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略語表 

ABC  ：ATP-binding cassette 

ADR  ：Adriamycin 

ATP  ：Adenosine triphosphate 

BCRP  ：Breast cancer resistance protein 

BuOH  ：Butanol 

CCDC  ：Cambridge Crystallographic Data Centre 

CCK-8  ：Cell Counting Kit-8 

DFT  ：Density functional theory 

DMEM  ：Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DMSO  ：Dimethyl sulfoxide 

DNA  ：Deoxyribonucleic acid 

DQF(-COSY) ：Double-quantum filter (-correlated spectroscopy) 

ECD  ：Electronic circular dichloism 

ECL  ：Enhanced chemiluminescence 

EI  ：Electron ionization 

ESI  ：Electrospray ionization 

EtOAc  ：Ethyl acetate 

FBS  ：Fetal bovine serum 

Glc  ：-D-glucopyranosy 

HMBC  ：Heteronuclear multiple bond coherence 

HMQC  ：Heteronuclear multiple quantum correlation 

h       ：hours 

HPLC  ：High-performance liquid chromatography 

HRMS  ：High-resolution mass spectrometry 

HRP  ：Horseradish peroxidase 

HSP  ：Heat Shock Protein 

HSE  ：Heat shock element 

HSF1  ：Heat Shock Factor 1 

IC50  ：50% inhibition concentration 

IEFPCM ：Integral equation formalism polarizable continuum model 

MDR 1  ：Multidrug resistance 1 

Me  ：Methyl 

MeCN  ：Acetonitrile 

MeOH  ：Methanol 

MMFF  ：Merck molecular force field 

MRP 1  ：Multidrug resistance-associated protein 1 



 

 

MS  ：Mass spectrometry 

NMR  ：Nuclear magnetic resonance 

NOESY ：Nuclear overhauser effect spectroscopy 

ODS  ：Octadecylsilyl 

P-gp  ：P-glycoprotein 

Rh 123  ：Rhodamine 123 

SDS-PAGE ：Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

TBS  ：Tris-buffered saline 

TD-DFT ：Time-dependent density-functional theory 

TLC  ：Thin-layer chromatography 

Tris  ：Tris(hydroxymethyl)aminomethane 

UV  ：Ultraviolet 

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

WST-8  ：tetrazolium, monosodium salt tetrazolium, monosodium salt 
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序論 

がんの罹患数の 2020 年推計値は、約 101 万人であり、おおよそ 2 人に 1 人が一生のう

ちにがんと診断される 1。がんの治療法は、大きく、手術療法、放射線療法、化学療法および

免疫療法に分けられる。化学療法において従来から広く用いられてきた細胞障害性抗がん剤

は、その細胞増殖抑制および細胞死誘導作用によって、がん治療効果を示す 2。しかしながら、

これらの抗がん剤は正常細胞にも共通して存在している DNA 合成機構や細胞分裂機構など

を標的とするため、正常細胞に対しても作用する。このため、強い副作用が生じ 2、このよう

な副作用は抗がん剤治療の大きな問題となっている。アントラサイクリン系抗がん剤である

アドリアマイシン (Adriamycin: ADR) は、肺がん、乳がん、悪性リンパ腫など、多くのがん

種の治療に使用されている。一方で ADR は、心毒性、骨髄抑制、悪心や嘔吐などの副作用

があり (表 1)、心毒性による副作用の管理のため、生涯投与量が制限される 3。 

表 1 アドリアマイシン の作用機序と主な副作用 

薬剤 作用機序 副作用 

アドリアマイシン トポイソメラーゼ II 阻害 

DNA インターカレーション 

心毒性、骨髄抑制、悪心、嘔吐 

 

がんの薬物治療における 2 つ目の問題点として、薬剤耐性 (抗がん剤抵抗性) が挙げられ

る。抗がん剤治療時に、薬剤に抵抗性を有するがん細胞が残存し、残存したがん細胞が増殖

することにより、がんの再発を起こすことが報告されている 4, 5 (図 1)。がん細胞が抗がん剤

抵抗性を示す原因は、薬剤に対する抵抗性と細胞死に対する抵抗性に分けられる 6。薬剤に対

する抵抗性は、P- 糖タンパク質 (P-glycoprotein: P-gp) による抗がん剤の排出 7、治療標的タ

ンパク質の遺伝子変異 8、解毒酵素の活性化 9などがある。また、細胞死に対する抵抗性とし

て、がん細胞における熱ショックタンパク質 (Heat Shock Protein: HSP) の抗アポトーシス機

能 10、Bcl-2、Bcl-xl など抗アポトーシスタンパク質の発現増加 11, 12、DNA の修復 13などがあ

る。  

 

図 1 抗がん剤治療における抗がん剤抵抗性のがん細胞によるがんの再発についての概念図 

がん組織の中に存在する抗がん剤抵抗性のがん細胞は抗がん剤治療後に残存する。残存した

がん細胞が増殖することにより、がんの再発を引き起こす。 
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がん細胞における抗がん剤耐性の原因の一つである adenosine triphosphate (ATP)-binding 

cassette (ABC) 多剤排出トランスポーターは、P-gp/multidrug resistance 1 (P-gp/MDR 1)、

multidrug resistance-associated protein 1 (MRP 1) や breast cancer resistance protein (BCRP) などに

分類される 7。これらの ABC 多剤排出トランスポーターは、ADR14、パクリタキセル 15や分

子標的治療薬 16 (イマチニブ、エルロチニブ、スニチニブ) などの抗がん剤を基質として認識

することから、多剤耐性の原因となっている。P-gp は、様々ながんにおいて高発現している

膜タンパク質である 17–19。P-gp は ATP 結合部位に ATP が結合し、結合した ATP が加水分

解されることにより得られるエネルギーを利用して、種々の抗がん剤の取り込みや排出に関

与することにより、細胞内の薬剤濃度を低下させることで、抗がん剤のがん治療効果を減弱

させる 20。このため、P-gp は有望な創薬標的分子と考えられており、多くの P-gp 阻害剤が見

出されてきた。これまでに P-gp 阻害剤として、第一世代の  P-gp 阻害剤  (verapamil、

cyclosporin A など) 21, 22 、第二世代の P-gp 阻害剤 (GF120918、VX-710、MS-209 など) 23 、

第三世代の p-gp 阻害剤 (LY335979、XR9576、R101933 など) 24–26 が報告されている (図 2)。

また、天然物由来の P-gp 阻害剤として、フラボノイド (tangeretin や nobiletin など) 27 やアル

カロイド (lamellarin など) 28 も報告されている (図 2)。 

 

図 2 これまでに報告されている P-gp 阻害剤の化学構造 

Verapamil は第一世代の P-gp 阻害剤、GF120918 は第二世代の P-gp 阻害剤、XR9576 は第

三世代の p-gp 阻害剤であり、tangeretin、nobiletin および lamellarin は天然物由来の P-gp 阻

害剤である。Me: methyl 
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HSPs は分子量に従って、HSP 70、HSP 90、

HSP 105 などに分類される 29。HSP 70 およ

び HSP 90 はがん細胞において高発現して

いることが知られている (表 2) 30–35。近年、

HSP 105 が大腸がん 36, 37、膵がん 36, 37、肺が

ん 38 および子宮頸がん 39 などで高発現して

いることが報告されている (表 2)。HSPs 

は抗がん剤によるアポトーシスを抑制する

ことで抗がん剤抵抗性に関与していると

考えられている 29。 

HSPs は熱ショック因子  (Heat Shock 

Factor 1: HSF1) によって制御されている
40, 41。通常、HSF1 は、HSP 70 や HSP 90

などと複合体を形成して不活化されてい

る。細胞が、熱や重金属の暴露などによる

ストレスにさらされると、HSP 70 や HSP 

90 が遊離し、HSF1 は活性化する 40, 41, 42。

活性化した HSF1 は熱ショックエレメン

ト (Heat Shock Element: HSE) に結合し、

HSP 遺伝子の転写を促進する (図 3)43。

抗がん剤抵抗性改善を目的として、HSP 

70 阻害剤 44, 45や HSP 90 阻害剤 46–48が開

発された (図 4、5)。しかしながら、HSP 

90 阻害剤は、HSF1 の活性化、多くの

HSPs の誘導により、がん細胞のストレ

ス抵抗性を亢進させることが問題とな

っている 49–51。そのため、HSP 70 および 

HSP 105 が有望なターゲットとして考

えられており、HSP 70 阻害剤はいくつ

か報告されている (図 4)。HSP 105 は 

siRNA によるノックダウンにより腫瘍

形成抑制が報告されていることから 52、

有望な標的分子であるが、低分子阻害剤

がほとんど見いだされていない。 

 

ファミリー がん種 

HSP 70 膵がん 30、大腸がん 31、胃がん
32など 

HSP 90 悪性黒色腫 33、膵がん 34、 

食道がん 35など 

HSP 105 大腸がん 36,37、膵がん 36,37、肺が

ん 38、子宮頸がん 39など 

表 2 HSPs とがん 

図 3 HSF1/HSP 経路 

通常、細胞へのストレスがないときは、HSF1 は、

HSP 70 や HSP 90 などと複合体を形成して不活

化されている。細胞がストレスにさらされると

HSP 70 や HSP 90 が遊離し、HSF1 は活性化す

る。活性化した HSF1 は HSE に結合し、各種 

HSP 遺伝子の転写を促進する。 

HSP: Heat Shock Protein、HSE: Heat Shock Element、

HSF1: Heat Shock Factor 1 

HSP: Heat Shock Protein 



 

4 
 

 

 

図 4 これまでに報告されている HSP 70 阻害剤の化学構造 

2-phenylethynesulfonamide は最も早く同定された HSP 70 阻害剤である。Azure C および 

methylene blue は HSP 70 の ATPase 活性を阻害する化合物として報告された。Me: methyl 

 

 

 

 

図 5 これまでに報告されている HSP 90 阻害剤の化学構造 

NVP AUY-922 および AT 13387 はイソキサゾールレゾルシノール誘導体である。STA-9090

はトリアゾールレゾルシノール誘導体である。PU-H71 はプリン誘導体である。ベンゾキノン

アンサマイシン誘導体 17-AAG はヒトの臨床試験に使用された最初の HSP 90 阻害剤であ

る。Me: methyl 
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上述したように、P-gp および HSP 等、がん細胞が薬剤耐性を示す原因分子の機能を阻害

する薬剤を細胞障害性抗がん剤と併用することにより、がん治療効果を高め、がんの再発を

効果的に予防できると考えられる。 

これまで、P-gp および HSP 105 の機能阻害では、がん細胞の細胞障害性抗がん剤への感

受性が上昇するものの、細胞増殖抑制や細胞死は引き起こされないことが報告されている 53–

55。このため、P-gp や HSP 105 に対する阻害剤を見出すには、抗がん剤との併用時に、細胞

死を誘導する化合物を探索する必要がある。そこで著者は、抗がん剤との併用時および非併

用時に引き起こされる細胞死に伴う形態変化を観察することで、単独では細胞増殖に影響を

与えず、抗がん剤への感受性を高める物質を効率的に見出せると考えた。本研究では経時的

な形態変化を観察可能であるライブセルイメージング解析を用いて、細胞障害性抗がん剤と

併用することにより、がん細胞の抗がん剤への感受性を増強させる天然有機化合物を探索す

るとともに、その機序解明を行った。 
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本論 

第一章 ナンテンおよびオトギリソウ含有成分の単離および構造決定 

緒言 

ナンテン (Nandina domestica) は日本や中国に分布しているメギ科の常緑低木である 56。中

国では喘息、百日咳、咽頭腫瘍および子宮出血等、様々な疾患の治療に用いられている 56, 57。

含有成分としてはこれまでにアルカロイド 56やフラボノイド 57などが報告されており、アル

カロイド成分の中でも、アポルフィン骨格を有するナンテニンやドメスチンは比較的含有量

が多く 56、1 受容体阻害作用などを示すこと 58が報告されている。 

オトギリソウ (Hypericum erectum) は日本と中国で自生し、500 種近くのオトギリソウ科に

属している。これらの種は、熱帯地域の温暖な地域に分布している 59。オトギリソウ含有成

分が、抗菌や抗ウイルス作用を示すことが報告されている 60–62。一般にセントジョンズワー

トと呼ばれるセイヨウオトギリソウは、抗うつ効果が最もよく知られており 62、その含有成

分として、テルペノイド、フラボノイド、キサントン、ナフトジアントロン、プレニル化アシ

ルフロログルシノールなどが報告されている 63–67。また、特有のかご状多環式構造を有する

プレニル化アシルフロログルシノールも報告されている 68, 69。これらの化合物は、肝保護、免

疫抑制など生物活性を有することが報告されている 61, 66, 70, 71。このようにオトギリソウから、

複数の不斉炭素が存在する複雑な化学構造を有し、様々な生物活性を示す化合物が見出され

ている。 

これらのことから、ナンテンに含有する多様な生物活性を示すアルカロイド成分およびオ

トギリソウより特有かつ複雑な化学構造を有するプレニル化フロログルシノール成分は新規

生体機能性が期待されると考え、抽出および単離を行った。 

 

第一節 ナンテン (N. domestica) 果実含有成分の抽出および単離 

奈良県産ナンテン果実より得られたメタノール (Methanol: MeOH) 抽出エキスを酢酸エチ

ル (ethyl acetate: EtOAc) と H2O で分液し、さらに n-ブタノール (n-Butanol: n-BtOH) と H2O 

で分液し、EtOAc 可溶画分、n-BtOH 可溶画分および H2O 可溶画分を得た。EtOAc 可溶画

分および n-BtOH 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 (octadecylsilyl: ODS) オープンカラムクロマトグラフィーおよび 高速液体ク

ロマトグラフィー (high-performance liquid chromatography: HPLC) により繰り返し分離精製し、

2 種の新規アルカロイド methyl-E- magnolamide (1, 0.000036%)、methyl-Z- magnolamide (2, 

0.00001%)、4 種の新規メガスチグマン配糖体 nandinamegastigmane I (3, 0.00077%)、II (4, 

0.0008%)、III (5, 0.000048 %)、IV (6, 0.000071%) および 8 種の既知化合物 (6S,9S)-roseoside (7, 

0.000022%)72、 (6S,9R)-roseoside (8, 0.000078%)72、 (6R,9R)-9-hydroxy-4-megastigmen-3-one (9, 

0.000016%)73、 (+)-dehydrovomifoliol (10, 0.00001%)74、 loliolide (11, 0.000056%)75、4-O-β-D-

glucopyranosylbenzyl-(E)-3-(3,4-dihydroxyphenyl) acrylate (12, 0.0009%)76 、 4-O-β-D-

glucopyranosylbenzyl-(Z)-3-(3,4-dihydroxyphenyl) acrylate (13, 0.00023%)76、1-p-formylphenyl-6-

caffeoyl-β-D-glucopyranoside (14, 0.00025%)76 を単離し、構造決定した (図 7) 。 



 

7 
 

 

図 7 ナンテン (Nandina domestica) より得られた化合物 (1–14) の化学構造 

ナンテン果実 (5.0 kg) より得られた MeOH 抽出エキス (1160 g, 23.2%) 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 (1–6) について、

NMR などの各種スペクトルデータの解析を行った。既知化合物 (7–14) については、各種ス

ペクトルデータの実測値を文献値と比較することにより同定した。Me: methyl、Glc: -D-

glucopyranosy (Fitoterapia 2021, 154, 105023, Fig. 1 より引用) 

 

第二節 新規成分 (1–6) の化学構造 

Methyl-E-magnolamide (1) は非結晶の粉末として得られ、高分解能電子イオン化質量分析法

(HR-EI-MS) および炭素-13 核磁気共鳴 (13C NMR) スペクトルを解析することにより、分子

式 C21H26N2O5 を有することが明らかになった。また、EI-MS において、分子イオンピークが 

m/z 386 [M]+ に観察された。さらに、1 についてプロトン核磁気共鳴 (1H NMR) および 13C 

NMR スペクトル  (表  3) の詳細な解析を行ったところ、その  NMR スペクトルは

magnolamide group77 と高い一致を示した。そのため、2-ヒドロキシメチル-5-ホルミルピロー

ル [ H 6.18 (d, J = 4.1, H-3)、6.88 (d, J = 4.1, H-4)、4.40 (s, H-6)、9.35 (s, H-7) ]、1,4-ブタンジア

ミン [ H 4.26 (t-like, J = 7.5, H-1')、1.69 (t-like, J = 7.5, H-2')、1.50 (t-like, J = 7.5, H-3')、3.22 

(overlapped, H-4')、フェルラミド [ H H 7.02 (d, J = 2.1, H-2'')、6.69 (d, J = 8.3, H-5'')、6.92 (dd, J 

= 2.1, 8.3, H-6'')、7.32 (d, J = 15.2, H-7'')、6.31 (d, J = 15.2, H-8'')、3.79 (s, H-3''-OMe)、メトキシ

基  [ H (s, H-6-OMe)] の存在が示唆された。1 の平面構造を異種核多結合コヒーレンス 
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(heteronuclear multiple bond coherence: HMBC) スペクトル (Fig. 2) の詳細な解析より決定した。

すなわち、HMBC 相関が  H-1'/C-5 と  H-4'/C-9'' と  H-8''/C-9'' と  H-3''-OMe/C-3'' と  H-6-

OMe/C-6 との間に観測された。これらの相関関係から、メトキシ基が C-6 位置にあり、フェ

ルラミド部分がアミド結合によって C-4' 位に結合していることが示唆された。1 の C-7'' 位

の幾何異性は、核オーバーハウザー分光法 (nuclear overhauser effect spectroscopy: NOESY) ス

ペクトルおよび H-7'' と H-8'' 間の 1H NMR スペクトルの結合定数 (J =15.2 Hz) により、E 

配置であると決定した (図 8)。以上の結果により、methyl-E- magnolamide (1) の化学構造は、

図 7 に示したものであると決定した。  

Methyl-Z- magnolamide (2) は非結晶の粉末として得られ、HR-EI-MS および 13C NMR スペ

クトルを解析することにより、分子式 C21H26N2O5 を有することが明らかになった。EI-MS に

おいては、分子イオンピークが m/z 386 [M]+ に観察された。さらに、2 についてプロトン核

磁気共鳴 (1H NMR) および 13C NMR スペクトル (表 3) の詳細な解析を行ったところ、そ

の NMR スペクトルは magnolamide group77 および 1 と高い一致を示した。そのため、2-ヒ

ドロキシメチル-5-ホルミルピロール [ H 6.17 (d, J = 4.1, H-3)、6.88 (d, J = 4.1, H-4)、4.37 (s, H-

6)、9.31 (s, H-7) ]、1,4-ブタンジアミン [ H 4.21 (t-like, J = 7.6, H-1')、1.61 (m, H-2')、1.44 (m, H-

3')、3.21 (m, H-4')、3.22 (overlapped, H-4')、フェルラミド [ H 7.24 (d, J = 2.0, H-2'')、6.61 (d, J 

= 8.2, H-5'')、6.82 (dd, J = 2.0, 8.2, H-6'')、6.51 (d, J = 12.4, H-7'')、5.73 (d, J = 12.4, H-7'')、3.71 (s, 

H-3''-OMe) ]、メトキシ基 [ H (s, H-6-OMe)] の存在が示唆された。2 の平面構造を HMBC ス

ペクトル (図 8) の詳細な解析より決定した。すなわち、HMBC 相関が H-1'/C-5 と H-4'/C-

9'' と H-8''/C-9'' と H-3''-OMe/C-3'' と H-6-OMe/C-6 との間に観測された。これらの相関関係

から、メトキシ基が C-6 位置にあり、フェルラミド部分がアミド結合によって C-4' 位に結

合していることが示唆された。2 の C-7'' 位の幾何異性は、NOESY スペクトルおよび H-7'' 

と H-8'' 間の 1H-NMR スペクトルの結合定数 (J =12.4 Hz) により、Z 配置であると決定した 

(図 8)。以上の結果により、methyl-Z-magnolamide (2) の化学構造は、図 7 に示したものであ

ると決定した。  

Nandinamegastigmanes I (3) は正の旋光性 ([]D
25 +51.3 in MeOH) を示す、無色の非結晶個

体として得られた。高分解能エレクトロスプレーイオン化質量分析法 (HR-ESI-MS) および 

13C NMR スペクトルを解析することにより、分子式 C20H32O8 を有することが明らかになっ

た。ESI-MS において、擬似分子イオンピークが m/z 423 [M+Na]+ に観察された。さらに、3 

について 1H および 13C NMR スペクトル (表 4) の詳細な解析を行ったところ、その NMR 

スペクトルは 9 位の炭素原子付近が roseoside78 と高い一致を示した。3 の C-7 位の幾何異

性は NOESY スペクトルおよび H-7 と H-8 間の 1H NMR スペクトルの結合定数 (J =15.1 

Hz) により、E 配置であると決定した (図 8)。次に、3 を 20% aqueous H2SO4-1,4-dioxane で

酸加水分解し、D-glucose を得た。D-glucose は、tolylthiocarbamoyl thiazolidine へと誘導され、

HPLC の保持時間を標品と比較することにより同定した 79。6 位の絶対立体配置は電子円二

色性 (electronic circular dichloism: ECD) スペクトルの測定値と理論計算値を比較することに

より決定した。3 の酵素による加水分解により得られた 3a の ECD スペクトル実測値を 3b

の ECD スペクトル理論計算値と比較した (図 9)。また、ECD スペクトル理論計算値のため
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に設計した 3b の化学構造は 3a のスペクトルと同じであると仮定し、解析した結果、3 の 

C-6 位の絶対立体配置は S であると決定した。以上の結果より、nandinamegastigmanes I (3) 

の化学構造は、図 7 に示したものであると決定した。 

Nandinamegastigmanes II (4) は正の旋光性 ([]D
25 +36.7 in MeOH) を示す、無色の非結晶個

体として得られた。HR-ESI-MS および 13C NMR スペクトルを解析することにより、分子式 

C20H32O8 を有することが明らかになった。ESI-MS において、擬似分子イオンピークが m/z 

423 [M+Na]+ に観察された。さらに、4 について 1H および 13C NMR スペクトル (表 4) の

詳細な解析を行ったところ、その NMR スペクトルは 9 位の炭素原子付近が roseoside78 お

よび 3 と高い一致を示した。4 の C-7 位の幾何異性は NOESY スペクトルおよび H-7 と 

H-8 間の 1H-NMR スペクトルの結合定数 (J =9.7 Hz) により、Z 配置であると決定した (図 

8)。構成糖および絶対立体配置の決定は、上記 3 と同様の方法を用いた。すなわち、次に、

4 を  20% aqueous H2SO4-1,4-dioxane で酸加水分解し、D-glucose を得た。D-glucose は、

tolylthiocarbamoyl thiazolidine へと誘導され、HPLC の保持時間を標品と比較することにより

同定した 79。6 位の絶対立体配置は ECD スペクトルの測定値と理論計算値を比較すること

により決定した。4 の酵素による加水分解により得られた 4a の ECD スペクトル実測値を 

3b の ECD スペクトル理論計算値と比較した。4 から得られた 4a の ECD スペクトルは同

様の cotton 効果 [242.4 nm ( +15.5) ] が観察された。この結果より、4 の C-6 位の絶対立

体配置は S であると決定した。以上の結果より、nandinamegastigmanes II (4) の化学構造は、

図 7 に示したものであると決定した。 

Nandinamegastigmane III (5) は正の旋光性 ([]D
25 +7.4 in MeOH) を示す、無色の非結晶個体

として得られた。HR-ESI-MS および 13C NMR スペクトルを解析することにより、分子式 

C20H32O8 を有することが明らかになった。ESI-MS において、擬似分子イオンピークが m/z 

423 [M+Na]+ に観察された。さらに、5 について 1H および 13C NMR スペクトル (表 4) の

詳細な解析を行ったところ、その NMR スペクトルは C-7、8、9、10、11 位を除き、3 およ

び 4 と高い一致を示した。そのため、側鎖のメチレン基 [ H 2.49 (m, H-7a)、2.65 (overlapping, 

H-7b) ]、オレフィン基 [ C 124.5 (C-8) および 135.4 (C-9) ]、酸素官能基に結合したメチレン

基 [ H 4.01 (d, J = 8.2, H-10a)、 H 4.17 (d, J = 8.2, H-10b) ]、メチル基 [ H 1.65 (s, H-11) ] の存

在が示唆された。上述の分析結果より、3 と 5 は側鎖上の二重結合の位置が異なる化合物で

あることが明らかになった。上記の二重結合の位置は、H-10/C-9 と H-11/C-8 と H-11/C-9 と 

H-11/C-10 との間に観測された HMBC 相関より、C-8/C-9 であると決定された (図 8)。次に、

5 を 20% aqueous H2SO4−1,4-dioxane で酸加水分解し、3 および 4 と同様に、D-glucose を得

た。最後に、5 の C-6 位の絶対立体配置は 3 および 4 と同様であると推測した。以上の結

果より、nandinamegastigmanes III (5) の化学構造は、図 7 に示したものであると決定した。 

Nandinamegastigmane IV (6) は正の旋光性 ([]D
25 +62.8 in MeOH) を示す、無色の非結晶個体

として得られた。HR-ESI-MS および 13C NMR を解析することにより、分子式 C21H32O8 を

有することが明らかになった。1H 、13C および 2D NMR スペクトル (表 4) の詳細な解析を

行い、6 の化学構造は 図 7 に示したものであると決定した。この化合物の化学構造は MS 

分析のみによる構造推定が以前の報告 80に記載されているため、NMR や MS スペクトルな
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どについて記載した。化学構造は、他の新規化合物 (1–5) と同様の手法で決定した。 

 

図 8 新規化合物 (1–6) の 2D NMR の相関図  

新規化合物 (1–6) について、HMBC および DQF-COSY 相関の解析を行った。また、新規化

合物 (1–6) の幾何異性については 1H-NMR スペクトルの結合定数および NOESY 相関の

解析を行った。Me: methyl、HMBC: heteronuclear multiple bond coherence、NOESY: nuclear 

overhauser effect spectroscopy、DQF(-COSY): double-quantum filter (-correlated spectroscopy) 

(Fitoterapia 2021, 154, 105023, Fig. 2 より引用) 
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表 3.  Methyl-E- magnolamide (1) および methyl-Z- magnolamide (2) の 13C NMR (150 MHz) 

および 1H NMR (600 MHz) スペクトル  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

スペクトルは CD3OD を用いて測定。 

(Fitoterapia 2021, 154, 105023, Table 1 より引用) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Position 1  2  

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

2 142.0  140.9  

3 112.9 6.18 (d, 4.1)  112.9 6.17 (d, 4.1)  

4 126.0 6.88 (d, 4.1)  126.0 6.88 (d, 4.1)  

5 133.8  133.8  

6 66.4 4.40 (s)  66.4 4.37 (s)  

7 181.1 9.35 (s)  181.1 9.31 (s)  

1' 46.2 4.26(t-like, 7.5)  46.2 4.21(t-like, 7.6)  

2' 29.8 1.69 (t-like, 7.5)  29.8 1.61 (m)  

3' 27.7 1.50(t-like, 7.5)  27.4 1.44 (m)  

4' 40.0 3.22(over lapped 

solvent signal)  

39.9 3.21 (m)  

1'' 128.2  128.5  

2'' 111.5 7.02 (d, 2.1)  113.8 7.24 (d, 2.0)  

3'' 149.3  148.5  

4'' 149.9  148.5  

5'' 116.5 6.69 (d, 8.3)  115.8 6.61 (d, 8.2)  

6'' 123.2 6.92 (dd, 2.1, 8.3)  124.8 6.82 (dd, 2.0, 8.2)  

7'' 141.0 7.32 (d, 15.2)  138.1 6.51 (d, 12.4)  

8'' 118.7 6.31 (d, 15.2)  121.7 5.73 (d, 12.4)  

9'' 169.2  170.4  

6-OMe 58.2 3.24 (s)  58.1 3.24 (s)  

3''-OMe 56.4 3.79 (s)  56.4 3.71 (s)  
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図 9 3a の実験 ECD スペクトルと 3b および ent-3b の理論計算 ECD スペクトルの比較 

3 の酵素による加水分解により得られた 3a の ECD スペクトルを測定した。次に、3a の 

ECD スペクトル実測値を ECD スペクトル理論計算値のために設計した 3b の 理論計算

ECD スペクトルと比較した。3b の理論計算 ECD スペクトルは、242 nm 付近に正の Cotton 

効果を示した 3a の ECD スペクトルをよく再現した。exptl: experimental、calcd: calculated 

(Fitoterapia 2021, 154, 105023, Fig. 3 より一部改変して引用) 

 

 

 

  

3a (exptl)  

3b (calcd)  

ent-3b (calcd)  
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表 4. Nandinamegastigmanes I–IV (3–6) の 13C NMR (150 MHz) および 1H NMR (600 MHz) 

スペクトル 

スペクトルは CD3OD を用いて測定。 

(Fitoterapia 2021, 154, 105023, Table 2 より引用) 

 

Position 3  4  5  6  

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

1 42.5  42.5  42.3  42.7  

2 
50.8 

 

 1.97 (d, 17.2)  

 2.51 (m)  

50.1 

 

 2.10 (d, 16.5)  

 2.49 (d, 16.5)  

50.5 

 

 2.10 (d, 17.2)  

 2.6 (over lapping)  

50.7 

 

 2.08 (d, 17.2)  

 2.3 (d, 17.2)  

3 201.8  201.5  201.1  201.2  

4 127.2 5.79 (s)  127.1 5.87 (s)  127.2 5.83 (s)  127.1 5.80 (s)  

5 167.7  167.7  170.3  167.3  

6 80.4  80.3  79.7  80.4  

7 131.0 5.54 (d, 15.1)  130.9 5.67 (d, 9.7)  36.5 
 2.49 (m)  

 2.65 (m)  
130.0 5.71 (d, 15.8)  

8 
135.6 

 

5.49 (dd, 7.6, 

15.1)  
135.5 5.68 (m)  124.5 5.59 (t, 7.6)  135.7 6.26 (d, 15.8)  

9 38.2 2.47 (m)  38.7 2.58 (m)  135.4  137.5  

10 

74.9 

 

 

 3.31  

 (dd, 6.2, 8.9)  

 6.67  

 (t-like, 8.9)  

75.2 

 

 

 3.77 

 (dd, 8.9, 6.2)  

 3.44  

 (dd, 6.8, 8.9)  

75.5 

 

 

 4.01 (d, 8.2)  

 4.17 (d, 8.2)  

 

129.4 

 

 

5.61 (d, 7.6)  

 

 

11 17.3 0.94 (d, 6.9)  17.3 1.05 (d, 6.2)  14.4 1.65 (s)  

66.4 

 

 

 4.28  

 (dd, 7.6, 12.8)  

 4.40 

  (dd, 7.6, 12.8)  

12 23.5 0.93 (s)  23.4 1.02 (s)  24.9 0.99 (s)  13.0 1.73 (s)  

13 24.5 0.92 (s)  24.5 1.01 (s)  24.2 1.09 (s)  23.5 0.95 (s)  

14 19.8 1.82 (s)  19.7 1.91 (s)  21.2 2.00 (s)  24.6 0.91 (s)  

15       19.6 1.81 (s)  

1' 104.2 4.13 (d, 7.6)  104.4 4.23 (d, 8.2)  102.8 4.17 (d, 8.2)  103.2 4.18 (d, 8.2)  

2' 75.2 3.04 (t, 7.6)  75.2 3.15 (t, 8.2)  75.1 3.15 (t, 8.2)  75.1 3.08 (t, 8.2)  

3' 78.0 3.13 (m)  78.0 3.26 (m)  77.9 3.18 (m)  78.1 3.19 (m)  

4' 71.7 3.15 (m)  71.7 3.24 (m)  71.7 3.22 (m)  71.7 3.17 (m)  

5' 78.2 3.23 (m)  78.2 3.32 (m)  78.1 3.31 (m)  78.1 3.16 (m)  

6' 

62.8 

 

 

 3.53 (dd, 4.8, 

11.6)  

 3.74 (dd, 1.2, 

11.6)  

62.8 

 

 

 3.63 (dd, 5.5, 

12.4)  

 3.84 (dd, 1.2, 

12.4)  

62.8 

 

 

 3.63 (dd, 5.5, 11.7)  

 3.83 (dd, 1.2, 11.7)  

 

62.8 

 

 

 3.56 (dd, 5.6, 

12.0)  

 3.76 (d-like, 

12.0)  
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第三節 オトギリソウ (H. erectum) 全草含有成分の抽出および単離 

青森県産オトギリソウ全草より得られた MeOH 抽出エキスを EtOAc と H2O で分液し、

さらに n-BtOH と H2O で分液し、EtOAc 可溶画分、n-BtOH 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 ODS 

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、4 種の新規化

合物  (+)-erectumol I (15a, 0.0027%)、 (-)-erectumol I (15b, 0.0018%)、 (-)-erectumol II (16a, 

0.00077%) および (+)-erectumol II (16b, 0.00076%) を単離し、構造決定した (図 10)。 

 

 

 

図 10 オトギリソウ (Hypericum erectum) より得られた化合物 (15a、15b、16a および 16b) 

の化学構造 

オトギリソウ全草 (7.5 kg) より得られた MeOH 抽出エキス (1150 g、15.3%) 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 (15a、15b、

16a および 16b) ついて、NMR などの各種スペクトルデータの解析や X 線結晶構造解析を

行った。(Fitoterapia 2022, 156, 105097, Fig. 1 より引用) 
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第四節 新規成分 (15a、15b、16a および 16b) の化学構造 

Erectumol I (15) は旋光性を示さない、無色の板状結晶として得られた。HR-EI-MS および 

13C NMR スペクトルを解析することにより、分子式 C25H34O6 を有することが明らかになっ

た。また、EI-MS において、分子イオンピークが m/z 430 [M]+ に観察された。さらに、15 の 

1H および 13C NMR スペクトル (表 5) の詳細な解析を行ったところ、その NMR スペクトル

はフロログルシノール類と高い一致を示した。そのため、カルボニル基 {6 つの四級炭素 [ C 

169.2 (C-1)、65.2 (C-2)、164.2 (C-3)、125.8 (C-4)、183.0 (C-5)、122.3 (C-6) ]}、2-メチル-2-ブテ

ン {2 つのメチル基 [ H 1.63 (s, H-20)、1.68 (s, H-21) ]、メチレン基 [ H 2.95 (dd, J = 7.6, 14.0, 

H-17a)、2.96 (dd, J = 7.6, 14.0, H-17b) ]、オレフィン基 [ C 121.7 (C-18)、131.5 (C-19) ]}、イソ

酪酸基 {2 つのメチル基 [ H 1.28 (d, J = 6.9, H-3')、1.25 (d, J = 6.9, H-4') ]、メチン基 [ H 2.80 

(sep, J = 6.9, H-2') ] およびカルボニル炭素 [ C 175.2 (C-1') ]} に加え、メバロン酸経路由来で

あると推測される 10 の炭素 (C-7–C-16) の存在が示唆された。これらの上記の官能基が結合

するすべての位置は、フロログルシノール類の四級炭素に対応していたため、2D NMR スペ

クトルによる平面構造の決定が困難であった。15 の結晶化を試みたところ、MeOH 水溶液中

にて良質な結晶が得られた。そのため、得られた結晶について X 線結晶構造解析 (CCDC 

2109591) を行い、化学構造が図 10 に示したものであると決定した。X 線結晶構造解析の結

果 (図 11) より、15 が三環化プレニル化フロログルシノール類であることが明らかになった。

相対立体配置は DQF-COSY、HMBC および NOESY スペクトルの解析や X 線結晶構造解

析により決定した (図 11 および 12)。すなわち、HMBC 相関が H-7/C-2 と H-8/C-2 と H-

13/C-2 と H-10/C-8、9、11 と H-15/C-13、14 と H-17/C-1、5、6 との間に観測されたことか

ら、2-メチル-2-ブテンは C-6 に結合していることが明らかになった(図 12)。また、NOESY 

相関が H-7/H-8 、H-8  /H-10、H-7/H-16 との間に観測されたことから、H-7、C-10 および 

C-16 は分子の同一側面に位置していることが明らかになった (図 12)。また、H-12/H-15 に

おいても NOESY 相関が観測されたことから C-12 および C-15 が同一側面に位置してい

ることも示している (図 12)。X 線結晶構造解析により、15 はエナンチオマーの混合物であ

るということが明らかになった。そこで、このラセミ混合物を HPLC により {YMC CHIRAL 

ART Amylose-C (250×4.6 mm i.d.)、(+) -erectumol I (15a、[]D
25 +45.4 in MeOH) および (-) -

erectumol I (15b、[]D
25 -53.1 in MeOH) を単離した。15a と 15b の 1H NMR スペクトルおよ

び HR-EI-MS は同一のものであった。しかしながら、ECD スペクトルはそれぞれの化合物で

逆のコットン効果を示した。そのため、15a および 15b の絶対立体配置は ECD スペクトル

の測定値と理論計算値を比較することにより決定した (図 13)。(2S、7R、9R、13S) の立体の 

ECD スペクトル理論計算値は 15a の実測値と同様であり、(2R、7S、9S、13R) の立体の ECD 

スペクトル理論計算値は 15b の実測値と同様であった。以上の結果より、(+) -erectumol I (15a) 

および (-) -erectumol I (15b) の化学構造は、図 10 に示したものであると決定した。 

Erectumol II (16) は旋光性を示さない、無色の板状結晶として得られた。HR-EI-MS および 

13C—NMR スペクトルを解析することにより、分子式 C25H34O6 を有することが明らかになっ

た。また、EI-MS において、分子イオンピークが m/z 430 [M]+ に観察された。16 の 1H、13C 

NMR スペクトル (表 5) の詳細な解析を行ったところ、その NMR スペクトルは 2 と高い
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一致を示した。そのため、カルボニル基 {6 つの四級炭素 [ C 160.5 (C-1)、65.4 (C-2)、171.8 

(C-3)、114.9 (C-4)、182.4 (C-5)、131.5 (C-6) }、2-メチル-2-ブテン {2 つのメチル基 [ H 1.64 (s, 

H-20)、1.69 (s, H-21) ]、メチレン基 [ H 2.91 (dd, J = 7.8, 14.1, H-17a)、2.97 (dd, J = 7.8, 14.1, H-

17b) ]、オレフィン基 [ C 121.6 (C-18)、131.3 (C-19) ]}、イソ酪酸基 {2 つのメチル基 [ H 1.28 

(d, J = 7.2, H-3')、1.26 (d, J = 7.2, H-4') ]、メチン基 [ H 2.80 (sep, J = 7.2, H-2') ] およびカルボ

ニル炭素 [ C 175.1 (C-1') ]} に加え、メバロン酸経路由来であると推測される 10 の炭素 (C-

7–C-16) の存在が示唆された。これらの上記の官能基が結合位置は、X 線結晶構造解析 

(CCDC 2109606) により決定した (図 11)。以上の解析結果より示された化学構造は、2-メチ

ル-2-ブテンおよびイソ酪酸基の結合部位を除いて、15 とほぼ同様のものであった。HMBC 相

関が H-7/C-2 と H-8/C-2 と H-13/C-2 と H-10/C-8、9、11 と H-15/C-13、14 と H-17/C-1、5、6

との間に観測されたことからも X 線結晶構造解析の結果が確からしいものであることを支

持している (図 12)。また、NOESY 相関が H-7/H-8 、H-8  /H-10、H-7/H-16 との間に観測

されたことから、H-7、C-10 および C-16 は分子の同一側面に位置しており、H-12/H-15 にお

いても NOESY 相関が観測されたことから C-12 および C-15 が同一側面に位置している

ことが示唆された  (図  12)。次に、ラセミ混合物を  HPLC により  {YMC CHIRAL ART 

Amylose-C (250×4.6 mm i.d.)、(-) -erectumol II (16a、[]D
25 -39.4 in MeOH) および (+) -erectumol 

II (16b、[]D
25 +34.0 in MeOH) を単離した。そのため、16a および 16b の絶対立体配置は ECD 

スペクトルの測定値と理論計算値を比較することにより決定した (図 13)。(2R、7R、9R、13S) 

の立体の ECD スペクトル理論計算値は 16a の実測値と同様であり、(2S、7S、9S、13R) の

立体の ECD スペクトル理論計算値は 16b の実測値と同様であった。以上の結果より、(-)-

erectumol II (16a) および (+) -erectumol II (16b) の化学構造は、図 10 に示したものであると

決定した。 

 

図 11 rectumols I および II (15 および 16) の ORTEP 図 

Erectumols I および II (15 および 16) について、X 線結晶構造解析を行った。 

(Fitoterapia 2022, 156, 105097, Fig. 2 より引用) 
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図 12 Erectumols I および II (15 および 16) の 2D NMR の相関図 

Erectumols I および II (15 および 16) について、HMBC および DQF-COSY 相関の解析を行

った。また、erectumols I および II (15 および 16) の相対立体配置については、NOESY 相関

の解析を行った。(Fitoterapia 2022, 156, 105097, Fig. 3 より引用) 
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図 13 化合物 (15a、15b、16a および 16b) 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) 化合物 (15a、15b、16a および 16b) の ECD スペクトルを測定し、理論計算

ECD スペクトルと比較した。exptl: experimental、calcd: calculated  

(Fitoterapia 2022, 156, 105097, Fig. 4 より一部改変して引用) 

 

A 
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表 5 Erectumols I および II (15 および 16) 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。 

(Fitoterapia 2022, 156, 105097, Table 1 より引用) 

 

Position 15  16  

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

1 169.2  160.5  

2 65.2  65.4  

3 164.2  171.8  

4 125.8  114.9  

5 183.0  182.4  

6 122.3  131.5  

7 33.8 2.43 (m)  34.0 2.45 (m)  

8 
33.8 

 

 2.38 (m)  

 1.58 (dd, 2.8, 13.7)  

33.7 

 

 2.39 (m)  

 1.58 (dd, 2.4, 13.5)  

9 78.6  77.9  

10 27.9 1.37 (s)  28.2 1.41 (s)  

11 
36.4 

 

 1.83 (d-like, 13.7)  

 1.41 (m)  

36.4 

 

 1.80 (dd, 3.0, 13.8)  

 1.44 (m)  

12 21.0 1.54 (m)  21.1 1.56 (m)  

13 41.1 1.58 (m)  41.5 1.66 (m)  

14 85.9  86.9  

15 24.2 1.19 (s)  24.6 1.17 (s)  

16 29.0 1.52 (s)  28.8 1.50 (s)  

17 
22.0 

 

 2.95 (dd, 7.6, 14.0)  

 2.96 (dd, 7.6, 14.0)  

21.5 

 

 2.91 (dd, 7.8, 14.1)  

 2.97 (dd, 7.8, 14.1)  

18 121.7 5.03 (t, 7.6)  121.6 5.05 (t, 7.8)  

19 131.5  131.3  

20 25.6 1.63 (s)  25.7 1.64 (s)  

21 17.8 1.68 (s)  17.8 1.69 (s)  

1' 175.2  175.1  

2' 33.5 2.80 (sep, 6.9)  33.6 2.73 (sep, 7.2)  

3' 19.1 1.28 (d, 6.9)  19.0 1.21 (d, 7.2)  

4' 18.8 1.25 (d, 6.9)  18.9 1.26 (d, 7.2)  
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考察 

既知の P-gp 阻害剤や HSP 阻害剤の化学構造中に窒素原子が含まれていることから (図 

4、5)、アルカロイド成分の探索を目的とし、ナンテン (Nandina domestica) の EtOAc 可溶画

分から新規ピロールアルカロイド methyl-E- magnolamide (1) および methyl-Z- magnolamide 

(2) を単離し、構造決定した。本化合物の類縁体としてはサジオモダカ (Alisma plantago-

aquatica) などから単離された magnolamide が報告されており 77,81,82、生物活性として NO 産

生抑制作用が報告されている 81,82。加えて、1 および 2 の生合成経路について考察した。1 お

よび 2 が有する含窒素複素環骨格はメイラード反応によって形成されることが報告されてい

る 83, 84。すなわち、グルコースから 3-デオキシ-D-グルコソン(3-deoxy-D-glucosone: 3-DG) が

生成し、生成した 3-DG とプトレスシン 85 が縮合することで 2-ヒドロキシ-5-ホルミルピロ

ールが形成される 83, 84。その後、2-ヒドロキシ-5-ホルミルピロールが植物内においてケイヒ

酸モノリグノール経路により生成するフェルラ酸 86 と縮合することで magnolamide が生合

成した 87と考察した。1 および 2 は、αβ 不飽和カルボニル構造を有しており、マイケルアク

セプターであると考えられる 88。一部のマイケルアクセプターとして機能する αβ 不飽和カ

ルボニル構造を有する化合物は、生体内のタンパク質などと非特異的に共有結合することに

よる毒性を示すことが報告されている 89。しかしながら、1 および 2 は、αβ 不飽和カルボニ

ル構造の周囲に芳香環やアミド構造が存在するため、共鳴構造をとることができ、電子不足

が軽減されるのではないかと考えられる。 

また、n-BtOH 可溶画分から新規メガスチグマン配糖体 nandinamegastigmane I–IV (3–6) を

単離し、構造決定した。新規配糖体成分の絶対立体配置の決定を目的として、3 を加水分解

することにより、誘導体 3a を得た。次に、3a の ECD スペクトルの測定で正のコットン効

果が得られた。しかしながら、ECD スペクトル理論計算を行うにあたり、9 位の炭素原子上

のメチル基の配座が固定されていないため、理論計算スペクトルを求めることが困難であっ

た。新規配糖体成分は環状構造上のケトン基を発色団とするため、鎖状構造上の 9 位の水素

原子のメチル化を行ってもコットン効果に与える影響は少ないのではないかと考えた。そこ

で、9 位の水素原子をメチル基へと置換した 3b と 3a のスペクトルを比較することで絶対

立体配置を決定することとした。3b の理論計算 ECD スペクトルは、242 nm 付近に正の 

Cotton 効果を示し、3a の ECD スペクトルをよく再現した。このことから、新規配糖体成分

の 6 位の絶対立体配置が S であることを明らかにした。高等植物における二次代謝産物の

修飾反応としての配糖化は、plant secondary product glycosyltransferase (PSPG) と総称される糖

転移酵素によって触媒される 90。PSPG による糖転移反応は、様々な糖が供与体基質となり得

ること、アクセプター基質の酸素原子をはじめとする種々の原子に糖を結合し得ること、糖

は monoglycoside を生成するだけでなく、oligoglycoside を生成することなどから二次代謝産

物を生み出す上で最も重要な役割を果たしている 90。このことから、新規配糖体成分につい

て、glucose が単独で結合するもの以外の新規化合物の存在が推察される。 

オトギリソウ (H. erectum) の EtOAc 可溶画分から、4 種の新規プレニル化フロログルシ

ノール (+)-erectumol I (15a)、(-)-erectumol I (15b)、(-)-erectumol II (16a) および (+)-erectumol II 

(16b) を単離し、構造決定した。植物に存在するアセチル CoA カルボキシラーゼ (acetyl-CoA 
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carboxylase: ACC) により、アセチル CoA から生成した 3 分子のマロニル CoA と 1 分子の

アセチル CoA を出発原料とし、フロログルシノールが生成する。ジメチルアリルトランスフ

ェラーゼによりジメチルアリル 2 リン酸とイソペンテル 2 リン酸 (dimethylallyl diphosphate: 

DPP) よりゲラニル 2 リン酸やイソペンテル 2 リン酸 (isopentenyl diphosphate: IPP) がフロ

ログルシノールに縮合を繰り返す。その後、酵素による立体選択的な反応ではなく、化学的

な環化反応が進行することで erectumol が生成するものと考察した (図 14)。本研究で得られ

た新規プレニル化フロログルシノール類の架橋構造はエンドおよびエキソ構造の双方が等量

得られたため、最終的な閉環反応は化学的な反応であると考察しているが、アルテミシニン

などにおいて報告されるように酵素反応による可能性も考えられるため、生合成に関するさ

らなる検討が必要である。 

 

図 14 オトギリソウより得られた新規プレニル化フロログルシノール類の推定生合成経路 

3 分子のマロニル CoA からの縮合反応によりフロログルシノールが生成する。DPP や IPP が

生成したフロログルシノールに縮合を繰り返す。その後、環化反応が進行することで erectumol 

が生成するものと推察した。DPP: dimethylallyl diphosphate、IPP: isopentenyl diphosphate 
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小括 

多様な生物活性を示すアルカロイドの含有が報告されているナンテン (Nandina domestica) 

および特有かつ多様な環化構造を形成するプレニル化フロログルシノールを含有するオトギ

リソウ (Hypericum erectum) について含有成分の探索を行った。 

ナンテン (N. domestica) 果実より得られた EtOAc 可溶画分について各種カラムクロマト

グラフィーにより繰り返し分離精製し、2 種の新規ピロールアルカロイド  methyl-E- 

magnolamide (1) および methyl-Z- magnolamide (2) を単離し、構造決定した。また、配糖体成

分を得ることを目的として、n-BtOH 可溶画分について各種カラムクロマトグラフィーを用

いて精製したところ、4 種の新規メガスチグマン配糖体 nandinamegastigmane I–IV (3–6) を単

離し、それらの化学構造を NMR をはじめとする各種スペクトル解析および構成糖の加水分

解の結果をもとに明らかにした。なお、メガスチグマン配糖体の立体配置は、NOESY スペク

トルの解析および ECD スペクトル理論計算値と実測値との比較により、絶対立体配置を決

定した。 

オトギリソウ (H. erectum) 全草より得られた EtOAc 可溶画分について各種カラムクロマ

トグラフィーにより繰り返し分離精製し、4 種の新規プレニル化フロログルシノール (+)-

erectumol I (15a)、(-)-erectumol I (15b)、(-)-erectumol II (16a) および (+)-erectumol II (16b) を単

離し、構造決定した。15 および 16 は、それぞれエナンチオマー混合物として得られたため、

各種 NMR スペクトル解析および X 線結晶構造解析により、その平面構造および相対立体

配置を決定した。15 および 16 の立体配置は、キラルカラムを用いた光学分割後、ECD スペ

クトル理論計算値と実測値との比較により、各光学活性体の絶対立体配置を決定した。 
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第二章 ナンテンおよびオトギリソウ含有成分等の抗がん剤感受性増強作用評価 

緒言 

抗がん剤感受性増強評価において用いる抗がん剤は、多くのがん種の治療に使用されてい

る ADR を選択した。ADR は低濃度ではがん細胞の細胞分裂を停止させ、高濃度では致死作

用を示し、がん細胞にアポトーシスを誘導することが知られている。ADR の作用増強作用を

示す化合物はケルセチン 91, 92 などが報告されている。しかしながら、ケルセチンはがん細胞

増殖抑制作用、細胞死誘導作用、抗酸化作用など様々な作用を有することから 93、副作用の

発現が予想されるため，臨床応用には至っていない。そのため、本研究では、抗がん剤感受

性増強作用を有する化合物を効率的に見出すことを目的として、単独ではがん細胞へ影響を

与えることなく、化合物と ADR との併用処理において ADR の作用増強作用を示す化合物

を探索することとした。そこで本章では、本研究で標的とする P-gp の発現 94および HSP105 

の発現 39が報告されている HeLa 細胞を用い、抗がん剤感受性増強作用評価を行った (図 15)。

化合物の抗がん剤感受性増強作用は、観察した ADR によるアポトーシス様細胞死を指標と

し、24 時間ライブセルイメージング解析を用いて評価した (図 15)。ADR は 1.7 μM の低濃

度処理において細胞増殖抑制作用を示した一方で、細胞死は引き起こされなかった。このこ

とから、本濃度を被験化合物との併用濃度と、ADR 単独処置群と併用群における死細胞数を

比較検討した。 
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図 15  抗がん剤感受性増強作用の評価における ADR単独処理時の細胞増殖抑制および細胞

死誘導作用  

(A) 実験の流れを示す。(B および C) 3×103個/well の HeLa 細胞を 96 穴プレートに播種し

た。細胞は播種してから 24 時間後に 1.7、3.4 µM の ADR または DMSO を処理し、24 時

間細胞をタイムラプスイメージングで観察した。(B) 観察した有糸分裂期移行細胞 (白矢頭) 

および死細胞 (赤矢頭) の写真を示す。(C) グラフは有糸分裂期移行細胞 (白棒) および死細

胞 (赤棒) の割合を求め、それぞれの割合を 3 回の実験の平均 + 標準偏差で示した。DMSO: 

dimethyl sulfoxide、h: hours、ADR: Adriamycin (Fitoterapia 2021, 154, 105023, Fig. 5 より一部改

変して引用) 
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第一節 ナンテン (N. domestica) 含有成分等の抗がん剤感受性増強作用評価 

初めに、ナンテンより得られた化合物に 3 および 4 の加水分解により得られた 3a およ

び 4a を加えた、計 16 種の化合物 (1–14) の化合物単独および陽性対照として ADR (0.9、

1.7、3.4 μM) を用いて、被験化合物単独 (60 μM) および低濃度 ADR (1.7 μM) との併用によ

る 24 時間処理した HeLa 細胞へ与える影響を評価した。24 時間処理し、クリスタルバイオ

レット染色を使用し、視覚的に確認した後、細胞生存率を算出した。各種化合物単独では、

細胞毒性は示さなかった (図 16A) が、各種化合物と低濃度 ADR との併用処理は、試験さ

れた濃度で細胞毒性を示し、特に 1 および 2 と低濃度 ADR 併用では、低濃度 ADR 処理

群と比較して、細胞生存率が低下することが示された (図 16B、C)。 

次に、細胞毒性の機序を明らかにするために、ライブセルイメージング解析を行った。す

なわち、被験化合物処理後、24 時間ライブセルイメージング解析を行い、細胞増殖および細

胞死に伴う形態変化を観察することで、有糸分裂期移行細胞および死細胞の割合を計測した。

その結果、コントロール群および被験化合物 (1–14、3a および 4a) 処理 (60 μM) 群では、

ほとんどすべての細胞が 24 時間以内に有糸分裂期に移行したが、ADR 処理群は有糸分裂期

に移行しなかった (図 17A、B)。さらに、低濃度 ADR 処理群 (1.7 μM) においては細胞の約 

70% が生存した。特に、1 および 2 と低濃度 ADR 処理との併用処理群では、ADR 処理によ

る死細胞の割合を有意に増加させた (***P < 0.001) (図 17A、B)。また、1 および 2 は、ほぼ

同程度の ADR の作用増強作用を示した。このことから、C-7'' 位の幾何異性は ADR の作用

増強作用に影響を与えないことが示された。メガスチグマン (3、3a、4 および 4a) において、

糖の部分構造は ADR の作用増強作用を減弱させることがわかった。カフェオイル基を有す

る化合物 (12、13 および 14) は ADR の作用減弱作用を示すことがわかった。上記の結果よ

り、がん細胞の ADR への感受性増強作用を有する物質として、試験化合物の中から 1 およ

び 2 を選択し、ADR の作用増強作用を WST-8 assay により詳細に検討した。その結果、ADR 

を 24 時間処理すると、ADR 単独処理群の IC50 値 : 1.69 ± 0.11 μM と比較して、1 と ADR 

との併用処理群の IC50 : 0.72 ± 0.04 μM (***P < 0.001) および 2 と ADR との併用処理群の IC50 

値 : 0.65 ± 0.08 μM (***P < 0.001) が有意な低下を示すことが明らかになった (図 18 A、B)。 
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図 16 ナンテン (N. domestica) より単離した化合物 (1–14) および誘導体 (3a および 4a) 

の抗がん剤感受性増強作用の評価 

(A– C) 3×103個/well の HeLa 細胞を 96 穴プレートに播種した。細胞は播種してから 24 時

間後に 60 µM の各種化合物 (1–14) 、0.9、1.7、3.4 µM の ADR 単独もしくは各種化合物と

1.7µM の ADR を 24 時間併用処理した。その後、細胞を crystal violet 溶液で 5 分間固定およ

び染色した。(A) 各種化合物または ADR 単独処理した細胞の crystal violet 染色の写真を示し

た。(B)  各種化合物と 1.7µM の ADR を併用処理した細胞の crystal violet 染色の写真を示し

た。(C) 染色後、crystal violet を 595 nm の波長で吸光度を測定し、細胞生存率を計算した。

コントロールの 3 回の吸光度を 100% とし、コントロールに対する各処理群吸光度の割合を

求めた。グラフは 3 回の実験の平均 + 標準偏差を示している。ADR: Adriamycin (Fitoterapia 

2021, 154, 105023, Fig. 4 より一部改変して引用) 
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図 17 ナンテン (N. domestica) より単離した化合物 (1–14) および誘導体 (3a および 4a) 

の抗がん剤抗がん剤感受性増強作用の評価  説明は次ページ 
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(A および B) 3×103 個/well の HeLa 細胞を 96 穴プレートに播種した。細胞は播種してか

ら 24 時間後に 60 µM の各種化合物 (1–14) 、0.9、1.7、3.4 µM の ADR 単独もしくは各種

化合物と 1.7 µM の ADR を併用処理し、24 時間細胞をタイムラプスイメージングで観察し

た。(A) グラフは有糸分裂期移行細胞 (白棒) および死細胞 (赤棒) の割合を求め、それぞれ

の割合を 3 回の実験の平均 + 標準偏差で示した。アスタリスクは Tukey–Kramer 検定から

計算した有意差を示す (***P < 0.001)。(B) 観察した有糸分裂期移行細胞 (白矢頭) および死細

胞 (赤矢頭) の写真を示す。ADR: Adriamycin (Fitoterapia 2021, 154, 105023, Fig. 5 より一部改

変して引用) 
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図 18 化合物 (1 および 2) の ADR の作用増強作用  

(A) 3×103個/well の HeLa 細胞を 96 穴プレートに播種した。細胞は播種してから 24 時間

後に ADR 単独もしくは 60 µM の 1 または 2 を 24 時間処理した。その後、WST-8 から

生成したホルマザンを 450 nm の波長で測定した。コントロールの 3 回の吸光度を 100% と

し、コントロールに対する各処理群の吸光度の割合を求めた。グラフは平均 ± 標準偏差 

(n=3) で示した。(B) IC50 は 3 回の実験の平均 + 標準偏差より計算した。アスタリスクは 

Tukey–Kramer 検定から計算した有意差を示す  (***P < 0.001)。WST-8: [2-(2-methoxy-4-

nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt] IC50: 50% 

inhibition concentration、ADR: Adriamycin (Fitoterapia 2021, 154, 105023, Fig. 4 より一部改変し

て引用) 

 

第二節 オトギリソウ (H. erectum) 含有成分の抗がん剤感受性増強作用評価 

次に、オトギリソウより得られた化合物 (15a–16b) について、ライブセルイメージング解

析による抗がん剤感受性増強作用評価を行った。すなわち、HeLa 細胞を被験化合物単独 (50 

µM) および低濃度 ADR (1.7 µM) との併用下において、24 時間ライブセルイメージング解

析した。その結果、コントロール群および試験化合物 (15a–16b) 処理 (50 μM) 群では、ほと

んどすべての細胞が 24 時間以内に有糸分裂期に移行し、コントロール群と比較して、有糸

分裂期移行細胞および死細胞の割合に影響を与えなかった (図 19)。一方、15b と低濃度 ADR

との併用処理群 (**P = 0.0044) および 16b と低濃度 ADR との併用処理群 (*P = 0.0215) は、

低濃度 ADR 処理群による死細胞の割合を有意に増加させた (図 19)。この結果より、15b お

よび 16b は ADR の作用増強作用を示すことが明らかになった。それらのエナンチオマー 

15a および 16a は、ADR の作用増強作用を示さなかった。 
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図 19 オトギリソウ (H. erectum) より単離した化合物 (15a、15b、16a および 16b) の抗が

ん剤感受性増強作用の評価 

3×103個/well の HeLa 細胞を 96 穴プレートに播種した。細胞は播種してから 24 時間後に 

50 µM の各種化合物 (15a、15b、 16a および 16b)、0.9、1.7、3.4 µM の ADR 単独もしく

は各種化合物 (15a、 15b、16a および 16b) と 1.7µM の ADR を併用処理し、24 時間細胞

をタイムラプスイメージングで観察した。グラフは有糸分裂期移行細胞 (白棒) および死細胞 

(赤棒) の割合を求め、それぞれの割合を平均 + 標準偏差 (n=3) で示した。アスタリスクは

Dunnet 検定から計算した有意差を示す。ADR: Adriamycin (*P < 0.05、**P < 0.01)。(Fitoterapia 

2022, 154, 105097, Fig. 5 より一部改変して引用) 
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考察 

クリスタルバイオレット染色による生細胞数の評価や WST-8 assay による細胞増殖の評価

に対し、ライブセルイメージング解析は個々の細胞における経時的な形態変化を観察するこ

とにより被験化合物の細胞増殖および細胞死誘導作用を同時に評価することが可能である。

本研究の実施にあたり、ライブセルイメージング解析を用い、ADR の作用を評価したところ、

低濃度において細胞増殖が抑制され、高濃度において致死作用を示した。この結果は他の報

告と同様の結果であり、本解析は化合物の抗がん剤感受性増強作用の評価に利用可能である

と考えた。しかしながら、本研究において細胞死誘導作用をアポトーシス様の細胞死と表現

したように、アポトーシスの検出を行うためには、Annexin V 染色、Caspase の検出、DNA の

断片化の検出が必要である。細胞死を評価する際には上記の方法と組み合わせて検討を行う

必要があると考える。 

ナンテンより得られた成分 (1–14) は、60 μM の単独処理では HeLa 細胞の増殖・形態等

に影響を与えなかった。さらに、被験化合物を低濃度 ADR と共に処理したところ、1 およ

び 2 が低濃度 ADR によるアポトーシス様の細胞死誘導作用を有意に増強することが明ら

かになった。1 および 2 は単独では細胞増殖抑制および細胞死誘導作用を示さなかったこと

から、これらの化合物は抗がん剤の薬剤耐性を標的としている可能性があることが考えられ

た。また、被験化合物間で化学構造を比較すると、ADR の作用増強作用を示した 1 および 

2 はカテコールの水酸基がメトキシ基へと置換されていた。一方で、ADR の作用減弱作用を

示した化合物 (12–14) はカテコールの部分構造を有していた。このことから、化合物 (12–14) 

はカテコールのラジカル補足作用により ADR の作用を減弱させた一方で、1 および 2 には、

水酸基がメトキシ基へと置換されているため、ADR の作用を減弱させなかったと考えられる。

しかしながら、メガスチグマン類において構造中に糖を有する化合物は糖を有さない化合物

と比較して ADR の作用増強作用の減弱が見られたことから、カテコール骨格上のメトキシ

基や糖構造に関して更なる検討が必要である。また、1 および 2 が有する化学構造から、P-

gp の基質となることが予想されることから 95、これらの化合物が p-gp の阻害により ADR の

細胞内濃度を上昇させ、ADR の細胞死誘導作用を増強している可能性が考えられた。 

オトギリソウより得られた成分について検討したところ、50 μM の単独処理では HeLa 細

胞の増殖・形態等に影響を与えなかった。15b および 16b が低濃度 ADR によるアポトーシ

ス様の細胞死誘導作用を有意に増強することが明らかになった。15b および 16b はエナンチ

オマー間で ADR の作用増強作用に差があることから、化合物が示した作用に立体化学が影

響している可能性が示唆された。オトギリソウと同じオトギリソウ属であるセイヨウオトギ

リソウ (Hypericum perforatum) は各種 CYP や P-gp 誘導作用を有することが知られている 96。

また、フロログルシノール類の含有成分であるハイパフォリンは P-gp 誘導および阻害作用

の両方が報告されている 96, 97, 98。これらのことから、オトギリソウ単離化合物は P-gp の機能

に影響を与える可能性が示唆され、1 および 2 と同様に、ADR の細胞内濃度を上昇させる

ことにより、ADR の作用増強作用を示している可能性が考えられた。 
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小括 

第一章で得られた化合物に、3 および 4 の加水分解により得られた 3a および 4a を加え

た、計 20 種の化合物について、低濃度 ADR 処理時に被験化合物を併用し、がん細胞の ADR 

への感受性の増強による ADR 誘発アポトーシス様細胞死を指標として、ライブセルイメー

ジング解析を用いた抗がん剤感受性増強作用を評価した。 

ナンテンより得られた成分 (1–14) は、60 μM の単独処理では HeLa 細胞の増殖・形態等

に影響を与えなかった。さらに、各種化合物 (1–14) と低濃度 ADR との併用処理について検

討したところ、新規ピロールアルカロイド  methyl-E-magnolamide (1) および  methyl-Z-

magnolamide (2) が低濃度 ADR によるアポトーシス様の細胞死誘導作用を有意に増強する

ことが明らかになった。一方で、12–14 と低濃度 ADR との併用処理においては ADR によ

る細胞死誘導作用が減弱するということが示された。これらのことより、化学構造と作用を

比較したところ、カテコール骨格の 3'' 位の水酸基のメチル化が作用増強に、カテコール骨

格が作用減弱に関与している可能性が示唆された。次に、有意な ADR の作用増強作用を示

した methyl-E-magnolamide (1) および methyl-Z-magnolamide (2) について WST-8 assay を用

いて ADR 単独および ADR と化合物 (1 および 2 ) との併用処理における細胞増殖抑制効

果を検討した。その結果、ADR 単独処理群と比較して、ADR と化合物 (1 および 2) との併

用処理 (60 μM) 群における IC50 値が低下するが明らかになった (ADR の IC50: 1.69 ± 0.11 

μM、1+ADR の IC50: 0.72 ± 0.04 μM、2+ADR の IC50: 0.65 ± 0.08 μM)。このことから、1 およ

び 2 の併用処理は、ADR の使用量を減らし、副作用を低減させる可能性があることが示唆

された。 

オトギリソウより得られた新規フロログルシノール成分について検討したところ、いずれ

の化合物においても、 50 μM の単独処理では HeLa 細胞の増殖・形態等に影響を与えなか

った。また、第一節と同様に、4 種の化合物 (15a、15b、16a および 16b) と低濃度 ADR と

の併用処理について検討したところ、(-)-erectumol I (15b) および (+)-erectumol II (16b) が低

濃度 ADR によるアポトーシス様の細胞死誘導作用を有意に増強することが明らかになった。

一方、それらのエナンチオマーである 15a および 16a は ADR の作用増強作用を示さなか

った。 
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第三章 ピロールアルカロイドおよびプレニル化フロログルシノールの抗がん剤感受性増強

作用機序の解明 

緒言 

抗がん剤抵抗性の要因である P-gp は HeLa 細胞において高発現していることが知られて

おり、その機能を介して抗がん剤の働きを抑制する。第二章において、1 、2、15b および 16b 

が ADR の作用増強作用を示したことから、これらの化合物が ADR を基質として認識する 

P-gp の機能を阻害している可能性が考えられた。そこで、P-gp 阻害作用について、ライブセ

ルイメージング解析を用い、p-gp 阻害剤である verapamil および被験化合物が与える影響を

P-gp の蛍光基質である rhodamine 123 (Rh 123) の細胞外排出を評価することにより検討した。

また、抗がん剤抵抗性をもたらす要因である HSP 105 は、がん細胞において高発現している。

HSP 105 は抗がん剤によるアポトーシスを抑制することで抗がん剤抵抗性に関与しており、

HSP 105 のノックダウンは、がん細胞の ADR などの感受性を増強させることが報告されて

いる。そこで、第二章で ADR の作用増強作用が見られた化合物について、HSP 105 の発現

量に与える影響をウエスタンブロット法により検討した。 
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第一節 新規成分ピロールアルカロイド類 (1 および 2) の rhodamine 123 排出抑制能評価 

HeLa 細胞に Rh 123 (1 µM) を 2 時間処理し、Rh 123 を除去および PBS (-) による洗浄

後、被験化合物を処理し 6 時間ライブセルイメージング解析を行った。コントロール群にお

いては時間経過に伴い、蛍光基質である Rh 123 の排出が認められた一方、P-gp 阻害剤であ

る verapamil 処理群においては Rh123 が細胞内に保持された (図 20A)。また、1 および 2 

は、3 および 6 時間後において Rh 123 の排出傾向が認められたものの、コントロール群と比

較して、3 および 6 時間後において、Rh 123 を細胞内に保持していることが示された (図 

20A)。各処理群における細胞内 Rh 123 の蛍光強度を ImageJ により解析したところ、コント

ロール群では、相対蛍光強度は 58.9 ± 24% (3 時間) および 24.1 ± 21% (6 時間) に減少し、処

理直後と比較し 6 時間後は有意な差が認められた (**P < 0.01) (図 20B)。一方、verapamil、1 

および 2 処理群は、6 時間後の相対蛍光強度の減少が抑制され、それぞれの相対蛍光強度は、

99.0 ± 45% (verapamil) 、67.3 ± 19% (1) 、57.9 ± 22% (2) であり、処理直後と比較して 6 時間

後では有意な差は認められなかった (図 20B)。これらの結果から、1 および 2 が P-gp の機

能を阻害している可能性が示唆された。 
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図 20 新規成分ピロールアルカロイド類 (1 および 2) の rhodamine 123 排出抑制能評価 

説明は次ページ 
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(A および B) 4×104個/well の HeLa 細胞を 24 穴プレートに播種し、約 12 時間培養後、Rh 

123 (1 µM) を 2 時間処理した。その後、各種化合物 (1 および 2) および P-gp 阻害剤であ

る verapamil を 6 時間処理した。Operetta high-content imaging system を使用し、Rh123 の蛍

光強度を取得し、排出能を評価した。(A) 各種化合物 (1 および 2)、verapamil および DMSO 

処理群の蛍光画像および明視野画像を経時的に示している。(B) 各処理群の処理直後におけ

る蛍光強度を 100% とし、各処理群の処理直後に対する各処理群の蛍光強度の割合を算出し

た。グラフは 3 回の実験の平均 + 標準偏差で示している。アスタリスクは Dunnet 検定か

ら計算した有意差を示す。Rh 123: rhodamine 123 (**P < 0.01) (Fitoterapia 2021, 154, 105023, Fig 

6 より一部改変して引用) 

 

第二節  新規成分プレニル化フロログルシノール類  (15a、15b、16a および  16b) の 

rhodamine 123 排出抑制能評価 

第二章において、ADR の作用増強作用を示した 15b および 16b にそれぞれのエナンチオ

マーである 15a および 16a を加えた 4 種の化合物についても、同様の方法により P-gp 阻

害作用の検討を行った (図 21)。コントロール群および化合物 (15b–16b) 処理群においては

時間経過に伴い、蛍光基質である  Rh 123 の排出が認められた一方、P-gp 阻害である

verapamil 処理群においては Rh 123 が細胞内に保持された。各処理群における細胞内 Rh 123 

の蛍光強度は ImageJ により解析したところ、コントロール (処理直後に対し 6 時間: ***P < 

0.001)、15a (処理直後に対し 6 時間: ***P < 0.001)、15b (処理直後に対し 6 時間: ***P < 0.001)、

16a (処理直後に対し 6 時間: ***P < 0.001) および 16b (処理直後に対し 6 時間: ***P < 0.001) 処

理群において、処理直後と比較し 6 時間後は相対強度の有意な減少が認められた (図 21)。

これらの結果から、化合物 (15b–16b) が P-gp の機能に影響を与えないことが示唆された。 
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図 21 新規成分プレニル化フロログルシノール類 (15a、15b、16a および 16b) の rhodamine 

123 排出抑制能評価 

(A および B) 4×104個/well の HeLa 細胞を 24 穴プレートに播種し、約 12 時間培養後、Rh 

123 (1 µM) を 2 時間処理した。その後、各種化合物 (15a、15b、16a および 16b) および 

verapamil を 6 時間処理した。Operetta high-content imaging system を使用し、Rh123 の蛍光強

度を取得し、排出能を評価した。各種化合物 (15a、15b、16a および 16b)、verapamil および 

DMSO 処理群の処理直後における蛍光強度を 100%とし、各処理群の処理直後に対する各処

理群の蛍光強度の割合を算出した。グラフは平均 + 標準偏差で示している (n=3)。アスタリ

スクは Dunnet 検定から計算した有意差を示す。Rh 123: rhodamine 123 (**P < 0.01、***P < 0.001)  



 

38 
 

第三節 新規成分プレニル化フロログルシノール類 (15a および 15b) の HSP 105 発現抑制

能評価 

第二章において、ADR の作用増強作用を示した 15b に加えて、15b のエナンチオマーで

ある 15a についても同時に HSP 105 の発現量に与える影響を評価した。その結果、25 μM 

および 50 μM の 15b 処理 24 時間後において、HSP 105 発現量の濃度依存的な抑制が見ら

れた (図 22)。さらに、同様の条件において HSP の発現を制御する HSF1 に与える影響を検

討したところ、15b 処理により、HSF1 の発現量の抑制がみられた (図 22)。これらの結果か

ら、15b が HSF1 の発現量の抑制を介して、HSP 105 の発現を抑制していることが示唆され

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 22 新規成分プレニル化フロログルシノール類 (15a および 15b) の HSP 105 発現抑制

能評価 説明は次ページ 

HeLa 細胞を播種してから 24 時間後に 25 µM および 50 µM の各種化合物 (15a および

15b) で 24 時間処理し、抗 HSP 105、90、70、HSF1 抗体で検出した。: HSF1: Heat Shock Factor 

1 (Fitoterapia 2022, 156, 105097, Fig 6 より一部改変して引用) 
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考察 

有意な ADR の作用増強作用を示した化合物は P-gp の機能を阻害している可能性がある

と考えられたことから、1 、2、15b および 16b が、P-gp の基質である Rh 123 の細胞外排

出へ与える影響を検討した。Rh 123 の排出能について細胞内 Rh 123 の蛍光強度の変化を検

討したところ、verapamil、1 および 2 処理群は、6 時間後の相対蛍光強度の減少が抑制され

た。これらの結果より、1 および 2 が示した ADR の作用増強作用は P-gp の機能阻害によ

り ADR の細胞外排出を抑制させるものである可能性が示唆された。P-gp の基質は、芳香環

や短いアルキル鎖に結合した第二級アミン構造を有することが報告されている 95。1 および 

2 は上記の部分構造を有していることから、P-gp の基質である可能性が示唆された。しかし

ながら、Rh123  排出抑制能評価において 1 および 2 は処理直後と比較して 6 時間後の蛍

光強度が低下したことから、その作用は verapamil と比較して弱い競合阻害作用である可能

性が考えられる。1 および 2 の P-gp 機能阻害作用は、P-gp を高発現している Caco-2 細胞

を用いた透過性試験、薬剤耐性がん細胞を用いた P-gp 機能評価やヒト P-gp 遺伝子導入細

胞での P-gp 機能評価などによる詳細な評価が必要であると考える。 

15a、15b、16a および 16b について Rh123 の排出能評価を検討した結果、15a、15b、16a 

および 16b はコントロール群と同様に、時間経過に伴い、細胞内 Rh 123 の排出の抑制作用

は認められなかった。このことから、15a、15b、16a および 16b は P-gp の機能へ影響を与

えないことが示唆された。また、P-gp の非基質は短いアルキル鎖やエステル構造を有するこ

とが報告されている 95。15a、15b、16a および 16b は上記の部分構造を有していることから、

P-gp の非基質である可能性が示唆された。 

HSP 105 はがん細胞のアポトーシスを抑制することで、ADR 抵抗性を引き起こすことが報

告されている。そのため、15b およびそのエナンチオマーである 15a が、HSP 105 の発現に

与える影響を検討した。その結果、15b において、HSP 105 発現量の濃度依存的な低下が見

られた。さらに、同様の条件において HSF1 に与える影響を検討したところ、発現量の低下

がみられた。これまでに、Querucetin が、HSF1 のリン酸化抑制作用により HSPs の発現を抑

制することが報告されている 99。また 2, 4-Bis(4-hydroxybenzyl)phenol は、HSF1 のリン酸化

抑制および HSF1 の発現抑制作用が報告されている 100。Triptolide は RNA ポリメラーゼ活

性を阻害し、HSP mRNA への転写を抑制することが報告されている 101, 102。さらに HSF1 は

プロテアソーム系によって分解されることが明らかにされている 103。これらのことを踏まえ

ると、15b が示した HSP105 および HSF1 のタンパクレベルでの発現抑制が、HSF1 のリン

酸化抑制、mRNA の転写抑制、タンパク質への翻訳抑制、またはプロテアソーム系による分

解亢進が想定されるが、いずれの機序によるものなのかを明らかにするには、更なる検討が

必要である。 
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小括 

第二章において、ADR によるアポトーシス様の細胞死誘導作用増強作用を示した化合物の

作用機序を解明するため、各種化合物（1、2、15b および 16b）が細胞傷害性抗がん剤の抵抗

性の原因である P-gp および HSPs へ与える影響を検討した。 

有意な ADR の作用増強作用を示した化合物は P-gp の機能を阻害している可能性がある

と考えられたことから、1 および 2 が、P-gp の基質である Rh 123 の細胞外排出へ与える影

響を検討した。その結果、P-gp 阻害剤である verapamil はコントロール群と比較して、3 お

よび 6 時間後において、Rh 123 を細胞内に保持していることが確認された。また、1 および 

2 においても Rh 123 の細胞内の保持が確認されたが、6 時間後において多少の輝度の低下が

認められた。さらに、細胞内 Rh 123 の蛍光強度の変化を検討したところ、ベラパミル、1 お

よび 2 処理群は、6 時間後の相対蛍光強度の減少が抑制された。これらの結果より、1 およ

び 2 が示した ADR の作用増強作用は P-gp の機能阻害により ADR の細胞外排出を抑制さ

せるものである可能性が示唆された。 

ADR の作用増強作用を示した 15b および 16b にそれらのエナンチオマーである 15a お

よび 16a を加えた 4 種の化合物について第一節と同様に P-gp の機能へ与える影響を検討

した。その結果、15a、15b、16a および 16b はコントロール群と同様に、時間経過に伴い、

細胞内 Rh 123 の排出が認められた。これらのことから、15b および 16b が示した ADR の

作用増強作用は 1 および 2 と異なる作用機序である可能性が示唆された。 

HSP 105 はがん細胞のアポトーシスを抑制することで、ADR 抵抗性を引き起こすことが報

告されている。そのため、第三節では、15b および そのエナンチオマーである 15a が、HSP 

105 の発現に与える影響を検討した。その結果、15b において、HSP 105 発現量の濃度依存

的な低下が見られた。さらに、同様の条件において HSF1 に与える影響を検討したところ、

発現量の低下がみられた。このことから、15b は HSF1 の発現低下を介し、HSP 105 の発現

を低下させることにより、ADR の作用を増強することが示唆された。 
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結論 

本研究は、抗がん剤感受性増強作用を有する天然有機化合物の探索を目的として行った。 

研究素材として、多様な生物活性を有するアルカロイドの含有が報告されているナンテン

(Nandina domestica) および特有かつ多様な環化構造を形成するプレニル化フロログルシノー

ル類を含有するオトギリソウ (Hypericum erectum) に着目し、含有成分の探索を行った。その

結果、ナンテンより、2 種の新規ピロールアルカロイド methyl-E-magnolamide (1) および 

methyl-Z-magnolamide (2) および 4 種の新規メガスチグマン配糖体 nandinamegastigmanes I–

IV (3–6) を単離し、構造決定した。また、オトギリソウより、4 種の新規プレニル化フロログ

ルシノール  (+)-erectumol I (15a)、(-)-erectumol I (15b)、(-)-erectumol II (16a) および  (+)-

erectumol II (16b) を単離し、構造決定した。 

計 20 種の化合物について、被験化合物と低濃度 ADR を併用処理し、がん細胞の ADR 感

受性の増強による ADR 誘発アポトーシス様細胞死を指標として、ライブセルイメージング

解析を用いた抗がん剤感受性増強作用評価を行った。その結果、新規ピロールアルカロイド 

1 および 2 と新規プレニル化フロログルシノール 15b および 16b が低濃度 ADR による

アポトーシス様の細胞死誘導作用を有意に増強することが明らかになった。 

ADR の作用増強作用を示した化合物の作用機序を解明するため、各種化合物 (1、2、15b

および 16b）が細胞傷害性抗がん剤の抵抗性の原因である P-gp および HSPs へ与える影響

を検討した。その結果、ADR の作用増強が、1 および 2 は P-gp 阻害作用による ADR の

細胞外排出抑制作用によるものであり、15b は HSP 105 の発現量を低下させる作用によるも

のであることを明らかにした。 

本研究では、がん細胞の ADR への感受性の増強による ADR 誘発アポトーシス様細胞死

を指標として、ライブセルイメージング解析を用いた抗がん剤感受性増強作用評価を行い、

抗がん剤感受性増強作用を有する天然有機化合物として、methyl-E-magnolamide (1)、methyl-

Z-magnolamide (2)、(-)-erectumol I (15b) および (+)-erectumol II (16b) を見出した。 

本研究で見出した化合物は細胞障害性抗がん剤のがん治療効果を高め、がんの再発予防に

貢献する可能性があると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

42 
 

謝辞 

本研究に際し、終始懇切なご指導、ご鞭撻を戴いた京都薬科大学 公衆衛生学分野 渡辺徹

志教授および松本崇宏助教に心より感謝申し上げます。 

また、本研究に際しご指導いただいた京都薬科大学 生化学分野 中山祐治教授、同 齊藤洋

平助教に感謝申し上げます。 

X 線結晶構造解析を行っていただいた京都薬科大学 薬品製造学分野 山下正行教授、同 小

島直人准教授、同 岩﨑宏樹助教に感謝申し上げます。 

質量分析を行っていただいた京都薬科大学 共同利用機器センター 長谷川功紀准教授（当

時）、服部恭尚講師、安東友繁助教（当時）に感謝申し上げます。 

 ECD スペクトルシミュレーションを行っていただいた長崎国際大学 薬品資源学研究室 太

田智絵講師、長崎国際大学 計算創薬学研究室 吉田達貞講師に感謝申し上げます。 

研究実施にご協力いただいた京都薬科大学 生薬学分野 中村誠宏准教授に感謝申し上げま

す。 

本論文の作成にあたり、副査としてご助言戴くとともに、ご指導戴いた京都薬科大学 病態

生理学分野 芦原英司教授、ならびに臨床薬学分野 西口工司教授に心より感謝申し上げます。 

本研究を行うにあたり、適切な助言をいただきました北川翔大学士に深く感謝いたします。 

本研究にご協力いただいた学生諸氏の皆様に深く感謝いたします。 

また、本研究の一部は、日本学術振興会科学研究費（20J14567）の助成を受けたものです。

最後に、学生生活を支えてくれた家族に感謝の意を表します。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

43 
 

実験の部 

第一章の実験 

実験材料および機器 

奈良県産ナンテン (N. domestica) の果実は栃本天海堂 (Osaka, Japan) より入手した。 

青森県産オトギリソウ (H. erectum) 全草は栃本天海堂より入手した。 

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)、ニンヒドリンスプ

レー (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) 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 (ESI-MS) は、LCMS-8040 (Shimadzu, Kyoto, Japan) を用いて測定した． 

高分解能質量分析 (HR-EI-MS, HR-ESI-MS) は、JMS-GCMATE II (JEOL)、LCMS-IT-TOF  

(Shimadzu) のいずれかを用いて測定した。  

プロトン核磁気共鳴スペクトル (1H-NMR) は、JNM-ECA 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、triplet、quartet、

quintet、septet、multiplet、broad singlet をそれぞれ s、d、t、q、qn、sep、m、brs 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。 

2 次元 NMR スペクトルはJNM-ECA 600 K (600 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、n-BtOH、CHCl3、n-Hexane、MeCN) は一級溶媒 (Nacalai Tesque)

を使用した。 

 

 

ナンテン含有成分の抽出・単離 

奈良県産ナンテン果実 (5.0 kg) を MeOH で 3 回熱時抽出後、抽出液を濾取した。残渣に

MeOH を加え、同様の抽出操作を計 4 回行った、MeOH 抽出液を合わせ、減圧下溶媒留去し、

MeOH 抽出エキス (1160 g, 23.2%) 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)、さらに n-BtOH と H2O で分液し (1:1, v/v)、EtOAc 可溶画分 (40.6 g, 0.81%) , 

n-BtOH 可溶画分および H2O 可溶画分を得た。MeOH 抽出エキス (1.16 kg, 23%)、EtOAc 可溶

画分 (40.6 g, 0.81%)、n-BtOH 可溶画分 (111.7 g, 2.2%) および H2O 可溶分画を得た。 
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また、EtOAc 可溶画分 (40.6 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 [1.2 

kg, n-Hexane-CHCl3 (1:1→ 1:5, v/v) → CHCl3 → CHCl3- MeOH  (1:0 → 50:1 → 20:1 → 

10:1 → 1:1, v/v) ] にて分画し、[NDEA1 (5.01 g)、NDEA2 (2.85 g)、NDEA3 (8.42 g)、NDEA4  

(1.41 g)、NDEA5 (3.02 g)、NDEA6 (1.04 g)、NDEA7 (2.54 g)、NDEA8 (11.31 g) ] を得た。 

NDEA4  (1.4 g) を逆相 ODS オープンカラムクロマトグラフィー [30 g, MeOH-H2O (1:9 → 

2:8 → 3:7 → 4:6 → 5:5 → 6:4 → 7:3 → 8:2 → 9:1v/v) , → MeOH → CH3CN] にて分画

し、7 つの画分を得た (EA4-1–7)。EA4-3 (72.5 mg) 画分から HPLC {H2O–CH3CN (80:20, v/v) }

により 10 (5.2 mg) および 11 (2.8 mg) を単離した。EA4-4 (36.6 mg) 画分から HPLC{H2O–

CH3CN (80:20, v/v) }により 9 (0.8 mg) を単離した。NDEA5 (3.02 g) 画分を逆相 ODS オープ

ンカラムクロマトグラフィー [60 g, MeOH-H2O (2:8 → 3:7 → 4:6 → 5:5 → 6:4 → 7:3 → 

8:2 → 9:1 v/v) , → MeOH → CH3CN] にて分画し、9 つの画分を得た (EA5-1–9)。EA5-4  

(163.6 mg) 画分から HPLC{H2O–CH3CN–CH3COOH (65:35:0.3, v/v/v) }により 1  (1.8 mg) お

よび 2 (0.5 mg) を単離した。 

また、n-BtOH 可溶画分 (60.0 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 [1.2 

kg, n-Hexane-CHCl3 (1:1 → 1:4, v/v)  → CHCl3 → CHCl3- MeOH (1:0 → 50:1 → 40:1 → 

30:1 →20:1 → 10:1 → 1:1,  (v/v) ] にて分画し、[NDB1 (2.37 g)、NDB2 (2.85 g)、NDB3 (0.94 

g)、NDB4 (1.16 g)、NDB5 (4.12 g)、NDB6 (5.81 g)、NDB7 (17.3 g)、NDB8 (8.24 g) ] を得た。 

NDB6 (5.81 g) 画分を逆相 ODS オープンカラムクロマトグラフィー [150 g, MeOH-H2O  

(1:9 → 2:8 → 3:7 → 4:6 → 5:5 → 6:4 → 7:3 → 8:2 → 9:1, v/v) , → MeOH → CH3CN]

にて分画し、10 の画分を得た (B6-1–10) 。B6-3 (383.3 mg) 画分から HPLC{H2O–CH3CN  

(90:10, v/v) } により 7  (0.6 mg)  および 8  (2.1 mg) を単離した。B6-4 (474.2 mg) 画分から 

HPLC {H2O–CH3CN  (85:15, v/v) }により 3 (20.8 mg) 、4 (21.6 mg) 、5 (1.3 mg) および 6  (1.9 

mg) を単離した。 B7 (17.3 g) 画分を逆相 ODS オープンカラムクロマトグラフィー [600 g, 

MeOH-H2O (0:10 →1:9 → 2:8 → 3:7 → 4:6 → 5:5 → 6:4 → 7:3 → 8:2 → 9:1, v/v) , → 

MeOH → CH3CN]にて分画し、9 つの画分を得た (B7-1–9)。B7-4 (223.4 mg) 画分から HPLC 

{H2O–CH3CN (80:20, v/v) }により 12  (24.1 mg) , 13  (6.2 mg) および 14  (6.6 mg) を単離し

た。 

 

新規化合物の構造解析 

Methyl-E-mangolamide (1)  

Amorphous powder; 1H NMR (CD3OD, 600 MHz) and 13C NMR (CD3OD, 150 MHz), see Table 1; EI-

MS m/z 386 [M]+; HR-EI-MS m/z 386.1845 [M+Na]+ (calcd for C21H26N2O5, 386.1842)  

 

Methyl-Z-mangolamide (2)  

Amorphous powder; 1H NMR (CD3OD, 600 MHz) and 13C NMR (CD3OD, 150 MHz), see Table 1; EI-

MS m/z 386 [M]+; HR-EI-MS m/z 386.1841 [M+Na]+ (calcd for C21H26N2O5, 386.1842)  

 

Nandinamegastigmane I (3)  
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Amorphous powder; []D
25+51.3 (c 0.1, MeOH) ; 1H NMR  (CD3OD, 600 MHz)  and 13C NMR  

(CD3OD, 150 MHz) , see Table 2; ESI-MS m/z 423 [M+Na]+; HR-ESI-MS m/z 423.1994  (calcd for 

C20H32O8Na [M+Na]+, 423.1989) 

 

Nandinamegastigmane II (4)  

Amorphous powder; []D
25 +36.7 (c 0.1, MeOH) ; 1H NMR  (CD3OD, 600 MHz)  and 13C NMR  

(CD3OD, 150 MHz) , see Table 2; ESI-MS m/z 423 [M+Na]+; HR-ESI-MS m/z 423.1991  (calcd for 

C20H32O8Na [M+Na]+, 423.1989) 

 

Nandinamegastigmane III (5)  

Amorphous powder; []D
25 +7.4  (c 0.3, MeOH) ; 1H NMR  (CD3OD, 600 MHz)  and 13C NMR  

(CD3OD, 150 MHz) , see Table 2; ECD :   (nm)  -2.80  (199.4) , +0.52  (214.0) , -0.18  (234.7) , 

+0.49  (268.1)   (MeOH) ; ESI-MS m/z 423 [M+Na]+; HR-ESI-MS m/z 423.1984  (calcd for 

C20H32O8Na [M+Na]+, 423.1989)  

 

Nandinamegastigmane IV (6)  

Amorphous powder; []D
25 +62.8  (c 0.3, MeOH) ; 1H NMR  (CD3OD, 600 MHz)  and 13C NMR  

(CD3OD, 150 MHz) , see Table 2; ECD :   (nm)  -2.2  (221.7) , +2.4  (250.3)   (MeOH) ; ESI-

MS m/z 435 [M+Na]+; HR-ESI-MS m/z 435.1984  (calcd for C21H32O8Na [M+Na]+, 435.1989) 

 

Nandinamegastigmanes I–IV  (3–6)  の酸加水分解と構成糖の同定 

化合物 3–6 それぞれ 2 mg を 20% aqueous H2SO4—1,4—dioxane に溶解し、90℃ で還流装置

にて 2 時間攪拌した。化合物 3–6 の酸加水分解後、反応液を中和し、EtOAc－H2O で液‐

液分配した。減圧下，H2O 可溶画分の溶媒を留去し、得られた生成物を L-cysteine methyl ester 

hydrochloride (0.5 mg) を含むピリジン (0.1 mL) に溶解し、60°C で 1 時間攪拌した。さらに、

o-tolylisothiocyanate (0.5 mg) をピリジン (0.1 mL) に溶解させたものを加え、60°C でさらに 1 

時間攪拌した。得られた生成物それぞれを逆相 HPLC [カラム：Cosmosil 5C18-AR-II (Nacalai 

Tesque)，250×4.6 mm i.d.  (5 μm) ; 移動相：20%CH3CN-50 mM H3PO4 緩衝液; 検出：UV  (254 

nm); 流速：1.0 mL/min; カラム温度：25°C] より分析し、これらの保持時間を標品 (保持時間：

D-glucose, 37.5 分; L-glucose, 29.9 分) と比較することで、化合物 3–6 の構成糖が D-glucose

であると決定した。  

 

Nandinamegastigmanes I and II (3 and 4) の酵素による加水分解 

化合物 3 および 4 それぞれ 5 mg を 20 mM 酢酸緩衝液  (3.0 mL, pH = 5.0) に溶解し、

-glucosidase (2 mg, from Sweet armond) を加え、37°C で 24 時間攪拌した。減圧下、反応液の

上澄みを留去し、残渣を得た。これを HPLC [カラム：OSMOSIL 5C18-MS-II (Nacalai Tesque, 250

×20 mm i.d)  mobile phase: CH3COOH-MeCN-H2O (0.1:35:65, v/v/v) ] を用いて精製し，3a  

(1.3mg) および 4a (0.8mg) を得た。 
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Aglycone of 3 (3a)  

Amorphous powder; []D
25 +64.7 (c 0.26, MeOH) ; 1H NMR  (CDCl3, 600 MHz,)  2.22 (d, J = 17.2, 

H-2), 2.43 (d, J = 17.2, H-2), 5.91 (s, H-4), 5.62 (d, J = 15.8, H-7), 5.66 (dd, J = 15.8, 6.8, H-8), 2.45  

(m, H-9 , 3.47 (m, H-10) , 3.54 (m, H-10), 1.04 (d, J = 6.9, H-11), 1.08 (s, H-12), 1.01 (s, H-13), 1.90  

(s, H-14); 13C NMR (CDCl3, 150 MHz);  41.1 (C-1), 49.8 (C-2), 198.1 (C-3), 126.9 (C-4), 162.9 (C-

5), 79.3 (C-6), 130.4 (C-7), 134.3 (C-8), 39.4 (C-9), 67.3 (C-10), 16.5 (C-11), 22.9 (C-12), 24.1 (C-13) , 

19.0 (C-14); EI-MS m/z 238 [M]+; HR-EI-MS m/z 238.1568 (calcd for C14H22O3 [M]+, 238.1569). 

 

Aglycone of 4 (4a)  

Amorphous powder; []D
25 +63.7 (c 0.5, MeOH) ; 1H NMR (CDCl3, 600 MHz,)  2.22 (d, J = 17.2, H-

2), 2.43 (d, J = 17.2, H-2), 5.91 (s, H-4), 5.64 (d, J = 6.0, H-7), 5.64 (m, H-8), 3.48 (m, H-9), 3.47 (m, 

H-10), 3.55 (m, H-10), 1.02 (d, J = 6.9, H-11), 1.08 (s, H-12), 1.02 (s, H-13), 1.90 (s, H-14); 13C NMR  

(CDCl3, 150 MHz);  41.1 (C-1), 49.7 (C-2), 198.1 (C-3), 126.9 (C-4) , missing (C-5), 79.3 (C-6), 130.5 

(C-7), 134.3 (C-8), 39.6 (C-9), 67.3 (C-10), 16.6 (C-11), 22.9 (C-12), 24.1 (C-13), 18.9 (C-14); ESI-MS 

m/z 239 [M]+; HR-ESI-MS m/z 239.1617 (calcd for C14H23O3 [M+H]+, 239.1642). 

 

化合物 3b の理論 ECD スペクトルの計算 

エナンチオマー3b (6S) および ent-3b (6R) の初期配座について、Spartan’10 プログラム 104

で実装された Merck 分子力場 (MMFF) により真空中で幾何学的に最適化を行った。さらに、

ボルツマン分布が 1%を超える各エナンチオマーの初期の低エネルギー配座異性体について、

長距離補正密度汎関数理論 (DFT) により最適化（計算条件：CAM-B3LYP/6-31G (d)）して安

定性を検証した。続けて、ボルツマン分布が 1%を超える各エナンチオマーの 20 個の低エネ

ルギー配座異性体について、時間依存密度汎関数理論 (TD-DFT) を使用して ECD 計算した

（計算条件：CAM-B3LYP/def2-TZVP）。また、ジオメトリーの最適化と ECD 計算は、Gaussian 

16 プログラム 105 を使用して MeOH 中の積分方程式形式分極連続体モデル (IEFPCM)で実行

した。 計算された ECD 曲線は、SpecDis v1.71106を使用して生成した。 

 

オトギリソウ含有成分の抽出・単離 

乾燥したオトギリソウ (H. erectum) 全草 (7.5 kg) を、MeOH で 3 回熱時抽出後、抽出液

を濾取した。減圧下溶媒留去し、MeOH 抽出エキス (1150 g、15.3%) 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)、さらに n-BtOH と H2O で分液し (1:1、 

v/v)、EtOAc 可溶画分 (315.7 g、4.2%)、n-BtOH 可溶画分および H2O 可溶画分を得た。また、

EtOAc 可溶画分  (65 g) 順相シリカゲルオープンカラムクロマトグラフィー  [1.2 kg, n-

Hexane-CHCl3  (2:1 → 1:1→1：4, v/v)  → CHCl3 → CHCl3- MeOH  (1：0→50：1→20：1→

10：1→5：1→1：1, v/v) ] にて分画し、[HEEA1 (0.68 g)、HEEA2 (2.28 g)、HEEA3 (3.72 g)、

HEEA4 (24.53 g)、HEEA5 (5.76 g)、HEEA6 (6.87 g)、HEEA7 (4.57 g)、HEEA8 (18.42 g) ] を得

た。EA4 (24.6 g) 画分を逆相 ODS オープンカラムクロマトグラフィー [500 g, MeOH-H2O  
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(4:6 → 5:5 → 6:4 → 7:3 → 8:2 → 9:1v/v) , → MeOH → CH3CN] にて分画し、10 の画分

を得た (EA4-1–10)。EA4-6 (1.1 g) 画分から HPLC{COSMOSIL 5C18-MS-II (250 × 4.6 mm i.d. 

and 250 × 20 mm i.d.), mobile phase; H2O–CH3CN (2:3, v/v)} により 15 (41.8 mg) および 16 (27.1 

mg) を単離した。15 から HPLC {YMC CHIRAL ART Amylose-C (250×4.6 mm i.d.) を用いて

n-hexane–2-propanol (9：1、v / v) }により、15a (18.5 mg、保持時間： 7.8 分) および 15b (17.8 

mg、保持時間：10.1 分) を単離した。16 から HPLC {YMC CHIRAL ART Amylose-C (250×4.6 

mm i.d.) を用いて n-hexane–2-propanol (9：1、v / v) }により、16a (11.9 mg、保持時間：12.8 分) 

および 16b (11.7 mg、保持時間：15.2 分) を単離した。 

 

新規化合物の化学構造 

(+) -Erectumol I (15a)  

A colorless platelet crystal, []D
25+45.4 in MeOH, 1H NMR  (CDCl3, 600 MHz)  and 13C NMR  (150 

MHz) see Table 1, ECD spectra (MeOH) [248.1 nm ( -9.9), 283.4 nm ( +3.7) ], EI-MS m/z 430 

[M]+, HR-EI-MS m/z 430.2356 [M]+ (calcd for C25H34O6, 430.2355)  

 

(-) -Erectumol I (15b)  

A colorless platelet crystal, []D
25-53.1 in MeOH, 1H NMR (CDCl3, 600 MHz) and 13C NMR  (150 

MHz) see Table 1, ECD spectra (MeOH) [247.3 nm ( +10.7) , 283.3 nm ( -4.9) ], EI-MS m/z 430 

[M]+, HR-EI-MS m/z 430.2357 [M]+ (calcd for C25H34O6, 430.2355)  

 

(-) -Erectumol II (16a)  

A colorless platelet crystal, []D
25 -39.4 in MeOH, 1H NMR (CDCl3, 600 MHz) and 13C NMR (150 

MHz) see Table 1, ECD spectra (MeOH) [241.9 nm ( -1.1) , 272.4 nm ( +5.4) , 292.4 nm ( +4.1) , 

317.9 nm ( +5.3), 368.5 nm ( -1.2) ], EI-MS m/z 430 [M]+, HR-EI-MS m/z 430.2353 [M]+ (calcd 

for C25H34O6, 430.2355) 

 

(+) -Erectumol II (16b)  

A colorless platelet crystal, []D
25+34.0 in MeOH, 1H NMR (CDCl3, 600 MHz) and 13C NMR (150 

MHz) see Table 1, ECD spectra (MeOH) [243.5 nm ( +1.8) , 272.2 nm ( -5.4), 292.5 nm ( -4.1), 

319.0 nm ( -5.7), 366.7 nm ( -1.3) ], EI-MS m/z 430 [M]+, HR-EI-MS m/z 430.2359 [M]+ (calcd 

for C25H34O6, 430.2355)  

 

erectumol I (15) の X 線結晶構造解析 

A colorless platelet crystal of 15 (C25H34O6) with approximate dimensions of 0.200 × 0.200 × 0.050 mm 

was mounted on a Dual-Thickness MicroMouuntTM. All measurements were performed using a Rigaku 

R-AXIS RAPID II diffractometer with graphite monochromated Cu-K radiation. The crystal-to-

detector distance was 127.40 mm. MW 430, monoclinic, space group C2/c (#15), a = 54.4610 (15) Å, b 

= 12.7716 (4) Å, c = 23.7073 (7) Å,  = 112.721 (8) o, V = 15210.1 (12) Å3, Z = 24, Dcalcd = 1.128 
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g/cm3,  (Cu-K) = 6.476 cm–1, F (000) = 5568.00, No. of reflections measured: Total, 87307; unique, 

13795  (Rint = 0.0559) ; Further crystallographic data regarding the compound structure can be found 

in the supporting information. Crystallographic data for 15 have been deposited with the Cambridge 

Crystallographic Data Centre (deposition number: 2109591). 

 

erectumol II (16) の X 線結晶構造解析  

A colorless platelet crystal of 16 (C25H34O6) with approximate dimensions of 0.500 × 0.400 × 0.100 mm 

was mounted on a Dual-Thickness MicroMouuntTM. All measurements were performed using a Rigaku 

R-AXIS RAPID II diffractometer with graphite monochromated Cu-K radiation. The crystal-to-

detector distance was 127.40 mm. MW 430, monoclinic, space group C2/c (#15), a = 23.6487 (9) Å, b 

= 12.8351 (5) Å, c = 17.8296 (7) Å,  = 110.344 (8) o, V = 5074.3 (4) Å3, Z = 8, Dcalcd = 1.127 g/cm3, 

 (Cu-K) = 6.470 cm–1, F (000) = 1856.00, No. of reflections measured: Total, 28567; unique, 4622 

(Rint = 0.0515) ; Further crystallographic data regarding the compound structure can be found in the 

supporting information. Crystallographic data for 16 have been deposited with the CCDC (deposition 

number: 2109606). 

 

化合物 15a, 15b, 16a および 16b の理論 ECD スペクトルの計算 

エナンチオマー 15a (2S、7R、9R、13S) および 15b (2R、7S、9S、13R) の初期配座につい

て、Spartan’10 プログラム 104で実装された MMFF により真空中で幾何学的に最適化を行っ

た。さらに、ボルツマン分布が 1%を超える各エナンチオマーの初期の低エネルギー配座異性

体について、DFT により最適化（計算条件：CAM-B3LYP/6-31G (d)）して安定性を検証した。

ボルツマン分布が 1%を超える各エナンチオマーの 17 個の低エネルギー配座異性体を、TD-

DFT を使用して ECD 計算した（計算条件：CAM-B3LYP/def2-TZVP）。また、ジオメトリーの

最適化と ECD 計算は、Gaussian 16 プログラム 105を使用して MeOH 中の IEFPCM で実行し

た。 計算された ECD 曲線は、SpecDis v1.71106を使用して生成した。エナンチオマー 16a (2R、

7R、9R、13S) および 16b (2S、7S、9S、13R) における計算された ECD 曲線においても同様

の方法を用いた。 
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第二章の実験 

実験材料および機器 

ライブセルイメージングは Operetta high-content imaging system (PerkinElmer, Waltham, MA, 

USA) を用いて観察した。 

 

ヒト子宮頸がん細胞の培養 

ヒト子宮頸がん由来 HeLa 細胞は、5%ウシ胎児血清 (Fetal bovine serum; FBS, Sigma-Aldrich, 

St Louis, MO, USA) を添加した低グルコース (Wako Pure Chemical Industries) を含むダルベッ

コ改変イーグル培地 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; DMEM) を用いて 37°C、5% CO2の

条件下で培養を行った。 

 

Crystal violet staining 

HeLa 細胞を、100 µL の crystal violet 溶液 [50 %MeOH - 0.5%crystal violet 溶液  (1:1, v/v) ] 

(V5265; Sigma-Aldrich) で 5 分間固定および染色した。固定および染色後、溶液を除去し、プ

レートを水道水で洗浄し、室温で乾燥させた。crystal violet 染色後、細胞生存率を測定した。

固定および染色した細胞を MeOH (100 µL) に溶解し、マイクロプレートリーダー (Sunrise 

Thermo RC-R; Tecan Austria GmbH, Grodig, Austria) を用いて、crystal violet を 595nm の波長で

吸光度を測定した。 

 

WST-8 assay 

細胞増殖率は、cell counting kit 8 (CCK-8, Dojindo, Kumamoto, Japan) を用いて評価した。細

胞は、96 穴細胞培養プレート (Coster 3596; Corning, NY, USA) に、1 穴あたり 3.0×103 細胞/ 

100 µL の密度で播種した。約 24 時間後、細胞を ADR (Wako Pure Chemical Industries) で、単

離された化合物 (60 µM) の有無にかかわらず 24 時間処理した。その後、WST-8 [2- (2-methoxy-

4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt]を含むCCK-

8 溶液 (10 µL) を添加し、37°C、5% CO2の条件下で 3 時間培養した後にマイクロプレートリ

ーダー (Sunrise Thermo RC-R) を用いて、WST-8 から生成したホルマザンを 450nm の波長で

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。 

 

タイムラプスイメージング 

細胞を 96 穴細胞培養プレートで培養し、70〜80%のコンフルエンスに到達させた。次に、

タイムラプスイメージングの直前に、細胞を各種単離化合物 (1–16b) について、被験化合物

単独および ADR との併用下で処理した。画像は、37°、5% CO2の条件下で、10 分ごとに 24

時間撮影した (対物レンズ: 20 倍)。タイムラプスイメージングでは、細胞増殖および細胞死

に伴う形態変化を観察することで、有糸分裂期移行細胞および死細胞の割合を計測した。す

なわち、有糸分裂期移行細胞については、細胞形態変化と DNA の凝集を指標に、細胞形態が

丸くなると共に染色体が凝集を開始し、分裂溝形成が完了するまでを有糸分裂期と判断し、



 

50 
 

被験化合物処理後 24 時間観察を行った。また、死細胞については、ADR 処理によるアポト

ーシス様細胞死を指標に、被験化合物処理後、24 時間観察を行った。 

 

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、

Tukey-Kramer または Dunnett 検定で有意差を検定した。 *** P < 0.001, ** 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 Prism8.43 を使用した。 

 

第三章の実験 

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。 

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。 

 

HeLa 細胞に対する P-gp 活性の評価 

P-gp による薬物排出活性は、Rhodamine 123 (Rh 123, Wako Pure Chemical Industries) の緑色

蛍光の変化を評価した。HeLa 細胞を 24 ウェルプレート (Coster 3526; Corning) に、4×104細

胞/500µL の密度で播種した。約 12 時間培養後、培地を Rh 123 (1 µM) を含む培地に交換し、

細胞を 37°C、5% CO2 の条件下で 2 時間暗所にて培養した。次に、細胞を氷冷培地で 3 回洗

浄し、吸収されなかった Rh 123 を除去し、タイムラプス細胞イメージングの直前に、50 µM 

もしくは 60 µM のいずれかの濃度において個々の単離化合物 (1、2、15a、15b、16a および

16b) および陽性対照として 30 µM の verapamil (V4629; Sigma-Aldrich) を処理した。画像は、

37°C, 5% CO2の条件下で 30分ごとに 6時間撮影した。蛍光画像は、Operetta high-content imaging 

system (PerkinElmer) を使用して取得した。励起波長と発光波長は、それぞれ 460–490 nm と

500–550nm とした。画像は 20 倍の対物レンズを使用して観察した。ランプパワーと露光時間

は、蛍光シグナルの過剰露光を避けるために、各実験を通して設定し、一定に保った。図は、

Photoshop 2021 (Adobe, San Jose, CA, USA) および Illustrator 2021 (Adobe) を使用して作成し

た。統合された蛍光強度は、3 つの独立した実験の画像から ImageJ software (NIH, USA) によ

って決定した。 

 

ウエスタンブロッティング解析 

HeLa 細胞を 35mm ディッシュに 1.0×105細胞/2 mL の密度で播種した。約 24 時間後、細胞

を様々な濃度の各化合物で 24 時間処理した。細胞を 2%ドデシル硫酸ナトリウム (sodium 

dodecyl sulfate; SDS) 、10%glycerol、5%2-mercaptoethanol、62.5 mM Tris-HCl [pH 6.8]、および

0.0125% bromophenol blue を含む SDS sample buffer で溶解し、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 
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Washington, NY, USA) に転写した。BlockingOne (Nacalai Tesque) でブロッキング後に、

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

次抗体と西洋ワサビペルオキシダーゼ (HRP) 結合二次抗体をそれぞれ順次インキュベート

した。次抗体と二次抗体をそれぞれ反応させた。リプロービングは、0.1% NaN3で西洋ワサビ

ペルオキシダーゼを失活させた後行った。化学発光は、Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA) を使用した LAS-4000 ミニ画像解析システム (Fujifilm, Tokyo, Japan) で検

出した。一次抗体はマウスモノクローナル抗 HSP 105 抗体 (1:1000–2000; clone B-7, Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, TX, USA)、抗 HSP 90 抗体  (1:2000; clone AC88, Enzo Life Sciences, 

Farmingdale, NY, USA)、抗 HSP 70 抗体 (1:2000; clone C92F3A-5, Enzo Life Sciences)、およびウ

サギモノクローナル抗 -actin抗体 (1:1000–2000; clone 13E5, Cell Signaling Technology, Danvers, 

MA, USA) および抗 HSF1 抗体 (1:000; Abcam, Cambridge, MA, USA) を使用した。二次抗体

は、 HRP 結合ロバ抗マウス 抗体  (1; 4000; 712-035-151, Jackson Immuno Research 

Laboratories,West Grove, PA, USA) および HRP 結合ロバ抗ウサギ抗体 (1; 4000; 712-035-152, 

Jackson Immuno Research Laboratories) を使用した。 

 

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 < 0.001、** 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 23 1H NMR spectrum of 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 24 1H NMR spectrum of 2 
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図 25 1H NMR spectrum of 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 26 1H NMR spectrum of 4 
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図 27 1H NMR spectrum of 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 28 1H NMR spectrum of 6 
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図 29 13C NMR spectrum of 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 30 13C NMR spectrum of 2 
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図 32 13C NMR spectrum of 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 33 13C NMR spectrum of 4 
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図 34 13C NMR spectrum of 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 35 13C NMR spectrum of 6 
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図 36 HMQC spectrum of 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 37 HMBC spectrum of 1 
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図 38 DQF COSY spectrum of 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 39 HMQC spectrum of 2 
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図 40 HMBC spectrum of 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 41 DQF COSY spectrum of 2 
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図 42 HMQC spectrum of 3  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 43 HMBC spectrum of 3  
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図 44 DQF COSY spectrum of 3  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 45 HMQC spectrum of 4 
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図 46 HMBC spectrum of 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 47 DQF COSY spectrum of 4 
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図 48 HMQC spectrum of 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 49 HMBC spectrum of 5 
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図 50 DQF COSY spectrum of 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 51 HMQC spectrum of 6 
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図 52 HMBC spectrum of 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 53 DQF COSY spectrum of 6 
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図 54 1H NMR spectrum of 15 
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図 55 1H NMR spectrum of 16 
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図 56 

1H NMR spectrum of 15a 
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図 57 1H NMR spectrum of 15b 
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図 58 1H NMR spectrum of 16a 
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図 59 1H NMR spectrum of 16b 
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図 60 13C NMR spectrum of 15 

図 61 13C NMR spectrum of 16 
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図 62 HMQC spectrum of 15 

図 63 HMBC spectrum of 15 
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図 64 DQF spectrum of 15 

 

図 65 HMQC spectrum of 16 
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図 66 HMBC spectrum of 16 

図 67 DQF spectrum of 16 

 

 

 

 


