで培養した HT-29 細胞を LPD-

01 (1a) で 23 時間処理し，TGF-1 を添加後，さらに 1 時間培養した．細胞質画分と

核画分を分画した．得られた細胞質画分および核画分における importin7，Smad2，

および Smad3 の量に対する LPD-01 (1a) の影響をウエスタンブロットで評価した．

(B) 24 well プレートで 70–80% コンフルエントまで培養した HT-29 細胞を LPD-01 

(1a) で 23 時間処理し，TGF-1 を添加後，さらに 1 時間培養した．その後，LPD-01 

(1a) が importin7，Smad2，および Smad3 の量に与える影響をウエスタンブロット

で評価した．(C および E) 60 mm ディッシュで 70–80% コンフルエントまで培養し

た HT-29 細胞を LPD-01 (1a) で 24 時間処理し，細胞質画分と核画分を分画した．

それぞれの画分における importin7 と exportin5 の量をウエスタンブロットで評価し

た．(D) 24 well プレートで 70–80% コンフルエントまで培養した HT-29 細胞を 

LPD-01 (1a) で 24 時間処理し，importin7 抗体および Alexa Flour 488 抗体を用いて

蛍光免疫染色を行った．核は Hoechst33342 を使用して染色した．図内の白線は 10 

m の長さを表している．(J. Nat. Med., 2023, in press, Fig. 5 より一部改変して引用) 
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考察 

LPD-01 (1a) の標的候補分子として，importin7 を見出したことから，importin7 が核内輸送

を担っている Smad2/3 の局在に与える影響を検討した．1a 処理による，細胞質および核に

おける Smad2/3 の存在量への影響を評価したところ， 細胞質では Smad2/3 が増加していた

のに対し，核内では減少が認められた．これらの結果から，1a は importin7 の核内輸送機能

を抑制することで Smad2/3 の核内輸送を阻害することが示唆された．一方で，1a 処理によ

る -catenin の核内移行阻害は認められなかった．-catenin の核内輸送には importin11 や 

importin2 が関与することが知られている 75, 76．Importin11 と importin2 は importin7 や 

exportin5 等と同様に karyopherin- ファミリーに属する細胞質核間輸送タンパク質である 43．

また，1a は importin7 を核内へ局在させた一方で，exportin5 の局在にはほとんど影響してい

なかった．このことから，1a は karyopherin- ファミリーの中でも importin7 に対して選択

的に作用している可能性は高いと考えられる． 

Importins による核内輸送は，importin- が基質上に存在する核局在配列を認識し，importin-

 と複合体を形成することで行われる．その後，importin-/importin- と基質の複合体は核内

へ移動し，核内で RanGTP および nuclear pore complex protein (Nup) と相互作用することで

基質を放出する 83．基質を放出した importin- および importin- はそれぞれ CAS/RanGTP 

複合体および RanGTP 複合体として細胞質へ戻り，RanGTP は RanGAP や RanBP1 による

加水分解を受け，RanGDP となり，importins と解離する 43, 83, 84．細胞質へ輸送された importin-

 および importin- は再び基質の輸送を担う (図 25)．今回，1a で処理した HT-29 細胞に

おいて，karyopherin- ファミリーの 1 種である importin7 の核内局在が認められた．このこ

とから，1a は importin7 に結合することで RanGTP との相互作用を阻害し，importin7 の細

胞質への移行を抑制している可能性があると考える．しかしながら，1a による importin7 阻

害作用の機序を明らかにするためには，importin7 と importin- の相互作用に加え，importin7 

と RanGTP 相互作用等に対する 1a の影響を評価する必要がある． 

Importin7 をノックダウンすることで，c-Myc および Survivin の mRNA 発現量が減少する

ことが明らかになった．しかしながら，siIPO7-2 による importin7 の発現抑制率は siIPO7-1 

のそれよりも強かったにも関わらず，c-Myc および Survivin の mRNA 発現量に与える影響

はほとんど差が認められなかった．本研究では，siRNA による importin7 の発現抑制率が最

大で control の 5 割程度であったことから，importin7 による Smad2/3 等の核内輸送を完全

に抑制できず，部分的な阻害作用しか認められなかったのではないかと考える．そのため，

importin7 の機能抑制が Wnt/-catenin 経路に与える影響をより詳細に評価するためには，

importin7 の遺伝子コードを変更するノックアウト実験等を行うことで importin7 の発現を

より強く抑制し，その影響を確認する必要があると考える． 
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 本研究により，1a は Smad2/3 の核内輸送を阻害するとともに，-catenin の核内移行には

ほとんど影響しないことが明らかになった．また，importin7 は Smad2/3 に加え，Erk61 や 

YAP62 等の核内輸送を担うことが明らかになっているが，その基質は未だ十分に明らかにさ

れていない．そのため，1a の Wnt/-catenin 経路阻害作用についてより詳細に検討するため

には，importin7 と 1a が CBP や p300 等，TCF/-catenin 転写活性に寄与する他の転写調節

因子の核内輸送に与える影響について評価する必要があると考える． 

  

図 25 Importin- および importin- による核内輸送機構 

Importin- が基質上の核局在シグナルを認識し，importin- と複合体を形成すること

で，基質を核内へ輸送した後，核内で RanGTP 等と相互作用することで基質は複合

体から解離する．その後，importin- および importin- は細胞質へ移行し，再利用

される． 
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小括 

TGF-1 刺激下の HT-29 細胞において，1a は Smad2/3 の核内輸送を阻害し，importin7 の

核内量を増加させた．また，TGF-1 非処理下においても，1a 処理による importin7 の核内

蓄積が認められた． 

HT-29 細胞における importin7 のノックダウンは，Wnt/-catenin 経路の標的因子である c-

Myc および Survivin の mRNA 発現量を減少させた． 
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結論 

本研究は，Wnt/-catenin 経路阻害作用を持つ化合物の探索および作用機序解明を目的とし

て行った． 

 

第 1 章において，クロモジ (Lindera umbellata) から 1 種の新規化合物 linderapyrone (1) お

よび epi-(-)-linderol A (2) を単離し，構造決定した．このうち，1 が Wnt/-catenin 経路阻害作

用を示したことから，1 および LPD-01 (1a) を含む 8 種の化合物を合成し，同様に Wnt/-

catenin 経路阻害作用を評価したところ，ピロン環およびモノテルペンの部分骨格の両方が作

用発現に必要であり，フェニル基の存在が作用増強に寄与することが明らかになった． 

 

第 2 章において，1, ent-1，および 1a が HT-29 細胞の増殖を有意に抑制することを明らか

にした．最も強い HT-29 細胞増殖抑制作用を示した 1a は大腸がん細胞 SW480 の増殖も抑

制した．また，1a は -catenin を減少させずに，c-Myc および Survivin のタンパク質および 

mRNA 発現量を減少させた．そこで，1a の標的分子を明らかにするため，活性化合物である 

1a-a に加え，非活性化合物である 1a-b を合成し，1a-a とより強い親和性を示すタンパク質

を探索した結果，exportin5 および importin7 を見出した． 

 

第 3 章において，importin7 のノックダウンが HT-29 細胞における c-Myc および Survivin 

の mRNA 発現量を減少させることを明らかにした．また，TGF-1 刺激下での HT-29 細胞

において，1a は細胞質の Smad2/3 を増加させ，核内の Smad2/3 を減少させた．  

 

以上の結果から，1a は importin7 の機能抑制を介して Wnt/-catenin 経路を阻害すること

が示唆された． Importin7 阻害作用を示す化合物はこれまで報告されておらず，1a は 

importin7 阻害物質として，がん治療への貢献が期待される． 
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実験の部 

第 1 章の実験 

実験材料および機器 

徳島県産クロモジ (Lindera umbellata) の茎および枝は栃本天海堂 (Osaka, Japan) より入手

した． 

カラムクロマトグラフィーの吸着剤は，順相系はシリカゲル 60N (Kanto Chemical, Tokyo, 

Japan: 63–210 µm)，逆相系は C18-OPN (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan: 140 µm) を用いた． 

薄層クロマトグラフィー (TLC) には，silica gel 60F254S (Merck, Darmstadt, Germany: 順相)，

RP-18 60F254S (Merck: 逆相 ) を使用し，スポットの検出は，UV (254nm) および  1% 

Ce(SO4)2/10% H2SO4 水溶液を噴霧し，加熱時の呈色により行った． 

旋光度は，P-2200 digital polarimeter (JASCO, Tokyo, Japan) (l = 5 cm)  を用いて測定し

た． 

ECDスペクトルは，J-1500 spectrometer (JASCO) を用いて測定した． 

質量分析 (EIMS) および高分解能質量分析 (HREIMS) は，JMS-GCMATE II (JEOL) を用い

て測定した．  

プロトン核磁気共鳴スペクトル (1H-NMR) は，JNM-ECA 400 K (400 MHz) spectrometer 

(JEOL, Tokyo, Japan) もしくは JNM-ECA 600 K (600 MHz) spectrometer (JEOL, Tokyo, Japan)  

を用いて測定した．分裂様式の記載は，singlet，doublet，multiplet，broad singlet をそれぞれ 

s，d，m，br-s と略す． 

炭素核磁気共鳴スペクトル (13C-NMR) は，JNM-ECA 600 K (150 MHz) spectrometer (JEOL)  

を用いて測定した． 

高速液体クロマトグラフィー (HPLC) において，フォトダイオードアレイ検出器は SPD-

M10Avp (Shimadzu) を用いた． 

各種有機溶媒 (MeOH，EtOAc, CHCl3，n-Hexane，MeCN) は一級溶媒 (Nacalai Tesque)を使用

した． 

 

クロモジ含有成分の抽出・単離 

乾燥させた徳島県産クロモジ茎および枝 (6.5 kg) を MeOH で熱時抽出後，抽出液を濾取し

た．残渣に MeOH を加え，同様の抽出操作を計 3 回行った．MeOH 抽出液をまとめ，減圧下

で溶媒留去し，MeOH抽出エキス (355.0 g, 5.5%) を得た．得られたMeOH抽出エキスを EtOAc

と H2O で分液し (1:1, v/v)，EtOAc 可溶画分 (61.0 g, 0.94%) および H2O 可溶画分を得た． 

得られた EtOAc 可溶画分 (61.0 g) を順相シリカゲルオープンカラムクロマトグラフィー 

[2.0 kg, n-Hexane-CHCl3 (2:1 → 1:1 → 1:4, v/v) → CHCl3 → CHCl3- MeOH  (50:1 → 20:1 

→ 10:1 → 5:1 → 2:1 → 1:2, v/v) → MeOH] にて分画し，8 つのフラクション [Fr. 1 (4.5 g)，

Fr. 2 (1.3 g), Fr. 3 (13.1 g), Fr. 4 (6.6 g), Fr. 5 (2.0 g), Fr. 6 (2.6 g), Fr. 7 (1.5 g), Fr. 8 (1.5 g)] を得た． 

Fr. 3 (13.1 g) を逆相 ODS オープンカラムクロマトグラフィー [300 g, H2O → MeOH-H2O 

(3:7 → 4:6 → 5:5 → 6:4 → 7:3 → 8:2 → 9:1, v/v) , → MeOH] で分画し，10 種の画分を
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得た (Fr. 3-1–3-10)．Fr. 3-7 (533.4 mg) を HPLC [カラム：COSMOSIL 5C18-MS-II (Nacalai Tesque, 

250x20 mm i.d) mobile phase: MeCN-H2O (80:20, v/v)] で精製し，1 (22.1 mg) および 2 (2.3 mg) 

を得た． 

 

新規化合物の構造解析 

Linderapyrone (1)  

Yellowish gum; []25
D -18.3 (c 0.25, MeOH); 1H-NMR (CDCl3, 600 MHz) and 13C-NMR (CDCl3, 150 

MHz), see Table 1; EIMS m/z 350 [M]+; HREIMS m/z 350.1880 (calcd for C23H26O3 [M]+, 350.1882). 

 

Epi-(-)-linderol A (2)  

Yellowish gum; []25
D -19.6 (c 0.23, MeOH); 1H-NMR (CDCl3, 600 MHz) and 13C-NMR (CDCl3, 150 

MHz), see Table 1; EIMS m/z 422 [M]+; HREIMS m/z 422.2095 (calcd for C26H30O5 [M]+, 422.2093). 

 

化合物 1 および 2 の理論 ECD スペクトルの計算 

 1 (1'S, 3'S, 4'S) およびそのエナンチオマー (ent-1: 1'R, 3'R, 4'R) の初期配座について，Spartan’ 

10 プログラムで実装されている Merck 分子力場を用いて真空中で幾何学的に最適化を行っ

た．次に長距離補正密度汎関数理論 (計算条件：CAM-B3LYP/def2-TZVP) により各エナンチ

オマーにおける 6 種の異性体を最適化した．同様の計算条件で通常分析を行い，各異性体が

虚数周波数を示さないことを確認し，ギブスの自由エネルギーを算出した．最後に時間依存

密度汎関数理論により，異性体の  ECD 計算を行った．密度汎関数理論での計算は全て 

Gaussian 16 プログラムを用いて，MeOH 中における積分方程式表式化の分極連続体モデルで

実施した．理論 ECD スペクトルの曲線は SpecDis v1.71 を用いて生成した．また，2 (1'S, 2'R, 

3'S, 4'R) およびそのエナンチオマー (1'R, 2'S, 3'R, 4'S) の理論 ECD スペクトルの曲線につい

ても同様の方法で作製した． 

 

STF/293 細胞の作製 

pGL4.32 [luc2P/NF-B-RE/Hygr (Hygromycin)] Vector (Promega, Madison, WI, U. S. A) から，

制限酵素 (BamHI および Sal1) (Takara Bio, Kusatsu, Japan) を用いて Hygromycin 耐性遺伝子

コード領域を切断した．切断した Hygromycin 耐性遺伝子コード領域を M50 Super 8xTopflash 

(Addgene, MA, USA) のプラスミドに挿入し，作製したプラスミドを FuGENE HD Transfection 

Reagent (Promega) を用いてヒト胎児腎細胞株 HEK293 にトランスフェクションした．その

後，0.15 mg/mL Hygromycin (Wako Pure Chemical Industries) を含む培地を用いて，トランスフ

ェクションした細胞を 96 穴細胞培養プレート (Coster 3596; Corning, NY, USA) に 1 cell/well 

で播種し，クローニング後，安定発現細胞を採取することで STF/293 細胞を樹立した． 

 

STF/293 細胞および L-Wnt-3A 細胞の培養 

STF/293 細胞は，10% FBS (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)，1% ペニシリン-ストレプト

マイシン (100 units ペニシリンおよび 100 g/mL ストレプトマイシン)，および 0.15 mg/mL 
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Hygromycin (Wako Pure Chemical Industries) を含む DMEM Low-Glucose (Wako Pure Chemical 

Industries) を用いて 37°C，5% CO2の環境下で培養した．L-Wnt-3A 細胞 (American Type Culture 

Collection) は，10% FBS (Sigma-Aldrich)，1% ペニシリン-ストレプトマイシン (100 units ペニ

シリンおよび 100 g/mL ストレプトマイシン)，および 0.4 mg/mL G418 (Wako Pure Chemical 

Industries) を含む DMEM low-glucose (Wako Pure Chemical Industries) を用いて 37°C，5% CO2

の環境下で培養した 

 

TCF/-catenin 転写活性に対する阻害作用の評価 

 150 mm dish に L-Wnt-3A 細胞を 1.25x106 cells/dish で播種し，3 日間培養した．その後，

培養上清を 0.22 m シリンジフィルター (Merck) でろ過して回収し，使用するまで -80°C で

保存した (Wnt 上清)．STF/293 細胞を 96 穴細胞培養プレート (Coster 3596; Corning, NY, USA) 

に Wnt 上清で 5.0x104 cells/90 L の密度で播種した．24 時間培養後に各化合物を添加し，さ

らに 24時間培養した．各ウェルに細胞溶解液 (25 mM Tris-HCl pH7.8, 2 mM DTT, 2 mM CyDTA, 

10% glycerol, 1% Triton X-100) 100 L を添加し，プレートを 30 分間振盪することで細胞を溶

解した．細胞溶解物 100 L をポリスチレン 96穴プレート (Thermo Fisher Scientific) に移し，

発光試薬 (20 mM Tricine-NaOH pH7.8, 1.07 mM (MgCO3)4・Mg(OH)2, 2.67 mM MgSO4, 0.1 mM 

EDTA, 33.3 mM DTT, 0.27 mM acetyl CoA, 0.47 mM D-luciferin K, 0.53 mM ATP) 100 L を加え

た後，マイクロプレートリーダー (GloMax®, Promega) で発光量を測定し，コントロール群に

対する発光量の割合を算出した． 

 

WST-8 アッセイ 

細胞増殖阻害作用は，CCK-8 (Dojindo, Kumamoto, Japan) を用いて評価した．STF/293 細胞

を 96 穴細胞培養プレート (Coster 3596; Corning, NY, USA) に 1 穴あたり 3.0x103 cells /90 L

の密度で播種し，約 24 時間培養した後，各化合物で 24 時間処理した．その後，WST-8 を含

む CCK-8 溶液 (10 µL) を添加し，37 °C，5% CO2の条件下で 3 時間培養した後，WST-8 から

生成したホルマザンの 450 nm の波長における吸光度をマイクロプレートリーダー (Sunrise 

Thermo RC-R) で測定した． 

 

Piperitol (4) の合成 

MeOH に懸濁させた piperitone (3, mixture of enantiomer, 8.0g, 52.6 mmol) に塩化セリウム七

水和物 (20.0 g, 53.6 mmol) を加え，0 °C で攪拌した．10 分後，NaBH4 (2.0 g, 52.9 mmol) を 5

分かけて少しずつ加えた．1 時間後 H2O を加え，減圧下で MeOH を留去し，ジエチルエー

テルを用いて抽出した．有機層を減圧下で溶媒留去し，4 (7.94 g, 51.5 mmol) をエナンチオマ

ーおよびジアステレオマーの混合物として得た．得られた化合物の NMR スペクトルは文献

値 85と完全に一致した． 

 

5 および 6 の合成 

 MeCN 中に懸濁させた 4 (8.0 g, 52.0 mmol) および 4-hydroxy-6-methyl-2-pyrone (8.0 g, 63.4 
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mmol) に室温で TMSOTf (12.4 g, 55.8 mmol) を加え，1 時間攪拌した．室温で飽和 NaHCO3 

水溶液を加え，EtOAc を用いて抽出した．有機層を減圧下で溶媒留去し，残渣を HPLC [カラ

ム：COSMOSIL 5C18-MS-II (Nacalai Tesque, 250x20 mm i.d) mobile phase: MeCN-H2O (70:30, v/v)] 

で精製し，5 (84.0 mg, 0.32 mmol) および 6 (761.2 mg, 2.9 mmol) を得た． 

 5: amorphous oil; 1H-NMR (CDCl3, 600 MHz)  5.93 (s), 3.49 (br-s), 2.20 (s), 2.06–0.80 (6H), 1.77 

(d-like, J = 2.8), 1.43 (s), 1.26 (m), 0.76 (d, J = 5.6), 0.76 (d, J = 5.6); 13C-NMR (CDCl3, 150 MHz)  

179.7, 165.3, 159.5, 112.3, 99.5, 82.2, 49.2, 39.1, 37.2, 30.0, 27.8, 27.2, 22.5, 22.3, 20.6; EIMS: m/z 262 

[M]+; HREIMS: m/z 262.1572 (Calcd for C16H22O3 [M]+: m/z 262.1569). 

 6: amorphous oil; 1H-NMR (CDCl3, 600 MHz)  5.96 (s), 3.36 (br-s), 2.21 (s), 1.87 (dd, J = 2.1, 15.8), 

1.85–1.35 (6H), 1.42 (s), 1.35 (m), 1.08 (d, J = 6.9), 0.94 (d, J = 6.9); 13C-NMR (CDCl3, 150 MHz)  

178.6, 165.3, 159.7, 112.3, 102.4, 82.5, 42.3, 34.5, 30.6, 28.2, 26.6, 26.2, 22.1, 20.7, 20.2; EIMS: m/z 

262 [M]+; HREIMS: m/z 262.1571 (Calcd for C16H22O3 [M]+: m/z 262.1569). 

 

Linderapyrone (1) およびそのエナンチオマー (ent-1) の合成 

 5 (40 mg, 0.15 mmol) を乾燥させた THF に溶解させ，窒素雰囲気下，-78 °C で HMPA (0.25 

mL) および n-BuLi (1.6 M in hexanes, 0.4 mL, 0.64 mmol) を加え，1 時間攪拌した．benzaldehyde 

(80 mg, 0.75 mmol) を加え，室温で一晩攪拌した．飽和塩化アンモニウム水溶液を加え，EtOAc 

で抽出した．有機層を減圧下で溶媒留去し，残渣をジクロロメタンに溶解させた．トリエチ

ルアミン (0.1 mL, 1.1 mmol) および無水酢酸 (0.3 mL, 3.2 mmol) を 0 °C で加え，1 時間攪拌

後，室温でさらに一晩攪拌した．DBU (0.1 mL, 0.67 mmol) を 0 °C で加え，室温で 5 時間攪

拌後，MeOH (0.5 mL) を加え，さらに 3 時間攪拌した．1M HCl を 0 °C で加え，クロロホル

ムで抽出した．有機層を減圧下で溶媒留去し，残渣を HPLC [カラム：COSMOSIL 5C18-MS-

II (Nacalai Tesque, 250x20 mm i.d) mobile phase: MeCN-H2O (70:30, v/v)] で精製し，±1 (2.0 mg) 

を得た．±1 を更に HPLC [カラム：COSMOSIL YMC CHIRAL ART Amylise-C (250x2.6 mm i.d) 

mobile phase: n-hexane-isopropanol (20:1, v/v)] で分離し，1 (0.4 mg) およびそのエナンチオマー 

(ent-1: 0.7 mg) を得た． 

 ±1 : 1H-NMR および 13C-NMR は天然物由来の 1 と完全に一致した; EIMS: m/z 350 [M]+; 

HREIMS: m/z 350.1880 (Calcd for C23H26O3 [M]+: m/z 350.1882). 

Synthesized 1: 1H-NMR は天然物由来の 1 と完全に一致した; EIMS: m/z 350 [M]+; HREIMS: 

m/z 350.1881 (Calcd for C23H26O3 [M]+: m/z 350.1882). 

 ent-1: 1H-NMR は天然物由来の 1 と完全に一致した; EIMS: m/z 350 [M]+; HREIMS: m/z 

350.1882 (Calcd for C23H26O3 [M]+: m/z 350.1882). 

 

LPD-01 (1a) の合成 

 5 の代わりに 6 (80 mg, 0.3 mmol) を用いて，1 および ent-1 の合成と同様の手順で使用す

る試薬の量を倍にして反応を行い，HPLC [カラム：COSMOSIL 5C18-MS-II (Nacalai Tesque, 

250x20 mm i.d) mobile phase: MeCN-H2O (70:30, v/v)] で精製することで，1a (62.2 mg, 0.18 mmol) 

を得た． 
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7 の合成 

4-hydroxy-6-methyl-2-pyrone (5.0 g, 39.6 mmol) をアセトンに懸濁させ，炭酸カリウム(6.58 g, 

47.6 mmol) および硫酸ジメチル (6.0 g, 47.6 mmol) を加えた．12 時間攪拌後，減圧下で溶媒

留去し，EtOAc で抽出した．有機層を減圧下で溶媒留去し，残渣を順相シリカゲルオープン

カラムクロマトグラフィー [n-Hexane-EtOAc (2:1)] で精製することで 7 (4.9 g, 35.0 mmol) を

得た．得られた化合物の NMR スペクトルは文献値 86と完全に一致した． 

8 の合成 

 乾燥させた MeOH (10 mL) にマグネシウム (500 mg, 20.6 mmol) を加え，30 分攪拌した．

MeOH に溶解した benzaldehyde (1 mL, 9.8 mmol) および 7 (377.3 mg, 2.7 mmol) を加え，80 °C 

で 3 時間還流しながら攪拌した．減圧下で溶媒を留去し，残渣を EtOAc に溶解させ，酢酸水 

[CH3COOH-H2O (1:4)] で分液した．有機層を順相シリカゲルオープンカラムクロマトグラフ

ィー [n-Hexane-EtOAc (3:1)] で精製し，8 (122.0 mg, 0.53 mmol) を得た．得られた化合物の 

NMR スペクトルは文献値 87と完全に一致した． 

 

統計処理 

多群比較検定を行う時には，一元配置分散分析 (ANOVA) で等分散であることを検定し，

Dunnett 検定で有意差を検定した．* P < 0.05 または ** P < 0.01 の場合，差は有意であるとみ

なした．統計解析は，GraphPad Prism8.43 を使用した． 
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第 2 章の実験 

実験材料および機器 

電気泳動槽は，AE 6530M 型 ラピダス・ミニスラブ電気泳動槽 (AE 6530M, ATTO, Tokyo, 

Japan) を使用し，転写装置はミニ転写装置 (NA 1510, NIHON EIDO, Tokyo, Japan)  を使用し

た． 

RT-qPCR において，RNA から DNA への逆転写にはサーマルサイクラー Wako (WK-0232, 

Wako Pure Chemical Industries) を使用し，得られた  cDNA の増幅および定量には 

MiniOpticonTM (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を使用した． 

ウエスタンブロットにおける各種タンパク質の化学発光シグナルは，LAS-4000 mini (Fujifilm, 

Tokyo, Japan) を用いて検出した． 

 

ヒト大腸がん細胞の培養 

ヒト大腸がん細胞株 HT-29 および SW480 (American Type Culture Collection) は，5% FBS 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) を添加した  DMEM low-glucose (Wako Pure Chemical 

Industries) を用いて 37°C，5% CO2の環境下で培養した． 

 

WST-8 アッセイ 

細胞増殖阻害作用は，実験の部における第 1 章の実験と同様に CCK-8 (Dojindo, Kumamoto, 

Japan) を用いて評価した．細胞を 96 穴細胞培養プレート (Coster 3596; Corning, NY, USA) に

1 穴あたり 3.0x103 cells /90 L の密度で播種し，約 24 時間培養した後，ICG-001 または LPD-

01 (1a) で 72 時間処理した．その後，WST-8 を含む CCK-8 溶液 (10 µL) を添加し，37 °C，

5% CO2の条件下で 3 時間培養した後，WST-8 から生成したホルマザンの 450 nm の波長にお

ける吸光度をマイクロプレートリーダー (Sunrise Thermo RC-R) で測定した．IC50 値は，

GraphPad Prism 8.21 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) を用いて算出した． 

 

ウエスタンブロッティング解析 

24 穴細胞培養プレートで 70–80% コンフルエントになるまで培養した細胞を ICG-001 お

よび  LPD-01 (1a) で 24 時間処理し，SDS sample buffer  (2% SDS, 10% glycerol, 5% 2-

mercaptoethanol, 62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 0.0125% bromophenol blue, 50 mM NaF, 20 mM -

glycerophosphate, 100 mM PMSF, 10 mM Na3VO4, Halt protease inhibitor cocktail) に溶解した後，

100 °C で 5 分間煮沸した．タンパク質は SDS-PAGE で分離し，polyvinylidene difluoride 

membrane (Pall Corporation, Port Washington, NY, USA) に転写した．次に，転写膜を Blocking 

One (Nacalai Tesque) で 40 分ブロッキングし，0.1% Tween 20 および 5% Blocking One を含む

Tris buffered saline (TBS) で希釈した適切な一次抗体と HRP 標識二次抗体をそれぞれ順次反

応させた．タンパク質の検出は Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad) を使用し，LAS-4000 

mini (Fujifilm, Tokyo, Japan) で検出および画像の撮影を行った．一次抗体は抗 -tubulin 抗体 

(1:2000; clone DM1A, Sigma-Aldrich)，ウサギモノクローナル抗 non-phospho (Active) -catenin 

抗体 (1:1000; clone S45, Cell Signaling pathway Technology, Danvers, MA, USA)，抗 c-Myc 抗体 
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(1:1000; clone E5Q6W, Cell Signaling Technology)，抗 Survivin 抗体 (1:1000; clone 71G4B7, Cell 

Signaling Technology)，および抗 -actin 抗体 (1: 2000; clone 13E5, Cell Signaling Technology) を

使用した．二次抗体は，HRP 標識ロバ抗マウス抗体 (1:4000; 715-035-150, Jackson Immuno 

Research Laboratories,West Grove, PA, USA) および HRP 標識ロバ抗ウサギ抗体 (1:2000–4000; 

711-035-152, Jackson Immuno Research Laboratories) を使用した． 

 

RT-qPCR 解析 

 35 mm ディッシュで 70–80% コンフルエントになるまで培養した細胞を ICG-001 または 

LPD-01 (1a) で 24 時間処理した後，PBS(-) に懸濁して 1.5 mL チューブに回収した．回収し

た細胞を x500 g で 5 分遠心し，細胞ペレットを PBS(-) 100 L に懸濁した．そのうち 20 L 

を新たな 1.5 mL チューブに移し，x500 g で 5 分遠心し，細胞ペレットから RNA を抽出し

た．RNA の精製，cDNA への逆転写，cDNA の増幅反応は TaqmanTM Fast Advanced Cells-to-

CT Kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて手順書に従い実験を行い，c-Myc，Survivin，および 

-actin の発現量を RT-qPCR で測定した． 

 

死細胞率の解析 

 LPD-01 (1a) による細胞死誘導作用はトリパンブルー染色後のセルカウントの結果をもと

に解析した．HT-29 細胞を 96 穴細胞培養プレート (Coster 3596; Corning, NY, USA) に 1 穴あ

たり 3.0x103細胞/90 L の密度で播種し，約 24 時間培養した後，2 を処理した．24, 48, およ

び 72 時間後，それぞれ細胞を回収し，x500 g で 5 分遠心した．細胞ペレットを PBS(-) に懸

濁させ，トリパンブルー染色した．トリパンブルーで染色されない細胞を生細胞，トリパン

ブルーで染色される細胞を死細胞としてカウントし，死細胞率を以下の式で算出した． 

死細胞率 = (死細胞数) / (死細胞数 + 生細胞数) x 100 

 

10 の合成 

p-Hydroxybenzaldehyde (9, 1.0 g, 8.2 mmol) を THF に懸濁させ，0 °C で水素化ナトリウム 

(400 mg, 16.7 mmol) を加えた．5 分攪拌し，クロロメチルメチルエーテル (1 mL) を加え，室

温に戻した後，さらに 2 時間攪拌した．ジエチルエーテルで抽出し，有機層を減圧下で溶媒

留去した．残渣を順相シリカゲルオープンカラムクロマトグラフィー [n-Hexane-CHCl3 (1:9)] 

で精製し，4-(methoxymethoxy)benzaldehyde (10, 0.8 g, 4.8 mmol) を得た．得られた化合物の 

NMR スペクトルは文献値 88と完全に一致した． 

 

11 の合成 

Benzaldehyde の代わりに 10 を用いて，1 および 1a の合成と同様の操作を行い，HPLC 

[カラム：COSMOSIL 5C18-MS-II (Nacalai Tesque, 250x20 mm i.d) mobile phase: MeCN-H2O (70:30, 

v/v)] で精製することで，11 (3.3 mg, 0.0080 mmol) を得た． 

11: Yellowish gum; 1H-NMR (CDCl3, 400 MHz)  7.45 (d, J = 8.8, 2H), 7.32 (d, J = 16.0, 1H), 7.04 

(d, J = 8.8, 2H), 6.52 (d, J = 16.0, 1H), 6.10 (s, 1H), 5.20 (s, 2H), 3.49 (s, 3H), 3.40 (d, J = 2.8, 1H), 
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1.91 (dd, J = 4.2, 20.1, 2H), 1.87 (m, 1H), 1.64–1.50 (4H), 1.47 (s, 3H), 1.38 (m, 1H), 1.10 (d, J = 6.8, 

3H), 0.96 (d, J = 6.8, 3H); 13C-NMR (CDCl3, 150 MHz)  178.7, 165.0, 158.1, 157.2, 133.9, 129.0, 

128.7, 117.4, 116.5, 111.9, 103.2, 94.2, 82.8, 56.1, 42.3, 34.6, 30.7, 28.3, 26.6, 26.5, 22.1, 20.7, 20.2; 

EIMS: m/z 410 [M]+; HREIMS: m/z 410.2092 (Calcd for C25H30O5 [M]+: m/z 410.2093). 

 

12 の合成 

5 および benzaldehyde の代わりに 7 および 10 をそれぞれ用いて，1 および 1a の合成

と同様の操作を行い，HPLC [カラム：COSMOSIL 5C18-MS-II (Nacalai Tesque, 250x20 mm i.d) 

mobile phase: MeCN-H2O (50:50, v/v)] で精製することで，12 (4.3 mg, 0.018 mmol) を得た． 

12 (mixture of cis and trans isomer): Yellowish gum; 1H-NMR (CDCl3, 400 MHz),  7.35 (d, J = 8.8, 

2H), 7.16 (d, J = 8.8, 2H), 7.05-6.98 (6H), 6.88 (d, J = 16.0, 1H), 6.45 (d, J = 16.0, 1H), 5.90 (d, J = 2.4, 

1H), 5.34 (d, J = 2.4, 1H), 5.31 (s, 1H), 5.18-5.16 (5H), 3.72 (s, 3H), 3.47 (s, 3H), 3.47 (s, 3H), 3.34 (s, 

3H); 13C-NMR (CDCl3, 150 MHz)  170.5, 170.0, 164.7, 163.9, 158.7, 157.2, 156.8, 130.7, 129.9, 129.7, 

129.0, 128.6, 128.0, 122.5, 116.4, 116.1, 102.6, 94.3, 94.2, 91.7, 88.6, 79.3, 56.0, 55.9, 55.5, 54.9, 45.7, 

38.6; EIMS: m/z 288 [M]+; HREIMS: m/z 288.0996 (Calcd for C16H16O5 [M]+: m/z 288.0998). 

 

1a-a の合成 

11 (11.7 mg, 0.028 mmol) を MeOH に溶解した後，50 °C で 6 M HCl を 10 滴加えた．2 時

間攪拌した後，室温まで冷やし，EtOAc で抽出した．有機層を減圧下で溶媒留去し，残渣を 

HPLC [カラム：COSMOSIL 5C18-MS-II (Nacalai Tesque, 250x20 mm i.d) mobile phase: MeCN-H2O 

(60:40, v/v)] で精製することで 1a-a (1.7 mg, 0.0046 mmol) を得た． 

 1a-a: Yellowish gum; 1H-NMR (CDCl3, 600 MHz)  7.38 (d, J = 7.8, 2H), 7.30 (d, J = 16.2, 1H), 

7.26 (s, 1H), 6.89 (d, J = 9.0, 2H), 6.44 (d, J = 16.2, 1H), 6.11 (s, 1H), 3.42 (d, J = 2.4, 1H), 1.93 (dd, J 

= 2.4, 13.5, 1H), 1.85 (m, 1H), 1.67–1.51 (5H), 1.48 (s, 3H), 1.37 (m, 1H), 1.09 (d, J = 6.6, 3H), 0.95 

(d, J = 7.2, 3H); 13C-NMR (CDCl3, 150 MHz)  179.2, 165.4, 158.2, 157.9, 135.0, 129.1, 127.2, 116.1, 

116.0,  111.0, 103.2, 83.2, 42.4, 34.5, 30.7, 28.3, 26.7, 26.6, 22.1, 20.7, 20.3; EIMS: m/z 366 [M]+; 

HREIMS: m/z 366.1830 (Calcd for C23H26O4 [M]+: m/z 366.1831). 

 

1a-b の合成 

11 の代わりに 12 を用いて 1a-a の合成と同様の操作を行い，HPLC [カラム：COSMOSIL 

5PFP (Nacalai Tesque, 250x20 mm i.d) mobile phase: MeCN-H2O (45:55, v/v)] で精製することで 

1a-b (1.0 mg, 0.0041 mmol) を得た． 

1a-b (mixture of cis and trans isomer): Yellowish gum; 1H-NMR (CD3OD, 400 MHz)  7.27 (d, J = 

8.4, 2H), 7.16 (d, J = 8.8, 2H), 6.82 (d, J = 16.0, 1H), 6.76-6.71 (6H), 6.39 (d, J = 16.0, 1H), 6.09 (d, J 

= 2.0, 1H), 5.49 (d, J = 2.0, 1H), 5.37 (s, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.39 (s, 3H); 13C-NMR (CD3OD, 150 MHz)  

173.2, 173.1, 167.6, 167.0, 161.9, 159.0, 158.3, 132.2, 130.0, 129.2, 129.0, 128.0, 122.9, 116.5, 116.2, 

103.4, 92.1, 89.0, 57.0, 56.4; EIMS: m/z 244 [M]+; HREIMS: m/z 244.0739 (Calcd for C14H12O4 [M]+: 

m/z 244.0736) 
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HT-29 細胞からのタンパク質抽出 

100 mm dish で約 90%コンフルエントまで培養した HT-29 細胞をタンパク質抽出液 (25 

mM Tris-HCl pH7.5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1 mM EDTA, 5% glycerol, 20 mM -glycerophosphate, 

1 mM DTT, Halt protease inhibitor cocktail) に溶解し，氷上に 30 分静置した．その後，x5000 rpm 

で 5 分遠心し，上清を HT-29 細胞の全タンパク質抽出液とした．得られた抽出液のタンパク

質濃度は Qubit fluorometer (Thermo Fisher Scientific) で測定し，1 g/L となるように結合・

洗浄バッファー (20 mM HEPES-NaOH pH7.9, 100 mM KCl, 1 mM MgCl2, 0.2 mM CaCl2, 0.2 mM 

EDTA, 10% glycerol, 0.1% NP-40, 1 mM DTT, 0.2 mM PMSF) で希釈した． 

 

Epoxy beads へのリガンドの固定化 

Epoxy beads (Tamagawa Seiki, Nagano, Japan) へのリガンドの固定化は手順書に従い行った．

Epoxy beads，リガンド，および K2CO3 を DMF に懸濁させ，ローテーターで攪拌しながら

60 °C で 24 時間反応させることでリガンドをビーズに固定した．反応終了後，ビーズを DMF 

および超純水でそれぞれ洗浄した後，50% メタノール中に分散させ，4 °C で保管した． 

 

リガンド結合タンパク質のアフィニティ精製および同定 

 リガンド結合タンパク質のアフィニティ精製は手順書に従い行った．1 g/L に調整した 

HT-29 細胞の全タンパク抽出液 200 L 中にリガンドを固定化したビーズ 0.5 mg を分散さ

せ，ローテーターで攪拌しながら 4 °C で 4 時間反応させた．反応終了後，ビーズを結合・洗

浄バッファーで 3 回洗浄し，塩溶出バッファー (20 mM HEPES-NaOH pH 7.9, 1 M KCl, 1 mM 

MgCl2, 0.2 mM CaCl2, 0.2 mM EDTA, 10% glycerol, 0.1% NP-40, 1 mM DTT, 0.2 mM PMSF) 30 L 

に分散させて氷上に 5 分静置した．その後，上清を塩溶出サンプルとして回収し，4xdye (0.25 

M Tris-HCl pH 6.8, 0.02% bromophenol blue, 8% SDS, 40% glycerol, 20% 2-mercaptoethanol) 10 L 

を添加した．ビーズは 4 倍希釈した 4xdye 40 L に分散させ，塩溶出サンプルおよびビーズ

分散液をともに 100 °C で 5 分間煮沸した．ビーズ分散液については上清を回収し，塩溶出サ

ンプルとともに SDS-PAGE でタンパク質を分離した後，銀染色 MS キット (Wako Pure 

Chemical Industries) で手順書通りに銀染色を行った．検出されたタンパク質の同定は，島津テ

クノリサーチのタンパク質同定 (MS/MS イオンサーチ) に依頼した． 

 

統計処理 

多群比較検定を行う時には，一元配置分散分析 (ANOVA) で等分散であることを検定し，

Dunnett 検定で有意差を検定した．* P < 0.05 または ** P < 0.01 の場合，差は有意であるとみ

なした．統計解析は，GraphPad Prism8.43 を使用した． 
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第 3 章の実験 

実験材料および機器 

電気泳動槽は，AE 6530M 型 ラピダス・ミニスラブ電気泳動槽 (AE 6530M, ATTO) を使用

し，転写装置はミニ転写装置 (NA 1510, NIHON EIDO) を使用した． 

RT-qPCR において，RNA から DNA への逆転写にはサーマルサイクラー Wako (WK-0232, 

Wako Pure Chemical Industries) を使用し，得られた  cDNA の増幅および定量には 

MiniOpticonTM (Bio-Rad) を使用した． 

ウエスタンブロットにおける各種タンパク質の化学発光シグナルは，LAS-4000 mini 

(Fujifilm) を用いて検出した． 

 

細胞質タンパク質および核タンパク質の抽出 

 60 mm ディッシュで 70–80% コンフルエントになるまで培養した細胞を ICG-001 または 

LPD-01 (1a) で 24 時間処理した後，PBS(-) に懸濁して 1.5 mL チューブに回収した．回収し

た細胞を x500 g で 5 分遠心し，細胞ペレットを HLB (10 mM Tris-HCl pH7.5, 10 mM NaCl, 3 

mM MgCl2, 0.3% NP-40, 10% glycerol, 50 mM NaF, 20 mM -glycerophosphate, 20 mM PMSF, 10 

mM Na3VO4, Halt protease inhibitor cocktail) に懸濁した後，氷上に静置した．10 分後，細胞を

x800 g で 8 分遠心した後，上清を回収し，NaCl を終 150 mM となるように添加した (A 液)．

細胞ペレットを HLB で 4 回洗浄した後，NLB (20 mM Tris-HCl pH7.5, 150 mM KCl, 3 mM 

MgCl2, 0.3% NP-40, 10% glycerol, 50 mM NaF, 20 mM -glycerophosphate, 20 mM PMSF, 10 mM 

Na3VO4, and Halt protease inhibitor cocktail) に懸濁した (B 液)．その後，A 液および B 液を

x18000 g で 15 分遠心し，上清をそれぞれ細胞質画分，核画分とした． 

 

蛍光免疫染色 

24 穴細胞培養プレートで 70–80% コンフルエントになるまで培養した HT-29 細胞を 

LPD-01 (1a) で 24 時間処理した後，PBS(-) に溶解した 4%ホルムアルデヒドで 30 分処理し細

胞を固定した．固定した細胞は 5% BSA と 0.3% Triron X-100 を添加した PBS(-) で 60 分イ

ンキュベートした後，2% BSA と 0.3% Triton X-100 を添加した PBS(-) に希釈した一次抗体

と室温で 2 時間反応させた．反応終了後，細胞を PBS(-) で 3 回洗浄し，2% BSA と 0.3% 

Triton X-100 を添加した PBS(-) に希釈した二次抗体および 0.25 M Hoechst33342 (Thermo 

Fisher Scientific) と室温で 1 時間反応させた．反応終了後，細胞を PBS(-) で 3 回洗浄し，

Vectashield mounting medium (Vector Laboratories) で封入した後，FloidTM Cell Imaging Station 

(Thermo Fisher Scientific) で蛍光を観察・撮影した．一次抗体はマウスモノクローナル抗 

importin7 抗体 (1:200; clone E-2, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) を使用し，二次抗

体は Alexa Flour 488標識ロバ抗マウス抗体 (Life Technology, Waltham, MA, USA) を使用した． 
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ノックダウン 

DMEM 115 L に Lipofectamine RNAiMAX (Thermo Fisher Scientific) を 10 L，DMEM 112.5 

L に 5 M siRNA 溶液を 12.5 L それぞれ添加した後，2 液を混合し，室温で 5 分静置する

ことで siRNA とリポソームの複合体を形成させた．HT-29 細胞を 35 mm dish に 5.0x105細

胞/1000 L の密度で播種し，その培地に Lipofectamine RNAiMAX と siRNA の混合液 (250 

L) を添加した．6 時間培養後，培地を 5% FBS を含む DMEM low-glucose1250 L に交換

し，18 時間培養した．その後，培地を上記と同様の手順により作製した  Lipofectamine 

RNAiMAX と siRNA の混合液 (250 L) を添加した DMEM (1000 L) に交換し，再びトラ

ンスフェクションした．48 時間培養後，培地を 5% FBS を含む DMEM low-glucose 1250 L 

に交換し，更に 48 時間培養した後，細胞をウエスタンブロッティングおよび RT-qPCR に使

用した． 

 

ウエスタンブロッティング解析 

ウエスタンブロッティングは実験の部における第 2 章の実験と同様の手法で行った．24 穴

細胞培養プレートで 70–80% コンフルエントになるまで培養した細胞を LPD-01 (1a) で 24

時間処理し，SDS sample buffer  (2% SDS, 10% glycerol, 5% 2-mercaptoethanol, 62.5 mM Tris-HCl 

pH 6.8, 0.0125% bromophenol blue, 50 mM NaF, 20 mM -glycerophosphate, 100 mM PMSF, 10 mM 

Na3VO4, Halt protease inhibitor cocktail) に溶解した後，100 °C で 5 分間煮沸した．タンパク質

は SDS-PAGE で分離し，polyvinylidene difluoride membrane (Pall Corporation) に転写した．次

に，転写膜を Blocking One (Nacalai Tesque) で 40 分ブロッキングし，0.1% Tween 20 および

5% Blocking One を含む TBS で希釈した適切な一次抗体と HRP 標識二次抗体をそれぞれ順

次反応させた．タンパク質の検出は Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad) を使用し，LAS-

4000 mini (Fujifilm) で検出および画像の撮影を行った．一次抗体はマウスモノクローナル抗 

importin7 抗体 (1:1000; clone E-2, Santa Cruz Biotechnology)，抗 -tubulin 抗体 (1:2000; clone 

DM1A, Sigma-Aldrich)，抗 TCF4 抗体 (1:1000; clone D-4, Santa Cruz Biotechnology)，抗 Smad4 

抗体 (1:1000; clone B-8, Santa Cruz Biotechnology)，ウサギモノクローナル抗 non-phospho 

(Active) -catenin 抗体 (1:1000; clone S45, Cell Signaling Technology)，抗 c-Myc 抗体 (1:1000; 

clone E5Q6W, Cell Signaling Technology)，抗 Survivin 抗体 (1:1000; clone 71G4B7, Cell Signaling 

Technology)，抗 Smad2 抗体 (1:1000; clone D43B4, Cell Signaling Technology)，抗 Smad3 抗体 

(1:1000; clone C67H9, Cell Signaling Technology)，抗 LaminB1 抗体 (1: 2000; clone D9V6H, Cell 

Signaling Technology)，および抗 -actin 抗体 (1: 2000; clone 13E5, Cell Signaling Technology) を

使用した．二次抗体は，HRP 標識ロバ抗マウス抗体 (1:4000; 715-035-150, Jackson Immuno 

Research Laboratories) および HRP 標識ロバ抗ウサギ抗体 (1:2000–4000; 711-035-152, Jackson 

Immuno Research Laboratories) を使用した． 
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統計処理 

多群比較検定を行う時には，一元配置分散分析 (ANOVA) で等分散であることを検定し，

Dunnett 検定で有意差を検定した． ** P < 0.01 または* P < 0.05 の場合，差は有意であるとみ

なした．統計解析は，GraphPad Prism 8.43 を使用した．  
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図 26 1H-NMR spectrum of 1 

 

 

図 27 1H-NMR spectrum of 2 
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図 28 1H-NMR spectrum of 5 

 

図 29 1H-NMR spectrum of 6 
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図 30 1H-NMR spectrum of ±1 

 

図 31 1H-NMR spectrum of 1 (Syn) 
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図 32 1H-NMR spectrum of ent-1 (Syn) 

 

図 33 1H-NMR spectrum of 1a 
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図 34 13C-NMR spectrum of 1 

 

 

図 35 13C-NMR spectrum of 2 
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図 36 13C-NMR spectrum of 5 

図 37 13C-NMR spectrum of 6 
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図 38 13C-NMR spectrum of 1a 

 

 

図 39 HMQC spectrum of 1 
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図 40 HMBC spectrum of 1 

 

 

図 41 DQF spectrum of 1 
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図 42 NOESY spectrum of 1 

 

 

図 43 HMQC spectrum of 2 
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図 44 HMBC spectrum of 2 

 

 

図 45 DQF spectrum of 2 
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図 46 NOESY spectrum of 2 

 

 

 

図 47 1H-NMR spectrum of 11 
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図 48 1H-NMR spectrum of 12 

 

 

 

図 49 1H-NMR spectrum of 1a-a 
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図 50 1H-NMR spectrum of 1a-b 

 

 

 

図 51 13C-NMR spectrum of 11 
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図 52 13C-NMR spectrum of 12 

 

 

 

図 53 13C-NMR spectrum of 1a-a 
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図 54 13C-NMR spectrum of 1a-b 

 

 


