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平成25年度

和漢薬・バイオテクノロジー受託研究報告書

研究代表者 富山大学 大学院医学薬学研究部長 村 口 篤

まえがき

富山県からの受託研究「和漢薬・バイオテクノロジー」において，本年度は3つの研究課題に

取組みました。本報告書には，これら3つの研究課題に取組んだ3研究班（森研究班，東田研究班，

細谷研究班）の平成25年度の研究成果が述べられています。今回で3研究班の受託研究が終了します。

以下，その研究内容と研究者を紹介します。

森研究班の研究テーマは，「セリンラセマーゼ（SR）を標的とした神経変性疾患治療薬の開発」で

あり，本年度は，①SRの酵素活性測定と阻害薬のスクリーニング（森 寿氏），②ヒト型SR発現マ

ウスの開発と個体レベルでの阻害薬効果の解析（井上蘭氏），③SRに対する改変修飾阻害薬の創製

（豊岡尚樹氏），④SR-阻害薬複合体の立体構造解析（水口峰之氏）について，各氏の研究成果を報告

しています。

東田研究班の研究テーマは，「富山県産和漢薬から開発する脊髄損傷改善薬に関する研究」であり，

本年度は，①脊髄損傷モデルマウスにおける和漢薬の有効性の検討（東田千尋氏），②脊髄損傷に有

効な和漢薬の活性成分の同定（紺野勝弘氏），③細胞接着斑形成制御を機序とする脊髄損傷治療薬の

開発（久保山友晴氏）について，各氏の研究成果を報告しています。

細谷研究班の研究テーマは，「『飲む目薬』の開発:血液網膜関門novelカチオン輸送担体の薬物認

識機構を応用したドラッグデリバリーシステム」であり，本年度は，①血液網膜関門novelカチオン

輸送担体特性に基づいた投与法の確立とドラッグデザイン（細谷健一氏），②抗炎症薬の循環血液か

ら網膜へのnovelカチオン輸送担体を利用した効率的な送達法（赤沼伸乙氏），③Novelカチオン輸

送担体分子実体の解明と遺伝子デリバリー法確立（久保義行氏），④Novelカチオン輸送担体に対す

るパスポート構造を元にした，有機化学的薬物誘導体化（松谷裕二氏）について，各氏の研究成果を

紹介しています。

これらの成果が，現場において活かされるまでには時間が必要と考えられますが，これらの基礎的

研究における大学の知の創造と蓄積の成果が，現場の方々に学問的立場からの示唆を与え，やがて応

用されていくことを，長い目で見守りたいと思います。そして，このような幅広い和漢薬やバイオテ

クノロジーの研究成果が，広く県薬業界にも還元され，その活性化につながることを期待します。

最後になりましたが，本研究の実施にあたり，絶大なご支援を頂いた富山県関係機関に深く感謝

申し上げます。
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Ⅰ．セリンラセマーゼ（SR）を標的とした

神経変性疾患治療薬の開発

富山大学・大学院医学薬学研究部 分子神経科学講座 教授 森 寿

【各班のまとめ】

高齢化を迎えている現代社会では，痴呆，記憶障害，情動障害などの原因となる神経変性疾患に対

する治療薬を開発する事が，社会保健の観点や高齢者の生活の質を保持する観点から，医学的，社会

的に解決すべき重要な課題である。現在いくつかの神経変性疾患に対する治療薬が開発されつつある

が，いまだ十分とは言えない。新たな神経変性疾患治療薬の開発は，高齢化を迎える社会において非

常に大きな市場ニーズがある。

脳梗塞，アルツハイマー病，パーキンソン病などの神経変性疾患では，神経細胞死に伴う過剰なグ

ルタミン酸の放出と，それに伴うNMDA型グルタミン酸受容体（GluR）の過剰活性化が，神経変性

疾患の進展に関わる共通機構と考えられている。研究代表者の森らは，NMDA型GluRの作動を制御

する内在性コアゴニストとしてのD-セリンの役割に注目し，D-セリンの産生に関わるセリンラセマー

ゼ（SR）の遺伝子ノックアウト（KO）マウスを作製し，その機能解析を進めて来た。その結果，SR-

KOマウスは，神経細胞死を引き起こすNMDA，あるいはアルツハイマー病の原因のひとつと考えら

れているAbペプチドの脳内投与による興奮毒性に対して，抵抗性を示す事を明らかにした（Inoueet

al.,2008）。また，他の研究グループのSR-KOマウスを用いた研究により，実験的脳梗塞による神経

細胞死に対しても抵抗性を示す事も明らかにされている（Mustafaetal.,2010;WoloskerandMori,

2012）。さらに，井上，森らは，抑制性神経伝達を阻害するペンチレンテトラゾール（PTZ）投与で

誘発される全般性てんかん発作が，SR-KOマウスで軽減すること，PTZ投与後の神経細胞の活性化

状態を示す分子マーカーのひとつであるc-Fosタンパク質の発現誘導が大脳皮質や海馬等で減少して

いること，海馬歯状回でPTZ誘発性の細胞外グルタミン酸濃度の上昇が生じないこと等を見出し報

告した（Haraietal,2012）。従ってSRは，ヒトで生涯発症率が0.5-1%と報告されているてんかん発

作軽減のあらたな薬物標的となる可能性も示唆された。このように，SRにより生産されるD-セリン

は，NMDA受容体の過剰活性化状況において大きく関与している可能性が示唆され，SRの阻害薬は，

神経変性疾患やてんかん発作の新たな治療薬となりうると考えられる。

本研究では，班員のそれぞれ専門分野での研究手法を活かし，1）ヒトSRに対する新たな阻害薬

候補の詳細な活性測定をinvitroの系で行い，SR阻害薬のリード化合物を決定する（森）。2）マウス
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SRをヒトSRに入れ替えたヒト型SRを持つマウス系統を作製し，ヒトSRに対する阻害薬の効果を

invivoで検証する（井上）。3）阻害薬候補に化学的修飾を行い，特異性が高く，脳透過性を高めた新

たな化合物をデザインし合成する（豊岡）。4）阻害薬-SR複合体の立体構造を明らかにして，作用機

構の分子機構を明らかにする（水口），のそれぞれの役割分担と達成目標のもとに研究班を組織した。

最終年度の本年度は，1）invitroで阻害薬候補化合物の活性評価を実施した。また，NMDA受容体

の活性依存的な遺伝子発現をモニターできるArc-LucTgマウス（Izumietal.,2011）を用いたinvivo

の薬物効果評価を実施した（森）。2）マウスSRの遺伝子座にヒトSRcDNAを導入したヒト型SRを

持つマウス系統の作製を試みた。また，皮膚でのSRの機能解析を進めた（井上）。3）SR阻害薬リー

ド化合物から合成を進め，新規SR阻害薬の合成と活性評価を行った（豊岡）。4）立体構造解析のた

めの野生型SRタンパク質の大量発現と結晶化解析を進めた。（水口）

本研究班の薬剤開発の手法は，様々な酵素阻害薬の論理的デザインと検証のモデルケースとなると

期待される。これら，一連の研究を連携推進し，新規薬物創製を進める手法を確立する事は，研究開

発型の富山県の薬業振興に資する可能性も非常に大きいと考えられる。

【研究全体の背景と目的】

高齢化を迎えている現代社会では，痴呆，記憶障害，情動障害などの原因となる神経変性疾患に対

する治療薬を開発する事が，社会保健の観点や高齢者の生活の質を保持する観点から，医学的，社会

的に解決すべき重要な課題である。現在いくつかの神経変性疾患に対する治療薬が開発されつつある

が，いまだ十分とは言えない。例えば，現在，アルツハイマー病に対して日本の臨床現場で使われて

いる薬物は，脳内アセチルコリンの濃度を高めるために，アセチルコリンの分解酵素であるエステラー

ゼを標的としたドネペジル，ガランタミン，リバスチグミンの3種類と，NMDA受容体を標的とし

たメマンチンの合計4種類であり，新たな分子標的に対する治療薬の開発は，神経変性疾患治療薬

の新規開発の観点から，高齢化を迎える社会において非常に大きな市場ニーズがある。

脳梗塞，アルツハイマー病，パーキンソン病などの神経変性疾患では，神経細胞死に伴う過剰なグ

ルタミン酸の放出と，それに伴う NMDA受容体の過剰活性化，カルシウム流入，カルシウム依存的

酵素群の恒常的活性化，ミトコンドリア膜電位の異常上昇などの一連の反応を伴う興奮毒性が，ネク

ローシスやアポトーシスによる神経変性疾患の進展に関わる共通機構と考えられている。

我々は，NMDA受容体の作動を制御する内在性コアゴニストとしてのD-セリンの役割に注目し，

D-セリンの産生に関わるセリンラセマーゼ（SR）の遺伝子ノックアウト（KO）マウスを作製し，その

機能解析を進めて来た。その結果，SRが高次脳機能を担う前脳神経細胞に主に発現し，産生された

D-セリンがNMDA受容体の機能制御に関わる事を個体レベルで世界に先駆けて明らかにした（Inoue

etal.,2008）。さらに，SR-KOマウスが，神経細胞死を引き起こすNMDA，あるいはアルツハイマー
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病の原因のひとつと考えられているAbペプチドの脳内投与による興奮毒性に対して，抵抗性を示す

事を明らかにした（Inoueetal.,2008）。また，他の研究グループのSR-KOマウスを用いた研究によ

り，実験的脳梗塞による神経細胞死に対しても抵抗性を示す事も明らかにされている（Mustafaetal.,

2010;WoloskerandMori,2012）。さらに，我々は，抑制性神経伝達を阻害するペンチレンテトラゾー

ル（PTZ）投与で誘発される全般性てんかん発作が，SR-KOマウスで軽減すること，PTZ投与後の神

経細胞の活性化状態を示す分子マーカーのひとつであるc-Fosタンパク質の発現誘導が大脳皮質や海

馬で減少していること，海馬歯状回でPTZ誘発性の細胞外グルタミン酸濃度の上昇が生じないこと

等を見出した（Haraietal,2012）。従って，SRは，ヒトで生涯発症率が0.5-1%と報告されているて

んかん発作軽減のあらたな薬物標的となる可能性を示唆した。一方で，NMDA受容体の機能を直接

阻害する事は，記憶・学習などの高次脳機能の障害や，精神症状の発症に関わる可能性が示唆されて

いるが，SR-KOマウスでは通常の記憶・学習行動に異常は見られず，精神症状様の異常行動も示さ

ない（MoriandInoue,2011）。さらに最近D-セリンは神経伝達物質が情報伝達を行うシナプスでの

NMDA受容体を選択的に活性化することで，神経細胞死を引き起こす事も脳スライス標本を用いた

実験で報告されている（Papouinetal.,2012）。これらの事から，NMDA受容体の機能修飾に関わっ

ているSRから産生されるD-セリンは，NMDA受容体の過剰活性化状況においてより大きく関与して

いる可能性が示唆される。

また我々は，SRが皮膚の角質細胞の最終分化過程で発現していることと，SR-KOマウスでは，皮

膚の保湿バリア機能が低下し，相補的にバリア機能に関わる遺伝子発現が上昇している事を見出した

（Inoueetal.,inpress）。本研究は，皮膚のNMDA受容体の機能にSR由来のD-セリンが重要である事

を示唆するのみならず，本研究で開発されるSR阻害薬やD-セリンを適切に使用することで，皮膚

バリア機能の向上作用が期待される可能性を示唆している。

以上の背景から，SRの阻害薬は，神経系では神経変性疾患やてんかん発作の新たな治療薬と，皮

膚ではバリア機能の調節薬物となりうると考えられる。

既に，申請代表者らは大腸菌に発現させたヒトのSRを用いてinvitro酵素活性測定系を確立した。

また，北里大学薬学部の広野修一教授のグループと共同し，ヒトSRの結晶立体構造情報（Smithet

al.,2010）を元に，insilicoスクリーニングにより，400万種の化合物の中から阻害薬候補を19種に

まで絞り込んだ。さらに，invitroでの酵素活性測定系により，この19種の化合物の中から従来報告

されている阻害薬より活性の高い化合物を1種類，同程度の活性の化合物を3種類見出した。

従って，本研究では班員のそれぞれ専門分野での研究手法を活かし，1）ヒトSRに対する新たな

阻害薬候補の詳細な活性測定をinvitroの系で行い，SR阻害薬のリード化合物を決定する（森）。

2）マウスSRをヒトSRに入れ替えたヒト型SRを持つマウス系統を作製し，阻害薬の効果をinvivo

で検証する（井上）。3）阻害薬候補に化学的修飾を行い，特異性が高く，脳透過性を高めた新たな化
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合物をデザイン合成して評価する（豊岡）。4）阻害薬-SR複合体の立体構造を明らかにして，作用機

構の分子機構を明らかにする（水口），のそれぞれの役割分担をもつ研究班を組織した。

本研究の手法は，様々な酵素阻害薬の論理的デザインと検証のモデルケースとなると期待される。

また，和漢薬からも新たなSR阻害作用のある物質を見出す事が期待される。これら，一連の研究を

連携推進し，新規薬物創製を進める手法を確立する事は，研究開発型の富山県の薬業の振興に資する

可能性も非常に大きいと考えられる。
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Ⅰ－1 SRの酵素活性測定と阻害薬のスクリーニング

富山大学・大学院医学薬学研究部 分子神経科学講座 教授 森 寿

【研究目的】

本研究では，SR阻害薬リード化合物を同定し，新規SR阻害薬候補をスクリーニングするために，

大腸菌でのリコンビナントSRの発現ならびに精製を行いinvitroおよび培養細胞系での，SR活性測

定系の確立とSR阻害薬候補のスクリーニングを実施することを目的とする。また，個体レベルでの

阻害薬の効果を検証するために，NMDA受容体活性化に依存して発現する遺伝子を発光計測できる

Arc-LucTgマウス系統（Izumietal.,2011）を用いた評価を行う。

【研究方法ならびに結果】

昨年までにinvitroスクリーニングで見いだしたSR阻害効果の高い新規化合物（特許申請のため

構造は示さない）の濃度-阻害効果をinvitroで評価した（図1）。その結果，化合物4が，非常に強い

SR活性阻害作用を示した。
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図１ 新規合成化合物の濃度-SR活性曲線

SR阻害標準化合物のマロン酸（Mal）と同等か，より強い阻害作用を示した。



次に，Arc-LucTgマウス系統（Izumietal.,2011,図2）を用いて，個体レベルでの化合物評価解析

を進めた。なお，個体レベルでの解析は，研究分担者の井上と共に実施した。

また，Arc-LucTgマウスでの発光計測を容易とするために，成長に伴い自然脱毛するヘアレス

（HR;（株）星野試験動物飼育所）系統遺伝子を導入したHR-Arc-LucTgマウス系統を作製し本研究で

は用いた。このマウス系統での，発光変化がNMDA受容体特異的チャネルブロッカー MK-801の前

投与により抑制されることは，既に確認している。

個体レベルでの薬物作用を評価するために，様々な薬物投与溶媒，投与方法，発光計測プロトコル

を検討し，以下の実験方法を確立した（図3）。まず，溶媒には毒性が低く脂溶性化合物の溶解が容

易なPEG400を用いた。また，薬物投与方法は経口投与とした。薬物ならびに溶媒を実験開始3時間

前に経口投与し，NMDA受容体の活性化に伴う発光上昇を引き起こすカイニン酸（KA）を腹腔内注

射投与し，2時間おきに頭部よりの発光を計測して評価した。

―6―

図２ Arc-LucTgマウスで観察されるNMDA受容体活性

依存的発光

Arc-LucTgマウスでは，NMDA受容体活性依存的に発

現するArc遺伝子にホタル由来発光タンパク質（ルシフェ

ラーゼ Luc）遺伝子を連結したトランスジーンが組み込

まれている。

図は背側より頭部を発光観察したものであり，通常飼

育状態でもNMDA受容体は機能しているため，脳からの

発光（円内）が観察できる。

図３ 発光計測プロトコル

カイニン酸（KA）投与3時間前より，薬物あるいは溶媒を経口投与した。

KA投与直前，投与2，4，6時間後にそれぞれ発光計測を実施した。



得られた発光計測結果の一例を，以下に示す（図4）

発光計測を解析した結果，No.4化合物投与群で，発光上昇が有意に抑制された（図5）。

【考察と今後の展望】

本研究により，insilicoスクリーニングにより見いだしたリード化合物の構造を元に新規合成した

SR阻害化合物が，マウス個体レベルでNMDA受容体の活性化を抑制することが示唆された。この

ことは，新規薬物がマウス脳内SRの活性を阻害して，結果的にD-セリン濃度を低下させ，NMDA

受容体の過剰活性化を抑制したと考えられる。このことは，本研究の酵素結晶構造-insilicoスクリー

ニング-invitro評価-invivo評価の論理的かつ複合的アプローチが新薬開発に有効なことを示してい

る。Arc-LucTgマウスで観察される発光は，脳内神経細胞に由来することから，この化合物は血液

脳関門を透過し，中枢神経系に作用したと考えられる。また，経口投与で作用する薬物は，ヒトへの

適応を考える場合に重要である。現時点では，マウスのSRに直接作用しているのか明らかではない。

従って今後は，この薬物投与が脳内D-セリン量に与える影響を，マイクロダイアリシス法などで評

価する必要がある。さらに，アルツハイマー病等の神経変性疾患モデル動物に対する薬物作用を評価

することで，ヒト神経変性疾患の新規治療薬開発につながると期待される。
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図４ 化合物前投与，KA投与後のマウス発光計測

化合物No.4の投与により，コントロール（Vehicle）投与に比べ発光上昇が抑制された。

図５ 薬物投与による発光の抑制

薬物投与群で発光上昇変化が抑制される傾向が

観察され，KA投与2時間後では，発光が有意に抑

制された。



Ⅰ－2 ヒト型 SR発現マウスの開発と個体レベルでの

阻害薬効果の解析

富山大学・大学院医学薬学研究部 分子神経科学講座 助教 井 上 蘭

【研究目的】

SRの阻害薬は，神経系の疾患に対しては変性疾患やてんかん発作の新たな治療薬となりうると考

えられる。また，皮膚ではバリア機能の維持に寄与する可能性がある。insilicoスクリーニングによ

り見出したヒトSRに対する阻害薬候補19種を用いて，SRに対する阻害効果をinvitroで測定する過

程で，ヒトSRに対する阻害効果を示す化合物とは異なる化合物がマウスSRに対して阻害効果を示

すことが明らかとなった。また，ヒト SR（NCBIAccession:CAG33581.1）とマウス SR（NCBI

Accession:CAI24252.1）のアミノ酸配列を比較すると，ヒトSRが340アミノ酸（a.a.）から構成され

るのに対し，マウスSRは，339a.a.と1a.a.少なく，また，全体のアミノ酸配列の比較で，ヒトSR

とマウスSRのアミノ酸同一性は，89%である。これらのことから，本研究で開発するヒトSRに対

する阻害薬は，個体レベルでの活性検討の際に用いるマウスSRに対する効果が，ヒトSRとは異なる

可能性がある。従って，本研究では，SR阻害薬の効果をinvivoで検証するために，マウスSRをヒ

トSRに入れ替えたヒト型SRを持つマウス系統を作製することを目的とする。

【研究方法と結果】

本研究は，マウスSR遺伝子座にヒトSRcDNAを挿入した標的遺伝子組換えベクターを構築し，

マウス胚性幹（ES）細胞に導入し，目的の遺伝子組換えが行われたES細胞からキメラマウスの作製

により，ヒト型SR発現マウス系統を作製するものである。昨年度，遺伝子組換えベクターの構築を

行い，ヒトSRcDNAがマウスSR遺伝子座に挿入されたES細胞クローンを取得した。本年度は，

このES細胞を用いてマウス個体作製を試みたが，目的のキメラマウス系統は，まだ得られていない。

【考察と今後の展望】

ヒト型SR発現マウス系統作製のための，標的遺伝子組換えベクターの構築を終え，遺伝子組換え

ベクターは完成した。また，ES細胞に導入して，目的の遺伝子組換えが起きたクローンを得たので，

マウス系統作製を継続して進める。
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Ⅰ－３ SRに対する改変修飾阻害薬の創製

富山大学・大学院理工学研究部 生体機能性分子工学研究室 教授 豊 岡 尚 樹

【研究の目的，方法，結果】

最終年度は，最後のヒット化合物の誘導体合成を行いinvitroでのセリンラセマーゼ阻害活性評価

を実施したところ，これまでに合成した3種類の誘導体と比較してかなり強力な阻害活性を示す化

合物を見出した。（Table1，誘導体15，23）これらについては，数種類のinvivo評価を検討してい

る。尚，本誘導体の詳細な構造は，LSIPファンドとの兼ね合いにより公表を控えさせて頂きます。
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Table1

LW structure
%humanSR
at1mM

LW structure
%humanSR
at1mM

No.6 ヒット化合物 27(64Mal) 19* 誘導体19 31(63Mal)

1* 誘導体 1 23(64Mal) 20* 誘導体20 52(63Mal)

2* 誘導体 2 33(64Mal) 21* 誘導体21 49(57Mal)

3* 誘導体 3 35(64Mal) 22* 誘導体22 --------------

4* 誘導体 4 24(64Mal) 誘導体23 18(0.3mM)

5* 誘導体 5 22(64Mal) 41(0.1mM)

6* 誘導体 6 27(64Mal) 58(0.03mM)

7* 誘導体 7 28(64Mal) 5(61Mal)

8* 誘導体 8 28(64Mal) 23* 誘導体24 31(57Mal)

9* 誘導体 9 55(75Mal) 24* 誘導体25 24(54Mal)

10* 誘導体10 48(75Mal) 25* 誘導体26 45(54Mal)

11* 誘導体11 47(75Mal) 26* 誘導体27 31(54Mal)

12 誘導体12 45(63Mal) 27 誘導体28 41(54Mal)

13* 誘導体13 44(63Mal) 28* 誘導体29 74(77Mal)

14* 誘導体14 38(63Mal) 29* 誘導体30 67(77Mal)

15* 誘導体15 20(63Mal) 30 誘導体31 70(57Mal)

28(0.3mM) 31* 誘導体32 40(57Mal)

46(0.1mM) 72(1mM)

51(0.03mM) 81(0.3mM)

11(61Mal) 64(0.1mM)

16 誘導体16 46(63Mal) 32* 誘導体33

17* 誘導体17 32(63Mal) 33* 誘導体34

18* 誘導体18 61(63Mal) 34* 誘導体35



【考察と今後の展望】

invitroにおいて強力なセリンラセマーゼ阻害活性を示した誘導体15，23について，Arc-LucTg

hairlessmiceを用いたinvivoでの評価およびアルツハイマー病モデルマウスを用いた評価を現在進め

ており，これらの結果を踏まえ，さらなる化合物デザインへと展開する予定である。
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Ⅰ－４ SR-阻害薬複合体の立体構造解析

富山大学・大学院医学薬学研究部 構造生物学研究室 教授 水 口 峰 之

【研究目的】

SRの阻害薬は，神経変性疾患の新たな治療薬になりうると期待されている。SRを標的とした新た

な神経変性疾患治療薬を開発するには，ヒトSRの阻害剤の作用機構を三次元立体構造から解明する

必要がある。得られる立体構造は，新たな薬物デザインの根拠となる重要な情報になると期待される。

従って，本研究は，ヒトSRとその阻害薬の立体構造をX線結晶構造解析によって明らかにし，阻害

剤の作用機構を解明することを目的として実施した。

【研究結果】

１）野生型ヒトSRの発現と精製

タンパク質のX線結晶構造解析を成功させるには，高純度のタンパク質試料が数十ミリグラム必要

である。また，タンパク質が不安定な場合には結晶化が困難であるため，安定なタンパク質試料を得

ることも重要である。ヒトSRは340アミノ酸残基からなるタンパク質であり，Cysを7つ有する。

昨年度の研究により，Cys2とCys6をAspに置換した変異型ヒトSRの発現・精製方法を改良し，高

収率で目的タンパク質を得ることができた。今年度は，改良した発現・精製方法を野生型ヒトSRに

適用し，十分量のタンパク質を得ることに成功した。

２）野生型ヒトSRの結晶化

野生型ヒトSRの結晶化はシッティングドロップ蒸気拡散法で行った。10mg/mLの野生型ヒトSR

溶液1mLと沈澱剤溶液1mLとをプレート上で混合し結晶化ドロップを作成した。結晶化プレート

のリザーバーに400mLの沈澱剤溶液を入れ，結晶化プレートをシールで密閉して20℃で静置し野生

型ヒトSRを結晶化した。初期スクリーニングにおける沈澱剤溶液は，HamptonResearch社のCrystal

Screen1とIndexを用いた。初期スクリーニングの結果，以下の2条件で野生型ヒトSRの結晶を得た。

条件1：0.2Mmagnesiumacetatetetrahydrate,0.1Msodiumcacodylatetrihydrate（pH6.5）,20%w/vpoly-

ethyleneglycol（PEG）8000

条件2：0.2Msodiumacetatetrihydrate,0.1Mtrishydrochloride（pH8.5）,30%w/vPEG4000
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さらに良質な結晶を得るために結晶化条件の最適化を行った。最適化は，上記の条件1，2のpH

を変えたり，PEGの種類や濃度を変えて行った。その結果，apo型の野生型ヒトSRについて良質な

結晶が得られた（図6a）。また，野生型ヒトSRとPLPの複合体についても良質な結晶が得られた

（図6b）。

さらに，野生型ヒトSRとマロン酸の複合体についても結晶化条件の探索を行った。マロン酸との

複合体を得る際には，野生型ヒトSRはピリドキサールリン酸（PLP）を加えずにゲルろ過を行い，そ

の後マロン酸が5mM，PLPが50mMとなるようにそれぞれ加えた。CrystalScreen1を用いた初期

スクリーニングでは，上記の条件2で結晶が見られた。さらに，結晶化条件を最適化することで良

質な結晶を得ることに成功した（図6c）。

野生型ヒトSRと阻害剤（original63）の複合体についても結晶化条件を探索した。阻害剤（original

63）が溶解する条件を調べたところ，10%ジメチルホルムアミド（DMF）中では0.6mMの濃度で阻

害剤を溶解することができた。そこで，野生型ヒトSRと阻害剤（original63）の複合体を10%DMF

存在下で調製し結晶化条件を探索したが，複合体の結晶を得ることはできなかった。

３）X線結晶構造解析

Apo型の野生型ヒトSR，野生型ヒトSR-PLP複合体，野生

型ヒトSR-マロン酸複合体の結晶に，終濃度が30%になるよう

にグリセロールを加えて凍結保護し，液体窒素中で保存した。

回折データの収集は，大型放射光施設Spring8の構造生物学ビー

ムライン（BL38B1,BL41XU）において，結晶を100Kに冷却

して行った。データ処理はiMosflmとScalaを用いて行い，分

子置換法による位相決定とモデルの精密化を試みた。その結果，

野生型ヒトSR-PLP複合体について，図7に示す立体構造を得
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(a) (b) (c)

図6 野生型ヒトSRの結晶．（a）apo型野生型ヒトSR，（b）野生型ヒトSRとPLPの複合体，

（c）野生型ヒトSRとマロン酸の複合体

図７ X線結晶構造解析によって

得られた野生型ヒト SR-PLP

複合体の立体構造．



ることができた。しかし，回折データの質が不十分であったため，今回は精密な解析を行うことがで

きなかった。Insilicoスクリーニングで新規阻害剤の探索を進めるためには，今後も継続して野生型

ヒトSRのX線結晶構造解析に取り組む必要がある。

【全体の今後の展望】

神経変性疾患ならびにてんかん発作等の神経細胞の過剰興奮が引き起こす病態に関わるSRを標的

として，分子生物学，分子遺伝学，有機合成化学，構造生物学が共同する本研究は，様々な酵素阻害

薬の論理的デザインと検証のモデルケースとなり，さらに和漢薬資源等からも新たなSR阻害作用物

質を見出す事が期待される。これら，一連の研究を連携推進し，新規薬物創製を進める一連の手法を

実施する事は，富山県の薬業の振興にも資すると考えられる。
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Ⅱ．富山県産和漢薬から開発する脊髄損傷改善薬に関する研究

富山大学・和漢医薬学総合研究所

神経機能学分野 東 田 千 尋

和漢薬製剤開発分野 紺 野 勝 弘

神経機能学分野 久保山 友 晴

脊髄損傷では，外傷性に脊椎が損壊し，挫滅あるいは離断した脊髄内で神経細胞やミエリン細胞が

破壊され脳と末梢を繋ぐ信号が断裂される。損傷脊髄部位およびその下位脊髄が支配する体幹・上下

肢の運動と感覚が機能不全に陥る。現在，全世界で約250万人の脊髄損傷者がおり，さらに年間13万

人があらたに脊髄損傷を負っている。脊髄損傷の治療に関して，多方面からの研究が進められている

が，慢性期に至った脊髄損傷の機能回復は極めて困難である。

本研究では，脊髄損傷を効果的に回復させ得る新しい治療薬の創出を目指している。そのために，

①初代培養神経細胞を用いたスクリーニング，および動物モデルでの検討による，軸索伸展作用を有

する和漢薬成分の同定，②軸索再生不全に陥った軸索を再伸展させる分子メカニズムの解析，③脊髄

損傷慢性期で運動機能の改善を阻む因子の同定，を進めている。また②および③の結果を逐次①のス

クリーニング系に反映させ，軸索再生を達成するいくつかの機序ごとに，和漢薬から活性化合物を探

索することで，軸索伸展を導く複数のメカニズムにもとづき，創薬シーズとなる活性成分の多面的な

同定を進める。

【各班の概要】

脊髄損傷モデルマウスにおける和漢薬の有効性の検討 東田 千尋

脊髄損傷後，慢性期に移行するにしたがって損傷中心を囲うように形成されるグリア性瘢痕は，

軸索が再伸展したり分枝することを物理的障壁となり阻害するだけでなく，軸索伸展を阻害する細胞

外基質を分泌する。主たる軸索阻害因子はコンドロイチン硫酸プロテオグリカン（CSPG）である。

よって，CSPG存在下でも軸索伸展が可能になることは，慢性期脊髄損傷の運動機能を改善する上で

鍵となる重要な活性である。昨年度は，CSPGコーティング上でも軸索を伸展させる活性の検出を目

的として，110種類の生薬水エキスを検討し活性を有する生薬として苦参と連翹を特定した。今年度

はそれらに関し，脊髄損傷モデルマウスでの活性評価によりinvivoでの有効性を検討し，さらに活

性成分の同定にも進んだ。
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脊髄損傷に有効な和漢薬の活性成分の同定 紺野 勝弘

和漢生薬を脊髄損傷改善に有効な薬物素材と考え，各種和漢生薬エキスを対象にして脊髄損傷改善

作用の薬理活性を検討し，活性成分の同定と作用機序の分子的解明を目指した。昨年度までの検討に

より有効性を示した苦参，連翹に関して，本年度は，その活性成分の特定を目指した。生薬エキスの

分離・精製を進め，活性成分の定量も実施した。

細胞接着斑形成制御を機序とする脊髄損傷治療薬の開発 久保山 友晴

グリア性瘢痕内では活性化アストロサイトから阻害因子のコンドロイチン硫酸プロテオグリカン

（CSPG）が分泌され，これが濃度勾配を形成して沈着し，軸索再生を阻害する主たる原因の一つとなっ

ている。CSPGによる軸索再生阻害の機序は未だ解明されておらず，これを紐解くことは，軸索再生

の機序を知ることに繋がる。昨年度までに久保山は，p21-activatedkinase（PAK）がpaxillinをリン酸

化してCSPG濃度勾配上の軸索再生を促進することを明らかにした。PAKはプロテインキナーゼA

（PKA）によってリン酸化されることによって不活性化されることが報告されていることから，CSPG

濃度勾配上のdystrophicendballではPKAが活性化し，それによってPAKが不活性化し，paxillinの

リン酸化が抑制されているのではないかと考えた。そこで本年度は，dystrophicendballにおけるPKA

の活性を検討した。
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Ⅱ－1 脊髄損傷モデルマウスにおける和漢薬の有効性の検討

富山大学・和漢医薬学総合研究所 神経機能学分野

准教授 東 田 千 尋

【研究目的と背景】

脊髄損傷に対する臨床的対処の現状としては，受傷直後の大量ステロイド剤投与による障害の減弱

化が試みられているものの，その効果は疑問視されており（Kronvalletal.,2005），動物実験での改

善効果も明確でない（Pereiraetal.,2009）。こういった現状の中，胚性幹細胞（ES細胞）や人工多

能性幹細胞（iPS細胞）を応用した再生医療が次世代の脊髄損傷の治療戦略として有望視され，近年，

精力的に基礎研究が進められている（Kumagaietal.,2009;Tsujietal.,2010）。しかしこれらの戦略

で，モデル動物での脊髄損傷改善作用が認められるのは，対照群でもある程度の自然回復が認められ

る損傷条件下で，急性期（1－2日以内）から亜急性期（10日程度以内）に細胞を移植した場合が主で

あり，慢性期での有効性は不明である。つまり慢性期に至った脊髄損傷の機能回復は依然として極め

て困難であると考えられている。

グリア瘢痕は，慢性期脊髄損傷でCSPGなどの軸索抑制因子を放出するため，その負の側面がク

ローズアップされてきた。しかしグリア瘢痕を形成するastrocyteには，積極的に軸索伸展を促す神

経成長因子（BDNF,NGF,NT3等）の分泌（Rollsetal.,2009），シナプス間隙のグルタミン酸クリア

ランスによる神経細胞死の保護（Rothsteinetal.,1996）といった正の作用も備わっていることが，次々

と示されている。つまり，慢性期脊髄損傷を治療する鍵は，①神経軸索の伸展と，②グリア細胞の正

の作用を高めるような制御の両方に働きかけることである（TohdaandKuboyama,2011;Teshigawara,

Kuboyamaetal.,2013）。

そこで本研究では，和漢薬を対象にして，脊髄損傷改善作用の薬理活性を，細胞モデルと脊髄損傷

動物モデルにおいて多面的に検討し，活性成分の同定と，作用機序の分子的解明を目指す。Invivo

モデルでの解析（東田），invitroモデルでのアッセイとメカニズム解析（東田，久保山），化学的分析

研究（紺野）と役割分担し，相互に連携しながら実施する。

本年度は，昨年度までの研究で軸索伸展活性が認められた苦参，連翹に着目し，invivoでの運動

機能改善作用についての評価を行い活性化合物の同定も目指した。
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【実験方法】

1）脊髄損傷マウスの運動機能障害に対する生薬エキスおよび生薬成分の改善作用

ddYマウス（雌性，8週齢）の第10胸椎を切除し，露出させた脊髄に6.5gの錘を2cmの高さから

1回落下させ圧挫損傷モデルを作製した。損傷1時間後に初回，その翌日から1日1回，苦参水エ

キス，連翹水エキス（500mg/kg，経口）またはマトリン（10,100mmol/kg，経口），オキシマトリン

（10,100mmol/kg，経口）の投与を31日間行った。マウスの後肢運動機能の評価は10段階のBMSス

コアと，5段階のBSSスコア，加えて我々が考案したTMSスコア（投稿中）により行った。その後，

マウスを麻酔下に還流固定し脊髄を摘出した。連続矢状断切片を作製し，免疫組織染色を行った。縫

線脊髄路の可視化には，セロトニン（5-HT）抗体を用い，同時にastrocyteマーカーのGFAP抗体，コ

ンドロイチン硫酸プロテオグリカン（CSPG）マーカーのCS56抗体を用いた三重染色を行った。

2）CSPG基質上における軸索伸展阻害に対する生薬エキスの改善作用

マウス胎児（胎生14日齢）の脳より大脳皮質神経細胞を初代培養した。培養には，poly-D-lysineコー

ティングののち，CSPGとしてaggrecanを2mg/mlにてさらにコーティングした8-wellカルチャース

ライドを用いた。細胞は5X104cells/wellの密度で播種した。培養2日目に，溶媒のみあるいは生

薬エキスを1,10mg/mlになるように培地中に加え，その6日後に細胞を固定し免疫蛍光染色を行っ

た。軸索マーカーとしてリン酸化型ニューロフィラメントH（pNF-H）と，神経細胞マーカーとして

MAP2を2重染色した。蛍光顕微鏡（BX61/DP70システム，オリンパス）にて画像を取得し，軸索の

長さをNeurocyte画像解析ソフトで測定するとともに，ImageJ画像解析ソフト上で神経細胞の数を

測定し，神経細胞あたりの軸索の長さを算出した。

【実験結果】

苦参，連翹の各エキスを，脊髄損傷マウスに経口投与し，31日間の後肢運動機能を評価した。溶

媒投与群と比較して，苦参エキス投与によって BMSスコア（薬物x経過日数の間の交互作用：F

（17,544）=9.069,P<0.0001），BSSスコア（薬物x経過日数の間の交互作用：F（17,544）=9.232,

P<0.0001），TMSスコア（薬物x経過日数の間の交互作用：F（17,544）=10.49,P<0.0001）が

有意に改善した。また，連翹エキス投与によっても，BMSスコア（薬物x経過日数の間の交互作用：

F（17,510）=3.317,P<0.0001），BSSスコア（薬物 x経過日数の間の交互作用：F（17,510）=

4.449,P<0.0001），TMSスコア（薬物 x経過日数の間の交互作用：F（17,510）=3.295,P<

0.0001）が有意に改善した。苦参エキス投与群の脊髄損傷部位では，5-HT陽性軸索の密度が有意に

増加していた。

苦参，連翹の各水エキスを分画し（共同研究者・紺野の項），CSPG基質上の軸索形成に対する作
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用を検討した。苦参エキスの酢酸エチル画分は無効であり，アルカロイド画分，水画分には軸索伸展

活性が認められた。同濃度での活性はアルカロイド画分の方が強い傾向があった。苦参の主要成分と

してマトリンとオキシマトリンが知られており，特にアルカロイド画分にはこの2成分がともに多

く含有されていることが示された（共同研究者・紺野の項）。

苦参の主成分であるマトリン，オキシマトリンを，脊髄損傷マウスに経口投与し，31日間の後肢

運動機能を評価した。溶媒投与群と比較して，マトリン（100mmol/kg）投与によってBMSスコア

（薬物x経過日数の間の交互作用：F（15,330）=6.427,P<0.0001），BSSスコア（薬物x経過日数

の間の交互作用：F（15,330）=4.071,P<0.0001），TMSスコア（薬物x経過日数の間の交互作用：

F（15,330）=6.132,P<0.0001）が有意に改善した。マトリンの低用量（10mmol/kg），およびオキ

シマトリンは無効だった。

連翹の画分に関しては，酢酸エチル画分，アルカロイド画分，水画分のいずれにも軸索伸展活性が

検出された。活性の強さによる画分の絞り込みができなかった。そこで疎水性の差により再分画を実

施し，再度，軸索伸展活性を検討している。

【考察】

昨年度の研究においては，110種類の生薬を対象に，細胞でのスクリーニングを行い，CSPG上で

の軸索伸展阻害を乗り越える活性を，苦参，牛膝，連翹に見出した。さらに昨年は，脊髄損傷マウス

に，300mg/kgの用量で30日間投与する実験により，苦参エキスと連翹エキスによる後肢運動機能改

善作用を示した。今年度はその再現性を検討した結果，確かに苦参エキス（500mg/kg）及び連翹エ

キス（500mg/kg）に後肢運動機能改善作用があることを明らかにし，少なくとも苦参エキス投与

群では，損傷部位での縫線脊髄路の伸展が認められる結果も得た。苦参エキス500mg/kg中には，

45mmol/kgのマトリン，10mmol/kgのオキシマトリンが含有されていることが分かったため（共同

研究者・紺野の項），10mmol/kg，100mmol/kgの用量で，マトリンおよびオキシマトリンの経口投与

を実施したところ，マトリンにのみ効果が認められた。

経口投与後のオキシマトリンの大部分はマトリンへ代謝される（Fanetal.,2013）と報告されてい

ることも鑑みると，苦参エキス中の脊髄損傷改善に関わる活性成分はマトリンであることが示唆され

る。現在，マトリン投与群の損傷脊髄内での組織変化を検討中であるとともに，マトリンの分子作用

機序について検討している。

これらの検討により，脊髄損傷の治療につながるターゲットシグナルが明らかにできるものと考え

ている。同時に，苦参と連翹を構成生薬とした新たな漢方方剤を作製し，脊髄損傷マウスに投与する

実験を実施し，単独の生薬エキスでの作用と比較して，相加・相乗作用が期待できないかも検討する

予定である。また一連の研究結果より，CSPG上での軸索形成の活性が，脊髄損傷後の運動機能改善
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活性をある程度予測できることも示された。よってこの実験系は，今後，薬物や活性化合物のスクリー

ニングへの利用や，薬物の作用機序の解明に積極的に利用することができると考えている。
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Ⅱ－２ 脊髄損傷に有効な和漢薬の活性成分の同定

富山大学・和漢医薬学総合研究所 和漢薬製剤開発分野

客員教授 紺 野 勝 弘

【研究の目的とその背景】

脊髄損傷に対する薬物療法について，多くの研究が行われているが，未だ有効な治療法は確立され

ていない1）。たとえば，臨床的対処としてステロイド剤の大量投与が試みられているが，その有効性

は疑問視されている。また，胚性幹細胞（ES細胞）や人工多能性幹細胞（iPS細胞）を応用した再生

医療が有望視され，基礎研究が進められているが，実用化には更なる研究の進展を待たなければなら

ない。このような現状の中，本研究代表者の東田らは，伝統薬物成分が脊髄損傷改善の有効な薬剤に

なり得る可能性を示している。東田らは，和漢生薬をはじめとした伝統薬物の神経変性疾患改善作用

に関する基礎研究を積み重ねてきているが2），その一環として，アユルベーダ薬物であるAshwagandha

（インド人参，Withaniasomniferaの根）に含まれるステロイドサポニンWithanosideIVが，記憶障害

改善作用と共に脊髄損傷マウスの運動機能を回復させる効果があることも明らかにした3）。さらに，

代謝研究によって，WithanosideIVは投与後代謝され，糖部分がはずれたアグリコン（サポゲニン）

sominoneとなって活性を発揮することも証明した4,5）。そこで，sominoneおよびその誘導体を化学合

成し，より活性が強く合成も比較的容易なdenosominを創成するに至った6,7）。この一連の研究は，

伝統薬物成分，特にステロイドサポニンあるいはそのアグリコン（サポゲニン）が，抗認知症薬・脊

髄損傷改善薬開発のためのリード化合物になり得ることを示したものと言える。

これらの結果から，和漢生薬は脊髄損傷改善に有効な薬物素材と考えられるが，これまでその観点

からの研究は行われていない。そこで，本研究では，各種和漢生薬エキスを対象にして脊髄損傷改善

作用の薬理活性を検討し，活性成分の同定と作用機序の分子的解明を目指す。

昨年度までに，110種の和漢生薬エキスについてスクリーニングを行ない，3種（苦参，牛膝，連

翹）に強い軸索伸展活性を認めた8）。さらに，うち2種（苦参，連翹）は，脊髄損傷マウスの後肢運

動機能を有意に回復させた。そこで，活性物質の特定を目指して，これら2種の生薬エキスの分離・

精製を進めた。

【結果】

1.苦参エキス中の活性成分

まず，定法に従って溶媒分画を行った。苦参エキスを酢酸エチルで抽出し，酢酸エチル分画を得た。
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水層は，アンモニア水を加えて塩基性とした後，クロロホルムで抽出してアルカロイド分画とした。

残った水層を凍結乾燥し，水分画を得た。

こうして得られた三つの分画の軸索伸展活性を調べたところ，アルカロイド分画と水分画が活性を

示したが，酢酸エチル分画には活性が認めらなかった。この結果から，活性成分はアルカロイド関連

物質と考えられた。そこで次に，活性を示した二つの分画に，これらアルカロイドが含まれているか

どうかを，LC-MSを用いて検討した。

結果を図1に示す。標品のマトリン，オキシマトリンは，それぞれRT2minおよび2.7minに溶出

される。これと比較しながら分析すると，水分画にはオキシマトリンのみが，アルカロイド分画には，

マトリンとオキシマトリンの両方が検出された。精密質量分析においても，それぞれの分子式に一致

する値を与えた。

さらに，各分画での含有量を知るために，両化合物の定量を試みた。標品を用い，上記LC-MS法

にて検量線を作成し，これに基づいて定量した結果を表1に示す。アルカロイド分画には，エキス

に比べてマトリンは約5倍，オキシマトリンは約2倍の濃度で含まれていて，溶媒分画によって効

率良く濃縮されていることがわかる。しかし，水分画のオキシマトリン含量は低く，活性のなかった
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HPLC conditions: CAPCELL PAK C18 UG-120, 1.5 x 120 mm (Shiseido), 5-95% MeCN/H2O/0.1% HCO2H for 
25 min, 0.2 mL/min at 25 °C, detected by ESI-(+)-Orbitrap MS (Thermoscientific). 
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Extracted Ion chromatogram
(m/z 249.1967 ± 0.003 and
 265.1916 ± 0.003)
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図１.マトリン，オキシマトリンのLC-MS分析



酢酸エチル分画と同程度であった。こ

のことは，水分画には，オキシマトリ

ン以外の活性成分が存在することを示

唆する。

そこで次に，各活性分画を再分画することにより，オキシマトリン以外の活性成分を検索した。逆

相HPLCを用いて再分画した結果を図2に示す。水およびアルカロイド分画から，それぞれからさ

らに1~6の分画を得た。LC-MS分析により，水分画からは画分5にオキシマトリンが，アルカロイ

ド分画からは画分3にマトリン，画分5にオキシマトリンが溶出されていることがわかった。現在，

これら再分画成分の軸索伸展活性を検討している。

2.連翹エキスの分離・精製

連翹エキスについても，苦参エキスと同様な方法で溶媒分画したが，軸索伸展活性はどの分画にも

有意に見られ，苦参エキスのように特定の分画に集中することはなかった。すなわち，連翹エキスの

場合，溶媒分画は活性成分の分離・精製には適切な方法ではないことがわかったので，別の方法で分
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表1.マトリン，オキシマトリンの定量

マトリン
（mg/mg）

オキシマトリン
（mg/mg）

苦参エキス 22.4 5.3

水分画 0.1 0.4

アルカロイド分画 140.3 9.5

酢酸エチル分画 0.7 0.2

                                               

 
HPLC conditions: Xtera Prep MS C18 ODB, 19 x 250 mm (Waters), 5-15% (40 min)-95% (60 min) 
MeCN/H2O/0.05 M TFA, 5 mL/min at UV 210 nm. 

1 22222 3 65333 555554 1 2 3 633 5
4

3 444

0 30 60
3333

0 30 60min min

図２.HPLCによる再分画



 (50 g)

30%

(0.83 g)

HP-20
(200 mL, 4 x 30 cm)

(1.94 g)
60%

(1.22 g)
(0.29 g)

画することにした。ダイヤイオンHP-20

は，疎水性相互作用に基づいた吸着クロ

マトグラフィーで，生薬エキスのような

多成分混合物を疎水性，親水性の成分に

分離するため繁用される方法である。連

翹エキスにこの方法を試みることにした。

分離スキームを図 3に示す。全体の約

半量は吸着されずに素通りし，残り半分

がエタノール濃度の段階溶出によって，

少しずつ溶出されてきていることがわか

る。現在，これら分画の軸索伸展活性を

検討中である。

【考察】

110種の和漢生薬エキスの軸索伸展活性スクリーニングから，2種（苦参，連翹）の活性の強いエ

キスを選び，活性成分の検索を行った。苦参エキスからは，溶媒分画によって活性成分が効率良くア

ルカロイド分画に分配・濃縮され，活性物質としてマトリンを同定した。マトリンは，苦参の主アル

カロイド成分としてよく知られ，これまでに神経保護作用，抗がん作用，抗炎症作用が報告されてい

るが，軸索伸展活性は，本研究によって初めて見出された。水分画も，アルカロイド分画と同様の活

性を示したが，オキシマトリンの含量は非常に低く，他の活性成分の存在が示唆された。そこで，逆

相HPLCで再分画し，他の活性成分の分離・精製を検討している。連翹エキスは，苦参エキスとは異

なり，同様の溶媒分画では効率良く活性成分を濃縮できないことがわかった。すなわち，苦参とは活

性物質の化学的性質が異なることが窺える。そこで現在，ダイヤイオンHP-20を用いた疎水性吸着

クロマトグラフィーによる分画を検討している。

ここで得られた結果は，和漢生薬が脊髄損傷改善に有効な薬物素材であることを，現実に示したも

のと言える。これらの情報をもとに，今後さらに活性成分の分離・精製，活性物質の同定ができれば，

新しい和漢薬の展開，あるいは創薬への発展が期待できる。
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図３.連翹エキスのダイヤイオンHP-20による分画
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Ⅱ－３ 細胞接着斑形成制御を機序とする脊髄損傷治療薬の開発

富山大学・和漢医薬学総合研究所 神経機能学分野

助教 久保山 友 晴

【研究目的と背景】

脊髄損傷などで中枢神経組織が損傷を受けると，損傷部位周辺で活性化アストロサイトが凝集し，

グリア性瘢痕が形成される。断裂した神経軸索はグリア性瘢痕を越えて再生することができない。そ

のため，脊髄損傷では下肢麻痺などの機能障害が永続する。1928年Cajalは，脊髄損傷部位（グリア

性瘢痕形成部）近傍で軸索終末部が膨瘤した球状体を呈して伸長が停止することを発見し，これを

dystrophicendballと名づけた。Dystrophicendballの形成が軸索再生不全の原因だと考えられているが，

未だにその分子的基盤は明らかになっていない。一方，グリア性瘢痕内では活性化アストロサイトか

ら阻害因子のコンドロイチン硫酸プロテオグリカン（CSPG）が分泌され，これが濃度勾配を形成し

て沈着し，軸索再生を阻害する主たる原因の一つとなっている（Daviesetal,1999）。CaseWestern

Reserve大学Silver博士らは，CSPG濃度勾配を形成した培養皿上で後根神経節神経細胞を培養する

ことにより，dystrophicendballを再現した（Tometal,2004）。これにより，CSPGによる軸索再生不

全をdystrophicendball形成の視点から解析する妥当性が示唆された。本培養系を用いることにより，

dystrophicendballの分子的基盤の解析が容易になり，これまで未解決であった・CSPGによる軸索再

生阻害の機序・の解明を大きく進めることができる。

私はこれまでに，前述したdystrophicendballの形成を再現する培養系を用いて大規模な薬物スクリー

ニングを行なった結果，プロテインキナーゼA（PKA）阻害剤を処置することにより，dystrophic

endballが前方への移動を再開することを初めて明らかにした。次に，細胞運動能に重要な役割を果

たす細胞接着斑（細胞-基質間の結合形成部）の構成分子であるpaxillinがPKA阻害によってリン酸

化され，これにより細胞接着斑のダイナミクスが亢進し，結果としてdystrophicendballがCSPG濃

度勾配上で前方移動を再開することを明らかにした。

そこで私は，脊髄損傷下で再生不全に陥った軸索終末部の細胞接着斑の形成を制御することができ

れば，軸索再生が誘発され，脊髄損傷を治療することができるのではないかと考えた。そこで，細胞

接着斑の形成制御作用を有する生薬及びその成分を同定し，その薬理作用を解析することにより，新

たな脊髄損傷治療薬を開発することを目指している。本目標を達成するためには，CSPG濃度勾配を

検知し，細胞接着斑の形成を制御するに至るまでの機序を解明して鍵となる分子を同定することが重

要となる。昨年度までに久保山は，p21-activatedkinase（PAK）がpaxillinをリン酸化してCSPG濃度
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勾配上の軸索再生を促進することを明らかにした。PAKはPKAによってリン酸化されることによっ

て不活性化されることが報告されている（HoweandJuliano,2000）。また，dystrophicendballでは

PKAが活性化していることを明らかにしている。以上のことから，CSPG濃度勾配上のdystrophic

endballではPKAが活性化しているためPAKが不活性化し，paxillinのリン酸化が抑制されていると考

えられた。そこで本年度は，dystrophicendballにおけるPKAの活性化制御機構について検討した。

【実験方法】

1.細胞培養

Tomらの方法（Tometal,2004）に準じて，培養皿上にCSPGの濃度勾配を作製した。次に成体ラッ

トより後根神経節神経細胞を単離し，CSPG濃度勾配を形成させた培養皿あるいは10mg/mllaminin

をコートした培養皿上に播種し，2%B-27（Invitrogen）を含むNeurobasalA培地（Invitrogen）を用い

て37℃，5% CO2条件下で培養した。

2.免疫染色

実験1では培養4時間後に薬物を処置し，その2日後，戸島らの方法（Tojimaetal,2007）に準じ

て細胞を固定し，神経マーカーのウサギ抗b-tubulinIIIポリクローナル抗体（Sigma）及びマウス抗

CSPGモノクローナル抗体（CS-56，Sigma）を用いて免疫染色を行った。倒立蛍光顕微鏡（BZ-8000，

KEYENCE）を用いて蛍光画像を取得した。CSPG濃度勾配の外側の端から内側へ120mmの距離の間

に伸長した軸索の長さを定量した。

実験2では，培養2日後，薬物を5分間処置した後に上述した手法で細胞を固定した。続いて

PKAreguratorydomainII（PKARII）を認識するマウスモノクローナル抗体（1:400,BDBiosciences）

及びPKARIIの96番目のセリン残基のリン酸化（pS96PKARII）を特異的に認識するウサギモノクロー

ナル抗体（1:200,Epitomics）を 1次抗体として用い，AlexaFluor488結合型抗マウス IgG抗体

（1:400,Invitrogen）及びAlexaFluor594結合型抗ウサギIgG抗体（1:400,Invitrogen）を2次抗体とし

て用い，免疫染色を行った。倒立蛍光顕微鏡（AxioObserverZ1,CarlZeiss）を用いて蛍光画像を取

得した。軸索終末部における蛍光強度はAxioVisionsoftware（CarlZeiss）を用いて定量した。

【実験結果】

1.cAMP阻害による軸索再生作用

PKA阻害剤によってCSPG濃度勾配を横切る軸索再生が促進されることは既に明らかにしている。

PKAはcAMP増加によって活性化される。そこでcAMP阻害剤処置によるCSPG濃度勾配上の軸索
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再生に対する作用を検討した。CSPG濃度勾配下で培養した神経細胞に対して，cAMPのアンタゴニ

スト Rp-cAMPS（20,10,200mM），膜貫通型アデニル酸シクラーゼ阻害薬 2・,5・-dideoxyadenosine

（0.1,1,10,50mM），細胞質型アデニル酸シクラーゼ阻害薬2-hydroxyestradiol（1,5,10mM）を処置

したが，いずれも濃度勾配を横切る軸索の長さは増加しなかった。

2.DystrophicendballにおけるcAMP阻害時のPKAの活性

PKAは2つのcatalyticsubunitと2つのregulatorysubunit（RI・RII）から構成される。RIとRIIは

catalyticsubunitのキナーゼ活性を阻害する（Tayloretal,1990）。cAMPがRI・RIIに結合すると，RI・

RIIがcatalyticsubunitと解離し，catalyticsubunitのキナーゼ活性が賦活化する。RIIの96番目のセリ

ン残基は自己リン酸化すると，cAMP依存性の cataliticsubunitと RIIの解離が促進され，catalytic

subunitのキナーゼ活性が賦活化する（Granotetal,1980;Erlichmanetal,1983）。そのため，RIIの96

番目のセリン残基のリン酸化（pS96PKARII）を認識する抗体を用いてPKAの活性化を検出する手法

が既に報告されている（Mizunoetal,2002）。そこで私は，pS96PKARIIおよびPKARIIに対する抗体

を用い，神経軸索終末部におけるpS96PKARIIとPKARIIの蛍光強度の比をとり，PKAの活性を評価

する実験を行った。PKAのcatalyticdomainに作用して直接PKAの活性を阻害するKT5720（1mM）

およびmPKI（1mM）をdystrophicendballに処置した時，pS96PKARIIに対するPKARIIの比（PKAの

活性）は減少した。一方，Rp-cAMPS（200mM），2・,5・-dideoxyadenosine（50mM），2-hydroxyestradiol

（10mM）を処置してもPKAの活性は減少しなかった。

【考察】

以上の研究結果から，CSPG濃度勾配上のdystrophicendballではPKAの活性が増加しているが，

これはdystrophicendballでcAMPの濃度が増加しているためではなく，何らかの機構でPKAが直接

活性化されていることが推測された。Proline-directedproteinkinaseやRSK1など，PKAのregulatory

domainとcatalyticdomainの間の相互作用を調整してPKAを活性化させるプロテインキナーゼがいく

つか報告されており（Braunetal.,1991;Chaturvedietal.,2006;Houslayetal.,2006），CSPG濃度勾

配はこのようなキナーゼの活性を制御するなどしてPKAを直接活性化しているかもしれない。これ

までの研究成果より，CSPG濃度勾配下で再生不全に陥った軸索を再生させる機序として，PKA阻

害によるPAK,paxillinを介した再生機序を明らかにした。本成果は，脊髄損傷治療薬の新たな分子

ターゲットを提唱するものである。以上の久保山の研究成果の一部は，ExperimentalNeurologyに発

表した（Kuboyamaetal.,2013）。
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Ⅲ．「飲む目薬」の開発：血液網膜関門novelカチオン輸送担体の

薬物認識機構を応用したドラッグデリバリーシステム

富山大学・大学院医学薬学研究部 薬剤学研究室 教授 細 谷 健 一

【各班のまとめ】

背景・目的

加齢や生活習慣が危険因子である眼疾患として，糖尿病網膜症，加齢黄斑変性症，緑内障，及び網

膜色素変性症が挙げられる。急速な高齢化が進んでいる現代において，これら疾患の治療法開発は急

務である。Invitro薬理試験によって，これら眼疾患に対する薬理標的が徐々に提案されている。そ

の一方で，現在加齢黄斑変性症に適応されているpegaptanibなどは硝子体内に投与される薬物であり，

末梢投与にて効果を示す薬物の開発は進んでいない。眼疾患の効果的な治療と罹患者のqualityoflife

を共に満たすために最も解決すべき課題は「循環血液から網膜への物質移行を制限する血液網膜関門

（BRB）を突破するための戦略構築」である。この戦略構築によって，経口もしくは静脈内薬物投与

によって眼疾患を内科的に治療することが可能となる。

本課題は，課題申請当初に見いだされた「BRBに存在するverapamilを選択的に認識する輸送機構」

について，輸送分子の特徴と実体を解明し，さらに薬物認識プロファイルに基づく薬物誘導体化を実

施による網膜移行性の向上，すなわち本機構を応用した網膜へのドラッグデリバリー法確立を達成目

標としている。BRBには循環血液中に存在する物質を選択的に認識し，網膜へ促進的に輸送させる

分子機構の存在が示されてきている1）。我々は脳と網膜への物質移行性と化合物の脂溶性との相関を

invivoラット総頸動脈単回投与法（retinaluptakeindex（RUI）/brainuptakeindex（BUI）法）にて検討し

た結果，有機カチオン性薬物であるverapamilは，その脂溶性から予想される移行性の指標値と比較

し，高い値を示す一方で，低い脳移行性を示した2）。本解析結果から，「BRBはverapamilを選択的

に認識する輸送機構」を備えており，本機構に認識されるような薬物を網膜へ効率的に薬物を送達さ

せることが可能と考えられた。このverapamil認識型の血液網膜関門novelカチオン輸送担体の薬物

認識・輸送機構を明らかにするとともに，本機構を網膜疾患治療薬送達へと展開させる基盤を築くこ

とが本課題における研究目的である。

研究成果の概要及び結論

本課題3年目において，本薬物輸送機構について網膜疾患治療への展開を視野に，カチオン性薬
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物で網膜神経保護作用を有する薬物の透過性評価とそれを担う分子実体特定に着手した。また，一部

の化合物について，BRBを介し網膜から循環血液中へ排出輸送されることが明らかにされているこ

とから，BRBにおける有機カチオン性化合物排出輸送機構の有無を評価した。さらに，BRB積極的

透過パスポート構造候補となる官能基導入の足掛かりとなるハロゲン置換基導入について，位置選択

的ヨード化反応の条件検討を実施し，最適な反応条件の設定を完了させると共に，反応の官能基導入

にあたる有用性を検証した。

細谷班は有機カチオン性a2-agonistであるclonidineの循環血液中から網膜へのBRBを介した輸送

機構をinvivo及びinvitro実験手法にて評価した。これまでの検討から，BRBを介した網膜へのカ

チオン性薬物移行について，verapamilとpropranololはそれぞれ異なるinnerBRB輸送機構に認識さ

れ，輸送されていることが明らかとなった。Clonidineは高血圧薬であるが，網膜視神経障害を抑制

することが報告されている。緑内障の進行には神経障害が関わることから，clonidineのBRB透過メ

カニズム解明は，効率的なclonidineの網膜への送達，そして緑内障治療法確立へ繋がると期待され

る。循環血液から網膜へのBRB透過をinvivo及びinvitro実験系を用いて評価したところ，（i）循環

血液から網膜へのclonidine輸送はBRB輸送機構介在型であること，（ii）InnerBRBにおけるclonidine

輸送は，これまで見出されたverapamil及びpropranolol輸送機構と類似性を有している，の2点が明

らかとなった。現在，clonidineの緑内障治療に向けての投与法・ドラッグデザインを視野に，BRB

におけるclonidine輸送を制御するため，分子実体特定とその制御機構解明に取り組んでいる。

赤沼班は抗炎症薬の網膜への送達を目標に計画していたが，カチオン性官能基を有する抗炎症薬は

BRBに存在するnovelカチオン輸送担体の輸送基質となる可能性が低いと考えられた。有機カチオン

性炎症関連物質としてhistamineなどが知られており，histamineは糖尿病モデルにて網膜内合成酵素

活性上昇が報告されている。そこで，「カチオン性炎症関連物質のBRBカチオン輸送担体を介し，

網膜から促進的に排出させることで網膜内炎症応答を低下させる」というBRBカチオン輸送担体を

利用した間接的抗炎症作用が望めるかを検証した。初めにhistamineを基質とする輸送担体の機能評

価プローブ化合物である1-methyl-4-phenylpyridinium（MPP+）のBRB透過を解析したところ，MPP+

はBRBを介し排出輸送されることが示され，その過程への有機カチオン輸送担体OCT3・PMATの

関与が示唆された。Histamineはこれら輸送担体の基質と報告されている。そこで，histamineのBRB

排出輸送を評価したところ，BRB非透過性化合物と比較し1.3倍消失速度定数が高値であったものの，

有意ではなかった。従って，BRBには有機カチオン化合物の排出輸送機構を備えているものの，内

因性炎症関連化合物の網膜からのクリアランスには大きく寄与しないことが示唆された。ただし，本

研究にて初めて「BRBはカチオン性化合物排出機構を備えている」ことが実証され，この排出機構

に認識させないような網膜疾患適用薬が最適なシーズであると考えられる。

久保班は昨年度から引き続き，網膜選択的薬物送達に繋がるnovelカチオン輸送担体の分子実体特
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定に向けた機能解析を実施すると共に，innerBRBにおいて発現が示されたnovelカチオン輸送担体

候補分子に対する特異的ポリクローナル作成に着手した。SLCfamilyについて，innerBRB及びouter

BRBにおいて発現する分子の発現細胞を構築し，各種プローブ薬物の輸送解析を実施したところ，2

種類の分子について，非発現細胞と比較しカチオン性薬物であるclonidineの輸送変化が示され，こ

れら分子がBRBにおいて有機カチオン性薬物輸送に寄与する可能性が示唆された。また，innerBRB

において発現が示されたSLCファミリーでカチオン性化合物を輸送するSLC16Aに属する分子2種

類について，詳細な網膜における発現局在パターンの解明と選択的な網膜への薬物送達ツールへの展

開を視野に，ポリクローナル抗体作成を試みた。経過として，エピトープタンパク質発現系を構築し，

モルモット能動免疫を実施するにあたり，十分量のものが得られた。現在，本タンパク質を用い，モ

ルモットに対し，免疫を行っている。

松谷班は，「イミダゾ[2,1-b]チアゾール」を有効なパスポート構造として設定し，本骨格の効率的

導入を念頭に，導入反応の足掛かりとなるイミダゾ[2,1-b]チアゾール骨格に対する位置選択的ヨウ

素化反応について精査し，本法を確立した（3種類，ヨード体の最大収率89%）。また本ヨード体3

種類を用いたSuzuki-Miyauraクロスカップリング反応について，単純有機ホウ素化合物（Ar-B（OH）2）

をモデル化合物として検討を行ったところ，カップリング体を40-70%の収率で得ることに成功した。

今後，本反応を応用することで網膜疾患治療薬の送達向上に繋がるかを，機能的解析にて検証してい

く予定である。

【参考文献】

1)HosoyaK,TomiM,TachikawaM.Strategiesfortherapyofretinaldiseasesusingsystemicdrugdelivery:

relevanceoftransportersattheblood-retinalbarrier.ExpertOpinDrugDeliv.8,1571-87(2011)

2)HosoyaK,YamamotoA,AkanumaS,TachikawaM.Lipophilicityandtransporterinfluenceonblood-

retinalbarrierpermeability:acomparisonwithblood-brainbarrierpermeability.Pharm.Res.27,2715-24

(2010)
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Ⅲ－1 血液網膜関門novelカチオン輸送担体特性に基づいた

投与法の確立とドラッグデザイン

富山大学・大学院医学薬学研究部 薬剤学研究室 教授 細 谷 健 一

【研究の背景と目的】

本研究計画の最終到達目標はverapamilを認識するnovelカチオン輸送機構の特徴を応用し，緑内

障などの網膜疾患に対する治療薬を送達することである。これまでの研究成果から，有機カチオン性

薬物であるverapamilとpropranololに関して，血液網膜関門（BRB）を介した循環血液中から網膜へ

の移行にはinnerBRBに存在する分子実体未知（novel）カチオン輸送担体の関与が示唆された1,2）。

加えて，ラットinnerBRBモデルであるTR-iBRB2細胞を用い，verapamilやpropranolol輸送阻害を指

標に各種化合物の認識性を評価したところ，神経保護作用を有する有機カチオン性薬物が本トランス

ポーターに認識される可能性が示唆された。緑内障時には網膜神経細胞死が認められるため，神経保

護作用の網膜への効率的送達法を確立することは，本疾患に対する薬物療法を実施するにあたり，極

めて重要である。

これら神経保護薬の中で，innerBRB輸送機構解明候補として，高血圧治療薬であるclonidineに着

目した。Clonidineは，腹腔内投与によって光障害に対し保護作用を示すことや，網膜視神経障害を

抑制することが報告されており，網膜神経保護の上で有望な薬と考えられる。一方，上述のように循

環器系疾患にclonidineは現在適応されている。そのため，網膜疾患にclonidineを適用させるにあたっ

て，「網膜へ選択的に移行させる」方法の確立が必須となる。この網膜への選択的移行を実現する上

で，innerBRBに存在するnovelカチオン輸送担体は網膜移行過程における重要なツールであると考

えられる。

本研究では，BRBのclonidine透過特性を詳細に解明することを目的とした。InvivoBRB透過は

総頸動脈単回投与法（retinaluptakeindex法）にて評価し，加えてinnerBRBにおけるclonidine輸送

特性，特にnovelカチオン輸送担体のclonidine輸送への関与は，TR-iBRB2細胞を用いて評価した。

【実験手法】

（A）Retinaluptakeindex法

ラット（雄性,Wistar系統,6週齢）にペントバルビタールを腹腔内投与した（50mg/kg）。トレー

サー溶液（1-5mCi/injectate[3H]clonidineand0.5mCi/injectate[14C]n-butanolinRinger-HEPESbuffer（pH
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7.4））を総頸動脈へ瞬時に200mL投与し，15秒後断頭し，速やかに網膜及び脳を採取した。採取した

組織は2NNaOHにて可溶化後，液体シンチレーションカクテル（Hionic-Fluor）を加え，液体シンチ

レーションカウンター（AccuFLEXLSC-7400,Aloka）にて放射活性を測定した。Retinaluptakeindex

（RUI,%）はEq.1から算出した。

（B）TR-iBRB2細胞の培養

InvitroinnerBRBモデル細胞として，条件的不死化ラット網膜毛細血管内皮細胞株（TR-iBRB2）細

胞を用いた。TR-iBRB2細胞は立ち上げてから少なくとも2回継代し，細胞形態および増殖速度に大

きな変化がないことを確認後，実験に用いた。

（C）TR-iBRB2細胞における[3H]clonidine輸送解析

CollagenI-coated24-wellplateにTR-iBRB2細胞を1.0x105cells/wellとなるように播種し，33℃の

加湿された5%CO2/95%airインキュベーターにて48時間培養した。細胞がconfluent状態になってい

ることを確認し，取り込み解析に用いた。

トレーサー溶液は，[3H]clonidine（PerkinElmerLife&AnalyticalSciences）を0.5mCi/mLとなるよう

にextracellularfluid（ECF）buffer（122mMNaCl,25mMNaHCO3,3mMKCl,1.2mMMgSO4,0.4mM

K2HPO4,10mMD-glucose,1.4mMCaCl2,10mMHEPES,pH7.4）に溶解させたものを用いた。細胞を

培養させた24-wellplateを37℃に維持し，培養用mediumを除去した。ECFbuffer（37℃）にて細胞を3

回洗浄し，トレーサー溶液を200mL加えた。指定時間経過後，トレーサー溶液を除き，氷冷ECF

bufferで3回細胞を洗浄した。NaOH水溶液（1N）を400mL加え，室温で12時間処理することで細胞

を可溶化させ，1NHClを400mL加え中和させた。この中和液の一部をMonofluor（NationalDiagnostics

Inc.）へ移し，液体シンチレーションカウンター（LSC-5200;Aloka）にて放射活性を測定した。また，

bovineserumalbuminを標準とし，DCProteinassaykit（BIO-RAD）を用い，可溶化液中のタンパク質

量を測定した。

細胞内への[3H]薬物取り込み輸送はcell/mediumratioで表した（Eq.2）。

[3H]薬物のTR-iBRB2細胞への輸送に対する最大取り込み速度（Vmax,nmol/（min・mgprotein））及び

Michaelis-Menten定数（Km,mM）は，基質濃度（[S],mM）に対する薬物輸送速度（v）のプロットから，

非線形最小二乗法プログラム（MULTI）を用いて解析した。
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【結果・考察】

A.InvivoBRBを介した[3H]clonidine網膜移行特性

Invivo環境下における[3H]clonidineのBRB透過様式を解析した。[3H]ClonidineのRUI値は非標識

clonidineやpyrilamine,propranololにて，40mM共存下，薬物非共存条件下（コントロール）と比較

し50%以上低下した。また，verapamil（3mM）やnicotine（40mM）の共存にて，[3H]clonidineのRUI

値はコントロールと比較し約30%低下した。一方，既知有機カチオン輸送担体の基質である

tetraethylammonium（TEA,40mM）や有機アニオン輸送担体基質である p-aminohippurate（PAH,40

mM）やprobenecid（40mM）にて，[3H]clonidineのRUI値は変化しなかった。以上の点から，clonidine

はinvivoBRBを介し循環血液中から網膜へ輸送されること，そしてその過程には既知有機カチオン

輸送担体ではなく，verapamilや pyrilamine,propranolol感受性の輸送機構が関与することが示唆さ

れた。

B.InvitroinnerBRBモデル細胞における[3H]clonidine輸送特性

TR-iBRB2細胞へのclonidine輸送は，時間依存性，温度依存性および濃度依存性（Km=286mM）を

示した。また，その輸送活性は細胞外pHと正の相関，及び細胞内pHと負の相関を示したことから，

innerBRBにおけるclonidine輸送機構はH+との対向輸送型であることが示唆された。さらに，その

輸送は取り込み実験buffer中Na+のcholine置換やK+置換条件下にて変化しなかったことから，本

輸送機構は「Na+非依存性」および「膜電位非依存性」であることが示唆された。以上の解析結果を

総合すると，innerBRBにおけるclonidine輸送は担体介在型であり，その機構はNa+及び膜電位非依

存性のH+/organiccationantiporterであることが示唆された。

これまでに，H+/organiccationantiporterの特性を示す輸送担体はBRBに存在するnovelカチオン輸

送機構以外に，一部の既報有機カチオン輸送担体もまた同様の性質を示すことが知られている。そこ

で，innerBRBにおけるclonidine輸送に寄与する分子を特定するため，各種化合物による阻害効果を

検証した。その結果，propranololやpyrilamine,verapamilなどの有機カチオン性薬物群で阻害される

一方，既報有機カチオン輸送担体基質である，TEAや1-methyl-4-phenylpyridinium（MPP+）,choline,L-

carnitine,cimetidine,serotonin,putrescineにて阻害されなかった。さらに，有機アニオン輸送担体基質

であるPAHやdiclofenac,acetylsalitcylicacidにて阻害されなかった。これらの特性は，TR-iBRB2細

胞へのverapamil,pyrilamine,及びpropranolol輸送実験時にて得られた結果と類似しており，TR-iBRB2

細胞へのclonidine輸送機構について，verapamilやpyrilamine,propranololの輸送機構との同一性が考

えられた。この同一性を，TR-iBRB2細胞への clonidine輸送に対する verapamil,pyrilamine,及び

propranololによる阻害様式の解析にて検証を試みたところ，verapamilは,TR-iBRB2細胞における

clonidine輸送に対し，競合阻害の様式（Ki=90mM）を示した。一方，このclonidine輸送に対し，
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pyrilamineとpropranololは競合阻害しなかった。以上の結果から，clonidineとverapamilのinnerBRB

における輸送機構は同一である可能性が示された。

【結論および展望】

本研究結果から，網膜神経保護が期待されるclonidineについて，innerBRBに存在するverapamil

認識型有機カチオン輸送担体に認識され，網膜へ促進的に輸送されることが示唆された。ただし，網

膜以外の組織に対しても移行性を示すことを予備的検証結果から明らかにしている。さらなる網膜へ

の移行性向上に取り組み，循環器薬理作用を示さず，かつ網膜に対し神経保護効果を示すような，安

全な薬物の開発の上での本輸送機構の重要性を実証する予定である。

【参考文献】

1）KuboY,ShimizuY,KusagawaY,AkanumaS,HosoyaK.Propranololtransportacrosstheinnerblood-

retinalbarrier:potentialinvolvementofanovelorganiccationtransporter.J.Pharm.Sci.,102,3332-42

（2013）

2）KuboY,KusagawaY,TachikawaM,AkanumaS,HosoyaK.Involvementofanovelorganiccationtrans-

porterinverapamiltransportacrosstheinnerblood-retinalbarrier.Pharm.Res.30,847-56（2013）
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Ⅲ－2 抗炎症薬の循環血液から網膜へのnovelカチオン

輸送担体を利用した効率的な送達法

富山大学・大学院医学薬学研究部 薬剤学研究室 助教 赤 沼 伸 乙

【研究の背景と目的】

本研究では，失明を伴う眼疾患の悪化に関係する炎症応答を抑制するための薬物を網膜へ送達する

方法論構築を目的としている。第2年目の解析にて，「novelカチオン輸送担体は一般的な抗炎症薬を

認識しない」ことが明らかとなった。そこで，今年度は「網膜内にて，神経毒性・炎症を示すような

内因性化合物の効率的なクリアランスを達成するため，BRBを応用する」基礎的検証を実施した。

蓄積することで神経障害など，網膜障害を誘発する有機カチオン化合物として，外因性化合物1-

methyl-4-phenylpyridinium（MPP+）や内因性化合物histamineが挙げられる。これらは既報の有機カチ

オン輸送担体（OCTやOCTN,MATE,PMAT）の基質であることが報告されている。近年，BRBは

網膜からの化合物クリアランスに寄与すること1），そしてinnerBRBには少なくともOCTN2の発現・

機能が報告されていることから2），BRBはMPP+やhistamineの網膜内動態に関与する可能性が高い。

そこで，第3年目はBRBにおけるMPP+及びhistamineの輸送特性を解明することを目的とし，特に

既知有機カチオン輸送担体群の寄与について詳細に評価した。

【実験手法】

（A）Retinaluptakeindex法

ラット（雄性,Wistar系統,6週齢）にペントバルビタールを腹腔内投与した（50mg/kg）。トレー

サー溶液（1-5mCi/injectate[3H]MPP+and0.5mCi/injectate[14C]n-butanolinRinger-HEPESbuffer（pH

7.4））を総頸動脈へ瞬時に200mL投与し，15秒後断頭し，速やかに網膜及び脳を採取した。採取した

組織は2NNaOHにて可溶化後，液体シンチレーションカクテル（Hionic-Fluor）を加え，液体シンチ

レーションカウンター（LSC-5200;Aloka）にて放射活性を測定した。Retinaluptakeindex（RUI,%）は

Eq.1から算出した。

（B）Invivomicrodialysis法3）

Microdialysisprobe（TEP-50;Eicom）の入り口側にRinger-HEPESbufferで満たしたディスポーザブ
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ルシリンジ（Terumo,Kyoto）をpolyethylenetube（SP19;ID,0.35mm;OD,1.05mm;Natsume）を介し

て接続し，probeの出口側は20cmのpolyethylenetube（SP10;ID,0.28mm;OD,0.61mm;Natsume）を

装着した。シリンジをInfusionpumpmodel11（Harvardapparatus,Holyston）にセットし，流速2mL/min

であらかじめ灌流をスタートさせ，probe及びpolyethylenetube内部をbufferで満たした。被験化合

物（[3H]MPP+及び[3H]histamine）とBRB非透過性bulkflowマーカー（[14C]D-mannitol）を[3H]:[14C]

=10（2mCi）:1（0.2mCi）となるように溶解した。8週齢ラットをpentobarbitalsodium腹腔内投与（50

mg/kg）にて麻酔し，ラット脳定位固定装置（SR-5R;Narishige,Tokyo,Japan）に固定した。眼瞼閉鎖反

射を消失させるためxylocaineを眼部周囲に点滴することで局部麻酔を施し，上瞼を開かせた状態で

固定した。角膜と強膜の境目から約1mm強膜側に22Gの針で穴を開け，眼球から流出する眼房水を

十分に拭き取った。先ほど開けた穴から，被験薬物溶液をマイクロシリンジ（Hamilton,Nevada）を

用い，強膜から約3mm深い位置に1mL投与した。投与30秒後にマイクロシリンジをゆっくりと抜

き取り，素早くmicrodialysisprobeの先端を強膜から約3mmの深さまで挿入し，外科用アロンアル

ファ（Daiichi-sankyo）にて接着させた。Probe挿入時を0分とし，指定時間間隔にて180分間，透析液

のサンプリングを実施した。サンプリング終了後，投与液及び重量を測定した透析液にmonofluorを

加え，よく撹拌した後，液体シンチレーションカウンター（LSC-5200;ALOKA,Tokyo,Japan）にて3H

及び 14Cの放射活性を測定した。得られた放射活性と透析液重量の商から，透析液中化合物濃度

（Cd;dpm/mL）を算出し，投与量（Dose;dpm）にて規格化した透析液中濃度（Cp;%ofdose/mL）は以

下の[Eq.2]から算出した。

一般にCpの経時的変化は線形2-コンパートメントモデルで表現され，その消失（端末）相におけ

る消失速度定数が硝子体/網膜からの消失を評価にあたり適していることが報告されている。そこで，

各タイムポイントにおけるCpのデータについて，それぞれの経過時間（t;min）に対しCpをプロッ

トすると共に，以下のEq.（4）にフィットさせた。

ここで，C1とC2はそれぞれ分布相と消失相における初期濃度（%ofdose/mL）を，l1とl2はそれ

ぞれ分布相と消失相における消失速度定数（min-1）を表している。

（C）TR-iBRB2細胞及び初代培養ラットRPE細胞を用いたMPP+取り込み解析

TR-iBRB2細胞及び初代培養網膜色素上皮（RPE）細胞を24-wellplateに播種し4），well内にてcon-

fluentに達した段階で取り込み実験に供した。トレーサー溶液は，[3H]MPP+（PerkinElmerLife&
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AnalyticalSciences）を0.5mCi/mLとなるようにextracellularfluid（ECF）buffer（122mMNaCl,25mM

NaHCO3,3mMKCl,1.2mMMgSO4,0.4mMK2HPO4,10mMD-glucose,1.4mMCaCl2,10mMHEPES,

pH7.4）に溶解させたものを用いた。細胞を培養させた24-wellplateを37℃に維持し，培養用medium

を除去した。ECFbuffer（37℃）にて細胞を3回洗浄し，トレーサー溶液を200mL加えた。指定時間経

過後，トレーサー溶液を除き，氷冷ECFbufferで3回細胞を洗浄した。NaOH水溶液（1N）を400mL

加え，室温で12時間処理することで細胞を可溶化させ，1NHClを400mL加え中和させた。この中

和液の一部をMonofluor（NationalDiagnosticsInc.）へ移し，液体シンチレーションカウンター（LSC-

5200;Aloka）にて放射活性を測定した。また，bovineserumalbuminを標準とし，DCProteinassaykit

（BIO-RAD）を用い，可溶化液中のタンパク質量を測定した。

細胞内への[3H]薬物取り込み輸送はcell/mediumratioで表した（Eq.4）。

[3H]化合物の細胞への輸送に対する最大取り込み速度（Vmax,nmol/（min・mgprotein））及びMichaelis-

Menten定数（Km,mM）は，基質濃度（[S],mM）に対する薬物輸送速度（v）のプロットから，非線形

最小二乗法プログラム（MULTI）を用いて解析した。

【結果・考察】

A.InvivoBRBを介したMPP+及びhistamine輸送特性

既報の有機カチオン輸送担体がBRBにおいて発現し，循環血液から網膜への化合物移行に関与す

るかを検証するため，retinaluptakeindex（RUI）法を実施した。[3H]MPP+単独投与時のRUI値は11.9

±2.4%であった。非標識50mM MPP+共存下における[3H]MPP+の RUI値は16.5±2.8%であり，

[3H]MPP+単独投与時のRUI値と比較し有意な差は無かった。本結果から，循環血液からBRBを介し

た網膜への輸送に輸送担体は寄与しないことが示唆された。

網膜から循環血液中への排出過程にBRBが関与するかを検証するため，microdialysis法を実施し

た。初めにMPP+の硝子体/網膜からの消失へのBRBの関与をmicrodialysis法にて評価したところ，

[3H]MPP+，及びBRB難透過でありbulkflowによる消失マーカーの[14C]D-mannitolの透析液中濃度推

移は，見かけ上二相性を示し，その端末相における各化合物の傾きに異なる傾向が示された。端末相

での傾き，即ち消失速度定数（l2）を算出した結果，[3H]MPP+のl2値は16.3×10-3±0.2×10-3min-1で

あり，[14C]D-mannitolのl2値（10.5×10-3±0.8×10-3min-1）と比較し1.6倍有意に高値であった。MPP+

とD-mannitolのl2値についての差は，BRBを介した消失機構の存在を示唆する。一方，[3H]histamine

のl2値は12.5×10-3±4.6×10-3min-1であり，[14C]D-mannitolのl2値（9.84×10-3±2.90×10-3min-1）と

比較し，1.3倍高値ではあったものの，有意ではなかった。従って，MPP+の方がhistamineと比較し
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BRBを介した排出輸送の活性が高いと判断された。言い換えれば，histamineの網膜内からのクリア

ランスについて，BRBを介した排出過程の寄与は小さいと判断される。

B.InvitroBRBモデル細胞におけるMPP+輸送特性

炎症物質histamineのBRBを介した促進的排出輸送は観察されなかった。しかし，網膜への有機カ

チオン性薬物送達を実現する上で，「BRBを介し排出輸送される化合物の特徴」を明らかにすること

は高い重要性を有すると判断された。そこで，MPP+をプローブ化合物として，innerBRB及びouter

BRBのinvitroモデル細胞を用い，両関門においてMPP+輸送に寄与する分子実体解明に着手した。

InnerBRBモデルとして用いたTR-iBRB2細胞への[3H]MPP+取り込みは時間依存性や濃度依存性

（Km=59mM）を示したことから，innerBRBにおける担体介在型MPP+輸送機構の存在が示唆された。

このMPP+輸送は，既報有機カチオン輸送担体を広く認識する阻害剤であるamantadine及びquinidine

によってそれぞれ65%及び35%有意に阻害された。また，その取り込みは，OCTとPMATを共に阻

害するdopamine及びdecynium-22によってそれぞれ50%及び44%阻害され，OCT及びPMATの基質

と報告されているnicotine共存にて42%有意に阻害された。さらに，OCTとPMATに加えMATE1を

阻害するserotoninは，初代培養ラットRPE細胞への[3H]MPP+取り込みを40%有意に阻害した。しか

し，その[3H]MPP+取り込みをTEAは，OCT1-2とOCTN1-2，MATE1を強力に阻害する0.1mM,1mM

及び2mM共存条件下にて，15-30%阻害したものの，その阻害は統計学的有意ではなかった。また，

histamine,corticosterone及びestradiolは，OCT1-3を阻害する条件下にて，その[3H]MPP+取り込みを

阻害しなかった。さらに，OCT1-2を阻害するcholineや，OCTN1-2を阻害するL-carnitine,MATE1

を阻害するcimetidineは，[3H]MPP+取り込みを阻害しなかった。有機アニオン輸送担体典型的基質

であるPAH共存によっても，その取り込みは変化しなかった。OCTとOCTNの基質・阻害剤につい

ては，TR-iBRB2細胞へのMPP+輸送に対する阻害・非阻害のプロファイルが混在しており，MATE

阻害剤では阻害されていないことから，OCTとOCTN,MATEが本MPP+輸送に関与する可能性は低

いと判断される。この消去法的考えに基づくと，TR-iBRB2細胞におけるMPP+取り込みにPMATが

関与すると考えられた。

OuterBRBモデルとして用いた初代培養ラットRPE細胞への[3H]MPP+取り込みは時間依存性や濃

度依存性（Km=64mM）を示したことから，outerBRBにおける担体介在型MPP+輸送機構の存在が

示唆された。初代培養ラットRPE細胞へのMPP+輸送を担う分子の特定を目的に，各種有機カチオ

ン輸送担体の基質・阻害剤共存による輸送阻害効果を検証した。本細胞への[3H]MPP+取り込みは非

標識 MPP+の共存にて78%阻害され，既報有機カチオン輸送担体を広く認識する阻害剤である

amantadine及びquinidineによってそれぞれ65%及び35%有意に阻害された。また，その取り込みは，

OCTとPMATを共に阻害する dopamine及び decynium-22によってそれぞれ50%及び44%阻害され，
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OCT及びPMATの基質と報告されているnicotine共存にて42%有意に阻害された。さらに，OCTと

PMATに加えMATE1を阻害するserotoninは，初代培養ラットRPE細胞への[3H]MPP+取り込みを40

%有意に阻害した。しかし，その[3H]MPP+取り込みをTEAは，OCT1-2とOCTN1-2，MATE1を強力

に阻害する0.1mM,1mM及び2mM共存条件下にて，15-30%阻害したものの，その阻害は統計学的

有意ではなかった。また，histamine,corticosterone及びestradiolは，OCT1-3を阻害する条件下にて，

その[3H]MPP+取り込みを阻害しなかった。さらに，OCT1-2を阻害するcholineや，OCTN1-2を阻害

するL-carnitine,MATE1を阻害するcimetidineは，[3H]MPP+取り込みを阻害しなかった。有機アニオ

ン輸送担体典型的基質であるPAH共存によっても，その取り込みは変化しなかった。本阻害実験の

結果は以下の3点にまとめられる。

（i）複数種の有機カチオン輸送機構を阻害するが，特にOCTとPMAT両方を協力に阻害する化合物

（Amantadineやdopamine,decynium-22,nicotine,serotonin,quinidine）は，初代培養RPE細胞にお

けるMPP+取り込みの阻害が観察される。

（ii）OCT1-2とMATEを阻害する条件下（TEAによる阻害）では有意なMPP+輸送阻害が観察されな

い。

（iii）OCTのみ，OCTNのみ，そしてMATEのみを阻害する条件下（Histamine,cimetidine,estradiol,

corticosterone,choline,及びL-carnitine）では有意なMPP+輸送阻害が観察されない。

これらの点を総合すると，OCT3とPMATを共に認識する化合物で阻害が示されている。従って，

本結果からouterBRBにおけるMPP+輸送にはOCT3とPMATが共に寄与していることが示唆された。

【結論および展望】

本研究結果から，炎症関連物質histamineの網膜からのクリアランスにBRBは大きく寄与しないこ

とから，BRBを網膜からのhistamineクリアランスに応用することは困難であることが明らかとなっ

た。一方，BRBはMPP+排出機能を備えていることが実験的に示され，invitro解析から，innerBRB

ではPMATが，そしてouterBRBではOCT3及びPMATがその排出輸送に関与することが示唆され

た。これまで細谷班にて，カチオン性薬物の循環血液中から網膜へ促進的に移行させるためのクライ

テリアを作成されている。本クライテリアに，「今回見出されたBRB排出輸送寄与分子であるOCT3

及びPMATに認識させない」という点を加えることによって，さらなる効率的な網膜へのカチオン

性薬物送達実現が可能になると期待される。
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Ⅲ－3 Novelカチオン輸送担体分子実体の解明と

遺伝子デリバリー法確立

富山大学・大学院医学薬学研究部 薬剤学研究室 准教授 久 保 義 行

【研究の背景と目的】

血液網膜関門 （BRB）に発現するverapamil認識性novelカチオン性薬物輸送機構の分子実体の解

明は，新規薬物送達技術を開発する上で極めて重要である。有機カチオン性薬物の組織関門透過は，

主にsolutecarrier（SLC）ファミリーに属するインフラックストランスポーターによって担われると考

えられている。しかし，これまでの当研究室における発現解析と輸送解析の結果から，BRBの有機

カチオン性薬物透過機構に，未知のBRB透過輸送担体分子が関与することが強く示唆される。

BRBは内側血液網膜関門（innerBRB;網膜毛細血管内皮細胞を実体とする）及び外側血液網膜関

門（outerBRB;網膜色素上皮（RPE）細胞を実体とする）にて構成されている。昨年度までの研究に

て，カチオン性輸送担体に共通するモチーフ配列を有するものの，輸送基質やその認識性がこれまで

に明確にされていない，SLCファミリーと細菌類カチオントランスポーターホモログ，マラリア原

虫カチオントランスポーターホモログについて，innerBRB及びouterBRBにおける発現の検証を実

施した。さらに，発現が示された分子について，過剰発現細胞を構築し，その分子の化合物認識性を

検証してきた。今年度は，novelカチオン輸送担体分子実体同定を目的に，その基質輸送機能をさら

に検証した。そして，将来的には抗体標識リポソーム（イムノリポソーム）を用いた網膜への遺伝子

デリバリー法へ展開させることを視野に，innerBRB発現型novelカチオン輸送担体に対するポリク

ローナル抗体作成に着手した。

【実験手法】

（A）アフリカツメガエル卵母細胞発現系による標的分子の基質輸送機能解析

標的遺伝子openreadingframeをcomplementaryRNA（cRNA）合成に最適化されたpGEM-HEplasmid

のマルチクローニングサイトへ組み込んだ。cRNAはRiboMAX・LargeScaleRNAProductionSystem-

T7（Promega）を用いて合成した。雌性アフリカツメガエル（Kato-S-Science）から卵巣を摘出し，

collagenaseA（Roche）処理後，濾胞細胞を除去することでoocyteを得た。OocyteはSOSbuffer（100

mMNaCl,2mMKCl,1.8mMCaCl2,1mM MgCl2,5mMHEPES,pH7.5）を用いて培養した。培養1

日後に標的分子cRNAをマイクロインジェクター（Narishige）にて50ng/23nL注入し，4日間さらに
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培養することで，oocyteへ標的分子タンパク質を発現させた。

ND96（96mMNaCl,2mMKCl,1mMMgCl2,1.8mM CaCl2,5mM HEPES,pH7.4）に[3H]verapamil

（AmericanRadiolabeledInc.）などの各種放射性標識薬物・化合物を0.1-0.2mCi/200mLとなるように溶

解させ，tracerbufferとした。ND96へoocyteを移し，20℃で20分プレインキュベーションし，tracer

buffer中でインキュベーションすることで（20℃）取り込み実験を行った。指定時間経過後，oocyte

を4℃ ND96で4回洗浄し，5%sodiumdodecylsulfateにて可溶化させた。可溶化液に3mLMonofluor

（NationalDiagnosticsInc.）を加え攪拌した後，液体シンチレーションカウンター（LSC6101,Aloka）

にて放射活性を測定した。

Oocyteへの薬物輸送活性は，oocyte/mediumratioで表した（Eq.1）。

実験データは平均値±標準誤差（Mean±S.E.M.）で表した。比較検定には2群間の比較の場合には，

unpairedStudent・st-testを用いて有意差を検定した。3群間以上の場合はone-wayanalysisofvariance

（ANOVA）で分散分析を行い，Dunnett・sTestもしくはTukey・sMultipleComparisonsTestによって多

重比較を行った。

（B）Novelカチオン輸送担体候補分子に対するポリクローナル抗体作出

TR-iBRB2細胞totalRNAをソースとしcomplementaryDNA（cDNA）を合成し，本cDNAを鋳型と

したpolymerasechainreaction（PCR）にて，標的分子に対し特異的な塩基配列（約100bp）を増幅した。

本増幅配列を pGEM-Teasyplasmid（Promega）へ組み込んだ後，ABIPRISM 3130GeneticAnalyzer

（AppliedBiosystems）を用いて，増幅産物の配列を確認した。増幅産物に問題がないことが確認され

た後，本vectorからリコンビナントタンパク質発現用plasmidであるpGEX-4T2（GEhealthcare）へ，

増幅配列を制限酵素処理，次いでligation反応することで移し換えた。pGEX-4T2に目的産物が問題

なく組み込まれているか，ABIPRISM3130GeneticAnalyzer（AppliedBiosystems）によって確認の後，

本plasmidを導入した大腸菌（BL21）を培養，そしてisopropylb-D-1-thiogalactopyranoside（IPTG）に

て目的リコンビナントタンパク質発現を誘導した。導入した大腸菌を破砕，次いで Glutathione

Sepharose4B（GEhealthcare）を用いた精製にて，目的タンパク質を回収した。

【結果・考察】

A.目的タンパク質発現細胞を用いた化合物輸送評価

昨年までの解析にて見出した分子について詳細な解析を実施するため（Table1），現在ほ乳類細胞

発現系の構築を行っている。新たなnovelカチオン輸送担体候補分子として，innerBRBにおいて発

―43―



現するSLCfamilyのmoleculeE,F,Gのopenreadingframe（ORF）を単離し，アフリカツメガエル卵

母細胞発現系構築を試みた。MoleculeEについて，カチオン性化合物であるclonidineやnicotine認識

性が示され，この分子が新たなnovelカチオン輸送担体候補分子として見出された。また，moleculeF

およびGについてもカチオン性薬物認識性が可能性として示された。現在，上述の分子について詳

細な輸送特性解明のため，アフリカツメガエル卵母細胞発現系における分子発現条件の至適化と，ほ

乳類細胞発現系構築に取り組んでいる。

B.抗体作出に向けたリコンビナントタンパク質作成

InnerBRBにおける発現が示唆された分子について，分子の発現・局在の精査と将来的な網膜への

遺伝子デリバリー適応型イムノリポソーム構築を目的とし，現在，特異的抗体作出に着手している。

InnerBRB発現分子の中で，2種類について，リコンビナントタンパク質の作成に成功した。具体的

には，1つ目の分子は抗原部位としてN末端側で3種類，C末端側で1種類のエピトープタンパク質

作製に成功し，C末端側のタンパク質はモルモットとウサギを免疫動物として，N末端側のタンパク

質はモルモットのみを免疫動物として，能動免疫を実施している。2つ目の分子はN末端側で2種類，

C末端側で2種類のエピトープタンパク質作製に成功し，これらタンパク質はモルモットのみを免疫
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Table1昨年度までに見出した血液網膜関門novelカチオン輸送担体候補分子

Family Molecule Character

SLCfamily Slc12a8 ●2級アミン指向性。

MoleculeA ●2級アミンと脂肪族4級アンモニウム指向性。

MoleculeB ●1-2級アミンと4級アンモニウム指向性。

MoleculeC ●2-3級アミン指向性。

MoleculeD ●芳香族4級アンモニウム指向性。

EstT
Moleculea

●2級アミンと芳香族4級アンモニウム指向性。
●3級アミン認識性は低い。

Moleculeb ●芳香族4級アンモニウム指向性。

Moleculec
●アニオン性化合物指向性。
●アミン認識性低い。

Moleculed
●1-2級アミンと4級アンモニウム指向性。
●アニオン性化合物指向性。

Moleculee ●4級アンモニウム指向性。

Moleculef
●3級アミン指向性。
●芳香族4級アンモニウム指向性。

Moleculeg
●1-2級アミンと芳香族4級アンモニウム指向性を有する。
●3級アミン指向性は低い。

Moleculeh
●アニオン性化合物指向性。
●アミン認識性は低い。

Moleculei
●1級アミン指向性。
●3級アミン認識性は低い。
（3級アミンが複数あると認識するという可能性はある）



動物として能動免疫を開始している。

【結論および展望】

今年度の研究成果として新たな血液網膜関門novelカチオン輸送担体候補分子を見出した。現在，

ほ乳類発現細胞を用いた詳細な輸送特性解明に取り組んでおり，innerBRBにおけるカチオン性薬物

輸送への寄与を詳細に評価する予定である。また，novelカチオン輸送担体候補分子について抗体作

出に取り組んでおり，今年の春には抗体精製・評価が完了する予定である。今後，本抗体を用いたイ

ムノリポソームが網膜への遺伝子デリバリーについて有用であるか検証を進める予定である。
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Ⅲ－4 Novelカチオン輸送担体に対するパスポート構造を

元にした，有機化学的薬物誘導体化

富山大学・大学院医学薬学研究部 薬品製造学研究室 教授 松 谷 裕 二

【研究の目的と背景】

血液網膜関門を介したベラパミル輸送を阻害する薬物の特徴として，アミン含有薬物は阻害を示す

ものの，四級アンモニウム含有薬物では阻害されないことが挙げられる。本研究では「網膜への薬物

送達を目的とした薬物・化合物の誘導体化」を最終目標として研究を遂行しており，それを可能とす

るパスポート構造を明らかにするためには，プローブとなる薬物に対し各種アミン含有構造を付加さ

せ，その輸送活性を比較するのが最良の方法である。平成23年度は，「ジヒドロフラン融合型縮環系

化合物」をモデル薬物として，アミン型官能基を薬物に効率良く導入するための方法論を確立し，ま

た平成24年度は，シクロブテノンに対するジアゾメチレンアニオンの求核付加-連続的電子環状反応

というドミノ型プロセスを用い，パスポート構造の候補となる1,2-ジアゼピン骨格の新規構築法を開

拓してきた。本年度は，アミン構造を内蔵した含窒素複素環骨格である「イミダゾ［2,1-b］チアゾー

ル」を有効なパスポート構造として設定し，本骨格の効率的な化学合成法の確立を目指すこととした。

その上で，本骨格をプローブ薬物に導入することを念頭に，「クロスカップリング法」に基づいた戦

略について検討を行った。すなわち，クロスカップリングの足がかりとなるハロゲン置換基を導入す

るため，イミダゾ［2,1-b］チアゾール骨格に対する位置選択的なヨウ素化反応について精査し，さ

らにモデル基質を用いたクロスカップリング反応を実施して，有効性のデモンストレーションを行っ

た。

【実験方法】

イミダゾ［2,1-b］チアゾール骨格（1）は，既存のチアゾール環合成法等を参考として，チオ尿素と

2種類のa-ハロケトン化合物との縮合反応により構築できるものと考えられる。本法に基づいて効

率的合成を達成した後，本化合物に対し，ヨード化の条件検討を行う。本骨格には3カ所の反応点が

存在するため，その位置選択性をコントロールできる手法の開拓を目指すものとする。また，合成さ

れたヨード体（2）をプローブ薬物に付加させるため，単純なモデル化合物を用いてクロスカップリン

グの検討を行う。カップリングパートナーとしては，毒性の観点から重金属を含まないホウ素化合物

を選択してSuzuki-Miyauraカップリングの検討を行い，パスポート構造導入にあたってのヨード体
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（2）の有用性を検証する（Scheme1）。

（イミダゾ［2,1-b］チアゾール骨格合成の実施例）

2-Amino-thiazole-4-carboxylicacidethylesterhydrobromide(4)

Thiourea（9.75g,128mmol）のMeCN（300mL）溶液に0℃でEthylbromopyruvate（25.0g,128mmol）

を加え，室温にて18時間攪拌した。反応終了後，Et2Oを加えて室温にて2日間攪拌した。その後，析

出した結晶を吸引ろ過にて集めた。白色の固体（28.3g,112mmol,87%）として（4）を得た。

1H-NMR（300MHz,CDCl3）:d7.08（1H,s）,5.13（2H,brs）,3.46（2H,q,J=7.1Hz）,1.38（3H,t,J=7.1

Hz）.

Imidazo[2,1-b]thiazole-3-carboxylicacidethylester(5)

チアゾール体（4）（5g,20mmol）のDMF（10mL）溶液にAr雰囲気下， 炭酸カルシウム（4g,40

mmol）を加え，室温で1.5時間撹拌した。その後，臭化ナトリウム（2.7g,26mmol）,Chloroacetaldehyde

（5mL,30mmol）を順次加え，50℃にて22時間撹拌した。反応終了後，反応溶液を留去し，CH2Cl2で

希釈し，水，飽和食塩水で順次洗浄した。得られた有機層をMgSO4で乾燥，ろ過後溶媒を減圧下留

去した。この残留物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（Hexane:AcOEt=1:1）で分離し，褐色

の油状物質（1.25g,6.37mmol,32%）として（5）を得た。

1H-NMR（300MHz,CDCl3）:d8.00（1H,s）,7.74（1H,s）,7.34（1H,s）,4.40（2H,q,J=7.1Hz）,1.37（3H,

t,J=7.1Hz）.

Imidazo[2,1-b]thiazol-3-yl-methanol(9)

エステル体（5）（1.242g,6.34mmol）のCH2Cl2（1.5mL）溶液にAr雰囲気下，0℃にてDIBAL（15.3

mL,15.9mmol）を加え，0℃にて30分撹拌した。反応終了後，0℃にてEt2O（50mL），MeOH（50mL）

を順次加え，室温で1時間撹拌した。その後，反応溶液をセライト濾過し，有機層をMgSO4で乾燥，

ろ過後溶媒を減圧下留去した。この残留物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（CHCl3:MeOH=

10:1）で分離し，薄黄色の固体（892mg,5.78mmol,91%）として（9）を得た。

1H-NMR（300MHz,CDCl3）:d7.70（1H,s）,7.25（1H,s）,6.99（1H,s）,4.77（2H,s）;13C-NMR（100MHz,

Methanol-d4）:d151.02,134.51,133.67,113.49,110.67,57.53;IR（KBr）:3185cm-1（OH）;MS（EI）m/z154
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（M+）;HRMS（EI）CalcdforC6H6N2OS:154.0189（M+）,found:154.0201;m.p.123-124℃（CHCl3-Methanol）.

3-(tert-Butyl-dimethyl-silyloxymethyl)-imidazo[2,1-b]thiazole(10)

アルコール体（9）（1.05g,6.81mmol）のDMF（20mL）溶液にAr雰囲気下，0℃にてNEt3（1.9mL,

13.62mmol）,tert-butyldimethethylsilylchloride（2.05g,13.62mmol）を順次加え，Ar下，室温にて15分

撹拌した。反応終了後，反応溶液に飽和重曹水を加え，CH2Cl2で抽出し，得られた有機層をMgSO4

で乾燥，ろ過後溶媒を減圧下留去した。この残留物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（Hexane:

Acetone=3:1）で分離し，淡黄色の固体（1.67g,6.23mmol,92%）として（10）を得た。

1H-NMR（300MHz,CDCl3）:d7.49（1H,s）,7.35（1H,s）,6.64（1H,s）,4.75（2H,s）,0.91（9H,s）,0.10（6H,

s）;13C-NMR（100MHz,CDCl3）:d149.65,134.63,134.36,131.09,108.25,58.45,25.66,18.15,-5.47;IR

（KBr）:1471cm-1（C=C）;MS（EI）m/z268（M+）;HRMS（EI）Calcd forC12H20N2OSSi:268.1053（M+）,

found:268.1066;m.p.55-56℃（hexane:Acetone=3:1）.

（イミダゾ［2,1-b］チアゾール骨格のヨード化の実施例）

3-(tert-Butyl-dimethyl-silyloxymethyl)-5-iodo-imidazo[2,1-b]thiazol(11)

TBSエーテル体（10）（800mg,2.98mmol）のCH2Cl2（4.8mL）溶液にAr雰囲気下，5℃にて炭酸水

素ナトリウム（650mg,7.74mmol）の水溶液（23mL）を加え，ヨウ素（1.06g,4.2mmol）のCH2Cl2（25

mL）溶液をゆっくり添加したのち，5℃にて3時間撹拌後，室温に戻し，さらに15時間撹拌した。反

応終了後，反応溶液が無色になるまで10%Na2S2O3水溶液を加え，CH2Cl2で抽出した。得られた有機

層を水で洗浄後，MgSO4で乾燥，ろ過後溶媒を減圧下留去した。この残留物をシリカゲルカラムク

ロマトグラフィー（Hexane:Acetone=3:1）で分離し，淡黄色の固体（1.05g,2.66mmol,89%）として

（11）を得た。

1H-NMR（300MHz,CDCl3）:d7.27（1H,s）,6.76（1H,s）,5.07（2H,s）,0.95（9H,s）,0.14（6H,s）;13C-

NMR（100MHz,CDCl3）:d152.97,142.64,142.36,133.08,109.25,59.11,25.77,18.28,-5.38;IR（KBr）:

1474cm-1（C=C）,1429cm-1（C=C）;MS（EI）m/z394（M+）;HRMS（EI）CalcdforC12H19IN2OSSi:394.0013

（M+）,found:394.0032;m.p.121-122℃（hexane:Acetone=3:1）.

（Suzuki-Miyauraクロスカップリング反応の実施例）

3-(tert-Butyl-dimethyl-silanyloxymethyl)-5-(3-nitro-phenyl)-imidazo[2,1-b]thiazole(14)

ヨード体（11）（50mg,0.13mmol）のbenzene（450mL）溶液にAr雰囲気下，Tetrakis（triphenylphosphine）

palladium（15mg,0.013mmol），炭酸ナトリウム（27mg,0.25mmol）の水溶液（128mL）,3-Nitrophenyl

boronicacid（23mg,0.14mmol）,EtOH（170mL）を順次加え，80℃にて17時間撹拌後，室温に戻し，3-

Nitrophenylboronicacid（23mg,0.14mmol），Tetrakis（triphenylphosphine）palladium（4mg,0.003mmol）
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をさらに添加し，再度80℃にて5時間撹拌した。反応終了後，反応溶液に水を加え，CH2Cl2で抽出

した。得られた有機層をMgSO4で乾燥，ろ過後溶媒を減圧下留去した。この残留物をシリカゲルカ

ラムクロマトグラフィー（CHCl3:Ether=4:1）で分離し，黄色の固体（25mg,0.064mmol,50%）と

して（14）を得た。

1H-NMR（300MHz,CDCl3）:d8.29（1H,s）,8.27（1H,d,J=8.0Hz）,7.81（1H,d,J=7.7Hz）,7.61（1H,

dd,J=7.7Hz,8.0Hz）,7.32（1H,s）,6.78（1H,s）,4.47（2H,s）,0.74（9H,s）,-0.10（6H,s）;13C-NMR

（100MHz,CDCl3）:d147.86,135.30,134.58,132.68,131.70,129.11,125.88,124.21,124.03,123.00,

110.26,58.60,25.24,18.08,-5.64;IR（KBr）:1522cm-1（NO2）;MS（EI）m/z394（M+）;HRMS（EI）

CalcdforC18H23N3O3SSi:389.1221（M+）,found:389.1229;m.p.107-110℃（hexane:Acetone=3:1）.

【結果・考察】

＜イミダゾ［2,1-b］チアゾール骨格合成法の検討＞

まずは，本研究でパスポート構造と設定したイミダゾ［2,1-b］チアゾール骨格の構築法について

検討を行った。その概略をScheme2に示す。

チオ尿素とブロモピルビン酸エチルを，MeCN溶媒中にて室温で撹拌したところ，縮合環化反応が

円滑に進行し，良好な収率にてチアゾール誘導体（4）を得ることに成功した。次に，化合物4とクロ

ロアセトアルデヒドから，イミダゾ［2,1-b］チアゾール骨格（5）への変換を試みた。種々条件検討

の結果，DMF溶媒中にて炭酸カルシウムと臭化ナトリウム存在下，50℃に加熱することでイミダゾ

［2,1-b］チアゾール誘導体（5）を合成することができた。収率には未だ改善の余地が残されるものの，

目的としたイミダゾ［2,1-b］チアゾール骨格を構築することに成功した。

＜イミダゾ［2,1-b］チアゾール骨格のヨウ素化の検討＞

イミダゾ［2,1-b］チアゾール骨格（5）に対して，クロスカップリングの足がかりとなるハロゲン

導入の検討を行った。ハロゲンとしては，最も反応性が高いとされるヨウ素を選択した。芳香環をヨ

ウ素化する場合，代表的な方法の1つとして，リチオ化を経由する方法が挙げられる。そこでまず，

リチオ化補助機能のある官能基（directed-metallatinggroup:DMG）を有する基質として，アミド体（6）

の調製を行った。本化合物は，エステル5をアルカリ加水分解して得られるカルボン酸を，ジエチル
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アミンとの脱水縮合に付すことにより，容易に合成することができた（Scheme3）。

次いで，アミド体6に対するリチオ化とヨウ素化の条件検討を行った。それらの結果を，Table1

にまとめる。THF溶媒中DMPU存在下，基質に-78℃でs-BuLiを作用させ，その後I2と反応させた

（entry1-6）。試薬の当量関係や添加の順番を変えると，ヨウ素化される位置の選択性が逆転するとい

う，興味深い現象が見られた（entry1vs3）。ヨウ素化剤としてNISを用いたり，溶媒としてDME

を用いた場合，異性体8の生成が顕著に軽減した（entry7-10）。最も良好な結果を与えたのはentry8

の条件で，この場合，異性体7のみを41%（BRSM:45%）の収率で位置選択的に生成することが明らか

となった。

一方，異性体8を選択的に得るためには，entry3の条件にて反応を行うことで，ほぼ同等の結果

を得られることになるが，リチオ化を経ない単純な芳香族求電子置換反応（SNAr）によるヨウ素化に

より，更に有効な結果が得られることも種々の文献情報から推察された。そこで，基質6に対して

THF溶媒中TMEDA存在下にヨウ素と反応させたところ，予想通り69%という良好な収率で位置選

択的にヨード体8を生成することを見出した（Scheme4）。

このように，リチオ化を経由しないSNArヨード化が効率よく進行することが分かったので，基質

―50―

 



となるイミダゾ［2,1-b］チアゾール骨格には，アミドやエステルといったDMGは必ずしも必要では

ないと考えることができる。そこで，エステル体5をDIBALで還元してアルコール体9とし，つい

でTBS保護した基質10を合成した。本化合物のSNArヨード化を試みたところ，塩基として炭酸水

素ナトリウムを用いる条件下で89%という高収率で反応が進行し，位置選択的なヨード体11を得るこ

とに成功した（Scheme5）。

＜ヨード体に対するSuzuki-Miyauraクロスカップリング反応の検討＞

上述の通り，3種のヨード体を位置選択的に合成することに成功したので，これらの化合物が，プ

ローブ薬物にパスポート構造（イミダゾ［2,1-b］チアゾール骨格）を付加するための有用なツール

となるかを検証することにした。単純な有機ホウ素化合物（Ar-B（OH）2）をプローブ薬物のモデルと

して用い，3種のヨード体（7,8,11）それぞれに対して，標準的なSuzuki-Miyauraカップリング条件

にて検討を行った。すなわち，ヨード体とホウ素化合物を有機溶媒-水系にてPd触媒と炭酸ナトリ

ウム存在下，80℃で1晩反応させたところ，カップリング反応が進行して，それぞれ対応するカップ

リング体を40-70%程度の収率で生成することが明らかとなった（Scheme6）。

―51―

 

 



【今後の予定・次年度への展開】

上述の通り，本年度はパスポート構造として含窒素複素環であるイミダゾ［2,1-b］チアゾール骨

格を想定し，本骨格の効率的構築法を確立した。また，プローブ薬物へと本骨格を付加する方法とし

て，位置選択的ヨード化反応の条件設定を完了させ，さらにこれらのヨード体を用いて，クロスカッ

プリング法により実際にイミダゾ［2,1-b］チアゾール骨格を導入できることを証明した。今後は，

網膜への薬物送達を可能とするパスポート構造を特定し，網膜輸送性に優れた薬物を創出するため，

硝子体内投与でのみしか現在成功していないVEGFを標的とし，本受容体阻害剤などにパスポート

構造を付加した誘導体合成を行い，輸送活性を比較検討していく予定である。
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