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平成24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24年度の研究成果が述べられています。

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（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，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（Haraiet

al,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。また，本学の和
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漢医薬学総合研究所から共同研究として提供される和漢薬資源の中からSRに作用する薬物候補のス

クリーニングを進める（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，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。

本年度は，1）ヒトSRのinvitroの酵素活性測定系を用いて，SR阻害薬候補のスクリーニングを

進め，新規SR阻害薬候補をさらに見出した。また，化合物の阻害活性を定量的に解析するために，

野生型SRを用いたinvitroの酵素活性測定系を確立した。さらに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の薬物効果評価に着

手した（森）。2）マウスSRの遺伝子座にヒトSRcDNAを導入したヒト型SRを持つマウス系統を作

製するための標的遺伝子組換えベクターを完成し，マウス胚性幹（ES）細胞に導入することにより，

目的の相同組換えES細胞を取得した（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SRタンパク質の大量発現と解析

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。また，和漢薬から新たなSR阻害作用のある物質を見出す事も期待される。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
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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

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

膚のバリア機能に関わる遺伝子の発現が上昇している事を見出した（Inoueetal.,論文投稿中）。皮膚

においてもNMDA受容体が発現している事が報告されていたが，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

には，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なり，

皮膚ではバリア機能の維持向上を促す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
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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。また，本

学の和漢医薬学総合研究所から共同研究として提供される和漢薬資源の中からSRに作用する薬物候

補のスクリーニングを進める（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】

１）変異型リコンビナントヒトSR（SR-C/D）の発現精製

マウスSRcDNAは，マウス脳由来cDNAライブラリーからPCRにより増幅しクローン化して遺

伝子配列を確認した後，リコンビナントタンパク精製のためのヒスチジンタグ（Hisx6）配列をカル

ボキシル末端に挿入した。また，ヒトSRcDNAは，理研バイオリソースより入手し，Smithらの報

告（Smithetal.,2010）に従い，可溶性を高めるためにアミノ酸配列の2番目ならびに6番目のCys

をそれぞれAspに置換し，さらに精製のためにカルボキシル末端にヒスチジンタグ配列を導入する

修飾（SR-C/D-His）を行った。これらのSR遺伝子断片を，IPTG添加により大腸菌でリコンビナント

タンパク質を高発現するベクターpET21aに組み込んだ。出来上がった発現ベクターを，リコンビナ

ントタンパク質発現用の大腸菌（BL21-DE3株）に導入した。

大腸菌を37℃で液体培養し，OD600nmの吸光度が0.6になった対数増殖期で最終濃度0.5mMの

IPTGを加え発現誘導を行い，25℃で16時間以上培養した。遠心による集菌後，大腸菌ペレットを

-80℃に凍結保存した。

以下のリコンビナントSRの精製は，研究分担者の水口教授の研究室で実施した。まず，凍結大腸

菌ペレットを溶解液（20mMTris-HClpH8.0,100mMNaCl,20mMImidazole）に懸濁した後，超音

波破砕を行い，遠心（35,000rpm,20min,4℃）後，上清をHis-Tag精製カラムに通しリコンビナン

トSRを結合させた。次いでイミダゾール濃度を上昇させることでHis-Tag精製カラムからの溶出を

行った。溶出液の蛋白濃度を測定し，SRが含まれると考えられる分画を，電気泳動（SDS-PAGE）と

CBBによる蛋白質染色により確認し，Sephadex-75カラムと溶出液（20mMTris-HClpH8.0,100mM
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NaCl,10%glycerol,10mMPLP,2mMMgCl2,5mMDTT）を用いてゲル濾過精製を行った。得られ

た分画を再度SDS-PAGEとCBBにより確認し，SRの含まれる分画をプールした後，分注し液体窒

素中で急速凍結し，活性測定まで-80℃で保存した。この一連の発現精製過程で得られたリコンビナ

ントSRの精製純度は70-80%であった。

２）野生型リコンビナントヒトSRの発現精製

上記変異型のSR-C/Dを用いて，活性測定を実施していたが，阻害薬のKi値を求め定量的に評価

するための実験を行うには，活性が低い事がわかった。また，SRは十分な機能を発揮するために，

二量体化することが必要であり，また二量体形成には，緩衝液の条件が影響を与える事が報告された

（WangandBarger,2011）。そこで，野生型（アミノ酸配列の2番目ならびに6番目がCys）のヒトSR

遺伝子配列に精製のためにカルボキシル末端にヒスチジンタグ配列を導入した発現ベクターを構築し，

変異体SR-C/Dと同様の方法で精製を行い評価した。

３）invitroSR活性測定系の構築

SRの活性に対する化合物の阻害効果は， L-セリンのラセミ化反応と，生産されるD-セリンの定

量により計測した。

L-セリンのラセミ化反応は，Str・sovsk・ら（2005）の方法に従い，リコンビナントSRを，100mM

HEPES（pH8.0）,1mMMgCl2,10mMPLP,1mMATP,20mML-セリン,5mMDTT,ならびにDMSO

に溶解した化合物（1～0.01mM）を含む反応液125mL中で，37℃で8時間以上反応させた。また，

反応初速度の解析のために，経時的に反応を停止した。

D-セリンの定量 は，Itoら（2007）の方法に従って行った。上記ラセミ化の反応液25mLに25mL

の100mMHEPES（pH8.0）,20mMPLP,2mgリコンビナントD-セリンデヒドラターゼ1（Dsd1）を

含む溶液を加え，30℃で 30分間反応させた。Dsd1は，D-セリンに対する特異性が非常に高く，D-

セリンからピルビン酸とアンモニアを生成する。従って，Dsd1によってD-セリンから生産されるピ

ルビン酸を比色反応によって計測した。そのために，反応溶液50mLに50mLの0.05%DNP/2MHCl

を加え，30℃で5分間反応させた後，100mLエタノールを加え，次いで 125mLの10MNaOHを加

え，よく混和して室温で 10分間反応させ，515nmの波長の吸光度計測を分光光度計で測定した。

４）新規化合物のSR阻害活性の測定

ヒトSRの結晶立体構造情報をもとに，北里大学薬学部の広野修一教授，合田浩准教授との共同研

究により見出したSR阻害薬候補19種類から，上記invitroSR活性測定系により，4化合物がSR活

性阻害効果を示した。この4化合物の構造情報をもとに，研究分担者の豊岡教授が新規有機化合物
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を合成した。新規化合物は，LW,MM,DR,EDの4種類に大別され，現時点でLWから34種，MM

から37種，DRから29種，EDから37種の計137種の化合物のSR活性阻害評価を，SR-C/Dを用いて

実施した。その結果，4リード化合物から合成展開された新規化合物の中に，従来SR阻害薬として

標準的に用いられているマロン酸と同程度，あるいは，より強力な阻害効果を示すものを見出した。

MMについては，IC50値を求め，従来報告されているマロン酸より，阻害活性が有意に強い事が明

らかになった（図1）。

５）野生型SRの発現とSR活性測定

変異型SR-C/Dは，薬物の作用機構の解析過程で活性が弱い事が明らかとなったため，野生型ヒト

SRを発現精製し，酵素の基本的性質の解析を実施した。その結果，野生型SRの酵素活性は，最初

に報告された文献（Str・sovsk・etal.,2005）にほぼ一致して高く，反応初速度の解析や阻害薬の作用解

析が十分に行える事がわかった（図2）
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図1 MM化合物のSR活性に対する阻害作用

リコンビナントSR-C/Dを用いた試験管内活性評価により，MM10とMM15は，オリジナルリード

化合物（No.136）や標準阻害薬のマロン酸（Malonate）より強い阻害活性を示した。



さらに，阻害薬の作用機構を解析するために，基質であるL-セリン濃度に対する阻害薬の効果を

解析したところ，基質に対する競合阻害である事が示唆された（図3）。

また，阻害効果が高い薬物については，NMDA受容体活性依存的な遺伝子発現を発光として定量

評価できるArc-LucTgマウス系統（Izumietal.,2011,図4）を用いた解析に着手した。
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図２ 野生型SRの反応速度曲線。

反応時間30分までの初速度は，

1次関数的に上昇した。また，

阻害薬の効果も確認できた。

図３ 基質濃度に対する阻害薬の作用。

Linewever-Burkプロットにおいて，

阻害薬の有無で同じX軸上の交点を示

し，競合阻害である事が示唆された。

図４ 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。



【考察と今後の展望】

本研究により，リコンビナントSRの発現とinvitroでのSR活性測定系は確立されたと考えられる。

既にinsilicoスクリーニングによりSR阻害薬のリード化合物を同定し，それらのリード化合物から

有機合成展開した新規化合物の中から，invitroスクリーニングにより複数の新規SR阻害薬候補を同

定した。今後は，見出された新規化合物の効果を定量的に解析するとともに，構造活性相関を明らか

にし，さらに，新規阻害薬とSRとの結晶を作製し，立体構造解析を実施することで阻害機構の解明

を行う。また，マウス個体レベルでの活性測定をArc-LucTgマウスで行う事で，体内動態や個体レ

ベルでの作用機構解析を経て，新規薬物候補の同定につなげる。
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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や向上に寄与することが期待される。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】

本研究では，マウスSR遺伝子座にヒトSR（変異型SR-C/D）遺伝子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。本年度は，遺伝子組換

えベクターの構築を以下の方法で進めた。

１）標的遺伝子組換えベクターの構築

マウスSR遺伝子をヒトSRに置き換えるために，理研バイオリソースより，マウスSRゲノム遺

伝子配列をバクテリア人工染色体（BAC）に含む大腸菌株（B6Ng01-238C10）を入手した。大腸菌内

での相同組み換え法を用い，マウスSR遺伝子の翻訳開始Metに，invitro酵素活性評価に用いてい

るヒトSRcDNA（SR-C/D-His）を挿入するための研究を進めた。

BACを含む大腸菌に，薬剤耐性マーカーとして，ゼオシン耐性かつストレプトマイシン感受性と

なる遺伝子断片を相同組み換えにより，マウスSR遺伝子の翻訳開始Metの位置に導入した。薬剤耐
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性ならびにBACに対するPCR法で，正しく遺伝子が挿入されたクローンを選択した。ヒトSRとネ

オマイシン耐性遺伝子断片を構築し，目的の標的遺伝子組換えベクターが完成した（図5）。また，

C57BL/6系統由来ES細胞 に導入し，標的遺伝子組換え細胞をサザンブロット解析によりスクリーニ

ングし同定した（図6）。

【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，

マウス系統作製を進める。
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図５ マウスSR遺伝子座へのヒトSR遺伝子の挿入方法の概略

図６ ES細胞のサザンブロット解析の結果

標的遺伝子組換え細胞を選択するために，サザンブロット解

析を実施した。WTが野生型遺伝子由来のバンド，HRが相

同組換え由来のバンドを示し，HRバンドを有する細胞には

ヒトSR-C/Dが挿入されている。



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】

昨年度，既存のSR阻害剤の化学構造およびSRの結晶構造を利用したin-silicoスクリーニングを

実施し，4種類のリード化合物を同定した。さらに，4種類のリード化合物のうち，ビスアミド（1）

をリード化合物とした誘導体合成および活性評価を行い，2種類のより強力なSR阻害剤を見出した。

（Figure1）

今年度は，残る3種類の化合物のうち，2種類について同様に誘導体合成，SRに対する阻害活性評

価を行い，以下のTable1,2に示す結果を得た。尚，リード化合物の構造，誘導体合成のスキームお

よび誘導体の構造は，現在LSIPファンドの支援を受け，国際特許出願（PCT）の準備に入っており，

本報告書での公表を控えます。
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Table1

DR

*New
structure

%human

0.3mM

DoseResponse

(%human1,0.3,0.1mM)

No.84 リード化合物 90(Mal54)

1* 誘導体 1 93(58)

2* 誘導体 2 95

3* 誘導体 3 95

4 誘導体 4 95

5* 誘導体 5 90

6 誘導体 6 84

7* 誘導体 7 81

8* 誘導体 8 89

9* 誘導体 9 78

10* 誘導体 10 91

11 誘導体 11 1)75

2)69(Mal54)

64,72,88(Mal56,73,94)

12* 誘導体 12 92

13 誘導体 13 83

14* 誘導体 14 86

15 誘導体 15 81

16 誘導体 16 88

17* 誘導体 17 97

18* 誘導体 18 1)86

2)84(Mal54)

19* 誘導体 19 98

20* 誘導体 20 90

21* 誘導体 21 85

22 誘導体 22 89

23 誘導体 23 93

24* 誘導体 24 96

25 誘導体 25 97

26* 誘導体 26 89

27* 誘導体 27 80

28 誘導体 28 79

29 誘導体 29 80

30 誘導体 30 80

31 誘導体 31 77

32 誘導体 32 85

33 誘導体 33

1)70

2)66(Mal54)

1st.47,46,53(Mal56,73,94)
2nd.71,68,96(Mal77,74,85)
3rd.69,76,86(Mal74,77,84)

2nd.:DMSO10%Doseresponse0.3,0.1,0.03mM
3rd.:DMSO20%Doseresponse0.3,0.1,0.03mM
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Table2

DR

*New
structure

%human

0.3mM

DoseResponse

(%human1,0.3,0.1mM)

No.126 リード化合物 97(Mal73) 86,97,99(Mal56,73,94)

1* 誘導体 1 88(Mal63)

2* 誘導体 2 97

3* 誘導体 3 93

4* 誘導体 4 63

5* 誘導体 5 99

6* 誘導体 6 95

7* 誘導体 7 99

8* 誘導体 8 99

9* 誘導体 9 99

10com.Av.誘導体 10 72

11* 誘導体 11 99

12* 誘導体 12 99(Mal65)

13* 誘導体 13 99

14* 誘導体 14 99

15* 誘導体 15 99

16* 誘導体 16 72

17* 誘導体 17 47 46,51,71(Mal49,64,83)

18* 誘導体 18 50

19* 誘導体 19 52

20* 誘導体 20 53

21* 誘導体 21 49

22* 誘導体 22 46 44,49,75(Mal49,64,83)

23* 誘導体 23 50

24* 誘導体 24 57

25* 誘導体 25 42 38,41,49(Mal49,64,83)

26* 誘導体 26 94

27 誘導体 27 48(Mal51)

28 誘導体 28 48

29 誘導体 29 54

30 誘導体 30 75

31 誘導体 31 58

32 誘導体 33 81

33 誘導体 34 73

34 誘導体 35 49

35 誘導体 36 62

36 誘導体 37 46

37 誘導体 38 48



Table1に示すように，リード化合物No.84誘導体では誘導体11,33にマロン酸よりも強い阻害活

性が認められ，リード化合物No.126誘導体では誘導体17,22,25に同じくマロン酸よりも強い活

性が認められた。

【考察と今後の展望】

リード化合物を基にした新規SR阻害薬候補のデザインと有機合成を実施し，SR阻害活性を示す

新規化合物を見出した。これらの新規化合物は，今後さらなる構造-活性相関を検討すると共に，最

後の化合物についても誘導体合成およびSRに対する活性評価を進めていく予定である。有機化合物

合成とInvitro,invivoでの活性評価を繰り返すことで，論理的かつ根拠のある薬剤開発につながる

と期待される。
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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】

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。

Smithらは，Cys2とCys6をAspに変異させたヒトSRは安定で立体構造解析に適していると報告し

ている（Smithetal.,2010）。Smithらの方法にしたがって，我々はヒトSRのC2D/C6D変異体の発

現・精製を行った。

ヒトSRのC2D/C6D変異体のDNAを挿入したpET21aベクターを使って大腸菌BL21（DE3）RIPL

を形質転換し，目的タンパク質を発現させた。この方法は昨年度と同様であるが，さらに発現量を向

上させるために発現プロトコールを改良した。その結果，以下の発現プロトコールが，目的タンパク

質の発現量を大幅に改善させることがわかった。まず，培養プレートの大腸菌コロニーをスクレイパー

ですべてとり，100mLのLB培地に加えて，2～3時間程度37℃で前培養を行った（LB培地には

アンピシリンとピリドキシンをそれぞれ50mg/mLと0.01%になるように加えた）。わずかに白く懸濁

したら，1LのLB培地に加え，600nmのODが0.5になるまで37℃で培養した。その後，IPTGを

0.3mMになるように加え，37℃で約18時間培養した。回収した大腸菌を超音波で破砕し，上清画分

に含まれる目的タンパク質を精製した。

ヒトSRのC末端にHisタグを付加しているので，HisタグとNi2+イオンのアフィニティークロマ

トグラフィーで精製を行った。精製したヒトSRの純度はSDS-PAGEを用いて確認した。LB培地

2Lを用いて大腸菌を培養した場合，最大で9.6mgのヒトSRを得ることができた。昨年度までのプ
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ロトコールでは0.14～0.39mgであったので大幅に改善されたといえる。

【考察と今後の展望】

研究代表者の研究によって，野生型SRはC2D/C6D変異体よりも活性が高いことが判明した。今

後は，改良されたプロトコールを野生型SRに適用し，結晶化に十分な量のタンパク質を得る。また，

理化学研究所NMR施設の立体構造解析パイプラインによる無細胞タンパク合成の利用も検討する。

さらに，創薬等支援技術基盤プラットフォームの利用も検討し，立体構造解析が成功するよう多方面

から研究を進める。

【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，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。本年度は，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た。活性ありと認められた生薬に関しては，さらに脊髄損傷

モデルマウスでの活性評価を実施し，2つの生薬の有効性を見出した。
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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。本年度は，110種類

の生薬水エキスを検討し，3種（苦参，牛膝，連翹）に強い軸索再生活性が認められた。さらに，う

ち2種（苦参，連翹）は，脊髄損傷マウスの運動機能を有意に回復させた。これら3種の生薬エキス

の活性成分同定を目指し，溶媒による分画を行ない，各分画の成分プロファイルをLC-MSにより検

討した。

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ProteinkinaseA（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。つまり依然として慢性期に至った脊髄損傷の機能回復は極め

て困難であると考えられている。

グリア瘢痕は，慢性期脊髄損傷で神経軸索が伸展を阻害する物理的バリアであると同時に，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，いくつかの細胞モデル

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，主として，CSPGによる軸索伸展阻害を乗り越えて軸索を伸展させる活性に着目し，in

vitroにおける和漢薬のスクリーニングと，invivoでの運動機能改善作用についての評価を行った。
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【実験方法】

1）スクリーニングに用いた生薬エキス

和漢医薬学総合研究所内に保有されている，生薬（栃本天海堂より）水エキス110種類を用いた。

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としての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。

3）脊髄損傷マウスの運動機能障害に対する生薬エキスの改善作用

ddYマウス（雌性，8週齢）の第11胸椎を切除し，露出させた脊髄に6.5gの錘を3cm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，生薬水

エキス（300mg/kg，経口）の投与を30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，serotonin

（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

【実験結果】

マウス大脳皮質神経細胞を用いて，CSPG基質上の軸索形成に対する生薬水エキスの効果を検討し

た。実験は3回実施し，その平均値によって評価した。通常のpoly-D-lysineコーティング上の培養

時と比較して，CSPG基質上で培養した場合，軸索長は有意に短くなった。6日間，110種類の生薬

水エキスを，1,10mg/mlになるように処置し軸索が有意に伸展するかどうかを検討した結果，苦参

（10mg/ml），牛膝（10mg/ml），連翹（1mg/ml）に軸索長促進作用が認められた。

そこで次に，苦参，牛膝，連翹の各エキスを，脊髄損傷マウスに経口投与し，30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（18,576）=3.143,P<0.0001）とBSSスコア（薬物x経過日数の間の交互作用：
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F（18,576）=4.455,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（18,504）=2.618,P=0.0003）とBSSスコア（薬物x経過日

数の間の交互作用：F（18,504）=2.212,P=0.0029）が有意に改善した。一方，牛膝エキス投与で

は，BMSスコア（薬物x経過日数の間の交互作用：F（18,612）=1.004,P=0.4533）とBSSスコア

（薬物x経過日数の間の交互作用：F（18,612）=1.427,P=0.1122）ともに，溶媒投与群との差が見

られなかった。現在，それぞれのマウスから脊髄組織を摘出し，免疫組織染色により軸索形成の程度

を検討している。

これらの検討と並行させて，苦参，牛膝，連翹の各水エキスから，分画を作製し（共同研究者・紺

野の項），CSPG基質上の軸索形成に対する作用を検討中である。

【考察】

昨年度の研究においては，人参（栃本天海堂），黄耆（栃本天海堂），刺五加（栃本天海堂），桂莪

朮（中国江西省）について，初代培養大脳皮質神経細胞でのCSPG濃度勾配上における軸索伸展作用

を検討し，桂莪朮水エキスに活性を見出した。しかし，その伸展活性はあまり強くなく，脊髄損傷モ

デルマウスでの効果を期待することが難しいと考え，あらためて110種類の生薬を対象に，細胞での

スクリーニングを行った。結果として，CSPG上での軸索伸展阻害を乗り越える活性が，苦参，牛膝，

連翹に見出された。さらに苦参と連翹エキスは，脊髄損傷マウスの後肢運動麻痺を改善させる作用を

示した。現在，苦参および連翹中の活性成分の特定と，それらの作用機序について検討している。こ

れらの検討により，脊髄損傷治療薬の新たなシーズの提案が可能にな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

今回の研究結果より，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，この実験系を，薬物や活性化合物のスクリーニングに有効に利用

するとともに，薬物の作用機序の解明にも積極的に利用することができると考えている。

【参考文献】

1）KronvallE,SayerFT,NilssonOG.lprednisoloneinthetreatmentofacutespinalcordinjuryhasbecome

moreandmorequestioned.Lakartidningen.2005;102（24-25）:18871888,

2）PereiraJE,CostaLM,CabritaAM,CoutoPA,FilipeVM,Magalh・esLG,FornaroM,DiScipioF,Geuna

S,Maur・cioAC,Varej・oAS.Methylprednisolonefailstoimprovefunctionalandhistologicaloutcomefol-

lowingspinalcordinjuryinrats.ExpNeurol.2009;220（1）:71-81.

3）KumagaiG,OkadaY,YamaneJ,NagoshiN,KitamuraK,MukainoM,TsujiO,FujiyoshiK,KatohH,
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6）TohdaC,KuboyamaT.Currentandfuturetherapeuticstrategiesforfunctionalrepairofspinalcordinjury.

PharmacolTher.2011;132（1）:57-71.

7）TeshigawaraK,KuboyamaT,ShigyoM,NagataA,SugimotoK,MatsuyaY,TohdaC.Anovelcompound,

denosominamelioratesspinalcordinjuryviaaxonalgrowthassociatedwithastrocyte-secretedvimentin.Br
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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）。

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，4種の和漢生薬エキス（人参，黄耆，刺五加，桂莪朮）について薬理活性試験（大脳皮質

神経細胞における神経突起伸展作用，プロテオグリカン濃度勾配を持つ軸索終末部における軸索再生

活性）を行い，有意の活性を示すことがわかった。そこで今年度，対象を広げて110種の和漢生薬エ

キスについてスクリーニングを行なったところ，3種（苦参，牛膝，連翹）に強い軸索再生活性が認

められた。さらに，うち2種（苦参，連翹）は，脊髄損傷マウスの運動機能を有意に回復させた

（東田，久保山の報告参照）。これら3種の生薬エキスの活性成分同定を目指し，溶媒による分画を

行ない，各分画の成分プロファイルをLC-MSにより検討した。

【実験方法】

1.和漢生薬エキスの溶媒分画

生薬約45ｇを秤量した後，水900mLを加え，煎じ器（ウチダ和漢薬製）を用いて抽出した。溶媒

が沸騰するまで強火で加熱し（10～15分），その後とろ火で計1時間になるように加熱した。茶こし

でろ過した後，熱時綿栓ろ過し，ろ液を室温まで放冷後，凍結乾燥。得られた粗抽出物を300mLの
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水に溶かし，酢酸エチル（100mLx2）で抽出。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後，溶媒を減圧で留

去して，酢酸エチル分画を得た。水層にアンモニア水を加えて塩基性とし（pH~10），クロロホルム

（100mLx2）で抽出。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後，溶媒を減圧で留去して，アルカロイド分

画を得た。残った水層を凍結乾燥し，水分画を得た。

2.LC-MS分析

PDA検出器付AccelaHPLCシステム（ThermoScientific）とESIプローブ付LTQOrbitrapXLETD

（ThermoScientific）をタンデムにつないだLC-MSシステムを用いた。検出はフォトダイオードアレ

イとMSの同時検出。

i）サンプル調製

凍結乾燥した水分画を純水に溶解し，フィルターでろ過し，LC-MS用サンプルとした。乾燥した

酢酸エチルおよびアルカロイド分画は，50%メタノール水に溶解し，同様にフィルターでろ過し，

LC-MS用サンプルとした。すべてのサンプルは5mg/mLの濃度になるよう調製し，その10mLをLC

に注入した。

ii）LC条件

カラム：CAPCELLPAKC18MGIII（資生堂），5mm,1.5mmx150mm

カラム温度：25℃

移動相：A液（0.1%ギ酸/水），B液（0.1%ギ酸/アセトニトリル）

溶離条件：直線濃度勾配によるグラジエント（10→70%B/30分）

検出：全UV（200-600nm）

流速：200mL/分

iii）MS条件

ネブライザーガス：窒素（30psi,10L/分，350°）

測定範囲：50-2000amu

検出：正イオンモード

【結果】

1.和漢生薬エキスの溶媒分画

結果を以下の表に示す。牛膝が最も収量が高く，他2種の5倍近い。アルカロイド分画の収量も

高い。しかし，いずれも水分画が最も多く，80-90%を占める。酢酸エチル分画の収量は非常に低い

が，連翹だけアルカロイド分画より多いのが特徴的である。現在，各分画の活性を試験中。
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2.LC-MS分析

例として，苦参のL-MSプロファイルを以下に示す。
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各生薬エキスからの溶媒分画による収量

苦参 牛膝 連翹

収量mg 比率% 収量mg 比率% 収量mg 比率%

酢酸エチル分画 57 2 189 1 319 10

アルカロイド分画 425 15 3040 20 88 3

水分画 2411 83 12016 79 2667 87

計 2893 15245 3074



酢酸エチル分画に多くの成分が移行し，MSおよびMSMS解析によって，以下に示す14種の化合

物が同定できた。

現在，これらの情報をもとに，HPLCをはじめとした種々のクロマトグラフィーを用いて，活性成

分の分離・精製を進めている。

【考察】

今回，110種の和漢生薬エキスのスクリーニングから，3種（苦参，牛膝，連翹）の活性の強いエ

キスを選び，溶媒分画および得られた分画のLC-MSによる成分プロファイル分析を行った。ここで

得られた情報をもとに，活性成分を分離・精製し，活性物質を同定できれば，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。

【参考文献】

1）TohdaC.andKuboyamaT.Currentandfuturetherapeuticstrategiesforfunctionalrepairofspinalcordin-

jury.Pharmacol.Ther.（2011）132,57-71.

2）東田千尋：伝統薬物による神経変性疾患の克服-治療薬開発と病態機序の解明に向けて-,薬学雑

誌（2008）128,1159-1167.

3）NakayamaN.andTohdaC.WithanosideIVimproveshindlimbfunctionbyfacilitatingaxonalregrowthand

increaseinperipheralnervoussystemmyelinlevelafterspinalcordinjury.Neurosci.Res.（2007）58,176-

182.
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No. 化合物名 計算値[M+H］+ 実測値[M+H］+

1 Matrine/Isomatrine 249.1969 249.1960

2 Oxymatrine 265.1918 265.1909

3 9a-Hydroxymatrine/Sophoranol 265.1918 265.1910

4 KushenolO 563.1764 563.1755

5 Trifolirhizin 447.1291 447.1284

6 Trifolirhizinmalonate 533.1295 533.1287

7 Kuraridinol/Kurarinol 457.2227 457.2217

8 SophoraisoflavanoneA 371.1495 371.1488

9 Norkurarinol/KosamolO 443.2070 443.2064

10 KushenolI/KushenolN 455.2070 455.2062

11
Kurarinone/Kushenol
C/Isokurarinone/Kuraridine

439.2121 439.2113

12 SophoraflavanoneB 341.1389 341.1380

13 Methoxykurarinone 453.2278 453.2262

14
SophoraflavoneG/
SophoraflavanoneC

425.1965 425.1955



Ⅱ－３ 細胞接着班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博士の研究室では，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（投稿中）。

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班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

接着班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，細胞接着班の形成を制御する鍵となるpaxillinリン酸化の制御機構を解明することも重要と

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濃度勾配
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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）。以上のことから，CSPG濃度勾配上

のdystrophicendball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。

【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

培養2日後，戸島らの方法（Tojimaetal,2007）に準じて細胞を固定した。実験1では，固定5分

前に20mMforskolin（Sigma）あるいは溶媒を処置した。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.軸索終末部におけるPKA活性の可視化

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に対する抗体を用い，神経
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軸索終末部におけるPKAの活性を蛍光免疫染色法により可視化する実験を行った。均一なlaminin

基質上で後根神経節神経細胞を2日間培養した後，アデニル酸シクラーゼ賦活薬forskolin（cAMPの

産生を増加させることによってPKAを活性化する）あるいは溶媒を処置した。その後，pS96PKARII

に対する抗体及びPKARIIに対する抗体を用いて免疫染色を行った。軸索終末部における蛍光強度

を定量した結果，forskolin処置群ではpS96PKARIIの発現量が溶媒処置群に比べて有意に増加して

いた。一方，PKARIIの発現量はforskolin処置群と溶媒処置群の間で有意な差はなかった。また各軸

索終末部において，pS96PKARIIの発現量に対するPKARIIの発現量の比を算出した結果，forskolin

処置群では溶媒処置群に比べて有意に増加していた。以上のことから，軸索終末部においてもPKA

が活性化する時にPKARIIの96番目のセリン残基のリン酸化が増加することが明らかになった。

2.DystrophicendballにおけるPKAの活性

CSPG濃度勾配基質あるいはlaminin基質上で培養した神経細胞の軸索終末部におけるPKAの活性

を評価した。CSPG濃度勾配上で培養した神経細胞の軸索終末部（dystrophicendball）では，pS96PKA

RIIの発現量及びpS96PKARIIの発現量に対するPKARIIの発現量の比が，laminin基質上の軸索終

末部に比べて有意に増加した。一方PKARIIの発現量は，いずれの基質上の軸索終末部でも有意な

差が見られなかった。

【考察】

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

ことが示された。以前の久保山の研究で，PKA阻害剤処置により CSPG濃度勾配上の dystrophic

endballが前方への移動を再開することを明らかにしており，PKAの活性化が軸索再生不全の要因と

なっている可能性が高い。CSPG濃度勾配の下流シグナルを解析した研究はこれまでにほとんどなく，

PKAの活性化が含まれることを示したのは本研究が初めてである。今後はCSPG濃度勾配を検知す

る受容体を含めたPKA活性化の機序を明らかにしていく予定である。そしてCSPG濃度勾配上で細

胞接着班の形成を制御して軸索再生不全となる一連の分子機序を解明し，軸索再生誘発に重要となる

分子を決定する。さらにその分子の活性を制御する薬物を本研究班の紺野博士と協力して生薬及びそ

の成分中から見出し，本研究班の東田博士と協力して脊髄損傷モデル動物を用いた活性薬物の解析を

行う予定である。
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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

糖尿病網膜症や加齢黄斑変性症，緑内障などの眼疾患は加齢が危険因子である。高齢化が進んでい

る現代において，これら疾患の治療法確立は急務である。Invitro薬理試験によって，これら眼疾患

に対する創薬シーズは見いだされてきているものの，末梢投与にて効果を示す薬物の開発はほとんど

進んでおらず，眼球内投与などが適応されている。眼球内への薬物投与は患者への負担が大きいこと

から，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は末梢投与による投与戦略

構築が必須である。末梢投与された薬物の網膜への移行は，両コンパートメントを隔てる血液網膜関

門（BRB）によって制限されていることから，BRBを介した循環血液から網膜への突破法確立は，

末梢投与による眼疾患治療戦略構築に繋がる。

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，そして本分子の薬物認識特性解明を目的としている。そして，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。本課題二年目においては本カチオン輸

送機構の特性を精査すると共に薬物認識特性を評価した。さらに，本輸送機構の候補分子となりうる

オーファントランスポーターのBRBにおける発現を解析すると共に，openreadingframe（翻訳領域）

をクローニングし，薬物等の輸送機能を評価した。また，効率的な薬物誘導体化を実施するため，塩

基性官能基修飾法について検討した。

初年度の研究成果および結論

細谷班は内側血液網膜関門（innerBRB）においてverapamil輸送に関与する「分子実体が明らかに

されていない輸送担体」について，初年度に得られた成果を元として，機能的評価を実施した。循環血

液と脳を隔てる関門である血液脳関門（BBB）において，古典的H1アンタゴニストであるpyrilamine

のインフラックス輸送に関与する機構の存在が報告されている（参考文献#1）。そこで，本輸送機構と

の同一性をinnerBRBモデル細胞株である条件的不死化ラット網膜毛細血管内皮細胞株（TR-iBRB2
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細胞）を用いて評価した。また，verapamil輸送に対し強力な阻害効果が示されたpropranololについ

てもTR-iBRB2細胞における輸送を解析し，verapamil輸送との同一性を検証した。輸送解析の結果，

verapamilの輸送特性はpyrilamineやpropranololとは異なることが示され，内側血液網膜関門novelカ

チオン性薬物輸送機構は血液脳関門に存在するpyrilamine輸送機構とは異なる，全く新しい機構であ

ることが示唆された。なお，本成果の一部はPharmaceuticalResearchに投稿し，2013年に掲載の予定

である（参考文献#2）。

赤沼班はverapamil及びpropranololをプローブ薬物とし，抗炎症薬などの血液網膜関門novel輸送

機構認識性を評価した。その結果，内側血液網膜関門novelカチオン性薬物輸送機構はカチオン性官

能基を有する抗炎症薬は認識しないことが示唆された。一方，その他薬物の認識傾向を評価したとこ

ろ，非イオン帯電性官能基（1-3級アミン）を有する化合物について，水-オクタノール分配係数

（LogD）値と認識性の指標（阻害率）との相関が示され，薬物誘導体化に向けての指標が得られた。

久保班は初年度から継続して血液網膜関門verapamil認識型輸送担体の分子実体解明を実施してい

る。BRBは網膜毛細血管内皮細胞を実体とするinnerBRBと網膜色素上皮（RPE）細胞を実体とする

外側血液網膜関門（outerBRB）の2つで構成されている。OuterBRBにおいてもverapamil認識性輸

送担体の存在が示唆されていることから，ラット初代培養RPE細胞におけるmRNA発現解析を実施

し，候補分子の幅を広げた。その結果，候補分子としてinnerBRBとouterBRB両方に，または片方

に発現するsolutecarrier（SLC）トランスポーターとして6分子を，細菌類ホモログ分子として8分子

を新たに候補分子として選定した。初年度に決定した分子を含め，計14分子についてORFを単離し，

候補分子XenopusLaevis卵母細胞発現系を構築した。本卵母細胞発現系におけるverapamil輸送機能

を評価した結果，verapamil輸送機能を有したのは7分子であった。これらの分子はBRBにおいて

verapamilインフラックス輸送に関与する可能性があり，その寄与を今後明らかにする予定である。

松谷班はパスポート構造として1,2-ジアゼピン誘導体について，一般性の高い新合成法の確立を

実施した。ヨードベンゼン誘導体を出発物質とし，原料化合物となる，各種置換シクロブテノン誘導

体の合成を行い，良好な収率で得ることに成功した。本化合物のなかで3-（4-tolyl）cyclobutenoneを原

料として1,2-ジアゼピン環形成反応について条件検討を行った結果，収率として最大85%を達成し

たが，エノール型ジアゼピンとイミン型ジアゼピンの生成比は82:18であった。なお，エノール型ジ

アゼピンとイミン型ジアゼピンの生成比が1:1となる反応について最大収率は73%であった。上記

検討にて見出された最適条件にて，各種置換シクロブテノンを原料として反応の一般性を検証した結

果，エノール型ジアゼピンの生成比が高い割合であるものの，様々な置換誘導体の収率は59-84%

と概ね良好であった。以上の検討を基に，エノール型ジアゼピンのみを高収率で得る方法，そしてエ

ノール型ジアゼピンをイミン型ジアゼピンへ異性化させる条件についても検証した。その結果，反応

条件の最適化に成功し，それぞれを単一生成物として得ることが可能となった。
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以上のように，血液網膜関門novelカチオン性薬物輸送担体について，その化合物認識特性が明ら

かとなり，分子実体の探索および機能評価の戦略に一定の目処が立った。さらに，環状アミン化合物

として中枢神経系への移行性が高い，1,2-ジアゼピン誘導体合成について，生成比等の調節が可能な

方法を確立した。抗血管新生薬や抗炎症薬など網膜への移行性が熱望される薬物について，novelカ

チオン性薬物輸送担体認識性が非常に低いことも明らかになったことから，今後は網膜移行性を向上

させるための誘導体化戦略を構築すると共に，分子実体の同定とその重要性の解明に着手する予定で

ある。

【参考文献】

1.OkuraT,HattoriA,TakanoY,SatoT,Hammarlund-UdenaesM,TerasakiT,DeguchiY;Involvementof

thepyrilaminetransporter,aputativeorganiccationtransporter,inblood-brainbarriertransportof

oxycodone.,DrugMetab.Dispos.,36,2005-13(2008)

2.KuboY,KusagawaY,TachikawaM,AkanumaS,HosoyaK;InvolvementofaNovelOrganicCation

TransporterinVerapamilTransportAcrosstheInnerBlood-RetinalBarrier.,Pharm.Res.,inpress.
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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，加齢

性黄斑変性症などの治療薬を送達することである。申請者は初年度までの研究成果から，血液網膜関

門（BRB）を介した循環血液中から網膜へのverapamil移行性は脳と比較し非常に高く，その過程には

既報の有機カチオントランスポーターであるOCTやOCTN,MATE,PMATとは異なる輸送機構が関

与する可能性を見いだしている。一方，この輸送は古典的H1アンタゴニストであるpyrilamineやb-

ブロッカーであるpropranololによって阻害されていた。Pyrilamineについて，血液脳関門（BBB）に

おけるpyrilamineを基質とする分子実体不明の未知トランスポーターの存在が示されている（参考文

献#1）。Propranololは脳への移行性が高い薬物であり，既報のトランスポーターでは説明の付かない

pyrilamineの他に鎮痛剤naloxoneの脳移行を阻害することが報告されている（参考文献#2）。従って，

BRBに存在するverapamilトランスポーターの特性を明らかにする上で，pyrilamineとpropranolol輸

送機構との比較することは重要である。本年度は，BRBを介したpyrilamineとpropranololの輸送特

性を詳細に解析し，verapamil輸送特性との同一性と相違性を評価した。

【実験手法】

（A）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。

（B）TR-iBRB2細胞における[3H]pyrilamineおよび[3H]propranolol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の状態になっ

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]pyrilamineもしくは[3H]propranolol（PerkinElmerLife&AnalyticalSciences）
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を0.5mCi/mLとなるようにextracellularfluid（ECF）buffer（122mMNaCl,25mMNaHCO3,3mMKCl,

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mediumを除去した。ECF

buffer（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.1）。

[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。

（C）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]propranololand0.5mCi/injectate[14C]n-butanolinRinger-HEPESbuffer

（pH7.4））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。Retinaluptake

index（RUI,%）およびbrainuptakeindex（BUI,%）はEq.1から算出した。

（D）データ解析

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-wayanalysisofvari-

ance（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。
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【結果・考察】

A.TR-iBRB2細胞における[3H]pyrilamine輸送と本細胞への[3H]verapamil輸送との比較

TR-iBRB2細胞における[3H]pyrilamine取り込み輸送は少なくとも1分まで直線性を示した。その取

り込み輸送は4℃において約50%，非標識pyrilamine共存下（500mM）において58%それぞれ低下

した。TR-iBRB2細胞へのpyrilamine輸送の濃度依存性を検証した結果，高親和性（Km,1=20.2±4.4

M;Jmax,1=0.837±0.179nmol/（min･mgprotein））と低親和性（Km,2=252±6mM;Jmax,2=22.3±0.8

nmol/（min･mgprotein））の2相を示した。以上の結果から，innerBRBにおけるpyrilamine輸送は担

体介在型であり，その機構は高親和性と低親和性の2種類であることが示唆された。BBBにおける

pyrilamine輸送について，BBBモデル細胞である条件的不死化ラット脳毛細血管内皮細胞株（TR-

BBB13細胞）へのpyrilamine輸送のKm値は28mMと報告されており（参考文献#1），TR-iBRB2細

胞における高親和性pyrilamine輸送のKm値と近似している。TR-iBRB2細胞にはBBBに存在する

pyrilamine輸送機構の他にもう一つの低親和性輸送機構が存在することが示唆された。

TR-iBRB2細胞へのpyrilamineとverapamilの輸送特性について比較した。細胞外pH依存性を評価

した結果，pH7.4条件下における取り込みと比較し，pH6.4条件下では両薬物共に変動しなかったも

のの，pH8.4条件下において[3H]pyrilamineの輸送は有意に上昇した（Fig.1）。各種薬物・化合物共

存下（500mM）においてTR-iBRB2細胞への[3H]pyrilamine取り込み輸送を評価した結果，OCTN2の

基質であるL-carnitineは[3H]verapamil輸送を阻害したものの，[3H]pyrilamine輸送は阻害しなかった

（Fig.2）。一方，その他の薬物・化合物について阻害スペクトルは類似していた。Pyrilamineとverapamil
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cells.

ExtracellularpH-dependenceofdrugs'uptakewasexaminedat37℃ for3min.Eachcolumnrepresentsthe

mean± S.E.M.(n=3-6).*p<0.01,significantlydifferentfromtheuptakeatextracellularpH7.4.



との輸送機構の同一性をさらに検証するため，verapamil共存下におけるpyrilamine輸送の濃度依存

性解析とpyrilamine共存下におけるverapamil輸送の濃度依存性解析にて評価した。本結果から，TR-

iBRB2細胞へのverapamil輸送をpyrilamineは競合的に阻害するものの，TR-iBRB2細胞へのpyrilamine

輸送を verapamilは競合的に阻害しないことが示された。以上の結果から，innerBRBにおける

pyrilamine輸送機構はverapamilの輸送機構とは異なることが示唆された。

TR-iBRB2細胞への[3H]propranolol輸送についても比較検討を実施した。[3H]Propranololの外部pH

変動の影響を解析した結果，pH7.4条件下と比較し，pH6.4条件下において変動せず，pH8.4条件下

において有意に上昇した。また，500mML-carnitine共存による阻害効果は示されず，それ以外の薬

物について効果はverapamilおよびpyrilamineと同様であった。これらの結果はTR-iBRB2細胞にお

ける[3H]propranolol輸送が本細胞へのpyrilamine輸送と類似していることを示唆している。TR-iBRB2

細胞への propranolol輸送について，verapamilと pyrilamine輸送との同一性を検証した。Verapamil

（200mM）共存下における濃度依存的なpropranolol輸送をLineweaver-Burkplotした結果，非共存下

における結果とy軸上で交差せず，verapamilはpropranolol輸送を競合的には阻害しないことが示唆

された。一方で，pyrilamine（200mM）共存下における濃度依存的なpropranolol輸送をLineweaver-

Burkplotした結果，非共存下における結果とy軸上で交差し，そのKi値は356mMと算出された。

本Ki値はTR-iBRB2細胞におけるpyrilamine輸送の低親和性輸送のKm値（252mM）と近似した。以

上の結果を総合すると，innerBRBにおけるpropranolol輸送はpyrilamine輸送の低親和性輸送機構と

同一ではあるものの，verapamilの輸送機構とは異なると考えられた。
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Figure2Effectofinhibitorsonuptakeof[3H]verapamil(A)and[3H]pyrilamine(B)byTR-iBRB2cells.

Uptakeofthesedrugswasperformedat37℃ for3minintheabsence(control)orpresenceofinhibitors.

Eachbarrepresentsthemean± S.E.M.(n=3-6).*p<0.01,significantlydifferentfromthecontrol.



B.InvivoBRBを介した[3H]propranolol網膜移行特性と[3H]verapamilの移行性との比較

Invivo環境下における[3H]propranololのBRB透過様式を解析し，[3H]verapamilのBRB透過様式

と比較した。[3H]PropranololのRUI値は非標識propranolol（40mM）およびpyrilamine（40mM）共存

下にて薬物非共存条件下（コントロール）と比較し50%以上低下した。また，verapamil（3mM）共

存にて，[3H]propranololのRUI値はコントロールと比較し27%低下した。一方，choline（40mM）共

存下とコントロールとの間に有意な変化は示されなかった。この阻害プロファイルは[3H]verapamil

のRUI法による実験結果と，verapamil（3mM）の効果を除き，類似していた。従って，invivoBRB

を介した[3H]propranolol輸送について，薬物感受性はBRBにおけるverapamil輸送と類似しているこ

とが示唆された。

[3H]PropranololのBRBインフラックス輸送について，典型的な有機カチオン/アニオントランスポー

ター阻害剤の効果を検証した。OCTおよびOCTNの基質であるtetraethylammonium（TEA）共存（40

mM）にて [3H]propranololの RUI値は，コントロールと比較し35%低下し，OAT基質である p-

aminohippurate共存（40mM）にて阻害効果は示されなかった。InnerBRBモデルであるTR-iBRB2細

胞への[3H]propranolol輸送はTEAでは阻害されなかったものの，outerBRBにはTEA感受性の輸送

機構である OCT3（SLC22A3）の発現が報告されている（参考文献 #3）。従って，BRBを介した

propranolol輸送にはinnerBRBの分子だけではなく，outerBRBに存在するOCT3が関与する可能性

が考えられた。

以上の結果を総合すると，invivoBRBを介したpropranolol輸送へのinnerBRBに存在するpyrilamine

感受性輸送機構，そしてouterBRBに存在するOCT3の関与が示唆された。

【結論および展望】

本研究結果から，innerBRBにおいて存在するカチオン性薬物輸送機構として，以下の3種類の存

在が導き出された。

1.Verapamilを基質とし，pyrilamineを阻害剤とする（基質ではない）輸送担体。

2.Pyrilamineとpropranololを基質とし，verapamilを基質としない輸送担体。

3.Pyrilamineを基質とするものの，verapamilとpropranololを基質としない。

この3種類の分子機構について，それぞれの認識特性に基づく網膜（と脳）への移行性については

課題として残されたものの，少なくともこれらの機構に認識される薬物はBRB透過性が非常に高い

と考えられる。また，輸送基質のパスポート構造決定には至っていないものの，後述の赤沼班の研究

成果からも脂溶性の高いアミン系薬物が基質である可能性が高く，今後はそのモデル薬物・化合物に

ついてBRB透過性を詳細に評価する予定である。
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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する。抗炎症薬の網膜へのデリバリーを考える上で，血液網膜関門verapamil認

識性novelカチオン性薬物輸送担体の認識性及びその特徴を明らかにすることは重要である。炎症メ

ディエーターであるプロスタグランジン合成を阻害する抗炎症薬として非ステロイド性抗炎症薬

（NSAIDs）が挙げられ，一部のNSAIDsにはカチオン性構造が組み込まれている。これまでの研究か

ら，血液網膜関門（BRB）に存在する新規カチオン性薬物輸送担体はアミン構造を有する薬物を認識

する可能性が示唆されたことから，本輸送担体は網膜へのNSAIDsのデリバリー戦略構築において重

要と考えられる。そこで，invivoBRBの特性を良好に保持するTR-iBRB2細胞をソース，カチオン

性薬物輸送スクリーニングプローブとして[3H]verapamilと[3H]propranololを用い，抗炎症薬の認識

性を評価した。それに加え，昨年度から遂行している新規カチオン性薬物輸送担体の薬物認識につい

て化合物構造を基とした特徴付けを[3H]propranololをプローブ薬物として実施した。

【実験手法】

（A）BRBモデル細胞の培養

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。

（B）TR-iBRB2細胞における[3H]verapamilおよび[3H]propranolol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の状態になっ

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]pyrilamineもしくは[3H]propranolol（PerkinElmerLife&AnalyticalSciences）

を0.5mCi/mLとなるようにextracellularfluid（ECF）buffer（122mMNaCl,25mMNaHCO3,3mMKCl,
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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mediumを除去した。ECF

buffer（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.1）。

化合物共存に伴うcell/mediumratioの変動はEq.2のpercentageofcontrolにて表した（Eq.2）。

（C）データ解析

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。

【結果・考察】

A.TR-iBRB2細胞における[3H]verapamilおよび[3H]propranolol輸送へのNSAIDsの効果

アミン構造を有する NSAIDsである diclofenacや celecoxib,meloxicam,mefenamicacidを用い，

[3H]verapamilや[3H]propranololのTR-iBRB2における輸送への効果を検証した。なお，アミン構造を

有さないNSAIDsとしてacetylsalicylicacidを，NSAIDsではないものの構造としてアミンを有し，

NSAIDsと構造類似性を有する血管新生阻害薬としてsorafenibとpazopanibを，用いた。TR-iBRB2

細胞への [3H]verapamil輸送は acetylsalicylicacidや meloxicam,mefenamicacid,celecoxib,sorafenib,

pazopanib共存によって阻害されなかった（Fig.1A）。また，その[3H]propranolol輸送はdiclofenacや

acetylsalicylicacid,celecoxib,sorafenib,pazopanibによって有意に変動しなかった（Fig.1B）。以上の結

果から，innerBRBに存在するnovelカチオン性薬物輸送担体はこれらの薬物を認識しないことが示

唆された。
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B.[3H]Propranololをプローブとした，TR-iBRB2におけるアミン系薬物認識特性評価

上述のように，既報の抗炎症薬はinnerBRBに存在するnovelカチオン性薬物輸送担体に対する認

識性が低いことから，網膜への抗炎症薬デリバリーを実現するためには，薬物の誘導体化戦略を執る

必要がある。そこで，薬物誘導体化を行う上での最終化合物の物性について特徴を決定することを目

的とし，InnerBRBに存在するnovelカチオン性薬物認識性薬物輸送担体について，アミン系薬物認

識特性を評価した。カチオン性薬物や内因性カチオン性化合物を20種類選択し，TR-iBRB2細胞への

[3H]propranolol輸送解析時に共存させ，阻害効果を検証した。4級アンモニウムを有する薬物や一部

の3級アミン+2級アミンを共に有した薬物の8つを除き，12種類の薬物について阻害率とRinger

（pH7.4）-オクタノール分配係数（DC）の対数値との正の相関が示された（p<0.01）。一方で，分子量

や分子体積，水素結合数，分子極性表面積とDCとの相関性は示されなかった。以上の結果から，

innerBRBに存在するnovelカチオン性薬物輸送担体は，カチオン帯電性構造を有するのみで化合物

（基質）を認識するような単純な機構ではないことが示唆された。

【結論および展望】

本研究結果から，市販の抗炎症薬はBRBに存在するnovelカチオン性薬物輸送機構に認識されな

いことが示唆された。さらに，この市販の抗炎症薬をnovelカチオン性薬物輸送機構へ認識させるた

めの戦略として，4級アンモニウムを含まない脂溶性アミン化合物誘導体化が方策の一つと考えられ

た。ただし，阻害率は必ずしも輸送基質としての親和性を反映していないことから，上述の構造的特

徴を有する薬物が輸送基質となるか評価を行うと共に，誘導体化した薬物の輸送活性をinvivo・

invitro両面から評価する予定である。
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Figure1Effectofseveraldrugson[3H]verapamiland[3H]propranololuptakebyTR-iBRB2cells.

Uptakeof[3H]verapamil(A)and[3H]propranolol(B)byTR-iBRB2cellswasperformedintheabsence

(control)orpresenceofdrugsat37℃ for3min.Eachbarrepresentsthemean± S.E.M.(n=3-16).



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 講師 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。

初年度の研究にて，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基質認識性が明確

ではない，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BRBの一つである内側血液網膜関門（innerBRB;網膜毛細血管内

皮細胞を実体とする）における発現解析と，発現分子の輸送解析を一部実施した。BRBはinnerBRB

だけではなく，網膜色素上皮（RPE）細胞を実体とする外側血液網膜関門（outerBRB）によっても構

成されており，網膜への物質供給に役割を果たすことが明らかにされている。従って，innerBRBと

（もしくは）outerBRBにおいて発現するnovelカチオン輸送担体は，網膜への物質供給を担う輸送担

体の候補となりうる。そこで，本研究では，novelカチオン性薬物輸送担体候補分子群の探索をinner

BRBとouterBRB両面について実施することで，BRBの有機カチオン性薬物透過機構を分子の観点

から解明することを目的とした。

【実験手法】

（A）BRBモデル細胞の培養

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。

InvitroouterBRBモデル細胞として，ラット初代培養RPE細胞を用いた。ラットから眼球を摘出

し，5%ポビドンヨード液にて消毒し，Hank・sBalancedSaltSolution（HBSS;138mMNaCl,5.6mM
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D-glucose,0.44mM KH2PO4,4.2mM NaHCO3,0.34mM Na2HPO4,0.22mM Phenolred）で洗浄後，

40U/mLtesticularhyaluronidaseと20U/mLcollagenase,0.1%trypsinを含有したHBSSにてインキュ

ベート（37℃,50分）した。RPE細胞を眼球から採取し，遠心すること（1,200×g,4℃,10分）で回

収した。ペレットを20%ウシ胎児血清と抗生物質を含有したダルベッコ変法イーグル培地（DMEM）:

F12で再懸濁後，37℃インキュベーター（5%CO2/air）にて培養後，実験に用いた。

（B）細胞及び網膜からのtotalRNAの回収およびRT-PCR法によるmRNA発現解析

培養した細胞がdish中にて90-100%コンフルエントに達していることを確認し，RNeasyMinikit

（QIAGEN）を用い，各細胞のtotalRNAを調製した。ラット網膜totalRNAは，6週齢雄性Wistarラッ

ト眼球から網膜を単離し，TRIzolreagent（Invitrogen）を用いてtotalRNAを調製した。

それぞれのtotalRNAをサンプルとし，oligodTprimerとReverTraAce（TOYOBO）を用いて逆転

写反応を行い，cDNAを合成した。なお，ReverTraAce非含有サンプルも作成した（RT（-）サンプル）。

それぞれのcDNAを用い，ExTaq・polymerase（Takarashuzo）をpolymeraseとしてPCRを行った。各

標的分子特異的なprimerを設計し，反応条件は94℃で2分denature処理後，94℃で30秒，55℃で

30秒，72℃で1分のインキュベートを30-40サイクル行い，増幅産物を得た。PCR増幅産物に対し

て1/10量の10×DNAloadingbuffer（0.25%BPB,0.25%xylenecyanolFF及び50%glycerol）を加え，

ethidiumbromideを含んだ2%agarosegel[2%agarose,0.6mg/mLethidiumbromideを含むTAEbuffer

（40mMTrisbase,40mMaceticacid,1mMEDTA）]にloadingし，TAEbufferを泳動バッファーとし

てMupid21ミニゲル泳動槽（CosmoBio）を用い100Vで45分泳動を行った。バンドの検出はBio

Printer（BioCraft）を用いて行った。増幅産物はpGEM-Teasyvector（Promega）に組み込んだ後にABI

PRISM3130GeneticAnalyzer（AppliedBiosystems）を用いて，増幅産物の配列を確認した。

（C）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RiboMAXTMLargeScaleRNAProductionSystem-

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,1.8mMCaCl2,1mMMgCl2,5mMHEPES,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23nL注入し，4日間さらに培養

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,1mMMgCl2,1.8mMCaCl2,5mMHEPES,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，37℃で20分プレインキュベーションし，
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tracerbuffer中でインキュベーションすることで（37℃）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3mL

Monofluor（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。

（D）データ解析

塩基配列はGENETYX・-SV/RCversion10（GENETYXCo.）にて解析した。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-wayanalysisofvari-

ance（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。

【結果・考察】

A.BRBモデルにおけるnovelカチオン性薬物輸送担体候補分子の発現

InnerBRBおよびouterBRBモデルにおけるnovelカチオン性薬物輸送担体候補分子mRNA発現を

RT-PCR法にて解析した。SLCファミリーとして10分子，大腸菌トランスポーターホモログ（EstT）

として12分子について解析した結果，①InnerBRBとouterBRB共に発現する分子，②InnerBRBに

のみ発現する分子，そして③OuterBRBにのみ発現する分子，の3つに分類されるmRNA発現プロ

ファイルが得られた（Table1）。

B.Novelカチオン性薬物輸送担体候補分子のopenreadingframe単離と発現系構築

発現が示された分子について，発現系構築を目的とし，openreadingframe（ORF）単離を試みた。

InnerBRBおよびouterBRBそれぞれをtotalRNAソースとしてPCR法にて検討した結果，計14分子

（SLCファミリーについて5分子，EstTについて9分子）のORF単離に成功した。また，これら
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Table1mRNAexpressionprofileofnovelorganiccationdrugtransportercandidatesattheinnerand
outerBRB.

Molecules
①Expressedattheinner
andouterBRB

②Expressedattheinner
BRB

③Expressedattheouter
BRB

SLCfamily 6molecules 1molecule 0

EstT 7molecules 2molecules 2molecules



ORFは現在アフリカツメガエル卵母細胞発現系構築用プラスミドであるpGEM-HEのマルチクロー

ニングサイトに組み込み，cRNA合成に成功している。

C.輸送対象化合物の選定

カチオン性薬物トランスポーターの多くは含窒素

官能基を認識し化合物を輸送すると考えられている。

Verapamilは「Tertiaryamine」と「Nitrile」を含有す

る。今回単離したクローンについて，verapamilを

含めたカチオン性薬物・化合物の認識性を解明する

ことは，分子実体決定後の網膜への薬物デリバリー

応用への重要な知見に繋がる。そこで，verapamil

とは異なる構造化合物として「Primaryamine」と

「Secondaryamine」を含むspermineを始めとして，

構造的特徴が異なる7化合物を選定し（Table2），

アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いた輸送実

験に供した。

D.候補分子発現アフリカツメガエル卵母細胞を用いた化合物輸送解析

アフリカツメガエル卵母細胞へ候補分子 cRNAを

microinjectionすることで，候補分子を卵母細胞に発現

させ，C.に記載した薬物・化合物の輸送評価した。過

去にヒトホモログにおいてspermineなどのポリアミン

指向性を有する分子である SLCファミリー分子

（Slc12a8）について [3H]spermine輸送活性が示された

（Fig.1）。それ以外の分子について，各種化合物の輸送

機構について評価した結果，各分子の特徴としてTable

3に示すような特徴が示された。また，この特徴から導

き出される，「Verapamil輸送候補分子」はSLCファミ

リーに属する分子として1分子，EstTとして6分子見

出された。
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Table2Testcompoundfortransportstudy

Compound Functionalgroup

Verapamil
・Tertiaryamine
・Nitrile

Spermine
・Primaryamine
・Secondaryamine
・Noaromaticring

CompoundA
・Tertiaryamine
・Pyridine

CompoundB ・Pyridinium

CompoundC
・Ammonium
・Noaromaticring

CompoundD
・Primaryamine
・Organicamido
・Carboxylgroup

CompoundE
・Amine（-）
・Noaromaticring
・Sulfate

Figure1[3H]SpermineuptakebySlc12a8-

expressingoocytes.

Uptakeexperimentwasperformedat20

℃ for120minand180min.Eachcolumn

representsthemean± S.E.M.(n=7-10).

*p<0.01,significantdifference.



【結論および展望】

本年度の解析から，BRBに存在するverapamil認識型novel有機カチオン性輸送担体候補として，7

分子見出された。アフリカツメガエル卵母細胞は両生類の細胞であることから，その分子を介した薬

物輸送について，ほ乳類においてどのような様式であるか解析することで，「循環血液中に存在する

薬物の網膜への移行に関与する」ことが明らかになると期待される。現在，cRNA合成用プラスミド

に組み込んでいる候補分子ORFについて，ほ乳類細胞への発現系構築用のプラスミドであるpcDNA4

プラスミドへの組み換えを行っており，次年度は本プラスミドを用いた発現系構築を試みる。Verapamil

輸送について，BRBを介し循環血液中から網膜への移行に関与すると考えられた分子について，

RNA干渉法によってその寄与を評価する。その分子の寄与が示された場合は，本課題最終目標であ

る「標的分子に対する抗体を用いたターゲッティング法」を確立するため，候補分子を標的とした抗

体作成に着手する予定である。
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Table3Summaryoftransportstudyusingcandidate-expressingoocytes

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）



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

【研究の背景と目的】

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。本年度は，パスポート構造の候補として含窒素

複素環構造を想定し，特に7員環を有する1,2-ジアゼピン誘導体を構築するための，一般性の高い新

手法の開発を行うこととした。ジアゼピン骨格は窒素原子の求核性により四級アンモニウム化などの

化学修飾が可能であり，化合物の物性チューニングが容易であること，また，構造物性に影響を与え

る互変異性構造がジアゼピン骨格上では可能であることが，その理由である。筆者らは，これまでに

独自の手法によるベンゾジアゼピン骨格構築法を開発しており，本法が本目的の達成に直線的に応用

可能と見込まれる。すなわち，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，1,2-ジアゼピン骨格の新規構築法として検討を行うこ

とにした。また，本骨格に存在する互変異性体の存在についても精査し，異性体を効果的に合成し分

けるための反応条件についても検討を行うものとした。更に，今後実際に研究を進める予定であるプ

ローブ薬物へのパスポート構造付加も念頭におき，合成可能な1,2-ジアゼピン誘導体の置換基一般性

や，反応性や安定性についての情報を得ることも，本研究の目的である。

【実験手法】

1,2-ジアゼピン形成反応の基質となるシクロブテノン誘導体（1）は，置換アセチレン類とジクロロ

ケテンとの[2+2]環化付加反応を利用して合成を行う。本化合物に対し，ジアゾメチレンアニオン

（2）を低温下にて求核付加させ，生じたオキシアニオンにより加速される4p-8pタンデム型電子環

状反応により，中間体3および4を経て，目的とする1,2-ジアゼピン誘導体（5または6）を合成す

るよう計画した（Scheme1）。
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（[2+2]環化付加反応によるシクロブテノン誘導体1の合成の実施例）

Toasolutionof4-tolylacetylene(4.76g,41.0mmol)andzinc-coppercouple(10.0g,153

mmol)inEt2O(82mL)wasaddedthesolutionoftrichloroacetylchloride(1.70g,103

mmol)indimethoxyethane(31mL)viacannulaat0℃.Afterstirringfor15min,thecoolingbathwasremoved

toallowthereactiontowarmuptoroomtemperature.Afterstirringfor1.5h,theresultingmixturewasfiltered

throughCelite(solvent;hexane).Thecombinedorganicextractswerewashedwitheachofice-cold0.5Mhy-

drochloricacid,ice-cold5%sodiumhydroxidesolution,andbrine,driedoverMgSO4,filtered,andconcen-

tratedunderreducedpressure.Thecrudemixturecontaining4,4-dichlorocyclobutenonewasdirectlysubjected

tothenextreactionwithoutfurtherpurification.

Toasolutionofzincdust(7.89g,121mmol)andtetramethylethylenediamine(18.1mL,121mmol)inEtOH

(42mL)weredropwisedaceticacid(6.9mL,121mmol)andthenthesolutionof4,4-dichlorocyclobutenone

(4.75g,20.9mmol)inEtOH(42mL)viacannulaat0℃.Afterstirringfor15minatthesametemperature,

thecoolingbathwasremovedtoallowthereactiontowarmuptoroomtemperature.Afterstirringfor1h,The

resultingmixturewasfilteredthroughCelite(solvent;hexane:Et2O=1:1).Thecombinedorganicextractswere

washedwitheachof10%hydrochloricacid,saturatedaqueousNaHCO3,andbrine,driedoverMgSO4,filtered,

andconcentratedunderreducedpressure.Theresiduewaspurifiedbyflashcolumnchromatographyonsilica

gel(hexane)toaffordthecyclobutenone(2.00g,12.7mmol,31%)asayellowsolid.

Mp97-100℃;1H-NMR(500MHz,CDCl3):d7.52(2H,d,J=7.8Hz),7.31(2H,d,J=7.8Hz),6.32(1H,

s),3.51(2H,s),2.44(3H,s);13C-NMR(126MHz,CDCl3):d187.2,170.6,142.5,129.3,128.6,128.45,128.38,

48.2,21.5;IR(KBr):1699cm-1;MS(EI)m/z158(M+);HRMS(EI)calcdforC11H10O:158.0732,found:

158.0758.

（1,2-ジアゼピン誘導体5の合成の実施例）

Toasolutionofethyldiazoacetate(44.5mg,0.39mmol)indryTHF(1.3mL)

wasaddedn-BuLiinhexane(1.6M,0.33mL,0.52mmol)at-78℃,andthe
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mixturewasstirredat-78℃for15min.Totheabovemixturewasaddedasolutionofthe3-(4-methoxyphenyl)

cyclobutenone(45.0mg,0.26mmol)indryTHF(1.3mL).Afterstirringfor15minatthesametemperature,

thecoolingbathwasremovedtoallowthereactiontowarmuptoroomtemperaturefor1h.Thereactionmix-

turewasdilutedwithsat.NH4Claq.,extractedwithCH2Cl2,anddriedoverMgSO4.Thesolventwasremoved

underreducedpressure.Theresiduewaspurifiedbyflashcolumnchromatographyonsilicagel(hexane:MeOH

=200:1)toafford5(62.9mg,84%)asayellowsolid.

Mp100-105℃;1H-NMR(400MHz,Acetone-d6):d9.13(1H,brs),7.67(2H,d,J=8.7Hz),7.02(2H,d,J

=8.7Hz),6.51(1H,s),4.56(2H,s),4.20(2H,q,J=7.1Hz),2.83(3H,s),1.27(3H,t,J=7.1Hz);13C-NMR

(100MHz,Acetone-d6):d182.8,167.5,162.1,146.3,136.6,135.2,130.5,129.4,115.1,61.1,55.7,52.1,14.4;

IR(KBr):3220,1738cm-1;MS(EI)m/z288(M+);HRMS(EI)calcdforC15H16N2O4:288.1110,found:

288.1133.

（1,2-ジアゼピン誘導体6の合成の実施例）

ToasolutionofLDA(1.50mmol,preparedfromdiisopropylamineandn-BuLi)in

dryTHF(2.2mL)wasaddedethyldiazoacetate(152.9mg,1.30mmol)indryTHF

(2.2mL)at-78℃,andthemixturewasstirredat-78℃for0.5h.Totheabovemix-

turewasaddedasolutionofthe3-(4-tolyl)cyclobutenone(105.9mg,0.67mmol)indryTHF(2.3mL).After

stirringfor15minatthesametemperature,thecoolingbathwasremovedtoallowthereactiontowarmupto

roomtemperaturefor1h.Thereactionmixturewasdilutedwithsat.NH4Claq.,extractedwithCH2Cl2,and

driedoverMgSO4.Thesolventwasremovedunderreducedpressure.Tothisresiduewereaddedbenzene(9.1

mL)andpyridine(0.37mL,4.6mmol)atroomtemperature.Afterstirringforfurther7h,pyridine(74mL,0.92

mmol)wasaddedtothemixture.Afterstirringforfurther5h,pyridine(74mL,0.92mmol)wasaddedtothe

mixture.Afterstirringforfurther5h,pyridine(74mL,0.92mmol)wasaddedtothemixture.Afterstirringfor

7h,thereactionwasquenchedwith10%hydrochloricacid,andthereactionmixturewasextractedwithEt2O.

Thecombinedorganicextractswereconcentratedunderreducedpressure.Theresiduewaspurifiedbyflash

columnchromatographyonsilicagel(hexane:AcOEt=4:1)toafford6(103mg,0.378mmol,81%)asacol-

orlessoil.

1H-NMR(400MHz,CDCl3):d7.59(1H,brs),7.43-7.35(3H,m),7.26-7.24(2H,m),6.77(1H,s),4.49-4.36

(2H,m),4.07(1H,s),2.41(3H,s),1.34(3H,t,J=7.1Hz);13C-NMR(100MHz,Benzene-d6):178.5,166.6,

144.9,139.1,138.2,135.6,132.2,129.6,127.9,68.6,62.3,21.0,14.1;IR(KBr):3371,1742cm-1;MS(EI)m/z

158(M+);HRMS(EI)calcdforC15H16N2O3:272.1161,found:272.1144.
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【結果・考察】

＜各種置換シクロブテノン誘導体1の合成＞

まずは，1,2-ジアゼピン合成のための原料化合物となる，各種置換シクロブテノン誘導体1の合成

を行った。その概略をScheme2に示す。

容易に入手可能なヨードベンゼン誘導体に対して，DMF溶媒中にてTMS-アセチレンとの園頭カッ

プリングをCuI，Et3N,およびパラジウム触媒存在下にて行い，良好な収率にてTMS-アセチレン体と

し，引き続きTBAFを用いた脱シリル化を行って，アルキン体を合成した。次に，Et2O溶媒中にて，

トリクロロアセチルクロリドから調製したジクロロケテンとの[2+2]環化付加反応に付し，シクロブ

テノン骨格を構築，その後，クロロ基を酢酸中で亜鉛還元により除去し，目的とする各種置換シクロ

ブテノン誘導体（1）を得ることに成功した。

＜1,2-ジアゼピン環形成反応の条件検討＞

3-（4-tolyl）cyclobutenone（1a）をモデル基質として，1,2-ジアゼピン環形成反応の条件検討を行った。

その詳細をTable1に示す。ここでは，溶媒と反応温度について精査した。塩基としてLDAを用い

ていることからエーテル系溶媒に固定し，まずはTHFを溶媒として低温下リチオジアゾアセテート
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を調製して1aと反応させ，次いで反応温度を室温まで昇温させたところ，73%という良好な収率に

て目的とする1,2-ジアゼピン誘導体を与えることが判った。ここで得られた1,2-ジアゼピン誘導体は

2種類であり，それぞれを単離して構造解析を行ったところ，エノール型ジアゼピン（5a）とイミン

型ジアゼピン（6a）であることが判り，その生成比はほぼ1：1であった（entry1）。その他のエーテ

ル系溶媒（CPME,Et2O）を用いた場合，収率が若干低下した（entry2,3）。また，THF溶媒中でも，

昇温温度を0℃や45℃とした場合も，収率の低下が見られた（entry4,5）。なお，entry1と同条件で

も，微量の酸性不純物を排除した溶媒を用いた時，収率が85%まで向上し，また5aと6aの異性体比

も82：18と大きく変化することが明らかとなった（entry5）。この結果は，微妙な反応条件の違いが，

異性体比に大きな影響を与えることを示すものである。

＜1,2-ジアゼピン環形成反応の一般性の検討＞

ここまでの検討で見出された最適条件にて，種々の置換基を有するシクロブテノン体を基質として，

1,2-ジアゼピン環形成反応の一般性を検証した。その結果をTable2に示す。R2として芳香族置換基

を有する誘導体について，概ね良好な収率にて1,2-ジアゼピン誘導体を与えることが明らかとなった

（entry1-5）。やや立体障害がある誘導体（R2=Mes）についても，若干収率は落ちるものの，対応す

るジアゼピン体を生成した（entry6）。また，R1にも置換基を有する基質や，脂肪族置換基を有する

基質においても，反応は進行することが明らかとなった（entry7,8）。なお，いずれの場合において

も，2種類の互変異性体（5および6）を生成しており，エノール型異性体5が主生成物であった。こ

れらの異性体は，いずれもカラムクロマトグラフィーにて単離精製が可能である。

以上のように，本1,2-ジアゼピン環形成反応は，一般性が高く広い応用性を有することが明らかと

なった。
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＜互変異性体の相互変換と選択的合成＞

上述の通り，本反応では2種類のジアゼピン互変異生体が生成した。これらは，いわゆるタート

メリズムにより相互変換できるものと考えられ，一方で，それぞれが分離可能な安定性と物性を独立

して有している。そこで，これら異性体の相互変換の要因となる条件について，精査することにした。

エノール型ジアゼピン5aを用いて，酸および塩基の影響を調査した結果をTable3に示す。酸性条

件では徐々に分解反応が進行するのみであったが（entry1），アミン塩基の存在下ではイミン型ジア

ゼピン6aへの異性化が観察された（entry2-7）。特にピリジン共存下で効率良く異性化が進行した

（entry5）。なお，6aは安定な異性体であり，5aへの逆異性化は全く観察されなかった。

塩基性条件下での異性化のメカニズムは，

Scheme3に示すようなものと推定される。す

なわち，5のケト型である7に対する塩基の作

用で脱プロトン化が進行してエノラート8が生

じ，その再プロトン化が窒素原子上で起こるこ

とで異性体6が生じるものである。

これらの検討から，互変異性体の生成比には，

反応系内のアミン塩基が大きく作用しているこ

とが示唆される。そこで，これらの互変異性体

を選択的に得るような反応条件について検討を

行った。その結果について，Scheme4にまとめる。リチオジアゾアセテートの調製にLDAを用いる

と，アミン塩基であるジイソプロピルアミンが反応系中に遊離する。これは，異性体5から6への異

性化を促進するものと考えられる。そこで，LDAの代わりにn-BuLiを塩基として利用する反応条件
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を試みたところ，エノール型異性体5が84%という高収率で生成し，イミン型異性体6は全く生成

しなかった。また逆に，従来の条件で得たジアゼピン生成物（異性体混合物）を，精製せずにそのま

まピリジン処理を施すことで，57%収率にてイミン型異性体6を単一生成物として得ることにも成

功した。このように，反応条件を適切に設定することで，1,2-ジアゼピンの2種類の互変異性体を効

率的に合成する一般法を確立することに成功した。

【結論および今後の展開】

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1,2-ジアゼピン誘導体を想定し，

シクロブテノンの連続的電子環状反応を活用することで，2種類の互変異性体を選択的に合成するた

めの一般法を確立できた。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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