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序論 
 

天然物からの創薬 
 

	
 現在利用されている医薬品は天然物，天然物の誘導体もしくは天然物を模倣して合成さ

れた薬剤が多くを占めている [2]．天然物化学の歴史は長く，1805 年の薬剤師 F. W. A. 

Sertűrner のアヘンからの morphine の単離や，1985 年の長井長義による麻黄からの

l-ephedrineの単離，1928年の A. Fleming による Penicillium属の青カビからの penisillin，

さらに現在医薬品として用いられる化合物にカフェイン，ベルベリン，アトロピン等が挙

げられる (Figure 1)． 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  このように様々な生物活性を示す化合物の発見が医療のみならず人類の歴史に多くの影

響を与えている．また，現在までに人類が利用可能であった天然物素材は地球上に存在す

るうちの 10 %程度にも満たないと言われる事からさらに多くの発見が期待される．現代で

はさらに，それら天然由来化合物の構造解析のみならず，活性及び作用機序の解明を標的

とした研究が新たな天然物化学を発展させている．著者は，天然物からの創薬シードの発

見に興味を持ち，天然物からの未知の活性を有す創薬シードの探索及び阻害剤の作用機序

解明は新たな医薬品の開発に貢献すると考え，本研究を行った． 
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Figure 1 Chemical structures of medical drugs discovered from natural products. 
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癌治療薬開発の現状 
 

	
 日本における死亡率は 2013年の人口動態統計によれば 1位は悪性新生物 (癌) であり，

続いて心臓病，肺炎，脳卒中が上位を占めている (Figure 2)[2]．現在癌治療薬の研究開発が

精力的に行なわれる一方，癌による死亡率は統計の開始された 1947年以降一貫して増加を

続けている． 

 

Figure 1 Trends in death rates for leading cause of death, 1947-2013.  

 

	
 近年では癌細胞内で特異的な変化の見られる分子の存在が明らかとなり，現在では CD20

や上皮成長因子受容体 (EGFR) 等のチロシンキナーゼ等の分子が報告されている．また，

Notchシグナル, Wntシグナル, Hedgehogシグナル, TGFβシグナル等のシグナル伝達経路

の癌の発生・拡大への関与が報告されており，これらの分子及びシグナル伝達経路を標的

とした分子標的薬の開発が行なわれている．これまでに，1997年米国にて B細胞性非ホジ

キンリンパ腫の治療薬として承認されたリツキシマブを初めとして 60種を超える薬剤が承

認を受けている．これらの薬剤は癌細胞に特異的に発現する分子に作用する性質から，こ

れまでの治療薬に比べ副作用を抑えられるなどの利点が挙げられ， 癌治療に貢献している． 
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主な死因別にみた死亡率の年次推移－昭和22～平成25年－
Trends in death rates for leading causes of death, 1947-2013

主な死因別にみた性別年齢調整死亡率の年次推移
－昭和22～平成25年－

Trends in age-adjusted death rates for leading causes by sex,
1947-2013

がんの死亡率は、上昇を続けている

平成25年の主な死因別の死亡率（人口10万対）
をみると、がん290.3、心臓病156.5、肺炎97.8、
脳卒中94.1、老衰55.5などとなっている。年次推
移をみると、がんは一貫して上昇を続け、昭和56
年以降死因順位の第1位となっている。
心臓病は昭和60年に第2位となり、その後も上昇

していたが、平成6、7年には急激に低下した。9年
からは再び上昇傾向となっている。
肺炎は昭和22年以降低下傾向であったが、48年

以降は上昇傾向に転じ、平成23年には脳卒中を抜
いて第3位となった。
脳卒中は昭和45年から低下、平成3年以降は横ば

いで推移し、7年に急激に上昇したものの、その後
は低下傾向となっている。

死亡の状況はその集団における人口の年齢構成に
影響されるので、その年齢構成の差を取り除いて比
較するための年齢調整死亡率で主な死因の年次推移
をみると、近年は総じて低下傾向にある。

＊1 本書の場合の「がん」、「心臓病」、「脳卒中」は国際疾病傷害死因分類における「悪性新生物」、「心疾患（高血圧性を除く）」、「脳血管疾患」にあたる。
＊2 平成6、7年の心臓病の低下は、新しい死亡診断書（死体検案書）（平成7年1月施行）における「死亡の死因欄には、疾患の終末期の状態としての心
不全、呼吸不全等は書かないでください。」という注意書きの、事前周知の影響によるものと考えられる。

＊3 平成7年の脳卒中の上昇の主な要因は、ICD-10（平成7年1月適用）による原死因選択ルールの明確化によるものと考えられる。

注：1）C.V.D.←Cerebrovascular diseases
2）年齢調整死亡率については、5頁、55頁を参照
3）肺炎については、昭和25～40年までは5年ごと、44年以降は各年のデータである。
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Hedgehogシグナル伝達経路について 
 

	
 2013 年の日本における癌の性別毎の内訳としては男性では肺，胃，大腸，肝臓，膵臓，

次いで前立腺という順であり，女性では大腸，肺，胃，膵臓，乳房となっている[2]．上位を

占める胃癌及び肝臓癌が近年減少傾向を見せる一方，肺癌，膵臓癌及び前立腺癌等は増加

を続けている事から，新たな治療法や抗癌剤の開発が期待されている．特に膵臓癌では早

期発見が困難であり，さらに再発率の高い事から難治性の癌としてあげられている．この

膵臓癌や前立腺癌等で hedgehogシグナルの異常亢進が報告されている．  

 

	
 Hedgehogシグナル伝達経路は胚発生において分化・形態形成に重要な働きをする伝達経

路である．hh 遺伝子は 1980 年にショウジョウバエの胚の体節異常を起こす変異体の原因

遺伝子として発見された[3]. この伝達経路の名は変異ホモ体の腹側上皮を覆う歯状突起が

「ハリネズミ (hedgehog) 」に似ていたため名付けられた．Hh ファミリータンパク質は，

ショウジョウバエでは 1種類，哺乳類では 3種類，Sonic hedgehog (SHH), Desert hedgehog 

(DHH), Indian hedgehog (IHH) の存在が明らかとなっている． この中でも SHHは脊椎動

物において最も広く分布し，研究が盛んに行なわれている． 

 

	
 膜結合型前駆体として合成されたPre-Hh はN末側シグナルペプチドの脱離によりHh-N 

(Signaling domain) 及びHh-C (Intein-like domain) に分裂し，その際Hh-Nはhedgehog acyl 

transferase (Hhat) によるN末端のパルミトイル化及びC末端のコレステロールエステル化

を受け成熟し分泌される[4]．このHhatはmembrane-bound O-acyltransferase (MBOAT) ファ

ミリーのタンパク質の一つであり，Hhatノックアウトマウス及びパルミトイル化能欠損Shh

組換えマウスはShhノックアウトマウスと類似の発達障害をみせる事から, その重要性が

示唆されている[5]. 

	
 Hh リガンド非存在下では Hh リガンドの受容体である 12 回膜貫通型タンパク質 PTCH

は一次繊毛 (primary cilium) に局在し，7回膜貫通型タンパク質 SMOの一次繊毛への移動

を阻害する (Figure 3)．一方 Gliomma-associated oncogene homolog (GLI) と Su(Fu) か

ら成る複合体は PKAや CK1等キナーゼによるリン酸化を受け，その後プロテアソームによ

り一部が分解され不活性型 GLI となり核内へ移行し，標的遺伝子の転写を阻害する．しか

し，Hhタンパク質 PTCHに結合すると PTCHは一次繊毛から移動し，SMOへの抑制が解

除され，SMOは一次繊毛へ移動し Su(Fu) を阻害する事でキナーゼによる GLIのリン酸化

を阻害する．これにより活性型の GLIが核内へ移行し gli1, ptch, Bcl2，cycline D, cycline E, 

N-Myc等の細胞生存に関わる標的遺伝子の転写が始まる． 
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 また，成体組織においてHedgehogシグナルはその維持及び修復に重要な働きを担ってい

る．例えば脳では損傷に伴いアストロサイトからSHHが分泌される事が報告されている[6]．

また，髪[7], 皮膚[8] 又は骨[9] 等の組織においても修復や維持への関与が報告されている． 

	
 このように胚での分化や成体組織での重要な働きの一方で, hedgehogシグナルのリガン

ド依存的・非依存的な異常亢進が癌の発生・拡大に寄与する事も知られている．リガンド

非依存的な癌化としては PTCH の機能不全，SMO や Su(Fu)の変異などが挙げられ，基底

細胞癌[10]，髄芽種[11]などの発生に関わっている．また，伝達経路のコンポーネントへの変

異は伴わないが，癌細胞自身や間質細胞により発現したリガンド依存的な癌化が前立腺癌

[12]，肺癌，大腸癌及び膵臓癌[13]等で報告されている．この為，Hedgehog シグナル伝達経

路を阻害する事は癌の治療のターゲットとして注目され, 臨床試験も行なわれている[14]．  

 

	
 これまでに報告されている Hedgehogシグナルの阻害剤として，SMO阻害剤としてはユ

リ科植物 Veratrum californicium より単離された Cyclopamine[15, 16]，合成化合物では

CUR61414[17], SANTs[18], さらに hedgehog阻害剤として初めて FDAに承認された基底細

胞癌治療薬の vismodegib[19]等がある．さらに，Hhat 阻害剤である RU-SKI 43[20]，SHHN

に相互作用し阻害作用を示すRobotnikinin[21], GLI1阻害剤であるGANT61[22], AAA+ ATPase

阻害剤の HPIs[23]などが報告されている (Figure 4)． 
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Figure 3 Hedgehog signaling pathway. 
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 当研究室ではこれまでに構築したレポーターアッセイ系を用いて天然物より阻害剤探査

を行い，physalin B[24], physalin F[24], colubrinic acid[25], caldenolides[26], taepeenin D[27], 

flavonoid glycoside[28], vitetrifolin D [29] 及び physalin H[30],等を報告している (Figure 5)．GLI

の転写阻害作用を有する化合物は，新規抗がん剤の有用なリード化合物になりえると考え，

天然物より探索することとした． 

 

 

 

           

         physalin B                    physalin H               vitetrifolin D 

                          Figure 5 Reported GLI1 transcriptional inhibitors. 
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神経変性疾患について 
 

	
 現在, 癌とともに問題視されるのがアルツハイマー病やパーキンソン病等の神経変性疾

患である．2005年の調査では，これらの疾患は”各種疾患に対する治療満足度”と”当該治療

に対する薬剤の貢献度”がともに低い領域，アンメットメディカルニーズの一つに数えられ

ている (Figure 6)[31]．この為，新薬の開発が盛んに行なわれ，2006-2009 年にはパーキン

ソン病治療薬が 3 品種承認され，2010 年においてアルツハイマー病治療薬は 14 品目，パ

ーキンソン病治療薬は 5品目の新薬の開発が行なわれている．2014年に行なわれた同財団

による調査においても満足度及び貢献度が低いままであり[32]，さらに現在においても根本

的な治療法は確立されておらず，更なる医薬品・治療法の登場が期待されている． 

	
 また，この神経変性疾患等の治療に貢献すると考えられているのが神経細胞等の移植に

よる再生医療である．これには ES 細胞を移植する方法、・iPS 細胞を神経細胞に誘導し移

植する方法等が試みられている。しかしこれらの方法は倫理的問題, また神経細胞の供給に

おいて効率的・選択的な各神経細胞への分化誘導という点に問題を抱えている. さらに神経

幹細胞分化促進作用を示す有用な薬物は依然として非常に少ない. この為，本研究では

hairy and Enhancer of split 1 (Hes1) 及びそれを制御する Notchシグナル伝達経路に注目し

神経幹細胞分化促進作用を示す化合物の天然物からの探索を行なった.  

 

                 Figure 6 Unmet medical needs and approved new drugs 2006-2009[31]. 
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治療満足度別にみた新薬の承認状況

HS財団は、わが国における医療ニーズの動向を明

らかにする目的で、医師を対象に各種疾患に対する

治療満足度と当該疾患治療に対する薬剤の貢献度に

ついて、アンケート調査を実施しています。

図1は、HS財団が2005年度に調査した1）60疾

患の治療満足度（横軸）、薬剤貢献度（縦軸）と2006

政策研の 
ページ 

アンメット・メディカル・ニーズに対する
医薬品の開発・承認状況

医薬産業政策研究所では、新薬の承認および開発パイプラインに関するデータに基づき、財

団法人ヒューマンサイエンス振興財団（以下、HS財団）による治療満足度調査データに沿

って、製薬企業のアンメット・メディカル・ニーズに対する取組み状況を継続的に集計・分

析しています。本稿では、2006～2009年の新薬承認データおよび2010年6月時点の

開発パイプラインデータを用いて、最新の状況をみていきます。

図1 治療満足度（2005年）別にみた新薬の承認状況（2006～2009年）

注：上記対象疾患に該当しない希少疾病などを対象とした新薬は含まれていない。 出所：HS財団による調査結果およびPMDA公表資料をもとに作成。

1）「平成17年度国内基盤技術調査報告書－2015年の医療ニーズの展望－」ヒューマンサイエンス振興財団
2）薬事食品衛生審議会部会審議項目のうち新有効成分含有医薬品および新効能医薬品を集計対象としている。
3）2006～2009年に承認された新薬は171成分あり、そのうち対象60疾患に該当するものは90成分である。この90成分について、ひとつの成分が
複数の疾患に該当する効能・効果を有する場合は、それぞれ該当する疾患ごとに重複して集計した結果が96品目である。各疾患への該当の判断にあた
っては、当該疾患ならびに当該疾患に起因する疾患、また当該疾患の予防につながるものも含めている。
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Notchシグナル伝達経路について 
 

	
 Notchシグナルは高度に保存された，細胞間情報伝達を介して幹細胞等の様々な細胞の運

命決定に関わる伝達経路である (Figure 7)．Notchシグナル伝達経路は隣接する細胞表面上

に存在するリガンドJagged及びDeltaがNotchタンパク質と相互作用する事で始まる．これ

を引き金にNotchタンパク質に対するADAM/TACEメタロプロテアーゼによるS2，

γ-secretaseによるS3/S4切断によりintracellular domain of Notch (NICD) が核内に移行する．

次いで核内においてNICDがRBP－Jκ及びMAMLと三量体を形成し，標的遺伝子の転写が始ま

る．標的遺伝子としてはHES1, HES5, HES7, Hey1, Hey2及びHeyL等のHESのサブファミ

リーが報告されている[32]．また，癌細胞においてはc－myc，cyclinD1, NFκB2等が報告され

ている[33-35]このうちHES1はbasic helix-loop-helix型転写因子のうち抑制型に分類され，核

内において二量体を形成し，Mash1, Ngn2などの神経幹細胞の分化を促進する働きを持つ活

性型bHLH型転写因子の転写を抑制する[36]． 

  
                                   Figure 7 Notch signaling.  

	
 次に Notchシグナル及び標的遺伝子である HESの神経幹細胞分化に対する影響について

説明する (Figure 8)[37]．HES1は抑制型 bHLH型転写因子の一つで，HES5等とともに神経

幹細胞の自己増殖を促進し，各種神経細胞への分化を抑制する働きを持つ．また，Notchシ

グナルはニューロン前駆細胞においては前駆細胞からニューロンへの分化を阻害する働き

を持つ．そのため，この抑制的に働く HES1, 5を制御する Notchシグナルを阻害すること

で神経幹細胞の分化を促進することは，アルツハイマー病等の神経変性疾患の治療に貢献

する可能性がある．  
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TLE/grg
Ngn2 
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 こ れ ま で に Notch シ グ ナ ル の 阻 害 剤 と し て は DAPT 

(N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester)[38], LY411,575[39]や

MK0752 (cis-4-[(4-Chlorophenyl)sulfonyl]-4-(2,5-difluorophenyl)cyclohexanepropanoic acid) 
[40, 41]等の γ-secretase 阻害剤 (GSI) や，天然物では curcumin[42]や genistain[43]等が報告さ

れている (Figure 9)．しかし，Notch シグナル阻害剤の報告は少なく，その研究の多くが

Notchシグナルの関連する白血病等の癌を標的とした物であり，神経幹細胞分化を標的とし

た物はわずかである．このため本研究では Notch シグナルを阻害する事で神経幹細胞のニ

ューロン等神経細胞への分化を促進する化合物の発見を目的とし実験を行なった． 

 

 

 

 

 

 

 

                DAPT                                   MK0752 

                               Figure 9 Reported Notch inhibitors. 
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Figure 8 Effect of Notch signaling on differentiation of neural stem cells 
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第一節	
 アッセイ系 
 
	
 Hedgehogシグナル伝達経路の下流に位置する転写因子である GLI1による転写活性の阻

害作用を有す化合物の探索を目的に, 当研究室において T-REx システム (InvitrogenTM) を

用いて構築したルシフェラーゼアッセイ系を用いて活性評価を行なった．T-REx システム

は E. coli Tn10由来の tetracycline (Tc) 耐性オペロンを用いた発現調節機構である．目的遺

伝子を挿入したTetオペレーターDNA配列を含むpcDNA 4/TO及びTet repressor (TetR) を

コードする pcDNA 6/TRを形質転換し, Tcの添加により目的遺伝子の発現を制御する事が

可能である． 

 

	
 本研究で用いるアッセイ系作製では，Dr. Rune Toftgård 氏  (Karolinska Instituent, 

Sweden) より譲与頂いた 12GLI-RE-TKO (12xGLI1 結合領域 -TK prom. を含む ) の

12xGLI1結合領域-TK prom. (449 bp) を pGL4.20 [luc2/Puro] のマルチクローニングサイト

に挿入し，pGL4-GLI BSを作製した．また，Dr. Fritz Aberger氏 (University of Salzburg) よ

り譲与いただいた pcDNA3.1-GLI1, pcDNA 6/TR を安定発現しているヒト表皮角化細胞 

HaCaT cells[44]に，作製した pGL4-GLI BSを形質転換し，1 µg/mL puromycin及び zeocin

を用いた薬剤選択により安定発現株を得た． 

 

	
 Tc非添加時には tetRホモダイマーが pcDNA3.1-GLI1上の Tetオペレーター配列 (TetO2) 

に結合し，GLI1の転写を抑制する. Tcを添加すると，Tcは TetRホモダイマーに結合し, そ

の立体構造を変化させ，TetO2から解離させることで目的遺伝子 GLI1の転写が開始される．

発現したGLI1が pGL4-GLI BS上のGLI1結合領域に結合する事でその下流にコードされた

luciferase が転写される．細胞溶解後に luciferase の基質，luciferin を添加する事で生じる

化学発光を測定する事で GLI1による転写活性を定量する (Figure 1.1.1)． 
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 また，luciferase活性がサンプルの細胞毒性により低下する場合もある為，細胞生存率を

fluorometric microculture cytotoxicity assay (FMCA) を用いて同時に測定した．コントロー

ルの luciferase活性及び細胞生存率を 100 %とし，高い細胞生存率，低い luciferase活性を

示したサンプルを陽性と判断した (Figure 1.1.2)． 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  

!"#$%&#''()

Stop

2 x TetO2

Transcription

12 x GLI binding sites

TetR TetR

Tc

2 x TetO2

GLI1

-GACCACCCA -

Luc.

CMV prom.

GLI1

TK prom.

TetR

TetR

CMV prom.

GLI1TetR TetRCMV prom.

!"#$''()

Luciferase 

Tc

0 

25 

50 

75 

100 

(%) 
Luciferase activity 
Viability 

高い細胞生存率

低いルシフェラーゼ活性

negativepositive

Active sample

Figure 1.1.1 Constructed cell-based assay system. Tc: tetracycline, CMV prom.; CMV promoter, TetR; 
tetracycline repressor, TetO2; tetracycline operator 2, TK prom.; TK promoter. 

Figure 1.1.2 GLI1 transcriptional activity and cell viability. 
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第二節  Themeda arguensの GLI1転写阻害活性を指標とした分画 
 

	
 過去の植物エキスライブラリーのスクリーニングにおいてGLI1転写阻害活性を示したタ

イ産 Themeda arguensについて活性成分の探索，活性評価及び作用機序の解明のためウエ

スタンブロットを用いて単離化合物のタンパク質発現量に対する影響を評価した． 

 

Themeda arguens 

	
 本植物はカホン科 (Paceae) に属し，東南アジア・オーストラリア等に分布している．

抗リウマチ作用や強壮効果を目的に用いられていたが，成分探索の報告はこれまでになさ

れていなかったため，分画を行なう事とした． 

 

	
 T. arguensの全草は 5 lotに分かれて保存されていた．Lot毎に MeOHを用いて抽出を行

った (Table 1.2.1)．それぞれの Lotより得た MeOH ext.について活性評価を行った (Figure 

1.2.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 

50 

100 

50 100 50 100 50 100 50 100 50 100 50 100 

(%)	
 

(µg/mL)	
 

Luciferase activity Viability 

Lot 植物重量 抽出時溶媒量, 回数 MeOHエキス量 
7-232 108.0 g 1L x 2回 7.1 g 
7-282 70.3 g 1.5 L x 2回 6.0 g 
7-291 101.9 g 1.5 L x 2回 6.9 g 
7-313 90.8 g 1L x 2回 9.0 g 
7-335 183.9 g 1L x 2回 15.4 g 

 Library        7-232         7-282         7-291         7-313          7-335 
 (7-173) 

Figure 1.2.1 GLI1 mediated transcriptional activity, cell viability and TLC analysis. 
Left: Silica gel, EtOAc, H2SO4, Δ Right: ODS, MeOH: H2O 7:3, 10% H2SO4, Δ 

Library 232  282  291  313  335    Library 232 282   291  313  335 

Table 1.2.1 Extraction of T. arguens. 
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 各 Lot MeOH抽出物は TLCにおいて同様のスポットを示し，Library品と同程度の活性を

示した．本研究では 7-335より得られた MeOH抽出物 (15.4 g) を用いて分画を行なった． 

 

	
 KKP259 (7-335) より得た MeOH抽出物 (15.4 g) についてクロロフィル・糖の除去を目

的に H2O, MeOH, acetone を用いて Diaion HP-20 カラムクロマトグラフィー (ø10x230 

mm) により分画を行い，Fr.1A-1Fを得た．活性は 1D, 1Eに認められた (Figure 1.2.2)． 

 

 

 

	
 Fr.1D (2.2 g) を CHCl3: MeOH系を，用いたシリカゲルカラムカラムクロマトグラフィー 

(ø60 x 240 mm) により分画し，Fr.2A-2Nを得た．活性は2D, 2Eに認められた (Figure 1.2.3)． 
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(µg/mL) 

Luciferase activity Viability 

MeOH   1A     1B     1C    1D      1E     1F 
 ext. 

Figure 1.2.2 GLI1 mediated transcriptional activity, cell viability and TLC analysis. Left: Silica gel, 
CHCl3:MeOH 8:2 , H2SO4, Δ Right: ODS, MeOH:H2O 4:6, 10% H2SO4, Δ 
 

 1D    2A   2B    2C   2D   2E    2F   2G   2H    2I    2J    2K   2L   2M   2N 

Figure 1.2.3 GLI1 mediated transcriptional activity, cell viability and TLC analysis.  
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH 8:2,anisaldehyde, Δ Right: ODS, MeOH:H2O 6:4, anisaldehyde, Δ 

1D 2A 2B 2C 2D 2E 2F 2G 2H 2I 2J 2K 2L 2M  
 

1D 2A 2B 2C 2D 2E 2F 2G 2H  2I 2J 2K  2L 2M 
 

 1A   1B  1C MeOH   1D  1E  1F       1A   1B   1C MeOH 1D   1E   1F 
                ext.                                    ext. 
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 Fr.2D (34.2 mg) を H2O:MeOH (4:6-0:1) のグラジエントを用いた ODSカラムクロマト

グラフィー (ø12x210 mm) により分画し，Fr.3A-3Hを得た．活性は Fr.3C-3Hに認められ

た (Figure 1.2.4).  

 

      

 

	
 Fr.3E (11.2 mg) を ODS HPLC (Develosil ODS-MG-5, ø10x250 mm,; eluent MeOH:H2O 

(6:4), wavelength 254 nm, flow late 3.0 mL/min) にて分取し，1 (Fr.4C, 4.8 mg, tR 45 min) お

よび 2 (Fr.4D, 2.3 mg, tR 49 min) を得た (Figure 1.2.5)． 
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  2E       3A       3B       3C       3D       3E       3F      3G       3H 

Figure 1.2.4 GLI1 mediated transcriptional activity, cell viability and TLC analysis. 
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH 9:1, anisaldehyde, Δ Right: ODS, MeOH:H2O 6:4, anisaldehyde, Δ 

 1D  3A 3B  3C  3D  3E  3F 3G 3H   3A  3B  3C 3D  3E  3F 3G  3H 

 

Column: Develosil ODS MG-5 (ø10 x 250 mm) 
Solvent: MeOH:H2O 6:4 
Flow: 3 mL/min 
Detection: UV 254 nm, RI 
Chart speed: 30 cm/hr 

Figure 1.2.5 HPLC chromatogram of Fr.3E and TLC analysis. Silica gel, CHCl3:MeOH 85:15, anisaldehyde, Δ 

  4C   4D 
   4A  4B         4C         4D 
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 Fr.2E (44.0 mg) を H2O:MeOH (9:1-0:1) を用いたグラジエント系での ODSカラムクロ

マトグラフィー (ø12x220 mm) により分画し Fr.5A-5Iを得た．活性は 5F及び 5Gに認め

られた (Figure 1.2.6)． 

 

             

 

 

	
 Fr.4G (8.7 mg) を ODS HPLC (Develosil ODS-MG-5, ø10x250 mm,; eluent MeOH:H2O 

(53:47), wavelength 254 nm, flow late 3.0 mL/min) にて分取し，2 (Fr.6B, 2.4 mg, tR 64 min) 

および 3 (Fr.6C, 1.3 mg, tR 69 min) を得た (Figure 1.2.7)． 
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Figure 1.2.6 GLI1 mediated transcriptional activity, cell viability and TLC analysis. 
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH 8:2,anisaldehyde, Δ Right: ODS, MeOH:H2O 6:4, anisaldehyde, Δ 

2E       5A      5B        5C      5D       5E       5F      5G        5H       5I    

2E 5A 5B 5C 5D 5E 5F 5G 5H  5I   2E 5A 5B 5C 5D 5E 5F 5G 5H 5I 

Column: Develosil ODS MG-5 (ø10 x 250 mm) 
Solvent: MeOH:H2O 53:47 
Flow: 3 mL/min 
Detection: UV 254 nm, RI 
Chart speed: 30 cm/hr 

 6A            6B   6C     6A  6B  6C  6D  4G  

Figure 1.2.7 HPLC chromatogram of Fr.3E and TLC analysis. Silica gel, CHCl3:MeOH 9:1, anisaldehyde, Δ 

others: 6D 
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 Fr.1E (2.5 g) を CHCl3:MeOH系混合溶媒を用いたシリカゲルクロマトグラフィー (PSQ 

100B, ø25x240 mm) により分画し，Fr.7A-7Mを得た．活性は 7C-7Gに認められた (Figure 

1.2.8)． 

 

       
 

 

	
 Fr.7C (159.9 mg) を H2O:MeOH (1:1-0:1, 0:1+0.1 % TFA) を用いたグラジエント系での

ODS カラムクロマトグラフィー (18x300 mm) により分画し，Fr.8A-8M を得た．活性は

8D-8Hに認められた (Figure 1.2.9)． 
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 1E    7A     7B    7C   7D    7E     7F      7G   7H    7I     7J    7K    7L   7M 

Figure 1.2.8 GLI1 mediated transcriptional activity, cell viability and TLC analysis. 
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH 8:2, 10% H2SO4, Δ Right: ODS, MeOH:H2O 7:3, 10% H2SO4, Δ 

  7A 7B  7C 7D 7E  7F 7G 7H  7I   7J  7K  7L 7M  1E    1E  7A 7B 7C  7D  7E  7F 7G 7H   7I  7J  7K  7L  7M 

 

7C    8A    8B   8C    8D    8E   8F      8G   8H      8I         8J   8K     8L   8M 

8A  8B  8C 8D 8E 8F 8G 8H 8I  8J 8K  8L 8M 7C   7C  8A  8B 8C 8D8E 8F 8G  8H 8I 8J  8K  8L 8M  

Figure 1.2.9 GLI1 mediated transcriptional activity, cell viability and TLC analysis. 
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH 9:1, anisaldehyde, ΔRight: ODS, MeOH:H2O 9:1, anisaldehyde, Δ 
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 Fr.8E (10.6 mg) を ODS HPLC (YMC-Pack ODS-AM, ø10x250 mm,; eluent MeOH:H2O 

(6:4), wavelength 254 nm, flow late 3.0 mL/min), にて分取し，Fr.9A-9D を得た (Figure 

1.2.10)． 

 
 

	
 Fr.9Dの NMRを測定し，構造解析を行うとその 1H-NMRの解析より 4である事が明らか

となったが不純物が確認されたためさらに MeOHを用いた Sephadex LH-20カラムクロマ

トグラフィー (ø12x340 mm, eluent MeOH) にて精製され，4 (Fr.10C, 1.1 mg) を与えた． 

 

	
 Fr.7E (266.0 mg) を H2O:MeOH (7:3-0:1)を用いたグラジエント系での ODSカラムクロ

マトグラフィー (ø24x230 mm) により分画し，Fr.11A-11Iを得た．活性は 11E-11Hに認め

られた (Figure 1.2.11)． 
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Column: Develosil ODS MG-5 (ø10 x 250 mm) 
Solvent: MeOH:H2O 53:47 
Flow: 3 mL/min 
Detection: UV 254 nm, RI 
Chart speed: 30 cm/hr 

 7E      11A       11B     11C     11D      11E      11F       11G       1qq      11I 

 7E 11A  11B 11C  11D 11E  11F 11G 11H  11I        7E  11A 11B 11C 11D  11E 11F  11G 11H  11I 
 

Figure 1.2.10 HPLC chromatogram of Fr.8E. 

Figure 1.2.11 GLI1 mediated transcriptional activity, cell viability and TLC analysis. 
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH 9:1, anisaldehyde, Δ Right: ODS, MeOH:H2O 7:3, anisaldehyde, Δ 

9A             9B           9C                9D  
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 Fr.11F (45.3 mg) を CHCl3:MeOH (1:1) を用いた Sephadex LH-20

カラムクロマトグラフィー (ø 15x430 mm) により Fr.12A-12Dに分

画した (Figure 1.2.12)．活性評価は行わず Fr.12B及び 12Cの精製を

行なった． 

 

 

 

 

 

	
 Fr.12B (23.7 mg) を ODS HPLC (YMC-Pack ODS-AM, ø10x250 mm,; eluent MeOH:H2O 

(54:46), wavelength 254 nm, flow late 3.0 mL/min) にて分取し，Fr.13A-13Fを得た．さら

に Fr.13D (18.8 mg, tR 32 min) を ODS HPLC (Cosmosil 5CN-MS, ø10x250 mm,; eluent 

MeOH:H2O (45:55), wavelength 254 nm, flow late 3.0 mL/min) にて精製し，1 (Fr. 14B, 16.3 

mg, tR 12 min) を得た (Figure 1.2.13)． 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1.2.13 HPLC chromatogram of Fr.13D. 

 

	
 Fr.12C (20.2 mg) を ODS HPLC (YMC-Pack ODS-AM, ø10 x 250 mm,; eluent 

MeOH:H2O (6:4), wavelength 254 nm, flow late 3.0 mL/min) にて分取し， 2 (Fr.15D, 12.7 

mg, tR 66 min) を得た (Figure 1.2.14)． 

 

Figure 1.2.14 HPLC chromatogram of Fr.12C. 

Figure 1.2.12 TLC analysis. Silica gel,  
CHCl3:MeOH 9:1, 10% H2SO4, Δ 

   15A 15B 15C     15D 

others: 15E 

Column: Cosmosil 5CN-MS (ø10 x 250 mm) 
Solvent: MeOH:H2O 45:55 
Flow: 3 mL/min 
Detection: UV 254 nm, RI 
Chart speed: 30 cm/hr 

Column: YMC-Pack ODS-AM (ø10 x 250 mm) 
Solvent: MeOH:H2O 6:4 
Flow: 3 mL/min 
Detection: UV 254 nm, RI 
Chart speed: 30 cm/hr 

10F 12A 12B  12C 12D 

   14A 14B 1    4C 14D 
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第三節	
 単離化合物の構造解析及び同定 
 

	
 化合物 1 は，非結晶黄色固体として得られ，ESIMS において m/z 415 [M+H]+及び 437 

[M+Na]+, 比旋光度[α]25
D  +13 (c 0.5, MeOH) を示した．1D及び 2D-NMRの解析を行い，文

献値とのスペクトルデータの比較により化合物 1を aciculatinと同定した[45]. 

 

	
 化合物 2は，非結晶黄色固体として得られ，ESIMSにおいて m/z 415 [M+H]+, 比旋光度

[α]24
D  +101 (c 1.0, MeOH) を示した．1D及び 2D-NMRの解析を行い，文献値とのスペクト

ルデータの比較により化合物 2を 7-de-O-methylaciculatinと同定した[46]. 

 

	
 化合物 3は，非結晶黄色固体として得られ，ESIMSにおいて m/z 401 [M+H]+, 比旋光度

[α]24
D  +70 (c 0.2, MeOH) を示した．1D及び 2D-NMRの解析を行ない，文献値とのスペクト

ルデータの比較により化合物 3を 8-C-β-D-boivinopyranosylapigeninと同定した[47]. 

 

	
 化合物 4は，非結晶黄色固体として得られ，ESIMSにおいて m/z 413 [M+H]+, 比旋光度

[α]24
D  +79 (c 0.27, MeOH) を示した．1D及び 2D-NMRの解析を行ない，文献値とのスペク

トルデータの比較により化合物 4を aciculatinoneと同定した[48]. 
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第四節	
 活性評価 
 

(1) 単離化合物の GLI1転写阻害活性の評価 
	
 T. arguensより単離された化合物 1-4の GLI1転写活性阻害活性を評価した. 以下に結果

と IC50値を示す (Figure 1.4.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           Figure 1.4.1 GLI1 transcriptional inhibitory activity. 
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(2) 単離化合物の癌細胞に対する影響 
 

	
 Hedgehogシグナル伝達経路の異常亢進が報告されているヒト膵臓癌細胞 PANC-1 cells, 

前立腺癌細胞 DU-145 cells及び乳癌細胞 MCF-7 cellsに対する化合物の影響を評価した．

その結果を以下に示す (Figure 1.4.2 and Table 1.4.1)． 
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Figure 1.4.2 Cytotoxicity of 1-4. 



 22 

Table 1.4.1 GLI1 transcriptional inhibitory activity and cytotoxicity of 1-4. 

compound 
GLI1 transcriptional 
inhibition (IC50 µM) 

Cytotoxicity (IC50 µM) 

PANC-1 DU-145 MCF-7 C3H10T1/2 

1 1.8 >12.5 5.4 5.4 >12.5 

2 13.0 >25 >25 >25 >25 

3 10.6 23.8 16.5 7.8 >25 

4 24.3 >25 >25 >25 >25 

 

	
 活性評価の結果を Table 1.4.1に示した．1及び 3は Hedgehogシグナル伝達経路の亢進

している事が知られる前立腺癌細胞 DU-145及び乳癌細胞 MCF-7に対し細胞毒性を示した．

一方でHedgehogシグナルを有す正常細胞であるマウス胚由来繊維芽細胞C3H10T1/2に対

しては毒性を示さなかった．この事から Hedgehog シグナルの異常亢進により増殖が促進

されている癌細胞に対し選択的に毒性を示したと考えられる． 

 

(3) 1のタンパク質発現に対する影響 
 

	
 1についてウエスタンブロットを用いてタンパク質の発現に対する影響を評価すると，ア

ッセイ細胞である GLI1を過剰発現している HaCaT cellsでは外因性の GLI1の発現に影響

を与えずに Hedgehog シグナル伝達経路の標的遺伝子である抗アポトーシスタンパク質

BCL2を減少させた (Figure 1.4.3)．また，前立腺癌細胞 DU-145に対する影響を評価する

と，1 は濃度依存的に Hedgehog シグナル伝達経路の標的遺伝子である Hedgehog タンパ

ク質受容体 PTCH1 及び BCL2 を減少させた．これらの結果から 1 は Hedgehog シグナル

を阻害する事が確認された． 

 
            Figure 1.4.3 Western blot of assay cell and DU-145 after treatment of 1. 
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第五節	
 Withania somniferaからの分画 
 

Withania somnifera 

	
 本植物はナス科 (Solanaceae) に属し，インド，アフリカ南部，地中海等に分布している．

抗癌活性，抗炎症活性等が報告されている[47]．アシュワガンダという名で知られ，インド

大陸の伝統的医学であるアーユルヴェーダにおいて滋養強壮や記憶力の改善に用いられて

いる． 

 

	
 Withania somniferaの葉部 (101.5 g) を MeOH (1L x 3回) で抽出し，得た MeOH抽出物 

(22.8 g) を H2O:MeOH:acetone (1:1:0, 0:1:0, 0:1:1, 0:0:1) を用いた Diaion HP-20カラムク

ロマトグラフィー (ø50x200 mm) にて分画し，Fr.1A-1Eを得た (Figure 1.5.1)．GLI1転写

阻害作用は 1C, 1Dに移行した. 

   
 

 

	
 Fr.1D (6.6 g) を CHCl3: MeOH系を，用いたシリカゲルカラムカラムクロマトグラフィー 

(ø45x430 mm) により分画し，Fr.2A-2Nを得た．活性は 2F, 2H, 2I 及び 2Jに認められた 

(Figure 1.5.2)． 
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Fig. 1.5.1 GLI1 mediated transcriptional activity, cell viability and TLC analysis. 
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH 9:1, H2SO4, Δ Right: ODS, MeOH: H2O 6:4, 10% H2SO4, Δ 

   1D    2A    2B     2C    2D    2E     2F    2G    2H     2I     2J     2K    2L    2M    2N 

Figure 1.5.2 GLI1 mediated transcriptional activity, cell viability TLC analysis. 
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH 85:15, H2SO4, Δ Right: ODS, MeOH: H2O 6:4, 10% H2SO4, Δ 
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 ext.                          ext. 
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 Fr.2I (1252.0 mg) は TLC分析よりほぼ単一化合物である事が分かり，分画後の

溶液に結晶を認めたため再結晶による精製が可能であると考えられた．そのため，

Fr.2I のうち 6.25 mg を用い, EtOAc:CHCl3を用いて再結晶により精製する事で 1 

(5.8 mg) を得た (Figure 1.5.3)． 

 

 

 

	
 Fr.2F (201.0 mg) は H2O:MeOH (6:4-0:1) を用いたグラジエント系での ODSカラムクロ

マトグラフィー (ø12x192 mm) により Fr.3A-3K に分画された．活性は 3F 及び 3Iに認め

られた (Figure 1.5.4)． 

 

 

 

	
 Fr.3F (48.4 mg) を hexane:EtOAc:CHCl3:MeOH (6:4:0:0-0:0:0:1) を用いたカラムクロマ

トグラフィー (ø12x360 mm) により分画し，Fr.4A-4Kを得た (Figure 1.5.5)．Fr.4D (25.3 

mg) は結晶 X線回折による構造解析の結果, 6であると同定された．活性は Fr.4D認められ

た. 
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Figure 1.5.3 TLC analysis of 1. 
ODS, MeOH: H2O 8:2, anisaldehyde, Δ  1 

 3A    3B    3C    3D   3E    3F    3G    3H   3I     3J   3K   

Figure 1.5.4 GLI1 mediated transcriptional activity and cell viability and 4 TLC analysis. 
Left: ODS, MeOH:H2O 8:2, H2SO4, Δ Right: ODS, MeOH: H2O 95:5, 10% H2SO4, Δ 
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Figure 1.5.5 GLI1 mediated transcriptional activity, cell viability and TLC analysis. 
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH:H2O 95:5, anisaldehyde, Δ Right: ODS, MeOH: H2O 8:2, anisaldehyde, Δ 
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 Fr.2H (66.2 mg) を H2O:MeOH (7:3-0:1) を用いたグラジエント系での ODSカラムクロ

マトグラフィー (ø15x276 mm) により分画し，Fr.5A-5Jを得た (Figure 1.5.6)．そのうち, 

Fr.5H (7.8 mg) より 3を得た．Fr.5Fは silica gel TLCの結果スポットが Fr.5Eと共通して

いたため活性評価を行わなかった．Fr.5Dは NMRを測定したが構造決定に至らなかった． 

 

 

 

 

	
 Fr.2J (573.4 mg) を H2O:MeOH (7:3-0:1) を用いたグラジエント系での ODSカラムクロ

マトグラフィー (ø29x285 mm) により分画し Fr.6A-6J を得た (Figure 1.5.7)．活性は 6E

にのみ認められた． 
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Figure 1.5.6 GLI1 mediated transcriptional activity, cell viability and TLC analysis. 
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH:H2O 85:15, anisaldehyde, Δ Right: ODS, MeOH: H2O 9:1, anisaldehyde, Δ 

  5A 5B 5C 5D 5E  5F 5G 5H 5I  5J   5A  5B 5C 5D 5E 5F 5G  5H  5I  5J 

 2J       6A        6B       6C        6E       6F       6G       6H        6I        6J 

  2J  6A  6B  6C  6D  6E   6F  6G   6H  6I  6J      2J  6A  6B  6C  6D  6E    6F  6G   6H  6I  6J 

 Figure 1.5.7 GLI1 mediated transcriptional activity, cell viability and TLC analysis. 
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH:H2O 9:1, anisaldehyde, Δ Right: ODS, MeOH: H2O 6:4, anisaldehyde, Δ 



 26 

	
 Fr.6E (64.5 mg) を CHCl3:MseOH (1:0-0:1) を用いたグラジエント系でのシリカゲルカ

ラムクロマトグラフィー (ø17x370 mm) により分画し，Fr.7A-7得た (Figure 1.5.8)．活性

は Fr.7Fに認められた．Fr.7E (2.0 mg) は構造解析の結果，8と同定された．また，Fr.7G (3.0 

mg) は 5であった. 

 
 

 

	
 Fr.7F (27.8 mg) を ODS HPLC (Cosmosil Cholester, ø10x250 mm,; eluent MeOH:H2O 

(6:4), wavelength 254 nm, flow late 3.0 mL/min) にて分取し 5 (Fr.8B, 20.89 mg, tR 19 min) 

及び 9 (Fr.8C, 2.4 mg, tR 22 min) を得た (Figure 1.5.9)． 

 

Figure 1.5.9 HPLC chromatogram of Fr. 8F. 

	
 Fr.1C (0.9 g) を CHCl3:MeOH (9:1-0:1) を用いたグラジエント系でのシリカゲルカラム

クロマトグラフィー (silica N60, ø17x370 mm) により分画し，Fr.9A-9H を得た (Figure 

1.5.10)．活性は 9E及び 9Fに認められた． 
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Figure 1.5.8 GLI1 mediated transcriptional activity, cell viability and TLC analysis. 
Silica gel, CHCl3:MeOH:H2O 95:5, anisaldehyde, Δ 

Column: Cosmosil Cholester (ø10x250 mm) 
Solvent: MeOH:H2O 6:4 
Flow: 3 mL/min 
Detection: UV 254 nm, RI 
Chart speed: 30 cm/hr 

 8A      8B       8C   others:8D 

  1C  9A    9B   9C   9D   9E   9F   9G  9H   

Figure 1.5.10 GLI1 mediated transcriptional activity, cell viability TLC analysis. 
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH:H2O 7:3, anisaldehyde, Δ Right: ODS, MeOH: H2O 1:1, anisaldehyde, Δ 

 7A 7B 7C  7D 7E  7F 7G 7H    7I   7J   7K 

  1C  9A  9B  9C  9D  9E  9F  9G  9H    1C  9A  9B  9C  9D  9E  9F  9G  9H 
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 Fr.9F (21.7 mg) を H2O:MeOH (7:3-0:1) を用いたグラジエント系での ODSカラムクロ

マトグラフィー(ø17 x 270 mm)により分画し Fr.10A-10Dを得た (Figure 1.5.11)．活性は

10A及び 10Cに認められた．Fr.10Cは NMR解析の結果 5と同定された． 

 

  
 

 

 

	
 Fr.10A (16.87 mg) を ODS HPLC (Cosmosil Cholester, ø10 x 250 mm,; eluent 

MeOH:H2O (35:65), wavelength 254 nm, flow late 3.0 mL/min)にて精製し，10 (Fr. 11A, 4.4 

mg, tR 14 min)を得た (Figure 1.5.12)． 

 

Figure 1.5.12 HPLC chromatogram of Fr. 10A. 
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Figure 1.5.11 GLI1 mediated transcriptional activity and cell viability and TLC analysis. 
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH:H2O 7:3, anisaldehyde, Δ Right: ODS, MeOH: H2O 6:4, anisaldehyde, Δ 

   9F 10A 10B 10C 10D    9F 10A 10B 10C 10D 

11A 



 28 

第六節	
 単離化合物の構造解析及び同定 
 

	
 化合物 5 は，結晶白色固体として得られ，ESIMS において m/z 469 [M-H]-及び 493 

[M+Na]+, 比旋光度[α]21
D  +114 (c 0.56, CHCl3) を示した．1D及び 2D-NMRの解析を行ない，

文献値とのスペクトルデータの比較により化合物 5を withaferin Aと同定した[48]. 

 

	
 化合物 6は，結晶白色固体として得られ，ESIMSにおいて 453 [M-H]-, m/z 455 [M+H]+

及び 477 [M+Na]+, 比旋光度[α]16
D  +268 (c 0.5, CHCl3) を示した．1D及び 2D-NMRの解析

及び X線構造解析の結果，化合物 6を 27-deoxywithaferin Aと同定した[49].  

 

	
 化合 7は，結晶白色固体として得られ，ESIMSにおいて m/z 477 [M+Na]+, 比旋光度[α]25
D  

+68 (c 0.17, CHCl3) を示した．1D及び 2D-NMR解析を行ない，文献値とのスペクトルデ

ータの比較により化合物 7を 5,6-deoywithaferin Aと同定した[50]. 

 

	
 化合物8は，結晶白色固体として得られ，ESIMSにおいてm/z 471 [M-H]-及び 473 [M+H]+, 

比旋光度[α]24
D  +12 (c 0.91, CHCl3) を示した．1D及び 2D-NMR解析を行ない，文献値との

スペクトルデータの比較により化合物 8を 2,3-dihydroxywithaferin Aと同定した[51]. 

 

	
 化合物 9 は，結晶白色固体として得られ，ESIMS において m/z 504 [M+H]+及び 526 

[M+Na]+, 比旋光度[α]25
D  +0.8 (c 1.0, dioxane) を示した．1D及び 2D-NMR解析を行ない，

文献値とのスペクトルデータの比較により化合物 9 を 2,3-dihydro-3β-methoxywithaferin A

と同定した[48]. 

 

	
 化合物 10は，結晶白色固体として得られ，ESIMSにおいて m/z 567 [M-H]-, 比旋光度[α]26
D  

+22 (c 0.21, MeOH) を示した．1D及び 2D-NMR解析を行ない，文献値とのスペクトルデ

ータの比較により化合物 10を 2,3-dihydro-3β-O-sulfate withaferin Aと同定した[48]. 
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第七節	
 活性評価 
 
(1) 単離化合物の GLI1転写阻害活性の評価 
 

	
 W. somniferaより単離された化合物 5-10 の GLI1転写活性阻害活性を評価した. 以下に

結果と IC50値を示す (Figure 1.7.1 and Figure 1.7.2).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.7.1 GLI1 transcriptional inhibitory activity of 5-7. 
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(2) 単離化合物の癌細胞に対する影響 
 

	
 Hedgehogシグナル伝達経路の異常亢進が報告されている癌細胞 PANC-1 cells, DU-145 

cells 及び MCF-7 cells に対する化合物の影響を評価した (Figure 1.7.3, Figure 1.7.4 nad 

Table 1.7.1). 

 

 

 

 

 

Figure 1.7.3 Cytotoxicity of 5. 
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Figure 1.7.2 GLI1 transcriptional inhibitory activity of 8-10. 
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Figure 1.7.4 Cytotoxicity of 6-10. 
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Table 1.7.1 GLI1 transcriptional inhibitory activity and cytotoxicity of 5-10. 

compound 
GLI1 transcriptional 
 inhibition(IC50 µM) 

Cytotoxicity (IC50 µM) 

PANC-1 DU-145 MCF-7 C3H10T1/2 

5 0.5 1.6 2.5 6.3 4.9 

6 0.6 1.1 1.8 2.8 4.1 

7 1.8 11.9 10.6 22.6 >25 

8 14.8 >25 >25 >25 >25 

9 >25 >25 >25 >25 >25 

10 2.2 14.8 21.7 17.9 21.0 

 

	
 活性評価の結果を Table に示した．5, 6, 7及び 10は Hedgehogシグナル伝達経路の亢

進する癌細胞に対し細胞毒性を示したが，同時に C3H10T1/2に対しても毒性を示した．一

方, 8及び 9は 25 µM以下においては毒性を示さなかった． 

 

(3) 5, 6及び 7のタンパク質発現に対する影響 
 

	
 化合物 5, 6及び 7についてウエスタンブロットを用いてタンパク質の発現量に対する影

響を評価すると 5, 6及び 7は過剰発現させた GLI1の発現量に影響を与えず，Hedgehogシ

グナルの標的遺伝子 PTCH及び BCL2を減少させた (Figure 1.7.5 and Figure 1.7.6)．また，

PANC-1 においても PTCH 及び BCL2 を減少させた．これらの結果から 5, 6 及び 7 が

Hedgehogシグナルを阻害する事が確認された． 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.7.5 Western blot of assay cells and PANC-1 after treatment of 5. 
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Figure 1.7.6 Western blot of assay cells and PANC-1 after treatment of 6 and 7. 
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第八節	
 EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) について 
 

	
 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) は DNAとタンパク質の結合を評価するアッ

セイ系である．標識化 DNAとタンパク質を混合後 Native pageにて電気泳動後，標識化し

た DNAを検出する. 標識化 DNAとタンパク質が複合体を形成した場合，Freeの DNAより

も遅く流れるため，その移動度の違いから複合体形成を確認する事が出来る (Figure 1.8.1)．

本研究においては大腸菌より発現・精製した GST-GLI1 タンパク質 (171 (Arg)-515 (Arg)) 

と 5’末端をビオチン標識した GLI1 結合配列を含む DNA 断片 (23 bases, forward; 5’ - 

biotin-AGCTACCTGGGTGGTCTCTTCGA - 3’ (下線部;GLI1結合配列[52]), reverse; 5’- biotin 

- TCGAAGAGACCAGGTAGCT - 3’) を用いて試験を行い，任意の化合物を標識化 DNAと

GST-GLI1タンパク質を混合する際に加え，化合物が複合体形成を阻害する場合には複合体

のバンドが減少する事が期待される事からGLI1転写阻害活性を有す化合物のGLI1-DNA複

合体形成阻害作用の検討に用いていた． 

 

 

 

 
Figure 1.8.1 EMSA  

 

 

 

 

タンパク質とDNAが結合すると,DNA
単体よりも遅く流れるため，その移動
度の差から結合を確認できる. 

Native page
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化合物がGLI1-DNA結合阻害を示す場合 GLI1とDNAの結合を示すバンドが減少する. 

free DNA 

Compound

171 (Arg)-515 (Arg)
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 これまで大腸菌より GST-GLI1 タンパクを精製する際，これまでの精製方法では精製時

にタンパク質に混入した DNAを取除けていないため，純度の高い GST-GLI1タンパク質を

用いる事が出来ないという問題点があった．これまでのプロトコルに従い GLI1タンパクを

作製 (条件 i) すると以下のようなスペクトルを示した (Figure 1.8.2)． 

 
Figure 1.8.2 UV spectrum and concentration of GST-GLI1 protein produced at condition (i). 

 

	
 このように nanodrop2000 にて A260/A280を測定すると 1.5~2.1 となり，260 nm にピー

クが存在する, すなわち DNA が多くタンパク質に混入したままである事が分かった．この

DNAの混入を防ぐため精製方法を変更し，より高純度の GST-GLI1タンパク質の精製を目

的とし, 検討を行った． 

 

	
 初めに，NaClを加える事で菌体残さの目的タンパク質への巻き込みを防ぐことで，DNA

量を減少させようと試みた．ビーズの洗浄に用いる PBSに，NaCl濃度が 500 mM となる

よう NaClを加え洗浄に用いた (条件 ii)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	
 その結果，ビーズ洗浄に 500 mM PBSを用いると A260/A280値に変化は見られなかったが

260 nm のピークが減少する事が分かった (Figure 1.8.3). またタンパク質濃度には影響は

無かった．この結果から NaClを加えた PBSをビーズ洗浄に用いる事で DNAの混入を減少

させることが出来た．しかし，極大ピークが 280 nmに確認されることはなかった． 

  A260/A280 タンパク質濃度 (microBCA) 

(i) 2.12 114 µg/mL 

 A260/A280 タンパク質濃度 (microBCA) 

(ii) 2.02 118 µg/mL 

        (i)           (ii) 

	
   ①   ②    ③    ①   ②   ③ 

① 素通り画分 ② 透析前 ③ 透析後 

Figure 1.8.3 UV spectrum and concentration of GST-GLI1 protein produced at condition (ii). 
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 次に，菌体ライセートを回収する際，PBSに DNase Iを加える事で核酸の混入を抑える

事を試みた. このため，(iii) 10 µg/mL DNase I, (iv) 50 µg/mL DNase I 及び先述の検討で良

好であったビーズ洗浄条件を組み合わせた (v) 50 µg/mL DNase Iで菌体を回収し，ビーズ

洗浄に 500 mM PBS，を用いる条件を検討した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

 

 

 

 

	
 Nanodrop2000による UVスペクトルの測定の結果，DNase I処理により 260 nmのピー

ク高は低下したが A260/A280 には改善は見られなかった  (Figure 1.8.4)．この結果から

A260/A280の改善には DNase I処理よりも洗浄に NaClを加えた PBSを用いる方が有効だと

分かった．また，電気泳動によりタンパク質純度を確認すると，10及び 50 µg/mL DNase I

処理を行なうと，目的タンパク質のバンドよりも小さなタンパク質のバンドが見られた. 

 A260/A280 タンパク質濃度 (microBCA) 

(i) 1.53 118 µg/mL 

(iii) 1.63 245 µg/mL 

(iv) 1.67 213 µg/mL 

(v) 1.21 250 µg/mL 

      (i)             (iii)              (iv)                (v) 
 ① ②  ③ ④     ① ②  ③  ④     ① ②   ③  ④       ①  ② ③  ④ 

① 素通り画分 

② ビーズ 

③ 透析前 

④ 透析後 

(i)                                        (iii) 10 µg/mL DNase I 

 

 

   

 

(iv) 50 µg/mL DNase I                          (v) 50 µg/mL DNase I    

                                                + 500 mM NaCl-PBS wash 

Figure 1.8.4 UV spectrum and concentration of GST-GLI1 protein produced at condition (iii), (iv) and (v). 
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DNase I処理によりタンパク質が切断されてしまった可能性が示唆されたことから DNase

処理は不適と判断した． 

 

	
 Buffer Aはセリンプロテアーゼ阻害剤 APMSFや DTTを含み，これらがタンパク質を加

水分解等の有害な反応から守ることで純度の高いタンパク質を精製できる可能性がある．

そのため，buffer Aを用い精製条件を検討した．次の条件，(i) PBSで菌体を回収，ビーズ

を PBSで洗浄, (vi) buffer Aで菌体を回収, ビーズを PBSで洗浄及び (vII) buffer Aで菌体

回収，ビーズの洗浄 1M NaCl PBS に変更, を用いて純度を比較した．  

 

 

 

 

 

 

 

 

①素通り画分	
 

②ビーズ	
 

③透析前	
 

④透析後	
 (load量 2倍)	
 

⑤透析後 

 

 

 

 

	
 菌体回収を buffer Aに回収に変更した (vi) では UVスペクトルに大きな変化は無いが，

さらにビーズの洗浄を 1M NaCl PBSに変更した条件 (vii) では UVスペクトルのピークが

260 nmから 280 nmに近づいた (Figure 1.8.5)．このことからこの条件では DNAの混入が

少ない目的タンパク質を得る事が出来たと考え，EMSAをおこなった. また，菌体の回収に

用いる bufferをPBSから buffer Aに変更すると透析後のタンパクの収率が 5倍に増加した．

これ buffer Aにより目的タンパク質が加水分解等の有害な反応を逃れた為と考えられる． 

  A260/A280 タンパク質濃度 (microBCA) 

(i) 2.01 86 µg/mL 

(vi) 1.56 471 µg/mL 

(vii) 0.76 469 µg/mL 

上(red):  条件(i) 

下(blue): 条件(vi) 

       (i)                  (vi)                  (vii) 
     ① ②  ③ ④ ⑤    ①   ②  ③ ④ ⑤       ① ②  ③ ④ ⑤ 

上 (brown): 条件(i) 
下 (red):   条件(vii) 

上 (red): 条件(vi) 
下 (blue): 条件(i) 

Figure 1.8.5 UV spectrum, CBB stating and concentration of GST-GLI1 protein produced at condition (vi) and (vii). 
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EMSAによるタンパク質の DNAへの結合能の確認 
 

	
 作製したGST-GLI1タンパク質と target DNAとの複合体形成を確認するため EMSAを行

なった. その結果，全ての条件で精製したバンドにおいて DNA・GST-GLI1タンパク質の複

合体のバンドが確認された (Figure 1.8.6)．しかし条件 (vi) 及び (vii) のタンパク質では複

合体のバンドの上に条件 (i) では現れないもう 1本のバンドが確認された．また， (i)  

と比べ (vi) 及び (vii) では Free DNA のバンドの減少が確認された．バンドが 2 本現れた

ことから buffer A を用いて回収した条件で精製されたタンパク質は凝集してしまったタン

パク質と正常なタンパク質の混合物等のためその性質が均一でない可能性が示唆された．

この為，菌体回収に buffer Aを用いる

のは不適と考え，これまでの検討で最

適と考えられる精製条件 (ii: ビーズ

の洗浄に 0.5 M NaCl PBSを用いる.) 

が有用であると考えられる．また，ど

の精製条件においても well の底 (画

像最上部) にバンドができてしまっ

た．タンパク質の添加量が少ない場合

には出現しない場合もあり，タンパク

質添加量を減らせば低減させられる

と考えられる． 

 

	
 これまでの検討で最適と考えられた条件 (ii) よりも PBSの NaCl濃度を高く設定した条

件 (viii ;菌体回収は PBSで行い，ビーズの洗浄を 1 M NaCl PBSで行なう.) に変更して検

討を行った． 

 

 

 

  A260/A280 タンパク質濃度 (microBCA) 

(viii) 1.01 52 µg/mL 

   ①	
 	
 	
 ②	
 	
 ③	
 	
 	
 ④	
 	
 	
 ⑤	
 

①素通り画分	
 ②ビーズ	
 

③透析前	
 ④透析後	
 (load量 2倍)	
 

⑤透析後 

Figure 1.8.7 UV spectrum, CBB stating and concentration of GST-GLI1 protein produced at condition (viii). 

(i) (vi) (vii)

GST-GLI1 (ng) - 100 200 100 200 100 200

Biotin labeled 
target DNA

+ + + + + + +

!GST-GLI1

!!

Free DNA !!

Figure 1.8.6 EMSA performed with GST-GLI1 protein  
produced at condition (vi) and (vii). 
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 条件 (viii) では条件 (vii) のように 260 nmにピークは無く，260-280 nmがフラットなス

ペクトルを与えた (Figure 1.8.7)．しかし，A260/A280の値は 1.01と良好であり，条件 (i) の

ように 260 nmにピークが見られなかった事から比較的 DNA混入量の少ない目的タンパク

質が得られたと考えられる．280 nmにおいてピークが高くならないのは濃度が低いためと

考えられる．限外ろ過等を用いて濃縮することでタンパク質濃度が上昇すれば改善すると

考えられる． 

 

	
 条件 (viii) のタンパクを EMSAで DNAとの複合体形成能を試験した．対象には条件 (i ;

菌体回収及ビーズ洗浄を PBSで行なう．) 及び条件 (vii ; 菌体回収を buffer A，ビーズ洗浄

を 1M NaCl PBS) を用いた. 条件 (viii) で精製したタンパクでは条件 (i) と同じ移動度に 1

本のバンドが確認でき，タンパク質濃度上昇と

ともに Free DNA のバンドが減少した (Figure 

1.8.8)．また，A280/A260の値も改善された事から

条件 (iv) が現在までの最善の条件であると考え
られる．また，今回の精製条件を用いて作製し

たGST-GLI1タンパク質では 200 ng (3.16 pmol) 

用いた際, 複合体バンドが明瞭に確認された事

から以降の実験では GST-GLI1 タンパク質を

200 ng/ well用いる事とした． 

 

競合試験 
 

	
 条件 (viii) のタンパクを用い競合試験を行なうため，GST タンパク質を作製した. GST

タンパク質を競合試験に用いる事で目的タンパク質であるGST-GLI1のGST部でなくGLI1

部に DNAが結合する事を確認する． 

 

 

 

  A260/A280 タンパク質濃度 (microBCA) 

GST 0.64 464 µg/mL 

     ①   ②   ③   ④ 

(i) (vii) (viii)

GST-GLI1 (ng) - 100 200 100 200 100 200

Biotin labeled 
target DNA

+ + + + + + +

!GST-GLI1

!!

Free DNA !!

Figure 1.8.8 EMSA performed with GST-GLI1 protein 
produced at condition (vii) and (viii). 

①	
   素通り画分 

②	
   ビーズ 

③	
   透析前 

④	
   透析後  

Figure 1.8.9 UV spectrum, CBB stating and concentration of GST-GLI1 protein produced at condition (viii). 
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 GSTタンパク質は GST-GLI1タンパク質よりも高濃度で得られ，UVスペクトルでは 260 

nmにピークが観察され，A260/A280も良好であった (Figure 1.8.9). 

 

	
 EMSAでのタンパク質量は GST-GLI1タンパク質は 200 ng/well, GSTタンパク質は 120 

ng/wellで行なった．また，サンプル添加時に溶媒として用いる DMSOの複合体形成に与え

る影響を 10 % (反応液 20 µL中 2 µL) 及び 20 % (4 µL) にて検証した．結果を以下に示す 

(Figure 1.8.10)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                             Figure 1.8.10 Competition assay. 

 

	
 GST-GLI1と標識 DNAでは複合体が形成された (2). 標識 DNAと GST-GLI1の複合体バ

ンドが標識されていない DNAを標識 DNAの 200倍量加える事で減少した (3). 一方，GLI1

結合配列に変異が入った mutant DNAを 200倍量加えた場合では複合体バンドが変化しな

かった (4)．さらに，GST タンパク質を添加した場合では複合体バンドは認められなかっ

た (5)．この結果から作製した GST-GLI1 タンパクの GLI1 部位が結合領域を含む DNA 断

片と特異的に結合する事を確認した. また, 反応溶液中の DMSO濃度を 0 %, 1 % (0.2 µL), 

10 % (2 µL), 20 % (4 µL) と増加させると，複合体バンドとその周囲のバンドが増加し，Free 

DNAバンドが減少した(Figure右側 6-10)．DMSOの影響を排除してアッセイを行なうには

終濃度 1 % (0.2 µL) 以下にする必要がある． 

 

 

 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

GST-GLI1 (200 ng) + + + + + + +

Biotin free labeled DNA + + + + + + + + + +

Biotin free target DNA +

Biotin free mutant DNA +

GST (120 ng) +

DMSO (!M) 0 0.2 2 4

!GST-GLI1

!!

Free DNA !!
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EMSAでの単離化合物の GLI1-DNA複合体形成阻害作用の検討． 
 

	
 これまでに決定した条件で単離化合物の GLI1-DNA 複合体形成阻害作用を行なった．T. 

arguensより単離された化合物のうち，最も強い阻害活性を示した 1 (IC50 1.8 µM) と，比

較的弱い活性を示した 2 (13.0 µM) について試験した (Figure 1.8.11). その結果 1 は 200 

µM において GLI1-DNA の複合体を示すバンドの減弱がみられた. この結果から 1 の GLI1

転写阻害の機序として GLI1-DNAの複合体形成阻害が含まれる事が示唆された. また，2に

おいては複合体を示すバンドに変化が見られなかった事から転写阻害活性には 7 位メトキ

シ基の存在が重要である事が示唆された． 

 

	
 また同様の方法により, W. somniferaより単離された強い GLI1転写阻害活性を示した 5 

(IC50 0.5 µM) と，比較的弱い阻害活性を示した化合物 8 (IC50 14.8 µM) について試験する

と，5は濃度依存的に GLI1-DNAの複合体形成を阻害した事から 5の GLI1転写阻害の機序

として GLI1-DNAの複合体形成阻害が含まれる事が示唆された. また，8においては複合体

を示すバンドに顕著な変化が見られなかった事から 5の GLI1転写阻害活性には αβ-不飽和

カルボニルの存在が重要である事が示唆された． 

 

Figure 1. 8.11 EMSA with GLI1 transcriptional inhibitors. 

 

 

 

 

 

 

 

Free DNA 

1 2 
Compound (!M) 0  0 50 100 200 50 100 200 
GST-GLI1 (200 ng) - + + + + + + + 
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小括 Hedgehogシグナル伝達経路阻害剤探索 

 

	
 GLI1 転写阻害活性を指標に 2 種の植物の MeOH 抽出物 (Themeda arguens, Withania 

somnifera) より分画を行ない，10種の化合物を単離した．10種の化合物は GLI1転写阻害

活性を示し，そのうち 6種の化合物 (1, 3, 5, 6, 7, 10) は Hedgehogシグナル伝達経路の亢

進する癌細胞に対して毒性を示した．1及び 3は正常細胞 C3H10T1/2 cellsに対して毒性を

示さなかったが, 一方で 5, 6, 7及び 10はC3H10T1/2 cellsに対し毒性を示した．withanolide

類は細胞毒性，抗血管新生，NF-κB 阻害作用等の様々な生物活性が報告されており，

Hedgehog シグナル以外への作用により正常細胞に対しても細胞毒性を示したと考えられ

る．4種の化合物 (1, 5, 6, 7) はアッセイ細胞及び癌細胞において hedgehogシグナルの標

的遺伝子である Hedgehogリガンド受容体 PTCH及び抗アポトーシスタンパク質 BCL2を

減少させた．また，EMSAにおいて 1 及び 5 は GLI結合部位を含む DNA断片と GLIタン

パク質の複合体形成を阻害した．比較的活性の弱い化合物 (2, 8) では複合体のバンドに顕

著な変化が観察されなかった．この結果から 1 及び 5 の GLI1 転写阻害活性の一部に

GLI1-DNAの複合体形成阻害作用が示唆された． 
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第二章	
 Notch伝達経路阻害剤の探索 
 
第一節	
 アッセイ系について 
 

	
 Notchシグナル伝達経路の阻害活性を有す化合物の探索を目的に当研究室においてT-Rex

システムを用いて構築されたルシフェラーゼアッセイ系を用いて活性評価を行なった．こ

のアッセイ細胞は，東京医科歯科大学再生医療研究センター 岡本 隆一教授よりご供与い

ただいた, 大腸癌細胞由来LS714T cellsを用いて作製されたLS174T cells/TET-ON-NICDを

元に作製された．この細胞はFLAG-NICD1 (N-kozak-Flag-mouseNotch1:1704-2531) を目的

遺伝子として挿入したpcDNA4.0-FLAG-NICD1及びpcDNATM6/TRを形質転換して作製され

た． 

 

	
 本研究ではこのLS174T/TET-ON-NICDに, TP-1-luc (981-6, RIKEN) よりSal I／Xho I処理

により得た404 bp (12x RBP-Jκ結合配列-β-globin promoter) をpGL4.20にXho I処理を用い

て挿入したベクターを形質転換し，puromycin (final conc. 1 µg/mL) を用いて薬剤選択が行

なわれ作製された安定発現株を活性評価に用いた．Doxycyclineの添加によりTetRが解離し

NICDよりも配列が40 a.a.多い，N-kozak-Flag-mouseNotch:11704-2531 (NotchΔE) が発現

する．これが細胞由来のγ-secretaseにより切断されNICDが産生される．このNICDが核内

にてMAML及びRBP-Jκと三量体を形成しその下流にコードされたluciferaseが転写される．

細胞溶解後に luciferaseの基質， luciferinを添加する事で生じる化学発光を測定する事で

Notchシグナルによる転写活性を定量する (Figure 2.1.1)．Notch阻害剤としての報告はGSI

が殆どであるが, γ-secretaseは様々なタンパク質の切断に関わっておりその阻害により消

化管障害などの深刻な副作用が生じる可能性がある [53]. しかし本アッセイ系では

γ-secretase阻害作用以外の作用機序の化合物も検出が可能であるため新規作用機序の

Notchシグナル阻害剤の発見が期待される. 
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 また，luciferase 活性がサンプルの細胞毒性により低下する場合もある為， FMCA を用

いて細胞生存率を同時に測定した．コントロールの luciferase活性及び細胞生存率を 100 %

とし，高い細胞生存率，低い luciferase活性を示したサンプルを陽性と判断した． 
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Figure 2.1.1 Constructed cell-based assay system. Dox: doxycycline, CMV prom.; CMV promoter, TetR; 
tetracycline repressor, TetO2; tetracycline operator 2, MAML; mastermind-like protein 
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第二節	
 バングラデシュ産植物エキスライブラリーのスクリーニング 
 

	
 研究室保有のバングラデシュ産植物エキスライブラリーKKB1-343 に対し Notch シグナ

ル阻害活性を指標にスクリーニングを行なった．以下にその結果を示す (Figure 2.2.1, 

Figure 2.2.2)． 
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Figure 2.2.1 Screening of KKB plant extract library. 
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                    Figure 2.2.2 Screening of KKB plant extract library. 

 
	
 Viability と Luciferease 活性との差 ≧ 30 %を基準に選出を行なうと，22 種のエキス，

19種の植物に Notchシグナル阻害活性を認められた．活性が認められたのは以下の植物で

ある. 
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KKB93 Ammannia baccifera Linn 

KKB95 Aphanamixis polystachya 

KKB107Vallaris solanacea (stem) 

KKB111Phyllanthus emblica  

KKB126 Sida acuta 

KKB131Elephantopous scaber L. 

KKB139 Microcos paniculata 

KKB162 Calotropis procera (leaves) 

KKB163 Calotropis procera (stem) 

KKB204Solanum nigrum 

KKB228Rauwolfia serpentina (root) 

KKB250 Ficus hispida (stem) 

KKB251 Ficus hispida (leaves) 

KKB255 Xanthium strumarium 

KKB279 Semecarpus anacardium 
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第三節	
 C. giganteaからの活性成分探索 
 

Calotropis gigantean 

	
 本植物はガガイモ科 (Asclepiadaceae) に属し，インド，アジア及びアフリカ等に分布す

る．crown flowerや milk weedの名で知られている．インド等では伝統的に様々な治療に用

いられ，皮膚疾患，刺傷，癌等の様々な治療効果が知られている[54]． 

 

	
 C. giganteaは以前当研究室にて朴氏によりWntシグナル阻害活性を指標に分画が行なわ

れた．その際 6種の化合物 11-16を単離報告している (Figure 2.2.1)[55]．  

 
Figure 2.2.1 Structure of isolated compounds for C. gigantea. 

 

	
 本実験ではその分画済みのエキスを用いた．保存されていた分画済みのフラクションに

ついて活性評価を行うと 25及び 50 µg/mLにおいて hexane層及び 90% MeOH層以外のフ

ラクションが Notchシグナル阻害活性を示した．Fr.8Cは他のフラクションよりも弱い活性

を示した． 
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Figure 2.2.2 Notch signaling activity and cell viability. 

 

	
 これら活性認められたフラクションのうち Crude エキスに近い未分画な，かつ量が多い

フラクションについて再度低濃度で評価すると，1D, 2Dに低濃度で強い阻害活性が認めら

れたため分画する事とした (Figure 2.2.3). 4Bは TLC分析より 14と思われるスポットがメ

イン化合物として確認されたため分画を行なわなかった． 

 

Figure 2.2.3 Notch signaling activity and cell viability. 

 

	
 Fr.1D (5 g) をMeOH:H2O系を用いたODSカラムクロマトグラフィー (ø32x260 mm) に

より分画し，Fr.14A-14Gを得た．Notchシグナル阻害活性は 14A-14Eに認められた (Figure 

2.2.4)．中でも Fr.14Cに特に強い阻害活性が認められた． 
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 Fr.14C (395 mg) を CHCl3:MeOH系を用いたシリカゲルクロマトグラフィー(PSQ 100B, 

ø29x230 mm) により Fr.15A-15Gに分画し, 11 (15C, 85 mg) を得た．Fr.15A-15Gの阻害

活性を比較すると Fr.1Dの阻害活性は 11によるものと考えられる (Figure 2.2.5)． 

 

 

 

	
 Fr.4B (84 mg) を CHCl3:MeOH 系を用いたシリカゲルクロマトグラフィー(PSQ 100B, 

ø27x205 mm) により分画し Fr.16A-16Iを得, 14 (Fr.16D, 36 mg) を得た．また，活性評価

を行うと弱い活性が 16Fに認められた (Figure 2.2.6)． 
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Fig. 2.2.4 Notch signaling activity, cell viability and TLC analysis.  
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH 85:15, anisaldehyde, Δ Right: ODS, MeOH: H2O 6:4, anisaldehyde, Δ 
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Figure 2.2.5 Notch signaling activity, cell viability and TLC analysis. 
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH 9:1, anisaldehyde, Δ Right: ODS, MeOH: H2O 6:4, anisaldehyde, Δ 
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 Fr.3E (11.2 mg) を ODS HPLC (Cosmosil Cholester, ø10x250 mm,; eluent MeOH:H2O 

(48:52), wavelength 220 nm, flow late 3.0 mL/min) にて分取し，12 (Fr.18A, 9.7 mg, tR 12 

min) および 17 (Fr.16B, 6.5 mg, tR 16 min) を得た (Figure 2.2.7)． 

 

Figure 2.2.7 HPLC chromatogram of Fr.3E. 
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Fig. 2.2.6 Notch signaling activity, cell viability and TLC analysis. 
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH 9:1, phosphomolybdic acid Right: ODS, MeOH: H2O 6:4, anisaldehyde, Δ 
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 Fr.17F (10 mg) を ODS HPLC (Cosmosil Cholester, ø10x250 mm,; eluent MeOH:H2O 

(45:55), wavelength 220 nm, flow late 3.0 mL/min) にて分取し，18 (Fr.19E, 0.4 mg, tR 72 

min) を得た (Figure 2.2.8)． 

 

Figure 2.2.8 HPLC chromatogram of Fr.17F. 

 

	
 Fr.2D (180 mg) はH2O:MeOH (3:7-0:1) のグラジエントを用いたODSカラムクロマトグ

ラフィー (ø27x245 mm) で分画し，Fr.20A-20I を得た．活性は Fr.20D-20F に認められた 

(Figure 2.2.9).  

 

 

 

0 

50 

100 

150 

200 

250 

5 10 5 10 5 10 5 10 5 10 5 10 5 10 5 10 5 10 

(%) 

(µg/mL) 

Luciferase activity Viavility 

  17A 17B 17C            17D             17E  17F 
 
 others: 17G 

   20A       20B      20C     20D      20E      20F      20G     20H       20I 

Figure 2.2.9 Notch signaling activity, cell viability and TLC analysis. 
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH 9:1, anisaldehyde, Δ Right: ODS, MeOH: H2O 7:3, anisaldehyde, Δ 
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 Fr.20D (112.1 mg) を H2O:MeOH (4:6-3:7) のグラジエントを用いた ODSカラムクロマ

トグラフィー (ø23x245 mm) で分画し，Fr.21A-21Fを得た．活性は Fr.21B-21Eに認めら

れた (Figure 2.2.10). 

 

 

 

	
 Fr.21B (49.2 mg) を ODS HPLC (Cosmosil 5CN-MS, ø10x250 mm,; eluent MeOH:H2O 

(4:6), wavelength 210 nm, flow late 3.0 mL/min) にて分取し，16 (Fr.22B, 17.5 mg, tR 12 

min) 及び 17 (Fr.22E, 3.5 mg, tR 19 min)を得た (Figure 2.2.11)． 
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Figure 2.2.10 Notch signaling activity, cell viability and TLC analysis. 
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH 95:5, anisaldehyde, Δ Right: ODS, MeOH: H2O 7:3, anisaldehyde, Δ 

Column: Chosmosil Cholester (ø10x250 mm) 
Solvent: MeOH:H2O 4:6 
Flow: 3 mL/min 
Detection: UV 220 nm 
Chart speed: 30 cm/hr 

Figure 2.2.11 HPLC chromatogram of Fr.21B and TLC analysis. ODS, MeOH: H2O 6:4, phosphomolybdic acid, Δ 
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 Fr.20E (21.1 mg) を ODS HPLC (Cosmosil Cholester, ø10x250 mm,; eluent MeOH:H2O 

(65:35), wavelength 210 nm, flow late 3.0 mL/min) にて分取し，16 (Fr.23F, 1.6 mg, tR 19 

min) を得た (Figure 2.2.12)． 

 

Figure 2.2.12 HPLC chromatogram of Fr.20E. 

 

	
 Fr.20F (10.3 mg) を CHCl3:MeOH系を用いたシリカゲルカラムカラムクロマトグラフィ

ー (ø12 x 180 mm) により分画し，15 (Fr.24D; 2.6 mg, Fr24E; 1.9 mg) 及び 17 (Fr.24F, 1.1 

mg) を得た (Figure 2.2.13)． 
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Figure 2.2.13 Notch signaling activity, cell viability and TLC analysis. 
Left: Silica gel, CHCl3:MeOH 95:5, anisaldehyde, Δ Right: ODS, MeOH: H2O 7:3, anisaldehyde, Δ 
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第四節	
 単離化合物の構造解析及び同定 
 

	
 化合物 11は，非結晶白色固体として得られ，ESIMSにおいて m/z 610 [M+Na]+, 比旋光

度[α]24
D  +10 (c 1.0, CHCl3) を示した．1D及び 2D-NMR解析を行ない，文献値とのスペクト

ルデータの比較により化合物 11を uscharinと同定した[56]. 

 

	
 化合物 12は，非結晶白色固体として得られ，ESIMSにおいて m/z 573 [M-H]-, 比旋光度

[α]27
D  +12 (c 1.0, CHCl3) を示した．1D及び 2D-NMR解析を行ない，文献値とのスペクトル

データの比較により化合物 12を asclepinと同定した[57]. 

 

	
 化合物 14は，非結晶白色固体として得られ，ESIMSにおいて m/z 531 [M-H]-, 比旋光度

[α]24
D  +61 (c 1.0, MeOH) を示した．1D及び 2D-NMR解析を行ない，文献値とのスペクトル

データの比較により化合物 14を calotropinと同定した[56]. 

 

	
 化合物 15は，非結晶白色固体として得られ，ESIMSにおいて m/z 610 [M+Na]+, 比旋光

度[α]27
D  +71 (c 0.3, EtOH) を示した．1D及び 2D-NMR解析を行ない，文献値とのスペクト

ルデータの比較により化合物 15を vorscharinと同定した[58]. 

 

	
 化合物 16は，非結晶白色固体として得られ，ESIMSにおいて m/z 553 [M+Na]+, 比旋光

度[α]26
D  +20 (c 0.6, EtOH) を示した．1D及び 2D-NMR解析を行ない，文献値とのスペクト

ルデータの比較により化合物 16を uscharidinと同定した[56]. 

 

	
 化合物 17は，非結晶白色固体として得られ，ESIMSにおいて m/z 585 [M+Na]+, 比旋光

度[α]27
D  -3 (c 1.0, CH2Cl2) を示した．1D及び 2D-NMR解析を行ない，文献値とのスペクト

ルデータの比較により化合物 17を calactinic acid methyl esterと同定した[59]. 

 

	
 化合物 18は，非結晶白色固体として得られ，ESIMSにおいて m/z 604 [M+H]+, 比旋光度

[α]27
D  -16 (c 0.4, MeOH) を示した．1D及び 2D-NMR解析を行ない，文献値とのスペクトル

データの比較により化合物 18を 16-β-hydroxyuscharinと同定した[60]. 
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第五節	
 活性評価 
 

化合物 11-18の Notchシグナル阻害活性 
 

	
 C. giganteaより単離された化合物 11-18の Notchシグナル阻害活性を評価した. 以下に

結果と IC50値を示す (Figures 2.4.1, 2.4.2 and 2.4.3). 
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Figure 2.4.1 Structures and Notch signaling activities of 11-13. 
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Figure 2.4.2 Structures and Notch signaling activities of 14-17. 
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Figure 2.4.3 Structures and Notch signaling activities of 18. 

 

11のウエスタンブロットを用いた作用機序の検討 
 

	
 11について作用機序を解明する為，ウエスタンブロットを用いてアッセイ細胞のタンパ

ク質の発現に対する化合物の影響を評価した. 初めにNICD, NotchΔE, Notchシグナルの標

的遺伝子 HES1及び HES5に対する影響を評価した (Figure 2.4.4)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.4.4 Western blot of NICD, HES1 and HES5 in assay cells after treatment of 11. 

 

	
 その結果 11 は Notch シグナルの標的遺伝子である HES1 および HES5 を減少させた．

また 0.1-1 µMにおいて NICDを増加させ，その後減少させたが，10 µMにおいては 0 µM

よりも減少させることはなかった．また，NotchΔEの N末端に存在する Flag tagを抗 Flag

抗体用いて NotchΔEを検出した．その結果 11は NotchΔEに影響を与えなかった． 
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 ライセートを Cytoplasm及び Nucleusに分け試験すると NICDは核内に多く存在し，11

は NICD の核内移行を阻害していない事が分かった．これらウエスタンブロットの結果と

11 の IC50値(0.4 µM)とを比較すると 11 は NICD に影響を与え Notchシグナルを阻害した

のではない事が示唆された (Figure 2.4.5)． 

 
Figure 2.4.5 Western blot of NICD and HES5 in assay cells after treatment of 11. 

 

	
 また，ウエスタンブロットを用いてその他のタンパク質量について調べると 11 は 1 µM

で RBP-Jκを減少させる事が分かった．この事から RBP-Jκの分解に関わる Proteasome及

び Lysosome系[61]に対する化合物の影響を評価した (Figure 2.4.6)． 

 

	
 	
 	
   	
 	
  

 

 

Figure 2.2.6 Western blot of assay cells after co-treatment of 11 and MG132 or NH4Cl 
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 Proteasome阻害剤であるMG132[62]との併用実験を行なうと 11 5 µMとMG132 5 µMを

併用すると RBP-Jκのタンパク質量が一部回復した．また，Lysosome阻害剤 NH4Cl[63]との

併用では 11 10 µMと NH4Cl 20 µMを併用するとタンパク質量の回復が観察された．これ

らの結果から 11は RBP-Jκの分解を促進する事で Notchシグナルを阻害する事が示唆され

た． 

	
 また，γ-secretaseの構成タンパク質の発現量を調べると 11は 1 µMにおいて Presenilin 1

を，10 µMにおいて Nicastrin，Presenilin 2, PEN2を減少させた (Figure 2.2.7)．これらの

結果から 11 は RBP-Jκ及び γ-secretaseを減少させることで Notchシグナルを阻害する事

が分かった． 

 

 

Figure 2.2.7 Western blot of assay cells after treatment of 11. 
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第六節	
 MEB5 cellsの神経幹細胞分化アッセイの条件設定 
 

	
 これまの当研究室で用いていた神経幹細胞分化試験のマウス由来神経幹細胞 MEB5 cells

の細胞播種条件 (2x104 cells/well, 24 well plate) では細胞同士が接触しておらず，細胞間で

の相互作用が起こらない為に Notch シグナルが動いていないことが予想された，Notch シ

グナルの阻害作用を試験する為の適切な条件の設定が必要であった．また，これまでに本

細胞を用いた Notch シグナル関連の報告が無いため，本細胞が Notch シグナルに応答性を

有しているかを調べる必要があった．その為本研究では，形質転換を用いた実験により

MEB5 cellsが Notchシグナルに対する応答性を有しているかを試験した．また，細胞播種

数を増やすことで細胞同士を密着させ，Notchシグナルが動く条件を探す事とした． 

 

	
 初めに，形質転換実験に MEB5 cellsが使用可能であるか試験する為， GFPタンパク質

を発現する pEGFP-N1を MEB5 cellsに一過性導入し，MEB5 cellsの形質転換効率を試験

した．Poly-L-lysin, Fibronectin/Lamininでコーティングした 24 well plateに MEB5 cellsを

2x104 cells/well播種し，12 hr後に分化用培地に交換すると同時にプラスミドを添加，その

24 hr後に細胞プレパラートを作製し，蛍光の観察及び画像の取得を行なった．画像取得後

は GFP陽性細胞数/全細胞数を算出し，形質転換効率を算出した．pEGFP-N1は千葉大学 生

化学研究室 伊藤 素行教授より譲与頂いた物をECOSTM Competent E. coli JM109を用いて

増量し，実験に使用した． 

 

	
 形質転換は各 wellあたり以下の条件で行なった．(n=2 well, 4 pictures/well) 

1. Lipofectamine 2000 1 µL, pEGFP 500ng 

2. Lipofectamine 2000 1.5 µL, pEGFP 500ng 

3. Lipofectamine 2000 2 µL, pEGFP 500ng 

4. Lipofectamine 2000 2.5 µL, pEGFP 500ng 

5. TransIT®-2020 Transfection Reagent  1.5 µL, pEGFP 500ng 

6. TransIT-X2® Dynamic Delivery System 1.5 µL, pEGFP 500ng 

 

	
 例として Lipofectamine 2000 2.5 

µL/well 添加時の取得画像を示す 

(Figure 2.5.1)． 

 

Figure 2.5.1 Transfection of MEB5 cells with pEGFP-N1. Left: bright field, Right: fluorecence 
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Table 2.5.1 Transfection ratios of MEB5 cells. 

 

 

 

	
 その結果, Lipofectamine 2000 2.5 µL/well 用いたとき，最大の導入効率を得た (Table 

2.5.1)．その他のトランスフェクション試薬においても導入効率の改善は得られなかった．

また，どの試薬においても細胞が凝集したような形の細胞が多く見られた．試薬の細胞毒

性が影響している可能性がある．この結果より，以下の形質転換実験の形質転換試薬の添

加条件として Lipofectamin 2000, 2.5 µL/wellを用いた. 

 

	
 次に，目的のプラスミドである TP-1-luc, すなわち RBP-Jκ binding site - luciferase及び 

mNotch1-RAMICすなわち pEF-BOSneo-mNotch1 RAMICでの MEB5 cellsの形質転換を行

い，Notchシグナルへの反応性の確認を行なった．内部標準として pRL-CMVを同時に形質

転換し，Dual-Glo® Luciferase assay systemを用いて検出を行った．以下の条件で形質転換

を行った. 

 

	
 Poly-L-lysin, Fibronectin/Lamininでコーティングした 24 well plateにMEB5 cellsを 2x104 

cells/well 播種し，12 hr 後に分化用培地に交換すると同時にプラスミドを添加，その 24hr

後に Firefly及び Renilla Luciferaseを順次検出した．プラスミドは以下の様に割振り形質転

換を行なった． 

	
  

①	
   プラスミドなし 

②	
  pRL-CMV 25ng 

③	
  TP-1-luc 400ng + pRL-CMV 25ng 

④	
  TP-1-luc 400ng + RAMIC 20ng + pRL-CMV 25ng 

⑤	
  TP-1-luc 400ng + RAMIC 100ng + pRL-CMV 25ng 

 

	
 ブランクとして条件②の Firefly及び Renillaそれぞれの Luciferase activityを用い計算し

た結果以下の結果を得た (Figure 2.5.2)．その結果 MEB5 cellsは mNotch1-RAMICの形質

転換量に比例して Luciferase activityが上昇した事から Notchシグナルに対して応答性を有

す事が分かった． 

 

 

 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ 

GFP+ cell/total cell (%) 17.2 12.5 22.0 36.6 16.1 18.1 
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    Figure 2.5.2 Relative luciferase activity of transfected MEB5 cells 

 

	
 次に細胞播種数の検討を行った．細胞播種数を検討する際，文献[64]の試験条件を参考に

するとともに，以下のことを指標とした． 

 

1. Notchシグナル活性化の指標として，western blotを用いて NICDが検出可能である． 

2. Notch阻害剤 DAPTで NICDの減少等の阻害作用が確認できる． 

3. 免疫染色で神経細胞のカウントが可能である． 

 

	
 文献での細胞播種数を参考に，以下の 6 条件の細胞播種数で Poly-L-lysin, 

Fibronectin/Lamininでコーティングした 24 well plateに播種し，12 hr後に血清の除去と共

に分化用培地に変更し 4日間培養した後に免疫染色を行った． 

① 2x104 cells/well (現在の細胞数) 

② 1x105 cells/well (5x現在の細胞数) 

③ 2x105 cells/well (10x現在の細胞数) 

④ 4x105 cells/well (20x現在の細胞数) 

⑤ 2x106 cells/well (100x現在の細胞数) 

⑥ 2x104 cells/well (現在の播種数) で播種し，増殖培地で維持し，コンフルエントさせる. 
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 以下に免疫染色の結果を示す (Figure 2.5.3). 

     

  

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. 

2. 

3. 

4.  

Figure 2.5.3 Immunostaining of MEB5 cells. Cell numbers (magnifications of objective) 
1. Left: ① 2x104 cells/well (x10), Center: ① 2x104 cells/well, (x20), Right: ② 1x105 cells/well (x20) 2. 
Left: ③ 2x105 cells/well (x20), Right: ④ 4x105 cells/well (x10) 3. Left: ⑤ 2x106 cells/well (x20), Right: 
⑤ 2x106 cells/well (x10) 4. Left: ⑥ 2x104 cells/well (x20) Right: ⑥ 2x104 cells/well (x10)  
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 参考文献 [65]の画像に近い細胞数が得られたのは④  4x105 cells/well (20x) または⑤ 

2x106 cells/well (100x) であった．他の条件では細胞の脱落によりこれまでの条件①と大き

な変化は見られなかった．2x104 cells/well で播種した後，コンフルエントさせる条件⑥で

は細胞数は良好であったが Tuj-1 (neuron marker), GFAP (astrocyte marker) で染色される

細胞が増えてしまった．MEB5 cellsは増殖用培地で単層培養を継続すると GFAP陽性細胞

が増加すると報告されているが[66]，今回は Tuj-1陽性細胞が比較的増えているようであった．

Nestin 等の幹細胞マーカーでの染色により細胞の多分化能の確認を行ったのではないため

正確ではないが，未分化な状態を維持できない可能性が示唆されたため，播種後にコンフ

ルエントさせる条件は検討を中止した． 

 

	
 ここで，以前の条件 (2x105 cells/6 cm dish) で MEB5 cellsで Notch1及び NICDの検出

が可能か試験した． 

            ①     	
 ②       ③  

NICD 

Notch1                                   

β-actin                                    

 

	
 その結果 NICD は検出が出来なかったが，Notch1 はどの時点でも検出が可能であった 

(Figure 2.5.4)．この結果から，Notchシグナルが動く条件を設定すればNotch1が γ-secretase

により切断を受け NICDが産生され，検出が可能になると考えられる． 

 

	
 次に，6 cm dishにて 4x106 cells/dish (20x) および 2x107 cells/dish (100x) で細胞を培養

し，ウエスタンブロットにて NICDが検出可能であるか試験した． 

4x106 cells/dish (20x) 

               ①	
 	
 	
   ②	
      ③	
 	
  	
  ④       

NICD                                                 

β-actin 

2x107 cells/dish (100x) 

NICD   

β-actin 

 

 

 

① 0 hr 細胞播種時 (細胞の分離直後) 

② 12 hr,サンプル添加時 

③ DMSO添加 24 hr後 

④ DAPT 10µM添加 24 hr後	
  

Figure 2.5.4 Western blot of MEB5 cells (2x105 cells/6 cm dish).  
①: after 0 hr ②: after 12 hr, ③: 24 hr after addition of DMSO. 

Figure 2.5.5 Westrn blot of MEB5 cells (4x106 cells/dish and 2x107 /dish). ①: after 0 hr②: after 12 hr, 

③,④: 24 hr after addition of DMSO or 10 µM of DAPT. 
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 4x106 cells/dish においては，①の細胞播種時には NICD が検出可能であるがそれ以降の

時点では検出ができなかった (Figure 2.5.5)．この結果からスフィアの状態では Notchシグ

ナルが動いているため，Notch阻害作用が確認できる可能性がある．それ以降の時点で検出

できなかった原因及びその解決策としては以下の事が挙げられる． 

 

1. Notchシグナルが動いていないためNICDが産生されない. そのため細胞密度を上げるこ

とで産生させられる可能性がある． 

2. NICDが産生される条件ではあるがタンパク質量が少ないため検出できない．この場合は

ウエスタンブロットが検出方法として用いることが出来ないため RT-PCR 等で検出をする

事が可能であると考えられる. 

 

	
 2x107 cells/dishの結果, 播種時，播種 12 hr後及び DMSO添加 12 hr後においても NICD

の検出が可能であった (Figure 2.5.5)．この事からこの細胞播種数においては細胞間相互作

用により Notchシグナルが活性化され，NICDが産生される事が示唆された．また, 10 µM 

DAPT添加 12 hr後においては DAPTによる NICD量の減少が観察された．この結果から，

この条件においては Notch阻害剤による阻害作用が観察可能であると考えられる． 

 

	
 2x107 cells/dish において NICD を検出可能であったが，これは産生される NICD のタン

パク質量が少なかった為，検出が出来なかったが，細胞数の増加に伴い，検出可能となっ

た可能性が考えられる．この為，NICD が検出可能であった条件の半分の細胞数，1x107 

cells/dish (50x) でもウエスタンブロットを行った． 

                     ①         ②         

 

 

 

 

 

 

 

         

Figure 2.5.6 Western blot of MEB5 cell (1x107 cells/dish). ①: after 12 hr ②: 24 hr after of addition of 

DMSO. 
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 その結果，1x107 cells/dish (50x) においては NICDが検出できなかった. 2x107 cells/dish 

(100x) でのウエスタンブロットで検出された NICD のバンドは鮮明で，タンパク質量が半

分に減少しても検出が可能と考えられる事から，この細胞数以下では単に NICDタンパク質

の量が少ない為に NICD が検出できないのではなく，産生されていない，すなわち Notch

シグナルが動いていないために NICDの検出が出来なかったと考えられる． 

 

	
 以上の結果から Notch シグナルが活性化する細胞播種数としてはこれまで当研究室で神

経分化アッセイに用いていた細胞数の 100倍，1x107 cells/6 cm dish，2x106 cells/well (24 

well plate) の細胞数が必要である事が分かった．この条件では，DAPT (γ-secretase阻害剤) 

による NICDの減少が確認できる可能性がある．  

 

	
 これまでに得た結果より，細胞播種数を増加させることで NICDが検出可能であった事か

らその条件を用いて TP-1-luc による形質転換を再度同様の手法を用いて行い，2x106 

cells/well (24 well plate) で播種した際の Notchシグナルの活性化を確認した． 

         

Figure 2.5.7 Relative luciferase activity of transfected MEB5 cells (2x106 cells/well). 

	
 その結果，2x106 cells/well において MEB5 cells は mNotch1-RAMIC の形質転換なしに

Luciferase 活性が上昇した  (Figure 2.5.7)．また，DAPT (10 µM) の添加によりその

Luciferase活性が減少する事が分かった．この事から MEB5 cellは 2x106 cells/wellにおい

ては Notch シグナルが動いている事，そして Notch 阻害剤による阻害作用が観察できる事

が分かった．しかし，この細胞数を得る為には大量の細胞培養が必要である．また，免疫

染色後の観察においても，アストロサイトの細胞数の定量が困難であるなど不利な点があ

るため改善の余地がある．	
 以上の結果より細胞播種数を 2x107 cells/6 cm dish，2x106 

cells/well (24 well plate)と決定し，単離化合物の活性評価を行った． 
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第七節	
 単離化合物の神経幹細胞分化に与える影響の評価 
 
	
 C. giganteaより得られた Notchシグナル阻害剤のうち 11 についてマウス由来神経幹細

胞 MEB5 の分化に対する影響を評価した．これまでに設定したアッセイ条件を用いて評価

を行った．Positive controlとして 10 µM DAPTを用いた．以下に免疫染色により取得した

画像を示す (Figure 2.6.1)． 

 
Figure 2.6.1 Immunostaining of MEB5 cells after treatment of DMSO, 10 µM of DAPT and 1 µM of 11. 

 

	
 免疫染色の結果，DAPT及び11の添加によりControl群と比べ，neuronが増加し，astrocyte

が減少する事が分かった．さらに neuron について顕微鏡画像より細胞数を計測した 

(Figure 2.6.2)．その結果 DAPT及び 11はコントロールに比べ MEB5 cellsを neuronにそれ

ぞれ 59%，70%多く分化させることが分かった (Figure 2.6.2)．また，neuron の神経突起

について調べると DAPT 及び 11 はコントロールに比べそれぞれ 6.3 nm (43%), 5.3 µm 

(26%) 長く伸展させることが分かった． 
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Figure 2.6.2 %cells of neurons and neurite length of MEB5 cells after treatment of DMSO and 10 µM of 

DAPT and 1 µM of 11. 
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小括	
 Notchシグナル伝達経路阻害剤探索 
 

	
 Notch シグナル阻害作用を指標に当研究室保有のバングラデシュ産植物エキスライブラ

リー KKB1-343 に対しスクリーニングを行ない，22 種のエキス，19 種の植物に Notch シ

グナル阻害活性を見いだした．本研究では KKB69 Calotropis giganteaを選出し，実験を行

なった．C. giganteaより単離された8種の化合物にNotchシグナル阻害活性を見いだした．

11 について作用機序解析を行なうとアッセイ細胞において標的遺伝子である HES1 及び

HES5, RBP-Jκ，γ-secretaseの構成タンパク質を減少させることが分かった．Notchシグナ

ルの標的遺伝子の発現を減少させた事から，11が Notchシグナルを阻害している事が確認

された． また，RBP-Jκの分解に関わるproteasome及び lysosome系への影響を調べると，

各経路の阻害剤との併用によりタンパク質量が回復した事から 11はRBP-Jκの減少を促進

させる事が示唆された．このように 11 は RBP-Jκ及び γ-secretaseを減少させ Notchシグ

ナルを阻害する事が示唆された．また，マウス由来神経幹細胞 MEB5 cells を用い，Notch

シグナルの活性化した条件での神経分化アッセイの条件を設定し活性評価を行った．その

結果，11がコントロールと比べ neuronへの分化を 70 %, 神経突起の伸展を 5.3 µm促進す

る事が分かった．11はポジティブコントロールとして用いた DAPT (10 µM) よりも低濃度

において同程度の神経分化促進作用を示す事が分かった． 
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総括 
 
	
 本研究では新たな医薬品シードの発見を目指し，癌の発生及び拡大に関わる Hedgehog

シグナル伝達経路阻害剤及び神経幹細胞の分化に関わる Notch シグナル伝達経路の阻害剤

の探索を天然物より行なった．各阻害剤の植物エキスライブラリーのスクリーニングを当

研究室で構築されたレポーターアッセイ系を用いて行なった．Hedgehogシグナル阻害剤の

開発では SMO の阻害作用が，Notchシグナル阻害剤は γ-secretase阻害作用がそれぞれ主

要なターゲットとされているが，本研究ではその他の作用機序を有す阻害剤を得た． 

 

	
 第一章では GLI1転写阻害活性を指標にタイ産カホン科植物の Themeda arguensの全草

MeOH 抽 出 物 よ り 分 画 を 行 な い  GLI1 転 写 阻 害 剤 と し て aciculatin (1), 

8-C-β-D-digitoxopyranosylapigenin (2), 8-C-β-D-boivinopyranosylapigenin (3) お よ び

aciculatinone (4)を単離した．1-4の構造を比較すると GLI1転写阻害活性には 7位メトキシ

基及び糖部 3’’位水酸基が活性に重要である事が示唆された．1 及び 3 は Hedgehogシグナ

ルの異常亢進が報告されている前立腺癌 DU-145 cells及び乳癌細胞 MCF-7 cellsに対し細

胞毒性を示した. 一方で正常細胞 C3H10T1/2 に対して毒性を示さなかった．この事から

GLI1転写阻害活性と癌細胞に対する細胞毒性に相関が見られた．また，1 は DU-145 cells

において hedgehogシグナルの標的遺伝子である Hedgehogリガンド受容体 PTCH及び抗

アポトーシスタンパク質 BCL2を減少させた． 

	
 また，バングラデシュ産ナス科植物のWithania somniferaの葉部 MeOH抽出物より分画

を 行 な い ， withaferin A (5), 27-deoxywithaferin A (6), 5,6-deoywithaferin A (7), 

2,3-dihydroxywithaferin A (8), 2,3-dihydri-3β-methoxywithaferin A (9), 

2,3-dihydro-3β-O-sulfate withaferin A (10) を単離した．5-10の構造を比較すると，GLI1転

写阻害活性には2-3位を含むαβ不飽和カルボニル及び5-6位エポキシ基が重要である事が

示唆された． 5, 6, 7及び 10は Hedgehogシグナルの亢進した癌細胞に対して毒性を示し

たが，同時に正常細胞に対しても毒性を示した．一方，8 及び 9 は 25 µM以下では細胞毒

性を示さなかった．また，5, 6及び 7はアッセイ細胞及び膵臓癌細胞 PANC-1 cellsにおい

て PTCH及び BCL2を減少させた． 

	
 GLI1タンパク質とDNAとの複合体形成阻害作用を検討するEMSAに使用いるGST-GLI1

タンパク質の精製条件を検討し，以前の条件よりも UV スペクトルにおいて A260/A280に改

善が見られたことから DNAの混入の少ない条件での精製が可能になった．その GST-GLI1

タンパク質を用いた EMSAを行い，1 及び 5 が DNA-GLI1の複合体バンドを減少させた事

から，1及び 5が DNAと GLI1タンパク質の複合体形成を直接阻害する事が分かった． 
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 Notch シグナル阻害活性を指標にバングラデシュ産植物エキスライブラリーのスクリー

ニングを行い 22種のエキスに阻害活性を見いだした．KKB69 Calotropis giganteaを選出し

実験を行ない，8 種の単離化合物, Uscharin (11), asclepin (12), 2’’-oxovoruscharin (13), 

calotropin (14), Voruscharin (15), Uscharidin (16), calactinic acid methyl ester (17), 

16-β-hydroxyuscharin (18) に Notchシグナル阻害活性を見いだした．11についてタンパク

質発現量に対する影響を評価するとアッセイ細胞において Notch シグナルの標的遺伝子

HES1 及び HES5，RBP-Jκ及びγ-secretase を減少させた．RBP-Jκの分解に関わる

proteasome 及び lysosome 系への影響を調べるため，各経路の阻害剤との併用によりタン

パク質量が回復した事から 11は RBP-Jκの減少を促進させる事が示唆された．このように

11 は RBP-Jκ 分解促進及び γ-secretase を減少させる事で Notch シグナルを阻害する事が

示唆された． 

	
 また，マウス由来神経幹細胞 MEB5 cellsを用い，Notchシグナルの活性化した条件での

神経分化アッセイの条件として，これまで神経幹細胞分化アッセイに用いていた細胞数の

100倍 (2x106 cells/well, 24 well plateもしくは 2x107 cells/6 cm dish) においては Notchシ

グナルが活性化している事が分かったため，これをアッセイ条件として設定し，活性評価

を行った．その結果，11がコントロールと比べ neuronへの分化を 70 %, 神経突起の伸展

を 5.3 µm 促進する事が分かった．11 はポジティブコントロールとして用いた DAPT (10 

µM) よりも低濃度において同程度の神経分化促進作用を示す事が分かった．更なる作用機

序の解明により単離化合物の生物活性ヘの理解を深めたい． 

	
 本研究で明らかとなった GLI1転写阻害剤及び Notchシグナル阻害剤が，新たな薬剤の開

発に貢献する事を願う． 
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実験の部 
 
使用機器・試薬 
 

	
 化合物の単離・構造決定においては各種機器分析には以下の装置及び試薬を用いた． 

 

カラムクロマトグラフィー:  PSQ 100B, 富士シリシア化学 

                          Silica Gel N60 (sphereical, neutral), 関東化学 

                          Chromatorex ODS; 富士シリシア化学 

                          Diaion HP-20, 三菱化学 

                          Sephadex LH-20, GE Healthcare 

TLC plate:                 Kieselgel 60 F254, Merck 

                          RP-18 F254s, Merck 

有機溶媒:                 :メタノール 関東化学 (試薬一級), 大伸化学 

  エタノール 関東化学 

                          アセトン 関東化学 (試薬一級)，大伸化学 

  アセトニトリル (試薬一級), 関東化学 

 クロロホルム (試薬一級), 関東化学 

 ヘキサン (試薬一級), 関東化学 

  酢酸エチル (試薬一級), 関東化学, 大伸化学 

 

	
 高速液体クロマトグラフィー (High Performance Liquid Chromatography: HPLC) には

分析用として島津製作所製の，システムコントローラー (SCL-10AVP), ダイオードアレイ

検出器 (SPD-M20A), オンラインデガッサー (DGU-12A), オートサンプラー (SIL-20A), 

カラムオーブン (CTO-10ASVP) 及び送液ユニット (LC-20AD) を用い， 

Waters 製の , コントローラー  (600 controller), ダイオードアレイ検出器  (2996, 

Photodiode Array Detector), 送液ユニット  (600 Pump) 及びデガッサー  (In-Line 

Dwgasser AF) を用いた．また，分取には日本分光製の，送液ユニット (PU-2080Plus又は

PU-980), RI 検出器  (RI-2031Plus 又は RI-1530), UV/VIS 検出器  (UV-2075Plus 又は

UV-1575) を用いた． 
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 カラムには Develosil ODS-MG-5 (ø10×250 mm, 野村化学 ), YMC-Pack Pro C18 

(ø10×250 mm, YMC), YMC-Pack ODS-AM (ø10×250 mm, YMC), COSMOSIL 5C18-AR-II 

(ø10×250 mm, Nacalai tesque), COSMOSIL Cholester (ø10×250 mm, Nacalai tesque), 

COSMOSIL Cholester (ø20×250 mm, Nacalai tesque), COSMOSIL 5CN-MS (ø10×250 mm, 

Nacalai tesque), COSMOSIL πNAP (ø10×250 mm, Nacalai tesque) を用いた． 

 

呈色試薬:   

10 % 硫酸    

H2O               	
 	
 	
    476 mL 

硫酸 (Wako)	
 	
 	
 	
          17 mL 

 

アニスアルデヒド硫酸  

EtOH (Kanto Chemical)       478 mL 

濃硫酸 (Wako)	
 	
            18 mL 

酢酸 (Wako)	
 	
 	
 	
           5 mL 

p-アニスアルデヒド (Kanto Chemical) 13 mL 

 

リンモリブデン酸エタノール 

リンモリブデン酸              25 g 

EtOH      	
 	
 	
             500 mL 

 

	
 核磁気共鳴 (NMR: nuclear magnetic resonace) は ECZ600 spectrometer (JEOL, 1H: 600 

MHz, 13C: 150 MHz), ECP600 spectrometer (JEOL, 1H: 600 MHz, 13C: 150 MHz), ECA600 

spectrometer (JEOL, 1H: 600 MHz, 13C: 150 MHz) 及び ECP400 spectrometer (JEOL, 1H: 

400 MHz, 13C: 100 MHz) を用いて測定した．NMRの化学シフト (chemical shift) δは ppm

で表し，結合定数 (coupling constant) Jは Hzで示した． 

測定溶媒:  

Chloroform-d1 (関東化学): 1H: 7.26 ppm, 13C: 77.0 ppm 

MeOH-d4 (関東化学):1H: 4.78, 3.30 ppm, 13C: 49.0 ppm 

acetone-d6 (関東化学):1H: 2.04 ppm, 13C: 206.5, 29.8 ppm 

DMSO-d6 (関東化学):1H: 2.49 ppm, 13C: 39.7 ppm 

pyridine-d5 (Acros Organic):1H: 8.71, 7.55, 7.19 ppm, 13C: 149.2, 135.5, 123.5 ppm 
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 旋光度計は  P-1020 digital polarimeter (JASCO) を用いた． 

	
   ESIMS及び HRESIMSは AccuTOF LC-plus mass spectrometer (JEOL) を用いた．ま

た，LC−MSには島津製作所の物を用い，送液ユニット (LC-20AT), インラインデガッサー 

(DGU-20A3), オートサンプラー (SIL-20A), PDA 検出器 (SPD-M20A), バルブユニット 

(FCV-20AH2), 質量分析装置 (LCMS-2020), N2 ジェネレーター (N2 Supplier Model 24F), 

LCワークステーション (Labsolution LCMS) を用いた． 

 
細胞培養 
 
	
 各細胞の培養条件を以下に示す． 

 

	
 Fetal Bobine Serum (FBS，Biowest, Sigma) は，補体を失活させるため，56 °C，30分

間の加熱処理を行い, 非動化を行ったものを使用した． 

 

Assay cells (HaCaT-GLI1-luc cell)  

DMEM (high glucose, Wako)  

5 % FBS  

Penicillin (200 unit/mL) / Streptomycin (200 mg/mL) (Gibco) 

	
 アッセイ時の GLI1の発現誘導には tetracycline (Invitrogen) を用いた． 

 

PANC-1 cells (RIKEN BRC) 

DU-145 cells (Cell Resource Center for Biomedical Research Institute of Development, 

Aging and Cancer, Tohoku University) 

RPMI-1640 (Wako) 

10% FBS 

 

C3H10T1/2 cells (RIKEN BRC) 

MCF-7 cells (RIKEN BRC) 

DMEM (high glucose） 

10% FBS 
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Assay cells (LS174T cells/Tet-on-NICD, pGL4.20-TP-1) 

DMEM (high glucose） 

10% FBS 

Penicillin (200 unit/mL) / Streptomycin (200 mg/mL) (Gibco) 

 

	
 細胞剥離には，Trypsin EDTA (0.25 % Trypsin-EDTA，Gibco) を用いた．細胞計測には

Trypan blue溶液 (0.4 % (w/v) trypan blue，Nacalai tesque) を用い，顕微鏡下で行った． 

 

	
 PBS (-) は，以下の組成を用いた 

KCl (Wako)               0.2 g 

KH2PO4 (Wako)           0.2 g 

NaCl (Wako)              8.0 g 

Na2HPO4 (Nacalai tesque) 1.11 g 

dH2O                 up to 1 L  

 

上記組成の物をオートクレーブした後用いた． 

	
 細胞培養は, CO2インキュベーター (MCO-17A1C，SANYO) にて 37 °C，5 % CO2にて

行った．また，細胞培養の操作は，クリーンベンチ (Bio Clean Bench MCV-B131S，SANYO) 

内でおこなった．細胞培養に用いた plateの震盪には Microplate mixer MPX-96 (Iwaki), マ

イクロプレートリーダーは蛍光測定には Fluoroskan AscentTM (Thermo) を, 化学発光測定

の測定は Luminoskan AscentTM (Thermo) を用いた.  
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Themeda arguensの GLI1転写阻害活性を指標とした分画 
 

	
 試料であるThemeda arguens は, 2008年 Thailand にて小谷野喬氏により採取されたも

のを用いた． 

 

	
 Themeda arguensの全草 (183.9 g) を MeOH (1L x 2回) で抽出し，得た MeOH抽出物 

(15.4 g) を Diaion HP-20 カラム  (ø10x230 mm) に伏し，H2O:MeOH:acetone 1:1:0, 

0:1:0,0:1:1, 0:0:1で溶出させ，Fr.1A-1Fを得た．GLI1転写阻害作用は 1D, 1Eに移行した. 

Fr.1D (2.2 g) を CHCl3:MeOH 系を，用いたシリカゲルカラムカラムクロマトグラフィー 

(ø60x240 mm) により分画し，Fr.2A-2Nを得た．活性は 2D, 2Eに認められた．Fr.2D (34.2 

mg) を H2O:MeOH (4:6-0:1) のグラジエントを用いた ODS カラムクロマトグラフィー 

(ø12x210 mm) で分画し，Fr.3A-3Hを得た．活性は Fr.3C-3Hに認められた. Fr.3E (11.2 mg) 

を ODS HPLC (Develosil ODS-MG-5, ø10x250 mm,; eluent MeOH:H2O (6:4), wavelength 

254 nm, flow late 3.0 mL/min) にて分取し，1 (Fr.4C, 4.8 mg, tR 45 min) および 2 (Fr.4D, 2.3 

mg, tR 49 min) を得た．Fr.2E (44.0 mg) を H2O:MeOH (9:1-0:1) を用いたグラジエント系

での ODS カラムクロマトグラフィー (ø12x220 mm) により Fr.5A-5I を得た．活性は 5F

及び 5Gに認められた．Fr.5G (8.7 mg) を ODS HPLC (Develosil ODS-MG-5, ø10x250 mm,; 

eluent MeOH:H2O (53:47), wavelength 254 nm, flow late 3.0 mL/min) にて分取し，2 (6B, 

2.4 mg, tR 64 min) および 3 (6C, 1.3 mg, tR 69 min) を得た．Fr.1E (2.5 g) を CHCl3:MeOH

系混合溶媒を用いたシリカゲルクロマトグラフィー (PSQ 100B, ø25x240 mm) により

Fr.7A-7Mを得た．活性は 7C-7Gに認められた．Fr.7C (159.9 mg) を H2O:MeOH (1:1-0:1, 

0:1+0.1% TFA) を用いたグラジエント系での ODS カラムクロマトグラフィー (18x300 

mm) により分画し，Fr.8A-8M を得た．活性は 8D-8H に認められた．Fr.8E (10.6 mg) を

ODS HPLC (YMC-Pack ODS-AM, ø10x250 mm,; eluent MeOH:H2O (6:4), wavelength 254 

nm, flow late 3.0 mL/min), にて分取し，Fr.9A-9Dを得た．Fr.9Dの NMRを測定，構造解析

を行うと 4 である事が明らかとなったが不純物が確認されたためさらに MeOH を用いた

Sephadex LH-20カラムクロマトグラフィー (ø12x340 mm, eluent MeOH) にて精製し，4 

(Fr.10 C, 1.1 mg) を得た．Fr.7E (266.0 mg) を H2O:MeOH (7:3-0:1)を用いたグラジエント

系でのODSカラムクロマトグラフィー (ø24x230 mm) により分画し，Fr.11A-11Iを得た．

活性は 11E-11Hに認められた．Fr.11F (45.3 mg) を CHCl3:MeOH (1:1) を用いた Sephadex 

LH-20 カラムクロマトグラフィー (ø15x430 mm) により分画し，Fr.12A-12D を得た．

Fr.12B (23.7 mg) を ODS HPLC (YMC-Pack ODS-AM, ø10x250 mm,; eluent MeOH:H2O 

(54:46), wavelength 254 nm, flow late 3.0 mL/min) にて分取し，Fr.13A-13Fを得た． 
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Fr.13D (18.8 mg, tR 32 min) を ODS HPLC (Cosmosil 5CN-MS, ø10x250 mm,; eluent 

MeOH:H2O (45:55), wavelength 254 nm, flow late 3.0 mL/min) にて精製し，1 (16.3 mg, tR 

12 min) を得た．Fr.12C (20.2 mg) を ODS HPLC (YMC-Pack ODS-AM, ø10x250 mm,; 

eluent MeOH:H2O (6:4), wavelength 254 nm, flow late 3.0 mL/min) にて分取し， 2 (12.7 mg, 

tR 66 min) を得た. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure Ⅰ. Separation of MeOH extract of T. argens. Red: active fractions 
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aciculatin (1) yellow amorphous solid; [α]25
D  +13 (c 0.5, MeOH), 1H and 13C NMR data, Table, 

ESIMS m/z 415 [M+H]+, 437 [M+Na]+ 

 

8-C-β-D-digitoxopyranosylapigenin (2) yellow amorphous solid; [α]24
D  +101 (c 1.0, MeOH), 

1H and 13C NMR data, Table,ESIMS m/z 415 [M+H]+ 

 

8-C-β-D-boivinopyranosylapigenin (3) yellow amorphous solid; [α]24
D  +70 (c 0.2, MeOH), 1H 

and 13C NMR data, Table, ESIMS m/z 401 [M+H]+ 

 

aciculatinone (4) yellow amorphous solid; [α]24
D  +79 (c 0.27, MeOH), 1H data, Table, ESIMS 

m/z 413 [M+H]+ 

 

Table Ⅰ. 13C and 1H NMR chemical shifts of 1 and 2. 

 
Data were recorded at 150 MHz (13C-NMR) and 600 MHz (1H-NMR). 

 

 

 

!C !H (J, Hz) !C !H (J, Hz)
2 164.9 164.7
3 102.1 6.59 (s,1H) 103.6 6.67 (s, 1H)
4 183.2
5 160.9 162.1
6 93.6 6.44 (s,1H) 100.3 6.17 (s, 1H)
7 162.5 163.2
8 106.9 105.4
9 102.2 154.3

10 155.3 105.2
1' 121.8 123.0

2' ,6' 128.4 7.97 (d, 2H, 8.8) 129.5 8.07 (d, 2H 8.8)
3' ,5' 115.4 6.96 (d, 2H, 8.8) 116.9 7.01 (d, 2H,  8.8)

4' 128.3 162.1
-OMe 65.3 3.93 (s, 3H)

1" 35.8 5.64 (d, 1H, 11.5) 70.3 5.76 (dd, 1H 11.4, 1.8)
2"ax" 35.8 2.60 (dd, 1H, 14,11.5) 38.9 2.14 (d, 1H, 14, 11.4)
2"eq" 67.3 1.86 (d, 1H, 14) 2.20 (dd, 1H, J 14, 1.8)

3" 73.1 4.16 (d, 1H, 2.2) 68.0 4.17 (d, 1H, 2.0)
4" 72.4 3.49 (dd, 1H, 9.2,2.2) 73.6 3.48 (dd, 1H, 9.2, 2.0)
5" 17.7 3.96 (dd, 1H, 9.2,6.2) 74.7 4.00 (dq, 1H, 6.4, 9.2)
6" 55.5 1.39 (d, 3H,  6.2) 18.7 1.38 (d, 3H, 6.4)

5-OH 12.95 (s, 1H)

1 in CDCl3 : CD3OD = 1:1 2 in acetone-d6
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Table Ⅱ. 13C and 1H NMR chemical shifts of 3 and 4. 

 
Data were recorded at 150 MHz (13C-NMR) and 600 MHz (1H-NMR). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 in acetone-d6

!C !H (J, Hz) !H (J, Hz)
2 164.7
3 103.8 6.65 (s, 1H) 6.70 (s, 1H)
4 183.2
5 162
6 100.5 6.17 (s, 1H) 6.49 (s, 1H)
7 163.7
8 106.4
9 153.8

10 105
1' 123.2

2' ,6' 129.4 8.01 (d, 2H, 8.8) 8.08 (d, 2H,  8.8)
3' ,5' 116.9 6.99 (d, 2H, 8.8) 7.06 (d, 2H,  8.8)

4' 162.1
-OMe 3.97 (s, 3H)

1" 70.3 5.76 (dd,  12, 2.4) 5.40 (dd, 1H, 12.0, 2.8)
2"ax" 33.9 1.85 (d,1H, 13.2) 2.51 (dd, 1H, 13.6, 2.8)
2"eq" 2.34 (dd,1H, 13.2, 12) 3.55 (dd, 1H, 12.0, 1.6)

3" 68.2 4.11 (d, 1H, 2.4)
4" 70.4 3.52 (d, 1H, 2.4) 4.09 (d, 1H,  10.0）
5" 72.9 4.28 (q, 1H, 6.4) 3.60 (m, 1H)
6" 17.3 1.30 (d, 3H,  6.4) 1.48 (d, 1H,  6.4)

5-OH 12.95 (s, 1H) 13.44 (s, 1H)

3 in acetone-d6
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Withania somniferaの GLI1転写阻害活性を指標とした分画 
 

	
 試料であるW. somniferaは, 2010年 Bangladesh にて採取されたものを用いた． 

 

	
 Withania somniferaの葉部 (101.5 g) を MeOH (1L x3回) で抽出し，得た MeOH抽出物 

(22.8 g) を H2O:MeOH:acetone (1:1:0, 0:1:0, 0:1:1, 0:0:1) を用いた Diaion HP-20カラムク

ロマトグラフィー (ø50x200 mm) にて分画し，Fr.1A-1Eを得た．GLI1転写阻害作用は 1C, 

1Dに移行した. Fr.2I (1252.0 mg) から 6.25 mgを用い, EtOAc:CHCl3を用いて再結晶によ

り精製する事で 5 (5.8 mg) を得た．Fr.2F (201.0 mg) を H2O:MeOH (6:4-0:1) を用いたグ

ラジエント系でのODSカラムクロマトグラフィー (ø12x192 mm) により Fr.3A-3Kに分画

した．活性は 3F 及び 3I に認められた．Fr.3F (48.4 mg) を hexane:EtOAc:CHCl3:MeOH 

(6:4:0:0-0:0:0:1) を用いたカラムクロマトグラフィー (ø12x360 mm) により精製し，6 

(Fr.6D, 25.3 mg) を得た．Fr.2H (66.2 mg) を H2O:MeOH (7:3-0:1) を用いたグラジエント

系でのODSカラムクロマトグラフィー (ø15x276 mm) により精製し，8 (Fr.7H, 7.8 mg) を

得た．Fr.2J (573.4 mg) を H2O:MeOH (7:3-0:1) を用いたグラジエント系での ODSカラム

クロマトグラフィー (ø29x285 mm) により分画し，Fr.5A-5Jを得た．活性は 5Eに認めら

れた. Fr.5E (64.5 mg) を CHCl3:MeOH (1:0-0:1) を用いたグラジエント系でのシリカゲル

カラムクロマトグラフィー (ø17x370 mm) により精製し，8 (Fr.8E, 2.0 mg) を得た．Fr.8F 

(27.8 mg) は ODS HPLC (Cosmosil Cholester, ø10x250 mm,; eluent MeOH:H2O (6:4), 

wavelength 254 nm, flow late 3.0 mL/min) にて分取し，5 (Fr.11B, 20.89 mg, tR 19 min) 及

び 9 (Fr.11C, 2.4 mg, tR 22 min) を得た．Fr.1C (0.9 g) は CHCl3:MeOH (9:1-0:1) を用いた

グラジエント系でのシリカゲルカラムクロマトグラフィー (silica N60, ø17x370 mm) によ

り分画し，Fr.9A-9H を得た．活性は 9E 及び 9F に認められた．Fr.9F (21.66 mg) を

H2O:MeOH (7:3-0:1) を用いたグラジエント系での ODS カラムクロマトグラフィー 

(ø17x270 mm) により分画し Fr.10A-10D を得た．活性は 10A 及び 10C に認められた．

Fr.10A (16.87 mg) は ODS HPLC (Cosmosil Cholester, ø10x250 mm,; eluent MeOH:H2O 

(35:65), wavelength 254 nm, flow late 3.0 mL/min)にて分取し，10 (Fr.13A, 4.4 mg, tR 14 

min) を得た． 
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Figure Ⅱ. Separation of MeOH extract of W. somnifera. Red: active fractions. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diaion HP-20 ø5 x 20 cm

23.07 g MeOH extract

KKB-217 Withania somnifera(101.5 g)

extracted with 1400 mL MeOH (3 times)

1A
13.3

1B
1.3

1C
0.9

1D
6.6

1E
2.0

2A
70.1

(g)

2K
901.8

2H
66.2

2B
891.8

2C
37.8

2D
57.1

2E
318.4

2F
200.5

2G
145.6

2I
1252.2

2J
573.4

2L
1331.6

2M
617.5

2N
563.2

Silica gel C.C. ø4.5 x 43 cm

50%MeOH MeOH Acetone

9:1
CHCl3 :MeOHHexane:EtOAc

4:66:4 EtOAc8:2 2:87:3 CHCl3 9:1 8:2 5:5 MeOH

(mg)

3A
20.0

3B
8.5

3C
10.2

3D
12.2

3E
7.3

3F
48.4

3G
10.5

3H
17.6

3I
34.6

3J
18.1

3K
1.6

ODS C.C. ø1.2 x 19.2 cmMeOH:H2O
4:6 1:09:18:27:36:45:5

(mg)
6A

44.1
6B

37.4
6C

129.6
6D

29.2
6E

64.5
6F

50.3
6G

44.0
6H

18.6
6I

59.3
6J

104.2

ODS C.C. ø2.9 x 28.5 cmMeOH:H2O
3:7 9:18:27:36:44:6

(mg)

55:45

Silica gel C.C. ø1.2 x 36 cm

4A
3.4

4B
1.7

4C 4E
0.3

4D
25.3

4F
1.1

4G
1.0

4H
13.6 (mg)

5A
4.1

5B
12.3

5C
3.1

5D
7.4

5E
17.4

5F
4.2

5G
12.1

5H
7.8

5I
9.3

5J
9.7

ODS C.C. ø2.9 x 28.5 cmMeOH:H2O
3:7 MeOH8:27:35:5

(mg)

Hexane:EtOAc

6:4 5:5 4:6 3:7 1:9 MeOH 7A
2.5

7B
0.6

7C
0.3

7D
1.7

7E
2.0

7F
27.8

7G
3.0

7H
11.0

7I
7.4

7J
8.4 (mg)

7K
3.0

Silica gel C.C. ø1.2 x 36 cmCHCl3:MeOH
99:1 6:48:29:197:398:2

9A
5.6

9B
2.3

9C
1.3

9D
6.3

9E
19.5

9F
21.7

9H
74.5

9G
15.3

Silica gel C.C. ø1.7 x 37 cm
CHCl3:MeOH
9:1 85:15 8:2 7:3

(90.1 mg)

(mg)

MeOH+0.1%TFA

1C
0.9 (g)

8A
0.1

8B
20.9

8C
2.4

8D
1.5

Cosmosil Cholester
ø10 x 250 mm
MeOH : H20 = 6 : 4

10A
16.9

10B
6.3

10C
0.4

10D
4.5

3:7
5:5

5:5
6:4

7:3 MeOH+0.1%TFA

ODS C.C. ø17 x 280 cmMeOH:H2O

(mg)

11A
4.4

11B
10.9

Cosmosil Cholester
ø10 x 250 mm
MeOH : H20 = 35 : 65

(mg)

5

6
7

8

95

10



 83 

withaferin A (5) white crystal; [α]21
D  +114 (c 0.56, CHCl3), 1H and 13C NMR data, Table; 

ESIMS m/z 469 [M-H]- 

 

27-deoxywithaferin A (6) white crystal; [α]16
D  +268 (c 0.5, CHCl3), 1H data, Table; ESIMS 453 

[M-H]-, m/z 455 [M+H]+ and 477 [M+Na]+ 

 

5,6-deoywithaferin A (7) white crystal; [α]25
D  +68 (c 0.17, CHCl3), 1H and 13C NMR data, 

Table; ESIMS m/z 477 [M+Na]+ 

 

2,3-dihydroxywithaferin A (8) white crystal; [α]24
D  +12 (c 0.91, CHCl3), 1H data, Table; [α]25

D  

+68 (c 0.17, CHCl3), ESIMS m/z 471 [M-H]- and 473 [M+H]+ 

 

2,3-dihydri-3β-methoxywithaferin A (9) white crystal; [α]25
D  +0.8 (c 1.0, dioxane), 1H and 13C 

NMR data, Table; ESIMS m/z 504 [M+H]+ and 526 [M+Na]+, 

 

2,3-dihydro-3β-O-sulfate withaferin A (10) white crystal; [α]26
D  +22 (c 0.21, MeOH), 1H and 

13C NMR data, Table; ESIMS m/z 567 [M-H]- 
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Table Ⅲ. 13C and 1H NMR chemical shifts of 5 and 6. 

 
Data were recorded at 150 MHz (13C-NMR) and 600 MHz (1H-NMR). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 in CDCl3
!C !H (J, Hz) !H (J, Hz)

1 202.3
2 132.3 6.18 (d, 1H, 10) 6.19 (d, 1H, 9.6)
3 142.0 6.91 (dd, 1H, 10, 6) 6.91 (dd, 1H, 9.6, 6)
4 69.9 3.73 (d, 1H, 5.6) 3.75 (d, 1H, 6)
5 63.8
6 62.5 3.21 (s, 1H) 3.21 (s, 1H)
7 29.8 2.12 (dd, 1H, 16, 3.2)

1.30 (m)
8 31.1 1.39 (m)
9 44.1 1.14 (m)

10 47.7
11 22.1 1.27 (m)

1.18 (m)
12 27.3 1.88 (m)

1.08 (m)
13 42.6
14 56.1 0.95 (m)
15 24.3 1.64 (m)

1.13 (m)
16 39.3 1.66 (m)

1.35 (m)
17 51.9 1.07 (m)
18 11.6 0.68 (s, 3H) 0.68 (s, 3H)
19 17.4 1.39 (s, 3H) 1.39 (s, 3H)
20 38.8 1.97 (m)
21 13.3 0.97 (d, 3H, 6.8) 0.97 (d,3H, 6.6)
22 78.7 4.39 (dt, 1H, 17.2, 3.5) 4.33 (dt, 1H, 12.6, 1.8)
23 29.8 2.47 (dd, 1H, 17.2,13.6)

1.94 (m)
24 152.8
25 125.7
26 167.0
27 57.4 4.36 (m) 1.85 (s, 3H)

4.31 (d, 1H, 12.8)
28 20.0 2.01 (s, 3H) 1.91 (s, 3H)

5 in CDCl3
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Table Ⅳ. 13C and 1H NMR chemical shifts of 7 and 8. 

 

Data were recorded at 150 MHz (13C-NMR) and 600 MHz (1H-NMR). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8 in CDCl3
!C !H (J, Hz) !H (J, Hz)

1 203.5
2 131.0 5.95 (d, 1H, 9.9)
3 142.7 6.77 (dd, 1H, 9.9, 4.2)
4 69.4 4.63 (d, 1H, 4.2) 3.50 (m)
5 129.1
6 125.7 5.93 (d, 1H, 5.4) 3.27 (s, 1H)

18 11.8 0.74 (s, 3H) 0.69 (s, 3H)
19 22.9 1.45 (s, 3H) 1.17 (s, 3H)
20
21 13.3 1.03 (d, 3H, 6) 0.99 (d, 3H, 6.9)
22 78.8
24 153.1
25 125.5
26 167.2
27 57.5 4.44 (dt, 1H, 13.2, 3.6) 4.33 (d, 1H, 12)

4.38 (d, 1H, 12)
28 20.0 2.05 (s, 3H) 2.03 (s, 3H)

7 in CDCl3
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Table Ⅴ. 13C and 1H NMR chemical shifts of 9 and 10. 

 

Data were recorded at 150 MHz (13C-NMR) and 600 MHz (1H-NMR). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

!C !H (J, Hz) !C !H (J, Hz)
1 210.0 209.3
2 39.4 3.00 (dd, 1H, 15.1, 6.2) 41.6 3.60 (1H, dd, 17.8, 10.0)

2.59 (dd, 1H, 15.1, 4.1) 3.28 (1H, dd, 17.8, 6.4)
3 77.4 3.69 (ddd, 1H, 6.2, 4.1, 2.1) 72.5 5.59 (1H, ddd, 10.0, 6.4, 2.0)
4 75.2 3.46 (d, 1H, 2.8 ) 76.4 4.51 (1H, d, 2.0)
5 64.9 64.7
6 60.6 3.19 (s, 1H) 56.8 3.59 (1H, s)
7 31.1 2.14 (ddd, 1H, 14.8, 3.4, 2.1) 31.4
8 29.3 30.0
9 42.7 42.7

10 50.4 49.4
11 21.7 21.2
12 39.1 41.1
13 42.7 42.7
14 56.0 56.0
15 24.2 24.4
16 27.3 27.3
17 51.9 52.0
18 11.6 11.5 0.49 (3H, s)
19 15.9 15.4 1.67 (3H, s)
20 38.8 39.1
21 13.3 0.96 (d, 3H, 6.2) 13.5 0.95 (3H, d, 7.0)
22 78.7 4.39 (dt, 1H, 13.8, 3.4) 78.4 4.37 (1H, dt, 13.4, 3.1)
23 29.8 2.48 (s, 1H, 16.8, 13.8) 29.9 2.33 (1H, dd, 17.6, 13.4)

1.89 (dd, 1H, 16.8, 3.4)
24 152.7 154.1
25 125.7 127.9
26 167.0 166.4
27 57.5 4.36 (d, 1H, 12.4) 56.2 4.84 (1H, d, 11.8)

4.31 (d, 1H, 12.4) 4.73 (1H, d, 11.8)
28 20.0 2.01 (s, 3H) 20.1 2.06 (3H, s)

3-OMe 57.5 3.32 (s, 3H)

9 in CDCl3 10 in CDCl3
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6のX線結晶構造解析 

 

	
 All measurements were made on a Rigaku R-AXIS RAPID diffractometer using filtered 

Cu-Ka radiation. 

 
Figure Ⅲ ORTEP view of 7. Single crystals of C28H38O6 2 were recrystallized from MeOH and H2O (1:1). 

 

	
 Crystal structure determination of complex 7 

Crystal data. C28H38O6, M = 470.60, orthorhombic, a = 7.6555(4), b = 10.0365(6), c = 

33.828(2) Å, V = 2599.2(3) Å3, T = 95.15 K, space group P212121 (no.19), Z = 4, 27884 

reflections measured, 4685 unique (Rint = 0.2157) which were used in all calculations. The 

final R1 was 0.2004. 
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C. giganteaの Notchシグナル阻害活性を指標とした分画 
 

	
 C. giganteaは以前当研究室にて朴氏によりWntシグナル阻害活性を指標に分画が行なわ

れた．本実験ではその分画済みのエキスを用いた． 

 

	
 Fr.1D (5 g) をMeOH:H2O系を用いたODSカラムクロマトグラフィー (ø32x260 mm) に

より分画し，Fr.14A-14Gを得た．活性は 14A, 14C-Eに認められた．Fr.14C (395 mg) を

CHCl3:MeOH系を用いたシリカゲルクロマトグラフィー (PSQ 100B, ø29 x 230 mm) によ

り分画し, 11 (85 mg) を得た．Fr.4B (84 mg) は CHCl3:MeOH系を用いたシリカゲルクロ

マトグラフィー (PSQ 100B, ø27 x 205 mm) により分画し，Fr.16A-16Iを得, 14 (Fr. 16D, 

36 mg) を得た．活性は 16C 及び 16F に認められた. Fr.3E (11.2 mg) を ODS HPLC 

(Cosmosil Cholester, ø10x250 mm,; eluent MeOH:H2O (48:52), wavelength 220 nm, flow 

late 3.0 mL/min) にて分取し，12 (Fr.18A, 9.7 mg, tR 12 min) および 17 (Fr.16B, 6.5 mg, tR 

16 min) を得た．Fr.17F (10 mg) を ODS HPLC (Cosmosil Cholester, ø10x250 mm,; eluent 

MeOH:H2O (45:55), wavelength 220 nm, flow late 3.0 mL/min) にて分取し，18 (Fr.19E, 0.4 

mg, tR 72 min) を得た．Fr.2D (180 mg) は H2O:MeOH (3:7-0:1) のグラジエントを用いた

ODS カラムクロマトグラフィー (ø27x245 mm) で分画し，Fr.20A-20I を得た．活性は

Fr.20D-20Fに認められた. Fr.20D (112.1 mg) を H2O:MeOH (4:6-3:7) のグラジエントを用

いた ODSカラムクロマトグラフィー (ø23x245 mm) で分画し，Fr.21A-21Fを得た．活性

は Fr.21B-21Eに認められた. Fr.21B (49.2 mg) をODS HPLC (Cosmosil 5CN-MS, ø10x250 

mm,; eluent MeOH:H2O (4:6), wavelength 210 nm, flow late 3.0 mL/min) にて分取し，16 

(Fr.22B, 17.5 mg, tR 12 min) 及び 17 (Fr.22E, 3.5 mg, tR 19 min)を得た．Fr.20E (21.1 mg) 

を ODS HPLC (Cosmosil Cholester, ø10x250 mm,; eluent MeOH:H2O (65:35), wavelength 

210 nm, flow late 3.0 mL/min) にて分取し，16 (Fr.23F, 1.6 mg, tR 19 min) を得た．Fr.20F 

(10.3 mg) を CHCl3:MeOH 系を用いたシリカゲルカラムカラムクロマトグラフィー 

(ø12x180 mm) により分画し，15 (Fr.24D; 2.6 mg, Fr24E; 1.9 mg) 及び 17 (Fr.24F, 1.1 mg)

を得た． 

 

 

 

 

 

 



 89 

 

Figure Ⅳ. Previous separation of MeOH extract of C. gigantea. 
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Figure Ⅴ Separation of MeOH extract of C. gigantea. Red: active fractions 
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uscharin (11) white amorphous solid; [α]24
D  +10 (c 1.0, CHCl3, 1H and 13C NMR data, Table, 

ESIMS m/z 610 [M+Na]+ 

 

asclepin (12) white amorphous solid; [α]27
D  +12 (c 1.0, CHCl3), 1H and 13C NMR data, Table, 

ESIMS m/z 573 [M-H]- 
 

 

calotropin (14) white amorphous solid; [α]24
D  +61 (c 1.0, MeOH), 1H and 13C NMR data, Table, 

ESIMS m/z 531 [M-H]- 
 

Voruscharin (15) white amorphous solid; [α]27
D  +71 (c 0.3, EtOH), 1H and 13C NMR data, 

Table, ESIMS m/z 610 [M+Na]+ 
 

Uscharidin (16) white amorphous solid; [α]26
D  +20 (c 0.6, EtOH), 1H and 13C NMR data, Table, 

ESIMS m/z m/z 553 [M+Na]+ 

 

calactinic acid methyl ester (17) white amorphous solid; [α]27
D  -3 (c 1.0, CH2Cl2), 1H and 13C 

NMR data, Table, ESIMS m/z m/z 585 [M+Na]+ 
 

16-β-hydroxyuscharin (18) white amorphous solid; [α]27
D  -16 (c 0.4, MeOH), 1H and 13C NMR 

data, Table, ESIMS m/z m/z 604 [M+H]+ 
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Table Ⅵ. 13C and 1H NMR chemical shifts of 11 and 12. 

 
Data were recorded at 150 MHz (13C-NMR) and 600 MHz (1H-NMR). 

 

 

 

 

 

 

12 in CDCl3:CD3OD = 5:1
!C !H (J, Hz) !H (J, Hz)

1 36.2 2.46 (dd, 12.5, 4.1) 2.46 (dd,12.5,3.7)
1.1 (t, 11.7)

2 68.3 4.05 (dt,1H, 10.7, 4.1) 3.9 4(dt, 11, 4.4)
3 71.5 4.24 (dq, 1H, 4.8, 1.4)
4 32.4
5 43.5
6 27.6 1.84 (m)

1.22 (m)
7 27.4 2.45 (dd, 12.4, 4.1)
8 42.5
9 48.7 1.37 (m, 11.7)
10 52.6
11 21   
12 39.4
13 49.4
14 85
15 33.2
16 26.8
17 50.6 2.73 (dd, 1H, 9.6, 5.4) 2.6 3(brd)
18 15.7 0.79 (s) 0.83 (3H, s)
19 207.2 9.97 (s) 10.0 (s)
20 174.5
21 73.5 4.92 (d,1H, 18) 5.0 (d, 18.3)

4.77 (dd, 1H, 18, 1.4) 4.78 (d, 19.8)
22 118 5.84 (s, 1H) 5.84 (s)
23 174.3
1' 95 4.55 (s)
2' 99.6 5.03(s, 1H)
3' 91.6 4.73 (dd, 12.5, 5.1)
4' 47.4 2.20 (dd, 1H, 11)

1.98 (dd, 1H, 12, 3.4)
5' 69.8 3.89 (dt, 11, 4.4)
6' 21.9 1.20 (d, 3H, 6.2) 1.28 (d, 6.6)

CH=N 160.2 7.49 (s)
CH2S 42.8 3.85 (d, 1H, 8.9)

3'-COCH3 2.14(3H,s)

11 in CDCl3
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Table Ⅶ. 13C and 1H NMR chemical shifts of 14 , 15 and 16. 

 

Data were recorded at 150 MHz (13C-NMR) and 600 MHz (1H-NMR). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

15 in CDCl3 16 in CDCl3
!C !H (J, Hz) !H (J, Hz) !H (J, Hz)

1 36 2.41 (dd, 12.5, 4.3) 2.45(dd, 12.5, 4.3) 2.43 (1H, dd, 12.4, 4.4)
1.06 (t, 12.2) 1.09 (t, 1H, 12.4)

2 68.1 3.95(m) 3.94 (ddd, 1H, 12.4, 10.7, 4.4)
3 71.9 3.95 (dd, 10.5, 4.3) 4.08(ddd, 11, 5.1, 3.9) 4.09 (dt, 1H, 10.7, 4.4)
4 32.2 1.98 (m), 1.68 (m)
5 43.4 1.56 (m)
6 27.6 1.98 (m)

1.68 (m)
7 27.4 1.86 (m), 1.25 (m)
8 42.4
9 48.6 1.32 (m)
10 52.8
11 21.1 1.68 (m), 1.25 (m)
12 39.3 1.52 (m), 1.32 (m)
13 49.5
14 84.9
15 33.2 1.79 (m) 

1.46 (m)
16 26.8 2.15 (t, 9.3)

2.18 (m)
17 50.6 2.72 (dd, 9.2, 5.6) 2.75(dd, 9.3, 4.8) 2.75 (dd, 1H, 9.3, 5.5)
18 15.7 0.78 (s) 0.81(s) 0.81 (s, 1H)
19 207.5 9.9 (s) 10.0(s) 10 (s, 1H)
20 174.8
21 73.6 4.93 (d, 18) 4.93(d, 18.0) 4.94 (d, 1H, 18.2)

4.77 (d, 18) 4.78(d, 18.0) 4.78 (d, 1H, 18.2)
22 117.8 5.84 (s) 5.87(br s) 5.86 (s, 1H)
23 174.7
1' 95.6 4.53 (s) 4.63(s) 4.66 (s, 1H)
2' 91.2 4.43 (brs 1H)
3' 73.1 3.61 (dd, 11.7, 5.1)
4' 38.7 1.98(m) 2.77 (d, 1H, 14.1)

1.85(m) 2.46(1H, 14.1)
5' 69.2 3.88 (m) 4.1(m) 3.74 (m)
6' 21.9 1.22 (s) 1.24(d，6.4) 1.41 (d, 3H, 6.2)

14 in CDCl3
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Table Ⅷ. 13C and 1H NMR chemical shifts of 17 and 18. 

 

Data were recorded at 150 MHz (13C-NMR) and 600 MHz (1H-NMR). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

17 in CDCl3:pyridine-d5 18 in CDCl3:pyridine-d5
!H (J, Hz)

1 2.50 (dd, 12.8, 4.5) 1.18(t, 11)
0.82 (t, 12.8)

2 3.30 (ddd, 14.1, 10.5, 5.1) 4.47(dd, 10, 4.1)
3 3.13 (ddd, 14.1, 10.5, 5.1) 4.42 (td, 10.2, 4.1)
4
 1.54(q, 12.4)
8 1.77(t, 12.4)
16 5.02(m)
17 2.62 (dd, 8.8, 5.2) 3.03(d, 3.4)
18 0.69 (s) 0.91(s)
19 9.78 (s) 9.87(s)
21 4.88 (d, 17.3) 5.04(d, 18.6)

4.65 (d, 17.3) 5.17(d, 18.6)
22 5.72 (s) 6.24(s)
1' 4.86 (s) 5.59(s)

3'-CO2Me 3.57 (s)
4' 2.20 (dd, 13, 5.14) 1.86(d, 12.4)

2.04 (dd, 13, 5.14) 2.01(t, 12.4)
5' 4.57(dd, 12.4, 6.2)
6' 1.24 (d, 5.8) 1.38(d, 6.2)

CH=N 7.60(s)
CH2S 3.84(d, 16.5)

3.91(d, 16.5)
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GLI1転写阻害活性試験 
 

	
 アッセイ細胞 (HaCaT cells GLI1-Luc) を 96 wellホワイトプレートに 2x104 cells/well播

種し，12 hr後に tetracyclineを終濃度 1 µg/mLとなるように加える．さらに 12 hr後, 培地

を除去し，サンプルを各目的濃度に希釈した培地を加える．12 hr後，培地を除去し，Glo Lysis 

Buffer, 1X (Promega) を 30 µL/well加え，シェイカーで撹拌した後 (20 min)，30 µL/well 

Luciferin (Promega) を加え，化学発光を LuminoskanTM Ascent Microplate Luminometer 

(Thermo SCIENTIFIC) で測定した．また， fluorometric microculture cytotoxicity assay 

(FMCA) を用いて cell viabilityを同時に測定した[67]．FMCAでは FDA (fluorescein diacetate, 

Wako) が生細胞に取込まれた後，各種 esterase の働きにより加水分解され蛍光性

fluorescein (Ex: 485 nm, Em: 538 nm) になる．このため生細胞が FDAにより蛍光染色され

る事から細胞生存率の試験法として用いられる． 

  	
 	
 	
 	
         
 

 

 

 

 

	
 アッセイ細胞を  96 well ブラックプレートに 2x104 cells/well 播種し，12 hr 後に

tetracyclineを終濃度 1 µg/mLとなるように加える．さらに 12 hr後, 培地を除去し，サン

プルを各濃度に希釈した培地を加える．12 hr後，培地を除去し，FDA 10 µg/mL (PBS) を

200 µL/well 加え，1 hr インキュベートした後，蛍光を Fluoroskan AscentTM Microplate 

Fluorometer (Thermo SCIENTIFIC) で測定する．以下の式を用いて GLI1転写活性及び Cell 

viabilityを算出した． 

 

  
 

 

GLI1転写活性 (%) =　　　　　　　　　　　　　　　　　x100
サンプルの発光強度

コントロールの発光強度

Cell viability (%) =                                        x100
サンプルの蛍光強度

コントロールの蛍光強度

esterase 

FDA fluorescein 

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

OHHO
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細胞毒性試験 
 
	
 各癌細胞 (PANC-1 cells, DU-145 cells, MCF-7 cells) 及び正常細胞 (C3H10T1/2 cells) 

を 96 well ブラックプレートに 2x104 cells/wellずつ播種し，24 hr後, サンプルを各濃度に

希釈した培地を加える．12 hr後，培地を除去し，FDA 10 µg/mL (PBS) を 200 µL/well加

え，1 hrインキュベートした後，蛍光を Fluoroskan AscentTM Microplate Fluorometerで測

定した. Cell viabilityを上記の式で算出した． 

 

タンパク質発現・精製 
 
	
 タンパク質精製時の超音波破砕機には ULTRASONIC DISRUPTOR UD-201 (TOMY) を

用いた. UVによるタンパク質及び DNA濃度測定は Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) を

用いて測定した．アガロースゲル電気泳動後の DNA の検出は Ethidium bromide 溶液 

(Nacalai tesque) で 10分間染色を行った後，ChemiDoc (Bio Rad) を用いて検出した． 

 
	
 培地及び試薬は以下の組成で作製した． 

 

LB液体培地  

LB broth  	
   2.0 g 

dH2O   up to 100 mL 

混和後, オートクレーブにて滅菌処理を行った (121 °C, 20 min)． 

 

Wash buffer 

PBS              10 mL 

20% triton-X-100  500 µL 

 

Glutathione solution 

Glutathione (Reduced form, Wako)  1.55 g (final conc. 50 mM)  

1M Tris-HCl (pH 8.8)                 5 mL (final conc. 50 mM) 

dH2O                       up to 100 mL 

	
 dH2O 80 mLに溶解後，NaOH水溶液を加え，pH 8.8に調製し，メスアップした． 

フィルター滅菌した後，15 mL遠沈管に分注し，-30 °Cで保存した． 
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Staining solution      

Solution A 

CuSO4・5H2O (Wako)   	
 	
 	
 	
 	
 1 g 

酢酸                  	
 	
 	
 	
 	
 20 mL 

dH2O               	
 	
 	
 	
 	
   80 mL 

 

Solution B  

CCoomassie brilliant blue (Wako)  0.3 g 

MeOH                          90 mL 

dH2O                           10 mL 

使用時に A:B 1:1で混合し，使用した. 

 

タンパク質発現 
 

	
 5 mL LB培地に 100 mg/mL ampicillinを 5 µL添加し (final conc. 100 µg/mL)，大腸菌グ

リセロールストックから植菌し，培養する (前培養，37 °C, 160 rpm, over night). 前培養液

を250 mL LB液体培地 (100 µg/mL ampicillin) に混和し，培養する (37 °C, 160 rpm, 1.5 hr). 

0.1 M IPTGを 250 µL添加し培養する (タンパク質発現誘導, 25 °C, 160 rpm, 3 hr). 培養液

を遠心分離し (4 °C, 6,000 rpm, 5 min)，上清を捨て，ペレットに 10 mL 氷冷 PBSを加え

再懸濁し，50 mL 遠沈管に回収する．遠沈管を氷水中で冷やしながら超音波処理により菌

体を破砕する ((sonication 80 counts, icing 15 sec) x 4). 20 % Triton-X-100を 500 µL加え，

回転混和した後 (4 °C, 30 min)，遠心分離する (4 °C, 5,000 rpm, 30 min). 上清を 15 mL遠

沈管に回収する． 

 

タンパク質精製 
 
	
 600 µL Glutathione Sepharose 4B (75 % スラリー) を 1.5 mLエッペンチューブに取り， 

Wash bufferを 600 µL加え混和し遠心分離した後 (4 °C, 2,000 rpm, 1 min)，上清を捨てる. 

これを 4回繰返した後，Wash bufferを 600 µL加え，Glutathione Sepharose 4B (50 % ス

ラリー) を得る．タンパク質液上清を回収した 15 mL遠沈管に Glutathione Sepharose 4B 

(50% スラリー) を 500 µL加え，回転混和する (4 °C, 1 hr). その後，遠心分離し (4 °C, 

2,000 rpm, 5 min)，上清を取除き Glutathione Sepharose beadsを 1.5 mLエッペンチュー

ブに回収する．PBSを 500 µL加え，遠心分離した後 (4 °C, 2,000 rpm, 1 min), 上清を取除
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く．この洗浄操作を 5回行う. その後， 50 mM Glutathione solutionを 300 µL加え，回転

混和し (4 °C, 10 min)，遠心分離後 (4 °C, 2,000 rpm, 1 min)，上清を新しい 1.5 mLエッペ

ンチューブに回収する．この溶出操作を 6回繰返す．PBSを 1L作製し，4 °Cに冷却する．

透析膜をPBSに浸けておく (10 min). 500 mLビーカーに 4 °CのPBSを 500 mL加え，5 mL

シリンジで上清を透析膜カセットに注入し，浮きを装着し，スターラーで PBSを撹拌しな

がら透析する (4 °C, 3 hr). PBSを交換しさらに透析する (4 °C, over night). 透析膜カセッ

トからタンパク質液を回収し，タンパク質濃度を Nano drop 2000で測定後, -80 °Cで保存

する．精製後純度の確認には SDS－PAGEを行なったのち，Staining solutionを用いて CBB

染色を行なった． 

 

Western blot 
 

	
 各試薬は以下の組成で作製した． 

 

Lysis buffer 

1 M Tris-HCl                                 2 mL (20 mM) 

NaCl                                     878 mg (150 mM) 

Triton X-100                               0.5 mL (0.5 w/v%) 

sodium deoxycholate (Sigma Aldrich)        500 mg (0.5 w/v%) 

EDTA                                  292.2 mg (10 mM) 

sodium orthovanadate (V) (Na3VO4, Wako)  18.4 mg (1 mM) 

sodium fluoride (NaF, Wako)               0.42 mg (0.1 mM) 

dH2O                               up to 100 mL 

 

使用時に protease inhibitor cocktail (Nacalai tesque) を終濃度 1 %となるよう加えた． 

 

5x SDS sample buffer 

1 M Tris-HCl (pH 6.8)                     7.85 mL 

SDS                                     2.5 g 

Sucrose (Nacalai tesque)                 6.25 g 

Bromo phenol blue (Kanto chemical)        6.25 mg 

dH2O                                 up to 25 mL 
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10 x Running buffer 

Tris     	
 	
 	
 	
  	
    	
 	
            30 g 

SDS       	
 	
  	
 	
 	
                10 g  

Glycine （Kanto chemical）          144 g 

dH2O                             up to 1 L 

 

10 % SDS 

SDS (Wako)                          4 g 

dH2O                               40 mL 

 

30 % Acrylamide 

Acrylamide (Wako)                     29.2 g 

N, N’-methylene-bis-acrylamide (Wako)    0.8 g 

dH2O                             up to 100 mL 

 

10 % APS 

Ammonium persulfate (MP Biomedical)  100 mg 

dH2O                                  1 mL 

 

Transfer buffer  

Tris                                 15 g (250 mM) 

Glycine (Wako)                       72 g (1.92 M) 

10 % SDS                           10 mL (0.1 %) 

dH2O                         up to 500 mL 

 

TBST (Tris-buffered saline Tween 20) 

Tris                               3.6 g 

NaCl                             17.4 g 

HCl                    adjust pH to 7.4 (2.4 mL) 

Tween 20                         3.0 g 

dH2O                        up to 3.0 L 
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 SDS PAGE gelは以下の様に作製した． 

  

 

 

 

 

 

 

	
 ゲル作製及び電気泳動にはミニプロティアン Tetra セルを用いた. ガラスプレートに

Running gel 溶液を加え，EtOHまたは飽水 BuOHを重層した．ゲルが固まった後，dH2O

で洗浄し，ろ紙で水分を拭き取った後，Stacking gelを加え，コームをさし，固まった物を

使用した．  

 

全細胞ライセートの作製 

 
	
 アッセイ細胞及び癌細胞を各播種数 (HaCaT-GLI1-Luc cells: 1x106 cells/6 cm dish, 

PANC-1 cells, DU-145 cells, MCF-7 cells: 1x106 cells/6 cm dish) で 播 種 し ，

HaCaT-GLI1-Luc cellsでは 12 hr後に tetracyclineを終濃度 1 µg/mLで添加する．さらに

24 hr後, HaCaT-GLI1-Luc cellsの場合は 12 hr後に各種目的濃度となるように培地で希釈

したサンプルを添加する．サンプル添加 12 hr後に 1 ml (6 cm dishでは 500 µL) の PBSで

2回洗浄した後，さらに PBSを 500 µL加え，細胞をセルスクレーパーで剥離し，1.5 mL

エッペンチューブに回収した．細胞を遠心分離し (4 °C, 1,000 rpm, 10 min), 上清を捨て，

新たに 500 µL PBSを加え，再度遠心分離し (4 °C, 1,000 rpm, 10 min)，細胞を洗浄する．

上清を除き， Lysis buffer (1 % PIカクテル含有) を 100 µL加え，氷上で 30 min インキュ

ベートする．その後遠心分離し (4 °C, 13,000 rpm, 30 min), 上清をタンパク質溶液 (whole 

lysate) として新たな 1.5 mLエッペンチューブに回収した． 

 

核・細胞質ライセートの作製 
 

	
 核・細胞質のライセートは NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents 

(Thermo scientific) を用いて作製した．10 cm dishを用いて全細胞ライセート作製時と同様

に細胞にサンプルを作用させた後，PBS 1 mLで 2回洗浄した後，トリプシン/EDTAを 1 mL

SDS PAGE gel Running gel Stacking gel 
acrylamide conc. 10 % 1.25 % 5% 

dH2O 4.65 mL 3.3 mL 2.8 mL 
30% Acrylamide 4.95 mL 6.3 mL 0.66 mL 

1 M Tris-HCl (pH 8.8) 5.1 mL 5.1 mL  
1 M Tris-HCl (pH 6.8)   0.5 mL 

10% SDS 0.15 mL 0.15 mL 0.04 mL 
10% APS 0.15 mL 0.15 mL 0.04 mL 

TEMED (Wako) 10 µL 10 µL 4 µL 
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加え静置し，細胞を剥離する (37°C, 3-5 min). 培地を 4 mL加え細胞を 15 mL遠沈管に回

収した後, 遠心分離する (4°C, 3,000 rpm, 3 min)．上清を取除き，PBSを 1 mL加え懸濁し，

半量 (500 µL) を全細胞ライセート作製用に使用した．細胞液 500 µLを 1.5 mLエッペンチ

ューブに移し，遠心分離した (4 °C, 5,000 rpm, 5 min). 上清を取除き，再度 PBSを 500 µL

加え遠心分離した (4 °C, 5,000 rpm, 5 min). 上清を取除き，氷上でペレットを乾燥させる 

(10 min)．氷冷 CERⅠ (1 % PIカクテル含有) を 100 µL加え，ボルテックスし (15 sec), 氷

上に静置する (10 min). 氷冷 CERⅡを 11 µL加え，ボルテックス (5 sec) した後, 氷上に

静置する (1 min). ボルテックス (5 sec) した後, 遠心分離する (4 °C, 13,000 rpm, 10 min). 

上清を細胞質ライセートとして 1.5 mLエッペンチューブに回収する． 

ペレットに氷冷 NER (1 % PIカクテル含有) を 50 µL加え，ボルテックスする (15 sec). そ

の後, 氷上に静置し (10 min), ボルテックス (15 sec) を 4回繰り返す．その後，遠心分離

し (4 °C, 13,000 rpm, 10 min)，上清を核ライセートとして回収する. 

 

	
 lysate に 5 × SDS Buffer:2-メルカプトエタノール混合液 (4:1) を加え，CHILL HEAT 

CHT-101HT (Iwaki) を用いて加熱 (100 °C，3 min) した．サンプルと同時にタンパク質分

子量マーカー（Precision Plus ProteinTM Standards，Bio-Rad）もゲルにアプライし，ゲル

厚が 1.0 mmの場合は stacking gelを電圧 150V，電流 20 mAで，running gelを電圧 200V，

電流 30 mAで分離した．泳動はブロモフェノールブルー色素がゲルの下端から 5 mm程度

まできたところで終了した． 転写にはミニプロティアン Tetra セル もしくは Trans-Blot® 

TurboTMを用いた． 

 

一次抗体,	
 二次抗体処理及び検出	
 

 

	
 PVDFへの転写後，5 % skim milk (森永乳業) を含む TBST (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 100 

mM NaCl, and 0.1 % Tween 20) を用いて blockingを行い (r.t, 1 hr)，blotsを TBSTで洗浄 

(5 min, 3 times) した. 一次抗体処理は 5 % skim milkを含む TBSTでそれぞれの目的濃度に

希釈した一次抗体液にメンブレンを浸け反応させた (r.t., 1 hr or 4 °C, over night). メンブ

レンを TBSTで洗浄した (5 min, 3 times). 二次抗体処理科は 5 % skim milkを含む TBSTで

それぞれに希釈した二次抗体を反応後 (r.t., 1 hr)，メンブレンを TBSTで洗浄した (5 min, 3 

times).検出には，ECL Advance Western detection system (GE Healthcare), Chemi-Lumi 

One Ultra (Nacalai tesque) 又は Immobilon Western (Millipore) を用いた．内部標準として

β-actinを用いた． 
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 一次抗体として，GLI1 (C-18) (1 : 200)，PTCH (1 : 200, Abcam)，および BCL2 (1 : 2000, 

Sigma Aldrich)，β-actin (1 : 4000, Sigma Aldrich)，Cleaved Notch1 (Val1744) (1:1000, Cell 

Signaling Technologies), Notch1 (C-20) (1:1000, Santa Cruz Biotechnology), HES1 (1:1000, 

Santa cruz), HES5 (1:700, Cell Signaling Technologies), RBP-Jκ (1:2000, Santa cruz), Flag 

(1:1000, Sigma) 及び γ-Secretase Antibody Sampler Kit (全て 1:2000, Cell Signaling 

Technologies) を用いた． 

	
 二次抗体として，anti-goat IgG (1 : 10000) (Sigma)，anti-rabbit IgG (1 : 4000, Jackson 

ImmunoResearch), anti-mouse IgG (1:4000) (GE Healthcare) 及び anti-rat (1:1000, Santa 

Cruz Biotechnology) を用いた． 
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EMSAについて 
 

	
 EMSAの実験は LightShift Chemiliminescent EMSA kit (Thermo Fisher Scientific) を用い

て実験を行った. オリゴヌクレオチドは，それぞれの ssDNA (計 6種) をグライナージャパ

ン社に合成を委託し, アニーリングして実験に用いた．以下に配列を示す． 

 

5’-biotin target DNA (23 bases) 

forward: 5’- biotin - AGCTACCTGGGTGGTCTCTTCGA - 3’ 

reverse: 5’ - biotin - TCGAAGAGACCACCCAGGTAGCT -3’ 

 

Biotin free target DNA (23 bases) 

forward: 5’ - AGCTACCTGGGTGGTCTCTTCGA - 3’ 

reverse: 5’ - TCGAAGAGACCACCCAGGTAGCT - 3’ 

 

Biotin free mutant DNA (23 bases) 

forward: 5’ - AGCTACCTCCCACTTCTCTTCGA - 3’ 

reverse: 5’ - TCGAAGAGAAGTGGGAGGTAGCT - 3’ 

 

	
 Buffer及びゲルを以下の様に作製した． 

 

5 x TBE buffer (室温保存): Tris (Invitrogen™)     54.51 g 

                        boric acid (Wako)     27.82 g 

                        EDTA・2Na (Wako)    3.72 g 

                        dH2O   up to 1 L 

 

6 % Native polyacrylamide gel: 30 % acrylamide    3.6 mL 

dH2O  	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
            12.6 mL 

5 x TBE                                        1.8 mL 

10 % APS (Wako)                              300 µL 

TEMED (Wako)                                 15 µL 
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 ゲル作製及び電気泳動にはミニプロティアン Tetra セル (Bio-Rad) を用いた．上記の組

成で 6 % Native page用ポリアクリルアミドゲルを作製した．固まったゲルを泳動槽にセッ

トし，0.5x TBE bufferを満たし，110 V定電圧で 40-50 minプレランを行う．氷上で融解

させた試薬を表の組成で 1.5 mLチューブで混合する．DNAは最後に加える．スピンダウン

した後 (1 sec) ，氷上に静置する (20 min). 5 µL 5x Loading buffer (kit) を各サンプルに加

え，20 µLずつウェルにアプライし，120 V, 400 mA (定電圧) で電気泳動する．0.5x TBE 

bufferに 10 min以上浸した Biodyne B 0.45 µm (Pall Corporation) に Trans-Blot® TurboTM 

(Bio Rad) を用いて転写した．転写したメンブレンをラップでくるみ，転写面を下にしてト

ランスルミノメーター (コスモ・バイオ) を用いて 312 nm UVを 15分間照射し DNAをメ

ンブレンに固定化した．37-50 °Cに加温し, 溶解させた Blocking buffer (kit) 20 mLにメン

ブレンを浸し，シェイカーで揺らしながらインキュベートする (15 min)．buffer を捨て， 

Stabilized Streptavidin-Horseradish Peroxidase Conjugated (kit) を 20 µL 加えた新しい

Blocking buffer 10 mLに入れ替え揺らしながらさらにインキュベートする (15 min)．4 x 

Wash buffer (kit) をdH2Oで希釈し1 x Wash bufferを100 mL調製し, 1x Wash buffer 20 mL

で洗浄し， 1x wash buffer 20 mLで洗浄し (5 min), 新しい 1x Wash bufferに替え，洗浄す

る．これを 4 回繰返す (total 20 min)．洗浄後のメンブレンの buffer を良く切ってから

Substrate Equilibration buffer (kit) 30 mLに浸け，揺らしながらインキュベーションする (5 

min)．500 µL Luminol/Enhancer Solution (kit)・500 µL Stable Peroxidase solution (kit) を

1:1で混合し，メンブレンに添加し，ChemiDoc™ XRS+ (Bio Rad) にて検出した． 

 

 

 

 

 (µL) Final conc. 
10 x binding buffer 2 1 x 
50 % glycerol 1.6 4 % 
100 mM MgCl2 1 5 mM 
50 fmol/µL biotin labeled DNA  0.4 4 pmol 
5 pmol/µL biotin free target DNA  0.8 4 pmol 
5 pmol/µL biotin free mutant DNA 0.8 20 fmol 
GST-GLI1 (200 µg/mL) Depends on experiment 
Compound in DMSO Depends on experiment 
dH2O Up to 20 µL 

for competition assay 
for competition assay 
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Notchシグナル阻害活性試験 
 

	
 アッセイ細胞 (LS174T cells /Tet-on-NICD, pGL4.20-TP-1) を 96 wellホワイトプレート

に 2x104 cells/well播種し，12 hr後に doxycyclineを終濃度 100 ng/mL加える．さらに 12 hr

後, 培地を除去し，サンプルを各目的濃度に希釈した培地を加える．12 hr後，培地を除去

し，Glo Lysis Buffer 1Xを 30 µL/well加え，シェイカーで撹拌した後 (20 min)，30 µL/well 

Luciferin を加え，化学発光を LuminoskanTM Ascent Microplate Luminometer (Thermo 

SCIENTIFIC) で測定した．また，cell viability を FMCA にて同時に測定した．アッセイ細

胞を 96 wellブラックプレートに 2x104 cells/well播種し，12 hr後に doxycyclineを終濃度

100 ng/mL加える．さらに 12 hr後, 培地を除去し，サンプルを各濃度に希釈した培地を加

える．12 hr後，培地を除去し，FDA 10 µg/mL (PBS) を 200 µL/well加え，1 hrインキュ

ベートした後，蛍光を Fluoroskan AscentTM Microplate Fluorometer (Thermo SCIENTIFIC) 

で測定する．以下の式を用いて Notchシグナル活性及び Cell viabilityを算出した． 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Notchシグナル活性 (%) =　　　　　　　　　　　　　　　　　x100
サンプルの発光強度

コントロールの発光強度

Cell viability (%) =                                        x100
サンプルの蛍光強度

コントロールの蛍光強度
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プラスミドの増量 
 

	
 購 入 し た プ ラ ス ミ ド pGL-4.20[luc2/Puro] (Promega, Wisconsin, USA), 

pEF-BOSneo-mNotch1 RAMIC (Riken bio resource center, Japan), 頂いたプラスミド

pEGFP-N1 (Clontech, USA) 及び TP-1について ECOSTM Competent E. coli JM109 (ニッポ

ンジーン, Japan) を用いて増量した． 

 

	
 大腸菌用の培地は以下のように調整した． 

 

選択用寒天培地 (ampicillin, kanamycin plate) 

LB broth (Sigma-Aldrich)    4 g 

寒天, 粉末 (Wako)         3 g 

dH2O                   200 mL  

	
 上記の物をオートクレーブし (121 °C, 20 min), ampicillin (終濃度 50 µg/mL) もしくは

kanamycin (終濃度 25 µg/mL) を加え温時 10 cm dishに 20 mLずつ分注し固化させた． 

 

液体培地 

LB broth (Sigma-Aldrich)    4 g 

dH2O                   200 mL  

	
 上記の物をオートクレーブし (121 °C, 20 min), ampicillin (終濃度 50 µg/mL)もしくは

kanamycin (終濃度 25 µg/mL) を加えた． 

 

	
 プラスミド精製には QIAGEN-tip 500 (QIAGEN, Japan) を使用し，Bufferは以下の様に

調整した． 

 

Buffer P1: 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 

          10 mM EDTA 

          10 µg/mL RNaseA (ナカライテスク, Japan) 

 

Buffer P2: 200 mM NaOH 

           1 % SDS 
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Buffer P3: 3.0 M potassium acetate (pH 5.5) 

Buffer QBT: 750 mM NaCl 

            50 mM MOPS (pH 7.0) 

            15 v/v% isopropanol 

          0.15 v/v% Triton X-100 

 

Buffer QC: 1.0 M NaCl 

          50 mM MOPS (pH 7.0) 

          15 v/v% isopropanol 

 

Buffer QF: 1.25 M NaCl 

          50mM Tris-HCl (pH 8,5) 

          15 v/v% isopropanol 

 

Buffer QN: 1.6 M NaCl 

          50mM Tris-HCl (pH 7.0) 

          15 v/v% isopropanol 

 

ECOSTM Competent E. coli JM109 (ニッポン・ジーン, Japan) を氷上で融解し， 直ちにプ

ラスミド溶液を加え，直ちにボルテックスで 1 秒間撹拌し，氷上で 5 分間インキュベート

した．インキュベート後直ちにインキュベートし (42 °C, 45 sec)，直ちにボルテックスで

撹拌した (1 sec)．選択用寒天培地 2枚に移し，均一に塗布し培養した (37 °C 12 hr). 寒天

培地上のコロニーを選出し，3 mLの液体培地に播種し前培養した後 (37 °C, 160 rpm, 6 hr)，

培地全量を新たな液体培地 200 mLに加え本培養を行なった (37 °C, 160 rpm, 12-16 hr)． 

本培養液を遠心分離した後 (4 °C, 6,000 g, 15 min)，上清を捨て，菌体ペレットを得る．菌

体ペレットを Buffer P1 10 mLで再建濁する. Buffer P2 10 mLを加え，転倒混和し静置する 

(5 min, r.t.)． 30 mL の氷冷 Buffer P3を 10 mL加え転倒混和し，インキュベートする (20 

min, 氷上)．転倒混和後，遠心分離した後 (4 °C, 4,000 rpm, 30 min)，キムワイプで濾過し

た後再度 4 °C, 4,000 rpm, 15 min遠心分離し，上清を DNA溶液として得る (60 µLを泳動

用サンプル①として保存する.). Buffer QBT (10 µg/mL RNaseを含む.) 10 mLでQIAGEN tip 

(Quiagen, Japan) を洗浄する (60 µL 濾過液をサンプル②として保存する.). プラスミド

DNAを含む上清をカラムに添加する．buffer QC 30 mLを二回流す． Buffer QF 15 mLで

プラスミド DNA を溶出させる (サンプル③). 50 mL チューブに DNA 溶液を移し， 
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2-propanolを 10.5 mL加え，転倒混和後遠心分離する (4 °C, 4,000 rpm, 30 min).ペレット

に 70 % EtOHを 5mL加え，遠心分離し (r.t., 4,000 rpm, 15 min)，上清を捨て，5-10 min

風乾し，任意の buffer (dH2O, pH 8.0 TE buffer等) に再懸濁し-20 °Cで保存する．電気泳動

後のサンプルをアガロースゲル電気泳動し純度を確認する．目的のプラスミド DNAが得ら

れたかを確認するため，制限酵素によりプラスミドを切断後に泳動し，DNA 鎖の長さを算

出する． 

 

形質転換実験 
 

	
 MEB5 cellを PLL, Fibronectin/Lamininコーティングした 24 well plateに 2x104 cells/well

播種しインキュベートした後 (37 °C, 5 % CO2, 12 hr) に無血清培地で置換し EGF等を除

いた後，分化用培地に置換するとともに目的遺伝子を一過性導入した．45 µL/well の

Opti-MeM (Gibco) と 2.5 µL/wellの Lipofectamine 2000 (InvitrogenTM) を混合する．また, 50 

µL/wellの Opti-MeMと目的のプラスミドを混合し，Opti-MeMと Lipofectamine 2000の混

合物と 1:1で混合し，細胞に添加し，インキュベートする (37 °C, 5 % CO2)． 

 

	
 その後 luciferase活性を測定する場合は，Dual-GloTM Luciferase Assay System (Promega) 

を用いて luciferase 活性を測定した．培地を取除き 5xPassive lysis buffer (Promega) を

dH2Oで希釈し調製した 1x Passive lysis bufferを 60 µL/well加え，震盪する (r.t., 30 min). 

細胞溶解液を 96 well white plateに各サンプル 50 µLずつ移し，融解したDual-Glo® Reagent 

50 µL/wellを加え, firefly luciferase活性を測定した．その後，Dual-Glo® Stop & Glo® Reagent

を 50 µL加え，renilla luciferase活性を測定した． 
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神経幹細胞 MEB5 cellsの分化アッセイについて 
 

プレートのコーティング 
 

	
 24 well plateの各 wellに 13 mm Micro Cover Glass (Matsunami Glass Ind. Ltd) を 1枚ず

つ入れた後，1 M NaOHをプレートに加え (24 well plate; 500 µL, 6 cm dish; 5 mL), 静置す

る(r.t., 暗所，1~2 hr). NaOHを吸引除去し，1 M HClを加え (24 well plate; 500 µL, 6 cm 

dish; 5 mL)，静地する(r.t., 暗所，1~2 hr). HClを吸引除去した後，500 µL滅菌精製水で 3

回洗浄し，プレートを風乾させる．乾燥させたプレートに Poly-L-lysine hydrobromide (PLL, 

Wako) を加え(24 well plate; 500 µL, 6 cm dish; 3-5 mL)，培養する (4°C, 8-12 hr)．PLLを

回収し，500 µL 滅菌精製水で 3 回洗浄し，風乾させる．乾燥したプレートに 20 µg/mL 

Fibronectin (Invitrogen™) / 10 µg/mL Laminin (invitrogen™) PBS溶液を加え (24 well plate; 

500 µL, 6 cm dish; 3-5 mL)，静置した (4°C, 8-12 hr)． 

 

細胞播種~サンプル添加 
 

	
 増殖用培地及び分化用培地は以下の様に調製した． 

 

Proliferation medium: NeuroCult™ Basal Medium (Stemcell Technologies)   18 mL 

NeuroCult™ Proliferation supplement (Mouse) (Stemcell Technologies)       2 mL 

10 µg/mL EGF (VERITAS, Stemcell Technologies)                        40 µL 

Differentiation medium: NeuroCult™ Basal Medium                       18 mL 

NeuroCult™ Differentiation Supplement (Mouse) (Stemcell Technologies)     2 mL 

 

	
 直径 100 µm程度に増殖させたMEB5 cellsのニューロスフィアを 50 mL遠沈管に回収し，

遠心分離する  (20 °C, 5,000 rpm, 5 min). 上清を取り除き NeuroCult™ Chemical 

dissociation kit (Mouse) (Stemcell Technologies) の solution A を 500 µL加え，450 µLに

設定したピペッターで泡をたてないように 30回ピペッティングする． solution Bを 125 µL

加え，30回ピペッティングする (0 min)．3 min, 7 minにおいて 30回ピペッティングをす

る．8 minにおいて solution C 40 µLを加え，ピペッティングし， proliferation mediumを

350 µL加え，細胞数を計測する．Fiblonectin/Laminine溶液を回収し，プレートが乾燥する

前に細胞を播種する (24 well plate; 2x104 cells/well，6 cm dish, 2x105 cells/dish). 12 hr後, 

血清不含培地を 500 µL加え，洗浄し EGF等を除去した後，サンプルを目的濃度に希釈し



 110 

た分化用培地を 500 µL加え培養する (37°C, 5 % CO2, 4-7days).  

 

免疫染色 
 

	
 免疫染色に用いる buffer及び抗体液等は以下の用に調製した (24 well plate 1枚分) ． 

 

1 % BSA: BSA (Merck) 1.2 g + PBS 120 mL 

10 % BSA: 1.6 g + PBS 16 mL 

Blocking Buffer: 10 % BSA 5 mL + 20 % Triton X-100 (Wako) 7.5 µL 

Buffer A: 1 % BSA 11 µL + 20 % Triton X-100 5.5 µL 

Primary antibody solution: 10 % BSA 	
 	
                       5 mL 

0.5 mg/mL Anti-β-Tubulin,Neruronal ClassⅢ, Mouse-Mono (Tuj-1) (R&D systemsTM)  

                                                           10 µL (1:500)  

Rabbit anti-GFAP Polyclonal Antibody (VERITAS)             12.5 µL (1:400) 

Secondary antibody solution: 10 % BSA                        5 mL 

Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG (H+L) (Life technoligies) 12.5 µL (1:400) 

Alexa Fluor® 555 goat anti-rabbit IgG (H+L) (Life technoligies)   25 µL (1:200) 

RNase solution  Buffer A                               5 mL 

              10 mg/mL RNase                      100 µL (final conc. 200 µg/mL) 

To-PRO-3 (Invitrogen™) solution  Buffer A                5 mL 

                 10 mM TO-PRO-3 (InvitrogenTM)        15 µL 

 

	
 4-7日間培養後，培地を除き 4% ホルムアルデヒドを 500 µL加え，細胞を固定する (r.t., 

20 min)．ホルムアルデヒドを除き, 1% BSA 500 µLで 3回洗浄した. blocking bufferを 200 

µL加え静置した (r.t., 45 min). Blocking bufferを除き, Primary antibody solutionを 200 µL

加え，静置した (4°C, over night). 1% BSA 500 µLで 3回洗浄し， secondary antibody 

solutionを 200 µL加え静置した (r.t., 暗所，1hr). 1 % BSA 500 µLで 3回洗浄し, RNase 

solitionを 200 µL加え静置した (37 °C, 1hr). PBS 500 µLで 3回洗浄し， To-PRO-3 solution

を 200 µL加え静地した (r.t., 暗所, 10 min). PBS 500 µLで 3回洗浄し， PBSを 200 µL加

えた後，Micro Cover glassをプレパラート (Micro Slide Glass Fine Frost, Matsunami Glass 

Ind. Ltd.) 上に移し Prolong gold with DAPI (InvitrogenTM) を 1滴添加し，24x24 mm Micro 

Cover Glass (Matsunami Glass Ind. Ltd.) を載せた．蛍光画像の取得には LSM700 (ZEISS) 

を用いた． 



 111 

Notchシグナル活性化条件下での神経幹細胞 MEB5 cells分化アッセイ 
 

	
 上記と同様の方法でプレートをコーティングし，neurocult dissociation kit を用いて細胞

をディソシエーションし, 細胞を播種する (24 well plate; 2x106 cells/well，6 cm dish, 2x107 

cells/well). 12 hr後, 500 µL 血清不含培地を加え，洗浄した後，サンプルを目的濃度に希釈

した分化用培地を 500 µL加え培養する (37°C, 5% CO2, 4 days). 免疫染色は前述と同様の

方法で行なう． 
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