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　平成17年度に、魅力ある大学院教育イニシアティブプログラムとして採択された本事業は、京都大学大学院

薬学研究科において、これまで21世紀COEプログラム「ゲノム科学の知的情報基盤・研究拠点形成」によって

実施してきたバイオインフォマティクス教育を、ゲノム創薬研究の人材育成へと結びつけることを目的に計画

された。

　プログラムの具体的内容として、教育システムの充実の面からは、大学院ゲノム創薬カリキュラムの再編成

と大学院バイオインフォマティクス講義の設置を行い、これらの講義科目に対するインターネット学習システ

ム（WebCT）の導入と整備を通じて、バイオインフォマティクスに対する横断的連携教育システムの構築を推

進している。講義アーカイブの制作に関わる技術的な準備も平成17年度にほぼ終了し、現在は実質的なコンテ

ンツの整備の体制作りを進めている。また、大学院生のコース管理を目的に電子メールサーバ等を導入し、さ

らに研究成果の発表等に必要な機器の整備も進めた。

　本プログラムでは、もうひとつの重要な柱として、大学院生の自立的研究提案に対して専攻の異なる複数教

員が共同で横断的研究教育体制を確立し研究の推進を支援する融合研究プロジェクトを立案した。本プロジェ

クトでは、『ゲノム創薬コース』、『ケミカルバイオロジーコース』、『ファーマコゲノミクスコース』の3つの融

合コースを創設したが、募集に対し大学院博士後期課程学生より25件の応募があり、選考委員会による選考の

結果、融合研究によって大きな研究の発展が期待できる17件（ケミカルバイオロジーコース７件、ゲノム創薬

コース６件、ファーマコゲノミクス４件）の研究提案が採択された。各研究の成果は、平成17年度末に開催さ

れた研究報告会において報告され、研究科横断的な討論を通じて、評価を行うと共に、研究の更なる発展に向

けた足がかりを得ることになった。

　本成果報告書は、研究報告会に発表された内容を編集したもので、ホームページによる公開と併せて、研究

成果を広く公表し社会に還元することを目的とする。本書に報告された研究内容は、自立的な研究の推進を基

盤とし、各大学院生が、研究テーマの立案、実験計画の策定、実験結果の解析等に、融合コースとしての総合

的な立場に基づく指導のもとで、意欲的に取り組んだ研究活動の貴重な記録となっている。大学院生の成長に

向けて、関係各位の更なるご指導ご鞭撻を、本機会に改めてお願いしたい。

京都大学大学院薬学研究科

橋田　充

魅力ある大学院教育イニシアティブ
「生命・化学情報に基づく融合創薬研究者養成」
融合研究プロジェクト 平成17年度 成果報告にあたって
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■本事業の大学全体としての位置付け

薬学に対する社会的期待・要請は、創薬から医療領域まで

多岐にわたり、わが国の薬学教育・研究を代表する本学薬

学研究科に対しては、先端的薬学教育を推進して創薬・薬

物治療の発展を先導する人材、研究者を輩出することが強

く求められている。本教育・研究者養成プログラムは、21

世紀COEプログラム「ゲノム科学の知的情報基盤・研究拠

点形成」で推進してきた薬学領域における情報科学基盤教

育をさらに充実させ、バイオインフォマティクスやケモイ

ンフォマティクスを統合するファーマコインフォマティク

スを基盤とした創薬研究・教育を推進するものである。複

数の研究分野が連携・融合した本研究プロジェクトを大学

院生に立案・実行させるプログラムを推進することにより

将来、研究者として自立するためのインセンティブを与

え、社会的ニーズにマッチした新世代の創薬研究者を養成

する教育改革として位置付けられる。これは京都大学の理

念、中期目標に沿う教育改革でもあり、京都大学としても

支援を行う予定である。

■これまでの教育研究活動の状況

本学薬学研究科では、多様かつ調和のとれた教育体系のも

と卓越した知の継承と創造的精神の涵養に努め、社会の調

和ある発展に貢献できる優れた研究能力や医療人としての

高度の専門知識を持つ人材を育成するという基本目標を達

成するため、創薬・医療連携薬学コア部門を新設し、“創

薬”、“医療”という従来の二分化した縦型の薬学教育・研

究の枠組みを克服し、創薬科学と医療科学の連携による基

礎と医療・臨床をインテグレートした新しい薬学教育シス

テムの構築を図ってきた。また、最近の科学技術の急速な

発展に呼応し、バイオインフォマティクス、ファーマコゲ

ノミクス、ゲノム・プロテオーム・メタボローム創薬など

の新しい創薬研究手法や、分子標的医薬、遺伝子治療、移

植医療、テーラーメード医療などの革新的医療の研究・教

育の場への導入に計画的に取り組んできた。しかし、こう

した非常に幅広くまた高度に専門化した科学教育を実施す

るには、現状のオーソドックスな専門教育システムは領域

の有機的結合に基づく研究の深化や施策の機動性に欠けき

わめて不十分であるため、次世代の発展へのステップとし

て新しい発想に基づくプロジェクト展開が不可欠である。

教育プログラムの概要
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■魅力ある大学院教育への取組・計画

近年、生命科学と化学の急速な進展に伴い、それらの融合

領域である創薬科学にパラダイムシフトが産まれつつあ

る。すなわち、バイオインフォマティクス、ケモインフォ

マティクス等の情報科学を基盤として、創薬標的の探索や

シード化合物の最適化に活用するゲノム創薬に大きな期待

が寄せられている。しかしながら、生命科学、化学、情報

科学に精通した創薬研究者の養成に従来の大学院カリキュ

ラムでは十分対応できていない現況である。また、実際の

創薬は広範で高度に専門化した領域からなる融合学際領域

であるため、従来のオーソドックスな創薬のための単一研

究室のみで完結する専門教育体制では、社会ニーズにマッ

チする創薬研究者の養成が困難で、横断的教育システムの

必要性が痛感されている。

当教育プログラムでは、これまで21世紀COEプログラムで

推進してきた基礎バイオインフォマティクス教育を発展さ

せてゲノム創薬を軸に高度化した大学院カリキュラムを創

成するとともに、創薬研究プロセスに即して組織化した複

数の研究室からなるプロジェクトチームを編成し、異なる

専攻の教員が共同で大学院生の研究テーマを指導する横断

的研究教育体制を確立、実践するための『ゲノム創薬コー

ス』、『ケミカルバイオロジーコース』、『ファーマコゲノミ

クスコース』の３つの融合コースを創設する。これによ

り、社会の即戦力となるゲノム創薬の実践的研究者・技術

者・教育指導者、情報科学との融合により新たな研究開発

領域を切り拓く創薬研究者、さらにはテーラーメード薬物

治療などの高度医療や医療情報化に対応できる医療・行政

従事者を育成し、大学、各種研究機関、創薬関連産業、行

政機関、医療機関に輩出する。

●資料：専攻の入学定員等

修業 入学 収容
研究科・専攻名 課程区分 年限 定員 定員

（年）（人）（人）

薬学研究科・創薬科学専攻 博士前期課程 2 24 48
博士後期課程 3 11 33

薬学研究科・生命薬科学専攻 博士前期課程 2 25 50
博士後期課程 3 11 33

薬学研究科・医療薬科学専攻 博士前期課程 2 16 32
博士後期課程 3 7 21

•
–

•
–

•

–
•
•
•
•

–
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■研究内容
【研究の背景と目的】
　ユビキチンープロテアソームシステムは、選択的な
タンパク質分解に重要な役割を果たしており、細胞周
期、シグナル伝達、ストレス応答など多様な生命現象
を制御するタンパク質を特異的に分解し、それらの生
命現象を調節している。あらたなプロテアソーム阻害
物質は、さらなる生体内現象やタンパク質の機能解明
のツールとして期待でき、さらには選択的、特異的な
阻害様式によっては癌、炎症、免疫疾患などの治療薬
としての応用も期待できるため、多くの注目を集めて
いる。実際に、昨年、アメリカFDAによりプロテア
ソーム阻害物質PS-341（Velcade）が多発性骨髄腫の治
療薬として認可されている。そこで、私は、近年単離
された新規プロテアソーム阻害物質であるTMC-95Aや
Salinosporamide Aに注目し、これらの類縁体合成を可
能にする合成経路の開拓と研究過程で見出される新規
化合物の活性評価試験を２研究室の融合研究として行
い、活性構造相関を調べると共に、高活性な新規小分
子のデザイン合成を行うことを計画した。

【方法と期待される成果】
　TMC-95Aは、これまでの共有結合形成によるプロテ
アソーム阻害物質と異なり、プロテアソームを阻害す
るのではなく、多点の水素結合により非共有結合的に
複合体を形成することで阻害活性を示すことが明らか
となり、多くの注目を集めている。本化合物を合成す
る際には、官能基化された環状構造を立体選択的に合
成するかが鍵となる。そこで、我々は、容易に合成可
能なホルムアミドのホルミルC-H結合を中性条件下、
遷移金属触媒により活性化し、シス選択的にアルキン
に挿入させて、E選択的に環状オレフィンを合成する
ことを計画している。また、本反応（ヒドロアミド化
反応）は官能基がまったく失われることがなく、有毒

な一酸化炭素を用いなくてもカルボニル基を導入でき
る非常に効率的な反応であるが、これまで分子間のア
ルケンとの反応に限られており、分子内反応に成功す
れば初めての報告例となる。
　次に、本反応をSalinosporamide Aの中心骨格である
多置換ラクタム環の合成に展開することを計画してい
る。Salinosporamide Aは、深海の微生物Salinospora属
の培養液から単離された［3. 2. 0］ビシクロβ-ラクト
ンγ-ラクタム構造をもつプロテアソーム阻害物質であ
る。それ以前に発見された同じ骨格を持つOmuralideと
置換基が異なるだけであるが、その35倍の阻害活性を
示すため、そのプロテアソームに対する結合様式に興
味がもたれており、プロテアソーム阻害機構の解明た
め、様々な置換基を導入した類縁体を構築することを
計画している。そこで、我々は、種々の天然アミノ酸
から誘導した光学活性なアルキニルホルムアミドの分
子内ヒドロアミド化反応を検討し、Salinosporamide A
の中心骨格の簡便合成法を確立する。
　天然物の中には、特異な薬理作用を有し、難病治療
薬開発への応用が期待できるものが多く存在する。し
かし、多様な生理活性を併せもつ天然物においては、
個々の活性の発現機構を明らかにしなければ実用化に
は程遠い。そのためには、まず目的の天然物を全合成
し、類縁体合成を可能にする実用的な合成方法を確立
する必要がある。本年度は、主に中心骨格の簡便合成
法を確立することを計画しているが、今後は、合成研
究を発展させて活性評価を行うための化合物ライブラ
リー構築を行う。本研究は、２研究室が融合し、プロ
テアソーム阻害物質の合成と活性評価を行う研究であ
り、活性効果を高めた新しい物質の創製だけでなく、
生命現象の発現機構の解明への手助けとなると考えて
いる。

プロテアソーム阻害物質の合成と評価

（薬品分子化学分野）小林　祐輔

研究指導主任 薬品分子化学分野 教授　竹本　佳司
研究指導協力者 生体機能解析学分野 教授　金子　周司
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■研究内容

脳内出血治療薬開発を目指した
トロンビン誘発遅延性神経細胞死原因タンパクの探索

（薬品作用解析学分野）藤本　真二

研究指導主任 薬品作用解析学分野 教授　赤池　昭紀
研究指導協力者 病態機能分析学分野 教授　佐治　英郎

　脳内出血には未だ有効な治療法が確立されておら

ず、予後は悪く致死率も高い。脳内出血発作時には、

脳実質中に漏出した血液由来成分が障害の惹起に寄与

していることが報告されている。このうち、血液凝固

因子としても知られているトロンビンは、中枢神経系

に広く分布しているトロンビン受容体を介して神経細

胞およびグリアに作用する。申請者は、生体脳に近い

実験系で細胞構築が保持されている培養大脳皮質線条

体切片を用いた検討により、トロンビンにより誘発さ

れる細胞障害はextracellular signal-regulated kinase

（ERK）リン酸化阻害薬およびタンパク合成阻害薬に

より抑制されることを見いだした。このことから、ト

ロンビン毒性にはERKを介した新規タンパク合成が必

須であることが示唆された。

　一方、ERKにより誘導される細胞内情報伝達経路

は、トロンビンにより誘発される障害だけでなく、細

胞の恒常性の維持にも重要な役割を果たしている。そ

れゆえ、トロンビン刺激によるERKリン酸化シグナル

の下流において特異的に新規合成されるタンパクの特

性を解明することは脳内出血に対する有効かつ安全な

治療薬を開発する上で重要な情報となりうる。

　この目的において、3H標識したアミノ酸を培養大脳

皮質線条体切片に適用した後にトロンビン処置を負荷

し、回収した切片を破砕することによって得られる抽

出物から、新規合成され3H標識されたアミノ酸を組み

込んだタンパクを探索し、その分子量および等電点を

電気泳動により導出することには重要な意義がある。

トロンビン無処置群との比較によりトロンビンにより

合成が亢進するタンパクの物理化学的特性の一部が明

らかになると考えられる。また、抽出物の分画操作に

より放射活性の高い画分を回収し、既知の化学物質と

の結合実験を行うことによりこのタンパクに対して阻

害活性を有する化合物の創製に向けた有用な知見が得

られると考えられる。
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■研究内容

新規分泌性因子Neudesinの神経栄養・
分化因子としての役割の解明

（遺伝子薬学分野）木村　郁夫

研究指導主任 遺 伝子 薬 学分 野 教授　伊藤　信行
研究指導協力者 薬品作用解析学分野 教授　赤池　昭紀

　ヒトゲノム配列の解読の完了とともに、その後の展
開として、各遺伝子の機能解析と、これらの遺伝子
間、細胞間の相互作用ネットワークの解析へと展開す
ることが期待される。その研究展開の過程で、新規分
泌性因子遺伝子の発見と機能解析はバイオ医薬などの
医薬品開発を通じて、医療の進歩に大きく貢献するも
のと期待される。申請者はヒト／マウスDNAデータ
ベースより、分泌性シグナルを指標として新規分泌性
因子遺伝子を探索した。申請者が同定した新規分泌性
因子遺伝子の発現をマウスで調べたところ、この遺伝
子は脳神経系において神経細胞に特異的に高発現して
いることが明らかになった。さらに、この遺伝子産物
の組換えタンパク質を作成し、培養神経細胞を用い
て、その生物活性を調べた。その結果、このタンパク
質は培養神経細胞に対して強い神経栄養活性をもつこ
とが明らかになった。従って、申請者はこの遺伝子を
Neudesin（neuron-derived secreted neurotrophic
factor）と命名した。さらに、申請者はNeudesinの神
経栄養作用の分子メカニズムを解明するため、
Neudesinの細胞内伝達系における役割を調べた。その
結果、NeudesinはGi/o型GPCR阻害剤であるPTXによ
り、その神経栄養活性が顕著に抑制されること、さら
に、NeudesinはMAPK, PI-3K経路を強く活性するとと
もに、これらの経路を遮断するとNeudesinの活性が著
しく阻害されることが明らかにになった。従って、
NeudesinはGi/o型GPCRを介して、MAPK, PI-3K経路を
活性化し、その神経栄養作用を示すことが明らかになった。
　これまでのNeudesinの神経栄養活性の測定は血清非

存在下における培養神経細胞の細胞死の抑制を指標に
した。今後は、様々な神経毒存在下におけるNeudesin
の神経細胞保護作用を検討するともに、その作用メカ
ニズムの解明を目指す。この様々な神経毒存在下にお
けるNeudesinの神経細胞保護作用に関する研究は、こ
の分野で優れた研究実績をもつ赤池昭紀教授（研究指
導協力者）の指導と助言のもとで進める予定である。
　一方、このNeudesinはマウスの神経分化開始時期で
ある胎生13日の脳にも強く発現している。従って、
Neudesinは神経栄養因子のみならず、神経分化促進因
子として胎生初期の脳で作用していると期待される。
従って、申請者はNeudesinの神経分化促進活性も調べ
る。胎生13日のマウス脳から単離した培養神経系前駆
細胞は未分化な神経系細胞で、その後の分化刺激によ
り神経細胞、グリア細胞へと分化していく。従って、
申請者はこの培養神経系前駆細胞系を用いて、
Neudes inの神経分化能を調べる。さらに、前述の
Neudesinの神経栄養因子作用の分子メカニズムを調べ
た時と同様の手法を用いてNeudesinの神経分化作用の
分子メカニズムも明らかにする。
　申請者の研究によりNeudesinが神経細胞に対する生
存維持活性のみならず、神経分化活性をもつことが明
らかになれば、神経細胞死に由来する各種神経疾患の
治療や、神経細胞再生など再生医療へのNeudesinの応
用が期待される。さらに、Neudesinの神経栄養・分化
活性の分子メカニズムが解明されれば、それらを標的
とした新たな薬剤の創成にも手掛かりが得られるもの
と期待される。
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■研究内容

光による機能分子イメージングのための
プローブの開発研究

（病態機能分析学分野）相田　一樹

研究指導主任 病態機能分析学分野 教授　佐治　英郎
研究指導協力者 薬品機能解析学分野 教授　松r　勝巳

【研究背景・目的】
　In vivoにおける代表的な機能分子イメージング法と
しては核医学断層撮像法（positron emission tomogra-
phy（PET）, single photon emission computed tomog-
raphy（SPECT））が挙げられる。PET, SPECTは、放
射性標識化合物と生体機能分子との相互作用を非侵襲
的にリアルタイムで測定できる点で大変優れている
が、被曝の危険性や空間解像度が低い等の問題点を有
している。一方、蛍光分析法は空間・時間解像度が著
しく高く、安全で操作的にも簡便なものが多いため非
常に有用であるが、汎用されている可視光領域の蛍光
は生体透過性が悪いため、in vivoでの機能分子イメー
ジングは不可能であった。そこで、生体透過性の高い
近赤外領域に蛍光を有するランタニド錯体に着目し、
近赤外光を用いたin vivoでの機能分子イメージングを
可能とするプローブの開発を計画した。さらに、発光
波長制御やスイッチングなどの技術を融合すること
で、生体内においてターゲット特異的に蛍光特性を変
化させ、機能分子イメージングの際に問題となるバッ
クグラウンドを極限まで低減することを目的とした。

【設　計】
　本研究では、機能認識型近赤外蛍光プローブに必要
な各種機能を有する分子部品をそれぞれ合成し、各部
品を組み合わせることとした。すなわち、ランタニド
錯体を基本構造とした発光部、発光部へエネルギーを
供給するエネルギー供給部、ターゲットへ高選択的に
作用しプローブの蛍光特性を変化させるターゲット認
識部、を機能部品とする。具体的には、ランタニド錯
体の配位子には生体内での安定性を考慮してDOTAを
用いることとした。ランタニド錯体は配位子による蛍
光波長の変動がほとんど無く、特有の長い蛍光寿命を
利用した時間分解蛍光測定法を用いることにより、周
囲の有機分子由来の蛍光によるバックグラウンドを無
視できる等の利点を持ち合わせていることからも発光
部として最適である。さらに、エネルギー供給部とし
ては、詳細に研究がなされているfluoresceinを採用し
て、fluoresceinよりランタニドへのエネルギー移動過
程を経て近赤外領域の蛍光を発するプローブを開発す
ることとした。ターゲット認識部は、fluoresceinから
ランタニドへのエネルギー移動を阻害するクエン
チャー部と、ターゲット分子(酵素・タンパク等)により

切断・伸展などの構造変化を起こすリンカー部から構
成し、ターゲット分子との相互作用によりクエン
チャー部を発光中心から物理的に遠ざけることにより
プローブの蛍光特性を変化させることとした。

【方　法】
　本研究は、以下に述べる段階に分けて展開する。す
なわち、１）fluoresceinとDOTAをアミド結合またはエ
ステル結合を介して接続し、ランタニドイオンと作用
させて発光中心部を合成する。得られた化合物は、
NMR、元素分析等の手法により生成を確認する。さら
に蛍光分光光度計を用いて、fluoresceinを励起するこ
とにより、ランタニド由来の近赤外領域の蛍光が検出
されることを確かめる。また、種々のpHの水溶液、溶
媒を用いて発光中心部の化学的安定性について検討す
る。２）培養細胞を用いて、in vitroにおける発光中心
部の生物学的安定性と蛍光特性について、蛍光分光光
度計および蛍光顕微鏡により解析するとともに、細胞
毒性や細胞内局在についても検討する。さらに、ラッ
ト・マウスを用いて、in vivoにおける安定性と体内動
態についての検討を行う。これらの情報を統合してプ
ローブの有効性について考察する。３）ターゲット認
識部と発光中心部を接続して機能認識型近赤外蛍光プ
ローブを合成する。得られたプローブはNMR等を用い
て生成を確認した後、蛍光分光光度計を用いて通常状
態での蛍光消光と、ターゲット分子との相互作用によ
る蛍光再生を確認する。さらに、ターゲット分子発現
細胞、モデル動物を用いて親和性、安定性、体内動
態、蛍光特性の変化について検討を行い、本プローブ
の有用性を示す。

【期待される成果】
　本プローブは、機能認識部を付け替えることで、
種々の対象分子に応用可能であり汎用性が高い。ま
た、核医学断層撮像法と比較して、①より安全であ
る、②機能認識部とランタニド錯体の併用によりバッ
クグラウンドを非常に効率的に低減させることができ
るので、高感度化が図れる、③蛍光分析法の最大の利
点である高い時間・空間解像度が得られる、などのこ
とから新規機能分子イメージング法としての利用が期
待される。
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■研究内容

機能性ペプチドの利用による
新規癌免疫療法の開発

（病態情報薬学分野）竹本　誠二

研究指導主任 病態情報薬学分野 教授　q倉　喜信
研究指導協力者 薬品機能解析学分野 教授　松r　勝巳

　ヒトゲノムの解読が終了し、ターゲットとなる生体
機能分子の構造に基づく医薬品開発が進められ、標的
分子と特異的に相互作用する新規化合物の探索が行わ
れている。これに加えて、疾患と関連するタンパク質
や遺伝子などの生体高分子を直接患者に投与すること
による疾患治療の可能性が飛躍的に高まってきた。し
かしながら、こられの高分子化合物は細胞膜透過性が
低いため、細胞内への移行が大幅に制限される。一
方、ウイルス由来のペプチドが細胞膜に結合後細胞質
内へ移行することが発見され、膜透過ペプチド（cell-
penetrating peptide; CPP）と総称されるようになっ
た。CPPをタンパク質やリポソームに結合すること
で、これら『積荷』を細胞内へデリバリー可能である
ことが報告されたことから、CPPを利用した高分子医
薬の経細胞膜輸送による疾患治療の可能性が考えられ
る。また単純ヘルペスの構造タンパク質VP22に代表さ
れる一部のCPPでは、細胞内から外への移行活性を持
つことが示されており、これを利用した細胞内タンパ
ク質・ペプチドの細胞外輸送が期待される。
　熱などの刺激により発現が亢進するタンパク質群の
一つであるheat shock protein 70（Hsp70）は、細胞内
タンパク質の高次構造の形成や輸送、分解等を介助す
る分子シャペロンとして機能する。その一方で、Hsp70
は抗原ペプチドと結合すること、hsp receptorを介して
マクロファージや樹状細胞（DC）などの抗原提示細胞
（APC）に取り込まれること、さらにはAPCを活性化
するアジュバント能を有することから、腫瘍ワクチン

としての利用が期待される。そこで私は、Hsp70を骨格
とする新規腫瘍ワクチンの開発を目的にマウスにおけ
るHsp70の体内動態について検討し、静脈内投与後主と
して肝臓に取り込まれること、その取り込みにはおも
に肝細胞に発現するCD91の関与が大きいことを明らか
にした。一方、皮下投与時には所属リンパ節への高い
移行が明らかとなり、Hsp70を利用するワクチン療法に
おいて効率的な免疫応答を期待する場合には皮下投与
が有効な投与経路になりうる可能性を示した。
　Hsp70を利用した腫瘍ワクチンの開発には、同定され
た抗原ペプチドのデリバリーシステムとしての利用が
考えられ、抗原ペプチド融合Hsp70あるいはその発現プ
ラスミドDNAを用いて現在その有効性の評価を進めて
いる。一方、癌細胞内に存在する抗原ペプチドを細胞
外に『引き出す』ことができれば、抗原の同定が不要
になり、多くの癌種への適用が可能になるものと考え
られる。こうした背景のもと本研究では、Hsp70に
VP22あるいはそのCPP部分を結合した融合タンパク質
を設計し、これを発現するプラスミドDNAを腫瘍に直
接投与することで、腫瘍内でのHsp融合タンパク質の発
現と、それに引き続く抗原－Hsp融合タンパク質複合体
の癌細胞外輸送による癌免疫治療の可能性について検
討する。VP22ペプチドを用いた検討において本アプ
ローチの有効性を証明したのちに、Hsp70融合タンパク
質の効率的な細胞膜透過を実現するペプチドデザイン
を行い、癌免疫治療効果の増大を試みる。
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■研究内容

抗菌性ペプチドの作用標的の制御と
細胞内分子導入ベクターへの応用

（薬品機能解析学分野）井村　雄一

研究指導主任 薬品機能解析学分野 教授　松r　勝巳
研究指導協力者 病態情報薬学分野 教授　q倉　喜信

【背　景】
　抗菌性ペプチドは10-50残基からなるペプチドで、ヒ
トを含む様々な生物から単離されている。そのアミノ
酸配列や二次構造は多様性に富むが、抗菌性ペプチド
の多くは塩基性と疎水性のクラスターを併せ持つ両親
媒性で、酸性脂質に富んだ細菌細胞膜に直接的に作用
する。細菌細胞膜はATP産生の場で、その性質を変化
させることは容易でなく、細胞膜を標的とするこの作
用機構は耐性菌の出現を抑えられると考えられる。近
年、多剤耐性菌の出現や再興感染症が問題となり、新
規の抗菌剤の開発が急務となっている中、抗菌性ペプ
チドは理想的な候補として期待されている。多くのペ
プチドは標的膜のバリアー能を破壊して細菌の細胞膜
電位を消失させることで抗菌作用を発揮するが、一部
のペプチドは膜と相互作用するものの、膜を乱さずに
細胞内に入り、DNAなどの細胞内標的と結合すること
でDNAやタンパク質の合成を阻害するものもある。こ
のようなペプチドは細胞内へ薬剤などの分子を導入す
るベクターとしての応用も期待できる。このような異
なる作用機構とアミノ酸配列・二次構造の違いの相関
は、熱心な構造-活性相関の研究にも関らず、明らかと
なっていない。
　これまでに当研究室はアフリカツメガエルより単離
された抗菌性ペプチドmagainin 2（GIGKWLHSAKKF-
GKAFVGEIMNS）やアジアヒキガエル由来のbuforin 2
（TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK）の作用機構を、リ
ポソームを用いて明らかにしてきた。Magainin 2は脂
質膜に脂質を抱き込んだ一時的な超分子複合体ポアを
形成し、ポア崩壊時に一部ペプチドが内在化（trans-
location）する。ポアを通した内容物の流出が抗菌作用
の要因であると考えられている。対照的に、buforin 2
は膜を乱さずに効率よく細胞内に入り、DNAと結合す
ることで抗菌活性を発揮していると考えられている。

【目　的】
　本研究では抗菌性ペプチドを元に化学修飾体やアミ
ノ酸置換体を作成し、作用標的を制御して、新規抗菌
剤や細胞内分子導入ベクターとして応用することを目
的とする。本研究室は主に物理化学的な手法を用いて
作用機構を解明してきたが、特に細胞内分子導入ベク
ターとして応用する際には、ドラッグデリバリーに基
づく視点や手法が必要になるため、融合研究として行
うことでより興味深い結果が得られると考えられる。

【方　法】
　本研究では以下のように、①アミノ酸置換による抗
菌性ペプチドの作用標的の制御、②抗菌性ペプチドを
用いた細胞内導入ベクターの開発を行う。
①　これまでに、両親媒性αへリックスのモデルペプ
チドの疎水面にαへリックスを不安定化するペプト
イドを導入すると、標的が膜からDNAに変化すると
報告されている。ペプトイドは細胞毒性に関して不
明であるという点と、大量合成が難しいので、我々
はmagainin 2の疎水面にαへリックスを不安定化す
るプロリン残基を導入し、作用標的が膜からDNAへ
変化するかどうかをモデル膜及び細胞を用いて検証
する。我々は逆にbuforin 2のプロリン残基をアラニ
ン残基に置換することで、標的がDNAから膜に変化
することを示した［Kobayashi, S et al. (2000) Biochem-

istry, 39, 8648］。本研究により、αへリックスの不安
定化が、抗菌性ペプチドの作用標的の選択性に与え
る影響が一般的なものであるかどうかが明らかとな
る。さらに、プロリン置換体が効率よく膜透過する
のであれば、膜を乱さないので細胞毒性を軽減でき
より良い細胞導入ベクターの開発が可能となる。ま
た、膜作用型とDNA型を混合して用いることで相乗
効果が得られるかどうかを検討する。
②　上で検討して得られた知見を元にベクターの配列
をデザインし、ペプチド核酸などのカーゴ分子と結
合して細胞内へ導入されるかどうか共焦点レーザー
顕微鏡を用いて実験を行う。また、ベクターにオル
ガネラ局在シグナルを付加することによって、細胞
内局在を自在に制御できるかどかを検討する。

【成　果】
　抗菌性ペプチドの作用標的の制御を研究すること
は、耐性が生じにくい理想的な抗菌剤の開発へつなが
る可能性を秘めている。また、細胞内導入ベクターに
関しては、TATなどのアルギニンリッチペプチドが用
いられているが、これらのペプチドは主としてエンド
サイトーシス経由で細胞内に入るため、細胞質内への
導入効率はあまり良くない。一方抗菌性ペプチドは細
胞膜を直接経由して膜透過するのでより直接的で効率
よく導入を行うことが出来ると考えられる。また、オ
ルガネラ局在性をコントロールできれば、遺伝子治療
などにおいて画期的な成果を上げることが出来ると考
えられる。
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s生命・化学情報に基づく融合創薬研究者養成

■研究内容

アストロサイト形態を指標とした
セリンプロテアーゼ受容体リガンド探索法の最適化

（生体機能解析学分野）中尾　賢治

研究指導主任 生体機能解析学分野 教授　金子　周司
研究指導協力者 薬品有機製造学分野 教授　藤井　信孝

【研究の背景】

　ヒト脳において神経細胞の数倍もの数が存在するア

ストロサイトは、様々な刺激に応じて形態を変化させ

ることで、神経ネットワークの構築、神経細胞のシグ

ナル伝達制御、細胞外液の恒常性維持など、中枢神経

系において幅広い機能を担っていると考えられてい

る。事実、アストロサイトの活性化を制御する低分子

リガンドは中枢変性疾患治療薬として製薬メーカーの

手で臨床開発が進められている。一方、トロンビンに

代表されるセリンプロテアーゼは、特異的受容体PAR

（Proteinase-activated receptors）において細胞外アミ

ノ末端側のオリゴペプチドを切断し、そのペプチドが

自己受容体リガンドとして結合することでPARを活性

化させるユニークな情報伝達様式を有している。当研

究室においては、トロンビンが惹起するアストロサイ

トの形態変化における細胞内Ca2+動態の関与について

研究を進めており、培養アストロサイトを用いた新し

い機能評価系をこれまでに確立した（2006年神経科学

学会等で発表予定）。

【目　的】

　本研究の目的は、第一にケミカルバイオロジー的手

法、すなわち細胞形態を指標とするアッセイによって

新規PARリガンドを探索するための方法論を確立する

ことにある。ついで最適化された手法に基づき、ペプ

チド合成と生理活性評価に長年の経験を有する藤井教

授からアドバイスを受けつつ、実際にペプチドライブ

ラリからアストロサイトの形態変化に影響を与えるリ

ガンドを探索する。

【方　法】

　トロンビンに対して高感受性に形態を変化させる培

養アストロサイト1321N1細胞株を用い、諸種ペプチド

を適用した場合の形態変化を経時的に追跡する。な

お、データ解析には、ペプチド選択に有効なフィード

バック情報を与えるコンピュータ学習アルゴリズムを

応用したい。

【期待される成果】

　アストロサイトの形態変化に関与するPARサブタイ

プは複数存在し、さらにその下流の細胞内機構におい

て、各種G蛋白質やカルシウム流入を担うTRPチャネル

など多様な分子が形態変化に関与していることが想定

される。このように生体分子の複雑な相互作用によっ

て細胞形態は調節されており、従来の限定的な酵素活

性を指標としたin vitroスクリーニング手法は生理的に

意義のあるリガンドの探索法として必要十分とは言え

ない。本研究のように、生細胞の形態変化を指標にす

る新たな手法を開発することで、生理活性を有する新

規化合物を見いだすことが可能になると考えられ、特

異的リガンドが見いだされていないPARサブタイプに

対するリガンドの発見にも繋がる。さらに、発見され

たリガンドはPARを介した増殖や形態変化、および環

境適応の分子メカニズムを解明するためのツールとし

て利用できるとともに、臨床応用への可能性を示唆す

ることができると考えられる。

　なお、本研究では培養細胞を用いる薬理評価のため

のプロトコルを標準化し、研究の背景や最新の成果と

ともにWebCTシステムにアーカイブ化する。これらの

コンテンツは、創薬研究者養成に有用な融合研究コー

スの教材を提供する。



17

平成17年度 魅力ある大学院教育イニシアティブ報告書t



ゲ
ノ
ム
創
薬

18

s生命・化学情報に基づく融合創薬研究者養成

■研究内容

α７ニコチン受容体に対する
植物アルカロイドの薬理作用の探索的研究

（生体機能解析学分野）山内　陽介

研究指導主任 生体機能解析学分野 教授　金子　周司
研究指導協力者 薬 品 資 源 学 分 野 教授　本多　義昭

　ニコチン受容体はアセチルコリン受容体のうちイオ

ンチャネルを内蔵する一群であり、骨格筋、神経節、

中枢神経系でアセチルコリンによる興奮性神経伝達を

担っている。ニコチン受容体には様々なサブタイプが

存在しており、αサブユニットだけでも10種類のアイ

ソフォームが存在し、さらにβサブユニットとの組み

合わせによって多様な表現型を有している。ニコチン

受容体は中枢神経系において、認知や痛覚などの重要

な生理機能に深く関わっていることが知られている

が、中でも中枢ニューロンに特異的に発現しているα

７ホモ五量体を標的としたリガンド探索が盛んに進め

られている。本研究は、α７受容体を標的とするリガ

ンドをアフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いた電

気生理学的測定によって、効率的に探索する評価系を

樹立することを目標にする。さらに本多教授との共同

研究によって、植物由来成分からα７受容体リガンド

を探索する。

　これまでアフリカツメガエル卵母細胞発現系でα７

受容体を機能的に発現させ、アセチルコリン電流応答

に対する植物由来成分であるガランタミンの増強作用

を検出してきた。正に帯電した1-メチルガランタミン

でも同様の増強作用を検出し、一方、これら増強作用

は酸性条件下では見られずに、逆に減弱作用を持つ結

果を得ている。細胞外環境に応じてガランタミンの作

用が変化することは、この増強作用の作用機序研究に

おいて相反する報告が多いことにも関係があると考え

られる。作用機序の解明にはアフリカツメガエル卵母

細胞発現系のような単純な実験系を利用することが必

要である。α７受容体におけるpH変化に感受性のある

残基、アセチルコリン、ガランタミンの結合に関連す

る残基を標的として、点変異実験を繰り返し行い、細

胞外環境を操作しながらガランタミンの増強作用の詳

細な検討を行う。この研究によるα７受容体に対する

アセチルコリン電流応答の増強作用の作用機序の解明

は、α７受容体を標的分子とした創薬に根拠を与える

とともに、増強作用の検出に最適なスクリーニング系

の確立につながり、ゲノム創薬における創薬リード化

合物の探索の一助になると考えられる。
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s生命・化学情報に基づく融合創薬研究者養成

■研究内容

ペルオキシソーム膜タンパク質輸送に関与する
Pex3p, Pex19p, PMPの結合様式の解析

（構造生物薬学分野）佐藤　康彦

研究指導主任 構造生物薬学分野 教授　加藤　博章
研究指導協力者 生体情報制御学分野 教授　中山　和久

【背　景】
　細胞内で合成される様々なタンパク質群が、その機
能すべきオルガネラへと輸送されるメカニズムは生命
科学における未解明の問題である。ペルオキシソーム
は、極長鎖脂肪酸の代謝などに関与するオルガネラで
あり、その形成異常はZellweger症候群など重篤な疾患
を引き起こすことが知られている。ペルオキシソーム
へのタンパク質輸送のうち、可溶性タンパク質につい
ては輸送シグナルが解明されているが、膜タンパク質
の輸送についてはほとんど不明である。
　ペルオキシソーム膜タンパク質（PMP）のペルオキ
シソームへの輸送には、ペルオキシン（通称Pex）タン
パク質群のうち、Pex19pとPex3pとが関与している。
Pex19pはPMP専用のシャペロンあるいは輸送キャリア
であり、Pex3pはPMP-Pex19p複合体の受容体であると
考えられている。すなわち、PMPがペルオキシソーム
選択的に輸送されるメカニズムにはPMP-Pex19p、
Pex19p-Pex3pの分子認識機構が重要な役割をしている
ものと考えられる。したがって、これらの詳細を明ら
かにするために、まずPMP、Pex19p、Pex3pの精製タ
ンパク質を用いて、相互の結合のメカニズムを理解す
ることが必要である。

【目　的】
　申請者は、これまでの研究で、ヒトPex3pの細胞質露
出領域の大量発現、及び精製法を確立した。さらに、
これを用いてPex3pがPex19pのN末端側半分の領域に結
合することを明らかにした。Pex19pはPMPとPex3pと
で結合部分を使い分けていることが示唆されている。
しかし、その詳細な結合領域の区分、及びP M Pと
Pex3pそれぞれに対する結合の強さは不明である。本研
究では、P e x 1 9 pとその部位欠失変異体を用いて、

PMP、Pex3pそれぞれに対する結合の結合解離の特徴
を調べることにより三者の相互作用様式の解明を目指
す。

【方　法】
　［Pex19p上のPex3p結合領域の検討］
　これまでにPex3pはPex19pのN末端側半分の領域に結
合することが明らかとなっている。そこでさらに詳細
な結合領域の検討を行う。Pex19pの部位欠失変異体と
Pex3pとの結合解離の特徴を蛍光測定法やSPR法（表面
プラズモン共鳴解析法）によって解明する。
　［Pex19上のPMP結合領域の検討］
　遺伝子レベルの研究から、Pex19pとPMPとの結合に
必要なそれぞれの領域は推測されているものの、その
直接の結合の詳細は明らかになっていない。本研究で
はPMPモデルペプチドや無細胞合成法によって調製し
た数種類のPMPを用いてPex19pの部位欠失変異体との
結合機能の検討を行う。また、Pichia pastorisを用いて
発現精製したPMP22を用いて、Pex19pとの結合性を調
べる。

【期待される成果】
　Pex19pが様々なPMPやPex3pと結合するメカニズム
の解明はPMP輸送系を明らかにする上で、重要である
と考えられている。Pex19pの結合相手に応じた領域の
使い分けや、親和力のデータはそれを理解するための
基礎的情報になるものと期待される。次年度以降は、
これらの結果を基に構造生物学的なアプローチによっ
て分子認識機構の構造基盤の解明が行なえるものと期
待される。
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s生命・化学情報に基づく融合創薬研究者養成

■研究内容

脂肪酸受容体GPR120のゲノム薬理学的解析

（ゲノム創薬科学分野）矢野　武明

研究指導主任 ゲノム創薬科学分野 教授　辻本　豪三
研究指導協力者 生体情報制御学分野 教授　中山　和久

【背　景】

　G蛋白質共役型受容体（G-protein-coupled receptor;

GPCR）は細胞情報伝達系において主要な仲介因子であ

り、疾病との関係も深く、創薬研究上重要な標的分子

である。GPCR中にはリガンドが未知の、いわゆるオー

ファン受容体も多数含まれ、オーファン受容体のリガ

ンド探索および機能解析は極めて重要である。当研究

室では、このオーファン受容体の一つであったGPR120

のリガンドが不飽和長鎖脂肪酸であることを明らかに

した。GPR120は腸管特異的に発現しており、マウス由

来の腸内分泌細胞STC-1にも発現している。STC-1細胞

は遊離脂肪酸に反応しペプチドホルモンを遊離するこ

とが報告されており、遊離脂肪酸刺激によるglucagons

like peptide-1（GLP-1）の分泌が、GPR120を介してい

ることが明らかとなった。申請者らによる先の報告に

おいてSTC-1での遊離脂肪酸刺激によるアポトーシス

抑制がGq-PLC-ERK経路を介していることを証明し

た。しかしながら、リガンドとGPR120との直接的な相

互作用は立証されていないこと、また、受容体が活性

化してからGLP-1の分泌に至るまでの経路も解明されて

いない。GPR120を標的とした創薬研究には、このリガ

ンドと受容体の相互作用およびGLP-1分泌までの情報伝

達系の解明が重要である。

【目　的】

　脂肪酸受容体GPR120刺激によるGLP-1分泌機構の全

容を解明するため、リガンドと受容体の直接的な相互

作用を証明すると同時に、受容体活性化からGLP-1の分

泌までの経路を明らかにする。これにより、創薬標的

分子としてのGPR120の生理学的な機能を明確なものと

するとともに、創薬に結びつく包括的な情報を得るこ

とを目指す。

【方　法】

　リガンドと受容体の直接的な相互作用を証明するた

め、リガンドと受容体の結合様式の解析を行う。脂肪

酸受容体群のアミノ酸配列アラインメントおよび立体

構造のモデルからリガンドと相互作用する可能性の高

いアミノ酸を選択し、変異導入を行うことでリガンド

結合に必須のアミノ酸を同定する。次に、GLP-1の分泌

機構を解明するため、GPR120の活性化によりGLP-1の

分泌を起こすSTC-1細胞をモデルとし、シグナル伝達

系に対する薬理学的ツールを用いた解析および、生化

学的、分子生物学的な解析手法を用いてGLP-1分泌に関

与する分子の同定を行い、情報伝達経路を明らかにす

る。さらにリガンド結合の低下した点変異導入型と野

生型GPR120受容体とのシグナル伝達系の比較を、同定

した分子種について詳細に検討することで、GPR120の

活性化からGLP-1の分泌までの機構を明確にする。

【期待される成果】

　変位導入GPR120の解析により、受容体-リガンド間

の直接的な相互作用を検証出来るはずである。さらに

この結果から、GPR120に対するリガンド結合の立体構

造モデルの作成が可能となり、新規リガンドの探索へ

と役立つことが期待される。さらに、GLP-1分泌、制御

機構の解析により、鍵となる情報伝達系と関連する分

子種が明らかになるであろう。これにより、GPR120の

腸管における生理的機能がさらに明確となり、薬物開

発上、重要な情報が得られることが期待される。腸管

から分泌されるGLP-1は、インスリン分泌の誘導及びグ

ルカゴン分泌を抑制しすることから、GLP-1分泌、制御

機構の分子レベルでの理解から、糖尿病、肥満、摂食

調節に対する新たな治療標的分子発見の可能性もあ

る。以上、本研究プロジェクトでは、広い研究分野の

連携から、脂肪酸受容体GPR120のリガンド結合解析

と、GLP-1分泌における機能解析とを包括的に行い、ゲ

ノム創薬による新規の創薬標的分子の同定から、創薬

応用へと発展する研究の達成が期待される。



23

平成17年度 魅力ある大学院教育イニシアティブ報告書t



ゲ
ノ
ム
創
薬

24

s生命・化学情報に基づく融合創薬研究者養成

■研究内容

タンパク質の機能発現を制御する
ペプチド性リガンドの高活性非ペプチド化によるゲノム創薬研究

（薬品有機製造学分野）鳴海　哲夫

研究指導主任 薬品有機製造学分野 教授　藤井　信孝
研究指導協力者 ゲノム創薬科学分野 教授　辻本　豪三

【背　景】
　７回膜貫通型G蛋白共役型受容体（7TM-GPCR）を
はじめとする数多くの新規創薬標的となりうるタンパ
ク質をもとに有効性の高い医薬品を開発するために
は、タンパク質の結晶構造をはじめとして、受容体と
リガンドの結合様式、及び、シグナル伝達の分子機構
を解明することが必須である。そのためにはNMR解
析、X線結晶構造解析をはじめとする構造生物学的手法
だけでなく、Chemical Biologyから得られるペプチド・
タンパク質に関する有用な生物活性発現に関する情報
と併せて有機化学に軸足をおいて創薬研究を展開して
いくことが必要である。
　Chemical Biologyでは小分子化合物をバイオプローブ
として受容体であるタンパク質を攪乱し、生体反応に
おける調節機構を理解することから、対象となるタン
パク質の機能を選択的に制御する小分子化合物を開発
することが必要不可欠である。しかしながら、バイオ
プローブとなる小分子化合物の分子設計には一般的な
方法論が確立されておらず、対象となるタンパク質ご
とにバイオプローブを開発しなければならないのが現
状である。

【目　的】
　創薬標的となるタンパク質の機能を調節しうる小分
子化合物は、創薬研究のみならず、タンパク質分子の
生体内機能を解明する上でも非常に有用なケミカルプ
ローブとなる。このケミカルプローブは対象となるタ
ンパク質に対し部位特異的に作用する必要があり、目
的に応じて化学修飾が可能である非ペプチドはより詳
細な生物活性発現機構の解析を可能にするものであ
る。従って、天然型ペプチド性リガンドを多様性があ
り構造的相同性の高い非ペプチドへと効率よく変換す
る方法論の創製が望まれている。
　そこで本研究ではPeptide to Non-Peptideの普遍的方
法論の確立を目的として、有用なバイオイソスターと
期待されるフルオロアルケン型ジペプチドイソスター
（FADI）の高立体選択的合成法を確立することを目指
す。続いて、CXCR4アンタゴニストである生理活性ペ
プチドFC131を題材の一つとして取り上げ、合成した
FADIを導入したFC131誘導体の機能解析、FC131とそ
の誘導体の構造活性相関をもとにFADIの有用性を検証
する。

【方　法】
　FADIの高立体選択的合成は右記のスキームに基づい
て進めていく。FADIの合成において必要なのは、アミ

ノ酸の側鎖
に相当する
α位及びδ
位にある二
つの不斉点
とZ型フル
オ ロ オ レ
フィン骨格
の構築であ
る。そこで本研究では二つの不斉点、及びZ型フルオロ
オレフィンを二つのOne-Pot反応により効率よく構築す
る。まず一つめのδ位の不斉点はReformatsky-Honda
反応によりα位に二つのフッ素原子を有するβアミノ
酸を合成し、続いて分子内に不斉環境を有する３へと
誘導する。得られた３に対し、有機銅試薬による一電
子還元、続いてトランスメタル化、不斉アルキル化の
三ステップをOne-Pot反応で行うことにより目的とする
FADIを得る。
　続いて、FADIのPeptide to Non-Peptideの一般的方法
論における有効性を証明すべく、FADIをCXCR4アン
タゴニストである生理活性ペプチドFC131に導入し機
能解析を行う。

【期待される成果】
　ペプチドの化学修飾における有効な方法論として、
（E）-アルケン型ジペプチドイソスター（EADI）が用
いられてきたが、EADIではペプチド結合固有の水素結
合における静電的極性の低下など機能発現に結びつく
力が弱く、有効な手法とならない場合が多い。本研究
のターゲットであるFADIならばもとのペプチド結合と
構造的、及び静電的相同性も高いことから従来の力不
足と言う問題を克服するものである。また、FADIの高
立体選択的合成法は未だ確立されておらず、本研究は
有機合成化学的特色を有している。加えて、創薬標的
として重要なCXCR4のアンタゴニストであるFC131に
FADIを導入することで有機合成化学だけでなく、その
医薬品化学的な有用性を結論できる。すなわち本研究
はFADIの高立体選択的合成法の開発という有機化学を
基盤としてPeptide to Non-Peptideにおける有効な方法
論の提示、さらに新規CXCR4受容体アンタゴニスト、
及びペプチド性リガンドを認識するタンパク質の機能
解析におけるプローブの開発といった幅広い分野での
応用を見据えており、ポストゲノム時代の創薬研究と
して重要度の高いものと考えられる。
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s生命・化学情報に基づく融合創薬研究者養成

■研究内容

骨転移巣へのタンパク質ターゲティングシステムの
開発による骨転移抑制

（薬品動態制御学分野）兵頭　健治

研究指導主任 薬品動態制御学分野 教授　橋田　　充
研究指導協力者 病態機能解析学分野 教授　佐治　英郎

　抗癌療法の進歩により原発腫瘍は制御がほぼ可能となっ
た。一方、遠隔臓器への転移の制御はいまだに困難であり、
癌患者が死亡する最大の要因である。したがって、癌研究・
治療の今後の目標は遠隔臓器への転移の制御となることは明
白である。癌の転移標的臓器として骨は肺・肝臓に匹敵する
転移好発臓器である。しかし、骨に転移した癌に対して通常
の抗癌療法はその組織構造と血流量の低さから功を奏しにく
い。薬理効果を発揮するためには薬物を骨末端の標的部位に
効率よく送達させる必要があるが、その実現は困難であり、
薬理効果を確実にするためには薬物の血中濃度を高くしなけ
ればならず、結果として投与量の増大や頻回投与を余儀なく
されるなどの問題を抱えている。これらの要因により他の正
常組織や全身に副作用を引き起こすことが投薬上の大きな障
害となっている。こうした背景の中、骨を標的としたドラッ
グデリバリーシステム（DDS）は骨疾患に対する薬物療法に
おける問題を解決する方法として期待されており、近年盛ん
に研究が進められている。申請者はこれまでに肺、肝臓、腹
膜への転移を血中滞留型PEG-catalase、肝実質細胞指向型Gal-
catalase、腹腔内滞留型ED-catalaseにより効率的に抑制でき
ることを明らかにした。これらの結果は癌転移過程における
活性酸素の重要性を示すものであるとともに、catalase誘導体
が転移に対して有効であることを示すものであると考えられ
る。そこで、本研究ではcatalaseをはじめとする種々タンパク
質医薬品や薬物の骨特異的デリバリー技術の確立およびそれ
を用いた骨転移抑制法の開発を目指す。
　本研究では癌患者の生命を脅かす最大の要因である癌転
移、その中でも特に治療が困難で、耐え難い骨痛・病的骨
折・運動制限・高カルシウム血症などを合併し患者のQOLを
著しく低下させる癌の骨転移抑制法の開発を目的とする。そ
のアプローチとして、生理活性タンパク質（活性酸素消去酵
素）を骨特異的にデリバリーする技術の確立を目指す。癌の
転移抑制を目的として癌細胞特異的な抗体を標的指向素子と
し癌細胞へ直接ターゲティングするアプローチも行われてい
るが、癌細胞の多様性および遺伝子的不安定さから普遍的な
ターゲティング技術とは成り得ない。そこで本研究では、癌
細胞の転移標的部位である骨表面に選択的に分布するビス
フォスフォネート（BiP）を骨指向素子として選択し、これを
catalaseなどの活性酸素消去酵素をはじめとする生理活性タン
パク質と結合させることにより骨表面特異的ターゲティング
技術の確立を目指す。BiPは、硬組織に多く存在し、骨のミネ
ラル成分であるリン酸カルシウム（ヒドロキシアパタイト）
に親和性が非常に高いこと、ならびにヒドロキシアパタイト
の溶解抑制作用があることが知られている。BiPは生体内に存
在し骨代謝を制御するピロリン酸と類似した構造を有し、ピ
ロリン酸が２つのリン酸基が同一酸素に結合（P-O-P結合）し
ているのに対し、BiPは炭素に結合（P-C-P結合）したものの
総称である。このP-C-P部分がヒドロキシアパタイトに非常に
強力な親和力を有し、BiPを体内に投与した場合、投与量の大
部分が速やかに全身骨に選択的に分布し、残りは尿中に速や

かに排泄される特徴を有する。また近年、BiPによる癌細胞の
接着や浸潤、血管新生の抑制による骨転移抑制効果が明らか
にされた。したがって、BiPは生理活性タンパク質の指向素子
としての機能だけでなく、骨転移抑制能も併せ持つと考えら
れ、骨転移抑制効果に関して活性酸素消去酵素との相乗効果
が期待される。しかし、これまでに数多くのBiP化合物が研究
されてきたにも拘らず、BiPに関する化学構造と薬理活性の相
関、定量的構造活性相関（quantitative structure-activity re-
lationship（QSAR））や化学構造と体内動態の相関、定量的構
造物性相関（quantitative structure-pharmacokinetic relation-
ship（QSPR））に関する情報はわずかな数にとどまってい
る。化学修飾によるDDSの設計において一般的に最も困難と
される点は、標的部位への理想的な薬物送達を可能にするた
めの最適構造を適応する化合物ごとに精密にデザインしなけ
ればならないことである。BiP修飾による骨指向型DDSの場
合、薬物とBiPとの結合はスペーサーを介して行われ、骨指向
性や滞留性などの特性は、適応する薬物、BiPおよびスペー
サーのそれぞれの組み合わせによって変化する。これまでタ
ンパク質をBiP修飾した例は非常に少なく、系統的な研究はな
されていないのが現状である。BiP修飾タンパク質の化学構造
と骨指向性などの体内動態との関係（QSPR）を把握すること
は、本アプローチを最適化する場合やその他種々の生理活性
タンパク質にも適応する際においても非常に有用な情報とな
り得る。
　検討は、BiPのR1基に側鎖として水素・メチル基・水酸基な
ど、R2基にスペーサーを導入しタンパク質と結合させる。血
液と骨髄コンパートメントとの物質交換にはlining cellにより
構成される血液－骨髄液関門（blood-bone marrow barrier）
が存在し物質輸送が制限されていることから、スペーサーの
種類や長さを変化させたものをいくつか作成し、in vitroにお
いてヒドロキシアパタイトとの結合性および酵素活性を確認
後、骨転移モデルマウスに投与することでそれらの体内動態
を解析する。骨転移モデルマウスは既報に従いマウスメラ
ノーマB16-BL6細胞をC57/BL6マウスの心臓内に投与すること
で作成する。タンパク質のサイズ・構造およびスペーサーを
変化させた場合の体内動態の変化をQSPRの手法を用いて解析
することにより、骨へのタンパク質DDS技術の確立を目指
す。申請者はすでにレポーター遺伝子を安定に発現する癌細
胞の開発に成功しており、これにより癌転移を高感度かつ定
量的に評価可能であるばかりでなく、癌細胞増殖の速度論的
解析も可能であることから、作成したBiP修飾活性酸素消去酵
素の抑制効果を厳密に評価可能と考えられる。また、癌転移
は癌細胞自身による血管外基質・基底膜の破壊に始まり、血
管内への流入、血流中の移行、血管内皮細胞への接着、血管
基底膜の破壊、間質への浸潤、増殖により成立するが、申請
者が開発したレポーター遺伝子癌細胞を用いることでこれら
の素過程を分離評価可能であることから、BiP修飾活性酸素消
去酵素の抑制効果を作用点ごとに解析可能であり、骨転移抑
制に最適な投薬スケジュールも設計することが可能となる。
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■研究内容

一酸化窒素デリバリーによる活性酸素障害の抑制

（薬品動態制御学分野）勝見　英正

研究指導主任 薬品動態制御学分野 教授　橋田　　充
研究指導協力者 製剤機能解析学分野 教授　半田　哲郎

　一酸化窒素（NO）は、血管弛緩因子としてのみなら

ず、活性酸素産生や血小板の凝集、免疫系の活性化な

どを制御する細胞間の情報伝達物質として機能し、生

体におけるホメオスタシス維持に多彩な役割を果たし

ていることが明らかになってきた。近年、循環器疾患

や虚血・再灌流時における内因性NOレベルの低下が、

病態の悪化や合併症の発症と密接に関連することも示

されてきた。したがって、NOを医薬品として体外から

投与することは、このような疾患や障害に対する有効

な治療法として期待される。しかしながら、NOは非常

に不安定な化合物であり、投与に際しては生体内でNO

を放出するNO供与体が必須である。また、NOは反応

性が非常に高く、高濃度NOは組織障害を惹起するた

め、NOを利用した有効かつ安全な循環器疾患に対する

治療戦略を立てるためには、NO供与体の体内動態を精

密に制御し、NOを必要とする疾患部位へ選択的にデリ

バリーすることが不可欠である。そこで、本研究で

は、NOによる効果的な活性酸素障害の抑制を目的とし

て、種々の化学修飾により機能性分子を付与したNO

キャリアを創製し、その有効性を物性、体内動態、治

療効果の観点から総合的に評価する。申請者が所属す

る研究室では、これまでにタンパク質の化学修飾およ

びそれに基づく体内動態制御について豊富な経験を有

しており、実験動物を使ったin vivo分布実験から培養

細胞系におけるin vitro実験を使ってドラッグデリバ

リーシステム（DDS）の機能評価を行ってきた。DDS

においてはDDSキャリアと生体膜に存在する標的分子

との相互作用がその効率を決定する重要な要因であ

り、論理的にキャリア分子を設計するためには相互作

用の分子機構を解明することが重要である。しかしな

がら、当研究室には分子論的な相互作用研究に関する

知識や技術がほとんどなく、物理化学を専門とするエ

キスパートとの共同研究が不可欠である。

　本研究を遂行するにあたって、まず高分子化NO供与

体の合成を行う。種々の化学修飾を施すのに適した

キャリアとして牛血清アルブミン（BSA）を選択す

る。B S AにN Oを結合させるために、B S AにN -

succinimidyl S-acetylthioacetateを結合させて遊離SH基

を導入し、NaNO2あるいはisoamylnitriteと反応させ

る。NOの放出速度をコントロールするために、BSAに

polyethylene glycol修飾を施した誘導体も併せて合成

し、同様のNO導入を行う。その他、標的細胞に選択的

にNO供与体をデリバリーするために、糖修飾を施した

誘導体を合成する。得られたNO供与体からのNO放出

に関しては、in vitro実験では緩衝液中の、in vivo実験

では血漿中のNO酸化物濃度をGriess法により評価す

る。In vivo分布実験では111In標識した各BSA誘導体を

静脈内投与後経時的に血液および組織中の放射活性を

測定する。治療実験においては、マウスを麻酔下門脈

および肝動脈を一定時間閉塞してから再灌流する肝虚

血再灌流障害モデルを用いて、障害のサロゲートマー

カーとして肝臓から放出されるGOT, GPT活性を測定す

る。一方、糖修飾を施したBSA誘導体と生体膜上の糖

認識レセプターとの相互作用解析では、肝臓よりア

フィニティカラムにより精製したレセプターをリポ

ソームに分散した系を構築し、BSA誘導体との相互作

用を表面プラズモン共鳴法および蛍光共鳴エネルギー

移動法によって解析する。

　本解析により、リガンドと糖認識レセプターとの相

互作用の様式、ならびにそれに対するPEG修飾の影響

について分子レベルで明らかになるものと期待され

る。これは、NO供与体を最適に分子設計するための基

礎的知見を与えるとともに、本解析手法を確立し、応

用展開することによってDDS評価の新しい道を拓くも

のと期待される。
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■研究内容

タンデム型Mannich-oxidation反応
を利用したTaxol誘導体合成

（薬品合成化学分野）畑　誠司

研究指導主任 薬品合成化学分野 教授　富岡　　清
研究指導協力者 分子微生物学分野 教授　河合　明彦

【背　景】
　エステルをLDA等の強塩基で処理して容易に調製で
きるリチウムエノラートは最も基本的な求核反応剤の
一つであり、炭素–炭素結合形成を信頼性高く可能とす
るための第一選択肢になっている。しかし最も単純な
エステルである酢酸エステルから調製したリチウムエ
ノラートはパラ–メトキシアニリンとベンズアルデヒド
から調製する最も基本的なイミンとの不斉付加反応で
は、何故かは不明であったが、期待する生成物を与え
ないという問題点を抱えていた。酢酸メンチルエステ
ルとLDAから反応性の高いLDA–エノラート錯体を調製
し、イミンと反応させると、付加体ジアニオンを経由
し期待する不斉付加反応に成功した。
　次いで付加体ジアニオン４の酸化によるα-ヒドロキ
シル化に取り組んだ。LDAと錯形成させたエステルエ
ノラート１とイミン２の反応によって発生するジアニ
オン３は活性化されたエノラート反応種である。ワン
ポットでアニオンを求電子剤で捕捉できれば二反応を
一挙に行える効率の良い反応を構築できる。
　タキソール系制がん剤６の
C–13位側鎖の前駆体は本反応
のジアニオン中間体３を酸化
すれば一挙に構築可能であ
り、二段階の立体選択的反応
の応用としても面白い。先ず
ジアニオン３を発生させ、次いでオキサアジリジン４

で酸化した。2.5当量のLDAと錯形成させた2.0当量のエ
ステルエノラート１のTHF溶液中にイミン２のTHF溶
液を滴下した後–30℃で２時間攪拌し、ジアニオン３を
発生させた。次いで、４のTHF溶液を–78℃で滴下し、
同温度で30分攪拌した。酸化剤として４を用いると66
％、syn：anti＝96：4と高選択的に所望のsyn–5を得るこ
とができた。さらに、DABCO共存下で酸化を行うと
syn：anti＝98.5：1.5まで向上させることができた
（Scheme 1）。更にsyn–5は、NicolaouらによるTaxolの
全合成の際に用いられるラクタム７へと変換すること
も分かっている。詳細な検討を加えて実戦的な合成反
応を構築したい。

【目　的】
　イミンとして２以外のものを用いても上記タンデム
反応は同様の結果で進行すると期待できるため、様々
なTaxol誘導体C–13位の側鎖を合成することが可能と考
えられる。これを用いた高活性なTaxol誘導体探索を行
うことを目的とする。
方法・期待される成果：Ph基に種々の置換基を導入し
たイミン、並びに他の芳香族イミンを用いてタンデム
反応を行うことによりTaxol類縁体を合成する。これに
よってより高活性かつ低毒性の新規化合物の開発が期
待できる。

Scheme1
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s生命・化学情報に基づく融合創薬研究者養成

■研究内容

(-)-Kopsijasmineの効率的不斉全合成

（薬品合成化学分野）坂井　健男

研究指導主任 薬品合成化学分野 教授　富岡　　清
研究指導協力者 生体機能解析学分野 教授　金子　周司

　当研究室では生物情報活性アミン類を指向する立体
選択的不斉合成方法論の開拓を行っている。これら方
法論の開発は、将来バイオインフォマティクスから候
補としてあがってくるであろう創薬ターゲットを迅速
に合成する上で非常に意義深い。申請者はこれまで、

リチウムアミドの不斉共役付加によるβアミノ酸類の
不斉合成法の開発に携わってきた（Scheme 1）。本研究
では、これらの不斉合成法の手法をKopsane alkaloids
の合成研究へと適用拡大してゆく予定である。

　Kopsane alkaloidsは主にKopsia属（キョウチクトウ
科）の植物が産出するインドールアルカロイドで、そ
の一部は関節リューマチ、浮腫、扁桃腺炎などの薬と

して用いられている。本研究では(-)-Kopsijasmineの効
率的不斉全合成を目指す。
　

　逆合成解析を示した（Scheme 2）。１はアルドールと
マンニッヒ反応により２より誘導できると期待した。
２は、３を環化させることにより作ることができると
期待した。また、３は４を環化させることにより作る
ことができると期待している。４の合成は当研究で開
発しているリチウムアミドの連続不斉共役付加-アルキ

ル化反応により、２不斉点を一挙に構築できるものと
期待している。
　これらの合成を達成した後、種々のインドールアル
カロイドのライブラリ構築なども可能になると期待し
ている。

Scheme 1. Asymmetric Conjugate Addtion to Various Enoate

Scheme 2. Retrosynthesis of (-)-Kopsijasmine
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■研究内容

細胞内MBPによる
糖タンパク質の翻訳後修飾・輸送に関する研究

（生体分子認識学分野）野中　元裕

研究指導主任 生体分子認識学分野 助教授　岡　　昌吾
研究指導協力者 生体情報制御学分野 教　授　中山　和久

　天然に存在する多くのタンパク質は、複雑な配列を

もつ糖鎖によって濃密に修飾されており、近年、これ

らの糖鎖は核酸、アミノ酸に次ぐ第３の生命情報鎖と

してその機能解析に注目があびつつある。本研究で

は、糖鎖に内在される生体情報の解読を目的とし、

MBP（mannan binding protein）が生体内で果たす役

割の解明をめざしている。MBPはマンノース、フコー

ス、N-アセチルグルコサミンを特異的に認識するC型

レクチンの一種である。MBPは一種類の遺伝子にコー

ドされ、主に肝臓で合成されるが、細胞外に分泌され

る血清型MBP（S-MBP）と細胞内に留まる細胞内MBP

（I-MBP）が存在する。S-MBPは先天性免疫において

重要な分子であるが、I-MBPの機能については未だ不

明な点が多い。これまでの研究により、共焦点顕微鏡

や電子顕微鏡を用いた観察から、I - M B Pが小胞体

（ER）の一部に特徴的な存在様式を示すことを明らか

とした。さらにERとGolgiの間を行き来する輸送小胞の

タンパク質マーカーと比較、観察した結果から、I -

MBPはそれら輸送小胞中に存在することが明らかとな

り、糖タンパク質の細胞内輸送に関与する可能性を示

した。今後、共焦点顕微鏡、電子顕微鏡を用いてさら

なる詳細な観察を行い、細胞内でMBPがどの輸送小胞

に局在しているかを調べ、またS-MBPとI-MBPの翻訳

後修飾、分泌にどのような違いがあるかを明らかとす

る。次に、I-MBPと細胞内において相互作用するタン

パク質の同定を行う。さらにI-MBPとの結合、解離の

メカニズムなどについて表面プラズモン共鳴法を用い

た詳細な解析を行うことにより、I-MBPが細胞内の環

境おいて、新生糖タンパク質と結合、解離をすること

を示す。これらの研究により、I-MBPが担う糖タンパ

ク質の品質管理における役割が明確になると考えられ

る。本研究遂行には申請者が所属する研究室の持つ糖

鎖生物学的研究手法だけでは十分ではなく、細胞内タ

ンパク質の選択的輸送機構に関する専門的な細胞生物

学的知識と経験が必要である。従って本研究は個々の

研究分野の確立している知見や技術の融合によって達

成可能な研究であり、I-MBPに関する新しい機能解明

が期待される。
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■研究内容

ヒアルロン酸－CD44シグナルによる
マスト細胞の成熟抑制機構の解明

（生体情報制御学分野）高野　裕嗣

研究指導主任 生体情報制御学分野 教授　中山　和久
研究指導協力者 ゲノム創薬科学分野 教授　辻本　豪三

【背　景】
　アレルギー疾患や自己免疫疾患などの免疫疾患は、
それぞれ獲得免疫と自然免疫の過剰応答が原因であ
る。マスト細胞は、IgE受容体とヒスタミンやプロテ
アーゼを含む顆粒を特徴として全身の組織に分布し、
寄生虫感染時には自然免疫に携わる一方で、獲得免疫
のエフェクター細胞として機能する。実際マスト細胞
は、アレルギー疾患では中心的な役割を果たし、また
線維症やリウマチなどの自己免疫疾患においても重要
な役割を担っている（図１）。ところでマスト細胞は、

する抗CD44抗体、（ii）ヒアルロン（HA）酸合成阻害
剤、（iii）CD44遺伝子欠損の影響を調べたところ、いず
れもマスト細胞の成熟を亢進した。従って、マスト細
胞の成熟にはヒアルロン酸によるCD44シグナルが抑制
的に働く可能性が示唆された。③実際、CD44欠損マウ
スの皮膚受動アナフィラキシー（PCA）反応を調べた
ところ、野生型より亢進していたことから、CD44欠損
によりマスト細胞の過成熟が引き起こされ、これがア
レルギー応答の亢進を導くものと考えられた。

【目　的】
　ヒアルロン酸-CD44シグナルによるマスト細胞の成
熟を抑制の分子機構を明らかにすることである。

【方　法】
　上述のように、（i）抗CD44抗体、（ii）HA合成阻害
剤、（iii）CD44遺伝子欠損、これらはいずれもマスト細
胞成熟を亢進した。そこでこの３条件により共通して
発現変化する遺伝子
をマイクロアレイな
らびにクラスター解
析により検索する
（図２）。融合研究
の意義はマイクロア
レイ解析、クラス
ター解析に精通した
ゲノム創薬科学の辻
本教授の指導の下、
行うことができるこ
とにある。得られた
遺伝子群の解析方法としては、順次マスト細胞に導入
あるいはRNAi導入し、マスト細胞成熟の指標を調べ、
各遺伝子の成熟における役割を評価する。

【期待される成果】
　本研究は、従来不明であったマスト細胞の分化成熟
機構の理解に貢献するのみならず、細胞外基質の構成
成分であるヒアルロン酸がマスト細胞の成熟ならびに
アレルギー応答を負に制御することを示唆するもので
あり、アトピー性皮膚炎のようなアレルギー疾患の予
防・治療薬としての応用も考えられ、社会的意義が大
きい。またCD44の下流で成熟抑制に働く遺伝子は、新
たな抗アレルギー薬の標的となりうるものであり、波
及効果が大きい。

図１　マスト細胞の分化と機能
マスト細胞は幹細胞から分化して局所に応じた成熟を遂げる
が、自然免疫にも獲得免疫にも働き、アレルギー、自己免疫
疾患に関与する。

未成熟なまま末梢組織に移行しその局所環境に応じた
機能を獲得するが、これらの機能に関わる遺伝子の多
型がアレルギーや自己免疫疾患の発症率に相関するこ
とが判ってきた。そのため、マスト細胞の組織特異的
な機能発現の機構を理解し、これを制御することがで
きれば、アレルギーや自己免疫疾患の予防や治療につ
ながるものと考える。しかしながら、マスト細胞が
種々の組織にサテライトとして点在するために単離・
培養が困難で、その分化・成熟機構は十分に理解され
るに至っていない。このような背景のもと、申請者は
これまでに骨髄マスト細胞から結合組織型マスト細胞
への成熟過程をインビトロで忠実に再現する培養系を
確立し、これを用いて以下のような知見を得ている。
①成熟段階の異なるマスト細胞のマイクロアレイ解析
を行い、マスト細胞の成熟に依存して発現変化する遺
伝子群を同定した。②これらの中からヒアルロン酸受
容体であるCD44に注目し、（i）ヒアルロン酸結合阻害

図２　本研究の概念図
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